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中文摘要 

登革病毒（Dengue virus，DENV）分類上屬於黃病毒科（Flaviviridae）中的

黃病毒屬（Flavivirus）之成員，共有四種血清型（DENV1，DENV 2，DENV 3 和

DENV4），可造成熱帶及亞熱帶地區最重要的節肢動物傳播疾病。 

登革病毒顆粒表面的外套膜蛋白質（Envelope protein，E），是決定病毒進入

宿主細胞及膜融合的重要因子，並且也是宿主抗體辨識的主要目標。根據 X 線繞

射晶體結構（X-ray crystallography）分析，其 N 端包含三個區域（domain），根

據先前的研究報導，domain II 之 fusion loop 為黃病毒群交叉反應（flavivirus 

group-reactive）抗體的主要辨識部位（epitopes），domain III 包含複合型/次複合

型交叉反應（complex/subcomplex-reactive）和血清型專一（type-specific）的抗體

辨識部位。 

由於過去的研究主要著重在感染 DENV2 後血清中抗 E 抗體的研究，對於感染

其他血清型後之抗 E 抗體反應尚未瞭解。此外，大多數老鼠單株抗體之抗體辨識

部位的數據主要來自 DENV2 E 蛋白質的研究。本研究第一個目標透過西方墨點法

來研究 DENV3 E 蛋白質上其交叉反應及血清型專一的抗體辨識部位。以 DENV3

前驅膜蛋白質（Precursor membrane protein，PrM）及 E 蛋白質的表現質體為骨幹，

在 28 個 E 蛋白質露出表面的胺基酸製造丙胺酸（alanine）定點突變，檢視老鼠單

株抗體和 DENV3 病人血清多株抗體對於 E 蛋白質結合能力的影響。結果顯示

domain II 之 fusion loop 的某些胺基酸點突變會降低 flavivirus group-reactive 單株抗

體結合能力，利用蛋白質結構為基礎的分析（structure-based modeling）顯示這些

胺基酸之間的距離均符合同一個抗體辨識部位的範圍。domain III 及 domain I 之某

些胺基酸點突變會降低 complex/subcomplex-reactive 單株抗體結合能力，domain I

之胺基酸點突變也影響所研究的一個 type-specific 單株抗體結合能力，蛋白質結構

為基礎的分析顯示這些胺基酸符合形成相同的抗體辨識部位，E 蛋白質上 fusion 

loop 和少數 domain I 胺基酸點突變則降低大多數感染 DENV3 病人血清抗 E 抗體
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的結合能力，顯示 fusion loop 是血清中主要抗 E 抗體的辨識部位。 

本研究第二個目標，使用類病毒顆粒（virus-like particles，VLPs）建立 capture 

ELISA 系統來確認 E 蛋白質的抗體辨識部位，結果顯示 fusion loop 多點胺基酸突

變 VLPs 會明顯降低感染 DENV3 病人血清抗 E 抗體的結合能力，利用終點稀釋倍

數（endpoint titer）計算，顯示這群辨識 fusion loop 胺基酸（101W，108F）的抗 E

抗體所佔比例約為全部抗 E 抗體之 20 至 70%。 

綜合以上，本研究之結果顯示感染 DENV 的病人血清中主要抗 E 抗體辨識

domain II fusion loop，另一方面，利用 DNEV3 E 蛋白質為骨幹的胺基酸點突變對

不同的老鼠單株抗體結合能力的分析顯示，其辨識部位大致與之前文獻利用其他

血清型 E 蛋白質所做的研究結果一致，但是也找到一些特殊的抗體辨識部位。這

些結果提供對於交叉反應及血清型專一之抗體辨識部位的瞭解，以及對自然感染

DENV3 之下所誘發人體產生的抗 E 抗體特性的瞭解，可以對日後設計登革病毒

重組疫苗提供有用的資訊。 

 

關鍵詞：登革病毒，外套膜蛋白質，單株抗體，人類血清多株抗體，抗體辨識部

位 
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Abstract 

Dengue virus（DENV）belongs to the genus Flavivirus in the family Flaviviridae. 

The four serotypes of DENV（DENV1, DENV 2, DENV 3 and DENV4）are the leading 

cause of arboviral diseases in the tropical and subtropical areas.  

The envelope（E）protein is known to play the critical role in virus entry and 

membrane fusion, as well as the major target of neutralizing antibodies. X-ray 

crystallographic analyses of the N-terminal ectodomain of E protein revealed three 

distinct domains. It has been shown that the fusion loop of domain II contains flavivirus 

group-reactive epitopes, whereas domain III contains complex/subcomplex-reactive and 

type-specific epitopes.  

Previous studies of anti-E antibodies in polyclonal human sera focused primarily 

on DENV2 patients and anti-E antibody responses after infection by other serotypes 

remains largely unknown. Moreover, the epitope mapping of most mouse monoclonal 

antibodies（mAbs）was based on DENV2 E protein. In the first specific aim of this study, 

we investigated the cross-reactive and type-specific epitopes on the E protein of 

DENV3 by Western blot. We generated 28 alanine-substitution mutants which were 

predicted as surface exposed E residues by site-directed mutagenesis on a DENV3 

Precursor membrane（PrM）/E expression construct, and examined the E-binding 

activity of mouse mAbs and polyclonal human sera. Substitution of several fusion loop 

residues at domain II reduced the E-binding activity of flavivirus group-reactive mAbs, 

and structure-based modeling suggested that these fusion loop residues were within the 

range of an epitope. Substitution of some domain III or domain I residues reduced the 

E-binding activity of complex/subcomplex-reactive mAbs. Mutations of a few domain I 

residues also reduced the E-binding activity of one type-specific mAb studied. The 

E-binding activity of anti-E antibodies of most DENV3-infected patients’ sera were 
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affected by mutations of fusion loop residues as well as domain I residue（two case）, 

suggesting that fusion loop is the major epitope recognized by anti-E antibodies in 

human sera.   

In the second specific aim of this study, we established capture ELISA by using 

virus-like particles（VLPs）to confirm the epitopes identified by Western blot. Our 

results showed that VLPs containing multiple mutations of fusion loop residues reduced 

the E-binding activity of anti-E antibodies in DENV3-infected patients’ sera. Based on 

the endpoint titers of capture ELISA, the proportion of the anti-E antibodies recognizing 

the fusion loop residues（101W, 108F）ranged from 20% to 70%. 

In summary, our study suggests that anti-E antibodies in DENV patients’ sera 

primarily recognized fusion loop residues of domain II. Moreover, the epitopes of 

different mouse mAbs identified by amino acid substitutions in the DENV3 E protein 

backbone were generally in agreement with previous reports based on E protein of other 

serotypes. A new epitope recognized by a type-specific anti-E mAb was also found. The 

results presented in this study could further our understanding of the cross-reactive and 

type-specific epitopes, as well as the anti-E antibodies in polyclonal human sera. These 

information will be valuable for future design of recombinant subunit vaccine against 

DENV.   

 

Key words: dengue virus, envelope protein, monoclonal antibody, polyclonal human 

sera, epitope
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第 1 章：序論 

1.1 登革病毒之簡介及流行： 

登革病毒（Dengue virus，DENV）包含四種血清型（DENV1，DENV2，DENV3，

DENV4），分類上屬於黃病毒科（Flaviviridae）中的黃病毒屬（Flavivirus）之成

員，黃病毒屬約有 70 種以上的病毒，包括造成全球流行的日本腦炎病毒（Japanese 

encephalitis virus，JEV），西尼羅病毒（West Nile virus，WNV），黃熱病毒（Yellow 

fever virus，YFV）；造成地方性流行的蜱傳播腦炎病毒（tick-borne encephalitis 

virus，TBEV），聖路易斯腦炎病毒（St. Louis encephalitis virus，SLEV）。黃病

毒大都是透過節肢動物傳播（arthropod-borne）而造成人類疾病，其中登革病毒即

是藉由埃及斑蚊（Aedes aegypti）和白線斑紋（Aedes albopictus）的叮咬來感染人

體，引發登革熱（Dengue fever，DF）和登革出血熱/登革休克症候群（Dengue 

hemorrhagic fever/Dengue shock syndrome，DHF/DSS）(Lindenbach and Rice, 2007)。 

在 1906 年 Bancroft 首先提出埃及斑蚊是登革熱的傳播媒介(Bancroft, 1906)，

並被 Siler 所證實(Siler, 1926; Cleland, 1918)，之後白線斑蚊也被證實為傳播媒介

(Simmons, 1931)。同時在 1906 年 Ashburn 和 Craig 從感染病人中發現濾過性病源，

但直到 1944 年 Sabin 和 Schlesinger 才成功分離出登革病毒(Sabin and Schlesinger, 

1945)。 

關於登革熱流行的記載，在 1779 年和 1780 年即有文獻指出在亞洲、非洲及

北美洲有疑似登革熱的疾病流行(Howe, 1977; Rush, 1789)，但在更早之前中國晉朝

已有類似登革熱疾病的紀錄(Nobuchi, 1979)。第一個登革熱流行的記載則是 1780

年在費城的大流行(Carey, 1971)。1780 至 1940 之間類似登革熱的案例雖不頻繁，

但都是大規模的流行。二次大戰後，登革病毒的傳播擴大，在東南亞及太平洋地

區陸續爆發大流行，甚至出現多種血清型的病毒同時流行（hyperendemicity），並

出現新的疾病 DHF，在 1954 年於馬尼拉以及隨後的 20 年間流行於東南亞地區
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(Gubler, 1998)。隨著運輸以及貿易的快速發展，登革病毒逐漸擴散至全球，直到

