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摘要：【目的】通过比较不同时期的H9N2亚型禽流感流行毒株HA基因的分子特征和变异频率，揭示免

疫压力下病毒的遗传演化趋势。【方法】选取源于课题组的40株鸡源H9N2毒株，以及从GenBank下载的

136株中国鸡源H9N2流行毒株和7株经典毒株的序列，利用Lasergen 7.1和MEGA 5.1等软件，对其HA基

因进行系统演化、分子特征和变异频率分析。【结果】系统发育分析表明，近20年的鸡源H9N2流行株

分属于BJ94、Y280和S2等谱系，优势流行株的分布与年代密切相关。氨基酸序列比较显示，H9N2病毒

不同谱系之间具有各自的特征，且存在着明显的氨基酸变异积累。以Ck/BJ/1/1994  HA基因为参照，

1994–2014年间，H9N2流行株核苷酸和氨基酸的年均进化率分别为5.73×10–3和4.25×10–3。其中，

2011–2014年的核苷酸(氨基酸)年均进化率为6.35×10–3(5.32×10–3)，明显高于2006–2010年5.22×10–3

(3.70×10–3)，更显著高于疫苗推广初期1999–2005年的0.74×10–3(0.50×10–3)。【结论】H9N2疫苗株和流行

毒株的不匹配是病毒变异频率加快的重要原因。
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H9N2亚型禽流感(Avian Influenza，AI)主要

是由低致病性H 9 N 2亚型禽流感病毒 ( A v i a n
Influenza virus，AIV)引起的家禽、野鸟等感染的

一种低致病性传染病[1-3]。自1994年首次在广东发

现此病以来，已在我国流行20余年，不仅给养殖

业带来巨大的经济损失，也严重威胁着人类的健

康。H9N2亚型AIV曾在1996–1998年引起全国第

一次流感大流行，此后伴随着H9N2亚型AIV灭活
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疫苗的推广使用，该病的流行得到有效控制。但

