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一株重组鸭源Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒分子进化分析

姚艳丰，何斌，邵志勇，杨文海，刘武，陈夏冰，叶胜强，陈洁＊
（武汉市农业科学技术研究院 畜牧兽医科学研究所，武汉４３０２０８）

摘要：２０１６年对武汉地区家禽市场进行常规流感监测，分离鉴定到１株 Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒。本研究对该株病
毒进行了全基因组测序，分子特征和遗传进化分析。结果显示该株病毒的 ＨＡ基因属于Ｃｌａｄｅ２．３．４．４分支，ＨＡ
蛋白的裂解位点处具有多个连续碱性氨基酸，具备高致病性禽流感病毒的典型分子特征。序列比对分析显示该株
病毒的各基因节段分别与 Ｈ５不同亚型的禽流感病毒具有较高的相似性，推测该分离株为重组病毒。继续开展对
家禽市场Ｈ５亚类流感病毒的分子流行病学调查，对研究高致病性流感病毒的变异和进化，以及对禽流感的综合防
控有着重要的意义。
关键词：禽流感；Ｈ５Ｎ２亚型；鸭；分子进化分析
中图分类号：Ｓ８５２．６２　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１０００－８７２１（２０１６）０５－０５９０－０７

收稿日期：２０１６－０７－１１；修回日期：２０１６－０７－２５
基金项目：武汉市农科院创新项目（项目号：ＣＸ２０１６０９－０４、

ＣＸ２０１６０７）；国家自然科学基金（项目号：３１４００７８７）

作者简介：姚艳丰（１９８１－），男，汉族，博士，主要从事动物流感病
原学及分子流行病学研究，Ｔｅｌ：＋８６－２７－８１７７６３５９，Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｏｙａｎ－
ｆｅｎｇ１２０８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

＊通讯作者：陈洁（１９８１－），高级兽医师，主要从事动物疫病病原
学研究，Ｔｅｌ：＋８６－２７－８１７７６３５９，Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｋｓｃｈｅｎｊｉｅ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　高致病性禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１于１９９６年在亚洲
首次出现，之后传播到欧洲、中东和非洲等地区，并
在传播过程中频繁重组，对人类健康、养殖业发展、

野生鸟类及生态环境造成了巨大的危害［１－４］。近年
来，特别是２０１３年以后 Ｈ５亚型病毒的重组出现新
的变化，Ｈ５Ｎ１亚型流感病毒在禽类中已不处于流
行的主导地位，逐步被其它 Ｈ５亚型病毒取代，比如

Ｈ５Ｎ２，Ｈ５Ｎ６，和 Ｈ５Ｎ８等［５－７］。目前这些亚型病
毒已经在全球引起了广泛流行，值得我们进一步的
关注。

家禽市场一直被认为是流感病毒潜在的“温
床”，可为不同亚型病毒间的重组提供契机。此外，
家禽市场已经是人感染禽流感的重要来源之一。对
众多感染病例回溯研究发现访问活禽市场是发现的

唯一危险因素［８－１０］。可见对家禽市场进行流感监
测，不仅可以了解流感病毒流行病学状况，而且具有
重要的公共卫生意义。

本研究对武汉地区家禽市场流感病毒监测过程

中，从健康家鸭体内分离鉴定出１株 Ｈ５Ｎ２禽流感
病毒，并进行了全基因组测序，构建进化树，探讨病
毒基因组来源。本文为禽流感的防控提供了基础研
究资料，为揭示水禽中禽流感的进化状态提供一定
的流行病学信息。

材料与方法

１　主要试剂　ＲＮＡ提取试剂盒ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ
购自Ｑｉａｇｅｎ公司；反转录试剂盒ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＨＳ　ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ及 ＤＬ２０００
ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ均购自ＴａＫａＲａ公司；胶回收试剂盒
购自Ｏｍｅｇａ公司。

２　样品采集　２０１６年从武汉家禽市场采集家禽肛
拭子和咽拭子，样品拭子浸入到病毒稀释液中（ＰＢＳ
＋青霉素 （２　０００ＩＵ／ｍｌ）、链霉素（２ｍｇ／ｍｌ）、庆大
霉素（５０μｇ／ｍｌ）和制霉菌素（１　０００ＩＵ／ｍｌ）），置于
随身携带的手提冰箱中，在２４ｈ内冷链运回实验
室，－８０℃冻存备用。

