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摘要 

諾羅病毒為全球流行之非細菌性腸胃道致病菌。由於缺乏細胞株生產減毒

或去活的諾羅病毒疫苗，諾羅病毒疫苗主要以類病毒顆粒為基礎發展。諾羅病

毒衣殼蛋白質 VP1 之突出區(P (protruding) domain)，會構成由 12 個雙體化 P 蛋

白質所組成之 P 粒子(P particle)，其抗原形態與病毒衣殼蛋白質 VP1 相同。因

突出區具有三個多出來的環狀結構，能嵌入外來抗原，先前已做為外來抗原呈

現平台。本研究欲使用分離自台灣本土株，GII.4 型諾羅病毒之突出區作為 P 蛋

白質多抗原呈現平台之基礎。首先在表現部分，利用不具有內毒素疑慮、培養

成本低廉且易於放大培養之畢赤氏酵母菌 Pichia pastoris，經醱酵槽培養，胞內

P 蛋白質產量可達 220 mg/L。其次，在純化策略方面，利用 P 蛋白質本身的電

性及原態具有的組胺酸，本研究發展出二套無標籤純化策略：(1)利用宿主蛋白

質與 P 蛋白質對管柱的吸附落差，P 蛋白質可經由離子交換管柱及疏水性管柱

純化得到，但最終回收後產量僅有 2.5%。為進一步提升產量，(2)利用親和層析

管柱(His-Trap)能與原態暴露在外之組胺酸吸附的特性，P 蛋白質可利用親和層

析管柱及離子交換管柱純化，回收率為 28.1%，純度可達 82.1%。此外，藉由

VP1 蛋白質原態所具有的組胺酸，及 VP1 能組成顆粒之特性，原態之 VP1 顆粒

亦能藉由親和層析管柱及膠體層析管柱純化，回收率為 20%，純度可超過

90%。純化出之 VP1 蛋白質經粒徑分析儀及穿透式電子顯微鏡檢測，VP1 能成

功組成具有生物功能之粒子，能與成人唾液之 HBGA (human histo-blood group 

antigen)結合。與帶有組胺酸標籤(His-tag)之 P 蛋白質(P-His)相似，純化出之原

態 P 蛋白質，經粒徑分析儀測定及穿透式電子顯微鏡觀測，二種 P 粒子皆呈現

小型 P 粒子(small P particle)之三角形及四角形形態，顯示以酵母菌表現之台灣

流行株 GII.4 型諾羅病毒 P 蛋白質，能構成由 6 個雙體化 P 蛋白質組成之小型 P

粒子。前人文獻指出，小型 P 粒子僅出現在 C 端突變之 P 蛋白質。而本研究之

P 蛋白質未經末端修飾即呈現小型 P 粒子，經與其它 GII.4 菌株序列比對，發現
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其中四個胺基酸對 P 粒子的形成可能扮演關鍵角色。當以綠色螢光蛋白質模擬

外來抗原，呈現於 P 蛋白質的表面頂端，結果發現嵌合型 P 蛋白質不但能成功

組成嵌合小型 P 粒子，亦能發出綠色螢光，顯示台灣分離株諾羅病毒 P 蛋白質

能做為外來抗原呈現平台。本研究為首篇提供諾羅病毒 P 蛋白質酵母菌大量生

產、無標籤簡易純化及確立小型 P 粒子亦能作為外來抗原呈現平台之研究。 

 

 

關鍵詞：諾羅病毒、類病毒顆粒、小型 P 粒子、嵌合型 P 粒子、畢赤氏酵母

菌、醱酵培養、無標籤純化 
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Abstract 

    Norovirus (NoV) is one of the leading causes of acute nonbacterial 

gastroenteritis outbreaks worldwide. Due to the lack of a reliable and efficient cell 

culture system for producing inactivated or attenuated whole NoV vaccines, the 

development of NoV vaccines relies largely on virus-like particles (VLPs) formed by 

the major capsid protein VP1 or subviral particles formed by the exterior protrusion 

(P) domain of VP1. The P particle is composed of 12 P dimers and revealed the same 

antigenic types as VLP. Additionally, due to the presence of three outermost surface 

loops in the P domain, the P particle could serve as a platform for carrying foreign 

antigens. The goal of this study is to provide the fundamental understanding of 

different constructs of P particles formed by the P domain of NoV strain GII.4 isolated 

from Taiwan to establish the multiple antigen presentation platform. The P domain 

was expressed in Pichia pastoris, a well-known expression system with several 

advantages including high cell density fermentation at low cost and non-risk of 

endotoxin. The production of NoV P protein reached 220 mg/L as a soluble form in 

fermentation cultures. The overexpression P protein provided the cornerstone for the 

development of tag-free P protein purification schemes. For purification of tag-free P 

protein, based on the charge and the surface histidine in native NoV, two purification 

schemes were developed: (1) The host cell proteins and the target P protein were 

separated by the difference of the binding strength to the chromatography column. 

Using anion-exchange and hydrophobic interaction chromatography purification 

schemes, NoV P protein with high purity was obtained. However, the P protein 

recovery was 2.5%. (2) Using the HisTrap affinity column and anion-exchange 

column, the native NoV P protein was purified, and recovery and purity were 28.1% 

and 82.1%, respectively. Besides, the NoV major capsid protein VP1 was also 

purified using the HisTrap affinity column and gel filtration column. The purity of 
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NoV VP1 protein was over 90% and the recovery was 20%. Dynamic light scattering 

(DLS) and transmission electron microscopy (TEM) analysis of the purified NoV VP1 

revealed that VP1 proteins were self-assembled into particles, and these particles 

remained HBGA binding ability as evidenced by saliva binding assay. Similar to P-

His protein, the P protein also formed biologically functional small P particle 

composed by six of P dimer. The purified P-His and P protein, analyzed by TEM and 

DLS, were also revealed triangle-, square- and ring-shaped. Previous studies showed 

that the small P particles were only found with C-terminus modification. Without 

terminal modification, small P particles were formed in this study. The amino acid 

sequence analysis showed only four different amino acids between the P domain in 

this study and other investigated GII.4 strains, suggesting that these amino acids 

might play an important role in P particle formation. To extend the application of the 

small P particle, the green fluorescent protein was used to mimic the foreign antigen 

and inserted into NoV P loop2 distal end. From gel filtration and fluorescent 

microscopy, the chimera small P proteins were self-assembly into chimera small P 

particles and showed green fluorescence. It was indicated that these Taiwan native 

small P particle can be an antigen presentation platform. This study was the first 

report of NoV P protein covering overexpression in P. pastoris, easy handling tag-free 

purification schemes, and formation of small P particles without terminal modification 

as foreign antigen displaying platform. 

 

 

Keyword: Norovirus, Virus-like particle, small P particle, chimera P particle, Pichia 

pastoris, fermentation cultures, tag-free purification 
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第一章 前言 

1.類病毒顆粒疫苗 

    類病毒顆粒(VLP; virus-like particle)於 1968 年，首次於感染 B 型肝炎的病

人血漿中被純化出來[1, 2]。10 多年後，第一支利用基因重組技術，以大腸桿菌

所表現的口蹄疫病毒(Foot and mouth disease virus; FMDV)類病毒顆粒疫苗被研

發出來，並用於接種牛和猪上[2, 3]。經過 30 多年的發展，以類病毒顆粒(Virus-

like particles; VLPs)為基礎發展的疫苗，已廣為人接受並大量的應用於許多疾病

的預防及治療。類病毒顆粒不僅可做為基因治療工具及新的奈米材料，以高通

量篩選技術，結合蛋白質工程以及化學耦合(chemical coupling)，還可擴展疫苗

學、基因傳遞、免疫治療和生物奈米技術的應用性[4]。 

 

1.1 類病毒顆粒疫苗的發展優勢 

傳統疫苗是將分離的病原體經由減毒或去活後呈現給人體的免疫系統以產

生抗體，進而達到免疫的效果，但此種方式僅限於可培養且變異度低的病原

體。此外，使用活體病原菌，如果去活或減毒不完全將造成安全疑慮[5]。 

    類病毒顆粒係由多個次單元(subunit)蛋白質組成的複合物，可自我組裝成

與病毒相似的 3D 構造。類病毒顆粒具有重複性的表面結構，能誘發較佳的免

疫反應，並可經由基因重組的方式將病毒的外鞘蛋白基因送入宿主大量表現，

不似傳統疫苗受限於需先分離培養病原菌。類病毒顆粒缺乏病毒的遺傳物質，

無法自我複製而不帶有病原性，是個高安全及高免疫原性的疫苗平台。經由不

同的策略，幾乎任何類型的分子皆可經由類病毒顆粒呈現給免疫系統[5, 6]。 

 

1.2 類病毒顆粒的結構分類 

根據病毒結構，類病毒顆粒可分為二大類：不具外套膜類病毒顆粒( non-

enveloped VLPs )及帶有外套膜類病毒顆粒( enveloped VLPs) [4]。 
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    不具外套膜類病毒顆粒通常由一種或多種會自我組裝形成類病毒顆粒的外

鞘蛋白質所組成，從宿主表現後，不帶有宿主的任何成份。此外，類病毒顆粒

可以進一步發展成一個抗原呈現平台，使外來嵌入的抗原能借由病毒的組裝特

性，以高重複性、系統性的方式呈現給免疫系統。類病毒顆粒抗原呈現平台，

可做為疫苗對抗任何病原菌，包含慢性非傳染性疾病如癌症和過敏[6]。 

帶有外套膜類病毒顆粒的結構相對較複雜，由宿主細胞膜與目標抗原一同組

成在外鞘上。帶有外套膜的類病毒顆粒為一個高度靈活的平台，能整合呈現更多

來自相同或相異病原菌的抗原[6, 7]。 

 

2.諾羅病毒介紹 

    病毒、細菌、真菌、寄生蟲、毒素或普利昂蛋白(prions)皆可經由食物和水

傳播，並經由糞口途徑引發食源性疾病，雖然食源性病毒僅能在宿主細胞複

製，無法在食物、水以及貯藏期間增加，但是它比細菌更能抵抗高溫、極端 pH

及消毒劑，並且只要少量的病毒顆粒就能致病，因此一般食品加工處理程序無

法有效去除病毒病原體[8]。 

 

2.1 諾羅病毒之流行病學 

    1968 年諾羅病毒首次在美國俄亥俄州諾沃克(Norwalk, Ohio)爆發[9]。疫情通

常爆發在人群大量聚集的地方，如醫院 學校、游泳池、軍事基地等。諾羅病毒

的主要感染途徑為糞口傳染，一般受汙染的食物和水為首要傳染源，接著再經由

人與人的接觸進一步傳播，最後爆發 (如附圖 1) [10]。全球每年有 1.25 億的人口

感染諾羅病毒[11]。感染諾羅病毒的症狀包含腹瀉、嘔吐、噁心、腹部絞痛、畏

寒、頭痛、脫水和高燒。病毒具有 1~3 天的潛伏期，症狀會持續 2-3 天，並根據

個人的免疫能力而有所增減[12]。雖然嚴重到需要入院治療的以幼兒為大宗，但

花費最多 死亡率最高的確是以長者為主。由於諾羅病毒有許多不同的菌株，人
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體很難長期對此種病毒免疫，因此在人的一生中可能會反覆感染這項疾病[13]。 

    諾羅病毒能造成大流行的原因包含，第一、低劑量即可致病(<20 病毒顆粒)，

第二、在發病期間，高濃度的病毒顆粒會隨著糞便一起排出(每克的病人糞便有

106到109之病毒顆粒)，並在發病結束後4-8週內糞便還是可能帶有具感染的病毒

顆粒，第三，發病之病人呈霧化之嘔吐物有助於病毒的傳播，第四、病毒一但存

在環境中，數週內仍能保有傳染力，由於病毒顆粒極其穩定，以一般的清潔劑或

消毒殺菌劑，以常用濃度或一般的處理時間難以完全去除活性[14]。 

    農產品與海鮮為主要帶有諾羅病毒的高風險食物。在美國自1998-2005年有

40%的諾羅病毒大流行來自農產品，帶有諾羅病毒的主要汙染途徑，來自於使用

被污染的水灌溉、施肥或清洗。因蔬菜和水果中存有非常多的葡萄糖和多聚醣，

其中醣類的基團類似諾羅病毒的受體HBGAs (human histo-blood group antigens)，

目前認為諾羅病毒也可能經由附著在類似HBGAs的醣類上，進而污染食物[8]。

另一個會帶有諾羅病毒的高風險食物為海鮮，特別是像貽貝，牡蠣和蛤等雙殼貝

類。由於它們是濾食性攝食動物，在存有病毒的水中，更容易遭到汙染，而且根

據生長的地點、季節以及檢測方式的靈敏度，會決定諾羅病毒的汙染程度。例如

從研究指出，諾羅病毒的病毒顆粒會結合在牡蠣中腸內的消化盲囊上，結合在相

似於人類HBGAs分子的地方[15]；不同的諾羅病毒基因型，對不同的牡蠣組織會

有不同的親和力，因此不同的諾羅病毒基因型會有不同的生物累積量。在許多大

爆發的事例中，皆是與食用生的或未煮熟的的貝類有關。 

 

2.2 諾羅病毒的研究挑戰及替代的研究方案 

    諾羅病毒之病毒顆粒於 1972 年第一次被觀察到，為 GI.1 大小 27 nm 之顆

粒[9]。往後幾年許多實驗室也致力於發展體外培養平台。而在人類諾羅病毒的

研究上，主要遇到二大挑戰，第一，人類諾羅病毒無法從細胞培養中取得，第

二，人類諾羅病毒沒有小型的動物培養模式[8]。然而隨著時間的推移，人類諾
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羅病毒體外培養有許多重大的突破。於 2007 年，研究人員能以三維之人類腸組

織培養諾羅病毒，並且發現人類諾羅病毒傾向感染腺上皮細胞(glandular 

epithelial cells)並複製[16, 17]，然而這套系統卻無法套用在其他實驗室培養諾羅

病毒[18, 19]，因此之後少有研究使用此套系統。 

    於 2014 年 Jones 等人於諾羅病毒的體外培養有了突破，而契機在於發現，

染了人類諾如病毒的黑猩猩其 B 細胞可以產生病毒衣殼蛋白質[20]，以及某些

腸道細菌帶有組織血型抗原(histo-blood group antigens；HBGAs) [21]，根據這二

點，Jones 團隊成功使人類諾羅病毒基因拷貝數增加了 600 倍，於帶有腸道細菌

的 B 細胞(BJAB)中[22]。具體來說，這套培養系統諾羅病毒複製需要游離的 H

型 HBGA 或帶有 H HBGA-like sugars 之腸道細菌(Enterobacter cloacae)，做為病

毒複製的輔助因子。然而此套培養系統卻有，第一、與腸道細菌(E. cloacae)共

培養如操作不慎容易引發汙染，然而以帶有人工合成的 HBGAs 溶液做替代並

共培養，則有成本高昂以及因合成和純化上的差異而有品質不一的問題，第

二、人類諾羅病毒感染 B 細胞，不會產生明顯的細胞病變，因此定量需仰賴

RT-qPCR [14]。 

    近期，Ettayebi 等人於 2016 年成功地利用幹細胞所衍生的人類腸道細胞培

養 GII.4 和 GII.3 人類諾羅病毒株[23]。此套系統之優勢包含，第一、能提供多

種人類諾如病毒株複製，第二、感染病毒的細胞能出現細胞病變作為判讀，第

三、與流行病學所觀察到之帶有不同 HBGA 宿主其感染模式一致。但缺點為培

養時間長及維護成本高，因此無法做為常規食品及水質之病毒檢驗[14]。 

雖然野生型小鼠無法使人類諾羅病毒複製，免疫缺陷鼠能使部分人類諾羅病

毒複製，並且人類諾羅病毒可以在大型動物如無菌猪、無菌牛和黑猩猩體內複製

[14]，然而無論是免疫缺陷鼠或大型動物，皆有高培養成本、需專業動物養護設

備以及具有動物倫理問題，近期美國國家衛生研究院（NIH）宣布停止支助使用

黑猩猩的研究資金[24]，就是其中的一例。 
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由於先前人類諾羅病毒無法以細胞培養及動物培養模式取得[14]，因此，大

量的研究是以諾羅病毒的病毒顆粒(VP1)及老鼠的諾羅病毒，或與諾羅病毒同屬

杯狀病毒科 (Caliciviridae)的貓杯狀病毒 (Feline Calicivirus；FCV)、Porcine 

sapovirus 和 Tulane virus 做取代，間接研究其特性[8]。 

 

2.3 諾羅病毒分子生物學特性及分類 

    諾羅病毒(Noroviruses)屬杯狀病毒科(Caliciviridae)、諾羅病毒屬(Norovirus)，

為單鏈、正股 RNA、無包膜病毒，病毒顆粒為高度穩定的二十面對稱體，基因

體長度約 7.5-7.7 kb，由三個開放式閱讀框架 (open reading frames; ORF)所組成。

ORF1 會轉譯出非結構性病毒蛋白酶；ORF2 會轉譯出諾羅病毒的主要結構蛋白

質 VP1；ORF3 會轉譯出次要結構蛋白 VP2 (圖 1-1) [25]。VP1 蛋白質在病毒中

扮演重要角色，它會與宿主細胞表面的 HBGA (histo-blood group antigen) 結合，

使病毒進入細胞[26] (如附圖 3)，因此不同的諾羅病毒具有不同抗原特異性。VP2

則會加強 VP1 內部的穩定，幫助外鞘蛋白質(VP1)的組裝及協助病毒基因的封裝

[27, 28]。諾羅病毒為由 90 個 VP1 二聚體(dimer)所組成，體外表現會自我組裝的

VP1 類病毒顆粒，其大小、形狀及免疫原性皆與諾羅病毒相似，目前已做為疫苗，

並進入人體臨床測試 [29]。 

    諾羅病毒根據基因組序列，目前分成七種基因組 (genogroups)，其中

genogroups I、II 和 IV (GI、GII 和 GIV)會感染人類，但 GII 也會感染猪隻，GIV

則會感染貓科及犬科動物，而 GVI 和 GVII 感染犬科動物，GIII 和 GV 分別感染

牛及囓齒動物[30]。根據病毒衣殼  (VP1)及 RNA-dependent RNA polymerase 

(RdRp)之蛋白質序列[31]，七種基因組(genogroups)可個別再細分成不同基因型

(genotypes)，其中 9 個 GI (GI.1-GI.9)、19 個 GII (GII.1-GII.10, GII.12-GII.17, GII.20-

GII.22)及 1 個 GIV (GIV.1)基因型可感染人類[32]。全球最廣為流行及研究的人

類諾羅病毒為 GII.4 型[8]。例如在 2006-2012 文獻指出台灣腹瀉事件中，GII.4 同
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樣為主要流行株 [33, 34]。根據諾羅病毒爆發與流行之時間，GII.4 型之諾羅病毒

藉由 VP1 之高變異區 P domain (突出區 )，可再分類成不同的基因亞型

(subgenotype)，例如 2006a、2006b、 2009 及 2012 等[30, 34, 35]，如附圖 2。 

 

2.4 諾羅病毒之細胞趨性 

    了解病毒與宿主間的交互作用及病毒受器，才能進而了解病毒特定的宿主範

圍及病原性。 

 

2.4.1 HBGA 之生合成路徑 

HBGAs (human histo-blood group antigens)為諾羅病毒進入到人體的受器

(receptor)或輔助受器(co-receptor) (如附圖 3)。HBGAs 為聚醣複合物，會連結在

醣蛋白(glycoproteins)或醣脂質(glycolipids)呈現在紅血球細胞或黏膜上皮細胞

上，或者以游離的方式在血液、唾液、腸道內或乳汁等生物體中流動。HBGAs

抗原的合成，主要受控於 ABO、 Lewis 和 secretor 基因家族[36]。如圖 1-2 所

示，抗原前驅物(precursor)之結構有三個，type 1 (Gal β 1-3 GlcNAc β)、type 2 

(Gal β 1-4 GlcNAc β )、type 3 (Gal β 1-3 GalNAc α ) [37, 38]；人類 ABO 血型之

ABH 抗原，不同於分泌型(secretors)，受 FUT1 (fucosyltransferase 1)控制催化

fucose 轉移至 type 2 前驅物，產生 H 抗原供後續 A 或 B 酵素反應產生 A、B 抗

原[13, 36, 37]，孟買血型(Bombay blood group)及亞孟買血型(Para-bombay blood 

group)即是 FUT1 缺失或突變無法產生 H 抗原之例子[39]。分泌型(secretors)則

不同於血型，受控於 FUT2 (fucosyltransferase 2)催化 fucose 轉移，當缺乏 FUT2

則為非分泌型(non-secretors)，無法合成 ABH 抗原並分泌至唾液和粘膜等分泌

物中[13, 36]，而亞孟買血型(Para-bombay blood group)即為雖 FUT1 缺失但

FUT2 還保有功能之例子[39, 40]；特別的是，FUT2 也能催化 type 2 前驅物在粘

膜(mucosa)[36]。FUT3 (fucosyltransferase 3)又稱為 Lewis 酵素同樣會催化 fucose
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轉移，如果為非分泌者，則表型有 Lewis a，如果為分泌者，則表型有 Lewis 

b；當 type 2 前驅物被 FUT1 或 FUT2 催化者，則表型有 Lewis y，如果沒有催

化者，則表型有 Lewis x [13, 36]，如附圖 4。 

 