在2010–2011年间，免疫后发病的病例明显增多，

传统疫苗的保护效力明显下降，导致H9N2亚型

AIV的第二次全国大流行，商品肉鸡尤甚[4]。研究

表明，H9N2亚型AIV在疫苗的免疫压力下出现了

点突变、基因重排等多种形式的变异[5-6]。

H 9 N 2亚型A I V的基因组由 8个单股负链

RNA片段组成，编码至少11种蛋白，而血凝素

(Hemagglutinin，HA)蛋白是构成病毒囊膜纤突

的主要成分，与病毒的血凝活性、中和活性等密

切相关，且在病毒感染的吸附和穿膜过程中起关

键作用[7-8]。在病毒的演变过程当中，HA基因变异

明显高于其它7个基因[9]，但有关H9N2亚型AIV
HA基因的变异频率鲜有报道。

为探讨近20年来H9N2亚型AIV变异的情况，

我们分析了183株H9N2亚型AIV毒株的序列，并

以Ck/BJ/1/1994为参考毒株，从HA基因的核苷酸

和氨基酸水平上分析比较其进化速率和变异频

率，旨在进一步探讨H9N2亚型AIV遗传变异的特

点和规律，进而预测病毒演化的趋势，为H9N2疫
病的合理防控提供理论依据。

1    材料和方法

1.1    H9N2亚型AIV HA基因序列来源

本课题组1999–2013年期间分离、鉴定并测序

的40株H9N2亚型AIV流行毒株[10]，以及从GenBank
下载的136株具有代表性的中国鸡源H9N2流行毒

株(包括1994–2014年间在山东、广东、江苏、河

南、广西等养禽发达地区)和7株经典毒株序列。

除代表毒株Y280 (A/Duck/HongKong/Y280/1997)
外，均为鸡源毒株。

1.2    系统发育树的构建

利用Lasergen 7.1和MEGA 5.1软件对上述毒

株的HA基因核苷酸和氨基酸序列进行比对，绘制

系统发育树，并对其氨基酸关键位点进行分析，

探讨其分子变异特征。

1.3    变异率和进化率的计算

以Ck/BJ/1/1994(GenBank No.：KF188294；
BJ94)为参考株，参照文献[11-12]方法，计算各毒

株HA基因与其核苷酸(氨基酸)的变异率和进化

率。核苷酸(氨基酸)变异率=变异的核苷酸(氨基

酸)数目/总核苷酸(氨基酸)数目。核苷酸进化率

K的计算公式为：K(%)=1/2ln[(1-2P/T-2Q/T)(1-
2Q/T)1/2]。氨基酸年均进化率为氨基酸变异率与进

化时间的比值。考虑到本研究中以年为单位，而

每年又有若干个病毒株，故取其平均值。对不同

时间段的进化率和变异率利用t检验进行统计学比

较，评价其差异性。

2    结果和分析

2.1    HA基因进化树的构建

以H9N2亚型禽流感流行株HA基因核苷酸序

列绘制系统进化树(图1)，H9N2亚型AIV可分为欧

亚谱系和北美谱系，其中欧亚谱系包括G1-like、
S2-like、Y280-like和BJ94-like等，北美谱系包括

Wisconsin-like等[13]。本研究涉及的176株H9N2地
方流行毒株基因型分布如下：29株属BJ94-like；
43株属Y280-like；102株属于S2-like，这表明S2-
like为我国H9N2优势流行株。另有2株属于Y439-
like。

2.2    HA基因核苷酸变异率与进化率分析及其与

年代的相关性

2.2.1    HA基因核苷酸变异率及年平均进化率的研

究：H9N2亚型AIV HA基因ORF核苷酸全长1683
bp，以BJ94的HA基因核苷酸序列为参照，不同年

代的H9N2亚型AIV与其进行比较(详见表1)。发现

1994–2014年间，H9N2流行株核苷酸的年均进化

率为5.73×10–3，其中，1994–1998年(未使用疫苗)
HA基因核苷酸年平均进化率为8.04×10–3；1999–
2014年(疫苗使用后)为4.46×10–3，显示出疫苗在控

制H9N2病毒变异速度方面有明显的效果。此外，

研究还发现：在疫苗使用后的不同阶段，核苷酸
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图 1.  我国1994–2014年间H9N2亚型禽流感病毒株的HA基因进化树

Figure 1.  HA gene phylogenetic tree of H9N2 subtype AIV strains from 1994 to 2014 in China. GenBank No. were
listed before the names of H9N2.▲: more than two strains;▲: H9N2 isolates in our lab, figure is the number of strains;
(-): the separation time of strains;◆: vaccine strain.
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进化率存在较大的差异，1999–2005年间核苷酸年

平均进化率只有0.74×10– 3，而在2006–2010和
2011–2014两个阶段分别为5.22×10–3和6.35×10–3

(P<0.01)，显示出病毒在疫苗免疫压力下呈现变

异速度加快的趋势。

2.2.2    HA基因核苷酸进化率与年代的相关性：以

BJ94的HA基因核苷酸序列为参照序列，所有鸡源

H9N2流行株与其比较，以其核苷酸进化率为纵坐

标，以年代为横坐标，构建核苷酸进化率随年代

变化的散点图(图2)。结果表明：不同的年代其优

势流行株不同。1994–1998年主要以BJ94-like毒株

为主；1998–2008年主要以Y280-like为主；2005年
后主要流行S2-like病毒，其中Y280-like是BJ94-
like向S2-like过渡的毒株。同时可以看出，随着年

代的变化，鸡源H9N2亚型AIV的变异率呈上升趋

势，存在着核苷酸变异的积累。

2.3    HA基因氨基酸变异率和进化率的研究

HA基因共编码560个氨基酸，以BJ94为参

表1.  1994-2014年我国H9N2亚型AIV毒株HA基因核苷酸平均变异率和进化率

Table 1.  HA gene average variation rate and evolution rate of H9N2 AIV strains from 1994 to 2014 in China

