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摘要 :【目的】本世纪首次流感大流行的病原属于甲型 H1N1流感病毒 ,在遗传特性和抗原性等方面都有别

于人群中流行多年的季节性 H1N1流感病毒。为了深入了解病毒的遗传特性 ,跟踪病毒的演化趋势 ,及时发

现具有流行病学意义的变异株 ,本研究对早期分离的甲型 H1N1 (2009)病毒的分子特性进行了详细分析。

【方法】通过 GenBank的流感资源中心下载相关毒株的基因组信息 , 序列分析采用 DNAStar软件包的

EditSeq和 MegA lign,比较与病毒致病性和宿主特异性相关的氨基酸变化情况。以 A /California /07 /2009

(H1N1)作为新甲型 H1N1 (2009)的早期代表株进行详细的分子特征分析。【结果】A /California /07 /2009不

具备高致病性流感病毒的分子特征 ;病毒编码的 11个蛋白大部分保留有猪流感病毒的分子特征 ,同时也具

有一些禽和人流感病毒的特征 ; PB12F2在 11aa, 57aa和 87aa后发生断裂 ,具有古典猪 H1N1和人 H1N1双

重特点 ,这是甲型 H1N1 (2009)病毒一个特有的分子特征。【结论】首次详细分析了新甲型 H1N1 ( 2009)病

毒的分子特征。随着病毒在人群中的进一步适应和持续存在 ,这些分子特征将发生变化 ,应该特别关注这些

变化对病毒的传播力和致病性的影响。
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　　流感病毒属于正粘病毒科 ,根据 NP蛋白的抗

原性可分为甲型、乙型和丙型流感病毒。在流感病

毒大家族中 ,甲型流感病毒的宿主分布最广 ,可感染

禽、人、猪、马、狗、猫、海洋哺乳动物 (海豹、鲸等 )

等 [ 1 ]。在整个甲型流感病毒的生态分布中 ,野生水

禽是主要的自然贮存宿主和基因库 ,目前发现的所

有甲型流感病毒亚型 (16个 H亚型和 9个 N亚型 )

都存在于野生水禽中 ,而猪被认为是禽、人流感病毒

的中间宿主和不同来源流感病毒的基因“混合

器”[ 2 ]。20世纪人类经历了 3次流感大流行 ,分别

是 1918年西班牙流感 ( H1N1)、1957年亚洲流感

(H2N2)和 1968年香港流感 (H3N2) [ 1; 2 ]。据估计 ,

全球每年约有 25 - 50万人死于季节性流感引发的

疾病 [ 3 ]。甲型流感有两种主要的变异方式 ,即表面

蛋白 HA和 NA点突变引起的抗原漂移 ( antigenic

drift)和 8基因节段重配引起的抗原转移 ( antigenic

shift) ,而抗原转移往往引起人类流感新的大流

行 [ 2 ]。甲型流感病毒基因分 8个节段 ,目前发现编

码 11种蛋白 ,这些蛋白与病毒的致病性和宿主特异

性密切相关 [ 4 ]。

自 2009年 3月份 ,源于北美的流感疫情向全球

迅速扩散 ,最终演变为 1968年以来新世纪首次流感

大流行。此次大流行的病原属于新甲型 H1N1流感

病毒 , 在遗传特性和抗原性等方面都有别于人群中

流行多年的季节性 H1N1流感病毒 ,人群普遍易感。

进化分析表明 ,新甲型 H1N1 ( 2009)流感病毒是欧
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洲猪流感病毒 (提供 NA和 M基因 )和北美三源基

因重配的猪 H1流感病毒 (提供 PB2、PB1、PA、HA、

NP和 NS基因片段 )通过基因重配的产物 ;从基因

的最初来源看含有人、禽和猪流感病毒的基因 ,该病

毒可能早在 2008年 12月到 2009年 1月间就在猪

群中出现 [ 5 ]
,目前已经成为全球人群中甲型流感病

毒优势流行株。

新甲型 H1N1 (2009)病毒的显著特点是在人群

中传播速度快 ,但致病力与季节性流感病毒相当。

随着病毒的快速传播和人群免疫屏障的逐步建立 ,

病毒的变异成为关注的焦点。深入了解病毒的分子

特性 ,对于跟踪其遗传变异 ,及时发现具有流行病学

意义的变异株具有重要意义。但目前对病毒的分子

特征研究 ,报道较少。本研究通过甲型流感病毒在

人、猪和禽等宿主中的进化特征分析 ,详细分析了甲

型 H1N1 (2009)早期流行株致病性、抗药性和宿主

特异性的分子特性 ;在此基础上 ,预测了病毒的进化

和变异趋势。

1　材料和方法

1. 1　病毒序列

通过 GenBank的流感资源中心 ( http: / /www.

