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引言：越南已出现季节性甲型流感病毒和A(H5N1)禽流感病毒对抗病毒药物耐药的报道，引发了对抗病毒药物治疗效
果的担忧。

方法：本研究对2009~2012年间两个来源的流感病毒标本进行了分析：一是来自越南北部哨点医院流感样病例
的流感病毒阳性标本，二是从A(H5N1)确诊病例中分离的病毒标本。使用焦磷酸测序检测流感病毒的突变：包括
A(H1N1)和A(H5N1)的H275Y位点，A(H3N2)的E119V位点和A(H5N1)的I117V位点。对所有的甲型和乙型流感病
毒使用神经氨酸酶抑制试验测定50%抑制浓度(IC50)。

结果：共有341份甲型流感阳性标本，其中最多的是甲型H1N1流感病毒[A(H1N1)pdm09，215份]。2009年，
100%(19/19)的季节性A(H1N1)流感病毒对奥司他韦耐药，1.4%(3/215)的甲型H1N1流感病毒对奥司他韦耐
药。A(H5N1)禽流感病毒或A(H3N2)流感病毒中未发现H275Y突变。

讨论：在越南，目前尚无季节性流感疫苗和A(H5N1)禽流感疫苗，因此，需要对病例进行有效治疗。流感病毒对奥司
他韦产生耐药引起人们的关注。越南应该继续开展流感病毒流行株对奥司他韦耐药性的主动监测。

流
感病毒每年都在世界范围内引起流行。

引起人类感染的流感病毒常见的有两种：

甲型流感和乙型流感。甲型流感病毒曾在

20世纪引起过几次流感大流行，2009年还发生了由甲

型H1N1流感病毒[A(H1N1)pdm09]引起的大流行[1]。

2006年越南开始启动全国流感监测，到目前为止收

集的数据显示，不同监测地区年复一年流行的流感病

毒存在相似的季节高峰和亚型[2]。2003~2012年，

越南的63个省份中，有40个省份共确诊了123例人感

染H5N1禽流感[A(H5N1)]病例，其中81例(66%)来自

越南北部[3]。虽然目前越南正在研制A(H1N1)pdm09
和A(H5N1)的流感疫苗，但是目前仅能通过私人交易

渠道买到。

神经氨酸酶抑制剂奥司他韦和扎那米韦是目前推

荐治疗流感的主要抗病毒药物[4,5]，但是甲型流感病毒

对它们产生耐药的报道越来越多[6,7]。奥司他韦是目前

越南卫生部推荐治疗疑似A(H5N1)和A(H1N1)pdm09
的一线药物。临床分离的甲型流感病毒对奥司他韦

耐药与神经氨酸酶活性位点V116、 I117、E119、
Q136、K150、D151、D199、I223、H275和N295
出现残基替代有关[8]。对于乙型流感病毒，有两个主

要的替代点：R152和D198残基[8,9]。据报道，越南

2005年的A(H5N1)[6]、2007年的季节性A(H1N1)[10]

和2009年的A(H1N1)pdm09[7,11]对奥司他韦耐药株

于I117V,H275Y和N295S位点发生了突变。由于其
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他抗病毒药物的局限性，以及奥司他韦耐药带来的风

险，已经使人们对奥司他韦治疗流感的效果产生了担

忧。本文报告了越南北部建立常规抗病毒药物耐药性

监测项目的试点研究结果。

材料和方法

在越南北部建立抗病毒药物耐药监测项目的第一步

是对临床标本、监测哨点收集的病毒分离株以及

A(H5N1)进行基因分型。对甲型和乙型流感病毒分

离株使用表型分型法对神经氨酸酶活性进行测量。

然后应用焦磷酸测序技术检测常见的突变位点—

I117V、E119V和H275Y，这些位点与流感病毒对奥

司他韦易感性降低或对奥司他韦产生耐药有关。对

2009~2012年越南全国流感监测数据也进行了分析。

标本来源

作为2009  ~2012年越南北部流感样病例哨点监测系

统工作的一部分采集了咽拭子，然后在国家卫生

和流行病学研究所国家流感中心使用标准方法(传

统RT-PCR方法)对标本进行筛查 [2]。对甲型流感和

乙型流感阳性的咽拭子进行病毒培养 [2,6]。另外，

对2009  ~2012年期间在越南北部综合性医院ICU病房

住院的A(H5N1)病例采集咽拭子、咽喉拭子或气管拭

子，从这些标本中也分离病毒毒株。
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神经氨酸酶抑制(Neuraminidase inhibition，NAI)
试验。

