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云南省边境地区禽流感H5N1亚型病毒
遗传多样性分析

张武林 张文东 赵焕云 齐绣花 胡挺松 吕粤 岳亮 邱薇 冯子良

郑颖 范泉水 张应国 贾杏林 张富强

【摘要】 目的 了解云南省边境地区禽流感 H5N1 亚型病毒遗传多样性。方法 2009－

2011年 7月在云南省边境地区采集境外家禽和野生鸟类棉拭子样品，经H5/N1亚型特异性多重

RT-PCR检测，阳性样品进行病毒HA 基因扩增，克隆至pMD18-T载体测序，并与已知参考毒株进

行序列比对及系统发育分析。结果 36份阳性样品病毒HA基因测序获得15种HA序列，存在2

个不同进化分支（2.3.2、2.3.4），2.3.2进一步可划分为 3个进化小分支（Ⅱ-1～Ⅱ-3），2.3.4进一步

可划分为 2个进化小分支（Ⅰ-1和Ⅰ-2）。2.3.2 Ⅱ-1、Ⅱ-2毒株是新出现的H5N1亚型病毒变异

株。结论 2009－2011年7月云南省边境地区H5N1亚型病毒具有遗传多样性，病毒经历了多分

支（2.3.2、2.3.4）至单一支（2.3.2）的进化过程。
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【Abstract】 Objective To elucidate the genetic diversifications of avian influenza subtype
H5N1 viruses in the boundary regions of Yunnan province during 2009 to July，2011. Methods
Swab samples were collected from foreign poultry and wild birds in boundary regions of Yunnan
province during 2009 to July，2011 and tested by H5/N1 subtype-specific multiplex RT-PCR. The HA
genes of H5N1 virus from the positive samples were amplified by RT-PCR and cloned into pMD18-T
vectors for sequencing. Both alignment and phylogenetic analysis were performed with sequences of
the known reference strains. Results Fifteen different HA sequences were obtained from 36
representative positive samples and could be divided into 2 distinct Clades（2.3.2 and 2.3.4）. Through
phylogenetic analysis，Clade 2.3.2 and 2.3.4 could then be further divided into 3（Ⅱ-1 to Ⅱ-3）and 2
smaller clades（Ⅰ-1 and Ⅰ-2），respectively. The viruses of Clade 2.3.2 Ⅱ-1 and Ⅱ-2 were new
variant strains of H5N1 virus. The cleavage sites of HA from positive samples all possessed molecular
characterization of highly pathogenic avian influenza virus. Mutation of key amino acids had been
found among receptor binding sites，potential glycosylation sites，neutralizing epitopes and others.
Conclusion It seemed evident that the H5N1 subtype viruses showed genetic diversifications and
had undergone the evolution progress of multi-clade（2.3.2，2.3.4） to single calde（2.3.2） in the
boundary regions of Yunnan province，during 2009 to July，2011.
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禽流感病毒（AIV）的突出生物学特性是极易发