ncbi. nlm. nih. gov/genomes/FLU /FLU. htm l)下载相

关病毒的基因组信息。我们分析了约 120株不同年

代、不同宿主 (主要是禽、猪和人 )的流感病毒序列

(资料未显示 ) ,以便确定病毒在不同宿主中的分子

进化特征。其中 A /California /07 /2009 (H1N1)是目

前新甲型 H1N1 (2009)疫苗株 , A /South Carolina /1 /

18 (H1N1)作为 1918年西班牙流感代表毒株 ; A /

B risbane /59 /2007 ( H1N1 )是 WHO推荐的 2008 -

2009年度和 2009 - 2010年度北半球季节性 H1N1

疫苗推荐株 ; A /Swine / Iowa /1 /1930 ( H1N1)作为古

典猪 H1N1 病毒代表株 ; 以 A /Swine / Indiana /

9K035 /1999 ( H1N2 ) 、A /Swine /Hong Kong/5190 /

1999 ( H3N2 ) 和 A /Swine /England /WVL7 /1992

(H1N1)作为新甲型 H1N1母源病毒的代表株。

1. 2　序列比较分析

序列分析采用 DNAStar软件包 (Madison, W I,

USA ) 的 EditSeq 和 MegA lign。将新甲型 H1N1

(2009)疫苗株 A /California /07 /2009 (H1N1)和其它

参考毒株编码的 11蛋白 ( HA、NA、NP、M1、M2、

NEP、NS1、PB1、PB2、PA和 PB12F2)进行分析 ,比较

与病毒致病性、耐药性以及宿主特异性相关的氨基

酸变化情况。

2　结果

2. 1　血凝素 ( Hemagglutin in, HA)

2. 1. 1　裂解位点 ( Cleavage site) : A /California /07 /

2009的 HA基因编码区全长 1701bp,共编码 566个

aa,包括 N末端 17个 aa的信号肽。HA蛋白由 HA1

(326aa)和 HA2 (223aa)两部分组成 ,二者由一个碱

性氨基酸 R连接 ,裂解位点 aa序列为 IQSR↓G,与

高致病性禽流感病毒含多个碱性氨基酸裂解位点相

比 ,是典型的低致病性流感病毒特征之一 [ 1 ]。

2. 1. 2　抗原位点 (Antigenic site) : HA蛋白是流感

病毒的主要表面抗原之一 ,遗传进化最为活跃。与

HA2蛋白相比 , HA1蛋白位于 HA蛋白的球部 ,承

受着更大的免疫选择压力 ,因此更易发生变异。早

期研究表明 H1亚型 HA1蛋白上的 44个氨基酸是

宿主免疫系统作用的靶点 ,其变异直接影响病毒的

抗原漂移 [ 6 ]。44个氨基酸分布在 4个抗原位点上 ,

即 Ca (14aa)、Cb (8aa)、Sa (13aa)和 Sb (13aa)。A /

California /07 /2009 与 A /Swine / Indiana /9K035 /

1999 (北美三源基因重配猪 H1病毒 )相比 , HA核

苷酸和推导的氨基酸相似性分别是 95. 1%和 94.

9% , 整个 HA蛋白共有 27个氨基酸差异 , 20个位

于 HA1蛋白上 ,其中 6个差异分布在 3个抗原位点

上 ( Ca 2个、Cb 1个、Sa 3个 )。相比之下 , A /

California /07 /2009与 A /B risbane /59 /2007的 HA核

苷酸和推导的氨基酸相似性分别是 721 4%和

7910% , 整个 HA蛋白共有 108个氨基酸差异 , 90

个位于 HA1蛋白上 ,其中 23个差异分布在 4个抗

原位点上 (Ca 7个、Cb 5个、Sa 1个、Sb 8个 )。可见

新甲型 H1N1病毒抗原位点的氨基酸与季节性

H1N1病毒差别较大 ,这在分子水平上解释了二者

在人群中血清抗体的差异。

2. 1. 3　糖基化位点 ( Glycosylation site) :某些糖基

化位点是 HA蛋白发挥功能所必需的。病毒在进化

过程中也会获得新的糖基化位点 ,这些新积累的糖

基化位点可能会掩盖抗原位点 ,成为病毒逃避宿主

免疫压力的一种方式 [ 7 ]。研究表明 ,所有禽 H1病

毒、A /South Carolina /1 /18和 A /Swine / Iowa /1 /1930

的 HA1蛋白拥有共同保守的 4个糖基化位点 ,分布

在 22、33、94和 289位 [ 8 ]。A /California /07 /2009 HA

蛋白在 278位增加了一个糖基化位点 (NTT) ,即有

5个潜在糖基化位点 ,这与近年来古典猪 H1N1和

三源重配 H1病毒完全一致。A /B risbane /59 /2007

在 63、129、163位增加了 3个 ,达到 7个糖基化位
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点。可见在糖基化方面 , A /California /07 /2009 的