1997 年，登革病毒已是造成熱帶以及亞熱帶地區的蟲媒疾病中的重要來源，估計

約有超過 100 個國家，大於 25 億的人口有遭受感染的危險，每年約有 5 千萬到 1

億個人感染登革病毒以及約 50 萬個 DHF 病例(Gubler, 1998, 2002)。 

登革熱在台灣的流行最早記載於 1870 年，之後 1902 年、1905 年和 1922 年在

澎湖群島，以及 1927 年在台灣南部皆有發生流行，1931、1942~1943 則是爆發全

島性的流行，之後約 40 年未再發生，直到 1981 年屏東地區出現 DENV2 流行，接

著 1987 年和 1988 年在南台灣爆發大流行，此後幾乎每年有零星案例發生，約每

三年有大規模的流行，最近的幾次包括 1998年台南地區DENV3大流行；2001~2002

年高屏地區 DENV2 大流行，以及 2004 年間高屏地區 DENV1 及 DENV4 的流行，

2006 年高雄 DENV3 大流行，及 2007 年台南 DENV1 大流行。 

1.2 感染登革病毒之臨床症狀： 

感染登革病毒的臨床症狀，大多數人無症狀或輕微發燒，少數人會出現高燒

等較嚴重但會自癒的 DF，更少數人則出現嚴重及可能致命的疾病，即 DHF/DSS，

(Gubler, 2002; Guzman and Kouri, 2002)。一般病毒感染後，潛伏期約 2~14 天，平

均約 4-7 天，之後出現突然高燒、頭痛、眼窩痛、腰椎神經痛、眼球充血、臉部發

紅等症狀。發燒會持續 2~7 天，伴隨肌肉痛、骨痛、噁心、嘔吐等症狀，且約有

50% 病人會發生出疹。實驗室診斷也發現病人會有嗜中性白血球減少

（neutropenia）、血小板減少（thrombocytopenia）的現象，大部分感染的人會痊

癒，且不會有永久的後遺症，急性期（acute phase）持續約 3~7 天才進入恢復期

（convalescence phase）(Gubler, 1998)。 

早期的流行病學研究顯示 DHF 主要發生在年齡小於 15 歲的小孩，成人也可

能發生，症狀和 DF 類似，除了血小板、白血球減少，還會有出血情形，血管通透

性也會增加，導致血漿流失，血壓下降，最後導致休克，即 DSS 的發生。若無妥
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善治療，病患可能在 8~24 小時內死亡，若有適當的治療則可降低死亡率(Gubler, 

1998)。 

1.3 登革出血熱之致病機制： 

長久以來之研究顯示，許多產生 DHF 的危險因子，包括病毒株，宿主免疫狀

態（immune status），年紀，營養，HLA 種類，先前疾病（underlying disease）等

等。主要有兩種假說，雖然彼此爭論，但是並不是互相排斥的（mutually exclusive）。 

病毒假說（viral hypothesis）：Rosen 提出不同病毒株（strains）和臨床症狀嚴

重性、病毒複製能力提增以及傳播能力具有相關性(Rosen, 1977)。 

免疫假說（immune hypothesis）：Halstead 基於流行學上的觀察，二次感染者

較初次感染者有較高的危險會出現 DHF/DSS，以及實驗室中（in vitro）所證實抗

體增強效應（antibody-dependent enhancement，ADE），即在非中和性抗體或低濃

度（suboptimal concentration）中和性抗體的存在下，會促進登革病毒透過 Fc 受器

而進入單核球（monocyte）中大量複製之現象(Brandt et al., 1982; Halstead, 1980, 

1988; Halstead and O'Rourke, 1977; Halstead et al., 1984; Kliks et al., 1989)，提出免疫

假說(Halstead, 1970, 2003)。在初次感染某一血清型，可以產生針對此血清型的中

和性抗體，可提供對該血清型的終身保護力，相對地二次感染不同血清型之登革

病毒，相較初次感染之病人具有較高風險會發生 DHF/DSS，由於病人體內存在可

以中和先前血清型之中和性抗體以及具交叉反應之非中和性抗體，這些具結合力

但卻不具中和力的抗體與病毒形成抗原-抗體複合物（antibody-antigen complex），

並透過抗體上的 Fc 區域與單核球細胞或巨嗜細胞（macrophage）表面之 Fc 受器結

合進而被攝入細胞之中，增進病毒感染細胞的機會，因此種 ADE 現象而增加感染

之單核球/巨嗜細胞，可以增加 T 細胞的活化，誘發細胞激素和化學中間物質的釋

放，使得血管通透性增加，血漿流失，進而產生出血和休克現象(Gubler, 1998)。 
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1.4 登革病毒之結構與基因體： 

成熟之登革病毒顆粒為球型結構（spherical），直徑約 50 nm，病毒外層由來

自宿主細胞之雙脂質（lipid bilayer）構成的外套膜以及病毒的外套膜蛋白質

（envelope protein，E ）和膜蛋白質（membrane protein，M）所包圍，病毒顆粒

內部則包含有核心殼核酸（nucleocapsid），由核心蛋白質（capsid protein，C）和

病毒的基因體所組成(Lindenbach and Rice, 2007)。 

登革病毒的基因體為一條正向（positive sense）、單股（single stranded）的

RNA 所組成，大小約 11 kb。此 RNA 之 5’端有外帽（m7GpppAmpN2 cap），3’

端無聚腺苷序列（polyadenylate tail）(Cleaves and Dubin, 1979; Wengler and Gross, 

1978)。在 5’及 3’端各具有一段非轉譯區（noncoding region，NCR），包含一些保

守序列（conserved sequences）和重要的 RNA 二級結構，可影響 RNA 基因體之複

製、轉譯和組裝（assembly），中間為單一個 ORF（open reading frame），經轉錄

作用合成出單一條多蛋白質（polyprotein），其靠近 N 端之四分之一部份為病毒之

結構性蛋白質，依 5’至 3’排列順序為 C-PrM-E；其餘 C 端四分之三部分為非結構

性蛋白質，依 5’至 3’排列順序為 NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5，此

polyprotein 會經由病毒或宿主細胞內的蛋白酶切割（processing）形成 10 個單一蛋

白(Lindenbach and Rice,2007)。 

1.5 登革病毒之前驅膜/膜蛋白質與外套膜蛋白質： 

前驅膜蛋白質（precursor membrane protein，PrM）分子量約 19 kDa，包含 166

個胺基酸，其 N 端具有六個半胱胺酸（cystein）形成三個雙硫鍵（disulfide bond） 

(Nowak et al., 1989)。PrM 蛋白質會和 E 蛋白質在內質網（endoplasmic reticulum，

ER）處形成穩定之異類二聚體結構（heterodimer）(Mukhopadhyay et al., 2005)，並

且和 nucleocapsid 進行組裝，形成未成熟病毒顆粒，之後在分泌途徑（secretory 

pathway）中，PrM 蛋白質會被高基氏體（Golgi）的酵素 furin 切割其 N 端之 pr 部
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分，產生成熟的 M 蛋白質，此切割作用可以促使 PrM-E heterodimer 結構解離

