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要!为了从分子水平上掌握我国
F&-#

亚型禽流感病毒
5!

基因变异情况和流行规律!作者汇集了我国部分

省市的
4(

株
F&-#

亚型禽流感毒株!采用
,P!]/,

技术对其
5!

基因进行扩增'克隆和测序!并对所得序列进行

同源性和进化分析&结果显示分离株核苷酸同源性在
35$)a

$

&&$'a

%
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株
-.

蛋白颈部
4(

0

4'

位点缺失了
P

'

6
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I(

个氨基酸!属于
O#3%!98VA

分支!

""

株没有发生缺失!属于
G&!98VA

分支!没有发现
G"!98VA

分支和
O)(&!98VA

分

支的
5!

基因毒株%唾液酸结合位点"

F*

#和抗原决定簇的氨基酸发生了明显的变异%酶活性位点处的氨基酸非常

保守!没有发生与抗神经氨酸酶抑制剂奥塞米韦和扎那米韦相关的氨基酸突变%

(4

*

4(

毒株失去了
)%#

位点处的潜

在
-!

糖基化位点%而
#3

*

4(

毒株新出现了
#4)

位点处的潜在
-!

糖基化位点&本研究提示目前中国大陆地区商业

鸡群流行的
F&-#

亚型禽流感病毒
5!

基因分为
#

个差异较大分支000

O#3%!98VA

分支和
G&!98VA

分支!而
O#3%!

98VA

分支仍是我国
F&-#

亚型禽流感病毒流行的主要类型&

关键词!禽流感%
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%神经氨酸酶%遗传进化分析
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亚型为低致病性禽流感病毒"

.X87<8<!

U9>A<:7X8R>C

!

.Ie

#!可引起家禽呼吸困难'腹泻'产

蛋下降等症状!当继发细菌感染时可引起较高的死

亡率&

F&-#

亚型禽流感自从
"&&)

年在中国首次

报道以来!已在中国大陆广泛流行(

"

)

&近几年!对我

国部分省'市'区商品蛋鸡场及养鸡专业村进行禽流

感血清学调查发现!

F&

亚型
.Ie

阳性鸡群占总的

.Ie

抗体阳性鸡群的
&($45a

!其中绝大部分是

F&-#

亚型(

#

)

&

F&-#

亚型
.Ie

已经成为制约养

禽业发展重要因素!是我国现有
.Ie

的主要亚

型(

(

)

&

-.

是
.Ie

表面的主要糖蛋白之一!也是其主

要表面抗原之一!

-.

诱导产生的抗体能提供保护

作用(

)

)

&

-.

蛋白的主要作用是裂解血凝素与细胞

表面唾液酸的连接!使病毒与细胞分离!在病毒出芽

时防止病毒粒子聚集(

'

)

&针对
-.

酶活性的抑制剂

在治疗流感病毒感染时效果显著!但是在人类身上

已经分离到了耐神经氨酸酶抑制剂的毒株(

4!3

)

&因

此!实时监测
5!

基因的进化!调查
-.

分子的特

征至关重要&

#

!

材料和方法

#E#

!

病毒的分离与鉴定

将病料匀浆取上清!过滤后接种
"%

日龄
0]N

鸡胚!收取
#)

$

5#;

以后死亡或存活鸡胚的尿囊

液!经常规
FI

鉴定和
,P!]/,

鉴定为
F&-#

亚

型(

&

)

&

#E!

!

<:

基因的
*JKP=*

扩增及克隆测序

使用
PR8:@9

从尿囊液中提取病毒
,-.

!反转录

后!利用
]/,

反应扩增
5!

基因!

]/,

产物使用

GA96MSR72S8@<V8S

纯化回收后!插入
Q

\Z!"3P

质

粒!转化入感受态细菌
ZF'

"

扩增!将阳性单克隆菌

液送北京
I<X8SR@

=

A<

公司测序&反转录引物使用流

感通用反转录引物
L<8S"#

$

'̂!.G/....G/.GG!
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]/,

引物为
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)

&引 物'

PR8:@9

试 剂'

GA96MSR72S8@<V8S

'

Q

\"3!P

质粒和
ZF'

"

感受态细

菌在
P7[7,7

公司合成和购买&

#EF

!

