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研究报告

新发高致病性禽流感 Ｈ５Ｎ１ 病毒的致病性、
传播力研究及进化分析

袁　 静，许黎黎，鲍琳琳，吕　 琦，李枫棣，于　 品，秦　 川

（中国医学科学院医学实验动物研究所，卫生部人类疾病比较医学重点实验室，
国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 对 ２０１１ 年底导致香港红嘴鸥死亡、并与深圳死亡患者分离株高度同源的新发高致病性禽流

感 Ｈ５Ｎ１ 病毒的致病性及传播力进行预警，同时对其序列进行遗传进化分析。 方法　 对新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒进行感染

性评价，证实其是否确实具有在人类细胞中增殖的能力，并对新发毒株在细胞及小鼠中的感染性进行评价，并对其

在小鼠群体中的传播力进行研究。 同时，还基于 ＨＡ 蛋白序列对新发病毒进行遗传分析，确定其进化地位。 结果

新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒在体外对人源肺细胞具有一定程度的感染性，对小鼠的致病性相比目前毒力最强 Ｈ５Ｎ１ 毒株及

ＷＨＯ 推荐的禽流感疫苗制备株较弱，可在小鼠群体间进行有效传播，但诱发机体体液免疫保护程度较弱。 结论

新病毒进化地位属于 Ｃｌａｄｅ ２ ３ ２ １，为近年来的国内主流流行株，其进化的过程中暂未发生导致致病性增强的正

向选择事件。
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　 　 流感是由流感病毒引起的一种急性呼吸道传

染病，它通过飞沫传播，能在短时间内迅速蔓延。
１９９７ 年香港首次报道了 １８ 例人感染高致病性

Ｈ５Ｎ１ 禽流感病例，其中 ６ 例死亡，感染的临床特征

包括骤然发热和上呼吸道感染等典型流感症状，许
多病人出现严重并发症，主要有肺炎、胃肠道症状、
肝酶升高和肾衰［１］。 其后，全球已经有 １５ 个国家和

地区相继出现了人禽流感病例和有限的人际间传

播报道［２］。 时至 ２０１１ 年底，世界卫生组织（ＷＨＯ）
共累计接收人感染 Ｈ５Ｎ１ 病例报告 ５８４ 例，死亡 ３４５
例，病死率接近 ６０％ ［３］，远高于 ２００３ 年全球严重急

性呼吸综合症（ＳＡＲＳ）疫情时 １１％ 的总体死亡率。
鉴于甲型流感病毒高度变异和 ２００９ 年出现的新型

甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感全球大流行，高致病性禽流感 Ｈ５Ｎ１
病毒仍然是引起全球流感大流行疫情的潜在病原

之一，散在出现的人际间传播事件表明 Ｈ５Ｎ１ 病毒

一旦突破物种间屏障而在人群中流行，必将成为世

界各国所面临的巨大公共卫生威胁之一，将会给人

类的生存和发展带来灾难性打击。
２０１１ 年底，香港再度爆发禽流感，死亡的红嘴

鸥证实感染禽流感 Ｈ５Ｎ１ 病毒， 并且其基因序列与

同期深圳死亡患者高度同源，此次疫情再次提醒我

们，在环境选择压力下，禽流感 Ｈ５Ｎ１ 病毒不断的抗

原漂移现象可能随时导致其跨越物种屏障，从而实

现对人群的感染。 因此，加强对新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒感

染性及传播力的研究，对于防范可能发生的禽流感

疫情，具有非常重要的现实意义。
本文拟对 ２０１１ 年底香港死亡红嘴鸥所携带的、

与深圳死亡患者分离株高度同源的 Ｈ５Ｎ１ 病毒进行

感染性评价，证实其是否确实具有在人类细胞中增

殖的能力，并对该毒株体外基于细胞水平的复制能

力以及体内基于小鼠模型的毒力与致病性进行研

究，与迄今为止毒力最强的 Ｈ５Ｎ１ 毒株 Ａ ／ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ／
４０６Ｈ ／ ２００６ 及 ＷＨＯ 推荐的禽流感 Ｈ５Ｎ１ 疫苗制备

