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1、 摘要

為建立國內牛海綿狀腦病 (bovine spongiform encephalopathy, BSE) 標準診斷技術，防範其傳入國內，自民國九十年七月二十八日至八月十一日止，奉赴美國國家普里昂疾病病理監測中心 (National Prion Disease Pathology Surveillance Center)，進行十五天的短期受訓，研習海綿狀腦病相關診斷技術，內容包括：實驗室安全、組織病理學診斷、免疫組織化學染色法及免疫化學法。
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圖1. 於美國國家普里昂疾病病理監測中心研習診斷技術之實際操作情形。

2、 目的

牛海綿狀腦病 (bovine spongiform encephalopathy, BSE)，俗稱狂牛病 (mad cow disease)，是一種引起牛致死性的傳染性神經退行性疾病 (neurodegenerative disease)，臨床症狀主要是行為異常包括有行動遲緩、動作無法協調、精神沉鬱、狂躁不安、流涎、舔鼻、磨牙等，對聲音、光線或觸覺之刺激敏感。
1985年4月在英國首次觀察到牛有特殊的BSE臨床症狀，於1986年診斷出病原並定名為BSE，其病原是一種非傳統的傳染性病原，稱為變性普里昂蛋白質 (scrapie prion protein, PrPsc)，該變性蛋白質會在腦組織逐漸堆積，而造成神經細胞死亡，所以是一種造成動物致死性神經變性的疾病，統稱為傳染性海綿狀腦病 (transmissible spongiform encephalopathies, TSE) 或普里昂疾病 (prion diseases)，在人引起庫賈氏症 (Creutzfeldt-Jakob Disease, CJD)、kuru症 (以前巴布亞新幾內亞原始部落因吃人腦而感染此症)、Gerstmann-Straussler-Scheinker症候群 (GSS) 及致死性家族性失眠症 (fatal familial insomnia, FFI) 等，在牛引起BSE，在羊引起搔癢症 (scrapie)，在貂引起傳染性貂腦病 (transmissible mink encephalopathy, TME)，在鹿與麋鹿引起慢性消耗病 (chronic wasting disease, CWD)，在貓、獅、豹引起貓科海綿狀腦病 (feline spongiform encephalopathy, FSE)，許多動物皆有類似的疾病，在受感染宿主會形成腦組織的海綿狀變性與神經膠細胞增生等病變。疾病之致病機序各有所不同，目前的研究顯示BSE的爆發可能是牛飼料添加之肉骨粉中含有大量的羊搔癢症病原所致。
近年的研究發現，導致BSE的病原與發生在人類的變異型庫賈氏症 (variant Creutzfeldt-Jakob disease, v-CJD) 有關，自從英國爆發BSE之後，許多國家包括：比利時、丹麥、法國、德國、愛爾蘭、義大利、列支敦斯登、盧森保、荷蘭、葡萄牙、西班牙、瑞士、日本等也陸續有病例發生，本病除了對畜牧產業造成衝擊外，亦使人民對政府的食品安全管理產生疑懼與恐慌，所幸吾國迄今未有病例報告，因此為防範此病入侵我國，確保國民健康及畜牧產業之永續發展，亟需培育牛海綿狀腦病專業診斷人才，以建立本病標準診斷流程與正確之監控計畫。

圖2. 與美國國家普里昂疾病病理監測中心負責人Dr. Pierluigi Gambetti研習海綿狀腦病診斷技術並與之合影。

3、 過程

依據行政院農業委員會民國九十年元月二十日第五二四次擴大主管會報會議決議辦理，會議中討論有關「牛海綿狀腦病之防範措施」決議運用農委會經費派員出國研習牛海綿狀腦病診斷技術。在多位長官大力支持、多方尋求協助及本所持續不懈之聯繫下，終定於七月下旬成行。

美國國家普里昂疾病病理監測中心 (National Prion Disease Pathology Surveillance Center) 位於俄亥俄州 (Ohio State) 克里夫蘭 (Cleveland) 的凱斯西儲大學 (Case Western Reserve University) 病理研究所之神經病理部門，該監測中心成立於1997年，此監測中心為美國疾病管制中心 (The Centers for Disease Control and Prevention, CDC) prion疾病監控計劃與美國神經病理學會 (American Association of Neuropathologists) 之委託與合作實驗室，該監測中心負責美國v-CJD的監控、prion疾病的診斷與病型鑑定、prion疾病的研究以及病材的收集與保存等業務。

此次研習承蒙負責人Dr. Pierluigi Gambetti悉心指導病理診斷技術與判讀、顧問Dr. Man-Sun Sy介紹prion疾病概論、顧問Dr. Qingzhong Kong介紹符合生物安全三級的實驗動物舍、研究員Dr. Taocong Jin和Dr. Manuela Pastore指導蛋白質的分析與實驗室安全、技術員Ms. Diane Kofskey和Ms. Phyllis Scalzo指導組織病理及免疫組織化學染色技術、秘書Ms. Sandy Bowen指導病例資料的彙整、助理Ms. Donna Neylon指導診斷報告的傳遞與發送等，因為這些人的熱心指導，使得本次研習得以收穫豐碩。

