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浙江省1998--2009年H3N2亚型流感
流行株基因组全序列分析

赵斐斐卢亦愚冯燕徐昌平 茅海燕周敏莫世华

【摘要】 目的 从基因组全序列分析探讨浙江省1998--2009年H3N2亚型流感病毒的基因

变异与流感流行的关系。方法选择浙江省1998--2009年流感流行期间分离到的H3N2亚型流

感病毒流行代表株19株，采用RT-PCR方法扩增其8个基因片段后进行序列测定，并与近十余年

间使用的疫苗株序列进行比较。结果H3N2亚型流感流行株HA和NA基因的氨基酸变异率最

高，分别为13．98％和10．00％；其他6个内部基因所表达的蛋白中，除NP、M2和NSl(氨基酸变异

率分别为6．43％、6．19％和3．48％)外，其他蛋白的氨基酸变异均<3．00％；在H3N2亚型流感存在较

大范围流行的年份，除HA和NA基因外，流感病毒其他6个内部基因也会发生不同程度的变异。

此外，在以往一些年份中，WHO推荐的H3N2流感病毒疫苗株与浙江省同期流行株之间，在许多

基因上存在着滞后现象。结论在加强对H3N2亚型流感毒株表面HA与NA基因监测的同时，

也应注意到其他内部基冈的变异，为新一轮流感流行株的出现提供重要的预警信息。
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【Abstract】 Objective To analyze the relationship between influenza epidemic and genetic
characteristic on the whole genome of influenza virus subtype A，H3N2 strains isolated in Zhejiang

province during 1998 tO 2009．Methods All of the ei曲t genes from the 19 Zhejiang influenza virus

isolates．circulated during 1998 to 2009．were amplified by fmPCR and sequenced．The obtained
sequences Wfl'e aligned and analyzed with the vaccine strains being used in the Iast 10 years．

Results The highest mutation happened within HA and NA genes and the amino acid divergent
ratios were 13．98％and 10．00％．Amongst the six intemal proteins．the amino acid divergent ratios of

NP．M2 and NSl were 6．43％，6．19％and 3．48％respectively，and the others were lower than 3％．

Other than the HA and NA genes。mutations were also observed on six internal genes of the strains

isolated in those years when the influenza virus subtype A／H3N2 was widely circulating．

Additionally，there had been all obvious genetic lag between vaccine strains recommended by WHO

and the contemporary Zhejiang epidemic strains for many years．Conclusion Besides on HA and

NA genes．surveillance programs should also be covered mutations regarding the internal genes of

influenza virus subtype A／H3N2 strains．in order tO provide important information for forecasting and

warning of a new round of influenza epidemic．
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甲型H3N2亚型流感病毒(A／H3N2)自1968年

首次出现后，在人群中一直处于活跃态势⋯，并通过
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抗原漂移和抗原转换逃避宿主的免疫识别，不断引

起新的流行。A／H3N2全基因组共有8个片段，编码

lO种以上不同的蛋白，包括表面抗原蛋白血凝素

(HA)、神经氨酸酶(NA)、RNA聚合酶(PB2、PBl、

PA)、核蛋白(NP)、膜蛋白(M1、M2)以及非结构蛋

白(NSl、NS2)瞳]。其中HA和NA位于流感病毒球

形结构的表面，在病毒的感染、增殖以及变异中起着
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重要的作用，因而对其报道的最多。现有的研究认

为，除HA和NA之外，流感病毒其他6个内部基因

与病毒的酶系统、毒力、感染宿主、抗药性等因素有

关b1，但对其变异、进化等方面却少见报道。为全面

了解近十余年来浙江省A／H3N2各基因的变异情

况，本研究对1998--2009年间不同年份的19株～

H3N2流行代表株进行全基因组8个片段的序列测

定分析，结果报道如下。

材料与方法

1．样本来源：选取由本实验室保存的1998—

2009年浙江省流感流行期间分离的A／H3N2流行

株，每年1—2株(缺2000、2001年)；WHO北半球

AM3N2流感疫苗推荐株A／Wuhan／359／95、A／

Sydney／5／971 A／Moscow／10／99、A／Fujian／41 1／2002，

A／Wellington／I／2004、A／California／7／2004、A／Wisconsin／

67／2005、A／Brisbane／10／2007和A／Penll／16／2009的各

基因序列，从NCBI的GenBank下载。

2．全基因组序列扩增：对浙江省1998--2009年

的19株A／H3N2流感流行株，采用Roche公司试剂

盒High Pure Viral Nucleic Acid提取病毒RNA，按试

剂盒说明书操作。反转录聚合酶链反应(RT-PCR)

