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摘  要：【目的】分析季节性 H3N2 流感病毒 PB1 基因序列的变异情况，揭示 H3N2 流感病毒

PB1 基因的分子特征与进化趋势。【方法】对 1968−2014 年中国地区 82 株人 H3N2 毒株、

2012−2014 年江苏省分离的 81 株甲型 H3N2 流感病毒、6 株 SIV 和 4 株 AIV H3N2 亚型 PB1、
PB1-F2 基因进行分子进化分析。【结果】1968−2014 年中国 H3N2 流感毒株 PB1 核苷酸和氨基酸

相似性分别为 90.91%−100%和 96.91%−100%。系统进化树分析，1968−2014 年共 173 株 H3N2
流感病毒总体上分为 4 个分支，2002−2014 年分离毒株位于第 IV 分支上，1968−1994 年分离毒

株位于第 II 和 III 分支；猪源 H3N2 亚型分布于第 I、II、IV 分支上；分子特征显示 PB1 氨基酸

52、113、179、216、576、586、619、621、709 位在 2002 年以后发生适应性改变，替换了原来

的氨基酸；PB1-F2 基因编码截断型蛋白长度有 52、34、25、24、11 aa (猪源)，PB1-F2 蛋白毒力

关键位点上未出现高致病性特征突变。【结论】自 1968 年起 H3N2 亚型 PB1 基因变异逐步趋于

稳定，且 PB1-F2 截断型毒株正逐渐成为一类新的进化特征，但 PB1 基因与其他亚型之间发生重

配以及关键毒力位点的变异仍应是监测的重点。 

关键词：H3N2 流感病，PB1 基因，PB1-F2 蛋白，进化分析 
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Evolution of PB1 genes of influenza A/H3N2 viruses in China, 
1968−2014 

GUO Yan1  YAN Wen-Juan1  DENG Fei2  YU Hui-Yan2  WANG Shen-Jiao2 
TANG Fen-Yang2  QI Xian2*  WEI Ping-Min1* 

(1. School of Public Health, Southeast University, Nanjing, Jiangsu 210009, China) 
(2. Jiangsu Center for Disease Control and Prevention, Nanjing, Jiangsu 210009, China) 

Abstract: [Objective] We analyzed the evolution and mutations of PB1 genes among seasonal H3N2 
influenza viruses, to reveal the molecular characteristics and evolutionary trend of PB1 genes. 
[Methods] We analyzed PB1 and PB1-F2 genes by molecular biological software with 82 A/H3N2 
viruses from 1968 to 2014 in China, 81 viruses isolated from Jiangsu Province between 2012 and 2014, 
6 swine influenza viruses and 4 avian influenza viruses. [Results] PB1 segments in China showed high 
nucleic acid and amino acid sequence similarity (90.91% to 100%, 96.91% to 100%). The phylogenetic 
tree of PB1 genes was divided into 4 clusters. Strains isolated from 2002 to 2014 located in Clade IV 
and 1968 to 1994 were in Clade II and III. SIVs dispersed in Clade I, II, IV suggesting a reassortment 
of PB1genes may occurred in swine population between A/H3N2 and other subtypes. Compared to 
strains isolated from 1968 to 1994, the amino acid substitution of PB1 gene (52, 113, 179, 216, 576, 
586, 619, 621 and 709) was observed between 2002 and 2014 with adaptive changes. Truncated 
PB1-F2 protein included 52, 34, 25, 24 and 11 aa (SIV). The mutation of the key virulence sites did not 
appear among Human A/H3N2 influenza. [Conclusion] PB1 segments of A/H3N2 influenza virus 
underwent stable evolution and mutation, the truncated PB1-F2 protein has become a new trend in its 
evolutionary process. This finding suggests that we should pay great attention on the reassortment of 
PB1 genes and its mutation on key virulence sites. This emphasizes the importance of virus 
surveillance of A/H3N2 virus. 

