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中文摘要 

蚊蟲 (mosquito)是人類公共衛生最大的威脅，除傳播瘧疾外也是蟲媒

病毒的媒介，例如黃熱病毒 (yellow fever viruses, YFV)、登革病毒 (dengue 

virus)、茲卡病毒 (Zika virus)、西尼羅病毒 (West Nile virus)等黃病毒科 

(Flaviviridae) 黃病毒屬 (Flavivirus)病毒；屈公病毒 (Chikungunya virus)、

羅斯河病毒 (Ross River virus)、歐尼恩病毒 (O' nyong-nyong virus)、東方馬

腦炎病毒 (Eastern equine  encephalitis virus)等的披膜病毒科 (Togaviridae)

的阿爾發病毒屬 (Alphavirus)病毒。由於人口膨脹 (目前全球已有 76 億人)

使得耕地面積需求增加而往林地擴張，畜牧業的農場也擴張到林地等，使

得侷限於林地間傳播的蟲媒病毒有機會進入都市並以人類為主要宿主，此

外日益頻繁的國際交通往來也使得蟲媒病毒在全世界散播的情形更為快速

且發生頻率日益頻繁與嚴重。因此，如何進行防治蟲媒病毒是一不可避免

且急迫的公共衛生議題。本計畫製備與生產可呈現登革病毒結構蛋白之重

組桿狀病毒，在其所生產的結構蛋白與登革病毒結構蛋白在結構上或許有

些許差異，因此在血清抗體檢測上並不適用，未來將製作呈現日本腦炎病

毒之結構蛋白的重組桿狀病毒並結合先前所開發成功之呈現屈公病毒結構

蛋白之重組桿狀病毒，開發安全簡易的血清抗體檢測套組。 

關鍵詞：蟲媒病毒; 重組桿狀病毒; 血清抗體檢測試劑 
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英文摘要 

Mosquito is the greatest threat to human public health, apart from malaria, 

arboviruses such as the yellow fever virus (YFV), dengue virus (DENV), Zika 

virus (ZIKV), West Nile virus, Chikungunya virus (CHIKV), Ross River virus, 

O ' nyong-nyong virus, Eastern equine encephalitis virus are also wide spread in 

the word and emerged as new challenge. Due to population growth (currently 

has more than 7.6 billion people worldwide) of arable land to forest expansion to 

meet increased demand, livestock farms to expand into the forest, making an 

already limited forests spread of insect-borne virus have access to the city and 

with the human as the main host. Beside, growing international traffic also 

makes more of the insect-borne virus spread all over the world fast. Therefore, 

how to control insect-borne virus is inevitable and urgent public health issues. 

This proposal produces recombinant baculoviruses that display the structural 

proteins of dengue virus, but the structural proteins produced by baculovirus 

may differ from the dengue virus structural proteins in nature structure form, and 

therefore are not suitable for serum antibody detection. In the future, a 

recombinant baculovirus that display a structural protein of Japanese 

encephalitis virus will be produced and a safe and simple serum antibody 

detection kit will be developed with previously developed recombinant 

baculoviruses that display the structural proteins of chikungunya virus. 

Keyword： arboviruses; recombinant baculoviruses; serum antibody detection 

reagents 
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前言 

登革熱是台灣目前最嚴重的蟲媒病毒傳染病，屈公病及茲卡則為新興並

具威脅的蟲媒病毒傳染病，雖然目前並非本土病 (endemic)但每年皆有境外

移入之病例，登革熱甚至會造成社區性感染的大流行威脅。登革熱及屈公病

歸類為第二類法定傳染病，茲卡感染症則歸類為第五類法定傳染病，依疾病

防治規定，發現疑似病例應於二十四小時內通報衛福部。 

而蚊蟲（mosquito）是人類公共衛生最大的威脅，除傳播瘧疾外也是許

多蟲媒病毒的媒介，例如黃熱病毒 (yellow fever viruses, YFV)、登革病毒 

(dengue virus)、茲卡病毒 (Zika virus) 、西尼羅病毒 (West Nile virus）等黃

病毒科 (Flaviviridae) 黃病毒屬（Flavivirus）病毒；屈公病毒（Chikungunya 

virus）、羅斯河病毒（Ross River virus）、歐尼恩病毒（O’nyong-nyong virus）、

東方馬腦炎病毒（Eastern equine  encephalitis virus）等的披膜病毒科 

(Togaviridae)的阿爾發病毒屬 (Alphavirus)病毒。由於人口膨脹 (目前全球已

有 76 億人)使得耕地面積需求增加而往林地擴張，畜牧業的農場也擴張到原

本的林地等，使得原本侷限於林地間傳播的蟲媒病毒有機會進入都市並與人

類為主要宿主，此外日益頻繁的國際交通往來也使得蟲媒病毒在全世界散播

的情形更為快速且發生頻率日益頻繁與嚴重。因此，如何進行防治蟲媒病毒

是一不可避免且急迫的公共衛生議題。 
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本計畫的目的為製備與生產可以呈現蟲媒病毒之結構蛋白的重組桿狀病

毒，以取代具生物危險性之蟲媒病毒，包括屈公病毒、茲卡病毒、登革病

毒及日本腦炎病毒等，提供疾管署科技研究計畫 (計畫名稱：蟲媒病毒傳

染病創新安全快速檢驗試劑之開發與應用)開發安全簡易的血清抗體檢測

試劑套組。 
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材料與方法 

(一)  Sf21 昆蟲細胞 (Spodoptera frugiperda 21 cell line) 

