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广东２０２０－２０２１年乙型流感病毒分子变异特征
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　　［摘要］　目的　了解乙型流感Ｖｉｃｔｏｒｉａ株系（ｉｎｆｌｕｅｎｚａＢｖｉｃｔｏｒｉａｌｉｎｅａｇｅ，Ｂｖ）疫情的分子基础，分析
该株系流感的流行趋势。方法　基于广东流感监测网络（ＧＤＩＳＮ）采用时空分布方法筛选流感Ｂｖ毒株，
检测ＨＡ／ＮＡ基因核苷酸序列；采用ＭＥＧＡ７．０２６、Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ２．０、ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ、ＳＰＳＳ２３．０软件
等，分析其核苷酸／氨基酸序列的同源性、进化树、氨基酸与表位变异、糖基化位点和进化选择性等。
结果　广东２０２１年毒株较２０２０年毒株同源性呈现明显差异（Ｐ＜０．０１），２０２１年下半年毒株（１７株）ＨＡ
基因与疫苗株Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１同源性高达（９９．２８±０．２５）％。ＨＡ基因 Ａ表位（Ｈ１３７Ｎ／Ｑ、Ａ１４２Ｔ
和Ｒ１４８Ｇ）、Ｂ表位（Ｐ１５９Ｌ和Ｎ１６２Ｋ）和Ｄ表位（Ｓ２０９Ｎ／Ｄ和Ｔ２１１Ａ）以及ＲＢＳ位点（Ｐ２５３Ｑ）发生变异；２０２０年
毒株呈Ｂｖ．１ａ．３株系特征，２０２１年毒株主要呈Ｂｖ．１ａ．３ａ．２株系特征。ＨＡ与ＮＡ基因潜在糖基化位点
均无有意义改变；ＮＡ基因没有出现药敏位点变异；ＨＡ和ＮＡ基因氨基酸负向选择位点分别是７３、１３８、
４３７和４９７位点和１７９、３２１和３３５位点。结论　广东２０２１年毒株ＨＡ和ＮＡ基因较２０２０年毒株均发生
较明显变异，尤以２０２１年下半年毒株的ＨＡ基因变异明显；Ｂｖ毒株ＨＡ基因表位出现新变异，提示引发
下一流感季节广泛局部流行的预警。
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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。根据抗原性不同，人类流感病毒分成甲、乙、丙三

型。甲型流感病毒基因易变且易引起流行，乙型流感

也常引起局部暴发［１］。近年乙型流感受到全球关注，

有研究报道，年龄≥５０岁人群乙型流感感染者中，临
床病死率可达到２．５％（９５％ＣＩ，０．７％～７．６％）［２］。
　　乙型流感病毒基因组具有单负链８个节段，其中
血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）基因位于第 ４节段，神经
氨酸酶（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）基因位于第 ６节段［１］。

ＨＡ在病毒包膜上以三聚体形式存在，识别并结合宿
主细胞表面的受体结合位点（ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ，
ＲＢＳ），具有特异性［１］；同时刺激宿主产生保护性中和

抗体，是设计流感疫苗的常用靶点［１］。ＮＡ由 ４条糖
蛋白链组成，单体头部是ＮＡ活性中心，具有型别特异
性；此外ＮＡ持有神经氨酸酶活性（涉及感染细胞内成
熟病毒释放）和抗原性（抗原特异性）。乙型流感８个
节段中，以ＨＡ和ＮＡ基因的生物学功能最为重要，是
流感疫情流行的分子基础。

　　国内山东济宁地区２０１８－２０２０年乙型流感Ｂｖ毒株
流行，属于Ｂｖ．１ａ株系［３］；２０２１年下半年，广东地区流感
疫情频繁，较去年同期每月疫情上升５０％～８５％。结合
本地区的监测工作，初步鉴定为乙型流感活动［４］。为深

入了解广东地区２０２０－２０２１年乙型流感ＨＡ和ＮＡ基因
的变异和进化特征，本研究开展毒株ＨＡ／ＮＡ基因分析，
以期为乙型流感防治提供分子水平依据。

１　材料与方法

１．１　毒株来源
　　广东各地区流感监测网络采集流感咽拭并分离流
感病毒；时空分布方法筛选流感毒株，其中２０２０年和
２０２１年分别为８株和２６株，合计３４株。从 ＧｅｎＢａｎｋ
下载全球人类乙型流感毒株的 ＨＡ／ＮＡ基因序列共
２３对，包括世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，

