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云南边境地区禽流感H5N1亚型病毒
NS基因进化分析
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【摘要】 目的 阐明云南边境地区禽流感H5N1亚型病毒NSl、NS2基因变异特征及遗传进

化关系。方法在云南边境地区采集境外家禽和野生鸟类棉拭子样品，经H5N1亚型特异性多重

RT-PCR检测，阳性样品对病毒NS基因进行扩增，克隆Z至pMDl8一T载体测序，获得NSl、NS2基因

序列，并与已知参考毒株序列进行序列比对及系统发育分析。结果 自1240份样品中检出H5N]

亚型阳性样品71份，阳性率为5．72％；30份代表性阳性样品病毒NS基因测序获得17种序列，存在

3个不同进化(亚)分支(I一1、I一2、Ⅱ)；NSl／NS2基因与病毒血凝素(HA)基因呈现不同进化关

系；NSl蛋白涉及核定位信号区、RNA结合区、效应区及其他致病性相关的关键性氨基酸位点存

在替代或突变。结论云南边境地区H5N1亚型病毒NSl／NS2基因具有遗传差异，2010年以来

NS基因进化分支I一2、Ⅱ已成为当地流行的优势毒株。

【关键词】禽流感病毒；H5N1亚型；非结构蛋白l；非结构蛋白2或核输出蛋白；遗传分析
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of non．structural protein(NSl．NS2)genes related to avian influenza subtype H5Nl viruses isolated

from the boundary region of Yunnan province．Methods Swab samples were collected from foreign

poultry and wild birds in the boundary regions of Yunnan province and screened by H5瓜l subtype—

specific multiplex RT．PCR．The NS segment of H5N1 virus from the positive samples were amplified

by RT-PCR and cloned into pMD 1 8-T vectors for sequencing．The alignment and phylogenetic

analysis on those available NS 1．NS2 genes were performed with sequences of the known reference

strains．Results 7 1 positive samples were identified from l 240 samples，with the positive rate as

5．72％．Fourteen different NS segment sequences were obrained from 30 representative positive

samples and could be divided into 3 distinct clades or sub—clades(I—l，I一2 and II)，by

phylogenetic analysis．The NSI／NS2 genes and Hemagglutinin(HA)genes ofH5N1 viruses from the

boundary regions of Yunnan province showed different relationships regarding the characteristics Oil

genetic evolution．The substitution or mutation of key amino acids sites had been noticed in the

nuclear location signal domains，effect domain，and other pathogenici哆markers．Conclusion NS

genes of H5N1 subtype viruses in boundary region ofYunnan province showed genetic divergence and

the virus of elade I一2 and II had become dominant epidemic strains i13．this region since 2010．
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与我国云南省接壤或相邻的东南亚及南亚国家

已成为全球高致病性禽流感流行的主要区域，并逐

渐显现地方流行态势¨‘51。禽流感病毒(AIV)属正粘

病毒科流感病毒属A型流感病毒成员，其基因序列

第8节段分别指导翻译两种非结构蛋白(NS)即

NSl、NS2。NSl包含230～237个氨基酸，在流感病

毒复制中发挥重要作用，干扰或抑制宿主细胞

mRNA拼接、蛋白翻译及蛋白激酶活性，对细胞凋亡

呈现负调控，同时能拮抗I型干扰素的抗病毒感染

作用；NS2或NEP由121个氨基酸组成，与病毒基质

蛋白1(M1)、细胞输出因子(CEF)共同介导子代病

毒核糖核蛋白复合物(vRNP)的输出油，7|。本研究对

云南边境地区禽流感H5NI亚型病毒NSl、NS2基因

进行克隆、测序、序列比对及系统发育分析，以探讨

2008--2012年该地区H5N1亚型流感病毒NSl、NS2

基因变异特征及遗传进化关系。

材料与方法

1．样品：2003--2012年采自云南边境地区家禽

和野禽喉气管组织棉拭子样品1240份，置总RNA

裂解液中灭活后，低温运送至实验室；大肠埃希菌

DH5a感受态细胞由本实验室制备、保存；pMDl8一T

Vector购自宝生物工程(大连)有限公司。

2．主要试剂：DL2000 DNA Marker、总RNA提

取液(TaKaRa RNAiso Reagent)、病毒RNA／DNA提

取试剂盒(TaKaRa MiniBEST Viral DNA瓜NA

Extraction Kit Ver．3．0)、TaKaRa One Step RNA PCR

飚t(√WV)、Premix Taq酶购自宝生物工程(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．研究方法：

