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温
带气候国家在每年的冬季和早春都要

发生季节性流感流行 [1]。最近，四种具

有不同抗原组分的流感病毒被认为是引

起人类感染的原因，包括甲型流感病毒两个亚型

（A/H1N1和A/H3N2）和乙型流感病毒两个系。参考

毒株B/Victoria/2/87和B/Yamagata/16/88是两种乙型流

感系的代表毒株。1983年以来两种乙型流感系和甲型

流感病毒共同传播[2]。两种乙型流感系所占的比例随

着年份和国家的不同而发生变化，然而目前季节性流

感疫苗仅包含一种乙型流感毒株。由于两种乙型流感

系没有交叉反应，因此在两种乙型流感系同时传播的

年份，很难选择将哪种乙型流感系作为疫苗株[3]。此

外，Victoria和Yamagata之间进化和流行病学动力学的

不同也增加了选择的难度[4]。 

在越南，流感是门诊病人中流感样病例的一个重

要原因[5]，流感病毒全年都有流行，而且有两个明显

的高峰[6]，但是在温带地区，则只有一个冬季高峰。

另外，越南南部和北部的气候明显不同。越南北部是

湿润、亚热带气候，而南部地区是全年热带气候。两

个地区流感传播模式截然不同[7]。在越南，乙型流感

病毒的传播模式和季节性甲型流感病毒不同步。甲型

流感病毒的春季流行高峰通常在二月和三月。在北部

地区，乙型流感病毒高峰期在十一月至次年三月，在

南部地区则全年均有流行，流行强度相似，而中部地

区在十一月至次年五月流行水平较高[6]。

2005年，越南成立了以四个地区（北部，南部，

高地和中部）哨点监测为基础的国家流感监测系统
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（National Influenza Surveillance System [NISS]）。国

家流感中心（National Influenza Center [NIC]）位于河

内国家卫生学和流行病学研究所（NIHE），NIC负责

开展越南北部的流感病毒学监测。监测数据可以提供

越南流感流行的影响和季节性等信息，并监测全国流

行的流感病毒毒株[5,6]。

1987年以来，两种乙型流感系在越南和亚太地

区一直共同流行并引起季节性暴发[8]，然而以实验室

为基础的监测和病毒传播模式的深入分析工作在之

前并未开展。本研究中，我们报道了2007–2014年
乙型流感系在越南的流行情况，以提高对该病毒的了

解。

方法

研究人群

研究对象为到越南北部七个监测哨点就诊的所有年龄

段的流感样病例（ILI），七个监测哨点包括2家河内的

中心医院，3家区级医院和2家门诊诊所[5]，ILI采用世

界卫生组织（WHO）的标准定义：体温≥38 °C，伴有

咳嗽和/或喉痛；此外，研究对象要求必须是发病三天

以内者[8]。

样本收集

受过培训的护士用棉拭子(Hanacomedical有限公司，

札幌，日本)采集患者鼻咽拭子（Nasopharyngeal 
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序 列 的 拼 接 使 用 L a s e r g e n e， v e r s i o n 8 . 0
（DNASTAR，Inc.，Madison，WI，USA）分析软件。

使用CLUSTAL-X（Conway Institute University College 
Dublin，Dublin 4，Ireland）软件进行多条序列比对，

以发现HA基因片段主要编码区域11。通过最大似然法

（maximum likelihood，ML）方法，bootstrapping设
为1000 replicates，构建HA基因的系统发生树，参与

分 析 的 乙 型 流 感 毒 株 B / B r i s b a n e / 3 2 / 2 0 0 2
（B/Victoria），B/Jiangsu/10/2003（B/Yamagata）
等 毒 株 的 H A基 因 序 列 来 自 美 国 国 立 生 物 技

术信息中心（National Center for Biotechnology 
Information，NCBI）[12]。应用最适核苷酸替代模型对

ML树进行评估[13]。为确定氨基酸序列变异数量，应

用NCBI的分子进化基因分析5（Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis，MEGA）中的基本位点比对搜索工

