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中文摘要 
 
關鍵詞：嚴重急性呼吸道症候群, 冠狀病毒, 腺病毒, 疫苗 
 
嚴重急性呼吸道症候群 (Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS)為一具有高度傳染

性和高致死率的新興疾病，致病原目前已知為一新型變種冠狀病毒，命名為 SARS 冠狀病
毒(SARS-CoV)。由於目前對於 SARS並無有效的治療方法，為免 SARS再次爆發流行，因
此疫苗的研發成為十分重要的工作。在以病毒當做載體設計的試驗性疫苗中，重組腺病毒

能夠高量的表達蛋白質，並在許多病毒性疾病模式中，誘發中和性抗體及細胞免疫反應；

而其感染人類後不引起嚴重疾病，使用上具有高安全性。另外，重組腺病毒因為能感染黏

膜組織，所以能夠引發黏膜性免疫（mucosal immunity），對於藉由經黏膜感染的病毒疾病，
可提供有效的保護效果。 

 
本計畫利用 SARS-CoV的棘蛋白(spike. S)、膜蛋白(membrane, M)和外套蛋白(envelope, 

E)基因 建構重組腺病毒疫苗，目前已建構出三種重組腺病毒，分別為攜帶 S基因(Adv/S)、
帶有M及 E基因(Adv/ME)和帶有 S、M及 E基因(Adv/SME)的三種重組腺病毒。此外，帶
有 S、M及 E基因的 pShuttle載體亦做為 DNA疫苗。以質體 DNA和重組腺病毒當做疫苗
施打 BALB/c小鼠，分別以僅施打重組腺病毒疫苗和先施打 DNA疫苗再追加重組腺病毒疫
苗的方式，在小鼠模式中比較以不同施打策略誘發之免疫反應。亦利用 E coli 表現之病毒
抗原建立 ELISA 方法，和利用轉染 S、M、E 基因之細胞建立螢光免疫分析法，以檢測免
疫後之小鼠體內有無引發 SARSS-CoV 專一性抗體；並以脾臟細胞進行增生試驗，觀察免
疫後小鼠體內 T淋巴球反應的效果。 
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Abstract 
 
Keywords: SARS, SARS-CoV, adenovirus, vaccine 
 

The severe acute respiratory syndrome (SARS) is a newly emerged disease with high 
infectivity and morbidity. The causative agent for SARS has been identified as a novel 
coronavirus named SARS-CoV. Among the viral vectors used in vaccine design, recombinant 
adenovirus (ADV) is known for high-level protein expression and efficient induction of 
neutralizing antibody and/or cellular immunity in many virus diseases, yet only causes mild 
illness in humans. Besides, recombinant ADV vaccine can induce mucosal immunity, which can 
effectively protect host from viral diseases disseminated through mucosa.  
 

In this study, we use the recombinant ADV as vector and three of SARS-CoV structure 
proteins, spike (S), membrane (M) and envelope (E), as targets to develop SARS vaccines. We 
have constructed three recombinant adenoviral vectors encoding S (Adv/S), M and E (Adv/ME), 
as well as S, M and E (Adv/SME), respectively. The pShuttle plasmids, which contain S, M or E 
genes, are used as DNA vaccines. Two immunization strategies, one-shot ADV vaccination and 
DNA/ADV prime-boost immunization regimen, are performed in BALB/c mice to compare their 
efficiency in inducing humoral and cellular immune responses. We are establishing the 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to determine anti-E, -M, and -S antibodies via E 
coli-expressing proteins and immunofluorescence assay (IFA) via 293A cells transfected with 
interested gene-carrying On the other hand, the specific T cell response induced by vaccination 
will be determined by splenocyte proliferation test. 
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前言 
 
嚴重急性呼吸道症候群(Severe Acute Respiratory Syndrome; SARS)為一具有高度傳染

性和高致死率的新興疾病，2002年 11月首先在大陸廣東省出現，2003年 3月 12日世界衛
生組織(WHO)發出 SARS全球警告 1。至 2003年 7月截止，總計 29個國家和地區受到波及，
感染人數 8098人，死亡人數 774人，死亡率 9.5%(WHO)。台灣 2003年 3月 14日發現第
一個 SARS 病例，4 月臺北市立和平醫院傳出第一宗集體感染 SARS 事件，之後在全臺灣
擴散，直到 2004年 7月 5日世界衛生組織宣佈台灣從 SARS感染區除名。2004年 9月 18
日衛生署疾病管制局對 664個 SARS可能病例重新篩選，扣除抗體皆陰性反應 317病例，
實際 SARS病例為 346例，存活人數 273人，死亡人數 73人(內含醫事人員 7人)。 

SARS 的致病原已知為一新型變種冠狀病毒，命名為 SARS 冠狀病毒(SARS-CoV)2,3，

其在分類上屬於巢氏病毒目 (Nidovirales)、冠狀病毒科 (Coronaviridae)、冠狀病毒屬
(Coronavirus)。冠狀病毒為具有外套(envelope)的正單股 RNA病毒，在細胞質中進行複製，
基因體長度介於 27~32kb，是最大的 RNA病毒，直徑在 100-120nm之間，病毒顆粒多呈圓
形，因為病毒外套上有棘蛋白的凸出，電顯下觀察病毒顆粒類似皇冠形狀，因此命名為冠

