
前言： 

近年來國際間新興疾病發生頻仍，其原因包括有：全球性旅遊

發達、食物集中處理化及全球性供應化、人口增加及環境快速都會

區化及擁擠化、由於內戰、飢餓或人為及自然災難所造成人口遷

移、由於灌溉、森林砍伐及造林等計劃，而致使病媒蟲(或動物)改

變其棲息地 及棲息性、人類行為的變遷。如：靜脈藥物注射及危險

性行為等。、廣泛使用抗菌藥物或殺蟲劑，而加速抗藥性的衍生或

人類和熱帶雨林或(及)其他荒野地區的接觸或入侵頻率不斷提昇。

其原因包括有：人口成長、人口分布都市化、旅遊增加、病媒蚊控

制不佳及氣候變化等多重因素。 

這些新興疾病的疫情如 1993年美國爆發漢他肺症候群(Hanta 

Pulmonary Syndrome, HPS)疫情(Rodriguez-Moran P et al;1998)在科羅

拉多州造成數人死亡，接著此類病例一直不斷，這些確定病例在美

國累計到 2002年 4月已有 331個病例，1999年亦爆發西尼羅河病毒

(West Nile Virus)疫情，在紐約等三州計有 59人發病 7人死亡(Jia 

XY et al;1999)。1999年馬來西亞爆發立百病毒”(Nipah virus)疫情，

至少死亡 95人（Chua KB et al;1999）。1998年台灣爆發口蹄疫

(Foot and Mouth Disease) (Chen BJ et al;1999)及 1997年香港爆發家禽

流行性感冒(禽流感, Influenza Virus)造成經濟方面之嚴重損失

(Shortridge KF et al;1998)。 

其他全世界發生出血性疾病疫情的還有：1994年在象牙海岸

(Formenty P et al;1999)、1994-1996年在加彭(Volchkov V et al;1997、

Georges AJ et al;1999)、1995年在薩伊爆發伊波拉出血熱(Ebola 

Hemorrhagic Fever , Ebola HF) (Muyembe-Tamfum JJ et al;1999)、

1996年在菲律賓及 1997年在美國爆發猿猴型之伊波拉病毒感染
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(Rollin PE et al;1999)。1999年在薩伊爆發馬堡出血熱(Marburg HF)

疫情(Bertherat E et al;1999)。1994年在奈及利亞(Fisher-Hoch SP et 

al;1995)及 1997年在獅子山共和國爆發拉薩熱(Lassa Fever)疫情(此資

料由美國亞特蘭大 CDC提供)。1994年在中東牲畜場(Khan AS et 

al;1997) 、1996年在南非(Burt FJ et al;1998)及 1998年在巴基斯坦

(Altaf A et al; 1998)爆發克里米亞-剛果出血熱(Crimean-Congo HF)疫

情。1994年在秘魯爆發玻利維亞出血熱(Bolivian HF)疫情(MMWR 

Morb Mortal Wkly Rep；1994)。1990s年在南美洲一直皆有爆發登革

出血熱(Dengue HF)疫情(Aviles G et al;1999)。1993年在埃及(Arthur 

RR et al;1993、Abu-Elyazeed R et al; 1996)及 1998年在肯亞爆發裂谷

熱(Rift Valley Fever)疫情(Linthicum KJ et al;1999)。1996年在塞內加

爾爆發黃熱病(Yellow Fever)疫情(Thonnon J et al;1998)。1993年在美

國（Peters, CJ et al;1996、Wells RM et al;1997）、1995-1996年在巴

西（Johnson AM et al;1999、Figueiredo LT et al;1999）、1996年在德

國（Schreiber, M et al;1996）、1997年在智利及阿根廷爆發漢他病毒

肺症候群(HPS)疫情、（Schmaljohn, CS et al;1997、Cantoni G et 

al;1997、Toro J et al;1998）。 

在這些爆發之出血性病毒大部分皆屬於第四級病毒，而在 1999

年 3月馬來西亞發生疫情的立百病毒也歸於第四級病毒屬。出血熱

在非洲，通常不會造成很大之流行；但是在侷限小的人口密集社區

或村莊，卻會造成很嚴重之疫病。 這些疾病可造成高死亡率，有些

亦會有失能之後遺症；如拉薩熱會造成聽力受損(Cummins Det al; 

1990)。 

這些致病病毒存在於自然界種類繁多，且易變異性，其不論致

病率，致死率、散播性均高，且目前對於病毒的預防和診斷都比較
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困難，治療方面也沒有特效藥。防疫人員平時了解這些致病病毒之

