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摘  要：【背景】1997 年香港发生人感染禽流感事件以来，禽流感病毒成为持续威胁人类健康和公

共卫生的重要病原体。【目的】对一例人感染新型 H10N3 禽流感病毒病例开展分子溯源研究。【方法】

流感病毒分型检测采用 RT-qPCR 法，在下一代测序平台上完成病毒基因组测序，序列和系统进化分

析采用 BLAST 和 MEGA 6.1 等生物信息学软件。【结果】2021 年 4 月从严重呼吸道疾病患者体内分

离到一株病毒，经核酸检测和序列分析，结果表明其为 H10N3 亚型禽流感病毒。从患者居所附近的

农贸市场分离到一株基因高度同源的 H10N3 亚型禽流感病毒。分离株是一种新的基因重配 H10N3
禽流感病毒，其血凝素 hemagglutinin (HA)和神经氨酸酶 neuraminidase (NA)组合最早在 2019 年华东

地区的家禽中检测到，6 个内部基因来源于近年来中国南方家禽中流行的 H9N2 病毒。病毒的 HA
蛋白的裂解位点含有 1 个碱性氨基酸 R，未插入多个碱性氨基酸，理论上不属于高致病性禽流感病

毒 。HA 蛋白受体结合位点 228 位氨基酸残基由 G 突变为 S，理论上增强了对人 SAα2,6 受体的亲

和力。另外，未发现 PB2 蛋白 E627K 突变，但 591 位氨基酸残基由 Q 突变为 K，理论上增强了对

人体的适应力和致病性。【结论】本研究报道了一例人感染 H10N3 禽流感病毒病例的分子流行病学

特征，揭示了活禽市场在禽流感病毒基因重配和机会性外溢感染人过程中起重要作用。 
关键词：禽流感病毒；H10N3 亚型；人感染 
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Abstract: [Background] Since the human infection with avian influenza that occurred in Hong 
Kong in 1997, avian influenza virus has become a major threat to human health and public health. 
[Objective] To perform the molecular epidemiological study on a human infection with H10N3 
avian influenza. [Methods] Influenza virus subtyping was detected by real-time quantitative 
polymerase chain reaction (PCR) method. The virus genome sequencing was completed on the 
next-generation sequencing platform. Bioinformatics software such as Blasts and Mega 6.1 was 
used for sequence and phylogenetic analysis. [Results] In April 2021, a virus was isolated from 
patients with severe respiratory diseases, which was confirmed as H10N3 subtype avian influenza 
virus by nucleic acid detection and sequence analysis. A H10N3 subtype avian influenza virus was 
isolated from the farm product market near the patient’s residence, which was highly homologous 
with the human isolate. The human isolate was a new gene recombinant H10N3 avian influenza 
virus, and its HA and NA combination first appeared in poultry in East China in 2019. However, 
its six internal genes came from H9N2 virus prevalent in poultry in southern China in recent 
years. The HA cleavage site of the virus contained one basic amino acid R, without insertion of 
multiple basic amino acids. In theory, it did not belong to highly pathogenic avian influenza virus. 
The amino acid residue at 228 of HA receptor binding site mutated from G to S, which 
theoretically enhanced the affinity with human SA-α-2,6 receptor. No E627K mutation of PB2 
protein was found, but the amino acid residue at site 591 mutated from Q to K, which 
theoretically enhanced the adaptability to human body and the pathogenicity. [Conclusion] This 
paper reported the molecular epidemiological characteristics of a case of human infection with 
H10N3 avian influenza virus, and revealed that live poultry market played an important role in 
gene recombination of avian influenza virus and opportunistic infection. 
Keywords: avian influenza A virus; H10N3 subtype; human infection 

禽流感病毒属于正粘病毒科甲型流感病毒

属，是危害人类和动物健康的重要病原体[1]。目

鸻前已在雁形目和 形目等野生水禽中发现了16种

血凝素(hemagglutinin, HA)亚型和 9 种神经氨酸

酶(neuraminidase, NA)亚型[1-2]。1949 年在德国的

发病鸡只中分离到首株 H10 亚型禽流感病毒

[A/chicken/German/N/1949 (H10N7), ck/GM/49][3]。

之后不同 NA 亚型的 H10 病毒(包括 H10N1, 

H10N3, H10N7 和 H10N4)在全球许多地方的家

禽(鸡、火鸡和鸭)和野禽中检测到[3-10]，其中一

些病毒能引起禽类呼吸道疾病暴发甚至死亡。病

原学和血清学证据表明，H10 病毒也能外溢跨种

感染多种哺乳动物，包括水貂(1984, H10N4)[11]、

海豹(2013−2016, H10N7)[12]、猪(2008, H10N5)[13-14]

