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我国部分地区 !"亚型禽流感病毒血凝素基因
序列比较与遗传发生关系分析

刘红旗 程 坚 彭大新 贾立军 张如宽 刘秀梵"

（扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 ""5$$0）

摘 要：为从分子水平掌握我国 60亚型 78&的遗传变异情况和流行规律，本研究汇集近年
来从我国 /"个省、市、自治区的发病鸡群中分离到的 "#株 60亚型禽流感病毒，通过 9: 2
;<9方法和核苷酸序列测定获得了 "#个毒株的 67基因 =>.7核苷酸序列。核苷酸和推导
的氨基酸序列同源性比较结果表明，这些毒株 67 基因的核苷酸序列同源性为 0!) /? @
/$$?，氨基酸序列同源性为 05)!? @ /$$?；将这 "#个毒株和来自亚洲及世界其它地区的另
外 #/株的 67基因 =>.7序列同源性进行比较发现，分离自香港的 6A/1$!00株与日本的 "
个毒株关系较近；氨基酸序列分析发现，<ABC/00、<A:*/0%、<A:*"0%、<AC6#$$ 和 <AD*/01 五
个毒株各发生了一个潜在的糖基化位点的丢失。5!株 60亚型 78&67基因 55EF @ //5"EF的
氨基酸序列分析发现，裂解位点尽管有 /$种基序，但本研究中的 "#株和近年来从我国大陆
和香港地区的分离的毒株则均为 9CC9#BGH；构成受体结合位点的 /0/位氨基酸有一个规
律，即所有中国大陆毒株与部分香港毒株都为 .，其它毒株均为 6，/!/II @ /!#II处的糖基化
位点有与 /0/II类似的规律，即：凡是 /0/II为 .的毒株，该处均为 .&C（<AD*/0!除外），凡是
/0/II为 6的毒株，则该处均为 .&:；遗传发生关系分析，中国大陆毒株处于欧亚谱系的第一
支。本研究结果表明近年来我国鸡群中 60."亚型禽流感病毒的感染流行可能有一个共同
的来源，这为制定防治该亚型禽流感流行的有效对策提供了重要的科学依据。
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禽流感（7KLI, 8,M(+-,NI，78）是由 7型流感病毒中任何一种血清亚型毒株引起各种家
禽及野生禽类感染和 O或发生全身性和 O或呼吸器官性综合征的传染病［/］，其病原通常称
为禽流感病毒（7KLI, 8,M(+-,NI &LP+Q，78&），属正粘病毒科（RPST’UVW’KLPLXI-）7型流感病毒
属，病毒基因组为分节段单股负链 9.7，编码至少 /$种病毒蛋白，其中血凝素蛋白（67）
为病毒最重要的表面抗原，也是遗传性和抗原性的高变区［"］。7型流感病毒亚型众多、易
变。目前己发现有 /5种 6亚型和 /$种 .亚型，且各亚型之间无血清学交叉反应。78&
不仅分布广泛，给养禽业造成巨大的经济损失，而且近来的研究表明，其在人类公共卫生

上有重要的意义。因此，有关的研究者们对 78越来越重视。对于 78&的研究主要集中在
65和 61 亚型上，因为迄今发生的高致病性禽流感（6LYT(V ;IST’Y-,L= 7KLI, 8,M(+-,NI，
6;78）都是由这两个亚型的病毒引起的，而且 6;78在 R8Z的疾病分类上属 7类疾病。但



对 !"亚型 #$%的研究还不多。!"亚型禽流感最早报道于 &""’年［(］。自 )*世纪 "*年代
开始，!"亚型 #$%己在亚洲鸡群广泛流行［+］。我国自 &""+年首次报道从鸡群中分离到
!"亚型 #$%以来［,］，目前绝大部分省市都有 !"亚型 #$%的流行，给我国的养禽业造成了
巨大的经济损失。&"""年香港卫生部报道了从 )名有类流感症状的儿童体内分离到 !"
亚型 #$%［’］。因此，开展对 !"亚型 #$%的研究，无论对养禽业，还是对学术界以及人类公
共卫生都有重大的意义。目前对 !"亚型禽流感的研究主要是在有限的范围内的病原生
物学特性和疫苗等方面，获得了很多的宝贵资料。为了有效地控制该病的流行，常用的方

