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摘要 

 

虹彩病毒是一可感染點帶石斑之生活史各階段，並會造成嚴重死亡之病毒，

其為一遺傳物質全長 140 kb 之雙股 DNA 病毒，其主要感染石斑魚之免疫器官，

如脾臟、腎臟等部位。截至今日為止，雖然虹彩病毒之基因序列已全部解序，其

各別基因也已有不少研究成果發表，但對於病毒入侵後石斑魚體內基因表現量之

調控研究仍尚缺乏。本實驗室於 2008 年以點帶石斑魚的腎臟製作成的功能性基

因體微陣列晶片以研究經注射過虹彩病毒、lipopolysaccharide（LPS）、poly I:C

之點帶石斑腎臟於不同時間點之基因表現量的變化，篩選出 18 個 2 倍正調控與

23 個 2 倍負調控基因群。 

本實驗重新以 GeneSpring GX 11.5 軟體檢視微陣列晶片，排除背景值後篩選

出 39 個兩倍正調控與 48 個兩倍負調控之基因群。本實驗進一步以即時定量聚合

酶鏈鎖反應來分析這些差異性表現的基因群。實驗中共分析 24 個微陣列晶片篩

選出的基因以及 6 個免疫相關基因，其中 RNA helicase DHX58 homolog、CD9 

antigen、 interferon stimulated gene 15、HECT E3 ubiquitin ligase、 reverse 

transcriptase-like protein 、 vig-1 、 very large inducible GTPase-1 、 urokinase 

plasminogen activator surface receptor、26S proteasome non-ATPase regulatory 

subunit 1 homolog、interleukin-1β、interleukin-8、interferon-induced GTP-binding 

protein MxI、tumor-necrosis factor α和 cyclooxygenase-2 等 15 個基因，其注射虹

彩病毒處理組之頭腎組織基因表現量比無注射之控制組高 20 倍以上。而

UDP-glucose 6-dehydrogenase 在病毒處理中的基因表現量則較控制組低了近 100

倍。本實驗分析出虹彩病毒感染石斑魚之頭腎基因差異表現之基因群將有助於了

解病毒與宿主間的交互作用。 
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Abstract 
     

    Grouper iridovirus (GIV), a double-strand DNA virus, can infect with all life 

stages of orange-spotted grouper (Epinephelus coioides), and causes groupers serious 

death. It mainly attacks immune system of host, such as spleen and kidney. Until now, 

the total 140 kb genome size of GIV had been sequenced and the research of several 

virus genes expression upon infection had been studied. However, investigation of 

host gene expression during GIV infection is still know very little. The grouper gene 

expression profiles after different kinds of challenges including GIV, 

lipopolysaccharide, and poly I:C using GIV-infected grouper kidney cDNA 

microarray had been established in our lab previously. 

      We reanalyzed the previous array data of GIV-challenged only, and the newly 

39 up-regulated and 48 down-regulated genes under two-fold thresholud were 

selected. To validate the result of microarray analysis, the quantitative real-time 

RT-PCR was performed. The kidney parts of non-injected control groupers and GIV-, 

lipopolysaccharide-, poly I:C-treated of groupers were collected at 1, 3, 5 day 

post-injection and the total RNAs were extracted for further RT-qPCR. Twenty four   

candidate genes from microarray analysis and another 6 immune-related genes were 

estimated. Fifteen genes including RNA helicase DHX58 homolog, CD9 antigen, 

interferon stimulated gene 15, HECT E3 ubiquitin ligase, reverse transcriptase-like 

protein, vig-1, very large inducible GTPase-1, urokinase plasminogen activator 

surface receptor, 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog, 

interleukin-1β, interleukin-8, interferon-induced GTP-binding protein MxI, 

tumor-necrosis factor α and cyclooxygenase-2 are significant expression up to 20 fold 

compared to non-injected control candidate gene, but UDP-glucose 6-dehydrogenase 

is suppressed down to around 100 fold after GIV-injected treatment. Based on this 
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experiment, we believe that those genes with significant expressed or suppressed may 

participate in the host-viral interaction.  
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第一章  前言 

 

1.1 石斑魚之簡介與其養殖產業 

 

    台灣四面環海，黑潮終年流經台灣東西岸海域，且位處熱帶及亞熱帶之間， 

因此對於發展海水養殖業具有絕佳的先天條件。目前台灣養殖魚業主要分佈在台

灣西南沿海地區，其主要的養殖物種以石斑及鯛類魚最具代表性。石斑魚之分類

地位為輻鰭魚綱（Actinopterygii）、鱸形目 （Perciformes）、鮨科（Serranidae）、

石斑屬（Epinephelus），其種類依 Nelson ( 2006 ) 粗略將全球之鮨科魚分為 3 亞

科，63 屬，449 種，分佈於熱帶及亞熱帶海域，在台灣所記錄的種類有 114 種。

石斑魚在民間俗稱過魚、格也魚、鮢桂魚、鱸貓等，體形長且粗壯呈橢圓形，側

扁頭大，吻短鈍圓，口大且平裂或略傾斜，上頷骨發達使其能略向前伸出，體表

披有細小櫛鱗片、圓鱗（曾，1988）。石斑多半屬日行性魚類，其水溫適溫範圍

為 15-34 ℃間，最適生長水溫則是 22-28 ℃，石斑魚生性兇殘並具有領域性以

及擬態的行為，且大多以魚、蝦、蟹、端足類為食，且其生性兇，多半分佈於沿

岸海域，喜好棲習於岩礁、珊瑚礁、洞穴等隱密處，幼魚則常聚集於海島密佈之

海域。棲息海域的深度會依水溫的變化而隨之上升下降，在春夏季海水溫度高時

分佈於較淺層的 10-30 米處，秋季水溫低時棲息深度則下降到水深 40-80 米之較

深水域。 

石斑為雌雄同體（hermaphroditism）之魚類，雌性雄性無法從外表分辨，石

斑在幼年期為雌性，在雌性性徵成熟後，經由性轉變變為具有雄行產精器官之雄

性，為先雌後雄的魚類。台灣目前主要的石斑養殖魚種有瑪拉巴石斑  

（ Epinephelus malabaricus ）、點帶石斑（ Epinephelus coioides ）、青石斑

（Epinephelus aowora）、老虎斑（Epinephelus fuscoguttatus）及龍膽石斑

（Epinephelus lanceolatus）這五種。台灣的石斑繁殖方法有自然授精法與人工授
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精法兩種，而養殖方式主要分為三階段，第一階段：卵至 0.5-9.6 g 白身苗；第

二階段：白身苗至 6-7 g 魚苗；第三階段：魚苗至成魚，一般石斑魚在養殖八個

月到一年即可達上市體型銷售。目前石斑的養殖主要遭受到的病害有兩種，一種

為在白身苗期感染魚腦使魚腦空洞化並出現迴旋泳姿的神經壞死病毒（nervous 

necrosis virus），另一種是在石斑生活史各階段皆會感染腎臟、脾臟及造血組織使

器官腫大出血壞死的虹彩病毒（iridiovirus）。 

石斑魚因肉質鮮嫩肥美所以廣受華人地區喜好，需求也在逐年增加中，因為

供不應求的緣故使得台灣石斑魚養殖業的年產量從 1998 年的年產量 5.000 公噸

至 2008 年提高到了年產量 17,000 噸，年產值也從 10 億增加了五倍，而近五年

來每公頃的石斑產量也由原本的 1 萬 8 千多公斤增加了三成。而又因今年三月日

本關東大地震造成福島核能發電廠的含輻射廢水大量排入太平洋中，進而隨著洋

流擴散到世界各大海域，導致海洋生物遭受污染，如不慎食用到體內可能會對人

體造成病害。因為這樣的危險使得人們對於海洋魚類的需求從捕撈轉換到養殖的

海水魚類，這類需求的提升讓近幾個月來石斑每公斤的售價上升了四成之多，相

信伴隨著海洋魚類資源的逐漸匱乏，但人類對魚類的需求只增不減的情況下，石

斑養殖業的前景會是一片光明。 

 

1.2 魚類虹彩病毒之研究史 

 

    虹彩病毒是一廣泛存在於無脊椎及脊椎動物間的病毒疾病，在脊椎動物中主

要感染兩生類及魚類，其英文名 iris 在希臘字中代表著彩虹（rainbow）之意，這

是因虹彩病毒在感染昆蟲後會使蟲體可以被光折射出彩虹的光芒故得其名 

（Goorha, 1995）。虹彩病毒內含遺傳物質為雙股去氧核醣核酸之正二十面體病毒，

其基因體大小介於 103-212 kb 之間，病毒顆粒直徑為 125-300 nm 之間，虹彩病

毒之結構由內自外分別為核蛋白（nucleoprotein）、脂質內膜（lipid inner membrane）、
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蛋白鞘（capsid），某些種類之虹彩病毒具有被膜（envelope）的存在。虹彩病毒

在宿主細胞中複製增殖後以出芽（rainbow）的方式離開宿主細胞，再以內胞飲

（endocy）的方式進入鄰近的細胞(Qin et al., 2001)。在電子顯微鏡之觀察下可見

到受感染細胞的細胞質中有處於不同複製階段中的虹彩病毒顆粒的存在，在細胞

質中可見到病毒呈分散或類晶體狀之整齊排列，在宿主細胞內也會有包涵體

（inclusion body）的形成(Kasornchandra and Khongpradit, 1997; Tapiovaara et al., 

1998)。虹彩病毒科之病毒主要感染的宿主分佈極廣，主要包括無脊椎動物以及

除了哺乳類以外之脊椎動物(Castric and De Kinkelin, 1984)，可分為五個屬：（1）

Iridovirus：感染多種類之無脊椎動物，主要感染之生物為昆蟲，病毒顆粒直徑為

120 nm，代表性病毒為 Chilo iridescent virus（IV6，或稱為 CIV）。（2）Chloriridovirus：

主要感染蚊蟲為主，病毒顆粒直徑約為 180 nm，代表性病毒為 Mosquito iridescent 

virus（IV3）。（3）Ranavirus：五個屬中唯一感染之宿主為兩棲類及爬蟲類的屬，

也可感染硬骨魚類，並對水產養殖業造成了不少影響（Murali et al., 2002），最近

也被指出與近年來兩棲類的大量減少有關，其代表性病毒為 frog virus 3（FV3）。

（4）Lymphocystivirus：可感染多數硬骨魚類，病毒顆粒大小約為 300 nm，代表

性病毒為 Lymphocystivirus type 1（LCDV-1），此病毒屬於慢性疾病，感染部位

為真皮層的纖維細胞（fibroblast），感染細胞後會造成細胞腫大形成肉眼可見之

結節，而腫大之纖維細胞在組織病理學觀察下可見到嗜鹼性細胞質內包涵體，此

病毒感染魚隻後造成的死亡率不高，大部分受感染魚隻可自行康復。（5）

Megalocytivirus：近年來才新建立之病毒屬，感染對象主要為淡水及海水魚類，

尤其是暖水性魚類，在水產養殖業上爆發過重大的疫情，代表性病毒如 ISKNV

（infectious spleen and kidney necrosis virus）、RSIV（red sea sbream iridovirus）以

及 TGIV（grouper Iridovirus of Taiwan）等。 

虹彩病毒最早被報告感染魚類是於 1983 年，在美國波士頓 ( Boston ) 地區

之養殖金魚 ( goldfish, Carassius auratus L ) 。而在 1984 年暴發的河鱸 ( redfin 
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perch, Perca fluviatilis ) 幼魚體中，自其內臟內分離出病毒。因此病屬於動物的