秋行軍蟲卵巢細胞所分化出來的細胞株，也稱為 IPLB-Sf21AE。此細

胞的外觀呈圓形飽滿，以半懸浮的方式生長，不完全貼壁，約 18-24 小時進

行增生，培養基為TNMFH (Gibco)加10 %胎牛血清 (fetal calf serum；FCS)，

培養環境為 27 ℃恆溫，不需額外注入 CO2，此細胞和同為秋行軍蟲卵巢細

胞分化出來的 Sf9 cell line 皆常被用於桿狀病毒表現系統中。 

(二)  以  Bac-to-Bac 雙效桿狀病毒表現系統  (Bac-to-Bac bi-cistronic 

baculovirus expression system) 製備呈現蟲媒病毒結構蛋白之重組桿狀病

毒 

Bac-to-Bac baculovirus expression system (購自 ThermoFisher Scientific)，

此系統特點為可快速且高效率的生產重組桿狀病毒，改良了傳統以共轉染

的方式在昆蟲細胞內製作重組病毒的繁雜與耗時過程 (Polaves et al., 1996)。

此產品為 Monsanto 公司所販售，在專用的傳送載體 (transfer plasmid)上具

有轉位子 (transposable elements)Tn7，再配合專用的勝任細胞中的輔助質體 

(helper plasmid)，其可於勝任細胞中生產轉位酶 (transposase)，並協助將傳

送載體上的目標基因以專一性位置跳躍重組 (site-specific recombination)的

方式嵌入勝任細胞中的桿狀病毒 DNA (Bacmid)上，由於嵌入的位置是在 
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LacZα 基因上，所以後續可以透過菌落進行藍白篩選 (Blue-white selection)

挑出白色菌落 (含有目標基因的重組桿狀病毒 DNA)，之後將重組桿狀病毒

DNA 純化出來並轉染至昆蟲細胞中後就能生產出所需的重組桿狀病毒。而

本實驗室以  Bac-to-Bac
®
 桿狀病毒表現系統中所使用的傳送載體 

pFastBac™1 為框架，並加入了紅螢光基因 DsRed2 以及我們實驗室所製作

的 Liu IRES所形成的 pFastBac-MCS-Lir-DsRed2雙效桿狀病毒表現載體作

為我們的傳送載體。本實驗室已證實 Liu IRES 其在昆蟲細胞以及哺乳類細

胞皆具有高轉譯活性 (Liu et al., 2015)。 

(三)  免疫螢光分析 (Immunofluorescence assay；IFA) 

將 Sf21 昆蟲細胞分至 24 well plate 中 (2×10
5
 cells/well)，以 M.O.I＝2 

(Dengue virus 1 and 2)或 M.O.I＝0.5 (Dengue virus 3 and 4)的病毒量來感染

Sf21 昆蟲細胞，在病毒感染後第 3 天時以螢光顯微鏡觀察感染情形，確認

完每顆細胞都被病毒感染後將病毒液移除，並以 500 μl 的 PBS 潤洗一次，

潤洗完後加入 350 μl 的 4% formaldehyde 進行固定 (固定條件為室溫下 15

分鐘)，待 15 分鐘後，移除 4% formaldehyde，並以 500 μl 的 PBS 潤洗 3 次，

潤洗完後移除 PBS並加入 350 μl，濃度為 5 %的 BSA進行 blocking (blocking

的條件為在室溫中一小時)，一小時後將 blocking Buffer 移除並加入 350 μl

以1:500稀釋比例所調配的一抗 (1˚Ab)，接著置於4 ℃冰箱過夜 (overnight)，
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隔日移除一抗並以 500 μl的 PBS潤洗 3次，潤洗完後移除 PBS並加入 350 μl

以 1:250稀釋比例所調配的二抗 (2˚Ab)，接著置於室溫並避光作用一小時，

一小時後移除二抗並以 500 μl 的 PBS 潤洗 3 次，潤洗完後移除 PBS 並加入

mounting Buffer 以利於後續在螢光顯微鏡下觀察與保存。 

(四)  西方墨點法 (western blotting) 

