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流感ｐＨ１Ｎ１病毒血凝素基因进化特征及选择性
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　　［摘要］　目的　分析广东地区２０１２－２０１３年新型 Ｈ１Ｎ１（ｐＨ１Ｎ１）病毒血凝素（ＨＡ）基因、表位和受体结合位点
（ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ，ＲＢＳ）进化特征和选择性。方法　 检测广东地区２０１２－２０１３年分离的ｐＨ１Ｎ１毒株ＨＡ基因核苷酸
序列，与ＧｅｎＢａｎｋ中全球相应毒株序列比对，应用 ＭＥＧＡ６．０５构建进化树，通过 Ｃｈｉｍｅｒａｖ１．８．１建模并标记，应用
ＤＡＴＡＭＯＮＫＥＹ筛选ＨＡ选择性位点。结果　 与疫苗株 Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９的 ＨＡ基因比较，广东地区２０１２－２０１３年
ｐＨ１Ｎ１毒株的ＨＡ基因同源性为９８．１％～９８．７％；变异位点Ｈ１５５Ｑ、Ｋ１８０Ｑ／Ｎ和Ｓ２０２Ｔ分别位于ＨＡ抗原的Ｃａ２、Ｓａ和Ｓｂ
表位，Ｓ２２０Ｔ和Ｒ２２２Ｋ均位于ＨＡ抗原的Ｃａ１表位区域；位点Ａ１５１Ｖ位于ＲＢＳ的１４０环上。正向选择位点为ＡＡ２０２位点。
广东毒株Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３与其他毒株相比，发生６个氨基酸位点变异，包括 Ｖ６Ｉ、Ｎ５５Ｓ、Ｓ１０１Ｇ、Ａ１５１Ｖ、Ｈ１５５Ｑ和
Ｖ２６７Ａ。结论　 广东２０１２－２０１３年ｐＨ１Ｎ１毒株ＨＡ基因变异导致了ＨＡ抗原表位和ＲＢＳ１４０环位点变异将分别影响毒
株的抗原性和受体功能；正向选择位点 ＡＡ２０２位点承受着较大的免疫压力；毒株 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３的抗原表位 Ｃａ２
和ＲＢＳ位点变异可能是下个流感流行季节优势毒株的分子基础。
　　［关键词］　 流感病毒；Ｈ１Ｎ１亚型；血凝素；表位；进化；变异；选择性
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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，历史上曾发生多次世界范围的大流

行。２００９年４月在北美地区暴发的甲型Ｈ１Ｎ１流感疫
情是由三重重排的猪 Ｈ１Ｎ１流感病毒（简称 ｐＨ１Ｎ１）
引起［１］；此后该病毒在世界范围内蔓延，并成为广东

地区２００９－２０１１年的主要流行型别［２］。

　　流感 ｐＨ１Ｎ１病毒 ＲＮＡ由８个节段组成，其中血
凝素（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）基因位于第４节段，ＯＲＦ为
１７０１ｂｐ，编码５６６个氨基酸［３］。ＨＡ在病毒包膜上以
三聚体形式存在，具有识别与结合宿主细胞膜上的唾

液酸分子和介导病毒与细胞发生膜融合而进入细胞的

作用；ＨＡ识别并结合宿主细胞表面的唾液酸的主要
部位位于 ＨＡ单体分子球形头部上的受体结合位点
（Ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＲＢＳ），其功能具有特异性［４］。

ｐＨ１Ｎ１的ＨＡ具有刺激宿主机体产生保护性中和抗体
的作用，是设计流感疫苗的常用靶点［５］。ＨＡ的抗原
性主要取决于Ｓａ、Ｓｂ、Ｃａ和Ｃｂ等表位特征［６］。

　　美国２０１２年的１项研究发现，ｐＨ１Ｎ１病毒在 ＨＡ
抗体的免疫压力作用下，ＨＡ抗原表位 Ｓａ区发生了
Ｋ１５７Ｎ和 Ｇ１５８Ｅ置换［７］；２００９－２０１１年广东地区
ｐＨ１Ｎ１ＨＡ抗原表位Ｓａ发生Ｓ１６０Ｇ置换，影响了对该
病毒的抗原性［２］。为进一步了解广东地区 ２０１２－
２０１３年 ｐＨ１Ｎ１ＨＡ基因的变异和进化特征，我们开展
毒株ＨＡ基因分析，以期从分子水平为 ｐＨ１Ｎ１流感防
治提供依据。

