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三、摘要 

關鍵詞：流感病毒；抗原性；抗藥性；基因序列；病毒適應性 

    流感病毒是一經呼吸道傳染之病原體，每年在全球各地造成區域性的流行，而新型

病毒出現則可能引起大流行。抗病毒藥物與流感疫苗，為目前防治流感的主要方法，但

流感病毒具高突變性，每年可能產生抗原飄移變異株且也可能產生抗藥性之病毒，故持

續監測流感病毒抗原性、抗藥性、基因變化與新型流感的出現，對流感防治是重要且必

需的。世界衛生組織(WHO)聯合世界各國流感監測實驗室，形成全球流感監測與應變系

統(GISRS, Global Influenza Surveillance and Response System)，GISRS 嚴密監測流感病毒

演化與提供實驗室檢驗、疫苗、抗藥性與風險評估等建議。WHO 依照每年病毒監測資

料，建議更新流感疫苗的組成。不同亞型的禽流感病毒(如 H5N1, H6N1, H7N9, H9N2, 

H10N8 等)感染人類的案例出現，讓人憂心這些病毒是否會進一步突變，造成全球大流

行。為了監測台灣流感病毒的流行情形與針對發現的新型流感病毒進行特性分析，本計

畫擬持續監測每年台灣流感病毒株的變化，應用各種方法分析比較每年分離流感病毒株

的特性，包括抗原性，抗藥性與基因序列的變化，並且挑選台灣流行的流感病毒株進行

雪貂免疫，免疫後得到的血清，將使用於分析台灣流感病毒抗原的變化，並比較台灣流

感病毒流行株與疫苗株之差異。每週產出監測資料，可即時應用於流感防治策略的調

整。長期累積的監測資料，有助於建立台灣流感病毒演化的模式。零星感染人類的新型

流感病毒，尚無有效地人傳人能力，但當這些病毒進一步突變時，可能有潛能造成大流

行。本計畫將進行新型流感病毒特性分析，包括全基因序列分析、重要位點突變、接受

器特性與哺乳動物感染，這些病毒的特性對新型流感的風險評估與的防疫非常重要。 
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Abstract 

Keywords: influenza virus; antigenicity; antivral resistance; gene sequences; 

virus adaptation 

    Influenza virus is a highly contagious respiratory virus and cause regional epidemic 

annually in many countries. A newly emerging novel influenza virus possible causes an 

influenza pandemic. Both antiviral agents and influenza vaccines are the major measures to 

control influenza. Due to high mutation rate of influenza virus, antigenic-drifted and antiviral 

resistant variants may occur in every each. Therefore, it is important and required for 

influenza control to continue monitoring the changes of genes, antigenicity and antiviral 

resistance. WHO and influenza Laboratories in various countries comprise Global Influenza 

Surveillance and Response System, GISRS, which monitors the evolution of influenza viruses 

and provides recommendations in areas including laboratory diagnostics, vaccines, antiviral 

susceptibility and risk assessment. WHO updates and recommends the composition of 

influenza vaccines twice every year based on the data of influenza surveillance. Different 

subtypes of avian influenza viruses, such as H5N1, H6N1, H7N9, H9N2, H10N8 were 

detected to infect humans and it is concerned that these viruses mutate further and develop to 

cause pandemic. In order to monitor the seasonal influenza viruses in Taiwan and characterize 

the newly detected novel influenza viruses, we intend to investigate the changes of influenza 

viruses in Taiwan by analysis of antigenicity, antiviral resistance and gene sequences. We will 

select the predominant and/or low reactor strains of influenza viruses in Taiwan for 

immunization of ferrets. We also use the obtained ferret sera to test the antigenicity of 

circulating viruses and to compare the antigenicity between vaccine strains. The weekly 

surveillance data are applied to adjust the strategies of influenza control and accumulated 

long-term data will help to establish the evolution pattern of influenza viruses in Taiwan. 

Novel influenza viruses cause sporadically human infection and have not obtained the ability 

of human to human transmission yet. Those viruses potentially cause a pandemic if they 

acquire further mutations. In this study, we will carry out the characteristic analysis of novel 

influenza viruses, including full-genomic sequencing, important residue signatures, receptor 

specificity and the infection in mammals. It is very important for risk assessment and 

influenza control to understand these characteristics of novel influenza viruses.
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四、本文 