茲將研習日程表列述如下：

日    期
星期
    研     習     內     容

7月28日
六
往程

7月29日
日
放假、認識環境

7月30日
一
實驗室介紹與生物安全防護訓練

7月31日
二
病材檢體處理與採樣方法

8月 1日
三
免疫化學診斷技術

8月 2日
四
病理組織切片製作與判讀

8月 3日
五
診斷資料收集、實驗動物舍之設計與參觀

8月 4日
六
檢體採樣與免疫化學診斷技術之實際操作

8月 5日
日
放假

8月 6日
一
免疫化學診斷技術

8月 7日
二
免疫組織化學染色法

8月 8日
三
病例資料處理、免疫組織化學染色法

8月 9日
四
組織切片之判讀與綜合討論

8月10日
五
返程

8月11日
六
返程

4、 研習內容

prion疾病主要以組織病理學診斷為主，其他檢驗方法為輔，包括免疫組織化學染色法及免疫化學法等。僅將研習內容詳述如後：
一、實驗室安全

由於prion疾病病理診斷中心所接觸與處理的病原相當特殊，所以更應重視實驗室的生物安全。

(一)對prion應有的認識
該實驗室的所有人員都應對prion有一定程度的認知，不但可避免人員遭受感染，更可減少因無知所產生的恐懼感。
prion是一種正常細胞之蛋白質，存在於神經細胞膜上，正常細胞之prion蛋白質 (cellular prion protein) 簡稱為PrPC，由約254個胺基酸所組成，於後轉譯過程中經修飾處理形成209個胺基酸，若因某些因素造成結構轉變而形成異常變性蛋白質 (scrapie prion protein) 稱之為PrPsc (圖3)。目前認為PrPsc會將神經細胞內正常的PrPc轉化成PrPsc，而以等比級數的速度累積在神經細胞內，終使腦組織變成海綿樣。

目前已知這種異常的PrPsc不是傳統的細菌或病毒等病原，也不具核酸，但卻有感染力。PrPsc對熱、紫外線、輻射照射及消毒劑均有很強的抵抗性，以一般常用的物理或化學方法無法將其破壞之。傳染的途徑包括食入、皮膚或黏膜的接觸、有意或無意的植入 (例如器官移植) 等，雖然目前的證據顯示PrPsc病原不會藉由空氣吸入而感染，但是在實驗室內操作檢體時，例如研磨、震盪、離心等可能會產生極小的懸浮微粒 (＜5(m)，這些含有病原的懸浮粒子極易藉由空氣流動飄游到四處，所以在實驗室處理此病原時應視同會藉由空氣傳染，而做好所有的防護措施。
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圖3. a為正常細胞表面PrPc模式圖，具4個(-helix結構。

b為發生異構之PrPsc模式圖，其中2個(-helix轉變為(-sheet。(摘自Prusiner S.B. 1996)
(二)生物安全要求

生物安全 (biosafty) 的範圍為所有潛在性可能危害人體健康的相關因素，包括使用的技術與設備等。處理prion疾病的實驗室至少應達到生物安全二級的標準 (biosafty level 2, P2)，但是目前國際畜疫會已將BSE設定為人畜共通傳染病，所以應在生物安全三級實驗室來進行操作。

生物安全是每位實驗室人員的責任，做好嚴密的防護不僅是保護自身安全，更要保護實驗室其他人員與避免污染檢體。以下為prion診斷實驗室一些相關之要求：

1. 實驗室人員應經過生物安全訓練。

2. 非經許可不得任意進出實驗室。
3. 嚴禁在實驗室內飲食或抽煙。
4. 實驗室人員處理檢體時應穿著防護衣物，包括頭罩、面罩、眼罩、口罩、連身工作服、防水圍裙、袖套、鞋套、手套，在符合生物安全二級專用無菌操作抽氣櫃 (class II biosafty cabinet) 內進行。

5. 檢驗過程中應勤加更換手套，絕不可重複使用。

6. 處理檢體時應以無菌操作步驟來進行，明顯劃分污染區 (例如抽氣櫃內為污染區)，在污染區工作離開前一定要換掉手套，使用後應保持乾淨，方便下一位使用者工作。

7. 所有設備、器材物品、藥品都應標示清楚。

8. 實驗室內所使用的消耗物品以不回收為原則，儘量使用拋棄式耗材。

9. 人員離開實驗室前應在緩衝區脫下所有防護衣物，不可穿出實驗室以外。
(三)消毒與廢棄物處理

1. 有傳染疑慮的廢棄物皆應以有傳染性廢棄物警告標誌之紅色塑膠袋包裝，並以1500℃高溫焚毀。

2. 尖銳之廢棄物，例如針頭、刀片及碎玻璃等，應裝在材質較硬的塑膠盒內，再放入紅色塑膠袋包裝焚毀。

3. 可高溫高壓滅菌之器械或容器等，先以1N NaOH浸泡2小時後再以高溫高壓滅菌132℃ 4.5小時。

4. 不可高溫高壓滅菌之器械或容器等，以1N NaOH浸洗，每小時換液1次，共3次。

5. 不可用NaOH處理之物品，改用4M Guanidinium HCl或SCN處理之。
6. 有感染疑慮之廢液應加入NaOH處理，使液體之最終濃度為1N，然後再滅菌或焚毀。 

