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流行性感冒$简称流感%是由流感病毒引起的具有高度传

染性的急性呼吸道传染病"传播迅速"短时间内可造成局部地

区的暴发或全球范围的流行"也是人类迄今为止尚无法有效控

制的传染病之一&流感病毒属正黏病毒科$
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感病毒的流行与流感病毒的抗原变异密切相关"甲型流感病毒

抗原变异主要有抗原漂移和抗原转变"一般认为抗原漂移常带

来甲型流感病毒不同程度的流行&甲型流感病毒的亚型由血

凝素$

#<

%和神经氨酸酶$
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%两种主要表面蛋白决定&

#<

基因是流感病毒的主要抗原基因"其编码的
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蛋白具有免

疫原性"能使人体产生保护性抗体+
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*同时其承受的免疫压力

也较大"进化和变异速度相对较快&
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年暴发于墨西哥#美国的新型甲型流感"其病原为重

组的新型流感病毒+
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"该病毒传播迅速"几个月内即在世界范

围内流行&该病毒于
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流感病例"自此"该病毒由输入

性个案病例迅速本土化并造成重庆市本地区内的暴发流行+
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随着人群自然免疫和疫苗的接种"甲型
#7!7

流感病毒活动性

似乎逐渐减弱"但其对人群的危害仍未消除&持续关注甲型
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流感病毒的
#<

基因和
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蛋白的变异情况"可为流感

疫苗的筛选及病毒演化趋势判断提供重要的参考依据&
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流感病毒
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片断
7

正向引物
7 '_'<<<<&_<&__&&<_'<'<&_<&'<_&<<<<_&<____

反向引物
EA7 &<__<<<&<_&'<'_<&&'&<'_<''___&&<h_<

片断
F

正向引物
?G7 '_'<<<<&_<&__&&<_'<&%'_''<&&&U __%_<'''&<

反向引物
@E? &<__<<<&<_&'<'_<&&_<<<̀ ___<_%&'__'#'''<

片断
?

正向引物
?8@ '_'<<<<&_<&__&&<_'<&%'_''<&&&<__%_<'''&

反向引物
7F6E &<__<<<&<_&'<'_<&&'&'''<&&h<&'%&'_'_<<

片断
E

正向引物
8?A '_'<<<<&_<&__&&<_'<_%<'_'<&'<''<&'__<&

反向引物
7?E6 &<__<<<&<_&'<'_<&&''&'̀ &<''%'< U_'&&<<<

片断
G

正向引物
77FE '_'<<<<&_<&_<_''__<'__'<h__''<h&<h&<

反向引物
7GE7 &<__<<<&<_&'<'_<&&'&<'<<_'h&&<'''h'_<

片断
A

正向引物
7F6E '_'<<<<&_<&__&&<_'<<_<'_<<h<&%&<%''&<&<_

反向引物
788D &<__<<<&<_&'<'_<&&_'_'&<_'<_<<<&<<___'_'''

流感网络实验室各哨点医院的样品及各区县流感暴发样品进

行核酸检测和病毒分离"得到流感病毒株&将得到的毒株中的

甲型
#7!7

病毒株按分离时间及地点不同"选取代表毒株&
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基因测序与序列分析
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含有目的片断的
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反应产
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公司进行基因测序&测序所得
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软件进行核苷酸和氨基酸序列

差异分析&
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流感监测结果与病毒分离结果
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株"总体病毒分离
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"共分离得到甲型
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毒株
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病毒总数的
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株病毒株中选取
E8

株甲型
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病毒株经基因测序后序列整理与拼接"得到其
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基因

组序列信息&
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基因进化分析
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经与世界卫生组织$
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%比对"

E8

株
F677
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F67E

年

分离病毒株均未出现核苷酸插入与缺失&将上述
E8

株病毒的
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基因序列与已经有的
F66@
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F676

年流行期的
FG

株
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病毒的
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基因序列和
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27A
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F677
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%的
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序列对齐剪切后生成

基因进化树$图
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年的新型甲型
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流感病毒与

疫苗株均处于一个大的分枝下"各病毒间的关系均较近"相邻

年份的病毒聚集并交叉分布在相邻的分枝上!

F66@

与
F677

年

分离病毒株包括疫苗株均交叉分布于一个大的分枝上"而

F67?
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F67E

年的病毒株分布于另一大分枝上&
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重庆市
F676

年
77

月至
F67G

年
77

月

流感检测情况
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核苷酸及氨基酸差异情况
!

8F

株分离株的
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基因总

的核苷酸差异在
6

!

F>8f

之间"氨基酸差异在
6

!

