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H3N2亚型人甲型流感病毒HAl序列进化

正向选择位点研究

许慧琳 张文彤 赵耐青姜庆五

· 385 ·

·实验研究·

【摘要】 目的 筛选H3N2亚型人甲型流感病毒红细胞凝聚素(HAl)序列中的正向选择位点，

为进一步揭示流感病毒的变异规律。方法 从NCBI GenBank和流感数据库中下载甲型流感病毒

H3亚型RNA4节段序列，用两步聚类法将全部序列分为6个年代类别，使用固定效应似然比检验模

型分别筛选每一类中的正向选择位点，并使用两步聚类法归纳所筛选出位点的正向选择压力变化模

式。结果各年代类别筛选出的正向选择位点不完全相同，共有50个位点在进化过程中经历过正向

选择，其中有42个位点属于5个抗原决定簇之一，A、B抗原决定簇在各年代均有较多的位点入选，且

承受较大的免疫选择压力。50个位点可被归纳为7种变化模式，前6种模式的位点依次在某一个时

间段存在正向选择，第7种模式则在多个年代中均存在正向选择。结论 分析结果提示流感病毒

}认1序列在进化过程中的正向选择位点并非恒定，而是在不同年代中存在更替趋势。抗原决定簇A、

B的变异在流感进化过程中起关键作用，8个位于非抗原决定簇正向选择位点有可能是未被识别的

抗原决定簇位点。

【关键词】 甲型流感病毒；亚型，H3N2；正向选择位点
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【Abstract】 Objective To elucidate the evolution pattem of human innuellza virus A H3 subtype by

detecting positive selected codonS in hemagglutinin gene．Methods ～1 H3 sequenceS in NCBI GenBank

and innuenza sequence database were downloaded and two step cluster method was applied to divide

sequences into six groups，which were corresponding to di“erent period by turns．Fixed Effect Model was

appIied to detect positive seiected oodons in each group，and two step cluster method was then used again to

summarize variation pattems of selective preSsure among sites．1t鹤uIts Positive selected codons were

different in groups corresponding different periods． 50 amino acid codons had been identified as positive

selected sites in at least one time span．Among them，42 codons belonged to one of the five known antigen—

combining regions．A larger amount of sites as well as relatively higher selection pressure were identified in

antibody combining regions A and B．Results showed that the 50 sites could be divided into seven different

pattems．While other six patterns corresponding to positive selected codons at only one time span，the sites

of the seventh pattem were under positive selection in several periods．Cond璐ion Positive selection codons

in evolution of H3A1 strains were alternated in different time period whereas antibody combining regions A

and B played more important r01es in the evoIution process．0ther 8 identified codons out of the antibOdy

combining re舀ons might belong to unknown antigen r￡gions．

【Key words】 Innuenza virus type A；Subtype，H3N2；Positive selected codons

甲型流感一直都是人们所关心和研究的重点传

染病之一，而流感病毒抗原，特别是红细胞凝集素

(HAl)蛋白的高速变异使流感病毒新变异株能够不
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断逃避免疫屏障，成为流感预防的一大难题¨o，因此

加强其变异规律的研究可作为流感防治的核心和切

入点。目前认为抗原的高速变异是因为某些密码子

位点承受着较大的免疫压力所致。密码子位点的突

变可被分为同义突变和异义突变两种，如果突变引

发的氨基酸变异有助于物种进化或生存，则异义突

变数会显著高于同义突变数他。41，此时该密码子被称
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为正向选择位点，其异义替换率(d。)与同义替换率

