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中文摘要

人類多瘤性病毒 JC 病毒主要殼体蛋白 VP1 基因已被選F直到酵母莒細胞表達，

且 VP1 蛋白質在酵母菌細胞內可自我組裝為類似殼体構造(capsid-like pa吋cle) ，可

與人類 O 型紅血球細胞產生凝集。以 CsCI 密度梯度離心分析顯示此殼体構造含有類

似完整病毒顆粒(virion-like pseudovirion) ，密度 1.34 g/cm3 及空殼病毒顆粒(empty

capsid-like pseudocapsid) ，密度 1.29 g/cm3 的兩群蛋白質。以 10-30%濤、糖梯度離
心可純化這兩群蛋白質。電子顯微鏡觀察外形則見 pseudovirion 及 pseudocapsid 兩

種構造 o 核酸萃取分析顯示 pseudovirion 包含有 DNA 及 RNA 0 pseudocapsid 可攜

帶外生性 DNA 到人類胎兒腎臟細胞。此外， VP1 蛋白質以 2D-PAGE 分析共有 6 倡

species 0 為了探討雙硫鍵在 JCV 殼体內的存在性及角色，以 EGTA 及 DTT 同時處

理 VP1 殼体，會使其瓦解為 capsomere 0 加入鈣離子會使 capsomere 部份重組成

capsid 0 若加入 EGTA 於再重組的 capsid '不需 DTT 即可使 capsid 再瓦解為

capsomere 。先以 DτT 處理 capsid '再加入 EGTA ，會使 capsid 完全瓦解為

capsomere; 先 EGTA 再 DTT 處理則不會導致 capsid 瓦解。因此推測雙硫鍵可保護

鈣離子被 EGTA 贅合，而鈣離子為形成殼體結構所必需。以 non-reducing SDS-PAGE 
分析 VP1 殼体'發現 VP1 monomer 、 dimer 及 trimer 皆存在於殼體內且各占 VP1

分子的 45 、 40 及 15% '顯示一半的 VP1 蛋白質形成雙硫鍵鍵結。 non-reducing

SDS-PAGE 分析 DTT 處理的殼体?全部都是 VP1 monomer '以電顯圍觀察 DTT 處

理的殼体'發現仍保有完整殼體結構但其殼体膨脹約 4.5% '可能困而喪失保護鈣離

子被整合的功能。 non-reducing gel 分析 capsome巾，只有 VP1 monomer 存在，顯

示， capsomere 內並沒有雙硫鍵。 diamine 處理 capsomere' 會使 capsomere 的雙

硫鍵再形成 o 顯示 'capsid 內的雙硫鍵鍵結是存在於 capsomere 與 capsomere 之間。

由這些結果推測， VP1 蛋白質的 dimerization 及 trimerization 偉由 capsomere 之間

(lntercapsomeric)的雙硫鍵鍵結而形成。雙石灰鍵可穩定殼体構造且保護二價鈣離子，

而鈣離子在 capsid 組裝扮演決定性角色。
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英文摘要

The major capsid protein VP1 of human polyomavirus , JC virus , has been 
cloned and expressed in yeast cells. VP1 protein expressed in yeast was able to 
self-assemble into a capsid-like structure and cause hemagglutination.The capsid­
like particles were comprised of virion-like and empty capsid-like particles with 1.34 
and 1.29 g/cm 3 of density respectively. Morphology of the particles has been 
observed by electron microscopy.The virion-like particles contained host DNA and 
RNA molecules.The empty capsid-like particles were able to package and deliver 
exogeneous DNA into human kidney 293 cel l. JCV capsìd could be disrupted into 
pentameric capsomeres in the presence of both EGTA and DTT but the roles of 
metal ion and disulfide in capsid are still not known. In this study, disulfide linkage 
was found in the VP1 capsid as demonstrated by non-reducing gel. Capsid treated 
with DTτremained structural ìntegrìty but the dìsulfide has been abolished. 
Subsequently , the DTT treated capsid could be dissociated ìnto capsomeres by 
EGTA alone. In addition , capsomeres were able to re-assemble into capsid-like 
particle in the presence of calicìum ions. The re-assembled capsìd without disulfide 
could be disrupted into capsomeres by EGTA alone. These results indicate that 
calcium ion is essential for capsid formation and disulfide is crucìal for keeping 
capsid integrity and presumably protects calcìum ion from chelation. 
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人類多瘤性病毒簡介

多瘤性病毒( Polyoma virus )是屬於乳多瘤病毒料( Papovaviridae )的一屬，其
大小約 45 nm' 不合套膜( envelope) ，外殼結構是二十晶體( icosahedron )對稱
結構，結構殼體 (capsid) 由七十二個次殼體( capsomere )組成，在結構蛋白內包
裹了一環形( circular) 雙股 DNA 基區組 (genome) ，約有 5000 對核甘暖。多瘤
性病毒又依不同宿主可分為 murine polyoma virus 、 S\/40 、 JCV 、 BKV 及 BFDV 等

(60) ，其中 murine polyoma virus 的宿主動物是鼠類， SV40 的天然宿主動物是恆

河猴， JCV 和 BKV 的宿主動物是人類，而 BFDV 的天然宿主動物是鳥類。

人類多瘤性病毒包括 JCV 和 BKV 0 而 JC 病毒於 1965 年時， Silverman 等

人用電子顯微鏡在進行性多病:社腦白質病 (progressive multifocal 
leukoencephalopathy ; PML) 病人的腦部組織觀察到 (58 )。一直到了 1971 年

才從進行性多病;性腦白質病病人的腦部組織中分離出 JC 病毒 (47) 。同年 BK 病

毒也從一位 39 歲的腎臟移植病人的尿液中分離出來 (28) 。兩者皆依病人之姓名

命名。 1977 年 Padgett 等人廣泛篩按不同動物的檢體，都沒有偵測到 JC 病毒的

抗艘，所以 JC 病毒完全是屬於人類戚染的病毒 (45) 0 在多瘤性病毒中除了 SV40

外， JCV 及 BKV 都可使人類 O 型、雞及天竺鼠的紅血球產生血球凝集

(Hemagglutination ; HA) 的特性 o

人類多瘤性病毒 JC 病毒的基因組 (Genome) 分析

人類多瘤性病毒 JC 病毒的基因組(25)是一約有 5000 個左右核甘暖的雙股環形

DNA ，分子量約為 3x 106 dalton '基因組包含了三個主要功能區:

(一).早期區 Cearly region ) :在複製起始點近端，有二種基因產物，大腫瘤抗原( large 
T antigen) 及小腫瘤抗原( small t antigen) ，大?蛋白質是種非結構性的多功能磷
酸蛋白質，可調控早期基目的轉錄，所以可自我調控 (autoregulation) 。除此之外，

T 蛋白質為 DNA 複製起始所需，也控制基因表現從早期轉換到晚期，同時，也能引

起細胞的惡性轉形。小 t 蛋白質的功能則尚未清楚 o

(二).晚期堅 (Iate region) :在複製起始點遠端，晚期基自 )11頁序與早期基目的方向相

反，可決定 VP1 ， VP2 ， VP3 三三種結構蛋白及少許病毒的 minichromosome(25) 0 VP1 
是最主要結構蛋白，分子量為 40 KDa '約占殼體蛋白質的 75% '跟細胞吸附有關。

VP2 及 VP3 是次要結構蛋白，約占殼體蛋白質的 10 %(64) 。分子量分別為 37 '及

26 KDa (10) 0 VP3 是 VP2 的 C 端的三分之二(32) 。

(三).調控區 (regulatory region) :是介於早期及晚期基由之間的未轉錄區，其令複
製起始點，起動子( promoter) ，及增強子( enhancer) 。

主盤:挂益主JC 病毒所引發的 PML 致病機轉

多瘤性病毒 JCV 是一種人類的伺機致病原，會造成少見的髓鞘脫失疾病，即進
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行性多病;性腦白質病 (progressive multifocalleukoencephalopathy ; PML) (61 、

62 )。進行性多病娃腦白質病的特性是髓質病壯逐漸的變多與擴大。在大多數進行性
多病:吐腦白質病的病人其免疫功能受到抑制 (7 、 62) ，由於免疫功能的缺失，可能

導致 JCV 的伺機威主任( opportunistic infectíon) 0 JCV 會破壞寡突膠細胞，寡突膠

細胞負責產生中樞神經系統的髓質，是一種中樞神經系統( central nervous system ) 
退化的疾病 (63 、 68 )。

大部份進行性多病;吐腦白質病的病人會有細胞免疫缺陷，符合進行性多病;吐腦白

質病是 JCV 所造成的中樞神經系統伺機性成染的說法。由 Willoughby 等人 (68)

發現進行性多病社腦白質病的病人會產生細胞免疫的缺陷及不完全的抗體免疫反應

(8) 。大部分病人在病程時特異性 IgG 技價沒有提高，腦脊髓液也無特異性 (3) 。

進行性多病夫土腦白質病在臨床上頗受注意，是因為患進行性多病;垃腦白質病的病人在

出現症狀後的十八個月內就會死亡，有 80% 在九個月內會死亡 (68) 。若是患 AIDS

又同時患進行性多病;吐腦白質病通常四個月就會死亡 (58)

現在 PML 廣泛被接受的致病機轉是 JCV破壞製造髓質的寡突膠細胞，而使腦部

功能缺損，且 JCV 通常是伺機性成染，但.JCV 是如何在人與人之間傳播及 JCV 原

發性風染是在腦部或是在腎臟仍是未知，且如何抵達腦部仍有待了解。

多瘤性病毒 JC 病毒致癌性

以前研究報告指出將 BKV 、 JCV 及 SV40 以皮下注射、靜脈注射、腦內及腹

腔內等各種不同的方式送入倉鼠體內，經常會引發腫瘤。在細胞培養情況下，倉鼠腦

細胞株可因 JCV 成染或囡 JCV 的 DNA 轉成染而轉形( transformatíon) ( 26) ，而
在這些被轉形的細胞，發現 JCV 基因體狀入倉鼠基因，表現的 T 蛋白質會跟 p53 及

Rb 蛋白質結合 (40) 。研究顯示，將 JCV 送入倉鼠腦內，則具有高致癌性，會引

發多種組織不同的腦瘤 (65 、 70) 。約 83% 的新生倉鼠經過六個月的病毒培養會長

出腦瘤，其中 95% 的腦瘤是小腦髓質母細胞瘤( 70 、 71 )。以不同方式培養 JCV ，

則會引發內臟肌瘤、通邊神經母細胞瘤及松果體細胞瘤等 (70) 0 到目前為止 JCV

是唯一被證實在非人類靈長類可誘發腫瘤的多瘤性病毒，若將 JCV 接種到猴子的大

腦、皮下、或腹腔內，打入 predisone {吏成免疫缺陷狀態，則產生大腦腫瘤或神經膠

母細胞瘤。雖然 JCV 可在非人類靈長類誘發腫瘤，在 PML 病人曾發琨神經膠瘤

(glioma) ，但尚未有直接證據證實 JCV 早晨人類腫瘤有關 (21) 。

多瘤性病毒在台灣戚染的情形

這幾年我們實驗室研究人類多瘤性病毒 JCV 在台灣戚染的流行率(14 、 15 、 16 、

17 、 18 、 19 、 59 、 67) ，分別從免疫完全的健康人，短暫性兔疫衰竭的孕婦及長期免

疫抑制的自体兔疫疾病病人，收集尿液檢体，以聚合且每連鎖反應(PCR)及南方墨點法

(Southern bolt) ，偵測由尿液排放的病毒 DNA' 並以 DNA 定序分析 DNA 調節逅的

基因型(genotype) ，發現在孕婦及自体免疫疾病病人存在四種 JCV straín '包括 Cy ，

台灣一號(TW-1) ，台灣二號(TW-2)和台灣三號(TW-3) ;及兩種 BKV strain '分別是
台中一號(TC-1 )和台中二號(TC-2) (14 、 15 、 16 、 17 、 18 、 19 、 67) 。在這些不同的

JCV 及 BKV strain 中，發現它們的調節臣分別產生了一些突變，而與原始種的 JC 及
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BK 有些不同 o 台灣一號，台灣二號發生了 pentanucleotide-A(GGGAA)及/或

B(AAAGC)的缺失(delection) ;而台中一號有兩個核甘酸改變，台中二號有六個核甘

盟主改變的突變。我們實驗室的結呆中發現有 13.3 % (10/75)的健康人， 26 % (20/77) 
的孕婦及 37.5 % (18/48)的自体兔疫疾病病人可偵測到尿液排放的 JCV DNA 0 而所

有健康人都沒有偵測到 BKV DNA ，但 3.9 % (3177)的孕婦及 6.2 % (3/48) 自体免疫疾
病病人可偵測到 BKV DNA 。此外，在所有尿液椅体中， 24 % (48/200)是 JCV 陽性，

只有 3% (61200) BKV 陽性 (59)。而且 JCV 陽性的人只~染 TW-1(52%)及 CY(42%)

兩種亞型，這些結果顯示:在台灣人類多瘤性病毒從尿液中排放的情形，免疫抑制的

人高於健康人;向時， JCV 的流行率高於 BKV ，此外， TW-1 及 CY 兩種 strain 是

JCV 在台灣族群中主要流行的亞型。

6 
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本研究相關背景簡介

到目前為止，對鼠類( murine polyoma virus )及猿猴類( SV40 )多瘤性病毒
研究較多，這些病毒外殼蛋白是屬 20 晶體對稱。早在 1965 年研究發現 murine

polyoma virus 外殼蛋白是由 12 個 five-coordinated 及 60 個 six-coordinated

capsomere 所組成 (35) , 而最近的 X-ray 繞射研究卻推測組成 murine polyoma 
virus 外殼蛋白的 72 個 capsomere 全都是 VP1 pentamer (1)' 同時這些 protein

subunit 的接觸是不相等的( 49 )。這些 pentamer 的聚集可能是處於一個變異的

鍵結狀態， 1983 年時 Klug (35 )指出這些變其可能是 VP1 蛋白在不同環境狀況

下的化學修飾或是因為與外殼蛋白中少數的 VP2' VP3 結構蛋白交互作用所造

成。在自然狀態下，病毒顆粒(virion)的組裝過程中， VP1 與 V們的交互作用，離子

鍵或金屬離子所扮演的角色，一直還為研究人員所探討 o

在早期的研究，已經暸解鼠類 polyomavirus(24 、 31 、們的， SV40(36) , monkey 
B-Lymphotropic paporvavirus (BLPV ; 48) ，人類 JCV(9) ，這些病毒的主要結構蛋白

V叭，可以在昆蟲細胞中表達，而且能夠自己組裝成殼体的構造(capsid-like 
particle) 。此外，鼠類 polyomavirus(51) , avìan polyomavirus ' budgerigarfledgling 
disease virus( BFOV; 50) 的 VP1 及 papillomavirus L 1 蛋白質 (38) ，也可在 E. coli 表

達，而且可分離出 pentamic capsomere '這些 capsomere' 當出現鈣離子時，可組

裝成殼體構造(capsid-like particle) 。但並沒有報告指出它們可以在 E. coli 中自我組裝

(self-assemble)成殼體構造(capsid-like pa付icle) 。而人類 JCV 主要殼体蛋白 V凹，

也己被証明可在 E. coli 中表達並自我組裝成 capsid斗ike pa付ícle(44) ，而這些 particle

經密度梯度離心純化及電子顯微鏡分析，可分為合核酸的 pseudovirion 及不含核暖

的 empty pseudocapsid '後者可運送外來 ONAflJ 人類胎兒腎臟細胞中，做為基因治

療的載体(44) 。

在 SV40 ，鼠類 polyomavirus '及相闊的 polyomavirus 的研究中，由破壞病毒

顆粒(virion)的實驗，初步說明雙硫鍵及鈣離子對殼體穩定度的重要性(4 、 5 、 6 、 9 、

20 、 66) ，而 in vitro 這些病毒重組的 VP1 蛋白質自我組裝的研究也說明鈣離子及離

子鍵在 capsid 形成的重要性(51 、 52 、 69) 。在 1991 年， Liddington 等人提出的 SV40

三凌空間結晶体構造(39) 中指出:在 VP1 monomer 或 pentamer 的層次，並沒有看

到雙硫鍵;而他們用 CH3HgN03 去標定構造中的 7 個 cysteines '只有見到 4 個

cysteins' 晴示有 3 個 cysteìnes 在 VP1 分子中形成共價聯結(covalent linkages) 。這

些發現，他們認為雙硫鍵可能有穩定鄰近的 capsomere 的作用。 Sapp 等人研究人類

papillomavirus type 33(HPV33)(55) , Ooorbar 及 Gallìmore(22)對 HPV type 1 virion 
的研究中發現，還原、劑(OTT)會使得 VLPs disassembl剖，顯示雙硫鍵在 HPV

capsomere 形成 capsid 過程中扮演重要角色。另外，在 bovine papillomavirus(BPV) 
研究發現(37) :用 OTT 處理 BPV L1 蛋白質可使 trypsin 切割 U 的 C 端，同時使得

capsid 擴張，很可能是 capsìd 瓦解為 capsomere 的前軀產物，顯示 intercapsomere

雙硫鍵在 papillomavirus capsid 組裝及 dìsassembly 的重要性。但對於雙硫鍵是存在

VP1 monomer 、 capsomere 或 capsid 的層次，仍舊不清楚。

1995 年， Ghafakhanian 等人(29) ，在兔子網狀紅血球(reticulocytes)的轉錄連結

轉譯(transcription-linked translation)蛋白質系統中發現 SV40 VP1 分子會自我組裝
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成 postpentameric 12S 複合物，同時透過雙硫鍵而穩由這個複合物。經由 reducing

及 non-reducing SOS.♂AGE 分析，在 10 mM 還房、齊IJ OTT 作用下， VP1 會解離為

45 kda monomer '而無 OTT 存在時，大部分 VP1 分子大於 400 kda 。他們認為雙

硫鍵是參與在病毒組裝過程的 postcapsomeric 時期。

1998 年， Sapp 等人(56) ，在昆蟲細胞的主統中，研究人類 papillomavirus '利

用其病毒殼体(virus-like particle ; VLPs)探討它的構造及組裝机轉，發現主要殼体蛋
白質 U 中有兩個高度保留 (conserved)的 cysteine 能夠阻止 VLPs 的組裝，而其它突

變對 VLP 組裝沒有影響。這兩個 cysteine 形成 capsomere 闊的雙硫鍵

(intercapsomeric disulfites) ，產生了一個 L1 trimer '而此 trimer 約只占所有 L1 分子

的一半。他們認為叭的 trimerization 使得 capsomere 連結而保持 papillomavirus 殼

體的穩定度是絕對必要的。

雖然在 SV40(20) 、鼠類 polyomavirus(5 、 6 、鈞、 39)及人類 JCV(9)的研究己說

明 Ca2+及雙硫鍵對 VP1 殼体穩定的重要性;而且在人類 papillomavirus(56) , bovine 
papillomavius(37)的研究也証實雙硫鍵穩定 L1 殼体 o 而至目前為止在所有多瘤性病