特性、危害及防護準則，平日做好偵檢防治之基本(物資)器材準備

及演練使用方法和支援程序，達到疫情爆發時才能降低人員傷亡比

率。在進行出血熱診斷時，應與以發熱為主的疾病相鑑別，如上呼

吸道感染、流行性感冒、流行性腦脊髓膜炎、鉤端螺旋體病、發革

出血熱、阿根廷出血熱（Argentine Hemorrhagic fever）、天花病

毒、傷寒與斑疹傷寒、金黃色葡萄球菌敗血症等；其次應與血液病

相鑑別，如急性白血病、血小板減少性紫斑，過敏性紫斑等。 

這些新興疾病的病原大都屬於第四級病毒，第四級病毒是屬於

高致死率的傳染性病毒，近年來由於國人出國旅遊頻繁，很有可能

將第四級病毒之病原體由流行地區傳到本國，成為境外移入病例。

尤其中國大陸是許多傳染性疾病感染很嚴重的地區，而我國與其地

源接近，港口貿易及人民往來頻繁，易將病原由大陸帶入國內。由

於這些病毒致死率甚高，又無有效的疫苗，甚至有些第四級病毒可

藉由人與人之接觸而傳染疾病，如此將造成國人之恐慌，這些疾病

包括有伊波拉出血熱(Ebola hemorrhagic fever, Ebola HF) 、馬堡熱

(Marburg fever)、拉薩熱(Lassa fever)及克里米亞-剛果出血熱

(Crimean-Congo hemorrhagic fever)等。在我國具有診斷這些高致死

率疾病能力與經驗的醫師極少或幾乎沒有，而我們無法一直寄望、

仰賴外人的協助，一定要建立自己的偵檢能力和系統，這是要靠長

期努力累積下來的，雖然無法取得大部分的病毒，但仍需找些取代

的解決方法，我們期望繼續不斷的發展建立這個偵檢的能力與體

系，並發展一套快速、簡易、敏感、且具特異性的檢驗方法，將有

助於各類感染疾病之早期診斷，以遏止疫情擴散。 
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有鑑於這些疾病之嚴重性及潛在未知危險病原體之存在，我們

在民國八十四年建造完成了全世界第八座生物安全等級第四級

(Biohazard level 4)之實驗室，以因應突發狀況。這些疾病之診斷一

樣需要分離病毒，也需要具有專一性之免疫抗體、抗原反應和電子

顯微鏡鏡檢等，不過這些診斷步驟皆需要在具有生物安全等級第四

級之實驗室操作或前處理，才能確保操作人員之安全。生物安全第

四級實驗室目前我國只有預醫所建置使用，因此對於疑似第四級病

毒之感染，預醫所可提供衛生署此項設施，並協助加以鑑定，以達

物盡其用之目的。 

本計畫將利用病毒分離、反轉錄聚合酵素連鎖反應(Reverse 

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction)、特異性抗體、免疫轉

漬、及電子顯微鏡鏡檢等技術，對可能在本國境內發生高致病率

及高致死性疫情的疾病，持續維持診斷的能力，期盼對本土之預

防醫學及疫情控制有所貢獻。依近年來國際發生新興病毒疫情之

報告，研判對可能在本國境內發生高致病率及高致死性疫情的疾

病，持續加強與維持診斷的能力。雖然有些出血性病毒的中間宿

主並不存在，沒有造成大量流行之條件，但是這些第四級病毒卻

潛在人傳播給人而致病甚至於致死之傳染途徑，若不能早期給予

確立診斷則將有擴大疫情之疑慮。 
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（2）材料與方法： 

    本計畫所用之血清或尿液檢體均為疑似第四級病毒感染之病

患檢體。其檢驗流程作業，所必須應用之方法及實驗步驟簡要如

下。 

我們實驗室的診斷方式(必需至少一項符合)： 

（一）病毒分離、鏡檢：利用細胞來分離病毒，時間約 7-10天後觀

察細胞病變之現象。取此細胞病變之細胞或細胞外液體，經病毒去

活化及濃縮體積後，進行電子顯微鏡鏡檢來觀察病毒之形狀外型。 

（二）病毒基因偵測：設計出可增殖各病毒之正反引子，利用反轉

錄聚合　連鎖反應之技術予以判定。 

（三）病毒基因定序分析：將所得到之基因片段給予基因序列分

析，將得到之基因序列與病毒基因庫各亞型進行資料比對，確立此

致病毒及其病毒亞型。 

（四）血清學檢查：利用病毒之基因序列為基礎，以人為基因合成

之方式，合成長度約為 0.5 Kb且經電腦軟體分析具有免疫抗原性之

病毒核蛋白或外套蛋白。利用細菌（E.coli）或真核細胞株系統大量

製備檢測用抗原。製備之檢測用病毒抗原，進行病人血清 IgM-

capture or IgG特異性抗體之分析，若大於 64倍即判陽性或取病患之

恢復期血清有 4倍以上之結果判陽性。 

（五）病毒抗原檢查：利用大量製備之檢測用抗原，製備出多源抗

體及單株抗體，以免疫轉漬 (Immunoblot) 之方法分析感染之細胞溶

解液之病毒抗原。以免疫螢光分析 (Immunofluoresence assay, IFA) 

偵測感染之細胞中抗原之出現。 

（六）免疫組織染色 (Immuno-histochemistry, IHC ) 分析：利用免疫

組織染色分析疑似病毒感染患者的組織細胞偵測病毒抗原之存在。 
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病毒抗原製備：國內直至目前為止並無第四級病毒感染之病例