HA蛋白也保留了古典猪 H1的特点 ,与季节性

H1N1病毒相比其糖基化的进化空间较大。

2. 1. 4 　受体结合位点 ( Recep tor2binding site,

RBS) :流感病毒 HA蛋白与宿主细胞表面受体的结

合是感染发生的关键一步。HA蛋白受体分为 2

种 :α22, 3半乳糖苷唾液酸 ( SAα223Gal)和α22, 6半

乳糖苷唾液酸 ( SAα226Gal)。禽和马流感病毒对

SA2, 3Gal具有亲嗜性 ,而人和猪流感病毒对 SA2,

6Gal的亲和性最高 [ 2 ]。HA蛋白的受体结合特性也

是流感病毒宿主限制性的一个重要决定因素。这种

结合的特异性与 HA蛋白受体结合位点上的一些氨

基酸性质密切相关 ,而这些氨基酸改变直接影响了

病毒的受体结合特性。所有流感病毒都来源于野生

水禽 ,在流感病毒跨物种感染并适应新宿主 (人和

猪 )的过程中 ,受体结合特性的转变至关重要。研

究发现 ,一些 RBS上的氨基酸在所有禽流感病毒中

都是保守的 ,而在哺乳动物中适应后就发生了变化 ,

具有了宿主特异性 [ 8 - 9 ]。对于 H1亚型流感病毒而

言 , 8个与受体结合相关的氨基酸在禽 HA中都是

保守的 ,但进入人或猪群中适应后则发生了变化

(表 2)。研究表明 , E190D和 G225E /D这两个位点

氨基酸的转变 ,在禽 H1病毒增强 SAα226Gal亲和

性 ,同时减弱对 SAα223Gal亲和性中起关键作用 ;特

别是 E190D的转变 ,可能是禽 H1病毒适应哺乳类

(人和猪 )的最低要求 [ 8 - 9 ]。A /California /07 /2009

HA蛋白 190和 225位氨基酸都是 D ,这也是北美三

源重配猪 H1病毒 (以 A / swine / Indiana /9K035 /99

为例 )和大多数人 H1病毒 (以 A /B risbane /59 /2007

为例 )的特征 (表 1)。纯粹的古典猪 H1N1 (即没有

发生基因重配 )和大多数欧洲类禽 H1N1 (只有两株

早期的流行株除外 ,这两株 225位是 E)在 190和

225位氨基酸分别是 D (哺乳类特征 )和 G (禽类特

征 ) ,这可能也是猪流感病毒能够结合两种受体的

分子机制之一 [ 8 ]。三源重配 A /Swine / Indiana /

9K035 /1999的 HA来源于古典猪 H1N1病毒 ,其中

一个重要的变化是 225位氨基酸由 G转变为 D。这

就意味着与母源古典猪 H1N1病毒相比 ,北美重配

的猪 H1病毒已经大大增强了对 SAα226Gal受体的

结合能力 ,而这种特征在 A /California /07 /2009中也

得到了保留 ,这可能成为新甲型 H1N1病毒在人际

间传播的重要分子基础。此外 ,其它 RBS上相关氨

基酸的变化对受体结合特性的影响还不清楚 ,这种

变化可能与宿主适应性有关。相对于禽 H1而言 ,

T155V / I和 T159N /S的转变是古典猪 H1和类禽猪

H1病毒的特征 ,人 H1病毒的 155位没有变化 ,而

159位由 T转为 G。A /California /07 /2009的 HA蛋

白的 155和 159位氨基酸分别是 V和 N ,是典型的

猪流感病毒特征 (表 1)。我们分析发现 ,与禽 H1

病毒一样 ,大多数古典和类禽以及近年来 (约在

2000年以来 )人 H1在 186位氨基酸是 P, 而 A /

California /07 /2009和 A / swine / Indiana /9K035 /99则

为 S,在约 1999年以前人 H1的 186也主要是 S (表

1)。总之 , A /California /07 /2009的 HA蛋白 RBS

位点的氨基酸同时具有人和猪流感病毒的特点 ,而

且这些特点已经存在于 1999年产生的三源重配猪

H1病毒中。

表 1　A /Ca liforn ia /07 /2009与参考株 HA受体结合位点氨基酸比较

Table 1　Am ino acid residues on recep tor2binding sites of HA p roteins of A /California /07 /2009 and the reference viruses

V irus
Residues on the recep tor2binding sites of HA p roteins

3

71 138 155 159 186 190 194 225 lineage

A /California /07 /2009 (H1N1) E A V N S D L D Tripe2reassortant swine, North America

A / swine / Indiana /9K035 /99 (H1N2) E A V N S D L D Tripe2reassortant swine, North America

A / swine / Iowa /930 /01 (H1N2) E A V N P D L D Tripe2reassortant swine, North America

A / swine / Iowa /1 /1976 (H1N1) E A V
# N P D L G Classical swine

A /B risbane /59 /2007 (H1N1) E A T# G# P D L D Seasonal human

A /duck /M iyagi/66 /1977 (H1N1) D
#

A
#

T
#

T
#

P
#

E
#

L
#

G
# Avian

A / swine /England /WVL7 /1992 (H1N1) D A V N P D L G Avian2like swine, Europe

A /South Carolina /1 /18 (H1N1) D A T# S# P D# L D Spain pandem ic, 1918
3 Residues numbering is aligned to the H3 virus HA. # Am ino acid is conserved in all sequences in this host.

2. 2　神经氨酸酶 ( Neuram in ida se, NA)

A /California /07 /2009 的 NA 的 ORF 全 长

1407bp,编码 469个氨基酸。NA蛋白包括 3个功能

区 :从 N端开始约 30个疏水序列是信号肽和膜锚

定区 ;从 77位氨基酸起到 C末端是头区 ,包括所有

的酶催化位点和抗原位点 ;在膜锚定区和头部区之
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间是约 50个氨基酸的茎区。A /California /07 /2009

