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摘    要

1. 自傳染病通報腹瀉群聚事件中，或研究計畫的腹瀉監測，發現近幾年諾羅病毒是引起腹瀉的主要病原。在病毒的基因突變與自然演化、環境壓力或人體免疫力影響下，每年主要流行型別或病毒株基因約2-3年會出現一次較大的改變，因此，本次研習主要目的在與該實驗室交流與經驗分享，了解其他實驗室在定期監測病毒的方式，以及病毒檢測方法是否有新的想法與進展，可以應用與參考，適時用於檢討與修正本局的諾羅病毒監測與研究中。

2. 本次技術研習的重點在學習諾羅病毒之表現抗原方法與製備，並技術轉移，將可應用於開發本土病毒株檢測。
與該實驗室進行經驗分享，討論在群聚事件或監測上的問題及解決方式。
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目     的
1、 討論”諾羅病毒類顆粒蛋白” (Norovirus-like particle;VLP)的製作技術。
2、 學習利用大腸桿菌GST-fusion產蛋白系統，產出諾羅病毒P粒子蛋白。
3、 探討諾羅病毒與宿主間交互作用，並學習Saliva-binding assay 操作應用。
4、 學習使用PyMOL 軟體呈現諾羅病毒P粒子VA387 模型與分析應用。
5、 討論與交流全球諾羅病毒演化及研究趨勢。
過    程 
1、 前往美國俄亥俄洲辛辛那提市兒童醫學中心感染疾病研究分部 (Cincinnati Children's Hospital Medical Center, Infection disease department) Dr. Xi Jiang 實驗室，辦理申請進入實驗室手續，取得實驗室研習通行證。
2、 主要研究內容：製作諾羅病毒的類病毒蛋白顆粒以及P粒子蛋白技術。

1. Dr. Jiang研究團隊對於製作諾羅病毒的類病毒蛋白顆粒以及P粒子蛋白技術已相當成熟，在近幾年發表的研究論文中，利用表現的諾羅病毒P粒子蛋白，找到可能病毒與人體宿主結合的主要醣蛋白。

2. 該實驗室目前應用此系統建立Saliva-binding assay，作為諾羅病毒與宿主間交互作用之平台，目前該實驗室正與多國合作，希望能夠收集多種不同人種的檢體，證明其推測的Saliva-glycoprotein是病毒進入人體中的主要結合受體。