３　病毒ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ的获取　将采集的拭子
样品，充分混匀，６　０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，取上清进行

ＲＮＡ提取。ＲＮＡ提取按照ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａ－
ｇｅｎ）说明书提取病毒 ＲＮＡ，溶于３０μｌ　ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
Ｈ２Ｏ中。取８μｌ病毒ＲＮＡ，按照ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）说明书合成第
一链ｃＤＮＡ，－２０℃保存备用。

４　病毒基因组扩增及测序　利用 Ｈｏｆｆｍａｎ［１１］各基
因特异性引物进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物纯化后克
隆到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，阳性克隆送至武汉擎科进
行测序。

５　系统进化分析　将病毒基因组序列测定结果用

ＤＮＡＭＡＮ等软件进行序列拼接，得到完整的基因
组片段。使用ＢｉｏＥｄｉｔ７．０．５．２进行序列比对，每个
基因从起始密码子开始进行进化树分析。各基因序
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列如下ＰＢ２，１－２２８０；ＰＢ１，１－２２７４；ＰＡ，１－２１５１；

ＨＡ，１－１７０４；ＮＰ，１－１４９７；ＮＡ，１－１４１０；Ｍ，１－
９８２；ａｎｄ　ＮＳ，１－８３８。将比对结果输入 Ｍｅｇａ６软件
构建各基因系统进化树［１２］。

结　　果

１　病毒分离鉴定和同源性分析

２０１６年１月至４月我们对武汉家禽市场进行
常规的流感监测，采集８５０份拭子，其中鸭３５０份，
鸡３００份，鸽子８２份，其余１１８份（鹌鹑、斑鸠等）。
所有的样品均采自表面健康的家禽。从鸭中分离鉴

定到１株 Ｈ５Ｎ２流感病毒，命名为Ａ／ｄｕｃｋ／Ｈｕｂｅｉ／

ＳＺＹ２５０／２０１６（ＳＺＹ２５０）。将该病毒进行了全基因
组测序，并且比较该病毒和ＧｅｎＢａｎｋ中部分毒株之
间的核酸序列相似性。结果表明该分离株 ＨＡ基
因、ＮＡ 基因与 Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４
（Ｈ５Ｎ２）相似性最高，达到９８％。内部基因（ＰＢ２基
因除外）亦是与 Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４
（Ｈ５Ｎ２）相似性最高，相似度可达９８％～９９％。而

ＰＢ２基因与Ｂａｉｋａｌ　ｔｅａｌ／Ｋｏｒｅａ／１４４９／２０１４（Ｈ５Ｎ８）
病毒株具有较高的相似性，同源性达９９％（表１，图

１）。

表１　Ｈ５Ｎ２病毒各基因片段和ＧｅｎＢａｎｋ中提供的核酸序列相似性比较

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｈ５Ｎ２ｖｉｒｕｓ　ｗｉｔｈ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｉｎ　ＧｅｎＢａｎｋ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｈｉｇｈｅｓｔ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

Ｇｅｎｅ
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｓｉｔｅ　 Ｉｓｏｌａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｈｉｇｈｅｓｔ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ

Ｈｏｍｏｌｏｇｙ
（％）

ＨＡ　 １－１７０４ Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４（Ｈ５Ｎ２） ９８
ＮＡ　 １－１４１０ Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４（Ｈ５Ｎ２） ９８
ＰＢ２　 １－２２８０ Ｂａｉｋａｌ　ｔｅａｌ／Ｋｏｒｅａ／１４４９／２０１４（Ｈ５Ｎ８） ９９
ＰＢ１　 １－２２７４ Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４（Ｈ５Ｎ２） ９９
ＰＡ　 １－２１５１ Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４（Ｈ５Ｎ２） ９９
ＮＰ　 １－１４９７ Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４（Ｈ５Ｎ２） ９９
Ｍ　 １－９８２ Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４（Ｈ５Ｎ２） ９９
ＮＳ　 １－８３８ Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／２０１４（Ｈ５Ｎ２） ９８

