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SARS 病毒於 BALB/c 小鼠免疫反應之探討 

前  言 

SARS 疫情在今年爆發後，造成世人相當程度的恐慌及關注，主要原因

在於這一種由新病原所引起的傳染病，會使患者出現非典型肺炎，嚴重時

更導致瀰漫性肺炎及呼吸衰竭等症狀，較過去所知由病毒或細菌引起的非

典型肺炎嚴重，因此被命名為嚴重急性呼吸道症候群 (severe acute
respiratory syndrome, SARS)[1-4]。WHO 在今(九十二)年三月十二日首度

發出全球警訊，四月十六日正式宣布 SARS 的致病原是一種新發現的冠狀

病毒，並將此病毒正式命名為「SARS 病毒」。由於這種病毒是一種新變種

的病毒，一般大眾體內皆無抗體提供保護，所以在受到感染之後，對人體

產生的毒性及致病力都可能比較強，病患在發生肺部嚴重病變如纖維化

後，會進一步引發呼吸衰竭而導致死亡。臺灣地區在三月間開始出現相關

病例的通報，四月底可能病例數急速上升，許多醫院因此而封院，甚至造

成多名直接與病患接觸的第一線醫護人員的死亡，由於民眾對於這種疾病

一知半解，在當時確實造成社會普遍的不安與恐慌，幸而在政府及民眾的

努力之下，疫情已告平息。 

SARS 為世人帶來的恐懼和其所引發的死亡率有絶對的相關性，而病

人是否及早得到適當的醫療救護，將是影響死亡率的一個最重要因素。因

此，早期快速且正確的診斷，益顯其重要性。雖然目前實驗室已經可以檢

測這種病毒的存在，但是有些檢測法仍屬試驗階段，專一性及敏感性尚待

進一步的評估，而有些依賴傳統技術的檢查方法，因為所需時間較長或者

需要較高等級實驗室及相當熟練的技術，在時間或操作上的限制，容易造

成病毒的擴散而影響後續防疫工作之進行。本研究嘗試開發以去活化 SARS
病毒預先鍍盤之酵素免疫分析法（enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA），檢測預期會產生抗體反應之老鼠 IgG 及 IgM 變化情形，同時以中
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和抗體試驗（neutralization test, NT）進行對照評估，期望以此模式，找出

最佳的反應條件，進一步應用於 SARS 患者發病早期 IgM 或恢復期 IgG 之

相關檢驗。 

材料與方法 

1. SARS全病毒之製備

將 SARS 病毒於 Vero E6 細胞中大量培養，待細胞出現明顯細胞病變

(cytopathic effect ,CPE)後，取病毒液於-70℃及 37℃連續冷凍解凍三次，

以 3500rpm 離心 30 分鐘，上清液取出定量後再以鈷 60 照射去活化，失

去活性的病毒液需以中和試驗再重複測試二次以確定其安全性後，再置於

-70℃保存。去活化的病毒進一步以 Centricon Plus-20 Centrifugal Filter 
Devices 加以濃縮純化，首先將病毒液置入濃縮管中，以 3500rpm 離心

10 分鐘以去除分子量小於 100kd 之蛋白（如 BSA 等），此時 filter member
上殘餘液體即為濃縮後之病毒液，.將 filter 與 retentate cup 接合後倒置, 
再以低於 2000 rpm 之轉速離心 10 分鐘，retentate cup 內之液體即為濃縮

完成之病毒液。 
2. BALB/c小鼠免疫

首先將老鼠以M1~M6 編號，在進行初次免疫前先採取 6 隻老鼠血液做

為陰性對照，然後將 0.2ml 107.5 TCID50/ 50μl之病毒與等量的Freund’s佐劑

以雙向針筒完全混合後，皮下及腹腔各同時免疫三隻BALB/cByJ小鼠

（M1~M3：皮下免疫 ; M4~M6：腹腔免疫），在第 14 天及第 28 天分別進

行追加免疫並採血檢測抗體，並視其效價變化情況決定進行後續追加免疫

的時間，第 49 天再度採血檢測，至第 56 及第 63 天再次進行追加免疫，

之後於第 73 及 80 天再度採血檢測（詳細免疫及採血時程如圖一）。在老鼠

免疫的過程中，第 2 次追加免疫時，將佐劑更換為lipopolysaccharide (from 
Salmonella Minnesota)50μg/ mouse，至於每次採取的老鼠血液，皆先行 
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靜置及離心以取得血清，然後再分別以 NT 及 ELISA 檢測其抗體力價變化