取 25 μg 的蛋白質樣品與 sample buffer 在 100 ℃乾裕槽中煮 6 分鐘，

將樣品置入 SDS-PAGE 的 well 中，於蛋白質電泳裝置 (Bio-Rad)先以 70 V

進行電泳約半小時後再以 110 V 進行電泳 1.5 小時，在電泳結束後於 transfer 

buffer 中將 SDS-PAGE 所分離的蛋白質以 0.34 安培約 2 小時轉漬到 PVDF

轉漬膜上。轉漬完成後的 PVDF膜以含有 7 %脫脂奶粉的 Tris-buffered saline 

buffer (TBS：100 mM Tris, pH = 7.4、100 mM NaCl 與 0.1 % Tween-20)在室

溫中進行 blocking 作用一小時。一小時後將 blocking buffer 移除並加入以

TTBS稀釋，稀釋比例為1:5000的一抗 (1˚Ab)在4 ℃冰箱過夜 (overnight)。

隔天以 TTBS buffer 輕輕搖晃潤洗 PVDF 膜 3 次 (每次 10 分鐘)。然後移除

TTBS 並加入稀釋比例為 1:5000 的二抗 (2˚Ab；anti-rabbit HRP antibody)於

室溫下輕輕搖晃作用一小時。接著再以 TTBS buffer 輕輕搖晃潤洗 PVDF

膜 3 次  (每次 10 分鐘)。最後進行 PVDF 膜化學冷光呈色後再上機 

(Fusion-SOLO 冷光系統暗箱設備)。 
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結果 

(一) 登革病毒之結構蛋白區基因序列分析 

我們首先進行分析登革病毒第一到第四型之結構蛋白基因序列，分別

呈現於圖 1、圖 2、圖 3 與圖 4，其中衣殼蛋白基因在四型病毒中長度皆為

330 bp，而在膜蛋白的前驅物基因中第一型登革病毒長度為 477 bp，第二型

與第三型登革病毒為 459 bp，至於第四型登革病毒則為 474 bp，而在封套

蛋白基因長度的部分第一型與第二型登革病毒長度為 1485 bp，第三型登革

病毒為 1476 bp，第四型登革病毒則為 1482 bp。分析完 4 型登革病毒結構

蛋白之基因序列後，我們分別合成第一型與第二型登革病毒的膜蛋白的前

驅物基因加上封套蛋白基因的部分，合成基因片段大小分別為 1962 bp (於

第一型登革病毒)與 1944 bp (第二型登革病毒)，另外合成第三型與第四型登

革病毒的衣殼蛋白基因外加膜蛋白的前驅物基因再加上封套蛋白基因的部

分，合成基因片段大小分別為 2265 bp (於第三型登革病毒)與 2286 bp (第四

型登革病毒)。 

(二) 登革病毒結構蛋白基因之合成與構築 

在分析完登革結構蛋白之基因序列後，我們分別合成第一到第四型登

革病毒的結構蛋白基因，並利用 Bac-to-Bac 雙效桿狀病毒表現系統中的傳
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送載體分別構築出 pFastBac-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 、

pFastBac-Ph-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2、pFastBac-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 pFastBac-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2

共四個傳送載體，圖 5 中的圖 5 A.到圖 5 D.為第一到第四型登革結構蛋白

基因分別呈現於 pFastBac-MCS-Lir-DsRed2 雙效桿狀病毒表現載體之示意

圖。圖 6 中的圖 6 A.到圖 6 D.則是以圖 5 中所展現的限制酶切位分別對

pFastBac-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2、pFastBac-Ph-Dengue virus 

2-PrM-E-Lir-DsRed2、pFastBac-Ph-Dengue virus 3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與

pFastBac-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2 四個傳送載體進行酵素作

用與電泳分析後之電泳圖，如此可確認我們所篩選到之傳送載體為正確無

誤。 

( 三 ) Bac-to-Bac 雙效桿狀病毒表現系統  (Bac-to-Bac bi-cistronic 

baculovirus expression system) 

Bac-to-Bac 雙效桿狀病毒表現系統為以 Bac-to-Bac®  桿狀病毒表現系

統所使用的載體 pFastBac™1 為框架，加入紅螢光基因 DsRed2 以及我們

實驗室製作的 Liu IRES 形成的 pFastBac-MCS-Lir-DsRed2  雙效桿狀病

毒表現載體。Liu IRES 是以人類腸病毒 71 型的 IRES (EV71 IRES) 前端的

1至 645 基因序列和蚜蟲病毒 (RhPV5’ IRES) 中段 309至 418 序列結合形
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成的 IRES。本實驗室已證實其在昆蟲細胞以及哺乳類細胞皆具有高轉譯活

性。 

    我們利用 Bac-to-Bac 雙效桿狀病毒表現系統中的傳送載體分別構築出

pFastBac-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2、pFastBac-Ph-Dengue virus 

2-PrM-E-Lir-DsRed2、pFastBac-Ph-Dengue virus 3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與

pFastBac-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2 四傳送載體，圖 7 為第一

到第四型登革結構蛋白分別呈現於 pFastBac-MCS-Lir-DsRed2 雙效桿狀病

毒表現傳送載體之示意圖。在完成此四種傳送載體的構築後再分別將其轉

型 (transform)進入DH10Bac大腸桿菌中以將登革病毒結構蛋白基因重組進

入桿狀病毒 DNA (Bacmid)中，接著利用 pUC/M13的引子對進行 colony PCR

可初步確認第一型登革病毒與第二型登革病毒結構蛋白基因的序列或第三

型登革病毒與第四型登革病毒結構蛋白基因的序列有重組進入桿狀病毒

DNA (Bacmid)中形成重組桿狀病毒，如圖 8 的 DNA 電泳圖中所呈現，成功

重組的桿狀病毒 DNA 可利用 PCR 方法增幅出大小約 5713 bp (於登革第一

與第二型)或 6043 bp (於登革第三與第四型)的 DNA 片段。 

(四) 分離與純化呈現登革病毒結構蛋白之重組桿狀病毒 

我們在之前的研究顯示可以核醣體內轉譯子 (internal ribosome entry 
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site, IRES) 共表現標的蛋白 (targeting protein) 與螢光蛋白 (fluorescent 

