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流感监测专题

2013 年宜春市甲型 H1N1 流感病毒分离鉴定
及 HA 基因分子进化分析

陈玉红，李美蓉，陆红云，张红波，吴绍武，刘雪莲，谢海珍，钟玲

摘要: 目的 对 2013 年江西省宜春市甲型 H1N1 流感病毒 HA 基因序列及其编码的氨基酸序列进行分子进化分析，为防

控甲型 H1N1 流感大流行和常规监测提供科学根据。方法 随机选择 11 株 2013 年宜春市疾病预防控制中心流感监测实

验室分离到的甲型 H1N1 流感病毒毒株，提取病毒 ＲNA，One-step ＲT-PCＲ 扩增 HA 基因并双向测序。以世界卫生组织疫苗

推荐株 A/California /07 /2009( H1N1) ( GenBank: CY121680) 和几株国内外近几年分离的流感甲型 H1N1 毒株的 HA 基因为

参考序列，采用 DNAStar 7. 0 和 Mega 5. 0 软件对 HA 基因及其编码的氨基酸序列进行比对，绘制分子进化树，进行 HA 变异

分析。结果 2013 年宜春市 11 株所测甲型 H1N1 流感病毒与疫苗推荐株亲缘性较近，进一步参考几株国内外近几年分离

到的流感甲型 H1N1 毒株，HA 没有发生较大变异; 其 HA 基因序列二硫键、糖基化位点未发生变异; 尽管有 7 株毒株同时在

抗原决定簇区 A 区和受体结合位点 130 环或其附近发生单个位点氨基酸替换变异，但未形成流行病学变异新种。结论

目前的甲型H1N1 流感疫苗仍对人群有保护作用，而抗原决定簇和受体结合位点的变异提示仍需要密切关注甲型 H1N1 流

感的再次流行。
关键词: 甲型 H1N1 流感病毒; HA 基因; 序列分析; 分子进化

中图分类号: Ｒ373. 1 + 3 文献标志码: A 文章编号:1003 －9961( 2016) 02 －0101 －05

HA gene molecular evolution analysis of influenza A ( H1N1) pdm09 virus in Yichun，2013 CHEN Yu-hong，LI Mei-rong，
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Abstract: Objective To understand the molecular evolution of HA genes and encoding amino acid sequence of influenza A
( H1N1) pdm09 virus in Yichun in 2013，and provide scientific evidence for the prevention and control of the infection with
influenza A ( H1N1) pdm9 virus． Methods Eleven strains of influenza A ( H1N1 ) pdm09 virus isolated in Yichun CDC
influenza laboratory were randomly selected，and the virus ＲNA were extracted． The fragments of HA genes were amplified
by using one-step ＲT-PCＲ and then sequenced． The nucleotide sequences and amino acid sequences of HA genes were
analyzed with software DNAStar 7. 0 and Mega 5. 0． Ｒesults There was a high homology of HA genes between the 11 virus
strains isolated in Yichun in 2013 and the vaccine strain A /California /07 /2009 ( H1N1 ) ( GenBank: CY121680 )
recommended by WHO，HA did not have a large variation． The disulfide bonds and glycosylation sites of HA gene sequences
did not mutate． Although there were 7 strains with simultaneously single site amino acid substitution mutation in the antigen
determinant region A and the receptor binding site ring 130 or its vicinity，the new species variation with epidemiological
significance did not form． Conclusion The vaccine of pandemic influenza H1N1 recommended by WHO still had certain
protective effect． However，the variations of epitope region A and receptor binding site suggested that it is still needed to pay
a close attention to the epidemic caused by influenza A ( H1N1) pdm09 virus．
Key words: Pandemic influenza H1N1 virus; HA gene; Sequence analysis; Molecular evolution
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流 感 病 毒 属 正 粘 病 毒 科、分 节 段、负 链 单 股 ＲNA 病毒，据核衣壳蛋白( NP) 和基质蛋白( MP) 的

差异性可分为甲、乙、丙或 A、B、C 三型［1］。而甲型

流感病毒根据血凝素 ( HA) 和神经氨酸酶 ( NA) 的

抗原差异性，HA 分为 16 个亚型，NA 分为 10 个亚

型［2］。甲型 H1N1 流感始于 2009 年 3 月美国和墨

西哥暴发的流感大流行［3］，该病毒为猪流感、禽流

感及人流感三重重组病毒［4］。流感病毒极易发生

变异，使病毒能逃逸宿主免疫识别和清除，导致新
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的流感暴发［5］。HA 基因的变异频率最高，是流感

