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摘     要 

 

我們在國科會科發基金經費支助下於 2012 年 11 月 16 至 25 日赴美國堪薩斯州立

大學獸醫學院研習新流感、豬群流感 ELISA 抗體檢測與 H3N2 流感變異株

（H3N2v）抗原檢測方法。目前流感病毒 HA 及 NA 抗體檢測大多以紅血球凝集抑制

試驗(HI test) 及神經胺酸酶抑制試驗(NI test)進行，其中 NI test 過程既繁瑣又耗時，

本試驗希望發展 ELISA 檢測方式取代傳統的 NI test。針對 NA 基因建構細胞表現質

體，以哺乳類細胞表現 H1N1 新流感病毒之 NA 重組蛋白，經純化後製備成 ELISA 抗

原盤。將 HI 抗體力價 1280 倍之 H1N1 新流感病毒感染豬血清做 2 倍序列連續稀

釋，各稀釋階以 ELISA 抗原盤測試，結果顯示可得到線性化曲線，亦可區別 H1N1 

新流感病毒與同源的北美三重組型豬流感病毒誘發產生之抗體。2012 年美國一位婦

女因感染 H3N2v 而死亡的個案引起社會大眾恐慌，國內流感專家學者呼籲國內應

盡速建立 H3N2v 流感變異株的快速診斷技術，因此本試驗亦研發以 RT-PCR 快速

鑑別 H3N2v 之檢測方法。針對 H3N2v 流感病毒變異株之 M、 HA 及 NA 基 因

分 別 設 計 特 異 性 引 子，在 台 灣 先 經 初 步 測 試 後 帶 到 美國實驗室，以其提供

之 H3N2v、新 型 流 感 H1N1 、 人 類 季 節 流 感  H3N2 及傳統豬流感病毒進行 

RT-PCR 反應。結果顯示，3 對引子特異性高，可以多引子(Multiplex) RT-PCR 方式

快速檢測及區別 H3N2v 流感變異株及 H3N2 豬型流感病毒。 
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壹、目     的 

 

H1N1 新流感病毒含有猪、禽及人流感病毒基因，且 8 段基因已被重組過，屬

於一種全新的變種病毒。加拿大於 2009 年首次報導猪隻感染新流感 H1N1 病毒，

隨後已有二十多個國家陸續通報猪隻感染新流感 H1N1 病毒案例，國內亦於 2009

年 10 月確診猪隻感染新流感 H1N1 病毒。猪隻已知可同時感染不同動物型別的流

感病毒並容易將病毒基因重組，產生毒力更強的變異株，於是世界動物衛生組織及

國際糧農組織已呼籲各國衛生與動物防疫主管機關強化猪隻流感監測計畫，並應視

之為早期偵測新興流感病毒及防治控制措施中不可或缺的一環。 

流感病毒疫情之監控包括病毒偵測與抗體檢測，由於自感染宿主採集之檢體中

偵測病毒之時機短暫，常不超過 7 至 10 天，容易低估疫情流行程度與範圍。然而

宿主感染病毒後產生之抗體可留存血清中之時間可長達數月，甚至終其一生，因而

抗體檢測結果較能反映流感病毒在猪群中流行之完整實況。現有流感病毒之抗體檢

測法包括血球凝集抑制試驗(Hemagglutination inhibition test; HI test)、顯微中和抗體檢

測(Micro-neutralization; MN)及酵素聯結免疫吸附法(Enzyme-linked immunosorbent assay; 

ELISA)等。HI 為偵測流感病毒特異性抗體之常用標準法，操作方法簡單快速，但不

容易區別相同血清亞型病毒所產生之抗體。MN 雖然可鑑別差異程度較小之病毒所

產生之抗體，但操作程序繁瑣，需時較久，且須使用活病毒，致使無法應用於大量

血清檢體鑑別工作上。ELISA 則有不須使用活病毒、操作方法簡單快速，且可應用

於大量血清檢體鑑別工作上之優點。 

相 關 文 獻 指 出 ， 於 大 腸 桿 菌 中 表 現 之  H1N1 新 流 感 病 毒 血 球 凝 集 蛋 白

(hemagglutinin; HA)第 50 至 274 個胺基酸片段(約25 kDa)可用於 ELISA 抗原盤中，

成功偵測人血清中之新流感 H1N1 病毒特異性抗體。目前流感病毒 HA 及神經胺酸

酶 (Neuraminidase; NA) 抗 體 力 價 測 定 大 多 以  HI test 及 神 經 胺 酸 酶 抑 制 試 驗

(Neuraminidase inhibition test; NI test)進行，其中 NI test 過程既繁瑣又耗時，本試驗希

望發展 ELISA 檢測方式取代傳統的 NI test。針對 H1N1 新流感病毒 N1 之 NA 基

因建構表現質體，以哺乳類細胞表現 NA 重組蛋白，重組蛋白經 Ni-NTA column 純
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化後被覆於免疫盤製備成 ELISA 抗原盤，將乾燥之 ELISA 抗原盤帶到美國實驗室

