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Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒ＨＡ蛋白Ｓ１４５Ｎ变异
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摘　要：为确定近年来 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒（ＡＩＶ）ＨＡ蛋白Ｓ１４５Ｎ点突变对病毒毒力变化和抗原性变异 的 影

响，笔者对从全国不同地区分离的１２株 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ蛋白Ｓ１４５Ｎ变异株和 ＨＰ疫苗参考株进行了半数鸡

胚感染量（ＥＩＤ５０）、半数鸡胚致死量（ＥＬＤ５０）、平均鸡胚致死时间（ＭＤＴ）、雏鸡脑内致病 指 数（ＩＣＰＩ）、鸡 静 脉 致 病 指

数（ＩＶＰＩ）和８周龄ＳＰＦ鸡感染排毒试验，并与抗Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＰ参考株ＨＡ蛋白单抗２Ａ４和Ｆ６的血凝抑制

（ＨＩ）和中和反应特性进行测定。结果发现，Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ蛋白Ｓ１４５Ｎ变异株毒力偏强，能引起部分ＳＰＦ鸡

发病和死亡，感染８周龄ＳＰＦ鸡排毒时间更早，排毒期更长。单抗２Ａ４和Ｆ６不能抑制 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ　ＨＡ蛋白

Ｓ１４５Ｎ变异株的血凝特性，也不能中和病毒感染ＣＥＦ细 胞。研 究 结 果 表 明，Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ呈 现 变 异 趋 势，有 毒

力增强和抗原性变异毒株出现。Ｓ１４５为 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ蛋白的１个抗原位点，是血凝抑制抗体结合的位点，

但有该位点漂变导致抗原变异毒株出现，并可逃避免疫作用。这提示该病的防控面临着新的挑战。
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　　禽流感病毒（Ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）是 危

害养禽业和人类健康的重要病原，已发现有１６个血

凝素（ＨＡ）亚 型［１］和１０个 神 经 氨 酸 酶（ＮＡ）亚 型。

Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ最 早 于１９６６年 分 离 于 火 鸡，虽 然

表现低致病性，但由于传播广泛，能造成免疫抑制并

使宿主容易发生继发感染，特别是可导致鸡群产蛋

下降或完全停止，给养禽业造成巨大经济损失，其危

害不容忽视。近 年 来，Ｈ９Ｎ２亚 型 禽 流 感 的 流 行 变

得日益频繁，病毒也进入了一个快速进化阶段，有可

能进一步发生遗传变异而进化出毒力更强的毒株，
或是受体结合位点的突变导致出现具有与人和哺乳

动物流感病毒受体结合的能力，或者出现抗原性变

异后 导 致 免 疫 失 败［２－４］。因 此，Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ的

进化与变异不仅会给目前禽流感的防制带来困难，
而且 还 有 传 染 给 人 的 潜 在 威 胁，所 以，加 强 Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ变异株的监测和防控 措 施 研 究 具 有 重 要

的现实意义。血 凝 素 蛋 白（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）是

Ａ型流感病毒主要表面抗原和保护性抗原，与病毒

的感染性、致病性、宿主特异性、增殖及组织嗜性有

关。但ＨＡ基因变异频率很高，其变异直接决定了

ＡＩＶ的致病性 和 抗 原 性 变 异，甚 至 单 氨 基 酸（尤 其

是抗原位点或潜在糖基化位点氨基酸）的突变即可

影响到病毒抗原性和致病性，导致变异株与单抗呈

现独特的反应特性［５－８］。作者对１９９８—２００８年临床

分离 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ毒株进行致病性和抗原性研

究时发现，部分毒株出现毒力增强和变异趋势，对鸡

胚和ＳＰＦ鸡致病性较一般毒株强，现有的疫苗对其

不能提供完全保护，序列分析发现该类毒株 ＨＡ蛋

白１４５ 位 氨 基 酸 由 Ｓ（Ｓｅｒ）漂 变 为 Ｎ（Ａｓｎ）
（Ｓ１４５Ｎ），造成１４５—１４７位氨基酸多出１个糖基化

位点ＮＧＴ，且与相应的单抗不发生反应［９］。为了确

定该 类 Ｓ１４５Ｎ 变 异 毒 株 的 特 征 和 流 行 情 况，对

ＧｅｎＢａｎｋ中收录的 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ基因进行

分析，在 登 录 的１　３６８条 序 列 中，中 国 大 陆 分 离 株

５７３株，１４５位 Ｓ突 变 为 Ｎ 的 毒 株 共３４株（约

５．９％）。对上述３４株中与别人交换或赠送收集到的

９株及本实验室分离保存的３株变异株进行致病性

和抗原 性 研 究，以 确 定 Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ　ＨＡ蛋 白

Ｓ１４５Ｎ点突变对病毒致病性和抗原特性的影响，研

究和分析当前 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的变异特点和规律，
拟为该病的防控提供指导。