趨勢。 
3. 中和抗體試驗[5-8]

所有血清檢體皆以中和抗體檢驗判定中和抗體效價，首先將血清樣本

以 1：8 的比例稀釋（血清 100μl加PBS 700μl），於 56℃的水浴中加熱 30
分鐘後，在 96 孔培養盤中將血清做 2 倍連續系列稀釋，再加入SARS病毒

液，置於 36℃的CO2培養箱 1 小時，取出加入細胞懸浮液

（2.5×104cell⁄100μl），每天於顯微鏡下觀察細胞病變，至第 5 天判定血清

中和抗體價。 
4. ELISA IgM及IgG檢測

96 microwell immunoassay strips先吸附病毒(104.2TCID50/50μl)，4℃

靜置隔夜，以phosphate buffered saline-Tween20（PBST）清洗四次後，

加入 50μl之系列稀釋待測血清，放置 37℃培養箱 1 小時，清洗四次後加入

100μl稀釋 4000 倍之horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat 
anti-mouse IgG 及 IgM (Chemicon, California, US)，37℃作用 1 小時，

清洗後加入 100μl TMB／E substrate (Chemicon, California, US)，避光置

於室溫作用 30 分鐘後，以 2N sulphuric acid(H2SO4)終止反應，於 450nm 
以EIA reader測量吸光度(OD)。在進行IgM及IgG檢測時，皆同時以不含病

毒之細胞培養液鍍盤做為對照組。 

結  果 

1. BALB/c小鼠對病毒的反應

不論是以皮下或腹腔進行免疫，老鼠在活動力及外觀上和正常老鼠都

沒有顯著的不同，可見 SARS 病毒在感染老鼠後並不會使其發病，不過隨

著追加免疫次數的增加，M2、M4 及 M5 三隻老鼠在第 4 次追加免疫後當

晚（M5）及隔天（M2 及 M4）相繼死亡，這三隻老鼠死亡前皆出現身體抽

慉、活動力降低及毛髮倒豎現象。另外三隻老鼠在第 4 次追加免疫後也出
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現活動力稍微變差及食慾不振情形，但幾天後即恢復正常。 
2. 中和抗體反應結果

所有老鼠的 NT 反應結果如圖二，免疫前中和抗體價皆為＜1: 8，2 週

後除第 2 隻老鼠稍微上升（1:16）外，其他仍未出現，經過第 1 次追加免

疫後於第 4 週可測得明顯上升的中和抗體（除 M1 及 M4 為 1:64 之外，其

他皆為 1:128），第 2 次追加免疫後，第 49 天再測定，發現大多數老鼠的

抗體效價已無明顯的變化，有些甚至出現下降的現象，不過，第 1 隻老鼠

的效價仍持續上升至 1:1024。至第 56 天再度開始追加免疫後，第 63、73
及 80 天的 NT 效價又開始逐漸上升，雖然有 3 隻老鼠死亡，但其他 3 隻至

第 80 天的 NT 效價分別高達 1:1024 (M1)及 1:512 (M3 及 M6)。 
3. ELISA IgM及IgG結果

血清檢體、SARS病毒、HRP- conjugated goat anti-mouse IgG 及IgM
皆先行以棋盤滴定法(checkerboard titration)來決定最適當稀釋濃度分別

