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#病例中甲型流感病毒进化特征$方法
!

选择
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年
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病例分离
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#亚型流感病毒毒株
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株!提取病毒
_[&

!使用
$B8ABDDE8GŴ Y

二代测序仪进行了病毒全基因组测序$使

用
YE

3

F

&

2B8?ODH

等软件对毒株各个基因进行了分子进化分析和分子特征分析$结果
!

+:

株
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年流行季毒株的血凝

素"

V&

#基因属于
*25*F

分支!而
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株
')+(T')+!

年流行季毒株
V&

基因属于
*25'F

分支$在
*'

株测定株
V&

基因中共发现

9

个氨基酸位点变异!其中
'

个位于抗原决定簇$对神经氨酸酶基因和基质蛋白基因进行分析显示!所有的测定株均对
Y'

离子

通道抑制剂药物耐药!而对神经氨酸酶抑制剂药物敏感$结论
!
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年
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病例分离
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#亚型毒株的基因特征与

同时期北京地区流行株基本一致$两个流行季间出现了较为明显的抗原漂移!相对于同流行季疫苗株存在一定程度的变异$
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甲型
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&
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$
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%'亚型流感是甲型流感的一种常见

亚型#其季节性流行和大流行不仅导致了大量的门诊病例#同

时导致了相当数量的重症病例#甚至引起患者死亡#产生了巨

大的疾病负担&

+@'

'

)甲型流感病毒是具有
:

个节段的单负链

_[&

病毒#其血凝素$

V&

%基因*神经氨酸酶$

[&

%基因和其他

内部基因的适应性变异是产生病毒抗原漂移或抗原转换的内

在原因&

*

'

)因此有必要对流感病毒进行全基因组水平进化研

究#揭示其进化变异规律)而目前的甲型流感病毒全基因组研

究多聚焦于轻症病例分离毒株#对严重急性呼吸道感染$

%&@

_$

%等重症病例分离株的病原基因特征仍存在欠缺)本研究即

依托北京市
%&_$

监测系统#对
*'

例重症病例
&

$

V*['

%亚型

流感病毒全基因组进行了测定分析#并将其与轻症毒株*流行

株*疫苗株进行了比对研究)

A

!

材料与方法

A5A

!

材料
!

对
')+<

年
:

月至
')+!

年
+

月北京市严重急性呼

吸道感染监测系统发现的甲型
V*['

流感病毒阳性患者样本

使用
Y]2-

细胞进行病毒分离)用豚鼠红细胞和国家流感中

心下发流感病毒鉴定试剂盒进行血凝试验和血凝抑制试验)

具有明显细胞病变#血凝滴度大于
+!

#抗
&

$

V*['

%血凝抑制

效价$

V$

%

&

')

且高于抗新
&

$

V+[+

%*抗
0

$

Z>1GBD>F

或
gF.F@

3

FGF

%

V$

效价
<

倍以上的毒株甲型流感病毒确认为
&

$

V*['

%

亚型)分层随机选取
*'

株
&

$

V*['

%亚型毒株作为本研究

样本)

A5B

!

仪器与试剂
!

病毒全基因组测序使用
$B8ABDDE8GŴ Y

测序仪$美国
&0$

公司产%及配套试剂#依照操作规程完成)

A5C

!

方法
!

病毒核酸提取使用
f$&.

C

Q>DFI.>8>N>G

试剂盒

$德国
f$&̂ "[

公司产%提取
+<)

!

#

样本中的总
_[&

#提取

方法按试剂盒说明书进行#病毒
_[&

溶于
!)

!

#]"W2

水中#

立即用于病毒全基因组序列测定)流感病毒全基因组扩增使

用
WFG,&.

C

SIO&

试剂盒$美国
&0$

公司产%#按说明书进行)

+
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对扩增后的全基因组
1][&

依次使用
$B8WIO?SDF

3

.E8G#>@

/DFD

M

试剂盒*

$B8Ŵ YAE.