Period Year
No. of
strains

nt Length
No. of

variation
Variation

rate/%
P Q

Evolution
rate/%

Average evolution
frequency

rate (×10–3)
Unused

Vaccines
1994 1 1683 0 0 0 0 0 8.04

1995 1 1683 32.0 1.90 24.0 8.0 2.18

1996 3 1683 38.0 2.26 29.7 8.3 2.56

1997 6 1683 52.0 3.09 43.2 8.8 3.45

1998 5 1683 59.4 3.53 47.4 12.0 4.02

Using
Vaccines

1999 6 1683 74.2 4.41 61.2 13.0 5.00 0.74

2000 8 1683 68.6 4.08 56.0 12.6 4.63

2001 4 1683 69.1 4.41 56.8 12.3 4.64

2002 7 1683 84.3 5.01 69.4 14.9 5.72

2003 9 1683 79.3 4.71 63.2 16.1 5.43

2004 4 1683 55.8 3.32 46.0 9.8 3.72

2005 8 1683 81.4 4.84 66.9 14.5 5.52

2006 6 1683 102.3 6.08 82.8 19.5 7.07 5.22*

2007 10 1683 116.0 6.89 93.8 22.2 8.08

2008 10 1683 104.4 6.20 85.6 18.8 7.19

2009 14 1683 125.9 7.48 101.9 24.0 8.83

2010 19 1683 136.9 8.13 110.5 26.4 9.68

2011 21 1683 136.4 8.10 111.4 25.0 9.59 6.35*

2012 16 1683 144.2 8.57 116.8 27.4 10.23

2013 15 1683 149.6 8.89 120.9 28.7 10.65

2014 3 1683 166.7 9.90 130.7 36.0 12.13

P stands for transition, Q stands for transversion. * means highly significiant difference comparing H9N2 isolates in 1999–2005 with
separate periods (P<0.01).
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照，不同年代的H9N2亚型AIV与其进行氨基酸比

较，其变异率和进化率见表2。比较显示：1994–
2014年间，H9N2流行株氨基酸的年均进化率为

4.25×10–3。氨基酸的变异趋势与上述核苷酸的变

异趋势基本相同。未使用疫苗(1994–1998年)时，

其HA基因氨基酸年平均进化率为7.64×10–3；疫苗

使用后，初步分为3个阶段，其中早期1999–2005
年间H9N2流行株的年均氨基酸进化率为0.50×
10–3，中期2006–2010年间为3.70×10–3，而后期

2011–2014年间则为5.32×10–3。显然，H9N2流行

毒株在疫苗推广的不同时期其氨基酸变异速率存

在明显的不同(P<0.01)。

2.4    HA基因氨基酸位点比较

选择不同谱系和年代的代表毒株，对其氨基

酸序列进行比对(表3)。比较显示，Y280-like与
BJ94-like绝大部分位点相同，而S2-like在216、
253、282等8个位点出现特有的氨基酸替代。即便

是S2-like内的毒株，也存在多个位点的氨基酸替

代，如在127位出现了S→R的变异，2009年前毒

株多为丝氨酸(S)，2011年后的毒株均为精氨酸

(R)。此外，在H9N2的关键氨基酸位点如183、
226、228等抗原决定位点也存在不同程度的变

异。值得关注的是，H9N2 HA基因氨基酸位点的

遗传变异存在着明显的变异积累特点。

比较还发现：CK/SD/S2/2005株可能是Y280-
like和S2-like的过渡毒株，在63、183、318和
320位点与Y280-like相同，而在216、253、282等
位点为S2- l ike特有的氨基酸替代；S2- l ike在
234(受体结合位点)出现了谷氨酰胺(Q)→亮氨酸

(L)的变异，这表明，S2-like的病毒在分子水平上

已具有和哺乳动物受体结合的能力，是人类健康

的潜在威胁。

3    讨论

病毒变异是病毒适应外界环境并维持生存的

一种重要方式，是生物进化的基本规律。病毒通

常被认为是变异较高的微生物，而流感病毒又是

病毒变异的鼻祖[14]。一则归因于病毒本身复制频

率较高，在复制过程中很容易发生突变；其次，

流感病毒属于RNA病毒，其复制酶缺乏校正机

制；第三，病毒在宿主体细胞内复制，容易受到

动物机体免疫系统的攻击和干扰，病毒往往会通

过变异来逃避宿主免疫系统(也可称为免疫压力)
的攻击。

图 2. 176株不同谱系H9N2亚型禽流感病毒株HA基因的核苷酸进化率

Figure 2.  HA gene evolution rate of 176 H9N2 subtype AIV strains in different lineages.
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我国于1994年在广东省分离到H9N2亚型

AIV[15]，1998年BJ94-like疫苗研制成功并投入使

用，有效地控制了疫病最初的流行[16]。但自2005
年以后，H9N2疫苗免疫保护率逐年下降[17]，特别

是近几年H9N2发病率上升。本研究发现：与

BJ94相比，2011–2014年间H9N2流行株的HA基因

氨基酸年平均进化率为5.32×10– 3，变异明显加

快，是1999–2005年(0.50×10–3)的10.64倍，这表明

H9N2 流行株HA基因已在分子水平上发生了较大

程度的变异[18]，进而导致了抗原性的改变，这与

刘娟、张伟等的结论相吻合[10,19]。

1994–2014年间中国H9N2亚型禽流感病毒

HA基因氨基酸年平均进化率为4.25×10–3，远远高

于欧美国家流感病毒HA基因的进化率1.9–3.0×10–3

个氨基酸/年[10,20]，二者的差别在于中国禽流感采

用的是免疫预防策略，这暗示出疫苗免疫压力是

中国H9N2变异速率增高的不可忽视的重要原因。

进一步分析表明，使用疫苗前(1994–1998年)，
H 9 N 2流行株H A基因氨基酸平均进化率较高

(7 .64×10 – 3 )，该阶段为国内第一次H9N2亚型

AIV大流行；在疫苗推广后的前6年(1999–2005)，
年平均进化率只有0.50×10–3，表明H9N2疫苗的推

表2.  1994–2014年我国 176株H9N2亚型AIV毒株HA基因氨基酸进化率

Table 2.  HA amino acid substitution rate of 176 H9N2 AIV from 1994 to 2014 in China

