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摘　要：为了解近年来中国部分地 区 Ｈ９Ｎ２亚 型 禽 流 感 病 毒 流 行 特 点 及 遗 传 进 化 情 况，利 用ＲＴ－ＰＣＲ方 法 扩 增

２０１２～２０１５年分离的１７株 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的ＨＡ基因片段，并进行序列测定和遗传进化分析，同时对 ＨＡ
蛋白的裂解位点、受体结合位点和潜在的糖基化位点进行分析。结果显示，１７株 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒 ＨＡ基因

核苷酸和推导的氨基酸同源性分别为８７％～１００％和７５％～１００％，均属于Ｙ２８０－ｌｉｋｅ亚系毒株。ＨＡ基 因 裂 解 位

点均为非连续碱性氨基酸，属于低致病力毒株。ＨＡ基因受体结合位点１４９、１９８、２３４和２３５位氨基酸存在变异，其

中，１６株分离毒株的２３４位氨基酸由Ｑ突变为Ｌ，表现出人流感病毒受体结合特征。潜在糖基化位点分析结果显

示，１１株病毒在２１８位氨基酸处缺失１个糖基化位点，４株病毒在４９２位氨基酸处缺失１个糖基化位点，１７株病毒

在３１３位氨基酸处增加１个糖基化位点。研究结果表明，应加强对 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ的流行病学监测，关注疫苗毒

株与流行毒株的差异。
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　　禽流感（ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＡＩ）是由正黏病毒科流

感病毒属的Ａ型 流 感 病 毒 引 起 的 一 种 禽 类 烈 性 传

染性疾病，该病给家禽业带来巨大的经济损失，同时

也 严 重 危 害 公 共 卫 生 安 全。禽 流 感 病 毒（ａｖｉａｎ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）变 异 频 繁，血 清 型 众 多，目 前

已发现１７种 ＨＡ亚 型 和１０种 ＮＡ亚 型［１］。根 据

ＡＩＶ对易感鸡致病性的差异，可将ＡＩＶ分为高致病

性禽流 感 病 毒（ＨＰＡＩＶ）和 低 致 病 性 禽 流 感 病 毒

（ＬＰＡＩＶ），Ｈ９Ｎ２亚型低致病性禽流感病毒最早于

１９６６年在美 国 威 斯 康 辛 州 的 火 鸡 中 分 离［２］。１９９４
年，陈伯伦等［３］首次从广东某鸡场发病鸡体内分离

到６株 Ｈ９Ｎ２亚 型 禽 流 感 病 毒。随 后 Ｈ９Ｎ２亚 型

禽流感病毒在全国范围内广泛流行，给家禽业造成

严重的损失。１９９９年以来，国内外报道多起人感染

Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ 病 例［４］，２０１３年 暴 发 的 人 感 染

Ｈ７Ｎ９亚 型 ＡＩＶ，其 内 部 基 因 已 证 实 是 来 自 于

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ［５］。因此，加强对 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ
的监测具有重要的公共卫生意义。

本研究对中国部分地区２０１２～２０１５年 分 离 的

１７株 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ的 ＨＡ 基因进行序列测 定，
通过进化及基因内部位点的分析，了解近年来国内

部分地区Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的流行及变异情况，为疫

病的防控及疫苗的研制提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病 毒　　Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ毒 株 Ａ／Ｃｈｉｃｋ－
ｅｎ／Ｈｅｎａｎ／ＨＹ０１／２０１２ （ＣＫ／ＮＨ／ＨＹ０１／２０１２）、

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／ＰＬ０１／２０１２（ＣＫ／ＳＤ／ＰＬ０１／２０１２）、

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／ＷＦ０１／２０１２（ＣＫ／ＳＤ／ＷＦ０１／２０１２）、

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｆｕｊｉａｎ／ＳＢ０１／２０１２（ＣＫ／ＦＪ／ＳＢ０１／２０１２）、

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｙｕｎｎａｎ／ＸＪ０４／２０１４（ＣＫ／ＹＮ／ＸＪ０４／２０１４）、

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／ＨＺ０３／２０１４（ＣＫ／ＳＤ／ＨＺ０３／

２０１４）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｈｅｂｅｉ／ＺＳ００５／２０１５（ＣＫ／ＨＢ／ＺＳ００５／