ＷＨＯ）疫苗株４株［５］，株系代表株５株（２００８－２０２１年）；
此外亚洲７株（含中国３株），欧洲２株和北美５株。
１．２　引物设计与合成
　　根据２０１５－２０２０年全球乙型流感 Ｂｖ毒株 ＨＡ和
ＮＡ基因核苷酸序列，采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件
（ＰＲＥＭＩＥＲＢｉｏｓｏｆｔＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，ＰａｌｏＡｌｔｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）设
计和兼并，合成ＨＡ和ＮＡ基因扩增引物各３对。
１．３　基因扩增与鉴定
　　采用 ＱＩＡＧＥＮ公司 ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡｍｉｎｉＫｉｔ
（Ｌｏｔ１６９０１８９３２）提取 ＲＮＡ，置－２０℃保存；采用
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ的ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＳｙｓｔｅｍ
ｗｉｔｈＰｌａｔｉｎｕｍ Ｔａｑ（Ｌｏｔ１９９６３３３）进行 ＲＴＰＣＲ扩
增。扩增产物鉴定，ＳｉｚｅＭａｒｋｅｒ为１００～２５００ｂｐ。
１．４　序列检测
　　ＰＣＲ产物纯化采用广州天一辉远基因科技有限
公司磁珠法琼脂糖凝胶 ＰＣＲ回收试剂盒，测序用 ＡＢＩ
ＢｉｇＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１ＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＫｉｔ，在 ＡＢＩ
３７３０ＤＮＡＡｎａｌｙｚｅｒ上测序。根据顺义和反义引物的
测序结果，采用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅｖ８．１．３软件（ＤＮＡＳＴＡＲ，
Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ）拼接核苷酸（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，Ｎｔ），验证
检测序列的正确性。

