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摘要：目的　了解北京市东城区２０１７－２０１８监测年度 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒分离株 ＨＡ１基因序列变异特征

及进化情况。方法　对北京市东城区２０１７年４月１日至２０１８年３月３０日采集的流感样病例咽拭子进行核

酸检测及病毒分离，将分离得到的１２株 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒进行 ＨＡ１基因序列测定，通过ＤＮＡＳｔａｒ５．０

和 ＭＥＧＡ６．０软件与国际卫生组织 （ＷＨＯ）推荐的北半球２０１７－２０１８年流感疫苗株、２０１８－２０１９年流感

疫苗株进行比对，绘制系统进化树。结果　以２０１７－２０１８年流感疫苗株 ［Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／４８０１／２０１４

（Ｈ３Ｎ２）ｌｉｋｅｖｉｒｕｓ］为参比序列，１２株分离株中共发现ＨＡ１基因序列中２０个氨基酸位点发生改变；涉及

到２个抗原决定簇、受体结合位点 （ＲＢＳ）及附近位置。而２０１８－２０１９年推荐的疫苗株 ［Ａ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／ＩＮ

ＦＩＭＨ１６００１９／２０１６ （Ｈ３Ｎ２）ｌｉｋｅ］氨基酸一些变异位点与１２株分离株的氨基酸变异位点一致，差异较

小。１２株 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒的 ＨＡ１基因核苷酸同源性为９６．３５％～１００．００％，氨基酸的同源性为

９４．９７％～１００．００％，与 ＷＨＯ推荐的２０１８－２０１９年疫苗株同源性更高；系统进化树显示，分离到的流感

毒株大部分与２０１８－２０１９年推荐的疫苗株在一个大分支上，亲缘关系较近，与２０１７－２０１８年疫苗株距离

较远，差异较大。结论　２０１７－２０１８监测年度北京市东城区 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒的 ＨＡ１基因特性发生了

一定改变，与 ＷＨＯ推荐的２０１８－２０１９年新疫苗株匹配性更好，将为北京市流感监控发挥更好的保护

作用。
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　　流感病毒属于正黏病毒科，其基因组为分节段

负链ＲＮＡ，分为甲、乙、丙３种型别，均可感染

人［１］。其中甲型流感病毒抗原经常发生变异，不断

在世界范围内出现新的流行。每隔几年，就会有一

种逃避人类免疫的变异株出现［２］。流感病毒血凝素

（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）是流感病毒主要抗原之一，

是流感病毒发生抗原性变异的分子基础。ＨＡ１是

ＨＡ蛋白的重链区，该区的抗原漂移和抗原转变极

易造成流感流行［３］。甲型流感病毒中的 Ｈ３Ｎ２亚

型是引起人类流感的主要病原之一，它曾经引起世

界性的流感大流行，在我国也曾引起局部的暴发流

行［４５］。本课题组对北京市东城区２０１７－２０１８监测

年度分离到的Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒毒株的 ＨＡ１进

行了基因测序，构建系统进化树，分析 Ｈ３Ｎ２亚

型流感病毒基因变异趋势及与疫苗株的匹配性。

１　资料与方法

１１　样本来源　２０１７年４月１日至２０１８年３月

３０日间，采集北京市东城区两家流感监测哨点医

院 （北京市第六医院和北京中医药大学东直门医

院）的流感样病例 （ｉｎｆｌｕｅｎｚａｌｉｋｅｉｌｌｎｅｓｓ，ＩＬＩ）

咽拭子样本。

１２　方法

１２１　核酸检测与病毒的分离鉴定　实验室收到咽

拭子样本后立刻进行实时荧光ＰＣＲ反应 （具体操作

按江苏硕世试剂盒中的说明书进行），然后阳性样本

参照 《流行性感冒病毒及其实验技术》［６］接种到狗肾

传代细胞 （ＭＤＣＫ）和鸡胚进行培养后，将血凝

（ＨＡ）滴度≥１∶８的培养物进行血凝抑制 （ＨＩ）实

验。ＭＤＣＫ和鉴定血清均由国家流感中心提供，培

养的毒株由国家流感中心统一编号并复核。

１２２　病毒 ＲＮＡ 的提取　新鲜病毒细胞培养液

采用 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 生 产 的 试 剂 盒 （Ｍａｇ

ＭＡＸＴＭ９６ＶｉｒａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ磁珠试剂盒）

提取流感病毒ＲＮＡ （按试剂盒说明书进行操作），

之后－７０℃保存备用。

１２３　扩增 ＨＡ１基因序列　设计引物序列，上

游 引 物 序 列 为 ５′ＡＴＧＡＡＧＡＣＴＡＴＣＡＴＴ

ＧＣＴＴＴＧＡＧＣＴＡＣＡＴＴ３′，下游引物序列为５′

ＡＧＴＴＴＧＴＴＴＣＴＣＴＧＧＴＡＣＡＴＴＣＣＧＣＡ３′，（上海

伯杰生物科技有限公司合成），采用ＴａＫａＲａ大连

宝生物工程有限公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｏｎｅＳｔｅｐＲＴ

ＰＣＲＫｉｔＶｅｒ．２．０反应试剂盒扩增 ＨＡ１基因序列。

具体的反应体系 （５０μｌ）包括２×反应缓冲液

２５μｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋ ５μｌ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｏｎｅｓｔｅｐ

ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ２μｌ，上游引物１μｌ（２０μｍｏｌ／Ｌ），下

游引物１μｌ（２０μｍｏｌ／Ｌ），模板ＲＮＡ（提取的病毒

ＲＮＡ）５μｌ，补水到５０μｌ。ＲＴＰＣＲ 反应条件如

下：５０℃３０ｍｉｎ；９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃

３０ｓ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ 循环 ３０ 次，７２ ℃ １０ｍｉｎ，

４℃ ∞。

１２４　测序与分析　ＲＴＰＣＲ 扩增后的产物经

１％琼脂糖凝胶电泳确定扩增成功后送至上海生物

工程科技有限公司完成测序。用ＤＮＡＳｔａｒ５．０和

ＭＥＧＡ６．０软件对１２株序列与 ＷＨＯ推荐的北半

球流感疫苗株 Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／４８０１／２０１４ （Ｈ３Ｎ２）

ｌｉｋｅｖｉｒｕｓ （２０１７－２０１８ 年）和 Ａ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／ＩＮ

ＦＩＭＨ１６００１９／２０１６ （Ｈ３Ｎ２）ｌｉｋｅｖｉｒｕｓ （２０１８－

２０１９年）进行同源性和氨基酸位点比对，并构建

系统进化树。

２　结　果

２１　２０１７－２０１８年北京市东城区流感监测及

Ｈ３Ｎ２病毒分离情况　北京市东城区在２０１７－

２０１８年流感监测季共检测流感样病例 （ＩＬＩ）咽拭

子样本１７８０份，核酸阳性为２８６份 （１６．０７％），

其中 Ｈ３Ｎ２为７６份 （２６．５７％），Ｈ１Ｎ１为９９份

（３４．６２％），Ｂ型为１１１份 （３８．８１％）。核酸阳性

样本经 ＭＤＣＫ 细胞和鸡胚培养后，细胞分离

Ｈ３Ｎ２阳性毒株 １２ 株 （１５．７９％），鸡胚 ０ 株。
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Ｈ３Ｎ２亚型流感主要出现在２０１７年１０～１２月，

