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中文摘要

人類多瘤性病毒JC為毒主要結構蛋白 VP1 基因已被選殖到昆蟲細胞桿狀病

毒系統表達。此 VP1 蛋白質在昆蟲細胞內可以形成殼體( capsid )。利用殼體

密度為 1.28 ... 1.30 g/ml 的特性，持 CsCI 密度梯度離心可以純化出 VP1 蛋白質。

其密度約為 1.29 gl咐，不合 DNA ，在電子顯微鏡下為 empty capsid 的構造。

此 VP1 蛋白質具有結合 D時A 的能力。 VP1 在細胞質表達後可被送入核內。以

2D-PAGE 分析，共有 6 species 0 

以 EDTA 及 DTT 一起處理純化的 VP1 capsid ，會使 capsid 解離為次殼體

( capsomere )。加入二價離子 Zn2+及 Cd2+會使 capsomere 部份重組田

caps峙。若加入 EDTA於再重組的 capsid ，不需 DTT 即可使 capsid 再解離成

capsomere 0 由此推測二二償金屬離子在 capsid 組合扮演決定性角色，而且雙硫

鍵則在殼體穩定土具有係護金屬離子的功能。在 pH 值方面， capsid 在中性、

鹼性下較穩定( pH 6.5 ..... 10.5 )。相對的在酸性下( pH 5.3 以下) , capsid 

較不穩定而易解離成 capsomere 0 此外，以不同溫度測其穩定性得知 capsid

在 37 及 42
0

C較穩定，的及 72
0

C則使 capsid 迅速解離。

l 



Abstract 

The gene of the major capsid protein VP1 of human polyomavirus JC 

virus has been cloned into baculovirus and expressed in insect cells.τheVP1 

protein was able to self-assemble into a capsid structure in insect cells. The 

VP1 protein was purified by CsCI density gradient centrifugation to near 

homogeneity. The density of this purified capsid was 1.29 g/ml. Electron 

microscopy demonstrated that the VP1 protein was expressed in the 

cytoplasm and then transported into the nucleus. Tw。且dimensional gel 

analysis revealed that the VP1 protein.\, i was composed of six distinct species. 

EDTA and DTT together were able to disrupt the capsid into capsomeres. 

Zn2
+ and Cd2

+ could reassemble capsomeres into capsid. In addition, the 

reassembled capsid could be disrupted into capsomeres by EDTA alone. 

These findings indicated that the divaJent cations played a major role in 

assembling the capsid structure and the disulphide bond protected the cations 

from chelation. Capsids appeared to be more stable in neutral or alkaline 

conditions ( pH 6.5 - 10.5 ). Furthermore, capsids was found to be more stable 
at 37 Oc and 42 oc , but not at above 的 Oc.

2 



刊、

的言

人類多瘤性病毒( Human polyomavirus )簡介

人類多瘤性病毒屬於乳多瘤病毒科( Papovaviridae )的一屬，大小約 45 nm , 

不合套膜( envelope ) ，為二十晶體的病毒。病毒外殼( capsid )是由

polypeptide 構成的 72 次殼體( capsomere )所組成，內含有圓形，超螺旋

( circular supercoiled )的雙股 DNA'分子最約有 3 X 106 道爾吞 ( dalton ), 

人類多瘤性病毒有 JC virus ( JCV )及 BKvirus ( B點I ) 0 JCV首先於 1971

年從進行性多為;性腦白質茄(肘。gressive multifocal leukoencephalopathy , 

PML) 的病人腦部組織被分離出來( 57 ) ，而 BKV 則從腎臟移植病人的尿液

中被分離出來( 24 ) 0 

PML 跟 JCV 的相關性

PML 這個名詞最早使用於 1958 年，用於描述一個患有慢性淋巴球白血為

( Chronic Iymphocytic leukemia , CLL )及 Hogdkin's 疾病的病人的神經細胞

有嚴重的脫髓鞠現象( 3 ) ，然而為因並不清楚。直至 1959 年，在有損傷的寡

樹突膠質細胞( oligodendrocyte )核發現 inclusion body 才推測 PML 的病因跟

病毒有關( 9 )。接下來的幾年， Richardson 曾報告在老年人及其它疾病如淋

巴瘤( Iymphoma ) ，白血病( leukemias ) ，類肉瘤病( sarcoidosis )及癌

症病人中，其中十個有 PML 者，均有 plaque lesion 的現家( 61 )。隨著 PML

越來越被了解，電子顯微鏡的證據也顯示在有 inclusion body 的寡樹突膠質細胞

的變大的核內有類似於多瘤性病毒的顆粒的存在( 74 )。然而直到 1971 年才

由 Padgett ( 57 )等人利用 PML 病人的腦組織接種到人類胎兒腦細胞株分離出

來，而此病毒構造、大小跟另一個由 Gardner 等人從腎臟病人尿液分離出來的

病毒類似( 24 )。二者皆依病人的姓名分別命名為 JC virus ( JCV )及 BKvirus

( BKV)。這兩種病毒均可以凝集( hemagglutinate )人類 O型血球( 24, 56 )。

此特性使得可以利用血液凝集抑制( hemagglutination inhibition )方法來做流

行病學調查，探討這二病毒的盛行率( 56 )。在 1970 年中期所做的血液凝革

抑制調查，證實 JCV及 BKV 是不同的病毒( 23，侃， 56 ) ，而且是廣泛分佈於

人類族群中( 8 )。大部份的人均感祟過 JCV ( 62 ) ，而 PML 病人血清及腦

脊液( Cerebral spinal fluid , CSF) 缺乏 JCV IgM 抗體，且不會隨著 PML

病情發展而有抗體濃度增高的情形，顯示 JCV 本來為潛伏性感祟，而再活化

( reactivation) (54) 。國 JCV 不同於其它的多瘤性病毒，就有許多科學家

開始揉討其生化、分子及基因特性 o

3 



JCV 的生物特性

人類腦細胞及病毒培養

1971 年， Padgett 等人分離 JCV ，培養在人類胎兒腦細胞的技衛，使得可以

再從 PML 病人分離新 JCV ( 57 ) 0 1976 年， Padgett 等人( 55 )再分離出

新 JCV ，由於是在美國 Madison 威斯康辛大學被分離出來，所以命名為師ad司

( prototype ) , Mad-2 等。從血清學上調查得知 JCV在人類分佈很廣，然而

JCV 的分離必須從人類腦部組織才能成功，只能感祟特定的神經細胞如產生髓

鞘的寡樹突膠質細胞( oligodendrocyte) ，而且只能在免疫抑制病人腦細胞引

起去髓鞘症狀。為何 JCV 分佈如此廣，卻只會感接產生髓輯的寡樹突神經細胞

呢?為了了解此問題，所以許多科學家閱始測試不同細胞對 JCV 的感受性。

JCV 可在寡樹突膠質細胞的前驅細胞( precursor )神經膠母細胞

( spongioblast) (64) ，及星狀細胞( astrocyte )生長，這兩類均為膠質

細胞( glial cell )構成白質(叫lite matter) 0 JCV 在這些細胞的生長緩慢，

需數星期才能收集病毒，且只有輕微細胞病理特性可觀察到。

JCV在非腦組織衍生的細胞宿主範爵採討

利用血液凝集特性，來探討其它源自於人類非腦組織及其它種( species ) 
的細胞來湖試對 JCV 的感受性。人類胚胎的腎、肺、羊膜、肝、腸及猴子腎細

胞株，如 BSC斗， CV寸， Vero cel悟，則均不能讓 JCV 生長( 53 )。為了決
定 JCV 的這種宿主細胞限制是否在於病毒的吸俯及進入。以 JCVDNA做轉感祟