流行疾病 ( epizootic disease )，在病魚的造血組織、肝藏、脾臟及胰臟內發現臟

器局部出現壞死的病徵，所以又被稱作為 epizootic haematopoietic necrosis virus 

( EHNV ) (Langdon and Humphrey, 1987; Langdon et al., 1986)。受病毒感染之細胞

在穿透式電子顯微鏡觀察下可發現在細胞質中有呈類晶體狀排列之直徑約 

148-167 nm，外鞘厚度約 11-15 nm，緻密核心約為 88-110 nm 之病毒顆粒。而

在 1985 年澳洲的養殖虹鳟(rainbow trout, Salmon gairdneri )也有虹彩病毒感染症

病例之爆發，其病原在經檢測後發現與 EHNV 極為類似，被感染魚隻體色變黑、

食慾下降且運動失調(ataxia)，出現病狀之魚隻致死率高達 100%，解剖後發現病

魚之腎臟及脾臟腫大，經組織病理學檢測後發現病魚脾臟之紅髓、白髓、肝臟及

腎臟出現局部壞死的現象，且在肝細胞中可見到具嗜鹼性之細胞內包涵體

(Langdon et al., 1988)。1990 年在美國奧勒岡州之哥倫比亞河下游發生白鱘魚 

( white sturgeon, Acipenser transmontanus ) 受虹彩病毒之感染，此病毒被命名為

white sturgeon iridovirus ( WSIV )，在河流中成魚後代體內也被檢測出有虹彩病毒

之存在，被感染之魚隻死亡率達 23%，組織病理觀察發現到在鰓絲有腫大且深染

之細胞，而經穿透式病毒顯微鏡觀察可見到直徑約 267 nm 的病毒顆粒 (Lapatra 

et al., 1994)。1992 年在新加坡以箱網飼養的鱸滑石斑(brown-spotted grouper, 

Epinephelus tauvina)也有虹彩病毒感染的爆發，被感染的魚隻行為極不活潑且呈

昏睡狀，因此被稱為 sleep grouper disease，魚隻一旦出現臨床症狀，在短短一星

期內便會開始死亡，死亡率約為 50%，被感染的鱸滑石斑體型介於 0.1 kg 至 4 kg

間皆有。被感染魚隻的脾臟比一般石斑的脾臟要大上 2-3 倍，鰓呈蒼白色，腸內

容物為白色，腎臟偶爾可見蒼白腫大。由組織病理學可見受感染魚隻脾臟有大範

圍壞死，心肌纖維化腫大並有心肌炎及心內膜炎，以穿透式電子顯微鏡觀察得知

病毒顆粒型態為正二十面體，大小為 130-160 nm(Chua et al., 1994)。1994 至 1997

年間在中國大陸廣東省所養殖的鱖魚(mandarinfish, Siniperca chuatsia)發生虹彩
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病毒感染，在 1998 年造成嚴重的虹彩病毒爆發，造成養殖之鱖魚死亡率高達 50%，

而被感染的鱖魚之 7-10 天累計死亡率高達 100%。其臨床症狀有食慾不振、泳姿

異常以及鰓絲蒼白，由組織切片觀察可見腎臟及脾臟細胞腫大，而病毒顆粒直徑

約 150 nm，內部有一大小約 105 nm 之圓形核心(He et al., 2000)。1992 年臺灣澎

湖地區養殖之嘉臘魚發生大量死亡現象，經穿透式顯微鏡觀察後初步推斷為虹彩

病毒感染症(Chou et al., 1994)，臺灣從 1995 年起，在南部之養殖場的石斑陸續爆

發虹彩病毒感染症(Chou et al., 1998)，被病毒感染之魚隻外表無明顯病徵，但染

病魚出現活力下降、食慾不振，被感染石斑的累計死亡率為 60%，將病毒接種至

KRE ( embryo of a hybrid of kelp and red spotted grouper ) 細胞株後，會導致細胞

出現圓形化之細胞病變 cytopathic effect（CPE），但病毒經由此細胞株繼代後病

毒之效價出現下降的趨勢。組織病理學檢查可見脾臟有巨大細胞（giant cells）出

現，穿透式電子顯微鏡觀察病毒直徑為 230±10 nm，內有一 120±10 nm 核心，

如將此病毒感染健康的石斑魚苗，被感染的石斑魚苗在十一天內的累計死亡達

100%，而此病毒命名為 grouper iridovirus of Taiwan ( TGIV )。 

    截至目前為止，總共已經13株虹彩病毒完成了完整的基因體序列定序工作，

這些病毒包括了 Iridovirus 屬的 CIV(Jakob, 2001) ； Chloriridovirus 屬的

IIV-3(Delhon et al., 2006)；Ranavirus 屬的 ATV(Jancovich et al., 2003)、TFV(He et 

al., 2002)、SGIV(Song et al., 2004)、GIV(Tsai et al., 2005)與 STIV(Huang et al., 

2009)；Lymphocystivirus 屬之 LCDV-1(Tidona and Darai, 1997)以及 LCDV-2(Zhang 

et al., 2004)；Megalocytivirus 屬的 ISKNV(He, 2001)、RBIV（(Do et al., 2004)、

OSGIV(Lu et al., 2005)以及 TRBIV0(Shi et al., 2010a)，有了這些完整的病毒基因

體序列後將有助於我們更進一步了解在虹彩病毒科中不同病毒株間的演化分類

地位，且借由研究病毒之各個開放讀架後，可有助於讓我們了解不同開放讀架在

病毒感染宿主個體後不同時期中所扮演的角色以及重要程度。 

本實驗室所使用之 grouper iridovirus（GIV）為 1998 年自南部所養殖之石斑
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體內分離所得到，並在 2005 年完成其病毒之全部基因體的序列定序與分析工作

(Tsai et al., 2005)。由分析後的結果得知 GIV 之基因序列中包含了 139 個開放讀

架（open reading frames, ORF）(Tsai et al., 2007)，將此病毒與其他已發表過的虹

彩病毒基因序列比較分析後，發現 GIV 具有以下幾種特徵：（1）GIV 是感染兩

棲類動物的 Ranavirus 屬中感染魚類的病毒。（2）GIV 序列中的 CpG 序列沒有

methylation 並且缺少 DNA methlytransferase 基因。（3）GIV 含有 purine nucleoside 

phosphorylase 基因，此種特徵僅在 GIV 及 SGIV（singapore grouper iridovirus）

中發現。 

 

1.3 魚類之免疫系統 

 

    免疫系統是生物為了抵抗外來病原入侵生物體進而導致生命遭受威脅，所演

化出來保護生物本身的一套具有排除並消滅病原的特殊系統，免疫系統主要可分

為兩類，其中一類稱為先天性免疫系統（innate immune system）或非專一性免疫

系統（non-specific immune system），這類免疫系統主要的特點是不針對特定專一

性的外來病原，對入侵的病原不分種類一律排除消滅，且可在短時間內達到保護

的作用，但其效果維持的時間短。先天性免疫反應可分為兩種屏障，物理化學屏

障（humoral and chemical barries）以及細胞性屏障（cellular barries）兩種；在物

理化學屏障中又可再細分為（1）發炎反應（inflammation）：經由二十碳之脂肪

酸（eicosandoids）及細胞激素（cytokines）這兩類化合物所誘發，是外來病原入

侵體內時最早出現的免疫反應之一。（2）補體系統（complement system）：藉由

攻擊外來病原表面所引起的生化連鎖反應，破壞病原體細胞膜或促使巨噬細胞吞

食病原以消滅外來病原。而細胞性屏障則是依靠體內白血球細胞如巨噬細胞、嗜

中性白血球、肥大細胞、嗜酸性白血球、嗜鹼性白血球等，其特徵為這類細胞會

吞噬掉病原體，病原體被白血球細胞吞噬後會被包覆入被稱為吞噬小體
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（phagosome）的細胞內胞器中，而後被胞器內的酵素分解掉，或被細胞內所釋

放出的自由基所分解。這類白血球在平常時會遊走在生物體內搜尋病原體，且在

接受到細胞激素的訊息後會移動到病原體所在地點將其消滅。第二類的免疫系統

則稱為後天免疫系統（aqcuired immune system）或專一性免疫系統（specific 

immune system），這類免疫系統是由一群高度專一性特化、系統性的免疫細胞如

B 細胞、T 細胞等針對特定病原體進行作用，這類免疫系統特徵為具有可辨識非

自體的病原體專一性抗原（specific antigen）；B 細胞可經由體細胞基因體重組

（somatic gene recombination）修飾產生具高度變異性的抗體（antibody）、記憶

性 B 細胞可記憶曾經入侵過的病原體抗原，如相同的病原體入侵可在短時間內

迅速表現出專一性抗體以消滅病原體。 

    而目前已知魚類主要的免疫器官有胸腺(Fishelson, 1995; Willett et al., 1997a; 

Willett et al., 1997b)、腎臟(Fange, 1986)、脾臟(Secombes and Manning, 1980)、肝

臟、腸道以及黏膜組織(Dalmo et al., 1997)等，雖然在魚類上所發現到的免疫器官

與其它較高等脊椎動物之免疫器官相同，也具有相似的功能，但在免疫系統的結

構與形態上還是有著明顯的差異性，魚類因為缺乏骨髓與淋巴結的結構，取而代

之演化出特化器官頭腎（head kidney）來扮演初級淋巴器官的角色(Hansen, 1997; 

Hansen and Kaattari, 1995; Hansen and Kaattari, 1996; Willett et al., 1997a; Willett et 

al., 1997b)。而魚類的後天免疫系統也與高等脊椎動物不盡相同，相較於在哺乳

類動物身上發現到的五種不同型態且各有其功能之免疫蛋白如 IgG、IgA、IgM、

IgE 和 IgD。而在魚類上，除了較低等的無顎魚類（agnathan fish）並無發現免疫

蛋白外，其餘魚類如軟骨魚類（chondrichthyan fish）、硬骨魚（osteichthyan fish）

類除了發現到結構組成與 IgM 類似的免疫蛋白之外，尚還有發現與 IgD、IgT、

IgZ 等結構相似之免疫球蛋白。IgM 為目前已知最原始的免疫蛋白，魚體內的 IgM

主要以兩種型式存在，一種為主要存在於血液循環系統中的分泌型，另一種為存

在於 B 細胞細胞膜上的膜蛋白型，魚類 IgM 的變異度也低於高等的脊椎動物；
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IgD 是一種於 1997 年在斑點叉尾鮰（Ictalurus punctatus）體內發現之免疫蛋白，

其功能可能為 B 細胞之受體(Wilson et al., 1997)；而 IgZ 與 IgT 則是於 2005 分別

於斑馬魚（zebrafish）與虹鳟（rainbow trout）體內中發現，此兩種可能為硬骨魚

類所特有之免疫蛋白(Danilova et al., 2005; Hansen et al., 2005)。魚類的免疫系統

雖與高等脊椎動物類似，但相較之下在免疫系統運作的效率上卻遠不及高等脊椎

動物也較為原始，但至目前為止的研究中仍還有不少魚類免疫反應的詳細機制還

尚未完全明朗。 

 

1.4 即時定量聚合酶鏈鎖反應 

 

    即時定量聚合酶鏈鎖反應（Q-RT PCR, Quantitative Real-Time Polymerase 

Chain Reaction）是改良自一般常見之聚合酶鏈鎖反應（PCR, Polymerase Chain 

Reaction），此種反應與一般的反應不同的地方在於即時定量聚合酶鏈鎖反應在反

應的過程中添加了可辨認標的序列並且會發出螢光之螢光物質，這使得即時定量

聚合酶鏈鎖反應比一般的聚合酶鏈鎖反應所需耗費的時間更短，並且可一次處理

更多的樣本。 

即時定量聚合酶鏈鎖反應所使用的螢光染劑可分為目標專一性探針

（specific labeled probes）及非專一性染劑（non-specific binding dye）兩種，目標

專一性探針的方式是設計出一段可辨識特定序列其中一小片段的探針，並將螢光

物質（Fluorescein）鍵結至探針 5’端上，而螢光抑制物（Quencher）則鍵結在另

一端上抑制螢光的激發，因此辨識到欲偵測之特定片段且形成雙股後，在即時定

量聚合酶鏈鎖反應的延長（ elongation ）過程中會受 DNA polymerase 

5’-exonuclease的作用使兩物質分離開來，當螢光物質與螢光抑制物距離變遠後，

螢光強度也跟著變強，因此可在雙股 DNA 延長（elongation）時偵測到，其代表

性的螢光探針有 TaqMan。而另一種非專一性螢光染劑是利用其可插入雙股之
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DNA 而釋放出螢光的特性，因此在每次反應中引子有辨識到目標基因序列進而

