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中文摘要 

關鍵詞：腸病毒 71型 病毒細胞受體 基因轉殖鼠   

 
背景：    腸病毒與其他4屬Picornaviridae是危害人類與畜牧業的重要

病源。依腸病毒特一組織嗜性、病毒毒性及宿主免疫反應等的多種因素，

69種血清型腸病毒能產生多種臨床症狀。近年來腸病毒71型在世界各地造

成數次幼童神經性疾病的爆發流行。因而腸病毒71型已被認為是小兒麻痺

滅絕後最重要的嗜神經性病毒。腸病毒71型在1998、2000及2001年於台

灣的數次爆發疫情，引發腸病毒71型抗病毒藥物及疫苗發展的迫切性。近

年來人類及微生物的基因研究，已創造了更多藉由對病毒─宿主互動的分

子機制之瞭解，並依理論來設計性抗病毒藥物。人類小兒麻痺病毒(PV)接

受器(PVR)的基因轉殖鼠已被利用於評估小兒麻痺病毒疫苗的使用，所以基

因轉殖鼠對腸病毒疫苗的發展將是非常重要的工具。本研究計劃的進行需

要病毒學、蛋白化學、分子生物學、獸醫學及免疫學等專業參與。 

 

目標： 針對腸病毒71型的細胞受體 (receptor)或協受體 (coreceptor) 

的研究，繼而來執行基因轉殖、並對此重組基因所表現出來的蛋白質進行

研究。尤其將對此蛋白質與 哺乳類細胞的交互作用深入瞭解, 且可藉由基

因轉殖動物（小鼠）之建立，而作為疫苗及抗病毒之測試。 

 

結果：  以病毒-受體蛋白結合試驗 (VOPBA)，已鑑定出三個細胞膜上的蛋

白質，分子量分別為70KD、60 KD和34 KD。我們也發現到新生老鼠的橫紋

肌細胞膜上表現有能與腸病毒71型結合的蛋白(Binding protein)，但成

鼠的肌肉細胞則無。此現象與注射新生鼠和成鼠的結果相符，我們也認為

此結合蛋白可能是受體或協和受體。我們利用病毒重組基因蛋白 ─ VP1

（係為一與calmodulin結合蛋白融合的雜交病毒蛋白）可結合到60KD細

胞蛋白。此60KD細胞蛋白並已經從RD細胞中純化出大約10 ug 的量, 現

在正在以 MALDI-TOF 分析中. 

 

重要性： 受體和協受體的鑑定和特性化將有助於 

 (1). 進一步解開病毒-宿主互相作用的分子機制。 

 (2). 可依理論設計抗病毒性的藥物。 

 (3). 可建立轉殖鼠之感染模式以用於病毒藥物和疫苗之試驗。
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英文摘要 

Key word: enterovirus71, receptor, transgenic mouse 

 
Background: Enteroviruses are human pathogens that, along with other 4 genera 
of picornavirudae, contribute to a significant morbidity and mortality of human 
and livestock. The 69 serotypes of enteroviruses are etiological agents of a wide 
spectrum of clinical diseases depending on the combination factors related to 
tissue tropism, virulence of each virus, and immunological responses of the host. 
Several recent outbreaks of neurological diseases in children throughout the 
world have singled out enterovirus 71 (EV71) to be the most important 
neurotropic enterovirus during the post poliomyelitis eradication era. The recent 
recurrence of EV71 outbreaks (1998, 2000, and 2001) in Taiwan has highlighted 
the urgency in developing antiviral and/or vaccines against EV71. Recent 
advances in human and microbial genome studies have created ample 
opportunities for rationale antiviral drug design by delineating the virus-host 
interactions during viral infection. The conduct of this proposed study will 
require expertise in virology, protein chemistry, molecular biology, veterinarian 
science, and immunology.  
 
Aims: To identify, clone, express, and characterize mammalian cell receptor or 
coreceptors to EV71 for use in delineating host-virus interaction, and transgenic 
mouse model for vaccine testing and antiviral testing.   
 
