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湖南省2006--2009年人感染高致病性
禽流感病毒(H5N1)分子特征研究

-709·

·实验室研究·

黄一伟董丽波李俊华刘运芝高立冬张红陈长胡世雄李芳彩舒跃龙

【摘要】 目的分析湖南省2006--2009年4例人感染高致病性禽流感病例感染病毒的可能

来源、基因重配情况以及分子特征。方法鸡胚分离核酸检测H5N1病毒阳性标本，获得高致病

性H5N1病毒，对病毒进行全基因组序列测定，采用BLAST和MEGA4．0进行同源性比对、基因进

化分析和各基因分子特征分析。结果 4株病毒的基因片段均为禽源，并未发现与人季节性流感

病毒之间发生蕈配，且与当地禽类中分离的病毒高度同源。全基因组进化树分析显示，4株病毒

在分支2．3．4中，2株为基因型V、2株为新的基因型。分子特征分析屁示，4株病毒的血凝素(HA)

分子裂解位点均为PLRERRKR／G，均出现A160T位点突变，神经氨酸酶(NA)分子49—68位均

出现20个氨基酸(an)缺失，非结构蛋白1(NSI)分子80～84位均出现5个an的缺失。在HA分

子大部分位点，4株病毒仍然表现出与禽类受体的亲和性，HN／I／09和HN／2／09出现可能使病毒

对d一2，6连接的唾液酸人类受体的亲和性增强的T192I突变。HN／1108的PB2基因出现增加小

鼠致病力的D701N改变。耐药性基因片段分析显示，4株病毒对金刚烷胺和奥司他韦均敏感。

结论 2006--2009年湖南省4株人感染高致病性禽流感病毒(H5N1)为禽源，但存在多种基因

型，而且发生了部分位点的突变。
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【Abstract】 Objective To understand the possible origins．genetic re-assortment and

molecular characterization of 4 highly pathogenic avian influenza A(H5N 1)vimses isolated from

humans in Harian province．between 2006 and 2009．Methods H5Nl PCR test-positive specimens
were inoculated in embryonated eggs while H5Nl virus was isolated and genomes sequenced．
Genome homology and genetic molecular characterization were analyzed bv BLAST and MEGA 4．0．

Resuits An gene segments of the 4 viruses were avian in origin．No re-assortment was found

between avian influenza A(H5N 1)vimses and human seasonal influenza viruses．Viruses that

isolated from domestic poultry shared high similarity with the 4 human viruses in gene homology．

Data from the whole genome phylogenetic analysis showed that the 4 viruses were in clade 2．3．4．

while 2 viruses belonged to genotype V，and another 2 were new genotypes．Results from molecular

characterization showed that amino acid sequences of HA cleavage sitc of the 4 viruses w盯e

PLRERRKR／G．All 4 viruses had A160T mutation in HA．a 20 amino acid deletion in the

neuraminidase(NA)stalk at position 49-68．and a 5 amino acid deletion in the non—structural protein

l(NS 1)．Most sites in the HA molecules showed mat山e viruses preferentially bound to avian
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influenza virus wee印tor．However，T192I mutation that might enhance thea2，6一linked sialic acid

human influenza receptor binding had emerged in HN／I／09 and HN／2／09．D70 l N mutation of PB2 that

increased the virulence in mice was foand in HN／I／08．Analysis on drug resistance gene amino acid

showed that all 4 viruses were sensitive to amantadine and oseltamivir．Conclusion Highly

pathogenic avian influenzaA(H5N 1)viruses isolated from humans in Hunan province from 2006 to

2009 were avian in origin。and the 4 viruses belonged to different genotypes．Some mutations that

related tO virulence and receptor binding positions had emerged in some of the strains．