毒殼体組裝過程中，雙硫鍵及鈣離子對病毒殼體的組裝及穩定性所扮演的角色仍不清

楚。本篇研究我們利用生化學方法以金屬整合劑(EGTA)及還原劑(DTT)處理 VP1 殺

体 P 偵測其血液凝集特性的有無，作為 capsid 是否完整或瓦解的指標，以釐清雙硫

鍵及 Ca2+在 VP1 自我組裝為殼体的過程中可能扮演的角色。並以 non-reducing

SDS-PAGE 來觀察雙硫鍵在 VP1 capsid 中的存在性及探討它存在 VP1 capsomere 
or capsid 的層次，另外籍由 OTT 的氧化遺厚、反應及電子顯微鏡觀察，探討雙硫鍵對

殼体穩定性及完整性的影響。最後，利用定位點突變把 VP1 分子中的六個 cysteine

突變為 glycine '以了解 capsid 中的那一些 cysteine 與 capsid 組裝有關。
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材料及方法

手捧築重組的質體 DNA:

本實驗所用的重組質體 DNA' 由東歐立陶宛的 Kestas Sasnauskas 教授將台灣

三號(Taiwan-3)(10 、 12) JCVP1 DNA 選殖(cloning)入載體(pFX7)的 Spe I 及 Xbal

位子，而命名為 pFX7-JCVP1 0 pFX7 載膛含有 GAL1 弘PYK1 融合的敢動子
(promoter) ，可被半乳糖(galactose)誘發(induction) ，而在酵母葛細胞表達 JCVVP1

蛋白質。同哼，這個載體含有細菌的 pUC19 全部 DNA 序列，上面含有抗 Ampicillin

的選擇性標記，可供在 E. coli 複製時，當作選擇性的標準。及一段 FDH1 基函，是來

自 Candida maltosa 的基函，它是含有 formaldehyde-resistance 的基因，可供在酵

母菌細胞中當作選擇性的標記。另外3還有 PGK1 基因，是 transcription terminator 
sequence 及 2m 基因為 yeast 2-micron DNA 的一部分，含有複裂的起始點
(replication origin) 。整個載體約 7 ， 500 bps 長。

酵母菌 S.cere陷的e-IN立豆豆1主立室主要整車虹理空血型壁垣!:!2

DNA 轉殖入酵母菌乃依據 Gietz 等人(30)的 lithium acetate(簡寫成LiAc)轉殖

法。酵母菌 INVSC1 以LiAc 處理後，質體以經過 1000C )弗水處理的單股j桂魚精子

(herring sperm DNA)攜帶下 (57) ，可直接轉殖進入酵母茵茵體 o

一‘ Competent cells 的製備:

將 50μi 隔夜垮養的酵母菌 INVSC1 接種入 50 ml YPD 液體培養基(其成分為
1 % yeast extract ' 2% peptone 及 2% glucose) ，於 30 Oc ' 200 rpm 轉速振盪垮養
至隔夜。第二天，取 30 ml 種到 300 ml YPD (1:10)' 繼續培養直到 OD600 達 0 .4-0.6 ' 
約 2-3 小時，此數值表酵母菌生長遠率正好達 mid-Iog phase 0 之後，於室溫以 1000

xg 離心 5 分鐘，去掉上清液，以 1.5 ml TE/LiAc [(成分為: 0.1 M Tris-HCI ' 10 mM 
EDTA 及 1 M LiAc ' pH 7.5);(在使用前新鮮泡製:8 ml ddH20 + 1 ml10X LíAc + 1 ml 
10X TE)] 懸浮菌體，即為 yeast competent cell 

二.轉殖(transformation): 

取 150μI competent cell 放入 1.5 ml 離心管，加入 50μI (5 ug)的質體 DNA

及 10 μI (1μg)單股鯊魚精子 DNA ，然後加入 600μl 的 PEG / LiAc [(成分為 40%

PEG4000 , 0.1 M Tris-HCI ' 10 mM EDTA ' 1 M LiAc ' pH 7.5);(使用前新鮮泡製:8

ml 50% PEG 4000 + 1 ml10X TE + 1 m110X LiAc)] 。混合均勻後，置於 30 0C ，
200 rpm 振盪 30 分鐘，接著放入 42 0C 水浴熱休克 15 分鏈， /.水浴 5 分鐘，隨後以

14,000 rpm 離心 15 秒鐘，倒去上清液，以 1 ml YPD 清洗菌體，再懸浮在 1 mlYPD ' 
於 30 日C 振盪培養 10伯 15 小時，使晶體先活躍起來，再塗 200 ul 於含有 formaldehyde

(30μ 1/100 ml) 的 YPD 平板培養基上，置於 30 0C 培養箱直到菌落生長。
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抽取轉娃酵母菌後的質體 ONA 是使用 glass beads and phenol-chloroform 
extraction 的方法(54) 。挑選單一萬落的轉痘酵母菌，接種至11含有 formaldehyde (30 
叫什 00μ1 )的 YPO 液體培養基中，於 30 0C 振盪垮養 (200 rpm) 24 小時 o 然後取

1.5 ml i這液置入微量離心管中，離心 (12 ， 000 rpm ) 1 分鐘，倒掉上清液後，加入 30

ul 懸浮緩衝液( suspension buffer ) [其成分為:- 0.1 M Tris-CI ' pH 8.0 ' 1 mM 
EOTA ' 4.5 unit/μIlyticase (Sigma ' USA) ，過法使之無首] ，懸浮菌體後，置於 37

OC 振盪培養 30 分鐘，加入 170 ullysis buffer[其成分為: 0.1 M Tris毛l'pH 8.0 , 1 mM 
EOTA , 100 mM Na凹， 1% SOS , 2% Triton X耐心0 ，過濾使之無菌] ，再加入 0.3

g 玻璃球 (glass beads)(Sigma ' USA) ，然後加入 200μI phenol / chloroform / 
iso-amyl alcohol (25:24:1) , J主IJ 烈混合 5 分鐘後，以 14 ， 000 rpm 離心 10 分鐘，哎取

上層液至11新的 1.5 ml 離心管，加入 8 ul 3M sodium acetate 及 500 ul 冰溫的絕對酒

精，置於一70 0C ' 1 小時，使質體沉澱，再離心 (14 ， 000 rpm) 10 分鐘，倒掉上清
液，用 speed憫Vac 使沉澱物乾燥，最後懸浮於 20μi 己滅盈的二次水。

聚合勝連鎖反應 (PCR) 及轉蘊至11 E. coli 偵測由 INVSC1 抽取的質體 ONA

(1)一至全且每連鎖反應( PCR) : 

取 1μi 由酵母菌抽取的質體 ONA 當模板(template) ，加入 5μ110 倍稀釋的

pro-Taq 緩撞了液， 4μi 的材料 dNTP ，及分別為 1μI 的 JCVP1S1G ， JCVP1AS1G

兩股引子 (primer) , 0.5μi 聚合時 (pro-Taq polymerase) (Promega ' USA) 及 37.5

μi 滅過菌的二次水，混合均勻後，覆蓋一層 30μi 的礦物油進行基固的放大，於鈞

。C ， 2 分鐘之後， 95 日C ，的秒， denature ; 55 OC ' 1 分鐘， annealing ; 72 日C ' 1 
分鐘， extension 。共 40 個循環，接著 72 度。C'4 分鐘， 1 個循環，使未作用完的

聚合晦反應完，然後跑 1%的瓊脂膠(agarose gel) 電泳 o

也彗星星主主必;

因為由酵母菌抽取的質體 ONA ，直接於 1%的瓊脂膠(agarose gel)看不到任何東

西。所以將它轉蘊至11 E. coli 0 19μ! 由酵母菌抽取的質體 ONA' 加入 200μi 的 E. coli

competent cells ( JM1 09 ) ，混合均勻後，於;水浴上 30 分鐘，接著 42 0C ， 3 分鐘，

進行熱休克，然後立刻置於冰上 5 分鐘，加入 200μI L broth '培養於 37 0C ' 1 
小峙，使菌體活躍起來，再塗於含 Ampicillin (100μg/ml)的平板埠養且上，於 37 0C

隔夜母養。第二天挑選單一菌落，接種在含有 100 μg/ml Ampicillin 的 5 ml L broth ' 
37 日C ' 200 rpm 轉述，隔夜培養。用 Wizard™ Minipreps ONA purification kit 
( Promega ' USA) 純化質體， 然後進行 restriction mapping ，在乾淨的 1.5 ml 離

心管加入 4 ul 已滅菌的二次水，再加入 4μi 純化的質體 DNA 及 1μI 10 X buffer ' 
1μ1(10 unit)限制時 Sac 1 ，混合均勻後，於 37 0C 的水浴作用 2 小時，之後，加入

2μi 的 6 X loading dye 終止反應，於 1 % agarose 電泳分析。正確的質體 ONA

(pFX7 -JCVP 1)可被 Sacl 切一刀，而看到約 8 ， 600 bps 的片段。而未切的質體 DAN
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( circular form )約在 5 kbp 的位子。

敏J氫性實驗( sensitivity test) 

將轉獲成功的酵母菌含質體 ONA ( pFX7-JCVP1/ INVSC1) ，各取 3μi 分別

種到 3ml 各含有 30 叭， 40μ1 ， 50 叭， 70 叭， 90μI formaldehyde/1 00 ml YPO 
選擇性液體培養基中，於 30 Oc ' 200 rpm 振盪母養 24 小時，然後加入 3% galactose 
去誘發菌體表達 JCV VP1 蛋白質，持續培養於 30 0C ' 16 小時。

以西方墨點法( Western blot )來確認 JCV VP1 蛋白質在酵母菌細胞表達情形

將誘發培養拘小時的菌液，各取 1.5 叫， 12,000 rpm 雄心沈澱莒體，倒去上清

液後 ， ì.容於 200μ14X 稀釋的 SOS sample bu仟er(250μ120% SOS ' 0.2% 
glycerol ' 250μ1 bromophenol blue ' 125μiβ-mercaptoethanol ) ，在 100 0C 沸
水中煮沸 5 分鐘，再以超音波震盪打斷 ONA ，取 15μi 以 12.5% SOS-PAGE 分析 o

再將膠上的蛋白以 HORIBLOT(AnO) 的 anode buffer # 1 : 0.3 M Tris ' pH 10.4 ' 
20% methanol ; anode buffer # 2 : 25 mM Tris ' pH 10.4 ' 20% methanol ; cathode 
buffer # 3 : 25 mM Tris ' pH 9.4 ' 40 mM 6個aminohexanoic acid (Sigma ' USA) , 
20% methanol '在 2.5 mA/cm2 , 40 分鐘條件下轉印到 nitrocellulose paper 上，再
用 10 ml 0.5% 脫脂奶粉搖動，使均勻混合 30 分鐘，進行 blocking 0 再加入來自 E. coli

產生的全長 JCVVP1 所製成的抗體 (anti-JCV VP1 antibody , 1 :3000) (12) ，室溫下
搖動 30 分鐘 o 再用 TBS-0.01 % Tween 20 洗三次，每次 5 分鐘。之後加入 biotinylated

anti-rabbit IgG (H+L) made in goat ( Vectastain ABC k性， USA) ，於室溫反應 30 分

鐘，再用 TBS-0.01 % Tween-20 洗三次，每次五分鐘;然後加入 ABC reagent ( avidin 
OH ' biotinylated horseradish peroxidase H ) 30 分鐘，再加 TBS-0.01 % Tween-20 
洗三次，每次五分鐘。最後加 diaminobenzidine solution ( OAB ' 0.01 % final 
concentration) ，及同O2 ( 0.012 % final concentration )呈色分析。

測定轉殖酵母菌 (pFX7-JCVP1 / INVSC1 )生長曲線

挑取單一酵母萬萬落種至113 ml 含有 formaldehyde ( 30μ1/100 ml) 的 YPO 液

體培養基，於 30 0C 振盪培養 24 小時， 5則吸光度(00600 ) ，在由其中吸取 1 ml 培養

液種到 100 ml 含有 formaldehyde (30μ 1/100 ml )的 YPO 液體培養基中，之後每 4

小時測一次吸光度(00600) ，直到 24 小時。

JCVVP1 蛋白質在酵母莒細胞不同時間表達情形

取 0.5 ml 的 pFX7-JCVP1/INVSC1 培養液，種至1150 ml 含有 formaldehyde (30 
μ 1/100 ml )的 YPO broth ，於 30 0C ，振盪培養 12 小時，然後加入 3% galactose (final 
concentration ) ，每隔 4 小時收集 1.5 州的菌液，一直到 72 小時。然後以 12 ， 000 rpm 
離心 5 分鐘沈澱菌體，再以 100 OC )井水煮沸 5 分鐘，及超音波振盪打斷 ONA 後，

以西方墨點法分析。
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收集已表達 JCVVP1 蛋白質的齒液，去除上清液後，加入 1 ml suspension buffer 
(成分為:10 mM Tris-CI ' pH 8.0 ' 1 mM EDTA ' 4.5 u/μIlyticase (Sigma ' USA) , 

無菌過濾懸浮菌體，於室溫均勻上下混合 30 分鐘，再加入 0.3 9 的玻璃球，劇烈振

盪 1 分鐘。然後加入 3 ul (1 U /1μI ) DNase I (Promega 'USA) , 2.5μ15mM 

MgC12 ， 5μ11 mM PMSF ，於室溫反應 30 分鐘，接著超音波振盪打斷 DNA' 離心

俑，000 rpm 10 分鐘，將上清液換至IJ 乾淨離心管，即可用於血液;真是集試驗。先將人類

的 O 型血球以磷酸鹽緩衝液 (PBS) 洗三次，製成 0.5% 紅血球懸浮液。以 96well

的 microtiter plate 用 PBS 作 2 倍的連續稀釋含有 JCV VP1 蛋白質的酵母菌上清液，

最後加入 50μi 的 0.5 %紅血球懸浮液，混合均勻，靜置在室溫 1 小時，再觀察血

液凝集的情形。以呈現血液凝集的最後稀釋倍數，定為血液;真是集活性。

JCVP1 蛋白質的純化

A.破酵母菌細胞

2 側的 pFX7、JCVP1 /INVSC1 培養液種至IJ 200 ml (1:100) 含有 formaldehyde

(30μ 1/100 ml )的 YPD 液體母養基，在 30 0C 振盪培養 12 小時，使它達到最佳誘

發 JCV VP1 蛋白質表達的時間點，然後加入 3% galactose 誘發 JCV VP1 蛋白質表

現，於 30 0C ' 24 小時，以表現最大量的蛋白質之後。收集細胞，用 1000 X 9 ，室
溫離心 5 分鐘，使菌體沈激下來，然後用 i成過齒的二次水清洗菌體，離心，移去上清

液後，以 4 ml suspension bu仟er[ 成分為 :10 mM Tris ' pH 8.0 ' 1 mM EDTA ' 4.5 
u/μIlyticase] 懸浮菌體，在室溫使反應 30 分鐘。然後加入玻璃珠( glass beads ) 
劇烈混合，使細胞壁破裂， -70 Oc 冷凍，室溫解凍，兩次，使細胞祺破裂。加入 5μ
I (1 u/μ1) DNase 1 及 10μ11 mM PMSF '在室溫反應 30 分鐘，在冰浴下以超音波

震鐘時 DNA' 再離心( 14,000 rpm ) , 4 0C ' 10 分鐘，上清液收集於乾淨試管，進行
sucrose cushion 0 

B. Sucrose cushion : 

在 5ml 超高遠離心管 (Beckm訓， USA) 底部加入 3 ml20 %蔣、糖溶液( in 
TBS) ，然後加入 2ml 的上清液，再用 TBS 平衡兩根試管。接著以超高速離心機

( Beckman L8-70 M ) , SW55 的 rotor ' 23 ,000 rpm 轉述，於 4 0C 下離心 3 小時之
後 P 倒掉上層液，兩雄心管沈j敗下來的蛋白質溶於 0.5 ml Tris ( pH 7.4 ) buffer '再
加入 0.167 ml 的 1.8 g/cm3 CsCI 溶液，使密度相當於 1.2 g/cm3 。

C . CsCI gradient centrifugation 

在 5ml 的超高迷離心管中分別由下而上加入 5-step 密度的 CsCI 溶液各 0.8

ml(1.35 ' 1.32 ' 1.29 ' 1.25 ' 1.2 g/cm3 
) ，上層再加上含 CsCI ，密度為 1.2 g/cm3 的

sucrose cushion 純化出的蛋白質，同樣以 Beckman L8-70 M 超高速離心機， SW55

的 rotor' 35 ， 000rpm 轉述，於 4 0C 下離心 16 小時，之後以埔動 pump (EYELA MP-3) , 
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每 6 )高為一個 fraction 收集在 1.5 ml 離心管，測定每一管的血液凝集活性(HA) 、密

度及以 SOS-PAGE 分析蛋白質純度;以 Western blot 鑑定 JCVVP1 蛋白質的分佈。

密度測定

從收集到的各 fraction 中，分別取 3μ1 jJ1 曲光儀(Abbe Refractometer NO.501 ) 
上，調整刻度，使平面剛好位於交叉線上，此時所讀到的佳，即為檢體的曲光度，再

由換算表而得出檢體的密度。然後以 1.32 g/cm3 租分為兩群蛋白質。經由 CsCI 超高

遠離心純化之後的兩群 JCVVP1 蛋白質，在 10 mM Tris pH 7.4, 0.5 mM CaCI2 , 150 
mM NaCI ' 5% glycerol 的緩衝波，於 4

0

C 下透析，稿夜之後，保存於-70 OC 。

0.10.三豆豆笠是聲壘且整:立聳立堅哩哇旦哇哇IE哇哇包里。-空些旦哩ion)

經由 CsCI 超高迷離心純化之後，收集密度為 1.36 至 1.32 g/cm3 及 1.32 至 1.26

/ cm3 兩部分蛋白質，再利用 10-30 %蔣、糖梯度離心純化，以得到高純度的 JCVVP1

蛋白質。取兩根 5 ml 的超高遠離心管(Beckman ' USA ) ，由底部向上加入經過
gradient mixer(Hofer ' USA)混合的 30%至 10%的羔糖溶液各 2.3 圳，最上層再分

別加上 CsCI 純化後的兩群蛋白質，然後以 Beckman 凹-70 M 超高遠離心機， SW55

的 rotor ' 35 ,000 rpm 轉述，於 4 日C 下離心 40 分鐘，之後以埔動 pump 每 6 )高為一

個 fraction 收集在 1.5 ml 離心管，分別測定血液JE是集(HA) ，並以 SOS-PAGE 分析

蛋白質純度。

電子顯微鏡觀察 JCV VP 1 capsid 外形

JCV VP 1 capsid 陰染的方法根據 Garcea (41) 的方法再稱做修飾。在 parafin

paper 點一滴(約 10 μ1) 純化的 JCV VP1 caps峙，再用石炭蒸著的篩片( carbon 
formvar-coated grid) 浮在上面 5 分鐘，使蛋白質吸附其上。再用濾紙沿篩片邊緣將

多餘水份吸走。再用 2 % uranyl acetate 染色 10-15 秒，即可在電子顯微鏡(JOEL ' 
JEM ' 2000-CX ' 80KV) 下觀察。