２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ａｎｈｕｉ／ＨＷ００８／２０１５（ＣＫ／ＡＨ／ＨＷ００８／

２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｇｕａｎｇｘｉ／ＳＬ００１／２０１５（ＣＫ／ＧＸ／ＳＬ００１／

２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｚｈｅｊｉａｎｇ／ＴＺ０８１／２０１５（ＣＫ／ＺＪ／ＴＺ０８１／

２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／ＴＳ０８５／２０１５ （ＣＫ／

ＧＤ／ＴＳ０８５／２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ／ＤＫ０９９／

２０１５（ＣＫ／ＣＱ／ＤＫ０９９／２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／

ＭＨ１３６／２０１５ （ＣＫ／ＳＤ／ＭＨ１３６／２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／

Ｓｈａｎｄｏｎｇ／０２３／２０１５（ＣＫ／ＳＤ／０２３／２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／

Ｓｈａｎｄｏｎｇ／０２６／２０１５（ＣＫ／ＳＤ／０２６／２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／

Ｓｈａｎｄｏｎｇ／０２９／２０１５（ＣＫ／ＳＤ／０２９／２０１５）、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／

Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／ＺＷ０１／２０１５（ＣＫ／ＧＤ／ＺＷ０１／２０１５）均 由

广州市华南农大生物药品有限公司技术部从山东、
河南、广东、广西等省收集的发病家禽组织中分离，
经鉴定均为 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ。

１．１．２　主要试剂　　ＲＮＡ提取试剂盒、ｐＭＤ１８－Ｔ载

体克隆试剂盒、ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ均购自ＴａＫａＲａ
公司；反转录试剂盒和核酸染料均购自ＴＩＡＮＧＥＮ公

司；２×ＧｏＴａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．１．３　引 物 设 计　　根 据 ＧｅｎＢａｎｋ已 发 表 的

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ基因序列（登录号：ＫＰ４１２４３２），
设计１对引物用于扩增ＨＡ基因全长序列，引物序

列为：上 游 引 物 Ｐ１：５′－ＴＴＴＣＡＣＡＡＣＣＡＣＴＣＡＡ－
ＧＡＴＧＧＡＡ－３′；下 游 引 物 Ｐ２：５′－ＡＡＣＡＡＧＧＧＴ－
ＧＴＴＴＴＴＧＣ－ＣＡＡＴＴＡ－３′；预 期 扩 增 片 段 长 度 为

１．７ｋｂ。引物由英潍捷基（上海）公司合成。

１．２　方法

１．２．１　ＨＡ基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增与序列测定　　
按照ＲＮＡ提取 试 剂 盒 说 明 书，从 含 有 病 毒 的 尿 囊

液中提取病毒基因组ＲＮＡ，按照反转录试剂盒进行

反转录。以 合 成 的ｃＤＮＡ为 模 板 进 行ＰＣＲ扩 增，

ＰＣＲ反应 条 件 为：９４℃预 变 性５ｍｉｎ；９４℃变 性

３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延 伸２ｍｉｎ，３０个 循 环；

７２℃延 伸１０ｍｉｎ。反 应 结 束 后，取 ＰＣＲ 产 物 在

１．０％琼脂糖凝胶中进行电泳，按照胶回收试剂盒说

明书进行目的基因的纯化。将回收的ＰＣＲ产 物 与

ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体连接，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受

态细胞，菌液ＰＣＲ鉴定后挑取阳性菌落送英潍捷基

（上海）公司进行序列测定。

１．２．２　ＨＡ基因的序列分析　　用ＤＮＡＳｔａｒ软件

对获得的ＨＡ基因核苷酸序列进行同源性比对，并

对ＨＡ基因的裂解位点、受体结合位点及潜在的糖

基化 位 点 进 行 分 析。使 用 Ｍｅｇａ　６．０６软 件 中 的

Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗ 软件对序列进行比对，用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎ－
ｉｎｇ方法对本研 究 中 的１７株 毒 株 的 ＨＡ 基 因 序 列

与ＧｅｎＢａｎｋ已发表的 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ参考毒株和

疫苗毒株进行遗传进化分析，绘制系统进化树，参考

毒株 见 表１，其 中 Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／ＳＳ／９４、Ａ／

Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／ＴＳ／２００４、Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｇｈａｉ／Ｆ／

