
·流感预防与控制·

浙江省与日本 !" 型流行性感冒病毒株的

血凝特性及 #!$ 序列比较

卢亦愚 严菊英 周敏 姜晓路

【摘要】 目的 比较近年来在浙江省与日本流行的 !"（#"%&）型流行性感冒（流感）毒株的血凝

特征与血凝素重链（#!$）区域的序列差异。方法 对浙江省不同性状的流感代表株进行了抗原性分

析，并与日本同期的毒株作了血凝特性及 #!$ 区域的氨基酸序列比较分析。结果 近年在浙江流行

的 !" 型流行株，其抗原性已发生较大变异，其中绝大部分是对鸡红细胞缺乏凝集特性的 ’ 相毒株，它

与 !(武汉 ( ")* ( *) 株二者在 #!$ 区域的氨基酸同源性仅为*+,-&.，存在较大差异，这些 ’ 相毒株可

以通过在 /012 细胞上的传代而转变为 0 相毒株，日本的同期毒株，其情况也相似。结论 !" 型流

感病毒在 #!$ 区域发生的变异，是近年引起浙江省流感流行的主要因素。

【关键词】 流行性感冒；血凝素重链序列；血凝特性
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$**- S $*** 年浙江省以及邻近省市相继发生了

!"（#"%&）亚型流行性感冒（流感）的流行，波及面很

广，且对当年含 ! (武汉 ( ")* ( *) 株的流感疫苗接种

保护效果不理想。在这次流行中，我们分离到两类

!" 型毒株，一类是以 ! (浙江 ( T ( ** 为代表，这类毒

株在鸡胚上难以增殖，只能从狗肾传代（;7E56 E7=PL
:7656> O5E6>L，/012）细胞上才能分离到，且丧失了

对鸡红细胞的血凝特性，这类毒株占分离毒株的

*3.以上，是主要的流行株。另一类毒株以 ! (浙江

($3 ( *- 为 代 表，无 论 在 /012 细 胞 或 鸡 胚 上 均

能很好增殖，并对鸡与豚鼠红细胞均有凝集活性，但
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这类毒株所占的比例很小。为掌握浙江省当地流感

流行毒株的变异情况，我们对这两类流感代表株与

日本同期的代表株进行了比较，结果报道如下。

材料与方法

$ , !"（#"%&）亚型毒株：流感 !"（#"%&）型病毒

株 ! (浙江 ( $3 ( *-、! (浙江 ( T ( ** 和 ! (浙江 ( $& ( ** 毒

株由本实验室分离，并按常规方法用鸡制备免疫血

清［$］。国内代表株 ! (武汉 ( ")* ( *)、! (上海 ( $ ( *- 及

免疫血清（鸡）购自国家流感中心，国外毒株 ! (山
形 ( T ( **、! (山 形 ( $$& ( **、! (悉 尼 ( ) ( *U、! (大 阪 (
+T$ (*- 和免疫血清（鸡）由日本山形大学医学部和

Q#’ 惠赠。
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! "抗原性分析：采用常量法交叉血凝抑制试

验［#，!］。

$ " 病毒 %&’ 提取：采用德国 ()’*+& 公司的

%,-./0 12. 324，按试剂盒说明书提取病毒 %&’。

5 " 引 物 ：%6 采 用 7.28,9/-: ;92<,9 = ’’*>’’’
’*>’** $’?>% 引物分别采用 @$’ =’*>’’’’*
>’****’6’’66> $’，@$A =’6>6’6*’’’>>6
*>6’66*> $’。上述引物均由日本 *A>BA%C 公司

合成纯化［$］。

= " %6D?>% 与序列测定：%6 采用 E+?> 处理的

双蒸水 #!:，#F G H7II,9 ’1JD%6 !!:，K&6?<2L（! "=
<<M: N C ）5!:，#!O N!: 7.28,9/-: ;92<,9 #!:，%.-/2.（5F
P N!:）#!:，提取病毒 %&’ #F!:，’1JD%6（5F P N!:）
F "Q!:，混合后 5!R # S，T=R = <2.，进行逆转录。

