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【摘要】　目的　利用纳米孔测序技术对新型重组 H3N2 禽流感病毒进行测序鉴定并分析病毒的

基因特征。方法　对 2021 年广州市某农贸市场外环境 H3N2 禽流感阳性样本进行鸡胚培养，联合病

毒全基因组序列靶向扩增和纳米孔测序技术进行病毒高通量测序。通过生物信息学软件，分析病毒

基因特点。结果　系统发育进化树显示，该毒株各基因片段均属于欧亚进化分支，宿主来源均为禽

源。其 HA 基因与我国 H3N6 禽流感病毒亲缘关系较近。NA 基因与 2017-2020 年我国 H3N2 禽流感

病毒亲缘关系较近。PB1 基因与 2016-2022 年我国广西壮族自治区、福建省 H5N6 禽流感病毒亲缘关

系较近，与广州市 H5N6 禽流感流行株 PB1 基因亲缘关系较远。其余内部基因片段来源复杂，具有明

显的遗传多样性。分子特征显示，该毒株具有典型的低致病性禽流感病毒分子特征，倾向结合禽源受

体。生物特性相关重要蛋白位点上，该毒株发生 PB2-L89V、PB1-L473V、NP-A184K、M1-N30D/T215A、

NS1-P42S/N205S 等致病性增强突变。结论　本研究通过纳米孔测序鉴定一株新型重组 H3N2 禽流感

病毒，分析发现该病毒与 H5N6 禽流感病毒发生了基因重组。目前该病毒跨种传播能力较低，但有必

要密切关注 H3 亚型禽流感病毒的流行和变异。
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The identification of a novel reassortant H3N2 avian influenza virus based on nanopore 
sequencing technology and genetic characterization 
Cao Lan, Xia Dan, Chen Yiyun, Zhou Tengfei, Yin Shanghui, Liu Yanhui, Li Kuibiao, Di Biao, 
Zhang Zhoubin, Qin Pengzhe
Guangzhou Center for Disease Control and Prevention, Guangzhou 510440, China
Corresponding author: Qin Pengzhe, Email: petgyy@gmail.com

【Abstract】 Objective　 To identify a novel reassortant H3N2 avian influenza virus using 
nanopore sequencing technology and analyze its genetic characteristics. Methods　 The positive 
samples of the H3N2 avian influenza virus, collected from the external environment in the farmers' 
market of Guangzhou, were cultured in chicken embryos. The whole genome was sequenced by 
targeted amplification and nanopore sequencing technology. The genetic characteristics were 
analyzed using bioinformatics software. Results　 The phylogenetic trees showed that each gene 
fragment of the strain belonged to the Eurasian evolutionary branch, and the host source was of 
avian origin. The HA gene was closely related to the origin of the H3N6 virus. The NA gene was 
closely related to the H3N2 avian influenza virus from 2017 to 2020. The PB1 gene was closely 
related to the H5N6 avian influenza virus in Guangxi Zhuang Autonomous Region and Fujian 
Province from 2016 to 2022 and was not related to the PB1 gene of the H5N6 avian influenza 
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epidemic strain in Guangzhou. The other internal gene fragments had complex sources with 
significant genetic diversity. Molecular characteristics indicated that the strain exhibited the 
molecular characteristics of a typical low pathogenic avian influenza virus and tended to bind to the 
receptors of avian origin. On important protein sites related to biological characteristics, this strain 
had mutations of PB2-L89V, PB1-L473V, NP-A184K, M1-N30D/T215A, and NS1-P42S/N205S. 
Conclusions　 This study identified a novel reassortant H3N2 avian influenza virus by nanopore 
sequencing, with the PB1 gene derived from the H5N6 avian influenza virus. The virus had a low 
ability to spread across species, but further exploration was needed to determine whether its 
pathogenicity to the host was affected.

