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浙江省1 999--20 10年乙型流感病毒血凝素
和神经氨酸酶基因变化特征分析

茅海燕周敏张严峻陈寅徐昌平 李榛严菊英卢亦愚

【摘要】 目的分析1999--2010年浙江省乙型流感病毒主要抗原基因血凝素(HA)和神经

氨酸酶(NA)的分子变异特征。方法采集浙江省流感暴发疫情和哨点监测医院的流感样患者呼

吸道标本，荧光定量RT-PCR快速检测和病毒分离，选取乙型流感病毒分离代表株进行HA和NA

基因测序，采用生物信息学软件分析变异和进化。结果共分析浙江省乙型流感病毒分离株34

株，其中Victoria系20株，Yamagata系14株；1999—2010年间Victoria系毒株的HA。基因变异率

4．5％，Yamagata系毒株为3．4％；2004年后分离的Victoria系毒株均为基因重配株，HA属于Victoria
系，而NA属于Yamagata系；2010年新型甲型HINI流感流行高峰过后，浙江省仍以乙型流感病毒

流行为主，分离株与2009--2010年流感疫苗株B／Brisbane／60／2008接近，与往年乙型流感毒株相

比HA和NA发生多个氨基酸位点变异。结论1999--2010年浙江省乙型流感病毒流行株发生

明显变异，基因重配和抗原漂移是病毒发生变异的主要机制。

【关键词】乙型流感病毒；血凝素；神经氨酸酶；变异
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【Abstract】 Objective To Charactedza the genetic diversity of hemagglutinin(HA)and
neuraminidase(NA)of influenza B viruses isolated in Zhejiang province during 1 999—20 l O．

Methods Respiratory specimens were collected from patients with flu—like syndrome during the

influenza outbreaks or from the hospitals which carrying out influenza surveillance project in Zhejiang

province．Samples were detected by real．time RT-PCR and isolated for influenza virus．HAl and NA

genes of influenza B virus isolates were amplified and sequenced．Phylogenetic comparison and

genetic diversity analysis were performed using the bioinformation software．Results A total of 34

influenza B vimses were evolved in this study including Victoria．1ike and Yamagata-like strains
according to the results of the Hl test．n坨mutation rate of Victoria-like HAl gene was 4．5％and

Yamagata-like HAl gene was 3．4％。respectively．The Victoria-like influenza B isolates had appeared
t0 be all re．assortants having a Victoria lineage HA and Yamagata lineage NA since 2004．The

predominant type of influenza virus isolates in 2010 Was also influenza B vi／IIS after the HINl flu

pandemic in Zhejiang province．111e isolated strains were antigenicaily and genetically similar to
B／Brisbanc／60／2008--the vaccine strain proposed for 2009—2010．Many differences of HAl and NA
amino acids existed in the current isolates when compared to previous influenza B strains．
Conclusion Significant diversity Was generated among influenza B virus isolateA from 1999 to 2010

in Zhejiang province．Genetic re．assortment and antigenic drift seemed the main evolutionary
mechanism on influenza B virus．
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系别，分别以B／Victoria／2／87和B／Yamagata／1 6／88为

代表株⋯。浙江省最近10年出现甲。、甲，和乙型流

感交替流行的特点，乙型流感曾在2006年上半年以

及2009年初出现较强的流行高峰，发生多起乙型流

感引起的聚集性疫情幢J1。根据中国流感监测信息
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系统数据显示，浙江省2010年1—7月新型甲型