Results: By virus overlay protein binding assay (VOPBA), three cell-membrane 
proteins, sized 70KD, 60KD and 34KD, have been identified. It is also found that 
the striated muscle cells of newborn mice express EV71 binding proteins while 
the muscle cells of adult mice do not, a phenomenon compatible with in vivo 
infection pattern of the newborn and adult mice. The recombinant viral protein – 
VP1, that is fused with a calmodulin binding protein, is able to bind to the 60KD 
cellular protein. We have been able to obtain from RD cell membrane preps 
approximately 10 ug of the purified 60KD-cellular protein, which is now 
undergoing MOLDI-TOF analysis. 
   
 
Experimental design: The study will be undertaken by reverse engineering 
methodology.  Mainly, the 60KD membrane protein will be captured by VP1 
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and affinity calmodulin-resin column and analyzed by MALDI-TOF.  Cloning 
and expression of this protein will be followed by in vitro and in vivo functional 
study. The hypothesis of a recepoter/coreceptor complex will be tested. . 
 
Significance: Identification and characterization of the cellular receptors and 
co-receptors will lead to (1) further unveiling of pathogenic and 
immunopathogenic mechanism, as well as molecular mechanisms of viral/host 
interaction, (2) development of a transgenic mouse model (Small, easy and 
accessible) for in vivo animal to fulfill the needs of antiviral and vaccine testing.  
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一.背景介紹 

流行病學特徵--1998年的流行型態及重要性 

腸病毒為一常見的小兒病毒，共有七十多種。幼兒受腸病毒

感染後多數呈現無症狀，或因感染的病毒不同而有各種輕重不同

的症狀，例如：手口足症、咽唊炎、心肌炎、角膜炎、腦炎等。

1998年以前，腸病毒感染的疾病並未列入衛生系統的通報疾病，

對於腸病毒流行的趨勢也從未以流行病學的方法有系統的調

查。根據臺大醫院李慶雲醫師所提供的資料，台灣在 1986至 1987

年時曾經發生腸病毒與蝨媒腦炎病毒合併的流行爆發，只可惜當

時缺乏良好的流行病學統計。 

1998年腸病毒在台灣的流行以手足口症及咽唊炎為多。衛生

署統計資料顯示 1998年 3月至 12月手口足症及咽唊炎的報告病

例高達 129,106例(疫情報導)此次感染的主要症狀除手口足症、

咽唊炎、消化道症狀、皮疹等外，更有 405位手口足症病童出現

嚴重中樞神經以及心肺血管受損的症狀而需要住院治療。此次腸

病毒爆發除了導致嚴重症狀之外，病程惡化快速也是造成死亡的

重要因素，在病童住院或至急診室就診後數小時內，突然出現休

克與肺水腫後急速死亡，總共造成 78名病童死亡。     
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死亡與重症病例的分析資料中顯示，年齡是一個重要的危險

因子：6個月以下的嬰兒致死率為 15.8% (葉彥伯等人)，6個月

至 12個月的嬰兒致死率可達 43.1%，1歲至 3歲的幼兒致死率也

達 20.3%。405位重症病例中，3歲以下佔 70%，78位死亡病例

中，3歲以下佔 85%。由以上的資料顯示，6個月至一歲的嬰兒

是高危險群，然而，除了年齡之外，目前並沒有其他的危險因子

被報導。年齡在腸病毒感染機轉中的角色釐清，可能對於其致病

機轉的了解會有很大的助益。 

    腸病毒感染的途徑為消化道感染與呼吸道感染，亦可由

直接接觸或間接接觸病人分泌物傳染。從流行中發病的小孩的咽

喉或糞便中，都可以檢驗出腸病毒 71型，但是咽喉檢體的檢出

率較糞便高，由此可推測，咽喉分泌物在此次流行中傳播病毒的

重要性可能比糞便為重要。 

此次手口足症與咽唊炎的流行經過實驗室病毒分離以及血

清學檢驗後證實：部分的病童是由克沙奇 A16病毒感染所致，

1/3病童由腸病毒 71感染所致；但死亡病例的實驗室診斷都是腸

病毒 71型。由此可以推測，腸病毒 71型是導致這次嚴重病例的

元兇。 

回顧自 1969年以來各地區腸病毒 71型的流行，主要的臨床
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病癥都與時間及地區的差異而不同。例如：1975年保加利亞的