以標準血清進行測試，希望能建立 NA 抗體的ELISA 檢測方式。 

由於 H1N1 新流感病毒已入侵臺灣豬群，因現有抗體檢測技術基於血球凝集抑

制試驗，需要準備多種參考病毒及血球懸浮液，以及適當的操作訓練，且無法區別 

H1N1 新流感病毒與本土豬流感 H1 亞型病毒感染，致使難以監測 H1N1 新流感病

毒及變異株在豬群中蔓延之真實情形。為滿足操作方便及迅速正確之檢診實務需求與

提昇豬群防檢疫效率，本試驗希望能開發新流感與本土豬群流感病毒特異性抗體鑑別

方法 

美 國 疾 病 管 制 與 預 防 中 心 (CDC)指 出 ， 2010 年 美 國 豬 隻 首 度 發 現 H3N2 

流感變異株（H3N2 variant influenza virus; H3N2v）， 翌 年 7 月 出 現 在 人 體 上 。

由 於 此 株 病 毒 帶 有  H1N1 新 型 流 感 之  M 基 因，顯 然 比 其 他 流 感 病 毒

更 易 從 豬 體 傳 播 到 人 體 。 由 於 病例數已從 2011 年 12 例增加到 2012 年 307 

例(截至 10 月止)， 害 怕 會 演變成人與人之間的傳染，因 而 造 成 社 會 大 眾 之 恐

慌 。 國 內 流 感 專 家 學 者 亦 在 報 章 媒 體 呼 籲 國 內 因 盡 速 建 立  H3N2v 流感

變異株的快速診斷技術，以有效防範 H3N2v 病毒株入侵台灣。本試驗亦針對此重

要議題研發以 RT-PCR 方式快速鑑別 H3N2v 流感變異株之檢測方法，針對 H3N2v 

病 毒 之  M、 HA 及  NA 基 因 分 別 設 計 特 異 性 引 子 ， 先 經 初 步 測 試 後

將 此 三 對 引 子 帶 到 美國堪薩斯州立大學獸醫學院診斷醫學暨病理生物學系，以其

提供之 H3N2v、H1N1 新 型 流 感 、 人 類 季 節 流 感 及 H3N2 豬流感病毒進行 

RT-PCR 引子測試，希望藉由此行建立國內快速檢測 H3N2v 之 RT-PCR 診斷技術。 
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貳、研習地點簡介 

美國堪薩斯州立大學獸醫學院診斷醫學暨病理生物學系(College of Veterinary 

Medicine, Department of Diagnostic Medicine and Pathobiology) 

 

美國堪薩斯州立大學(Kansas State University)位於堪薩斯州內的曼哈頓(Manhattan)

小鎮，該鎮地名與紐約的曼哈頓同名，但人口只有 5 萬人。該校創建於 1863 年，

獸醫學院(College of Vetrinary Medicine)則設立於 1905 年，目前有解剖與生理學

(Anatomy and Physiology) 、 臨 床 科 學 (Clinic Sciences) 及 診 斷 醫 學 暨 病 理 生 物 學

(Diagnostic Medicine and Pathobiology)等 3 個學系。其中診斷醫學暨病理生物學系的

教職現有 48 人，教學研究領域涵蓋流行病學、診斷、致病機制、動物與人類之傳

染性、寄生性、代謝性及遺傳性疾病預防與控制等，獲得美國農業部(United States 

Department of Agriculture; USDA)、動植物防檢疫局(Animals and Plants Health Inspection 

Service; APHIS)、國家衛生院(National Institutes of Health; NIH)、堪薩斯州政府、堪薩

斯州立大學及許多醫藥廠商(Fort Dodge, Bayer)或基金會等單位之經費支持。獸醫診斷

實驗室(Veterinary Diagnostic Laboratories)則附屬於獸醫學院，擔負開發及傳遞獸醫和

動物健康醫療團體所需之正確、新穎與及時的診斷和咨詢服務之任務，且提供優良

環境與設施，支持診斷醫學暨病理生物學系(Department of Diagnostic Medicine and 

Pathobiology)的教學與研究職責，包括臨床病理(含臨床免疫及比較血液學)、微生物、

分子診斷、寄生蟲、病理(含免疫組織化學及組織病理)、解剖學、狂犬病、血清學、

中毒性學及病毒學等實驗室。此行參訪及研習的對象為該系助理教授馬文軍博士，

馬博士在北美豬流感病毒研究領域之成果豐富且深入，近幾年所發表有關豬流感為

主題的國際期刊論文即達25篇之多(如附錄一)。 
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參、過     程 

一、行程表 

日期 內容 
11 月 16 日 

(星期五) 
往程自桃園國際機場搭乘華航(CI04)出發飛往舊金山國際機場

11 月 17 日 

(星期六) 

舊金山國際機場轉機飛往德州達拉斯國際機場再轉機飛堪薩

斯州曼哈頓(Manhattan)  
11 月 18 日 

(星期日) 
與馬文軍博士討論試驗相關細節 

11 月 19 日 

(星期一) 
會見系主任，馬博士實驗室執行實驗及討論結果 

11 月 20 日 

(星期二) 
馬博士實驗室執行實驗及討論結果，參觀生物安全研究所 

11 月 21 日 

(星期三) 

實驗室執行實驗及討論結果，參訪獸醫診斷實驗室及堪薩斯州

立大學獸醫學院診斷醫學暨病理生物系， 
11 月 22 日 

(星期四) 
實驗室執行實驗及討論結果，參訪大動物研究中心 

11 月 23 日 

(星期五) 
實驗室執行實驗及討論結果 

11 月 24 日 

(星期六) 

回程自美國堪薩斯州曼哈頓(Manhattan)出發經達拉斯國際機場

轉機飛往洛杉磯國際機場再轉機飛往台灣 
11 月 25 日 

(星期日) 
抵達台灣桃園國際機場 

 

二、研習人員 

潘居祥  

Pan, Chu-hsiang 

行政院農業委員會家畜衛生試驗所副研究員 

Associate Researcher, Animal Health Research Institute, Taipei, 

Taiwan. 

蔡敬屏 

Tsai, Ching-Ping 

財團法人台灣動物科技研究所助理研究員 

Animal Technology Institute Taiwan.  

 

三、研習過程 

(一) 11 月 18 日(星期日) 

堪薩斯州立大學獸醫學院診斷醫學暨病理生物學系 

週日前往堪薩斯州立大學獸醫學院診斷醫學暨病理生物學系參觀馬文軍博士
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實驗室，並與馬博士討論實驗相關細節。有關流感病毒 H3N2v 之 RT-PCR 檢測，

