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摘    要 

(1)中文摘要 
 
    世界各國在推動大型計畫時，通常都會建立核心設施，以增加分析的

效率與品質。該核心設施必須對許多計畫的成員服務，為求時效，為流感

疫苗研究發展計畫建立專屬之流感資訊核心設施，支援此計畫下之各團隊

做即時的生物資訊分析。第一年度流感資訊核心設施首先將依各團隊的需

求，利用資訊技術蒐集所有與流感相關的數據與文獻，在整合後以 RSS
的技術，主動提供給各研究團隊參考。在第二年度並增加知識管理的部

份，利用 ontology整合、分類流感病毒相關研究成果，加入下列生物學特

性: 抗原、抗藥性、HI titer、病毒 recombination and reassortment等分析於

IVBS。在資料量增大時，資料品質的控管，與自動化的分析流程就成為

重要的問題。今年度核心設施根據其他的團隊的需求，建立分析流感病毒

序列的自動化流程於 Influenza Virus Bioinformatics System (IVBS): 增加

流感病毒全基因體之基因型(genotyping)之預測與分佈功能、增加使用者

個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後續分析功能。並建立與增加新

的生物資訊學技術預測流感病毒的演化趨勢，協助選擇適合用來做流感疫

苗的流感病毒株: B 細胞、CTL 細胞抗原決定位胜肽片段預測程式及系

統。我們在今年度所完成之工作如下: 
 

 
關鍵詞：流感資訊核心設施、流感病毒基因型、個人序列資料、細胞抗原決定位胜肽

片段預測

1. 已完成 IVBS 流感病毒序列資料之自動更新 

2. 已完成以 sequence logo及階層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白

質序列排列中氨基酸之相似程度 

3. 已完成流感病毒全基因體之基因型(genotyping)預測與分佈功能 

4. 已完成增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後續

分析功能 

5. 已完成依據抗原決定位之胺基酸特性開發預測 B-cell epitope序列

之程式 

a. 已完成 IVBS 現有 B-cell epitope的胺基酸組成分析 

b. 已完成現有預測 B-cell epitope方法之研究調查 

c. 已完成根據調查的 B-cell epitope prediction預測方法撰寫預測

程式 
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摘    要 

(2) 英文摘要 

 

Core facilities are usually set up to increase both the analysis efficiency and 

the work quality when a large-scale research project is initiated in many 

countries around the world. The prupose of these core facilities is to serve the 

needs of other related projects. First year, this influenza information core 

facility collects all the available influenza data and information, and provides 

them to the other team projects after integrating with the RSS technology. 

Second year, this core facility analyze the viral biological characteristics such 

as antigene, drug resistance, HI titer, virus recombination and genetic 

reassorment etc., to further expand the knowledge base. The core will also 

seek for the capacity of processing large dataset and forming pipeline and 

quality control for data analysis. Third year, according to the request of other 

related projects, the influenza A virus genotype prediction tool and personal 

workingset database were added. By using bioinformatics techniques, we 

develop tools to predict trend of influenza virus evolution, and facilitates the 

prediction of vaccine targets. 
 
In the third year, we have accomplished the following works: 
 

 

Keywords: influenza information core facility, genotyping, Personal workingset database, 

epitope prediction tool 

1. Automatic update of influenza virus sequence 

2. Use sequence logo to show the conserved region of similar 

influenza protein sequences  

3. Influenza A virus genotype database and prediction tool  

4. Personal workingset database for saving and analysing personal 

sequence data 

5. B-cell epitope prediction tool 

a. Simialrity analysis of B-cell epitope nucleotide sequences 

b. Investigation of available tools for B-cell epitope predtion  

c. Development of in-house B-cell epitope predtion tools 
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本    文 

(1) 前言 

 

流感疫苗研究發展計畫流感疫苗研究發展計畫流感疫苗研究發展計畫流感疫苗研究發展計畫的目的是要在三年內建立預測會在臺灣流行

的病毒株，並在我國自行開發、製造流感疫苗。目前世界衛生組織有

標準作業程序，設計與製造流感疫苗，所以我國至少要能做到世界衛

生組織的預測水準。不過世界上對流感病毒究竟如何演化，並無定

論，因此對於猜測未來會流行的病毒株並無最佳對策。我國的流感疫

苗研發計畫將利用本土資訊，改進預測的結果。國內的疾病管制局與

流行病學專家將主導流感疫苗的研發，但需生物資訊學者之配合，以

增加工作效率，如期達到目標。 

流行性感冒要能在人類中造成大流行，必須滿足三個條件：(1)

必須為全新的病毒，方能逃避人體免疫機制、(2)有能力造成人類致病

與(3)能有效率的在人與人之間傳播 (Viboud et al., 2006) 。因為流感

病毒具有抗原多變性的特性，可經由突變及基因重組兩種方式產生新

型病毒，點突變只會造成抗原小部份改變，引起流感的小流行，基因

重組則為不同來源的病毒株同時感染同一宿主，複製過程中產生基因

段的交換和重新排列組合(reassortment)，則會引起全球性的大流行

(epidemic)，reassortment 的發生對流感病毒的演化與造成週期性流行

的重要性目前尚未明朗，但有可能影響其演化機制。為了瞭解不同年
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代中流感基因體可能發生的基因位移及變異，我們建立了流感病毒生

物資訊系統 (Influenza Virus Bioinformatics System , IVBS) ，該系統

整合 NCBI IVR 與 LANL ISD 資料庫中的所有公開病毒序列資訊，使

用各種資訊技術，例如資訊代理人（web agent）等，自動蒐集資訊，

並提供與流感病毒相關的泛用分析工具，包含相似度比對、多序列排

比、親緣樹分析以及抗藥性分析等。此外，為減少重複以同一策略分

析不同組的數據的人力，核心設施將建立自動化的分析流程，增加分

析的效率。若流病學專家不知道應選用哪一種分析方法，核心設施將

提供諮詢與建議。 

目前提供觀察流感變異與演化主要分為兩個方向，一為透過病毒

之親緣關係，觀察不同品系之病毒與流行的關係;而另一方向為透過

觀察流感病毒隨著時間推進，在序列各個位置上異同之處。 

在瞭解產生變異的原因後，則需建立模型，模擬流感病毒演化的

過程。例如目前有一派的理論是病毒是以 quasi-species 的形式存

在，而不是單一的病毒株。因此哪一株會擴增，是與病毒和人體免疫

系統的交互作用有關。若各團隊沒有自己的模型，則核心設施會安裝

或撰寫模擬所需的程式，將常用的模型建立起來，協助流病學專家進

行模擬。在這過程中，核心設施亦將比較各模型之優缺點，並提出可

能的改進方案。一旦能預測到可能的病毒株，則要預測具有抗原性的
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區域，做為以發展檢驗試劑與疫苗的參考。在病毒演化時，有些胺基

酸的改變可能會與鄰近胺基酸一起變化，以維持其結構。這些區段的

單獨變異可能會造成結構上大的變化，因而成為新的抗原。因此如何

利用基因變異的資訊與 HA、NA 的三級結構來預測抗原區就非常重

要。核心設施將建立適當的方法，預測具有抗原性的區域。 

流感病毒生物資訊系統(IVBS)之前已經整合了 IEDB (Immune 

Epitope Database, http://www.immuneepitope.org)流感病毒的 B 細胞抗

原決定位(B-cellepitope)資料，此資料庫是由美國 LIAI 研究所(La Jolla 

Institute for Allergy and Immunology)協同其他學術研究機構共同合

作，動員數十名研究人員，花費數年時間閱讀文獻蒐集、整理建製而

成，為目前世界上資料量最豐富的抗原決定位資料庫。然而，相較於

IVBS 中的流感病毒蛋白序列數量，IEDB 的 epitope資料量仍遠遠不

足。針對這樣的情況，我們分析了 B-cell epitope胜肽(peptide)片段胺

基酸的理化學性質(physico-chemical properties)，根據這些特性建立規

則，設計分析 B-cell epitope發生位置的預測程式，預測沒有實際實驗

資料驗證的病毒蛋白的 B-cell epitope位置，提供研究人員進一步的參

考資訊，協助加速流感病毒疫苗研究的進展。 

 

本研究的總目標在於 
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1. 自動收集網際網路上所有公開的流感病毒資訊，並與臺灣特有的

