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摘要摘要摘要摘要 

    口蹄疫疫苗免疫後，主要是透過血清中和試驗 (serum neutralization test, SN 

test) 來了解免疫動物獲得中和抗體保護力的情形，但 SN test必須使用口蹄疫的活

病毒，因而衍生許多的不便及限制。本實驗室使用口蹄疫病毒 O/TW/97所製備的

單源抗體 Q10E-3，已被證明能夠精準辨認口蹄疫病毒涵蓋 RGD 的中和抗原決定

位 Site 1序列；利用此單源抗體為 tracer Ab，搭配原核系統所表現的口蹄疫重組結

構蛋白 VP1，建構一個重組結構蛋白 VP1 阻斷型酵素連結免疫吸附試驗 

(recombinant VP1 blocking enzyme-linked immunosorbent assays, rVP1- bELISA)，來

檢測免疫動物體內的抗體，並以 SN test作為黃金標準 (gold standard)。試驗樣本

包含不同物種及不同 SN力價的血清，分別為豬血清 674個、牛血清 100個及羊血

清 100個。結果顯示，以樣本 PI值 (percentage inhibition value) 與 SN力價所繪製

的標準曲線圖，可看出兩個試驗在三種種別動物樣品皆有極顯著的相關性 ( p < 

0.001)。而試驗血清所得之 cut-off值、敏感性及特異性，在豬血清樣本為 20%、58.8% 

(173/294)、92.9% (353/380)，牛血清樣本為 10%、66.7% (40/60)、67.5% (27/40)，

羊血清樣本則為 30%、73.3% (44/60)、67.5% (27/40)。推測同一組 SN力價血清樣

本經過 rVP1-bELISA檢測後 PI值的差異，可能是因為血清樣本中含有抗不同中和

抗原決定位的抗體，或是血清樣本影響了 tracer Ab與 rVP1的結合所致。本實驗的

結果證明了 rVP1-bELISA與 SN test的正相關性，或許未來可以嘗試加入口蹄疫病

毒的其他結構蛋白，再篩選出抗各個中和抗原決定位的單源抗體去搭配組合作用，

以獲得更佳的敏感性及特異性，而更能精準地呈現出 SN test的檢測結果。 

 

關鍵詞關鍵詞關鍵詞關鍵詞：口蹄疫、單源抗體、結構蛋白 VP1、阻斷型酵素連結免疫吸附試驗、血

清中和試驗 
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Abstract 

To know the protection of foot-and-mouth disease virus (FMDV) vaccine, 

intensive serological surveillance has been implemented. And serum neutralization test 

(SN test) is a conventional serological assay of FMD. The test operates live virus 

desperately, so it should be handled in P3 class laboratory. To overcome the restriction, 

we try to establish a recombinant structural protein VP1 blocking enzyme-linked 

immunosorbent assays (rVP1-bELISA) to replace the SN test in the future hopefully. 

The rVP1 was expressed by prokaryotic system. The monoclonal antibody (MAb) 

Q10E-3 recognizing neutralization antigenic site 1 (RGD motif) on VP1 was raised by 

the immunization against FMDV O/Taiwan/1997. The rVP1-bELISA was checked with 

swine, cattle and goat sera samples with different SN titers with sample size 674, 100 

and 100 respectively. SN test is the gold standard in this experiment. The current result 

shows the significant correlation between rVP1-bELISA and SN test (p < 0.001) among 

three species samples. The cut-off value, sensitivity and specificity of swine, cattle and 

goat samples is 20%, 58.8% (173/294), 92.9% (353/380); 10%, 66.7% (40/60), 67.5% 

(27/40) and 30%, 73.3% (44/60), 67.5% (27/40), respectively. The reason of the 

variance of results between same SN titer sample, might be the effect of antibody that 

induced against different antigenic site. In the future, we can try to add other FMDV 

structural proteins and MAb that against different antigenic sites in our ELISA kit. It 

may be able to obtain better sensitivity, specificity and consistency between test results 

of rVP1-bELISA and SN test. 

 

Keywords：foot-and-mouth disease, monoclonal antibody, structural protein VP1, 

blocking enzyme-linked immunosorbent assay, serum neutralization test 
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第一章第一章第一章第一章 序言序言序言序言 

口蹄疫（foot-and-mouth disease, FMD）是一種急性且具高度傳染力的疾病，

主要感染所有的偶蹄類動物。西元 1514年在義大利首先爆發，隨即傳遍歐、亞、

非、南美洲等世界各大洲。口蹄疫是由口蹄疫病毒（foot-and-mouth disease virus, 

FMDV）所引起，它屬於小核醣核酸病毒科 (Picornaviridae) 中的鵝口瘡病毒屬 

(Aphthovirus)。為一不具封套、正向單股的 RNA 病毒。共有 O、A、C、SAT1、

SAT2、SAT3 及 Asia1等七種血清型，至少分為 81 種以上之亞型，這些血清之間

是沒有交叉保護力的作用 (Donaldson et al., 1996; Chu et al., 1997; Doel, 2003)，甚

至同個血清型中的不同亞型之間也不一定有完整的保護能力 (Grubman and Mason, 

2002)。 

口蹄疫病毒為一正二十面體，直徑為 25 nm，基因體大小約 8.5 kb，感染動物

後，病毒會利用宿主合成病毒外鞘之結構蛋白（structural protein, SP）和非結構蛋

白（non-structural protein, NSP），病毒外鞘由 4種主要的結構蛋白 VP1、VP2、VP3

及 VP4 組成，非結構蛋白則與病毒複製過程及處理蛋白質有關 (Jelokhani-Niaraki 

et al., 2010)。 

    目前口蹄疫病毒已有五個中和抗原決定位 (antigenic site) 為人所知，其中有

三個抗原決定位 (Site 1, Site 3及 Site 5) 於結構蛋白 VP1上，另外兩個則分別位於

VP2 (Site 2) 及 VP3 (Site 4) 上 (Crowther et al., 1993)，在 VP1上的三個抗原決定

位中又以 Site 1最受人關注，因為其胺基酸序列包含了 Arg-Gly-Asp (RGD) motif，

被發現可以和宿主細胞上的 RGD-dependent integrin結合，且和病毒的感染能力相

關，因此，Site1是目前公認 FMDV 最為重要的抗原決定位 (Xie et al., 1987; Mason 

et al., 1994; Mateu et al., 1995; Jackson et al., 1997)。 

    口蹄疫的傳播方式可分為三種，一為直接接觸感染動物的水泡液、尿液、唾
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液、排泄物、精液及胎衣等，因為這些物質裡面含有大量的病毒，若是接觸到具

感受動物則很容易造成病毒傳播。第二種則是間接的透過人、器具、鳥類、廚餘、

昆蟲及車輛等方式傳播。最後則是透過空氣傳播，發病動物會經由呼吸而排出大

量具有感染能力的病毒 (Donaldson and Kihm, 1997)。 

    感染動物會出現跛行、發燒、昏沉、食慾降低、足部冠狀溝皮膚變白及脫蹄

等症狀，水泡病灶出現在蹄部冠狀溝、腳跟、口鼻吻、下顎及舌頭。成年動物感

染後會自然痊癒，死亡率約 5%；病毒對於 8週齡以下幼畜易造成急性心肌炎，導

致心臟衰竭而死亡，死亡率可高達 100% (Kitching and Alexandersen, 2002)。 

台灣在日據時代曾有兩次口蹄疫流行的記錄，經厲行發病場撲殺政策後撲滅。

1997年不幸遭 O型 FMDV 入侵，此株病毒命名為 O / Taiwan / 97簡稱 O/TW/97。

1999年又於金門發現感染牛隻的口蹄疫病毒 O / Taiwan / 99。直到 2012年，口蹄

疫在台灣仍未完全根除，而台灣因應疫情所採取的撲滅措施包括：感染場清場、

全面接種疫苗及血清學監控。 

現今全球使用的口蹄疫疫苗為全病毒不活化疫苗，所有的疫苗在製造生產過

程中皆被嚴格要求純化處理，將 NSP去除乾淨，因此注射疫苗的動物應只對結構

蛋白產生抗體，而不會引發 NSP抗體的產生 (Lu et al., 2010)。動物免疫後，必須

透過血清中和試驗 (serum neutralization test, SN test) 來得知動物體內抗體力價的

高低，藉此瞭解動物是否獲得足夠的保護力，但由於 SN test必須使用到活病毒，

然而口蹄疫病毒的高度傳染性及藉由空氣傳播的特質，使得任何需要使用口蹄疫

活病毒的試驗，都必須在密閉隔離且負壓的實驗室內進行，台灣目前只有行政院

農業委員會家畜衛生試驗所內的「國家動物傳染病診斷實驗室」符合此項規定。 

活毒的使用增加了口蹄疫防疫監測的繁複度及侷限性，因此本實驗嘗試藉由

已得單源抗體 (monoclonal antibody, MAb) 的特異性及敏感性，搭配以原核系統所

表現的口蹄疫病毒重組結構蛋白 VP1建構一個檢測血清中和抗體的阻斷型 ELISA，

並和現行 SN test做比較。 
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第二章第二章第二章第二章 文獻回顧文獻回顧文獻回顧文獻回顧 

2.1 歷史背景與簡介歷史背景與簡介歷史背景與簡介歷史背景與簡介 

    口蹄疫  (foot-and-mouth disease, FMD) 是由口蹄疫病毒  (foot-and-mouth 

disease virus, FMDV) 所引起的傳染性疾病，主要感染偶蹄類動物，此病毒為世界

上第一個被發現的動物病毒 (Murphy et al., 1999)。首次病例是西元 1514年爆發於

義大利，由於口蹄疫相當的急性且具有高度的傳染力，所以很快的就傳遍歐、亞、

非、南美洲等世界各大洲。 

    台灣在日據時期曾經有兩次口蹄疫的爆發，分別於1913-1916及1924-1929年，

當時採用全面撲殺、消毒及限制牲畜移動等政策將疫情撲滅 (Huang et al., 2000; 

Lin, 2000)。此後的 68年都沒有疫情傳出，但是到了 1997年 3月，不幸又再度受

到口蹄疫的入侵，當年撲殺了四百萬頭以上的豬隻，造成嚴重的經濟損失及國際

貿易的障礙 (Shieh, 1997; Yang et al., 1999; Tsai et al., 2000)，此病毒株命名為

FMDV O/TW/97，在豬隻會造成典型的水泡病灶，但牛隻對此病毒卻沒有感受性 

(Donaldson, 1997; Dunn and Donaldson, 1997; Beard and Mason, 2000; Carrillo et al., 

2007)。1999年，於金門黃牛身上分離到另一株口蹄疫病毒 O/TW/99，可感染所有

的偶蹄類動物。兩病毒株在宿主動物的差異，主要是因為 O/TW/97在非結構蛋白 

(non-structural protein, NSP) 3A的基因序列發生突變所致 (Beard and Mason, 2000; 

Pacheco et al., 2003)。 

    台灣政府因應口蹄疫的政策為感染動物撲殺清場、全面施打疫苗及血清學監

控。政策執行後，疫情初步獲得控制，2001年2月，台灣向世界動物衛生組織 (Office 

International des Epizooties, OIE) 通報當時的最後一個病例。OIE遂於2003年5月認

定台灣為施打疫苗的口蹄疫非疫區，台灣也從2007年4月開始分階段停止施打疫苗 

(Lin et al., 2010b)，並逐步邁向全面停止施打疫苗的目標。然而，2008年6月防檢局
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在肉品市場及屠宰場所執行的口蹄疫哨兵豬試驗中，發現國內環境依然殘存口蹄

疫病毒，故決定暫不進入原訂的全面停打疫苗階段。2009年2月在彰化及雲林各一

處養豬場確認豬隻感染口蹄疫 (Lin et al., 2010a)，另經國內相關研究發現，環境中

殘存之病毒有擴散趨勢，農委會為避免因農民未主動通報及豬隻無抗體保護力而

引發大規模疫情，規定於2009年8月1日起，全面補強注射一劑口蹄疫疫苗，以提

升豬群整體免疫保護力。一直到今日，口蹄疫在台灣仍舊有零星疫情出現，尚未

能完全根除。 

 

2.2 病毒特性病毒特性病毒特性病毒特性 

2.2.1 病毒分類與結構病毒分類與結構病毒分類與結構病毒分類與結構 

    口蹄疫病毒屬於小核醣核酸病毒科  (Picornaviridae) 中的鵝口瘡病毒屬 

(Aphthovirus)。在電子顯微鏡下，口蹄疫病毒是個表面平滑的圓形顆粒，直徑約為

25 nm (Bachrach, 1968; Grubman and Baxt, 2004)，核酸為正向單股沒有封套的核醣

核酸 (RNA) 病毒。病毒的四個結構蛋白會形成一個單元體 (protomer)，結構蛋白

VP1、VP2及VP3形成病毒外鞘蛋白的表面，VP4則內襯於它們下面 (Fraenkel et al., 

1988) (圖一)；五個單元體會組成一個五元體 (pentamer)，一個完整的病毒顆粒是

由 12 個五元體所組成的一個正二十面體 (Klug and Caspar, 1960; Burness et al., 

1970; Erickson et al., 1983; Samina et al., 1997)。 

    此病毒可以分成 7種血清型，分別為 O、A、C、Asia 1、SAT 1、SAT 2及 SAT 

3，此 7 種血清型又可以再細分為 80種以上的血清亞型。O、A、C 三型病毒在世

界各地廣泛分布，其中以 O型分布範圍最廣，次為 A 型，Asia 1主要在亞洲地區，

SAT 1、SAT 2及 SAT 3則大多分布在非洲。這些血清型別之間沒有交叉保護力的

作用 (Donaldson et al., 1996; Chu et al., 1997; Doel, 2003)，甚至同個血清型中的不

同亞型之間也不一定有完整的保護能力 (Grubman and Mason, 2002)。 
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2.2.2 病毒基因與蛋白病毒基因與蛋白病毒基因與蛋白病毒基因與蛋白 

    口蹄疫病毒的基因體約含有 8,450個鹼基 (bases)，上有一個 open reading frame 

(ORF)，可轉譯出一條由 2,332 個胺基酸組成的 polyprotein (Forss et al., 1984; 

Rueckert, 1996)，基因體的 5’端有一個約 22-24胺基酸大小且由磷酸雙酯鍵進行結

合的基因連接蛋白 VPg (Grubman, 1980; Nayak et al., 2006)。3’端則帶有長約 100

個鹼基的聚腺嘌呤 (polyadenylic acid, poly-A-tail)。基因的兩端各有一段非轉譯區

間 (non-translated region, NTR)，這些序列具有高度的保留性，5’端的 NTR 由 1,300

個鹼基所構成 (Forss et al., 1984; Grubman et al., 1984)，可能與病毒轉譯、核醣核

酸複製、決定宿主範圍及病毒毒力相關 (Svitkin et al., 1988; Mason et al., 2003)；至

於 3’端的 NTR 則是核醣核酸複製過程所必需 (Barton et al., 2001; Herold et al., 

2001)。 

    由 L、2A及 3C所形成的蛋白酶可將 polyprotein產物進行切割 (Rueckert, 1996; 

Samuel and Knowles, 2001)，基因由 5’端到 3’端的排列依序為 L、1A、1B、1C、1D、

2A、2B、2C、3A、3B、3C及 3D。其中 1A、1B、1C及 1D的最終產物分別為結

構蛋白 VP4、VP2、VP3與 VP1，其餘產物則為非結構蛋白 (Borman et al., 1994) (圖

二 )；口蹄疫的非結構蛋白和病毒 RNA 的複製及蛋白質的摺疊組裝有關 

(Jelokhani-Niaraki et al., 2010)，結構蛋白則是構成病毒的外鞘。 

 

2.2.3 病毒抗原構造病毒抗原構造病毒抗原構造病毒抗原構造 

    目前 FMDV 已經找到五個中和抗原決定位 (antigenic site)，其中抗原決定位

Site 1、Site 3及 Site 5於結構蛋白 VP1上，Site 2及 Site 4則分別位於 VP2及 VP3

上 (Crowther et al., 1993)，在 VP1上的三個抗原決定位中又以 Site1最受人關注，

因為其胺基酸序列 140-160 (βG-βH loop) 突出於平滑的病毒表面，此立體結構造就
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了其免疫上的重要性，易於被宿主免疫系統辨認，可誘發中和抗體；另外，此段

