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甲型流感病毒血凝素的变异率 
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提 要 

将一种灵敏而简便的 1 I标记肽图分析方法用于估计近年来流行的 s株甲l型和 s 

株甲3型流感病毒血凝素(HX)的变异率。 经计算这两种亚型病毒HA的年平均氨基陵变 

异率分别为0．47和和0．44晡。但在1986年分离株与i985年分离株之间剧有较大的变化．对 

HA的变异率与流行病学资料昀关系进行了讨论。 

关■ 栩?甲型梳 感病毒 血凝 素 
．
突变率 熊图 

自1977年以来，新甲1和甲3亚型流感病毒同时流行于全世界。流感病毒的主要表 

面抗原血凝素 (HA)经常发生， 目前尚无法预测的变异——_抗原漂移 (drift)和抗原 

转变 (shift)，这分别是造成流感流行和大流行的主要原因 ” 。 比较同时流行的甲 1 

和甲3亚查流感病毒 HA的变异率及其与流感流行的关系，将有助于我们加深对这类病 

毒演变规律的理解，从而找到控制这类疾病的切实可行的办法。 

本室巳建立 ⋯I标记肽图分析方法 井曾用于对1983年以前流行的7株甲3型流感 

病毒的HA进行比较分析 “)，发现该方法可粗略估计 HA的年乎均变异率，而且所得结 

果与文献中相应基因的全序列分析的结果很一致。近几年很少有对新分离的甲型流感病 

毒的 HA进行全序列分析的资料发表。本文报道我们对近年来流行的5株甲 1型和5株 

甲3型流盛病毒的HA进行的” f标记肽图分析 (其中 2株甲3型流感病毒是重复原来的 

实验以作对照)，并分析其变异率与流感流行的关系。 

材 料 和 方 法 

一  蒲粤株 1979年至 1989年年分离的甲1型流盛病毒5株：A／鄂防／lZ／79(简称 一i2， 

余类推 ) ^，沪防IlSIS3，AI鄂科／1／SS，AI京防n／86，A／鄂科，3IS9 1977年至 1989年分 离的 

甲 3型谎感病毒 S株：A，粤防1~8177，A，汉防／iS／83，A／京科 ，2丘6，8S，A／孝防／2／86，A／京防／ 

57／89 按常规方法用鸡胚增殖病毒。 

本文手1991年 5月 7日收到， 7月21日修回。 
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二、病毒株特异抗血清的爿备及血凝抑制(H1)试验 用 含 流感浦毒的新鲜尿囊液制备鸡免 

