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中文摘要： 

   硫醇氧化還原蛋白為生物內參與許多氧化還原反應之蛋白質，利用硫醇-二硫

化物間的轉換提供氫離子及電子以進行氧化還原反應。在本研究中發現到當利用

本實驗室所產製的草蝦 cDNA 微陣列晶片觀測草蝦感染白點症病毒後基因表現

量的變化時，發現草蝦硫醇氧化還原蛋白基因的表現量有升高之趨勢，在佐以即

時定量核酸聚合酶鏈鎖反應確認此一結果後，接續利用西方點墨法得知在轉譯層

次上草蝦硫醇氧化還原蛋白在草蝦感染白點症病毒後其蛋白表現量也有上升的

現象，顯示草蝦硫醇氧化還原蛋白在白點症病毒感染草蝦過程中應該有重要的角

色。硫醇氧化還原蛋白的目標蛋白通常含有 Cys-x-x-Cys motif，故我們對白點症

病毒基因進行序列比對，共發現有 70 個白點症病毒開放轉譯區皆含有此 motif，

其中一個即是白點症病毒極早期表現基因 IE1。硫醇氧化還原蛋白會幫助轉錄因

子維持其還原態構型，使轉錄因子保有可以與目標 DNA啟動子區域結合的能力，

故我們先針對草蝦硫氧化還原蛋白是否會與白點症病毒極早期表現基因 IE1 有

蛋白交互作用進行試驗分析。我們利用體外試驗的 His pull down 分析法証實當

在有硫醇氧化劑 Diamide 的處理下，草蝦硫醇氧化還原蛋白會與白點症病毒極早

期表現基因、同時也是轉錄因子的 IE1 有蛋白交互作用的產生，並且鑑定出在草

蝦硫醇氧化還原蛋白藉由 Cys
62半胱氨酸與 IE1 結合。接續以昆蟲細胞株 SF9 進

行共免疫沉澱法的體內試驗當中發現到，當細胞株受到氧化壓力如過氧化氫的處

理時，草蝦硫醇氧化還原蛋白會與白點症病毒 IE1 有蛋白交互作用的現象產生，

我們進一步的推測白點症病毒 IE1 其蛋白活性與功能會受到氧化還原的調控，進

而我們利用 EMSA 証實了當白點症病毒 IE1 受到硫醇氧化劑 Diamide 處理過後

會喪失與DNA結合的能力，而硫醇還原劑如 dithiothreitol與 beta-mercaptoethanol 

皆可以使其恢復活性、使白點症病毒 IE1 重獲與 DNA 結合的能力。進一步我們

也證實了 IE1蛋白其Cys
55、Cys

189與Cys
192

 (CXXC motif) 半胱氨酸對 IE1的DNA 

結合活性有重要的影響，我們証實了草蝦硫氧化蛋白可以直接幫助白點症病毒的
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轉錄因子 IE1 維持或恢復其與 DNA 結合的能力，而以 LC/MS/MS 分析法發現氧

化壓力指標之一的GSH/GSSG比值在蝦體感染白點症病毒 24小時後有上升的趨

勢，在感染後 48 小時會有顯著性的下降；而在 Trx 基因靜默化的蝦體中，白點

症病毒的複製套數以及蝦體感染白點症病毒的死亡率都會有顯著性的下降，本研

究結果讓我們對硫氧化蛋白所扮演的功能有更多的了解之外，對於白點症病毒的

致病機制與在宿主細胞中生存策略提供不同的視野與新思維。 
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Abstract 

 A shrimp cDNA microarray and immunoblotting were used to confirm that white 

sopt syndrome virus (WSSV) infection up-regulated expression of the important 

redox regulator thioredoxin (Trx). WSSV immediate early gene #1 (IE1) was 

identified as a possible target protein of Trx and selected for further study. In a pull 

down assay, we found that recombinant Trx bound to IE1 under oxidizing conditions, 

and a co-immunoprecipitation assay showed that Trx bound to WSSV IE1 when the 

transfected cells were subjected to oxidative stress. A pull down assay with Trx 

mutants showed that no IE1 binding occurred when cysteine 62 was replaced by 

serine. EMSA showed that the DNA binding activity of WSSV IE1 was 

down-regulated under oxidative conditions, and that PmTrx restored the DNA binding 

activity of the inactivated, oxidized WSSV IE1. Another EMSA experiment showed 

that IE1’s Cys-X-X-Cys motif and cysteine residue 55 were necessary for Trx 

binding. Measurement of the ratio of reduced glutathione to oxidized glutathione 

(GSH/GSSG) in WSSV-infected shrimp showed that oxidative stress was 

significantly increased at 48 hpi. The biological significance of Trx was also 

demonstrated in a dsRNA Trx knockdown experiment where suppression of shrimp 

Trx led to significant decreases in mortality and viral copy numbers. Based on all of 

these results, we hypothesize that Trx uses the same binding sites and redox control 

mechanism in vitro and in vivo, and that Trx increase WSSV’s pathogenicity by 

rescuing IE1’s DNA binding ability in vivo. 
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第一章 文獻回顧 

1. 氧化還原反應(Redox reaction) 

 廣義的氧化還原反應的定義為：失去電子為氧化反應，接受電子為還原反應；

而當一分子接受一個電子時(被還原)，同時間一定有另一分子失去電子(被氧化)，

是故氧化反應必定伴隨著還原反應的發生，故總體來說稱為氧化還原反應。進一

步的說，氧化劑/還原劑是一種相對的概念，氧化劑本身會接受電子(被還原)並讓

與之反應的物質失去電子(被氧化)；還原劑則會將本身的電子傳遞出去(被氧化)

並讓與之反應的物質得到電子(被還原) (40)。 

依照電化學標準狀態所測出的還原電位，兩個物質在一起，則: 

標準還原電位大者當氧化劑 

標準還原電位小者當還原劑 

以下是一些生物體中常見分子的標準還原電位(3,36,40) 

 

 
Half-reaction 

E
0
’=  

Stand reduction 

potential (V) 

low oxidizing agent 
DTT-oxi / DTT-red -0.33 

 O2 / O2
.−

 -0.33 

GSSG, 2 H
+
 / 2GSH -0.24 

Trx-S2, 2H
+
 / Trx[SH]2 

(Thioredoxin) 

-0.24 

Grx-S2, 2H
+
 / Grx[SH]2 

(Glutaredoxin)  

-0.22 

H2O2, H
+
 / H2O, HO

.
 +0.32 

O2
.−

, H
+
 / H2O2 +0.94 

Strong oxidizing agent HO
. 
, H

+
/ H2O +2.33 
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2. 氧化壓力(Oxidative stress) 

對於所有的耗氧生物體(aerobic organisms)而言，生物體必需進行有氧呼吸以

產生能量來源--ATP，藉由 ATPase 幫浦讓氫離子進入粒腺體內以產生 ATP，而

粒腺體內的過多的氫離子需要靠電子傳遞鏈(electron transport chain)再將氫離子

送出粒腺體外，在進行電子傳遞的反應時，NADH 作為電子的提供者(electron 

donor)、，而氧氣作為電子的接受者(electron receptor)，在行有氧呼吸時，約有

90%的 O2會走入電子傳遞鏈，以 cytochrome oxidase 作為電子的攜帶者(electron 

carrier)將四個電子給予氧氣以生成水(H2O)；但約有 10%的氧分子會分別形成不

同的氧衍生物(oxygen derived)，這些氧衍生物又稱為活性氧 (Reactive oxygen 

species；ROS) 

生物體內氧催化代謝路徑如圖所示 

 

造成生物體內氧化壓力的物質主要由 ROS 所造成，ROS 其成員為氧衍生物

形成的活性代謝物(Reactive metabolites)，其種類繁多，最廣泛被研究的如屬於自

由基分子的超氧陰離子(superoxide anion, O2
‧–

)與氫氧自由基(hydroxyl radical,
–‧

OH)，另外是非自由基分子的過氧化氫(H2O2) 。細胞內氧化物的產生與代謝為一

種動態平衡；而氧化壓力意指在生物體內氧化物的生成與消去之速度處於一種失

衡狀態(imbalance)，當過量的 ROS 產生、又缺少足夠的抗氧化物質(anti-oxidants)

時，就會破壞生物體內的平衡狀態，造成氧化強化劑(Pro-oxidants)的累積，進而

有氧化壓力的產生(54)，而不正常氧化壓力的累積，會使得細胞受到損傷之外，

也會伴隨著許多疾病的產生(39)。 
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2.1 自由基與活性氧族之介紹 

2.1.1 自由基 

分子由原子所組成，而原子又由質子、中子與電子所構成，一般而言，帶有

偶數電子對的分子才會達到安定的化學狀態。自由基(Free radical)是指具有不成

對電子的原子、離子或分子，故自由基是一種不安定的物質，並且會主動想要再

獲得一個電子讓自己達到穩定狀態，也因如此，自由基物質在生物體中具有高度

的生物反應性，而與之反應的分子因為其奇數電子的失去(氧化反應)而形成一個

新的自由基物質，並同時也可能改變了分子原有的功能與特性，往往造成了不可

逆的損傷；而新生成的自由基物質接續又會與別的分子進行反應，導致產生一連

串的放大連鎖反應並對細胞或整體組織造成傷害，在生物體當中為了要停止這種

連鎖反應，必需藉由體內的抗氧化物質(anti-oxidants)，讓這種帶有不成對電子的

自由基跟另外一個也具有不成對電子的自由基物質進行反應，以消去帶有不成對

電子的自由基。 

自由基的生成主要有外在因子與內生性因子(exogenous and endogenous 

factors)兩種來源，外在因子主要為 UV 光、香煙燃燒不完全所產生的煙霧、游離

輻射射源、除草劑或是殺蟲劑等；內生性因子主要為粒腺體電子傳遞系統

(mitochondrial electron transport system)進行有氧呼吸時所產生電子逸漏的現象，

另外如細胞內進行氧化磷酸化(oxidative phosphorylation)、核苷酸的代謝與細胞

內啟動防禦機制時皆會有自由基的產生(23,56,81)，生物體內自由基的種類繁多，

本論文後續僅回顧在氧氣代謝過程當中所產生的自由基分子。 

 

2.1.1 超氧陰離子(superoxide anion, O2
‧–

) 

超氧陰離子與其它 ROS 物質相較之下並不是一個具活潑性質的 ROS，缺少

可以自由通透脂膜 (lipid membrane)的能力，雖然可以藉由擴散作用穿透生物膜，

但其速率極為緩慢(2.1×10
-6

 cm s
-1

)(11,27)。超氧陰離子大多受到細胞內的生物因
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子所產生，如在粒腺體內膜上的電子傳遞系統中，大量電子的存在會造成電子洩

漏(leakage)，致使氧氣自發性的生成超氧陰離子。超氧陰離子也是生物體當中許

多生化反應中不可避免的副產物，如在 ATP 代謝的過程當中會形成嘌呤的衍生

物次黃嘌呤 (hypoxanthine) ，而次黃嘌呤的代謝需經黃嘌呤氧化酶 (xanthine 

oxidase)氧化，隨後即會形成黃嘌呤(xanthine)與副產物--超氧陰離子和過氧化氫，

而黃嘌呤氧化酶可繼續將黃嘌呤氧化形成尿酸排出體外，但此時一樣會有副產物

超氧陰離子和過氧化氫的產生(58)。 

超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase, SOD) 可幫助超氧陰離子的代謝，藉

由金屬離子 Cu/Zn 或 Mn 的參與下可將超氧陰離子轉換成過氧化氫與氧氣

(77,117)。 

2 O2
‧– 

+ 2H
+
 → H2O2 + O2 

 

2.1.2 過氧化氫(H2O2) 

過氧化氫並不是自由基分子，是形成自由基過程中的一個中間分子，但也歸

類為 ROS (85)。生物體內除了由超氧陰離子還原形成過氧化氫之外，過氧化氫

本身為電中性(uncharged)，並有著可以自由進出生物體細胞膜的特性，讓過氧化

氫成為細胞內訊息傳遞的一個重要分子，參與細胞凋亡調控機制(40)，並在防禦

機制上扮演著重要的角色(86,91)。如白血球之中性粒細胞(neutrophil)內的骨髓過

氧化酶(Myeloperoxidase)可將過氧化氫轉變為次氯酸(hypochlorous acid, HOCl)，

進而利用次氯酸殺死外來物如細菌等(116)。 

H
+
 + Cl

-
 + H2O2 →HOCl + H2O 

在有金屬離子的存在下，當過氧化氫接受一個電子後，有兩種方式會形成最

不穩定的自由基分子--氫氧自由基，一者為著名的 Fenton’s reaction (26)。 

H2O2 + Cu
+
/Fe

2+
 → 

‧
OH + OH

-
 + Cu

2+
/Fe

3+
 

另一種可能性是超氧陰離子與過氧化氫反應以生成氫氧自由基，此為

Haber-Weiss reaction (55)  
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O2
‧- 

+ H2O2 → 
‧
OH + OH

-
 + O2 

而受到 UV 光的照射也會使過氧化氫均裂(homolytic fission)為氫氧自由基 

H2O2 → 
‧
OH + 

‧
OH 

有三種酵素能在細胞內直接將過氧化氫代謝為水，分別為過氧化氫酶

(catalase)、麩胱甘肽過氧化酵素(glutathione peroxidase , GPx) 與過氧化物還原酶 

(peroxiredoxin, Prx)，這些機制在後續有論述。 

 

2.1.3 氫氧自由基(hydroxyl radical,
‧

OH) 

當過氧化氫本身得到一個電子被還原後即會形成氫氧自由基，而氫氧自由基

在 ROS 當中具有最活躍的生物反應性，標準還原電位為 E=2.59，在體內極端的

不穩定，並會與細胞內各種分子/巨分子進行氧化還原反應，雖然單一氫氧自由

基在體內存在的週期(life time)只有 10
-9 秒(11,27,98)，並當氫氧自由基再獲得一

個電子會形成氫氧根離子(OH
-
)，隨後與氫離子反應下即會完成氧氣在生物體內

代謝的最終產物—水。但氫氧自由基其對生物體所造成的的傷害確最為重大，可

以跟核酸(DNA and RNA)、蛋白質(protein)、脂質(lipid)或是小分子代謝物等進行

氧化還原反應，並可能進而改變氧化目標的結構與分子特性。除了由超氧陰離子

或過氧化氫轉變成氫氣自由基之外，游離輻射能的照射亦可使體內的水均裂

(homolytic fission)為氫氧自由基與氫自由基。 

H2O → 
‧
OH + 

‧
H 

 

2.2 活性氧在生物體中造成的傷害(Cellular damages by ROS) 

ROS 在生物體中是細胞內各種生化反應下無法必免的副產物(by-product)，

例如當進行有氧呼吸、或是活化嗜中性白血球時必定伴隨著 ROS 的產生，而 ROS

對於生物體本身主要攻擊的目標為核酸(DNA and RNA)、蛋白質(protein)與脂質

(lipid)，所造成的影響分述如下。 
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核酸(DNA and RNA) 

核酸(DNA and RNA)為受到 ROS 攻擊的主要目標之一，且被認為是一種核

酸誘變劑(mutagenic)，因為 ROS 會造成單股或雙股的核酸骨架斷裂，並產生多

餘的含氮鹼基，而這些受損的含氮鹼基會與正常的含氮鹼基或其它分子配對形成

共價鍵結(99)；在體外(in vitro)與體內(in vivo)試驗的研究結果顯示當 DNA 受到

ROS(特別是氫氧自由基)攻擊後會造成核酸構型異常扭曲，進而與蛋白質有架橋

連結(thymine-tyrosine cross-link)的現象產生(22,75)。 

 

蛋白質(Protein) 

 在體外試驗的結果指出，ROS會與胺基酸產生反應並造成電性的改變，

使蛋白質產生胜肽鏈斷裂，蛋白的聚集(aggregation)與雙硫鍵異常的架橋作用

(disulfide bonds cross-linking)或是對蛋白質產生碳醯化修飾作用 (carbonyl 

modified proteins) (66)，而生物體當中的 ROS 也被認為可調控帶有硫醇蛋白之活

性，利用 ROS 所產生的 氧化壓力對不同的蛋白質其活性產生不同的影響(68)；

生物體中容易被氧化的胺基酸有四個，分別為 cysteine、methionine、 tyrosine

與 tryptophan (92)，而在這四個胺基酸中最廣範被研究的即是以 Cysteine 為主的

氧化反應，Cys 也是唯一擁有數種不同氧化方式的胺基酸，主要藉由 Cys 本身的

硫氫基(Sulfhydryl group)氧化形成多種不同氧化狀態(25)，大致上分成四種氧化

型態: 雙硫鍵的形成 (inter or intra disulfide bond formaton)、與過氧化氫的氧化反

應(sulfenic acid、sulfinic acid or sulfonic acid formation) 、與 GSH 鍵結的氧化反

應 (glutathiolation)以及與一氧化氮 (nitrogen monoxide, NO)相關的氧化反應

(S-Nitrosylation)，反應示意圖如下: 
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在細胞外(extracellular space)與位於內質網(endoplasmic reticulum)的蛋白大

多藉由雙硫鍵的形成以維持自身蛋白正確的折疊構型(6)，相較之下，細胞質內

是一個充滿還原力的環境，在細胞質內的蛋白其酵素活性作用區位、與金屬離子

的結合或是催化反應等皆是藉由還原態的 Cys (61)，生物體當中並不是所有蛋白

質上的 Cys 皆與氧化還原相關，在蛋白質不同折疊構型的情況下大部份的 Cys

無法進行氧化還原反應，但 Cys 所受到的氧化還原反應確實是生物體內很重要的

調控機制(95)，許多 Chaperone (45) 、代謝相關的酵素活性(21)、轉錄因子的活

性(48,89,121)以及激酶或磷酸酶 (kinase and phosphatase)(35,62)的活性皆與氧化

壓力所造成的氧化還原反應有相關。 

 

脂質(Lipid) 

在脂質方面，ROS 會攻擊在膜上的多元不飽和脂肪酸(Polyunsaturated fatty 

acid)並造成脂質的過氧化(lipid peroxidation)，當不飽和脂肪酸被氫氧自由基攻擊

失去一個電子後會形成脂質自由基(lipid radical)，與氧氣和其它的不飽和脂肪酸
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接續反應後即會形成脂質過氧化物(lipid peroxide)，整個代謝路徑也會產生脂質

氧化的連鎖反應(lipid peroxidation chain reaction)，並在連鎖反應的情況下使整體

細胞膜的流動性降低，進而改變細胞膜的特性並造成膜蛋白的不穩定，需要藉由

Chain Breaking的機制中止連鎖的氧化反應(82)。若脂質的氧化發生在粒腺體時，

更會同時對在粒腺體中的多種酵素產生不同的影響，導致對細胞產生毒性

(cytotoxic)進而啟動細胞凋亡反應 (37)。 

 

2.3 抗氧化系統 --硫醇氧化還原蛋白與榖氧還蛋白系統  (Thioredoxin and 

Glutaredoxin system) 