(d。)的比值(∞=dN似。)大于1。51，因此co值可作为

反映位点所承受免疫选择压力大小的重要指标。筛

选流感病毒HAl序列进化中的正向选择位点已作

为研究HAl进化的重要手段而被应用旧’6 o，但由于

使用的序列数量、年代范围及分析方法的限制，现有

研究结论尚不能全面反映流感病毒进化中的正向选

择历程。

随着生物信息学的发展，GenBank等生物信息

数据库已积累了大量的流感病毒序列数据，这些数

据客观记录了流感病毒在历史上的变异过程。本课

题组已对1000余条人H3A1序列通过聚类分析、进

化树分析等方法进行了研究。7’81，结果提示人H3A1

序列呈现出单一主干的进化趋势，全部序列可以被

聚为6类，各类间存在依次交替的基本趋势，分别对

应了不同年代的进化树节段，且各类的进化模型相

关参数也呈现出一定的变化规律。由于这些参数的

变化反映出不同年代中抗原序列所承受的免疫选择

压力存在差异，且历史上流感疫苗制备推荐株的抗

原特征也各不相同，相应的变异在不同年代发生在

不同位点上，不存在明显的单一变化规律，这提示由

选择压力而导致的正向选择位点在不同年代可能并

不相同。本研究将在原有研究的基础上，考虑分时

间段筛选H3A1序列在进化过程中的正向选择位

点，旨在从位点水平上多层次多方面地了解和分析

流感病毒HAl的进化规律，为流感病毒的变异预测

及疫苗株的选择提供基础理论依据。

材料与方法

1．基因序列的获取：本次研究所使用的基因序

列来源于NCBI GenBank数据库(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(www．flu．1ans．gov)中至2006年1月1日