合成出 DNA 時，此時非專一性螢光染劑便會嵌入雙股 DNA 的小凹槽（minor 

groove）中，如所合成出之 DNA 產物越多，則嵌入之螢光染劑所發出的螢光也

隨之增加。 

即時定量聚合酶鏈鎖反應之特點是在於每次合成雙股 DNA 的反應時，因其

所使用的螢光染劑或探針的關係，所以可偵測每一次循環後染劑或探針與目標基

因序列作用後所發出的特定波長之螢光強度而精準推算出其目標 DNA 序列的原

始濃度，因此比傳統之聚合酶鏈鎖反應對於目標之原始目標 DNA 序列濃度頂多

只能達到半定量（semi-quantitative）的程度還要精準，且其擁有其偵測範圍廣，

擁有高度靈敏度、準確性高、具專一性、節省時間等優點，因此在近年來廣泛被

運用在疾病之致病原的檢測、細菌量偵測、癌細胞的數量、藥物對特定基因之用

藥量所造成的影響。 

 

1.5 虹彩病毒感染石斑魚之相關研究 

 

魚類與病毒間的交互作用一直是被人們所好奇與重視的，病毒是如何在魚體

內增殖擴散，而魚體是以何種機制來抵禦病毒的入侵至今仍還有許多部分尚待釐

清。一旦病毒入侵宿主體內後，當宿主體內之免疫系統偵測到病毒的存在後，便

會開始進行一連串之反應以阻止病毒的複製，但經過長久的交互演化之故，病毒

同時也衍生出可以阻止或避免免疫系統的攻擊之方法。病毒入侵生物體時所碰到

最初的生物防線就是皮膚、黏液等物理屏障，並伴隨發燒及發炎反應所產生的酸

性體液，如無法完全消滅病毒的話，生物體便會開始表現與免疫系統有關之基因

以提高或加速如干擾素、補體、免疫球蛋白等免疫相關蛋白的表現量來進行先天

性免疫反應與後天性免疫反應，但是進入宿主細胞的病毒同時也會借由調控宿主

細胞本身與免疫相關之基因來抑制宿主的免疫反應蛋白的合成或中和免疫反應
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作用來避免宿主所展開的攻勢，但是在宿主用來撲殺病毒以及病毒用來對抗宿主

免疫系統攻擊間的交互作用目前仍有許多疑點還在等待解答中。 

在目前有幾種方法可從基因表現的層面研究在這些交互作用中哪類基因扮

演著關鍵的角色，而目前最廣為被利用的方法則是使用微陣列晶片（microarray）

來進行篩選的動作，微陣列晶片之原理是將上萬個不同的小片段之 DNA 大量且

高密度的點在一玻璃片上並將其點固定，即是一般所稱之微陣列晶片。而製備好

之晶片再與欲研究之DNA片段接上發綠光的Cyanine 3-CTP與發紅光的Cyanine 

5-CTP 之螢光染劑的探針進行與晶片雜合（hybrid）的動作，待雜合完畢後，以

共軛交雷射掃瞄器（confocal microscope）讀取晶片上所發出的螢光訊號後，再

以軟體運算即可知結果，本實驗室於 2008 年使用健康之點帶石斑魚之頭腎組織

所萃取製備的 total cDNA 製作 cDNA 微陣列晶片（黃，2008），與經脂多醣（LPS, 

lipopolysaccharide）、poly I:C（polyinosinic-polycytidylic acid）、GIV 病毒液等免

疫刺激物進行腹腔注射過的點帶石斑魚之頭腎組織所製成的小片段 cDNA 探針

進行雜合，其實驗之結果可得到注射 GIV 病毒液之點帶石斑與無注射之點帶石

斑間的基因表現差異性，注射 GIV 病毒液後之點帶石斑頭腎組織中有明顯 2 倍

表現或降低的現存資料庫中已知基因共有 41 個，其中正調控表現的基因占了 18

個，負調控降低的基因有 23 個。而此 41 個基因依其蛋白質功能進行歸類後，分

別為：粒線體呼吸鏈（29%）、代謝（10%）、紅血球生成（7%）、細胞組成骨架/

細胞構形（17%）、免疫反應（17%）、汎素/類汎素調控之蛋白質降解路徑（12%）、

轉錄（5%）、轉譯（2%）、細胞凋亡（5%）這 10 類功能基因群。 

本實驗系以此 cDNA 微陣列晶片與虹彩病毒病毒液處理組石斑所製成的探

針雜合之結果，因當時是以施打 LPS、poly I:C 以及虹彩病毒處理組所製成的所

有晶片結果為範圍標準化後，再進行大範圍篩選出表現量較高或較低之基因，而

此次則是僅針對注射虹彩病毒處理組之晶片特別使用軟體以不同之條件及方法

進行小範圍篩選後所得之基因，再佐以可能在虹彩病毒感染點帶石斑並複製增殖
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的過程中魚體內可能參與交互作用的免疫相關基因，並使用即時定量聚合酶鏈鎖

反應更精準偵測在感染後不同天數中的基因表現變化，以證實受虹彩病毒感染之

點帶石斑後之特定基因的表現量是否有明顯的增加或減少，此一實驗可以了解究

竟何種基因對於此病毒與魚體間的攻防過程中扮演著關鍵性的作用，並可供未來

更進一步詳細的研究特定基因其蛋白質的作用功能，以及如何調控病毒在魚體內

擴散的防禦機制。
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第二章  材料與方法 

 

2.1 虹彩病毒誘發之點帶石斑之微陣列晶片分析 

 

    以 GeneSpring GX 11.5（Agilent Technologies）軟體進行分析虹彩病毒誘發

之點帶石斑頭腎基因微陣列晶片，首先以 baseline transformation 將背景值平均化

後，就可進行扣除系統性誤差（systematic variation）之步驟。而為了避免因大多

數無顯著差異表現的基因使扣除系統性誤差正常化後可能會產生較大誤差，因此

再使用 LOWESS（Locally Weighted Scatterplot Smoother） normalization 將其正

常化。以虹彩病毒誘發處理組中任一天基因表現量有大於兩倍或小於兩倍為基準。

篩選出符合條件的候選基因，並挑選出候選基因之質體以進一步進行轉型作用

（transformation）。 

 

2.2 勝任細胞之製備與轉型作用 

 

材料： 

Escherichia coli DH-5α strain 
LB broth（Sigma） 

Agar（Simga） 

Ampicillin（MDBio, Inc） 

pBlueScript SK(-) vector （Stratagen） 

 

 

    挑選一個大腸桿菌之 DH-5α菌株之單一菌落置於 3 ml 之 LB 培養液中，在
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37℃環境下以 200 rpm 之轉速旋轉培養隔夜。將 3 ml 之菌液倒入滅菌過之 100 ml 

LB 培養液中，以 200 rpm 轉速培養，直至 OD600 值約 0.4 至 0.6 之間。之後將菌

液冰浴 10 分鐘，再分裝至 50 ml 離心管（Falcon）中，以轉速 4,000 rpm 離心 15

分鐘，吸去上清液，以 5 ml 之 0.1 M CaCl2 溶液將細菌打散懸浮並冰浴 5 分鐘。

將打散均勻之菌液在 4℃環境下以 4,000 rpm 之轉速離心 15 分鐘，離心後吸去上

清液，以 5 ml 之 0.1 M CaCl2 溶液將細菌打散懸浮並冰浴 5 分鐘。將打散均勻之

菌液在 4℃環境下以 4,000 rpm 之轉速離心 15 分鐘，將細菌懸浮於 2 ml 含 0.1 M 

CaCl2、15% glycerol 溶液中，置於冰上隔夜。每 50 μl 分裝於微量離心管中，保

存於-80℃環境中，此即勝任細胞（competent cells），可做為質體 DNA 轉型作用

使用。 

    將製備好之 50 μl DH-5α勝任細胞置於冰上解凍後，加入 10 ng 之質體 DNA

混合均勻後置於冰上冰浴 30分鐘。再放入 42℃水浴 90秒進行熱休克（heat shock）

後快速插入冰中冰浴 2 分鐘，加入 1 ml 之 LB 培養液於 37℃、200 rpm 轉速下旋

轉培養 30 分鐘。取 100 μl 菌液塗佈平板於經 37℃預熱過之含 100 μg/ml 之

ampicillin 的 LB 培養基上，在 37℃下培養至隔夜。 

 

2.3 質體 DNA 之純化及定序校準比對 

 

材料： 

LB broth（Sigma） 

Ampicillin（MDBio, Inc） 

High-Speed Plasmid Mini Kit（Geneaid） 

 

    挑取經轉型作用培養於含100 μg/ml ampicillin 的LB培養基上之單一菌落，

置於 3 ml 之含 100 μg/ml ampicillin LB 培養液中，在 37℃下培養隔夜。將菌液倒
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入 1.5 ml 微量離心管中以 5,000 x g 離心 5 分鐘，倒去上清液，再將剩餘之菌液

倒入 1.5 ml 微量離心管中以 5,000 x g 離心 5 分鐘，倒去上清液，使用 Geneaid

之 High-Speed Plasmid Mini Kit 進行質體 DNA 之純化。首先加入 200 μl 之 PD1 

Buffer 使細菌完全懸浮均勻後，加入 200 μl PD2 Buffer 並輕微顛倒混合均勻，再

加入 300 μl PD3 Buffer 並立即上下顛倒混均後，以 14,000 x g 轉速離心 3 分鐘。

離心後取其澄清上清液加入含 PD Colunm 之 2 ml 收集管中以 14,000 x g 轉速離

心 1 分鐘後，倒去流過管柱之液體。加入 400 μl W1 Buffer，以轉速 14,000 x g

離心 1 分鐘，倒去通過管柱液體。再加入 600 μl Wash Buffer 後，使用 14,000 x g

轉速離心 1 分鐘，倒去流通管柱液體後再以轉速 12,000 x g 離心 5 分鐘。將 PD 

Column 移至另一管全新的 1.5 ml 微量離心管中，加入 50 μl 滅菌過之二次蒸餾水

並等待兩分鐘後，以 12,000 x g 轉速離心 5 分鐘，所得液體即為質體 DNA。 

    質體 DNA 之定序步驟是使用 ABI 3730 DNA analyzer 定序儀並以 ABI Prism 

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit 及 FS AmpliTaq DNA 

polymerase（Perlin-Elmer）以質體 DNA 的 T3 及 T7 啟動子引子開始進行 DNA

核酸定序。在得到不包含載體之基因序列後使用 DNAStar software 去除掉 5’端之

EcoR I 限制酶切位及 adpator 序列以及 3’端之不明的序列片段後，去除完後的全

部基因序列再使用 DNAstar Lasergene 7.1 軟體進行相似性比對校準（alignment）

後相同的序列片段會排列形成連續體（contig），比對出來之連續體再由 NCBI 之

BLASTX 程式中的已知基因序列資料庫進行比對。如有比對出已知之基因序列

再使用 UniProt Knowledgebase 確認其蛋白質之功能，再依其功能性進行分類。 

 

2.4 實驗用點帶石斑之飼養 

 

材料： 

Epinephelus coioides 
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    將平均長度 8.8±0.4 cm、體重 12.4±1.8 g 之點帶石斑以每 15 隻為一單位，每

