
微生物学通报 May 20, 2022, 49(5): 1731−1740 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.210846 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2022 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

基金项目：江苏省重大科技示范项目(BE2017749) 

Supported by: Science and Technology Demonstration Project of Jiangsu Province (BE2017749) 
*Corresponding author: E-mail: qixiansyc@163.com 
Received: 2021-09-14; Accepted: 2021-12-01; Published online: 2022-02-17 

研究报告

2019−2020年苏中地区某活禽市场 H9N2禽流感病毒

分子进化 

翟晓虎 1，贺卫华 1，赵学刚 1，李玲 1，祁贤*2 

1 江苏农牧科技职业学院，江苏 泰州 225300 

2 江苏省疾病预防控制中心，江苏 南京 210009 

 

翟晓虎, 贺卫华, 赵学刚, 李玲, 祁贤. 2019−2020 年苏中地区某活禽市场 H9N2 禽流感病毒分子进化[J]. 微生物学通报, 

2022, 49(5): 1731-1740 
Zhai Xiaohu, He Weihua, Zhao Xuegang, Li Ling, Qi Xian. Genetic evolution of avian influenza A (H9N2) virus in a live poultry 
market in central Jiangsu, China, 2019–2020[J]. Microbiology China, 2022, 49(5): 1731-1740 

摘   要：【背景】20 世纪 90 年代以来，H9N2 禽流感病毒成为危害我国养禽业及人类健康和公

共卫生的重要病原。【目的】了解苏中地区 2019−2020 年活禽市场 H9N2 禽流感病毒的分子进化

特征。【方法】通过荧光定量 PCR 法对标本进行流感病毒分型检测，原始标本用 SPF 鸡胚进行病

毒分离，用特异性引物对病毒分离物进行全基因组测序，利用 BLAST、ClustalX 和 MEGA 6     

等软件进行序列比对和系统发育分析。【结果】2019−2020 年间从苏中地区某农贸市场采集到   

231 份环境和禽类标本，共检出 34 份甲型流感病毒，其中 33 份为 H9N2 亚型。阳性标本接种 SPF

鸡胚，分离到 20 株 H9N2 病毒。对其中 11 株病毒进行全基因组测序，系统发育分析表明 11 株

病毒的 HA 和 NA 都属于 H9N2 禽流感 Y280-like 系的 G57 基因型。根据 HA 和 NA 的进化特征，

11 株病毒可分为 5 个基因组合(A、B、C、D 和 E)，其中 A (n=5)是优势流行基因组合。11 株 H9N2

分离病毒的 HA 蛋白 HA1 和 HA2 亚单位的裂解位点是一个碱性氨基酸 R，具有低致病性禽流感

病毒的特征。HA 蛋白的受体结合部位有 4 个氨基酸位点(I155T、H183N、A190T/V 和 Q226L)

发生突变，推测这些病毒可能增强了对人 SAα2-6Gal 受体的结合力。【结论】苏中地区活禽市场

H9N2 禽流感病毒进化活跃，存在外溢传播人的风险，应该加强对活禽市场禽流感病毒的监测和

跨种传播的研究。 

关键词：禽流感病毒；H9N2 亚型；活禽市场；Y280 系 
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Abstract: [Background] Since the 1990s, H9N2 avian influenza virus has become a major threat to 

human and animal health. [Objective] To understand the molecular evolutionary characteristics of 

H9N2 avian influenza virus in a live poultry market in central Jiangsu, 2019–2020. [Methods] The 

specimens were detected by real-time quantitative PCR method, and SPF chicken embryos were used for 

the isolation of virus strains from the specimens. The whole genome of each isolate was sequenced with 

specific primers. BLAST, ClustalX and MEGA 6 were used for sequence alignments and phylogenetic 

analysis. [Results] A total of 231 environmental and poultry specimens were collected from a farmers’ 

market from 2019 to 2020, from which of 34 influenza A virus strains were detected, including      

33 strains of H9N2 subtype. Twenty strains of H9N2 virus were isolated with SPF chicken embryos, and 

the whole genomes of 11 strains were sequenced and aligned. The HA and NA gene sequences indicated 

that the 11 strains belonged to G57 genotype of Y280-like lineage. According to the evolutionary 

characteristics of HA and NA, the 11 strains can be divided into 5 gene constellations (A, B, C, D and 

E), of which constellation A (n=5) was dominant. The cleavage site of HA1 and HA2 subunits of HA 

protein of the 11 strains was a basic amino acid R, which indicated low pathogenicity. Four mutations 

(including I155T, H183N, A190T/V and Q226L) were occurred in the receptor-binding region of HA 

protein, indicating that these viruses had enhanced ability of binding to human SAα2-6Gal receptor. 