2.4.2 人類諾羅病毒與不同 HBGAs 之結合特異性 

首次從臨床感染發現諾羅病毒會辨識 HBGAs，是經由人體自願受試的研究

結果得知，研究結果發現，O 型及 A 型人有極高的機率感染 prototype Norwalk 

virus (GI-1)，而唾液檢測幾乎不與諾羅病毒結合的 B 型人，在人體測試中發現

也幾乎不受諾羅病毒感染，非分泌型(nonsecretors)者則有自然抗性，完全不受

感染，相似的結果也發生在諾羅病毒(GI-1)大流行期間 [41, 42]。而以人體測試

諾羅 GII.4 Farmington Hills 2002 病毒，從受試結果報告也可觀察到，70%具有

FUT2 功能(即分泌型)之健康成年人會受到諾羅病毒之感染，其中有 57%出現了

感染症狀，而沒有 FUT2 功能(即非分泌型)之健康成年受試者，僅有一人(6%)感

染，並且症狀輕微[43]，相似的結果也可以在唾液檢測(saliva-binding assay)中觀

察到，GII.4 會結合 A、B、O 等分泌型，但卻無法與非分泌型結合[35]。此

外，根據合成時不同來源之前驅物(type1-3) (附圖 4)，諾羅病毒有不同的結合強

度，研究顯示，前驅物以 type 1 (Gal β 1-3 GlcNAc β)來源之人工合成 O 型或 B

型之聚醣，與諾羅病毒的結合比 type 2 (Gal β 1-4 GlcNAc β )來源之 O 型或 B 型

更緊密 [35, 37]。 

每 2-3 年 GII.4 會突變形成新的變異株(附圖 2)，導致全球大流行，原因來

自於高度變異區 protruding (P) domains 基因序列上的變化，導致宿主受體與病

毒親和力的改變、強化病毒逃避人體的免疫力[44]。故通過了解諾羅病毒與不

同的 HBGA 受體的結合方式，可得知諾羅病毒流行株的進化方式及病毒特定的

宿主範圍。 
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圖 1-1 人類諾羅病毒基因組成和結構 [45] 

(a) 諾羅病毒為單鏈正股無包膜 RNA 病毒，病毒具有三個開放式閱讀框架(open 

reading frames; ORF)，ORF1 會轉譯出非結構性病毒蛋白質；ORF2 和 ORF3 分

別會轉譯出諾羅病毒的主要結構蛋白質 VP1 和次要結構蛋白 VP2。VP1 蛋白質

由短鉸鏈(hinge)所連接之殼區(S (shell) domain)和突出區(P (protruding) domain)

所構成。(b)一個二十面體 T = 3 諾羅病毒 VLP 由 90 個 VP1 二聚體所組成。

VP1 之 S 結構在最內部會以支架形式包裹病毒的 RNA，P 結構則在最外部，並

且可再被細分為 P1 和 P2 區，並藉由鉸鏈(hinge)與 S 結構相連。左圖為二聚體

之結構模擬圖，右圖為三個相同之 S 結構 A / B / C 所構成的病毒顆粒(顆粒建構

過程詳見附圖 6)。PDB accession number 1IHM。 
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圖 1-2 FUT1、FUT2 和 FUT3 酵素生合成 HBGA 之路徑 [36] 

右上之 Type 1、2 或 3 precursor 可經由 fucosyltransferase 1 (FUT1)、FUT2 或 

FUT3 以及 A 或 B enzymes 多種酵素修飾產生多種不同抗原。Type 1 及 3 

precursor 經由 FUT2 修飾經由 1, 2 linkage 加上 fucose，產生 1 或 3 H type 抗

原，產生的 H antigen 可以經由 A 或 B enzymes 修飾，再產生 A 或 B antigens。 

Type 2 precursor 雖可透過 FUT1 或 FUT2 經由 1, 2 linkage 產生 H type 2，但在

紅血球催化酵素是 FUT1；而粘膜則是 FUT2。此外，type 1 或 H type 1 經由

FUT3 (Lewis enzyme)修飾可個別產生 LeA 或 LeB (如附圖 4)；而 type 2 或 H 

type 2 經由 FUT3 (Lewis enzyme)修飾可個別產生 LeX 或 Le Y (如附圖 4)。Gal: 

galactose; GlcNAc: N-acetylglucosamine; Fuc: fucose; GalNAc: N-

acetylgalactosamine。 
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3.諾羅病毒類病毒顆粒 (VP1) 

3.1 諾羅病毒 VP1 結構 

    諾羅病毒顆粒由 90 個 VP1 二聚體所組成。VP1 係以短鉸鏈(hinge)連接之

殼區(S (shell) domain)和突出區(P (protruding) domain)所構成(圖 1-1)。S domain

會主導顆粒之構成，當諾羅病毒顆粒組裝，雙體化之 VP1 蛋白質會呈現二種構

形並共同存在，呈彎曲之二聚體會結合構成五聚體，接著五聚體周邊會與呈現

平板的 VP1 二聚體再結合，並以這種建構方式逐步構成由 90 個 VP1 二聚體所

構成的病毒顆粒[46] (附圖 6)。而位於病毒顆粒頂部之 P domain 則能與宿主之受

器或輔助受器接合，進而進入宿主體內感染宿主。P domain 可再被細分為 P1 和

P2 區 (圖 1-1)，其中位於顆粒最頂部之 P2 區為高度變異區，具有二個與

HBGA 接合之主要位點(附圖 7)。相比起 GI 及 GIII 類病毒顆粒，GII 類病毒顆

粒在鹼性環境下，顆粒穩定性較高(附表 1)。 

 

3.2 諾羅病毒類病毒顆粒之生產與純化 

    諾羅病毒類病毒顆粒可以利用多種不同的表現宿主生產，包含：被重組桿

狀病毒感染的昆蟲細胞、帶有委內瑞拉馬腦 (Venezuelan equine encephalitis；

VEE)複製子或水泡性口炎病毒(Vesicular stomatitis virus；VSV)載體或質體的哺

乳動物細胞、酵母菌(Pichia pastoris)、以及許多番茄、土豆、馬鈴薯和煙草等

轉基因植物[47]。產出的類病毒顆粒經純化後以口腔、鼻腔或注射或未純化直

接口服，不管是人體或動物，皆能產生諾羅病毒全身性或黏膜專一性抗體[47-

49]。做為疫苗，桿狀病毒表達系統，是最直接並且高效的生產平台，適合大規

模生產及下游純化高純度的類病毒顆粒做為疫苗[47]。文獻指出，以 Sf9 昆蟲細

胞生產 GII.4 外鞘蛋白質，醱酵液有超過 100 mg/L 的 VP1 蛋白質產量[50]，經

過 PEG (polyethylene glycol)沉澱，再以陰離子交換管柱純化醱酵液，可純化出

約 10 mg /L 的 VP1 蛋白質；而醱酵液以 CsCl 以梯度超高速離心純化，則可純
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化出約 35 mg /L 的 VP1 蛋白質[51]。另外，使用 P. pastoris Bg11 酵母菌生產

VP1 蛋白質，經以陰離子交換管柱純化，則可純化出約 0.6 g /L 的 VP1 蛋白質

[52]，顯見以酵母菌生產亦有發展的潛力。 

 

3.3 諾羅病毒疫苗 

    將表現有諾羅病毒類病毒顆粒的轉基因酵母菌、馬鈴薯塊莖或凍乾的轉基

因番茄，未純化直接餵食小鼠，能誘發專一的 IgG 及 IgA 諾羅病毒抗體[53-

55]。而人體臨床研究亦顯示，諾羅病毒類病毒顆粒對人體具安全性及免疫原性

[48]，在口服疫苗測試中，24 位自願受試者直接食入二次(第 0 與第 7 天)到三次

(第 0 與第 7 和 21 天)150 g 含有 215-751 mg 類病毒顆粒之去皮切塊的轉基因馬

鈴薯塊莖，95%受試者誘發出相對微弱但可測得的專一 IgA 諾羅病毒抗體，

20%產生專一諾羅病毒血清 IgG 抗體，30%受試者糞便產生專一 IgA 諾羅病毒

抗體[56]。 

    由美國製藥 LigoCyte 公司，臨床 I/II 期諾羅病毒疫苗人體試驗，由 18 到

50 歲的 90 位成年人中，以鼻腔施與桿狀病毒表現系統所生產的諾羅病毒類病

毒顆粒疫苗(具殼聚醣及 monophosphoryl lipid A 做佐劑)，結果顯示將近半數的

受試者成功降低了諾羅病毒發病病症，有 26%的受試者成功阻止了諾羅病毒的

感染，這項研究證明了諾羅病毒疫苗之開發與上市具高度可行性[57]。目前許

多諾羅病毒疫苗(附表 2)，主要以諾羅病毒類病毒顆粒為基礎，搭配不同的給藥

途徑(例如:注射、口服、鼻腔等)及不同的佐劑發展諾羅病毒疫苗[30]，目前另

二種人體臨床試驗的疫苗包括，由 Vaxart 公司所開發，利用口服由複製缺陷之

腺病毒所表現 GI.1 VLP 蛋白質，目前已完成臨床一期試驗，試驗結果確立沒有

安全問題並且疫苗具有免疫原性[58]；另一個由 Takeda Vaccines (武田藥品)公司

所發展，利用肌肉注射雙價(GI.1 和 GII.4) VLP 疫苗，目前已完成在 18-64 歲之

健康成年人和 65-85 歲老年人之安全性和免疫原性評估[59, 60]，並且在人體感

染測試中，雙價疫苗能提供保護[61]。目前疫苗之安全性和免疫原性正在兒童

(NCT02153112)，以及海軍中評估(NCT02153112)。 

 

4.諾羅病毒 P 
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4.1 P 粒子 (P particle) 

    諾羅病毒為食源性致病菌，其病毒衣殼蛋白質具高穩定性和高免疫原性，

適合發展疫苗[49]。諾羅病毒的主要結構蛋白 VP1 可分為二種區域：殼區(shell 

(S) domains)和突出區(protruding (P) domains)，並以一個短鉸鏈(hinge)所連接

[62](圖 1-1)。先前文獻顯示，在感染諾羅病毒患者的糞便中，可觀察到約 30 

kDa 之大量可溶蛋白質[63]，後經證實為病毒外鞘蛋白質 P domain [64]。此項結

果顯示在人體腸腔中，為了對抗蛋白酶的降解，P 蛋白質必需具有好的折疊與

構型。存在於病患腸腔中的 P 蛋白質具有潛在的生物功能，其中一個可能的功

能即為 P 蛋白質可作為誘餌，使後代的病毒體(virions)逃離宿主的免疫系統[64, 

65]。P domain 表現的 P 粒子其抗原形態與病毒衣殼蛋白相同，研究顯示以 P 粒

子免疫小鼠，P 蛋白能被樹突細胞呈現並有效的引發細胞免疫，P 粒子所引起

的高體液免疫和細胞免疫與完整的類病毒顆粒一樣[66]。以 P 粒子免疫刺激小

鼠所誘發的中和抗體(neutralizing antibody)，也能有效抑制諾羅病毒衣殼蛋白與

HBGA (histo-blood group antigen)的結合[67, 68]，因此，P 粒子是個絕佳對抗諾

羅病毒的蛋白質疫苗，也是有潛力做為抗原呈現平台，開發雙重疫苗。 

    全長的 P 蛋白質會形成 P 二聚體(P-dimer)，此二聚體為 P 粒子建構之最小

單位，可形成不同大小的 P 粒子。去除掉短鉸鏈(hinge)及末端加上 CCT 

(cysteine-containing tag)標籤之 P 蛋白質，主要會構成由 12 個 P 二聚體(P-dimer)

所組成之 P 顆粒，顆粒大小約在 20 nm (圖 1-3)。P 粒子的形成來自分子間的相

互作用力，當 P 粒子帶有連接殼區和突出區的短鉸鏈(hinge)，傾向形成二聚

體，並且 P 粒子穩定度較低，去除掉 P 蛋白質 C 端 arginine 片段(RRR-

cluster)，同樣也無法形成 P 粒子[49]。P 蛋白質的 N 端或 C 端加上 CCT，能有

效加強 P 粒子的形成並強化穩定性，常用之 CCT 有二種，序列為 CNGRC (為

aminopeptidase N (CD13) [69]的配體) [70] 和 CDCRGDCFC (整合素(intergrin)配

體 αvβ3) [71]。當末端帶有 6xHis 標籤，但是未加有 CCT 標籤之 P 蛋白質，則會
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導致 P 粒子的不穩定[49]。P 顆粒在還原條件下會做動態變化，並有不同的大

小，當 P 粒子以 E. coli 做表現，以 P 二聚體(~6 nm)為組成單位，會形成 12 聚

體(~14 nm)、18 聚體、24 聚體(~20 nm)及 36 聚體等動態顆粒變化[72]。 

 

4.2 小型 P 粒子(Small P particle) 

    Small P particle 來自經突變之 P particle。P 粒子的形成與穩定性受二大要素

影響，第一為來自 P 蛋白質之間的相互作用力，第二為加在 P 蛋白質尾端的 CCT 

(cysteine-containing tag) 標籤[73]。目前，雖然 P domain 各個胺基酸如何影響 P

顆粒之形成尚未清楚，但先前研究指出 P 蛋白質尾端 RRR-cluster 對 P 顆粒形成

具關鍵影響力。雖然 P 去除掉短鉸鏈(hinge)及末端加上 CCT 標籤之 P 蛋白質，

主要會構成由 12 個 P 二聚體(P-dimer)所組成之 P 顆粒(圖 1-3)，當在同樣條件

下，將 P 蛋白質序列之 C 端再加 flag tag (DYKDDDDK)或 P 蛋白質 C 端 arginine

片段(RRR-cluster)突變成 RPRPRP，二種改變皆會使本由 12 個 P 二聚體所構成

分子量在 840 kDa 之 P particle (Φ=~20 nm)，轉變成由 6 個 P 二聚體所構成分子

量在 420 kDa 之 Small P particle (Φ=~14 nm) (圖 1-3)。然而當去除掉 P 蛋白質 C

端 arginine 片段(RRR-cluster)或 RRR 去掉直接替換成 HHH，則是二種顆粒皆無

法形成，僅觀察到~200 kDa 之複合體 (trimer of the P dimer)，並且複合體會失去

與 HBGA 結合的能力[73]。 

 

4.3 諾羅病毒 P 粒子做為多抗原呈現平台 

4.3.1 多抗原呈現平台 

    抗原呈現平台，必須以高重覆、系統性的方式呈外來抗原給免疫系統。可自

我組裝，具有高重複表現結構，能作為佐劑誘發絕佳免疫反應的類病毒顆粒，可

藉由基因融合方式，嵌合外來抗原或化學耦合(chemical conjugation)黏合外來抗

原。但是化學耦合在製造上須先分別生成類病毒顆粒與目標抗原，再以共價或非
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共價方式黏合目標抗原至類病毒顆粒，相比起基因融合，因不能百分之百交聯外

來抗原以及高重複性的生產高再現聚合物，在製造上面臨許多挑戰，須以更複雜

的控管方式以確保品質。以基因融合方式嵌入外來抗原於類病毒顆粒上為目前最

常用的方式，以基因融合方式嵌合二種蛋白質，能確保在單位面積下，高密度的

以相同結構呈現外來抗原，並且在製造上能利用好的模式，快速純化出高純度的

嵌合類病毒顆粒[74]。 

 

4.3.2 P 粒子攜帶外來抗原的策略 

    與 GI.1 和 GII.3 之 P 蛋白質結構相比，GII.4 之 P 蛋白質頂端，具有三個多

出來的環狀結構(附圖 8)，經證實皆適合外來抗原的嵌入[75]，並加強抗原的免

疫反應(圖 1-4)。根據目前的研究指出，嵌入的胜肽片段抗原，在同一個 P 蛋白

質的單一環狀結構[49, 67, 76]或同時嵌入三個環狀結構[77-79]皆可行，並且不

影響 P 粒子的形成。藉由 P 顆粒的形成，嵌入的外來抗原，其抗原性和免疫原

性可被大幅提升 (one copy per VLP subunit)。雖然目前缺乏抗原呈現在 P 粒子

表面的成功通則，但嵌入的外來抗原，大小並非主要的影響關鍵，嵌入親水性

的抗原比起疏水性有更高的成功率[49]。 

 

4.3.3 P 粒子成為疫苗的利基及攜帶外來抗原的例子 

    P 粒子的抗原形態與諾羅病毒病毒顆粒相同，具有能與受體結合與刺激免疫

反應的作用區，以 P 粒子免疫刺激小鼠，能得到大量的專一性抗體。P 粒子能以

真核或原核系統大量表現[65, 67]，並穩定存在於 pH 1.5-11 並具有 HBGAs 的結

合能力[80]。此外，P 粒子從低溫冷凍到一般的室溫環境下都能穩定存在，能以

凍乾的方式儲存[49]。 

    以 P 粒子為基礎所發展出的雙效疫苗，目前已進入臨床動物實驗的包括諾

羅病毒/輪狀病毒以及諾羅病毒/流感病毒。諾羅病毒/輪狀病毒疫苗為嵌入輪狀病
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毒外鞘VP8蛋白(159個胺基酸)，以免疫過雙效蛋白質疫苗的老鼠感染輪狀病毒，

從糞便檢體測得，此雙效疫苗具有 90%的保護力，比起僅施予 VP8 蛋白更佳[67]。

嵌入流感病毒離子通道蛋白質 M2 (23 個胺基酸)在 P 蛋白質上，對感染老鼠專一

型流感病毒 (PR8 strain; H1N1)，此雙效疫苗能提供 100%的保護效力，比起僅施

予 M2 蛋白質僅有 12.5%的保護效力，諾羅病毒/流感病毒雙效疫苗效果明顯顯著

[76]。這二種雙效疫苗已證實具有強的免疫反應以及保護經免疫刺激過的小鼠抵

抗相應病原菌的入侵。針對二種感染性疾病防治，P 粒子嵌合型疫苗提供一個全

新的疫苗概念[48]。 

 

4.4 P 蛋白質之生產與純化 

    P 蛋白質及嵌合型 P 白質皆能以真核或原核系統大量表現。根據所知的文

獻，目前以真核系統表現 P 蛋白質之相關研究僅有一篇，是以酵母菌 P. pastoris 

X-33 生產 GII.4 之 P 蛋白質，產量可達到 7.5 mg/L [68]。而原核系統之大腸桿

菌，為目前 P 蛋白質之主要表現系統，當以大腸桿菌表現 P 蛋白質，產量最高

達 20 mg/L [49]；當以大腸桿菌表現嵌合型 P 蛋白質，產量最高可達 210 mg/L，

然而大量表現出的 P 蛋白質為包涵體(inclusion body) [77]，需要再折疊(Refolding)

才能有正確之構形。 

    表現之 P 蛋白質或嵌合型 P 白質，目前的純化方式只有二種並且皆用純化

標誌(tag)，一種為在蛋白質末端加 GST (glutathione S-transferase) tag[49]，而另一

種為加 6xHis (poly-histidine)tag[77]。上述方法皆具有操做容易、易獲得高純度及

高產量之特性，然而以 GST tag 純化，需增加勞力與成本以酵素去除~27 kDa 之

GST 純化標誌；而為了純化加於蛋白質末端 6xHis tag，則會直接影響蛋白質之

原始構形[81-83]、功能[84, 85]並引發非專一的免疫反應[86, 87]。雖 P 蛋白質或

嵌合型P白質皆有發展成疫苗之潛力，然而目前尚無無標籤(tag-free)純化之方法。 
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I. P particle 

 

 

II. Small P particle 

 

圖 1-3 P particle 與 Small P particle cryo-EM 結構圖 

上層之 I. (A)、(B)為 P particle [68]，而下層 II. (A)、(B)、(C)為 Small P particle 

[73] 之 cryo-EM 結構圖。I.去除掉短鉸鏈(hinge)及末端加上 CCT (cysteine-

containing tag)標籤，由 12 個 P 二聚體所構成之 P particle (Φ=~20 nm) (A)四倍數

對稱 (B)三倍數對稱。II.去除短鉸鏈(hinge)及末端加上 CCT 標籤和 C 端加 flag 

tag(DYKDDDDK)由 6 個 P 二聚體所構成之 small P particle (Φ=~14 nm) (A)俯視

角度、(B)側視角度、(C)側視角度再順時針轉 60 度，後可觀察到具有中心腔的

四面對稱結構。 
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圖 1-4 P 蛋白質外來抗原嵌入模擬圖[49] 

(A) 未嵌入外來抗原之 P 蛋白質顆粒電子低溫顯微鏡結構圖。(B) P 二聚體表面

頂端可嵌入外來抗原之三個環狀結構示意圖。(C) P 二聚體表面頂端 loop 2 嵌有

外來抗原之模擬圖。(D)嵌入外來抗原之 P 蛋白質顆粒示意圖 
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5.嗜甲醇酵母菌(Methylotrophic yeast) 

    在自然界中，能利用甲醇，作為唯一碳源及能量來源之嗜甲醇酵母菌，目

前主要有 Pichia、Hansenula、Candida 和 Torulopsis 這四種屬(genus) [88]。嗜

甲醇酵母菌具有獨特的甲醇代謝調控路徑(methanol utilisation pathway；MUT 

pathway)，並且代謝路徑上各個基因與蛋白質的表現皆被高度調控與調節，藉

由操控甲醇代謝調控路徑內的啟動子(promoter)，能誘導生產重組蛋白質

(recombinant protein)。 

 

5.1 甲醇代謝調控路徑(MUT pathway) 

    由於部分的甲醇代謝(MUT)在過氧化體(peroxisomes)中進行，這個胞器會

在甲醇誘導期間大量增生，經甲醇誘導後，可佔 80％的細胞質空間[89]。在甲

醇利用的第一步中，甲醇會經由酒精氧化酶(alcohol oxidases; AOX, EC 1.1.3.13)