  生物體當中有兩個主要針對硫醇(thiol)的抗氧化系統，分別為硫醇氧化還原

蛋白系統(Trx system)與榖氧還原蛋白系統(Grx system)，這兩個系統會在生物體

內執行相類似的氧化還原反應，並且是細胞質中供給受質蛋白還原力的主要來

源；讓細胞質內維持還原的環境(reducing redox environment)(95)，主要機制有

三種，第一是透過雙硫醇與雙硫鍵的轉換(dithiol-disulfide exchange)將受質蛋白

其雙硫鍵還原為硫醇，第二是受質蛋白質與 GSH 鍵結的麩胺基硫反應或去麩胺

基硫反應(glutathionylation or de-glutathionylation)，第三是參與蛋白異構化反應

(isomerization)，將受質蛋白的雙硫鍵鍵結位置改變以形成異構蛋白(38,41,78)。 

 

硫醇氧化還原蛋白系統 (Thioredoxin system) 

硫醇氧化還原蛋白系統主要由 Thioredoxin (Trx)與 Trx reductase (TR)所組成，

Trx 主要維持生物體內硫醇與雙硫鍵(thiol: disulfide)比例的衡定，例如可以促進

胰島素雙硫鍵的還原等，最早由 Laurent 等人發現在 DNA 合成過程當中需要硫

醇氧化還原蛋白的參與(59)，核醣核酸(ribonucleotide, rNTP)在核醣核酸還原酶

(ribonucleotide reductase, RR)催化下可被 Trx 還原為去氧核醣核酸 (deoxy 

ribonucleotide, dNTP) (42)，反應式如下 
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Trx-[SH]2 + rNTP → Trx-S2 + dNTP + H2O 

氧化態的 Trx藉由 Trx還原酶(thioredoxin reductase, TR)利用NADPH可將氧化態

的 Trx 進行還原作用，反應式如下 

Trx-S2 + NADPH + H
+
 → Trx-(SH)2 + NADP

+
 (1) 

Protein-S2 + Trx-(SH)2 → protein-(SH)2 + Trx-S2 (2) 

 

2.3.2 榖氧還蛋白系統 (Glutaredoxin system) 

榖胱甘肽(Glutathione, GSH) ，穀氧還蛋白(Glutaredoxin, Grx)與麩胱甘肽還

原酶(Glutathione reductase, GR) 這三個蛋白質共同組成榖氧還蛋白系統，GSH 是

由 glutamate、cysteine 與 glycine 三種胺基酸組合而成的三胜肽，細胞內 GSH 含

量很高，可以達 milli-molar (mM) (14)，Glutaredoxin 分子量在不同物種之間略有

差異，分子量約為9-12 kDa，其作用活性區位亦為CxxC motif(通常為CPYC motif)，

目前至少有約 30 種不同的 Grx 被鑑定出，除了像 Trx 系統一樣可以對雙硫鍵進

行 Dithiol 的還原反應之外，還可以對單硫醇進行 glutathiolation 相關的 Monothiol

氧化還原反應，Grx 系統的反應式如下 
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另外 Glutathione-S transferase (GST)可以將 GSH 與其它分子進行接合反應，為生

物體當中 de-toxic 反應的中間步驟，而在缺少 GR 酵素活性的果蠅品系之中，氧

化態的 GSH 可以作為 Trx 的受質，由 Trx 直接將 GSSG 還原為 GSH (50)。 

 

2.4 其它的抗氧化酵素 

超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase, SOD) 

超氧化物歧化酶是第一個被鑑定出其酵素功能為參與自由基的代謝(77)，在

真核生物體中有兩種超氧化物歧化酶，分別在不同位置執行任務，而這兩種超氧

化物歧化酶在其酵素活性區位上皆需要金屬離子的參與才能保酵素活性(8,57)；

在細胞質中為 Cu/Zn-SOD 執行清除超氧陰離子的工作，而 Mn-SOD 在粒腺體內

則扮演著很重要的角色，主要將有氧呼吸中電子傳遞鏈所產生的超氧陰離子轉換

成過氧化氫(77,117)。  

2 O2
‧– 

+ 2H
+
 → H2O2 + O2 

 

過氧化氫酶(Catalase) 

 過氧化氫酶是含鐵的酵素(heme-containing enzymes)並以四聚體的形式聚合，

以致於以超過 220 kDa 的蛋白大小存在生物體中 (93)，過氧化氫酶普遍存在於細

胞內各處，包含細胞質粒腺體與過氧化氫體(peroxisome)。NADPH 會與過氧化氫

酶結合並對其產生保護作用之外，更能促進其酵素活性(51-52)。過氧化氫酶最主

要的功能就是將 H2O2轉變為氧氣和水，對過氧化氫有相當高的 Km 值，生物體

中而 Gpx/Prx 與 Catalase 兩者都可以直接將過氧化氫轉變為水，但是在生物體中

以 Gpx 對過氧化氫的親合力較佳(46) 。 

2 H2O2 →O2 + H2O 
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麩胱甘肽過氧化酵素(glutathione peroxidase , Gpx)  

 於哺乳動物中發現至少有四種不同的 Gpx，分別為 Gpx1-Gpx4，並在其酵素

活性區位上皆有硒氨酸 (selenocysteine)的存在，故 Gpx 必需要藉助硒元素

(selenium-dependent )來保有其酵素活性(106)。Gpx1 為細胞質中表現量很高的酵

素，並幾乎在所有的組織皆可以偵測到 Gpx1 的存在(28)， Gpx4 在粒腺體中的

含量最高並可代謝脂質過氧化物(lipid hydroperoxides)，可將脂類過氧化物還原為

醇類(alcohols)(31)， Gpx2 與 Gpx3 在高等生物體中主要為細胞外酵素，分別存

在於消化道與血漿當中(19-20,97,105)。 

    Gpx可直接將過氧化氫還原為水，自己則形成帶有 sulfinic acid的Gpx-SOH，

Gpx-SOH 必需再藉著前述之機制由 Grx 系統內 GSH、GR 與 NADPH 的幫忙下

回復成還原態的 Gpx。 

 

 

過氧化物還原酶 (peroxiredoxin, Prx or Tpx) 

 過氧化物還原酶 Prx 亦是含鐵的酵素(heme-containing enzymes)，在生物體內

分子大約為 30 kDa，可以還原過氧化物(peroxides)，例如過氧化氫(H2O2)或是烷

基過氧化物(ROOH)。Prx 為 Trx 的受質，氧化態的 Prx 必需要藉由 Trx 的幫助之

下回復為還原態的 Prx-SH，Prx-SH 可以與過氧化氫反應將過氧化氫代謝為水，

而 Prx 自己形成 sulfenic acid 的 Prx-SOH， Prx-SOH 除了可以再代謝一個過氧
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化氫形成帶有 sulfinic acid 的 Prx-SOOH 之外，Prx-SOH 也可以跟還原態的

Prx-SH 自發性形成雙硫鍵鍵結的 Prx-S-S-Prx，再依賴 Trx 將 Prx-S-S-Prx 還原為

Prx-SH (94)，而 Prx-SOOH 必需藉由 sulfiredoxin (Srx)與消耗 ATP 的情況下還原

為 Prx-SOH (7)。 

 

整體反應路徑如下圖所示  

 

 

綜合第二章所談到的 ROS 與抗氧化分子，用以下這張圖來同整體內氧氣代

謝的過程中所產生的 ROS，以及生物體內如何代謝這些 ROS 作個整體，首先是

當細胞接受到外界的 Stress(如 UV 光或是游離輻射)、或是進行有氧呼吸等的生

物反應時，細胞內會產生 superoxide，superoxide 不能自由通透生物膜 (或說通

透的速度極為緩慢)，主要會在胞內流竄，而 SOD是主要代謝 superoxide 的酵素，

SOD 可將 superoxide 轉換成過氧化氫，過氧化氫的分子量很小，可以自由的通

透生物膜，生物體內至少有三種酵素可以將過氧化氫直接代謝為水，這三種酵素

分別為 Gpx (與 Grx 系統相關)、Prx(與 Trx 系統相關)以及 Catalase (CAT)這三種

酵素，其中又以 CAT 對過氧化氫的具有最高的生物反應性；而過氧化氫有兩種
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主要的方式自發性的形成氫氧自由基，一種是藉助生物體內 Fe
+2或是 Cu

+的催化

下進行 Fenton reaction 反應以產生氫氧自由基；另一種是 Fe
+3 金屬離子先與

superoxide 進行反應生成 Fe
+2後、Fe

+2再與過氧化氫發生 Fenton reactoin 以產生

氫氧自由基(兩步驟合併起來稱為 Haber-Weiss reaction)，氫氧自由基在生物體當

中具有極高的生物反應性，相較之下有很強的還原電位，對生物體而言是極強的

氧化劑，幾乎可以隨意的奪取周遭分子的電子，讓周圍原本穩定的分子變成不穩

定的自由基分子，也因這種極強的反應性，氫氧自由基在生物體中存在週期很短，

只有 10
-9妙，但是卻會讓細胞內不論是核酸、蛋白或是脂質生物膜等發生不可逆

轉的損傷。 

 

 

 



 

14 
 

3 蝦類抗氧化相關基因之研究現況 

超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase, SOD) 

 對於真核生物來說，包含線蟲、昆蟲、貝類、魚類、或是人類而言，在細胞

質內都是由 Cu/Zn-SOD 作為清除自由基的酵素，而在粒腺體中是由 Mn-SOD 來

清除超氧陰離子，但非常讓人意外的是，各種在十足目中的蝦類與水生甲殼類動

物，其細胞質內並沒有 Cu/Zn-dependent SOD 的存在，對於蝦類而言，竟然是有

兩種的 Mn-SOD 分別在細胞質內與粒線體當中執行清除自由基的任務(9-10)，後

來的研究者將細胞質中的 SOD 命名為 cytMn-SOD 或是 cMn-SOD，其蛋白分子

量為 25 kDa，並且不論在中國對蝦或是南美白蝦之中都已經將此基因選殖與作

功能上的鑑定分析，並且在全身性器官包含血球、心臟、肝胰臟、腸道、神經、

肌肉、泳足與鰓皆可偵測到有 SOD 基因的表現(18,29,32,67) 。 

免疫刺激物如beta-glucan與 sulfated polysaccharide可以增加SOD的活性(12)，

在等足目(Probopyrus ringueleti)所寄生感染的蝦體(Palaemonetes argentinus)中其

SOD 酵素活性會有顯著性的下降(83)。在將 cMn-SOD 基因靜默化後佐以缺氧與

缺氧後覆氧試驗當中，蝦體內的鰓與肝胰臟其 SOD 活性與超氧陰離子的含量會

因為缺氧而下降；而缺氧後覆氧會造成 SOD活性與超氧陰離子的含量的增加(29)。

另外在受到白點症病毒感染的蝦體中，SOD 基因的表現在感染後一小時會有顯

著性的上升，而隨著感染時間增加其基因表現會降低，並在感染後 12 小時會有

顯著性的下降(33)。 

 

過氧化氫酶(Catalase, CAT) 

 過氧化氫酶在蝦類的研究當中相對較少，目前的文獻指出在蝦體中肝胰臟、

血球、淋巴組織、腸道、卵巢、肌肉與鰓皆可偵測到 Catalase 的基因表現(120)，

並在肝胰臟可以偵測到其蛋白質的表現(101)；在受到白點症病毒感染的蝦體中，

血球中 Catalase 基因的表現在感染後 14 小時有顯著性的上升；肝胰臟中 Catalase
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基因的表現則在感染後 37 小時有顯著性的升高(120)。經微囊藻毒(Microcystin)

攻毒的蝦體其 Catalase 基因的表現與活性皆會升高(34)，急性 pH 值改變的處理

也可以造成蝦體內 Catalase 基因表現量的變化，在酸性(pH5.4, 24 hpi; pH6.7, 72 

hpi)或是鹼性處理(pH9.3, 48 hpi)其 Catalase 基因表現量會上升；但當酸/鹼性處理

超過 72 小時後其基因表現量皆有顯著性的下降(113)。  

 

麩胱甘肽過氧化酵素(glutathione peroxidase , Gpx) 

    蝦類 Gpx 在 2007 年由 Liu 等人進行選殖與鑑定，在南美白蝦與草蝦其 Gpx

蛋白分子量大小約為 20 kDa，全身性的組織如血球、鰓、心臟、肝胰臟、腸道

與肌肉組織等皆有 Gpx 的基因表現，在親源關係方面蝦類 Gpx 比較近似於人類

的 Gpx1 與 Gpx2，在弧菌與白點症病毒的攻毒試驗之中，Gpx 基因的表現階會

有顯著性的上升，而酵素活性則是波動較大，雖有顯著性差異但真實情況還需更

多的文獻報告來証實(69-70)。 

 

過氧化物還原酶 (peroxiredoxin, Prx) 

蝦類的 Prx 直到 2007 年才由 Zhang 等人進行選殖與鑑定，在中國對蝦中 Prx

其開放轉譯區序列有 594 bp，蛋白質分子量大小為 22 kDa，與果蠅的蛋白質序

列相似度有 72%，並全身性的組織皆有 Prx 基因的表現，在弧菌攻毒試驗中發現

肝胰臟與血球中 Prx 基因的表現會有顯著性的變化，在肝胰臟中 8 hpi 其 Prx 基

因的表現量會有顯著性的下降，而 37 hpi 後則會有顯著性的上升；在血球中 5 hpi

與 37 hpi 其 Prx 基因表現量會有顯著性的上升，而 14 hpi 則會有顯著性的下降

(119)。對班節蝦施打免疫刺激物 peptidoglycan 過後心臟及淋巴器官之 Prx 基因

表現量會有顯著性的下降(4)；而當草蝦施打免疫刺激物 lipopolyssacharide 後肝

胰臟之 Prx 基因表現量會有顯著性的上升(88)；至於感染白點症病毒的蝦體其 Prx

基因有下降的趨勢(53)。 
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硫醇氧化還原蛋白(Trx)系統 

   直至 2008 年在蝦類才首度有 Trx 的相關研究報告出現，其 Trx 開放轉譯區有

315 bp，蛋白質分子量大小為 12 kDa，其基因並不具有入核訊號，並且含有四個

Cysteine，其中兩個 Cysteine 為在所有物種具有高度保守性的 CxxC motif 

(-Cys
32

-X-X-Cys
35

-)，並且在全身各器官都可以測得 Trx 的基因表現而主要在鰓、

肝胰臟與泳足有高量表現(1,90)，但令人意外的是，不論對蝦體進行缺氧或是缺

氧後復氧的處理，在鰓組織中的 Trx 其基因表現皆沒有達到顯著性的差異(1)， 

 

榖氧還蛋白(Grx)系統 

    要分析 Grx 系統中 GSH 或 GSSG 基因特性是一件困難的事，因為 GSH 是

由三個胺基酸所組成，幾乎不太可能用分生技術(如 RT-PCR 或是 Western Blot)

對其基因/蛋白的表現量做測定，大部份的研究者目前仍是就市售的 GSH 活性測

定試劑組對 GSH 進行量測，在蝦類研究當中，針對 GSH/GSSG/GR/Grx 此系統

之文獻報告相較之下仍非常稀少，一般認為GSH會對各種不同的逆境壓力(Stress)

作出反應，在對長臂蝦(Palaeomonetes pugio)進行不同的處理試驗發現到，高濃

度金屬離子氯化鎘(Cadmium chloride)、高溫(30℃)、養殖環境中含有不同濃度的

原油或柴油(Bunker or Diesel Fuel)與養殖環境中含有不同濃度的除草劑(Atrazine)

處理後，皆會造成 GSH 活性會有顯著性的上升(24)，在 2012 年我們等人以

LC/MS/MS的分析法測定GSH/GSSG的比值，指出當蝦體感染白點症病毒過後，

在 24 hpi 時 GSH/GSSG 比值相較控制組而言有上升的趨勢，48 hpi 時則會有顯

著性的下降(44)。這些研究報告代表逆境壓力會使正常蝦體的抗氧化系統啟動，

造成抗氧化活性上升進而抵抗氧化壓力。 
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4. 蝦類與氧化壓力之關聯性 (Aquatic animals and oxidative stress) 

對生物體而言，各種逆境(Stress)的環境即往往會伴隨著不同的氧化壓力產生，

對於不同的水生生物而言，共通的環境逆境約可區成為溫度、水中含氧量、鹽度、

pH 質等，這些分別論述如下。 

 

溫度 

溫度對於所有的水生生物而言都是一個重要的環境因子，不論溫度的升高或

是降低對於許多的水生生物皆會造成氧化壓力，就熱力學而言溫度的升高會加速

各種代謝的反應，理論上會造成副產物—ROS 的累積；溫度對於青蛙(5)、魚(76)、

貝類(107)以及蟹類(80)等皆會造成氧化壓力；而當將蝦類養殖溫度從 15℃急速升

高至 28℃時，讓蝦體受急性熱刺激(acute heat stress)的處理後，逆境指標(stress 

marker)之一的熱刺激蛋白(heat shock protein, HSP)--HSP60與HSP70 其基因與蛋

白表現量會有顯著性的上升之外，蝦體內各抗氧化蛋白(SOD, Catalase, GPx 與

GST)其基因表現量亦會有顯著性的上升 (122)。雖然降低溫度可能會減少氧化壓

力的產生，但也有研究指出溫度的降低亦會對生物體造成氧化壓力(74,84)，對蝦

類而言若將養殖水溫溫度從 25℃急遽降低至 12℃，蝦血球內 ROS 的測量數值在

處理後 3 小時與 6 小時會有顯著性的升高，並會造成 DNA 的損傷與脂膜滲透壓

的降低(87)。 

 

水中含氧量 

水中含氧量的濃度為造成氧化壓力的主要因素之一，在缺氧環境 (1 mg O2 

ml
-1

) 的情況下處理 24 小時後，蝦體中的總血球數量(total haemocyte count)會有

明顯的降低之外，血球中的透明球(hyaline cell)及半顆粒球(semi-granular cell)數

量也會有顯著性的降低；此外，對於凝血系統(prophenoloxidase system)的酵素活

性也會減弱，而對蝦體進行弧菌(Vibrio alginolyticus or Vibrio parahaemolyticus)
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的攻毒試驗當中，在缺氧的條件下對弧菌的死亡耐受性明顯的會降低(60,79)，由

這些試驗結果可以推論出缺氧可能會造成蝦體的免疫機制下降，進而造成對外來

入侵物抵抗性的降低。而若當經過缺氧處理(1 mg O2/L)的蝦體、再以覆氧

(Reoxygenation)處理後，在蝦體的肌肉及肝胰臟的組織皆觀測到超氧陰離子的含

量有顯著性的上升以及抗氧化酵素活性的下降，並且在肌肉組織中還可以測量到

脂質氧化的比例降低(118)，而在此篇報告當中值得注意的是，此缺氧條件的處

理或是缺氧後的覆氧並不會造成鰓組織當中有 ROS 升高或是抗氧化酵素的活性

上升，作者推論是鰓組織對於含氧量的變動有較高的耐受能力，但是肌肉或肝胰

臟所增加的 ROS 可能會在不同的組織之間傳遞並對不同組織造成損傷。 

 