疫血清，用此血清按常规方 法进行HI试驻【61 

三、病毒的浓缩、摊亿和HA的分 膏据鲔 基本上按文献(3]： 病毒阳性的尿囊液用 终 浓 度 

8嘶的 PEG6000沉淀 以浓缩病毒 然后用蔗糖密 度梯度高速 离心纯化病毒，用 SDS—PAGE分 离提 

纯HA 

四、H 的̂i± I标记 经考马斯亮蓝染 色的凝胶上 含HA时小片 切下，漂洗． 烘干后， 4℃保存 

备用。为保证i 25I标记条件的一致性 ，特 比较的同亚型毒株 的¨ I标记和酶 解一次同时进行。基本 

上按文 献 [4]，用氯胺T法直接对含HA的凝肢小片 在I．5m!小离心营率进行  ̈I标 记 标记的凝胶 

漂洗至洗 液与凝胶 的y射线强度的 比值<0．o5，标记的凝胶于4s℃烘干 

五、标记H 的̂ 解及曩解胜段的分离 基本上按文献[4]进行，即直接对标记过的凝胶小片 

进行酶 解．酶解上清液冷冻干燥后 ，在微晶纤维 素骥上进行 电泳—— 层析 ，最后再进行放射 自显影。 

六、用。} I标记胜圈(以下蔺尊肚圈 )估计流露病毒 HA的氨基瞳变异宰的推算方法 胰蛋白 

酶是专一性很强的水解蛋 白酶，只酶解蛋白质分子中赖氨酸和精氨酸的搜基所形成的 肽键 一般的 

蛋白质中所古氨基酸总共有20种，被胰蛋 白醇酶解产生 的肽段的平 均长度是 Io个 氨基酸 ，倒如 甲 3 

型流惑病毒A／England／32t／77株的HA基因编 码 550个氨基酸¨l，被胰蛋白酶切割后产生的肽 段 

的平均长度正好是lO4"氨基酸，该HA中可被。： I标记的酪氨酸共20个，据推算在 ¨I标记肽图中 

应有约1s个斑点可显示出来，这约1s个斑点的变化反映的是约ls条肽段．即总共约 150个氨基酸的 

变化情况。可以假定不同年代的肽图中每个斑点的变化代表一个氨基酸的变化 (在较短时 间 间 隔 

内在一个平均长度为10％氨基酸的短肽上发生多个氨基酸改变的机率很小 ) 如果不同年代的 HA 

胩 图中有一个斑点 发生变化，即表 明在约 150个氨基酸中有 1个 氨基酸 发生 了变化， 由此可推算出 

其氨基 酸的变异率为0．67铀，余可类推。 

结 果 

～

、 甲 1、甲 3亚型流感病毒的抗原分析 

用鸡免疫血清对所检测的 5株甲 1型和 5株甲 3型流感病毒进行HI试验的结果分别 

如表 1、表 2所示。由表中可见，这两种亚型病毒的小变异年年都有发生，较晚毒株与 

较早毒株的抗血清之间，以及较晚毒株的抗血清与较早毒株之间，其HI反应的滴度大体 

上是逐渐降低，即毒株问的抗原比越来越大，说明这两种亚型的病毒都发生了逐渐的抗 

原漂移，但其抗原比的数量变化与流行程度的变化之间看不 出明显的规律，不能精确地 

说明多少问题。 

表 1 甲I堑濂患病毫 同年代分离抹抗踩比 

Tab．1 The amtlgen p ropo rtlo~s infl⋯ z● AI Tir⋯ s isolated 

in diffe ren‘Ye·r_(1979— 1989) 
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国 1 甲 i型汽感病毒HA鸵 I 2 5I标记肽巨 

t 表示与较早毒株不 的斑点 

‘△ 表示在较早毒橡中有而在谚毒株中消失了的斑点。 

I． A／鄂 ／12／79(H】 I， 

P． A／沪蒴／1 3 3(H】N1) 

3． a／鄂科／l／85(H1N1) 

4． a／京科／1／86(H1N11 

5． A／鄂科／3／8日(町 N1) 

Fig．I Peptjd㈨ pe 0f l 0 5I— labe【ed HA 0f ¨ f1㈣  B A1 V ⋯  日 

I) a／Hu To ／l ／79(H1N1) 

2) A／sĥ gh日i ，】3／s 3f H】 1) 

0) A／Hub e ／I／S 5(H1N1) 

4) ／̂B eiji。g／1／86(H1 1) 

A／FIul~et／3，80(IllN1) 
。t ： Tbe ” ind1ej1 the PDt "hjch 】 dif，⋯ Ⅱf ~Vrom a e日 flet t⋯ i 

The A  日h⋯ tlte pol whi ch di日 p pea r自 jⅡ a 1 Btt⋯ t r B【口 bul p p ⋯  

in 4 ea r1i⋯ t㈣ i 
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图 2 3型汽感寰毒HA I 1 5I坛记我图 

“t 与 △ 台义网围 1 

1． A／粤 ／s8／7 (H 3N2) 

2． A／汉尊／15／83(H3 2) 

3． A／京羁／ 86／85fH 3N2) 

4． -W 孝防／1／86／H 3N2) 

5． A／京 ／j 7／89(H3N2) 

Fi昱．2 P Pti d e ⋯ P 。f l 15I— Lab eted HA 0f the tnf1⋯ z B 

1)a／C⋯ gt o g／38／77fH 3N2) 

2)A／w呲h ／151，e 3(H3 ∞ 

3)A／B e jin~,／Z6s／8 5(H3NP) 