[Conclusion] The H9N2 avian influenza virus in the live poultry market in central Jiangsu is 

characterized by active evolution and has a risk of transmission to people. Efforts should be made to 

strengthen the monitoring and the research on cross-species transmission of avian influenza virus in the 

live poultry market. 

Keywords: avian influenza virus; H9N2 subtype; live poultry market; Y280 lineage 

禽流感病毒(avian influenza virus，AIV)属

于正粘病毒科甲型流感病毒属，是严重危害禽

类和养禽业的病原。根据血凝素(hemagglutinin，

HA)和神经氨酸酶(neuraminidase，NA)抗原性

的多样性，鉴定了甲型流感病毒的许多血清

型。目前已经在野生水禽中发现了 H1−H16 和

N1−N9 等亚型，近年来在北美的蝙蝠中发现了

H17N10 和 H18N11 亚型流感病毒[1-4]。H9N2 亚

型 AIV 于 1966 年在美国的火鸡中首次发现，

目前在东亚、中东、欧洲、北非和美洲都有暴

发和流行[5-6]。1992 年陈伯伦等从我国广东某暴

发疾病的鸡场中分离出 H9N2 AIV，这是中国首

次报道的禽流感[7]，之后 H9N2 病毒逐步扩大传

播范围，成为我国家禽中占优势的禽流感病毒

亚型及养禽业健康发展的重要制约因素[6,8]。自

1998 年以来，我国累计报道了 60 多例人感染
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H9N2 禽流感病例，H9N2 禽流感病毒与 H5Ny 