株 Ａ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ １１９４ ／ ２００４ 进行比较。 同时，设立攻

毒组与同居组，对新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒能否在小鼠群体

间传播进行评测，从而对新病毒的传播力进行研

究。 此外，通过对病毒的 ＨＡ 基因进行测序及序列

分析，构建病毒的进化树，分析其分子遗传进化地

位。 研究结果对于应对未来可能出现的禽流感疫

情具有非常重要的现实意义。

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 病毒： 本研究所使用毒株详情参见表 １，均
由香港大学陈洪霖教授惠赠。 体外细胞感染实验

及体内动物攻毒实验都按照 ＷＨＯ 指导原则在

ＡＢＳＬ⁃３ 实验室中进行。
１ １ ２ 　 细胞： 犬肾细胞 ＭＤＣＫ、 人肺腺癌细胞

Ａ５４９、及小细胞肺癌细胞 ＮＣＩ⁃Ｈ４４６ 均于本课题组

保存。
１ １ ３　 实验动物：５ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠

由医科院医学实验动物研究所提供 （合格证号：
ＳＣＸＫ（京）２００６⁃０００９） （实验室许可证号：ＩＬＡＳ⁃ＰＣ⁃
２０１２⁃００２）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 体外（ Ｉｎ ｖｉｔｒｏ）细胞感染实验：细胞在含有

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中培养，将 １０２

ＴＣＩＤ５０的病毒液接种于培养在直径 ３５ ｍｍ 培养板内

的单层细胞中，３７℃吸附 ６０ ｍｉｎ，加入 １０ ｍＬ 无血清

培养基、含 ＴＰＣＫ 的胰蛋白酶（０ ５ μｇ ／ ｍＬ）和双抗。
分别在感染细胞后 １２，２４，３６，４８，５６，７２ ｈ 收集 ２５０
μＬ 病毒上清液，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清通

过 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 测定病毒核酸载量。
１ ２ ２　 体内（ Ｉｎ ｖｉｖｏ）小鼠感染实验：每组 １２ 只小

鼠分为组 １ （８ 只）及组 ２ （４ 只）。 将小鼠按 ０ ０２
ｍＬ ／ ｇ 比例肌注三溴乙醇麻醉后，通过滴鼻途径对

小鼠进行攻毒，每只小鼠接种１０２ ＴＣＩＤ５０ 病毒液５０

表 １　 本研究中所使用的高致病性禽流感 Ｈ５Ｎ１ 病毒详情
Ｔａｂ． １　 Ｄｅｔａｉｌｓ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｈ５Ｎ１ ｖｉｒｕｓ

毒株（Ｖｉｒｕｓ） 采集时间（Ｔｉｍｅ） 宿主（Ｈｏｓｔ） 备注（Ｎｏｔｅ）
Ａ ／ ｂｌａｃｋ ｈｅａｄｅｄ ｇｕｌｌ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／ ０７０３５⁃１ ／
２０１１（简称 ０７０３５）

２０１１ １２ 鸟 Ｂｉｒｄ
２０１１ 年底新发红嘴鸥分离株，基因序列与同期深圳死亡病

人高度同源

Ａ ／ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ／ ４０６Ｈ ／ ２００６（简称 ＳＺ） ２００６ ６ 人 Ｈｕｍａｎ 迄今为止毒力最强的 Ｈ５Ｎ１ 毒株

Ａ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ １１９４ ／ ２００４（简称 ＶＮ） ２００４ ６ 人 Ｈｕｍａｎ ＷＨＯ 推荐的禽流感 Ｈ５Ｎ１ 疫苗制备株
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μＬ。 组 １ 小鼠连续观察 １４ ｄ，记录临床表征和死亡