图１　本研究中分离到的Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒

的基因组构成图

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｐｕｔａｔｉｖｅ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｎｏｖｅｌ

ｒｅａｓｓｏｒｔａｎｔ　Ｈ５Ｎ２ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

２　系统进化树分析
为了研究 Ｈ５Ｎ２亚型流感病毒的分子流行病

学特征，构建了各个基因的系统进化树。系统进化

分析表明，分离到的 Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒的 ＨＡ
基因属于Ｃｌａｄｅ２．３．４．４（图２）。ＮＡ基因系统发育
树由两个亚组组成，分别为欧亚系和北美系，本研究
分离到的该株病毒属于欧亚系（图２）。对该株病毒
的内部基因的系统发育树分析，该病毒是由不同亚
系的病毒经基因重排产生的，其内部基因在系统发
育树上均来自于欧亚基因库，但形成不同的进化分
支。其中ＰＢ２，ＰＢ１，ＮＰ和 Ｍ 基因均同近年来流行
的Ｃｌａｄｅ２．３．４．４Ｈ５Ｎｘ亚类聚类在一起。而ＰＡ、

ＮＳ基因则形成一单独分支，来源于亚洲高致病性

Ｈ５Ｎ１亚类（图３、图４、图５）。

３　病毒分子特征
氨基酸序列分析 ＨＡ在剪切位点处的氨基酸

包含多个碱性氨基酸，具有典型高致病性禽流感病
毒特征序列［１３］。ＨＡ在受体结合位点处的氨基酸
（Ａ１３８、Ｅ１９０、Ｌ１９４、Ｇ２２５、Ｑ２２６和Ｇ２２８；Ｈ３排序）
均未发生氨基酸的替换，表明病毒更倾向于结合

α２，３－ＮｅｕＡｃＧａｌ连接型禽类细胞受体［１４］。ＨＡ蛋
白有６个潜在的 Ｎ－糖基化位点，４个在 ＨＡ１蛋白
上（２６或２７、３９、１８１和３０２），两个在 ＨＡ２蛋白上
（４９９和５５８）。
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图２　本研究中分离到的Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒的ＨＡ，ＮＡ基因的系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ＨＡ　ａｎｄ　ＮＡ　ｇｅｎｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｈ５Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ｓｔｕｄｙ

图３　本研究中分离到的Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒的ＰＢ２，ＰＢ１基因的系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ　３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ＰＢ２ａｎｄ　ＰＢ１ｇｅｎｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｈ５Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ｓｔｕｄｙ
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图４　本研究中分离到的Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒的ＰＡ，ＮＰ基因的系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ　４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ＰＡ　ａｎｄ　ＮＰ　ｇｅｎｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｈ５Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ｓｔｕｄｙ

图５　本研究中分离到的Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒的 Ｍ，ＮＳ基因的系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ　５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｍ　ａｎｄ　ＮＳ　ｇｅｎｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｈ５Ｎ２ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ｓｔｕｄｙ

　　本研究分离到的该株 Ｈ５Ｎ２病毒 ＮＡ基因编
码４６９ 个氨基酸，ＮＡ 蛋白在保守的催化残基
（Ｒ１１８，Ｄ１５１，Ｒ１５２，Ｒ２２４，Ｅ２７６，Ｒ２９２，Ｒ３７１和

Ｙ４０６；Ｎ２排序）和支撑框架残基 （Ｅ１１９，Ｒ１５６，

Ｗ１７８，Ｓ１７９，Ｄ１９８，Ｉ２２２，Ｅ２２７，Ｈ２７４，Ｅ２７７，

Ｎ２９４和Ｅ４２５）均未发生氨基酸的替换和缺失，提示
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本研究中的 Ｈ５Ｎ２病毒对神经氨酸酶抑制剂敏
感［１５］。ＮＡ蛋白有７个潜在的 Ｎ糖基化位点，分别
在Ｎ６１，６９或７０，８６，１４６，２００，２３４和４０２。
对该株 Ｈ５Ｎ２病毒聚合酶复合体蛋白分析，