具（Basic Local Alignment Search Tool，BLAST）来发

现与每个系最接近的代表株序列[11]。

本研究中报道的所有序列都提交到GenBank数据

库中，获得的编码是从KT359277至KT35934014。

伦理学审核

越南国家卫生学和流行病学研究所和美国乔治亚州亚

特兰大疾病预防控制中心通过了本研究的伦理学审

核。所有参与者均提供了书面的知情同意书。

结果

从NISS共搜集331株乙型流感病毒，我们选择64株HI
滴度大于8个HA单位的毒株进行序列分析（表1）。

流感流行模式

2007–2012年的NISS数据显示乙型流感全年都有流

行，主要流行高峰在三月至四月（图1）。331株乙

型流感病毒中，我们发现195株为Victoria系，136株

swabs，NPS）或者咽拭子（throat swabs，TS）。采

集周一至周五每天前两名 ILI病例的样本。然后将

拭子置于病毒运输培养基，保存在采样机构 [3,8]。

在周五或下一个周一将样本带冰运送至NIC进行病毒学

检测[6]。

病毒培养和抗原特征

根据NISS试验流程，选择RT-PCR检测为乙型流感病

毒阳性的鼻咽拭子和咽拭子样本进行病毒分离。将

分离的病毒保存在–80 °C。应用WHO检测试剂盒中的

B/Victoria和B/Yamagata系的参考抗原和抗血清进行

血凝抑制试验（haemagglutination inhibition assay，
HI），对分离的乙型流感毒株进行分系鉴定。鉴

定所用的雪貂或者羊的血清（使用破坏受体酶

[Denka Seikan Co., Ltd.，东京，日本]预处理）由

参考毒株B/Victoria lineage（B/Brisbane/32/2002）和

B/Yamagata（B/Shanghai/361/2002）免疫动物后

制备。在96孔微量板上进行HI试验，使用的是0.5%
鸡红细胞。参考抗血清稀释倍数为1:10至1:1280。
乙型流感病毒稀释至4个血凝（haemagglutinin，HA）
单位／25μl，并依据WHO指南进行试验[9]。通过与两

种参考抗血清HI滴度的比较来鉴定乙型流感分离株的

系别，与Victoria系或Yamagata系参考抗血清有较高HI
滴度的则被认为是同系病毒。

疫苗株比较

比较乙型流感毒株与WHO推荐的北半球和/或南半球

疫苗成分，以判断2007–2014期间每年的乙型流感

系是否与疫苗成分匹配。当乙型流感毒株与同系疫苗

株的HI滴度差异2倍以上时，则提示二者之间的不匹

配。

分子特征

挑选血凝单位8及以上的乙型流感分离株在NIC -
NIHE通过测序进行HA基因分析。每个分离毒株

分出140μ l进行RNA提取，使用RNA提取试剂盒

（Qiagen，Valencia，CA，USA）按照使用说明书进

行操作。按照以前所描述，应用甲型流感病毒通用

引物（Uni 12）AGC AAA AGC AGG将RNA逆转录为

cDNA[10]。使用特异性引物HA-25F: ATC CAC AAA 
ATG AAG GCA和HA1140R: ACC AGA ATA GCT CCGA
扩增乙型流感HA基因片段。应用PCR纯化试剂盒

（Qiagen，Valencia，CA，USA）将PCR产物纯化，按

照使用说明书使用Big Dye Terminator v3.1 cycle测序

试剂盒（Applied Biosystems，Waltham，MA，USA） 

进行测序反应，应用ABI 3100自动DNA测序仪进行序

列的读取。

表1. 2007-2014年越南北部进行进化分析的乙型流

感系分离毒株数量（n = 64）

年份
进行血凝素基因分析的乙型流感毒株数量

Victoria系 Yamagata系 合计

2010 3 2 5

2011 14 8 22

2012 7 7 14

2013 4 4 8

2014 11 4 15

合计 39 25 64
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S134P，N165K和A199T氨基酸的变化。总体来看，

来自2012年（1个分离株）、2013年（4个分离株）

和2014年（11个分离株）的16个分离株组成分支

V2。他们与澳大利亚毒株、泰国毒株、美国毒株及参

考毒株B/Brisbane/32/2002高度同源（图2）。

Yamagata系分为3个分支，分别为Y1、Y2和
Y3。分支Y1中不包含本次研究中涉及到的25株乙型

流感病毒Yamagata系分离株。分支Y2由2010–2012
年的17个分离株、2014年的2个分离株和一些来自中

国、美国和日本的毒株组成。分支Y2与推荐的疫苗株

B/Florida/4/2006 strain密切相关。分支Y2和参考毒株

B/Jiangsu/10/2003最常见的氨基酸差异是在R48K、
P108A、I150S、I166N、T182A、S203N和D230G
位置。分支Y3包含2013年的4个分离株，2014年
的两个分离株以及在中国、泰国和美国流行的病毒