報告，更因此類病毒受到國際協會的管制無法獲得這些第四級病毒

做為參考病毒。所以這些病毒抗原之製備，則需靠人工合成基因之

方式獲得 (目前人工合成基因之技術已趨成熟) 。我們可將此人工合

成基因以大腸桿菌或昆蟲表現系統來大量表現病毒蛋白，做為診斷

用之病毒抗原。 

病毒分離培養：Vero E6 細胞以Eagles‘ mininum essential medium 

(EMEM，內含10%加熱去活化胎牛血清)在37℃，5%CO2的條件下

培養。該細胞被用來分離多種出血性病毒。細胞接種後，改以 

2%EMEM做繼代培養。送檢樣本先經過濾除去雜質後，上浮液以 

EMEM 培養液調整成10%的懸浮液，以100µl 之該懸浮液，於37℃

接種至70%細胞滿的25cm2 的培養瓶，接種2小時候，再加入5ml 2% 

EMEM培養液，置入37℃，5%CO2 培養箱之後，每兩週做一次繼代

培養，先吸出上層培養液，以0.25% Trypsine-EDTA處理分離細胞，

再混入原吸出之培養液，而後將1/3量置入新的 25 cm2培養瓶，並以 

2%EMEM 補足至5 ml ，另1/3 置於-70℃ 凍存，另1/3量留做免疫轉

漬檢測用。 

血清檢體病毒或細胞培養病毒液RNA之萃取：使用Quagen 廠牌

之QIAamp Viral RNA抽取試劑組，依廠牌步驟指示，略述如下。取 

140µl血清加入560µl AVL 溶液(註)，室溫靜置10分鐘，再加入560µl

絕對酒精，混勻後，10000rpm轉速離心使通過QIAamp Spin 

Column，續以500µl AW 溶液(註)清洗管柱兩次，最後以800C之60µl 

Rnase-free ddH2O 沖流出病毒RNA（Homczynski, P et al;1987）。反

轉錄-聚合酵素連鎖反應(Reverse Transcription-PCR) ：在由細胞培養
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液或血清檢體萃取出之RNA溶液中，加入上、下端引子(100µl)後，

將此混合物於90℃加熱5分鐘，置於冰上3分鐘，短暫離心收集溶液

於管底。取20µl此模版/引子溶液於0.2ml離心管中，並加入5µl10x緩

衝液 (500 mM KCl, 100mM Tris-HCl, pH8.3, 15 mM MgCl2,0.01% (v/v) 

gelatin)，4µl 2.5 mM dNTPs (BRL), 0.5µl 0.1M DTT (dithiothreitol)，

0.5µl 核糖核酸酵素抑制劑(ribonuclease inhibitor, RNAsin, 10U/µl, 

BRL), 0.5µl SuperScript II Reverse Transcriptase (RNase H-, 20U/µl, 

BRL)和0.5µl AmpliTaq DNA polymerase (5U/µl, Perkin Elmer), 以depc

無菌水將總體積補至50µl，混合均勻後，於GeneAmp PCR System 

9600 (Perkin Elmer) 進行反轉錄-聚合酵素連鎖反應。反應條件如

下：於41℃進行反轉錄反應60分鐘，再進行聚合酵素連鎖反應：94

℃ 40秒，38℃ 40秒，72℃ 1分鐘，共40個循環。 

巢式聚合酵素連鎖反應(Nested-PCR) ：巢式聚合酵素連鎖反應則

接著在第一對引子增幅得到之病毒核酸中，再設計出第二對引子進

行病毒核酸增幅聚合酵素連鎖反應，其目的在增加診斷之專一性及

敏感性。取10% (5 µl) RT-PCR反應之溶液為模版於0.2ml 離心管，加

入上、下端引子(100 µM) 各1 µl，5µl 10 x PCR緩衝液，4 µl 2.5mM 

dNTPs, 0.5 µl 0.1M DTT, 0.5 µl AmpliTaq DNA polymerase (5U/ µl, 

Perkin Elmer), 以無菌水將總體積補至50 µl混合均勻後，於GeneAmp 

PCR System 9600 (Perkin Elmer) 進行聚合酵素連鎖反應。反應條件

如下：94℃ 40秒，41℃ 40秒，72℃ 1分鐘，共35個循環。反應完成

後以瓊脂凝膠進行電泳以分析所得片段。     

雙股DNA定序法：將聚合酵素連鎖反應得到之DNA片段，做

DNA定序反應，其目的在做進一步之確認。 DNA定序是採dye-

dideoxyribonucleotide chain termination。 
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酵素連結免疫吸附試驗(MAC-ELISA)：首先加100µl/well 1:200 

goat antihuman IgM抗體於96-well plate，於室溫下靜置4小時，以

PBS沖洗各well，再以4%BSA(bovine serum albumin)加入各well，此

為blocking step，於370C放置5分鐘後，以PBS沖洗各well，於各well

中加入50µl 1:10稀釋之血清，於室溫下靜置2小時，吸取稀釋之血清

後以PBS沖洗各well，然後於各well中加入50µl定量之病毒濃縮液或

純化之病毒抗原，於室溫下靜置2小時，以PBS沖洗各well，於各

well中加入25µl horseradish peroxidase-conjugated 單株抗體，於370C

反應30分鐘後，以PBS沖洗各well後，各加入100µl之ABTS受質，於

370C反應30分鐘後加入停止溶液，再於室溫下靜置2小時，最後以

ELISA reader 於405nm波長下讀取吸光值。評估結果時，每一plate都

以至少一個已確立感染者血清做為positive control，並以三個未感染

血清做為negative control，此三個negative control所得之mean+3SE做

為判定之標準，超過此值判為陽性，反之為陰性。 

酵素免疫吸附分析法(Enzyme-linked Immunosorbent Assay; 

