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·流感预防与监测·

全球历年人甲型流感病毒H3A1抗原的

分子进化研究

张文彤姜庆五

【摘要】 目的应用生物信息学数据库和工具，对现有的H3N2亚型人甲型流感病毒全球分离

株的H3A1抗原序列进化规律进行分析研究。方法下载NcBI Genbank和流感病毒数据库中全部

的甲型流感病毒H3Al序列，首先用两步聚类法进行样本拆分，随后分类绘制出完整的进化树。结果

人H3A1序列呈现出单一主干的进化趋势，随着时间的推移，进化树结构和进化模型相关参数均呈现

出一定的变化规律，关键变异株的出现则无明显的地域分布特征。结论 人流感病毒H3A1抗原的

进化主要是病毒抗原漂移和人类免疫选择相互作用的结果，新变异株的出现并未出现明显的地域倾

向性．中国华南地区不应当被认为是}B亚型新变异株的发源地。

【关键词】甲型流感病毒；血凝素；生物信息学；两步聚类法；进化树

Phylogenetic anaIysis for H3A1 strain of all human infIu眦a A virus拼玉¨G Wen一加曙，
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【Abstract】 obj∞tive Innuellza A virus r锄ains an important pathogell which tllr朗tens humans．

With the help of latest developed biolnfomatlcs t00k，all available human Innuenza A virLls H3A1 stmins
were explored t0 deepIy understanding its evolution and vanation rules． Methods All data d H3Al

sequence in NCBI G∞bank and Innuen距sequence databaSe were downloaded and aligned ln cIustaIX with

two step cIuster met}10d used t0 5plit the data and Bayesia“ph ylogenetic tree analysls method applied to

precisely constrLlct ph ylogenetic tree for each cIusters R怖uIts Tree topology indicated that H3 strains

evolved along a si“gle evolution tnlnk and tree pattem and modd parameter showed obvious variety

tendency with time per瑚However，no ge。graphic distnbution features were found for key variatlon
strains and b谊branch in tfees．Cond璐i佣 The evolu廿0n of human FB stralns were mainly、ariven by the
interaction of human immune barriers and antizemc drift of viⅢS Since the innuenza subtype had already

been spread in human唧uhtion．south Chlna 5hould not be con葫dered as the originated areas of new
stralns，hence it sh叫ld be treated asequally as other places 1n the worId．

【Key wordsl Innuenza A virus；He眦gglutinin；Bioinfomatics；T附Step cluster；Phylogenetic tree

甲型流感是流行病学研究的重点疾病之一，其

中H3N2亚型是目前流行的主要亚型，自1968年传

人人群后，一直在人间持续流行和变异，给人类的生

产、生活以及卫生防疫工作带来了繁重的负担。流

感病毒持续流行的原因在于其血凝素抗原持续发生

变异，逃避宿主免疫系统的识别与清除，从而能多次

反复有效地突破人群的免疫屏障，引起新的流行。

因此，加强流感病毒变异规律与流行的基础理论研

究具有根本性的重要意义uo一。近年来，生物信息

学在快速发展中积累了大量的测序数据，为流感的
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变异研究带来了新的机遇，国内外研究者也开始注

意利用这些资料，结合统计模型和生物信息学技术

对流感病毒的变异和进化规律加以研究。但是，与

数据库中上千例可用的样本数相比，目前对这些资

源的利用还很不充分，由于目前尚无较好的针对大

样本的进化树方法，迄今最复杂的进化树也只利用

了357条序列”1，这使得分析结果的代表性受限。

其次，除了更加准确地寻找进化树的拓扑结构外，目

前的方法学进展还致力于在进化树模型中加入更多

的参数，并通过对这些参数的估计来进一步深入的

对序列进化规律加以刻画“一。由于在早先的研究中

已经发现聚类分析可以成功地对序列基本进化规律

加以描述”J，我们将进一步把聚类分析与最新的进
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化树分析方法相结合，在充分利用已有的全部H3