【Key words】 Avian influenza virus; Gene reassortment; Nanopore sequencing

流感病毒是一种由 8 个单链 RNA 片段组成的

包膜病毒［1］。通过基因重组，流感病毒可以获得在

人群中高效传播的能力［2-3］。1968 年 H3N2 流感病

毒是由禽源 H3N2 流感病毒与人源 H2N2 病毒交换

了 PB1 和 HA 基因片段重组而来，导致 100 多万人

感染死亡［4］。H3 亚型流感病毒宿主范围从鸟类到

各种哺乳动物十分广泛［5］，且在全球水禽中广泛流

行［6-7］，易 发 生 进 化［8］。 有 研 究 监 测 发 现 了 与

H5N1 和 H9N2 禽流感病毒发生重组的新型 H3 亚

型病毒［9-11］。在我国 H3 亚型禽流感病毒不断进

化［12］。因此持续开展 H3 亚型禽流感病毒分子流行

病学监测对其传播风险的评估和预警有重要意义。

本研究在禽类外环境样本培养物中应用纳米孔测

序技术，鉴定了一株新型重组 H3N2 禽流感病毒，

分析发现该病毒 PB1 基因与 H5N6 禽流感病毒亲缘

关系相近，提示 H3N2 禽流感病毒与 H5N6 禽流感

病毒可能发生了基因重组现象。

材料与方法

1. 标本来源：根据《广州市人禽流感监测实施

方案（2018 版）》，采集广州市包括 11 个行政区在内

的禽类市场环境监测标本，采样场所包括禽类生鲜

市场、活禽肉菜市场、批发市场、家禽规模养殖场

（户）或散养户集中地区和野生禽鸟栖息地。每月

1~2 次监测采样，标本类型包括禽类粪便、饮水、污

水、笼具、刀具、地面等不同类型外环境涂抹拭子。

标本于 4 ℃保存，24 h 内送至实验室于-80 ℃保存

备用。

2. 禽流感病毒的鉴定：标本冻融后置于振荡器

充分震荡，使用病毒核酸提取试剂盒和禽流感病毒

核酸检测试剂盒（江苏硕世生物科技有限公司），采

用实时荧光定量 RT-PCR 方法进行通用 A 型禽流感

病毒核酸检测，阳性标本进行 H5、H7、H9 亚型禽流

感病毒核酸检测，其中未分型标本进一步进行 H3、

H6 亚型等其他亚型禽流感病毒核酸检测。

3. H3N2 禽流感病毒分离：经鉴定的 H3 亚型禽

流感病毒阳性标本进行 10 000 g 离心 2 min 后取上

清 ，抗 生 素 处 理 后 接 种 至 9~10 日 龄 SPF 鸡 胚 。

37 ℃培养 2~3 d 后，收获接胚尿囊液，通过血凝实

验记录病毒滴度，血凝阳性毒株再一次经荧光定量

RT-PCR 检测为 A 型 H3 亚型禽流感病毒阳性，H5、

H7、H9、H6 亚型禽流感病毒阴性。上述病毒分离

培养与鉴定均在生物安全 2 级实验室内完成。

4. H3N2 禽流感病毒的纳米孔高通量测序：全

基 因 组 扩 增 ：参 照《全 国 流 感 监 测 技 术 指 南

（2017 年 版）》进 行 流 感 病 毒 全 基 因 组 PCR 靶 向

扩增［13］。

文 库 制 备 ：选 择 Nanopore RBK004 建 库 试 剂

盒，通过片段酶切、添加接头→文库纯化→添加测

序接头→芯片制备→文库加载等步骤完成高通量

测序，测序设备为 NanoporeX5 Gridon。运行 1.5 h
后，测序数据导出后进行分析。测序结束后清洗芯

片保存待用。

数据分析：使用 IPH-Nano 生物信息软件对测

序数据进行处理分析。通过选择未知病原分析模

块→序列分类→可视化分析→序列提取→生成一

致性序列等步骤完成病毒序列组装。

5. H3N2 禽流感病毒遗传进化树构建与分子特

征分析：将病毒各基因序列用 BLAST 工具进行同

源性序列搜索，并下载同源性最高的前 100 条序列

作为进化树构建的参考序列（NCBI，https：//www.
ncbi.nlm.nih.gov）。应用 Mega 11 软件，以基因开放

阅读框为基本单元进行序列比对，参数使用默认

值［14］。以邻接法（NJ）构建 H3N2 禽流感病毒全基

因组遗传进化树，bootstrap 值设定为 1 000。根据

NJ 进化树结果，分析病毒不同基因片段所属进化

分支特点，对位于特殊分支的 PB1 基因以最大似然
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法（ML）构建遗传进化树。通过软件计算，最佳核