１．５　变异与进化分析［６］

　　采用ＭＥＧＡ７．０２６软件的 ＣｌｕｓｔａｌＷ进行核苷酸
同源性分析，用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建 ＨＡ／ＮＡ
基因进化树。通过 ＢｉｏＥｄｉｔｖ７．２．６（ＩｂｉｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）计算ＨＡ／ＮＡ上每个氨基酸（Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ，ＡＡ）位点的熵值（Ｅｎｔｒｏｐｙｖａｌｕｅ），并进行评价。
通过ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ对氨基酸序列进行糖基化位
点分析。通过 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ２．０，分别采用 ＳＬＡＣ
（Ｓｉｎｇｌｅｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄａｎｃｅｓｔｏｒｃｏｕｎｔｉｎｇ）、ＦＥＬ（Ｆｉｘｅｄｅｆｆｅｃｔｓ
ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）和 ＦＵＢＡＲ （Ｆａｓｔ，ＵｎｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄＢａｙｅｓｉａｎ
ＡｐｐＲｏｘｉｍａｔｉｏｎ）方法，对ＨＡ／ＮＡ基因进行进化分析。
１．６　统计学分析
　　规整基因序列资料，采用 ＳＰＳＳ２３．０对核苷酸和
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氨基酸变异信息进行独立样本 ｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　毒株分布
　　采用时空分布法筛选 ２０２０年（８株）和 ２０２１年
（２６株）毒株（２０２０年４－１２月监测无 Ｂｖ分离株），包
括潮州 ５株、东莞 １株、广州 ２株、河源 １株、惠州
３株、江门２株、茂名 ２株、梅州 １株、清远 ２株、汕头
１株、汕尾２株、韶关 ５株、深圳 ３株、湛江 １株、中山
１株和珠海２株。
２．２　同源性与进化分析
　　广东Ｂｖ毒株ＨＡ和ＮＡ基因片段，分别为１８７５ｂｐ
和１５５６ｂｐ；编码区（ＯＲＦ，Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ）分别为
１７４９ｂｐ和 １４０１ｂｐ。基因比对发现：①疫苗株 Ｂ／
Ｃｏｌｏｒａｄｏ／０６／２０１７的ＨＡ基因 ＯＲＦ丢失 Ｎｔ５２９－５３４序列
（ａａａａａｃ）；此后２０１７年以后的毒株［包括２０１９和２０２１年
疫苗株（２株）、广东毒株（３４株）和全球毒株（１４株）］
均丢失 Ｎｔ５２９－５３７序列（ａａａａａｃｇａｃ）；②以疫苗株 Ｂ／
Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８的 ＮＡ基因为基准，其 ＯＲＦ共有
１４０１ｂｐ，在 Ｎｔ２２３后插入 ｔｃｃ，出现在 Ｂ／Ｂａｎｇｌａｄｅｓｈ／
８００７／２０２１和Ｂ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／ＷＵＨ７５８８／２０２１毒株。
　　以４株疫苗株基因序列作为基准，计算２０２０年和
２０２１年广东毒株的核苷酸同源性，结果如表 １所示。
同源性分析揭示：①４株疫苗株中，广东 ２０２１年流行
毒株 ＨＡ基因同源性与疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／
２０２１同源性最高［（９９．１９±０．２６）％］，而ＮＡ基因同源
性却与２０１９年疫苗株 Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９同源性
却最高［（９９．２３±０．１１）％］；②以４株疫苗株 ＨＡ核苷
酸序列为基准，２０２１与２０２０年毒株ＨＡ基因均有统计
学差异（Ｐ＜０．０１），提示广东 ２０２１年毒株 ＨＡ基因发
生极其明显变异；③以疫苗株 Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９
的ＮＡ核苷酸序列为基准，２０２１年毒株与２０２０年毒株
ＮＡ基因同源性有统计学差异（Ｐ＜０．０１），提示广东
２０２０年毒株 ＮＡ基因有明显变异；④疫苗株 Ｂ／
Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１的 ＨＡ基因与 ２０２１年毒株 ＨＡ
基因同源性为（９９．１９±０．２６）％；而与 ２０２１年下半年
毒株（１７株）ＨＡ基因同源性高达（９９．２８±０．２５）％，提
示广东２０２１年下半年流行毒株ＨＡ基因与当前ＷＨＯ
推荐疫苗株基因依然高度契合。

　　广东２０２０－２０２１年的３４株毒株 ＨＡ基因进化特
征，如图 １Ａ所示，结果显示：①广东 ２０２０年毒株
（８株）与广东２０２１年毒株（下半年分离，１７株）具有
不同基因特征：２０２０年毒株呈 Ｂｖ．１ａ．３株系特征，

２０２１年毒株主要呈 Ｂｖ．１ａ．３ａ．２株系特征。；②广东
２０２０年毒株与 ２０２１年毒株（上半年，９株）具有疫苗
株Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９基因特征；国外２０２０年毒株
包括欧洲（圣彼得堡）、美洲（加州和宾州）、亚洲（新加

坡、爱知）和 ２０２１年美洲毒株（德州和新墨州）；③广
东２０２１年毒株（下半年分离）呈现疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／
１３５９４１７／２０２１基因特征，具体表现国外是 Ｂ／Ｐａｒｉｓ／
９８６７／２０２０最早出现（２０２０１１２５），随后是国内广东
Ｂ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／０７３／２０２１ （２０２１０１０２），北 京 Ｂ／
Ｂｅｉｊｉｎｇ／Ｃｈａｏｙａｎｇ／１２０９９／２０２１（２０２１０８３１）；另包括
国外（密歇根、孟加拉和新加坡）２０２１年１月后的分离
毒株。

　　广东毒株ＮＡ基因进化如图１Ｂ所示，主要特征包
括：①广东２０２０年毒株（８株）与２０２１年（２６株）具有
不同基因特征，广东２０２０年毒株ＮＡ基因与同期圣彼
得堡、加州、新加坡、宾州、爱知、中国香港的毒株同源