ELISA)：將96孔酵素免疫分析盤劃分為上下兩部份，其一加入100µl 

1：2000稀釋之病毒抗原混合液，另一半加入100µl 1：2000稀釋之

E6細胞之抗原液以作為對照實驗。將加好抗原之96孔酵素免疫分析

盤靜置於4℃，隔夜後即可使用。把置備好的酵素免疫分析盤先以

washing machine以磷酸緩衝液(Phosphate Buffer Saline; PBS, 8mM 

Na2HPO4, 2mM KH2PO4, 140mM NaCl, 10mM KCl)洗淨，將待測血清

以10%脫脂乳(skimmed milk)以1：100濃度稀釋，分別加入100µl 稀

釋血清於盤中之對照組於實驗組中。於37℃中作用1小時後，以PBS

清洗酵素免疫分析盤，在酵素免疫分析盤中之孔內，各加入100µl以

1：2000稀釋之第二抗體(Goat anti-Rat IgG-HRP, Cappel)，再置於37
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℃反應1小時，清洗酵素免疫分析盤後，每孔加入100µl之呈色劑

(TMB-0.035% H2O2, in Citrate-Citrate buffer, pH5.5)置於室溫於黑暗中

作用15-20分鐘後，每孔加入50µl反應終止溶液(2M H2SO4)，以分光

光度計OD450測其吸光值，作分析比較，將OD450值高於負對照平均

值加3倍標準差者，視為正反應。 

免疫螢光染色(IFA) ：將適量經Trypsin-EDTA處理分離下來的 

Vero-E6細胞，滴至12孔玻片上，置於抽氣櫃中抽乾，而後以-20℃

1:1 之甲醇/丙酮溶劑固定2分鐘，在放入抽氣櫃以揮發甲醇/丙酮固定

液。以PBS沖洗各well後，加入初級抗體 (1:100 in PBS)，於37℃反

應30分鐘，以PBS重複浸洗3次，每次各5分鐘，再加入FITC標定之

次級抗體 (1:100 in PBS)，於37℃反應30分鐘，以PBS 重複浸洗3

次，每次各5分鐘，待加入0.5ml之PBS後，以免疫螢光顯微鏡觀察染

色結果。 

凝膠電泳與轉漬酵素免疫反應：根據 Laemmli(1970)所敘述之

SDS-polyacrylamide electrophoresis 方法，採用 10% separating gel。

首先將準備好之病毒液或基因表現之病毒蛋白與等量之 2 X sample 

buffer 混合，經沸水煮 10 分鐘。將此混合液加入 2.5% stacking gel

之樣品槽中，以固定電壓 100 伏特進行電泳，待指示劑向下移動至

距膠體底端 2 公分處，停止電源。參考 Towbin et al(1979)之方法，

利用 Semi-Dry Blot的方式，將凝膠電泳上之病毒蛋白轉漬到與膠體

一樣大小之 NC-膜。轉漬後將 NC-膜剪成一條條長形之膜，進行酵

素免疫反應。先以 10%胎牛血清白蛋白(Bovine Serum Albumin,BSA)

與 NC-膜做非特異性結合，於 37℃反應 60 分鐘，再加入稀釋之病

人血清，於 37℃反應 60分鐘，以 PBS重複浸洗 3次，每次各 5分

鐘，再加入 HRP結合之次級抗體 Goat-antihuman IgG-HRP (1:100 in 
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PBS)，於 37℃反應 30 分鐘，以 PBS 重複浸洗 3 次，每次各 5 分