H1N1流感流行高峰逐渐回落后，乙型流感又成为最

主要流感流行株。为明确最近10年浙江省乙型流

感流行株的主要分子进化特征和基冈变异趋势，对

1999--2010年间浙江省分离的乙型流感流行株主

要表面抗原基因一血凝素(hemagglutinin，HA)和神

经氨酸酶(neuraminidase，NA)基因进行分子变异特

性研究。

材料与方法

1．标本和病毒株来源：采集各年浙江省不同地

区流感暴发疫情和国家流感哨点监测医院流感样病

例咽拭子或含漱液标本，4℃运送至实验室后即刻

进行核酸检测和病毒分离，标本均一80℃保存。

1999和2001年病毒株为本实验室早期分离，在

MDCK细胞上增殖后备用。共有34株乙型流感分

离株用于本研究(表1)。

2．标本核酸检测：取标本200 lal，利用Qiagen

RNeasy mini试剂盒提取病毒RNA后，根据本实验

室建立的TaqMan探针荧光定量RT-PCR方法进行

甲。、甲，及乙型流感病毒核酸检测M]。

3．病毒分离与定型：流感病毒核酸检测阳性标

本经抗生素处理后，接种于长成单层的MDCK细胞

上，逐日观察细胞病变，共观察7 d，阴性者盲传一

代，细胞病变完全后收集培养物上清，用血凝试验确

定阳性病变，并用血凝抑制试验(HI试验)对阳性分

离物进行型别鉴定，试验所用的标准血清和标准抗

原由国家流感中心提供。

4．HA与NA基因序列扩增与测序：选取1999—
2010年乙型流感病毒分离株34株提取病毒RNA

后，用罗氏公司TitanTM one Step RT-PCR System试剂

盒扩增HA，和NA全基因序列。HA，引物序列为：

Bll^+2：57一GCA GAA GCA GAG CAT TTT CTA

ATA TCC一3 7和BHA一1160：5’一TGC CAA CCT GCA

ATC ATT CCT TCC一3 7；NA引物序列为：BN。+3：

5’一GAA CAA TGC TAC CTT CAA C一3’和

BN．一1422：5’一CAA CCA TTC CTC CAT TAC

AG一37。RT-PCR反应体系参照试剂盒说明书进行

设置，反应条件50℃30 min，94℃2 min反转录后，

94℃30 s，52℃30 S，68℃2min，共35个循环，然

后再68℃10 min。RT-PCR反应在德国Eppendorf

PCR仪上进行。PCR阳性产物进行基因测序，测序

反应委托上海Invitrogen公司测序部完成。

5．HA与NA进化分析：测序结果用DNAStar软
件seqman模块进行序列拼接后，用Bioedit软件分析

核酸和氨基酸序列联配，并用Mega软件NJ法构建

基因进化树，以B／Lee／40病毒株的HA和NA为基因
进化树树根。除本实验测序数据以外的其他基冈序

列以及历年流感疫苗株序列均从美国GenBank流感

数据库中下载。

结 果

1．HA，基因变异和进化树分析：1999--2010年

浙江省乙型流感分离株HA。基因进化树见图1。34

表1 1999--2010年浙江省34株乙型流感分离株

序号 病毒株 分离地区HA型别 NA型别 序号 病毒株 分离地区HA型别 NA型别

l B／Zhejiang／31／1999 杭州 Y Y 1 8 B／Zhejiang／3 1 6／2007 宁波 V Y

2 B／Zhejiang／12／2001 杭州 v v 19 B／ZhejiangJ’599／2007 杭州 Y Y

3 B／Zhejiang／602／2004 宁波 V Y 20 B／Zhejiang／752／2007 温州 Y Y

4 B／Zhejiang／l 163／2004 湖州 Y Y 21 B／Zhejiang／1078／2007 宁波 Y Y

5 B／Zhejiang／5／2005 温州 Y Y 22 B／Zhejiang／54／2008 衢州 Y Y

6 B／Zhejiang／35／2005 杭州 Y Y 23 B／Zhejiang／93／2008 宁波 Y Y

7 B／Zhejiang／55／2005 杭州 Y Y 24 B／Zhejiang／223／2008 舟山 V Y

8 B／Zhejiang／65／2005 金华 Y Y 25 B／Zhejia．g／75／2009 金华 V Y

9 B／Zhejiang／166／2005 温州 V Y 26 B／Zhejiang／131／2009 台州 V Y

10 B／Zhejiang／l 568／2005 丽水 V Y 27 B／Zhejiang／148／2009 嘉兴 V Y

11 B／Zhejiang／l／2006 嘉兴 V Y 28 B／Zhejiang／151／2009 金华 V Y

12 B／Zhejiang／498／2006 台州 V Y 29 B／Zhejiang／292／2009 湖州 Y Y

13 B／Zhcjiang／541／2006 丽水 V Y 30 B／Zhejiang／322／2010 绍兴 Y Y

14 B／Zhcjiang／700／2006 丽水 V Y 3l a／Zhejiang／l 194／2010 衢州 V Y

15 B／Zhejiang／713／2006 温州 V Y 32 B／Zhejiang／570／2010 绍兴 Y Y

16 B／Zhcjiang／815／2006 绍兴 V Y 33 B／Zhejiang／l 205／201 0 湖州 V Y

17 B／Zhejiang／820／2006 温州 V Y 34 B／Zhejiang／‘890／2010 温州 V Y

注：Y代表L型_ig感Yamagam系，V代表Victoria系
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图1 1999--2010年浙江省乙型流感病毒分离株HA。进化树

