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中文摘要 

第一型人類單純疱疹病毒(Human herpes simplex virus type-1, HSV-1)在感染細

胞的過程中需要胞吞、胞吐作用及許多細胞蛋白的參與。Annexin II 蛋白質是

Annexin 蛋白質家族中的一員，主要功能與多種細胞行為有關，如細胞間質的交互

作用及參與胞吞和胞吐作用等。根據先前的文獻，Annexin II 會被包入 HSV-1 之

初期病毒顆粒中，並且在細胞外之 HSV-1 病毒顆粒中也發現 Annexin II 的存在。

因此本篇研究想探討宿主細胞中的 Annexin II 在 HSV-1 病毒產生過程中所扮演的

角色。首先，我們利用 siRNA - Annexin II 降低 VERO 細胞株(非洲綠猴腎臟上皮

細胞)中 Annexin II mRNA 的表現量，再感染 HSV-1 病毒，結果發現上清液中之

HSV-1 病毒活性效價也相對降低。進一步實驗證明，此現象並非由於細胞中

Annexin II 降解影響病毒侵入細胞所致；此外，HSV-1 之後期病毒蛋白質表現量在

Annexin II 降解細胞中並無明顯改變，因此可以確認 Annexin II 表現量的下降並不

會影響 HSV 病毒的複製過程。最後，經由分析受感染細胞上清液中病毒活性效價

與細胞中病毒活性效價，發現細胞中 Annexin II 降解只會影響細胞上清液中病毒活

性效價，而細胞內之病毒活性效價則沒有明顯改變；以此計算病毒之釋放效率顯

示，HSV-1 病毒從 Annexin II 降解之 Vero 細胞中釋放比例較正常 Vero 細胞低

(12.5% v.s. 26%, P<0.01)。利用共軛焦顯微鏡觀察，在 Annexin II 降解之 Vero 細胞

中，大部分病毒皆聚集在細胞核膜周圍；而在正常細胞，病毒則是散布在細胞質

中。由以上實驗結果得知，細胞中 Annexin II 降解會導致單純疱疹病毒聚集在細胞

核膜周圍，造成病毒從細胞中釋放的效率降低，其詳細的作用機制則須進一步的

實驗來釐清。 

 

關鍵字：人類單純疱疹病毒第一型、Annexin II、病毒釋放 
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英文摘要 

The replication of human herpes simplex virus type-1 (HSV-1) involves a variety 

of cellular proteins and processes, such as endocytosis and exocytosis. Annexin II, a 

member of Annexin family, is involved in diverse cellular processes such as endocytosis, 

exocytosis, and cell matrix interactions. Recent studies indicated that Annexin II is 

incorporated into the primary HSV-1 virions in the perinuclear space and in the 

extracellular virus particles. In this study, we would like to define the role of Annexin II 

in HSV-1 virus production. First, siRNA was utilized to down-regulate Annexin II 

mRNA in Vero cell before HSV-1 infection. A significant reduction of supernatant 

virus titer in the Annexin II down-regulated cells was observed. Since the viral entry, 

HSV-1 late protein expression, and the intracellular virus titer were not disturbed in the 

Annexin II down-regulated cells, the reduction of Annexin II may directly influence the 

virus release. Using confocal microscopy, we observed that most HSV-1 particles 

localized at the perinuclear space in the Annexin II down-regulated Vero cells, while the 

distribution of HSV-1 particles in the untreated Vero cells was mainly in the cytoplasm. 

In summary, Annexin II plays a role in HSV virion release and reduction of Annexin II 

results in accumulation of virus particles at the perinuclear localization. Further analysis 

is required to elucidate the mechanism in which Annexin II is involved in HSV-1 

release. 

Key words：Herpes simplex virus type-1；HSV-1；Annexin II；Virus egress
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第一章 緒論 

1.1. 第一型人類單純疱疹病毒 

1.1.1. 人類單純疱疹病毒之結構及基因組成 

人類單純疱疹病毒第一型(Human herpes simplex virus type 1 ,HHV-1)是疱疹病

毒科(Herpesviridae)中的成員之一，一個完整的單純疱疹病毒顆粒包含四個重要的

組成元素：一個含有病毒遺傳物質的核心(core)；包含著核心的二十面體外鞘蛋白

(capsid)；圍繞著外鞘蛋白的不定型區域稱做被膜(tegument) (83)以及病毒最外層之

脂雙層又稱為套膜(envelope)。 

進一步分析這四個重要組成分子，核心(core)中包含著雙股的病毒DNA，其中

小部份的DNA成環狀(72)，其餘大部分則為線狀(83)，核心中不含有高度鹼性之蛋

白，能避免中和病毒DNA之負電性，以利病毒DNA能夠正常的摺疊於外鞘蛋白中

(23)。病毒外鞘則由五種保守的蛋白所構成，分別為pUL19(主要之外鞘蛋白，構成

所有的殼微粒)，pUL18，pUL38，pUL35及pUL6此五種蛋白。而被膜部分則是由

至少20種病毒蛋白所組成，其中最重要的蛋白分別為病毒顆粒轉活化蛋白(virion 

transactivator protein，VP16)，宿主關閉蛋白(virion host shut-off protein，VHS)，

VP22(已被證明能在細胞間散佈) (16)及VP1-2(在HSV-1侵入細胞的過程中扮演重

要角色) (4)，其餘被膜蛋白還包含UL14，UL17，VP11/12(UL46)，VP13/14(UL47)，

US9，US10及US11。膜套的部分主要由脂雙層所構成，其上鑲嵌了約11種病毒之

醣蛋白(glycoprotein)，分別為gB(VP7和VP8.5)，gC(VP8)，gD(VP17和VP18)，

gE(VP12.3和VP12.6)，gG(US4)，gH(UL22)，gI(US7)，gL(UL1)和gM(UL11)。 
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1.1.2. 人類單純疱疹病毒之感染途徑 

1.1.2.1. 病毒之入侵(virus entry)  

在單純疱疹病毒感染細胞的過程中，病毒首先會藉由病毒套膜上的醣類蛋白

(glycoprotein) gC及gB與細胞膜上glycosaminoglycans (GAG)進行結合(33, 66) (81)。

接著gD會與細胞膜上的三種受器進行交互作用，這三種受器分別為nectin，疱疹病

毒進入調控因子(herpes virus entry mediator，HVEM)及 3-O-sulfated heparin sulfate 

(3-OS HS) (10) (20) (53, 67, 78)。gD與細胞膜上受器的交互作用造成gD的構形改變，

促使gD與gH和gL作用形成一複合體(74)；gB再與此gH/gL複合體作用，而幫助病

毒套膜和細胞膜的融合(7) (71)，產生一侵入孔(entry pore)，使病毒顆粒進入細胞

(71)。病毒的外鞘藉由細胞內微管(microtubule)的移動，運送到細胞核孔(70)。之後，

病毒的基因組會被送入宿主細胞核中進行DNA的複製及轉錄(54)。 

 

1.1.2.2. 病毒基因之複製(virus replication cycle) 

在單純疱疹病毒複製的過程中，約有超過 80 種病毒蛋白以階段性的方式表現

(35)，病毒 DNA 的轉錄發生在細胞核，病毒蛋白則在細胞質中進行合成，宿主細

胞中的 RNA 聚合酶 II (RNA polymerase II)在此過程中扮演著重要的角色(13) (2)。

當病毒感染細胞後，病毒基因之複製最開始是由病毒顆粒中的 VP16 轉活化子

(transactivator)啟動整個過程，約 2-4 小時，病毒的迅早期基因（Immediate Early gene；

IE or α gene）就會開始表現，這些基因包括 ICP0，ICP4，ICP22，ICP27，ICP47

及 Us1.5。迅早期基因的產物主要為轉活化子，具有與 DNA 結合的能力，可以進

一步調控細胞基因及病毒早期基因（Early or β gene）的表現；病毒感染後 4-8 小

時，早期基因的表現會到達高峰，早期基因的產物多半是與病毒 DNA 複製及核酸

代謝相關之蛋白質，這些蛋白質會促進病毒DNA的複製以及刺激晚期蛋白的表現。

最後表現的是晚期基因（Late or γ gene），這些基因受到早期基因的調控，而其主

要產物是構成病毒顆粒的結構性蛋白(38) (11, 12, 36, 68)。 
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1.1.2.3. 病毒之組裝及釋放(virus assembly and egress) 

當病毒外鞘蛋白形成後，會藉由和 pUL19 及 pUL6 作用而與病毒基因組在細

胞核中進行組裝(34) (69, 77)，當組裝完成後，病毒外鞘蛋白會進一步藉由肌動蛋

白(Actin)的幫忙而移動至內核膜(inner nuclear membrane)與之結合(18)，病毒基因

組會得到初期套膜(primary envelope)，為了使外鞘蛋白與內核膜能接觸的更好，核

膜(nuclear lamina)必須變得更軟或是些微的溶解，這個步驟需要病毒蛋白 pUL31

和 pUL34 的參與(62)，當此兩種蛋白其中之一沒有表現時，病毒從核中釋放的效

率會顯著的降低，但此兩種蛋白在成熟病毒當中並不存在，因此可以證明初期病

毒顆粒和成熟病毒顆粒存在著結構上的差異。 

接著初期病毒顆粒藉由初期套膜與外核膜(outer nuclear membrane)進行融合而

將病毒基因組送進細胞質當中，然而外鞘蛋白從細胞核進入細胞質之機制至今尚

未被明確的證明，針對此過程科學家們有兩種說法，除了前述外鞘蛋白先與內核

膜結合再由外核膜釋放的過程；另一種假設則是外鞘蛋白會直接經由細胞核上擴

張的核孔進一步進到細胞質中(43, 79)，但此說法的根據只建立在電子顯微鏡的觀

察上，並無細胞生化或基因層面的實驗結果輔佐(52)，因此確切的過程尚待實驗證

明。當病毒外鞘由細胞核進入到細胞質之後，包覆有病毒基因組的病毒外鞘會在

反式高爾基氏網(trans-Golgi network)上獲得二級套膜(secondary envelope) (51)，此

步驟有許多的病毒醣蛋白(glycoprotein)及被膜蛋白(tegument)參與(75)，其中最重要

的兩種蛋白為glycoprotein M及pUL11。Glycoprotein M是成熟病毒套膜上之蛋白，

可以於反式高爾基氏網上幫助保留或回收病毒套膜上之醣蛋白(15)；pUL11 則會幫

忙指引被膜蛋白移動至反式高爾基氏網上(5, 44)。由這些被膜蛋白及醣蛋白與病毒

外鞘蛋白的互動，成熟之病毒顆粒即可被組裝完成(50)，接著病毒顆粒可藉由細胞

內的囊泡(vesicle)運送到細胞膜，囊泡和細胞膜進一步融合後即可將病毒顆粒釋放

到胞外(49)。 
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1.2. Annexin II 蛋白質 