序列包含了 Arg-Gly-Asp (RGD)，被發現可以和宿主細胞上的 RGD-dependent 

integrin結合 (Mason et al., 1994; Mateu et al., 1995; Jackson et al., 1997)，而且這個

序列在各血清型間具有高度保留性 (Mason et al., 1994)，並且和病毒的感染能力有

關，若將此序列 (RGD) 做單點突變，口蹄疫病毒則會喪失其感染能力 (Mason et 

al., 1994; Mateu et al., 1995; Jackson et al., 1997)。因此，Site 1是目前大家公認

FMDV 最為重要且較少結構依賴性 (less conformation-dependent site) 的中和抗原

決定位 (Xie et al., 1987)。 

 

2.2.4 病毒物理化學特性病毒物理化學特性病毒物理化學特性病毒物理化學特性 

    口蹄疫病毒因為不具有封套，所以對有機溶劑沒有敏感性。在冷藏、冷凍的

低溫狀態及中性環境下很穩定，可以存活很長時間，但對高溫及酸鹼性很敏感，

若是溫度高於 50℃及 pH值低於 6.5則會被不活化 (Sellers, 1968; Davies, 2002)。病

毒對於氫氧化鈉、碳酸氫鈉及檸檬酸鈉的化學藥品敏感，因此可利用清洗和消毒

將病原清除。病毒可存在屠體中，但若是屠宰後 48小時，骨骼肌 pH 值低於 6.0，

病毒則會被不活化；然而病毒可存活於淋巴結或骨髓中 (Davies, 2002)，且若是此

含有病毒的組織是冷凍保存，則病毒可以存活數年之久。 

 

2.2.5 病毒生長特性病毒生長特性病毒生長特性病毒生長特性 

    口蹄疫病毒可以在初代細胞及細胞株中生長，初代細胞如：牛甲狀腺細胞 

(bovine thyroid cell)、小羊腎細胞 (newborn ovine kidney cell) 及豬腎細胞 (swine 

kidney cell) 增殖；也可以在細胞株例如：小倉鼠腎細胞 (baby hamster kidney cell, 

BHK-21 cell) 或豬腎細胞 (IB-RS-2 cell) 內生長，BHK-21 cell為目前最常使用的

細胞株 (Dunn and Donaldson, 1997)。 
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    病毒的整個複製過程都在細胞質中進行，首先必須脫去外鞘蛋白使基因體進

入細胞，此過程與結構蛋白 VP4 相關。基因體進入宿主細胞後，開始進行病毒遺

傳訊息的複製、轉錄、轉譯、切割蛋白質、病毒顆粒組裝、釋放病毒同時抑制宿

主細胞轉錄及轉譯作用。病毒感染一小時內，細胞形成染色質著邊 (marginated 

chromatin) 現象，感染後 2.5-3小時，細胞質內出現膜狀空泡。當病毒複製完成後，

宿主細胞破裂釋放出病毒顆粒而產生細胞病變效應  (cytopathic effect, CPE) 

(Fraenkel et al., 1988)。 

 

2.3 病毒流行病學病毒流行病學病毒流行病學病毒流行病學 

2.3.1 傳播途徑傳播途徑傳播途徑傳播途徑 

    影響口蹄疫病毒傳播的因子有很多，包括了宿主種別、動物免疫及營養狀態、

族群密度、動物移動及接觸其他野生宿主動物等，另外，環境及氣候也可能造成

影響。 

    一般來說口蹄疫的傳播方式可以分為三種，第一為直接接觸到感染動物的水

泡液、尿液、唾液、排泄物、精液及胎衣等，因為這些物質裡面含有大量的病毒，

若是接觸到具感受性動物則很容易造成病毒傳播，此為 FMD 最常見的傳播方式 

(Donaldson and Kihm, 1997)。第二種則是間接的透過人、器具、鳥類、廚餘、昆蟲

及車輛等方式傳播，因為人進入疫區後，可以機械性的在鼻腔或是咽喉保毒 3-21

小時 (McCullough et al., 1992)。車輛接觸病畜後，若未經徹底消毒，則很容易在

牧場間散播病毒。另外，病毒可在骨髓、淋巴結及內臟中存活數日，若是餵食豬

隻的餿水未經煮沸或是飼料中含有受汙染的成分如肉骨粉等，經具感受性的動物

食用後也可能造成感染 (Donaldson and Kihm, 1997; Haydon et al., 1998)。 

    最後一種則是空氣傳播，發病動物會經由呼吸而排出大量具有感染能力的病

毒，造成場內感染；若是配合氣候條件，例如陰天、空氣涼爽、高濕度 (相對濕度
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高於 60%)、雲層低、無對流及低風速往同一方向，則病毒可藉由空氣傳播達 100-250

公里，進而造成牧場間感染 (Donaldson et al., 1982; Donaldson and Kihm, 1997)。 

 

2.3.2 宿主動物宿主動物宿主動物宿主動物 

    口蹄疫可以感染所有的偶蹄類動物，自然宿主包括了豬、牛、山羊、綿羊、

鹿、駱駝、豪豬、羊駝及印度象等；實驗上經由人為接種可感染小白鼠、大白鼠、

家兔及天竺鼠等動物。 

    就口蹄疫病毒而言，豬不是本病毒的保毒者，因為其感染後 14-28天病毒就會

被清除，沒有持續感染的情形 (Kitching, 1992; Salt, 1993)；但豬隻受到感染後，每

日經由呼吸所排出的病毒量是牛、羊的 3,000倍 (Donaldson and Kihm, 1997)，為

口蹄疫病毒最重要的增幅動物 (Saiz et al., 1993)。相對於豬隻，牛、羊雖然不會大

量增幅病毒，但卻可以成為持續感染的保毒者，一般來說牛隻可以保毒 1-3年，山

羊和綿羊則分別為 4及 9個月 (Salt, 1993; Donaldson and Kihm, 1997)。 

 

2.3.3 致病機轉致病機轉致病機轉致病機轉 

    病毒大多由呼吸道、消化道、皮膚及黏膜等處侵入，利用 RGD或其他方式附

著進入宿主細胞 (Domingo et al., 1999; Jackson et al., 2002)；首先在咽喉或扁桃腺

複製，再由藍罕氏細胞  (Langerhan’s cell) 經血液將病毒送往身體各處  (Di 

Girolamo et al., 1985)。病毒對於口、鼻、吻部、舌、蹄冠、乳房及乳頭等上皮極具

親和性，主要繁殖於這些細胞的細胞質內。 

    豬隻感染口蹄疫大多是經由食入被汙染的食物及接觸感染動物而造成，吸入

病毒顆粒導致感染的情形較少見 (Alexandersen et al., 2002)，但感染豬隻呼吸所排

出的病毒量遠比牛、羊來得多，因此懷疑病毒可能主要在鼻腔黏膜複製 

(Oleksiewicz et al., 2001)。 
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    牛隻主要由呼吸道吸入病毒顆粒而造成感染 (Donaldson et al., 1987)，並且在

咽喉或是肺部進行病毒複製，72 小時候再經由血液散佈到口腔表皮細胞、軟顎、

扁桃腺、淋巴結及足部 (Sutmoller and McVicar, 1976; Burrows et al., 1981; Brown et 

al., 1992; Brown et al., 1996)。 

    羊隻對於噴霧方式感染病毒非常敏感，而且可以直接排出病毒，但感染後臨

床症狀並不明顯，常會因此延誤疫情的控制 (Kitching and Hughes, 2002)。2001年

英國所爆發的口蹄疫就是因為沒有及早發現並隔離感染的羊隻而造成疫情難以控

制，並且散播感染其他動物 (Scudamore and Harris, 2002)。 

 

2.3.4 臨床症狀臨床症狀臨床症狀臨床症狀 

    豬隻感染口蹄疫的潛伏期依不同的病毒株、感染劑量、感染方式及個體不同

而有所差異；普遍來說大約是兩天以上。感染豬隻會出現跛行、發燒、沉鬱、食

慾降低、蹄部冠狀溝皮膚變白及脫蹄等症狀，水泡最常出現在冠狀溝，其他地方

如腳跟、鼻吻、下顎及舌頭則較少發生。成年豬隻感染後會自然痊癒，死亡率約

5%；而 8 週齡以下的豬隻在病毒感染後容易造成急性心肌炎，導致心臟衰竭而死

亡，死亡率可高達 100% (Kitching and Alexandersen, 2002)。 

    牛隻感染口蹄疫的潛伏期為 2-14天 (Gailiunas et al., 1966)。急性感染牛隻會

出現流涎及鼻腔分泌物，患畜喜歡躺臥，乳牛泌乳量下降且常伴隨繼發性乳房炎。

水泡常出現在舌頭、口鼻、牙齦、蹄部冠狀溝及趾間。感染動物大多最後會發展

成病毒血症，幼年動物也可能因為病毒破壞心肌細胞而死亡 (Kitching, 2002)。 

    羊隻感染後潛伏期約 3-8天，臨床症狀為口足病灶、跛行、病毒血症、發燒及

泌乳量減少，但 25%感染羊隻不會出現臨床症狀，另外 20%只會出現單一種可見

的病灶 (Kitching and Hughes, 2002)。 
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2.3.5 組織病理變化組織病理變化組織病理變化組織病理變化 

    組織病變主要出現在角化複層鱗狀上皮，細胞出現汽球樣變化 (ballooning 

degeneration) 且細胞質增加嗜酸性、細胞間水腫，最後細胞破裂、壞死並伴隨單

核球及顆粒球浸潤；骨骼肌細胞會出現玻璃樣變化 (hyaline degeneration)。病毒感

染年幼動物的心肌，發展為淋巴球組織球性心肌炎，病灶最常出現在左心室壁，

肉眼下呈現灰色條紋，稱為虎斑心 (Kitching, 2002; Kitching and Alexandersen, 2002; 

Kitching and Hughes, 2002)。 

 

2.3.6 宿主免疫宿主免疫宿主免疫宿主免疫反應反應反應反應 

    宿主動物經口蹄疫病毒自然感染及疫苗免疫後，最初以體液免疫為主，所誘

發之專一性體液反應可保護動物免受同一血清型病毒的再次感染 (McCullough et 

al., 1992; Salt, 1993)。這些免疫反應主要是針對病毒表面結構蛋白上的中和抗原決

定位 (Mulcahy et al., 1990; Salt et al., 1996; Capozzo et al., 1997)。感染早期，會先

誘發免疫球蛋白 IgM，3-4天後 IgG被誘發而成為主要的抗體，這些抗體具有高度

的血清特異性，感染後 7-10天可以被偵測到。抗體反應使病症開始減輕，病毒釋

出量降低及病毒血症終止，血清抗體的高峰約在第 28天，牛隻體內檢測出抗體可

長達 4.5 年 (Salt, 1993)。另外，在患畜上呼吸道及胃腸道的分泌物中可以偵測到

所有的抗體 (Saiz et al., 1993; Salt, 1993; Salt et al., 1996)。巨噬細胞也可以利用吞

噬作用中的調理素將病毒清除 (McCullough et al., 1988; McCullough et al., 1992; 

Rigden et al., 2003)。 

    細胞免疫對於感染口蹄疫動物對抗病毒的重要性有許多爭議，經口蹄疫自然

感染及疫苗免疫後，可在動物體內偵測到CD4+及CD8+ T細胞的存在 (Collen et al., 

1990; Garcia-Valcarcel et al., 1996; Childerstone et al., 1999; Bautista et al., 2003)，因

此推測動物體在持續感染的情況下，細胞免疫也會一同參與病毒清除 (Hynes, 1992; 
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Childerstone et al., 1999)。 

    口蹄疫的保毒狀態是種不顯性的持續感染，可間歇的在咽喉分離到病毒 

(Kitching, 1992; VaMateu et al., 1995)，只有反芻動物會成為保毒者，豬隻感染恢復

後 14-28天病毒即從體內消失 (Kitching, 1992)。一般而言牛隻可保毒約 1-3年、水

牛約 22個月；山羊及綿羊則分別為 4及 9個月 (Salt, 1993)。 

 

2.4 診斷方法診斷方法診斷方法診斷方法 

    能夠精確診斷口蹄疫的感染，對於疫情的控制及撲滅都是非常重要的，目前

常使用的診斷方法如下所述。 

 

2.4.1 補體結合試驗補體結合試驗補體結合試驗補體結合試驗 (Complement Fixation Test, CFT) 

    CFT 可分為兩個部分，首先將已知抗原及待測抗體混合，再加入定量補體；

若抗原抗體結合形成免疫複合物，則補體會被消耗。接著在此混合物中加入溶血

素致敏化綿羊紅血球，若補體與免疫複合物完全結合，沒有多餘補體，則綿羊血

球不會溶血，結果為陽性，表示待測檢體中有特異性抗體存在，出現陽性結果時

血清檢體最高稀釋倍數為抗體的效價；反之則為陰性。 

    雖然 CFT是一個快速的檢測方法，但其較不敏感且不具特異性，有時會受檢

體內抗補體因子的干擾 (Ferris and Dawson, 1988; Donaldson and Kihm, 1997)。 

 

2.4.2 病毒分離病毒分離病毒分離病毒分離 (Virus Isolation) 

    病毒是細胞內寄生的生物，故需活體系統方可培養。口蹄疫病毒可以用初代

細胞及細胞株來培養，最敏感的細胞是初代牛甲狀腺細胞 (Snowdon, 1966)；目前

較常使用的細胞則為幼年倉鼠腎臟細胞株 (baby hamster kidney cell, BHK-21)。將

待測樣本混合具感受性細胞培養於 37℃、48 小時，若出現細胞病變 (cytophathic 
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effect, CPE)，為陽性；若經過三次盲目繼代仍無 CPE出現，則判定為陰性。 

    病毒分離的缺點主要是因為細胞培養系統不容易建立、維持系統耗費金錢、

耗時、相對的敏感性較低，且活毒的操作需要於 P3實驗室內進行同時還牽涉到操

作人員的經驗累積 (Longjam et al., 2011)。 

 

2.4.3 酵素連結免疫吸附試驗酵素連結免疫吸附試驗酵素連結免疫吸附試驗酵素連結免疫吸附試驗 (Enzyme-Link Immunosorbent Assay, ELISA) 

    ELISA的原理及介紹在第二章第六節有詳細說明。 

 

2.4.4 聚合酶鏈鎖反應聚合酶鏈鎖反應聚合酶鏈鎖反應聚合酶鏈鎖反應 (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

    PCR非常廣泛的應用於各種以核酸為主的診斷技術，此技術利用DNA的變性、

黏合及延伸等三步驟的循環，將病毒基因片段進行連續擴大增幅，確認病原的存

在，對於病毒量稀少的檢體，也可有效的將病原檢出。 

    口蹄疫檢驗工作常用的 PCR 技術有三種，分別為反轉錄聚合酶鏈鎖反應

(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)、多重引子組聚合酶鏈鎖反

應 (multiplex polymerase chain reaction, mPCR) 及即時聚合酶鏈鎖反應 (real-time 

polymerase chain reaction, real-time PCR)。 

    RT-PCR是很可靠的診斷工具，可直接利用 RNA 來進行增幅，依操作步驟可

以分為一步法 (one-step) 及二步法 (two-step)。一步法 RT-PCR操作流程較快速，

可以減少汙染機會，但一般認為二步法敏感性較佳 (Suarez et al., 2007)。mPCR利

用多個引子來同時增幅一個以上的目標序列，可以利用同一個病材來區分不同的

病原，或是區分同一病原的不同病毒株。Real-time PCR為一個快速、敏感、特異

且可將病毒核酸定量的檢測技術，可提供精準的診斷 (Longjam et al., 2011)。 
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2.4.5 血清中和試驗血清中和試驗血清中和試驗血清中和試驗 (Serum Neutralization Test, SN test) 

    將待測血清連續稀釋並與定量病毒感作，再加入對口蹄疫病毒具有感受性的

細胞，培養 48小時後觀察細胞是否出現 CPE來判斷此待測血清的中和抗體力價高

低。藉由中和抗體力價的高低，我們可以了解疫苗對於動物的免疫成效，但此試

驗無法區別抗體來源是自然感染或是疫苗免疫 (Meyer et al., 1997)。 

 