奥司他韦羧酸盐(GS4071)和它的活性形式(GS4104)
由瑞士巴塞尔公司罗氏实验室提供。流感病毒参考

株由澳大利亚墨尔本世界卫生组织(WHO)流感参比

与研究合作中心提供。A(H5N1)病毒在进行神经氨酸

酶抑制试验前用1%福尔马林灭活24小时。神经氨酸

酶抑制试验按照以前描述的程序进行[8]。

使用犬肾上皮细胞(MDCK细胞，来自美国

Type Culture Collection)进行病毒培养。RT-PCR阳性

的A(H5N1)病例咽拭子被接种到生物安全三级培养

设备中。分离病毒后，将病毒储存在零下80ºC以备进

一步分析。选择血凝抑制试验出现8个以上血凝单位

的所有流感毒株进行神经氨酸酶抑制试验[6,8,10,11]。

焦磷酸测序法

使用焦磷酸测序法进一步对所有RT-PCR流感病毒

阳性的标本(341份)和流感毒株(67株)进行分类。

病毒RNA直接从临床标本中提取，或者使用病毒RNA
提取试剂盒(Qiagen，美国)按照其说明书从MDCK
细胞病毒增殖上清液中提取。对A(H1N1)pdm09、
季节性A(H1N1)、A(H3N2)以及A(H5N1)，使用带有

特异性引物的Qiagen ProMark PCR试剂盒进行RT-PCR
扩增[12,13]。按照前述程序，使用3套RT-PCR引物产

生相应的神经氨酸酶基因片段的扩增子，这些神经

氨酸酶基因片段包括了编码目标残基117、119和
275的序列[14]。

使用PyroMark Q24 ID平台(Qiagen, 美国)完成焦

磷酸测序和数据分析。简言之，生物素化的PCR
产物通过缓冲液进行系列清洗，产生单链DNA，
在100μM浓度下，作为模板对残基特异性测序引物进

行杂交[11,15]。

表1. 2009~2010年越南北部甲型流感病毒各种亚型

及耐药突变情况

甲型流感病毒亚型
年份

2009 2010 2011 2012

A(H1N1) 19 0 0 0

I117V 0 0 0 0

H275Y 19 0 0 0

A(H3N2) 4 57 0 39

E119V 0 0 0 0

A(H1N1)pdm09 132 25 46 12

I117V 0 0 0 0

H275Y 2 0 1 0

A(H5N1) 4 3 0 0

合计 159 85 46 51

图1. 2009~2012年越南北部不同型别流感病毒百分比
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250倍。在无突变的A(H1N1)pdm09、A(H5N1)和乙型

流感病毒中，IC50的中位数分别是1.07nM，8.56nM
和24.79nM，即对奥司他韦均敏感(见表2)。

讨论

本文对越南北部流感病毒耐奥司他韦的情况进行研

究，结果显示2009年循环的季节性A(H1N1)由于

具有H275Y突变而产生对奥司他韦耐药，其 IC50值

也提示耐药。这一发现与日本、美国和欧洲报道的

2008~2009年季节性流感病毒100%耐药的情况

一致 [ 12 ,13 ,15 ]。 WHO也报道过 2008~2009年

间A(H1N1)耐药株在世界范围内传播。

越南在2009年6月首次检测出A(H1N1)pdm09，
而且在2009~2011年流感流行季节是主要的流行

株。但是，本研究中，只在2009年的2份标本以及

2011年的1份标本中发现对奥司他韦耐药的突变

(H275Y)，2009年耐药率为1.5%。2009年7月越南报

道了另外一组7例对奥司他韦耐药的A(H1N1)pdm09
聚集性病例 [5]。WHO全球流感监测与反应系统在

2009~2010年流感大流行期间观测到A(H1N1)pdm09
病毒耐药率为1.7%，本研究结果与其一致 [16,17]。

其他研究也报道了类似结果，从美国的耐药率0.5%到

英国的0.8%和亚太地区的1.1%[12,14,18–20]。

结果

2009~2012年，季节性流感病毒呈全年性的循

环，也经常出现甲型和乙型流感病毒的同时循环

(见图1)。RT-PCR共检测出341份甲型流感阳性标本

(见表1)。其中，A(H1N1)pdm09在整个研究期间最

多(215份)，其次是A(H3N2)100份，A(H5N1)7份。

季节性A(H1N1)病毒仅在2009年分离到(19份)。

通过对神经氨酸酶基因H275Y位点检测，发现

2009年分离的19株季节性A(H1N1)流感病毒，100%
出现奥司他韦耐药，2009年收集的215株A(H1N1)
pdm09流感病毒，1.4%(3/215)出现耐药。H275Y突
变在A(H5N1)和A(H3N2)流感病毒中未发现。I117V在
A(H1N1)、A(H5N1)或A(H1N1)pdm09毒株中均未发