生持续变异，而又以病毒血凝素（HA）基因变异最为

频繁［1］。WHO 基于病毒 HA 基因系统发育分析结

果，将全球 1996年后出现的H5N1亚型毒株划分为

10 个独立的进化分支（Clade）（0～9），Clade 2 可存

在 5 个不同的亚分支（2.1～2.5），其中亚分支 2.1 进

一步划分为3个小分支（2.1.1～2.1.3），亚分支2.3进

一步划分为4个小分支（2.3.1～2.3.4）［2，3］。目前全球

主要分布流行Clade 1（类越南株）、2.1（类印度尼西

亚株）、2.2（类青海株）、2.3.2（东南亚株）、2.3.4（类福

建株）毒株［4，5］。2007年在我国青海省首次发现存在

2.3.2毒株，与2005年的2.2毒株不同［6，7］。我国先后

采用 Re-1（H5N1 原型毒株 AGSGD196、Clade 0）、

Re-4（ACKShanxi206、Clade 7）、Re-5（AAnhui105

和 ADKFJ173405、Clade 2.3.4）毒株生产灭活疫苗，

在全国范围内使用。虽然2006年以来全球H5N1亚

型疫情报道呈逐年递减趋势，但与云南省接壤或相

邻的东南亚及南亚国家，高致病性禽流感疫情及人

感染病例延绵不断，每年均有发生，逐渐显现地方流

行态势，成为全球高致病性禽流感分布流行的主要

区域，难以根除［8，9］。东南亚及南亚国家高致病性禽

流感病毒的持续变异和疫情频繁暴发［8，9］，已对云南

省动物健康和公共卫生安全构成严重威胁。本研

究曾发现 2003－2008 年云南省边境地区禽流感

H5N1 亚型病毒具有遗传差异，呈现单一分支

（Clade 2.4）（2003、2004年）—多分支（Clade 1、2.3.2、

2.3.4、2.4、7）（2005、2006 年）—单一分支（Clade

2.3.4）（2007、2008年）的进化过程［10，11］，但对 2009年

后的 AIV 变异及进化情况尚无报道。本研究分析

2009－2011年7月云南省边境地区AIV进化特征和

遗传多样性。

材料与方法

1. 病毒、野外样品、菌种与质粒：H5N1、H9N2亚

型病毒（阳、阴性对照）灭活疫苗购自哈尔滨维科生

物技术开发公司；野外样品为2009年至2011年7月

采自境外家禽和野禽棉拭子样品 800份，置总RNA

裂解液中灭活后，4 ℃运送至实验室；大肠埃希菌

DH5 α感 受 态 细 胞 ，由 本 实 验 室 制 备 、保 存 ；

pMD18-T Vector 购自中国宝生物工程（大连）有限

公司。

2. 主要试剂：DL2000 DAN Marker、总 RNA 提

取液（TaKaRa RNAiso Reagent）、病毒 RNA/DNA 提

取 试 剂 盒（TaKaRa MiniBEST Viral DNA/RNA

Extraction Kit Ver.3.0）、TaKaRa One Step RNA PCR

Kit（AMV）、Premix Taq酶购自中国宝生物工程（大

连）有限公司；DNA凝胶胶回收试剂盒、小量柱式质

粒纯化试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司；感

受态细胞制备试剂购自北京博大泰克生物基因公

司；氯仿、异丙醇采用分析纯试剂。

3. 总 RNA 提取、H5/N1 亚型 RT-PCR 及多重

RT-PCR：按照病毒RNA/DNA提取试剂盒提供的操

作手册，自棉拭子样品病毒裂解液和灭活的H5N1、

H9N2亚型病毒样品（阳、阴性对照）中提取总RNA，

采用课题组已建立的H5/N1亚型特异性RT-PCR及

多重RT-PCR进行检测［12］。

4. HA基因扩增、纯化：采用已建立的方法［13］，自

多重 RT-PCR 阳性核酸样品中扩增病毒 HA 基因。

对 RT-PCR 产物进行凝胶切割纯化，电泳分析定量

后稀释至50 ng/μl。

5. 重组质粒构建和鉴定：取 1 μl 纯化产物与

1 μl pMD18-T载体（50 ng/μl）进行连接反应，连接产

物转化DH5α感受态细胞，孵育后，涂布于Ampcilin

抗性平板，37 ℃过夜培养后，经PCR对单个菌落进

行鉴定。阳性菌落接种 5 ml含Ampcilin的LB营养

液中培养增殖，提取质粒，经电泳分析确认后，送北

京三博科技有限公司测序。

6. 序列比对、同源性及系统发育分析：采用

DNAMAN 分子生物学软件进行序列比对、同源性

及系统发育分析。

结 果

1. RT-PCR及多重RT-PCR检测：采用H5/N1亚

型特异性RT-PCR及多重RT-PCR检测800份棉拭子

样品，H5N1阳性 51份（2009年 21份、2010年 19份、

2011年1－7月11份），阳性率6.38%。选择时间、地

点、宿主不同的阳性样品 36 份（2009 年 15 份、2010

年 13份、2011年 1－7月 8份），对病毒HA基因进行

克隆、测序。

2. HA基因系统发育分析：2009－2011年7月云

南省边境地区禽流感H5N1亚型病毒HA基因具有

遗传差异，36份样品测序结果存在 15种不同序列，

分 别 对 应 以 下 15 份 样 品 ：ACKHTYX10211、

ACKANKMX10311、ADKZT66700111、ACKCJYX10311、

ACKBS20410、 ACKYX20610、 ACKYX40610、

ACKWS150110、ADKWS21250110、ADKWS2012050109、

ADKBN81850109、ACKKM06100109、ACKWS11150109、

ADKWS16201009、ACKKM1711750409。 基 于 15
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份阳性样品中病毒HA基因测序数据，与国内外已