( transfection ) ，以四種 JCV 分離株及其 DNA 測試人類胚胎及肺細胞，問時

以人胚胎腦細胞作為正控制組( 20) ，結果只有源自於 Mad-4 的 DNA 有病毒

T蛋白質產生，其它的則無。而其它的 JCV 對人胚胎腦細胞其感染性，對其它

細胞則不具感祟性。所以 JCV 的宿主限制似乎跟細胞內因子有闕，而跟受體無

關。若將 Mad個1 接種到人類胚胎腎細胞，經由連續分裝( passage )細胞，會
產生一新 JCV-HEK 為毒株( 50 ) ，此新病毒株在調節區有刪除(如letion ) 
及重排( rearrangement )之情形( 49, 73 )。目此，調節區的基因順序可能
跟宿主範聞有關。

星狀細胞株的建立

雖然人胚胎膠細胞是 JCV 的最好宿主，然而此細胞的不易獲得及生長時間

→長均限制了實驗的進行。為了解決此問題，利用複製缺陷而能產生 τ 蛋白質的

SV40 病毒株使星狀細胞不死亡( immortalized )而產生 SVG 細胞株( 42 ) , 

及利用複製缺陷也能產生 T 蛋白質的 JCV病毒株給人類胚胎膠細胞而得到 POJ

細胞株( 45 )。這些細胞株均能讓 JCV 複製。

癌生物特性

JCV在結構及基因上均類似於 SV40 及鼠類多瘤性病毒，而 PML 病人常有
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系統腫瘤( systemic tumor) (淋巴性而非中樞神經性) ，所以 JCV被分離出

來之後，即 ~~1其致癌性。由於倉鼠(hamster )對於 SV40 具感受性( 43 ) ，所

以選擇倉鼠做為實驗動物。若將 JCV 注射到倉鼠大腦內或法下，的%倉鼠均產

生神經膠母細胞瘤細lioblastomas ) ，神經管胚細胞瘤( medulloblastomas ) 

( 71 , 75 )。在這些腫瘤細胞可發現 τ 蛋白質，若將其跟人類膠細胞一起培養，

到倉鼠的腫瘤細胞會釋出具感祟性病毒，可見其生物活性完整 JCV暴自體存在

( 71 )。若接種到倉鼠限內，則誘發腹部神經母細胞瘤，正L轉移到肝、骨髓、

及淋巴結( 70 )。在細胞培養情況下，倉鼠腦細胞株可囡 JCV 感祟或因 JCV

的。時A轉感祟而轉形( transformed ) ( 21 ) ，而在這些被轉形的細胞，發現

JCV 基因體裝入倉鼠基因，表現的 T蛋白質會跟 p53 及 Rb 蛋白質結合( 44 )。

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接種封

猴子的大腦、皮下、成腹腔內，打入 predisone 使成免疫缺陷狀態，則產生大腦

腫瘤或神經膠母細胞瘤。在腦細胞組織發現 τ蛋白質而沒有 V蛋白質或病毒殼

體蛋白( 39 ) 0 雖然 JCV可在非人類靈長類誘發腫瘤，在 PML 病人曾發現神

經膠瘤( glioma) ，但尚未有直接證據證實 JCV跟人類腫瘤有關( 17 )。

分子調節( Molecular regulation ) 

病毒基因體分析

JCV 基因體( genome )可分為三主要功能區: (i)在複製起始點近端的早

期區( early region ) ，(i i)在複製起始點遠端的晚期霞( late region ) '(i ii)在

早期及晚期之間的調節區( regulatory region ) ，其合複製起始點，起動于

( promoter) ，及增強子( enhancer) ，如圈 1 。早期區有二種基因產物，

大腫瘤 (LT )t，元原( large T antigen ).及小腫瘤( st )J.元原( small t antigen ), 

大 T蛋白質是種非結構性的多功能磷酸蛋白質，可調控早期基因的轉錄，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

控制基自表現從早期轉換到晚期，同時，也能引起細跑的惡性轉形。小 t 蛋白質

的功能到尚未清楚。大 T ，小 t 蛋白質的 open reading frame 均從 5013 開始，

但由於不同的切割( differentiation splicing )產生兩種 mRNA ( 19 ) ，例如

小 t 蛋白質的終止訊號發生於核甘酸4495 ，而大τ蛋白質發生於核甘酸2603 。

因此，二者有相同的 5'端，但 3'端卻是獨特的，所產生的蛋白質，大?含有 688

氯基酸，小 t 則含有 172 氛基酸。

晚期基因順序別跟早期基因的方向相反，共決定 4 種蛋白質( 19 ) ，晚期

基因的 5'端是最小的 open reading frame '可做出 71 個氛基酸，相對應在 SV4。

所 encode 的蛋白質為 7， 9 Kda 的 agnoprotein ( 6 )。在 SV40 ，此 agnoprotein

可結合 DNA ( 31 ) ，且可能參與病毒成熟步驟( 30 )。最大的 open reading 
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frame 位於 3'端， encode - 354 氯基酸的 VP1 殼體蛋白質，是最主要結構蛋

白， .lllt細胞吸的有關。在 VP1 蛋白質及 agnoprotein 之闊尚有兩個 open reading 

frame , encode VP2 及 VP3 殼體蛋白，分剖為 344 及 225 個氣基酸。 VP3

是 VP2 的 c 端的 2/3 。

調控區介於早期及晚期基聞之間的未轉錄晨，含有 DNA複製起始點及早

期、晚期轉錄的再向調節訊息( cis-acting signal )。比較 JCV 、 BKV 及 SV40

的複製起始點，發現三者有非常相似的區域， (如國 2 )，包括有二對稱區( dyad 

symmetry ) ，及一個 17 bp 的迴文區，顯示三者結構上的類似。其中一個 dyad

symmetry 在三種病毒有 22 或 23 核甘酸完全相同 o 在 SV40 其中之一個區域為

τ 蛋白質的結合區( Site I ) ，而第二個區域為 T蛋白質的結合區( Site 11 ) , 

跟 17 坤的迪文區重疊( 51 )。第三個 T 結合位置在 JCV 則不存在(國 3 )。

除了 DNA複製起強點之外，尚有二三 98-坤的 tandom repeat ，位於 non-coding

region 的左端(國 4 )。雖然 JCV在這區域的核甘酸排列類似於 SV40 及 BKV ' 