采用TaKaRa公司one step RT-PCR kit．反应体系及

条件见参考文献[4]。RT-PCR扩增引物为本实验室

自行设计，由上海英潍捷基科技有限公司合成，引物

序列见表l。

3．序列测定与分析：RT-PCR产物送南京金思特

科技有限公司进行双向核苷酸序列测定后，采用

DNAstar软件进行序列的拼接、比对及同源性推导，

并采用MEGA3．1软件，以邻位相临法(NJ)构建系统

进化树，序列分析中基因的抗原决定簇及功能区资

料参照文献[5—7]。

结 果

1．不同病毒株间的核苷酸同源性分析：与～

H3N2的原始株A／Beijing／1／1968相比，1998—2009

年浙江省19株流感流行株在8个基因序列上只发生

了核苷酸和氨基酸的替换，而未见插入与丢失。

1998年的主要流行株A／Zhejiang／11／1998与2009年

的流行株A／Zhejiang／957／2009在各基因上的氨基酸

同源性分布于91．2％．100．0％之间，其中以HAl的
同源性最低为91．2％，NA次之为93．8％，M2和NP上

的同源性也分别只有96．9％和97．8％。为了解～

H3N2最近的变异状况，还计算了2007—2009年浙

江省流行株各基因间的同源性，以及1998年和2002

年两次较大范围A／H3N2流感流行时分离株与

WHO当时的疫苗推荐株各基因间的同源性，并将两

者进行比较。A／Zhejiang／11／1998与当年的疫苗株

A九^，uhart／359／95相比，在HAl、NA、M1、M2上的同

源性都较低，分别为95．1％、98．1％、97．6％和95．9％；

2002年的主要流行株A／Zhejiang／13／2002与当年的

疫苗株A／Moscow／10／99相比，HAl、NA、M2上的同
源性虽较1998年的流行株和疫苗株间的差异小，但

依然偏低，分别为95．7％、98．1％和97．9％；在A／

Zhejiang／9 1 7／2007与A／Zhejiang／957／2009之间，3年

中病毒株间的总体变异比1998和2002年两次流感

大范围流行时，流行株与当年疫苗株之间的差异要

小，尤其在主要抗原HAl上则更是如此(表2)。

2．各基因系统进化树分析：将A／H3N2流感流

行株的8个基因分别做纵向时间序列比较，则进化

表1流感病毒A／H3N2全序列8个基因的扩增引物

表2流感病毒A／H3N2氨基酸同源性比较(％)

霜毒株 HAl NA PB2 PBl PA NP M1 M2 NSl NS2

a／Zhejiang／11，1998一A／Zhejiang／957／2009 91．2 93．8 99．1 99．2 98．7 97．8 99．2 96．9 98．3 100．0

A／Zhejiang／917／2007一A／Zhejiang／957／2009 97．6 99．6 99．7 99．9 99．7 99．6 99．6 99．0 99．1 100．O

A／Zhejiang／ll／1998一^／wuhan／359／95 95．1 98．1 一 一 一 一 97．6 95．9 一 一

A／Zheji如g／13／2002一A／Moscow／10／99 95．7 98．1 99．7 99．7 100．O 99．0 lOO．O 97．9 lOO．0 100．0

注：NCBI上缺少A／Wuhan／359／95的PB2、PBl、PA、NP、NSl和NS2序列资料
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树主干上呈现出以年份为序，逐步进化的规律，但各

