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摘  要: 2009 年 6 月 12 日, 江苏确诊首例甲型 H1N1(2009)病例。通过细胞和鸡胚分离系统, 我们分

离到一株具有较高血凝活性的病毒, 命名为 A/Jiangsu/1/2009。为了跟踪病毒的变异情况, 我们开展

了病毒的全基因组测序工作, 在此基础上对其血凝素基因(Haemagglutinin, HA)的遗传特性进行了详

细研究。分离株 HA 蛋白不具有多碱基 HA 裂解位点, 具有低致病性流感病毒特点。与参考株

A/California/04/2009 相比, 分离株 A/Jiangsu/1/2009 HA 蛋白的有 4 个氨基酸发生了突变, 但都不在

已知的抗原位点上。分离株有 5 个潜在糖基化位点, 这与近年来古典猪 H1N1 和北美三源重配猪 H1

病毒完全一致, 保留了古典猪 H1 的特点。与禽流感 H1 病毒相比, 分离株 HA 蛋白受体结合位点上

的 E190D 和 G225D 发生突变, 这可能成为新甲型 H1N1(2009)在人际间传播的一个重要分子基础。

此外, 其它受体结合位点上相关氨基酸同时具有人和猪流感病毒的特点。本研究首次对早期流行的

甲型 H1N1(2009)流感病毒的 HA 蛋白的分子遗传特征进行了详细研究, 对进一步监测病原变异具有

重要指导意义。 
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Abstract: On June 12, 2009, the first case of novel influenza A H1N1(2009) virus infection was con-
firmed in Jiangsu Province. A virus with hemagglutination activity was isolated from the clinical sam-
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ples derived from the patient using both MDCK cells and embryonic eggs, which was designated as 
A/Jiangsu/1/2009(H1N1). In order to monitor evolution of the virus, we carried out whole-genome se-
quencing, and analyzed the genetic characteristic of hemagglutinin (HA) of the isolate in detail. The 
results showed that HA did not contained the multibasic amino acid motif at cleavage sites, which is a 
characteristic of low pathogenic influenza viruses. Compared to reference virus A/California/04/2009, 
the HA protein of the isolate had four amino acid mutation, which were not located on the known anti-
genic sites. Consistent with the triple-reassortant swine H1 viruses from Northern America in recent 
years, the isolate contained five potential glycosylation sites, which also was the feature of classical 
swine H1N1 viruses. Compared with avian H1 viruses, two amino acid (E190D and G225D) were 
changed on receptor binding sites, which may be an important molecular mechanism of hu-
man-to-human transmission for the novel viruses. In this study, for the first time, we studied the mo-
lecular characteristics of the HA protein of the novel influenza A H1N1(2009) viruses in detail, which 
have an important guiding significance for further monitoring of virus mutation. 

Keywords: Influenza A virus, H1N1, Virus isolation, Haemagglutinin, Genetic characterization, Low patho-
genicity 

甲型流感病毒属于正粘病毒科, 宿主分布广泛, 

可感染禽、人、猪、马、狗、猫、海洋哺乳动物(海
豹、鲸等)等[1−2]。在整个甲型流感病毒的生态分布

中, 野生水禽是主要的自然贮存宿主和基因库, 目

前发现的所有甲型流感病毒亚型(16 个 H 亚型和 9

个 N 亚型)都存在于野生水禽中, 而猪被认为是禽、

人流感病毒的中间宿主和不同来源流感病毒的基因

“混合器”[2]。20 世纪人类经历了 3 次流感大流行, 分

别是 1918 年西班牙流感(H1N1)、1957 年亚洲流感

(H3N2)和 1968 年香港流感(H3N2)[2]。甲型流感有两

种主要的变异方式, 即表面蛋白 HA 和 NA 点突变积

累引起的抗原漂移(Antigenic drift)和异源 HA 和 NA

重配引起的抗原转移(Antigenic shift), 而后者往往

引起人类流感新的大流行。甲型流感病毒的基因组

由 8 个 RNA 节段组成, 血凝素(Hemagglutinin, HA)