序列测序结果的基础上，通过对全球历年所有

H3N2亚型人甲型流感病毒分离株H3A1核酸序列

进行进化分析，以从分子水平上多层次多方面地了

解其变异特点和规律，为预防、控制和预报流感发生

和流行提供理论依据。

资料与方法

1．数据来源：使用的序列数据来源于NCBI

GerlBank(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov)和美国

洛斯阿莫斯国家实验室的流感病毒数据库(http：／／

www．flu．1anl．gov)中截止2005年1月1日时所包

含的全部人甲型流感病毒H3抗原序列，这两个数

据库集中了全球可供使用的所有流感病毒基因序列

数据，并可提供免费下载。序列下载完毕后首先在

clustaⅨ1．83版中进行序列对齐，随后截取这些序

列对应于HAl基因的部分，最终进入分析的H3A1

序列共计有1214条。

2聚类分析：由于本研究所用的样本量极大，远

远超过了普通进化树分析方法能够承受的范围，因

此首先考虑对样本进行拆分。由于在前期研究中我

们已经成功地将序列聚成了若干类，且从结果解释

可以发现，类别的划分实际上也反映了病毒进化和

变异的规律”1。另一方面，早期的进化树分析方法

实际上就是聚类方法的衍生，如果聚类结果和进化

树分枝结构间存在对应关系，则可以分类别进行分

段拟合。从而大大简化进化树分析，在减少计算量

的同时充分保证进化树结构的准确性。因此，这里

将首先使用两步聚类法对总样本进行拆分。具体的

两步聚类分析和描述工作均在sPSS 12．O软件中

完成⋯。

3．进化树分析：进化树结构的准确性对本研究

至关重要，综合考虑样本量大小与结果精度等要求，

本研究中将采用基于McMc抽样技术的Bayes方

法来完成树结构的搜索和验证工作。由于除了搜索

出进化树结构外，我们还希望能够进一步深人探讨

序列进化规律是否存在变化，因此在进化模型中加

入了相应的参数，称为covarion—covariotide模型“1，

它首先假设位点中存在不变异和变异这两个类别，

当位点处于“关闭”状态时不允许发生变异，而处于

“开放”时则按照模型中所指定的相应模型发生变

异。位点在整个进化历程中会在这两类中发生转

移，而参数s(。。)和s(一。)则表示相应位点由“关

闭”转为“开放”和由“开放”转为“关闭”的速度。通

过对这两个参数的变化规律进行分析，研究者就可

以得到分析进化更详细的信息。

具体的进化树分析在MrBa”s 3．0b4版软件中

完成”]，为了进一步明确聚类结果和进化树结构间

的关系，我们首先将相邻类别的序列合并分析，结果

显示进化树的结构和聚类结果存在高度的一致性。

在随后对各类别数据进行分析时，则依次使用上一

个类别中的代表性序列作为树根，最早的类别则采

用1968年香港株A／HollgKollg／1／68作为树根。按

照作者所推荐的设定方式，均指定各参数的先验分

布为均匀分布，马尔科夫链至少运行200万次，每隔

100次进行抽样，并同时运行四条马尔科夫链，收敛

诊断在基于R 2 0的BOA软件中实现，结果表明全

部类别均在30万次以后进入收敛状态。为保证结

果的稳定性，最终只取了最后50万次的抽样结果

(即5000个样本)进行汇总。

结 果

1．聚类分析：表1给出了样本被聚为1～10类

时贝叶斯信息准则(Bayes’information criterion，

BIc)等相关统计指标的具体数值，由BIc值可见，

当类别数等于5时BIc值达到最小，类间距离比也

较高，因此我们将按照5类进行样本的拆分。这5

类的时间与空间分布和前期研究结果完全一致”1，

在时间上呈现出明确的更替规律，但并无明显地域

分布规律，因此相应结果不再列出。

表l 两步聚类分析中各统计指标的变化情况

2．进化树的基本特征：本研究所得到的进化树

的各节点其后验概率均在O．5以上，其中靠近主干的

节点，以及较大分枝的主干节点其后验概率大多在

0．8以上，表明所得到的树结构高度可信。和同类研

究的结果相同，H3Al序列的进化树呈现出独特的
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斜长型，进化树的结构和聚类结果呈现出了高度的