ＰＢ２蛋白上并未发生 Ｅ１５８Ｇ，Ｅ６２７Ｋ 和Ｄ７０１Ｎ的
突变，这３个位点的氨基酸的替换，被认为可以显著
增强病毒的毒力［１４，１６，１７］。ＰＢ１ 蛋白上也没发生

Ｙ４３６Ｈ的突变，Ｙ４３６Ｈ 的突变被认为可以降低病
毒在宿主间的传递［１８］。ＰＡ蛋白Ｔ５１５Ａ的变异，可
以降低病毒对自然宿主致病性，但可提高对小鼠的
致病性，本研究中此病毒无此突变［１８］。

ＮＳ１蛋白不存在Ｓ４２Ｐ的替换，Ｊｉａｏ等认为此
位点出现Ｓｅｒ能增强病毒在小鼠中的致病力［１９］。

ＮＳ１蛋白的Ｄ９２Ｅ替换，可以增强病毒对机体的抗
病毒细胞因子的抵抗能力，从而增强病毒的毒
力［２０］。而在本研究中的该株 Ｈ５Ｎ２病毒没有发生
此氨基酸替换。

Ｍ１基因的 Ｄ３０和 Ａ２１５在目前已知的所有

Ｈ５Ｎ１亚型禽流感病毒具有高度保守性。Ｍ１基因
的Ｄ３０Ｎ和Ａ２１５Ｔ突变能显著致弱 Ｈ５Ｎ１高致病
性禽流感病毒，本研究 Ｈ５Ｎ２病毒未有此突变［２１］。

Ｍ２基因中的 Ｌｅｕ－２６－Ｉｌｅ，Ｖａｌ－２７－Ａｌａ，Ａｌａ－３０－Ｓｅｒ，

Ｓｅｒ－３１－Ａｓｎ和 Ｇｌｙ－３４－Ｇｌｕ的突变均与金刚烷胺耐
药性相关［２２］。本研究该病毒在３１位存在Ｓｅｒ－３１－
Ａｓｎ的突变，暗示其可能对金刚烷胺有抗药性。

讨　　论

近年来人感染高致病性 Ｈ５亚类禽流感病毒病
例不断增加，使得禽流感病毒对人类的威胁日益严
峻［２３，２４］。对确诊病例的回溯研究发现，访问家禽市
场是其感染的重要来源之一。因此，加强家禽市场
禽流感的监测工作和开展禽流感病毒的分子生物学

研究，掌握禽流感病毒的进化变异具有十分重要的
意义。
本研究从武汉家禽市场采集的拭子样品中分离

到一株 Ｈ５Ｎ２亚型流感病毒，遗传进化分析显示该
株病毒属于Ｃｌａｄｅ２．３．４．４亚类，与近年来流行于我
国南方地区 Ｈ５亚类病毒具有较高的同源性。对该
病毒 ＨＡ基因氨基酸序列分析表明其具有典型的
高致病性禽流感的特征，并且受体结合位点具有典
型的与禽类受体结合的特征。但其对哺乳动物宿主
的相关致病性研究，还需进一步进行验证。
近几年Ｃｌａｄｅ２．３．４．４的 Ｈ５亚类禽流感病毒

在亚洲地区的家禽中分布比较普遍，在我国南部、香
港特 区 和 日 本、越 南 等 都 有 病 毒 分 离 株［７，２５］。

Ｃｌａｄｅ２．３．４．４亚类病毒取代Ｃｌａｄｅ２．３．２．１亚类病
毒广泛流行，表明Ｃｌａｄｅ２．３．４．４亚类病毒更能适应
宿主，利于病毒在宿主间传播。另外本研究分离的
毒株与我国华东地区Ｄｕｃｋ／Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｈｉｎａ／Ｓ０１３１／