时所包含的人H3A1基因序列，在序列对齐、清理完

重复序列后，用于分析的序列共1665条，均为987

个核酸长度，329个密码子位点。

2．序列样本拆分：为确定适宜的年代分段，首先采

用两步聚类对序列进行分析，将全部序列拆分成若干

个年代类别。具体分析在SPSS 13．0软件中实现一1。

3．正向位点筛选：正向选择位点的筛选在各个

年代类别中分别进行，方法为固定效应似然比检验

模型n州，该模型推断正向选择位点主要包括两个

过程：

(1)异义／同义替换率的估计：首先使用最大似

然方法对序列构建进化树，在确定了序列进化过程

中树的分支长度及替换率偏倚参数之后，再借助最

大似然法使用密码子替换模型独立的对每一个密码

子位点的异义／同义替换率参数进行估计。

(2)位点正向选择的似然比检验：对每个位点分

别拟合异义、同义替换率相等的单参数模型H0：

a。=G。和异义、同义替换率不相等的两参数模型

H1：仅。≠8。，两模型的2倍对数似然值之差近似服从

自由度为1的卡方分布，从而通过似然比检验来推

断位点的异义、同义替换率是否有统计学意义。如

似然比检验的P值小于显著性水平0．05，且该位点

相应的异义／同义替换率比(∞)大于1，则推断为正

向选择位点。具体计算在HYPHY 0．99 8中

实现⋯1。

4．正向位点∞值变化模式的确定：对在任何一个

年代类别中曾被判断为正向位点的位点，使用其在各

年代类别中计算出的∞值，采用两步聚类对其变化模

式进行分析，将所有位点归纳为几种模式类型。具体

分析在SPSS 13．0软件中实现。91。

结 果

1．序列聚类结果：两步聚类的结果将全部序列

分为6类，这些类别在时间上呈现出明确的更替规

律。类别对应的进化树主干明显交替，而主干衍生

出的分支上年代存在交替，聚类分析中处于变异交

替状态的序列在聚类过程中被聚入相邻两类中的一

类，所以相邻的类别存在年代的重叠。在随后的分

析中我们将使用年代范围表示各类别(表1)。这些

类别的基本分布特征和前期研究结果基本一致。71。

表1 H3A1序列各类别的年代分布和样本量

2．各年代类别中的正向选择位点：329个密码

子位点中共有50个在至少一个年代类别中被判断

为正向选择位点(表2)，可见各年代类别中筛选出

的正向选择位点数量不等，且具体的位点也并不完

全相同，除个别位点外，绝大多数均只在一个年代类

别中被选人。
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表2 各时期中筛选出的正向选择位点

-387·

抗原
决定簇

1968 80年

m值位点

1977 991年

m值

3．49

4．14

6．67

3．49

位点

1988 999年

∞值

4．80

5．59

4．17

位点

1994—2002

2

链

值

．51

．02

．17

．48

．50

87

位点

1997—2003年 2001—2005年

位点 m值 位点 m值

137 7．84 140 2．30A

B

C

126

137

145

155

159

193

2 79

4 76

10 73

3．93

2．93

5．42

D 226 5．93

E 62

NON4 9

31

164

5．13

3．03

6．07

3．26

124

137

138

145

155

156

159

186

193

213

248

2．84

5．77

3．47

5．17

2．99

2．74

3．15

135

138

145

157

159

186

193

196

45

276

121

201

226

248

2．28

2．12

2．38

4．58

2．52

2．10

3．01

3．61

2．80

19．71

2 28

262 2．15

122

133

135

137

142

145

128

157

186

190

193

194

198

45

50

275

167

219

226

229

246

3

3

2

3

3

5．16

4．83

3．03

3．66

3．36

13．33

2．43

2．98

2．42

2．58

2．77

2．37

12．07

3．25

4．68

142

144

186

194

2．45

3．11

3．39

3．38

144

145

128

156

159

186

189

2．68

5．96

2．13

2．98

7．68

2．20

6．76

45 2．29 50 1．89

103

167

207

226

229

92

3

49

220

291

3．92

2．27

2．15

2．14

6．02

2．45

2．39

2．57

9．30

1．96

219

226

227

3．34

5．37

7．55

2．24

1．97

注：4非抗原决定鼷正向选择位点

3．正向选择位点在抗原决定簇中的分布：全部

50个正向选择位点中有42个位点分别属于已知的

5个抗原决定簇之一。12。14I，结合抗原决定簇的位点

数量可进一步揭示各决定簇位点发生正向选择变异

的程度(表3)。可见抗原决定区域A、B变异表现最

活跃，在各年代均有位点选人，累计有50％以上的

位点经历过正向选择，且由表2中位点的∞值可见，

这两个决定簇的正向选择位点承受的选择压力均较

大。尽管D抗原决定簇位点发生正向选择的比例

明显低于A、B区域，但这一区域位点数最多，发生

正向选择的位点绝对数量较大，且该决定簇中的入

选位点数随着年代的推移而呈现出增加的趋势。

C、E抗原决定簇发生正向选择的数量及比例均较

低，C抗原决定簇在前两个年代类别中并未出现正

向位点，在后三个年代类别中所筛选出的位点不仅

少，而且∞值均较低。而E抗原决定簇仅在1，3，5

类中分别筛选出了1个正向位点。

值得注意的是，筛选出的正向选择位点有8个

不属于已知的5个抗原决定簇，且有的位点∞值还

较高，这提示他们也可能在一定时期内承受着较高

的进化选择压力。

表3 5个抗原决定簇的正向选择位点发生情况

4．50个正向选择位点co值的变化规律：由于

筛选出的位点较多，这里使用50个正向选择位点在

各年代类别中的∞值进行两步聚类，将其聚为6类。

每类位点的∞值均为在某一个年代类别中明显较

高，其余年代中则较低。但是考虑到各类中均有个

别位点在多个年代类别中∞值均明显大于1，因此

这里将他们单独作为1类，最终将全部位点分为7

类(表4)。将年代类别与位点的聚类结果相结合，

可以很清楚地看出，绝大多数正向位点都只是在流

感病毒的某一年代类别内承受选择压力而发生正向
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选择变化，而且在不同的年代中，承受正向选择压力