1.2.1. Annexin II 蛋白質之結構(圖一) 

Annexin II 的結構是由 2 個主要結構 (structural domains)所組成，包括中央核

心部份(19) (由 4 個重複的胜肽鏈組成包含有 5 個鈣離子結合位置的右旋超螺旋

結構)以及一段 N-terminal 的尾端(21)。Annexin II 蛋白的氨基端(amino-terminal)含

有 p11 子單元的結合位以及 pp60SRC和蛋白激酶 C (protein kinase C)的磷酸化點

(phosphorylation site) 。而 Annexin II 蛋白的羧基端則包含了磷脂質(phospholipid)、

纖維性肌動蛋白(F-actin)以及肝素(heparin)的結合位(76)。Annexin II 分子量為 36 

kDa，在一般的情況下也會以四聚體( tetrameters)的型態存在，分子量為 98 kDa 

(76)。 

 

1.2.2. Annexin II 蛋白質之功能 

Annexin II 在細胞中具有多種生理功能，依其分布的位置不同或細胞種類不同

而有所差異(28)。當 Annexin II 在細胞內表現時，會參與胞吞作用(endocytosis)或是

胞吐作用(exocytosis)(46)，也會調控細胞活化以及細胞增殖的反應(9)。當 Annexin II

分布在細胞表面時，則是以細胞膜蛋白 (peripheral membrane protein) 的形式存在，

在功能上可能是扮演細胞受器 (receptor) 的角色，某些病毒如人類巨細胞病毒

(human cytomegalovirus，HCMV)可以藉由與 Annexin II 進行結合而進一步黏著到

細胞上(80)。此外，在內皮細胞中也有觀察到自體抗體會與細胞表面的 Annexin II

結合並促使細胞內的訊息傳遞(82)。 

 

1.2.2.1. Anneixn II 與細胞膜結構 

Annexin II 是屬於結合在細胞膜上與鈣離子濃度相關的細胞膜結合蛋白(14)，

橫跨細胞膜內外，具有鈣離子傳遞通道的特性。文獻中指出，Annexin II 會與細胞

膜上之磷脂醯肌醇 4,5 二磷酸 (phospholipid phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate, 
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PtdIns(4,5)P2)結合(21, 31, 61)，而 Annexin II 和細胞膜的鍵結會受到鈣離子濃度、

氫離子濃度，酸鹼環境以及膽固醇存在的影響(41)。另外，Annexin II 也被指出是

絲狀肌動蛋白尾部的成員之一(47) (48)，會和肌動蛋白結合(32)，在細胞膜之肌動

蛋白聚集處幫助組織似脂筏(Lipid rafts-like)的細胞膜結構(60)。 

 

1.2.2.2. Annexin II 與胞吞作用 

文獻中指出許多 Annexin 蛋白如 Annexin A1，Annexin A2 及 Annexin A6 皆會

在核內體(endosome)中出現，而 Annexin A1 及 Annexin A2 之 N 端更帶有獨特的序

列能與核內體進行交互作用(17, 29, 37, 65)。而利用 siRNA 進行 Annexin II 蛋白的

降解會導致細胞中溶小體(lysosome)所媒介的運送作用受到抑制，而此現象可能是

因為細胞中之多泡溶酶體(multivesicular endosome)不適當的從早期核內體(early 

endosome)分離所導致(46)。因此，細胞胞吞作用中之多泡溶酶體(multivesicular 

endosome)要能正常的運作，除了需要 HRS(hepatocyte growth factor regulated 

tyrosine kinase substrate)及 ESCRT(endosomal sorting complex required for transport)

的幫助外，還需要 Annexin II 蛋白促使其能更有效的從早期核內體脫離。 

 

1.2.2.3. Annexin II 與胞吐作用 

許多研究都指出，Annexin II 會參與鈣離子所調控之胞吐作用(1)，而此過程需

要藉由蛋白激酶 C (protein kinase C)對 Annexin II 蛋白 N 端 S25 位置的磷酸化來啟

動(8, 64)。但也有文獻提出異議，指出在 Annexin II 顯性抑制(dominant negative)

的神經內分泌細胞株 PC12 中，細胞之胞吐作用並沒有受到影響(26)。而最近的文

獻則證明，利用 siRNA 降解 Annexin II 及利用競爭型胜肽抑制 Annexin II-S100A10

的複合物，皆不會影響鈣離子所調控之細胞胞吐作用(39, 40)。 
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1.3. Annexin II 蛋白質與病毒之關聯 

1.3.1. Annexin II 蛋白質與流感病毒之關聯 

文獻中指出，A/WSN/33 strain （H1N1）的 NA（neuraminidase）可與 plasminogen

（PLG）結合，而 PLG 活化所產生的 plasmin 因具有似胰蛋白酶的酵素活性，可

切割 A/WSN/33 strain （H1N1）的 HA，進而造成老鼠全身性的感染(24) (25)。其

他文獻更證明 plasminogen 可藉由與包裹至病毒顆粒內的一種宿主蛋白 Annexin II

進行結合，特異性地增進其他 IAV 病毒株的複製速率。因此，包裹至病毒顆粒內

的 Annexin II 不僅使得病毒在感染初期即可活化 PLG，也使得病毒能夠在呼吸道

以外之器官複製，散播而引起嚴重的併發症(42)。 

 

1.3.2. Annexin II 蛋白質與人類免疫不全病毒第一型(Human immunodeficiency 

virus，HIV-1)之關聯 

之前科學家將目標放在尋找巨噬細胞中影響 HIV-1 病毒組裝及釋放的宿主專

一蛋白，其中之一為 Annexin 2 (Anx 2)蛋白(63)。文獻中指出，在 293T 細胞模式

中，Anx 2 蛋白會與 HIV-1 Gag 蛋白在細胞膜中含有磷脂醯肌醇 4,5 二磷酸 

(phospholipid phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate, PtdIns(4,5)P2) 的脂筏 (Lipid 

rafts) 上進行交互作用，幫助病毒的組裝。此外，Anx 2 也會促進 HIV-1 Gag 蛋白

的成熟，而增加感染性 HIV-1 病毒的產生(30)。 

 

1.3.3. Annexin II 蛋白質在 C 型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)產生過程中所扮

演之角色 

文獻中指出當細胞中 Annexin II 蛋白遭到降解，會進一步造成細胞內及細胞外

之 HCV 病毒價數降低(3)，但並不影響病毒 RNA 之複製。另外，此文獻中也發現

HCV中之非結構性蛋白5A(non-structural protein 5A)會召集(recruit) Annexin II蛋白

進一步幫助 HCV 病毒顆粒的生成，因此證明 Annexin II 蛋白對於 HCV 病毒的產
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生具有重要性(3)。 

 

1.3.4. Annexin II 蛋白質與 Human herpes simplex virus type 1 之關聯 

文獻中提到 HSV-1 在細胞中移動至釋放的過程中，必須要有具功能性的多囊

泡體(Multivesicular bodies)參與(6) (56)；而 Annexin II 也被報導在多囊泡體的形成

中扮演著相當重要的角色(27) (17)。此外，在近幾年的文獻當中也指出無論在細胞

外之 HSV-1 病毒顆粒或是細胞內之 HSV-1 初期病毒顆粒(primary virion)中，皆有

發現 Annexin II 蛋白的存在(45) (55)，因此可以假設 Annexin II 蛋白在 HSV-1 的產

生過程中扮演著相當程度的角色。 

 

1.4. 研究動機及目的 

1.4.1. 研究動機 

由於先前之文獻中有提到 Annexin II 蛋白會被包裹進入宿主細胞核周邊

(perinuclear)之初級病毒顆粒當中，並在宿主細胞外之病毒顆粒當中也發現含有

Annexin II 蛋白的存在。另一方面，Annexin II 會參與細胞中多囊泡體(Multivesicular 

bodies)的生成，而多囊泡體在 HSV 於細胞中移動至釋放的過程中扮演著重要的角

色。由於 HSV-1 病毒的釋放過程與病毒和宿主細胞膜間的交互作用有相當程度的

關聯，因此本篇研究想要探討宿主細胞中 Annexin II 蛋白在 HSV-1 病毒產生過程

中所扮演的角色。 

 

1.4.2. 實驗目的 

1.4.2.1. 證明 Annexin II 蛋白量之改變確實會影響單純疱疹病毒之產生 

實驗中我們將利用 siRNA 針對細胞中 Annexin II mRNA 進行降解，進一步降

低 Annexin II 蛋白質的表現量，接著感染 HSV-1 病毒，之後定量細胞上清液中病

毒價數及細胞中病毒價數，以及利用西方墨點法進行實驗觀察 HSV-1 病毒蛋白表
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現量，觀察病毒價數及病毒蛋白表現量是否會受到 Annexin II 降解而造成影響。 

 

1.4.2.2. 探討 Annexin II 蛋白如何與單純疱疹病毒進行交互作用進一步造成病毒生

長情況之改變 

在確認 HSV-1 病毒價數會因為 Annexin II 的降解而改變後，接著要進一步探

討 Annexin II 蛋白是如何影響 HSV-1 病毒的生成，我們將進行實驗觀察 Annexin II

蛋白是否會與幫助 HSV-1 釋放相關的病毒蛋白產生交互作用進一步幫助 HSV-1 病

毒的產生，藉由上述之實驗，我們將可以探討 Annexin II 在 HSV-1 在病毒釋放過

程中所扮演的角色為何，幫助對抗 HSV-1 病毒之研究。 
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第二章 實驗材料與實驗方法 

2.1. 實驗材料 

2.1.1. 細胞株 

 非洲綠猴細胞(Vero) (ATCC, CCL-81)  

 人類非小細胞肺癌細胞(A549) (ATCC, CCL-185) 

 人類胚胎腎臟纖維母細胞(HEK 293T) (ATCC, CRL-11268) 

 人類攝護腺癌細胞(LNCaP)(新竹食科所, 60088) 

 

2.1.2. 病毒株 

人類單純疱疹病毒第一型 F strain (ATCC, VR-1493) 

人類單純疱疹病毒第一型攜帶 VP22 GFP 融合蛋白 (from Dr. Canton) 

 

2.1.3. 培養基與試劑 

DMEM (Gibco , 12800-017) 

Fetal bovine serum(FBS) (Hyclone, SH3007003) 

Antibiotic-Antimycotic (Gibco , 15240) 

Sodium hydrogen bicarbonate (NaHCO3) (Wako , 198-01315)    

Trypsin－EDTA (Gibco , 25200) 

Phosphate buffered saline (PBS) 

配方：氯化鈉（NaCl，Mallinckrodt)、氯化鉀（KCl， Merck）、磷酸氫

二鈉（Na2HPO4，Amresco）、磷酸二氫鉀（KH2PO4，Amresco）TPCK-trypsin 

(Sigma, T3053) 

Methyl Cellulose (Sigma, M0262) 

Formalin (Wako, 062-03861)         
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Crystal violet (Acros, 229641000) 

LipofectamineTM 2000 (Invitrogen , 11668-1019) 

Praformaldehyde (Sigma-aldrich , 158127) 

Albumin , Bovine Serum (BIONOVAS , 8A0724) 

Triton X-100 (Sigma-aldrich, 234729) 

DAPI (Sigma-aldrich, D9542) 

Methanol (J.T. Baker, 9070) 

Ethanol (J.T. Baker, 9400) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, D8418) 

Bradford assay Reagent (BioRad, 500-0006)  

 

2.1.4. 質體 

pRK5-Anx 2 (圖十四) 

pSilencer - Annexin II (s1384, Ambion) 

pSilence - Negative control #2 (4390846, Ambion) 

 

2.1.5. 抗體 

一級抗體 

Mouse HSV- ICP4 antibody (Virusys, H1A021-100) 