一致性。相应的各个类别就正好按照出现的时间顺

序依次排列，构成了进化树的一个节段。因篇幅有

限，这里无法将完整的进化树加以呈现，因此我们只

按类别时间顺序对进化树特征进行描述。

在最早的第5类中，从1968年的A／HongKold

1／68起，整个进化树就呈现出单一主干方向，如图1

所示，其中序列名称由采集地点和年代组成，疫苗制

备推荐株则在名称上加“★”表示。可见进化树在本

类中并无较大的分枝出现，且呈现出每隔一定时期

就会出现新的疫苗制备推荐株的特征，值得指出的

是，这些推荐株均离主干并不太远。本类中序列的

地域分布以欧洲为主，其余地区均只有几株。另外

在本类的进化树最下方，出现了由3株序列构成的

一个偏离主干较远的分枝，检索文献可知这是在

1983—1985年首先出现于意大利的人H3株表面抗

原节段与猪H1A1株内部节段的重组株回复传播给

儿童序列“’⋯。由于该重组株只是偶尔感染人，并

未构成人间大的流行，所以对此不再进行讨论。在

随后的第4类和第3类中，进化树出现了一些新的

趋势。首先，抗原制备推荐株开始逐渐出现在大分

枝的末端，而不是接近于进化树主干；其次，这两个

类别的进化主干方向上均形成了一两个较大的分

枝，甚至还出现了抗原推荐株，但这些分枝却最终未

能形成新的进化主干，而是在流行几年后最终消失。

这似乎提示该类的主要进化方向最终被人类的免疫

屏障所完全封死，而另辟蹊径的进化分枝则找到了

突破点。从地域分布上看，这两个类别最初均应当

起源于中国，随后播散到世界各地，整个流行的中、

后期毒株主要采集自欧洲和北美，在中国反而并不

多见。

进化树的形态在最后的第2、1类中又有了新的

变化。这两个类别实际上均由4～5个较大的分枝

构成，这些分枝依次排列在进化树主干旁，规模也基

本相近，显示出在这些年代中流感病毒似乎在尝试

不同方向的进化途径。但是这些分枝中出现的疫苗

推荐株要少得多，观察这些分枝的地域分布，其流行

地点也无明显规律，虽然以欧、美地区为主，但世界

各地都有发现。仔细比较这两类的差异，则会发现

在最后的第1类中，除最下方采集自东亚地区(中

国、韩国、日本等地)的毒株呈现出较明显的进化特

征外，其余大多数分枝均呈现出奇怪的“扁平”形状，

这似乎提示无论采取哪种变异取向，抗原的进化均

845

受到了比较强的免疫屏障的阻碍。而最下方的东亚

分枝似乎最终找到了摆脱阻碍的变异方式，得到了

快速进化。该分枝连续出现了2002、2004年2株疫

苗推荐株，因此应当是将来进化主干的起点。

图l 流感病毒变异株的最早第5类所对应的进化树节段

3进化树各节段的参数估计：由于进化树的计

算是按照分类的结果分别进行，因此可以进一步观

察各模型参数，特别是S0：。。和s叽。。的估计值在各类

中的变化规律，结果见表2。首先，在所有的五个类

别中，‰。都是远低于‰。的，这说明位点中止变异

的速度一直都要高于进入变异的速度。而按照各类

别的时间顺序，这两个参数的大小也呈现出了明显

的变化规律。在最早的第5类中，‰。为0．23，而

s棚。。则高达95．04，也就是说，在该类的进化历程中，

虽然不断的有静止状态的位点转为可变异状态，但

更多的则是处于可变异状态的位点进入静止状态，

后者的频率远高于前者。在随后的第4、3、2类中，

‰。和‰。ff都有非常明显的下降，前者大约在

0．05～0．08之间，而后者则降低为10左右。表明虽

然是可变位点向静止位点的转换较多，但和以前相
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比，这一转变的速度已经大大降低了。比较特殊的