由节段 4 编码, 是宿主免疫系统作用的主要靶蛋白

之一, 在体液免疫中起重要作用。此外, HA 在病毒

吸附细胞, 完成其生命周期以及决定宿主特异性方

面也起重要作用[2−3]。 

自 2009 年 3 月份, 源于北美的流感疫情向全球

迅速扩散, 最终演变为 1968 年以来新世纪首次流感

大流行。此次大流行的病原属于新甲型 H1N1 流感

病毒, 在遗传特性和抗原性等方面都有别于人群中

流行多年的季节性 H1N1 流感病毒, 人群普遍易感。

分子遗传进化分析表明, 新甲型 H1N1 流感病毒是

欧洲猪流感病毒(提供 NA 和 M 基因)和北美三源基

因重配的猪 H1 流感病毒(提供 PB2、PB1、PA、HA、

NP 和 NS 基因片段)通过基因重配的产物, 从基因的

最初来源看含有人、禽和猪流感病毒的基因; 该病

毒可能早在 2008 年 12 月到 2009 年 1 月间就在猪群

中出现 [4], 目前已经成为全球甲型流感病毒优势流

行株。新甲型 H1N1 病毒的显著特点是在人群中传

播速度快, 绝大多数病情温和。随着北半球秋冬季

的到来, 病毒向易感人群第二波大规模的传播已不

可避免。病毒在进一步的传播过程中如何变异？致

病性是否增强? 是否会与其它流感病毒进行基因重

配？这些变异具有何等的临床和流行病学意义？这

些问题的解决有赖于流感监测和病毒的基因组解

析工作 , 这对于制定科学有效的防制策略具有重

大意义。 
江苏省自 2009 年 6 月 12 日发现首例输入型病

例以来, 甲型 H1N1(2009)病例逐渐增多, 到目前已

经成为江苏流感病毒优势流行株。为了跟踪病毒的

变异情况 , 及时发现具有流行病学意义的变异株 , 

我们进行了病毒分离和基因组解析工作。本研究对

江苏首例甲型 H1N1(2009)流感进行病毒分离, 并完

成了全基因组测序工作, 在此基础上对其血凝素基

因的遗传特性进行了详细研究。 

1  材料与方法 

1.1  病毒分离与鉴定 
江苏首例甲型 H1N1(2009)患者来自日本, 于 6

月 11 日发病 , 随即采集疑似病例的鼻咽拭子 , 经

Real-time PCR 检测核酸阳性。6 月 12 对标本进行病
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毒 分 离 , 分 离 按 常 规 方 法 进 行 , 分 离 系 统 包 括

MDCK 细胞和 9−10 日龄 SPF 鸡胚。所有操作在生

物安全三级实验室里进行。 

1.2  基因组测序 
提取阳性标本或病毒分离物的 RNA (Virus RNA 

Extraction Kit, GIAGEN), 通过 RT-PCR 方法扩增具

有重叠区的基因片段, 采用 WHO 提供的测序引物, 

测序仪为 ABI 3730。其中 HA 序列扩增自阳性标本, 
其它 7 个基因节段序列来自细胞病毒分离物。 

1.3  序列分析 
序列拼接分析和进化树构建采用 DNASTAR 软

件包(Madison, WI, USA)。用 BLASTn 工具(http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) 确定相关的参考株, 参

考 株 序 列 来 自 于 GenBank 。 A/California/04/ 
2009(H1N1)是首个完成基因组测序的新甲型 H1N1
毒株; 以 A/South Carolina/1/18(H1N1)作为 1918 年

西班牙流感代表毒株; A/Brisbane/59/2007(H1N1)是
WHO 推荐的 2009−2010 年度季度季节性 H1N1 流感

疫苗株; 以 A/Swine /Indiana/9K035/1999(H1N2)、
A/Swine/Hong Kong/5190/1999(H3N2) 和 A/Swine/ 
England/WVL7/1992(H1N1)作为新甲型 H1N1 母源

病毒的代表株。 

2  结果 

2.1  病毒分离 
标本接种 MDCK 细胞 24 h 细胞出现病变, 表现

为细胞聚集, 拉网, 细胞融合等, 病变达到 90%时

收获(图 1)。细胞病变使用 1%人 O 型红细胞进行血

凝试验, 分离物第 1 代血凝价为 16, 第 2 代达到 256; 
对病毒分离物进行 Real-time PCR 检测, 结果甲型

H1N1(2009)病毒核酸阳性, 表明病毒分离成功。分

离株命名为 A/Jiangsu/1/2009(H1N1)。将分离的病毒

置于−70°C 冰箱备用。 

2.2  测序和进化分析 
分离株 A/Jiangsu/1/2009(H1N1)的 HA 序列扩增

自咽拭子标本, 其它 7 个基因序列来自的第一代细

胞 培 养 物 。 序 列 提 交 GenBank, 序 列 号 分 别 为 : 
ACS34705、ACU00159-ACU00166。分离株的 8 基

因 片 段 核 苷 酸 和 推 导 氨 基 酸 序 列 与 其 他 新 甲 型

H1N1 参考株的同源性在 99%以上, 说明来源于同

一祖先。进化树分析也表明 , 分离株属于新甲型

H1N1 病毒(图 2)。 

 

图1  分离株A/Jiangsu/1/2009(H1N1)引起MDCK细胞

病变 
Fig. 1  Virus-induced cytopathic effect by the isolate A/ 
Jiangsu/1/2009(H1N1) at post-incubation 48 h 
注: A: 正常细胞; B: 接种 48 h 后细胞病变. 
Note: A: Mock-infected MDCK cell; B: Post-incubation 48 h with 
A/Jiangsu/1/2009(H1N1). 
 