２０１８年１月开始，Ｂ型和 Ｈ１Ｎ１型流感逐渐成为

优势毒株。

２２　 ＨＡ１ 基 因 氨 基 酸 变 异 分 析 　 以 Ａ／

ＨｏｎｇＫｏｎｇ／４８０１／２０１４ （Ｈ３Ｎ２）ｌｉｋｅｖｉｒｕｓ （２０１７

－２０１８年疫苗株）为参比序列，与东城区２０１７－

２０１８监测年度 Ｈ３Ｎ２亚型流感分离株及 ＷＨＯ推

荐的北半球２０１８－２０１９年疫苗株进行氨基酸位点

比对，结果显示，１２株分离株中共有２０个氨基酸

位点发生变化，其中８个氨基酸位点变异涉及到Ａ

（Ｔ１３５Ｋ／Ｎ、Ｉ１４０Ｖ、Ｒ１４２Ｇ、Ｓ１４４Ｋ／Ｎ） 和 Ｂ

（Ｙ１５９Ｓ、Ｋ１６０Ｔ、Ｆ１９３Ｓ、Ｐ１９４Ｌ）两个抗原决定

簇，并且ＨＡ１蛋白受体结合位点 （ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄ

ｉｎｇｓｉｔｅ，ＲＢＳ） （包括的基因位点有第９８、１３１～

１３７、１５３、１５５、１８３、１９０、１９４和２２５～２２８）中

出现 Ｔ１３１Ｋ、Ｔ１３５Ｋ／Ｎ、Ｐ１９４Ｌ的氨基酸转变，

还有１１个其他位点发生氨基酸替换。结果还显示

２０１８－２０１９年推荐的疫苗株与参比疫苗株在氨基

酸位点上发生了改变，这些变化位点与１２株分离

株的氨基酸位点一致 （第９６、１２１、１４２、１６０、

１９４位），同源性较高，具体见表１。

２３　ＨＡ１基因的同源性和系统进化树分析　１２

株Ｈ３Ｎ２分离株ＨＡ１基因序列中，其核苷酸的同

源性为９６．３５％～１００．００％，氨基酸的同源性为

９４．９７％～１００．００％，与 ＷＨＯ推荐的２０１７－２０１８

年度北半球疫苗株 Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／４８０１／２０１４ｌｉｋｅ

ｖｉｒｕｓ相 比， 其 核 苷 酸 同 源 性 为 ９７．７６％ ～

９８．５２％，氨基酸同源性为９５．９７％～９７．８０％。与

ＷＨＯ推荐的２０１８２０１９年度北半球疫苗株Ａ／Ｓｉｎ

ｇａｐｏｒｅ／ＩＮＦＩＭＨ１６００１９／２０１６ （Ｈ３Ｎ２）ｌｉｋｅｖｉ

ｒｕｓ相比，核苷酸同源性为９７．７８％～９９．０２％，氨

基酸同源性为９６．３４％～９８．９０％。

从绘制的系统进化树中可以看出：主要形成的

两大分支中，有 ２ 株分离株与 Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／

４８０１／２０１４ｌｉｋｅｖｉｒｕｓ （２０１７－２０１８年）疫苗株亲

缘关系较近，其余的１０株分离株与Ａ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／

ＩＮＦＩＭＨ１６００１９／２０１６ （Ｈ３Ｎ２）ｌｉｋｅｖｉｒｕｓ（２０１８

－２０１９年）疫苗株位于另一大分支上，亲缘关系

较近，可见，本次监测的流感毒株 ＨＡ１基因序列

上产生了一定变异，以往的疫苗株已不再适合继续

应用。而 ＷＨＯ新推荐的２０１８２０１９年北半球疫苗

株进化谱与流感毒株进化谱较近，适合推荐使用，

具体见图１。

３　讨　论

本次研究结果显示，Ｈ３Ｎ２亚型流感在２０１７

－２０１８年流感监测季中出现最早，主要集中在

２０１７年的１０～１２月，２０１８年１月Ｂ型和 Ｈ１Ｎ１

亚型流感开始出现，并逐渐取代 Ｈ３Ｎ２亚型流感

成 为优势毒株，这与东城区在２０１６－２０１７年流感

表１　２０１７－２０１８年北京市东城区 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒 ＨＡ１基因氨基酸变异位点

毒株号
氨基酸位点

６２ ９６ １２１１２４１２８１３１１３５１３８１４０１４２１４４１５０１５９１６０１７１１９３１９４２１２２５９２６１

Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／４８０１／２０１３ Ｅ Ｓ Ｎ Ｓ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｉ Ｒ Ｓ Ｒ Ｙ Ｋ Ｎ Ｆ Ｐ Ｐ Ｋ Ｒ

Ａ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／ＩＮＦＩＭＨ１６００１９／２０１６ Ｎ Ｋ Ｇ Ｔ Ｋ Ｌ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ１ Ｎ Ｋ Ｇ Ｔ Ｌ Ｌ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ２ Ｎ Ｋ Ｋ Ｓ Ｋ Ｋ Ｔ Ｌ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ３ Ｎ Ａ Ｖ Ｇ Ｎ Ｓ Ｌ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ４ Ｎ Ｋ Ｓ Ｇ Ｔ Ｌ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ５ Ｎ Ｎ Ａ Ｎ Ｌ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ６ Ｎ Ｋ Ｎ Ｇ Ｔ Ｋ Ｌ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ７ Ｇ Ｎ Ｋ Ａ Ｋ Ｇ Ｋ Ｔ Ｋ Ｌ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ８ Ｎ Ｋ Ｋ Ｇ Ｋ Ｋ Ｔ Ｓ Ｌ Ｒ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ９ Ｎ Ｋ Ｋ Ｋ Ｋ Ｔ Ｓ Ｌ Ｒ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ１０ Ｎ Ｋ Ｋ Ｇ Ｋ Ｋ Ｔ Ｋ Ｌ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ１１ Ｎ Ｋ Ｋ Ｇ Ｋ Ｋ Ｔ Ｌ Ｑ

ＢＪＤＯＮＧＣＨＥＮＧ１２ Ｎ Ｋ Ｋ Ｇ Ｋ Ｋ Ｔ Ｋ Ｌ Ｑ

　　注：Ｅ为谷氨酸；Ｓ为丝氨酸；Ｎ为天冬酰胺；Ｔ为苏氨酸；Ａ为丙氨酸；Ｉ为异亮氨酸；Ｒ为精氨酸；Ｙ为酪氨酸；Ｋ为赖氨酸；Ｆ

为苯丙氨酸；Ｐ为脯氨酸；Ｇ为甘氨酸；Ｌ为亮氨酸；Ｑ为谷氨酰胺；Ｖ为缬氨酸。
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注：■标记的为 ＷＨＯ推荐的北半球流感疫苗中的 Ｈ３Ｎ２亚型名称。