7. 桌面、地板等消毒先以1N NaOH擦拭後，再以1N HCl中和，最後再用清水擦拭。地板應經常以漂白水來清潔。

圖4. 於專用抽氣櫃處理檢體之情形及應穿著之防護衣物。

二、組織病理學診斷

(一)目的
組織病理學診斷是將腦組織製作成石蠟切片經H&E染色於顯微鏡觀察各部位腦組織切片中的病理變化。
(二)試劑

98% formic acid 蟻酸

10% buffered formalin 中性福馬林

60%, 80%, 95%, 100% ethyl alcohol 乙醇

xylene 二甲苯

paraffin 石蠟

mounting media 封片膠
eosin 伊紅

hematoxylin 蘇木精

citrisolve 替代式二甲苯
1% ammonium hydroxide 氫氧化銨

2N NaOH 氫氧化鈉

(三)器材

拋棄式手套

拋棄式連身防護隔離衣

拋棄式防護面罩

拋棄式口罩

拋棄式防水圍裙

拋棄式袖套

光學顯微鏡

組織脫水包埋處理機

拋棄式脫水包埋盒

拋棄式包埋模

鑷子

切片機

拋棄式切片刀

載玻片

蓋玻片

切片伸展槽

染色架

染色槽

切片烘乾機

(四)方法
1. 組織固定：將腦組織固定在10%中性福馬林
10-14天，然後將組織修整為厚度約2-4mm之組織塊，放入脫水包埋盒中，再浸泡於98%的蟻酸中1小時 (將具感染能力的prion不活化)，然後再浸泡於10%中性福馬林2天。

2. 脫水及石蠟浸潤步驟：

10%中性福馬林 1小時

10%中性福馬林 1小時

60%乙醇
45分鐘

80%乙醇
45分鐘

95%乙醇
1小時

95%乙醇
1小時

絕對酒精
1小時

絕對酒精
1小時

二甲苯
1小時

二甲苯
1小時

59℃石蠟 
1小時

59℃石蠟
1小時

3. 包埋：將脫水包埋盒打開，以溫熱的鑷子取出組織放在包埋模內，注入石蠟待冷卻，並在包埋盒上註明檢體編號。

4. 切片：用切片機來製作組織切片，若是染H&E則切片厚度為4-5(m，若是用作免疫染色之組織切片則調整厚度為8-15(m。切好的組織切片放入裝有溫水的伸展槽中展開，然後用載玻片撈片，標示編號，並將切片烘乾。

5. 脫蠟及H&E染色步驟：
替代式二甲苯
3分鐘

替代式二甲苯
3分鐘

絕對酒精
1分鐘

絕對酒精
1分鐘

95%乙醇
1分鐘

95%乙醇
1分鐘

流動水洗
數次

蘇木精
3分鐘

流動水洗
數次
1%氫氧化銨
30秒

流動水洗
數次

伊紅
15秒

95%乙醇
1分鐘

95%乙醇
1分鐘

絕對酒精
1分鐘

絕對酒精
1分鐘

替代式二甲苯
1分鐘

替代式二甲苯
1分鐘

6.取出切片，以封片膠及蓋玻片封片，放置隔夜以風乾。風乾後再放置在2N NaOH內2小時 (去除殘餘具感染力的prion)，然後水洗，再以無塵試紙擦乾後置於顯微鏡下觀察。

(五)結果
經H&E染色之組織切片於顯微鏡下進行判讀，感染BSE牛隻在神經病理學上主要呈三個特殊病變：1. 腦皮質灰質部產生空洞狀退化。2. 神經元細胞壞死及數目減少。3. 神經星狀膠質細胞增多 (astrocytosis)，使腦組織呈現海綿樣變性 (spongiform change)。若發現上述病變者，則判定為陽性 (圖5、6)。另外，有些prion疾病可見由PrPsc分子所組成的類澱粉斑 (amyloid plaques，圖6、7)。

圖5. 此為人類感染CJD病例之H&E染色組織切片，腦組織呈現典型空泡變性 (200X，箭頭)。
圖6. 此為人類感染CJD病例之H&E染色組織切片，腦組織呈現典型空泡變性與類澱粉斑之形成 (100X，箭頭)。
圖7. 為上圖高倍相，圖中嗜伊紅性物質為類澱粉斑 (1000X，箭頭)。
三、免疫組織化學染色法
(一)目的
免疫組織化學染色法 (immunohistochemistry, IHC) 是利用對prion蛋白質特異性的單株抗體及免疫染色技術來達到偵測腦組織中異常prion蛋白質 (PrPsc) 為目的。
(二)試劑

98% formic acid 蟻酸

10% buffered formalin 中性福馬林

60%, 80%, 95%, 100% ethyl alcohol 乙醇

100% methanol 甲醇

30% hydrogen peroxide (H2O2) 雙氧水

Tris buffered saline pH 7.6 (TBS) 緩衝液

3F4 mouse monoclonal antibody to prion protein 

 -鼠源抗prion蛋白質之單株抗體 (初級抗體)

GVMlgall (goat antiserum to mouse, 1:50 in 1% NGS) 

 -山羊抗鼠血清 (次級抗體)