腸病毒流行(Chumakov et al.,1979)，雖然出現中樞神經感染症

狀、類小兒麻痺症狀以及心肺症狀，但確無手口足症狀，當時一

度被誤認為是小兒麻痺的感染；1978年匈牙利流行的症狀為：

腦炎、類小兒麻痺症狀以及無菌性腦膜炎，但並未紀錄心肺症

狀；然而，1997年馬來西亞(AbuBakar et al., 1999)、1979年法國

里昂的流行中除了腦炎與無菌性腦膜炎等中樞神經感染症狀

外，也出現了心肺症狀，但卻無類小兒麻痺症狀。其他歷史中較

嚴重的腸病毒 71型流行分別為：1969-73年美國(Alexander et al., 

1994)、1986年澳洲(McMinn et al., 1999)、1973年瑞士以及 1978

年日本(Hagiwara et al., 1979; Hagiwara et al., 1978; Tagaya et al., 

1981)。這些爆發疫情的特徵以及其相異之處是否因病毒基因型

的差異或是診斷的差異所造成是值得探討的方向。 

    但無論如何，腸病毒 71型可導致中樞神經病變，且也

被認為是繼小兒麻痺後最主要的小兒神經病變的病原。 

 

病毒學特徵 

 

腸病毒為小ＲＮＡ病毒屬的一員，在此家族中尚包括了常見
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的小兒痳痺病毒，科沙奇病毒，以及腸病毒６８－71型等，為

一重要的人類致病性病毒。在酸性環境下，病毒的感染力可被穩

定的保留下來(Salo and Cliver, 1976)，所以可以經由腸胃道感

染，而不被消化液所殺死。此一類病毒的外鞘不含包膜，大小約

為２８－３０nm，其基因體結構，為一正向之單股ＲＮＡ，此

單股ＲＮＡ可直接在所感染的細胞中轉譯出病毒蛋白質。其完整

的基因體序列，已在多種的腸病毒中分析完成，包括小兒痳痺病

毒、科沙奇病毒、以及腸病毒 71型等。所有的腸病毒均具有類

似的基因體結構，其同源性高達５５％，整個病毒基因體包括開

放閱讀區約 7500個核甘酸(Brown and Pallansch, 1995)，其被轉

譯及促使核醣核酸合成的位置位於蛋白質譯碼區域，並且需要來

自於非轉譯區的信號誘發蛋白質轉譯區表現(Pestova et al., 1991; 

Schmid and Wimmer, 1994)。另外病毒基因體的 5’端的非轉譯區

域提供了特殊的蛋白質接著位置給特定的宿主細胞蛋白質接

著，因此 5’端對決定易感性宿主及病毒的神經毒性扮演重要的角

色(Hellen et al., 1994a; Hellen et al., 1994b)。在克沙奇 B3及小兒

麻痺病毒的研究中，若突變這些非轉譯區域不只改變病毒核醣核

酸的二級結構且還會影響其合成、轉譯、病毒核醣核酸體的包

裹，造成神經毒性有所改變(Pestova et al., 1994; Tu et al., 1995)。 
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小兒麻痺病毒及克沙奇病毒的病毒多蛋白分解機制已經被