被氧化成 formaldehyde (甲醛)和 hydrogen peroxide (過氧化氫)。有毒的過氧化氫

(H2O2)會經由過氧化氫酶(catalase; CAT, EC 1.11.1.6)被分解為氧氣和水，而甲醇

代謝生成的氧化物甲醛(formaldehyde)，則有異化作用(dissimilation)和同化作用

(assimilation)二種不同的代謝路徑(如附圖 9)[88]。 

    在同化作用中，二羥基丙酮合成酶(dihydroxyacetone synthase; DAS, 2.2.1.3)

會在過氧化體中將甲醛(formaldehyde)與木酮醣 5-磷酸(xylulose 5-phosphate; 

Xu5P)縮合轉化為二個 3 碳的二羥基丙酮(dihydroxyacetone; DHA)和 3-磷酸甘油

醛(glyceraldehyde 3-phosphate; GAP)，之後這二個 3 碳代謝物會在細胞質中再進

一步代謝產生生物質量(biomass)或能量(經 TCA(tricarboxylic acid cycle);呼吸作

用(respiration)等) (如附圖 9)。 

    而在異化作用中，甲醛(formaldehyde)會自發的與穀胱甘肽(glutathione; 

GSH)反應生成 S-羥甲基穀胱甘肽(S-hydroxymethylglutathione)，接著生成物會

與需要 GSH 與 NAD+輔酶的甲醛脫氫酶(formaldehyde dehydrogenase; FLD, EC 
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1.2.1.1)，以及，和需要 NAD+輔酶的甲酸脫氫酶(formate dehydrogenase; FDH, 

EC 1.2.1.2)產生氧化反應，其中反應產生的 NADH 被認為是在甲醇生長時，能

量的來源；S-甲酰基谷氨酸水解酶(S-formylglutatione hydrolase; FGH, EC 

3.1.2.12)為將 S-甲酰穀胱甘肽(S-formylglutathione)水解成甲酸(formate)和穀胱甘

肽(glutathione)，參與甲醛的去毒和穀胱甘肽的再生之酵素，在異化作用中，經

過三個酵素的反應，甲醛會轉化並生成二氧化碳(如附圖 9)。 

    通常，甲醇代謝調控路徑會被甲醇強烈誘導，但卻會受到葡萄糖和乙醇的

抑制(如附表 3)。在以甲醇誘導的過程中，酒精氧化酶(alcohol oxidases; AOX)、

二羥基丙酮合成酶(dihydroxyacetone synthase; DAS)和甲酸脫氫酶(formate 

dehydrogenase; FDH)等關鍵酵素，可占總可溶蛋白質的 30％(AOX)或 20％

(DAS，FDH)在誘導的細胞中[88]。 

 

5.2 Pichia pastoris 表現系統     

    Pichia pastoris 在 1920 年首次由 A. Guilliermond 於法國栗樹(chestnut tree)

的分泌物中被分離出來，並且一開始被稱為 Zygosaccharomyces pastori [90]，此

分離株為種(species)模式菌株(type strain) - CBS704 (= NRRL Y-1603)。而後，更

多相關的菌種於 1955 年，由 H. Phaff 在美國加利福尼亞被陸續的分離出來，並

被 H. Phaff 稱名為 Pichia pastoris [91]。幾十年後，僅有少數菌株被保留下來，

其中分離自加利福尼亞州黑橡樹的 NRRL Y-11430 (CBS7435)，被飛利浦石油公

司開發成單細胞蛋白質(single cell protein)的生產平台，作為富含蛋白質食物的

成分或替代物，之後該菌株被用作異源蛋白質生產系統開發的基礎[92]。 

    根據核醣體基因之序列(ribosomal gene sequence)，P. pastoris 在 1995 年被

重新分類成新的一屬(genus)- Komagataella [93]，後來根據 26S rRNA 序列被分

成許多的種(species) [94]。目前 Komagataella 有六種種(species) (K. pastoris, K. 

phaffii, K. pseudopastoris, K. poluli, K. ulmi, and K. kurtzmanii)[95]，目前建立的
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Pichia pastoris 異源蛋白質生產平台皆是以 K. phaffii 或 K. pastoris 菌株為主

[96]。由於不同的 Komagataella 屬(genus)非常相似，並且不易從常規的醱酵或

測試中區分，因此目前分類主要為根據有限數量的基因序列比較得知。目前

Invitrogen 公司，嗜甲醇酵母菌表現系統尚以 Pichia pastoris 作為菌株之名稱。 

 

5.2.1 菌株與甲醇表現型 

    P. pastoris 具有兩種酒精氧化酶(alcohol oxidases; AOX) -AOX1 和 AOX2，

二者皆為甲醇代謝途徑中第一個酵素(如附圖 9)，雖二者調控模式相同，然而驅

動產生酒精氧化酶 1 與 2(AOX1 和 AOX2)酵素的啟動子-pAOX1 和 pAOX2 二者

強度不同，由於 pAOX1 較強，因此 AOX2 的 mRNA 表現量遠小於 AOX1，

AOX1 為主要參與甲醇代謝之酵素，AOX1 基因的表現被嚴格的調控，當細胞

生長在具有甲醇的環境下，藉由甲醇的誘導，所轉錄的 RNA 可達胞內 mRNA

總量約 5%，所轉譯的 AOX1 酵素可超過胞內總可溶蛋白質的 30% [88]。而

AOX2 的啟動子較弱，AOX2 基因僅有 AOX1 的 5-10% [97]。 

    藉由修改 P. pastoris 酒精氧化酶(AOX)基因，可得到不同甲醇利用率的菌

株，並且可分成三種不同的表現型：第一種為 Mut+(methanol utilization plus)，

此種菌株二種酒精氧化酶(AOX1 及 AOX2)基因皆保留，如野生型 Pichia 菌株

X-33 以及 GS115 (His-)等，第二種為 MutS (methanol utilization slow)，此種菌株

為酒精氧化酶 2 (AOX2)基因保留，但 AOX1 去除，如 KM71H 與 KM71 (His-)

菌株等，第三種為 Mut- (methanol utilization minus)，此種菌株二種酒精氧化酶

(AOX1 及 AOX2)基因皆去除，此類菌株無法生長在以甲醇為單一碳源的環境

[98]。雖 Mut+菌株甲醇利用率較高，異源蛋白質產量較佳 [97]，但相較 MutS需

氧量較高、產熱快，較不利於大規模醱酵。此外，AOX 會受到其它碳源的抑

制，當培養環境存有葡萄糖、甘油或乙醇時，AOX 啟動子會受到抑制，即使在

含有甲醇的環境下(附表 3)[88]。但是目前已有研究，藉由轉錄因子的再程序



doi:10.6342/NTU201900497

21 
 

化，改變 AOX 啟動子上游轉錄因子的調控，目前已開發出改良菌株，AOX 啟

動子已不再受抑制性碳源的抑制[99]，目前也已發展出 methanol-free 

systems[100]。 

    由於嗜甲醇酵母菌具有微生物的許多優勢，諸如：生長成本低廉、穩定的

基因操作平台、操作簡易、易於工業培養及放大，並且具有真核系統的轉譯後

修飾等優勢。因本身為 GRAS(Generally Regarded As Safe)物種，不含內毒素、

致癌物質和病毒 DNA，因此常做為藥用蛋白質的生產表現宿主[88]。 

 

6.研究動機及具體目標 

6.1 研究動機 

    諾羅病毒突出區(P domain)所形成之 P 顆粒，其抗原性和免疫原性與類病毒

顆粒 VP1 相同，相比起類病毒顆粒 VP1，由於 P 蛋白質分子量只有 VP1 蛋白

質的一半，等量的蛋白質，P 蛋白質濃度會是 VP1 蛋白質的二倍[65]，先前文

獻指出，P 顆粒在相同劑量下比 VLP 更具免疫原性[101]。相比起同樣廣為流行

及研究的 GI.1 諾羅病毒菌株，GII.4 型感染的宿主範圍較廣，並且在突出區頂

端，GII.4 型比起其他菌株，具有三個多出來的環狀結構，經證實皆適合外來抗

原的嵌入，做為外來抗原呈現平台[75]。 

   嗜甲醇酵母菌雖具有生長成本低廉、易於工業培養及放大等優勢，然而根據

所知的文獻，以真核系統表現 P 蛋白質僅有一篇，並且產量僅有 7.5 mg/L 

[68]，目前主要表現 P 或嵌合型 P 蛋白質的系統為具有內毒素之原核大腸桿

菌，產量最高可達 210 mg/L，但大量表現出的嵌合型 P 蛋白質為包涵體

(inclusion body) [77]，需要再折疊(Refolding)才能有正確之構形。而為了得到大

量表現之 P 蛋白質或嵌合型 P 蛋白質，根據文獻，目前之純化方式只有二種，

並且皆用純化標誌(tag)-GST 與 6xHis，然而，以 GST tag 純化，需增加勞力與

成本，以酵素去除~27 kDa 之 GST 純化標誌；而為了純化，多加於蛋白質末端
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之 6xHis tag，在先前文獻也指出會直接影響蛋白質原始之構形[81-83]、功能

[84, 85]，並引發非專一的免疫反應[86, 87]。 

 

6.2 研究目標 

    本研究擬利用不具內毒素之嗜甲醇酵母菌 P. pastoris，表現高抗原和高免疫

原性，可做為抗原呈現平台之台灣分離株諾羅病毒 GII.4 之 P 蛋白質。具體策

略和目標包括：(1)提升 P 蛋白質產量。本研究擬利用實驗室已發展之醱酵槽生

產平台，經由三段式培養策略，大量生產 P 蛋白質。(2)降低純化過程之勞力與

成本，並保留原始 P 蛋白質之構形。本研究擬利用 P 蛋白質本身之電性與原態

暴露之組胺酸(His)，發展無純化標籤之蛋白質純化系統，並且擬套用此套純化

系統，純化外鞘蛋白質 VP1。(3)探討台灣分離株 P 與 VP1 蛋白質之顆粒性與生

物功能性。純化出的蛋白質擬利用粒徑分析儀及穿透式電子顯微鏡檢測顆粒之

大小與形態，並以唾液結合測試(Saliva-binding assay)檢測純化出的 P 與 VP1 顆

粒是否具有生物功能。(4)延伸此台灣分離株 P 蛋白質之應用性。本研究擬以綠

色螢光蛋白質模擬另一個抗原，並嵌入 P 蛋白質之頂端，觀察嵌合型 P 蛋白質

是否能再次組成顆粒並發出綠色螢光。本研究之架構如圖 1-5。 
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圖 1-5 研究架構 
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第二章 材料與方法 

 

1.培養機與藥品 

Low salt LB broth (LSLB)：Lennox L Broth (Alpha Bioscience, Baltimore) 2 g 配置

成 100 mL 溶液，121oC、20 分鐘高溫滅菌後備用。 

Luria-Bertani (LB) 培養基：2.5 g LB (Acumedia) 配置成 100 mL 溶液，滅菌後

備用。 

LA 平板培養基：於 LB 培養基中添加 1.5% Bacto agar (Acumedia)，滅菌後降溫

至約 60oC 時倒於 9 cm petri dish，待凝固後 4oC 保存。 

10x 葡萄糖 stock solution (20%, w/v)：20 g 葡萄糖 (dextrose, D-Glucose anhydrous, 

Biotech) 配置成 100 mL 溶液，滅菌後備用。 

YPD broth (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose)： 1 g yeast extract (YE, 

Biotech)，及 2 g peptone-A (from meat, Biotech) 加入 90 mL 蒸餾水，滅菌待冷卻

後加入 10 mL 10x 葡萄糖，4oC 保存。 

YPD 平板培養基：於 YPD 培養基中添加 1.5% agar，滅菌後降溫至約 60oC 時倒

於 9 cm petri dish，待凝固後 4oC 保存。 

Zeocin stock solution (Invitrogen, R250-01)：100 mg/mL，-20oC 避光保存。 

10x 甘油 (10%, w/v)：10 g 甘油 (Glycerol Anhydrous, J.T.Baker) 加水至 100 mL，

滅菌後備用。 

10x 磷酸鉀緩衝液 (potassium phosphate buffer, 1M, pH 6.0) (86.8 mM KH2PO4, 

13.2 mM K2HPO4)：11.81 g KH2PO4 (Amresco) 及 2.30 g K2HPO4 (Amresco) 配製

成 100 mL 溶液，以 KOH 顆粒調整 pH 6.0±0.1，滅菌後備用。 

500x biotin stock solution (0.02%, w/v)：20 mg D-biotin (Sigma) 溶於 100 mL 蒸

餾水中，以 0.22 μm 濾膜過濾滅菌備用，4oC 保存。 

10x 硫酸銨溶液 [(NH4)2SO4, 10 %, w/v]：10 g (NH4)2SO4 (Amresco) 配製成 100 

mL 溶液，滅菌後備用。 
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10x YNB (13.4%, w/v)：3.4 g yeast nitrogen base w/o amino acid and ammonium 

sulfate (YNB, Difco 233520) 及 10 g (NH4)2SO4，溶於 100 mL 蒸餾水後，以 0.22 

μm 濾膜過濾滅菌，4oC 避光保存。 

BMGY 培養基 (1% yeast extract, 2% peptone, 1.34% YNB, 4x10-5% biotin, 100  

mM potassium phosphate pH 6.0, 1% glycerol (醱酵槽為 4%))：1 g YE，2 g Peptone，

溶於 70 mL 蒸餾水中，滅菌後加入 10 mL 10xYNB、0.2 mL 500x biotin、10 mL 

10x 磷酸鉀緩衝液、10 mL 10x 甘油。 

mBMMY 培養基 (0.1% yeast extract, 1% (NH4)2SO4, 100 mM potassium 

phosphate pH 6.0, 1.0% methanol)：0.1 g YE 溶於 79 mL 蒸餾水中，滅菌後加入

10 mL 10x 硫酸銨、10 mL 10x 磷酸鉀緩衝液，於使用時添加 100%甲醇使終甲醇

濃度 1%。(The modified buffer was prepared as described in Chen et al. [102]) 

微量元素 (Pichia trace metal, PTM4)：2 g/L CuSO4 · 5H2O, 0.08 g/L NaI, 3 g/L 

MnSO4 · H2O, 0.2 g/L Na2MoO4 · 2H2O, 0.02 g/L H3BO3, 0.5 g/L CaSO4 · 2H2O, 0.5 

g/L CoCl2, 7 g/L ZnCl2, 22 g/L FeSO4 · 7H2O, 0.2 g/L biotin and 1 mL H2SO4 加水定

量至 1 L，以 0.22 μm 濾膜過濾滅菌。 

 

2 菌株與培養條件 

2.1 細菌  

    大腸桿菌 (Escherichia coli EPI300; TransforMax™ Epicentre, USA 或

Escherichia coli DH5α (GIBCO-BRL Life Technologies, Grand Island, NY, USA)) 

作為建構與保存質體之宿主細胞。以 Luria-Bertani (LB; Difco, Detroit, MI, USA) 

液態培養基於 37oC、轉速 250 rpm 振盪培養，或以添加 1.5 % 洋菜膠之固態培

養基於 37oC 培養。 

 

2.2 真菌 
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    本實驗選用購買自 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 嗜甲醇酵母菌 P. pastoris 

KM71H (MutS, his4, AOX1::ARG4, arg4)作為重組蛋白質的表現宿主。以液態培

養基 YPD，以 30oC、轉速 250 rpm 振盪培養或以添加 1.5 % 洋菜膠之固態培

養基於 30oC 培養。篩選培養基則另添加抗生素 Zeocin (Invivogen) 至最終濃度

為 100 μg/mL。 

    

2.3 菌種保存 

    為避免轉形株因多次繼代過程遺失插入的外源基因，將篩選出的大腸桿菌

轉形株以含抗生素的 3 mL 的培養液於 37oC 培養 16~18 小時，取 500 mL 菌液

與 500 mL 30%甘油加入凍菌小管振盪混勻，使終濃度為 15%甘油，並放置-

80oC 保存。嗜甲醇酵母菌轉形株則以含抗生素的 3 mL 培養液於 30oC 培養 24

小時，取 500 mL 菌液與 500 mL 50%甘油加入凍菌小管振盪混勻，使終濃度為

25%甘油，並放置-80oC 保存。 

 

3.質體建構 

    台灣流行株諾羅病毒之結構蛋白 VP1(cDNA clones of a human norovirus 

GII.4 strain, HuNV/GII.4/YJB1/2009/Chiayi)，由長庚大學臨床醫學研究所張沛鈞

教授研究室提供(NCBI GenBank 登錄號：MG049692)。本研究使用之蛋白質表

現載體 pPICZ B 購自 Invitrogen 公司(Carlsbad, CA, USA)。建構之質體皆使用

PCR 方式進行片段擴增與點突變，並依照質體構築所需建立引子(表 2-1)。

VP1、VP1-6xHis、P、P-6x His、P-GFP 皆以 EcoRI 及 XbaI 截切，並接於

pPICZ B 表現載體中。其中 P 來自 VP1 但去除 S (shell domain)及短鉸鏈

(hinge)，並在 N 端帶有 CNGRC 短胜肽。P-GFP 以 P 為骨架，將綠色

(meGFP)(A206K)螢光蛋白分別在 N 端及 C 端加入 SpeI 及 EcoRV 切位並接入已

在 T371 及 D374 加入 SpeI 及 EcoRV 之 P loop 2。(圖 2-1) 
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    將建構完成的載體以熱衝擊法 42oC, 90s 轉形至大腸桿菌勝任細胞，將適

量菌液塗於含抗生素的培養基，培養 16~18 小時，挑取菌落，以專一性引子進

行聚合酶鏈鎖反應，進行洋菜膠體電泳，確認目標片段大小後，將含正確片段

之菌落培養於液態培養基中，再依照 Plasmid Miniprep purification Kit 操作手冊

抽取質體，定序確認序列正確 (Genomic, Taiwan)。 
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表 2-1、質體建構所使用之引子 

 

Primer name Sequence (5’3’) RE 

VP1&P   

F EcoRI NoV ORF2 GAATTCATGAAGATGGCGTCGAAT EcoRI 

F EcoRI ATG CNGRC NoV P  GAATTCATGTGTAATGGTCGTTGTTCAAGAAC

TAAAC 

EcoRI 

R ORF2 NoV stop XbaI TCTAGATTATAAAGCACGTCTACGCC XbaI 

R ORF2 NoV 6x His stop XbaI TCTAGATTAATGATGATGATGATGATGTAAA

GCACGTCTACG 

XbaI 

   

P loop2   

R P loop2 SpeI (eGFP) ACTAGTATCGGTACTGAATTGAACACTG SpeI 

F (eGFP) EcoRV P loop2 ATCGATATCGATTTTGAAACTCACCAA EcoRV 

   

eGFP   

F SpeI eGFP ACTAGTGTGAGCAAGGGCGAGGA SpeI 

R eGFP EcoRV GATATCGATCTTGTACAGCTCGTCCA EcoRV 
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圖 2-1、載體建構 

(A)圖解基因片段。VP1 為諾羅病毒的主要結構蛋白質(如圖 1-1)；P 為突出區片

段(為 P1 及 P2 所組成(如圖 1-1))；P-GFP 為突出區片段在 loop2(如圖 3-1)之位

點以 SpeI 及 EcoRV 嵌入綠色螢光蛋白質 GFP。(B)圖解本研究酵母菌轉形所使

用之五種表現質體。 
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4. P. pastoris 轉形 

4.1 P. pastoris 勝任細胞製備[103] 

將野生型 P. pastoris KM71H 之單一菌落接種至 3 mL YPD 液態培養基，於

30oC、轉速 250 rpm 振盪培養活化至 OD600 約 15，取適量菌液至含 100 mL YPD

的 500 mL 三角瓶，使 OD600 約 0.1~0.2，放置於 30oC、轉速 250 rpm 振盪培養至

OD600 約 2.0 (1 OD600≒5×107 cells/ml)，回收菌液，將菌體以 3000 g 4oC 離心 10

分鐘，去除上清液，之後冰上操作，加入 50 mL Pre-treat Buffer (100 mM LiOAC, 

10 mM DTT, 0.6 M sorbitol, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5)，重新懸浮菌體，放於 30oC

靜置反應 30 分鐘，再以 1500 g、4oC 離心 10 分鐘，去除上清液，以 2 mL 1 M 山

梨糖醇 (sorbitol) 懸浮菌體，再以 1500 g、4oC 離心 10 分鐘，如此重複清洗三

次，加入 1 M sorbitol 回溶，使菌體濃度達到 1010 cells/mL，每管分裝 80 μL 置於

冰上以備轉形。 

 

4.2 轉形 DNA 置備 

將帶有質體之 E. coli 培養於含 25 μg/mL Zeocin 之 LSLB 培養基，在 37oC、

250 rpm 振盪培養 16~18 小時，抽取質體，以限制酶 PmeI 將 pPICZ B 系統之質

體截切成線型 (linear form)，經純化及定量後備用。 

 

4.3 電穿孔轉形 

將 1 μg 線型載體與 80 μL 勝任細胞混合，移入已預冷之電擊管 (2 mm Gap 

cuvette , No.620 BTX, San Diego, USA)，置冰上 5 分鐘，使用 Electro Cell 

Manipulator ECM630 Electroporation System (BTX, San Diego, CA, USA)，以 1.5 

kV、25 μF、200 Ω 之條件給予電脈衝，完成後加入 1 mL 1 M sorbitol 回溶菌體，

並於 30oC 下靜置培養 1 小時，最後取 250 μL 菌液塗至含有 YPDSZ 篩選培養基

中 (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose, 1M sorbitol, 1.5% agar, 100 μg/mL 

Zeocin)，於 30oC 下培養 2~3 天。 
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5. P. pastoris 轉形株篩選與培養 

