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［摘要］　目的：探讨２００９年新型甲型流感病毒（Ａ／Ｈ１Ｎ１）聚合酶ＰＡ、ＰＢ１和ＰＢ２编码基因的进化规律。方法：从ＮＣＢＩ流感病

毒基因数据库下载２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流行株的ＰＡ、ＰＢ１和ＰＢ２聚合酶编码基因序列以及人、猪和禽流感病毒相应的参考序

列，采用 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ４．０（ＭＥＧＡ４．０）软件比对和修剪此次流行株的代表序列及所有参考株序

列并构建系统树，再比对和修剪此次流行株的代表序列及人Ａ／Ｈ１Ｎ１病毒各年代（１９１８～２００８年）参考序列并构建系统树，同时

比对此次流行株的代表序列及人Ａ／Ｈ１Ｎ１各年代（１９１８～２００８年）参考序列编码ＰＢ２蛋白的氨基酸序列。结果：不同地区分离

的２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒的聚合酶ＰＡ、ＰＢ１和ＰＢ２编码基因均具有高度同源性，并聚集在一个独特的进化支上，与猪

流感病毒对应基因接近。三者均与２００５年美国爱荷华州分离的人Ａ／Ｈ１Ｎ１病毒基因（Ａ／Ｉｏｗａ／ＣＥＩＤ２３／２００５／Ｈ１Ｎ１）具有高度的

相似性。２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒、２００５年美国爱荷华州流行的 Ｈ１Ｎ１（ＤＱ８８９６８２）病毒ＰＢ２蛋白第６２７位氨基酸与禽

类流感病毒相同，均为谷氨酸，而与其他人Ａ／Ｈ１Ｎ１（１９１８～２００８年）病毒的赖氨酸不同。结论：２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病

毒聚合酶基因可能来源于２００５年美国爱荷华州分离的人Ａ／Ｈ１Ｎ１病毒，禽流感病毒可能参与了聚合酶基因的重排过程。
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　　２００９年３月开始爆发流行的新型甲（Ａ）型Ｈ１Ｎ１ 流感病毒属于正黏病毒科，为单链ＲＮＡ病毒［１］，由８
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条独立基因片段组成，分别编码聚合酶Ｂ１（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
Ｂ１，ＰＢ１）、聚合酶Ｂ２（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＢ２，ＰＢ２）、聚合酶Ａ
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＡ，ＰＡ）、血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）、核
蛋白（ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＰ）、神经氨酸酶（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，

ＮＡ）、基质蛋白（ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ，Ｍ１、Ｍ２）、非结构蛋白
（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳ１、ＮＳ２）等１０个基因产物。
根据病毒外壳 ＨＡ和ＮＡ的不同可将其分为不同亚
型［２］，其中Ｈ３Ｎ２、Ｈ１Ｎ１、Ｈ１Ｎ２、Ｈ５Ｎ１具有高发病率
和病死率［３４］。流感病毒ＲＮＡ聚合酶（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）是
负责病毒ＲＮＡ复制、转录等生物学功能的酶。其中

ＰＢ１亚基具有ＲＮＡ聚合酶活性，参与ｍＲＮＡ转录及

ｖＲＮＡ的复制，将ＰＢ２亚基及ＰＡ亚基连接起来形成
全酶（ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ）；ＰＢ２亚基具有识别宿主ｍＲＮＡ并
切割其５′帽子结构的核酸内切酶活性，同时具有３′
５′核酸外切酶活性，可能具有校对功能［５］；ＰＡ是一种
磷酸化蛋白，具有诱导蛋白水解活性，与ＲＮＡ聚合酶
活性正相关［６］。

　　不同宿主来源的 Ｈ１Ｎ１基因具有各自的特异
性，流感病毒可以通过基因重排或基因漂移发生变
异，从而逃脱机体免疫清除，导致流感病毒大流行，
如１９５７、１９６８年的流感大流行［７］。通过分析流感病
毒各基因进化情况来判断新型流感病毒的基因重排

情况对新型病毒的防控至关重要［８］。因此，本研究
从ＮＣＢＩ流感病毒基因库下载了２００９年新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒编码ＰＡ、ＰＢ１和ＰＢ２聚合酶的基因
序列及相应的参考序列，分析此次流行株ＰＡ、ＰＢ１
和ＰＢ２聚合酶编码基因的变异规律，并对其中研究
较多的ＰＢ２基因编码蛋白的氨基酸序列进行分析，
为新型流感流行防控措施的制定提供依据。