法是同亚型疫苗免疫接种。然而该亚型病毒在我国流行如此之广泛，这些流行株之间的

关系到底怎样，还未见有报道。弄清我国 !"亚型 #$%流行株之间的关系，可为制定防制
该亚型禽流感流行的有效对策提供重要的科学依据。

! 材料和方法

!"! 病毒
)(株病毒分布于全国 &)个省、市、自治区，均通过 " - &&日龄 ./0鸡胚扩增，血清学

鉴定均为 !"1)亚型 #$%，本研究毒株及序列比较的参考毒株详细情况见表 &。
表 ! 本研究毒株及参考毒株详细情况
23456 & %789:6: ;<8 =>7: :=9?@ 3A? ;<8 86;686AB6

.=837A: #4486C73=7<A:
D6AE3AF

3BB6::7<A

/8<=6<5@=7B

B563C3G6 :7=6

(((,33 -

(+&33

H6B6I=<8J

47A?7AG :7=6:!
/<=6A=735 G5@B<:@53=7<A :7=6:!!

#KL>7BF6AK#A>97K&K"M LN#!&"M 3 H..H"DO. PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1$ . 1D2 1D.
#KL>7BF6AKD3A:9K&K"" LND.&"" 3 H..H"DO. PQ21#OP 1.2 1%.RH2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AKD93AGS7K&K&** LNDT&** 3 H..H"DO. PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AKD93AGS7K)K** LNDT)** 3 H..H"DO. PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK!6467&K** LN!E&** 3 H..H"DO. PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1$ . 1D2 1D.
#KL>7BF6AK!6A3AK&K"" LN!1&"" 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK!6A3AK)K"M LN!1)"M 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1$ . 1D2 1D.
#KL>7BF6AKU73AG:9K&K"" LNU.&"" 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1$ . 1D2 1D.
#KL>7BF6AKU73AG:9K)K"M LNU.)"M 3 N..H"DO0 PQ21#OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AKO73<7AGK&K** LNO1&** 3 H..H"DO0 PQ2!%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AKO73<A7AGK)K** LNO1)** 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK.>3A?<AGK&K"M LN.R&"M 3 H..H"DO0 PQ212 OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK.>3A?<AGK)K"" LN.R)"" 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK.>3AG>37K&K"M LN.!&"M 4 H..H"DO0 PQ21#OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7AF6AK.>3AG>37K)K"" LN.!)"" 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK.>3AG>37K(K** LN.!(** 3 H..H"DO0 PQ2!2OP 1.2 1%. 1H2 122 1%D1D2 1D.
#KL>7BF6AK.>3AG>37K+V&K*& LN.!+*&V& 3 H..H"DO0 PQ212OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK.>3AG>37K+V)K*& LN.!+*&V) 3 H..H"DO0 PQ21#OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK273AW73AGK&K"’ LN2U&"’ 3 H..H"DO0 PQ21#OP 1.2 1%. RH2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AK273AW7AGK)K"’ LN2U)"’ 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. RH2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AKP93A3AK&K"" LNP1&"" 3 H..H"DO0 PQ21#OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
#KL>7BF6AKP93A3AK)K** LNP1)** 3 H..H"DO0 PQ21%OP 1.2 1%. 1H2 122 1%. 1D2 1D.
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（续表 !）