性类似；②广东２０２１年上半年毒株（１～６月，９株）与
下半年部分毒株（１７株）也具有一定差异；③广东
２０２１年 ２６株 ＮＡ基因相似度更接近疫苗株 Ｂ／
Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９的基因（９９．２３±０．１１）％。
２．３　氨基酸和抗原位点置换
　　ＨＡ基因 ＯＲＦ的 １７４９ｂｐ编码 ５８２个氨基酸
（ＡＡ）；以疫苗株Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９的ＨＡ基因为
基准，５０株中，３１个氨基酸位点发生置换，其中广东
３４株毒株有２６个置换，全球 １４株（２０２０２０２１年）有
１６个置换，疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１的 ＨＡ基
因有８个置换。以疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１的
ＨＡ基因为基准，广东和全球毒株置换差异一致。
　　以疫苗株Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９的ＨＡ基因为基
准，置换位点包括位点 Ｈ１３７Ｑ／Ｎ（广东２０２１，１６／２６；全
球２０２１，１／６）、位点 Ｓ２０９Ｄ／Ｎ（广东２０２０，７／８和广东２０２１，

２６／２６；全球２０２０，８／８和全球２０２１，６／６）、位点 Ａ１４２Ｔ、Ｐ１５９Ｌ
和Ｋ２１５Ｒ（广东２０２１，１５／２６；全球２０２０，１／８和全球２０２１，４／
６）、位点 Ｒ１４８Ｇ、Ｇ１９６Ｅ和 Ｒ２９１Ｋ（广东２０２１，２６／２６；全
球２０２０，２／８和全球２０２１，４／６）、位点 Ｖ２３２Ｍ和 Ｐ２５３Ｑ（广
东２０２１，１０／２６；全球２０２０，１／８和全球２０２１，４／６）。
　　疫苗株Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１的ＨＡ基因特征在
于，位点Ａ１４２Ｔ、Ｒ１４８Ｇ、Ｐ１５９Ｌ、Ｇ１９６Ｅ、Ｓ２０９Ｄ、Ｋ２１５Ｒ和 Ｒ２９１Ｋ
已经发生置换；即在这些位点上，疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／
１３５９４１７／２０２１的ＨＡ氨基酸序列已体现出广东２０２１毒
株特征。比较广东 ２０２１年下半年毒株与疫苗株 Ｂ／
Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１的ＨＡ基因差异，在于 Ｋ０７１Ｅ（２／
１９）以及Ｔ１８２Ｉ、ＰＬ１８４１８５ＳＳ、Ａ２１４Ｔ和Ｇ５１９Ｒ（１／１９）置换。
　　疫苗株 Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９的 ＮＡ基因 ＯＲＦ

３９７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１７）



具有１４０１ｂｐ，编码４６６个 ＡＡ；以此 ＮＡ基因为基准，
ＡＡ７２后插入亮氨酸（Ｌ）见于 Ｂ／Ｂａｎｇｌａｄｅｓｈ／８００７／２０２１
和 Ｂ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／ＷＵＨ７５８８／２０２１毒株。５０株中，共
２９个ＡＡ位点变异，其中广东（３４株）和全球（１４株）
分别有 １４和 ２０变异位点；此外，疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／
１３５９４１７／２０２１的６个位点变异。

　　以 ２０１９年疫苗株 ＮＡ基因为基准，变异特点包
括：①广东２０２０年毒株仅 Ｅ３１３Ｇ变异；②２０２１年毒株
包括 Ｄ５３Ｎ（１３／２６）、Ｎ５９Ｓ（１３／２６）、Ｇ２３３Ｅ／Ｒ（１４／２６）、
Ｖ３０３Ｉ（１３／２６）和Ｋ３４３Ｅ（１５／２６）；以及Ｄ５３Ｎ、Ｎ５９Ｓ、Ｇ２３３Ｅ、
Ｖ３０３Ｉ和 Ｋ３４３Ｅ；③少数基因变异还包括 Ｆ１２Ｌ、Ｉ４５Ｍ、
Ｐ５１Ｑ、Ｐ１１９Ｔ、Ｖ２４９Ｉ、Ｉ２６３Ｖ、Ｇ３７９Ｅ和Ｅ４０６Ｄ。

