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中 文 摘 要 
 

禽流感之疫情持續在亞洲地區蔓燒，病毒持續進行複製的結果，極可

能由基因片段的重組(gene reassortment)或重要位置之突變(key mutations)產

生對人類威脅極大的新型流感。且近年來抗藥病毒的產生也嚴重威脅人們

的生活。 

本計劃之任務即針對新型流感，建立一套工作模式，在最短的時間內

將新型流感自病人檢體中分離培養出來，並將其 HA、NA 殖入到反轉基因

法(reverse genetics)的系統中，以供病毒基因的修改，製造出減毒且容易培

養的疫苗種籽株(seed virus)。 

   我們預計每年配合疾管局提供的四株流感病毒以反轉基因法製造出

流感疫苗種籽株，包括：三株常態性練習製造流感疫苗種籽株，一株配合

疾管局於年底實際演練產出疫苗種籽株。 

 

關鍵詞：反轉基因法、疫苗種籽株、重組病毒株 
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English Abstract 

 

    Emerging new strain of influenza virus has been posing a threat to humans. 

The mission of this project is to establish an experimental platform for 

generation of the vaccine seed virus from a newly emerging influenza virus. 

Viral hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) genes will be cloned from 

the candidate strains provided by CDC. A recombinant influenza A virus by 

eight plasmids systems will be generated. Viral titer will be evaluated by plaque 

assay . Four recombinant viruses are planning to be synthesized per year.  

 

Key words: Emerging influenza virus; Reverse genetics; Seed virus 
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前    言 

 

 自 92 年(後 SARS 時期)起，流感病毒於全球施虐的情形有日漸嚴重

的趨勢，尤其是禽流感，已造成全球有多起嚴重病例和死亡個案(1-4)。根

據世界衛生組織(WHO)截至今(98)年 2 月的統計，已有 408 例經實驗室證實

為禽流感病毒感染人類的個案，且有 256 起死亡病例(5)。由於亞洲國家的

氣候、經濟和環境等因素，是目前發現禽流感感染人類最多的區域，又以

印尼和越南最為嚴重，中國大陸、埃及和泰國次之。隨著病例和控制難度

的上升，目前 WHO 已宣佈進入第三期的警戒狀態，為發現新型(禽)流感病

毒直接感染人類並造成疾病，但尚未發現有嚴重人傳人或擴大的情形。 

另外，從抗流感病毒藥物的監控發現，目前造成人類疾病的流感病毒

已對克流感(Tamiflu)和金剛胺(Amantadine)具抗藥性。據今(98)年 1 月 22 日

WHO 於全球流感監控網的實驗室統計顯示，流感病毒(H1N1)對克流感具抗

藥性的情形已由第二、第三季的 44%(全球平均值)提升至第四季的 92%(全

球平均值)。其中加拿大、美國、英國、韓國和日本更高達 97%-100%。而

歐洲流感監控計劃的最新報導(98 年 2 月 EISS)，流感病毒 H1N1、H3N2 分

別對克流感和金剛胺的抗藥性為 98%和 100%。由於藥物控制的失能，疫苗

的開發在預防工作上顯得非常重要(6, 7)。 

 為防治全球大流行之流感病毒，疾病管制局及國家衛生研究院也於

95 年開始積極推動流感疫苗之發展。在流感疫苗研究發展計劃中，有五大

要領：(A)執行病毒分離與特性之篩選，以建立適宜疫苗生產用種株庫；(B)

反遺傳方法技術應用(8-11)；(C)建立雪貂動物模式：應用於新型流感之鑑定

或相關研究；(D)建立免疫分析技術平台，評估病毒株與誘發免疫反應之關
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係；(E)建立流感疫苗效價免疫監測系統。 

 由於我們實驗室一直從事流感病毒方面之研究，包括：疫情監測(4, 

12-16)、病毒之複制機轉(17)、抗病毒藥物篩選、抗藥機制、技術開發等。

且在此流感疫苗研發計劃初期，協助完成了 A 及 B 項研究工作(13, 15-17)。

目前，我們實驗室已完成建立疫苗種籽株的反轉基因法(reverse genetics)系

統，並持續參照近年在流感疫苗發展與應用針對此系統的改善建議作修正

與探討(18-28)，以協助和提供疾管局產出近年代後備用的疫苗種籽株。 

 為了配合國家安全衛生政策，有效預防及控制國內流感之疫情，衛

生單位在新型流感病毒發生疫情時，需在極短的時間內產出疫苗種籽株以

供製備疫苗用途。由此，我們實驗室在協助提供且維持此產出疫苗種籽株

之技術平台上有其必要之價值，並維護其流暢性以達最大的能力效益，包

括：將新型流感病毒分離、把其 HA 和 NA 基因組裝至系統中、測試組裝病

毒的效價等。 
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材料與方法 

 