"#$%&’( )**$+,&%#&-’(
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69!%%
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)>?@&10+’>/+&A&’5>!>BC ?D/E!BC % :"":".FG HIJKJFH K"J KL" K:J KJM KL" K.J K."
)>?@&10+’>N+*+&>O>PP ?DN/OPP % :"":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL" K.J K."
)>?@&10+’>/+&A&’5>!>B9 ?D/E!B9 )G!7Q6RP :"":".FG HIJKLFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>?@&10+’>N-’50-’5>.O6>BC ?DND.O6BC )G!7Q6C9 :"":".FG HIJNLFH K"J KL" K:J KJJ KL"
)>?@&10+’>N-’50-’5>.B>BC ?DND.BBC )G!7Q6C6 :"":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL"
)>?@&10+’>N-’50-’5>"GO>BC ?DND"GOBC )G!RQOQB :"":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL"
)>=S10>N-’50-’5>HORP>BC ?DNDHORPBC )G!7Q6CQ :"":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL"
)>?@&10+’>.S%’5T&>DUM>BB ?D.VDU!BB )HP6QRRP :"":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL" K.J K."
)>2&5+-’>N-’50-’5>HO66>BC 2WNDHO66BC )G!7Q6C7 :"":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL"
)>"&30&+>N-’50-’5>"G96>BB "DND"G96BB )G!RQOQR :"":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL"
)>?@&10+’>.S%’5=-’5>"">B9 ?D.X""B9 )G6R977C ."":".FG HIJKLFH K"J KL" K:J KJJ KL" K.J K."
)>?@&10+’>D-$+%>O>BQ ?DD:OBQ )G!7Q6R7 )"H:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>?@&10+’>D-$+%>6>BQ ?DD:6BQ )G!7Q6R9 )"H:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>?@&10+’>D-$+%>Y(BQ>BQ ?DD:Y(BQBQ )GOP6PPR )" H:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL" K.J K."
)>?@&10+’>2%0&(#%’>O>BB ?D2DOBB )EOB!6BO :"":".FG HIJN)FH K"J KLJ K:J K"J KM"
)>?@&10+’>N-’50-’5>C6B>B9 ?DNDC6BB9 )G!7Q6CB :"":".FG HIJN)FH K"J KLJ K:J KJJ KM"
)>XS10>N-’50-’5>!QR>CC XDND!QRCC )G!7Q6RO )" .:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>XS10>N-’50-’5>CR9>CB XDNDCR9CB )G!7Q6R6 )" X:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>XS10>N-’50-’5>H96B>BC XDNDH96BBC )G!7Q6CC )" K:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>.--(+>U&’’+(-#%>7C66>RP ."U!7C66RP )G!7Q6RB L"X:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>N-’50-’5>!CP6>BB ND!CP6BB )E9PQOQ :"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J K"J KM"
)>N-’50-’5>!CP9>BB ND!CP9BB )E9P9QOC :"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J K"J KM" K.J K."
)>2%$%0++#>?@&*%>!>BC 2:?/!BC )/P9B!7B :"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL" K.J K."
)>2%$%0++#>K%$&#%>BO>BR 2:K:BOBR )/P9B!QP :"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL" K.J K."
)>ZS%&3>)$0%’(%(>OBOPB[!>B6 Z))DOBOPB[!B6 )G!7Q6RR )"K:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KM"
)>ZS%&3>N-’50-’5>)G!7C>BO Z)ND)G!7CBO )G!7Q6R! D"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KL"
)>ZS%&3>N-’50-’5>.!>BC Z)ND.!BC )G!7Q6CR :"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J K"J KL"
)>"@-$+*&$=>X+3%\%$+>B>BQ "/XFBBQ )G!7Q6RQ )"K:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KM"
)>JS$0+4>?%3&]-$Y&%>!RB>QQ JD?F!RBQQ )G!7Q6BP L"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KM"
)>JS$0+4>U&’’+(-#%>6R6B![!>B7 JDU!6R6B![QB7 )G!7Q6RC )"K:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KM"
)>JS$0+4>2%,&%>9P>R6 JD2)9PR6 )G!RQOQQ J".:".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KM"
)>JS$0+4>I&(1-’(-’>QQ JDI"QQ XBP6P7 L"":".FG HIJNWFH K"J KLJ K:J KJJ KM" K.J K."