2.5 預防與控制預防與控制預防與控制預防與控制 

    在 19、20 世紀時，口蹄疫疫苗尚未研發出來，控制疫情的方法以移動管制、

撲殺及消毒為主要。直到 1930年，早期的口蹄疫疫苗問世，疫苗免疫及血清學監

控也一併成為口蹄疫防治的重要策略。 

 

2.5.1 移動管制移動管制移動管制移動管制 

    因為口蹄疫可藉由直接、間接的和感染動物、汙染物品、病畜製品接觸及透

過空氣傳播而感染。因此，在疾病發生時，管控病畜的移動對於控制疫情擴散是

個非常重要的因素，1997 年臺灣口蹄疫疫情快速擴散的原因之一，就是沒有立即

關閉家畜拍賣市場 (Yang et al., 1999)，同時病豬經由車輛裝載南北運送，造成疫

情快速的擴散。 

 

2.5.2 撲殺撲殺撲殺撲殺 

    執行撲殺政策前需要考量幾個因素，包括發病率的高低、疫情調查及通報效

率、移動管制效率及經濟成本等因素 (Kitching, 1992)。施行撲殺的好處是，當最

後一頭發病動物撲殺完成後，該國經過三個月即可迅速恢復為口蹄疫非疫國，而

且在國際貿易上，可在短時間內恢復外銷。缺點為需要大量人力及造成嚴重經濟

損失，且撲殺後若未確實做好屍體處理及周邊環境消毒，仍有散播病原的可能性。 
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2.5.3 疫苗免疫疫苗免疫疫苗免疫疫苗免疫 

    1930年，Waldmann等人利用福馬林將感染動物上皮細胞及水泡液中的病毒不

活化而成為死毒疫苗 (Brooksby, 1982)，但因為病毒量少，無法大量生產疫苗。到

了 1947年，Frenkel利用病毒感染健康牛的舌頭，增加了病毒產量也解決了疫苗供

應的問題 (Brown, 1992)。現今則是利用病毒可在細胞株 BHK-21上大量增殖的特

性，成為主要生產疫苗的方式之一 (Rweyemamu and Leforban, 1999)。 

    根據流行病學的統計，群體中 80%以上的動物具保護力價的抗體，才能夠防

止疾病的爆發 (Doel, 1999)，定期施打疫苗也可以減少帶原者的比例。因此，全面

落實有效的疫苗免疫，對於防疫工作是非常重要的。 

    現今全世界所使用的口蹄疫疫苗，主要是以純化不活化的全病毒作為抗原成

分 (Sørensen et al., 1998)，因此免疫動物只會誘發對抗結構蛋白的抗體，自然感染

動物則會同時誘發抗結構蛋白及非結構蛋白的抗體。藉由此差異，檢測抗非結構

蛋白的抗體，可從免疫動物群體中區分出自然感染動物，目前已有商業化 ELISA

套組如 PrioCHECK® FMDV NS及 UBI® FMDV NS ELISA，可用來協助診斷自然感

染口蹄疫。而檢測抗結構蛋白的抗體，雖無法區分免疫或感染動物，但針對免疫

動物檢驗可以得知免疫後動物體內保護抗體力價的高低。 

 

2.5.4 血清學監控血清學監控血清學監控血清學監控 

    動物經過免疫後，主要利用血清中和試驗 (serum neutralization test, SN test) 來

檢測免疫後動物體內的抗體力價是否足以保護動物免於受到外來病毒的感染。SN 

test的操作方法如 2-4.5所描述，但因為其檢驗過程會用到口蹄疫活病毒，所以必

須在密閉、隔離且負壓的 P3實驗室內操作。 
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2.6 酵素連結免疫吸附試驗酵素連結免疫吸附試驗酵素連結免疫吸附試驗酵素連結免疫吸附試驗 

    大約從 1975 年開始，酵素連結免疫吸附試驗 (enzyme-link immunosorbent 

assay, ELISA) 普遍成為許多傳染性疾病的診斷工具，直到現今 ELISA 已經成為目

前最常使用的血清學診斷工具之一。在診斷口蹄疫方面，最早的記錄是 Abu Elzein

及 Crowther將間接型 ELISA (Indirect ELISA) 用於診斷牛隻口蹄疫的抗體 (Abu 

Elzein and Crowther, 1978)。後來的研究利用恢復期牛的免疫球蛋白 (convalescent 

bovine immunoglobulin) 作為捕捉抗體 (capture antibody) 及抗 146S的天竺鼠血清

作為偵測抗體 (detector antibody)，發展出三明治 ELISA (sandwich ELISA) 來偵測

及定量感染組織培養液及上皮組織樣本中的口蹄疫病毒 (Crowther and Abu Elzein, 

1979)；若是用兔抗 146S 的免疫球蛋白取代恢復期牛的免疫球蛋白作為 capture 

antibody，則可以增加整個 ELISA 系統的敏感性 (Ouldridge et al., 1982)。後來發展

的ELISA經過不同的修飾調整，可用來偵測、分型 (typing) 及區分不同的病毒株。 

 

2.6.1 ELISA 原理原理原理原理 

    ELISA的原理是將抗原或抗體塗鍍 (coating) 在固定相 (solid phase) 上，將酵

素標示到抗體分子上，以偵測抗原抗體反應。由於酵素活性使受質 (substrate) 呈

色，利用分光光度計判定呈色的強弱，可用於抗原或抗體之定性與定量試驗 

(Crowther, 2001)。 

    固定相材質包括了 polyvinyl、polypropylene、polycarbonate、glass及 silicone 

rubber等 (Voller et al., 1978)，而 polystyrene是目前最普遍使用的材質。抗原塗鍍

的型式有很多種，例如全病毒、次單位蛋白、重組蛋白及合成胜肽等。塗鍍的條

件以 37℃作用 1-3小時和 4℃作用隔夜最常使用，溫度太高可能對抗原造成傷害。 

    塗鍍完成後加入阻斷劑，例如胎牛血清、脫脂奶粉及清潔劑等，目的為阻斷

固定相的結合位置及減少非特異性結合 (Crowther, 2001)。標示抗原或抗體的酵素
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有 alkaline phosphatase (AP)、horseradish peroxidase (HRP)、glucose oxidase及

β-d-galactosidase等，又以前兩者較常使用 (Voller et al., 1978)。 

    ELISA 的優點為快速且方便操作，可同時檢測大量樣品並具有較高的敏感性

及特異性，且以機器判讀結果較無人為誤差 (Shafer et al., 1998)。 

 

2.6.2 ELISA 分類分類分類分類 

2.6.2.1 直接型直接型直接型直接型 ELISA (Direct ELISA) 

    將待測抗原塗鍍在微量盤上，加入標示酵素的抗體與抗原結合。多用於抗原

的定性試驗，較少用於定量 (Crowther, 2001)。 

 

2.6.2.2 間接型間接型間接型間接型 ELISA (Indirect ELISA) 

    將抗原塗鍍在微量盤上，加入待測抗體為一抗與抗原反應，再加入標示酵素

的抗體作為二抗與一抗結合。二抗為專一性對抗一抗來源動物免疫球蛋白之抗體 

(Crowther, 2001)。目前已有商品化間接型 ELISA 套組，可用來檢測抗 FMDV 非結

構蛋白的抗體，藉此從免疫動物群體中區分出感染動物。間接型 ELISA 的缺點為，

需使用純度高的抗原來塗鍍，且二抗具有種別特異性，只適用於單一動物種別。 

 

2.6.2.3 三明治三明治三明治三明治 ELISA (Sandwich ELISA) 

    主要用於檢測抗原，可區分為直接型及間接型。直接型的做法為塗鍍抗體作

為 capture antibody，加入抗原與其反應，再加入有標示酵素的 detector antibody與

抗原結合。capture antibody與 detector antibody的來源動物可為相同或不同種別 

(Crowther, 2001)。一般以單源抗體作為 capture antibody以提高特異性，且以選用

抗不同 epitope的單源抗體作為 detector antibody可提高敏感性 (Bucher et al., 

1991)。 
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    間接型與直接型的主要差別在於，間接型使用無標示酵素的抗體作為 detector 

antibody，另外再加入以標示酵素且抗 detector antibody來源動物免疫球蛋白的抗

體作為二抗。capture antibody與 detector antibody的來源動物需為不同種別，以防

止二抗直接跟 capture antibody反應而產生偽陽性 (Crowther, 2001)。以單源抗體作

為 capture antibody而多源抗體作為 detector antibody的敏感性比以多源抗體為

capture antibody而單源抗體做為 detector antibody來得好 (Bucher et al., 1991)。 

 

2.6.2.4 競爭型競爭型競爭型競爭型 ELISA (Competitive ELISA) 

    競爭型 ELISA 可用於偵測抗原或是抗體。檢測抗體的方式可分為直接型與間

接型，直接型競爭型 ELISA 的方法為塗鍍抗原，將待測抗體及已標示酵素的 tracer 

antibody混合後與抗原反應以競爭 epitope。間接型的原理相同，但 tracer antibody

無標示酵素，另外再加入已標示酵素的抗 tracer antibody來源動物免疫球蛋白的抗

體作為二抗。待測血清與 tracer antibody的來源需為不同動物種別，以防止二抗直

接與待測血清反應而產生偽陽性 (Crowther, 2001)。 

 

2.6.2.5 阻斷型阻斷型阻斷型阻斷型 ELISA (Blocking ELISA, bELISA) 

    為競爭型 ELISA 的一種，也可分為直接與間接型。直接型作法為先在微量盤

中塗鍍抗原，加入待測抗體與抗原感作一段時間後再加入已標示酵素的 tracer 

antibody 與抗原作用，以結合抗原上未與待測抗體結合的 epitope。間接型的原理

相同，但 tracer antibody無標示酵素，另外再加入已標示酵素的抗 tracer antibody

來源動物免疫球蛋白的抗體作為二抗。待測血清與 tracer antibody的來源需為不同

動物種別，以防止二抗直接與待測血清反應而產生偽陽性 (Crowther, 2001)。 
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2.6.3 ELISA 應用應用應用應用 

    檢測抗原、半抗原 (hapten) 及抗體，可用於內分泌學檢測、蛋白質檢測、感

染性病源檢測及流行病學篩選時的抗體檢測 (Voller et al., 1978)。 

 

2.7 單源抗體單源抗體單源抗體單源抗體 

2.7.1 歷史背景歷史背景歷史背景歷史背景 

    1975年，Köhler 及 Milstein 將經綿羊紅血球免疫的 BALB/c 小鼠脾臟細胞及

小鼠骨髓瘤細胞株 (myeloma) 融合，成為能夠分泌抗綿羊紅血球抗體的融合瘤細

胞 (hybridoma)，此舉成功將兩種細胞的優勢結合，從此將生物醫學研究帶入一個

新的時代，也開啟單源抗體 (monoclonal antibody, MAb) 生產的研究。兩位學者也

因為傑出貢獻於 1984年獲頒諾貝爾醫學獎 (Köhler and Milstein, 1975; Cambrosio 

and Keating, 1992)。 

 

2.7.2 單源抗體原理單源抗體原理單源抗體原理單源抗體原理 

    正常情況，一個B淋巴球只會分泌一種具有專一性且對抗一個epitope的抗體，

但淋巴球的壽命有限，不可能無限制生長。而骨髓瘤細胞是由 B 淋巴球所轉變而

成的腫瘤細胞，可以長期體外培養並且可以不斷分裂增生。Köhler及 Milstein 利用

化學物質PEG (polyethylene glycol) 將經過特定抗原處理的B淋巴球及不會分泌抗

體的骨髓瘤細胞融合而成融合瘤，此融合瘤細胞同時兼具了 B 淋巴球及骨髓瘤的

特性，既能夠分泌特異性抗體又能夠離體培養持續分裂生長。 

    將此融合瘤細胞進行極限稀釋 (limiting dilution) 並進行專一性之篩選，經過

單源化後的融合瘤所分泌的抗體即為單源抗體。單源抗體的生產方式可直接培養

融合瘤細胞收集上清液或是打回小鼠腹腔收集腹水。 
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2.7.3 單源抗體應用單源抗體應用單源抗體應用單源抗體應用 

    單源抗體有許多的優點，例如來源穩定、純化容易及對抗原具專一性。藉由

這些特點單源抗體不僅可以運用在基礎研究技術上，例如西方墨點法、免疫組織

化學染色、ELISA 及免疫沉澱法等；還可以實際的運用在臨床醫學的診斷及治療，

如懷孕、腫瘤、愛滋病及感染源的診斷及自體免疫性疾病或藥物毒素的治療 (Tami 

et al., 1986; Reichert and Pavolu, 2004; Saleem and Mustafa, 2010)。 

    單源抗體應用於口蹄疫診斷的方面，市售檢測口蹄疫非結構蛋白的商業化

ELISA 套組 PrioCHECK® FMDV NS，研發過程中一開始是利用多源抗體做為

capture antibody及 tracer antibody，但是為了能夠將 ELISA 套組生產過程標準化，

便以單源抗體取代多源抗體的使用 (Sørensen et al., 1998; Sørensen et al., 2005)。根

據 2006年 Brocchi等人所做的試驗，PrioCHECK® FMDV NS kit對於檢出免疫後感

染牛隻的敏感性及特異性分別高達 90%及 99%以上 (Brocchi et al., 2006)。 
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第三章第三章第三章第三章 材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法 

3.1 病毒製備病毒製備病毒製備病毒製備 

3.1.1 口蹄疫病毒株口蹄疫病毒株口蹄疫病毒株口蹄疫病毒株 

    我們所使用的口蹄疫病毒為 1997年臺灣所爆發口蹄疫的感染豬隻水泡病變組

織所分離出的病毒株，FMDV O/TW/97 由行政院農業委員會家畜衛生試驗所分

讓。 

    O/TW/97 病毒株為製備單源抗體的抗原，並且使用於免疫螢光染色法 

(immunofluorescent assay, IFA) 及血清中和試驗，此毒株為親豬型病毒，在自然傳

播途徑下，不會感染反芻動物。口蹄疫病毒的操作及使用過程，都是在行政院農

業委員會家畜衛生試驗所 P3實驗室內所執行。 

 

3.1.2 細胞培養與繼代細胞培養與繼代細胞培養與繼代細胞培養與繼代 

使用對於口蹄疫病毒具有感受性的細胞株 BHK-21 (baby hamster kidney cell)，

用於病毒增殖、免疫螢光染色法及血清中和試驗。將 BHK-21細胞培養於含有 5%

胎牛血清 (Hyclone, Logan, Utah) 及 1%廣效性抗生素（ampicillin, streptomycin and 

amphotericin; Biological Industries, Israel）的 Dulbecco’s minimum essential medium 

（DMEM, pH 7.0-7.2; Gibco, NY, USA），並且放置於含有 5%二氧化碳、37℃的培

養箱中培養。 

BHK-21細胞為貼覆型角型細胞，每週繼代兩次，當細胞長至八分滿時即可進

行繼代。繼代培養時先將原培養瓶中的培養液倒掉，以 150T flask為例，用 10 mL

滅菌 PBS溶液 (Gibco, NY, USA) 清洗二次後倒掉，再加入 2 mL 0.16% Trypsin 

(Gibco, NY, USA) 消化細胞，室溫或 37℃靜置約 2分鐘，待細胞呈現圓形化時將

細胞拍打下來，取 7 mL培養液於 flask中並將細胞沖散，之後將液體全部吸起，
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留下 3 mL細胞懸浮液，其他加入新的 flask中，加入 DMEM 培養液到 25-30 mL，

輕輕搖晃使細胞均勻懸浮分布，置於 37℃、5% CO2培養箱中培養。 

 

3.1.3 口蹄疫病毒的增殖口蹄疫病毒的增殖口蹄疫病毒的增殖口蹄疫病毒的增殖 

    將已培養 2-3日齡的單層 BHK-21 細胞株，倒去原有培養液；另外吸取 FMD 

O/97病毒液 (107 TCID50/0.1mL) 稀釋在適量的 DMEM 培養液中並且均勻混合，

接著將稀釋好的病毒液倒入和單層 BHK-21細胞置於 37℃中感作 30分鐘，緩慢

震盪培養。倒去含有病毒的 DMEM 培養液，再加入 50 mL含 2%胎牛血清及 1%

廣效性抗生素的 DMEM 培養液，置於 37℃、5% CO2培養箱中進行培養。約 12-16

小時候後可以觀察到 95% CPE，再將此病毒液經冷凍解凍二次後於 4℃以 3,500 

rpm離心 20分鐘 (Centrifuge 5804R, Eppendorf, Germany) 去除病毒液中的細胞碎

片，收集含有病毒的上清液集中保存於-80℃，以供病毒濃縮、純化及測定病毒力

價使用。 

 

