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引言：奥司他韦(商品名达菲)是抗击流感病毒的一种重要药物。已经发生的两起全球性事件突显了开展流感病毒奥司
他韦耐药性监测的重要性：2008年出现耐奥司他韦的季节性流感病毒A(H1N1)，及2009年出现A(H1N1)大流行流感
[A(H1N1)pdm09]病毒。奥司他韦在新西兰属处方药，但为了提高获得药物的及时性，自2007年起新西兰允许药店直
接将奥司他韦销售给具有流感样症状的患者。

目的：确定在2007年药物重新分类、2008年耐奥司他韦季节性流感病毒输入以及2009年出现流感大流行三个不同时
期奥司他韦耐药发生情况。

方法：使用神经氨酸酶抑制试验荧光测定法对1795株流感病毒进行奥司他韦耐药性检测，病毒株收集自2006–2010
年间流感哨点监测项目。

结果：2006–2010年的所有B型流感病毒、A(H3N2)型流感病毒以及A(H1N1)pdm09流感病毒均对奥司他韦敏
感。2008年和2009年的季节性流感病毒A(H1N1)对奥司他韦耐药。神经氨酸酶基因序列测定结果显示，耐药病毒株
发生了H275Y突变，且在一株具有极高耐药性的季节性流感病毒A(H1N1)神经氨酸酶基因序列中发现了S247N。

讨论：没有证据表明提高奥司他韦药物可及性会促进奥司他韦耐药性的产生。在2008年1月欧洲首次报告奥司他韦耐
药株并成为2008全球耐药株9个月后，新西兰也发生了该耐药株的输入。

在
过去十年间，全球对人类流感病毒抗病毒

药物耐药性的发生、发展进行了大量研究
[1]。人们开发出一类十分有效的抗流感病

毒药物，即神经氨酸酶抑制剂，其中就包括磷酸奥司

他韦(商品名达菲)。神经氨酸酶抑制剂通过选择性地

结合神经氨酸酶的活性位点，阻止结合在宿主细胞

上的唾液酸的裂解，阻抑病毒粒子从宿主细胞中释

放，这样病毒就不能从受感染宿主细胞中释放出来，

也就不能继续感染新的细胞 [2]。临床试验表明，

使用奥司他韦可以减轻病例的严重程度，并可以使病

程缩短[3–5]。据报道，奥司他韦使用十分广泛，全球

使用量达6500万剂次[6]。因此，需密切监视奥司他韦

对流感病毒的耐药性，以确定该药是否对治疗流感继

续有效[7]。这项工作不仅可以决定奥司他韦的现行疗

效，也可以揭示抗流感病毒药物的耐药性发生情况。

在新西兰，奥司他韦是一种处方药，如果在感染

后48小时内使用，对治疗流感最为有效。为提高获取

奥司他韦的可及性，减少因必须医生提供处方而造成

的延迟，2007年新西兰允许药房在冬季流感流行季

节(4–11月)直接给患者提供该药。药剂师为患者直

接提供奥司他韦的前提是：确保患者是新西兰居民、

在2007年药物重新分类、2008年耐药株输入
以及2009年流感大流行情况下追踪新西兰流
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年龄在12岁及以上、具有流感症状[8]。出台该项许可

措施的同时，也期待对社区流感病毒产生奥司他韦耐

药性的潜在风险进行监控[9]。

在2007/2008年北半球流感流行季节前，人类季

节性流感病毒对奥司他韦耐药处于非常低的水平[10]。

英国在社区样本中检测到A(H1N1)pdm09流感病毒耐

药发生率增高[11]，澳大利亚还报告该毒株引起了社

区持续传播[12]。检测显示耐药是由一系列突变引起

的，特别是A(H1N1)流感病毒神经氨酸酶(NA)基因在

275位的组氨酸(His)突变为络氨酸(Tyr)(N1记位，

以下称H275Y)[13]。在2007/2008年流行期的冬季，

欧洲季节性流感病毒A(H1N1)耐药株发生率相对较高

(平均~20%)[14,15]，这些耐药株都具有H275Y突变，

其后在世界许多其它地区也有报道[16–18]。

本研究对2006–2010年新西兰流感病毒奥司他

韦耐药情况进行了监测。监测期间发生了一系列对

流感病毒耐药特征可能存在潜在影响的事件，包括

2007年奥司他韦可以在药房直接销售、2008年耐药

性季节性流感病毒的输入以及出现A(H1N1)pdm09大
流行流感。我们就监测结果与新西兰抗病毒药物耐药
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得出调整的IC50，并纳入最后的分析。某种流感病毒亚