流感病毒資訊整合。  

2. 利用 RSS 技術，自動提供疾病管制局、流感疫苗研究發展計畫

的其他團隊即時資訊 

3. 開放 Influenza Virus Bioinformatics System (IVBS)上線使用予疾

管局相關人員使用，並提供教育訓練課程。  

4. 增加知識管理的部份，利用 ontology整合、分類流感病毒相關研

究成果。  

5. 加入感染者流行病學資料及下列生物學特性:抗原、抗藥性、HI 

titer、病毒 recombination and reassortment等分析於 IVBS 。 

6. 建立分析流感病毒序列的自動化流程。  

7. 增加所建立之分析流感病毒序列的自動化流程於 Influenza Virus 

Bioinformatics System (IVBS) 。 

8. 開放 Influenza Virus Bioinformatics System (IVBS)上線使用予其

他子計畫相關人員使用，並提供教育訓練課程。  

9. 利用資訊探採技術找到人工不易發現的關聯性，提供疾病管制局

與計畫中的其他團隊參考。  

10. 發展最新的生物資訊學技術，協助預測適合用來做流感疫苗的病

毒株。 
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第一年目標 

1. 提供流感疫苗研究發展計畫的其他計畫，各種生物資訊分析的

需求 

2. 自動收集網際網路上所有公開的流感病毒資訊，並與臺灣特有

的流感病毒資訊整合 

3. 利用 RSS技術，自動提供疾病管制局、流感疫苗研究發展計畫

的其他團隊即時資訊 

 

第二年目標 

1. 開放 Influenza Virus Bioinformatics System (IVBS) 予疾管局相

關人員使用，並提供教育訓練課程 (2007.03) 

2. 增加知識管理的部份，利用 ontology整合、分類流感病毒相關

研究成果 (2007.06)  

3. 加入感染者流行病學資料及下列生物學特性: 抗原、 抗藥性、

HI titer、病毒 recombination and reassortment等分析於 IVBS 

(2007.09)  

4. 建立分析流感病毒序列的自動化流程 (2007.12)  
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第三年目標 

1. 建立與增加分析流感病毒序列的自動化流程於 Influenza Virus 

Bioinformatics System (IVBS) 

i. 增加以 sequence logo及階層方式同時呈報大規模流感病

毒蛋白質序列排列中氨基酸之相似程度(2008.03) 

ii. 增加流感病毒全基因體之基因型(genotyping)之預測與

分佈功能(2008.03) 

iii.  增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後

續分析功能(2008.06) 

2. 建立與增加新的生物資訊學技術預測流感病毒的演化趨勢，協助

選擇適合用來做流感疫苗的流感病毒株 

i. 開發流感病毒蛋白質 B 細胞抗原決定位(B-cell epitope)

胜肽片段預測程式及系統 (2008.06) 

ii. 開發流感病毒蛋白質 CTL (cytotoxic T lymphocyte)細胞

抗原決定位胜肽片段預測程式及系統 (2008.09) 

iii.  開發完整流感病毒(whole virus) Hemagglutination activity

之 seropositivity生物資訊預測程式及系統 (2008.12) 
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本    文 

(2) 材料與方法  

 

硬體設備 

本計畫陽明大學的生物資訊研究中心先前已由其他計畫及陽明大學

所補助購置之 IBM p690高性能電腦，10-個節點的 Mac電腦叢集、16-個

節點的刀鋒伺服器。在有了高性能的計算設備後，生資中心一方面利用自

動化的備份系統來維護資訊的安全，另一方面則利用良好的機房環境來維

持系統的穩定性。電腦機房不僅有自己的防火牆、不斷電系統，還有緊急

備用的電源，所以在停電時，所有的電腦還是可以繼續運作。除此之外，

空調系統不但有不斷電系統，也有自動化的切換模式以保持衡溫。 

其後為進一步節省人力資源和時間，生資中心藉由參與亞太先進網路

協會 (Asia-Pacific Advenced Network，APAN)的協助，將常用的資料建立

為 Bio-mirror，讓不同實驗室的程式設計人員可以很容易地取得資料。在

設備上則採用儲存區域網路(storage area network，SAN)來儲存資料，讓多

台電腦叢集 可以共用資料。 

因為生資中心擁有這些國家級的電腦設備，所以有權調度計算的優先

次序。在因應緊急狀況時，將可隨時支援流感疫苗研究發展計畫的所有計

算需求。 
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軟體系統 

    生物資訊學的研究，除分析工具外，最重要的是資訊的收集。雖然許

多數據可直接下載，也有許多序列只能以網頁形式瀏覽。若能利用智慧型

代理人，自動收集資訊，將可節省許多人力。目前團隊成員所製作的智慧

型代理人軟體已成功地使用在單核酸多型性分析，與肝癌資訊網。 

在資料庫整合之建構部份，我們採取 PHP語法與流程控制及 MySQL

進行增、刪、改、查功能，自定資料記錄的規則，將資料庫以固定的架構

來組成資料正規化，用來表示資料庫如何組成的架構資料模型，建構出功

能強大的流感病毒生物資訊系統互動 Linux 資料庫網站。建立 MySQL 資

料庫、MySQL 資料型別、資料庫增刪作業、資料庫查詢作業，資料的匯

入與匯出、PHP 連接 MySQL、資料表結合、處理日期時間資料。 

在利用 RSS技術自動提供指定的資訊部份，我們透過 XML 特性所制

定的格式，將網頁內容抽取出來， 讀者訂閱 RSS後，只要透過 RSS閱讀

器，就可看到。XML 是 eXtensible Markup Language的簡稱，它的其中一

個主要功能就是作Data Exchange，而Content Feed正是一種Exchange Data

的應用， RSS只是 Content Feed的另一種型式。RSS 規格沒有對 title 標

記是 plain text 或是 html，RSS 是在 XML 裡包 HTML，所以我們有 XML 

encoding、HTML encoding。RSS是 news為導向的網站公佈的 XML 文件

格式，它列出它們目前的標題，提供連結到相關文章的 URL。 
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序列資料取得 

現有提供新定序流感病毒序列以及相關資訊的公用資料庫主要有

NCBI 所建立與維護的 Influenza Virus Resource (IVR, 網址：

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html) 及 Los Alamos 

National Laboratory (LANL) 所建立的 Influenza Sequence Database 

(ISD 網址：http://www.flu.lanl.gov/) (Macken et al., 2001)。IVR 的資

料源自於 GenBank，除序列外，該資料庫並提供流感病毒基因體列

表，供使用者參考。IVR 每日都會進行內容更新，並提供 FTP 下載

服務，如有更新資料，會立即置於 FTP 站台上  ( 網址：

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/INFLUENZA/) 。 

ISD 所儲存的序列資料，除有大部份 IVR 序列資料外，還有研究

機構直接提供的序列資料。以截至 2007/7/2為止，ISD所含有的 50,836

筆核酸序列為例，有 3,908筆為使用者直接提交序列資料，佔 7.6%。

因此我們只希望擷取出這些序列。該資料庫中雖有提供序列下載功

能，但免付費之使用者下載序列的數目受到限制。為此我們撰寫程

式，先自搜尋頁面中擷取出 ISD 特有的存取序號  (accession 

number) ，編碼原則為 ISD後加七碼，再依據其存取號碼連結至屬於

該序列的內容頁，分析其內容，並將其資訊儲存於資料庫中。 

除國際上公用資料庫外，亦於台灣疾病管制局取得 3,779 筆台灣



 14

地區所分離出之流感病毒序列，並經轉入資料庫中，與國際序列整

合。目前資料庫中共有 83,544筆核酸序列，98,509筆蛋白質序列及

97,206筆編碼區序列。 

 

流感病毒基因型資料取得 

系統中所提供的感病毒基因型資料是由 FluGenome蒐集整合加入

IVBS 中，共 3,678 株流感病毒全基因體之基因型; 及 47,169筆各

segment之基因型的資料。 

 

資料庫設計 

由於需整合兩資料庫所得到的序列資料，因此我們建立了六個資

料表：flu_aa、flu_cds、flu_nc用於儲存流感序列相關資訊，flu_seq_aa、

flu_seq_cds、flu_seq_nc用於儲存蛋白質序列、轉錄區序列以及核酸

序列內容，flu_acc_map連結核酸序列、蛋白質序列的存取號碼以及

轉錄範圍，flu_pdb連結 PDB id及蛋白質序列，flu_proteotype記錄各

病毒株中各基因的 proteotype，flu_drug 紀錄抗藥病毒株於蛋白質序

列上發生突變的相關位置，flu_drug_info紀錄該與抗藥性有關的突變

位置其參考文獻以及實驗數據。資料庫採關聯式資料庫設計，實體聯

繫模式圖 (Entity-relationship modeling) 如下圖。 
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系統環境 