的 NA蛋白没有发生插入或缺失突变。没有发生氨

基酸缺失的禽流感 N1亚型 NA蛋白一般有 7个糖

基化位点 [ 8 ] ,分别位于 57, 58 (按照 N1亚型排序 )、

62、67、88、146和 234位 ,而 A /South Carolina /1 /18

有同样的糖基化位点。A /California /07 /2009和 A /

Swine /England /WVL7 /1992除了上述 7个位点 ,在

389位增加了一个糖基化位点 ,总计 8个位点。而

A /B risbane /59 /2007也有 8个位点 ,其中五个位点

与上述毒株位置相同 (57、62、88、146和 234) ,而另

外 3个则分布在不同的位置 ( 48、434和 454位 )。

可见与人季节性 N1相比 , A /California /07 /2009在

糖基化方面与禽流感病毒更接近。对于 N1亚型

NA, 146位糖基化对病毒致病性的影响更值得关

注。146位糖基化位点在所有 N1亚型 (包括人、猪、

禽 )病毒中都是保守的 ,该位点糖基化的丧失可能

对病毒的组织嗜性 ,特别是神经嗜性有影响 [ 10 ]。毒

株 A /W SN /33 (H1N1)和 A /NW S/33是 2株小鼠适

应株 ,可以在小鼠的脑部复制 ,具有神经嗜性 ,其典

型特点是 NA基因在 146位缺少 1个糖基化位点

(N146Y/R) ,这可能是神经嗜性的主要分子基础。

同样 , A /California /07 /2009在 146位没有丧失糖基

化位点 ,因此可能不具备上述相应的神经嗜性。

N1亚型 NA的抗原位点目前还不明确 ,但可以

参照 N2亚型 NA的抗原位点 [ 11 ]。A /California /07 /

2009与 A /B risbane /59 /2007相比 ,核苷酸和氨基酸

的同源性分别是 75. 7%和 80. 5% ,共有 87个氨基

酸差异 ,其中 8个位于抗原位点上 (N221Q, N329E,

K331G, G339N, N344D, I368N, S369R, S370L )。A /

California /07 /2009与 A /Swine /England /WVL7 /1992

相比 ,核苷酸和氨基酸的同源性分别是 94. 2%和

94. 9% , 共有 24个氨基酸差异 ,其中只有 1个位于

抗原位点上 ( K331R )。可见 A /California /07 /2009

的 NA抗原性与季节性 H1N1病毒差别较大。

NA蛋白的酶催化活性位点在 4聚体每个亚单

位球状头部的表面 ,包括 9个酸性氨基酸 ( E119,

D151, D198, E227, D243, E276, E227, D330, E425 )

和 6个碱性氨基酸 (R118, R152, R224, H274, R292,

K350) ,这 15个极性氨基酸在所有 A型流感病毒的

NA蛋白中都是保守的 ,是发挥神经氨酸酶活性所

必需的 [ 11 ]。A /California /07 /2009在这些位点的氨

基酸都很保守。与整个 NA蛋白的相比 ,茎区的的

氨基酸变异最大 ;而且即使是同一亚型 ,不同毒株间

茎区的氨基酸变化也非常大。早期的研究显示茎区

长度对流感病毒的宿主限制性有影响 ;茎区氨基酸

的缺失能使酶活性减弱 ,病毒粒子不能有效地从红

细胞上释放下来 [ 12 ]。A /California /07 /2009 NA蛋

白的茎区没有氨基酸的插入和缺失。

神经氨酸抑制剂 (oseltam ivir和 zanam ivir)是一

类有效的抗甲型流感病毒药物。研究表明 NA某些

氨基酸残基的突变可以使病毒产生对这类抗流感病

毒药物的耐药性 ,包括 E119V, R292K, R293K,

N294S和 H274Y,而不同药物和病毒亚型产生的耐

药突变位点并不相同 ;特别是 H274Y是近年来季节

性 H1N1病毒产生对 oseltam ivir产生耐药性的主要

分子机制 [ 13 - 14 ]。A /California /07 /2009没有发现上

述位点的突变 ,表明对神经氨酸酶抑制剂敏感。

2. 3　基质蛋白 (M a tr ix prote in)M 1和 M 2

A /California /07 /2009的 M基因来源于欧洲猪

流感病毒。M基因片段编码 M1和 M2两个蛋白。

M1蛋白由 252个氨基酸组成 ,是病毒囊膜的重要组

成部分 ,也是病毒粒子中含量最多的蛋白 ;此外 ,M1

蛋白还具有多种生物学功能 ,在病毒转录、组装和出

芽等生活周期中起重要作用。101 - 105位氨基酸

(RKLKR)是 M1蛋白的 RNA结合区 (RNA2binding)

和核定位信号区 (NLS) ,其中 102 - 105位残基较为

保守 , 101位在不同分离株有变化 (R、K、Q、T或者

G) [ 15 ]。A /California /07 /2009 的 101 - 105 位是

KKLKR,这也是大多数欧洲猪流感病毒的特点 ;人

季节性流感 H1N1 (包括 A /South Carolina /1 /18和

A /B risbane /59 /2007 )和古典猪 H1N1病毒都是

RKLKR (表 2)。101位氨基酸是否与宿主特异性有

关 ,还不能确定。M1蛋白在 148 - 162位还包含有

一 个 潜 在 的 CCHH 锌 指 结 构 基 序

( CATCEQ IADSQHRSH ) [ 16 ]
, A /California /07 /2009

M1基因 CCHH结构没有发生突变。

M2蛋白由 97氨基酸组成 ,其中 N末端的 9个

氨基酸与 M1蛋白共有 ,且另有 14个氨基酸的编码

区与 M1基因重叠。M2蛋白是同源四聚体整合膜

蛋白 ,具有离子通道活性 ,是烷氨类药物的作用靶蛋

白。M2蛋白共有 97个氨基酸 ,结构上分为胞外区

(1 - 24)、跨膜区 (25 - 43)和胞浆区 ( 44 - 97)。A /

California /07 /2009在胞浆区的 50位有一个潜在的

棕榈酸酰化蛋白 C[ 17 ]和 64位磷酸化蛋白 S[ 18 ]。在

跨膜区 ,大多数人病毒 28位是 V ,而 A /California /

07 /2009是 I,这与 A /South Carolina /1 /18和欧洲猪

流感病毒一样 ,而古典猪 H1病毒则为 A
[ 19 ]。M2蛋

白的胞外区在 14、16、18和 20四个位点的氨基酸在
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禽和猪 /人流感病毒中有明显的差别 ,禽病毒一般为

