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摘 要：应用流感病毒通用引物［!］和 L"0%亚型禽流感（ !"#$% #%&’()%*$ "#+(,，2M&）的型特异性引物，成功的扩增出
L"0%亚型禽流感病毒 29HD+N9OP;IH’IK9$369#$$!株（简称 29Q9OQ9$!）的全基因序列（包括 "R和 6R端的非编码区序
列）。29Q9OQ9$!的基因组核苷酸全序列与 %= 株网上公布的禽流感基因序列进行比较和分析，结果与 ! 株鸭源
L"0%的 " S ?个基因具 33T以上的同源性；与 %!株 L"0%有至少一个以上内部基因同源性在 3"T以上。与 L3亚
型 2M& 代表株 29UD;B(9L’IKN’IK9V%93?（简称 V% 株）和 29WPB+N.I91.BXBIK9%93!（简称 153!）比较，除了非结构基因
（0’IY,/D+,D/;( K.I.，0O）与 V%株的同源性为 3"Z6T外，其余基因均在 67Z7T S 3#Z%T之间。说明 29Q9OQ9$! 没有
L30#基因的直接整合，是 L"0% 毒株在自然界的重组株。推导的 L2 氨基酸序列分析，29Q9OQ9$! 的血凝素
（L.;AKK(D,BIBI，L2）裂解位点与比较的 %7株 2M&的序列一致，是高致病性禽流感的分子特征（[U\@\\\44\9V），第
##7位氨基酸是对禽类和哺乳细胞均具有亲嗜性的蛋氨酸（].,）。神经氨酸酶（0.D/;ABIBH;Y.，02）在第 !=位氨基酸
（颈部）后有 #$个氨基酸的缺失，但非结构蛋白（0O）没有在 ?3 S =!氨基酸发生缺失。碱性聚合酶 #（[1#）的 7#?位
氨基酸是亲禽类细胞的谷氨酸（V(D，@）。结合生物学特性和分子特征，29Q9OQ9$!对小鼠的致病力是由多种因素决
定，其可能是一株对鸡高度致病，并逐渐获得对哺乳动物致病能力的中间重组病毒。

关键词：L"0%亚型禽流感病毒，通用引物，全基因组序列，序列分析
中图分类号：U?= 文献标识码：2 文章编号：$$$%>7#$3（#$$"）$">$73$>$?

禽流感病毒在家禽和水禽中的广泛存在［%，#］给

养禽业带来了严重的威胁，%33?年发生的香港流感
事件（L"0%）、#$$! 年东南亚 L"0% 和 %333 年大陆
L30#亚型 2M& 感染人事件［6，"，7］，使 2M& 成为目前
严重危害人类健康的重要传染性疾病之一。2M&是
单股负链分节段的 \02病毒，其基因组复制时，具
有 \02病毒特有的核酸碱基易变性，即抗原漂移
（2I,BK.I H/BC,）。不同的 2M&同时感染同一细胞时，
两个病毒的基因节段相互间还会发生基因重排，引

起抗原转变（2I,BK.I YPBC,）。所以，在自然界中每隔
一定的时间，就会产生新的流感毒株造成流行。高

效的流感疫苗开发、流感病毒基因功能研究、流感病

毒的致病机理和宿主特异性等的研究，以及对流行

株抗原变异的实时跟踪及进化规律研究等，是控制

流感的关键所在。对流感病毒的基因组序列进行测

定和分析则是进行各项研究的基础。网上的国际数

据库（0W1M）已经登陆了许多流感病毒的相关序列，
对流感病毒的研究起了巨大的推动作用。但是，多

数只是病毒的开放阅读框（*\:）部分的核酸序列，
缺少基因的 "R和 6R末端的非编码区序列。流感病毒
基因的 "R和 6R末端的非编码区序列中含有核酸翻译
转录的调控信号，对病毒在宿主中的繁殖能力、对不

同动物的致病力等起重要的作用，是流感病毒研究

和分析必不可少的。另外，近十多年发展起来的流

感病毒拯救技术也要求对病毒完整序列的准确测

定。本研究采用流感病毒通用引物与 L"0%型特异
性引物相结合的方法，成功扩增一株 L"0% 亚型禽
流感病毒（29Q9OQ9$!）的全基因组序列，为后续研究
奠定基础。

