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摘 要 

流行性感冒病毒(簡稱流感病毒)的基因突變會對病毒的抗原性產

生不同程度之影響，流感病毒重要胺基酸位點的基因變異導致抗原性

改變對於是否造成全球性的大流行扮演相當關鍵的角色。在過去的一

些研究中發現血球凝集素(Haemagglutinin)、神經胺酸酶(Neuraminidase 

gene)等表面蛋白基因組成改變可嚴重影響流感病毒的抗原表現。持續

監測這些基因及其抗原的變異情形，對掌握流感病毒的流行動態以及

在決定每年流感病毒疫苗株的選取上，提供了相當重要且關鍵的資

訊。為了瞭解台灣地區流感病毒基因的變異情形，評估台灣爆發本土

性大流行的可能性，本研究將對台灣流感病毒分離株進行表面蛋白之

基因定序，並藉由生物資訊的分析技術，瞭解臺灣地區流感病毒基因

序列演變與抗原表現間可能的關係，同時藉由內部基因 MP 的序列分

析，瞭解監測期間台灣地區 A 型流感病毒對抗病毒藥物金剛胺

(Amantadine)之抗藥性產生情形，以供作為治療用藥的參考。 
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前 言 

流感病毒依病毒核蛋白(NP)及基質蛋白(MP)抗原特性及其基因

特徵的不同，共分 A、B、C 三型，其中 A 型流感病毒曾在人類史上

造成數次的大流行。流感病毒具有套膜(envelope)以及八個分節的單鏈

負股 RNA 基因體，由於以 RNA 為模板的 RNA 複製酶的不具校正功

能，因而產生基因突變，進而發生胺基酸組成的變異，造成病毒抗原

性或抗藥性或毒性的改變[1]。流感病毒因其基因快速變異，以及表面

抗原持續變化而引起每年不同流感病毒的流行；而流感病毒的分子演

化分析研究，不但可提供季節性分離株基因變異的相關資訊，也可作

為初估季節性流行幅度的依據。 

A 型流感病毒可依其表面抗原 HA 及 NA 蛋白將之次分型。目前

全球流行的主要型別為 H1N1 以及 H3N2 型，台灣近年也以此二型為

主。流感病毒之抗原性判定是依據血球凝集抑制法對其表面蛋白 HA

進行抗原性偵測，若病毒對疫苗株的抗血清反應效價下降(稱為 low 

reactor)，顯示病毒的抗原性發生改變，將導致人體施打疫苗後免疫系

統產生之抗體對新病毒的辨識能力下降，提高病毒致病甚至造成流行

的可能。國際上目前研究流感病毒的演化與分類主要是以 HA 基因為

主，然而病毒的變異不僅只在 HA 基因出現，其他如神經胺酸酶(NA)

與其他內部基因(internal genes)在病毒重組片段交換的機率與HA基因

也很相似，且內部基因單一位點的改變也可能導致流感病毒致病力或

抗藥性的增加[2-4]，因此，本研究除針對 2004-07 年台灣地區的 A 型

流感分離株，進行表面抗原 HA、NA 基因的序列分析，瞭解近年臺灣

地區 A 型流感病毒的演化，並分析抗原表現與病毒基因演化間的關聯

性。 
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材料與方法 

病毒培養及抗原鑑定： 

本研究所分析的病毒為 2004-07 年間台灣地區所分離的 A 型流感

病毒共計 902 株，利用本局與中研院所研發已公開發表之 grouping 軟

體進行序列分組後[5]，依照其抗原表現、分離時間以及分離地區等條

件，選出共計 54 株代表病毒株進行分析，其中 19 株為 A/H1N1 型流

感病毒株，35 株為 A/H3N2 型流感病毒株。所有病毒均接種於 MDCK

細胞進行增殖培養，3-5 天之後收集病毒液並利用世界衛生組織所提

供之流感病毒鑑定試劑組(WHO Influenza Diagnostic Reagent Kit)進行

紅血球凝集抑制反應(Hemagglutinin Inhibition, HI Test)鑑定流感病毒

抗原性，所有操作程序均依照試劑組中所建議的操作方式進行[6]。 

流感病毒基因片段增幅反應及基因定序： 

病毒核酸是用 QIAGEN 的 QIAamp viral RNA Kit 進行萃取。以

QIAGEN one-step RT-PCR 試劑組進行 HA、NA 以及 MP 片段的核酸

複製反應，操作程序均依照試劑組建議進行。反應條件為 50℃ 30 分

鐘，95℃ 15 分鐘，之後以 95℃ 30 秒、55℃ 30 秒、72℃ 60 秒條件進

行 35 個循環，最後以 72℃ 10 分鐘進行最終延長。反應完成後用 ABI 

3130xl sequence analyzer 進行核酸序列的分析。以 BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit 試劑組進行定序，以 95℃ 5 秒、60℃ 4 分鐘