protein) 而利於重組桿狀病毒的製作與力價測定。圖 9 為我們以核醣體內

轉譯子 Lir ( Lir IRES) 共表現紅螢光蛋白以利於透過螢光顯微鏡觀察重組

病毒於昆蟲細胞 (Sf21) 的感染狀況，圖 9 A.、圖 9 B.、圖 9 C.與圖 9 D.分

別為感染第一型、第二型、第三型與第四型登革病毒結構蛋白重組病毒後

第三天，病毒的感染狀況以及紅螢光蛋白 (DsRed2) 的表現情形。 

(五)  重組桿狀病毒感染昆蟲細胞表現登革病毒結構蛋白基因之分析-IFA與

Western blot 

藉由免疫螢光染色分析與西方墨點法來分析登革病毒結構蛋白的表現，

昆蟲細胞在感染重組桿狀病毒 vbAc-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 、

vbAc-Ph-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2 、 vbAc-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 vbAc-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2 後

的第三天，以 CytoBuster 細胞裂解液收取胞內蛋白，使用抗登革 E 結構蛋

白抗體 (GTX127277, GeneTex) 在第二型登革病毒中可以辨認到預期大小

約 55 kDa 的登革 E 結構蛋白 (圖 10)，而感染後第三天的昆蟲細胞，使用

抗登革 E 結構蛋白抗體 (GTX127277, GeneTex) 最後再加入帶有綠螢光

染料的二級抗體 (Alexa Fluor 488-AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG)，結果顯

示在分別感染 4 型登革重組桿狀病毒後的昆蟲細胞上皆能辨識到其所呈現
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的登革重組結構蛋白 E (圖 11)。另外我們使用抗登革 PrM 結構蛋白抗體 

(GTX128092 與 GTX128093, GeneTex)來進行 Western 與 IFA，在 Western 方

面此兩支抗體皆無法辨認到預期大小約 21 kDa 的登革 PrM 結構蛋白 (圖

12)，然而在 IFA 方面結果顯示在分別感染 4 型登革重組桿狀病毒後的昆蟲

細胞上，抗體 GTX128092 皆能辨識到其所呈現的登革重組結構蛋白 PrM 

(圖 13)，而抗體 GTX128093 也能辨識到在感染第一、第二與第三型登革重

組桿狀病毒後的昆蟲細胞上所呈現的登革重組結構蛋白 PrM (圖 14)，綜合

以上實驗結果顯示我們利用桿狀病毒可以成功表現登革病毒結構蛋白作為

抗原所使用。 

(六)  測試表現登革病毒結構蛋白基因之桿狀病毒是否可用於檢測病人血清

中抗登革病毒之 IgM 抗體 

我們將重組桿狀病毒 vbAc-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 、

vbAc-Ph-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2 、 vbAc-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 vbAc-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2 製

備放大完成後提供給疾管署舒博士之實驗室以  IgM-antibodies capture 

ELISA (Mac-ELISA) 檢驗平台進行實驗，結果顯示其不適用於檢測病人血

清中抗登革病毒之 IgM 抗體 (圖 15)。 
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(七)  以疾管局所提供之抗體 (4G2 與 D56)來對重組桿狀病毒感染昆蟲細胞

表現登革病毒結構蛋白基因之分析-IFA 

    藉由免疫螢光染色法來分析登革病毒結構蛋白的表現，昆蟲細胞在感

染 重 組 桿 狀 病 毒 vbAc-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 、

vbAc-Ph-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2 、 vbAc-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 vbAc-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2 後

的第三天，使用疾管屬所提供的抗登革結構蛋白抗體 (4G2 與 D56) 作為一

抗使用，最後再加入帶有綠螢光染料的二級抗體  (Alexa Fluor 

488-AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG)，結果顯示在分別感染 4 型登革重組桿

狀病毒後的昆蟲細胞上，4G2 抗體皆能辨識到其所呈現的登革重組結構蛋

白 (圖 16)，而 D56 雖也能辨識到登革重組結構蛋白，但相對於 4G2 來說明

顯較為微弱 (圖 17)。 
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討論 

傳統用於檢疫病人血清中抗體的偵測方法主要為病毒蛋白：其可為重

組蛋白或自病毒純化或重組之類病毒粒子等，此方法雖無安全之疑慮，但

蛋白之純化與生產皆是非常費工與費時的製程，因此成本高昂。另一方面，

若用完整之病毒粒子則會有安全上的疑慮，尤其是安全等級 3 以上的病毒

於操作上並不適用於機場發燒篩檢、診所、醫院及公衛調查等。再則，於

大量生產這些具傳染性之病毒液存在一定的安全風險，而若要以 UV 或 γ

射線進行消毒則會有未達 100% 減毒的風險，因此本計畫期待能以重組桿

狀病毒呈現技術一舉解決生產成本與安全檢測的問題，若能順利開發將會

是一重要的檢測方法突破。 

一般而言，桿狀病毒最常用於生產重組之抗原蛋白用於檢測，但以病

媒蚊傳播之病毒諸如登革病毒、茲卡病毒、屈公病毒與日本腦炎病毒等皆

為有 envelop 之病毒，因此其可做為檢測用之抗原蛋白皆為膜蛋白，本計畫

將表現登革病毒 C、PrM 和 E 蛋白等，當以桿狀病毒進行表現時會呈現於

細胞膜上，而當桿狀病毒進行 budding off 時會將其昆蟲細胞膜上的蛋白也

呈現在重組桿狀病毒的 envelop 上，因此只要將重組桿狀病毒進行收集即

可進行檢測，此法可避免桿狀病毒或大腸桿菌或酵母菌表現系統要大量表

現具有 epitope 之抗原時的難度並降低生產所需之成本。 
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本計畫利用桿狀病毒表現登革重組結構蛋白，在對單一蛋白偵測上尚