型的IC50均值有10倍以上增高，作为流感病毒对奥司

他韦耐药的指标[25]。

神经氨酸酶基因的序列测定

使用Zymo病毒RNA提取试剂盒(美国加州欧文市

Zymo研究公司，产品号R1034)从临床标本中直接

提取病毒RNA。使用流感病毒NA基因的通用引物[26]

扩增NA全基因，同样的引物被用来进行Sanger法直

接测序(荷兰尼沃凯尔克市应用生物系统公司的Big 
Dye Terminator V.3.1循环测序试剂盒)，测序仪为毛

细血管测序仪(美国加州福斯特市应用生物系统公司的

3100 Avant型)。

奥司他韦销售数据

2004年和2007年奥司他韦销售数据由罗氏制药公

司友情提供，包括处方销售和药房直接销售数据。

伦理学声明

样本采集作为公共卫生监测的一部分。临床研究符合

新西兰卫生法及残疾服务消费者权益法。

结果

使用神经氨酸酶抑制试验荧光测定法，对2006–2010
年收集的1795株流感病毒开展了奥司他韦敏感性

检测(见图1、表1)。

检测结果显示，2006–2007年间的所有521株
A型流感病毒及所有133株B型流感病毒均对奥司他韦

敏感。2008年的306株B型流感病毒和120株A(H3N2)
流感病毒也对奥司他韦敏感，但是，同年分离出的

全部4株季节性流感病毒A(H1N1)均对奥司他韦耐

药，IC50在573nM–1184nM之间(见图1、表1)。

对这些病毒株中的2株病毒开展NA全基因测序

(序列覆盖范围为21–1413和22–940位的核苷酸)

，均提示存在H275Y突变，测序区域和同年早些

时候欧洲报告的2008耐药型病毒几乎完全相同(分

别为99%和100%)[GenBank登记号：EU566977；
A/Pennsylvania/02/2008(H1N1)]。只观察到一个核

苷酸的差异(E268D替代；804位G/T核苷酸；N1亚
型计位)。

正如我们此前曾报道的 [27]，所有开展奥司他

韦敏感性检测的2009年季节性流感病毒A(H1N1)
都对奥司他韦耐药(n=25株；见图1、表1)， IC50

性产生情况、监测的重要性以及与国外耐药情况的关

系进行了讨论。

方法

临床资料

临床标本采集作为新西兰国家流感哨点监测项目的

一部分，具体方法以前已经报道过[19,20]。简单说，

就是每周从全科医生那里收集流感样病例的标本，

流感样病例的定义是突然发病且至少具有以下临床表

现之两项的急性呼吸道感染者：发热、畏寒、头痛和

肌痛。标本为病人的鼻咽拭子或咽拭子，放入病毒运

送培养基转运到实验室。2006–2008年的标本采集

于5–9月的冬季流感流行季节。2009年和2010年，

因为流感大流行的原故流感监测时间延长，标本采

集时间为全年[21]。另外，作为参比检测服务的一部

分，新西兰每年监测期间还会从医院临床诊断实验

室收集部分标本。这些医院位于奥克兰(Auckland)、
怀卡托(Waikato)、基督城(Christchurch)和但尼丁

(Dunedin)。

流感病毒的诊断依据实时逆转录聚合酶链反应

(RT-PCR，美国CDC建立的方法，由WHO推荐)或病

毒培养，培养出的病毒使用WHO参考抗血清用血凝/

血凝抑制试验进行鉴定。

病毒培养

2006–2008年的流感病毒用犬肾细胞(MDCK)培养，

细胞培养液为含TPCK-胰蛋白酶的无血清M199。
自2009年起，通过MDCK–SIAT1细胞系来培养病毒，

培养液为含有TPCK–胰蛋白酶的DMEM:F12[22]。

神经氨酸酶抑制试验荧光测定法

如文献报道[23,24]，本文使用神经氨酸酶抑制试验荧

光测定法检测流感病毒对奥司他韦的敏感性。简单

地说，首先用含1％NP-40的缓冲液稀释流感病毒

培养物中的神经氨酸酶，季节性流感病毒稀释率为

1:10，A(H1N1)pdm09流感病毒稀释率为1:20。使用

系列稀释的奥司他韦羧酸盐(来自瑞士罗氏公司)与荧

光底物MUNANA在30°C条件下作用1小时，然后测定

荧光值(释放波长为360nm，激发波长为448nm)。

用GraphPad PRISM(5.04版)绘制对数“剂量-反应”