14G、16E、18K、20S,而人和古典猪 H1病毒一般为

14E、16G、18R、20N
[ 19 ]。A /California /07 /2009这四

个位点有 2个是禽的特点 (16E, 20S) , 2个是哺乳动

物特点 ( 14E, 18R ) ,而 A /Swine /Hong Kong/5190 /

1999只有一个位点 18R是与人病毒一致 ,其余 3个

都是禽病毒特点 (表 2 )。可见 A /California /07 /

2009的 M2蛋白还具有禽流感病毒的特点 ,但已经

获得了人流感病毒的部分特点。

表 2　A /Ca liforn ia /07 /2009和参考株 M 1和 M 2氨基酸比较

Table 2　Am ino acid comparison ofM1 and M2 between A /California /07 /2009 and reference viruses

V iruses
M1 Residues on the M2 extracellular domain

101 - 105 14 16 18 20

A /California /07 /2009 (H1N1) KKLKR E E K S

A /Swine /Hong Kong/5190 /1999 (H3N2) KKLKR G E R S

A /B risbane /59 /2007 (H1N1) RKLKR E G R N

A /B revig M ission /1 /18 RKLKR E G R N

Classical Swine H1 RKLKR E G R N

Human H1 RKLKR E G R N

Avian H1 KKLKR G E K S

　　研究表明 ,M2蛋白跨膜区的 5个氨基酸的改变

可以使病毒产生对烷氨类药物的抗性 ,即 L26F、

V27A、A30T、S31N和 G34E
[ 20 ]。欧洲猪流感病毒自

从 1987年以来 ,由于 S31N的突变产生了对金刚烷

氨类药物的抗性 [ 21 ]。A /California /07 /2009的 M基

因来源于欧洲 SIV ,因此新甲型 H1N1病毒生来就

具备了对金刚烷氨类药物的抗性。

M1和 M2蛋白的某些氨基酸突变会影响病毒

在小鼠、鸡胚及 MDCK细胞等的致病性和增殖能

力 ,如对 FM47病毒 ,M1蛋白 T139A突变是病毒在

鼠肺中高增殖的主要原因 ,而对于 A /Hongkong/1 /

1968 (H3N2)在小鼠适应后 ,在 M1蛋白 ( T167A )和

M2 (D44N )蛋白都发生了一个氨基酸的突变 [ 22224 ]。

这些突变都没有在 A /California /07 /2009的 M1蛋

白中发现。

2. 4　NS蛋白 ( Non2structura l prote in)

NS基因编码 2个蛋白 ,即 NS1和 NEP (以前称

为 NS2蛋白 )。NS1是病毒的一种非必需毒力因

子 ,通过拮抗 IFN和 IFN诱导蛋白的抗病毒活性来

抑制宿主的免疫应答 ,此外 , NS1在病毒的复制周期

中也起着重要的调节作用。NS1分为 2个功能区 :

N2末端的 RNA结合区 ( 1 - 73)和 C末端的“效应”

区 (74 - 230)。NS1蛋白的长度在不同的宿主和不

同毒株并不相同 ,表现为一定的宿主特异性 [ 25 ]。

2000年以后分离的 H5N1病毒的 NS1在 80 - 84位

发生了 5个氨基酸的缺失 ,这种缺失的生物学意义

尚不完全清楚 ,可能与病毒的致病性和宿主适应性

有关 [ 1, 26 ]。同样 ,在对 H5N1病毒研究中 ,发现 NS1

蛋白一些位点的突变 ,如 P42S、D92E和 V149A ,可

能会增强病毒在猪、小鼠及鸡的致病力 [ 27 - 28 ]。A /

California /07 /2009在 80 - 84位没有发生相应氨基

酸的缺失 ,也没有发现上述与毒力有关的位点突变。

流感大规模基因组测序分析表明 ,禽流感病毒和

1918流感病毒 NS1蛋白的 C末端 (位于 227 -

230aa) 4个氨基酸残基具有 ESEV或 EPEV基序 ,是

潜在的 PDZ区结合基序 ( PDZ domain ligand, PL )。

PDZ区是由 80 - 90aa组成的一种常见的蛋白结构 ,

通过蛋白识别机制参与多种信号调节 [ 29 ]。禽流感

病毒的 PL基序参与体外信号传递 ,是新发现的流

感病毒毒力因子 [ 30 - 32 ]。大多数人流感病毒 PL基

序为 RSEV或者 RSKV ,不具备结合 PDZ的功能。

序列分析表明 ,早期人 H1N1病毒长度为 230氨基

酸 ,具有 PL基序。但到了 1940年代 ,人 H1N1、

H2N2和 H3N2病毒的 NS1蛋白延长至 237氨基酸 ,

PL基序相应丢失。直到 1980年代 ,大多数人 H1N1

和 H3N2病毒的 NS1蛋白又恢复为 230氨基酸 ,重

新获得了 PL基序 [ 31 ]。我们此前的研究发现 ,与人

流感病毒相比 ,古典猪 H1N1病毒的 NS1蛋白表现

为不同的进化模式。我们分析了 GenBank上 1930

年到现在的古典猪 H1N1病毒的 NS1序列 ,发现

1940年代前病毒的长度为 230,具有与人病毒一样

的 RSEV基序。从 1950 - 1960年代 , PL基序变为

GSE I;而从 1960年代到现在 ,由于 220位氨基酸突

变为终止子 ,长度断裂为 219氨基酸 , PL基序随即

丧失 ,这是现代古典猪 H1N1病毒的一个显著分子

特征 [ 30 ]。A /California /07 /2009的 NS1同样只有

219aa,失去了 PL基序 ,具有典型的现代古典猪

H1N1流感病毒特征 (表 3)。
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表 3　A /Ca liforn ia /07 /2009( H1N1)和参考株 NS1蛋白 C末端 PL基序比较

