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［摘　要］　为调查国内猪流感病毒流行和遗传演化状况，将２０１３年从山东某屠宰场的采集样品接

种ＳＰＦ鸡胚，分离到１株病毒，通过ＲＴ－ＰＣＲ鉴定和全基因测序，并运用生物软件对病毒基因组关

键氨基酸位点和遗传演化关系进行分析。结果显示，分离株Ａ／Ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／５５１３／２０１３（Ｈ１Ｎ１）

为欧亚类禽Ｈ１Ｎ１猪流感病毒，基因片段未发生重排，与中国大陆近几年分离株类似。ＨＡ蛋白受

体结合位点具有结合哺乳动物气管上皮细胞特性；ＨＡ蛋白抗原位点与欧亚类禽Ｈ１Ｎ１猪流感代表

株Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／１７８０／２００８（Ｈ１Ｎ１）仅有一处不同，Ｑ１９６Ｈ；裂解位点氨基酸为 ＰＳＩＱＳＲ／ＧＬ，

ＰＢ２蛋白毒力关键氨基酸位点为Ｔ２７１和Ｅ６２７，分离株为典型低致病力毒株。本毒株的分离鉴定为

分析中国大陆猪流感流行状况和分子特征提供了数据。
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　　一般认为猪是流感病毒的基因“混合器”，其气

管上皮细胞既有 α－２，３"

Ｓｉａｓ受体，又具有

α－２，６"Ｓｉａｓ受体，既可感染禽流感病毒，又可以

感染人类流感病毒，在Ａ型流感病毒变异重排和传

播中发挥重要作用［１］。目前，全球猪群流行着

Ｈ１Ｎ１，Ｈ１Ｎ２和Ｈ３Ｎ２等亚型流感病毒［２］。其中，

经典Ｈ１Ｎ１猪流感首次在１９１８年分离到［３］，欧亚

类禽Ｈ１Ｎ１猪流感病毒首次分离于１９７９年［４］。近

些年，欧亚类禽Ｈ１Ｎ１猪流感病毒在中国大陆猪群

逐步蔓延［５－６］，在欧洲及中国造成多起人类感染病

例，且有一例死亡病例［７］，而且该类型病毒多数可

以通过飞沫在哺乳动物（雪貂）模型中有效传

播［８］，对人类健康构成较大威胁，因此监测和研究

欧亚类禽 Ｈ１Ｎ１猪流感病毒具有重要的公共卫生

学意义。本研究对２０１２－２０１３年流感季分离鉴定

的一株欧亚类禽Ｈ１Ｎ１猪流感病毒进行遗传演化和

分子特征进行分析，为猪流感的防控提供参考数据。

１　材料与方法

１．１　毒株的分离与鉴定　２０１３年１月，从山东某

屠宰场共采集猪咽喉棉拭子样品６００份，样品经青

链霉素ＰＢＳ缓冲液处理，冷藏运输至实验室。接种

１０日龄ＳＰＦ鸡胚，３ｄ后收集尿囊液，用１％鸡红细

胞检测血凝活性，血凝阴性的样本，盲传２代，再次

检测血凝性。具有血凝性的样品，提取核酸，进行

ＲＴ－ＰＣＲ方法鉴定。

１．２　病毒基因序列测定　猪流感病毒引物设计和

ＲＴ－ＰＣＲ扩增方法参照已有文献［６，９］。引物由上

海生工公司合成，ＰＣＲ产物送北京六合华大基因科

技股份有限公司测序。

１．３　病毒的遗传进化与分子特征分析　应用ＮＣＢＩ

网站资源对分离株基因序列进行同源性比对；采用

ＭＥＧＡ６．０软件进行进化分析并绘制进化树，算法

采用Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ法，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值选择 １０００

重复；并使用 ＭＥＧＡ６．０将核苷酸序列翻译成氨基

酸序列，然后对氨基酸序列进行流感病毒分子特征

分析［５］。

２　结 果

２．１　ＳＩＶ病毒的分离鉴定与命名　采集样品经病

毒分离、ＲＴ－ＰＣＲ鉴定及序列比对，确认分离１株

Ｈ１Ｎ１亚型猪流感病毒，命名为Ａ／Ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／

５５１３／２０１３（Ｈ１Ｎ１）（简称ＳＷ／ＳＤ／５５１３／１３）。

２．２　病毒的遗传进化分析　在 ＮＣＢＩ网站下载

猪流感病毒代表性毒株基因序列，通过与分离株进

行基因比对，分析其遗传进化关系。结果表明，

ＳＷ／ＳＤ／５５１３／１３的 ＨＡ基因属于欧洲类禽 Ｈ１Ｎ１

流感病毒分支，与近些年在大陆和香港猪流感病毒

遗传关系较接近（图１）。ＮＡ及其他６个内部基因

进化树比对结果显示，均未发生基因重排。

▲代表分离毒株－Ａ／Ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／５５１３／２０１３（Ｈ１Ｎ１）

图１　ＥＡＨ１Ｎ１ＳＩＶ分离株ＨＡ基因进化树
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２．２．１　病毒的同源性分析　分离的ＳＷ／ＳＤ／５５１３／