病毒抗原性变异的基础。HA 序列分析可研究关键

抗原位点是否发生变异，评价毒株抗原性变异有无

流行病学意义。本研究分析了江西省宜春市 2013
年甲型 H1N1 流感病毒 HA 基因序列分子变异及进

化特征，为防控甲型 H1N1 流感大流行和常规监测

提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 标本来源 采集 2013 年宜春市监测医院流

感咽拭子标本及流感重症咽拭子标本。
1. 2 病毒分离和效价测定 按照世界卫生组织

( WHO) 推荐流感病毒分离方法［6］，采用犬肾传代细

胞( MDCK) 培养病毒，病毒收获后采用微量血凝实

验方法( HA) 进行效价鉴定; 将滴度≥1∶ 8 的毒株采

用血凝抑制方法( HI) 进行型别鉴定。所有毒株均

经国家流感中心复核鉴定，具有统一编号。
1. 3 毒株来源与 ＲNA 提取 随机挑选 11 株分离

到的甲型 H1N1 流感病毒毒株，采用美国 Promega
公司的 Maxwell 16 Instrument 核酸自动提取仪及

配 套 Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid
Purification Kit 试剂盒提取病毒基因组 ＲNA。
1. 4 HA 扩增与序列测定 HA 基因引物序列设计

及 ＲT-PCＲ 反 应 条 件 参 考 WHO 资 料［6］，采 用

QIAGEN One Step ＲT-PCＲ Kit 试剂盒，以病毒基因组

ＲNA 为模板反转录扩增 HA 基因，收集 PCＲ 产物进

行双向测序。HA 基因序列引物合成及序列测定均

委托上海生工生物工程技术服务有限公司完成。
1. 5 HA 序列分析 以 WHO 北半球甲型 H1N1 流

感 疫 苗 推 荐 株 A /California /07 /2009 ( H1N1 )

( GenBank: CY121680 ) ，并另外选取几株国内外近

几年分离到的流感甲型 H1N1 毒株的 HA 基因为参

考序列，采用 DNAStar 7. 0 和 Mega 5. 0 软件对 HA
基因核苷酸序列及其编码的氨基酸序列进行同源

性比对以及分子进化分析。

2 结果

2. 1 病毒分离结果 2013 年宜春市全年共分离流

感毒株 82 株，其中甲型 H1N1 分离到 51 株，占全年

毒株分离的 62. 20%，是 2013 年流行优势株; 其余

甲型 H2N3、乙型分别分离到 23 株( 28. 05% ) 、8 株

( 9. 75% ) 。同时流感病毒毒株分离大多数分布在 3
月( 19 株) 、4 月( 20 株) ，少数分布在 2 月( 4 株) 、5
月( 8 株) ，说明 2013 年宜春市甲型 H1N1 流感呈春

季集中暴发形势，其他季节未发现。
2. 2 HA 基因核苷酸和氨基酸同源性及分子进化

分析 甲型 H1N1 流感病毒参考株 A /California /
07 /2009( H1N1) ( GenBank: CY121680 ) 的 HA 基因

编码区核苷酸长度为1701 bp，编码 566 个氨基酸;

序列分为信号肽( 1 ～ 51 bp，编码 1 ～ 17 位氨基酸) ，

重链区 HA1( 52 ～ 1032 bp，编码 18 ～ 344 位氨基酸)

和轻链区 HA2( 1033 ～ 1701 bp，编码 345 ～ 566 位氨

基酸) 。
选取的 11 株甲型 H1N1 流感毒株 HA 基因序列

经测定均为 1632 bp，对应参考序列为 69 ～ 1701 bp，

编码 24 ～ 566 位氨基酸。经 DNAStar 7. 0、Mega 5. 0
软件分析，所测的 11 株毒株与参考株 A /California /
07 /2009( H1N1 ) 进行 HA 基因比对，其核苷酸序列

同 源 性 在 98. 30% ～ 100. 00% 之 间，平 均 为

99. 15% ; 氨基酸的同源性在 97. 70% ～ 100. 00% 之

间，平均为 98. 85%。另外参考几株国内外近几年

分离到的流感病毒毒株与所测 11 株毒株进行 HA
基因氨基酸序列比对，并绘制分子进化树( 图 1) ，可

见除毒株 A /Jiangxi Yuanzhou /SWL1641 /2013 ( H1 )

和 A /Jiangxi Yuanzhou /SWL11512 /2013 ( H1 ) 与 国

外 毒 株 A /California /07 /2009 ( H1N1 ) 、A /Alaska /
33 /2009、A /Alaska /01 /2010、A /Alaska /14 /2011 在

同一分支上，而剩余 A /Jiangxi Yuanzhou /SWL1178 /
2013( H1 ) 等 9 株毒株与国内 A virus A /FuZhou /
SWL159 /2013、A /ZheJiang /TZ11 /2013 和国外毒株