狀病毒。SARS-CoV全基因體定序完成後，得知其全長 29,727bp4，有 11個開放讀碼區(open 
reading frame, ORF)，基因體結構具有典型的冠狀病毒特徵，5端有 cap結構，3端有 poly(A) 
tail，在 5端和 3端兩邊有非編碼序列(untranslated region, UTR)，從 5端開始的三分之二為
rep基因，由 Orf1a和 Orf1b轉譯出兩個多蛋白(polyprotein)，會由病毒自身的酵素切割為成
熟蛋白質，包括 RNA dependent RNA polymerase、helicase、3C-like protease、papain-like 
proteinase。基因體之下游三分之ㄧ則主要編碼四種結構蛋白，包括棘蛋白(spike, S)、膜蛋
白(membrane, M)、外套蛋白(envelope, E)和核衣殼蛋白(nuclear capsid, NC)。 

SARS-CoV的S蛋白由1,255個氨基酸組成，分子量介於150~190kD之間，由S1和S2兩個
domain組成，靠近N端的部分為S1，形成一個球狀的domain，靠近C端的部分為S2，形成一
個穿膜區域，用來把整個棘蛋白固定在病毒外套上。S蛋白的S1具有跟宿主細胞上的受器進
行結合的特性5，結合後由S2進行將病毒外套和細胞膜融合的作用，使病毒顆粒進入宿主細
胞內，所以S蛋白決定了病毒所感染細胞的種類 (cell tropism)6,7;另外S蛋白能引起中和性抗
體的產生8。目前已知，angiotensin converting enzyme 2 (ACE2)為SARS-CoV 的主要受器
9,10，在S蛋白胺基酸318–510間則為跟ACE2結合之主要的domain11，在有關S蛋白抗原決定
基(epitope)和抗原性(antigenicity)的研究中，利用原核或真核細胞所表達的S蛋白皆能辨認
SARS恢復期病人的抗體12，以S蛋白胜肽所產生的多株抗體也能辨認SARS-CoV13。M蛋白
由221個氨基酸組成，分子量約26kD，是病毒顆粒含量最豐富的結構蛋白。E蛋白由76個氨
基酸組成，分子量介於9~12kD，於病毒顆粒中含量最少。M蛋白和E蛋白都和病毒顆粒的
組合(assembly)有關，NC蛋白和病毒核酸結合後便會和位於高爾基氏體和內質網上的M蛋白
和E蛋白進行作用14，形成球形結構後，由M蛋白和E蛋白間的作用促使病毒顆粒的出芽
(budding) 15,16，最後由M蛋白來決定出芽的位置。 
腺病毒屬於腺病毒科(Adenoviridae)，為直線雙股 DNA病毒，基因體長 30~40kb，病毒

顆粒為無外套膜、裸露的二十面體衣殼(capsid)，直徑 65~85nm；人類腺病毒可分為 6群(A~F)
及 47種血清型 17，人類在自然狀態中最常接觸的為第二型和第五型腺病毒，並不引起嚴重

的感染疾病。腺病毒的許多優點使它適合用來當做基因傳送載體，包括腺病毒被研究透徹，

當其感染宿主細胞後，會以游離基因(episome)的形式存在於細胞中，並不嵌入宿主細胞染
色體，因此可以短暫性的表現外來基因，而且具有高表現量；重組腺病毒載體感染細胞的

範圍很廣，處於複製或非複製狀態的細胞均可被感染，因此其感染力極高；此外由於腺病

毒十分穩定，因此在體外繁殖或操作時較能夠獲得高效價病毒。目前藉由分子轉殖技術可
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將病毒致病基因去除，除了增加載體使用上的安全性，也可使重組腺病毒能夠攜帶較大容

量的外來基因。本計畫所使用的病毒為 E1、E3 基因刪除的血清型第五型腺病毒，其中，
E1 基因能夠引發病毒早期基因的啟動，進而促使病毒進行複製，而且具有溶解細胞的性
質，所以在設計腺病毒載體時，將 E1基因加以去除，形成了複製缺陷(replication-defective)
的腺病毒；E3基因主要功能為使腺病毒逃避宿主的免疫攻擊，並不會影響病毒的複製，所
以藉由 E3 基因的刪除來增加插入基因的容量，在 E1 及 E3 基因刪除後，重組腺病毒能夠
攜帶將近 7.5kb的外來基因。 

構築重組腺病毒時，首先將想要表達的基因轉殖入穿梭載體(shuttle vector)中，再將此
穿梭載體和帶有腺病毒基因體的質體 DNA進行同源互換(homologous recombination)，產生
帶有外來基因的腺病毒載體。要產生具有感染力的病毒顆粒，則必須利用包裝細胞(packing 
cell) 293細胞株，其乃源自人類胚胎腎臟上皮細胞(human embryonic kidney epithelial cell)，
染色體已嵌入腺病毒複製時所需的 E1基因，將 E1、E3基因刪除的重組腺病毒載體轉染至
293 細胞中，即可啟動腺病毒載體的複製，產生重組腺病毒顆粒，由於重組腺病毒缺少 E1
基因，所以感染寄主細胞後，不會大量複製而造成宿主細胞的傷害。目前重組腺病毒已被