Keywords: H3N2 influenza virus, PB1 gene, PB1-F2 protein, Evolution analysis 

甲型流感病毒是威胁人类健康的重要病原体

之一。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

将其分为多种血清型，其中 H3N2 是目前流行的主

要亚型之一。流感病毒基因重配率高、基因变异快

等特点是造成流感大流行的重要因素。历史上，

1968 年“香港流感”大流行(H3N2)是由于 H2N2 流感

病毒基因组与禽流感病毒基因组发生重配而造成

的[1]，而后由于其抗原漂移速度快等特点不断暴发

局部范围内 H3N2 流感疫情，给人类健康和生活带

来了巨大的威胁。 

甲型流感病毒基因组包含 8 个基因片段，编码

至少 11 种蛋白，PB1 是流感病毒核糖核蛋白复合

体(RNP)的重要构件，对流感病毒的复制起重要作

用[2]。此外 PB1 基因编码的另一条 87−90 个氨基酸

的病毒蛋白肽 PB1-F2，与甲型流感病毒复制能力、 

致病力等也有一定的关联[3-4]。20 世纪发生的 4 次

甲型流感大流行中，有 2 次(1957 年 H2N2、1968
年 H3N2)出现了流感病毒 PB1 基因来自禽类而形成

的重配[5]，另外 21 世纪首次流感大流行的病原，甲

型 H1N1 (pdm09)病毒也出现了 PB1 片段的基因重

配。目前针对 PB1 基因的研究主要围绕的是禽流感

病毒，如 H5N1 亚型、H9N2 亚型等[6-9]，而对人

H3N2 流感病毒 PB1 基因的监测和研究并不深入。

基于此，本研究对 1968−2014 年全国上传到 GISAID
数据库的 82 株 H3N2 流感病毒 PB1 基因，以及江

苏省 13 个地区分离并测序的 PB1 基因进行进化分

析，为甲型 H3N2 流感病毒 PB1 基因的监测提供相

关信息。 

1  材料与方法 

1.1  资料来源 
通 过 江 苏 省 流 感 网 络 监 测 系 统 ， 选 取
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2012−2014 年江苏省 13 个地市流感哨点医院流感