苷 酸 替 代 模 型 选 择 T92+G，bootstrap 值 设 定 为

1 000，通过构建 ML 进化树对 PB1 基因系统进化树

拓扑结构进行验证。

6. 蛋白位点突变分析：采用 BioEdit 软件分析

突变位点，包括抗原位点、受体结合位点、糖基化位

点、耐药位点以及影响病毒致病性和传播力的关键

位点。

结 果

1. 样本信息与病毒分离鉴定：本研究阳性样本

采自于 2021 年广州市番禺区某农副产品批发市场

的水禽类交易区外环境，经鸡胚病毒培养和荧光定

量 RT-PCR 鉴定为 H3 亚型禽流感病毒。

2. H3N2 禽流感病毒各基因同源性分析：经高

通量测序，将各基因片段进行 BLAST 相似性分析。

结果显示，各基因片段同源性最高毒株均为国内毒

株 ，除 NP 基 因 与 2012 年 广 东 流 行 株 A/duck/
Guangdong/E1/2012（H10N8）同源性最高外，PB2 基

因 、PA 基 因 和 M 基 因 与 2018 年 A/duck/China/
322D22/2018（H3N2）同源性最高。PB1 基因和 NA
基因与2017年A/duck/Guangxi/293D21/2017（H1N2）
同 源 性 最 高 。 HA 基 因 与 2015 年 A/duck/Hubei/
ZYSYF4/2015（H3N6）毒株同源性最高。见表 1。

3. 全基因组遗传进化分析：基因系统发育进化

树显示，本研究中毒株各基因片段均位于欧亚进化

分支，宿主来源均为禽源，未出现与人源、猪源、马

源、犬源、猫源 H3Nx 流感病毒重组现象。其中 HA
基 因 系 统 发 育 树 可 划 分 为 H3N2、H3N6 和 H3N8 
三个不同进化分支，本研究毒株 HA 基因与 2015- 
2019 年 H3N6 流行株亲缘关系较近，位于同一进化

分支。NA 基因与 2017-2020 年 H3N2 流行株亲缘

关系较近，主要位于 H3N2 禽流感进化分支，且与

我国南方地区 2014-2020 不同年份的部分 H4N2、

H6N2、H5N2 和 H1N2 毒株归属于共同的进化分支。

PB1 基因与 2016-2022 年我国南方地区 H5N6 流行

株亲缘关系较近，位于同一进化分支，而与 H3Nx 等

各亚型禽流感病毒亲缘关系较远，且 ML 进化树与

NJ 进化树总体上拓扑结构一致，这也进一步验证

了 PB1 基因与 H5N6 病毒较近的亲缘进化关系。其

余 PB2、PA、NP、M 和 NS 等内部基因片段来源复杂，

具有明显的遗传多样性。

4. 与 H5N6 禽流感病毒 PB1 基因进化关系分

析 ：为 了 进 一 步 研 究 H3N2 毒 株 PB1 基 因 与

H5N6 禽 流 感 流 行 株 的 进 化 关 系 ，以 及 探 讨

H3N2 毒株 PB1 基因发生重组事件的基因来源。以

2014-2022 年广州市 H5N6 禽流感病毒 PB1 基因为

参考序列，构建系统发育进化树，结果显示，本研究

毒株 PB1 基因与 2016-2022 年广西壮族自治区、福

建省 H5N6 禽流感亲缘关系较近，归属于同一进化

分支，而与广州市 H5N6 禽流感流行株 PB1 基因亲

缘关系较远。

5. 全基因组分子特征分析：本研究毒株 HA 蛋

白裂解位点为 PEKQTR↓GLF，只有 1 个碱性氨基

酸，具有典型的低致病性禽流感病毒分子特征。受

体结合位点为 Q226/G228，未发生突变，提示倾向

结合禽源受体。HA 蛋白共有 6 个 N-糖基化位点，

分 别 为 22-NDS、38-NGT、54-NAT、181-NVT、

301-NGS 和 499-NGT。NA 蛋白共编码 469 个氨基

酸，无颈部氨基酸缺失，未发生突变。NA 抑制剂作

用位点为 H274/R292，未发生突变。NA 蛋白共有

7 个 N- 糖 基 化 位 点 ，分 别 为 61-NIT、69-NNT、

86-NWS、146-NGT、200-NAT、234-NGT 和 402-NWS，

未发生突变。PB2 蛋白在病毒毒力增强及获得感

染哺乳动物能力的 627 位和 701 位未发生突变，发

生了 L89V 突变。PB1 蛋白对小鼠呈现高致病性的

特征位点上，本研究毒株发生 L473V 突变。PA 蛋

表 1 H3N2 禽流感病毒 8 个基因片段同源性最高毒株及核苷酸相似性

基因片段

PB2
PB1
PA
HA
NP
NA
M
NS

开放阅读框（bp）
2 280
2 277
2 151
1 701
1 497
1 410

982
838

核苷酸同源性最高毒株

A/duck/China/322D22/2018（H3N2）
A/duck/Guangxi/293D21/2017（H1N2）
A/duck/China/322D22/2018（H3N2）
A/duck/Hubei/ZYSYF4/2015（H3N6）
A/duck/Guangdong/E1/2012（H10N8）
A/duck/Guangxi/293D21/2017（H1N2）
A/duck/China/322D22/2018（H3N2）
A/chicken/Ganzhou/GZ43/2016（H3N2）

