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摘  要：【目的】为了解中国地区 2009−2015 年甲型 H1N1 流感病毒流行态势，分析血凝素

(Hemagglutinin，HA)基因的变异情况及其遗传进化特征。【方法】汇集国家流感中心 2009−2015 年

流感周报的流感流行数据，分析甲型 H1N1 流感的流行病学特征；从全球共享禽流感数据倡议

组织数据库及美国国家生物技术中心数据库下载甲型 H1N1 流感病毒 HA 基因序列，采用生物

学软件进行系统进化和遗传特性的分析。【结果】2009−2015 年全国共发生 4 次甲型 H1N1 流感

的流行高峰。2009−2015 年毒株与参考毒株 A/California/07/2009(H1N1)的 HA 基因同源性逐年

降低。遗传进化分析显示同一年份的毒株在系统进化树上基本呈现集中分布，2011 年的毒株独

立形成 2 个分支。分子特征表现为 HA 基因的 4 个抗原决定簇氨基酸位点均有变异，其中 Ca

区的 203 位、Sa 区的 163 位和 Sb 区的 185 位氨基酸位点逐渐替换为新的氨基酸。除 2010 年      

与 2012 年，其他年份的毒株通过不同模型均得到正向压力选择 HA 氨基酸位点 240。【结论】甲

型 H1N1 流感在中国地区成为主要流行的亚型之一。HA 基因与其编码的氨基酸逐年变异，未

来进一步的流感监测能力还需加强。 

关键词：甲型 H1N1 流感，血凝素，分子特征，进化分析 

Evolution of hemagglutinin gene of influenza A/H1N1(09pdm)  
virus in China, 2009−2015 
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Abstract: [Objective] To analyze the tendency, genetic characteristics and evolution of hemagglutinin 
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gene of the influenza A/H1N1(09pdm) virus circulating in China between 2009 and 2015. [Methods] 
Epidemiological data of A/H1N1(09pdm) and hemagglutinin sequences were analyzed. 
Epidemiological data were collected from the website of Chinese National Influenza Center and HA 
sequences of the influenza A/H1N1(09pdm) virus were filtered from The Global Initiative on Sharing 
All Influenza Data and National Center for Biotechnology Information. Phylogenetic trees and the 
mutations of amino acids were constructed and analyzed by biological software. [Results] A total of 
4 activity influenza peaks emerged between 2009 and 2015. Compared with vaccine strain 
A/California/07/2009(H1N1), the HA gene sequence of 2009−2015 shared different nucleic acid 
sequence similarity decreased with years. The phylogenetic analysis showed that HA gene of the 
same year clustered nearly on the phylogenetic tree. The HA gene from 2011 divided into two 
clusters. The amino acid substitutions of HA protein were observed in all four epitopes. Position 203 
in epitope Ca, position 163 in epitope Sa and position 185 in epitope Sb changed into new amino acid 
gradually. The positive pressure site was observed HA protein site 240 in each year except 2010 and 
2012. [Conclusion] The influenza A/H1N1(09pdm) has become one of the main subtypes in China. 
The HA gene and amino acid changes gradually and this emphasize the importance of reinforcing 
virus surveillance. 

Keywords: A/H1N1(09pdm), Hemagglutinin, Molecular characteristics, Evolution analysis 

甲型 H1N1 流感自 2009 年 4 月在墨西哥暴发

后[1]，随即在全球引起了 21世纪首次流感大流行。

中国内地首例甲型 H1N1 流感病例于 2009 年 5 月

在四川发生[2]，随即在我国全国范围内引起流感大

流行。虽然 2010 年 8 月世界卫生组织宣布甲型

H1N1 流感大流行时期已经渡过，但该亚型病毒仍

在不断变异进化，局部地区仍旧会持续暴发不同程

度的流感流行[3]。分子遗传进化分析表明该流感病

毒基因组是由禽流感、猪流感和人流感病毒基因组

混合而成的三源基因重配的新型流感病毒，其血凝

素基因由猪流感病毒进化而来[4-5]。 

流感病毒的血凝素基因 Hemagglutinin，(HA)

