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摘　要:目的　对甲型 H１N１流感病毒进行基因组全序列遗传特征分析,为流感的科学防控提供新数据.方法　选取７
株２０１９年广州市甲型 H１N１流感病毒进行全基因组序列测定,分析其遗传特征.结果　７株病毒的核苷酸同源性最高为

PB２基因(９８．８％~９９．９％),最低为 NA基因(９７．３％~９９．２％).总体上,不同月份的 H１N１流感分离株在遗传进化上以时间

分布为聚类特征,特别是２０１９年６月份以后的 H１N１分离株与我国使用的２０２０－２０２１年疫苗推荐株 A/GuangdongＧMaoＧ
nan/１５３６/２０１９(H１N１)亲缘关系最近,位于同一进化分支.疫苗株所在分支的分离株除PA和 M１蛋白外,其余蛋白均有不

同数量的相同特异性氨基酸突变.分离自监测哨点医院流感样病例的毒株与社区流感暴发疫情的毒株属于同一进化分支.

全基因组８片段的遗传进化树显示,未发现不同基因来源的基因重配现象.结论　广州市甲型 H１N１流感疫情流行株与门

诊监测流行株高度同源,进化起源相同.全基因组序列上推荐疫苗株与流行株匹配性较好,未发现基因重配现象.
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GeneticcharacteristicsofinfluenzaA(H１N１)pdm０９viruses
inGuangzhouin２０１９
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LUJianＧyun,DIBiao,ZHANGZhouＧbin,LIKuiＧbiao

(GuangzhouCenterforDiseaseControlandPrevention,Guangzhou５１０４４０,China)

Abstract:Inthisstudy,thegeneticcharacteristicsofnovelinfluenzaA (H１N１)pdm０９viruseswereanalyzed,toprovide
researchdataforthescientificpreventionandcontrolofinfluenza．SevenstrainsofnovelinfluenzaA (H１N１)pdm０９virusesin
Guangzhouin２０１９wereselectedforsequencing．Thegeneticcharacteristicswereanalyzedinbioinformaticssoftware．Among
theeightsegmentsofthesevenviruses,thenucleotidesequencesimilarityofPB２geneswasthehighest(９８．８％~９９．９％)and
thatofNAgeneswasthelowest(９７．３％~９９．２％)．Ingeneral,thedistributionofH１N１influenzaisolatesindifferentmonths
wastimeＧdependent．TheisolatesafterJunein２０１９hadtheclosestgeneticrelationshiptothevaccinerecommendedstrain(A/

GuangdongMaonan/１５３６/２０１９H１N１),andtheywereinthesameevolutionarybranch．ExceptforPAandM１proteins,all

proteinsofthevirusesfromthisbranchhadvariousaminoacidmutations．ThestrainsisolatedfromtheinfluenzaＧlikecasesin
monitoringhospitalsbelongedtothesameevolutionarybranchasthosefromthecasesofcommunityinfluenzaoutbreaks．The

phylogenetictreeofeachgeneshowedthattherewasnorecombinationamongdifferentgenesfromdifferentsources．InconcluＧ
sion,thestrainsofnovelinfluenzaA(H１N１)frommonitoringcasesinGuangzhoushowedhomologywiththestrainsfromthe
casesofinfluenzaoutbreaksinthecommunity．Thewholegenomesequencesmatchedtherecommendedvaccinestrainwell．No

recombinationwasfound．
Keywords:influenzaA (H１N１)pdm０９virus;wholegeＧ

nome;geneticevolution
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　　长期以来,季节性流感威胁着人类健康,每年造

成严重的人群发病和死亡.甲型 H１N１流感病毒

自２００９年首次出现以来,由于不断快速的发生基因

变异,已代替了原季节性 H１N１流感而持续流行.