病毒與細胞培養 

季 節 性 流 感 A/TW/4055/09(H3N2) 、 A/TW/2428/08(H3N2) 、

A/TW/9042/08(H1N1)來自疾病管制局。本實驗所採用的細胞株有狗腎上皮

細胞（Madin-Darby canine kidney cells, MDCK cells）、人類胚胎腎上皮細胞

（293T cells），細胞培養於含 10%胎牛血清，0.026 M Sodium bicarbonate，

100 units/ml penicillin，100 pg/ml streptomycin，0.25 g/ml amphotericin B，

2 mM L-Glutamine，以及 0.1 mM Non-Essential Amino Acids 之 DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium，pH 7.4) 培養液中，於含 5% CO2及飽

和水蒸氣的 37℃的培養箱中培養。 

 

以 RT-PCR 偵測季節性流感的 HA 及 NA 基因 

RNA萃取方法參照RNA萃取試劑（Viral RNA Extraction Miniprep 

System kit, Viogene, Sunnyvale, California）的步驟。將所得的 12 μl RNA加

入 2μl dNTP(10mM)、4μl RT Buffer(5x)、1μl ReverTra Ace（ReverTra Ace--○R

,TOYABO,JAPAN）中，並混以一個正向 1 μl （10 pmol）的引子，利用 42oC、

1 h來反應， 製作出cDNA。cDNA片段以含有 2 μg/ml ethidium bromide之

1% agarose gel進行分析。自RT 所得之DNA片段，利用
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反轉基因法 HA 及 NA 質體的建構 

 以 RT 所做出來的 cDNA 當模板，HA 及 NA 的 sticky end primer 配合

full length primer(表一)進行 PCR，可以分別獲得兩種 DNA 片段，將所得的

DNA 以 94 oC 5 min，65 oC 10 min 進行 denature 與 re-nature 後放冰上可得

sticky-end DNA，將 BsmBI 切割後的 pHW2000 載體與 sticky end DNA，以

T4 DNA ligase 進行 ligation 於 16 oC 反應 16 小時。以 Heat shock 

transformation 後，我們將所得的菌落進行 colony PCR 篩選，可能的菌落再

培養隔夜後，經質體萃取取得可能的 HA 及 NA 質體後，再以 DNA 定序分

析內部基因是否正確。 

 

以反轉基因法產生疫苗種籽株 

先取 1 μg 的 HA、NA 質體、以及 PR8 病毒株的其餘質體各 1 μg，加
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入 OPTIMEM 至總體積為 50 μl，再另外取 8 μl 的 LipofectAMINE 2000 加

入 242 μl 的 OPTIMEM，混合後在室溫下靜置 5 分鐘。將兩種液體混合並

靜置 20 分鐘。接著將混合液加入 2 ml 的 293T 細胞懸浮液中，轉染 18-24

小時後，移除上清液，再加入 2 ml 含 0.5% FBS DMEM，培養 48 小時後，

再將病毒液以 MDCK 細胞進行增殖後，取 100 μl 上清液利用 MDCK 細胞

做病毒斑分析。 



結    果 

 

為了測試 8 個質體的系統是否能將疾管局今年提供的流感病毒－

A/TW/4055/09(H3N2) 、A/TW/2428/08(H3N2)及 A/TW/9042/08(H1N1)以及

今年演練的病毒株 F1338 Swan Flu 的 HA 及 NA 基因置入此系統，我們設

計了針對 HA 及 NA 基因含有 BsmB1 限制酶切位的 sticky end primer（表

一），經過 PCR 放大後，可分別獲得病毒株 A/TW/4055/09(H3N2)、

A/TW/2428/08(H3N2)之 HA 及 NA 二種 DNA （圖一、A~B），再經由 denature

及 re-nature 後，1/4 的產物可形成與 pHW2000 在 BsmBI 的切位互補，這個

具有 sticky end 的 DNA 片段，可接入 BsmBI 切割後的 pHW2000 質體中。

最後利用 PCR 作篩選後選出正確的 clone(圖二、A~B)，再經由基因序列比

對，確認為 4055 及 2428 的 HA 及 NA 基因後，配合 PR8 其他 6 個質體

（pHW2000-PR8-PB2、-PB1、-PA、-NP、-M、-NS）， 可標示為 4055_HN/PR8 

(2:6)及 2428_HN/PR8 (2:6)，經由 293T 細胞中轉染 2 天後，第一次收集之

病毒上清液，無法觀察到病毒斑的產生，但是重新經過 MDCK 細胞培養，

可以觀察到 A/TW/4055/09(H3N2) 的病毒斑產生（圖三）

(A/TW/2428/08(H3N2)病毒正在製作中)。因此經由幾次的演練，我們已可將

近代的流感病毒 HA 及 NA 基因，以反轉基因法置入 PR8 病毒株之基因骨

架中，製作出帶有近代的流感病毒抗原基因的疫苗種籽株。 
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討    論 