Mouse HSV-VP16 antibody (Santa Cruz, SC-7545) 

Mouse Annexin II antibody (BD, 610068) 

Goat actin antibody (Santa Cruz, SC-1616) 

二級抗體 

Rabbit anti-mouse HRP conjugate antibody (Zymed, 81-6520) 

Donkey anti-goat HRP conjugate antibody (Santa Cruz, SC-2020) 
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Goat anti-mouse Cy3 conjugate antibody (Jackson Immuno Research, 

115-165-105) 

 

2.1.6. 商業實驗試劑套組 

小量 DNA 萃取商業套組(Mini PlusTM Plasmid DNA Extraction System, Viogene 

GF2001) 

大量 DNA 萃取商業套組(Maxi PlusTM Ultrapure Plasmid Extraction System, 

Viogene GMV2001) 

RNA 萃取商業套組(Total RNA Extraction Miniprep System, Viogene GR1001) 

基因染色體DNA純化商業套組(Blood & Tissue Genomic DNA Extraction System, 

Viogene GG2001) 

病毒RNA萃取商業套組 (QIAamp® Viral RNA Mini Kit) (Qiagen ,52906) 

Power SYBR® Green PCR Master Mix (ABI , 67-68-5) 

Western LightningTM Chemiluminecence Reagent Plus (PerkinElmer, MEL105) 

 

2.1.7. 核酸引子 (表一) 

Annexin II-F primer 

Annexin II-R primer 

F-Annexin II qPCR primer 

R-Annexin II qPCR primer 

Anx2-BamHI-F 

Anx2-XbaI-R  

Anx2-sequence 

Actin-S primer 

Actin-AS primer 
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qHSV-gpB-F primer 

qHSV-gpB-R primer 

ICP4-1 primer 

ICP4-3 primer 

 

2.2. 實驗方法 

2.2.1. 病毒與細胞培養 

2.2.1.1. 細胞培養 

實驗中所使用到之細胞株有非洲綠猴細胞(Vero)、人類胚胎腎臟纖維母細胞

(HEK 293T)、人類攝護腺癌細胞(LNCaP)及人類非小細胞肺癌細胞(A549)，Vero及

HEK293T細胞使用含10% FBS之DMEM培養基進行培養，LNCaP及A549細胞則是

利用含10% FBS之RPMI1640培養基進行培養，細胞培養在75T細胞培養盤中，置於

37℃含5%二氧化碳之培養箱中培養。細胞繼代培養之步驟為吸去細胞培養盤中之

上清液，利用10mL之PBS清洗細胞，加入2mL之0.05% Trypsin－EDTA溶液，於37℃、

5%二氧化碳培養箱中靜置數分鐘，待細胞經Trypsin－EDTA作用而飄起後，加入

等量之生長培養基中止Trypsin之作用。將細胞懸浮液取出，離心1,500 rpm 5分鐘，

去除上清液後以新鮮生長培養基將細胞重新懸浮。之後將適當體積之細胞懸浮液

分裝於細胞培養盤中，補充生長培養基至10mL，繼續培養於37℃含5%二氧化碳之

培養箱中。 

 

2.2.1.2. 病毒培養 

本實驗中所使用之病毒株為人類單純疱疹病毒第一型 F strain，病毒的培養方

法為，將病毒液配製成 M.O.I=0.05 後感染 Vero 細胞，48 小時候觀察細胞是否有細

胞病變(Cytopathic effect, CPE)產生，若已產生 CPE 則將細胞冷凍解凍三次，

1500rpm 離心 5 分鐘去除細胞碎片後收集病毒上清液。所收集之病毒液可利用 Vero
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細胞進行溶菌斑試驗定量病毒價數。 

 

2.2.1.3. 病毒感染細胞 

將細胞置於 24 孔盤中，將定量的病毒稀釋成 0.2mL 的體積接種細胞，37℃下

吸附 1 小時，1 小時後移去上清液並以 PBS 潤洗三次，之後補入 0.5mL 維持培養

液(E2-DMEM)於細胞株中。 

 

2.2.2. 病毒生長時程實驗 

在 24 孔盤中放入 5x104 細胞，待細胞到達穩定的狀態時，移除培養液，以

M.O.I=0.3 的單純疱疹病毒以 0.2mL 的體積接種細胞，37℃下吸附 1 小時，1 小時

後移去上清液並以 PBS 潤洗三次，之後補入 0.5mL 維持培養液(E2-DMEM)。在病

毒感染細胞後特定時間點分別收集上清液和細胞。細胞部分是加入 Trypsin－EDTA

溶液，置於 37℃、5%二氧化碳培養箱數分鐘。待細胞經 Trypsin－EDTA 作用而掉

落下來後，加入等量之 DMEM 生長培養液以中止 Trypsin 之活性，將細胞懸浮液

冷凍解凍三次，離心收集上清液，之後依適當濃度進行病毒溶斑試驗定出病毒價

數。 

 

2.2.3. 病毒力價測定試驗 

在 24 孔盤中放入 1x105 Vero 細胞，於 37℃含 5%二氧化碳之培養箱培養一天。

隔天移除孔中培養液，將待定量的病毒以不同稀釋倍數加入孔中，每孔所含液體

體積為 0.2 mL，於 37℃下吸附 1 小時，1 小時中每 15 分鐘搖動培養盤一次，1 小

時後移去上清液，每孔以 0.5mL PBS 清洗三次後加入 1mL 甲基纖維素覆蓋液 

（overlapping medium，配方為：2% Methyl Cellulose 和 2x E4 DMEM 一比一混合），

37℃培養三天。三天後每孔加入 1mL 的 10% formalin，室溫下固定 1 小時後移去

孔內液體，以 1% Crystal violet 染色 15 分鐘後以清水沖洗，待乾燥後計數溶菌斑
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形成的個數，計算公式為每孔中之溶菌斑數 × 1/每孔中所加入之待測病毒液體積 

× 1/稀釋倍數，單位為 PFU/mL。 

 

2.2.4. total RNA 萃取及 DNase 處理 

實驗所需之細胞先以 0.05% Trypsin 處理 5 分鐘，使之從細胞培養盤底脫離，

再以含 FBS 之細胞培養液將細胞打散，細胞懸浮液以 9,000 rpm 離心 1 分鐘，以

PBS 清洗，再以 9,000 rpm 離心 1 分鐘去除上清液後收集細胞。所收集之細胞利用

RNA 萃取商業套組進行萃取，流程如下：每管樣品加入 350λ RX buffer (內含 3.5λ 

β-ME)，再使用 20 號針頭(20-G syringe)進行均質化(homogenize)，接著加入等量

(350λ)之 70%酒精震盪混勻，將上述混合液置於 Total RNA Mini Column 管柱中，

離心 13000rpm 30~60 秒，加入 0.5mL WF buffer 離心 13000rpm 30~60 秒，之後再

加入 0.7mL WS buffer 離心 13000rpm 30~60 秒，再以 13000 rpm 離心 3 分鐘將殘留

的 WS buffer 揮發，將管柱置於新的 1.5mL 微量離心管上，加入 30~50μL 不含

RNase 之二次水(RNase-free ddH2O) 靜置一分鐘後以 13000 rpm 離心 1~2 分鐘，即

得萃取出之 RNA，為確保所萃取之樣本中不會含有 DNA 干擾後續實驗之進行，

所萃取出之 RNA 會接著進行 DNase 處理，RNA 則可保存於-80℃冰箱。 

DNase 處理過程如下，取待處理之 RNA 21μL，加入 10X RQ buffer 2.5μL 及

RQ DNase 1.5μL；37℃處理 30 分鐘後再加入 2.5μL 10X RQ stop solution，65℃處

理 10 分鐘即可保存於-70℃冰箱。 

 

2.2.5. 反轉錄反應(Reverse transcription) 

DNase 處理過後之 RNA 先進行濃度測量，所使用之儀器為 NanoDrop 2000 

(Thermo SCIENTIFIC)，測量完後取總濃度 1μg 之 RNA 再補水至總體積 12μL，加

入 1μL 之 oligo dT 當作引子，70℃處理 5 分鐘後置於冰上 5 分鐘，使 oligo dT 與

RNA 進行黏合(annealing)，之後再加入 5X MMLV RT buffer 5μL、RNAsin 1μL、
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MMLV 1μL 及 2.5mM dNTP 5μL；42℃處理 1 小時後再 70℃作用 15 分鐘即可得反

轉錄後之互補 DNA(cDNA)，並可保存於-20℃冰箱。 

 

2.2.6. 即時相對定量 PCR（Quantitative Real-time PCR） 

每一支樣品分別以 Annexin II qPCR primer 和 Actin 兩種引子進行聚合酶鏈鎖

反應，每一支樣品皆做二重複反應。Annexin II 代表樣品中 Annexin II 蛋白之表現

量，Actin 當作細胞數量的控制組，將樣品中 Annexin II 的量除以 Actin 的量即為

細胞中所含有 Annexin II 的量。反應試劑體積與濃度如下：DNA 2μL、Primer mix 

(5μM) 1.2μL、2X SYBR master mix 10μL 及 ddH2O 6.8μL 共 20μL。反應條件為 50℃ 

2 分鐘、95℃ 10 分鐘、(95℃ 15 秒、60℃ 1 分鐘) 以上兩步驟重複 40 個循環，最

後保存於 4℃。所使用之機器為 Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR 

System。 

 

2.2.7. 蛋白質濃度定量 

以 BSA 當作標準曲線之樣本，作六種濃度之序列稀釋125μg/mL、250μg/mL、

500μg/mL、1000μg/mL、2000μg/mL、2500μg/mL。取事先做好 5 倍稀釋之 Bradford 

dye 990μl，加入上述稀釋之 BSA solution 10λ。最後 BSA 濃度為 1.25μg/mL、

2.50μg/mL、5.00μg/mL、10.00μg/mL、20.00μg/mL、25.00μg/mL。將所要偵測吸光

值之樣品用水稀釋 10 倍，再取 10 倍稀釋之樣品 10μL 加入 990μL 稀釋 5 倍之

Bradford dye，避光反應 10 分鐘。在波長 595nm 下測吸光值，並畫出標準曲線。

待測樣品濃度為所計算濃度的 1000 倍。 

 

2.2.8. 西方墨點法(Western blotting) 

先以 0.05% Trypsin 處理培養盤中之細胞 5 分鐘，再以含 FBS 之細胞培養液將

細胞打散，細胞懸浮液以 9,000 rpm 離心 1 分鐘，以 PBS 清洗，再以 9,000 rpm 離



 

16 
 

心 1 分鐘去除上清液後收集細胞。將所收集之細胞以適當體積的 lysis buffer 打散

後，於 4℃以 13 ,000 rpm 離心 5 分鐘後收取含細胞中蛋白質之上清液。 

將所收集之上清液以 Bradford assay 定量蛋白質濃度，取出 25μg 的蛋白量(total 

protein)，與 4% loading dye 混合後，95℃加熱 5 分鐘後再置於冰桶約 5 分鐘，4℃ 

13 ,000 rpm 離心 1 分鐘，將樣品置入 10％SDS-PAGE 中進行電泳，再利用濕式轉

染法(Wet transfer)的方式將 PAGE 上之蛋白轉染到 PVDF membrane 上，利用 5% 脫

脂牛奶做為阻隔緩衝液(blocking buffer)阻隔掉 PVDF membrane 上不含蛋白質區域

與抗體結合的能力，接著依序將 PVDF membrane 與一級抗體在 37℃共同培養 90

分鐘，之後以 PBS 潤洗 PVDF membrane 四次，再加入二級抗體，於 37℃下培養

90 分鐘，PBS 潤洗 PVDF membrane 四次，再利用 Western LightningTM 

Chemiluminecence Reagent Plus 套組中之 Enhanced Luminol Reagent 及 Oxidizing 

Reagent 一比一混合後加至 PVDF membrane 上，進行冷光反應呈色顯像。 

 