順序土卻鮮少相同。此乃囡 Mad-1 JCV 其 TATAbox及 Goldberg-Hogness box 

是重覆序列中之一段。

病毒基因的改變( Alteration in the Viral Genome ) 

JCV 的基因會有異質性( heterogenous )的現象，造成這種異質性的原

因可能是( i )在生物體外( in vitro )培養的條件， ( ii ) JCV 基因體的來

源及分子選殖的演變( 25, 26, 60) ，及( iii )分離出來的病毒的自然改變

( 46 ) 0 JCV 基因體的改變也曾見於未經細胞培養而直接從組織分離出來的

病毒株( strain) ( 37) ，所以， JCV 基因的改變無論是生物體內( in vivo) 

及生物體外( in vitro )均有可能發生。

在非 PML 的老年人的尿液中所分離出來的 JCV 基因體有 23-bp 插入(國

4) ，也曾在 PML 感祟的腦組織中發現( 56 )。另外還有帥-bp 插入在 80 及

98-bp tandom repeat 之間曾發現( 72) ，同時有 23 及 66-bp 插入者稱為

archetype 0 大部份基麗的改變均位於調節晨，這些改變的真正意義貝11 尚未完全

清楚。

病毒基目的表現( Expression of the Viral Genome ) 

為了暸解調節區的功能，就有研究揉討調節區跟宿主控斜的關係。 Kenney

等人( 32 )發現 Mad-1 的第一個 TATAbox 具有促進基因表現的功能，同時此

種促進功能具有細胞專一性，在人類胎兒神經細胞的表現高於其它種類的細胞。

相同的， Feigenbaum ( 18 )及 Tada ( 67 沌，曾證實調控區具有組織專一性 o

調節監控制宿主細胞範圍及斃膠原細胞的偏好( tropism) (69) ，而 T 蛋白

質在決定足夠基因表現及細胞專一性扮演重要角色( 5，惜， 27 )。細胞核內 DNA
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結合蛋白會結合到 JCV 的調節區的 5'及 3'端( 35) ，調節基因轉錄。在其它

的實驗財發現，有四個結合昆，其中兩個位於 98- bp 的 TAτAbox 區，另一則

位於第二個 TATAbox之外，似乎作為在非神經膠原細胞的負調節因子( 67 ) , 

來自神經膠細胞的 45Kd 因子( 1 )及 nuclear factor“1 相似的因子( 35 ) ，均
是轉錄的正調節圈子，調控轉錄效率。

為毒基因體的複製

JCV 基因體的複製起始點JlFt SV 40 類似，由 T蛋白質結合到 GAGGC 的順

序( 19 ) ，然而 JCVDNA 的複製不像 SV4。如此高效率，通常要感祟 3-5 天

之後才能偵測封且持續數星期( 18, 34 ) 0 JCV T 蛋白質的存在是必須的，若

將 T蛋白質的 coding sequence 做了突變，到 JCV 的複製無法進行( 44) , 

而且 SV40及 BKV的 T蛋白質可跟JCV的。ril嗔序結合而促使溶解性感祟(加ic

infection ) ( 16 )。然而 JCV 的 DNA複製不僅需 T蛋白質，還需要一些靈長

類的園子存在( 18 ) , JCV 可在合 SV40T 蛋白質的細胞株複製，如 SVG (人

類神經膠細胞) , SV1 (人類胚胎腎細胞)及 COS 1 (猴子腎細胞) ，卻不能

在 HJC (表現 JCVT 蛋白質的鼠類腦細胞) , CV-1 (猴子腎細胞)或 Hela 等

細胞株複製。因此， JCV 基因體的轉錄受 fFt於細胞專一性園子，而在神經膠細

胞最好，而複製則受限於種專一性( species-specific )圈子，而靈長類的效果

最好( 18 )。此外， Lynch 及 Frisque ( 40, 41 )發現在第二個 T蛋白質結

合位置的重覆序列( AGGGA )對 JCV 的複製能力有很大的影響力，若在這區

域發生突變，則 JCVT 蛋白質促進複製的功能財大為降低。

PML 為 JCV 感祟所致的腦細胞病變

JCV 感祟寡樹突膠質細胞( oligodencyte )之後，進行細胞溶解性破壞而

導致去髓鞘，有 80%去髓鞘會伴隨著星狀細胞的肥大( 43) ，藉由 in situ 

hybridization 的方法可以偵測到病毒 DNA ( 2 )。失去髓鞠會引起軸突的損傷，

進而使在灰質( gray matter )的細胞衰亡，最後導致神經的死亡。臨床上的特

徵，初期通常有半盲( homonymous heminopsia ) , hemiparesis ，心智土的

改變等。臨床土的診斷則以電腦斷層掃描( computerized temography , Cτ) 

及技磁共振( MRI )偵測去髓鞘為:性。實驗室的診斷則以 in situ hybridization , 

免疫細胞化學方法( immunocytochemistry )或 PCR 測腦部的活組織

( biopsy )。
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本研究相關資料及結泉簡介

到目前為止，鼠類及猿猴類的多瘤性病毒，了解得較為透徹，鼠類及猿猴的

多瘤性病毒殼體三度空間 X闢射線繞射圖分別於 1982 ( 59 )及 1991 (36) 被

決定出來，這些病毒外殼蛋白是對稱的 20 晶體構造，由 12 個 five-coordinated

及 60 個 six-coordinated capsomere 所組成。而這些 capsomere 均由 5 個 VP1

所形成的 pentamer構成，所以 VP1 分子在 20 晶體殼體是非對等鍵結

( nonequivalently bonded) (63) 。由於 VP1 位於病毒顆粒表面，所以可

能跟細胞接受體( cell receptor) ，血液凝黨反應及抗原反應有關。

VP1 蛋白質在參與病毒顆粒組成前會廣泛的修飾，包括了 acetylation , 

phosphorylation ( 4 ) ，然而，在 E. coli 表達未經修飾的 VP1 卻可以因改變緩

街液狀況，組成一個類似殼體的構造( 63 )。若將此殼體以還原劑(如 DTT ) 

