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2株欧亚与北美谱系重排H6N8亚型禽流感病毒的
遗传进化及分子特征分析*

胡鑫宇1,李元果1,孔云逸1,王铁成1,秦思源2,周景莹3,孟德荣4,徐钰2,夏咸柱1,高玉伟1**

(1.中国农业科学院长春兽医研究所,吉林长春
 

130122;2.国家林业局野生动物疫源疫病监测总站;

3.内蒙古图牧吉国家自然保护区;4.沧州师范学院)

【摘要】 目的 解析监测中发现的欧亚与北美谱系重组 H6N8亚型禽流感病毒的遗传进化及分子特征,为禽流感病毒

跨洲际传播及基因重排研究提供支持。 方法 2019年秋季在图牧吉地区采集雁鸭类粪便样品,分离 H6N8亚型禽流

感病毒并进行全基因序列测定,分析其遗传进化及分子特征。 结果 共采集雁鸭类粪便及拭子样品5062份,分离到2
株 H6N8

 

LPAIV(TMJ43、TMJ120)。遗传进化分析显示,分离株病毒NA与北美的阿拉斯加地区所分离的 H3N8亚型

AIV的NA节片聚集在同一进化分支,HA和其它6个内部基因节片均属于欧亚进化分支,且两株禽流感病毒分别有不

同的重配发生。2株 H6N8亚型禽流感病毒为欧亚谱系与北美谱系基因重排毒株,其中N8基因最近一次欧亚与北美基

因节片重排发生在2016年。分子特征分析显示,HA蛋白的碱性裂解位点为PQIETR↓GLF,符合低致病性禽流感病

毒的特征。在NP蛋白,发生了具有增强鸡禽流感毒力的A184K突变。在TMJ43,NS1蛋白发生了能增强哺乳动物毒

力的A/P42S突变。 结论 在我国内蒙古地区分离的2株 H6N8亚型禽流感病毒为欧亚谱系和北美谱系的重排毒

株,两毒株均发生了增强家禽和哺乳动物感染能力的突变。表明北美毒株通过候鸟迁徙进入我国,与欧亚谱系毒株发生

重配并在野鸟中频繁出现,可为禽流感病毒的跨洲际传播研究提供信息支持。
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【Abstract】 Objective Analyze
 

the
 

genetic
 

evolution
 

and
 

molecular
 

characteristics
 

of
 

the
 

Eurasian
 

and
 

North
 

American
 

lineage
 

recombinant
 

H6N8
 

subavian
 

influenza
 

viruses
 

found
 

in
 

surveillance,and
 

provide
 

support
 

for
 

the
 

research
 

on
 

the
 

in-
tercontinental

 

spread
 

and
 

gene
 

rearrangement
 

of
 

avian
 

influenza
 

viruses. Methods In
 

the
 

autumn
 

of
 

2019,the
 

fecal
 

sam-

ples
 

of
 

anatians
 

were
 

collected
 

in
 

the
 

Tumuji
 

area,and
 

epidemiological
 

investigations
 

and
 

studies
 

were
 

carried
 

out
 

through
 

virus
 

isolation,complete
 

gene
 

sequence
 

determination
 

and
 

genetic
 

evolution
 

analysis. Results Two
 

H6N8LPAIV
 

strains
 

(TMJ43,TMJ120)
 

were
 

collected
 

in
 

Tumuji
 

area
 

of
 

Inner
 

Mongolia.
 

Genetic
 

evolution
 

analysis
 

showed
 

NA
 

segments
 

of
 

the
 

h6n8
 

and
 

H3N8
 

subtype
 

AIV,isolated
 

from
 

Alaska
 

in
 

North
 

America
 

were
 

clustered
 

in
 

the
 

same
 

evolutionary
 

branch.
 

HA
 

and
 

the
 

other
 

6
 

gene
 

segments
 

belonged
 

to
 

the
 

Eurasian
 

evolutionary
 

branch,and
 

two
 

h6n8s
 

had
 

different
 

reassort-
ment.