样病例毒株 81 份(已通过流感亚型鉴定被确认为甲

型 H3N2 亚型的标本)进行序列测定。选取 GISAID
流感数据库 1968−2014 年人 H3N2 流感病毒 PB1 核

苷酸序列，以及 6 株猪源和 4 株禽源甲型 H3N2 流

感病毒 PB1-F2 核苷酸序列纳入分析。 

1.2  方法 
1.2.1  病毒分离及 PB1 基因 PCR 扩增：将 81 株甲

型 H3N2 流感病毒咽拭子样本接种 MDCK 细胞进

行分离培养。提取病毒 RNA，利用逆转录试剂盒(美
国 Invitrogen 公司)反转录病毒 RNA 为 cDNA，利

用自行设计的引物(表 1)进行 PB1 基因 PCR 扩增。 
利用 ExTaq PCR 试剂盒(日本 TaKaRa 公司)进

行 PCR 扩增，扩增体系：10×Buffer (含 Mg2+) 5 μL、

2.5 mmol/L dNTPs mixture 8 μL、正反向引物

10 μmol/L 各 2 μL、ExTaq enzyme 0.5 μL、cDNA 
1.5 μL、DEPC H2O 31 μL，总体积为 50 μL。扩增

反应程序：95 °C 10 min；94 °C 30 s，52 °C 30 s，

72 °C 3 min，35 个循环；72 °C 10 min；4 °C 保存。

PCR 产物经电泳纯化回收后由上海生工公司进行

测序。 
1.2.2  序列分析：利用 Conting Express Aplication
软件对测序结果进行序列拼接，得到 PB1 核苷酸序

列，已将毒株的部分序列上传到 GISAID，序列号

EPI675731–EPI675745。采用 MEGA 6.0.6 软件进行

核苷酸序列比对(ClustalW)，对 PB1 及 PB1-F2 氨基

酸位点的改变进行分析，利用 Fasttree 软件绘制 PB1
基因编码区核苷酸序列的进化树。使用在线工具 

Datamonkey (http:/www.datamonkey.org)对 PB1 节段

进行选择压力分析。 

2  结果与分析 

2.1  PB1 同源性分析 
2012−2014 年分离自江苏省 13 个地区的 81 株

H3N2 流感病毒 PB1 基因核苷酸及氨基酸的相似性分

别为 97.02%−100%和 97.43%−100%。1968−2014 年

82 株中国人源甲型 H3N2 流感病毒核苷酸和氨基酸

的相似性分别为 90.91%−100%和 96.91%−100%，核

苷酸变异频率明显高于氨基酸变异频率(表 2)。 

2.2  PB1 基因系统进化分析 
以 A/Beijing/132/2010 H1N1 流感病毒 PB1 序列

为根，构建 H3N2 亚型 PB1 基因系统进化树(图 1)。

由图 1 可以看出，173 株 IAV H3N2 流感病毒可分

为 4 个进化分支，江苏省 81 株 H3N2 流感毒株均

位于第 IV 分支上，与中国 2002–2014 年分离的人

源 H3N2 流 感 病 毒 进 化 关 系 较 近 ， 此 外

A/swine/Shandong/3/2005(H3N2)也位于第 IV 分支，

核苷酸及氨基酸相似性比对结果为 96.00%−100%

和 97.43%−100%。第 I 分支包含 A/swine/Guangdong/ 

3494/2011 、 A/swine/Guangxi/NS2394/2012 和 根

A/Beijing/132/2010 (H1N1)，核苷酸、氨基酸相似性

为 99.17%和 97.95%。与外支 H1N1 亚型比较，除

R211K、D377E、I435V、A652V、S741F 外，其余

位点与外支毒株均一致，表明这两株猪源流感病毒

PB1 基因与新型甲型 H1N1 (09pdm)进化关系十分

接近。第 II 分支包含人源 H3N2 流感病毒和 3 株猪 
 

表 1  甲型 H3N2 流感病毒 PB1 基因引物序列 
Table 1  Primer pairs used for amplification of PB1 gene of influenza A/H3N2 strains 

引物名称 
Primers 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

长度 
Size (bp) 

PB1-1-Forward ATGGATGTCAATCCGACTCTACTGT 25 

PB1-1-Reverse TATTGGTGCGATGCTCAGGATGT 23 

PB1-2-Forward AGTGGAATGAAAATCAAAACCCT 23 
PB1-2-Reverse CTGGTCCAAGGTCATTGTTTATC 23 

PB1-3-Forward GCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTG 23 

PB1-3-Reverse TCATTATTTTTGCCGTCTGAGTTC 24  
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表 2  甲型 H3N2 流感病毒 PB1 基因核苷酸及氨基酸同源性比较 
Table 2  Nucleotide and protein sequence identities of PB1 gene of influenza A/H3N2 strains 

分组 
Groups 

年份 
Year 

毒株数量 
Number of strains 

核苷酸 
Identities of nucleotide (%)

氨基酸 
Identities of amino acid (%) 

2012 5 97.62–99.56 93.42–98.69 

2013 25 97.30–99.91 98.40–100 

2014 51 97.72–100 94.17–100 

江苏省分离毒株 
Strains of Jiangsu 

Totle 81 97.02–100 97.43–100 

中国人源 H3N2 病毒 
Human H3N2 virus of China 

1968−2014 82 90.91–100 96.91–100 

 
源 H3N2 流感病毒，除 A/HuNan/01/2014 外，人源

H3N2 病毒分离时间均在 1968−1994 年之间。第 III
分支为 4 株禽源 H3N2 流感病毒，A/HuNan/01/2014
与 3 株猪源流感病毒氨基酸序列基本一致，与人源