廣泛試驗作為疫苗的可行性，許多人類病毒性疾病包括 B型肝炎病毒、單純皰疹病毒第一
型 18、EB病毒 19、呼吸道融合病毒 20、狂犬病毒 21、輪狀病毒 22，和人類免疫不全病毒 23

等已在動物模式上，包括小鼠（mice）、兔子（rabbits）及黑猩猩（chimpanzees）等來評
估引發的免疫保護效果，研究發現：重組腺病毒幾乎都能夠引發中和抗體產生，對於某些

病毒則亦能引發細胞免疫，另外，重組腺病毒因為能感染黏膜組織，所以還能引發黏膜性

免疫，對於藉由黏膜感染的病毒疾病，提供了有效的保護效果。 
SARS目前並無有效的治療方法，然而，感染 SARS-CoV的病患在 2~3週後會產生 IgG

抗體 24，90%的病人能夠自癒 6，且施打 SARS恢復期的病人血清能幫助病患的恢復，顯示
人體可以針對此病毒產生抗體，且這些抗體具有中和病毒的效果，因此，發展 SARS-CoV
疫苗具有其前瞻性。冠狀病毒的 S 和 NC 蛋白能夠引起高效價的抗體反應，所以設計疫苗
時常以這兩者為主，目前已有研究使用表現 S1、NC和M蛋白之重組腺病毒載體來感染獼
猴，結果在獼猴身上產生針對 S1蛋白的中和抗體，以及針對 NC蛋白的 T細胞反應 25，表

示重組腺病毒疫苗在猴子身上具有效用。Zeng等人利用帶有各種 S基因片段的 DNA疫苗
免疫老鼠，結果發現 S1和 S2能夠引發中和性抗體 26。也有利用 S蛋白片段來免疫兔子和
猴子，結果找到兩段具有強免疫性的蛋白片段(residues 788-820、residues 1002-1030)，提供
了以合成之胜肽當作疫苗的可行性 27。另外的團隊則利用表現 NC蛋白的 DNA疫苗來免疫
老鼠，結果能夠引起中和抗體和 T細胞反應，而且有效的清除掉老鼠體內的 SARS-CoV 29。 

發展 SARS 疫苗的困難之一就是尋找合適的動物模式來測試疫苗的效用，雖然
SARS-CoV 可在獼猴身上複製引起病變，不過獼猴具有成本太高且不易大量試驗的缺點，
所以希望能以小動物如老鼠身上進行疫苗的評估。實驗證實 SARS-CoV能夠在小鼠肺臟複
製，而且老鼠產生的抗體能夠保護老鼠免於受到第二次的感染，注射恢復期老鼠的血清至

未感染的老鼠身上可產生保護效果，所以老鼠可以當作 SARS-CoV的動物模式，用來評估
疫苗的效用，不過 SARS-CoV不會引起老鼠病理上的症狀，所以無法進一歩提供病理變化

上的評估 29。 
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研究目的 
 
本計畫以 SARS-CoV 的結構蛋白為疫苗設計基礎，首先要建構可表達 S、M、E 蛋白

的重組腺病毒疫苗，如此，一次針對多個病毒基因來設計疫苗，用以研究 S、M、E蛋白引
起免疫反應的效果和強弱。重組腺病毒建構完成後，以小鼠為動物模式來評估疫苗效用，

有研究指出：先施打 DNA疫苗再追加重組腺病毒的免疫策略(prime-boost immunization)能
夠有效增強 T細胞的反應 30-32；另外的研究指出，施打一次重組腺病毒的免疫方式(one shot 
immunization)即能在短時間內引起體液和細胞免疫，並且是保護性免疫反應；根據這些研
究，疫苗施打設計以不同的策略，包括：prime-boost和 one shot免疫方式，經由小鼠肌肉
注射途徑，來評估其疫苗效用，希望能夠在小鼠產生對抗病毒結構蛋白的專一性免疫反應。 
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研究方法 
 
一、 重組質體與重組腺病毒之建構 
以 BamHI 和 EcoRI 將 S、M、 E 基因分別從 pRSET A/S、 pGEX-1λT/M、

pGEX-1λT/E(SARS TW1 strain，由陳培哲教授提供)等原核表現質體中切出，經由電泳確認
切出之 DNA大小後，將 DNA片段從瓊脂膠中純化出來，連接至 pCA4 上。pCA4 上帶有
CMV promoter和 SV40 polyA signal，利用特異性引子對(表一)進行PCR，使擴增之 S、M、
E基因即帶有 CMV promoter和 SV40 polyA signal，由於引子對上已設計了限制酶切位，所

以 PCR產物可以適當限制酶切割 (XbaI for S；XhoI for M；NotI for E )後，分別連接至
pShuttle上，獲得重組質體 pShuttle/S、pShuttle/ME及 pShuttle/SME，分別以限制酶圖譜及