3.1.4 口蹄疫病毒力價測定口蹄疫病毒力價測定口蹄疫病毒力價測定口蹄疫病毒力價測定 

根據 1938年 Reed及 Muench所發表的 50%組織培養感染劑量 (50% tissue 

culture infection dose; TCID50) 算法 (Reed and Muench, 1938)。使用 96孔微量培養

盤，利用細胞培養液將病毒液做 10 倍連續稀釋，每一稀釋倍數接種 8孔，每孔加

入 50 µL病毒液。接著，於微量培養盤內加入 100 µL的 BHK-21細胞懸浮液 (2×105 

cell/well) 感作，放置於 37℃、5% CO2培養箱中培養，兩天後觀察細胞之 CPE情

形並計算其力價。 

 

3.1.5 口蹄疫病毒濃縮口蹄疫病毒濃縮口蹄疫病毒濃縮口蹄疫病毒濃縮 

    取 100 mL病毒液經過 2次冷凍解凍後，使細胞破裂而釋出病毒，接著以 4℃、
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3,500 rpm離心 20分鐘 (Centrifuge 5804R, Eppendorf, Germany) 去除病毒液中的細

胞碎片。將離心後的上清液倒至已滅菌之血清瓶中，加入約 3% 體積 (5 mL：152 

µL) 的 0.1 M 2-binary ethylenimine (BEI; Sigma, St. Louis, USA; 0.1 M BEI溶於

0.175 N NaOH溶液)，置於 37℃震盪 24-48小時使病毒不活化。 

    取 50 mL之高速離心管，加入 6 mL 30%蔗糖溶液在底部當緩衝，貼壁緩慢加

入不活化之病毒液 30 mL，避免破壞分層。將 50 mL之高速離心管 (Ultra-ClearTM 

tubes, Beckman) 以 4℃、70,000 ×g離心 (AvantiTM J-25.5 Centrifuge, Beckman) 2小

時，倒去上清液，此時病毒 pellet會附著於離心管底，將離心管加入適量 (50 µL/tube) 

TEN buffer (Tris base 1.21 g, EDTA 0.38 g, NaCl 5.84 g, 溶於 1,000 mL distilled water) 

於 4℃放置隔夜，隔日將病毒 pellet回溶即完成病毒濃縮。 

 

3.2 單源抗體製備單源抗體製備單源抗體製備單源抗體製備 

3.2.1 單源抗體來源單源抗體來源單源抗體來源單源抗體來源 

    過去本實驗室曾利用口蹄疫病毒 O/97 免疫 BALB/c 小鼠，來製備單源抗體 

(Cheng et al., 2006)，其中一株 Q10E-3辨認的位置剛好就在口蹄疫病毒中和抗原決

定位 Site 1 (RGD motif) (表一、表二)，本實驗便選用此株單源抗體來進行後續的研

究。 

 

3.2.2 單源抗體生產單源抗體生產單源抗體生產單源抗體生產 

選擇約 2 月齡之 BALB/c 小鼠以腹腔注射 0.5 mL弗氏不完全佐劑 (Freund's 

adjuvant, incomplete, Sigma®, Missouri, USA)，一週後取擴養滿一罐 25 cm2 培養瓶

之融合瘤細胞株 (細胞數約 1×106個細胞) 進行小鼠腹腔注射。待 2-3週後小鼠腹

部膨大，表示已有腹水產生 (內含有高濃度單源抗體)，以無菌針筒抽取小鼠腹水，

離心收取上清液並分裝於 1.5 mL eppendorf後保存於－20℃中備用。 
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3.2.3 單源抗體純化單源抗體純化單源抗體純化單源抗體純化 

    使用 Vivapure miniprepG spin column kit (Sartorius Biotech GmbH, Goettingen, 

Germany) 從小鼠腹水中純化出單源抗體，其原理主要是利用 protein G對於抗體的

親和力來吸附抗體，接著透過酸鹼度的改變而將抗體沖洗出來，而達到純化抗體

的效用。 

    純化前先將腹水以 7,000 ×g離心 5分鐘 (Microfuge® 16 Centrifuge, Beckman 

Coulter)，通過 0.22 µm 過濾膜，以去除腹水中的細胞碎片等雜質，接著將過濾好

的腹水及 binding buffer (0.1 M Sodium phosphate, 0.15 M NaCl, pH 7.4) 1：1混合均

勻。將含有 protein G的栓子放入離心管，再將離心管放到收集管內，加入 0.65 mL 

binding buffer以 1,800 ×g離心 1分鐘，倒去收集管內的廢液，此步驟重複兩次做

為前平衡。接著加入除去雜質且稀釋好的腹水 0.65 mL，以 640 ×g離心 6分鐘，

倒去廢液，再加入 0.65 mL binding buffer以 1,800 ×g離心 1分鐘清洗，此步驟共進

行三次，並將離心管取出放入 2 mL eppendorf，並在 eppendorf內先加入 65 µL 的

neutralization buffer (1 M Tris/HCl, pH 9.0)，最後加入 elute buffer (0.2 M Glycine/HCl, 

pH 2.5) 以 1,800 ×g離心 1分鐘，此時離心下來的液體即為純化的單源抗體。 

 

3.2.4 單源抗體透析單源抗體透析單源抗體透析單源抗體透析 

    在純化單源抗體過程中，使用到的緩衝溶液內包含了 Glycine及 Tris 等小蛋白

質分子，為了避免這些小蛋白質分子影響到後續的單源抗體定量及標示過氧化氫

酶等試驗，故先利用透析將這些小蛋白質去除。 

    首先，剪取適當長度的透析袋 (Molecular porous membrane tubing, Spectra/Por®) 

(molecular weight cutoff [MWCO], 12,000 to 14,000) (Spectrum Laboratories Inc., 

Rancho Dominguez, CA) 以 DW 泡軟後即可使用，接著用透析夾 (Weighted closures, 
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Spectra/Por®, Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA) 將透析袋下端封

閉，接著把純化好的單源抗體放入透析袋內，擠出袋內的空氣，將透析袋上端也

夾緊封閉，放入 500 mL燒杯，加入 100倍體積的 PBS來進行透析，並將燒杯放置

於磁石加熱攪拌器 (Stirring hot plate, Corning®, Corning Inc. USA) 上，利用旋轉子 

(stir) 輕輕攪動 PBS，以利液體流動及蛋白質交換，透析過程放置於室溫隔夜，期

間更換 1-2次 PBS。 

 

3.2.5 單源抗體定量單源抗體定量單源抗體定量單源抗體定量 

    使用 Protein Quantification Assay kit (Macherey-Nagel, Germany) 來進行單源抗

體濃度的測定。首先取 1 mL PSB (protein solving buffer) 將 BSA (bovine serum 

albumin) 粉末回溶至濃度 1 µg/µL，再利用 PSB將 1 µg/µL BSA 連續稀釋，製作成

為 1 µg/µL、0.5 µg/µL、0.25 µg/µL、0.125 µg/µL、0.063 µg/µL、0.031 µg/µL 及 0 µg/µL

的蛋白質標準溶液。 

    將每一個濃度的標準蛋白質溶液及待測單源抗體各取 20 µL 至 96孔盤，每個

標準稀釋倍數及樣本做二重複試驗，於每孔加入 40 µL PSB，再加入 40 µL QR 

(quantification reagent)，並且震盪 96孔盤，直到樣本的顏色從藍色完全變成黃色為

止，靜置室溫 30分鐘後再輕微震盪 96孔盤即可用分光光度計 (Thermo Labsystems, 

Multiskan Ascent) 測 560 nm波長之吸光值。以蛋白質標準溶液的吸光值繪製標準

曲線以計算待測單源抗體的濃度。 

 

3.2.6 單源抗體標示過氧化氫酶單源抗體標示過氧化氫酶單源抗體標示過氧化氫酶單源抗體標示過氧化氫酶 (horseradish peroxidase, HRP) 

    使用 Lightning-Link™ HRP Conjugation Kit (Innova Biosciences, Cambridge, 

UK) 將單源抗體標示 HRP成為偵測單源抗體 (tracer MAb)。操作步驟依照產品說

明書進行，先取 500 µL 單源抗體 (使抗體與 HRP分子量比例介於 1：1及 4：1之
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間) 與 50 µL LL-Modifier 輕輕混合均勻後，將混合液倒入 HRP粉末 (100 µg) 中，

靜置室溫 3小時(或隔夜)後，加入 50 µL 的 LL-Quencher，靜置室溫 30分鐘即可使

用。 

 

3.3 重組結構蛋白質重組結構蛋白質重組結構蛋白質重組結構蛋白質 (rVP1) 表現與確認表現與確認表現與確認表現與確認 

本實驗所使用含有 FMDV O/97 VP1全長基因序列的大腸桿菌菌株，由台灣動

物科技研究所動物醫學組李明昌助理研究員提供，部分資訊因牽涉台灣動物科技

研究所的研究機密，故不便在此公開。 

 

3.3.1 重組蛋白質表現重組蛋白質表現重組蛋白質表現重組蛋白質表現 

    以滅菌吊菌環從冷凍保存的菌株(轉殖 FMDV O/97 VP1基因序列的大腸桿菌)

中吊菌並三部分劃法至含有抗生素 Ampicillin 及 Kanamycin的 Luria broth固態培

養基 (LB/Amp/Kana plate; 100 mg/L Ampicilin, 25 mg/mL Kanamycin, 25 g/L LB 

powder; Life Technologies, Frederick, MD, 15 g/L BactoTM agar powder; Becton, 

Dickinson and Company, Sparks, MD, 高溫高壓蒸氣滅菌後置於 50℃水浴槽半小時

後加入 Ampicillin 及 Kanamycin並混合均勻)，37℃培養隔夜。 

    取單一菌落接種於20 mL含Ampicillin (100 µg/mL)及Kanamycin (25 µg/mL) 之

LB培養液(LB/Amp broth; 100 mg/L Ampicillin, 25 mg/mL Kanamycin, 25 g/L LB 

powder溶於1,000 mL distilled water中, 高壓蒸氣滅菌後置於50℃水浴槽半小時後

加入Ampicillin及Kanamycin並混合均勻)，於37℃震盪培養過夜。 

隔日早晨，取10 mL過夜菌液，加入200 mL含有Ampicillin與Kanamycin之LB

培養液，於37℃震盪培養2小時，至600 nm波長之吸光質為0.6-0.8間。再從200 mL

菌液中取20 mL菌液，倒入400 mL含有Ampicillin與Kanamycin之LB培養液，於37℃

震盪培養2小時，至600 nm波長之吸光質為0.6-0.8間。取1 mL菌液至1.5 mL 



 

26 
 

eppendorf tube中標記為BI (before induce)。 

剩餘菌液加入 isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG; GE healthcare, 

Uppsala, Sweden) 使最終濃度為1 mM IPTG，置於37℃培養箱中震盪培養3小時，

取1 mL菌液至1.5 mL eppendorf tube中標記為AI (After induce)。 

將 400 mL 菌液以 10,000 ×g離心 30 分鐘 (HITACHI®, Himac CR 22G, 

High-Speed Refrigerated Centrifuge)，倒去上清液後，以 40 mL lysis buffer (100 mM 

NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, 10 mM imidazole, pH 8.0) 回溶沉澱物，接著置

於冰上以超音波震盪 (Vibra Cell™, SONICS) 破菌，以 20%之強度反應 2 秒停 4

秒，連續作用 20分鐘，可見菌液由混濁變為澄清。破菌完後先取 1 mL菌液至 1.5 

mL eppendorf tube中，以 10,000 ×g離心 1分鐘 (Microfuge® 16 Centrifuge, Beckman 

Coulter) 後收集上清液與沉澱物並分別標示為 S與 P，其餘菌液以 10,000 ×g離心

10分鐘 (HITACHI® RX series, Himac CF 15RX, High-Speed Micro Centrifuge) 倒去

上清液保留沉澱物，待之後進行重組蛋白質純化。將標記 BI 及 AI 之 1.5 mL 

eppendorf tube以10,000 ×g離心1分鐘 (Microfuge® 16 Centrifuge, Beckman Coulter) 

後去除上清液，將標示 BI、AI、S與 P之產物進行蛋白質電泳。 

 

3.3.2 重組蛋白質之電泳分析與確認重組蛋白質之電泳分析與確認重組蛋白質之電泳分析與確認重組蛋白質之電泳分析與確認 

3.3.2.1 聚丙烯醯胺膠片電泳聚丙烯醯胺膠片電泳聚丙烯醯胺膠片電泳聚丙烯醯胺膠片電泳 (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE) 

將表現重組蛋白與 6× protein sample buffer (0.06% bromphenol blue, 12% SDS, 

60% glycerol, 300 mM Tris-HCl, 600 mM DTT, pH 6.8) 以體積比 5：1 於 100℃加熱

10分鐘後，置於冰上，準備蛋白質電泳 (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE)。SDS-PAGE製備方法如下：先泡製 12%下層膠 (分離

膠; separating gel)，注入已組裝好 gel cassette之玻璃片中，再輕輕加入水層，待膠
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體凝固後再加入 5%上層膠 (焦集膠體; stacking gel) 並插入所需電泳梳 (comb)，

待膠凝固後放入電泳槽並加入 running buffer（25 mM Tris-HCl, 192 mM glycine, 

0.1% SDS, pH 8.3）。將製備好之病毒液與標準  Protein Marker (PageRulerTM 

Prestained Protein Ladder, Fermentas, Harrington, USA) 或 Protein Marker (BLUeye 

Prestained Protein Ladder, Gene DireX, Inc. Nevada, USA)一同加入膠體中，電泳條件

設定為 60伏特 25分鐘後轉換成 90伏特 75分鐘。電泳完成後將膠體轉漬 (transfer) 

以進行西方墨點法。 

 

3.3.2.2 西方墨點法西方墨點法西方墨點法西方墨點法 (Western blot, WB) 

首先利用全濕式轉漬儀 (TE 22 tank transfer unit, Amersham Bioscience) 將膠

體上的蛋白質轉漬到硝基纖維膜 (nitrocellulose membrane；NC membrane, 0.45 µm, 

Protran®, Schleicher & Schuell)。將 filter pad與NC membrane及 filter paper以 transfer 

buffer沾濕後裝置於印卡夾內以 transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 10% 

methanol) 沾濕後裝置於印卡夾內，轉漬條件為 90 volt、90 分鐘。完成後將 NC 

membrane於 PBST (0.05％ Tween-20, 1×PBS buffer, pH 7.3) 中清洗 3次，每次 5

分鐘。將 NC membrane膜置於 blocking buffer (0.05% Tween-20, 1% anchor milk in 

1×PBS buffer, pH 7.3) 室溫感作 1小時。加入以 blocking buffer稀釋 500倍之 mouse 

anti-his-tag MAb作為一抗，於室溫下作用 1 小時，以 PBST清洗 3 次，每次 5 分

鐘。再加入以 blocking buffer稀釋 5,000倍之 Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat 

Anti-Mouse IgG (Jackson ImmunoReserch Laboratories, Inc., PA)，於室溫下感作 1小

時。以 PBST 清洗 3 次，每次 5 分鐘，以 TMB/H (3,3’,5,5-tetramethylbenzidine) 

(TMB/H Substrate, Millipore Inc. California, USA) 進行呈色，之後以大量 DW 終止

呈色。 
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3.3.3 重組蛋白質純化重組蛋白質純化重組蛋白質純化重組蛋白質純化 

3.3.3.1 鎳離子親和層析管柱純化鎳離子親和層析管柱純化鎳離子親和層析管柱純化鎳離子親和層析管柱純化 

將親和層析管柱 (Econo-Pac chromatography columns, empty, includes upper 

bed supports, end caps, tip closures, 50 pc/pk, BIO-RAD, Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA) 固定於鐵架上，並加入 2 mL 親和層析膠體 (resin) (GE Healthcare, 

Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) 來進行表現蛋白之純化，其膠體內帶有鎳

離子 (Ni2+) 可結合 His-tag重組蛋白。於管柱內輕輕緩慢加入 20 mL lysis buffer 

(100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, 10 mM imidazole, pH 8.0)，待液體流出