Table 3　Molecular characterization of the four C2term inal residues of the NS1 p roteins of A /California /07 /2009 and reference viruses
V iruses Four c2term inal residues Location

1 PL motif L ineages

A /California /07 /2009 (H1N1) PEQK 219 - Classical swine

swine /Tennessee /49 /1977 PEQK 219 - Classical swine

Swine / Indiana /9K035 /99 PEQK 219 - Classical swine

A /Puerto R ico /8 /34 (H1N1) RSEV 230 ﹢ Human

A /Hong Kong/486 /97 (H5N1) EPEV 230 ﹢ Avian

A /B revig M ission /1 /1918 (H1N1) KSEV 230 ﹢ Avian
1

The am ino acids were numbered with the N2term inal asparagines of NS1 p rotein designated am ino acid 1.
﹢ No deletion

- Deletion

2. 5　核蛋白 ( Nucleoprote in, NP)

Reid等鉴定了 NP蛋白 6个与宿主特异性有关

的位点 [ 33 ]。A /California /07 /2009的 313位是 V ,而

猪和禽病毒是 F,人病毒是 Y (表 4)。新甲型 H1N1

(2009)病毒的 NP基因来源于古典猪 H1N1病毒 ,

313位由 F突变 V的生物学意义尚不清楚 ,可能是

表 4　A /Ca liforn ia /07 /2009和参考株 NP蛋白氨基酸比较

Table 4　Am ino acids comparison of NP between A /California /07 /2009 and reference viruses
viruses 16 33 100 136 283 313

A /California /07 /2009 (H1N1) G I V I L V

A / Indiana /9K035 /99 (H1N2) G I V I L F

A /B revig M ission /1 /18 (H1N1) D I I M P Y

Human D I V M P Y

Swine G I I( M / I L F

Equine G R R L L F

Avian G R R L L F

3 A few strains have V at this position.

病毒适应人体的过度性突变。

2. 6　多聚酶复合体 ( Polym era se com ponen ts)

A /California /07 /2009病毒的这三个基因片段

都来源于北美三源重配的猪 H1病毒 ,而后者的三

个基因是在约 1998年左右分别来源于禽病毒 ( PB2

和 PA)和人 H3N2病毒 ( PB1) [ 5 ]。人 H3N2病毒的

PB1基因也是由禽流感病毒在约 1968年提供的 [ 2 ]。

可见 A /California /07 /2009的 PB2和 PA基因由禽

传到猪群后已经进化了 10年左右 ;而 PB1在人群

中进化了 30年后 ,又在猪群中进化了约 10年。研

究表明 ,这三个基因在适应宿主过程中 ,形成了一些

具有宿主特异性的保守氨基酸 [ 34 ]。A /California /

07 /2009与三源重配的猪 H1病毒一样 , PB2基因的

5个位点都保留了禽病毒的特点 ( 199A, 475L,

567D, 627E, 702K) , PA基因的 5个位点中有 4个

与禽病毒一致 (55D、100V、552T) ,另外 1个由于突

变 ( E382D)而具有人和猪流感病毒特点 (表 5)。可

见 PB2和 PA虽然在猪体内进化了 10年左右 ,但依

然保留了大部分禽流感病毒的分子特征。

表 5　A /Ca liforn ia /07 /2009和参考株 PB2、PB1和 PA蛋白氨基酸比较

Table 5　Am ino acid comparison of PB2, PB1 and PA between A /California /07 /2009 and reference viruses
viruses PB2 PB1 PA

199 475 567 627 702 375 55 100 382 552

A /California /07 /2009 (H1N1) A L D E K S D V D T

A / Indiana /9K035 /99 (H1N2) A L D E K S D V D T

A /B revig M ission /1 /18 (H1N1) S M N K R S N A D S

Human H1N1 S M N K R
3 S N A D S

Human H2N2 S M N K R S N A D S

Human H3N2 S M N K R S N A D S

Classical swine S M D K R S N V D S

Avian A L D E K N / S/T3 3 D V E T

Equine A L D E K S N A E T
3 A ll human H1N1 PB2 sequences have an A at position 702, excep t that two out of three A /PR /8 /34 sequences have a L residue.
3 3

The majority of avian sequences have an N residue at position 375 of PB1, 18% have a S residue, 13% a T residue.
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　　对于高致病性 H5N1和 H7N7病毒 , PB2基因