病主題組virion-like partic些血盤盟主堅

純化病毒顆粒內的核般是使用 Hì忱的方法(33) ，再稍作修飾。 100μg 經過濤、糖

梯度純化的病毒顆粒(virion-like particle) ，加入 2μ1(1 U/μ 1) ONase 1 於 37 Oc '反
應 30 分錯及 2μ1 (5 ng/μ1) 只Nase A (Promega ' USA) ，於 37 日C ，反應 45 分鐘，

先把病毒顆粒外盟的核盟友處理完。然後加入溶解緩衝液(成份為: proteinase K 200μ 
g/咐， 1%SOS 及 251啊M EOTA) ，置於 37 0C' 反應 30 分鐘，之後，加入等量体務

的 Leader phenol(phenol : chloroform : isoamyl alcohol=25 : 24 : 1)均勻混合後，
離心 (7 ， 000rpm) 10 分鐘，吸取上層液到新的 1.5 ml 離心管，加入十分之一体積的

3M 醋酸針，及 3 倍体積冰溫酒精使核酸沈澱。然後置於 -70 0 C '一小持。接著，
離心 (16 ， OOOrpm) 20 分鐘，移去上清液，用 speed目vac 乾燥沈澱物，再加入 20μi

j成齒的二次水懸浮澱物。取 1μ1 i故 PCR 偵漁'1 JCVP1 基因是否存在，其餘跑 1%

agarose 膠電泳。另外，兩批 100μg 病毒顆粒萃取的核酸，分別用 ONase 1 及 RNase
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A' 於處理 37 0C ' 30 分鐘後，跑 1% agarose R琴電泳。

型里盤盟益主殼体(pseud堡壘幢d partile)攜帶外生性生旦型企到人類細胞

利用假的病毒殼体(pseudocapsid) 包裝外生性的 ONA 是參考 Forstova 等人的

方法(23) 。取 40μg 經現 10-30 %濤、糖梯度離心純化的 pseudocapsid '加入 3μg

pEGFP-C1 質体 ONA (Clontech ' USA) ，在 37 0C 水浴中反應 30 分鐘，然、後加入
350μi 滅過菌的二次水稀釋混合物，並進行 osmotic shock '於 37 0C ' 30 分鐘。
接著加入 3U 的 ONase I (Promega ' USA) , 37 0C '作用 30 分鐘，然後，準備以此
混合物去成染人類胎兒腎臟上皮細胞 293 (ATCC CRL-1573) 0 293 細胞走培養在含

有 10 %胎牛血清的 OMEM (Oulbecèo's Modified Eagle's Medium) 母養基。在成祟
的前一天，把約長 8 分滿的 293 細胞，分裝到 35 mm2 dish 內部所含載玻片上，加入

2 ml 新鮮的培養液，於 37 0C ，含 5 % CO2 的培養箱中堵養隔夜，第二天，移去玲
養液，用磷酸鹽緩衝液(PBS)清洗細胞一次，吸去 PBS 後，加入 pseudocapsid particle 
以包裝 pEGFP-C1 質体'於 37 0C 母養箱中，每 15 分鐘輕搖一次，一直到 1.5 小時，

使之吸的。之後加入 2 ml 新鮮的培養液，於 37 0C ，含 5% CO2 的培養箱中堵養 48

小時 o 之後，把細胞收起來，在顯微鏡下觀察螢光蛋白質的表現。

Two dim型星空空空1旦型企空 JC立 VP1 三是白質

20明PAGE 分析蛋白質的方法主要參照 O'Farrel (42) 及 Forstova 等人 (24 )的

方法，再稍做修飾。

豆豆史回I i!!íL~

10 : Isoelectrofocusing (IEF) 

A 玻王為管 (2X4X 160 mm, Bio-Rad ' USA) 的清洗

先將玻璃管浸泡於 1 M KOH / 95% ethanol '隔夜之後，以水清洗，再用二次水
潤濕、 O 再用 95%酒精潤濕，荳於烘箱烘乾。

B. Tube gel 的配製

4 支 tube gel ~J1 取 1.78 9 urea ， 430μ1 30%acrylamide, 0.8%bisacrylamide ' 
10% NP-40 ' 638 ul H20 '在 3TC水浴下混合均勻後，以 0.45μm 的波、膜通法，

再加入 130μ1 pH 3斗 o Ampholyte (Bio-Rad 'USA)' 3.23μ1 ammonium persulfate 
及 2.27μ1 Temed 0 將 gel 力咕11 玻璃管內，置於室溫 2- 3 小哼，待其凝固。

C. Running buffer 

上層: 20 mM NaOH ' 0.8 9 NaOH ~.容於 1 公升去離子水，下層 10 mM phosphoric 
acid ' 1.8 ml phosphoric acid 溶於 2.6 公升去離子水。使用前先 degas 。
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O.檢體(purified capsid pa付icle)的處理

取 10μ9 純化的 capsid particle 置於 1.5 ml 雄心管，加入。.057 9 urea 及 5

μ! 2-mecaptoethanol '補二次水至總體積為 95 叭，於 100 0C 熱水中煮沸 2 分鐘，
室溫兩分鐘，再加 5μI pH 3-10 Ampholyte 。

E.lsoelectrofocusing (IEF) 電泳

裝好 IEF 電泳裝置後，將檢體加到玻璃管的 gel 上，其上再置 10μ1 overlay buffer 
(0 .48 9 urea, ' 20μI pH 3斗 o Ampholy悟， 0.975 ml H20 ' urea 溶解之後過;慮，
再加入 Ampholyte) ，最後以上層鹼性、緩衝液填滿剩餘空間，不能破壞分層。跑 10

電泳，先以 200 V 的電壓跑 1 小時後，再將電壓升至 500V 繼續跑 1 小時， zh:後 700

V 跑 14 小時，接著以 800 V 的電壓跑 1 小時，最後升高電壓至 1000 V 跑 3 小時。

20 : SOS-PAGE 

10 的 IEF 分離好之後，再將 gel 從玻璃管擠出來，放在 equilibration bu仟er (其

成分為: 2.3 9 SOS ' 5 ml 2品I1 E ' 10 ml glycerol ' 0.75 9 Tris ' 85 ml H20 。共 100 ml 
pH 6.8) ，待其平衡 (20 分鐘，兩次) ，再轉移到 SOS間PAGE 膠體上方，以 1% low 
melting agarose 封膠'然後以 200 V 的電壓跑 5 小時。 VP1 subspecies 的鑑定採

用西方，墨、點法 o 西方墨、點法參照前面敘述，也就是將蛋白質轉印到 nitrocellulose

pap缸，再用抗體確認，以 OAB 呈色 o

莖全盟正豆豆1土生還主動IJ(OTη對 capsid 穩定皇盟主笠

7μg(50μ1)由 1弘30% sucorse gradient 純化的 VP1 capsid '單獨加入(1).10

mM EGTA(ethyleneglycol-bis-N ' N'-tetraacetic acid)(promega ' USA) 或(2).3 mM 
OTT (dithiothreitol) (Promega ' USA) ，式 (3). 同時加入 10 mM EGTA 及 3 mM OTT 
混合均勻，置於室溫，分別於室溫?小時， 3 小時， 5 小時測定血液凝集活性(HA) 。

贅合劑(EGTA)及還房主任豆士及盟主生全盤盤(reassembled capsid)穩定度的影響

由前面實驗已知 EGTA 及 OTT 同時存在會使 capsid 瓦解為 capsomere' 即完

全失去血液凝集的活性(HA) 。為了瞭解聲令劑 EGTA 及還Jffi、齊IJ OTT 對再組合 capsid

穩定度的影響，把經過 EGTA及 OTT 瓦解的 capsid( 民p capsomere) ，加入 20% OMSO 
梅止反應，然後利用 reassemble bu仟er(其成份為: 130 mM NaCI ' 10% OMSO '0.5 
mM CaCI2 ' 0.01 % Triton X間 100)把 capsomere 再組裝為 capsid' 於 4 0C ，置隔夜，

然後j貝11 HA 。如果 capsid 重新組裝回來，再分別加入 10 mM EGTA 或 3mM OT丁，

於室:且作用 5 小時，測其 HA 。

愛金堂任豆豆士:ðl及還原劑(OTT)使 capsid 瓦解的順序性

取二支 1.5 ml 離心管編號為 A ， B ，分別在兩管中各加入 7μ9 (50μ1) 純化

的 capsid '於 A 管中的 caps峙，先加入 3 mM OTT ，破壞雙硫鍵，然後透析在 TBS
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buffer( pH7.5) 中 '4 0C ，隔夜，測 HA' 第二天，加入 10 mM EGTA 置室溫 5 小時，

測 HAoB 管的 capsid 則先處理 10 mM EGTA'抓走鈣離子，同樣透析在 TBS buffer ' 
4 0C ，隔夜，測 HA' 加入 3 mM OTT ，置室溫 5 小時，測 HA 0 

利用 non-reducìng SOS-PAGE 及 Western blot 偵測 VP1 capsíd 雙硫鍵的鍵結

經過 10-30%茶、糖梯度離心純化的 VP1 capsid '各取 7μg' 分別加入含有還J!f，、

劑及不含還原劑的 2 倍 SOS sample buffer ' 100 Oc 沸騰的熱水中煮沸 10 分鐘，然

後跑 7% SOS-PAGE ' 150 V , 1 小時，接著轉印到 nitrocellulose paper 上， 110mA'

40 分多童，用 anti-JCV VP1 ;j九 f本f故 Western blot 且在認。

選擇、劑 OTT 對殼體雙硫鍵鍵結的影響

7μg 純化的 VP1 capsid '加入終濃度為 3 mM OTT ，置室溫 3 小時，然後透

析於 TBS 緩衝液，移去作用完的 OTT ，於 4 0C f，晶夜然後跑 7% SOS-PAGE ' 150 
V , 1 小時，接著轉印到 nitrocellulose paper 上， 110 mA' 40 分鐘，用 anti-JCV VP1 
抗体做 Western blot 確認。

主生盈注1型ide 對 VP1 capsid主旦旦somere 的雙硫鍵鍵結的影響

純化的 capsid 7μ9 (50μ1)及 3 mM OTT 、 10 mM EGTA 處理後完全解離的
capsomere(HA=O) ，兩者分別處理或不處理 0.5 mM diamíde '然後透析在 TBS

buffer(p H 7.5) ，於 4 0C 隔夜。接著跑 7% non-reducing SOS-PAGE gel 0 用 anti­

JCV VP1 抗体做 Western blot 確認 o

在f堅 _?_~_~!~R_E'_ÇB.~再 C1-C6一自立足位也主變色ite-ψ呵呵 m凹的全理主1世

(1 )step 1 PCR 
取 1μI JCVP1/pSG5 當模板(template) ，加入 5μ110 倍 Taq buffer ' 5μl 

材料 dNTP'2μI JCV1S1G primer 1 '及分別 2μ! 的 JCV1 C1AS , C2AS , C3AS ' 
C4AS ' C5AS ' C6AS 的 primer 2 ' 1μ1 Taq polymerase(Promega ' USA)及補 34
μI i成過菌的二次水至總体積為 50μI '上面覆蓋 30μi 礦物油，由 N 端做出包含

C1-C6 6 個位於 antisence 這一肢的突變片段，分別為 134 ' 249 ' 3叭， 607 ' 750 
及 786 bps 的 ONA 片段。另外一管員11取 1 ul JCVP1/pSG5 為模板，加入 5μ110X

Taq buffer' 5μI dNTP , 2μI JCV1AS1 G primer 1 及分別 2μI JCV1 C1S , C2S ' 
C3S ' C4S ' C5S ' C6S 的 primer 2 ' 1μI T aq polymerase '然後加入 34μi 滅過

菌的二次水至總体積為 50 川，上面覆蓋 30μi 礦物油，由 C 端做出色令 C1-C6 6 
個位於 sence 這一肢的突變片段，分別為 951 ' 835 ' 783 ' 477 ' 366 ' 297 bps 的
ONA 片段。接著跑 PCR ，的。C'3 分鐘 1 個循環及的。C ， 1 分鐘， denature ; 55 Oc ' 
1 分鐘， annealíng ; 72 oc ， 2 分鐘， extension '共 30 個循環，然後 72 0C ' 3 分
鐘， 1 個循環 o 然後，以 1 % agarose 電泳確定這個 PCR 產物。

(2)step 2 PCR : 
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接著取出各 0.5μ1(10ng) 由 step 1 PCR 做出的 N 端突變產物，命名為 C1AS ，

C2AS ' C3AS ' C4AS ' C5AS ' C6AS 及各 0.5μ1(10 ng )C 端突變產物，命名為
C 1 S ' C2S ' C3S ' C4S ' C5S ' C6S '加入 5μ110X Taq bu仟眩，及 4μIdNTP ，

然後加入 2μ1 JCV1 S1 G primer 1 ' 2μ1 JCV1AS1G primer 2 ' 1μ1 Taq 
polymerase '加二次水至總体 50 叭，上層覆蓋 30μi 礦物油。跑 PCR ， 95 0C ' 3 
分鐘， 1 個措王哀之後，鈞。C ' 1 分鐘， denature ; 55 Oc ' 15 分鐘使 N 端， C 端突變

點 annealing ; 72 Oc ， 2 分鐘， extension '共 10 個循環。接著跑正常 PCR ， 95 OC ' 
?分鐘; 55 日C 斗分鐘， 72 0C ' 2 分鐘， 20 個措環 o

接笙且堅堅白煙聖哲lid

(1 )設計聚合晦引子(prim笠)

為了得到完整的不含 JCVP1 基因的 pFX7 質体，我們由 VP1 的兩端設計兩條

primer PFXAS SPE: GTT GGG GCC ATT ATA CTA GTG ATG TTT T 及 PFXS

SPE : CTG T AA GGA TCC ACT AGT GTC GAC CTG CAG G '利用 PCR J支手持由

VP1 兩端反方向增幅 pFX7 基因。

ßL豆豆合且每連連鎖反應(PCR)

耳又 0.5μi 由 Mini-M plasmid DNA Miniprep kit (Viogenic ' Taiwan)抽出的
pFX7-JCVP1 DNA 當模板，加入 5μ110 倍稀釋的低鹽緩衝液，4μi 的材料 dNTP ，

及各 1μi 終濃度為 20 pmol 的兩股子!子 pFXS SPE 及 pFXAS SPE ，然後加入 1μ

i 具有校正功能的聚合將(Taq plus Long polymerase ' Stratagene ' USA)及 37.5μi

滅過菌的二次水，混合均勻後，覆蓋一層 30 州的礦物油，進行基因增幅。鈞。C ，

?分鐘，一個循環;再鈞。C ， 30 秒， denature; 60 oC ' 1 分鐘， annealing 及 72

。C ， 5 分鐘， extension 0 共 40 倍循環。然後跑 1% 瓊脂膠電泳分析。

@1主要娃 pFX7 至IJ E. Coli 細品全

由 PCR 放大出來的 pFX7 片段，利用 gel extraction kit (Viogenic ' Taiwan) 純
化出約 7.5 kb 的 pFX7 產物片段，取出 42μ1 '加入 3μISPEI 及 5μ110 倍緩撞了

液，混合均勻後，於 37 日C ，反應 3 小時。然後 50μl 帶有 SPE Ilinker 的 DNA ，

加入 4μIligase 及 6μI 10X ligase buffer ' 於 16 0C '隔夜，進行 self-ligation 。

第二天，取 150μ! 新鮮製備的 competent cells 加到 15μI pFX7 ligate '在冰上反
應 30 分錢，按著進行熱休克 3 分鐘，馬上放到冰上 5 分鐘，然後加入 200μI LB ' 
於 37 Oc 1 小時，使菌体先活躍，接著塗在含有 Ampicillin (100μg/100 ml)的平板

培養基上， 37 0C 培養箱中隔夜。以自動定序儀確定 DNA 的核甘酸序列。

(4) 在三扭扭主互

A. PCR 
取 pFX7 DNA 10 μ1(0.5μg) ，加入 1μI primer (5 pmol) ，及 8μ1 A.了G.C 反
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應混合物，混合均勻後，跑聚合且每連鎖反應(PCR) ) 96 0 C ) 10 秒) denature ;接
著 50 0C ) 5 秒 annealing ; 60 Oc ) 4 分鐘) extension 0 共 25 個循環。然後放於 4
OC )使其梅止反應。

日製作 seguencing gel : 

seq uencing gel 的成分為: 18 9 4 M urea) 5 ml 40% acrylamide 及 20 ml 二

次水，混合均勻後，用 0.2μm cellulose nitrate filter 過:處，並 degas 5 分鐘，然後

加入無茵的 5xTBE 緩衝液，最後補二次水至總体積 50 ml ，再加入 250-300μ110%

ammonium persulfate 及 35μITEMED 製成 seguencing gel) 置於室溫，約 3 小時。

C捨体的處理:

在 1.5 ml 離心管中，先加入 2μ13M NaOAc (pH 4.6志) )再加入已完成 PCR 的

混合物，均勻混合，加入 55μ195%酒精，混合均勻，置於-20 0C) 15 分錢，沈澱

混合物，然後離心，役，000 rpm ) 10 分鐘，接著輕吸掉上層液，加入 250μ175%

酒精，上下混合幾次，離心 12 ， 000 rpm ) 3 分鐘，移去酒精，於 speed-Vac 乾躁混

合物加入手5μIloading buffer[(成分為 :5 份的 Formamide 及 1 份的 Blue dextran 
(50 mM EDTA 及 50 mg blue dextran丸，混合均勻後，於 100 0C 沸水中友沸 2 分鐘，
置於冰上 5 分鐘，便 loading 於 sequencing 9剖，以自動定序儀(A凹) USA)定序。
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結果

空垃EE1KT::正CVP1 豆豆豆豆些些

我們收到由立陶宛的 Kestas Sasnauskas 教授所構築的 pFX7、JCVP1 後，得知

他們所構築的重組質體 DNA 是 8.6 kbs '於是我們利用 restriction mapping 再次確

定它的長度。於 1% agarose 電泳可看到沒有經過限制晦切的 cricular form pFX7-
JCVP1 '約 5 kb (圖 1 ' Lane 1) ，用 Sacl 切一刀可見 8.6 kb 的 linear form(圈 1 ' 
Lane 2) 。把 pFX7-JCVP1 轉謹(transformation)到酵母菌 (INVSC1)後，抽取轉娃的質

體 ONA (pFX7-JCVP1) ，用 PCR 放大 V們的基因 (1 ， 065 bps) ，確定 VP1DNA 存在

(國 1 ' Lane 3) ，而抽取的 pFX7、JCVP1 轉遲至11 E. colí 後，抽取質體 ONA ，再利用

restriction mapping確定與轉殖前是否一樣，結果於 1 % agarose 上看到 pFX7、JCVP1

未切型式(圖 1 ' Lane 4) ，及用 Sacl 切一刀為 8.6 kb( 閱 1 ' Lane 5) ，與未轉鐘前的
大小相同。

敏威性實驗:

為了了解轉殖酵母葛川VSC1 的 pFX7-JCV1 '對 formaldehyde 的敏~性及

JCVP1 蛋白質的表達情形。我們在轉殖(transformation)的過程中，利用選擇性的 YPO

平板堵養基，分別含有 30 '的， 50 ' 70 ' 90μ1/100 ml 的 formaldehyde 來篩選轉

殖的菌落。發現在 30 ' 40 ' 50 ' 70 ' 90μ 1/100 ml formaldehyde 的濃度下，菌落
均可生長。而分別挑選單一菌落去測試 galactose 誘發 JCV VP1 蛋白質表達的情