K-#+：!:+1+;#-$<*&’=&’5 (&#+(：!PB%%、!Q!%%、!Q6%%、!B!%%、!BR%%、OPO%%、OP6%%；!! 2-#+’#&%3 5341-(43%#&-’ (&#+(：OB%% 8 6!%%、

!9!%% 8 !96%%、O!R%% 8 OOP%%、OBR%% 8 6PP%%、6P7%% 8 6PC%%、9BO%% 8 9B9%%、77!%% 8 776%%；

%：L&$S(+( ]-$ #@&( (#S=4；*："++ $+]+$+’1+［R］̂

!"# 引物
根据 NB亚型禽流感病毒中国分离株 N)基因序列设计［R］，引物序列为：
上游引物 2!：7’[ ???)).?JJ)J..)))?)J)JJ?)?J) [ 6’ OCY+$；
下游引物 2O：7’[ ??J.J?.)?.J).)))?))...J.JJ [ 6’ OQY+$。
预期扩增出约 ! ^C0*片段；由宝生物工程（大连）有限公司合成。

! $% 病毒纯化与 &’(提取
按参考文献［B］方法进行。
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! "# $%基因 &’ ( )*&扩增
按参考文献［!］方法进行，为确保扩增结果的保真度，本研究采用了 "#$反转录酶和

%&’( )&*+,&-. /01 2.3-+4 5 678进行 19 5 /01扩增。
! "+ $%基因 ,-.%克隆、鉴定和测序

19 5 /01产物经凝胶回收后，按 :;<#5 9 <=3.载体说明书进行连接、转化，用 !"#*!
和 $%& >进行酶切鉴定；鉴定为阳性克隆后送宝生物工程（大连）有限公司，采用 2=?’+@双脱
氧链终止法测序。

! "/ 01个毒株 $%基因 ,-.%核苷酸序列及推导的氨基酸序列分析比较
借助 AB" 2-=@C DE分析软件，通过 FG-H? %+&?方法分析比较所得序列的同源性、裂解位

点、受体结合位点及潜在的糖基化位点的变化情况。

! "2 毒株与已发表的 $3亚型毒株的 $%基因 ,-.%核苷酸序列的比较
从 ;+?I=?7和参考文献中获取 JAB" 核苷酸序列及推导的氨基酸序列，借助 AB"

2-=@C DE分析软件，通过 FG-H? %+&?方法，与本研究的序列进行比较。
! "4 绘制系统发育树
借助 AB" 2-=@C DE分析软件，通过 FG-H? %+&?方法，以 %"基因 66 K LL6M8:位核苷酸为

