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摘要 2015 年初臺灣爆發新型 H5Nx 高病原性家禽流行性感冒 (禽流感)疫情，造

成家禽產業重大損失；因此選擇不同亞型及部份代表株進行病毒分子流行病學

分析。在 2015 年完成 H5N2、H5N3 與 H5N8 三種亞型包含從鵝、鴨、雞與野鳥

等不同來源共 27 株新型高病原性病毒，血球凝集素及基質蛋白基因均與 2014 年

韓國鴨 H5N8 禽流感病毒相近，依 H5 基因序列分析結果則同樣歸類於中國大陸

自 1997 年爆發人類感染 H5N1 病毒所演化之 2.3.4.4 分群，而神經胺酸酶基因 N8

亞型之病毒仍相似於韓國 H5N8 病毒，N2 與 N3 亞型則與循環在候鳥的流感病毒

相似。整體來說，目前完成定序的 27 株病毒株中，除其中一群 H5N8 亞型病毒

的八段基因均與 2014 年韓國爆發 H5N8 病毒群相似之外，另計有四群與其他流

感病毒有基因再交換的情況。為降低家禽流行性感冒病毒持續基因再交換與變

異的發生率，臺灣家禽場應積極進行病毒清除才是上策。 

 

關鍵詞：家禽流行性感冒、分子流行病學 

 

