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２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒非结构蛋白基因进化分析
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［摘要］　目的：探讨２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的非结构蛋白（ＮＳ）基因进化规律。方法：从 ＮＣＢＩ下载２００９年新型

甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒以及北美、欧洲、亚洲地区以往流行的甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因序列，利用 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ４．０（ＭＥＧＡ４．０）软件对所选序列进行基因进化分析，并用 ＮＪ法构建进化树；对２００９年新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基因核苷酸序列同源性及编码蛋白氨基酸序列进行分析。结果：２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基

因来源于猪Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒，与２００５～２００７年猪Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒具有较高的同源性（９７．５％～９７．６％），与１９３０～２００７

年猪Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒具有明显的时间进化关系；其重要抗原及拮抗宿主抗病毒能力的氨基酸位点基本没有变异。结论：

２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基因来源于猪Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒，ＮＳ基因编码蛋白拮抗宿主抗病毒能力并没有改变。
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　　２００９年３月以来，一种新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病
毒已在美国、墨西哥、加拿大分离得到。截至２００９
年５月１９日，世界卫生组织（ＷＨＯ）官方网站公布
全球已有４０个国家和地区共９８３０例新型Ｈ１Ｎ１流
感感染患者［１］。加强对２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流

感病毒的监测对于有效地认识流感的传播及预防具

有重要意义。

　　流感病毒属正黏病毒科，基因组由８个单独的
单链 ＲＮＡ 片段组成，共编码１０种蛋白质，包括

ＲＮＡ聚合酶（ＰＢ２、ＰＢ１、ＰＡ），血凝素（ＨＡ），核蛋白
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（ＮＰ），神经氨酸酶（ＮＡ），基质蛋白（Ｍ１、Ｍ２），非结
构蛋白（ＮＳ１、ＮＳ２）。非结构蛋白ＮＳ１和ＮＳ２由基
因组中最小的ＲＮＡ片段编码，该片段仅含有８９０个
核苷酸，其中有两个编码区，编码２０７个氨基酸的

ＮＳ１蛋白和１２１个氨基酸的 ＮＳ２蛋白。这两种蛋
白质大量存在于感染的细胞中，ＮＳ１主要在核内，

ＮＳ２主要在胞质，病毒颗粒中没有这两种蛋白质。

ＮＳ基因虽然不是重要的抗原基因，但 ＮＳ１作为一
种多功能蛋白质，具有拮抗宿主细胞抗病毒作用的
功能［２３］，能与宿主细胞的多种因子发生相互作用，
既干扰天然免疫反应［４］，又干扰宿主获得性免疫反
应［５］，在病毒的致病性中起重要作用。

　　本研究对２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ
基因的全长序列进行了分析，并与以往流行的甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基因进行比较，为２００９年新型
甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒的基因演变及其致病能力分析
提供参考。

１　资料和方法

１．１　２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因序
列的获取　利用 ＮＣＢＩ下载２００９年４月２７日～
２００９年５月１９日公布的各国流行的新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因序列，对所有的新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基因序列进行同源性分析，根据
同源性分析结果，选取各地的部分序列作代表进行
基因进化分析。

１．２　１９１８～２００８年甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因
序列的获取　利用 ＮＣＢＩ基因库检索１９１８～２００８
年北美、欧洲、亚洲地区分离的 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１、Ａ／

ｈｕｍａｎ／Ｈ１Ｎ１、Ａ／ａｖｉａｎ／甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒流行
株ＮＳ基因序列，在整体分析的基础上，选取各地区
的部分序列为代表进行基因进化分析。

１．３　ＮＳ基因进化分析　采用 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕ
ｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ４．０（ＭＥＧＡ４．０）
软件对所选序列进行基因进化分析，并用ＮＪ法构建
进化树，对２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基
因的进化来源、核苷酸同源性及氨基酸序列特异性
进行分析比较。

２　结　果

２．１　２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因进
化分析　截至２００９年５月１９日，共下载分布各国
的２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因序列

８３条，序列比对结果表明核苷酸相差０～０．１％，选
取其中的８株序列与北美、欧洲、亚洲部分国家以往

分离的甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒株ＮＳ基因构建基因进
化树（图１）。

图１　甲型Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒ＮＳ基因进化树

Ｆｉｇ１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＳｇｅｎｅｏｆ

Ｈ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ
●：ＨＡｇｅｎｅｓｏｆｎｏｖｅｌＡ／Ｈ１Ｎ１ｉｎ２００９ｐａｎｄｅｍｉｃ

　　结果表明：进化树共分３个主干支，分别为 Ａ／

ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１、Ａ／ｈｕｍａｎ／Ｈ１Ｎ１、Ａ／ａｖｉａｎ／Ｈ１Ｎ１主
干支。各主干支没有呈现明显的地理分布。２００９年
新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因属于 Ａ／ｓｗｉｎｅ／