鹽度 

一般而言蝦類對水質鹽度的耐受性較為廣泛，幼蝦或成蝦對於高/低滲透壓

(hyper/hypo-osmoregulators)皆具有較高的容忍度 (13)，但不同濃度的鹽度緊迫試

驗(salinity stress test)一直是測試蝦苗健康與否的方法之一，在 PL1 之幼蝦以 10 

ppt 鹽濃度浸泡處理 2 小時的情況下即達到過半致死劑量(2,96)，而不論在急性高

鹽(從 30 ppt 至 50 ppt)或是急性低鹽(從 30 ppt 至 5 ppt)處理的情況下，SOD 與

GPx 的酵素活性會有顯著性的下降(71)，雖然在本篇報告當中 Liu 等人亦有測量

Catalase 與 Na
+
/K

+
-ATPase 的酵素活性，但不論在急性高/低鹽的條件處理下，皆

沒有達到統計上的顯著差異，但由 SOD 與 GPx 有明顯變動的結果來看，還是暗

示了雖然蝦類為廣鹽性的水生生物，但在環境因子--鹽度快速且劇烈改變的情況

下，蝦體內仍會有 ROS 的堆積。 

 

pH 質 

 相較於中性(pH=7.5-7.7)的環境下，在酸性(pH=4.6 – 5.0)與鹼性(pH=9.0-9.5)

的環境之中蝦體內總血球數量皆會有顯著性的下降(17)， 而當蝦子處於鹼性環
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境下 12 小時後，在血淋巴液中 GST 的酵素活性會有顯著性的下降，但在肝胰臟

與鰓當中並不會有異常的變動；而在酸性環境 12 小時後，在肝胰臟與鰓中 GST

的酵素活性則會有顯著性的上升，但血淋巴液中 GST 的酵素活性卻不會有異常

的變動(123)。 
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5 蝦白點症病毒 

對於所有的蝦類而言蝦白點症病毒(White spot syndrome virus, WSSV)是一

個危害相當巨大的病毒，它具有雙股 DNA，外套膜蛋白，並有尾狀突起的構型，

其基因體大小約為 300 kbp，有 532 個長度大於 60 個胺基酸的開放轉譯區(open 

reading frame, ORF) (16,108)。宿主範圍極為廣泛，所有的甲殼類生物皆會感染白

點症病毒(72-73)，而白點症病毒超過 90 %的 ORFs 皆與目前已知的蛋白毫無相

似之處(65)，也因白點症病毒這種獨特的特性，國際病毒分類學會 ICTV 於 2004

年正式讓白點症病毒在分類學上單獨自成一個科(Nimaviridae)與屬(Whispovirus) 

(http://ictvonline.org/virusTaxonomy)。目前 WSSV 已鑑定出超過 40 個結構性蛋白

(102-103)，在非結搆性蛋白的部份大致上分為早/中/晚期表現基因、泛素化作用

(ubiquitination)相關基因、抗細胞凋亡相關基因、DNA 擬態基因以及與複製相關

基因如 viral DNA polymerase 及 RR (ribonucleotide reductase)等(65,110)；白點症

病毒其宿主範圍很廣，所有的十足目與甲殼類都會受到白點症病毒的感染，其致

病歷程極為快速，對蝦類蝦種(penaeid shrimps)感染白點症病毒後三到七天即可

造成百分之百的死亡率，如此獨特的病毒但我們對其詳細的致病機制仍有太多的

疑團未解 (65)。 

目前在白點症病毒的感染機制的研究中，在早期除了對白點症病毒中具較高

保守性之功能性基因進行鑑定之外，也發現到白點症病毒會有其獨特的對抗宿主

細胞凋亡的機制(63-64)與利用 IRES (internal ribosome entry site)的轉譯機制(49)；

亦發現白點症病毒高量表現蛋白 ICP11 為 DNA 擬態蛋白，會與宿主的組蛋白

(histone protein)的 DNA 結合區位進行結合，形成宿主體內 DNA 的競爭性抑制作

用(competitive inhibition)，並造成組蛋白無法與目標 DNA 結合，進而導致宿主

DNA 的受損以及細胞瓦解(109)；而在利用蛋白質體學技術進行白點症病毒感染

前後的蛋白表現差異分析結果出可以發現，具差異性表現的蛋白主要會與粒腺體

相關路徑(mitochondrial pathway)、能量產生(energy production)、核酸生成(nucleic 

http://ictvonline.org/virusTaxonomy
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acid synthesis)、氧氣傳遞(oxygen carrier/transportation)、鈣離子調控(calcium 

homeostasis)、訊息傳導(signaling/communication)以及與類泛素蛋白質修飾(small 

ubiquitin-like modifier, SUMO)相關的反應(111)；其中以粒腺體相關調控機制已經

有初步的成果，VDAC (voltage dependent anion channel)是粒腺體外膜的主要蛋白，

與粒腺體所產生的細胞凋亡有高度正相關性，除了在白點症病毒感染的蝦體中發

現 VDAC 基因表現量的上升之外(111)，對於 VDAC 基因靜默化的蝦體更會造成

白點症病毒感染流程的延遲(112)，這些皆暗示了蝦體內之粒腺體與白點症病毒

的致病機轉有著密不可分的關係。 

近年來也發現白點症病毒會引起蝦體產生瓦式效應(Warburg effect)，瓦式效

應為諾貝爾獎得主 Otto Heinrich Warburg (October 8, 1883 - August 1, 1970)所提

出的理論，通常在探討癌細胞與正常細胞兩者間最主要的差別之一在於利用能量

的方式不同，癌細胞有別於一般正常細胞進行的有氧呼吸，其偏好利用醣解作用

(glycolysis)以取得能量(30,114)；而在白點症病毒感染的蝦體中，感染早期(12 hpi)

蝦體內 glucose 消耗速率會有顯著性的增加、以及在五碳醣磷酸鹽路徑(Pentose 

phosphate pathway)中的關鍵酵素glucose-6-phosphate dehydrogenase活性的上升，

皆透露出白點症病毒會造成蝦體代謝的異常(15)。 

    目前對於白點症病毒的研究已經漸漸的朝向全面化進行探討，不論是宿主-

病毒之間的交互作用、或病毒本身的致病機轉方面近年來都有重大進展，另外也

亦有研究者的興趣是試圖找尋出與病毒作第一線接觸的膜蛋白分子(43,100,115)；

也不斷的有新病毒檢疫平台出現(104)或是白點症病毒的體外試驗系統(47)，這些

都讓研究者們對於病毒-宿主之間這場永無止盡的鬥爭提供全新視野與思維，持

續的發現生物學上的新知識。 
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第二章 草蝦硫醇氧化還原蛋白與蝦白點症病毒極早期表現蛋白 IE1 蛋白質交互

作用之機制研究 

一、文獻探討 

1. 硫醇氧化還原蛋白(Thioredoxin) 

1.1 硫醇氧化還原蛋白基本特性簡介 

硫醇氧化還原蛋白 (thioredoxin, 簡稱 Trx) 為體內普遍存在 (ubiquitous) 的

一種蛋白質，從原核生物 (prokaryotic) 至真核生物 (eukaryotic) 體內皆有

Trx 的存在，最早由 Laurent 等人在 1964 年於大腸桿菌體內分離並鑑定出 Trx

的功能(31)，而在哺乳類動物中 Trx 開放讀碼區 (open reading frame, ORF) 可

轉譯出 105 個胺基酸，分子量約為 12 kDa。Trx 家族蛋白皆擁有一高度保守

性的催化區域 (catalytic site) -Cys
32

-Gly-Pro-Cys
35

-，當催化區域的兩個半胱氨

酸(Cysteine, Cys) 形成胱氨酸間雙硫鍵鍵結 (Cystine disulfide bonding; Trx-S2) 

時，稱為氧化態的構型  (Oxidative form)；而硫醇氧化還原蛋白還原酶

(Thioredoxin Reductase, TrxR) 在 NADPH 的存在下時，可將氧化態還原為具

有雙硫醇之半胱氨酸，並轉換為還原態的 Trx (Reduced form; Trx-(SH)2)。Trx

參與生物體內許多硫氧的氧化還原反應，利用雙硫醇 (dithiol) 中的氫離子對

目標蛋白質中的雙硫鍵 (disulfide bond) 進行氧化還原反應(25)，其反應式如

下： 

 

TrxR : Thioredoxin Reductase, Trx : Thioredoxin, X : Target protein 

 

1.2 硫醇氧化還原蛋白與轉錄因子之調控關係 
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轉錄因子 (transcription factor) 與目標基因啟動子 (promoter) 區域結合的能

力 (DNA binding activity) 會影響基因的表現與否，再者反應環境中的還原狀

態 (Reducing condition) 對許多轉錄因子而言扮演著維持其可與 DNA 結合的

關鍵角色，當轉錄因子處於還原態的情況下可以維持其活性，反之，若處在

氧化態情況下即會失去與 DNA 結合的能力。目前已知 Trx 會與一些轉錄因子

的氧化還原態之調控具有高度相關性，如 Nuclear factor kappa B (NF-κB) 蛋

白活性即受 Trx 所調控，當 NF-κB 進入細胞核內，Trx 會使 NF-κB 之 p50 次

單元(subunit) 還原或保持還原態，進而使 NF-κB 具有與 DNA 結合的能力(52)。

此外，Trx 會與還原因子 (redox factor-1, Ref-1) 結合之後共同調控與促進轉

錄因子 AP-1 (activating protein-1) 與 DNA 結合的能力(22)。根據 Huang 等人

之體外 (in vitro) 試驗中，加入硫醇氧化劑 Diamide 或雙氧水 (H2O2) 會使促

進轉錄因子 AP-2 (activating protein-2)變成氧化態並抑制其與 DNA 結合的能

力，，然而加入Trx可以使經氧化劑處理後的AP-2恢復為還原態 (restoration)，

使AP-2重獲與DNA結合之能力(28)。Trx除了可使在氧化還境中失去與DNA

結合能力的腎上腺醣皮質激素接受體(glucocorticoid receptor, GR) 再次恢復

活性，並且根據體外試驗之結果發現經過 Diamide 的處理之下更能增強 Trx

與 GR 直接的蛋白交互作用 (protein direct association)(49)。 

 

 

 

2. 病毒感染與硫氧還原蛋白之相關性 

研究顯示 Trx 與某些病毒感染具有相關性，例如在感染 HIV 的患者中，因感

染病毒造成體內氧化壓力(Oxidative stress)的昇高會造成氧化還原平衡失調，

在感染 HIV 數週內的急性感染時期 (acute phase)，患者體內原本在淋巴結組

織中高表現量的 Trx 表現量會大幅降低(51)；但在 HIV 感染末期，HIV 會誘



 

34 
 

導 Trx 的表現，導致患者血漿中 Trx 的含量有顯著性的上升(54)；在受到 C

型肝炎病毒感染的患者血漿中 Trx 蛋白的表現量亦會有顯著性的升高(63)。在

細胞株實驗模式中，當受到第一型親人類 T 細胞病毒(human T-lymphotropic 

virus type I, HTLV-1) HTLV-1、或第四型人類疱疹病毒(human herpesvirus 4, 

HH4; 又稱 Epstein-Barr viru, EBV) 或人類乳突病毒(human papillomavirus, 

HPV) 感染時，內源性(endogenous) Trx 蛋白表現量皆會有顯著性的上升

(13,61,64)。HTLV-1 具有一轉活化因子(transactivator)--Tax 蛋白，是調控

HTLV-1 基因表現與否之重要的病毒轉錄因子，將 Tax 基因轉染(transfection)

至細胞株中，使其過量表現(over expression) Tax 蛋白時，會造成內源性的 Trx

表現量有顯著性的上升，目前也已証實 Tax 蛋白可啟動 Trx 基因的表現，可

視為 Trx 之轉錄因子(59)。在受到第一型單純皰疹病毒 (Type I Herpes Simple 

Virus, HSV-1) 感染的細胞株中，細胞內源性的 Trx 對 HSV 為氫離子的提供者 

(Hydrogen Donor)，提供 HSV 之核醣核甘酸還原酶(ribonucleotide reductase)

所需的氫離子並參與 HSV 本身去氧核糖核苷酸 (Deoxyribonucleotides) 之合

成(8)。 

 

3. 簡介蝦白點症病毒 

蝦白點症病毒(White sopt syndrome virus, WSSV)為大型桿狀(rod-shape)之雙

股DNA病毒，具有外套膜(envelope) 在其顆粒一端具有似尾狀突起物(tali-like 

projection)，其基因組全長約為 292 至 307 kb，目前國際病毒分類學會

(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV)已正式將蝦白點症病

毒規類於 Nimaviridae 科、Whispovirus 屬(35)。雖然白點症病毒基因組全長已

經解序完成許久，但對於白點症病毒本身不同的開放轉譯區之蛋白的功能所

知還是非常的有限，以台灣分離株為例 (GeneBank accession number : 

AF440570)，在五百多個開放轉譯區中只有不到 6%的開放轉譯區在 NCBI 內
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有同源性的基因，在病毒之非結構蛋白層次上，其含有核醣核酸還原酶

(ribonucleotide reductase, RR)(68)、胸腺磷酸激酶(thymidylate kinase, TMK)(69)、

DNA 聚合酶(DNA polymerase)(7)等；而於 2005 年由 Liu 等人鑑定出三個白點

症病毒之極早期表現基因 ie1、ie2 及 ie3(44)，並在後續的研究中發現蝦轉錄

因子 STAT(signal transducer and activator of transcription, STAT)可與白點症病

毒 ie1 啟動子區域(promoter region)結合且使下游基因表現之外(42)，ie1 也是

病毒本身的一轉錄因子，具有 DNA 結合區位 (DNA binding domain)、轉活化

區位(transactivation domain)與可自發性的形成雙單元(dimerization)等轉錄因

子的特性與功能(46)，並且可以與蝦體內的 TATA box 結合蛋白產生蛋白交互

作用(40)，但 ie1 其所調控下游的目標基因為何與自身是如何被調控等的機制

仍有待更多的相關研究來証實。 

 

4. 蝦硫氧還原蛋白在蝦類研究之現況 

Trx 蛋白於無脊椎動物中的研究相較於脊椎動物而言少很多，在蝦類中僅有南

美白蝦(L. vannamei)及中國對蝦(F. chinensis) 之 Trx 序列分別被發表於 2008

年與 2010 年(2,57)。蝦類 Trx 之開放轉譯區可轉譯出 105 個胺基酸，分子量

大 約 為 12kDa ， 並一 樣 具有 高度 保留 性 的氧 化還 原活 性 區 域

Cys
32

-Gly-Pro-Cys
35，利用大腸桿菌系統表現 Trx 重組蛋白時，其蛋白也具有

高度的還原活性。在組織分佈表現量方面，蝦體的血球、心臟、肝臟腺、鰓、

胃、腸道、泳足及肌肉皆可偵測到 Trx 的轉錄表現，其中鰓跟泳足是具有較

高表現量的組織。值得注意的是，當蝦體受到缺氧處理(Hypoxia)及缺氧後覆

氧處理 (Re-oxygenated)過後，Trx 基因表現量的變化相較於常氧處理組

(Normaixa)而言並沒有達到統計上的顯著差異(2)；當蝦類所處的環境中 pH 值

改變時，會導致蝦體遭受氧化逆境的壓力(Oxidative stress)，則 Trx 之 mRNA

表現量會有上升的反應。在病毒感染方面，當白蝦受到白點症病毒感染後，
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鰓部的 Trx 其 mRNA 表現量會有上升的趨勢，但在肝胰腺中其 Trx 之基因表

現量在病毒感染早期會有下降的趨勢(14,57)，而在轉譯層次(translation level)

中，當白蝦感染白點症病毒後在鰓部的 Trx 蛋白表現量有上升的趨勢(57)。在

Leu 等人於 2007 年的研究顯示，以感染白點症病毒之草蝦後尾幼蟲 

(postlarvae) 構築 cDNA library 後的分析結果顯示草蝦 Trx 表現量亦有顯著性

的上升(32)。  
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二、研究動機及前驅試驗結果 

 Trx 本身是一多功能性的蛋白質，當其在細胞外可作為促細胞生長因子卻也

會幫助腫瘤細胞的生長，進而有抑制 Trx 之抗癌藥物的出現；Trx 在細胞中為重

要抗氧化蛋白、可以清除體內過多的自由基，對無脊椎動物而言這些自由基物質

可以幫助宿主攻擊外來入侵的病菌，但因感染疾病而昇高的自由基卻同時又會因

Trx 的昇高而清除過多的自由基。Trx 雖然已經被發現長達 40 多年，但對其所扮

演亦敵亦友的角色屬性歸類一直有其爭議，故草蝦 Trx 在白點症病毒感染的過程

當中可能扮演什麼樣的角色是我們極欲証明的。依據前述文獻回顧我們可以得知，

Trx的研究在蝦類當中僅為剛起步的階段，目前大多針對Trx進行了定性方面 (組

織表現量分佈、病毒感染後表現量的變化與缺氧處理後基因表現量的變化) 的研

究分析，在功能分析方面僅確認了蝦類 Trx 也與其它物種之 Trx 一樣是具有高度

還原性的一種硫醇氧化還原蛋白。我們最初從本實驗室先前所建構的感染白點症

病毒與未感染白點症病毒之草蝦後尾幼蟲 (postlarvae) EST library 進行分析，發

現到草蝦後尾幼蟲在感染白點症病毒過後 Trx 表現量有顯著性的上升。為了更加

確認草蝦 Trx 與白點症病毒感染關係，先行產製出了草蝦 cDNA 微陣列晶片，用

來觀測草蝦感染白點症病毒過後的基因變化，佐以即時定量核酸聚合酶鏈鎖反應

進行分析，並同時進行草蝦 Trx 抗體的產製供後續實驗所需，從中試圖找尋出在

白點症病毒感染草蝦的過程當中，草蝦 Trx 所可能扮演的角色。 



 

38 
 

三、研究方法： 

1 白點症病毒液之製備及人工注射感染試驗 

將 1994 年嚴重感染白點症病毒之病蝦體樣本取出，取其頭胸甲之表皮，

秤其重量，每克組織加入 0.9% 9 ml NaCl 溶液研磨，將此溶液以 1000 g 離

心 10 分鐘，取上清液並以 0.45 μm 濾膜過濾，再以 0.9% NaCl 稀釋 10 倍，

以此病毒液人工注射感染無帶原之草蝦，每 10 克重注射約 50 μl 之稀釋病毒

液，在人工感染後 72 小時，抽取嚴重感染草蝦之血淋巴液，以生理緩衝液 

(PBS) 5 倍稀釋後，分裝於離心管中，並置於-80℃保存之，此血淋巴液即為

日後人工感染之病毒液原液。本實驗所選用之草蝦來自於東港水產試驗所，

選取平均體重約為 30-40 g 之草蝦以進行人工感染試驗。將嚴重感染草蝦之血

淋巴液自-80℃冰箱取出，以 PBS 稀釋 100 倍，此即為人工感染試驗之病毒

液，將此病毒液 200 μl 注射到第四及第五體節之肌肉部位以進行人工感染，

對照組則注射 PBS，之後收取不同時間點之蝦體鰓組織 (0 [未感染]、6、24

及 48 hpi., hours post infection)，並存於液態氮中保存之。 

 

2 蝦微陣列晶片之點製 

依 Leu 等人所建構的草蝦 EST library 進行草蝦基因的挑選(33).，共挑

選出 3988 個獨特的 contigs 進行晶片的點製；另外在此微陣列晶片上亦有其

它但在本論文中並沒有使用的基因如下：依照 Tassanakajon 等人利用不同草

蝦組織所建構的 EST library 挑選出 735 個不與前述有重覆的草蝦基因進行

點製(65)，並也將白點症病毒(Genbank accession number AF440570)其 526 個

預測的開放轉譯區與黃頭症病毒(Genbank accession number EU487200)。選

定的基因利用 PCR核酸擴增的技術獲得目標基因的 amplicon，每一 amplicon

單獨進行純化回收後至少三重覆點製於已經 coating poly-L-lysine 的玻片上

(UltraGAPS
TM

, Corning)，點製好的晶片置於電子防潮箱中收存。 
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3 RNA 萃取與 Cy3/Cy5 螢光標定 