進行 25 個循環的反應。之後以 100%酒精沉澱後風乾，再將反應產物

溶於 HiDi-Formamide 後，注入 96 孔反應盤上機定序。 

序列分析： 

所有病毒核酸序列以 MEGA 4.1 軟體進行排比及演化分析，並以

Neighbor-joining method 分析法，Bootstrap 次數為 1000 次進行

Phylogenetic Tree 的繪製[7]。 
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結 果

(1)H1N1 型流感病毒：

A/H1N1 型流感病毒 HA 基因以包含 HA1 全長的 1193bp(核苷酸

位置：1-1193)片段進行分析，NA 基因則分析全長序列 1413bp(核苷酸

位置：1-1413)。分析結果顯示，2004-07 年間的 A/H1N1 型流感病毒

的表面抗原基因均隨著其被分離出的季節而呈現單一方向的演化。分

析內部胺基酸組成，發現 2004-05 年分離株在胺基酸序列與當年疫苗

株 A/New Caledonia/20/99 有 169A、255R 以及 256F 等胺基酸位點的

變異。2005-06 年分離株則較前一流行季增加 81R、101H、269N 等變

異，2006-07 年分離株則又增加了 144E、192M、197K 等胺基酸位點

的變異。而 NA 基因經排比後，發現與 A/New Caledonia/20/99 相較有

48I 的胺基酸位點變異。而 2005-06 年分離株與 A/New Caledonia/20/99

相較有 64N 以及 265T 等位點的變異。2006-07 年分離株則有 130K、

213G、266M 等位點變異。基因演化如圖一所示。

圖一、2004-07 年 A/H1N1 型流感病毒表面抗原基因演化樹的分析。其中粗斜體是 WHO
建議的疫苗株



第 25 卷／第 5 期 327

(2) H3N2 型流感病毒：

A/H3N2 型流感病毒 HA 基因以包含 HA1 全長的 1178bp(核苷酸

位置：7-1184)片段進行序列分析，NA 基因則分析全長共 1407bp(核苷

酸位置：1-1407)。分析結果顯示，2004-07 年間的 A/H3N2 型流感病

毒的表面抗原基因的演化方向也與其被分離出的時間相符。比對基因

序列與抗原性表現，發現 2004-05 年 A/H3N2 流感病毒的 HA 基因與

其抗原性的表現相似，可分為兩群，分別與 2003-04 年疫苗株

A/Wyoming/3/03 以及與 2004-05 年疫苗株 A/California/7/04 相近。進

一步比較胺基酸組成發現，California-like 比 Wyoming-like 分離株多出

一個 227P 位點變異。2005-06 年分離株則增加 193F 以及 225N 的變異，

其中又有約 1/3 的分離株具有 50E 的變異。2006-07 年分離株比前一季

增加 142G 以及 144D 兩個胺基酸位點的改變，其中部分分離株另有

173E 的變異。分析 A/H3N2 型流感病毒 NA 基因發現，2006-07 年的

分離株的基因表現可明顯分成兩群，其中一群有 370S、387K 等位點

改變，而另一群則發生 86K、335G 等位點改變。基因演化如圖二所示。

圖二、2004-07 年 A/H3N2 型流感病毒表面抗原基因演化樹的分析。其中粗斜體為

WHO 建議的疫苗株
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討  論 

2004-07 年 A 型流感病毒由於抗原性的改變，WHO 建議之北半球

A/H3N2 疫苗株由 A/Wyoming/3/03 變為 A/California/7/04，再變為

A/Wisconsin/67/05，至 2008-09 年建議疫苗株又再變為 A/Brisbane/10/ 

07-like。1999-2006 年的 A/H1N1 疫苗株 A/New Caledonia/20/99 亦在

2006-07年變為A/Solomon Island/3/06，至2008-09年變為A/Brisbane/59 

