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流感病毒犎３犖２神经氨酸酶双点突变对病毒

抗药性影响的研究

董长颖，韩冰孝

（吉林农业科技学院生物工程教研室，吉林１３２１０９）

摘　要：为验证流感病毒 Ｈ３Ｎ２神经氨酸酶上２个抗药性的关键位点，利用反向遗传学手段，８个质粒共同转染

２９３Ｔ细胞，包装带有双点突变（第１１９位氨基酸由Ｅ突变为Ｖ，第２２２为氨基酸由Ｉ突变成Ｌ）、单点突变和野生型

的流感病毒Ｈ３Ｎ２；在 ＭＤＣＫ细胞中传代包装成的Ｈ３Ｎ２病毒，检测不同感染时间和有无抗流感病毒药物（奥司他

韦）存在下病毒的滴度。结果表明，野生流感病毒 Ｈ３Ｎ２和其突变株包装成功，第１１９位氨基酸单点突变型滴度与

野生型的相近，而第２２２位氨基酸单点突变和双突变型滴度要比野生型的低；双点突变株相比野生株具有很高的

抗奥司他韦的生物活性，而单点突变型不具有抗药活性。本试验成功证明了 Ｈ３Ｎ２神经氨酸酶上２个位点（第１１９

和２２２位氨基酸）对病毒抗药性起到关键的作用，且只有双点同时突变的条件下，病毒才会有抗奥司他韦的生物

活性。
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　　甲型流感病毒表面主要有２个糖蛋白：红细胞

凝 集 素 （Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）和 神 经 氨 酸 酶

（Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）。ＨＡ通过结合细胞膜上的

唾液酸受体从而介导病毒内吞进入细胞［１］。ＮＡ通

过切割病毒和细胞多糖末端唾液酸，有利于新形成

的子代病毒颗粒从感染细胞中释放出去［１２］。
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由于ＮＡ结构非常保守，且对病毒的复制起到

了很重要的作用，所以ＮＡ一直是理想的抗病毒靶

标［３］。从甲型流感病毒ＮＡ蛋白的晶体结构可知，

可以设计有效的ＮＡ抑制剂来抗流感病毒。目前有

２种已应用于临床的ＮＡ抑制剂：奥司他韦（Ｏｓｅｌｔａ

ｍｉｖｉｒ）
［４］和扎那米韦（Ｚａｎａｍｉｖｉｒ）

［５］。这２种抑制剂

能够有效地结合在ＮＡ激活位点，阻断ＮＡ的唾液

酸酶的功能从而抑制新产生的病毒从被感染的细胞

中释放出去［６］。

目前，有临床研究表明某些突变型甲型流感病

毒Ｈ３Ｎ２具有抗奥司他韦的能力，发现其ＮＡ上的

２个关键的氨基酸位点（第１１９和２２２位氨基酸）对

病毒的抗药性起到了重要的作用，其中，第１１９位氨

基酸由Ｅ突变为Ｖ，而第２２２为氨基酸由Ｉ突变成

了Ｌ
［７］。本试验以中国吉林地区流行的Ｈ３Ｎ２为野

生株，对其进行以上２点的双点突变和单点突变，利

用反向遗传学手段，８个质粒共转染２９３Ｔ细胞分别

包装形成带有点突变和未突变的流感病毒，在 ＭＤ

ＣＫ细胞中传代包装成的 Ｈ３Ｎ２病毒，检测不同感

染时间和有无奥司他韦存在下病毒的滴度，验证该

突变病毒株对奥司他韦的抗药性。

１　材料与方法

１．１　基因、质粒、菌株及细胞

流感病毒包装８质粒和ｐＤＣ３１６ＥＧＦＰ由本室

保存。选用流感病毒Ｈ３Ｎ２中国吉林流行株（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ：ＧＵ２１５０３６．１）为源病毒。ＤＨ５α菌株、２９３Ｔ、

ＭＤＣＫ细胞系为本室保存。奥司他韦购自罗氏公

司。ＮＡ的双点突变和单点突变质粒（第１１９位氨

基酸由Ｅ突变为Ｖ，而第２２２位氨基酸由Ｉ突变成

Ｌ）由上海捷瑞生物有限公司合成。

１．２　主要试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司，胰蛋白酶和Ｔｒｉｚｏｌ购自上海生工生物工程有