１　材料与方法

１．１　毒株

１２株 Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ　Ｓ１４５Ｎ 变 异 株（编 号：

Ｎ１～Ｎ１２）的背景材料见表１，其中，Ｎ１、Ｎ３和Ｎ１２
由河南农业 大 学 禽 病 研 究 所 分 离、纯 化、鉴 定 和 保

存，Ｎ２由 江 苏 省 农 业 科 学 院 李 明 研 究 员 惠 赠，Ｎ４
和Ｎ５由扬 州 大 学 刘 秀 梵 院 士 惠 赠，Ｎ６、Ｎ７和 Ｎ８
由青岛农业大学尹燕博教授惠赠，Ｎ９由扬州大学秦

爱建教授惠赠，Ｎ１０和Ｎ１１由山东省农业科学院张

秀美研究员 惠 赠。ＨＰ株 是 由 国 家 流 感 中 心 鉴 定，
并经农业部批准的现行制苗用毒株之一。

１．２　Ｈ９Ｎ２多抗血清、单抗２Ａ４和Ｆ６
单抗２Ａ４和Ｆ６是河南农业大学禽病研究所以

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＰ株为抗原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，
应用杂交瘤 技 术，经 ＨＩ方 法 筛 选 制 备 的 抗 Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ　ＨＡ蛋白的单抗［１０］；多抗血清是以 Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ　ＨＰ疫苗株免疫ＳＰＦ公鸡获得的。