曲线来计算50%抑制浓度(IC50)。IC50代表在此浓度下，

奥司他韦对神经氨酸酶活性抑制率为50％。大于IC50

均值2个标准差的初始测量值为离群值，应对病毒进

行滴定检测，以确保病毒稀释液在神经氨酸酶活性线

性范围的中点。根据需要对初始测量值重新计算，
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在305nM–7912nM之间 [27]。RFLP及测序显示，

所有这些病毒都包含H275Y突变。本研究发现3株
季节性流感病毒A(H1N1)有极高的 IC50值，分别为

5334nM、6370nM和7912nM(见图1)，对其中的

7912nM病毒(A/Wellington/31/2009)的NA基因进

行进一步测序，发现除了存在H275Y突变(GenBank
登记号为KC117387)，还存在另一重要的S247N突变

(N1计位)。

本研究检测的2009–2010年的所有A(H1N1)
pdm09流感病毒均对奥司他韦敏感(见图1、表1)，
对其中11株病毒的NA基因进行测序，发现均未发生

H275Y突变。

2004年和2007年新西兰奥司他韦销售数据显

示，其使用量增加了4.5倍，从2004年销售373剂
上升至2007年销售1678剂(图2)。2004年和2007年
的最大差异出现在第34周，在这一周2007年销售的

奥司他韦比2004年同期多出161剂。由于新西兰拥有

450万人口，奥司他韦使用量的增加与总人口相比极

其微小。

讨论

研究显示，2006–2010年新西兰大多数人类流感病

毒对抗病毒药物奥司他韦的耐药处于非常低的水平。

但是，自2008年1月以后，季节性流感病毒A(H1N1)
显示出较高的耐药水平。该病毒似乎是在冬季流感季

节时已经到达新西兰(一个南半球国家)，即在欧洲

首次报道出现该病毒的9个月后[14,15]。其他南半球国

家如澳大利亚、南非及南美洲国家也在2008年底报

道出现奥司他韦耐药性季节流感病毒[17,28]。耐药性

季节流感病毒A(H1N1)成为新西兰2009年流感流行

季节前半段的优势毒株，显示该病毒既可在人群中

持续传播，同时还能保持对奥司他韦的耐药性[29]。

有趣的是，我们也注意到3株出现S247N和H275Y双
重突变的季节性流感病毒A(H1N1)，对奥司他韦表现

出极高的耐药性。据报道，S247N突变降低了季节性

流感病毒A(H1N1)[30]和流感病毒A(H5N1)[31]对奥司

他韦的敏感性，而且知道它和H275Y联合突变会导致

A(H1N1)pdm09流感病毒对奥司他韦产生极高的耐药

性[32]。我们的研究结果提示，S247N和H275Y双重突

变的存在对季节性流感病毒A(H1N1)也可能产生类似

的影响。

2008年之前，我们在新西兰没有观察到任何类

型或亚型的季节性流感病毒对奥司他韦耐药，包括在

2007年新西兰奥司他韦监管发生变化的情况下，即在

冬季流感流行季节，允许药剂师给具有流感样症状的

病人提供奥司他韦药物[8]。英国也设立了类似制度，

在流感暴发时，有资质的药剂师可以向高危人群提供

奥司他韦[33]。提高公众药物可及性，由于接受治疗个

表1.  2006–2010年间新西兰流感病毒分离株IC50的比较

流感病毒型/亚型
年份

2006 2007 2008 2009 2010
B型 检测病毒株数 1 132 306 - 1

平均IC50 (nM) - 37.5 26.5 - -
标准差(nM) - 22.5 16.9 - -
最小IC50 (nM) - 0.9 0.2 - -
最大IC50 (nM) - 97.4 87.8 - -
奥司他韦耐药株 - 无 无 - 无

