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广东地区1996年流感暴发的分子变异基础 
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Abstract：It was demonstrated that there vcas significantly antigenic drift in the influenza virus strains 

from Guangdong in 1996 I r was the mokcular basis of the variation oll A、B、C、D and E domain en— 

coded by HA gene，especially on A、C and E domain while the change of receptor binding domain 

played the slight roles in the 1996 influenza outbreak 1n the other hand．the variation of No 145 and 

No 193 encoded by klA gene resuked in biological—feature changes of epidemical influenzu iso~．ates． 

which could be iso[ated and cultured by MDCK cell—lines。but difficultly by embryonated．eggs 
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摘要：1996 q：厂 地 流感毒株发生明显的血清学抗原漂移；引起广东地 区流感暴发的分子基础是流感毒株 HA 

基囡编码的 A、B、C、D和 E』 十抗原决定簇位龃变异．尤其是 A、c、E位点发生氨基酶改变；而受悼站台位点的氰 

蕈酸改变对此}氚感{氚{J采发挥明显影响。HA基因编码氪基酸的第 145号和第 193号位点变异导致流行毒株的， 

物学特性政变． 讣离 } j正应于 MDCK细晦株生长。而难 适应鸡胚生长环境。 
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， 东地区 1996年 2～7月发生流感广泛流行， 

感染者多为青少年及罂幺|}I儿 。我们在开展流行 

调查的基础上，对于 1995～1996年广东地区流感毒 

株血凝素(HA)基因进行研究， 探讨广东地区的流 

行毒株的血清学、核苷酸序列和抗原位点 的变异在 

引发流感暴发中的作用。 

l 材料与方法 

1 1 毒株与抗血清 

在广东省流感监测刑各监测点中，筛选流行初 

期或流感季节早期的毒株作为研究对象，血清学鉴 

定为甲型流感病毒 H 2亚型(或称甲3型)，如表 t 

所示。国际标准株抗血清(抗A／Alaska／10／95和抗 

A／Nanchang／993／95)由美国疾病控制中心(CDC) 

的世界卫生组织(wHO)流感合作中心制备；广东地 

区流感毒株抗血清由广东省疾病预防控制中 C-(原 

广东省卫生防疫站)按照 WHO实验方法免疫制备 

1．2 引物 

引物由WHO流感合作中心设计。PCR引物： 

引物 H F．007(核苷酸序列007 024)。ACTATTGT 

fk稿H期 I999 { 28．睡川I『ItJi：I999，1I．D1 

缸咂H 世界 U 纽绑?,~IIJV01目(WP／1CP／PHc，014／VD／94)；CDC资助项目(E809030) 

作青简舟 愤平(I963一)．【J1．Ⅲ主任医师．医学硼士．从事病毒学研究与防浩工作 
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衰 1 广束省 1995、1996年丹寓的流感毒株 

Table 1 The s【 s Imm Guangdo0g in 1995 and 1996 

CATCTTGAGc((】5 rag／ I 引物 H1R一1184(核苷 

酸 序 列 l184—1167)．ATGGCTGCTTGAGTGcvr 

(0 5 mg／t~L)。核苷酸序列分析引物(0 05 mg／~L) 

均为逆相引物，引物 H R一362：TAAGGGTAACAG． 

TTGCTG；引物 H R 57(I：TGGCATAGTCACGTT— 

CAG；引物 H R一792：cAGTATGTCTCCCGGTTT； 

引物 H1R一1073：CCTGCTATT(M．Y．JCCGAAT。 

1 3 方法【 J 

(1)抽提 RNA：病毒悬液 50 mL加250ⅡL RLT 

溶解缓冲液、日巯基乙醇和nt)H，置于抽提柱混匀，10 

000 r／m1．15 s离心 3次：将抽提柱加 l5止 蒸馏水 

置 1 min后，离心即得抽提的RNA，一20℃保存。(2) 