编码的血凝素是流感病毒重要的表面抗原和保护性

抗原，具有产生中和性抗体和凝集红细胞等特性，

并在病毒的受体识别和复制过程中起重要作用[6]。

HA 的抗原位点、受体结合位点和糖基化位点等关

键的氨基酸突变是病毒抗原性和致病性发生变异

重要的分子基础之一[7]，其基因的改变与流感疫情

的发生与流行密切相关。本研究通过公开数据库获

取的中国地区流感的流行病学资料及甲型H1N1流感

病毒的 HA 基因核苷酸序列，分析 2009 年之后甲型

H1N1 流感病毒在中国地区的流行态势，对核苷酸序

列进行系统进化及氨基酸位点变异分析。为我国甲型

H1N1流感流行及大流行预警提供科学的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

收集 2009 年至 2015 年国家流感中心

(http://www.cnic.org.cn/chn/)流感周报中国流感流行

的数据，自 2009年第 37周至 2015年第 52周，共

328周。 

截至 2015 年 12 月 31 日，从全球共享禽流感

数据倡议组织(The Global Initiative on Sharing All 

Influenza Data， GISAID)数据库 (http://platform. 

gisaid.org/epi3/frontend)及美国国家生物技术中心

(National Center for Biotechnology Information，

NCBI)流感病毒数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/genomes/FLU/FLU.html)下载中国地区甲型

H1N1流感病毒 HA基因序列，共 1 054条。删除重

复的序列和部分同年份同地区同源性较高的序列，

得 374条序列：包括 2009年 160条、2010年 88条、

2011 年 58 条、2012 年 8 条、2013 年 33 条、    

2014年 19条和 2015年 8条。 

1.2  方法 

采用Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

(MEGA) version 5.2.1软件进行序列比对、基因、氨
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基酸的变异分析及系统进化树的构建，采用 N-J法

构建 H1N1病毒 HA基因进化树(Bootstrap=1 000)。

通过 NetNGlyc 1.0 Server 糖基化位点预测       

器 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/output. 