【Key words】 Avian influenza virus H5Nl；Genetic characterization

人感染H5N1亚型高致病性禽流感病毒(H5N1

病毒)自1997年首次在香港经实验室确诊以来，截

至2010年底全球已有512例感染者，其中304例死

亡，病死率近60％⋯。目前，H5NI亚型禽流感病例

感染来源多为接触禽类或者暴露于病毒污染的环境

中，仅有极少数人传人病例。然而由于流感病毒极

易发生变异，若H5N1病毒通过基因突变或重配获

得人传人的能力并在人群中广泛传播，可能导致流

感大流行，因此加强H5Nl病毒的监测，及时发现其

变异是流感大流行应对的基础。湖南省是H5NI病

毒疫情影响最为严重的省份之一。2005年，中国大

陆首例人禽流感病例即出现在湖南省湘潭县。至今

全省已发现7例感染患者，占全国发病人数的

17．9％。本研究从全基因组和分子水平上，对

2006--2009年湖南省4例人禽流感病例中分离的病

毒进行基因特性和分子特征分析。

材料与方法

1．标本来源：禽流感疑似患者通过不明原因肺

炎病例监测系统发现。用于病毒分离的患者标本包

括鼻拭子、咽拭子、气管分泌物、痰、肺穿刺物以及尸

检标本等。标本采集、保存和运输方法按照《中国流

感／人禽流感监测实施方案》进行。

2．病毒分离和序列测定：标本核酸检测方法按

照文献[2]进行。核酸检测H5Nl阳性标本采用

SPF级鸡胚在生物安全三级实验室进行病毒分离培

养，具体方法见文献[3]。病毒8条基冈片段通过德

国Qiagen公司one．step RT-PCR试剂盒进行扩增，

PCR产物纯化后进行测序，测序反应使用美国

Amersham公司DYEnamic ET Dye Terminator测序

试剂盒，在美国Amersham公司MegaBACE 1000测

序仪上完成。

3．病毒序列分析：BLAST分析使用美国国立生

物技术信息中心(NcBI)网页。针对H5Nl病毒全部

8条基因的全长编码序列分别构建进化树。进化树

的构建选取GenBank中具有代表性且具有全长或接

近全长基冈序列的H5N1病毒作为参照。使用

MEGA 4．0软件中的Clustal W程序进行序列比对，

再用MEGA 4．0软件构建进化树。进化树的构建采

用邻一接法，采用Kimura 2-parameter模型，Bootstrap

重复值为1000。

结 果

1．病例资料和病毒命名：2006—2009年，湖南

省共检测不明原凶肺炎病例38例，检出H5N1病毒

核酸阳性病例4例，从病例标本中均成功分离出禽

流感病毒。an病例分别是2006年1月邵阳市绥宁

县病例，毒株命名为A／Hunan／l／2006(HN／I／06)；

2008年1月永州市江华县病例，毒株为A／Hunan／1／

2008(HN／I／08)；2009年1月怀化市靖州县病例(贵

州省发病，输入性病例)，毒株为A／Hunan／1／2009

(HN／I／09)；2009年1月怀化市溆浦县病例，毒株为

A／Hunan／2／2009(HN／2／09)。4例首次就诊的临床表

现均有发热、咳嗽、肌痛等流感样症状，均有病死禽

的接触史或病死禽污染的环境暴露史。除溆浦县病

例外，其他3例均死亡。

2．病毒核酸序列BLAST分析：4株病毒各基因

片段BLAST分析显示，GenBank中与4株病毒的各

基凶片段同源性最高(均>97％)的毒株均来源于禽

类中分离的H5NI病毒，表明4株病毒的基因片段均

为禽源，显示病毒未与人流感或其他亚型的流感病

毒发生新的重配。

分析4株病毒全基因，GenBank中均找到基因

同源性很高、可从本地禽类中分离出的禽流感病

毒，提示病毒可能是由禽类直接传播给人。HN／I／

06、HN／I／09和HN／2／09与GenBank中A／duck／

Hunan／5152／2005(H5N1)同源性最高，分别为99％、

97％和97％。而HN／I／08与GenBank中A／duck／

Hunan／3340／2006(H5NI)同源性最高，为98％。

HN／I／06、HN／I／09和HN／2／09同源性最高的病毒为

同一株病毒，提示HN／I／09和HN／2／09町能由HN／1／

06类似株演化而来。A／duck／Hunan／5 l 52／2005与～

duck／Hunan／3340／2006病毒分离自活禽市场鸭中，均

为湖南省本地禽流感病毒，推测人感染的病毒可能
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来自本地禽类，而非由候鸟或其他输入性途径传播。

