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摘要  以 10个甲型流感病毒北美毒株的基因 PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, NS和M进行遗
传进化分析, 并用不同的软件对 PB2, HA, NS1和M2蛋白氨基酸序列、糖基化位点及抗
药性位点分析. 结果表明, 甲型流感病毒北美毒株的基因片段是一个来源于不同宿主、
不同地域的重组株. HA蛋白氨基酸序列分析表明, 北美毒株HA蛋白的裂解位点氨基酸
序列均为 IPSIQSR↓G, 不具有高致病性流感病毒的特性, 同时 NS1 蛋白第 92 位氨基酸
残基由天冬氨酸突变为谷氨酸(Asp→Glu), PB2 蛋白氨基酸序列的第 627 位均为谷氨酸
(E), 这些特性表明对人具有明显的亲和性, 但推测对人具有较低的致病力. M2 蛋白的
同源建模表明了北美毒株 M2 蛋白的药物敏感位点突变为抗药型位点, 推测北美毒株具
有抗金刚烷胺类药物的结构特点, NA 蛋白序列分析表明了北美毒株仍然对神经氨酸酶
抑制剂类药物敏感. 这些研究结果对于我国预防和控制甲型流感北美毒株具有重要的参
考价值.  
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A型流感病毒是一类重要的病原体, 能够感染不

同的宿主, 包括人类、猪、海洋哺乳动物和禽类[1]. 根
据两种不同表面糖蛋白血凝素 (HA)和神经氨酸酶
(NA), 可分为不同亚型. A型流感病毒的某些亚型对
特定宿主具有感染力 , 感染人类的有H1N1, H3N2, 
H2N2 和H1N2, 感染猪的有H1N1, H3N2 和H1N2[2]. 
根据病毒对鸡的致病力强弱, 又将A型流感病毒分为
低致病性和高致病性的病毒. A型流感病毒中亚型H1,
H2 和H3 通常是低致病性的, 能够感染动物和人类, 

但也有可能通过HA1 区和HA2 区之间的连接肽中的
多种碱性氨基酸的基因突变 , 变成高致病性的病毒
株.  

 

H1N1 亚型流感病毒是人类最常见的流感病毒. 
1918 年由 H1N1 亚型病毒引起的流感大流行, 造成
5000~10000万人死亡, 被认为迄今为止人类历史上最
致命一次流行1). 1977~1978 年, 前苏联的流感流行是
由A/USSR/90/77(H1N1)病毒株引起的, 它主要感染儿
童和 23岁以下的青少年, 原因可能是在 1947~1957年 

 

                   
1) Anonymous. 1918 Influenza A (H1N1) fact sheet. The Federation of American Scientists. 

http://www.fas.org/programs/ssp/bio/factsheets/H1N1factsheet.html 
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流行期间, 大多数成年人获得了免疫力 1~4). 此外分别
在 1976, 1988, 1998和 2007年, 屡次发生人类感染猪
流感的事件. 其实, 弱毒 H1N1 病毒株一直存在, 很
大程度上会引起季节性流感. 然而 H1N1病毒却普遍
存在于猪和家禽 5). 

美国的专家猜测, 在 2009 年爆发的 A 型 H1N1
流感 , 其病毒的基因片段可能来源于不同的流感病
毒, 其中包括北美墨西哥流感病毒、北美禽流感病毒, 
人类流感病毒和猪流感病毒 , 它可能是一个重组病 
毒 6). 起初, 世界动物卫生组织(OIE)把它定为“北美
流感”7), 后来又改为“H1N1流感”8). 该病毒的遗传特
征表明血凝素(HA)基因与 1999 年猪流感病毒相似, 
但神经氨酸酶(NA)和 M 蛋白基因却与欧洲猪流感病
毒基因相似. 然而, 美国猪流感病毒的 8 个基因片段
中, 6 个基因片段的来源不同, 包括猪流感病毒基因
片段、禽流感病毒基因片段和人类流感病毒基因片 
段 9,10). 然而整个病毒分子特征仍然不清楚.  