 

Analysis
 

showed
 

that
 

the
 

two
 

isolated
 

H6N8
 

subtype
 

avian
 

influenza
 

viruses
 

were
 

genetically
 

rearranged
 

strains
 

of
 

Eurasian
 

and
 

North
 

American
 

lineages.
 

Further
 

analysis
 

proved
 

that
 

the
 

last
 

rearrangement
 

of
 

Eurasian
 

and
 

North
 

Ameri-
can

 

gene
 

segment
 

about
 

the
 

N8
 

gene
 

occurred
 

in
 

2016.
 

Molecular
 

analysis
 

showed
 

that
 

all
 

HA
 

protein
 

cleavage
 

sites
 

were
 

PQIETR↓GLF,which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

characteristics
 

of
 

low
 

pathogenic
 

avian
 

influenza
 

virus.
 

In
 

the
 

NP
 

protein,

there
 

was
 

an
 

A184K
 

mutation
 

that
 

could
 

enhances
 

the
 

virulence
 

of
 

avian
 

influenza
 

in
 

chickens.
 

In
 

the
 

TMJ43
 

NS1
 

protein,

the
 

A/P42S
 

mutation
 

that
 

could
 

enhance
 

the
 

virulence
 

of
 

mammals
 

occured. Conclusion The
 

two
 

H6N8
 

subtype
 

avian
 

influenza
 

viruses
 

isolated
 

in
 

Inner
 

Mongolia
 

are
 

rearranged
 

strains
 

of
 

the
 

Eurasian
 

and
 

North
 

American
 

lineages,with
 

mu-
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tations
 

enhancing
 

the
 

ability
 

to
 

infect
 

poultry
 

and
 

mammals.
 

All
 

results
 

show
 

that
 

North
 

American
 

strains
 

have
 

entered
 

my
 

country
 

through
 

migratory
 

birds,reassorted
 

with
 

Eurasian
 

lineage
 

strains
 

and
 

frequently
 

appeared
 

in
 

wild
 

birds.
 

This
 

study
 

provides
 

information
 

support
 

for
 

the
 

intercontinental
 

spread
 

of
 

avian
 

influenza
 

virus.
【Key

 

words】 H6N8;reassortment;LPAIV;intercontinental
 

transmission

  A型禽流感病毒根据表面糖蛋白血凝素(HA)和
神经氨酸酶(NA)抗原性划分18个 HA 亚型(H1-
H18)和11个NA亚型(N1-N11)。除H17和H18感