率。 组 ２ 小鼠在攻毒后第 ５ 天，安乐后取肺组织，通
过 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 测定病毒核酸载量。
１ ２ ３　 小鼠同居实验：１８ 只小鼠随机分配于两个

鼠盒中，每盒 ９ 只，其中 ３ 只标记后通过滴鼻途径进

行攻毒，另外 ６ 只同笼饲养。 第一盒同居小鼠于攻

毒后 ５，８，１１ ｄ 各安乐 ２ 只，取肺组织，测定病毒核

酸载量及滴度。 第二盒同居小鼠于攻毒后 １４，２１，
２８ ｄ 各摘除 ２ 只小鼠的眼球获取血清，通过血凝抑

制实验及微量中和实验测定抗体效价。
１ ２ ４　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ：小鼠肺组织研磨成匀浆，从
上清液中提取 ＲＮＡ（Ｑｉａｇｅｎ），溶于 ３０ μＬ Ｄｉｅｔｈｙｌ
ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ （ ＤＥＰＣ ） 处 理 过 Ｈ２Ｏ 中， 保 存 于

－ ８０℃。 取 ８ μＬ ＲＮＡ 进行逆转录 ｃＤＮＡ 的合成，
加入到总体积为 ２０ μＬ，含有 ２００ Ｕ Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ Ⅲ逆

转录酶（（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）的反应体系中。 实时荧光定量

ＰＣＲ 检测体系为 ２０ μＬ，包括 １０ μＬ ２ × ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 荧光染料Ｍｉｘ （ＡＢＩ），各 １ μＬ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的正

向和反向引物 （ ＮＰ⁃６８８Ｆ： ５′⁃ｔｔｃｃａａａｃａｇｃａｇｃａｃａａａｇ⁃
３′， ＮＰ⁃８１７Ｒ：５′⁃ｔａｔｇｇｇｃｃａａｔｇａｔｃｃｔｃｔｃ⁃３′），２ μＬ ｃＤＮＡ
模板和 ６ μＬ 无 ＲＮＡ 酶的 Ｈ２Ｏ。 热循环条件，９４℃
３ ｍｉｎ，９４℃ ３０ ｓ，５８℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，３５ 个循环。
每个循环结束后读取荧光值。
１ ２ ５ 　 血 凝 抑 制 实 验 （ ＨＩ ）： 先 用 Ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃
ｄｅｓｔｒｏｙｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ（ＲＤＥ）酶处理血清，１ 份血清加入

３ 份 ＲＤＥ 酶工作液，３７℃水浴 １２ ～ １６ ｈ 后 ５６℃灭活

３０ ｍｉｎ。 将 １ 份浓缩火鸡血和 １０ 份 ＲＤＥ 酶工作液

处理过的灭活血清（２００ ｕＬ）充分混匀，４℃放置 １ ｈ，
重悬后 １２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清，向其中加入

２ ５ 倍血清体积的 ＰＢＳ 溶液即得到工作血清。 ９６
孔 Ｖ 型板除第一列（共八列）外，每孔加入 ２５ μＬ 的

ＰＢＳ，在第一，二，八列每孔加入 ２５ μＬ 工作血清，从
第二列移取 ２５ μＬ，由第二到第七列对倍稀释，每孔

加入 ２５ μＬ 新调制的 ４ＨＡ 病毒液（最后一列除外），
充分混匀，室温静置 ４０ ｍｉｎ，每孔加入 １％火鸡血 ５０
μＬ，室温静置 ３０ ｍｉｎ 观察结果。 将 ９６ 孔 Ｖ 型板垂