(1)RT-PCR及多重RT-PCR：按照试剂盒操作手

册，自棉拭子样品病毒裂解液中提取总RNA，采用

本课题组已建立的H5／N1亚型特异性RT-PCR及多

重RT-PCR进行检测阳]。

(2)NS基因的扩增、纯化：参照文献设计引物阳1，

BM—NS一1：5’一TAT TCG TCTCAGGGAGCAAAA

GCA GGG TG一3’．BM—NS一890R：5’一ALTA TCG

TCT CGT ATT AGT AGA AAC AAG GGT GTT

TT-3’，引物由宝生物工程(大连)有限公司合成。自

多重RT-PCR阳性核酸样品中扩增病毒NS全基

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／pl。

(3)重组质粒构建和鉴定：取l ul纯化产物与

1 ul pMDl8一T载体(50 n94tD进行连接反应，连接产

物转化DH5a感受态细胞，孵育后，涂布于Ampcilin

抗性平板，37℃过夜培养，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。

(4)序列比对、同源性及系统发育分析：采用

DNAMAN等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1240份棉拭

子样品，H5N1阳性71份，阳性率为5．72％。选择时

间、地点、宿主不同的阳性样品17份，对病毒NS基

因进行克隆、测序。

2．NS基因测序及NSl、NS2基因拼接：基于NS

基因测序结果，截取27。704 nt、27～56 nt／514～

849nt拼接NSl、NS2基因，分析发现2003--2012年

云南边境地区禽流感H5NI亚型病毒NSl、NS2基因

具有遗传差异，17份样品NS I、NS2基因测序结果存

在17种不同序列，分别对应Adkynll92003、

Ackkm404、 Agsyn33 l 505、 Ackwenshan0206、

Adkws2012050109、A幽1711750409、Ackkm06100109、
Adklc91950409、Adkbn81850109、Ackyx020610、

Ackyx040610、 Ackcjyxl0311、 Ackhtyxl0211、

Ackankml03 1 1、Adkzt6670011 1、Ackbs450412、

Adkws40412共17份代表性样品。

3．NS基因系统发育分析：基于17份代表性样

品中病毒NS基因测序数据，与GenBank的国内外代

表毒株序列进行系统发育分析。结果发现云南边境

地区17份阳性样品中H5N1亚型病毒NS基因属于

3个不同进化(亚)分支(I一1、I一2、Ⅱ)，NS进化分

支I一1包含2003—2009年及1份2012年

(Adkws40412)云南边境地区H5N1亚型阳性样品，

与2005年安徽(Aanhuil05)、福建(Adkt]73495)、

2009年贵州(Agzl09)、湖南(Ahunan209)毒株遗传

关系密切；NS的I一2包含2011年3份阳性样品，与

2009年中国广西(Agxl09)、2011年越南
(Amdcvietlbm661 1)毒株遗传关系密切；NS lI包含

大部分2010--2012年阳性样品，与2011年中国湖南

(Aenvhunan32011)、2010年老挝(Adkla047110)、
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2011年印度(Ackindca030111)、2012年越南

(Adcvietlbml4012)毒株遗传关系密切。与已发表

的HA基因系统发育分析结果对比分析n0‘13]，

NS I一1包含包含HA基因进化分支1、2．4、7及部分

2．3．2(2006、2009年)、2．3．4(2005、2009、2012年)毒

株或阳性样品，I一2包含部分2011年HA 2．3．2、

2．3．4毒株或阳性样品，Ⅱ包含大部分2010--2012年

HA2．3．2毒株或阳性样品(图1和表1)。

4。NSl氨基酸序列比对分析：基于云南边境地

区17份阳性样品中病毒NSl基因序列，推导其编码

的氨基酸序列，并与代表毒株NSl氨基酸序列进行

比对分析。结果发现，与原型毒株(1996年广东鹅

H5N1亚型分离毒株，Agsgdl96)比较，2003—2012

年云南边境地区H5N1亚型病毒阳性样品NSl

aa80一aa84位氨基酸均存在缺失；NS进化分支

I一2、Ⅱ毒株或阳性样品NSl aa70(E_D)、aal07

(A_V)存在氨基酸替代；NS I一2 2011年毒株或阳

性样品NSl aa73(S_P)、aa87(驴一+E)、aal93(I／L_

V)、aa217(M_÷L)、aa220(T—A)存在氨基酸替代；

0．01

图1云南省边境地区禽流感H5N1亚型病毒

NS基因系统发育分析

表1 H5N1病毒NSI蛋白氨基酸替代位点比对分析
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NSⅡ毒株或阳性样品NSl aall8(I—M)、aal23(I—