Ｈ１Ｎ１病毒主干支，并独立构成一小分支，且与２００７
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年美国 Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＵＳＡ／２００７（ＥＵ６０４６９６）同源性最
高，核苷酸序列差异为２．４％～２．５％。由Ａ／ｓｗｉｎｅ／

Ｈ１Ｎ１主干支可见，２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病
毒与全球不同年代的 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１病毒有时间
的进化关系。

　　核苷酸序列比对结果表明，２００９年新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒与１９８０～１９９９年 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１
核苷酸差异为２．７％～４．３％，与１９３０～１９７９年 Ａ／

ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１核苷酸差异为４．０％～６．８％，提示随
着时间的迁移，Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１流感病毒与２００９年
新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒同源性呈逐渐增高的趋

势。由于ＮＳ基因不易变异，推测２００９年新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因可能来源于 Ａ／ｓｗｉｎｅ／

Ｈ１Ｎ１流感病毒。另外还可见 ２００７ 年美国 Ａ／

ｓｗｉｎｅ／ＵＳＡ／２００７（ＥＵ６０４６９６）与２００５年美国 Ａ／

ｈｕｍａｎ／Ｈ１Ｎ１（ＤＱ８８９６８５）有极高的同源性，核苷酸
序列差异仅为１．４％。推测２００５年美国Ａ／ｈｕｍａｎ／

Ｈ１Ｎ１（ＤＱ８８９６８５）的 ＮＳ基因可能也来源于 Ａ／

ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１流感病毒。

２．２　新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因编码蛋白
重要功能位点氨基酸序列分析（表１）　

表１　甲型Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒ＮＳ１蛋白氨基酸序列的分析

Ｔａｂ１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄＮＳ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

Ｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓ（ｌｏｃａｔｉｏｎ／ｙｅａｒ）
Ａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎ

９１ １１４ １７１ ２０５ ２０６ ２０７
ＮｏｖｅｌＨ１Ｎ１ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｉｎ２００９

　ＧＱ１６６２２１／Ｇｅｒｍａｎｙ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ

　ＧＱ１４９６８７／Ｍｅｘｉｃｏ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ

　ＦＪ９６９５３３／ＵＳＡ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ

　ＦＪ９９８２２１／Ｃａｎａｄａ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ

　ＦＪ９８５７５７／Ｓｐａｉｎ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ

　ＧＱ１６６６５７／ＵｎｉｔｅｄＫｉｎｇｄｏｍ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ

　ＧＱ１３１０２６／ＳｏｕｔｈＫｏｒｅａ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ

　ＧＱ１６９３０４／Ｊａｐａｎ／２００９ Ｓ Ｐ Ｙ Ｎ Ｃ Ｄ
ＳｗｉｎｅＡ／Ｈ１Ｎ１ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

　Ｍ８０９６５／ＵＳＡ／１９３０ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＣＹ０２６２８７／ＵＳＡ／１９５７ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＣＹ０２２４４１／ＵＳＡ／１９７０ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＡＢ４３４３８８／Ｊａｐａｎ／１９７９ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＣＹ０２２３９３／Ｃａｎａｄａ／１９８１ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＣＹ０２８７８４／ＵＳＡ／１９９１ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＡＪ５１９４６２／Ｉｔａｌｙ／２０００ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｉ Ｎ

　ＥＵ６０４６９６／ＵＳＡ／２００７ Ａ Ｐ Ｎ Ｎ Ｒ Ｎ
ＡｖｉａｎＡ／Ｈ１Ｎ１ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

　ＣＹ００４２９３／Ｃａｎａｄａ／１９７６ Ｔ Ｇ Ｔ Ｉ Ｒ Ｄ

　ＥＵ７４２６４０／ＵＳＡ／１９８０ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＥＵ７４３１７１／ＵＳＡ／１９８６ Ｔ Ｇ Ｔ Ｖ Ｒ Ｄ

　ＦＪ３５７１０８／ＵＳＡ／１９８８ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＥＵ７３５７９８／ＵＳＡ／１９９１ Ａ Ｓ Ｄ Ｓ Ｒ Ｎ

　ＣＹ００４５１１／Ｃａｎａｄａ／１９９８ Ａ Ｇ Ｔ Ｖ Ｒ Ｄ

　ＦＪ３５７０６５／ＵＳＡ／２００２ Ａ Ｇ Ｔ Ｖ Ｒ Ｄ

　ＣＹ０３９７５１／ＵＳＡ／２００７ Ａ Ｇ Ｔ Ｖ Ｒ Ｄ
ＨｕｍａｎＡ／Ｈ１Ｎ１ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