基元，对本研究毒株的 %"基因与 ;+?I=?7已注册的 %N亚型流感病毒 %"基因进行核苷
酸同源性邻近排组分析，建立 %N亚型 %"基因系统发育树。

0 结果

0 "! $%基因 ,-.% &’ ( )*&扩增
以病毒 1B"为模板，利用特异性引物，通过 19 5 /01方法均扩增出约 L D O78的特异

性条带，其大小与预期完全相符（图略）。

0 "0 $%基因 ,-.%序列分析
共获得了 MP株 %N亚型 ">$的 %"基因 JAB"全序列，长均为 LOE!8:，没有核苷酸的

插入和缺失，核苷酸序列同源性为 NC DLQ K LEEQ，推导的氨基酸序列同源性为 N6 D CQ K
LEEQ。JAB"包含了一个完整的开放阅读框架（R1)），编码区由 LS!P8:组成，共编码 6SE
个氨基酸，包括信号肽（L== K L!==）、%"L（LN== K PPO==）、%"M（PPN== K 6SE==）和一个精氨酸
（PP!==）。推导的氨基酸序列分析表明，除 0T;2LNN、0T9FLNS、0T9FMNS、0TIFLNO 和 0TU
2%PEE五个毒株（含有 S个潜在的糖基化位点）外，其它毒株均含有 O个潜在的糖基化位
点（"3? 5 V 5 2+@W9(@，V 为除 /@G 以外的任意氨基酸），其中 6 个位于 %"L 部分（MN== K
PL==、LCL== K LCP==、ML!== K MME==、MN!== K PEE==、PE6== K PEO==）、M个位于 %"M部分（CNM==
K CNC==、66L== K 66P==），与其它 LN个毒株相比，0T;2LNN、0T9FLNS和 0T9FMNS三个毒株在
ML!== K MME==处缺少一个潜在的糖基化位点，0T2%PEE在 PE6== K PEO==处缺少一个潜在的糖
基化位点，0TIFLNO在 MN!== K PEE==处缺少一个潜在的糖基化位点。裂解位点序列分析发
现，所有 MP个毒株中，除 0TF2MN!株为 T221!;X)外，其它毒株均为 1221!;X)。构成受体
结合位点的氨基酸（LEN==、LSL==、LSP==、LNL==、MEM==、MEP==）除 LN!位氨基酸变化较大外，其它
位点在所有毒株中都是相当保守的。整个%"基因变异较大的区域在 668: K LL6M8:（LN== K
P!C==）之间。
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除了上述 !"个毒株 #$基因全序列外，还从 %&’()’*和参考文献中获得了 +株 #,亚
型 $-.的 #$基因的全序列，包括 "株中国大陆毒株（/01#2,+、/0%311,4、/0%506-,,）、
!株日本毒株（7$89,!$,+、7$/(2,:）、2株韩国毒株（/00;<=,>）、2株美国毒株（/0?1>>）
和一株从香港人体分离到的毒株（#0:@4,,）。共计 "2株 #,亚型 $-. #$基因全序列，进
行核苷酸序列同源性比较（见表 !）。"2个毒株之间核苷酸同源性为 +! A "B C 2@@B。中
国大陆 !> 个毒株之间同源性为 ,4 A 2B C 2@@B。中国大陆 !> 株与 #02:@4,,、
7$89,!$,+、7$/(2,:、/00;<=,>、/0?1>> 之间核苷酸同源性分别为：,@ A :B C ,!A !B、
,2 A4B C ,!A +B、,2 A DB C ,!A ,B、+4 A :B C +DA @B、+! A +B C +"A >B。#02:@4,, 与
7$89,!$,+、7$/(2,:两个毒株之间同源性较高，分别为 ,: A >B和 ,: A ,B；与 /00;<=,>
和 /0?1>>的同源性较低，只有 +D A>B和 +" A@B。两个日本毒株（7$89,!$,+、7$/(,:）之
间同源性为 ,, A !B，与 /00;<=,>和 /0?1>>之间同源性分别为：+D A DB和 +" A "B；/0E
0;<=,>和 /0?1>>之间同源性为 +! ADB。
根据 #$基因 F38$核苷酸序列同源性，可将这 "2个毒株分为 "支，第一支只有一个

毒株 /0?1>>；第二支由 /00;<=,>组成；第三支包括 !>个中国大陆毒株和 2个香港毒株
（#02:@4,,）、!个日本毒株（7$89,!$,+、7$/(2,:）；而第三支又可分为 !支，2支由 !>个
中国大陆毒株组成，另一支由 2 个香港毒株（#02:@4,,）和 ! 个日本毒株（7$89,!$,+、
7$/(2,:）组成。

表 ! "#株 $%亚型 &’() $&基因 *+,&核苷酸序列同源性比较
9)GH& ! /I<J)KL=I’ IM ’NFH&IOLP& QI<IHIRS IM #$ R&’&= F38$ IM "2 #, =NGOSJ& $-.=

!>6/.=! #02:@4,, 7$89,!$,+ 7$(2,: /00;<=,> /0?1>>

!>6/.=! ,4 A2B C 2@@B ,@A:B C ,!A!B ,2A4B C ,!A+B ,2ADB C ,!A,B +4A:B C +DA@B +!A"B C +"A>B

#02:@4,, 2@@B ,:A>B ,:A,B +DA>B +"A@B

7$89,!$,+ 2@@B ,,A!B +DADB +"A2B

7$/(2,: 2@@B +DADB +"A"B

/00;<=,> 2@@B +!ADB

/0?1>> 2@@B

8IO&：!!> =O)L’= IM <)L’H)’P /QL’)