株分离株中，20株属于Victoria系分支，14株属于

Yamagata分支，与HI鉴定结果完全一致。1999--

2010年Victoria系毒株间的HA。基因最大变异率达

4．5％，Yamagata系毒株为3．4％。Victoria系分离株

随时间推移逐年发生变异，同时相同年份病毒株也

存在一定变异，其中B／Zhejiang／1／2006与同年其他

分离株存在一定差异，在进化分支上更接近于往年

的病毒株。2009年同一年份的分离株也呈现较大

变异，分处于2个距离较远的进化分支上，大多数分

离株与前几年接近，而B／Zhejiang／151／2009却与

2010年分离株接近，处于另一独立分支，与2010年

WHO疫苗株接近。在Yamagata系分支中，1999年

分离株由于年代较远，位于一独立的小分支上，

2004--2010年分离株聚集成2个明显分支，2004—

2005年分离株位于同一分支，与2007--2010年病毒

株所属进化支存在明显差异。

2．HA。氨基酸变异分析：1999--2010年Victoria

系和Yamagata系乙型流感分离株HA，氨基酸最大变

异率分别为3．8％和4．3％，Victofia系和Yamagata系

乙型流感HA，发生变异的主要氨基酸位点分别见表
2、3(氨基酸位点分别参照B／Victoria／2／1987和B／

Yamagata／16／1988)。Victoria系病毒株HAl与早期

分离株相比，发生重要变异的氨基酸位点有7个

(48、75、80、129、172、197和202)，分别位于HA抗原
决定簇B、C和E区，其中S197N变异引起HA受体
结合位点附近形成一个新的糖基化位点。2009年

分离株在氨基酸水平也存在明显差异。部分2009

年病毒株由于抗原决定簇区58、75、165、172位发生

变异，而更接近于2010年分离株。这些病毒株与

表2 2001--2010年浙江省Victoria系乙型流感病毒HA。区氨基酸的主要变异位点

注：各病毒株空白处的氨基酸与B，victoria脚1987株相同
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表3 1999--2010年浙江省Yamagata系乙型流感病毒HA-区氨基酸的主要变异位点