DNA定序方法確定其結構方向性與正確性。 
將 pShuttle/S、pShuttle/ME，pShuttle/SME以 PmeI限制酶線性化後，分別跟帶有第五

型腺病毒 DNA 的 AdEasy-1 質體以電穿孔轉型法共同轉型至 E.coli BJ5183 進行同源互換
(homologous recombination)，經由 kanamycin篩選得到 recombinants，挑到的 recombinants
命名為 pADV/S、pADV/ME和 pADV/SME，以 PacI及 BstXI之限制酶圖譜確定 pADV/S、
pADV/ME 和 pADV/SME 的正確性，並以 S、M、E 基因之特異性引子對（表二）個別進
行 PCR，確認帶有轉殖之基因，將 pADV/S、pADV/ME和 pADV/SME以 PacI限制酶線性

化後，轉染至 293A 細胞，7~10 天後即可獲得第一代重組腺病毒，以顯微鏡觀察 293A 細
胞出現腺病毒典型細胞病變，並以螢光染色腺病毒為陽性結果，得到的重組腺病毒命名為

Adv/S、Adv/ME、Adv/SME。再經由第二代及第三代大量培養及純化可得到高效價病毒液，
並利用溶菌斑試驗定出其效價。 

 
二、 以大腸桿菌表現 S、M、E蛋白 
以原核系統表現 S、M、E 蛋白，做為建立 ELISA 的抗原。利用 pGEX-1λT/E 質體在

E.coli BL21表達 E蛋白，其為 N端帶有 GST蛋白之 GST-E融合蛋白，先以 Coomassie blue
染色和西方墨點法確認 GST-E蛋白之表達，再以 anti-E之特異性抗體，確認純化之 E蛋白
的正確性。pGEX-1λT/M質體的M蛋白為 N端帶有 GST蛋白之 GST-M融合蛋白，分別以
Coomassie blue染色和西方墨點法分析。pRSET A/S質體的 S蛋白為 N端帶有 6個 Histidine
之融合蛋白，以 Coomassie blue染色和西方墨點法確認 S蛋白之表達。 
 
三、 以哺乳動物細胞表現 S、M、E蛋白 
將轉染 pShuttle/S、pShuttle/ME或 pShuttle/SME的 293A細胞以及感染Adv/S、Adv/ME、

Adv/SME的 293A細胞，以西方墨點法分析三種蛋白的表現。除此之外，以反轉錄-聚合酶

鏈鎖反應(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)以及螢光免疫分析法
(immunofluorescence assay, IFA)分別偵測 RNA 和蛋白質的表現。首先將 pShuttle/S、
pShuttle/M、pShuttle/E、pShuttle/ME、pShuttle/SME 等質體轉染至 293A 細胞，分別轉染
24和 48小時，收取細胞、萃取 RNA並進行 RT，所得之 cDNA產物分別針對 S、M、E基
因以適當引子對(表二)進行 PCR，最後以電泳觀察結果。另一方面將 pShuttle、pShuttle/M
轉染至 Vero E6細胞，培養 24小時和 48小時，收取細胞後以丙酮固定在玻片上進行 IFA，
以 rabbit anti-M serum當作一級抗體，FITC-conjugate goat anti-rabbit Ab當作二級抗體，最
後在螢光顯微鏡下觀察 Vero E6細胞表現M蛋白的情形。 
 
四、 小鼠免疫實驗 

小鼠免疫包括施打 DNA prime-Adv boost和 Adv one shot之實驗。所有老鼠在施打疫苗
前一日先抽血當作免疫前的檢體。將 16隻 8週大的 Balb/c雌鼠分為二組，1至 8號為 Adv 
one shot組，9至 16號為 prime-boost組，其中 1至 4號、9至 12號為實驗組，其餘為對照
組。Adv one shot組的病毒施打時間為第 0週；prime-boost組的 DNA施打時間為第 0、2、
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4週，病毒施打時間為第 8週。Adv one shot組的老鼠採血時間為病毒施打前 1日(day-1)，
以及第 2、4、6、8、10、12週；prime-boost組的老鼠採血時間為 DNA以及病毒施打前 1
日(day-1；day55)，以及第 3、5、7、9、12週。 

 
五、 建立檢測 Anti-E抗體之 ELISA方法 
利用大腸桿菌表現之 GST-E融合蛋白為抗原建立 ELISA方法，用以檢測免疫後之老鼠

血清裡 anti-E抗體之效價。ELISA方法先以 mouse anti-GST單株抗體、rabbit anti-E抗血清
當作一級抗體，HRP labeled anti-mouse (或 anti-rabbit) IgG當作二級抗體，測試 ELISA之實
驗條件。 
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結果 
 