１　资料和方法

１．１　聚合酶基因序列的下载　２００９年５月９日从

ＮＣＢＩ流感病毒基因库［９］下载２００９年新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２序列各５条共１５条，
来自美国、墨西哥和加拿大，因要了解与这３段基因
序列相接近的病毒株，所以参考流感病毒序列按照
不同亚型（Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２、Ｈ５Ｎ１）、不同宿主（人、禽、
猪）、不同地区以及不同年代的原则选取，共１９２条。
在剔除了同一年和相同位置的种系发生上非常接近

的序列后，分别得到５８、５５、５４条参考序列，用来构
建ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２基因的系统进化树。

１．２　系统进化分析　采用 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ４．０（ＭＥＧＡ４．０）软件来
排列和修剪流感病毒各段基因序列，推论和排列

ＰＢ２聚合酶编码基因编码蛋白的氨基酸序列，采用

ＮＪ法构建进化树（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＝１０００）。

２　结　果

２．１　新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒基因同源性分析　来
自美国、加拿大、墨西哥的２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流
感 病 毒：ＰＡ （ＧＱ１１７０２９、ＧＱ１１７０３７、ＦＪ９９８２２３、

ＦＪ９９８２２２、ＧＱ１１７０９５），ＰＢ１（ＦＪ９８１６１６、ＦＪ９６６０８０、

ＦＪ９９８２２６、ＦＪ９８４３６７、ＧＱ１２２０９４），ＰＢ２（ＦＪ９６９５２５、

ＦＪ９９８２０６、ＦＪ９８４３８７、ＧＱ１２０４４２、ＣＹ０３９９００）核苷酸序
列测定结果表明各自具有高度的同源性，ＰＡ、ＰＢ１、

ＰＢ２基因序列的一致性均为９９．９％～１００％，提示

２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒来自相同的传染源。

２．２　不同种属甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒聚合酶基因进
化分析　不同宿主间系统进化分析进一步显示２００９
年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒聚集在一支独特的进化
支上其ＰＡ基因与猪和禽流感病毒的关系较接近，
与人流感病毒的关系较远（图１）。

图１　２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒与

不同宿主参考序列ＰＡ基因进化树

Ｆｉｇ１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＰＡｇｅｎｅｓｏｆ２００９ｎｏｖｅｌ

Ａ／Ｈ１Ｎ１ｖｉｒｕｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｓｔｓ
●：ＰＡｇｅｎｅｓｏｆｎｏｖｅｌＡ／Ｈ１Ｎ１ｏｆｔｈｅｏｕｔｂｒｅａｋｉｎ２００９
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　　ＰＢ１基因与猪流感病毒的关系较接近，与人流

感病毒的关系较远（图２）；ＰＢ２基因与猪及禽流感病

毒的关系较接近，与人流感病毒的关系较远（图３）。

结果显示ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２基因均与猪流感病毒最接

近，提示此次流行株可能由猪流感病毒进化而来，与

Ｇａｒｔｅｎ等［１０］关于 ＨＡ、ＮＡ基因的结果类似，说明此

次爆发的流行株可能是一种新型的独特的基因重排

病毒株。

图２　２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒与

不同宿主参考序列ＰＢ１基因进化树

Ｆｉｇ２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＰＢ１ｇｅｎｅｓｏｆ２００９ｎｏｖｅｌ

Ａ／Ｈ１Ｎ１ｖｉｒｕｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｓｔｓ
●：ＰＢ１ｇｅｎｅｓｏｆｎｏｖｅｌＡ／Ｈ１Ｎ１ｏｆｔｈｅｏｕｔｂｒｅａｋｉｎ２００９

２．３　不同年代人甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒聚合酶基因

进化分析　结果（图４、图５、图６）发现：不同年代分

离的人甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒呈逐渐进化方式，２００９
年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２基因与

２００５年美国分离的人Ａ／Ｈ１Ｎ１病毒基因（Ａ／Ｉｏｗａ／

ＣＥＩＤ２３／２００５／Ｈ１Ｎ１）均在进化上最接近。

２．４　流感病毒聚合酶ＰＢ２基因编码蛋白氨基酸序

列的分析　２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＰＢ２
基因编码蛋白第１４７、１９９、２２５、５６７、５９０、５９１、６２７位

