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目的
!

研究
[

型流感病毒
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全基因序列!为流感防控提供支持%方法
!

从云南省疾病预防控

制中心流感实验室分离毒株中挑选代表株进行
'&

和
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全基因序列分析%结果
!

发现
[>

型毒株和标准株比有

Y"!$U

$

Y:#3
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Y-:Z

的变异!其中
Y"!$U

在
"!#

环区域!除
!##$

年分离株外!其他
[>

株均有
.8

位点的变异%
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毒株
'&

基因相同突变位点比较多!如
U""6Y

$

1"8#5

$

U"68̀

$

1!!$S
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S"$6U

等!云南分离株都有
S"$6U

的变异

位点!增加了糖基化位点的可能性%研究发现所有的
U&

基因没有发生耐药性基因的突变!同源性相对比较高!但

有基因重组毒株生成%结论
!

云南分离株
[

型流感病毒突变位点多!并且有重组毒株生成!说明加强监测耐药株

的重要性%
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流行性感冒$简称流感%是流感病毒引起的急性呼吸道传

染病#分为甲$

&

%.乙$

[

%.丙$

4

%

7

种型别#其中
[

型流感病毒

是感染人类的主要病原体之一#根据其抗原性不同可以分为

?̀J?

E

?B?

系$

[

I

%和
WD)B<LD?
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%系+
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,

#

[

型流感病毒的两种

亚型可以在不同时间不同地区流行#两种亚型也可以在同一地

区流行+

7

,

#

[

型流感病毒虽未造成过流感大流行#但可在流感

季节导致局部流行#并能引起重症和死亡#在某些特定的情况

下所导致的疾病负担甚至超过
&

型流感病毒+

-;8

,

#由于流感病

毒膜蛋白血凝素$

'&

%识别并结合靶细胞表面的唾液酸受体#

对于流感病毒感染非常重要+

6;.

,

#而
'&"

区基因变异频率最

高+

:

,

#其变化可能会导致的抗原漂移#从而影响流感疫情的发

生和流行-神经氨酸酶$

U&

%催化裂解唾液酸使子代病毒释

放并防止病毒形成聚集体#其基因变异可以导致病毒的耐药性

发生改变-

'&

和
U&

的协同作用#以利于病毒的复制和传

播+
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-故本文分析了云南省疾病预防控制中心
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年

分离的
[

型流感毒株
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的基因序列变化特征#为
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型

流感病毒感染的监测和预防提供依据-
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材料与方法
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毒株来源
!

所有流感毒株来源于云南省疾病预防控制中

心流感网络实验室-流感样病例标本经过犬肾传代细胞$

TS;

4Y

%分离.血清活性及滴度鉴定#按全国流感"人禽流感监测实

施方案操作-所用的标准血清由中国疾病预防控制中心提供-

本文所用的毒株均送国家流感中心复核-

$2/
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病毒
3U&

的提取.

'&

和
U&

基因的
+43

扩增
!

本实

验采用德国
l5&%ZU

公司
3U=?G

I

TDFDYDB

核酸提取试剂盒

提取病毒
3U&

#然后用
/F=1B=

K

30;+43YDB

试剂盒$

l5&;

%ZU

%进行反转录获取
)SU&

#提取及反转录过程严格按照产

品说明书操作-基因扩增
+43

反应条件为
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共
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个循环#最后
.!h"#JDF

延伸#扩增产物的纯

化和测序都有上海生物工程技术服务公司完成-扩增血凝素

'&

和神经氨酸酶
U&

基因的
+43

引物序列由中国疾病预防

控制中心提供#上海生物工程技术服务公司合成-

$2'

!
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和
U&

基因序列分析
!

采用
SU&GB?L

软件包中的

1=

e

J?F

程序对序列进行拼接#使用
TZ%&82#

软件进行序列

比对.分析#采用邻位相邻法分别构建
'&"

和
U&

的基因进化

树-参考株
'&"

基因和
U&

基因序列来自
U4[5

的
%=F(?FN

数据库-
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结
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果
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为根#其他国际国内流行株为参考#与本

研究的毒株相比都有
Y"!$U

.