１３毒株测序结果经 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ，发现８个基因片

段均处于欧亚类禽进化分支，与近期欧洲及亚洲流

行的ＳＩＶ同源性均大于等于９９％（表１）。
表１　病毒基因片段同源性分析

Ｉｓｏｌａｔｅ Ｇｅｎｅｓ Ｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｄｅｎｔｉｆｙ Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮＯ

Ａ／Ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／５５１３／２０１３（Ｈ１Ｎ１）

ＰＢ２ Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／１７８０／２００８（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＣＹ０８５８８９．１
ＰＢ１ Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｊｉａｎｇｓｕ／ｓ１６／２０１１（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＪＦ８２０２８３．１
ＰＡ Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａａｎｘｉ／ｓ１／２０１１（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＪＸ８６０６８２．１
ＨＡ Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｊｉａｎｇｓｕ／ｚｇ８／２０１０（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＣＹ０８５８８６．１
ＮＰ Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／６２／２００８（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＦＪ５３６７９５．１
ＮＡ Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｊｉａｎｇｓｕ／Ｓ３０／２０１１（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＫＦ０５７１３０．１
Ｍ Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／１７８０／２００８（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＣＹ０８５８８９．１
ＮＳ Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｊｉａｎｇｓｕ／Ｓ３０／２０１１（Ｈ１Ｎ１） ９９％ ＫＦ０５７１３０．１

２．２．２　ＨＡ主要氨基酸位点及抗原位点分析
２．２．２．１　裂解位点　对氨基酸序列分析发现，分
离株 ＳＷ／ＳＤ／５５１３／１３ＨＡ裂解位点氨基酸序列为
ＰＳＩＱＳＲ／ＧＬ，与近年来欧洲类禽 Ｈ１Ｎ１病毒 ＨＡ裂
解位点氨基酸组成相同，碱性氨基酸数量相对较

少，为低致病力毒株。

２．２．２．２　受体结合位点　分离株ＳＷ／ＳＤ／５５１３／１３
毒株在ＨＡ蛋白受体结合位点处第１５５、１５９、２２６和
２２８分别为Ｖ、Ｎ、Ｑ和Ｇ，１９０位氨基酸为Ｄ，２２５位
氨基酸为Ｅ（表２），符合感染哺乳动物宿主的条件。

表２　猪流感病毒分离株ＨＡ受体结合位点分析

Ｖｉｒｕｓｅｓ
Ａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｅｒｅｌｅｖａｎｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒｂｉｎｄｉｎｇ（Ｈ３ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）

１５５ １５９ １８３ １９０ ２２５ ２２６ ２２７ ２２８
Ａ／Ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／５５１３／２０１３（Ｈ１Ｎ１）１ Ｖ Ｎ Ｈ Ｄ Ｅ Ｑ Ａ Ｇ
Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／１７８０／２００８（Ｈ１Ｎ１）２ Ｖ Ｎ Ｈ Ｄ Ｅ Ｑ Ａ Ｇ

Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９（Ｈ１Ｎ１）３ Ｖ Ｎ Ｈ Ｄ Ｄ Ｑ Ｅ Ｇ
Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／１０９／２００６（Ｈ１Ｎ１）４ Ｖ Ｎ Ｈ Ｄ Ｇ Ｑ Ｔ Ｇ

Ａ／ＵＳＳＲ／９０／１９７７（Ｈ１Ｎ１）５ Ｔ Ｇ Ｈ Ｄ Ｇ Ｑ Ａ Ｇ
１：Ｉｓｏｌａｔｅ；２：ＥＡＨ１Ｎ１；３：２００９／Ｈ１Ｎ１；４：ＣｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅＨ１Ｎ１；５：ＨｕｍａｎＨ１Ｎ１；

２．２．２．３　糖基化位点　分离株 ＳＷ／ＳＤ／５５１３／１３
与近年流行欧亚类禽Ｈ１Ｎ１ＳＩＶ的毒株具有相同数
量的糖基化位点（第１３、２６、１９８、２７７、４８４、５４３位）。
２．２．２．４　抗原位点　对Ｈ１亚型病毒ＨＡ１上５个抗
原决定簇区域：Ｓａ、Ｓｂ、Ｃａ１、Ｃａ２和Ｃｂ进行氨基酸位
点分析，与各类型猪流感对照株比较发现，分离株

ＳＷ／ＳＤ／５５１３／１２与 ＳＷ／ＨＫ／１７８０／２００８抗原位点氨
基酸组成最为相似，只在第１９６位氨基酸（１９６Ｈ）与
ＳＷ／ＨＫ／１７８０／２００８毒株不同（１９６Ｑ）（表３）。
２．２．３　致病力分析　分离株 ＳＷ／ＳＤ／５５１３／２０１３
ＰＢ２蛋白未发生 Ｔ２７１Ａ和 Ｅ６２７Ｋ突变，且７０１位
氨基酸为Ｎ，结果表明该毒株可在哺乳动物体内复
制，但致病力较低。