９８和Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／６／９６为疫苗毒株。
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表１　Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ参考毒株

Ｔａｂｌｅ　１　Ｈ９Ｎ２ｓｕｂｔｙｐｅ　ＡＩＶ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

序号 Ｎｏ． 参考毒株 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．

１ Ａ／Ｔｕｒｋｅｙ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／１／１９６６ ＡＢ２９５６０１
２ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ／３５／００ ＤＱ０６４３６６
３ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ／ｕ／１９９８ ＦＪ１９０１１３
４ Ａ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／１０７４／１９９７ ＧＵ０５３１７９
５ Ａ／Ｇｕｉｎｅａ　ｆｏｗｌ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／ＷＦ１０／９９ ＡＹ２０６６７６
６ Ａ／Ｂｅａｎ　ｇｏｏｓｅ／Ｋｏｒｅａ／２２０／２０１１ ＫＪ０１３２９７
７ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／１／１９９４ ＡＦ１５６３８０
８ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｋｏｒｅａ／３８３４９－Ｐ９６３２３／９６ ＡＦ１５６３８４
９ Ａ／Ｄｕｃｋ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／Ｙ２８０／９７（Ｙ２８０） ＡＦ１５６３７６
１０ Ａ／Ｑｕａｉｌ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／Ｇ１／９７ ＡＦ１５６３７８
１１ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／Ｇ９／１９９７ ＫＦ１８８３６６
１２ Ａ／Ｄｕｃｋ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／Ｙ４３９／１９９７ ＫＦ１８８２６５
１３ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／ＳＳ／９４（ＳＳ９４） ＡＦ３８４５５７
１４ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／ＴＳ／２００４（ＴＳ０４） ＪＱ６３９７７８
１５ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｇｈａｉ／Ｆ／９８（Ｆ９８） ＡＦ５０８５７４
１６ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／６／９６（６９６） ＡＦ５０８５７０

２　结果与分析

２．１　ＨＡ基因的扩增结果

１７个毒株均扩增出大小约１．７ｋｂ的特异性条

带，与预期相符（图１）。

２．２　ＨＡ基因的核苷酸同源性分析

测序结果表明，１７株病毒的ＨＡ基因序列均为

１　７０２ｂｐ，包含１个完整的开放性阅读框（ＯＲＦ），编

码区长度为１　６８３ｂｐ。使用ＤＮＡＳｔａｒ软件对１７株

毒株ＨＡ基因核苷酸序列进行分析，结果见图２、３。

由图２、３可 知，１７株 毒 株 之 间 的 核 苷 酸 同 源 性 为

８７％～１００％，推 导 的 氨 基 酸 同 源 性 为 ７５％ ～
１００％，与 Ｙ２８０－ｌｉｋｅ亚 系 代 表 毒 株 Ａ／Ｄｕｃｋ／Ｈｏｎｇ
Ｋｏｎｇ／Ｙ２８０／９７的 核 苷 酸 同 源 性 为８７．２％～９６．
２％，与 疫 苗 毒 株 Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／ＴＳ／２００４
的核苷酸同源性为８３．７％～９２．７％，其中，２０１４年

以前分离的毒株与ＴＳ株的核苷酸同源性较 高，均

在９１％以上，２０１５年分离获得的毒株与ＴＳ株的核

苷酸同源性较 低，仅 达８４％左 右，提 示 新 分 离 毒 株

与疫苗毒株存在较大的序列差异。

Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～８，部分毒株样品的扩增结果

Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－８，ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｓｏｍｅ　ｓｔｒａｉｎ　ｓａｍｐｌｅｓ
图１　ＨＡ基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．１　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＨＡｇｅｎｅ
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图２　１７株流行毒株与疫苗毒株的核苷酸同源性分析结果

Ｆｉｇ．２　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　１７ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｎｄ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

图３　１７株流行毒株与疫苗毒株的推导氨基酸同源性分析结果

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　１７ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｎｄ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