C

IFGE\A''))

$美国
&0$

公司产%

进行测序文库构建和扩增)随后使用
$B8ABDDE8GŴ Y

测序

仪和
$B8*+!Q'

芯片及配套试剂$美国
&0$

公司产%进行全基

因组测定)

A5D

!

基因组数据分析
!

作为分析背景和分支标准的参比毒株

序列通过
"

C

>SIO

数据库$

,GG

C

!""

C

IFGHBD.5

3

>?F>J5BD

3

%获得#包

括研究组先前通过北京市流感病原学监测网络分离的和网络

数据库获取的
'<

株
&

$

V*['

%流感病毒全基因组序列和
+)

株

&

$

V*['

%流感病毒
V&

*

[&

基因序列)基因进化分析使用

Y"̂ &

$

QED5!5)5(

%软件完成)参数设置为选用邻
@

接法#

0BBG@

?GDF

C

验证为
+)))

个循环&

<

'

)

V&+

蛋白抗原决定簇保守分数

通过
2B8?ODH

软件进行计算#参数选择
YFP5#>NEI>,BBJ

$

Y#

%

方法和
XAA

模型&

(

'

)糖基化位点$

Ŵ %?

%分析使用
2E8GEDHBD

0>BIB

3

>1FI%E

R

OE81E[EG[̂ I

M

1+5)?EDQED

$

,GG

C

!""

KKK51/?5

JGO5JN

"

?EDQ>1E?

"

[EG[̂ I

M

1

"%服务器完成)

B

!

结
!!

果

B5A

!

分离株患者的流行病学特征
!

本研究分离测定的
*'

株
&

$

V*['

%流感毒株来源病例的基本临床信息见表
+

)研究纳入

病例的男女比例相当#

)

"$

(

岁*

(

"$

+(

岁*

+(

"$

!(

岁和
&

!(

岁在全部病例中的构成比分别为
+:59(;

*

+(5!*;

*

'(5));

和
<)5!*;

)在慢性基础病方面#所有
*'

例病例中有
!

例患有

慢性心血管疾病$高血压%#

'

例患有代谢性疾病$

'

型糖尿病%#

慢性基础病病例全部为
!(

岁以上患者)

表
+

!!

*'

例甲型
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流感病毒感染严重急性呼吸道感染病例临床信息

项目
)

"$

(

岁$

-

%

(

"$

+(

岁$

-

%

+(

"$

!(

岁$

-

%

&

!(

岁$

-

% 合计&

-

$

;

%'

性别

!

男
< * * 9 +9

$

(*5+'

%

!

女
' ' ( ! +(

$

<!5:9

%

本流行季流感疫苗接种
+ + ) * (

$

+(5!'

%

临床体征

!

发热
! ( : +* *'

$

+))5))

%

!

咳嗽
! ( : +* *'

$

+))5))

%

!

咽喉肿痛
' < ' : +!

$

()5))

%

!

呼吸困难
+ + ) ( 9

$

'+5:9

%

临床治疗

!

抗病毒药物
) ) ) ' '

$

!5'(

%

!

抗菌药物
! ( ! +' '6

$

6)5!*

%

!

糖皮质激素
) ) ) * *

$

65*:

%

预后结局

!

治愈
* ' ' ' ':

$

:95()

%

!

好转
) ) ) ' *

$

65*9

%

!

未愈
) ) ) ) )

$

)5))

%

!

死亡
) ) ) + +

$

*5+*

%

B5B

!

基因进化分析
!

对全部
*'

株测定毒株进行
V&

基因进

化分析显示#同一流行季内所有毒株间的相似度较高$核苷酸

相似度为
665+';

"

6659(;

#氨基酸相似度为
6:5:+;

"

665(';

%)

+:

株
')+<T')+(

年流行季毒株的
V&

基因属于

*25*F

分支#不同于
')+<T')+(

年流行季北半球疫苗株
&

"

AEPF?

"

()

"

')+'

$

*25+

分支%#而与
')+(T')+!