4)A／Hub．J／1／8 B，H 3H2) 

5)A／Bei】 g，57／89(H 3N?) 
The ]eg en d i t he ⋯ ⋯ in F i g 】 
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1．A／粤防 8／77(H3N2) 1 

2．A／汉防／16／8 3(H3N2) 

3．A／京科leB6／S5(HSN2) 

4．A／孝防／1／s6(H3Y,2) 

5．A／京防／57／89(H3N2) 

二、甲l型流感病毒不同年代分离株HA的肽图比较 

图 l系国内从1979--1989年分离的 5株甲 l型流感病毒 HA的肽图，系按毒株分离 

的年代顺序依次排列，这 5张肽图中各肽点分布的基本格局表现出明显的相似性。每张 

肽图中斑点的总数都在13一l6个之间，其中有 9—1O个斑点在各图中的相对位置基本相 

同，而其余斑点刚存在不同程度的差别。 图 3 a总结了依次以前株为准与后株相比时不 

同斑点的数 目。在1O年期间在本方法可检测到的约 150个氨基酸中总共约有 7个发生了 

变化，故其氨酸基的年平均变化率约为0．47 。 

三、甲 3型流感病毒不同年代分离株HA的肽图比较 

图 2系国内从1977--1989年分离的 5株甲 3型流感病毒 HA的肽图，系按毒株分离 

的年代顺序依次排列。这 5张肽图中各斑点分布 的基本格局也明显相似，每张肽图中斑 

点总数都在 l3～16之间，其中约有 8— 9个斑点在各图中的相对位置基本相同，图 3．b 

表明依次以前株为准与后株相比时不同斑点的数 目。其中1977年和1983年之间的毒株79 
— 2和82一l35系引用原来 的结果。我们原已推算出 1972--1983年间甲 3型流感病毒 

HA的年平均变化率为0．9 ，与类似毒株序列分析的结果基本一 致fB 。在1983--1989年 

(跨度为 6年 )分离的 4株病毒的 HA肽图中，后株与前株相比，发生了变化的斑点总 

数为 4，故其氨基酸的年平均变异率约为0．44 。 

四、甲 1型与甲 3型流感病毒HA肽图的比较 

由图 1与图 2相互比较可见， 甲 1型流感病毒与甲 3型流感病毒 HA的肽图在亚型 

之间彼此明显不同，从图中看不出它们之间有亲缘关系。但在各亚型之内，图中斑点的 

基本分布格局却较相似，各图的差别可谓大同小异。 

讨 论 

我们这次进行比较的病毒中有 2株甲3型病毒是采用1984年曾经用过的同一批冻干 

后低温保存的毒株 (粤防77—38和汉防83—15)，所得肽图基本相同 (仅某些肽点的浓 

淡略有差别，这可能是受蛋白质空间结构的影响使不同位点的酪氢酸被标记的效率有区 

别而引起的 )，这说明本方法的重复性很好。与类似毒株的全序列分析资 料 相 比 较， 

1 2 sI标记肽图与理论推算的结果很吻台， 说明本方法有相当的可靠性。 以甲3型流感病 

毒A／E gland／32l／77的HA为侧，该蛋白质由550个氢基酸组成” ，用本方法可揭示出其 

中约150个氢摹酸的变化情况，相当于该蛋白质氨基酸总数的 27 。 寡棱苷陵指纹 谱 

方法通常只能检铡出约lO 帕锢应RNA]~ 4的变化情况 ，所以在比较流感浦毒 HA的 

变异率时本方法要优于后者。 
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。．79一l2三 83-13 85—1-三+86—1三 89—3 
(4) (2) (1) (3) 

b o77-38三 79—2喜 82-135 8̈ 5 85-266 86—1 89-57 (2) (3) (1 J (2) (1) (吕) 

困 3 甲型流!蟊病毒HA的l ZS]标记眭图比较 

-
． 甲 l垫流感病毒(BINI) 

b．甲 3型流感病毒 CH3N0) 