一、 重組質體與重組腺病毒之建構 
從 pRSET A/S、pGEX-1λT/M、pGE-1λT/E等原核表現質體中經酵素切割後獲得 S、M、

E三段 DNA片段 (圖一)，連接至 pCA4上獲得 pCA4/S、pCA4/M、pCA4/E (圖二)。再經
特異性引子對做 PCR，得出帶有 CMV promoter和 SV40 polyA signal之 S、M、E基因轉錄
單位，連接至 pShuttle上得到 pShuttle/S、pShuttle/ME (基因表達方向由M→E)，pShuttle/SME 
(基因表達方向由 S→M→E) 等質體(圖三)，以限制酶圖譜確定 pShuttle/S、pShuttle/ME、
pShuttle/SME的正確性(圖四)，S、M及 E基因亦經 DNA定序分析確認無誤。 

pShuttle/S、pShuttle/ME，pShuttle/SME分別跟 AdEasy-1質體進行同源互換後，挑到的
重組質體分別命名為 pADV/S、pADV/ME 和 pADV/SME，以限制酶圖譜確定其正確性(圖
五)，個別進行 PCR 確認帶有轉殖之基因 (圖六)。將 pADV/S、pADV/ME 和 pADV/SME
轉染至 293A細胞，以顯微鏡觀察，發現 293A細胞出現腺病毒典型細胞病變(圖七)，以螢
光染色顯示腺病毒抗原為陽性結果，於是得到第一代重組腺病 Adv/S、Adv/ME 及
Adv/SME。另外以相同方式建構出對照組質體及腺病毒，分別為 pShuttle/CMV與 Adv/GFP。 

Adv/S及 Adv/ME經大量製備所得病毒液其效價可達到 109 PFU/mL，而 Adv/GFP之效
價可達 1010 PFU/mL (圖八)。 

 
二、 以大腸桿菌表現 S、M、E蛋白 

以 Coomassie blue染色和使用 anti-GST單株抗體之西方墨點法確認 pGEX-1λT/E質體
上 GST-E融合蛋白在 E.coli BL21之表達，再以兔子 anti-E抗血清進行西方墨點法分析，測
得之蛋白質分子量符合預測之大小(圖九、十)。以相同方法確認 pRSET A/S質體中 S蛋白
在 E.coli BL21之表達 (圖十一、十二)。而 pGEX-1λT/M質體中 GST-M融合蛋白之表達情
形不佳。 

 
三、 以哺乳動物細胞表現 S、M、E蛋白 
轉染 pShuttle/S，pShuttle/ME，pShuttle/SME的 293A細胞以西方墨點法分析，目前尚

無偵測到 S、M、E 蛋白的表達。感染 Adv/S、Adv/ME、Adv/SME 的 293A 細胞以西方墨
點法分析，發現在感染 Adv/ME的細胞中，M蛋白可被 SARS恢復期病人血清辨識，分子
量符合預測之大小(圖十三)。以 RT-PCR 偵測 RNA 的表現結果，發現在 pShuttle/M、
pShuttle/ME、pShuttle/SME三種質體中的M基因在 293A細胞內均有 RNA之表現(圖十四)。
將轉染 pShuttle、pShuttle/M的 Vero E6細胞進行免疫螢光染色，發現細胞明顯表達出M蛋
白(圖十五)。 
 

四、 小鼠免疫實驗 

已完成兩回小鼠之DNA prime-Adv boost及Adv one shot免疫實驗，第一回Adv one shot
組施打之重組腺病毒為 Adv/S + Adv/ME，prime-boost組施打之 DNA疫苗為 pShuttle/S + 
pShuttle/ME重組腺病毒為 Adv/S + Adv/ME。第二回 Adv one shot組施打之重組腺病毒為
Adv/SME，prime-boost組施打之 DNA疫苗為 pShuttle/SME重組腺病毒為 Adv/SME。所有
老鼠在施打疫苗前一日抽血當作免疫前檢體並完成所有實驗期間（十二週）所有血液檢體

之收集。 
 
五、 建立檢測 Anti-E抗體之 ELISA方法 
利用大腸桿菌表現 GST-E融合蛋白建立之 ELISA方法，初步利用 mouse anti-GST單

株抗體及 rabbit anti-E 抗血清當作一級抗體來設定實驗件條，由結果發現所測試的 mouse 
anti-GST Ab 稀釋倍率，針對所吸附之 GST-E 融合蛋白的 O.D.450讀值具有線性關係(圖十
六)。 



                                                7 

討論 
 
本計畫以腺病毒為載體，一次表現一個或多個 SARS-CoV結構蛋白，希望能在小鼠體

內誘發具保護性的免疫反應。選擇重組腺病毒為載體的主要原因為，重組腺病毒疫苗除了

能夠有效引起體液免疫和細胞免疫外，而且能引起黏膜性免疫反應，因此，對於以呼吸道

感染的 SARS-CoV來說，假設能產生黏膜性免疫反應，便能在病毒進入黏膜前將病毒中和，
早期阻斷病毒的感染，提供更好的保護效果。之前的研究成果指出，先施打 DNA疫苗，再
追加重組腺病毒(prime-boost)的策略能夠有效增強 T 細胞的反應 30-32。而其他的研究則指

出，施打一次重組腺病毒(one shot)的方式即能於短時間引起體液和細胞免疫反應，且具有
保護的效果 33。根據這些研究，本實驗以施打一劑重組腺病毒疫苗或先施打 DNA疫苗，再
追加一劑重組腺病毒疫苗的方式，來評估不同免疫策略的效用。 
目前已建構出攜帶 S基因、帶有M和 E基因和帶有 S、M和 E基因的三種重組腺病毒