和犬(H10N8)[15]等，并引起水貂和海豹的严重疾

病和高死亡率。虽然 H5Ny (y=1, 6)、H9N2 和
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H7Ny (y=2, 3, 7, 9)是人感染禽流感病毒的主要

亚型[2,16]，但进入 21 世纪以来，已经报道了 3 起人

感染 H10 禽流感病毒事件[17-20]。2004 年从埃及

的 2 位发热咳嗽的儿童体内分离到 H10N7 病毒，

这是人类感染 H10 病毒的首次报道[17]。2010 年澳

大利亚某家禽屠宰场的 7 名工人发生 H10N7 病毒

感染，造成结膜炎和轻微上呼吸道症状[17-18]。

2013−2014 年，我国南方地区出现 3 例人感染

H10N8 病毒的重症病例，其中 2 例死亡[19-20]。 
2021 年 5 月，江苏出现 1 例人感染 H10N3 禽

流感病例。本文在病毒分离和基因组序列分析的基

础上对病毒的分子特征和进化起源进行了分析。 

1  材料与方法 
1.1  主要试剂和仪器 

流感病毒核酸分型检测试剂盒，江苏硕士生

物技术有限公司；Viral DNA＆RNA Kit，天隆生

物技术有限公司；QIAamp Viral RNA Kit，Qiagen
公司； SuperScript® III First-Strand Synthesis 
System 和 High Pure PCR Product Purification 
Kit，Invitrogen 公司；Nextera XT DNA Sample 
Preparation Kit，Illumina 公司。Illumina MiSeq 
Platform，Illumina 公司；荧光定量 PCR 仪 VIIA7
型，ABI 公司。 

1.2  标本 
某 41 岁男性患者，2021 年 4 月 22 日表现

发热(38.9 °C)、乏力，4 月 26 日和 28 日采集患

者咽拭子和肺部灌洗液。5 月 25 日−28 日从患者

工作生活场所和附件的农贸市场采集外环境和

禽类样本 2 次共 63 份；同时采集患者密切接触

者(包括家属、工友和医护人员等)咽拭子 34 人份

和活禽市场职业暴露人群咽拭子 23 人份。 

1.3  病毒核酸检测 
采用 RT-qPCR 法对标本进行流感病毒核酸分

型检测(包括 A 型、B 型、H1−H16、N1−N9-)，具

体操作按照说明书，参见文献[21]。 

1.4  病毒分离 
将患者咽拭子标本分别接种 MDCK 细胞和

9−11 日龄的 specific pathogen-free (SPF)鸡胚尿

囊腔。鸡鸭咽拭子和肛拭子标本接种 9−11 日龄

的 SPF 鸡胚尿囊腔。每个鸡胚接种 200 μL，37 °C
培养 72 h，每天观察鸡胚生长情况。所有操作在

江苏省疾控中心生物安全三级实验室里进行。 

1.5  病毒基因组测序  
具体实验程序参见文献[21]。简述之，根据

Qiagen QiaAmp Viral RNA Kit 说明书提取基因

组 RNA 。使用 SuperScript® Ⅲ First-Strand 
Synthesis System ， 通 过 引 物 U12 
(5ʹ-AGCAAAAGCAGG-3ʹ)反转录引物生成单链

