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反向基因技術在腸病毒研究與 
疫苗之發展
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前　言

許多微生物對人類會造成疾病，

嚴重時導致死亡。綜觀人類的歷史

上，相對比其他醫療的措施，疫苗

接種有助於挽救更多生命。疫苗以

非致病性的方式觸發人體的免疫反

應，以減輕當病毒或細菌等病原體感

染人體後所造成的影響[1]。在所有
病原體中，其中以 RNA 病毒在複製
繁殖過程中易產生許多變異株，因

此容易出現突破性感染。如流感病

毒 (influenza)、新型冠狀病毒 (SARS-
CoV-2) 等的大流行，RNA 病毒持續
產生變異株，而每次以不同的變異株

持續造成大眾的感染產生疾病，如此

大大地增加醫療負荷與社會防疫的成

本。造成疾病的病毒株可以用來發展

診斷工具、開發和評估抗病毒藥物和

疫苗，並建立適當的攻毒動物模型，

但在新興疫情爆發的早期階段，衛生

機關和科學界是無法迅速獲得致病之

病毒株。因此為研究新興 RNA 病毒
與儘快發展抗病毒藥物與疫苗，研究

人員藉由生物資訊資料庫與反向基

因技術，從化學合成的 DNA 中去產
生 RNA 病毒，便可展開相關研究，
並進一步進行基因修飾和探討相關機

制。以近期新型冠狀病毒的發展為

例，其他國家研究人員在取得武漢株

序列後，便利用反向基因技術在短時

間內合成出新冠病毒株，迅速展開抗

病毒藥物與疫苗之研發工作[2]。

反向基因技術之原理

反向基因技術 (Reverse genetics 
technology) 是一種重要的分子生物學
研究技術，研究人員能夠以基因工程

編輯與操作特定核酸序列後送入細胞

或生物體，使其造成的表型變化研究

基因功能[2-9]。RNA 複製不像 DNA 
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複製那樣具有校正能力，所以在複

製過程中所產生的任何突變，只要

對 RNA 病毒的生存沒有影響，便會
被保留下來產生變異株。反轉基因技

術在研究具感染威脅性之 RNA 病毒
上，是將具傳染性 RNA 病毒的全長
基因序列，先以反轉錄酶合成 cDNA 
或是化學合成 DNA 組合後，構築在
可複製的 DNA 質體上 (圖一)。研究
人員在 DNA 質體上便可編輯操作病
毒基因。當需要重組病毒時，再藉

由 DNA 轉錄出 RNA 後或由 DNA 質
體利用脂質體 (liposome) 包裹後再次
送入細胞以重新產生病毒 (圖二)。
大多數的研究都是先將  DNA 轉錄
成 RNA，RNA 再經純化後送入宿主
細胞重新生成病毒 (圖二A)。在這個
方法中，全長病毒 DNA 位於噬菌體 
T7 或 SP6 啟動子的下游，藉由 T7 或 
SP6 RNA 聚合酶的轉錄，合成整個病
毒 RNA 後送入宿主細胞。因此 RNA 
聚合酶的酶活性轉錄效率、RNA 的
穩定性與脂質體轉染效率是影響病毒

生成的可能因素。少數的研究則設

計直接將 DNA 質體送入細胞重新生
成病毒，減少中間的處理 RNA 步驟
與風險 (圖二B)。在這個方法中，全
長病毒 DNA 位於巨細胞病毒 (CMV) 
或人類 RNA 聚合酶I (human RNA 
polymerase I) 啟動子的下游，由宿
主細胞自行轉錄病毒 RNA 後產生病
毒。脂質體轉染效率將會是影響病毒