能以專一性之抗體證實其存在，但在病人血清陽性反應上其未能成功檢測，

其顯示由桿狀病毒表現登革重組結構蛋白在病人血清試驗上各蛋白在組裝

甚或蛋白整體結構組成上或許需成特定之結構方能受血清之抗體所辨。另

在以 IFA 測試疾管署所提供之抗體 (4G2 與 D56)試驗中，其結果顯示桿狀

病毒表現第三型登革結構蛋白相較於其他表現第一、第二與第四型登革結

構蛋白，其所能被抗體所辨認之強度皆較為強，未來將先選擇第三型登革

結構病毒來做啟動子的置換測試，將晚期啟動子 Ph 置換成早期啟動子

HR1-PAG，比較其在結果上能否有差異。 
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結論與建議 

本計畫主要目標為以桿狀病毒呈現系統開發具有生物安全性且成本較

低之蟲媒病毒傳染病抗體檢測方法。我們證實以生物安全性之重組桿狀病

毒呈現登革病毒表面抗原，可應用於抗體之檢測上，未來將有希望組合成

具有生物安全性之診斷試劑而可適用於各區域醫院進行檢測。本計畫之最

終目標是希望以此重組桿狀病毒呈現技術所開發之蟲媒病毒傳染病檢驗試

劑直接應用於機場發燒篩檢、診所、醫院及公衛調查等，進行包括日本腦

炎、登革熱、茲卡病毒感染症及屈公病之檢驗，而目前因此本計畫所開發

之技術將可及早實施防疫工作，對病人實施即時正確的醫療照顧，將可對

傳染病的防治工作發揮極大的裨益。 
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計畫重要研究成果及具體建議 

1. 計畫之新發現或新發明 

本計畫之目標為發展具有生物安全性與成本競爭力之蟲媒病毒傳染病

抗體 ELISA 快速檢測試劑。我們已證實以具有生物安全性之重組桿狀病毒

表現屈公病毒結構蛋白與茲卡病毒結構蛋白於桿狀病毒表面將可直接用於

血清抗體之檢測上，而在呈現登革結構蛋白於桿狀病毒表面在血清抗體之

檢測應用上則不佳，未來將測試呈現日本腦炎結構蛋白於桿狀病毒表面進

行測試，如成功證實呈現日本腦炎結構蛋白於桿狀病毒表面亦可用於血清

抗體之檢測上將可將之與屈公、茲卡結合開發出三合一血清抗體檢測之套

組。 

2. 計畫對民眾具教育宣導之成果 

本計畫之研究人員於中原大學生物科技系所開之蛋白質表現系統課程

中介紹桿狀病毒表現系統之創新應用。 

3. 計畫對醫藥衛生政策之具體建議 

在氣候變遷與交通便捷下，病媒病毒傳染病如登革熱、茲卡病毒感染症

及屈公病等在台灣很可能會發生共同流行。我們建議應加強進行機場與區

域醫院之監測並配合實驗室為基礎的檢驗系統，有系統的進行病媒病毒傳

染病的監測、檢驗與流行病學研究才能有效的因應可能的公衛風險。 
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圖次 

 

圖 1. 第一型登革病毒之結構蛋白基因序列 

C (330 bp)：capsid protein。 Pr-M (477 bp)：Pre-membrane protein。 E (1485 

bp)：envelope protein。 
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圖 2. 第二型登革病毒之結構蛋白基因序列 

C (330 bp)：capsid protein。 Pr-M (459 bp)：Pre-membrane protein。 E (1485 

bp)：envelope protein。 
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圖 3. 第三型登革病毒之結構蛋白基因序列 

C (330 bp)：capsid protein。 Pr-M (459 bp)：Pre-membrane protein。 E (1476 

bp)：envelope protein。 
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圖 4. 第四型登革病毒之結構蛋白基因序列 

C (330 bp)：capsid protein。 Pr-M (474 bp)：Pre-membrane protein。 E (1482 

bp)：envelope protein。 
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圖 5. 呈現登革病毒結構蛋白之傳送載體。 圖 5 A.、圖 5 B.、圖 5 C.與圖 5 

D. 分 別 為  pFastBac-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 、

pFastBac-Ph-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2、pFastBac-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 pFastBac-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2

之傳送載體示意圖。 
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圖 6. 利用限制酵素對傳送載體作用並進行電泳確認。圖 6 A.、圖 6 B.、圖

6 C.與圖 6 D. 分別為質體 pFastBac-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed、 

pFastBac-Ph-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2、pFastBac-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 pFastBac-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2

經酵素作用後之 DNA 電泳圖。 
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圖 7. 登革病毒結構蛋白之傳送載體示意圖。Ph：Polyhedron 啟動子，為昆

蟲桿狀病毒的極晚期啟動子。Dengue virus C ：登革病毒的結構蛋白 Capsid

基因。 Dengue virus PrM：登革病毒的結構蛋白 Propep-M 基因。Dengue virus 

E：登革病毒的結構蛋白 E 基因。Lir：Lir IRES (Internal ribosome entry site)。

DsRed2：紅螢光基因。  
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圖 8. 利用 pUC/M13 引子對進行 PCR 確認重組桿狀病毒 DNA 之電泳圖。