直竖起，观察孔底红细胞滑下速度，待对照孔内红

细胞自由下滑呈泪滴状时读结果，红细胞下滑速度

与对照相同者为完全抑制，完全抑制时的血清最高

稀释度即抗体效价。
１ ２ ６　 微量中和实验（ＭＮ）：将攻毒后 １４、２１、２８ ｄ
的小鼠血清放在 ６０℃水浴锅中灭活 ３０ ｍｉｎ，之后在

９６ 孔板中将待检血清用维持液稀释为 １∶ ８、１∶ １６、１∶

３２……１∶ １ ０２４。 将稀释好的血清 １００ μＬ ／每孔分别

与 １００ μＬ １０２ ＴＣＩＤ５０ 的病毒等量混合，３７℃ 孵育 １
ｈ。 将血清⁃病毒混合液接种于培养在 ９６ 孔培养板

内的单层 ＭＤＣＫ 细胞中，经 ３ 天培养观察细胞病变

（ＣＰＥ），同时吸取上清每孔 ５０ μＬ，加入 １％ 的火鸡

血 ５０ μＬ，混匀，静止 ３０ ｍｉｎ 进行复核实验。
１ ２ ７　 基因测序、比对、及进化树构建：病毒 ＨＡ 基

因分为相互重叠的三段利用高保真 ＰＣＲ 系统进行

扩增（ＫＯＤ ｐｌｕｓ，ＴＯＹＯＢＯ），所用引物序列为：ＨＡＦ１
（１ ～ ２２ ）： ５′⁃ａｔｇｇａｇａａａａｔａｇｔｇｃｔｔｃｔｔ⁃３′； ＨＡＲ１ （ ６５１⁃
６７１）： ５′⁃ｃｔｃｔｇｇｔｔａａｇｔｇｔｔｇａｔｇｔｃ⁃３′； ＨＡＦ２（４８１ ～ ５０２）：
５′⁃ａｇａａａｔｇｔｇａｔａｔｇｇｃｔｔａｔｃａ⁃３′； ＨＡＲ２ （ １２０１ ～ １２２１ ）：
５′⁃ｃｔｇａｇｔｇｔｔｃａｔｔｔｔｇｔｃａａｔ⁃３′； ＨＡＦ３ （ ９２５ ～ ９４５ ）： ５′⁃
ａａｃａｔａｃａｃｃｃｔｃｔｃａｃｃａｔｃ⁃３′； ＨＡＲ３ （１６９３ ～ １７１５）： ５′⁃
ｃｔｃａｃａａａｔｔｔａａａｔｇｃａａａｔｔｃ⁃３′。 扩 增 产 物 纯 化 后

（ＱＩＡＧＥＮ）外送测序（中美泰和）。 利用 ＣＬＵＳＴＡＬ
Ｗ （ｖｅｒｓｉｏｎ １ ８３）软件对 ＨＡ 基因序列进行比对，利
用 ＭＥＧＡ５ ０ 软件基于 ＨＡ 蛋白序列构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃
ｊｏｉｎｉｎｇ 进化树，校验值（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）设为 ５００。
１ ２ ８　 数据统计分析：病毒核酸载量和滴度的数据