及替合劑(如 EDTA) 處理，射殺體解離成 capsomere 0 單獨作用，則殼體仍

保持完學構造。在二價離子，則以 Ca2 +保護殼體的完整性最好( 7 ) 0 VP1 蛋

白質在鹼性環境下， carbonate 或 glycine 存在時，會解離成 capsomere ，高聾

濃度則會幫助殼體穩定( 58 )。鼠類多瘤性病毒 VP1 蛋白質形成之後，會送到

細胞核組裝成殼體( 48 )。此乃困在細胞質時， hsc 70 蛋白質跟 VP1 結合而

防止V們在細胞質組裝成殼體( 15 )。

在之前我們實驗室研究中， Taiwan - 3 JCV 是在一位自體免疫病人的尿液

中發現( 11 ) ，其 VP1 基因以 PCR 的方法放大之後，再選殖到大腸桿菌的表

達質體 pGEX-4下1 ( 10 ) ，表達出來的 JCVVP1 蛋白質跟 SV40VP1 蛋白質

比較，二者有 77.3%的相似性，然而在 BC (氯基酸 57-90 ), DE ( 127-148 ) 

及 HI ( 268-278 ) loops 這些位於病毒顆粒表面的展域，相似性則降至 54.5 , 

65 及 66.6% 。為了更進一步了解 VP1 蛋白質的生物特性，包括轉譯後修飾作

用( posttranslational modification ) ，殼體穩定性，及抗原性( antigenicity ) 

等，我們將 JCVV們的基因送到昆蟲細胞表達 o 而對此在昆蟲細胞表達的 JCV

VP1 蛋白質做一些探討。

桿狀病毒表達系統( baculovirus expression system )可以在昆蟲(真核)

細胞表達大量蛋白質，其含許多特點:在昆蟲細胞所表達的蛋白質的修飾作用

( modification )類似於在哺乳類細胞的修飾作用，而昆蟲細胞所表達的蛋白質

產量較高，所耗費的成本也較低。最常用來表達外來基因的桿狀病毒為

Autographa californica nuclear polyhedrosis virus ( AcMNPV )。當 AcMNPV

惑祟昆蟲細胞後，病毒顆粒進入細胞，且在細胞核進行病毒 DNA uncoating 作

用(如麗 5 ) 0 DNA 複製別開始於病毒感祟後約 6 小時，病毒感染後的晚期(約

6個24 小時) ，病毒顆粒開始製造，且以出芽方式從細胞釋出。感染後的最晚期

( very late phase )約從 20 小時之後持續到 2 天，直至細胞死亡。在此時期，
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幾乎所有細胞的轉錄作用均已停止，只表達為毒的兩種基因 polyhedrin 及抖。

基因。 Polyhedrin 蛋白質是 polyhedra 的結構成份， polyhedra 蛋白質的作用在

於保護病毒免於受外界傷害而能繼續感祟宿主。所以在細胞培養情況下，

polyhedrin 的基自產物非病毒存活所必需，因此 poJyhedrin 基麗可被有興趣的基

因取代，而此非常強的 polyhedrin promoter 則促使此基因轉錄，因而使得此基

因在最晚期累積。

AcMNPV 基因體是 128 Kb 的雙股 DNA ，由於病毒 DNA 太大，使得基因操

作有困難，因此先將 JCVVP1 基因選殖到含有病毒 polyhedrin 基鹿的傳送載體

( transfer vector ) pBacPAK8 (圖 6 ) , pBacPAK8 合複製起始點，及對安

比西林有抗性的( ampicillin resistant )基因，可在大腸桿菌，卻不能在昆蟲細

胞內複製。最初選殖到傳送載體的病毒基因段含有整個 polyhedrin 基因及兩旁

的重組序列( recombinant sequence ) ，之後 polyhedrin 的 coding sequence 

被刪掉，以一些內限制梅切害IJ位置取代。 JCVV們的基因插入 polyhedrin 的起

動子( promoter )及多腺吟( polyadenylation )中闊的內限制梅切割位置;第

二步驟為將此含有 VP1 基茵的傳送載體 pBacPAK8 及病毒 DNA 一起轉感祟

( cotransfect )到昆蟲細胞，在細胞內 pBacPAK8 , VP1 旁的病毒重組序列

及桿狀病毒 DNA 上的重組序列，發生同源性重組現象( homologous 

recombination )而將此 VP1 基因接到桿狀為毒(圖 7 )。

而在此實驗所用的桿狀病毒表達系統( Clontech BacPAK™ Baculovirus 

Expression system )對桿狀病毒做一些處理。也就是利用在 polyhedrin 基因下

游有一病毒存活所需的基函，將內限制梅 Bsu36 I 切割位置利用基因工程技術放

到 polyhedrin 起動子之後，及病毒存活必須基囡兩個位置。以 Bsu36I 來切害'IJ為

毒 DNA ( pBacPAK6 ) ，則會切下部份病毒存活的必須基因( ORF1629 ，為

複製所必須) ，如果此大 DNA 片段自己接起來，自必須基閻部份被捌除，所以

病毒不能複製，無法存活。若大基因片段跟攜帶手此必須基因的傳送載體發生重

組，才能產生一含有完整必須基闋的重組病毒。利用此原理，而使存活下來的幾

乎 100 %均為重組病毒( 33 )。實驗的大總描述於厲 8 。

在這實驗中，我們成功得到此含有 JCVV們的重組桿狀病毒，利用此含 VP1

基因的重組病毒感染昆蟲細胞使 VP1 基因在 polyhedrin 起動子的驅動下，在昆

蟲細胞表達 JCVVP1 蛋白質。此 VP1 蛋白質在昆蟲細胞 Z2 小時表達量最高，

且在細胞質就可能己包裝成殼體。經由電子顯微鏡分析，發現其為空殼體，不合

DNA 0 此 VP1 蛋白質具 DNA 結合能力。利用社ensitometry 得知 V們在昆蟲細

胞的表達量為 54 ug/ml ， 經由 sucrose cushion 及 CsCI 密度梯度離心純化，可

得 96%純度的 VP1 蛋白質，回收率( yield )約為 22% 。經由 2Dgel 分析，

VP1 蛋白質在昆蟲細胞有 6 species 0 利用此純化殼體，探討其穩定性，發現還

原齊1 DTT 及替合劑 EDTA 同時存在時，會使殼體解離成 capsomere 0 病毒在鹼

性環境下( pH 6.5-10.5 )較穩定，酸性環境下( pH 5.3 以下)則會破壞病毒
殼體完整性 O 加入二價離子 Zn2+ ，及 Cd2 十可使 capsomere 再組裝成 capsid , 
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以原子吸收光譜( atomic absorption ) ì~1定殼體內含金屬種類，可測得 Zn2+ , 

及 Cd2+ 。利用此在昆蟲細胞表達的 JCV 殼體，可用於流行病學上的揉討，同時

提供將來疫苗發展一良好的工具。

nv 1 



材料與方法

細胞培養

昆蟲細胞 Spodop胎ra fruig伊erda 21 ( Sf21 ) ( Clontech # 1601-1 )培
養方法參照 Hink 的方法( 29 )。簡單的說， Sf21 細胞培養於含 10%胎牛血