MiL等[１]在对１９７７年以来全球 H１N１流感病毒抗

原进化模型的研究中发现,在８个主要进化模式中

有６个进化模式起源于亚洲,进一步发现,我国南方

地区 H１N１流感病毒的进化要早于北方地区,提示

南方地区 H１N１流感病毒在我国 H１N１流感传播

进化过程起到重要作用.而广州市地处华南地区,
是我国重要的经济发展中心,也是包括 H１N１流感

在内多种传染病流行的重要地区.早期研究发现,
广州市流感流行呈现双峰的流行特点,甲型 H１N１
流感和季节性 H３N２流感交替出现[２],同时甲型

H１N１流感病毒也是近期广州市流感疫情的主要病

原[３].既往的研究中重点对 HA 和 NA 基因进行

了变异分析,而对甲型 H１N１基因组全序列的分子

进化研究相对较少,因此本研究选取７株２０１９年广

州市甲型 H１N１流感流行株进行了全基因组测序,
为全面掌握近期广州市甲型 H１N１流感病毒的分

子流行病学特点提供研究数据.

１　材料与方法

１．１　毒株来源　收集２０１９年广州市流感监测哨点

医院流感样病例和社区流感暴发疫情病例的呼吸道

标本,通过荧光定量RTＧPCR方法进行甲型 H１N１、
甲型 H３N２和乙型流感病毒核酸检测(试剂盒购于

江苏硕世生物科技公司),并将流感阳性标本接种

MDCK细胞系进行病毒分离,培养产物经过血凝实

验Ｇ血凝抑制试验(HAＧHI)对流感病毒培养物进行

鉴定(血球为自制豚鼠血,血清由中国疾病预防控制

中心提供).根据分离时间的不同,本研究中随机选

取７株甲型 H１N１流感病毒进行全基因组测序.

１．２　全基因组序列测定　参考DengYM 等[４]关于

流感病毒全基因组测序的方法,并参考近期甲型

H１N１流感病毒各基因全长序列,应用Oligo６软件

设计甲型 H１N１流感病毒全序列各基因片段全长

测序引物(引物由广州天一辉远生物公司合成),见
表１.通过RTＧPCR方法扩增 HA、NA、PB２、PB１、

PA、NP、M 和 NS全长序列,阳性鉴定产物送至广

州天一辉远生物公司,通过ABI３７３０进行病毒一代

测序.

表１　甲型H１N１流感病毒各基因片段扩增引物

Tab．１　Amplificationprimersforgenefragmentsoftheavian
influenzaA(H１N１)pdm０９virus

引物名称 引物序列(５′Ｇ３′)

HAＧF TGTAAAACGACGGCCAGTATGAAGGCAATAC

HAＧR CAGGAAACAGCTATGACCGATCGGATGTATATTC

NAＧF TGTAAAACGACGGCCAGTAGCAAAA

NAＧR CAGGAAACAGCTATGACCGTGAT

PB２Ｇ１ＧF AGCRAAAGCAGGTCAAWTATATTCAAT

PB２Ｇ１ＧR ATSACAYTRTCRATDGTTCAATTCC

PB２Ｇ２ＧF GTRTTYTCACARGAGATTGCATG

PB２Ｇ２ＧR AGTAGAAACAAGGTCGTTTTWAAACWATT

PB１Ｇ１ＧF AGCAAAAGCAGGAAACCATT

PB１Ｇ１ＧR TTRAACATNCCCATCATCAT

PB１Ｇ２ＧF ACTGGAGAYAAYACYAARGGA

PB１Ｇ２ＧR AGTAGAAACAAGGCATTTTTCATG

PAＧ１ＧF AGCAAAAGCAGGTACTGATCC

PAＧ１ＧR TTGGTTCTGCATTGCTTATC

PAＧ２ＧF CAATTACCTCCTGGCTTGGAAG

PAＧ２ＧR AGTAGAAASAAGGTACYTTTTGGA

NPＧF AGCAAAAGCAGGGTAGATAATC

NPＧR AGCAAAAGCAGGGTAGATAATC

MＧF AGCAAAAGCAGGTAGATRTTAAAG

MＧR AGTAGAAACAAGGTAGTTTTTACTC

NSＧF AGCAAAAGCAGGGTGACAAA

NSＧR AGAAACAAGGGTGTTTTTA

１．３　分子特征分析　通过 DNAStar７．１软件拼接

全序列各基因片段,同时对各基因进行同源性分析.
采用 MEGA６．０软件,以基因 ORF为基本单元,对
不同进化分支变异氨基酸进行分析.