株。2009–2012年，这个分支与B/Jiangsu/10/2003毒
株比较，在N116K、K299E和E313K位置存在氨基酸

差异（图2）。

流行和疫苗株

2007–2014年期间，除2009年和2012年以外，

其他年份中（6/8，75.0%）对北半球和南半球

都被推荐了相同的乙型流感疫苗候选株。北半球

的疫苗成分在2009年从B/Malaysia/2506/2004
更新为 B/B r i sbane /60 /2008（ Vi c t o r i a系）。

为Yamagata系。每一年中都能检测到这两个流感病毒

系。Yamagata系在2007年，2008年和2012年为主导

地位。Victoria系在2009–2011年和2013–2014年为

主导地位（表2）。

抗原分析

大部分参与检测的Victor ia系毒株（190/195，

97.3%）与WHO推荐的疫苗株（B/Brisbane/60/2008）
参考抗血清的HI滴度差异均小于两倍。同样，几乎

所有检测的Yamagata系毒株（124/136，91.2%）

与 推 荐 的 疫 苗 株 （ B / F l o r i d a / 0 4 / 2 0 0 6 ；

B/Wisconsin/01/2010或者B/Massachusetts/2/2012）
参考抗血清的反应都非常好。

进化分析

64株病毒毒株的 HA基因进化分析结果显示，

39株病毒属于Victoria系，25株病毒属于Yamagata
系。基于HA1基因区域核苷酸序列的差异，进化树展

示了Victoria系和Yamagata系不同的遗传多样性。乙

型流感病毒Victoria系进化树可以进一步分为两个分支

（V1和V2），分支V1包含所有2010年的分离株（3个
分离株），2011年的分离株（14个分离株）和几乎

所有2012年的分离株（6/7分离株）。分支V1和澳大

利亚、孟加拉国和泰国的分离株聚集成群。和推荐的

疫苗株（B/Malaysia/2506/2004）相比，他们都具有

图1.  2007–2014年越南北部每两个月的乙型流感毒株数量和PCR阳性样本数量 

PCR, 聚合酶链反应。
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表2.  2007–2014年越南北部乙型流感疫苗成分和乙型流感系的分布 

北半球 南半球 本研究中越南的毒株数量

流感季节 疫苗候选株
流感季
节

疫苗候选株 年份
Victoria系 
(n = 195)

Yamagata系 
(n = 136)

2007–2008 B/Malaysia/2506/2004类似病毒 2007 B/Malaysia/2506/2004类似病毒 2007 2 24

2008–2009 B/Florida/04/2006类似病毒 2008 B/Florida/04/2006类似病毒 2008 2 29

2009–2010 B/ Brisban/60/2008类似病毒 2009 B/ Brisban/60/2008类似病毒 2009 21 3

2010–2011 B/Brisbane/60/2008类似病毒 2010 B/Brisbane/60/2008类似病毒 2010 12 1

2011–2012 B/Brisbane/60/2008类似病毒 2011 B/Brisbane/60/2008类似病毒 2011 37 4

2012–2013 B/Brisbane/60/2008类似病毒 2012 B/Brisbane/60/2008类似病毒 2012 21 31

2013–2014 B/Wisconsin/1/2010类似病毒 2013 B/Wisconsin/1/2010类似病毒 2013 50 32

2014–2015 B/Massachusetts/2/2012类似病毒 2014 B/Massachusetts/2/2012类似病毒 2014 50 12

注： B/Malaysia/2506/2004类似病毒和B/Brisbane/60/2008类似病毒属于B/Victoria/7/87系。B/Florida/04/2006类似病毒，B/Wisconsin/1/2010类似病毒和
B/Massachusetts/2/2012 类似病毒属于B/Yamagata/16/88系。

图2. 2010–2014年越南北部流行的乙型流感系血凝素基因的进化分析（n = 64）

图例：
绿色：2014年分离株
蓝色：2013年分离株
橙色：2012年分离株
粉红色：2011年分离株
天蓝色：2010 年分离株
红色：疫苗株
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B/Vietnam/N318/2014