清( Gibco )的 TNM-FH ( Sigma #T1 032 )培養液中。 TNM-FH 的泡法是將

肘 .2g 的粉狀培養液溶於 0.9~升的去離子水中，加入 0.35g 的 sodium

bicarbonate ，室溫下攪拌使其完全溶解後，再用 1N NaOH 調 pH 至 6.0 ，加水

到一位升，再於無菌操作接內以 0.22um 的漣膜過法。此時 pH 約為 6.2 ，保存

於 4
0

C 。胎牛血清初次使用前需先 56
0

C' 30 分鐘處理，將補體去活化。

DNA 載體

本實驗所用的 DNA載體為 pBacPAK8 ( Clontech # 6145幽1 ) ，含有質體
複製起始點( replication origin )及抗安比西林( ampicillin resistant )基函，
可在E. coli.複製。此質體含有 8amHI 切割位置，用於構築重組質體，將 JCVVP1

基因放在 polyhedrin 起動子之後。

為毒結構蛋白基因( JCVVP1 )的純化與處理

JCVV們的基因已從類風濕性關節炎為人尿液中，以 PCR 方法放大出來，

還殖到 DNA載體 pGEX-4下1 的 8amH1 選殖位置( 10) 。此含有 JCVVP1

基目的 pGEX-4T-1 質體已轉殖( transformation )到E. coliJM109 上，將此 E

coli接種到含有 ampicillin ( 100 ug/ml )的 5ml 已減萄 L broth 中， 37 0C' 
200 rpm 的轉遠隔夜培養。取出 1.5 ml 隔夜培養的菌液，離心妞，000 rpm , 5 
分鐘。以 Wizard ™ Minipreps DNA purification system (promega) 純化
出 50 叫，約 10ug JCVVP1/pGEX-4T-1 質體。取出 40 ul plasmid D時A 再用 5 ul 
(10 units lul)的 8amH1 ( Promega )切剖，加入 5 ul10x buffer ，在 37

0

C水

浴下切割 3 小時。經 1 % agarose gel 電泳分析後，可見質體被切割成 4469 bp 
的質體及 1065 bp 的 JCVVP1 基囡片段。切下 JCVV們的 DNA 片段，以

Geneclean 11 Kit ( Bio 101 )純化出 1065 bp 的 JCVVP1 DNA ，即可用這令基
因選賤。

DNA載體的處理

含有 pBacPAK8 質體的E. coli 菌株，培養在合 ampicillin ( 100 ug/ml ) 
的 5ml 已減菌 l broth 中， 37 oc ' 200 rpm 的轉述，隔在培養。取出 1.5 ml 
的菌液，以 Wizard™ Minipreps DNA purification system (promega) 純化出
50 ul ，約 10 峙的 pBacPAK8 質體，取出 40ul plasmid D時A加入 5 ul ( 10 unit 
lul) 8am悶，再加入 5 ul10xbu仟缸，在 37

0

C水浴下切割 3 小時。再加入 1 unit 
Calf intestinal phosphatase ( CIP )及 5.5ul10xbu仟er 於 37

0

C水浴反應 1 小

時，以切除 5'端的磷酸根。再於 72
0

C下水浴以破壞 CIP 的活性。以 1% agarose 
電泳分析，切下 5538 bp 的 pBacPAK 質體片段。以 Geneclean 11 Kit ( Bio 101 ) 
純化 pBacPAK8 質體 DNA 的片段，即可用於基因選殖。
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基因選殖

取 BamHI 及 CIP 處理過 pBacPAK8 質體 1 ul 約 20 峙，加 BamHI 處理過

的 JCVVP1 inse成 3ul 約 30ng' 再加入 1 ulτ'4 ONA Iigase ( 3 units ) , 1 ul 
10x buffer 及 5 ul H20 共 10 ul 於 15

0

C隔夜 ligation 反應。將此質體命名為

pBJCV1 0 

E. coli 轉殖

Competent cell 的製備:將 E. coli JM1 09 strain 接種於 5ml 已滅菌的 L

broth 37 oc隔夜培養之後，再取 0.5 ml 接種到 50ml 己滅菌的 l broth ( 1 
100 )於 37 oc , 200 rpm 轉述，培養品3 小時直到 006∞值達到 0.4- 0.6 ，此
數值表示 E. coli 生長遠率正好達 mid-Iog phase 0 之後離心， 2500 rpm , 4 
OC ' 5 分鐘，丟掉上層液，再用冰溫的已滅菌 25 ml 0.1M CaCb輕輕攪拌沉澱
下來的細菌，冰浴靜置 30 分鐘。再離心 2500rpm , 4 oc' 5 分鐘，丟掉土清

液，加入已減菌的冰溫 1 ml 0.1M CaCb '輕較攪拌沉澱下來的細菌，冰浴靜置
30 分鐘。

轉殖( Transformation ) :取 0.1 ml 的 competent cell 加到 10 ulligate ' 
冰浴靜置 30 分鐘，接著 42

0

C 71<-i-谷 heat shock 3 分鐘。冰浴靜置 5 分鐘。再直

接塗到合 ampicillin ( 100 ugl ml )的 lB agar plate 土， 37
0

C培養箱中培養隔

夜。

篩選含有 JCVVP1 的萬落

挑出長在合 ampicillin 的 lB agar plate 上的菌落，接種在含有 100 ugl ml 
ampicillin 5 ml l broth , 37 oc ' 200 巾的轉述，隔i夜培養。以鹼溶解方法

( alkaline Iysis )方法純化質體。

鹼溶解方法純化質體:取出 1.5 ml 菌液到 eppendorf 離心管，離心悟，000

rpm , 5 分鐘，倒掉上清液。加入 100 ul resuspending solution ( 10 mMτr禱，
pH 8.0 , 4 mg/mllysozyme ) ，使沉澱的菌液混合均勻，再加入 200ul 新鮮配

製的 Iysis solution ( 1 % SOS ' 0.2 N NaOH ) ，土下混合離心管( inve成 the

tube) ，此時可見菌液呈清澈透明狀，再加入 150 ul5 M potassium acetate , 

同樣土下混合離心管，則可見到白色沉澱物出現。接著，離心惜，000 rpm , 5 
分鐘，將土層液換到乾淨的 eppendorf 離心管，加入 5 ul RNase(1 mg/m汁，
37

0

C水浴， 1 小時，以移去 RNA 。再加入 500 ul saturated phenol ，混合均勻
後，離心悟，000rpm ' 3 分鐘，將水層移到乾淨 eppendorf 離心管，加入 250ul

saturated phenol 及 250 ul chloroform/isopropanol (24/1 ) 混合均勻後，離心

役，000 rpm , 3 分鐘，將水層移到乾淨 eppendorf 離心管，加入 500 ul 
的loroformlisopropanol 混合均勻，離心 12 ， 000 rpm , 3 分鐘。將水層移到乾淨

eppendorf 離心管，加入 1/10 體積的 3 M sodium acetate ，再加入 2 倍體積冰

溫的絕對酒精，盡於-70
0

C' 30 分鐘，使質體沉澱。接著離心俑，OOOrpt莉， 4 
OC' 20 分鐘。倒掉土清波後，以 80 %ì7j<.溫酒精溺濕，於 Speed叫ac5 分鐘乾