研究的很透徹，這些病毒在轉譯時多蛋白會被分解成VP1到VP4

四種蛋白質以及VPg蛋白質(Adler et al., 1983; Kiehn and Holland, 

1970)。病毒蛋白質被分解的過程是由三種病毒蛋白酵素所負

責，包含M蛋白酵素、初期2A蛋白酵素及3C蛋白酵素(Krausslich 

et al., 1987; Nicklin et al., 1988; Nicklin et al., 1987; Pallansch et al., 

1984; Semler et al., 1987; Ypma Wong et al., 1988a; Ypma Wong et 

al., 1988b) ，而 VP0蛋白質分解變為 VP4及 VP2蛋白質則是成

為具有感染性病毒的必要步驟(Basavappa et al., 1994; Blair et al., 

1990; Larsen et al., 1982)。有關病毒蛋白鞘的三級結構則在 1985

年由 Hogle等人首先將小兒麻痺病毒的三級結構研究出來，

VP1、VP2、及 VP3三種蛋白質皆會摺疊形成 ”swiss roll” 的構

造，使其可形成三倍、五倍緊密的接合。在立體構造上 VP1、

VP2、及 VP3蛋白質會暴露於病毒表面而 VP4蛋白質則被包裹

在內部(Yeates et al., 1991)，因此除了 VP4蛋白質外其他的蛋白

質都與誘發中和性抗體的產生有關(Emini et al., 1982; van der  

Marel et al., 1983; van der Werf et al., 1983a; van der Werf et al., 

1983b; van Wezel et al., 1983)。一些研究中指出，用以對抗小兒

麻痺病毒的中和性抗體位置(Emini et al., 1983a; Emini et al., 

1983b; Emini et al., 1983c; Wimmer et al., 1984a; Wimmer et al., 
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1984b)，位於 VP1、VP3蛋白質的 BC loop及 VP2蛋白質的 EF 

loop。而與其他的結構蛋白質次單位比較，VP1蛋白質具有最高

的變異，也常做為病毒分形的依據，因此 VP1蛋白質為主要作

為中和抗體對抗的免疫抗原。  

 

神經毒性及組織嗜性 

研究表現人類小兒麻痺病毒(PV)接受器(PVR)的基因轉殖

鼠，顯示該基因轉殖鼠能夠被 PV所感染(Ren et al., 1990)，且這

些老鼠顯現的臨床症狀與受感染的人類及注射病毒的猴子相

似。被病毒感染中樞神經系統的基因轉殖鼠，病毒抗原或病毒

RNA基因體只能在神經細胞中測出，而無法在血管內皮細胞及

膠質細胞中測出。但在西方式雜交分析中發現包括不能被病毒感

染的組織，PVR可以在人類及基因轉殖鼠的很多組織中表現，

這些觀察顯示病毒的組織嗜性不只由 PVR的表現所控制，而且

與該細胞與病毒是否能接近有關。而比較小兒麻痺沙賓疫苗

(Sabin 1)與原始具神經毒力病毒株發現，在 55個點突變中有兩

個位置的突變顯示與病毒毒力減弱最有關係(Stanway et al., 

1984)，在病毒基因 5’端非譯碼區 480位置由 A變 G的點突變被

指出為最主要的減毒位置(Evans et al., 1985)。另外近來的研究指
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出小兒麻痺病毒 RNA在核糖體進入位置(IRES)的突變與決定易

感受宿主有關(Shiroki et al., 1997)。 

 

Theiler’s 病毒在 VP1的 loop I位置的突變，會造成病毒嗜性

及致病力有所改變(McCright et al., 1999)，其中一株 Threonine變

Aspartate的突變株(T81D)在實驗中會形成較大的溶菌斑且細胞

複製較慢。此種突變株種接種於基因轉殖鼠會造成在急性期病毒

嗜性改變，但是病毒不會在慢性髓鞘脫失病中產生。這些突變在

克沙奇病毒、小兒痳痺病毒及鼻病毒等的 5’端與 VP4蛋白突變

的研究中也被發現(Andino et al., 1990; Chumakov et al., 1994; 

Dildine et al., 1991; Gutierrez et al., 1997; Meerovitch et al., 1991; 

Muzychenko et al., 1991; Schultz et al., 1996; Silveira Carneiro et 

al., 1995; Yang et al., 1997)，因此 5’端及結構蛋白質與宿主蛋白質

相接有關，對於決定易感性宿主及其神經毒力扮演特殊意義。 

 

動物模式與細胞病毒受體  

自 1950年代小兒痳痺病毒的去活化疫苗在美國施用以來，

長期採用猴子進行動物實驗做為疫苗的安全評估。而後發展的減

毒疫苗，也以猴子進行相同的評估工作。1990年利用小兒痳痺

病毒人類細胞受體之基因轉殖鼠試驗，成功的建立了良好之老鼠
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小動物感染模式(Ren et al., 1990)。故 1993年起，世界衛生組織

開始評估以基因轉殖鼠來進行疫苗的安全性測試，其結果顯示在

基因轉殖鼠與以猴子為陽性控制組的實驗中，基因轉殖鼠與猴子

具有相類似的實驗數據，達到統計上顯著的意義(Furesz and 

Levenbook, 1998)。故使用基因轉殖鼠取代猴子以進行疫苗的安

全評估工作，將更為簡便，也符合動物保育之原則。基於此，腸

病毒 71型的基因轉殖鼠的發展有其必然性。 

 