年流行季北半

球疫苗株
&

"

%K>GLEDIF8J

"

69+('6*

"

')+*

$

*25*F

分支%较为接

近)

+<

株
')+(T')+!

年流行季毒株
V&

基因属于
*25'F

分

支#与同一流行季疫苗株
&

"

%K>GLEDIF8J

"

69+('6*

"

')+*

$

*25*F

分支%属于不同分支#具有一定差异)对
[&

和
W0'

等其他
!

个内部基因进行进化分析显示#测定株之间核苷酸和氨基酸同

样存在高度相似的现象#即测定株在进化上属于同一起源#且

与
&

"

%K>GLEDIF8J

"

69+('6*

"

')+*

疫苗株较为接近见图
+

*

'

$见

.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-%)

B5C

!

核苷酸变异分析
!

测定毒株的
V&+

蛋白与两个流行季

疫苗株比较#共有
9

个氨基酸位点发生变异)其中
+

个位点位

于
&

抗原决定簇突出环#

+

个位于
0

抗原决定簇主环#另外
(

个位于
V&+

蛋白骨架区$表
'

%)四个抗原决定簇的平均保守

分数均小于
+

#提示在这些区域内的变异频率仍处于较低

水平)

表
'

!!

&

#

V*['

$流感病毒测定株
V&+

区氨基酸变异情况

抗原表位 位点
')+<T')+(

年

疫苗株表型"

')+(T')+!

年

疫苗株表型""

测定株表型
突变频率

&

-

$

;

%'

平均保守分数

& +**T+*9 A#"S[ A#"S[ T T )5)<

+<)T+<! %S[d[̂ Z %S[d&̂ Z [S[d&̂ Z

"

%S[d&̂ Z *

$

65*:

%"

'6

$

6)5!'

%

0 +(!T+!) $__%[ __ %̂[ Z_ %̂[

"

$_ %̂[ :

$

'(5))

%"

'<

$

9(5))

%

)5+)

+:9T+6: ["fS]-#g$d̂ Z ["fS]-#g$d̂ Z T T

2 ('T(< ZA[ ZA[ T T T)5++

+

:!*'

+
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卷第
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期
!
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!

%E

C
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!
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!
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续表
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$流感病毒测定株
V&+

区氨基酸变异情况

抗原表位 位点
')+<T')+(

年

疫苗株表型"

')+(T')+!

年

疫苗株表型""

测定株表型
突变频率

&

-

$

;

%'

平均保守分数

'9( S S T T

'9: % % T T

] ')9 f f T T )5)<

+9'T+9< V#[ V#[ T T

" !* % % T T )5)(

9: " - - *'

$

+))5))

%

:+ A A T T

:* $ $ T T

非抗原决定簇
+*: [ [ % +

$

*5+*

%

T

')' ^ Z ^ *'

$

+))5))

%

'+< % % W

"

% +

$

*5+*

%"

*+

$

6!5:9

%

'': & & %

"

& +(

$

<!5::

%"

+9

$

(*5+'

%

*)( W W %

"

W +

$

*5+*

%"

*+

$

6!5:9

%

!!

注!

"疫苗株为
&

"

AEPF?

"

()

"

')+'

#

""疫苗株为
&

"

%K>GLEDIF8J

"

69+('6*

"

')+*

#氨基酸变异位点用下划线标出(

T

表示无数据)

B5D

!

核苷酸糖基化及基因耐药分析
!

在
*'

株测定株中共发

现了
+)

个糖基化位点#分别为
'<[%A&

*

*:[̂ A$

*

!+[%%$

*

96[2A#

*

+<'[dÂ

*

+<6[̂ A%

*

+:+[ZAY

*

'!'[%Â

*

*)+[̂ %$

和
<66[̂ Ag

)上述糖基化位点均已得到证实#且未

发现因氨基酸突变产生的新糖基化位点)对测定株的位于
Y

基因的
%*+[

*

Z'9&

等
Y'

离子通道抑制剂耐药位点进行分

析#全部毒株均发现了
%*+[

突变#提示其对金刚烷胺类药物

耐药)而测定株
[&

基因中未发现
_'6'-

*

$'''_

"

-

"

Z

*

$++9Z

等神经氨酸酶抑制剂耐药突变#提示其对达菲类药物

敏感)

C

!