2.2.9. 濕式轉染法 

在進行轉染前先將 PVDF membrane 用甲醇浸泡至半透明狀，再用清水清洗約

1 分鐘，之後準備一個容器，依序放上海棉 1 塊（儘量擠出海棉內的空氣）、transfer 

paper 2 張、PVDF membrane 1 張、transfer paper 2 張及海棉 1 塊，加入適量 transfer 

buffer 後浸泡約 15 分鐘。打開轉染卡匣（黑面為負極，白面為正極），白面朝下，

依序放上已被 transfer buffer 浸濕之海棉 1 塊、圖畫紙 2 張、PVDF membrane 1 張、

PAGE gel、圖畫紙 2 張及海棉 1 塊，略為擠壓使多餘的 transfer buffer 排出後，關

上轉染卡匣。將卡匣放入濕式轉染裝置中（黑面朝黑面，白面朝紅面；用力壓下），

後方的容器裝滿冰塊，以避免在轉染中所產生的高溫影響後續結果；將轉染裝置

倒滿 transfer buffer，並選擇適當攪拌子投入後，置於攪拌台上，設定電壓 100V，

電流 400mA，時間 60 分鐘即可進行轉染，於轉染時每 20 分鐘補充容器中之冰塊。 
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2.2.10. 細胞轉染(Transfection) 

細胞轉染實驗前一天先將5x104 個細胞/well之Vero細胞放置在二十四孔盤中

培養，18 小時後，將質體和 lipofectamine 2000 以 1：2 的比例（例：1μg 質體：2μL 

lipofectamine 2000）分別加到兩管含 100μL E0-DMEM 之 1.5mL 微量離心管中，5

分鐘後邊震盪邊將質體混合液加入 lipofetamine 2000 混合液中，於室溫中靜置 30

分鐘後加入二十四孔盤中進行轉染實驗。轉染後 4 小時將細胞培養液換成

E10-DMEM，待 48 小時後可將細胞收下進行 RNA 萃取或是西方墨點法實驗，或

進一步進行病毒感染實驗。 

 

2.2.11. 小量質體 DNA 萃取 

將菌液 1.5 ml 置於微量離心管中，離心 13000rpm 30 秒去除上清液， 加入

200μL 4℃之PD1 buffer，用vortex或pipetting使細菌細胞重新懸浮；再加200μL PD2 

buffer，上下反轉微量離心管使液體混合均勻後靜置2分鐘；加入300μL  PD3 buffer

並上下反轉微量離心管使液體混合均勻；離心 13000 rpm 5 分鐘.，並同時將已標示

之 Mini-MTM Column 放置在 Collection tube 上，取離心後的上清液加到 column 中，

離心 13000 rpm 1 分鐘，倒掉液體；加 0.5 ml 之 WF Buffer，離心 13000 rpm 1 分

鐘，倒掉液體；加 0.7 ml WS Buffer，離心 13000 rpm 1 分鐘，倒掉液體；空離心

13000 rpm 3 分鐘以去掉多餘的 WS buffer；將 column 放在新的 1.5 ml 微量離心管

上，加 50μL 滅菌後的二次水在 column 中膜的中央，放置 1 分鐘；離心 13000 rpm 

2 分鐘，質體 DNA 將會被萃取出來，可將樣品保存在 4℃或-20℃冰箱。 

 

2.2.12. 大量質體 DNA 萃取 

挑選一顆欲進行大量質體DNA萃取之細菌菌落培養於3 mL之LB培養液中，

37℃培養 16~18 小時，取 1.5 mL 菌液進行小量質體 DNA 萃取，確認所挑選之菌

落所攜帶之質體 DNA 確實為我們所需要的，確定之後將剩餘之 1.5 mL 菌液倒入
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含 500 mL LB 培養液之錐形瓶中進行培養，37℃培養約 12 小時；12 小時後將菌液

於 4℃下 3000 rpm 離心 30 分鐘，將上清液去除，並用 10 mL 之 4℃ VP1 buffer 重

新懸浮菌體；接著加入 10 mL VP2 buffer，利用旋轉的方式小心的使 buffer 與菌液

混合，於室溫中靜置 5 分鐘；再加入 10 mL 以冰塊冷藏過之 VP3 buffer，利用旋轉

的方式小心的使 buffer 與菌液混合至白色沉澱物出現，將混合物置於冰上 30 分鐘

後於 4℃下 3000 rpm 離心 30 分鐘，於離心的同時，用 5mL 之 99%酒精通洗

Maxi-V500TM 管柱，再用 10mL 之 VPN buffer 潤洗管柱，丟棄管柱中所流出之液

體；待菌液離心完之後，小心將白色沉澱物以外之上清液置於 Maxi-V500TM 中使

之流過，將管柱中流出之液體丟棄；接著用 20mL VPN buffer 清洗管柱兩次，將管

柱中流出之液體丟棄；加入 10mL VPE buffer 於管柱中並用 50mL 離心管收取管柱

中流出含 DNA 之液體，再加入 7.5mL 之室溫異丙醇與之混合並於 4℃下 3000 rpm

離心 30 分鐘使 DNA 沉澱；離心 30 分鐘後小心去除上清液並留下呈白色之 DNA

沉澱物；用 1mL 之 70%酒精小心清洗 DNA 沉澱物，去除掉酒精後室溫風乾 DNA

沉澱物，待沉澱物成透明塊狀時，加入 200μL 之 TE buffer 於 4℃靜置 18 小時以

溶解 DNA 沉澱物；於隔日可收取已溶解之質體 DNA，利用 NANO DROP 測完濃

度後，保存於-80℃冰箱。 

 

2.2.13. 病毒穿膜試驗 (Entry assay) 

在病毒感染前 1 小時先將細胞培養盤置於 4℃，1 小時後吸去上清液，每孔加

入 M.O.I=0.3 的單純疱疹病毒以 0.2mL 的體積感染細胞，於 4℃下培養 60 分鐘，

此時病毒只會吸附在細胞表面，而無法穿透細胞膜。之後吸去病毒液，每孔以 0.5 

mL冰冷的 PBS潤洗三次後，加入 0.2mL E2-DMEM培養基在 37℃下培養 30分鐘，

此時病毒可以進入細胞中。之後再以 pH3 的磷酸緩衝溶液(PBS)處理細胞 1 分鐘，

將沒有進入到細胞內的病毒去活化。以 PBS 潤洗三次後，加入 Trypsin－EDTA 溶

液，置於 37℃、5%二氧化碳培養箱數分鐘。待細胞經 Trypsin 作用而掉落下來後，
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加入等量之 DMEM 生長培養液以中止 Trypsin 之活性，10,000 rpm 離心後 1 分鐘

後收集細胞。之後用病毒 DNA 萃取方法萃取細胞內的病毒核酸，再以即時定量聚

合酶鏈鎖反應(real-time PCR)定量細胞內的病毒核酸，所偵測之目標基因為 ICP4

及 Glycoprotein B。 

 

2.2.14. 病毒核酸萃取 

以病毒 RNA 萃取商業套組進行萃取，其流程如下：140μL 病毒懸浮液加入

560μL 含 carrier RNA 的 AVL 溶液。震盪 15 秒後在室溫靜置 10 分鐘，以 8,000 

rpm 短暫離心 10 秒，加入 560μL 99%酒精震盪 15 秒，離心 10 秒後將檢體加入

QIAamp spin column，8,000 rpm 離心 1 分鐘。以 500μL AW1 溶液通過管柱，

8,000rpm 離心 1 分鐘。500μL AW2 溶液通過 column，以 14,000 rpm 離心 3 分鐘

清洗，再以 14,000 rpm 離心 1 分鐘將殘留的 AW2 揮發。將管柱置於新的 1.5mL 微

量離心管上，加入 40μL AVE buffer，靜置一分鐘後以 8,000 rpm 離心 1 分鐘，即

得萃取出的 RNA，保存於-80℃冰箱。 

 

2.2.15. 染色體核酸萃取(Genomic DNA extraction) 

以 DNA 萃取商業套組進行萃取，其流程如下：200μL PBS 打散細胞後，加入

20μL proteinase K 和 200μL EX 溶液，震盪 20 秒。放入 60℃水浴 20 分鐘，過程中

每 5 分鐘震盪一次，之後將樣品移到 70℃水浴 10 分鐘，將 proteinase K 去活化。

在樣品中加入 210μL 99％酒精，混合均勻後將樣品小心地加到 mini column 中，

8,000 rpm 離心 2 分鐘，倒掉下層液體。管柱以 0.5mL WS 溶液 8,000 rpm 離心 2 分

鐘清洗兩次，再以 13,000 rpm 離心 2 分鐘去除殘留的酒精。最後將管柱置於新的

1.5mL 微量離心管上，加入 40μL 70℃二次水，靜置 2 分鐘後以 13,000 rpm 離心 2

分鐘，即得萃取出的 DNA，保存於-20℃冰箱。 
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2.2.16. 流式細胞計數 

將所要偵測綠色螢光蛋白(enhanced green fluorescent protein，EGFP)之細胞懸

浮液離心 1000rpm 10 分鐘，除去上清液後用 PBS 清洗細胞一次，再離心 1000rpm 

10 分鐘，用 3mL PBS 重新懸浮細胞(pipet 至少 20 次)，取 500µL 細胞懸浮液加上

500µL PBS 放入康氏管後即可上機，所使用之流是細胞儀為 Beckman Coulter Epics 

XL，計數條件選取 EGFP detection protocol，每次收取 10000 顆細胞並進行數據分

析。 

 

2.2.17. 免疫螢光染色 

欲染色之細胞先以丙酮與甲醇一比一混合液(aceton:methanol=1:1)在室溫下固

定 3 分鐘，PBS 潤洗兩次，再以阻隔緩衝液(3% Bovine Serum Albumin)作用 30 分

鐘，去除非特異性結合以避免干擾染色結果。接著再以 0.2% Triton X-100 作用 10

分鐘於細胞膜上打洞以利抗體進入細胞中，10 分鐘後以 PBS 潤洗細胞兩次。細胞

與一級抗體在 37℃共同培養 90 分鐘，之後以 PBS 潤洗細胞四次，再加入二級抗

體，在 37℃下避光培養 90分鐘，PBS潤洗細胞四次後，加入DAPI螢光染劑(1μg/mL)

在室溫下避光染色 20 分鐘，最後以二次水潤洗細胞五次，封片後用 Olympus X-71

倒立螢光顯微鏡及正立共軛焦顯微鏡 (ZEISS, LSM 510 META Confocal 

Microscope)進行觀察。 

 

2.2.18. 實驗數據分析及統計 

本論文中主要使用 Excel 軟體(Microsoft Office 2007，Microsoft Taiwan Corp.)