（dissociation）進而形成 E 蛋白質同類二聚體結構（homodimer），成為成熟病毒

顆粒，PrM 蛋白質之存在功能被認為可以避免 E 蛋白質在分泌途徑中進行由酸性

環境引導的結構性改變（conformational change）(Guirakhoo et al., 1991; Heinz et al., 

1994)。 

E 蛋白質，分子量約 55 kDa，包含約 495 個胺基酸，為登革病毒顆粒表面最

主要的蛋白質，含有 12 個高度保守的半胱胺酸形成 6 個雙硫鍵穩定其結構(Nowak 

and Wengler, 1987)。其功能包括可與宿主細胞之受器（receptor）結合，並幫助病

毒進行膜融合（membrane fusion）以完成進入細胞（entry）的步驟，E 蛋白質同時

也是中和性抗體（neutralizing antibodies）的主要目標(Bray et al., 1989; Halstead, 

1988)。高解析度低溫電子顯微鏡（cryoelectron micrograph，cryo-EM ）的研究顯

示，病毒表面由 90 個 E 蛋白質之 homodimer 排列而形成其二十面體之結構 (Kuhn 

et al., 2002; Mukhopadhyay et al., 2003)。根據 X 線繞射晶體結構（X-ray 

crystallography）研究解出，E 蛋白質單體（monomer）以頭對尾（head to tail）方

式形成二聚體（dimer），平行排列在成熟病毒顆粒之外套膜上，E 蛋白質 N 端的

ectodomain，即包括第 1 至第 395 個胺基酸，具有三個 domains (Modis et al., 2003, 

2004; Rey et al., 1995)，domain I 為中央結構區域（central structural domain）；domain 

II 為聚合區域（dimerization domain），其末端包含一段黃病毒屬間高度保守（highly 

conserved）之序列，即融合圈環（fusion loop）；domain III 為類免疫球區域

（immunoglobulin-like domain）被認為可參予與細胞受器的結合(Modis et al., 2003, 

2005; Mukhopadhyay et al., 2005; Rey et al., 1995; Volk et al., 2004; Yu et al., 2004)。 

1.6 登革病毒之生活史： 

登革病毒顆粒藉由表面之 E 蛋白質與宿主細胞上的受器結合，經由受器所引

導的胞飲作用（receptor-mediated endocytosis）進入細胞內形成胞飲體（endosome），
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胞飲體的低 pH 值酸性環境會促使 E 蛋白質產生從 dimer 轉變成同類三聚體

（homotrimer）的結構性改變，使病毒之外套膜和胞飲體發生膜融合，脫去外殼

（uncoating）釋放出基因體 RNA (Modis et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2005)。

正股之 RNA 在內質網上轉譯出單一條 polyprotein，經由切割作用形成各個單一蛋

白質執行功能，產生之非結構蛋白質，可以幫助 RNA 進行複製，先以正股 RNA

為模板，合成負股 RNA，再以此為模板合成更多正股基因體 RNA，之後與結構性

蛋白質在內質網附近進行組裝，產生新的病毒顆粒，之後經由分泌途徑運送至高

基氏體進行糖化作用及修飾，在此 PrM 蛋白質會經由 furin 蛋白酶切割為 pr 及 M

蛋白質，此時才形成具感染力之成熟病毒顆粒，最後透過膜融合釋出細胞外

(Lindenbach and Rice, 2007)。 

1.7 類病毒顆粒（Virus-like particles，VLPs）： 

在登革病毒之生活史當中，除了釋放出成熟病毒顆粒之外，還會形成一種密

度與直徑略小的顆粒，即類病毒顆粒（virus-like particles，VLPs），這種 VLPs 表

面也具有 E 蛋白質和 M 蛋白質，但缺乏內部 nucleocapsid 結構(Smith et al., 1970)，

過去一些對於黃病毒研究發現，在細胞中共同表現 E 蛋白質和 PrM 蛋白質就足以

形成重組性次病毒顆粒（recombinant subviral particles，RSPs），並且也具有融合

（fusogenic）之功能(Allison et al., 1995; Allison et al., 2003; Corver et al., 2000; Kuhn 

et al., 2002; Lorenz et al., 2003; Schalich et al., 1996)。由於 VLPs 和成熟病毒顆粒在

結構上與生化特性上具有相似性，但無感染性，因此可當作一個血清學診斷和疫

苗研究的良好工具 (Hunt et al., 2001; Konishi and Fujii, 2002)。 

1.8 外套膜蛋白質之抗原結構： 

E 蛋白質對於誘發中和性抗體以及保護性免疫反應（protective immune 

response）扮演重要角色(Bray et al., 1989; Heinz and Kunz, 1982; Kaufman et al., 

1987; Men et al., 1991; Roehrig et al., 2001)，由動物實驗證實，以重組性次病毒顆粒
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或重組之 E 蛋白質進行主動免疫（active immunization）(Bray et al., 1989; Mota et al., 

2005)，或以 E 蛋白質之單株抗體（monoclonal antibodies）進行被動免疫（passive 

immunization）(Kaufman et al., 1989; Kaufman et al., 1987)，可保護實驗動物對登革

病毒之感染。 

透過 E 蛋白質之多株抗體（polyclonal antibodies）或各種單株抗體的研究可以

幫助了解E蛋白質上的抗原結構（antigenic structure）(Beasley and Barrett, 2002; Crill 

and Roehrig, 2001; Heinz, 1986; Henchal et al., 1982; Roehrig, 2003; Roehrig et al., 

1998; Sanchez et al., 2005; Vogt et al., 2009) 。過去對於 TBEV 之 E 蛋白質抗原結構

之研究，根據所找尋到抗體辨識部位（epitopes），顯示其具有三個 domains。domain 

A 包含黃病毒群交叉反應之抗體辨識部位（flavivirus group-reactive epitopes），

domain B 包含 TBEV 複合型之抗體辨識部位（complex-reactive epitopes），而大

部分 TBEV 次血清型專一之抗體辨識部位（subtype-specific）則位在 domain C，此

三個抗原結構 domain C、A、B 可以分別對應於 E 蛋白質之 domain I、II、III 

(Lindenbach and Rice, 2007)。 

在登革病毒方面，最近有許多研究利用 yeast display library 系統或細菌表現重

組之 E 蛋白質單一 domain 來研究老鼠的抗 E（anti-E）單株抗體，flavivirus group- 

reactive 單株抗體主要辨識 E 蛋白質之 domain II fusion loop 上的胺基酸；

complex/subcomplex-reactive 單株抗體以及 type-specific 單株抗體主要辨識 domain 

III 上的胺基酸 (Crill and Chang, 2004; Crill et al., 2009; Crill and Roehrig, 2001; 

Gromowski and Barrett, 2007; Gromowski et al., 2008; Lin et al., 1994; Lisova et al., 

2007; Lobigs et al., 1987; Lok et al., 2001; Oliphant et al., 2006; Stiasny et al., 2006; 

Sukupolvi-Petty et al., 2007)。此外，對於老鼠各種抗 E 單株抗體中和效力

（neutralization potency）的研究顯示，type-specific 單株抗體高於 complex-reactive

單株抗體，而 complex-reactive 單株抗體又高於 flavivirus group-reactive 單株抗體。 
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在自然感染之人體內抗 E 抗體的研究方面，包括感染 WNV，另一個黃病毒成

員，以 single chain phage display library 所製備之單株抗體及感染登革病毒之血清

的研究，顯示 E 蛋白質引導人體免疫產生的抗體，大部分辨識 E 蛋白質上 domain 

II 之 fusion loop 上的胺基酸，而且不具中和能力，(Crill et al., 2009; Lai et al., 2008; 

Throsby et al., 2006)，具有中和能力的抗體比例極低，主要是辨識E蛋白質之 domain 

III 區域 (Crill et al., 2009; Gould et al., 2005; Lai et al., 2008; Oliphant et al., 2005; 