    本系統架設於類 Debian Linux 3中，網頁服務使用 PHP 5.0.5版

開發，關聯式資料庫使用 MySQL 5.0.32版，網頁伺服器 Apache 2.2.3，

與外部程式串接透過 Perl版本 5.8.8，Bioperl模組版本為 1.5版。 

 

抗原決定位 
 

我們以 PHP語言撰寫網頁型式的 B-cell epitope預測工具，預測結

果使用 PEAR IMAGE_GRAPH圖形套件繪製圖形呈現給使用者，並

將 IVBS 資料庫中的序列資料與此工具連結，可讓使用者對 IVBS 中

的病毒蛋白序列進行 B-cell epitope預測。而利用 SVM 預測 B-cell 
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epitope則使用 LibSVM 工具(www.csie.ntu.edu.tw/~cjlin/libsvm/)進行

預測模型的建立，並使用 PHP將結果呈現於網頁上。 

 

表一表一表一表一、、、、B-cell epitope 預測工具所使用的程式技術與語言預測工具所使用的程式技術與語言預測工具所使用的程式技術與語言預測工具所使用的程式技術與語言 
資料處理技術資料處理技術資料處理技術資料處理技術 程式語言名稱與版本程式語言名稱與版本程式語言名稱與版本程式語言名稱與版本 

資料庫 MySQL 
網頁程式語言 PHP 
網頁圖形套件 PEAR:IMAGE_GRAPH 
SVM 機器學習套件 LibSVM v2.88 
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本    文 

(3) 結果 

 

1. IVBS 流感病毒序列資料之自動更新流感病毒序列資料之自動更新流感病毒序列資料之自動更新流感病毒序列資料之自動更新 

→已完成已完成已完成已完成 IVBS 流感病毒序列資料之自動更新流感病毒序列資料之自動更新流感病毒序列資料之自動更新流感病毒序列資料之自動更新 

說明說明說明說明: 目前為每天自動更新 NCBI 上流感病毒的序列資料到 IVBS 資

料庫中並即時呈現在網頁上。 

 
 
 

2. 增加以增加以增加以增加以 sequence logo 及階層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序及階層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序及階層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序及階層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序

列排列中氨基酸之相似程度列排列中氨基酸之相似程度列排列中氨基酸之相似程度列排列中氨基酸之相似程度 

 
→已完成已完成已完成已完成 IVBS 與與與與 Phylo-mlogo 連結連結連結連結，，，，增加以增加以增加以增加以 sequence logo 及階及階及階及階

層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序列排列中氨基酸之相似層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序列排列中氨基酸之相似層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序列排列中氨基酸之相似層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序列排列中氨基酸之相似

程度程度程度程度。。。。 
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說明說明說明說明: IVBS 系統在現有的 Proteotype分析，及 Weblogo呈現 alignment

的結果外，將增加以 sequence logo及階層方式同時呈報大規模流感

病毒蛋白質序列排列中氨基酸之相似程度。目前 IVBS 與 Phylo-mlogo

連結的方式是以外部網頁連結，當使用者查詢完資料並加入到個人工

作區後，有一個按鍵「Phylo-mlogo」(如下圖)，由於 Phylo-mlogo適

用的檔案為 alignment後的結果，所以第一步驟為多序列排比(如下下

圖)。 
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在第二步驟中: 
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Step 1: 按下 download鍵，下載在 IVBS 做完多序列排比後的結果 

 

Step 2: 按下 link 鍵，連結到中研院網站下載 Phylo-mlogo軟體 
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Step 3: 多序列排比後的結果 upload到 Phylo-mlogo，按照網頁上所提供的

步驟即可看到結果。 
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3. 增加流感病毒全基因體之基因型增加流感病毒全基因體之基因型增加流感病毒全基因體之基因型增加流感病毒全基因體之基因型(genotyping) 之預測與分佈功之預測與分佈功之預測與分佈功之預測與分佈功能能能能 

→已完成增加流感病毒全基因體之基因型已完成增加流感病毒全基因體之基因型已完成增加流感病毒全基因體之基因型已完成增加流感病毒全基因體之基因型(genotyping) 之預測與之預測與之預測與之預測與

分佈功能分佈功能分佈功能分佈功能 

說明說明說明說明 : IVBS 系統在現有的流感病毒基因序列分析之外，也自

FluGenome蒐集流感病毒之基因型資訊整合加入 IVBS 中，共 3,678

株流感病毒全基因體之基因型; 及 47,169筆各 segment之基因型的資

料。其資料如下表所示。 

 
表表表表、、、、IVBS 中各中各中各中各 8 segment 基因型資料之筆數基因型資料之筆數基因型資料之筆數基因型資料之筆數 

total PB2 PB1 PA HA  NP NA MP NS 

47169 4420 4198 4242 10454 4426 6650 5754 5831 
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我們利用結合 FluGenome兩個資料庫 : Flu_genotype_genome 和 

Flu_genotype，建立了 Genotype的資料庫: Flu_genotype_complete，並

整合了 IVBS 本身的序列資料庫: Flu_seq_nc，建立 Genotype 序列的

資料庫: Flu_gebotype_seq，有用於做 Genotype預測。利用資料表結

合、PHP 連接 MySQL，做成網頁。 

    我們亦完成使用者介面的設計，Genotype頁面與 Proteotype相

似，利用顏色不同表現病毒株彼此基因型的差異性，使用者可利用頁

面上方 「Function」功能鍵，選擇一些欄位依照所選順序做重新排列。 
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舉例說明: 用 HA 為排序的第一順位，NA 為第二順位，進行排序 

 
 

結果如下: 
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    同時把 complete genome與 non-complete genome之所有序列的基

因型整合在同一個頁面，也可利用頁面上的搜尋功能依照使用者所選

擇的條件查找 genotype資料庫內的資料且顯示出來。 
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    接下來又新增流感病毒基因型 genotyping預測功能，利用BLAST

來比對序列相似度以預測序列之 genotype。第一步，使用者可以輸入

一段流感病毒序列，或是上傳一段序列的 FASTA 檔；第二步，選擇

BLAST 搜尋結果最多幾個，是否顯示排序後的圖示結果..等；第三

步，按下搜尋，genotype預測進行中；第四步，預測結果產生頁面。

頁面下方也有預測 genotype的 pipeline。 
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    預測結果如圖顯示，這條序列是屬於 HA(4)，序列之 lineage為

3A。頁面中間為 BLAST 的結果，頁面下方則是列出 IVBS 中之相似

序列列表。同時，搜尋結果可透過加入工作區，依需要下載其序列，

或以系統提供的工具如執行多序列排比、親緣樹建立、抗藥性再做進

一步的分析。 
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BLAST 後的結果都可經由網頁上的超連結下載來看。 
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針對 BLAST 搜尋後的結果，對於有興趣的序列資料，也可經由勾選

加入個人工作區做後續的多序列排比及建立親緣樹等分析。 
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4. 分析分析分析分析 IVBS 現有序列資料訂出現有序列資料訂出現有序列資料訂出現有序列資料訂出 genotype 

→即將分析即將分析即將分析即將分析 IVBS 現有序列資料訂出現有序列資料訂出現有序列資料訂出現有序列資料訂出 genotype 

說明說明說明說明: 目前流感病毒之基因型資訊(genotype)是自 FluGenome蒐集整

合加入 IVBS 中。但由於 IVBS 有涵蓋 ISD及 96年度向 CDC疾管局

申請的流感序列資料，所以現在利用 IVBS 中的序列自己訂出

genotype，可分析台灣流感病毒的 genotype之特性。 

Genotyping 步驟步驟步驟步驟: 第一步，蒐集流感病毒之序列( 5/12止) 

 

從 IVBS 中，我們只取序列長度大於 75%的流感病毒序列，並扣除掉

100% 一模一樣的序列。 
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表表表表、、、、自自自自 IVBS 取得各取得各取得各取得各 8 segment 資料做基因型之筆數資料做基因型之筆數資料做基因型之筆數資料做基因型之筆數 