cDNA。通过甲型流感病毒通用引物一步法扩增

病毒基因组 8 个节段，PCR 产物根据 High Pure 
PCR Product Purification Kit 说明书纯化。通过

Qubit2.0 荧光计将纯化的 PCR 产物准确定量后，

稀释成 0.2 ng/μL 作为测序模板，按照 Nextera 
XT DNA Sample Preparation Kit 说明书构建测序

文库。主要步骤包括 DNA 的 Tagmentation、PCR
扩增、纯化、文库标化及混合。取 800 μL 混合样

用 Illumina MiSeq Platform 进行全基因序列测定，

序列读取以 A/Anhui/1/2013 (H7N9)作为参考序列

(GISAID, accessions EPI439503-EPI439510)。采用

CLC Genomics workbench (CLC Bio)对测序结果

进行拼接整理。 

1.6  进化分析 
在 GenBank 和 GISAID 网站通过 BLASTn 软

件分析测序获得的序列，初步确定毒株亚型及各

片段最大核苷酸相似毒株，并下载参考病毒核苷

酸序列进行系统进化分析。用 MegAlign Program 
(DNASTAR)软件进行核苷酸和氨基酸序列比对。

采用 MEGA 6.0 软件的邻近法构建病毒基因组进

化树，序列比对采用 ClustalX 1.83 法[22]。 
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2  结果与分析 
2.1  标本检测结果 

通过 RT-qPCR 对患咽拭子标本进行检测，

结果表明流感病毒 A 型-M、H10-HA 和 N3-NA
基因核酸阳性，而 B 型-M 和其他 A 型 HA 亚型

和 NA 亚型核酸检测阴性，初步判定为标本中的

病毒为 A 型 H10N3 亚型流感病毒。在农贸市场

共采集到 63 份，其中 33 份甲型流感病毒 M 基

因检测阳性，3 份 H10N3 阳性，24 份 H10/H5
或 H10/H9 混合阳性，3 份 H9 阳性。患者所有

密切接触者和活禽市场职业暴露人群咽拭子甲

型流感病毒核酸检测都为阴性。 
2.2  病毒分离结果  

将患者标本和农贸市场 H10 亚型标本接种

SPF 鸡胚，结果从人标本中分离出一株病毒，命

名为 A/Jiangsu/428/2021 (H10N3)，简称为 JS/428；
从农贸市场活禽销售摊位的环境标本中分离到

一株病毒，命名为 A/Environment/Jiangsu/04940/ 
2021 (H10N3)，简称为 EN/JS/04940。 
2.3  基因组测序和进化树分析结果 

利用 Illumina MiSeq对人和环境分离株进行

测序，病毒基因组序列在 GASAID 数据库的序

列号分别为：A/Jiangsu/428/2021，EPI1868390- 
EPI1868397；A/Environment/Jiangsu/04940/2021，
EPI1885159-EPI1885166。在 GASAID 网站通过

BLASTn 软件在线分析，确定 2 株 H10N3 流感

病毒的 8 基因片段都来源于欧亚禽流感病毒。2 株

病毒的 HA 和 NA 基因核苷酸序列相似度为

99.8%−100%，内部基因相似度分别为 PB2 
(95.0%)、PB1 (97.5%)、PA (99.3%)、NP (99.6%)、
M (99.7%)和 NS (98.3%)。值得注意的是，人分

离株和环境分离株的 PB2、PB1 和 NS 基因的相

似度分别仅为 95%、97.5%和 98.3%，说明两株

H10N3 病毒存在内部基因多样性。以 JS428 为

例，HA 基因与参考株 A/Chicken/Jiangsu/0104/ 

2019 (H10N3) 和 A/Chicken/Jiangsu/0110/2019 
(H10N3)核苷酸相似度最高(98.5%)，NA 基因与

参考株 A/Chicken/Jiangsu/0104/2019 (H10N3)和
A/Chicken/Jiangsu/0110/2019 (H10N3)的序列相似