$ 材料和方法

$6$ 材料
$6$6$ 毒株：29QD+N9OP;IH’IK9$369#$$!（简称 29Q9
OQ9$!）由本实验室分离并保存，L"亚型 2M&的标准
阳性血清由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所提

供，血凝抑制试验（LM）初步鉴定为 L"亚型 2M&。



!"!"# 主要试剂：!"#$%& ’()* +(&,-(./ 012 3/4.,5、
&6704（8955:-;<）和 =)>:4, ?,- @6= !".>$A.(:% B(.购
自 2:A*, 公司。反转录酶 C<DE<（89F;!<）和 26=
酶抑制剂（26$4(%）（G9F;<）购自 0>:5,)$ 公司。
012HI8! E7 J,A.:> 购自 K%J(.>:),% 公司。F6KLE89 柱
式总 26=提取试剂盒、7G连接酶、!"# 酶和 012产
物回收试剂盒均购自上海 3$%):%公司。
!"# 引物设计
参照文献［G］，设计合成扩增流感病毒的血凝素

（’=）、神经氨酸酶（6=）、核蛋白（60），基质蛋白
（C0）和非结构蛋白（63）基因的通用引物，预期扩增
片段分别约为 8IMNO、8IGNO、8IPNO、8I9NO和 9IQNO。

分析已在 61RK上公布的 ’P68 亚型 =KD的碱性聚
合酶 H（0RH）、碱性聚合酶 8（0R8）和磷蛋白（0=）的
序列，分别在其保守区（8899 S 88HT，89Q9 S 888U，
89GT S 89TV 位）设计合成 U 对引物，与 0RH、0R8 和
0=的通用引物［G］组合，分两段扩增 0RH、0R8和 0=，
预计所扩增的 T 条片段大小在 8IT S 8IQ NO 之间。
以流 感 病 毒 26= 的 UW 端 保 守 序 列（ PWE
=?F=?===1==?? 666 FFFFF ⋯⋯ 666 11
F?1FFFF?1FUW）设计合成 V节段通用的 8H碱基的
反转录引物［G］。88对 012引物和 8H碱基的反转录
引物均由上海 3$%):%公司合成引物序列见表 8。

表 ! $%&%’&%()全基因组扩增用引物
7$O-, 8 7*, #>(5,>4 :X 27E012 X:> XY-- X>$)5,%.4 :X =;@;3@;9G

6$5, :X .*, #>(5,>4 0>(5,> 4,ZY,%A, +>$)5,%.;O#

0RH

R5E0RHE8
0RHE5EH
R5E0RHEH
0RHE5E8

PWE 7=77??7171=???=?1?===?1=??71EUW
PWE????17?7?1===7??7= EUW
PWE=7=7??7171?7=77=?7=?===1==??71?777 EUW
PWE 11=??1??=?==?7?=?=== EUW

8Q99

8T99

0R8

R5 E0R8E8
0R8ECEH
R5 E0R8EH
0R8ECE8

PWE 7=77??7171=???=?1?===?1=??1=EUW
PWE 7??1=71??7=??7?7=717? EUW
PWE =7=7??7171?7=77=?7=?===1==??1=777EUW
PWE ==?=7?17?===????====7EUW

8M99

8T99

0=

R5 E0=E8
0=ECEH
R5 E0=EH
0=ECE8

PWE 7=77??7171=???=?1?===?1=??7=1EUW
PWE 71717?1==7???=7=1771 EUW
PWE=7=7??7171?7=77=?7=?===1==??7=177EUW
PWE =?=?117=7?7??=7??=EUW