基因间又具有不同的进化速度和特性。

在HAl进化树上，1998年的病毒株出现2个分

支，一支以非流行株A／Zhejiang／10／1998为代表，另一

支则是由1998和1999年浙江省的主要流行株组成

(图1)。1998和2002年的流行株都与其前一年份的

分离株距离较远，此后则以相对缓慢的速度进化，未

出现明显的分支。NA进化树在1998和2002年呈现

出与HAl相同的趋势，除1999年的流行株自成一支

外，其他年份的变异均显得较为平稳。而国外同时期

的病毒株(此后几年的疫苗株)在HAl与NA基因进

化树上也与浙江省流行株的进化隋况较为一致。
流感病毒聚合酶PB2、PBl和PA及核蛋白NP的

系统进化树也分别表现出不同的进化趋势。由图2

可见，PB2、PBl和PA在1998和2002年均有较为明

显的分支，并且除了2004年外，浙江省流行株与同期

国外病毒株在各年份间的进化关系基本一致。值得

注意的是，在NP上，浙江省2003--2006年与2007—

2009年的流行株分布于两个相异的谱系，其中

2003--2006年的流行株与A／Wisconsin／67／2005处于

同一分支，而2007--2009年的流行株所形成的单独

分支中还包括国外2003、2004和2007年的病毒株。

M基因的系统进化树分为明显的3支，2002年

之后的病毒株进化速度缓慢，特别是2004--2006年

间按时间进化的趋势不明显，直到2009年才出现较

小分支，t了2004年浙江省流行株和同期国外毒株分

布于不同分支。NS基因同样在1998--2002年变异

较大，2002—2006年非常稳定且无时间趋势，直到

2007--2009年病毒株间才有小分支出现(图3)。

3．各基因核苷酸、氨基酸的变异：1998—2009

年浙江省A／H3N2流感流行株无论是核苷酸还是氨

基酸，均以HAl的变异率最大，NA次之(表3)，且

HAl、NA、M2和NSl的氨基酸变异率大于其核苷酸

变异率，其核苷酸非同义替代率也都较大；PB2、

PBl、PA、NP、M1和NS2的氨基酸变异率小于核苷

酸变异率，其核苷酸非同义替代率也都较小。

1998--2009年浙江省A／H3N2在HAl上共发生

46个氨基酸的替换，抗原决定簇A、B、c、D、E上分

别存在9、13、3、4、4个氨基酸变异b]，对应的变异率

分别为47％、62％、11％、10％、18％；NA上有47个氨

基酸发生变异，位于抗原决定簇A、B、C的分别有4、

3、6个，对应的变异率分别为25％、50％、26％；PB2

上位于RNA帽子结构绑定区域№3的第553、559和

590位氨基酸分别在1998年和2002年有所变异；在

蕊
注：·为1998--2009年WHO公布的各时期北半球A／H3N2流感疫苗推荐株，括号内为疫苗株使用年份。下同

图1流感病毒A／H3N2的HAl、NA基因系统进化树
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表3 1998--2009年浙江省A／H3N2流行株核苷酸、