    將感染白點症病毒的蝦鰓組織從液態氮中取出並利用 RNeasy Midi Kit 

(Qiagen)進行RNA萃取後以TURBO DNA-free
TM

 Kit (Ambion)之DNase處理，

以完全移除 DNA 的干擾，再進行定量與電泳觀察 RNA 的品質，28S 比上 18S

目視至少要達 1 比 1 的狀態下才能進行後續螢光標定。標定流程如下：將感

染白點症病毒的樣本取 40 μg (準備標定 Cy5)、PBS 控制組取 20 μg (準備標定

Cy3)，並混入 1 μg poly (dT) 與 1 μl low T-dNTP (10 mM ATP, GTP, CTP and 4 

mM dTTP in DEPC ddH2O)，以 65℃加熱 5 分鐘後，以 Superscript III 反轉錄

酶 (Invitrogen) 進行反轉錄為 cDNA 的同時混入 1 mM 的 Cy3/C5-dUTP 進行

螢光標定，總終反應體積為 20 μl，於 50℃反應 30 分鐘、再以 70℃反應 10

分鐘後所得產物即為 Cy3/Cy5-labeled cDNA，此產物再以 45 mM EDTA 與 

0.2 M NaOH 於 65℃反應 1 小時以水解 RNA，並在反應完成後利用 0.3 M 

Tris-HCl (pH7.6)進行中和，再使用 PCR 純化試劑組 (Qiagen) 與 10 kDa 的微

量濃縮離心管(Millipore)進行樣本純化並將最終體積調整為 18 μl 後，即可與

微陣列晶片進行雜合反應。 

 

4 微陣列雜合反應與數據分析 

微陣列晶片先以預雜合緩衝液(5X SSC, 0.1% SDS and 1% BSA)，以 42℃

水浴的方式作用一小時，以去離子水將晶片洗滌一次、再以 isopropanol 洗滌

一次即可將晶片離心(500 ×g 兩分鐘)使其乾燥；進行雜合反應之前，先將已

標定螢光的 cDNA 產物 18 μl 加入 1 μl Cot-1 DNA (1 μg)與 1 μl poly-A (30mer, 

1 μg)、再以 95℃加熱將 cDNA 維持在單股的狀態，再加入 20 μl 相同體積(50% 

formamide, 10X SSC and 5% SDS)的雜合反應溶液後，即可在水浴槽內以 42℃

與晶片進行隔夜(16 至 24 小時)的雜合反應；反應完成後的晶片以四種不同

SSC濃度的wash buffer進行晶片的洗滌，濃度由高至低依次為 2× SSC與0.1% 



 

40 
 

SDS、1× SSC 與 0.1% SDS、0.2× SSC 以及最後一組是 0.05× SSC 進行清洗，

最後將晶片離心使其乾燥後即可進行螢光數據的讀取。 

利用 GenePix Personal 4100A (Axon Instrument)對晶片進行掃瞄以獲得晶

片螢光量化的數值，再將原始數質以分析軟體 GeneSpring 11 software (Aligent)

進行資料的處理並利用 LOWESS 法對所有數據進行校正(normalization)，並

剔除量化後原始螢光數值在所有的時間點皆同時未超過 200 的基因後，即可

獲得與 Trx 相關基因之微陣列分析結果。 

 

5 即時定量核酸聚合酶鍊鎖反應 

將保存的鰓組織取出，置入預冷之研砵以液態氮研磨均質化，加入適當

Trizol 試劑 (Invitrogen)並依照說明書進行全 RNA 的萃取，經分光光度計定量

後取 1 μg 做為模版，再加入 4 μl 之反應緩衝液、2 μl DTT (100 mM)、1 μl 

oligo-dT引子 (50 mM)、1 μl 之dNTP (10 mM)、及1 μl 反轉錄酶(Invitrogen)，

以 DEPC-H2O 調整體積至 20 μl，於 50℃反應 30 分鐘、再以 70℃反應 10 分

鐘，所得產物即為互補 DNA(complementary DNA, cDNA)，即可以 7300 Real 

Time PCR System (ABI) 進行即時定量聚合酶鍊鎖反應，引子對為 

PmTrx-QPCR-F/PmTrx-QPCR-R, 5'-TAAGCAGCTAAACGAAGCT-3' and 

5'-TCGTCCACATCCACCTTCA-3'; EF-1α-QPCR-F/EF-1α-QPCR-R, 

5'-TGCTCTGGACAACATCGAGC-3' and 5'-CGGGCACTGTTCCAATACCT-3'，

後續反應步驟如下︰將先前所得到的 cDNA 稀釋 20 倍後取 2 μl 做為模版，2 

μl 正股引子 (3mM)、2 μl 負股引子 (3mM)、10 μl SYBR 反應液 (ABI)與 4μl

滅菌水，反應總體積為 20 μl。每個 PCR 反應皆為二重覆，反應溫度與時間

如下︰(1) 50℃反應兩分鐘；(2) 95℃反應 10 分鐘；(3) 95℃反應 15 秒；(4)60℃

反應 1 分鐘；(5)將步驟(3)至步驟(4)重覆 40 個循環，結果以 7300 Real Time 

PCR System 所附軟體分析過後，可得各 PCR 反應之 CT值，先以 EF1α 之 CT



 

41 
 

值與 Trx 之 CT值相減，所得數值即為 ΔCT值，再將同一時間點之 PBS 組與

白點症病毒感染組之 ΔCT值相減，即可得到 ΔΔCT值，即可利用 2
-ΔΔCT法(47)

求得各個時間對相對於 PBS 組之倍數變化，再利用 Stduent’s t test 來檢驗實

驗組與對照組是否有顯著差異，當 p 小於 0.05 時視為有顯著差異。 

 

6 草蝦硫氧還原蛋白基因序列分析 

將草蝦 Trx 之 cDNA 全長序列從草蝦 EST library 中調出(33)，不同物種之 Trx

胺基酸序列自Genebank下載，再利用ClustalX程式進行比對，再輔以GeneDoc

程式進行圖像編輯，即可獲得序列排序圖譜。所使用的序列來自中國對蝦(F. 

chinensis thioredoxin, FcTrx; ACX30746)，南美白蝦 (L. vannamei thioredoxin 

LvTrx, ACA60746)，人類 (H. sapiens thioredoxin 1, HsTrx; AAF86466) 與果蠅

(D. melanogaster thioredoxin, DmTrx; 1XWA_A)。 

 

7 草蝦硫氧還原蛋白及白點症病毒 IE1 重組蛋白的純化 

本實驗利用 pET28b 重組基因表現載體構築了共六株草蝦 Trx 之質體，

其中一株為未突變株、另外五株為突變株，如圖七(A)所示，分別為單一點突

變的 smTrx (Cys
32→Ser

32
)、雙點突變的 dmTrx (Cys

32. 35→Ser
32, 35

)、兩珠三點

突變的 tmTrx-C62S (Cys
32. 35, 62→Ser

32, 35, 62
)與 tmTrx-C73S (Cys

32. 35, 73→Ser
32, 

35, 73
)以及四點突變的 qmTrx(Cys

32. 35, 62, 73→Ser
32, 35, 62, 73

)，突變株所需引子如

表四與表五所示，隨後將這些載體轉型於BL21之大腸桿菌，置於含 kanamycin

抗生素 (50 g/ml) 的 LB 培養液中，置 37℃旋轉培養 16-18 小時，隔天將此

菌液稀釋 50 倍後於 37℃重新培養 2 小時，加入 IPTG (final 1 mM) 於 37℃再

培養 6 小時，以 3000 g 離心 5 分鐘，去上清液，再以 10 ml 緩衝液 (PBS with 

10 mM imidazol ) 懸浮沈澱物，將其置於冰上，利用超音波震盪器進行破菌，

再以 12,000 g 離心 5 分鐘，收取上清液，加入 100 μl 體積帶有二價鎳離子的
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樹脂膠粒溶液(Quigen)，於4℃搖轉2小時。以清洗液(PBS with 20 mM imidazol)

重複 2-3 次清洗動作，最後加入含 250 mM imidazol 之 PBS 緩衝液，將附著

於 NTA 樹脂膠粒上的重組蛋白洗下，再依後續實驗所需，以含 1 mM DTT

的 PBS 或是不含還原劑的 PBS 緩衝液置換溶液後即可保存於 4℃，作為後續

實驗所需之重組蛋白。 

本實驗利用 pGEX5T-1 重組基因表現載體構築了六株白點症病毒 IE1 之

質體，其中一株為正常株 IE1，其於為五株共含概六個突變點位的白點症病

毒 IE1 突變株的重組蛋白，如圖十二(A)所示，分別為單一突變點位的

IE1-C55S (Cys
55→Ser

55
)、IE1-C90S (Cys

90→Ser
90

)、IE1-C113S (Cys
113→Ser

113
)、

IE1-C194S (Cys
194→Ser

194
)與 CXXC motif 雙點位的突變株 IE1-C189S-C192S 

(Cys
189, 192→Ser

189, 192
)，突變株所需引子如表四與表五所示，隨後將這些質體

轉型於 BL21 之大腸桿菌，置於含 ampicillin 抗生素 (50 g/ml) 的 LB 培養液

中，置 37℃旋轉培養 16-18 小時，隔天將此菌液稀釋 50 倍後於 37℃重新培

養 2 小時，加入 IPTG (final 1 mM) 於 15℃再培養 16-18 小時，隔天以 3000 g

離心 5 分鐘，去上清液，再以 10 ml 緩衝液 (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 300 mM 

NaCl, 1 mM DTT, and 1 mM EDTA ) 懸浮沈澱物，再利用 GST column 

(Amersham Biosciences)進行純化，最後以洗出溶液(50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 

300 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 與 10 mM reduced glutathione)將帶有

GST 的 IE1 重組蛋白洗出，並利用濃縮置換 buffer 為 1 倍的 PBS，此即為帶

有 GST 蛋白的 IE1。另外可將 GST 移除以獲得得 IE1 蛋白，加入 thrombin (10 

U / 10 mg protein, Novogen) 於 22°C 進行截切 16 小時，隔天再利用 GST 

column 以移除截切後的 GST 蛋白，得到的 IE1 蛋白以蛋白定量分析試劑

(Bio-Rad)進行定量並以 SDS 聚丙烯醯胺膠電泳分析各重組蛋白之純度。 

 

8 西方墨點法 
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    將胃組織樣本以 1/3 倍 PBS 佐以液態氮溶液均質化後，將溶液以 13000 

rpm離心 10分鐘，取上清液利用 bradford assay方法測定濃度後存放於-20℃。

取 20 μg 蛋白質加入 2 × SDS sample buffer (1 × SDS sample buffer : 0.1% 

2-mercaptoethanol, 4% SDS, 0.01% bromophenol blue, 12% glycerol, 50 mM 

Tris-HCl, pH 6.8) ，以 100℃煮 10 分鐘，進行 SDS 聚丙烯醯胺膠電泳 (SDS 

polyacrylaminde gel electrophoresis, SDS-PAGE)，之後再利用半乾式蛋白質轉

印法  (semi-dry blotting) 轉印至 PVDF 膜上  (polyvinylidene difluoride 

membrane, Minipore)。轉印完成後，將 PVDF 膜以 3% skim milk (Difco) 於 4℃

進行 blocking 16 小時。再以稀釋 5,000 倍的兔子抗 Trx 之多元抗體血清、或

稀釋 100 倍的兔子抗 IE1 之多元抗體血清、或是稀釋 5,000 倍的兔子抗 tubulin

之多元抗體血清於室溫下反應 1 小時，以 washing buffer (TBST 內含 0.5% 

Tween-20) 清洗 3次，每次 10分鐘，再與稀釋 5,000倍並鍵結HRP (horseradish 

peroxidase) 之山羊抗兔子之多株抗體中於室溫下反應 1小時，隨後以washing 

buffer 清洗 3 次，每次 10 分鐘，最後以 Western Blot Chemiluminescence 

Reagent (NEN Life Sciences) 進行呈色，並以 Fuji superRX 底片曝光後經顯影

即可知反應結果。 

 

9 HIS Pull down 分析試驗 

    此試驗是依照 Makino 等人於 1999 年的試驗方法經調整而進行(49)。步

驟如下︰取 0.5 μg 的 IE1 重組蛋白與 5μg 的草蝦 Trx 重組蛋白或 Trx 突變株

重組蛋白，混入含有 1 mM DTT 或 1 mM diamide 200 ul 的 NPIT 反應溶液(50 

mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, 0.005% Tween 20, pH 8.0)，於

室溫反應 30 分鐘後，加入 15 μl nickel 接合的樹脂膠粒溶液(Qiagen), 反應 5

分鐘後隨即以 NPIT 反應液清洗 5 次，每次 10 分鐘後，去除上清液，加入 15 

μl 之 2 倍 SDS sample buffer，以 100℃煮 10 分鐘，進行 SDS 聚丙烯醯胺膠
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電泳，之後再利用半乾式蛋白質轉印法轉印至 PVDF 膜上。轉印完成後，將

PVDF 膜以 3% skim milk (Difco) 於 4℃進行 blocking 16 小時。再以稀釋 200

倍的兔子抗 IE1之多元抗體血清或是稀釋 5,000倍的兔子抗Trx之多元抗體血

清於室溫下反應 1 小時，以 washing buffer (TBST 與 0.5% Tween-20) 清洗 3

次，每次 10 分鐘，再與稀釋 5,000 倍並鍵結 HRP (horseradish peroxidase) 之

山羊抗兔子之多株抗體中於室溫下反應 1 小時，隨後以 washing buffer 清洗 3

次，每次 10 分鐘，最後以 Western Blot Chemiluminescence Reagent (NEN Life 

Sciences) 進行呈色，並以 Fuji superRX 底片曝光後經顯影即可知反應結果。 

 

10 共免疫沉澱分析 

    將構築好帶有 Flag 與 EGFP-V5 tag 之質體  (pdHSP70-EGFP-V5、

pdHSP70-EGFP-Trx-V5、pdHSP70-Flag 與 pdHSP70-IE1-Flag)利用轉染試劑

Effectene (Qiagen) 對昆蟲細胞 Sf9 細胞株進行共轉染，Sf9 以 Sf-900II 培養液

(Invitrogen)培養於 27°C 的恆溫培養箱中，先在六孔細胞培養盤中接種 8 × 10
5
 

cell/well 內待其貼平，在 100 μl 的 EC 緩衝液中加入 0.2 μg 的質體 DNA 與 3.2 

μl 的 Enhancer，混合後於室溫反應 5 分鐘，之後加入 10 μl 的 Effectene，混

合後室溫反應 10 分鐘，即可加入細胞培養盤，置於 27℃培養 16-18 小時，隔

天以 42℃水浴反應 30 分中，再於 27℃培養 6 小時，轉染作用即完成，接續

利用過氧化氫處理細胞株使其造成氧化壓力，先將轉染作用完成的細胞以 1X

的 PBS 清洗一次，加入 5 mM 的過氧化氫，對照組加入 1X 的 PBS，皆置於

27℃中培養 30 分鐘，反應即完成，隨後將培養液吸起，以 1X 的 PBS 清洗一

次，以 150 μl 溶解液溶解細胞(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM NaCl and 1% 

Nonidet P-40)後，各別加入 15 μl 之 anti-FLAG M2 的樹脂膠粒溶液(Sigma)，

於 4℃旋轉反應 16-18 小時，隔日以溶解液清洗 5 次，每次 10 分鐘，去除上

清液後，加入 15 μl 之 2 倍 SDS sample buffer，以 100℃煮 10 分鐘，進行 SDS
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聚丙烯醯胺膠電泳，之後再利用半乾式蛋白質轉印法轉印至 PVDF 膜上。轉

印完成後，將 PVDF 膜以 3% skim milk (Difco) 於 4℃進行 blocking 16 小時。

分別再以稀釋 5,000倍的兔子抗V5之單株抗體(Sigma)或稀釋 5,000倍的兔子

抗 Flag 之多株抗體(Sigma)於室溫下反應 1 小時，以 washing buffer (TBST 與

0.5% Tween-20) 清洗 3 次，每次 10 分鐘，再與稀釋 5,000 倍並鍵結 HRP 

(horseradish peroxidase) 之山羊抗兔子之多株抗體中於室溫下反應 1 小時，隨

後以 washing buffer 清洗 3 次，每次 10 分鐘，最後以  Western Blot 

Chemiluminescence Reagent (NEN Life Sciences) 進行呈色，並以 Fuji superRX

底片曝光後經顯影即可知反應結果。 

 

11 電泳流動性轉移分析 (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) 

    圖 10至圖 13試驗是依照 Liu等人於 1999年的試驗方法經稍微調整而進

行。先利用 PCR 放大增幅反應的同時標定上[α-
32

p]dCTP，完成探針的製備，

步驟如下︰取 1μl 合成的 79 bp 長並且中間為 25 個隨機配對的單股核甘酸

(5’-GTCGCTCGAGCGGTATGACGAGATCTA(N)25TAGATCTGCGTCAC 

TAGTCTAGACTAG-3’) 作 為 模 版 ， 加 入 1 μl 的 正 向 引 子 (5’ 

-GTCGCTCGAGCGGTATGACG-3’, 10 mM) 與 1 μl 的負向引子  (5’ 

-CTAGTCTAGACTAGTGACGC- 3’, 10 mM) ，3 μl 的 Low C dNTP ( 2.5mM 

dATP, 2.5 mM dTTP, 2.5 mM dGTP, 0.25 mM dCTP)，5 μl 的 PCR 反應溶液，3 

μl的[α-
32

p]dCTP，以滅菌水補至總體積為50μl，隨後進行PCR放大增幅反應，

反應溫度與時間如下︰(1) 95℃反應 3 分鐘；(2)95℃反應 30 秒；(3)55℃反應

30 秒；(4)72℃反應 30 秒；(5)將步驟(2)至步驟(4)重覆 12 個循環；(6) 72℃反

應 15 分鐘；(7) 25℃反應 30 秒以完成探針的製備。蛋白與 DNA 結合的試驗

反應步驟如下︰將 3μg的 IE1重組蛋白先與不同濃度的Diamide於反應液(10 

mM HEPES (pH 7.9), 5 mM MgCl2, 60 mM KCl, 0.05% NP-40, 50 ng 
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poly(dI-dC), 10% glycerol)中混合後於室溫作用 30 分鐘，實驗組再加入