 PB2 PB1 PA HA  NP NA MP NS 

total 6045 5913 5835 19090 6503 8682 7617 6803 

>75% 4966 4840 4857 11899 5366 8334 7067 6764 

-100% 

identical 
4890 4713 4730 8121 5210 7928 6713 6608 

 

第二步，多序列排比，使用 ClustalW。 

第三步，建立親緣關係樹，使用 PHYLIP 套件中的 ”dnadist”

和”neighbor”。 

1. ”dnadist” : Molecular sequence methods。 Program to compute 

distance matrix from nucleotide sequences 

2. 和”neighbor” : Distance matrix methods。This program implements 

the Neighbor-Joining method of Saitou and Nei (1987) and the 
UPGMA method of clustering 

第四步，訂 Genotype，將與 Flugenome做比較。 

 

5. 增加增加增加增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後續分析使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後續分析使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後續分析使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後續分析功能功能功能功能 

→已完成增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後已完成增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後已完成增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後已完成增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後

續分析功能續分析功能續分析功能續分析功能 

說明說明說明說明: 現有之 IVBS 流感病毒基因序列資料庫蒐集網際網路上所有公

開的流感病毒序列資料包括 NCBI(IRV)、LANL(ISD)及台灣疾病管制

局，我們增加使用者個人的資料庫輸入儲存與後續分析功能，讓使用
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者擁有屬於自己個人個人個人個人的資料庫。 

 

    在 My IVBS 的頁面中有兩個部分，第一部份，讓使用者可以自

行輸入自己實驗室分離出來的流感病毒序列到個人的資料庫中，輸入

關於序列的一些資訊: Serotype、Segment、Host、Country..，按下

「Upload」。 

 
 

舉 例 說 明舉 例 說 明舉 例 說 明舉 例 說 明 : 輸 入 一 條  HA segment ， Influenza A virus 

(A/Taiwan/56/2007(H3N2))的序列，按下「Upload」。 
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即可將輸入之序列寫入您專屬的序列資料庫專屬的序列資料庫專屬的序列資料庫專屬的序列資料庫以做後續分析，頁面下方

將會顯示輸入成功的序列資料。 

    若點回 My IVBS 的首頁，將可看到您個人個人個人個人資料庫中所有輸入之

序列。 

 
 

    在 My IVBS 頁面中的另一部份，可以讓使用者同時同時同時同時查詢個人資

料庫內及公開網域中的流感病毒序列資料，利用後續多序列排比及建

立親緣關係樹之分析，可以比較公開流感病毒的序列及自己實驗室分

離出來的還沒有 release的序列。 
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舉例說明舉例說明舉例說明舉例說明: 依據特定的條件年份、亞型、等特定條件搜尋，即可同時

查找個人資料庫內序列及公開網域中的流感病毒序列資料。 
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搜尋結果為 2,371筆序列資料，ID 5 為使用者個人資料庫內之序列資

料，後續可將有興趣之序列透過加入個人工作區，進行多序列排比及

建立親緣關係樹之分析比較，新開發之此功能可進一步將個人資料與

公開網域中的流感病毒序列資料一起做分析比較。 
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6. 分析分析分析分析 IVBS 現有現有現有現有 influenza B-cell epitope 的胺基酸組成的胺基酸組成的胺基酸組成的胺基酸組成 

→已完成已完成已完成已完成 IVBS 現有現有現有現有 influenza B-cell epitope 的胺基酸組成分析的胺基酸組成分析的胺基酸組成分析的胺基酸組成分析 

說明說明說明說明: 我們先前已將 IEDB 中的 Influenza Virus的 epitope資訊整合加

入 IVBS 當中，為了瞭解組成 B-cell epitope胜肽片段(Peptide)的胺基

酸具有何種的理化傾向(Propensity)，以利後續預測工具之研發，我們

首先針對 IEDB 中的 epitope資訊進行重複序列篩選、過濾的工作，

同時將各種不同的 epitope種類分門別類，最後計算各個抗原蛋白中

B-cell epitope的胺基酸出現頻率，以了解其胺基酸組成情況。 

如表列示 IVBS 所整合的 Influenza epitope資料筆數的概況。原

始的 IEDB 中共有 7159筆各種的 epitope資訊，而標示為 linear型式

的共有 6942筆。在去除重複之相同序列之後，B-cell epitope有 118

筆資料，T-cell epitope有 2289筆，而 MHC 有 1819筆，MHC Ligand

有 22筆。 

表表表表、、、、IVBS 中中中中 IEDB 資料庫各型態資料庫各型態資料庫各型態資料庫各型態 epitope 的資料筆數的資料筆數的資料筆數的資料筆數 

Non-redundant linear epitope 

Total 
Linear 

epitope 
B-cell 

epitope 

T-cell 

epitope 
MHC MHC Ligand 

7159 6942 118 2289 1819 22 

 

B-cell epitope是與抗體分子作用的抗原蛋白區段，因此抗原分子

通常必須暴露於蛋白質分子表面才有機會與抗體產生交互作用。

Influenza Virus中共有 HA、NA 及 Matrix Protein (M1 & M2)等蛋白能
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暴露於病毒表面。因為 IEDB 中並沒有 NA 的 B-cell epitope資訊，故

IEDB 中各個病毒蛋白的 B-cell epitope個數整理如下表。 

表表表表、、、、IVBS 中中中中 IEDB 資料庫資料庫資料庫資料庫 B-cell epitope 的資的資的資的資料筆數料筆數料筆數料筆數 

HA M1 M2 

100 6 12 

    

    在統計出序列獨一不重複的 B-cell epitope個數後，為瞭解這些

epitope的組成，我們分別計算 HA、M1 與 M2 這三種蛋白質的胺基

酸組成，其結果如下表所示。 

表表表表、、、、IVBS 中中中中 IEDB 資料庫資料庫資料庫資料庫 B-cell epitope 胺基酸組成分析結果胺基酸組成分析結果胺基酸組成分析結果胺基酸組成分析結果 
Protein Type 

Amino Acid 
HA M1 M2 

A (Alanine) 81 (4.99 %) 13 (6.81%) 0 (0.00 %) 

C (Cysteine) 52 (3.20 %) 4 (2.09 %) 14 (7.22 %) 

D (Aspartate) 101 (6.22 %) 6 (3.14 %) 13 (6.70 %) 

E (Glutamate) 70 (4.31 %) 8 (4.19 %) 28 (14.43 %) 

F (Phenylalanin) 68 (4.19 %) 9 (4.71 %) 0 (0.00 %) 

G (Glycine) 134 (8.26 %) 17 (8.90 %) 9 (4.64 %) 

H (Histidine) 36 (2.22 %) 5 (2.62 %) 0 (0.00 %) 

I (Isoleucine) 76 (4.68 %) 10 (5.24 %) 10 (5.15 %) 

K (Lysine) 90 (5.55 %) 9 (4.71 %) 0 (0.00 %) 

L (Leucine) 108 (6.65 %) 21 (10.99 %) 15 (7.73 %) 

M (Methionine) 8 (0.49 %) 3 (1.57 %) 3 (1.55 %) 

N (Asparagine) 125 (7.70 %) 10 (5.24 %) 17 (8.76 %) 

P (Proline) 105 (6.47 %) 7 (3.66 %) 11 (5.67 %) 

Q (Glutamine) 68 (4.19 %) 10 (5.24 %) 0 0.00 (%) 

R (Arginine) 59 (3.64 %) 18 (9.42 %) 17 (8.76 %) 

S (Serine) 131 (8.07 %) 9 (4.71 %) 21 (10.82 %) 

T (Threonine) 118 (7.27 %) 15 (7.85 %) 18 (9.28 %) 

V (Valine) 87 (5.36 %) 13 (6.81 %) 10 (5.15 %) 

W (Tryptophan) 27 (1.66 %) 0 (0.00 %) 8 (4.12 %) 

Y (Tyrosine) 79 (4.87 %) 4 (2.09 %) 0 (0.00 %) 

 

7. 研究研究研究研究調查目前預測調查目前預測調查目前預測調查目前預測 B-cell epitope 的方法的方法的方法的方法 

→已完成現有預測已完成現有預測已完成現有預測已完成現有預測 B-cell epitope 方法之調查方法之調查方法之調查方法之調查 
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說明說明說明說明: B-cell epitope為抗原(antigen)蛋白上被抗體(antibody)辨識及鍵