序列分析

借助
Z-.0S7R

'

\A

=

.98

=

<

等软件!分析
5!

基

因的同源性!

F*

结合位点'酶活性位点'抗原决定

簇位点处的氨基酸差异&应用
\6G.)$%

软件!使

用
-A8

=

;W@R!

?

@8<8<

=

方法以
5!

基因的开放阅读框

为基元构建进化树&应用在线分析软件
;SS

Q

$**

2<$AM

Q

7C

D

$@R

=

*

Q

R@C8SA

分析
-.

蛋白潜在的
-!

糖

基化位点&

!

!

结
!

果

!E#

!

病毒分离及测序结果

实验室保存有
#%%5

年以前的
F&-#

亚型病毒

"(

株!作者在
#%%5b#%"%

年从死亡或病禽中分离

到
'%

株
F&-#

亚型毒株!共计
4(

株
F&-#

病毒

"表
"

#&时间为
"&&&b#%"%

年!涉及山东"

)%

株#'

广东"

4

株#'吉林"

#

株#'辽宁"

#

株#'北京"

#

株#'河

南"

(

株#'黑龙江"

"

株#'河北"

#

株#'江苏"

#

株#'四

川"

#

株#'广西"

"

株#等
""

省份&测序结果经过

-/*I

在线比对全部为
F&-#

亚型的
5!

基因&其中

'#

株基因全长为
")'3W

Q

!

""

株全长为
")45W

Q

&

!E!

!

<:

基因同源性分析

本研究
4(

株毒株
5!

基因的核酸序列间同源

性在
35$)a

$

&&$'a

!推导的氨基酸序列间同源性

在
35$3a

$

&&$)a

%与
O#3%!98VA

分支代表株
/[

*

F[

*

O#3%

*

&5

(

"#

)的 核 苷 酸 同 源 性 在
&%$#a

$

&&$%a

!氨基酸同源性在
&%$"a

$

&3$(a

%与
G&!

98VA

分支代表株
/[

*

F[

*

G&

*

&5

(

"#

)的核苷酸同源

性在
&%$%a

$

&&$%a

%与
O)(&!98VA

分支代表株

Z[

*

F[

*

O)(&

*

&5

(

"#

)的核苷酸同源性在
3($4a

$

33$(a

!氨基酸同源性在
3'$)a

$

33$"a
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!EF

!

+,

蛋白氨基酸序列分析

F&-#

亚型
.Ie5!

基因全长
")45W

Q

!开放

阅读框在
#%b")#&

位核苷酸!编码
)4&

个氨基酸&

如表
"

所示!本研究中
'#

株
F&-#

亚型
.Ie

的

5!

基因在颈部
4(

'

4)

'

4'

处缺失了
P

'

6

'

I(

个氨

基酸!

""

株没有缺失&

4(

株毒株的唾液酸结合位

点!即红细胞结合位点"

;A+71C@RW8<

=

C8SA

!

F*

#表
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期 王守春等$

4(

株
F&-#

亚型禽流感病毒
5!

基因序列分析

现出较大的变异!在
(44b(5(

氨基酸位点区域

(45

'

(43

'

(4&

位点变异较大!

(&&b)((

氨基酸位点

区域
)%#

'

)%(

位点变异较大!

)("b)((

氨基酸区域

)(#

位点变异较大&

4(

个毒株的糖基化位点在
4&

'

34

'

")4

'

#%%

'

#()

氨基酸位点处比较保守!

))

'

4"

'

#4)

'

)%#

位点变异较大!有
)

个毒株在
(%&

位点'

5

个毒株在
(("

位点出现了潜在的
-!