处理运用 ＳＰＳＳ １１ ５ 软件包中 ＤＵＮＣＡＮ 及 ＬＳＤ 法

进行 ＡＮＯＶＡ 单因素方差分析。

２　 结果

２ １　 新发 Ｈ５Ｎ１ 毒株 ０７０３５ 对人源肺细胞的感染

性研究

将 １０２ＴＣＩＤ５０的 ０７０３５ 毒株分别感染人肺腺癌

细胞 Ａ５４９ 及小细胞肺癌细胞 ＮＣＩ⁃Ｈ４４６，在感染细

胞后 １２，２４，３６，４８，５６，７２ ｈ 收集病毒上清液，取上

清测定病毒核酸载量。 结果显示，０７０３５ 病毒可在

Ａ５４９ 细胞中有效复制，拷贝数从 １２ ～ ７２ ｈ 呈持续

增长态势（Ｐ ＜ ０ ０５），而其在 ＮＣＩ⁃Ｈ４４６ 中并不能增

殖（图 １），说明 ０７０３５ 病毒在体外对人源肺细胞具

有一定程度的感染性。
２ ２　 细胞水平（Ｉｎ ｖｉｔｒｏ）病毒复制能力比较

将 １０２ ＴＣＩＤ５０的新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒 ０７０３５、迄今为

止毒力最强的 ＳＺ 株、及 ＷＨＯ 推荐的禽流感疫苗制

备株 ＶＮ 分别感染 ＭＤＣＫ 细胞。 病毒复制动力学结

果显示，０７０３５ 毒株在 ＭＤＣＫ 细胞中于 ５６ ｈ． ｐ． ｉ 达
到复制峰值，同时，从感染后 １２ ～ ７２ ｈ，０７０３５ 在

ＭＤＣＫ 细胞中的复制能力较 ＳＺ 与 ＶＮ 株稍低，但与

后两者并不存在显著性差异（Ｐ ＞ ０ ０５）（图 ２）。
２ ３　 小鼠体内（Ｉｎ ｖｉｖｏ）病毒毒力及致病性比较
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图 １　 ０７０３５ 毒株体外在人源肺细胞中的复制曲线。
（Ａ）Ａ５４９ 细胞；（Ｂ）ＮＣＩ⁃Ｈ４４６ 细胞

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ０７０３５ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｌｕｎｇ ｃｅｌｌｓ． （Ａ） Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ； （Ｂ） ＮＣＩ⁃Ｈ４４６ ｃｅｌｌｓ

图 ２　 ０７０３５ 毒株与 ＳＺ 及 ＶＮ 株在ＭＤＣＫ 细胞中复制能力比较

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ０７０３５， ＳＺ，
ａｎｄ ＶＮ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ

将 １０２ ＴＣＩＤ５０ 的 ０７０３５、 ＳＺ、 及 ＶＮ 分 别 对

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠攻毒，通过观察小鼠的存活率，体重变

化情况，肺组织中病毒核酸载量等，来对病毒的毒

力及致病性进行比较。 小鼠攻毒后连续观察 １４ ｄ，
其中感染 ＳＺ 及 ＶＮ 株的小鼠 １００％ 死亡，而 ０７０３５
感染后小鼠仍有 １２ ５％ 存活（图 ３）。 ＳＺ 与 ＶＮ 感

染的小鼠平均存活天数显著低于 ０７０３５ 感染的小鼠

（图 ４）。 由图 ５ 可见 ＳＺ 株感染的小鼠体重下降最

为显著，其次为 ＶＮ 株，下降最少的为 ０７０３５ 感染的

小鼠。 同时，Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果可见 ＳＺ 与 ＶＮ 感染

的小鼠肺组织病毒核酸拷贝数显著高于 ０７０３５ 感染

的小鼠（Ｐ ＜ ０ ０１）（图 ６）。 因此，新发禽流感 Ｈ５Ｎ１
病毒 ０７０３５ 对小鼠的致病性较目前毒力最强的 ＳＺ
株及 ＷＨＯ 推荐的疫苗制备株 ＶＮ 较弱，在进化的过

程中暂未发生导致致病性增强的正向选择事件。

图 ３　 １０２ ＴＣＩＤ５０的 ０７０３５、ＳＺ、ＶＮ 株感染小鼠后的存活曲线

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ
０７０３５， ＳＺ ｏｒ ＶＮ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ １０２ ＴＣＩＤ５０ ｉｎ ａ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ５０ μＬ

图 ４　 １０２ ＴＣＩＤ５０的 ０７０３５、ＳＺ、ＶＮ 株感染小鼠后

的平均存活天数

Ｆｉｇ． ４　 Ｍｅａｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｄａｙｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ
０７０３５， ＳＺ ｏｒ ＶＮ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ １０２ ＴＣＩＤ５０ ｉｎ ａ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ５０ μＬ