5.1 抗藥性濃度梯度篩選 

待菌落長出後，將 YPDSZ 上之轉形株菌落以無菌牙籤挑起，並將單一菌落

點至含不同 Zeocin 濃度 (100、300、500 μg/mL ) 之 YPDZ 篩選培養基，於 30oC

培養 2~3 天，觀察菌落大小，選取於高濃度 Zeocin 培養基上生長較佳之轉形株

進行後續分析。 

 

5.2 搖瓶培養 

將確認後的轉形株接種至 3 mL YPDZ 液態培養基中，於 30oC、轉速 250 rpm

活化 24 小時至 OD600 約 15，取適量菌液加至 100 mL BMGY 液態培養基，使

OD600 約 0.1~0.2，於 30oC、轉速 250 rpm 培養 24 小時 (OD600 達 25)，以 10000 

g 離心 10 分鐘，去除上清液，進行五倍濃縮，加入 20 mL mBMMY 液態培養基

重新懸浮菌體。每 24 小時加入甲醇使其終濃度為 1%，共誘導 3~5 天，以轉速

13,000 g 離心 10 分鐘，收集菌體破菌進行蛋白質分析，並以螢光光譜儀測定菌

體螢光強度。 

 

5.3 醱酵槽培養 

    將確認後的轉形株接種至 3 mL YPDZ 液態培養基中，於 30oC、轉速 250 rpm

活化 24 小時至 OD600 約 15，取適量菌液加至含有 100 mL BMGY 液態培養基之

搖瓶，起始 OD600 約 0.1~0.2，於 30oC、轉速 250 rpm 培養 18-24 小時 (OD600 達

20)。將 50 mL 之種菌接至含有 2 L BMGY (4% (v/v) glycerol；4.35 mL/L PTM4)

培養基之桌上型 5 L 醱酵槽中(FS-01-A05, Major Science, Saratoga, CA, USA)，培

養溫度為 30℃，培養過程以 10% 氨水或 2 N硫酸調整至 pH 6，通氣量為 4 vvm，

攪拌速率為 800 rpm。培養過程分三階段，分為甘油批次培養(Batch culture)、甘
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油饋料批次培養(Fed-batch culture)與甲醇誘導。三階段的轉換為藉由(DO)數值做

判定，當碳源用盡，出現 DO spike (菌體耗氧速率降低而溶氧數值急速上升)時，

即從批次培養，轉成饋料批次培養，此階段會定速饋入 250 mL 之 50% 甘油(含

12 mL/L PTM4)；當甘油再次用盡，出現 DO spike，則進入甲醇誘導階段(100% 

Methanol 含 12 mL/L PTM4)。 

 

6.轉形株螢光顯微鏡觀察 

    將 200 μL 菌液以 200 μL 蒸餾水稀釋後，以螢光顯微鏡 Nikon Eclipse E600 

microscope (Nikon, Japan)之 B-2A 濾鏡(EX 450-490, DM 505, BA520)觀察菌體之

綠色螢光表現，以 UV-2A 濾鏡(EX 330-380, DM 400, BA420) 觀察菌體之藍色

螢光表現。 

 

7.異源蛋白質產物純化 

7.1 蛋白質萃取 

   取甲醇誘導 1-5 天後 1.5 mL 之醱酵液，離心後將菌塊與 0.5 mL protein 

extraction buffer (50 mM sodium phosphate, pH 7.4; 1 mM EDTA; 5% glycerol)混

合；或取甲醇誘導 3-5 天後之醱酵液，離心後濕重每 1g 之菌塊與 1.5 或 3 mL 

protein extraction buffer (50 mM sodium phosphate, pH 7.4; 1 mM EDTA; 5% 

glycerol)混合；以液態氮研磨成粉破菌，以 13000 g、4oC 離心 15 分鐘，收集

上清液分析或以-80oC 保存，蛋白質皆以 Bradford (Bio-Rad)定量法測定。 

    另外快速破菌法，則是直接把菌跟 4x Protein loading dye (表 2-3)混在一起

後以 100 度煮 10-20 min 後直接跑膠分析，此方法具有快速之優點，但是具有

分子量破百以上蛋白質易糊掉之缺點；0.1-0.2 mL 之離心後菌塊加 0.05 mL dye

以 Vortex 經充分混勻後，再以 100 度加熱 10-20 min (不當下加熱蛋白質會降

解)，僅 loading 0.002-0.01 mL 跑膠分析(需染一塊 SDS-PAGE 對照比對，若蛋白
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質濃度過高，膠體呈色後會成瀑布狀無法分析)。 

 

7.2 親和層析純化 

    帶有 6xHis tag 之蛋白質萃取液，以緩衝液(20 mM Tris-HCl, pH 8.5)調整至

pH 7.5 以上；而不帶有 His tag 之蛋白質萃取液，以緩衝液(20 mM Tris-HCl, pH 

8.5)調整至 pH 6.75±0.05。經 pH 調整之蛋白質萃取液，直接通入已去除 20%保

存酒精及以 ddH2O 清洗過，並以緩衝液(50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, 10 mM 

imidazole)平衡過之帶有藍綠色 Ni 離子 HisTrap HP, Ni-NTA column (GE 

Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA)，通完蛋白質萃取液之管柱，帶有

6xHis tag 之 VP1 蛋白質以 10、20、50、100、200、500 imidazole (50 mM 

NaH2PO4, 0.3 M NaCl, pH 8 NaOH or HCl adjust pH)沖提，帶有 6xHis tag 之 P 蛋

白質以 50、100、300、500 imidazole (50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl, pH 8)沖提，

而不帶有 His tag 之 VP1 與 P 蛋白質皆以 10、100、500 imidazole (50 mM 

NaH2PO4, 0.3 M NaCl, pH 8)沖提，會沖提出目標蛋白質之 imidazole 濃度(灰

底)，僅以總 beads 之 2 倍體積沖提，其餘流洗雜蛋白質之不同梯度 imidazole 濃

度，皆以總 beads 之 5-10 倍體積沖提。得到之不同蛋白質皆以 Bradford (Bio-

Rad)定量法測定濃度。 

 

7.3 離子交換純化 

    以陰離子交換管柱(GE Healthcare HiTrapTM DEAE FF column ×5 mL)，利用

AKTA fast-performance liquid chromatography (FPLC) (UPC 900/P-920, Amersham 

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)系統進行分析，所使用之緩衝液如表 2-

2，因為親和層析法的緩衝液皆含有 0.3 M NaCl 會影響實驗，因此帶有目標蛋

白質之沖提液，皆先以 Buffer A 以 10 倍體積稀釋。如果樣本為 P 蛋白質粗萃

液，並以 DEAE 管柱直接以低鹽濃度純化，則管柱通入之蛋白質總量不能太

濃，太濃管柱吸附效果不佳，易沖提出高濃度的雜蛋白質，本研究測試之最高
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濃度為不超過 5 mg (per 5 mL DEAE column)。蛋白質樣本經 FPLC 之通道吸入

FPLC 內，並流經已去除 20%保存酒精及以 ddH2O 清洗過，並以 10 mL 加 5 倍

管柱體積(5 mL column×5 fold+10 mL=35 mL) Buffer A 平衡後之 DEAE 管柱。通

完蛋白質樣本之管柱，再以 Buffer A 流洗至 A280 訊號趨近於零(即未結合蛋白質

皆流洗完畢)後，利用 Buffer B 依照不同實驗條件拉梯度。得到之不同蛋白質皆

以 Bradford (Bio-Rad)定量法測定濃度。 

 

7.4 疏水性層析純化 

    以疏水性層析管柱 (GE Healthcare HiTrapTM Phenyl HS column ×1 mL)，利

用 AKTA fast-performance liquid chromatography (FPLC) (UPC 900/P-920, 

Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)系統進行分析，所使用之緩衝

液如表 2-2，為使目標蛋白質之疏水性區域與膠體結合上，上機前目標樣本皆先

與 Buffer C 以 1:1 稀釋，使樣本內(NH4)2SO4 濃度為 1 M。蛋白質樣本經 FPLC

之通道吸入 FPLC 內，並流經已去除 20%保存酒精及以 ddH2O 清洗過，並以 10 

mL 加 5 倍管柱體積(1 mL column×5 fold+10 mL=15 mL) Buffer A 平衡後之疏水

性層析管柱。通完蛋白質樣本之管柱，再以 Buffer A 流洗至 A280 訊號趨近於零

(即未結合蛋白質皆流洗完畢)後，利用 Buffer B 拉梯度，當(NH4)2SO4 濃度降到

0，目標 P 蛋白質即在 0 M (NH4)2SO4 沖提出。得到之不同蛋白質皆以 Bradford 

(Bio-Rad)定量法測定濃度。 

 

7.5 膠體過濾法 

    以 Superose 6 Increase 10/300 GL filtration column (GE Healthcare)管柱，利

用 AKTA fast-performance liquid chromatography (FPLC) (UPC 900/P-920, 

Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)系統進行分析。轉形株蛋白質

粗萃液上機前須先以 0.22 μm 濾膜過濾；而純化液則以 3 kDa 或 100 kDa 濃縮
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管柱做體積濃縮後，上機前再以 13,000 g 離心 10 分鐘，確認無沉澱物後，將粗

萃液或純化液打入已去除 20%保存酒精及以 ddH2O 清洗過，並以 2 倍管柱體積

之流動相(25 mM NaH2PO4, 0.15 M NaCl, pH 7.5)平衡後之蛋白質膠體純化分離

柱。打入樣品之管柱以流動相(25 mM NaH2PO4, 0.15 M NaCl, pH 7.5)沖提，不

同分子量蛋白質將於不同餾分(每個餾分為 1 mL，第 1 mL 餾分為 0-1 mL，第 2 

mL 餾分為 1.01-2 mL；後面以此類推)沖提出來，後利用標準品做管柱校準

(Catalog # 151-1901, Bio-Red)，以便参照對比樣品的分子量。 
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表 2-2 層析所使用之緩衝液 

 

Name Constituent g/L 

Ion-exchange 

chromatography 

 

    

Buffer A (pH 8.5) 20 mM Tris-HCl   2.42 

   

Buffer B (pH 8.5) 20 mM Tris-HCl 

1 M NaCl 

  2.42 

 58.44 

Hydrophobic interaction 

chromatography (HIC) 

 

  

Buffer A (pH 7) 10 mM Tris-HCl  

1 M (NH4)2SO4 

  1.21 

132 

   

Buffer B (pH 7) 

 

10 mM Tris-HCl   1.21 

Buffer C (pH 7) 10 mM Tris-HCl  

2 M (NH4)2SO4 

  1.21 

264 
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8.異源蛋白質分析 

8.1 西方墨點法 

    配置上層 5% SDS 聚丙醯胺焦集膠體和下層 10%-12.5%聚丙醯胺分離膠

體，架設於直立式電泳槽 (Hoefer TM Dual Gel Caster; Amersham Biosciences, 

USA)，內外槽加入適量 Tris-glycine SDS running buffer。取轉形株蛋白質萃取

液與 protein loading dye 混和均勻，於 99oC 作用 10 分鐘，冷卻後注入上層膠

體，先以 120 伏特待蛋白質聚集於焦集膠體與分離膠體交界處，降低電壓至 

100 伏特，約 1 小時即可取出電泳膠片，浸泡於轉印緩衝液 (Transfer buffer) 10 

分鐘，而後轉印。(表 2-3) 

0.45 μm PVDF 轉印膜 (PerkinElmer, USA) 浸泡於 100% 甲醇，以濕式電

泳轉印槽設定 400 毫安培轉印 1.5 小時 (由負極至正極方向依序放置兩張經轉印

緩衝液浸濕之濾紙、電泳膠片、PVDF 膜及兩張濕濾紙)。轉印後之 PVDF 膜

以 gelatin-NET 於室溫下、50 rpm 震盪反應 2 小時，而後以 gelatin-NET 稀釋

10000-5000 倍之 anti-NoV 一次抗體(張沛鈞教授研究室提供之自製單株抗體或

ab80024, Abcam)或 anti-GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 

GTX100118, GeneTex, Irvine, CA, USA)或 anti-6xHis (HIT001R, Bioman, Jhonghe, 

Taipei, Taiwan)或稀釋 9000 倍之 anti-GFP 一次抗體 (ab6556, Abcam) 於室溫振

盪 60 分鐘。去除一次抗體，以 PBST 震盪清洗 3 次，每次 10 分鐘。加入 

gelatin-NET 稀釋 2000 倍之 goat anti- mouse IgG AP 或 goat anti- mouse IgG 

HRP 或稀釋 18000 倍之 goat anti-rabbit IgG AP (PerkinElmer, Waltham, MA, 

USA)二次抗體於室溫振盪 60 分鐘，再以 PBST buffer 振盪清洗三次，每次 10

分鐘。最後 AP 之二抗以 AP buffer (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 

pH9.5) 浸泡十分鐘，加上 NBT/BCIP 基質溶液避光反應，待呈色清楚後，以蒸

餾水清洗 PVDF 膜終止反應，並至 60oC 烘箱乾燥。而 HRP 之二抗以 Western 

LightingTM Plus-ECL 基質呈色，並以 UVP AutoChemi Image System (UVP, 



doi:10.6342/NTU201900497

38 
 

Upland, CA, USA)攝影。上述使用試劑之配方 (表 2-3)。  

 

8.2 LC-MS/MS 

    委託華安醫學股份有限公司( ENERGENESIS BIOMEDICAL CO., LTD., 

Taipei, Taiwan)進行蛋白質鑑定及比對分析。蛋白質以 LTQ-Orbitrap mass 

spectrometer (Thermo Scientific, Basingstoke, UK)分析，MS/MS 訊號以 MASCOT 

(www.matrixscience.com)分析，搜索參數：Enzyme, trypsin; Fixed modification, 

Carbamidomethylation, Pyridylethylation; Variable modifications, Deamidation, 

Oxidation; Peptide MS tolerance, ± 20 ppm; Fragment MS tolerance, ± 1 Da and 

allowance of one missed cleavage。 

 

8.3 Indirect ELISA 

實驗所有緩衝液皆以 ddH2O 配置。以新鮮配置的 Coating buffer 稀釋待測

之蛋白質粗萃液或純化液；以經 His-Trap 管柱純化出之 VP1-6xHis 或 P-6xHis

做檢量線，每種蛋白質每次皆會同時做二條檢量線同時比對檢量，並以 Coating 

buffer 稀釋成 350 ng/mL 及 300 ng/mL 再各 2 倍稀釋成 175、87.5、43.75、

21.875、10.9375 ng/mL 及 150、75、37.5、18.75、9.375、0 ng/mL，每個濃度各

取 100 μL/well 注入 96 孔微量滴定盤 (Nunc, Aarhus, Denmark；Thermo, 

442404)，4oC 靜置 16 小時以上，接著以 PBST 清洗三次去除。加入 gelatin-

NET buffer 300 μL/well 室溫靜置 2 小時，以 PBST 清洗三次去除。而後以

gelatin-NET buffer 稀釋 anti-NoV 抗體(張沛鈞教授研究室提供之自製單株抗體) 

8000 倍，各取 100 μL/well 注入 96 孔微量滴定盤，於室溫下靜置 1 小時，接著

以 PBST 清洗三次去除。以 gelatin-NET buffer 稀釋 goat anti-mouse IgG HRP 

(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 8000 倍，各取 100 μL/well 注入 96 孔微量滴

定盤，於室溫下靜置 1 小時，接著以 PBST 清洗三次。加入 100 μL/well 的
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TMB 基質溶液 (OptELISA, BD, USA)，室溫避光呈色，最後加入 50 μL/well 的

Stop buffer 終止反應，偵測 OD450 吸光值，並製作標準曲線，確定 R2 達 0.99 以

上後，以此檢量目標蛋白質濃度。上述使用之試劑 (表 2-4)。 

 

8.4 唾液結合測試 (Saliva-binding assay) 

    實驗所有緩衝液皆以 ddH2O 配置，配置後之緩衝液、水(PBS, PBST, 

ddH2O)與裝緩衝液之玻璃器皿皆以 autoclave 以 121℃處理 60 分鐘(如時間不

足，負控制組易有高背景值)。本實驗取同一人，單次之 B 型正常成人唾液，以

100℃作用 10 分鐘後，離心取上清液至-70℃保存備用。從-70℃取出之同一批

B 型成人唾液，以 100℃作用 20 分鐘後(唾液中具有結合抑制物，如加熱不足，

稀釋 200 倍之唾液，易出現低結合之現象)，離心取上清液，以 PBS 做 200 及

1000 倍稀釋後，取不同濃度之稀釋唾液與 PBS(負控制組)，每 100 μL/well 注入

96 孔微量滴定盤(Nunc, Aarhus, Denmark; Thermo, 442404)，室溫靜置 16 小時，

接著以 PBST 清洗六次，每次震動 20 秒後去除。加入 Blocking buffer 300 

μL/well 37oC 靜置 2 小時，以 PBST 清洗三次，每次震動 20 秒後去除。將 P、

P-His 和 VP1 經膠體層析分離(Gel filtration-purified)之第 15 mL 和第 9 mL 之沖

提液，以 PBS 稀釋成不同濃度後，以 100 μL/well 加至 96 孔微量滴定盤中，

37oC 靜置 1 小時 30 分鐘，再以 PBST 清洗六次，每次震動 20 秒後去除。將諾

羅病毒抗體(張沛鈞教授研究室提供之自製單株抗體)以 Blocking buffer 稀釋

4000 倍，取 100 μL/well 注入 96 孔微量滴定盤，於 37oC 靜置 1 小時，接著以

PBST 清洗三次，每次震動 20 秒後去除。將 Blocking buffer 稀釋 4000 倍的二抗

goat anti- mouse IgG (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)取 100 μL/well 注入 96 孔

微量滴定盤 37oC 靜置 1 小時，同樣以 PBST 清洗三次，每次震動 20 秒後去

除。加入 100 μL/well 的 TMB 基質溶液 (OptELISA, BD, USA)，37oC 避光呈

色，最後加入 50 μL/well 的 Stop buffer 終止反應，偵測 OD450 吸光值。上述使
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用之試劑 (表 2-4)。 

 

8.5 穿透式電子顯微鏡 

委託閤康生物科技股份有限公司(Bio Materials Analysis Technology Inc., 

Hsinchu, Taiwan)進行樣品負染製備及上機分析。將 P、P-His 和 VP1 經膠體層

析分離(Gel filtration-purified)之第 15 mL 和第 9 mL 之沖提液，蛋白質濃度 0.13-

0.3 mg/mL，以 4 度低溫冷藏運送至閤康公司進行分析。目標蛋白質以 2% 

uranyl acetate 負染，並以 TEM (Hitachi HT7700, Tokyo, Japan)在 accelerating 

voltage of 100 kV 下觀察。  

                                                                                 

8.6 粒徑分析 

    將 P、P-His 和 VP1 經膠體層析分離(Gel filtration-purified)之第 15 mL 和第

9 mL 之沖提液，利用 nanoparticle analyzer HORIBA SZ-100 (Horiba, Kyoto, 

Japan)粒徑分析儀(DLS; dynamic light scattering)，在室溫下以固定散射角 90°下

偵測。 
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表 2-3、西方墨點法分析所用試劑之組合成分 

 

Constituent Stacking gel (5 ml) 
5% 

Separating gel (10 ml) 
10%       12% 

30% Acrylamide (29:1)  

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)           

1.0 M Tris-HCl (pH 6.8)           

10% SDS  

(Sodium dodecyl sulfate)            

10% APS  

(Ammonium persulfate)             

TEMED 

(Tetramethylethylenediamine)        

ddH2O  

0.83 

 

0.63 

0.05 

 

0.05 

 

0.005 

 

3.4 

3.3 

2.5 

 

0.1 

 

0.1 

 

0.004 

 

4.0 

4.0 

2.5 

 

0.1 

 

0.1 

 

0.004 

 

3.3 

Name  Constituent 

4x Protein loading dye 

(pH 6.8) 

8% SDS                            

200 mM Tris-HCl (pH 6.8)             

0.4% Bromophenol blue               

20% Glycerol                        

400 mM 2-ME (2-Mercaptoethanol) 

 

Tris-glycine SDS running buffer 

(pH 8.4) 

 

25 mM Tris                          

250 mM Glycine                     

0.1% SDS  

 

Wet transfer buffer  

(pH 8.3) 

 

 

192 mM Glycine  

25 mM Tris-Base                     

20% methanol   

 

Coomassie Blue Stain  

(filter with 0.22 μm) 

 

 

 

Coomassie Blue Destain 

 

0.1% (w/v) Coomassie Blue R250 

10% Acetic acid 

50% Methanol 

40% H2O 

 

10% acetic acid  

20% methanol 

70% H2O 
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表 2-4、酵素連結免疫反應所用試劑之組合成分 

 

Name Constituent g/L 

 

Coating buffer  

(pH 9.5 with NaOH) 

 

Na2CO3  

NaHCO3 

 

1.59 

7.13 

 

PBS (pH 7.4) 

 

137 mM NaCl 

2.7 mM KCl 

8.1 mM Na2HPO4‧12H2O 

1.5 mM KH2PO4 

 

8 

0.2 

2.9 

0.2 

 

PBST (pH 7.4) 

 

PBS with 0.05% Tween-20 

 

 

Gelatin-NET buffer 

(pH 8) 

 

0.25 % Gelatin 

0.05% Tween 20 

0.15 M NaCl 

50 mM Tris-Base 

 

2.5 

0.5 

8.75 

6.05 

 

Blocking buffer 

 

Stop Buffer 

 

5% skim milk (安佳) in PBS 

 