為 1:100、104.2TCID50/50μl及 1:4000，檢測值必須大於陰性對照組 4 倍以

上且高於培養液對照組至少 2 倍以上方判定為陽性。依此得到每一個時期

採血的IgM及IgG最終效價結果標示於圖三及圖四。在 6 隻老鼠體內，除了

M6 的IgG反應較慢之外，其他不論IgM或IgG，都在初次免疫的 14 天後即

出現抗體明顯上升的情形，而其中IgM的效價又比IgG來的高，除了M6 之

外，另外 5 隻老鼠的血清在稀釋 800 倍後仍可測得IgM。至於其他各次採

血所得到的結果，和中和試驗所呈現的結果相比較，也顯得相當一致，例

如，在第 49 天測得的IgM和IgG反應，亦或多或少呈現下降或停滯現象，

而在再度追加免疫後，於第 63、73 及 80 天皆可觀察到再度明顯上升的IgM
及IgG抗體。 

當我們把 IgM 和 IgG 抗體做比較時，發現二者在效價上有些許的差

異，IgM 出現的時間除了比 IgG 早之外，在效價上也比 IgG 來的高，例如

在最後一次採血（第 80 天）的結果就顯示，三隻老鼠體內的 IgM 就比 IgG 
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高出 2~8 倍，而 M1 的血清在稀釋倍數高達 102400 倍時，仍然呈現 ELISA 
IgM 的陽性反應。 

討  論 

目前對於SARS病毒的實驗室診斷方法，包括：（1）．病毒偵測，如

RT-PCR[7、8]，這種方法可在發病的早期及短時間內檢測出病毒的RNA，

是國內SARS疫情出現後，最主要的檢驗方法，RT-PCR雖然可以在發病早

期偵測出病毒的存在，但是較容易產生偽陽性反應，而且採取病毒性咽喉

拭子時，因危險性較高，容易造成採檢者的感染。（2）．抗體測試：如ELISA[9]
及NT等，因為尚未研發出單株抗體，所以目前的ELISA檢測仍以IgG為主，

也就是必需在發病的較晚期，患者體內出現IgG後才容易被偵測到，因此

對早期診斷較無助益。中和抗體試驗雖然專一性頗高，但由於需以活病毒

進行檢測，因此必需受限於P3 級實驗室中進行，相對的危險性也較高，加

上繁複的實驗過程及較長的檢測時間，比較不適用於大量檢體及早期的篩

檢。 
ELISA是實驗室鑑定病毒感染時常使用的一種方法，由於它具有反應

靈敏、快速、機器判讀減少主觀誤差以及可同時處理大量檢體等優點，目

前已發展出相當多種類的快速試劑供實驗室使用[10]。目前局內檢測SARS
所採用的ELISA試劑是由美國CDC所提供，惟其在步驟及結果判讀上皆稍

嫌繁瑣，而且無法區分IgM及IgG，有鑑於此，本研究即針對其流程稍加修

改，再以同樣的病毒免疫老鼠後，預期其體內免疫反應的發生及各種抗體

產生的情形用於此檢驗方法的評估，期能更進一步應用於SARS患者的血清

檢體檢測。 
我們基於動物產生免疫反應的模式，設計整個實驗流程，首先，以高

濃度的去活化病毒多次誘發小鼠的免疫反應，當老鼠體內抗體濃度持續上

升後，即停止追加免疫，等待數週待其抗體稍微下降之後再進行第二階段
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的追加免疫，這樣的做法有二個目的：首先是當老鼠體內抗體極高時，若

再打入病毒，會被抗體破壞掉，不但失去追加免疫的效果且徒然浪費病毒

而已，其次是當等待一段較長的時間，讓抗體稍微下降後再進行追加免疫，

可以誘發老鼠產生更強的免疫反應。 
在本實驗進行中，由於第 28 天的血清檢測結果顯示抗體效價已顯著

上升，因此於同日進行追加免疫後，即基於前述理由，不再繼續對這 6 隻

老鼠追加免疫。間隔三週之後（第 49 天），再度採血觀察及比較抗體效價，

發現果如預期般，各種抗體皆呈停滯或稍微下降，但因M1 的NT抗體效價

仍高，且M3 及M6 的IgM抗體仍稍有上升，因此決定再隔一週，也就是第

56 天才再度開始第二階段的免疫工作 (boost3)，隔週再追加一次 
(boost4)。不過，這一次的追加免疫卻造成M2、M4 及M5 的死亡，由ELISA
的結果顯示，這三隻死亡的老鼠，在第 49 天和第 63 天的二次抗體效價上