結的胜肽片段。通常此種片段需位於蛋白質的表面方具有較大與抗體

分子接觸的機會。反之，包埋於蛋白質內部之中的胜肽片段，其與抗

體分子產生交互作用及接觸的機會則較低。然而位於蛋白質表面的胺

基酸多屬較為親水性的(Hydrophilic)，基於這樣的現象，我們可藉由

計算抗原分子中各個胺基酸親水傾向(Hydrophilicity) 的大小，估算其

位於蛋白質表面的可能性，作為預測其是否可能構成 epitope的依

據。此外根據文獻調查，我們亦發現及了解 B-cell epitope多出現在蛋

白質構型 (Conformation)較具彈性 (Flexible)的 β-turn 二級結構

(Secondary Structure)中，藉由分析胜肽片段中胺基酸構成 β-turn結構

的可能性，亦可作為預測 B-cell epitope的方法。於是最後我們採用推

測抗原蛋白上的胺基酸出現在蛋白質表面與抗體接觸的傾向

(Hydrophilicity及 Accessibility)、形成 β-turn的機率及構成 epitope的

胺基酸的組成比率 (Antigenicity)等理化性質作為開發預測 B-cell 

epitope工具的準則。 

 

8. 根據調查的根據調查的根據調查的根據調查的 B-cell epitope 預測方法撰寫預測程式之一預測方法撰寫預測程式之一預測方法撰寫預測程式之一預測方法撰寫預測程式之一 

→已完成依據抗原決定位之胺基酸特性開發預測已完成依據抗原決定位之胺基酸特性開發預測已完成依據抗原決定位之胺基酸特性開發預測已完成依據抗原決定位之胺基酸特性開發預測 B-cell epitope 之之之之

程式程式程式程式 

說明說明說明說明: 我們依據文獻調查的結果，採用 Beta-Turn (Chou & Fasman, 
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1978)、Surface Accessibility (Emini, 1985)、Antigenicity (Kolaskar, 1990)

及 Hydrophilicity (Parker, 1986)等四種與組成 B-cell epitope較具關聯

性的胺基酸特性，撰寫 B-cell epitope的預測程式。首先由文獻中取得

衡量每一種胺基酸性質(amino acid propensity)的實驗或估算數值，並

經正規化(normalization)處理，以使不同性質之數值能在相同的尺度

上(scale)進行比較。然後計算蛋白質序列上某一固定長度內(預設值是

7個胺基酸)該性質的平均數值，並將此平均值賦予最中間的胺基酸，

以考慮周遭相鄰胺基酸對構成該項性質的影響，如此從頭至尾每次位

移一個胺基酸重複地計算每一段序列的數值，數值愈大者，表示具有

該項性質的潛勢(potential)愈大，同時這些性質又是與構成 B-cell 

epitope有關的特性，因此藉由閾值(threshold)的篩選，數值愈大的胺

基酸即可視為可能構成 B-cell epitope的元素。此外我們亦提供使用者

自定胺基酸性質數值的功能，讓使用者可彈性利用其他的性質進行

B-cell epitope的預測與分析。整體結果呈現請見圖一~圖三所示。 

 

9. 根據根據根據根據調查的調查的調查的調查的 B-cell epitope 預測方法撰寫預測程式之二預測方法撰寫預測程式之二預測方法撰寫預測程式之二預測方法撰寫預測程式之二 

→已完成以已完成以已完成以已完成以 SVM 預測預測預測預測 B-cell epitope 之程式之程式之程式之程式 

說明說明說明說明: 此部份是利用監督式學習概念(supervised learning)而將不同機

器學習方式(machine learning)帶入以建立更有效力之 B-cell epitope預

測程式。此處我們採用長度為 20之 872筆 linear B-cell epitope片段及
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872筆非 linear B-cell epitope片段(Chen, et al., 2007)當作建立預測模

式所需之正向與負向資料，而機器學習方式採用目前常用作法

Support Vector Machine (SVM)。而為了將各 872筆正向與負向序列資

料轉換成數值資訊以餵入 SVM 裡，我們採用五種編碼模式以供使用

者選擇：以二位元編碼方式(Binary Coding)或利用上一段所提到的四

種胺基酸理化性質以轉換胺基酸資訊。整體結果呈現請見圖四~圖六

所示。 

 

 

圖一：B-cell epitope預測程式操作介面。使用者可輸入欲分析的蛋白

質的 IVBS 編號或序列，選擇欲採用的胺基酸性質及設定序列掃描長
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度(window size)與篩選閾值(threshold)的大小。 

 

 

圖二：A/Japan/305/1957 H2N2流感病毒Hemagglutinin蛋白質序列(SP: 

P03451)綜合 Beta-Turn(紅色折線 )、 Accessibility(綠色折線 )、

Antigenicity(紫色折線)及 Hydrophilicity(藍色折線)四種胺基酸性質的

B-cell epitope預測結果。X 軸為胺基酸位置；Y 軸胺基酸性質大小，

預設序列掃描長度為 7，篩選閾值為 0。 
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圖三：A/Japan/305/1957 H2N2流感病毒Hemagglutinin蛋白質序列(SP: 

P03451)中胺基酸 Emini Surface Accessibility的性質分佈圖。序列掃描

長度為 7，篩選閾值為平均值乘以掃描長度。預測結果的圖譜繪於上

方，折線圖分為大於閾值及小於閾值上、下二部份。下方為蛋白質的

序列，大於閾值的胺基酸以桃紅色表示，即為預測可能的 B-cell 

epitope胺基酸組成元素。 
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圖四：利用機器學習(Machine Learning)之支持向量機(Supprot Vector 

Machine, SVM)方法開發之 B-cell epitope預測工具操作介面。使用者

在參數設定(Parameter Setting)中，可選定是單獨針對蛋白質序列進行

二位元編碼(Binary Coding)或將序列合併胺基酸理化性質進行編碼來

執行 SVM 方法的 B-cell epitope預測工作。 

 



 45

 

圖五：SVM 預測結果中會顯示原始的蛋白質序列長度、預測 B-cell 

epitope的長度和預測分類器的專一性(Specificity)等。此外，預測的

結果會根據 SVM 分類器預測為 B-cell epitope的機率進行排序，逐一

顯示所預測的 B-cell epitope片段。 
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圖六：我們亦將每一段 SVM 所預測的 B-cell epitope片段(圖中標紅色

E 字者)依發生位置標示於原始蛋白質序列中，方便使用者觀察整個

預測的概況。 

 

8. 分析分析分析分析 IVBS 現有現有現有現有 CTL epitope 的胺基酸組成的胺基酸組成的胺基酸組成的胺基酸組成 

→已完成分析已完成分析已完成分析已完成分析 IVBS 現有現有現有現有 CTL epitope 的胺基酸組成的胺基酸組成的胺基酸組成的胺基酸組成 

說明說明說明說明: 我們首先將 IEDB中的epitope資訊進行篩選及過慮重複序列的

工作，同時按 epitope的種類分門別類，最後將各個抗原蛋白中 CTL 

epitope的胺基酸組成進行分析，其結果如下各表所示。 

表表表表、、、、IVBS 中中中中 IEDB 資料庫資料庫資料庫資料庫 CTL epitope 的資料筆數的資料筆數的資料筆數的資料筆數 
 PB2 PB1 PA HA NP NA M1 M2 NS1 NS2 Nonstructural 

protein 
T-cell 153 153 143 492 260 217 119 30 46 23 16 



 47

epitope 
MHC 26 39 29 342 133 66 131 11 -- -- 31 
MHC 
Ligand 

-- -- -- 6 7 -- 1 -- -- -- -- 

 
 
 表表表表、、、、IVBS 中中中中 IEDB 資料庫資料庫資料庫資料庫 CTL epitope 胺基酸組成分析結胺基酸組成分析結胺基酸組成分析結胺基酸組成分析結果果果果(一一一一) 
 HA M1 M2 NA NP 

A (Alanine) 173 (5.80%) 20 (6.27%) 0 7 (4.17%) 125 (7.92%) 

C (Cysteine) 78 (2.61%) 1 (0.31%) 0 6 (3.57%) 26 (1.65%) 

D (Aspartate) 136 (4.56%) 4 (1.25%) 0 3 (1.79%) 60 (3.8%) 

E (Glutamate) 131 (4.39%) 18 (5.64%) 5 (18.52%) 5 (2.98%) 105 (6.65%) 

F (Phenylalanin) 80 (2.68%) 19 (5.96%) 0 3 (1.79%) 47 (2.98%) 