鐘，待加入含有 3-Amino-9-EthylCarbazole(AEC)和 H2O2的溶液後，

等待十五分鐘後結果呈現粉紅色至褐色反應，依其蛋白分子大小判

定為是否陽性。 

表現重組蛋白：將大腸重組基因表現載具之大腸菌培養至 log-

phase transformed經過 IPTG 的刺激 3 小時後，離心、去掉培養液、

沈澱的大腸菌體浮懸在 TEN buffer （10 mM Tris-HCl pH 8.0 ，1 mM 

EDTA 和 50 mM NaCl) 及 1 mg/ml lysozyme 中，保持在 4℃40 分

鐘，再以超音波打破菌體，加 5 mg/ml DNase I NaCl-Mg 在溶液中 4

℃ digest DNA 60 min，離心、收沈澱物。沈澱物 用 TEN buffer 含

0.1% NP-40 洗兩次後，將沈澱物溶於 GTG buffer （5M Guanidine-

HCl, 50 mM Tris-HCl pH 8.0，and 10% glycerol)，加入 2-

mercaptoethanol 至 8 mM 放置於 60℃ 30 min，然後以 GTG buffer 稀

釋 8 倍並和 Ni-NTA 樹酯混合，用大量的 GTG buffer 洗掉沒附著上

的雜質後，再以 GTG buffer 含 0.25 M imidazole elute 出表現蛋白。

若需要進一步 renaturation 成 active form of viral protein，則沖出液稀

釋至 A280<0.200 以下，用 0.5 M guanidine HCl-50 mM Tris HCl pH 

8.0 - 1 mM EDTA-1 mM dithiothreitol-20% glycerol 透析，在換為 

buffer A （25 mM HEPES pH 7.4-50 mM KCl-0.02% 2-

mercaptoethanol-1 mM EDTA- 0.01% Triton X-100-20% glycerol) 4℃ 

至少 6 小時。 

純化各種重組蛋白： 由於各種蛋白的特性都不同，所以純化的

方法都不一樣，上述所得的 Ni-NTA eluent 可試著用分子量的大小、

帶電量的多寡、親酯性的強弱、或有特別的特性來做分離，然後進

一步用 FPLC column 來做分離。 
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（3）結果： 

檢體檢測 

    今年（91年）到現在總共收到了 20件檢體（如表一至表四），大

部分的檢體被要求檢測立百、亨得拉、西尼羅河或狂犬病病毒，只

有一件要測試波利維亞出血熱病毒和 Kyasanur forest disease（表

一、檢體 091-1-31-000063），血清或腦脊髓檢體經 0.45微米孔徑的

率膜過濾後，因為這些病毒都為 RNA病毒，一部份的檢體首先以

RT-PCR做檢定再以巢氏 PCR進一步測試，使用的引子對則依所要

求的項目而定，檢測的結果大都為陰性（表一、二、三和四），只

有羅氏的檢體（表三）在狂犬病病毒的項目呈現陽性。另一部份的

檢體則進行病毒分離，依各個要求檢驗項目決定使用的細胞，大部

分的病毒分離都沒顯現細胞病變效果（CPE），除了羅氏的檢體

外，有三例（鄭彩雲 550、091-2-36-000169和 091-1-31-000259）可

見到 CPE，接連培養三代可見到 CPE越來越快越強，若以各種不同

之抗體進一步作 IFA，可推斷它們有可能為 CMV或流行性感冒 B

型，不過仍須作進一步測 CMV或流行性感冒 B型之 RT-PCR和巢

氏 PCR等方法確認。 

    至於偵檢羅氏之檢體 RT-PCR和 semi-nested PCR所用的引子出處

及核酸序列都顯示於圖一的 A格，我們只拿到上呼吸道的抽出液，

取抽出液 0.3 cc經離心後上清液以 0.45微米孔徑的率膜過濾後，

0.15 cc的檢體以 Trizol抽取 RNA，抽取步驟按照廠商提供之方法，

RT-PCR採取單步驟用 P61和 P62為引子，結果如圖一 B格，顯示

的 DNA band大約 1.3 kb，和預測的大小 1311bp相類似，RT-PCR

完的產品取 5μl，並以 P63和 P62為引子，進行 semi-nested PCR，

結果顯示於圖一 B格中，結果可見到大約 1.3 kb的 DNA band，和

所預測大小之 DNA片段 1302bp非常接近。在還未得到這 1.3kb的
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核酸序列之前，從病毒基因資訊的分析比較有一些限制酵素對各個

病毒株能切在固定相近似的位置，作為確定或分型用，因此我們試

著用 NilI、SphI、PvuII和 EcoRI等酵素去切這 1.3 kb的 DNA片

段，結果顯示於圖一 B格中，PvuII和 EcoRI沒有切的位置，而 NilI

和 SphI各有一個切的位置，分別位於 428和 426，因此切成兩段

DNA片段約 880和 430bp，與預期的相近。接著在此疑似狂犬病的

檢討會議後隔天，由 PCR所得的 1.3 kb DNA片段經核酸序列分析

結果也得到了，更強有力支持檢體含狂犬病毒，這一段 1.3 kb DNA

的核酸序列和其它目前 gene library的狂犬病病毒基因作比對，結果

（圖二）顯示這 PCR所得的核酸序列與已知狂犬病病毒 NP基因最

接近，由 phylogenic tree來看和大陸發表的狂犬病病毒株最接近，高

達 88.6％為最高，其它的狂犬病毒株的這段基因片段的比對都介於

85至 88％之間。因此很確定在這檢體中確實含有狂犬病病毒的

RNA，且與大陸發表之狂犬病病毒核酸序列最接近。 

    上述是由分子生物技術檢驗的結果，另一方面我們進行病毒分

離，將不到 0.15cc的檢體過濾液經過 PBS稀釋後，放入約 7、8成

confluence的 N18細胞（一種 neuroblastoma cell line）中一起培養，

至第三天可看到些微的 CPE，至第四天可見到很明顯細胞分解的

CPE孔洞（圖三格 C、D和 E），但沒加檢體的陰性對照組則未呈

任何 CPE（圖三格 A和 B）。若將這些細胞進一步用抗狂犬病病毒

的單株抗體作 IFA檢測，可見到圖四格 B和 C，添加檢體的這組細

胞能被這單株抗體附著呈現很強的螢光。接著我們也將這細胞再作

RT-PCR和 semi-nested PCR的測試，結果也是陽性。因此綜合上述

結果可推論這檢體含有活性的狂犬病病毒，且強力支持此病人確實

感染狂犬病。 

研發工作 
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    往年按照伊波拉出血熱、馬堡出血熱、拉薩熱和立百病毒等蛋白