一單位飼養在含 10 L 之鹽度為千分之 30 的海水缸中，在飼養及實驗期間每日換

海水二分之一、餵食兩次，光週期暗週期各 12 小時，飼養期間海水溫度為 25℃。 

 

2.5 細胞繼代培養 

 

材料： 

GK-2 細胞株 

75T 培養瓶（BD Flcon） 

Fetal Bovine Serum（GIBCO） 

Penicillin G sodium, 100 units/ml（GIBCO） 

Streotimycin, 100 μg/ml（GIBCO） 

L-glutamine（GIBCO） 

Leibovitz’s L-15 medium（GIBCO） 

Phosphate Buffered Saline（GIBCO） 

0.25% trypsin solution（GIBCO） 

 

本實驗室所使用之石斑魚腎臟細胞株（GK-2 cell line）由點帶石斑魚

（Epinephelus coioides）腎臟細胞初代分離而來(Yeh et al., 2008)以 GK-2 細胞株

培養於 75T 培養瓶內，使用 10% FBS（Fetal Bovine Serum）、penicillin-streptomycin

（Penicillin G sodium, 100 units/ml; Streptomycin sulfate, 100 μg/ml in 0.85% Saline）

及 2 mM L-glutamine的Leibovitz’s L-15 medium（含 10%胎牛血清之L-15培養液）

培養於 28℃培養箱中。待細胞長滿後，吸去培養瓶中原本之培養液後以滅菌過

之 PBS（Phosphate Buffered Saline）清洗兩次並吸去後，加入 1 ml 含 0.25%胰蛋

白酶（Trypsin）之 PBS 溶液作用。待作用至細胞懸浮後，加入適量之含血清培
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養液中止胰蛋白酶之活性並將細胞打散至均勻，之後吸去 2/3 體積細胞液後再加

入適量培養液。 

 

2.6 虹彩病毒之增殖 

 

材料： 

GIV（本實驗室） 

GK-2 細胞株（本實驗室） 

175T 培養瓶（BD Falcon） 

10% Fetal Bovine Serum（GIBCO） 

2% Fetal Bovine Serum（GIBCO） 

Penicillin G sodium, 100 units/ml（GIBCO） 

Streotimycin, 100 μg/ml（GIBCO） 

L-glutamine（GIBCO） 

Leibovitz’s L-15 medium（GIBCO） 

Phosphate Buffered Saline（GIBCO） 

0.25% trypsin solution（GIBCO） 

 

    將 GK-2 細胞培養於 175T 之培養瓶中，再將細胞繼代並增加至共 10 盒 175T

培養瓶後，待細胞生長至八分滿後即可進行細胞接種。將 GIV 病毒以 MOI

（multiplicity of infection）為 0.01 接種到 GK-2 細胞株之後，將原本之培養液吸

去後補入含 2% FBS-L-15 培養液，在 28℃環境下培養 7 天，待 CPE（cytopathic 

effect）現象完全出現後收集其培養液。 

 

2.7 病毒效價之測定 
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材料： 

GIV（本實驗室） 

GK-2 細胞株（本實驗室） 

Fetal Bovine Serum（GIBCO） 

Penicillin G sodium, 100 units/ml（GIBCO） 

Streotimycin, 100 μg/ml（GIBCO） 

L-glutamine（GIBCO） 

Leibovitz’s L-15 medium（GIBCO） 

Phosphate Buffered Saline（GIBCO） 

0.25% trypsin solution（GIBCO） 

24 well plate（Nunc） 

 

    將 GK-2 細胞以每孔含 1 x 105 個細胞培養於 24 孔細胞培養盤中，在 28℃下

培養隔夜後，待細胞貼附於盤底上並且生長至密度為 50%滿之單層細胞後即可進

行病毒效價之測定。實驗用之 GIV 病毒株取自 1999 年於小琉球地區罹病石斑魚

脾臟器官中分離出之病毒株（Lai et al., 2000）。首先將待測病毒以 2% FBS-L-15

培養液進行十倍之序列稀釋將病毒稀釋至濃度為 10-1 至 10-8，然後將原本於 24

孔細胞培養盤中之培養液吸去後，加入 PBS 清洗並吸去後，每一稀釋倍率 4 重

覆依序加入不同之稀釋倍數的病毒液 1 ml，而對照組則加入 1 ml 之不含病毒的

2% FBS-L-15 培養液，培養於 28℃環境中，且每日以倒立式顯微鏡觀察其細胞

之病變的情形，連續觀察 7 日後並紀錄，而後再以 Reed and Muench（1938）之

方法進行病毒效價之測定。 

 

2.8 石斑魚之免疫刺激物注射及頭腎、脾藏組織收集 
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材料： 

Lipopolysaccharide（Simga） 

Polyinosinic:polycytidylic acid（Sigma） 

GIV（本實驗室） 

 

將平均長度 8.8±0.4 cm、體重 12.4±1.8 g 之點帶石斑禁食一天後，以每處理

組各 15 隻為一組，分別注射 200 μg LPS、200 μg poly I:C、100 μl 107 TCID50 /ml 

GIV 之病毒液，並取無注射過任何藥劑之 5 隻魚做為控制組。分別在注射後 1、

3、5 天，每處理組中隨機取 5 隻魚之頭腎及脾臟組織，而控制組也將魚隻犧牲

後取出其頭腎及脾臟組織。 

 

2.9 石斑魚頭腎組織與脾臟組織之 RNA 萃取及純化 

 

材料： 

Trizol（invitrogen） 

Chroloform（Merck） 

Ethanol（Merck） 

DEPC（Sigma） 

DNaseI（Roche） 

RNA clean & Concentrator（ZYMO RESEARCH） 

 

頭腎組織及脾臟組織取出後，將之放入 250 μl之Trizol溶劑中用研磨棒搗碎，

待組織完全磨碎後，加入 50 μl chroloform 混合均勻後置於冰上五分鐘。以 13,000 

x g、4℃低溫離心 15 分鐘，離心後取其澄清上清液加入 200 μl 絕對酒精中，以

13,000 x g、4℃低溫離心 15 分鐘並移走上清液，待酒精蒸散完全後加入 DEPC
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處理過的水回溶沉澱物。回溶後之溶液使用 DNase I（Roche）處理去除 DNA 並

以 ZYMO RESEARCH 之 RNA clean & Concentrator 進行 RNA column-purification

純化。 

 

2.10 cDNA 之合成 

     

材料： 

Hexamer（Sigma） 

dNTP（Sigma） 

DTT（Sigma） 

Reverse transcriptase（Stratagene） 

DEPC（Sigma） 

 

將純化好的 RNA 以同一處理組每一樣本各取 1 μg 之 total RNA 混合，混合

均勻後之混合物取 1 μg total RNA 出來，置於 70℃五分鐘以解開其二級結構，之

後迅速插入冰中冰浴。之後再加入 1 μl 之 10 mM hexamer、1 μl 之 10 mM dNTP、

1 μl 之 0.1 M DTT、1 μl 之 50 U 反轉錄酶（Stratagene）以及 2 μl 10 X buffer，使

用 DEPC 處理過的水補至最終體積為 20 μl，以 37℃反應一小時、92℃五分鐘中

止反應之條件，合成出的 cDNA，並保存於-80℃環境中以待後續實驗使用。 

 

2.11 即時定量聚合酶鏈鎖反應之專用引子設計 

     

即時定量聚合酶鏈鎖反應中所使用之引子對係根據所需偵測之目標基因序

列，使用 Primer Express 3.0（Aplied Biosystems）軟體設計，並挑選用於 SYBR  

Green I 之引子，所選擇之引子需避免引子間無二聚體（primer dimer）與交錯的



 

20 
 

二聚體（cross dimer），引子自身無莖環結構（hairpin），單一引子無法形成二聚

體（self-dimer），鍵結數及 GC 間的鍵結相對較少，且 Tm 值介於 58-60℃。 

 

2.12 即時定量聚合酶鏈鎖反應 

 

材料： 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix（Fermentas） 

 

即時定量聚合酶鏈鎖反應之步驟是使用 LightCycler 480 Real-Time PCR 

System（Roche）儀器運作，利用的螢光染劑為非專一性的 SYBR Green I。取 20 

ng cDNA 加入內含 200 nM 之先前所設計好的目標基因專一性引子對、2.5 μl 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix（2x）（Fermentas）之混合液中，最

後加入DEPC處理過之水將最終體積補足至5 μl。qPCR之反應溫度循環條件為：

起始溫度 95℃ 5 分鐘，接著為 60 個循環之 95℃ 10 秒；60℃ 10 秒；72℃ 10

秒，最後以 65℃（1.5℃/s）1 分鐘；最後溫度下降至 40℃，最後以解離曲線（melting 

curve）測試其 Tm 值，以確定引子對之間是否會自行鍵結互補形成雙股 DNA，

或是樣本在實驗過程中是否被污染，此步驟每樣本各基因進行三重覆，以 18s 

rRNA 為基準求得各基因之相對表現量。 

 

2.13 即時定量聚合酶鏈鎖反應結果之分析 

 

    由即時定量聚合酶鏈鎖反應運算出之不同樣本的特定基因 CT 值與同一樣本

中穩定表現之 18s rRNA 基因 CT 值相減後所算出之閾值△CT，而注射免疫刺激物

處理組之特定基因△CT再與對照組相之相同特定基因△CT扣除後可再得△△CT值，

再將其值代入 2-△△Ct運算，詳細計算公式如下： 
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△CT = CT （target gene） - CT （reference gene） △△CT = △CT （treatment target gene） - △CT （control target gene） 

Relative expression of target gene = 2-△△Ct 
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第三章  結果 

 

3.1 虹彩病毒誘發之點帶石斑之微陣列晶片分析 

 

    使用 GeneSpring GX 11.5（Agilent Technologies）軟體分析虹彩病毒處理組

與無注射之對照組晶片子經雜合反應之結果後，以正調控或負調控大於對照組兩

倍以上或以下為條件進行篩選後總共可得到 315 個選殖株。其中正調控兩倍以上

方面有 124 個選殖株，負調控兩倍以下基因則篩選出 202 個選殖株，其中有 11

個 clone是在正調控兩倍以上及負調控兩倍以下的篩選條件下皆有出現，將此 315

個選殖株進行轉型的步驟後，挑選單一菌落小量放大後抽取其質體後定序。 

 

3.2 質體 DNA 定序及校準比對 

 

    純化之步驟後所得到之選殖株，以 T3 與 T7 啟動子引子進行定序的過程。

將定序出來的 315 個全部序列經過校準（alignment）後，出現了總共 161 個的連

續體，再將此 161 個連續體序列整段使用 BLASTX 程式比對 NCBI 網站中的蛋

白質資料庫後，總共比對出現 81 個基因，其相似度介於 36%到 100%之間，其

中正調控兩倍以上共比對出39個基因，而負調控兩倍以下者則比對出 48個基因，

5 個基因是在正調控兩倍以上及負調控兩倍以下皆有比對出。而另外的 80 個連

續體在 NCBI 的蛋白質資料庫中則比對不出相似的基因，其中有 33 個正調控兩

倍以上篩選出的連續體以及 54 個負調控兩倍以下的連續體， 7 個連續體在兩組

中都有出現。將比對出來之基因從 Uniprot 資料庫中比對其蛋白質依其所標示之

功能分門別類將相似功能基因歸類在一起，在正調控兩倍以上所比對出的 39 個

基因中（表一），其中主要為訊息傳遞（signal transduction）功能，佔 21%，包

含 bloodthirsty、CD9 antigen、Ly-6/neurotoxin-like protein 1、insulin-like growth 
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factor binding protein、neoverrucotoxin subunit homolog、Ras-related C3 botulinum 

toxin substrate 2、urokinase plasminogen activator surface receptor 以及 very large 

inducible GTPase-1 等八個基因；第二大族群為佔 18%的新陳代謝（metabolism）

功能，含有 betaine-homocysteine S-methyltansferase、carboxypeptidase N catalytic 

chain、ferritin heavy subunit、fructose-bisphosphate aldolase B、hemoglobin alpha 

chain、hemoglobin beta chain 以及 Mid1-interacting protein 1 等七個基因；其次分

別為免疫反應（ immune response）占 16%，共有 asparaginyl endopeptidase 

(legumain)、beta-2 microglobulin、immunoglobulin mu heavy chain、interferon 

stimulated gene 15、vig-1 以及 RNA helicase DHX58 homolog 等六個基因；結構

（structure）相關基因有 cofilin-2、collagen type I alpha 1、profilin 1 以及 sorting 

nexin 3 等四個基因，佔 11%；與能量（energy）相關之基因占 10%，包含 ATP 

synthase F0 subunit 6、cytochrome b、cytochrome c oxidase subunit III 以及 NADH 

dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, assembly factor 1 等四個基因；而