形，發現在這些 formaldehyde 濃度下，都有表達 JCVVP1 蛋白質(圖 2 ， Lane 3-7) 。

而在愈高濃度，菌落生長愈，段，立蛋白質表達量也愈低，所以，我們以 30μ 1/100 ml 
formaldehyde 為日後母養的選擇性濃度。

測定酵母菌生長車速

為了瞭解酵母菌 (/NVSC1)的生長狀況做為誘發(induction) JCV VP1 蛋白表達的
最佳時間點的參考， INVSC1 於 YPO 培養基培養，每 4 小時測定其吸光密度(00600)

做為生長指標，結果發現第 12 小時約為 mìd-Iog phase '第 20 小時約為 stationary

phase (圈 3) 。因此， VP1 表達的 induction 日寄問選定在第 12 小時。

JCVVP1 蛋白質在酵母菌細胞不同時問點的表達情形

為了暸解酵母齒不同時間表達 VP1 蛋白質的情形，我們以 Western bolot 測定

蛋白質表達的 time course '分別在 galactose induction 後，每 4 小時技集 1.5 ml í葛

液，一直到 72 小時，以 30μ9 /Iane 的蛋白質濃度，以 12.5% SOS-PAGE 分析，

再轉印到 nitrocellulose paper 上，再用 anti-JCV VP1 的抗體做 Western blot 分析。

結果，發現在 42 kd 左右有明顯的 JCVP1 蛋白質出現，約在 24 小時達到最大量(國

4 ' Lane 7) 。以後持平產量。所以，我們自後 induction JCVP1 蛋白質表達，至少
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以 24 小時為主。

JCVVP1 蛋白質在酵母菌細胞表達後之血液凝集活性(HA)

鼠類 polyomavirus VP1 在昆蟲細胞表達可形成殼體 (41) 。人類 JCV VP1 在

昆蟲細胞(9)及 ε coli(44)表達也會自己組合成殼體並可導致血液凝業現象(9 、 44) 。囡

比我們以血液JE是集試驗來初步證實 JCV VP1 是否在酵母菌細胞內自組殼體。 JCV

VP1/INVSC1 在酵母菌細胞表達 24 小時之後，收集細胞，溶於溶解緩衝液破細胞，

以連續稀釋法測定蛋白質血液;其主集活性。發現表達 JCV VP1 的酵母菌細胞液

( Iysate )有 20 X 211 hemagglutination activity (HA) ，而未表達 JCVVP1 的酵母

菌細胞液則不具血液凝集特性(表 1 )。此實驗初步證明 JCVV們在酵母菌細胞內

可自組為殼體。

JCV VP1 蛋白質的純化

由 HA 證實 JCVVP1 在酵母齒細胞內可能可自組為殼體 o 完整病毒顆粒 (virion)

密度為 1.34 g/cm3 ，空殼顆粒( empty capsid )密度為 1.29 g/cm3 (44) ，而一般蛋白
質的密度為 1.25 g/cm3 ， 所以我們利用此特性以 CsCI 超高遠離心純化 JCV VP1 蛋

白質 oCsCI 密度梯度離心之後，以約 200μi 為一 fraction' 測定每管血液凝集特性、

蛋白質密度、 SDS-PAGE 及 Western blot 。從血液凝集特性可見到 fraction 12 及沾

有兩個 HA 活性高峰，約分別分佈於密度 1.34 g/cm3 及 1.29 g/cm3 之處(麗 5) 。從

Western blot 上也可發現 fraction 12 及 15 確實含有兩個高峰的 VP1 蛋白質分佈(圈

6) 。以這些結果推測，純化出的 VP1 可能令有空殼顆粒(empty capsid-Iìke pa吋cle) , 

即密度 1.29 gfcm3 部分及密度 1.34 g/cm3 部分的完整病毒顆粒(virion-lìke particle)兩
部分蛋白質。所以，按著我們收集密度 1.36 至 1.32 含 1.34 g/cm3 (peak 1) (圈 5)

這部分蛋白質從 fraction 3 至IJ fraction 13 及密度 1.32 至 1.26 含 1.29 g/cm3 (peak 2) 
(圖 5) 這部分蛋白質從 fraction 14 到 fraction 30 '分別以 10-30% 蔣、糖梯度離心

之後，每 200 以為一 fraction 測定其 HA 並以 SDS-PAGE 分析蛋白質純度。由

HA 測定發琨 peak 1 這部分蛋白質在 fraction 1吋8 有 j活舌性高峰，而 peak 2 這部分蛋白

質在 fraction 2幻1 有;活舌性高 4峰學(圈 7η) 。從 SDS-PAGE 可看至到1) 分另別IJ 在 fraction 1惦8 及 fraction

2幻1 有高純度的 V叭Ir付ion叫1恥叫吋m斗扑州Ii圳ike叫(~圖章 8A釗)及 empt句yc臼as叩pl泊dιι-li

推測可能囡為 V叫ir叫ion-liI但及 empty caspid-like particle 分別在 240 S 及 170 S 不同的

沉降像數而使得 virion-like particle peak 往前 shift 0 

JCV VP1 蛋白質組成殼嫂的穿透式電子顯微鏡圈

為了史進一步證實 virion-like particle 及 empty capsid-likeparticle 的存在，我們

利用 uranyl acetate 陰祟( negatìve stain )在穿透式電子顯微下觀察純化的 VP1 殼
體形態。結果可見內部為實心，含核酸的病毒顆粒(virion-like pa吋icle) ，大小約為 45

nm (圈 9A)及空殼顆粒( empty capsid-like) ，亦即沒有包裹核酸(屬 98) 的兩種
殼體形態。

病毒顆粒(virion-like pa此icle)核酸的主堅
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我們實驗室己在原核細胞(E. co的中發現 'virion-like particle 可以色里 ONA(44) , 

我們預測真核酵母菌細胞也有類似情形 O 為了分析酵母菌內組裝的 virion-like particle 
是否包里核眩，在密度 1.34 g/cm3 的 virion州<:e 這一部分純化的蛋白質，用 ONase 1 

及 RNaseA 處理任何可能殘留在病毒顆粒外面的核酸後，用 leader phenol 萃取病毒

顆粒內的核酸，發現其內含有約 20 kb 及一些小於 2 kb 的核酸(窗 10 ' Lane 1) 。為
了証明這些核酸為 RNA 或 ONA 分子，用 ONase I 處理後， 20 kb 分子濤失了(聞泊，

Lane 2) ;用 RNase A 處理後， 2 kb 分子海夫(圖 10 ' Lane 3) ，顯示， 20 kb 的分子

為 ONA ，小分子的則為 RNA 0 接著，為了暸解 pFX7個JCVP1 是否也被包裝在殼體

內，因而以 PCR 偵測此萃取物，結果發現 JCVP10NA 確實存在(圖 10 ' Lane 4) 。

這表示在酵母菌內 JCV VP1 組裝成病毒顆粒也同時包裝 pFX7-JCVP1 plasmid 
ONA 0 

型f習假病毒殼体且堅凶豆豆豆psid pa此icle)攜噎生生性 ONA 至IJ 人類細鮑

為了證明在酵母菌組裝的 JCVVP1 c仿ap閃si泊d 可用來運送 ONA 進入人類細胞，我

們利用純化的 pseudocaps剖id par吋ti泊cl悟e 藉 osmotic shock 方 j法去 tι乙裝螢光蛋白基因的質體

ON、吐JA(仰pGEFP立立.心.

UV 顯微鏡下可見螢光蛋白質的表現(圓 1竹18昀) 0 這表示假病毒殼體(pseudocapsid

pa付icle)能夠攜帶含螢光蛋白基因的質體 ONA 到人類 293 細胞，然後在細胞內表達

螢光蛋白質。而單獨只用 pGEFP-C1 質體 ONA 而不含 pseudocapsid particle 的實

驗對照、組去$.染細胞，到沒有看到任何螢光蛋白質出現在 293 細胞中(圈竹A) 。

士心o dim哩~.tQn é!!.JI~L全封

鼠類 polyoma 病毒顆粒 VP1 species 有 6 種 (2) ，但 Forstova 等人 (24 )發

現在昆蟲細胞表達的 polyoma VP1 species 為 10 種。 Montross 等人 (41) 發現

polyoma VP1 在昆蟲細胞中有三種 species 0 在我們實驗中發現原核 E. colí 表達的人

類 JCVVP1 約有 7 種(廚 12A)' 昆蟲細胞所表達的人類 JCVVP1 約有 6 種(圈 128) 0 

由酵母菌表達的人類 JCVVP1 約有 6 種 species (圖 12 C) 

EGTA 及 OTT 對 VP1 殼体穩定性的影響

由鼠類 polyomavirus 、 8V40 及 JCV 研究得知，雙硫鍵及鈣離子對病毒顆粒的

完整性扮演重要角色(5 、 6 、 9 、 20 、 66) 。為了暸解人類 JCV VP1 殼體的穩定性，

我們以聲合劑(EGTA' 移除 Ca2+)及還原劑(OTT ，使雙硫鍵-8-8-變為硫氫基-8H)

向日寄處現 capsid '在室溫 5 小時，結果發現可使形成殼体的 VP1 蛋白質解離而失去

HA;舌性(圈 13) 。而單獨處理 EGTA 或 OTT 的情況，室溫?小時， 3 小時， 5 小時，

血液凝集的特性仍存在(圈 13) ，即 1茍保持殼体的完整性。

還原劑或整合劑對重新起全豆豆且全世拉圭笠

由上個實驗得知 EGTA 及 OTT 必須同時存在，才能使 capsid 解離為

capsomere 0 因此，我們懷疑雙硫鍵具有保護金屬離子的功能。如果雙硫鍵具有保護
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金屬離子被移去的作用，則在 reassembled VP1 殼体因缺乏雙硫鍵形成，只要 EGTA

存在應就可使其解離成 capsomere 0 由此我們把 capsomere 加入 Ca2+Q吏，使其重新

組合成 capsid 再分別加入 EGTA 或 OTT，結果發現只要單獨 EGTA就可以使 capsid

完全解離失去 HA' 而單獨 OTT 並無法使 capsìd 解離(圈 14) 。以此結果推論 Ca2+為

殼體組裝(assembly)所必需而雙硫鍵可能扮演保護 Ca2+被聲令的角色。

還原劑或贅合齊IJ處理 capsìd 的順序性對 capsid 種定度的影響

為了確定雙硫鍵具有保護金屬離子的功能，我們把 càpsid 先處理 OTτ 破壞雙硫

鍵後，以透析去除 OTT ，再加入 EGTA' 結果發現 capsid 完全瓦解為 capsomere'

失去血液凝集活性(圖 15) 。因為此時 capsid 中的 Ca片支有雙硫鍵保護，所以加入

EGTA 後便解離為 capsomere 0 而相反地，先加入 EGTA 作用 capsid 後，以透析去

除 EGTA ，此時 Ca2+ 仍有雙硫鍵保護而且單獨 EGTA 不會破壞 capsid 完整性，所以

隨後加入。TT 破壞雙硫鍵依然保持 capsid 完整結構及 HA 活性(國 15) 0 因此，我們

推論雙硫鍵應具有保護金屬離子的功能。

利用 non-reducìn立SOS-PAGE gel 偵測 capsìd 雙硫鍵的鍵結

為了分析雙硫鍵在 capsìd 組裝中的存在性，我們利用 reducìng SOS-PAGE 及

non-reducìng gel 觀察雙硫鍵是否存在 o 結果我們發現 V們在 reducing gel 含乞

mercapto-ethanol 只見約 42 kda 的 monomer( 園 16 ， Lane 1) 。而在 non-reducìng gel 
則出現 3種 mononer isoforms(約 42 ， 43 及 48 kda) 、 dimer(約 85 kOa)和少數trimer(約

120 kOa)( 固 17 ' Lane 2) 。這些 monomer isoforms 、 dimer 及 trimer 的形成只發現

於 non-reducing 9剖，可見 JCV 殼體內確時存在雙硫鍵 o 經過密度分析儀

(densitometry)分析，它們各占 VP1 分子的 45% ， 40%及 15% 。

還原劑。TT 對殼體雙硫鍵鍵結的影響

以上的實驗證實 JCV VP1 殼體內的雙硫鍵會受 2-mercapto-ethanol 破壞形成

monomer' 為了史進一步證實 OTT 也有相同的功能 G 我們以 OTT 處理 capsid '以

non-reducìng gel 分析，結果發現 dimer' trimer 都不見了，只剩 monomer(圖 17 ' 
Lane 2) 。因此，確定 OTT確實可以破壞 capsìd 內的雙硫鍵但 capsid 仍保有完整性(圈

13) 。

OTT 處理 JCV VP1 殼體後的電顯圈

在 papillomavirus L 1 殼體發現當 OTT 處理 L1 殼體會使得殼體構造膨脹，而此

膨脹的殼體可能是 capsomere 的前身產物(37) 。在我們實驗中以 OTT 處理 JCVVP1

殼體後以電子顯微鏡觀查其外形。結果發現殼體受 OTT 處理後並沒有瓦解成

capsomere 但呈現少許膨脹(約 46 nm)( 圈 18B)。沒有 OTT 處理的 capsid 約為 44nm

(圈 18A) 。

利用 non-redu豆旦旦U童車山盟笠些空空一是否存在雙硫鍵

22 



SV40 的三度空間結晶体構造指出:在 VP1 capsomere Æ capsid 的層次，立在沒
有看到雙硫鍵(39) 。為了史進一步探討 JCV VP1 capsomere 是否存在雙硫鍵，我們
以 EGTA 及 OTT 同時處理 capsid ，使其瓦解為 capsomere '然後利用 non-reducing

gel 觀察是否出現雙硫鍵的連結。結果只見 VP1 monomer(圍巾， Lane 2) 。可見
capsomere 並無雙硫鍵存在，以此推論 capsid 內的雙硫鍵是存在 capsomere 與

capsomere 之間。

主生愛世壇巨型豆盟主些1至聖巨型豆豆主空位豆巨型色的雙硫鍵的影響

diamide 是一種強氧化劑，它會使蛋白質的硫基(S --)氧化為雙硫鍵(-S-S-)

(41b) ，因此，我們利用它來觀察 capsid 內的 VP1 monomer 是否因純化過程受到氧

化而形成，以及已經失去雙硫鍵的 capsomere' 是否會透過 diamine 而使雙硫鍵再

形成。結果發現 diamide 處理 capsid 對雙硫鍵幾乎沒有影響，依然存在 monomer 、

dimer 及 trimer( 圖 20 ' Lane 2 )。處理 diamide 的 capsomere 則使部分的雙硫鍵再

形成，使 monomer 減少而 dimer 、 trimer 增加(圈 20 ' Lane 4 )。

JCV VP1 cysteine 突變蛋白質在 E. coli 表達情形

為了探討人類 JCV主要殼体蛋白\/們中形成雙硫鍵的氛基段(cysteine)對病毒殼

體組裝的影響，我們參考以 SV40 VP1 晶體結構(39)所模擬的台灣三號(43)JCVVP1

cysteine 所在位子(園 21) ，設計 PCR primer (表 2) ，利用定位點突變把 VP1 分子中

6 個 cysteine (第 41 個 cysteine codon TGC ;第 80 個 cysteine codon TGT ;第 97

個 cysteine codon TGT ;第 200 個 cysteine codon TGT ;第 247 個 cysteine codon 
TGC 及第 260 個 cysteine codon TGT )突變為 glycine( 第 41 個 codon GGCI命名為

C1 ;第 80 個 codon GGT/命名為 C2 ;第 97 個 codon GGTI命名為 C3; 第 200 個

codon GGTI命名為 C4; 第 247 個 codon GGC/命名為 C5 及第 260 個 codon GGTI 
命名為 C6) ~本實驗的 PCR 定位點突變，是由以前實驗室助理賴瑞芬完成。經由選

娃 C1 至 C6 至IJ 房、核 E. coli 6 pFlag 表達系統測定這些蛋白質表達情形。表達後的 C1

至 C6 total Iysate '以 14 ， 000 rpm 離心分開 supernatant 及 pellet' 分別以 12.5%

SOS闢PAGE 分折，再轉印到 nitrocellulase paper 上再以 anti-JCV VP1 .t削伊拉怠。發
現 C1 至 C6 蛋白質在 E. coli 中都大量表現(圖 22 C1 至 C6 totallysate:T) ，而大多
蛋白質都沈澱至11 pellet 中(圈 22 C1 至 C6 pellet: P) ，在 supernatant 部分則只有看到

少量蛋白質(圈 22 C1 至 C6 supernatant: S) ，可見 C1 至 C6 在 E. coli 系統是不溶的，

同時無法偵測到血液凝集活性(HA) ，所以我們企圖改以 yeast 表達率統做為繼續研究

的材料。

C1 至巴金主笠起巨型堅三型且堅)豆豆

為了確定 C1 至 C6 突變抹經由 PCR 定位點突變的正確性，我們以幾個短片段

primer 讀這些突變區域。以 JCV1 AS6 primer(ACA TGT GGA TCC TTA CAT GAG 
TAT ATT TCC '位於 VP1 的 306-292 桔甘駿序列)讀在 VP1 第 124 核甘酸突變(T

變 G)的 C1 及第 238 核甘酸突變(T 變 G)的 C2 ; JCV1 AS5 primer(ACA TGT GGA 
TCC TTA TAA AGC CTC CCC CCC '位於 VP1 的 456-442 核甘酸序列)讀第 288
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核甘盟主突變(T 變 G) 的 C3 ; JCV1 AS3 primer(ACA TGT GGA TCC TTA TAA GTT 
GτC ACC TTT' 位於 VP1 的 753-742 核甘酸序列)請第 597 核甘酸突變(T 變 G)的

C4 ; JCV1 AS2 primer(ACA TGT GGA TCC TTA AAT TAA ATC AGT AAG '位於
VP1 的 904-891 桔甘酸序列)讀第 739 核甘酸突變(T 變 G)的 C5 及第 778 核甘酸突

變(T 變 G)的 C6 。結果確定這些點突變無誤(圈 23) 0 C1 至 C6 突變株使用於分子選

娃。

Qf坦三JC'哩1豆豆

由於 JCVP1 可藉由 pFX7 plasmid 在酵母菌中大量表達立乏自我組裝成殼體(圈 4

至 9) ，因此我們想將 VP1 cysteine 突變株轉殖至 pFX7 並在酵母菌中表達。但我們

不知道 pFX7DNA 核甘酸序列，所以我們先利用 JCV1AS7 primer (Table 3) ，讀出
VP1 5- 端與 PYK1 基因連接處。 AS7 primer 請出 VP1 5 -端與 PYK1 基茵的 extra

base 366 至 385 核甘酸序列及 PYK1 基目的 386 至 660 核甘酸序列[(相對於基因庫

(Genebank) 中 PYK1 基因 accession No.\/01321 、 J01348 的核甘島生 636 至 905)]

