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　　A型流感病毒 (influenza A virus , IAV)可引起广泛的动

物感染 ,特别是禽流感病毒 (avian influenza virus ,A IV)能引

起禽类以急性致死性为主要特征的烈性传染病 ,常导致全群

覆灭 ,给养禽业造成毁灭性打击。IAV 亚型众多 ,且在流行

中极易发生变异 ,当不同的 IAV混合感染时就可能会发生基

因重组。这种基因重组 ,自然会导致病毒生物学性质的改变 ,

其中最重要的就是病毒致病力的增加以及感染宿主的改变 ,

导致种间感染 [122 ]。人也能感染高致病性禽流感病毒并也可

能致人死亡 ,特别是近年来暴发于中国及东南亚一些国家 ,至

今仍肆虐的高致病性禽流感 ,已经造成了多人死亡 ,上千万只

家禽被销毁 ,引起了新一轮的公共卫生安全恐慌 [3 ]。从公共

卫生安全的角度讲 ,问题的焦点集中在流感病毒是如何实现

跨动物种间感染的。实际上 ,有关人感染 A IV的机制问题一

直备受关注。一般认为 ,A IV 直接感染人的可能性不大 ,必

须通过中间环节才能实现对人的感染。搞清流感病毒跨动物

种间感染的流行病学机制一直是该领域的研究热点 ,现就这

方面的研究做一简要综述。

1　流行病学研究

　　很重要的一个方面是对猪的作用研究。大量的研究表

明 ,猪可以成为禽、猪和人流感病毒共同的易感宿主 ,成为流

感病毒不同毒株基因重配 ,产生新亚型病毒株的活载体和混

合器 ,并在“禽2猪2人”的种间传播链中发挥重要的作用。因
此 ,AIV实现动物种间交叉传播中猪的作用就成了研究的焦

点。猪要实现混合器的作用 ,必须同时对 A IV和人流感病毒

都敏感。为了验证 A IV在猪体内复制的特性 , Kida等 [4 ]设计

了 1个实验 ,评估了 42个流感毒株在猪体内的繁殖能力 ,在

其中的 38个 A IV毒株中 ,27个毒株不带人流感病毒 HA基

因的任何成分。结果每个 HA亚型中至少有 1个毒株在猪的

呼吸道中复制 5～7 d ,其复制水平与猪和人的流感病毒相当。

结果表明 ,带或不带人流感病毒 HA基因成分的 A IV都可以

感染猪 ,这一特性增加了将 A IV基因传给人流感病毒的可能

性。该研究还证明 ,感染 AIV 猪的血清用 EL ISA 和中和试

验检测具有较高的抗体滴度 ,但 HI实验却是阴性 ,提示 HI

实验检测猪感染 A IV 是不可靠的。国内 Shu等 [5 ]为了评估

重组流感病毒在华南地区跨种属感染的可能性 ,检测了南昌

市郊 20 个农场饲养的鸭子和猪 ,研究采集收集于 1992—

1993年的咽拭子样品分离病毒 ,分离到 11株流感病毒 (鸭 5

株 ,人 6株) ,大多数人流感病毒属于 H3N2血清型。血清学

研究证明感染猪的病毒来自畜主家庭成员间循环感染的人流

感病毒 ,80/ 156的人血清抑制 2个鸭分离株的神经氨酸酶活

性 ,说明这些 A IV有跨种属感染的可能性。这些发现支持一

种说法 ,这就是人、禽、猪混居有利于产生新的流感病毒。Liu