台成dsDNA与纯化：抽提 RNA 3“L，dNTPs 8止，引 

物 F一~07(0 5 ／ l )1 I ，再加逆转录酶和 RNA 

酶抑制剂，制备 cDNA，进行 PCR扩增。用纯化柱纯 

化 dsDNA，置 一20℃保存。(3)磷酸化与测序：5止 

纯化后PCR产物，加核苷酸外切酶I和虾碱性磷酸酶， 

37℃ 15min。PCR产物 7 1 ，加蒸馏水 2 L．引物 I 

止 ；引物 R一362、 R一57(I、H1R一792和 R-1073各 

为 l管：然后 100℃ 3 min， 于冰盒。根据试剂说 

明书上步骤．逐步添加4种dNTP、4种末端棱苷酸混 

合物、 P dATP、序列分析DNA聚合酶、4种末端核苷 

酸混合物以及终止溶液；置一70℃冰箱保存 (5)电 

泳与曝光：采用聚丙烯酰胺凝胶电流，l 500 V 3～5 h 

后卸胶；置于醋酸混合液浸泡 15 min。将凝胶置于凝 

胶干燥器．80℃ 60 rnin。将干燥的凝胶置于 x光胶 

片上，曝光24～48 h。(6)读片分析：定影后，阅读各 

段序列。检索甲3型流感毒株}IA基因核苷酸序列， 

与A， a imag／33／92、AfHebei／12／93、AfKitakyushu／ 

129／93、A／( 28／94、A／Se~dm／384／94、A／Hebe【／19／ 

95进行比较分析 。 

2 结果 

2 l 血清学抗原分析 

采用血凝抑制试验(HI)鉴定 1995、1996年广 

东地区毒株的抗原性，血清学宴验结果如表2所示 

1996年毒株 A／GD／1／96与 1995年三株毒株 A／ 

Alaska／1B／95、A／Nanchang／993／95、A／GD／1t95比 

较，显示血凝抑制试验抗原比(r)分别为5 67、2 83 

和2 83，揭示广东地区 1996年流行毒株发生显著 

的血清学抗原漂移 。。 

表2 1995、1996年广东地区毒株的血凝抑制宴驻结果 

l'abl~2 Hemagglutinati~ inhibition st of Guangdo~lg~raias in I995 and 1996 

2 2 核苷酸及氨基酸一级结构 

1995年、1996年广东地区 6株毒株 HA．基因 

核苷酸序列如 图 l所示。在 HA．基固984个核苷 

酸中．32个核苷酸位 点发生内部嚣换。其中，1996 

年4株毒株 HA 基因核苷酸序列与1995年A／GD／ 

1／95毒株比较，共有 11个梭苷酸位点均发生相同 

置换 。 

广东地区6株毒株 HA．基因氨基酸序列如图2 

所示。与 A／Tianjia~g／33／92比较，1993～1996年 

11株毒株共有30个氨基酸位点发生变异，占 9 1％ 

(30／328)。其中．1995年 A／GD／1／95和 A／GD／8／ 

95毒株氨基酸变异位点有第 124号；D—G；第 135 
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图 I 广东地区1995、1996年流感毒株HAt基因枝苷酸序列 

A．AIGD／ii95毒株 HA】基因全序列；B．6蚌流感毒株 HAl基田序列差异 

Fig I The N~cleotide sequ~ing of HAl of Guang0ong strains in 1995 and 1996 

A，Nucl~tide scquendng of HAi of A／GD／1／95 stmln{ 

_j_n,rnpari~n with nucleotidde sequ~cing of HAi of 6 influenza~mlns 

号：G—T；第 172号；G—T)／H；第 197号：R—Q；第 

226号：Q— I。1996年 4株流感病毒(包括部分 

1995年毒株)均发生变异的位点有第 145号：N— 

K；第 172号：G—D；第 197号：R—Q；第 262号：N 

—S；第 278号：S—N 

2 3 抗原决定簇位点及鸡胚适应位点 

如图2所示，HA基固编码的A、B、c、D和 E共 

5个抗原决定族中．与 A位点变异有关的氨基酸位 

点包括第 122号、第 124号、第 133号、第 135号、第 

l37号和第 145号；B位点有第 157号、第 190号、第 

194号、第 193号、第197号和第 198号；C位点有第 

54号、第 275号、第 276号、第 278号；D位点有第 

172号、第 203号、第2l4号、第226号均发生变异； 

E位点第262变异。1995年两株毒株中，A位点的 

第 124号、B位点的第 157号和 l97号、c位点的第 

278号、D位点的第 l72号均 发生有意 义变异 

1996年四株毒株在 1995年氨基酸位 苣变异的基础 

上．不仅增加抗原决定簇的氨基酸变异数量，而且变 

异范围扩大至 5个抗原决定簇位 苣。1996年增加 

变异的氨基酸有 A位点第 145号、E位点的第 262 

号；此外，除 A／GD／7／96外，其余毒株的 c位点均 

变异(第054号)；来自广州的A／GD／1／96和来自 

关的A／GD／8／96毒株的A位点(第 124号和第 l33 

号)和c位点(第 275号)均发生变异。 

在 }认1基因编码氨基酸中，A／Tianjin~／33／92 

有糖基化位点 8个，分别位于 8、22、38、63 I26、 

165、246和 285位点；而 1994年和 1995年部分毒 

株仅有 7个糖基化位点，减少第 l56位点 1996年 

㈣ ㈨Ⅲ 恤呲 嘲叭眦蚍 

A  B  
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l制2 广东地区 1995、1996年流感毒林 HA．基因编码氪基酸变异位点 