進行相關資料之整理及計算，並以 t 檢定(t-test)雙尾檢定及卡方測定(Chi Square test)

的方式來探討不同分析對象之間是否有統計上的差異，若 p 值(p value)小於 0.05

則認定兩者有統計上的顯著差異。西方點墨法及 RT-PCR 電泳圖則利用 Image J 軟

體(http://rsbweb.nih.gov/ij/)進行量化分析。 
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第三章 實驗結果 

3.1. siRNA 對 Annexin II 之降解效果測試 

3.1.1. siRNA - Annexin II 在 293T 細胞中對 Annexin II mRNA 所造成之降解效果 

實驗中我們選用 293T 細胞進行測試，在轉染不同濃度(50pmol、20pmol)之

Annexin II siRNA及Negative control siRNA進入細胞後，48小時收取細胞進行RNA

萃取並進行 RT-PCR 及 Real time Q-PCR，由結果顯示，所挑選之 siRNA 確實能夠

有效的降低細胞中之 Annexin II mRNA，隨著 Annexin II siRNA 濃度的提高，細胞

中 Annexin II mRNA 的表現量下降越明顯(P50 v.s. C；P <0.001) (圖二) 。 

 

3.1.2. siRNA - Annexin II 在 Vero 細胞中對 Annexin II mRNA 所造成之降解效果 

由於後續實驗將選用適合 HSV-1 感染之 Vero 細胞進行實驗，因此我們也想確

認 siRNA–Annexin II 在 Vero 細胞中對 Annexin II mRNA 降解之效率，實驗中將

Vero 細胞轉染不同濃度(100pmol、50pmol、20pmol)之 Annexin II siRNA、Negative 

control siRNA 及 lipofectamine 2000 進入細胞後，48 小時收取細胞進行 RNA 萃取

並進行 Real time Q-PCR 及 RT-PCR，結果顯示隨著 Annexin II siRNA 濃度的提高，

細胞中 Annexin II mRNA 的表現量也有明顯下降的趨勢(P100 v.s. C；P <0.001) (圖

三) 。 

 

3.2. siRNA 降解 Vero 細胞中 Annexin II 對 HSV-1 病毒的影響 

3.2.1. Annexin II 降解對 Vero 細胞上清液中 HSV-1 病毒價數所產生的影響 

在確認 Annexin II siRNA 的降解效果之後，我們進一步要觀察細胞中 Annexin 

II 蛋白的降解是否會對 HSV-1 病毒的產生造成影響。我們選用 Vero 細胞來進行實

驗，同樣轉染不同濃度(100pmol、50pmol)之 Annexin II siRNA、Negative control 

siRNA 及 lipofectamine 2000 進入細胞。於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，感染
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後 18 小時 (單純疱疹病毒之生長周期約為 18-20 小時) ，分別收取細胞及細胞上

清液，所收取之細胞藉由 RT-PCR 及西方墨點法確認細胞中之 Annexin II mRNA 表

現量和 Annexin II 蛋白表現量；另一方面藉由溶菌斑試驗定量上清液中病毒價數。

RT-PCR 結果顯示，在有轉染 siRNA-Annexin II 的 Vero 細胞中，Annexin II mRNA

表現量和正常細胞相比有約 50%的下降效果(圖四)，西方墨點法之圖片也顯示，隨

著加入的 siRNA 濃度越高，Vero 細胞中 Annexin II 蛋白的表現量有越明顯下降的

趨勢(圖五)，此現象和 RT-PCR 的結果一致；另一方面，溶菌斑試驗的結果顯示，

隨著加入的 siRNA 濃度越高，Vero 細胞上清液中之病毒量也有下降的趨勢(圖六)。

由此實驗我們也發現，在加入 100pmol 的 siRNA-Annexin II 進入細胞後，所產生

之 Annexin II 降解效果較好，故將選用此濃度之 siRNA 進行後續之實驗。 

 

3.2.2. 單純疱疹病毒對於 Annexin II 降解之 Vero 細胞與正常 Vero 細胞之感染比率 

由於受到 Annexin II 降解之細胞，上清液中單純疱疹病毒之價數較正常細胞低，

我們想要了解此現象是否因為細胞被單純疱疹病毒所感染之比例不同所造成。故

重複實驗轉染 100pmol之Annexin II siRNA、Negative control siRNA及 lipofectamine 

2000 進入 Vero 細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，感染後 18 小

時收取細胞，由於有被 HSV-1(VP22 GFP)病毒所感染之細胞會表現 GFP，因此我

們可以利用流式細胞儀進行細胞計數，觀察細胞被 HSV-1(VP22 GFP)病毒感染之

比例，由結果顯示，在 Annexin II 降解的 Vero 細胞中，其 GFP 表現比例和未受到

Annexin II 降解之細胞 GFP 表現比例並無明顯差異(圖七)。 

由此現象我們想要進一步了解Annexin II降解是如何影響HSV-1病毒的產生，

將針對 HSV-1 病毒生長周期中之不同階段進行實驗。依照已知單純疱疹病毒的生

長過程，推測可能影響其產生效率的可能原因包括：病毒和細胞膜上受體結合後，

病毒套膜與細胞膜進行融合，將病毒主體送入細胞的效率；病毒遺傳物質在細胞

內複製的效率；病毒顆粒組裝的效率以及病毒由細胞膜包覆完整後釋放到胞外的
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效率。 

 

3.2.3. Annexin II 降解對於 HSV-1 病毒侵入 Vero 細胞之效率所造成之影響 

實驗中轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA、Negative control siRNA 及

lipofectamine 2000 進入 Vero 細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，

進行病毒穿透試驗，收下細胞後萃取 DNA，利用 SYBR 即時定量聚合酶鏈鎖反應，

定量進入細胞中的病毒量。從量化的結果來看，單純疱疹病毒侵入受 Annexin II

降解之 Vero 細胞和侵入正常 Vero 細胞之效率並無顯著差異（圖八），從上述結果

推測，單純疱疹病毒侵入細胞之能力並不會因為細胞中 Annexin II 表現量下降而受

到影響。 

 

3.2.4. Vero 細胞中 Annexin II 降解對 HSV-1 病毒複製過程所造成之影響 

在確認細胞中 Annexin II 表現量降低並不會對單純疱疹病毒侵入細胞的過程

造成影響後，接著我們想要知道細胞中 Annexin II 表現量的改變是否會對單純疱疹

病毒的複製過程造成影響。首先，我們由不同時間點的病毒總數來觀察細胞中

Annexin II降解是否會影響病毒之生長。實驗中轉染 100pmol之Annexin II siRNA、

Negative control siRNA 及 lipofectamine 2000 進入 Vero 細胞，於轉染後 48 小時感

染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，並於感染後 9 小時、12 小時及 18 小時，分別收取細胞

上清液及細胞進行病毒價數定量，由病毒總數(細胞上清液中病毒價數與細胞中病

毒價數之總和)來看，在 Annexin II 降解的狀況下，其病毒總數與其他控制組之病

毒總數並無差異(圖九 A)，但在觀察各時間點之細胞上清液中病毒價數可以發現在

Annexin II 降解之狀況下，其細胞上清液中之病毒價數較其他控制組之細胞上清液

中病毒價數低(圖九 B)，此現象與前述實驗結果相符合。 

此外，我們也想進一步測試病毒的遺傳物質在 Annexin II 降解之 Vero 細胞及

正常 Vero 細胞中的複製情形是否有所差異。重複進行實驗利用 Vero 細胞轉染
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100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，感染

後 18 小時收取細胞，由西方墨點法的結果可以觀察到，隨著加入的 siRNA 濃度越

高，Vero 細胞中 Annexin II 蛋白的表現量有越明顯下降的趨勢，此現象和 RT-PCR

的結果一致，但細胞中之病毒後期蛋白(late protein) VP16 並沒有明顯下降的趨勢

(圖十)。因此可以初步推論上清液中 HSV-1 病毒價數下降並不是因為 Annexin II

的降解影響了病毒複製的過程，而可能經由影響病毒複製後之組裝及釋放的過程，

而造成細胞上清液中 HSV-1 病毒價數的下降。 

 

3.2.5. Vero 細胞中 Annexin II 降解對 HSV-1 病毒釋放效率所造成之影響 

為了確定 Annexin II 降解所影響的步驟是在病毒組裝或是釋放階段，我們必須

要確定細胞內病毒價數是否有改變，若 Annexin II 的降解所影響的是病毒組裝的步

驟，則細胞內及細胞外之病毒價數皆須有下降的現象；而若 Annexin II 的降解會影

響病毒釋放的步驟，則應該只有細胞外之病毒價數會受到影響。 

因此我們重複進行實驗利用 Vero 細胞轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入

細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，感染後 18 小時收取細胞上清液及細胞，

由溶菌斑試驗定量病毒價數。從病毒價數定量結果我們可以發現，細胞上清液的

病毒價數顯示，P100 的上清液病毒價數和 siRNA-negative control，Lipofectamine 

2000，及細胞控制組之細胞上清液病毒價數有顯著差異(圖十一)，而細胞中病毒價

數則顯示 P100 和 siRNA-negative control，Lipofectamine 2000，及細胞控制組相比

較並無明顯差異(圖十二)。進一步計算病毒釋放比例發現 HSV-1 病毒釋放效率在

Annexin II 降解的 Vero 細胞中明顯比未受到 Annexin II 中來的低(圖十三)。由以上

實驗結果，我們可以初步確定細胞中 Annexin II 量降低會影響 HSV-1 病毒從細胞

中釋放的步驟造成細胞外之病毒量下降。 
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3.2.6. HSV-1 病毒蛋白 VP22 在 Annexin II 降解之 Vero 細胞及正常細胞中之分布

比較 

在發現細胞中 Annexin II 量降低會影響 HSV-1 病毒從細胞中釋放之現象後，

我們想要進一步確認 Annexin II 蛋白是否會與 HSV-1 之病毒蛋白進行交互作用而

幫助病毒之釋放。如果 Annexin II 會影響 HSV-1 的釋放，則病毒顆粒可能會在細

胞中堆積。因此接下來要分析 HSV-1 病毒顆粒在細胞中的運送至釋放過程是否會

因為 Annexin II 蛋白質表現量的減少而有改變。 

我們利用共軛焦顯微鏡觀察 Vero 細胞在 Annexin II 降解或是正常情況下， 

HSV-1 病毒在細胞內的位置是否有所不同，實驗中 Vero 細胞在轉染 100pmol 之

Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時感染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，所

使用之 M.O.I 為 0.3，感染後 18 小時固定細胞並進行免疫螢光染色，由觀察 GFP

表現位置可以發現，在 Annexin II 降解之情況下，HSV-1 之 VP22 皆表現在核膜周

圍(圖十四 A)；而在其他控制組細胞中，HSV-1 之 VP22 則是大部分散布於細胞質

當中(圖十四 B、C、D)。將共軛焦顯微鏡之圖像結果進一步計數後，可得到如(圖

十五)之結果，由條狀圖結果顯示，在 Annexin II 降解之情況下，HSV-1 之 VP22

大部分表現在核膜周圍，只有少部分 VP22 會散布於細胞質中；另一方面，其他控

制組細胞中，HSV-1 之 VP22 之散佈情況則是相反。 

由上述實驗結果，我們可以初步推論，在 Vero 細胞中，Annexin II 表現量的

降低會導致 HSV-1 病毒的釋放過程受到影響，而造成細胞上清液中之病毒價數降

低，而此現象有可能是因為在缺少 Annexin II 的情況下，HSV-1 病毒顆粒大部分聚

集於細胞核膜周圍，無法進一步藉由細胞質中之囊泡(vesicle)運送到細胞膜而釋放

所導致。 

 