躁，再溶於 50 ul 已減菌的 ddH20 。
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Restriction mappinQ 

先在乾淨的 eppendorf 離心管加入 4ul 已減菌的 ddH20 ，再加入 4 ul 純化

出的質體 ONA ，再加入 1 ul10xbu何智， 1 ul (10 units )的限制棒，混合均勻
後，於 37.C水浴作用 1 小時。之後加入 2 ul 的 6x loading dye ，取出 6 ul 於 1

% agarose 電泳分析。若 JCVVP1 成功的接進質體 ， EcoR1 作用後，則可切

成 5741 bp 及 861 bp 的片段。

1萬築 JCV VP1/Baculovirus recombinant 

將 PBJCV1 及 BacPAK60NA 一起轉感染( cotransfection )到 Sf21 昆蟲

細胞

首先在 35 mm2 的培養且種入昆蟲細胞 7 X 105 cellsl咐，共 1.5 阱， 27 
℃隔夜培養之後。移去培養液，再加入 2ml 沒有抗生素也沒有血清的 TNM干H'

輕較轉動培養血，再移去培養液，再加入 2ml 沒有抗生素也沒有血清的 τNM

FH 培養液。室溫下靜置 10 到 30 分鐘(由於血清會抑制由 lipofectin 所媒介的

轉感祟，所以此步驟必須清洗乾淨以移去正常的培養液〉。

在此期間，準備 lipofectin-ONA 複合物。首先將質體 ONA pBJCV1 稀釋成

100 ngl闊的濃度。接著在離心管內加入無萬水 40 ul '質體 pBJCV10NA5 帥，

BacPAK6 Viral ONA ( Bsu361 digest) 5 ul ，使總體積成 50ul 。因 BacPA峙

的病毒 ONA 易斷裂，所以處理時要特別小心，不能太用力。且離心管需使用

polystyrene 材質，以免將 ONA 黏在管壁上。接著加入 50 ullipofectin 溶液(0.1

mg/ml ) 到合 ONA 的離心管中，輕輕混合均勻，室溫靜置 15 分鐘。在 15 分鐘

快結東時，吸走培養且上的培養液，再從外閣慢慢加入 1.5 ml TNM-FH (無抗
生素，血清)。之後，再加 lipofectin-ONA 複合物到培養液，一邊加，一邊輕輕

轉動培養血，以混合均勻。置於 27.C' 培養 5 小時。第一個小時，每 15 分鐘

以“ side/side "的方式混合，之後每隔一小時，再混合一次。 5 小時之後，再加

入 1.5 ml TNM-FH (含 10 % FBS 及抗生素)到培養旦中。繼續培養在 27.C'

60-72 小時之後，將培養液移到乾淨無菌容器，再加入 1.5 mlT判M-FH/FBS ' 
27.C在培養。在第五、十、十三天分剎將上層培養液移到乾淨無甚管。由於在

第十一天時昆蟲細胞開始出現溶解( Iysis )現卒，所以在第十六天將土層波及
細胞分別收起來。

以西方墨點法( Western Blot )來確認 JCVVP1 蛋白質在昆蟲細胞表達情形

由於 cotransfection 後所收集的培養液會含有部份細胞碎片懸浮。經 3， 000

rpm , 5 分鐘離心後，上清液含有為毒，保存於-70.C' 沉澱下的細胞再溶於 200

ul1 : 4 稀釋的 SOS sample buffer ( 20 % SOS 250 ul ' glyceroll0.2 % 
bromophenol blue 250 叫，自-mercaptoethanol 125 ul ) ，在 100.C沸水中煮

沸 5 分鐘，再以超晉波震盪打斷 ONA ，取出 12 ul 以 12.5 % SOS國PAGE 分析。

再將膠上的蛋白以 HORIBLOT ( ATTO )以 anode buffer # 1 的 M 祈禱，

pH 10.4 , 20 % methanol anode buffer # 2 25 m制 Tr悟， pH 10.4 , 

20 % methanol cathode buffer # 3 25 mM Tr悟， pH 9.4 ' 40 mM 6-
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aminohexanoic acid ( Sigma A-2504 ) , 20 % methanol ，在 2.5 mAlcm2 , 
40 分鐘條件下轉旬到 nitrocellulose paper 上，再用 10 ml5 %脫脂奶粉搖動，
使均勻混合 30 分鐘。再加入來自 E. coli產生的全長 JCVV們所製成的抗體

anti-JCVVP1/ Flag 抗體( 3000 倍稀釋) ，室溫下搖 30 分鐘。再用 τBS-O.的

%τween-20 洗三次，一次五分鐘。之後再加入 biotinylated anti-rabbit IgG ( H 
+ L) made in goat ( Vectastain ABC kit # PK-4001 ) ，於室溫反應 30 分

鐘，再用 TBS舟.01 % Tween-20 洗三次，一次五分鐘，然後加入 ABC reagent 
( avidin DH , biotinylated horseradish peroxidase H ) 30 分鐘，再用 TBS

O.的% Tween-20 洗三次，一次五分鐘。最後加 diaminobenzidine solution 
( DAB ' 0.01 % final concentration ) ，及他O2 ( 0.012 % final 

concentration )呈色分析。

以免疫螢光祟色( Immunofluorescence )及西方墨點法( Western blot )探
討 JCVVP1 蛋白質在昆蟲細胞不同時間表達情形

於 3mm 之培養血先置入 1.5cm 見方以酒精消毒過後的蓋玻片，再稜入 7

X 105 cells/阱， 1.5 mi 的 Sf21 昆蟲細胞〈約 80% 滿)，分剎在病毒感祟後 6 , 
12 , 24 , 36 , 48 , 72 '蹈， 120 小時收集細胞。蓋玻片土的細胞閻定後，

準備螢光祟色用。長在培養且上的細胞則沖下，準備做西方墨點法。

重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 感祟 Sf21 昆蟲細胞

先將培養且內的 TNM-FH/FBS 吸掉，再加入 0.1 ml 的 JCV VP1 /Baculvirus 
室溫培養一小時，每問隔 15 分鐘再左右或上下混合，使病毒的吸咐增加，以投

高處祟率。再加入 2 ml TNM平H/FBS 於 27.C培養。

免疫螢光祟色( Immunofluorescence assay ) 