图１　２０１７－２０１８年北京市东城区 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒 ＨＡ１基因进化树

监测结果［７］略有不同。在２０１６年１０～１２月也是以

Ｈ３Ｎ２亚型流感为主，而从 ２０１７ 年 １ 月开始

Ｈ１Ｎ１亚型流感成为主要毒株，但是没有监测到Ｂ

型流感。Ｈ３Ｎ２亚型流感在本监测季虽然不是优势

流行毒株但是其细胞和鸡胚分离的阳性率很低，细

胞分离毒株１２株，鸡胚０株，这与 Ｈ３Ｎ２亚型流

感容易发生变异有很大关系。鸡胚株难以分离给研

制更新 Ｈ３Ｎ２疫苗株造成很大困扰，这就需要我

们长期从基因水平来监测 Ｈ３Ｎ２亚型流感变异的

特点，从而为研制推广基因疫苗提供基础资料。

Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒于１９６８年在香港首次暴

发，之后在人群中不断地流行和变异［８］。导致

Ｈ３Ｎ２亚型流感暴发和流行的关键原因就是其 ＨＡ

蛋白的抗原决定簇位点变异改变了病毒的抗原性和

毒力［９］。有研究表明，出现４个以上氨基酸突变且

分布在２个以上抗原决定簇就能成为一个具有代表

性的新变种［１０］。流感病毒ＨＡ１区分布着５种抗原

决定簇 （Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ），Ａ位于由１４０～１４６

位氨基酸形成的突出环上及１３３～１３７位氨基酸，

Ｂ位于１５５位上面的主环 （１５６～１６０）及球区末端

围绕α螺旋结构的１８７～１９８位氨基酸，Ｃ位于球

区末端的５３、５４、２７５和２７８所在区，Ｄ位于 ＨＡ

三聚体交界处的２０７、１７２～１７４位氨基酸，Ｅ由

６３、７８、８１、８３位形成的表面氨基酸区
［６］。本次

研究结果显示，以 ＷＨＯ推荐的２０１７－２０１８年度

疫苗株Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／４８０１／２０１４ｌｉｋｅｖｉｒｕｓ为参比

序列，东城区２０１７－２０１８年分离的１２株 Ｈ３Ｎ２

亚型流感病毒 ＨＡ１基因发生了２０个氨基酸位点

突变，位于抗原决定簇的Ａ和Ｂ上，ＨＡ１基因的

改变使疫苗的保护作用受到了限制，这与近年来国

内其他报道一致［１１１３］。而 ＷＨＯ 推荐的２０１８－

２０１９年疫苗株改变的氨基酸位点和分离株氨基酸

位点有一些是一致的 （第９６、１２１、１４２、１６０、

１９４位），核苷酸和氨基酸的同源性与分析毒株更

高，其保护作用将会大大提高。

流感病毒 ＨＡ蛋白上具有受体结合位点 （ｒｅ

ｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＲＢＳ），这是病毒感染细胞时

与细胞表面结合的必要条件。ＲＢＳ呈口袋状，位

于 ＨＡ１分子的球区末端。郭元吉等
［６］认为大部分

流感毒株 ＨＡ的５个氨基酸是保守的 （９８、１５３、

１８３、１９０、１９４），而且ＲＢＳ的口袋后壁一些氨基

酸位点也是保守的，它们不参与ＲＢＳ位点与受体

结合，可能对稳定ＲＢＳ结构，促进病毒与受体结

合和病毒繁殖等生理功能起重要作用。本次检测的

１２株流感毒株第１９４位氨基酸全部发生改变，由Ｐ

变为Ｌ，这说明随着时间的推移，流感毒株比较保
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守的位点也会发生改变，这可能也是 Ｈ３Ｎ２亚型

流感容易发生流行的一个重要原因。

另外，从系统进化树中也可以看出，分离株大

部分与 ＷＨＯ推荐的２０１８－２０１９年度 Ｈ３Ｎ２疫苗

株位于同一大分支上，与２０１７－２０１８年疫苗株的

亲缘关系较远，这提示东城区 Ｈ３Ｎ２亚型流感病

毒不断发生变异，以往的疫苗已不适合现在的流行

毒株，要及时使用 ＷＨＯ推荐更新的疫苗株。今

后的流感病原学监测工作要加强流感病毒基因分子

学研究，这有助于及时发现新的变异株，也为疫苗

的更换制备提供科学依据。
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