之抗原性，選取抗原性高的 domain，利用人工合成出約 500bp之核

酸片段，伊波拉出血熱病毒位於 nt1719-2218、馬堡出血熱病毒為

nt1469-1967、立百病毒為 nt1190-1689、拉薩熱病毒為 nt43-538，然

後進入大腸桿菌蛋白表現系統表現重組蛋白，接著純化並試著去利

用這些重組蛋白，接著今年生產重組蛋白及其所誘導出的多株抗體

仍繼續在進行中，但最主要的問題這些誘導出的抗體是否適用於或

真的能專一辨認真正的病毒或運用於臨床檢體，目前礙於沒有標準

病毒株，因此這個答案一直無法回答，這問題只好尋求國際間之合

作，如美國疾病管制局。 

至於漢他病毒 S基因已經能利用大腸桿菌系統作大量的重組蛋

白表現、純化，利用這重組蛋白運用於 coating ELISA plate，或誘導

多株抗體，其效果也很好，至於整個 G1和 G2基因已被建構完成，

然而它們的重組蛋白無法在大腸桿菌系統生產，甚至連接入的克隆

都挑不到，即使換了幾種載體，也無法得到能表現的克龍，有可能

此基因的重組蛋白對菌有毒害，因此我們已經換到 baculovirus的蛋

白表現系統，目前已經把 G2基因兩端接上 homologous domain，再

經過 recombination把 G2基因接入 Bacmid裡面，挑選接入 G2基因

片段的 Bacmid克龍，然後試著感染 sf9細胞並測試含有表現 G2重

組蛋白的重組病毒，大量繁殖含這 G2基因的重組病毒及 titration病

毒的量，接著尋找最佳表現的條件和如何提高產量仍在進行中，至

於 G1基因仍在積極地嘗試進入 Baculovirus系統中。 

    1999年美國爆發西尼羅河病毒(West Nile Virus)疫情，在紐約等三

州計有 59人發病 7人死亡(Jia XY et al;1999)。延至今年 2002年西尼

羅河病毒更是在美國大流行，流行地區更是擴大到除了西部幾州未

出現病例，其它地區都無法倖免。雖說西尼羅河病毒屬於 P3的病

 13



毒，台灣從未有疑似或確定病例，但這種病毒可經由鳥或蚊子來攜

帶，像美洲從來不曾發生，卻於 1999年帶入就在美國本土化，來勢

洶洶，所以我們也不可輕忽，尤其台灣對這病毒的檢測能力及經驗

都沒有，更須儘速建立偵檢的能力，因此我們於 91年度開始增加西

尼羅河病毒為研發的對象。 

現在我們已經分析生物資訊依不同的基因片段設計了 11條引子

（圖五），我們仍覺得需要更進一步或更多的工具來鑑定此病毒，

因此我們先以 RT-PCR取得一段 preM-E基因約 1.5 kb，作核酸序列

分析，與美國最近流行的病毒株比較核酸序列的相似性高達 93％，

至於氨基酸序列的相似性也是相當高約 94％，其中有一小段 4個氨

基酸不見了，結果顯示於表四。 

    接著將此西尼羅病毒 preM-E基因克隆到大腸桿菌，換了好幾個

vectors，但都挑不到克隆，也就是在大腸桿菌的系統無法進一步作

蛋白的表現。所以換到一個酵母的系統，將此 preM-E基因接入

pPICZαB vector中（圖五格 A），挑到幾個克隆如圖五格 B，lane 

1、2、3和 4顯示比 pPICZαB vector多出個約 1.5kb的 DNA片段，

再 fusion到酵母菌的染色體，最後測試這些酵母菌是否表現西尼羅

河病毒的 E蛋白，顯示於圖六，若以抗西尼羅病毒的多株抗體可見

到約 47kD的一條 band（格 A），以抗 his-tag的抗體檢測也可看到

類似的 band（格 B）。由以上的結果看來西尼羅河病毒的 E蛋白可

以在酵母菌的系統表現，接下來仍有待去尋找最佳的蛋白表現條件

和純化方法，再者因為表現的重組蛋白似乎形成 polymer，這是否為

pseudovirus particle也是一個很有趣的問題都有待進一步的探討研究

的。 
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(4)討論： 

今年（91年）收到了 20件檢體，大部分的檢體被要求檢測立

百、亨得拉、西尼羅河或狂犬病病毒，只有一件要測試波利維亞出

