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中国甲型流感病毒血凝素基因进化分析
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摘要：目的  探索甲型流感的暴发规律及毒株血凝素 (hemagglutinin，HA) 基因的进化。方法  通过分析中国采集并公布的

甲型流感病毒基因数据，对中国大陆所有宿主为人、禽类和哺乳动物的 HA 基因氨基酸序列进行多序列比对，并用于构建

HA 的系统发育树，同时对中国香港地区的 HA 基因蛋白序列同样处理 ；分析不同宿主的 HA 基因的受选择压力。结果  选

择中国大陆 1 252 个 HA 基因和香港 485 个 HA 基因，对其分析发现，自 2002 年以来，禽流感的暴发次数和频率多于历史

记录 ；系统发育树结果显示中国大陆和香港地的 HA 基因邻接树的拓扑结构一致 ；宿主为人的 HA 基因受选择大于禽类宿

主的 HA 基因。结论  不同宿主的 HA 基因受选择有差异，提示 HA 基因的快速进化可能会对人类健康产生潜在威胁。
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Abstract: Objective  To study the outbreak rules of influenza A virus and the evolution of hemagglutinin (HA). Methods  A 
phylogenetic tree of HA gene was constructed respectively for influenza A virus in China mainland and Hong Kong District of 
China to analyzed the influenza genome data published in China mainland and compare the HA gene sequences in humans, avian, 
and mammals in China mainland and Hong Kong District of China. The selection pressure of HA gene from different hosts were 
analyzed. Results  The analysis of 1 252 and 485 HA genes selected from China mainland and Hong Kong District showed that the 
outbreak times and frequencies of influenza A virus had been more than their historical records since 2002. The phylogenetic trees of 
HA gene for China mainland and Hong Kong District showed that their topological structure was identical. The selection pressure of 
HA gene was greater from humans than from avian. Conclusion  The selection pressure of HA gene is different from different hosts, 
suggesting that the rapid evolution of HA gene may pose a potential threat to the health of mankind.
Key words: influenza A virus; population genetics; hemagglutinin gene; evolution

		  甲型流感病毒可在鸟类和哺乳动物中引起流

行性感冒，根据其表面蛋白血凝素 (hemagglutinin，

HA) 和 神 经 氨 酸 酶 (neuraminidase，NA) 的 不 同，

可以将甲型病毒分为多种亚型 [1]。目前甲流病毒的

血凝素 (H) 有 18 种亚型，神经氨酸酶 (N) 有 11 个

亚型。禽流感就是甲型流感病毒的亚型。历史上

几次世界性流行性感冒都与禽流感有关，最早记

录为 1878 年在意大利发生的禽流感。1918 年在西

班牙发生的禽流感，被推断是由 H1N1 亚型引起

的。自 1997 年中国香港发现人感染 H5N1 禽流感

后，2003 年的东南亚禽流感、2009 的全球“猪流

感”(H1N1)、2012 年的 H5N2 禽流感及始于 2013

年的 H7N9 禽流感，可以发现禽流感的变异对人的

生命和财产安全造成了极大威胁。本研究通过分

析中国采集并公布的甲型流感病毒基因数据，构

建了 HA 的系统发育树，并分析了不同宿主的 HA

基因的受选择压力，探索 HA 基因的进化对于人类

健康的影响。

材料和方法

1	 材料　本文研究所采用的数据来自于流感研究

数 据 库 (Influenza Research Database，IRD) 在 线 数

据库 (http ：//www.fludb.org)[2]。通过流感序列搜索，

筛选其中中国的甲型流感病毒的 HA 片段 ( 宿主种

类去除 Lab、Other 及 Unknown)，选择具有完整片

段的 HA 基因并去除重复的 HA 序列。最终得到中

国大陆 1 252 条 HA 的氨基酸序列，中国香港 485

条 HA 氨基酸序列。并用同样的条件筛选出香港地
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区的甲型病毒 HA 基因蛋白序列。对筛选的中国

大陆和中国香港的 HA 基因，使用 Perl 语言编程，

把 HA 亚型和采集年代信息使用哈希进行存储和分

析，来汇总采样年代和各年感染的亚型种类。

2	 基因多序列比对和系统发育树构建　对 HA 的

基因做多序列比对。由于 MUSCLE 软件是一个常

用的对蛋白多序列就行比对的软件，所以我们使

用 MUSCLE 软件 (v3.8.31) 对 HA 基因蛋白序列行

进行多比对 [3]。并对比对后的 HA 基因构建系统发

育树。选择 TreeBeST 软件来建树，选用邻接法建

树，并设置 Bootstraps 参数为 1 000 对数的可靠性

进行检验 [4]。

3	 选择压力分析　对宿主为人、鸡、鸭和猪的 HA

基因分别做选择压力检验。由于受正向选择位点

可为揭示进化历史和遗传动力提供信息，所以我们

可以通过选择压力分析来探索 HA 基因在不同宿主

内的进化情况。我们选用 MEGA 软件 (Version5.5.2)