8G99

8P99

’= R5 E’=E8
R5 E’=EH

PWE 7=77??7171=???=?1?===?1=???? EUW
PWE=7=7??7171?7=77=?7=?===1==???7?7777 EUW 8MV9

60 R5 E60E8
R5 E60EH

PWE7=77??7171=???=?1?===?1=???7= EUW
PWE =7=7??7171?7=77=?7=?===1==???7=77777 EUW 8TP9

6= R5 E6=E8
R5 E6=EH

PWE 7=77??7171=???=?1?===?1=??=?7 EUW
PWE =7=7??7171?7=77=?7=?===1==??=?777777 EUW 8G99

C0 R5 ECE8
R5 ECEH

PWE 7=77??7171=???=?1?===?1=??7=? EUW
PWE =7=7??7171?7=77 =?7=?===1==??7=?77777EUW 8899

63 R5 E63E8
R5 E63EH

PWE 7=77??7171=???=?1?===?1=???7? EUW
PWE =7=7??7171?7=77=?7=?===1==???7?7777 EUW Q99

8HO# #>(5,> PWE =?1?===?1=?? EUW

!"* +,$提取
参照上海 3$%):%公司 F6KLE89 柱式总 26=提

取试剂盒说明进行 26=的提取。
!") +-./0+
按常规法，27E012 反应体系：UU!< 病毒 26=，

89!<反转录 OYXX,>，HIP!< &670（8955:-;<），8IP!<
P9#5:-;< 的 8H 碱基反转录引物，H!< 反转录酶
C<DE<，8!< 26$4(%，于 UM[ 反应 8*，于 MP[下
8P5(%灭活反转录酶。取 8!<模板进行 012扩增，
012反应体系：89 \ OYXX,> P!<，8955:-;< &670 8!<，
上游引物 8!<，下游引物 8!<，超纯水 G9!<，!"#$%&

’()* +(&,-(./ @6= 聚合酶 8!<。反应条件：QG[
U5(%；QG[ H94，PV[ U94，MH[ M5(%，U9个循环；MH[
895(%。
!"1 /0+产物的克隆、鉴定和序列分析

012产物电泳，切割预期大小的目的条带，用
=)>:4, ?,- @6= !".>$A.(:% B(. 回收，与 012HI8! E7
J,A.:>连接。将连接产物转化 @’P"感受态细胞，在
]E?$- ^ K07? ^ =5#的 <R平板上筛选，扩大培养，常
规方法小量制备质粒。质粒初步电泳验证后，进行

012鉴定。最后，每个样品选取 U S P 个阳性克隆，
送上海联合基因科技有限公司测序，以两个相同序

8QTH99P，D:-_GP 6:_P 龙进学等：’P68亚型禽流感病毒 =;&YAN;3*$%&:%);9QU;H99G株的全基因克隆及序列分析



列假定为真实序列。

用 !"#$%#& ’()软件的 *+,-./0拼接获得全序
列，用 123.-42 5 6/-78+ 分别比较 #9!9$!9)’ 的 : 个
基因与 ;: 株 "1<= 公布的 #=5（;> 株 ?@";，A 株
?B"A）的同源性，并绘制进化树。

! 结果
扩增的 ;; 段（?#、"#、"C、DC、"$ 和分两段扩

增的 C<A、<C; 和 C#）C1&产物经 %载体克隆、C1&
鉴定，测序，拼接获得 #9!9$!9)’ 的全序列，上传到
国际序列库（"1<=）中，接受号："#为 #E:’@;B)；?#
为 #E:’@;B;；C<A、C<;、C#、"C、DC 和 "$ 分别为
#E:@>:>; F #E:@>:>>。
!"# 产物克隆的 $%&鉴定
质粒常规小量制备，;))倍稀释后，取 A!G作模

板进行 C1&鉴定，结果可以扩增出目的大小的条带
（图 ;、A），表明 ;;个目的带成功克隆到 C1&A(;! H%
I/J-8K 上。

图 # $’!、$’#和 $(扩增产物电泳图谱
L,MN; %7/ K/.32-. 8O 46P2,OQ,RM 8O C<A，C<; 4R+ C# M/R/

DN G46S+4 !"#9!"#+" T $%&&# 64KU/K.；;(C<;H;（;V))SP）；A(C<;H

A（;>))SP）；W(C#H;（;’))SP）；’(C#HA（;@))SP）；@(C<AH;（;B))SP）；

>(C<AHA（;>))SP）(

图 ! )(，*(，*$，*+ 和,扩增产物电泳图谱
L,MNA %7/ K/.32-. 8O 46P2,OQ,RM 8O ?#，"#，"C，D 4R+ "$ M/R/