限公司；Ｌ谷氨酰胺，ＲＩＰＡ、蛋白裂解液、ＮＢＴ和

ＢＣＩＰ购自北京鼎国公司；ＡＰ标记的抗鼠ＩｇＧ购自

中山生物科技有限公司；流感病毒 ＨＡ一抗由吉林

大学人兽共患病实验室馈赠；神经氨酸酶活性检测

试剂盒 Ｐ０３０９购自于江苏碧云天生物技术有限

公司。

１．３　流感病毒犎３犖２的包装

将２９３Ｔ细胞和 ＭＤＣＫ细胞按１∶１的细胞数

比例铺于６孔板中，２４ｈ 后利用９μＬ 的 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂转染流感病毒包装８质粒

（每种质粒０．３μｇ）。同时单独转染ｐＤＣ３１６ＥＧＦＰ

质粒，通过观察绿色荧光来确定转染效率。３７℃孵

育２４ｈ后，在细胞培养上清中加入１μｇ·ｍＬ
－１的

胰蛋白酶，并３４℃继续培养。７２ｈ后，收获上清，

１８００ｇ离心５ｍｉｎ去除细胞碎片，上清过０．２２μｍ

滤膜后置－８０℃备用。

１．４　犚犜犘犆犚

将病毒液用ＤＮＡ酶处理后，利用 Ｔｒｉｚｏｌ提取

５００μＬ病毒液，并反转录，ＰＣＲ，ＰＣＲ反应条件：９４

℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ；７２

℃１０ｍｉｎ。所选 ＰＣＲ 引物为 ＮＡＦ：５′ＡＡＴＣ

ＣＡＡＡＴＣＡＡＡＡＴＡＡＡＴＴＡＣＣＧＡＴＴ３′；ＮＡＲ：

５′ＴＡＴＡＧＧＣＡＴＧＡＧＡＴＴＧＡＧＧＡＣ３′，引 物 由

上海捷瑞生物科技有限公司合成。

１．５　流感病毒犎３犖２的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

将病毒液用ＲＩＰＡ和蛋白裂解液裂解，煮沸变

性１５ｍｉｎ，１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ后，取１０μＬ，进行

ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳完毕后以１５Ｖ电压转膜２３ｍｉｎ，

以３％脱脂奶常温封闭１ｈ。与相应的１∶１０００稀

释的一抗和二抗（ＡＰ标记）进行常温免疫杂交，分

别作用２和１ｈ。最后以 ＮＢＴ和ＢＣＩＰ为底物显

色，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显色。

１．６　流感病毒犎３犖２的传代培养

将病毒液以１∶３的比例接种到含有２ｍＬ

ＤＭＥＭ培养基（含有１％Ｌ谷氨酰胺和１μｇ·ｍＬ
－１

的胰蛋白酶）的单层贴壁的 ＭＤＣＫ细胞中。待出现

细胞病变后收获病毒，若细胞未出现病变，在感染

９６ｈ后收获病毒。连续传代５次后，将收获的病毒

进行滴定，病毒滴度以ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１计算（半数组

织感染量）。

１．７　流感病毒犎３犖２的抗药性试验

将含有不同浓度奥司他韦（１０－１、１００、１０１、１０２、

１０３μｇ·ｍＬ
－１）的ＤＭＥＭ 培养基中培养 ＭＤＣＫ细

胞，２４ｈ观察细胞状态，确定药物对细胞的安全浓

度。在含有最佳给药浓度的ＤＭＥＭ中培养 ＭＤＣＫ

细胞，待细胞长至单层满时分别感染 ＭＯＩ＝０．００１

的流感病毒Ｈ３Ｎ２野生型和突变型，以未加入奥司

他韦作为对照组。在不同的感染时间，收获细胞培

养上清进行滴定，计算ＴＣＩＤ５０值。

１．８　不同突变型和野生型犎３犖２神经氨酸酶犖犃活

性的测定和药物对犖犃活性的抑制率（犐犆５０）的测定

　　ＮＡ活性通过与２（４ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ）αＤ

１６２１



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

Ｎａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃａｃｉｄ（ＭＵＮ）底物反应来测定，

具体步骤参考神经氨酸酶活性检测试剂盒说明书，

由ＴｈｅｒｍｏｓｅｉｅｎｔｉｆｉｃＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｐｅｃｔｒｕｍ 微板光学