Period Year No. of strains Total aa sites
Substitution

sites
Substitution

rate/%
Average evolution frequency

rate (×10–3)
Unused

Vaccines
1994 1 560 0 0 7.64*

1995 1 560 14.0 2.50

1996 3 560 17.7 3.16

1997 6 560 18.0 3.21

1998 5 560 21.4 3.82

Using Vaccines 1999 6 560 23.5 4.20 0.50

2000 8 560 21.5 3.84

2001 4 560 22.3 3.98

2002 7 560 24.4 4.36

2003 9 560 26.6 4.75

2004 4 560 16.8 3.00

2005 8 560 25.5 4.55

2006 6 560 28.5 5.09 3.70*

2007 10 560 29.9 5.34

2008 10 560 27.2 4.86

2009 14 560 36.8 6.57

2010 19 560 35.1 6.27

2011 21 560 36.0 6.42 5.32*

2012 16 560 37.8 6.75

2013 15 560 39.5 7.05

2014 3 560 50.0 8.93

*: means highly significant difference comparing H9N2 isolates in 1999–2005 with separate periods (P<0.01).
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广应用降低了排毒，减缓了病毒进化的速率。

2005年以后，逐渐出现了逃避免疫的新的S2-like
流行谱系，2006–2010和2011–2014两个阶段，年

平均进化率又明显加快，分别达到3.70×10– 3和

5.32×10–3，这表明疫苗毒株和流行毒株的不匹配

是免疫失败的主要原因，这无疑对疫苗的有效防

控提出了挑战。

下一步的工作方向：需加强对H9N2亚型

AIV的基因型和抗原性变异及其匹配进行系统跟

踪研究，从而研制出针对性更强的疫苗，为

H9N2亚型AIV的有效防控提供技术支撑。
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*: the same amino acids of most H9N2 isolates at the same positions; –: the same amino acid.
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Genetic evolution and substitution frequency of avian influenza
virus HA gene in chicken H9N2 subtype in China in the last 20
years
Fang Meng1 #, Huaiying Xu3 #, Wei Zhang3, Dihai Huang2, Zaihui Zhang2, Xia Liu2,
Weishan Chang1 *, Zhuoming Qin2, 3 *
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Abstract: [Objective] Low pathogenic avian influenza (LPAI) H9N2 subtype virus has been prevalent in domestic poultry
in China over two decades. This study was to determine the genetic evolution trend of H9N2 avian influenza virus (AIV)
under immune pressure of vaccine. [Methods] H9 HA sequences of 40 isolates from the present study and 136 pandemic
strains and 7 classical strains from China downloaded from GenBank, were genetically analyzed to determine evolution,
molecular characteristic, and mutation frequency. [Results] Phylogenetic trees analysis suggested that H9N2 subtypes AIV
could be clustered into 5 distinct lineages: G1-like, BJ94-like, Y280-like, S2-like and Americans lineages. Most H9N2
isolates in 2005–2014 belonged to S2-like sub-genotype, suggesting that this genotype was the dominate isolates in China.
Further  more,  comparison  based  on  the  amino  acid  sequence  showed  that  different  lineages  have  their  distinct
characteristics, and significant accumulations of amino acid variation were also found. In addition, in comparison with
reference Ck/BJ/1/1994 HA gene, average annual substitution rates of H9N2 pandemic strain nucleotide and amino acid
were 5.73×10–3 and 4.25×10–3 from 1994 to 2014, respectively. Substitution rate during 2011–2014 were 6.35×10–3 and
5.32×10–3, higher than that during the period of 2006–2010 (5.22×10–3 and 3.70×10–3) and even much higher than that during
the 1999–2005 (0.74×10–3and 0.50×10–3), when the vaccines were initially applied in the field. [Conclusion] Overall, these
data indicate that the mismatch between H9N2 vaccine strains and pandemic strains drives the virus to quickly mutate.
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