(1)前言：包括研究問題之背景與現況、研究目的等 

流感病毒，屬於正黏液病毒科（Orthomyxoviridae），病毒基因體為 8 個負單股

RNA，病毒產生 10-14 個蛋白質[16, 25]。流感病毒外套膜上的二種醣蛋白，血球凝集

素（hemagglutinin, HA）和神經胺酸酶（neuraminidase, NA）為病毒主要的表面抗原，

可引發中和抗體。HA 與細胞表面的受體唾液酸結合，使病毒進入細胞內，HA 與不同

種類受體唾液酸結合，影響病毒感染細胞特異性。NA 則具有切斷醣蛋白及細胞受器上

的唾液酸的酵素活性，與病毒自細胞釋出的作用有關[16]。流感病毒可分 A, B, C 三亞

型，A 型流感病毒可再分次亞型，HA 的次亞型有 18 種（H1 至 H18）與 NA 有 11 種

（N1 至 N11）[8, 21, 22, 25]， H1-H16 以及 N1-N9 亞型病毒可感染禽類，H17N10 與

H18N11 為存在蝙蝠的亞型[21, 25]，人類則較易受到 H1, H2 及 H3 亞型的感染[16]。

H5, H6, H7, H9 及 H10 亞型也有零星人類案例[6, 9, 18, 24]，但仍無法有效人與人之間

傳播。人類歷史上曾發生過四次有記載可驗證的流感大流行，分別是 1918 年的西班牙

型流感（H1N1），1957 年的亞洲型流感（H2N2）及 1968 年的香港型流感（H3N2），

以及 2009 年來自墨西哥與美國 H1N1，其所引起的全球大流行，都讓數以千萬計的人

類遭受感染，甚至死亡[3, 16, 17]。1997 年以來 H5N1 病毒感染人類案例持續出現，2013

年在中國大陸爆發 H7N9 感染案例[9]，H5N1 與 H7N9 兩亞型病毒持續改變，具引起大

流行之潛能，需密切注意。流感病毒基因具有高突變的特性，可經由突變及基因重配

(reassortment)二種方式來產生新型病毒。病毒基因每年所累積的點突變造成抗原小部分

的改變，稱為抗原漂移（antigenic drift），至於抗原轉移（antigenic shift），則涉及基因

段的互換[16, 17]，例如當不同來源的病毒株同時感染同一宿主時，病毒於複製過程就

可能產生基因段互換及重新排列組合(reassort），導致抗原分子的大幅改變，進而形成

全新的流感病毒。此高突變率的特性造成其抗原變異較快，人類無法獲得持久的免疫

力，且當新型病毒出現，大部分人類族群對新型病毒皆無免疫力時，易進而造成全球

性的大流行。 

   世界衛生組織(World Health Organization, WHO)估計全球每年流感侵襲率在兒童約

20-30％、成年人約 5-10％，流感主要導致嬰兒、老人或慢性病患等高危險群者住院

和死亡，估計每年約造成 3〜5 百萬例嚴重病例，約有 25-50 萬人死亡(WHO, Fact sheet 
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on influenza, http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs211/en/)。流感疫苗與抗病毒藥

物為流感防治最主要的方法，然而因流感病毒變異快，疫苗株與流行株不符合將降低

疫苗的效率，並使流感相關死亡率增加，如美國 2003-2004 與 2007-2008 流感季 [2, 4, 

5]。而抗藥性病毒產生，將衝擊抗病毒藥物在防治流感上的應用。流感病毒監測主要

目的，在於即時瞭解流行病毒的特性、流行時間、感染者族群，病毒的特性包含病毒

的亞型(A 型或 B 型)、A 型次亞型(H1、H3 或新型病毒)、基因突變等。流感病毒傳播

快速，需全球性監測，才能及早發現新病毒出現。 

   WHO 為了使疫苗株與流行株符合，每年分別於二月與九月更新並建議北半球與南

半球下一流感季使用之疫苗組成，流感疫苗株的選擇，主要根據全球流感監測與應變

系統(GISRS, Global Influenza Surveillance and Response System)監測資料，而監測資料

來源與疫苗施打期約相差 8-10 個月，若新的抗原變異病毒株於此期間出現，將導致疫

苗株與流行株不符合降低疫苗的效率。再者，抗藥性病毒的產生，使得治療流感的藥

物失效。從 2005-2006流感季後，大部分流行之A型流感H3N2病毒M2蛋白具有 S31N

突變，此突變造成病毒對 adamantane 類藥物具抗藥性[1, 7]。2007-2008 流感季，丹麥

與歐洲其他國家發現 A 型流感 H1N1 病毒 NA 蛋白具有 H275Y 突變，此突變造成病

毒對 oseltamivir 藥物具抗藥性，此抗藥性病毒的流行並非在抗藥篩選壓力下產生[11, 

12, 14]。在 2008-2009 流感季大部分 A 型流感 H1N1 病毒皆具抗藥性。在台灣，抗藥

性病毒株於 2008 年 9 月的 14.3%迅速擴增至同年 12 月的 100% [27]。對於流感的監視

除了需掌握病例數及其分布外，還需高效率之實驗室檢驗來判定，以辨認病毒之抗原

性、抗藥性以及基因序列的變化。目前對於流感病毒分離株之抗原性分析，為進行抑

制凝集反應法(HI)檢驗，須利用雪貂之抗病毒血清，雪貂對人類流感病毒的高感受度

和臨床病徵與人類類似[13]，故為流感病毒研究常用的動物模式，其抗病毒血清，也

為國際上判定不同流感病毒抗原差異的依據。2009 H1N1 病毒來源為豬流感經重配

(reassortment)後跨物種造成，故全基因分析，可監測病毒其他基因的變化，對提早得

知新病毒的流行。2013 年台灣發現第一例 H6N1 感染人類案例，此 H6N1 病毒與流行

於台灣家禽間的 H6N1 病毒具高度同源性，推測可能透過禽類不同 clade H6N1 病毒基

因重配 (inter-clade reassortment)產生[24]。2013-2017 年大陸經歷 5 波 H7N9 感染人類

疫情，台灣也發現 5 名境外移入 H7N9 感染個案，這 H7N9 病毒亦來自不同禽類病毒

基因重配產生。這些感染人類的新型流感病毒，若這些病毒繼續演進而具人傳人的能
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力，將會引起大流行，故進一步了解這些新型流感病毒的特性，將是流感大流行準備