緒言 

家禽流行性感冒(禽流感)病毒屬A型流行性感冒

病毒，目前在禽類可檢出的表面血球凝集素抗原 

(Hemagglutinin, HA)有16種，普遍存在於野生水禽，

穩定演化且不具病原性，但在傳播至家禽或哺乳動物

身上後便會快速演化[20]。H5及H7亞型禽流感病毒

在陸禽中，常演化出高致病性的禽流感病毒，自從中

國 大 陸 1997 年 爆 發 人 類 感 染 禽 類 的 H5N1 後 

(GS/GD H5N1)，更是成為關注的焦點。在2010年

之後演化出2.3.4分群，陸續於中國大陸的家禽或野

生水禽檢出H5N2, H5N5, H5N6及H5N8等不同神

經胺酸酶(NA)亞型之高病原性H5病毒[3, 19]，顯示

該病毒基因再交換愈加頻繁。 

臺灣自民國1998年起，建立野鳥濕地排遺之禽

流感監測系統，期以該系統能在鄰近臺灣周圍均有

GS/GD H5N1禽流感病毒感染國家的威脅之下，提供

預警的功能。而長期監測之結果已分離及收集400多

株各種亞型之禽流感病毒，多數病毒之基因均屬於歐

亞基因群，但卻不曾於野鳥濕地排遺監測系統檢出高

病原性之H5或H7病毒[5]。 

臺灣另於2003年底遭受北美洲之墨西哥H5N2

低病原性禽流感病毒入侵，並與臺灣存在已久之

H6N1禽 流感 病毒基 因再 交換獲 取內 部6段 基因 

[6,12]。其後長期存在於臺灣家禽場的情形之下，HA

基因已演化出兩群[10]，其病毒演化亦趨向高病原性

[6]，並以實驗證實該美洲H5禽流感病毒株以胚胎蛋

或雞隻進行連續繼代之後，均會轉為高病原性禽流感 

[4,17]。而2015年初臺灣家禽場更爆發了中國大陸

GS/GD H5N1禽流感病毒所演化之2.3.4.4分群之高

病原性H5禽流感病毒[14]。 

臺灣於2015年爆發之2.3.4.4分群高病原性

H5病毒卻早於2014年冬天已入侵美國、加拿大、日

本、韓國、德國、英國及俄國等歐洲多國[16]，為了

解各新入侵病毒的特性，本計畫針對2015年臺灣爆

發之H5Nx病毒株進行病毒分子流行病學分析，以解

析這些病毒之基因組態。 
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材料與方法 

病毒株來源 

由各地方動物防疫機關後送家畜衛生試驗所之家

禽飼養場病性鑑定檢體，經至少2代9-11日齡之雞胚

胎蛋之盲目繼代進行病毒分離後，若胚胎蛋之尿囊液

呈現血球凝集特性，則進一步檢驗區別禽流感及新城

病病毒，若為禽流感病毒陽性，則再選擇代表性之病

毒株進行全基因之定序。 

病毒RNA之萃取 

具血球凝集特性 之尿囊 液取200 μL，利用

MagNA Pure Compact (Roche)之全自動核酸萃取機

及MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation kit萃

取病毒之RNA核酸，最後之萃取體積為100 μL，並

置於-20℃待用。 

反 轉 錄 聚 合 酶 鏈 反 應  (reverse 

transcription polymerase chain reaction, 

RT-PCR)與禽流感病毒全基因定序 

家禽流行性感冒及新城病病毒之鑑定：待測核酸

取2 μL加入含5 μL之10X緩衝液、0.5 μL 25 mM 

dNTP、2 μL 10 mM正向及反向引子、0.6 μL DNA

聚合酶、0.2 μL鳥類骨髓母細胞症病毒反轉錄酶 

(AMV)及核醣核酸酶抑制劑之總量50 μL反應液。待

測核酸需分別使用禽流感及新城病病毒特異性引子進

行檢測[2, 13]，以不同反應管進行RT-PCR。配製完

成之反應管置於熱循環反應器中，以下列條件進行核

酸增幅：42℃ 40分鐘及95℃ 2分鐘後，再進行

35次循環的95℃ 30秒、55℃ 40秒和72℃ 40

秒；最後72℃ 7分鐘後再降至25℃結束反應。增幅

後產物及核酸標幟物放入含溴化乙錠之2%瓊脂凝膠

中，在盛滿0.5% TAE緩衝溶液之水平式電泳槽內，

以100伏特電壓進行電泳。電泳結束後，電泳膠片置

於紫外燈箱上觀察，禽流感或新城病陽性則會分別出

現330 bp及221 bp大小之產物。 

禽流感全基因定序則是依Hoffmann所描述 [7]，

分別增幅八段全長基因之方式進行RT-PCR，所得之

產物以TOPO TA cloning套組選殖後送交生物科技公

司  (Mission Biotech)進行定序，所得定序結果以

DNASTAR軟體進行編輯與組合。 

基因序列比對及親緣性分析 

定序所得之序列訊號檔案，以DNASTAR軟體中

的SeqMan程式進行組合，組合出禽流感之完整八段

基因後，再與GenBank上其他禽流感病毒之各段序列

以Megalign程式中Clustal W方式進行各病毒之間的序

列排列比對，進而計算彼此之間的差異，並繪製親緣

分析樹。最後以MEGA 6軟體計算親緣分析樹上各節

點之bootstrap數值。 

 

