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2004年北京婴幼儿中甲 3型流感病毒血凝素
基因特性对其抗原性改变的提示

朱汝南 　徐红 　钱渊 　王芳 　邓洁 　赵林清 　廖斌 　黄蓉妍

　　【摘要 】　目的 　了解 2004年流感流行季节 (2004年 8月 —2005年 4月 )北京地区婴幼儿急性呼

吸道感染患儿中分离到的甲 3型流感病毒是否存在抗原性的改变以及其变异程度。方法 　提取 1株

于 2004年 3月和 32株于 2004年流感流行季节从北京地区急性呼吸道感染患儿中分离到的甲 3型

流感病毒的病毒 RNA,经 RT2PCR扩增得到 HA1区基因片段并进行核苷酸序列测定 ,使用生物信息

软件分析 HA1区基因序列。结果 　所测定的血凝素 HA1区基因均为 987 bp,编码一个含 329个氨基

酸的蛋白质。将 33株甲 3型流感病毒流行株的血凝素 (HA1)氨基酸序列与近年 WHO推荐的参考

疫苗株比较 ,我们发现一致的多处位点的氨基酸突变 ,而且突变位点涉及 2个抗原决定簇 (A、B)和受

体结合部位。而 2004年 3月分离到的毒株在进化分析和氨基酸变异上均不同于 2004年流行季节的

毒株。结论 　对血凝素基因 HA1区的序列分析结果提示 2004—2005年流行季节的甲 3型流感病毒

较春季的流行株和 2004年疫苗株出现了较大的漂移 ,提示其抗原性可能出现了改变。这种变异对于

病毒抗原性的影响以及对于疫苗效果评价的意义值得密切关注。
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【Abstract】　O bjective　To identify variations in hemagglutinin genes from influenza viruses (H3N2)
isolated from infants and young children with acute resp iratory infection (AR I) between March, 2004 and
Ap ril 2005. M ethods　RNA s from influenza A virus strains ( subtype H3) isolated from specimens collected
from AR I children were extracted followed by amp lification for HA1 fragments from hemagglutinin ( HA )
genes by RT2PCR. The sequences of the fragments were defined by direct sequencing for the PCR p roducts
or the target inserts after the PCR fragments were cloned into the TA2cloning vector pBS2T and analyzed by
bioinformatic software. Results　Fragments of 987 bp s of HA1 ( encoding 329 am ino acids) from a total of
32 strains of influenza A virus ( subtype H3) isolated from the 2004 season and 1 from the 2003 season were
amp lified and the sequenceswere compared with vaccine reference strains recommended byWHO which were
used in recent years. There were several consistent am ino acid variations which involved in both antigenic
ep itopes A and B and recep tor binding site (RBS) for isolated strains in the 2004 influenza season compared
with the vaccine strains used during the recent years and the virus strains isolated in March 2004, indicated
the antigenic drift of the viruses isolated in 2004 influenza season may lead to variant viruses. Conclusion
The variations of the HA genes from influenza virus ( subtype H3 ) strains in the 2004—2005 influenza
season were confirmed by sequence analysis for the HA1 regions of the hemagglutinin genes, which indicate
that the antigenic drift would have been caused by the diversification of the genes and the efficacy of the
recently used vaccines should be kep t under close watch.

【Key words】　 Influenza A virus, human; 　Hemagglutination, viral; 　Antigens, viral; 　Variation
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　　流行性感冒 (简称流感 )是由流感病毒引起的