2 N H2SO4 
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第三章、結果 

一、 序列分析與結構模擬 

1.胺基酸序列分析 

    分離自台灣本土 GII.4 型諾羅病毒(NCBI GenBank 登錄號：MG049692)，其

外鞘蛋白質 VP1 由 540 個胺基酸組成，其結構與功能性區塊之定位，經與文獻

比對後如圖 3-1 所示，前 213 個胺基酸為殼區(S domain)，其中灰色網底為短鉸

鏈(hinge)由八個胺基酸所組成，連接後方由 319 個胺基酸所組成之突出區(P 

domain)[104]。突出區可嵌入外來抗原之三個環狀結構，分別位於 I293-R297 

(Loop 1)、T371-D374 (Loop 2)及 D391-T394 (Loop 3) [67]，此外，突出區具有與

人體 HBGA 接合之受器(receptor)[105]，藍色粗體為與 HBGA 之三個主要結合

面，分別為位點 I (S343-H347)，位點 II (D374)與位點 III (C441-Y444)，而藍色

網底為影響 HBGA 結合特異性之位點[35, 106, 107]。當 P 蛋白質形成雙體，任

一側之單體之 HBGA 結合位點 I 及 II 會與另一個單體之位點 III 接合，此接合

面能與 HBGA 結合，如附圖 7。圖 3-1 之箭頭為 P1 及 P2 之邊界 [107, 108]。 

 

2.結構模擬 

    台灣分離株 GII.4 型諾羅病毒，其外鞘蛋白質 VP1 序列經交通大學提供之

免費線上(PS)2: Protein Structure Prediction Server (http://ps2.life.nctu.edu.tw/)做結

構預測分析後，經 Rasmol version 2.7.5 模擬台灣本土株諾羅病毒 VP1 蛋白質之

結構 (圖 3-2A)。如圖 3-2B，青色短鉸鏈(hinge)連接著下方黃色之殼區(S 

domain)與上方由 P1 區(紅色)與 P2 區(籃色)所構成之突出區(P domain)，突出區

之 P2 區(籃色)具有三個可嵌入外來抗原之三個環狀結構(粉紅色)及二個 HBGA

結合面(綠色)，而 HBGA 結合面之位點 III (綠色)則坐落於 P1 區(紅色)。 

 

3.不同菌株之序列比對 
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    根據諾羅病毒爆發與流行之時間，GII.4 型之諾羅病毒藉由 VP1 之高變異

區 P domain (突出區)，可再分類成不同的基因亞型(subgenotype)，例如 2006a、

2006b、 2009 及 2012 等[30, 34]。流行於 1987 到 2008 且廣為研究之 16 株

GII.4 型病毒株 [35] (菌株 NCBI GenBank 登錄號：AY038600 (VA387)、

AB220922 (Sakai)、DQ078794 (Hunter 284E)、ADF50100.1 (06Y06BC1)、

ADF50099.1 (06Y06BC2)、GU937455   (00Y96C)、GU937451 (06Yb96C1)、

GU937448 (00Y02C)、GU937449  (03Y02C1)、GU937450 (03Y02C2)、

GU937454 (06Y02C)、GU937456 (02Y02C)、GU937463 (08Y02C)、GU937457 

(05Y04C)、GU937458 (06Y06aC1)、GU937459   (06Y06aC2))與本研究之台灣

分離株之 P domain (突出區)利用 Clustal Omega 做序列比對

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)，以近鄰相接法(neighbour-joining 

method)做演化樹(phylogenetic tree)分析，如圖 3-3，台灣分離株最近似於 GII.4

型之 2006b。 

   根據前人研究，圖 3-3 所比較之 16 株 GII.4 型病毒株之 P domain(突出區)，

經大腸桿菌做表現皆能形成由 12 個雙體化 P 蛋白質所組成之 P 粒子(P particle) 

[35]，由 6 個雙體化 P 蛋白質所組成之小型 P 粒子(small P particle)僅發現於 C

端 RRR-cluster 突變之 AY038600 (VA387)菌株 [73]。與台灣分離株序列最相近

並同屬 2006b 之 ADF50099.1 (06Y06BC2)，胺基酸序列與本研究之菌株僅有四

個差異(residue 84, 119, 136, and 313) (圖 3-4)，並且這四個差異胺基酸也能在 C

端突變後能形成小型 P 粒子之 AY038600 (VA387)菌株發現(圖 3-4A)。當 P 蛋白

質形成雙體，P 蛋白質頂端任一側之單體之 HBGA 結合位點 I 及 II 會與另一個

單體之位點 III 接合，此接合面能與 HBGA 結合，如附圖 7。P 蛋白質經結構模

擬，如圖 3-4C，以俯視觀察諾羅病毒之頂部與 HBGA 接合面，四個突變之胺基

酸位置(紅色圓球)環繞在 P 蛋白質之外圍側邊，從模擬結構預測圖顯示，這四

個胺基酸突變位對 P 蛋白質之顆粒生成具有重要影響。 
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圖 3-1 台灣分離株 GII.4 型諾羅病毒之 VP1 胺基酸序列 

灰色網底為短鉸鏈(hinge)，連接殼區(S domain) (M1-I213)和突出區(P domain) 

(S222-L540)；藍色實線為跨菌株高度保守區(I48-I52)，黃色星號(I48)為與 VP2

結合之關鍵位點[27]；黑色實線為外來抗原嵌入之三個環狀結構，分別為 Loop 

1 (I293-R297)、Loop 2 (T371-D374)及 Loop 3 (D391-T394)；藍色粗體為 HBGA

之結合面，分別為 Site I (S343-H347)，Site II (D374)與 Site III (C441-Y444)；藍

色網底為影響 HBGA 結合特異性之位點；箭頭所指的為 P1 及 P2 之邊界；方框

為圖 3-4 比較出之四個相異胺基酸。 
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圖 3-2 台灣分離株 GII.4 型諾羅病毒之 VP1 蛋白質結構模擬 

(A)結構模擬。α-helix 之二級結構由紫紅色表示，β-sheet 之二級結構由黃色表

示，轉折(turns) 為淡藍色，其餘為灰色。(B)各功能性區塊預測。黃色為殼區(S 

(shell) domain)(含 small N-terminal domain)，青色為短鉸鏈(hinge)，紅色與籃色

各為突出區(P (protruding) domain)之 P1 區(P1 domain)與 P2 區(P2 domain)。P2

區可嵌入外來抗原之三個環狀結構，各以粉紅色呈現，分別為 loop1 (最上方)、 

loop2 (中間)、 loop3 (最下方)。突出區可與人體 HBGA 接合之位點，各以綠色

呈現分別為 Site I (中間)，Site II (最上方)與 Site III (最下方)。 
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圖 3-3 演化樹分析 17 種不同 GII.4 型菌株之 P 胺基酸序列 
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圖 3-4 (A) GII.4 型諾羅病毒之 P domaim 胺基酸序列比較。台灣分離株之原態 P

蛋白質之(B)側視(C、D)俯視四個突變位點之結構模擬 

(A)菌株編號：本研究之菌株為 MG049692；同屬 GII.4 2006b 並且胺基酸差異

最少之菌株為 ADF50099.1 (06Y06bC2) [35]；能形成小型 P 粒子(small P 

particle)之菌株為 AY038600 (VA387)。紅色★為相異之胺基酸，藍色為 P 蛋白質

與 HBGA 之三個結合面，箭頭所指的為 P1 及 P2 之邊界。(B)以側視結構模擬 P

蛋白質四個突變位點之位置。(C)以俯視(諾羅病毒以頂部之 P2 區與 HBGA 接

合)結構模擬 P 蛋白質四個突變之胺基酸位置。(D)以俯視模擬雙體之 P 蛋白質

(左邊為一單體，黃色外暈為另一單體)。圖 A 比對出之四個相異胺基酸以紅色

圓球表示，綠色為與 HBGA 結合之三個位點。白色為蛋白質之主體構形，藍色

為 N 端端點，黃色為 C 端端點。台灣分離株 P 胺基酸序列經 (PS)2: Protein 

Structure Prediction Server (http://ps2.life.nctu.edu.tw/)做結構預測分析後，經

Rasmol version 2.7.5 模擬呈現。 
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二、 組胺酸標籤(6xHis)之 P 蛋白質生產、純化及顆粒分析 

1. P. pastoris 生產 

    嵌有組胺酸標誌之 P 酵母菌轉形株(P-His)，經 1%甲醇誘導 120 小時，離心

以液態氮做菌體破菌後，取粗萃取液蛋白質進行西方墨點法分析，由蛋白質印

跡結果可觀察到，約 36 kDa 之 P-His 蛋白質隨著誘導時間之增加而累加，並在

96 小時達到最高(圖 3-5A)。 

 

2.以組胺酸標籤(6xHis)純化 

    將帶有 P-His 之酵母菌轉形株，以搖瓶做培養，經 1%甲醇誘導四天後，離

心取菌塊，以液態氮做菌體破菌後，取粗萃取液利用 His-Trap 管柱純化 P-His

蛋白質，以含有 50、100 及 300 mM immidazol 之沖提液分別做流洗後，P-His

目標蛋白質可在含有 300 mM immidazol 之沖提液沖提出(圖 3-5B)。 

 

3.物性分析 

    將 300 mM immidazol 所沖提出之 P-His 蛋白質萃取液，以 3 kDa 濃縮管柱

做體積濃縮後，利用蛋白質純化分離柱 Superose 6 increase 依蛋白質大小做分

離，不同分子量蛋白質將於不同餾分(每個餾分為 1 mL，第 1 mL 餾分為 0-1 

mL，第 2 mL 餾分為 1.01-2 mL；後面以此類推)沖提出來，沖提出之不同餾分

之蛋白質分子量大小以標準品做管柱校準。每個餾分皆各取 13 μL 以 SDS-

PAGE 做分析。從圖 3-6A 結果可觀察到，多聚體 P-His 蛋白質主要在 670 kDa

及 158 kDa 間沖提出來。為進一步了解訊號最強之第 15 mL 餾分所沖提出之 P-

His 其粒徑大小及外觀形態，以動態光散射粒徑分析儀（dynamic light scattering, 

DLS）的分析結果可觀察到，NoV P-His 之粒徑大小主要在 15 nm (圖 3-6B)，並

且與穿透式電子顯微鏡（transmission electron microscopy, TEM）所觀察的大小

一致，從穿透式電子顯微鏡結果顯示，15 mL 餾分所沖提出之 P-His 主要以三
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角形、四角形及環狀的構形為主(圖 3-6C)。綜合上述之實驗結果，台灣本土分

離出之諾羅病毒 P-His 以酵母菌表現並純化後，主要以 12 個 P 蛋白質單體所構

成之分子量約 420 kDa 之小 P 粒子(small P particle)形態為主，粒徑大小約再 15 

nm 間。 

 

4.功能性分析 

    本試驗以 B 型之成人唾液做諾羅病毒 HBGA 結合測試，從試驗結果可看

到，P-His 蛋白質經 His-Trap 管柱純化後經膠體層析之第 15 mL 餾分所沖提出

之小型 P 粒子，能結合 HBGA，並且吸附效果隨著蛋白質濃度增加而增加，吸

附能力也與唾液濃度成正比，當唾液稀釋 200 倍下，比稀釋 1000 倍更有較強之

吸附能力(圖 3-7)。 
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圖 3-5 轉形株 P-His (A)以搖瓶誘導表現及(B)以 His-Trap 管柱純化 

(A)每個樣品為 10 μg 之蛋白質粗萃液以 12.5% SDS-PAGE 做分析。左側

〝Cultivation〞為總培養時間，〝Methanol〞為甲純誘導時間。上層圖為以 His

抗體偵測隨誘導時間增加之胞內 P 蛋白質，中層圖為 GAPDH (MW ~36 kDa) 

抗體偵測之內控制組 (internal control)，以 Coomassie Brilliant Blue 染色之 SDS-

PAGE 膠圖結果，為蛋白質跑膠對照。(B) Lane O 及 OC 為粗萃液及蛋白質通過

管柱之流洗液，Lane 50 到 300 為含有 50、100 及 300 mM immidazol 之沖提

液，約 36 kDa 之 P-His 蛋白質在含有 300 mM immidazol 之沖提液可純化出。

上層圖為以 NoV 抗體做西方墨點法分析，下層圖為 SDS-PAGE 以 Coomassie 

Brilliant Blue 染色做蛋白質跑膠對照。 
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圖 3-6 純化之 P-His 蛋白質物理特性分析 

(A) 黑色實線為蛋白質純化分離柱 Superose 6 increase，分析經 His-Trap 管柱純

化之 P-His 蛋白質之沖提結果，藍色虛線為以標準品做管柱校準之沖提結果，

左上方為 SDS-PAGE 分析不同餾分(每個餾分為 1 mL)之膠圖。(B)動態光散射粒

徑分析儀(DLS)分析經純化分離柱於第 15 mL 之餾分。(C)穿透式電子顯微鏡

(TEM)分析經純化分離柱於第 15 mL 餾分之 P-His 蛋白質。右下方比例尺為 20 

nm。 
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圖 3-7 HBGA 結合測試 

B 型之成人唾液與小型 P 粒子(純化分離柱分離之第 15 mL 之餾分)之結合測試

結果。實心圓圈為不同濃度之 B 型唾液，實線為 1:200，虛線 1:1000；空心三

角形為 PBS (用為稀釋不同濃度之唾液)，在此為不加唾液下，做為負對照組。 
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三、 原態 P 蛋白質之生產、純化及顆粒分析 

1. P. pastoris 生產 

1.1.高表現量 P 轉形株篩選 

    本研究之抗 Zeocin 基因與 NoV P 在同一條轉入的質體上，抗 Zeocin 能力

愈強之菌株，經電轉後插入的基因拷貝數越多，因此抗 Zeocin 之能力與胞內目

標蛋白質之產量成正相關[109]。因此，為挑選出 P 蛋白質高表現量之轉形株，

將帶有 P 之不同酵母菌轉形株，先利用梯度 Zeocin 抗性培養基(100、300、500 

μg/mL)篩選(圖 3-8A)。待 2 至 3 日後，再挑選生長較佳之轉形株，以試管進行

小量誘導培養，待誘導 4 天後以快速破菌法進行簡易破菌，並以諾羅病毒抗體

做西方墨點法分析，約 35 kDa 之 P 蛋白質利用交叉比對 SDS-PAGE 與西方墨

點法之訊號強度篩選出高產量之 P27 號蛋白質轉形株(圖 3-8B)。 

 

1.2 搖瓶培養 

   為嘗試提升 P 蛋白質於誘導表現期間之表現量，根據文獻，降溫誘導能提升

目標蛋白質之表現量[110, 111]，本研究嘗試比較 23 度(降溫誘導)及 30 度做誘

導培養，從圖 3-9A 結果可觀察到，目標 P 蛋白質之生產，30 度顯著高於 23

度，降溫誘導對本研究之目標蛋白質生產，助益不大。為進一步了解以 30 度誘

導培養 P 蛋白質之表現變化量，從圖 3-9B 可觀察到，P 蛋白質於誘導 96 小時

產量最高，利用三明治酵素免疫法(ELISA)以純化的 P-His 蛋白質做為標準品，

做蛋白質定量分析，P 蛋白質搖瓶產量可達到 44.8 mg/L。 

 

1.3 醱酵槽培養 

    本研究利用三段式的醱酵策略(分別為批次培養(batch phase)、饋料批次培

養(fed batch phase)及甲醇誘導培養(methanol-induction phase))，大量生產諾羅病

毒 P 蛋白質。如圖 3-10，在甘油批次培養(glycerol batch phase)階段，培養基一
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開始配製的 4%甘油，約在 15-16 小時間會被消耗完，為恆定培養環境的 pH，

期間甘油代謝所產生的酸，會以饋入鹼(10%氨水)做 pH 的恆定以及作為額外補

充的氮源來源，當碳源不足菌體代謝趨緩，溶氧值(DO)會急遽跳升。當第一個

Spike 出現後，即進入甘油饋料批式培養(glycerol-fed batch phase)階段，此時菌

體正快速分裂及成長，代謝甘油效率極佳，因此溶氧值變化十分劇烈，為避免

溶氧(DO)過低對菌體造成傷害，根據溶氧的跳升，250 mL 之 50%甘油，設定在

溶氧值(DO)5-50 間緩慢饋入，並在約 7-8 小時間可完全饋完；為了使菌體提前

適應甲醇，使 AOX1 promoter 能加速去抑制[98, 112]，~0.5 mL/L 的甲醇在甘油

饋完前 1~2 小時前加入。當甘油再次消耗完畢，第二個 Spike 出現，生菌數可

達到 8 × 109 cfu/mL，並且在甲醇誘導培養期(methanol-induction phase)皆無顯著

變化，在菌體尚未完全適應碳源轉換前，大量添加甲醇會對菌體造成生存壓

力，為讓菌體逐步適應甲醇，在碳源切換的第一個小時，甲醇饋料的速度設定

在 1 mL/h/L，之後每 30 分鐘以各 1.4、1.8、2.2、2.6 及 3 mL/h/L 梯度方式逐步

拉升甲醇的饋料速度，並以終 3 mL/h/L 流速持續誘導 120 小時，期間嗜甲醇酵

母菌以異化路徑代謝甲醇(dissimilatory pathway)，會產生甲酸(formic acid)及二

氧化碳等酸性物質(附圖 9)[113]，本實驗目標 P 蛋白質的生產量與前人結果一致

[114]會與鹼及甲醇的添加量成正比。利用三明治酵素免疫法(ELISA)以純化的

P-His 蛋白質做為標準品，做蛋白質定量分析，誘導 120 小時之 P 蛋白質醱酵槽

產量可達到 220 mg/L。 
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圖 3-8 高表現量 P 轉形株塞選 

(A)以梯度 Zeocin 抗性濃度塞選轉形株。(B)以小量培養塞選高表現之 P 轉形

株；轉形株經快速破菌後，上層圖為以 NoV 抗體(ab80024)做西方墨點法分析，

下層圖為 SDS-PAGE 以 Coomassie Brilliant Blue 染色做蛋白質跑膠對照。 
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圖 3-9 轉形株 P (A) 23 及 30°C (B) 30°C 之誘導培養 

(A) 23 及 30°C 二種不同誘導溫度之比較。1L 之 BMGY 培養液待離心去除菌液

後，菌體以 200 mL 之 mBMMY 置換，平分成各 100 mL 以搖瓶做二種不同溫

度之誘導培養。(B)較佳(30°C)誘導溫度之培養。左側〝Cultivation〞為總培養時

間，〝Methanol〞為甲醇誘導時間。〝Anti-NoV〞為以 NoV 抗體偵測隨誘導時間

增加之胞內約 35 kDa 之 P 蛋白質。〝GAPDH〞 (MW ~36 kDa) 為以 GAPDH 抗

體偵測之內控制組 (internal control)。下層以 Coomassie Brilliant Blue 染色之

SDS-PAGE 膠圖，為蛋白質跑膠對照。 
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圖 3-10 以醱酵槽大量生產 P 蛋白質 

(A)醱酵參數及饋料。酸鹼值變化(黑線)、溶氧值變化(紅線)、溫度變化(紫

線) 、甲醇饋料總累加量(藍線)、鹼(10%氨水)饋料總累加量(綠線)。(B)菌體生

長及菌量變化。生菌數(total viable counts；CFU/mL) (黑色圓圈)、溼重(g/mL) 

(黃色三角形) 、菌體濁度(optical density；OD600) (紫色方塊)。(C) P 蛋白質在醱

酵槽中之誘導累加。各 4 μg 之蛋白質粗萃液以 SDS-PAGE 做分析；左側

〝Cultivation〞為總培養時間，〝Methanol〞為甲醇誘導時間。上層圖為以 NoV

抗體偵測隨誘導時間增加之胞內約 35 kDa 之 P 蛋白質，中層圖為 GAPDH (MW 

~36 kDa) 抗體偵測之內控制組 (internal control)，以 Coomassie Brilliant Blue 染

色之 SDS-PAGE 膠圖結果，為蛋白質跑膠對照。 
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2.開發無標籤純化策略 

    利用台灣分離株 P 蛋白質之等電點(Isoelectric point)為 6.35，在鹼性環境下

蛋白質帶有負電之特性，及原態下具有暴露在表面的組胺酸和能自我組裝成多

聚體之特性，本研究發展出二套分離純化策略，並且第二種純化策略能直接套

用至純化原態 VP1 蛋白質，整套純化過程如圖 3-11。 

 

2.1 策略一:利用雜蛋白質與目標蛋白質對管柱之吸附落差純化 

    目標蛋白質與宿主之雜蛋白質(host cell proteins)為二種需分離的群體，文獻

指出，藉由雜蛋白質與目標蛋白質之吸附落差，可從線性沖提之數據，找出最

佳化之階梯式沖提鹽濃度，並進而直接分離二個獨立之群體[115]。為獲得雜蛋

白質與目標 P 蛋白質在不同沖提濃度之洗脫圖譜(pattern)，本研究利用搖瓶培養

之醱酵粗萃液以陰離子交換管柱(DEAE)以線性沖提做洗脫圖譜分析。從圖 3-

12B 之西方墨點分析可觀察到，P 蛋白質在 0.1-0.33 M NaCl 之範圍可沖提出，

從 SDS-PAGE 圖譜可觀察到，隨著沖提鹽濃度的拉升，雜蛋白質之雜度也隨之

提升。為了創造出 P 蛋白質與雜蛋白質之沖提滯留差，本實驗收集 0.17-0.3 M 

NaCl 之沖提液，並將濃度低於 0.16 M NaCl 之沖提液去除，以藉此去除低鹽濃

度可沖提出之雜蛋白質，製造出沖提滯留差。 

    為得到目標 P 蛋白質，本實驗利用陰離子交換管柱(DEAE)以階梯式沖提重

覆萃取 P 蛋白質。將線性沖提得到之 0.17-0.3 M NaCl 沖提液，再以 0.12 和 0.3 

M NaCl 二段式階梯式沖提做第二次萃取(圖 3-13A 及 C)，接著收集高鹽 0.3 M 

NaCl 沖提之沖提液，再以階梯式沖提做第三次萃取(圖 3-13B)，從第三次萃取

之 SDS-PAGE 膠圖可觀察到，沖提液濃度超過 0.14 M NaCl，雜蛋白質之比例

會顯著上升(圖 3-13D)。 

    為進一步濃縮及精純目標 P 蛋白質，收集前二次階梯式沖提在 0.12 M NaCl

之沖提液，並利用疏水性層析(Phenyl HS)管柱以線性沖提做第四次之純化(圖 3-
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13E)，從圖 3-13C 之 SDS-PAGE 膠圖及西方墨點分析可觀察到，P 蛋白質可在