A 細胞回定

首先將培養液吸掉，以 2 ml PBS~.時濕、兩次。再用吹風機吹乾。再加入 2ml

J水溫回定液(丙闢:甲醇= 2 : 1 )置於“20.C' 15 分鐘。吸掉固定液，再用

吹風機吹乾，利用鑽石刀將萃玻片切割成四片，取其中的一片準備祟色，另外的

三片刻放回培養血，以 para仔in 封好，再放回-20.C保存。

B. 螢光祟色

將自定好的蓋玻片置於乾淨的培養且內，加入 2 ml PBS ，靜置 10 分鐘。

再用 water pump 盡量將殘餘水份吸乾。加 30 ul 正常血清(馬的血清) ( 1 : 
200 以 PBS 稀釋) ，並使均勻的復蓋玻片土，蓋土蓋子，室溫反應 30 分鐘。再

加 2 ml PBS 清洗 5 次，每次 5 分鐘。再將 PBS 以 water pump 盡量吸乾。再加

入專一性的抗體( rabbit anti-JCVVP1 ' 1 : 200 以 PBS 稀釋) ，蓋上蓋子，

室溫培育 30 分鐘。吸掉血清，同樣以 2 ml PBS 清洗 5 次，每次 5 分鐘。以 water

pump 吸乾，再加入 30 ul 的 secondary antibody ( goat anti個rabbit-lgG-FIτC ，

Sigma F-0511 , 1 160 稀釋) ，室溫反應 30 分鐘，吸乾，再用 2 ml PBS 
清洗 5 次，一次 5 分鐘。按著滴 10 ul glycerol/PBS (1 1) 於載玻片上，再
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讓蓋玻片的細胞面向下接觸載玻片上的 glycerol '即可於螢光顯微鏡下觀察。

西方墨點法( Western blot ) 

培養且上的細胞收集起來之後， 3,000 rpm , 5 分鐘離心，沉澱下來的細胞

再溶於 50ul 的溶解緩街液( Iysis bu仟er ) ，每個不同的時間的細胞取 50 峙的

量以 12.5%的 SDS-PAGE 分析，再將膠上的蛋白質以 HORIBLOT ( ATTO ) 
以 anode buffer # 1 : 0.3 M T巾， pH 10.4 , 20 % methanol anode buffer 
#2 : 25 mMTr誨， pH 10.4 ' 20 % methanol ; cathode buffer # 3 : 25 mM 
Tris pH9.4 , 40 mM 6-aminohexanoic acid ( Sigma A-2504) , 20 % 
methanol 轉印到 nitrocellulose paper 上。

血液凝集試驗( HemaggJutination assay , HA ) 

分別收集被 JCV VP1/Baculovirus 感祟 72 小時及未做任何處理的釘到昆

蟲細胞，離心 3，000 rpm , 4 oc' 5 分鐘，將沉澱下來的細胞溶於 200 ulτris 

buffer ( 10 mM Tris pH7.4, 150 mM Na凹， 0.5 mM CaCb ' 5 % glycerol ) 
再置於液態氮使其冷澡，再於 45

0

C四溫，如此來回數次，使細胞膜破掉。之後

再用超膏波震盪，接著離心切，000 rpm , 10 分鐘，將上清液換到乾淨離心管。

即可用於血液凝集試驗 o 先將人的 O 型血球以磷酸鹽緩街液( PBS )洗三次，
製成 0.5%紅血球懸浮液。以 96w酬的 microtiter plate 以 PBS2 倍連續稀釋感

哥哥及未感哥哥的昆蟲細胞上清液，再加入 50 ul 的 0.5%紅血球懸浮液，混合均勻，

室溫靜置 1 小時，再觀察血液擬集的情形。以呈現血液凝集的最後稀釋倍數，定

為血液提集活性。

JCVVP1 蛋白質的純化

昆蟲細胞 S挖1 被童車且病毒 JCV VP1/Baculovirus 感祟 72 小時之後，收j晨

10 個 flask '約 4 X 107 的細胞，離心 3，000 rpm ' 4
0

C' 5 分鐘。上清液為為
毒，保存於-70 OC ，沉澱下來的細胞貝'1溶於 8ml 溶解緩街液( Iysis buffer ) ( 50 
mMNaCI , 10mMTrispH7.4 ' 0.5 mM CaCb , 0.01 %TritonX-100 , 1 mM 
PMSF ) ，在冰浴下以超膏波震盪，再離心 10，000 rpm , 4 0C' 15 分鐘。上
清液保存於乾淨離心管。沉澱物時J~寺溶於 7ml 的 Iysis bu仟缸，冰溫下，以超音

波震盪，再離心 10， 000 rpm , 4 0C' 15 分鐘，土清液跟前次離心的上清液混
合在同一離心管，沉澱物則丟棄。接著進行蕉糖 cushion 純化:先在超高遠離心

管( Beckman # 344059 , 14 X 89 mm )加入 5ml 的上清液，再從離心管

底部加入 3 ml20 %蕉糖溶液( in PBS ) ，再用土清液填滿剩餘空悶，總體積
約 10 咐，所以會有 2根離心管。接著以超高速離心機( Beckman L8-70M ) , 

SW41Ti 的旋轉子離心 23， 000 rpm , 3 小時。之後，倒掉土層液，兩離心管沉

澱下的蛋白質再溶於 0.5 ml Tris pH7.4 ，再加入 0.167 圳的 1.8 g/ml 的 CsCI

溶液，使密度相當於 1.2 g/ml 再加 ιstep CsCI 溶液( 1.2, 1.25, 1.29, 1.32, 

1.35 g/ml 各 2ml)到離心管中，上層再加上令 Cs凹，密度為 1.2 gl州的 sucrose

cushion 純化出的蛋白質，同樣以 Beckman L8刁OM 超高速離心機， SW剎那

的旋轉手離心 33 ， 000 rpm '的小時。之後，在離心管底部戳一個洞，約 200

ul/fraction 收集在 eppendorf 離心管，測定血液凝集( Hemagglutination ) ，密

15 



度， DNA 濃度，及 SDS-PAGE 分析蛋白質純度。

血液凝集試驗( Hemagglutination assay , HA ) 

先在 96 well 的 microtiter pla峙，加入 100 ul 以 PBS20 倍稀釋的收禁到的

各管的檢體到第一個 well '第二封第十二個 well 則加 50 ul PBS '之後從第一
個 well 取出 50 ul 到第二個 we話，以此類推連續稀釋到第十二個 well ，丟掉最

後的 50 凶，最後加 50 ul 0.5 %紅血球懸浮液到每一個 well 中，混合均勻，室

溫靜置 1 小時。

密度測定

從收集到的各管中，分別取 5 ul 到曲光儀( Abbe Refractometer NO.501 ) 
土，調整刻度，使平面剛好位於交叉線上，此時所讀到的鏡，即為檢瓏的曲光度，