生成的可能因素。最近已有研究人員

利用昆蟲桿狀病毒載體，裝入欲研究

的病毒全長重組桿狀病毒。先以昆蟲

細胞製作出重組桿狀病毒，再去感染

哺乳動物細胞，再重新生成欲研究的

目標病毒 (圖二C)。在這個方法中，
利用桿狀病毒載體產出重組桿狀病毒

作為遞送系統，不使用脂質體包裹而

是由重組桿狀病毒將目標病毒 DNA 
送入細胞。這比前述其他方法，多出

了製作重組桿狀病毒的過程。

至目前為止，已有許多對人類

影響重大的病毒都已藉反向基因技術

構築起可合成出病毒的 DNA 質體，

圖一　RNA 病毒的全長基因序列以反轉錄酶合成 cDNA 或分析病毒序列合成 DNA 構築 DNA 
質體以利基因工程操作
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如：小兒麻痺病毒、登革熱病毒、麻

疹、輪狀病毒、流感病毒、冠狀病毒

等[2-9]。這些使用反向基因技術所合
成之重組病毒，促進病毒研究與疫苗

之發展。

反向基因技術產生重組腸病毒之

研究

腸病毒屬於小  R N A 病毒科  
(Picornaviridae) 為一群病毒的總稱，
如：小兒麻痺病毒 (Poliovirus)、克

沙奇病毒 (Coxsackievirus) 含 A 型與 
B 型、伊科病毒 (Echovirus) 及腸病
毒 (Enterovirus) (68 型∼) 等[10]。近
年來依據基因序列重新歸類，分為人

類腸病毒 A、B、C、D (Enterovirus 
A、B、C、D) 型。腸病毒屬病毒之
遺傳物質為一條單鏈正股核醣核酸 
(RNA)，基因大小約為 7,500 個鹼基
對。由 VP1 至 VP4 四種病毒蛋白組
成的外殼 (Capsid) 包覆遺傳物質，病
毒型態以正二十面體組成[10]。當病
毒進入細胞後，病毒的 RNA 被轉譯

圖二　具病毒的全長基因序列的 DNA 質體，藉由 (A) 從 DNA 轉錄出 RNA 後；或 (B) 由 
DNA 質體利用脂質體包裹後；或 (C) 產生重組桿狀病毒再次送入細胞以重新產生病
毒。
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出一條多蛋白分子，而 RNA 之前後
未被轉譯的區域稱為 5 端與 3 端非轉
譯區 (5’-UTR and 3’-UTR)。病毒多
蛋白分子經特定病毒蛋白切割後，形

成組成外殼的結構蛋白 VP0、VP1、
VP3，以及非結構蛋白  2A、2B、
2C、3A、3B、3C、3D。非結構蛋白
對病毒複製過程中，進行多蛋白分子

切割與遺傳物質複製⋯等重要功能。

當包裹新合成的病毒遺傳物質形成病

毒後，結構蛋白 VP0 將進一步被切
割成 VP2 與 VP4。由於 RNA 病毒具
高突變特性，每種腸病毒都有多種基

因亞型[10,11]。
在小兒麻痺病毒經疫苗大量施

打後接近根除的現代，近年來最讓人

耳熟能詳的腸病毒是腸病毒 A71 型 
(EV-A71)，幼童被感染後會出現手足
口症的症狀，嚴重時造成重症或導致

死亡[11]。自從台灣 1998 年的大流行
造成重大傷害後，針對 EV-A71 的抗
病毒藥物與疫苗便積極發展，而反向

基因技術則對研究 EV-A71 有著重要
的幫助。多年來以反向基因技術產生

許多重組 EV-A71，使得 EV-A71 每
個基因組片段的功能逐漸被揭露出

來，其研究方向整理於表一。這些研

究對於改進病毒生長、抗病毒藥物

之篩選、建構載體技術與發展疫苗提

供重要的資訊[9]。大部分實驗室先
將 DNA 轉錄成 RNA 後送入細胞去
生成病毒，少數實驗室則設計直接將 
DNA 送入細胞去生成病毒，最新是
設計昆蟲桿狀病毒載體送入細胞去生