染蝙蝠之外几乎所有亚型的 A型禽流感病毒都可以

从禽类体内分离到[1,2]。野生水禽被称为A型流感病

毒的天然宿主[3]。
候鸟在禽流感病毒洲际间传播中扮演重要角色,

其中雁形目和鸻形目是长距离迁徙的鸟类,在感染低

致病性禽流感病毒后不会出现任何症状。全球共有9
条候鸟迁徙路线,其中有4条途经我国,分别是:“西
亚-东非迁徙通道”,“西太平洋迁徙通道”,“中亚迁徙

通道”,以及“东亚-澳大利亚迁徙通道。阿拉斯加是北

美毒株和欧亚毒株交换的重要地区[4,5,6]。候鸟秋季

迁徙通过西太平洋由阿拉斯加经过白令海峡至远东地

区,并与东亚-澳大利亚迁徙通道发生交叉重叠,后途

经我国东北地区/东部沿海地区至澳大利亚西部群

岛[7,8]。Ramey等的监测发现候鸟迁徙促进 H9N2亚

型AIVs在东亚和北美之间的传播[9]。Pearce等对阿

拉斯加圣劳伦斯岛的监测表明,该地区所分离的禽流

感病毒发生洲际重组[10]。H6亚型禽流感病毒是普遍

存在的低致病性禽流感病毒,1965年首次从美国的火

鸡中被分离后,在全球许多地区被监测到[11]。我国南

方地 区 分 离 到 多 种 H6Nx 及 H6 亚 型 的 重 配 毒

株[12,13,14]。Li等在安徽地区分离到欧亚与北美重组

的 H6N8亚型禽流感病毒[15]。Zu
 

Dohna等研究发

现,欧亚支H6禽流感病毒多次进入北美谱系[16]。
内蒙古图牧吉位于我国东北地区,是候鸟经东亚-

澳大利亚迁徙通道和中亚迁徙通道途经我国的重要停

歇地和栖息地之一。本研究开展了内蒙古图牧吉地区

候鸟携带禽流感调查,为候鸟 H6亚型禽流感病毒研

究提供依据。对从候鸟粪便样品中分离的2株 H6N8
亚型禽流感病毒进行全基因测序、遗传进化及氨基酸

突变位点分析,为野鸟AIV的监测提供数据支持。

材料与方法

1 材料

The
 

QlAamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit购于 QIAGEN
(中国)公司;DNA

 

Marker(DL2000),dNTP(2.5mmol/

L)和TransStart
 

FastPfu
 

DNA
 

Polymerase购于北京全

是金 生 物 技 术 有 限 公 司;Reverse
 

Transcriptase
 

XL
 

(AMV)为美国Promega产品。

2 方法

2.1 标本采集与病毒分离 2019年,在我国内蒙古

图牧吉自然保护区采集野鸟粪便及拭子标本5
 

062
份。将粪便标本放置于保存液中(PBS、甘油、青霉素、
链霉素)并低温保存运输。在充分震荡后,4

 

℃、8
 

000
 

r/min(离心半径8.6
 

cm),离心5
 

min,取上清接种于

9~11日龄SPF鸡胚,置恒温培养箱中于37
 

℃培养

72
 

h,收取血凝阳性的尿囊液,获得的病毒放置于-80
 

℃中保存备用。

2.2 全基因组扩增与测序 使用the
 

QlAamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit从获得的尿囊液中提取病毒RNA,使
用流感通用引物uni12和uni13进行反转录,根据各

基因片段设计引物进行PCR。扩增产物经核酸电泳

后交由吉林省库美生物有限公司进行一代测序,基因

序列通过DNAStar软件进行拼接与分析。

2.3 系统发育及生物学特性分析 对获的基因片段

通过 NCBI
 

blastN 进行核酸比对。从 NCBI和 GI-
SAID数据库中下载参考序列,应用 MAGE-X软件,
使用General

 

Time
 

Reversible
 

model,Bootstrap值设

置为1
 

000,采用最大似然法(ML)构建全基因组系统

发育树。使用 MEGA-X软件翻译核苷酸序列,获得

氨基酸序列,使用IRD(Influenza
 

Research
 

Database)
提供的ANALYZE

 

&
 

VISUALIZE等在线工具分析

与AIVs受体、毒力、致病性、及耐药性等相关位点。

2.4 系 统 发 育 学 分 析 与 生 物 学 特 性 分 析 使用

BEASTv1.8.4基于 NA 基因重建 H6N8的时间分

布,推断H6N8亚型AIVs在时间上的进化特点。

结 果

1 病毒分离及全基因测序

2019年从内蒙古图牧吉自然保护区所采集的

5
 

062份野鸟粪便与拭子样品中分离到8株禽流感病

毒,经过PCR扩增及一代测序后对获得基因序列通过

DNAStar进行拼接、亚型分析,其中2株 H6N8亚型

禽流感病毒为欧亚和北美的重排毒株,分别命名为A/

Ruddy
 

Shelduck/TMJ43/2019(简称为TMJ43)和A/

Ruddy
 

Shelduck/TMJ120/2019(简 称 为 TMJ120)。
对H6N8亚型AIV的全基因组在 NCBI数据库进行

BlastN比对分析,结果见表1。
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表
 

1 2株H6N8全部基因的核苷酸序列与GenBank收录
毒株的最大相似性

Table
 

1 Nucleotide
 

identities
 

of
 

the
 

highest
 

homologs
 

in
 

GenBank
 

database
 

with
 

two
 

H6N8
 

viruses

毒株
Viru

基因
Gene

相似序列
Closest

 

relative

相似性
(%)
Identity

A/Ruddy
 

Shelduck
/Inner

 