A /Alaska /3527 /2013、A virus A /Alaska /01 /2012 在

另一分支上。但因为分支单位小，仅为 0. 002，总体

图 1 2013 年宜春市甲型 H1N1 流感病毒 HA
基因序列的种系进化树

Figure 1 Phylogenetic tree based on HA amino acid
sequences of influenza A ( H1N1) pdm09 virus isolated

in Yichun，2013
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而言所测 11 株毒株与疫苗株亲缘关系较近，且近几

年国内外甲型 H1N1 流感病毒 HA 序列没有发生较

大变异。
2. 3 HA 氨基酸序列变异分析 与参考氨基酸序

列比对，所测 11 株 HA 基因编码 24 ～ 566 位氨基

酸，共 543 个氨基酸，其中 24 ～ 344 位氨基酸为重链

区 HA1，345 ～ 566 位氨基酸为轻链区 HA2。如图 2
所示，所测 HA 以第 24 位氨基酸为起始位点，与参

图 2 2013 年宜春市甲型 H1N1 流感病毒 HA 氨基酸序列比对分析
Figure 2 comparative analysis based on HA amino acid sequences of influenza A ( H1N1)

pdm09 virus isolated in Yichun，2013
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考氨基酸序列 24 ～ 566 位氨基酸进行比对，对 HA
编码的氨基酸序列进行氨基酸变异和蛋白结构变

异分 析。所 测 11 株 HA 氨 基 酸 均 发 生 P100S、
S220T、I338V 替 换，9 株 均 发 生 D114N、S202T、
V251I、K300E、E391K、S468N、E516K 替换，3 株均发

生 N142D 替换，2 株均发生 K136N、K180N、V289I
替 换，其 余 各 有 1 株 分 别 发 生 D34N、N142S、
H143Y、G172E、I284L、V444I 替换。
2. 3. 1 HA 二硫键的变异分析 二硫键通常指在

肽和蛋白质分子中的半胱氨酸残基中的化学键。
与参考氨基酸序列比对，所测 HA 编码的氨基酸序

列中，第 58、72、84、107、153、292、296、320、481、488、
555、562、565 位的半胱氨酸未出现变异，其他位点

也均未出现新的半胱氨酸，HA 氨基酸序列二硫键

保持稳定。
2. 3. 2 HA 糖基化位点的变异分析 氨基酸潜在

糖基化位点由糖苷键通过 N 糖苷键结合在 Asn-X-
Thr( N-X-T) 或 Asn-X-Ser ( N-X-S) 的 Asn 残基上形

成［7］。与参考氨基酸序列比对，所测 HA 编码的氨

基酸序列中，均在第 27 ～ 29、28 ～ 30、40 ～ 42、104 ～
106、293 ～ 295、304 ～ 306、498 ～ 500、557 ～ 559 位的

氨基酸发现 8 个潜在糖基化位点，且均未出现变异，

其他位点也均未出现新的也未出现新的糖基化位

点，HA 氨基酸序列糖基化位点保持稳定。
2. 3. 3 HA 受体结合位点( ＲBS) 的变异分析 HA
受体结合位点 ( ＲBS) 包括 130 环 ( 135 ～ 138 ) 、190
螺旋( 190 ～ 198) 、220 环( 221 ～ 228 ) 以及这些结构

域附近的保守氨基酸［8］。与参考氨基酸序列比对，

在所测 HA 氨基酸中，除有 2 株毒株在 130 环发生

K136N 替换，在 130 环附近分别有 3 株发生 N142D
替换、1 株发生 N142S 替换、1 株发生 H143Y 替换

外，其余 HA 在 190 螺旋和 220 环结构域均未出现

变异。
2. 3. 4 HA 抗原决定簇的变异分析 过去研究认

为甲型流感病毒 HA 蛋白可分为 A、B、C、D、E 共 5
个抗原决定簇区，其中 A 区: 133 ～ 137、140 ～ 146; B
区: 156 ～ 160、187 ～ 198; C 区: 52 ～ 54、275、277、
278; D 区: 207、174; E 区: 63、78、81、83［9］。上述抗