?>7f

之间*

与疫苗株
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'

68

'

6@

的核苷酸差异在
6>Ef
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F>Ef

之间"氨基

酸差异在
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之间"见表
F
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F67E

年甲型
#7!7

流感病毒株核苷酸及
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氨基酸差异情况%
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病毒分离年份
序列

数

分离株间
#<

差异

核苷酸差异 氨基酸差异

与疫苗株
#<

差异

核苷酸差异 氨基酸差异
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年
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F>7 6>E
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年
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!
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年
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!
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年
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氨基酸变异情况
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年
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株甲型
#7!7

分离

株与疫苗株
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'
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的
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氨基酸序列存在
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个共同的差

异位点"分别是
(D?9

$减去信号肽序列号"以下序列位点相

同%#

9F6?'

及
"?F7O

&除此之外"各年度分离到的病毒株与

&<

'

68

'

F66@

在不同的氨基酸位点各有差异&

F677

年的
76

株

病毒株在
F66@

年的变异基础上全部增加
%FF?V

#

Z?8È

变

异*

F67?

年的
??

株病毒株全部出现
:@8!

#

97DG(

'

'

#

Z?8È

#

9EG7!

变异*

F67E

年的
E

株病毒株则全部出现
:@8!

"

7̀A?V

"

97DG'

"

%FF?V

"

<FGA'

"

?̀8EZ

"

9EG7!

"

ZE@@̀

变异"见表
?

&
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表
?

!!

F66@

!

F67E

年毒株相对疫苗株
&<

$

68

$

6@

氨基酸位点变化情况

病毒分离

年份

氨基酸位点

D?

$

(

'

9

%

@8

$

:

'

!

%

7A?

$

`

'

V

%

7DG

$

9

'

'

'

(F6?

$

9

'

'

%

FF?

$

%

'

V

%

FGA

$

<

'

'

%

?F7

$

"

'

O

%

?8E

$

Z

'

`

%

EG7

$

9

'

!

%

E@@

$

Z

'

`

%

F66@

年
e e e

F677

年
e e e e e

F67?

年
e e e e e e e

F67E

年
e e e e e e e e e e e

图
F

!!

基于
#<

基因的系统进化树

:>F

!

致病性分析
!

本次研究的所有甲型
#7!7

流感病毒均

表现为低致病性特征&病毒裂解位点氨基酸序列为
O(9"V9%

*

_X̂ _<"<

"

#<7

与
#<F

间仅由一个碱性氨基酸
%

$第
?F8

位%连接"其水解位点附近未见多个连续碱性氨基酸"属于低致

病性流感病毒特征+

A

,

&

:>L

!

糖基化位点分析
!

本次研究中的所有甲型
#7!7

病毒"

其糖基化位点大部分与疫苗株
&<

'

68

'

6@

相同"共有
D

个稳定

的糖基化位点"其中"

#<7

区有
A

个糖基化位点"分别位于
76

#

77

#

F?

#

D8

#

F8A

和
FD8

位点"

#<F

区有
F

个糖基化位点"分别位

于
ED7

和
GE6

位点&

F66@

年有
@

株病毒株$

@

'

FG

%丢失
ED7

位

点的糖基化位点"

F67?

年有
A

株毒株$

A

'

??

%增加位于
7AF

位

的糖基化位点"见图
?

&

!!

方框-

+

.区域!潜在糖基化位点*图中数字
A

!毒株-

<

'重庆九龙

坡'
9UX?DF

'

F66@

."数 字
GA

!毒 株 -

<

'重 庆 渝 中'
9UX77F@8

'

F67?

$

#7

%.&

图
?

!!

U#Q

推荐疫苗株与部分病毒分离株的

#<

基因编码氨基酸序列对比

;

!

讨
!!

论

!!

自
F66@

!

F676

年初的甲型
#7!7

暴发流行过后"重庆地

区从
F676

年
77

月至
F67G

年
77

月又出现了两轮甲型
#7!7

流感病毒流行高峰"这与我国其他地区的情况基本相同+

8

,

&本

次研究选择了
F677

!

F67E

年分离的共
E8

株甲型
#7!7

流感

病毒株"以及
FG

株
F66@

年的甲型
#7!7

病毒核苷酸资料"对

共计
8F

株甲型
#7!7

病毒的
#<

基因进行了分析&从核苷酸

及氨基酸差异性上看"所有毒株与疫苗株
<

'

&./*N5)+*.

'

68

'

F66@

$

#7!7

%仍保持较高的同源性&在基因进化树上"所有甲

型
#7!7

包括疫苗株均在同一大分枝上"各病毒株与疫苗株

的距离不大"提示疫苗对重庆地区的甲型
#7!7

应仍有效*但

DFFE

重庆医学
F67A

年
76

月第
EG

卷第
?6

期



F67?