3．全基因8片段进化树和基因型分析：对

2006—2009年湖南省人禽流感分离株和GenBank

中选取代表性病毒的8条基因片段构建进化树，进

行基因进化分析和基因型分析。

(1)病毒表面蛋白基因：HA基因进化树按照

WHO的分类命名法分成0～9个一阶分支，其中分

支2又可以分成一些二级分支和三级分支。图1a显

示湖南省的4株病毒HA基因均在2．3．4分支中，属

于当前流行的福建类似株。在2．3．4分支中，HN／1／

06又与其他3株病毒分在两个不同的小分支中，

HN／I／06与2006年中国广东、2007年越南分离株更

为接近，体现时间对HA进化树分支的影响(图1a)。

NA基因进化树可以分成两部分(I和II)，4株

病毒均在第1部分中。HN／I／08又与其他3株病毒

处在不同分支中，HN／I／08在基因型G、V、z分支中，

而其他3株在基凶型V分支中(图lb)。

(2)其他6个基因：对于PB2和PA基因进化树，

HN／I／08与其他3株病毒处在亲缘关系非常远的2

个分支中。HN／I／08在PB2基因进化树中在基因型

G、W分支中，在PA进化树中在G、Z分支中，而其他

3株在两个进化树中均在基因型V分支中(图2a、

3a)。对于NP基因进化树，HN／I／06和HN／I／09在基

因型G、V、z分支中，HN／I／08和HN／2／09在基因型

V4分支中(图3b)。对于PBI、M和NS基因进化树，

4株病毒均在基因型G、V、Z分支中(图2b、图4)。

(3)基因型：根据6条内部蛋白基因片段的进化

树分析表明，HN／I／08的NP为V4基因型来源，但是

与V4基因型相比，PA的来源不同，为新的基因型。

HN／2／09的NP也为V4来源，但PB2为B型来源，也

(b)

注：◆本研究分离的HSNI病毒

图1 2006--2009年湖南省H5NI病毒HA和NA基因进化树分析
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注：同图1

图2 2006--2009年湖南省H5NI病毒PB2和PBl基因进化树分析

为新的基因型。HN／I／06和HN／I／09的PB2和PA基

因在V分支中，为v型来源；PBl、NP、M和NS均在

G、V、Z分支中，为z型来源。因此，此2株均为基因

型V。

4．分子特征分析(表1)：

(1)HA分子特征：HA基因推导的氨基酸(勰)序

列分析表明，4株病毒在HAl和HA2裂解位点的序

列均为：PLRERRKR／G，符合高致病性禽流感病毒

的特征。HA受体结合位点226位和228位(H3N2
流感病毒aa位点编号，下同)，4株病毒均为Q和G。

并未发生突变。4株病毒137位为S，无突变；但在

192位点，HN／I／08出现T．斗A突变，HN／I／09和HN／2／

09出现卜I突变。此外，4株病毒均在160位点出
现了A_T突变，此突变被认为可以增加家禽中病毒

l V

的毒力H10

(2)毒力相关位点的突变：4株病毒的NA分子

在49～68位点均缺失一个长20aa的片段，NA茎部

aa的缺失可能与流感病毒对陆生家禽的进化适应有

关拍1；HN／I／08的PB2分子在701位点具有删突
变，此突变被认为是一种在小鼠中有效复制和具有

毒力的标志№】。NSl蛋白是一种干扰素拮抗剂，4株

病毒均在NSl的80一84位缺失5个aa，可能增加病

毒对鸡和小鼠的毒力n】。

(3)耐药性突变：4株病毒NA分子的274位点均

为H，表明该4株病毒对于神经氨酸酶类抗病毒药

物奥司他韦均是敏感的。此外，其他一些耐药性位

点：4株病毒的NA分子116位均为V、150位为K、

222位为I，并未发生突变。4株病毒M2分子的3l
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图3 2006--2009年湖南省H5NI病毒PA和NP基因进化树分析