圖 8 A. 利用聚合酶連鎖反應確認登革第一與第二型結構蛋白基因有重組至

桿狀病毒 DNA 之病毒質粒上。M：DNA marker。Lane 1-3：vbAc-Ph-Dengue 

virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 。  Lane 4-6 ： vbAc-Ph-Dengue virus 

2-PrM-E-Lir-DsRed2。圖 8 B. 利用聚合酶連鎖反應確認登革第三與第四型

結構蛋白基因有重組至桿狀病毒 DNA 之病毒質粒上。M：DNA marker。 

Lane1：NTC (no template control)。  Lane 2-3：vbAc-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 。 Lane 4-5 ： vbAc-Ph-Dengue virus 

4-C-PrM-E-Lir-DsRed2 。 使 用 的 引 子 如 下 ： pUC/M13 Forward ：

5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’ 及  pUC/M13 Reverse ：

5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’。 
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圖 9. 呈現登革病毒結構蛋白之重組桿狀病毒。圖 9 A.與 B.為分別為感染

vbAc-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 與 vbAc-Ph-Dengue virus 

2-PrM-E-Lir-DsRed2 的 Sf21 昆蟲細胞，M.O.I = 2，d.p.i = 3 天，放大倍率：

200X 。 圖 9 C. 與 D. 為 分 別 為 感 染 vbAc-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 vbAc-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2 的 

Sf21 昆蟲細胞，M.O.I = 0.5，d.p.i = 3 天，放大倍率：200X。 
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圖 10. 以西方墨點法分析登革病毒重組結構蛋白 E 的表現 

使用西方墨點法確認是否表現登革病毒的結構蛋白 E，抗體：anti-Dengue 

Envelope (GTX127277, GeneTex)，稀釋比 1：5000，二抗為 anti-rabbit IgG 

HRP 抗體 (Sigma-Aldrich)，稀釋比 1：5000。Lane 1 and 8：Protein Marker，

Lane 2：vbAc-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2，Lane 3：vbAc-Dengue virus 

2-PrM-E-Lir-DsRed2，Lane 4：vbAc-Dengue virus 3-C-PrM-E-Lir-DsRed2，

Lane 5：vbAc-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2，Lane 6：Mock 組，作

為昆蟲細胞蛋白的控制組，Lane 7：感染了重組桿狀病毒 vbAc-Zika virus 

-PrM-E-Lir-DsRed2 的組別，作為重組桿狀病毒蛋白的控制組。 
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圖 11. 以免疫螢光分析登革病毒重組結構蛋白 E 的表現 

重組桿狀病毒以 M.O.I = 0.5 或 2 的病毒量感染 Sf21 昆蟲細胞，感染後第



36 

 

3 天進行實驗。圖 A . 為感染含第一型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 B . 

為感染含第二型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 C . 為感染含第三型登

革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 D . 為感染含第四型登革結構蛋白基因之

桿狀病毒。圖 E . 為未感染之昆蟲細胞，作為細胞蛋白的控制組。圖 F . 為

感染含茲卡病毒結構蛋白基因之桿狀病毒，作為重組桿狀病毒蛋白的控制

組。使用抗登革 E 結構蛋白抗體 (GTX127277, GeneTex) 確認登革病毒的

結構蛋白 E 是否表現於受感染的昆蟲細胞表面，稀釋比 1：500。二抗皆為 

anti-rabbit Alexa Fluor ®  488- conjugated  (Jackson ImmunoResearch Inc.)，稀

釋比 1：250，放大倍率：200X，白光 (Bright field) 曝光時間：15 ms，紅

螢光蛋白 (DsRed2) 曝光時間：800 ms，綠螢光染料 (Alexa Fluor ®  488) 曝

光時間：1.5 s。 
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圖 12. 以西方墨點法分析登革病毒重組結構蛋白 PrM 的表現 

使用西方墨點法確認是否表現登革病毒的結構蛋白 PrM，圖 A 抗體：

anti-Dengue Pre-membrane (GTX128092, GeneTex)與圖 B 抗體：anti-Dengue 

Pre-membrane (GTX128093, GeneTex)，稀釋比 1：5000，二抗為 anti-rabbit 

IgG HRP 抗體 (Sigma-Aldrich)，稀釋比 1：5000。Lane 1 and 8：Protein 

Marker， Lane 2： vbAc-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2， Lane 3：

vbAc-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2 ， Lane 4 ： vbAc-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2，Lane 5：vbAc-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2，

Lane 6：Mock 組，作為昆蟲細胞蛋白的控制組，Lane 7：感染了重組桿狀

病毒 vbAc-Zika virus -PrM-E-Lir-DsRed2 的組別，作為重組桿狀病毒蛋白的

控制組。 
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圖 13. 以免疫螢光分析登革病毒重組結構蛋白 PrM 的表現 (GTX128092) 

重組桿狀病毒以 M.O.I = 0.5 或 2 的病毒量感染 Sf21 昆蟲細胞，感染後第
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3 天進行實驗。圖 A . 為感染含第一型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 B . 

