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一、中文摘要

豬繁殖與呼吸道症候群(Porcine reproductive 

and respiratory syndrome, PRRS) 與假性狂犬

病（Peudorabies, PR）為豬重要的傳染病。為了

研究可否利用減毒假性狂犬病病毒做為載體來攜

帶一段 PRRS 病毒基因，以便構築雙價疫苗，做為

防疫該兩大疾病之用. 本實驗將 PRRS 病毒的 GP3

醣蛋白基因（即 ORF3 基因）植入取代 PR 病毒醣蛋

白基因內，以構築 PRRS/PR 複合病毒（chimeric 

virus）。本實驗首先利用反轉錄聚合脢鏈反應增

幅出 PRRS 病毒的 GP3 醣蛋白基因片段，再將之植

入 pGEX-2T 原核表現載體, 並進行大量表現獲得

分子量約 30 kDa的 GST-GP3 融合重組蛋白，然後

利用此重組蛋白製備單株抗體做為篩選和確認

PRRS/PR 複合病毒之用。經過單株抗體的融合製

備，順利獲得抗 GP3 重組蛋白單株抗體，該單株抗

體具有辨識 PRRS 病毒 GP3 醣蛋白的能力；但不具

中和 PRRS 病毒功能。另一方面，同樣利用反轉錄

聚合脢鏈反應的選殖方式，將 PRRS 病毒的 GP3 醣

蛋白基因，選殖入含 PR 病毒 gG 基因片段的 pGX

載體內，再將含 GP3 基因的 pJ3X 重組質體與減毒

的 PRV-gE--TK-病毒完整 DNA 共同感染 RK-13 細胞

進行同源重組（Homologous recombination）後，

成功構築出 PRRS/PR 重組複合病毒（J3X)，經由

南方轉漬試驗、西方免疫轉漬試驗、免疫螢光染色

試驗及免疫過氧化脢染色試驗的驗證得知 J3X 複

合病毒基因體內確實嵌有 PRRS 病毒的 GP3 醣蛋白

基因，並可表現出 GP3 重組醣蛋白。J3X 複合病毒

在細胞株所形成的病毒斑，比 PR 病毒強毒株的病

毒斑小,未來將進行該複合病毒的抗原性試驗。

Abstract

Porcine reproductive and respiratory 

syndrome (PRRS) and Pseudorabies (PR) are two 

impor tant infectious diseases of swine.  In order  

to construct a chimer ic virus, PR virus was used as 

a vector  to car ry a foreign virus gene fragment 

ORF 3 of PRRS.  The total fr agment of ORF3 

gene was amplified by Reverse-Transcr iption 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).  The 

resulting cDNA was inser ted into prokaryotic 

expression vector  (pGEX-2T) system. GST-GP3 

(gluthione-S-Transferase-glycoprotein5) expressed 

fusion proteins having molecular  weight about 30 

kDa was obtained.  The fusion proteins were used 

as antigens to prepare monoclonal antibodies

（Mabs）, and a hybr idoma capabling of secreting 

the Mabs against the GP3 fusion proteins was 

successfully produced.  The Mabs against GP3 

fusion proteins was used for  screening and 

confirming PRRS/PR chimer ic virus car rying the 

ORF 3 gene expressed proteins. The Mabs can 

identify native GP3 proteins of PRRS virus, but 

not to neutralize PRRS virus. . Fur thermore, the 

RT-PCR products GP3 gene fragments were 

cloned into the pGX vector  contained the gG gene 

fragment of PR virus. Then, the constructed pJ3X 

plasmid DNA contained gG gene fragment of PR 

virus and GP3 gene fragment of PRRS virus and 

DNA of the attenuated PRV-gE--TK- virus were 

co-transfected into RK-13 cells. Following 

homologous recombination in the cells, a PRRS/PR 

chimer ic virus (designated as J3X chimer ic virus) 
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car r ied GP3 gene fragment in the genome of PR 

virus was successfully constructed.  GP3 

recombinant proteins of PRRS/PR chimer ic virus 

were detected by Southern blotting, Western 

blotting, Immunofluorescent assay and 

Immuno-peroxidase staining.  Plaques produced 

by J3X chimer ic virus in RK-13 cell lines were 

much smaller  than those produced by wild-type PR 

virus.  The chimer ic virus J3X will be fur ther  

investigated on its immunogenicity in pigs. 