１　材料与方法

１．１　毒株来源
　　采用时空抽样方法［２］，筛选来自广东省 ｐＨ１Ｎ１分离株，合
计７株。其中，２０１２年１株（２０１２年１２月１９日，全年仅此１株
ｐＨ１Ｎ１毒株），２０１３年６株；菌株分别来自东莞（１）、广州（１）、
惠州（１）、汕头（２）、韶关（２）。从 ＧｅｎＢａｎｋ检索获得世界各地
人类ｐＨ１Ｎ１毒株的ＨＡ基因序列共４５条，包括世界卫生组织
（ＷＨＯ）疫苗株Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９的ＨＡ基因［８］；其中２００９、
２０１０、２０１１、２０１２、２０１３年各２、１１、１１、１０、１１株；地域分布：亚洲
１８株（含广东５株），欧洲１３株，北美１４株。

１．２　引物合成
　　根据２００９－２０１１年全球 ｐＨ１Ｎ１ＨＡ基因核苷酸序列，采
用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计并合成扩增引物：ＰＨＡＦ１：５′
ＣＡＡＡＡＧＣＡＧＧＧＧＡＡＡＡＣＡ３′，ＰＨＡＲｌ：５′ＡＣＴＴＴＧＧＴＴＧＧＴＣＡＧ

ＣＡＣＴＡＧ３′；ＰＨＡＦ２：５′ＣＣＴＣＧＴＧＣＴＡＴＧＧＧＧＣＡＴＴＣ３′，ＰＨＡＲ２：
５′ＣＴＧＴＧＴＧＣＴＣＴＴＣＡＧＧＴＣＧＧ３′；ＰＨＡＦ３：５′ＡＡＣＡＣＣＡＧＣＣＴ
ＣＣＣＡＴＴＴ３′，ＰＨＡＲ３：５′ＴＧＡＣＡＣＴＴＴＣＣＡＴＧＣＡＣＧ３′；ＰＨＡＦ４：
５′ＴＡＲＧＴＹＧＡＴＧＡＴＧＧ３′，ＰＨＡＲ４：５′ＡＧＴＡＧＡＡＡＣＡＡＧＧＧＴ
ＧＴＴＴＴＴ３′。

１．３　序列检测
　　采用 Ｑｉａｇｅｎ公司 ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡｍｉｎｉＫｉｔ提取 ｐＨ１Ｎｌ
毒株ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ扩增，试剂采用ＳｕｒｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ ｏｎｅｓｔｅｐ
ＲＴＰＣＲｗｉｔｈＰｌａｔｉｕｍｔａｑ。ＰＣＲ产物纯化采用 ＱＩＡＧＥＮＧｅｌＥｘ
ｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ，测序用 ＡＢＩＰＲＩＳＭＢｉｇＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＶ３．０Ｒｅａｄｙ
ＲｅａｃｔｉｏｎＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＫｉｔ，在 ＡＢＩＰＲＩＳＭ３１００ＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙ
ｚｅｒ上测序。根据顺向和反向引物，双向测序，采用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ
ｖ８．１．３软件（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ）拼接；分析检测序
列的正确性。

１．４　变异与进化分析
　　采用ＭＥＧＡ６．０５软件［９］的ＣｌｕｓｔａｌＷ分析基因同源性，邻
接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建 ＨＡ基因进化树；氨基酸糖基化位
点分析采用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ｅｔＮＧｌｙｃ）；通过 ＢｉｏＥｄｉｔｖ７．２．３（ＩｂｉｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）计算ＨＡ上每个氨基酸位点的熵值（ｅｎｔｒｏｐｙｖａｌｕｅ）。
熵值的范围在０～４．３９２，熵值越大、纵轴峰值越高则意味着该位
点变异频率越高。氨基酸位点保守性定义为：高突变位点熵值

≥１．０００，易突变位点熵值≥０．６００，保守位点熵值 ＜０．６００［１０］。
辅以ＤＡＴＡＭＯＮＫＥＹ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ．ｏｒｇ／），分别
采用单似然祖先计数（Ｓｉｎｇｌｅｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄａｎｃｅｓｔｏｒｃｏｕｎｔｉｎｇ，ＳＬＡＣ）
和固定效应似然比（Ｆｉｘｅｄｅｆｆｅｃｔｓｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＦＥＬ）法，在显著性
水平为０．１的条件下，对ＨＡ基因进行进化压力分析，筛选出正
向选择位点与反向选择位点。