馬博士將提供 13 株已確認過病毒亞型的流感病毒株作為測試標的，此 13 株流感

病毒包括 H3N2v 流感病毒變異株、傳統豬流感病毒 H1N1、H1N2 及 H3N2 亞型，

H1N1 新流感病毒(pandemic 2009 H1N1)及人類季節流感病毒共 13 株。由於 H3N2v 

流感變異株的 M 基因是來自新型流感病毒，馬博士說他們在 Kansas 州當地豬身上

新分離一株 H1N2 流感變異(H1N2v)，其 M 基因亦是來自新型流感病毒，此株病毒

亦含在 13 株測試病毒株測試行列，他很有興趣看檢測結果。我們介紹了本次試驗

引子設計的原理，本次帶去的 4 對引子，其中 3 對是針對 H3N2v 流感病毒變異株 

8 段基因中的 M、HA 及 NA 基因核酸序列設計特異性引子。由於 H3N2v 流感變

異株的 M 基因是來自 H1N1 新型流感病毒，因此 M 引子設計時即針對 H3N2v 

及新型流感病毒 M 基因特殊序列，並避開台灣豬流感病毒及人類季節流感病毒 M

基因的相同序列，以避免交叉反應(Cross reaction)，M 引子 RT-PCR 產物長度為 724 

bp。H 引子是針對 H3N2v 及 H3N2 豬型流感病毒之 HA 基因特殊序列設計，不會

與人類季節流感 H3N2 病毒產生交叉反應，H 引子之 RT-PCR 產物長度為 262 

bp。N 引子是針對 H3N2v 及 H3N2 豬流感病毒之 NA 基因特殊序列設計，不會與

人類季節流感 H3N2 及 H2N2 病毒產生交叉反應，N 引子之 RT-PCR 產物長度為 

375 bp。至於 U 引子是針對 A 型流感病毒之 NP 基因特殊序列設計，可檢測到所

有 A 型流感病毒，不會與 B 型流感病毒產生交叉反應，產物長度為 155 bp。所以

當 H3N2v 流感變異株同時以 4 對引子進行 RT-PCR 增幅，預期的結果會是 4 對

引子皆呈陽性反應。當豬流感病毒 H3N2 亞型以 4 對引子進行 RT-PCR 增幅，預

期得到的結果會是 H、N 及 U 三對引子呈陽性反應，但 M 引子則會呈陰性反應，

因為豬流感病毒 H3N2 亞型之 M 基因不同於新型流感病毒之 M 基因，所以不會

被增幅。若 H1N1 新型流感病毒以 4 對引子執行 RT-PCR 增幅，預期只有 M 及 U 

兩對引子呈陽性反應，而 H 及 N 引子將會呈現陰性反應，因為以 H3 及 N2 基因

設計的引子無法增幅 H1N1 病毒的 H1 及 N1 基因。若 H1N2 豬流感病毒以 4 對引子

進行 RT-PCR 增幅，預期只有 N 及 U 兩對引子呈陽性反應，而 H 及 M 引子則會呈

陰性反應。若 H1N2v 豬流感變異株以 4 對引子執行 RT-PCR 增幅，預期 N、M 及 
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U 三對引子呈會呈現陽性反應，但 H 引子則會呈陰性反應。因為 H1N2v 變異株的 

M 基因與 H3N2v 流感變異株的 M 基因一樣都是來自 H1N1 新型流感病毒的 M 

基因，所以會被增福。至於人類季節流感 H1N1 病毒以 4 對引子進行 RT-PCR 增

幅，預期是只有 U 對引子呈陽性反應，但 M、H 及 N 引子則會呈陰性反應，因

為 H(H3)及 N(N2) 引子無法增幅 H1N1 病毒的 H1 及 N1 基因。為增加引子測試

的可靠性，經討論後決定以較具挑戰性的盲樣測試(Blind test)方式來進行，即測試方

將 13 株病毒編列 1 至 13 個號碼，受測者只拿到編號，不知內容物，等到測試完

畢後寫出結果後再核對答案是否正確。 

有關 NA 抗體檢測方面，我們希望發展 ELISA 檢測方式取代傳統的 NI test。

Liu 等(2010) 以大腸桿菌原核細胞表達並純化 H1N1 新流感病毒的 HA1 重組蛋

白，成功偵測人血清中之 H1N1 新流感病毒特異性抗體。哺乳類細胞表達屬真核系

統，有較佳的轉譯後修飾 (Post-translational modification)，而原核細胞則無此修飾機

制。對於重組蛋白表現而言，轉譯後修飾是一個蛋白質被生產出來後到完全成熟前

非常重要的一個環節，由於真核細胞中存有這種機制，所以表現出來的重組蛋白會

比較接近真實病毒的蛋白抗原，用於 ELISA 檢測將會得到較佳的抗體反應。為能表

現與真實病毒結構較接近的重組蛋白，本試驗以高等哺乳類細胞表現 NA 重組蛋

白，重組蛋白經 Ni-NTA column 純化後先被覆於免疫盤，經乾燥後製備成 ELISA 抗

原盤，帶到美國實驗室以標準血清進行測試。馬博士提供 H1N1 新型流感病毒人工

感染之高抗體力價豬血清供測試，希望知道 NA 抗原盤能否檢測 NI 抗體，亦想知

道，哺乳類細胞表達 H1N1 新流感病毒的 NA 重組蛋白能否區別 H1N1 新流感病

毒及北美型 H1N1 豬流感病毒感染產生之抗體。 

另一個試驗是從短胜肽(Oligo-peptide)觀點區別新流感與本土豬群流感病毒特異

性抗體。由於現有抗體檢測技術基於血球凝集抑制試驗無法區別新流感 H1N1 病毒

與本土型豬流感 H1 亞型病毒感染，致使難以監測 H1N1 新流感病毒及變異株在豬

群中蔓延之真實情形。由於新流感病毒 8 段基因中的 NP、HA、PA、PB1、PB2 及 

NS 等 6 段基因屬於北美豬型流感病毒種系(lineage)，而 NA 及 M 基因則屬於歐亞

豬型流感病毒種系，而台灣的本土型豬流感 H1N1 亞型 8 段基因則是屬於北美豬型
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流感病毒種系(lineage)。本試驗先針對 H1N1 新流感病毒與本土型豬群流感病毒 

H1N1 之 M 及 NA 基因之核酸序列差異處分別設計短胜肽(Oligopeptide)，並以化學

合成法人工合成短胜肽，合成的粉末狀短胜肽以水溶解後，分別以免疫墨點分析法

(Immuno-dot-blot assay) 及 Peptide ELISA 法測試新流感陽性豬血清及本土型豬流感

陽性豬血清，能與陽性豬血清反應並能區分兩者短胜肽即為首選。將此選取的短胜

肽以原核系統表現重組蛋白，重組蛋白經純化後被覆於免疫盤製備成 ELISA 抗原

盤，希望測試北美豬型流感陽性豬血清是否能達到區分效果。 

介紹完實驗內容後與馬博士討論實驗相關細節，並規劃往後數天的實驗及參觀

行程。討論結束後馬博士帶我們參觀建校近 150 年歷史的堪薩斯州立大學校區及設

立超過 100 年歷史的獸醫學院，印象最深刻的是與獸醫學院毗鄰的百年廣場

(Centennial Plaza)，為紀念獸醫前輩們的豐功偉績，廣場上大理石刻記著百年來對獸

醫學院有傑出貢獻的獸醫名人及年代。 

 

(二) 11 月 19 日(星期一) 

早上禮貌性的拜訪獸醫學院診斷醫學暨病理生物學系系主任 Dr. Chengappa (圖

一)，簡單介紹此行目的，經交換名片，短暫寒暄後接著拜訪 Richtard 教授，Dr. 