Mongolia
/TMJ43/
2019

PB2 A/duck/Mongolia/380/2019(H4N6) 99.40

PB1 A/Mallard
 

(Anas
 

platyrhynchos)/South
 

Korea/KNU2019-61/2019(H4N6) 99.57

PA A/wild
 

goose/dongting
 

lake/121/2018
(H6N2) 99.21

HA A/chicken/Zhejiang/1667/2017(H6N1) 98.47

NP A/Mallard (Anas
 

platyrhynchos)/South
 

Korea/KNU2019-51/2019(H5N3) 99.67

NA A/Muscovy
 

duck/Vietnam/HN5257/2019
(H4N8) 99.24

M A/duck/Bangladesh/39397/2019(H10N3) 99.29

NS A/duck/Guangxi/113/2012(H6N8) 99.29

A/Ruddy
 

Shelduck/
Inner

 

Mongolia/
TMJ120/
2019

PB2 A/duck/Vietnam/HN5959/2019(H4N6) 99.10

PB1 A/Eurasian_Curlew/China/CZ322(7)/2019
(H3N8) 99.52

PA A/White-fronted
 

Goose/South
 

Korea/
KNU18-119/2018(H7N7) 99.58

HA A/Green-winged
 

teal(Anas
 

crecca)/South
 

Korea/KNU
 

2019-70/2019(H6N2) 98.59

NP A/common
 

teal/Shanghai/JDS110203/2019
(H12N8) 99.53

NA A/Muscovy
 

duck/Vietnam/HN5257/2019
(H4N8) 99.15

M A/duck/Bangladesh/39397/2019(H10N3) 99.29

NS A/common
 

teal/Shanghai/JDS110203/2019
(H12N8) 99.88

2 H6N8亚型AIV遗传进化分析

2.1 NA基因 遗传进化分析表明,2株 H6N8亚型

禽流感病毒的NA基因与安徽分离株 H6N8、韩国及

越南分 离 株 H4N8、北 美 的 阿 拉 斯 加 地 区 分 离 株

H3N8聚集在同一进化分支(图1)。通过进一步分析

NA基因的最大进化支可信度(MCC)树(图2),本研

究分离的2株 H6N8亚型禽流感病毒属于欧亚谱系

与北美谱系共同存在的分组中。两株病毒的预计最近

共同祖先(tMRCA)在2018年。该基因发生过多次欧

亚与北美基因的交换,最早的洲际基因交换可追溯到

1977年,最近一次发生在2016年,表明 N8基因在

2016年发生欧亚与北美基因节片重排。

2.2 HA基因 TMJ43和TMJ120的 HA基因均属

于欧亚进化分支(图3),与韩国、日本、孟加拉国及我

国南方家禽中所分离的低致病性 H6亚型禽流感病毒

处于同一进化分支。其中,TMJ43与A/chicken/Zhe-
jiang/1667/2017(H6N1)相似性较高,TMJ120与 A/

Green-winged
 

teal(Anas
 

crecca)/South
 

Korea/KNU
 

2019-70/2019(H6N2)相似性较高。

图
 

1 NA基因遗传进化分析

Fig.1 Phylogeneticanalysis
 

of
 

NA

图
 

2 NA基因贝叶斯分析最大分支可信度(MCC)树
Fig.2 Maximum

 

clade
 

credibility(MCC)
 