Y:#3
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Y-:Z

的突变#其中
!##$

年分离的毒株遗传距离相对较近#

!#"#

年分离的毒株聚在一

起成簇#和
!##$

年的毒株相比#有
U.8Y
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U"68Y
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的点

位突变#在此基础上
ÀFF?FOA,A?

"

8""

"

!#"#

和
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共同的突变位点-
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等国际疫苗株#发现

云南省毒株
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基因有较多的相同突变位点#如
1"8#5

.

U"68̀

.

1!!$S
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S"$6U

等#并伴随其他位点的突变-毒株之

间遗传距离较近#处于同一个分支上#

6

株
?̀J?
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?B?

毒株都有

共同的
U""6Y

突变#其中
!#"7

年分离的毒株
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的

突变位点-
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型流感病毒
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基因进化树结果分析
!

通过进化树可

以看出#毒株
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基因处于
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个分支上#
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和
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毒株处于不

同分支#其中
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所在的分支和其
'&"

基因所在的分支有变化#

'&

基因的进化树可以看出这
!

株是和
?̀J?

E

?B?

系在一个分支

上#而
U&

进化树图上#这
!

株处于
WD)B<LD?

系分支上#说明

'&"

基因和
U&

基因发生了重配-本次研究的
"!

株毒株均

未发现有耐药性突变#氨基酸变异的位点见表
"

-毒株之间的

U&

基因的同源性比较高#达到
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-见图
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流感病毒
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基因氨基酸同源性比较

'
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讨
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论
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型流感病毒的
'&"

基因有
-

个重要表位#
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环

$

""6

!

"7.
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环$
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"8#

%#
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环$
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"6.
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"$#

环

$

"$-

!

!#!

%#其中
"!#

环表位决定抗原#是流感病毒高度变异

区+

"#

,

#在
"!$

!

"7.

环发生了氨基酸的替代很容易抗原改

变+

""

,

-

[>

型毒株和标准株比均在
"!#

环区域有
Y"!$U

变异#

有报道该亚型的
"!#

环还包括了
.8

和
..

这
!

个位点#此间氨

基酸的改变可能会导致病毒的抗原性改变+

"!

,

-云南分离株除

了
!##$

年分离株外#其他
[>

株均有
.8

位点的变异#

ÀFF?F;

OA,A?

"

".$

"
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还具有
W"-65

的氨基酸变异点#处于
"6#

环

的变异区#此变异和当地的
[>

流感病毒的流行是否有关系有

待进一步研究-

[

I

型毒株变异区比较多#这与黄维娟等+

8

,研

究一致#所有的毒株都在
"!#

环内有
U""6Y

变异#而
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毒株还伴随着

Y!$:Z

.

Z7"!Y

等突变#此外云南分离株还在
"8#

环结束位置

有
1"8#5

的变异-

"6#

环是
[

型流感病毒
'&

基因唯一能够

发生核苷酸插入.缺失和单个氨基酸替代的区域+

"7

,

-该区域

的变异有可能会改变病毒抗原特性#以及病毒和宿主的特异

性-本次研究的毒株在此区域有
U"68̀

的变异#如此密集的

氨基酸替换位点有可能和其在该地区的流行呈正相关-这也

被广泛认为是流感病毒长期保存而没有发现抗原漂移的原

因+

"-;"8

,

-而替换氨基酸差异也可能就是形成不同株系的原因

之一-

"$#

环是流感病毒
'&

基因和受体结合的位点#

"$-

!

"$6

位点是潜在糖基化位点+

"6

,

-而云南分离株都有
S"$6U

的

变异位点-据报道#病毒的糖基化是保持
'&

结构的稳定性#

使之免于被水解或被体内的抗体识别-

本次研究的毒株
U&

基因也有部分改变#但没有发现耐药

株#如
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".

,

-根据岳秀芳等+
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,报道
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剂的灵敏度-本研究中发现#云南分离株
U&

之间的差异不

大#但和国际流行株
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位点上发生了和国内流行株
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