 

 



 

26 
 

3.3. siRNA 降解 A549 細胞中 Annexin II 表現量對 HSV-1 病毒之影響 

由先前的實驗我們發現，在 Annexin II 降解之 Vero 細胞上清液中，單純疱疹

病毒價數比正常 Vero 細胞上清液中病毒價數低，為了證明這樣的結果並非是 Vero

細胞的特異性，我們利用 A549 細胞進行相同的實驗，A549 也是一種已知可支持

單純疱疹複製的肺表皮細胞株。實驗中轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA、Negative 

control siRNA 及 lipofectamine 2000 進入 Vero 細胞，於轉染後 48 小時感染

HSV-1(VP22 GFP)病毒，感染後 18 小時分別收取細胞上清液及細胞，由溶菌斑試

驗定量病毒價數，西方墨點法確認 Annexin II 蛋白表現量。從病毒價數定量結果我

們可以發現，P100 的上清液病毒價數和 siRNA，Lipofectamine 2000，及細胞控制

組之細胞上清液病毒價數有顯著差異(圖十六)；而細胞中病毒價數則顯示 P100 和

siRNA-negative control及Lipofectamine 2000細胞控制組相比較並無明顯差異(圖十

七)。進一步計算病毒釋放比例發現 HSV-1 病毒釋放效率在 Annexin II 降解的 Vero

細胞中明顯比未受到 Annexin II 中來的低(圖十八)。此外，由西方墨點法的結果可

以觀察到，隨著加入的 siRNA 濃度越高，Vero 細胞中 Annexin II 蛋白的表現量有

越明顯下降的趨勢，但細胞中之病毒後期蛋白(late protein) VP16 沒有明顯下降的

趨勢(圖十九)。 

以上在 A549 細胞中所得之結果，皆與 Vero 細胞中所觀察到之現象相符，因

此我們可以確定此現象並非是由 Vero 細胞的特異性所造成。 

 

3.4. 過度表現 Annexin II 對 HSV-1 病毒的影響 

由先前實驗我們初步推論，細胞中 Annexin II 表現量的降低會導致 HSV-1 病

毒的釋放過程受到影響，進而造成細胞上清液中之病毒價數降低，因此我們想要

進一步探討是否細胞中 Annexin II 表現量增加會反過來幫助病毒的釋放。由於

siRNA 在 Vero 細胞中轉染效率較差，導致 Vero 細胞中 Annexin II 的表現量無法抑

制到很低來進行基因過度表現的實驗，因此我們選用 293T 細胞(在此細胞株中的
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Annexin II 表現量相當低)來當作 Annexin II knock out 模型，在此細胞株中觀察過

度表現 Annexin II 是否會幫助 HSV-1 病毒的生成。 

3.4.1. pRK5-Anx2 質體 DNA 之製備 

在進行基因過度表現之實驗前我們須先製備能持續表現 Annexin II 基因之質

體 DNA，實驗中我們萃取 Vero 細胞中的 mRNA，接著利用 oligo dT 進行反轉錄反

應，再用核酸引子 Anx2-Bam HI-F 及 Anx2-XBa I-R 進行聚合酶連鎖反應放大全長

之 Annexin II 基因，將所放大出來之 Annexin II 基因利用 TA cloning 的方法接入

PCR II-TOPO 載體中，再由 BamHI 及 Xba I 兩個限制酵素將 1.2 kb 之全長 Annexin 

II 基因從 PCR II – TOPO 上切下，接入由 BamHI 及 Xba I 兩個限制酵素處理過之

pRK5-Flag 載體中，得到全長 5.9 kb 之 pRK5-Anx2 質體 DNA(圖二十)。 

 

3.4.2. pRK5-Anx2 質體 DNA 過度表現 Annexin II 基因之實驗 

實驗中轉染不同濃度(0μg、1μg 、2μg 、4μg)之 pRK5-Anx2 質體 DNA 進入

LNCaP 細胞(攝護腺癌細胞，在此細胞株中的 Annexin II 基因高度甲基化，導致無

法表現蛋白)中，再利用西方墨點法觀察 LNCaP 細胞中之 Annexin II 蛋白表現量，

西方墨點法結果顯示，pRK5-Anx2 質體 DNA 確實能夠在 LNCaP 細胞中表現

Annexin II 基因並表現蛋白質(圖二十一)。 

 

3.4.3. 在 293T 細胞中過度表現 Annexin II 蛋白對 HSV-1 病毒產生所造成之影響 

在確認 pRK5-Anx2質體DNA確實能夠在細胞中過度表現Annexin II基因後，

進一步我們轉染pRK5-Anx2進入293T細胞中，於轉染後48小時感染HSV-1病毒，

所使用之 M.O.I 為 0.3，感染後 18 小時收取細胞上清液及細胞，由溶菌斑試驗定

量病毒價數，西方墨點法觀察細胞中蛋白之表現量。從病毒價數定量結果我們可

以發現， 過度表現 Annexin II 基因的 293T 細胞上清液中病毒價數和 Lipofectamine 

2000 控制組之細胞上清液中病毒價數有顯著差異(P<0.001)(圖二十二)，而細胞中
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病毒價數則顯示和 Lipofectamine 2000 控制組相比較並無明顯差異(圖二十三)。進

一步計算病毒釋放比例發現 HSV-1 病毒釋放效率在過度表現 Annexin II 基因的

293To 細胞中明顯比 Lipofectamine 2000 控制組來的高(圖二十四)。 

此外，由西方墨點法的結果可以發現，在過度表現 Annexin II 基因之 293T 細

胞中，Annexin II 蛋白表現量確實比 Lipofectamine 2000 控制組多，但細胞中之病

毒後期蛋白(late protein) VP16 表現量並沒有隨著 Annexin II 蛋白表現量提高而改

變(圖二十五)。 

由上述實驗結果，我們可以得知，於細胞中過度表現 Annexin II 蛋白確實能夠

增加細胞上清液中 HSV-1 病毒價數， 提高 HSV-1 從細胞中釋放之效率，且此現

象並非由於過度表現 Annexin II 蛋白影響病毒複製過程所導致。 
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第四章 討論 

在本研究中，我們想要探討細胞當中之 Annexin II 蛋白在人類單純疱疹病毒第

一型生長過程中所扮演的角色。從結果得知，在 Annexin II 蛋白降解的 Vero 細胞

中，感染單純疱疹病毒第一型第 18 小時上清液中之病毒價數較正常細胞有明顯減

少的現象，而此現象並非是因為 Annexin II 蛋白降解影響病毒進入細胞(Entry)或病

毒複製過程所導致；由於受到 Annexin II 降解之 Vero 細胞在感染病毒後第 18 小時

之細胞中病毒價數與正常細胞相比並無明顯差異，所以我們推論 Vero 細胞在受到

Annexin II 降解並感染 HSV-1 後第 18 小時之細胞上清液中病毒價數降低，應是由

於 Annexin II 降解影響病毒從細胞中釋放的過程所導致。 

 

Annexin II 蛋白在先前的文獻中已被證明與多種病毒之生長過程或致病過程

相關，包含 DNA 病毒(如人類巨細胞病毒)及 RNA 病毒(如流感病毒，C 型肝炎病

毒及人類免疫不全病毒第一型)。由於巨細胞病毒與單純疱疹病毒同為 DNA 病毒

也同屬疱疹病毒科，故於巨細胞病毒中之研究結果值得我們探討，在人類巨細胞

病毒的研究中，首先發現到從人類纖維母細胞中所培養出來之病毒顆粒，其中帶

有宿主細胞之 Annexin II 蛋白(80)；後續的研究指出，細胞中的 Annexin II 蛋白會

與巨細胞病毒中之 glycoprotein B 進行交互作用(58)，除此之外，Annexin II 蛋白的

存在會幫助病毒與宿主細胞膜結合及融合(59)，但在 Annexin II 蛋白缺少的情況下，

巨細胞病毒進入人類纖維母細胞的能力並不受到影響(57)，此現象與本篇研究中所
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得之結果一致，本篇研究中利用 siRNA 降解細胞中之 Annexin II 蛋白並不會影響

單純疱疹病毒進入細胞的能力。但本研究與文獻之實驗條件及測定方法尚有相異

之處，如本研究中所使用進行病毒入侵實驗(entry assay)之細胞為 Vero 細胞而文獻

中所使用之細胞為 293 細胞；另外本篇研究利用即時定量聚合酶連鎖反應針對單

純疱疹病毒之 ICP4 病毒基因進行放大以定量進入細胞中之病毒數量，而文獻中則

是利用免疫螢光染色的方法，偵測細胞中單純疱疹病毒之迅早期蛋白 IE72 的數量

來定量病毒進入到細胞中之效率。另外，先前也有論文已證明，於細胞外之單純

疱疹病毒顆粒中存在有宿主細胞之 Annexin II 蛋白(45)，唯獨 Annexin II 蛋白與單

純疱疹病毒之間是否有交互作用則尚待被證實。 

 

單純疱疹病毒從細胞核進入細胞質並取得病毒套膜後，會進一步藉由細胞內

的多泡溶酶體(multivesicular endosome)運送到細胞膜，囊泡和細胞膜進一步融合後

即可將病毒顆粒釋放到胞外。已有許多研究指出，多泡溶酶體(multivesicular 

endosome)對單純疱疹病毒的產生相當重要(6, 56)，而多泡溶酶體的生成須要三個

重要的分子，分別為 HRS(hepatocyte growth factor regulated tyrosine kinase substrate)，

ESCRT(endosomal sorting complex required for transport)複合體及 Annexin II。文獻

中已針對 ESCRT 進行研究，發現當影響 ESCRT 之正常功能，單純疱疹病毒的產

生也會受到影響，如過度表現 ESCRT 複合體中之 ESCRT-III 顯性抑制(dominant 

negative)蛋白，會導致單純疱疹病毒從細胞中釋放之步驟受到抑制，但卻不影響病
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毒侵入細胞之能力(56)。此現象也與本篇實驗之結果相符，當細胞中之 Annexin II

蛋白受到降解，會影響單純疱疹病毒從細胞中釋放之能力，因此我們可以推論單

純疱疹病毒在 Annexin II 降解細胞中之釋放能力降低有可能是因為多泡溶酶體

(multivesicular endosome)失去正常功能所造成。 

 

在本篇研究中，我們分別針對 Vero、A549、293T 三種不同細胞進行實驗，觀

察單純疱疹病毒於這些細胞中之釋放效率，從結果中我們可以發現，在正常細胞

中釋放比例由 5%至 80%不等，其中又以 293T 細胞釋放效率最差，而病毒在 A549

細胞中之釋放效率則是極佳，差異非常大，然而並無文獻探究這些細胞間之差異。

於先前之文獻中有討論到，利用 M.O.I=0.4 之單純疱疹病毒感染 Vero 細胞後，24

小時之病毒釋放比例約為 15% (73)，與本篇實驗所得之結果 20%有些不同，推測

此差異可能為初始病毒量(文獻為 0.4 而本篇研究為 0.3)及感染時間點(文獻中收取

感染後第 24 小時之上清液及細胞，本篇實驗則收取感染後第 18 小時之上清液及

細胞)之不同所造成。 

 