一般從病人身上 isolated 的病毒 titer 較低，導致抽出的 RNA 濃度會太

低進而影響 RT-PCR 的效率及產量因此解決方式是將 isolated 的病毒複製多

次後使病毒的 titer 提高，病毒的 titer 提高後會使 RNA 的量增多。再者抽

RNA 所使用 kit 品質的好壞也會影響 RNA 的濃度及品質，因此換較好的 kit

會使 RNA 的濃度及品質提高進而提高 RT-PCR 的產率，我們的經驗是以

QIAGEN 的 kit 抽的 RNA，RT-PCR 的產率較高 。 

疾管局第一次提供病毒株的量(體積)不足(0.5 ml)導致需先大量複製後

才有足夠的病毒量來進行實驗，然而病毒在複製時並無法順利產生病毒，

導致病毒量不足無法抽出高濃度的 RNA 來進行 RT-PCR。因此這階段無法

做出 A/TW/9042/08(H1N1)的 Recombinant Virus。我們已向疾管局再次申請

新的病毒，目前已收到在進行實驗中 。 

在我們的實驗經驗中，我們以 one-step RT-PCR將病毒液所抽出的RNA

直接轉成我們需要的 PCR product，隨後接進 TA clone 中，經由 sticky-end 

PCR放大後，可獲得病毒株的HA及NA之DNA，再經由 denature及 re-nature

後，形成具 sticky-end 的 DNA 片段，隨後接入 pHW2000 質體中。但是經

由基因序列的比對，發現病毒的 HA 及 NA 基因在某些位置會有突變的現
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象，導致質體轉染至 293T 細胞後無法順利產生病毒。經由檢討發現可能是

由於 one-step RT-PCR kit 使用的 Taq polymerase，並沒有 proof-reading 的功

能，因此容易產生突變。為了解決此問題，我們改採 two-step RT-PCR 的方

式，先將病毒 RNA 轉成 cDNA，再利用有 proof-reading 的 polymerase 進行

sticky-end PCR。由此方法產生的 clone 經過基因序列比對後發現突變的現

象較無產生，並且 clone 完成的速度也較快。 

在進行 8 個質體系統的實驗時，轉染後第一次所收集之病毒液在病毒

斑測試下無法觀察到病毒斑的產生，目前我們在 MDCK 細胞培養病毒一週

後，將上清液感染另一盤新的 MDCK 細胞，並在原來的培養皿置換新的培

養液，這二個方式皆可以觀察到感染性病毒顆粒的產生。目前發現較快使

病毒出現的方式為轉染後第一次所收集之病毒液用 500ul 吸附 MDCK 細胞

一小時後將病毒液吸掉，再加入 2ml Serum-free DMEM 培養兩天後即會出

現 CPE，再經由 Plaque Assay 來測試病毒的 titer。 
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表一、HA 與 NA 基因 sticky end PCR 反應所使用的引子 

 

No. Gene Primer Name Sequence Mer Note

HA-1 HA HA-1FCSC-pHW2000 5’-GGGAAGCAAAAGCAGGGGATAATT-3’
TATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT-3’

GGGAAGCAAAAGCAGGAGTAAAGA-3’
TATTAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT-3’

24 5’end 須磷酸化

HA-2 HA-1R-uni-pHW2000 5’- 24 5’end 須磷酸化

HA-3 HA-1FCSC 5’-AGCAAAAGCAGGGGATAATT-3’ 20

HA-4 HA-1R-uni 5’-AGTAGAAACAAGGGTGTTTT-3’ 20

NA-1 NA NA-1FCSC-pHW2000 5’- 24 5’end 須磷酸化

NA-2 NA-1R-uni-pHW2000 5’- 25 5’end 須磷酸化

NA-3 NA-1FCSC 5’-AGCAAAAGCAGGAGTAAAGA-3’ 20

NA-4 NA-1R-uni 5’-AGTAGAAACAAGGAGTTTTTT-3’ 21
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M M4055‐HA‐1 4055‐HA‐2 4055‐NA‐1 4055‐NA‐2

 

圖一、A. Sticky-end PCR for 4055-HA, -NA  

 

 

M 2428‐NA‐2M2428‐HA‐1 2428‐HA‐2 2428‐NA‐1

 

圖一、B. Sticky-end PCR for 2428-HA, -NA  
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＊ ＊Sequence OK! Sequence OK!Size OK! Size OK!