１．４　遗传进化分析　以 GISAID 数据库中历年

WHO推荐的甲型 H１N１流感病毒疫苗株各基因片

段 作 为 参 比 序 列 (A/GuangdongＧMaonan/１５３６/

２０１９ (H１N１)、A/Hawaii/７０/２０１９(H１N１)、A/

Brisbane/０２/２０１８ (H１N１)、A/Michigan/４５/２０１５
(H１N１)、A/California/７/２００９ (H１N１)、A /

Christchurch/１６/２０１０ (H１N１)、A/Brisbane/５９/
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２００７ (H１N１ )、 A/Solomon/Islands/３/２００６
(H１N１)、A/New/Caledonia/２０/１９９９(H１N１)等).
使用 MEGA 软件绘制各基因遗传进化树,参数设

置为:NeighborＧjoining法(参数设置为１０００repliＧ
cations)及 Maximumcompositelikelihood model
核苷酸替代模型.

２　结　果

２．１　总体情况　２０１９年累计从１０５４１份监测标本

中检测到甲型 H１N１流感阳性标本７０３份,其中分

离甲型 H１N１流感毒株７０株(均感染 MDCK 细胞

经一代培养).本研究中７株病毒中,５株分离自流

感监测病例,２株分离自流感暴发疫情病例.２株分

离于２０１９年１月,２株分离于２０１９年３月,２株分

离于２０１９年６月,１株分离于２０１９年１２月.

２．２　全基因组序列测定　全序列各基因扩增产物

经毛细管电泳鉴定,经过序列拼接,获得全基因各片

段开放阅读框序列(HA 基因:１７０１bp、NA 基因:

１４１０bp、PB２基因:２２８０bp、PB１基因:２２７４bp、

PA基因:２１５１bp、NP基因:１４９７bp、M１基因:

７５９bp、NS１基因:６９３bp).７株病毒全基因序列

中,核 苷 酸 同 源 性 最 高 为 PB２ 基 因 (９８．８％ ~
９９９％),最低为 NA 基因(９７．３％~９９．２％),氨基

酸同源性最高为PB２蛋白(９９．３％~１００％),最低为

NA蛋白(９６．４％~９９．４％),全基因组同源性见表２.

表２　２０１９年广州市H１N１流感分离株

全序列基因的同源性分析

Tab．２　Sequencesimilarityanalysisofwholegenesfromnovel
influenzaA(H１N１)pdm０９isolatesinGuangzhouin２０１９

基因 核苷酸/％ 氨基酸/％

HA ９７．７~９９．９ ９６．６~９９．６

NA ９７．３~９９．２ ９６．４~９９．４

PB２ ９８．８~９９．９ ９９．３~１００

PB１ ９８．６~９９．９ ９８．８~９９．９

PA ９８．５~１００ ９９．２~１００

NP ９８．７~１００ ９９．２~１００

M１ ９８．５~１００ ９９．２~１００

NS１ ９８．６~１００ ９６．５~１００

２．３　遗传进化分析　总体上,不同月份的 H１N１流

感分离株按时间分布,分别于 A/Michigan/４５/２０１５
(H１N１)、A/Brisbane/０２/２０１８(H１N１)、A/GuangＧ
dongＧMaonan/１５３６/２０１９ (H１N１)、A/Hawaii/７０/

２０１９(H１N１)疫苗株聚为一簇,特别是２０１９年６月

份以后的 H１N１ 分离株与世界卫生组织 ２０２０－
２０２１年推荐使用的疫苗推荐株 A/GuangdongＧMaＧ
onan/１５３６/２０１９(H１N１)亲缘关系最近.分离于哨

点医院流感样症状监测病例的毒株与社区流感暴发

疫情的毒株归属于同一进化分支.全基因组遗传进

化树显示,未发现不同基因来源的基因重配现象.