0 M (NH4)2SO4 沖提出來，將不同管柱之 0 M (NH4)2SO4 沖提液收集於同一管(圖

3-13F)，並以 LC-MS/MS 做分析，如圖 3-13G 顯示，純化出之 P 蛋白質有 38%

之胺基酸序列符合台灣分離株之 P 胜肽片段。從 LC-MS/MS 及西方墨點法分析

之結果顯示，P 蛋白質可藉由離子交換管柱以一次的線性沖提，及二次的階梯

式沖提和一次的疏水性管柱分離得到，但經多次純化回收之 P 蛋白質其回收率

僅剩 2.5%，為進一步提升 P 蛋白質之回收率，本研究發展第二組純化策略。 
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圖 3-11 分離純化流程圖 
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圖 3-12 P 蛋白質與宿主蛋白質之線性沖提圖譜 

(A)黑色實線為陰離子管柱(DEAE)之沖提結果，藍色實線為流動相 B (含有 1 M 

NaCl)之拉提圖譜。(B)〝Anti-NoV〞為以 NoV 抗體偵測隨流動相 B 拉提而沖提

之 P 蛋白質，SDS-PAGE 為分析不同餾分之蛋白質分佈膠圖。 
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圖 3-13 二次階梯式沖提及一次疏水性管柱純化之分析結果 

(A、C)第二次純化以陰離子管柱(DEAE)利用二段式階梯式沖提及分析結果。

(B、D)第三次純化以陰離子管柱(DEAE)利用階梯式沖提及分析結果。(E、C)第

四次純化以疏水性交換管柱(phenyl HS)線性沖提及分析結果。黑色實線為沖提

結果，藍色實線為流動相 B 之拉提圖譜；(F、G)純化出之 P 蛋白質以 LC-

MS/MS 分析比對，結果顯示有 38%與 P 蛋白質胜肽一致(紅色粗體)。〝Anti-

NoV〞為以 NoV 抗體偵測 P 蛋白質，SDS-PAGE 為分析不同餾分之分析結果。 
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2.2 策略二:利用原態之組氨酸純化 

    目標蛋白質可藉由原生暴露在表面之一個以上的組胺酸，利用組胺酸之

histidyl residues 與 His-Trap 管柱之吸附，直接純化[116, 117]。相同的菌株，以

不同的培養條件及培養策略，會使宿主之酸蛋白質、鹼蛋白質及原態即具有組

胺酸之蛋白質產生不同的分佈[118]。本研究利用原態之 P 蛋白質本身具有之組

胺酸(圖 3-14)，以 His-Trap 管柱直接純化。相比起在末端帶有組胺酸之 P 蛋白

質(P-6xHis) (圖 3-5)，原態之組胺酸與管柱的吸附能力較弱，以 100 mM 

Imidazole 之沖提液即能直接沖提出帶有不等比例及分佈之雜蛋白質的目標蛋白

質(圖 3-15)。相比起搖瓶醱酵液，醱酵槽之醱酵液其雜蛋白質比例雖然較低，

但純度僅為 40.7±3.1%。 

    為進一步提升純度，來自搖瓶之 100 mM imidazole 沖提液以陰離子交換管

柱(DEAE)純化；為獲得雜蛋白質與目標 P 蛋白質在不同沖提濃度之洗脫圖譜

(pattern)，本研究以線性沖提做洗脫圖譜分析。從圖 3-16B 之西方墨點分析可

觀察到，P 蛋白質在 0.15-0.35 M NaCl 之範圍可沖提出，從 SDS-PAGE 圖譜

可觀察到，隨著沖提鹽濃度的拉升，雜蛋白質集中在 0.18-0.3 M NaCl 之範圍可

沖提出，為創造出 P 蛋白質與雜蛋白質之沖提滯留差，本研究嘗試以低鹽 0.15 

M NaCl 直接沖提出 P 蛋白質(圖 3-16 C&D)，然而從 SDS-PAGE 圖譜可觀察

到，低鹽濃度雖可拉出目標 P 蛋白質，然而雜蛋白質亦一起沖提出，這個結果

代表在 0.15 M NaCl 濃度沖提下，雜蛋白質無法完全停留在管柱中，必須再以

更低的鹽濃度做弱蛋白質競爭吸附，使雜蛋白質停留在管柱內，僅目標蛋白質

被沖提出。 

    來自搖瓶及醱酵槽之 100 mM imidazole 沖提液以陰離子交換管柱(DEAE)，

再以低鹽 0.12 和高鹽 0.4 M NaCl 之二段階梯式沖提進一步純化及分析(圖 3-16 

E-J)。相比起來自搖瓶之醱酵液，來自醱酵槽之醱酵液經二次純化後純度較

高，回收率 28.1±2.1%，純度可達 82.1±5.4% (表 3-1)。而不管來自搖瓶或醱酵
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槽之醱酵液，以陰離子交換管柱(DEAE)以低鹽 0.12 M NaCl 沖提之沖提液，經

濃縮後以 SDS-PAGE 分析可觀察到純度皆可超過 90% (圖 3-16 G&J)。此套純化

方法可以明顯觀察到相同之轉形株，經不同之生產策略所誘導生產之醱酵液，

宿主之酸鹼、親疏水性蛋白質分布有明顯不同，並進而使純化後之目標蛋白質

純度有所差異。雖分布不同，但利用陰離子交換管柱以低鹽濃度(0.12 M)所沖提

出之 P 蛋白質，純度卻皆一致的高於 90%，此結果與策略一相似。 
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圖 3-14 台灣分離株 GII.4 型諾羅病毒之在 N 端具有 CNGRC 之原態(P)及嵌有組

胺酸之 P 蛋白質(P-6xHis)之組胺酸預測結構圖。白色為預測之蛋白質主體構

形，綠色為組胺酸，藍色為 N 端端點。P 及 P-His 之胺基酸序列經 (PS)2: 

Protein Structure Prediction Server (http://ps2.life.nctu.edu.tw/)做結構預測分析後，

經 Rasmol version 2.7.5 模擬。 
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圖 3-15 轉形株 P 之(A)搖瓶(B)醱酵槽之醱酵液以 His-Trap 管柱純化 

Lane O 及 OC 為粗萃液及蛋白質通過管柱的流洗液，Lane 10 為含有 10 mM 

imidazole 之沖提液，P 蛋白質在含有 100 mM imidazole 之沖提液可沖提出。上

層圖為以 NoV 抗體做西方墨點法分析；下層圖為 SDS-PAGE 以 Coomassie 

Brilliant Blue 染色做蛋白質跑膠對照；紅色箭頭為 P 蛋白質之位置。 
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圖 3-16 轉形株 P 之(A-G)搖瓶及(H-J)醱酵槽之沖提液以陰離子交換管柱(DEAE)

二次純化 

(A、B)經 His-Trap 管柱純化後之搖瓶醱酵液再以陰離子交換管柱純化之線性沖

提圖譜。(C、D)經 His-Trap 管柱純化後之搖瓶醱酵液再以陰離子交換管柱純化

之 0.15 與 0.4 M 二段式階梯式沖提圖譜。(E、F)經 His-Trap 管柱純化之搖瓶醱

酵液再以陰離子交換管柱純化之 0.12 與 0.4 M 二段式階梯式沖提圖譜。(H、I)

經 His-Trap 管柱純化後之醱酵槽醱酵液再以陰離子交換管柱之 0.12 與 0.4 M 二

段式階梯式沖提純化圖譜。(A、C、E、H)沖提圖譜；黑色實線為沖提結果，藍

色實線為流動相 B 之拉提圖譜。(B、D、F、I)沖提液之分析結果；“Anti-NoV”

為以 NoV 抗體偵測 P 蛋白質；SDS-PAGE 為以 Coomassie Brilliant Blue 染色分

析不同餾分。(G、J)沖提液 0.12 M NaCl 之餾分經濃縮後以 SDS-PAGE 分析；

紅色箭頭為 P 蛋白質之位置。 
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表 3-1 諾羅病毒醱酵槽 P 蛋白質之回收與純度表 
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3.物性分析 

    為了解 P 顆粒之大小，本研究以破菌後之 P 蛋白質粗萃液與純化後之 P 蛋

白質沖提液，利用膠體層析，分析 P 蛋白質之顆粒大小及含量。將經二次純化

後之 0.4 M NaCl 沖提出之 P 蛋白質萃取液，以 3 kDa 濃縮管柱做體積濃縮後，

利用蛋白質純化分離柱 Superose 6 increase 依蛋白質大小做分離，不同分子量蛋

白質將於不同餾分(每個餾分為 1 mL，第 1 mL 餾分為 0-1 mL，第 2 mL 餾分為

1.01-2 mL；後面以此類推)沖提出來，沖提出之不同餾分之蛋白質分子量大小以

標準品做管柱校準。每個餾分皆各取 13 μL 以 SDS-PAGE 做分析。從圖 3-17A

結果可觀察到，與 P-His 蛋白質相似，P 蛋白質主要在 670 kDa 及 158 kDa 間

沖提出來。與純化後之 P 蛋白質相似，直接將破菌後之 P 粗萃液以純化分離柱

Superose 6 increase 分析，從圖 3-19B 可觀察到 P 蛋白質主要在 670 到 158 kDa

間沖提出來，但因雜蛋白質之比例及濃度高，P 蛋白質之沖提從主要集中在 15 

mL 餾分延滯(delay)到 16 mL 沖提出。為進一步分析純化後之 P 蛋白質沖提液

(圖 3-17A)，訊號最強之第 15 mL 餾分所沖提出之 P 其粒徑大小及外觀形態，

以動態光散射粒徑分析儀（dynamic light scattering, DLS）的分析結果可觀察

到，NoV P 之粒徑大小主要在 14 nm (圖 3-17C)，並且與穿透式電子顯微鏡

（transmission electron microscopy, TEM）所觀察的大小一致，從穿透式電子顯

微鏡結果顯示，15 mL 餾分所沖提出之 P 主要以三角形、四角形及環狀的構形

為主(圖 3-17D)。綜合上述之實驗結果，台灣本土分離出之諾羅病毒 P 以酵母菌

表現並純化後，主要以 12 個 P 蛋白質單體所構成之約 420 kDa 之小型 P 粒子

(small P particle)形態為主，粒徑大小約在 14 nm 間。 

 

4.功能性分析 

    本試驗以 B 型之成人唾液做諾羅病毒 HBGA 結合測試，從試驗結果可看

到，P 蛋白質經二次純化後經膠體層析之第 15 mL 餾分所沖提出之小型 P 粒

子，能結合 HBGA，並且吸附效果隨著蛋白質濃度增加而增加，吸附能力也與
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唾液濃度成正比，當唾液稀釋 200 倍下，比稀釋 1000 倍更有較強之吸附能力

(圖 3-18)。 
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圖 3-17 純化之 P 蛋白質物理特性分析 

(A)黑色實線為純化分離柱 Superose 6 increase，分析經 His-Trap 及 DEAE 管柱

純化之 P 蛋白質沖提結果，藍色虛線為以標準品做管柱校準之沖提結果。(B) 

SDS-PAGE 為以 Coomassie Brilliant Blue 染色分析不同餾分。(C)動態光散射粒

徑分析儀分析經純化分離柱於第 15 mL 之餾分。(D)穿透式電子顯微鏡分析經純

化分離柱於第 15 mL 之餾分，右下方比例尺為 20 nm。 
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圖 3-18 HBGA 結合測試 

B 型之成人唾液與小型 P 粒子(純化分離柱第 15 mL 之餾分)之結合測試結果。

實心圓圈為不同濃度之 B 型唾液，實線為 1:200，虛線 1:1000；空心三角形為

PBS (用為稀釋不同濃度之唾液)，在此為不加唾液下，做為負對照組。 
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圖 3-19 粗萃之 P 蛋白質顆粒性分析 

(A)黑色實線為純化分離柱 Superose 6 increase，分析粗萃之 P 蛋白質沖提結

果，藍色虛線為以標準品做管柱校準之結果。(B) “Anti-NoV”為以 NoV 抗體偵

測 P 蛋白質，SDS-PAGE 為以 Coomassie Brilliant Blue 染色分析不同餾分。(C)

以 LC-MS/MS 分析在(B)圖中，紅色箭頭所指之 35 kDa 條帶。結果顯示有 73%

與 P 蛋白質胜肽一致(紅色粗體)。 
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四、 嵌有綠色螢光之原態 P 蛋白質之生產及物性功能性分析 

1. P. pastoris 生產 

    嵌有綠色螢光之 P 酵母菌轉形株(P-GFP)，經 1%甲醇誘導 96 小時，離心以

液態氮做菌體破菌後，取粗萃取液蛋白質進行西方墨點法分析，由蛋白質印跡

結果可觀察到，P-GFP 蛋白質可在約 63 kDa 觀察到。 

 

2.物性與功能性分析 

    如圖 3-20，嵌有綠色螢光之 P 蛋白質，在藍光視野(450-490 nm)下，可觀

察到明顯的綠色螢光，而負對照組皆無觀察到任何螢光表現。直接將破菌後之

P-GFP (分子量 62.8 kDa)粗萃液以純化分離柱 Superose 6 increase 分析。12 個單

體(小型 P 粒子)所構成之 P-GFP 嵌合顆粒，總分子量預測為 753.6 kDa，從圖 3-

21 可觀察到大量的 P-GFP 蛋白質可形成 P-GFP 嵌合顆粒，可在超過 670 kDa

之 13 mL 餾分(每個餾分為 1 mL，第 1 mL 餾分為 0-1 mL，第 2 mL 餾分為

1.01-2 mL；後面以此類推)沖提出來(圖 3-21)。綜合上述之實驗結果，嵌有綠色

螢光之 P 蛋白質不但能形成嵌合顆粒，還能發出綠色螢光，顯示台灣分離株諾

羅病毒 P 蛋白質能做為外來抗原呈現平台。 
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圖 3-20 螢光顯微鏡觀察嵌有綠色螢光諾羅病毒類病毒顆粒(P-GFP)之酵母菌轉

形株 

Bright field 為明視野；Blue light field 為波長 450-490 nm 藍光激發，曝光 3 秒下

拍攝。上層圖比例尺為 100 μm；中層圖比例尺為 10 μm；下層圖比例尺為 100 

μm。Control 為不帶有 P-GFP 之負控制組。 
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圖 3-21 P-GFP 嵌合蛋白質之顆粒性分析 

(A)黑色實線為蛋白質純化分離柱 Superose 6 increase，分析 P-GFP 粗萃液蛋白

質之沖提結果，藍色虛線為以標準品做管柱分子量校準之沖提結果。(B)不同餾

分之分析膠圖。上層圖為以 NoV 抗體做諾羅病毒蛋白質西方墨點法分析，下層

圖為 SDS-PAGE 以 Coomassie Brilliant Blue 染色做蛋白質跑膠對照。(C)以 LC-

MS/MS 分析在(B)圖 SDS-PAGE 中，紅色箭頭所指之 63 kDa 條帶。結果顯示有

53%與 P-GFP 蛋白質胜肽一致(紅色粗體)。綠色框為綠色螢光蛋白質之胺基酸

序列，藍色框為酵素接合位，其餘皆為 P 蛋白質。 
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五、 組胺酸標籤(6xHis)VP1 蛋白質之生產與純化 

1. P. pastoris 生產 

    嵌有組胺酸之 VP1 酵母菌轉形株(VP1-6xHis)，經 1%甲醇誘導 96 小時，離

心以液態氮做菌體破菌後，取粗萃取液蛋白質進行西方墨點法分析，由蛋白質

印跡結果可觀察到，VP1 蛋白質可在約 58.9 kDa 觀察到。 

 

2.以組胺酸標籤(6xHis)純化 

    將帶有 VP1-His 之酵母菌轉形株，以搖瓶做培養，經 1%甲醇誘導四天後，

離心取菌塊，以液態氮做菌體破菌後，取粗萃取液利用 His-Trap 管柱純化 VP1-

His 蛋白質，以含有 50、100 及 300 mM immidazol 之沖提液分別做流洗後，

VP1-His 可在含有 200 mM immidazol 之沖提液沖提出(圖 3-22)。並且從圖 3-22

可觀察到，與文獻一致，目標 VP1-His 蛋白質條帶具有二條片段，約在 58 與

55 kDa，而 55 kDa 來自於尚未釋放到培養基之前的末端裂解 VP1 [119]。VP1-

His 之 200 mM immidazol 沖提液將用於原態 VP1 定量之標準品。 
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圖 3-22 轉形株 VP1-His 醱酵液以 His-Trap 管柱純化 

(A)Lane O 及 OC1、OC2 為粗萃液及蛋白質通過管柱的二次流洗液，Lane 10 到

100 為含有 10、20、50、100 及 200 mM immidazol 之沖提液，VP1-His 蛋白質

在含有 200 mM immidazol 之沖提液可純化出。上層圖為以 NoV 抗體做西方墨

點法分析，下層圖為 SDS-PAGE 以 Coomassie Brilliant Blue 染色做蛋白質跑膠

對照。 
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六、 原態 VP1 蛋白質之生產、純化及顆粒分析 

1. P. pastoris 生產 

    原態之 VP1 酵母菌轉形株，經 1%甲醇誘導 96 小時，離心以液態氮做菌體

破菌後，取粗萃取液蛋白質進行西方墨點法分析，由蛋白質印跡結果可觀察

到，VP1 蛋白質(pI 5.54)可在約 58.9 kDa 觀察到。利用三段式的醱酵策略(分別

為批次培養(batch phase)、饋料批次培養(fed batch phase)及甲醇誘導培養

(methanol-induction phase))，大量生產諾羅病毒 VP1 蛋白質。利用三明治酵素

免疫法(ELISA)以純化的 VP1-His 蛋白質做為標準品，做蛋白質定量分析，誘導

120 小時之 VP1 蛋白質醱酵槽產量為 15.5 mg/L。 

 

2.利用原態之組氨酸純化 

    目標蛋白質可藉由原生暴露在表面之一個以上的組胺酸，利用組胺酸之

histidyl residues 與 His-Trap 管柱之吸附，直接純化[116, 117]。本研究利用原態

之 VP1 蛋白質本身具有之組胺酸(圖 3-23)，以 His-Trap 管柱直接純化。相比起

在末端帶有組胺酸之 VP1 蛋白質(VP1-6xHis) (圖 3-22)，原態之組胺酸與管柱的

吸附能力較弱，以 100 mM Imidazole 之沖提液即能直接沖提出帶有雜蛋白質的

目標 VP1 蛋白質(圖 3-24A)。並且從圖 3-24 可觀察到與文獻一致，目標 VP1 蛋

白質條帶具有二條片段，約在 58 與 55 kDa，而 55 kDa 來自於尚未釋放到培養

基之前的末端裂解 VP1 [119]。為去除與 100 mM Imidazole 一起沖提出之宿主雜

蛋白質，以進一步提升純度，100 mM Imidazole 沖提出之 VP1 蛋白質萃取液，

以 100 kDa 濃縮管柱做體積濃縮後，利用蛋白質純化分離柱 Superose 6 increase

依蛋白質大小做分離，不同分子量蛋白質將於不同餾分(每個餾分為 1 mL，第 1 

mL 餾分為 0-1 mL，第 2 mL 餾分為 1.01-2 mL；後面以此類推)沖提出來，沖提

出之不同餾分之蛋白質分子量大小以標準品做管柱校準。每個餾分以 SDS-

PAGE 做分析。成功組成顆粒之 VP1，由 90 個 VP1 二聚體所構成，總分子量約
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10,800 kDa，從圖 3-24 B&C 結果可觀察到，VP1 蛋白質主要在超過 670 kDa 之

9 mL 沖提出來。而構成顆粒之基礎，二聚體 VP1，分子量約 120 kDa，亦可在

圖譜之 17 mL 與宿主之雜蛋白質一起沖提出來。結果顯示台灣分離株諾羅病毒

VP1 蛋白質經二次純化後，能成功組成顆粒之第 9 mL 餾分，回收率為

20.1±1.9%。後續物性與功能性分析皆選用能成功組成顆粒之第 9 mL 餾分所沖

提出之 VP1。 

 

3.物性分析 

    VP1 蛋白質能成功組成顆粒及濃度最高之第 9 mL 餾分所沖提出之 VP1 其

粒徑大小及外觀形態，以動態光散射粒徑分析儀（dynamic light scattering, 

DLS）的分析結果可觀察到，NoV VP1 之粒徑大小主要在 47 nm (圖 3-25A)，並

且與穿透式電子顯微鏡（transmission electron microscopy, TEM）所觀察的大小

一致，從穿透式電子顯微鏡結果顯示，9 mL 餾分所沖提出之 VP1 能成功組成

顆粒(圖 3-25B)。綜合上述之實驗結果，台灣本土分離出之諾羅病毒 VP1 以酵

母菌表現並純化後，能成功組成顆粒，粒徑大小在 47 nm 間。 

 