tree
 

inferred
 

from
 

Bayesian
 

analysis
 

of
 

NA
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图
 

3 HA基因遗传进化分析

Fig.3 Phylogenetic
 

analysis
 

of
 

HA

2.3 内部基因遗传进化情况 图4显示,TMJ43和

TMJ120的内部基因PB2、PB1、PA、NP、M、NS均属

欧亚进化分支,其中在PB2和 M 基因中处于同一进

化分支,而在PB1、PA、NP、NS基因中2株病毒处于

不同的进化分支。在PB2基因中,TMJ43和TMJ120
与韩国野鸭中分离的 H7N7、越南及蒙古国家鸭中分

离的H4N6处于同一进化分支;在 M基因,TMJ42和

TMJ120与A/duck/Bangladesh/39397/2019(H10N3)聚
集在同一进化分支;在PB1基因,TMJ43与韩国分离

的野鸟源H4N6聚集在同一进化亚支,TMJ120与韩

国分离的野鸟源 H4N3和中国分离的野鸟源 H3N8
聚集在同一进化亚支;在PA基因,TMJ43与中国分

离的野鸟源 H6N2聚集在同一进化分支,TMJ120与

中国和韩国分离的野鸟源 H7N7聚集在一起;在 NP
基因,TMJ43与2019年韩国野鸟和蒙古国鸭分离的

H5N3聚 集 在 一 起,TMJ120 与 越 南 野 鸭 分 离 的

H4N6和韩国野鸭分离的 H7N7聚集于同一进化分

支。在NS基因,TMJ43和TMJ120分别形成两个进

化分支,其中TMJ43的NS基因与A/duck/Guangxi/

113/2012(H6N8)相似性较高,与蒙古国鸭分离的

H6N8、中国江西野鸟分离的 H6N8及广西鸭分离的

H6N8和H1N2聚集在同一进化分支;TMJ120与A/

common
 

teal/Shanghai/JDS110203/2019(H12N8)相
似性较高,与上海野鸟分离的 H12N8、韩国野鸭分离

的H5N3及比利时野鸟分离的 H12N5聚集在同一个

进化分支,表明 TMJ42和 TMJ120株 H6N8禽流感

病毒分别发生重配。

图
 

4 PB2、PB1、PA、NP、M、NS基因片段遗传进化分析

Fig.4 Phylogenetic
 

analysis
 

of
 

PB2,PB1,PA,NP,M,NS

3 2株H6N8亚型AIV全基因同源性比对分析

比对分析显示,2株 H6N8AIV间 HA基因的核

酸同 源 性 为 97.7%,NA 基 因 的 核 酸 同 源 性 为

99.9%,PB2基因的核酸同源性为98.9%,PB1基因

的核酸同源性为95.9%,PA 基因的核酸同源性为

95.5%,NP基因的核酸同源性为95.1%,M基因的核

酸同源性为99.4%,NS基因的核酸同源性为71.4%。

4 分子特性分析

对A/Ruddy
 

Shelduck/TMJ43/2019和A/Ruddy
 

Shelduck/TMJ120/2019的关键氨基酸位点进行分

析,两株 H6N8
 

AIV
 

HA 蛋白的碱性裂解位点均为

PQIETR↓GLF,符合低致病性禽流感特征。在 HA
蛋白,A138S、Q226L、G228S等位点的突变是禽流感

病毒跨越宿主屏障,感染人能力增加的标志,本研究中

的两毒株该位点均未发生突变。在NA蛋白,已有报

道显示NA茎部氨基酸的缺失会增加禽流感病毒在小

鼠中的毒力,本研究中的两毒株 H6N8AIV并无 NA
茎部氨基酸的缺失。在PB2蛋白,能增强哺乳动物感

染能力和毒力的271、627和701位点也未有突变发

生。在 M2蛋白,与金刚烷胺类和金刚烷乙胺类药物
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耐药 性 相 关 的 位 点 中,L26F、V27A、A30T、S31N、

G34E、L38F均未发生突变,表明两株 H6N8亚 型

AIV对此类药物敏感。在NP蛋白,A184K的突变会

增加禽流感病毒在家鸡中毒力,本研究 中 的 两 株

H6N8禽流感病毒该位点均发生突变。在 NS1,A/

P42S的突变能增加禽流感病毒对哺乳动物的毒力,本
研究中的

 