·379·

病毒株 40 48 108 125 126 129 146 150 166 180 197 203 252 256

V G

B／Zhejian【g／ll 63／2004 Y R V D

B／zheljangJ75／2005 Y R V D

B，Zhejiang／55／2005 Y R V D

B／Zhejiang／65／2005 Y R V D

B／FIorida／4／2006 Y R D

B／Guangzhou／01／2007 Y A D

B／Zhejiang／752／2007 Y A D

B／Zhejiang／93／2008 Y A D

B／Zhejiang／292／2009 Y R D

B，Zheiiang／322／2010 Y R D

K A

K A

K A

K A

K S

K A

Y

Y

D N

N N

N N

N N

N S

N S

注：各病毒株空白处的氨基酸与B／Yamagata／16／1988株相同

2009—2010年疫苗株B／Brisbane／60／2008相比HA。

区的只存在1个氨基酸位点的差异。

与早期分离株相比，近10年来Yamagata系HA。

发生氨基酸变异的主要位点有8个(40、48、126、

129、146、150、233、252)，均位于HA的4个主要抗原

表位上。2004--2005年病毒株与2007—2010年相

比存在6个显著氨基酸位点变异，即V125I、

N129K、V180I、A233D、V252M和R256G。另外

2009--2010年Yamagata系病毒株与往年分离株及

2009年疫苗株B／Florida／4／2006相比还在150、166和

203位发生特征性变异。

3．NA基因变异和进化树分析：1999--2010年

浙江省乙型流感分离株NA基因进化树见图2。NA

进化树可分为Victoria系和Yamagata系2个主干，本

研究包括的34株乙型流感分离株，除B／Zhejiang／12／

2001的NA基因属于Victoria系以外，其他分离株的

NA基因均属于Yamagata系分支，2004年浙江省已

出现HA和NA基因重配株(B／Zhejiang／602／2004)，

其HA来源于Victoria系，NA则来源于Yamagata系，

此后浙江省流行的Victoria系乙型流感病毒均为该

类型的基因重配株。尽管同属于Yamagata系，重配

株和经典Yamagata系的NA基因仍具有明显差异，

分别位于2个不同的进化支上。2009年分离的重配

株NA基因由于存在较大变异，分属于2个分支，部

分分离株与往年的病毒株接近，另一部分则与2010

年相近。这与HA。分析结果一致。

4．NA氨基酸变异分析：NA基因编码框全长

1401个核苷酸，编码466个氨基酸，近10年乙型流

感分离株NA氨基酸变异率为6．6％，发生变异的主

要氨基酸位点见表4。经典Yamagata系和重配株的

’一
图2 1999--2010年浙江省乙型流感病毒分离株NA进化树

NA氨基酸序列差异明显，这与核苷酸序列分析结果

一致，此两类病毒株在NA蛋白的头部结构区存在3

个特征性的氨基酸位点差异，分别为E148G、S198N

和T389A，这些位点均位于NA的抗原决定簇区，特

别是389位点位于NA的高变区，与NA抗原性的改

变密切相关。2004年以后浙江省分离到的Victoria

瑚一N
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D

D

D
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N

N
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表4 1999--2010年浙汀省乙型流感病毒NA氨基酸的主要变异位点

注：各病毒株空白处的氨基酸与B／Yamagata／16／1988株相同

系乙型流感毒株均为此类型，2009年该类型病毒株

发生明显变异，部分与2009年之前分离株序列及疫

苗株B／Malaysia／2506／2004序列相似；而另部分病毒

株发生多个氨基酸位点的变异，且变异位点多位于

NA头部结构区，而与2010年分离株和2009--2010

年疫苗株B／Brisbane／60／2008相近。经典Yamagata

系乙型流感毒株近10年来分离比例较低，无聚集性

疫情发生，各年分离株与相应年份的疫苗株接近。

讨 论

乙型流感病毒发生基因片段重配是病毒变异

进化的主要机制之一，重配不仅发生在Victoria系

和Yamagata系之间，也可发生在同一系别的不同亚

系之间；不仅表面抗原HA和NA可发生重配，内部

基因片段也可发生，从而导致乙型流感病毒抗原转

变【7’引。2006年发生于浙江省的大规模乙型流感流

行正是由该病毒的HA和NA基因重配株引起bl。

此类病毒株最早报道是2002年在香港地区分离到，

其在乙型流感分离株中的比例逐年提高眇】。2004年

浙江省已分离到该类病毒，但流行规模不大，到

2006年上半年出现明显的流行高峰。当年浙江省

分离的乙型流感重配株与2001年浙江省分离株B／

Zhejiang／12／2001(Victoria系)和2002年香港分离的

重配参考株B／HongKong／1351／2002相比已发生明

显的抗原漂移。由于基因重配导致的抗原转变，疫

苗株与流行株不匹配，人群缺乏相应的免疫保护屏

障，是2006年引起乙型流感高发的主要原因。2006

年后此乙型流感重配株仍在乙型流感分离株中占主

要比例，至今分离到的Victoria系病毒株均为此类

型，此重配株取代了原先的Victoria系病毒株，是否

意味着该重配株具有更强的选择优势，还需进一步

对其毒力、复制能力和传播力研究分析¨引。

2010年新型甲型(H1N1)流行高峰回落后，此乙

型流感重配株又在浙江省乃至全国范围内成为流感

主要流行株。与2006年分离株相比，2009--2010年

分离株HA蛋白已发生4个位点的显著变异，L58P、
N75K、N165K和S172P分别位于流感HA抗原决定
簇C、E、A和B区，而与2009—2010年疫苗株B／

Brisbane／60／2008接近。其中N165K变异位于HA

抗原头部保守的中和表位区，对HA抗原变异具有
重要影响⋯J。

与Victoria系病毒株相比，Yamagata系乙型流感

近10年均处于散发状态，未引起大的流行，分离比

例低于Victoria系病毒株。变异形式主要是点突变

引起的抗原漂移，未发现插入和缺失。虽然Victoria

系重配株的NA也来自Yamagata系，但从NA基因进
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化树可见，此两类病毒株的NA基因明显处在2个不

同的进化分支上，抗原性差异明显，在NA蛋白结构

的颈部和头部发生差异的氨基酸位点多达3 1个，包

括4个抗原决定簇区的特征性氨基酸差异，如

E148G、S198N和T389A对决定这两类病毒株的抗

原性具有重要意义。

虽然乙型流感Victoria系和Yamagata系进化特

点各不相同，但它们具有在人群中共存、共同进化的

特征，这明显增加了两者发生基因重配的机会n引。

本研究分析了1999--2010年浙江省乙型流感分离

株表面抗原HA和NA的分子变异，今后还应深入研

究其内部基因片段的变异和重配情况，以全面掌握

乙型流感病毒的分子变异机制。
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