２０１４毒株具有较高的同源性，表明二者来源于共同
祖先。湖北和中国华东地区同处于东亚－澳大利亚
候鸟迁徙路线上，每年均有大批量的候鸟迁徙，候鸟
长途迁徙可将携带的病毒传播给当地家禽。２００５
年爆发于青海湖的 Ｈ５Ｎ１病毒便是随着候鸟的迁
徙而传播到欧洲和非洲等地［２６，２７］。并且最近亚洲
爆发的 Ｈ５Ｎ８病毒也是通过候鸟迁徙传到了欧洲
和北美［２８，２９］。因此本研究的 Ｈ５Ｎ２病毒很可能是
通过候鸟迁徙从我国华东地区传播到湖北的。另外
目前虽然我国已经禁止活禽交易，但个别地区仍然
有零星的存在，活禽在运输或交易过程中就有可能
与当地的禽鸟进行接触，进而将携带的流感病毒扩
散到该地区，这也是可能的因素［３０，３１］。国内ＡＩＶ流
行情况复杂，值得我们进一步研究。
尽管家禽市场爆发高致病性 Ｈ５亚类病毒的报

道很少，但从本研究可以看出家禽市场仍旧扮演

Ｈ５亚类病毒的储存库的作用。因此及时掌握家禽
市场 Ｈ５亚类流行株的变异情况，可为进一步阐明

Ｈ５亚型禽流感在自然界中的进化及重组机制提供
了相应依据，具有重要的公共卫生学意义。
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Ｃｈｉｎａ．Ａｒｃｈ　Ｖｉｒｏｌ，２０１３，１５８（２）：３６７－３７７．
［１４］Ｈａｔｔａ　Ｍ，Ｇａｏ　Ｐ，Ｈａｌｆｍａｎｎ　Ｐ，Ｋａｗａｏｋａ　Ｙ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ　Ｈ５Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａ

Ａ　ｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００１，２９３（５５３６）：１８４０－１８４２．
［１５］Ｙｅｎ　Ｈ　Ｌ，Ｈｏｆｆｍａｎｎ　Ｅ，Ｔａｙｌｏｒ　Ｇ，Ｓｃｈｏｌｔｉｓｓｅｋ　Ｃ，

Ｍｏｎｔｏ　Ａ　Ｓ，Ｗｅｂｓｔｅｒ　Ｒ　Ｇ，Ｇｏｖｏｒｋｏｖａ，Ｅ　Ａ．Ｉｍｐｏｒ－

ｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ　ａｃｔｉｖｅ－ｓｉｔｅ　ｒｅｓｉｄｕｅｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｎｅｕｒａ－

ｍｉｎｉｄａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．Ｊ

Ｖｉｒｏｌ，２００６，８０（１７）：８７８７－８７９５．
［１６］Ｚｈｏｕ　Ｂ，Ｌｉ　Ｙ，Ｈａｌｐｉｎ　Ｒ，Ｈｉｎｅ　Ｅ，Ｓｐｉｒｏ　Ｄ　Ｊ，Ｗｅｎｔ－

ｗｏｒｔｈ　Ｄ　Ｅ．ＰＢ２ｒｅｓｉｄｕｅ　１５８ｉｓ　ａ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ

ｏｆ　ｐａｎｄｅｍｉｃ　Ｈ１Ｎ１ａｎｄ　Ｈ５ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ａ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ｉｎ　ｍｉｃｅ
［Ｊ］．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ，２０１１，８５（１）：３５７－３６５．

［１７］Ｌｉ　Ｚ，Ｃｈｅｎ　Ｈ，Ｊｉａｏ　Ｐ，Ｄｅｎｇ　Ｇ，Ｔｉａｎ　Ｇ，Ｌｉ　Ｙ，Ｈｏｆｆ－

ｍａｎｎ　Ｅ，Ｗｅｂｓｔｅｒ　Ｒ　Ｇ，Ｍａｔｓｕｏｋａ　Ｙ，Ｙｕ　Ｋ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｂａｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｕｃｋ　Ｈ５Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ｉｎ　ａ

ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｍｏｕｓｅ　ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ，２００５，７９（１８）：

１２０５８－１２０６４．
［１８］Ｈｕｌｓｅ－Ｐｏｓｔ　Ｄ　Ｊ，Ｆｒａｎｋｓ　Ｊ，Ｂｏｙｄ　Ｋ，Ｓａｌｏｍｏｎ　Ｒ，Ｈｏｆｆ－

ｍａｎｎ　Ｅ，Ｙｅｎ　Ｈ　Ｌ，Ｗｅｂｂｙ　Ｒ　Ｊ，Ｗａｌｋｅｒ　Ｄ，Ｎｇｕｙｅｎ　Ｔ

Ｄ，Ｗｅｂｓｔｅｒ　Ｒ　Ｇ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｇｅｎｅｓ（ＰＡ　ａｎｄ　ＰＢ１）ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｈｉｇｈ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
ｏｆ　Ｈ５Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ｍａｌｌａｒｄ　ｄｕｃｋｓ［Ｊ］．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ，