載體。雖然在細胞轉染實驗中，轉染 pShuttle/S、pShuttle/ME或 pShuttle/SME的 293A細胞
以西方墨點法分析時，目前尚無法偵測到 S、M、E蛋白質的表達，但是在以 Adv/ME重組
腺病毒感染的細胞中，卻可以利用 SARS 恢復期的病人血清偵測到病毒蛋白的存在。細胞
轉染實驗無法偵測到病毒蛋白的可能原因有二，(1) 選用的 293A細胞並不適合表達 S、M、
E 蛋白，目前已改用其他細胞，例如 Vero E6 來進行轉染實驗，由於 Vero E6 細胞為
SARS-CoV 體外培養的細胞株，希望能改善表達不佳的情形；(2) M和 E蛋白都是屬於疏
水性極高的膜蛋白，其中M蛋白穿膜三次，E蛋白三分之二的部分嵌在膜裡。假如蛋白萃
取液不能破壞膜結構使得M和 E蛋白包覆在膜結構裡，便無法被抗體辨識，可能須藉由膜
蛋白分離技術，先將膜蛋白從膜中萃取出來，再行偵測。 
由於 Adv/SME重組腺病毒帶有三個連續轉錄單位以表達 S、M、E蛋白，在進行表達

時，蛋白質的表達能力都有可能因為插入基因的順序或因為同時啟動 mRNA的轉錄而產生
排擠作用，影響到表達出的蛋白量，之後建立的偵測方法必須對於 Adv/SME重組腺病毒的
表達情形進行評估。  
目前已經完成免疫小鼠的工作，採集的血清將以 ELISA和 IFA分析對抗 SARS-CoV之 

S、M 和 E 蛋白的特異性抗體。由於最近的研究指出，感染 SARS 之恢復期病人的血清，
能夠辨認合成之 SARS-CoV 蛋白質之胜肽（peptide），包括 Orf1a、Orf1b、NC、S、M 和
E34。因此我們以原核系統表達的 S、M和 E蛋白來評估免疫小鼠體內抗體產生的情形。收
集到的老鼠血清將以大腸桿菌（BL21/DE3）表達出的 S、M、E蛋白當做抗原，利用 ELISA
來定量老鼠體內的抗體力價。除了體液免疫反應，我們也將分析免疫小鼠體內的細胞免疫

反應，如 T 細胞增生反應和細胞內激素測定。這部分我們仍在測試實驗條件，在細胞增生
反應和細胞內激素測定中，刺激的抗原為合成之胜肽或大腸桿菌表達的抗原，以胜肽刺激

的好處是其為預測的抗原上突(epitope)，能直接測試 T 細胞對於抗原上突產生的反應，不
過缺點是合成的胜肽只包含到某部分蛋白區域而無法含括全區的蛋白，無法偵測到沒預測

到的蛋白片段。而細菌表達的抗原雖然具有整段完整的蛋白，不過缺點是無法完整的刺激

T細胞。 
了解 SARS 的免疫保護機轉對於成功發展出安全而有效的 SARS 病毒疫苗是非常有幫

助的。研究指出，感染 SARS-CoV的病患在 2~3週後會產生 IgG抗體 24，而 90%的病人能
夠自癒 2，雖然目前還不太清楚感染所誘發的免疫能力是如何保護宿主，不過由於在恢復期

病人之血清能測到中和抗體的存在，這代表中和抗體的產生應該在 SAR-CoV的清除上扮演
十分重要的角色。另一方面，毒殺性 T 細胞具有清除掉細胞內病原的能力，對於一般病毒
感染疾病而言，能提供較高的保護性。不過在 SARS 病患卻可能是造成嚴重病理性傷害的
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原因。例如在 SARS 病患病程發展到後期，強烈的免疫反應使肺部出現瀰散性肺泡傷害 
(diffuse alveolar damage)，這傷害與毒殺性 T細胞的關聯，尚待進一歩的實驗來證實。在其

他冠狀病毒中，產生的細胞免疫和體液免疫反應有時會加重疾病的惡化，在疫苗的設計上，

這也是必須要小心的地方。在其他動物之冠狀病毒的研究中，發現 T細胞反應對於 murine 
hepatitis virus (MHV)的初次感染是具有保護性的，但是再次感染到MHV時，會發現特異
性的 CD4+和 CD8+T細胞會引起病毒性脫髓鞘(demyelination)，進而損傷大腦和脊髓。而在
feline infectious peritonitis virus (FIPV)的動物模式，已具有特異性抗體的貓被重複感染後，
出現嚴重的病變，甚至造成死亡。至於 SARS-CoV會不會有此種情況的產生，目前還不清
楚。綜上得知，在確立了疫苗所引發的免疫反應後，這些預期應該產生保護性的免疫反應，

是否反而造成更嚴重的危害，在之後的疫苗試驗中都是必須謹慎評估的。  
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圖一、pRSET A/S、pGEX-1λT /M及 pGEX-1λT /E質體 