注：箭头上的擞字表示后株与前株相比不同斑点的数目． 箭头下 (播号内 )的 

披字为毒株分离的时间I町隔(年 )。 

Fig．3 The parlson ot 】ZSl-- 14beled ，。，tide mLps of the HA s of iaflueDaa A vicⅡ●●● 

-
．The influensa^1 TiⅢ e·fH1N1) 

b．The i=tluell̈ 3̂ viru see(H3N2) 

Note= The numbers above arrowg ~re the ~umbers of ditfereut spot s between letters 

=train ·nd ei let str=i=．The n=robe r-belo- -rro--(i pmrenth。‘e·)·ho- Ih 

=papa of isolltln8 times(7e-f·)． 

最近斗余年来，流感的流行程度在世界范围内明显降低，仅于1986年 1月前后在北半 

球较大范围内曾引起较明显的流行n”。当时国内流行的优势株是甲1型，甲3型次之。 

用鸡免疫血清进行的HI试验显示，流行前后甲 1与甲 3型HA的抗原性都有变化，但影 

响这类抗血清所进行的HI试验的非特异因素很多，与各毒株HI滴度多年的变化率相比， 

流行前后HI滴度的变化并未表现出明显的特殊性。但流行前后间隔期为 1年的相应毒株 

HA的肽图却都分别测出了3个和2个斑点的变化， 这与它们在近几年的年平均变异率 

相比都是较大的变化。例如 1989年与 1986年分离的甲 1和甲 3型毒株，间隔时间为 3 

年，均只检出了一个肽点的变化。所以我们的结论是。1988年与1985年间毒株的HA肽 

圈的显著变化，可以反映1986年毒株发生的较显著的抗原漂移，这种较显著的抗原漂移 

可能是造成1986年初流感较大程度流行的直接原因。 

据1988年以前发表的流感病毒 HA全序列分析资料分析，甲 1和甲 3亚型的流感病 

毒的 HA在抗原漂移的过程中其氨基酸组成的年变异率分别为0．8 和0．9％⋯。我们用 

肽图分析方法对1988年以前流行的7株甲3型流感病毒 HA进行的比较分析也得出了相 

似的结论 ”。近年来很少有对新分离的甲型流感病毒 HA进行全序列分析的资料发表。 

我们在本文中推算出近年来流行的甲l亚型和甲3亚型流感肖毒 HA的氨基酸年变异率 

分别为0．47％和0．44 ，这与相应毒株在1983年以前的年变异率相比明显降低。这可能 

是最近十余年来在世界范围内流感流行程度明显降低的直接原因之一。 

与流感病毒 HA相比，其他致病病毒基因的变异率常常要低若干个数量级 】，相对 

而言目前流感病毒 HA的年变异率仍然相当高。最近十余年来世界上虽无流感大流行发 

生，但其局部暴发流行仍时有发生，其发病率仍属全国所有传染病之首，而且其大流行 

的潜在可能性仍时时威胁着全人类” ，所以有必要继续从不同角度深入研究其遗传变异 

规律。 
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Estimation of the Rates of Haemagglutinin Mutation 

of Influenza A Viruses lsolated in Recent years 

Using the 125 l_labeled Pept Jde Mapping 

Yan Jia--xin Huang He Pan Nan —sheng Yao Jie 

(H ubei Acad emy 0，M edical ScieBce$-W uhan，430070) 

A sensitive and sim plified method of I-labelsd peptide mapping was 

use d to estima te the rates of the haemagglu tinin(HA)mutation of 5 strains of 

influenza A1 viruses and 5 strains of influenza A3 viruse 8． It could be ealc— 

ulated that the average rates of HA mutation for these two subtypes of viru— 

sea are 0．47 and 0．44 per year respectively． The strains isolated in 1986 

showed some specialities as com pared with the average rates of HA mutation． 

The relation between the rate s of HA m utation and the epldem iologieal data 

was discussed
． 

Key w ords； Influenza A viruses Haem gglutiⅡiⅡ Peptide mapping 

Rate of mut ation 
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