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摘要：目的　分析新乡市２０１３年１月至２０１８年３月甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的流行和基因进化特征，了解新

乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的变异情况。方法　采用描述性统计学方法对新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒核酸阳

性结果进行分析；随机抽取不同时间分离的２０株病毒进行血凝素 （ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）和神经氨酸酶

（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）基因测序，使用ＤＮＡｍａｎ软件进行核苷酸和氨基酸序列比对，采用邻接法 （ｎｅｉｇｈ

ｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）法进行进化树分析。结果　２０１３－２０１７年新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感呈低流行态势，

２０１８年初成为优势流行株，主要感染０～１５岁人群 （１２３／１５０，８２．０％）。新乡市分离株与同期疫苗株 犎犃

基因核苷酸和氨基酸同源性分别为９６．６５％～９８．４７％和９６．６４％～９９．２９％，犖犃基因核苷酸和氨基酸同源

性分别为９７．５６％～９９．２２％和９６．５９％～９９．１９％。新乡流行株 犎犃基因分属２个进化分支；２０１３－２０１７

年初的流行株与同期疫苗株相比出现多处变异，其中２０１６－２０１７年初的毒株同时出现抗原位点Ｓａ区

Ｓ１６２Ｎ、Ｋ１６３Ｑ、Ｓｂ区Ｓ１８５Ｔ和Ｃａ区Ｓ２０３Ｔ变异。犖犃基因进化树与犎犃 结果对应，２０１３－２０１７年初的

流行株犖犃基因有１６处氨基酸突变；９５％的毒株糖基化位点有８个，分别是第４２、５０、５８、６３、６８、８８、

１４６和２３５位。结论　２０１３－２０１８年新乡市传播的甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒株发生了一定程度的变异，２０１７－

２０１８年国际推荐的新的疫苗株更适用于当前流行株，但仍需加强监测。
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　　流感每年发生且能够引起大流行，发病率和死

亡率高，因此，流感是世界各国一个严重的公共卫

生问题。导致流感流行的主要病原体是甲型和乙型

流感病毒，其中甲型流感病毒变异能力强，不断产

生新病毒，逃避人体免疫。２００９年４月一种新的

甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒从墨西哥迅速传播到世界各

地［１］。大流行之后，甲型 Ｈ１Ｎ１病毒一直保持季

节性循环。由于甲型流感病毒较高的突变率和抗原

漂移能力，每隔几年总会出现新的流感病毒。因

此，分析甲型 Ｈ１Ｎ１病毒的进化特征对于监测新

的致病变种至关重要。

血凝素 （ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）和神经氨酸酶

（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）是流感病毒表面主要的糖

蛋白，其中 ＨＡ在病毒附着和中和抗体反应中起

重要作用，已发现 ＨＡ蛋白有４个抗原位点Ｓａ、

Ｓｂ、Ｃａ、Ｃｂ
［２］；ＮＡ则帮助从受感染细胞表面释

放子代病毒，是临床流感药物的重要靶蛋白。两者

在所有流感病毒蛋白中变异率最高，且突变的发生

与流感疫情的发生和流行密切相关［３］。本研究通过

对新乡市２０１３－２０１８年甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的流

行和犎犃、犖犃基因进化特征进行分析，旨在了解

新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的变异情况，为当地

流感预警和有效防控提供科学依据。

１　资料与方法

１１　数据及毒株来源　２０１３年１月至２０１８年３月

的流感病原学监测数据来源于中国流感监测信息系

统。流感样病例的定义以及标本的采集、保存和运

输按照 《全国流感监测方案》［４］，新乡市流感网络

实验室对送检的３０２１份标本进行核酸检测和病毒

分离，病毒阳性数即检出的病毒核酸阳性数。测序

株为实验室使用 ＭＤＣＫ细胞分离的甲型 Ｈ１Ｎ１流

感病毒，随机抽取不同时间分离的毒株２０株。

１２　病毒ＲＮＡ提取及基因扩增　取病毒培养物

１００μｌ，使用德国Ｑｉａｇｅｎ公司的ＲｎｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ

（货号７４１０４）进行ＲＮＡ提取，使用 Ｑｉａｇｅｎ公司

的ＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ（货号２１０２１２）进行基因

扩增。具体操作方法见试剂盒说明书。ＨＩＮ１流感

病毒犎犃和犖犃 基因扩增引物来源于河南省疾病

预防控制中心，序列参考文献［５］。ＰＣＲ反应条件

为６０ ℃ １ｍｉｎ，４２ ℃ ２０ｍｉｎ，５０ ℃ ２０ｍｉｎ，

９５℃１５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ｓ，５５ ℃ ３０ｓ，７２ ℃

１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。ＲＴ

ＰＣＲ产物经１．５％凝胶电泳后进行分析，阳性产物

送上海立菲生物技术有限公司测序。

１３　序列分析　使用ＤＮＡｍａｎ软件进行核苷酸和

氨基酸序列比对。采用 Ｍｅｇａ５．０软件中邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建进化树。选