Throsby et al., 2006; Vogt et al., 2009) 。 

1.9 研究目的： 

實驗室先前的研究(Lai et al., 2008)，以西方墨點法（Western blot analysis）分

析被 DENV2 感染的病人血清，發現到初次感染 DENV2 之血清中含有大量會與其

他血清型交叉反應（cross reactive）且不具中和能力的抗 E 抗體。進一步發現這些

抗 E 抗體與 E 蛋白質的結合，會嚴重受到 E 蛋白質之 domain II fusion loop 上的丙

胺酸（alanine）單點突變的影響，顯示這群抗 E 抗體的抗體辨識部位位在 domain II 

fusion loop 上高度保守的胺基酸。根據過去 Halstead 等人所提出的免疫假說，當

二次感染登革病毒時，體內已存在的非中和性抗體會引起 ADE，使得登革病毒更

容易在人類單核球中大量複製，而導致 DHF/DSS 的發生，因此，瞭解 E 蛋白質上

詳細的抗體辨識部位，可以為未來登革病毒疫苗的設計提供重要的訊息。 

由於過去的研究大多侷限在感染 DENV2 後血清中之抗體反應上，感染其他血

清型之登革病毒後的抗體反應和 DENV2 有何異同之處，以及體內之抗 E 抗體位於

domain II 以外的抗體辨識部位仍有待研究。 

因此，本研究的第一個目標，希望透過在 E 蛋白質上不同區域之露出表面的

胺基酸製造 alanine 單點突變，以西方墨點法做 E 蛋白質結合能力分析以檢視感染

DENV3 之病人血清中抗 E 抗體的抗體辨識部位，以及不同種類之老鼠單株抗體的

抗體辨識部位。 
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另一方面，我們希望建立另一套系統來確認以西方墨點法分析抗 E 抗體與 E

蛋白質結合能力的結果，因此，本研究第二個目標為使用 VLPs 來建立 capture 

ELISA，並且進一步希望透過 capture ELISA 的結果，可以用來測定感染 DENV3

病人血清中辨識不同抗體辨識部位之抗 E 抗體的比例(Crill et al., 2009)。 
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第 2 章：材料與方法 

2.1 質體的構築 

2.1.1. 模板質體來源 

pCB-D3，此重組質體由實驗室胡賢屏博士所建構 (Hu et al., 2007)，包含

DENV3 C101-114 作為訊號胜肽，能夠表現完整的 DENV3 PrM 蛋白質以及 DENV3 E

蛋白質，本研究所構築之點突變質體皆以此重組質體當作骨架。 

2.1.2. 登革病毒 E 蛋白質之定點突變質體建構（site-directed mutagenesis） 

選定欲突變的胺基酸位置，設計一條正向引子（primer），使用此引子以 pCB-D3

作為模版進行聚合酵素鏈鎖反應（polymerase chain reaction，PCR），PCR 反應條

件及溫度條件如下： 

 

單一 PCR 反應條件： 

 

 

 

 

100 ng/μl DNA 1 μl  
10x PFU buffer 2.5 μl  

5 μM primer 2 μl  
10 mM dNTP 0.5 μl  

2.5 U/μl Turbo PFU 
（Sstratagene，La Jolla，CA） 

0.5 μl
 

100% DMSO 1.25 μl  
Nuclease-free water 

( Promega，Madison，WI) 
17.25 μl

 

total 25 μl  
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溫度條件： 

 

 

 

 

 

待反應結束後，在產物中加入 1 μl Dpn I 限制酶酵素，37℃ 作用隔夜，使模

版被切割清除，之後取 10 μl 產物轉形（transformation）至 DH5α中表現質體 DNA。

在所得之質體 DNA 上，選擇適當的限制酶酵素，切割出包含有點突變位置的 DNA

片段（約 300 b.p.~1000 b.p.），利用接合作用（ligation）連結到被相同的限制酶酵

素所切割的 pCB-D3 載體上，以確保除了所選定之突變胺基酸以外的序列正確性。 

2.1.3. 引子 

本實驗所使用之引子皆以 QuikChange® Primer Design Program 設計，為

Invitrogen Life Science 所合成，詳見表一。 

2.1.4. 定序分析 

本實驗所構築之質體序列分析由台大醫院醫學研究部第二共同研究室以核酸

自動定序儀（ABI 3730 genetic analyzer）定序。 

2.2 菌種 

2.2.1. 菌株 

使用大腸桿菌 E. coli DH5α，以 LB 培養基溶液（DifcoTM，Sparks，MD）培

養於 37℃。 

 

95℃ ----- 3 min   
95℃ ----- 30 sec ╗  
54℃ ----- 1 min ║ 18 cycles 
68℃ ----- 6 min ╝  
68℃ ----- 5 min   
4℃ ----- 5 min   
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2.2.2. 製備勝任細胞（competent cells） 

將菌種 DH5α以三區塗畫法接種於不含抗生素之 LB 洋菜培養基上，37℃培養

箱內靜置隔夜後，挑取單一菌落培養於 2.5 ml 不含抗生素之 LB 培養液，於 37℃

培養箱內搖盪培養隔夜後，取 1 ml 菌液加入至 100 ml LB 培養液，置於 37℃培養

箱內搖盪培養，待細菌之 O.D.600 達到 0.4 至 0.6 之間，將菌液倒入離心瓶中，在冰

上靜置 10 分鐘，以 3000 rpm，4℃離心 10 分鐘，倒去上清液，以 TFB1 溶液（30 

mM KOAc，10 mM CaCl2，50 mM MnCl2，100 mM RbCl，15% Glycerol，pH5.8）

緩慢地將細菌混合均勻，在冰上靜置 2～3 小時，之後以 3000 rpm，4℃離心 10 分

鐘，倒去上清液，以 TFB2 溶液（10 mM MOPS，75 mM CaCl2，10 mM RbCl，15% 

Glycerol，pH 6.5）緩慢地將細菌混合均勻，在冰上靜置 10 分鐘，分裝到 1.5 ml

微量離心管中，儲存於-80℃冰箱。 

2.3 質體轉形作用 

將保存於-80℃冰箱的勝任細胞 DH5α，放置於冰上解凍，加入 10 μl 經接合反

應之後含有重組質體的混合物，冰上靜置 30 分鐘後，置於 42℃水浴槽中加熱 90

秒（heat shock），馬上移至冰上靜置 5 分鐘，加入 1 ml 不含抗生素的 LB 培養液，

在 37℃培養箱內搖盪培養 1 小時，以 5000 rpm 離心 5 分鐘，倒去上清液，殘留約

100 μl，將其重新懸浮後，均勻塗在含有能夠篩選質體的抗生素之 LB 洋菜培養基

上，置於 37℃培養箱內培養隔夜。 

2.4 製備小量質體 

挑取單一菌落培養於 3 ml 含適當抗生素的 LB 培養液，於 37℃培養隔夜，分

兩次將菌液倒入 1.5 ml 微量離心管中，以 13000 rpm 離心 2 分鐘，倒去上清液，以

Plasmid MiniPrep Purification Kit（GeneMark Technology，Taipei，Taiwan）純化小

量質體 DNA。 
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2.5 製備大量質體 

挑取單一菌落培養於 4 ml 含適當抗生素的 LB 培養液，37℃培養隔夜，加入

到 400 ml LB 培養液，繼續培養約 16~18 小時，以 6000 rpm，4℃離心 30 分鐘，

利用 QIAGEN tip-500 Kit（Qiagene，Valencia，CA）純化質體 DNA，純化出的質

體利用分光光度計測量吸光值並計算出濃度，配製成 1 μg/μl 之濃度保存在-20℃以

備用。 

2.6 細胞培養 

293T 細胞（human embryonic kidney cell line，SV40 Large T transformed）培養

於含 10% 胎牛血清（Fetal bovine serum，FBS；Biological Industries，Kibbutz Beit 

Haemek，Israel），1% Penicillin / Streptomycin（GIBCOTM Invitrogen，Grand Island， 

NY），2% HEPES（GIBCOTM Invitrogen，Grand Island，NY）之 DMEM（Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium/High glucose；Hyclone，Logan，Utah）培養液。細胞置

於 37℃，5% CO2 培養箱內，約 2 天繼代培養一次。 

2.7 細胞轉染試驗（transfection） 

  利用磷酸鈣( calcium phosphate) 將重組質體 DNA 轉染至細胞內。進行轉染作

用前一天將適量細胞種植於 6 孔盤或直徑 10-cm 細胞培養皿，於轉染作用前 4 小

時置換新的培養液( 6-well 加 2 ml，10-cm dish 加 8 ml)，使細胞處於相同酸鹼度

的環境。 

  轉染前配製轉染混合物，各物質混合之比例如下： 
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 6-well 10-cm dish 
Nuclease-free water ( Promega，Madison，WI) 88 μl 260 μl 