工作不可或缺的一環。 

  為持續加強流感病毒的全面監測，本計畫進行 (1)持續監測台灣流感病毒基因序

列變化；(2) 使用雪貂抗血清，監測台灣流感病毒抗原變化與抗原漂移病毒之產生，並

比較流感病毒流行株與分離株之差異。(3) 使用基因定序與酵素檢測分析流感病毒之抗

藥性。 (4) 挑選主要流行株與/或低反應株(low reactor)，提供合作團隊感染雪貂之抗原

病毒。 (5) 監測與分離感染人類之新型流感病毒。本計畫的進行，將有助於台灣流感病

毒資料之建立與蒐集，增加流感病毒演變的了解，並可提供疫苗株選擇的參考。流感病

毒研究，具時效性，本計畫也期能及早提供病毒監測資料，採取適當防治措施，避免無

謂的損失及民眾恐慌。 

 

(2)材料與方法 

1.流感病毒 HA 基因序列的分析流程：  

  為了能即時分析大量流感資料與易於監測流感病毒的變化，發展分析流程如下：a. 將

流感病毒氨基酸基因序列，使用 Clustal W 軟體作 alignment. b.使用 Bio-Eidt 將 alignment

之序列，調整 gaps 與切齊各序列的長度，以利後續之分析。c. 使用 Amino acid variation 

軟體，分析各位點變化的情形，選擇變化值大之位點，進行 proteotyping 之分析。d.是

用 Excel 之巨集功能，將各種氨基酸以不同顏色代表，使各位點氨基酸一目了然，完成

proteotyping 之分析。此分析易於觀察其氨基酸位點變化情形，並依採檢日或發病日觀

察這些氨基酸位點變化情形。f. 將流感病毒 HA 基因的序列以 MEGA 5 [20]軟體分析其

親緣關係。 

2.新分離病毒株經抗原與 HA 序列分析，挑選主要流行株與抗原偏離株，大量製備抗原

並感染雪貂，製備抗血清。再以抗血清分析後續分離之病毒株，比較其抗原差異。因流

感病毒變化快速，需持續監測病毒之演化。 

3. 挑選流感病毒株與培養： 

國家型基因體計畫台灣病原體微生物基因體資料庫（Taiwan Pathogenic Microorganism 

Genome Database, TPMGD），已收集 2003-2017 年台灣疾病管制署與病毒合約實驗室分

離的流感病毒株，並已將流感病毒 HA1 基因定序。分析此基因庫內台灣每年流感病毒

株的變化，並從其中挑選主要的流行病毒株，HA 序列相同歸為相同群，各群中數目最
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多者為主要分離株，挑選主要分離株大量培養，並感染雪貂，獲得抗病毒血清。流感病

毒接種於 MDCK 細胞。MDCK 細胞（Madin-Darby canine kidney cell）以 DMEM 培養

基(內含 10%胎牛血清)於 34℃，5%CO2 下繼代培養。 

4.病毒與抗血清價位測定 

血球凝集試驗 

a. 取 U 形底的 96 孔盤，於第二列至第八列加入 50 l 的 PBS 溶液，於第一列加入 100 

l 的病毒抗原原液，negative control 行則以 100 l PBS 取代抗原。 

b. 取第一列的抗原 50 l 加入第二列，以微量吸管充份混合後，再取 l 加入第

三列，如此序列稀釋至第八列，抗原呈現 2 倍〜128 倍稀釋。 

c. 每孔分別加入 50 l 的天竺鼠紅血球（0.75％），以手輕微搖晃孔盤後，之後以膠膜封

住孔盤，置於室溫或 4 ℃ 下靜置 30－60 分鐘，之後觀察血球凝集，記錄病毒價位。 

血球凝集抑制試驗(HI) 

進行血球凝集抑制試驗前，須先以 PBS 溶液稀釋抗原原液至每 50 l 稀釋液中含有 8 

HA unit 的抗原。 

a. 取 U 形底的 96 孔盤，於第二列至第八列加入 25 l 的 PBS 溶液。於第一列加入 50 l 

的各標準病毒株的標準抗血清，negative control 行則以 25 l PBS 取代抗血清。 取

第一列的抗體 25 l 加入第二列，以微量吸管充份混合後，再取 25 l 加入第三列，

如此序列稀釋至第八列。抗血清呈現 2 倍〜128 倍稀釋。抗血清須經 RDE 處理以去

除非專一性凝集。 

b. 分別加入 25 l (8 HA unit/50 l) 的待測抗原及標準抗原，以手輕微搖晃孔盤後，置

於室溫下反應 10－15 分鐘。 

c. 加入以 PBS 稀釋的 0.75％ 的天竺鼠紅血球 50 l /well，之後以膠膜封住孔盤，至於

室溫或 4℃下靜置 30－60 分鐘，之後記錄抗血清價位結果。 

 