情况出现在摄后的第1类中，‰。仍然保持在O．06

的低水平上，而‰“则高达66 23，变异位点被关闭

的速度比以前大大上升。对此我们将在讨论中深入

分析。

讨 论

1．进化树算法的选择：目前进化树分析方法可

以被分为距离阵方法、极大简约法和极大似然法

(ML)三大类，其中ML法无疑是最精确，但计算量

也是最大的～个，本研究样本量的限制使其实际无

法使用“⋯。近年来，基于马尔可夫链一蒙特卡罗

(Markov chain Monte cado，McMc)抽样技术的

Bayes方法开始出现在进化树分析领域中。该方法

在原理上可以和ML算法直接相结合，此时其结果

的准确性完全能够与ML方法相比，且运算效率更

高，根据Huelsenbeck等的研究，基于McMc的

Bayes算法其结果非常接近真值”“。因此，我们选

用Bayes进化树算法是较合适的选择。但ML方法

还可以进一步完成似然比检验等工作，因此寻找高

效的ML算法也将是本研究继续考虑的方向。

2分析结果的代表性：我们使用目前全部的

H3A1序列进行分析，由结果可见，人甲型流感病毒

H3亚型的进化路径表现为单一的进化主干，其高度

传染性表现在进化树上，就是不存在明显的地域特

征，在相同时期内，不同国家所采集的株系完全有可

能是高度同源的。这充分说明对IAV进化规律的

研究必须要从全球视角出发，仅取一国一地之数据，

所得到的结果并不一定能反映该地区的序列进化规

律。在条件许可的情况下，还是应当尽量利用全部

的数据信息加以分析。

3对人H3序列基本进化规律的推测：综合进

化树的时间、地域分布特征，以及相关参数在各类问

的变化情况，我们可以推测流感H3序列的进化基

本规律如下：在1968年H3株系刚跨宿主传播到人

群中后，病毒的抗原序列需要加以调整，以更好的适

应新的宿主环境。一旦相应的位点调整到位+就会

停止变异。在模型参数上就表现为开始出现变异和

停止变异的位点都很多，但后者的速度远高于前者。

在这一时期中，由于人群中以前未出现相应亚型的

流行，因此不存在免疫屏障，每几个位点变异的累积

都可能形成新的流行株。在病毒的进化树结构上就

表现为进化树形状比较规则，且每隔几年就会出现

一个抗原推荐株。在进人第4类后，模型参数中的

sD。。参数明显减小，So。。虽然仍然大于s。。，但其数

值也已经太大减小。这可以看成是病毒抗原结构为

适应新宿主而进行的调整已基本结束，绝大部分位

点已稳定下来。此时由静止状态进入可变异状态的

位点应当是主要来源于位点的自然突变。而免疫屏

障则对这种变异起到了筛选和促进的作用，如果这

种变异恰好符合了免疫逃避的需求，则会形成新的

流行株。。由于位点进入变异的速度不高，因此虽然

在免疫屏障的作用下t。。。是大于so‰的，但是数值

已经大大降低。在最后的第1类中，在参数s。。大

小保持基本不变的同对，S锄。。的数值却有明显升高。

对此可能的一个解释是随着人群中免疫能力的逐渐

积累，以及疫苗的不断普及，免疫屏障已经日渐完

整。新变异株如果绕开免疫屏障，必须要经过多个

位点变异的累积，而大多数突变株都在突变累积到

这种程度之前被免疫屏障所阻止。因此进化树中就

出现了多个中等规模的分枝，这些停止变异的分枝

在模型参数上就表现为较高的‰。，值。显然，在经

过几十年的持续流行后，疫苗的使用和人群免疫力

的积累已经对H3亚型病毒的变异造成了很大的影

响，其变异规律在近年内是否会发生较大变化将是

非常值得关注的问题。

4．中国在H3亚型流行和变异过程中所起的作

用：长期以来，我国华南地区一直被怀疑是流感病毒

新变异株的发源地，有学者认为该假说对于人群中

已有亚型的抗原漂移也成立““，若的确如此，则在

表2 各类中开关参数的变化情况
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进化树中应当表现为重要的变异株应当主要来自于

中国。但是在本研究所得到的进化树中，病毒的传

播和变异并未出现明显的地域特征。其次，如果观

察进化树中较大分枝的地域分布，则这些分枝的起

源和流行地域也并无明显规律，在世界各地均有出

现。最后，wHo提供的抗原推荐株应当能够反映

病毒变异的基本方向，在H3亚型近40年的人间流

行中，wHO一共筛选出了23株推荐株，虽然采集

自中国的推荐株最多，共9株。但是如果注意到时

间分布，则会发现中国主要是在1986—1995年回一

共出现了7株推荐株，特别是在1987年和1989年

均采集了2株推荐株。在此时间段之外，除1968年

跨宿主传播可能起源于中国外，就只有2002年又发

现了1株推荐株。也就是说，在1970一1985的15

年间，虽然前后出现了8株推荐株，但均与中国无

关。显然，以上结果并不能支持中国在H3亚型病

毒抗原漂移中起重要作用的结论。

如果对这一问题进行深入分析，则会发现推论

华南地区为流感病毒新变异株发源地的主要依据在

于这个地区大量的人口，以及猪、鸭混养环境是形成

流感重组株的理想环境。但从本研究的进化树结果

可知，在传播到人间后，H3亚型的进化主干基本上

就是由抗原漂移通过人体免疫屏障的筛选和累积而

形成，新旧变异株问有着明确的变异继承关系。虽

然在数十年间曾多次出现过H3亚型跨宿主传播和

重组事件”’”。“o，但由于相应毒株的H抗原均来自

于人株系，人群中已形成的免疫屏障直接阻止了相

应毒株回传给人群，最终只在猪群、火鸡等其他宿主

中造成了流行，并未影响人H3亚型的进化方向。

显然，人株系H3抗原的变异主要受到的是人体免

疫屏障的驱动，其他宿主的影响很小。此时华南地

区的人禽混养环境就不应当影响到病毒的变异，因

此同一亚型内的抗原漂移应当是和中国无明显关联

的。考虑到新变异株的出现需要若干个位点的变异

进行累积，我们提出如下假设：相比之下，各地人群

的疫苗接种情况和既往流行史，以及基本卫生条件

和医疗保健条件等才会真正影响到新变异株的出

现。如果当地通过接种或者流行已经形成了较强的

免疫屏障，则新变异株的出现会比较困难；反之，如

果当地免疫屏障较弱，而卫生条件又较差的话，则可
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能更加容易形成新变异株。从历年来新推荐株的出

现地点看，大多是在二三年中可能会在同一地区出

现新推荐株，随后推荐株会转移到别的地区出现，这

似乎也提示了这种可能性的存在。当然，对华南地

区在抗原漂移中所起的作用这一问题更准确的解答

方式，应当是将各种宿主种类的株系均放在一起进

行进化树分析，以深入了解其相互影响和作用的情

况，这将是我们下一步的研究内容。
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