等 [6 ]对在南昌地区市场鸡、鸭、猪及鹌鹑等排泄物分离到的

H3N6、H9N2、H2N9、H4N6、H1N1、H3N2 和 H3N3 通过接

种试验发现 ,所有病毒均可在鹌鹑体内复制 ,而只有 25 %的

病毒能在鸡体内进行有效复制。鹌鹑均是直接以气溶胶的形

式排出体内的病毒 ,说明鹌鹑是改变流感病毒由排泄物转变

成气溶胶这一传统感染途径中的调节器 ,在流感病毒自然发

展史中起着重要作用。

2　IAV 跨种属感染的分子机制

　　1993年 ,Blinov就试图阐明流感病毒在更换宿主过程中

适应新宿主的分子机制 ,应用构建鸭、猪、人流感病毒 HA

RNA异源双链核酸分子的方法 ,分别得到各种重组体。定向

重组产生的猪2人重组体和鸭2猪重组体出现了意想不到的结
果 ;哺乳动物流感病毒的受体结合位点转移给了鸭流感病毒 ,

而人流感病毒的受体结合位点转移给了猪流感病毒。由此产

生了一个新的假说即人、鸭、猪流感病毒之间基因定向重组可

以产生突破动物种属障碍的重组病毒。Manuguerra 等 [7 ]研

究认为 ,流感病毒基因组结构的分节段性 ,使得其极易发生重

组 ,只要将 2个病毒在同一个细胞共感染就可能发生重组 ,因

而改变病毒的 HA 基因 ,可引起抗原转换。在自然界 ,类似

的重组已被确认很容易发生在同时感染猪的人流感病毒和

AIV之间 ,这也导致了自然界每隔 10年到 30年就有一次流

感病毒抗原转移 ,从而产生新的感染人的流感病毒血清型。

所以每次考虑人流感暴发的原因时 ,都不应该忽视猪的作用。

暴发于 1957年和 1968年的人流感 ,尽管比 1918年的危害性

稍有逊色 ,但还是造成了美国数万人死亡 ,这 2次的流感病毒

均被证明是重组体 ,这些适应了人体的重组体的表面带有

AIV的成分。类似的重组体流行现象还在几处火鸡感染猪

流感病毒事件中被发现。Suarez等 [8 ]从突然导致产蛋量下降

的火鸡中分离到的 H1N2病毒 ,测序结果表明该病毒是一个

复杂的基因重组体 ,基因来源有猪、人和禽的流感病毒。最近

报道的由印度尼西亚分离到了猪的流感病毒 ,其基因片段结

构与上述病毒相似 ,而进一步鉴定该病毒的一些生物学性质

如血凝性和神经氨酸酶活性等需要更换常规的实验试剂 ,这

说明流感病毒可跨种属感染 ,病毒的变异给常规检测方法造

成了困难 [9 ]。Reid等 [10 ]通过分析 1918年的人流感病毒表面

蛋白质结构 ,发现该病毒来源于不同的祖先 , HA基因可能直

接来自 AIV ,同时 ,该病毒基因组或者是其中的部分片断很

可能在侵害人体之前通过了某个中间途径。Richt 等 [11 ]报

道 ,1998年以前 ,在美国分离的猪流感病毒主要是 H1N1 ,此

后 ,在美国农场引起呼吸道症状的流感病毒主要是 H3N2 ,研

究证明该 H3N2 病毒是一个三元重组体 ,含有来自 AIV 的

( PA和 PB2)、猪流感病毒 (SIV)的 (M、NP和 NS)、以及人流
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感病毒的 ( HA、NA和 PB1)基因片断成分。最近测序结果显