血熱病毒和 Kyasanur forest disease，這些疑似的病毒都為 RNA病

毒，因此首先以 RT-PCR做檢定再以巢氏 PCR進一步測試，檢測的

結果大都為陰性，只有羅氏的檢體在狂犬病病毒的項目呈現陽性，

我們也一直在問為何陽性率這麼低，如果問題是出在取檢體不是最

佳的時間點，或檢體採取後輸送時保存不當，這些都不是我們能夠

控制的部分，再來檢體經過 RNA萃取，如果我們手上有陽性對照組

的病毒時，都會同時加入對照病毒萃取作為陽性對照組，如狂犬病

病毒和西尼羅河病毒，至於沒有陽性對照組病毒則以合成 RNA片段

混於陰性對照檢體再做萃取工作，如立百和亨得拉病毒，結果一定

要看到陽性對照組呈現陽性，而陰性對照組呈現陰性時，才能下斷

言論及待檢檢體是陽性或陰性，至於波利維亞出血熱病毒和

Kyasanur forest disease；目前我們沒有標準病毒株也沒有合成 RNA

片段，因此在檢測時沒有陽性對照組，寄望有與預計大小類似的

DNA band出現時，仍有待進一步的核酸序列來證明，至於如何去避

免或降低偽陰性的出現可能性，是我們繼續要努力的方向。若不是

懷疑的檢測項目時，那又要如何著手去找到真正病癥的原因？一般

都依賴病毒分離的成功，才能有機會繼續追尋真正的病源，不過經

常按照所要求偵檢的病毒來決定使用的細胞，檢體的量有限也不可

能試許多細胞，因此細胞不對時也錯失病毒分離的機會。今年除了

羅氏的檢體外，有三例（鄭彩雲 550、091-2-36-000169和 091-1-31-

000259）可見到 CPE，接連培養三代可見到 CPE越來越快越強，若

以各種不同之抗體進一步作 IFA，可推斷它們有可能為 CMV或流行

性感冒 B型，不過仍須作進一步測 CMV或流行性感冒 B型之 RT-

 15



PCR和巢氏 PCR等方法確認，我們寄望時間足夠時能繼續追究下

去，或疾管局接著繼續探究。 

    至於偵檢羅氏之檢體 RT-PCR和 semi-nested PCR的結果，二者都

顯現一條 DNA band約 1.3kb，和預期的大小分別為 1311bp和 1302 

bp類似。在還未得到這 1.3kb的核酸序列之前，從病毒基因資訊的

分析比較有一些限制酵素對各個病毒株能切在固定相近似的位置，

作為確定或分型用，因此我們試著用 NilI、SphI、PvuII和 EcoRI等

酵素去切這 1.3 kb的 DNA片段，結果顯示 PvuII和 EcoRI沒有切的

位置，而 NilI和 SphI各有一個切的位置，分別位於 428和 426，因

此切成兩段 DNA片段約分別為 880和 430bp，與預期的相近，這切

的位置顯示更接近大陸的一些狂犬病病毒株。在此疑似狂犬病的檢

討會議中，台大李教授曾建議應該用一些較傳統卻快速簡單的組織

免疫染色來檢測，不要一直估注於用較現代而時髦複雜的 RFLP去

做檢測，他的建議我也很贊成，但問題出在我們只有上呼吸道的抽

出液約 0.4 cc，沒有其它任何檢體或組織切片，抽出液經過濾後只足

夠做 RT-PCR和病毒分離而已，在還未得到這 1.3kb的核酸序列之前

和等待病毒分離的 CPE出現之前，我們只能試著用 RFLP去取得更

多的證據和支持，雖然我們有抗狂犬病病毒的單株抗體，可是沒有

組織切片，實在無法進行快速簡單的組織免疫染色來檢測，倒不是

我們執意用時髦複雜的 RFLP去做檢測。 

最後 PCR所得的 1.3 kb DNA片段經核酸序列分析結果更強有

力支持檢體含狂犬病毒，這一段 1.3 kb DNA的核酸序列和目前 gene 

library的所有基因作比對，結果顯示這 PCR所得的核酸序列與已知

狂犬病病毒 NP基因最接近，由 phylogenic tree來看和大陸發表的狂

犬病病毒株最接近，高達 88.6％為最高，其它的狂犬病毒株的這段

基因片段的比對都介於 85至 88％之間。因此很確定在這檢體中確
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實含有狂犬病病毒的 RNA，且與大陸發表之狂犬病病毒核酸序列最