Richtard 是豬流感專家，我們與他談論一些豬流感相關的議題，他對台灣的豬流感

流行現況很有興趣，也希望未來與台灣能有合作計畫研究共同研究豬流感。 

拜訪行程結束後進入實驗室執行實驗，首先進行 4 對引子增幅不同流感病毒株

之 RT-PCR 測試。馬博士的研究生將 13 株已確認過病毒亞型的流感病毒以盲樣測

試方式編列 1 至 13 號。先以商品化的核酸萃取套組抽取病毒 RNA 接著進行 

RT-PCR 增幅，本試驗採用單一步驟 RT-PCR 反應(one step RT-PCR reaction)方式，即

將反轉錄作用(reverse transcription; RT)與聚合酶鏈反應作用(polymerase chain reaction; 

PCR)所需的試劑加在同一支反應管內進行增幅，比起傳統 2 步驟 RT-PCR 反應，其

優點為操作簡便、節省時間並可減少樣品污染機會。 

先將台灣帶去的乾燥引子以 DEPC 處理水溶解適當濃度後分裝備用，13 個樣

品中的每一個樣品分別以 H、U、M、N 四對引子進行四管 RT-PCR 增幅，RT-PCR 
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反應之反應液配製及反應條件設定詳如附錄二。完成 RT-PCR 反應時間約需 2 小

時，下午進行 RT-PCR 產物膠體電泳，電泳結果詳如圖二及圖三。結果判讀如下：

樣品 1：N、U 呈現陽性，H、M 呈現陰性，結果判定為 N2 亞型，真正的病毒亞

型為 H1N2。樣品 2： N、M、U 呈現陽性，H 呈現陰性判定為 N2 亞型，由於代

表新流感病毒的 M 基因出現陽性，判定為 N2 亞型流感病毒變異株，真正的病毒

亞型為 H1N2v 流感病毒變異株。樣品 3：H、N、M、U 皆呈現陽性，從 M 基因

出現陽性觀點，直接判定為 H3N2v 流感變異株，真正的病毒亞型為 H3N2v 流感變

異株。樣品 4：H、N、U 皆呈現陽性，M 呈現陰性，結果判定為豬流感病毒 H3N2

亞型，真正的病毒亞型為 H3N2 豬流感病毒。樣品 5： M、U 皆呈現陽性，H、N 皆

呈現陰性，結果判定為非 H3 亦非 N2 亞型，由於代表新流感病毒的 M 基因出現

陽性，判斷為 H1N1 新流感病毒，而真正的病毒亞型為 H1N1 新流感病毒。樣品 6：

H、N、U 皆呈現陽性，M 呈現陰性，結果判定為豬流感病毒 H3N2 亞型，而真正

的病毒亞型為 H3N2 豬流感病毒。樣品 7：H、N、U 皆呈現陽性，M 呈現陰性，

結果判定為豬流感病毒 H3N2 亞型，而真正的病毒亞型為 H3N2 豬流感病毒。樣品 

8：H、N、U 皆呈現陽性，M 呈現陰性，結果判定為豬流感病毒 H3N2 亞型，而真

正的病毒亞型為 H3N2 豬流感病毒。樣品 9：M、U 呈現陽性，H、N 皆呈現陰性，

判定為非 H3 亦非 N2 流感病毒，但由於代表新流感病毒的 M 基因出現陽性，故

判定為新流感病毒，而真正的病毒亞型為 H1N1 新流感病毒。樣品 10：只有 U 呈

現陽性，H、N、M 皆呈現陰性，結果判定為非 H3 亦非 N2 亞型，真正的病毒亞型

為人類流感病毒 H1N1 亞型。樣品 11：只有 U 呈現陽性，H、N、M 皆呈現陰性，

結果判定為非 H3 亦非 N2 亞型，真正的病毒亞型為豬流感病毒 H1N1 亞型。樣品 

12：H、N、U 皆呈現陽性，M 呈現陰性，結果判定為豬流感病毒 H3N2 亞型，而

真正的病毒亞型為 H3N2 豬流感病毒。樣品 13：只有 U 皆呈現陽性，H、N、M 皆

呈現陰性，結果判定為非 H3 亦非 N2 亞型，真正的病毒亞型為豬流感病毒 H1N1 

亞型(詳見表一及表二)。結果顯示，從 RT-PCR 產物直接判定病毒亞型與真正的病

毒亞型皆十分吻合，顯示測試引子的特異性很高。馬博士說，樣品 2 為 H1N2v 流

感病毒變異株。樣品 3 為 H3N2v 流感病毒變異株，兩株流感病毒變異株在這次的
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測試中都有被檢測到，這是很好的檢測結果。 

 

(三) 11 月 20 日(星期二) 