表１　 广东毒株ＨＡ／ＮＡ基因同源性比较（％）

ＨＡ（珋ｘ±ｓ） ＮＡ（珋ｘ±ｓ）
疫苗株

２０２０年（ｎ＝８） ２０２１年（ｎ＝２６） Ｐ ２０２０年（ｎ＝８） ２０２１年（ｎ＝２６） Ｐ
Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８ ９７．７６±０．０９ ９７．４３±０．１６ ＜０．００１ ９８．４４±０．０９ ９８．４７±０．０９ ０．４６４
Ｂ／Ｃｏｌｏｒａｄｏ／０６／２０１７ ９８．７５±０．０７ ９８．４５±０．１７ ＜０．００１ ９９．１４±０．０９ ９９．１７±０．０９ ０．４４８
Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９ ９９．８１±０．０６ ９８．９０±０．２１ ＜０．００１ ９９．７９±０．０８ ９９．２３±０．１１ ＜０．００１
Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１ ９８．５０±０．０５ ９９．１９±０．２６ ＜０．００１ ９８．４４±０．０９ ９８．５４±０．１５ ０．０７２

基因核苷酸（ＯＲＦ）同源性是基于广东毒株与疫苗株的比较

! "

Ａ：ＨＡ基因；Ｂ：ＮＡ基因

图１　广东流感Ｂｖ毒株ＨＡ／ＮＡ基因进化
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２．４　糖基化位点与药敏位点变异
　　疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１的 ＨＡ蛋白共有
潜在 糖 基 化 位 点 １０个，即 ＮＶＴ４０－４２、ＮＣＴ７４－７６、
ＮＩＴ１６０－１６２、ＮＫＴ１７８－１８０、ＮＱＴ２４５－２４７、ＮＫＳ３１６－３１８、ＮＧＴ３４５－３４７、
ＮＩＴ５３０－５３２、ＮＨＴ５４３－５４５和 ＮＶＳ５７５－５７７。此次变异中，ＨＡ氨
基酸Ｄ２０９Ｎ变异，导致增加糖基化位点ＮＥＴ２０９－２１１，见于
Ｂ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／４２８／２０２０、Ｂ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／５２３／２０２０和Ｂ／
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／０５３／２０２１；ＰＬ１８４－１８５ＳＳ变异，增加 ＮＳＳ１８３－１８５
糖基化位点，见于Ｂ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／１１６／２０２１。疫苗株Ｂ／
Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１的 ＮＡ蛋白共有潜在糖基化位
点４个，ＮＡＳ５６－５８、ＮＲＳ６４－６６、ＮＧＴ１４４－１４６和 ＮＫＴ２８４－２８６；未
发现置换变异。

　　以疫苗株 Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８的 ＮＡ为基准，已
报道ＮＡ单耐药位点共有２９个［７］和双耐药位点４个；
在本研究中未出现上述具体氨基酸位点变异。

２．５　熵值和选择性改变
　　根据 ５０株毒株 ＨＡ氨基酸熵值结果，熵值
≥０．６００包括位点１４８、１６５和２９１（均为０．６４１），１４２、
１５９和２１５（均为０．６８０），１３７（０．７１７），１９６（０．７３１）和
２０９（０．７７９）；ＮＡ氨基酸包括位点３４４（０．６８０）和 ２３４
（０．６８４）。见表２。
　　５０株ＨＡ和ＮＡ基因，进行选择性分析（ＮＡ未计入
插入 Ｌ０７２，见 Ｂ／Ｂａｎｇｌａｄｅｓｈ／８００７／２０２１和 Ｂ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／
ＷＵＨ７５８８／２０２１）。ＳＬＡＣ和ＦＥＬ两方法中 кＨＡ＜кＮＡ，而
ＦＵＢＡＲ方法中 кＨＡ＞кＮＡ，提示不同计算方法导致 ＨＡ
基因的 к值［转换（α）／颠换（β）］不同。ＳＬＡＣ检验
ω＝ｄＮ／ｄＳ比值，如果ω＜１，且 Ｐ（ω＜１）＜０．１则存在负
向选择位点，ＳＬＡＣ检验分别位于ＨＡ基因７３，１３８，４３７
和４９７位点和ＮＡ基因１７９，３２１和３３５位点。
　　５０株毒株采用 ＦＥＬ检验，选择性分析显示，ＨＡ
和ＮＡ基因分别筛选出２８个和１４个负向选择位点；
采用ＦＵＢＡＲ检验，分别筛选出 ＨＡ基因１５个负向选
择位点和１个正向选择位点（ＡＡ２０９），ＮＡ基因１０个负
向选择位点和１个正向选择位点（ＡＡ３８４）。根据多种

