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一株 !"#$ 亚型猪流感病毒广东分离株的基因组序列分析
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摘 要：从广东省疑似流感发病猪分离到 & 株 G1H$ 亚型猪流感病毒（59IJ@C/9KB;CLM-CL9%&9$%%#（G1H$）），对其各个

基因进行克隆与测序，并与 K/C3;CN 中收录的其它猪流感、禽流感和人流感的相关基因进行比较，结果表明，G5 全

基因与广东 $%%1 ( $%%! 年分离的 G1H$ 猪流感毒株的核苷酸序列同源性在 ))O以上，与纽约 )% 年代末分离的

G1H$ 人流感毒株同源性在 )’P#O以上；H5 基因与纽约 &))’ ( $%%% 年分离的 G1H$ 人流感毒株的核苷酸序列同源

性在 ))O以上；HI 基因、Q 基因的核苷酸序列与 G&H& 亚型猪流感毒株 59AJ@C/9G-CLR-CL9$"19&))!（G&H&）的核苷酸

序列同源 性 较 高，分 别 为 )"P)O、)’P!O，与 美 洲 59AJ@C/9S-J;9&"4"$9&)’’（G&H&）的 核 苷 酸 序 列 同 源 性 分 别 为

)4P"O、)"P&O；其他基因的核苷酸序列与 G1H$ 人流感毒株具有很高的同源性。因此，推测其 Q 和 HI 基因来源于

G&H& 亚型猪流感病毒，G5、H5 及其他基因均来源于 G1H$ 亚型人流感病毒。表明此 G1H$ 亚型猪流感病毒为

G1H$ 亚型人流感病毒和 G&H& 亚型猪流感病毒经基因重排而得到的重组病毒。
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猪流感病毒（IJ@C/ @CU8B/CV; W@0BA）属正粘病毒

科，5、3 和 2 型流感病毒都能引发猪流感。目前已

发现的 5 型猪流感至少有 G8H8、G8H$、G&H"、G1H$、

G1H4、G!H4、G#H& 和 G)H$ 八种不同亚型［&］。猪在

流感病毒的跨种间传播方面占有很特别的地位，猪

既有禽流感病毒的表面受体又有人流感病毒的表面

受体［$］，禽流感病毒和人流感病毒均可感染猪，而且

这些病毒能在猪体内发生基因重排［1］。&)&’ 年“西

班牙流感”的病毒与 G&H& 猪流 感 毒 株 有 密 切 关

系［!，#］。因此，猪流感引起广泛关注。

我国发生猪流感近年有上升的趋势，G&H& 和

G1H$亚 型 猪 流 感 在 我 国 大 范 围 流 行，李 海 燕 等

$%%% ( $%%1 年从我国东北、华北、华东、华南、西南等

地区猪群分离鉴定了 $# 株 GSH& 亚型、!# 株 G1H$
亚型、1 株 G#H& 亚型及 G)H$ 亚型猪流感病毒［4，"］。

我国华南地区具备孕育流感病毒的自然条件和环

境。因此，华南地区流感病毒毒株在未来流感病毒

变异和 流 行 中 的 作 用 值 得 深 入 研 究。本 研 究 对

$%%# 年分离自广东省的 & 株 G1H$ 亚型猪流感病毒

的基因组序列进行了分析，为我国的流感防控工作

提供了科学依据。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 病毒分离和鉴定：&%# 份猪鼻腔棉拭子采自

$%%# 年广东省某猪场具有疑似流感症状的猪，病毒

分离和亚型鉴定按照常规方法进行［’］。

%&%&$ 菌种和主要试剂：克隆载体 XQ6&’=7 购自

7;R;Y; 公司，宿主菌大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）6G#!
由中国科学院微生物研究所动物病毒分子生物学实

验室保存。病毒 YH5 提取 7YS5Z*[ 试剂盒、反转录

试剂盒购自美国 SCW@,0-L/C 公司；XUB 酶、限制性内切

酶 +’,M" \ -(.G#购自 7;R;Y; 公司；6H5 Q;0N/0
购自博迈德生物技术有限公司；胶纯化回收试剂盒、

质粒提取试剂盒购自 *?/L; 公司。

%&%&" 引物：参考 K/C3;CN 收录的流感病毒的序

列，采用 ]0@?/0#P% 设计引物，由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。反转录采用通用引物：#^=