２．３　ＨＡ基因的遗传进化树分析

应用 Ｍｅｇａ　６．０６软件将１７株分离毒株的 ＨＡ
基因序列与国内外部分参考毒株及各分支的代表毒

株进行比对并绘制系统进化树，结果见图４。由图４

可知，１７株分离毒株均为欧亚分支毒株，属于以Ａ／

Ｄｕｃｋ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／Ｙ２８０／９７ 为 代 表 株 的 Ｙ２８０
亚系。
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本研究中１７株毒株用●标记；欧亚分支内各亚系的代表毒株用◆标记；参考疫苗毒株用▲标记

１７ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｍａｒｋｅｄ　ｗｉｔｈ●；Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　Ｅｕｒａｓｉａ　ｌｉｎｅａｇｅ　ｍａｒｋｅｄ　ｗｉｔｈ◆；Ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｍａｒｋｅｄ　ｗｉｔｈ▲
图４　Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的ＨＡ基因系统进化树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　Ｈ９Ｎ２ｓｕｂｔｙｐｅ　ＡＩＶ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＨＡｇｅｎｅ

２．４　ＨＡ蛋白氨基酸序列分析

应用ＤＮＡＳｔａｒ软 件 将 本 研 究 中 的１７株 分 离

株、４株欧亚分支亚系代表毒株、４株疫苗参考毒株

的ＨＡ基因核 苷 酸 序 列 翻 译 成 氨 基 酸 序 列 进 行 分

析，结果表明，１７株 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的ＨＡ基因均

含长度为１　６８３ｂｐ的 编 码 区，编 码５６０个 氨 基 酸，
其中１－１８位氨基酸为信号肽，１９－３３８位 氨 基 酸

编码 ＨＡ１片 段；３３９－５６０位 氨 基 酸 编 码 ＨＡ２
片段。

２．５　ＨＡ蛋白潜在糖基化位点分析

氨 基 酸 序 列 分 析 结 果 表 明，除 ＣＫ／ＡＨ／

ＨＷ００８／２０１５外，本 研 究 中 其 他１６株 Ｈ９Ｎ２亚 型

ＡＩＶ均 具 有７～８个 潜 在 糖 基 化 位 点，ＣＫ／ＳＤ／

ＨＺ０３／２０１４、ＣＫ／ＨＢ／ＺＳ００５／２０１５、ＣＫ／ＡＨ／ＨＷ００８／

２０１５、ＣＫ／ＺＪ／ＴＺ０８１／２０１５、 ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ０８５／２０１５、

ＣＫ／ＣＱ／ＤＫ０９９／２０１５等１１个毒株２１８－２２０位氨基

酸由ＮＲＴ突变为ＮＲＩ，因而缺失了该处的糖基化位

点；ＣＫ／ＡＨ／ＨＷ００８／２０１５、ＣＫ／ＧＸ／ＳＬ００１／２０１５、

ＣＫ／ＺＪ／ＴＺ０８１／２０１５和 ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ０８５／２０１５　４个 毒

株４９２－４９４位氨基酸由ＮＧＴ突变为ＮＥＧ，因而缺

失了该处的糖基化位点；所有毒株在３１３－３１５位氨

基酸处增加了１个糖基化位点（表２）。
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表２　Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的潜在糖基化位点分析