及 GAL10 基因的 1 至 365 核甘盟主序列(相當於基因庫中 GAL10 基因 accession No. 
K02什 52 的 662 至 298 核甘酸序列)。接著，我們再由 GAL10 核甘酸序列土設計

PFXAS1 primer (Table 3) ，此 primer 讀出 GAL10 連接到 pUC19 的 7 ， 577 至 7 ， 116

核甘盟友序列(相當於基因庫中 pUC19 基因 accession No. L09137 、 X02514 的核甘酸

428 至 945) ，然後，以 pUC19 的 7 ， 577 至 7 ， 116 核甘酸序列為 template 至11 暴自庫

blast 程式去做基因比對(aligment) ，得到 pUC19 的 7 ， 575 至 4 ， 925 核甘酸序列(相當

於基因庫 pUC19 accession No. L09137 、 X02514 的 2 ， 668 至 428 ' 396 至 1 核

甘酸序:91]) 。然後以 pUC19 核甘酸序列設計 PFXS3 primer (Table 3) ，繼續議 pUC19

連接到 FDH1 基因的 extra base 4 ， 924 至 4 ， 848 及 FDH1 的 4 ， 847 至 4 ，298 核甘瑕

序列(相當於基因庫 FDH 1 accession No‘ M 58332 的 11 至 560 核甘酸序列)。另外，

以 JVC C6S primer (Table 3)讀 VP1 3 -端與 PG的基因連接處， C6S primer 讀出
VP1 3- 端主IJ PGK1 基因的 extra base 從 662 至 764 及 PGK1 基因的 765 至 1 ， 135

核甘竣序列(相當於基因庫 PGI的基因 accession No. J01342 的 1 ，455 至 1 ， 828 核甘

酸序列)。接著從 PGK1 基自設計 PFXS1 primer 讀 PGK1 連接到 2μ 基函，包括 extra

base 2 ， 896 至 2 ， 881 核甘酸序列，及 2 ， 880-2 ，444 的 2μ 基因核甘酸序列(相當於基

自庫 2μ 基因 accession No. J01347 、 \/01323 的 4 ， 311 至 3 ， 875 核甘酸序列) ，繼

續以此段 DNA 序列設計 PFXS4 primer 言賣出 2μ 的 2 ，443 至 1 ，775 核甘酸序列(相當

於基因庫 2μ 基因 accession No. J01347 、 V01323 的 3 ， 874 至 3 ， 206 核甘自主序列) , 

接著再繼續設計 PFXS5 primer 讀 2μ 的 1 ， 774刁， 136 核甘酸序列及 FDH1 基因的

2 ， 897 至 3 ， 355 核甘酸序:91](相當於基因庫中 FDH1 基因 accession No. M 58332 的

1 ， 968 至 1 ， 510 核甘駿序子。。並以此 DNA 序子仔11 基因庫 blast 做基因比對，得到 FDH1

的 3 ， 365 至114 ， 298 核甘酸序:91J(相當於 FDH1 基因 accession No. M58332 的 1 ， 509

至 576 核甘竣序列)並與 PFXS3 primer 所講出的 FDH1 4 ， 847 至 4 ，298 核甘酸序列

相連接。最後，以 PYK1 基因 3 -端設計 PFX AS2 primer (Table 3) ，讀 PYK1 基因

與 PGK1 基因連接處 o 確定無誤後使彙集不合 JCVP1 的全部 pFX7 核甘盟友序列，以

GAL10 基茵的第一個核甘臣是為起始密碼，共 365 個核甘酸(1-365 bps) ，接著 PYK1

基因&括 extra base 共 296 個核甘段(366 至 661 bps) , PGK1 基目包括 extra base 
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共 474 核甘盟主(662 至 1 ， 135 bps) ， 2μ 基因色括 extra base 共 1 ， 761 個核甘盟友(1 ， 136

至 2 ， 896 bps)' FDH1 基因包括 extra base 共 2 ， 028 個核甘酸(2 ， 897 至 4 ， 924 bps) , 

pUC19 基因包括 extra base 共 2 ， 653 個核甘酸(4 ， 925 至 7 ， 577) ，全長 pFX7 共 7 ， 577

館核甘酸 o 然後以電腦程式(Strider)編排全部核甘酸序列(園 24)及 restriction enzyme 
所切的切點(圈 25) ，並繪出其 genome map(圈 27) 。

piX7 表達質體的製備

因為 VP1 cystein 突變蛋白質在 E. coli 的L1 pFlag 表達系統不;容，所以我們以

PCR 構築在酵母菌系統表現的 pFX7 質體 O 利用已完成定序的 pFX7-JCVP1 核甘酸

序列在 VP1 的兩端設計 primer(PFXSSPE 及 PFXASSPE) ，以 pFX7、JCVP1 為

template 反方向增!福 pFX7 0 PCR 產物以 0.7% agarose gel 分析 DNA 片段大小 o 結

果發現在約 7.6 Kb 之處有 DNA 片段存在(麗詣) Lane 2) 。以 agarose 萃取 7.6 Kb 
的產物，以 SPE I dìgestìon 及 self.呵!培訓ìon) 然、後轉獲至IJ E. coli 0 以 miniprep 萃取轉

殖後的 pFX7 質體，利用 restriction mapping 確定其大小，以 0.7% agarose gel 電

泳分析。可見未切的 circular form 約 5 Kb( 圈 26 ) Lane 3) )以 SPEI 切出 7.6 Kb 
的 DNA 片段(麗詣) Lane 4) ) EcoR I 切出 4 ， 828 、 2 ， 380 及 369 bp 三段 DNA 片段

(圓 26 ' Lane 5) 。確定其大小無誤後，使企圖以此 plasmìd 在酵母菌系統表達 VP1

cysteìne 突變蛋白 O
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討言侖

過去鼠類多瘤性病毒的研究(5 、 27 、 52)發現在還原劑及華合劑同時存在，才能

使 capsid 解離成 capsomere 0 在我們實驗室藉由電子顯微鏡觀察，也確定向略加入

EGTA 及 OTT 會使人類多瘤性病毒 JCV capsid 失去血液凝集活性，是因解離成

capsomere 所致(圈 13)。但單獨加入 EGTA 或 OTT 並不會破壞病毒殼體(5 、 27 、 52) 。

capsome的加入二價金屬離 Ca2+ ，會使部分血液凝集活性恢復 O 而有趣的是，若在

此時，只單獨加入 EGTA ，就會使血液;真是集活性完全尚夫(國 14) 0 因為，加入 Ca2+

而恢復血液凝集，亦即恢復 capsid 的結構，此時的 capsid 正沒有雙硫鍵存在，所以

只要 EGTA 就可以使其解離成 capsomere 0 

另外，為了釐清 Ca2+及雙硫鍵在殼体穩定上所扮演的角色，我們在實驗中，先加

入整合劑(EGTA)除去 Ca2+ 後再以 OTT 破壞雙硫鍵，或相反的先加入 OTT 再加入

EGTA' 結果發現，先用 OTT 破壞雙硫鍵，再用 EGTA 贅令 Ca2+ ，可使 capsid 完全

瓦解為 capsomere' 即失去血液凝集活性;而先加入贅合劑再破壞雙硫鍵，無法破

壞病毒顆粒仍保有血液JE是集活性(閱 15) 0 經由這些結果，我們推論二償金屬離子 Ca2+

是殼体完整性所必須，而雙硫鍵貝1) 有保護殼体內的二償金屬離子被贅合劑移去的功

能。

從 polyomavirus(5)及 SV40(20)的殼体穩定性試驗，証實還原劑是殼体解離所

需。因此推別需要雙硫鍵幫助穩定病毒顆粒，而使這些鍵還原，則是病毒脫殼

(uncoating)過程很重要的步驟之一。然而， 1991 年， Liddington(39)對 SV40 VP1 蛋

白質所作的 X-ray 繞射三度空間結構閣，不管是在 VP1 monomer 或 pentamer 的層

次並沒有看到雙硫鍵的存在 O 但是，他們利用 Hg 標定 cysteine 的研究中，仍証明

SV40 的 7 個 cysteine 中，有 3 個不能被 Hg 標定，推測這三個 cysteine 可能形成雙

硫鍵鍵結。

此外， Ghafakhanian (29)等人研究 SV40 VP1 蛋白質，証實雙硫鍵可是基因自我

組裝的 postpentameric 12S 複合物，且雙硫鍵參與在病毒組裝過程的 postpentameric

階段 o Sapp 等人(56) ，在昆蟲細胞中研究人類 papillomavìrus 也發現其主要殼体蛋

白質 L1 中的兩個 cysteine 形成 capsomere 之間雙硫鍵，約二分之一的 L1 蛋白質形

成 trimer 0 而此 trimerìzation 使 capsomere 連結，對保持 papìllomavìrus 殼体的穩

定相當重要。

在本篇研究中我們利用 non-reducing SOS-PAGE 分析人類多瘤性病毒 JCVVP1

殼体(capsid)的雙硫鍵鍵結，發現自然狀態下的 VP1 分子之間，在環境中的 SOS 存

在下，出現 3 種 VP1 monomer isoforms 及 dimer 和少許 trimer(圈 16) ，它們分別占

全部 VP1 分子的 45% ， 40%及 15% '可見雙石灰鍵確實存在 V們在殼体中，而這些

monomer 是單獨存在並非純化過程所產生(麗 20) 。當我們以 OTT 破壞殼體雙硫鍵

後，在 non-reducing gel 只見 VP1 monomer(國 17 ' Lane 2) 。同時，其電顯圈呈現
少許殼體構造膨脹的現象(圈 188) ，推測可能是即將瓦解為 capsomere 的前軀構造，

隨後容許 EGTA 移去鈣離子而瓦解為 capsome悶。所以雙硫鍵不但可保護二償金屬

離子，同時具有穩定殼體構造的功能。

當我們同時用 OTT 及 EGTA 處理 capsid '使其完全瓦解為 capsomere 後，以

'26 



non-reducing SDS-PAGE 分析，沒有出現 dimer 及 trimer( 國 19) 。因此我們推論

capsomere 並沒有雙硫鍵，殼體內的雙硫鍵走存在 capsomere 與 capsomere 之間。

這些 intercapsomeric 雙硫鍵鍵結使約二分之一(55%) VP1 蛋白質形成 dimer 及

trimer' 藉由這些 dimerization 及 trimerization 的連結穩定 VP1 妓體的構造 o 另外，

當我們用 diamide 處理 capsid 及 capsomere '以 non-reducing SDS-PAGE 及 HA

分析發現 capsid 內的雙硫鍵羊沒有增加(圈 20 ' Lane 2) ，而 capsomere 的雙硫鍵

鍵結則部分氧化回來(圈 20 ， Lane 4) 0 推測可能殼體內的雙硫鍵鍵結是定量存在的，

游離於殼體表面的硫氫基並不多，密度測定儀定量 dimer 及 trimer 約占全部 VP1 分

子的一半(55%) 。而 diamide 確實可使 capsomere 的雙硫鍵鍵結部分還原，這也許有

利於殼體的再組合(reassembly) 效率，利用它去包裝外來 DNA 的效率或許有一些幫

旦力 O 

由於 JC 病毒不容易在組織培養中得到，而且在厚、核細胞(E. coli)所表現的 VP1

突變蛋白不 j容，因此我們還用酵母菌表達系統做為 JC 病毒蛋白功能的研究。為了探

討雙硫鍵對病毒組裝的影響，我們得先暸解人類多瘤性病毒 JCVV們在酵母菌率統

是否自我組裝(self明assemble)成 capsid-like pa此icle 0 於是，我們將源自於類風濕性

驕節炎病人尿液的 Taiwna-3 JCV VP1 結構基因(竹、 12 、 15 、 17 、 43)送到酵母茁

細胞表達。由於先前我們實驗室已証實人類 JCV VP1 蛋白質可在昆蟲細胞(9)及

E. coli(44) 中自我組裝成殼体 O 利用 JC virus 具有;其是黨人類 O 型血球的特性(46) ，証

實在酵母菌細胞表達的 VP1 蛋白質確定具有 HA(表 1) ，所以 JCVVP1 蛋白質在 yeast

細胞內已形成 capsid-like particle 。透過 CsCI 密度梯度離心發現在 yeast 細胞內形成

的 VP1 殼体含有 2 個 population( 圈 5) ，第一個 population 位於密度 1.34 g/cm3 部

分，電顯圈呈現類似完整病毒顆粒(virion-like pa付icle) 的構造(圈 9A) ，隨後萃取其內

的核酸，則發現包裹著 DNA 及 RNA 分子(圈 10 ， Lane 1) ，在鼠類 polyomavìrus VP1 
(31 )及猴子 BLPV VP1 (48)也証實這些蛋白質在昆蟲細胞表達，可以包里 DNA 分子。

而人類 JCV VP1 也被發現在 E. coli 中包裹 DNA 及 RNA 分子(44) 。這些現象，在真

核~統，包括 yeast ，推測可能是這真核的 DNA 與宿主的 histone 蛋白質纏繞而形成

一個 minichromosome 的構造變化。第二個 population 位於密度 1 .29 g/cm3 附近，
電顯圈呈現類似空殼体(empty capsid斗ike pa付icle) 的構造(圓 9B) 。先前鼠類

polymavirus VP1 (23 、 24 、 31 )及 SV40 VP1 (53) 已被証實可在昆蟲細胞自我組裝成
capsid-Iike particle '其 pseudocapsid 可攜帶外生性 DNA 到哺乳類細胞中 (23) 。最

近的研究，在 E. coli 自我組裝為 capsid-like particle 的人類 JCV VP1 '也被証實可
包裝 DNA 及攜帶外生性 DNA 到人委員細胞(44) 0 在本研究中，我們成功地利用

pseudocapsid 攜帶可表達螢光蛋白質的質体 DNA(pEGFP-C1)到人類腎臟上皮細胞

表達，也說明了在酵母菌細胞形成的 capsid-like pa吋c1e 具有包裝及攜帶外生性 DNA

Pυ、類細胞的能力，可能可運用做為基因治療的有效載体 O

此外。在酵母菌細胞表達的蛋白質的修飾作用 (modifìcation)類似於哺乳類細胞的

修飾作用，如磷酸化(phosphorylation) ，乙瞌化(acetylatìon) ，醋化(glycosylation)等

(34) 。利用 2D-PAGE 分析人類 JCV VP1 蛋白質，發現在原核細胞 E. coli 表達的蛋

白質有 7 種，昆蟲細胞表達的有 6 種，而在酵母菌細胞表達的則有 6 種。 VP1 蛋白

質的修飾作用可能跟病毒顆粒的組裝有關 (2) 。同一 polypetìde 不同的修飾，是否造

成不同的生物功能，目前尚不明自索，需史進一步分析 o
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圈 1 :以 agarose gel 分析 pFX7-JCVP1 的長度大小。經由基因重組所構築的 pFX7、JCVP1

質體 DNA ，利用 restriction mapping 確定其長度大小 o Lane 1 :未切的 circular form 
pFX7-JCVP1 質體 DNAo Lane 2: 以 Sacl 切一刀，可切出約 8 ， 600 bp 的 linear form 
DNA 片段。 Lane 3: 轉娃酵母菌後 'miniprep 萃取質體 DNA ，以 PCR 偵別 VP1 DNA 
(1 ,065 bp) 的存在。隨後轉殖到 E. coli ， 以 agarose gel 確定 pFX7、JCVP1 的存在

(Lane 4) 。並以 restriction mapping ，用 Sacl 切出 8 ， 600 bp 的 DNA 月段(Lane 5) 。
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同 j濃辰度的 formaldehyde 的酵母菌細胞內的表達情形，以 an州1吋吋t討i-J、JCVP們1 抗體俗做丈 Western
b削10仗t 分析。 Lane 1 :沒有表達 JCVP1 蛋白質的 yeast 細胞，做為陰性對照扭。 Lane
2 : JCVP1/ 6. pFlag/JM1 09 做為陽性對照扭。 Lane 3個7 分別是含 30 、 40 、 50 、 70 、
90μ 1/100ml formaldehyde 濃度生長的酵母菌細胞 O
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國 3: pFX7-JCVP1/INVSC1 的生長曲線 o 轉殖酵母菌的 pFX7-JCVP1 在 YPD

培養基中生長，以每 4 小時的時間間隔，測定其吸光度的變化。

36 



串串"

45-
$品

29-

盟 可6 17 

喇喇喇喇鄰關P1

國 4: 西方墨點法(Western blot)分析 JCVVP1 蛋白質在酵母菌細胞內不同時間點的表達情

形 o pFX7-JCVP1 在含有 30% formaldehyde YPD 垮養基的酵母菌細胞中生長達
mid斗og phase 後，加入 3 % galactose 誘發 VP1 蛋白質表達，以每 4 小時的時隔

位集菌液，以西方墨點法(Western blot)分析 o Lane 1 : JCVP11 L1 pFlag IJM109 做為
陽性對照組。 Lane2-17 分別為第 4 、 8 、 12 、 16 、 20 、 24 、 28 、 32 、 36 、 40 、 44 、

48 、 52 、 56 、 60 、 72 小時。
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圈 5: 以 CsCI 密度梯度離心純化來自酵母菌細胞液的 VP1 capsid-like particle 。
經過 CsCI 密度梯度離心純化後，每一 fraction 以血液凝集活性(HA)及密

度測定分析。
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圈 7: 以 1弘30% 1在糖梯度離心純化 vìrìon-like particle 及 empty capsid-like 
partic悔。經過 10-30%濤、糖梯度雄心純化密度 1.34 g/cm3 (virion-Iike) 
population 及密度 1.29 g/cm 3 (empty capsid-like) population 的 JCV VP1 
蛋白質各 fractìon 以血液凝集特性分析。
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圈 8: 以 SDS-PAGE 分析純化的 virion-like particle 及 empty capsid-like particle 的蛋白
質純度。 virion-like pa付icle 及 empty capsid-like particle 經過 10-30% 濤、糖梯度離
心純化後，分別以 12.5% SDS-PAGE 分離，再以 Coomassie blue 染色，分析其純
度。 (A). virion-like particle fraction 3-38 的蛋白質純度。 (8). empty capsid-like pa吋icle
fraction 1-33 的蛋白質純度。
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國 9: JCVVP1 殼體的電顯扇。純化的 JCVVP1 殼體，以 2% uranyl acetate 染色，以 TEM

觀察其外形。 (A) 密度 1.34 g/cm3 的部分，即 virion-like particle 的電顯圈。但).密度

1.29 g/cm3 的部分，即 empty-capside-like particle 的電顯圈 o 圈中的 bars 為 100 nm o 
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聞 10 :以 garose gel 分析由 VP1 病毒顆粒(virion-like pa付icle)所萃取的核酸。由病毒顆粒

所萃取的核自主用 1 % agarose gel 分析。 Lane M:分子最 maker 0 Lane 1 密度 1.34

g/cm3 的病毒顆粒 ( virior干-like particle )所萃取的核酸。 Lane 2 :由 Lane 1 所萃取的
核攻隨後以 DNase I 處理。 Lane 3 :由 Lane 1 所萃取的核酸隨後以 RNase I 處理。

Lane 4 :密度 1.34 g/cm3 的病毒顆粒 ( virion-like particle )所萃取的核駿以 PCR 偵

測 VP1DNA 的存在。
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(A) 

(8) 