２００７，８１（１６）：８５１５－８５２４．
［１９］Ｊｉａｏ　Ｐ，Ｔｉａｎ　Ｇ，Ｌｉ　Ｙ，Ｄｅｎｇ　Ｇ，Ｊｉａｎｇ　Ｙ，Ｌｉｕ　Ｃ，Ｌｉｕ

Ｗ，Ｂｕ　Ｚ，Ｋａｗａｏｋａ　Ｙ，Ｃｈｅｎ　Ｈ．Ａ　ｓｉｎｇｌｅ－ａｍｉｎｏ－ａｃｉｄ

ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＮＳ１ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ－

ｉｔｙ　ｏｆ　Ｈ５Ｎ１ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ｉｎ　ｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｊ　Ｖｉｒ－

ｏｌ，２００８，８２（３）：１１４６－１１５４．
［２０］Ｓｅｏ　Ｓ　Ｈ，Ｈｏｆｆｍａｎｎ　Ｅ，Ｗｅｂｓｔｅｒ　Ｒ　Ｇ．Ｔｈｅ　ＮＳ１ｇｅｎｅ　ｏｆ

Ｈ５Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ｃｉｒｃｕｍｖｅｎｔｓ　ｔｈｅ　ｈｏｓｔ　ａｎｔｉ－ｖｉｒａｌ

ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓ　Ｒｅｓ，２００４，１０３（１－２）：

１０７－１１３．
［２１］Ｆａｎ　Ｓ，Ｄｅｎｇ　Ｇ，Ｓｏｎｇ　Ｊ，Ｔｉａｎ　Ｇ，Ｓｕｏ，Ｙ，Ｊｉａｎｇ　Ｙ，

Ｇｕａｎ　Ｙ，Ｂｕ　Ｚ，Ｋａｗａｏｋａ　Ｙ，Ｃｈｅｎ　Ｈ．Ｔｗｏ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ

ｒｅｓｉｄｕｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍａｔｒｉｘ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍ１ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｖｉｒ－

ｕｌｅｎｃｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｈ５Ｎ１ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ｉｎ

ｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００９，３８４（１）：２８－３２．
［２２］Ｓｕｚｕｋｉ　Ｈ，Ｓａｉｔｏ　Ｒ，Ｍａｓｕｄａ　Ｈ，Ｏｓｈｉｔａｎｉ　Ｈ，Ｓａｔｏ　Ｍ，

Ｓａｔｏ　Ｉ．Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｍａｎｔａｄｉｎｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ

ｖｉｒｕｓｅｓ：ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，

２００３，９（３）：１９５－２００．

·５９５·　５期　　　　　　　　　　　姚艳丰等：一株重组鸭源 Ｈ５Ｎ２亚型禽流感病毒分子进化分析



［２３］Ｓｈｅｎ　Ｙ　Ｙ，Ｋｅ　Ｃ　Ｗ，Ｌｉ　Ｑ，Ｙｕａｎ　Ｒ　Ｙ，Ｘｉａｎｇ　Ｄ，Ｊｉａ　Ｗ

Ｘ，Ｙｕ　Ｙ　Ｄ，Ｌｉｕ　Ｌ，Ｈｕａｎｇ　Ｃ，Ｑｉ　Ｗ　Ｂ，Ｓｉｋｋｅｍａ　Ｒ，

Ｗｕ　Ｊ，Ｋｏｏｐｍａｎｓ　Ｍ，Ｌｉａｏ　Ｍ．Ｎｏｖｅｌ　Ｒｅａｓｓｏｒｔａｎｔ　Ａｖｉａｎ

Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ（Ｈ５Ｎ６）Ｖｉｒｕｓｅｓ　ｉｎ　Ｈｕｍａｎｓ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，