表1 2006--2009年湖南省H5N1病毒各基因的分子特征

956(HTN71

位点均为S，未发生耐药改变，表明对M2离子通道

抑制剂类药物金刚烷胺均敏感。

讨 论

本研究对2006--2009年湖南省4例人禽流感病

例中分离的病毒全基因进行测序分析，显示4株病

毒的基因片段均为禽源，并未发现与人季节性流感

病毒之间发生重配，且均找到同源性高度相似的本

地禽类中分离的病毒。最近的一项研究发现，将

H3N2亚型人季节性流感中的PB2基因片段与

H5N1的其他基因片段进行重配后人工构建出的新

病毒，比原来的H5NI病毒具有更高的致病性伸J。因

此，及时获得人禽流感病毒基因序列，并分析其来

源，对于发现可能的重配病毒、防止人禽流感在人间

传播，以及流感大流行的预测预警有着重要的意义。

目前，有两套广泛使用的H5NI病毒基因分类
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99IA／chicken／Primorje／l，2008
几A／whooper hwanmOkkaido／l／200S
’A China／GD02／2006
卜◆A，7Hunan／l／2009
『L一◆A／Hunan／2／2009
-◆A／Htlflan，l／2006
．-划ducWietnam／38／2007
I—A／Muscovy duck／Vietnam／41／2007

I广◆A／Hunan／l／2008
7lL A／Jiangsu／l／2007
M Il AJduck／Flunan／533／2004

I●A／duck／Hunan／733／2004
lL A／chicken／／Hunan，999，2005

±堡煎塑堑堂堡查!!!!笙!旦笙!!堂箜!塑竺!垫!里￡!璺!里型!!竺!!!Q!!!塑!：!!!堕!：!

肛A／ducl∞uangxi／89／2006
Ill A／goose／Guangxi／914／2004
ll L A／goose／Guangxi／1 097／2004
¨r—A7Indonesia／7／2005
ll卜A／chicken／Indonesia／7／2003
m A／(’IdIndonesia，PA／2003

IIk：：l A／Indonesia／(’DC594／2006
Ill A／lndonesia／CDC595／2006
⋯r-A／lndonesia／CD(’940／2006
¨QuL．A／Indonesia／(1D(‘l 032／2007

l卜一A／goose／Guiyang／337／2006
11 r—A／chicken／Viemam，l 5／2007
I{击A／Thailand／16／2004
l甜A，vlet Nam／l 203／2004
卜-A／black bird／Hunan／112004

‘．．．．．一A／chicken／Shanxi／2／2006l P A／goose／Hungary／3413／2007
I I-A／turkey／Turkey／l／2005
：，A，whooper swan／Mon冀oIi北44，2005
“’●A／duck／Guangzhou／20／2005
1r A／chicken／Israel／l05s／2008
}A／Egypt／902782／2006
-卜A／lraq／1／2006
irA／chicken／kujian／1042／2005
s—A／duck／Fujian／897／2005
——A／chicken／Guangdong／l 74104

----一A／swine／Anhui／ca／2004

一A／goose／Fuiian，bb／2003
P A／C’hicken／Hong Kong／71 5．5，ol

·A，DucIt,／Hong Kong／2986．1，2000

．A／duck／Shantou／49l 2／200l

Z

丽1-A／duck／Shandorl927093／2004
-A／Chicken／Hong Kong／822．I／0l
～Goo唰ouangdon2／i746-
A厂rree sparrow／}tenan／l／2004