测定仪在３５５ｎｍ激发下读值。ＮＡ活性最终值为

试验组值与野生型病毒值的比例。将不同浓度的奥

司他韦（１０－１、１００、１０１、１０２、１０３μｇ·ｍＬ
－１）与１ｍＬ

不同突变型和野生型病毒孵育，再用神经氨酸酶活

性检测试剂盒检测ＮＡ活性，以药物对ＮＡ活性半

数抑制率ＩＣ５０来定量病毒对药物的耐药性。

２　结　果

２．１　犚犜犘犆犚

对包装好并传代５次后的流感病毒提取ＲＮＡ，

并通过ＲＴＰＣＲ鉴定犖犃基因，由（图１）可知，野生

型、双点突变以及单点突变型都扩出了大小约为

１３００ｂｐ的条带，与 犖犃 基因大小相似。将以上

ＤＮＡ条带送捷瑞公司测序，测序结果通过与 犖犃

原始序列比对，表明为犖犃 基因序列，且突变型的

犖犃基因的第１１９氨基酸由Ｅ突变为Ｖ，而第２２２

为氨基酸由Ｉ突变成了Ｌ。以上试验说明通过反向

遗传学手段已成功获得野生型和双点突变型流感病

毒Ｈ３Ｎ２。

１．空白对照；２．ＤＮＡ相对分子质量标准；３．野生型；

４．双突变型；５．１１９单突变型；６．２２２单突变型

１．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；３．Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；４．

Ｅ１１９Ｄ＋Ｉ２２２Ｌｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；５．Ｅ１１９Ｄｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；

６．Ｉ２２２Ｌｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ

图１　犚犜犘犆犚鉴定流感病毒犎３犖２

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋犻犮狆狉狅犳犻犾犲狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狅犳犎３犖２

犻狀犳犾狌犲狀狕犪狏犻狉狌狊

２．２　流感病毒犎３犖２的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

为进一步在蛋白水平上验证流感病毒 Ｈ３Ｎ２

是否包装成功，对包装好并传代５次后的流感病毒

用ＨＡ抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。由图２可知

野生型、双点突变以及单点突变型的流感病毒样品

中均检测出大小为５５ｋｕ的目的蛋白条带，与预期

大小相符，在空细胞上清中未检测出相应大小条带。

以上试验在蛋白水平上证明已成功包装流感病毒。

２．３　流感病毒犎３犖２的滴定

为定量所包装的流感病毒的感染量，笔者对流

感病毒进行病毒滴定，由（图３）可知，在 ＭＤＣＫ细

胞中传代５次后，野生型 Ｈ３Ｎ２的滴度达到了１０７

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，而双点突变型以及２２２位单点突变

型 Ｈ３Ｎ２的滴度只达到了１０５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，比野

生型的滴度低了约２个ｌｏｇ１０的值；同时１１９位单点

突变Ｈ３Ｎ２的滴度与野生型的相近。以上结果说

明ＮＡ上第２２２位氨基酸对病毒的包装以及复制相

对于第１１９位氨基酸的更重要，同时间接证明流感

病毒在进化的过程中，为了产生耐药性的作用，迫于

压力，流感病毒只好突变并部分放弃了感染复制

能力。

１．空白对照；２．野生型；３．双突变型；４．１１９单突变

型；５．２２２单突变型

１．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；２．Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；３．Ｅ１１９Ｄ＋Ｉ２２２Ｌｍｕ

ｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；４．Ｅ１１９Ｄｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；５．Ｉ２２２Ｌｍｕｔａｔｉｏｎ