MPAP (mouse peroxidase anti-peroxidase)
 -鼠源過氧化

DAB (4 -dimethylaminoazobenzene) 呈色劑

1%, 10% normal goat serum (NGS) 山羊血清

6mM HCl 鹽酸溶液

eosin 伊紅

hematoxylin 蘇木精

1% ammonium hydroxide 氫氧化銨

citrisolve 二甲苯替代液

(三)器材

拋棄式手套

實驗衣

微波爐1100瓦

微波壓力鍋

可微波之染色架與染色槽

20(l, 100(l, 200(l, 1000(l 微量滴管及拋棄式尖頭

光學顯微鏡

載玻片

蓋玻片

保濕染色盤

無塵拭紙

1.5ml, 15ml 離心管

冰箱
(四)方法
1.將組織切片置於染色架中，進行脫蠟，先經兩次二甲苯替代液，再經100%、95%、80%、60%乙醇，每步驟浸泡3分鐘。

2.以100%甲醇配製成8%的雙氧水浸泡20分鐘，然後水洗。

3.將切片染色架置入裝有250ml 60mM鹽酸溶液的染色槽中 (加62.5(l濃鹽酸於500ml水中)，蓋上蓋子但是要留縫隙，然後放在微波壓力鍋中，鍋中加入600ml蒸餾水，蓋上鍋蓋。

4.微波壓力鍋放入微波爐中，啟動微波爐，使用100%功率加熱直到微波壓力鍋來回搖動發出聲音，然後調整功率為30%，再持續加熱15分鐘。

5.拿出微波壓力鍋，等壓力下降可將鍋蓋打開，但切片染色架仍放在鹽酸溶液中20分鐘，等溫度自然下降。

6.水洗，若組織未曾經過98%蟻酸處理則在此時浸泡10分鐘後再水洗。

7.將切片染色架浸泡於TBS中，共兩次，第一次2分鐘，第二次15分鐘。

8.取出切片，切片周圍無組織部份以無塵拭紙吸乾水分，切片排列於染色盤中，然後在組織上滴滿10% NGS，置於室溫10分鐘。

9.用TBS沖洗，然後在組織上滴滿單株抗體3F4 (1:200 in 1% NGS)，置於4℃隔夜。

10.用TBS浸洗兩次，每次15分鐘。

11.在組織上滴滿10% NGS，置於室溫10分鐘。

12.用TBS沖洗，然後在組織上滴滿次級抗體GVMlgall (1:50 in 1% NGS)，置於室溫45至60分鐘。

13.用TBS浸洗兩次，每次15分鐘。

14.在組織上滴滿10% NGS，置於室溫10分鐘。

15.用TBS沖洗，然後在組織上滴滿MPAP (1:250 in 1% NGS)，置於室溫1小時。

16.用TBS浸洗兩次，每次15分鐘。

17.在組織上滴滿10% NGS，置於室溫10分鐘。

18.將切片暫時浸泡於TBS中，然後逐一取出切片滴上DAB，以顯微鏡觀察呈色的程度來判定反應時間，約1-3分鐘，染好後可暫時泡在蒸餾水中。

19.滴上一滴蘇木精，然後水洗。

20.滴上兩滴1%氫氧化銨，然後水洗。

21.將切片置於染色架中，進行脫水，經70%、95%、100%乙醇，每步驟浸泡3分鐘，然後浸泡在二甲苯替代液兩次，第一次兩分鐘，第二次五分鐘。

22.滴上封片膠，蓋上蓋玻片。

23.置於光學顯微鏡下觀察。

(五)結果
在顯微鏡下觀察經免疫染色之組織切片，若為陽性則可見經DAB染色後呈現褐色顆粒沉積之異常prion蛋白質 (圖8、9)，但是不同prion疾病引起之色素沉積的排列方式有所不同，例如沉積在空泡周圍、斑狀、帶狀等。
(六)問題解決

1. 若組織在染色過程中掉落，則可將組織切片放在60℃烘箱內烘乾。

2. 若染色性很弱，則可能是因為組織固定在福馬林的時間過久，所以儘可能不要固定太久。

圖8. 此為人類感染CJD病例，經免疫組織化學染色後之切片，可見小腦皮質顆粒層出現異常prion蛋白質分子聚集所形成之褐色沉積物 (20X，箭頭)。

圖9. 為上圖之高倍相，圖中褐色沉積物為異常prion蛋白質分子聚集 (400X，箭頭)。

四、免疫化學法

(一)以冷凍腦組織進行西方墨點法分析

1.目的
prion疾病的免疫化學診斷原理主要是偵測腦組織中對蛋白K (proteinase K) 有抵抗性的異常prion蛋白質 (PrPsc)，其中最正確與最好的方法是利用西方墨點法 (Western blot analysis) 將prion蛋白質抗體與腦組織中經蛋白K消化後的異常PrPsc進行反應。這個方法即使是極小的腦生檢檢體 (biopsy specimens) 仍可用來檢驗，且這個方法出現偽陽性 (false postive) 結果的機率極低，但是若是檢驗部位選擇不當，例如選擇到正常區域的腦組織，或是組織已經福馬林固定過，則極可能造成偽陰性 (false negative) 的結果。

2.試劑

lysis buffer 溶解緩衝液

sample buffer 樣本緩衝液

proteinase K (Puragene Gentra) 蛋白K
molecular marker (Biorad) 分子標記

Pefablock Sc (Boehringer Mannheim)

3F4 mouse monoclonal antibody to prion protein 

 -鼠源抗prion蛋白質之單株抗體 (初級抗體)

secondary antibody : sheep antibody against mouse

 -綿羊抗鼠血清 (次級抗體)
ECL Plus detection system (Amersham) 呈色套組
12% Tris-glycine Mini Gel (#EC6005) 電泳膠片

electrode buffer 電泳緩衝液

transfer buffer轉漬緩衝液
Immobilon P transfer membrane (Millpore #IPVH00010) 轉漬膜
block solution 阻斷溶液