糖基化位点!

/[

*

GZ

*

"

*

#%%#

失去了
")4

位点处的潜在糖基化位

点&抗原决定簇
"'(

'

"&&

'

(("

'

(43

'

)%#

'

)%(

'

)(#

处的

氨基酸变异较活跃&酶活性位点处的氨基酸都非常

保守!仅
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*

*A8

?

8<

=

*

#

*

#%%"

"

F&-#

#在
#&)

位点
-

&

Z

和
/[

*

0Z9

D

*

5"5

*

#%%&

在
"'"

位点处
Z

&

G

&

表
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基因氨基酸序列分析
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/[

*

0Z9M

*

""#&

*

#%%3 b b h h h h h b b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z

Q

9

*

"%3

*

#%%& b b h h h h h b b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z9

D

*

))

*

#%%& b b h h h h h b b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z9M

*

("#

*

#%%& b b h h h h h b b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z

D

S

*

"%#(

*

#%%& b b h h h h h b b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z

Q

9

*

&#&

*

#%%& b b h h h h h b b b b P ddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z

Q

9

*

""#3

*

#%%& b b h h h h h b b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z9M

*

##

*

#%"% b b h h h h h h b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z9M

*

""'

*

#%"% b b h h h h h h b b b dddG dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

?

898<

*

""#3

*

#%%& b b h h h h h h b b b dddF dddd dddddd ddd 4(b4'

"转下页
!

/7RR8A1U@RT7R1

#

&&#
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"续表
"

!

/@<S8<>A1

#

/[

*

0Z

Q

1

*

""#3

*

#%%& b b h h h h h h b b b dddF dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0ZTU

*

"##)

*

#%%& b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z2

D

*

"#%"

*

#%%& b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z

D

S

*

5#3

*

#%%& b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

WA8

?

8<

=

*

3#5

*

#%%& b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

987@<8<

=

*

#%%& b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0ZTU

*

5&

*

#%%& b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

Z[

*

0Z9

D

*

5"5

*

#%%& b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

F*

*

#

*

#%%# b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

J0<

?

*

"'

*

#%%" b b h h h h h h b b b ddd,dddd dddddd ddd 4(b4'

/[

*

0Z2

D

*

)##

*

#%%3 b b h h h h h h b b h ddd,dddd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

JK22

*

)#(

*

#%%3 b b h h h h h h h b h ddd,dddd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

8̀2;7<

=

"%

*

#%%" b b h h h h h b b b h ddd6dddd dd6-dd ddd 4(b4'

/[

*

*A8

?

8<

=

*

#

*

#%%" b b h h h h h b h b b ddd6dddd dd6-dd ddd 4(b4'

/[

*

FA<7<

*

"

*

#%%" b b h h h h h b b b h ddd6dddd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

GZ

*

#

*

#%%% b b h h h h h b b h h ddd6dKdd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

J0-J

*

"(

*

#%%" b b h h h h h b b b h ddd6dP dd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

0Z

*

#

*

#%%" b b h h h h h b b b h ddd6dP dd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

F*C

?

:

*

#

*

#%%" b b h h h h h b b b h ddd6dddd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

0Z92

*

""#)

*

#%%5 b b h h h h h h b b b ddd6dddd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

K-

*

"##'

*

#%%3 b b h h h h h h b b b ddd6dddd ddd- dd ddd 4(b4'

/[

*

GZC:

*

>

*

"&&& h h h h h h b b b h h ddd[ dddd ddd-0d d[ d b

/[

*

GZ

*

"

*

#%%# h h h h b h h b b b b d6[ ddddd dddZ0d d[ d b

/[

*

GZ

*

""

*

"&&& h h h h h h h b b b b d6[ ddddd dddO0d d[ d b

/[

*

GZ

*

"%

*

#%%" h h h h h h h b b b h d6[ ddddd ddd-0d d[ d b

/[

*

FKJ

*

>

*

"&&3 h h h b h h h b b b h d6[ ddddd ddd-0d d[ d b

/[

*

0Z+

Q

*

"##)

