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摘要： 

呼吸道腺病毒主要感染對象為嬰幼兒，兒童及青少年，感染大多發生

在冬、春兩季。人類腺病毒目前有 51 種血清型，6 個亞屬(A~F)，造成呼

吸道方面感染的腺病毒主要為亞屬 B 的血清型 3、7、14、35；亞屬 C 的

血清型 1、2、5及亞屬 E的血清型 4，其中以亞屬 B之血清型 7最常造成

肺炎等嚴重病症，進而造成病患死亡。腺病毒在國內為嬰幼兒呼吸道感染

的第三位，僅次於腸病毒及呼吸道融合病毒。本次研究所使用之檢體為

1999~2004 年間本局呼吸道病毒實驗室所分離之腺病毒分離株共 125 株，

血清型分析是利用聚合酶連鎖反應將病毒核酸放大後進行序列分析，所得

到之序列與 GenBank上之序列進行比對用以確定基因型。而確定為腺病毒

第七型之分離株再以限制酶 Bam HⅠ進行限制酶片段多型性分析來區分其

基因型，以了解國內優勢之腺病毒第七型。研究期間以腺病毒第三型為主

要的分離株 (54.4%)，其次為腺病毒第一型的 12.8﹪。並且在 2002年時腺

病毒出現一波以第三型為主的高峰，在腺病毒第七型限制酶片段多型性分

析方面發現只有一種基因型(7b)存在。利用此監測計畫所得到的結果，可

提供防疫上之重要參考，並且可以用於快速檢驗方法研發之參考。 

 

 

 

 

 

 

 

 

關鍵字：腺病毒、血清型、限制酶片段多型性分析   

 3



Abstract 

 

Respiratory adenoviruses infections mostly occur in infants, young children 

and adolescent in winter and spring season. It comprise 51 stereotypes and 

grouped into 6 subgenera, A to F. Respiratory infections of adenoviruses are 

usually caused by stereotypes from subgenus B(Ad 3, Ad 7, Ad 14, Ad 35), 

subgenus C (Ad 1, Ad 2, Ad 5), and subgenus E (Ad 4). Adenovirus type 7 is 

one of the most common causative agents of severe illness, such as pneumonia 

and death. In Taiwan, adenovirus is the third causation for the respiratory 

infections in infants and young children, just behind enterovirus and respiratory 

syncytial virus.  

A total 125 positive specimen were collected and isolated from respiratory 

virus laboratory of Center for Disease Control, Taiwan, during 1999 to 2004. In 

this study we used polymerase chain reaction (PCR) and sequence to obtain 

correct serotype (to compare by GenBank). Further, we proceed the restriction 

fragment length polymorphism (RFLP) for genotype Ad 7.  

Serotype data shown the Ad3 (54.4%) is the main isolates in this study and 

Ad1 (12.8%) is the second. Furthermore, we found an Ad 3 peak in 2002. RFLP 

analysis suggests only one genotype Ad 7(7b) in Taiwan. Summarize the 

outcomes, we provide important information about the trend of respiratory 

adenovirus infections and the Ad7 genotypes during 1999~2004 in Taiwan. This 

information is important for the control measure of the diseases, as well as 

provides the information of rapid test development. 

 

Keywords：Adenovirus、Serotype、restriction fragment length polymorphism   
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前言： 