TTBS 含Tween-20之緩衝液

3.器材

實驗桌吸水防護墊

拋棄式手套

拋棄式連身防護隔離衣

拋棄式防護面罩

拋棄式口罩

拋棄式防水圍裙

拋棄式袖套

實驗衣

拋棄式解剖刀

1.5ml, 15ml 離心管

20(l, 100(l, 200(l, 1000(l 微量滴管及拋棄式尖頭

離心管加熱器

保溫冰盒

拋棄式研磨棒

天平

水浴加熱槽

Novex XCELL II Mini Cell System電泳槽
電力供應穩壓器

mini gel transfer box (Biorad) 轉漬器

恆溫箱
震盪器

無塵拭紙

染色盤

透明保護膜

暗房

X光片 (Kodak Scientific Imaging Films)

X光片夾

底片自動沖洗機

4.方法

(1)將空的離心管秤重，取約100 mg的腦灰質組織，再秤重，記錄組織之重量。
(2)置於碎冰盒中降溫。

(3)加入少許溶解緩衝液。

(4)用研磨棒將組織搗成均質狀，再加入溶解緩衝液至9倍體積的量，約900(l。

(5)蛋白處理：取20(l腦均質乳劑加入2(l 1:20稀釋的蛋白，使其最終濃度為50(g/ml，然後置於水浴槽中37℃ 1小時，再加1(l Pefablock和23(l樣本緩衝液。

(6)無蛋白處理：取10(l腦均質乳劑加入13(l蒸餾水和23(l樣本緩衝液。

(7)將上述(5)、(6)的樣本加熱至100℃ 10分鐘。

(8)電泳：架設電泳膠片，加入電泳緩衝液於電泳槽內。分子標記、陽性病例對照、陰性病例對照、經蛋白處理與未經蛋白處理之待測樣本各加30(l於電泳膠片孔內。電泳120伏特2小時。
(9)轉漬：用轉漬膜和轉漬器來進行轉漬，加轉漬緩衝液於4℃ 75伏特 1小時。然後取出膜放在阻斷溶液至於37℃恆溫箱中1小時。

(10)抗體反應：在膜上加滿1:50000倍稀釋的3F4單株抗體，置於室溫2小時。置於震盪器上以TTBS洗4次，每次12分鐘。在膜上加滿1: 4000倍稀釋的次級抗體，置於室溫1小時。置於震盪器上以TTBS洗4次，每次12分鐘。

(11)呈色：將2ml呈色套組A溶液及50(l B溶液混合後加在膜上，置於室溫5分鐘，注意儘量避光。

(12)底片曝光：將膜上的水分吸乾，置於透明保護膜內。於暗房內將膜置於X光底片上曝光，可嘗試5秒、30秒、1分鐘、2分鐘、5分鐘、10分鐘、15分鐘、20分鐘來觀察反應強弱。

(13)沖洗底片，觀察結果。

5.結果

結果之判讀可參考下圖，因為正常腦組織中即存有prion蛋白質 (PrPc)，而本法所使用的抗體僅是偵測PrPc，所以仍可被偵測到有三種大小不同的蛋白質 (因為所帶的醣基數量不同，所以分子量大小不同)，但是這種正常的PrPc在經過蛋白處理後會被破壞，所以經過蛋白處理後則會消失無法被偵測到，因此陰性病例未經蛋白處理之樣本可見三條分子量不同且較大的片段，而經過蛋白處理之樣本則無法見到任何片段。

若是腦組織中存有不正常的PrPsc，因為這種不正常的PrPsc對蛋白有抵抗性無法被完全消化，所以經蛋白處理後以抗體來偵測仍可見三種大小不同的蛋白質，但是其分子量大小比未經蛋白處理者來的小，所以陽性病例未經蛋白處理之樣本同樣可見三條分子量不同且較大的片段，而經過蛋白處理之樣本則可見三條分子量不同且較小的片段。
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圖10. 以腦組織進行西方墨點法偵測prion蛋白質結果示意圖。MW：分子標記；PK(－)：未經蛋白處理；

PK(＋)：經蛋白處理。

1. MW：分子標記。

2. CJD第一型陽性對照，經蛋白處理。

3. CJD第二型陽性對照，經蛋白處理

4. 陰性對照，未經蛋白處理。

5. 陰性對照，經蛋白處理。

6. 檢驗樣本＃1，未經蛋白處理。

7. 檢驗樣本＃1，經蛋白處理，結果為CJD第一型。

8. 檢驗樣本＃2，未經蛋白處理。

9. 檢驗樣本＃2，經蛋白處理，結果為CJD第二型。

10. MW：分子標記。
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圖11. 以腦組織進行西方墨點法偵測prion蛋白質之結果，陰性對照未經蛋白處理可見三條片段，而經蛋白處理後則被消化；陽性病例未經蛋白處理之樣本同樣可見三條片段，而經過蛋白處理後則仍可見三條較小的片段。不同型的CJD陽性病例經蛋白處理後所被偵測到的片段大小不同，此可為診斷依據。