*

#%%5 h h h b h h h b b b h d6[ ddddd ddd-0d d[ d b

/[

*

;A<7<

*

4

*

#%%4 h h h h h h h b b b h d6[ ddddd ddd-0d d[ d b

/[

*

0Z

D

S

*

""%'

*

#%%5 h h h h h h h b b b h de[ dddddddd-0d d[ d b

/[

*

0/WC

*

"#"%

*

#%%5 h h h h h h h b b b h de[ dddddddd-0d d[ d b

/[

*

0Z9M

*

&#&

*

#%%5 h h h h h h h b b b h de[G ddddddd-0d d[ d b

/[

*

0Z9M

*

"%#(

*

#%%5 h h h h h h h b b b h de[ dddddddd-0d d[ d b

h$

有潜在糖基化位点%

b$

失去潜在糖基化位点或颈部未缺失

h$/@<S78<

Q

@SA<S879

=

9

D

2@C

D

97S8@<C8SAC

%

b$K@CS

Q

@SA<S879

=

9

D

2@C

D

97S8@<C8SAC@RT8S;@>S1A9AS8@<8<S;ACS79V

!E$

!

系统进化树分析

图
"

显示!中国大陆地区流行的
F&-#

亚型禽

流感病毒
5!

基因分为
#

个分支000

O#3%!98VA

分

支和
G&!98VA

分支!本次分离的
4(

株毒株的
5!

基

因有
'#

株位于
O#3%!98VA

分支!

""

株位于
G&!98VA

分支&

O#3%

分支内部又可分为
#$0

5

个亚分

支!

#$1

亚分支间差异性较小!

2

'

0

及
G&

分支

与其他分支间的差异性都较大"表
#

#&

#$1

分支

的毒株主要是山东省
#%%5

0

#%"%

年的分离株!也包

括了北京'辽宁'吉林等地区的分离株!以及
.

*

/;82VA<

*

FA<7<

*

'

*

#%%"

'

.

*

/;82VA<

*

FAWA8

*

#

*

#%%#

'

.

*

/;82VA<

*

J87<

=

C><

?

*

"'

*

#%%"

这
(

个分离时间较早

的毒株&

2

亚分支为
#%%%

0

#%%(

年的分离株!与

#%%5

0

#%"%

年的近期分离株差异性较大"

"%$)a

$

"%$3a

#&

0

亚分支中本试验的
(

个山东'辽宁'河

北地区的分离株与我国南部地区广西省
#%%'

'

#%%4

年的分离株亲缘关系较近&

%%(
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株
F&-#

亚型禽流感病毒
5!

基因序列分析

本研究分离株没有,

.

-标志

e8R>CCSR78<C8C@97SA17<1CA

B

>A<2A18<S;8CCS>1

D

7RAS;ACSR78<CT;82;1@<

!

S+7RVA1T8S;

,

.

-

图
#

!

'F

株
LW+!

亚型禽流感分离株
<:

基因的遗传发育进化树分析
H1

I

E#

!

P>

.

<9

I

7/7A12A6779:<:

I

7/79:'FLW+!8N@A

.5

7,RQ189<0A78

"%(
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表
!

!

'F

株毒株
+,

蛋白进化树各分支间的核苷酸差异性平均值

J0@<7!

!

S70/D18A0/2789:/N2<79A1D787

U

N7/27@7AC77/A>78A601/89:@60/2>78

分支
*R7<2;

# & ' 3 1 2 0

G&

#

%$%%( %$%%( %$%%( %$%%' %$%%5 %$%%3 %$%%&

&

%$%#( %$%%( %$%%( %$%%' %$%%5 %$%%3 %$%%&

'

%$%#3 %$%#' %$%%( %$%%' %$%%5 %$%%3 %$%%&

3

%$%#) %$%## %$%#4 %$%%' %$%%5 %$%%3 %$%%&

1

%$%'# %$%)& %$%'# %$%)5 %$%%5 %$%%3 %$%%&

2

%$%5% %$%44 %$%5" %$%45 %$%43 %$%%' %$%%4

0

%$"%3 %$"%4 %$"%& %$"%) %$"%5 %$%4) %$%%5

G& %$"#( %$"#% %$"#' %$"#( %$"#3 %$%3( %$"%5

#$0

为图
"

中
O#3%!98VA

内部的
5

个亚分支!