H3N2 流感病毒相比较，氨基酸差异主要位于第

179、216、486、581、584 位。 

2.3  PB1 氨基酸进化分析 
PB1 基因序列起始密码子与终止密码子分别位

于 25−27 位和 2 296−2 298 位，编码 757 个氨基

酸[10]。对中国 H3N2 病毒 PB1 氨基酸进行分析，

2002−2014 年的流行株与 1968−1994 年 H3N2 毒株

比较，在 R52K、V113A、M179I、G216S、I576L、

R586K、N619D、R621Q、I709V，逐渐形成适应性

变异，替换了原来位点上的氨基酸(表 3)。与 2014
年参考毒株 A/Texas/50/2012 相比，江苏省分离毒株

氨基酸序列以下位点发生变化：212、215、479、

480、487、489、491、513，且第 212 位发生缬氨

酸到甲硫氨酸变异的毒株，均出现 215 位精氨酸到

赖氨酸的变异，其原因有待进一步研究。 
2.4  PB1 氨基酸位点选择压力分析 

对人源H3N2 流感病毒PB1 片段进行选择压力分

析，采用 SLAC、FEL、REL 模型分析 1968−2014 年

163 株流感毒株，通过 SLAC 模型得到 1 个正向压

力选择(第 756 位)，且 dS/dN>1 表明该位点非同义

突变被固定下来[11]；通过 IFEL 和 FEL 模型得到

2 个和 3 个正向选择压力位点(表 4)。 

2.5  PB1-F2 蛋白分析 
2001 年，Chen 等[3]开展对 A/Puerto Rico/8/34 

(H1N1) PB1 基因的研究发现了 PB1 基因序列第

119−121 位+1 开放阅读框，编码长度为 87 aa 的

PB1-F2 蛋白。本研究 173 株 IAV H3N2 流感病毒共

编码 6 种不同长度的 PB1-F2 蛋白，81 株江苏省测

序毒株中 79 株编码 90 aa，截短型(4 株)长度均为

25 aa；1968−2014 年全国人源 H3N2 毒株 PB1-F2
编码长度为 90、52、34、24 aa；猪源 H3N2 编码

90、11 aa；禽源 H3N2 流感毒株未出现截短型

PB1-F2 (表 5)。此外氨基酸分析发现，1994 年之前

分离的 H3N2 毒株 PB1-F2 蛋白与 2002 年之后的毒

株相比变异较大的有 E4G、D6G、K20R、Q25R、

T27I、S47N、F57S、P60L、L62W、G70V，且与

禽流感、猪流感 PB1-F2 氨基酸变异相近。2014 年

分离毒株 PB1-F2 蛋白第 8 位均出现 P→L 改变，其

临床及流行病学意义尚待进一步研究(图 2)。 

3  讨论 

自甲型 H3N2 流感病毒在人类流行以来，其遗

传变异及演化方向一直是流感病毒监测的重要内

容。本研究对 H3N2 亚型 PB1 基因进化趋势进行分

析，结果显示 2012−2014 年江苏省监测到的 81 株

甲型 H3N2 流感毒株 PB1 核苷酸与氨基酸的遗传距

离与中国台湾地区监测到的 18 株 H3N2 流感病

毒相近[12]。比较 1968−2014 年人源 H3N2 流感毒株

遗传距离发现，H3N2 流感病毒自 1968 年暴发以来

其遗传变异不断累积，但氨基酸进化距离却明显小

于核苷酸进化距离，这可能是由于维持病毒结构和

功能的需要[13]。 
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图 1  甲型 H3N2 流感病毒 PB1 基因系统进化树 

Figure 1  Phylogenetic tree of the PB1 gene segments of A/H3N2 virus 
注：绿色：江苏省分离到的毒株；红色：猪源 H3N2 亚型毒株；蓝色：禽源 H3N2 亚型毒株；黑色：1968−2014 年中国人源 H3N2
毒株. 标尺值 0.02 代表毒株间进化距离. 
Note：Green: Strains of Jiangsu; Red: Swain H3N2 viruses; Blue: Avain H3N2 viruses; Black: Human H3N2 viruses of China. Scale value 
0.02 represents the level of number of difference. 
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表 3  1968−2014 年甲型 H3N2 流感病毒 PB1 氨基酸变异位点分析 
Table 3  Analysis of mutation sites in PB1 protein of IAV H3N2 in China, 1968−2014 

变异位点 Mutation sites 毒株分离时间 
Isolated year R52K V113A M179I G216S I576L R586K N619D R621Q I709V