(3)結果 

2015-2017年台灣社區流感監測資料顯示，2015年1-4月主要流行病毒為H3N2；5-8

月B型流感與H3N2病毒同時流行，8月後流感病毒低度流行，主要分離病毒為H3N2(圖

一)；2016年1-2月主要流行病毒為H1N1pdm09；3-7月為B型流感，8月後流行病毒為 
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H3N2(圖一)；從2016年8月起至2017年10月主要流行病毒為H3N2，10月流感流行低，而

B型流感比例上升。 

台灣A型H1N1pdm09自從2009年5月首例後，病毒不斷演變，從2009年第一波clade 7

病毒、第二波clade 8病毒、2010-2011年第三波clade 9,10, 11, 12病毒，到2012-2013年第

四波時，流行的病毒主要源自clade 11 與clade 12 的clade 11.1, 12.1, 12.2 三個變異株，

2013年1-3月三種變異株同時流行，四月後clade 11.1成為主要病毒。2015年H1N1pdm09

病毒為源自clade 11的clade 11.2，2016年 H1N1pdm09 分成clade 11.3與11.4，2017年病

毒為clade 11.3 與2016年病毒相似，HA親源樹狀圖如圖二，各變異株流行之消長如圖

三。若比較2009年早期之病毒，近期流行 HA基因已有位於抗原相關位點之改變，如

K180Q(Sa)、S202T (Sb) 、V169T (近Sb) 、S179N(近Sa) (圖二)。 

台灣 2015-2016年爆發H1N1pdm09流行，疫情比2009年與2010-2011 H1N1pdm09流

行嚴重，為了瞭解造成此波疫情之病毒clade 11.3與11.4其結合sialic acid 是否有差異，

利用glycan-array測試其結合sialic acid的種類，結果發現clade 11.3與11.4 與H1N1pdm09 

protype A/California/7/2009 相似(圖四)。 

A型H1N1pdm09自從2009年感染人類引起大流行後，感染人類主要為青少年(7-23

歲)，2010-2011年第三波流行時，感染年紀轉至青壯年(24-49歲)，後續2013, 2014年感染

族群與第三波類似為青壯年(24-49歲)，2015-2016年感染族群轉至0-6歲幼兒(圖五)。 

2015年A型H3N2流感病毒與2014年3C.2a與3C.3a相似，2015年1月出現3C.3b，各

clades 病毒HA胺基酸主要位點變化3C.2a為N144S, F159Y, K160T, N225D, 3C.3a為

A138S, F159S, N225D, 3C.3b為K83R, N122D, L157S, Q197H, R261Q (圖六)。利用雪貂之

抗血清，分析3C.2a與3C.3a的抗原性，其與2014-2015疫苗株A/Texas/50/2012之抗原性已

不同(HI titer相差大於8倍) (表一)，2015-2016年A/Switzerland/9715293/2013屬於3C.3a，

此病毒台灣2015年3月後已很少流行，主要流行株為3C.2a (圖七)，相似病毒A/Hong 

Kong/4801/2014 2015年9月被WHO建議為2016年南半球的疫苗株(圖六)，各變異株之親

源樹狀圖與流行消長如圖七。2016年8月起，臺灣以A型流感H3N2為主要流行病毒。流

行季初期疫情幅度緩和，經分析病毒HA基因序列，其可分成3C.2a.1、3C.2a.2以及3C.3a.3

等三個演化群(圖六)。然而，自2017年5月起，H3N2病毒的流行迅速上升，導致受感染

之個案數大幅增加。此外，新基因型病毒株亦同步出現，包括演化群3C.2a.3a以及

3C.2a.4(圖六)，且部分病毒帶有可能影響抗原性的胺基酸突變，胺基酸主要位點變化
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3C.2a.1 有N171K, N121K, K92R, T135K  3C.2a.2有T131K, R142K，3C.2a.3有N121K, 

S144K，3C.2a.4有 R142G, S144R, I192T, Q197H (圖五)。分析2016-2017年流感季所分離

的130株病毒，85.4% (111/130)的抗原性與當季疫苗株相似；與疫苗株抗原性偏差的病毒

隨機分布於各演化群，比例介於5.7% (clade 3C.2a.1)~ 30.7% (clade 3C.2a.2)之間(表二)。

進一步比較感染各特定演化群H3N2病毒，是否接種2016-2017流感疫苗，結果顯示無顯

著相關(表三) 。這些結果顯示，臺灣 2016-2017年不同clade的病毒，並未明顯演化成為

新的抗原飄移族群。 

B型流感病毒在2011-2012年台灣造成一波流行後，2012 -2017 B型流感流行之幅度

較小 (圖八)。2015年分析152株B型流感病毒中Victoria lineage 13株(8.5%)，Yamagata 

lineage 139株(91.5%)，8月Victoria lineage 所佔比約50%外，其他月份仍以Yamagata 

lineage為主 (圖八)。Yamagata lineage B型流感自2008後可分成3個clade (TW-01, TW-02, 

TW-03)，代表的疫苗株分別為TW-01 : B/Massachusetts/02/2012, WHO 2013-2014, 

2014-2015 建議之北半球疫苗株；TW-02 : B/Wisconsin/1/2010, WHO 2012-2013 建議之

北半球疫苗株， B/Phuket/3073/2013, WHO, 2015-2016 建議之疫苗株； TW-03: 