DTT(10 mM)或是β-ME (10 mM)，再加入 1 μl 的探針於室溫反應 30 分鐘，

其中需要加入抗 IE1 抗體的陽性對照組則先行將 3μg 的 IE1 重組蛋白與 1 μl

的抗 IE1 抗體於反應液中室溫作用 1 小時，隨後再加入 1 μl 的探針於室溫反

應 30 分鐘，最後利用 7.5%聚丙烯醯胺膠電泳進行電泳流動性轉移分析，以

30 伏電壓反應 16 小時後，將膠體乾燥後並以 Fuji superRX 底片曝光後經顯

影即可知反應結果。 

    圖 14 及圖 17 之 EMSA 試驗方法依照上述流程進行，僅有在 IE1 前處理

的步驟有所不同，在圖 14 的 EMSA 試驗中，純化後的 IE1 先以 5 mM IAM

於室溫反應 30 分鐘後，再加入 15 mM DTT 反應 30 分鐘，隨後即照上述方

法進行EMSA試驗，並適情況需要將反應液中混入最終濃度為1 mM的DTT；

在圖 17 的 EMSA 中，純化後的 IE1 以不同濃度的過氧化氫與探針一同於室

溫反應 30 分鐘，並且在 lane 9 與 lane 10 以 DTT 進行兩種不同處理，在 lane 

9 當中，DTT 是隨著過氧化氫與探針一同與 IE1 進行反應，而 lane 10 的 DTT

是當 IE1與過氧化氫和探針反應 30分鐘後、才添加最終濃度為 10 mM的DTT

再於室溫反應 30 分鐘，隨後即照前述方法進行 EMSA 試驗。 

 

12 GSH/GSSG 比值之量測 

GSH/GSSG 之比值是量測氧化壓力的一種常見的標記因子 (Marker) 

(12,56)，在本試驗中我們選取蝦胃組織進行總代謝物的萃取，步驟如下，利

用液態氮將蝦胃組織均質化後混入 20 倍 (重量體積比)、100 % 的甲醇，隨

後12000 g離心10分鐘，將上清液取出並利用真空濃縮機(CVE-2000, EYELA)

進行乾燥即完成代謝物的萃取。GSH/GSSG 比值之量測是利用超高解析四極

桿飛行時間式串連質譜儀(Bruker maXis UHR-QTOF)並以正電噴灑離子化

(positive electrospray ionization)的方式進行分析。 
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13 以雙股 RNA 進行蝦體內特定基因靜默化試驗 

在本試驗中是利用 T7 RiboMAX Express Large Scale RNA System 

(Promega) 以產製作為負控制組的雙股 EGFP 的 RNA(dsEGFP RNA)與作為

實驗組的雙股 Trx 的 RNA (dsTrx RNA)，dsEGFP RNA 產製的步驟與 Wang

等人的方法相同(74)，而 dsTrx RNA 的產製步驟如下：Trx 的模版與 T7 啟動

子是利用 PCR 擴增的方式與適當的引子對 (LvTrx-ds-F/LvTrx-ds-R, 

5'-ATGGTTTACCAAGTGAAAG-3'與 5'-CTTGTTCTTCTCAACGAGTTC-3'; 

Lv-Trx-T7ds-F/Lv-Trx-T7ds-R 

5’-TAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGTTTACCAAGTGAAAG-3’ 與

5’-TAATACGACTCACTATAGGGAGACTTGTTCTTCTCAACGAGTTC-3’ ) ，

即可得到兩種具互補性的 Trx 單股 RNA，隨後將之混合以 95 加熱 5 分鐘後

緩慢降溫以獲得 dsTrx 的 RNA。 

在特定基因靜默化試驗中，以肌肉注射方式對蝦體施打 dsTrx或 dsEGFP

的 RNA (1 μg/g, in 100 μl PBS)，另也有第二組負控制組僅施打 PBS；經過

48 小時後收取蝦體的鰓組織並萃取 RNA 後進行 RT-PCR 以觀察蝦體內特定

基因是否有靜默化的現象，在此試驗中 RT-PCR 的引子對分別為 

(LvTrx-F/LvTrx-R, 5’-ACTGCTCTCTCTGGCACCAAG-3’ 與 

5’-ATTCACCTGAAATAATTAGC-3’; EF-1α-F/EF-1α-R, 

5’-ATGGTTGTCAACTTTGCCC-3’與 5’-TTGACCTCCTTGATCACACC-3’) 

在觀測蝦體死亡率的試驗當中，每一組別各有 30 隻蝦體施打 dsRNA 後

48 小時再進行攻毒試驗，在試驗當中至少每 12 小時進行一次觀測並移除死

亡的蝦體，每天進行累積死亡率的統計。利用 GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software, USA)進行數據的分析及繪圖，以 log rank χ
2
 test 進行統進分析，當

p<0.05 時視為有顯著差異。 
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四、結果: 

4.1 白點症病毒感染後草蝦於微陣列晶片上之基因變化 

利用本實驗室先前所產製的草蝦 cDNA 微陣列晶片，將經螢光標定之草

蝦 cDNA (感染白點症病毒組標定 Cy5；注射緩衝生理食鹽水組標定 Cy3) 與

晶片進行雜合反應，利用軟體 GenePix 進行晶片訊號的讀取及轉換，再進一

步的利用軟體 GeneSpring11 進行校正並以 LOWESS 方法進行數據的標準化 

(Normalization) 後，即可針對草蝦感染白點症病毒過後其基因表現變化進行

分析。在感染後 48 小時中的分析結果中可以發現，如圖一所示，五個不同

contig的草蝦 Trx基因在感染白點症病毒後相較於 0小時上升了 2-7倍之多。 

 

4.2 以即時核酸聚合酶鏈鎖反應偵測 Trx 感染白點症病毒後之基因變化 

根據草蝦 cDNA 微陣列晶片分析草蝦感染白點病毒基因變化得到的結果

顯示 Trx 於感染白點症病毒後表現量會上升，我們進一步利用即時定量核酸

聚合酶鏈鎖反應來確認此一現象，在每個感染時間點的兩個組別 (感染白點

症病毒組與注射緩衝生理食鹽水組) 各收取三隻不同蝦體的鰓組織進行RNA

的萃取與經反轉錄反應以獲得 cDNA 後，即可進行即時定量核酸聚合酶鏈鎖

反應，反應結果如圖二所示，在感染後 48 小時，Trx 基因表現量變化相較於

同時間點注射生理食鹽水組有顯著差異(p<0.05)，48 小時感染白點症病毒試

驗組草蝦鰓組織之 Trx 表現量平均上升超過了 30 倍之多。 

 

4.3 草蝦 Trx 之 cDNA 及胺基酸預測 

在確認草蝦基因 Trx 經感染白點症病毒後於轉譯層次會有顯著性上升過

後，首先從本實驗室先前所建立的草蝦 EST 資料庫中獲得 Trx 的開放轉譯區

序列全長，結果如圖三所示，草蝦 Trx 開放轉譯區有 318bp 可轉錄出 105 個

胺基酸，分子量大小約為 12 kDa，於 3’端非轉譯區 (3’ untranslated region, 3’ 
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UTR) 具有聚腺嘌呤訊號 (poly A signal, AATAAA) ，並具有高度保守性的催

化活性區位-Cys
32

-Gly-Pro-Cys
35

-，草蝦總共具有四個半胱氨酸，位置分別在

-Cys
32

-Cys
35

-Cys
62

-Cys
73

-，目前已知 Cys
32

-Cy
35與氧化還原活性區位有關之外，

在人類 Trx-1 當中會藉由 Cys
73與自身形成雙單元 (homodimer) (78)。進行不

同物種之多序列胺基酸比對結果如圖四所示，草蝦 Trx 與中國對蝦 Trx 有最

高的相似度(98%)、與南美白蝦 Trx 有 94%的相似度、與果蠅 Trx 有 59%的相

似度而與人類 Trx-1 有 53%的相似度。 

 

4.4 以西方墨點法偵測草蝦 Trx 感染白點症病毒後蛋白表現變化 

收取草蝦感染白點症病毒後0小時(未感染)、24小時及48小時的胃組織，

以 1/3 倍緩衝生理食鹽水進行總蛋白質萃取，經定量後取 25 μg 總蛋白以

17.5%的 SDS 聚丙烯醯胺膠電泳進行電氣泳動，待蛋白分離至適當程度時將

總蛋白電轉漬於 PVDF 膜，再分別以兔子抗草蝦 Trx 抗體、兔子抗白點症病

毒 IE1抗體與兔子抗 tubulin抗體進行西方墨點法分析，分析結果如圖五所示，

在感染後 24 小時可以偵測到白點症病毒 IE1 的蛋白表現，而草蝦 Trx 的蛋白

表現隨著感染時間點在 48 小時會有明顯的上升。 

 

 

4.5 分析 Trx 可能作用的目標蛋白 

由文獻回顧中我們得知Trx所調控的蛋白包含了某些硫醇-雙硫鍵的氧化

還原酶(thiol:disulfde oxidoreductases)，並且這些氧化還原酶本身的酵素活性

區位皆為CxxC motif (10)，進而我們假設含有 CxxC motif的蛋白有可能為 Trx

的目標蛋白，故我們對白點症病毒基因進行分析，找尋含有 CxxC motif 的白

點症病毒開放轉譯區(open reading frame)，分析結果如表一至表三所示，一共

有 70 個 WSSV ORFs 有含有至少一個 CxxC motif，其中有 14 個非結構性蛋
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白(包含了 DNA pol、RR1、TK-TMK 與極早期表現基因 IE1)與 7 個結構性蛋

白(VP362、VP36A 、VP320、VP387、VP184、VP664 與 VP136B)。在 14 個

非結構性蛋白當中，有高達 9 個皆為極早期表現基因。 

 

4.6 以 HIS pull down 分析草蝦 Trx 與白點症病毒極早期表現基因 IE1 在氧化/還

原條件下之蛋白交互作用 

    由文獻回顧中我們得知，Trx 會利用氧化還原反應調控許多轉錄因子的

表現，並且會有直接的蛋白交互作用產生，並這些交互作用可能是透過

Cysteine 鍵結形成 disulfide bridge，故首先我們由表一中挑選出白點症病毒

IE1 進行驗証，我們假設草蝦 Trx 或許會與白點症病毒極早期表現基因、同時

又是轉錄因子的 IE1 會有蛋白質交互作用的產生。首先我們製備純化後的重

組蛋白 IE1 (不帶有 His-tag)與帶有 His-tagged 的重組蛋白 Trx，並利用兩種氧

化還原藥物 DTT (Dithiothreitol)與 Diamide 進行 His pull down 試驗。DTT 是

一種小分子的強還原劑，利用自身所擁有的二硫醇對目標蛋白中的雙硫鍵進

行還原反應，可以防止蛋白質中的Cysteine形成分子內或是分子間的雙硫鍵；

Diamide 則與 DTT 的作用相反，是一強氧化劑，專一性將 Cysteine 上的硫醇

進行氧化，形成分子內或是分子間的雙硫鍵。結果如圖六所示，在對照組

Ni-Beads only試驗當中，白點症病毒重組蛋白 IE1在不論有DTT或是Diamide

的添加下並不會與 Ni-Beads 有蛋白交互作用的產生，在實驗組中的結果顯示

在有 DTT的情況下草蝦重組蛋白 Trx 並不會與白點症病毒重組蛋白 IE1 有蛋

白交互作用的產生，但當反應液中將 DTT 以 Diamide 取代時，白點症病毒重

組蛋白 IE1 即會與草蝦重組蛋白 Trx 有明顯的蛋白-蛋白交互作用的產生。由

此結果可以推測草蝦 Trx 與白點症病毒極早期表現基因 IE1 的蛋白交互作用

的產生是藉由分子間 Cystine 形成雙硫鍵的鍵結，故更進一步的，我們針對草

蝦 Trx 的 Cysteine 進行點突變，以化學式最相近的 Serine 取代 Cysteine，產
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製出五種不同的 Trx 突變株，分別為單一點突變的 smTrx (Cys
32→Ser

32
)、雙

點突變的 dmTrx (Cys
32. 35→Ser

32, 35
)、兩珠三點突變的 tmTrx-C62S (Cys

32. 35, 62

→Ser
32, 35, 62

)與 tmTrx-C73S (Cys
32. 35, 73→Ser

32, 35, 73
)以及四點突變的

qmTrx(Cys
32. 35, 62, 73→Ser

32, 35, 62, 73
)，圖七為經 SDS-PAGE 並經 Coomassie 

Brilliant blue 分析純化經定量過後的各突變重組蛋白 Trx 之結果。接續再將這

些突變株重組蛋白與 IE1 進行 HIS pull down 分析，結果如圖八所示，在反應

液皆有加入 diamide 的情況下，雙點突變的 dmTrx (Cys
32. 35→Ser

32, 35
)與其中

一株三點突變株 tmTrx-C73S (Cys
32. 35, 73→Ser

32, 35, 73
)還可以跟 IE1有蛋白交互

作用的產生，但三點突變株 tmTrx-C62S (Cys
32. 35, 62→Ser

32, 35, 62
)與 IE1 蛋白交

互作用反應訊號大幅度的降低，與沒有 Cysteine 的 qmTrx 有相近於背景值的

訊號強度。本試驗除了鑑定出 Trx 與 IE1 的蛋白交互作用是透過雙硫鍵的氧

化還原反應之外，亦鑑定出 Trx 與 IE1 的蛋白交互作用是是透過 Trx 四個

Cysteine 中的 Cys
62進行鍵結。 

 

4.7 以共免疫沉澱法分析草蝦 Trx 與白點症病毒極早期表現基因 IE1 於氧化壓力

下之蛋白交互作用 

   在體外試驗(in vitro)當中得知草蝦 Trx 確實會與 IE1 產生蛋白質交互作用

後，欲進一步的進行細胞層次的體外試驗，我們利用昆蟲細胞 Sf9 進行共轉

染(cotransfection)，於細胞內共表現草蝦 Trx 與白點症病毒 IE1，並以 H2O2

處理轉染後的細胞再進行共免疫沉澱法分析，得以觀察當細胞遭受到氧化壓

力時，草蝦 Trx 與白點症病毒 IE1 的蛋白交互作用的情況為何。試驗結果如

圖九所示，在未經 H2O2處理下，草蝦 Trx 與白點症病毒 IE1 結合的程度與陰

性對照組相當，僅有少量的背景值，而在經 H2O2 處理後，可以觀測到草蝦

Trx 與白點症病毒 IE1 結合的程度有明顯的增加。 
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4.8 以電泳流動性轉移試驗(EMSA)分析白點症病毒 IE1 是否受到氧化還原反應

的調控 

在體外及體內試驗當中証實草蝦 Trx 與白點症病毒 IE1 會產生蛋白交互

作用之後，更深入的我們推測草蝦 Trx 會影響到白點症病毒 IE1 的活性、與

IE1 對 DNA 結合的能力有關係。但首先我們必需針對白點症病毒 IE1 其與

DNA 結合的能力是否會受到氧化還原的調控進行試驗，試驗結果如圖十所示，

當白點症病毒 IE1 經 5 mM 硫醇氧化劑 Diamide 的處理過後，IE1 與 DNA 結

合的能力有顯著性的下降，而將經 Diamide 處理過後失去與 DNA 結合能力

的 IE1 再經過 10 mM 硫醇還原劑 DTT 或 β-ME 的處理之下，則可以恢復其

與 DNA 結合的能力，並且在陽性控制組中加入抗白點症病毒 IE1 的抗體時，

目標 DNA-protein 複合物會有超位移(supershift)的現象，而陰性對照組中加入

了抗His的抗體時此複合物並沒有產生超位移的現象(IE1為不含His-tag的重

組蛋白)，更進一步的確認了我們觀測現象的確實是 DNA 與 IE1 蛋白所產生

的複合物；至此我們確認了白點症病毒 IE1 與 DNA 結合的能力確實受到氧

化還原的調控，IE1 在還原態時會具有與 DNA 結合的蛋白活性，而氧化態的

IE1 則會失去與 DNA 結合的能力。 

 

4.9 以電泳流動性轉移試驗(EMSA)分析草蝦硫氧還原蛋白 Trx 是否可以對白點

症病毒 IE1 進行氧化還原反應的調控 

    更進一步的，我們對草蝦硫氧還原蛋白 Trx 是否可以將白點症病毒 IE1

產生氧化還原反應調控進行試驗分析，在前驅試驗當中，我們發現若在有

Diamide 存在的狀態下，Trx 並不能夠直接回復白點症病毒 IE1 其與 DNA 結

合的活性，我們推測因為 Diamide 也會直接抑制 Trx 的活性，故在本試驗中，

我們將 DTT 或是 Diamide 反應後的 IE1 蛋白進行緩衝液(buffer)的置換，以去

除 DTT 或 Diamide，因而得到了還原態或氧化態的白點症病毒 IE1，再以草
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蝦硫氧還原蛋白 Trx 進行試驗，結果如圖十一所示，隨著 Trx 濃度的增加，

原本是氧化態的 IE1 可以回復其與 DNA 結合的能力，至此我們証實白點症

病毒 IE1 其蛋白活性不僅受到氧化還原的調控影響，當處於還原態時會保有

其活性、處於氧化態時則會失去其活性，而當白點症病毒 IE1 失去與 DNA

結合的活性時，草蝦Trx可以讓失去活性、同時也是氧化態的白點症病毒 IE1，

再次獲得 DNA 結合的能力。 

 

4.10 鑑定白點症病毒 IE1 其 Cysteine 對 DNA 結合能力的影響 

在前述的試驗當中，我們已經知道 Diamide 會氧化 IE1 使其失去與 DNA

結合的能力，而 Diamide 會造成 Cys 上有雙硫鍵的形成，故我們推測白點症

病毒 IE1 的氧化還原的調控可透過 Cysteine 來進行，故我們針對白點症病毒

IE1 之 Cysteine 進行分析試驗，找尋出哪一個區位的 Cysteine 會直接影響到

其與 DNA 結合的能力。白點症病毒 IE1 含有七個 Cysteine 分別位於

-Cys
55

-Cys
90

-Cys
113

-Cys
189

-Cys
192

-Cys
194

-Cys
218，本試驗擬產製七株不同的白點

症病毒 IE1 Cysteine 的突變株、再進行 EMSA 試驗分析，試圖找尋出哪一個

半胱氨酸對白點症病毒與 DNA 結合的能力具有關鍵性的影響，而在突變株

製備的過程當中，我們發現在表現白點症病毒 IE1 突變株 IE1-C218S (Cys
218

→Ser
218

)的重組蛋白時其蛋白表現量會變得極為微弱，致使純化回收後的產

量極低，因此最後我們得到了含概六個突變點位的五個白點症病毒 IE1 突變

株的重組蛋白，如圖所示，分別為單一突變點位的 IE1-C55S (Cys
55→Ser

55
)、

IE1-C90S (Cys
90→Ser

90
)、IE1-C113S (Cys

113→Ser
113

)、IE1-C194S (Cys
194→

Ser
194

)與 CXXC motif 雙點位的突變株 IE1-C189S-C192S (Cys
189, 192→Ser

189, 

192
)，純化後各 IE1 的突變株重組蛋白經定量後進行電泳後的染色分析，結果

如圖十二所示。將各 IE1 的突變株重組蛋白進行 EMSA 分析的結果如圖十三

所示，單一點突變的 IE-C55S 與 CXXC motif 雙點位的突變株
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IE1-C189S-C192S 其與 DNA 結合能力明顯有降低的趨勢，故得知至少白點症

病毒 IE1 之 Cys
55與 CXXC motif 的 Cys

189, 192對於其與 DNA 結合的能力扮演

著關鍵的角色。 

 