D4个毒株（见表 2）DDGJ C 22D!GJ核苷酸序列及推导的氨基酸序列（2,)) C "+4))）分析
比较发现，""D)) C "42))裂解位点及邻近序列有 2@种模式，但都没有与 #7$-.相关的多
个连续碱性氨基酸；受体结合位点的 : 个氨基酸位点，除 2,+)) 变化较大外，2@,))（T）、
2>2))（?）、2>"))（9）、!@!))（U）、!@"))（T）五个位点在 D4 个毒株中都是非常保守的，而
2,2))有 !种情况，即 8和 #，中国大陆毒株和 >个香港毒株为 8，而其它香港毒株和国外
毒株均为 #。2,)) C "+4)) 区域中除本研究 D 个毒株（/0%12,,、/09V2,>、/09V!,>、/0E
(V2,:和 /01#"@@）只有 D个潜在的糖基化位点外，其它 4,个毒株均有 >个潜在的糖基化
位点，分别位于：!,)) C "2))、+!)) C +4))、242)) C 24"))、!2+)) C !!@))、!,+)) C "@@))、"@D))
C "@:))、4,!)) C 4,4))、DD2)) C DD"))；/0%12,,、/092,>、/09V!,>三个毒株在 !2+)) C !!@))
处失去了一个糖基化位点，/01#"@@在 !,+)) C "@@))处失去了一个糖基化位点，/0(V2,:
在 !,+)) C "@@))处缺少一个潜在的糖基化位点；另外，242)) C 24"))处的糖基化位点有与
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图 ! "#亚型 $型流感病毒株之间的遗传发生关系
!"#$% &’()*#+,+-". /+)0-"*,1’"2 03*,# ",4)5+,60 7 8"/51 "1*)0-+1 *4 9: 15;-(2+
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!"!##类似的规律，即：凡是 !"!##为 $的毒株，其 !%!## & !%’##处均为 $()（*+,-!"% 除
外），凡是 !"!##为 .的毒株，其 !%!## & !%’##处均为 $(/。
! "# 绘制系统发育树
从 012,#23和参考文献中获取了 ’!株 ."亚型 45( .4基因 67$4的 889: & !!8;9:

之间的核苷酸序列，以此区域序列为基元，借助 7$4 )<#=% > ?分析软件，通过 -@<A2 .1B2方
法，对获取的 ’!个毒株的 .4基因和本研究 ;’个毒株 .4基因进行同源性邻近排阻分
析，建立了 ."亚型 .4基因的系统发育树（见图 !）。如图所示，8%个毒株可分为 ;个谱
系（CB21#D1），即欧亚谱系和北美谱系。欧亚谱系又可分为两个亚系（EA9CB21#D1）：亚系 4和
亚系 ,，亚系 4主要由中国大陆毒株组成，此外还包括部分香港毒株、日本毒株和巴基斯
坦毒株；亚系 ,由韩国毒株、部分香港毒株和一个美洲毒株（0)F58G’’H?）组成。北美亚系
也可分为 ; 个亚系：亚系 ! 和亚系 ;，亚系 ! 为 ’ 个 "? 年代的毒株（/+F5’H’"! I J"8、
K44+;";?" I !"’、),7L""J），亚系 ;为 ;个 J?年代的毒株（/+M)JJ、/+*LH"JJ）。

# 讨论

# "$ %&基因 ’()&全序列分析
共获得了 ;’株 ."亚型 45(的 .4基因 67$4全序列，与己报道的序列一致［H］。
.4裂解位点的氨基酸序列可能是决定 45(毒力的关键因素。研究表明，大多数高

致病力毒株的 .4在其裂解位点附近有多个碱性氨基酸，因而可被细胞内多种蛋白酶所
识别和裂解［!?］。因此，高致病力毒株在机体内具有泛嗜性；低致病力毒株的 .4在其裂解
位点附近通常只有一个精氨酸，故只能被有限的一些细胞内蛋白酶所识别，结果是只引起