ｔｙｐｅ

图２　流感病毒犎３犖２的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

犉犻犵．２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵狅犳犎３犖２犻狀犳犾狌犲狀狕犪狏犻狉狌狊

Ａ．野生型；Ｂ．双突变型；Ｃ．１１９单突变型；Ｄ．２２２单

突变型

Ａ．Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；Ｂ．Ｅ１１９Ｄ＋Ｉ２２２Ｌ ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；Ｃ．

Ｅ１１９Ｄｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；Ｄ．Ｉ２２２Ｌｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ
图３　流感病毒犎３犖２野生型和突变型在 犕犇犆犓细胞中

传代５次后滴度测定

犉犻犵．３　犐狀犳犲犮狋犻狅狌狊狋犻狋犲狉狊狅犳犎３犖２犻狀犳犾狌犲狀狕犪狏犻狉狌狊犻狀犕犇

犆犓犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狋犺犲犳犻犳狋犺狆犪狊狊犪犵犲

２．４　不同突变型和野生型 犎３犖２神经氨酸酶犖犃

活性的测定

　　由图４可知，１１９位氨基酸单点突变 Ｈ３Ｎ２的

ＮＡ活性下降了约１５％，而２２２位氨基酸单点突变
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Ｈ３Ｎ２则降低了近３０％，同时双点突变型 Ｈ３Ｎ２的