為感染含第二型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 C . 為感染含第三型登

革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 D . 為感染含第四型登革結構蛋白基因之

桿狀病毒。圖 E . 為未感染之昆蟲細胞，作為細胞蛋白的控制組。圖 F . 為

感染含茲卡病毒結構蛋白基因之桿狀病毒，作為重組桿狀病毒蛋白的控制

組。使用抗登革 PrM 結構蛋白抗體 (GTX128092, GeneTex) 確認登革病毒

的結構蛋白 PrM 是否表現於受感染的昆蟲細胞表面，稀釋比 1：500。二

抗皆為 anti-rabbit Alexa Fluor ®  488- conjugated  (Jackson ImmunoResearch 

Inc.)，稀釋比 1：250，放大倍率：200X，白光 (Bright field) 曝光時間：15 

ms，紅螢光蛋白 (DsRed2) 曝光時間：800 ms，綠螢光染料 (Alexa Fluor ®  

488) 曝光時間：1.5 s。 
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圖 14. 以免疫螢光分析登革病毒重組結構蛋白 PrM 的表現 (GTX128093) 

重組桿狀病毒以 M.O.I = 0.5 或 2 的病毒量感染 Sf21 昆蟲細胞，感染後第
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3 天進行實驗。圖 A . 為感染含第一型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 B . 

為感染含第二型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 C . 為感染含第三型登

革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 D . 為感染含第四型登革結構蛋白基因之

桿狀病毒。圖 E . 為未感染之昆蟲細胞，作為細胞蛋白的控制組。圖 F . 為

感染含茲卡病毒結構蛋白基因之桿狀病毒，作為重組桿狀病毒蛋白的控制

組。使用抗登革 PrM 結構蛋白抗體 (GTX128093, GeneTex) 確認登革病毒

的結構蛋白 PrM 是否表現於受感染的昆蟲細胞表面，稀釋比 1：500。二

抗皆為 anti-rabbit Alexa Fluor ®  488- conjugated  (Jackson ImmunoResearch 

Inc.)，稀釋比 1：250，放大倍率：200X，白光 (Bright field) 曝光時間：15 

ms，紅螢光蛋白 (DsRed2) 曝光時間：800 ms，綠螢光染料 (Alexa Fluor ®  

488) 曝光時間：1.5 s。 
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圖 15. 以重組桿狀病毒 vbAc-Ph-Dengue virus 1-PrM-E-Lir-DsRed2 、

vbAc-Ph-Dengue virus 2-PrM-E-Lir-DsRed2 、 vbAc-Ph-Dengue virus 

3-C-PrM-E-Lir-DsRed2 與 vbAc-Ph-Dengue virus 4-C-PrM-E-Lir-DsRed2

取代登革病毒所進行的 Mac-ELISA 檢驗。圖(A)做 Mac-ELISA 時所使用的
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抗體為 D56：為抗黃熱病毒科之抗體。圖 B 做 Mac-ELISA 時所使用的抗體

為 4G2：為抗黃病毒之抗體。DEN1 PC 62511：受第一型登革病毒感染之人

的血清樣品。DEN2 PC 62535：受第二型登革病毒感染之人的血清樣品。

DEN3 PC 62659：受第三型登革病毒感染之人的血清樣品。DEN4 PC 62204：

受第四型登革病毒感染之人的血清樣品。CHIK PC1 63007 與 CHIK PC2 

S10802958：受屈公病毒感染之人的血清樣品。ZIK 62322：受茲卡病毒感

染之人的血清樣品。NC：正常、未受蟲媒病毒感染之人的血清樣品。rBac-D1：

為呈現第一型登革病毒結構蛋白之重組桿狀病毒。rBac-D2：為呈現第二型

登革病毒結構蛋白之重組桿狀病毒。rBac-D3：為呈現第三型登革病毒結構

蛋白之重組桿狀病毒。rBac-D4：為呈現第四型登革病毒結構蛋白之重組桿

狀病毒。DEN1V：為第一型登革病毒。DEN2V：為第二型登革病毒。DEN3V：

為第三型登革病毒。DEN4V：為第四型登革病毒。 
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表次 

表一、總結抗登革病毒結構蛋白之抗體於 IFA 與 western 實驗上之應用 

 

+：抗體可偵測到結構蛋白 

-：抗體無法偵測到結構蛋白 
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圖 16. 以免疫螢光分析登革病毒重組結構蛋白的表現 (4G2) 

重組桿狀病毒以 M.O.I = 0.5 或 2 的病毒量感染 Sf21 昆蟲細胞，感染後第
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3 天進行實驗。圖 A . 為感染含第一型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 B . 

為感染含第二型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 C . 為感染含第三型登

革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 D . 為感染含第四型登革結構蛋白基因之

桿狀病毒。圖 E . 為未感染之昆蟲細胞，作為細胞蛋白的控制組。圖 F . 為

感染含茲卡病毒結構蛋白基因之桿狀病毒，作為重組桿狀病毒蛋白的控制

組。使用抗登革結構蛋白抗體 (4G2) 確認登革病毒的結構蛋白是否表現於

受感染的昆蟲細胞表面，稀釋比 1：100。二抗皆為 anti-mouse Alexa Fluor ®  

488- conjugated  (Jackson ImmunoResearch Inc.)，稀釋比 1：250，放大倍率：

200X，白光 (Bright field) 曝光時間：15 ms，紅螢光蛋白 (DsRed2) 曝光時

間：800 ms，綠螢光染料 (Alexa Fluor ®  488) 曝光時間：1 s。 
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圖 17. 以免疫螢光分析登革病毒重組結構蛋白的表現 (D56) 

重組桿狀病毒以 M.O.I = 0.5 或 2 的病毒量感染 Sf21 昆蟲細胞，感染後第
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3 天進行實驗。圖 A . 為感染含第一型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 B . 

