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我国部分鸡源 !"#$亚型流感病毒 #%&基因序列分析

刘金华 史为民 吴清民 郭玉璞
（中国农业大学动物医学院 北京 &%%%2!）

摘 要：对 &223年至 $%%&年间自我国部分养鸡场发病鸡或死亡鸡分离鉴定的 6株 C21$亚
型禽流感病毒的非结构蛋白基因（1D&）进行了扩增和序列测定，并分析和比较了其核苷酸和
氨基酸的同源性。结果表明，1D& 基因核苷酸和氨基酸同源性分别为 23E#F G 22E#F 和
2!E# G 26E3F，说明 1D&基因在遗传进化上高度保守，稳定遗传。与中国香港、韩国、巴基斯
坦及人源 C21$分离株相比较，发现中国大陆的鸡源 C21$分离株的 1D&基因在其羧基端缺
少 &"个氨基酸。系统进化树分析表明，该 6株病毒的 1D&基因属于相同的进化分支，而且中
国的早年分离株 HI,><,J/BIK/<=<BLI&I2!位于该进化分支的根部，暗示这些分离株的 1D&基因
是由 HI,><,J/BIK/<=<BLI&I2!演化而来；尚未发现 1D&基因属于 HIM@;<)IC(BL N(BLIO&I287)<J/分
支的分离株。同时，系统进化树也说明了我国的 C21$分离株与韩国、巴基斯坦等地的 C21$
分离株隶属于不同的进化分支，C21$亚型禽流感的发生和流行与地域有一定的相关性。
关键词：禽流感病毒，C21$，非结构蛋白基因，序列分析
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流感病毒的基因组为单股负链 P1H，含有大小不同的 6个独立的 P1H片段，其第 6
片段为非结构蛋白基因，编码非结构蛋白（1(BQ-0@,-@0;) R0(-/<B）1D&和 1D$。流感病毒的非
结构蛋白基因与该病毒的其它基因组不同，它分为 H和 K两个等位基因群［&］，H群包含禽
源流感病毒和哺乳动物流感病毒，而 K群流感病毒只包含禽源流感病毒；H群和 K群核苷
酸碱基的同源性约为 8$E"F左右［$］。在选择压力的作用下，人源 C"1$亚型流感病毒的
进化与分离年代呈现明显的相关关系［"］；在我国的香港地区，C21$ 亚型禽流感病毒的
1D&基因在遗传进化上也存在两个相对独立分支的亚群［!］。我国大陆自 &22$ 年以来，
C21$ 亚型禽流感时有流行和散发，业已对我国的养禽业造成了严重损失［#］。国内学者对
鸡源 C21$病毒的研究大多数局限于血凝素基因和免疫方面［3 G 6］，而对其非结构蛋白基因
研究甚少，所以，在我国大陆流行的 C21$ 病毒的 1D& 基因属于何种基因群？同源性如
何？进化如何？有何特点？与国外 C21$ 病毒非结构蛋白基因的关系如何等等尚不清
楚。因此，本研究基于该背景对分离自 &223 G $%%&年间的 6株鸡源 C21$流感病毒的非
结构蛋白基因进行了序列测定与分析。

& 材料和方法

&’& 病毒
自 &223 G $%%&年间从不同省区临床发病鸡分离的 C21$病毒 6株，由本实验室分离



鉴定和保存。其名称及简称如下：!"#$%#&’(")’*’%"+",-（.&")/"+",-），!"#$%#&’("012(34
56(3",7（.&"08",7），!"#$%#&’(")’*’%"9",:（.&")/"9",:），!"#$%#&’(";$2(56(3",:（.&";8",:），
!"#$%#&’(")’(2(",:（.&")<",:），!"#$%#&’("/’%=%(3">",,（.&"/?">",,），!"#$%#&’("/’%=%(3"+"@@
（.&"/?"+"@@），!"#$%#&’(")’*’%"+"@+（.&")/"+"@+）。
!"# 试剂和仪器