图 ５　 １０２ ＴＣＩＤ５０的 ０７０３５、ＳＺ、ＶＮ 株感染小鼠后

的体重变化曲线

Ｆｉｇ． ５　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ
０７０３５， ＳＺ ｏｒ ＶＮ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ １０２ ＴＣＩＤ５０ ｉｎ ａ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ５０ μＬ
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图 ６　 １０２ ＴＣＩＤ５０的 ０７０３５、ＳＺ、ＶＮ 株感染小鼠后

第 ５ 天肺组织携带病毒核酸拷贝数

Ｆｉｇ． ６　 Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｌｏａｄｓ ｉｎ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ５ ｄ． ｐ． ｉ ｗｈｉｃｈ
ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ０７０３５， ＳＺ ｏｒ ＶＮ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ １０２

ＴＣＩＤ５０ ｉｎ ａ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ５０ μＬ

２ ４　 新发 Ｈ５Ｎ１ 毒株 ０７０３５ 在小鼠群体间的传播

力研究

每盒 ９ 只小鼠中 ３ 只被攻毒的小鼠于感染后 ９
ｄ 内全部死亡，同居小鼠第 ５ 天及第 ８ 天肺组织检

测不到病毒核酸载量，而第 １１ 天两只同居小鼠中的

一只经 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测为阳性，拷贝数为 ６ × １０８

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ。 将 ＰＣＲ 产物外送测序证实其与攻毒毒

株 ０７０３５ １００％同源。 此外，将该同居小鼠的肺组织

上清接种 ＭＤＣＫ 细胞，传至第二代时出现典型 ＣＰＥ
现象，测定其滴度为 １０４ ８６ ＴＣＩＤ５０。 然而，同居小鼠

第 １４，２１，２８ 天的血清经血凝抑制实验及微量中和

实验检测，其结果均为阴性。 以上结果证实 ０７０３５
毒株可在小鼠群体间进行有效传播，但诱发机体体

液免疫保护程度较弱。
２ ５　 新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒的遗传进化分析

对 ０７０３５ 的 ＨＡ 基因进行分段高保真 ＰＣＲ 后外

送测序，序列拼接后已提交至 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库中，登
陆号为 ＪＱ９２２５６６。 与 ＷＨＯ 禽流感 Ｈ５Ｎ１ 监测网络