分離自保加利亞流行的腸病毒 71型可以在新生的白老鼠、

綿鼠、敘利亞大鼠及猴子中繁殖及造成神經毒性(Chumakov et 

al.,1979)。而在日本的研究則指出只有猴子能被 71型腸病毒的

BrCr及 Nagoya病毒株所感染且造成神經系統疾病(Hagiwara et 

al., 1979; Hagiwara et al., 1983; Hagiwara et al., 1984; Hashimoto 

and Hagiwara, 1983; Hashimoto and Hagiwara, 1982a; Hashimoto 

and Hagiwara, 1982b; Hashimoto et al., 1978; Hashimoto et al., 

1983; Hashimoto et al., 1984; Hashimoto et al., 1985)。由於 RNA

病毒突變的機率較高(Hayward et al., 1989)，不同病毒株造成可感

染的宿主差異可能與各病毒株間的一些基因差異有關，因此應經

由比對這些病毒株的差異，找出造成宿主易感性的決定位置。人

類細胞上病毒受體（receptor） 
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腸病毒經由受體進入細胞，已經在小兒痳痺病毒，鼻病毒，

克沙奇病毒中得到證實(Bergelson et al., 1997; Bergelson et al., 

1992; Bernhardt et al., 1994; Hovi and Stenvik, 1994; Kaplan et al., 

1996; Kuhn, 1997; Tomassini and Colonno, 1986; Zibert et al., 

1991)。這些受體的組成上皆為免疫球蛋白超基因家族（Supergene 

family）之一員。１９９０年利用細胞受體之基因轉殖鼠試驗，

成功的建立了良好之動物感染模式，來以小兒痳痺病毒感染老鼠

(Ren et al., 1990)。將小兒痳痺病毒人類細胞受體轉殖進入老鼠，

發現這些人類細胞受體可以普遍的表現在各個不同的組織器官

間。以可致病性的小兒痳痺病毒第一型和沙賓疫苗分別感染這些

基因轉殖鼠，結果顯示小兒痳痺病毒第一型可以感染老鼠並引起

痳痺病徵，而以沙賓疫苗感染之老鼠，不會有病徵的出現。所以

小兒痳痺病毒的人類細胞受體基因轉殖鼠試驗，可以做為研究腸

病毒致病性，神經毒性，疫苗效用上的一個良好範本。 
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二. 材料與方法 

材料 

腸病毒 71型 

Ｎeu strain : 由1998年台灣死亡幼兒脊椎中分離之病毒 

YN3-3 : 將Neu strain 經由實驗室培養之適應株病毒 

 

細胞株 

 

RD cell：人類橫紋肌肉瘤細胞株 

Vero cell : 綠猴腎細胞株 

 

一般實驗方法 

 

1. 病毒的培養 

 

Ｎeu strain 病毒由長庚醫學院自 1998年台灣腸病毒 71型的

死亡小孩脊椎中所分離，Der strain 病毒相同的由長庚醫學院自

1998年台灣所流行手口足病症小孩之水泡中分離得到，而用以

分離病毒的細胞株為ＭＲＣ－５。將Ｎeu strain 經由在 Vero細

 14



胞培養，經噬菌斑純化後，而得到一實驗室適應株 YN3-3。 

 

２．細胞株培養 

Vero細胞被培養在含 5%胎牛血清之M199培養基中，培養

於溫度為 37°Ｃ含 5%CO2之培養箱，若要進行病毒繁殖時，胎牛

血清的含量將下降至 2%。 

 

3. 病毒的定量－ＴＣＩＤ５０ 

 

將腸病毒以系列稀釋的方法，接種於 96 well細胞培養盤中

的ＲＤ細胞或是 Vero細胞。經由５－７天的培養，觀察細胞之

ＣＰＥ現象，並經由結晶紫染色，或是免疫螢光染色法，來證實

細胞受病毒感染的情形。ＴＣＩＤ５０由最高一個具有 50% CPE

的效價而決定。 

 