參與蛋白質合成（protein synthesis）路徑的基因則含 8%，共計有 60S ribosomal 

protein L34、60S ribosomal protein LP1、pancreatic progenitor cell differentiation and 

proliferation factor 等三個基因；調控蛋白質降解（protein degradation）過程的基

因占 8%，包含 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog、HECT E3 

ubiquitin ligase 以及 ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 等三個基因；與轉錄及轉

譯調控（transcription/translation regulation）有關之基因占 8%，分別為 poly A 

binding protein、cytoplasmic 1 b、bromodomain-containing protein 1 以及 reverse 

transcriptase-like protein 等三個基因（圖一）。 

而在負調控兩倍以下條件之連續體群中所比對出的基因中經過依其轉譯出

之蛋白質功能分類後（表二）。其中 43%為新陳代謝相關之基因，分別是

acyl-coenzyme A thioesterase 13、alanine aminotransferase、alcohol dehydrogenase 

Class VI、aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor、betaine-homocysteine 
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S-methyltansferase、cathepsin A、CNDP dipeptidase 2、Glutathione S-transferase 

theta-1、NAD-dependent deacetylase sirtuin-5、omega-amidase NIT2、hemoglobin 

alpha chain、Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1、glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase、dihydrolipoamide S-succinyltransferase、peroxisomal 

trans-2-enoyl-CoA reductase 以及 protein disulfide isomerase A6、pyruvate kinase、

serine:pyruvate/alanine:glyoxylate aminotransferase 、 sorcin 以 及 UDP-glucose 

6-dehydrogenase 等 20 個基因；其次為能量合成相關，占 21%，共 10 個基因，

分別為ATP synthase F0 subunit 6、cytochrome b、cytochrome c oxidase subunit 8B、

cytochrome c oxidase subunit I、cytochrome c oxidase subunit II、cytochrome c 

oxidase subunit III、NADH dehydrogenase subunit 1、NADH dehydrogenase subunit 

4、NADH dehydrogenase subunit 5 以及 NADH dehydrogenase subunit 6；與構形

相關的基因占 16%，分別為 coronin-1A、FAM18B、keratin 8、keratin type II E3、

NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 1、PDZ domain-containing 

protein 1 以及 tropomyosin alpha-4 chain、troponin C 等八個基因；與蛋白質合成

路徑相關基因有六個，分別是 40S ribosomal protein S2、40S ribosomal protein S4、

40S ribosomal protein S15、40S ribosomal protein S27、60S ribosomal protein L4 以

及 60S ribosomal protein L17，占了 12%；而轉錄與轉譯調控相關基因僅占 4%，

只有 thioredoxin interacting protein 與 eukaryotic translation elongation factor 2 兩個

基因；免疫反應相關之基因也僅占了 4%，僅 heat shock protein 90 和 peptidylprolyl 

isomerase A 等兩個基因（圖二）。 

    此次以不同條件分析出來之病毒處理組表現量相較於無注射控制組差距兩

倍以上或以下之基因，與 2008 年所篩選出之 18 個病毒處理組表現量高於對照組

表現量兩倍之基因以及 23 個負調控兩倍以下之基因比較後發現，在正表現兩倍

以上的基因中有 9 個基因與此次所篩選出之基因一致，而負調控兩倍以下基因群

中則有 10 個基因和今次所篩選出基因群結果相符（圖三）。 
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3.3 即時定量聚合酶鏈鎖反應之專用引子設計 

 

    由正、負調控兩倍以上或以下比對出來的基因中挑選可能在病毒與魚體間的

交互功防作用較有關係者，且加入現有已知之魚類體內參與免疫反應調控有關且

在 點 帶 石 斑 魚 體 內 也 有 之 基 因 如 NF-kappa B (Kong et al., 2011) 、

interferon-induced GTP-binding protein MxI (Lin et al., 2006)、interleukin 8(Sun et 

al., 2011)、 interleukin 1β (Lu et al., 2008)、tumor-necrosis factor α (Pavlikova and 

Arukwe, 2011)、cyclooxygenase-2 (Castillo-Briceño et al., 2011)，並依據點帶石斑

之基因序列以 Primer Express 3.0（Aplied Biosystems）軟體設計出之 30 組即時定

量聚合酶鏈鎖反應專用之引子對（表三）。 

 

3.4 即時定量聚合酶鏈鎖反應後之目標基因表現量結果 

    用即時定量聚合酶鏈鎖反應分析微陣列晶片所篩選出的正調控組之 17 基因

中依各基因在施打虹彩病毒處理組中不同時間點表現量之趨勢可大制分為三類，

第一類為在注射後第一天達到最高點再逐漸下降之趨勢，總共有

beta-2-microglobulin、CD9 antigen、asparaginyl endopeptidase、ferritin heavy subunit、

reverse transcriptase-like protein 以及 insulin-like growth factor binding protein 這六

個基因；第二類為在注射後第五天其表現量達到高峰，分別為 vig-1、RNA helicase 

DHX58 homolog、interferon-stimulated gene 15、HECT E3 ubiquitin ligase、26S 

proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog、Ras-related C3 botulinum 

toxin substrate 2、urokinase plasminogen activator surface receptor 以及 very large 

inducible GTPase-1 這八種基因；而第三類則是在施打後一、三、五天中表現量

無明顯上升或下降，皆為穩定表現出一定量之基因，如 ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 D2、immunoglobulin mu heavy chain 以及 Ly-6/neurotoxin-like protein 1

這三個基因（圖四）。 
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用即時定量聚合酶鏈鎖反應分析微陣列晶片所篩選出的4個負調控基因中，

依注射虹彩病後一、三、五天之基因表現量趨勢可細分為二類，第一類為其表現

量在第一天即達到最高量之基因，僅 cytochrome c oxidase subunit I 一種；第二類

為表現量逐漸增加，在施打後第五天達到最高者，包含 peptidylprolyl isomerase A、

UDP-glucose 6-dehydrogenase 以及 heat shock protein 90 等三種基因（表四與圖

五）。 

而在正調控與負調控篩選中皆有出現並用於即時定量聚合酶鏈鎖反應的三

個基因中，依據各基因於不同時間點表現量之趨勢分析後可分為，第一類，表現

量逐漸上升，並於注射虹彩病毒後第五天其表現量達到最大量，即為

Betaine-homocysteine S-methyltransferase 基因；第二類為其表現量於施打後第三

天出現最大量，即是 hemoglobin alpha chain 基因；第三類為在注射虹彩病毒後

一、三、五天間的表現量均很接近，為 cytochrome B 基因（表四與圖六）。 

六個挑選的石斑魚免疫相關基因依其施打虹彩病毒後不同時間點表現量之

表現量趨勢可分為兩類，一類為施打後第一天即大量表現，其後逐日降低，共有

Interleukin-1β、Interleukin-8、tumor-necrosis factor α以及 cyclooxygenase-2 等四

種基因；而另一類則是其表現量在第五天出現大量，分別是 Interferon-induced 

GTP-binding protein MxI 以及 NF-κB c-Rel subunit 等兩個基因（圖七）。
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第四章  討論 

    由於 2008 年所分析之微陣列晶片資料包含 LPS 處理組、Poly I:C 處理組以

及虹彩病毒處理組，而今次僅以虹彩病毒處理組之晶片資料進行分析，故導致軟

體演算結果彼此之間有所不同。雖然如此，但是在正調控高於兩倍和負調控高於

兩倍之基準上，仍分別有 9 個與 10 個基因均有篩選出。而從此次篩選出之候選

基因中選出 24 個可能較具重要性之基因以及另外 6 種魚類中已知可參與免疫反

應之相關基因研究點帶石斑經施打虹彩病毒後其各基因的表現量。由結果可知大

部分之虹彩病毒處理的基因其表現量相較於無注射控制組來說，其表現現量皆大

於控制組，而其中 CD9、Vig-1、RTL、DHX58、IGFBP5、PSMD1、VLIG1、NF-Κb

等基因可高達控制組表現量的 10 至 20 倍以上，且在 PLAUR、HERC、ISG15、

IL-1b、IL-8、MxI 等基因其表現量最大時更高於控制組 100 倍之多，顯示基因可

能在點帶石斑頭腎組織中對於病毒之入侵有較高之感受性，且可能是魚體抵禦病

毒入侵的重要工具。 

病毒攻擊時，宿主細胞的第一道防線為細胞膜，膜上的蛋白質參與許多病毒

進出細胞與免疫調控作用，在由正調控組中所選出進行分析之基因中，

beta-2-microglobulin（B2M）基因是一會在淋巴細胞之膜上表現的小分子量膜蛋

白，B2M 參與了淋巴細胞辨識外來抗原之任務，而研究也證實了當人體受 HIV

感染後，血清中的 B2M 會增加，因此可做為一生物指標（biomarker）(Chitra et al., 

2011; Zijlstra et al., 1990)。 

CD9 antigen 是一種分佈在細胞表面之四穿膜蛋白（tetraspanin），其特點為

具有四個疏水性區域穿插入細胞膜中，四穿膜蛋白主要參與了細胞之移動、生長、

貼附、訊息傳遞、細胞型態、細胞間的融合、癌症生成（carcinogenesis）以及與

外來病原體的感染有關。而近年研究指出 HTLV-1（human T-lymphotrophic virus-1 

）與 HIV-1 會在細胞膜上之 TEM（tetraspanin-enriched microdomains）中行出芽

（budding）動作將細胞內組裝好的病毒顆粒送出，而將受 HIV-1 感染之 HeLa
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細胞與抗 CD9 之抗體作用後會導致釋放出細胞的 HIV-1 產量減少，顯示 CD9 可

能含有調節病毒離開宿主細胞的能力(Krementsov et al., 2010; Krementsov et al., 

2009)。 

Urokinase plasminogen activator surface receptor（PLAUR）是一分佈於細胞

表面之接受體（receptor），其在發炎反應時以及人類癌細胞上均會大量表現，且

促使細胞外基質（extracellular matrix）的纖維化溶解（fibrinolysis）來分解物質

形成組織重組的功用，而具有聚集細胞之功能也可使巨噬細胞、嗜中性細胞以及

單核球（monocyte）等細胞活化並且聚集至外來病原體所在處並將其消滅，而如

樹突細胞（dendritic cell）、單核球細胞與巨噬細胞之類的抗原呈現細胞

（antigen-presenting cell）也會大量表現 urokinase plasminogen activator surface 

receptor，顯示其可能也有一定程度的參與了後天免疫系統的表現(Martinez et al., 

2007; Mondino and Blasi, 2004)。  

Cyclooxygenase-2 是膜蛋白的一種，又名 prostaglandin-endoperoxide synthase 

2，會將二十碳四烯酸（arachidonic acid）轉變為前列腺素內過氧化物 H2

（prostaglandin endoperoxide H2），cyclooxygenase-2 是一會被發炎反應訊息影響

而快速表現的基因，在其表現後進而合成可作為激素之二十碳酸（eicosanoid）

用於促進發炎反應的進行(Dong et al., 2010)。 

ISG15（interferon-stimulated gene 15）是最早被 INF-a/b 刺激而活化的基因之

一，是一抗病毒蛋白質，其蛋白質結構中含有兩個汎素相似（ubiquitin-like）區

域，因此有著與汎素相似的功能，可借由 ISGlyation 作用來與目標蛋白質結合進

而調控目標蛋白降解或是抑制其活性，在人類與小鼠中也發現到 ISG15 可抑制

數種病毒的複製，缺少 ISG15 基因的基因剔除小鼠（knockout mice）中也發現小

鼠對病毒的感染入侵變得十分之敏感(Lai et al., 2008)，在魚類中最初是在虹鳟中

被發現到，名為 VHSV-induced gene（vig-3）(O'Farrell et al., 2002)。在與巨噬細

胞相似的 TO 細胞株也發現如被 Salmon Alpha Virus-3 感染後細胞會大量表現出
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ISG15(Xu et al., 2010)，而被 IPNV（infectious pancreatic necrosis virus）感染後之