择ＮＣＢＩ基因库公布的全球同期参考株１６株和疫

苗株Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／２００９及Ａ／Ｍｉｃｈｉｇａｎ／４５／２０１５

进行序列比对，并构建系统进化树。

１４　统计学分析　采用描述性统计分析对数据进

行处理。

２　结　果

２１　新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒流行特点　

２０１３－２０１８年３月新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒流

行具有明显的季节性，冬春季节为发病高峰。２０１３

－２０１７年病毒维持低流行态势，２０１７年第５２周再

次活跃，并于２０１８年１月达到高峰，之后下降，

３月份消失 （图１）。２０１３－２０１８年甲型 Ｈ１Ｎ１流

感病毒每年检测的阳性率分别为１．０％、３．３％、

０、３．２％、３．９％和１６．０％。

甲型Ｈ１Ｎ１病毒主要感染人群为０～５岁的婴幼

儿 （６２．７％，９４／１５０），其次为６～１５岁的儿童和青

少年 （１９．３％，２９／１５０），成人和老年人感染比例较

低 （１８．０％，２７／１５０）。男女性感染比例为１．４５∶１。

２２　甲型 Ｈ１Ｎ１流感流行株同源性分析　２０１３－

２０１７年初的分离株与同期疫苗株 Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／

２００９的 犎犃 基因核苷酸和氨基酸同源性分别为

９６．６５％～９８．４１％和９６．６４％～９８．２３％，犖犃 基

因核 苷 酸 和 氨 基 酸 同 源 性 分 别 为 ９７．７３％ ～

９８．９４％ 和９６．５９％～９８．５１％ 。２０１７－２０１８年流

行株与疫苗株Ａ／Ｍｉｃｈｉｇａｎ／４５／２０１５的犎犃基因核
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苷酸和氨基酸同源性分别为９８．３０％～９８．４７％和