在先前的文獻中已有實驗證明，單純疱疹病毒在感染正常 COS-7 細胞或

Annexin II 蛋白喪失之 LNCaP 細胞後，其細胞中病毒價數並無明顯差異(55)，本篇

研究之實驗結果也與此發現差異不大，單純疱疹病毒在過度表現 Annexin II 蛋白之

293T細胞及正常293T細胞中或是Annexin II降解之Vero細胞及正常Vero細胞中，

其病毒價數並無顯著差異。然而本篇研究與文獻主要的差異在於文獻中使用兩種

不同細胞進行比較，且所收取細胞之時間點為感染後 72 小時，另外，文獻中也未

針對細胞上清液中之病毒價數進行比較。而由此篇文獻之結果，我們發現到在完
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全喪失 Annexin II 蛋白之 LNCaP 細胞當中，單純疱疹病毒之價數竟與 Annexin II

正常表現之 COS-7 細胞中病毒價數相當，由此可推論單純疱疹病毒於 Annexin II

蛋白喪失的狀況下還是能夠在細胞質中進行運送，只是此過程所仰賴之分子為何，

還須進一步證實，但在此可以推測或許是 HRS 或 ESCRT 複合體彌補了 Annexin II

所喪失之功能。 

 

Annexin II 蛋白在許多的研究中已被指出能夠和肌動蛋白之細胞骨架進行交

互作用(22)，而有趣的是，單純疱疹病毒之外鞘蛋白(nucleocapsids)也是藉由肌動

蛋白細胞骨架，在細胞核中移動至細胞核膜的位置進一步進入細胞質中(18)，因此

Annexin II 蛋白可能幫助細胞核中之外鞘蛋白在細胞核中移動，或是藉由其能夠組

織細胞膜之功能幫助外鞘蛋白與內核膜結合。由此推論可以解釋本篇實驗中共軛

焦顯微鏡所觀察到之結果，在Annexin II蛋白降解之Vero細胞中，大部分攜帶VP22 

GFP 之病毒顆粒都聚集於細胞核周圍，然而在正常之 Vero 細胞中，VP22 GFP 則

是均勻的散佈在整個細胞質當中。 

 

由本篇研究我們發現，細胞中 Annexin II 降解會導致單純疱疹病毒聚集在細胞

核周圍，造成病毒從細胞中釋放的效率降低。因此後續之實驗，我們將要利用

membrane flotation 的方法來確認共軛焦顯微鏡所觀察到的現象，是否在 Annexin II

降解之細胞中，HSV-1 病毒顆粒主要是聚集在細胞核膜周圍，而此現象是否因為
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Annexin II 的降解影響其與病毒蛋白之交互作用而造成病毒釋放的效率降低；另一

方面，我們將探討 Annexin II 蛋白是如何與人類單純疱疹病毒第一型進行交互作用，

我們可以利用免疫共同沉澱法將細胞中會與 Annexin II 蛋白相結合之蛋白共沉澱

下來，從中搜尋是否有人類單純疱疹第一型之病毒蛋白存在，如確實有發現病毒

蛋白會與 Annexin II 蛋白交互作用，則下一步將探討兩者間是透過何種機制作用而

影響病毒顆粒的釋放，藉由確認 Anneixn II 蛋白與人類單純疱疹第一型病毒蛋白兩

者間的作用機制，可以幫助我們進一步研究對抗人類單純疱疹病毒第一型的方

法。 
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圖表 

 

 

圖 一 Annexin II 蛋白之結構及功能區域 (76) 

 

Annexin II 的結構是由 2 個主要結構 (structural domains)所組成，包括中央核

心部份(由 4 個重複的胜肽鏈組成包含有 5 個鈣離子結合位置的右旋超螺旋結構)

以及一段 N-terminal 的尾端。Annexin II 蛋白的氨基端(amino-terminal)含有 p11 子

單元的結合位以及 pp60SRC和蛋白激酶 C (protein kinase C)的磷酸化點

(phosphorylation site) 。而 Annexin II 蛋白的羧基端則包含了磷脂質(phospholipid)、

纖維性肌動蛋白(F-actin)以及肝素(heparin)的結合位。 
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圖 二 293T細胞在轉染不同濃度之Annexin II siRNA後細胞中Annexin II mRNA

下降之情況 

 

293T 細胞在轉染不同濃度(50 pmol、20 pmol)之 Annexin II siRNA 及 Negative 

control siRNA 進入細胞後，48 小時收取細胞進行 RNA 萃取並進行 RT-PCR 及 Real 

time Q-PCR，發現無論是 RT-PCR 或是 qPCR 的結果都顯示隨著 Annexin II siRNA

濃度的提高，細胞中 Annexin II mRNA 的表現量下降越明顯，和細胞控制組相比

較有將近七成的降解效果。P50 為 50 pmol Annexin II siRNA，P20 為 20 pmol 

Annexin II siRNA，N1 20 為 Negative control #1 20 pmol，N2 20 為 Negative control 

#2 20 pmol，L 為 Lipofectamine 2000 控制組，C 為細胞控制組。(*, P < 0.05; **, P < 

0.01;***, P<0.001； N=3) 
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圖 三 Vero 細胞在轉染不同濃度之 Annexin II siRNA 後細胞中 Annexin II mRNA

下降之情況 

 

Vero 細胞在轉染不同濃度(100pmol、50pmol、20pmol)之 Annexin II siRNA 及

Negative control siRNA 進入細胞後，48 小時收取細胞進行 RNA 萃取並進行 Real 

time Q-PCR，結果顯示隨著 Annexin II siRNA 濃度的提高，細胞中 Annexin II mRNA

的表現量下降越多。P50 為 50 pmol Annexin II siRNA，P20 為 20 pmol Annexin II 

siRNA，N1 100 為 Negative control #1 100 pmol，N2 100 為 Negative control #2 100 

pmol，C 為細胞控制組。(*, P < 0.05; **, P < 0.01; N=3) 
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圖 四 Vero 細胞在轉染不同濃度之 Annexin II siRNA 並感染 HSV-1 後細胞中

Annexin II mRNA 之表現狀況 

 

Vero 細胞在轉染不同濃度(100pmol、50pmol、20pmol)之 Annexin II siRNA 及

Negative control siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，所使用之

M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時收取細胞進行 RNA 萃取並進

行 RT-PCR，發現隨著 Annexin II siRNA 濃度的提高，細胞中 Annexin II mRNA 的

表現量下降越明顯，此現象與在 293T 細胞中所觀察到的結果相符。P100 為 100 

pmol，P50 為 50 pmol，P20 為 20 pmol，N1 100 為 Negative control #1 100 pmol，

N2 100為Negative control #2 100 pmol，C為細胞控制組。Ratio為Anx2表現量/Actin

表現量。 
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圖 五 Vero 細胞在轉染不同濃度之 Annexin II siRNA 並感染 HSV-1 後細胞中

Annexin II 蛋白之表現量 

 

Vero 細胞在轉染不同濃度(100pmol、50pmol、20pmol)之 Annexin II siRNA 及

Negative control siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，所使用之

M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時收取細胞進行西方墨點法，由

結果可以觀察到，隨著加入的 siRNA 濃度越高，Vero 細胞中 Annexin II 蛋白的表

現量有越明顯下降的趨勢。P100 為 100 pmol，P50 為 50 pmol，P20 為 20 pmol，

N1 100 為 Negative control #1 100 pmol，N2 100 為 Negative control #2 100 pmol，

C 為細胞控制組。Ratio 為 Anx2 表現量/Actin 表現量。 
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圖 六 Vero細胞在轉染不同濃度之Annexin II siRNA並感染HSV-1後細胞上清液

中之病毒價數 

 

Vero 細胞在轉染不同濃度(100pmol、50pmol、20pmol)之 Annexin II siRNA 及

Negative control siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，所使用之

M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時收取細胞上清液進行溶菌斑試

驗，結果顯示隨著加入的 siRNA 濃度越高，Vero 細胞上清液中之病毒量也有下降

的趨勢，以P100和 control相比有接近兩倍的差異。P100為100 pmol siRNA-Annexin 

II，P50 為 50 pmol siRNA-Annexin II，P20 為 20 pmol siRNA-Annexin II，N1 100

為 Negative control #1 100 pmol，N2 100 為 Negative control #2 100 pmol，C 為細胞

控制組。(*, P < 0.05; **, P < 0.01; N=3) 
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圖 七 單純疱疹病毒對於 Annexin II 降解之 Vero 細胞與正常 Vero 細胞之感染率 

 

Vero 細胞在轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時

感染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染

後 18 小時收取細胞，利用流式細胞儀進行細胞計數，觀察細胞被 HSV-1(VP22 GFP)

病毒所感染之比例，由結果顯示，在 Annexin II 降解的 Vero 細胞中，其 GFP 表現

比例和未受到Annexin II降解之細胞GFP表現比例並無明顯差異。P100為100 pmol 

siRNA-Annexin II，N2 為 Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000

控制組，C 為細胞控制組。(N=3) 
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圖 八 單純疱疹病毒侵入 Annexin II 降解之 Vero 細胞與正常 Vero 細胞之效率 

 

轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA、Negative control siRNA 及 lipofectamine 

2000 進入 Vero 細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，M.O.I=0.3，

進行病毒穿透試驗，利用 SYBR 即時定量聚合酶鏈鎖反應，定量進入細胞中的病

毒量。從量化的結果來看，單純疱疹病毒侵入受 Annexin II 降解之 Vero 細胞和侵

入正常 Vero 細胞之效率並無顯著差異。P100 為 100 pmol siRNA-Annexin II，N2

為 Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000 控制組，C 為細胞控制

組。(N=5)。 
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(A)各時間點整體病毒價數(上清液與細胞中病毒價數之總和) 

 

(B)各時間點細胞上清液中病毒價數 

 

圖 九 單純疱疹病毒在 Annexin II 降解細胞及正常細胞中之生長狀況 

Vero 細胞在轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時

感染 HSV-1 病毒，所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 9、12、

18 小時各收取細胞上清液及細胞進行溶菌斑試驗，(A) 結果顯示在 Annexin II 降

解的狀況下，其病毒生長曲線與其他控制組之病毒生長曲線並無差異，(B) 但在觀

察各時間點之細胞上清液中病毒價數可以發現在 Annexin II 降解之狀況下，其細胞

上清液中之病毒價數較其他控制組之細胞上清液中病毒價數低。P100 為 100 pmol 

siRNA-Annexin II，N2 為 Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000

控制組，C 為細胞控制組。  
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圖 十 HSV-1 病毒蛋白 VP16 在 Annexin II 降解之 Vero 細胞與正常 Vero 細胞中

之表現情況 

 

利用 Vero 細胞轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA、siRNA-Negative control #2

及 Lipofectamine 2000 進入細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，M.O.I=0.3，