年与
F67E

年的病毒比
F66@

年和
F677

年的病毒离疫苗株

更远"提示随着年份增加"

#7!7

病毒与疫苗株的基因序列差

异在增加"这也与福建#江苏#陕西等地的甲型
#7!7

病毒与

疫苗株的情况类似+

DC@

,

&氨基酸变异情况对比显示"本次研究

中甲型
#7!7

流感病毒共有的氨基酸序列变异"随着年份增

加而累积得更多"其中"

F67?

年与
F67E

年的毒株变异情况也

与江苏省的甲型
#7!7

流感病毒变异情况相似&这说明因氨

基酸序列改变而发生的抗原性变化逐年积累的可能性较大&

与甲型
#7!7

流感病毒
#<

抗原性密切相关的
E

个抗原

决定簇位于
#<7

区域"分别是
&.

$

7?8

!

7EF

#

7AA

!

786

#

F6?

!

F6G

#

FF7

!

FFF

#

F?G

!

F?8

%#

&J

$

86

!

8G

%#

9.

$

7FE

!

7FG

#

7G?

!

7G8

#

7G@

!

7AE

%#

9J

$

7DE

!

7@G

%

+

76C7F

,

&一般认为"

#<7

区蛋白

分子上有
E

个以上氨基酸位点发生变异"且变异涉及
F

个或
F

个以上抗原决定簇上的位点"或一个涉及抗原决定簇另一个涉

及受体结合位点"将可能会出现新的抗原漂移株+

7?

,

&本次研

究中"

F66@

#

F677

和
F67E

年的毒株均未出现上述情况&但

F67?

年的毒株有
7E

株毒株$

7E

'

??

%出现
E

处及以上的氨基酸

位点变异"且涉及
F

个及以上抗原决定簇&其中"

<

'重庆渝

中'
9UXG@

'

F67?

$

#7

%出现
<8?Z

#

7̀A?V

#

97DG'

#

9F6?'E

个

位点的变异"且
E

个位点分别位于
&J

#

9.

#

9J

和
&.

区&因此"

该甲型
#7!7

流感病毒株可能出现抗原漂移现象"但
F67E

年

的毒株暂未观察到上述位点的持续变异"上述抗原漂移是否能

够持续存在及积累"还需要对将来可能出现的甲型
#7!7

流

感病毒继续监测&

糖基化在稳定蛋白的三维结构和其被水解"以及阻碍抗体

的识别中起到重要作用&糖基化位点的改变或增减会对病毒

的抗原性和生物特性带来一定的影响*特别是当糖基化位点的

改变发生在抗原决定簇时"可能会造成病毒抗原性改变"产生

抗原漂移+

7EC7G

,

&本次研究中"有
@

株
F66@

年的甲型
#7!7

病

毒株丢失
ED7

位的糖基化位点"但由于
ED7

位点不在抗原决定

簇上"

ED7

位的糖基化位点丢失对于毒株的抗原性改变影响可

能不大*但另有
A

株
F67?

年的毒株出现
7AF

位点糖基化"且

7AF

位点刚好位于
9.

区"因此"该
A

株病毒有可能出现抗原性

改变&同时"该
A

株病毒株中"

<

'重庆渝中'
9UX77F@8

'

F67?

$

#7

%#

<

'重 庆 渝 中'
9UX77E?E

'

F67?

$

#7

%#

<

'重 庆 渝 中'

9UXGD

'

F67?

$

#7

%和
<

'重庆渝中'
9UX77DF8

'

F67?

$

#7

%病毒

株同时出现了
?

个抗原决定簇的氨基酸变异"这几株病毒的抗

原性是否有改变"需对其进行进一步的抗原性分析&

综上所述"本次研究提示"

F66@

!

F67E

年重庆市甲型

#7!7

流感病毒与疫苗株
<

'

&./*N5)+*.

'

68

'

F66@

$

#7!7

%相比"

虽然变异程度逐年积累"但总体上甲型
#7!7

流行株与疫苗

株仍保持较高的同源性"疫苗对本地区人群仍有较好的保护作

用&但随着时间推移"相对于疫苗株"

F67?

和
F67E

年的甲型

#7!7

病毒株已经出现一定的变异"部分病毒株的
#<

蛋白可

能已发生抗原漂移&因此"持续监测甲型
#7!7

流感病毒"可

以及时准确地发现抗原漂移株"掌握甲型
#7!7

流感病毒的

流行与进化规律"预测其发生#发展情况"为可能的暴发流行做

好充分的准备"为科学有序地防控甲型
#7!7

流感提供依据&
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