
·604· 生堡煎堡疸堂鲞查!!!!堡!旦箜!!鲞箜!塑堡垒垫!里旦翌!翌!!!!!竺!垫!!!迪!．丝!堕!：!

浙江省人感染H7N9禽流感病毒的
基因组序列分析

·实验室研究·

陈寅 茅海燕 李榛徐昌平 高见 冯燕 王欣莹 严菊英 张严峻卢亦愚

【摘要】 目的分析浙江省2013年4月初一例人感染甲型H7N9禽流感患者的病原学和基

因组序列特征。方法提取患者标本的病毒RNA并用荧光定量ImPcR方法检测，一步法

RT-PCR扩增H7N9禽流感病毒基因组的8个片段，测序并拼接出基因组序列。下载目前已经公布

的H7N9禽流感病毒和其他H7、N9亚型的病毒的HA和NA序列，采用Mega 5．1软件对其进行序

列比对并构建进化树。根据测序的结果分析该例H7N9禽流感病毒的序列变异情况。结果该

患者标本甲型流感、H7亚型和N9亚型均为阳性，通过扩增基因组各片段并进行测序。对血凝素

和神经氨酸酶基因进行比对和进化树构建，结果显示该H7N9病毒HA基因与～duck／Zhejiang／12／

2011(H7N3)的亲缘关系最近，NA基因与～wildbird依ore“A14／2叭1(H7N9)的亲缘关系最近。

编码内部蛋白的6个基因均与中国大陆近两年的H9N2毒株最为相似。该标本的病毒HA蛋白发

生了Q226L突变，而与已经公布的人感染H7N9禽流感毒株均不一致的是PB2未发生E627K突

变。结论从该份临床标本完成了检测和基因组各片段的扩增与测序。该病毒与已报道的人感

染H7N9禽流感病毒同源性高，存在Q226L等重要位点的突变，但PB2未发生E627K突变。
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【Abstract】 objec廿ve To analyze the etiology and genomic sequences ofhuman infection of

aVian—origin innuenza A(H7N9)vims仔om Zhejiang province．Methods Ⅵml IⅢA was extracted

行om patients of suspected H7N9 innuenza vims infection and real．time IU乙PCR was conducted for

detection of viral RNA．A1l 8 se鲫ents of innuellza vims were amplified by one．step ImPCR and

genomlc sequences were assembled using me sequencing data．AU the currentlV available HA and NA

genes of the novel H7N9 vims，some omer HAs f而m H7 subtype and NAs行om N9 subtype were

downloaded行om public database for phylogenetic analysis，using me Mega 5．1 software．Mutations

and Vanatlons were analyzed，using me genomic sequence data．Results Reactions for innuenza tyDe

A，subt)，pe H7 and subtype N9 were aU positive and all me genomic mlgments were锄plified for

sequencing．After alig珈ment，sequences were subjected for phylogenetic analysis．The results revealed

highest homology wim～duck，，zhejian∥12／20l 1(H7N3)in HA gene and winl A／wild bird／Korea／

A14／2011(H7N9)in NA gene of the H7N9 influenza vinls．A11 6 genes coding for intemal proteins

shared highest identities with H9N2 avian influenza which were circulated in the Chinese mainland，

in me 1ast two years．The sequenced vims showed Q226L mutation in HA protein’but E627K was

not presented in PB2 pmtein of this vims．The E627K mutation was shared by all the other novel
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H7N9 vimses resulted in human infections through analysis on the currently available sequences．

Conclusion Usin2 the clinical samples，both detection of the viral genes and ampli6cation of an 8

segments of the novel H7N9 innuenza villls were accomplished．Hi曲homology of the novel H7N9

innuenza vimses was observed by phylogenetic test，using the currently available sequences．The

vims showed 0226L mutation on HA protein but E627K did not present on PB2 protein of this