4.11 以電泳流動性轉移試驗(EMSA)分析氧化劑 IAM是否會抑制白點症病毒 IE1

與 DNA 的結合活性 

在前述試驗當中，雖然我們得知將白點症病毒 IE1 的 Cys
55與 Cys

189, 192

進行點突變後會降低其與 DNA 結合的能力，但 EMSA 的結果也顯示，此活

性並不是完全的失去、而是減低，但因為 IE1 蛋白本身的特性以及技術上的

限制，目前我們仍無法取得將七個 Cysteine 同時進行點突變的 IE1 以進行

EMSA 試驗；因此我們利用可以對 sulfhydryl group 修飾的藥物 IAM 與 IE1

進行反應，與 Diamide 不同之處在於 IAM 造成的修飾是不可逆的反應，DTT

等的還原藥物並無法進行逆反應。我們首先針對 IAM 處理前/後的 IE1 重組

蛋白進行電泳後染色分析，其結果如圖十四(A)所示，証實 IAM 處裡後的 IE1

並不會有蛋白降解的現象，再進行 EMSA 試驗分析，結果如圖十四(B)所示，

IAM 處理後的 IE1 會完全失去與 DNA 結合的能力，證實了 IE1 的 Cysteine

其與 DNA 結合的能力扮演著關鍵的角色。 

 

4.12 以 LC/ESI/MS 測量感染白點症病毒的蝦胃組織其 GSH/GSSG 比值之變化 

    為了解感染白點症病毒過後的蝦體細胞內整體的氧化還原狀態(redox 

state)是否有氧化壓力的產生，我們利用 LC/ESI/MS 分析氧化壓力指標—還原

態的 glutathione (GSH)與氧化態的 GSH (GSSG)之比值觀測蝦體在感染白點

症病毒的過程中其氧化壓力的變化，結果如圖十五所示，與對照組相較之下

(PBS injection onely)，在感染白點症病毒後 24 小時，GSH/GSSG 的數值會有

顯著性的上升，而在感染白點症病毒後 48 小時，GSH/GSSG 的數值會有顯著
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性的下降，這代表在 48 hpi 時蝦體中有氧化壓力的產生，意外的是在 24 hpi

雖然在感染白點症病毒蝦體內的還原力有顯著性的上升，這亦代表在 24 hpi

之前蝦體有受到氧化壓力的刺激，造成體內抗氧化系統啟動而整體的還原力

提升。  

 

4.13 以電泳流動性轉移試驗(EMSA)分析過氧化氫是否會抑制白點症病毒 IE1 與

DNA 的結合活性 

在了解感染白點症病毒會造成蝦體受到氧化壓力後，我們開始關注過氧

化氫對白點症病毒產生的影響，與 diamide 不同的是，過氧化氫是體內存在

的 ROS 之一，但蝦體內並不會有內生性的 diamide 產生，故我們擬直接利用

活性氧物質之一的過氧化氫是否可以影響 IE1 與 DNA 結合的能力以 EMSA

進行驗証，首先我們將 IE1 重組蛋白置換到不含有還原劑中的 PBS 緩衝液，

再與不同濃度的過氧化氫在室溫混合，結果如圖十六所示，IE1 與 DNA 結合

的能力會隨著過氧化氫濃度的提高(1 μM to 10 mM)而降低，並且我們針對是

否含有還原劑DTT作了兩組試驗-- DTT同時混入含過氧化氫與 IE1的反應液 

(lane 9)、或是當過氧化氫與 IE1 室溫反應之後、再添加 DTT (lane 10)，圖中

的結果顯示出當 DTT 與過氧化氫同時存在時，可以對 IE1 產生保護效果並且

維持 IE1 與 DNA 結合的能力，但如果 DTT 是後添加進入反應液、則 DTT 並

對 IE1 並無法維持其與 DNA 結合的活性，依結果推論，IE1 可以跟過氧化氫

反應產生帶有 sulfenic acid 的 IE1-SOH，部份的 IE1-SOH 可以跟還原態的

IE1-SH 自發性形成 IE1-S-S-IE1，再被 DTT 還原為帶有活性的 IE1-SH，但若

大部份的 IE1 都形成 IE1-SOH 或 IE1-SO2H 時，即使有 DTT 的作用也無法新

生成還原態的 IE1-SH。 
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4.14 利用專一性 dsRNA 所產生的特定基因靜默化試驗 Trx 對白點症病毒感染蝦

體過程當之影響 

    最後我們針對白點症病毒在感染蝦體的過程中是否需要 Trx 進行試驗，

首先利用體外合成的 Trx 雙股將蝦體中的 Trx 產生基因靜默化效果，在前驅

試驗當中，高劑量(5 μg/每克蝦)的 Trx dsRNA 注射蝦體雖然能抑制 Trx 基因

的表現，但同時也容易造成蝦體的死亡，故在本試驗中以 1μg/每克蝦的劑量

對蝦體進行施打；在以 Trx dsRNA 注射 48 小時後，結果如圖十七(A)所示，

RT-PCR的結果顯示在鰓組織中Trx的基因表現比起對照組(PBS injection only

與 EGFP dsRNA)有明顯的下降；接續以白點症病毒進行兩組的攻毒試驗，一

組攻毒試驗的目的在觀測白點症病毒複製數目的差異，另一組的目的是觀測

死亡率的變化，結果如圖十七(B)與圖十七(C)所示，經白點症病毒感染三天

後dsTrx-WSSV組別其白點症病毒複製數目與 dsRNA控制組(dsEGFP-WSSV)

相較之下有顯著性的降低(p<0.01)，而死亡率亦會在攻毒第四天之後有顯著性

的降低(p<0.01 與 p<0.005)，結果顯示在白點症病毒感染蝦體的過程當中需要

宿主的 Trx 來增進白點症病毒的致病力(pathogenicity)。 
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五、討論: 

Trx 基本特性之論述 

Trx 為普遍性存在的一個蛋白質，從原核生物至真核生物皆擁有此蛋白，最

初在大腸桿菌體內發現 Trx 時，功能為氫離子及電子的提供者 (Hydrogen Donor)

並參與去氧核糖核苷酸 (Deoxyribonucleotides) 之合成(31)。但隨著研究發現 Trx

其功能與角色非常的多樣化，在細胞外時具有促進細胞生長發育的功能，為一種

促細胞生長因子  (cell growth factor)；在細胞質當中主要功能為抗氧化劑 

(antioxidant) 以及胞內還原劑之輔因子 (reductant cofactor)；在細胞核內主要功能

為調控轉錄因子之活性(25)，雖然 Trx 本身缺少入核訊號 (nuclear localization 

sequence)，但當生物體或是細胞遭受到不同種類的逆境壓力 (stress) 時，如當細

胞受到雙氧水的處理(49)、UV 光的照射(50)、缺氧處理(hypoxia)(9)或是抗癌藥物

cisplatin 的處理時(71)，皆會導致 Trx 有入核的情況產生，進而利用本身還原蛋

白的特性幫助轉錄因子維持其還原態，使轉錄因子可以與目標基因啟動子區域結

合。在細胞株實驗當中更進一步的發現，當過量表現 Trx 蛋白時，Trx 在細胞質

中會抑制 Iκ-B 蛋白的降解，進而抑制 NF-κB 的表現，但當 Trx 進入核內時，會

直接增進 NF-κB 的活性(23)，以此結果而言，Trx 在細胞質中與在細胞核內對於

NF-κB 是扮演著相對立的功能。 

在圖四中序列分析的結果顯示，草蝦 Trx 開放轉譯區大小為 315 bp，其蛋白

質分子量大小約為 10 kDa，並且草蝦(P. monodon)、白蝦(L. vannamei)與中國對

蝦(F. chinensis)三者 Trx胺基酸相似度均超過 90 %，雖然與人類 Trx-1僅有約 50%

的胺基酸相似度，但仍具有四個 Cysteine (-Cys
32

-Cys
35

-Cys
62

-Cys
73

-)並活性作用

區位依舊為高度保守性的 CxxC motif (-Cys
32

-Cys
35

-)； Trx 會自發性的藉由兩 Trx

的 Cys
73相互鍵結而形成雙單元(homodimer) (78)，並且雙單元的 Trx 會失去促進

細胞生長的能力，針對促生長因子這個角色而言，反而可以利用點突變的技術產

製 Cys
73→Ser

73的 Trx，將有利於維持 Trx 促進細胞生長的能力(15)。人類 Trx-1
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總有有五個 Cysteine (-Cys
32

-Cys
35

-Cys
62

-Cys
69

-Cys
73

-)，除了 CXXC motif 之外尚

含有另外三個 Cys，分別位於 Cys
62、 Cys

69與 Cys
73，目前的研究皆指出這三個

Cys 各自擁有不同的功能，目前較為被接受的是 Trx 會藉由 Cys
73形成分子間的

雙硫鍵以產生 Trx 的雙聚體、與 Trx 會藉由-Cys
62

-Cys
69

-形成第二對分子內的雙

硫鍵，並且這對雙硫鍵亦受氧化還原的調控 (19,77)；但除了雙硫鍵的形成之外，

亦有研究報告指出在體外試驗的模式中這三個 Cys 可以進行 S-nitrosylation 反應

(17,19)，並調控著 Trx 本身的功能以及後續的生物反應路徑(60)。而蝦類的 Trx

相較於人類 Trx 缺少了 Cys
69，故蝦類 Trx 是否會有第二對分子間的雙硫鍵鍵結

目前仍不清處，而蝦類 Trx 的 Cys
62與 Cys

73是否亦可進行 S-nitrosylation 反應目

前也尚未有任何的研究報告出現。 

在大腸桿菌進行的研究發現，過氧化氫會造成體內受質蛋白雙硫鍵的形成，

而 Trx 可以有效將這些因為過氧化氫處理後失去活性的受質蛋白還原並恢復其

活性，甚至 Trx 活性效率比 DTT 還要更加快速，換句話說，Trx 在體內亦是一個

即有效率的自由基移除系統(62)。 

從文獻顯示，雖然 Trx 已經被研究有超過 50 年的歷史，但近年來還是一直

不斷有關於 Trx 的新功能或是新的 Trx 生物反應路徑被發現，在不同的生物體內

Trx 所作用的受質分子也會稍有不同，例如生物體內氧化態的 Prx 需要藉由 Trx 

system(Trx-1)幫忙進行還原作用，但在果蠅中發現，果蠅的 Trx-2 才是 Prx 的受

質分子，並非如同哺乳動物系統中的 Trx-1(5)。 

另外也有越來越多的証據顯示，Trx system 與 Grx system 會有 cross-talk 的

可能性，利用放射線標定過後的 GSH 與細胞株進行培養後的體外試驗中發現，

Trx 會利用 Cys
73與 GSH 進行結合(glutathionylation, Trx-S-SG)，而 Trx-S-SG 除了

會失去將 insulin 還原的酵素活性之外，即使 Trx reductase 與 NADPH 亦無法回復

Trx-S-SG 的酵素活性(6)；而在缺少 GR 酵素活性的果蠅品系之中，原本預期在

氧化劑的處理後會因為無法藉由GR讓GSSG還原為GSH而造成GSSG的累積，
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但在此試驗中發現 Trx 可以將 GSSG 還原為 GSH，直接參與 Grx system 的調控

(29)。 

 

白點症病毒的 CXXC motif 

    有些病毒會攜帶自己的 Glutaredoxin 或是 thioredoxin 基因，如同屬於痘病毒

科的 Vaccinia virus 與 Ectromelia virus；或是藻類病毒(chlorella virus)與 T4 phage 

(1,4,11,16,55,79)(或是於 pubmed 的蛋白資料庫中搜尋”virus thioredoxin”)，故

對於白點症病毒而言，有很大的可能性會有白點症病毒自己的氧化還原調控相關

基因，對於尚為有註解但是有 CxxC motif 的蛋白當中，有些 ORF 可能為氧化還

原相關蛋白，如 WSSV240 (AAL89108.1)，其胺基酸序列具有通常在

Nucleoredoxin 其活性區位的 CPPC motif (30)；另外如 WSSV009 (AAL88877.1)

以及 WSSV263 (AAL89131.1)，其 CxxC motife 剛好皆坐落於-Cys
32

-Cys
35

-；

WSSV187 (AAL89055.1)，與 Vaccinia virus 之 thioredoxin-like 蛋白(YP_232963.1)

有相同的CxxC motif位置，皆位於Cys
13

-Cys
16；另外氧化還原蛋白(如GSH、GSSG、

Grx 與 Trx)其分子量通常都在 10 kDa 左右，如果搭配 pubmed 中其它病毒所攜

帶的 thioredoxin-like 基因來看，其序列大約在 150 個胺基酸上下，故我們可以先

將 WSSV 在 20 kDa 以內的 ORF 進行鑑定，而符合這些條件的有 WSSV022、

WSSV032、WSSV060、WSSV107、WSSV114、WSSV150、WSSV158、WSSV163、

WSSV181、WSSV187、WSSV199、WSSV216、WSSV225、WSSV258、WSSV263、

WSSV303、WSSV328、WSSV346、WSSV371、WSSV389、WSSV438、WSSV456、

WSSV464、WSSV493 與 WSSV527。 

 

Trx 與 IE1 之蛋白-蛋白交互作用 

根據Wang等人的研究指出Trx亦會調控肌動蛋白(actin)其氧化還原的狀態，

且在有氧化壓力(oxidative stress)存在下時會增進與 Trx 的蛋白-蛋白交互作用，更
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進一步 Wang等人利用點突變技術構築不同 Cys 突變的 Trx 突變株後進行共免疫

沉澱分析法後可以發現，Trx 與 actin 蛋白交互作用之機制並非藉由 Trx 中 Cys
32

或 Cys
35與肌動蛋白產生鍵結，而是藉由 Trx 上 Cys

62與肌動蛋白產生蛋白交互

作用(75)，我們也在 Trx 與 IE1 的蛋白-蛋白交互作用中發現類似的狀況；如圖六

及圖七所示， diamide 是具專一性可催化雙硫鍵形成的氧化劑，在有 diamide 一

同反應的情況下，Trx 可以跟 IE1 產生專一性的鍵結，原本我們預測此專一性鍵

結是透過 Trx 本身的活性作用區位 Cys
32

-x-x-Cys
35與 IE1 產生蛋白交互作用，但

以活性區位雙點突變株的 Trx 在有 diamide 存在下仍可以跟 IE1 產生蛋白交互作

用，只有包含 Cys
62的三點突變株 tmTrx 與全部 Cys 皆突變為 Ser 的 qmTrx 才會

造成與 IE1 蛋白交互作用的失去，這個結果証實 Trx 的 Cys
62對於 Trx 與 IE1 產

生蛋白-蛋白交互作用是重要的胺基酸，並這裡會產生兩種推論，在有 diamide

的情況下，Trx 與 IE1 是直接透過雙硫鍵進行鍵結，另一種推論為將 Cys
62突變

為 Ser 後會對 Trx 的結構產生改變，使其就算有 diamide 的狀況下其結構亦無法

與 IE1 結合，要解開這個問題，可利用 X-ray 晶體繞射解出結構方面著手。而雖

然在本篇論文中只驗証了 Trx 與 IE1 的蛋白交互作用，但亦有極高的可能性在另

外的 69 個具有 CxxC motif 的白點症病毒 ORF 中，還會有可以與 Trx 產生不論是

蛋白交互作用或是功能上受到比此調控的 ORFs，這些都可以提供其他蝦類學者

一個研究的方向。 

 

IE1 與 DNA 結合能力的調控機制 

病毒本身極早期基因之表現主要是利用宿主細胞內蛋白質的調控，在先前由

Liu 等人已經証實蝦轉錄因子 STAT 可與白點症病毒 ie1 啟動子區域結合且使下

游基因表現(42)，並且還可以與宿主體內的 TATA-box 結合蛋白產生蛋白-蛋白交

互作用(41)，但 IE1 本身又是怎麼樣被調控直到本篇論文始有初步的探討(27)；

蛋白質本身二硫醇與二硫化物(dithiol-disulfide)的轉換會導致蛋白質的構型不同，
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進而影響到蛋白質的功能(24)，故以本篇 EMSA 試驗的結果得知，白點症病毒 IE1

本身的調控是受到氧化還原反應的影響，在氧化態時會失去活性，而 Trx 其功能

與 DTT 相近，能針對硫醇-二硫化物之雙硫鍵進行氧化還原反應，故推論白點症

病毒 IE1 應可以利用宿主的 Trx 幫助其恢復或維持還原態的構型而保有與 DNA

結合的能力，這也是繼細胞內源性的 Trx 可以為第一型單純疱疹病毒之氫離子提

供者 (Hydrogen Donor)並參與病毒本身去氧核糖核苷酸 (Deoxyribonucleotides) 

之合成後(8)，我們認為可以用 WSSV IE1 來証實宿主本身的 Trx 還可以直接參與

病毒轉錄因子的活性調控。 

許多轉錄因子與 DNA 結合的活性主要藉由 Zinc finger motif 所調控，Zinc 

finger motif 又是由 Cysetine/Histidine 所構成，而在 IE1 胺基酸序列進行分析之

結果顯示 IE 含有九個半胱氨酸之外並具有 Cys2/His2-type zinc finger motif，但依

先前 Lui 等人的研究指出(46)，雖然此一區位有可能對轉錄因子與 DNA 結合的

能力扮演關鍵性的角色，但在針對 IE1 Zinc finger motif 之 Cysteine 進行點突變後

進行EMSA試驗分析結果顯示，Cys
189, 194→Ala

189, 194之 IE1突變株仍保有與DNA

結合的活性，以及在另外的 EMSA 試驗中，不論有無添加 Zinc，皆不會影響到

IE1 對 DNA 結合的活性(45)，由此結果推論出 IE1 與 DNA 結合的能力不是透過

Zinc finger motif進行調控。在本篇論文中，我們試圖產製七種不同的 IE1突變株，

但在純化重組蛋白時碰到很大的困難，IE1 原本就是一個很不穩定的蛋白質，以

大腸桿菌進行表現時可以拿到大量且純度佳的 GST-IE1 融合蛋白，但當以

thrombin 截切移除 GST 蛋白後，IE1 即使保存在有 1 mM DTT 的緩衝液中其活

性仍然會快速的降低，進行 EMSA 試驗時以三天內的 IE1 為佳(當天純化完畢隨

即進行 EMSA 反應最好)，經過七天之後 IE1 的活性會大為遞減，幾乎無法順利

在 EMSA 試驗中有成功的反應，在以 SDS-PAGE 分析存放超過七天的 IE1 蛋白

之狀態時，可以發現蛋白大量的降解的情況出現；而這種情況在突變株的 IE1 情

況更是嚴重，帶有 GST 的 GST-IE1 突變株其蛋白表現量會稍微降低，除了
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GST-IE1-Cys
216之外仍可以拿到純度佳且足量的GST-IE1(但GST-IE1-Cys

216應該

可以多重複試幾次看看，或許就又可以順利拿到了)，可是一但將 GST 移除，突

變的 IE1 其水溶性更是大為降低，並且在截切 thrombin 過程當中，會看到大量

的 IE1 隨即降解，當進行純化最後步驟的緩衝液置換時，濃縮前與濃縮後其 IE1

的單位濃度幾乎完全沒變，大幅增加了 EMSA 試驗分析的難度，但至少在後續

的分析鑑定中，証實了 IE1 蛋白至少一個半胱氨酸 Cys
55與 CxxC motif (Cys

189

與 Cys
192

 )對 IE1 的 DNA 結合的能力扮演著關鍵的角色，而接續以 IAM 處理對

Cysteine 進行不可逆轉的修飾後的 EMSA 試驗中發現，IAM 處理後的 IE1 其蛋

白並不會出現降解的現象(圖十四 A)，但會完全失去與 DNA 結合的能力(圖十四

B)。 

 