/07-like，顯示近年來的 A 型流感病毒不論是在 A/H1N1 或是 A/H3N2

型別，其變異情形均非常頻繁。然而有些許基因變化並不會改變病毒

胺基酸的組成，因此不會明顯影響流感病毒抗原性的表現。這些所謂

的”silent mutation”在抗原性的測定上並不會產生明顯變化，然而病毒

核苷酸變異的偵測，卻能提供病毒演化上相當重要的資訊。 

2004-07 年 H1N1 型流感病毒： 

2005-06 年在台灣地區流感流行季的主要分離株型別為 A/H1N1。

在抗原的表現上可分為與 A/New Caledonia/20/99 相似以及與 A/New 

Caledonia/20/99有4倍或以上抗原性差異的兩群。抗原性表現與A/New 

Caledonia/20/99 相似的分離株，胺基酸序列與 A/New Caledonia/20/99

比對結果有包括 81R 及 169A 兩個胺基酸改變。而抗原性與 A/New 

Caledonia/20/99 有 HI titer 四倍以上差異的分離株，比對胺基酸位點發

現與 A/New Caledonia/20/99 除了 81R、169A 以外，另有 92S 及 94G

等兩個分別位於不同抗原決定位上的位點變異。由過去的研究顯示，

流感病毒抗原性發生改變至少在 HA 蛋白上要有 2 個以上的抗原決定

位發生胺基酸的改變[8]。因此，抗原性與 A/New Caledonia/20/99 有

HI titer 四倍或以上差異的分離株，可能胺基酸變異在影響病毒抗原性

的表現上扮演重要的角色。 

2006-07 年台灣地區 A 型流感病毒的流行型別雖以 H3N2 型為

主，但仍有約 30 株的零星 A/H1N1 病毒株被分離出，其中大約有 85%
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的分離株都與 A/New Caledonia/20/99 疫苗株有 HI titer 四倍以上抗原

性差異，而這些分離株與 A/Solomon Island/3/06 疫苗株均有 144E 的胺

基酸變異，第 144 胺基酸的位置靠近 Ca2 抗原決定位，發生變異可能

會影響抗原性表現。此外我們還發現部分分離株比 A/Solomon 

Island/3/06 又多了 192M 及 197K 等變異，其中第 192 胺基酸位於抗原

決定位上，第 197 位點則靠近受器結合位，這些胺基酸改變均有可能

影響病毒的抗原性。 

在 NA 基因的部份，分析 2004-07 年 A/H1N1 型流感病毒的序列

發現，2005-06 年不同的兩群病毒株，其抗原表現不同，但在 NA 胺基

酸組成上卻完全相同，而比起 2004-05 年的分離株多了三處胺基酸位

點的變異。另外，2008 年的疫苗株 A/Solomon Island/3/06 其 NA 序列

組成與 2005-06 年分離株完全相同，這樣的結果可以顯示台灣的病毒

較 WHO 的疫苗株提前了二到三年出現。近年研發出的一種抑制流感

病毒藥物 Tamiflu，就是以 A 型及 B 型流感病毒的 NA 為主要的作用

對象，由於作用效果良好，更被世界衛生組織列為在爆發 H5N1 疫情

時的建議用藥。研究顯示當病毒 NA 胺基酸序列 274 位置轉變為 Y 時，

會對 Tamiflu 產生抗藥性[9]。分析台灣地區 2004-07 年的 A/H1N1 分

離株 NA 序列結果並未發現具有 274Y 變異的分離株，顯示在監測期

間並未發現台灣的 A/H1N1 型流感病毒對 Tamiflu 產生抗藥性。此結

果亦可顯示，最近全球關注的流感抗性病毒株，在台灣是在 2008 年才

開始出現的。 

2004-07 年 A/H3N2 型流感病毒： 

台灣地區 2004-07 年之間，A/H3N2 型流感病毒一直持續活躍，全

國各地整年均可分離出 A/H3N2 型流感病毒。2004-05 年台灣地區流感

病毒型別主要以 A/H3N2 為主[10]，分離株依其抗原表現可為兩群，

分別與 2003-04 年疫苗株 A/Wyoming/3/03 以及 2004-05 年的疫苗株



 

