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摘要 

 

流行性感冒病毒具有由 8 段基因體組成，當有不同病毒株同時期於

地區流行時，易造成基因體片段間的交換，這樣的過程稱之為基因片段

重組（reassortment）。 基因片段重組的結果可能十分分歧。2003-2004

年，台灣地區 B 型流感病毒以 B/Yamagata-like 為主，只有零星的

B/Victoria-like 病毒株出現，而 2004-2005 年，B/Victoria-like 病毒株台灣

卻造成流行，分離株佔 B 型流感分離數的 50%，且呈現非典型季節性的

變化，顯示可能已有不同病毒株在臺灣地區同時流行並造成基因多型性

的現象。本研究以全長序列分析各病毒片段基因體方式，探討 2003-2005

年病毒基因序列對病毒抗原性表現的影響，並藉由生物資訊的分析，暸

解臺灣地區病毒序列演化與抗原性改變間可能的關係。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

關鍵字：流感病毒、基因重組、抗原性、序列分析  
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Abstract 

. 
The segmented genome of influenza B virus allows exchange of gene 

segments between cocirculating strains. Phylogenetic profiles of the genes 

coding for 8 segment proteins of influenza B viruses, both 

B/Yamagata/16/88 lineage (B/Yam) and B/Victria/2/87 lineage (B/Vic) 

isolated from 2003 to 2005 were analyzed in order to understand the 

evolutionary mechanisms of these viruses. Evolutionary analysis done in 

the present study provided further evidence for cocirculation of multiple 

lineages as well as sequestering and reemergence of phylogenetic lineages 

of the internal genes. Results presented in this report demonstrate that 

antigenically and genetically distinct viruses within both B/Vic and B/Yam 

lineages co-circulate and that reassortment among these two lineages 

occurs frequently contributing to the genetic diversity of the circulating 

strains. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Key words ：  Influenza Virus 、 Reassortment 、 Antigenisity 、

Phylogenetic analysis 
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三、前言 

 

流感病毒（influenza virus）為台灣重要病原，每年均造成多人上

呼吸道感染。流感病毒分為 A、B、C三型，而以 A型及 B型病毒最常

感染人類，並持續交替流行。B型流感病毒與 A型流感病毒相較，沒有

明顯的高峰期，症狀也較不顯著，抗原變異性也較為穩定（Hall, et 

al.,1973; McCullers et al1999）；就整體罹患率而言，B型流感病毒在台

灣每年的流行活躍度不一，以 1999-2002 年間為例，B 型流感病毒的分

離數各為 202, 603 及 435 件，佔總流感分離件數的 43.96%（Lin et 

al.,2004）。B 型流行性感冒病毒的分離株主要以 B/Yamagata/16/88 及

B/Victoria/2/87 兩個演化支流為主 (Kanegae et al., 1999, Chan et al., 

2004）。然而，基因的改變所造成胺基酸的改變，可形成抗原決定位的

改變。 

 

    B 型流感病毒屬於 Orthomyxoviridae，具有 8 個負股型的單股基因

體，包含組成 polymerase 蛋白的 PB1, PB2 及 PA基因、構成表面抗原

的 HA 及 NA 基因，以及轉譯核蛋白質的 NP 基因、形成質體蛋白的

MP 基因及非結構性蛋白的 NS 等。這樣特殊的基因體，可能因為病毒

以 RMA 為模板的 RNA 複製酶的不具挍正功能，因而產生突變，更容

易 因 基 因 發 生 插 入 （ insertion ） 或 刪 除 （ deletion ） , 重 組

（recombination）或片段重組（reassortment）產生胺基酸的變異，造成

病毒抗原性或抗藥性或毒性的改變。 

 

    在過去，B 型流感病毒的演化分類主要是以 HA 基因為主，然而病毒

的重組不僅現在 HA基因，病毒其他的基因如神經胺酸酶及其他 internal

基因在病毒重組片段交換的機率上與 HA基因是相似的（McCullers et al., 

1999）。依據研究顯示，傳統上僅以血球凝集抑制法進行 HA 抗原性偵

測，並不足以鑑別由病毒在其他基因上因突變、重組及基因片段重組所
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造成的病毒特性的改變。 