V)、aal66(G_S瓜)、aal89(V_I)、aa212(N叶R／H)

(部分)存在氨基酸替代。氨基酸位点多样性呈现一

定的进化(亚)分支特异性。部分毒株或阳性样品

NSl aal93、aa200、aa208、aa210也存在氨基酸多样

性(表1)。

5．NS2氨基酸序列比对分析：云南边境地区17

份阳性样品中病毒NS2基因推导的氨基酸序列比对

分析发现，NS进化分支I一2中部分毒株或阳性样品

NS2 aa48(A_T)、aa64(I㈡N)存在氨基酸多样性；
NS II毒株或阳性样品NS2 aa35(F_L)存在氨基酸

多样性，其部分毒株或阳性样品NS2 aa22(A_E)、

aa59(Q_H)存在氨基酸多样性；2012年阳性样品

(Adkws40412、Ackbs50412)在aall5、aall6间插入

了一个氨基酸残基(F)。见表2。

讨 论

2003--2012年云南边境地区禽流感H5N1亚型

病毒NS基因存在遗传差异，有3个进化分支(I一1、

I一2、Ⅱ)。NS进化分支I一1毒株NS基因来源于

2003、2004年云南边境及我国部分省区禽流感

H5N1亚型病毒；进化分支I一2、Ⅱ毒株NS基因来

源于2009年以后我国及东南亚地区H5N1亚型分离

毒株。云南边境地区2010年以后与2009年以前

H5N1亚型病毒NS基因来源不同n4，1“，进化分支

I一1毒株NS基因和HA基因进化不同步。进化分

支I一1毒株HA基因来源于不同HA进化分支(1、

2．4、2．3．2、2．3．4、7)；进化分支I一2、Ⅱ毒株NS基因

和HA基因呈现同步进化，可能分别来源于2个不

同的原代毒株。研究表明2003--2012年云南边境

地区禽流感H5N1亚型病毒不同毒株问HA基因、

NS基因存在基因重排或基因重配，呈现病原生物

多样性。

NSl含有2个核定位信号区，分别位于aa34一

aa38、aa203～aa237[6'7I。云南边境地区禽流感H5N1

亚型病毒NSl aa34。aa38核定位信号区非常保守，

而aa203。aa225核定位信号区变异较大，其aa204、

aa208、aa210、aa212、aa217、aa220位点存在氨基酸多

表2 H5N1病毒NS2蛋白氨基酸替代位点比对分析
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样性，尤其是aa212及aa217、aa220位点的氨基酸多