330 2009 年 5 月 25 日 

A/California/7/04 相似。A/Wyoming/3/03 與 A/California/7/04 的抗原性

彼此間雖有 HI 效價四倍的差異，但仍具保護力。2005-06 年分離株較

前一季多了 193F 以及 225N 兩個位點的變異，其中又有約 1/3 的分離

株具有 50E 的變異，這些位點分別位於受器結合位及抗原決定位上，

具有這些變異的分離株對 A/California/7/04 有 4 倍 HI 的抗原性差異。

然而，對 2006-07 年疫苗株 A/Hiroshima/52/05 抗血清卻有很好的 HI

效價，顯示這三個胺基酸位點的改變會影響病毒的抗原性。至於

2006-07 年分離株中有高達 62%的分離株對 A/Hiroshima/52/05 抗血清

呈現HI效價四倍以上差異，比對其胺基酸序列時，發現比A/Hiroshima/ 

52/05 多了 142G、144D 胺基酸位點變異，其中部分分離株還另有 173E

位點的變異，這三個位置也都位於抗原決定位上。整體而言，2004-07

年台灣的 A/H3N2 型流感病毒持續在演化且多數都是抗原決定位發生

變化。根據過去的研究顯示 A/H3N2 流感病毒的 HA 基因中某些胺基

酸位點具有高度的不穩定性，數年便會發生胺基酸組成的改變[11]。

這些胺基酸位點的改變與抗原性間的相關研究成果，均有助於日後病

毒分子演化與抗原性表現的監測與分析，並成為重要的參考依據。 

而本研究在分析 A/H3N2 型流感病毒的 NA 基因時，發現 2004-05

年分離株的演化情形很類似 2005-06 年台灣地區流行的 A/H1N1 型流

感病毒。雖具有抗原性差異，但其 NA 基因的胺基酸序列卻完全相同，

顯示 HA 與 NA 兩個因基的演化並非同時，而是各自獨立進行演化。

由於 A 型流感病毒的特殊遺傳物質組成，造成其基因不穩定性，抗流

感病毒藥物的研發常趕不上病毒的突變速度。由研究顯示，H3N2 病

毒 NA 片段的胺基酸序列若發生包含 274Y、119G/A/D/V 等位點變異，

病毒均會對 Tamiflu 產生抗藥性[9]。分析 2004-07 年台灣地區 A/H3N2

型流感分離株結果顯示病毒仍未發現對 Tamiflu 產生抗藥性。然而在

鄰近台灣的許多國家已有病毒株對 Tamiflu 產生抗藥性，造成治療上
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的困難。目前國際旅遊日漸頻繁，將提供病毒發生基因交換重組的機

會，可能使抗藥性的情形日趨嚴重。 

此外，本研究也發現 2004-07 年台灣 A/H3N2 型流感分離株 M2

基因具有 31N 位點變異的株數持續增加，到 2006 年幾乎達 100%，與

全球監測的趨勢相同[12]。M2 蛋白所形成的離子通道(ion channel)可

讓病毒釋放遺傳物質到寄主細胞中，抗病毒藥物 Amantadine 便作用於

M2 通道，可阻斷病毒遺傳物質的釋放。當 A 型流感病毒的 M2 胺基

酸組成若發生 27A、30T、31N 等位點變異，就會對 Amantadine 產生

抗藥性，而位點變異與抗藥性關聯之實測資料亦於近期研究中獲得佐

證[12,13]。台灣許多的分離株均含有 31N 位點的變異，亦表示台灣的

A/H3N2 病毒有部份是具抗藥性的病毒株，比對抗藥性病毒株的其他

內部基因序列發現，這些分離株的 PA 基因均有 101G、256Q 以及 421V

胺基酸位點的變化，顯示 A/H3N2 病毒的 MP 與 PA 基因間可能具有

某些相當程度的關聯性，需要更進一步的分析研究。 

 

結  論 

台灣地區 2004-07 年 A 型流感病毒在抗原性的表現與其基因序列

分析結果顯示，A 型流感病毒的抗原表現與表面蛋白 HA 胺基酸位點

的變化具有相當程度的關聯，本研究分析所獲得的變異位點，值得後

續密切注意其變化情形。另外雖然在 2004-07 年間所分離的 A 型流感

病毒仍未發現對 Tamiflu 產生抗藥性，但對 Amantadine 具抗藥性的比

例卻愈來愈高，且抗藥性分離株的 MP 基因與其他基因相關聯的表

現，亦需要進一步去對病毒蛋白結構以及毒性表現深入分析。至於防

疫策略上是否要仿照美國疾病管制局對社會大眾提出暫時停止使用金

剛胺藥物(Amantadine derives)的方式[13]，應由相關政策單位廣邀醫學

界專業人士研商因應對策。 
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