B/Vietnam/HS1714154/2014

B/North Carolina/05/2012

B/Missouri/01/2013

B/Kansas/02/2012

B/Illinois/01/2013

B/Kentucky/3446/2013

B/Georgia/04/2013

B/Georgia/06/2013

B/Ohio/01/2013

B/Gainsville/04/2012

B/Maryland/3039/2012

B/Guam/3454/2013

B/Georgia/02/2013

B/New Mexico/04/2012

B/Texas/01/2013

B/Texas/24/2012

BRiyadh/03/2010

BRiyadh/04/2010

BRiyadh/02/2010

B/Townsville/2/2011

B/Thailand/CU-B6096/2012

B/Brisbane/112/2011

B/Texas/06/2011

B/Vermont/07/2012

B/Kol/N-1272/2009

B/Kol/N-2047/2009

B/Kol/N-140/2009

B/Hubei-Wujiagang.158/2009

B/Wisconsin/01/2010.vac

B/Florida/3038/2012

B/Taiwan/94090/2011

B/Vietnam/KX14129/2014

B/Vietnam/2013193/2013

B/Vietnam/2013306/2013

B/Vietnam/IS0712401/2012

B/Vietnam/HS1714160/2014

B/Vietnam/2013317/2013

B/Vietnam/2013321/2013

B/Hawaii/13/2012

B/Jiangsu/10/03.vac

B/Shanghai/361/02.vac

B/Bangkok/SI52/2012

0.005

Y2

Y3

Y1
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据，乙型流感病毒两个系在不同国家均有同时存在和

传播[3,22]，这为每年选择流感疫苗株中的乙型流感病

毒株带来困难。

在越南，虽然乙型流感病毒比甲型流感病毒更

少引起大范围流行，但是乙型流感病毒会和甲型流感

病毒共同存在和传播，而且乙型流感病毒有时也会占

主导地位。预防流感依然是越南公共卫生的一个主要

任务，疫苗是预防流感的主要工具。三价疫苗已被全

世界广泛使用，但是如果乙型流感疫苗成分与流行株

不匹配将可能没有效果。最近，包含两种乙型流感毒

株的四价流感疫苗已经在加拿大、美国和几个欧洲

国家使用[23]。研究发现四价疫苗的效果要高于三价

疫苗[24]，尽管在越南的效果尚未明确。四价流感疫

苗可能是将来促进流感疫苗项目的一个解决方案。同

时，由于在即将来临的流感季乙型流感病毒毒株的变

化还难以预测，因此建议持续开展全年流感监测，以

监测疾病趋势，为制定流感疫苗政策提供信息，更好

的预防和控制流感。

本研究有如下几个局限性。由于样本数较少，

如果没有进一步分析可能很难判断乙型流感病毒流行

的总体趋势。本研究中仅包括了越南北部的样本，因

此根据这两种乙型流感系的流行模式可能不能代表整

个越南。因此我们希望将来的研究中能包括不同地

区、气候、社会条件及其他因素等变量。本研究中其

他基因如神经氨酸酶（NA）基因和内部基因节段等信

息尚缺乏。但是，另外一项研究结果显示，Victoria和
Yamagata系中的NA和内部基因节段的进化和流行病学

动力学与HA基因的这方面结果非常相似[4]。

我们的研究结果为越南北部季节性乙型流感病毒

的病毒学特征提供了更多的信息，这可能会影响将来

新的流感疫苗政策的产生。
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Yamagata系也在2012年从B/Florida/04/2006类似

病毒更新为B/Wisconsin/1/2010，在2014年更新为

B/Massachusetts/02/2012。

 2007年WHO推荐的北半球的乙型流感疫苗成分

是B/Yamagata lineage，2009年和2014年是B/Victoria 
lineage，我们发现越南流行的乙型流感病毒株与上述

疫苗株可能不匹配（表2）。

此外，2008–2012年WHO推荐的疫苗株与

当时流行的乙型流感病毒株只有一半匹配。例如

2012年疫苗株为B/Yamagata lineage，而我们此次研究

分类为Yamagata系的分离株仅占31/52（59.9%）

（表2）。

讨论

两种乙型流感系每年以不同比例共同传播是很常见

的，这种情况不仅出现在越南和中国香港特别行政区

等亚热带国家和地区，也出现在美国和欧洲等温带国

家[1,3,15,16]。本次研究首次报告了乙型流感系在越南的

传播。

我们的数据显示乙型流感系的流行模式发生变

化，这与澳大利亚、巴西、中国香港特别行政区和苏

格兰的研究相似[17–20]。疫苗株与研究期间的流感病毒

流行株不匹配，表明了在那些年中疫苗在越南北部可

能没有效果。

本研究发现大部分病毒流行株的滴度和参考毒株

无区别，表明这些病毒株和参考毒株以及疫苗候选株

之间无抗原性的区别。没有证据表明研究期间的乙型

流感病毒株发生了主要抗原漂移。因此，本研究中的

乙型流感分离株的大部分抗原特性仍与疫苗候选株相

同。

系统发生分析显示，Victoria系和Yamagata系与越

南和邻近国家流行的流感病毒高度相似。HA基因遗传

多样性表明每个系里至少有两个亚支，而且分离株HA
抗原决定簇的氨基酸替换表明了抗原漂移在持续发生

（图2）。

与甲型流感病毒不同，乙型流感病毒有多重进

化系，它们在相当长的时间内可以共同存在 [21]。

这种情况在二十世纪八十年代早期就已经发生

了，当时从B/USSR/100/83类似病毒进化成新的系

（B/Yamanashi/16/88类似）。从那时起，这种新的

病毒系就和已有的病毒系（B/Victoria/2/87样）共同存

在和传播[2]。按照WHO全球流感监测和应对系统的数
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