原核表現質體上分別帶有 SARS TW1 strain spike (pRSET A/S)、membrane (pGEX-1λT/M) 

或 envelope 基因 (pGEX-1λT/E)。〔此三個質體由台大醫學院 陳培哲教授提供〕 
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圖二、pCA4、pCA4/S、pCA4/M及 pCA4/E質體 

pCA4為帶有CMV promoter和 SV40 polyA signal的真核表現質體，以 BamHI和 EcoRI將 S、

M、E基因分別嵌進 pCA4，得到 pCA4/S、pCA4/M及 pCA4/E重組質體。 



                                                14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三、pShuttle、pShuttle/S、pShuttle/ME，pShuttle/SME質體 

將帶有 CMV promoter和 SV40 polyA signal之 S、M、E 基因之 PCR產物分別以引子對上

的限制酶切割(XbaI for S；XhoI for M；NotI for E)後再連接至 pShuttle質體。 
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圖四、以限制酶圖譜確定 pShuttle/S、pShuttle/ME及 pShuttle/SME的正確性 

pShuttle/S以 XbaI和 EcoRV進行確認，pShuttle/ME以 XhoI、NotI進行確認，pShuttle/SME

以 XbaI、XhoI、NotI進行確認，切出片段之大小符合預期結果(如下表)。 

 

 pShuttle/S pShuttle/ME pShuttle/SME 

Uncut 11098 bp 8963 bp 13439 bp 

XbaI 6693, 4405bp - 9034, 4405bp 

XhoI - 7604, 1359bp 12080, 1359bp 

NotI - 8095, 868bp 12571, 868bp 

EcoRV 7712, 3386bp - 10053, 3386 bp 
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圖五、以 PacI、BstXI圖譜確定 pADV/S、pADV/ME和 pADV/SME的正確性 

將 pADV/S、pADV/ME和 pADV/SME分別以 PacI、BstXI限制酶切割，切出之 DNA大小

片段符合預期之大小(如下表)。 

 

Plasmid 限制酶 預期之 DNA片段大小(bp) 

pADV/SME BstXI 11921, 13201, 5251,4117, 4254, 2379, 1399 

pADV/S BstXI 11921, 10860, 5251, 4254,4117, 2379, 1399 

pADV/ME BstXI 11921, 12842, 5251, 4254, 2379, 1399 

pADV/SME PacI 41000, 3000 

pADV/S PacI 39000, 4500 

pADV/ME PacI 37000, 4500 
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                                                        ← S：3768 bp 

 

 ← M：722 bp 

 

                            ← E：231 bp   

← E：231 bp   

 

 

 

圖六、以 PCR 確定 pADV/S、pADV/ME、pADV/SME帶有 S、M、E基因 

以專一性引子對 (表二)進行 PCR，從 pADV/S、pADV/ME和 pADV/SME可擴增出 S基因

（3768 bp）、M基因（722 bp）及 E基因（231 bp）。 

 

 

 

pADV/SME        pADV/ME     pADV/S 
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圖七、轉染重組腺病毒 DNA後，以倒立顯微鏡觀察 293A細胞出現腺病毒典型葡萄狀細胞

病變(100 X) 

(a) 轉染第 0天；(b) 轉染後第 4天；(c) 轉染後第 7天；(b)轉染後第 8天 
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圖八、大量製備的重組腺病毒以溶菌斑試驗定量之結果 

病毒稀釋倍數為 10-5、10-6、10-7、10-8、10-9，計數溶菌斑(plaques)數目，計算得到Adv/ME

病毒力價為 109 PFU/mL，Adv/S病毒力價為 1.25X109 PFU/mｌ。下表為所放大之病毒總量。 

 

Virus Date Virus titer 

Adv/ME 
2004/05/20 

2004/06/18 
1.6x108 PFU/0.5mL 
8x109 PFU/1.5mL 

Adv/S 
2004/05/20 
2004/06/18 

5x105 PFU/1mL6x109 

PFU/1.5mL 

Adv/GFP 2004/05/20 108 PFU/1mL 
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 ← GST-E:33kd 

 

 

 

 

 

 

 

圖九、以 Coomassie blue染色分析大腸桿菌(BL21/DE3)誘導 GST-E融合蛋白表現結果 

當細菌生長至 O.D.600=0.6時，於 25℃加入 IPTG使最終濃度為 0.5mM，每隔 1小時收集菌

液分析。 lane 1: protein markers； lane 2: uninduced bacterial pellet; lane 3: induced 1hr 

bacterial pellet; lane 4: induced 2hr bacterial pellet; lane 5: induced 3hr bacterial pellet; lane 6: 

induced 4hr bacterial pellet; lane 7: induced 5hr bacterial pellet。 

 



                                                21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

← 

  

 

                   
                                                     
 

 

 

 

圖十、以 anti-GST抗體和兔子 anti-E血清確認純化之 GST-E融合蛋白 

lane 1,4: uninduced bacterial pellet, lane 2,3: eluted GST-E protein。Lane 1,2之一級抗體為

anti-GST Ab (1:5000稀釋)，二級抗體為 HRP labeled anti-mouse IgG (1:5000稀釋)。Lane 3,4

之一級抗體為 rabbit anti-E antiserum (1:1000稀釋)，二級抗體為 HRP labeled anti-rabbit IgG 

(1:5000稀釋)。 

← GST-E:33kd 
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← His-S  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十一、以 Coomassie blue 染色分析大腸桿菌(BL21)誘導 S蛋白表現結果 