ＮＡ活性不足野生型的一半。虽然双点突变型

Ｈ３Ｎ２的ＮＡ活性下降很多，但由于其病毒的滴度

要比野生型低１０倍以上，所以认为双点突变型

Ｈ３Ｎ２的ＮＡ活性较野生型没有明显的下降。

２．５　流感病毒犎３犖２的抗药性试验

在做病毒抗药性试验前作者确定了奥司他韦对

ＭＤＣＫ细胞的安全浓度为 ＜１０００μｇ·ｍＬ
－１，所以

试验中选用２００μｇ·ｍＬ
－１作为最佳给药浓度。随后

在不同时间和是否加药的条件下测定了 Ｈ３Ｎ２野生

型和突变型在ＭＤＣＫ细胞中的滴度，画出了Ｈ３Ｎ２的

滴度动力学曲线。由图５Ａ可知，在奥司他韦不存在的

条件下，野生型 Ｈ３Ｎ２的滴度由１０６ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１

（１８ｈ）持续上升到了１０７．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１（５４ｈ），在６６ｈ

略微下降至１０７ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，随后维持该水平至

９６ｈ；双点突变型 Ｈ３Ｎ２的滴度总体上比野生型的

低２～３个ｌｏｇ１０的值，由原来的１０
２．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ

－１

（１８ｈ）持续上升到近１０４．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１（９６ｈ）；第

２２２位氨基酸单点突变和第１１９位单点突变上升趋

势与野生型相似，滴度总体上比野生型要低，其中

１１９位单突变要比２２２位单突变的滴度高１～２ｌｏｇ１０

的值，但在９６ｈ时两者滴度相近。而在奥司他韦存

在的条件下（图５Ｂ），野生型Ｈ３Ｎ２的滴度发生了显

著的下降，总体水平比未加奥司他韦条件下低了约

３个ｌｏｇ１０的值，其滴度由１０
２ＴＣＩＤ５０·ｍＬ

－１（１８ｈ）

缓慢上升至１０４ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１（９６ｈ）；双点突变型

的Ｈ３Ｎ２的滴度未发生明显变化，总体水平与未加

奥司他韦条件下滴度相似，只是在７８ｈ出现明显的

下降，导致比野生型滴度反而低了０．５ｌｏｇ１０，随后

又稳步上升至近１０５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１（９６ｈ）；第２２２

位氨基酸单点突变和第１１９位单点突变滴度总体

水平比未加药条件下也低了２～３ｌｏｇ１０，其滴度由

１０２ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１（１８ｈ）缓慢上升至接近 １０４

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１（９６ｈ），不具有抗药性。总体上，在

加奥司他韦条件下双点突变型 Ｈ３Ｎ２比野生型和

单点突变型 Ｈ３Ｎ２的滴度要高。以上试验证明由

于双点突变型 Ｈ３Ｎ２在第１１９位氨基酸由Ｅ突变

为Ｖ，而第２２２位氨基酸由Ｉ突变成了Ｌ，使其具有

很好的抗ＮＡ抑制剂（奥司他韦 ）的生物学功能，而

野生型Ｈ３Ｎ２以及单点突变型Ｈ３Ｎ２不具有抗ＮＡ

抑制剂的功能。

Ａ．野生型；Ｂ．双突变型；Ｃ．２２２位突变型；Ｄ．１１９位

突变型

Ａ．Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；Ｂ．Ｅ１１９Ｄ＋Ｉ２２２Ｌ ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；Ｃ．

Ｉ２２２Ｌｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ；Ｄ．Ｅ１１９Ｄｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ
图４　流感病毒 犎３犖２野生型和突变型神经氨酸酶犖犃

活性的测定

犉犻犵．４　犜狅狋犪犾犖犃犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犎３犖２犪狀犱犻狋狊犿狌狋犪狋犻狅狀狋狔狆犲狊

为定量检测病毒对奥司他韦的耐药性，作者检

测了药物对病毒的半数抑制率，由表１可知，双点突

变型 Ｈ３Ｎ２的耐药性几乎是野生型的１２００倍，而

１１９位氨基酸单点突变型和２２２位氨基酸单点突变

型的耐药性只有野生型的１０倍数量级，不具有明显

的抗药能力。这些结果表明只有第１１９和２２２位氨

基酸双点突变的 Ｈ３Ｎ２病毒才具有很强的抗奥司

他韦的生物学功能。

图５　流感病毒犎３犖２野生型和突变型在奥司他韦不存在（犃）和存在（犅）的条件下在 犕犇犆犓细胞中的滴度动力学

犉犻犵．５　犓犻狀犲狋犻犮狊狅犳犎３犖２狑犻犾犱狋狔狆犲犪狀犱犿狌狋犪狋犻狅狀狋狔狆犲犻狀犕犇犆犓犮犲犾犾狊犻狀狋犺犲犪犫狊犲狀犮犲狅狉犻狀狋犺犲狆狉犲狊犲狀犮犲狅犳犗狊犲犾狋犪犿犻狏犻狉
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表１　奥司他韦对犎３犖２野生型和突变型犖犃活性半数抑制

率（犐犆５０）

犜犪犫犾犲１　犗狊犲犾狋犪犿犻狏犻狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狑犺犻犮犺犻狀犺犻犫犻狋５０％狅犳狋犺犲

犖犃犪犮狋犻狏犻狋狔（犐犆５０） μｇ·ｍＬ
－１

病毒株Ｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎ
奥司他韦

（Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ）ＩＣ５０

野生型 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ ０．５±０．１ａ

１１９位氨基酸突变型 Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ（１１９） ９．６±０．６ｂ

２２２位氨基酸突变型 Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ（２２２） ５．５±０．３ｂ

双点突变型 Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ（１１９＋２２２） ６５４．０±３４．２ｃ

同列数据后所标字母相异表示差异显著（犘 ＜０．０５），所标

字母相同表示差异不显著（犘＞０．０５）

ａ，ｂ，ｃ．Ｍｅａｎｓｗｉｔｈｉｎａｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｄｉｆｆｅｒ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０５）