為測試 U 引子對於 H3N2v 病毒的敏感度，乃進行敏感性測試。將 150ng/μl

的 H3N2v 病毒 RNA 作 10 倍稀釋連續稀釋(從 10-1 至 10-8)，每個稀釋階取 5μl 進

行單一步驟 RT-PCR 反應，經 35 循環後每個稀釋階之 RT-PCR 產物取出 10μl 進

行膠片電泳。結果顯示，敏感度可達 10-5，倍稀釋(圖四)，換算其 RNA 含量為 1.5 

fg/μl。台灣田間存在 H3N2 豬流感病毒，但尚未發現 H3N2v 流感變異珠，為測試

多引子 RT-PCR(Multiplex RT-PCR)增增幅效果，將 H、N，M 三對引子混合後同時

增幅 H3N2v 流感變異珠及 H3N2 豬流感病毒。結果顯示，H、N，M 三對引子增

幅 H3N2v 流感病毒變異株出現 3 條反應條帶(band)分別是 262 bp、375 bp 及 724 

bp。但 H、N，M 三對引子增幅 H3N2v 豬流感病毒僅出現 2 條反應條帶(band)分

別是 262 bp 及 375 bp (圖四)，所以 M 引子是否出現產物是判定 H3N2v 或 H3N2

的主要關鍵，此結果顯示，H、N，M 三對引子可應用於多引子 RT-PCR 快速檢測。 

生物安全研究所(Biosecurity Research Institute; BRI)坐落於堪薩斯州立大學獸醫學

院旁邊，該所藩籬圍繞，監視器林立，是個戒備森嚴之地，據說若未經申請在圍牆

外對著內部建築物任意拍照，警衛就會出來關切。但只要提出參觀申請且被核准，

還是有開放給外賓參觀。先前提出的參觀申請已被核准了，所以我們下午是參觀生

物安全研究所，當天是由該所 Pat Roberts Hall 的 Scott Rusk 主任(Director)親自接待我

們(圖五)。我們被安排在視聽中心來賓席，Scott Rusk 主任先是歡迎致詞，接著口頭

介紹生物安全研究所的任務目標、硬體設施及問題解答，口頭介紹完畢後接著播放

該所為外賓準備的簡介短片。生物安全研究所之設立發想於 1999 年由堪薩斯州立大

學提出的建造藍圖，2000 年向美國國會爭取經費，2001 年爭取堪薩斯州政府經費，

2002 年堪薩斯州立大學設置國家農業生物安全中心(National Agricultural Biosecurity 

Center)後進行人員及工作目標籌備事宜。該所自 2004 年起開始建造至 2007 年落成

後，於 2008 年開始各項研究任務，並獲得鉅額經費支持，且於 2012 年通過第一個 5

年期評估。該研究所設施包括生物安全第三強化等級之實驗室及相關支援設備、各
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種準備實驗室、農業生物安全第三等級之動物飼養舍及支援設備、生物安全第三等

級動物飼養房、節肢動物防控第三等級之實驗室及養蟲房、生物安全第三等級之食

用動物安全保全區及食品加工區、植物與細胞培養環境控制室、以及冷房與冷凍庫

等。研究任務涉及動植物與人類病原基礎生物學、疾病偵測快速正確診斷技術開發、

疫苗研發測試及評估、食物採收前後病原檢測、食品加工之安全與保全、污染防治

之模擬與除污、以及宿主與媒介間疾病傳播等。該所對於動物疾病研究的對象主要

以境外疾病為主，包含高病原性禽流感、布氏桿菌症、豬瘟、口蹄疫、藍舌病、裂

谷熱及麥熱病(wheat blast)等，其性質類似美國農業部所屬的梅島動物疾病中心（Plum 

island animal disease center）。據 Scott Rusk 主任說紐約州梅島動物疾病中的設備太老

舊了，美國政府已決定搬遷至堪薩斯州，重新蓋新的三級實驗室及動物房，位置就

在 BRI 附近。該研究所除了研究工作亦對外界提供各式各樣教育訓練計畫與課程，

配備完善教學空間、訓練實驗室及模擬設施，可讓學員接受真實明確的實習經驗。 

簡報結束後，Scott Rusk 主任帶我們參觀訓練用生物安全三級實驗室，該實驗室

擁有生物安全三級實驗室所需的各種標準配備(圖六)，其任務是訓練國內外研究人員

熟悉如何操作生物安全三級實驗。該實驗室地板及牆壁皆被覆 EPOXY，乾淨明亮，

可謂一塵不染。該訓練用實驗室可學習到三級生物安全隔離衣的操作，實驗動物隔

離器(isolator)的操作，三級生物安全櫃的操作，煙燻消毒器的使用等，凡舉一般生物

安全三級實驗室常用的設備皆可在此學習到操作技術。接著 Scott Rusk 主任又帶我

們參觀生物安全三級動物房，剛好有一間動物房實驗結束亦打掃乾淨，可讓我們參

觀硬體設施，不過進入三級動物房是不能照相。我們通過雙層氣密門進入三級動物

房，該動物房地板及牆壁亦皆被覆 EPOXY，乾淨明亮，一如新屋，特別的是聞不到

動物排泄物的味道。我好奇的問 Scott Rusk 主任，這間動物房是否是新房尚未飼養

過動物，因為都聞不到動物的味道。他說此間動物房實驗結束不久，已經清洗消毒

乾淨了。我好奇問他，如何清洗才能如此乾淨，依我在台灣待過生物安全三級動物

房的經驗，動物房再怎麼洗，還是有味道存在。他說要用高壓水槍清洗，工人要花

很多時間仔細的清洗消毒。此間動物房隔欄方式是採用活動式圍籬，試驗結束後隔

欄架可拆方便清洗，空的動物房更容易清洗消毒。接著通過雙層氣密門，進入中央
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走道相對污染區再進入解剖房，解剖房擺放著各式解剖工具。Scott Rusk 主任特別帶

我們看一台他們自行設計的豬隻保定架，特殊的 V 型槽設計，只要將實驗豬翻轉肚

子朝上放上保定架，豬隻即無法動彈，乖乖地任人處置，大大節省豬隻保定人力。

解剖房內地面上看到一個直徑約 2 公尺的大鍋蓋，正納悶它的用途，Scott Rusk 主任

解釋說那是動物屍體消化槽，地面上看到的是鍋蓋，數公尺深的槽體則埋在地下。

BRI 沒有用焚化爐來處理動物屍體，因為那會造成空氣污染，他們利用消化槽以加

酸、加鹼方式將屍體融化掉，最後變成液體狀態經處理後排入下水道。Scott Rusk 主

任最後帶我們參觀位於動物房上方控制動物房陰壓狀態的負壓機房，該機房挑高 2

至 3 層樓高，他說平常很少帶人來參觀負壓機房，我們很幸運可以來參觀。他簡單

介紹負壓機房內的機器設備，每間動物房進、排氣各自獨立，他現場解釋如何控制

動物房的進、排氣，他們平常是利用電腦來控制每間負壓動物房的壓差。圖七為 BRI

生物安全三級動物房及負壓機房，由於裡面禁止拍照，此圖翻拍自 BRI 提供給外賓

的簡介 DM。參觀行程結束離開 BRI 時，陪同我們的博士後研究員特地向接待員提

說，待會出去時我們想在前門照相，可不可以，經口頭允諾後我們才能在前門照相(圖

八)。 

 