1968−1994 26/27 27/27 21/27 15/27 27/27 27/27 27/27 17/27 27/27 

2002−2014 6/136 4/136 1/136 1/136 1/136 4/136 2/136 1/136 1/136 

 
表 4  2012−2014 年江苏省甲型 H3N2 分离毒株正向 

选择位点分布 
Table 4  The distribution of positively selected sites 

among A/H3N2 viruses in Jiangsu, 2012−2014 

Model Codon dS/dN Standard [dN–dS] P-value

SLAC 756 5.38 12.56 0.028 

IFEL 57 − 5.98 0.090 

 586 − 5.13 0.647 

FEL 6 − 3.78 0.077 

 745 − 3.42 0.100 

 756 − 14.44 0.006 

 
系统进化分析表明，2012−2014 年江苏省分

离毒株 PB1 均位于同一进化分支 IV 上，除与

2002 年以后的人源 H3N2 亚型流感 PB1 进化关

系 较 近 外 ， 还 与 一 株 猪 H3N2 流 感 病 毒 
(A/swine/Shandong/3/2005)的 PB1 同源性较近。猪

群中流感病毒亚型和基因型的多样性以及与人流

感病毒基因组的重配现象，使流感病毒在不同宿主

中的适应性增强，对人类健康威胁不断加大。猪作

为流感病毒的“混合器”，在 2009 年已经使甲型

H1N1(09pdm)发生巨大变异，并造成世界性的大流 

行，推测猪作为流感病毒的中间宿主，很有可能使

各亚型流感病毒发生新的重配，极有可能成为未来

引起人流感流行或大暴发的潜在威胁[14-15]。 
流感病毒为单股负链 RNA 病毒，由于 RNA 聚

合酶缺少校正功能，因此在复制过程中易发生突

变。PB1 基因氨基酸变异特征分析发现，2000 年以

后分离株出现 V113A、G216S、I576L、R586K 等

多个位点的突变，其中第 113 位氨基酸与 PB2 聚合

酶作用的功能区有关，此位点发生变异可能会影响

流感病毒的复制能力。上述位点的突变可能会影响

流感病毒的复制能力及其致病性。1998 年和 2002
年我国发生较大范围的 H3N2 亚型流感大流行，从

一定程度上增加了流感病毒 PB1 片段基因变异的

可能性，促进了新的优势毒株的形成。 
PB1-F2 蛋白是由流感病毒 PB1 片段+1 开放阅

读框编码的多肽，是甲型流感病毒致病性的关键蛋

白之一。长度的多态性是其重要特征之一，也是影

响其毒力作用的重要因素。PB1-F2 基因有 40 个左

右的位点能够发生碱基突变而形成终止密码子，编

码不同长度 C 端截短的 PB1-F2 蛋白[16]。PB1-F2 蛋 

 
表 5  PB1-F2 基因编码蛋白的长度统计 

Table 5  The induced length of PB1-F2 of influenza A viruses 

PB1-F2 蛋白长度 
Length of PB1-F2 (aa) 

分组 
Group 

数量 
Number 

90 52 34 25 24 11 

截短型构成比 
Proportion of truncated 

PB1-F2 

江苏省分离毒株 
Strains of Jiangsu 

81 77   4   4/81 

中国人源 H3N2 病毒 
Human H3N2 viruses of China 

82 60 1 9 10 2  22/82 

猪源 H3N2 病毒 
Swine H3N2 viruses 

6 4     2 2/6 

禽源 H3N2 病毒 
Avian H3N2 virus 

4 4      0/4 
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图 2  甲型 H3N2 流感病毒 PB1-F2 蛋白氨基酸位点变异情况 
Figure 2  Amino acid mutations in PB1-F2 of influenza A/H3N2 virus 

注：选择具有代表性的毒株进行氨基酸变异分析；*：终止密码子(即 PB1-F2 断裂部位). 
Note: We selected the representative viruses to show the mutations of amino acid; *: The termination codons (the tuncated sites of PB1-F2). 
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白第 46−75 aa 是其定位于受感染细胞线粒体上的

重要区段 [17]，本研究中 H3N2 流感病毒截短型

PB1-F2 蛋白长度 52、34、25、24、11 aa (SIV)，均

缺少或部分缺少此定位功能，估计可能改变其线粒

体途径致细胞凋亡的功能。研究显示，PB1-F2 蛋白

C 端第 L62、R75、R79、L82 以及 S66 位于促炎症

区域，是影响病毒毒力的关键位点[7,18]。江苏省分

离的 A/duck/Jiangsu/26/2004 中出现了 N66S 的变

异，目前尚未在人源 H3N2 流感病毒中监测到此类

氨基酸位点的变化。结合流感病毒 PB1 基因重配的

特点以及 PB1-F2 毒力特征，在流感病毒的监测中，

对 PB1 基因重配而导致的 PB1-F2 蛋白致病性改变

应当给予高度重视。此外，Coleman 等[19]研究显示

1996 年以前季节性 H3N2 病毒均编码完整长度

PB1-F2，而本研究中 A/Shanghai/24/1990 已出现

PB1-F2 断裂株，可见国内 PB1-F2 蛋白长度变异出

现的时间可能早于国外，其进化过程值得进一步跟

踪研究。 
2002−2014 年间 H3N2 流感病毒 PB1 片段变异

频率低于 1968−1994 年间分离的毒株，其变异趋势

逐渐稳定。但进化过程中发生基因重配的可能性仍

不容忽视，极有可能利用猪“混合器”的功能与其他

物种流感病毒发生基因重配形成新的优势毒株，实

现流感病毒跨物种传播。此外流感病毒 PB1-F2 蛋

白截短型已经逐渐成为 H3N2 流感病毒的进化方

向，其临床及流行病学意义值得广大学者进行更深

入的研究。 
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