?>% 采 用 双 蒸 水 QQ "= !:，#F G 6-U H7II,9 #F !:
K&6?<2L（! "= <<M: N C）V!:，6-U 酶F "=!:，!F ;<M: N C
/,./, 与 -.42/,./, 引物各! "=!:，逆转录后的 WE&’ #F

!:，T5R $F /，=#R $F /，X!R # <2.，$= 个循环反应后

转入 X!R T <2.，最后转入 5R。序列测定采用日本

’A) ?%)Y1 公 司 的 E&’ /,U7,.W2.O Z24（E2O E0,
6,9<2.-4M9 >0W:, Y,U7,.W2.O %,-K0 %,-W42M.），合成相关

引物后采用 ;,9 <2L 5!:，= G /,U7,.W2.O H7II,9 !!:，
;92<,9 $ "! ;<M:，E&’ =F .O，补 足 双 蒸 水 至 !F!:，
TQR $F / 预变性，然后 TQR #F /，=FR = /，QFR 5
<2.，!= 个循环后转入 5R。最后用 Y,;S-K,L *D=F 去

除多余引物等干扰物质冷冻干燥后上 ’A) ?%)Y161

$#F *,.,42W ’.-:0[,9 进 行 全 自 动 序 列 测 定，采 用

*+&+6\]D1’> 软件进行分析处理。

结 果

# " ’$ 亚型病毒株间的抗原性分析：从 ’ N浙江 N
#F N TV、’ N浙江 N Q N TT 与国际标准株 ’ N悉尼 N = N TX、’ N
武汉 N $=T N T= 及 ’ N上海 N # N TV 的抗原性分析结果可

以看出，’ N浙江 N #F N TV 与以往的国际标准株 ’ N武
汉 N $=T N T= 的抗原性相似，二者的抗原比为F "X，而与

#TTT 年的国际标准株 ’ N悉尼 N = N TX 的抗原性差异

较大，抗原比为5 "F；与之相反，’ N浙江 N Q N TT 与’ N武
汉 N $=T N T= 的抗原性差异较大，为!! "Q；而与 ’ N悉尼

N = N TX 之间抗原性相似，抗原比为! "F（表 #）。

! " 不 同 病 毒 株 的 血 凝 特 性：国 际 标 准 株 ’ N
武汉 N $=T N T= 与 ’ N悉尼 N = N TX，无论对鸡或豚鼠红细

胞均能产生凝集，而浙江省与日本近年分离到的绝

大多数毒株，在分离的初代均丧失了对鸡红细胞的

凝集活性，随着毒株在 1E>3 细胞上传代代数的增

加，恢复了对鸡红细胞的凝集活性（表 !）。

$ "不同流行代表毒株的血凝素重链（@’#）核苷

酸序列分析：对 ’ N浙江 N Q N TT、’ N浙江 N #F N TV、’ N浙
江 N #! N TT、’ N山形 N Q N TT、’ N大阪 N 5Q# N TV = 株毒株

的 @’# 区 域 进 行 了 核 苷 酸 序 列 测 定，并 与 当 时

^@B 的 ’$ 型标准株 ’ N悉尼 N = N TX、’ N武汉 N $=T N T=
株的 @’# 序列（该两株序列来自 *,.A-.Z）进行了比

较，在 @’# 基因的核苷酸及其编码的氨基酸序列分

析中，’ N浙江 N Q N TT、’ N浙江 N #! N TT、’ N浙江 N #F N TV、

’ N山形 N Q N TT 及 ’ N大阪 N 5Q# N TV 的 @’# 基因长度均

为 TV5 个碱基，没有发现核苷酸的丢失和插入，由核

苷酸序列推导出的相应氨基酸序列及同源性见图 #
和表 $。

表! 不同 ’$ 型流感病毒株的抗原性分析

病毒抗原
免 疫 血 清

’ N武汉 N $=T N T= ’ N悉尼 N = N TX ’ N上海 N # N TV ’ N浙江 N #F N TV ’ N浙江 N Q N TT
’ N武汉 N $=T N T= ! =QF（# "F） Q5F（= "X） 5F（#Q"F） ! =QF（F "X） !F（!! "Q）