１．５　三维结构分析
　　使用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ软件（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）
分析ＨＡ分子３Ｄ结构；利用 Ｃｈｉｍｅｒａｖ１．８．１构建分子空间结
构模型［１１］，并对ＨＡ的分子抗原表位和 ＲＢＳ区域等的变异进
行分析与３Ｄ标注。

２　结果

２．１　同源性与进化树
　　来自２００９－２０１３年的５２株 ｐＨ１Ｎ１毒株 ＨＡ基因同源性
在９７．４％～９９．９％；其中，疫苗株 Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９与其他
毒株同源性在 ９８．１％ ～９９．６％、与广东地区 ２０１２年毒株
（１株）同源性为９８６％，而与２０１３年广东毒株（６株）同源性
在９８１％～９８．７％。２０１２－２０１３年广东毒株 ＨＡ基因序列之
间的同源性为９７．５％～９９．８％；２００９－２０１３年ｐＨ１Ｎ１毒株ＨＡ
进化树如图１所示。
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▲：疫苗株 Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９；●：广东地区２０１２－２０１３年毒
株；○：广东地区２００９－２０１１年毒株
图１　２００９－２０１３年５２株流感ｐＨ１Ｎ１毒株ＨＡ基因进化树

２．２　氨基酸变异
　　以疫苗株Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９的 ＨＡ基因作为参照标准，
２００９－２０１３年５２株毒株中共有２０２个核苷酸位点发生变异，
导致６７个氨基酸位点置换，占总氨基酸位点的 １１．８％（６７／
５６６）；未发现ＨＡ编码区发生核苷酸的插入或丢失，无半胱氨
酸（Ｃ）的置换。超过半数毒株发生ＨＡ氨基酸置换的位点包括
Ｐ１００Ｓ（５１／５２）、Ｐ２００Ｓ（５０／５２）、Ｓ２２０Ｔ（５０／５２）、Ｉ３３８Ｖ（５０／５２）、
Ｅ３９１Ｋ（４１／５２）、Ｓ４６８Ｎ（３８／５２）和 Ｓ２０２Ｔ（３１／５２）；此外变异位
点还包括Ｓ１６０Ｇ（１１／５２）、Ｋ１８０Ｑ／Ｎ／Ｉ／Ｔ（８／５２）、Ａ２１４Ｔ（１７／５２）
和Ｒ２２２Ｋ（２／５２）。广东２０１３年毒株Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３发
生氨基酸置换的位点包括 Ｖ６Ｉ、Ｎ５５Ｓ、Ｓ１０１Ｇ、Ａ１５１Ｖ、Ｈ１５５Ｑ和
Ｖ２６７Ａ，而１１４位（Ｄ）、２５１（Ｖ）和 ５１６位（Ｅ）与疫苗株保持
一致。

　　２０１２－２０１３年广东地区毒株 ＨＡ基因具有８个潜在的糖
基化位点；和疫苗株 ＨＡ基因比较，广东地区毒株糖基化位点
未发生变异。

２．３　抗原表位分析与熵值
　　在广东地区２０１２－２０１３年的７株毒株中，具有较高熵值
的易突变位点包括 ３００位（０．８０６），２０２位（０．７５２），１１４位
（０６９２），５１６位（０．６５６），４６８位（０６５２）、２１４位（０．６３２）和１８０位
（０６１６）；５２株毒株ＨＡ氨基酸位点熵值结果如图２所示。
　　广东毒株 ＨＡ基因抗原表位变异位点中，Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／
６４／２０１毒株 Ｈ１５５Ｑ变异位于 Ｃａ２区（ＰＨＡＧＡＫ）；Ａ／Ｇｕａｎｇ
ｄｏｎｇ／１７７／２０１３和 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／７９２／２０１３毒株的 Ｋ１８０Ｑ／Ｎ变
异位于Ｓａ区（ＰＫＬＳＫＳ）；Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／１５１３／２０１２和 Ａ／Ｇｕａｎｇ
ｄｏｎｇ／１６／２０１３毒株Ｓ２０２Ｔ变异位于 Ｓｂ区（ＴＳＡＤＱＱＳＬＹＱＮＡ）；
广东６株２０１３年毒株均出现Ｓ２２０Ｔ变异位于Ｃａ１区（ＳＳＲ），此
外 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／３５／２０１３毒株 Ｒ２２２Ｋ变异也位于该区。
Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１毒株 Ａ１５１Ｖ变异位于 ＲＢＳ的 １４０环
（ＫＧＶＴＡＡ）上。