(y=1、6)和 H7Ny (y=2、3、7、9)一并成为危害

动物和公共卫生的重要病原体[9-10]。研究显示，

人感染禽流感病例大多有活禽或活禽相关环境

暴露史[8-10]。活禽市场为不同来源禽流感病毒进

行基因重配和跨种感染人提供了理想场所，因

此加强活禽市场禽流感病毒的监测，对跟踪病

毒进化和禽流感的防治具有重要意义。 

本文通过病毒分离和基因组测序，分析了

2019−2020 年苏中地区活禽市场中 H9N2 病毒

的基因特征和进化起源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

9−11 日龄的无特定病原体(specific pathogen- 

free，SPF)鸡胚，中牧实业股份有限公司南京

药械厂；甲型及乙型流感病毒核酸检测试剂

盒，江苏硕士生物技术有限公司；QIAamp Viral 

RNA 试剂盒，Qiagen 公司；SuperScriptTM III

第一链合成系统和 High Pure PCR Product 

Purification Kit，Invitrogen 公司；Nextera XT 

DNA Sample Preparation 试剂盒，Illumina 公司。

RT-qPCR 仪，ABI 公司；Illumina MiSeq 测序平

台，Illumina 公司。 

1.2  标本采集和分型检测 

2019 年 3 月，江苏发生一起人感染 H9N2

禽流感病例。从 2019 年 1 月−2020 年 12 月，

从患者住处附近的某活禽市场采集到 231 份环

境或禽类标本，其中包括笼具表面擦拭标本 

121 份、禽肉案板标本 45 份、清洗污水 20 份

和禽类粪便 45 份。标本的流感病毒核酸分型检

测采用 RT-qPCR 技术，具体分型包括甲型/乙型

流感病毒通用检测、3 种 HA 亚型(H5、H7 和

H9)和 4 种 NA 亚型(N1、N2、N6 和 N9)。 

1.3  病毒分离和鉴定 

将环境和禽类标本接种 9−11 日龄 SPF 鸡

胚，接种部分是尿囊腔，37 °C 条件下培养 72 h。

采用血凝试验测定病毒分离物的血凝特性，用

0.9%生理盐水配制 1%鸡红细胞，病毒分离物进

行 2 倍系列稀释，在 V 型血凝板上进行混合后

室温孵育 20−30 min 观察结果。在江苏省疾病

预防控制中心生物安全三级(BSL-3)实验室里

进行病毒分离。 

1.4  病毒基因组测序  

按照操作说明提取病毒 RNA。采用引物

U12 (5′-AGCAAAAGCAGG-3′)扩增病毒基因

组 RNA 的 cDNA，用单链合成试剂盒构建反应

体系。按照 Illumina 公司的试剂盒测序构建文库。

测序工作按照产品说明书进行，在 Illumina 

MiSeq 测序平台的样品孔中加入测序文库样品

800 μL。使用 CLC Genomics Workbench (CLC 

Bio)程序软件对测序数据进行处理与分析。 

1.5  进化分析 

在常见的基因库公网上(包括 GISAID 和

GenBank)应用 BLASTn 软件初步确认分离病毒

的 HA、NA 亚型及基因组节段核苷酸最大相似

的参考菌株。核苷酸和氨基酸序列比对采用

MAFFT 软件。使用 MEGA 6 软件的 maximum 

likelihood 法构建分离株的系统发育进化树。 

2  结果与分析 

2.1  标本检测 
通过荧光定量 PCR 对 231 份标本进行检

测，结果检出 31 份 H9N2 阳性核酸和 3 份

H5N6 阳性核酸。阳性标本主要集中在冬、春

季(11 月−3 月)，笼具表面、禽肉案板、清洗污

水和禽类粪便都有检出。结果表明，活禽市场

禽流感病毒的流行有一定的季节性，病毒在活
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禽市场特定环境里的存在较为普遍。 

2.2  病毒分离与鉴定 
将 31 份 H9N2 阳性样本接种 SPF 鸡胚，分

离到 20 株病毒。20 株病毒具有较高的血凝活

性，其中 4 株 HA 效价是 1:512、13 株为 1:1 024、

3 株为 1:2 048，核酸检测均为 A 型 H9N2 流感

病毒阳性。 

2.3  核苷酸相似性比较和进化树分析 
对 11 株环境和家禽分离株进行全基因组

测序，序列上传 GASAID 数据库。序列比较

结果显示，11 株病毒基因组核苷酸序列与    

1 株江苏人分离株 A/Jiangsu/1/2019 的相似性为

88.8%−100.0% (表 1)。11 株 H9N2 流感病毒的   

8 个基因片段(HA、NA、PB2、PB1、NP 和 NS)

都与近年来中国南方流行的 H9N2 病毒序列相

似性最高(98%−99%)。 

采用 MEGA 6 软件中的最大似然法构建

11 株 H9N2 环境、家禽分离株和 1 株人分离

株 A/Jiangsu/1/2019 的 HA 和 NA 系统发育

树 (图 1)。目前全球 H9-HA 基因进化分为     

2 大谱系——欧亚系和美洲系，其中欧亚系目

前主要流行 3 个世系：Y280-like (代表毒株

A/duck/Hong Kong/Y280/97)、G1 (代表毒株

A/quail/Hong Kong/G1/1997)和 Y439 (代表毒

株 A/duck/Hong Kong/Y439/1997)[6,11-12]。本研

究中，在 HA 基因进化树上(图 1)，12 株 H9N2

江苏分离病毒(包括 11 株 H9N2 病毒环境、家

禽和人分离株 A/Jiangsu/1/2019)位于欧亚系

Y280-like 进化树上，属于 Y280-like 世系。根

据进化树 bootstrap 值和核苷酸差异度，12 株

H9N2 病毒可以进一步分为 3 个小的进化分支

(sub-clades)，各进化分支内的核苷酸差异  

度≤2%，进化分支间的核苷酸差异度≥7%。各

进化分支的毒株数量分别为 1.1 (n=7)、1.2 

(n=4)和 2 (n=1)。 

与 HA 基因相似，NA 基因进化树上(图 2) 

N2 基因也分为欧亚系和美洲系两大谱系，其中

欧亚系同样有 Y280-like、G1-like 和 Y439-like

这 3 个世系在流行。12 株病毒的 NA 基因属于

Y280 世系。NA 进化树中，12 株江苏分离株也

进一步分为 2 个小的进化分支，各进化分支内

的核苷酸差异度≤2.5%，进化分支间的核苷酸差

异度≥4%。各分支的毒株数量分别为 1.1 (n=8)

和 1.2 (n=4)。对 12 株病毒的 HA 和 NA 基因进

化分支进行组合，构建了基于 HA 和 NA 片段

的基因组合(表 2)。12 株病毒可分为 5 个基因组

合(A、B、C、D 和 E)，其中基因组合 A (n=5)

是优势流行基因型。HA 和 NA 基因进化分析表

明，2019−2020 年江苏活禽市场 H9N2 亚型流

行株 HA 和 NA 基因表现出异质性特点，有亚

型内基因重配现象的发生。此外，HA 和 NA 进

化树上，人分离株和 4 株农贸市场分离病毒同

处于一个小的进化分支上，遗传关系较近，表

明它们有共同的起源。 

 
表 1  11 株 H9N2 活禽市场分离株与 1 株人分离株及 3 株参考株(HA 和 NA)基因核苷酸序列相似度 
Table 1  Nucleotide sequence similarity of H9N2 in 11 poultry market isolates, 1 human isolate and       
3 reference strains (HA and NA) (%) 