!"#!!!!"#!""$%&，其 它 各 片 段 的 引 物 如 下 表 ’ 所示：

表 ! "#$%&" 引物

()*+, ’ -./0,.1 23. 4($-#4

5.)60,781 53.9).: ;./0,.1（<&!%&） 4,=,.1, ;./0,.1（<&!%&） >/?,@*;

-AB "#!""(#!!((!(!((#!"(!(""!! !!#(!((#!!#!((!!(("!(""## B%’B

-A’$’ (("!!(""!("(#!!(##"!#(#( "(("!((#!(("!!!(!#((#!""(# ’’<C

-A’$B "!"#!(#"#!###!(!!("((#( #!((!((((("##"(#("!"((#(( ’’<’

-! #!""(!#("!((#"!!!(""!!"!( ""!#!"(!(""!(!!#!!!(!"(!"#! B%%’

D! !("!!"!#(!(#!(("#((("!"#(!# (#!!!("#!!!("(("#!##(!!(" ’EF’

G- (#!#("!"("!#!(#!!!!(#!("" #((!!(("(#"(!#(#((#("#!(("( ’<BF

G! !"#!!!!"#!""!"(!!!"!("!!( !!"#((!(!(!""#!("!"!(("!"" ’H%%

I !(!(("!!!"!("!"##((#(!!##" !#(##!!#(#(!("#("!#!!!!("!# ’FBE

G> ("!#!!!"!#!(!!(""!((##!!#!# ("!##!"(!"!!!#!!"""("#((( CCB

!’( ")* 的制备和 "#$%&"
按病毒 4G! 提取试剂盒 (./?3+ 说明书提取病毒

总 4G!，按反转录试剂盒说明书获取 JKG!，以 JKG!
为模板按常规方法进行 4($-#4。

!’+ 基因的克隆和 %&" 鉴定

-#4 产物用胶回收试剂盒回收，加 ! 尾后与载

体 ;IK’C$( 连接，参照《分子克隆实验指南》进行克

隆，并对重组质粒进行 -#4 鉴定。

!’, 基因序列比较分析

应用 KG!>8).<LF’ 分析软件对各基因片段整个

阅读框（M45）内的核苷酸序列和推导的氨基酸序列

进 行 分 析，将 所 测 得 的 各 基 因 片 段 的 序 列 在

",7A)7N 中进行 AO!>(，分析各个片段的来源。

采用 KG!>8).<LF’ 分析软件，以基因 M45 为基

本单元，将该毒株的各个基因片段与 ",7A)7N 中的

猪流感、禽流感及人流感病毒的相应基因片段进行

核苷酸序列进行分析，并绘制进化树。

( 结果

(’! 病毒分离鉴定

从 ’F< 份猪鼻腔棉拭子中分离出 H 株流感病

毒，经鉴定均为 D%GB 亚型 ! 型流感病毒，本研究所

涉及 的 ’ 株 D%GB 猪 流 感 病 毒 命 名 为：!@>9/7,@
"P)76:376@F’@BFF<（D%GB）。

(’( "#$%&" 产物的鉴定

取 -#4 产物 <!O 于 ’Q琼脂糖凝胶上电泳，结

果表明扩增产物 D! 基因约为 ’LEN*，G! 基因约为

’LHN*，G> 基因约为 FLRN*，I 基因约为 ’LFN*，G- 基

因约为 ’L<N*，-! 基因约为 BL%N*，-AB 基 因 约 为

BL%N*，-A’$’（’ S ’’<C*;）基 因 约 为 ’LBN*，-A’$B
（’F%’ S B%FF*;）基因约为 ’LBN*，与预计的 JKG! 大

小一致，见（图 ’）。

图 ! %&" 产物电泳结果

5/6T ’ -#4 ;.3:PJ81 *U ’Q )6).31, 6,+ ,+,8.3;V3.,1/1T IT KG! I).N,.