核苷酸相似性（%）

97.95
97.65
97.94
95.59
96.87
96.25
99.12
97.75
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白的 100 位、356 位和 409 位致病性相关位点未发

生突变。NP 蛋白影响禽流感病毒致病力和复制能

力上，出现 A184K 突变。M1 蛋白中与小鼠致病性

相 关 的 氨 基 酸 位 点 ，发 生 N30D 和 T215A 突 变 。

M2 蛋白离子通道阻断剂作用位点上，发生 S31N 突

变，提示对烷胺类药物耐药。NS1 蛋白中与增强禽

流感病毒对鸡和小鼠的致病力位点上，发生 P42S
和 N205S 突变。突变位点见表 2。

讨 论

研究发现，引起禽流感病毒发生跨宿主传播的

H5N1、H5N6、H7N9、H10N8 等多种亚型禽流感病

毒，其内部基因常常通过与 H9N2 禽流感病毒发生

重组进化而来［15-16］。同样，H9N2 禽流感病毒也可

以为 H3 亚型禽流感病毒的进化提供内部基因供

体。2022 年发现 H3N8 亚型禽流感病毒“宿主外

溢”导致 1 名 5 岁男童感染发病，该病毒内部基因即

由 H9N2 禽流感病毒进化而来［12］。Yang 等［17］对中

国 2009-2012 年 禽 类 相 关 环 境 中 鉴 定 的 188 个

H3 禽流感病毒进行高通量测序，其中 H3N2 禽流感

病毒可以划分为 73 个基因型（G1~G73），G23 为主

要流行基因型，表明 H3 亚型禽流感基因进化呈现

多样性。

纳米孔测序是基于单分子的第三代基因测序

技术，具有便于携带、实时测序、超长读长等技术优

势，近年发展迅速。本研究通过纳米孔高通量测

序，在广州市禽类市场禽流感病毒外环境监测中发

现新型重组 H3N2 亚型禽流感病毒，其 PB1 基因来

自于 H5N6 禽流感病毒。H5N6 禽流感病毒为高致

病性禽流感病毒且具备发生跨宿主感染的能力，该

病毒作为供体病毒与其他亚型病毒，特别是低致病

性禽流感病毒之间的重组或重配，是否会导致受体

病毒致病性和传播能力的改变以及发生跨宿主传

播，应给予持续关注。

进一步分析发现，该病毒 HA 蛋白呈现低致病

性禽流感病毒分子特点且表现为禽源受体，提示该

病毒发生跨种间传播至人的潜力较低。但由于重

组事件的发生，该毒株携带有对小鼠呈现高致病性

的分子突变 PB1-L473V，该突变是否影响对宿主的

致病性仍需进一步研究。在进一步探讨 PB1 基因

供体病毒 H5N6 禽流感病毒进化来源中，发现新型

H3N2 禽流感病毒 PB1 基因与我国广西壮族自治

区、福建省等南方地区的 H5N6 病毒亲缘关系较

近，而与近年来广州市本土 H5N6 禽流感病毒亲缘

关系相对较远，推测重组事件可能发生在我国华南

地区。

华南地区由于其独特的地理位置、生态环境和

消费习惯，为禽流感病毒的进化和传播提供了有利

条 件［18］。 近 年 我 国 学 者 先 后 监 测 发 现 与 H6 和

H7 亚型禽流感病毒重组进化而来的新型 H3N2 禽

流感病毒［19-20］。而以 H3N2 禽流感病毒作为骨架病

毒，与 H5N6 禽流感病毒发生基因重组的现象目前

仍鲜有报道。鉴于禽流感病毒传播和进化的多样

性和复杂性，因此开展华南地区禽流感病毒分子流

行病学监测和研究有着重要的公共卫生意义。

本研究利用纳米孔高通量测序技术，联合应用

病原体靶向基因 PCR 扩增，在文库制备和上机测序

总过程 2~3 h 内，完成对新型重组 H3N2 禽流感病

毒全基因组高通量测序鉴定，这将在禽流感病毒高

通量测序、新型禽流感病毒的快速鉴定以及传播溯

源上提供新的技术策略和应用前景。目前纳米孔

测序技术存在一定局限性，如相对较高的错误率，

有学者尝试开发基于高级计算技术的碱基读取方

法及增加覆盖度以期实现更高的测序准确性［21］。
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