2.3  分离株血凝素分子特性分析 
分离毒 A/Jiangsu/1/2009 的 HA 核苷酸和氨基酸

与疫苗株 A/California/04/2009 的核苷酸和氨基酸同

源性为 99.6%和 98.9%。分离株的 HA 基因编码区全

长 1701 bp, 共编码 566 个 aa, 包括 N-末端 17 个 aa

的信号肽。HA 蛋白由 HA1(326 aa)和 HA2 (223 aa)

两部分组成, 二者由一个碱性氨基酸 R 连接, 裂解

位点 aa 序列为 IQSR↓G, 与高致病性禽流感病毒含

多个碱性氨基酸裂解位点相比, 是典型的低致病性

流感病毒特征之一。 

参考株 A/California/04/2009 与 A/Swine/Indiana/ 

9K035/1999 (北美三源基因重配猪 H1 病毒)相比, 

HA 核苷酸和推导的氨基酸相似性分别是 95.1%和

94.9%, 整个 HA 蛋白共有 27 个氨基酸差异, 20 个位

于 HA1 蛋白上, 其中 6 个差异分布在 3 个抗原位点

上(Ca 2 个、Cb 1 个、Sa 3 个)。相比之下, A/California/ 

04/2009 与 A/Brisbane/59/2007 的 HA 核苷酸和推导

的氨基酸相似性分别是 72.2 %和 81.3%, 整个 HA

蛋白共有 108 个氨基酸差异, 90 个位于 HA1 蛋白

上, 其中 23 个差异分布在 4 个抗原位点上(Ca 7 个、

Cb 5 个、Sa 1 个、Sb 8 个)。与参考株 A/California/ 

04/2009 相比, 分离株 A/Jiangsu/1/2009 HA 蛋白的

有 4 个氨基酸发生了突变, 分别位于 88、200、324

和 513 位点上(按照 H3 亚型 HA 氨基酸排序), 但都

不在已知的抗原位点上, 因此这些突变还不会影响

抗原性的改变 , 新甲型 H1N1(2009)抗原漂移尚未

启动。
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图 2  分离株 A/Jiangsu/1/2009 HA 基因进化树 
Fig. 2  Phylogenetic trees for the HA for A/Jiangsu/1/2009(H1N1) 

注: 采用DNASTAR软件中的MegAlign程序构建系统进化树. 
Note: The tree was constructed by MegAlign software (DNASTAR). Horizontal distances are proportional to genetic distance. Vertical lines 
are for spacing branches and labels. A/Jiangsu/1/2009(H1N1) is underlined. All the isolates were listed name, subtype and GenBank acces-
sion. The bold words indicate the virus host lineages. 
 

分离株 A/Jiangsu/1/2009 和参考株 A/California/ 

04/2009 都有 5 个潜在糖基化位点, 与禽流感 H1 病

毒、A/South Carolina/1/18 和 A/Swine/Iowa/1/1930(都

有保守的 4 个糖基化位点)相比, 在 278 位增加了一

个糖基化位点(NTT), 这与近年来古典猪 H1N1 和三

源重配猪 H1 病毒完全一致。A/Brisbane/59/2007 在

63、129、163 位增加了 3 个, 达到 7 个糖基化位点。

可见在糖基化方面, 分离株和 A/California/04/2009 

HA 蛋白也保留了古典猪 H1 的特点。 

对受体结合位点(Receptor-binding site, RBS)的
氨 基 酸 分 析 发 现 , 分 离 株 和 A/California/04/2009 

HA 蛋白 190 和 225 位氨基酸都是 D, 这也是北美三

源重配猪 H1 病毒(以 A/swine/Indiana/9K035/99 为

例)和大多数人 H1 病毒(以 A/Brisbane/59/2007 为例)