人類腺病毒屬於腺病毒科(Adenoviridae)中的 Mastadenovirus 屬，由

Rowe 等人在 1953 年所分離出，1956 年正式定名為腺病毒。其病毒顆粒

為大小約 70 ~ 90 nm，不具外套膜的正二十面體，其中 DNA佔 13%蛋白

質佔 87%，對乙醚、酸、熱具有抗性，由 252 個蛋白鞘 (capsomeres) 所

組成，252個蛋白鞘中有 240個 hexon及 12個 pentons構成。核酸為直線

型雙股 DNA，大小約 35~36 Kb （Douglas et al., 1997）。目前人類之腺病

毒共分成 6個亞屬(A~F)及 51種血清型（Douglas et al., 1997, Videla et al., 

1999, Wadell et al., 2000）。 

腺病毒之感染常見於春、冬兩季，主要是透過由飛沫、糞口及接觸

等途徑造成感染，潛伏期平均為 10 天，腺病毒感染所造成的疾病有，類

流感症狀、急性呼吸道感染、角膜結膜炎、腸胃炎等。另外在嬰幼兒或免

疫缺陷病患則容易造成嚴重的肺炎症狀，進而導致病患死亡(Palomino et 

al., 2000; Carballal et al., 2002) 。又由於其透過飛沫傳播故容易在團體中爆

發感染，例如軍隊之新兵中心及學校等。呼吸道方面之腺病毒感染主要由

亞屬 B 的血清型 3、7、14、35；亞屬 C 的血清型 1、2、5 及亞屬 E 的血

清型 4(Wadell et al., 1984, Douglas et al., 1997; Videla et al., 1999, Erdman et 

al., 2002, Kolavic-Gray et al., 2002) 。雖然腺病毒並非法定傳染病，但根據

國衛院台南病毒實驗室與成大醫學院在 2001 年發表的文獻指出，腺病毒

是造成兒童呼吸道感染的第三大病毒，僅次於腸病毒及呼吸道融合病毒

(Tsai et al, 2001)。另外根據國外的文獻回顧，腺病毒亞屬 B中的血清型第

7型常與嚴重及致死的呼吸道感染有關(Nahmias et al., 1967; Kajon et al., 

1996; Carballal et al., 2002) ，且鄰近之日本、韓國近年來亦有腺病毒血清

型 7分離率增加的文獻 (Yamadera et al., 1998, 2000, Hong et al., 2001, Ikeda 
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et al., 2003) ，而在國內高雄醫學大學病毒實驗室最近的一篇文獻也指出

在國內亦有腺病毒血清型 7分離率增加的趨勢 (Lin KH et al., 2004) ，故

有必要將局內之呼吸道腺病毒分型並進一步嚐試發展快速檢驗方法。 

目前腺病毒分型之方法包括中和試驗、聚合酶連鎖反應、限制酶片

段多型性分析、序列分析等(Wadell et al., 1987, Li et al., 1996, Fujimoto et 

al., 1998, Saito-Inagawa et al., 1996, Xu et al., 2000, Heim et al., 2003) ，本次

研究則是利用聚合酶連鎖反應放大腺病毒之部分 Hexon基因，然後以序列

分析來對腺病毒加以分型，以達到最正確之分型結果。 
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材料與方法： 

1. 腺病毒之分離： 

研究所使用的病毒株為 1999 年 2004 年間，本局呼吸道病毒實驗室所

分離之腺病毒。病毒培養使用 H292細胞株，H292細胞株以添加 5% fetal 

calf serum、1% Penicillin-Streptomycin及 1% Fungizone之 RPMI 1640 作為

生長培養基培養，接種檢體後培養於 35℃，5 % CO2培養箱，一樣以添加

5% fetal calf serum、1% Penicillin-Streptomycin及 1% Fungizone之 RPMI 

1640 作為維持培養基。接種後每天觀察細胞病變當產生 90﹪以上細胞病

變則將細胞培養管以 3000rpm 離心 15分鐘，收取上清液，儲存於-80℃備

用。 

2. 腺病毒之鑑定(免疫螢光染色；Immunofluorescence antibody test )： 

將病毒接種於 H292細胞中，待細胞株被腺病毒感染產生 95﹪以上的

CPE 時，將細胞培養管以 3000rpm 離心 15 分鐘，收取上清液。離心沉澱

之細胞以加入 1 毫升磷酸緩衝液(PBS)後，混合成細胞懸浮液，取出 10 µl

的細胞懸浮液作成抹片，乾燥後以冰的 Acetone 固定 10 分鐘，取出在室

溫中乾燥，以單株抗體進行免疫螢光染色，染色後，以螢光顯微鏡進行鏡

檢，細胞呈現蘋果綠螢光則判定為腺病毒陽性。 

3. 病毒核酸萃取： 

病毒核酸萃取依目的之不同分成兩種(1)以商業試劑萃取(2)以傳統 Phenol/ 

chloroform/ iso- amylalcohol 進行萃取。前者為 PCR 反應用；後者則是用

於 RFLP 反應，因 RFLP 反應需要大量且完整之病毒 DNA 故採用傳統核

酸萃取方法萃取。 

(1) 以商業試劑萃取： 

係以 QIAGEN的 QIAamp DNA Mini kit或 ROCH的 MagNA Pure LC 

Total NucleicAcid kit 
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(2) 傳統 Phenol/ chloroform/ isoamylalcohol核酸萃取： 