G (Glycine) 196 (6.57%) 29 (9.09%) 3 (11.11%) 
18 
(10.71%) 

103 (6.52%) 

H (Histidine) 63 (2.11%) 1 (0.31%) 0 1 (0.6%) 20 (1.27%) 

I (Isoleucine) 204 (6.84%) 21 (6.58%) 1 (3.7%) 
27 
(16.07%) 

86 (5.45%) 

K (Lysine) 194 (6.50%) 19 (5.96%) 3 (11.11%) 8 (4.76%) 71 (4.5%) 

L (Leucine) 271 (9.08%) 43 (13.48%) 1 (3.7%) 14 (8.33%) 134 (8.49%) 

M (Methionine) 34 (1.14%) 14 (4.39%) 1 (3.7%) 0 79 (5%) 

N (Asparagine) 203 (6.8%) 6 (1.88%) 1 (3.7%) 7 (4.17%) 89 (5.64%) 

P (Proline) 105 (3.52%) 12 (3.76%) 2 (7.41%) 6 (3.57%) 50 (3.17%) 

Q (Glutamine) 139 (4.66%) 18 (5.64%) 0 4 (2.38%) 48 (3.04%) 

R (Arginine) 126 (4.22%) 23 (7.21%) 3 (11.11%) 11 (6.55%) 
168 
(10.64%) 

S (Serine) 232 (7.77%) 13 (4.08%) 2 (7.41%) 
17 
(10.12%) 

131 (8.3%) 

T (Threonine) 240 (8.04%) 26 (8.15%) 2 (7.41%) 8 (4.76%) 91 (5.76%) 

V (Valine) 195 (6.53%) 26 (8.15%) 1 (3.7%) 9 (5.36%) 66 (4.18%) 

W (Tryptophan) 41 (1.37%) 2 (0.63%) 1 (3.7%) 8 (4.76%) 26 (1.65%) 

Y (Tyrosine) 143 (4.79%) 4 (1.25%) 1 (3.7%) 6 (3.57%) 54 (3.42%) 

 
 表表表表、、、、IVBS 中中中中 IEDB 資料庫資料庫資料庫資料庫 CTL epitope 胺基酸組成分析結果胺基酸組成分析結果胺基酸組成分析結果胺基酸組成分析結果(二二二二) 
 NS1 NS2 PA PB1 PB2 
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A (Alanine) 5 (6.25%) 1 (4.35%) 29 (5.21%) 6 (4.84%) 9 (3.9%) 

C (Cysteine) 0 0 11 (1.97%) 2 (1.61%) 1 (0.43%) 

D (Aspartate) 7 (8.75%) 0 22 (3.95%) 3 (2.42%) 2 (0.87%) 

E (Glutamate) 6 (7.5%) 2 (8.7%) 55 (9.87%) 4 (3.23%) 14 (6.06%) 

F (Phenylalanin) 4 (5%) 4 (17.39%) 27 (4.85%) 5 (4.03%) 12 (5.19%) 

G (Glycine) 5 (6.25%) 0 25 (4.49%) 8 (6.45%) 15 (6.49%) 

H (Histidine) 0 1 (4.35%) 7 (1.26%) 1 (0.81%) 4 (1.73%) 

I (Isoleucine) 13 (16.25%) 2 (8.7%) 32 (5.75%) 8 (6.45%) 14 (6.06%) 

K (Lysine) 4 (5%) 0 41 (7.36%) 5 (4.03%) 10 (4.33%) 

L (Leucine) 8 (10%) 3 (13.04%) 52 (9.34%) 15 (12.1%) 15 (6.49%) 

M (Methionine) 3 (3.75%) 1 (4.35%) 16 (2.87%) 3 (2.42%) 12 (5.19%) 

N (Asparagine) 3 (3.75%) 1 (4.35%) 34 (6.1%) 9 (7.26%) 11 (4.76%) 

P (Proline) 2 (2.5%) 0 38 (6.82%) 8 (6.45%) 12 (5.19%) 

Q (Glutamine) 2 (2.5%) 3 (13.04%) 18 (3.23%) 1 (0.81%) 1 (0.43%) 

R (Arginine) 7 (8.75%) 1 (4.35%) 34 (6.1%) 12 (9.68%) 17 (7.36%) 

S (Serine) 5 (6.25%) 2 (8.7%) 40 (7.18%) 13 (10.48%) 21 (9.09%) 

T (Threonine) 2 (2.5%) 2 (8.7%) 23 (4.13%) 3 (2.42%) 
26 
(11.26%) 

V (Valine) 4 (5%) 0 24 (4.31%) 9 (7.26%) 17 (7.36%) 

W (Tryptophan) 0 0 7 (1.26%) 1 (0.81%) 7 (3.03%) 

Y (Tyrosine) 0 0 22 (3.95%) 8 (6.45%) 11 (4.76%) 

利用上表抗原蛋白中 CTL epitope的胺基酸組成進行分析畫成樹狀

圖。 
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9. 研究調查目前預測研究調查目前預測研究調查目前預測研究調查目前預測 CTL epitope 的方法的方法的方法的方法 

→已完成已完成已完成已完成研究調查目前預測研究調查目前預測研究調查目前預測研究調查目前預測 CTL epitope 的方法的方法的方法的方法 

說明說明說明說明: 抗原被抗体辨識或結合的地方叫抗原決定位。T-細胞所辨認的

是一連串胺基酸組成的抗原決定位，當細胞受到感染的時候，處理過

的抗原會跟主要組織相容抗原(major histocompatibility complex, MHC)

上的 classI/II結合成複合體並呈現在細胞膜表面，而被 T-細胞上的 

T-細胞受器(Cytotoxic T cell receptor, TCR)辨識。一個抗原通常有好幾

個抗原決定位，構造越複雜，分子量越大，它的抗原決定位愈多。 
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表表表表、、、、目前預測目前預測目前預測目前預測 MHC class I 抗原決定位的工具抗原決定位的工具抗原決定位的工具抗原決定位的工具 
Methods Reference 

ANN(Artificial 
neural network) 

(2003)Reliable prediction of T-cell epitopes using neural 
networks with novel sequence representations. Protein Sci. 
May;12(5):1007-17. 

ARB(Average 
relative binding) 

(2005)Automated generation and evaluation of specific MHC 
binding predictive tools: ARB matrix applications. 
Immunogenetics. Jun;57(5):304-14. Epub 2005 May 3. 

(SMM)Stabilized 
matrix method 

(2005)Generating quantitative models describing the 
sequence specificity of biological processes with the 
stabilized matrix method. BMC Bioinformatics. May 
31;6:132. 

BIMAS (1994)Scheme for ranking potential HLA-A2 binding 
peptides based on independent binding of individual peptide 
side-chains, J Immunol 152 , pp. 163–175. 

SYFPEITHI (1999)SYFPEITHI: database for MHC ligands and peptide 
motifs. Immunogenetics. Nov;50(3-4):213-9. 
(2007) SYFPEITHI: database for searching and T-cell epitope 
prediction. Methods Mol Biol. 409:75-93. 

RANKPEP (2002) Prediction of MHC class I binding peptides using 
profile motifs. 
Hum Immunol. Sep;63(9):701-9. 

PROPRED-I (2003)PROPRED-I: prediction of promiscuous MHC class I 
binding sites, Bioinformatics 19, pp. 1009–1014. 

 
表表表表、、、、目前預測目前預測目前預測目前預測 MHC class II 抗原決定位的工具抗原決定位的工具抗原決定位的工具抗原決定位的工具 
Methods Reference 

ARB(Average 
relative binding) 

(2005)Automated generation and evaluation of specific MHC 
binding predictive tools: ARB matrix applications. 
Immunogenetics. 2005 Jun;57(5):304-14. Epub 2005 May 3. 

SMM-align (2007)Prediction of MHC class II binding affinity using 
SMM-align, a novel stabilization matrix alignment method. 
BMC Bioinformatics. Jul 4;8:238. 

Sturniolo (1999)Generation of tissue-specific and promiscuous HLA 
ligand databases using DNA microarrays and virtual HLA 
class II matrices. Nat Biotechnology. Jun;17(6):555-61. 

RANKPEP (2004)Enhancement to the RANKPEP resource for the 
prediction of peptide binding to MHC molecules using 
profiles, Immunogenetics 56, pp. 405–419. 