消化道或呼吸道的局部感染。(1N等［!!］曾对强毒提出了一个最小序列要求，即 OP+ I Q I
+ R O I O（但也有例外）。本研究 ;’个毒株的裂解位点（’’8## & ’%!##）的氨基酸序列为有
两种，即 O))O!0LS和 +))O!0LS，符合低致病性禽流感裂解位点的氨基酸序列特征。
但核苷酸分析发现，8%个毒株中有 %;个株的 ’’G##为 )1=，其相应的核苷酸分别为 40/和
40*；它们都有可能突变为 404，即丝氨酸变为精氨酸，从而使裂解位点成为 .T45(的特
征序列（OP+ I Q I + R O I O）。

45( .4上的受体结合位点呈袋状，位于头部末端（.4!部分），每个 .4单体上有一
个［!;］，." 亚型 45( 的受体结合位点由 !?"##、!J!##、!J’##、!"!##、!"H##、;?;##、;?’## 和
!%J## & !8?##、;’;## & ;’G##构成了一个袋状结构，比较了 8%株病毒的这些位点，结果发
现，!?"##、!J!##、!J’##、;?;##、;?’##、!%J## & !8?##、;’;## & ;’G## 这几个位点是相当保守
的、但被认为是 !’ 种亚型的 45( 病毒 .4 中都十分保守的一个氨基酸—!"!## 的组氨
酸［!’，!%］，研究中却发现有两种情况，即：$和 .，而且有一定的规律性：中国大陆毒株和 J
个香港毒株为 $，其它香港毒株和国外毒株均为 .（详见表 !），分析导致这种差异的原因
可能是其分析的 !’个亚型毒株全部为国外的毒株，并没有包括中国的毒株，这是否是中
国 ." 45(毒株或 45(毒株的一大特点，还需分析更多的毒株。另外，!%!## & !%’##处潜
在的糖基化位点也有与 !"!##同样的规律，即：凡是 !"!##为 $的毒株，其 !%!## & !%’##处
均为 $()（*+,-!"%除外），凡是 !"!##为 .的毒株，其 !%!## & !%’##处均为 $(/，这也说明
了我国大陆的毒株及 J个香港毒株可能有一个共同来源。
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!"上潜在的糖基化位点是影响 "#$毒力的可能因素之一。受体结合位点的糖基会
影响 "#$和宿主细胞的结合水平［%&］。裂解位点附近的糖基化位点可能影响到蛋白酶对
!"前体蛋白的裂解，裂解位点附近糖链的存在干扰了泛在性蛋白酶进入裂解位点［%’］。
本研究对 (%株病毒 !"全基因和 &)株 &&*+ , %%&-*+的潜在的糖基化位点进行了分析比
较，&)个毒株中有 &个毒株在某些部位出现糖基化位点丢失现象，至于这些潜在的糖基
化位点的失去，是否会引起该毒株的某些生物学特性的改变，有待于进一步的研究。

! "# $%基因 &’(%全序列同源性比较
获取了 (%株 !.亚型 "#$ !"基因 /01"全序列，这些核苷酸序列同源性为 2- 3(4 ,

%554。研究表明，"型流感病毒同一亚型间 !"基因同源性在 254以上，不同亚型同源
性在 ’2 3 &4以下［%)］。这进一步说明本研究的 -( 个毒株与 !. 亚型 "#$ 原形毒株
（6789’’）为同一亚型，即 !.亚型。香港毒株 !7%:5)..与两个日本每株的同源性高于
与中国大陆的毒株，由于没有详细的流行病学资料，只能说从人体分离到的香港毒株

!7:5)..有可能来自日本。韩国毒株 677;<=.’和美国毒株 6789’’与其它 -.个毒株相
差较远，同源性为 254左右。
抗原漂移是由编码 !"和 >或 1"蛋白的基因发生点突变引起的，是在免疫群体中筛