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　Ｈ９Ｎ２ｓｕｂｔｙｐｅ　ＡＩＶ

序号

Ｎｏ．

毒株名称

Ｓｔｒａｉｎｓ

潜在糖基化位点Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ

２９－３１　１４１－１４３　２１８－２２０　２９８－３００　３０５－３０７　３１３－３１５　４９２－４９４　５５１－５５３

１ ＣＫ／ＮＨ／ＨＹ０１／２０１２ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
２ ＣＫ／ＳＤ／ＰＬ０１／２０１２ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
３ ＣＫ／ＳＤ／ＷＦ０１／２０１２ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
４ ＣＫ／ＦＪ／ＳＢ０１／２０１２ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
５ ＣＫ／ＹＮ／ＸＪ０４／２０１４ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
６ ＣＫ／ＳＤ／ＨＺ０３／２０１４ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
７ ＣＫ／ＨＢ／ＺＳ００５／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
８ ＣＫ／ＡＨ／ＨＷ００８／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ — ＮＧＳ
９ ＣＫ／ＧＸ／ＳＬ００１／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ — ＮＧＳ
１０ ＣＫ／ＺＪ／ＴＺ０８１／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ — ＮＧＳ
１１ ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ０８５／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ — ＮＧＳ
１２ ＣＫ／ＣＱ／ＤＫ０９９／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
１３ ＣＫ／ＳＤ／ＭＨ１３６／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
１４ ＣＫ／ＳＤ／０２３／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
１５ ＣＫ／ＳＤ／０２６／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
１６ ＣＫ／ＳＤ／０２９／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
１７ ＣＫ／ＧＤ／ＺＷ０１／２０１５ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＣＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ
１８ ＤＫ／ＨＫ／Ｙ２８０／９７ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ
１９ Ｑｕ／ＨＫ／Ｇ１／９７ ＮＳＴ　 ＮＶＴ　 ＮＲＴ　 ＮＳＴ　 ＮＩＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ
２０ ＣＫ／ＨＫ／Ｇ９／９７ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ
２１ ＤＫ／ＨＫ／Ｙ４３９／９７ ＮＳＴ　 ＮＶＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ
２２ ＣＫ／ＧＤ／ＳＳ／９４ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ
２３ ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ／２００４ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ
２４ ＣＫ／ＳＨ／Ｆ／９８ ＮＳＴ　 ＮＶＳ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ
２５ ＣＫ／ＳＤ／６／９６ ＮＳＴ　 ＮＶＳ — ＮＴＴ　 ＮＶＳ — ＮＧＴ　 ＮＧＳ

序号１－１７为本研究分离毒株；序号１８－２５为参考毒株；“—”表示无糖基化位点

Ｎｏ．１ｔｏ　１７ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ；Ｎｏ．１０－２５ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ；“—”ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｎｏ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ

２．６　ＨＡ蛋白的裂解位点与受体结合位点分析

对１７个毒株的裂解位点序列分析发现，所有毒

株的裂解位 点 处 的 氨 基 酸 残 基 均 为ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ，
都是非连续碱性氨基酸，符合低致病性禽流感病毒

的特征。构成受体结合 位 点 的７个 氨 基 酸（１０９ａａ、

１６１ａａ、１６３ａａ、１９１ａａ、１９８ａａ、２０２ａａ、２０３ａａ）中 第１９８
位氨基酸的变化较大，可存在Ｖ、Ｔ、Ｋ　３种情况；受

体结合部位右缘（１４６－１５０ａａ）氨 基 酸 序 列 较 保 守，
其中ＣＫ／ＡＨ／ＨＷ００８／２０１５的１４９位 氨 基 酸 由 Ｋ

突 变 为 Ｓ，ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ０８５／２０１５、ＣＫ／ＣＱ／ＤＫ０９９／

２０１５、ＣＫ／ＳＤ／ＭＨ１３６／２０１５、ＣＫ／ＳＤ／０２９／２０１５ 和

ＣＫ／ＧＤ／ＺＷ０１／２０１５　５株 病 毒１４９位 氨 基 酸 由 Ｋ
突变为Ｔ，其余毒株１４９位氨基酸均为Ｋ；受体结合

部位左缘（２３２－２３７ａａ）氨基酸序 列 变 化 较 大，除 了

ＣＫ／ＦＪ／ＳＢ０１／２０１２外，其他毒株的２３４位氨基酸均

由Ｑ突变为Ｌ，２３５位氨基酸均由Ｑ突变为 Ｍ。本

研究中的１６个毒株的 ＨＡ蛋白均有人样受体结合

位点（Ｌｅｕ２３４）特征，具有感染人类的可能性（表３）。
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表３　Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的裂解位点与受体结合位点分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ｓｉｔｅ　ａｎｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　Ｈ９Ｎ２ｓｕｂｔｙｐｅ　ＡＩＶ

序号

Ｎｏ．

毒株名称

Ｓｔｒａｉｎｓ

裂解位点

Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｓｉｔｅ

受体结合部位右缘

Ｒｉｇｈｔ－ｅｄｇｅ

受体结合位点

Ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｂｉｎｇｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ

结合部位左缘

Ｌｅｆｔ－ｅｄｇｅ

１４６－１５０ ＹＷＴＮＡ（Ｍ／Ｔ）Ｌ　Ｙ　 ２３２－２３７

１ ＣＫ／ＮＨ／ＨＹ０１／２０１２ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
２ ＣＫ／ＳＤ／ＰＬ０１／２０１２ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
３ ＣＫ／ＳＤ／ＷＦ０１／２０１２ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
４ ＣＫ／ＦＪ／ＳＢ０１／２０１２ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧＦＱＧＲ
５ ＣＫ／ＹＮ／ＸＪ０４／２０１４ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
６ ＣＫ／ＳＤ／ＨＺ０３／２０１４ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
７ ＣＫ／ＨＢ／ＺＳ００５／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
８ ＣＫ／ＡＨ／ＨＷ００８／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳ　ＳＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
９ ＣＫ／ＧＸ／ＳＬ００１／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
１０ ＣＫ／ＺＪ／ＴＺ０８１／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
１１ ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ０８５／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳ　ＴＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
１２ ＣＫ／ＣＱ／ＤＫ０９９／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳ　ＴＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
１３ ＣＫ／ＳＤ／ＭＨ１３６／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳ　ＴＡ　 ＹＷＴＮ　ＫＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
１４ ＣＫ／ＳＤ／０２３／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＩ
１５ ＣＫ／ＳＤ／０２６／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
１６ ＣＫ／ＳＤ／０２９／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳ　ＴＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＲ
１７ ＣＫ／ＧＤ／ＺＷ０１／２０１５ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳ　ＴＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＭＧＩ
１８ ＤＫ／ＨＫ／Ｙ２８０／９７ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮＴＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＱＧＲ
１９ Ｑｕ／ＨＫ／Ｇ１／９７ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳ　ＲＡ　 ＹＷＴ　ＨＥＬ　Ｙ　 Ｎ　ＤＬＱＧＲ
２０ ＣＫ／ＨＫ／Ｇ９／９７ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＡＬ　Ｙ　 ＮＧ　ＬＱＧＲ
２１ ＤＫ／ＨＫ／Ｙ４３９／９７ ＡＳＮＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＲＡ　 ＹＷＴ　ＨＥＬ　Ｙ　 ＮＤＱＱＧＲ
２２ ＣＫ／ＧＤ／ＳＳ／９４ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＡＬ　Ｙ　 ＮＧＱＱＧＲ
２３ ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ／２００４ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＶＬ　Ｙ　 ＮＧＱＱＧＲ
２４ ＣＫ／ＳＨ／Ｆ／９８ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＡＬ　Ｙ　 ＮＧＱＱＧＲ
２５ ＣＫ／ＳＤ／６／９６ ＲＳＳＲ↓ＧＬＦ　 ＧＴＳＫＡ　 ＹＷＴＮ　ＡＬ　Ｙ　 ＮＧＱＱＧＲ

加下划钱的氨基酸为有差异的位点

Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｗｉｔｈ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ　ｍｅａｎｓ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｉｔｅｓ

３　讨　论

根据ＨＡ基因序列的遗传进化分析结果，目前

可将 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ分为北美分支和欧亚分支两

个大分支，欧 亚 分 支 可 进 一 步 细 分 为 Ｙ２８０－ｌｉｋｅ亚

系、Ｇ１－ｌｉｋｅ亚 系 及 Ｙ４３９／Ｋｏｒｅａｎ－ｌｉｋｅ亚 系。本 研

究中１７株Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的遗传进化分析结果表

明，１７株病毒均为欧亚分支Ｙ２８０－ｌｉｋｅ亚系的毒株，
但 与 ＣＫ／ＧＤ／ＳＳ／９４、ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ／２００４、ＣＫ／ＳＨ／