氨基酸变异状况

1998年，位于PBl核酸转运区n 3的第216位氨基酸、

PA上与宿主因子作用¨1的第557位氨基酸、M1参与

构成核定位信号区或流感病毒型特异性表位哺1的第

95、227和230位氨基酸都发生了变异；NP的32个氨

基酸变异中，有13个发生于1998年并在此后年份中

稳定遗传下来，而通常较为保守的尾部环形区归3第

406和425位基因也在2002年分别发生了I_+T和

VoI的变异；M2有6个氨基酸发生变异，其中包括

跨膜区上涉及金刚烷胺耐药性的第31位氨基酸n引。

4．各基因糖基化位点的变化：与AM3N2流感

的原始株A／Beijing／1／1968相比，1998--2009年浙江

省流行株在HAl区增加了第63、122、126、133、144、

246位糖基化位点，在NA区增加了第43、93、329位

糖基化位点。除HAl区的第63和246位之外，其他

新增加的糖基化位点均不够稳定。而PBl、PA、M2、

NS 1的糖基化位点则相对稳定，除极个别病毒株外，

均分别保持着1968年以来的11、7、1、1个糖基化位

点(极个别病毒株如A／Zhejiang／10／1998株的PBl基

因为l 0个糖基化位点，A／Zhejiang／343／2006株的PA

基因为8个糖基化位点)。A／Beijing／1／1968的PB2

上原有4个糖基化位点，但浙江省1998--2009年间

所有的流行株都减少了第567位糖基化位点。此

外，A／Beijing／1／1968和浙江省1998年的流行株在

NP上都有第21和145位2个糖基化位点，但第145

位糖基化位点在1999年及以后的流行株中消失。

而自从1968年AM3N2流感流行以来，MI和NS2上
一直未出现糖基化位点。

讨 论

我国在1998、2002年都曾发生A／H3N2流感较

大范围流行。以北京市为例，1998年ll一12月的发

病人数超过了100万人‘1l】，人群的总发病率高达

10％t1 2|，显著高于其他年份。上述相同时间段内浙

江省也发生了两次A／H3N2流感流行，尤其是

1998—1999年的流行涉及范围更广。本研究结果

表明，在流感较大范围流行的年份，不仅HAl和

NA，其他6个内部基因在系统进化树上也会表现出

明显的分支现象，也即与以往病毒株相比，在人群中

引起流感较大流行的流行株在各个基因上均或多或

少地呈现不同程度的变异。从某些内部基因中还可

以发现一些在HAl和NA上没有出现的特征，如在

NP上，浙江省2007年及以后的A／H3N2流行株与

2004年国外病毒株的距离最为接近，其氨基酸间的

同源性差异也远小于2007年与2006年浙江省流行

株间的差异。然而其他7个基冈的系统进化树主干

基本按照病毒株出现的时间先后发展，未出现相异

谱系的状况。这一现象提示A／H3N2在世界范围传

播过程中，浙江省这类流行株的NP基因可能受到国

外病毒株片段的重组。另一方面，与H5N1亚型流

感病毒时常在HA和NA中发生碱基和氨基酸的插

入或缺失¨3】相比，A／H3N2各基因序列在十余年间均

未见碱基的插入或缺失，说明人类～H3N2的基因

特性较为稳定，其变异程度要远远小于以禽类为主

要宿主的H5N1型。

有研究指出，糖基化位点的增加或减少对流感

病毒的抗原性及其他生物学特性均有一定影响¨“，

而近十年浙江省A／H3N2流行株8个基因中，糖基化

位点的增减与加3N2流感的流行态势并不相符，
说明在不同基因之间，以及在相同基因的不同区域

之间，糖基化位点的改变对A／H3N2抗原性的影响

程度可能并不相同。

除NS外，1998--2009年浙江省A／H3N2流感流

行株的其他7个基因在系统进化树上都与同期国外

某些病毒株处于同一分支，距离非常接近，即基因间

的差异很小。而这些国外的病毒株是作为以后几年

的AM3N2流感疫苗株在我国及世界其他国家使用
的，按照流感病毒抗原逐年变异的规律，对我国而

言，这些疫苗株相当于几年前的流行株，必然会在许

多基因上滞后于我国的A／H3N2流感流行株的变

异。本研究对浙江省流行株与当年的疫苗株所进行

的差异分析也证实这一滞后现象：1998年和2002年

该省流行株与其各自当年的疫苗株，在HAl上的氨

基酸同源性差异远远超过了2007--2009年3年中流

行株之间的差异，特别是在1998年，A／Zhejiang／l 1／

1998与其疫苗株A／Wuhan／359／95。在HAl、NA、Ml、

M2上的同源性均不高。H3N2亚型流感病毒活动增
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强往往与流行毒株和当年疫苗株之间出现较为明显

的氨基酸点突变有关¨5。，我国在1998年和2002年都

发生了A／H3N2流感的流行，尤其以1998年的流行

规模最大，而其他未发生流行的年份中，浙江省流行

株与其当年疫苗株的匹配程度同样不高，从全摹因

组差异的水平上，提示在不少年份WHO推荐的疫

苗株对我围人群的保护效果可能不够理想。

从氨基酸变异率分析，1998--2009年A／H3N2各

基冈上氨基酸的变异程度从大到小依次为HAl>

NA>NP>M2>NSl>PA>PB2>PBl>Ml>Ns2。

由于同义替换率在诸多影响基冈变异的冈素中反映

的是病毒复制速率，而非同义替换则反映的是免疫

选择压力¨“，而HAl、NA、M2和NSI的氨基酸变异

率均大于其核苷酸变异率，并且核苷酸非同义替代

率较高，说明这4个基冈所受到的选择压力较其他

基因大。自2003年起，浙江省流行株M2上耐金刚

烷胺的关键位点——第3l位氨基酸由S_N，使其

在2002年A／H3N2流感流行后产生了耐药性。

PB2、PBI、PA、NP、MI和NS2这6个蛋白的氨基酸

变异率小于其核苷酸变异率，可能是由于维持病毒

结构和功能的需要，在这些基因上存在着负选择作

用。1998年和2002年A／H3N2内部基因上某些具有

重要功能的位点所发生的氨摹酸替换表明，HAl和

NA的变异能明显地反映出流感流行的态势，对抗原

的变异起着主导作用，而一旦在某砦内部基冈上也

发生相应的变异，则可能促进新病毒株的形成，从而

引起较大范同流感的流行。

以上研究表明，在加强对HAl和NA基冈变异

监测的同时，也应兼顾其他内部基因，尤其是NP、

M2、NS l等基冈的变异动态，以便全面认识圳3N2
的变异和进化状况，从而为新一轮流感病毒株的出

现，提供重要的预警信息。

(本研究中的流感流行株选择压力分析得到中国科学院昆明动

物研究所孙艳波博士的协助，特此致谢)
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