1. MW：分子標記。

2. 陰性對照，未經蛋白處理。

3. 陰性對照，經蛋白處理。

4. CJD第一型，未經蛋白處理。

5. CJD第一型，經蛋白處理。
6. CJD第二型，未經蛋白處理。

7. CJD第二型，經蛋白處理。

8. v-CJD，未經蛋白處理。

9. v-CJD，經蛋白處理。

 (二)以腦脊髓液進行西方墨點法分析

1.目的
檢驗腦脊髓液 (cerebrospinal fluid，CSF) 中的14-3-3蛋白質，這個蛋白可作為某些prion疾病生前診斷的一項指標，例如CJD。這項檢查是利用14-3-3單株抗體以西方墨點法來進行分析，根據統計雖然有90 %的CJD病人可檢驗出有此蛋白，但是目前的研究發現其特異性 (專一性) 仍不足，因為許多疾病及腦炎也會出現此蛋白，例如病毒性腦炎、腦缺氧、中風、代謝性腦病等等，所以僅提供作為輔助診斷參考之用。

2.試劑

lysis buffer 溶解緩衝液

sample buffer 樣本緩衝液

proteinase K (Puragene Gentra) 蛋白K
molecular marker (Biorad) 分子標記

Pefablock Sc (Boehringer Mannheim)

rabbit antibody against 14-3-3 protein (Santa Cruz ; #Sc-629)
 -兔源抗14-3-3抗體 (初級抗體)

secondary antibody : donkey antibody against rabbit IgG, HPR conjugate (Amersham)  -綿羊抗鼠血清 (次級抗體)
ECL Plus detection system (Amersham) 呈色套組
12% Tris-glycine Mini Gel (#EC6005) 電泳膠片

electrode buffer 電泳緩衝液

transfer buffer轉漬緩衝液
Immobilon P transfer membrane (Millpore #IPVH00010) 轉漬膜
block solution 阻斷溶液

TTBS 含Tween-20之緩衝液
3.器材

實驗桌吸水防護墊

拋棄式手套

拋棄式連身防護隔離衣

拋棄式防護面罩

拋棄式口罩

拋棄式防水圍裙

拋棄式袖套

實驗衣

1.5ml, 15ml 離心管

20(l, 100(l, 200(l, 1000(l 微量滴管及拋棄式尖頭

離心機
離心管加熱器

保溫冰盒

水浴加熱槽

Novex XCELL II Mini Cell System電泳槽
電力供應穩壓器

mini gel transfer box (Biorad) 轉漬器

恆溫箱

震盪器

無塵拭紙

染色盤

透明保護膜

暗房

X光片 (Kodak Scientific Imaging Films)

X光片夾

底片自動沖洗機
4.方法

(1)取1ml的CSF，置於微量離心管中，於4℃ 14000g 離心5分鐘。
(2)取上清液，再於4℃ 14000g 離心5分鐘。

(3)取40(l上清液加入20(l樣本緩衝液，加熱至100℃ 1小時。

(4)電泳：架設電泳膠片，加入電泳緩衝液於電泳槽內。分子標記、陽性病例對照、陰性病例對照及待測樣本各加30(l於電泳膠片孔內。電泳120伏特2小時。
(9)轉漬：用轉漬膜和轉漬器來進行轉漬，加轉漬緩衝液於4℃ 75伏特 1小時。然後取出膜放在阻斷溶液至於37℃恆溫箱中1小時。

(10)抗體反應：在膜上加滿1:1000倍稀釋的14-3-3初級抗體，置於室溫2小時。置於震盪器上以TTBS洗4次，每次12分鐘。在膜上加滿1: 1000倍稀釋的次級抗體，置於室溫1小時。置於震盪器上以TTBS洗4次，每次12分鐘。

(11)呈色：將2ml呈色套組A溶液及50(l B溶液混合後加在膜上，置於室溫5分鐘，注意儘量避光。

(12)底片曝光：將膜上的水分吸乾，置於透明保護膜內。於暗房內將膜置於X光底片上曝光，可嘗試5秒、30秒、1分鐘、2分鐘、5分鐘、10分鐘、15分鐘、20分鐘來觀察反應強弱。

(13)沖洗底片，觀察結果。

5.結果

結果之判讀可參考下圖，因為正常腦脊髓液中不存有14-3-3蛋白，因此陰性病例無法偵測到此蛋白所以未見到任何片段。若是腦脊髓液中存有14-3-3蛋白，則以抗體來偵測可見蛋白質片段。若是出現若有似無的結果模稜兩可時，則需再重複進行檢驗。
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圖12. 以腦脊髓液進行西方墨點法偵測14-3-3蛋白質結果示意圖。

MW：分子標記；            ＋：陽性對照；

Amb：模稜兩可無法判定；    －：陰性對照

1. MW：分子標記。
2. 陽性對照。
3. 模稜兩可無法判定對照。

4. 陰性對照。

5. 檢驗樣本＃1，結果為陽性。

6. 檢驗樣本＃1 之重複試驗，結果為陽性。

7. 檢驗樣本＃2，結果為陰性。

8. 檢驗樣本＃2 之重複試驗，結果為陰性。

9. 檢驗樣本＃3，結果無法判定。

10. 檢驗樣本＃3 之重複試驗，結果無法判定。
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圖13. 以腦脊髓液進行西方墨點法偵測14-3-3蛋白質之結果，陽性者可見大小約29 daltons明顯的片段，若片段不明顯則判為陰性，介於兩者之間者則為模稜兩可。