後加入 20 mL之重組蛋白質上清液，流出後再依序加入 10 mL wash buffer I (100 

mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, 10 mM imidazole, pH 6.3)、10 mL wash 

buffer II (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, 10 mM imidazole, pH 5.9)、6 

mL elution buffer I (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, 10 mM imidazole, 

pH 4.3) 及 6 mL elution buffer II (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, 10 

mM imidazole, pH 8.0)，分別收集前述各種純化洗液並保存於 4℃。取部份各種純

化洗液與 6× sample buffer以體積 5：1混合，進行 SDS-PAGE電泳分析，電泳方

法同 3.3.2.1，將電泳後膠體以 coomassie blue進行染色，完成後以玻璃紙封存、乾

燥膠片以保存。 

 

3.3.3.2 切膠純化切膠純化切膠純化切膠純化 

    將經過鎳離子親和性管柱純化後的蛋白質接著以厚片的 SDS-PAGE (0.2 cm)

進行電泳，電泳條件及試劑同 3.3.2.1。完成電泳後，將膠片浸泡於 0.3M KCl 並放

置於碎冰上，待目標蛋白質出現白色沉澱線，將膠片取出置於玻璃片上，利用小

刀沿著白色沉澱區域將目標蛋白質切割下，切割下的條狀膠片放入研缽中將其磨

碎，隨後將磨碎後的膠體放入 2 mL eppendorf tube並加入約 2倍體積的 gel elute 
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buffer (30 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.0)，放置於震盪混合器 

(suspension mixer, SM3000, digisystem laboratory instruments Inc. Taiwan) 上，室溫

旋轉隔夜。次日，以 10,000 rpm離心 10分鐘 (Microfuge® 16 Centrifuge, Beckman 

Coulter) 後收集上清液，並重複加入 elute buffer、旋轉隔夜及離心等步驟，再次收

集上清液，此連續兩天所收集的上清液即為切膠純化的蛋白質，接著進行蛋白質

定量。 

 

3.3.4 重組蛋白質定量重組蛋白質定量重組蛋白質定量重組蛋白質定量 

    使用 Protein Quantification Assay kit (Macherey-Nagel, Germany) 來分別檢測通

過鎳離子親和性管柱純化及切膠純化 rVP1的濃度，操作方法同 3.2.5。 

 

3.3.5 重組蛋白質與單源抗體結合能力測試重組蛋白質與單源抗體結合能力測試重組蛋白質與單源抗體結合能力測試重組蛋白質與單源抗體結合能力測試 

以西方墨點法測定重組蛋白與單源抗體之結合能力。將切膠純化後的 rVP1重

組蛋白質取適量體積混合 6× protein sample buffer，混合均勻，以 100℃加熱 10分

鐘後置於冰上，準備進行 SDS-PAGE，方法同 3.3.2.1。配置 12%下層膠與 5%上層

膠，取 10 µL 樣本溶液與 5 µL 標準 protein marker分別注入樣本槽中，以 60伏特

進行電泳，25 分鐘後轉換成 90 伏特 75 分鐘。將膠體上的蛋白質轉漬到 NC 

membrane上，轉漬條件為 90 volt、90分鐘。將 NC membrane以 PBST清洗 3次

後置於 blocking buffer中，置於 4℃中震盪隔夜。隔日將 NC membrane取出，加入

以 blocking buffer稀釋 500倍之待測單源抗體 Q10E-3腹水，於室溫下作用 1小時，

以 PBST清洗 3次後再加入以 blocking buffer稀釋 5,000倍之 Peroxidase-conjugated 

AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (Jackson ImmunoReserch Laboratories, Inc., PA)，於

室溫下作用 1小時，以 PBST清洗 3次後以 TMB 進行呈色，之後以大量 DW 終止

呈色。 
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3.3.6 重組蛋白質特異性分析與確認重組蛋白質特異性分析與確認重組蛋白質特異性分析與確認重組蛋白質特異性分析與確認 

豬血清以血清中和試驗 (SN test) 進行檢測，SN test為目前檢驗血清內中和抗

體力價的標準試驗，其原理是先將待測血清做兩倍連續稀釋，加入定量 FMDV 感

作後，再加入對 FMDV 具感受性的 BHK-21 細胞，兩天後觀察是否有出現 CPE，

來判斷待測血清的中和抗體力價高低。選擇高中和抗體力價血清 (SN 724) 及 SPF

豬血清，以西方墨點法檢測這兩種抗體力價血清與重組蛋白 VP1 之結合能力。以

切膠純化後的 rVP1 作為抗原，方法同 3.3.2.1及 3.3.2.2。將待測豬血清稀釋 500

倍，二抗為稀釋 5,000倍之 Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Swine IgG 

(Jackson ImmunoReserch Laboratories, Inc., PA)。 

 

3.4 多源抗體製備多源抗體製備多源抗體製備多源抗體製備 

3.4.1 實驗動物實驗動物實驗動物實驗動物 

    2隻傳統清淨兔 (1.2 kg)，不分性別 (一公一母)，購買自行政院農業委員會家

畜衛生試驗所動物用藥品檢定分所。 

 

3.4.2 免疫計畫免疫計畫免疫計畫免疫計畫 

    使用切膠純化後的重組結構蛋白 VP1作為抗原，免疫劑量為 50 µg，將抗原與

弗氏完全佐劑 (Freund’s adjuvant complete, SIGMA®, St. Louis, MO, USA) 以 1：1

的方式混合均勻進行皮下多點注射。三週後，補強免疫劑量同為 50 µg，將抗原與

弗氏不完全佐劑 (Freund’s adjuvant incomplete, SIGMA®, St. Louis, MO, USA) 以 1：

1的方式混合均勻進行皮下多點注射。 

    免疫期間於第 0、21、42及 63天分別從耳靜脈採血，進行西方墨點法以確認

抗體產生的情形，並於免疫後第 70 天大量採血。採好的血液放置於 37℃、20 分
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鐘後移至 4℃冷藏隔夜以利收集較多血清，最後以 5,000×g、30分鐘離心，收集血

清並於－20℃凍存待日後使用。 

 

3.4.3 多源抗體特性分析多源抗體特性分析多源抗體特性分析多源抗體特性分析 

3.4.3.1 西方墨點法西方墨點法西方墨點法西方墨點法 

以西方墨點法測定兔子抗體產生情形以及重組蛋白與兔多源抗體之結合能力。

以切膠純化後的 rVP1 作為抗原，方法同 3.3.2.1及 3.3.2.2。待測血清為稀釋 500

倍之兔血清 (2隻兔子於免疫期間第 0、21、42及 63天所採血液樣本)，二抗為稀

釋 5,000 倍之 Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (Jackson 

ImmunoReserch Laboratories, Inc., PA)。 

 

3.4.3.2 血清中和試驗血清中和試驗血清中和試驗血清中和試驗 

試驗之前，將免疫後第 63天所採兔血清以 56℃非動化處理 30分鐘，以去除

非特異性物質，如補體等。於 96孔培養盤中，待測血清以細胞培養液做 2倍連續

稀釋，每一稀釋倍數接種 2 孔，每孔加入 50 µL，將口蹄疫病毒液稀釋至 100 

TCID50/50 µL 後，每孔加入 50 µL，將 96孔培養盤置於 37℃培養箱中感作 1.5小

時，每孔再加入 100 µL 的 BHK-21細胞懸浮液 (5×104 cell/well)，置於 37℃、5% CO2

培養箱中培養，2天後觀察細胞有無細胞病變之情形，並以此結果計算兔血清中和

抗體力價。 

 

3.5 血清樣本血清樣本血清樣本血清樣本 

    本實驗所檢測的血清樣本分別由行政院農業委員會家畜衛生試驗所豬瘟組 

林有良組長以及台灣動物科技研究所動物醫學組李明昌助理研究員提供。 
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3.5.1 標準血清標準血清標準血清標準血清 

    將經過 2次 SN test檢測確認為 SN 724的豬血清做為高中和抗體力價的標準

血清。另外，以 4 週齡第 2 代 SPF幼豬的血清作為陰性標準血清。將標準血清分

裝成每管 20 µL 置於 4℃保存備用。 

 

3.5.2 樣本血清樣本血清樣本血清樣本血清 

3.5.2.1 豬血清樣本豬血清樣本豬血清樣本豬血清樣本 

    根據不同的中和抗體力價，將豬血清樣本分成 10組，分別為 SPF、SN 3、4、

8、16、32、64、128、256及 512，樣本數分別為 100、119、46、67、48、67、47、

67、47及 66，總共 674個血清樣本，不同抗體力價的血清來源為台灣各地豬場疫

苗免疫後送檢樣本，疫苗廠牌及實際免疫計畫則無從得知。每個樣本都至少經過 2

次 SN test的檢測，以確認其中和抗體力價的穩定。病毒 back titation力價約在 100 

TCID50左右，且樣本經過口蹄疫非結構蛋白檢測皆為陰性。 

 

3.5.2.2 牛血清樣本牛血清樣本牛血清樣本牛血清樣本 

    根據不同的中和抗體力價，將牛血清樣本分成 5組，分別為 SN 4、16、32、

128及 512，每個抗體力價各 20 個樣本，總共 100個牛血清樣本。血清來源為台

灣各地牛場疫苗免疫後送檢樣本，疫苗廠牌及實際免疫計畫則無從得知。樣本皆

經過兩次 SN試驗，病毒 back titation力價約在 100 TCID50左右。 

 

3.5.2.3 羊血清樣本羊血清樣本羊血清樣本羊血清樣本 

    根據不同的中和抗體力價，將羊血清樣本分成 5組，分別為 SN 4、16、32、

128及 512，每個抗體力價各 20 個樣本，總共 100個羊血清樣本。血清來源為台
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灣各地羊場疫苗免疫後送檢樣本，疫苗廠牌及實際免疫計畫則無從得知。樣本皆

經過兩次 SN試驗，病毒 back titation力價約在 100 TCID50左右。 

 

3.6 發展檢測血清中和抗體之阻斷型發展檢測血清中和抗體之阻斷型發展檢測血清中和抗體之阻斷型發展檢測血清中和抗體之阻斷型 ELISA 

3.6.1 塗鍍重組結構蛋白塗鍍重組結構蛋白塗鍍重組結構蛋白塗鍍重組結構蛋白 VP1 阻斷型阻斷型阻斷型阻斷型 ELISA (rVP1-bELISA) 

3.6.1.1 最佳化最佳化最佳化最佳化 rVP1-bELISA 條件條件條件條件 

    以棋盤式設計進行 rVP1-bELISA條件最佳化之測試，將 rVP1以塗鍍緩衝溶液 

(coating buffer) (Carbonate-Bicarbonate buffer, pH 9.6, SIGMA®, Louis, Germany) 分

別稀釋成 60、120、240及 480 ng/50 µL 作為塗鍍抗原，每個稀釋倍數各取 50 µL

加入 96孔 ELISA 盤 (F96 Maxisorp nunc-immuno plate, Nunc™, Thermo scientific, 

Denmark) 中，於 37℃震盪 1小時，完成塗鍍後以 200 µL/well PBST清洗 1次，再

加入 100 µL/well 的 blocking buffer (PBST + 1% anchor milk)，於 37℃震盪 1小時。

後以 200 µL/well PBST清洗 3次，將純化過且標示有 HRP的單源抗體 Q10E-3以

blocking buffer稀釋成為 2.5、5、10、20、40、80及 160 ng/50 µL，每個稀釋倍數

各取 50 µL 加入 96孔 ELISA 盤，於室溫與 rVP1感作 1小時，而後以 200 µL/well 

PBST清洗5次，加入100 µL/well 的TMB (TMB single solution chromogen for ELISA, 

Invitrogen™, Invitrogen Inc. Camarillo, CA) 呈色劑，於室溫暗處避光作用 15分鐘，

加入 100 µL/well 的 stop solution (1N HCl) 終止呈色反應，以分光光度計測，選取

A450在 1.5左右的條件做為最佳化條件來進行後續的 rVP1-bELISA。 

 

3.6.1.2 rVP1-bELISA 操作流程操作流程操作流程操作流程 

    利用 coating buffer將 rVP1稀釋成 120 ng/50 µL，取 50 µL 加入 96孔盤中，於

37℃震盪 1小時，完成塗鍍後以 200 µL/well PBST清洗 1次，再加入 100 µL/well

的 blocking buffer (PBST + 1% anchor milk)，於 37℃震盪 1小時。以 200 µL/well 
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PBST清洗 3次，將待測血清樣本以 blocking buffer稀釋 5倍，每個血清樣本取 50 

µL 加入 96 孔盤中，於室溫作用 16 小時。再以 PBST清洗 5 次，將 tracer MAb 

(Q10E-HRP) 以 blocking buffer稀釋成為 20 ng/50 µL，並取 50 µL 加入 96孔盤中，

於室溫作用 1 小時。再以 PBST清洗 5 次，加入 100 µL/well 的 TMB 呈色劑，於

室溫暗處避光作用 15分鐘，加入 100 µL/well 的 stop solution (1N HCl) 終止呈色反

應，以 ELISA reader檢測 A450讀值。 

 

3.6.1.3 rVP1-bELISA 標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認 

    以標準血清即高中和抗體力價 (SN 724) 及 SPF豬血清，來進行 rVP1-bELISA

的初步測試，其操作流程同 3.6.1.2，並進行二重複試驗，目的是想要了解

rVP1-bELISA是否可以將此兩極端中和抗體力價的豬血清明確地區分出來。 

 

3.6.1.4 rVP1-bELISA 樣本血清檢測樣本血清檢測樣本血清檢測樣本血清檢測 

    以 3.5.2的豬、牛及羊血清樣本分別來進行 rVP1-bELISA的檢測，每盤同時搭

配對照組，即高中和抗體力價 (SN 724) 及 SPF豬血清，其操作流程同 3.6.1.2，每

個樣本都進行二重複試驗。 

 

3.6.1.5 A450 讀值轉換成抑制百分比讀值轉換成抑制百分比讀值轉換成抑制百分比讀值轉換成抑制百分比 (percentage inhibition value, PI value) 

    將血清樣本的 A450讀值依 PrioCHECK® FMDV NS kit說明書內的公式轉換成

PI值：100 － (血清樣本 A450/陰性對照血清 A450) × 100%。 

 

3.6.1.6 rVP1-bELISA 與與與與 SN test 相關性之分析相關性之分析相關性之分析相關性之分析 

    將血清樣本檢測後的 A450讀值利用 3.6.1.5的公式轉換成為 PI值，再分別計算

出每個血清樣本的PI值，依據樣本的PI值與血清中和抗體力價來繪製標準曲線圖，
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藉此觀察 rVP1-bELISA與 SN test有無相關性；再將標準曲線之 R平方值及總樣本

數帶入學生氏 t 分布的公式計算 t 值，算出 t 值後查表三即可算出 p 值，以得知兩

試驗相關性的顯著性，t 值公式如下： 

 

 

                              n：樣本數 

                              r2：標準曲線之 R 平方值 

 

3.6.1.7 rVP1-bELISA 之之之之 cut-off 值值值值、、、、敏感性敏感性敏感性敏感性、、、、特異性與一致性分析特異性與一致性分析特異性與一致性分析特異性與一致性分析 

    利用 receiver operating characteristic曲線 (ROC curve) 來評估 cut-off值，血清

抑制百分比以 10%為一區間，範圍為 10-90%。以具有保護力價的血清 (SN titer ≧ 

32) 來計算敏感性做為 Y 值，而不具保護力價的血清 (SN titer < 32) 評估特異性，

以 (1-特異性) 作為 X 值劃出 ROC curve，選取最靠近座標 (0, 1) 的點訂為 cut-off

值 (Fawcett, 2006)。而敏感性、特異性及一致性，計算的方法如下： 

 

  SN test 

陽性 陰性 

rVP1-bELISA 
陽性 A B 

陰性 C D 

A：True positive 

B：False positive 

C：False negative 

D：True negative 
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rVP1-bELISA之敏感性= A/(A+C) 

rVP1-bELISA之特異性= D/(B+D) 

rVP1-bELISA之一致性= (A+D)/(A+B+C+D) 

 

3.6.2 塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型 ELISA (virus-bELISA) 