３　讨 论

基因重排是流感病毒变异的重要方式之一。

由于猪群对禽流感和人流感病毒均易感，因此，猪

体内可能会重排产生对人类具有高致病性的新型

流感病毒。目前在世界范围内，猪流感病毒疫苗使

用率极低，难于预防和控制其扩散，因此监测猪群

流感发病状况，分析猪流感病毒分子遗传演化，确

切地掌握猪流感的变化趋势，为人类流感病毒的发

生提供预警。作为猪流感病毒的重要一个类型，欧

亚类禽 Ｈ１Ｎ１猪流感首先分离自欧洲大陆的意大
利［４］，２００５年后在中国大陆逐渐大范围流行［６］。

虽然其致病力相对较低，但可感染人类，可以通过

空气飞沫传播，因此值得关注。

本研究对山东地区２０１３流感季节的分离株，
进行遗传演化和分子特征分析。发现该毒株未发

生基因重排，所有基因片段同源性最高的毒株均为

欧洲类禽类型。ＨＡ基因进化树分析，该毒株与
ＳＷ／Ｊｉａｎｇｓｕ／ｚｇ８／２０１０（Ｈ１Ｎ１）、ＳＷ／Ｓｈａａｎｘｉ／ｓ１／
２０１１等２００８年后中国大陆分离的类禽猪流感病
毒同源性较高［５－６］，表明了欧亚类禽猪流感在我国

猪群感染具有持续性。与 ＥＡＨ１Ｎ１代表毒株
Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／１７８０／２００８（Ｈ１Ｎ１）相比，分离
株ＳＷ／ＳＤ／５５１３／２０１３ＨＡ受体结合位点发生１９０Ｄ

·９２·
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表３　猪流感分离毒株ＨＡ抗原位点分析

Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｓｉｔｅｓ
（Ｈ３ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）

Ａ／Ｓｗｉｎｅ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／
５５１３／２０１３（Ｈ１Ｎ１）１

Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／
１７８０／２００８（Ｈ１Ｎ１）２

Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／
２００９（Ｈ１Ｎ１）３

Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／
１０９／２００６（Ｈ１Ｎ１）４

Ａ／ＵＳＳＲ／９０／
１９７７（Ｈ１Ｎ１）５

１２７ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ
１２８ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｋ
１５８ Ｇ Ｇ Ｇ Ｅ Ｎ
１６０ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｓａ １６２ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ
１６３ Ｋ Ｋ Ｋ Ｋ Ｎ
１６５ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
１６６ Ｋ Ｋ Ｋ Ｋ Ｋ
１６７ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｓｂ

１５６ Ｋ Ｋ Ｋ Ｋ Ｅ
１５９ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｇ
１９２ Ｑ Ｑ Ｑ Ｑ Ｋ
１９３ Ｔ Ｔ Ｓ Ｓ Ｔ
１９６ Ｈ Ｑ Ｑ Ｑ Ｒ
１９８ Ｎ Ｎ Ａ Ａ Ｅ

Ｃａ１

１６９ Ｔ Ｔ Ｉ Ｉ Ｖ
１７３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｅ Ｅ
１８２ Ｖ Ｖ Ｉ Ｉ Ｖ
２０７ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
２４０ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ
２７３ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ａ

Ｃａ２

１４０ Ｓ Ｓ Ｐ Ｐ Ｓ
１４３ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ
１４５ Ｎ Ｎ Ｋ Ｎ Ｓ
２２４ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ
２２５ Ｅ Ｅ Ｄ Ｇ Ｇ

Ｃｂ

７８ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
７９ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ Ｗ
８１ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ
８２ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ
８３ Ｉ Ｉ Ｖ Ｖ Ａ
１２２ Ｋ Ｋ Ｋ Ｋ Ｋ

　１：Ｉｓｏｌａｔｅ；２：ＥＡＨ１Ｎ１；３：２００９／Ｈ１Ｎ１；４：ＣｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅＨ１Ｎ１；５：ＨｕｍａｎＨ１Ｎ１

等突变，表明可有效感染哺乳动物和人类；分离株

潜在的糖基化位点数量与参考株一致。除 Ｓｂ抗原
决定簇１９６位氨基酸位点不同，分离株病毒抗原性
与类禽代表毒株 ＳＷ／ＨＫ／１７８０／２００８其余３１个抗
原位点氨基酸完全相同，但与２００９Ｈ１Ｎ１、经典猪流
感和人源猪流感毒株 ＨＡ抗原位点存在大于１０个
氨基酸位点的不同。ＰＢ２关键氨基酸位点未发生
突变，对哺乳动物致病力也相对较低，保持了欧亚

类禽猪流感的低致病性特征。

对分离毒株分子特征分析表明，该毒株与２００８
年来流行毒株基因特性基本类似，但存在个别氨基

酸的突变，导致更有效的感染人类和哺乳动物呼吸

道。应进一步监测我国猪群中 ＳＩＶ流行株的基因

变异、基因型优势，以及病毒的致病力和传播特性，

分析目前流行毒株潜在的人际间传播可能。
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