成病毒。

現有的 EV-A71 疫苗株的發展，
是從許多患者檢體中採集病毒，經動

物試驗測試而篩選出來。實驗室以

反轉基因技術將 EV-A71 疫苗株建構
成 DNA 質體，未來可以不用再從患
者檢體中採集病毒，而從 DNA 質體
去生成腸病毒疫苗株之種源以避免外

源性的污染[27]。也可從已公布之基
因序列以合成的方式製造出病毒株，

未來可因應新亞型病毒的流行而製備

所需的疫苗株，以因應不可預期的疫

情，保障民眾的健康與減輕醫療負

荷。此外，此項技術已在建構其他血

清型之腸病毒，未來可對這些病毒進

行研究與解析其基因資訊後，將能加

快其疫苗開發[9]。

未來展望

反向基因技術具有從已知的病

毒基因組序列重新合成 DNA 並快速
生成 RNA 病毒的優勢，避免了從臨
床檢體取得分離株的困難。此外，

構築病毒單一的 DNA 基因序列去生
成 RNA 病毒，避免了 RNA 病毒的持
續產生變異的類種 (quasispecies) 效
應。此項技術對於研究突變點位影響

病毒複製、毒力改變、病毒結構、

耐藥性篩選、基因特性、疫苗生產、

中和表位探討、免疫原性生成和攻毒

動物模型建立上，提供許多重要的資

訊。目前仍然有許多具威脅性的腸病

毒亟待開發疫苗，對這些病毒進行研
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究與解析其基因信息後，利用反向基

因技術能加快疫苗開發。在疫苗的設

計與製造上，也進入全球分工合作的

模式，分別在不同國家進行測試、生

產、驗證與智慧學習的循環，以因應

不可預期的全球疫情大流行，保障民

眾的健康與減輕醫療負荷。

表一　利用反向基因技術合成重組腸病毒 A71 型之相關研究

原型病毒株 啟動子 研究方向 參考文獻

BrCr-TR T7 研究對溫度敏感性的突變株與活性減毒病毒株之研

究。

[12]

HEV71-26M T7 在小鼠模式中的毒力研究。 [13]
4643
MP4

T7 於 3D 蛋白 I251T 突變，增加病毒對溫度敏感性。 [14]

EV71-6F
EV71-26M

T7 探討在細胞培養中，重組病毒株之生長速度差異。 [15]

4643
237

CMV 於 5 端非轉譯區之研究，影響病毒轉譯和毒力。 [16]

26M/AUS/4/99 T7 建構在 3D 蛋白之突變株，用於抗病毒藥物研究。 [17]
HeN09 T7 嵌入 GFP 構築重組病毒用於藥物篩選。 [18]
SHZH98 T7 建構 C4 基因亞型疫苗候選株 [19]
6F/AUS/6/99 T7 開發重疊和長距離 PCR 技術以構築病毒。 [20]
SDLY107 T7 探討鑑定 5 端非轉譯區影響了病毒的複製、致病性和

毒力。

[21,22]

G082 T7 鑑定 VP1 中的數個胺基酸影響了病毒的產生。 [23]
5865/SIN/000009 CMV

T7
開發了雙啟動子以增加病毒產量。 [24]

G082 T7 建構在 3D 蛋白之突變株，用於抗病毒藥物研究。 [25]
306B T7 腸病毒 A71 型與克沙奇 A16 型嵌合型二價疫苗之重組

病毒

[26]

E59 CMV 建構 B4 基因亞型疫苗株 [27]
UH1 T7 研究在急性感染中，VP1 與 IgM 的交互作用。 [28]
695F C+1 T7 建構非馴化突變株發展乳鼠感染模式 [29]
BrCr
GFP-BrCr

AcMNPV
T7

發展重組桿狀病毒作為遞送系統 [30]

(Modified from Fang & Liu. Expert Opin Drug Discov. 2022;17(1):27-39.)
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