KOBFFF；’LD! 6,7,；BLG> 6,7,；%LI 6,7,；HLG- 6,7,；<L-A’$’6,7,；

WL-A’$B 6,7,；EL-! 6,7,；CL-AB 6,7,；RLG! 6,7,T

(’+ 重组质粒的 %&" 鉴定

将目的片段连接到 -IK’C$( 载体，对重组质粒

进行 -#4 鉴定，结果与预期的大小相符合。

(’, 基因序列分析

!@>9/7,@"P)76:376@F’@BFF<（D%GB）D! 基因的测

序结果表明，D! 基因编码区由 ’EF’ 个核苷酸组成，

编码 <WE 个氨基酸，不存在核苷酸缺失。根据 D!
基因的核苷酸序列推导出其氨基酸序列，发现该

D%GB 亚型猪流感病毒的 D!’ 蛋白有 ’’ 个糖基化

位点，在 C，BB，%C，W%，’BB，’BW，’%%，’HH，’W<，BHW，BC<
位氨基酸处，分别为“$G>($”、“$G"($”、“$G!($”、“$
G#($”、“$GX>$”、“$GY($”、“$G"($”、“GG>”“$GZ($”、

“$G>($”、“$G">$”。D!’ 和 D!B 剪切位点的序列为

-X[\(4""。利用 ",7A)7N 中的 AO!>( 工具进行

同 源 性 搜 索 比 对 表 明，!@>9/7,@"P)76:376@F’@BFF<
（D%GB）D! 全基因与广东 BFF%$BFFH 年分离 D%GB 猪

流感毒株的核苷酸序列同源性在 RRQ以上，与纽约

RF 年 代 末 分 离 D%GB 亚 型 人 流 感 毒 株 同 源 性 在

RCL<Q以上，与国内南昌 RF 年代以及 B’ 世纪初台

湾分离 D%GB 亚型人流感毒株的核苷酸序列同源性

在 RWQ以上，与香港 EF 年代分离的鸭源毒株的核

WFC ]!M ])7 !" #$ T @%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（BFFE）HE（<）



苷酸序列同源性为 !"#$%，与 &’ 世纪初西班牙分离

()*& 亚 型 猪 流 感 毒 株 的 核 苷 酸 序 列 同 源 性 为

!)#!%。

*+ 基因编码区全长 ’$’, 个核苷酸组成，编码

$-, 个 氨 基 酸。将 *+ 编 码 区 全 长 基 因 序 列 与

./01203 中已登录流感毒株的核苷酸序列比较结果

表明 +45670/4.8209:;094,’4&,,"（()*&）毒株 *+ 基

因与纽约 ’<<!=&,,, 年分离 ()*& 人流感毒株的核

苷酸序列同源性在 <<%以上，与国内南昌 <, 年代

分离人流感毒株的核苷酸序列同源性在 <>#"%以

上，但与香港 -, 年代分离的鸭源毒株和 &’ 世纪初

西班牙分离 ()*& 亚型猪流感毒株的核苷酸序列同

源性相对较低（!"%）。

*5 基 因 与 (’*’ 亚 型 猪 流 感 毒 株 +4?670/4
(;09@;094&-)4’<<$（(’*’）的核苷酸序列同源性较高

（<-#<%）；与美洲 +4?670/4A;624’->-&4’<!!（(’*’）的

核苷酸序列同源性 <>#-%，但与 ()*& 亚型的流感

病毒的核苷酸序列同源性相对较低。

B 基因的核苷酸序列与 (’*’ 亚型猪流感毒株

+4?670/4(;09@;094&-)4’<<$（(’*’）的核苷酸序列同

源性较高（<!#$%）；与美洲 +4?670/4A;624’->-&4’<!!
（(’*’）的核苷酸序列同源性为 <-#’%，但与 ()*&

亚型的流感病毒的核苷酸序列同源性相对较低。

!"# 核苷酸进化树分析

+45670/4.8209:;094,’4&,,"（()*&）毒株的 (+、

*+、*5 和 B 基因与 ./01203 中相应流感病毒基因

片段的遗传进化树如图 & 所示。由图 &=+ 可见，+4
5670/ 4.8209:;094,’4&,,"（()*&）的 (+ 基因与国内

广东省 &’ 世纪初以 +45670/4.8209:;094>4&,,$ 为代

表的 ()*& 亚型猪流感分离株亲缘关系最近，且与

<, 年代暴发的 ()*& 人流感流行株具有较近的亲缘

关系。由此说明 +45670/4.8209:;094,’4&,,"（()*&）

的 (+ 基因来源于 <, 年代 ()*& 人流感病毒，而与

(’ 亚 型 流 感 毒 株 相 距 较 远。由 图 &=1 可 见，+4
5670/4.8209:;094,’4&,,"（()*&）的 *+ 基因同样与

<, 年代暴发的 ()*& 人流感流行株亲缘关系最近，

由此推测 +45670/4.8209:;094,’4&,,"（()*&）的 *+
基因也来源于 <, 年代 ()*& 人流感病毒，而与 *’
亚型流感毒株相距较远。在 *5 和 B 基因核苷酸进