１．３　变异株对鸡胚的致病性试验

参照有关 文 献 介 绍 的 方 法［９］测 定 Ｈ９Ｎ２亚 型

ＡＩＶ变异株和 ＨＰ株半数鸡胚感染量（ＥＩＤ５０）、半数

鸡胚致死量（ＥＬＤ５０）和平均鸡胚致死时间（ＭＤＴ）。

１．４　变异株对ＳＰＦ鸡的致病性试验

１．４．１　１日 龄 雏 鸡 脑 内 致 病 指 数（ＩＣＰＩ）和６周 龄

鸡静脉致病指 数（ＩＶＰＩ）　　参 照 有 关 文 献 介 绍 的

方法［１１］测定 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ变异株和 ＨＰ株１日

龄雏ＩＣＰＩ和６周龄鸡ＩＶＰＩ。

１．４．２　８周龄ＳＰＦ鸡人工感染排毒试验　　选择

Ｎ１、Ｎ３和 ＨＰ株尿囊液（１０７　ＥＩＤ５０）用灭菌ＰＢＳ液

作１∶１０稀 释，由 静 脉 接 种８周 龄ＳＰＦ鸡，每 组５
只，每只０．２ｍＬ。从接毒后第３－１０天采集喉头和

泄殖腔拭子，１次 冻 融，加 入 双 抗 或 除 菌，随 即 接 种

ＳＰＦ鸡胚，每个拭子样本接种２枚，３７℃培养７２ｈ，
收取尿囊液并测定ＨＡ效价，同一拭子接种的２枚鸡

胚中之一ＨＡ效价≥４ｌｏｇ２即判为病毒分离阳性。

１．５　免疫鸡对变异株的攻毒保护试验

２８日龄ＳＰＦ鸡５０只，分成３组。第１组２０只，每
只肌肉注射ＨＰ株灭活疫苗１羽份（０．５ｍＬ·只－１）；
第２组２０只，每只肌肉注射 ＨＰ＋Ｎ３株（１∶１）灭

活疫苗１羽份（０．５ｍＬ·只－１）；第３组１０只，不免

疫作对照。免疫３周后采血，分别用疫苗毒 ＨＰ株、

３８
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变异株Ｎ３作抗原，测定 ＨＩ抗体。同时各组中一半

鸡用 ＨＰ株攻毒，另一半用变异株Ｎ３攻毒，均隔离

喂养。攻毒的方法、病毒分离和判定标准同１．４．２。

１．６　单抗２Ａ４和Ｆ６对变异株的ＨＩ特性测定

按照ＧＢ／Ｔ　１８９３６－２００３《高 致 病 性 禽 流 感 诊 断

技术》进行，将 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ变异株和 ＨＰ株分

别配制成４单位抗原，在同一条件下分别与 ＨＡ单

抗２Ａ４和Ｆ６进 行 ＨＩ试 验，鉴 定 单 抗 对 Ｈ９Ｎ２亚

型ＡＩＶ变异株和 ＨＰ株的 ＨＩ特性。

１．７　单抗２Ａ４和Ｆ６对变异株的中和特性测定

利用固定单抗稀释病毒法［１２］，测定单抗２Ａ４和

Ｆ６对 Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ变 异 株 和 ＨＰ株 的 中 和 活

性。中和试验在鸡胚成纤维细胞上进行，７２ｈ时观

察细 胞 病 变，记 录 结 果，按Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ公 式 计 算

ＴＣＩＤ５０值。按公式计算中和指数：中和指数＝ 中和

组ＴＣＩＤ５０／对照组ＴＣＩＤ５０。以中和指数＞５０者判

定为中和活性阳性，１０～４９为可疑，＜１０为阴性。

１．８　Ｈ９Ｎ２亚 型ＡＩＶ变 异 株 和 ＨＰ株ＨＡ基 因 的

扩增及推导氨基酸序列分析

　　本实验室分离的Ｎ１、Ｎ３、Ｎ１２和 ＨＰ株ＨＡ基

因的扩增及 序 列 测 定 参 照 文 献［２］进 行，ＰＣＲ产 物

用ＤＮＡ 纯 化 试 剂 盒（ＴａＫａＲａ）纯 化 并 测 序，并 与

ＧｅｎＢａｎｋ中提交的 其 它 变 异 毒 株 ＨＡ 基 因 序 列 用

ＤＮＡＳＴＡＲ进行分析，比较 ＨＡ蛋白裂解位点及糖

基化位点差异。

２　结　果

２．１　变异株对鸡胚的致病性

１２株 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ变 异 株ＥＩＤ５０、ＥＬＤ５０和

ＭＤＴ测定结果见表１。由表１可以看出，１２个变异

株ＥＩＤ５０和ＥＬＤ５０低于 ＨＰ株，ＭＤＴ较 短，表 现 出

对ＳＰＦ鸡胚较强的致病性和增殖侵袭能力。

表１　１２个Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ变异株和ＨＰ株ＥＩＤ５０、ＥＬＤ５０和 ＭＤＴ及与单抗２Ａ４和Ｆ６的反应特性

Ｔａｂｌｅ　１Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＥＩＤ５０，ＥＬＤ５０ａｎｄ　ＭＤＴ　ｏｆ　１２Ｈ９Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ　ｍｕｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ＨＰ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ＨＩ　ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　２Ａ４ａｎｄ　Ｆ６ｔｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

分离株编号及名称

Ｎｏ．ａｎｄ　ｎａｍｅ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

分离年代和地点

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ

ａｎｄ　ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＥＩＤ５０
（／０．２ｍＬ）

ＥＬＤ５０
（／０．２ｍＬ）

ＭＤＴ
／ｈ

ＨＩ效价（ｌｏｇ２）

ＨＩ　ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｔｏ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｎｔｉｂｏｄｙ
多抗

ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙ

单抗２Ａ４

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙ２Ａ４

单抗Ｆ６

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｆ６

Ｎ１ Ａ／ＣＫ／Ｈｅｎａｎ／Ａ３／１９９８　 １９９８
河南
Ｈｅｎａｎ １０－８．１　 １０－８．８　 ６６．５　 １３ — —

Ｎ２ Ａ／Ｄｕｃｋ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／
Ｘｕｚｈｏｕ／０１／１９９９ １９９９ 江苏

Ｊｉａｎｇｓｕ １０－９．２５　 １０－９．２５　 ６６　 １１ — —

Ｎ３ Ａ／ＣＫ／Ｈｅｎａｎ／２００２　 ２００２ 河南
Ｈｅｎａｎ １０－９．０　 １０－９．２５　 ６９．９　 １３ — —

Ｎ４ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ａｎｈｕｉ／２００２　 ２００２
安徽
Ａｎｈｕｉ １０－９．２５　 １０－９．５　 ６６．６　 １１ — —

Ｎ５ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｊｉａｎｇｓｕ／２００３　２００３
江苏
Ｊｉａｎｇｓｕ １０－８．０　 １０－９．０　 ７７．９　 １１ — —

Ｎ６ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｊｉｌｉｎ／
ｄｌ１０２４／２００７ ２００７ 吉林