现。I119V在A(H3N2)病毒中也未发现(见表1)。

共有67株病毒进行了神经氨酸酶抑制试验，

包括6株季节性A(H1N1)、14株A(H3N2)、7株

A(H5N1)、27株A(H1N1)pdm09和13株乙型流感。

6株季节性A(H1N1)的IC50在541.61~703.48nM，高

于参考病毒株(A/Mississippi/3/2001,奥司他韦耐药)，

而且比参考野毒株(A/Mississippi/3/2001,奥司他韦敏

感)要高出1000倍。在27株A(H1N1)pdm09流感病

毒中，IC50在118.59~127.91nM，比参考野毒株高

表2. 2009~2012年越南北部不同亚型未突变流感病毒和突变流感病毒(H275Y)对奥司他韦羧化物的50%抑

制浓度

流感病毒亚型 毒株 IC50 (nM) IC50 中位数 (nM) 解释

A(H1N1) (6株)

突变株 A/Viet Nam/32036/2009 703.48 571.96 抑制作用大大降低

A/Viet Nam/ELI197/2009 582.81

A/Viet Nam/Q271/2009 455.80

A/Viet Nam/31808/2009 541.61

A/Viet Nam/34381/2009 583.30

A/Viet Nam/N116/2009 564.74

A(H1N1)pdm09 (27株)

未突变株 24 virus strains - 1.07 -

突变株 A/Viet Nam/33419/2009 125.99 124.16 抑制作用大大降低

A/Viet Nam/36530/2011 127.91

A/Viet Nam/DN42/2009 118.59

A/H3N2 (14株)

未突变株 14株 - 0.19 -

A(H5N1) (7株)

未突变株 7株 - 8.56 -

乙型流感

- 13株 - 24.79 -

IC50 – 50%抑制浓度
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本研究通过基因型和表型检测判断A(H5N1)
、A(H3N2)和乙型流感病毒对奥司他韦的敏感性。在

还没有A(H5N1)疫苗可用的情况下，这些结果进一

步保证了越南可使用奥司他韦治疗A(H5N1)病例。

但是，2005年报道发现1株耐奥司他韦的A(H5N1)病
毒，而且2009~2010年从人类和禽类分离的A(H5N1)
病毒中也发现了与降低对奥司他韦易感性有关的突变

(I117V)。因此，继续开展病毒奥司他韦耐药情况监

测对于公共卫生非常重要，因为奥司他韦是目前治疗

H5N1感染应用最广泛的抗病毒药物[16]。

本研究有以下几点局限性。最主要的局限性是

生物学标本和毒株的数量，因为我们培养A(H3N2)
和  A(H1N1)pdm09流感病毒上遇到了困难，加上标本

质量问题，导致可供检测的病毒分离株减少。另外，

需要说明的是表型(及序列测定)只能提示病毒耐药，

因为IC50值和实际临床耐药之间的关系仍有待进一步证

实。本研究结果只能代表越南北部，可能并不能提供

越南全国奥司他韦耐药的准确情况。全国流感监测系

统收集的数据并没有发现存在抗病毒药物的周期性使

用，因此很难假设本研究中发现的耐药是由于交叉耐

药所致。将来应该进一步扩大主动监测以包括医院和

个体诊所中奥司他韦的使用情况。

总之，流感病毒表型分析和序列分析结果表

明，2009~2012年越南季节性A(H1N1)流感病毒和

A(H1N1)pdm09流感病毒出现了对奥司他韦的耐药。

将来越南对抗病毒药物耐药的流感病毒可能会增加。

建议越南将本试点研究扩大到其他地区，以增强主动

监测，监控奥司他韦使用情况，对更多的标本进行分

析，对流行病学信息进行回顾总结。
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