3.6.2.1 最佳化最佳化最佳化最佳化 virus-bELISA 條件條件條件條件 

以棋盤式直接行 ELISA 檢測最佳化 virus-bELISA之條件，將經過超高速離心

且經過 BEI 不活化的口蹄疫病毒液以塗鍍緩衝溶液 (coating buffer) (Carbonate- 

Bicarbonate buffer, pH 9.6, SIGMA®, Louis, Germany)，從病毒原液開始進行 2倍連

續稀釋至 512倍，每個稀釋倍數各取 50 µL 加入 96 孔 ELISA 盤 (F96 Maxisorp 

nunc-immuno plate, Nunc™, Thermo scientific, Denmark) 中，於 37℃震盪 1小時，

完成塗鍍後以 200 µL/well PBST清洗 1次，再加入 100 µL/well 的 blocking buffer 

(PBST + 1% anchor milk)，於 37℃震盪 1小時。後以 200 µL/well PBST清洗 3次，

將 tracer MAb (Q10E-HRP) 以 blocking buffer稀釋成為 20、60及 100 ng/50 µL，每

個稀釋倍數各取 50 µL 加入 96孔 ELISA 盤，於室溫感作 1小時，而後以 200 µL/well 

PBST清洗5次，加入100 µL/well 的TMB (3,3’,5,5-tetramethylbenzidine) (TMB single 

solution chromogen for ELISA, Invitrogen™, Invitrogen Inc. Camarillo, CA) 呈色劑，

於室溫暗處避光作用 15分鐘，加入 100 µL/well 的 stop solution (1N HCl) 終止呈色

反應，以 ELISA reader檢測 A450，選取 A450在 1.5左右的條件做為最佳化條件來進

行後續的 virus-bELISA。 

 

3.6.2.2 virus-bELISA 操作流程操作流程操作流程操作流程 

利用 coating buffer將高速離心後的口蹄疫病毒液進行 8倍稀釋，取 50 µL 加

入 96孔盤中，於 37℃震盪 1小時，完成塗鍍後以 200 µL/well PBST清洗 1次，再
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加入 100 µL/well 的 blocking buffer (PBST + 1% anchor milk)，於 37℃震盪 1小時。

後以 200 µL/well PBST清洗 3次，將待測血清樣本以 blocking buffer稀釋 5倍，每

個血清樣本取 50 µL 加入 96孔盤中，於室溫作用 16小時。再以 PBST清洗 5次，

將 tracer MAb (Q10E-HRP) 以 blocking buffer稀釋成為 100 ng/50µL，並取 50 µL

加入 96孔盤中，於室溫作用 1 小時。再以 PBST清洗 5 次，加入 100 µL/well 的

TMB 呈色劑，於室溫暗處避光作用 15分鐘，加入 100 µL/well 的 stop solution (1N 

HCl) 終止呈色反應，以 ELISA reader檢測 A450讀值。 

 

3.6.2.3 virus-bELISA 標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認 

    以標準血清即高中和抗體力價 (SN 724) 及 SPF豬血清，來進行 virus-bELISA

的初步測試，其操作流程同 3.6.2.2，並進行二重複試驗，目的是想要了解

virus-bELISA是否可以將此兩極端中和抗體力價的豬血清明確地區分出來。 
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第四章第四章第四章第四章 結果結果結果結果 

4.1 病毒製備病毒製備病毒製備病毒製備 

4.1.1 口蹄疫病毒力價測定口蹄疫病毒力價測定口蹄疫病毒力價測定口蹄疫病毒力價測定 

    將不同稀釋倍數的病毒液感染 BHK-21 細胞株，培養兩天後觀察細胞 CPE的

情形，FMDV O/97病毒力價為 107 TCID50/0.1 mL。 

 

4.2 單源抗體製備單源抗體製備單源抗體製備單源抗體製備 

4.2.1 單源抗體純化單源抗體純化單源抗體純化單源抗體純化、、、、透析與定量透析與定量透析與定量透析與定量 

    將我們選用的單源抗體 Q10E-3，利用 Vivapure miniprepG spin column kit 

(Sartorius Biotech GmbH, Goettingen, Germany) 透過 protein G從小鼠腹水中純化出

單源抗體。接著進行透析隔夜將Glycine及Tris等這些小蛋白質去除。再利用Protein 

Quantification Assay kit (Macherey-Nagel, Germany) 來進行單源抗體濃度的測定。

依據 BSA 標準濃度及其吸光值繪製標準曲線圖，其 R2為 0.99，單源抗體 Q10E-3

純化後共得兩管，計算出濃度分別為 396.9、392.9 ng/µL。 

 

4.2.2 單源抗體標示過氧化氫酶單源抗體標示過氧化氫酶單源抗體標示過氧化氫酶單源抗體標示過氧化氫酶 

    以單源抗體 Q10E-3，做為 tracer利用 Lightning-Link™ HRP Conjugation Kit 

(Innova Biosciences, Cambridge, UK) 將單源抗體 Q10E-3標示 HRP，標示後 Q10E-3

濃度為 330 ng/µL。 
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4.3 重組結構蛋白質重組結構蛋白質重組結構蛋白質重組結構蛋白質 (rVP1) 表現與確認表現與確認表現與確認表現與確認 

4.3.1 重組蛋白質表現重組蛋白質表現重組蛋白質表現重組蛋白質表現 

將誘導前後的菌液與破菌完之上清液與沉澱物進行 SDS-PAGE電泳分析，以

coomassie blue進行染色，目標產物在 IPTG誘導後大量表現，大小約為 30 kDa，

且目標蛋白大多存在於破菌後以 PBS回溶離心之 pellet中 (圖三)，其餘菌液的沉

澱物以 lysis buffer回溶，而後進行重組蛋白之純化。 

 

4.3.2 重組蛋白質純化與定量重組蛋白質純化與定量重組蛋白質純化與定量重組蛋白質純化與定量 

將鎳離子親和性管柱所純化出的蛋白質進行 SDS-PAGE電泳分析。一片以

coomassie blue進行染色，可見 wash buffer將細菌雜質沖洗出 (圖四)，而 elute buffer 

II 將所要的目標蛋白洗滌出來 (圖五)；另一片進行西方墨點法，將純化後之重組

蛋白與 mouse anti-His-tag單源抗體作用，呈色後可知 mouse anti-His-tag單源抗體

可與純化後之重組蛋白 VP1作用 (圖六)。 

另外，也將切膠純化後的蛋白質進行 SDS-PAGE電泳分析 (圖七)，電泳結果

除了目標蛋白外無其他蛋白質存在，接著進行蛋白質定量。 

使用 Protein Quantification Assay kit (Macherey-Nagel, Germany) 來檢測切膠純

化後的蛋白質濃度，依據BSA標準濃度及其吸光值繪製標準曲線圖，其R2為0.99，

四管蛋白質，其濃度分別為 542.1、515.9、298.0、306.1 ng/µL。 

 

4.3.3 重組蛋白質與單源抗體結合能力測試重組蛋白質與單源抗體結合能力測試重組蛋白質與單源抗體結合能力測試重組蛋白質與單源抗體結合能力測試 

    利用西方墨點法將重組蛋白 VP1 與稀釋 500倍之單源抗體 Q10E-3腹水進行

感作，單源抗體 Q10E-3可與 30 kDa大小的表現蛋白 VP1結合 (圖八)。 
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4.3.4 重組蛋白質特異性分析與確認重組蛋白質特異性分析與確認重組蛋白質特異性分析與確認重組蛋白質特異性分析與確認 

利用西方墨點法將重組蛋白 VP1與 SN test檢測為高中和抗體力價 (SN 724) 

及 SPF的豬血清進行感作，高中和抗體力價的豬血清可與 30 kDa大小的表現蛋白

VP1結合而 SPF則沒有反應 (圖九)，顯示高中和抗體力價的豬血清中含有抗 VP1

的抗體，可特異性的辨識表現蛋白 VP1。 

 

4.4 多源抗體製備多源抗體製備多源抗體製備多源抗體製備 

4.4.1 多源抗體特性分析多源抗體特性分析多源抗體特性分析多源抗體特性分析 

4.4.1.1 西方墨點法西方墨點法西方墨點法西方墨點法 

    利用西方墨點法將切膠純化過的重組蛋白 VP1與稀釋 500倍之待測兔血清 (2

隻兔子於免疫期間第 0、21、42及 63天所採血液樣本) 進行感作，在第 0 天兩隻

兔子皆無抗體反應，第 21、42及 63天所採血液樣本則明顯可與 30 kDa大小的表

現蛋白 VP1結合 (圖十)。 

 

4.4.1.2 血清中和試驗血清中和試驗血清中和試驗血清中和試驗 

    將免疫後第 63天所採兔血清進行血清中和試驗，母兔中和抗體力價為 45，公

兔則無中和抗體產生。 

 

4.5 發展檢測血清中和抗體之阻斷型發展檢測血清中和抗體之阻斷型發展檢測血清中和抗體之阻斷型發展檢測血清中和抗體之阻斷型 ELISA 

4.5.1 塗鍍重組結構蛋白塗鍍重組結構蛋白塗鍍重組結構蛋白塗鍍重組結構蛋白 VP1 阻斷型阻斷型阻斷型阻斷型 ELISA (rVP1-bELISA) 

4.5.1.1 最佳化最佳化最佳化最佳化 rVP1-bELISA 條件條件條件條件 

    以棋盤式直接型 ELISA 檢測 rVP1-bELISA的最佳條件，使用切膠純化後的重



 

41 
 

組結構蛋白 VP1作為塗鍍抗原，而標示 HRP的單源抗體 Q10E做為 tracer。選擇

A450讀值為 1.27做為最佳化 rVP1-bELISA的條件 (圖十一)，其塗鍍抗原重組結構

蛋白 VP1濃度為 120 ng/well，而 Q10E-HRP濃度則為 20 ng/well。以此條件做為

rVP1-bELISA的最佳條件來進行後續的 ELISA 試驗。 

 

4.5.1.2 rVP1-bELISA 標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認 

    以最佳化的 rVP1-bELISA條件來分別進行 SN 724及 SPF兩標準血清的二重

複試驗，其 A450結果分別為 0.35、0.34、1.54及 1.52 (圖十二)，兩者差距約為 4-5

倍 A450值，因此可以確認，兩標準血清在 rVP1-bELISA的試驗裡是具有明顯差別

的。 

 

4.5.1.3 rVP1-bELISA 樣本血清檢測結果樣本血清檢測結果樣本血清檢測結果樣本血清檢測結果 

4.5.1.3.1 豬豬豬豬血清血清血清血清樣本樣本樣本樣本 

以 10組不同中和抗體力價的樣本血清 ( n = 674 ) 來進行 rVP1-bELISA的檢

測，每盤同時搭配對照組，即高中和抗體力價 (SN 724) 及 SPF豬血清，將每個樣

本二重複的 A450讀值平均，再將 A450讀值轉換成 PI值後，進行繪圖及分析。把這

些樣本血清的 PI值繪製成長條圖，即可看出每個組別內樣本 PI值的分佈趨勢 (圖

十三、圖十四、圖十五、圖十六、圖十七、圖十八、圖十九、圖二十、圖二十一、

圖二十二)。接著計算出每組的平均 PI值及標準差整理於表格 (表四)。 

10組樣本血清的平均 PI值，除了 SN 4這組外，其餘組別皆隨著中和抗體力

價的上升而正向的攀升；而 PI值標準差則是介於 7.5-26.3%之間 (表四)。 

 

4.5.1.3.2 牛牛牛牛血清血清血清血清樣本樣本樣本樣本 

    同豬血清樣本的做法，把這些樣本血清的 PI值繪製成長條圖，即可看出每個
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組別內樣本 PI 值的分佈趨勢 (圖二十三、圖二十四、圖二十五、圖二十六、圖二

十七)。接著計算出每組的平均 PI值及標準差整理於表格 (表五)。 

    5組樣本血清的平均 PI值，除了 SN 4這組外，其餘組別皆隨著中和抗體力價

的上升而正向的攀升；而 PI值標準差則是介於 19.6-29.3%之間 (表五)。 

 

4.5.1.3.3 羊羊羊羊血清血清血清血清樣本樣本樣本樣本 

同豬血清樣本的做法，把這些樣本血清的 PI 值繪製成長條圖，即可看出每個

組別內樣本 PI 值的分佈趨勢 (圖二十八、圖二十九、圖三十、圖三十一、圖三十

二)。接著計算出每組的平均 PI 值及標準差整理於表格 (表六)。PI 值標準差介於

13.3-28.0%之間 (表六)。 

 

4.5.1.4 rVP1-bELISA 與與與與 SN test 相關性之分析相關性之分析相關性之分析相關性之分析 

4.5.1.4.1 豬豬豬豬血清血清血清血清樣本樣本樣本樣本 

    以 rVP1-bELISA檢測後計算出每個樣本的 PI值為縱軸，而每組的血清中和抗

體力價為橫軸來繪製標準曲線圖，其 R2為 0.473，可看出兩者具有正相關性 (圖三

十三)。利用學生氏 t分布公式算出 t值為24.57，查表三可知其p < 2 (0.0005) = 0.001，

表示兩試驗有極顯著的相關性。  

 

4.5.1.4.2 牛血清牛血清牛血清牛血清樣本樣本樣本樣本 

    其標準曲線圖的 R2 為 0.113，可看出兩者具有正相關性 (圖三十四)。利用學

生氏 t 分布公式算出 t 值為 3.53，查表三可知其 p < 2 (0.0005) = 0.001，表示兩試驗

有極顯著的相關性。  
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4.5.1.4.3 羊血清羊血清羊血清羊血清樣本樣本樣本樣本 

    其標準曲線圖的 R2 為 0.331，可看出兩者具有正相關性 (圖三十五)。利用學

生氏 t 分布公式算出 t 值為 6.96，查表三可知其 p < 2 (0.0005) = 0.001，表示兩試驗

有極顯著的相關性。  

 

4.5.1.5 rVP1-bELISA 之之之之 cut-off 值值值值、、、、敏感性敏感性敏感性敏感性、、、、特異性與一致性分析特異性與一致性分析特異性與一致性分析特異性與一致性分析 

4.5.1.5.1 豬豬豬豬血清血清血清血清樣本樣本樣本樣本 

    利用公式計算出豬血清樣本不同 cut-off 值的敏感性、特異性與一致性列於表

格 (表七)，再根據 ROC curve圖 (圖三十六) 選擇較佳的 cut-off 值為 20%，敏感

性與特異性則分別為 58.8%及 92.9% (圖三十七、圖三十八)。 

 

4.5.1.5.2 牛血清牛血清牛血清牛血清樣本樣本樣本樣本 

利用公式計算出牛血清樣本不同 cut-off 值的敏感性、特異性與一致性列於表

格 (表八)，再根據 ROC curve圖 (圖三十九) 選擇較佳的 cut-off 值為 10%，敏感

性與特異性則分別為 66.7%及 67.5% (圖四十、圖四十一)。 

 

4.5.1.5.3 羊血清羊血清羊血清羊血清樣本樣本樣本樣本 

利用公式計算出羊血清樣本不同 cut-off 值的敏感性、特異性與一致性列於表

格 (表九)，再根據 ROC curve圖 (圖四十二) 選擇較佳的 cut-off 值為 30%，敏感

性與特異性則分別為 73.3%及 67.5% (圖四十三、圖四十四)。 
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4.5.2 塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型塗鍍口蹄疫全病毒阻斷型 ELISA (virus-bELISA) 

4.5.2.1 最佳化最佳化最佳化最佳化 virus-bELISA 條件條件條件條件 

以棋盤式直接型 ELISA 檢測 virus-bELISA的最佳條件，使用高速離心後且經

過 BEI 不活化的口蹄疫病毒液作為塗鍍抗原，而標示 HRP的單源抗體 Q10E做為

tracer。選擇 A450讀值為 1.44做為最佳化 virus-bELISA的條件 (圖四十五)，其塗

鍍抗原為口蹄疫病毒液 8 倍稀釋，而 Q10E-HRP濃度則為 100 ng/well。以此條件

做為 virus-bELISA的最佳條件來進行後續的 ELISA 試驗。 

 

4.5.2.2 virus-bELISA 標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認標準血清分析與確認 

    以最佳化的 virus-bELISA條件來分別進行SN 724及SPF兩標準血清的二重複

試驗，其 A450結果分別為 0.98、0.935、1.578及 1.409 (圖四十六)，雖然可以看出

兩者之間的差別，但 A450值僅差距約 0.6。 
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第五章第五章第五章第五章 討論討論討論討論 