A<!提取 BACD6E试剂和逆转录各种试剂为 0%*#6"/AF公司产品；!"# 8<!聚合酶购
自 B2G2A2公司；H.A产物纯化试剂盒为 IC!0J<公司产品；测序试剂盒 5A$652K%(’ B’L4
K%(2M6L .N#E’ ;’O1’(#%(3 G%M为 /%6PNPM’KP公司产品；H.A扩增仪为美国 H’L&%( JEK’L公司产
品；!/C Q65’E >77 8<!测序仪为美国 /%6PNPM’KP公司产品。
!"$ 引物
依据 0’(/2(&发表的 ),<9亚型病毒的 <;基因序列用软件 RE%36ST@设计 H.A引物，

并由日本 ;C0Q! 0J<R;U; 公司合成。引物序列如下：上游引物 <;V：WX40.!!!!04
.!000B0!.!!!!!.4>X；下游引物 <;A：WX40!!!.!!000B0BBBBB!B.4>X，分别位于 Y 9W
Z Y S（起始密码子 !B0的 !为 [ +）和 :S@ Z :-@位置。预期扩增片段为 ::-*\，扩增片段
含完整的 <;+基因和部分 <;9片段。
!"% 病毒 &’(的提取
取 9W@!F尿囊液加 7W@!F BACD6E试剂，混匀后按说明书要求提取病毒 A<!。

!") 逆转录 *+&
取以上制备的 A<! W!F，加 ](% +9 引物（WX4!0.!!!0.!004>X）（9@\K6E"!F）+!F，混合

均匀，于 7@^水浴中 WK%(，然后迅速置冰中，之后加以下成份：W _逆转录 *1‘‘’L S!F，8BB
（@T+K6E"F）9!F，A<! 酶抑制剂（S@]"!F）@TW!F，!Qa 逆转录酶（9@@]"!F）+!F，5<BH
（9TWKK6E"F）:!F，混合均匀后，>7^水浴 +$，此为 #8<!。取以上制备 #8<! 9!F作为模
板，加 +@ _ H.A *1‘‘’L W!F，上游和下游引物各（9@\K6E"!F）+!F，5<BH（9TWKK6E"F）S!F，!"#
8<!聚合酶（W]"!F）@T9W!F，水 >9T7W!F，总体积共 W@!F，混匀后，置 H.A扩增仪上进行扩
增反应。扩增程序：,-^ >@P；,-^ >@P，W>^ +K%(，79^ 9K%(，>@个循环；79^ >K%(。H.A
产物经 IC!O1%#& H.A纯化柱纯化后，作为测序模板。
!", -.’(测序
取以上纯化的 H.A产物作为模板，采用直接法以 5A$652K%(’ B’LK%(2M6L .N#E’ ;’O1’(#4

%(3 G%M进行测序反应，然后用 !/C Q65’E >77 8<!测序仪进行测序。
!"/ 数据的分析和处理
测序结果经 !1M6!PP’K*E’L软件编辑整理，8<!;C;软件推导氨基酸序列，0’(’MNb软件

进行核苷酸及氨基酸序列的比较分析。系统进化分析采用 H)UFCH软件在 C(M’L(’M网上分
析处理（$MM\：""P\%L2E c 3’(’c (%3 c 2# c =\"$6K6E63N"#E1PM2Ed），分析结果用 BL’’a%’d软件绘制系统
进化树。

# 结果

#"! 0株 12’#病毒的 ’3!基因核苷酸和蛋白质氨基酸同源性比较
序列分析表明，所有 :株 ),<9病毒的 <;+基因的碱基数目都相同，为 -WS*\，系完整
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的 !"# 基因序列，测序结果已在 $%&’(&) 上登录，序列号为 *+,-.,#-、*+,-.,#/、
*+,-.,#.、*+,-.,,0、*+,-.,,#、*+,-.,,,、*+,-.,,1和 *+,-.,,2。
根据测得的 !"#基因碱基序列推导出编码的氨基酸序列，然后进行同源性比较。该 /

株 3.!,禽流感 !"#基因的核苷酸和氨基酸同源性比较结果（表 #）可知，/株病毒分离株
的 !"#基因的核苷酸同源性在 .24-5 6 ..4-5之间，氨基酸同源性在 .14-5 6 ./425之
间。,00#年的分离株 7)83’8#80#与 #..2年的分离株 7)8’98#8.-其核苷酸和氨基酸同源
性分别为 .:4.5和 .:4,5，该结果表明，在 3.!,禽流感流行的过去 2年中，其 !"#基因
高度保守，未发生大的变异。