DNA （1 μg/μl） 2 μl 10 μl 
2.5M CaCl2 10 μl 30 μl 

2 x BBS ( BES -buffered saline) 100 μl 300 μl 
總體積 200 μl 600 μl 

取適量 DNA 和 ddH2O 混合均勻後，以緩慢攪動的方式加入 CaCl2，並且緩慢

吸吐 10 次，再以同樣的方式加入 BBS，室溫靜置 10 分鐘後，將轉染混合物均勻

加入細胞，培養於 35℃，3% CO2 培養箱，約 16~18 小時後，置換新的 DMEM 培

養液，將細胞移置 37℃，5% CO2 培養箱繼續培養。轉染 48 小時後，以 1xPBS 清

洗細胞一次，並以適量的 lysis buffer（6-well 轉染加 50 μl；10-cm dish 轉染加 200 

μl）(1% NP-40，50 mM Tris pH 8.0，150 mM NaCl，2 mM EDTA，1 mM Na3VO4，

Protease Inhibitor；Roche，Mannheim，Germany）將細胞溶解，以 13000 rpm，4

℃ 離心 30 分鐘，保留上清液，儲存於-80℃，以進行下一步分析。 

2.8 西方墨點分析法 

本研究之西方墨點分析實驗使用 BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 system

（Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA）。 

下層 Resolving gel 以及上層 Stacking gel 配製方法如下： 

  Resolving gel   Stacking gel 
Acrylamide 12% Acrylamide 5% 
Tris pH8.8 0.375 M Tris pH6.8 0.124 M 

SDS 0.1% SDS 0.1% 
APS 1.26 mg/ml APS 0.78 mg/ml 

TEMED 0.04% TEMED 0.1% 

取 3 μl cell lysate 樣本溶液加入 1/3 倍體積的 4x non-reducing dye（8% SDS，

0.2 M Tris pH7.0，20% glycerol，0.4% bromophenol blue），混合均勻後，95℃加

熱 2 分鐘，取 4 μl 進行蛋白質電泳，將膠片組合於電泳槽，使用電泳緩衝液液（25 
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mM Tris，250 mM Glycine，0.1% SDS）以 80 V~120 V 進行電泳。跑完膠後，使

用轉印緩衝液（25 mM Tris，250 mM Glycine，20% Methanol），以固定電流 250 mA，

1 小時，將膠體上的蛋白質轉印到硝化纖維紙（HybondTM-C Extra，GE-Amersham，

Buckinghamshire，UK）上，轉印結束後以 amido black 溶液（0.1% amido black，

10% methanol，2% acetic acid）染色，之後以 blocking buffer （4% non-fat milk in 1x 

washing buffer）室溫處理 1 小時，加入一級抗體，4℃ 反應至隔夜，以 washing buffer

（10 mM Tris-HCl pH7.4，0.9% NaCl，0.2% Tween 20）清洗 3 次，每次 10 分鐘，

加入二級抗體，室溫反應 1 小時，再以 washing buffer 清洗 3 次，最後使用 ECL

（PerkinElmer life science，Boston，MA）呈色，以 X 光片感光顯影。 

2.9 影像分析軟體 

UVP Vision Works LS software（UVP，Upland，CA）。 

2.10 超 高 速 離 心 分 離 重 組 次 病 毒 顆 粒 （ sucrose cushion 

ultracentrifugation） 

質體 DNA 轉染至細胞約 2 天後，收集三個 10-cm dish 之培養液約 30 ml 至 50 

ml centrifuge tube，以 2500 rpm，4℃離心 20 分鐘，取上清液以 0.22 μm filter

（Millipore，Billerica，MA）過濾至高速離心管（Beckman Coulter，Fullerton，CA），

從管底緩慢加入 3.5 ml 之 20% sucrose，以精秤平衡各高速離心管重量，須精確至

0.001g，以 SW-28 rotor（Beckman Coulter，Fullerton，CA）19000 rpm，4℃離心 5

小時，之後倒去上清液，將高速離心管倒放在擦手紙上，去除多餘液體，再以拭

鏡紙沿管壁但不碰觸到底部擦拭乾淨，以 45 μl 的 1X PBS（Dulbecco’s phosphate 

buffered saline,，GIBCOTM Invitrogen，Grand Island，NY）回溶，保存於-80℃。 
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2.11 抗原捕捉酵素連結免疫分析法（Ag-capture ELISA） 

以 coating buffer（15 mM Na2CO3，35 mM NaHCO3，pH 9.5）稀釋兔子抗 DENV3

血清（由美國 CDC 張光正博士提供)，取 50 μl 稀釋抗體加至 96 孔平底盤

（Nunc-Immuno™ 96 MicroWell™ Plates，Nunc，Roskilde，Denmark），於 4℃靜

置隔夜，使抗體吸附在底部，之後倒掉抗體溶液，於擦手紙上將殘餘的液體盡量

拍乾，加入 400 μl StartBlock blocking buffer（Thermo，Rockford，Il.）室溫處理 1

小時，倒掉 blocking buffer，將殘餘的液體拍乾，加入 50 μl 重組次病毒顆粒（virus 

like particles，VLPs）稀釋液（以 blocking buffer 稀釋），於 37℃作用 2 小時後，

倒掉溶液，以 washing buffer（10 mM Tris-HCl pH7.4，0.9% NaCl，05% Tween-20）

清洗 4 次，將殘餘的液體盡量拍乾，加入一級抗體，37℃作用 1 小時後，以 washing 

buffer 清洗 4 次，拍乾殘餘液體，加入二級抗體於 37℃作用 1 小時，以 washing buffer

清洗 6 次，拍乾殘餘液體，加入 100 μl TMB（KPL，Gaithersburg，MD）溶液呈

色 10~15 分鐘，加入 100 μl 2N H2SO4 終止反應，以 Microplate Reader（Bio-Tek 

Instruments，Inc.， Winooski，VA）測量 O.D.450 及 O.D.650。 

2.12 病人血清 

實驗中所使用之病人血清由高雄醫學大學附設醫院熱帶醫學中心蔡季君主任

提供，包含 10 個 DF 病人血清，這些病人之發病日在 2006 年，血清採集於 2008

年，其中 1 個是初次感染案例，9 個為二次感染案例。 

2.13、單株抗體 

1. FL0231：能夠辨認四型登革病毒 E 蛋白質，購自 Chance Biotechnology（Taipei,，

Taiwan)。 

2. FL0232：能夠辨認四型登革病毒 E 蛋白質，購自 Chance Biotechnology（Taipei， 
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Taiwan)。 

3. 4G2：融合瘤細胞株（hybridoma cell line）4G2 產生的單株抗體（IgG2a）能夠

辨認四型登革病毒的 E 蛋白質（Gentry et al., 1982），由免疫所伍安怡老師實驗室

所提供。 

4. DC9-6、DC12-3、DC7-3：能夠辨認二型以上登革病毒的 E 蛋白質，由中研院細

胞與個體生物研究所吳漢忠老師實驗室所提供。 

5. DC6-3：能夠辨認 DENV3 的 E 蛋白質，由中研院細胞與個體生物研究所吳漢忠

老師實驗室所提供； 
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第 3 章：結果 

3.1 老鼠單株抗體位於 DENV3 E 蛋白質之抗體辨識部位： 

為了瞭解抗 E 抗體位於登革病毒 E 蛋白質之抗體辨識部位，先前實驗室以表

現 DENV1 PrM/E 蛋白質之質體為骨幹，選擇位於 E 蛋白質表面的胺基酸 

(Mazumder et al., 2007)，以定點突變法將其分別置換成 alanine 來做抗體辨識部位

的研究，根據初步分析之結果，觀察到 28 個胺基酸可能為抗體辨識部位的胺基酸，

在本實驗中以表現 DENV3 PrM/E 蛋白質之質體為骨幹，也利用定點突變法將這些

胺基酸分別置換成 alanine。 

圖一顯示這 28 胺基酸所涵蓋範圍，包含 domain I（17G、37N、167Q、169S、

172E、174V、176P、1773、290D）、domain II fusion loop（101W、104G、106G、

107L、108F）以及 domain III（301M、303L、305T、307V、310K、311E、312V、

329E、364P、383G、384D、385K、389I、391W）。將這些 alanine 單點突變之質

體轉染至 293T 細胞，48 小時之後收集 cell lysates，為了將每一個 alanine 單點突變

E 蛋白質之濃度調整至一致，首先利用 mixed mAbs (包含 flavivirus group-reactive、

DENV complex-reactive 及 DENV3 type-specific 三種單株抗體的混合物) 稀釋 1000

倍作為一級抗體，進行西方墨點分析法，利用影像分析軟體 UVP 定量 E band 

intensity，確認各個 E mutant/wt E 值約為 1.0（圖二）再進行下一步的分析。 

之後我們使用不同種類的老鼠單株抗體當作一級抗體，進行 SDS-10% PAGE

以及西方墨點法來分析，定量 E band intensity，並且計算 Recognition Index 

（[ Intensity of mutant E/wt E] mAb/[intensity of mutant E/ wt E]mixed mAbs）(Lai et al., 