V1TUS．

【Key words】 H7N9 avian innuenza vims；Genome；sequence analysis；Phylogenetic tree

流感病毒属正黏病毒科，分甲、乙、丙3个型，其

基因组为分节段负链RNA⋯。甲型流感病毒多发于

禽类，一些亚型也可感染猪、马等哺乳动物及人类。

以往感染人的禽流感病毒亚型主要为H5N1、H9N2、

H7N7，其中感染H5N1的患者病情重，病死率高。

2013年以前已经报道的人感染H7亚型的禽流感病

毒的有H7N2、H7N3和H7N7[2‘5J，引起人的呼吸道感

染和结膜炎等症状。2013年3月在我国上海、江苏、

安徽、浙江等地相继出现人感染H7N9禽流感病

例。这是全球首次发现人感染H7N9禽流感，是由

来自于H9N2内部蛋白基因、H7血凝素基因和N9神

经氨酸酶基因等禽源流感病毒基因片段重配形成的

一个新病毒所致。疫情发生后，国家流感中心迅速

确定病原并公布与分析了3株病毒的基因组序列哺1，

提供流感网络实验室用于荧光定量检测的引物与探

针。本研究选取浙江省湖州市报告的人感染H7N9

禽流感患者标本，通过RT-PCR扩增病毒基因组的全

部8个片段进行序列测定，分析其核苷酸序列特点，

为进一步开展H7N9禽流感病毒研究提供科学依据。

材料与方法

1．材料：样本来自2013年4月3日浙江省湖州

市报告一例疑似人感染H7N9禽流感病例采集的下

呼吸道吸出物。该患者为男性，64岁，农民。于3月

29日发病，4月4日死亡。病毒IⅢA采用Qiagen

RNeasv Mini硒t提取，荧光定量R11．PcR采用

A驴ath．ID 0ne—Step R1乙PCR试剂盒，一步法基因扩

增试剂盒Titan 0ne Tube RT-PCR System购自

Roche。DNA Marker DL2000和琼脂糖购自TaKaRa

公司，DNA凝胶回收试剂盒购自Qiagen。

2．病毒RNA提取和核酸检测：采用Qiagen

RNeasy Mini试剂盒提取200¨l临床样本中的总

RNA，溶于50 ul DEPC处理的H：O中。病毒RNA立

即用于荧光定量R1二PCR检测。

3．ImPCR扩增病毒基因片段：以一70 cC保存的

患者标本I悄A为模板，按照文献[7]采用针对甲型

流感病毒8个基因片段的保守区域的引物进行反转

录与扩增，再依据已经公布的H7N9禽流感病毒基

因组序列设计各基因的中间测序引物。引物由上海

生工生物技术有限公司合成，用DEPC处理H。0溶

解为20¨mol／L。按Titan 0ne Tube ImPCR System

试剂盒要求配制R1印CR反应液，反应体系为25“1，

其中H：O 5“l，dNTP 4“l，DTT 2．5¨l，5×RT bu饪．er

5 u1，2条弓l宅日各0．75“1，Emix 1“l，RNase Inhibitor

1 ul，病毒RNA模板5肚l。RT-PCR程序：42℃30 mill；

94℃2 min；94℃15 s，55℃30 s，68℃4 min，循

环40次；68℃10 min。配制1．5％的琼脂糖凝胶，取

扩增产物进行凝胶电泳，根据DNA分子量标准判断

扩增条带大小是否正确。选取特异性扩增条带，用

琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化目的条带。

4．序列测定与种系发生树的构建：纯化的PcR

扩增产物由上海生工生物技术有限公司测序。除扩

增引物之外，同时用在各基因内部设计的引物用于

测序。测序所得的序列文件用DNAstar软件的

SeqMan进行分析并拼接出H7N9禽流感病毒的所

有片段的完整0RF序列。将测序的HA和NA序列

分别与GenBank或EpiFlu数据库中下载的其他地区

的序列用Molecular Ev01utionary Genetics Analvsis

version 5．1(Mega 5．1)软件进行比对㈨，保留各基因的

0RF区域，去除非编码区的基因序列，用Neighbor-

Joining方法绘制NA基因编码区的种系发生树，采

用Boots仃印法(replication=1000)进行检验。

结 果

1．荧光定量R1二PCR检测、各片段扩增：以从患

者下呼吸道吸出物标本提取的病毒RNA为模板，进

行荧光定量ImPCR检测，结果显示该患者样本中

甲型、H7亚型和N9亚型均为阳性。对于该标本，国

家流感中心和浙江省疾病预防控制中心自行合成的

检测H7和N9亚型的引物探针均能获得很好的扩增

效果。以从患者标本提取的病毒RNA为模板，通过

ImPcR扩增各基因片段后电泳发现，均能获得符合

预期大小的特异性扩增产物。紫外灯下割取目的条

带，纯化后将DNA溶于H：O中，用扩增时的2条引

物和各基因内部的引物同时测序。荧光定量

RT-PcR检测和病毒基因组片段的扩增结果见图1。
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注：A为检测甲型流感病毒的荧光定量RT．PcR；B为检测H7和N9亚型流感病毒的荧光定量RT-PcR(国家流感中心提供引物与探针)；

c为检测H7和N9亚型流感病毒的荧光定量ImPcR反应(本研究合成的引物与探针)；D为一步法R1：PcR扩增产物，1—8依次为PB2、
PBl、PA、HA、NP、NA、MP、NS，M：DL2000 DNA标准带