係依照 1986年 Lin等所發表（Lin et al., 1986）的步驟進行，其步驟如

下： 

將 multiplicity of infection (m.o.i.) 為 1 ~ 10的腺病毒加入培養於 75 ml 

bottle的 HeLa細胞中培養，待細胞產生 95﹪以上 CPE後用細胞刮勺將

細胞刮下，收集到之細胞置於 10 ml離心管中，以 1000 rpm離心 10分

鐘將上清液丟棄，沉澱之細胞以 PBS 清洗後加入 2 ml 的 Tris-EDTA 

( Tris- ethylenediaminetetraacetic acid) buffer (0.05 M Tris；0.01 M EDTA ) 

中，混合成細胞懸浮液。取 250μ l 細胞懸浮液加入 10﹪的 SDS 

(sodium dodecyl sulfate) 及 proteinase K (終濃度 100µg/ml)，置於 65℃ 

1到 1.5小時，將細胞消化。加十分之一體積的 3M NaOAC，再加入等

體積的 Phenol/chloroform/isoamylalcohol (25:24:1) 萃取三次，每次輕搖

使其混合均勻後以 14000 rpm離心 5分鐘，水層再以兩倍體積的氯仿萃

取兩次，將其置於 65℃短暫加熱(約 10~15分鐘)，將水層中之微量氯仿

移除。萃取出之水層加入 RNase 使終濃度為 100 µg/ml 於 65℃中作用

30 到 40 分鐘以去除 RNA。作用完後再重複上述 P/C/I 及氯仿之萃取步

驟一次。然後取水層加 2.5 倍體積的冰絕對酒精，置於-80℃ 10 分鐘，

然後於 4℃以 14000 rpm 離心 20 分鐘將 DNA 沉澱下來，沉澱的 DNA

以 70﹪酒精清洗兩次後，乾燥後溶於 500 μl TE buffer (Tris-0.01M；

EDTA-0.001M) 中備用。 

4. 腺病毒分型： 

腺病毒以位於腺病毒 hexon 區域的引子對進行 PCR 之放大，50µl 反應

液中包含病毒 DNA 0.3 g ，10 mM Tris-HCl (pH8.3)，50 mM KCl，1.5 

mM MgCl2，每一種 primer 0.5 µM，dNTP 200 µM， Taq polymerase 1 
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unit。PCR 反應條件為先以 94℃，7 分鐘進行變性，而後以 94℃ 1 min，

50℃ 1 min,，72℃ 2 min 為一循環，進行 36 循環，最後一個循環以 72

℃ 7 min 延伸產物，產物為 956 bp (Saito-Inagawa et al., 1996)。放大後之

產物則進行序列分析，使用 BLAST進行比對，區分血清型。 

引子之序列為： 

AdnU-S’ 5’-TTCCCCATGGCNCACAACAC-3’ 

AdnU-A 5’-GCCTCGATGACGCCGCGGTG-3’ 

5. 基因型分析： 

腺病毒血清型 7 之基因型分析使用 RFLP 法進行。以傳統

Phenol/chloroform/ iso- amylalcohol (25:24:1)方法所萃取出之病毒 DNA，經

分光光度計定量後，進行 RFLP分析，在 30 µl反應液中包含有 3 g 的病

毒 DNA、20 U 的限制酶、10 倍限制酶緩衝液、BSA。依限制酶不同而置

於理想反應溫度水浴中作用 4~6小時。取出反應物於 TBE buffer中進行 1

﹪agarose gel 電泳 (50 伏特，12 小時) 並以λHindⅢ及ψx174 HincⅡ作

marker，經 0.5 g/ ml 的 ethidium bromide 染色，UV 下觀察並照相，經

RFLP 後與先前發表之文獻作比對（Li et al., 1986,1996），已確定其基因

型，本次研究則採用 Bam HⅠ限制酶區分出腺病毒血清型 7之基因型。 

6. 快速檢驗方法與標準品製備： 

快速試驗建立方面，我們使用 Heim所發表的 Real-time PCR來測試是

否可以應用於臨床檢驗之用(Heim A et al.,2003)，故利用分離株及臨床檢

體作測試，以確立快速檢驗流程，另外並製備標準品用於定量 real-time 

PCR使用。 

結果： 

目前研究完成 1999 ~2004年間本局呼吸道病毒實驗室所分離出之腺病

毒血清型 125 個分離株。經過 PCR 放大後，進行序列分析並與 GenBank
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上之參考序列進行比對分型，計劃執行期間共分離出十種血清型，其中以