A(H3N2) 检测病毒株数 189 45 120 - 1
平均IC50 (nM) 0.7 0.4 0.3 - -
标准差(nM) 0.3 0.3 0.2 - -
最小IC50 (nM) 0.1 0.1 0.1 - -
最大IC50 (nM) 1.4 1.1 1.1 - -
奥司他韦耐药株 无 无 无 - 无

A(H1N1) 检测病毒株数 18 136 4 25 -
平均IC50 (nM) 1.3 0.8 768 1385 -
标准差(nM) 0.9 0.6 287 1996 -
最小IC50 (nM) 0.2 0.1 573 305 -
最大IC50 (nM) 3.0 2.7 1184 7912 -
奥司他韦耐药株 无 无 有 有 -

A(H1N1)pdm09 检测病毒株数 - - - 483 334
平均IC50 (nM) - - - 0.4 0.7
标准差(nM) - - - 0.2 0.4
最小IC50 (nM) - - - 0.1 0.1
最大IC50 (nM) - - - 1.4 2.1
奥司他韦耐药株 - - - 无 无

* IC50 –  使酶活性降低50%时药物的抑制浓度。
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图2. 2004年和2007年新西兰奥司他韦销售量

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
2004年 0 1 7 7 12 0 3 0 5 1 25 0 26 32 40 60 67 49 38
2007年 31 64 26 63 65 37 61 114 75 110 90 134 98 106 201 152 126 142 48
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图1.  2006–2010年新西兰不同型别流感病毒IC50值的对数箱线图

*  IC50 – 使酶活性降低50%时药物的抑制浓度。

†  箱型盒子表示第1、第2和第3四分位数，上下界线为四分位间距的1.5倍。离群值用“•”表示，均值用“+”表示。粗虚线表示病毒对奥司他韦耐药的
阈值，该阈值是所有年份各型别病毒IC50均值的10倍。IC50均值的阈值计算并不包括2008年和2009年的季节性流感病毒A(H1N1)，因为这些年份的所
有病毒均对奥司他韦耐药。细虚线为Log10 IC50零轴线。
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究提供了奥司他韦销售数据。我们也感谢美国CDC通
过签订材料转移协议，分享流感病毒RT-PCR方案。研

究中使用的MDCK-SIAT1细胞由位于马尔堡菲利普斯大

学的M Matrosovich惠赠。
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体对于病毒的选择性压力，可能会增加耐药出现的可

能性[34]。然而，因为2004–2007年间新西兰奥司他韦

的使用量并没有出现大幅度增加，我们不能推断奥司

他韦重新分类对耐药性产生的具体影响。日本奥司他

韦使用较为广泛，他们的研究没有发现对耐药性产生

显著性影响[35]。

在还没有大量疫苗可供广泛使用之前，奥司他

韦对于控制流感大流行病毒的传播和扩散非常重要。

在首例A(H1N1)pdm09流感病例出现一年以后，新

西兰才有疫苗可用。本研究显示，2009–2010年
间的817株A(H1N1)pdm09流感病毒对奥司他韦100%
敏感。在流感大流行的早期，新西兰卫生当局调用了

部分流感大流行储备奥司他韦(<50 000剂，新西兰卫

生部)，该项措施对流感大流行初期的遏制可能起了

一定辅助作用。从2010年4月26日新西兰报告首例

病例，到2010年6月进入管控阶段即已经建立起了

社区传播，中间大概经过了6–7周时间。先前的流行

病学模型研究显示，流感大流行期间奥司他韦使用量

的增加可能会引发耐药病毒株的产生，但对病毒本身

的影响并不大[36,37]。新西兰奥司他韦的使用量还不

太可能达到这些模型研究中的阈值。我们的数据显

示，尽管流感大流行期间新西兰动用了奥司他韦储

备，A(H1N1)pdm09流感病毒对奥司他韦的耐药性依

然保持在较低水平。

需要继续开展流感病毒抗病毒药物耐药性监测，

以保证储备的神经氨酸酶抑制剂仍然有效，并为医

治流感病人的临床医务人员随时提供神经氨酸酶抑制

剂有效性方面的信息。
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