’ N悉尼 N = N TX # !VF #F !5F（# "F） = #!F（# "5） # !VF（5 "F） # !VF（! "F）

’ N上海 N # N TV Q5F ! =QF ! =QF（# "F） $!F（#Q"F） $!F（! "F）

’ N浙江 N #F N TV = #!F # !VF VF ! =QF（# "F） 5F（!! "Q）

’ N浙江 N Q N TT Q5F = #!F = #!F $!F ! =QF（# "F）

注：括号内数字为抗原比

表" 不同 ’$ 型（@$&!）流行株对鸡及豚鼠红细胞的凝集活性

流感毒株 ’ N浙江 N #F N TV ’ N浙江 N Q N TT ’ N浙江 N #! N TT ’ N山形 N Q N TT ’ N山形 N ##! N TT ’ N大阪 N 5Q# N TV
1# 豚鼠红细胞 _ _ _ _ _ _
1# 鸡红细胞 _ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1Q 豚鼠红细胞 _ _ _ _ _ _
1Q 鸡红细胞 _ _ _ _ _ _

注：1# 为该毒株在 1E>3 细胞上分离第一代；1Q 为该毒株在 1E>3 细胞上传代至第六代
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图! 不同 !" 流行株的 #!$ 氨基酸序列

表" 不同 !" 流行株 #!$ 区域的同源性比较

病毒株
同 源 性 （%）

! &悉尼 & ’ & () ! &浙江 & $* & (( ! &浙江 & + & (( ! &山形 & + & (( ! &大阪 & ,+$ & (- ! &武汉 & "’( & (’ ! &浙江 & $. & (-
! &悉尼 & ’ & () $.. /.. () /’+ (+ /+’ () /’+ (+ /", (+ /", (+ /+’
! &浙江 & $* & (( $.. /.. (( /.( (- /,- () /-) (’ /," (’ /$*
! &浙江 & + & (( $.. /.. () /’+ (+ /(’ (, /-* (, /’$
! &山形 & + & (( $.. /.. (+ /(’ (’ /," (’ /$*
! &大阪 & ,+$ & () $.. /.. (" /(. (" /+.
! &武汉 & "’( & (’ $.. /.. (( /).
! &浙江 & $. & (- $.. /..