方法结果一致性的原则，综合评价，ＨＡ和 ＮＡ基因氨
基酸负向选择位点分别是７３，１３８，４３７和４９７位点，及
１７９，３２１和３３５位点。

３　讨论

　　自２００９年流感Ｈ１Ｎ１ｐｄｍ出现以后
［８］，广东流感各

型别（包括Ｈ３Ｎ２和Ｂ型）共同存在流行季节中，交替
成为优势型别。本研究中，①２０２０－２０２１年流感优势
毒株被鉴定为Ｂ型Ｖｉｃｔｏｒｉａ株系；②２０２０年４－１２月监
测未分离到流感各亚型毒株，这可能与流感流行特征

以及国内新冠疫情的严格防控措施有关系；③２０２１年
下半年Ｂｖ毒株多从局部疫情暴发人群中分离。
　　分别以４株疫苗株ＨＡ基因为基准比较广东２０２０
与２０２１年毒株之间差异，发现 ４株疫苗株的基准的
２年间ＨＡ基因同源性均有统计学差异（Ｐ＜０．０１），ＮＡ
基因在２０２０年（与２０２０年前比较）也发生变异，但仅
与Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９基准差异明显，提示广东Ｂｖ
流行株ＨＡ基因在２０２１年（与２０２０年比较）发生显著
性变异。而且广东Ｂｖ流行株ＨＡ基因变异特征，主要
呈现于２０２１年下半年的疫情毒株。杭州 ２０１４－２０１９
年流行 Ｂｖ的 Ｂｖ．１ａ株系（类似疫苗株 Ｂｖ／Ｃｏｌｏｒａｄｏ／
０６／２０１７），ＨＡ和 ＮＡ基因同源性分别为 ９４．６７％和
９７．１３％ ［９］。

　　此次广东毒株变异（以疫苗株 Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／
２０１９的ＨＡ基因为基准）见于Ａ表位［Ｖ１３２Ｉ（１／２６，２０２１）、
Ｈ１３７Ｎ／Ｑ（１６／２６，２０２１）、Ａ１４２Ｔ（１５／２６，２０２１）；Ｒ１４８Ｇ
（２６／２６，２０２１）］、Ｂ表位［Ｇ１５６Ｒ（１／２６，２０２１）、Ｐ１５９Ｌ
（１５／２６，２０２１）；Ｎ１６２Ｋ（２６／２６，２０２１）］；Ｄ表位［Ｓ２０９Ｎ
（７／８，２０２０）、Ｓ２０９Ｄ（２５／２６，２０２１）；Ｔ２１１Ａ（５／８，２０２０）］。
与此比较，杭州 Ｂｖ．１ａ株系毒株变异见于 Ａ表位
（Ｌ１２５Ｉ、Ｈ１３１Ｎ、Ｉ１３２Ｖ）、Ｂ表位（Ｎ１４１Ｄ／Ｇ、Ｇ１４８Ｒ）和 Ｄ表
位（Ｉ１９５Ｖ）