讨
!!

论

!!

北京地区严重急性呼吸道感染检测系统自
')+<

年
:

月起

正式运行)自运行开始至
')+(

年
<

月#共监测到病例
:6('

例#其中采样检测
(!+!

例)检测结果显示#

*::

例$

!56+;

%为

&

$

V*['

%阳性#高于
&

$

V+[+)6

C

J.

%阳性$

9+

例#

+5'!;

%*

0

型
Z>1GBD>F

系阳性$

<:

例#

)5:(;

%和
0

型
gF.F

3

FGF

系阳性

$

+6*

例#

*5<<;

%数#反映了
&

$

V*['

%亚型流感病毒感染在

')+<T')+!

年两个流行季中的主导地位)而在所确诊的
&

$

V*['

%病毒感染
%&_$

患者中#

)

"$

(

岁*

(

"$

+(

岁*

+(

"$

!(

岁和
&

!(

岁以上年龄组所占构成比分别约为
+(;

*

+(;

*

'(;

和
<(;

#提示老年人对该亚型病毒易感)根据上述构成

比#随机选取了
*'

株分离株#对其进行了全基因组分析)

本研究测定分析的
*'

株
%&_$

病例
&

$

V*['

%中未发现

内部基因的重配现象)所有测定株的各基因在进化结构上成

簇聚集#且具有相同的邻接关系)这说明北京地区该亚型病毒

的进化来源比较单一#或基因重配严重改变了各节段的功能相

关性#重配病毒适应性较低而难以持续循环&

!

'

)

甲型流感病毒的抗原漂移和抗原转换多由
V&+

基因的

变异引起&

*

'

)本研究计算得到的
&

$

V*['

%毒株的
V&+

基因

进化树与目前国内外相关报道一致#呈现多侧枝,仙人掌-样的

进化结构&

9

'

)这体现了
&

$

V*['

%亚型病毒在人群中广泛传

播进而承受了较高的宿主免疫选择压力从而不断变异进化的

特点)具体比较本研究测定的
%&_$

患者分离毒株和北京地

区流感病原学监测系统分离得到的毒株$后者由流感样病例患

者分离获得%发现#两类毒株的序列相似度较高#且进化上高度

接近)此结果一方面说明流感样病例等轻症患者与
%&_$

病

例等重症患者所感染的流感病毒在病原学上比较差异无统计

学意义$

!

%

)5)(

%#即尚不存在证据表明可能存在导致重症感

染的病毒亚型"分支或变异)另一方面#所有测定毒株
V&

基

因均位于同一或邻近进化分支#体现了目前北京地区的流行株

具有同一进化起源#基因多样性较低)研究组先前针对流感样

病例分离株开展的
(

年期进化研究也获得了同样的结论&

:

'

)

而广东地区开展的类似研究则发现了较为明显的多个分支
&

$

V*['

%亚型病毒共同循环的特征&

6

'

)这一差异部分验证了

_F./FOG

等&

+)

'的研究#即
&

$

V*['

%等季节性流感的病毒,储

备库-位于东南亚和南亚等热带地区#在流行季来临时#变异或

重组产生的新病毒从赤道热带地区向温带地区迁移)

流感疫苗是目前对抗流感流行的最有力武器&

++

'

)而流感

疫苗的效果与疫苗株和流行株的匹配程度密切相关&

+'

'

)值得

注意的是#本研究测定的
+:

株
')+<T')+(

年流行季毒株均属

于
*25*F

分支#与
')+<T')+(

年流行季北半球
&

$

V*['

%亚型

疫苗株$

&

"

AEPF?