結果 

選擇2015年爆發新型H5禽流感病毒進行全基

因定序，包含H5N2、H5N3及H5N8不同亞型感染

鴨、雞、鵝與野鳥不同動物共計27株新型禽流感病

毒(表1)，其中H5N2亞型計有13株，H5N3亞型計

有5株，而H5N8亞型則有9株。所有27株病毒H5及

基質蛋白(M)基因彼此之間，有相當高的相似度 (分別

為98.9~100%及99.4~100%)，且H5及M基因均

與2014年日韓爆發H5N8禽流感病毒之H5及M基

因 相 近  ( 圖 1 及 圖 2) ， 分 別 為 98.6~99.4% 及

99.4~99.9%。 

針對NA基因比對 (圖3)，N2基因相近於2011

年 吉 林 省 向 海 野 鳥 H5N2 禽 流 感 病 毒 株

(97.1~97.7%)，本研究13株新型H5N2病毒彼此之

間則有99%以上的相似度，而與臺灣以往隸屬北美分

群H5N2禽流感病毒之N2基因則有82.6~84.5%的

相似度；N3基因則與2013年中國江西鴨H10N3禽

流感病毒之N3基因相近 (99.1~99.2%)，本研究5

株新型H5N3病毒彼此之間有99.7%以上的相似度；

N8基因則與2014年韓國鴨H5N8禽流感病毒之N8

基因相近(98.4~98.7%)，9株H5N8新型病毒彼此

之間則有99.6%以上的相似度。 

臺灣所分離到之新型H5Nx亞型病毒，相似於

2014年韓國爆發H5N8禽流感病毒或與歐亞野鳥病

毒株基因再交換的病毒，依照其親緣分析樹及內在基

因之組成可分為下列5群 (圖1-8及表2)：(a) H5N8 

type O (H5N8-O)：均與2014年韓國H5N8病毒相

似基因；(b) H5N8 type I (H5N8-I)：兩段相似於源
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自野鳥禽流感病毒基因(PB1, NP)；(c) H5N8 type II 

(H5N8-II)：四段相似於源自野鳥禽流感病毒基因

(PB2, PB1, NP, NS)；(d) H5N2：六段相似於源自

野鳥禽流感病毒基因(PB2, PB1, PA, NP, NA, NS)；

(e) H5N3：四段相似於源自野鳥禽流感病毒基因

(PB2, PB1, NP, NA)；此結果亦與Huang等的結果一

致 [8]。 

另外，為追蹤了解新型家禽流行性感冒爆發後病

毒之變異與演化，將2015年1月與8月送檢之病例

所分離之H5N2及H5N8病毒進行序列比較分析，1

月份與8月份相同亞型病毒彼此8個基因片段之相似

度仍大於99.2%以上，以HA基因來看仍屬於2.3.4.4

分群的新型H5高病原性家禽流行性感冒病毒。8月分

離之鴨H5N8禽流感病毒株(H23)與1月分離之鵝

H5N8禽流感病毒株(a15)，8段基因核酸序列相似度

仍大於99.7%以上。8月分離之雞H5N2禽流感病毒

株 (H24) 與 1 月 分 離 之 雞 H5N2 禽 流 感 病 毒 株

(a288)，8段基因核酸序列相似度仍大於99.2%以

上(表3)。 

 