1. MW：分子標記。
2. 陽性對照。
3. 模稜兩可無法判定對照。

4. 陰性對照。

5. 檢驗樣本＃1，結果模稜兩可無法判定。

6. 檢驗樣本＃1 之重複試驗，結果模稜兩可無法判定。

7. 檢驗樣本＃2，結果模稜兩可無法判定。

8. 檢驗樣本＃2 之重複試驗，結果模稜兩可無法判定。

5、 研習心得檢討與建議
一、實驗室生物安全之重要性

美國為BSE之非疫區，且本次研習地點「美國國家普里昂疾病病理監測中心」所處理的病例主要是以人的prion疾病為主，所以該中心目前僅達到生物安全二級的標準 (biosafty level 2, P2)，但是由於prion這種病原相當特殊，對熱、紫外線、輻射照射及消毒劑均有很強的抵抗性，以一般常用的物理或化學方法並無法破壞，甚至經福馬林固定及石蠟包埋後的組織仍具感染力，所以為加強實驗室的生物安全，該中心已開始進行實驗室的改建計畫，預計於2002年將達到生物安全三級的標準 (biosafty level 3, P3)。

目前國際畜疫會已將BSE設定為人畜共通傳染病，所以未來本國若要進行BSE之相關診斷與研究工作，也應在生物安全三級實驗室來進行操作。

二、實驗室資源與人力充足

診斷prion疾病的實驗室，為避免污染，所有的儀器設備不僅要符合生物安全要求，而且僅能供prion疾病診斷或研究之用，不能用作其他用途。此外，為保護工作人員之安全，實驗室內所使用的消耗物品應以拋棄式耗材為主，操作者需做好層層保護，例如手套以穿戴三層以上為原則，所有使用過之消耗物品絕不回收，從該中心之耗材消耗率來看，建立一診斷中心所需之費用相當可觀。

為維持診斷中心的順利運作，除設備與耗材等資源要不虞匱乏外，實驗室人力的配置也是相當重要的，以該中心為例，共有16名專職人員，包括負責人、副負責人、行政秘書、行政助理、臨床診斷人員、蛋白質分析研究人員、基因分析研究人員、組織病理切片與免疫組織化學染色判讀人員、免疫組織化學染色技術員、組織病理切片技術員、免疫化學診斷技術員、實驗動物管理人員及多名諮詢顧問等，實驗室清潔工作則外包給專門清潔公司。該中心分工完善，使每位人員皆能各司其職，迅速確實地完成所負任務，例如該中心有專業行政秘書與助理負責病例資料之收發，包括檢體來源之所有相關資料、資料統計與備份、電話或傳真書信往來、診斷報告之回覆等，管理相當地完善。

三、實驗室安全操作與檢驗流程標準作業規範之建立

由於該監測中心為美國疾病管制中心 (CDC) 之委託與合作實驗室，為國家級之標準診斷實驗室，所以其對實驗室安全與檢驗流程皆設有標準作業手冊，以供CDC定期查驗。實驗室所有人員皆參照手冊中之規範來進行所有的檢驗，該作業規範之建立頗值得學習。

四、新檢驗技術之研發

目前BSE的診斷除了本次研習的組織病理學診斷法、免疫組織化學染色法與免疫化學法之外，許多更新的檢驗技術與檢驗套組也不斷地被開發出來。

在檢驗技術方面，例如現在許多實驗室應用基因轉殖鼠 (transgenic mice) 來進行人工動物接種試驗，大幅縮短原先接種小白鼠所需的292天潛伏期，但因實驗動物的飼養較費人力，且需在符合生物安全三級的陰壓動物舍飼養，所以目前只應用於研究領域。

在腦脊髓液的檢驗方面，由BSE的確診病例發現，藉由雙向電泳分析法 (two dimensional gel electrophoresis) 可偵測出指標性蛋白質apolipoprotein E，但目前尚無法應用於臨床診斷，因為這種蛋白質不具特異性，只可作為神經退行性變化的非特異性指標。同樣地，從腦脊髓液中偵測14-3-3蛋白質的方法，或是藉由腦脊髓液與血清偵測S-100蛋白質也因特異性低，同樣不適用於BSE的診斷。

至於活體檢驗部分，目前只有利用免疫組織化學染色法應用於羊搔癢症之扁桃腺與眼瞬膜進行活體檢驗，但是根據實驗接種牛的結果發現，不僅在潛伏期，甚至在臨床發病期都無法從淋巴組織偵測到具有感染力的prion，故不能應用於BSE的診斷，所以目前仍在積極研發其他活體生前的檢驗方法。亦有學者藉由電子化學分析法 (electrochemical analysis) 偵測感染prion動物尿液中的代謝物，但是這種方法的敏感性和特異性較低，仍不建議用作單一的診斷法。

在檢驗套組方面，目前有商品化的西方墨點法與酵素連結性免疫吸附法 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 檢驗套組，兩者皆適用於較大規模的篩檢。本次研習也見到該實驗室正積極研發免疫沉澱法原理之檢驗試條紙。