９８．９４％～９９．２９％，犖犃基因核苷酸和氨基酸同源

性分别为９７．５６％～９９．２２％和９８．９３％～９９．１９％。

２３　犎犃基因进化树分析　对２０株新乡流行株以

及ＮＣＢＩ公布的全球同期参考株犎犃基因构建核苷

酸进化树 （图２），可见进化树分２个分支 （Ｃｌａｄｅ）。

２０１３－２０１４年的大部分流行株与疫苗株 Ａ／Ｃａｌｉ

ｆｏｒｎｉａ／７／２００９共同位于分支１，２０１６年后的流行

株和疫苗株Ａ／Ｍｉｃｈｉｇａｎ／４５／２０１５共同位于分支２，

表明２０１４年后新乡市流行病毒发生一定程度的变

异，亲缘性更接近后来的疫苗株。

各分支都包含其他国家的流行株 （图２），说

明２０１３－２０１８年的新乡甲型 Ｈ１Ｎ１病毒株在全球

同期也广泛流行。同一流行季的新乡株分布在不同

的簇 （Ｃｌｕｓｔｅｒ），如２０１７－２０１８年的毒株分布在

３个簇，亲缘性与不同国家和地区的流行株有关，

推测新乡市同一年度可能有不同来源的 Ｈ１Ｎ１病

毒株共同流行。

２４　犎犃基因氨基酸变异　氨基酸序列比对分析

发现，２０１３－２０１７年初的流行株与同期疫苗株相

比出现多处变异：２０１３－２０１４年有７个共同的氨

基酸变异和６处个别位点变异，其中 Ａ／ｈｅｎａｎ

ｍｕｙｅ／ＳＷＬ５２／２０１４同时在３个抗原位点出现５个

氨基酸突变；２０１６－２０１７年初的流行株共同突变

位点１２个，且全部毒株同时在３个抗原位点出现

了４个氨基酸突变 （表１）。２０１７－２０１８年的毒株

与当年疫苗株比较，有 ２ 处共同变异 Ｓ７４Ｒ、

Ｓ１６４Ｔ，个别毒株出现个别抗原位点突变，如Ｃｂ

区的 Ｓ４７Ｒ、Ｃａ 区 的 Ｐ１３７Ｓ 和 Ｈ１３８Ｙ。甲 型

Ｈ１Ｎ１流感病毒的受体结合位点主要由１９０螺旋

（１９０～１９８）、１３０环 （１３５～１３８）和２２０环 （２２１

～２２８）这３个结构域构成
［６］。本研究结果显示，

新乡流行株与当年疫苗株相比，受体结合位点均未

出现变异。

２５　犖犃基因特征分析　犖犃 基因进化树分析与

犎犃 基因结果对应 （图３）。２０１３－２０１７年初的毒

株与当年疫苗株比较，序列突变有１６处，其中共

同突 变 位 点 有 Ｎ４４Ｓ、Ｇ７７Ｒ、Ｖ８１Ａ、Ｎ１００Ｓ、

Ｖ２４１Ｉ、Ｙ３５１Ｅ、Ｎ３６９Ｋ、Ｎ２４８Ｄ。

Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／２００９疫苗株的糖基化位点８

个，分别是第５０、５８、６３、６８、８８、１４６、２３５和

３８６位，疫苗株Ａ／Ｍｉｃｈｉｇａｎ／４５／２０１５则在第４２位

增加１个位点，同时第３８６位缺失糖基化。新乡病

毒株的预测结果显示，９５％ （１９／２０）的毒株与疫

苗株Ａ／Ｍｉｃｈｉｇａｎ／４５／２０１５的糖基化位点相同，而

Ａ／ｈｅｎａｎｍｕｙｅ／ＳＷＬ３１１／２０１７病毒株第３８６位糖基

化缺失，在第３８５位产生了一个新的糖基化位点

（发生Ｅ３８７Ｓ变异）。

３　讨　论

２０１３－２０１７年初新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感呈季

节性流行，且保持低发态势，２０１７年第５２周病毒

阳性数上升并在２０１８年１月成为优势株，但很快

在３月份停止活跃，这与省内其他地市３月份仍然

持续流行 （结果未示）的状况明显不同。该现象可

能原因为２０１７年底我国流感进入高发，其活动强

度较往年更强［７］，各类媒体宣传报道，群众的防范

意识增强，加之新乡市独有的免费和优惠接种流感

疫苗政策［８］，促使市民 （特别是孩子和老人）及时

接种疫苗，形成了人群免疫屏障。对新乡市人群中

流感疫苗接种进行效果评价将是本课题组下一步研

究的重点。

图１　新乡市２０１３－２０１８年甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒送检样本检测阳性情况
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注：▲代表疫苗株。

图２　２０１３－２０１８年新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒犎犃基因进化树

　　基因进化树分析表明，２０１３－２０１８年新乡市

甲型Ｈ１Ｎ１流感株与世界范围内报道的毒株有同

源性，但位于不同分支，说明毒株随着时间发生了

变异。犎犃、犖犃基因各分支完全匹配，表明未发

生分支间的重配，但均发生了明显的氨基酸替换。

犎犃基因变异是流感病毒抗原性变异的基础，

其抗原位点和受体结合位点的突变尤为重要。新乡

市２０１４年开始有１株流行株在３个抗原位点产生

了４个氨基酸突变，之后的毒株全部在３个抗原位

点出现了４个氨基酸突变。据报道，抗原变异的产

生通常需ＨＡ蛋白上有２个或２个以上抗原位点表

现出４个以上的氨基酸替换
［９］。所以新乡市甲型Ｈ１Ｎ１
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表１　２０１３－２０１４年新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒犎犃位点变异情况

