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作者单位#吉林省疾病预防控制中心! 吉林 长春 9$""7!

作者简介#许爽!女!吉林省长春市人!硕士!主要从事病毒病原学工作

通信作者#许爽!>?*'/#C,e/1I1DL5?315?

收稿日期#!""# <"$ <9Q

!疫情监测!

#&&VL#&&M 年吉林省乙型流行性感冒病毒
?4! 基因序列分析

许爽"吴燕平"李响"沈博"杨显达

摘要!8目的8了解 !"":<!""Q 年吉林省乙型流行性感冒%流感&病毒 MH9 基因的演变特征( 方法8采用 O&Pc

分离培养流感病毒!提取病毒G6H!经反转录和聚合酶链式反应扩增后测序( 结果8!"":<!""Q 年吉林省同时流

行着乙型4'1L5-'*系和i*?*\*L*系流感毒株( 与U[+F*0\F*'[$79["! 相比!!"": 年流行的乙型 i*?*\*L*系病毒有

= 个氨基酸位点发生改变$!""Q 年流行的乙型 i*?*\*L*系病毒有 9" 个氨基酸变化位点$!""Q 年流行的乙型

4'1L5-'*系毒株与U[O*/*E('*[!:"7["% 相比!只有 $ 个氨基酸位点发生替换( 结论8!"":<!""Q 年吉林省流行的乙

型i*?*\*L*系病毒与 U[+F*0\F*'[$79["! 相比已经发生变化$吉林省 !""Q 年 4'1L5-'*系毒株与疫苗代表株 U[

O*/*E('*[!:"7["% 比较接近(

关键词!8乙型流感$ 血凝素基因$ 核苷酸序列

中图分类号!G:993Q 文献标识码!H 文章编号!9""$ <##79%!""#&"# <"779 <"$
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A&/(=&/3W$79W!""!! MWC/5/=/./03('/='938,+6386,0/.'4 3( >303( 3( !"": &/4 = 9/83/(./53(# /634++3.'+! MWC/5/=/./

03('/='938,+6386,0/.'4 3( !""Q &/4 9" 9/83/(./53(# /634++3.'+!%#52/8'4 ;3.& MW$/0/D+3/W!:"7W"%! MWE36.#83/
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88近几年来!吉林省很多流行性感冒%流感&病例

是由乙型流感病毒引起( 乙型流感病毒和甲型流

感病毒一样!其MH9 基因的变异具有重要的流行病

学意义( 笔者测定了 !"": <!""Q 年在吉林省分离

的一些乙型流感病毒的MH9 基因序列!与已经发表

的一些序列进行比较!试图阐明 !"":<!""Q 年吉林

省乙型流感病毒大致的流行演变情况以及在局部

地区流行演变的特征!从而为吉林省流感的监测和

预防提供一些参考(

!"材料与方法

9398毒株来源8所有毒株均来自于吉林省国家级

流感监测网络实验室%吉林省疾病预防控制中心及

长春市疾病预防控制中心&!采用 O&Pc细胞进行

培养)9*

!并用标准血清%国家流感中心提供&进行型

别鉴定为乙型流感病毒(

93!8病毒G6H的提取8新鲜病毒细胞培养液采用

德国 ĵHb>6公司 G0)*(EO'0'c'L提取!具体步骤

参考产品说明书(

93$8G;JRPG引物8:kJbHHbbPHH;HH;;b;

H4;J$k和 :kJIHPPHbPHH;HbP;PPbHHJ$k

)!*

!

由上海基康公司合成( 其他试剂包括反转录酶'

G6H('0';*l&6H酶'I6;R等均购自美国 R-5?)\*

公司( 反转录及RPG方法参见文献)$*!取 =

$

/流

感病毒的G6H提取物作为模板!与反转录引物合成

第一链1&6H( 取 :

$

/1&6H加入RPG反应体系进

行扩增( RPG反应条件为 #: W $ ?'0!#% W %" (!

:" W %" (!Q! W #" (共 $: 个循环!最后 Q! W
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= ?'0!产物用 9V的琼脂糖电泳检测(

93%8RPG产物的纯化及序列测定8G;JRPG产物

按照德国 ĵHb>6公司的 ĵHj_̂Pcb)/>CL-*1L'50

c'L中所提供的产品说明书进行( 纯化产物送上海

生工生物工程技术服务有限公司!所用测序仪器为

HÛ RĜ+O$Q$"(

93:8序列分析8核苷酸序列和对应的氨基酸序列

分列均采用&6H+;HGO)\H/'\0序列分析软件进行!

采用6)'\FA5-m5'0'0\方法建立系统进化树( 摘录在

b)0U*0S中收录的有关乙型流感病毒的MH9 区序列

来参与分析!其在 b)0U*0S 中的收录号为#O:=%!='

O:=%9#' >N%Q$:"9' >N%:7Q#%( U[O*/*E('*[!:"7["%

及U[M50\S50\[$$"["9 序列来自 0̂K/,)0 *̀+)l,)01)