"

()

"

')+'

%具有一定差异#提示可能
Z"

较

低)本研究组在同期数据分析中也发现
&

$

V*['

%亚型流感

阳性
%&_$

患者的疫苗接种率与流感阴性
%&_$

患者的疫苗

接种率没有显著性差异&

+*

'

)因此
')+<T')+(

年流行季
&

$

V*['

%亚型疫苗确实可能因匹配性不佳导致了
Z"

降低)而

在
')+(

年春季以后#北京地区的流感流行株逐渐转换为
*25

'F

分支)研究表明#该分支与此前的
*25*F

分支毒株相比#出

现了
&+*:A

*

_+<'̂

*

S+(6%

等抗原决定簇位点突变&

+<

'

)由于

世界卫生组织$

dV\

%选定
&

"

%K>GLEDIF8J

"

69+('6*

"

')+*

作为

')+<T')+(

年流行季北半球
&

$

V*['

%亚型疫苗株#

')+(T

')+!

年流行季再次出现了疫苗株与北京地区流行株分属不同

分支的情况)

VF..B8J

等&

+(

'认为
*25'F

分支流行株对
&

"

%K>GLEDIF8J

"

69+('6*

"

')+*

疫苗株抗血清反应性良好#两者抗

原性接近#而
VFQED>

等&

+!

'的研究发现
*25*F

分支疫苗对
*25

'F

分支病毒感染的保护效果不佳)因此#

')+(T')+!

年流行

季
V*

亚型疫苗效果还有待更多后续研究)

本研究存在一定的局限性)最主要的问题在于样本分析

例数较少)因此在结果分析中涵盖了全基因组测序数据和基

因片段数据*

%&_$

病例病毒株和前期完成的流感样病例病毒

株进行综合分析#以达到全面准确的目的)同时由于
%&_$

监

测在北京全面开展的时间较短#目前尚无
*

个流行季以上的长

期
%&_$

病例毒株基因数据)这方面的回顾性基因变异研究

将是未来研究的一个方向#可为揭示不同类型患者中流感病毒

的基因演变规律提供更多的基础数据)

+

6!*'

+

国际检验医学杂志
')+9

年
6

月第
*:

卷第
+9

期
!

$8GX#F/YEJ

!

%E

C

GE./ED')+9

!

ZBI5*:

!

[B5+9



参考文献

&

+

'

SBKINE?&

#

%GEHHE8?&

#

AE.GEX

#

EGFI5$81>JE81EBH.EJ>@

1FII

M

FGGE8JEJ>8HIOE8LFJOD>8

3C

F8JE.>1F8J

C

B?G@

C

F8@

JE.>1?EF?B8?G,DBO

3

,G,E$8HIOE8LF$81>JE81E%ODQE>I@

IF81EWDB

=

E1G

#

'))6@+*

&

X

'

5#F81EG_E?

C

>D YEJ

#

')+(

#

*

$

6

%!

9)6@9+:5

&

'

' 冯录召#余宏杰#杨维中
5

流感大流行的疾病负担和经济

影响研究进展&

X

'

5

中华流行病学杂志#

'))9

#

':

$

<

%!

<)(@

<)95

&

*

' 韩卫宁#许元根
5

甲型流感病毒与免疫&

X

'

5

国际病毒学杂

志#

'))9

#

+<

$

(

%!

+(*@+(95

&

<

'

AF.ODF-

#

%GE1,ED^

#

WEGED?B8]

#

EGFI5Y"̂ &!

!

YBIE1O@

IFD"QBIOG>B8FD

M
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肺炎诊断中灵敏度较高#因此#以上几个项目可作为喘息性肺

炎诊断的可靠指标)

综上所述#喘息性肺炎患儿感染后#病原体及其代谢产物

使机体出现免疫功能紊乱#早诊断早治疗#能够及时纠正免疫

失衡#减少哮喘的发生#因此#检测
A

淋巴细胞亚群和自然杀

伤细胞可作为诊断和了解病情的重要指标)
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