图1 浙江省l株H7N9禽流感病毒荧光定量RT．PcR与片段扩增

2．各基因序列相似度分析：测序所得序列经

SeqMall分析、拼接出A／z蛔iang／HI亿1／2013(H7N9)
的基因组序列，各片段测序结果均包含了完整的

OI江区。将各片段的序列利用BLAsT进行分析，在

基因数据库中寻找相似度最高的序列。结果显示，

血凝素(HA)与～duck／Zhejian∥12／2011(H7N3)的

相似度最高，达到99．25％。神经氨酸酶(NA)与～

mallard／Czech Republi“13438—29K／2010(H11N9)的

相似度为96．46％。编码内部蛋白的6个基因均与中

国大陆近两年H9N2毒株最为相似(表1)。

表1浙江省H7N9禽流感病毒各基因序列相似度分析

基因盖嚣 相似度最高的毒株 亚型冀笏乒lDDl L％，

PB2 2280』Vbr锄bliIlg／Beiiin∥16／2012 H9N2 99．25

PBl 2274 A／chickeI以iangs“03／2010 H9N2 98．81

PA 2151 A／chickeIl，Zheiiang／607／201l H9N2 99．12

HA 1683 A，duc】【／ZheiiaIl∥12／2011 H7N3 95．96

NP 1497 A7chicken／zheii锄2／6ll／201l H9N2 98．80

NA 1398 A／删ard／Czech ReDubnc，13438_29K／2010 HllN9 96．46

MP 982～chicken／zheji孤g／607，201l H9N2 98．47

NS 838 A／chickeIl／Dawan酊l／2011 H9N2 99．16

3．病毒表面蛋白基因的进化分析：将来自上海

市和安徽省病例的H7N9病毒序列、禽和外环境

H7N9病毒序列和测序的A亿hejiang／HuZl／2013

(H7N9)、随机选取的两起人感染H7亚型禽流感病

毒的HA基因以及其他H7亚型流感病毒的HA基因

进行比对和进化树构建，结果显示所有2013年人、

禽和外环境的H7N9毒株聚集在同一分支上，这些

HA基因与A／duc“zhejian∥12／2011(H7N3)的亲缘

关系最近(图2)。同样将来自于上海市和安徽省病

例的H7N9病毒序列、禽和外环境的H7N9病毒序列

和测序的A亿hejiang／HuZl／2013(H7N9)以及其他

N9亚型的流感病毒的NA基因进行比对和进化树构

建，结果显示所有2013年的人、禽和外环境的H7N9

毒株聚集在同一分支上，这些NA基因与来自于～

wild bird依orea／A14／2011(H7N9)的亲缘关系最近。

除了本次人感染H7N9禽流感病毒以外，数据库中

未见其他N9亚型流感病毒造成人的感染，NA基因

种系发生树结果见图3。

4．病毒基因和蛋白重要位点的变异情况分析：

将测序的～zhejiang／Huzl／2013(H7N9)和来自于上

海、安徽两地病例的H7N9病毒序列、禽和外环境

H7N9病毒序列的HA和NA氨基酸序列进行比对，

并分析氨基酸变异情况(表2)。在HuZl中，HA蛋

白发生了Q226L[6’93(226位为按照H3顺序)，提示病

毒可能对cc一2，6受体位点结合能力有所增强。在

HuZl中，HA0蛋白的切割位点的序列为

“PEIPKGR宰GLF”，符合禽低致病性流感病毒的典型