為感染含第二型登革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 C . 為感染含第三型登

革結構蛋白基因之桿狀病毒。圖 D . 為感染含第四型登革結構蛋白基因之

桿狀病毒。圖 E . 為未感染之昆蟲細胞，作為細胞蛋白的控制組。圖 F . 為

感染含茲卡病毒結構蛋白基因之桿狀病毒，作為重組桿狀病毒蛋白的控制

組。使用抗登革結構蛋白抗體 (D56) 確認登革病毒的結構蛋白是否表現於

受感染的昆蟲細胞表面，稀釋比 1：100。二抗皆為 anti-mouse Alexa Fluor ®  

488- conjugated  (Jackson ImmunoResearch Inc.)，稀釋比 1：250，放大倍率：

200X，白光 (Bright field) 曝光時間：15 ms，紅螢光蛋白 (DsRed2) 曝光時

間：800 ms，綠螢光染料 (Alexa Fluor ®  488) 曝光時間：1 s。 
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衛生福利部疾病管制署 108 年科技研究計畫 

期末審查意見回復 

 

計畫編號：MOHW108-CDC-C-114-123503 

計畫名稱：以重組桿狀病毒表現系統開發蟲媒病毒傳染病診斷試劑之研究 

計畫主持人: 吳宗遠 

*修正處在報告中加底線標示 

序號 審查意見 主持人回復說明 修正處
頁碼 

1 本年度可以順利表現登革腦炎病

毒蛋白，但是未能成功檢測病人血

清陽性反應，是非常可惜的事。但

是這個結果也點出核多角體病毒

表現系統，可能會有蛋白結構組成

的問題，提供未來採用此策略重要

參考依據。 

本年度順利表現登革腦炎病

毒蛋白，但未能成功檢測病人

血清陽性反應，這結果也點出

核多角體病毒表現系統可能

會有蛋白結構組成的問題，將

此要點加入於成果報告中討

論。 

17 

2 針對利用昆蟲桿狀病毒表現系統

產生之登革病毒標的蛋白，何以未

能應用於血清樣本檢測應有所討

論。尤其是不同細胞株是否在蛋白

表現出來後會有不同的 protein 

conformation，應加以探討、分析。

尤其是如果有文獻曾經遇到這種

問題，其原因何在? 他們又如何解

決問題等。如果能找出原因，除有

利於未來病毒蛋白外源表現的掌

握外，對於病媒、宿主與各蟲媒病

毒的生物學關係、演化關係等研究

亦可以有所啟發。 

不同物種細胞所用來表現相

同一個蛋白質其在摺疊構型

上差異不大，惟部分在轉譯後

蛋白質的修飾上，如醣基化等

較為豐富。 

 

3 昆蟲多角體蛋白表現系統可以順

利表達登革病毒、屈公病毒結構蛋

白，為一個值得發展的方向。為安

全檢測試劑，甚至安全疫苗的研發

都能有所助益。 

謝謝委員肯定。  

4 屈公病毒蛋白可以用這個系統表 屈公病毒結構蛋白表現後在 17 
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現，也可以發揮預期功能，而登革

病毒卻有不同結果，可有比較過其

差異所在的可能原因。 

昆蟲細胞中會誘使細胞融合

現象發生，而登革結構蛋白表

現後則無此現象，另外在登革

結構蛋白的表現量也有可能

較少，或許可嘗試另一啟動子

HR1-PAG 來試試。 

5 Dengue 4型的envelope放在桿狀病

毒載體，並有Red fluorescence為感

染 的 reporter ， IFA (GTXAb 對

DV2)，也可以染出，Western blot

有些可以做出來。 

謝謝委員肯定。  

6 ELISA(CDC-in-house)都無法測到

表現DV結構蛋白的重組桿狀病

毒，結構的問題？或是proteolysis

的問題。 

ELISA(CDC-in-house)都無法

測到表現DV結構蛋白的重組

桿狀病毒的確有可能是結構

組成上的問題。 

 

7 可試用病人來的高效價抗體來做

Western blot，看有無切下來的抗

原。 

謝謝委員提示，實驗已用

genetex 所生產之抗體做過

western，並且偵測的到登革第

二型中的 E protein，而如有病

人病人高效價之抗體，的確可

再嘗試看看。 

 

8 於 Trials in Vaccinology Volume 

4，2015中有一篇也有執行過相似

的研究，是否在amino acid 表現的

worm cell 上有mutation？或許是

可以檢查的部分。 

由桿狀病毒所表現的登革結

構蛋白在 IFA 與部分 western 

blot 試驗上可被 genetex 之抗

體所辨認，如 amino acid 有突

變將可使所有抗體皆辨認不

到其所表現之結構蛋白。 

 

備註:請將此表單附在期末報告後方，如有修正期末報告內容請註明頁碼，並務必至 GRB

系統完成資料抽換。 

 