, /不同 !" 型毒株间的进化系统树：将本研究测

定的 ! &浙江 & + & ((、! &浙 江 & $* & ((、! &浙 江 & $. & (-、

! &山形 & + & ((、! &大阪 & ,+$ & (- 等 !" 型流感毒株的

#!$ 序列和 0123425 上我国与日本近年的 !" 型流

感代表株，以及 6#7 的标准株 ! &悉尼 & ’ & ()、! &武
汉 & "’( & (’ 株的 #!$ 序列用 0898:;<=>!? 软件进

行了比较分析，建立进化系统树（图 *）。

讨 论

!" 型流感病毒的血凝素（@1A4BBCDEF2F2，#!）基

因位于 G9! 基因组的第 , 节段，具有凝集有关红细

胞的特性，其重链 #!$ 含 "*- 个氨基酸（第 "*( 位氨

基酸在水解时脱落），具有 ’ 个抗原决定簇区，起着

诱导保护性中和抗体的主要功能［,］。在逃避中和抗

体的攻击中，#!$ 基因的变异尤为活跃。我们从

0123425 上下载了 ". 多年前的流感 !" 型标准株 ! &

!FH@F & * & +- 的 #!$ 序列，并与我省的 ! &浙江 & + & ((、

! &浙江 & $. & (- 毒株的 #!$ 序列进行比较，经分析，

两者在 #!$ 区域的氨基酸差异已达到$, /+"% 与

$’ /*,%。! &武汉 & "’( & (’ 为 6#7 在 $(() I $((- 年

的标准株，与我省的 ! &浙江 & $. & (- 株，在 #! 区域

比较仅因 #!$ 核苷酸序列 +() 位上的 : 变成了 ?，

而引起了在氨基酸 *"" 位上的一个差异。这二株毒

株在我实验室的血清学交叉抗原血凝抑制试验中的

抗原比也仅为. /)，其在 #!$ 区域的氨基酸同源性

为(( /).%，所以是同一性状的毒株；而它与 $((- 年

浙江省的主要流行株 ! &浙江 & + & (( 的血清交叉试验

中的抗原比为** /+，在 #!$ 区域的氨基酸同源性仅

为(’ /,"%，二者的抗原性已发生了较大的变化。日

本同期的流感毒株，从 #!$ 区域的同源性分析来

看，与 ! &浙江 & + & (( 与 ! &浙江 & $* & (( 流行株也较为

接近。此外，糖基化位点的增加或减少对流感病毒
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的抗原性及其他生物学特性均有一定影响［!］，国际

标准株 " #悉尼 # $ # %! 在 &"’ 区含有 ’( 个糖基化位

点（)，**，+)，,+，’**，’*,，’++，’,$，*-,，*)$），它与 " #
浙江 # , # %%、" #浙江 # ’* # %% 及日本同期流感流行株

的糖基化位点相一致。与前者相比，" #武汉 # +$% # %$
与 " #浙江 # ’( # %) 两者在 &"’ 区的 ’** 位与 ’++ 位

上少了 * 个糖基化位点，其中 ’++ 位点位于抗原决

定簇的 " 区［’］。从本文结果看出近年引起浙江省

"+ 型流感流行的原因也正是由于 &"’ 区域的抗原

漂变所引起的。

图! "+ 型流感毒株的进化系统树

值得注意的是，近年重新出现的对鸡红细胞不

凝集的 . 相（/0121345 67489）流感毒株，在我省已占

%(:以上，日本也占 * # + 左右，并有逐年增高的趋

势。我们对这些 . 相毒株，经 ;<=> 细胞多次传代

后，均能转变为对鸡红细胞具有凝集能力的 < 相

（?901@9? 67489）毒株，再对这些 . 相毒株与 < 相毒株

进行病毒蚀斑试验比较，发现在蚀斑大小上并无差

异。同时我们对浙江省流行代表株 " #浙江 # , # %% 在

;<=> 细胞上传至第 * 代的毒株（无鸡红细胞血凝

特性）与传代至第 , 代的毒株（鸡红细胞 &" 效价 ’ A
’,），分别在 &"’ 区域进行序列测定，仅仅在 &"’ 第

**% 位上的氨基酸从 "02（"B"）转变为 "02（"B"）# C59
（"D"）二者的混合体，该毒株在 . 相与 < 相之间仅

差了一个氨基酸，即一个碱基。有关 . 相到 < 相变

异的机理目前尚不清楚，. 相与 < 相之间在 &"’ 区

域的氨基酸差异，文献报道也并不完全一致［$，,］。

有关流感病毒的相变，究竟在病毒变异与免疫逃避

上有什么意义，有待通过对大量毒株的性能、核苷酸

序列与免疫学方面的研究来作进一步探讨。
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!"#$%&#’(数据库系统

[CY\"TYD;（ [9PFP489? C3IN0Q YK4K18K1L8 \N90Q 43?
T96/0K132 YQ8K9J）（7KK6：# # VVVE L?LE 2/@ # 3L16L # V18R408 #）为美

国伤害预防与控制国家中心建立的基于 [X] 的伤害统计

查询报告交互式数据库系统。目前，该系统可为科学研

究和卫生决策提供 ’%)’ ^ ’%%) 年间与伤害相关的死亡率

数据报告。[CY\"TY 系统包含两部分内容，即致命伤害

数据库与非致命伤害数据库。前者以“致命伤害报告”和

“主要死因报告”两种格式提供美国伤害死亡率数据。后

者以“非致死伤害报告”和“非致死伤害主要原因报告”两

种格式提供在美国医院急救中心治疗的非致死伤害的估

测数字。两库中的数据皆可按年代、年龄范围、种族、性

别、所在州等进行限制检索。

（黄亚明 刘树春 郭继军 整理）
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