升幅度遠大於另外三隻存活者，尤其是追加免疫後當夜即死亡的M5，其

IgM及IgG抗體效價在二週之內就分別上升了 64（由 1600 上升至 102400）

及 16 倍（由 1600 上升至 25600）之多，故推測老鼠體內所產生急劇和過

度的免疫反應可能是造成其死亡的原因，在NT抗體方面，由於敏感度不如

ELISA，因而看不出如此大的變化。至於其他三隻老鼠雖然幸運存活，但

也在第 63 天的追加注射後，於外觀及活動力上出現不正常的狀況，所幸

數天後即恢復正常。由於担心再次免疫可能會再度造成老鼠死亡，加上存

活的老鼠在第 80 天的抗體反應（不論是NT或ELISA）皆令人滿意，因此

決定停止免疫並繼續下一階段的單株抗體研發工作。 
由本研究的結果顯示，NT和ELISA確實可以有效的偵測出老鼠體內抗

體的出現情形，而且抗體效價的變化也和我們模擬的狀況吻合，在NT方

面，多數老鼠的中和抗體至免疫的第 14 天仍未出現，直到第 28 天之後才

有顯著的上升。至於ELISA，IgM在第 14 天就有明顯的上升，當稀釋至 800
倍後，除了M6 之外，仍然呈現陽性反應，第 28 天和第 49 天的血清最高
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稀釋到 3200 倍仍可測得抗體的存在，在IgG方面，抗體出現的時間比IgM
略晚，且效價也明顯不如IgM來得高。經由NT和ELISA的結果相比較，發

現ELISA確實可以在抗體出現的較早期就發揮作用，而且可以在較高的稀

釋倍數下測得抗體的存在(如M1 最後一次血清中的抗體效價，IgG ELISA
及IgM ELISA分別高出NT 50 至 100 倍之多)，由此可以證明ELISA的敏感

度高於NT，不但可以檢測出相當低濃度的抗體，甚至在其他血清學方法尚

無法確認時，就可偵測出抗體的存在。 
非專一性反應（non-specific reaction）是進行ELISA檢測時最感困擾

的一個問題[11-12]，目前受限於SARS病毒的單株抗體尚未開發，無法以

專一性更高的抗原（或抗體）-捕捉法（antigen or antibody-capture ELISA）

來設計ELISA試劑，而僅能以間接反應來測試抗體的存在與否，此時預鍍

（pre-coated）抗原的純度勢必影響整體反應的專一性，本研究中所使用

的抗原在經過Centricon Plus-20 Centrifugal Filter Devices 的處理之後，

和未經純化的抗原對照，發現確實可以有效的降低因BSA所引發的非專一

性反應。 
本研究所設計的 ELISA 方法，全部檢測時間約需 2.5 小時，可以有效

的縮短 SARS 抗體檢測的時間，目前這種檢驗方法正在進行 SARS 患者血

清的測試及評估，同時也利用健康族群的大量血清檢體訂定其陽性篩選

值，希望以此模式設計的相關快速檢驗試劑，未來能有效應用於大量血清

檢體之篩檢，不致延誤病患就診治療之首要時機。 
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衛生署疾病管制局研究檢驗組 
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圖一 6 隻老鼠的詳細免疫及採血時程表 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖二 6 隻老鼠於不同時期血清之中和抗體效價 
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圖三 6 隻老鼠於不同時期之血清 ELISA IgM 效價 

 

 

 

 

 

 

 

 

 圖四 6 隻老鼠於不同時期之血清 ELISA IgG 效價 

 