基因片段 

Gene segment 

11 isolates JS/1/2019 dk/hk/Y280/97 dk/hk/Y439/1997 ql/hk/G1/1997 

HA 90.7−99.8 92.6−99.9 87.9−89.7 80.3−80.9 84.7−85.3 

NA 94.3−99.9 95.7−99.9 89.1−90.1 83.3−84.4 86.3−87.4 

Note: JS/1/2019: A/Jiangsu/1/2019(H9N2); dk/hk/Y280/97: A/duck/Hong Kong/Y280/97(H9N2); dk/hk/Y439/1997: A/duck/ 
Hong Kong/Y439/1997(H9N2); ql/hk/G1/1997: A/quail/Hong Kong/G1/1997(H9N2). 
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图 1  12 株 H9N2 分离株与参考株 HA 基因片段的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of HA genes of 12 H9N2 isolates and reference strains. 
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图 2  12 株 H9N2 分离株与参考株 NA 基因片段的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of NA genes of 12 H9N2 isolates and reference strains. 
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表 2  2019−2020 年苏中地区 12 株 H9N2 分离株 HA 和 NA 基因组合 
Table 2  HA and NA gene combinations of 12 H9N2 isolates in central Jiangsu (2019−2020) 
病毒 Virus 基因组合 Gene constellation  血凝素基因 HA 神经氨酸酶基因 NA

A/Jiangsu/1/2019 (H9N2) A 1.1 1.1 

A/environment/Taizhou/02/2019 A 1.1 1.1 

A/environment/Taizhou/03/2019 A 1.1 1.1 

A/environment/Taizhou/10/2019 A 1.1 1.1 

A/chicken/Taizhou/32/2019 A 1.1 1.1 

A/environment/Taizhou/11/2019 B 1.1 1.2 

A/chicken/Taizhou/24/2019 B 1.1 1.2 

A/environment/Jiangsu/1190/2020 C 1.2 1.1 

A/environment/Taizhou/1197/2020 C 1.2 1.1 

A/environment/Taizhou/1239/2020 C 1.2 1.1 

A/environment/Taizhou/1191/2020 D 1.2 1.2 

A/chicken/Taizhou/25/2019 E 2 1.2 

 
 