的特征(表 1)。分离株 HA 蛋白的 155 和 159 位氨基

酸分别是 V 和 N, 是典型的猪流感病毒特征。与禽

H1 病毒一样, 大多数古典和类禽猪 H1 以及近年来

(约 2000 年以来)人 H1 在 186 位氨基酸是 P, 而分离

株和 A/swine/Indiana/9K035/99 则为 S, 在约 1999 年

以前人季节性 H1 的 186 也主要是 S。总之, 分离株

和 A/California/04/2009 的 HA 蛋白 RBS 位点的氨基

酸同时具有人和猪流感病毒的特点, 这些特点已经

存在于 1999 年产生的北美三源重配猪 H1 病毒中。 

3  讨论 

HA 蛋白是流感病毒的主要表面抗原之一, 遗

传进化最为活跃。与 HA2 蛋白相比, HA1 蛋白位于

HA 蛋白的球部, 承受着更大的免疫选择压力, 因此

更易发生变异[2]。早期研究表明 H1 亚型 HA1 蛋白

上的 44 个氨基酸是宿主免疫系统作用的靶点, 其变

异直接影响病毒的抗原漂移[5]。抗原漂移是流感病

毒逃避宿主免疫压力的一种重要变异方式, 特别对

于人季节性流感病毒。新甲型 H1N1 病毒在抗原性

和基因特性方面对人群而言是全新的, 人群几乎处

于免疫空白。随着病毒的进一步传播, 特别是疫苗

接种计划的实施, 人群的免疫屏障逐步建立, 病毒

发生抗原漂移的可能性加大。一般认为流感病毒在

发生抗原漂移产生变异株的过程中, HA 变异至少要

涉及 4 个氨基酸的变化, 且要分布在 2 个以上的抗

原位点上。本研究中, 江苏首次分离株属于输入性, 

与参考株 A/California/04/2009 相比, 核苷酸和氨基

酸 高 度 同 源 ,  没 有 太 多 的 变 异 。 此 外 ,  分 离 株

A/Nanjing/1/2009 HA 蛋白的有 4 个氨基酸发生了突

变, 虽然这些突变不在重要的抗原位点上, 但其变 
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表 1  A/Jiangsu/1/2009 与参考株 HA 受体结合位点氨基酸比较 
Table 1  Amino acid residues on receptor-binding sites of HA proteins of A/Jiangsu/1/2009 and the reference viruses 

Virus Residues on the receptor-binding sites of HA proteins* 

A/California/04/2009(H1N1) 71 138 155 159 186 190 194 225 Lineage 

A/Jiangsu/1/2009(H1N1) E A V N S D L D 
Tripe-reassortant 

Swine, North America

A/swine/Indiana/9K035/99(H1N2) E A V N S D L D 
Tripe-reassortant 

Swine, North America

A/swine/Iowa/930/01(H1N2) E A V N S D L D 
Tripe-reassortant 

Swine, North America

A/swine/Iowa/1/1976(H1N1) E A V N P D L D 
Tripe-reassortant 

Swine, North America

A/Brisbane/59/2007 (H1N1) E A V # N P D L G Classical Swine 

A/duck/Miyagi/66/1977(H1N1) E A T # G # P D L D Seasonal human 

A/swine/England/WVL7/1992(H1N1) D # A # T # T # P # E # L # G # Avian 

A/South Carolina/1/18(H1N1) D A V N P D L G 
Avian-like swine, 

Europe 

A/California/04/2009(H1N1) D A T # S # P D # L D Spain pandemic, 1918

注: *: 按照H3 HA氨基酸排序; #: 在该宿主中保守. 

Note: *: Residues numbering is aligned to the H3 virus HA; #: Amino acid is conserved in all sequences in this host. 

 