知代表毒株序列进行系统发育分析。所引用的已知

代表毒株序列来自文献和 GenBank［10，11］。基于 HA

基因构建的系统发育树见图 1。禽流感H5N1亚型

病毒可划分为 2 个进化分支（Clade 2.3.2、2.3.4）。

2009、2010、2011 年 1－7 月 Clade 2.3.2 病毒样品所

占比例分别为3/15（存在3种不同序列）、6/13（存在2

种不同序列）、6/8（存在 3种不同序列）。2007、2008

年仅检测到2.3.4毒株［10，11］，2009年再次检测到2.3.2

毒株，且2010、2011年1－7月2.3.2毒株所占比例显

著增加，已呈现取代2.3.4毒株成为该地域分布流行

的优势毒株的趋势。

（1）Clade 2.3.2：该分支可进一步划分为 3 个进

化小分支（Ⅱ-1～Ⅱ-3），其中Ⅱ-1包含 2010、2011

年病毒阳性样品（ACKYX20610、ACKYX40610、

ACKANKMX10311、ADKZT66700111）与中国香港

（2010）、中国湖南（2008）、蒙古（2010）、韩国（2008）、

老挝（2008）分离毒株遗传关系密切；Ⅱ-2 包含

2009、2011 年病毒阳性样品（ADKWS2012050109、

ADKBN81850109、ACKHTYX10211）与香港 2009

年候鸟分离毒株遗传关系密切；Ⅱ-1、Ⅱ-2与青海

2007 年候鸟分离毒株（APIKAQHQW2007）属于同

一进化亚分支；Ⅱ-3 包含 1 份 2009 年阳性样品

（ACKKM06100109），与云南边境 2005、2006 年的

2.3.2毒株遗传关系密切（图1）。

（2）Clade 2.3.4：该分支可进一步划分为 2 个进

图1 云南省边境地区H5N1亚型病毒HA基因系统发育树
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化小分支Ⅰ-1和Ⅰ-2。Ⅰ-1包含 2005－2008年在