［９］；云南地区 ２０１７－２０１８年流行乙型流感
Ｂｙ／Ｂｖ毒株，其中 Ｂｖ毒株 ＨＡ基因具有 Ｖ１６１Ｉ突变特
征，同时Ｓ１４Ｎ和Ｖ１９５Ｉ发生变异

［１０］。

表２　 ５０株毒株ＨＡ／ＮＡ基因熵值

氨基酸位点ａ

熵值
ＨＡ ＮＡ

＜０．３００
１４，８８，９５，１２５，１４１，１４３，１５５，１７４，１８２，１８４，１８５，１９４，

２６８，７１，１５６，５１９，２４５，２１４

１２，１６，４５，５１，７０，７３，８０，１１９，２６３，３６０，３７２，４００，４０６，

４６０，７５，７６，１０７，２４９，３１４，３７９，３８５，２８４

＜０．６００ ２１１，５６０，２３２，２５３ ５３，５９，３０４

≥０．６００ １４８，１６５，２９１，１４２，１５９，２１５，１３７，１９６，２０９ ３４４，２３４

ａ：基于疫苗株Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９的基因序列

５９７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１７）



　　与２０１９年和２０２１年疫苗株 ＨＡ基因比较，广东
２０２０年毒株呈Ｂｖ．１ａ．３株系特征，２０２１年毒株主要呈
Ｂｖ．１ａ．３ａ．２株系特征［５］，但变异幅度更大。ＷＨＯ已
于 ２０２１年 ９月更换疫苗组 Ｂｖ毒株为 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／
１３５９４１７／２０２１，与该疫苗株比较，２０２１年广东株在表
位和ＲＢＳ区域变异包括 Ｈ１３７Ｑ／Ｎ、Ｒ１４８Ｇ和 Ｐ２５３Ｑ。以
疫苗株 Ｂ／Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ／０２／２０１９的 ＮＡ基因为基准，
２０２１年广东毒株 ＮＡ基因 ５个氨基酸（Ｄ５３Ｎ、Ｎ５９Ｓ、
Ｇ２３３Ｅ／Ｒ、Ｖ３０３Ｉ和Ｋ３４３Ｅ）发生明显变异（５０．０％～５７．７％）。
此变异幅度既超越疫苗株 Ｂ／Ａｕｓｔｒｉａ／１３５９４１７／２０２１
（２０２１１００９，仅Ｋ３４３Ｅ），也超越２０２１年上半年的北京
毒株 Ｂ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／Ｃｈａｏｙａｎｇ／１２０９９／２０２１（２０２１０８３１，仅
Ｄ５３Ｎ、Ｎ５９Ｓ和Ｇ２３３Ｅ）。
　　１０个 ＨＡ和４个 ＮＡ基因潜在糖基化位点，经分
析均无明显变异趋势。ＮＡ基因已知药物敏感位点未
发现变异。基因氨基酸位点的熵值反映该位点变异频

率［６］。本研究中，５０株毒株的 ＨＡ和 ＮＡ分别存在
９个（１４８／１６５／２９１／１４２／１５９／２１５／１３７／１９６／２０９）和 ２个
（３４４／２３４）易突变位点。
　　由于流感病毒缺乏 ＲＮＡ聚合酶校对功能，ＨＡ和
ＮＡ基因易发生点变异［１１］，常使用错义替代与同义替

代的比值（ｄＮ／ｄＳ）评估氨基酸位点所受的自然选择压
力。当ｄＮ／ｄＳ＞１时，表示该位点为正向选择位点；ｄＮ／
ｄＳ＝１时，该位点为中性进化不受选择；ｄＮ／ｄＳ＜１时，则

表示该位点为负向选择位点［６］。本研究中，５０株 Ｂｖ
经ＳＬＡＣ、ＦＥＬ和ＦＵＢＡＲ３种方法均筛选出ＨＡ和ＮＡ
基因存在负向选择位点，分别位于７３，１３８，４３７和４９７
位点，及１７９，３２１和 ３３５位点。此次筛选出的负向选
择位点，提示乙型流感病毒Ｂｖ毒株 ＨＡ和 ＮＡ基因在
广东地区的自主变异进化明显，已超越免疫压力因素

的作用。

　　在人类流感病原体中，甲型流感病毒（Ｈ１Ｎ１、
Ｈ３Ｎ２）的 ＨＡ／ＮＡ基因表现变异频繁，通常存在基因
正向选择位点［１２］。此次广东Ｂｖ毒株出现多个氨基酸
的负向选择位点，在流行病学和基因进化中的意义有

待于进一步探讨。然而，结合流感疫情现状，同时关联

核苷酸／氨基酸的同源性比较、抗原表位的变异、负向
选择位点筛选，可以推断广东乙型流感 Ｂｖ毒株具有
引发流感局部／洲际疫情的流行病学意义。总之，本研
究提示，①Ｂｖ毒株分子（ＨＡ等）变异是导致广东２０２０－

２０２１年流感局部暴发的原因；②２０２１年下半年的流感

进一步变异，可能引起２０２２年Ｂｖ毒株局部流行；③尽
管ＷＨＯ的２０２１年９月推荐的疫苗株依然有效，但广
东２０２１年Ｂｖ毒株的变异，提示 ＷＨＯ应考虑更新疫
苗株的可能性。
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