DN D4..&32/K%D!"# G4++/K；;(?#（;V:)SP）；A("C（;>@)SP）；W："#
（;’))SP）；’(D（;;))SP）；@("$（:B)SP）N

!"! 测序结果和序列分析
!"!"# 碱性聚合酶 A（C82Q6/K4./ S4.,J PK8-/,R A，
C<A）：全长为 AW’;个碱基（S4./ P4K/，SP），编码区在
A: F AW)V，共编码 V>) 个氨基酸。#9!9$!9)’ 与 ;:
株 #=5的 C<A基因的核苷酸同源性在 :@X F BB(@X
之间，与 <YB’、Z;、#9?[9’:W 和 #9?[9’:> 的同源性

最低（:@X F BA(;X），与另 ;’ 株 ?@"; 的同源性在
BW(AX以上（表 A）。推导氨基酸的同源性则在
B@(BX F BBX之间（数据未列），说明 #=5的 C<A 是
高度保守的，核苷酸在进化过程中多为沉默突变。

;:株 #=5的进化关系见图 WH#，#9!9$!9)’与 #9![9
#E9 );、#9![9LY9)A 和 #9ZO9)A 的同源性在 BBX以
上，形成较远离于其他毒株的另一独立小分支，但与

#9Z9Z!9B>、<YB’（?B"A代表株）及 A))) F A))’年期
间绝大部分的 ?@";处于同一大分支；Z;9BV和感染
哺乳动物的 BV香港分离株（#919’:W和 #919’:>）在
第二分支。

!"!"! 碱性聚合酶 ;（ C82Q6/K4./ S4.,J PK8-/,R，
C<;）：全长为 AW’;SP，编码区为 A@ F AAB:，编码 V@:
个氨基酸。与 ;: 株 #=5 的同源性在 B)(@X F
BB(WX之间（表 A）。C<; 推导的氨基酸同源性则在
B>(:X F BB(VX之间，说明核苷酸多为沉默突变。
在 C<;的基因进化树可以分为 @ 个分支（图 WH<）：
#9!9$!9)’与 #9!9#E9);、#9!9LY9)A和 #9ZO9)A的同
源性在 BBX以上，处于同一小分支上，与 #9!9LY9))
形成远离于其他毒株的独立地第 W 分支；以 #9Z9
Z!9B>为起源的第 @ 分支，主要为华南地区（广东、
广西和香港）A))) F A))A 年的分离株；#9!9LY9); 为
起源的第 ’ 分支，则以 A))’ 年的毒株为主；Z; 是
;BBV年香港 ?@";内部基因的直接提供者，与之构
成第二分支；<YB’是独立的第一分支。
!"!"- 磷蛋白（C#）：全长为 AAWWSP，编码区在 A@ F
A;V@，编码 V;V 个氨基酸。#9!9$!9)’ 与 ;: 株 #=5
的核苷酸序列同源性在 B)(:X F BB(@X之间，推导
的氨基酸同源性在 B>(;X F BB(WX之间。C#的核
酸序列进化树见图 WH1，第四分支包括广东及附近
地区 A))) F A))’年间和我国及东南亚 A))’年大部
分的分离株，均以 #9Z9Z!9B>为起源；#9!9$!9)’ 与
#9!9#E9);、#9!9LY9)A、#9!9Z\9)A和 #9ZO9)A的同源
性在 BB(;X F BB(@X之间，形成第三分支；第二分支
仍是 Z;和香港 BV年的两个分离株；<YB’与其他 ;:
株 #=5的同源性只有 :V(@X F B;(;X，是最远的第
一分支。

!"!". 核蛋白（"C）：全长为 ;@>@SP，编码区为 ’> F
;@’A，编码 WBB 个氨基酸。#9!9$!9)’ 的 "C基因与
越南、泰国和我国吉林的 A))’ 年分离株同源性高
（B>X以上），在进化树上处于第三分支（图 WH!）。
北京 B’仍是与其他毒株距离最远的一独立分支（第
一分之）；第二分支是 Z;9BV 和香港 BV 年流行株。
第四系以 #9Z9Z!9B>为代表（或来源的），包括广东