大西洋鳕魚稚魚之頭腎組織中也發現到 ISG15 的大量表現(Jensen et al., 2009)，

顯示魚類中之 ISG15 對於病毒的入侵可能與較高等之脊椎動物中所發現到可抑

制病毒的作用類似。 

Vig-1（viperin）是一含有可作為酵素合成之輔因子（cofactor）之 MoaA

（molybdenum cofactor biosynthesis protein A domain）結構 (Boudinot et al., 1999) 

，可被不同之干擾素如 type-1 interferons 及不同之病毒激發活化並在早期的病毒

入侵階段進行作用，在魚類方面的研究中也顯示受 ISAV（infectious salmon 

anaemia virus）感染之大西洋鮭魚的巨噬體細胞之細胞株中 Vig-1 會被大量表現 

(Workenhe et al., 2009)。Vig-1 抑制病毒感染的功能可能是其對於細胞膜之流動性

之影響，而在 2009 年 Wang 等人也證實了 Vig-1 可與 farnesyl diphosphatase 

synthase 結合並抑制其活性進一步的降低細胞的流動性(Wang et al., 2007)。 

Very large inducible GTPase-1 為一可受干擾素誘發而大量表現之基因，最早

在小鼠中被發現，其蛋白質產物為一 IFN-inducible GTPase 相似物，也可被 type I 

interferon（interferon α、β）以及 type II interferon（interferon γ）誘導產生活性(Kim 

and Zhang, 2003)。由其具有可被干擾素相關之基因誘導的特性可推測其可能也參

與了干擾素所誘發之抵抗外來病原體入侵時早期的初級免疫反應，而在經細菌性

病原菌感染後之帝王鮭（Chinook salmon）腎臟組織中也發現到 VLIG1 表現量的

上升(Rhodes et al., 2009)，也顯示出在魚類中 VLIG1 可能也參加了早期之初級免

疫反應。而在實驗中三種注射過之免疫刺激物處理組中，以注射虹彩病毒處理組

在三個時間點皆較其餘兩種處理組有相對高之表現量，尤其在第五天中表現量更

是達到了無注射之控制組表現量的 20 倍之多，故推測其可能參與較多之魚體抵

禦 DNA 病毒感染的路徑。 

DHX58（laboratory of gene and physiology, LGP2）是 RIG-1（rentinoic acid 

inducible gene I）之相似物，與其相似物 RIG-1 及 MDA5 同樣參與了 interferon 
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system 之調控(Chopy et al., 2011)，而在 2010 年的研究中顯示了遭受 VHSV（viral 

hemorrhagic septicemia virus）感染過的比目魚（japanese flounder）頭腎組織中的

DHX58 基因會大量表現，並會刺激干擾素相關基因的表現進而抑制病毒的感染

(Ohtani et al., 2010)。 

Interleukin 1β 是眾多 IL-1（interleukin 1）中的一員，可引起發炎反應

（inflammatory response），而 IL-1 是發炎反應中最早表現可以促使發炎反應

（pro-inflammatory）出現的細胞激素之一，其表現後可引起一連串之連鎖反應

來激發其餘之細胞激素以及趨化素（chemokine）表現量的上升或是下降。而

Interleukin 1β需經由 caspase IL-1β converting enzyme 修飾後方能有活性(Miller et 

al., 1993)，一但 IL-1β開始活化後，接著就可引發訊息傳遞並且活化 NF-κB 路徑

的活性。而屬於趨化素（chemokine）之 interleukin 8 則也可引起發炎反應，IL-8

主要由巨噬細胞所分泌，其對嗜中性細胞（netrophile）具有很高之細胞趨化功能，

可指引嗜中性細胞移動至特定位置釋放水解酵素分解吞噬外來病原(Das et al., 

2011)。IL-1β 與 IL-8 均為早期就可表現並促進發炎反應之細胞激素，而在本實

驗中也發現到這兩種基因其表現量皆在第一天即達到最高值，這結果也符合此二

基因可在病毒感染過程的早期即可進行反應並進行消滅病毒的行為。 

Tumor-necrosis factor α（TNF-α）可起引促發炎免應（pro-inflammatory），可

增強胞噬體（phagocytosis）的能力及引發免疫反應以排除生物體內的外來病原

體，而在病毒感染的過程中，TNF-α也可能扮演著調控細胞激素以及金屬蛋白酶

（metalloproteinases）的表現量之角色，在近年來研究結果也顯示 TNF-α可根據

細胞內容物行調控促進 NF-κB 活性的路徑或是促進細胞凋亡（apoptosis）反應之

caspase 路徑(Rahman and McFadden, 2006)，而於 2011 年也在點帶石斑中發現

TNF-α 的存在並在受病原細菌刺激後其表現量也會上升，代表所發現的 TNF-α

與高等脊椎動物一樣如受到內毒素、疫苗與病原體顆粒刺激後其體內之 TNF-α

便會活化，TNF-α因此被用於監測魚隻健康度與疫苗效率之生物指標(Lam et al., 



 

31 
 

2011)。 

    NF-κB c-Rel subunit 為 NF-κB 蛋白質中的一次單元體，NF-κB 在調控免疫反

應的過程以及抗細胞凋亡的路徑中均扮演著極為重要的角色，其平常時會在細胞

質中與 IκB（inhibition kappa B）結合而呈不活化的狀態，而一旦細胞開始表現

IL-1β時，NF-κB 會受 IL-1β刺激進而使 IκB 被泛素所降解促使 NF-κB 開始活化

並抑制細胞凋亡（apoptosis）的現象出現(Cheng and Gilmore, 2006)。 

    Cytochrome b為 respiratory chain complex III的次單元體之一而Cytochrome c 

oxidase subunit I 則為 respiratory chain complex IV 的次單元體，這兩者皆為細胞

中粒線體的膜蛋白，平時在細胞中主要參與了粒線體之電子傳遞鏈以產生 ATP

供細胞使用，Cytochrome c oxidase subunit I 在 respiratory chain complex IV 中扮

演的角色為催化反應的進行(Jung et al., 2011)。雖然此兩個基因在微陣列晶片篩

選所得之結果為負調控，但此次經即時定量聚合酶鏈鎖反應實驗後卻現為正表現

的現象，其詳細原因尚待進一步的實驗才能得知。 

    Interferon-induced GTP-binding protein MxI 為一可受第一型干擾素誘發而表

現的抗病毒蛋白質，一般位於細胞質或細胞核中，可在 RNA 病毒入侵的早期就

開始作用並對抗病毒，目前在魚類已被廣泛發現，如大西洋鮭魚（atlantic salmon）、

虹鳟（raibow trout）、美洲河鯰（channel catfish）、比目魚（japanese flounder）以

及石斑（grouper）等多種魚類中均有發現到 MxI 的存在(Fernández-Trujillo et al., 

2011; Lin et al., 2006)。 

    HECT E3 ubiquitin ligase 是一汎素相關之基因，其蛋白質因含有一具備汎素

E3 連接酶（ligase）之區域，因此汎素降解蛋白質的過程中扮演著決定是否要將

目標蛋白質分解的角色，而其中有一類名為 HERC5 之 HECT E3 ubiquitin ligase

具有可扮演 ISG15 之 ISGlyation 作用中的 E3 連接酶之任務，以便調控 ISG15 的

作用與否，以達到抗病毒的效果，且缺乏此 E3 連接酶表現之細胞對於病毒的感

受性也會提高(Shi et al., 2010b)。而在此次實驗的結果中發現不管在任何處理組
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中，HERC 之趨勢與 ISG15 之趨勢皆完全相同，故推論 HERC 與 ISG15 兩者之

間可能有著一定程度的關係。 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog （PSMD1）是 26S 

proteasome 中的次單元體（subunit），26S proteasome 在細胞中的功能之一是參與

了泛素調控的蛋白質降解路徑，而 PSMD1 在注射免疫刺激物的處理組中由第一

天就開始上升，或許與其所組裝成的 26S proteasome 可能參與了汎素降解病毒所

合成的蛋白質的過程，或是分解因病毒感染後已經死亡之細胞殘骸(Deng et al., 

2007; Voges et al., 1999)。 

    UDP-glucose 6-dehydrogenase 為一可將 UDP-Glc（UDP-α-D-glucose）轉變為

活化型的 UDP-GlcA（UDP-α-D-glucuronic acid）的酵素，UDP-GlcA 在細胞參與

了許多的代謝合成反應以及排毒作用（detoxification）的過程，而假使細胞中具

活性之 UDP-GlcA 含量減少進而限制了透明質酸（hyaluronan）之合成，將會抑

制腫瘤的增長(Huh et al., 2005; Lee and Spicer, 2000)。UGDH 在本實驗中於病毒

處理組第一天時之表現量較控制組有明顯下降之勢，這表示 UGDH 產量的減少

可能對於病毒在體內之感染擴散有其抑制的效果，但其詳細作用仍尚待進一步研

究來釐清。 

    reverse transcriptase-like protein 雖然在魚類中尚無找到相似的蛋白質，但在

端粒酶（telomerase）中也發現到極具保留性的 reverse transcriptase-like 區域，端

粒酶是一含 RNA 與蛋白質的複合體（ribonucleoprotein, RNP），其在細胞內的作

用是用於穩定染色體之結構及完整性，其具有調控細胞之生長以及細胞凋亡

（apoptosis）現象的出現的功用(Huard et al., 2003)。
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圖一、依基因功能歸類之表現量兩倍以上調控之基因群。 

正調控兩倍以上之 39 個基因依其功能分類後共可分為 8 群，分別為免疫反

應（immune response）、蛋白質降解（protein degradation）、訊息傳遞（signal 

transduction）、能量相關（energy）、結構（structure）、蛋白質合成（protein synthesis）、

轉錄轉譯調控（transcription/translation regulation）和代謝作用（metabolism）。   
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圖二、依基因功能歸類之表現量兩倍以下調控基因群。 

負調控兩倍以下之 48 個基因依其功能分類後共可分為 6 群，分別為免疫反

應（immune response）、能量相關（energy）、結構（structure）、蛋白質合成（protein 

synthesis）、轉錄轉譯調控（ transcription/translation regulation）和代謝作用

（metabolism）。  
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圖三、2011 年經微陣列晶片分析所得之基因群與 2008 年所得結果之相較。 

    以虹彩病毒處理組資料為母體，重新分析 2008 年微陣列晶片數據後，在正

調控兩倍以上中可得到 39 個基因，其中有 10 個與 2008 年所分析之結果相符合 

（A）；在負調控兩倍以下中可得到 48 個基因，其中有 9 個與 2008 年所分析之

結果相符合（B）。



 

46 
 

 

 



 

47 
 



 