提供的各进化分支（Ｃｌａｄｅ）代表株进行序列多重比

对后，构建了 ＨＡ 蛋白的分子遗传进化树（图 ７）。
结果证实 ０７０３５ 的进化地位属于 ２ ３ ２ １，为近两

年来的主流流行 Ｃｌａｄｅ。 值得注意的是，与 ０７０３５ 最

为同源的毒株 Ａ ／ Ｇｕａｎｇｘｉ ／ １ ／ ２００９ 分离自我国广西

一名因接触病死禽类而感染 Ｈ５Ｎ１ 并导致死亡的

１８ 岁男孩体内。

３　 讨论

流感病毒特异性受体末端的 Ｎ⁃乙酰基神经氨

酸（又称为唾液酸）可与半乳糖以 α２，３ 或 α２，６ 键

的方式结合，所形成的受体分别命名为 α２，３ 唾液

酸受体或 α２，６ 唾液酸受体。 通常情况下，人源流

感病毒识别 α２，６ 唾液酸受体，而禽源病毒识别 α２，
３ 唾液酸受体［４］。 Ｓｈｉｎｙａ 等［５］报道人呼吸道组织切

片从鼻腔至终末和呼吸细支气管主要表达 α２，６ 唾

液酸受体，除鼻腔粘膜个别上皮细胞偶尔表达 α２，３
唾液酸受体外，其他部位缺乏 α２，３ 唾液酸受体，相
反，下呼吸道的呼吸细支气管与肺泡之间连接部的

非纤毛立方细胞以及肺泡细胞表达 α２，３ 唾液酸受

体为主。 因此理论状态下禽流感 Ｈ５Ｎ１ 病毒并不具

备在人际间通过空气经上呼吸道传播的能力。 然

而，目前仍有少量 Ｈ５Ｎ１ 在人际间传播的散发案例

的报道［６ － ９］。 本研究中将攻毒鼠与健康鼠同笼饲

养，健康鼠获得了感染，说明新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒可在小

鼠群体间通过接触而传播。 有学者曾用 １９９７ 年的

人 （ Ａ ／ ＨＫ１５６ ／ ９７ ） 及 鸡 （ Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／
２５８ ／ ９７）Ｈ５Ｎ１ 分离毒株感染猪及小鼠，并将健康的

猪及小鼠分别与攻毒动物同笼饲养，结果同笼饲养

的猪、小鼠均未发生感染［１０］。 也有人用 ２ ５ × １０４

ＴＣＩＤ５０的 ＶＮ 株感染家猫，并将健康家猫与感染猫

同舍饲养，结果健康猫获得感染，这可能与所使用

的毒株以及攻毒剂量等有关，另一方面也提示经过

进化后病毒的致病力及传播力可能发生了变化［１１］。
Ｈ５Ｎ１ 病毒在禽类群体间拥有较明确的泄殖腔⁃口腔

传播途径，而其在人类及哺乳动物之间能否进行传

播，至今仍存在争议。 ２００４ 年泰国动物园中大量虎

发生 Ｈ５Ｎ１ 感染，通过流行病学调查及病原学等研

究认为病毒在老虎之间可能发生了水平传播［１２］。
自 １９９７ 年以来，Ｈ５Ｎ１ 呈现出致病力逐渐增强的态

势，体现在人感染后病死率的增加、病毒抗原特性

的变化、内部基因的重排以及宿主范围的扩大等，
提示 Ｈ５Ｎ１ 在人与人之间传播的可能性大大增加，
而近年来越南、泰国、印度尼西亚已出现 Ｈ５Ｎ１ 病毒

感染的家庭聚集现象［１０， １３ － １７］。 但也有人对此持反

对意见，他们认为家庭成员所生活的环境、背景、生
活习惯都基本相同，不能完全确定感染源，看护

Ｈ５Ｎ１ 感染病人的护理员的血清抗体也均呈阴

性［１８ － ２１］。 有学者担心 Ｈ５Ｎ１ 病毒是否与人流感病

毒发生了基因重组，从而使传播能力大大增强，设
计了将 Ｈ５ＮＩ 病毒与引起 １９６８ 年流感大流行的

Ｈ３Ｎ２ 病毒杂交，杂交后的病毒能感染雪貂，但不能

引起雪貂间的水平传播，说明杂交后的病毒传播力

９４中国比较医学杂志 ２０１４ 年 １ 月第 ２４ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０１４，Ｖｏｌ． ２４． Ｎｏ． １



图 ７　 基于 ＨＡ 蛋白序列的分子遗传进化树

Ｆｉｇ． ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂｕｉｌｔ ｗｉｔｈ ＨＡ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

并没有增强，同时也提示人流感病毒与禽流感病毒

的重组并不像我们想象中的那么容易，可能是一个

非常复杂的过程［２０］。 但是，２０１１ 年底，来自荷兰的

病毒学家 Ｒｏｎ Ｆｏｕｃｈｉｅｒ 和来自美国的病毒学教授

Ｙｏｓｈｉｈｉｒｏ Ｋａｗａｏｋａ 分别在某国际流感会议上扔下两

枚重磅炸弹———他们对禽流感 Ｈ５Ｎ１ 病毒进行基因

改造，培育出的 Ｈ５Ｎ１ 病毒变种已具备在雪貂间通

过空气传播的能力，并暗示也具备在人际间传播的

可能。 说明 Ｈ５Ｎ１ 病毒仍然是引起全球流感大流行

疫情的潜在病原之一，加强对新发病毒感染性及传

播力监测具有重要的现实意义。
本实验中健康鼠通过与攻毒鼠同笼饲养而获

０５ 中国比较医学杂志 ２０１４ 年 １ 月第 ２４ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０１４，Ｖｏｌ． ２４． Ｎｏ． １