３　讨　论

本研究利用反向遗传学手段，通过８个质粒共

转染的方式成功地包装出在神经氨酸酶ＮＡ上带有

双点突变和单点突变的流感病毒（图１和２）。通过

对在 ＭＤＣＫ细胞中传代５次的各种突变型毒株进

行滴度测定发现，ＮＡ上第２２２位氨基酸Ｉ对于病

毒的复制和感染能力起到很重要的作用，而第１１９

位氨基酸Ｅ的突变对病毒造成的影响不是很大，然

而２点的共突变造成了病毒滴度进一步大的下降

（图３）。同时对各种突变型ＮＡ活性的检测也说明

第１１９位氨基酸Ｉ突变成Ｌ不影响ＮＡ活性，而第

２２２位氨基酸Ｅ突变成Ｄ和２点的双突变虽然对

ＮＡ活性的影响到达了５０％左右，但由于病毒其本

身滴度比较低，加上与耐药性检测结果的比较，作者

认为不存在ＮＡ活性的显著影响（图４）。随后测定

了奥司他韦对各种突变型毒株感染的抑制情况（图

５）和ＩＣ５０（表１），发现只有双点突变的毒株才具有

明显的抗药能力，而单点突变不具有明显的抗药能

力，ＩＣ５０结果更是显示双点突变病毒的抗药能力是

野生型毒株的１２００倍，而单点突变株的抗药能力

只有野生型的１０倍数量级，不具有明显的抗药能

力。神经氨酸酶ＮＡ上第１１９位氨基酸和第２２２位

氨基酸在不同亚型流感病毒中具有高的保守性，故

本试验通过不同的点突变，或多或少都影响了病毒

的滴度，然而第２２２位氨基酸的突变较第１１９位氨

基酸突变所引起病毒滴度下降趋势更明显，原因可

能在于虽然这２个位点都处于ＮＡ激活区域，但是

由于他们各自所处激活区的不同位点以及不同的点

突变，造成了第２２２位由Ｉ突变成Ｌ对 ＮＡ活性的

影响要比第１１９位由Ｅ突变成Ｄ要高，先前有研究

者对第１１９位氨基酸进行了不同的氨基酸替换，最

后形成的突变株对病毒滴度的影响都不是很

大［８１０］，对抗药性的产生也没有起到很大的作用，而

第２２２位氨基酸在 ＮＡ激活区与第１７８位氨基酸

Ｗ 形成了１个疏水核心，这个疏水核心位于唾液酸

乙酰基群和甲基群中，正好是奥司他韦作用于 ＮＡ

活性区域的位点，然而单个的第２２２位点突变并不

具有明显的抗药性，故笔者认为２２２位的突变并没

有明显的改变ＮＡ激活区的构象和活性，故不影响

奥司他韦与 ＮＡ 激活区结合抑制病毒，然而在第

１１９位氨基酸一起突变的情况下，虽然影响了病毒

的感染力，但所带来的是ＮＡ激活区空间的突破性

改变，从而避免了与奥司他韦的结合，同时又大大减

小了对ＮＡ活性的影响，产生了对奥司他韦很显著

的抗药性。

目前从全球来看甲型 Ｈ３Ｎ２流感病毒发病已

经超过了甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒
［１１］。同时由于流感

病毒的高突变性、高传染性、致死性［１２］，迫切需要国

家及时检测和跟踪病毒的感染和变异情况。本研究

证明了在Ｈ３Ｎ２的神经氨酸酶ＮＡ的２个双点突变

（第１１９位氨基酸由Ｅ突变为Ｖ，而第２２２位氨基

酸由Ｉ突变成Ｌ）确实能够使病毒产生很好的抗ＮＡ

抑制剂药物奥司他韦的生物学功能，而单点突变型

不具有抗药活性，双点突变株同时也部分丧失了病

毒感染和复制能力，说明流感病毒在进化的过程当

中，迫于进化压力（包括人体免疫系统和抗病毒药物

的作用）产生了一系列的氨基酸突变，而这些突变有

的虽然能影响到病毒的毒力，但是能够使病毒在这

些进化压力下最终生存下来［１，１３］。

鉴于ＮＡ上以上２个关键位点的作用，本研究

为以后及时监测和跟踪 Ｈ３Ｎ２在吉林地区的流行

和抗药性的产生提供了有力的理论基础和实践

经验。

４　结　论

本试验成功证明了Ｈ３Ｎ２神经氨酸酶ＮＡ上２

个位点（第１１９和２２２位氨基酸）对病毒抗奥司他韦

（Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ）活性起到关键的作用，且只有双点同

时突变的条件下，病毒才会有抗奥司他韦的生物活

性，从而为监测和跟踪 Ｈ３Ｎ２在吉林地区的流行和
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　８期 董长颖等：流感病毒 Ｈ３Ｎ２神经氨酸酶双点突变对病毒抗药性影响的研究

抗药性的产生提供了有力的理论基础和实践经验。
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