B/Florida/4/2006 WHO 2008-2009 建議之北半球疫苗株。2016年分析237 株B型流感病

毒中Victoria lineage 134株(60 %)，Yamagata lineage 94株(40%)，2-7月Victoria lineage 所

佔比約比Yamagata lineage多，10月後B型流感病毒分離數少， Victoria lineage 佔多數 

(圖八)。2016年B型流感Yamatage lineage 屬於TW-02 clade，病毒HA增加N131K, L187Q, 

K313E, E327K變化(圖九)。2017年分析162 株B型流感病毒中19株(12 %) 屬於Victoria 

lineage，143株(88%) 屬於Yamagata lineage，2 月起Yamagata lineage 所佔比約超過

Victoria lineage (圖八)，流行病毒lineage改變可能與疫苗使用有關，因2016-2017 與

2017-2018 使用3價疫苗的B型成分為B/Brisbane/60/2008 屬於Victoria lineage。。2016年

B型流感Yamatage lineage 屬於 clade 3，病毒HA增加 L187Q, M266V 變化(圖九)。B型

流感Victoria lineage屬於 1A，病毒HA增加 I132V, N144D 變化(圖十)。 

2014-2017年台灣流感病毒抗原分析如表四。2014-2015, 2015-2016, 2016-2017 各分

析45, 278, 37 株A型(H1N1)pdm09，其抗原性與疫苗株A/California/7/2009 (H1N1) 相

似，僅2015-2016 有7株(2.5%) 低反應株(表四)。2014-2015, 2015-2016, 2016-2017各分析

157, 31, 353 株A型H3N2，2014-2015年疫苗株A/Texas/50/2012比較有87株(55%)呈低反
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應株，2015-2016年分析31株與2015-2016年疫苗株A/Switzerland/9715293/2013相似，無

低反應株。2016-2017年分析353株與2016-2017年疫苗株A/Hong Kong/4801/2014 

(H3N2)，有87株(55%)呈低反應株(表四)。2014-2015, 2015-2016, 2016-2017各分析10, 124, 

18株B型Vicotria lineage，其抗原性與疫苗株B/Brisbane/60/2008相似，無低反應株。

2014-2015, 2015-2016, 2016-2017各分析135, 87, 97株B型Yamagata，2014-2015年與

2014-2015疫苗株B/Massachusetts/2/2012 比較有800株(59.3%)呈低反應株，2015-2016, 

2016-2017與疫苗株B/Phuket/3073/2013相似，無低反應株。 

2014-2017年，發現3株H1N1pdm09具oseltamivirr抗藥性與2株B型流感具R150K突變

可導致 oseltamivir 抗藥性(表四)。 

   2015 年檢驗通報新型 A 型流感與其他禽畜業者流感監測個案 240 例，未發現新型流

感病毒。2016 年檢驗通報新型 A 型流感與其他禽畜業者流感監測個案 22 例，未發現新

型流感病毒。2017 年檢驗通報新型 A 型流感與其他禽畜業者流感監測個案 173 例，發

現 1 例 H7N9 感染個案。 

   建立流感特性分析平台—流感病毒適應哺乳動物之重要基因位點突變資料資料庫，

目前已收集131個病毒基因突變位點與流感病毒適應哺乳動物相關(圖十一)。 

   流感病毒 HA 結合接受器 salic acid 種類的改變，會造成流感病毒跨物種，2013 年台

灣發現第一例 H6N1 感染人類案例，此 H6N1 病毒已成為在地化廣泛存在台灣家禽中，

自 2000 年後家禽雞分離之 H6N1 病毒具 G228S 突變，此位點突變影響 HA 結合接受器

salic acid 種類，後續又有 P186L 突變(圖十二)，為了瞭解這些突變對流感病毒 HA 結合

接受器 salic acid的影響，我們構築H6N1 HA突變株5株，改變如下:S228G, T160A, L186P, 

Q226L, V190D-G225，並利用桿狀病毒表現系統(baculovirus expression system)進行蛋白

表達，初步結果如圖十三，以 H6N1 多株抗體及 anti-His tag 抗體進行西方墨點分析的結

果顯示，帶有 H6N1 HA 基因的 Baculovirus 可於 Sf9 細胞成功組裝，感染 High five 細胞

後可使該細胞表現 H6N1 流感病毒 HA 蛋白，型式為未經切割的 HA0(約 66 KD)與與切

割後的 HA1(約 39KD)、HA2(約 27KD)，該蛋白可利用管柱成功純化。後續將使用 glycan 

array 測試突變株結合接受器 salic acid 的情形。 

   新型流感病毒特性分析:分析本年境外移入 H7N9 流感病毒基因序列，NA 有 R292K 

變異位點，病毒對 oseltamivir 有抗藥性；在 HA1-HA2 切位新增 3 個鹼性胺基酸(表五)，

可能使 H7N9 在禽類的病原性提高，推測這一株病毒已經在大陸禽類流傳多代；另外
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NS1 蛋白的 C 端增加 20 個胺基酸為細胞 PDZ 結合區，可能會影響病毒的致病性(表五、