本研究将对甲型 H1N1 流感病毒北美毒株的基
因 PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, NS和 MP进行遗传进
化分析, 并用不同的软件对 PB2, HA, NS和 M2蛋白
氨基酸序列、糖基化位点及抗药性位点进行分析.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 遗传进化分析.  从GenBank数据库中获得

A/California/06/2009(H1N1)毒株的全基因 8个片段的
序列(PB2(FJ966963), PB1(FJ966965), PA(FJ966964), 
HA(FJ966960),  NP (FJ966961) ,  NA(FJ971075) , 
NS(FJ971074), M(FJ966962))(表 1), 应用MEGA4.0 
进行多重序列比对 ,  并利用Phylip3.67 软件构建   
系统发育树 [ 3 ] ,  所用算法包括邻接法 (Neighbor-  

Jioning, NJ)、自展值(bootstrap)为 1000、最大似然法
(Maximum-Likelihood, ML)以及自展值(bootstrap)为
100.  

(ⅱ) 病毒蛋白的氨基酸序列分析.  从GenBank
数据库中获得 10 个甲型流感北美毒株的HA, PB2, 
NS1和M2蛋白的氨基酸序列(表 2), 利用Clustal W[4]

进行多重序列比对, 分析基因功能位点.  
(ⅲ) N-糖基化位点.  利用N-糖基化位点预测软件

NetNGlyc1.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
在线分析 HA蛋白的 N-糖基化位点.  

(ⅳ ) 抗药性突变位点的分析 .  利用SWISS- 
MODEL[5](http://swissmodel.expasy.org/)对M2 蛋白进
行同源建模, 预测抗药性突变位点的空间位置, 并通
过VMD 软件显示模型[6].  

2  结果 
2.1  甲型H1N1流感病毒北美毒株的来源具有多样性 

系统发育树构建(图 1)和遗传距离计算(表 3), 我
们可以清楚地看出, 甲型 H1N1流感病毒的各个核酸
片段来源不同. NP 片段与美洲猪源毒株具有很明显
的亲缘关系, NP 与 A/Swine/Iowa/533/99(H3N2), A/ 
swine/Korea/CY05/2007(H3N2)和 A/Swine/Indiana/ 
P12439/00(H1N2)据有较高的同源性(96%). NA 片段
与欧洲猪源毒株也具有很明显的相似性, NA 与 A/ 
Swine/England/195852/92(H1N1), A/swine/Spain/ 
WVL6/1991(H1N1)和 A/swine/England/WVL7/1992 
(H1N1)具有较高的同源性(94%). 但有些片段的来源
就较难分辨, 比如 PB1片段同时与美洲的猪源毒株、
人源毒株和禽源毒株都具有相当高的同源性, PB1与
A/Wisconsin/10/98(H1N1), A/Swine/Indiana/9K035/  

 

                   
 

1) Anonymous. Interactive health timeline box 1977: Russian flu scare, CNN 
2) Anonymous. Invasion from the Steppes. Time, 1978-2-20. http://www.time.com/time/magazine/article/0,9171,948035,00.html 
3) Anonymous. Pandemic Influenza subsection Recent Pandemic Flu Scares. Global Security, http://www.globalsecurity.org/security/ 

ops/hsc-scen-3_pandemic-influenza.htm 
4) Anonymous. Russian flu confirmed in Alaska. Epidemiology, 1978-04-21. http://www.epi.hss.state.ak.us/bulletins/docs/b1978_09.htm 
5) CDC, Flu view. A weekly influenza surveillance report prepared by the influenza division. 2008-2009 Influenza Season Week 18 end-

ing May 9, 2009. http://www.cdc.gov/flu/weekly/ 
6) MacKenzie D. Deadly new flu virus in US and Mexico may go pandemic. New Scientist. 2009-04-28. http://www.newscientist.com/ 

article/dn17025-deadly-new-flu-virus-in-us-and-mexico-may-go-pandemic.html 
7) Anonymous. A/H1N1 influenza like human illness in Mexico and the USA: OIE statement. 2009-4. http://www.oie.int/eng/press/ 

en_090427.htm 
8) Renaming of strain to Influenza A (H1N1). WHO. http://www.who.int/csr/disease/swineflu/en/index.html 
9) Watts S. Experts concerned about potential flu pandemic. BBC, 2009-04-25 http://www.bbc.co.uk/blogs/newsnight/susanwatts/2009/ 