接近，這些結果與這境外移入的病例也很吻合，此病人於湖北被家

中飼養的狗咬過的紀錄，未曾做較適當的處置，至發病的時間都還

在一般的潛伏期之內。不過另一個議題卻仍在議論中，因為大陸仍

為狂犬病的疫區，如何去避免杜絕經由各種管路將此病毒傳入台

灣？ 

    以往預測伊波拉出血熱、馬堡出血熱、拉薩熱和立百病毒等蛋白

之抗原性，利用人工各合成出約 500bp之核酸片段，然後進入大腸

桿菌蛋白表現系統表現重組蛋白，接著純化並試著去利用這些重組

蛋白，但是因為這些蛋白的實際結構仍不清楚，是否這些 domain暴

露在分子的表面，因此目前最主要的問題這些抗原和誘導出的抗體

是否適用於或真的能專一辨認真正的病毒、抗體或運用於臨床檢

體，目前礙於沒有標準病毒株，因此這個答案一直無法回答，這問

題只好尋求國際間之合作，如美國疾病管制局，目前我們也經由謝

醫師幫我們詢問中。 

目前 G1和 G2基因已被建構完成，然而它們的重組蛋白無法在

大腸桿菌系統生產，甚至連接入的克隆都挑不到，即使換了幾種載

體，也無法得到能表現的克龍，這種情況常常可碰見的，有可能此

基因的重組蛋白對菌有毒害，一般用各種不同的載體含有各種不同

的 fusion protein，試著去緩和它的毒性，或利用不同的載體和大腸

菌抑制 constitutively expression的 basal level，不過仍無法測到蛋白

的表現，因此我們換到 baculovirus的蛋白表現系統，目前已經挑到

能表現 G2重組蛋白的重組病毒，接下來的工作是尋找最佳表現的

條件和如何提高產量，一般而言，baculovirus的蛋白表現系統產量

約為大腸桿菌系統的十分之一，因此如何提高產量是很重要的突破
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點，我們計畫接著嘗試用細胞浮懸的方法來提高產量，至於 G1基

因也積極地嘗試進入 Baculovirus系統中。 

為了避免偵檢時發生偽陽性或偽陰性的結果，通常我們都設計

準備了好幾套的引子，因此在西尼羅河病毒依不同的基因片段設計

了 11條引子，我們有一株西尼羅河病毒，但不知道它的核酸序列，

因此我們也分析它的核酸序列，以後可當作陽性的對照組，先以

RT-PCR取得一段 preM-E基因約 1.5 kb，其核酸序列與美國最近流

行的病毒株比較核酸序列的相似性高達 93％，至於氨基酸序列的相

似性也是相當高約 94％，其中有一小段 4個氨基酸不見了。 

    在克龍西尼羅病毒 preM-E基因到大腸桿菌，也遇到和漢他 G1、

G2相同的問題，換了好幾個 vectors，但都挑不到克隆，這在黃質病

毒如登革熱日本腦炎等也有相同的情況發生，且只有 E基因其蛋白

表現量會很低或不表現，因此都需要加上 preM，當作一個 signal 

peptide把 E蛋白帶進 ER裡面，因此我們克龍 preM和 E基因在一

起，並試著換到酵母的系統，將此 preM-E基因接入 pPICZαB 

vector中，挑到幾個克隆顯示比 pPICZαB vector多出個約 1.5kb的

DNA片段，並試著用限制酵素都切出如預期的 DNA片段，這

preM-E應已接入 vector裡，最後測試這些酵母菌是否表現西尼羅河

病毒的 E蛋白，若以抗西尼羅病毒的多株抗體可見到約 47kD的一

條 band，以抗 his-tag的抗體檢測也可看到類似的 band，由以上的結

果看來西尼羅河病毒的 E蛋白可以在酵母菌的系統表現，接下來仍

有待去尋找最佳的蛋白表現條件、提高產量和純化方法。最後還有

一個有趣的問題，因為表現的重組蛋白似乎形成 polymer，這是否為

pseudovirus particle都有待進一步的探討研究的。    
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(5)結論與建議： 

今年的檢體中確定羅氏的上呼吸道抽取液含有狂犬病病毒的

RNA基因和活的病毒，其它的檢體對所疑似的病毒偵檢結果都為陰

性。我們也一直在問為何陽性率這麼低，如果問題是出在取檢體不

是最佳的時間點，或檢體採取方法、量和保存之方式都會決定性的

影響到偵檢之結果，這些都不是我們能夠控制的部分，我們能夠改

進的部分只能加強陰性、陽性對照組的嚴格要求，在病毒分離方面

盡量多採用各種細胞做培養，再者檢體運送之程序及安全也是需要

更多的考慮及討論。 

研發方面則接續去年的工作，伊波拉出血熱、馬堡出血熱、拉

薩熱和立百病毒等以 capsid protein為主要的對象，還有漢他病毒的

S基因（nucleocapsid protein），這五個重組蛋白都以大腸桿菌為表

現系統，而漢他病毒的 G1和 G2則以 baculovirus為表現系統，今年

增加了西尼羅河病毒，不過是以 preM-E基因為表現的基因，目前利

用酵母菌為表現系統。可是這些抗原抗體是否真的實用，仍然需要

有標準的菌株當作陽性對照組，唯一的解決方法就是要建立國際合

作管道，測試它們之實用性。 

目前台灣可取得的病毒實在太少，當然這很欣慰表示我們的衛

生水準相當高，再加上國際間也懼怕生物武器的研發禁止傳染性細

菌病毒的釋放或交易，因此要發展建立偵檢第四級病毒或新興病毒

有很多限制。我們沒持有這類的病毒，那就更依賴更需要有關這些

病毒的生物資訊，來瞭解這些疫情的發生、預防、偵檢及治療，所

以這生物資訊要經常更新。
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