AB> 微生物学报 ’%() *"%+&,"&-&."%) /"#"%) A))@，582N’@ "8N@



图 ! "#$#%$#&’各基因的进化树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++0 *1 234354367

2：&89；8：&8:；;：&2；4：<&；=：>&；!：<5；?：@2；@：<2$

%AB966C，D*)$7C <*$C 龙进学等：@C<:亚型禽流感病毒 23EF.G35’H,E*,#36A%39667株的全基因克隆及序列分析



及其附近省份 !""" # !""!年的 $%&’分离毒株。
!"!"# 基 质 蛋 白（()*+,- .+/*0,1， (）：全 长 为
’"!23.，编码区分为两部分，(’ 编码区在 !4 # 256
位，编码 !%7 个氨基酸，(! 是发生 8&9编辑的，由
!4 # %’ : 26" # ’""2组成，共编码 ;5个氨基酸。9<
=<>=<"6与 9<?<?=<;4、和 !""6年发生于越南，泰国
的及我国部分省市（包括广东 ;2 # !""6 年的）的毒
株同源性在 ;4@ # ;;A%@，它们处于同一大进化分
支上（图 7BC），其极可能是由 9<?<?=<;4 进化而来
的，并表明 9<?<?=<;4 提供的 (D 基因一直在广东
地区流传。9<$E<657、9<$E<654 与 ?’<;2 与 9<=<
>=<"6的同源性只有 ;"A5@ # ;’A5@，形成第二分
支。FG;6和 9<=<HG<""高度同源构成第一分支。

表 ! $%&%’&%()与 *+株 $,-核苷酸的同源性分析
I)3J0 ! DKLJ/M010*,N )1)JLO,O /P 1QNJ0/*,R0 /P 9<=<>=<"6 S,*K ’2 9TU O*+),1O

>*+),1O 933+0V,)*,/1O
9<=<>=<"6

DF! DF’ D9 &D (D &> $9 &9
9<WK,NX01<F0,Y,1M<’<;6 FG;6 ;!A’ ;"A4 ;’A’ 5;A4 ;’A5 ;’A5 65A6 74A%
9<ZQ),J<$/1MX/1M<?’<;2 ?’ 5%A" ;"A% ;!A6 ;!A7 ;"A5 ;%A7 65A4 74A7
9<?//O0<?Q)1MR/1M<’<;4 9<?<?=<;4 ;7A5 ;!A% ;’A; ;7A! ;4A; 42A’ ;2A5 ;2A%
9<=QNX<91L)1M<9[UB’<!""’ 9<=<9\<"’ ;;A% ;;A7 ;;A% ;!A% ;;A! ;;A! ;;A! ;;A!
9<$/1MX/1M<657<;2 9<$E<657 5%A4 ;"A% ;!A" ;!A% ;’A5 ;"A4 ;2A7 54A6
9<$/1MX/1M<654<;2 9<$E<654 5%A2 ;’A" ;!A’ ;!A4 ;’A7 ;’A! ;2A’ 54A’
9<=QNX<?Q)1MR/1M<’!<!""" 9<=<?=<"" ;6A2 ;!A5 ;’A4 ;7A" ;4A6 4%A" ;2A7 ;5A%
9<=QNX<?Q)1MR/1M<"’<!""’ 9<=<?=<"） ;6A2 ;!A6 ;’A7 ;!A2 ;4A6 ;%A7 ;5A’ ;!A;
9<=QNX<?Q)1MR/1M<!!<!""! 9<=<?=<"） ;6A’ ;’A4 ;"A5 ;’A; ;4A’ ;%A; ;2A6 ;!A’
9<?P<$E<75<!""! 9<?H<"! ;5A4 ;;A7 ;;A6 ;;A’ ;;A6 ;;A% ;;A% ;;A"
9<=QNX<?Q)1M-,<%7<!""! 9<=<?]<"! ;;A7 ;6A! ;;A’ ;!A% ;;A’ ;;A’ ;;A! ;5A7
9<WK,NX01<U,0*&)^<77<!""6 9<W<U&<"6 ;7A; ;"A; ;"A5 ;5A’ ;4A’ ;7A; ;4A6 ;4A!
9<WK,NX01<G,1J,1<;<!""6 9<W<G[<"6 ;6A6 ;’A2 ;’A5 ;4A5 ;6A! ;6A2 ;5A" ;4A2
9<ZQ),J<IK),J)1R<%2<!""6 9<Z<I[<"6 ;6A" ;"A2 ;"A2 ;5A’ ;4A7 ;7A4 ;4A2 ;%A2
9<=QNX<HQY,)1<’;<!""" 9<=<HG<"" ;7A! ;4A! ;’A! ;!A’ ;’A2 5;A! ;2A2 ;5A!
9<=QNX<HQY,)1<’2<!""’ 9<=<HG<"’ ;6A! ;’A! ;"A5 ;’A; ;%A; ;6A5 ;5A! ;7A’
9<=QNX<HQY,)1<"’<!""! 9<=<HG<"! ;;A" ;;A’ ;;A7 ;!A% ;;A% ;!A6 ;;A7 ;;A"
9<WK,NX01<$/1ME/1M<&I527<"’ 9<W<$E<"’ ;6A2 ;!A% ;’A! ;5A’ ;2A" ;%A! ;2A2 ;!A5