04/experts concerned_about_potent.html 
10) Niman H. at FluTrackers has described the homologies of the genes as PB2 Avian North America, PB1 Human circa 1993, PA Swine 

Eurasia and/or North America, HA Swine North America, NP Swine Eurasia and/or North America, NA Swine Eurasia, MP Swine Eurasia, NS 
Swine Eurasia and/or North America 
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图 1  甲型流感北美毒株与相关参考毒株的 HA, NA, NP, M, NS, PB2, PB1和 PA基因的遗传进化树 
黑三角表示甲型流感北美毒株的代表 A/California/06/2009(H1N1), 空心三角表示 20世纪 4次流感的流行毒株 

 
99 (H1N2)和 A/mallard duck/South Dakota/Sg-00125/ 
2007(H3N2)据有较高的同源性(96%). M 片段与香港

人源毒株、香港猪源毒株和丹麦猪源毒株具有相当高

的同源性, M与 A/swine/Hong Kong/5212/99 (H3N2), 

A/Hong Kong/1774/99(H3N2)和 A/swine/Denmark/ 
WVL9/1993(H1N1)具有较高的同源性(97%). 其他片
段如 PB2 与 A/swine/Korea/JNS06/2004(H3N2), A/ 
Swine/Minnesota/55551/00(H1N2)和 A/mallard duck/  
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South Dakota/Sg-00128/2007 都具有较高的同源   
性(98%); PA与 A/Swine/Illinois/100084/01(H1N2), A/ 
Swine/Minnesota/593/99(H3N2)和 A/Swine/Iowa/569/ 
99(H3N2)具有较高的同源性(96%); HA 与 A/Swine/ 
Indiana/P12439/00(H1N2), A/Swine/Indiana/9K035/99 
(H1N2)和 A/Turkey/MO/24093/99(H1N2)具有较高 
的同源性(95%); NS 与 A/Swine/Minnesota/9088-2/98 
(H3N2), A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2)和 A/swine/ 
Korea/CAS09/2006(H3N2) 具有较高的同源性(96%). 
由此可见甲型流感病毒在它的进化来源上具有相当

大的多样性. 同源毒株在地理分布上包括了美洲、欧
洲和东亚; 在宿主分布上包括了人源、猪源和禽源, 
在病毒血清型上包括了 H1N1, H1N2和 H3N2. 同时
我们也可以看到, 此次流行的新型流感与 20 世纪人
类 4 次大流感的病毒遗传距离较远, 同源性差, 而且
与 H5N1新高致病性禽流感的遗传距离也比较远.  

2.2  甲型流感病毒北美毒株具有明显对人的亲和力 

通过NetNGlyc1.0对A/California/06/2009(H1N1)
毒株的 HA蛋白序列分析, 我们发现在 HA蛋白上存
在 8个 N-糖基化位点(图 2), 其中 HA1上有 6个, 处
于 27, 28, 40, 104, 293和 304位; HA2上有两个糖基
化位点, 处于 498 和 557 位点, 以上 N-糖基化位点, 
均非新近出现 , 在我国 2001 年分离到的猪流感 
A/swine/Guangdong/2/2001(H1N1)具有与之完全相同
的糖基化位点. HA 蛋白第 240 位除了 A/California/ 
07/2009(H1N1)毒株为未明确指定的 X 外, 其余皆为
谷氨酰胺(Gln, Q), 符合与人具有明显亲和力的 SAα2, 
6Ga1的特征.  
2.3  甲型流感病毒北美毒株对人具有低致病力 