度高达 98.5%，其他 6 个内部基因(PB2、PB1、PA、

NP、M 和 NS)与近年来流行的 H9N2 流感病毒相应

基因片段的最高核苷酸相似度高达 97.3%−99.0%。 
为了进一步探究病毒的基因起源，使用

MEGA 6.0 软件邻近法构建病毒的基因系统进化

树。世界范围内，依据当下全球可使用的流感病

毒基因序列数据库，H10-HA 基因和 N3-NA 基

因的系统进化都可分为两大谱系：欧亚禽谱系和

美洲禽谱系。HA基因进化树(图 1)上，2株H10N3
分离株属于欧亚禽大谱系，与近年来中国家禽中

流行的 H10 亚型病毒有遗传进化相关性，特别

与 2013−2019 年华东地区流行的 H10 病毒处于

一个独立的进化分支上，提示有共同的进化起

源。相比之下，2013−2014 年中国江西 3 例人感染

H10N8 病毒与本研究中的 2 株 H10N3 分离株处

于不同的进化分支上，提示遗传距离较远。与

HA 基因相似，NA 基因进化树(图 2)上，2 株

H10N3 分离株也属于欧亚禽大谱系，与近年来

中国华东地区家禽中流行的 N3 亚型病毒处于一

个进化分支上，提示具有共同的遗传起源。其他

6 个内部基因进化树(图 3)表明，2 株病毒的内部

基因都来源于近年来中国南方家禽中流行的

H9N2病毒。除了 PB2和 NS基因外，二者的 PB1、
PA、NP 和 M 基因遗传距离较近，都处于同一

进化分支上；相比之下，PB2 和 NS 基因则处在

不同的进化分支上，表明不同的基因起源。上述

分析表明，2 株病毒是一种新的基因重配 H10N3
禽流感病毒，进一步表明内部基因有一定的遗传

多样性。本研究中 H10N3 亚型病毒的 HA 和 NA
基因组合最早在 2019 年中国华东地区的家禽中

发现，推测由流行于中国南方家禽中 H10 亚型

和 N3 亚型病毒重配而来[23]。 
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图 1  HA 基因进化树   每个毒株名称后面的数字是 GISAID 上的序列号. 分支上显示的是大于 70%的

自举值. 标尺显示 0.02 的核苷酸替代. ●：H10N3 人分离株；■：H10N3 禽类和环境分离株；▲：H10N8
人分离株 
Figure 1  Phylogenetic analysis of HA genes of H10N3 viruses. Number after each isolate virus is the sequence 
accession No. in GISAID. Bootstrap values are shown for selected nodes (only for those with a frequency greater 
than 70%). Bar indicates 0.02 sequence divergence. H10N3 human and avian/environment isolates are indicated 
by black circle ● and square ■, respectively; H10N8 human isolates are indicated by triangle ▲.  
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图 2  H10N3 病毒 NA 基因进化树   每个毒株名称后面的数字是 GISAID 上的序列号. 分支上显示的

是大于 70%的自举值. 标尺显示 0.02 的核苷酸替代. ●：H10N3 人分离株；■：H10N3 禽类和环境分     
离株 
Figure 2  Phylogenetic analysis of NA genes of H10N3 viruses. Number after each isolate virus is the 
sequence accession No. in GISAID. Bootstrap values are shown for selected nodes (only for those with a 
frequency greater than 70%). Bar indicates 0.02 sequence divergence. H10N3 human and avian/environment 
isolates are indicated by black circle ● and square ■, respectively.  
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图 3  H10N3 病毒内部基因(PB2、PB1、PA、NP、M 和 NS)进化树   每个毒株名称后面的数字是 GISAID
上的序列号. 分支上显示的是大于 70%的自举值. 标尺显示 0.02 的核苷酸替代. ●：H10N3 人分离株；■：
H10N3 禽类和环境分离株 
Figure 3  Phylogenetic analysis of six internal genes (PB2, PB1, PA, NP, M and NS) of three H10N3 viruses. 
Number after each isolate virus is the sequence accession No. in GISAID. Bootstrap values are shown for 
selected nodes (only for those with a frequency greater than 70%). Bar indicates 0.02 sequence divergence. 
H10N3 human and avian/environment isolates are indicated by black circle ● and square ■, respectively. 
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2.4  分离株的分子特征 
H10N3 病毒的人和环境分离株及参考株病

毒编码蛋白的氨基酸位点分析见表 1。病毒 HA
蛋白的裂解位点含有 1 个碱性氨基酸 R，未插入

多个碱性氨基酸，理论上不属于高致病性禽流感

病毒[1]。HA 蛋白受体结合位点 228 位氨基酸残

基由 G 突变为 S，理论上增强了对人 SAα2,6 受

体的亲和力[24]。另外，未发现 PB2 蛋白 E627K

和 D701N 突变，但 591 位氨基酸残基由 Q 突变为

K，理论上增强了对人体的适应力和致病性[25-26]。

M2 蛋白发生 S31N 突变，表明病毒对金刚烷胺

类药物有抗性。N3 亚型流感病毒神经氨酸酶基

因相关耐药位点(包括 E119V、Q136K、I222M、

R292K、R371K 等)未发生突变，表明对神经氨

酸酶抑制剂敏感[27-28]。PB1 蛋白的 I368V 位点和

PA蛋白的S409N、V100A，以及NS1蛋白的P42S、 
 

表 1  两株 H10N3 病毒编码蛋白关键氨基酸位点分析 
Table 1  Key functional amino acid sites of viral proteins of two H10N3 influenza viruses in Jiangsu  
蛋白 
Protein 