圖十四)。另影響跨物種感染人類之重要基因位點仍具突變(表五)，對人類感染的潛能需

密切監測。 

    

(4)討論 

  流感疫苗與抗病毒藥物為流感防治最主要的方法，然而因流感病毒變異快，易導致

疫苗株與流行株不符合與抗藥性病毒的產生，使得防治效果降低。為了使疫苗株與流行

株相符，需依監測資料每年進行疫苗株調整，故流感病毒抗原性與抗藥性的監測對流感

的防治非常重要。雪貂對人類流感病毒的高感受度和臨床病徵與人類類似，為研究流感

病毒常使用的實驗動物，且其對流感病毒抗原漂移之免疫反應與人類類似，故雪貂抗病

毒血清，為國際上分析流感病毒抗原差異的試劑。本計畫利用雪貂抗病毒血清分析比較

台灣每年流行的病毒株間免疫反應的關係，並挑選適合的病毒株，製備雪貂抗病毒血

清。雪貂免疫部份，2012 年起與預防醫學研究所合作，由本計劃挑選適當的病毒株，委

託預防醫學研究所進行雪貂免疫。經由此合作模式，我們可精確掌握每年台灣流行之流

感病毒之基因序列與抗原變化之情形。 

2014 年，H3N2 出現抗原漂移的流行株 clade 3C.2a 和 3C.3a 在全球廣泛傳播流行，

導致 2014-2015 北半球疫苗不吻合， 2015 年南半球季節疫苗株更新為 3C.3a 

A/Switzerland/9715293/2013。在台灣，3C.2a 和 3C.3a 病毒在 2014 年 5 月超過其他 clade 

H3N2 病毒，但流行幅度低，2015 - 2016 年 clade 3C.2a 持續流行。在 2016 - 2017 年，

病毒繼續分化為多個 clades （3C.2a.1,3C.2a.2,3C.2a.3 和 3C.2a.4）（圖五）。 Clade 3C.2a.1

病毒於 2015 年 8 月開始出現。在 2016-2017 年流感季節，歐洲和世界其他地區的分支

3C.2a.1 病毒也占主導地位。台灣分別於 2016 年 8 月，2016 年 12 月及 2017 年 2 月於發

現 3C.2a.2 (HA 具 T131K-R142K 突變)，3C.2a.3 (HA 具 N121K-S144K 突變) 及 3C.2a.4 

(HA 具 R142G-S144R-I192T-Q197H 突變)（圖六）。Clade 3C.2a.2, 3C.2a.3 在 2016-2017

以色列，丹麥和加拿大亦曾報告流行[10, 19, 23]，而 3C.2a.4 以前沒有報告，但根據

GISAID 資料庫在日本，孟加拉國，澳大利亞，泰國和美國有分離病毒株屬於 3C.2a.4。

這些資料顯示，2016 - 2017 年流感季節期間 H3N2 病毒的多個 clades 的同時存在流行是

一個全球性問題，且 H3N2 病毒持續快速且複雜演化中。 

 流感病毒 HA 突變的積累是病毒抗原性漂移的主要原因，這通常導致流感每年流行。
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除了抗原漂移之外，HA 的突變還可以影響病毒的適性(fitness)並增加病毒傳播和致病