化树中（图 &=C，图 &=D），+45670/4.8209:;094,’4&,,"
（()*&）与 +45670/4(;09@;094&-)4’<<$（(’*’）和 +4
5670/4A;624’->&-&4’<<!（(’*’）形成一个分支，但与

国内外 ()*& 亚型流感的 *5 和 B 基因亲缘关系比

较远，表明该毒株的 B 和 *5 基因均来源于 (’*’ 亚

型猪流感病毒。其他基因片段的进化树（图略）分析

表明，该毒株的其他基因片段均来源于 ()*& 人亚

型流感病毒。以上分析表明，该 ()*& 亚型猪流感

病毒是由 ()*& 亚型人流感病毒和 (’*’ 亚型猪流

感病毒经基因重排而得到的重组病毒。

$ 讨论

猪是人流感与禽流感病毒发生基因重排和重组

的重要场所，是人流感病毒和禽流感病毒的“混合

器。猪体内可以同时潜伏多种亚型的人、禽、猪流感

病毒，基因重排和重组的直接结果便是产生新的流

行毒株，在人群或畜禽群中流行，这也揭示了猪流感

具有重要的公共卫生意义。目前已有很多关于猪流

感病毒基因重排的报道。E7 EF 5G8 等对 ’<-> H ’<!&
年期间我国南方地区猪流感的调查结果表明，)& 株

()*& 猪流感毒株中有 ) 株是由人流感和猪流感经

基因重排得到的。’<<! 年从美国卡罗莱纳州分离

的猪流感病毒为 ()*& 人流感病毒（(+、*+ 和 I1’）

和经典 (J*’ 猪流感病毒（*I、*5、B、I1& 和 I+）的

基因重组毒株，而从明已苏达州、爱荷华州和德克萨

斯州分离的猪流感病毒为 ()*& 人流感病毒（(+、

*+ 和 I1’）、经典 (’*’ 猪流感病毒（*I、*5、B）和

(<*& 禽流感病毒（I1& 和 I+）的三重组毒株。本研

究分离的 ()*& 猪流感病毒的 B 和 *5 基因来源于

(’*’ 亚型猪流感病毒，(+、*+ 及其他基因均来源

于 ()*& 亚型人流感病毒分离株，表明此 ()*& 亚型

猪流感病毒为 ()*& 亚型人流感病毒和 (’*’ 亚型

猪流感病毒的重组病毒。该研究再次证明了猪在流

感病毒跨种间传播过程中确实起着“混合器”的重要

作用。因此，随时掌握我国猪流感的分子流行病学

和猪流感病毒的分子变异情况，对于我国流感的防

控具有十分重要的意义。

我国华南地区由于其独特的经济、地理、气候和

生态条件，规模化养殖场逐年增多，已成为流感暴发

的重要地域。&,,& 年广东省爆发了多起由 ()*& 亚

型流感病毒引起的流感流行，并且全年维持强势。

因此，本文对广东省 ’ 株 ()*& 亚型猪流感病毒的

基因重排进行了分析，以期为该病毒的疫情监测及

科学防制提供参考依据。

-,!姚 艳等：一株 ()*& 亚型猪流感病毒广东分离株的基因组序列分析 F 4微生物学报（&,,-）$-（"）



图 ! "#$%&’(#)*+’,-.’,#/0#!//1（234!）猪流感毒株 2"、4"、4$ 和 5 基因进化树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 1234",+2567,#8*,#29:2%99;（<=>%）$ 1：-’+ <1 #+,+（? @ :?9:AB）；C：-’+ >1 #+,+（%%D @ :D%DAB）；

E：-’+ >3 #+,+（:; @ F=:AB）；G：-’+ H #+,+（=; @ IIFAB）$ >6JA+/K ", -’+ 0"/K- B7/+,-+K+K /+B/+K+,- K6A-(B+K *0 ",0)6+,L7 M"/6K+K$

>6JA+/K ", -’+ K+.*,8 B7/+,-+K+K /+B/+K+,- -’+ K+N6+,.+K’7..+KK"*, ,6JA+/ ", 5+,C7,O$

F9F P1Q P7, !" #$ $ 2%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（%99?）D?（;）
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