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2 0 株鸡源 H g N Z 亚型禽流感病毒 H A 基因的变异分析
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Hg NZ 亚型禽流感灭活疫苗为控制我国 H g NZ

亚型禽流感发挥了重要作用
,

然而由于各种原因
,

Hg NZ 亚型禽流感至今仍在我国流行
,

在一些免疫

鸡群中仍然可分离到病毒
。

本研究对 201 0 年至今

广东大华农公司从国内 7 省市的鸡场分离的 20 株

H g NZ 亚型 Al v 的 HA 基因进行测序和分析
,

旨在

从分子生物学角度了解当前国内该亚型毒株的变异

和流行规律
,

进而为疫苗候选种毒的筛选提供参考

依据
。

1 材料与方法

1
.

1 病毒

20 株 H g NZ 亚型 Al v
,

由广东大华农动物保健

品股份有限公司华南动物疫病检测中心于 201 0 年

2 月至 2 0 12 年 5 月从国内 7 省市养殖场的免疫鸡

群中分离鉴定
。

1
.

2 HA 基因的克隆与序列分析

引物序列如下
: H AF S

’

CAA以TG G A AGT AG

TATC A CT 3
’
; HAR S

’

CA A GA T GG A A G TA G TA不

CACT 3
’ 。

RT
一

PCR 扩增克隆后测序
。

从 Irifl
u e n z a

viru s Se q u e n e e D at ab a s e
中下载有代表性的 17 株

Hg NZ 亚型 Al v 参考株 HA 序列
,

对 H A 基因核昔酸

和氨基酸序列相似性
、

受体结合位点以及裂解位点

等进行比较分析 ;利用 ME GA4
.

0 绘制 HA 基因系统

进化树
。

2 结果与分析

各分离株间核昔酸序列相似性为 88
.

8 % -

9 9
.

8%
,

与 目前国内主要商品化疫苗株 H A 基因核

昔酸序列相似性仅为 90
.

3 % 一
93

.

2%
。

H A 蛋白裂

解位点附近序列均无连续碱性氨基酸插人
,

符合低

致病力禽流感病毒特征
。

所有分离株 H A 的第 226

位氨基酸(参照 H 3 亚型 )均发生了谷氨酸、亮氨酸

的突变
,

呈现出典型的人流感病毒受体结合特性
,

这

一现象提示 H g NZ 亚型 AI V 不经中间宿主适应就能

直接感染人类的趋势愈加明显
,

在未来可能对公共

卫生安全构成巨大的威胁
。

有 17 株在 3 13
一

3巧 位

新增 1 个潜在糖基化位点
,

其中 2 株在 14 5
一

147 位

继续增加 1 个潜在糖基化位点 NGT
,

陈化兰等发现

该糖基化位点出现导致病毒不与抗 H g NZ 亚型 Al v

的 H A 单抗 C/ B3 发生反应
。

本研究毒株均分离自养殖场内的免疫鸡群
,

说

明目前应用的 H g NZ 亚型 赶 灭活疫苗有些可能已

无法有效阻止免疫鸡排 毒
,

但所有分离株仍为

Y2 80
一

lik
e
亚系

,

并且不同省份分离株聚类成一个与

疫苗株进化关系较远的分支
,

提示该分支为目前中

国大陆 Hg NZ 亚型 Al v 新的主要流行株分支
,

并且

可能会突破地域限制呈大范围流行
。
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