目前, 我们对GenBank注册的 10个甲型H1N1流
感病毒北美毒株的NS1 蛋白进行分析 , 它们具有
100%同源性(图 3). 在NS1 蛋白氨基酸序列中, 第 92
位氨基酸残基为天冬氨酸 , 蛋白的羟基末端没有
ESEV-COOH或EPEV-COOH序列 . 在禽源的高致病
性毒株中, NS1蛋白的羟基末端常会出现这种 4个氨
基酸残基的结构(ESEV-COOH或EPEV-COOH), 经证
实这个结构能与多个细胞内的受体(PDZ)结合, 使得
细胞信号转导通路受阻, 影响细胞的生理功能, 最终
使宿主细胞死亡. 因此这种羟基末端 4个氨基酸的结
构被认为是重要的毒力因素 , 但是在我们所分析的
甲型流感病毒北美毒株的NS1 蛋白序列里都没有这
个结构 [7]. 有研究表明, 流感病毒对IFN等细胞因子

抗病毒效应的抗性也与病毒对人的致病力有关 , 而
这种抗性就体现在NS1 蛋白第 92 位氨基酸残基由天
冬氨酸突变为谷氨酸(Asp→Glu), 病毒获得此突变就
能表现出对IFN等细胞因子的耐受性增强[8]. 同样在
我们所分析的甲型流感病毒北美毒株的NS1 蛋白的
氨基酸序列也无此突变. 此外, 我们又对甲型H1N1
流感病毒北美毒株的PB2 蛋白进行分析, 发现第 627
位都为谷氨酸(图 4). 在PB2蛋白氨基酸序列的第 627
位存在两种氨基酸谷氨酸(E)或赖氨酸(K). 若此位点
为赖氨酸(K)时, 病毒表现出对小鼠的强毒性, 可导
致小鼠全身各系统感染致病, 若此位点为谷氨酸(E)
时则对小鼠表现出弱毒性 , 只能感染小鼠的呼吸系
统[9]. 我们所分析的甲型H1N1 病毒北美毒株均为谷
氨酸 (E), 因此我们推测这些毒株应该表现弱毒性 . 
其实, 从甲型流感病毒北美毒株HA蛋白的裂解位点
氨基酸序列均为IPSIQSR↓G(图 2), 高度保守, 也不
符合高致病性毒株的特点. 因此, 从HA, NS1 和PB2
蛋白的氨基酸序列的结构分析 , 推测甲型流感病毒
北美毒株对人具有低致病力. 

2.4  抗药性分析 

M2 蛋白为流感病毒的离子通道蛋白(图 5), 其
37和 41位氨基酸为离子通道的活性核心部位[10]. 对
甲型流感病毒北美毒株的M2蛋白的氨基酸序列分析
表明, 第 31位氨基酸残基为天冬氨酸(Asn, N), 第 30
位氨基酸残基为丙氨酸(Ala, A), 第 27位氨基酸残基
为缬氨酸(Val, V), 第 26位氨基酸残基为亮氨酸(Leu, 
L). 在流感病毒中, 第 31 位氨基酸位点公认为抗药
性位点 , 甲型流感病毒北美毒株的这个位点由敏  
感型的丝氨酸位点(S)突变为抗药型的天冬酰胺位点
(N). 这个位点的突变影响了金刚烷胺类药物与第 37
和第 41 位氨基酸位点的结合, 从而使药物起不到抑
制病毒的作用 . 同时 , 有报道认为 , 第 26, 27, 30,  
31位(图 5)的氨基酸的定向突变可导致金刚烷胺类药
物不能结合 , 使病毒具备抗药性 . 此外 , 又对NA蛋
白氨基酸序列分析表明, 在第 119位(E)、152位(R)、
275 位(H)、293 位(R)、295 位(N)位点的氨基酸残    
基均未发生突变, 恰好这些位点是N1 亚型流感病毒
对神经氨酸酶抑制剂类药物如达菲敏感位点 [11~13]. 
故此我们认为 , 北美毒株对金刚烷胺类药物具有  
耐药性 , 而对神经氨酸酶抑制剂类药物不具抗性 ,  
这也就是北美流感发生后用达菲药物治疗有效的  
原因.  
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图 2  A/California/06/2009(H1N1)毒株与其他参考毒株 HA蛋白的序列比较 
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图 3  A/California/06/2009(H1N1)毒株与其他参考毒株 NS1蛋白的序列比较 