(四) 11 月 21 日(星期三) 

早上進行 ELISA 試驗，取出台灣帶去已披覆(Coating) NA 重組蛋白且乾燥後的

抗原盤，此抗原盤披覆 NA 重組蛋白的抗原量為 0.5 ug/孔，將馬博士提供 H1N1 新

流感病毒感染豬之標準抗血清(HI 抗體力價為 1280 倍)以含 casein 的 Blocking 

buffer 作 2 倍連續稀釋(從2-1至2-16)。每個稀釋階取 100μl 一次抗體加入已披覆 NA 

重組蛋白之 ELISA 抗原盤，經 1 小時 37℃ 反應後以 PBST(含 0.5％ Tween 20)清洗

三次，甩乾抗原盤。接着加入 100μl 兔抗豬標記 HRP 二次抗體於 37℃ 反應 30

分鐘，再以 PBS T 清洗三次後甩乾抗原盤，最後加入呈色劑，經 20 分鐘後以 OD405 

波長讀取 OD 值，結果顯示，OD 值最高為 2.07，最低為 0.061，將 OD 值轉換成線型

圖後可得到線性化曲線(圖九)。 

下午利用空檔參觀堪薩斯州立大學獸醫學院及獸醫診斷實驗室，該學院自 1905
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年設立迄今已有 108 年，其歷史之悠久相較於美國境內眾多的獸醫學院，也是名列

前茅。該學院目前有解剖與生理學、臨床科學及診斷醫學暨病理生物學等 3 個學

系。獸醫學院 MOSIER HALL 為 2 層樓建築，一樓左邊為獸醫診斷實驗室(Veterinary 

diagnostic laboratory)，右邊獸醫教學醫院(Veterinary medical teaching hospital)即是學院

附設的家畜醫院，中間為實驗室區，二樓則為研究室及實驗室。獸醫教學醫院門口

上方可見到 EMERGENCY 紅色大字向民眾指示方向，參觀獸醫教學醫院時看到在

寬廣大廳上有 7 ~ 8 位飼主帶著小動物坐在沙發椅等待就診。左邊一樓的獸醫診斷

實驗室主要為農民服務，接收經濟動物(如雞、鴨、羊、豬、牛)的檢體，檢體送來時，

一般會先做病理解剖，參觀解剖房時可看天花板上有滑輪軌道，是為大動物解剖吊

掛用，解剖台有 9 座可同時處理 9 組檢體(圖十)。當檢體採集完畢後送至診斷實驗室

接著進行各項診斷實驗，主要的診斷實驗室位於 2 樓，計有病理學中心(Pathology 

learning resource center)、組織病理學實驗室(Histopathology LAB)、細菌學實驗室

(Bacteriology LAB)、黴菌學實驗室(Mycology LAB)、比較毒物學實驗室(Comparative 

toxicology LAB)，病毒學實驗室(Virology LAB)，電子顯微鏡實驗室(Electron Microscopy 

LAB)等。診斷實驗室旁就是研究實驗室，大體上來說，診斷與研究是相互支援，當

診斷業務有新發現時即可進一步進行研究，研究的素材可來自診斷上的發現。 

 

(五) 11 月 22 日(星期四) 

早上進行 ELISA 試驗，今天主題是以 ELISA 方式從抗體區別 H1N1 新流感

與本土豬流感 H1 亞型病毒感染。本次試驗的重組蛋白是來自 H1N1 新流感病毒與

H1N1 本土豬流感病毒之 NA 及 M 基因中具區別效果之短胜肽核酸序列次選殖到

pET32a 表現質體(plasmid)，將經定序確認之質體轉形至 BL-21(DE3)表現細胞。BL-21

表現出來的重組蛋白皆具水溶性，將水溶性重組蛋白經 NI-NTA column 純化後，以

每孔 0.5 ug 蛋白量披覆免疫盤，經乾燥處理後保存備用。將馬博士提供 6 支包含 

H1N1 新流感病毒、H1N1 豬流感病毒與 H3N2v 流感變異株之標準抗血清進行 

ELISA 抗原盤測試。將標準抗血清 2 倍稀釋後各取 100μl 一次抗體加入已披覆重

組蛋白之 ELISA 抗原盤，經 1 小時 37℃ 反應後以 PBST(含 0.5％ Tween 20)清洗三
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次，甩乾抗原盤。接着加入 100μl 兔抗豬標記 HRP 二次抗體於 37℃ 反應 30 分

鐘，再以 PBST 清洗三次後甩乾抗原盤，最後加入呈色劑，經 20 分鐘後以 OD405

波長讀取 OD 值，結果顯示可區別新流感 H1N1 病毒與同源的北美三重組型豬流感

病毒誘發產生之抗體。 

下午利用空檔參觀大動物研究中心(Large Animal Research Center)，大動物研究中

心落成於 2011 年元月，係因美國之國家生物與農業防護設施(National Bio and 

Agro-Defense Facility; NBAF)將設於堪薩斯州立大學附近，該校的比較醫學團隊

(Comparative Medicine Group)隨之改組建設而成。該中心可提供教學與研究用大型動

物之飼養及試驗場所，包括狗、豬、牛、綿羊及山羊等動物，以及獸醫學院的各種

教學動物群。該中心佔地寬廣，從大門口至動物房相隔數百公尺(圖十一)，動物房週

遭廣大空地，可有效阻隔病原微生物外漏，在台灣很難有這樣大片的場地來蓋生物

安全第二等級實驗動物房。該中心設施良善，已獲得國際實驗動物照護評估與認證

協 會 (the Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care 

International; AAALAC)認可。我們參觀大動物研究中心主要是參觀生物安全二級病原

感染動物房，該中心可操作的病原微生物等級為二級以下，例如豬呼吸與生殖綜合

症、豬環狀病毒第二型感染症、豬流感病毒及其他常見病原。感染動物房進行動物

試驗時，人員的進出路徑，乾淨區及污染區的場地分配是否適當，會影響試驗結果。

馬文軍博士的豬流感病毒相關動物感染試驗即在此進行，門口證貼著一張染動物房

相關配置及人員行走路線圖指示現場工作人員，馬博士很用心幫我們解釋進入感染

動物房人員行走路線、乾淨區、污染區如何配置才可避開交叉汙染(圖十二)。 

 