    在種種血清學診斷方法中，ELISA 不失為一個快速、方便、高敏感性及特異

性的檢測方法，可同時檢測大量樣品且最後由機器判讀結果較無人為誤差的憂慮 

(Shafer et al., 1998)。所以，我們希望可以發展出一個檢測口蹄疫中和抗體的阻斷

型 ELISA 檢驗套組，阻斷型 ELISA 的優點為，可同時檢測不同動物種別的樣本且

不必擔心待測血清中含有對抗蛋白質表現系統的抗體干擾 (Sørensen et al, 1998)。 

    根據過去的文獻資料所顯示，口蹄疫的五個中和抗原決定位中，有三個是在

結構蛋白 VP1的上面 (Crowther et al., 1993)。這三個中和抗原決定位裡面包含了

口蹄疫病毒最為重要且與病毒感染能力相關的中和抗原決定位，即含有 RGD motif

的 Site 1 (Xie et al., 1987; Mason et al., 1994; Mateu et al., 1995; Jackson et al., 1997; 

Cheng et al., 2006)。遂在 ELISA 的設計當中，我們便以重組結構蛋白 VP1作為裡

面的抗原。 

    本實驗所使用的重組結構蛋白 VP1 是利用原核系統的大腸桿菌所表現，使用

原核表現系統的優勢有蛋白質產量高、操作方便及價格便宜等。雖然會擔心待測

樣本中可能含有抗表現系統 (大腸桿菌) 的抗體干擾，但我們所要發展的為阻斷型

ELISA，所以可以克服這方面的疑慮。 

    發展阻斷型 ELISA 的另一個重要因子，即為單源抗體。與一般的多源抗體 

(polyclonal antibody) 比較起來，單源抗體具有高度特異性，且一旦製備完成，便

能夠穩定且持續的產製高量且高品質的單源抗體。 

    我們實驗室使用口蹄疫病毒 O/97 來製備抗口蹄疫病毒的單源抗體，並利用

O/97及 O/99的病毒中和試驗及免疫螢光染色法還有間接型 ELISA (rVP1、P29) 來

進行單源抗體的特性分析及篩選 (表一)，我們所製備的單源抗體中，有 5 株對於

結構蛋白 VP1的反應是很好的，在以 rVP1作為抗原的間接型 ELISA 檢測結果中，

其力價皆高於 10,000倍。這 5株單源抗體分別為 Q10E-3、S12G-6、N10E-1、P9E-1
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及 T5H-12。然而，雖然對於 VP1都有良好的反應，但這幾株單源抗體所辨認的位

置也有很大的差異。表二中列出了口蹄疫病毒 O/97及 O/99結構蛋白 VP1上的 29

個胺基酸序列，簡稱 P29，其中包含了口蹄疫病毒的第一個中和抗原決定位，也就

是 RGD motif的部分，劃底線的部分則代表兩病毒株胺基酸序列相異的部分，若

以 RGD為中心，可明顯看出兩病毒株的胺基酸序列在 P29左側相異度較高，右側

則相似度較高。根據表一的分析結果及表二的胺基酸序列，即可推測上述這 5 株

單源抗體所辨認的位置。 

    這 5 株單源抗體裡面我們使用到了其中的兩株，第一株為 Q10E-3，這株單源

抗體對於 rVP1及P29都有很強的反應，表示其所辨認的位置應該就是在P29上面，

然而它又能夠中和 O/97及 O/99，所以推測 Q10E-3所辨認的位置應該就是在 P29

上面的中和抗原決定位，也就是含有 RGD的 Site 1，而且較偏向 P29的右側 (兩

病毒株序列相似度較高的序列)。利用此特性我們將 Q10E-3純化後標示過氧化氫

酶 (HRP)，以作為 tracer antibody。以單源抗體標示 HRP作為 tracer，即不需再另

外添加 HRP-goat anti-mouse IgG，不僅可以節省操作時間，也不必擔心抗鼠的二抗

會跟塗鍍於抗原盤上作為 capture antibody的單源抗體反應，避免不必要的干擾。 

    另一株則為單源抗體P9E-1，這株單源抗體沒有中和O/97及O/99病毒的能力，

也不會辨認 P29，所以推測它所辨認的位置雖是在 VP1 上但與三個中和抗原決定

位都沒有關係，而且它在 IFA 能夠與 O/97及 O/99反應，所以此位置應為兩病毒

株較為保守的序列。P9E-1雖然沒有中和病毒的能力，但是能夠辨認結構蛋白VP1，

利用此特性將 P9E-1作為 ELISA 系統內的 capture antibody。同時，也利用純化好

的 VP1免疫兔子製備抗 VP1的多源抗體，同樣做為 capture antibody，目的是可以

藉此比較在 ELISA 系統中，以單源或多源抗體作為 capture antibody之間的差異。 

    我們所設計的 ELISA 主要是參考 1998及 2005年 Sørensen等人所發表的文獻 

(Sørensen et al., 1998; Sørensen et al., 2005)，主要架構為先塗鍍單源抗體 P9E-1或

是兔抗 VP1多源抗體於抗原盤上，接著放入抗原 VP1，再放入待測血清進行感作，
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最後加入標示好 HRP的單源抗體 Q10E-3，然後進行呈色及判讀。但是在測試的過

程中發現，當以單源抗體 P9E-1或是兔抗 VP1多源抗體作為 capture antibody，再

加入 VP1 與它們結合之後，Q10E-3就無法與 VP1 結合，會有這樣的結果是讓人

意外的，因為在單源抗體的特性分析中可以看到，P9E-1及 Q10E-3所辨認的位置

是完全不同的，P9E-1能夠辨認結構蛋白 VP1，但是沒有中和病毒的能力；Q10E-3

則是辨認結構蛋白 VP1上的 Site 1，推測可能是因為 P9E-1或兔多源抗體與 VP1

結合後，造成立體空間的阻礙才會使得 Q10E-3無法與 VP1 結合。所以，後來我

們便放棄了 capture antibody這樣的設計，改為從塗鍍純化重組結構蛋白 VP1這一

層開始。 

    本實驗的最終目的是希望能夠取代血清中和試驗 (SN test)，而血清中和試驗

主要是利用活細胞、活病毒及連續稀釋的待測血清，來模擬宿主動物受到外來病

毒的感染情形，藉此了解免疫動物獲得體液免疫保護力的情形。遂以血清中和試

驗的結果作為我們所設計 ELISA 的黃金標準 (gold standard)。但事實上要以血清中

和試驗作為一個絕對的對照標準也是有些困難的，因為在進行 SN test試驗時，使

用活的 BHK-21 細胞以及活的口蹄疫病毒，每次的試驗會因為細胞生長的狀況及

病毒力價的差異而有所不同，最後判定的結果也可能因為人為標準的差異而有所

改變。所以，相對於 SN test的變化性，ELISA 所使用的抗原及抗體都是能夠經由

定量而控制每個反應所需的濃度，而最後是透過機器來判讀檢測結果，其穩定程

度則相對提高。這也是除了 SN test需要在 P3實驗室內操作的不便之外，我們希

望可以發展 ELISA 來取代 SN test的主要原因之一，但要發展一個 ELISA 檢驗套

組並非一蹴可幾，在剛起步的現階段，仍然必須以這個不一定很標準的試驗作為

我們目前的黃金標準。所以，本實驗中所使用的血清樣本，至少都是經過兩次 SN 

test的試驗，確認這兩次檢測的中和抗體力價結果都相同，才納入我們的血清樣本

中。 

    除了將重組結構蛋白所發展的阻斷型 ELISA 和 SN test對照之外，同時也嘗試
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發展一個口蹄疫全病毒的阻斷型 ELISA 銜接於這兩個試驗之間，以經過高速離心

且不活化的全病毒作為 ELISA 的抗原，將讓整個 ELISA 的條件與情況更接近於

SN test。病毒不活化的方法有很多種，其中，BEI 屬於一種 aziridines的烷基化物

質，主要作用於核酸使病毒不活化，因為 BEI 對於蛋白質的作用很小，所以不會

影響病毒的抗原性 (Bahnemann, 1990)，可作為 ELISA 塗鍍抗原的不活化劑。 

    目前結果顯示，在 virus-bELISA的部分，我們的標準血清 SN 724及 SPF豬血

清的確有出現如預期的趨勢 (SN 724血清 A450值低，而 SPF血清 A450值高)，但還

沒有辦法拉出一個大的差距，兩者 A450的讀值差距僅約 0.6 而已 (0.9-1.5)，因此

virus-bELISA尚未進行大量的樣本測試。至於，兩標準血清拉不開差距的確實原因

還不清楚，推測可能是因為作為抗原的病毒液未進一步純化所致。 

    而 rVP1-bELISA的部分，一開始在兩標準血清 SN 724及 SPF豬血清的測試，

可以看到兩者差距約為 4-5 倍 A450值，重複做了幾次也有相同的結果，因此便可

確認，兩標準血清在 rVP1-bELISA的試驗裡是具有明顯差別的。接著即進行樣本

血清的測試，樣本血清依動物種別可分為豬、牛、羊血清，分別都包含有不同中

和抗體力價的血清，總共為 674、100及 100個血清樣本。從樣本 PI值及中和抗體

力價的標準曲線圖中 (圖三十三、圖三十四、圖三十五)，可以看到 rVP1-bELISA

及SN test有明顯的正向關係，且 p值均小於0.001，代表兩試驗有極顯著的相關性。

但仔細看樣本的 PI值分佈長條圖，就會發現即便是相同中和抗體力價的樣本組別

中仍有許多變異存在。不禁使人思考造成同一個中和抗體力價的血清經過

rVP1-bELISA檢測結果差異的原因。 

    一般來說，以單源抗體所發展的阻斷型 ELISA 有個重點，就是單源抗體所辨

認的抗原決定位 (epitope) 的重要性。因為整個試驗過程就是在反應單源抗體及待

測血清對於這個抗原決定位的競爭結果。而本實驗所選擇的中和抗原決定位Site 1，

在過去的文獻資料中證實了它的重要性 (Xie et al., 1987; Mason et al., 1994; Mateu 

et al., 1995; Jackson et al., 1997)，也經由單源抗體特性分析確認單源抗體 Q10E-3
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辨認的位置就在 Site 1 (Cheng et al., 2006)。 

    然而，不同於一般的阻斷型 ELISA，只要確認血清樣本中存在抗特定抗原的

抗體，訂出了 cut-off 值即可區分出檢測樣本的陰陽性；檢測中和抗體的阻斷型

ELISA 要發揮效用，還需要考慮到另一個關鍵點，就是在疫苗免疫後動物所誘發

的免疫反應中，究竟有多少比例的中和抗體是針對這個中和抗原決定位 (Site 1) 

所產生？ 

    因為口蹄疫病毒的 4 個結構蛋白上總共有 5 個中和抗原決定位，當以全病毒

做為抗原，免疫動物後所誘發的中和抗體，此中和抗體力價理論上應是針對這 5

個中和抗原決定位所產生抗體的數量之總和，但是迄今並未見到任何期刊文獻資

料描述免疫動物後每一個中和抗原決定位所誘發的抗體，在反映為中和力價的中

和抗體整體中所佔比例為何？根據自行的推測，不同的動物個體及不同的生理狀

態，對於這 5 個中和抗原決定位所誘發的中和抗體比例應該是不同的，意即即便

經由血清中和試驗檢測結果顯示有相同的血清中和抗體力價，不同的血清樣本內

針對每一個中和抗原決定位所產生的抗體比例也不一定相同，所以在這個前提之

下，拿兩個相同中和抗體力價的血清樣本來進行 rVP1-bELISA，由於 rVP1-bELISA

只針對待測樣本及單源抗體兩者對於 Site 1的競爭性來做呈現，若兩相同中和抗體

力價的血清樣本，一者中和抗體多針對 Site 1而另一者則主要針對其他中和抗原決

定位，最後所呈現的檢測結果就會不同。因此，便不難理解為什麼 rVP1-bELISA

的試驗結果，在同樣中和抗體力價的樣本組別中會有這些差異存在。 

    上述的推論較適用於，SN高的組別而樣本 PI值卻呈現低值的狀況 (偽陰性)；

另外一種反常的情形則是，SN 低的組別內樣本卻出現很高的 PI 值 (偽陽性)，這

樣的情形不禁讓我們連想到，在一開始建構 rVP1-bELISA進行 capture antibody測

試的時候，理論上沒有中和能力的單源抗體 P9E-1一旦與 VP1反應後，單源抗體

Q10E-HRP就沒有辦法抓到 VP1，一度還讓我們懷疑 P9E-1與 VP1的結合能力，

經過更進一步的測試才終於找到問題所在。所以，在 SN低的組別內樣本卻出現很
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高的 PI值，便可能跟 P9E-1一樣，雖然不是接合在中和抗原決定位上，但可能因

為立體空間的影響，造成單源抗體 Q10E-HRP 沒有辦法抓到 VP1，遂在

rVP1-bELISA的檢測結果中出現很高的 PI值。 

    除了相同中和抗體力價的血清經過 rVP1-bELISA檢測結果出現差異外，不同

畜種的檢測結果似乎也存有變異，雖說阻斷型 ELISA 的優點即是可同時檢測不同

畜種的樣本，但在我們的實驗結果中，同樣中和抗體力價的血清檢測後，牛、羊

樣本 PI 值的標準差就比豬隻的結果來得大，推測可能是因為 rVP1 及單源抗體都

是使用豬源病毒株來製備所至。 

    在敏感性及特異性的判定，目前是以 ROC curve的方式來做選擇，然而在實

際應用上可以配合政策的需求來進行cut-off值的調整。若需嚴格的把關免疫與否，

則可將 cut-off值稍微提升，反之則降低。 

    目前的實驗結果，顯示了 rVP1-bELISA與 SN test的正相關性，反映出 ELISA

取代 SN test這條路的可能性，而這個實驗只是一個起步，先專注於口蹄疫最重要

的中和抗原決定位 Site 1做測試，或許未來可以嘗試加入口蹄疫病毒的其他結構蛋

白，或是直接表現完整病毒外鞘作為抗原，再進一步篩選出對抗各個中和抗原決

定位的單源抗體去搭配組合作用，也許就能夠獲得更佳的敏感性及特異性，而能

夠更精準地呈現出 SN test的檢測結果。 
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圖一、口蹄疫病毒結構示意圖。 

病毒蛋白披衣由 60 個次蛋白披衣所組成，每個次蛋白披衣由 VP1、VP2、VP3

及 VP4四個結構蛋白所組成，VP1、VP2及 VP3為於病毒表面，而 VP4位於病

毒內部 (http://www.expasy.ch/viralzone/all_by_species/98.html )。 
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圖二、口蹄疫病毒之基因組成。 

P1經蛋白酶切割後形成四個結構蛋白 VP1-VP4，P2、P3經蛋白酶切割後形成

七個非結構蛋白。(http://www.ubiasia.com.tw/images/fmdv-p.jpg ) 

P1：structural precursor protein。 

P2：non- structural precursor protein。 

P3：non- structural precursor protein。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

65 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖三、SDS-PAGE確認表現重組蛋白口蹄疫病毒 VP1。 

目標蛋白在 IPTG誘導後大量表現，可得 30 kDa大小之目標產物。目標蛋白主

要存在於破菌後以 PBS回溶離心的沉澱物中。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2：IPTG加入前 (BI, before induce)。 

Lane 3：IPTG加入後 3 小時 (AI, after induce)。 

Lane 4：超音波震盪破菌後以 PBS回溶離心後之上清液 (S)。 

Lane 5：超音波震盪破菌後以 PBS回溶離心後之沉澱物 (P)。 
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圖四、SDS-PAGE檢視重組結構蛋白口蹄疫病毒 VP1之純化。 

利用 SDS-PAGE來檢視重組結構蛋白通過鎳離子親和性管柱純化的情形，在

wash buffer的部分只有少許雜質流出，目標蛋白尚未出現。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2-5：加入 wash buffer I後所收集的液體。 

Lane 6：Protein marker。 

Lane 7-10：加入 wash buffer II後所收集的液體。 
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圖五、SDS-PAGE檢視重組結構蛋白口蹄疫病毒 VP1之純化。 