示这种三元重组体至少从人流感病毒 H3获得了明确的 3个

分子 ,从而形成 3 个系统发生基因连锁体 (clusters ( Ⅰ to

Ⅲ) )。为此 ,Richt等 [11 ]分别研究和分析了这 3 个系统发生

基因连锁体的抗原特性和致病特性 ,利用采自猪的血清进行

HI和中和试验 ,证明 cluster Ⅰ和 cluster Ⅲ病毒含有共同的

抗原表位 ,而 cluster Ⅱ仅表现出有限的交叉反应性 ,致病性

也不相同。

3　与跨种属感染有关的流感病毒生物
学特性

　　Prokudina等 [12 ]研究了感染 A IV的细胞中 NP寡聚体形

成状态 ,仅仅用 SDS2PA GE查到未煮沸样品中的痕量的单体

N P ,然而 ,在感染人流感病毒的细胞内 ,用 SDS2PA GE检查

未煮沸样品 ,除了 N P寡核聚体 ,单体 N P检出量也很明显。

在纯化的人流感病毒和 AIV颗粒中 ,也出现了相应的寡聚体

和单体比例 ,而在含有来自人病毒内部结构蛋白与来自禽病

毒糖蛋白的重组体的感染细胞内 ,也同样显示了上述人病毒

感染细胞内的 NP寡聚体和单体的比例。结果证明 ,在感染

细胞内 A型流感病毒 N P形成寡聚体的能力与病毒的宿主来

源有关。

4　不同种属动物结合病毒受体结构

　　研究认为 ,猪既能受人流感病毒的感染 ,又能被 A IV 感

染 ,是因为猪上皮细胞表面同时存在着人和禽流感病毒的受

体 ,而所有的血清型的流感病毒 HA 都识别唾液乳糖丝氨酸

酶。Suzuki等 [13 ]研究证明 , AIV 与马流感病毒倾向于结合

SA223半乳糖相联的结构 ,而人流感病毒倾向于与 SA226半

乳糖相联的结构结合。SA分布于所有的流感病毒宿主体内 ,

猪的气管中存在着 SA223半乳糖和 SA226半乳糖受体 ,而在

马体内 ,只能识别含 22去氧2N2乙酰基神经氨酸262半乳糖
(NeuAc226 Gal)。含 22去氧2N2乙酰基神经氨酸232半乳糖
(NeuAc223 Gal) HA的流感病毒 ,不能在马体内繁殖 ,马气管

上皮细胞富含 22去氧2N2乙酰基神经氨酸232半乳糖识别部
位 ,说明能识别 22去氧2N2乙酰基神经氨酸232半乳糖 ,是病毒

在马体内繁殖的关键。研究还证明 ,22去氧2N2乙酰基神经氨
酸232半乳糖还与流感病毒在鸭体内繁殖有关。这些结果均
是不同动物种类具有不同唾液酸种类的生物学作用的证据。

众所周知 ,流感病毒 HA蛋白被宿主裂解是其得以成功感染

和复制的关键 ,然而 ,没有对人和猪体内的这种裂解酶进行过

系统深入的研究。在先前从猪的肺脏中分离到了一种具有处

理血凝素能力的32 000蛋白的基础上 ,Sato 等 [14 ] 2003年又分

离到另外一种类似的蛋白。属于类胰蛋白酶 TC30 ,相对分子

质量30 000左右 ,是一个单体。试验证明 , TC30可将底物裂

解 ,裂解位点是位于 P1位置的精氨酸 ,而且倾向于裂解含有

Ser2Ile2Gin2Ser2Arg片断的底物 ,这一片段与流感病毒 ( A/

PR/ 8/ 34 HA)的裂解位点序列相似。这种裂解活性可被抑制

胰岛素型丝氨酸蛋白酶抑制剂所抑制 ,其 N 末端 40 个氨基

酸与鼠和人的类似蛋白酶具有 60 %以上的同源性 ,证明

TC30是在猪体内新发现的一个 HA裂解酶。为了研究鸡体

内流感病毒受体与其他动物体内受体的异同点 , Gambaryan

等 [15 ]研究比较了外源血凝素与已知针对鸭、鸡及非洲绿猴上

皮细胞膜和神经节甘脂的黏附素 ,研究发现鸡的上皮细胞含

有 22去氧2N2乙酰基神经氨酸262半乳糖末端受体 ,可被黑接

骨木凝集素 (sambucus nigra lectin)和人的流感病毒识别。这

一发现解释了近年来的 H9N2 尽管具有人流感病毒受体结

合特性 ,但还能在鸡体内复制的原因。鸭流感病毒可与含有

短糖链神经节甘脂结合 ,鸭肠道内富含这种短链糖段 ,而人、

鸡的流感病毒不与这种含短糖链的神经节甘脂结合。与鸭流

感病毒相比 ,人、鸡的流感病毒与富含长段糖链的神经节甘脂

结合紧密 ,而这种长链糖段在鸡肠道和猴肺内含量较高。鸭

流感病毒和鸡流感病毒的不同还表现在它们识别唾液酸 223

半乳糖 (Sia223 Gal)受体末端上的第 3糖亚基结构的不同。鸡

流感病毒倾向于结合含有合成的唾液酸糖原聚合体的 N2乙
酰神经氨酸α(223)半乳糖β(124)葡萄糖 (NeuAc alpha (223)

Gal beta (124) GlcNAc2containing synthetic sialylglyco poly2
mer) ,而鸭流感病毒则对含有合成的唾液酸糖原聚合体的 N2
乙酰神经经氨酸α(223)半乳糖β(123)葡萄糖 ( NeuAc alpha