圈 11 :以 UV 顯微鏡觀察 JCV VP1 pseudocapsid particle 攜帶 pEGFP-C1 質體 DNA 咸丰
人類胎兒腎上皮細胞 293 表達螢光蛋白質。 (A) 單獨 pEGFP-C1 成染 293 細胞。
(B)JCVVP1pmLidocapsid partic!e 攜帶 pEGFP-C
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(A) 

(8) 

(C) 

醫 12:20gel 分析在f車站細胞(E. colí cell)及真核細胞(1nsect cel l/yeast cell)所表達 JCVVP1
蛋白質的 subspecies 。在 E. coli ' Insect cell 及 yeast 中純化得到的 JCVVP1 蛋白
質，用 IEF 及 SOS-PAGE 分離後，以 anti-JCV VP1 抗體鑒定 VP1 的 subspecies 。
(A). E. coli cell 中 VP1 subspecies 0 (8). Insect cell 中的 VP1 subspecies 0 (C). yeast 

中的 VP1 subspecies 
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圓 13.EGTA 及 DTT 對殼體穩定性的影響。純化的 JCV VP1 殼體分別以 10 mM 
EGTA , 3 mM DTT 或兩者同時存在作用 JCV VP1 殼體 1 ， 3 , 5 小時
後，測血液凝集活性。
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EGTA 及 DTT 對再組合(reassembled)capsid 的影響。
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120 

圈 15. 處理 EGTA 及 DTT 的順序性對 VPl 殼體的影響。 VP1 殼體先處理 EGTA 後
再加入 DTT 或先處理 DTT 後再加入 EGTA' 分JjIJ測定其血液凝集活性。
EGTA/DTT : VP1 殼體先處理 EGTA 後經過透析再加入 DTT 0 D甘/EGTA: VP1 
殼體先處理 DTT 後經過透析再加入 EGTA 。
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111 

91 

66 

蜀?吟6.N叫Jon干.刊d叫吋 SDS-PAGE 分析 VP們?殼體白的台雙碟鍵鍵結。 Lane 1 :且也化的 JCVVP1
C伺叫吋a叩削p閃S州制咐咐吋ic划cle ，~&由還原劑處理叭。Lane 2:司JCVVP們1 c伺a句削p肉州附S剖i恬dPZicie 沒有還原劑處理
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91 

串串

45 

圈 17 : Nor干reducing SOS-PAGE 分析。TT 對殼體內雙硫鍵鍵結的影響。 Lane 1 沒有處
理 OTT 的 JCV VP1 殼體。 Lane 2 :處理 OTT 的 JCV VP1 殼體。
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(A) 

(B) 

圈 18 : DTT 處理殼體後的電顯園。 (A)為未經 DTT 處理的 JCV VP1 殼體。 (8)經過 DTT 處
理的 JCV VP1 殼體 o 圈中的 bar 為 100 nm 0 
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晶晶

45 

可

圈 19: Non-reducing SDS-PAGE gel 分析 JCV VP1 capsomere 的雙硫鍵鍵結。 Lane 1 
純化的 JCV VP1 capsid 0 Lane 2 :同時處理 EGTA 及 DTT 後瓦解的 capsomere 0 
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111 

會7

廚 20: Non-reducing SDS-PAGE 分析 diamine 處理的 JCV VP1 capsid 及 capsomere 0 

Lane 1 :純化的 JCV VP1 capsid 0 Lane 2 :經過 diamide 處理的 capsid 0 Lane 3 : 
JCV VP1 capsomere 0 Lane 4 : diamide 處理之後的 capsomere 0 
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國 21 :台灣三號(43)JCV VP1 cysteine 所在位置。將 JCVVP1 氛基雄序列送至 Swiss-Model

網站並利用 SV40 VP1 晶體構造(39)為 template 模擬 JCVVP1 之立體結構，找出其

中之 cysteine 所在位置，分別位於第 40 、第 80 、第 97 、第 200 、第 247 及第 260

個氛基酸(紅色隨域為 cysteine) 。
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圈 22: 以西方墨點法(Western blot)偵測 JCVVP1 C1 至 C6 蛋白質在 E. coli 表達情形及溶

解度。C1 至 C6 經選麓入εcoli 系統Li pFlag 表達載體後，以 IPTG 誘發蛋白質表達，
並溶解細胞液然後離心分問 supernatant 及 pellet 0 以 JCV VP1 抗體鑑定。 T:total
Iysate; S:supernatant; P:pellet 0 
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聞 23:利用 DNA 定序(sequencing)分析 JCVP1 C小C6 蛋白質的核甘竣點突變序列。由
PCR 點突變後的產物以 DNA 定序分析 C1(VP1 第 124 核甘駿)、 C2(VP1 第 238 核
甘酸)、 C3(VP1 第 288 核甘段)、 C4(VP1 第 597 核甘盟友)、 C5(VP1 第 739 棧甘酸)、
C6(VP1 第 778 核甘駿)其核甘股 T 突變為 Go
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工 o 20 30 40 
1 ATCAAAAATC ATCGCTTCGC TGATTAATTA CCCCAGAAAT 

81 AATTTGATTC GTTCATTTGA AGGTTTGTGG GGCCAGGTTA 
161 GTAGAATCTT TATTGTTCGG AGCAGTGCGG CGCGAGGCAC 
2 是 1 ACGGAGGAGA GTCTTCCTTC GGAGGGCTGT CACCCGCTCG 
321 AAGCGTATTA CTGAAAGTTC CAAAGAGAAG GTTTTTTTAG 
401 TTCCTAAAAA AAAAAAAλAG GCTCGCCATC AAAACGATAT 
是 81 ACTTTTCATT TCCAAGAACC TCTTTTTTCC AGTTATATCA 
561 CATTCTTTTT CATCCτ~TGG TTTTTTATTC TTAACTTGTT 
641 AACAAATAAA ACATCACTAG TGTCGACCTG CAGGCATGCA 
721 CATGGTCATA GCTGTTTCCT GGGAATTCAT CGATA'宜'CTAG
801 TATTGGAAGG TAAGGAATTG CCAGGTGTTG CTTTCTTATC 
881 AATTTTTTTCτ~TTCTCTTT CCCATCCTTT ACGCTAAAAT 
961 CGTATATATA GACTATTATT TATCTTTTAA TGGATTATTA 

10唔 1 TTTATGCAGT TTTTTTTTCC CATTCGATAT TTCTATGTTC 
1121 CGTTCGTTAA AGCTTATGAT CCAATATCAA AGGAAATGAT 
1201 CATATAGAAC AGCTAAAGGG TAGTGCTGAA GGAAGCATAC 
1281 AGACTACCTT TCATCCTACA TAλATAGACG CATATAAGTA 
1361 GTATATATAT ATACAGGCAA CACGCAGATA TAGGTGCGAC 
l是 4 工生'CGGAAGCGC TCGTTTTCGG AAACGCTTTG AAGTTCCTAT 
1521 AGAGCGCTTT TGAAAACCAA AAGCGCTCTG AAGACGCACT 
1601 AAAATATTGC GAATACCGCT TCCλCAAACA TTGCTCAAAA 
1681 AACCTACCCλ 生'CCACCTTTC GCTCCTTGAA CTTGCATCTA 
1761 CTCTTT.且.GAC AAAAλAATTG TAGTAAGAAC TATTCATAGA 
工841 CGTAGTATAT AGAGACAAAA TAGAAGAAAC CGTTCATAAT 
1921 TTCACAAAGT ATGCGCAATC CACATCGGTA TAGAATλ.TAA 
2001 CGCT.λGTAAT CAGTAλACGC GGGAAGTGGA GTCAGGCTTT 
2081 TAACCTTAλC GGACCTACAG 虫'}CAAAAAGT TATCAAGAGA 
2161 AGATGCTTTG TTAGAAAAAT AGCGCTCTCG GGATGCATTT 
2241 ATAGCGCTCT CGCGTTGCAT TTCTGTTCTG TAAAAAT包CA
2321 CATTTTτ:GTT TTACAAAAAT GAAGCACλ.GA TTCTTCGTTG 
2401 ATGCAGCTCA GATTCTTTGT TTGAAAAATT AGCGCTCTCG 
2481 GTTAACAAAG ATATGCTATT GAAGTGCAAG ATGGAAACGC 

. 2561 CAATAGATGC AATAGTTTCT TCAGGAACCG AAATACATAC 
, 264 工 GGTTCAAATA TACTATCTGT TTCAGGGAAA ACTCCCAGGT 

2721 GTAAATCTGT AAAACAGTTT GTCGGATATT AGGCTGTATC 
2801 TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTAT ATATATTTCA 
2881 GTTTTGCCAG GTGACGATTC AGATAATGAA TAGAATTTTT 
2961 AATAATAGAT AATATATACG TATCTTAATT ACAAACGAAC 
3041 CAACAACAGC TCTGATACAA TCACCAGCAT GCATTTCTTC 
3121 ATGAATTCTT CAACCTTCAA TTTACCATCC AAGTAATTGT 
3201 GAAAGCAGCT CCTTTCCAAG TTCTACCGGT AACCAATTGG 
3281 CλATAAτ:GAC GGAAGTACCC CAACCTTTAT GACλAGCTTC 
3361 AAAGTGAAAT CACAACCACC ATCGGTCATT TCAATCAATT 
3441 AACAλAGGCA GTGGCACCAA GTTTTTGACC CCATTCTTCT 
3521 CTCTTTCAGC ACAACCTTGA ATGACGGATA ACCCGACAAT 
3601 TTGGCGGTGA 虫3GTGGC

50 60 70 80 
AAGGCTAλλA AACTAATCGC ATTATCATCC TATGGTTGTT 80 
CTGCCAATTTτ'TCCTCTTCA TAACCATAAA AGCTAGTATT 160 
ATCTGCGTTT CAGGAACGCG ACCGGTGAAG ACGAGGACGC 240 
GCGGCTTCTA ATCCGTACTT CAATATAGCA A:岱GAGCAGTT 320 
GCTAATCGGC CTCGAATTCG AGCTCGGTAC CTTTAGTGTC 是 00

TCGTTGGCTT TTTTTTCTGA ATTATAAATA CTCTTTGGTA 是 80

TGGTCCCCTT TCAAAGTTAT TCTCTACTCT TTTTCλ.TATT 560 
TATTATTCTC TCTTGTTTCT ATTTACAAGA CACCAATCAA 6是 O

AGCTTTCCCT ATAGTGAGTC GTATTAGAGC TTGGCGTAAT 720 
ATCTCCCATG TCTCTACTGG TGGTGGTGCT TCTTTGGAAT 800 
CGAAAAGAAA TAAATTGAAT TGAATTGAAA TCGATAGATC 880 
AATAGTTATT TTATTTTT依; AATATTTTTT ATTTATATAC 960 
AGATTTTTAT TAAAAAAAAA TTCGCTCCTC TTTTAATGCC 10唾 O

GGGτ'l'CAGCG TATTTTAAGT TTAATAACTC GAAAATTCTG 1120 
AGCATTGAAG GATGAGACTA ATCCAλTTGA GGAGTGGCAG 1200 
GATACCCCGC ATGGAATGGG ATAATATCAC AGGAGGTACT 1280 
CGCATTTAAG CATAAACACG CACTATGCCG TTCTTCTCAT 1360 
GTGAACAGTG AGCTGTATGT GCGCAGCTCG CGTTGCATTT 1440 
TTCGAAGTTC TATTCTCTAG CTAGAAAGTA TAGGAACTTC 1520 
TTCAAAAAAC CAAAAACGCA CCGGACTGTA ACGAGCTACT 1600 
GTATCTCTTT GCTATATATC TCTGTGCTAT ATCCCTATAT 工 680

AACTCGACCT CTACATTTTT TATGTTTA'τ'C TCTAGTATTA 1760 
GTGAATCGAA AACAATACGA AAAτ:GTAAAC ATTTCCTATA 1840 
TTTCTGACCA ATGAAGAATC ATCAACGCTA TCACTTTCTG 1920 
TCGGGGATGC CTTTATCTTG AAAAAATGCA CCCGCAGCTT 2000 
TTTTATGGAA GAGAAAATAG ACACCAAAGT AGCCTTCTTC 2080 
CTGCATTATA GAGCGCACAA AGGAGAAAAA AAGTAλTCTA 2160 
TTGTAGAACA AAAAAGAλGT ATAGATTCTT TGTTGGTAAA 2240 
GCTCAGATTC TTTGTTTGAA AAATTAGCGC TCτ'CGCGTTG 2320 
GTAAAATAGC GCTTTCGCGT TGCATTTC虫; TTCTGTAAAA 2哇。o

CGTτ:GCATTT TTGTTCTACA AAATGAAGCλCAGATGCTTC 2哇 80

AGAAAATGAA CCGGGGATGC GACGTGCAAG ATTACCTATG 2560 
ATτ:GTCTTCC GTAAAGCGCT AGACTATATA TTATTATACA 2640 
TCGGATGTTC AAAATTCAAT GATGGGTAAC AAGTACGATC 2720 
TCCTCAAAGC GTATTCGλAT ATCATTGAGA AGCTGCATTT 2800 
AGGATTTACC ATTGTAATGT CTGCCCCTAA AAAAATCGTC 2880 
AGTAATCCAT TTTTTATTTT TATTTTTATT TGAAGGTTAT 2960 
λAACAAACAA CTTAAAGTTT GCTGTCTAGT CA'τ:GACAAGT 30唾 O

AAAAGCTTTG TTAλ，TGGCτ:G CCAAAGGTTC TCTGTGGGTA 3120 
TAACAATTCC TGGTAATTGG GATCTACCTT TAλCACCACC 3200 
AATGGTCTGG TGGλAATTτ'C TTTACCAGCT GCAGCAACAC 3280 
CAAAGCGTTT CTCATAACCC CAACATTACC GGTACAA虫2λ3360
TATCGACλAT AGTGGTACCT TCTGGTAATT TGGTTGGGTT 3哇 40

TTCTTGTCAC TGATATCAAC TAAλATGATT TGAGCAGCTC 3520 
ACCACCACCG AAAACAGCAA CGTTGTCACC TT哩~TGAλCG 3600 
CACAACCTAA CAAACAAGCT TTGTCAAATT CAGCT 

圈 24.pFX7 的核甘蔽序列分析。全長共有 7 ，577 bps 0 (接下頁)。
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(接上頁)

5041 GATCGCCCTT CCCAACAGTT GCGCAGCCTG AATGGCGAAT GGCGCCTGAT GCGGTATTTT CTCCTTACGC ATCTGTGCGG 5120 
5121 TATTTCACAC CGCATATGGT GCACTCTCAG TACAATCTGC TCTGATGCCG CATAGTTAAG CCAGCCCCGA CACCCGCCAA 5200 
5201 CACCCGCTGA CGCGCCCTGA CGGGCTτ~TC TGCTCCCGGC ATCCGCTTAC AGACAAGC羽~ TGACCGTCTC CGGGAGCTGC 5280 
5281 ATGTGTCAGA GGTTTTCACC GTCATCACCG AAACGCGCGA GACGAAAGGG CCTCGTGATA CGCCTATTTT TATAGGTTAA 5360 
5361 TGTCATGATA ATAATGGTTT CTTAGACGTC AGGTGGCACT TTTCGGGGAA ATGTGCGCGG AACCCCTATT TGTTTATTTT 5440 
5是 41 TCTAAATACA TTCAAATATG TATCCGCTCA TGAGACAATA ACCCTGATAA ATGCTTCAAT AATATTGAAA AAGGAAGAGT 5520 
5521 ATGAGTATTC AACATTTCCG TGTCGCCCTT ATTCCCTTTT TTGCGGCATT TTGCCTTCCT GTTTTTGCTC ACCCAGAAAC 5600 
5601 GCTGGTGAAA GTAAAAGATG CTGAAGATCA GTTGGGTGCA CGAGTGGGTT ACATCGAACT GGATCTCAAC AGCGGTAAGA 5680 

5681 TCCTTGAGAG TTTTCGCCCC GAAGAACGTT TTCCAATGAT 
5761 CGTATTGACG CCGGGCAAGA GCAACTCGGT CGCCGCATAC 
5841 AGAAAAGCAT CTTACGGATG GCATGACAGT AAGAGAATTA 
5921 ACTTACTTCT GACAACGATC GGAGGACCGA AGGAGCTAAC 
6001 GATCGTTGGG AACCGGAGCT GAATGAAGCC ATACCAAACG 
6081 GTTGCGCAAA CTATTAACTG GCGAACTACT TACTCTAGCT 
6161 TTGCAGGACC ACTTC虫~GCτ'CGGCCCTTC CGGCTGGCTG 
62 也 1 CGCGGTATCA TTGCAGCACT GGGGCCAGAT GGTAAGCCCT 
6321 TATGGATGAA CGAAATAGAC AGATCGCTGA GATAGGTGCC 
E是 01 CATATATACT TTAGAT'民主AT TTAAAACTTC ATTTTTAATT 
6481 ACCAAAATCC CTTAACGTGA GTTTTCGTTC CACTGAGCGT 
6561 TTTTTTTCTG CGCGTAATCT GCTGCTTGCA AACAAAAAAA 
6641 TACCAACTCT TTTTCCGAAG GTAACTGGCT TCAGCAGAGC 
6721 GGCCACCACT TCAAGAACTC TGTAGCACCG CCTACATACC 
6801 CGATAAGTCG TGTCTTACCG GGTTGGACTC AAGACGATAG 
6881 CGTGCACACA GCCCAGCTTG GAGCGAACGA CCTACACCGA 
6961 CTTCCCGAAG GGAGAAAGGC GGACAGGTAT CCGGTAAGCG 
7041 GGGAAACGCC 虫3GTATCTTT ATAGTCCTGT CGGGTTTCGC 
7121 GGGGGCGGAG CCTATGGAAA AACGCCAGCA ACGCGGCCTT 
7201 TTCTTTCCTG CGTTATCCCC TGATTCTGTG GATAACCGTA 
72 81 AACGACCGAG CGCAGCGAGT CAGTGAGCGA GGAAGCGGAA 
7361 CGATTCATTA ATGCAGCTGG CACGACAGGT TTCCCGACTG 
7441 CTCACTCATT AGGCACCCCA GGCTTTACAC TTTATGCTTC 
7521 TCACACAGGA AACAGCTATG ACCATGATTA CGCCAAGCTT 

10 20 30 40 
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GAGCACTTTT AAAGTTCTGC TATGTGGCGC GGTATTATCC 5760 
ACTATTCTCA GAATGACTTG GTTGAGTACT CACCAGTCAC 5840 
TGCAGTGCTG CCATAACCAT GAGτGATAAC ACTGCGGCCA 5920 
CGCTTTTTTG CACAACATGG GGGATCATGT AACTCGCCTT 6000 
ACGAGCGTGA CACCACGATG CCTGTAGCAA TGGCAACAAC 6080 
TCCCGGCAAC AATTAATAGA CTGGATGGAG GCGGATAAAG 6160 
GTTTATTGCT GATAAATCTG GAGCCGGTGA GCGTGGGTCT 6240 
CCCGTATCGT AGT虫ATCTAC ACGACGGGGA GTCAGGCAAC 6320 
TCACTGATTA AGCATTGGTA ACTGTCAGAC CAAGTTTACT 6住 00