G&

为
G&!98VA

分支&左下方的数字是各分支间的差异性平均值!右上方的数字
是标准差&表中数值通过

\6G.)

计算得到

#

!

0

7RAS;ACAXA<C+799WR7<2;AC@UO#3%!98VAUR@+N8

=

$"

!

G&8CG&!98VA$P;A9@TAR9AUS17S7CS7<1CU@R+A7<18CS7<2AC

!

S;A

>

QQ

ARR8

=

;S17S7CS7<1CU@RCS7<17R11AX87S8@<$P;A17S77RA2@+

Q

>SA1W

D

\6G.)

!!

图
#

显示的是对
#%%(

0

#%"%

年山东
F&-#

分

离株进行的
5!

基因遗传进化分析!结果发现山东

地区流行的
F&-#

亚型禽流感
5!

基因分为
#

个

分支000

O#3%!98VA

分支和
G&!98VA

分支!在分离到

的
)"

株山东地区毒株中
(5

株属于
O#3%!98VA

分支!

)

株属于
G&!98VA

分支&此次山东分离株中!

.

*

/;82VA<

*

0;7<1@<

=

92

*

""#)

*

#%%5

"

33$5a

$

&%$"a

#和
.

*

/;82VA<

*

0;7<1@<

=

*

#

*

#%%(

"

&#$'a

$

&($3a

#与
O#3%!98VA

分支其他山东分离株同源

性较低&

图
!

!

山东地区
LW+!

亚型禽流感分离株
<:

基因进化树
H1

I

E!

!

P>

.

<9

I

7/7A12A6779:<:

I

7/79:A>7LW+!,RQ8189<0A7D1/G>0/D9/

I5

69M1/27

!!

图
(

是作者用
#%%5

0

#%"%

年从胶东地区某养鸡

场分离到的
"4

株
F&-#

亚型
.Ie5!

基因构建的进

化树!该养殖场引起
F&-#

亚型禽流感疫情毒株的

5!

基因也分为
O#3%!98VA

和
G&!98VA#

个分支&

#%(
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4(

株
F&-#

亚型禽流感病毒
5!

基因序列分析

图
F

!

山东胶东地区某鸡场
#'

株
LW+!

亚型禽流感
<:

基因进化树
H1

I

EF

!

P>

.

<9

I

7/7A12A677@087D9/<:

I

7/79:#'LW+!,RQ8A601/8189<0A7D:69)9/72>12?7/:06)1/708A76/G>0/D9/

I5

69M1/27

F

!

讨
!

论

本研究
4(

个
.Ie

毒株中!大部分毒株同源性

较高!如
#$1

分支间的差异性平均值在
#$(a

$

'$#a

!分支之间同源性较高&

2

分支'

0

亚分支及

G&

分支的毒株与其他分支间的差异较大"

4$4a

$

"#$3a

#&

#$1

分支的毒株大多数是我国近期

"

#%%5

0

#%"%

年#北方地区包括山东'辽宁'吉林'北

京'广东等省份的毒株!也包括
#%%"

0

#%%#

年
(

个

分离时间较早的分离株%

2

分支的毒株与我南方省

份的分离株亲缘关系较近%

0

分支毒株都是分离时

间在
#%%"

0

#%%(

年的分离株%

G&!98VA

分支是颈部

未缺失的毒株!而在利用美国国立生物信息中心

"

-/*I

#网站比对时发现
GA<*7<V

提交的该分支毒

株大部分分离自我国华南地区!且与本研究的该分

支毒株同源性较高!由此推断本次北方地区
G&!98VA

分支的毒株起源于我国华南地区&从本次分离到的

毒株看!