php)对潜在糖基化位点进行预测分析。通过 Data 

monkey (http://www.datamonkey.org/dataupload.php)在

线软件对 HA 基因的选择性压力进行分析。采用

BEAST v1.8.0软件进行Bayesian skyline reconstruction

的构建。 

2  结果与分析 

2.1  流行病学特征分析   

由 2009−2015年全国流感监测网络实验室监测

数据显示，该时间段全国共发生 4次甲型 H1N1流

感的流行高峰，分别是 2009年 6月−2010年 2月、

2011年 1−3月、2012年 12月−2013年 7月和 2013年

11 月−2014 年 4 月。2015 年末又呈现上升趋势。 

2009 年主要为甲型 H1N1 亚型流行；2010 年以甲

型 H1N1亚型、B型和 H3N2亚型轮流交替流行；

2011年初以甲型 H1N1流行为主，3月以后逐渐由

B型取代；2012年则以 H3亚型与 B型流感交替流

行为主；2013 年 1−7 月主要为甲型 H1N1 流行，    

7 月以后 H3 亚型病例数逐渐增多；2014 年初甲型

H1N1、H3亚型与 B型均有流行，4月以后主要为

H3 亚型；2015 年以 B 型和 H3 亚型为主(图 1)。

2009−2015 年甲型 H1N1 流感病例在我国南北方省

份分布情况表明，南北方均出现 4次甲型 H1N1流

感流行高峰，第 1、2 次流行高峰，南方省份发病

例数多于北方省份，南方在第 3、4 次流行的持续

时间长于北方省份。 

2.2  同源性分析 

将不同年份甲型 H1N1 流感毒株与参考毒株

A/California/07/2009(H1N1)的 HA 基因序列进行

比对，其中 2009−2015 年的 HA 基因与参考毒株

的一致性分别为 99.2%−99.8%、98.7%−99.7%、

98.3%−99.5% 、 98.4%−98.6% 、 97.5%−99.5% 、

97.9%−98.4 和 97.8%−98.3%。2009−2015 年甲型

H1N1 流感毒株与参考毒株的 HA 基因遗传距离分

别为 0.005、0.006、0.011、0.016、0.017、0.018和

0.021，氨基酸遗传距离分别为 0.008、0.010、0.018、

0.020、0.022、0.022 和 0.021。各年份内毒株 HA

基因核苷酸的平均遗传距离为 0.004、0.005、0.011、

0.010、0.008、0.006和 0.009。 

2.3  系统进化分析 

用 MEGA 5.2.1 N-J法绘制的甲型 H1N1亚型

HA基因系统发育进化树如图 2所示(图中的进化树

只包含部分毒株，剔除了部分位于进化树上相同终

末分支并且相同年份的序列)，不同年份的毒株由不

同的颜色表示。结果显示甲型 H1N1流感病毒同一

年份的毒株在系统进化树上基本呈现集中分布。

2009−2010年的毒株主要分成两个分支；2011年的 

 

 
 

图 1  中国地区 2009−2015 年流感流行情况 
Figure 1  Distribution of influenza virus strains in China from 2009 to 2015 
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图 2  中国 2009−2015 年甲型 H1N1 流感毒株 HA 基因系统进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree of the HA gene segments of A/H1N1(09pdm) during 2009−2015 in China 

注：标尺值 0.002代表毒株间的进化距离. 
Note: Scale value 0.002 represents the level of number of difference.  
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啊程度上我

 

毒株独立形成两个支；2012−2015 年的毒株聚集形

成一大支。2009−2010 的两大分支的毒株在南北地

区的分布上无显著差异，2011Ⅰ分支与 2011Ⅱ分支

比较均发生 V216A、P288S、I312V 和 I389F 氨基

酸变异，大多数毒株发生 S145T和 K80T氨基酸变

异。从地域分布上看，2011Ⅰ分支 13 株毒株来自

南方，北方毒株有 2 株，分别占 86.7%和 13.3%，

2011Ⅱ分支上有 26株南方毒株和 12株北方毒株，

分别占 68.4%和 31.6%。  

2.4  HA 分子特征分析 

2.4.1  抗原位点：甲型 H1N1流感病毒有 4个抗原

决定簇，即 Ca、Cb、Sa 和 Sb，包含 44 个抗原位

点[8-9]。以 A/California/07/2009(H1N1)为参考毒株得

到中国地区甲型 H1N1流感病毒在 2010−2015年间

氨基酸的变异情况(表 1)。与疫苗株 A/California/07/ 

2009(H1N1)相比，抗原位点发生变异的有 20 处，

占 45.45% (Cb 2个、Ca 6个、Sa 7个、Sb 5个)。

Ca区的 203位、Sa区的 163位和 Sb区的 185位氨

基酸位点逐年变异，替换为新的氨基酸。 

2.4.2  受体结合位点：甲型 H1N1流感病毒的受体

结合位点分别由 220 环 (218−225 位 )、130 环

(132−135位)和 190螺旋(187−195位)构成[10]。本次

研究的甲型 H1N1流感病毒血凝素基因所编码氨基

酸序列的 134、190、191、193、195、219、222、

223及 224位发生变异。其中自 2013年起，223位

发生 Q223R 突变的频率相对较高。2013 年的 HA

序列有 27.27%发生 Q223R变异，2014年发生变异

的有 31.58%，2015年有 25.00%。 

 
 

表 1  中国 2009−2015 年甲型 H1N1 流感病毒血凝素基因 HA 抗原决定簇位点变异 
Table 1  Amino acids mutation of antigenic epitopes in the HA gene of influenza A/H1N1(09pdm) in China, 2009−2015 

Epitope Site A/California/07/2009 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 