!"!". 非结构蛋白（&>）：全长为 5;"3.，编码区也分
两部分，编码两个非结构蛋白，&>’ 编码区为 !2 #
2’;，编码 !7’个氨基酸，&>!由 !2 # %4 : %!; # 546
通过 8&9编辑组成，产生 ’!! 氨基酸的 &>!。9<=<
>=<"6的 &>’在 2; # 56位氨基酸没有发生缺失，比
较的 ’5 株 9TU 中，2 株在此位点发生缺失（7 株鸭
源、7株鸡源和 ’ 株鹌鹑源）。进一步比较 &WFT中
公布的 6’株 $%&’亚型 9TU的 &>序列，发现，共有
!!株均在 &>’的 2; # 56位氨基酸处发生了缺失，而
且此 !!株均是 !"""年后的分离株（数据未列），说
明 &>’在此位的缺失具有一定的时间规律性。&>’
2; # 56位氨基酸处的缺失是否为 9TU的进化特征，
以及与病毒致病性的关系等有待进一步研究。’5

株 &>的基因进化分析分为 9和 F两大系：9系是
类 FG;6系，大多数的毒株属于此系。9系进化过程
中分化为 7个小系：以 &>’的 2; # 56位缺失 %个氨
基酸为特征的第 ’小系，包括了 !""6年的 7株和部
分 !""’ # !""! 年的 $%&’，第 ! 小系是的 &>’ 蛋白
2; # 56位无缺失，第 7小系则是仍与 FG;6 和 ?’<;2
较为相近的 9TU分离株，包括福建 !""" 和 !""! 的
两个分离株，此小系的 &>’ 蛋白 2; # 56 位也无缺
失；F系是类 9<?<?=<;4系，包括 9<=<?=<""，二者的
同源性为 ;5A5@。9<=<>=<"6 属于 9系中的第 !小
系（图 7BH）。
!"!"/ 血凝素（$9）：全长为 ’22;3.，编码区为 !; #
’27%，编 码 %4; 个 氨 基 酸，裂 解 位 点 位
DZ8C888EE8<?为高致病性 9TU 的特征的。推导
9<=<>=<"6的 $9氨基酸分析，其 $9’在 ’"、’’、!7、
’%6、’4%和 !54位上均具有潜在的糖基化位点。$9
的受体结合位点相当保守，;’ 位是酪氨酸（\），’!;
# ’77 位：丝B甘B缬B丝B丝氨酸（>?U>>），’6; 位是色
氨酸（_），’54 位是谷氨酸（C），’;" 位亮氨酸（[），
!!" # !!6 位：天冬酰胺B甘B谷氨酰胺B丝B甘氨酸
&?Z>?；但是，在 !!4 位是与 9<$E<654 相同的蛋氨
酸（(0*）。$9的进化树见图 7B?。
!"!"+ 神经氨酸酶（&9）：全长为 ’7;53.，编码区为
!’ # ’72"，编码 6%" 个氨基酸。9<=<>=<"6 与 ’5 株
$%&’的同源性在 54A’@ # ;;A!@ 之间（表 !）。
9<=<>=<"6在第 65位氨基酸后缺失了 !"个氨基酸，
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与之比较的 !"株 #$%!中有 !&株具相同缺失，估计
这种缺失与病毒的毒力相关。进化树分析发现，