性。 HA 蛋白的醣化與病毒抗原性，適應性和/或致病性有關。Clade 3C.2a 及其衍生株

中的一些 HA 突變導致潛在的糖基化位點的變化。進化枝 3C.2a 病毒的 A128T，N144S

和 K160T 突變與潛在醣化位點的消失（N144S）和獲得（A128T 和 K160T）相關。Clade 

3C.2a H3N2 病毒中醣化位點的變化導致受體結合空間的急劇減少，這對避開預先存在

的抗體可能是有利的。在台灣持續的病毒演化過程中，一些具 N171K 的 clade 3C.2a.1

病毒獲得了額外的 N121K，T135K 和/或 K92R 突變（圖六）。全球其他地區也發現了相

同的突變。此外，在 2016 - 2017 年夏季疫情高峰期間，很大一部分 clade 3C.2a.3a 病毒

迅速與 clade 3C.2a.1 病毒共同主導，並攜帶 N121K 和 T135K 突變。曾有報告指出 T135K

和 N121K 突變與疫苗失效有關[15, 23]，T135K 也可能導致醣化位點的消失。在希臘北

部，在接種疫苗的患者中，分離病毒屬於 clade 3C.2a.1 的病毒且具 T135K 突變，致使

疫苗效果降低。在台灣的資料，T135K 和 N121K 突變都沒有顯著影響 clade 3C.2a.1 和

3C.2a.3a 病毒的抗原性（表二）。此外，不同 clade 病毒和感染者的接種史之間沒有顯著

關係（表三），所以，這兩個突變對病毒的影響需進一步研究。Clade 3C.2a 及其衍生病

毒不斷出現突變，對接種疫苗保護作用的影響，提高病毒的適性(fitness)，可能導致嚴重

的疫情。持續加強監測，以瞭解這些新出現的變異株的抗原性和適性(fitness)的變化。 

B 型流感 2016-2017 年從 2015-2016 年 B/Phuket/3073/2013(Yamagata)更新為 Victoria 

lineage B/Brisbane/60/2008，頻繁更換疫苗株表示全球流感病毒變化快速，易造成疫苗株

與流行株不吻合，降低疫苗的效果。台灣約2-3年會於4-8月出現與疫苗株不吻合的H3N2

病毒，造成下個流感季，流行珠與疫苗株不吻合，因疫苗製程的時間緊迫，WHO 須於

每年 2 月前決定下一季北半球 10 月使用之疫苗株，WHO 依據每年 2 月以前全球病毒監

測資料，建議使用之疫苗株，而台灣抗原變異株常出現於 4-8 月，導致台灣 H3N2 流行

株與疫苗株經常不吻合，2003-2017 年 17 個流感季有 7 次不吻合(50%)，如何克服與改

善情況是一大難題。 

 2017 年 B 型流感疫情低，可能原因為經歷 2011-2012 年 B 型流感病毒(主要流行病毒

為 Yamagata, TW-01 clade, B/Massachusetts/2/2012-like)大規模流行後，大多數人可能已

有抗體。2015 年 B 型流感病毒 Yamagta TW-02 與 Victoria lineage 病毒，Bri/60-like 病毒

2009 年開始在台灣出現，雖然 2010、2011 年皆出現，但流行幅度不大，此 Bri/60-like

病毒後續可能會如同 2011-2012 般模式演變，造成另一次疫苗不吻合的大規模[26]。2017
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年 2 月 B 型流感由原 Victoria lineage 佔多數轉變為 Yamagta lineage，10 月 B 型流感分

離比例漸上升(圖八)，雖流行低且分離數目少，但流行 B 型流感病毒屬於 Yamagta 

lineage，與 2017-2018 年使用的三價疫苗中 B 型流感病毒不吻合，可能會影響疫苗的效

果。 

    2013年3月中國發現第一例A型H7N9人感染病例以來，已出現了五波流行。分析病

毒8段基因序列，發現了經由與不同H9N2病毒reassortment 產生的多種H7N9病毒基因

型，第二和第三波中的H7N9基因型比第一波中的H7N9基因型更加多樣化，這是由於第

二次波中發生的新的reassortment。 然而，在第四和第五波H7N9基因型的數目顯著減

少。第五波病毒出現HA1/HA2切割位點增加三個鹼性胺基酸(RKR)，造成H7N9病毒在

禽類由低病原(LPAI)轉變為高病原(HPAI)，在雪貂動物實驗中，發現其致病力提高。2017

年境外移入分離的H7N9病毒，其NA蛋白具R292K的胺基酸突變，導致對克流感具抗藥

性，NS1的C端增加20個胺基酸，為PDZ 結合區域，可能也會影響病毒的致病力。目前

H7N9病毒經基因突變或與其他病毒基因片段交換(reassortment)，造成病毒持續改變，需

密切監測病毒變化，尤其其跨物種造成人與人傳播的潛能變化。 

 

(5)結論與建議 

1. 2017年H3N2病毒多個 clades 同時流行，雖然尚無明顯抗原偏移病毒株出現，但2018

年南半球疫苗株已更新為clade 3C.2a.1 A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016，多個 

clades 同時流行的情形，將使疫苗株的挑選難度增加，易造成疫苗株與流行株不吻

合，影響疫苗效果。 

3.挑選不同clade H3N2病毒 A/Taiwan/87966/2017 (3C.2a.3), A/Taiwan/77789/2017 

(3C.2a.2), A/Taiwan/78583/2017(3C.2a.3a)感染雪貂，國防醫學預醫所已完成製備抗血

清。 

4.首先公布高致病 H7N9 病毒序列，引起 WHO 重視 H7N9 病毒改變議題。 

 

(6)計畫重要研究成果及具體建議 

1. 長期持續進行台灣流感病毒的分析，將有助於掌握流感病毒的流行特性，即時病毒

資料有助於調整防疫策略疫苗施打與抗病毒藥物之應用。 

2. 2017 年台灣流行之 A 型流感病毒與 2017-2018 年使用疫苗株相似，B 型流感病毒 2
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月起 Yamagta lineage 佔多數與 3 價疫苗不吻合。發現 2 株 B 型流感之抗藥性病毒，

目前疫苗與抗病毒藥物皆仍為有效之防治策略。 

3. 2017 年台灣發現首例人類感染高病原 H7N9 境外移入個案，大陸 2017 年爆發的第 5

波 H7N9 疫情，感染人數與區域皆超過前 4 波，應密切注意後續疫情與病毒的變化。 

5. 2017 年台灣禽場仍有 H5N2, H5N3, H5N8, H5N6 流感病毒。故除了人類季節性流感

病毒例行監測外，對人類與禽類之禽流感亦應加強監測。 

6. 論文： 

1. J.R. Yang, M.T. Liu, Human infection caused by an avian influenza A (H7N9) virus with a 

polybasic cleavage site in Taiwan, 2017, J Formos Med Assoc 116 (2017) 210-212. 