Cb 70 L L/F L L L L L L 

 73 A A/S/T A A A A A A 

Ca 138 H H H/Y/N H/N H/R H H H 

 167 N N N N/L/V N N N N 

 168 D D D D D D D D/N 

 170 G G G G/R G G G G 

 203 S T/S T/S T T T T T/S 

 235 E E E E/K E E E E 

Sa 153 K K K/E K K K K/E K 

 154 K K K K K K/E K K 

 155 G G/E G/E G/E G G G G 

 160 K K/M K K/R K K K K 

 161 L L L L L/I L L L 

 162 S S S S/N/I S S/N S S 

 163 K K K/T K/T/N K Q/K/N Q/K Q 

Sb 185 S S/N S/T T/S T T/S T T 

 186 A A/T A/T A A A A A 

 190 S S/N/G S/G S S S/I/R S/R S 

 191 L L/I L/I L/I L/I L/I L/I L/I 

 193 Q Q Q Q Q Q/K Q Q 
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2.4.3  糖基化位点：HA蛋白糖基化位点在稳定 HA

三维结构和诱导机体产生保护性抗体方面起一定

作用，其增加或减少对病毒的生物学特性均有一定

影响[11]。在本次研究中，对所有纳入的序列进行潜

在糖基化位点的预测，固定的糖基化位点 10NNTS、

11NTS、23NVT、87NGT和 287NTS存在于所有毒

株；糖基化位点 119NTS 存在于 2010 年的 1 株、   

2011年的 2株和 2013年的 2株；2011年有 3株出现

糖基化位点 162NTS，1 株出现 162NKS；2013 年      

2株出现 162NNS；第 239位糖基化位点 NTT只存

在于 2011年的 1株；2013年的 1株第 276位糖基

化位点 NTT消失；糖基化位点 431NET与 472NNT

分别存在于 2010 年与 2011 年的 1 株；2009 年的    

2 株和 2010 年的 3 株第 481 位糖基化位点消失； 

2009年的 1株和 2011年的 1株糖基化位点 540NGS

消失。 

2.5  选择性压力分析   

研究采用 SLAC、FEL和 REL模型对各年份的

HA序列进行选择性压力分析。2009年的序列通过

SLAC和 FEL模型均得到正向选择压力位点 240；

2010 年序列通过 SLAC 和 FEL 模型均得到正向选

择压力位点 145；2011 年序列通过 FEL 模型得到

145和 338两个正向选择压力位点，通过 REL得到

20个正向选择压力位点；2013年序列通过 SLAC、

FEL 和 REL 模型均得到正向选择压力位点 240；

2014 年序列通过 REL 得到 20 个正向选择压力位

点；2015 年序列通过 REL 得到 5 个正向选择压力

位点(表 2)。 

2.6  进化动力学分析   

通过 Bayesian skyline reconstruction 建立模

型，对 2009−2015年甲型 H1N1流感流行的历史和

进化动态进行估计。结果表明(图 3)，流感病毒遗

传多样性在 2009年维持稳定状态，分别在 2010年

及 2011年有两次下降趋势，2012年 6月呈现上升

趋势，此后至 2015年维持于稳定状态。 

3  结论与讨论 

国家流感中心流感监测结果显示，2009−2015年

全国流感流行主要为 B 型、甲型 H1N1 和季节性

H3N2亚型，3种亚型的流感病毒交替或同时流行。

甲型 H1N1流感共 4次流行高峰，已成我国流感流

行的重要亚型之一，其流行呈现一定的季节性，主

要在冬春季节。甲型 H1N1流感的流行在南北基本

同步，但南方省份的流行时间相对较长，例数较多。

江苏、云南和天津等地的结果与本研究的统计结果

基本一致[12-14]，说明甲型 H1N1流感的流行呈全国

性。同源性分析结果显示，2009−2015年甲型 H1N1

流感病毒 HA 基因与参考毒株 A/California/07/ 

2009(H1N1)的同源性逐年降低，核苷酸与氨基酸的

遗传距离逐渐增大，提示甲型 H1N1流感病毒逐渐

进化变异。 

 
表 2  中国 2009−2015 年甲型 H1N1 流感毒株正向选择压力位点分布 

Table 2  The distribution of positively selected sites among A/H1N1(09pdm) in China, 2009−2015 

Year SLAC FEL REL 

2009 240 145/240/391 145/391 

2010 145 145 145/391 

2011 ND 145/338 3/8/15/101/116/145/160/179/180/184/232/239/240/251/269/338/391/418/468/489 

2012 ND ND ND 

2013 240 240 180/240/544 

2014 ND ND 6/13/15/101/103/137/144/170/180/200/207/240/251/273/289/370 

2015 ND ND 185/208/240/286/508 

注：ND：未发现. 
Note: ND: Not detected. 
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图 3  甲型 H1N1 流感 HA 基因进化动力学 
Figure 3  Evolutionary dynamics of the HA gene of 
A/H1N1(09pdm) 
注：黑色实线为估计中位数，蓝色区域为 95%置信区间. 
Note: The black line is the median estimate, and the blue range 
shows the upper and lower bounds of the 95% confidence interval. 