3. 本次研習諾羅病毒外殼蛋白表現方法，並瞭解Saliva-binding assay 設計，將可轉移至台灣，應用於未來探討研究台灣諾羅病毒的感染率與宿主的HBGA(Histo-blood group antigen)型別結合的相關性。
3、 實驗方法：
A. 利用大腸桿菌GST-fusion產蛋白系統，表現諾羅病毒P粒子蛋白：
1. 建構含有諾羅病毒P domain基因的大腸桿菌表現質體：
利用pGEX-4T-1 (Amersham pharmacia biotech)作為表現載體，在諾羅病毒P domain處設計引子對，以PCR反應夾出P domain基因片段。將PCR產物以限制酶切割(限制酶切位為BamHI-NotI)後，接入pGEX-4T-1載體中(條件見附件一)。
2. 將步驟1所得到的結合產物質體，進行轉型反應至BL21勝任細胞，將此菌液塗至培養皿37 ℃ 培養16小時，挑選正確顏色的菌株，分別將單株菌株放入10mL的LB Broth中混合均勻，在37℃培養箱中震盪培養16小時；增殖後的菌液再放入1.5L LB broth中，再放入37℃ 培養箱中震盪培養6小時後，加入0.4 mM IPTG誘導蛋白表現，於室溫振盪培養16小時，收取菌液離心，去除上清液之菌沉渣加入少量的培養基，利用超音波破菌。
3. 將步驟2破菌後的上清液，加入含有Glutathione Sepharose 4B磁珠(GE Healthcare) 的樹脂，用結合力抓住GST-fusion諾羅病毒P粒子蛋白，再利用配置的Elution Buffer (見附件二)將GST-fusion P粒子蛋白純化出來，最後用Thrombin(GE Healthcare)切割即可得到P粒子蛋白。
4. SDS-PAGE電泳後，可利用Coomassie Blue stain 確認蛋白純化情形。
B. Saliva-binding assay：
1. 收集正常成人唾液，為鑑定確認唾液中HBGA(Histo-blood group antigen) 所屬之型別，使用H、A、B、Le的專一性單株抗體，利用酵素免疫方法(EIA)，分出A、B、O及Non-Secretor類型(分型類別見附件三)。
2. 造成全球感染的主要諾羅病毒的基因型別為GII/4，因此，以目前研究顯示GII/4會結合的HBGA主要為A、B、O及Non-Secretor類型，故將此四型收集來的唾液檢體做為接合抗原(見附件三)。收集自願者的唾液檢體，100℃作用10分鐘，離心取上清液，以PBS作1000倍稀釋後加入平底96孔盤，作用4℃ 16小時。
3. 一盤96孔盤可測定三組檢體(兩個實驗組和一組控制組)，每組檢體分別對A,B,O及Non-Secretor序列稀釋的唾液進行結合反應，其後經一系列酵素免疫方法，加入抗諾羅病毒的抗體與二抗(anti-guinea pig Ab)，反應後加受質，測吸光值。(結果見附件四)
C. PyMOL 軟體呈現諾羅病毒P粒子VA387 模型與分析應用：
1. 至PyMOL Homepage安裝，PyMOL為PDB(Protein Data Base)文件顯示軟體。 可以对PDB文件进行任何方式的蹂躏，从不同的显示方式（二级结构型，表面型，球棍型等等），到虚拟氨基酸突变，到ray方法产生真正的三维立体阴影图，一切都是那么的完美Spdbviewer跟它比起来实在是差太远了。可以對PDB文件進行任何方式展現蛋白的二級結構型，表面型，球棍型等，到ray方法產生真正的三維立體陰影圖皆可。
2. 開啟PyMOL，載入下載好的VA387 Norovirus GII/4 strain pdb files(見附件五)，消去預設的顯示畫面(hide everything)，可在action選項下選擇想表達之方式。
3. 可與已發表之模型比對序列，找出待測的諾羅病毒的品種不一樣的胺基酸位點，藉此可知突變位點在諾羅病毒的內外側等相關位置。(實驗結果見附件所附資料與結果圖)
心      得 
急性腸胃炎是常見的腸胃道疾病，歷年的研究與近幾篇整理歷年流行病毒株的研究報導，均指出諾羅病毒( Norovirus ; NoV )是造成急性腸胃炎最常見也最重要的病原。雖然，早在1968年就發現諾羅病毒會引起腸胃炎及腹瀉性群聚，近年的流行病學研究也指出，每年在全世界中被諾羅病毒感染的病患數高達267,000,000人，所花的醫療支出與防疫人力相當高，但由於諾羅病毒無法以傳統的細胞培養方式增殖與分離，使得病毒的致病機轉與病毒在宿主體內的複製等研究工作難以進行。相對的，應用於治療與防治的藥物篩選與疫苗開發，就相當的困難。
因為希望能對諾羅病毒有除了流病分析之外，能更深入的對病毒致病機轉的研究，以及對台灣諾羅病毒病毒株做深入的研究，以產出重組外殼蛋白為工具，做進一步的探討，並提供為作為快速篩檢及疫苗研發的材料。
目前，台灣在諾羅病毒的研究人才有限，本局負責了主要的研究重點及檢體收集，但在深入的研究上較缺乏經驗，在台灣也缺少能夠討論的對象，所以前往美國俄亥俄洲辛辛那提市兒童醫院研究中心--Dr. Xi Jiang 的實驗室參訪，並進行學術上的研究交流，進行為期兩周參觀與實驗技術學習。主要學習”諾羅病毒類顆粒蛋白” (Norovirus-like particle;VLP)的製作技術，及諾羅病毒與宿主間交互作用的研究，對未來的研究方向及思考上皆能有莫大的幫助。
     Dr. Jiang已在病毒性急性腸胃炎，尤其是諾羅病毒的研究多年，對於疾病的分類、免疫反應及與宿主的關係上皆有相當的研究成果及論文的發表，目前，實驗室的研究目的是朝向能發展治療或預防諾羅病毒的感染的疫苗為主。因為諾羅病毒目前尚無法在細胞株中進行培養，而導致研究的進展及疫苗的發展受到很大的限制。Dr.Jiang與研究團隊，在1992年已成功利用桿狀病毒系統表現出”諾羅病毒類顆粒蛋白”( Norovirus - like particle ; VLP )，此外殼蛋白保有諾羅病毒的抗原性，且不具核酸，沒有致病力，對研究和疫苗研發展有很大的幫助。至今Dr. Jiang團隊製作的VLP 技術已十分成熟精煉 。 雖然Dr.Jiang已更改表現VLP的系統，不過由他為利用桿狀病毒系統做出NoV VLP的第一人，所以給予我們很多的寶貴的意見及經驗談，使我們更能掌握實驗的設計及方向，並與Dr. Jiang的研究團隊學習利用大腸桿菌表達諾羅病毒P粒子蛋白。