2008; Thali et al., 1992)，以 cut-off 值小於 0.3 定義此 alanine 單點突變 E 蛋白質可

以影響單株抗體的結合能力。 

圖三顯示 alanine單點突變的E蛋白質對於 flavivirus group-reactive單株抗體結

合能力的影響。在 101W、104G、106G、107L 及 108F 的 alanine 點突變皆會影響
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4G2 對 E 蛋白質的結合能力；101W、104G、107L 及 108F 的 alanine 點突變會影

響 FL0231 的結合能力，而 FL0232 則是受到 101W 和 108F alanine 點突變的影響。

這些結果顯示，flavivirus group-reactive 單株抗體大部分都是辨識在黃病毒 E 蛋白

質上，一段序列高度保守的 fusion loop 位置。 

圖五顯示 alanine 單點突變之 E 蛋白質對於 complex/subcomplex-reactiv 單株抗

體（DC7-3、DC9-6、DC12-3）結合能力的影響。domain III 之 312V、389I 和 391W

的 alanine點突變會影響DC12-3的結合能力，DC9-6受影響的位置主要位於 domain 

III（307V、310K、311E、312V、383G、389I、391W）以及 domain I（172E），

而這些位置的 alanine 點突變並不影響 DC7-3 的結合能力。 

圖六顯示 alanine 單點突變之 E 蛋白質對於 DENV3 type-specific 單株抗體

DC6-3 結合能力的影響。domain I（17G、172E、290D）胺基酸的 alanine 點突變

會降低此單株抗體對 E 蛋白質的結合能力。 

3.2 感染 DENV3 病人血清抗 E 抗體之辨識部位分析： 

我們進一步分析被 DENV3 感染的病人，其血清中抗 E 抗體的辨識部位。收集

高雄地區 2002 年和 2006 年感染 DENV3 的病人血清，一共分析 10 個採集於 2008

年恢復期之 DF 病人血清，包括一個初次感染 DENV3 之病例，九個二次感染

DENV3 之病例（圖八）。 

分析初次感染 DENV3 之病人（DF89-2008）血清中的抗 E 抗體，在 101W 和

104G 位置的 alanine 點突變會降低對 E 蛋白質的結合能力（圖九）。 

分析二次感染 DENV3 之病人血清中的抗 E 抗體，其中 3 個病例（DF70-2008、

DF95-2008、DF98-2008）受到 101W 位置 alanine 點突變的影響，而 104G 和 172E

這兩個位置的 alanine 點突變分別會影響 DF90-2008 和 DF71-2008 血清抗 E 抗體的

結合能力（圖十）。另外一些病人血清的抗 E 抗體則受到比較多位置的 alanine 點
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突變的影響，DF102-2008 可辨識 101W 和 104G；DF87-2008 可辨識 101W、104G

和 108F；DF92-2008 可辨識 101W、104G 以及 domain I 的 172E；DF104-2008 的

抗 E 抗體則不受影響（圖十一）。 

綜合分析初次感染及二次感染 DENV3 之病人血清，發現血清中主要抗 E 抗體

辨識部位在 E 蛋白質之 domain II fusion loop（101W、104G、108F）上。 

3.3 利用 VLPs 建立 capture ELISA system 研究 DENV3 E 蛋白質之抗

體辨識部位： 

根據西方墨點法以 alanine 點突變之 E 蛋白質分析 DENV3 感染之病人血清中

的抗 E 抗體，結果顯示主要辨識在 E 蛋白質之 fusion loop 上的胺基酸，為了確認

這些結果，我們使用在結構上及生化特性上和成熟病毒顆粒相似的 VLPs 當作抗

原，以 ELISA 進行分析，根據先前的研究報導指出在 3-layer ELISA 實驗方法當中

的 coating 步驟，以及鹼性緩衝液可能影響抗原的結構(Schwab and Bosshard, 1992; 

Stiasny et al., 2006)，因此，在本實驗我們建立改以 coating 兔子抗 DENV3 抗體的

capture ELISA system 進行抗體辨識部位的分析。 

將 alanine 點突變之質體轉染至 293T 細胞，48 小時後收集上清液進行超高速

離心分離出 VLPs，接著先以 capture ELSA 定量，在 coating 兔子抗 DENV3 抗體

的 96-well plate，加入序列稀釋之 VLPs，以 mixed mAbs (包含 flavivirus 

group-reactive、DENV complex-reactive 及 DENV3 type-specific 三種單株抗體的混

合物) 稀釋 3200 倍作為一級抗體，根據 O.D.450-650 讀值選擇結果約為 1.0（圖十

二Ａ）之下，各 VLPs 所對應的稀釋倍數當做下一步分析的稀釋倍數。接著固定

VLPs 之稀釋倍數，以各病人血清當作一級抗體做序列稀釋進行 capture ELISA，分

別以 O.D.450-650 讀值及 log (1/dilution factor)為 XY 軸畫出相對曲線圖。圖十二 B

及圖十三Ａ顯示，相對 DENV3 wild type VLPs，fusion loop 之 101WA108FA 或
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101WA106GA108FA 之突變 VLPs 降低病人血清（DF89-2008、DF92-2008、

DF102-2008、DF90-2008）中抗 E 抗體的結合能力（圖十二Ｂ中排、圖十三 A 上

排）；domain III（305TA384DA）之突變 VLPs 則不影響 DF89-2008 和 DF92-2008

病人血清中的抗 E 抗體的結合能力（圖十二Ｂ右排）。 

綜合以上 capture ELISA 的結果和上述西方墨點法的分析結果（圖十二 B 左

排、圖十三 A 下排）做比較，顯示兩個實驗結果有相同的趨勢，即 fusion loop 是

主要的抗 E 抗體的辨識部位。 

3.4 分析病人血清中辨識 fusion loop 之抗 E 抗體所佔的比例： 

由上述實驗結果顯示多株抗體之病人血清中，大部分抗 E 抗體辨識部位在

fusion loop 上，我們進一步希望分析這些抗 E 抗體在所有抗 E 抗體中所佔的比例。

使用 DENV3 wild type VLPs 當作抗原，以兩組未感染登革病毒之正常血清當作一

級抗體，並且序列稀釋進行 capture ELISA，以 O.D.450-650 讀值之平均值加 3 個

標準差（mean + 3 S.D.）當作 cut-off（0.128），接著計算在此 cut-off 值之下，各

組 VLPs 所對應的終點稀釋倍數（endpoint titer），再以公式抗 E 抗體比例（%）= 

(1- mutant VLPs 終點稀釋倍數/wt VLPs 終點稀釋倍數）*100 %，可以分別計算出

血清中辨識 101W108F 以及 101W106G108G 之抗 E 抗體的比例。 

圖十二 C 顯示 DF89-2008 血清中辨識 101W108F 以及 101W106G108G 的抗 E

抗體分別佔有 73%和 70%；DF92-2008 則分別是 49%和 41%；圖十三 B 顯示

DF102-2008 血清中辨識 101W108F 以及 101W106G108G 的抗 E 抗體有 70%以上；

DF71-2008 則分別是 21%和 22%；DF90-2008 分別是 32%和 26%。 

綜合以上之分析結果，感染 DENV3 之病人血清中，大約有 20~70%的抗 E 抗

體，其抗體辨識位在 fusion loop 上。 
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第 4 章：討論 