　ＡＦ３３３２３８／ＵＳＡ／１９１８ Ｔ Ｓ Ｄ Ｓ Ｓ Ｎ

　ＣＹ００９２８０／ＵＳＡ／１９４２ Ｔ Ｐ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ

　ＣＹ００９３４４／Ｍａｌａｙｓｉａ／１９５４ Ｔ Ｐ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ

　ＣＹ０２１９７７／ＵＳＡ／１９８７ Ｔ Ｐ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ

　ＣＹ０１７１２７／Ａｕｓｔｒａｌｉａ／１９９９ Ｔ Ｐ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ

　ＣＹ００３０２８／ＵＳＡ／２００１ Ｔ Ｐ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ

　ＤＱ８８９６８５／ＵＳＡ／２００５ Ａ Ｐ Ｎ Ｎ Ｒ Ｎ

　ＣＹ０３８７７４／ＵＳＡ／２００８ Ｔ Ｐ Ｎ Ｓ Ｓ Ｎ

　Ｇ：Ｇｌｙｃｉｎｅ；Ａ：Ａｌａｎｉｎｅ；Ｖ：Ｖａｌｉｎｅ；Ｉ：Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ；Ｐ：Ｐｒｏｌｉｎｅ；Ｓ：Ｓｅｒｉｎｅ；Ｙ：Ｔｙｒｏｓｉｎｅ；Ｃ：Ｃｙｓｔｅｉｎｅ；Ｎ：Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ；Ｔ：Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ；Ｄ：Ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ；

Ｒ：Ａｒｇｉｎｉｎｅ
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　　ＮＳ１（２８～６４８ｎｔ）是 ＮＳ基因中重要的功能活

性基因，其主要功能位点存在于ＮＳ１基因编码蛋白

的第３８、４１、１８６位氨基酸［６］。氨基酸序列分析表

明，２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒与２００５～２００７
年Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１流感病毒仅相差１３～１５个氨基

酸；与１９３０～１９３５年 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１流感病毒相

差３１～３５个氨基酸；与 Ａ／ｈｕｍａｎ／Ｈ１Ｎ１流感病毒

相差３０～３８个氨基酸；与 Ａ／ａｖｉａｎ／Ｈ１Ｎ１流感病

毒相差６６～６７个氨基酸。这些氨基酸改变大多集

中于ＮＳ蛋白的效应结构域（７４～２０７位），其中变化

较为集中的位点为９１、１１４、１７１、２０５、２０６、２０７位，但

目前关于这些位点的生物学功能不详；上述已知的

拮抗机体抗病毒作用的功能位点并没有发现氨基酸

变异。这提示２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ
基因拮抗机体抗病毒作用的功能应该并没有改变。

３　讨　论

　　ＮＳ基因进化分析结果表明，２００９年新型甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基因与Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１流感病

毒同源性较高，而与 Ａ／ｈｕｍａｎ／Ｈ１Ｎ１、Ａ／ａｖｉａｎ／

Ｈ１Ｎ１进化相对较远。在 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１流感病

毒基因进化中，２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒与

２００７年美国Ａ／ｓｗｉｎｅ／ＵＳＡ／２００７（ＥＵ６０４６９６）同源

性最高。但由Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１主干支可见，２００９年

新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒与２００５年美国 Ａ／ｈｕ

ｍａｎ／ＵＳＡ／Ｈ１Ｎ１（ＤＱ８８９６８５）具有极高的同源性。

该分离株来自于１名美国养猪场工人，可见 Ａ／ｈｕ

ｍａｎ／ＵＳＡ／Ｈ１Ｎ１分离株的 ＮＳ基因也来自于 Ａ／

ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１流感病毒的感染。通过对全球不同年

代的 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１病毒的基因进化关系表明，

２００９年新型甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒ＮＳ基因与全球不

同年代的 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１病毒有时间进化关系。

核苷酸序列比对结果表明，２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１
流感病毒与年代久远的 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１病毒差异

大，而与年代较近 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１差异较小，但时

间上的差异不很明显。由于 ＮＳ基因相对稳定，提

示２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＮＳ基因可能

是Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１病毒长期进化的结果。

　　氨基酸变异及重要功能位点的比较结果表明，

不同物种间 Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒氨基酸序列之间存

在较大的差异，其中 Ａ／ｓｗｉｎｅ／Ｈ１Ｎ１与２００９年新

型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒氨基酸序列相差最小。这些

氨基酸变化较为集中在第９１、１１４、１７１、２０５、２０６、

２０７位，由于目前这些位点的生物学功能不详，还不

能预测其对ＮＳ蛋白的功能有何影响。对已知的重

要功能位点的比对分析发现，新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感

病毒ＮＳ基因决定其拮抗机体抗病毒作用的功能位

点没有变异，提示２００９年新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒

ＮＳ基因拮抗宿主抗病毒作用的功能并没有改变。

对ＮＳ１蛋白功能的深入研究将为抗病毒药物和疫

苗的研制提供新的靶点和契机［７］。
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