Ｃｈｉｎａ，２０１５［Ｊ］．Ｅｍｅｒｇ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ，２０１６，２２（８）．
［２４］Ｙａｎｇ　Ｚ　Ｆ，Ｍｏｋ　Ｃ　Ｋ，Ｐｅｉｒｉｓ　Ｊ　Ｓ，Ｚｈｏｎｇ　Ｎ　Ｓ．Ｈｕｍａｎ

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ａ　Ｎｏｖｅｌ　Ａｖｉａｎ　Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ａ（Ｈ５Ｎ６）Ｖｉｒｕｓ
［Ｊ］．Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ，２０１５，３７３（５）：４８７－４８９．

［２５］Ｋａｎｅｈｉｒａ　Ｋ，Ｕｃｈｉｄａ　Ｙ，Ｔａｋｅｍａｅ　Ｎ，Ｈｉｋｏｎｏ　Ｈ，

Ｔｓｕｎｅｋｕｎｉ　Ｒ，Ｓａｉｔｏ　Ｔ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　Ｈ５Ｎ８ｉｎ－
ｆｌｕｅｎｚａ　Ａ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ａｎ　ｏｕｔ－
ｂｒｅａｋ　ｏｆ　ｓｅｖｅｒｅ　ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｉｎ　Ｊａｐａｎ　ｉｎ　Ａｐｒｉｌ　２０１４
［Ｊ］．Ａｒｃｈ　Ｖｉｒｏｌ，２０１５，１６０（７）：１６２９－１６４３．

［２６］Ｓａａｄ　Ｍ　Ｄ，Ａｈｍｅｄ　Ｌ　Ｓ，Ｇａｍａｌ－Ｅｌｄｅｉｎ　Ｍ　Ａ，Ｆｏｕｄａ　Ｍ

Ｋ，Ｋｈａｌｉｌ　Ｆ，Ｙｉｎｇｓｔ　Ｓ　Ｌ，Ｐａｒｋｅｒ　Ｍ　Ａ，Ｍｏｎｔｅｖｉｌｌｅｌ　Ｍ

Ｒ．Ｐｏｓｓｉｂｌｅ　ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ （Ｈ５Ｎ１）ｆｒｏｍ　ｍｉｇｒａｔｏｒｙ
ｂｉｒｄ，Ｅｇｙｐｔ［Ｊ］．Ｅｍｅｒｇ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ，２００７，１３（７）：１１２０－
１１２１．

［２７］Ｓａｌｚｂｅｒｇ　Ｓ　Ｌ，Ｋｉｎｇｓｆｏｒｄ　Ｃ，Ｃａｔｔｏｌｉ　Ｇ，Ｓｐｉｒｏ　Ｄ　Ｊ，Ｊａ－
ｎｉｅｓ　Ｄ　Ａ，Ａｌｙ　Ｍ　Ｍ，Ｂｒｏｗｎ　Ｉ　Ｈ，Ｃｏｕａｃｙ－Ｈｙｍａｎｎ　Ｅ，

Ｄｅ　Ｍｉａ　Ｇ　Ｍ，Ｄｕｎｇ　ｄｏ　Ｈ，Ｇｕｅｒｃｉｏ　Ａ，Ｊｏａｎｎｉｓ　Ｔ，

Ｍａｋｅｎ　Ａｌｉ　Ａ　Ｓ，Ｏｓｍａｎｉ　Ａ，Ｐａｄａｌｉｎｏ　Ｉ，Ｓａａｄ　Ｍ　Ｄ，

Ｓａｖｉｃ＇Ｖ，Ｓｅｎｇａｍａｌａｙ　Ｎ　Ａ，Ｙｉｎｇｓｔ　Ｓ，Ｚａｂｏｒｓｋｙ　Ｊ，Ｚｏｒ－
ｍａｎ－Ｒｏｊｓ　Ｏ，Ｇｈｅｄｉｎ　Ｅ，Ｃａｐｕａ　Ｉ．Ｇｅｎｏｍｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｌｉｎｋ－
ｉｎｇ　ｒｅｃｅｎｔ　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　ａｎｄ　Ａｆｒｉｃａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ（Ｈ５Ｎ１）ｖｉ－
ｒｕｓｅｓ［Ｊ］．Ｅｍｅｒｇ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ，２００７，１３（５）：７１３－７１８．