PROPRED (2001)PROPRED: prediction of HLA-DR binding sites, 
Bioinformatics 17, pp. 1236–1237. 

    

    

 



 51

10. 根據調查的根據調查的根據調查的根據調查的 CTL epitope 預測方法撰寫預測程式預測方法撰寫預測程式預測方法撰寫預測程式預測方法撰寫預測程式 

→已完成已完成已完成已完成 B-cell epitope prediction 使用者頁面之初步設計使用者頁面之初步設計使用者頁面之初步設計使用者頁面之初步設計 

說明說明說明說明: 除了完成調查預測方法之外，我們亦完成預測工具使用者介

面雛型之設計(如下圖)，預測程式亦在開發測試中 
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本    文 

(4) 討論 

 

本計畫配合流行病學專家的需求，協助探討流感病毒的分子演化機

制。流感病毒中的 HA 與 NA 蛋白質之序列資料，是抗體主要的辨識區，

因此結合收集歷年在北半球的序列數據，將有助於測試預測的方法。換句

話說，世界衛生組織過去的經驗，可做為我們發展預測方法的正向控制實

驗。而網際網路上公開的資訊，例如全基因體的序列，亦有助於區辨造成

基因變異的假說。不過真正重要的是整合疾病防治管制局現有的、連續幾

年的本土流感病毒資料，因此在第一年度我們已完成了台灣疾管局流感病

毒序列資料與NCBI之 Influenza Virus Resource (IRV)及 LANL 之整合資訊

庫。使用者以特定的流感病毒相關資訊當作篩選條件，並能提供查詢資料

下載、以及後續分析，多序列排比及親緣分析 (phylogentic analysis)。 

    在第二年度裡，我們完成增加知識管理的部分，利用 ontology整

合，加入了流感病毒的生物學特性: 抗原、抗藥性、HI titer、病毒

recombination and reassortment等分析於 IVBS 中。 

  由於流感病毒基因的高突變性，每年二月和九月 WHO分別針對

南北半球的冬季建議疫苗病毒株，利用雪貂血清進行血球凝集抑制試

驗(HI titer)為免疫反應之評估標準，利用這些抗血清可以分析流行病
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毒的抗原性特性，對於疫苗株選擇上有重要指標，因此蒐集了 WHO

及文獻上實驗的 HI titer 數據。 

  抗原被抗體辨識或結合的地方為抗原決定位(epitope)，抗原上的

決定位通常含 6~8 個胺基酸，一個抗原通常有好幾個抗原決定位，研

究流感病毒抗原變異的規律，將有助於對流感疫情的預測及疫苗病毒

株的選用，如能找到不同流感病毒株具有相似的上百個抗原決定基，

將更助未來進一步研發出單一疫苗。流感病毒抗原決定位資訊的蒐集

主要以公共網域上 IEDB (http://www.immuneepitope.org/) 資料庫所提

供的資訊為主。我們先把自 IEDB 中所得到的資訊轉換格式，然後匯

入 IVBS 資料庫中，之後再與 IVBS 中的病毒資訊進行交互參考

(Cross-reference)，以列出每株病毒中所有蛋白質的抗原決定位資訊。 

  IVBS 為一整合型資料庫整合了許多不同的資料來源，從 genetic 

property方面，流感病毒序列上可以做多序列排比及親緣關係樹的分

析，找到 reassortment and recombination linkage。從 antigenic property

方面，針對流感病毒生物學特性，經由實驗得知單點突變會造成病毒

產生抗藥性，HA1 domain產生 genome突變會造成 antigenic sited改

變，影響免疫反應，搜集 epitope抗原決定位的資料及 HI 力價、血清

反應，則有助於疫苗選株。 

    此 IVBS 整合型資料庫除了提供泛用的分析工具，還包括蛋白表
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現型(proteotype)上流感病毒基因體的資訊，在第三年度裡，我們增加

所建立之分析流感病毒序列的自動化流程於 IVBS 中。完成了流感病

毒全基因體之基因型(genotype)預測及分佈功能，可比較不同病毒株

中不同基因型及蛋白表現型之差異，推斷可能發生過的基因置換。 

    同時也新增加了個人流感病毒基因序列資料庫，讓使用者可以擁

有個人的資料庫進行資料輸入、儲存與後續分析的功能。 

    而流感病毒生物資訊系統(IVBS)目前整合 IEDB(Immune Epitope 

Database) 流感病毒的 epitope 資料，此資料庫是由美國 LIAI (La Jolla 

Institute for Allergy and Immunology)研究所動員十數人長時間閱讀文

獻蒐集、整理而來，然其資料量仍遠少於 IVBS 蛋白質的數量。針對

這樣的情況，我們將研究 B-cell 與 CTL epitope胜肽(peptide)片段的

胺基酸的物理、化學性質，根據這些特性建立規則，設計分析 B-cell 

及 CTL epitope發生位置的預測程式，提供研究人員初步的參考資

訊，協助加速研究的進展。 

    IEDB中 epitope資料量的統計表，有 190筆 B cell epitope資料，

412 筆 T cell epitope資料。 

75 linear epitopes 190 B cell epitopes 
 115 conformational epitopes 

175 CD4 
148 CD8 

412 T cell epitopes 
 

89 undefined 
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    IEDB 中針對 IEDB 所做的 epitope資料量統計表，發現 B cell 

epitope決定位較多出現在 HA 和 NA 蛋白上，因為 HA 和 NA 為流

感病毒兩個表面主要的蛋白，B-cell epitope抗原為抗體(antibody)辨識

及鍵結的胜肽片段，需位於蛋白質的表面方才具有較大與抗體分子接

觸的機會，所以位於病毒表面的蛋白有較大的機會成為 B cell 決定

位。基於這樣的現象，我們可藉由計算抗原分子中各個胺基酸親水傾

向(Hydrophilicity) 的大小，估算其位於蛋白質表面的可能性，作為預

測其是否可能構成 epitope的依據，再加入文獻的查閱，最後我們採

用推測抗原蛋白上的胺基酸出現在蛋白質表面與抗體接觸的傾向

(Hydrophilicity及 Accessibility)、形成 β-turn的機率及構成 epitope的

胺基酸的組成比率 (Antigenicity)等理化性質作為開發預測 B-cell 

epitope工具的準則。同時也發現 HA 蛋白中發現較多 CD4 T cell 
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epitope抗原決定位，NP蛋白中發現較多 CD8 T cell epitope抗原決定

位。 
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本    文 

(5) 結論與建議 

 

在第一年度裡 

1. 第一季: 開始安裝各種軟硬體需求，進行流感資訊之調查 

2. 第二季: 建立流感資訊網，提供資訊代理人流感資訊收集 

3. 第三季: 整合各種流感資訊，評估各種流感病毒序列與親緣分析軟體 

的優缺點評估，改進分析效率。 

4. 第四季: 流感資訊網完成架設提供 RSS服務 

 

在第二年度裡 

5. 第一季: 開放 Influenza Virus Bioinformatics System (IVBS) 予疾

管局相關人員使用，並提供教育訓練課程 (2007.03) 

6. 第二季:增加知識管理的部份，利用 ontology整合、分類流感病

毒相關研究成果 (2007.06)  

7. 第三季:加入感染者流行病學資料及下列生物學特性: 抗原、 抗

藥性、HI titer、病毒 recombination and reassortment等分析於

IVBS (2007.09)  

8. 第四季:建立分析流感病毒序列的自動化流程 (2007.12)  
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在第三年度裡 

9. 增加所建立之分析流感病毒序列的自動化流程於 Influenza Virus 

Bioinformatics System (IVBS)  

i. 增加以 sequence logo及階層方式同時呈報大規模流感病

毒蛋白質序列排列中氨基酸之相似程度(2008.03) 

ii. 增加流感病毒全基因體之基因型(genotyping)之預測與

分佈功能(2008.03) 

iii.  增加使用者個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與後

續分析功能(2008.06)  

10. 建立與增加新的生物資訊學技術預測流感病毒的演化趨勢，協

助選擇適合用來做流感疫苗的流感病毒株 

i. 開發流感病毒蛋白質 B 細胞抗原決定位(B-cell epitope)

胜肽片段預測程式及系統 (2008.06) 

ii. 開發流感病毒蛋白質 CTL (cytotoxic T lymphocyte)細胞

抗原決定位胜肽片段預測程式及系統 (2008.09) 

iii.  開發完整流感病毒(whole virus) Hemagglutination activity

之 seropositivity生物資訊預測程式及系統 (2008.12) 