 

   因此，為了更進一步瞭解台灣地區B 型流感病毒的流行及演化全

貌，本研究擬進行 2003-2005 年特別病毒株的全序列分析，包含神經胺

酸酶及其他 internal 基因，將這些序列進行演化上的分析，並與其病毒

抗原性進行交互探討。 
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四、材料與方法 

 

1. 細胞及病毒之培養： 

研究使用的細胞為 MDCK 細胞株，所使用之培養基為 DMEM 

medium，細胞培養環境為 36℃，5 % CO2。 

進行分析之病毒在 MDCK 細胞長滿並更換維持培養基後，分別接種

待測病毒，培養環境為 34℃，5 % CO2，每日觀察細胞病變(cytopathic 

effect；CPE)，待 80%以上 CPE時，將其冷凍解凍三次，以 3000RPM離

心 15分鐘收取上清液置於-80℃備用。 

 

2. 病毒株之鑑定： 

免疫螢光染色 (Immunofluorescence antibody test，IFA)： 

將離心下來之病毒離心沈澱之細胞以加入 1 毫升磷酸緩衝液(PBS)

後，混合成細胞懸浮液，取出 10 µl 的細胞懸浮液作成抹片，乾燥後以冰

的丙酮(Acetone)固定 10 分鐘，取出在室溫中乾燥，以個別之單株抗體

(CHEMICON International, Inc)進行間接染色，染色後，以螢光顯微鏡進

行鏡檢，細胞呈現蘋果綠螢光則判定為 B型流感病毒培養陽性。 

 

3. 病毒核酸萃取： 

病毒核酸萃以商業化試劑萃取： 

以 QIAGEN的 QIAamp viral RNA Kit進行核酸萃取步驟： 

 (1) QIAamp viral RNA Kit： 

A. 560µl之 carrier RNA+ AVL 混合液與 140µl檢體混合均勻，室溫靜

置 10分鐘 

B. 10分鐘後，加入 560µl絕對酒精，通入 spin column，離心 8000rpm 

1分鐘。 

C. 丟棄離心液，將 column 置於新收集管中，加入 AW1 500µl，離心

8000rpm 1分鐘。 
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D. 丟棄離心液，將 column 置於新收集管中，加入 AW2 500µl，離心

14000rpm 3分鐘。 

將 column置於以標示完整之 1.5ml離心管，加入 60µl 之 DEPC 水，

於室溫下放置 3 分鐘，以 8000rpm 1 分鐘離心，收集離心液，置於-20℃

備用。 

 

4. 流感病毒片段基因之核酸增幅反應： 

(1) PCR Amplification 

核酸增幅片段如下表所列： 

Segment PB2 PB1 PA HA NP NA MP NS

Amplicon 2358 2336 2272 1116 1541 1557 1150 921

 

以 Qiagen one-step RT-PCR 試劑組進行核酸複製反應，操作程序

依照試劑組建議進行。每一反應均加入 10 µl 之 5X buffer 以及 Q-

solution ，dNTP以及 Enzyme mix均加入 2 µl，各片段之專一性核酸引

子均加入 3µl，以純化之病毒 RNA 5µl作為複製模板（template），反應

最終體極為 50µl。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（final elongation）。反應完成後以 1.5% Agarose 進行核

酸膠體電泳確認複製片段。進行下一步驟前，產物均存放於 4℃。 

 

5.  PCR Product Purification 

 以 Qiagen 廠牌之 QIAquick Purification Kit 進行複製片段之純化，操

作程序依照試劑組建議進行。將產物加入 5X 體積之 PB 溶液，之後加入

試劑組所附之 column中，以 13000 rpm 離心 1分鐘後，丟棄離出液，再

加入 750µl之 PE溶液，以 13000 rpm 離心 1分鐘後，丟棄離出液，之後

以 DEPC水將產物溶出，進行序列分析用。 
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6. 序列分析 

利用 ABI 3130 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。操作程序依照試劑

組建議進行，將 BigDye Terminator v3.1 與 5X buffer依照分析片段比例混

合後，加入 1ul 反應核酸引子，再加入 2 ul 純化之 cDNA 模板之後，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，加入 96孔反應盤，上機進行