原决定簇氨基酸发生替换，一般均会引起 HA 蛋白

抗原性漂移。本研究中通过抗原位点统计分析，与

参考氨基酸序列比对，所测 11 株毒株 HA 氨基酸序

列的 HA1 区，在 A 区第 133 ～ 137 位，有 2 株发生

K136N 替换; 在 A 区第 140 ～ 146 位，分别有 1 株发

生 N142S 替 换、1 株 发 生 H143Y 替 换、3 株 发 生

N142D 替换; 其他抗原决定簇区未出现变异。
而 2010 年 Xu 等［10］分析表明甲型 H1N1 流感

病毒 HA 蛋白共含有 4 个抗原决定簇( Sa、Sb、Ca 和

Cb) ，其中 Sa、Sb 与 ＲBS 接近，Ca 位于亚基交界处，

Cb 位于痕迹酶作用区域。2014 年 Matsuzaki 等［11］

研究使用抗 A /Narita /1 /2009 的 16 种类型抗 HA 单

克隆抗体来检测 599 个甲型 H1N1 流感病毒逃逸突

变体，以此来定位 HA 的抗原表位。结果表明 Sa 的

突变位点为 141 ～ 143、171 ～ 172、177 和 180; Sb 的

突变位点为 170、173、202、206、210 ～ 212; Ca 的突变

位点为 151、154、156 ～ 159、200 和 238; 还有一个不

确定的突变位点为 147。本研究所测 11 株毒株 HA
氨基酸序列在 Sa 区有 3 株发生 N142D 替换，1 株发

生 H143Y 替换，1 株发生 G172E 替换; 在 Sb 区有 9
株发 生 S202T 替 换; 其 他 抗 原 决 定 簇 区 未 出 现

变异。

3 讨论

流感病毒感染初期由表面膜蛋白 HA 与宿主细

胞表面的 HA 受体结合并附着于细胞表面［12］，再由

病毒表面膜蛋白 NA 水解 HA 受体末端 N －乙酰神经

氨酸破坏受体，帮助病毒在宿主体内扩散［13］。HA 是

流感病毒的主要抗原，HA 变异是流感变异的分子基

础。因而对甲型 H1N1 病毒 HA 抗原性进行分析，对

于流感疫情的预测和预警具有重要意义［14］。
本研究中，宜春市 11 株甲型 H1N1 流感病毒与

疫苗推荐株 A /California /07 /2009 ( H1N1) 相比亲缘

性近，HA 序列没有发生较大变异; 但 HA 氨基酸序

列均发生 P100S、S220T、I338V 替换，这可能与地域

差异性有关; HA 氨基酸变异分析表明，HA 氨基酸

序列二硫键、糖基化位点无变异，与疫苗推荐株一

致，这与 2010 年林毅雄等［15］的研究结果相一致; 但

有 7 株毒株在 HA 抗原决定簇区 A 区发生氨基酸替

换变异，同时这些变异为毒株在 130 环或其附近发

生的氨基酸替换变异。以上表明同地区同期分离

的毒株变异率虽低，但仍在一定程度上存在变异。
虽然流感病毒变异不断发生，但并非所有变异

毒株均能成为代表性变异株从而具有流行病学意

义。一般认为具有流行病学意义的新变种的 HA1
蛋白分子，至少有 4 个以上氨基酸发生替换，且替换

必须涉及 2 ～ 3 个抗原决定簇位点; 同时不是 HA 蛋

白分子上所有的氨基酸替换具有等同的意义，一般

ＲBS 周围如 226 和 228 位氨基酸发生替换比其他位

点发生氨基酸替换要重要的多［9］。本研究中 HA 变
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异仅是分布在抗原决定簇的单个位点的变异，ＲBS
周围 226 和 228 位点也没发生氨基酸替换，所以选

取的 11 株甲型 H1N1 流感病毒没有产生具有流行

病学意义新的变种。
但一般 HA 抗原决定簇氨基酸发生替换，会引

起蛋白抗原性漂移。例如 Klein 等［16］的研究参照疫

苗株 A /California /07 /2009( H1N1) ，发现甲型 H1N1
流感病毒 HA 蛋白抗原性漂变加权平均距离从 2009
年的 3. 6 上升为 2013 年的 11. 7，而其相对应的编码

区抗原性漂变加权平均距离从 2009 年的 7. 4 上升

为 2013 年的 28. 3; 且同一时期的甲型 H1N1 流感病

毒与 H3N2 流感病毒抗原性漂变速率大致相同。另

外有资料表明 HA 受体结合位点的变异会影响病毒

HA 与其受体的结合，从而导致病毒对 NA 的依赖性

降低，使抗 NA 流感药物失效［17］。
仅从 HA 基 因 特 性 分 析，2013 年 宜 春 市 甲 型

H1N1 流感病毒不是流行病学新变种，目前的甲型

H1N1 流感疫苗虽仍对人群有保护作用; 然而 HA 抗

原决定簇和受体结合位点的变异表明有可能加速抗

原性漂变，仍需要密切关注甲型 H1N1 流感的再次

流行。
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