生物学功能 
Biological function 

突变位点 
Mutation 

毒株 Virus 
Human H10N3 JS428 Environment H10N3 

EN/JS04940 
Human H10N8 
JX-346 

HA 受体结合位点 
Receptor binding sites  
(H3 number) 

Q226L Q Q Q 
G228S S S G 
R229I I R R 

裂解位点 
Cleavage site 

 PEIIQGR↓G PEIIQGR↓G PELIQGR↓G 

NA 茎区 
Stalk region 

Deletion No No No 

药物抗性 
Antiviral resistance 

E119V E E E 
Q136K Q Q Q 
I222M I I I 
R292K R R R 
R371K R R R 

PB2 增强哺乳动物适应性 
Mammalian adaptation  

Q591K K Q Q 
E627K E E E 
D701N D D D 

PB1 增强雪貂间传播力 
Increased transmission in ferret 

I368V V V V 

PB1-F2 增强对哺乳动物致病性 
Increased virulence in mammalian 

87−90 aa 90 aa 90 aa 52 aa 

PA 宿主信号 
Host signature 

V100A V V V 
S409N N N N 

M2 药物抗性 
Antiviral resistance 

S31N N N N 

NS1 C-末端 PED 基序 
C-terminal PED motif 

227−300 
aa 

Runcated (217 aa) Runcated (217 aa) ESEV 

增强对小鼠的致病性 
Increased virulence in mice 

D92E D D E 
P42S S S S 

毒株名称缩写，JS428 (H10N3)：A/Jiangsu/428/2021 (H10N3)；EN/JS04940 (H10N3)：A/Environment/Jiangsu/04940/2021 
(H10N3)；JX-346 (H10N8)：A/Jiangxi-Donghu/346/2013 (H10N8) 
JS428 (H10N3): A/Jiangsu/428/2021 (H10N3); EN/JS04940 (H10N3): A/Environment/Jiangsu/04940/2021 (H10N3); JX-346 
(H10N8): A/Jiangxi-Donghu/346/2013 (H10N8). 
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D92E 位点均未发生哺乳动物适应性突变，尚保