E 蛋白質對於誘發中和性抗體以及保護性免疫反應扮演重要角色(Bray et al., 

1989; Kaufman et al., 1987; Men et al., 1991; Roehrig et al., 2001) ，在人體感染登革

病毒後針對病毒抗原所誘發的免疫反應中，E 蛋白質也被證實是主要的免疫原

（immunogen），初次感染 DENV2 即可誘發產生大量（>90%）具交叉反應的抗 E

抗體 (Lai et al., 2008)。先前許多文獻中，對於抗 E 抗體的辨識部位之研究以

DENV2 佔大多數，對於其他血清型的瞭解比較少，並且很多是使用單株抗體來做

研究，關於人體產生的抗 E 抗體特性之研究不多，在本研究中，我們以表現 DENV3 

PrM/E 蛋白質之質體為骨幹，在 28 個位於 E 蛋白質表面的胺基酸分別置換成

alanine，藉此來瞭解各種不同種類的老鼠單株抗體以及感染 DENV3 之病人血清中

的抗 E 抗體在 DENV3 之 E 蛋白質上的抗體辨識部位。 

首先透過西方墨點法檢視不同種類的老鼠單株抗體對於 E 蛋白質的結合能力

是否因 alanine 點突變而受影響，結果發現 flavivirus group-reactive 單株抗體（4G2、

FL0231 和 FL0232）所辨識的胺基酸皆位於 E 蛋白質上序列高度保守的 fusion loop

上（圖三），這項結果與實驗室先前以 DENV1 PrM/E 質體為骨幹的研究結果具有

一致性（圖四），影響 flavivirus group-reactive 單株抗體結合能力的胺基酸點突變

在 DENV3 和 DENV1 之間互相符合（DENV1 之點突變 104GA 未分析），在其他

研究也有對於 fusion loop 包含 flavivirus group-reactive 之抗體辨識部位的報導，例

如 Crill et al 使用 flavivirus group-reactive 之老鼠單株抗體來研究，找到 DENV2 E

蛋白質有影響的胺基酸點突變在 104G，106G，107L (Crill and Chang, 2004)；Chiou 

et al的研究發現 JEV E蛋白質之 106G及 107L的點突變可以降低交叉反應(Chiou et 

al., 2008)； Stiasny et al 也報導 TBE 之 fusion loop 為 flavivirus group-reactive 單株

抗體的辨識部位(Stiasny et al., 2006)。 

過去的研究指出complex/subcomplex-reactive單株抗體的抗體辨識位在domain 
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III 上，曾經被報導的位置包括 DENV1 的 307K，308L，309E，310K，311E，312V，

387L，389L，391W (Lisova et al., 2007)，DENV2 的 305K，307K，310K，311E，

312I，332P，364P，389L，391W (Crill et al., 2009; Gromowski et al., 2008)，DENV3

的 306L，308K，381G，387I，389W（等同 DENV1 之 308L，310K，383G，389I，

391W）(Matsui et al., 2009)，在本研究中有兩個 complex/subcomplex 單株抗體

（DC9-6，DC12-3）之結合能力都受到 312V，389I，391W 點突變的影響，其他

胺基酸點突變包括 310K，311E，329E，383G 也會影響 DC9-6 的結合能力（圖五）。

DC12-3 是以 DENV3 為免疫原而引誘產生可以辨識 DENV1，DENV2 和 DENV3

之 E 蛋白質的單株抗體，因此實驗室先前也以 DENV1 為骨幹分析 DC12-3，受影

響的位置則是 310K，311E，389L，391W（圖七），以上這八個胺基酸雖然屬於

不連續片段，但在 3D 立體結構上的相對距離非常靠近（<30Å），因此極為可能

是抗體所能辨識的區域。我們另外發現一個距離比較遠（>30Å）的胺基酸 172E

（domain I）也會降低 DC9-6 的結合能力，猜測 172E 也許不是直接位於以 312V，

389I，391W 所形成的抗體辨識部位，但是其點突變可局部影響該抗體辨識部位的

構形（conformation）因而影響 DC9-6 的結合能力。 

大部分對於黃病毒的研究結果顯示 domain III 包含了 type-specific 的抗體辨識

部位 (Beasley and Barrett, 2002; Crill and Roehrig, 2001; Gromowski and Barrett, 

2007; Oliphant et al., 2005; Roehrig et al., 1998; Sukupolvi-Petty et al., 2007)，有趣的

是，本研究使用 DENV3 type-specific 單株抗體 DC6-3 進行分析，結果發現 domain 

III 上這些胺基酸並不影響結合能力，反而 domain I 之胺基酸突變（17G，172E，

290D）才造成結合能力下降（圖六），這三個胺基酸彼此的相對位置相當靠近（＜

30Å），因此可能是抗體所能辨識的區域，這個發現代表一個位於 domain I 的抗體

辨識部位。 

初次感染（圖九）和二次感染 DENV3（圖十，圖十一）的 DF 病人恢復期血

清之抗 E 抗體則主要受到 domain II 之 101W，104G，108F 這些位置 alanine 點突
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變的影響，其中兩個病例則受到 domain I 之 172EA（圖十 E，圖十一 B）的影響，

顯示血清中的抗 E 抗體主要辨識部位在 E 蛋白質之 domain II fusion loop 上，這項

結果類似之前對於 WNV，TBE 及 DENV2 (Crill et al., 2009; Lai et al., 2008; Oliphant 

et al., 2007; Stiasny et al., 2006) 的研究結果。 

由於，本研究中所建立的表現 DENV3 alanine 點突變 E 蛋白質之質體是基於

先前以 DENV1 為骨幹進行分析的初步結果，將觀察到可能為抗體辨識部位的 28

個胺基酸以 DENV3 為骨幹來進行 alanine 點突變，然而感染 DENV3 之病人血清

中的抗 E 抗體以及其他老鼠單株抗體可能另外包含了 E 蛋白質上其他不同於

DENV1 的抗體辨識部位，因此需要增加更多胺基酸的點突變才能為 DENV3 的抗

體辨識部位的研究提供詳細的資訊， 

為了進一步確定使用西方墨點法找尋到的抗體辨識部位，本研究另外利用

VLPs 建立 capture ELISA system 來做分析，由於 VLPs 在結構及生化特性上與病毒

顆粒相似，很適合作為抗原來研究抗 E 抗體的結合能力，並且為了維持 VLPs 結構

上的完整性，本研究不使用傳統的 3-layer ELISA system，而改以 coating 兔子抗

DENV3 抗體取代 coating 病毒抗原蛋白；另一方面，在分析之前我們使用 mixed 

mAbs 來對每一個 VLPs 作定量（圖十二Ａ），此步驟同時可以確保胺基酸的突變

不影響 VLPs 整體的結構。 

綜合先前實驗室對於 DENV1 和 DENV2 之病人血清中抗 E 抗體之研究以及本

實驗對 DENV3 的分析結果，101WA 及 108FA 突變會降低抗 E 抗體結合能力，在

VLPs 上同時將 101W 和 108F 置換成 alanine，或者表現 101WA-106GA-108FA 之

VLPs，從 capture ELISA 分析結果，這兩個突變之 VLPs 相較於 WT 之 VLPs 會降

低 DENV3 感染之病人血清（DF89，DF92，DF102，DF90）中抗 E 抗體之結合能

力（圖十二中、圖十三上）；另一方面，305T，384D 被報導是 DENV2 type-specific 

抗體辨識部位(Gromowski and Barrett, 2007; Sukupolvi-Petty et al., 2007)，在本研究
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中，以 305TA-384DA 之 VLPs 進行分析，則發現不影響血清（DF89，DF92）中

抗 E 抗體之結合能力（圖十二右），顯示可以辨認 305T 及 384D 這類 type-specific

抗體辨識部位的抗E抗體在血清中所佔的比例極少。綜合比較西方墨點法和capture 

ELISA 之分析結果，顯示兩個研究方法之結果有相同的趨勢。其中 DF92 與 DF90

之西方墨點法結果雖然顯示 101WA 及 108FA 不影響抗 E 抗體結合能力，而其

capture ELISA 結果卻看到突變之 VLPs 中度影響結合能力，這些結果說明，有一

些抗體辨識部位可能具有協同作用的特性，因此單點突變不足以影響抗體結合。 

以上之實驗結果顯示在DENV3感染之病人血清中主要的抗E抗體辨識部位在

fusion loop（101W，108F）上，進一步分析這群抗 E 抗體在所有抗 E 抗體（IgG）

中所佔的比例，初次感染 DENV3 病人血清中的抗 E 抗體約有 70%，二次感染

DENV3 病人血清中的抗 E 抗體約有 20 至 70%不等（平均 45%），而根據 Crill et al

對於感染 DENV2 之 DF 病人血清的分析，一次感染 DENV2 病人血清中，可以辨

識 fusion loop（106G，107L）的抗 E 抗體平均約 44%（IgG），在二次感染 DENV2

病人血清中則是平均約 35%；初次感染 DENV 後針對 fusion loop 所產生的抗 E 抗

體似乎大於二次感染(Crill et al., 2009)，但是由於本研究所分析的血清中只包含一

個一初次感染的病例，未來需要分析更多的感染病例才具有統計上的意義。 

在本研究中，我們使用西方墨點法檢視了不同種類的單株抗體在 DENV3 之 E

蛋白質上的抗體辨識部位，同時也分析了初次和二次感染 DENV3 病人血清中的抗

E 抗體的辨識部位及其所佔的比例，這些對於 cross-reactive 和 type-specific 之抗體

辨識位的瞭解，以及對自然感染 DENV3 之下所誘發人體產生的抗 E 抗體特性的瞭

解，可以為日後設計誘導產生交叉保護及中和性抗體的疫苗提供有用的資訊。 
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表一、構築質體所使用的引子序列 