选变异体的反应。在人类流感病毒确定得最细致，但己知也发生于禽类毒株［%:］。这些研

究表明，禽类病毒发生抗原漂移比哺乳动物少，其原因尚不清楚，可能生命周期短的鸟类

缺乏免疫选择压力。实质上，单一位点突变就能改变表面蛋白（!"或 1"）的结构，因此也
改变了它的抗原或免疫学特性，导致产生抗原性的变异体。从本研究的 -(个毒株 !"基
因 /01"全序列的比较来看，尽管时间上的跨度了 &年（%..’年 , -55%年），但核甘酸的同
源性仍为 .) 3%4 , %554，氨基酸同源性为 .& 3 %4 , %554，且没有核甘酸的插入或缺失，
主要的突变方式为点突变。这为 !.亚型 "#$基因工程疫苗的推广应用提供了强有力的
理论依据。

近年来，!.亚型 "#$在全世界广泛流行，给养禽业造成了巨大的经济损失，目前，对
于该病最有效的预防控制措施是使用该亚型病毒的灭活苗。本研究证实，灭活苗的大量

频繁使用，会加速病毒的变异速度。在本研究的 -( 株病毒中，毒株 679!%.2、679!-..、
679!(55、679!)5% ? %、679!)5% ? - 分别为 %..2、%...、-555、-55%、-55% 年同一场的分离
株，!"基因核甘酸同源性比较表明，679!%.2和 679!-..的同源性较高，为 .. 3 .4，67@
9!(55、679!)5% ? %、679!)5% ? -的同源性也很高，分别为：.2 3 &4、.2 3 -和 .. 3 :4，但前
两个毒株与后三个毒株的同源性在 .)4左右。这 %... , -555年之间的界线的形成，可能
是由于该场从 %..2年开始使用该亚型病毒的疫苗，病毒在疫苗 %年的选择压力下，-555
年开始发生变异，-55%年又适应了疫苗，变异就暂缓下来，以后是否会有更大的变化，有
待于进一步追踪研究。由此看来，尽管自然选择压力对禽类流感病毒影响较小（可能是由

于禽类生命周期短）。但人为的选择压力（如：疫苗）对该病毒的影响是不可忽视的，特别

是对于 "#$这样一种难以净化而始终在一个场里循环的病毒，尤其如此。
! "! $)亚型 $%基因遗传发生关系
从建立的 !.亚型 !"基因的系统发育树（见图 %）发现，&) 个毒株可分为 - 个谱系

（ABCDEFD），即欧亚谱系和北美谱系。北美谱系的 &个毒株均为美国毒株，而 GECH=等［%2］研
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究发现北美谱系还包括欧洲意大利的一些毒株，分析原因可能是由于活禽贸易从欧洲传

到北美的。北美谱系又可分为 !个亚系：亚系 "和亚系 !，亚系 "为 #个 $%年代的毒株
（&’()#*#$" + ,$-、.//’!$!%$ + "$#、0123$$,），亚系 ! 为 ! 个 ,% 年代的毒株（&’40,,、
&’53*$,,），两个亚系间的核苷酸同源性为 *" 6 !7 8 *!6 $7，差异性为 !% 6 "7 8 !!6 -7，
这是由于约 #%年的自然选择压力造成的。欧亚谱系又可分为两个亚系（9:;<=>?@A?）：亚系
/和亚系 1，亚系 /主要由中国大陆毒株组成，此外还包括部分香港毒株、日本毒株和巴
基斯坦毒株，中国大陆毒株可以分为 !支，但没有时间和地域上的规律性，出现了不同地
方、不同时间的毒株在同一地方共循环的特点，这可能是由于地方之间的商业来往日益频

繁，再加上该病难以控制所造成的。亚系 1由韩国毒株、部分香港毒株和一个美洲毒株
（B0()-C##*%）组成。欧亚谱系中香港毒株分布很松散，没有自成一支，这可能是由于香港
同国际间的频繁贸易往来，使世界不同国家和地区的毒株在香港汇集。美洲毒株

B0()<-C##*%也可能是欧亚谱系的毒株通过国际贸易传到美洲去的。韩国毒株从遗传发
育树上看是归属于欧亚谱系，但同源性分析可以发现，它们同欧亚谱系和北美谱系都只有

*-7左右，建议将它们单独确立为一个谱系。
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