4. 免疫螢光染色（ＩＦＡ） 

受病毒感染的細胞，固定於 Acetone和Methanol以 3:2 比例

混合之固定液中。將固定好之細胞，以腸病毒 71型單株抗體作

用 30分鐘後清洗乾淨，再以含 FITC之二次抗體結合作用後，

利用螢光顯微鏡觀察螢光的產生。 
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5. 病毒抗體中和試驗 

先將欲測試的血清檢體作二倍的系列稀釋，並與 100個

TCID50的病毒混合。在 37C作用 30分鐘後，接種於 96 well細

胞培養盤中的ＲＤ細胞或是 Vero細胞。經由５－７天的培養，

觀察細胞之ＣＰＥ現象，並經由結晶紫染色，或是免疫螢光染色

法，來證實細胞受病毒感染的情形。抗體中和效價以血清在最高

稀釋下，仍可抑制病毒感染細胞的倍率來決定。 

 

6．病毒感染抑制試驗 

分別利用可被腸病毒 71型感染的 Vero細胞膜蛋白質和不被

感染的 N18細胞膜蛋白質，與病毒量為 104 TCID50 腸病毒 71型

混合，於３７℃作用４５分後感染細胞，經３－５天培養後經由

免疫螢光染色測試病毒的感染與否。 

7．受體－病毒結合試驗（ＶＯＰＢＡ） 

於 SDS-PAGE中分開可被腸病毒 71型感染的人類ＲＤ細胞

膜蛋白質，轉漬到纖維膜上後，將纖維膜上的蛋白質重新摺疊在

適當的緩衝液中，再以
３５
Ｓ標示的病毒顆粒，於２５℃下進行受

體蛋白質與病毒的結合，結合完畢後將纖維膜經由適當的沖洗過

程，於Ｘ光片上進行同位素放射曝光工作。 
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人類細胞上病毒 receptor特性研究實驗設計： 

 

          Approach 1.                     Approach 2. 
         EV71 VP1-CBP              NHS-Biotin labeled cells 
              +                           lysis 
        Calmodulin-resin               cell lysate 
           +                       normal monkey serum
          Cell lysate                      Protein A Sepharose 
                 spin down             Supernatant 
                                                 EV71 
           Pellet                        EV71 MAb 
              Resuspend                  Protein A Sepharose 
              EGTA                     Pellet 
         Supernatant                     SDS-PAGE 
   (VP1-BP complex)                           loading buffer 
                                            Eluate 
                 +DTT             (immunoprecipitate complex) 
         SDS-PAGE                      SDS-PAGE 
              Transfer                         Transfer 
         Western blot                      Western blot 
EV 71 MAb         EV71+                        EV71 MAb 
              EV71 MAb           ECL detection 
         ECL detection                                             
                                     Cellular binding proteins 
                                         bound by EV71 
      Cellular binding protein  
          bound by VP1               Preparative SDS-PAGE 
                                                                   
                                         In gel Digestion 
 
                       MALDI-TOF analysis 
                                                   
                    Searching Protein bank 
 
                              Continue…    
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         Known protein                      Unknown protein 
 
Clone available     clone unavailable       Protein sequence(EST search)
 
                     Gene bank             Nucleotide sequence 
                                            & Designed primer      
                    gene sequence                                   
                                             Cellular mRNA 
                Cloning & Expression                  RT-PCR 
                                               cDNA 
             EV71 infection blocking test 
                  (RD/Vero cells) 
                                 No blocking      Approach 2 
                     Blocking 
 
                Transformation (HTB37) 
                   Permisiveness test  
            Positive             Negative 
         EV71 receptor        EV71 coreceptor 
 
                    As a bait for fishing real receptor 
                by co-immunoprecipitation with p40R protein 
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三. 結果 

     

(1)人體細胞上病毒受體基因鑑定-  

在基因轉殖鼠建立前, 首先人體細胞上病毒受體基因將被鑑

定.利用可被腸病毒 71型感染的 Vero細胞膜蛋白質，與病毒進行

感染抑制試驗，結果顯示腸病毒 71型的感染可被 Vero細胞膜蛋

白質所抑制，由此可知 Vero細胞上，確實存在了一個病毒受體。

這結果與之前所進行的細胞易感受性實驗相符合.  