&*L*A*()!序列号为 +̂&69!77Q!' +̂&69$%$9(

#"结果

!398G;JRPG结果8G;JRPG扩增产物用 9V的琼

脂糖电泳检测!MH9 &6H约为 9""" A2!扩增片段大

小与设计的理论值相符合!见图 9(

!3!8序列分析结果8!"":<!""Q 年!吉林省共分离

到 9!= 株乙型流感病毒%!""7 年未分离的乙型流感

病毒&!经血凝抑制试验定型为 !"": 年分离的乙型

流感病毒全部为i*?*\*L*系!!""Q 年分离的乙型流

感病毒同时存在 i*?*\*L*系和 4'1L5-'*系!因此选

取 97 株乙型流感毒株 %其中 !"": 年 % 株!为

i*?*\*L*系$!""Q 年 i*?*\*L*系和 4'1L5-'*系各 7

株&进行血凝素基因MH9 区核苷酸序列测定( 核苷

酸序列及推导出氨基酸序列结果分析表明# 吉林省

93&6HO*-S)-$ ! X:3MH9 基因$ 73阴性对照

图 !"KRU=2K扩增产物凝胶电泳图

G,;:<8!"Y8/8/89+<-E@-<8;<*C-1E<-6:9+3-1KRU=2K

!"": 年分离到的乙型 i*?*\*L*系流感病毒与 U[

+F*0\F*'[$79["! 相比!有 = 个氨基酸位点发生改变

%$Q Ŷ;'%"MYi'9!#cY6'9$9]YR'9Q# Ŷ4'

9#7&Y6'!$!&YH'!::bYG&( 并且在 9#7 位增加

了一个糖基化位点( 吉林省 !""Q 年分离的 U型

i*?*\*L*系流感病毒与 U[+F*0\F*'[$79["! 相比!

核苷酸同源性为 #73#V X#Q3!V!见图 !!有 9" 个

氨基酸位点发生改变!在原来的基础上新增加了两个

变化位点!分别为 %=GYc'9"=RYH!同时 9!#6Yc(

!""Q 年分离的U型4'1L5-'*系毒株与U[M50\c50\[

$$"["9 比较有 Q 个氨基酸位点发生替换%%=cY>'

=" cYG'997GYM'9!96Y;'9!# cY6'97% >Y&'

9#Q+ Y6&( 在 9#Q 位增加一个糖基化位点( 与

!""7<!""= 年的国际疫苗株U[O*/*E('*[!:"7["% 比

图 #"#&&VL#&&M 年吉林省5型流感病毒?4! 核苷酸同源性比较

G,;:<8#"?-C-/-;F -1,.1/:8.J* 5B,<:383,3-/*+86,.X,/,." #&&VL#&&M
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较!吉林省分离的4'1L5-'*系病毒有 $ 个氨基酸位点

发生替换%9!9;YH'9$%+ YR'9##HY;位&(

构建的基因进化树%图 $&可以看出!!"":<!""Q

年在吉林省流行乙型流感病毒根据基因特性分为两

个不同的谱系i*?*\*L*系和4'1L5-'*系( !""Q 年分

离的U型i*?*\*L*系流感病毒与 !"": 年分离的流

感病毒相比!在进化树上形成新的侧支!和 !""7 <

!""=年国际疫苗代表株 U[O*/*E('*[!:"7["% 分布在

不同的分支( !""Q 年分离的U型 4'1L5-'*系流感病

比较接近国际疫苗代表株U[O*/*E('*[!:"7["%!同时

更接近于国内代表株U[+F)0 F̀)0[9::[":(

图 $"#&&VL#&&M 年吉林省乙型流感病毒?4! 基因进化树

G,;:<8$"=@F/-;8.8+,9+<88-1,.1/:8.J* 5B,<:383,3-/*+86

,.X,/,." #&&VL#&&M

$"讨论

由于流感病毒的 MH变异率很高! 不同亚型

的毒株或同一亚型的不同毒株均有差异! 在机体

的选择压力下! 极易发生变异! 从而引起流感病

毒的抗原漂移和抗原转变! 造成流行( 因此! 长

期对MH抗原性变异特点进行监测'了解和掌握十

分必要的(

乙型流感病毒的MH9 区第 Q" X#" 位 99" X!9"

位之间的位点参与构成抗原的表位)9*

( 其间氨基

酸的改变会导致病毒的抗原性改变)%*

( 本次研究

中!吉林省的乙型流感病毒氨基酸的改变!大多发

生在这些位置(

本次研究结果表明吉林省 !"": 年流行的乙型

i*?*\*L*系病毒与当时的国际疫苗代表株 U[

+F*0\F*'[$79["! 相比!有 = 个氨基酸位点发生改

变$!""Q 年流行的乙型 i*?*\*L*系病毒有 9" 个氨

基酸变化位点!同时与 !""7<!""= 年国际疫苗代表

株U[?*/*E('*[!:"7["%相比!型别不匹配( 可能由于

上述原因使得乙型 i*?*\*L*系流感病毒在吉林地

区形成流行!并有流行增强趋势(

吉林省 !""Q年流行的乙型4'1L5-'*系流感病毒

与 !""$<!""% 年疫苗代表株 U[M50\;50\[$$"["9 相

比距离较远!处在系统进化树不同分支!与 !""7 <

!""=年疫苗代表株 U[O*/*E('*[!:"7["% 相比距离较

近!只有 $个氨基酸位点发生变异!说明毒株变异有

限( 对于疫苗接种率较高的地区!能够形成较好的保

护( 这也从一个方面解释了尽管 !"": 年抗体水平调

查结果显示吉林省普通人群抗 U型 4'1L5-'*系毒株

抗体水平较低):*

!但是在 !""Q年4'1L5-'*系毒株在吉

林省引起的流行强度并没有超过往年的现象(

流感病毒第 % 节段基因编码的MH在病毒流行

过程中至关重要! MH的结构切割位点'头部结构的

抗原决定簇'糖基化位点和磷酸化位点都和致病性

有关)7*

( 对MH与宿主受体结合的特性的研究也将

有助于认识宿主限制性的决定因素! 以及有助于了

解宿主引起高致病性和低致病性不同反应的决定

因素!因此对MH基因的长期监测!可以为流感的防

控工作采取更有效的措施提供科学依据(
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