 

系统进化分析显示本研究的 2009−2010年毒株

属于 Anton 等[15]研究的 Group 1，体现在 P83S、

S128P、S203T 和 I321V 位点变异；2011Ⅱ分支属

于 Group 7，氨基酸位点的变异主要为 S143G、

S185T和 A197T；2012−2015年毒株属于 Group 6，

具有 S185T和 P97H的氨基酸位点变异。从系统进

化树上看除 2011 年，其他同年份的毒株基本聚集

分布，2011年甲型 H1N1流感病毒 HA基因在进化

树的分布具明显差异，地域分析显示 2011年的两个

分支南北毒株比例具有差异，2011Ⅰ分支主要为南

方毒株，提示我国 2011 年不同地域分离到的甲型

H1N1 流感病毒的抗原性和基因特性发生的变异具

有显著的差异。 

一般认为，具有流行病学意义的新甲型流感病

毒在血凝素重链 HA1 蛋白分子上至少有 4 个以上

氨基酸发生替换，涉及 2−3个抗原决定簇[16]。抗原

位点的突变结合受体结合位点突变也可导致病毒

抗原漂移[17]。本研究氨基酸位点变异频率较高的

P83S、S203T和 I321V在 Khandaker等[18]的研究中

也存在，而在他们研究中变异较高的位点 A197T与

S143G在本研究中主要出现在 2011年的序列中。有

研究发现D222G氨基酸位点变异是甲型 H1N1流感

病毒的第一个潜在致病标志，并可能导致临床重症，

具有重要的临床意义[19]。本研究纳入的序列中发生

D222G氨基酸位点变异的频率不高，而自 2013年起，

223 位发生 Q223R 突变的频率相对较高，该位点变

异是否存在生物学意义需进一步研究探讨。 

由于缺乏病毒 RNA聚合酶，流感病毒 RNA具

有较高的自发突变率，这种高突变率有助于其免疫

逃逸[20]。于流感病毒而言，对于免疫逃逸的变体，

其正向选择往往发生于宿主交叉免疫水平较低的

人群，可影响流感疫苗的近期效果[21]。正向选择位

点 240 位于 HA 蛋白的受体结合位点。除 2010 年

及 2012 年外，该位点均被检测为正向选择压力位

点。Li等[22]认为，正向选择位点若与受体结合能力

有关，则这些位点的选择可能有助于 H1N1流感的

宿主从猪到人的适应。 

进化动力学结果显示，2009年流感遗传多样性

维持于较高水平，2010年出现一次下降趋势，可能

由于 2009 年甲型 H1N1 流感暴发后，全国积极采

取相应公共卫生措施的影响。Ebranati 等[23]认为病

毒遗传多样性的波动与其引起的暴发流行相对应，

本研究结果显示，2011 年第二季度至 2012 年第一

季度，病毒遗传多样性维持于较低水平，此时该亚

型流感也处于低发状态。2012年第二季度病毒遗传

多样性增加，监测结果显示 2013年及 2014年出现

该型流感的流行。流感基因遗传多样性的增加在一

定程度上表明甲型 H1N1流感的感染增多。 

通过本研究对中国地区甲型 H1N1流感病毒的

流行病学及 HA基因遗传特性分析，其抗原位点的

变异、糖基化位点的变化、正向选择压力位点的存

在及遗传多样性的波动均预示该亚型在未来的时

间里可能继续成为优势毒株。提示对流感病毒连续

监测的重要性，并监测不同区域中病毒的潜在发展

变化，为流感的分析预警及制定防控策略提供科学

依据。 
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