雖然新的檢驗技術不斷地推陳出新，但是由於許多新的檢驗方法缺乏真實之黃金診斷標準 (true gold standard)，而且因為隨著潛伏期的不同對前述檢驗方法的敏感性也有所不同，若是要應用在診斷仍需再評估。根據國際畜疫會的建議，若是在發生率低的地區或是非疫區的監控仍是以組織病理學診斷與免疫組織化學染色為主。
五、國家級prion疾病診斷與監控實驗室建立之必要性

診斷prion疾病的儀器設備不僅要符合生物安全要求，而且只僅供處理prion疾病專用，由於prion的抵抗力非常強韌，所以該實驗室的消毒方式較為特別，並不是一般實驗室所採行的消毒滅菌法，因此應集中於一國家級實驗室來進行檢驗或相關研究，並建立完整之標準診斷流程。目前國內不論在人醫體系或獸醫方面都尚未有一個專職的實驗室，所以建議未來應建立一國家級prion疾病之診斷與監控實驗室。

六、確定診斷工作應採用國際合作方式

目前國內發生的prion疾病只有約一百例的庫賈氏症的病例，在其他動物方面至今未有報告。未來若是在國內經初步診斷為疑似病例，應依隨日本模式迅速將病材送至英國prion世界參考實驗室進行確診，以便能確實掌握防治時機。

七、強化重要人畜共通傳染病診斷人才之培育

近年來我國獸醫人才之出國培育計畫已大為減少，且研習時間多為短期進修。本次出國機會承蒙多位長官多方奔走大力支持，才得以順利成行，然礙於經費有限僅能在該實驗室停留十餘天，雖然已盡力學習診斷技術，然受限於時間，所學仍是有限，而且本次出國計畫原本是要前往英國獸醫實驗機構 (Veterinary Labortary Agency, VLA) 研習，但是因為英國發生口蹄疫疫情，該機構過於忙碌，所以延至明年才能舉辦相關研習課程，本此無法前往VLA世界級參考實驗室學習難免有遺珠之憾。因為診斷技術不斷地進步，新興的疾病不斷發生，若要確保國民健康與畜牧產業之永續發展，迅速確實地於第一時間內診斷出入侵的新興疾病，實為當務之急，所以建議應建立健全的獸醫診斷人員培育制度有計畫地持續培育重要人畜共通傳染病診斷人才。

八、加強牛海綿狀腦病入侵之防範措施
日本於今年九月初發現亞洲地區首宗BSE病例，而且根據英國非官方的報告 (海關出口統計資料) 指出英國曾在1989至1996年間輸入台灣4,598噸的飼料，其中可能包括肉骨粉，而且目前全世界已有十六個國家 (地區) 為BSE疫區，所以為防範BSE入侵我國，應落實並加強下述各項相關防範措施。

目前我國已設置「牛海綿狀腦病防範因應小組」，所提出之防範措施包括：

1. 加強檢疫措施：禁止疫區相關動物及其產品進口。

2. 加強防範走私：積極查緝走私動物及其產品。

3. 加強監測工作之執行。

4. 加強反芻獸飼料之使用管制及其宣導。

5. 加強教育宣導及其成果。

九、建立完整監視系統，持續進行監測工作
為達成國際畜疫會之狂牛病非疫區認定條件，自87年起我國即遵循其檢驗方法與標準，持續且主動地對國內 (包括離島地區) 牛隻進行狂牛病之監測，目前已監測110個牛腦，遠超過國際畜疫會規定之數量 (國際畜疫會規定每一萬頭至少應採樣一頭，而根據農業統計年報我國在養頭數約十六萬頭)，至今未發現有陽性病例。未來我國每年皆應編列經費持續地進行BSE的監控工作。

目前國內BSE的監測方法是參照國際畜疫會訂定之標準，除了進行傳統的組織病理學檢查，並自國外引進所有最新的診斷試劑與方法，包括西方墨點免疫轉漬法 (Western blot, Prionic(, Switzerland)、酵素連結性免疫吸附法 (ELISA, BIORAD(, France)等，目前並積極自國外引進單株抗體，將儘速建立免疫組織化學染色法。

而目前監測工作所遭遇到最大的困難點在於無法確實掌握神經症狀牛隻之檢體，因此未來如何建立牛隻疾病完整的疾病監視系統，由屠宰場、臨床獸醫、鄉鎮公所獸醫、各家畜疾病防治所暨動物防疫所、動植物防疫檢疫局與家畜衛生試驗所多方共同配合，建立完整的監視系統防疫網將是防範本病入侵的重要課題。

附錄

以下為使用藥品配方

Lysis Buffer

150 mM NaCl

10 mM EDTA

0.5 % NP-40

0.5 % Nadeoxicolate

10 mM Tris pH 7.5

in TBS

BME

(-mercapto ethanol

0.1% pyronine

Sample buffer

0.024 % BME

in 2× Kelleys

2×Kelleys

2 mM EDTA

3 % SDS

10 % glycerol

0.0625 M Tris

Electrode buffer

0.025 M Tris

0.192 M Glycine

0.1 % SDS pH8.2

TBS

10 mM Tris, pH7.6

150 mM NaCl

T-TBS

TBS

1 % Tween-20 (polyoxyethylenesorbitan monolaurate )

Transfer buffer

electrode buffer

20 % methanol

Block solution

4×10-3 sodium azide

1 % Tween-20

10 % W/V dry milk

Antibody solution

1 % normal goat serum (Vector)

0.5 mg/ml bovine serum albumin (Sigma)

0.01% thimersal (Sigma)
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