F&-#

亚型
.Ie#%%5

0

#%"%

年的分离株与

#%%"

0

#%%(

年间的分离株相比!发生了较大的变异!

表
#

所示
2

分支与
#$1

分支间的差异性超过
"%a

%

但在
#%%"

0

#%%#

年间分离自河南'河北'江苏的
(

个

分离株却与本研究近期分离到的毒株亲缘关系较高!

提示山东近期流行的毒株可能源自这
(

个地区&

本研究中
"

株分离自广东的毒株
.

*

/;82VA<

*

G>7<

=

1@<

==

:

*

3#5

*

#%%&

与山东'辽宁'吉林'北京

等北方省份的毒株同源性都较高!而
2

分支中
(

个

北方地区的毒株利用美国国立生物信息中心"

-/!

*I

#网站比对时发现!与我国广西地区
#%%4

年的分

离株
.

*

/;82VA<

*

G>7<

=

M8))

*

#%%4

和
.

*

/;82VA<

*

G>7<

=

M8

的
5!

基因同源性非常高"

&&a

#!提示我

国
F&-# .Ie

南北地区之间存在着基因交换&

F>7<

=

等也证实我国北部和南部地区不仅存在着

毒株之间的交换!而且存在着以基因重排方式进行

的基因交换(

"(

)

&

本次分离株有
)"

株分离自山东地区!山东地区

流行的
F&-#

亚型
.Ie

有
O#3%!98VA

和
G&!98VA

两

个分支的
5!

基因型在流行!其中
)%

株病毒的
5!

基因属于
O#3%!98VA

分支!是流行的主要基因型!而

G&!98VA

分支的
5!

基因型仅在
#%%5

年分离到
)

株!而在
#%%3

'

#%%&

年高密度的调查中没有发现该

类型的基因型!可见
G&!98VA

分支的
5!

基因并未

在山东地区形成稳定的遗传&本次分离到的大部分

"

(5

株#山东地区
O#3%!98VA

分毒株的
5!

基因非常

保守!同源性在
&4$'a

$

&&$&a

!而
.

*

2;82VA<

*

C;7<1@<

=

2

D

*

)##

*

#%%3

与其他毒株差异较大!同源

性在
3&$4a

$

&'$5a

!而与我国广西地区分离株亲

缘关系较近"图
"

#&山东地区
#%%5

年流行的
F&-#

亚型
.Ie5!

基因呈现多样性!有
O#3%!98VA

分支

的北方流行株'

O#3%!98VA

分支的南方地区流行株及

G&!98VA

分支
(

种差异较大的
5!

基因在流行!为禽

流感防控带来一定的难度&

本试验从山东胶东某鸡场内自
#%%5

0

#%"%

年

连续几年分离到
"4

株
F&-#

亚型
.Ie

!除
#%%5

年

分离到的
#

株病毒的
5!

基因处于
G&!98VA

分支

外!其余
"'

株全部位于
O#3%!98VA

分支!彼此间同

源性在
&5$#a

$

&&$4a

!非常保守&

G&!98VA

分支

的
5!

基因只在
#%%5

年零星出现!此后至
#%"%

年

#

月份再也没在该养殖场出现过&可见在胶东地

(%(
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区'山东省乃至全国范围内具有
O#3%!98VA

分支
5!

基因的毒株都是目前
F&-#

亚型
.Ie

的主要类型!

G&!98VA

分支的毒株偶有发生!到目前为止在大陆商

业鸡群中还没有发现具有
G"!98VA

和
O)(&!98VA

分

支
5!

基因的毒株&

-.

蛋白颈部相对于其他部分来说属于高变

区&

I

B

W79

等认为
-.