A/Ruddy
 

Shelduck/TMJ43/2019株该位置

发生突变,而A/Ruddy
 

Shelduck/TMJ120/2019未发

生该突变(表2)。

表
 

2 2株H6N8的分子特征分析
Table

 

2 Molecular
 

characteristics
 

of
 

two
 

H6N8
 

viruses

蛋白
Protein

氨基酸位点
Amino

 

acid
position/motif

病毒Viruses

A/Ruddy
 

Shelduck/TMJ43/2019
A/Ruddy

 

Shelduck/TMJ120/2019

分子标志
Phenotypic
consequences

Receptor-
binding

sites
 

in
 

HA
(H3

 

numbers)

HA
 

cleavage
 

site PQIETR↓GLF PQIETR↓GLF 低致病性禽流感标志

A138S A A
Q226L Q Q
G228S G G

人型受体结合能力增加

NA Stake
 

deletion No
 

deletion No
 

deletion 增加小鼠体内的毒力

PB2
T271A T T
E627K E E
D701N D D

在哺乳动物中的传播能
力和毒力增加

M2

L26F L L
V27A V V
A30T A A
S31N S S
G34E G G
L38F L L

金刚烷胺类和金刚烷乙
胺的耐药性增加

NP A184K K K
增加鸡 禽 流 感 病 毒 的
毒力

NS1 A/P42S S A
哺乳动物毒力 增 强,干
扰素诱导的拮抗作用

讨 论

野鸟的迁徙特性对禽流感病毒的传播甚至跨洲际

传播发挥重要的作用[6,7,17]。有报道表明,2014-2015
年,美国爆发与亚洲相关的 H5亚型 HpAIV疫情,迁
徙候鸟在 H5的传播中扮演重要角色[18]。在欧亚大

陆与美洲大陆中存在候鸟的迁徙路线交叉重叠,随候

鸟的迁徙流动,禽流感病毒可能存在跨大洲的基因流

动[8,19]。本研究对2019年内蒙古图牧吉自然保护区

野鸟中分离的2株 H6N8亚型AIV进行了全基因组

测序、遗传进化分析及氨基酸突变位点的分析。遗传

进化分析显示,NA基因与安徽分离的 H6N8、韩国及

越南分离的 H4N8及北美的阿拉斯加地区分离的

H3N8聚集在同一进化分支中,最大进化支可信度

(MCC)树显示该基因此前发生多次跨洲际的基因交

换,而2株H6N8亚型AIV的其他所有基因都聚集于

欧 亚 进 化 分 支 中。因 此,候 鸟 的 迁 徙 运 动 对

H6N8AIV发生不同大洲之间的基因交换发挥重要作

用。在2株H6N8亚型AIV的内部基因中,PB1、PA、

NP、NS基因分别发生了不同的重配,这表明 H6N8
亚型低致病性禽流感病毒在野鸟发生复杂的重配。此

外,本研究中的2株H6N8亚型AIV与家禽中分离的

毒株具有较高的序列相似性,从而表明 H6亚型AIVs
可能在野鸟和家禽之间相互传播。

H6亚型AIVs在野鸟及家禽中普遍存在,其频繁

的重配及氨基酸位点突变,使其存在突破物种屏障,进
而发生跨宿主传播。氨基酸突变位点分析显示,2株

H6N8亚型AIV的 HA裂解位点均符合低致病性禽

流感病毒特性,且在与人受体相关的氨基酸位点均未

发生突变,表明本研究中的2株 H6N8AIV会优先与

禽源受体结合。在NP蛋白中,A184K突变会增加禽

流感病毒对家鸡的毒力[20],而2株 H6N8AIV均发生

了该突变,说明本研究分离的两毒株存在引起禽类感

染的风险。因此,加强候鸟禽流感病毒的监测,对禽流

感病毒的预警及防控具有重要意义,可为禽流感病毒

跨洲际传播研究提供信息支持。
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