毒株
Ｃａ Ｓａ Ｓａ Ｓｂ Ｃａ

８３ ８４ ９７ １４１１６２１６３１８５２０３２１５２１６２３４２５６２６３２７１２８３３２１３２４３７４４５１４９９

Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／２００９ Ｐ Ｓ Ｄ Ａ Ｓ Ｋ Ｓ Ｓ Ａ Ｉ Ｖ Ａ Ｓ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ Ｅ Ｓ Ｅ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１８２／２０１３ Ｓ － Ｎ － － － Ｔ Ｔ － － Ｉ － － － Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１７９／２０１３ Ｓ － Ｎ － － Ｑ Ｔ Ｔ － － － Ｔ － Ｓ Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１５６８／２０１３ Ｓ － Ｎ － － Ｑ Ｔ Ｔ － － － Ｔ － Ｓ Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１５７１／２０１３ Ｓ － Ｎ － － Ｑ Ｔ Ｔ － － － Ｔ － － Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１５６５／２０１３ Ｓ － Ｎ － － Ｑ Ａ Ｔ － － － Ｔ － － Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｍｕｙｅ／ＳＷＬ５２／２０１４ Ｓ － Ｎ Ｔ Ｎ Ｑ Ｔ Ｔ － － － Ｔ － － Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１１０９／２０１４ Ｓ － Ｎ － － Ｑ Ｔ Ｔ － － － Ｔ － － Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１６／２０１４ Ｓ Ｎ Ｎ － Ｎ Ｑ Ｔ Ｔ － － － Ｔ － － Ｅ Ｖ － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１１７８／２０１６ Ｓ Ｎ Ｎ － Ｎ Ｑ Ｔ Ｔ － Ｔ － Ｔ － － Ｅ － － Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１１９２／２０１７ Ｓ Ｎ Ｎ － Ｎ Ｑ Ｔ Ｔ － Ｔ － Ｔ － － Ｅ Ｖ Ｖ Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１２４１／２０１７ Ｓ Ｎ Ｎ － Ｎ Ｑ Ｔ Ｔ － Ｔ － Ｔ － － Ｅ Ｖ Ｖ Ｋ Ｎ Ｋ

Ａ／ｈｅｎａｎｗｅｉｂｉｎ／ＳＷＬ１１８５／２０１７ Ｓ Ｎ Ｎ － Ｎ Ｑ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ － Ｔ Ｔ － Ｅ Ｖ Ｖ Ｋ Ｎ Ｋ

　　注：Ｃａ、Ｓａ、Ｓｂ为抗原结合位点；Ｐ：脯氨酸；Ｓ：丝氨酸；Ｎ：天冬酰胺；Ｄ：天冬氨酸；Ａ：丙氨酸；Ｔ：苏氨酸；Ｋ：赖氨酸；Ｑ：

谷氨酰胺；Ｇ：甘氨酸；Ｉ：异亮氨酸；Ｖ：缬氨酸；Ｅ：谷氨酸。

注：▲代表疫苗株。

图３　２０１３－２０１８年新乡市甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒犖犃基因进化树

流感病毒流行株从２０１４年开始逐渐发生了抗原漂

移。期间还有其他多处位点发生共同的氨基酸变

异，这是否会影响到疫苗效果需要做进一步的抗原

分析实验，由于受条件限制，本研究无法得到当地

的数据。但由于２０１４－２０１７年初新乡市每年甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒占所有流感病毒的比例较低 （０～

２４％），因此该病毒对三价流感疫苗的免疫保护效

果影响不大，但是仍对疫苗株的选择提出了更高要

求。不过，２０１７－２０１８年 ＷＨＯ推荐了新的疫苗

株Ａ／Ｍｉｃｈｉｇａｎ／４５／２０１５，研究结果显示，新乡同

期流行株与疫苗株相似度较好，且未发现受体结合

位点的突变，但发现有个别抗原位点的突变，所以
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必须加强监测，及时发现大的变异。

ＮＡ蛋白糖基化的存在和缺失也至关重要，因

为它可能会导致糖蛋白功能的增加或丧失。抗原位

点的糖基化是流感病毒免疫逃避的重要机制，也影

响病毒的抗原性、致病力和受体结合能力。新乡市

流行株与疫苗株 Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／２００９相比均存在

糖基化位点的增加和缺失，但９５％的毒株与疫苗

Ａ／Ｍｉｃｈｉｇａｎ／４５／２０１５糖基化位点相同。同时上述

犎犃基因氨基酸位点的分析结果也提示国际推荐的

Ｈ１Ｎ１疫苗株相对于新乡流行株具有滞后性，２０１７

－２０１８年推荐的疫苗株更适用于当前的病毒株。

这也可以解释２０１８年初新乡市流感流行能够较省

内其他地市及早终止的原因。

据报 道，甲 型 Ｈ１Ｎ１ 流 感 病 毒 犖犃 基 因

Ｈ２７５Ｙ位点突变可导致病毒对犖犃 抑制剂类药物

奥司他韦耐药［１０］，而Ｓ２４７Ｎ突变株具有低水平的

奥司他韦抗性［１１］。本次研究的新乡市流行株均未

发现上述药物敏感性位点突变。但湖北［１２］和日

本［１３］等地有关于检出耐药位点突变的报道，因此

需要加强监测，及早发现和预防耐药株的传播。

总之，尽管２０１３－２０１８年新乡市传播的甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒株 犎犃 和犖犃 基因发生了一定程

度的变异，但其与世界范围内报道的毒株同源，且

当前流行株与 ＷＨＯ推荐的新疫苗株有较高的相

似度。下一步仍需加强监测，密切关注病毒株的遗

传变化和抗原变异情况，了解重大的进化变化，为

流感预警和防控提供科学支持。
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