氨基酸与不同年代（不包括２００５年）人Ａ／Ｈ１Ｎ１参

考 序 列 （ＤＱ２０８３０９、ＣＹ０２０４７６、ＣＹ０２０２９２、

ＣＹ０１９９５４、 ＣＹ００８９９５、 ＣＹ０２１９６４、 ＣＹ０１０３７１、

ＣＹ０１９７７８、 ＤＱ５０８８８６、 ＣＹ０２１７００、 ＣＹ００６６８２、

ＣＹ００２５４３、ＥＵ０９７７６１、ＣＹ０１７３７８、ＣＹ０３７７０２）存在

明显差异，而与２００５年美国分离的人 Ａ／Ｈ１Ｎ１病

毒株ＤＱ８８９６８２一致。该结果提示２００９年新型甲

型 Ｈ１Ｎ１流感病毒聚合酶基因可能来源于２００５年

美国爱荷华州分离的人 Ａ／Ｈ１Ｎ１病毒。进一步分

析，新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒、２００５年美国爱荷华

州流行的 Ｈ１Ｎ１（ＤＱ８８９６８２）病毒ＰＢ２蛋白第６２７
位氨基酸与禽类流感病毒相同，均为谷氨酸，而与其

他人Ａ／Ｈ１Ｎ１（１９１８～２００８年）流感病毒第６２７位

的赖氨酸不同，提示禽流感病毒可能参与了聚合酶

基因的重排过程。

图３　２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒与

不同宿主参考序列ＰＢ２基因进化树

Ｆｉｇ３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＰＢ２ｇｅｎｅｓｏｆ２００９ｎｏｖｅｌ

Ａ／Ｈ１Ｎ１ｖｉｒｕｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｓｔｓ
●：ＰＢ２ｇｅｎｅｓｏｆｎｏｖｅｌＡ／Ｈ１Ｎ１ｏｆｔｈｅｏｕｔｂｒｅａｋｉｎ２００９
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图４　２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒与

人Ｈ１Ｎ１流感病毒参考序列ＰＡ基因进化树

Ｆｉｇ４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＰＡｇｅｎｅｓｏｆ２００９ｎｏｖｅｌ

Ａ／Ｈ１Ｎ１ｖｉｒｕｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ

ｈｕｍａｎＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｓ
●：ＰＡｇｅｎｅｓｏｆｎｏｖｅｌＡ／Ｈ１Ｎ１ｏｆｔｈｅｏｕｔｂｒｅａｋｉｎ２００９

图５　２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒与

人Ｈ１Ｎ１流感病毒参考序列ＰＢ１基因进化树

Ｆｉｇ５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＰＢ１ｇｅｎｅｓｏｆ２００９ｎｏｖｅｌ

Ａ／Ｈ１Ｎ１ｖｉｒｕｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ

ｈｕｍａｎＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｓ
●：ＰＢ１ｇｅｎｅｓｏｆｎｅｗｈｕｍａｎＡ／Ｈ１Ｎ１ｏｆｔｈｅｏｕｔｂｒｅａｋｉｎ２００９

３　讨　论

　　本研究结果显示，２００９年３月开始流行的甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒是一种新型的流感病毒，且不同国家
来源 的 ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２ 基 因 片 段 同 源 性 均 达

９９．９％～１００％，说明此次新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒来
自同一传染源，且病毒到目前为止还没有发生变异。

图６　２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒与
人Ｈ１Ｎ１流感病毒参考序列ＰＢ２基因进化树

Ｆｉｇ６　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＰＢ２ｇｅｎｅｓｏｆ２００９ｎｏｖｅｌ
Ａ／Ｈ１Ｎ１ｖｉｒｕｓａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ

ｈｕｍａｎＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｓ
●：ＰＢ２ｇｅｎｅｓｏｆｎｏｖｅｌＡ／Ｈ１Ｎ１ｏｆｔｈｅｏｕｔｂｒｅａｋｉｎ２００９

表１　人甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒ＰＢ２蛋白氨基酸序列分析

Ｔａｂ１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄＰＢ２

ｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＡ／Ｈ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｓ

Ｖｉｒｕｓｅｓ
Ａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎ

１４７ １９９ ２２５ ５６７ ５９０ ５９１ ６２７
ＮｏｖｅｌＨ１Ｎ１ｓｔｒａｉｎｓ

　ＦＪ９９８２０６／Ｍｅｘｉｃｏ／２００９ Ｔ Ａ Ｇ Ｄ Ｓ Ｒ Ｅ

　ＦＪ９８４３８７／ＵＳＡ／２００９ Ｔ Ａ Ｇ Ｄ Ｓ Ｒ Ｅ

　ＦＪ９６９５２５／ＵＳＡ／２００９ Ｔ Ａ Ｇ Ｄ Ｓ Ｒ Ｅ

　ＣＹ０３９９００／ＵＳＡ／２００９ Ｔ Ａ Ｇ Ｄ Ｓ Ｒ Ｅ

　ＧＱ１２０４４２／Ｃａｎａｄａ／２００９ Ｔ Ａ Ｇ Ｄ Ｓ Ｒ Ｅ
ＨｕｍａｎＡ／Ｈ１Ｎ１ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