Ｊｉｌｉｎ １０－９．０　 １０－９．２５　 ７８．７　 １３ — —

Ｎ７ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／
ｌｘ３１６／２００７ ２００７ 山东

Ｓｈａｎｄｏｎｇ １０－９．２５　 １０－９．２５　 ７０．１　 １２ — —

Ｎ８ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｌｉａｏｎｉｎｇ／
ｈｌｄ１０２４／２００７ ２００７ 辽宁

Ｌｉａｏｎｉｎｇ １０－９．５　 １０－９．５　 ６６．２　 １２ — —

Ｎ９ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｊｉａｎｇｓｕ／
Ａ１１／２００７ ２００７ 江苏

Ｊｉａｎｇｓｕ １０－８．２５　 １０－９．０　 ８２．５　 １３ — —

Ｎ１０ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／
ＳＧ１／２００９ ２００９ 山东

Ｓｈａｎｄｏｎｇ １０－８．５　 １０－８．７ — １３ — —

Ｎ１１ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／
ＳＧ２／２００９ ２００９ 山东

Ｓｈａｎｄｏｎｇ １０－８．２５　 １０－９．０　 ８０．７　 １３ — —

Ｎ１２ Ａ／ＣＫ／ＨＮ／ｙｕｚｈｏｕ／２００９　２００９
河南
Ｈｅｎａｎ １０－８．７５　 １０－９．２５　 ７２．４　 １１ — —

ＨＰ株 Ａ／ＣＫ／ＨＮ／２００２
（疫苗株ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎ） ２００２ 河南

Ｈｅｎａｎ １０－７．４　 １０－７．７　 ９８．４　 １１　 １７　 １７
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２．２　变异株对ＳＰＦ鸡的致病性

１０个 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ变异株ＩＣＰＩ和ＩＶＰＩ测

定结 果 见 表２。由 表２可 以 看 出，Ｎ１～Ｎ９和 Ｎ１１
变异株表现出较强的毒力，可引起部分１日龄和６
周龄ＳＰＦ鸡发病或死亡，ＨＰ株不能引起ＳＰＦ鸡发

病。虽然变异株毒力偏强，但从ＩＣＰＩ、ＩＶＰＩ的结果

来看，尚未达到高致病力的程度。

Ｎ１、Ｎ３变 异 株 和 ＨＰ株 人 工 感 染８周 龄ＳＰＦ
鸡排毒 试 验 结 果 见 表３。由 表３可 以 看 出，Ｎ１和

Ｎ３分离株接种鸡在第３－９天能通过泄殖腔排毒，
排毒期为７ｄ，ＨＰ株接种鸡排毒时间在第４－８天。
结果表明，Ｎ１和Ｎ３排毒时间更早，排毒期较长，排

毒率更高。

表２　１０个Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ分离株ＩＣＰＩ和ＩＶＰＩ测定结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ＩＣＰＩ　ａｎｄ　ＩＶＰＩ　ｏｆ　１０Ｈ９Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

分离株编号

Ｎｏ．ｏｆ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｓ
Ｎ１ Ｎ２ Ｎ３ Ｎ４ Ｎ５ Ｎ６ Ｎ７ Ｎ８ Ｎ９ Ｎ１１ ＨＰ株

１日龄ＳＰＦ鸡脑内接种

１－ｄａｙ－ｏｌｄ　ＳＰＦ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ｉｎｊｅｃｔｅｄ

ｖｉａ　ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ　ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

死亡率／％

Ｄｅａｔｈ　ｒａｔｅ
２０　 １００　 ３０　 ６２．５　 ５０　 ２５　 ７５　 ６２．５　 ２５　 ２５　 ０

ＩＣＰＩ　 ０．３３８　１．７１９　０．４３７　０．５９４　０．３４４　０．３１３　０．５９４　０．５４６　０．２５０　０．２３４　 ０

６周龄ＳＰＦ鸡静脉接种

６－ｗｅｅｋ－ｏｌｄ　ＳＰＦ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ

ｉｎｊｅｃｔｅｄ　ｖｉａ　ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ　ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

死亡率／％

Ｄｅａｔｈ　ｒａｔｅ
０　 ６０　 ２０　 ３０　 ０　 ０　 ０　 １０　 ０　 ０　 ０

ＩＶＰＩ　 ０．２３０　１．１００　０．６６０　０．６９０　０．２１０　０．４３０　０．３００　０．５２０　０．２２０　０．２３０　 ０

表３　Ｎ１、Ｎ３变异株和ＨＰ株人工感染８周龄ＳＰＦ鸡排毒试验结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｖｉｒｕｓ　ｓｈｅｄｄｉｎｇ　ｏｆ　８－ｗｅｅｋ－ｏｌｄ　ＳＰＦ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｔｉｍｅ　ａｆｔｅｒ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　ｗｉｔｈ　Ｈ９Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓｅｓ

Ｎ１，Ｎ３ａｎｄ　ＨＰ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

分离株编号

Ｎｏ．ｏｆ　Ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

排毒鸡数量／攻毒鸡数量 Ｎｏ．ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ｓｈｅｄｄｉｎｇ／ｔｏｔａｌ　ｎｏ．ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ

第３天

Ｔｈｅ　３ｒｄ　ｄａｙ

第４天

Ｔｈｅ　４ｔｈ　ｄａｙ

第５天

Ｔｈｅ　５ｔｈ　ｄａｙ

第６天

Ｔｈｅ　６ｔｈ　ｄａｙ

第７天

Ｔｈｅ　７ｔｈ　ｄａｙ

第８天

Ｔｈｅ　８ｔｈ　ｄａｙ

第９天

Ｔｈｅ　９ｔｈ　ｄａｙ

第１０天

Ｔｈｅ　１０ｔｈ　ｄａｙ

Ｎ１　 １／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５　 ３／５　 ０／５

Ｎ３　 １／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５　 ３／５　 ０／５

ＨＰ疫苗株

ＨＰ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎ
０／５　 １／５　 ２／５　 ３／５　 ５／５　 ３／５　 ０／５　 ０／５

２．３　Ｈ９Ｎ２疫 苗 株 和 变 异 株 疫 苗 对 免 疫 鸡 的 攻 毒

保护试验

　　用疫苗株 ＨＰ或用 ＨＰ和变异株Ｎ３混合免疫

２８日龄ＳＰＦ鸡，３周 后 均 出 现７～９ｌｏｇ２的 ＨＩ抗

体。此抗体水平能阻止疫苗株 ＨＰ攻毒后 的 排 毒，
但不能阻止变异株Ｎ３攻毒后的排毒（表４）。用疫

苗株 ＨＰ免 疫 的 和 用 ＨＰ与 Ｎ３混 合 免 疫 的ＳＰＦ
鸡，在用变异株Ｎ３攻毒的第２－６天虽不出现任何

临床表现，包括部分鸡的发病、瘫痪或死亡，但均可

从多数鸡分离到病毒，二者的阳性鸡比例差异不大。
说明免疫抗体（包括同源抗体）虽能阻止其发病或死

亡，但均不能有效地阻止其攻毒后的排毒，显示 Ｈ９

变异毒株有很强的逃逸能力。

２．４　ＨＡ单抗２Ａ４和Ｆ６对变异株的ＨＩ特性

单抗２Ａ４和Ｆ６与变异株的 ＨＩ反应特性见表

１。由表１可以看出，２Ａ４和Ｆ６单抗能够抑制 ＨＰ
株血凝特性，不能抑制１２株变异株的血凝特性。结

果表明，１２株变 异 株 ＨＡ抗 原 发 生 变 异，缺 失 了 与

单抗２Ａ４和Ｆ６结合的位点。

２．５　单抗２Ａ４和Ｆ６对部分分离株的中和特性

单抗２Ａ４和Ｆ６对变异株和 ＨＰ株的中和指数

均小于１０。结果表明，抗 ＨＰ参考株 ＨＡ单抗２Ａ４
和Ｆ６对 Ｈ９Ｎ２亚 型 毒 株 均 无 中 和 活 性，即 不 能 抑

制该病毒在鸡胚成纤维细胞上增殖。

５８
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表４　Ｈ９Ｎ２疫苗株和变异株灭活疫苗对免疫鸡的攻毒保护试验

Ｔａｂｌｅ　４　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　Ｈ９Ｎ２ＨＰ　ａｎｄ／ｏｒ　ｖａｒｉａｎｔ　Ｎ３ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｖａｃｃｉｎｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ａｎｄ　ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

疫苗类别

Ｖａｃｃｉｎｅ

ｔｙｐｅ

抗体滴度

ＨＩ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｉｔｅｒ（ｌｏｇ２）

ＨＰ抗原

ＨＰ　ａｎｔｉｇｅｎ

Ｎ３抗原

Ｎ３ａｎｔｉｇｅｎ

攻毒病毒株

Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　ｖｉｒｕｓ

排毒鸡数量／攻毒鸡数量

Ｎｏ．ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ｓｈｅｄｄｉｎｇ／Ｔｏｔａｌ　Ｎｏ．ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ

第２天

Ｔｈｅ　２ｒｄ　ｄａｙ

第３天

Ｔｈｅ　３ｒｄ　ｄａｙ

第４天

Ｔｈｅ　４ｔｈ　ｄａｙ

第５天

Ｔｈｅ　５ｔｈ　ｄａｙ

第６天

Ｔｈｅ　６ｔｈ　ｄａｙ

ＨＰ
９．４　 ９．０ Ｎ３　 ３／１０　 ５／１０　 ８／１０　 ８／１０　 ３／１０

８．４　 ８．０ ＨＰ　 ０／１０　 ０／１０　 ０／１０　 ０／１０　 ０／１０

ＨＰ＋Ｎ３
８．０　 ７．８ Ｎ３　 ５／１０　 ６／１０　 ８／１０　 １０／１０　 ６／１０

８．０　 ７．８ ＨＰ　 ０／１０　 ０／１０　 ０／１０　 ０／１０　 ０／１０

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ

≤２ ≤２ Ｎ３　 ４／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５　 ５／５

≤２ ≤２ ＨＰ　 ０／５　 １／５　 ２／５　 ４／５　 ５／５

２．６　变异株ＨＡ蛋白推导氨基酸序列分析

１２株 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ变异株和 ＨＰ株 ＨＡ蛋

白受体结合位点、潜在糖基化位点以及裂解位点序

列比较见表５。由 表５可 以 看 出，１２株 变 异 株 ＨＡ
蛋白氨基酸受体结合位点和裂解位点序列与 ＨＰ株

相同或相似，呈低致病力毒株特征。与 ＨＰ株相比，

１２株变异株 ＨＡ蛋白１４５位氨基酸发生漂变（Ｓ→

Ｎ）导致在１４５—１４７位氨基酸多出１个糖基化位点

ＮＧＴ，该糖基化位点的出现与抗原位点的丢失及变

异株毒力增强有一定的联系，但其机理尚不清楚。这

一位点的氨基酸漂变，导致变异株与单抗的反应性丢

失，说明该位点（Ｓ１４５）为Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ蛋白的

１个抗原 位 点，是 一 个 具 有 血 凝 抑 制 特 性 的 抗 原 位

点，但可能不是一个中和表位位点。

表５　Ｈ９Ｎ２亚型变异株ＨＡ蛋白氨基酸序列关键位点的序列比较

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＨＡ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｈ９Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

毒株

Ｖｉｒｕｓ

受体结合位点

Ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅｓ

潜在糖基化位点

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ

裂解位点

Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｓｉｔｅｓ

１０９　１６１　１６３　１９１　１９８　２０２　２０３　２９－２１　 ８２－８４　１４１－１４３　１４５－１４７　２１８－２２０　２９８－３００　３０５－３０７　４９２－４９４　５５１－５５３　 ３３３－３４１

Ｎ１ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ２ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｔ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ３ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ４ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ５ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ６ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ７ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ８ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ９ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＡ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ１０ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｔ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＡＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＳＶＳＳＲ↓ＫＬＦ

Ｎ１１ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｔ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＳＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

Ｎ１２ Ｙ Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

ＨＰ株 Ｙ　Ｗ　Ｔ　 Ｎ　 Ｖ　 Ｌ　 Ｙ　 ＮＳＴ　 ＮＰＳ　 ＮＶＳ ＊ ＮＲＴ　 ＮＴＴ　 ＮＶＳ　 ＮＧＴ　 ＮＧＳ　 ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬＦ

＊ 表示相应位置没有潜在糖基化位点

＊ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｌｏｓｓ　ｏｆ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｉｔｅ　ａｔ　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

６８



　１期 陈　陆等：Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒 ＨＡ蛋白Ｓ１４５Ｎ变异株致病性及抗原特性