表 ! "#!基因核苷酸和推导的氨基酸序列同源性比较（$）
;(<=% # 3>?>=>@A B>?C(DEF>& >G &HB=%>IEJ% F%KH%&B% (&J J%JHB%J (?E&> (BEJ F%KH%&B% >G !"#@%&%F（5）

7)83’8#8.2 7)8$L8.: 7)83’8,8./ 7)8"L8./ 7)83!8./ 7)8’98M8.. 7)8’98#800 7)83’8#80#

7)83’8#8.2 .:4, .24M .-41 .24/ ./42 .:4, .:4,

7)8$L8.: ./4, .24M .24M .24/ .24/ ./4, .:4,

7)83’8,8./ .:4, .24. .24M ./42 .-4. .-40 ./4,

7)8"L8./ .:4: .:4: .:4# .:4: .-40 .14- .:4,

7)83!8./ .:41 .:4# ..4, .:42 .24M .-40 ./42

7)8’98M8.. ..4- ./40 .:4# .:42 .:4, ./42 .24/

7)8’98#800 ./42 ./4. .24- .:4, .242 ..4# .-41

7)83’8#80# .:4. .:42 ./4/ .:4: ./4. .:4: .:4#

L>N&O=%GI FI(&JF G>D &HB=%>IEJ% P>?>=>@A；QCODE@PI D%CD%F%&IF (?E&> (BEJ P>?>=>@AR

%&% ’株 ()"%病毒与其它 ()"%病毒 "#!基因氨基酸的序列比较
3.!,禽流感病毒的血凝素基因序列分析表明，中国的分离株其血凝素基因都属于

*8JHB)83>&@ S>&@8+,/08.:O=E)% 进化分支［2，/］，并且具有很高的同源性，因此，我们将该病毒
作为参考毒株把推导的氨基酸序列与该病毒的氨基酸序列进行了比较，一同比较的还有

人源分离株 *83>&@ S>&@8#0:M8..、*8KH(E=83>&@ S>&@8$#8.:O=E)%分支的代表株 *8KH(E=83>&@
S>&@8$#8.:、巴基斯坦分离株和韩国分离株。由图 #可以看出，中国大陆 3.!,分离株的
!"#基因都编码 ,#:个氨基酸，其它分离株的 !"#基因则编码 ,M0个氨基酸，中国大陆的
分离株比其它株在其羧基端或末端缺少 #M个氨基酸。对于 3-和 3:流感病毒而言，其
神经氨酸酶茎部的氨基酸丢失与其毒力呈相关关系［.］，虽然这些氨基酸的丢失对 !"#功
能的影响尚不明确，但我们可以将这些氨基酸的丢失作为中国大陆 3.!,流感病毒分离
株的一个标记。

%&* 系统进化树分析
图 ,表明了 /株中国分离株 3.!,禽流感病毒 !"#基因的系统进化关系，它回答了

我们以下 1个方面的问题：（#）中国的 3.!,亚型分离株都属于等位基因群 *群，尚未发
现属于 ’群的分离株。（,）中国的分离株都属于一个亚分支，*8BPEB)%&8’%ETE&@8#8.1位于
该分支的根部，暗示这些分离株可能是由该株进化演变而来。（M）中国香港的 3.!,病毒
分离株其 !"#基因存在以 *8KH(E=83>&@ S>&@8$#8.:为代表的分支和以 *8JHB)83>&@ S>&@8
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图 ! 测序毒株与发表毒株 "#!基因 $%"&氨基酸序列比较
!"#$% &’()*+",’- ’. *("-’ */"0 ,1231-/1, ’. 45% #1-1 *(’-# &6"-* 7849 "-.:31-;* <"+3,1,