2. J.R.Yang, S.Z. Hsu, C.Y. Kuo, H.Y. Huang, T.-Y. Huang, H.-C. Wang and M-T. Liu, an 

epidemic surge of influenza A(H3N2) virus at the end of the 2016-2017 season in Taiwan 

with an increased viral genetic heterogeneity, J Clin Virol (2017) submitted. 
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(8)圖、表 

 

圖一、2009-2017 年台灣流感病毒各亞型與次亞型流行情形，每月病毒分離數(A)與各亞

型與次亞型百分比(B)。2014-2015, 2015-2016, 2016-2017 年主要流行型為 H3N2, 

H1N1pdm09, H3N2 流感。 
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圖二、A 型 H1N1pdm09 流感病毒 HA 基因之親源樹狀圖。 

 

 

圖三、 台灣 2009-2016 年台灣 A 型 H1N1pdm09 流感病毒不同 clade 之變化。2017 年主

要之病毒為 Clade 11.3 (6B.1) 

 

圖四、2016 年 H1N1pdm09 clade 11.3 與 11.4 結合 sialic acid 接受器的種類 
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圖五、A 型 H1N1pdm09 流感病毒感染族群年紀之分布。 

 

 

 

圖六、2016, 2017 年 A 型 H3N2 流感病毒 HA 基因之親源樹狀圖。 
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圖七、 台灣 2014-2017 年台灣 A 型 H3N2 流感病毒不同 clade 之變化。2016 年主要流

行的病毒為 3C.2a.1，2017 年有多個 clades (3C.2a.1~4) 同時流行與。 
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圖八、台灣 20009-2017 年台灣 B 型流感病毒 Victoria 與 Yamagata lineage 分布情形，2015

年 B 型流感流行低，以 Yamagata lineage 佔多數，2016 年兩個 lineages 同時流行，

2017 年 2 月 Yamagata lineage 分離比例超過 Victoria lineage，2016-2017 與 2017-2018 

使用的疫苗株為 Victoria lineage B/Brisbane/60/2008。 
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圖九、B 型 Yamagata 流感病毒 HA 基因之親源樹狀圖。 

 

 

 
圖十、B 型 Victoria 流感病毒 HA 基因之親源樹狀圖。 
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圖十一、流感病毒適應哺乳動物之各基因位點突變資料庫。 

 

 

 
圖十二、台灣流感病毒 H6N1 HA 基因之親源樹狀圖與重要位點改變情形。括號中號碼

為對應 H3 之號碼。 
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圖十三，桿狀病毒表現系統表現之 H6N1 HA 蛋白，以 H6N1 多株抗體抗體進行西方墨

點分析的結果，未經切割的 HA0(約 66 KD)與與切割後的 HA1(約 39KD)、HA2(約

27KD)。 
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圖十四、A 型流感 H3N2, H1N1, H7N9 病毒 NS1 蛋白 C 端長短的變化 
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表一、A 型 H3N2 流感病毒的血球凝集抑制測試反應。 

 
 
 

 

 

 

 

表二.不同 clades H3N2 流感病毒之抗原性 

Fold 

reduction

* 

Virus evolutionary clades (%) 
Statistical 

significance 

3C.2a1 3C.2a2 3C.2a3 3C.2a.3a 3C.2a4 Total 

p=0.036 

≥8 3 (5.7) 8 (30.7) 1 (11.1) 3 (16.7) 4 (16.7) 19 (14.6) 

2~4 35 (66.0) 12 (46.2) 2 (22.2) 10 (55.5) 15 (62.5) 74 (56.9) 

≤1 15 (28.3) 6 (23.1) 6 (66.7) 5 (27.8) 5 (20.8) 37 (28.5) 

Total 53 26 9 18 24 130 

*The fold reduction was calculated based on that against the A/Taiwan/82725/2013 as the 

homologous titer. 
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表三.不同 clades H3N2 流感病毒感染個案是否施打疫苗之關聯性 

Virus clade 
Vaccination of 2016-2017 seasonal TIV (%) Statistical 

significance Yes No/Unknown total 

3C.2a1 37 (42.5) 35 (40.3) 72 (41.4) 

p=0.38 

3C.2a2 17 (19.5) 15 (17.2) 32 (18.4) 

3C.3a3 5 (5.8) 2 (2.3) 7 (4.0) 

3C.2a.3a 15 (17.3) 15 (17.2) 30 (17.2) 

3C.2a4 13 (14.9) 20 (23.0) 33 (19.0) 

Total 87 87 174 

 

 

 

表四、2014-2017 年台灣流感病毒抗原性與抗藥性分析，流行株之抗原性與疫苗株
A/California/7/2009 (H1N1) (2014-2017), A/Texas/50/2012 (H3N2)(2014-2015), 

A/Switzerland/971593/2013 (2015-2016), A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2) (2016-2017), 

B/Brisbane/60/2008 (cell cultured- propagated) (2014-2017), B/Massachusetts/2/2012 

(2014-2015), B/Phuket/3073/2013(2015-2016, 2016-2017) 比較，HI tier 相差 8 倍以上

為低反應株(low reactor, LR)。 
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表五、H7N9 (A/Taiwan/1/2017 )流感病毒胺基酸位點突變特性分析 

 

 

 

 

 

 