 

 
图 4  A/California/06/2009(H1N1)毒株与其他参考毒株 PB2蛋白的序列比较 

 
的遗传距离最小. 根据其他基因比较的结果, 也表明
了不同的基因来源不同 . 系统进化发育分析的结果
显示 , 虽然大部分的基因与猪流感病毒谱系有比较
密切的亲缘关系, 但是所有 8 个基因则分散在猪流
感、禽流感和人类流感 3个不同的流感病毒系中. 因
此, 所有 10个北美H1N1病毒株是重组的病毒, 分别
来源于H1N2, H3N2 和H1N1 流感病毒. 我们的结果
与相关文献[14], 1)报道的类似. 

3  讨论 
我们研究发现, 所有 2009年北美地区 10株人类

病例分离的病毒具有完全相同的 8基因片段序列. 因
此, 我们选择了 A/California/06/2009(H1N1)分离作
为代表 ,  与其他参考序列进行进一步的分析 .  A / 
California/06/2009(H1N1)分离株与 24 个来自北美、 
欧洲和亚洲的参考病毒株进行比较 , 其中与来自美
国的 H1N2分离株 A/Swine/Indiana/P12439/00(H1N2)  
                   

1) MacKenzie D. Deadly new flu virus in US and Mexico may go pandemic. New Scientist. 2009-04-28. http://www.newscientist.com/ 
article/dn17025-deadly-new-flu-virus-in-us-and-mexico-may-go-pandemic.html 
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图 5  M2蛋白四聚体的空间结构  
a, M2蛋白主视图; d, M2蛋白仰视图. 敏感型结构中第 31(S), 37(H), 41(W)位氨基酸位点的排布主视图(b)和仰视图(c); 抗药

型结构中第 31(S), 37(H), 41(W)位氨基酸位点的排布主视图(e)和仰视图(f). 绿色表示第 37和第 41位的分子表面, H+离子通

道的核心部位; 黄色表示第 26, 27, 30, 31位的氨基酸位点, 是影响金刚烷胺类药物结合的位点  

 
HA基因的HA1 区比HA2 区具有较高的变异率, 

这可能是由于它的受体结合特性和它能够与中和抗

体结合. 受体结合位点的残基相对保守, 但主要负责
NeuAcα2[15,16]. 在我们的研究中, 在第 131, 158, 160, 
183, 187, 222和 227位点的氨基酸残基并没有发生变
化. 这些位点的氨基酸残基均位于受体结合位点(包
括第 158, 160 和 183 位点)的侧翼[17]. 在其他学者的
研究中, 如果单个氨基酸残基变化, 如L226Q (受体
结 合 特 异 性 改 变 ), 会 使 受 体 SAα2,3Ga 变 成
SAα2,6Gal[18], 从而改变病毒的宿主范围. 恰好在北
美洲分离株A/California/07/2009(H1N1)第 227位氨基
酸残基是谷氨酰胺(Q), 这使得北美洲分离株获得了
感染人的能力. 这一结果与北美流感H1N1 传播的事
实相符, 根据世界卫生组织发布, 截至 2009 年 5 月
18日, 已有 40个国家正式报告 8829感染病例.  

目前 , 有两类抗流感病毒的药物 : 一类是抑制
M2 蛋白的药物如金刚烷胺和金刚乙胺; 另一类是神
经氨酸酶(NA)的抑制剂类药物 , 如扎那米韦和奥司
他韦[19]. 这两类药物针对不同病毒蛋白, 具有不同的
作用机制. 金刚烷胺和金刚乙胺通过阻断M2 蛋白离