2.4  分离株的分子特征 
11 株环境和禽类分离株 HA 蛋白 HA1 与

HA2 亚 单 位 的 裂 解 位 点 氨 基 酸 模 式 为

RSRSSR↓GL，未插入多个碱性氨基酸，具有低

致病性禽流感病毒的分子特征。甲型流感病毒

有 2 种受体，包括研究发现 H9N2 禽流感病毒

HA 蛋白的某些氨基酸突变，可以改变病毒对

禽 类受体 (α2-3 半乳糖苷连接的唾液酸，

SAα2-3Gal)和人类受体(α2-6 半乳糖苷连接的

唾液酸，SAα2-6Gal)的结合力[13-14]。这些位点

主要包括 I155T、H183N、A190T/V、Q226L 和

G228S 等(氨基酸排序按照 H3 亚型 HA 序列)，

其中 Q226L 和 G228S 突变发挥关键作用。本研

究中，11 株病毒 HA 蛋白除了 228 位氨基酸仍

然是 G，其他 4 个位点都发生了突变，理论上

增强了病毒对人类 SAα2-6Gal 受体的结合力 

(表 3)。NA 蛋白 274 (H→Y)位点维持氨基酸残

基 H，理论上表明病毒未产生对神经氨酸酶抑

制剂(如扎那米韦和奥司他韦)的抗性[15]。此外，

11 株病毒的 PB2 蛋白 E627 位氨基酸未突变，

表明病毒对人体的适应力和致病力都有一定的

局限性。  

3  讨论与结论 

2019 年 3 月江苏发现一例人感染 H9N2 病

例。本研究从患者居所附近活禽市场的环境和禽

类标本中检测到 31 份 H9N2 亚型阳性标本，对

其中 11 株病毒基因序列进行分析，发现 2019 年

采集活禽市场病毒与该患者体内分离到的病毒

A/Jiangsu/1/2019 (H9N2)核苷酸高度同源，揭示

了活禽市场在 H9N2 禽流感病毒外溢感染人的

重要作用。21 世纪初以来，全球主要流行地区

陆续报道了多起人感染 H9N2 禽流感病例，特

别是近年来有增多的趋势[16-17]。血清学调查显

示，普通人群有约 1.3%的抗体阳性，养禽业和

活禽市场从业者等职业人群也有近 15%抗体阳

性率[18-20]，未来仍需持续加强对活禽市场的管

理和职业人群的监测。 

本研究中，11 株 H9N2 环境分离株和人分

离株 HA蛋白的裂解位点具有一个碱性氨基酸，

表明病毒对鸡的致病性未突变为高致病性。

HA 对 2 种不同唾液酸受体亲和力的改变，在

禽流感病毒跨种感染人中发挥重要作用[21-22]。 

12 株 H9N2 分离病毒 HA 蛋白的受体结合部位 
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表 3  2019−2020 年苏中地区 12 株 H9N2 病毒的氨基酸功能 
Table 3  Amino acid function of 12 strains of H9N2 virus in central Jiangsu (2019−2020) 

基因 

Gene 

突变 

Mutation 

生物学功能 

Biological function 

分离株 Isolates 

人分离株(JS1)

Human  

11 株环境/禽分离株 

11 environment/poultry isolates

HA I155T 增强病毒对人受体 SAα2-6Gal 的亲和力 

Enhanced the binding for human receptor SAα2-6Gal 

T T 

 H183N  N N 

 A190T/N  T T 

 Q226L  L L 

 G228S  G G 

NA H274Y 神经氨酸酶抗性 Neuraminidase resistance H H 

PB2 E627K 增强对哺乳类致病性 

Increased virulence in mammals 

E E 

 D701N D D 

PB1 I368V V V 

NS1 D92E N N 

M2 S31N 金刚烷胺类抗性 Antiviral resistance D D 

Note: JS: A/Jiangsu/1/2019. 

 
有 4 个关键氨基酸位点 (I155T 、 H183N 、

A190T/V 和 Q226L)发生突变，根据相关研究推

测这些病毒可能增强了对人类 SAα2-6Gal 受体

的亲和力[21-22]，需要密切关注病毒跨种感染人

相关的 HA 蛋白分子突变。 

本研究中，12 株病毒在 HA 和 NA 进化树

上处于不同的进化分支，进一步可以分为 5 个

基因组合，结果提示 H9N2 病毒由于核苷酸的

突变处在持续进化状态中，H9N2 病毒最大的特

点是变异快速和基因型众多。H9N2 病毒可以感

染鸡、鹌鹑、火鸡和鸭等多种家禽，对养禽业

的健康发展危害甚重。此外，H9N2 病毒在家禽

中的长期流行为不同亚型禽流感病毒的重配进

化提供了丰富的基因池[23-25]，特别是为近年来

出现的一些危害人类公共卫生和动物健康的禽

流感病毒(H5N1、H5N6、H7N9 等)提供了内部

基因。H9N2 病毒最大的特点是变异快速和基因

型众多。Chen 等[26]和 Pu 等[27]的研究发现，

1994−2013 年间，在我国家禽中有 117 种基因

型在流行，反映出 H9N2 病毒核苷酸的高突变

和内部基因重配的活跃。从 2013 年开始，G57

基因型逐渐成为优势流行基因型。同时，G57

基因型 H9N2 病毒其他亚型流感病毒是提供内

部基因的主要供体，包括 H7N9、H5N6和 H10N8

等[27]。值得关注的是，H9N2 病毒内部基因与

其他流感病毒重配能力强，为人类未来流感大

流行毒株的产生提供了可能的基因来源。 

与人感染 H5N1 (病死率为 52.8%)、H5N6 

(病死率为 65%)和 H7N9 (病死率为 39.2%)相  

比[9-10,28]，人感染 H9N2 病毒虽然症状较轻、病

死率较低，但对人类健康和公共卫生造成的重

大威胁不容忽视。H9N2 病毒在禽类中普遍存

在，地理分布范围广，虽然有禽用疫苗在应用，

但病毒免疫逃逸能力强，根除难度大[26,29]。本

研究对江苏省首例人感染 H9N2 病例的活禽市

场进行溯源研究，进一步显示该病毒的重大公

共卫生意义[30]。然而本研究的标本采集范围只

局限在某一活禽市场，未来需要扩大监测和采

样范围，在时间和空间维度上持续开展对禽流

感病毒(包括 H5、H9、H7 和其他亚型)在人群、
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猪群、家禽、野禽和环境中的生态监测，在流

行病学和分子生物学水平上密切关注病毒的演

化，特别是跨种传播能力的改变。 
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