云南省边境地区检测到的 2.3.4 病毒样品，泰国

（2006）、马来西亚（2007）、老挝（2008）及中国贵州

（2008）、湖南（2009）、山东（2009）分离株和 Re-5 疫

苗毒株（2005 年福建毒株 ADKFJ173405、2005 年安

徽毒株 AAnhui105）遗传关系密切；Ⅰ -2 包含

2009－2011年 7月在检测到的 2.3.4病毒样品，与福

建省2007年分离株遗传关系密切（图1）。

3. HA 基因序列比对及同源性分析：基于 15

份阳性样品中病毒 HA 基因测序数据，推导其编

码的氨基酸序列，并与 Re-1 疫苗毒株（H5N1 原型

毒 株 ，AGSGD196，Clade 0）、Re-4 疫 苗 毒 株

（ACKShanxi206，Clade 7）、Re-5 疫 苗 毒 株

（ADKFJ173405、AAnhui105，Clade 2.3.4）、2006 年

2.3.2 云南毒株（ACKWS0206）、2003－2008 年云南

边境代表毒株（来自文献［10，11］和GenBank）。HA

基因核苷酸、氨基酸序列同源性矩阵见表1。

（1）Clade 2.3.2：云南省边境地区 Clade 2.3.2 病

毒与Re-1、Re-4、Re-5疫苗株HA基因核苷酸（氨基

酸）序列同源性分别为 92.4%～95.4%（91.3%～

94.9%）、90.8%～93.9%（89.4%～92.2%）、93.7%～

97.1%（92.4%～97.4%）。云南Clade 2.3.2 病毒之间

HA基因核苷酸（氨基酸）序列同源性介于 94.3%～

99.0%（93.2%～97.9%）（表1）。

（2）Clade 2.3.4：云南省边境地区 Clade 2.3.4 病

毒与Re-1、Re-4、Re-5疫苗毒株HA基因核苷酸（氨

基酸）序列同源性分别为 93.9%～95.8%（91.6%～

95.3%）、92.6%～94.5%（89.2%～92.9%）、97.1%～

99.5%（96.2%～99.5%）。云南Clade 2.3.4 病毒之间

HA基因核苷酸（氨基酸）序列同源性介于 95.4%～

99.6%（92.5%～99.3%）（表1）。

讨 论

基于病毒HA基因系统发育分析结果，将 1996

年以来全球出现的禽流感H5N1亚型病毒划分为10

个进化分支（Clade 0～ 9）和多个进化（亚）分支［2，3］，

Clade 2.3.2（东南亚株）、2.3.4（类福建株）、7（类山西

株）在 2005 年首次发现。本课题组先前研究发现

2003－2008年云南省边境地区禽流感H5N1亚型病

毒呈现单一分支（Clade 2.4）（2003、2004年）—多分

支（Clade 1、2.3.2、2.3.4、2.4、7）（2005、2006 年）—单

一分支（Clade 2.3.4）（2007、2008年）的进化过程，不

同进化分支或同一进化分支不同毒株HA基因分子

结构存在变异，Clade 2.3.4 株已成为该区域分布流

行的优势毒株［10，11］。间隔 2 年（2007、2008 年）后，

2009年在再次检出2.3.2毒株，且2010、2011年1－7

月 2.3.2 毒株所占比例显著增加，已呈现取代 2.3.4

毒株成为该地域流行的优势毒株。因此云南省边

境地区禽流感 H5N1 亚型病毒可能呈现单一分支

（Clade 2.4）（2003、2004年）—多分支（Clade 1、2.3.2、

2.3.4、2.4、7）（2005、2006 年）—单一分支（Clade

2.3.4）（2007、2008 年）—多分支（Clade 2.3.2、2.3.4）

表 1 云南省边境地区H5N1亚型病毒HA基因同源性矩阵

病毒

AGSGD196

ADKYN11903

ACKANKMX10311

ADKZT66700111

ACKHTYX10211

ADKBN81850109

ACKKM06100109

ACKWS0206

AGSHH074305

ACKTC011306

ACKBS20410

ADKWS16201009

ADKWS21250110

ACKCJYX10311

AAnhui105

ADKFJ173405

ACKKM0404

AGSYN331505

ACKShanxi206

注：黑体字为核苷酸序列同源性百分比，白体字为推导的氨基酸序列同源性百分比

进化分支

0（Re-1）

1

2.3.2

2.3.4

2.3.4(Re-5)

2.4

7

7（Re-4）

Ⅱ-1

Ⅱ-2

Ⅱ-3

Ⅰ-1

Ⅰ-2

同源性百分比（%）

97.2
92.5
92.4
92.4
93.8
95.4
95.0
94.4
96.1
95.8
93.9
94.7
94.0
95.9
96.1
96.3
96.5
95.4

97.3

94.0
94.0
93.6
95.3
96.8
96.6
95.6
97.2
97.2
95.1
95.8
95.2
97.3
97.3
97.6
96.6
95.3

92.0

93.6

97.9
94.8
96.5
95.0
94.7
92.7
94.2
94.2
92.7
93.2
93.0
94.4
94.4
93.7
91.6
90.9

91.4

93.1

97.6

94.8
96.2
95.0
94.7
92.6
94.1
94.1
92.6
93.1
92.9
94.1
94.3
93.6
91.8
90.8

91.3

93.3

94.3

94.1

97.2
94.5
94.3
92.2
93.7
93.7
92.6
92.9
92.8
93.7
94.0
93.5
91.9
91.3

93.4

95.4

95.5

94.9

96.2

96.1
95.8
94.0
95.5
95.5
94.1
94.4
94.3
95.6
95.8
95.2
93.1
92.3

94.2

96.3

93.7

93.5

93.5

96.0

99.0
95.4
96.9
97.0
95.5
95.8
95.5
97.1
97.1
96.7
95.1
93.9

94.9

97.0

93.4

93.2

93.2

95.1

97.9

95.1
96.7
96.7
95.1
95.6
95.2
96.7
96.8
96.5
94.6
93.6

91.6

93.6

88.8

88.3

88.0

90.9

92.5

93.2

97.5
97.5
95.4
96.1
95.5
97.4
97.6
95.9
93.8
92.6

94.7

96.6

92.3

91.8

91.4

94.9

96.7

95.6

94.6

99.2
96.9
97.6
97.0
99.1
99.2
97.4
95.4
94.2

95.3

97.2

92.8

92.3

92.0

95.5

97.2

96.2

95.1

99.5

97.1
97.7
97.3
99.5
99.2
97.4
95.5
94.5

92.9

94.7

91.4

90.9

91.3

93.7

95.5

94.4

92.5

96.7

97.2

97.2
99.6
97.1
97.1
95.4
93.8
93.0
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96.1