E627K和 D701N的突变 ,在病毒适应哺乳动物和提

高对小鼠的致病力方面起作用 [ 13 ]。A /California /

07 /2009病毒的 PB2基因虽然在猪群中进化了 10

年左右 ,但 627和 701位氨基酸仍然是 E和 N ,表现

为低致病性的分子特点。

2. 7　PB12F2蛋白

PB12F2蛋白由 PB1片段的另外一个 ORF编

码 ,是流感病毒的一个重要毒力因子 ,可以诱导细胞

(特别是肺泡巨噬细胞 )发生凋亡 [ 35238 ]。不同宿主

不同亚型病毒的 PB12F2长度不同 ,完整的 PB12F2

为 90aa (A /Puerto R ico /8 /34为 87aa) ,大多数禽流

感病毒具有完整的 PB12F2[ 39 ]。1947年以前分离的

人 H1N1和古典猪 H1N1病毒具有完整的 PB12F2,

但之后分离株的 PB12F2出现断裂 ,且二者断裂的部

分各异。人 H1N1在 57aa后发生断裂 ,而古典猪

H1N1病毒分别在 11、25和 34aa后发生断裂。近

40%的欧洲猪流感病毒 (约 1979年来源于禽流感病

毒 )的 PB12F2也在 11、25和 34aa后发生断裂 [ 39 ]。

大多数人 H3N2病毒的 PB12F2是完整的 ,北美三源

重配猪流感病毒的 PB1来源于人 H3N2病毒 ,绝大

多数的 PB12F2蛋白也没有发生断裂。可见 PB12F2

在进化过程中 ,逐步具有了宿主特异性特点 [ 4 ]。与

母源病毒不同 , A /California /07 /2009的 PB12F2在

11aa、57aa和 87aa后发生断裂 ,同时具有古典猪

H1N1和 人 H1N1的 PB12F2断裂特点 ,这可能是新

甲型 H1N1 ( 2009)病毒的又一个突出的分子特点。

断裂的 PB12F2丢失了位于 C末端的线粒体跨膜定

位信号 ,因而丧失了上述功能 [ 39 ]。因此 , PB12F2的

断裂可能也是 A /California /07 /2009致病力降低的

分子基础之一。

3　讨论

　　现有文献对新甲型 H1N1病毒的分子特性报道

较少。我们通过对不同时间和不同宿主流感病毒的

分析比较 ,对新甲型 H1N1病毒的分子遗传特性进

行了详细解析 ,许多发现都是首次报道。首先 ,在分

子水平上 ,病毒似乎不具备高致病性特点。就目前

了解的甲型流感病毒与致病性相关的分子特征 (主

要来自对 H5N1和 1918年流感病毒的研究 ) ,如 HA

多碱性氨基酸裂解位点、NS1蛋白 P42S、D92E和

V149A位点突变、PB2基因 E627K的突变、PB12F2

蛋白、NS1蛋白 PL基序等 ,新甲型 H1N1病毒都不

具备 ,因此在分子水平上属于低致病性流感病毒 ,这

一结果也与实际流行情况相符。但最近国外两个独

立的研究小组所做的动物实验表明 ,与季节性

H1N1病毒相比 ,新甲流 H1N1病毒可以在雪貂和小

鼠的下呼吸道复制 ,有更强的致病性 [ 40 - 41 ]。这一现

象在人群中也有发现 ( http: / /www. who. int/ csr /

disease / swineflu /notes/h1n1 _ clinical _ features _

20091016 /en / index. htm l) ,但其详细的分子机制尚

不清楚。研究显示人上呼吸道细胞主要表达 SAα22
6Gal受体 ,而下呼吸道细胞主要表达 SAα2 - 3Gal

受体 [ 42 ]。古典猪流感病毒的特点之一是对两种受

体都能够有效地结合。新甲型 H1N1病毒 HA蛋白

保留了许多猪流感病毒的受体结合特点 ,我们认为

这可能是其能在人下呼吸道复制的一个原因。其

次 ,新甲型 H1N1病毒编码的 11个蛋白大部分具有

猪流感病毒的分子特征 ,同时也具有一些禽和人流

感病毒的特征。新甲型 H1N1病毒的各基因片段从

最初来源看都来自于禽流感病毒 ,区别在于各基因

介入猪群的时间不一样。病毒在不同宿主 (禽、人

和猪 )长期进化时 ,与宿主细胞大分子 (核酸和蛋白

质等 )相互作用 ,逐渐具备了宿主特异性 ,表现在每

个蛋白分子出现了一些与宿主相关的特异性氨基酸

位点。此外 ,我们发现新甲型 H1N1的 PB12F2在

11aa, 57aa和 87aa后发生断裂 ,具有古典猪 H1N1

和人 H1N1双重特点 ,这一特点在以前的人、猪和禽

流感病毒中都没有发现 ,我们认为这是甲型 H1N1

(2009)病毒一个特有的分子特征。这一特征对其

传播力和致病性有何影响 ,有待于进一步研究。总

之 ,随着该病毒在人群中的进一步传播和持续存在 ,

在人体免疫系统的作用下 ,猪流感和禽流感病毒的

分子特征将逐渐消失 ,而这些分子特征的改变将如

何影响病毒的生物学特性 ,值得进一步密切关注。

新甲型 H1N1病毒的一个显著特点是在人群中

的传播迅速 ,表现出对人体的高度适应性 ,其分子机

制尚不清楚。一般认为 , HA蛋白受体结合特性的

转变是病毒适应人体的关键一步。对于 H1亚型

HA而言 , E190D和 G225D位点的突变对于病毒获

得人群中的传播力至关重要 [ 43 ]。与古典猪 H1N1

病毒相比 ,新甲型 H1N1病毒确实也获得了这种突

变 ;但一个疑问是其母源病毒 ,即北美三源重配猪

H1病毒也同样具有 E190D和 G225D突变 ,近年来

也报道了多起该类病毒感染人的案例 [ 44 ] ,但为何其

始终没有获得在人群中的传播能力 ? 可见 HA受体

结合特性的转变只是病毒获得在人际间传播的必要

条件。HA与人体呼吸道细胞的有效结合只是感染
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发生的第一步 ,接下来病毒完成其复制周期 ,涉及到