另外在過氧化氫與 IE1 DNA 結合活性的試驗當中，如圖十六所示，過氧化

氫亦可以氧化 IE1 而降低 IE1 與 DNA 結合的活性，但當我們加入 DTT 的順序不

同時，我們看見兩種結果，一種是反應同時混入 DTT，則 DTT 會對 IE1 的活性

具保護效果，另一種是反應後再添加入 DTT，則 IE1 的活性仍是大為降低，DTT

是對雙硫鍵具專一性反應的還原劑，DTT 無法直接作用於帶有 sulfenic acid 的分

子上，故依結果推論為 IE1 被過氧化氫氧化為帶有 sulfenic acid 的 IE1-SOH，而

IE1-SOH 會失去與 DNA 結合的活性，但 IE1-SOH 應該是與還原態的 IE1-SH 自

發性的形成分子間的 IE1-S-S-IE1，或是 IE1-SOH 會與自身的 SH group 形成分子

內的雙硫鍵(IE1-S2)，而不論是 IE1-S-S-IE1 或是 IE1-S2 皆可以被 DTT 還原為具

有與 DNA 結合能力的 IE1，但當以 10 mM 過氧化氫反應 15 分鐘之後，大部份

的 IE1-SH 應該都轉變成 IE1-SOH，IE1 反而不會有分子間或分子內的雙硫鍵形

成，故 DTT 也無法再讓 IE1 回復其活性；而另一種相類似的可能性為，依照

Vivancos 等人的研究中指出，當使用細胞株並以不同濃度的過氧化氫處理、觀察

Tpx (peroxiredoxin)形成 Sulfinic acid 的速率結果顯示，在低濃度(0.2 mM)過氧化
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氫對細胞處理 5 分鐘後僅有少量的 Tpx-SO2H 形成，但若以高濃度(1 mM)過氧化

氫處理 45 分鐘後即有超過 50%的 Tpx 會轉變成 Tpx-SO2H (73)，雖然每一種會

被過氧化氫氧化的蛋白質其轉變為 Sulfinic acid 的反應速率皆不相同，但以圖十

六之結果推論，在試管內過氧化氫反應濃度為 10 mM 並處理 15 分鐘的處理條件

下，應有一定比例的 IE1 會轉變為 IE1-SO2H、IE1-SOH 與低含量的 IE1-SH，結

果一樣造成氧化的 IE1 無法與 IE1-SH 形成分子間或分子內的雙硫鍵 IE1、也無

法讓 DTT 將之還原為具有 DNA 結合活性的 IE1-SH，因而形成這種試管內不可

逆轉的狀態。 

 

白點症病毒與氧化壓力 

蝦類在感染白點症病毒過後體內的呼吸爆活性 (respiratory burst activity) 會

上升(48,80)，呼吸爆是蝦類在病原入侵或遭受氧化壓力時自身所產生的防禦機制

之一，細胞內會大量的生成活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 物質，包含超

氧化自由基 (superoxide anion radical) 、過氧化氫 (hydrogen peroxide) 及氫氧自

由基(hydroxyl radical)等 ROS，進而導致細胞內有大量的自由基 (free radical) 產

生，得以攻擊外來的入侵物；而要清除體內過多的自由基則要藉由抗氧化系統；

在生物體中主要的抗氧化系統之一即為 Trx 系統，因為各種 ROS 有可能會間接

造成蛋白雙硫鍵的氧化，而 Trx 可以將這些氧化的蛋白進行還原反應。在圖九當

中，我們對昆蟲細胞轉染白點症病毒 ie1 與草蝦 Trx 進行共免疫沉澱分析時，結

果發現當細胞受到H2O2的處理使細胞處於氧化壓力的狀態下時，白點症病毒 IE1

與草蝦 Trx 有蛋白交互作用的產生。文獻指出，在氧化壓力之下，對於氧化還原

反應敏感的蛋白質常易形成雙硫鍵(3)，如大腸桿菌之轉錄因子 OxyR 即會受到過

氧化氫的影響間接形成雙硫鍵進而調控其蛋白活性(82)，故在細胞內白點症病毒

IE 亦可能也是受到氧化壓力的影響間接形成分子內或分子間雙硫鍵，因而與草

蝦硫醇氧化還原蛋白 Trx 產生蛋白交互作用；並且在搭配圖十六所得到的結果更
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能增強此推論的強度，當細胞內產生過多的自由基或是 H2O2時，會使白點症病

毒 IE1 氧化形成代有 sulfenic acid 的 IE1-SOH 並失去活性，而 IE1-SOH 會有機會

與細胞內尚處於還原態的 IE1-SH 自發性的以雙硫鍵結合形成 IE1-S-S-IE1，再與

Trx 產生蛋白交互作用，進而產生還原態的 IE1-SH，但若當 IE1-SOH 再氧化為

帶有 sulfinic acid 的 IE1-SO2H 或甚至是帶有 sulfonic acid 的 IE1-SO3H 時，目前

仍不清楚蝦體當中是否有 Sulfiredoxin 蛋白可以將 IE1-SO2H 還原為 IE1-SOH。 

在圖十五之中我們可以測量到在白點症病毒感染後 48 小時 GSH/GSSG 的

比值有顯著性的下降，而 GSH/GSSG 的下降代表細胞內整體還原力相對減弱，

間接表示在此時間點確實有氧化壓力的累積；而白點症病毒感染後 24 小時

GSH/GSSG 的比值卻有顯著性的上升，這代表在此時間點大部份蝦體的細胞還原

力充足，這些結果產生了數種不同的推論： 

對於 48 hpi 這個時間點來說，在此時間點所測到的氧化壓力反應出受到白點

症病毒感染之細胞內真實整體的氧化還原狀態是趨向於氧化態，也就是有氧化壓

力的累積，而 IE1 是極早期表現基因，但 WSSV IE1 獨特的是 IE1 基因表現並不

像一般所認知的極早期表現基因、在感染開始後不久其基因的表現就會關閉，而

是隨著感染時間一直持續高表現量直至蝦體死亡，IE1 所扮演的功能角色是否有

隨著感染初期與完成病毒增殖後有所不同? 又在此時間點基因與蛋白表現量皆

上升的 Trx 對白點症病毒本身或是 IE1 而言，真正在活體內所執行的功能為何? 

會一樣是幫助 IE1 保有其 DNA bind 的活性嗎? 這些皆是值得深入研究的地方。

但我們也意識到在 48 hpi 蝦體中 WSSV 已經經過了兩個完整的複製循環

(replication cycle)，此時全身組織中的病毒套數皆大量增加並且超過 50%的蝦體

已經死亡，剩下的個體可能皆呈現一種瀕臨死亡的狀態，雖然我們在收取 48 小

時的時間點上、所選擇的蝦體當中會有過半的比例是可以存活超過 48 小時，並

且在收取樣本時一定是選擇尚未死亡的蝦體，在某種程度上無法避免的已經造成

一種篩選，此時所代表的生物性意義仍則較為薄弱，在將來一旦有蝦類細胞株可
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供使用時，將可精準的控制所試驗的細胞株全部細胞同時間一起受到病毒的感染

(MOI=1)，即可更精準的量測細胞所產生的氧化壓力與宿主基因的變化；另一可

行的方法是利用蝦組織(如淋巴細胞)進行初代細胞培養並感染白點症病毒後再

進行氧化壓力的量測。 

對於感染後 24 小時的時間點細胞內的氧化還原狀態仍有比較大的爭議，就

數據而言細胞質內此時的還原力是上升的狀態，推論為樣本中大部份的細胞是未

受到病毒感染的細胞，細胞此時對於病毒的感染過程(viral progression)或是宿主

的防禦機制等均提供了充足的還原力，病毒與宿主仍熱烈的交戰之中，但當病毒

的套數全面性的爆增之後，宿主即無法維持氧化還原的平衡或持續提供充足的還

原力，但值得我們注意的是，24 hpi 細胞內的還原力有顯著性的升高亦代表著在

此時間點之前，細胞有受到氧化壓力的刺激，因而啟動宿主抗氧化機制，才會導

致此時間點的還原力增加，這是一個間接的証據顯示白點症病毒感染 24 小時之

內曾經造成宿主受到氧化壓力影響而起動抗氧化系統，這亦顯示了白點症病毒感

染剛開始時，細胞中會產生抵禦性氧化壓力，因此極有可能需要 Trx 維持 IE1 的

功能與活性。 

 

蝦類氧化壓力之測量 

目前對於量測生物體內的氧化壓力的方法當中，尚未有具較嚴謹及可信的方

法出現，由於氧化還原反應在生物體當中是以即時且動態的反應在進行，自由基

分子在體內存在的時間又極為短暫，如氫氧自由基的存在週期僅為 10
-9秒、即會

奪取電子成為氫氧根離子，並且生物體內同時又不斷有新的自由基分子在形成，

故幾乎無法精確的量測或是追蹤單一自由基在活體中的變化，目前要直接對活體

測量 ROS 在技術上仍然有待突破，各種不同的直接量測法皆有其盲點存在，大

多還是以間接方法量測抗氧化蛋白的酵素活性後，推估氧化壓力的有無，如在蝦

類測定呼吸爆 (respiration burst)的方法是利用 NBT 還原分析法（nitroblue 
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tetrazolium reduction test），主要是針對超氧陰離子進行定量，因為超氧陰離子會

將 NBT 還原為 formazan，而 formazan 呈現紫色結晶狀，即可用分光光譜儀進行

定量。但此方法適用於測定”活細胞”並且是”吞噬細胞”所產生超氧陰離子的能力，

其原理概念為當生物體受到病菌的侵犯時，吞噬細胞(如人體中的嗜中性白血球)

會自發性產生超氧陰離子，進而產生過氧化氫，再經由骨髓過氧化酶

(Myeloperoxidase)將過氧化氫轉變為次氯酸(hypochlorous acid, HOCl)，進而利用

次氯酸殺死外來物；所以可以針對吞噬細胞以 NBT 進行染色過後，進行不同條

件處理試驗以得知吞噬細胞對抗外來刺激的反應為何，但此法應用在蝦類血球時

尚屬合理，但有些蝦類相關文獻報告描述其呼吸爆活性測定法是先將不同組織

(例如鰓或肝胰臟)以緩衝液進行內含物的萃取過後，再加入 NBT 進行反應後以

分光光度計進行定量，這種數據的可信度必需審慎考量。 

目前對蝦體與氧化壓力研究的現況當中，看到許多文獻中僅單憑某一非決定

性基因其 mRNA 表現量的改變即對蝦體是否受氧化壓力做出結論，但此基因表

現量的變化跟抗氧化酵素活性或 ROS 累積的多寡完全不一定具正相關性，甚至

此抗氧化基因其酵素活性的改變也無法完全代表當下 ROS 數量的多寡，其代表

的意義有以下幾種可能性 

1. 有過多的 ROS 存在，故造成酵素活性上升 

2. 先前有過多的 ROS 存在，但此時 ROS 累積的量已經下降至正常的平衡

狀態，可是此時的抗氧化相關酵素活性仍明顯高於對照組 

3. ROS 會同時透過數種不同的代謝模式，例如雙氧水至少有三種不同的酵

素可同時對雙氧水進行代謝，某單獨一種的酵素活性改變(Prx, Gpx or 

CAT)或是未改變皆無法完全反應出當下過氧化氫含量是上升或下降 

    而若我們再進行更細微的檢視可以發現，目前量測酵素活性的方法皆要對樣

本進行各種前處理，但前處理的方法是否恰當? 在蝦類樣本有極易降解的特性之

下，仿照其他物種樣本前處理法的製備過程中，各種蝦類生化生理或降解反應可
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能皆仍在進行中(還是以極快的反應速率在進行)，我們很難對處理完成的樣本進

行品質的確認，就算處理完成進行 SDS-PAGE 分析也只能得知當下蛋白質狀況

是否良好，但無法確認此時樣本的狀況是否真的代表收取樣本當下細胞內各種代

謝物的狀況；如此得到的測定結果是否真的具代表性? 目前在不同的蝦類氧化壓

力研究報告中很容易看到互相衝突的實驗結果，但在缺少全面性的分析下很難判

定誰的結論較為真實，這些都是研究者必需考量的問題。在本試驗中我們以

LC/MS/MS 直接對還原態的 GSH 與氧化態的 GSSG 進行量測，樣本固定以 1:10

或 1:20 w/v、100 %的 MeOH 直接進行代謝物的萃取，MeOH 會造成全體蛋白的

變性，將可大幅降低樣本中蛋白的干擾，而以 LC/MS/MS 可以精準的對

GSH/GSSG 進行量測；在數據判讀的部份，理論上細胞內的 GSH+GSSG 的總量

是固定的，故可直接以 GSH/GSSG 的比值進行不同樣本間的比對判讀，更能反

應出細胞內真實的情況。 

對於蝦類抗氧化相關基因的研究，不論是文獻的數量或是機制層面的探討相

較之下都很少，相關研究也起步的較慢，對於本論文中所提及的抗氧化相關分子

當中，如 Glutathione reductase (GR)、與 Prx 還原有關的 Sulfiredoxin (Srx)或是本

段落後續會提到的 heme oxygenase (HO)，這些對於氧化還元都是極為重要的基

因，極有可能在各種不同的病菌(或病毒)與宿主的交互作用中都扮演的很重要的

角色，但這些基因在蝦類都尚未被報導或選殖出來。 

另外像目前眾人接受 Catalase 可以直接將過氧化氫代謝為水，但其詳細的

作用機制仍尚未明瞭，普遍推測因為 CAT 是含鐵的蛋白，其氧化還原機制應該

還是與鐵離子有關。鐵離子與生物體內的氧化壓力有密不可分的關係，產生氫氧

自由基的 Fenton reacton 或是 Haber-Weiss reaction 皆須要鐵離子參與並催化反應

速率的進行，一個控制體內鐵離子含量多寡很重要的蛋白是儲鐵蛋白 (Ferritin)，

而 Ferritin 是一個功能性極為多樣化的一個蛋白，參與生物體內眾多機制的調控

如解毒、發炎反應、胚胎生長發育以及神經的分化等(36,53,72)，當蝦體以肌肉
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注射的方式給予額外的 Ferritin 時，會對蝦體產生抗白點症病毒的效果，並且蝦

體內的呼吸爆(superoxide)含量會有顯著性的會升高之外，也會使 SOD 活性有顯

著性的上升(58)。但若以氧化壓力與氧氣代謝路徑的角度來看，Ferritin 的給予應

該會造成蝦體內二價鐵含量降低，會導致 Fenton reaction 或是 Haber-Weiss 

reaction 反應速率的降低，結果造成氫氧自由基的減少，是否因為在 Ferritin 的給

予下，氫氧自由基的生成速率降低導致過氧化氫含量的升高，進而亦使得

superoxide 含量升高，這還需要更多的實驗數據佐証。另一個生物體控制鐵離子

含量多寡的重要分子是 heme oxygenase (HO)，HO 可以將 heme group 代謝為鐵

(iron)、膽綠質(biliverdin) 以及一氧化碳(carbon monoxide)，而經由 HO 所釋放出

的鐵(iron)將儲存於 Ferritin 上，造成 Fenton reaction 所產生氫氧自由基的速率下

降，進而降低氧化壓力的產生；而蝦病領域中目前尚未有 HO 相關的研究報告，

雖然有 oxygenase 相關的 EST clone (例如 Genbank Acc. No. EE662804.1)，但其

doamin 並非與 HO 功能相關有相關性。 
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六、圖表與說明 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. The expression level of shrimp thioredoxin after WSSV challaging by 

microarray analysis and validation by qRT-PCR. (A) The relative fold change at 48 

hour post infection was obtained as compared to that at 0 hour. The results were 

analyzed by GeneSpring 11. 
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Figure 2.Quantitative real-time RT-PCR. The mRNA expression level of shrimp 

thioredoxin during virus infection. Relative fold change in WSSV-infected shrimps 

compared to PBS-injected shrimps was calculated using 2
-△ △

Ct method. The internal 

control gene, elongation factor 1α, was measured in WSSV-infected shrimps (n = 3) 

and PBS-injected shrimps (n=3) at 0, 6, 24 and 48 hours post injection. Student’s 

t-test was used for statistical analysis. p < 0.05 was considered statistically significant. 
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Figure 3. The full length cDNA nucleotide sequence and deduced amino acid 

sequence P.monodon thioredoxin. The catalytic site (CPGC) and the polyadenylation 

signal (AATAAA) are underlined. 

 

 

                                                         

       1 GCACGAGATAAGACTTGCAAATTAAATCCTCCGTCCTTCGTGTCTCTTCCTTCAATCGCCAAGATGGTGTACCAAGTGAAAGATCAGGAAGATTTTACT 

M  V  Y  Q  V  K  D  Q  E  D  F  T 

   

     100 AAGCAGCTAAACGAAGCTGGAAACAAGCTGGTCGTCATCGACTTCTACGCCACCTGGTGTGGGCCATGCAAAATGATTGCACCTAAGCTGGAGGAGCTG 

K  Q  L  N  E  A  G  N  K  L  V  V  I  D  F  Y  A  T  W  C  G  P  C  K  M  I  A  P  K  L  E  E  L 

   

     199 AGTCAGTCGATGAGCGATGTGGTTTTCCTGAAGGTGGATGTGGACGAATGCGAAGACATTGCCCAAGATAACCAGATTGCATGCATGCCTACTTTTCTG 

S  Q  S  M  S  D  V  V  F  L  K  V  D  V  D  E  C  E  D  I  A  Q  D  N  Q  I  A  C  M  P  T  F  L 

  

     298 TACATGAAGAATGGCCAGAAGCTTGACAGCTTGTCTGGTGCCAACTACGAAAAGCTTGTCGAACTCATCGAGAAGCACAAGTAATCCATTCCACTGCTC 

Y  M  K  N  G  Q  K  L  D  S  L  S  G  A  N  Y  E  K  L  V  E  L  I  E  K  H  K  * 

 

     397 TCTCTGGCACCAAGAGCATGAAAGATGGACCATCTTTGCAAATTAGATCTGCTTAAAGTATTTTGTTTTAGGTTAATAGTGTTGTGATTAAAGACAAAA 

     496 AGCAAACTGTTTTGTTGTTTACGGTCATAAATATTCACTTTTTTTCCAAATTTCTCAAAAAAAAAAAAAAAATAGATTTAACAAGCACCTGTTTGTGGA 

     595 AATAATTTCTTTTTGTTTTGATGGAAAATAGTTTAGGCGGCTAATTATTTCAGGTGAATATCCAAGATCTTTTCATTATTGCATTTAACTACCAGTGAC 

     694 TGTTTGTGCCTTTTTATGTAATGTAGAGCTTGGATTTATAAGATTTCAATAAAGTCTGAATATCTACCAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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Figure 4. Multiple sequence alignment of thioredoxin between four species. 