*-0 )3=:",610 ,1231-/1 ’. 78 ,3=>?)1

@’> "-0"/*>1, +1,"031, "01->"/*: >’ @AB7CBD9EFB8G <"+3,；@*,6 ,>*-0, .’+ >61 01:1>"’- ’. *("-’ */"0 +1,"031$

D9EFB8G为代表的两个不同的亚分支［H］，而中国大陆的鸡源分离株其 45%基因都属于 IB
03/AB7’-# C’-#BD9EFB8G为代表的分支，尚未发现属于 IB23*":B7’-# C’-#BJ%B8G分支的大
陆分离株。（H）中国分离株与国外分离株如韩国分离株、巴基斯坦分离株属于不同的进化
分支，说明虽然 7849禽流感病毒在亚洲的许多国家发生与流行，但其起源和进化各有特
点，与地域有相关性。
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图 ! 流感病毒 "#$基因的系统进化发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 123 #+,+4 *0 ",0)5+,67 8"/54+4

9::/+8"7-"*,4：;*/，;*/+7；9/<，9/<7,474；=9，=7)"0*/,"7；9):，9):+/-；>*<，>*<<7"?*；>;，>*,# ;*,#；

@7，@57")；A<，A5.<；B(，B5/<+(；C7)，C7))7/?；&#，&"#+*,；D4，D**4+；=<，=’".<+,$

% 讨论
我国自 3EE%年在广东省首次发生 >E1%亚型禽流感以来，陆续在其它各省区有该病

发生的报道［F］，业已对我国的养禽业造成了严重损失。国内对该病毒的研究多数都是侧

重于 >E1%病毒血凝素的研究，而对非结构蛋白及其基因的研究较为少见。本研究通过
对 3EEG H %II3年间分离的 J株 >E1%禽流感病毒的非结构蛋白基因序列分析表明，123
基因的核苷酸同源性在 EGKFL H EEKFL之间，氨基酸同源性在 EMKFL H EJKGL之间，说明
中国的 >E1%病毒的非结构蛋白基因的同源性高，进化稳定且高度保守。据报道，流感病
毒的非结构蛋白基因分为等位基因群 9群和等位基因群 N群，两群群内的核苷酸序列同
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源性分别为 !"#$% & ’’#(%和 !’#(% & ’’#"%；而两群之间的核苷酸同源性仅为 )*#+%
左右［*］。同源性比较结果表明中国的分离株在进化上属于相同的等位基因群，系统发育

进化树也证明了这一点。

与其它毒株相比，中国大陆的分离株的非结构蛋白基因 ,-.缺少 .+个氨基酸。据报
道，,-.蛋白具有两个比较重要的功能区，其中的一个功能区位于分子的羧基端［./］，具有
核输出信号，在感染流感病毒的细胞中，该信号具有活性，可使 ,-.蛋白运输到胞浆。虽
然我们尚不能明确这些氨基酸的丢失对 ,-.基因功能的影响，但它至少可以作为中国大
陆 0’,*禽流感病毒的一个标记。相似的氨基酸丢失现象也发生在这些分离株的神经氨
酸酶的茎部，鸡源 0’,*中国分离株的神经氨酸酶茎部的第 "+ & "$位点的氨基酸也存在
丢失现象（待发表资料）。

系统进化树分析表明，中国的 0’,*亚型禽流感病毒的 ,-.基因进化稳定，都是由 12
34536782975:58;2.2’(株进化而来，与亚洲其他国家的 0’,*流感病毒有着明显的进化区别，
这反映了 0’,*流感病毒的分布与地域有相关的关系。图 *也反映了 .’’"年在广东省发
生的鹅流感分离株 12;<<=72>?@8;A<8;2.2’"（0$,.）病毒其 ,-.基因属于 9基因群，而我们
的研究表明，近年来引起我国鸡流感的 0’,*病毒都位于 1等位基因群内。值得一提的
是，中国的这些分离株与中国香港 0$,.病毒都位于一个相近的分支内，暗示我们对中国
大陆的 0’,*病毒的分子流行病学监测应当给予高度重视。
对流感病毒非结构蛋白功能基因和蛋白的研究已越来越受到重视。研究表明，非结

构蛋白具有抑制干扰素的作用［..］，而且能够抑制宿主细胞 BC7DEF,1的运输和剪接，从而
关闭宿主细胞的基因表达，并且可以增强病毒 EF,1翻译的效率［.*］。我们实验室已经利
用大肠杆菌表达了流感病毒的非结构蛋白，将在研究非结构蛋白的活性以及对临床感染

鸡与免疫鸡的鉴别诊断中发挥作用。
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