２．４　建模与变异评价
　　以Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／８／２０１３毒株的 ＨＡ氨基酸序列作为建模
序列；录用氨基酸残基为１８～３３８位，分子相似度为９８．７５％，
ＥＶａｌｕｅ为０．００ｅ１，Ｚ值为 －１．９１。根据ＳＬＡＣ和ＦＥＬ方法的
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红线为阈值线（熵值＝０．６００，高于此线定义为易突变位点）
图２　５２株ＨＡ氨基酸位点熵值图
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分析结果，筛选出氨基酸序号２０２为正向选择位点，置换变异
方式包括 Ｓ２０２Ｔ／Ｎ（３１／５２；１／５２）；位点 １０、５３、９１、１１６、１３２、
１６６、１７１、２２５、２７２、３１５、３４４、３４７、３９２、４０２、５２１和５５１均为负向
选择位点，共１６个。ＨＡ分子空间结构模型如图３所示；表位
变异位点Ｈ１５５Ｑ、Ｋ１８０Ｑ／Ｎ、Ｓ２０２Ｔ、Ｓ２２０Ｔ和 Ｒ２２２Ｋ均位于３Ｄ
ＨＡ分子模型表面。

建模ＨＡ序列来自Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／８／２０１３毒株；紫色球为标记位点

图３　流感ｐＨ１Ｎ１毒株ＨＡ分子三维结构模型

３　讨论

　　我国南方地区流感流行高峰季节通常为每年的
３－７月［１２］；广东地区２０１２年 Ｈ３Ｎ２和 Ｂ型毒株为优
势毒株，而ｐＨ１Ｎ１几乎处于静息状态，仅在１２月分离
到１株ｐＨ１Ｎ１（广东东莞，２０１２．１２．１９）；与此比较，美
国２０１２年 ５－９月流感患者中约 ９％采集样本为
ｐＨ１Ｎ１型毒株［１３］。

　　参照疫苗株 Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９ＨＡ基因序列，
２０１２－２０１３年广东地区毒株ＨＡ基因同源性（９８．１％～
９８．７％）较 ２００９－２０１１年广东同亚型基因同源性
（９９．２％ ～９９．９％）变异幅度增加了１．３８倍（９９．２％
ｖｓ９８．１％）［２］，这提示广东地区 ｐＨ１Ｎ１毒株 ＨＡ核苷

酸序列在２０１２－２０１３年发生了进一步变异。广东地
区２０１３年毒株 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／１６／２０１３（广东，分离于
２０１３．０３．０６）与 Ａ／Ｍａｒｂｕｒｇ／１／２０１３（德国，分离于
２０１３．０２．２５）、Ａ／Ａｒｉｚｏｎａ／０１／２０１３（美国，分离于２０１３．
０１．１４）和 Ａ／Ａｌａｂａｍａ／０４／２０１３（美国，分离于 ２０１３．
０２．２５）具有较高的亲缘性，这提示该毒株可能早先出
现于美国亚利桑那州，后传播至德国以及中国华南地

区。此外，广东地区的 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３（分离于
２０１３．０３．２１）与Ａ／Ｂｏｓｔｏｎ／ＤＯＡ２０９９／２０１２（美国，分离
于２０１２．１２．２３）有较高亲缘性；根据分离的时间分析，
可能 毒 株 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３源 自 Ａ／Ｂｏｓｔｏｎ／
ＤＯＡ２０９９／２０１２；也可能先后来自其他地区的毒株。
　　梁丽君等［２］发现广东地区 ２００９－２０１１年部分
ｐＨ１Ｎ１毒株ＨＡ基因变异特征为Ｓ２０２Ｔ和Ｓ１６０Ｇ。本
研究的５２株毒株ＨＡ基因中，Ｓ１６０Ｇ、Ｓ２０２Ｔ和 Ａ２１４Ｔ
的置换频率尽管较高，但２０１２－２０１３年广东地区毒株
中仅分别有１株发生相应置换。这提示该特征在广东
地区２０１２－２０１３年的 ｐＨ１Ｎ１毒株 ＨＡ基因中未呈主
要趋势。广东地区 ２０１３年毒株变异位点 Ｈ１５５Ｑ、
Ｋ１８０Ｑ／Ｎ、Ｓ２０２Ｔ、Ｓ２２０Ｔ和 Ｒ２２２Ｋ分别位于 ＨＡ抗原
的Ｃａ２、Ｓａ、Ｓｂ和Ｃａ１表位区域［４］，具有明显的流行病