一A／"I ree sparrow／Henan／4／2004
一A／Hong Kong／I 56／97

一A／exluine／Prague／1／1956(H7N7)(a)

注：同图l

图4 2006--2009年湖南省HSNl病毒M和NS基因进化树分析

系统，一套是WHO基于病毒HA基因序列进化建立

的进化树分支命名法阳]，另一套是Guan等¨刨根据病

毒全基因组8条基因片段不同来源建立的基因型分

类。本研究参照这两套命名法对全基因组8个片段

进行进化树分析和基因型分析，结果显示湖南省

2006--2009年的4株人禽流感病毒HA在分支2．3．4

中、2株为基因型V，为目前我国已发现禽流感的流

行型别¨1‘，且与浙江省2006年一株人禽流感病毒进

化树中的位置类似¨引。另外2株为不同基因片段来

源的新组合，即新的基因型。由于湖南省家禽和水

禽中禽流感病毒基因型缺乏系统而全面的调查和研

究，因此，需要加强湖南省动物宿主家禽和野鸟中禽

流感病毒的监测，完善在野鸟和家禽中所有亚型流

感病毒基因序列的数据库，这对于发现新的禽流感

(b)

V

Z

95酎H7N7)

基因型别，了解全省禽流感基因型的分布以及病毒

的起源进化情况均有着重要意义。

HA蛋白负责病毒吸附于宿主细胞以及病毒和
细胞膜的融合，在病毒的致病力方面起着重要的作

用。HA蛋白对受体识别和结合的特异性取决于受
体末端唾液酸和倒数第二位半乳糖之间糖苷连接的

方式。人流感病毒主要识别和结合唾液酸以12—2，6

方式连接到半乳糖上的受体(12—2，6受体)，而禽流

感病毒主要识别和结合以Or,一2，3方式连接的受体

(12—2，3受体)。目前，研究认为HA与受体结合的这

种特异性是导致禽流感病毒无法突破种属屏障在人

与人之间传播的一个关键因素。1918、1957和1968

年3次全球流感大流行的病毒均优先与a一2，6受体

结合¨引，因此，获得对于弘2，6受体的亲和力可能是
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病毒成为大流行株的一个先决条件之一。研究表

明，HA受体结合位点发生的两个突变Q226L和

G228S能够在一定程度上赋予H5N1病毒结合

a一2，6受体的能力¨4|，S137A或T192I的突变也能使

H5NI病毒对a一2，6受体的亲和性增强“引。4株病毒

226位、228位和137位未发生突变，仍然亲合q一2，3

受体，为典型的禽类禽流感病毒特征位点。但是在

192位HN／I／09和HN／2／09出现了T192I突变、HN／1／

08出现T192A突变，至于该单个位点突变对于增强

病毒对人类受体亲和性的程度以及产生的影响，还

有待进一步研究进行证实。

目前临床上治疗流感主要有两类药物，一类为

针对M2蛋白离子通道阻断剂的烷胺类药物如金刚

烷胺，另外一类为神经氨酸酶抑制剂包括奥司他韦

和扎那米韦。目前金刚烷胺抗性毒株在很多国家均

有出现，因此对病毒的耐药性分析就显得尤为重

要。分子特征分析显示，4株病毒对金刚烷胺和奥

司他韦均敏感。而2006—2008年在老挝发现的一

些对奥司他韦和扎那米韦耐药性的突变位点为

v116A、K150N和1222L【I刮，也均未在该4株病毒中

发现。然而，存在于NA的多位点突变的累积仍然

有可能导致病毒药物抗性发生改变，因此对耐药性

基因位点的识别和进一步开展耐药生物学监测也是

十分必要的。

(感谢湖南省疾病预防控制中心参与此项调查研究人员的辛勤

工作和大力支持)
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