感染後 18 小時收取細胞，進行西方墨點法分析，由結果可以觀察到隨著加入的

siRNA 濃度越高，Vero 細胞中 Annexin II 蛋白的表現量有明顯下降的趨勢，但細

胞中之病毒後期蛋白(late protein) VP16 並沒有明顯下降的趨勢。P100 為 100 pmol 

siRNA-Annexin II，N2 為 Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000

控制組，C 為細胞控制組。 
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圖 十一 Annexin II 降解之 Vero 細胞及正常 Vero 細胞在感染 HSV-1 後上清液中

病毒價數之比較 

 

Vero 細胞在轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時

感染 HSV-1 病毒，所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時

收取細胞上清液進行溶菌斑試驗，結果顯示加入 100pmol Annexin II siRNA 之 Vero

細胞上清液中之病毒量和 siRNA，Lipofectamine 2000，及細胞控制組之 Vero 細胞

上清液中之病毒量相比有統計上之顯著差異。P100為 100 pmol siRNA-Annexin II，

N2 為 Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000 控制組，C 為細胞控

制組。(***, P < 0.001; N=3)  
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圖 十二 Annexin II 降解之 Vero 細胞及正常 Vero 細胞在感染 HSV-1 後細胞中病

毒價數之比較 

 

Vero 細胞在轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時

感染 HSV-1 病毒，所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時

收取細胞進行溶菌斑試驗，結果顯示加入 100pmol Annexin II siRNA 之 Vero 細胞

中之病毒量和 siRNA-Negative control #2，Lipofectamine 2000，及細胞控制組之 Vero

細胞中之病毒量相比並無顯著差異。P100 為 100 pmol siRNA-Annexin II，N2 為

Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000 控制組，C 為細胞控制組。

(N=3) 
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圖 十三 HSV-1 病毒從 Annexin II 降解之 Vero 細胞及正常 Vero 細胞中釋放之比

例 

 

Vero 細胞在轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時

感染 HSV-1 病毒，所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時

收取細胞上清液中病毒及細胞中病毒，進一步計算病毒釋放比例發現 HSV-1 病毒

釋放效率在 Annexin II 降解的 Vero 細胞中明顯比未受到 Annexin II 降解之細胞中

來的低。P100 為 100 pmol siRNA-Annexin II，N2 為 Negative control #2 100 pmol，

LC 為 Lipofectamine 2000 控制組，C 為細胞控制組。(*, P < 0.05; **, P<0.01; N=3) 
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(A) P100         (B) N2 

 LC          (D) C 

 
圖 十四 HSV-1 病毒蛋白 VP22 在 Annexin II 降解之 Vero 細胞及正常細胞中之分

布比較 

 利用共軛焦顯微鏡觀察 Vero 細胞在 Annexin II 降解或是正常情況下，感染

HSV-1 後病毒之散布情形，由觀察 GFP 表現位置可以發現，在 Annexin II 降解之

情況下，HSV-1 之 VP22 皆表現在核膜周圍；而在其他控制組細胞中，HSV-1 之

VP22 則是大部分散布於細胞質當中(箭頭所指為有 VP22 GFP 表現之細胞)。P100

為 100 pmol siRNA-Annexin II，N2 為 Negative control #2 100 pmol，LC 為

Lipofectamine 2000 控制組，C 為細胞控制組。 
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圖 十五 Vero 細胞在不同Annexin II含量下感染HSV-1 後VP22 GFP表現位置之分

析 

 

將共軛焦顯微鏡之結果進行計數，由條狀圖結果顯示，在 Annexin II 降解之情

況下，HSV-1 之 VP22 大部分表現在核膜周圍，只有少部分 VP22 會散布於細胞質

中；另一方面，其他控制組細胞中，HSV-1 之 VP22 之散佈情況則是相反。P100

為 100 pmol siRNA-Annexin II，N2 為 Negative control #2 100 pmol，LC 為

Lipofectamine 2000 控制組，C 為細胞控制組。 

(***, P < 0.001；P100, N=133；N2，N=103；LC, N=128；C, N=122) 
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圖 十六 Annexin II 降解之 A549 細胞及正常 A549 細胞在感染 HSV-1 後上清液中

病毒價數之比較 

 

實驗中轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA、Negative control siRNA 及

lipofectamine 2000 進入 Vero 細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，

M.O.I=0.3，感染後 18 小時收取細胞上清液，由溶菌斑試驗定量病毒價數。從病毒

價數定量結果發現，P100 的上清液病毒價數和 siRNA，Lipofectamine 2000，及細

胞控制組之細胞上清液病毒價數有顯著差異。P100為 100 pmol siRNA-Annexin II，

N2 為 Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000 控制組。(P<0.05；

N=3)。 
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圖 十七 Annexin II 降解之 A549 細胞及正常 A549 細胞在感染 HSV-1 後細胞中病

毒價數之比較 

 

A549 細胞在轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時

感染 HSV-1 病毒，所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時

收取細胞進行溶菌斑試驗，結果顯示加入 100pmol Annexin II siRNA 之 A549 細胞

中之病毒量和 siRNA-Negative control #2 及 Lipofectamine 2000 細胞控制組之 A549

細胞中之病毒量相比並無顯著差異。P100 為 100 pmol siRNA-Annexin II，N2 為

Negative control #2 100 pmol，LC 為 Lipofectamine 2000 控制組。(N=4) 
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圖 十八 HSV-1 病毒從 Annexin II 降解之 A549 細胞及正常 A549 細胞中釋放之效

率 

 

A549 細胞在轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA 進入細胞後，於轉染後 48 小時

感染 HSV-1 病毒，所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時

收取細胞上清液中病毒及細胞中病毒，進一步計算病毒釋放比例發現 HSV-1 病毒

釋放效率在 Annexin II 降解的 A549 細胞中明顯比未受到 Annexin II 降解之細胞中

來的低。P100 為 100 pmol siRNA-Annexin II，N2 為 Negative control #2 100 pmol，

LC 為 Lipofectamine 2000 控制組。(*, P < 0.05; N=4) 
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圖 十九 HSV-1 病毒蛋白 VP16 在 Annexin II 降解之 A549 細胞與正常 A549 細胞

中之表現情況 

 

實驗中轉染 100pmol 之 Annexin II siRNA、Negative control siRNA 及

lipofectamine 2000 進入 Vero 細胞，於轉染後 48 小時感染 HSV-1(VP22 GFP)病毒，

M.O.I=0.3，感染後 18 小時收取細胞進行西方墨點法實驗，確認 Annexin II 蛋白表

現量。由結果可以觀察到，隨著加入的 siRNA 濃度越高，Vero 細胞中 Annexin II 蛋

白的表現量有越明顯下降的趨勢，但細胞中之病毒後期蛋白(late protein) VP16 沒

有明顯下降的趨勢。P100 為 100 pmol，P50 為 50 pmol，P20 為 20 pmol，N1 100

為 Negative control #1 100 pmol，N2 100 為 Negative control #2 100 pmol，C 為細胞

控制組。 
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圖 二十 pRK5-Anx2 質體 DNA 示意圖 
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圖 二十一 pRK5-Anx2 質體表現 Annexin II 蛋白之測試 

 

轉染不同濃度之 pRK5-Anx2 質體 DNA 進入 LNCaP 細胞中，於轉染後 48 小

時收取細胞，再利用西方墨點法觀察 LNCaP 細胞中之 Annexin II 蛋白表現量，西

方墨點法結果顯示pRK5-Anx2質體DNA確實能夠在LNCaP細胞中表現Annexin II

基因並表現蛋白質。 
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圖 二十二 過度表現 Annexin II 基因之 293T 細胞與正常 293T 細胞在感染單純疱

疹病毒後細胞上清液中之病毒價數 

 

轉染 pRK5-Anx2 進入 293T 細胞中，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，所使

用之 M.O.I 為 0.3，感染後 18 小時收取細胞上清液，由溶菌斑試驗定量病毒價數，

從結果發現，過度表現 Annexin II 基因的 293T 細胞上清液中病毒價數和

Lipofectamine 2000 控制組之細胞上清液中病毒價數有顯著差異。Anx2 為 2μg 

pRK5-Anx2，LC 為 Lipofectamine 2000 控制組。(P<0.001；N=5)。 
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圖 二十三 過度表現 Annexin II 基因之 293T 細胞與正常 293T 細胞在感染單純疱

疹病毒後細胞中之病毒價數 

 

在轉染 pRK5-Anx2 進入 293T 細胞後，於轉染後 48 小時感染 HSV-1 病毒，所

使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時收取細胞進行溶菌斑

試驗，結果顯示過度表現 Annexin II 基因之 293T 細胞中病毒量和 Lipofectamine 

2000細胞控制組之 293T細胞中病毒量相比並無顯著差異。Anx2為 2μg pRK5-Anx2，

LC 為 Lipofectamine 2000 控制組。(N=5) 
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圖 二十四 HSV-1 病毒從過度表現 Annexin II 基因之 293T 細胞及正常 293T 細胞

中釋放之效率 

 

293T細胞在轉染 pRK5-Anx2進入細胞後，於轉染後 48小時感染HSV-1病毒，

所使用之 M.O.I (multiplicity of infection)為 0.3，感染後 18 小時收取細胞上清液中

病毒及細胞中病毒，進一步計算病毒釋放比例發現 HSV-1 病毒釋放效率在過度表

現 Annexin II 基因的 293T 細胞中明顯比 Lipofectamine 2000 控制組來的高。Anx2

為 2μg pRK5-Anx2，LC 為 Lipofectamine 2000 控制組。(P<0.001；N=5) 
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圖 二十五 HSV-1 病毒蛋白 VP16 在過度表現 Annexin II 基因之 293T 細胞及正常

293T 細胞中之表現情況 

 

293T細胞在轉染 pRK5-Anx2進入細胞後，於轉染後 48小時感染HSV-1病毒，

所使用之 M.O.I 為 0.3，感染後 18 小時收取細胞，由西方墨點法的結果可以發現，

在過度表現 Annexin II 基因之 293T 細胞中，Annexin II 蛋白表現量確實比

Lipofectamine 2000 控制組多，但細胞中之病毒後期蛋白(late protein) VP16 表現量

並沒有隨著 Annexin II 蛋白表現量提高而改變。Anx2 為 2μg pRK5-Anx2，LC 為

Lipofectamine 2000 控制組。 
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附表 

 

表 一. 聚合酶鏈鎖反應使用之引子序列 

 

Primer               sequence 

Anx2-BamHI-F   5’-GGA TCC ATG TCT ACT GTT CAC G-3’ 

Anx2-XbaI-R    5’-TCT AGA GTC ATC TCC ACC ACA C-3’ 

Anx2-sequence   5’-TCC GCA AGC TGA TGG TTG CC-3’ 

F-Annexin II qPCR   5’-TGC CTT CGC CTA CCA GAG AA-3’ 

R-Annexin II qPCR   5’-TCA TAC TGA GCA GGT GTC TTC AA-3’ 

Actin-S     5’-TCC TGT GGC ATC CAC GAA ACT-3’ 

Actin-AS     5’-GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT-3’ 

qHSV-gpB-F    5’-TGT TGG CGA CTG GCG ACT TTG-3’ 

qHSV-gpB-R    5’-TAC ATG TCC CCG TTT TAC GGC TAC CGG-3’ 

ICP4-1     5’-CGA CAC GGA TCC ACG ACC C-3’ 

ICP4-3     5’- TGC TTG TTC TCC GAC GCC ATC-3’ 

 

 

 