Fig 2 rhe changeable sit∞ of amino acid of HA】in Guangdc~g~rains in 1995 and】996 

毒株} 编码的抗原中，构成二琉键的半胱氨酸未改变 

与流感病毒侵袭力有关的受体结合部位也发生 

氨基酸变异，变异位点发生在第 135号、第 137号、 

第 190号、第 194号、第 226号。从图 2发现．该位 

点变异具有随机性和回复性。尚未稳定。 

HA基因编码氨基酸与毒株生长环境(鸡胚或 

MDCK细胞株)的适应性有关。如图2所示的氨基 

酸变异位点有第 145号： (天冬酰胺)一K(赖氨 

酸)；第 193号：s(丝氨酸)一 R(精氨酸)；第276号： 

T(苏氯酸)一N(天冬酰胺)。可以发现，该氨基酸位 

点在 1996年(甚至包括 1995年)变异幅度增加，并 

导致鸡胚培养的生物掌特性改变。 

3 讨论 

1996年广东地区绝大 多数市、县均出现甲3型 

流感局部暴发或小规模流行，并有向周边地区传播 

有报告，我国北方地区也先 后发生流感 局部暴 

发ll 。我们采用血清学抗原分析方法，比较 1996 

年流行毒株 A／GD／1／96与 1995年三株来源不同的 

毒株的抗原性．结果显示发生了明显的抗原漂移： 

HA是流感病毒毒粒的主要 糖蛋 白，分子量 

75K。HA基因编码的抗原决定簇有A、B、c、D和E 

位点，各位点之间存在着一定程度的氨基酸区域重 

叠。有报告，变异毒株的条件是至少有 4个氨基酸 

在2个 上的抗原决定簇位 苣被置换[ 。然而． 

1995年广东地区毒株尽管已有 HA中的A、B、C和 

D四位点发生氨基酸改变，但并未引起流感流行 

这可能的原因包括：(1)毒株的抗原变异幅度尚未达 

到阈值；(2)机体免疫力因素的存在。而 1996年毒 

株在 1995年氨基酸变异的基础上，不仅五千抗原决 
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l 嚣 平等：广东地区 1996年流感暴发的分子变异基础 

定簇位点均发生氨基酸变异而且每个抗原决定簇的 

氨基酸位点变异范围增大，尤其是A、C、E抗原位点 

的改变，终于引起广东乃至全国的流感流行。 

流感病毒的侵袭力不仅取决于抗原变异，毒粒 

对于呼吸道上皮细胞的吸附怍用(即受体结合作用) 

也是毒力的重要表现。HA基因的受体结合位点的 

氨基酸改变将提高毒粒的感染性可能性。一般受体 

结合位点由第 190、第 194位点、第226位点等氨基 

酸组成；与 IAndstrom的报告 J比较，我 们实验研究 

揭示 1995年和 1996年广东地区毒株尽管也发生受 

体结合位点的氯基酸改变，但在此次流感暴发起因 

中未起主导作用；而编码抗原的基因变异是导致流 

感广泛流行的主要原因 人群普遍易感新变异株， 

尤其是青少年和婴抽儿表现明显。 

根据实验室病毒分离和鉴定发现．此次流感流 

行毒株的生物学特性包括：(1)毒株适应于 MDCK 

细胞株生长．而难以适应鸡胚生长环境；(2)毒株凝 

集豚鼠红血球 良好．而凝集鸡红血球结果难以观 

察ll。 。该现象自1995年我们已在实验中发现．无 

疑这与 HA基因编码氨基酸的第 145号和 193号位 

电变异有关。在我们研究的来自韶关和湛江市的毒 

株中．采用鸡胚分离的毒株均在鸡胚羊膜腔中盲传 

3～4次，以适应鸡胚生长环境。考虑到这种变异的 

不稳定性，我们建议基层流感监测点在尽快建立细 

胞培养技术的同时，努力增加鸡胚羊膜腔接种盲传 

的次数，以提高病毒分离阳性率。 

致谢 ：Dr．Nancy Cox and Dr Xu Xiyan 
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