急性呼吸道传染病。其传播迅速 ,抗原易变异。近

年来流感病毒变异活跃。1997年香港首例禽流感

感染人的发生 [ 1 ]以及 2003年以来东南亚越南等国

人感染禽流感事件的连续发生 [ 224 ]
,使全球对流感的

关注日益增长。专家们认为可能会再次出现流感的

大流行 [ 5 ]
; WHO 发出预警并呼吁各国应该建立对

流感大流行的防备计划 ,以应对可能发生的流感大

流行 [ 6 ]。加强流感监测 ,及时发现变异毒株和新毒

株是预防和控制大流行的关键。本研究室多年来一

直在儿科患者中进行流感病毒的监测 [ 7, 8 ]。世界流

感流行资料和我们的监测资料都表明 ,近年来在感

染人类的流感病毒中 ,甲 3型 ( H3N2)流感病毒相

当活跃 ,往往是流行优势株 [ 9 ]
;其血凝素基因的变

异是流感病毒抗原性变异的分子基础。因此本研究

就 2004年 3月 —2005年 4月北京地区儿科急性呼

吸道感染患儿中分离到的甲 3型流感病毒的血凝素

基因 HA1区进行了核苷酸序列分析 ,从分子水平了

解是否有抗原性变异及其变异的程度 ,为了解和掌

握流感变异及其流行规律提供基础数据 ,同时也为

防控流感策略的制定提供科学依据。

材料和方法

一、病毒分离鉴定

将临床采集的急性呼吸道感染患儿的咽拭子

(取自门诊患儿 )或鼻咽洗液 (取自住院患儿 )接种

于 MDCK细胞 ,观察细胞病变 ,并用豚鼠血球进行

血凝试验 ,阳性者用血凝抑制试验进行型别鉴定。

取标本的患儿年龄从 1 d～18岁。用来进行序列分

析的甲 3型流感病毒分离自 2个月～8岁的患儿。

二、血凝抑制试验

采用 WHO流感诊断试剂盒 ( the WHO influenza

reagent kit for identification of influenza isolates) ,由美

国疾病预防与控制中心 (CDC)提供。

三、分离毒株血凝素基因 HA1区测序

选取 32株于 2004年流感季节 (2004年 8月 —

2005年 4月 )从首都儿科研究所附属儿童医院就诊

患儿中分离的甲 3型流感病毒毒株和 1株于 2004

年 3月分离的毒株 (H4205)进行了核苷酸测序。

1. 引物 : HA1 区基因 PCR 扩增测序引物为

H3F1: 5′2ATGAAGACTATCATTGCT23′和 H3R1184:

5′2ATTGCTGCTTGAGTGCTT23′, 预期扩增片段为

1169 bp。部分毒株 HA1区基因进行克隆后测序 ,

测序引物为载体上的通用引物 (位于插入片段的两

侧 ) ;大多数毒株直接用 PCR产物进行测序 ,这些样

品除用以上 2个引物测序外还加测另一个反应以确

证其 5′端序列 , 引物为 5′2TAAGGGTAACAGTTG2
CTG23′。

2. 病毒 RNA提取和血凝素基因 HA1区扩增、

克隆和测序 :使用 Trizol提取病毒悬液中的 RNA

后 ,用随机引物逆转录合成 cDNA。然后用上述引

物进行 PCR 反应 ,反应条件为 : 94℃ 5 m in; 94℃

1 m in, 50℃ 1 m in, 72℃ 1 m in 20 s,扩增 35个循环 ;

72℃延伸 5 m in。预期扩增产物大小为 1169 bp s,

经琼脂糖凝胶电泳纯化后 ,与载体 pBS2T进行 T2A
连接。连接产物转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞 ;

用 PCR筛选出阳性克隆后进行序列测定。Trizol和

逆转录酶 M 2MLV为 Invitrogen公司产品 ;随机引物

由上海博亚生物技术有限公司合成 ; Taq酶 expand

long temp late PCR system为 Boehringer Mannhem公

司产品。DNA 凝胶纯化回收试剂盒和载体 pBS2T
为天为时代科技有限公司产品。所测毒株中只有 3

株使用克隆测序 ,其余 30株毒株的 HA1区基因是

使用 Q iagen公司的 One2Step RT2PCR Kit进行扩增

后 ,产物直接进行测序。

四、序列分析和种系进化分析

序列分析和种系进化分析使用生物学软件

DNAStar中的 EditSeq和 MegA lign。序列比较选用了

WHO推荐的甲 3型流感病毒疫苗株为参照株 ,它们

是 : 2001—2004年疫苗株 A /Panama /2007 /99 (简称

Panama99) , 2004—2005年北半球疫苗株 A /Fujian /

411 /2002 (简称 Fujian02) , 2004—2006年南半球疫

苗株 A /W ellington /1 /2004 (简称 W ellington04)以及

刚刚公布的 2005—2006 年北半球疫苗株 A /

California /7 /2004 (简称 California04)。

结 果

一、病毒分离鉴定

2004年 8月 —2005年 4月从 2313例儿科急性

呼吸道感染患儿标本中分离的流感病毒 (毒株中有

相当一部分血凝滴度很低 )中经血凝抑制试验鉴定

为甲 3型流感病毒的共有 69株。选用其中 32株病

毒和 1株 2004年 3月分离的毒株 (H4205)做进一

步的分子水平分析。

二、血凝素基因 HA1区序列的进化分析

扩增到的 33株甲 3型流感病毒流行株血凝素

基因 HA1区域为 987 bp,编码一个 329个氨基酸的

蛋白质。将这些毒株的核苷酸序列与 WHO近年推
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荐的疫苗参考株进行的比较分析结果表明 ,本流感