特征‘10’1“。

对NA蛋白的分析显示，在Shall曲a订毒株NA

蛋白中发生的R294K据认为可以提高病毒对神经

氨酸酶抑制剂的抵抗能力，而包括HuZl在内的其他

H7N9禽流感病毒均未发生R294K或其他神经氨酸

咖咖咖咖咖咖咖。
珊姗瑚咖瑚姗瑚
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表2 H7N9禽流感病毒表面糖蛋白序列变异情况

注：HllZl：A／zhejiang／HuZl／2013(H7N9)；A111lui：A／A11llui／1／2013(H7N9)；shan曲ail：A／shallghai／l／2013(H7N9)；shan曲ai2：～shanghai／

2／2013(H7N9)；Hangzhoul：们angzho“l／2013(H7N9)；Chicken：A／ChickeIl／ShaIlgha“S1053／2013(H7N9)；Pigeon：A，Pigeo“Shanghai／S1069／
2013(H7N9)；Envimment：A／Envimnment／Shall曲ai／S1088／2013(H7N9)

注：采用Mega 5．1软件的Neighbor-Joining方法绘制，Boots订apt值为1000；

●为感染人的H7亚型禽流感病毒，其他病毒为禽源或外环境病毒

图2 H7N9禽流感病毒HA基因种系发生树

酶抑制剂耐药位点的变异，提示病毒对奥司他韦等

神经氨酸酶抑制剂依然敏感。此外，与AIlhui、

Shan曲a订、Shan曲ai2和Hangzhoul毒株一样，HuZl

病毒的NA蛋白的69～73位的stau(区亦发生缺失，

而研究表明此处缺失可引起病毒在小鼠感染中毒力

的增强¨“。

在内部蛋白PB2中，国家流感中心已经公布的

AIlllui、Shan曲a订、shanghai2和Hangzhoul人感染

H7N9禽流感病毒毒株的序列中都发生了

E627K的突变，但3株分别来自于鸡、鸽子

和外环境的H7N9禽流感病毒中，PB2的

627未发生突变，仍然为E。HuZl病毒与

已报道的所有人源H7N9毒株不同，其

PB2的627位编码E，与禽源毒株一致。

HuZl病毒的其他内部蛋白的重要位点均

与mlllui株相同，包括M2蛋白发生了金刚

烷胺类药物S31N耐药位点突变，PBl发生

了H99Y、1368v突变，M1蛋白发生了

N30D和T215A突变等。

讨 论

本研究同源性分析表明，人感染

H7N9禽流感病毒与2013年在上海市采集

的禽源和外环境H7N9病毒的同源性均较

高，未发生大的变异。HA基因序列分析

表明，HuZl病毒仍符合禽低致病性流感

病毒的典型特征，HA蛋白发生的Q226L

变异对其受体结合特性以及病毒的致病

性等仍有待进一步验证。在对HA基因的

进化分析中，除了本次H7N9感染人类的

病毒序列以外，还随机选取了两起人感染

禽流感病毒的HA基因，分别为来自荷兰

的H7N7和墨西哥的H7N3，亲缘关系分析

结果显示，在这些造成人感染病毒之前的2～3年，

相近地域均有亲缘关系最近的禽类病毒存在，提示

在发生人的禽流感病毒感染之前，在禽类和环境中

已经存在具有类似基因片段的毒株循环与适应。

NA蛋白的一些特征性序列、位点与国家流感中
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