48 
 

 
圖四、經不同免疫刺激物處理後之點帶石斑腎臟其正調控候選基因表現情形。 

    將點帶石斑分成三組，分別施打 LPS、poly I:C、虹彩病毒，並於注射後第 1、

3、5 天取其腎臟組織（n = 5），以即時定量聚合酶鏈鎖反應分析經微陣列晶片篩

選後之正調控候選基因。將未注射之點帶石斑作為控制組，計算其他各處理組之

不同基因相對表現量。B2M（beta-2-microglobulin, A）；CD9（CD9 antigen, B）；

AEP（asparaginyl endopeptidase, C）；UBE2D2（ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2, 

D）；FTH（ferritin heavy subunit, E）；；Vig 1（F）；RTL（reverse transcriptase-like 

protein, G）；DHX58（RNA helicase DHX58 homolog, H）；IGFBP5（insulin-like 

growth factor binding protein, I）；ISG15（interferon stimulated gene 15, J）；HERC

（HECT E3 ubiquitin ligase, K）；IgM（immunoglobulin mu heavy chain, L）；PSMD1

（ 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog, M ）； RAC2

（Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2, N）；LYNX1（Ly-6/neurotoxin-like 

protein 1, O）；PLAUR（urokinase plasminogen activator surface receptor, P）；VLIG1

（very large inducible GTPase-1, Q）。 
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圖五、經不同免疫刺激物處理後之點帶石斑腎臟其負調控候選基因表現情形。 

    將點帶石斑分成三組，分別施打 LPS、poly I:C、虹彩病毒，並於注射後第 1、

3、5 天取其腎臟組織（n = 5），以即時定量聚合酶鏈鎖反應分析經微陣列晶片篩

選後之負調控候選基因。將未注射之點帶石斑作為控制組，計算其他各處理組之

不同基因相對表現量。PPIA（peptidylprolyl isomerase A, A）；UGDH（UDP-glucose 

6-dehydrogenase, B）；HSP90（heat shock protein 90, C）；MTCO1（cytochrome c 

oxidase subunit I, D）。 
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圖六、經不同免疫刺激物處理後之點帶石斑腎臟其正/負調控候選基因表現情

形。 

    以即時定量聚合酶鏈鎖反應分析三個經微陣列晶片篩選後之正/負調控候選

基因。BHMT（Betaine-homocysteine S-methyltransferase, A）；HBA（hemoglobin 

alpha chain, B）；CYTB（cytochrome B, C）。 
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圖七、經不同免疫刺激物處理後之點帶石斑腎臟其免疫相關基因表現情形。 

    將點帶石斑分成三組，分別施打 LPS、poly I:C、虹彩病毒，並於注射後第 1、

3、5 天取其腎臟組織（n = 5），以即時定量聚合酶鏈鎖反應分析免疫相關基因。

將未注射之點帶石斑作為控制組，計算其他各處理組之不同基因相對表現量。

IL1b（ Interleukin-1β, A）； IL8（ Interleukin-8, B）；MxI（ Interferon-induced 

GTP-binding protein MxI, C）；cRel（NF-κB c-Rel subunit, D）；TNF a（tumor-necrosis 

factor α, E）；COX2（cyclooxygenase-2, F）。
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表一、虹彩病毒感染處理組中點帶石斑之頭腎組織內正調控兩倍以上之基因群。 

Gene name Clone(s)
BLASTX identification of select grouper contig 

Species  Identity E-value  Accession number 
Protein synthesis       
60S ribosomal protein L34 1 Salmo salar 99% 8e-32 ACN10048 
60S ribosomal protein LP1 1 Epinephelus coioides 100% 1e-27 ACH73062 
pancreatic progenitor cell differentiation and proliferation factor 1 Danio rerio 77% 3e-36 NP_956373 
Transcription/translation regulation      
poly A binding protein, cytoplasmic 1 b 1 Danio rerio 90% 2e-85 NP_957176 
bromodomain-containing protein 1 1 Danio rerio 55% 1e-32 NP_001104751 
reverse transcriptase-like protein 3 Paralichthys olivaceus 69% 4e-108 AAN15747 
Metabolism      
betaine-homocysteine S-methyltansferase 16 Perca flavescens 94% 2e-169 ABU63967 
carboxypeptidase N catalytic chain 1 Dicentrarchus labrax 94% 5e-153 CBN81456 
ferritin heavy subunit 1 Epinephelus awoara 94% 7e-97 ABI95136 
fructose-bisphosphate aldolase B 2 Thunnus albacares 96% 0.0 CAX62602 
hemoglobin alpha chain 1 Parachaenichthys charcoti 76% 3e-57 ABC54635 
hemoglobin beta chain 1 Epinephelus coioides 99% 2e-79 AAK38736 
Mid1-interacting protein 1 1 Epinephelus bruneus 98% 8e-80 AEB31291 
Immune response      
asparaginyl endopeptidase (legumain) 1 Paralichthys olivaceus 80% 2e-66 ABM88796 
beta-2 microglobulin 1 Epinephelus coioides 98% 1e-64 ACZ97569 
immunoglobulin mu heavy chain 1 Epinephelus coioides 74% 2e-139 AAX78211 
interferon stimulated gene 15 1 Sebastes schlegelii 71% 1e-54 BAG72218 
RNA helicase DHX58 homolog 1 Paralichthys olivaceus 70% 7e-61 ADI75503 
vig-1 1 Epinephelus coioides 98% 7e-66 ACL98115 
Protein degradation      
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog 4 Osmerus mordax 93% 2e-85 ACO09226 
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HECT E3 ubiquitin ligase 2 Danio rerio 50% 1e-92 XP_688463 
ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 1 Osmerus mordax 93% 2e-33 ACO09151 
Signal transduction      
Bloodthirsty 1 Chaenocephalus aceratus 54% 5e-64 AAX12162 
CD9 antigen 1 Anoplopoma fimbria 69% 2e-49 ACQ58340 
Ly-6/neurotoxin-like protein 1 1 Sistrurus catenatus edwardsi 35% 1e-05 ABZ89719 
insulin-like growth factor binding protein 1 Seriola quinqueradiata 98% 1e-66 ACD11357 
neoverrucotoxin subunit homolog 1 Synanceia verrucosa 41% 8e-53 A0ZSK3 
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 1 Pagrus major 99% 1e-107 AAP20195 
urokinase plasminogen activator surface receptor 19 Danio rerio 41% 2e-37 XP_002664937 
very large inducible GTPase-1 (VLIG1) 3 Danio rerio 40% 5e-116 XP_682842 
Energy      
ATP synthase F0 subunit 6 1 Epinephelus coioides 97% 6e-85 YP_002117859 
cytochrome b 1 Epinephelus coioides 95% 5e-159 YP_002117866 
cytochrome c oxidase subunit III 1 Epinephelus coioides 94% 5e-129 YP_002117860 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 
assembly factor 1 

1 Danio rerio 76% 6e-127 NP_001013326 

Structure      
cofilin-2 2 Epinephelus coioides 100% 3e-73 ACL98108 
collagen type I alpha 1 2 Oryzias latipes 96% 8e-65 NP_001116390 
profilin 1 1 Anoplopoma fimbria 36% 3e-15 ACQ58331 
sorting nexin 3 1 Danio rerio 85% 5e-31 NP_001032183 
Unknown      
hypothetical protein 19h2, 26h12 
EcfgEST0001, 0018, 0039, 0048, 0076, 0077, 0078, 0079, 0081, 
0082, 0083, 0084, 0086, 0087, 0088, 0089, 0090, 0093, 0094, 
0096, 0097, 0098, 0100, 0101, 0102, 0103, 0118, 0123, 0124, 
0127, 0136 

42     
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表二、虹彩病毒感染處理組中點帶石斑之頭腎組織內負調控兩倍以下之基因群。 

Gene name 
 

Clone(s)
BLASTX identification of select grouper contig 
Species  Identity E-value Accession number 

Protein synthesis       
40S ribosomal protein S2 3 Solea senegalensis 98% 9e-132 BAF45464 
40S ribosomal protein S4 1 Epinephelus coioides 99% 6e-140 ADG29131 
40S ribosomal protein S15 1 Salmo salar 83% 2e-50 ACN10008 
40S ribosomal protein S27 1 Anolis carolinensis 99% 8e-35 XP_003229145 
60S ribosomal protein L4 2 Pagrus major 87% 3e-141 AAP20200 
60S ribosomal protein L17 1 Epinephelus bruneus 100% 1e-93 AEB31310 
Transcription/translation regulation      
thioredoxin interacting protein 1 Danio rerio 61% 1e-92 NP_956381 
eukaryotic translation elongation factor 2 1 Danio rerio 90% 0.0 AAH45488 
Metabolism      
acyl-coenzyme A thioesterase 13 1 Danio rerio 89% 3e-64 CAK05423 
alanine aminotransferase 1 Sparus aurata 85% 8e-62 AAP42512 
alcohol dehydrogenase Class VI 1 Gadus callarias 85% 2e-58 1CDO_A 
aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor 1 Salmo salar 91% 9e-64 ACI33614 
betaine homocysteine S-methyltansferase 4 Perca flavescens 94% 2e-169 ABU63967 
cathepsin A 1 Pan troglodytes 74% 4e-16 XP_001159669 
CNDP dipeptidase 2 (metallopeptidase M20 family) 1 Oreochromis niloticus 94% 8e-43 BAE45263 
Glutathione S-transferase theta-1 1 Oplegnathus fasciatus 86% 4e-118 ADY80025 
NAD-dependent deacetylase sirtuin-5 1 Anoplopoma fimbria 86% 3e-91 ACQ58544 
omega-amidase NIT2 1 Danio rerio 83% 4e-97 NP_991174 
dihydrolipoamide S-succinyltransferase (DLST, E2 component of 
2-oxo-glutarate complex) 

1 Danio rerio 94% 7e-83 AAH65943 

Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 1 Dicentrarchus labrax 88% 2e-15 CBN81572 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 2 Epinephelus bruneus 98% 6e-166 AEB31345 
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hemoglobin alpha chain 7 Parachaenichthys charcoti 76% 3e-57 ABC54635 
peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase 1 Salmo salar 80% 6e-54 NP_001134524 
protein disulfide isomerase A6 1 Danio rerio 90% 2e-31 AAK71636 
pyruvate kinase 2 Takifugu rubripes 96% 5e-102 BAC02918 
serine:pyruvate/alanine:glyoxylate aminotransferase 1 Osmerus mordax 87% 4e-148 ACO09121 
Sorcin 2 Xenopus (Silurana) tropicalis 72% 4e-68 NP_001016667 
UDP-glucose 6-dehydrogenase 1 Danio rerio 92% 1e-118 NP_001103872 
Immune response      
heat shock protein 90 1 Epinephelus coioides 99% 1e-70 ACV04938 
peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) 1 Branchiostoma floridae 87% 3e-47 XP_002597453 
Energy      
ATP synthase F0 subunit 6 6 Epinephelus coioides 97% 6e-85 YP_002117859 
cytochrome b 51 Epinephelus coioides 95% 5e-159 YP_002117866 
cytochrome c oxidase subunit 8B 1 Danio rerio 66% 1e-15 XP_698270 
cytochrome c oxidase subunit I 12 Epinephelus coioides 96% 0.0 YP_002117856 
cytochrome c oxidase subunit II 7 Epinephelus coioides 95% 1e-106 YP_002117857 
cytochrome c oxidase subunit III 4 Epinephelus coioides 94% 5e-129 YP_002117860 
NADH dehydrogenase subunit 1 2 Anyperodon leucogrammicus 97% 8e-102 YP_002907413 
NADH dehydrogenase subunit 4 1 Epinephelus coioides 94% 5e-54 YP_002117863 
NADH dehydrogenase subunit 5 1 Epinephelus coioides 96% 2e-94 YP_002117864 
NADH dehydrogenase subunit 6 3 Epinephelus coioides 100% 2e-62 YP_002117865 
Structure      
coronin-1A 1 Salmo salar 66% 9e-15 ACN10578 
FAM18B 1 Anoplopoma fimbria 97% 2e-42 ACQ58161 
keratin 8 1 Danio rerio 93% 6e-148 CAD31062 
keratin type II E3 2 Dicentrarchus labrax 78% 0.0 CBN80922 
NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 1 1 Danio rerio 57% 2e-65 XP_697912 
PDZ domain-containing protein 1 1 Salmo salar 58% 7e-85 NP_001133562 
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tropomyosin alpha-4 chain 1 Danio rerio 91% 3e-71 NP_998323 
troponin C, fast skeletal 1 Epinephelus coioides 100% 1e-76 ACM41865 
Unknown      
hypothetical protein 19h2, 26h12 
EcfgEST0001, 0003, 0009, 0014, 0025, 0026, 0028, 0036, 0042, 
0045, 0056, 0057, 0080, 0083, 0085, 0088, 0091, 0092, 0095, 
0099, 0100, 0103, 0104, 0105, 0106, 0107, 0108, 0109, 0110, 
0111, 0112, 0113, 0114, 0115, 0116, 0117, 0119, 0120, 0121, 
0122, 0125, 0126, 0128, 0129, 0130, 0131, 0132, 0133, 0134, 
0135, 0137, 0138 