的位点是不相同的，基本上呈现出批次替换的规律。

除第7类的位点外，其余各类的位点均为在某一时

问段内∞值远大于1，明确属于正向位点，而在此时

间段外∞值则在1上下波动，甚至于远小于1，成为

保守位点(图1)。比较特殊的是第7类，这些位点

不仅连续在几个年代类别中都经历正向选择变化，

而且其相应的叫值都较大，显然是在不同的时间段

上都承受着持续的选择压力(图2)。

表4 正向选择位点ct，值变化模式分类列表

位点数

93，162，126，155，164

124，138，213，248

121，135，196，201，262，276

45，50，122，128，133，142，157，167，190，194，198，246，275

3，49，92，103，144，207，220，291

112，140，189，219，227

137，145，156，159，186，193，226，229

图1 1～6类位点在各时间段的m值均数

图2 第7类位点在各时间段的m值

讨 论

正向选择位点的筛选一般都基于ct，值进行。

由于H3N2亚型流感病毒已在人间传播近50年，如

果同一个位点在不同时间段上所承受的免疫压力并

非恒定，而是一段时间内承受正向选择压力，其余时

问处于中性进化状态(∞=1)或者抑制状态(ct，<1)，

则分析中会因为整个时间跨度上突变情况的平均效

应而不会被筛选为正向位点。本研究利用了聚类分

析及进化树分析的研究结论[7'8|，将序列拆分为不

同的年代类别分别进行正向选择位点筛选，从而避

免了这些位点被淹没在大多数时期的非正向选择的

状态中，应当能筛选出更多的此类位点，结果更加详

尽。由结果可见，发生正向选择的位点ct，值在各年

代中变化各异，筛选出的50个正向选择位点除少数

在各年代类别都发生正向选择变异外，大多数位点

都只是在某一个年代类别中发生正向选择，即各年

代中HAl序列的正向选择位点并不是完全相同，确

实是在发生更替的。但也有少数位点在多个年代类

别中均发生正向选择变化，其在病毒抗原变异中的

作用可能更为关键，值得对其进行深入的生物学

研究。

正向选择位点的发现一直是流感变异规律研究

的重点之一，1999年Bush等拉1利用当时收集到的

357条人流感H3HAl抗原序列，采用直接计算各位

点在主干上的异义／同义替换率的方法共筛选出18

个正向选择位点。本研究的结果与之相比，可以发

现所筛选的位点包括了除158、197外的其余16个

位点。Bush的分析使用1983—1997年间采集的序

列，这正好基本对应了本研究中1977—1991、1988—

1999年这两类，以及1994—2002年这一类的前半

段，而上述16个与Bush的结论相同的位点也正好

是在这几个类别中选出，因此Bush的研究结论与本

研究的结果并无大的矛盾，本研究使用的分析序列

更多，得到的结果信息可能更加丰富。这在一定程

度上也印证了流感病毒在进化中，不同年代的正向

选择位点的确并不相同。Bush研究与本研究结论

不一致的2个位点我们认为可能是方法学差异所

致。本研究采用的近两年才发展起来的固定效应似

然比检验模型，能同时充分利用序列信息和树的拓

扑结构信息，且避免了Bush方法中假定所有位点具

有相同∞值而用每一个位点的叫值与序列平均的∞

值进行比较来推断正向选择的缺陷，得到的结论较

为可信‘4|。

各抗原决定簇在病毒进化中发挥的作用并不完

全相同，本研究的结果提示A、B决定簇在进化过程

丝，。，。，。，
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的正向选择中表现最为活跃。在HAl蛋白的三维

构象中，A、B簇都位于蛋白质的头部，尤其是B簇

直接位于抗原结构的最顶部，更容易与抗体接触而

在选择压力的驱使下发生位点变异，因而抗原决定

簇A、B上的位点承受的免疫压力更高，而这些正向

选择位点发生变异的病毒株更也可能成为流感新的

流行株”j。C、D、E 3个抗原决定簇正向选择发生率

较低，可能是由于这3个决定簇在空间结构中的位

置靠近内侧或基底部，位点的暴露程度较低，承受的

选择压力也相对较小。但由于决定簇D位点多，尽

管发生正向选择的比例显著低于A、B决定簇，但该

簇发生过正向选择的位点绝对数仍不少，尤其在80

年代末期以后，在每一个年代类别中发生正向选择

的位点数明显较前增多，这一现象也说明了序列承

受正向选择压力向A、B之外的抗原决定簇位点转

移的多元化发展趋势，因此对于这些位点上发生较

多突变的序列也应引起高度重视。在本研究中还筛

选出了8个位于非抗原决定区域的正向选择位点，

我们认为对此有两种解释，对于3、9等位于肽链起

始段的位点，有可能对于HA蛋白质的功能、结构，

以及抗原性的确定并不十分关键，因此其变异更容

易被保留下来，因此更可能被判断为承受弱正向选

择压力。而对于其余位点，我们认为有可能是未被

发现的抗原决定位点，它们可能参与组成某一抗原

决定簇，也可能在5个抗原决定簇之外构成新的抗

原决定簇。

目前基于m值的正向选择位点筛选方法发展

很快，各种方法的优劣性尚无最终定论。本研究中

所采用的是目前认为效果较好的固定效应似然比检

验模型，它在一定程度上避免了计数模型及基于贝

叶斯后验概率的随机效应模型的一些缺陷，理论上

筛选的正向选择位点更加可靠。4’15’16。。但是，生物

的进化规律各不相同，正向选择位点的筛选会涉及

到生物进化中复杂的基因替换过程及大量的参数估

计，针对流感病毒的进化规律，借助模拟研究方法对

各种正向选择位点筛选方法在流感病毒进化研究中

的适用性和结果准确性进行客观评价是绝对必要

的，我们将对此进行深入研究。
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