4055  HA 4055  NA  

 

圖二、A. Colony PCR Checking for 4055-HA, -NA  

 

 

＊＊ Sequence OK! Sequence OK!Size OK! Size OK!

＊

＊

2428  HA 2428  NA
 

 

圖二、B. Colony PCR Checking for 2428-HA, -NA  
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Plaque Assay for
verse Genetics Virus4055 ReCell morphology (CPE)

 

 

圖三  Plaque assay for A/TW/4055/09 Recombinant Virus 
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 附    錄 

一、98 年度執行之目標（milestone） 

 

一、預定完成工作項目及實際執行情形

預定完成工作項目 實際執行情形

提供CDC一株疫苗種仔株，其HA及
NA基因置換為A/TW/4055/09病毒株
的基因

A/TW/4055/09(H3N2)已將HA 及NA 
Clone做出並已確定其序列,且病毒已
製作出來。

CDC提供兩株病毒株
A/Taiwan/2428/2008 (H3N2)
A/Taiwan/9042/2008 (H1N1)
給予長庚大學製作疫苗種仔株

A/Taiwan/2428//2008 (H3N2)已將HA 
及NA Clone製作出來並已確定其序列,
目前正在產生病毒。

A/Taiwan/9042/2008 (H1N1)因病毒量
不足，已向疾管局申請新的病毒株(已
在2009/11/24送達)
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二、98 年度預定進度 

    

七、   98   年度預定進度：以 Gantt Chart 表示本年度之執行進度。屬一年期以上計畫者，

應分年度提出預定進度。 

        月   次 

 

 工作項目 

第 

1 

月 

第 

2 

月 

第 

3 

月 

第 

4 

月 

第

5 

月

第

6 

月

第

7 

月

第

8 

月

第

9 

月

第

10

月

第

11

月

第 

12 

月 

備 註 

疾管局提供病毒株(共

三株) 

    ●     ●    ●        

疫苗種籽株產出      ●   ●   ●   ●   

能力測試，由疾管局提

供演練病毒株 

          ●    

報告撰寫             ●  
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三、98 年期末經費使用狀況 

98 年期末經費使用狀況 

項目 本年度核定金額 消耗狀況 

人事費 741,000 5/12-11/15 已用 234,000 

業務費 672,000 
5/12-11/15 已用 212,210 

  
 

  
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 22



 

四、98 年期中報告審查委員意見 

計畫名稱：新型流感病毒基因體之鑑定及以反轉基因法製造新型疫苗種籽株 

計劃編號：DOH98-DC-1011 

 

審查委員意見： 

一、 以反轉基因法(reverse genetics)製造流感疫苗種籽株: 

1. 進度符合 

2. 一年四株流感病毒株，以 reverse genetics 置換 HA 及 NA(用 PR8

的 6 段)。未來昆陽實驗室自己做的能力，亦應持續，應每年與

長庚演練同一株季節性病毒，並做比對。 

3. 請測定 Replication activity 與 Virus titers。 

  回覆: 已用 Plaque Assay 知道病毒量 

4. 如能穩定繼代，請測試在蛋的生長能力，並評估感染力。 

回覆: 本年度無購買雞胚蛋之預算，下一年度若預算足夠可以增

加 

5. 計劃作業尚符目標，針對種籽株作業宜與 CDC 保持良好互動，並

由 CDC 保持製造能量。 

6. 轉染過程利用 Vero cell 的成功率有多高，相關 SOP 是否已建立? 
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回覆: 可成功，但未計算成功率。相關 SOP 日後會建立 

7. 增福病毒可否利用 Vero cell ? 如何，成功效率有多高? 

回覆: 未測試，因今年預算剛好為 4 株病毒之耗材費用 

8. 此計畫自流感疫苗研發計畫開始，已建立不錯的技術平台，目前

的計畫看來仍延續之前的計畫，在有限的經費下，仍應加入新的

想法或創意，讓這計畫有較好的成果展現。 

回覆: 有許多新的想法，但一年接近 80 萬之經費無法做太多的實

驗，相關實驗會申請國科會計畫。 

 