二、緣由與目的

豬生殖與呼吸症候群(porcine reproductive 
and respiratory syndrome)為一病毒性豬隻傳染
病 (Wensvoort et al.,1991 ； Terpstra et 
al.,1991)，對於所有年齡的豬隻皆有感受性，本
實驗室於1993年從病豬分離到的病毒命名為 FI株,
並將 7 個 ORF 的核酸序列定序,並與美洲與歐洲分
離株比較結果發現,本省分離株的核酸序列與美洲
株之相似度較高.(Lee, 1996)近年來的研究指出，
ORF5 基因所轉譯出的蛋白除了是依賴抗體增強作
用(antibody-dependent enhancement, ADE)中主
要存在之蛋白(Yoon et al.,1995)外，亦是與中和
抗體產生最有關的病毒蛋白(Yoon et al.,1995)，
所以 PRRSV 中重要的抗原決定位都與 ORF5 基因轉
譯之蛋白有關。另外，在比較PRRSV各分離株間ORF5
胺基酸序列之同源性時發現，台灣分離株 FI 與美
國分離株 ATCC VR-2332 之 ORF5 胺基酸序列同源性
雖可達 94％，但與歐洲分離株 LV 比較，則同源性
僅為 56％，就連與台灣另一分離株 MD-001 比較，
同源性也只有 82％(李,1996)，顯示 PRRSV 各分離
株間之抗原性確實是存有差異的，因此會有國外發
展之疫苗並不一定適用於台灣的情形出現。在 88
年度國科會補助計畫中,對台灣分離株 FI 之 ORF5
基因進行表現及轉譯的蛋白做進一步抗原性的研
究。該實驗將嘗試以體外轉譯蛋白進行免疫及直接
DNA 免疫兩種方式，探討 PRRSV 之 ORF5 基因轉譯蛋
白是否具有誘發宿主產生中和抗體的能力，藉以了
解ORF5基因轉譯之蛋白在台灣分離株 FI抗原性中
所扮演的角色，試驗結果 F1 株 ORF5 基因表現蛋白
及以ORF5DNA免疫BALB/c鼠後,ORF5表現蛋白誘發
的中和抗體力價很低,而以 ORF5DNA 所誘發者較
強。PPRRS 之 ORF3 基因表現的蛋白特性及功能尚未
有人報告,本實驗以選殖及表現ORF5的模式來分析
ORF3表現蛋白的特性,瞭解後擬以構築一個PR病毒
為載體帶有 PRRS,ORF5 及 ORF3 基因的 chimeric 
virus 以供研製複合病毒疫苗之材料。

三、結果與討論

以 RT-PCR 先將 PRRS,ORF3 基因片段 275bp

增幅後,再以核酸定序證明該片段確實為 PRRS 病
毒之 ORF3 基後,選殖植入含 PR 病毒 gG 基因片段
的 pGX 載體內, 再將含 GP3 基因的 PJ3X 重組質體
與減毒的 PRV-gE--TK-病毒完整 DNA 共同感染
RK-13 細 胞 進 行 同 源 重 組 後 , 獲 得 J3X 的
PR-PRRS,ORF3 的複合病毒該複合病毒,經南方轉
漬試驗,西方免疫轉漬試驗,免疫螢光染色試驗及免
疫過氧化酵素染色試驗證實之.

本實驗雖然證實 PRRS,ORF3基因表現的病毒
無病毒中和能力,但因前人報告ORF5 加上 ORF3 及
ORF7 表現的蛋白混合免疫豬時的免疫性極佳,因而
本研究計畫最終的目的擬以 PR 病毒為載體構築一
含 PRRS,ORF5, 3及 7的複合病毒做二價疫苗之用,
擬於明年計畫先構築 PRV-PRRS-ORF5-ORF3 的複
合病毒並進行豬體的免疫效力試驗.
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