Shaded indicate the percentage of identical amino acid (black is 100%, gray with 

white letters is 80% and gray with black letters is 60%). LvTrx: L. vannamei 

thioredoxin (ACA60746), FcTrx: F. chinensis thioredoxin (ACX30746), PmTrx: P. 

monodon thioredoxin , HsTrx: H. sapiens thioredoxin 1 (AAF86466) and DmTrx: D. 

melanogaster thioredoxin (1XWA_A). 
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Figure 5. Protein expression levels of P. monodon thioredoxin and WSSV IE1 

after WSSV challenge. Immunoblots with anti-thioredoxin antibody or anti-IE1 

antibody of total protein (20 μg) extracted from the stomachs of nine individual 

shrimps. Anti-tubulin antibody was used as the internal control. hpi: number of hours 

post WSSV challenge. 
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Figure 6. Pull-down assay of interactions between IE1 and Trx. Purified, His-tag 

free IE1 (from pGEX5T-1-IE1) (0.5 μg) was mixed with His-tagged Trx (5 μg) in 

NPIT buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole and 0.005% Tween 

20, pH=8.0) with 1 mM DTT or 1 mM diamide to a total volume of 200 μl. After 30 

min incubation at room temperature, 15 μl nickel agarose beads were added to the 

mixture to pull down Trx. After five washes with NPIT buffer, bound protein was 

eluted by 2× sample buffer (25 mM Tris-HCl pH=6.8, 1% SDS, 10% glycerol, 2% 

beta-mercaptoethanol and 0.005% bromophenol blue). Anti-PmTrx antibody was used 

to confirm that Trx was pulled-down successfully (lower panel), and anti-IE1 

antibody was used to detect the target protein (main panel). 
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(A) 

 

(B) 

 

 

Figure 7. SDS-PAGE analysis to confirm the expression of the purified Trx and 

its mutants that were used in the pull-down assay. (A) Schematic showing the 

point replacement of cysteine residues by serine residues in the Trx mutants. (B) Five 

μg Trx or Trx mutants were loaded on 15 % SDS-PAGE. The results were stained 

with Coomassie Brilliant Blue. 
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Figure 8. Pull-down assay of interactions between IE1 and Trx. The pull-down 

assay for the Trx mutants was conducted in the presence of diamide (1mM to a total 

volume of 200 μl). All other conditions were the same as those described above. 
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Figure 9. Protein interaction between shrimp thioredoxin and WSSV IE1 via 

co-immunopricipitate assay in Sf9 cell. After heat shock 6 hours, the transfected Sf9 

cells were treated with or without H2O2 for 30 min before cells were harvested. The 

input expression and immunoprecipitated results were confirmed by Western blotting 

using either anti-V5 antibody or anti-FLAG antibody. The arrows indicate the 

expressed V5-tagged EGFP, V5-tagged Trx and FLAG-tagged IE1. 

 



 

78 
 

 

 

 

 

Figure 10. Redox modulation of the DNA binding activity of WSSV IE1. The 

DNA binding activity of WSSV IE1 was suppressed by the thio specific oxidant 

diamide. For this electrophoresis mobility shift assay (EMSA), the purified IE1 

protein was pre-incubated at room temperature with 5 mM diamide for 30 min, 

followed by treatment with 10 mM DTT or 10 mM β-ME for 30 min, and incubation 

with the α-
32

P labeled probe for 30 min (lanes 5-7). Other protocols were as indicated 

by the lane headings. Lanes 9 and 10 include incubation with an IE1-specific and 

non-specific (anti-His) antibody, respectively, confirming that the DNA-protein 

complex contained IE1. IE1-DNA complex as indicated by the arrow. 
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Figure 11. Thioredoxin restores the DNA binding activity of oxidized WSSV IE1. 

In this EMSA, purified oxidized IE1 protein (1 μg) was incubated with 1-5 μg of 

PmTrx (lanes 4-6). Other protocols were as indicated in the lane headings. IE1-DNA 

complex is indicated by the arrow.  
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(A) 

 

 

(B) 

 
Figure 12. SDS-PAGE analysis the purified IE1 and its mutants that were used in 

the EMSA assay. (A) Schematic showing the point replacement of cysteine residues 

by serine residues in the WSSV IE1 mutants. (Note: IE1-C216S is not shown because 

we were unable to express and purify this mutant in sufficient quantify.) (B) To 

confirm protein expression, 1 μg of the purified IE1 and its mutants were loaded on 

15% SDS-PAGE and stained with Coomassie Brilliant Blue. 
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Figure 13. Identifying the WSSV IE1 cysteine residues that are critical for DNA 

binding activity. EMSA reaction using the same protocol described above. IE1-DNA 

complex is indicated by the arrow. 

 

 



 

82 
 

(A) 

 

(B) 
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Figure 14. Irreversible sulfhydryl modifying reagent iodoacetamide inhibits the 

DNA binding activity of WSSV IE1. (A) Purified IE1 was treated with 5 mM IAM 

for 30 min, loaded on 15% SDS-PAGE, and stained with Coomassie Brilliant Blue. 

The panel shows that there was no degradation of IE1 protein after IAM treatment. (B) 

IE1 or IAM-treated IE1 was treated with 5 mM diamide for 30 min, and then 15 mM 

DTT for another 30 min as indicated by the lane headings. The EMSA result suggests 

that IAM treatment successfully alkylated all of the free cysteine residues and 

irreversibly prevented formation of the IE1-DNA complex. 
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Figure 15. Oxidative stress in WSSV-infected shrimps. (A) Shrimps (n=4 for each 

group; at least 3 different groups for each time point) were injected with WSSV 

inoculum or PBS, and the GSH/GSSG ratio was measured at 12, 24, 36, 48 hours 

after challenge. (B) Real-time PCR quantification of the WSSV viral load. Data 

represent WSSV copy numbers in WSSV-infected shrimp at 12, 24, 36 and 48 hours 

post challenge. Samples were taken from the same experimental shrimps that were 

used in the GSH/GSSG assay, and quantified in duplicate. All values are means ± SD. 

An asterisk indicates statistical significance (p<0.05). 
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Figure 16. Hydrogen peroxide inhibit the DNA binding activity of IE1. For this 

electrophoresis mobility shift assay (EMSA), the purified IE1 protein was 

pre-incubated with or without DTT/Diamide at room temperature for 30 min (lane 1 - 

lane 3), followed by treatment with H2O2 for another 30 min. Other protocols were as 

indicated by the lane headings. Lanes 9 included incubation with 10 mM DTT when 

hydrogen peroxide was supplied in the reaction. Lane 10 included incubation with 10 

mM DTT for 30 min after the H2O2-treatment, respectively. IE1-DNA complex is 

indicated by the arrow. 
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Figure 17. dsRNA silencing of the shrimp thioredoxin gene and its effects on 

WSSV challenge. (A) RT-PCR of total RNA extracted from gill tissue showed that 

expression of the shrimp thioredoxin gene was suppressed two days after injection 

with thioredoxin dsRNA. PBS and EGFP dsRNA were used as controls. Each lane 

represents an individual shrimp. EF-1α was used as the internal control. (B) Real-time 

PCR was used to quantify the WSSV viral load in WSSV-infected shrimp at 1, 2 and 3 

days post infection. Three shrimps were taken at each time point and quantified in 

duplicate. All values are means ± SD. Asterisks indicate statistical significance 

(p<0.01). (C) Shrimp (n=30 for each group) were injected with thioredoxin dsRNA, 

EGFP dsRNA or PBS 2 days prior to WSSV challenge (or PBS injection). Data are 

presented using a Kaplan-Meier plot. A log rank χ
2
 test found that the dsTrx-injected 

shrimps had significantly lower mortality than the dsEGFP-injected shrimps at 4 dpi 

(p < 0.01) and 5 dpi (p<0.005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

88 
 

Table 1. Potential non-structural target proteins of thioredoxin based on the presence  

of a CXXC motif in WSSV annotated ORFs. 

WSSV ORF Protein Characteristics/Function GenBank 

Number 

CXXC 

motif 

Location Reference 

WSSV004 WSSV004 Early gene AAL88872.1 CSAC 169-172 (18) 

WSSV039 DNA polymerase DNA replication AAL88907.1 CIAC 342-345 (7) 

    CLSC 2346-2349  

WSSV108 WSSV108 Immediate-early gene AAL88976.1 CYTC 64-67 (37) 

    CDYC 155-158  

WSSV113 WSSV113 Immediate-early gene AAL88981.1 CKTC 190-193 (38) 

WSSV126 IE1 Immediate-early gene AAL88994.1 CNAC 189-192 (43-44,46) 

WSSV135 WSSV135 Immediate-early gene AAL89003.1 CASC 67-70 (37) 

WSSV136 WSSV136 Immediate-early gene AAL89004.1 CPIC 13-16 (37) 

    CPMC 63-66  

WSSV150 WSSV150 Immediate-early gene AAL89018.1 CYYC 51-54 (37) 

    CYYC 56-59  

    CCYC 65-68  

    CYCC 66-69  

    CYYC 69-72  

    CCCC 72-75  

    CYHC 75-78  

WSSV156 WSSV156 Immediate-early gene AAL89024.1 CNRC 584-587 (37) 

WSSV228 Ribonucleotide 

reductase large 

subunit (RR1) 

Nucleotide metabolism AAL89096.1 CEMC 843-846 (39,68) 

WSSV277 WSSV277 E3 ligase AAL89145.1 CGVC 308-311 (20) 

    CPMC 355-358  

WSSV304 WSSV304 Immediate-early 

gene/E3 ligase 

AAL89172.1 CVNC 310-313 (76) 

    CEKC 354-357  

WSSV454 ChimericThymidine 

Kinase and 

Thymidylate Kinase 

(TK-TMK) 

Nucleotide metabolism AAL89322.1 CMIC 141-144 (69-70) 

    CRDC 178-181  

WSSV462 WSSV462 Immediate-early 

gene/E3 ligase  

AAL89330.1 CVGC 271-274 (21,38) 

    CVKC 309-312  
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Table 2. Potential structural target proteins of thioredoxin based on the presence of a 

CXXC motif in WSSV annotated ORFs. 

WSSV ORF Protein Characteristics/Function GenBank Number CXXC motif Location Reference 

WSSV030 VP362 Structural protein AAL88898.1 CYKC 70-73 (81) 

    CPSC 354-357  

    CWIC 379-382  

WSSV134 VP36A Tegument protein AAL89002.1 CNNC 251-254 (66-67) 

WSSV254 VP320 Structural protein AAL89122.1 CAIC 743-746 (81) 

    CGHC 761-764  

    CPSC 792-795  

WSSV315 VP387 Structural protein AAL89183.1 CDGC 160-163 (81) 

WSSV359 VP184 Structural protein AAL89227.1 CNAC 696-699 (26) 

    CTSC 715-718  

WSSV419 VP664 Capsid protein AAL89287.1 CQQC 4104-4107 (34,66-67) 

WSSV524 VP136B Immediate early gene/ 

Structural protein 

AAL89392.1 CKGC 464-467 (38,66) 

    CKRC 865-868  

    CLRC 884-887  

    CVEC 988-991  

    CDCC 991-994  

    CPWC 1013-1016  

 

 

 

 



 

90 
 

Table 3. Potential target proteins of thioredoxin based on the presence of a CXXC 

motif in WSSV non-annotated ORFs. 

WSSV ORF GeneBank Number CXXC motif Location 

WSSV009 AAL88877.1 CHIC 32-35 

WSSV013 AAL88881.1 CHRC 632-635 

WSSV022 AAL88890.1 CWCC 33-36 

WSSV025 AAL88893.1 CSSC 173-176 

WSSV027 AAL88895.1 CCMC 462-465 

WSSV032 AAL88900.1 CLNC 78-81 

WSSV060 AAL88928.1 CSSC 47-50 

WSSV107 AAL88975.1 CCRC 57-60 

WSSV114 AAL88982.1 CFKC 156-159 

WSSV150 AAL89018.1 CYYC 51-54 

  
CYYC 56-59 

  
CCYC 65-68 

  
CYCC 66-69 

  
CYYC 69-72 

  
CCCC 72-75 

  
CYHC 75-78 

WSSV158 AAL89026.1 CTVC 5-8 

WSSV163 AAL89031.1 CASC 20-23 

WSSV175 AAL89043.1 CMAC 562-565 

WSSV181 AAL89049.1 CWCC 59-62 

  
CCCC 61-64 

  
CCCC 62-65 

  
CCCC 63-66 

  
CCCC 64-67 

  
CCCC 72-75 

WSSV186 AAL89054.1 CANC 225-228 

WSSV187 AAL89055.1 CHLC 13-16 

WSSV188 AAL89056.1 CSFC 43-46 

WSSV194 AAL89062.1 CRKC 638-641 

WSSV199 AAL89067.1 CSNC 130-133 

WSSV216 AAL89084.1 CFLC 32-35 

  
CYDC 971-974 

  
CWIC 986-989 

  
CTLC 1023-1026 

WSSV225 AAL89093.1 CNVC 44-47 
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WSSV ORF GeneBank Number CXXC motif Location 

WSSV240 AAL89108.1 CEKC 276-279 

  
CDRC 297-300 

  
CNKC 388-391 

  
CPPC 408-411 

WSSV258 AAL89126.1 CVRC 108-111 

WSSV262 AAL89130.1 CRNC 83-86 

WSSV263 AAL89131.1 CFSC 32-35 

WSSV264 AAL89132.1 CISC 81-84 

WSSV282 AAL89150.1 CEKC 75-78 

WSSV303 AAL89171.1 CCYC 70-73 

  
CYCC 71-74 

WSSV307 AAL89175.1 CTLC 497-500 

WSSV322 AAL89190.1 CSIC 129-132 

WSSV328 AAL89196.1 CSWC 62-65 

WSSV340 AAL89208.1 CNNC 782-785 

WSSV346 AAL89214.1 CCCC 13-16 

  
CCCC 14-17 

  
CCFC 16-19 

WSSV350 AAL89218.1 CSDC 47-50 

WSSV355 AAL89223.1 CISC 46-49 

WSSV371 AAL89239.1 CCYC 24-27 

WSSV383 AAL89251.1 CQRC 484-487 

WSSV388 AAL89256.1 CAAC 174-177 

WSSV389 AAL89257.1 CAYC 38-41 

WSSV399 AAL89267.1 CPNC 2723-2726 

WSSV401 AAL89269.1 CELC 101-104 

WSSV438 AAL89306.1 CSCC 8-11 

WSSV456 AAL89324.1 CVIC 168-171 

WSSV464 AAL89332.1 CMKC 176-179 

WSSV477 AAL89345.1 CLGC 22-25 

WSSV493 AAL89361.1 CFTC 120-123 

WSSV500 AAL89368.1 CPSC 130-133 

WSSV527 AAL89395.1 CPSC 21-24 
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Table 4. The primer sets used for the construction of various expression plasmids.  

Plasmid primer sets Usage  Vector 

pET28b-IE1 IE1-F/IE1-R protein expression  pET-28b 

pET28b-Trx Trx-F/Trx-R protein expression  pET-28b 

pET28b-sm-Trx * smTrx-F/smTrx-R protein expression pET28b-Trx 

pET28b-dm-Trx † dmTrx-F/dmTrx-R protein expression  pET28b-Trx 

pET28b-tm-Trx-C62S ‡ tmTrx-C62S-F/tmTrx-C62S-R protein expression pET28b-dm-Trx 

pET28b-tm-Trx-C73S ‡ tmTrx-C73S-F/tmTrx-C73S-R protein expression  pET28b-dm-Trx 

pET28b-qm-Trx § tmTrx-C73S-F/tmTrx-C73S-R protein expression pET28b-tm-Trx-C62S 

pGEX5T-1-IE1-C55S IE1-C55S-F/IE1-C55S-R protein expression pGEX5T-1-IE1 

pGEX5T-1-IE1-C90S IE1-C90S-F/IE1-C90S-R protein expression pGEX5T-1-IE1 

pGEX5T-1-IE1-C113S IE1-C113S-F/IE1-C113S-R protein expression pGEX5T-1-IE1 

pGEX5T-1-IE1-C189S-C192S IE1-C189S-C192S-F/IE1-C189

S-C192S-R 

protein expression pGEX5T-1-IE1 

pGEX5T-1-IE1-C194S IE1-C194S-F/IE1-C194S-R protein expression pGEX5T-1-IE1 

pDHsp70-EGFP-V5-His EGFP-V5-F/EGFP-V5-R Coimmunoprecipitation pDHsp70-V5-His 

pDHsp70-EGFP-PmTrx-V5-His Trx-V5-F/Trx-V5-R Coimmunoprecipitation pDHsp70-EGFP-V5-His 

pDHsp70-IE1-Flag-His IE1-Flag-F/IE1-Flag-R Coimmunoprecipitation pDHsp70-Flag-His 

 

*sm- single mutation 

†dm- double mutation 

‡tm-triple mutation 

§qm-quadruple mutation 
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Table 5. Primer sequences used in this study.  

Primer Sets primer sequences (5’-3’)* 

IE1-F 5’-CCCGGATCCGATGGCCTTTAATTTTGAAGA-3’ 

IE1-R 5’-GGGCTCGAGTACAAAGAATCCAGAAATC-3’ 

Trx-F 5'-CCGGGATCCGATGGTGTACCAAGTGAAAGATC-3' 

Trx-R 5'-CCCCTCGAGCTTGTGCTTCTCGATGAGTTC-3' 

smTrx-F 5'-TCCAAAATGATTGCACCTAAG-3' 

smTrx-R 5'-TGGCCCACACCAGGTGGCGTAG-3' 

dmTrx-F 5'-TCCAAAATGATTGCACCTAAG-3' 

dmTrx-R 5'-TGGCCCAGACCAGGTGGCG-3' 

tmTrx-C62S-F 5’-GAATCCGAAGACATTGCCC-3’ 

tmTrx-C62S-F 5’-GTCCACATCCACCTTCAGG-3’ 

tmTrx-C73S-F 5’-GCATCCATGCCTACTTTTCTG-3’ 

tmTrx-C73S-F 5’-AATCTGGTTATCTTGGGC-3’ 

IE1-C55S-F 5’-AAGTCTGGGAATTTTGAAGC-3’ 

IE1-C55S-R 5’-TCCTTGCCGTACGAGACGCC-3’ 

IE1-C90S-F 5’-ACAAACTCCTTGGCATTATTC-3’ 

IE1-C90S-R 5’-CTTGACATGGGAACCACTGTTG-3’ 

IE1-C113S-F 5’-TACTCTACTTTTCCCCAATAC-3’ 

IE1-C113S-R 5’-CTGTCCATGTCGATCAGTCTC-3’ 

IE1-C189S-C192-F 5’-TATCTAATGCGTCTAGGTGC-3’ 

IE1-C189S-C192-R 5’-CAGAAAACATTGGGTTTGAT-3’ 

IE1-C194S-F 5’-AGGTCCAAGTACCCAGGCCC-3’ 

IE1-C194S-R 5’-ACACGCATTACATACAGAAAAC-3’ 

EGFP-V5-F 5'-CCCAAGCTTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3' 

EGFP-V5-R 5'-CGCGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’ 

Trx-V5-F 5'-GGGCCGCGGATGGTGTACCAAGTGAAAGA-3' 

Trx-V5-R 5'-GGGCCGCGGCTTGTGCTTCTCGATGAGTT-3' 

IE1-Flag-F 5'-CCCAAGCTTCTCAAGATGGCCTTTAATTTTG-3' 

IE1-Flag-R 5'-TCCCCGCGGTACAAAGAATCCAGAAATCTCA-3' 

*Restriction enzyme cutting sites and mutated sites are underlined. 
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