’()()*(+,却与 !&株有氨基酸缺失和 -株没有氨基
酸缺失的毒株的碱基同源性为 +$.$/ 0 +".,/。流
感病毒 %’颈部的长短是与病毒直接影响着病毒从
宿主细胞表面的释放，即与病毒的再次感染和繁殖

能力密切相关的。%’颈部 &1个氨基酸的缺失是否
为 ’23在进化过程中适应环境压力的突变，需要进
一步研究。’(#4(-"5 和 ’(#4(-", 独自成一系，是
远离大陆和东南亚各国 &11-年分离株的。%’的进
化树见图 56#。

! 讨论
以流感病毒的 7%’节段的 $8和 58端的高度保

守序列为基础，设计合成的流感病毒 9:7 通用引
物，能方便的扩增出 $ 个目的基因（#’、%’、%9、;
和 %<）。对于 5个聚合酶基因（9=&、9=!和 9’）可采
用 #$的型特异性引物与通用引物相结合的方法比
复杂的 >*%’末端随机扩增（7?@ABC ?CDEFGF>?HFB@ BG
>*%’ I@AJ，7’:K）更快捷。

’23在进化过程中，不仅其表面基因 #’和 %’
的可发生抗原漂变（*LFGH）来逃避宿主的免疫压，而
且不同 ’23之间也可通过基因互换（7I?JJBLHCI@H），
形成适应性更高，毒力更强的自然重组株，引发新的

疫情。水禽和野鸟则是基因重组病毒主要的基因供

体库［M，"］。由水禽提供基因，然后在完成病毒重组

后传给鸡等陆生家禽，病毒再从陆生家禽回传到水

禽，即形成双向传播。通过对 ’(*(<*(1-与 !"株不
同来源及亚型 ’23 的序列同源性分析，’(*(<*(1-
与 ’()N(1&和 ’(*(’O(1!的 M个基因，与 ’(*(NP(1&
的 , 个基因和 ’(*()Q(1& 的 $ 个基因的同源性在
++.1/以上，表明此 $ 株 ’23 直接为 ’(*(<*(1- 提
供了基因，证实了相同亚型 ’23之间存在基因的直
接互换。由于 #$%! 的传播主要是通过粪口途径，
但此 $株 #$%! 的分离地相隔甚远，合理解释是商
业运输和野鸟等水禽的传播，以及双向传播的可能

发生。因此，在禽流感的防治工作中，应高度警惕水

禽中普遍隐性带毒（各亚型 ’23）的情况，饲养管理
中要尽量减少水禽和野鸟等与家禽（鸡等）的直接接

触，如混养等。’(*(<*(1- 与此 - 株鸭源（&11& 0
&11!年）#$%! 的互换基因的核酸同源性在 ++/以
上，而它们分离的时间间隔是 -年，这也证实 #$%!
亚型 ’23在鸭体内的基因进化基本属于静止状态。