 

另外，使用小兒痳痺病毒的 VP1蛋白質為範本，模擬的腸病

毒 71型Ｘ射線繞射結晶三級結構分析中，將 VP1蛋白質的各個

點突變標示於此一結構上。觀察到這些點突變的發生，可以被局

限在二個重要的位置區上。一組突變發生在胺基酸 58，106，114，

141，143，145等處，這些位置在小兒痳痺病毒的研究中指出為

重要的免疫抗原決定基（附錄圖一）。另一組位置的突變發生在

160，161，216，217等處（附錄圖二），而這些位置在 poliovirus 

的研究中, 已知為一重要的細胞受體結合位（附錄圖三）. 分析

所有腸病毒結構蛋白質上的預測受體結合位與已知的腸病毒受
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體基因的資料中顯示，腸病毒 71型與 coxsackie A16 病毒皆屬

於同為一個族群，此一族群之病毒在哺乳類細胞上之受體，目前

尚未有任何病毒已被鑑定 (附錄圖四)。 

 

進一步於 SDS-PAGE中分開可被腸病毒 71型感染的 Vero細

胞或 RD細胞膜蛋白質，轉漬到纖維膜上後，以病毒顆粒進行受

體－病毒結合試驗（VOPBA: Virus Overlay Protein Binding 

Assay），結合完畢後的纖維膜，經由腸病毒 71型單株抗體偵測，

可在 70kD, 60 kD, 與 34 KD處各得到一個專一性的蛋白質結合

(附錄圖七)。此蛋白質的詳細特性，將在之後的研究中分析. 

 

幼鼠的橫紋肌肌肉細胞已被證實可被病毒感染,而成鼠則不會(附

錄圖六).為了暸解病毒的感染力在成鼠與幼鼠中, 為何有著顯著

的不同,成鼠與幼鼠的橫紋肌肌肉細胞蛋白質分別以 SDS-PAGE 

分離後, 以病毒顆粒做病毒與蛋白質結合試驗(附錄圖五), 其結

果顯示, 幼鼠細胞中確實存在了較多可與病毒結合之蛋白質, 此

蛋白質是否即為受體蛋白質尚有待證實, 但此一結果說明了老鼠

的病毒結合蛋白質會隨著老鼠的分化成熟而有不同量的表現.  
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(2) 病毒 VP1與細胞結合蛋白質之結合試驗 

腸病毒 71型的 VP1 蛋白質基因經由 RT-PCR 合成後, 被接

於一個可與鈣離子結合蛋白融合的質體中, 此一腸病毒 71型的

重組 VP1 蛋白質在先前的阻斷病毒感染實驗中, 已被證明可以

阻斷病毒對細胞的感染, 此一現象說明了單獨 VP1 蛋白質即具

有與細胞受體結合的能力. 因此我們進行 VP1與細胞蛋白質的

結合試驗, 首先 RD 細胞的細胞溶解液與重組的 VP1 蛋白質, 

經混合作用後, 以 SDS-PAGE 分離後, 以 VP1 的抗體測試

VP1的存在(附錄圖八), 其結果顯示病毒的 VP1 蛋白質出現了分

子量由 40KD 移動到 60KD 的位移現象. 此結果為重組 VP1 

與細胞蛋白質結合的結果. 因此為利用重組 VP1 蛋白質自 RD 

細胞的細胞溶解液中捕捉腸病毒 71型的細胞受體進行小量捕捉

試驗。重組的 VP1在鈣離子的存在下先與接在樹脂上的鈣調節

子結合，再與 RD 細胞的細胞溶解液混合捕捉腸病毒 71型的細

胞受體，經由鈣離子的去除, 釋放出被結合的重組 VP1與細胞蛋

白的複合體, 經由西方墨點法分析後, 找到一個分子量為 60KDa

的細胞結合蛋白質, 可以與重組 VP1發生結合.  
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(3) 以重組病毒 VP1-CBP捕捉細胞結合蛋白質 