分析。 
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五、結果 

 

1. 流感病毒抗原性 

2003-05 年期間流感病毒在抗原表現上，可以 B/Yamagata lineage 與

B/Victoria lineage 加以區分，且彼此間幾乎沒有相互交叉反應的情形。其

中 B/Yam lineage病毒分離株由 B/Sichuan/379/99-like（Sichuan/379），轉

變為 B/Shanghai/361/2002-like（SH/361），而對 Sichuan/379 抗血清呈現

Low Reactor（LR）的情形。而 B/Vic lineage 病毒分離株則以 B/Hong 

Kong/330/2001-like（HK/330）為主要抗原型別。絕大多數的 B/Vic 病毒

株對於 HK/330 抗血清呈現很好的效價反應，少數 2005 年 B/Vic 病毒分

離株對 HK/330抗血清，HI效價呈現 LR的情形。 

 

2. HA基因片段分析 

分析 2003-05年表現表面抗原 HA基因片段，如圖一(a)所示，可見台

灣 B 型流感病毒可明顯分為兩群，其中一群與 HK/330，即 B/Victoria 

lineage 代表疫苗株親緣關係相近，另一群則與 SH/361，B/Yamagata 

lineage 代表疫苗株親緣關係相近。 

 

3. NA基因片段分析 

分析 2003-05年表現神經胺酸酶 NA基因，如圖一(b)所示，可以發現

分析的 B型流感病毒 NA基因並沒有明顯的 grouping，所有的 NA基因均

與 SH/361疫苗株相近，而與 HK/330親緣關係相距較遠。 

 

4. PB2基因片段分析 

分析 2003-05 年表現聚合酶蛋白組成基因之一的 PB2 基因片段，如

圖二(a)所示，可見 2003-05 年台灣 B 型流感病毒亦可明顯分為兩群，其

中一群與 B/Vic 疫苗株 HK/330親緣關係相近，另一群則與 B/Yam疫苗株

SH/361親緣關係相近。 
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5.  NP基因片段分析 

分析 2003-05年期間核蛋白 NP基因片段，如圖二(b)所示，台灣 B型

流感病毒仍明顯分為兩群，其中一群與 B/Hong Kong/330/2001，即

B/Victoria lineage 代 表 疫 苗 株 親 緣 關 係 相 近 ， 另 一 群 則 與

B/Shanghai/361/2002，B/Yamagata lineage 代表疫苗株親緣關係相近。 

 

6.  PA基因片段分析 

分析 2003-05年 B型流感病毒表現聚合酵素之一的 PA基因，如圖三

(a)所示，可以發現分析的 B型流感病毒 PA基因與 NA基因相似，並沒有

明顯的演化上的分群，所有的 NA 基因均與 Sichuan/379 疫苗株相近，而

與 HK/330親緣關係相距較遠。 

 

7.  PB1基因片段分析 

分析 2003-05 年期間參與表現聚合酵素之 PB1 基因片段，如圖三(b)

所示，台灣 B 型流感病毒也明顯分為兩群，其中一群與 B/Vic lineage 疫

苗株 HK/330 親緣關係相近，而另一群則與 B/Shanghai/361/2002，即

B/Yamagata lineage 代表疫苗株親緣關係相近。 

 

8. NS基因片段分析 

2003-05年間 B型流感病毒表現非結構蛋白之 NS基因，如圖四(a)所

示，顯示台灣 2003-05年的 B型流感病毒 NS基因，並沒有明顯的演化上

的分群，除 2003-T46分離株與 SH/361相近外，其餘分離株均與 HK/330

疫苗株相近，且持續演化當中。 

 

9.  MP基因片段分析 

分析 2003-05年間 B型流感病毒質體蛋白之 MP基因，亦無明顯的

演化上的分群，所有分離株在演化樹分析上均與 B/Yam lineage 的疫苗株
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SH/361相近，而與 B/Vic lineage之參考疫苗株 HK/330在親緣關係上相距

較遠。 

 

12



六、討論 

 