TAAAAGGATC TAGGTGAAGA TCCTTTTTGA TAATCTCATG 6480 
CAGACCCCGT AGAAAAGATC AAAGGATCTT CTTGAGATCC 6560 
CCACCGCTAC CAGCGGTGGT TTGTTTGCCG GATCAAGAGC 66哇。

GCAGATACCA AATACTGTCC TTCTAGTGTA GCCGTAGTTA 6720 
TCGCTCTGCT AATCCTGTTA CCAGTGGCTG CTGCCAGTGG 6800 
TTAC心GGATA AGGCGCAGCG GTCGGGCTGA ACGGGGGGTT 6880 
ACTGAGATAC CTACAGCG虫:; AGCTATGAGA AAGCGCCACG 6960 
GCAGGGTCGG AλCAGGAGAG CGCACGAGGG AGCTTCCAGG 7040 
CACCTCTGAC TTGAGCGTCG ATTτTTGTGA TGCTCGTCAG 7120 
TTTACGGTTC CTGGCCTTTT GCTGGCCTTT TGCTCACATG 72 00 
TTACCGCCTT TGAGTGAGCT GATACCGCTC GCCGCAGCCG 7280 
GAGCGCCCAA TACGCAAACC GCCTCTCCCC GCGCGTTGGC 7360 
GAAAGCGGGC AGTGAGCGCA ACGCAATTAA TGTGAGTTAG 7440 
CGGCTCGTAT GTTGTGTGGA ATTGTGAGCG GATAACAATT 7520 
GGC虫XAGGT CGACGGG 7577 
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Aat II gacgt/ c 
A主工 II工 a/crygt 
AlwN 1 cagnnn/ctg 
Ava 工 c/ycgrg
Ba且 II grgcy/c 
Bbe 1 ggcgc/c 
Bg工 II a/gatct 
Bsa 工 ggtctc

Ec1136 1 gag/c七c
Eco0109 工 rg/gnccy
誼he 1 ggc/gcc 
Esp 工 gc/七nagc
Gsu 1 ctggag 16/14 
Kas 工 g/gcgcc
Nar 1 gg/cgcc 
Nde 1 ca/tatg 
Pac 1 ttaat/taa 
Sac 1 gagct/c 
Sca 工 agt/act
Sna 1 gta/tac 
Spe 工 a/c七ag七
Sse8337 1 cc七gca/gg
Sty 1 c/cwwgg 
Tth111 1 gaαl/nngtc 
Xba 1 t/ctaga 
Xca 1 gta/tac 

工/5

12131311123112 
3的是( 4164) 
6184( 1394) 
2977( 4601) 
7565( 13) 

870( 6708) 
7088 ( 490) 
3492( 4086) 
341是{唾164)

3069( 4509) 
3871( 3707) 
7569( 9) 
2977 ( 4601) 
3067( 4511) 
5704( 187是)

386( 3028) 2 
5066( 1118) 3 
1839( 1138) 3 

666( 6899) 1 
749( 121) 3 

5219 ( 1869) 2 
752( 2740) 2 
386( 3028) 2 

2193( 876) 3 
3740 ( 13工) 3 

662( 6907) 1 
1839 ( 1138) 3 

674( 2393) 2 
1866 ( 3838) 1 

工( 385) 3 
1( 5065) 1 
1 ( 1838) 2 
1 ( 665) 2 
1( 748) 2 
1 ( 5218) 1 
1( 75 工) 3 
1( 385) 3 
1 ( 2192) 2 
工( 3739) 1 
1( 661) 2 
1 ( 1838) 2 
1( 673) 3 
1( 1865) 3 

22222222222222 
g/gtacc 
gcαmnn/nggc 
yac/gtr 
acctgc 
at/cgat 
gacnnnn/nngtc 
gat/a七c
gg七ac/c
atgca/七
ccannnn/ntgg 
g/tcgac 
tac/g七a
gcatg/c 
ga缸立l/nn七七c

4/8 

Asp718 
Bgl 1 
BsaA 1 
Bs以1 1 
Cla 1 
Drd 工

EcoR V 
Kpn 工
Nsi 工

Pf工M 工
Sal 1 
SnaB 1 
Sph 1 
給nnI

3883( 3686) 工662( 3221) 2 

123) 是3225( 221( 3004) 2 

382) 3 5385( 304) 4 5081( 

5636 ( 1246) 2 497) 是5139( 

2774 ( 14是 7) 3 1481( 1293) 4 

683) 3 3902( 674) 4 3228( 

19) 4 6的。(692) 3 5728( 

5915 ( 1442) 2 987) 3 4928( 

743( 2380) 2 369) 4 374( 

5915 ( 1442) 2 987) 3 4928( 

11) 是7172( 的2) 2 6720( 

279) 在3159( 678) 3 2是 81(

3269( 4294) 1 

國 25. pFX7 DNA 的內核甘酸晦( endonuclease)切點彙盤。 endonuclease 的名稱、
切割位子及切割點數昌、切割後 DNA 片段大小的序列，以切割點的數目為彙

整。(接下頁)。
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668( 2601) 2 

661) 3 
9) 4 

220) 3 
4230) 1 
5080) 1 
1811) 2 
5138) 1 

696) 3 
1480) 2 
3357) 1 
3227) 1 
2993) 2 
5727) 1 
1139) 2 
4927) 1 
221) 是

373) 3 
4455) 1 
是927) 1 

221) 4 
6719) 1 

395) 3 
2480) 2 
4140) 1 

667) 3 
15) 4 

工(

7569( 
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33是自{
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5767( 
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6882( 
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是221(
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4585( 

1( 
6439( 

1( 
7357( 

1 ( 
3123( 

1( 
7357( 

1( 
7183 ( 

1( 
3438( 

1( 
7563( 

3 gt/rnkac Acc 1 

3 a/ccggt Age 1 

3 gr/cgyc Aha 工工

3 g/tgcac ApaL工

3 tt/cgaa BstB 1 

3 g/gtnacc BstE II 

3 ttt/aaa Dra 1 

3 y/ggccr Eae 1 

3 g/aattc EcoR 工

3 -51用工yggccg Gdi 1工

3 wgg/ccw Hae 工

3 gtt/aac Hpa 工

3 ctgca/g Pst 工



(接上頁)

P叭1 I cgat/cg 3 1( 2715) 1 2716 ( 2324) 2 5040 ( 896) 4 
5936( 1642) 3 

PVU II cag/ctg 3 1( 3265) 1 3266( 17是 4) 3 5010 ( 2364) 2 
737岳( 204) 4 

Xαn I ccannnnn/nnnntgg 3 508) 2 509( 257) 4 766( 是 17) 3 
1183 ( 6395) 1 

Ava I工 g/gwcc 4 521) 是 522( 1569) 2 2091( 3853) 1 
594 是( 222) 5 6166( 1412) 3 

BceF工 acggc 12/13 4 工( 1346) 3 1347 (3262) 1 是 609( 321) 5 
是930 ( 1781) 2 6711( 867) 4 

Fsp I tgc/gca 是 1 ( 1是 19) 3 1420( 512) 5 1932 ( 3128) 1 
5060( 1023) 是 6083 ( 1是 95) 2 

給ne 工 tccrac 20/18 是 工( 2740) 1 2741( 1651) 3 4392( 2430) 2 
6822( 184) 5 7006( 572) 4 

Ssp I aat/att 4 1 ( 9是 0) 3 941( 662) 5 1603( 3 工30) 1 
4733( 768) 4 5501 ( 2077) 2 

Ase I at/taat 5 1( 22) 6 23( 4423) 1 4446 ( 1686) 2 
6132( 工235) 3 7367( 59) 5 7426( 工52) 4 

Bbs I gaagac 216 5 226) 唾 227( 2是} 6 251( 147) 5 
398( 1152) 2 1550 ( 1054) 3 2604 ( 4974) 1 

Bsp1286 工 gdgch/c 5 1( 379) 5 380( 4759) 1 5139( 497) 是
5636( 85) 6 5721( 1161} 2 6882( 696) 3 

BspH I t/catga 5 1( 3029) 1 3030 ( 1033) 4 4063 ( 1300) 2 
5363( 105) 6 5是 68( 1008) 5 6476( 1102) 3 

Cfr10 工 r/ccggy 5 1( 220) 5 221( 3004) 1 3225( 123 ~ 6 
3348( 603) 是 3951( 2272) 2 6223 ( 1355) 3 

Ear I ctcttc 1/是 5 1( 133) 6 134 ( 1914) 2 2048 ( 2978) 1 
5026( 是 88) 4 5514 ( 1804) 3 7318( 260) 5 

HgiA I gwgcw/c 5 379) 5 380( 4759) 1 5139( 497) 4 
5636( 85) 6 5721( 1161) 2 6882( 696) 3 

Nsp I rcatg/y 5 1( 673) 5 674( 2393) 1 3067( 701) 4 
3768( 1511) 3 5279( 1917) 2 7196( 382) 6 

Nsp752是 I r/catgy 5 工( 673) 5 67是( 2393) 1 3067( 701) 是
3768( 1511) 3 5279( 1917) 2 7196( 382) 6 

NspC工 rcatg/y 5 673) 5 674 ( 2393) 1 3067( 701) 是
3768( 1511) 3 5279 ( 1917) 2 7196( 382) 6 

Bcn 工 ccs/gg 6 1( 2530) 2 2531( 2704) 1 5235( 35) 7 
5270( 501) 5 5771( 351) 6 6122( 696) 是
6818( 760) 3 

Eco57 工 ctgaag 16/14 6 1( 1225) 2 1226( 291) 6 1517( 31) 7 
1548( 1031) 4 2579( 3042) 1 5621( 1048) 3 
6669( 909) 5 

Hind 工工工 a/agctt 6 工( 679) 3 680( 450) 4 1130 ( 1953) 2 
3083( 231) 6 3314( 342) 5 3656 ( 3899) 1 
7555( 23) 7 

Nci I cc/sgg 6 1( 2530) 2 2531( 270是) 1 5235( 35) 7 
5270( 501) 5 5771( 351) 6 6122 ( 696) 是
6818( 760) 3 

Ple I gagtc 4/5 6 1( 248) 7 249( 447) 5 696( 1333) 2 
2029( 4280) 1 6309( 517) 3 6826( 471) 4 
7297 ( 281) 6 

BsaJ I c/cnngg 7 1( 737) 5 738( 1793) 2 2531( 143) 7 
2674 ( 1134) 生 3808 ( 1154) 3 4962 ( 2074) 1 
7036( 421) 6 7457( 121) 8 

Bs iE I cgry/cg 7 218) 7 219( 2497) 1 2716 ( 2324) 2 
5040( 747) 4 5787( 149) 8 5936( 923) 3 
6859( 424) 5 7283( 295) 6 

(接下頁)
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路ga 1 gacgc 5/10 7 235) 8 236( 1071) 2 1307( 246) 7 
1553 ( 3656) 1 5209( 558) 5 5757( 750) 3 
6517 ( 578) 4 7095( 483) 6 

Mcr 1 c/grycg 7 1( 218) 7 219( 2497) 1 2716 ( 2324) 2 
50壘。( 747) 是 5787( 149) 8 5935( 923) 3 
6859( 424) 5 7283( 295) 6 

Ban 1 g/gyrcc B 工( 385) 5 386( 3028) 1 3414( 39) 9 
3453( 165) 7 3518( 335) 6 3954( 工 127) 3 
5081( 127是) 2 6355(1097) 4 7452( 126) 8 

BsrnA 1 gtctc 工/5 8 1( 759) 3 770( 404) 6 117是( 678) 5 
1852( 265) 7 2117( 3149) 1 5256( 53) 9 
5319( 153) 8 5是 72( 765) 是 6237 ( 1341) 2 

BstY 工 r/gatcy g 1( 758) 5 759(2421) 2 3180( 2481) 1 
5551( 17) 7 5678( 768) 4 6哇46( 12) 8 
6的 8( 86) 6 654是( 11) 9 6555 ( 1023) 3 

Hinc 11 gty/rac B 1 ( 661) 4 662 ( 18 工 9) 2 2481( 558) 5 
3039( 120) 7 3159( 279) 6 3438 ( 1355) 3 
是 793( 33) 8 4826( 2743) 1 7569( 9) 9 

NspB II α時/ckg 8 1( 3265) 1 3266( 86是) 4 4 工30( 880) 3 
5010( 工94) 9 520是( 的6) 6 5670( 941) 2 
6611( 2是5) 7 6856( 518) 5 7374( 204) 8 

Sfe 1 c/七ryag s 工( 667) 5 668( 21) 8 689( 1406) 2 
2095( 1174) 3 3269 ( 2793) 1 6062( 678) 4 
6740( 191) 7 6931( 632) 6 7563( 工5) 9 

Eco47 工工工 agc/gct 9 1( 1445) 2 14 是 6( 77) 5 1523( 工9)10

1542( 639) 3 2181( 52) 8 2243( 63) 6 
2306( 62) 9 2368( 63) 7 2431( 184) 4 
2615( 是 953) 1 

Sau96 工 g/gncc 9 1( 109) 8 110( 是 12) 5 522( 1569) 2 
2091 ( 2940) 1 5031( 297) 6 5328( 616) 是

59哇哇( 222) 7 6166( 17) 10 6183( 79) 9 
6262 ( 1316) 3 

Fau 1 cccgc 是 /6 10 1( 272) 6 273( 973) 3 1246( 745) 是

1991( 28)10 2019( 2709) 1 4728( 305) 5 
5033( 160) 8 5193( 10)11 5203( 2145) 2 
7348( 57) 9 7405( 工73) 7 

BsiY 1 .ccnnnnn/nngg 11 1( 255) 6 256( 18)11 274( 2400) 工
2674 ( 1066) 4 37壘。( 131) 10 3871 ( 1393) 3 
5264 ( 1448) 2 6712 ( 279) 5 699工( 166) 9 
7157( 18)12 7175( 174) 8 7349( 229) 7 

BstN 1 cc/wgg 11 1( 1工2)10 工13( 625) 是 738( 83)11 
821( 1854) 2 2675 ( 212) 7 2887( 282) 6 

3169( 1794) 3 是 963 ( 2073) 1 7036( 13)12 
70是 9( 121) 8 7170( 288) 5 7是58( 120) 9 

EcoR 11 /ccwgg 11 1( 112) 10 113( 625) 4 738( 83)11 
82 工( 1854) 2 2675 ( 212) 7 2887( 282) 6 

3169( 1794) 3 是 963( 2073) 1 7036( 13)12 
70哇 9( 121) 8 7170( 288) 5 7458( 120) 9 

Tth111 工工 caarca 11/9 11 1( 工62唔) 2 1625( 668) 4 2293( 125) 8 
2418( 582) 6 3000( 4)12 3004( 647) 5 
3651( 379) 7 4030( 93) 9 4123( 2460) 1 
6583( 6)11 6589( 33)10 6622( 956) 3 

AlwI ggatc 4/5 12 1( 1137) 2 1138 ( 2042) 1 3180( 814) 5 
3994 ( 893) 是 是 887( 774) 6 5661( 18) 11 
5679( 303) 8 5982( 464) 7 6446( 13)12 
6459( 85) 9 55生是( 12)13 6556( 74)10 
5530( 9是 8) 3 

Csp6 工 g/tac 12 1( 294) 9 295 ( 92)10 387( 889) 3 
工276( 42)13 1318( 1395) 2 2713( 582) 7 
3295( 57)12 3352( 63) 11 3415( 369) 8 

(接下頁)。 3784( 636) 6 是420( 730) 4 5150( 676) 5 
5826 ( 1752) 1 
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誼ae II rgcgc/y 工2 工( 1445) 3 14是 6( 77) 8 1523( 19) 13 
1542 ( 639) 4 2181( 62) 11 2243( 63) 9 
2306( 62)12 2368( 63)10 2431( 184) 7 
2615( 2466) 1 5081( 1871) 2 6952( 370) 5 
7322 ( 256) 6 

Rsa I gt/ac 12 工( 294) 9 295( 92)10 387( 889) 3 
1276( 42)13 1318( 1395) 2 2713( 582) 7 
3295 ( 57)12 3352( 63)11 3的5( 369) 8 
378是( 636) 6 4420( 730) 生 5150( 676) 5 
5826( 1752) 1 

Dde I c/tnag 13 1( 2工57) 工 2158( 124)12 2282( 125) 11 
2407( 工7是 5) 2 4152 ( 656) 3 4808( 52)13 
4860 ( 20) 14 4880( 266) 8 5146( 235) 9 
5381 ( 426) 6 5807( 540) 5 6347( 166)10 
6513( 是 09) 7 6922( 656) 是

Hae I工工 gg/cc 13 1( 110) 10 111( 257) 7 368( 4561) 1 
4929( 102) 11 5031( 298) 5 5329( 587) 2 
5916( 267) 6 6183( 80)12 6263( 458) 3 
6721( 43是) 4 7155 ( 18)13 7173( 11) 正是
7184( 174) 9 7358( 220) 8 

Tfi I g/aw七c 13 工{ 85)10 86( 78) 11 16是( 1639) 2 
1803( 93) 9 1896( 328) 6 222是( 62)13 
2286( 63)12 2349( 62)1是 2也工工( 485) 4 
2896( 1506) 3 4壘。 2( 是 54) 5 的56( 2366) 1 
7222 ( 140) 8 7362( 216) 7 

Mae 工工 a/cgt 15 1( 1398) 1 1399( 4 是 1) 8 18壘。( 702) 3 
2542( 436) 9 2978( 602) 是 3580( 18)16 
3598( 470) 6 4068( 502) 5 是570( 50)15 
4620( 171) 13 是 791( 153)14 4944 ( 442) 7 
5386( 320)12 5706( 373)11 6079( 416)10 
6495 ( 1083) 2 

Rma I c/tag 15 1( 152) 14 153( 504) 6 657( 100)15 
757( 522) 5 1279( 218)13 正是97( 是 )16

150 工( 251)11 1752( 251)12 2003( 616) 4 
2619( 407) 7 3026( 1184) 2 4210( 253) 9 
4 是 63 ( 1652) 1 6 工15( 335) 8 6450( 253)10 
6703( 875) 3 

Bsr I actgg 1/呵1 16 1( 508) 5 509( 267) 8 776( 2852) 1 
3628( 3哇 8) 7 3976( 60)1是 哇。36( 890) 2 
是 926( 26)16 是 952( 706) 3 5658( 175) 11 
5833( 26是) 9 6097( 哇 3)15 61的( 118) 12 
6258( 406) 6 6664( 工工7)13 6781( 13) 工7
679是{ 603) 4 7397( 18工 )10

Fok I gga七g 9/13 16 工( 65 )17 66( 505) 4 571( 332) 8 
903( 267)11 1170( 工22)16 1292( 397) 6 

1689( 276)10 1965( 226)13 2191( 3是4) 7 
2535( 工48) 15 2683( 463) 5 3146( 1850) 1 
4996( 2 是 4) 12 52哇。( 6工 6) 3 5856( 287) 9 
6143( 181) 14 6324( 125是) 2 