流行季节分离的流行株和去年的疫苗株 Fujian02较

前年的疫苗株 Panama99株近源 ;与 WHO新推荐的

2004—2006年度疫苗株 W ellington04更近源 ;和刚

公布的 2005—2006年的疫苗株 California04株最为

近源 ,而明显自成一个新的进化分支。如图 1所示 ,

2004年 3 月分离到的一株病毒 ( H4205 ) 属于

2003—2004 年流感流行 季 节 的 流 行 株 , 它 与

Fujian02近源 ,和 W ellington04株更为近源 ,属于一

个进化分支 ;而 2004年冬季北京地区流行的病毒不

仅和去年的疫苗株 ( Fujian02和 W ellington04)不同

而形成一个新的进化分支 ,而且与新推荐的 2005—

2006年度疫苗株 (California04)也有所不同 ,部分毒

株形成了一个更新的分支 ,提示 2004年北京地区冬

季流行的甲 3型流感病毒有一定程度的变异。

H4205为 2004年 3月分离株 ,其余分离株为 2004年 8月—2005年 4月

的毒株 ;各年的疫苗推荐株以缩写形式表示

图 1　2004年甲 3型流感病毒流行株与疫苗株基于核苷酸的

进化分析

三、流行株与疫苗株 HA1区的氨基酸序列比较

将本流行季节分离毒株血凝素基因的 HA1区

编码的氨基酸序列与近年 WHO推荐的疫苗毒株序

列比较 ,发现变异位点有一些新的特点。流行株

HA1区的氨基酸序列既不同于去年的疫苗毒株

( Fujian02) ,也不完全同于 WHO 新推荐的 2005—

2006年度疫苗株 (W ellington04和 California04)。变

异位点详见表 1。2004年流感流行季节的分离株与

2003—2004年疫苗株 ( Panama99)比较 ,有 5个位点

发生了改变 ( 145, 159, 189, 225, 226 ) ; 与 2004—

2005年的疫苗株 ( Fujian02)比较 ,有 4个位点发生

了改变 ( 145, 159, 189, 226) ;与 2004—2006年南半

球疫苗株 (W ellington04)比较 ,有 2个位点发生了改

变 ( 145, 226 ) ; 与 2005—2006 年北半球疫苗株

(California04)比较也出现了改变 ,但氨基酸的变异

不一致。2004—2005年流行季节的毒株与 H4205

(2004年 3月分离到 ,作为 2003—2004年流行季节

分离株 )比较 ,出现了 2个位点的改变 ( 145, 226)。

2004年毒株的 227位氨基酸在 P /S之间替换。这

些变异位点涉及了抗原决定簇 A、B和受体结合位

点 (RBS) ,提示 2004年流感流行季节的毒株出现了

一定程度的变异。

表 1　2004年 3月 —2005年 4月分离的甲 3型流感病毒

流行株与疫苗株氨基酸位点差异比较

毒株编号 145A 159B 189B 225
RBS

226
RBS

227
RBS

Panama99 K Y S G V S

Fujian02 K Y S D V S

W ellington04 K F N D V P

California04 N F N D I P

H42053 K F N D V P

2004年流行季节毒株 # N F N D I P /S

　　注 : 3 2004年 3月分离的毒株 ,属于 2003—2004年流行季节 ;
#其余 32株 2004—2005年流行季节分离的毒株 ,这些毒株在这 6个

位点的氨基酸变异完全相同 ,因此统一标明

四、流行株血凝素 HA1特性分析

1. 血凝素蛋白二硫键保守性 :流感病毒血凝素

蛋白二硫键位点具有高度保守性。这些二硫键对维

持流感病毒 HA蛋白分子的正常空间构象起到非常

重要的作用。2004年流行毒株在 14、52、64、76、97、

139、281和 305位的半胱氨酸 ( Cys)均保守不变。

表明 2004年流行株血凝素的三维结构保持稳定。

2. 糖基化位点 :我们所分析毒株的血凝素 HA1

区有 11个 N糖基化位点 (N2X2T/S)非常保守 ,分别

位于 8、22、38、63、122、126、133、144、165、246和 285

位氨基酸。较 1968 年分离的第一株甲 3 型毒株

(A /HongKong/1 /68)增加了 6个糖基化位点 ( 63,

122, 126, 133, 144, 246 位 ) ,减少了一个位点 ( 81

位 )。有文献报道自 1997年以后的毒株在 122和

133位增加了两个糖基化位点 , 1999年以后的毒株

均在 144位增加了一个糖基化位点 [ 7, 8 ]。HA1区糖

基化位点逐渐增多 ,增加的糖链可能会影响蛋白的

抗原特性以及宿主 CD +
4 细胞对 HA分子的识别。

3. 受体结合位点 :流感病毒血凝素的受体结合
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位点呈口袋状 ,由底部 ( 98、153 位氨基酸 ) ,后壁