［２８］Ｖｅｒｈａｇｅｎ　Ｊ　Ｈ，ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｊｅｕｇｄ　Ｈ　Ｐ，Ｎｏｌｅｔ　Ｂ　Ａ，Ｓｌａｔｅｒ－
ｕｓ　Ｒ，Ｋｈａｒｉｔｏｎｏｖ　Ｓ　Ｐ，ｄｅ　Ｖｒｉｅｓ　Ｐ　Ｐ，Ｖｕｏｎｇ　Ｏ，Ｍａ－

ｊｏｏｒ　Ｆ，Ｋｕｉｋｅｎ　Ｔ，Ｆｏｕｃｈｉｅｒ　ＲＡ．Ｗｉｌｄ　ｂｉｒｄ　ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ

ａｒｏｕｎｄ　ｏｕｔｂｒｅａｋｓ　ｏｆ　ｈｉｇｈｌｙ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ａｖｉａｎ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ

Ａ（Ｈ５Ｎ８）ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ，２０１４，ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｘｔ　ｏｆ　ｇｌｏｂａｌ　ｆｌｙｗａｙｓ［Ｊ］．Ｅｕｒｏ　Ｓｕｒｖｅｉｌｌ，２０１５，２０
（１２）．ｐｉｉ：２１０６９．

［２９］Ｌｅｅ　Ｄ　Ｈ，Ｔｏｒｃｈｅｔｔｉ　Ｍ　Ｋ，Ｗｉｎｋｅｒ　Ｋ，Ｉｐ　Ｈ　Ｓ，Ｓｏｎｇ　Ｃ

Ｓ，Ｓｗａｙｎｅ　Ｄ　Ｅ．Ｉｎｔｅｒｃｏｎｔｉｎｅｎｔａｌ　Ｓｐｒｅａｄ　ｏｆ　Ａｓｉａｎ－Ｏｒｉ－

ｇｉｎ　Ｈ５Ｎ８ｔｏ　Ｎｏｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａ　ｔｈｒｏｕｇｈ　Ｂｅｒｉｎｇｉａ　ｂｙ　Ｍｉ－

ｇｒａｔｏｒｙ　Ｂｉｒｄｓ［Ｊ］．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ，２０１５，８９（１２）：６５２１－６５２４．
［３０］Ｇｕａｎ　Ｙ，Ｓｍｉｔｈ　Ｇ　Ｊ．Ｔｈｅ　ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ　ｐａｎｚｏｏｔｉｃ　Ｈ５Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓ　Ｒｅｓ，

２０１３，１７８（１）：３５－４３．
［３１］Ｓｕ　Ｓ，Ｂｉ　Ｙ　Ｈ，Ｗｏｎｇ　Ｇ，Ｇｒａｙ　Ｇ　Ｃ，Ｇａｏ　Ｇ　Ｆ，Ｌｉ　Ｓ．

Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄ　Ｒｅｃｅｎｔ　Ｏｕｔｂｒｅａｋｓ　ｏｆ　Ａ－
ｖｉａｎ　Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ，２０１５，８９
（１７）：８６７１－８６７６．

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａ　Ｈｉｇｈｌｙ　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　Ｈ５Ｎ２Ａｖｉａｎ　Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
Ｖｉｒｕｓ　Ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｄｕｃｋ

ＹＡＯ　Ｙａｎｆｅｎｇ，ＨＥ　Ｂｉｎ，ＳＨＡＯ　Ｚｈｉｙｏｎｇ，ＹＡＮＧ　Ｗｅｎｈａｉ，ＬＩＵ　Ｗｕ，

ＣＨＥＮ　Ｘｉａｂｉｎｇ，ＹＥ　Ｓｈｅｎｇｑｉａｎｇ，ＣＨＥＮ　Ｊｉｅ＊

（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ　ａｎｄ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｗｕｈａｎ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｗｕｈａｎ　４３０２０８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎ　２０１６，ｒｏｕｔｉｎｅ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　ｖｉｒｕｓ　ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ　ｗａｓ　ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｌｉｖｅ　ｐｏｕｌｔｒｙ　ｍａｒｋｅｔｓ　ｏｆ　Ｗｕｈａｎ，
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