92.3

92.1

91.6

94.8

96.5

95.5

93.7

98.1

98.6

97.9

97.4
97.7
97.8
95.9
94.2
93.1

92.9

94.7

92.1

91.6

92.0

93.0

94.8

94.3

92.3

96.0

96.5

99.3

97.2

97.3
97.2
95.5
93.8
93.1

95.1

97.1

94.0

93.2

92.5

95.4

97.1

97.4

96.2

99.3

99.8

97.3

98.5

97.3

99.3
97.4
95.6
94.4

94.9

96.8

93.3

92.7

92.4

95.2

96.8

97.2

96.3

98.9

99.5

96.8

98.1

96.8

99.5

97.5
95.6
94.4

95.8

98.0

92.4

92.2

92.0

94.7

96.1

95.4

93.1

97.0

97.5

94.7

96.1

94.0

97.3

96.9

95.4
94.5

96.2

96.3

90.7

90.4

90.8

92.4

94.3

94.7

92.0

95.0

95.6

93.6

94.5

93.6

95.4

95.2

95.3

96.1

93.6

93.8

89.4

88.9

89.4

90.5

92.2

92.5

89.2

92.3

92.9

92.0

92.3

92.0

92.7

92.5

92.9

94.9
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（2009－2010 年）—单一分支（Clade 2.3.2）的进化

过程。

2007 年在我国青海省候鸟体内首次分离获得

2.3.2 毒株，而 2005、2006 年该省分离株属于 Clade

2.2［5，6］，且此毒株与2005、2006年分布流行的2.3.2毒

株不同［5，6］。2009－2011 年 7 月云南省边境地区

2.3.2 病毒样品可划分为 3 个进化小分支Ⅱ-1～

Ⅱ-3，其中除Ⅱ-3（ACKKM06100109）与2005、2006

年的2.3.2毒株遗传关系密切外，2.3.2 Ⅱ-1、Ⅱ-2为

新出现的变异株，与青海省2007年候鸟分离株亲缘

关系密切，且先后在我国湖南（2008）、香港（2009、

2010）及韩国（2008）、老挝（2008）、蒙古（2010）等地

人、家禽和野生鸟类体内发现 2.3.2 Ⅱ-1、Ⅱ-2 毒

株。因此 2.3.2 Ⅱ-1、Ⅱ-2毒株不是 2006年以前的

2.3.2 毒株再现，而是一个广泛分布的新变异株，其

传播与野生鸟类迁徙密切相关，并已取代2.3.4毒株

成为该区域分布流行的优势毒株。

2005 年在全球首次发现 Clade 2.3.2（东南亚

株）、2.3.4（类福建株）、7（类山西株）。2006年后我

国在家禽中大面积使用 Re-4（Clade 7）、Re-5

（Clade 2.3.4）毒株制备的灭活疫苗，在禽流感防控中

发挥了重要作用。2009－2011年7月在云南省边境

地区检测到 2.3.2 病毒与现在使用的疫苗毒株

（Re-4、Re-5）不属同一进化分支，且 2.3.2 Ⅱ-1、

Ⅱ-2与Re-4、Re-5病毒HA氨基酸序列同源性分别

为 88.9%～92.5%、92.4%～95.4%，呈现氨基酸序列

同源性逐年递减现象和趋势。2009 年以后检测到

的 2.3.4 病毒与 Re-5 属于不同进化小分支（2.3.4

Ⅰ-1、Ⅰ-2）。总之，云南省边境地区H5N1亚型病

毒呈现持续变异和进化趋势，存在遗传多样性，对

引起病毒进化和变异的特定自然因素和社会因素，

有待综合分析和系统研究。现行疫苗对当前变异

毒株的侵袭是否能提供有效免疫保护，还有待进一

步研究。
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