4.功能性分析 

    本試驗以 B 型之成人唾液做諾羅病毒 HBGA 結合測試，從試驗結果可看

到，VP1 蛋白質經二次純化後，能成功組成顆粒之膠體層析第 9 mL 餾分所沖

提出之粒子，能結合 HBGA，並且吸附效果隨著蛋白質濃度增加而增加，吸附

能力也與唾液濃度成正比，當唾液稀釋 200 倍下，比稀釋 1000 倍更有較強之吸

附能力(圖 3-26)。 
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圖 3-23 台灣分離株 GII.4 型諾羅病毒之原態(VP1)及嵌有組胺酸之 VP1 蛋白質

(VP1-His)之組胺酸預測結構圖。白色為預測之蛋白質主體構形，綠色為組胺

酸，藍色為 N 端端點。VP1 及 VP1-His 之胺基酸序列經 (PS)2: Protein Structure 

Prediction Server (http://ps2.life.nctu.edu.tw/)做結構預測分析後，經 Rasmol 

version 2.7.5 模擬。 
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圖 3-24 轉形株 VP1 醱酵液以 His-Trap 及膠體層析管柱純化及分析 

(A)Lane O 及 OC 為粗萃液及蛋白質通過管柱的流洗液，Lane 10 為含有 10 mM 

imidazole 之沖提流洗液，VP1 蛋白質在含有 100 mM imidazole 之沖提液可沖提

出。(B)黑色實線為純化分離柱 Superose 6 increase，分析經 His-Trap 管柱純化之

VP1 蛋白質沖提結果，藍色虛線為以標準品做管柱校準之結果。(C)分析圖 B 之

不同餾分。“Anti-NoV”為以 NoV 抗體偵測 P 蛋白質，SDS-PAGE 為以

Coomassie Brilliant Blue 染色分析不同之餾分。 
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圖 3-25 純化之 VP1 蛋白質物理特性分析 

(A)動態光散射粒徑分析儀分析經純化分離柱於第 9 mL 之餾分。(B)穿透式電子

顯微鏡分析經純化分離柱於第 9 mL 之餾分，右下方比例尺為 50 nm。 
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圖 3-26 HBGA 結合測試 

B 型之成人唾液與 VP1 粒子(純化分離柱第 9 mL 之餾分)之結合測試結果。實心

圓圈為不同濃度之 B 型唾液，實線為 1:200，虛線 1:1000；空心三角形為 PBS 

(用為稀釋不同濃度之唾液)，在此為不加唾液下，做為負對照組。 
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第四章、討論 

1. P 蛋白質產量之比較 

    目前 P 或嵌合型 P 蛋白質之主要表現系統，為原核系統之大腸桿菌，以真

核系統表現 P 蛋白質之相關研究僅有一篇，是以酵母菌所生產，並且產量僅為

7.5 mg/L [68]。根據文獻，以大腸桿菌生產 P 蛋白質，產量約落在 5~20 mg/L 間

[49, 67, 68, 73, 76]，以大腸桿菌生產嵌合型 P 蛋白質，產量可達到 210 mg/L，

然而大量表現出的嵌合型 P 蛋白質為包涵體(inclusion body) [77]。本研究以酵母

菌 P. pastoris 表現 GII.4 之 P 蛋白質，為挑選到高表現 P 蛋白質菌株，轉形株先

經梯度 Zeocin 抗性培養基塞選後，高抗性之菌株，待以試管進行小量誘導培養

後，再以 SDS-PAGE 與西方墨點法之訊號強度篩選高表現量之菌株，經層層篩

選出之菌株，以搖瓶培養過程中，使用修飾過之甲醇誘導培養基(mBMMY) 

[120]，誘導培養經五倍濃縮之菌體，P 蛋白質之產量在搖瓶以甲醇誘導 96 小

時，即可達到 44.8 mg/L，已遠超過先前之文獻。此篩選出之 P 蛋白質菌株，經

醱酵槽以三段式培養策略培養，以甲醇誘導 120 小時之 P 蛋白質醱酵槽產量可

達到 220 mg/L，比起搖瓶培養，醱酵槽可提升約 5 倍之 P 蛋白質產量。 

 

2. 無純化標籤之純化策略探討 

2.1 P 蛋白質之純化策略討論 

    根據文獻，目前尚無無標籤(tag-free)純化策略純化 P 蛋白質，目前僅有純

化標誌-GST 和 6xHis tag 純化 P 蛋白質，然而 GST tag 純化，需增加勞力與成

本以酵素去除~27 kDa 之 GST 純化標誌；而加於蛋白質末端之 6xHis tag 則會直

接影響蛋白質之原始構形[81-83]以及功能[84, 85]，並且還會引發非專一的免疫

反應[86, 87]。本研究為第一篇利用 P 蛋白質本身之電性與原態暴露之組胺酸

(His)，發展出二套無純化標籤之純化策略的研究。 
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2.1.1 策略一:利用蛋白質之吸附落差純化 

    離子交換與疏水性層析管柱，為藉由目標蛋白質和宿主之雜蛋白質與管柱

間不同的吸附落差，進而純化出目標蛋白質。不同於大腸桿菌，大腸桿菌之宿

主雜蛋白質，從二維膠體電泳(2D gel electrophoresis)可觀察到主要皆由酸性蛋

白質所組成(蛋白質之 pI 低於 7 以下)[121]，本研究之 P 蛋白質同為酸性蛋白質

(pI 為 6.35)，如果以陰離子交換管柱純化，在鹼性 pH 下會有較強之競爭吸附

[122]，而酵母菌宿主之雜蛋白質，相比起大腸桿菌，從二維膠體電泳可觀察到

酸鹼蛋白質分布較平均[118]，在鹼性 pH 下競爭吸附相對較低。為直接分離與

純化 P 蛋白質，本研究以高於 P 蛋白質 pI 之鹼性環境 pH 8.5，利用陰離交換管

柱進行實驗。 

    而從實驗線性沖提之圖譜可觀察到，P 蛋白質在 0.1-0.33 M NaCl 之範圍可

沖提出，而從 SDS-PAGE 圖譜亦可觀察到，隨著沖提鹽濃度的拉升，雜蛋白質

之雜度也隨之提升。為找出最佳化之階梯式沖提鹽濃度，並進而直接分離目標

蛋白質與雜蛋白質二個獨立之群體[115]。本研究收集高鹽濃度所沖提出的蛋白

質，並以低鹽濃度再次沖提，藉由在低鹽濃度下 P 蛋白質可沖提出，雜蛋白質

會滯留在管柱之沖提滯留差，進而拉提出目標 P 蛋白質。雖然此套純化策略可

純化出 P 蛋白質，然而 P 蛋白質經多次純化回收後，回收率僅剩 2.5%為此策略

之缺點。從其他文獻亦可觀察出，以無標籤純化策略直接純化出目標蛋白質，

同樣有低回收率之缺點[123]。 

 

2.1.2 策略二:利用原態之組氨酸純化 

    目標蛋白質可藉由原生暴露在表面之一個以上的組胺酸，利用組胺酸之

histidyl residues 與 His-Trap 管柱之吸附，直接純化[116, 117]。當目標蛋白質帶

有組胺酸，組胺酸之 histidyl residues 可做為路易士鹼(Lewis bases) [117]提供價

電子對給 HisTrap 上之金屬離子，而 pH 環境會左右結合之強弱，當蛋白質純化
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之 pH 環境高於蛋白質之 histidine residues 之 pKa2 (pKa2 ~6) [124, 125]，蛋白質

與管柱之間的鍵結能力會增強；而在酸性環境下，H+離子濃度會增高，增高之

H+會與管柱之金屬離子(ex:Ni2+)有競爭吸附[125]，競爭組胺酸 histidyl residues

提供之價電子對，造成蛋白質與管柱之鍵結能力減弱。先前研究指出，在所有

pH 環境下，pH 8 有最佳之吸附效果[124, 125]，然而宿主之雜蛋白質與 His-

Trap 管柱之吸附，亦同樣增強[124]。因此，當以無標籤純化策略，從宿主之雜

蛋白質中純化出目標蛋白質，純度與回收率之間的拿捏需要權衡。在本研究

中，接近中性並高於 P 蛋白質 pI 之 pH 6.7 為操作純化之 pH 環境。 

    在第二套純化方法中，可以明顯觀察到相同之轉形株，經不同之生產策略

所誘導生產之醱酵液，宿主之酸鹼、親疏水性蛋白質分布有明顯不同。經親合

管柱純化後再以陰離子交換管柱純化，搖瓶與醱酵槽來源之醱酵液，P 蛋白質

純度有明顯落差，雖純度有落差，但利用陰離子交換管柱以低鹽濃度(0.12 M)所

沖提出之 P 蛋白質，純度卻皆一致的高於 90%，此結果與策略一一致，皆是利

用陰離子交換管柱以低鹽濃度沖提，可得到高純度之目標蛋白質。 

 

2.2. VP1 蛋白質之純化策略討論 

    本研究以酵母菌生產胞內 VP1 蛋白質，根據文獻，外鞘蛋白質 VP1，主要

以密度梯度離心純化為主，如 CsCl 梯度超高速離心[51]或蔗糖梯度離心純化

[55, 126]，然而，針對能外泌 VP1 蛋白質至培養基中的表現宿主，經培養之醱

酵液亦能直接以陰離子交換管柱直接純化 VP1 蛋白質[50, 52]，本研究藉由 VP1

蛋白質原態所具有的組胺酸，以及 VP1 能組成顆粒之特性，藉由親合層析管柱

及膠體過濾管柱之純化方式，提供另一套新的純化策略，未來亦可與文獻所提

供之純化策略，根據不同宿主生產外鞘蛋白質 VP1 之不同方式，做不同之純化

組合，進而提升目標蛋白質之純度。 
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3.類病毒顆粒之顆粒性與生物功能性探討 

3.1. P 蛋白質之顆粒性探討 

    P 粒子的形成與穩定性受二大要素影響，第一為來自 P 蛋白質之間的相互

作用力，第二為加在 P 蛋白質尾端的 CCT (cysteine-containing tag)標籤[73]。一

般條件下，去除掉短鉸鏈(hinge)及末端加上 CCT 標籤之 GII.4 1996、2002、

2004、2006a、2006b 等不同之基因亞型(subgenotype)，由大腸桿菌或酵母菌所

表現出之不同 P 蛋白質，皆會構成由 12 個 P 二聚體(P-dimer)所形成之粒徑大小

~20 nm，分子量在 840 kDa 之 P particle (P 顆粒)[35, 68]，以電子顯微鏡觀察會

呈現典型之環狀與四角狀(如圖 1-3 之投影)[68]；由 6 個 P 二聚體所構成之

Small P particle (小型 P 顆粒)，僅出現在由大腸桿菌所表現出之 C 端 RRR-

cluster 突變成 RPRPRP 或 C 端加 flag tag (DYKDDDDK)之 P 蛋白質觀察到

[73]。本研究之 P 蛋白質未經末端修飾即呈現大小~14 nm，分子量在 420 kDa，

以電子顯微鏡觀察會呈現典型之三角狀、環形與四角形(如圖 1-3 II 之不同旋轉

角度之投影；圖 3-6 與 3-17)之 Small P particle，經與其它 GII.4 菌株序列比對，

可觀察到其中四個胺基酸對 P 顆粒的形成可能扮演關鍵角色，從蛋白質結構模

擬亦可觀察到(圖 3-4C)，以俯視觀察諾羅病毒之頂部與 HBGA 接合面，四個突

變之胺基酸位置(紅色圓球)皆環繞在 P 蛋白質之外圍側邊，再次顯示此四個胺

基酸突變對顆粒大小之生成，可能扮演重要角色。 

    

3.2.VP1 蛋白質之顆粒性探討 

    GII.4 之諾羅類病毒顆粒以重組桿狀病毒感染的昆蟲細胞表現，經密度梯度

純化出之病毒顆粒粒粒大小皆約在 38 nm [127, 128]。而本研究以酵母菌生產胞

內 VP1 蛋白質，藉由親合層析管柱及膠體過濾管柱純化後之類病毒顆粒，顆粒

大小約在 47 nm。研究指出諾羅病毒類病毒顆粒之穩定性會受 pH、溫度與離子

強度所影響[45, 129]，在先前文獻指出，以桿狀病毒表現系統所生產出的 GII.4
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類病毒顆粒，顆粒在 pH 3、7 環境下，結構並無明顯變化[129]；當顆粒在 4。

C、22。C、65。C、75。C 環境下，4。及 22。C 之結構皆無明顯變化，但在 65。C

下 VP1 蛋白質之 α-helix、β-strands 及 turns 之結構皆會略微移動到無序結構

(unordered structure)，然而，當顆粒在 75。C 環境下，α-helix 會顯著的失去構形

[129]；當顆粒在 0.1 M 和 0.25 M NaCl 環境下，GII.4 之 VLP α-helix 與 turns 之

結構雖變動不大，然而隨 NaCl 濃度之增加，β-strands 會顯著轉向非穩定構形

(unstructured forms)(圖 3-2)[129]；NaCl 濃度會對 VP1 結構造成影響，使 β-sheet

之二級結構，轉成較鬆散的線性結構，這個特徵，或許可以解釋許多經陰離子

交換管柱，純化出之諾羅病毒類病毒顆粒粒徑偏大之原因。同樣以桿狀病毒感

染的昆蟲細胞表現系統所生產出之 GII.4 諾羅病毒類病毒顆粒，經密度梯度(蔗

糖或 CsCl)純化出之病毒顆粒粒徑大小皆約在 38 nm [127, 128]。經陰離子管柱

以 0.1 和 0.2 M 不同 NaCl 濃度所沖提出之類病毒顆粒，顆粒粒徑為 45 nm 

[51]；而以酵母菌外泌生產 VP1 蛋白質，同樣以陰離子交換管柱純化，以 0.1

到 0.2 M NaCl 濃度所沖提出之類病毒顆粒，顆粒粒徑約為 70 nm [52]，而此經

沖提純化後之蛋白質經與 50 mM ammonium bicarbonate pH 6.0 透析置換緩衝液

後，再經冷凍乾燥後重新回溶(部分以 PBS)凍乾產物，顆粒粒徑縮小~40 nm。

而本研究最後以膠體過濾管柱沖提之緩衝液亦含有 0.15 M NaCl，沖提出之類病

毒顆粒大小約在 47 nm (圖 3-25)。根據上述結果可觀察到，鹽離子濃度對諾羅

病毒類病毒顆粒之粒徑大小或許具有一定程度的影響力。 

    VP2 蛋白質能加強諾羅病毒主結構 VP1 類病毒顆粒之顆粒穩定性。諾羅病

毒外鞘 VP1 之 S domain 會與 VP2 結合(圖 3-1) [27]，藉由 VP2 的結合，可提升

類病毒顆粒在鹼性環境(pH 8)之穩定性[130]，以及提高抵抗蛋白酶降解的能力

[45]，然而先前研究顯示，以昆蟲細胞表現 VP1 類病毒顆粒，或同時共表現

VP2 與 VP1，經蔗糖梯度離心純化後，二種組別之顆粒大小並無顯著差別皆為

38 nm [130]。然而尚無研究顯示共表現 VP2 與 VP1 之類病毒顆粒，是否可以穩
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定病毒顆粒，不受到不同鹽濃度之影響，尚待更進一步之研究釐清。 

 

3.3. VP1、P 與 P-6xHis 與 HBGA 之結合差異討論 

    根據文獻由於 P 蛋白質分子量只有 VP1 蛋白質的一半，等量的蛋白質，P

蛋白質濃度會是 VP1 蛋白質的二倍[65]，由 P 蛋白質所構成之 P particle 與

Small P particle 僅需 VP1 VLP 一半的蛋白質濃度，及具有與 VP1 VLP 一樣的

A、B 型唾液吸附能力[73]，然而先前結果亦指出與 VLP 相比，P particle 與

Small P particle 對分泌型 O 型吸附明顯減弱，研究結果顯示同屬 GII.4 1996 基

因亞型之 P particle 與 Small P particle 相比起 VLP 具有些微的結構改變，雖 A、

B 型唾液吸附能力不變，但是 O 型卻明顯削弱[73]；而二種由 C 端突變而生成

的 Small P particle，經突變 RRR-cluster 所生成之 Small P particle 相比起加上

flag tag (DYKDDDDK) 生成之 Small P particle，突變 RRR-cluster 所生成之

Small P particle 吸附唾液的能力相較較弱[73]，顯示二種不同來源之 Small P 

particle 亦具有些微的結構差異。本研究在 B 型成人唾液稀釋 200 倍條件下，由

原態 P 組成之 small P particle 相比起原態 VP1 組成之 VLP，吸附 B 型唾液能力

明顯較弱(僅 1/7) (圖 3-18 與 3-26)，明顯與先前文獻不同，顯示由台灣分離株原

態 P 組成之 small P particle 與文獻突變 RRR-cluster 或加 flag tag (DYKDDDDK)

所生成之 Small P particle，有因不同胺基酸差異所導致與 HBGA 結合位點上之

結構變異，所造成與結合 B 型唾液結合力上的不同。相比起帶有 His 之 small P 

particle，原態 P 組成之 small P particle，在 B 型成人唾液稀釋 200 倍條件下，

吸附 B 型唾液能力明顯也較弱(僅 1/2) (圖 3-7 與 3-18)，顯示帶有 His 之 P 蛋白

質 6xHis 亦改變了 P 蛋白質上與 HBGA 結合位點的結構。 

    另外，分泌型(具有 FUT2 功能)之健康成年人唾液中，至少具有 type1(Gal β 

1-3 GlcNAc β)與 type2(Gal β 1-4 GlcNAc β )二種不同前驅物來源之抗原(圖 1-

2)[131]，並且文獻指出 type 1 來源之抗原與諾羅病毒之結合比 type 2 更佳[35, 

37]，個體間不同 type 來源之抗原其比例必定不同。因此相同血型(A、B、
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AB、O 等)但不同個體之成年人，對相同菌株之諾羅病毒 P 顆粒，會有不同的

唾液結合強度[35]。 

 

3.4.組胺酸(6xHis)對 P 蛋白質之影響 

    諸多文獻皆指出多加於目標蛋白質末端的 6xHis，會改變目標蛋白質的結

構[81-83]，並進而影響功能性蛋白質之活性[84, 132]，以及誘發非專一性的免

疫反應[86, 87]。相同的蛋白質在帶有 6xHis 下，側邊之結構會因 6xHis 的影響

下產生位移[82]。位移所產生的構形改變，僅有少部分加強[133]或不影響[83]蛋

白質之功能，絕大部分的改變皆會造成蛋白質功能及穩定性的降低[84, 85, 132, 

133]，以及產生立體遮障，使受體-配體的結合(receptor-ligand binding)效力減弱

[134, 135]。此外，相同之功能性蛋白質，加於 N 端的 6xHis，有別於加於 C 端

的 6xHis，由於不同位點之 6xHis 會引發不同的立體障礙，相同之功能性蛋白

質，加於 N 端的 6xHis 有較多之文獻有較佳的蛋白質功能[132, 135]，以及較佳

的免疫原性[136]。然而，人工多加於末端之 6xHis tag，在 Khan et al.瘧疾疫苗

研究中指出[87]，6xHis tag 會改變體液免疫與細胞免疫之免疫反應(humoral and 

cellular immune responses)，研究發現各帶有 6xHis tag 之二種不同菌株之瘧疾候

選抗原，相比起不帶有 6xHis tag 之抗原，不帶有 6xHis tag 之抗原所產生之抗

體，免疫原性較為集中，在抗瘧原活性測試中(anti-parasitic activity)，二種不同

菌株所產生之抗體，效果皆明顯較佳，而帶有 6xHis tag 之抗原所產生的抗體，

會顯著削弱抗瘧原之能力；此外，帶有 6xHis tag 之抗原會影響抗原特異性 T 

cell 反應之寬度(epitope-specific T-cell responses)，6xHis tag 會明顯改變 T 細胞

反應的範圍[87]。由於加於末端之 6xHis tag 會誘發非目標蛋白質之免疫反應，

因此 6xHis tag 無法作為醫療級蛋白質製劑中可接受的成份[86]。 

本研究亦發現 6xHis tag 改變了 P 蛋白質，帶有 6xHis tag 的 P 蛋白質在與

(1) B 型 HBGA 之吸附能力(圖 3-7；3-18)與(2)抗體之辨識性(附圖 10)，皆產生
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改變。有別於原態之 P 蛋白質，雖然 P 與 P-His 皆具有生物功能，然而 P-His

與 P 蛋白質對成人唾液 HBGA 之吸附強度，P-His 比 P 蛋白質高二倍。而因蛋

白質構形之改變，以西方墨點法，利用可專一辨識 GII.4 型 P 區之由未知 NoV 

P 多肽片段所產生之單株抗體(ab80024)，同時偵測原態與帶有 6xHis 之 P 與

VP1 蛋白質(如附圖 10)，此單株抗體(ab80024)的辨識位點，皆因 6xHis 所造成

之特定區塊結構改變，而無法偵測到。來自張沛鈞教授研究室所提供之單株抗

體，可辨識 VP1 胺基酸序列之 290-340 之間的胺基酸(圖 3-1)，此段序列對應至

P 蛋白質之圖 3-4 A 為 69-119 之間的胺基酸；從圖 3-4 B 可觀察到，位點 69-

119 之間的胺基酸鄰近於 HBGA 接合點 Site I 與 Site II，而加於 C 端末端之

6xHis 較為鄰近於 HBGA 接合點 Site III，從結構預測分析圖 3-14，雖無法精確

掌握 6 個帶正電荷之 His 較為鄰近哪個方位，並進而影響鄰近方位之 P 蛋白質

產生構形的改變，然而綜合 HBGA 之吸附結果與抗體之辨識結果，C 端末端之

6xHis 較為可能影響到 HBGA 接合點 Site III 鄰近之胺基酸構形，並進而促使

HBGA 的結合能力增強。綜合以上之觀察結果，與先前文獻相似[82, 83, 133]，

多添加於 P 蛋白質末端之 6xHis 會改變 P 蛋白質之構形[82, 83]，並進而增強蛋

白質之功能[133]。然而先前文獻亦指出，加於末端之 6xHis tag 會誘發非目標蛋

白質之免疫反應[87]，如未來預做為醫療級蛋白質製劑，人工多添加之 6xHis 

tag，恐無法作為醫療級蛋白質製劑中可接受的成份[86]。 

 