３　讨　论

ＨＡ糖蛋白 是 Ａ型 流 感 病 毒 主 要 的 表 面 抗 原

和保护性抗原。ＨＡ糖蛋白的抗原特性直接影响病

毒的 感 染 性、致 病 性、宿 主 特 异 性 及 组 织 嗜 性。但

ＨＡ基因变异频率很高，不同位点，尤其是重要氨基

酸位点的变异能导致ＡＩＶ的抗原性和致病性变异。

Ａ型流 感 病 毒 的１６个 ＨＡ亚 型 中，只 有 几 个 亚 型

ＨＡ的结构特 征 和 抗 原 图 谱 得 以 解 析，Ｗｉｌｅｙ等［１３］

最早通过对抗原漂变变异株和免疫逃逸突变株的序

列分析，结合Ｘ线 晶 体 衍 射 技 术，确 定 了 Ｈ３亚 型

ＨＡ分 子３Ｄ结 构 上 的 抗 原 表 位 区 域。在 此 基 础

上，Ｈ１［１４］、Ｈ２［１５］、Ｈ５［１６］和 Ｈ９［１７－１８］亚 型 ＨＡ 蛋 白

抗原图谱均得以解析，不同亚型，甚至同一亚型不同

变异株的 抗 原 性 存 在 一 定 差 异。流 感 病 毒 ＨＡ蛋

白序列呈现多态性，甚至单氨基酸的漂变也导致了

变异株与单抗呈现独特的反应特性［５－８］。因此，通过

测定不同 ＨＡ蛋 白 单 抗 与 临 床 分 离 或 人 工 传 代 构

建的流感变异株和免疫逃逸突变株的反应特性，比

较具有不同 反 应 特 性 病 毒 株 的 ＨＡ序 列 差 异 可 确

定 ＨＡ蛋白抗 原 位 点［１５］。免 疫 逃 逸 突 变 株 能 抵 抗

单抗的 中 和 作 用，对 这 些 突 变 株 测 序 分 析 能 预 测

ＨＡ蛋白 结 构［１９－２０］，并 对 流 行 毒 株 进 行 抗 原 分 群。
笔者对临床分离 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ株进行致病性和

抗原性研究时发现，部分毒株出现毒力增强和变异

趋势，对鸡胚和ＳＰＦ鸡 致 病 性 较 一 般 毒 株 强，现 有

的疫苗对其不能提供完全保护（另文发表），序列分

析发现该类毒 株 ＨＡ蛋 白１４５位 氨 基 酸 由Ｓ变 异

为Ｎ，造成１４５—１４７位氨基酸多出１个糖基化位点

ＮＧＴ，且不与相 应 的 单 抗 发 生 反 应，从 而 可 以 鉴 定

Ｓ１４５为 Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ　ＨＡ 蛋 白 的 一 个 抗 原 位

点，是血凝抑制抗体作用位点。为了确定该类变异

毒株 的 特 征 和 流 行 情 况，对 ＧｅｎＢａｎｋ中 提 交 的

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ基因进行分析，在登录的１　３６８
条序列中，中国大陆分离株５７３株，１４５位Ｓ突变为

Ｎ的毒株共３４株（约５．９％），从 上 述３４株 中 选 择

收集到的９株变异株及本实验室分离保存的３株进

行了致病性和抗原性研究，以确定 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ
ＨＡ蛋 白 发 生Ｓ１４５Ｎ变 异 对 病 毒 致 病 性 和 抗 原 特

性的影响，研 究 结 果 进 一 步 证 明，Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ
ＨＡ蛋白Ｓ１４５Ｎ点突变导致致病性及抗原性变异，