图１　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株HA基因遗传进化树

Fig．１　GeneticevolutionanalysisofHAgenesfromnovelinfluenzaA (H１N１)pdm０９isolatesin
Guangzhouin２０１９
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图２　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株NA基因遗传进化树

Fig．２　GeneticevolutionanalysisofNAgenesfromnovelinfluenzaA(H１N１)pdm０９isoＧ
latesinGuangzhouin２０１９

图３　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株PB２基因遗传进化树

Fig．３　GeneticevolutionanalysisofPB２genesfromnovelinfluenzaA(H１N１)pdm０９iＧ
solatesinGuangzhouin２０１９

图４　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株PB１基因遗传进化树

Fig．４　GeneticevolutionanalysisofPB１genesfromnovelinfluenzaA(H１N１)pdm０９iＧ
solatesinGuangzhouin２０１９

６２３ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２１,３７(４)



图５　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株PA基因遗传进化树

Fig．５　GeneticevolutionanalysisofPAgenesfromnovelinfluenzaA(H１N１)pdm０９isoＧ
latesinGuangzhouin２０１９

图６　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株NP基因遗传进化树

Fig．６　GeneticevolutionanalysisofNPgenesfromnovelinfluenzaA(H１N１)pdm０９isoＧ
latesinGuangzhouin２０１９

图７　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株 M基因遗传进化树

Fig．７　GeneticevolutionanalysisofMgenesfromnovelinfluenzaA(H１N１)pdm０９isoＧ
latesinGuangzhouin２０１９
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图８　２０１９年广州市甲型H１N１流感分离株NS基因遗传进化树

Fig．８　GeneticevolutionanalysisofNSgenesfromnovelinfluenzaA(H１N１)pdm０９isoＧ
latesinGuangzhouin２０１９

２．４　全基因分子特征分析　HA 蛋白抗原位点分

析结 果 显 示,与 ２０２０－２０２１ 年 疫 苗 推 荐 株 A/

GuangdongＧMaonan/１５３６/２０１９ (H１N１)相 比,

０１３３６、０４１６３、０４１７１ 分 离 株 发 生 I２０２T 变 异,

１４１３０、１４１３７、３０３９０分离株发生 D２０４A 变异.大

部分毒株 HA 蛋白有７个糖基化位点,０４１７１分离

株发生１０４ＧNGT糖基化位点缺失.在 NA 蛋白神

经氨酸酶抑制剂耐药位点上,所有分离株未发生耐

药突变.
根据全基因进化树结果显示,A/Guangzhou/

００６６１/２０１９ (H１N１)、A/Guangzhou/１４１３０/２０１９
(H１N１)、A/Guangzhou/１４１３７/２０１９ (H１N１)和

A/Guangzhou/３０３０９/２０１９(H１N１)毒株全基因片

段均与我国２０２０－２０２１年疫苗推荐株 A/GuangＧ
dongＧMaonan/１５３６/２０１９(H１N１)归属同一进化分

支,对上述４株分离株毒株全基因氨基酸位点与另

３株分离株进行变异分析,结果显示,除 PA、M１、

M２和 NS２蛋白外,其余蛋白均有不同数量的相同

特异性氨基酸突变,见表３.同时对两株流感疫情

分离株 A/Guangzhou/１４１３０/２０１９ (H１N１)和 A/

Guangzhou/１４１３７/２０１９(H１N１)进行全基因氨基

酸变异 位 点 特 异 性 分 析 显 示,两 毒 株 具 有 HAＧ
K１８８E、NAＧI４０T、PB１ＧM６４６L、NS１ＧI１４５V 等共同

的氨基酸变异位点.