　ＤＱ２０８３０９／ＵＳＡ／１９１８ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０２０４７６／ＵＳＡ／１９３５ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０２０２９２／ＵＳＡ／１９４３ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０１９９５４／ＵＳＡ／１９４８ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ００８９９５／ＵＳＡ／１９５７ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０２１９６４／ＵＳＡ／１９７６ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０１０３７１／ＵＳＡ／１９８２ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０１９７７８／ＵＳＡ／１９８７ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＤＱ５０８８８６／ＵＳＡ／１９９１ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０２１７００／ＵＳＡ／２０００ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ００６６８２／ＵＳＡ／２００２ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ００２５４３／ＵＳＡ／２００３ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＥＵ０９７７６１／Ｄｅｎｍａｒｋ／２００４ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＤＱ８８９６８２／ＵＳＡ／２００５ Ｔ Ａ Ｇ Ｄ Ｓ Ｒ Ｅ

　ＣＹ０１７３７８／ＵＳＡ／２００６ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　ＣＹ０３７７０２／ＵＳＡ／２００８ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｇ Ｑ Ｋ

　Ａ：Ａｌａｎｉｎｅ；Ｄ：Ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ；Ｅ：Ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ；Ｇ：Ｇｌｙｃｉｎｅ；Ｉ：Ｉｓｏｌｅｕ
ｃｉｎｅ；Ｋ：Ｌｙｓｉｎｅ；Ｑ：Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ；Ｒ：Ａｒｇｉｎｉｎｅ；Ｓ：Ｓｅｒｉｎｅ；Ｔ：Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ；

Ｎ：Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ
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　　流感病毒聚合酶基因进化分析结果显示，２００９
年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＰＡ、ＰＢ１和ＰＢ２聚合

酶编码基因均与猪流感病毒接近，提示可能来源于

猪流感病毒。Ｏｌｓｅｎ等［１１］报道，自２００５年１月以来

加拿大猪中已经分离出了 Ｈ３Ｎ２流感病毒，除具有

显著的人源ＮＡ基因外，这些病毒是与１９９８年美国

猪群中出现相似的人／经典猪／禽流感病毒的重组

株。猪可能作为流感病毒的中间宿主及病毒基因重

组“混合器”在流感流行中发挥重要作用［１２］。基因进

化结果还发现，ＰＡ、ＰＢ１和ＰＢ２聚合酶编码基因均

与２００５年美国爱荷华州分离得到的人Ａ／Ｈ１Ｎ１病

毒基因（Ａ／Ｉｏｗａ／ＣＥＩＤ２３／２００５／Ｈ１Ｎ１）具有高度的

相似性，且两者ＰＢ２基因编码蛋白第１４７、１９９、２２５、

５６７、５９０、５９１、６２７ 位 氨 基 酸 相 同，而 Ａ／Ｉｏｗａ／

ＣＥＩＤ２３／２００５／Ｈ１Ｎ１毒株是从美国爱荷华州１名养

猪工人身上分离得到的［１３］。结果提示２００９年新型

甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒聚合酶基因可能来源于２００５
年美国爱荷华州的Ａ／Ｈ１Ｎ１病毒，且可能具备猪传

人的能力。

　　流感病毒ＰＢ２基因编码蛋白氨基酸序列分析结

果表明，２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＰＢ２蛋白

第１４７、１９９、２２５、５６７、５９０、５９１、６２７位氨基酸与不同

年代人Ａ／Ｈ１Ｎ１参考序列有明显差异，其第６２７位

氨基酸是谷氨酸，不同于通常人 Ａ／Ｈ１Ｎ１的赖氨

酸，与禽流感病毒一致［１４］。结果提示禽流感病毒可

能参与了此次流感病毒的基因重排。

　　流感病毒聚合酶较为稳定，不像表面抗原 ＨＡ
和ＮＡ那样容易发生变异。因此，对流感病毒ＲＮＡ
聚合酶的结构和功能进行深入研究，找出其关键结

构域和酶活性位点及其他功能位点，有利于开发出

高效、低毒、不良反应小的破坏酶结构或抑制酶活性

的新型的抗流感病毒新药，有效地防制流感流行。
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