(183、190、194) ,前壁 ( 131～137 ) ,左侧壁 ( 225～

228)构成。其中 98、153、183、190、194、226 ( G或 L)

恒定不变 [ 10 ]。与去年的疫苗株 ( Fujian02)比较 ,本

研究中流行株 (除 H4025)血凝素的 226位氨基酸

(缬氨酸 V →异亮氨基酸 I)发生了变异 ,它们和

1968年 A /Hong Kong/1 /68株 226的亮氨酸 (L )均

属疏水氨基酸 ,它们间的置换对受体结合的能力影

响不大。A /Hong Kong/1 /68株的 227位是丝氨酸 ,

而流行株的变异在丝氨酸和脯氨酸二者间交替变

换。关于其对病毒血凝素的影响报道甚少 ,变换的

原因不明 ,或许和个体免疫压力有关。

讨 论

目前按照血凝素和神经氨酸酶的不同 ,甲型流

感病毒分为 15个亚型 [ 11 ]。其中感染人类并能够引

起一定范围流行的甲型流感病毒包括甲 1 ( H1N1)

和甲 3 (H3N2)型。但是以前只感染动物的某些甲

型流感病毒也出现了感染人的情况 ,但是尚未造成

大范围的流行。甲型流感病毒的进化频率高于乙型

和丙型流感病毒 ,尤其是甲 3型流感病毒 ,其进化频

率达到 5. 7个核苷酸 /年 [ 12 ]。曾经 3次导致世界性

大流行的流感病毒都是甲型流感病毒 [ 13 ]。从 WHO

每年推荐的疫苗株来看 ,甲 3型流感病毒疫苗株的

更换频率最高 ,说明其抗原性的改变很频繁。

流感病毒的抗原变异有 2种形式 ,一是所有流

感病毒所共有的抗原漂移 ,二是只有甲型流感病毒

特有的抗原转变或变异。抗原漂移主要是通过编码

血凝素和神经氨酸酶基因的持续不断的氨基酸点突

变的积累 ,导致其蛋白分子上的抗原位点发生改变 ,

从而影响病毒的抗原性 ,这也是导致甲型流感病毒

感染不断流行的原因。而抗原转变或变异是指病毒

的一个基因片段发生了改变 (基因重配 )而导致了

新的血清亚型的出现。位于血凝素 HA1区头球部

的氨基酸突变 (包括 5个抗原结合簇和受体结合位

点 )与其抗原漂移关系更为密切 [ 14 ]。我们分析的

2004年甲 3型流感病毒的流行株与 2004—2005年

疫苗株之间已经出现了位于 2个抗原决定簇 (A和

B)和受体结合位点的氨基酸突变 ,提示有可能已经

出现了一个新变种。WHO公布的下一年度北半球

疫苗株中甲 3 型流感病毒 California04 替换了

Fujian02。California04与 Fujian02相比出现了与我

们观察到的相同的位于 2个抗原决定簇 (A和 B )和

受体结合位点的 4个氨基酸突变 ,说明我们分离到

的这些病毒 ,即 2004—2005年流行季节的甲 3型流

感病毒 , 确实在氨基酸水平已经出现了有意义的替

换 ,提示其可能出现了新的抗原性漂移 , 当然这还

需要更进一步的血清学实验进行确证。

每年冬季甲、乙型流感病毒在我国北方都会引

起不同程度的流行。流感病毒可感染任何年龄组人

群 ,儿童感染率最高。虽然由流感引起的重症感染

和死亡率最高的为 65岁以上人群 ,但是在流感流行

季节小于 2岁的婴幼儿因流感导致的住院率也非常

高。婴幼儿作为最敏感的人群在流感流行的监测中

有着重要的地位。冬春季儿科发热患者数的突然增

加往往是流感流行的信号。因此 ,密切关注儿童中

流感病毒的流行情况 ,在流行季节之初对其抗原在

分子水平的改变进行监测 ,并结合抗原性的分析来

确定是否出现了抗原漂移 ,会使我们更充分地认识

到变异对其流行状况和已有疫苗使用效果将会产生

的影响 ,将会更加有利于流感的防控。
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