蛋白影响病毒致病力的分子

特征是颈部长度'唾液酸结合位点"

F*

位点#'糖基

化位点'抗原决定簇和酶活性位点(

")

)

&

O#3%!98VA

的毒株在颈部
4(

0

4'

位点缺失
(

个

氨基酸!

G&!98VA

分支的毒株没有缺失!

G"!98VA

分

支"巴基斯坦毒株除外#在颈部
(3

0

(&

位点缺失
#

个氨基酸!

O)(&!98VA

分支的毒株没有缺失&

K8>

等

报道
-.

蛋白颈部
4(

0

4'

位点缺失
(

个氨基酸是

大陆
F&-#

亚型
.Ie

的分子标志(

"'

)

&本研究涉及

的大部分毒株符合这一特点!而且还发现在山东'河

南'四川等地区仍有颈部未缺失的毒株流行&

-.

蛋白颈部发生缺失是高致病性亚型禽流感病毒
F'

和
F5

亚型的特征之一(

"4

)

!而
-.

蛋白颈部缺失是

否引起
F&-#

亚型
.Ie

致病力增强目前尚无定论&

据报道韩国和北美地区及水禽
F&-#

亚型流

感
5!

基因
F*

位点
(44

0

(5(

区域和
(&&

0

)%(

区

域的氨基酸序列
!I0[Z0,0G!

和
!Z---f0!

都非常

保守(

"5

)

!与本次分离株中的
F*

位点序列差异较

大!说明我国大陆地区
F&-#

亚型
.Ie

从水禽到商

业鸡群传播时
F*

位点序列发生了明显的适应性的

变化&如表
"

所示!这种变化主要发生在
(45

位点

G&!98VA

分支毒株
0

&

6

*

e

!

O#3%!98VA

分支
0

&

[

%

(43

位点
G&!98VA

分支毒株没有发生变化!而
O#3%!

98VA

分支的毒株在该处的氨基酸呈现多样性!分别

出现了
[

'

6

'

F

'

,

'

Z

'

G

'

0

多种氨基酸!而处于进化

树分支末端
"

$

(

亚分支的分离株在该位点处比较

一致的突变为
0

%

)%"

和
)%#

位点处突变也比较统

一!分别是
-

&

0

和
-

&

Z

!

)%(

位点
O#3%!98VA

分支

毒株没有发生过变化!

G&!98VA

分支毒株突变为
0

%

)("

0

)((

位点处
O#3%!98VA

分支的毒株没有发生变

异!

G&!98VA

分支毒株在
)(#

位点处
H

&

[

&由此看

出!

O#3%!98VA

分支和
G&!98VA

分支的毒株
F*

位点

在进化中既有相同之处也存在差异&

\7SR@C@X82;

等认为亚洲地区
5!

基因
F*

位点的进化受到抗体

的阳性选择(

"3

)

!本研究发现变异较大的
(43

'

)%#

'

)%(

'

)(#

氨基酸位点恰好处于
-.

蛋白的抗原决定

簇区域!考虑到本研究毒株分离地区普遍免疫

F&-#

亚型禽流感灭活疫苗!推测此次分离株
F*

位点的突变可能与疫苗的使用有关&

K>

等认为中

国大陆商业鸡群和水禽之间存在双向传播(

""

)

!本研

究中
"

株分离自山东地区肉鸭的
F&-#

亚型禽流

感毒株
.

*

Z>2V

*

0;7<1@<

=

9

D

*

5"5

*

#%%&

具有商业

鸡群的
F*

位点特征!与水禽
F&-#

的
F*

位点序

列差异较大!推测该毒株可能来源于商业鸡群&山

东地区肉鸡和肉鸭的养殖量都非常大!为水禽和商

业鸡群之间毒株的互相传播提供了可能性&

郭霄峰等认为
-.