来分析 HA 基因的受选择压力 [5]。

4	 统计学分析　Tajima's D 检验可以鉴定目标序列

在进化过程中是否遵循中性进化模型 [6-8]。该检验

通过比较不同方法产生的群体突变率的两个 θ 估

计值差异来检测正向选则，即比较 θW(θW=K/a，

其中 K 为分离位点数，即指所有序列比对后找出

的 变 异 碱 基 位 点 数，a=[1+1/2+1/3+…+1/(n-1)]) 和

θT(θT=π) 的差异值。而 θ 的理论值为 θ=4Neμ

( 其中 Ne 为有效群体大小，μ 为突变频率 )，在

中性进化时，θW 和 θT 的值理论应相等，此时

Tajima's D 的理论值为 0。若 Tajima's D 值明显偏

离 0，表明实际的等位基因频率相对于中性进化模

型的期望出现偏离。所以我们通过 Tajima's D 检验

值来推测 HA 基因的进化。

结　果

1 中国甲型流感亚型　对目前中国大陆的所有有

完整基因组的毒株年代和亚型统计得出，我国主

要流行的亚型是 H6( 宿主基本为禽类，如鸡、鸭和

野鸭 )、H1N1( 猪流感，宿主为人 )、H5N1、H7N9

和 H9N2( 宿主为禽类 )。自 2002 年，禽流感的暴

发次数和频率高于历史记录，且 2004 - 2013 年，

每年均有至少 5 种 HA 亚型出现感染。见图 1。

2	 构建系统发育树　对中国大陆和中国香港的甲

型流感病毒的 HA 基因氨基酸序列分别就行多序

列比对后，分别构建 NJ 树，两个树的主要分支

Bootstrap 值均在 900 以上，说明树的分支是可靠的。

中国大陆和中国香港的系统发育树的拓扑结构一

致。从系统发育树结果可以看出，H5 亚型与 H2

亚型距离较近，H7 与 H10 较近缘，H3 与 H4 较近

缘，H8、H12 与 H9 的亲缘关系较近。见图 2。

图 1　中国历年甲型流感的亚型及样品数目分布
  H10N*包含H10N3、H10N5、H10N7、H10N8和H10N9；

H11N*包含H11N2、H11N3和H11N9；H12N*包含H12N7
和H12N8; H1N*包含H1N2和H1N3; H2N*包含H2N8和
H2N9；H3N*包含H3N2、H3N3、H3N6、H3N8和H3N9; H4N*
包含H4N1、H4N2、H4N6、H4N8和H4N9；H5N*包含H5N2
和H5N5; H6N*包含H6N1、H6N2、H6N5、H6N6、H6N8和
H6N9；H7N*包含H7N1、H7N2、H7N3、H7N6、H7N7和H7N8

Fig. 1　Distribution of influenza A virus subtypes and its samples in 
China

图 2　中国甲型流感病毒HA基因系统发育树   A：中国大陆； B：中
国香港

Fig. 2　Phylogenic tree of HA gene for China mainland (A) and Hong 
Kong District (B)

表 1　中国甲型流感病毒不同宿主的 HA 基因的 Tajima 检
验结果

Tab. 1　Tajima test of HA gene from different hosts of 
influenza A virus in China

Host m S Ps  Θ π D

Human 196 247 0.860627 0.147046 0.440594 6.351911

Chicken 211 125 0.905797 0.152833 0.388152 4.787975

Duck 484 40 0.851064 0.125929 0.356007 4.961876

Swine 149 444 0.814679 0.146057 0.312858 3.740909

m=number of sequences; S=number of segregating sites; Ps=S/m; Θ=ps/a1;
π=nucleotide diversity; D=Tajima test statistic

3	 自然选择分析　宿主为人的 HA 基因受选择作

用最显著 (D 值 =6.35)，鸭与鸡为宿主的 HA 受选

择作用其次 (D 值分别为 4.96、4.79)，宿主为猪的

HA 基因受选择作用最低 (D 值 =3.74)。虽然宿主为

猪的受选择效应较其他宿主低，但是也偏离了中

性选择 [9-10]。见表 1。
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讨　论

		  甲型流感的发生种类、次数与频率近年来都

有所提高，其暴发受到多种因素影响，如候鸟迁

徙、环境、家禽家畜养殖运输贩卖等 [11-12]。分析

其暴发规律及毒株的进化，可以帮助预防控制禽

流感。

		  本研究结合了流感病毒数据库分析、群体遗

传学分析、中性进化检验等方法。借助了流感研

究数据库，在海量的数据库中筛选出自己需要的

信息。

		  分析中国流感历年发生的时间和亚型，发现

中国的流感自 2002 年以后，不论是亚型种类还是

暴发的次数都在提高，已出现同一年多种亚型均

出现小范围流行的情况，人群一般对新亚型病毒

缺少免疫力，所以如果同时出现多种亚型流行，

很可能会引起全球性大流行，这会给流感的防控

带来不少压力 [13]。

		  对中国大陆和中国香港的系统发育树拓扑结

构分析发现，中国分离的 HA 基因，在宏观上拓扑

结构比较稳定。我们的系统发育树与 Chan 等 [14] 的

使用核酸分析出的树在拓扑结构上基本一致。这

些都证明了这两个系统发育树的可信度，也反映

出目前为止中国地区的 HA 基因亚型关系在大范围

上是比较稳定且一致的。同时由于此树是无根树，

所以树枝的远近只能反映出 HA 亚型间的距离远

近，揭示 HA 基因亚型间的同源性，近缘的 HA 亚

型在进化上更具有相似性。

		  对不同宿主的 HA 基因做选择压力分析后发

现，不同宿主内的 HA 基因受选择压力情况有所不

同，宿主为人的 HA 基因受选择比禽类或者猪要显

著。这提示我们，HA 基因受选择情况还与宿主有

关，人体内的 HA 基因受选择作用较强，可能会促

使 HA 基因快速进化。人宿主内的 HA 基因受明显

的选择作用，这也许与抗生素滥用有一定的关联 [15]。

也提示我们流感病毒可能在加速进化中。也有文

献报道，病毒在家禽和人中并没有适应，还处于

快速的变异期 [11]。综上所述，甲型流感的发生种

类、次数与频率近年来都有所提高，可能对人类

造成很大威胁。
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