primer Sequence 5'→3' 
D3E17GA GGAAGGTCTGTCAGCAGCTACGTGGGTTG 

D3E37NA GACCACCATGGCTAAGGCCAAGCCTACGCTGGAC 

D3E101WA CACACATACGTGGATAGAGGTGCGGGAAACGGTTGTG 

D3E104GA GAGGTTGGGGAAACGCTTGTGGCTTGTTTGG 

D3E106GA TTGGGGAAACGGTTGTGCCTTGTTTGGAAAAGGAA 

D3E107LA TTGGGGAAACGGTTGTGGCGCGTTTGGAAAAGGAAGCTTG 

D3E108FA GGGAAACGGTTGTGGCTTGGCTGGAAAAGGAAGCTTGGTG 

D3E167QA CGGTTGAGATAACGCCCGCGGCATCAACCGTTGAAG 

D3E169SA ATAACGCCCCAGGCAGCAACCGTTGAAGCTG 

D3E172EA GGCATCAACCGTTGCAGCTGTCCTGCCTG 

D3E174VA CAACCGTTGAAGCTGCCCTGCCTGAGTATGG 

D3E176PA GTTGAAGCTGTCCTGGCTGAGTATGGAACCC 

D3E177EA AAGCTGTCCTGCCTGCGTATGGAACCCTTGG 

D3E290DA GAAATGTAGACTTAAGATGGCCAAATTGGAACTCAAGGGGA 

D3E301MA CAAGGGGATGAGCTATGCAGCGTGCTTGAATACCTTTGTG 

D3E303LA GGGATGAGCTATGCAATGTGCGCGAATACCTTTGTGTTGAAGAA 

D3E305TA GGGATGAGCTATGCAATGTGCTTGAATGCCTTTGTGTTGAAG 

D3E307VA ATGTGCTTGAATACCTTTGCGTTGAAGAAGGAAGTCTCC 

D3E310KA GAATACCTTTGTGTTGAAGGCGGAAGTCTCCGAAACGCAG 

D3E311EA CTTTGTGTTGAAGAAGGCAGTCTCCGAAACGCAGC 

D3E312VA TGTGTTGAAGAAGGAAGCCTCCGAAACGCAGCATG 

D3E329EA GGTTGAGTACAAAGGGGCAGATGCACCTTGCAAGA 

D3E332PA ACAAAGGGGAAGATGCAGCTTGCAAGATTCCTTTC 

D3E364PA GACCAAGAAGGAGGAGGCTGTCAACATTGAGGC 

D3E383GA AGCAACATAGTGATTGGAATTGCAGACAAAGCCTTGAAAATTAAC 

D3E384DA AACATAGTGATTGGAATTGGAGCCAAAGCCTTGAAAATTAACTGG 

D3E385KA 
CAACATAGTGATTGGAATTGGAGACGCAGCCTTGAAAATTAACTGG

TACAAG 

D3E389IA GAATTGGAGACAAAGCCTTGAAAGCTAACTGGTACAAGAAGGG 

D3E391WA GGAGACAAAGCCTTGAAAATTAACGCGTACAAGAAGGGAAGCT 

D3E101A106GA108FA TGCGGGAAACGGTTGTGCCTTGGCTGGAAAAGGAAGCTTGG 
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圖一、表現 DENV3 PrM/E 蛋白質之質體及 E 蛋白質 alanine 單點置換突

變之質體。    
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圖二、表現單點突變之 DENV3 E 蛋白質。轉染 DENV3 之 E 蛋白質 alanine
單點突變質體至 293T 細胞，48 小時後收集 cell lysates，以 mixed mAbs (包
含 flavivirus group-reactive、DENV complex-reactive 及 DENV3 type-specific
三種單株抗體的混合物)為一級抗體，進行西方墨點分析法，調整 cell lysates
濃度，利用影像分析軟體 UVP 定量 E band intensity，確認各個 E mutant /wt 
E 值約為 1.0。 
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圖三、alanine 單點突變之 DENV3 E 蛋白質對於 flavivirus group-reactive 
單株抗體結合能力的影響。(A) 4G2；(B) FL0231；(C) FL0232。利用上述

方法調整好的 cell lysates 濃度，以不同老鼠單株抗體為一級抗體，進行西

方墨點法分析。Recognition Index 計算方式如下：[ Intensity of mutant E/ wt 
E] mAb / [ Intensity of mutant E/ wt E] miexd mAbs。 
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圖四、E 蛋白質 fusion loop 區域之單點突變對於 flavivirus group-reactive 
單株抗體結合能力的影響。比較各單株抗體對 DENV3 ( A、B、C ) 及
DENV1 ( D、E、F )的 fusion loop 胺基酸單點突變結合能力之異同。 
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圖五、alanine 單點突變之 DENV3 E 蛋白質對於 complex/ subcomplex-reactive 
單株抗體結合能力的影響。(A) DC7-3；(B) DC9-6；(C) DC12-3。   
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圖六、alanine 單點突變之 DENV3 E 蛋白質對 DENV3 type-specific 單株

抗體 DC6-3 結合能力的影響。  
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圖八、感染 DENV3 之 DF 病人血清，包括初次感染以及二次感染之病人。 
   

* DF 發病日與採血日之間隔。 
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圖九、alanine 單點突變之 DENV3 E 蛋白質對 DENV3 初次感染之 DF 病

人 ( DF89-2008 ) 血清中抗 E 抗體結合能力的影響。  
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圖十、alanine 單點突變之 DENV3 E 蛋白質對二次感染 DENV3 之 DF 病

人血清中抗 E 抗體結合能力的影響。(A) DF70-2008；(B) DF95-2008；(C) 
DF98-2008；(D) DF90-2008；(E) DF71-2008。 
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圖十一、alanine 單點突變之 DENV3 E 蛋白質對二次感染 DENV3 之 DF
病人血清中抗 E 抗體結合能力的影響。(A) DF87-2008；(B) DF92-2008；
(C) DF102-2008；(D) DF104-2008。 
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圖十二、alanine fusion loop 及 domain III 多點突變之 VLPs 對 DF 病人血

清中抗E抗體結合能力的影響。轉染DENV3之E蛋白質 alanine fusion loop 
及 domain III 多點突變質體至 293T 細胞，48 小時後收集上清液以超高速

離心分離出 VLPs，進行 capture ELISA。(A) 以 mixed mAbs 為一級抗體，

利用 capture ELISA 進行定量，調整各個 VLPs 濃度使 OD450-650 讀值約

為1.0，之後以DF病人血清為一級抗體，進行 capture ELISA分析；(B) fusion 
loop 區域多點突變(中間)與 domain III 多點突變之 E 蛋白質(右)對於 DF
病人血清中抗 E 抗體結合能力的影響，其分析結果與西方墨點分析法之

結果(左)有相同趨勢；(C) DF 病人血清中辨識 E 蛋白質之 101W、106G 和

108F 之抗體比例；proportion (%) = (1-[mutant VLPs endpoint titer/wt VLPs 
endpoint titer])*100%。 
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圖十三、alanine fusion loop 多點突變之 VLPs 對 DF 病人血清中抗 E 抗體

結合能力的影響。 (A) fusion loop 區域多點突變之 E 蛋白質對於其他 DF
病人血清中抗 E 抗體結合能力的影響；(B) DF 病人血清中辨識 E 蛋白質

之 101W、106G 和 108F 之抗體比例，proportion (%) = (1-[mutant VLPs 
endpoint titer/wt VLPs endpoint titer])*100%。 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 