(六) 11 月 23 日(星期五) 

早上進行 ELISA 試驗。由於美國本土豬型 H1N1 流感病毒之 NA 基因屬於北

美豬型流感病毒種系與 H1N1 新流感病毒之 NA 基因所屬的歐亞型不同，因此希望

從 NA 重組蛋白的 ELISA 檢測能區別兩者抗體。將披覆 NA 重組蛋白之 ELISA 抗

原盤以馬博士提供的 6 支流感陽性豬血清，包含 2 支 H1N1 新流感病毒陽性血

清、3 株 H1N1 豬型流感病毒陽性血清及 1 株 H3N2v 流感變異株陽性血清。6 支
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陽性血清以 ELISA 方式檢測 N1 之 NA 抗體，結果顯示，2 支 H1N1 新流感病毒

感染血清明顯高於其他 3 株 H1N1 流感陽性血清及另 1 株 H3N2v 流感變異株感

染血清。 

下午由蔡敬屏助理研究員於馬文軍博士實驗室研究團隊之研究討論會議中專

題演講「Surveillance of Swine Influenza in Taiwan｣，並接受師生問答。馬博士實驗室

研究團隊中一位主要研究計畫主持人 Richard 教授對台灣豬流感病毒之獨特性極感

興趣，特別是台灣本土豬群中目前流行的病毒基因源自 1980 年代，與周邊鄰近國

家皆為 2000 年後的豬流感病毒相當不同，而 1980 年代豬流感病毒長期續留於台

灣本土豬群中之原因值得探討，於是提供很多見解與建議。馬文軍博士的一位博士

班學生則詢問台灣本土豬群中流感病毒流行狀況與中國豬群之間的關連性，雙方是

否互有影響？蔡敬屏助理研究員回覆：由於在解嚴前雙邊長久阻隔，並無互動，自

然少有影響，但解嚴後近年來人員與物品往來熱絡，恐有病毒交流風險，唯依台灣

現今的監控系統所知資訊，尚無發現來自中國豬群之流感病毒。又鑑於馬文軍博士

赴美前來自中國哈爾濱，由其補充說明中國豬群之流感病毒流行現況。馬文軍博士

則對台灣豬流感病毒之致病力與傳播性感興趣，建議應積極進行實驗動物感染試驗

及病理學評估檢查等後續研究。 



 18

肆、心     得 

一、目前豬流感病毒 NA 抗體力價檢測大多以神經胺酸酶抑制試驗(NI test)進行，而 

NI test 過程既繁瑣又耗時，本試驗以哺乳類細胞表現 NA 重組蛋白，重組蛋白

經 Ni-NTA column 純化後被覆於免疫盤製備成 ELISA 抗原盤，希望發展

ELISA 檢測方式取代傳統的 NI test。NA 抗原盤以美國實驗室提供之標準血清進

行測試結果顯示可得到線性化曲線，未來有希望開發以 ELISA 檢測方式取代

傳統的 NI test。 

二、2012 年美國一位婦女因感染 H3N2v 流感變異株而死亡的個案引起社會大眾恐

慌，國內流感專家學者呼籲國內應盡速建立 H3N2v 流感變異株的快速診斷技

術。針對此重要議題，本所即時設計以 RT-PCR 方式快速鑑別 H3N2v 之檢測

引子，鑒於國內並無 H3N2v 病毒株，很難評估所設計引子對的效能，因此規

劃到美國進行實驗。實驗結果顯示成功建立 H3N2v 流感變異株的快速診斷技

術，未來應用在國內動物疾病診斷業務，將能快速檢出入侵的 H3N2v 病毒株，

減少民眾的恐慌。 

三、本計畫研發之 ELISA 抗原盤證實可區別新流感 H1N1 病毒與同源的北美三重

組型豬流感病毒誘發產生之抗體，未來可應用於田間血清之檢測。 

四、本次有機會參觀美國生物安全研究所，了解生物安全三級實驗室及動物房的運

作情形。實驗室操作人員必須具備生物安全的觀念，並要嚴格遵守三級實驗室

內各種操作規範，才能杜絕病原微生物的外漏感染人及動物。 

五、馬文軍博士實驗室研究團隊中一位主要研究計畫主持人 Richard 教授對於台灣

豬流感病毒之獨特性極感興趣，提供很多見解與建議，讓此行收穫良多。 
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伍、建  議  事  項  

一、美國堪薩斯州立大學馬文軍博士對於北美豬流感病毒研究廣泛深入，亦收集許

多標準抗血清及田間豬血清，日後應繼續加強雙邊學術交流與人員互訪聯繫。 

二、本次赴美測試 RT-PCR 方式快速鑑別 H3N2v 流感變異株之檢測方法已獲得初

步成果，建議能將此技術實際應用於國內動物疾病的診斷業務上。 

三、獸醫實驗室及動物房常會操作到致病病原及微生物，為杜絕實驗室及動物房病

原微生物的外漏污染，建議研究人員平時應加強生物安全訓練。 

 

 

陸、致     謝 

首先感謝國科會科發基金經費支助及長官們熱心協助計畫推動與指導，特別感

謝美國堪薩斯州立大學獸醫學院診斷醫學暨病理生物學系馬文軍博士慷慨提供受測

病毒株及標準血清。再要感謝馬博士的研究團隊及研究生們在 RT-PCR 及 ELISA 

試驗上的協助，也要感謝 Richard 教授對台灣豬流感研究上的建議。 
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柒、圖     表 
 

 

圖一、與獸醫學院診斷醫學暨病理生物學系主任 Dr. Chengappa (左三)及馬文軍博士

(左一)合影。左二：潘居祥副研究員，左四：蔡敬屏助理研究員。 
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圖二、1 至 9 號盲樣測試樣品之 RT-PCR 增幅結果 