３　讨　论

自２０１７年开始,WHO推荐北半球使用的３株

H１N１疫苗株(A/Michigan/４５/２０１５(H１N１)(２０１７
－２０１９)、A/Brisbane/０２/２０１８(H１N１)(２０１９－

表３　同分支分离株基因组特异性氨基酸变异分析

Tab．３　Analysisofgenomespecificaminoacidvariations
inhomocladisticisolates

疫苗株 同分支分离株①

A/GuangdongＧMaonan/

１５３６/２０１９(H１N１) ００６６１１４１３０１４１３７ ３０３０９

HA N１４６D,T２０２I

NA F７４S,T４５２I

PB２ T８１I,G２２５S,V６６７I

PB１ V２００I,K３８６R

PA －

NP V４２５I

M１ －

M２ －

NS１ T８０A,A１５５T

NS２ －

　　①Theaminoacid mutationsof００６６１,１４１３０,１４１３７

and３０３０９isolates,whichbelongedtothesameclade,were

comparedwiththoseof０１３３６,０４１６３and０４１７１isolates．

２０２０)、A/Guangdong－Maonan/１５３６/２０１９ (H１N１)
(２０２０－２０２１))亲缘关系较近,遗传进化上不断进

化,２０２０－２０２１年疫苗株与２０１９年６月之后的流

行株在全基因组上位于同一遗传进化簇上,提示

２０２０年下半年启动使用的疫苗株与流行株匹配性

较好.但该分支中００６６１毒株分离于２０１９年１月,
说明广州地区甲型 H１N１流感病毒流行的复杂性,
不排除较早期流行株与近期流行株共同流行的情

况,进而存在病毒重配风险,因此及时监测流行的变
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异情况、评估疫苗株与流行株的匹配性尤为重要.
广州流感流行表现为一年两次的流行高峰,本

研究发现６月份以后的流行株全基因组序列在遗传

进化上与疫苗株(２０２０－２０２１)共同形成独立进化分

支,进一步氨基酸位点分析也显示,该分支分离株与

疫苗株具有多个位点相同的特异性氨基酸突变,揭
示２０１９年下半年流行株与疫苗株匹配性较好的分

子基础.本研究中２株流感疫情流行株与门诊监测

流行株高度同源,进化起源相同.但对２株疫情分

离株全基因组氨基酸变异分析显示,在 HA、NA、

PB１和 NS１蛋白存在不同于监测毒株的特异性氨

基酸变异,这些位点是否与病毒传播能力相关,进而

引发流感疫情暴发,需要进一步研究.
由于流感病毒基因组分节段的特点,当不同亚

型流感病毒共同感染宿主细胞时可发生基因重

配[５],这也是流感病毒不断进化的重要方式之一,新
重配的病毒常引起人间流感的大流行,在历史上有

３次流感大流行就是由重配流感病毒所引起[６Ｇ７].

２００９年引起全球广泛流行的pdm２００９H１N１(本研

究中也称“甲型 H１N１”)即是由南美 H１N１禽流感

病毒的PB２、PA基因,人 H３N２流感病毒的PB１基

因、南美 H１N１经典猪流感病毒的 HA、NP、NS和

欧亚类禽 H１N１猪流感病毒的 NA、M 基因重配进

化而来[８].大量研究发现,pdm２００９H１N１流感病

毒宿主范围多样,可以感染火鸡[９]、犬[１０]、猫[１１Ｇ１３]、
野鸟[１４]等,提示pdm２００９H１N１流感病毒有重配产

生新型流感病毒的可能[１５].因此开展甲型 H１N１
流感病毒全基因组进化分析对新型重配病毒的发现

有着重要意义.在本研究中所选取的９株２０１９年

广州市甲型 H１N１流感病毒未发现不同基因来源

的基因重配现象.２０２０年新型冠状病毒在全球广

泛流行,我国及时启动了全面且有效的防疫对策,在
采取高风险地区封闭管理、学校和托幼机构休学、加
强佩戴口罩和卫生消毒等一系列防疫措施后,我国

的新冠病毒传播得以有效控制,同时也控制了包括

甲型 H１N１流感病毒在内的呼吸道病原体的流行

和传播.２０２０年广州市流感监测数据显示,截止目

前尚未监测到甲型 H１N１流感病毒,但随着复工复

产、人流活动的增加,下一阶段是否会发生甲型

H１N１流感病毒流行,以及继续２０１９年下半流行株

持续流行,还是在此基础上出现新变异株,需要持续

监测.
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