台灣地區B型流感病毒的分離情形，自2003年至2004年中均為偶發案

例，或為定醫依照就診病患出現疑似類流感症狀而進行採檢分離出。自

2004年歲末，B型流感病毒分離率快速增加，並至2005年4月形成一流行

高峰，其中還包括數件群聚感染事件的發生。而分析這三年的病毒株抗

原性，發現Yamagata lineage與Victoria lineage的病毒株，自2003年起便在

台灣地區同時存在（co-circulating），兩種病毒同時存在，便有機會因為

被感染人的相互接觸，導致病毒在環境中發生基因重組（reassortment）

(McCullers et al., 1999; Xu et al., 2004)，影響病毒的抗原性表現。 

 

將台灣地區2003-05年B型流感病毒的8段基因片段進行基因序列分

析，發現病毒的基因變化各片段不盡相同。其中在表面抗原血球凝集素

HA gene部份，序列可明顯分為兩群（圖一(a)），與外在表現出的抗原性

相符。然而在另一表面蛋白神經胺酸酶部份，雖然抗原表現分為兩群，

但內部基因組成卻無明顯區分（圖二(b)），同樣的情形亦發生在PA、NS

與MP等基因片段，而PB1、PB2及NP基因，則與HA 基因相同，在演化分

析上明顯分為兩群（圖二至圖四）。台灣的B型流感病毒內部基因

（internal gene）的多樣性表現，究竟是發生過基因交換的結果，還是因

為環境的壓力導致病毒基因在演化上，趨向於同一subgroup；亦或是趨向

於2 個subgroups，仍有待進一步的探討與研究。 

 

爲進一步分析群聚事件、爆發流行病毒株以及LR strain 與sporadic 

case 分離株間的基因片段組成是否具有特殊的變異，我們亦將病毒株流

行病學特徵與8段基因序列加以比對分析。其中與當季疫苗株抗血清進行

HI效價鑑定結果為反應效價低者（LR cases），以藍色字體表示；而為群

聚事件（Cluster cases）之病毒分離株，以紅色字體表示；爆發流行時所

得到之分離株（Outbreak cases），以綠色字體表示；而為一般偶發案例
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者（Sporadic cases），則以黑色字體表示。結果顯示，群聚檢體、爆發流

行病毒株、以及抗原表現上與當年疫苗株呈現LR之病毒株進行8段序列分

析比較，並無法將其明確加以區別，與sporadic case 間並無差異性的存

在。比較值得注意的是，群聚分離株中，2005-R26與2005-R82, 2005-R86

為來自兩件群聚事件的病毒株，基因組成上卻很相似，顯示該株病毒在

流行病學特性上，容易造成群聚感染。 

 

2004年兩株與Sichuan/379疫苗株抗血清反應為LR的病毒株，與2005

年爆發流行的分離株，在演化樹上位於同一個分支，推論造成2005年流

行的病毒株，在2004年便已被分離出（2004-T190，2004-T239）。當時與

Sichuan/379 antiserum反應為LR，但2005年的outbreak strains與SH/361反應

呈現well inhibited。此現象與先前對台灣地區A型流感的研究報告相符，

顯示台灣地區的病毒在抗原型別的表現上，要比WHO 建議的疫苗株約提

早一至二個流行季（Lin et al., 2004; Shih et al., 2005），在全球監視系統

的角度上來看，台灣地區的病毒分離情形及抗原性監測，對全球的流感

監測系統，能夠提供相當早且有意義的病毒活動資訊（ activity 

information）。 
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圖一、B型流感病毒基因序列演化分析。圖(a)為血球凝集素 HA 

gene演化分析圖，圖(b)為神經胺酸酶 NA gene演化分析圖。 
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圖二、B 型流感病毒基因序列演化分析。圖(a)為 PB2 gene 演化

分析圖，圖(b)為核蛋白 NP gene演化分析圖。 
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圖三、B型流感病毒基因序列演化分析。圖(a)為 PA gene演化分

析圖，圖(b)為 PB1 gene演化分析圖。 
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圖四、B型流感病毒基因序列演化分析。圖(a)為非結構蛋白 NS 

gene演化分析圖，圖(b)為質體蛋白MP gene演化分析圖 
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