討論 

臺灣所分離到之新型H5Nx亞型禽流感病毒均為

2014年韓國H5N8禽流感病毒株或與源自歐亞野鳥

禽流感病毒株交換0~6段基因之重組組合，顯示臺灣

所分離到2.3.4.4分群之H5Nx亞型禽流感病毒基因

組成較複雜於歐洲及北美洲等地所發生之2.3.4.4分

群H5N8禽流感病毒(表2)。臺灣與美加H5Nx禽流感

病毒株均建構於2.3.4.4分群H5N8禽流感病毒之HA

與M基因主幹上，依據H5親緣樹分析，四群發生基因

再交換的2.3.4.4分群H5Nx亞型禽流感病毒可能源

自極相似的病毒株且於極接近之時間與不同病毒產生

基因再交換。其中H5N8-II與H5N3群病毒株因分享相

同來源之PB2、PB1及NP之基因 (圖6-8)，可能為

鄰近時間與地點發生之基因再交換事件。 

未來禽流感病毒在基因再交換與突變上的風險仍

然是有的，原因在於家禽流行性感冒病毒本身具高變

異性及基因再交換的特性，而2015年臺灣家禽場爆

發新型禽流感高病原性病毒時有混合亞型感染的情況，

不僅有新型H5N2與H5N8禽流感病毒混合感染、新

型H5N2與H5N3禽流感病毒混合感染，甚至有新型

H5N2禽流感病毒與臺灣已往隸屬北美分群H5N2禽

流感病毒混合感染，恐為病毒基因再交換的溫床 

[1]。 

禽流感病毒持續存在於家禽場，就有持續演化的

機會，對家禽的病原性增加[4, 6, 17]，基因再交換

的機率亦大增，尤其該病毒基因再交換情形頻繁[3, 

18, 19]，即使是2.3.4.4分群H5N8禽流感病毒於

2010年首次在江西檢出 [21]，但於2014年韓國

鴨群爆發之際，已又造成PB2及NS基因再交換或

PB1、PA及NS基因再交換後之H5N8禽流感病毒 

[15]。另計算韓國爆發之2.3.4.4分群H5N8禽流感

病毒演化速率也比以往GS/GD H5N1禽流感病毒快

2倍[9]。因此2.3.4.4分群H5禽流感病毒不僅可基因

再交換不同NA亞型，也可重組內部六段基因，持續傳

播感染亦使得演化速率加快，增添2.3.4.4分群病毒

鑑定的因難度。 

另外，進行初期與近期同亞型病毒之基因比較，

同亞型病毒之間各段基因仍有99.2%以上之相似度，

並維持各自病毒群之基因組成，但對於降低病毒基因

再交換、演化與變異的發生率，仍惟有積極清除家禽

流行性感冒病毒才是不二法門。 
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表1、2015年臺灣爆發新型H5Nx禽流感病毒定序暨親緣演化分析病毒株之背景資料。 

Isolation  Subtype Host Month Location 
A/goose/Taiwan/a41/2015 H5N8  goose  1  Taoyuan 
A/duck/Taiwan/a277/2015 H5N8  duck  1  Yunlin 
A/goose/Taiwan/a3/2015 H5N8  goose  1  Chiayi 
A/goose/Taiwan/a15/2015 H5N8  goose  1  Chiayi 
A/chicken/Taiwan/f29/2015 H5N8  chicken  6  Changhua 
A/duck/Taiwan/h23/2015 H5N8  duck  8  Chiayi 
A/duck/Taiwan/a68/2015 H5N8  duck  1  Tainan 
A/chicken/Taiwan/b214/2015 H5N8  chicken  2  Tainan 
A/goose/Taiwan/e14/2015 H5N8  goose  5  Pingtung 
   

  
A/goose/Taiwan/a4/2015 H5N2  goose  1  Yunlin 
A/goose/Taiwan/a5/2015 H5N2  goose  1  Yunlin 
A/goose/Taiwan/a40/2015 H5N2  goose  1  Taoyuan 
A/duck/Taiwan/a43/2015 H5N2  duck  1  Changhua 
A/quail/Taiwan/a234/2015 H5N2  quail  1  Pingtung 
A/heron/Taiwan/a289/2015 H5N2  heron  1  Taitung 
A/chicken/Taiwan/a288/2015 H5N2  chicken  1  Changhua 
A/chicken/Taiwan/a399/2015 H5N2  chicken  1  Taichung 
A/duck/Taiwan/A3437/2015 H5N2  duck  2  Nantou 
A/goose/Taiwan/d8/2015 H5N2  goose  4  Changhua 
A/chicken/Taiwan/d27/2015 H5N2  chicken  4  Yunlin 
A/chicken/Taiwan/h24/2015 H5N2  chicken  8  Yunlin 
A/duck/Taiwan/A5019/2015 H5N2  duck  10  Yunlin 
   

  
A/goose/Taiwan/a38/2015 H5N3  goose  1  Pingtung 
A/goose/Taiwan/a42/2015 H5N3  goose  1  Kaohsiung 
A/duck/Taiwan/a180/2015 H5N3  duck  1  Pingtung 
A/bulbul/Taiwan/a156/2015 H5N3  bulbul  1  Miaoli 
A/chicken/ Taiwan/a174/2015 H5N3  chicken  1  Pingtung 
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表2、臺灣與北美2.3.4.4分群H5禽流感病毒重組模式整理。 

Area Subtype Gene 

PB2 PB1 PA HA NP NA M NS 

Taiwan H5N8 -O EA 

H5N8
*
 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

H5N8 –I  EA 

H5N8 

WB/like
#
 EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

WB/like 

WB/like 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

H5N8 –II  WB/like WB/like EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

WB EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

WB/like  

H5N2  WB/like  WB/like  WB/like  EA 

H5N8 

WB/like  WB/like  EA 

H5N8 

WB/like  

H5N3  WB/like  WB/like  EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

WB/like  WB/like  EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

North 

Americ

a [11] 