    此次前去參訪，我們向Dr.Jiang請教製作VLP 的技術，包含從Clone到蛋白的表現，以及VLP的重組和蛋白產生的實驗方法、操作技巧和所需條件等諮詢，藉由專業的建議與指導順利學到VLP的製作技術與過程所需注意的事項。在諾羅病毒與宿主之間的交互作用也有研究上的突破，也向他們學習利用唾液來分析諾羅病毒與HBGA結合情形與實際研究之應用。
目前該實驗室已從VLP表現系統轉移至新系統--利用大腸桿菌表達諾羅病毒的P粒子，不但較快速產量也較大。
建   議
    諾羅病毒在台灣的感染率相當高，所以需建立起台灣病毒株資料庫與病毒蛋白表現系統。將建立的系統，可以應用於台灣諾羅病毒盛行率調查，或提供製備快速篩檢用的抗原，及可瞭解病毒感染的人口ABO型別結合狀況是否與其他人種類似，同時，可以深入諾羅病毒的致病機轉的研究，或開發治療諾羅病毒感染用的藥物，及預防用的疫苗。
附   錄
附件一、研究中所使用建構P粒子引子對、pGEX-4T-1載體
(1) 第一組
	Primer
	Position
	Size

	P1256-Sal I-CNGRC-Fw
	
	

	5’- acgcgtcgactctgcaacggccgttgctcaagaactaaaccattcaccgt -3’
	664-686
	23

	P423-Not I-Rv
	
	

	5’- ataagaatgcggccgcttataatgcacgtctgcgccc -3’
	1603-1623
	21

	P1298-Sal I-EcoR I -Fw
	
	

	5’- ACGCGTCGACTCGAATTCTCAAGAACTAAACCATTCACCGT -3’
	664-686
	23


(2) 第二組
	Primer
	Position
	Size

	P1256-Sal I-CNGRC-Fw 
	
	

	5’- acgcgtcgactctgcaacggccgttgctcaagaactaaaccattcaccgt -3’
	664-686
	23

	P590-Not I-RGD4C-Rv
	
	

	5’-GCATGCGGCCGCTTAGCAAAAGCAATCGCCACGGCAATCGCATAATGCACGTCTGCGCCCCGC-3’
	1603-1623
	21

	P524-BamHI-Fw
	
	

	5’- CGCGGATCCTCAAGAACTAAACCATTCACCGT-3’
	664-686
	23


(3) pGEX-4T-1載體   
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附件二 、Glutathione Elution Buffer 配方 : 
10 mM glutathione 溶在 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)，分配溶解在 10 ml 存放在 -20℃，避免超過五個冷凍解凍循環。
附件三 、HBGA 分型
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 參考文獻: Immunological Reviews  Volume 225, Issue 1, Pages 190-211

附件四 、HBGA binding assay
實驗結果對照:
	O
	A
	B
	N
	O
	A
	B
	N
	O
	A
	B
	N

	[image: image5.jpg]



	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Blank



1:50

1:150
1:450

附件五 、VA387( Norovirus GII4 strain) pdb files 利用 PyMOL呈現模型圖
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