S主aN I gcatc 5/9 16 工( 1713) 1 171是( 252) 8 1966( 196) 11 
2162( 30) 15 2192( 281) 7 2 是 73( 63)13 
2536{ 30)16 2566 ( 1452) 2 4018 ( 1070) 3 
5088( 21)17 5109( 55)1是 5164( 75)12 
5239( . 378) 6 5617( 230) 9 5847( 210)10 
6057( 1052) 4 7l09{ 是 69) 5 

BstK I c/∞甜 17 1( 工工2) 15 113( 625) 4 738( 83)16 
821( 1710) 2 2531( 144)12 2675( 212) 11 

2887( 282) 8 3169( 1794) 1 4963( 272) 9 
5235 ( 35) 17 5270( 501) 5 5771( 351) 6 
6122( 696) 3 6818( 218)10 7036( 13)18 
70是 9( 工2 工 )13 7170( 288) 7 7也58( 120)14 

(接下頁)。
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Dsa V /ccngg 17 1( 112) 15 113( 625) 4 738( 83)16 
821( 1710) 2 2531( 14是 )12 2675( 212) 11 

2887( 282) 8 3169 ( 1794) 1 4963( 272) 9 
5235( 35 )工7 5270( 501) 5 5771( 351) 6 
6122( 696) 3 6818( 218)10 7036( 13)18 
70是 9( 121) 13 7l70( 288) 7 7458( 工20)1是

Nla 工V ggn/ncc 17 1 ( 108)14 109( 277) 9 386( 136)12 
522 ( 2062) 1 2584( 830) 3 3414( 39)17 

3的 3( 165) 11 3618( 336) 7 395是( 1127) 2 
5081( 338) 6 5419( 590) 5 6009( 211) 10 
6220( 41)16 6261( 94)15 6355( 772) 是
7127( 39)18 7166( 286) 8 7452( 126)13 

ScrF I cc/ngg 17 工( 112) 15 113( 625) 也 738( 83)16 
821( 1710) 2 2531( 1是 4)12 2675( 212) 11 

2887( 282) 8 3169( 179是) 1 4963( 272) 9 
5235( 35)17 5270( 501) 5 5771( 351) 6 
6122( 696) 3 6818( 218)10 7036( 13)18 
70是 9( 121)13 7l70( 288) 7 7的 8( 120) 14 

Taq 工 t/cga 17 1( 371) 8 372( 6)18 378( 285) 9 
663( 87)14 750( 121)13 871 ( 193) 工2

1064( 45)16 1109( 373) 7 1的2( 242) 11 
1724 ( 82)15 1806( 969) 3 2775( 628) 4 
3403( 5是 0) 5 3943( 279)10 4222 ( 1是 32) 2 
5654 ( 14也是) 1 7098( 是 72) 6 7570( 8) 17 

Hpa II c/cgg 18 1( 221)10 222( 1359) 1 工581( 950) 3 
253工( 695) 是 3226( 123)13 3349( 603) 5 
3952 ( 1284) 2 5236( 34)17 5270( 501) 6 
5771( 242) 9 6013( 110) l4 6123( 67)16 
6190( 34)18 6224( 404) 8 6628( 190) 11 
6818( 26)19 68哇哇( 147)12 6991( 489) 7 
7是 80( 98)15 

Msp 工 c/cgg 18 工( 221) 10 222( 1359) 1 1581( 950) 3 
2531( 695) 也 3226( 123)13 3349( 603) 5 
3952 ( 1284) 2 5236( 34)17 5270( 501) 6 
5771( 2是2) 9 6013( 110)1生 6123( 67) 工6
6190 ( 34)18 6224( 404) 8 6628( 190) 工工
6818( 26)19 6844( 147)12 6991( 489) 7 
7是 80( 98)15 

Hinf 工 g/釘ltc 19 1( 85)13 86( 78)15 164( 85) 1哇
249( 是47) 7 696( 1107) 3 1803( 93)12 

1896( 工33)11 2029( 195)10 2224( 62)19 
2286( 63)18 23是 9( 62)20 2的工{ 是 85) 5 
2896( 1506) 1 4壘。2( 的4) 6 是 856( 1453) 2 
6309( 517) 4 6826( 396) 8 7222( 75) 16 
7297( 65)17 7362( 216) 9 

Hph I ggtga 8 /7 19 工( 223)12 224( 是 6) l4 270( 2620) 1 
2890( 171) 13 3061( 525) 是 3586( 20)16 
3606( 262) 9 3868( 36)15 390是( 17) 工 7
3921( 10)19 3931( 283) 8 是214( 511) 5 
4725 ( 571) 3 5296( 9)20 5305 ( 284) 7 
5589( 15)18 5604( 226)11 5830( 396) 6 
6226 ( 227)10 6是 53( 1125) 2 

BstU 工 cg/cg 20 工( 190) 12 191( 26)19 217( 1212) 2 
l生29( 589) 3 2018( 233) 9 2251( 63)16 
2314( 62)18 2376( 63)17 2439 ( 2123) 1 
4562( 121) 13 是 683( 528) 5 5211( 103)1是
5314 ( 2)20 5316( 100)15 5416( 332) 7 
5748( 493) 6 624 工( 330) 8 6571( 581) 4 
7152 ( 198) 11 7350( 2)21 7352 ( 226)10 

(接下頁)。
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BspW I gcnnnnn/nngc 21 工( 1是 11) 1 工哇工2( 9)18 工在21( 5)22 
1426( 183) 10 1609( 379) 9 1988( 572) 6 
2560( 756) 5 3316( 801) 4 4117( 9)19 
4126( 910) 3 5036( 30) 17 5066( 9)20 
5075 ( 7)21 5082( 50)15 5132( 1052) 2 
6184 ( 388) 8 6572( 572) 7 7144 ( 114) 12 
7258( 67) 14 7325( 84)13 7409( 44)16 
7453( 125) 11 

Dpn I galtc 22 1( 759) 5 760( 工工7)12 877( 26 工) 9 
1138( 1579) 1 2717( 也 6是) 7 3181( 814 )是
3995( 869) 3 4864( 24)18 4888( 153) 11 
504 工( 585) 6 5626( 36)17 5662 ( 17)20 
5679( 258)10 5937( 生 6)16 5983( 18)19 
6001( 3哇 1) 8 63是 2( 105)13 64是 7( 12 )21 
6459( 78 )14 6537( 8)23 6545( 11)22 
6556( 75) 工5 6631( 947) 2 

Dpn I工 Igatc 22 工( 759) 5 760( 117) 12 877( 261) 9 

1138( 1579) 工 2717( 是 6是) 7 3181( 81是) 4 
3995 ( 869) 3 4864( 24)18 是 888( 153) 11 
5041( 585) 6 5626( 36)17 5662( 17)20 
5679( 258)10 5937( 是 6)16 5983( 18)19 
6001( 341) 8 6342( 105)13 64是7( 12)21 
6459( 78) 14 6537( 8)23 65位 5 ( 11)22 
6556( 75) 15 6631( 947) 2 

MboI Igatc 22 1( 759) 5 760( 117)12 877( 261) 9 
1138 ( 1579) 工 2717( 464) 7 3181( 81是) 4 
3995 ( 869) 3 4864( 2是 )18 4888( 153) 11 
50是 1( 585) 6 5626( 36)17 5662( 工7)20

5679( 258)10 5937( 是 6)16 5983( 18)19 
6001( 341) 8 63是2( 105)13 6447( 12)21 
6459( 78) 14 6537( 8)23 6545( 11)22 
6556( 75)15 6631( 947) 2 

Sau3A 工 Iga七C 22 1( 759) 5 760( 117) 12 877( 261) 9 
1138 ( 1579) 1 2717( 是 6岳) 7 3181( 814) 4 
3995( 869) 3 是 864( 24)18 4888( 153) 11 
5041( 585) 6 5626( 36)17 5662 ( 17)20 
5679( 258) 10 5937( 是 6)16 5983( 18)19 
6001( 3 是 1) 8 6342( 105)13 64是7( 12)21 
6是59( 78)1是 6537( 8)23 6545( 11)22 
6556( 75 )15 6631( 947) 2 

Nla I工工 catgl 24 工( 518) 5 519( 156)12 675( 46)20 
721( 46)21 767( 483) 7 1250( 108)14 

1358 ( 1673) 1 3031( 37)22 3068( 701) 3 
3769( 130) 13 3899( 63)19 3962( 102)16 
4064( 168) 11 是232( 422) 8 465是( 626) 4 
5280( 84)17 536是( 105)15 5469( 393) 9 
5862( 36)23 5898( 78)18 5976( 10)25 
5986( 491) 6 6477( 720) 2 7197 ( 346) 10 
75是 3( 35 )24 

Bbv 工 gcagc 8/12 25 工( 1196) 1 1197( 226)13 1423( 571) 5 
1994 ( 28是 )11 2278( 125)17 2的3( 389) 7 
2792(. 305)10 3097( 108)18 3205( 63)22 
3268( 3)25 3271( 243) 12 3514( 600) 是

4114 ( sγ6) 2 也 990( 73)20 5063( 213)1是

5276( 611) 3 5887( 366) 8 6253( 328) 9 
6581( 206) 15 6787( 3)26 6790( 65)21 
6855 ( 岳 19) 6 7274 ( 18)23 7292( 81)19 
7373( 189)16 7562( 16)24 

(接下頁)。
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Mn1 I cctc 7 /7 25 1( 132 )1是 工33( 6 工 )20 194 ( 39)23 
233( 11)26 2是4( 18)25 262 ( 108)17 
370( 129)16 是 99( 528) 5 1027( 162)13 

1189( 84)18 1273( 的5) 6 1728 ( 103是) 2 
2762 ( 758) 3 3520( 1509) 1 5029( 260) 9 
5289( 42)22 5331( 611) 4 5942( 206)12 
6148( 130) 15 6278( 81)19 6359( 400) 7 
6759( 267) 8 7026( 57)21 7083( 226) 11 
7309( 33)2也 7342 ( 236)10 

Mae III /gtnac 28 工( 116) 19 117( 152)18 269( 209)12 
478( 1110) 2 1588( 1118) 1 2706( 185) 16 

2891( 338) 5 3229( 257) 11 3是 86( 99)23 
3585( 3 工 8) 7 3903( 19)29 3922( 104)22 
是 026( 61)25 4087( 293) 8 4380( 206)13 
是 586( 202)1是 4788( 110) 21 4898( 51)27 
是9是 9( 20)28 4969( 291) 9 5260( 388) 4 
5648( 188)15 5836( 工53)17 5989( 58)26 
6047( 33 工) 6 6378( 283)10 6661( 116)20 
6777( 63)2是 68哇。( 738) 3 

MboI工 gaaga 8 /7 28 工( 134) 18 135 ( 92)20 227( 25)28 
252( 工是 7)17 399( 953) 1 1352 ( 工98)14

1550( 313)10 1863( 30)25 1893{ 155)16 
2048( 28)26 2076( 276)11 2352( 226)13 
2578( 27)27 2605 ( 哇 71) 6 3076( 51)23 
3127 ( 348) 8 3475( 618) 4 4093( 384) 7 
4是 77( 3)29 4的O( 4 是 )24 是 52是( 325) 9 
也 849( 177) 15 5026( 是 88) 5 5514( 109)19 
5623( 78)22 5701( 755) 3 6456( 91)21 
6547( 771) 2 7318( 260)12 

毀滅工 gcg/c 32 1( 189)10 190( 工231) 2 1421( 26 )3 1 
1447( 77)21 1524( 19)33 1543( 390) 4 
1933( 200) 9 2133( 49)28 2182( 62)26 
224 是( 63)24 2307( 62)27 2369( 63)25 
2 是 32( 18是 )11 2616( 1947) 工 4563( 119 )工 5
4682( 379) 5 5061( 21)32 5082 ( 130) 14 
5212( 103)17 5315( 100)18 5415( 332) 7 
5747( 337) 6 6084 ( 93)20 6177( 393) 3 
6570( 109)16 6679( 174) 12 6853( 100)19 
6953 ( 67)22 7020( 270) 8 7290( 33)29 
7323( 28)30 7351( 65)23 7416( 162)13 

HinP 工 g/cgc 32 工( 189)10 190( 1231) 2 1421( 26)31 
1447( 77)21 1524( 19)33 15是 3( 390) 4 

1933( 200) 9 2133( 49)28 2182 ( 62)26 
2244( 63)24 2307( 62)27 2369( 63)25 
2432( 184) 11 2616( 1947) 1 4563( 119) 15 
46日2( 379) 5 5061( 21)32 5082 ( 130) 14 
5212( 103) 工7 5315( 100)18 5415( 332) 7 
57是 7( 337) 6 6084( 93)20 6177 ( 393) 3 
6570( 109)16 6679( 174)12 6853( 100)19 
6953( 67)22 7020( 270) 8 7290( 33)29 
7323( 28)30 7351( 65)23 7416( 162) 13 

(接下頁)。
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Fnu4H 工 gc/ngc 36 1( 186)16 187{ 94)26 281{ 916) 1 
1197( 226)13 1423{ 571) 3 工99是( 28是 )10
2278( 125)19 2403{ 389) 5 2792( 305) 8 
3097{ 108)22 3205( 63)30 3268( 3)35 
3271( 243) 11 351位( 102)24 3616( 是98) 唾
4114 ( 18 )32 4132( 858) 2 4990( 73)28 
5063( 104)23 5167( 109)2 工 5276( 287) 9 
5563( 229) 12 5792( 95)25 5887( 27)31 
5914 ( 339) 6 6253( 328) 7 6581( 206)14 
6787( 3)36 6790( 65)29 6855 ( 143) 18 
6998( 155) 17 7153( 118)20 7271 ( 3)37 
7274 ( 18)33 7292( 81)27 7373( 189) 15 
7562 ( 16)34 

Alu I ag/ct 42 1 ( 150) 17 151 ( 230)13 381( 300) 7 
681( 27)37 708( 22)38 730( 401) 5 

1131( 80)28 1211( 200)16 141l( 14)43 
1425 ( 74)29 1499( 95)24 1594( 402) 4 
工996( 284) 9 2280( 125)20 2405( 386) 6 
2791( 257) 10 30是 8( 36)35 3084( 123 )21 
3207( 60)32 3267( 是 8)33 3315 ( 201)15 
3516( 141)19 3657( 工 5)42 3672( 14 是 )18
3816( 300) 8 4 工 16( 767) 工 4883( 35 )3 6 
4918 ( 93)26 5011( 245)12 5256( 19)41 
5275 ( 679) 2 5954 ( 63 )3 1 6017( 100)23 
6117 ( 521) 3 6638( 257) 11 6895( 46)34 
6941 ( 90)27 7031( 226)14 7257( 118)22 
7375 ( 64)30 7439( 95)25 753是( 22 )3 9 
7556( 22)40 

Mse I t/taa 42 工( 23)36 24( 55)28 79( 240) 11 
319{ 272) 9 591( 396) 5 987( 11)40 
998 ( 12 )39 1010( 23)37 1033( 62)26 

1095 ( 6)41 1l01( 26)35 1127( 199)14 
1326( 760) 2 2086( 396) 6 2是82( 503) 3 
2985 ( 27 )34 3012( 79)24 3091( 69)25 
3160( 30)33 3190( 249)10 3439( 474) 4 
3913( 9是 )23 4007( 196)16 4203( 133)20 
4336 ( 107)21 4443( 4) 哇 3 4447( 2 工2)13
4659 ( 40)31 4699( 104)22 住 803( 176 )工 8
4979( 197) 15 5176( 工 81)17 5357( 372) 7 
5729( 365) 8 6094( 39)32 6133( 235 )工 2
6368( 53)29 6421( 工4)38 6的5( 5)42 
6是40( 52 )30 6492 ( 876) 1 7368( 59)27 
7427( 151) 19 

1117 sites found 
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國 26: 以 agarose gel 分析 pFX7 的長度大小經由 PCR 所構築的 pFX7DNA 以 0.7%

agarose 確定其長度，並 self-ligatíon 轉殖至 E. coli 後，以 restriction mapping 
確定其正確性。 Lane 1 : 7.6 Kb 的 DNA maker 0 Lane 2 : p FX7 PCR 產物，
約 7.6 Kb o Lane 3: 轉殖 E. coli 後經 miniprep 萃取 P FX7 DNA' 未切的 circular

form DNA 約 5 Kb 0 隨後以 SPEI 切出約 7.6 Kb DNA 長度(Lane 4)及 EcoR I 
切出 4 ，828 、 2 ， 830 、 369 bp 三段 DNA(Lane 5) 0 
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Scal 5825 pFX7-Spe 
7577 bp 

1365656Spei 
正 661
， βglll 759 

Aval2187 

圈 27.pFX7 的 genome mapo 利用電腦程式(DNA strider)將定序後的 GAL10 基因、

PYI的基函、 PGK1 基因、 2m 基因、 FDH1 基因及 pUC19 基自組裝為 pFX7

整個基因組(genome)而繪出其 map 0 
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表 1 :酵母菌細胞液(INVSC1)及表達人類 JCV VP1 蛋白質的酵母菌細胞液

。NVSC1/JCV VP1)與人類 O 型紅血球反應的血液凝集特性。

細胞液(Iysate) 血液凝集活性(HA)

INVSC1 yeast G 

i 純VSC1/JCV VP1 20 x 2竹
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表示 Primers used for PCR generation of C1 to C6 VP1 mutants 

peptide pnmer sequence ( 5' to 3' ) 

JCV1 sense GAGGτAGAAGGCTTTTTAACTCC 

C1S 

JCV1 antisense TGTCTCCATCτTCCGAAAAATTG 

C1AS 

JCV1 sense GCTTCCTGGTTACAGTGTGGCCAG 

C2S 

JCV1 antisense GTACGAAGGACCAATGTCACAC 

C2AS 

JCV1 sense CTAACTGGTGGAAATATACTAATG 

C3S 

JCV1 antisense CTCCτAGATTGACCACCTTTAτATG 

C3AS 

JCV1 sense CCTGTTGAAGGTTGGGTTCCTG 

C4S 

JCV1 antisense CGTATAGGACAACTTCCAACCCAAG 

C4AS 

JCV1 sense GGGCCACTTGGCAAAGGTGACAAC 

C5S 

JCV1 antisense CAACCCGGTGAACCTTTTCCACTG 

C5AS 

JCV1 sense GTTGATGTTGGTGGCATGTTTACT 

C6S 

JCV1 antisense GTCGACAACTACAACCACCGTAC 

C6AS 

*Underline: The mutated of C1 to C6 VP1 proteins 
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表 3: Primers used for PFX7 -JCVP1 sequencing 

NO. Name Sequence 俏，今3') Polarity Location 

1. JCV1 AS7 CCTCTGTAATTGAGCC antisense JCVP1 

2. JCV1C6S GTTGATGTTGGTGGCATG sense JCVP1 
TTTACT 

3. PFXAS1 CCATAGGATGATAATGCGAT sense GAL10 

4. PFXS1 CTTτCCCCATCCTTTACAG sense PGK1 

5. PFXS2 GAAACGCτTTGAAG antisense 2μ 

6. PFXS3 GGCGATTAAGTTGGG sense pUC19 

7. PFXS4 CGCGGGAAGTGGAG antisense 2μ 

8. PFXS5 CCGTAAAGCGCTAGACT antisense 2μ 
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