H5N8  EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

H5N8 EA 

H5N8 

NA 

LPAI
&

 

NA 

LPAI 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

H5N1  EA 

H5N8 

NA 

LPAI 

NA 

LPAI 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

NA 

LPAI 

EA 

H5N8 

NA 

LPAI 

H5N2  EA 

H5N8 

NA 

LPAI 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

NA 

LPAI 

NA 

LPAI 

EA 

H5N8 

EA 

H5N8 

*EA H5N8：2014至2015流行於歐亞之H5N8禽流感病毒。 

#WB/like：指該基因相似於野鳥禽流感之基因，又依野鳥基因彼此之差異，而標示不同底色。 

&NA LPAI：存在於北美洲之低病原性家禽流行性感冒病毒。 

 

 

 

 

 
表3、2015年臺灣新型H5Nx禽流感病毒爆發前期與後期病毒序列之差異性 (%)。 

 
PB2 PB1 PA HA NP NA M NS 

H5N8 

GS/a15 (Jan) 

v.s. 

DK/h23 (Aug) 

99.7 99.7 99.8 99.7 99.9 99.7 99.8 99.8 

H5N2 

CK/a288 (Jan) 

v.s. 

CK/h24(Aug) 

99.5 99.6 99.6 99.6 99.7 99.2 99.6 99.2 

 

  



家畜衛試所研報 No.51：53~68 (2017) 

 

58 

 
圖1、HA基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成分成5病毒群：H5N8-O、H5N8-I、

H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起散布至日

本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 
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圖2、M基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成共分成5病毒群：H5N8-O、

H5N8-I、H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起

散布至日本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 
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圖3、NA基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成共分成5病毒群：H5N8-O、

H5N8-I、H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起

散布至日本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 
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圖4、PA基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成共分成5病毒群：H5N8-O、

H5N8-I、H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起

散布至日本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 
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圖5、NS基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成共分成5病毒群：H5N8-O、

H5N8-I、H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起

散布至日本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 

 

  



2015 年臺灣家禽流行性感冒病毒 H5Nx 各亞型分子流行病學分析 

 

 

63 

 
圖6、PB2基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成共分成5病毒群：H5N8-O、

H5N8-I、H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起

散布至日本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 
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圖7、PB1基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成共分成5病毒群：H5N8-O、

H5N8-I、H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起

散布至日本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 
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圖8、NP基因親緣演化樹。2015年臺灣爆發新型H5禽流感病毒依基因組成共分成5病毒群：H5N8-O、

H5N8-I、H5N8-II、H5N2及H5N3，分別以橙色、紅色、深藍、綠色及淺藍標示字體。而2014年起

散布至日本、歐洲及美國2.3.4.4分群之H5禽流感病毒則分別以◆、■及▲符號標示。 
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Molecular Epidemiology in H5Nx Subtypes of Avian Influenza Virus 

in Taiwan in 2015 
 

LH Chen
*
, YP Liu, YJ Lin, MS Lee, WC Li, YP Chen, MC Cheng 
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Abstract  Novel H5Nx HPAI outbreak happened in early 2015 in Taiwan; this outbreak caused 

large loss among poultry industry. Total of 27 different subtype isolates were chosen for molecular 

epidemiological analysis. Those strains included novel H5N2, H5N3 and H5N8 subtypes and were 

also isolated from different host containing goose, duck, chicken and wild birds. HA and M gene of 

27 strains are all close to the gene of H5N8 from Korean duck in 2014. Beside NA genes of 9 

strains with N8 subtype are also close to the H5N8 of Korea, N2 and N3 genes related to the NA 

gene of influenza viruses circulated in wild bird. In brief, there is one group of virus which whole 

gene is totally close to the gene of H5N8 virus in Korea, and four groups belong to reassortment 

viruses that composed variant genes from viruses circulated in wild bird. To prevent reassortment 

and variation of avian influenza in Taiwan, the best and only way is to positively eliminate avian 

influenza in poultry farm. 
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