流感資訊核心設施所開發之流感資訊網，分析流程方面，已完美呈現多序

列排比及親緣關係分析。資訊代理人服務方面，利用 RSS提供計畫下人
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員流感病毒資料及電子郵件寄送每日更新之流感相關文獻。印發使用者手

冊並提供教育訓練課程予疾管局相關人員使用。知識管理的部分，利用

ontology蒐集且整合公共網域中生物資料庫的流感病毒註解資訊及相關

研究，並加入流感病毒之生物特性包括：抗原、 抗藥性、HI titer，將有

助於預測流感病毒的演化趨勢及有助於發展流感疫苗。流行病學資料也已

動態連結作業方式同步更新 TPMGD內的資料整合於 IVBS 系統中。第三

年度，我們增加了分析流感病毒序列的自動流程於 IVBS 中。序列排列中

氨基酸之相似程度，除了使用 weblogo呈現方式之外，也增加利用連結方

式到中研院資訊所施純傑博士實驗室，利用他們所開發之工具 sequence 

logo以階層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序列排列中氨基酸之相

似程度。流感病毒全基因體之基因型，從 Flugenome database搜尋流感病

毒基因型的資料，並整合 IVBS 序列資料做結合放入 IVBS 中，增加流感

病毒全基因體之基因型的預測及分佈功能。個人資料庫，使用者可將個人

流感病毒基因序列資料做輸入、儲存以及後續與公共網域中的流感病毒序

列一起分析之功能。我們也增加新的生物資訊學技術預測流感病毒的演化

趨勢，協助選擇適合用來做流感疫苗的流感病毒株。B-cell epitope 

prediction，開發了流感病毒蛋白質 B 細胞抗原決定位胜肽片段預測程式

及系統，可以預測一段流感病毒序列為抗原決定位的可能性多大。 
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本    文 

(6) 計畫重要研究成果及期中報告審查委員意見之答覆 

 

計畫重要研究成果 

 

本計畫的總目標在於 

1. 根據流感疫苗研究發展計畫的其他計畫所提出的需求，協助做各種 

生物資訊分析 – 因此在第一年度我們已開始提供流感病毒生物資訊

分析之服務，協助其他研發團隊之人員實際解決問題。 

2. 自動收集網際網路上所有公開的流感病毒資訊，並與臺灣特有的 

流感病毒資訊整合 – 因此在第一年度我們已完成了台灣疾管局流感

病毒序列資料與 NCBI 之 Influenza Virus Resource (IRV)及 LANL 之整

合資訊庫。 

3. 利用 RSS技術，自動提供疾病管制局、流感疫苗研究發展計畫的 

其他團隊即時資訊 - 因此在第一年度我們已可提供六個流感病毒網

站即時資訊。這六個網站分別為 NCBI、WHO、GoogleNews、

PandemicFlu、ProMEDmail及 CIDRAP，其中 CIDRAP進一步分成流

感資訊、禽流感資訊以及流感疫苗資訊。 

4. 開放 Influenza Virus Bioinformatics System(IVBS) 上線使用予疾管局

相關人員使用，並提供教育訓練課程- 因此在第二年度我們已於三月
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二十八日星期三至台灣疾病管制局昆陽分局與林森總局(透過視訊會

議)進行 IVBS教育訓練課程。並做帳號管理介面管理使用者使用 IVBS

系統情形。 

5. 增加知識管理的部分，利用 ontology整合、分類流感病毒相關研究成

果- 因此在第二年度我們已完成以 UniProtKB/ Swiss-Prot蛋白質資料

庫為核心，與其他生物資料庫進行資料交互參考，整合了包括

InterPro、PRINTS、Pfam、ProtoNet、Gene Ontolog等生物資料庫的註

解內容。 

6. 加入下列生物學特性：抗原、抗藥性、HI titer、病毒 recombination and 

reassortment等分析於 IVBS - 因此在第二年度我們已將蒐集之流感病

毒抗藥性(Drug Resistance)、抗原決定位(Epitope)、HI 力價(HI Titer)

及流行病學等資料整合於 Ontology系統之中。 

7. 建立分析流感病毒序列的自動化分析- 核心設施持續在第二年度建立

自動化的分析流程，增加分析的效率。 

8. 增加所建立之分析流感病毒序列的自動化流程於 Influenza Virus 

Bioinformatics System (IVBS) -- 將建立與增加下列分析流感病毒序列

的自動化流程於 IVBS 中: 

i. 在現有 IVBS 之 proteotype分析外，增加以 sequence logo

及階層方式同時呈報大規模流感病毒蛋白質序列 
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排列中氨基酸之相似程度(requested by中研院生醫所 Dr.

何美鄉及國衛院疫苗研發中心 Dr.李敏西) ) (2008.03) 

ii. 在現有之 IVBS 流感病毒基因序列分析外，增加流感病毒

全基因體之基因型(genotyping)之預測與 

分佈功能 (requested by台灣大學公衛所 Dr.金傳春) ) 

(2008.03) 

iii.  在現有之 IVBS 流感病毒基因序列資料庫外，增加使用者

個人流感病毒基因序列資料之輸入儲存與 

後續分析功能 (requested by成功大學分子醫學所 Dr.王

貞仁) ) (2008.06) 

9. 建立與增加新的生物資訊學技術預測流感病毒的演化趨勢，協助選擇

適合用來做流感疫苗的流感病毒株 

i. 開發流感病毒蛋白質B細胞抗原決定位(B-cell epitope)胜

肽片段預測程式及系統 (2008.06) 

ii. 開發流感病毒蛋白質 CTL (cytotoxic T lymphocyte)細胞

抗原決定位胜肽片段預測程式及系統 (2008.09) 

iii.  開發完整流感病毒(whole virus) Hemagglutination activity

之 seropositivity生物資訊預測程式及系統 (2008.12) 
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流感序列資料庫比較流感序列資料庫比較流感序列資料庫比較流感序列資料庫比較 

流感序列、相關文獻、新聞與報告一直以來都是分散在不同的資料庫

中，這些不同方面的資訊的整合，是於其他流感病毒資料庫中所沒有

做到的。在流感病毒序列方面，IVBS 整合 IVR、ISD 與台灣疾管局

所定序之台灣特有流感病毒，而其他之資料庫僅提供 IVR 或 ISD 所

包含的序列。搜尋流感病毒序列全基因體方面，ISD及由中國北京基

因體研究所所建立的 IVDB (Chang et al., 2007) 並無提供此功能，全

基因體的分析與泛用分析工具比較方面，FluGenome並無提供多序列

排比以及親緣分析工具，該資料庫著重於提供流感病毒 Genotype的

定型。於 IVBS 中，除了提供上述的分析工具外，亦提供預先計算的

病毒定型資料，並且更進一步的提供 proteotype查詢，這是目前流感

病毒資料庫所僅見的。 

在提供抗原決定序列 (Epitope) 資訊方面，目前 IVBS 提供已知的

epitope資訊，同樣有提供 epitope資訊的有 BioHealthBase，該資料庫

以蒐集人類病原菌之序列為主，其特點在除提供已知 epitope外，亦

整合預測 epitope之工具。流感病毒生物特性與流病資訊方面，本系

統亦提供病毒抗藥性分析，而其他的資料庫於此方面並無著墨。 

  IVBS   IVR ISD IVDB3 BioHealthBase4  FluGenome 

Sequence source CDC, IVR, 
ISD  

GeneBank GenBank, 
Directly 

summited 

IVR, ISD IVR, ISD IVR 
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Complete genome 
sets 

Y Y N N Y Y 

Alignment Y Y Y1 Y Y N 

Phylogenetic 
analysis 

Y Y Y1 Y Y N 

BLAST search Y Y Y1 Y Y Y 

Save working sets Y N Y1 N N N 

Geographic 
distribution 

N N N Y N N 

Epitope 
information 

Y2 N N N Y N 

Sequence 
polymorphism 

Y N N Y Y N 

Gene Ontology Y N N N N N 

Proteotype Y N N N N N 

Genotype Y N N N N Y 

Drug resistance Y N N N N N 

Epidemic N N N N N N 

1 Subscribed user only 

2 Provided epitope list 

3 BInfluenza Virus Database established by Beijing Institute of Genomics 
4 The Biodefense/Public Health DataBase (http://www.biohealthbase.org/) 
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