子通道而抑制病毒早期复制[20,21], 而NA抑制剂则中
断病毒的复制周期, 可防止病毒的释放, 影响病毒粒
子对细胞表面的吸附[17,22~24]. M2 蛋白抑制剂对A型
流感病毒不同亚型都具有抑制作用 . 然而 , 病毒对
M2 蛋白抑制剂的耐药性却会很快产生. 在我们的研
究, 发现M2蛋白的第 31位氨基酸残基S突变为N, 从
而失去了对药物敏感的特性 . 抗药性变异可以发生
在第 26, 27, 30, 31和 34位的氨基酸残基上[20,21], 若
任何一个突变, 都会导致抗药性产生. 此外, 金刚烷
胺抗药性产生并不影响毒力或传播特性的改变 , 即
M2 蛋白突变后, 抗金刚烷胺抗性产生, 并不影响病
毒的复制能力[25,26]. 然而, 金刚烷胺抗药性的产生经
常会发生在H3和H5亚型的变种病毒[27,28].  

扎那米韦和奥司他韦对所有流感病毒A型和B型
的NA亚型都有效 , 而且在临床试验中副作用很小
[19,29~31]. 与M2 蛋白抑制剂不同的是, NA抑制剂类药
物的抗药性出现的频率是比较低的. 众所周知, 流感
毒株NA蛋白的第 119, 152, 274, 292和 294位点氨基
酸残基构成了酶的活动中心[31~34]. 在本研究中, 我们
并没有发现NA蛋白的氨基酸序列发生突变. 所以, 可
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断定这些北美毒株对NA抑制剂类药物不具抗药性 , 
这与目前临床上仍然使用达菲药物治疗的事实是相

符的.  
NS基因编码的蛋白质为NS1和NS2. NS1蛋白仅

在病毒感染的细胞中出现 , 并在细胞感染期间调节
细胞的功能[35]. 大量证据表明, NS1蛋白通过抑制感
染宿主细胞抗病毒基因的表达而发挥毒力作用 , 其
中包括抑制干扰素 (IFN), 核因子 -κB(NF-κB)以及
RNA激活的蛋白激酶(PKR)途径等[36~40]. PDZ结构域
是一个模块化蛋白质相互作用结构域 , 可以特异性
地与一个C-末端短肽(ESEV羧基)结合 [41]. 含有PDZ
结构域的蛋白质在许多关键信号通路中发挥重要作

用, 包括调节和转运膜蛋白, 维持细胞极性和形态, 
调节神经细胞突触后介质的密度等. 从 1997~1999年
香港爆发人类感染病例中分离的高致病性禽流感病

毒, 其NS1 蛋白的C-末端短肽为EPEV, 而从 2003~ 
2004 年爆发于中国香港、越南和泰国的病例中分离
的病毒, 其NS1 蛋白的C-末端短肽为ESEV. 1918 年
大流行的病毒NS1 蛋白的C-末端短肽为KSEV. 最近
发生的高致病性H5N1禽流感病毒的特点都是在病毒

的NS1 蛋白C-末端带有明显的禽流感的特征, 而以
往低死亡率人类流感病毒(如在 1957年和 1968年)的
特点是NS1 蛋白C-末端为人流感的特征[20]. 我们研
究 2009 年北美流感病毒株发现, 它的NS1 蛋白C-端
没有“ESEV”结构. 因此, 认为北美流感分离株应该
属于低致病性病毒. 事实也证实了我们的推断, 即此
次流感到 2009 年 5 月 18 日为止, 在 8829 病例中仅
仅死亡 74人.  

4  结论 
本研究通过对甲型流感北美毒株的全基因组的

核苷酸序列分析表明来源的多样性, NS, PB2 和 HA
的氨基酸序列分析表明 , 甲型流感北美毒株缺乏高
致病性流感毒株的特征 , 但对人确实具有明显的亲
和力, 对 M2蛋白氨基酸序列分析认为甲型流感北美
毒株对经典抗流感药物金刚烷胺类药物具有耐药性, 
而 NA蛋白的药物敏感型位点没有发生突变, 故采用
神经氨酸酶抑制剂类药物如达菲治疗北美流感仍然

有效 . 这些研究结果对于我国预防和控制甲型流感
北美毒株具有重要的参考价值.  
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