(223) Gal beta (123) GalNAc2containing polymer)的亲和力

高。这一结果显示不同 A IV毒株唾液酸寡糖的受体不同 ,从

一定程度上解释了鸭流感病毒和鸡流感病毒的 HA和 NA的

差异。Harvery等 [16 ]研究了导致 A IV H5亚型受体结合特异

性改变的 HA蛋白在关键位点的氨基酸的突变 ,结果显示有

2处 A IV HA蛋白同时发生的突变导致了 A IV 具有与人流

感病毒 HA相似的受体结合活性。

5　不同 IAV 在被感染哺乳动物组织
的亲嗜性

　　1997年发生的 A IV H5N1由禽直接传给人的事件增加

了获得有关 A IV 感染哺乳动物机制信息的需要。Tanaka

等 [17 ] 2003年将从病人体内分离到的 H5N1感染实验动物小

鼠 ,以期通过观察病毒在鼠体内组织分布规律 ,从而确定病毒

毒力和组织亲嗜性变化规律。实验小鼠的主要病变是间质性

肺炎和非化脓性脑炎 ,在小鼠脑部和三叉神经检测到了病毒 ,

而血液中检测结果为阴性。提示病毒是在呼吸道黏膜繁殖后

由三叉神经进入脑部的 ,这一结果暗示 H5N1的脑组织亲嗜

性是其感染人后获得的新的致病性。为了进一步研究 H5N1

的致病机制 ,Bright 等 [18 ]研究了接种感染后病毒在动物肺部

及其他器官的复制以及淋巴细胞衰减的情况 ,将 1997年由人

分离到的 AIV H5N1 对通过鼻腔接种事先没有适应的

BALB/ c小鼠后表现出 2个致病型 ,致肺型和致神经型 ,本研

究对研究 H5N1除肺以外的器官发病情况的具有重要意义。

6　IAV 跨动物种感染的免疫学机制

　　从某种意义上讲 ,动物的先天免疫功能在防止流感病毒

感染中发挥了重要作用 [19 ]。Van Eijk等 [20 ] 2003年研究了作

为第 1道免疫屏障的猪表面活性蛋白 D (pSP2D)与流感病毒

的相互作用。HI实验证明 ,pSP2D和 IAV 的相互作用受位

于 p SP2D上的糖类识别区域的 N2联糖亚基 (N2linked carbo2
hydrate moiety)的调节 ,取决于位于糖类末端唾液酸类型。

通过血凝素着色实验和唾液酸酶特异性裂解反应分析 ,显示

碳水化合物 p SP2D专一地识别 a2(2 ,6)相联表面活性蛋白 A

(SAs) ,相比而言 ,表面活性蛋白 A 却在 N2联糖亚基含有α2
2 ,3和α22 ,62连接的 SAs ,对 pSP2D上的 SA联接修饰反应表
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明 ,SA联接的类型对其 HA活性非常重要 ,而且与其受体结

合活性有关。pSP2D 上的 SAs 尤其对糖基化程度较低的

IAV毒株特别重要。需要进一步阐明猪体内的 pSP2D上独

特的唾液酸酶构型决定病毒感染宿主范围的程度 ,以及是否

有益于人、禽的流感病毒适应新宿主 ,从而在猪体内产生新的

重组体。
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Expression and Identif ication of E. acervulina 321E Gene in Escherichia coli
WU De2ming1 , YU Kang2zhen2 ,B I Ying2zuo1 3 ,CAO Yong2chang1 ,MA Jing2yun1 　(1 . Col lege

　of A ni m al S cience , S out h Chi na A g ricul t ure U ni versi t y , Guan gz hou 510642 , Chi na;2 . N ational

　A ni m al H usband ry and V eteri nary S erv ice S t ation , B ei j i ng 100026 , Chi na)

　　Abstract : The gene encoding E. acervulina protein 321 E was cloned into p ET232a ( + ) vector ,then t ransformed into E. coi l

BL21 st rain. The 321 E fusion protein was expressed in the bacteria under induction of 110 mmol/ L IPT G at 37℃. The fusion pro2
tein band of about 38 500 appeared on SDS2PA GE. Western blot analysis indicated that the recombinant p rotein could react spe2
cifically with anti2321 E antibody. The content of soluble body was the richest after inducing with 015 mmol/ L IPT G at 20℃.

　　Key words : E. acervulina ; IPT G;Western blot
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