学意义。尤其广东毒株Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３与其他
广东毒株相比，发生了包括 Ｈ１５５Ｑ等６处位点变异，
同时部分位点依旧与疫苗株 ＨＡ基因位点保持一致；
这提示该毒株ＨＡ基因与另外５株的进化方向有别。
　　ＨＡ的受体唾液酸有 α２，３和 α２，６两种连接方
式，不同的ＲＢＳ对两种唾液酸的亲和力有差异；ＲＢＳ
内或者邻近处发生变异，将会影响病毒与细胞的识别

与吸附［５－６］。本研究中，毒株 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３
毒株Ａ１５１Ｖ变异位于ＲＢＳ的１４０ｌｏｏｐ上，可能会影响
该毒株 ＲＢＳ的功能［１４］。毒株 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／３５／２０１３
毒株Ｒ２２２Ｋ置换在印度毒株中也曾出现［１５］。有学者

研究发现ｐＨ１Ｎ１病毒ＨＡ发生Ｄ２２２Ｎ／Ｅ／Ｇ置换后可
能增加病毒毒力，与重症流感有关［１６］。在三维分子结

构中，Ｒ２２２Ｋ位点位于ＨＡ分子头部表面，Ｒ（精氨酸）
与Ｋ（赖氨酸）均为碱性氨基酸，且分子量相近，故对
ＨＡ分子理化性质影响可能相对较小；据此推测，该变
异有可能对ＨＡ的唾液酸亲和力有较轻微的影响。
　　由于流感病毒的ＲＮＡ依赖的ＲＮＡ聚合酶缺乏校
对功能，ＨＡ基因易于发生点突变［１７］。通过错义（或

称非同义）替换率（ｄＮ）和同义替换率（ｄＳ）的比值可
以评估氨基酸位点所受到的选择压力，若错义替换率

高于同义替换率，则认为该位点受到机体免疫压力大
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于毒株自身进化压力，为正向选择位点［１８］。有学者认

为ＨＡ抗原１５１和２２２位为ｐＨ１Ｎ１ＨＡ的正向选择位
点，该两位点均为已知的Ｂ细胞表位［１５］。本次研究筛

选的２０２位点为正向选择位点，且是 ＨＡ抗原表位 Ｓｂ
区域；这意味着该位点承受着较大的免疫压力，可能在

宿主的免疫应答中发挥明显的作用。基于毒株 Ａ／
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３抗原表位 Ｃａ２的 Ｈ１５５Ｑ变异和
ＲＢＳ的Ａ１５１Ｖ变异，该毒株可能成为一个具有流行病
学意义的变异株。根据２０１２年流感流行季节后人群流
感抗体水平检测结果，人群 ｐＨ１Ｎ１抗体阳性（≥１∶４０
滴度）比例为 ３１．３％，较其他两个型别（Ｈ３Ｎ２和 Ｂ
型）低［１９］。广东２０１２－２０１３年多株 ｐＨ１Ｎ１毒株分别
发生了Ｃａ２、Ｓａ、Ｓｂ和 Ｃａ１表位和 ＲＢＳ的１４０环位点
变异，毒株 Ａ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／６４／２０１３发生了包括 Ｃａ２表
位和ＲＢＳ１４０环位点变异；随着基因持续进化，该毒株
有可能成为下个流感流行季节优势毒株。
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）

血压计量单位恢复ｍｍＨｇ表示法

　　根据国家质量技术监督局和卫生部联合发出的质技监局量函［１９９８］《关于血压计量单位使用规定的补充通
知》的精神，血压计量单位恢复使用毫米汞柱（ｍｍＨｇ），但首次使用时应注明 ｍｍＨｇ与千帕［斯卡］（ｋＰａ）的换算
系数（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）。
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