60     
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表三、用於即時定量聚合酶鏈鎖反應之專用引子對。 

Primer Name Sequence（5’-3’） Gene sequence 
18s-F 
18s-R  

5’- CGCTCTGAGGGTAACTGATGG -3’ 18s rRNA 
5’- GTCCTTTGGGAGCAGCCATG -3’  

AEP-F 
AEP-R 

5’- ACTGCTACAACTGGCACAAAACA -3’ asparaginyl endopeptidase 
5’- CACAGGTTCACCAGAGCGTACA -3’  

BHMT-F 
BHMT-R 

5’- TTACCACATCAGGGCTATTGCA -3’ 
5’- TGAGGCAGCGGCCATT -3’ 

Betaine-homocysteine S-methyltransferase 
 
Beta-2-microglobulin 
 

B2M-F 
B2M-R 

5’- GCCCAAGGTTCAGGTGTACAG -3’ 
5’- ACATGGCAGATCAGGGTGTTG -3’ 

CD9-F 
CD9-R 

5’- AACAGGGATGAGTTTGGCTTGA -3’ 
5’- CTCCGCCGGTCACATACAG -3’ 

CD9 antigen 
 

CYTB-F 
CYTB-R 

5’- GCACCCTCCAACATTTCCATT -3’ 
5’- GGCCTGTGAGAATTTGAGCAA -3 

cytochrome B 
 

DHX58-F 
DHX58-R 

5’- AACAGAGAAGAGGAGTCGCAACAC -3’ 
5’- AGAGGCCACAGACCTGAAACA -3’ 

RNA helicase DHX58 homolog 
 

FTH-F 
FTH-R 

5’- CCCACATTTGTGCGATTTCA -3’ 
5’- GTCTGCCAGCTCTTTGATGGA -3’ 

ferritin heavy subunit 
 

HBA-F 
HBA-R 

5’- CAGTCTACCCGCAAACCAAGA -3’ 
5’- GGGACAGAGCCGGGAGTAAG -3’ 

hemoglobin alpha chain 
 

HSP90-F 
HSP90-R  

5’- CCAAGAAGCACCTGGAGATCA -3’ 
5’- TCACAGCCTTGTCGTTCTTGTC -3’ 

heat shock protein 90 
 

HERC-F 
HERC-R 

5’- ACGCTGCTGACATCCATTTG -3’ 
5’- CCTCTCGTAGATAGGCAGCAGTAAC -3’ 

HECT E3 ubiquitin ligase 
 

IgM-F 
IgM-R 

5’- ATACGTCGCTTTACTTCCCATCA -3’ 
5’- TTCCTTAAGTGGCTCTATCCAGTCTT -3 

immunoglobulin mu heavy chain 
 

IGFBP5-F 
IGFBP5-R 

5’- TCCCCTCTGCCCATCGA -3’ 
5’- TGAATGATCCCATCCAGTTTTCT -3’ 

insulin-like growth factor binding protein 
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ISG15-F 
ISG15-R 

5’- TGTCCCTGCTGGTGATCGA -3’ 
5’- TCCCCTTCTCGTTTCTGACAA -3’ 

interferon stimulated gene 15 
 

LYNX1-F 
LYNX2-R 

5’- CTGCAGCGTTTGGGTTGAG -3’ 
5’- GGGCCGGTGCAGGATT -3’ 

Ly-6/neurotoxin-like protein 1 
 

MT-CO1-F 
MT-CO1-R 

5’- CTGCCCTCCCCCATATCAC -3’ 
5’- TTCAACTCCTCCCTTTCTCGTT -3’ 

cytochrome c oxidase subunit I 
 

PLAUR-F 
PLAUR-R 

5’- CCCCCGAGCCCATCAA -3’ 
5’- TTGTCCATCACAGGTGAAGCA -3’ 

urokinase plasminogen activator surface receptor 
 

PPIA-F 
PPIA-R 

5’- CCGGCCCAAACACGAA -3’ 
5’- CTTCCCGTCGAGCCATGAT -3’ 

peptidylprolyl isomerase A 
 

PSMD1-F 
PSMD1-R 

5’- CCTGCCGAGAGCTACACCTT -3’ 
5’- TCTATGCATCCTGCGATCTCAT -3’ 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog 

RAC2-F 
RAC2-R 

5’- AATGTGTGGTCGTGGGAGATG -3’ 
5’- GGGAAGGCATTGGTTGTGTAG -3’ 

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 
 

RTL-F 
RTL-R 

5’- GAATGCAGCAGCACGTGTACTAA -3’ 
5’- GAGCCAGTGCAGAGAAGCTAAAAC -3’ 

reverse transcriptase-like protein 
 

UBE2D2-F 
UBE2D2-R 

5’- CTTCTCTCCATTTGCTCACTCCTAT -3’ 
5’- TCGTGCGATCTCTGGCACTA -3’ 

ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 
 

UGDH-F 
UGDH-R 

5’- GTCAACGAGTCCCGCATCA -3’ 
5’- TTCAGACCCGGCTCATATATGG -3’ 

UDP-glucose 6-dehydrogenase 
 

vig-1-F 
vig-1-R 

5’- CGAGCAGCTGACGATAATGAAT -3’ 
5’- GAGGCCATGTTCATCCAGAAC -3’ 

vig-1 
 

VLIG1-F 
VLIG1-R 

5’- GGAAGCTCATCTGCTGTTGTGT -3’ 
5’- ACGGCCTCAACAGTGGAACT -3’ 

very large inducible GTPase-1 
 

cRel-F 
cRel-R 

5’- TACAATGAGAAAAAGCGCAGAAGA -3’ 
5’- CAACAAAAGGACCACCTGACAA -3’ 

NF-κB c-Rel subunit 
 

MxI-F 
MxI-R 

5’- AAGTGGTGCGGGAAGATAAGC -3’ 
5’- AGAGGCAATGTCCAGGGTGAT -3’ 

Interferon-induced GTP-binding protein MxI 
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ILIβ-F 
ILIβ-R 

5’- CCCAGATGACATGCAACGTT -3’ 
5’- GCCACGTGCTTCATTGTCAGT -3’ 

Interleukin-1β 
 

IL8-F 
IL8-R 

5’- CCTGACAGAGAGCAAACCCATT -3’ 
5’- CTTTCTTCACCCAGGGAGCTT -3’ 

Interleukin-8 
 

TNFα-F 
TNFα-R 

5’- CTCAGGGCGGCTTCACACT -3’ 
5’- TCGCTGCAGGAGACTCTGAAC -3’ 

tumor-necrosis factor α 
 

COX2-F 
COX2-R 

5’- AGAGGCAGCACAAGCTCAGACT -3’ 
5’- TCGACACCCACTTCCTTGACT -3’ 

cyclooxygenase-2 
 

 
 
 
 
  



 

60 
 

 
表四、不同免疫刺激物處理下各基因相對於正常狀態之表現倍數。 

 
Gene name 

 

Treatment LPS Poly I:C GIV 

Day post injection 1 3 5 1 3 5 1 3 5 

asparaginyl endopeptidase 3.68 1.42 1.17 3.20 1.03 1.92 1.40 0.48 3.45 

Betaine-homocysteine S-methyltransferase 0.71 0.56 0.85 0.76 0.20 0.29 0.17 0.78 1.23 

Beta-2-microglobulin 2.82 1.38 1.44 5.67 2.32 2.97 2.54 2.39 3.82 

CD9 antigen 2.67 1.30 0.85 15.70 0.97 2.74 1.70 9.13 19.90 

cytochrome B 5.03 1.40 1.19 2.19 1.09 1.79 3.04 2.37 2.52 

RNA helicase DHX58 homolog 1.94 0.73 1.00 17.01 1.12 1.24 4.76 9.18 18.00 

ferritin heavy subunit 5.26 1.09 1.02 4.13 2.16 4.34 5.17 3.17 2.99 

hemoglobin alpha chain 2.31 0.38 0.38 0.75 1.36 0.84 0.59 2.05 0.24 

heat shock protein 90 0.75 1.50 1.04 1.28 1.52 0.97 2.74 1.38 3.81 

HECT E3 ubiquitin ligase 2.90 1.03 1.69 74.87 0.96 1.76 8.96 27.73 104.07 

immunoglobulin mu heavy chain 2.34 3.30 2.41 2.02 2.89 3.95 2.69 1.78 2.65 

insulin-like growth factor binding protein 0.64 6.15 17.48 12.46 2.89 3.76 14.08 1.74 5.48 

interferon stimulated gene 15 5.29 1.47 1.85 87.39 3.21 3.26 7.86 39.96 59.87 

Ly-6/neurotoxin-like protein 1 0.34 0.53 4.52 1.02 0.48 0.90 0.85 0.47 0.87 

cytochrome c oxidase subunit I 84.10 0.87 0.27 19.31 1.01 2.17 20.97 11.75 0.54 

urokinase plasminogen activator surface receptor 3.38 1.31 2.05 23.06 1.74 3.98 10.27 19.39 79.44 

peptidylprolyl isomerase A 1.04 1.18 1.68 5.38 3.01 3.37 3.72 1.99 4.55 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 homolog 11.29 4.90 2.20 19.13 6.66 5.59 6.45 8.37 19.34 
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Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 0.82 1.11 1.18 0.95 1.08 1.05 1.12 0.78 1.92 

reverse transcriptase-like protein 3.36 0.40 0.84 7.07 0.68 0.61 18.94 0.63 0.93 

ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 2.39 1.62 1.13 5.84 2.73 2.12 3.44 2.18 3.51 

UDP-glucose 6-dehydrogenase 0.50 0.74 0.76 1.09 0.18 0.16 0.21 0.11 0.97 

vig-1 1.54 0.80 0.80 29.53 1.56 1.06 3.78 14.40 29.20 

very large inducible GTPase-1 12.79 1.61 1.51 16.13 0.96 3.62 9.40 7.80 21.30 

NF-κB c-Rel subunit 1.20 1.16 0.82 2.97 1.24 2.52 2.10 1.22 9.35 

Interleukin-8 1.43 2.01 0.51 12.70 1.54 2.91 92.87 1.65 8.94 

tumor-necrosis factor α 3.91 1.77 4.48 24.17 2.26 2.71 70.50 0.29 2.30 

cyclooxygenase-2 0.97 1.85 2.67 7.91 3.96 1.95 30.29 1.34 2.83 

Interferon-induced GTP-binding protein MxI 0.93 0.46 1.32 51.18 0.78 0.60 8.99 16.39 67.30 

Interleukin-1β 13.67 2.78 4.63 5.67 5.75 14.38 79.54 1.92 6.73 