蛋白第
43

'

34

'

")4

'

#%%

'

#()

'

)%#

位的潜在糖基化位点非常保守!对神经氨

酸酶的作用至关重要(

"&

)

!但本研究中
)"

*

4(

的毒株

失去了第
)%#

位的潜在糖基化位点&本研究中
'#

株
O#3%!98VA

毒株与
G&!98VA

毒株相比!因
)'

位点

氨基酸
0

&

]

失去了第
))

位点的潜在糖基化位点!

因
4(

0

4'

位点氨基酸缺失而失去第
4(

位点的糖基

化位点!在第
#4)

位点新出现糖基化位点的
(%

个毒

株中有
#&

株是
#%%3

0

#%%&

年分离到的!在
)"

株失

去
)%#

糖基化位点的毒株中有
('

株分布在
#%%3

0

#%%&

年!由于此次分离株大部分集中在山东省!本

研究认为山东地区
F&-#

亚型
.Ie -.

蛋白具有

失去
)%#

糖基化位点'获得
#4)

糖基化位点的趋势&

G@S@

等报道
-.

蛋白
")4

位点糖基化位点的缺失

改变了
-.

蛋白的空间位阻和在
/

末端存在赖氨

酸残基时导致病毒致病力增强(

#%

)

!本研究中毒株

/[

*

GZ

*

"

*

#%%#

失去了
")4

位的糖基化位点!但是

在
/

末端并不存在赖氨酸残基!关于本毒株的毒力

强弱有待于进一步的研究&

(("

'

)%#

糖基化位点处

于抗原决定簇区域!而且
)%#

位点同时也是唾液酸

结合位点!糖基化位点的失去或获得可能改变毒株

的抗原性和酶活性而影响毒株的致病性&

当
-#

亚型
-.

蛋白酶活性位点氨基酸
#&#

位

,

&

[

'

""&

位
6

&

G

*

.

*

Z

*

e

'

#&)

位
-

&

0

'

"'"

位
Z

&

6

和
#54

位
6

&

Z

时!毒株获得了抗神经氨酸酶

抑制剂奥赛米韦和扎那米韦的耐药性(

5!3

)

&而本研

究毒株
-.

蛋白的在以上酶活性位点都非常保守!

没有 发 生 类 似 的 突 变&仅
/[

*

*A8

?

8<

=

*

#

*

#%%"

"

F&-#

#在
#&)

位点
-

&

Z

和
/[

*

0Z9

D

*

5"5

*

#%%&

在
"'"

位点
Z

&

G

!而这两株病毒是否对奥塞米韦

和扎那米韦耐药还不清楚&

本研究没有发现位于
G"!98VA

分支的
5!

基因!

G"!98VA

亚群毒株有重要的公共卫生学意义!因为

H>879

*

F@<

=

[@<

=

*

G"

*

&5

的内部基因和
"&&5

年发生

)%(
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期 王守春等$

4(

株
F&-#

亚型禽流感病毒
5!

基因序列分析

的感染人的
F'-"

亚型禽流感相似(

"#

)

!而香港
"&&&

年从人身上分离到的
F&-#

也属于
G"!98VA

亚群(

#"

)

&

$

!

结
!

论

从此次分离到毒株看!中国大陆地区商业鸡群

流行的
F&-#

亚型禽流感病毒
5!

基因分为
#

个

差异较大分支000

O#3%!98VA

分支和
G&!98VA

分支!

而
O#3%!98VA

分支仍是北方地区流行的主要病毒类

型&

G&!98VA

分支毒株在华南地区多发!在北方地区

零星出现&本研究没有发现位于
G"!98VA

分支的

5!

基因 &本次分离株唾液酸结合位点!糖基化位

点变异较大%酶活性位点非常保守!没有发现具有抗

神经氨酸酶抑制剂特征性突变的毒株&由于流感病

毒种间传播及基因重排现象较多!所以应继续加强

对商业鸡群中
F&-#

亚型
.Ie5!

基因的检测!实

时监控
G"

亚群毒株和耐神经氨酸酶抑制剂毒株是

否在中国大陆地区出现&
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