病毒蛋白间以及病毒蛋白与宿主细胞大分子间的相

互作用。许多研究表明 ,病毒各基因的优化组合和

蛋白功能的协调作用对于病毒的复制和毒力有重要

影响 [ 1 ]。与三源重配 H1病毒相比 ,新甲型 H1N1

病毒从欧洲猪流感病毒中获得了 NA和 M基因片

段 ,这种新的基因组合无疑对病毒适应新宿主起到

了重要作用 ,但这种基因组合是如何影响病毒的传

播力和致病力的 ,还有待于深入研究。因此 ,在跟踪

病毒的变异时 ,不仅要重视表面蛋白 (HA和 NA )的

变化 ,对内部基因的进化也应给与特别关注。

基因重配是流感病毒逃避免疫压力的另一种重

要方式 ,新甲型 H1N1病毒的母源病毒 (北美三源基

因重配和欧洲重配的猪流感病毒 )具有很强的基因

重配能力 [ 45 ]。我们在关注新甲型 H1N1病毒的同

时 ,也不能忽视禽流感病毒 ( H5N1、H7N7、H9N2

等 )。如果新甲流 H1N1病毒继承了母源病毒的较

强重配能力 ,那么就增加了与人季节性流感病毒和

禽流感病毒发生重配的可能 ,而发生重配的宿主可

能是人也可能是猪或禽。因此 ,应该加强对所有流

感病毒的监测工作 (包括新甲型 H1N1病毒、季节性

流感病毒和动物流感病毒 ) ,并将基因组测序工作

作为一项重要的监测内容 ,如此才能在分子遗传进

化分析的基础上 ,及时发现有流行病学意义的变异

株 ,这对尽早制定防制策略具有重要意义。

4　结论

　　以疫苗株 A /California /07 /2009为代表 ,首次详

细分析了新甲型 H1N1病毒的早期分子特征 ,这些

特征包括 :具有低致病性的分子基础 ;同时具有人、

禽和猪流感病毒的分子特点 ; PB12F2在 11aa, 57aa

和 87aa后发生断裂 ,具有古典猪 H1N1和人 H1N1

双重特点 ,这是甲型 H1N1 ( 2009)病毒一个特有的

分子特征。我们预测随着病毒在人群中的进一步适

应和持续存在 ,除了抗原漂移外 ,这位分子特征也将

发生变化 ,应该特别关注这些变化对病毒的传播力

和致病性的影响。此外 ,应该继续加强对新甲型

H1N1病毒基因组测序工作 ,在分子遗传进化分析

的基础上 ,及时发现有流行病学意义的变异株 ,这对

尽早制定防制策略具有重要意义。
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M olecular Character iza tion of the early pha se of the Novel
influenza A H1N1( 2009) Viruses

Xian Q i, Fenyang Tang3 , L iang L i, Lunbiao Cui, B in W u, Rongqiang Zu, Fengcai

Zhu, Haitao Yang, Hua wang
( J iangsu Center for D isease Control and Prevention, Nanjing 210009, China)

Abstract: [ O bjective ] Pathogens of the first influenza pandem ic this century belong to influenza A H1N1 viruses,

which are different from human seasonal H1N1 viruses in antigenic and genetic characterization. To better

understand the genetic characteristics and evolution, timely detect variant strains with ep idem iological importance,

we analyzed in detail the molecular characterization of the early influenza A H1N1 ( 2009) virus. [ M ethod ]

genom ic sequences of reference influenza viruses were obtained from Influenza Resource Center of GenBank.

Sequences were analyzed using the EditSeq and Megalign p rogram with the Lasergene sequence analysis software

package (DNAStar, Madison, W I, USA). A /California /07 /2009 (H1N1) was selected as a rep resentative strains

of the novel influenza A H1N1 (2009) virus, and its molecular characteristics was determ ined. [ Results ] A /

California /07 /2009 do not contained the molecular characteristics of highly pathogenic influenza virus, and its 11

p roteins retained most of the molecular characteristics of swine influenza virus, but also had some characteristics of

avian and human influenza viruses. W ith a classical swine H1N1 and human H1N1 dual character, PB12F2 p rotein

of A /California /07 /2009 term inates after 11aa, 57aa and 87aa, which is a unique molecular characteristics of

influenza H1N1 ( 2009 ) virus. [ Conclusion ] This is the first report for detailed analysis of Molecular

characteristics of the novel influenza A H1N1 ( 2009 ) virus. A s the virus further adap t and persist in human

populations, its molecular characteristics will change accordingly. So we should pay special attention to the effect

on virus transm ission and pathogenesis.

Keywords: Influenza A virus; H1N1; PB12F2; influenza pandem ic;Molecular characterization

(本文责编 :张晓丽 )

Suported by the National Natural Science Foundation of China ( 30901285 ) and the Natural Science Foundation of J iangsu Province

( SBK200922783)
3

Corresponding author. Tel/Fax: + 86225283759507; E2mail: tfyep i@ jscdc. cn

Received: 25 Sep tember 2009 /R ivesed: 22 November 2009

09