利用 SDS-PAGE來檢視重組結構蛋白通過鎳離子親和性管柱純化的情形，在

elute buffer I的部分目標蛋白尚未出現，直到 elute buffer II目標蛋白出現大小

約為 30 kDa。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2-5：加入 elute buffer I後所收集的液體。 

Lane 6：Protein marker。 

Lane 7-10：加入 elute buffer II後所收集的液體，可見目標蛋白大小為 30 kDa。 
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圖六、西方墨點法檢測重組結構蛋白口蹄疫病毒 VP1之 His-tag片段抗原性。 

利用西方墨點法檢測經過鎳離子親和性管柱純化後重組結構蛋白 VP1 的

His-tag片段抗原性，以稀釋 500倍之單源抗體 mouse anti-His-tag作為一抗，二

抗為HRP-conjugate goat anti-mouse IgG稀釋 5,000倍。結果顯示單源抗體mouse 

anti-His-tag能夠與 30 kDa大小的重組結構蛋白 VP1結合。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2-5：重組結構蛋白 VP1 +單源抗體 mouse anti-His-tag。 
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圖七、SDS-PAGE檢視重組結構蛋白口蹄疫病毒 VP1之純化。 

利用SDS-PAGE來檢視重組結構蛋白通過鎳離子親和性管柱及切膠純化後的情

形，可看到目標蛋白出現大小為 30 kDa，且沒有其他的雜質。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2-3：切膠純化後第一天所收集的重組結構蛋白 VP1。 

Lane 4-5：切膠純化後第二天所收集的重組結構蛋白 VP1。 
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圖八、西方墨點法檢測重組結構蛋白口蹄疫病毒 VP1與單源抗體的結合能力。 

利用西方墨點法將切膠純化後的重組結構蛋白 VP1 與稀釋 500 倍之單源抗體

Q10E-3進行感作，二抗為 HRP-conjugate goat anti-mouse IgG稀釋 5,000倍。結

果顯示單源抗體 Q10E-3能夠辨認重組結構蛋白 VP1。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2：重組結構蛋白 VP1 +單源抗體 Q10E-3。 
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圖九、西方墨點法檢測重組結構蛋白口蹄疫病毒 VP1與 SN 724及 SPF豬血清

的結合能力。 

利用西方墨點法將切膠純化後的重組結構蛋白VP1與稀釋 500倍之高中和抗體

力價及 SPF豬血清進行感作，二抗為 HRP-conjugate goat anti-swine IgG稀釋

5,000 倍。結果顯示高中和抗體力價豬血清能夠辨認重組結構蛋白 VP1，SPF

豬血清則否。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2-4：重組結構蛋白 VP1 + SN 724豬血清。 

Lane 5-7：重組結構蛋白 VP1 + SPF豬血清。 
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圖十、西方墨點法檢測重組結構蛋白口蹄疫病毒 VP1與兔子多源抗體的結合能

力。 

利用西方墨點法將切膠純化後的重組結構蛋白 VP1 與稀釋 500倍之兔血清 (2

隻兔子於免疫期間第 0、21、42 及 63 天所採血液樣本) 進行感作，二抗為

HRP-conjugate goat anti-rabbit IgG稀釋 5,000倍。結果顯示第 0天兩隻兔子皆無

抗體反應，第 21、42及 63天所採血液樣本則明顯可與 30 kDa大小的重組結構

蛋白 VP1結合。 

Lane 1：Protein marker。 

Lane 2：重組結構蛋白 VP1 +免疫前母兔血清。 

Lane 3：重組結構蛋白 VP1 +免疫後第 21天母兔血清。 

Lane 4：重組結構蛋白 VP1 +免疫後第 42天母兔血清。 

Lane 5：重組結構蛋白 VP1 +免疫後第 63天母兔血清。 

Lane 6：重組結構蛋白 VP1 +免疫前公兔血清。 

Lane 7：重組結構蛋白 VP1 +免疫後第 21天公兔血清。 

Lane 8：重組結構蛋白 VP1 +免疫後第 42天公兔血清。 

Lane 9：重組結構蛋白 VP1 +免疫後第 63天公兔血清。 
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圖十一、最佳化 rVP1-bELISA條件。 

以棋盤式直接型 ELISA 檢測 rVP1-bELISA的最佳條件。以切膠純化後的重組結構

蛋白 VP1作為塗鍍抗原，以標示 HRP的單源抗體 Q10E做為 tracer。選擇 A450讀

值為 1.27做為最佳化 rVP1-bELISA的條件。其塗鍍抗原重組結構蛋白 VP1濃度為

120 ng/well，而 Q10E-HRP濃度則為 20 ng/well。 

 

圖十二、rVP1-bELISA標準血清分析與確認。 

以最佳化的 rVP1-bELISA條件來分別進行 SN 724及 SPF兩標準血清的二重複試

驗。結果顯示兩者有明顯的差別，差距約 4-5倍 A450值。 

0

1

2

3

4

5

6

160 80 40 20 10 5 2.5

A
45

0

Q10E-HRP (ng/well)

rVP1-bELISA

60

120

240

480

rVP1
(ng/well)

0.35 0.34

1.54 1.52

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

SN 724 SN 724 SPF SPF

A
45

0

SN 724 and SPF swine sera, two repeated trials

rVP1-bELISA

SN 724

SN 724

SPF

SPF



 

74 
 

 

圖十三、SPF豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 100個 SPF豬血清樣本，平均 PI值為 1.9，標準差為 10.4。 

 

 

 

圖十四、SN 3豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 119個 SN 3豬血清樣本，平均 PI值為 5.7，標準差為 7.5。 
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圖十五、SN 4豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 46個 SN 4豬血清樣本，平均 PI值為 11.8，標準差為 14.6。 

 

 

 

圖十六、SN 8豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 67個 SN 8豬血清樣本，平均 PI值為 7.9，標準差為 14.9。 
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圖十七、SN 16豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 48個 SN 16豬血清樣本，平均 PI值為 9.8，標準差為 8.3。 

 

 

 

圖十八、SN 32豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 67個SN 32豬血清樣本，平均PI值為 16.3，標準差為 12.7。 
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圖十九、SN 64豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 47個SN 64豬血清樣本，平均PI值為 19.7，標準差為 14.7。 

 

 

 

圖二十、SN 128豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 67個 SN 128豬血清樣本，平均 PI值為 32.5，標準差為

22.9。 
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圖二十一、SN 256豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 47個 SN 256豬血清樣本，平均 PI值為 33.7，標準差為

22.2。 

 

 

圖二十二、SN 512豬血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 66個 SN 512豬血清樣本，平均 PI值為 63.2，標準差為

26.3。 
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圖二十三、SN 4牛血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個 SN 4牛血清樣本，平均 PI值為 14.7，標準差為 24.1。 

 

 

 

圖二十四、SN 16牛血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個 SN 16牛血清樣本，平均 PI值為 8.3，標準差為 28.3。 
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圖二十五、SN 32牛血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個SN 32牛血清樣本，平均PI值為 18.6，標準差為 19.6。 

 

 

 

圖二十六、SN 128牛血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個 SN 128牛血清樣本，平均 PI值為 23.2，標準差為

20.5。 
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圖二十七、SN 512牛血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個 SN 512牛血清樣本，平均 PI值為 38.3，標準差為

29.3。 

 

 

 

圖二十八、SN 4羊血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個 SN 4羊血清樣本，平均 PI值為 34.0，標準差為 28.0。 
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圖二十九、SN 16羊血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個SN 16羊血清樣本，平均PI值為 31.2，標準差為 20.2。 

 

 

 

圖三十、SN 32羊血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個SN 32羊血清樣本，平均PI值為 31.0，標準差為 13.3。 
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圖三十一、SN 128羊血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個 SN 128羊血清樣本，平均 PI值為 50.2，標準差為

18.9。 

 

 

圖三十二、SN 512羊血清樣本 PI值分佈圖。 

利用 rVP1-bELISA檢測 20個 SN 512羊血清樣本，平均 PI值為 75.1，標準差為

15.4。 
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圖三十三、豬血清樣本 rVP1-bELISA與 SN test的相關性 ( n = 674 )。 

利用 rVP1-bELISA檢測 674個豬血清樣本，依據每個樣本的 PI值與血清中和抗體

力價繪製標準曲線圖。 

 

 

圖三十四、牛血清樣本 rVP1-bELISA與 SN test的相關性 ( n = 100 )。 

利用 rVP1-bELISA檢測 100個牛血清樣本，依據每個樣本的 PI值與血清中和抗體

力價繪製標準曲線圖。 
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圖三十五、羊血清樣本 rVP1-bELISA與 SN test的相關性 ( n = 100 )。 

利用 rVP1-bELISA檢測 100個羊血清樣本，依據每個樣本的 PI值與血清中和抗體

力價繪製標準曲線圖。 

 

 

圖三十六、豬血清樣本 ROC curve分析 ( n = 674 )。 

選擇較佳的 cut-off值為 20%，敏感性與特異性則分別為 58.8%及 92.9%。 
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圖三十七、豬血清樣本 rVP1-bELISA特異性分析。 

豬血清樣本中 380個低中和抗體力價樣本 ( SN titer < 32 )，其中有 27個血清之血

清抑制百分比大於 cut-off值 (20%) 為偽陽性。 

 

 

圖三十八、豬血清樣本血清 rVP1-bELISA敏感性分析。 

豬血清樣本中 294個高中和抗體力價樣本 ( SN titer ≧ 32 )，其中有 121個血清之

血清抑制百分比小於 cut-off值 (20%) 為偽陰性。 
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圖三十九、牛血清樣本 ROC curve分析 ( n = 100 )。 

選擇較佳的 cut-off值為 10%，敏感性與特異性則分別為 66.7%及 67.5%。 

 

 

圖四十、牛血清樣本 rVP1-bELISA特異性分析。 

牛血清樣本中 40個低中和抗體力價樣本 ( SN titer < 32 )，其中有 13個血清之血清

抑制百分比大於 cut-off 值 (10%) 為偽陽性。 
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圖四十一、牛血清樣本 rVP1-bELISA敏感性分析。 

牛血清樣本中 60個高中和抗體力價樣本 ( SN titer ≧ 32 )，其中有 20個血清之血

清抑制百分比小於 cut-off值 (10%) 為偽陰性。 

 

 

圖四十二、羊血清樣本 ROC curve分析 ( n = 100 )。 

選擇較佳的 cut-off值為 30%，敏感性與特異性則分別為 73.3%及 67.5%。 
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圖四十三、羊血清樣本 rVP1-bELISA特異性分析。 

羊血清樣本中 40個低中和抗體力價樣本 ( SN titer < 32 )，其中有 13個血清之血清

抑制百分比大於 cut-off 值 (10%) 為偽陽性。 

 

 

圖四十四、羊血清樣本 rVP1-bELISA敏感性分析。 

羊血清樣本中 60個高中和抗體力價樣本 ( SN titer ≧ 32 )，其中有 16個血清之血

清抑制百分比小於 cut-off值 (10%) 為偽陰性。 
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圖四十五、最佳化 virus-bELISA條件。 

以棋盤式直接型 ELISA 檢測 virus-bELISA的最佳條件。以高速離心後的口蹄疫病

毒作為塗鍍抗原，以標示 HRP的單源抗體 Q10E做為 tracer。選擇 A450讀值為 1.44

做為最佳化 virus-bELISA的條件。其塗鍍抗原口蹄疫病毒的稀釋倍數為 8倍稀釋，

而 Q10E-HRP濃度則為 100 ng/well。 

 

圖四十六、virus-bELISA標準血清分析與確認。 

以最佳化的 virus-bELISA條件來分別進行SN 724及SPF兩標準血清的二重複試驗。

結果顯示兩者雖有差別，但 A450讀值僅差距約 0.6。 
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表一、抗口蹄疫病毒 O/97單源抗體的特性分析 

 

利用口蹄疫病毒 O/97及 O/99的病毒中和試驗、口蹄疫病毒 O/97及 O/99的免疫

螢光染色法及間接型 ELISA (rVP1及 P29)，來分析抗口蹄疫病毒 O/97單源抗體的

特性。在這 25株單源抗體裡面有 5株對於 rVP1的反應非常的好，分別為 Q10E-3、

S12G-6、N10E-1、P9E-1及 T5H-12，力價都高達了 10,000倍以上，其中 Q10E-3

對於 rVP1的力價高達了 606,000倍，對 P29的力價也高達 205,280倍，在 25株單

源抗體中表現搶眼。(Cheng et al., 2006) 
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表二、口蹄疫病毒 O/97及 O/99結構蛋白 VP1上 131-159胺基酸片段 

 

口蹄疫病毒 O/97及 O/99結構蛋白 VP1上第 131-159胺基酸片段，總共有 29個胺

基酸簡稱為 P29，此段序列包含了 RGD motif，也就是口蹄疫病毒的第一個中和抗

原決定位 (Site 1)。劃底線的部分代表兩病毒株胺基酸序列不同的地方，若以 RGD

為中心，兩病毒株的胺基酸序列在 P29 的左側相異度較高，右側則相似度較高。

(Cheng et al., 2006) 

 

表三、學生氏 t 分布表 (右單尾) 
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表四、豬血清樣本之平均 PI值及 PI值標準差 ( n = 674 ) 

 

 

 

 

表五、牛血清樣本之平均 PI值及 PI值標準差 ( n = 100 ) 

 

 

 

 

 

 

組別組別組別組別 平均平均平均平均 PI 值值值值 (%) PI 值標準差值標準差值標準差值標準差 (%) 

SPF 1.9 10.4 

SN 3 5.7 7.5 

SN 4 11.8 14.6 

SN 8 7.9 14.9 

SN 16 9.8 8.3 

SN 32 16.3 12.7 

SN 64 19.7 14.7 

SN 128 32.5 22.9 

SN 256 33.7 22.2 

SN 512 63.2 26.3 

組別組別組別組別 平均平均平均平均 PI 值值值值 (%) PI 值標準差值標準差值標準差值標準差 (%) 

SN 4 14.7 24.1 

SN 16 8.3 28.3 

SN 32 18.6 19.6 

SN 128 23.2 20.5 

SN 512 38.3 29.3 
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表六、羊血清樣本之平均 PI值及 PI值標準差 ( n = 100 ) 

 

 

表七、豬血清樣本不同 cut-off值之敏感性、特異性及一致性 ( n = 674 ) 

cut-off 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Sensitivity 84.7 58.8 41.2 31.6 24.8 20.4 15 12.2 0 

Specificity 70.3 92.9 96.3 97.9 98.7 99.7 100 100 100 

Consistency 76.6 78 72.3 69 66.5 65.1 62.9 61.7 56.4 

 

 

表八、牛血清樣本不同 cut-off值之敏感性、特異性及一致性 ( n = 100 ) 

cut-off 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Sensitivity 66.7 50 33.3 23.3 18.3 11.7 8.3 6.7 0 

Specificity 67.5 77.5 80 80 90 92.5 95 97.5 100 

Consistency 67 61 52 46 47 44 43 43 40 

 

 

表九、羊血清樣本不同 cut-off值之敏感性、特異性及一致性 ( n = 100 ) 

cut-off 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Sensitivity 98.3 91.7 73.3 65 48.3 40 31.7 20 3 

Specificity 5 37.5 67.5 70 82.5 87.5 90 90 95 

Consistency 61 70 71 67 62 59 55 48 40 

組別組別組別組別 平均平均平均平均 PI 值值值值 (%) PI 值標準差值標準差值標準差值標準差 (%) 

SN 4 34.0 28.0 

SN 16 31.2 20.2 

SN 32 31.0 13.3 

SN 128 50.2 18.9 

SN 512 75.1 15.4 
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附錄附錄附錄附錄 

Separating gel (12%) 

名稱 體積 

DW 3.3 mL 

30% Acrylamide/Bis (29:1) 4.0 mL 

1.5M Tris (pH8.8) 2.5 mL 

10% SDS 0.1 mL 

10% Ammonium persulfate 0.1 mL 

TEMED 0.004 mL 

Total volume 10 mL 

 

Stacking gel (5%) 

名稱 體積 

DW 2.7 mL 

30% Acrylamide/Bis (29:1) 0.67 mL 

1.5M Tris (pH6.8) 0.5 mL 

10% SDS 0.04 mL 

10% Ammonium persulfate 0.04 mL 

TEMED 0.004 mL 

Total volume 4 mL 

 

 

 

 