得了感染，再次证实 Ｈ５Ｎ１ 已具备在哺乳动物之间

进行传播的能力。 传播的可能途径包括：空气飞

沫、粪口污染、身体接触等多个方面，具体是通过何

种方式进行传播还有待进一步的研究。 尽管本研

究结果显示新发 Ｈ５Ｎ１ 病毒 ０７０３５ 对小鼠的致病性

相比目前毒力最强的 ＳＺ 株及 ＷＨＯ 推荐的疫苗制

备株 ＶＮ 较弱，在进化的过程中暂未发生导致致病

性增强的正向选择事件。 但 ０７０３５ 毒株可在小鼠群

体间进行有效传播且诱发机体体液免疫保护程度

较弱的结果值得高度关注。 尤其是与 ０７０３５ 最为同

源的毒株 Ａ ／ Ｇｕａｎｇｘｉ ／ １ ／ ２００９ 分离自我国广西一名

因接触病死禽类而感染 Ｈ５Ｎ１ 并导致死亡的 １８ 岁

男孩体内，而且 ０７０３５ 病毒在体外对人源肺细胞还

具有一定程度的感染性，都说明新发禽流感 Ｈ５Ｎ１
病毒 ０７０３５ 存在潜在传给人的威胁。 若病人同时受

人类流感病毒及禽流感病毒感染，就有可能成为病

毒的“混合炉”，并存在产生在人群间传播能力的高

致病性新型重组病毒的可能性。 一旦出现这种情

况，即意味着将会给人类的生存和发展带来灾难性

打击的流感大疫情的爆发。
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ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｈ５Ｎ１ ｖｉｒｕｓｅｓ ｏｆ ｃｌａｄｅ ２ ３ ２ １ ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｂｕｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｄｕｃｋｓ．
Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓ ２０１２；６０：１２７ － １３９．

［１９］ 　 Ｍａｒｉｎｏｖａ⁃Ｐｅｔｋｏｖａ Ａ， Ｇｅｏｒｇｉｅｖ Ｇ， Ｓｅｉｌｅｒ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｒｅａｄ ｏｆ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ Ａ （Ｈ５Ｎ１） ｃｌａｄｅ ２ ３ ２ １ ｔｏ Ｂｕｌｇａｒｉａ ｉｎ ｃｏｍｍｏｎ
ｂｕｚｚａｒｄｓ． Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ ２０１２；１８：１５９６ － １６０２．

［２０］ 　 Ｃｈｏｉ ＪＧ， Ｋａｎｇ ＨＭ， Ｊｅｏｎ ＷＪ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌａｄｅ
２ ３ ２ １ Ｈ５Ｎ１ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｗｉｌｄ ｂｉｒｄｓ （ｍａｎｄａｒｉｎ ｄｕｃｋ ａｎｄ Ｅｕｒａｓｉａｎ ｅａｇｌｅ ｏｗｌ） ｉｎ ２０１０
ｉｎ Ｋｏｒｅａ． Ｖｉｒｕｓｅｓ ２０１３；５：１１５３ － １１７４．

［２１］ 　 Ｔｕｎｇ ＤＨ， Ｖａｎ Ｑｕｙｅｎ Ｄ， Ｎｇｕｙｅｎ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ Ｈ５Ｎ１ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ
ｃｌａｄｅ ２ ３ ２ １ｂ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｉｎ Ｖｉｅｔｎａｍ ｉｎ ２０１１． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
２０１３；１６５：３４１ － ３４８．

〔修回日期〕２０１３⁃１１⁃０８

１５中国比较医学杂志 ２０１４ 年 １ 月第 ２４ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０１４，Ｖｏｌ． ２４． Ｎｏ． １