當細菌生長至 O.D.600=0.6時，於 37℃加入 IPTG使最終濃度為 0.5mM，每隔 1小時收集菌

液分析。 lane 1: uninduced bacterial pellet； lane 2: induced 1hr bacterial pellet; lane 3: induced 

2hr bacterial pellet; lane 4: induced 3hr bacterial pellet; lane 5:protein markers。 
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← His-S:138kＤ 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十二、以西方點墨法偵測 S蛋白表現結果 

lane 1: uninduced bacterial pellet； lane 2: induced 3hr bacterial pellet。 一級抗體為 rabbit 

anti-S antiserum (1:4000稀釋)，二級抗體為 HRP labeled anti-rabbit IgG (1:5000稀釋)。 
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← M: 25kd 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十三、以西方墨點法分析 Adv/ME於感染細胞之M及 E蛋白表現 

lane 1: non infected 293A cell; lane 2:Adv/ME infected 293A, 48hr; lane 3:Adv/GFP infected 

293A, 48hr。一級抗體為 SARS 病人恢復期血清 (1:1000 稀釋)，二級抗體為 HRP labeled 

anti-human IgG (1:5000稀釋)。 
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圖十四、以 RT-PCR偵測轉染各重組質體之 293A細胞 S、M及 E基因的表現結果 
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A                                       B 
                             

 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖十五、以 IFA觀察 Vero E6細胞轉染 pShuttle、pShuttle/M後表現M蛋白結果 

A：Vero E6 cell transfected with pShuttle；B：Vero E6 cell transfected with pShuttle/M。一級
抗體為 rabbit anti-M antiserum (1:50稀釋)，二級抗體為 FITC- conjugate goat anti-rabbit Ab 
(1:800稀釋)。 
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O.D.450 

 

 

 

 

 

 

 

 

一級抗體稀釋倍率 

 

圖十六、偵測 anti-E 抗體之 ELISA的條件測試 

利用大腸桿菌表現之 GST-E融合蛋白為抗原建立 ELISA方法，以 mouse anti-GST單株抗
體、rabbit anti-E抗血清當作一級抗體，HRP labeled anti-mouse (或 anti-rabbit) IgG當作二級
抗體，測試 ELISA之實驗條件如下表。 
 

測試項目 測試條件 
GST-E抗原濃度（µg/well） 1及 5 
Blocking buffer 1% 牛血清白蛋白 
Mouse anti-GST Ab稀釋倍率 1:1000, 1:2000, 1:5000及 1:10000 
Rabbit anti-E antiserum稀釋倍率 1:1000, 1:2000, 1:5000及 1:10000 
HRP-conjugated goat anti-mouse (or 
anti-rabbit) IgG稀釋倍率 

1:5000或 1:10000 
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表 
 

 

表一、 pCA4 primers 

Primer name Primer sequence (5’→3’) Gene amplified 

AdXbaI-301 

(forward) 
AAAATCTAGATGAAATCTGAATAATTTTGT S 

AdXbaI-3600 

(reverse) 
AAAATCTAGACAAAACAGATACAAAACTAC S 

AdXhoI-301 

(forward) 
AAAACTCGAGTGAAATCTGAATAATTTTGT M 

AdXhoI-3600 

(reverse) 
AAAACTCGAGCAAAACAGATACAAAACTAC M 

AdNotI-301 

(forward) 
AAAGCGGCCGCTGAAATCTGAATAATTTTGT E 

AdNotI-3600 

(reverse) 
AAAAGCGGCCGCCAAAACAGATACAAAACTAC E 
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表二、 S、M and E specific primers for PCR check 

Primer name Primer sequence(5’→3’) Gene amplified

SE-1 (forward) ACGGATCCATGTACTCATTCGTTTCGGA E 

SE-2 (reverse) ACGAATTCTTAGACCAGAAGATCAGGAA E 

M-F (forward) ACGGATCCATGGCAGACAACCGGTACTATTA M 

M-R (reverse) ACGAATTCGTAACCTGGAAGTCAACAAGATG M 

Spike (forwar) ACGGATCCATGTTTATTTTCTTATTATTTCTTACTC S 

Spike (reverse) ACGAATTCGTTCGTTTATGTGTAATGTA S 

Spike-4 TAGGCAGCAATCATATCATCA S 

Spike-5 GATTTCACTGATTCCGTTCG S 
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計畫成果自評 
 
本計劃已經分別建構出攜帶S基因、帶有M和E基因和帶有S、M、E基因的三種重組腺

病毒載體，並已配合DNA質體完成不同策略的小鼠免疫實驗。目前正建立ELISA和IFA方
法，以檢測小鼠體內的免疫反應，觀察其特異性抗體是否有明顯上昇。這些研究結果對於

以重組腺病毒發展SARS疫苗可以有很大的參考價值。 
 