4. P 蛋白質之延伸應用性 

由於 GII.4 之 P 蛋白質頂端，相比起其它諾羅菌株，具有三個多出來的環

狀結構(附圖 8)，因此可做為外來抗原呈現平台，雖嵌入不同的外來抗原，但可

再次組成嵌合型 P 顆粒，藉由 P 顆粒之形成，嵌入之外來抗原其抗原性與免疫

原性可顯著提升[49, 75]。文獻指出，經去除短鉸鏈(Hinge)並在末端加上 CCT 

(cysteine-containing tag)來自菌株 VA387 之 P 蛋白質，在未呈現抗原下可形成由
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24 個單體所構成之 P 顆粒[65]，並且在嵌入抗原下可再次形成嵌合型 P 顆粒，

嵌入的抗原，從由七個組胺酸(His)組成的胜肽片段[67]，或 159 個胺酸酸組成

之輪狀病毒外鞘 VP8 蛋白質[67]，到由 238 個胺酸酸組成之綠色螢光蛋白質[67, 

75]，皆可成功嵌入在 P 蛋白質之任一個環狀頂部，並再次形成由 24 個單體(P

粒子)所構成之嵌合型 P 顆粒，並提升嵌入之外來抗原之免疫原性或保有功能；

而經去除短鉸鏈(Hinge)，並未在末端加上 CCT 之 P 蛋白質，在未呈現抗原下

仍可形成由 24 個單體所構成之 P 顆粒[137]，並且還可在 P 蛋白質之三個環狀

結構皆各嵌入由 30 個胺酸酸組成之重複 Aβ 1-6 單一短胜肽下，再次成功形成

由 24 個單體(P 粒子)所構成之嵌合型 P 顆粒[78]，然而此嵌合型 P 顆粒如經由

高表現之大腸桿菌菌株生產，會呈現包涵體(inclusion body)，經帶有尿素(Urea)

之緩衝液複溶後再以透析去除，可觀察到總分子量較小之嵌合型小型 P 顆粒

[77]。 

本研究為第一個成功證明，小型 P 顆粒(Small P particle)能呈現外來抗原之

研究；由於 Small P particle 需末端修飾(C 端)才能形成並觀察到[73]，因此目前

尚無任何研究證明，由 12 個單體所構成之小型 P 顆粒，能呈現外來抗原，並成

功形成嵌合型顆粒。本研究之台灣分離株 P 蛋白質，未經末端修飾即呈現小型

P 顆粒，當以綠色螢光蛋白質模擬外來抗原，並呈現於 P 蛋白質的表面頂端，

研究結果證明，嵌合型 P 蛋白質不但能成功組成嵌合小型 P 顆粒，亦能發出綠

色螢光，本研究為第一個成功證明，Small P particle 能做為外來抗原呈現平台之

研究。 
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第五章、總結 

    本研究成功建立台灣分離株 GII.4 型諾羅病毒 VP1 及 P 蛋白質，嗜甲醇酵

母菌 P. pastoris 醱酵生產及無標籤純化平台，並深入研究顆粒之形態及檢測其

生物功能。具體完成之結果如下： 

1. 建立諾羅病毒 VP1、VP1-6xHis、P、P-6xHis 及 P-GFP 表現載體，並成功以

畢赤氏酵母菌醱酵生產。 

2. 諾羅病毒 P 蛋白質產量為目前已發表文獻中最高者。P 蛋白質利用畢赤氏酵

母菌，以搖瓶培養產量可達 44.8 mg/L，經醱酵槽培養產量可提升約五倍達

220 mg/L，二種培養之產量皆為目前已發表文獻 P 蛋白質中產量最高者。 

3. 本研究為首篇建立諾羅病毒 P 蛋白質無標籤純化系統。利用 P 蛋白質本身

之電性與原態暴露之組胺酸(His)，建立簡易且可快速操作之蛋白質無標籤純

化策略，純化出之 P 蛋白質回收率為 28.1%，純度可達 82.1%；並且此套純

化策略亦可套用至純化外鞘蛋白質 VP1，回收率為 20%且純度超過 90%。 

4. 經酵母菌醱酵生產，和無標籤純化策略所純化出的諾羅病毒 VP1 和 P 蛋白

質，能成功組成顆粒粒徑 47 nm 和 14 nm，並具有生物功能之粒子，能與成

人唾液之 HBGA 結合。 

5. 諾羅 P 蛋白質四個胺基酸對 P 顆粒之形成扮演關鍵角色。本研究之 P 蛋白

質未經末端修飾即呈現 Small P particle，經與其它 GII.4 菌株序列比對，具

有四個差異胺基酸，從蛋白質結構模擬亦可觀察到此四個胺基酸，環繞在 P

蛋白質之外圍側邊，顯示此四個胺基酸對 P 顆粒之形成可能扮演關鍵角色。 

6. 本研究為第一個證明，Small P particle (小型 P 粒子)能呈現外來抗原之研

究。模擬外來抗原之綠色螢光，能成功呈現於 P 蛋白質的表面頂端，並組成

嵌合型小型 P 顆粒，且亦能發出綠色螢光。 

7. 組胺酸(6xHis)純化標識對 P 蛋白質之結構會產生影響。本篇結果指出 6x-His 

tag 會增強 P 蛋白質對 B 型 HBGA 之吸附能力，及影響抗體之辨識性。 
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第六章、未來工作與展望 

    來自食源性腸胃道致病源的諾羅病毒 VP1 與 VP1 之突出區 P 蛋白質，為

諾羅病毒之主要結構蛋白質，具高穩定性和高免疫原性，能與受體結合，蛋白

質在極端 pH 或極端溫度下不易降解。其中 GII.4 型相比起其他菌株，P 區具有

三個多出來的環狀結構，能嵌入外來抗原，做為外來抗原呈現平台。目前諾羅

病毒疫苗之開發已進入臨床 II 期階段，距離上市具高度可行性。本身為疫苗候

選人之 P 蛋白質，不但比 VLP 更具免疫原性，並且還可做為抗原呈現平台，呈

現外來抗原，亦具有高度之發展性。因此本研究所開發建立之平台與發現，皆

能作為後續諾羅病毒類病毒顆粒在生產、純化及顆粒形態研究之發展基石。在

後續發展上 

1. 本研究利用 P 蛋白質本身之電性與原態暴露之組胺酸(His)，所發展出之無

標籤純化系統，須藉由與宿主雜蛋白質之差異性，進而從中分離。不同基

因型之諾羅病毒雖原態皆具有組胺酸(His)，然組胺酸之數量及位置之分佈

皆會影響蛋白質結合管柱之強度；此外，不同的表現宿主、培養微生物之

培養基、培養的環境與策略等，皆會影響宿主酸鹼蛋白質之分布。上述之

條件皆會影響後續純化之回收率及純度。未來當以不同菌株及宿主套用此

套純化策略純化目標蛋白質，亦可先以結構模擬程式，預測蛋白質組胺酸

之分佈，在後續純化中可搭配二維膠體電泳以觀察酸鹼蛋白質之分佈，以

助於掌握不同陰陽離子交換管柱之搭配，及不同離子濃度拉提之精度，進

而提升後續純化之回收率及純度。 

2. 為能有效加強 P 粒子的形成並強化顆粒之穩定性，本研究之諾羅 P 與 P-

6xHis 皆在 N 端多加有 CCT 標籤(CNGRC 胜肽片段)；而為了簡便蛋白質

之純化程序，P-6xHis 在 C 端多加有 6xHis tag (HHHHHH 胜肽片段)，相比

起原始病毒株之胺基酸序列，CCT 標籤與 6xHis 標籤皆為人工多增加之胜

肽片段。先前文獻已指出，加於末端之 6xHis tag 會誘發非目標蛋白質之免
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疫反應，如未來做為醫療級蛋白質製劑，人工多添加之 6xHis tag，恐無法

作為醫療級蛋白質製劑中可接受的成份，如未來預做為醫療級蛋白質，勢

必須選用諾羅 P 蛋白質，然 P 蛋白質 N 端又多添有人工 CCT 標籤，CCT 

標籤之 CNGRC 胜肽片段為生物體本有的 aminopeptidase N(CD13)之配體

(ligand)，未來做為醫療級蛋白質是否一定需去除可再評估，並且去除後對

P 粒子的形成、顆粒穩定性以及 HBGA 之結合能力是否具有影響，也尚待

更進一步實驗驗證。 

3. P 粒子的形成與穩定性受 P 蛋白質間的相互作用力影響。雖 P 蛋白質上每

個胺基酸對 P 顆粒生成之影響尚不清楚，然而本研究發現在 P 蛋白質之中

四個胺基酸對顆粒之形成扮演關鍵角色。此四個胺基酸是單一點突變或需

其中二或三個突變就能對顆粒之生成造成影響，需後續進一步以實驗釐

清。 

4. 台灣分離株 P 蛋白質所形成之 Small P particle 與 B 型唾液結合測試結果不

如預期，不但明顯比 VP1 吸附能力差，並且也比 P-6xHis 低。然而不同血

型，與相同血型但不同個體來源之唾液，皆會影響唾液與諾羅病毒結合之

強度。P 蛋白質與 A 或 O 型之唾液結合強度，以及在相同血型不同個體

下，是否結合能力仍低於 VP1 與 P-6xHis 蛋白質，仍需後續以更多實驗佐

證。 

5. 在無更動 P 蛋白質序列下，僅於 P 蛋白質 C 端末端添加 6xHis，及造成 P

蛋白質對 B 型 HBGA 之吸附能力增強，以及諾羅病毒單株抗體無法辨識，

以上結果顯示多添加於 C 端末端之 6xHis 改變了 P 蛋白質與 HBGA 受體接

合處之結構。P-6xHis 蛋白質相比起 P，實際結構上之位移與差異處，仍需

真正解開其蛋白質結構以做實驗佐證。 

6. 目前文獻皆指出，嵌入單一外來抗原至 P 蛋白質上之任一個環狀結構，從

數個胜肽片段到高達 238 個胺基酸(綠色螢光蛋白質; GFP)皆可[49, 67, 75, 
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76]；而同時嵌入單一短胜肽至三個環狀結構[77-79]也可行，並且不影響由

24 聚體(12 P dimer)之 P 蛋白質所構成之嵌合型 P 顆粒的形成，然而，當抗

原預同時嵌入三個環狀結構時，需考量空間上是否會造成立體阻障，當未

來預嵌入分子量較大之抗原，可利用重複轉形方式，使單隻轉形株帶有不

同抗原之嵌合型 P 蛋白質，亦可利用強啟動子(promoter)驅動，以可自我斷

裂之 2A 短胜肽[138, 139]，串聯嵌有不同抗原之嵌合型 P 蛋白質。嵌入的

抗原，其抗原的大小、親疏水性以及嵌入的 P 蛋白質位點和表現的宿主，

皆會影響蛋白質的產量以及是否會出現包涵體(inclusion body)和是否可再次

組成嵌合型 P 粒子並具有唾液吸附能力等。本研究證明，Small P particle 

(小型 P 粒子)亦能呈現外來抗原，未來當以不同表現宿主表現不同嵌合型 P

蛋白質，皆須以實際實驗確認是否可行。 
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附圖 1 人類諾羅病毒之傳染途徑 [10] 
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附圖 2 諾羅病毒基因組(genogroups)和基因型(genotypes) [30] 

(上層)諾羅病毒分類樹主要根據衣殼蛋白質(VP1)之氨基酸序列分類 

(下層) GII.4 突變型之出現時間和近期其他基因型的出現時間。 
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附圖 3 諾羅病毒組成與生活史 [13] 

病毒基因組具有三個 ORFs，ORF1 會編碼出六個非結構性病毒蛋白質，ORF2

和 ORF3 會編碼出結構蛋白質 VP1 和 VP2。病毒基因組(正股 RNA)會包裹在由

VP1 和 VP2 所形成的病毒衣殼外鞘蛋白質中，病毒衣殼蛋白質會經由 VP1 與宿

主之組織血型抗原(HBGAs)間的相互作用，進而貼附在細胞表面(步驟 1)，隨後

進入到宿主細胞內並脫去外鞘蛋白質(步驟 2,3)，(+)RNA 會在宿主細胞之細胞
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質中轉錄與轉譯，非結構性病毒蛋白質 VPg，會共價鍵結在(+)RNA 之 5'末端，

並募集宿主細胞中之轉譯因子(translation factors)調控病毒之轉譯(步驟 4)，

ORF1 所轉譯出之非結構性蛋白質，經病毒所編碼出之蛋白酶 Pro (也被稱為

NS6 或 3C-like)切割成獨立的蛋白質：p48 (也被稱為 NS1/2 或 N-term)、NTPase 

(也被稱為 NS3 或 2C-like)、p22 (也被稱為 NS4 或 3A-like)、VPg、Pro 和 RNA-

dependent RNA polymerase (RdRp) (步驟 5)，在病毒基因複製期間，(+)RNA 會

被轉錄成(–)RNAs，此負股 RNA 會做為合成新的(+)RNAs 基因組(genomic)和

(+)RNAs 亞基因組(subgenomic)之模板(步驟 6)，(+)RNAs 亞基因組僅有 ORF2

和 ORF3，並且僅做為外鞘蛋白質 VP1 和 VP2 之生產。在病毒組裝期間，病毒

之(+)RNAs 基因組(和可能的(+)RNAs 亞基因組)，會被裝入新的病毒顆粒(步驟

7)，隨後從感染的宿主細胞中釋放(步驟 8)，目前，病毒顆粒釋放的機制仍尚未

完全了解。 
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附圖 4 生合成 HBGA 之路徑 [13] 

Type-1 和 type-2 之 HBGA 前驅物，會被 α(1,2)-fucosyltransferase 2 (FUT2)修飾

產生 H 型抗原，此 H 型抗原會進一步被 A 和 B transferases 修飾產生 A 和 B

抗原。而 Lewis 抗原，會經由 α(3,4)-fucosyltransferase (FUT3；也稱為

galactoside 3(4)-l-fucosyltransferase)修飾產生。當個體缺乏功能性 FUT2 被歸類

為非分泌型，因在身體體液中不存有 A、B 或 H 抗原；當個體具有功能性

FUT2 則被歸為分泌型。Fuc: fucose, Gal: galactose, GalNAc: N-

acetylgalactosamine, GlcNAc: N-acetyleglucosamine。 
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附圖 5 ABH、Lewis 及相關抗原生合成路徑圖 [38] 

五種不同類型之雙醣(disaccharides)前驅物(precursor)如圖所示，Type 1 前驅物為

Gal β 1-3 GlcNac β，type 2 為 Gal β 1-4 GlcNAc β，由於這二種前驅物後續之修

飾路徑平行，因此分為一組並以斜線 3/4 區分二者，衍生的抗原以框形標示，

Type 1/2, Le a/x 以及 Le b/y分別表示 types 1 或 2，Lea或 Lex 和 Leb 或 Ley，每個

步驟所需的催化酵素，酵素名稱皆以縮寫的斜體顯示。α3GT: α 1,3 galactosyl 

transferase, α 3/4FT: α1,3 或 α 1,4fucosyltransferase, α2FT: α 1,2 fucosyltransferase, 

α3ST: α 2,3sialyltransferase, A or B enzymes 為 α1,3N-acetylgalactosaminyl and α 

1,3galactosyltransferases 分別由 ABO 基因座處的 A 和 B 等位基因編碼。Gb3S: 
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globosynthase, iGb3S: isoglobosynthase, GalNAc β 3T: β 1,3N-acetyl 

galactosaminyltransferase, GalNAc α 3T: α 1,3N- acetylgalactosaminyl transferase 

或 Forssman synthase。(Type 4 型前驅物存在於 globo 和 ganglio (神經節)系列的

醣脂上，Type 5 型對應於醣脂乳糖苷神經酰胺(glycolipid lactosylceramide)等) 
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附圖 6 諾羅病毒衣殼蛋白質 VP1 組裝成病毒顆粒模擬圖 [46]  

紅色、藍色、黃色皆為相同的 S domain (為避免混淆，由 S 與 P domain 所組成

之 VP1 僅顯示 S domain，另外，僅圖 B 之白色為 P domain)，當諾羅病毒在組

裝時會以 A / B 或 C / C 之呈彎曲或平板的二聚體為最小單位組裝，整個模擬組

裝過程如圖 D，5 個 A / B 會組成五角狀，角狀周邊再加入 5 個 C / C。9 組

[5(A/B)+5(C/C)]相當於 90 個 VP1 二聚體會形成一個諾羅病毒顆粒。 
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A.                                    B. 

     

附圖 7 VA387（GII.4）與 HBGA 之結合界面的晶體結構 [106] 

(A)以俯視的視角觀察雙體化(各單體 P 蛋白質以白色與灰色表示)之 P 蛋白質與

HBGA (以黃色之三醣(trisaccharides)示意) 結合之介面。(B) 圖為放大(A)圖下方

之結合介面，三個主要結合界面為綠色(位點 I)，紅色(位點 II)和橙色(位點

III)，而淺藍色為會影響結合特異性之胺基酸，接合界面之三糖以 C-青色、O-

紅色和 N-藍色表示。  

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU201900497

127 
 

 

 

附圖 8 比較 GII.4 與 GI.1 和 GII.3 之 P 蛋白質結構 [36] 

(A) GI.1 P 蛋白質(藍色) 疊加在 GII.4 P 蛋白質(綠色)結構，可觀察到 GII.4 (綠

色)在箭頭所示的 P2 結構中具有三個額外的環狀結構。(B) GII.3 諾羅病毒的同

源模型(深藍色)，疊加在 GII.4 結構上(綠色)，雖然它們非常相似，但 GII.3 結

構在 P2 結構中具有一個長環，黑色表示二者相同之位點。 
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附圖 9 嗜甲醇酵母菌甲醇代謝路徑[88] 

嗜甲醇酵母菌之甲醇代謝路徑中各個酵素縮寫如下：AOX: alcohol oxidase (EC 

1.1.3.13), CAT: catalase (EC 1.11.1.6), FLD: formaldehyde dehydrogenase (EC 

1.2.1.1), FGH: S-formylglutathione hydrolase (EC 3.1.2.12), FDH: formate 

dehydrogenase (EC 1.2.1.2), DAS: dihydroxyacetone synthase (EC 2.2.1.3), TPI: 

triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1), DAK: dihydroxy-acetone kinase (EC 

2.7.1.29), FBA: fructose 1,6-bisphosphate aldolase (EC 4.1.21.13), FBP: fructose 1,6-

bisphosphatase (EC 3.1.3.11), MFS: methylformate synthase; DHA: 

dihydroxyacetone, GAP: glyceraldehyde 3-phosphate, DHAP: dihydroxyacetone 

phosphate, F1,6 BP: fructose 1,6-bisphosphate, F6P: fructose 6-phosphate, Pi: 

phosphate, Xu5P: xylulose 5-phosphate, GSH: glutathione, PYR: pyruvate; PPP: 

pentose phosphate pathway, TCA: tricarboxylic acid cycle. 
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附圖 10 以西方墨點法偵測原態或帶有組胺酸之 VP1 或 P 蛋白質 

左側圖為 SDS-PAGE 以 Coomassie Brilliant Blue 染色做蛋白質跑膠對照，右側

圖為以 His 抗體(上方)或 NoV 抗體(下方)做諾羅病毒蛋白質西方墨點法分析。

以 His 抗體，在 pPICZ B (質體負控制組)可辨識到一條約在 60 kDa 之非專一性

內源性蛋白質條帶(‘non-specific’ endogenous protein)，此條帶為帶有連續 11 個

His 之內生 transcriptional regulator YY1 [140]。 
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附表 1 諾羅病毒類病毒顆粒之穩定性研究結果 [45] 

諾羅病毒 VLP 在不同 pH 值、溫度、離子強度和其它條件下之穩定性比較結

果。 

 

*Method abbreviations: AFM (atomic force microscopy), CD (circular dichroism), 

DLS (dynamic light scattering), DSC (differential scanning calorimetry), ELISA 

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), EM (electron microscopy), IMMS (ion 

mobility mass spectrometry), MS (mass spectrometry), QCM-D (Quartz Crystal 

Microbalance with Dissipation), SANS (small-angle neutron scattering), SAXS 

(small-angle X-ray scattering), UV (ultraviolet) absorption. 
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附表 2 諾羅病毒疫苗的發展現況 [30] 

 

 
MPL, monophosphoryl lipid A; VLP, virus-like particle. 
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附表 3：不同碳源對嗜甲醇酵母菌 AOX 基因的抑制和去抑制作用。[88] 

 

 
 

在不同嗜甲醇酵母菌物種中，相似的酵素雖蛋白質分子量及基質專一性和調控

機制皆相似，但名字卻不同。一樣同為酒精氧化酶但名字卻有 AOX: alcohol 

oxidase, MOX: methanol oxidase, AOD: alcohol oxidase, AUG(同 MOD): alcohol 

utilizing gene。 

其他酵素縮寫 FMD: formate dehydrogenase, FLD: formaldehyde dehydrogenase, 

FDH: formate dehydrogenase, DAS: dihydroxyacetone synthase 
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