腸病毒71型的VP1 蛋白質基因經由 RT-PCR 合成後, 被接於一個可

與鈣離子結合蛋白融合的質體中, 此一腸病毒71型的重組VP1 蛋白

質在先前已被證明可以單獨 VP1 蛋白質即具有與細胞受體結合的能

力。因此VP1被用來捕捉細胞結合蛋白質。首先RD 細胞的細胞溶解

液與重組的 VP1 蛋白質, 經混合作用後, 以 SDS-PAGE 分離後, 以 

VP1 的抗體測試VP1的存在。 其結果顯示病毒的 VP1 蛋白質捕捉到

結合蛋白質(附圖九).經由西方墨點法分析後,證明一個分子量為

60KDa的細胞結合蛋白質(附圖十), 可以與重組VP1發生結合. 此

60KDa的細胞結合蛋白質已被取出進行MALDI-TOF分析 

 

結論: 

1. 本實驗室利用 VOPBA 之方式, 在 VERO 和 RD 細胞上, 皆找

到了一個 60 KDa 的人類腸病毒 71型受體候選蛋白質。分析所

有腸病毒結構蛋白質上的預測受體結合位與已知的腸病毒受體

基因的資料中顯示，腸病毒 71型與 coxsackie A16 病毒皆屬於同

為一個族群，此一族群之病毒在哺乳類細胞上之受體，目前尚未

有任何病毒已被鑑定 (附錄圖四)。 
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五. 附錄 

圖一 3D結構模擬腸病毒 71型之 VP1蛋白質與胺基酸變異分析(I) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖二 3D結構模擬腸病毒71型之VP1蛋白質與胺基酸變異分析(II) 
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圖三. Poliovirus receptor與病毒蛋白質結合位分析 

 

 
 

Blue: CD155
Cyanine: VP1
Green: VP2 
Yellow: VP3 
Red: VP4 
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Yellow: VP3 
Red: VP4 
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圖四. 腸病毒的細胞病毒受體分析 
 

 

 35



 
圖五 以腸病毒 YN3-4a.偵測橫紋肌細胞表面之腸病毒結合蛋白質 

 

 
 

 
  Cell lysate of newborn ICR mouse leg muscle (Lane 1 
and 2) and adult ICR mouse leg muscle (Lane 3).  All 
samples were loaded with a non- reducing buffer in 10% 
SDS-PAGE minigel.  After separation, the proteins were 
transferred onto the PVDF membrane for virus overlay 
protein binding assay with YN3-4a.  Detection was done 
with ECL detection kit.    
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圖六 病毒致病機轉 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

6a. Single cell necrosis (apoptosis) are noted in the ventral 

neuron of spinal cord (arrow), similar lesions are also noted in the 

cerebral cortex as well as hippocampus. 

6b. Immunohistochemcal staining (using mAb against EV71) of 

EV71 in motor neuron of the spinal cord.  
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圖七 以腸病毒 YN3-4a.偵測橫紋肌細胞表面之腸病毒結合蛋白質 

 
七 A 

 

 

 
七 B 

 

 

 (A) YN3-4a and (B) neu were used as binding virus.  Molecular weight 

marker (Lane 1& 10); Whole cell lysate of RD (Lane 2), ICR mouse 

brain (Lane4), ICR mouse leg (Lane 5 & 6), ICR mouse tongue(Land 7).  

The cell lysates were run in 12% SDS-PAGE without using reducing 

agent, before transferred onto PVDF membrane.  After blocking, the 

membrane was allowed to bind with either YN3-4a or neu virus. 

Monoclonal antibody against EV71 VP1 (Chemicon) was used to detect 

virus.   The cellular binding proteins were detected with ECL detection 

kit after reacting with HRP-conjugated anti-mouse antibody 
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圖八 以 EV71 VP1偵測 EV71的細胞結合蛋白質 

 

 

 
  Molecular weight marker in Lane 1 and 8.  RD cell lysate 
(Lane 3 and 7);  Pellet of reactions of RD cell lysate with 
VP1-CBP and Calmodulin-resin (Lane 4, 5 and 6);  VP1-CBP 
only (Lane 2).  The samples were run in 10% SDS-PAGE under 
non-reducing condition and stained with silver stain. 
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圖九 以 EV71 VP1-CBP 捕捉 EV71的細胞結合蛋白質 
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圖十 以 EV71 VP1-CBP 捕捉 EV71的細胞結合蛋白質，用西方轉漬法偵測 
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