Ｆ／９８、ＣＫ／ＳＤ／６／９６等疫苗毒 株 处 于 相 距 较 远 的 一

个小分支上，２０１５年新分离的毒株与ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ／

２００４的核苷酸同源性差异可达９．３％～１６．３％，说

明当前分离流行毒株与疫苗毒株存在较大的遗传差

异。Ｓｈｅｎ等［６］对２０１２～２０１３年度华南地区 Ｈ９Ｎ２

亚型ＡＩＶ的核苷酸同源性分析结果表明，该地区流

行毒 株 与 ＣＫ／ＧＤ／ＳＳ／９４、ＣＫ／ＳＨ／Ｆ／９８、ＣＫ／ＳＤ／

６／９等疫苗毒 株 存 在 较 大 遗 传 差 异，同 源 性 差 异 可

达８％～１０．４％。卢 受 昇 等［７］对２０１３～２０１４年 度

广东流行毒 株 的 核 苷 酸 同 源 性 分 析 也 有 类 似 的 结

果，广东近期 流 行 毒 株 与ＣＫ／ＧＤ／ＳＳ／９４疫 苗 株 的

同源性差异可达９．３％～１０．９％。

流感病毒 的 ＨＡ受 体 结 合 位 点 的 结 构 决 定 着

病毒感染宿主的范围，本研究对１７株分离株的受体

结合位点及其左右侧缘序列进行分析，结果发现，第

１９８位氨 基 酸 的 变 化 较 大，可 存 在 Ｖ、Ｔ、Ｋ　３种 情

况；受体结合部位右缘（１４６－１５０ａａ）氨 基 酸 序 列 比

较保守，受体结合部位左缘（２３２－２３７ａａ）氨 基 酸 序

列变化较大，除了ＣＫ／ＦＪ／ＳＢ０１／２０１２外，其 他 毒 株
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的２３４位氨基酸均由 Ｑ均 突 变 为Ｌ，２３５位 氨 基 酸

均由Ｑ突变为 Ｍ。研究表明，当流感病毒适应新的

宿主时，受体结合位点的第２３４位氨基酸通常首先

发生变化，若该氨基酸为Ｌ，则病毒可识别人呼吸道

上皮细胞的唾液酸α２，６－半乳糖，若该氨基酸为Ｑ，
则易与 禽 类 消 化 道 细 胞 的 唾 液 酸α２，３－半 乳 糖 结

合［８］。本研究中，除ＣＫ／ＦＪ／ＳＢ０１／２０１２外，其他１６
株病毒的２３４位氨基酸均为Ｌ，表 现 出 人 流 感 病 毒

受体结 合 特 性，这 对 人 类 公 共 卫 生 是 一 个 潜 在 的

威胁。

Ｎ连接的 糖 基 化 位 点 被 证 实 在 病 毒 感 染 力 和

宿主细胞免疫反应中发挥重要作用，尤其是 ＨＡ裂

解位点附件 的 糖 基 化 位 点 可 影 响 蛋 白 酶 对 ＨＡ的

裂解，进而引起病毒毒力的变化［９］。有研究 结 果 表

明，以往 中 国 大 陆 地 区 大 部 分 Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ的

ＨＡ蛋白质上有７个潜在的糖基化位点（拥有Ｎ－Ｘ－
Ｔ／Ｓ基序，Ｘ为除Ｐ以外的氨基酸），分别位于 ＨＡ
上的２９、１４１、２１８、２９８、３０５、４９２和５５１位［１０］。在本

研究中，１１株病 毒 的２２０位 氨 基 酸 发 生 突 变，因 而

缺失１个糖基化位点；１７株分离株的３１５位氨基酸

均由Ｐ突变为Ｓ，出现了１个新的糖基化位点；其中

５株病毒具有８个糖基化位点，９株病毒具有７个糖

基化位点，３株 病 毒 具 有６个 糖 基 化 位 点。卢 受 昇

等［７］研究表明，１４５－１４７位氨基酸处糖基化位点的

增加，能够增 强 其 在 鸡 体 内 复 制 能 力；刘 彦 云 等［１１］

研究也表明，该位点的变化不但能延长感染鸡的排

毒周期，且能 加 大 排 毒 量。而 在 本 研 究 中，１７株 病

毒均未出现１４５－１４７位氨基酸糖基化位点的增加，
这些糖基化位点的增加或缺失是否会影响毒株的毒

力及感染性，仍需进一步研究。

４　结　论

本研究中１７株 Ｈ９Ｎ２亚型分离毒株均属于欧

亚分 支 Ｙ２８０－ｌｉｋｅ亚 型 毒 株，虽 然 与 ＣＫ／ＧＤ／ＴＳ／

２００４等疫苗毒株同属一个遗传进化大分支，但核苷

酸之间存在较大的遗传差异，同时，对毒株的氨基酸

序列分析结果显示，毒株的受体结合位点、潜在糖基

化位点等均出现不同程度的变化。建议加强全国范

围不同地区Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的持续监测，关注疫苗

毒株与流行毒株之间的基因和抗原差异，制定合理

防控措施。
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