 

 

圖三、10 至 13 號盲樣測試樣品之 RT-PCR 增幅結果 
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圖四、U 引子敏感性測試及 H、N、M 多引子 RT-PCR 測試 

Line 1: H3N2v 流感變異株 RNA 10-1 稀釋。 

Line 2: H3N2v 流感變異株 RNA 10-2 稀釋。 

Line 3: H3N2v 流感變異株 RNA 10-3 稀釋。 

Line 4: H3N2v 流感變異株 RNA 10-4 稀釋。 

Line 5: H3N2v 流感變異株 RNA 10-5 稀釋。 

Line 6: H3N2v 流感變異株 RNA 10-6 稀釋。 

Line 7: H3N2v 流感變異株 RNA 10-7 稀釋。 

Line 8: H3N2v 流感變異株 RNA 10-8 稀釋。 

Line 1-8: U 引子敏感性測試 

Line 9: H3N2v 流感變異株以 H、N、M 多引子 RT-PCR 測試。 

Line 10: H3N2 豬流感病毒以 H、N、M 多引子 RT-PCR 測試。 

Line 11: H、N、M 多引子 RT-PCR 測試陰性對照。 



 23

 

圖五、參觀生物安全研究所，並與 Scott Rusk 主任(左一)合影。 

 

 

圖六 BRI 訓練用生物安全三級實驗室及生物安全櫃 
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圖七、BRI 生物安全三級動物房及負壓機房 

 

 

圖八、參觀生物安全研究所結束後於門前合影 
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圖九、HA 抗體力價 1280 倍之 H1N1 新流感病毒感染豬血清經 2 倍連續稀釋後以 

ELISA 法測試 NA 抗原盤可得線性化曲線 

 

 

 
圖十、獸醫診斷實驗室內解剖房 
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圖十一、參觀校區內大型動物研究中心 

 

 

 

圖十二、感染動物房相關配置及人員行走路線圖 
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表一 RT-PCR 增幅 13 株流感病毒株之測試結果  

 

NO 

gene 

1 2 3 4 5 6 7 

H3 - - + + - + + 

N2 + + + + - + + 

M - + + - + - - 

U + + + + + + + 

亞型 

判定 

H?N2 H?N2v H3N2v H3N2 H?N? H3N2 H3N2 

病毒 

亞型 

H1N2 H1N2v H3N2v H3N2 Pdm 

(H1N1)

H3N2 H3N2 

 

NO 

gene 

8 9 10 11 12 13 

H3 + - - - + - 

N2 + - - - + - 

M - + - - - - 

U + + + + + + 

亞型 

判定 

H3N2 H?N? H?N? H?N? H3N2 H?N? 

病毒 

亞型 

H3N2 Pdm 

(H1N1) 

H1N1 H1N1 H3N2 H1N1 
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附錄二、單一步驟反轉錄聚合酶鏈反應（One-step RT-PCR） 

1. 配製反應液：（每一支反應管包含以下反應試劑） 

 

RT-PCR 反應液配製 μL/tube 

兩倍 PCR 反應液 25 

20mM Primer (sense) 1 

20mM Primer (antisense) 1 

AMV (10U/μL) 0.2 

r RNasin (40U/μL) 0.2 

DEPC 處理水 17.6 

Template (RNA) 5 

反 應 總 體 積  50 

 

2 反應條件： 

反應液混合均勻後隨即放入熱循環器中，先以 42℃進行 40 分鐘反轉錄作用後直接

進入聚合酶鏈反應，反應條件如下： 

42℃  40 分鐘  →  95℃  2 分鐘 (1 循環) 

95℃  30 秒 → 55℃ 30 秒→ 72℃ 30 秒(35 循環) 

72℃  7 分鐘  →   4℃  

 

3 瓊脂膠電泳 

(1)取 2 公克瓊脂膠（agarose）加入 100 ml 之 1X TAE 電泳緩衝液配製成 2%瓊脂膠

溶液，以微波爐加熱溶解瓊脂膠直到呈現完全透明狀態。 

(2)置於 55℃恆溫水槽中，待內外溫度平衡。 

(3)將膠液倒入製膠台中，插入電泳梳（comb），待膠液冷卻凝固後出電泳梳。 

 

4 電泳分析。 
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(1) PCR 反應產物取出 10μL 預先與 2μL 之 6 倍染劑混合均勻後注入齒槽洞中，

最後一孔加入 5μL 之 100bp DNA ladder Marker。 

(2)將電極選定為 “-“ 極到 “+＂ 極，以 100 伏特電壓泳動約 30 分鐘。 

(3)電泳完畢後膠片置於 UV 透視燈下觀察及照相。 

 

 

附錄三、ELISA 相關試劑及操作方法 

A. Solutions and Reagents 

1. Coating Buffer: 10X candor coating buffer PH7.4 use DDW dilution.  

2. 1X Phosphate Buffered Saline (PBS): To prepare 1 L add one PBS Tablet to 1 L 

DDW. Adjust pH to 7.4.and autoclave. 

3. Wash Buffer: 1X PBS containing 0.5% Tween-20 (PBST) 

4. Blocking Buffer: CANDOR Blocking buffer ready to use (casein)  

5. Antibody Dilution Buffer: CANDOR LowerCross-Buffer ready to use. 

B. Protocol 

1. Coating 8-well strip microplates with 100 μl/well, containing 0.5 μg recombinant 

protein in coating buffer (pH7.4) by incubating overnight at 4°C. 

2. Block plate with 200 μl/well blocking buffer for 1 hour at 37°C.  

3. Prepare appropriate dilution of primary antibody with antibody dilution buffer. 

Add 100 μl to wells and incubate at 37°C for 1 hour. 

4. Wash three times with PBST wash buffer. 

5. Add 100μl /well of goat anti-swine IgG labelled with horseradish peroxidase, 

diluted in antibody dilution buffer, incubate at 37°C for 30 minutes. 

6. Wash tree times with wash buffer. 

7. Add 100 μl 1-Step Ultra TMB-ELISA solution and incubate at RT for 20 minutes. 

Read plate at 405 nm with an ELISA plate reader. 
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