Ｓ１４５为 Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ　ＨＡ 蛋 白 的 一 个 抗 原 位

点。

ＨＡ蛋白潜在 的 糖 基 化 位 点 是 影 响 ＡＩＶ抗 原

性的重要因素，不同位置的寡糖链对 ＨＡ蛋白的生

物学功能有 截 然 不 同 的 作 用［２１］。抗 原 位 点 的 糖 基

化空间上阻 止 感 染 抗 体 的 靠 近 和 结 合［２２］。本 研 究

中，变异株抗原位点的变异（Ｓ１４５）导致了该位点抗

原性的丢失，巧合的是，该位点的氨基酸漂变出现１
个潜在的糖基化位点。蛋白结构分析显示糖基化位

点的出现使血凝素头部蛋白减少了一个β折叠，三

维空间构象的变化，有可能利用空间位阻效应屏蔽

了抗原决定簇所在区域，阻止了抗体对抗原的结合，
导致抗原性的改变。有研究证明，糖基化通过掩蔽

蛋白表面比单一氨基酸替换在改变氨基酸抗原性上

更有效［２２］。

ＨＡ蛋白潜在 的 糖 基 化 位 点 也 是 影 响 ＡＩＶ致

病性的重要因素，受体结合位点附近的糖基会影响

病毒和宿主细胞的结合水平，裂解位点附近的糖基

可能通过干 扰 蛋 白 酶 进 入 裂 解 位 点 影 响 蛋 白 酶 对

ＨＡ前体蛋白 的 裂 解。大 部 分 文 献 报 道，ＨＡ蛋 白

潜在的糖基化位点的出现和增加会使病毒株的毒力

下降，Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ株 Ｔ１８８Ｎ的 替 换 导 致１个

潜在糖 基 化 位 点 的 获 得，从 而 使 变 异 株 的 毒 力 下

降［２３］。Ｋａｖｅｒｉｎ等［２４］报道 Ｈ５亚型 ＨＡ　１个新的糖

基化位点的出现导致病毒突变株对小鼠毒力下降。

Ｔｓｕｃｈｉｙａ等［２５］报道 Ｈ２亚 型 ＨＡ糖 基 化 位 点 的 出

现在细胞融合和受体结合活性上下降，从而导致毒

力下降。本研究中，Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ变异株 ＨＡ蛋

白在１４５—１４７位氨基酸出现１个新的潜在糖基化

位点，但同时表现为毒力增强，这一结果与以往的报

道有所不同，作者认为糖基化位点在序列上所处的

位置可能是导致这一差异的原因，因为该糖基化位

点刚好处于发生漂变的关键氨基酸位点上。当然，
其中的确切机制和相关性尚有待研究。

在疫苗的免 疫 压 力 和 自 然 选 择 下，Ｈ９Ｎ２亚 型

ＡＩＶ有可能发 生 遗 传 变 异 而 进 化 出 毒 力 更 强 的 毒

株。本试验研究证明，Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ蛋白发

生Ｓ１４５Ｎ变异毒株具有较强的毒力，甚至能够引起

１日龄和６周龄ＳＰＦ鸡死亡。ＨＡ裂解位点氨基酸

序列是决定 ＡＩＶ毒 力 强 弱 的 关 键 因 素。ＨＡ裂 解

位点氨基酸序列表明，该类变异株 ＨＡ蛋白裂解位

点氨基酸没有发生变异，具有低致病性毒株裂解位

点的序列特征，仍属于低致病性流感毒株。本试验

把鸡 新 城 疫 病 毒（ＮＤＶ）毒 力 的 测 定 方 法 引 入 到

Ｈ９Ｎ２亚 型 ＡＩＶ的 毒 力 判 定 中 来，尽 管 它 不 很 完

７８
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善，但可提供 参 考。ＩＣＰＩ和ＩＶＰＩ指 数 也 证 明 变 异

株尚未达到高 致 病 性 禽 流 感 毒 力 水 平，但 在 Ｈ９Ｎ２
亚型流行毒株中无疑是致病性偏强或很强的毒株。
当前 Ｈ９亚型禽流感在我国一些地区呈流行加重态

势，不时有免疫失败、大面积暴发、大批死亡的报道，
无疑与这类毒株的出现有一定关系。虽然没有出现

像高致病性禽流感那样严重的死亡，但因其感染面

广、传播速度快、混合感染严重，尤其是在肉鸡生产

中常有大面积暴发、大批死亡，所以给养鸡生产带来

的经 济 损 失 相 当 巨 大，更 为 持 久。因 此，必 须 加 强

Ｈ９亚型ＡＩＶ的防控，深入研究 Ｈ９亚型ＡＩＶ的遗

传变异规律，警惕更高致病性毒株的出现。作者对

在ＧｅｎＢａｎｋ登录的 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ　ＨＡ基因序列

进行检索与分析，发现中国大陆分离株５７３株中有

３４株的１４５位Ｓ突变为 Ｎ的毒株，约 占５．９％，结

果表明，我国 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ有不断变异的趋势，
有毒力增强毒株出现，能逃逸免疫作用，有成为流行

优势毒株的可能。

４　结　论

通过对我国 不 同 年 代、不 同 地 区 分 离 的 Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ　Ｓ１４５Ｎ变异株的致病性和抗原性的测定

与分析，表明目前 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ呈现变异趋势，
有毒力增 强 和 抗 原 变 异 株 出 现。Ｓ１４５Ｎ变 异 株 不

与相应单抗发生 ＨＩ反应和中和反应，表明Ｓ１４５是

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的血凝抑制抗体作用位点。Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ毒力增强变异株的出 现 可 引 起 家 禽 死 亡

并导致更大的临床危害。单位点氨基酸漂变导致的

抗原性变异可导致临床上一些流行的变异株会逃逸

现有疫苗诱导抗体的中和作用，出现免疫失败现象，
成为疫苗有效性的最大障碍。这种毒力增强的抗原

变异毒株能逃逸免疫作用，具有成为优势流行毒株

的可能性，这使得临床防控此病面临的形势更加严

峻，对疫苗株的选择提出了更高的要求，同时，也提

示人们需要不断监测 Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的变异趋势

和规律，更好地为临床防控该病提供依据和指导。
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