血清型亞屬 B為主(62.4%；Ad 3有 68株、Ad 7有 5株、Ad 11有 1株、

Ad 35有 4株)，其次為亞屬 C (26.4%；Ad 1有 16株、 Ad 2有 12株、

Ad 5 有 4 株、Ad 6 有 1 株)，亞屬 E (10.4%；Ad 4 有 13 株)，亞屬 D 

(0.8%；Ad 8)則只有一株被分離出(表一)。將各年度腺病毒分離的情況作

一統計可以發現 1999~2001 年腺病毒的分離並沒有很大的變化，而在

2002 年時則有一波以 Ad 3 為主要的分離株高峰，然後在此波高峰過後，

腺病毒的分離數就減少許多(表一，圖一) 

在 Ad 7的限制酶片段多型性分析方面，將所分離出之五株 Ad 7以傳

統核酸萃取方法萃取腺病毒之完整核酸，並以限制酶 Bam HⅠ進行基因切

割，切割後圖譜與文獻之圖譜比較，比對結果發現五株 Ad 7 的分離株都

是屬於 7b基因型(圖二)。 

在快速試驗建立方面，分離株使用文獻之引子及探針(Heim A et 

al.,2003)可以偵測到有病毒存在，但是在使用臨床檢體檢驗時發現可能出

現非特異性的訊號。  
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討論： 

根據文獻的回顧，可以知道的是日本以及韓國近年來都有腺病毒分離

增加的情形，並且多是以 Ad 7為主(Yamadera et al., 1998, 2000, Hong et al., 

2001, Ikeda et al., 2003) ，而在國內高醫的一篇文獻亦指出了腺病毒在

1999年也出現分離率增加的情況 (Lin KH et al., 2004) ，所以我們亦將本

局所分離出的 1999~2004 年間所分離出之腺病毒作一回朔及監視計畫，在

我們的結果並沒有發現 Ad 7 有明顯的上昇，這樣的結果與高醫的報告有

些許的不同。另外在我們在 2002年也發現一波由 Ad 3為主的分離率增加

(表一、圖三)。在 Ad 7的基因型分析方面，我們所分離出的五株 Ad 7經

過限制酶 Bam HⅠ切割，以 50伏特進行 12小時的電泳，所得到的限制酶

圖譜與文獻上的參考圖譜比較得知，我們的五株分離株皆是屬於 7b 基因

型，比較高醫的文獻在南部地區近年來也都是 Ad 7也都是以 7b基因型出

現，只有在 1983有一株 Ad 7a (Lin KH et al., 2004)，回顧文獻可知 7b基

因型是廣泛存在的一種基因型，主要的流行區域為北美及歐洲(Wadell et 

al.1984, 1987,2000)，近年來北美區域也出現不少 7d2 基因型(Erdman et 

al.,2002)，或許有機會北美區域的流行株將會由 7b 基因型轉變成 7d2 基因

型。另外文獻指出在中國大陸及日本的流行株是 7d (Li et al.,1996; Noda et 

al., 2002) ，也與台灣目前發現的流行株不同。 

而在快速檢驗系統的建立方面，我們所測試的 Light cycler real-time 

PCR 系統在分離株上有良好的表現，但是在臨床檢體上卻有時會發現非特

異性的訊號產生，且執行的時間太長，因此下一步我們將發展敏感度更好

且特異性更優良之 real-time PCR 系統用於臨床未明原因呼吸道感染的檢

驗。 
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表一： 1999~2004年間呼吸道腺病毒感染之年度分布情形 

Subgenus and 
species 1999 2000 2001 2002 2003 2004 Total % of all 

isolates

B         
3 17 6 3 39 2 1 65 54.4 
7 1 1  3   5 4.0 
11     1   0.8 
35   2 2    3.2 

C         
1 3 2 4 4 1 2 16 12.8 

2  3 2 4 3  12 9.6 

5  1  1 1 1 4 3.2 

6 1      1 0.8 
D         

8      1 1 0.8 
E         

4  9 3 1   13 10.4 
Total 22 22 14 54 8 5 125 100.0 
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圖一：1999~2002年間各年度呼吸道腺病毒分離慨況  
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圖二：腺病毒第七型 RFLP分析(Bam HⅠ)。 
M：marker，λHindⅢ加ψX174 Hin C； 
Line1: 880419；     Line2:890330 
Line3: 910267；     Line4:910337 
Line5:910359 
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圖三：1999~2002年間各血清型腺病毒分離慨況 
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