’(*(<*(1- 与 ’()()*(+,（我国最早的 #$%! 分

离株）的 %< 基因同源性只有 ,M.!/，; 的有
+,.+/，其余内部基因也只在 +!.+/ 0 +5."/之间，
而且，’(*(<*(1- 在 %’的茎部有 &1 个氨基酸的缺
失，’()()*(+,则没有。在 " 基因的核苷酸进化树
上，二者也不在同一分支上（图 5），说明 ’()()*(+,
不是 ’(*(<*(1- 的直接祖先。)! 和 =P+- 是 #+%&
亚型 ’23的代表毒株，’(*(<*(1-与此二毒株比较，
除了与 )! 株的 %< 基因高（+$.5/）外，其他均在
"$/ 0 +!."/之间。说明 ’(*(<*(1-内部基因不是
直接由 )!和 =P+-提供。与 !1株 #$%!有一个以上
的内部基因同源性高于 +$/，而且与 -株鸭源 #$%!
的 $ 0 M个基因具 ++/以上的同源性，充分说明 ’(
*(<*(1-是 #$%!的自然重组株。

’(*(<*(1-的 #’裂解位点是典型的高致病性
禽流感的分子特征。受体位点也非常保守，与其他

#$亚型高致病性禽流感的 #’受体一样，没有发生
变异。#’ 的第 &&, 位受体位点与 ’(#4(-", 和 ’(
#4(!$,同为 ;IH ，是对 <’!6&，5)?E 和 <’!6&，,)?E
具有相同的结合能力的受体，这可能是 ’(*(<*(1-
对鸡高致病的同时又能感染小鼠（哺乳类动物）的重

要标志。’(*(<*(1-的 #’!的 !1、!!、&5、!,$和 &",
位的潜在的糖基化位点与 ’()()*(+, 和近年来的
#$%!分离株相同，但是，没有认为是鸡适应性特征
的 !$" 位的潜在糖基化位点［+］。’(*(<*(1- 与 ’(
#4(-"5一样，在 !$- 位多了个潜在的糖基化位点，
此变化是否是对小鼠致病的影响因素之一需要进一

步研究。9=&的 ,&M位氨基酸被认为是与宿主特异
性和病毒复制能力密切相关的［5，$］，P?>RSIEF@I 等［5］

认为，在保持高致病性的 #’ 裂解特征的基础上，
,&M位的谷氨酸（K）和赖氨酸（4）的互变是影响
#$%!能否对小鼠致病的关键，其研究的毒株 ’(#4(
-"5能引起小鼠高度致病，其 9=&蛋白的 ,&M位是赖
氨酸（4）。然而，推导 ’(*(<*(1-的 9=&氨基酸序列
发现，第 ,&M位氨基酸并不是亲哺乳动物细胞的赖
氨酸（4），而是与 !-株不引起哺乳动物致病的 #$%!
一样，是亲禽类细胞的谷氨酸（K），说明 ,&M位氨基
酸并不是决定 ’23 对小鼠致病性的唯一关键。分
析 9=& 的第 5$$ 位氨基酸，只有 ’(#4(-"5、)(+M 和
’()()*(+,的是 4，’(*(<*(1-与其余的 !$株 #$%!
是精氨酸（7），对小鼠不致病的 ’(#4(-",［5］是 T；但
是，’(*(<*(1-的第 !1+1位核甘酸是与 ’(#4(-"5一
样是丙氨酸（’），这是对小鼠致病的特征之一。另
外，认为是对小鼠致病相关的位点［5］是 9=! 的第
!+"和 5!M 位氨基酸，’(*(<*(1- 的 !+" 位与 ’(#4(

$+,&11$，3BEU-$ %BU$ 龙进学等：#$%!亚型禽流感病毒 ’(AS>V(<W?@AB@X(1+5(&11-株的全基因克隆及序列分析



!"#一致（是 $），但是 #%&位却与 ’()$(!"*相同（是
+），而非 ’()$(!"# 的 ,。’(-(.-(/! 对小鼠感染并
致病（未列数据），说明水禽中的 )01% 确实开始
（2//2年以后）直接获得了向哺乳动物传染并导致
发病的能力［%/］。’(-(.-(/! 的分子特征与 ’(3()$(
!"#只有部分符合，说明 )01%亚型 ’,4能否对哺乳
动物（小鼠）致病性是多因素决定的。’(-(.-(/!可
能是由高致病性 ’,4（)5’,4）向能引起哺乳动物感
染致病进化的中间毒株，可作为代表病毒株，研究

)5’,4如何获得对哺乳类动物致病性的进化机理。
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