留禽流感病毒特征。此外，PB1-F2 蛋白和 NS
蛋白 C-terminal PED 基序均未发生缺失，保留了

禽流感病毒完整的蛋白功能。 

3  讨论与结论 
2003 年以来，全球各地频繁报道人感染禽

流感病毒，主要涉及 H5、H9N2和 H7等亚型[2,16]。

本研究从一例患严重呼吸道疾病的病人呼吸道

标本中分离到一株病毒，对原始标本和病毒分离

物进行 Real-time PCR 分析检测和基因组序列解

析，结果证实为人感染 H10N3 亚型禽流感病例。

从患者住处附近的农贸市场活禽摊位采集的标

本中分离到一株病毒，经病毒全基因测序和比对

分析，与患者病毒基因组片段的核苷酸序列相似

度高达 95.0%−100%。基因系统发生分析也显示

2 株病毒遗传关系较近，有共同的遗传起源，结

合流行病学调查，判断这是一起禽流感病毒通过

机会性外溢而跨越宿主屏障感染人的事件。目

前，全球报道的人感染H10病毒主要包括H10N7
和 H10N8 两种亚型[17-20]，本研究首次报道了由

H10N3亚型禽流感病毒感染人并引致严重疾病。 
禽流感病毒跨种感染人并可能引起人际间

传播，涉及病毒多个基因的哺乳动物适应性进 
化[25,29-30]。HA 蛋白的受体结合特性和稳定性及

多聚酶蛋白的活性，在病毒的跨种进化中最为关

键[24]。Herfst 以雪貂为模型[31]，发现 HA1 蛋白

G226L、T244I 和 HA2 蛋白 E74D 3 个位点的突

变，能够导致禽 H10N7 病毒在雪貂中通过气溶

胶和飞沫进行水平传播；G226L 突变在病毒 HA
蛋白增强对人受体 SAα2-6Gal 的亲和力中起主

要作用，特别在 G228S 同时突变情况下亲和力

进一步增强；T244I (HA1)和 E74D (HA2)的突变

主要增强了 HA 蛋白在低 pH 环境和低温度中的

稳定性。本研究中，未发现人分离株 JS428 在

G226L、T244I 和 E74D3 位点的突变；然而    
228 位氨基酸残基由 G 突变为 S，由此推测分离

株 JS428 有增强人 SAα2,6 受体亲和力的趋势，

但尚未发生SAα2-3Gal受体亲和力向SAα2-6Gal
受体亲和力的完全转变。此外，大量研究表明，

PB2 蛋白 E627K 的突变能够提高禽流感病毒

RNA 聚合酶在人体内的复制活性，增强病毒对

人体的适应性和致病性[26,29]。本研究中，JS428
虽然未发生 PB2 蛋白 E627K 的突变，但 591 位

氨基酸残基由 Q 突变为 K，理论上是对 E627 位

点未发生突变的补偿，据此推测 JS428 增强了对

人体的适应力。本研究相关职业暴露人员和密切

接触者的核酸和血清学检测(资料未显示)中未

发现新的感染，结果提示病毒虽有了一定感染和

适应人体的分子特征，但尚不具备人际间持续传

播的能力。 
东亚是全球家禽养殖数量最多、密度最大的

地区，客观上为禽流感病毒提供了大量的易感宿

主[21]。特别在中国，农贸市场和流动摊位的活

禽交易是禽肉消费的重要模式[32]。自 1997 年中

国香港特别行政区居民感染 H5N1 禽流感事件

以来，大量的研究表明，消费终端的活禽交易在

禽流感跨物种感染人的过程中发挥了重要的桥

梁作用，活禽市场也成为病毒发生基因重配的重

要场所[33]。为了提高人感染禽流感的预测预警

和处置能力，从 2013 年开始，本实验室依托江

苏省流感监测网络，建立了覆盖全省的 15 个活

禽市场禽流感病毒监测点，在此基础上，我们已

在江苏省发现一系列人感染不同亚型禽流感的

病例，病毒亚型包括 H7N9、H7N4、H5N6 和

H9N2 等[21,34-35]。监测数据表明，自 2018 年以来，

江苏活禽市场流行的病毒主要是 H9N2 和 H5N6
亚型[36]。1994 年在广东家禽中发现 H9N2 病毒，

之后该亚型病毒在我国家禽和活禽市场中的长

期流行和进化，并为不断出现的新亚型禽流感病
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毒提供了内部基因，包括 H7N9、H5N6 和 H10N8
等[33,37]。本研究中，H10N3 分离株的 6 个内部

基因都来源于近年来在华东地区流行的 H9N2
病毒，进一步显示 H9N2 病毒的重要病毒生态学

和公共卫生意义，需要继续加强监测工作。 
在禽流感的自然生态中，野生水禽是病毒的

天然贮存池，候鸟的活动对家禽中病毒的多样性

和进化起重要作用[38]。中国华东地区气候温润、

地表水资源丰富、养禽业发达，是全球东亚-澳
大利亚路线候鸟迁徙路线的重要区域。近年来，

我国华东地区家禽中出现的 H7N9、H5N6、
H5N8、H7N4 和 H10N8 等，均由该路线候鸟提

供了 HA 和/或 NA 基因[21,33]。本研究中，根据进

化分析推断，与 H10N3 分离株遗传亲缘关系相

近的 HA 和 NA 基因多年来在中国南方的家禽中

低水平流行，其最初起源都可以追溯到野生水

禽。本研究报道的人感染 H10N3 禽流感病毒事

件，进一步突显了候鸟活动和活禽市场对人禽流

感发生的重要影响。全球范围内，野生水禽流感

病毒基因组监测数据在时间和空间上有很多盲

区，这是目前禽流感监测工作的一个难点，未

来需要建立包括野禽和家禽在内的完整禽流感

监测体系[39]，以利于在禽流感防制中发挥更大

作用。 
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