样性，呈现一定的进化分支特异性。NSl aal～aa73

构成RNA结合区，aa73～aa225构成效应区[6，“，云南

边境地区禽流感H5N1亚型病毒RNA结合区关键性

氨基酸位点均未发生替代或突变。NSl PDZ结构域

序列ESEV，具有禽源毒株氨基酸结构特征6’7I。NS

进化分支I一2毒株NS2 aa48、aa64，II毒株NS2

aa22、aa35、aa59位点发生的氨基酸多样性，有一定

的分支特异性。氨基酸多样性对病毒增殖特性、宿

主适应性、致病性及毒力的影响还有待进一步研究。

NS基因系统发育分析及NSl、NS2氨基酸序列

比对结果表明，2010—2012年在云南边境地区分

布、流行的禽流感H5N1亚型毒株，不是2009年以前

毒株的延续或再现，而是由基因重排或基因重配产

生的新型毒株”4’”3，对其产生的自然因素和社会因

素，及其对禽流感发生、分布、流行的影响还有待系

统研究和科学评估。

参考文献

[1]Guan Y，Smith GJ，Webby R，et a1．Molecular epidemiology of

H5N1 avianinfluenza．Rev SciTech．2009，28(1)：39—47．

[2]Lvov DK，Shchelkanov MY，Prilipov AG，et a1．Evolution of

highly pathogenic avian influenza H5N 1 virus in natural

ecosystems of noahem Eurasia(2005—2008)．Avian Dis，2010，

54(1 Suppl)：483-495．

[3]Neumann G，Green MA，Macken CA．Evolution of highly

pathogenic avian H5N1 influenza viruses and the emergence of

dominant variants．J Gen Vir01．2010．91(Pt 8)：1984—1995．

[4]Eagles D，Siregar ES，Dung DH，et a1．H5N1 highly pathogenic

avian influenza in Southeast Asia．Rev Sci Tech．2009．28(1)：

34l一348．

[5]Chairul AN，Shinya Y，Reviany VN，et a1．Genetic characterization

of H5N1 influenza viruses isolated from chickens in Indonesia in

2010．Virus Genes．2012，44：459—465

[6]Alexander CK，Wu WL，Lau SY，et a1．Two—dimensional

antigenic dendrogram and phylogenetic tree of avian influenza

virus H5N1．FEMS Immunol Med Microbi01，2012，64：205—

211．

[7]Olga VC，Vitaliy MS，Kulyaisan TS，et a1．Molecular and genetic

analysis of NS gene from high pathogenic strains of the avian

influenza(H5N1)virus isolated in Kazakhstan．Gene，2011，476：

·495·

15一19．

[8]ZhangYG，Song几，HuYY，et a1．Development ofRT-PCR and

multiplex RT-PCR for detecting avian influenza virus．Chin J Vet

Sci Technol，2005，35(8)：600—604．(in Chinese)

张应国，宋建领，胡媛媛，等．禽流感病毒RT-PCR及多重

RT-PCR检测技术的建立．中国兽医科技，2005，35(8)：600—

604．

[9]HoffmannH，Stech J，GuanY，et a1．Universal primer set ofthe

full—length amplification of all influenza A virus．ArchⅥr01．

2001，146：2275—2289．

[1 O]Ye CH，Zhang WD，Song几，et al Evolutionary characteristics of

hemagglutinin genes of H5N 1 subtype avian influenza viruses

from boundary region of Yunnan province．Chin J Health Lab

Technol，2009，19(6)：1216—1218，1247．(inChinese)

叶丛华，张文东，宋建领，等．云南边境禽流感H5N1亚型病毒血

凝素基因进化特征分析．中国卫生检验杂志，2009，19(6)：

1216—1218，1247．

[1 1]Ye CH，Zhang WD，Song几，et a1．Molecular characteristics of

the hemagglutinin genes of avian influenza virus subtype H5N1

in the boundary region of Yunnan province．Chin J Zoonoses，

2010．26(2)：10l一106．(in Chinese)

叶丛华，张文东，宋建领，等．云南边境禽流感H5N1亚型病毒血

凝素基因分子结构特征分析．中国人兽共患病学报，2010，26

(2)：101—106．

[12]Zhang WL，Zhang WD，Zhao HY，et a1．Variation characterization

of HA gene of avian influenza H5N1 virus in boundary of

Yunnan province．Chin J Prev Med．2012．46(2)：177—181．(in

Chinese)

张武林，张文东，赵焕云，等．云南省边境地区禽流感H5N1亚

型病毒血凝素基因变异特征分析．中华预防医学杂志，2012，46

(2)：177一181．

[1 3]Zhang WL，Zhang WD，Zhao HY，et a1．Genetic diversification

of avian influenza H5N1 virus in boundary areas of Yunnan

province．Chin JEpidemiol，2012，33(3)：323—327．(inChinese)

张武林，张文东，赵焕云，等．云南省边境禽流感H5NI亚型病

毒遗传多样性分析．中华流行病学杂志，2012，33(3)：323—327．

[14]Hu X，Liu D，Wang M，et a1．Clade 2．3．2 avian influenza virus

(H5N1)，Qinghai Lake region，China，2009—2010．Emerg Infect

Dis．20lI．17(3)：560—562．

[15]Li Y，Liu L，Zhang Y，et a1．New avian influenza virus(H5N1)

in wild birds．Qinghai．China．Emerg Infect Dis，2011，17(2)：

265—267．

(收稿日期：2012—12—24)

(本文编辑：张林东)

 