异趋势值得关注。病毒在进化中也会获得新的糖基

化位点, 这些新积累的糖基化位点可能会掩盖抗原

位点, 成为病毒逃避宿主免疫压力的另一种方式[6]。

因此, 新甲型 H1N1(2009)病毒 HA 蛋白糖基化位点

的变化也值得关注。 

流感病毒 HA 蛋白与宿主细胞表面受体的结合

是感染发生的关键一步[2], HA 蛋白的受体结合特性

也是流感病毒宿主限制性的一个重要决定因素[2,78]。

所有流感病毒都来源于野生水禽, 在流感病毒跨物

种感染并适应新宿主(人和猪)的过程中 , 受体结合

特性的转变至关重要。研究发现, 一些 RBS 上的氨

基酸在所有禽流感病毒中都是保守的, 而在哺乳动

物中适应后就发生了变化, 具有了宿主特异性[78]。

对于 H1 亚型流感病毒而言, 8 个与受体结合相关的

氨基酸在禽 H1 HA 中都是保守的, 但进入人或猪群

中适应后则发生了变化(表 1)。研究表明, E190D 和

G225E/D 这两个位点氨基酸的转变, 在禽 H1 病毒

增强 SAα2-6Gal 亲和性, 同时减弱对 SAα2-3Gal 亲

和性中起关键作用[78]。纯粹的古典猪 H1N1 (即没

有发生基因重配)和大多数欧洲类禽 H1N1 (只有两

株早期的流行株除外, 这两株 225 位是 E)在 190 和

225 位氨基酸分别是 D(哺乳类特征)和 G (禽类特征), 

这可能也是猪流感病毒能够结合两种受体的分子机

制之一 [7]。三源重配 A/Swine/Indiana/9K035/1999

的 HA 来源于古典 H1N1 病毒, 其中一个重要的变化

是 225 位氨基酸由 G 转变为 D。这就意味着与母源

古典猪 H1N1 病毒相比, 北美重配的 H1 病毒已经大

大增强了对 SAα2-6Gal 受体的结合能力, 而这种特

征在分离株和 A/California/04/2009 中也得到了保留, 

这可能是新甲型 H1N1(2009)病毒在人际间传播的

重要分子基础。一个疑问是, 虽然北美三源重配猪

H1 病毒也同样具有 E190D 和 G225D 突变, 近年来

也报道了多起该类病毒感染人的案例, 但为何其始

终没有获得在人群中的传播能力？可见 HA 受体结

合特性的转变只是病毒获得在人际间传播的必要条

件, 病毒各基因的优化组合和蛋白功能的协调作用

对于病毒的复制和毒力也有重要影响[12]。与三源重

配猪 H1 病毒相比, 新甲型 H1N1 病毒从欧洲猪流感

病毒中获得了 NA 和 M 基因片段, 这种新的基因组

合无疑对病毒适应新宿主起到了重要作用, 但这种

基因组合是如何影响病毒的传播力和致病力的, 还

有待于深入研究。此外, 相对于禽 H1 而言, T155V/I

和 T159N/S 的转变是古典猪 H1 和类禽猪 H1 病毒的

特征, 而人 H1 病毒的 155 位没有变化, 但 159 位由

T 转为 G[8], 分离株这些氨基酸的变化对受体结合

特性的影响还不清楚 , 这种变化可能与宿主适应

性有关。 

本研究在江苏分离株基因组测序分析的基础
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上, 对新甲型 H1N1 病毒的 HA 基因的分子特性进行

了详细分析。分离株 HA 蛋白遗传特性首次表现为

低致病性的分子特点。HA 多碱性氨基酸裂解位点

是区分高致病性和低致病性流感病毒的一个重要分

子指标[1], 分离株不具有多碱基 HA 裂解位点, 从

HA 的分子特性上属于低致病性流感病毒, 这一结

果也与实际病毒流行情况相符, 此外其它病毒蛋白

分子遗传特性分析也表现出低致病性特点(另文报

道)。但最近的动物实验表明, 与季节性 H1N1 病毒

相比, 新甲流 H1N1 病毒可以在雪貂和小鼠的下呼

吸道复制, 有更强的致病性[10−11]。这一现象在人群

中也有发现, 其详细的分子机制尚不清楚。研究显

示人上呼吸道细胞主要表达 SAα2-6Gal 受体, 而下

呼吸道细胞主要表达 SAα2-3Gal 受体[12−15], 古典猪

流感病毒的特点之一是对两种受体都能够有效地结

合[16]。新甲型 H1N1 病毒 HA 蛋白保留了许多猪流

感病毒的受体结合特点(表 1), 这可能是其能在人下

呼吸道复制的一个原因。此外, 分离株的 HA 蛋白

具有明显的猪流感病毒分子遗传特点。研究表明 , 
古典猪 H1N1 和人季节性 H1N1 流感病毒都来源于

1918 年西班牙流感大流行 H1N1 病毒[7,17−18]。从这

个意义讲, 新甲型 H1N1(2009)流感病毒(其 HA、NP
和 NS 来源于古典猪 H1N1 病毒)也是人季节性 H1N1
病毒的远亲。HA 基因进入猪群后长期独立进化, 与

人季节性 H1N1 病毒的同源基因相比, 发生了很大

的变化。本研究分离株的 HA 蛋白在抗原性、糖基

化、受体结合特性等方面都保留了古典猪 H1N1 病

毒的特点。随着该病毒在人群中的进一步传播和持

续存在, 在人体免疫系统的作用下, HA 蛋白的这些

猪流感的分子特征将逐渐消失, 而这些分子特征的

改变将如何影响病毒的传播力和致病性, 值得进一

步密切关注。 
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