再由換算表而得出被體的密度。

DNA 濃度測定

從各管取出 20ul 到 Hoefer TKO 100 Fluorometer 測定 DNA 濃度。所用的

緩街波為 10 ml1x TNE ( 10 mM Tris , 1 mM EDTA ' 200 mM NaCI , 

pH7.4 )加入 1 ul 的接料( Hoechst 33258 , 1 mgl ml in H20 ) ，所讀出的值
即為 DNA 濃度。

SDS-PAGE 分析 JCVVP1 的量及純度

從各管取 15 ul 加 5 ul 4x sample bu仟er ( 250 ul 20% SDS, 250ul 
glyceroIl0.2%BPB , 125 ul ß-mercaptoethanol ) ，沸水煮沸 5 分鐘，再用超

膏波震盪，即可用 12.5% SDS闖PAGE 分析，再用 Coomassie blue solution 
( 50% methanol ' 10% acetic acid , 0.1 % Coomassie blue R-250 [Sigma 

#B-0149] )祟色之後，再以 25%甲醇17%冰醋酸脫色。

JCVVP1 的純化過程( Purification profile of JCV VP1 ) 

在 JCVV們的純化過程的各步驟:如將細胞溶於 Iysis buffer , sucrose 
cushion 及 CsCI 超高遠離心後病毒蛋白質濃度最高的部份，分別取出以 SDS幽

PAGE 的 Coomassie blue 祟色及西方墨點法來了解蛋白質純化情形。

JCVVP1 蛋白質的保存

經由 CsCI 超高遠離心純化之後的 JCVVP1 '在 10 mM Tris pH7.4 , 0.5 
mM CaCh' 150 mM NaCI , 5% glycerol 的緩街液，於 4

0

C下透析，隔夜之

後，保存於-70
0

C 0 

電子顯微鏡觀察 JCV VP1 capsid 

JCV VP1 capsid 陰祟的方法根據 Garcea ( 48 )的方法再稍做修飾。在
parafin paper 點一滴(約 10 ul )純化的 JCVVP1 capsid '再用碳蒸著的篩片
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( carbon formvar-coated grid )浮在上面 5 分鐘，使蛋白質吸的其上。再用濾

紙沿篩片邊緣將多餘水份吸走。再用 uranyl acetate 接色 10-15 秒，即可在電

子顯微鏡 (JOEL , JE阱， 2000輛CX , 80點I ) 下觀察。

超薄切片的電子顯微鏡觀察( Electron microscopy of thin sections ) 

Sf21 昆蟲細胞(有病毒感染或無病毒感祟)收集起來之後，離心 2，500

rpm ' 4
0C ' 5 分鐘，移去上清液，再用 5 ml PBS 清洗兩次(一次 15 分鐘) , 

再加上 3mI2.5%戊二百要回定液( 2.5 % glutaraldehyde in PBS )於 4
0

C下鹿

定一小時。再離心 2，500 rpm , 5 分鐘。再加入 3ml 戊二百蓋自定液在 4
0

C下作

用 3 小時。再用 3ml PBS 清洗三次(一次 15 分鐘)，加入約 50ul 的 2% agarose 
( in H20 ) ，待其凝問後，倒在乾淨的載玻片上切成約 1-2 mm 的細塊，裝入

乾淨的 4ml 小瓶子，準備脫水。脫水的程序是從 50 % ' 70 % ' 80 %' 90 % ' 
的%酒精依序替換，一次 15 分鐘，絕對酒精則換兩次，一次 15 分鐘。之後，

加入 0.5ml 絕對酒精及 0.5ml 的L. R. White 包埋劑，室溫靜置隔夜，吸掉溶液，

再加入約 0.5ml 的L. R. White 包坦劑，室溫靜置隔夜。再用膠囊色理( capsule 
embedding }包就是先將膠囊放在膠囊架土，先加一點L. R. White 到膠囊底部，

再將以洋菜膠預包埋的細胞放到膠囊內，再調整位置，使細胞位於中央，再將L.R.

White 填滿膠囊之後，將膠囊放到 56
0

C烘箱中 26 小時使之聚合，再用鑽石刀切

成 90 nm 的切片，使其附著於篩片上。

免疫金( Immunog。他)的祟色

在 parafilm paper 土滴 10 ul 含有 1 % bovine serum albumin 的 20mM

PBS ( pH7.0 ) ，篩片正面跟溶液接觸，室溫下反應 10 分鐘，以濾紙吸乾。立

刻滴土 10 ul 以 PBS 稀釋 200 倍的抗血清 anti-JCV VP1/Flag ，室溫下作用 90

分鐘。再用 PBS 水洗的滴(約 2ml) ，再用去離子水水洗 40 滴(約 1 ml ) , 

以法紙吸乾。再用 10 ul 以 PBS 稀釋 20 倍的 5 nm gold ( anti側rabbit IgG gold 
conjugated 5 nm ' Sigma #G-7277 )作用 30 分鐘。再用 80 滴 PBS 及 40 滴

去離子水水洗。再用 2 % UA 祟色 60 分鐘(在黑暗中) ，以去離子水水洗 40

滴，再用 0.5%檸檬酸鉛祟色(在密的容器內加土 NaOH 顆粒，以吸走 CO2 ' 

避免檸檬酸鉛沉澱而污祟篩片) 20 分鐘，以去離子水水洗 40 漓，以濾紙吸乾，

即可於電子顯微鏡( JOEL ' JE財， 2000-CX '的做I ) 下觀察。

免疫電子顯微鏡( Immunoelectron microscopy ) 

將 JCV VP1 capsomere 跟 1: 200 稀釋的兔子 anti-JCV VP1 抗體作用，

37 0C' 1 小時，或 4
0

C' 隔夜 o 離，心悍，000 rpm , 30 分鐘。倒掉土清液，溶

於少量去離子水，即可用於陰染方法祟色，在電子顯徵鏡下觀察。

2D gel 分析

2D- PAGE 分析蛋白質的方法主要參照 O'Farrel ( 52 )及 Forstova 等

人( 22 )的方法，再稍做修飾。 Sf21 被 JCV VP 1/Baculovirus 感接 72 小時之

後收集。以 PBS 清洗，溶於 SB 1 (0.3 % SDS ' 0.6 M ß-mercaptoethanol , 
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50 mM Tris )。之後以 100.C煮沸 5 分鐘，置於冰土 5 分鐘。再加入 1/10 體積

的 SB 2 ( 500 mM Tris , 50 mM MgCI2 ' 1 mg/ml DNase , 0.25 mg/ml RNase 
A) ，置於冰上 9 分鐘直封黏調度消失。蛋白質再用 4 倍;水溫的丙鹹沉澱，置於

-20.C 30 分鐘。沉澱物再離心 12，000 rpm ，部分鐘，去掉土清液。再用 1 ml 
冰溫丙輯:閏濕，去掉上清液，以 Speed-Vac 乾躁。再j容於 1/4 比率的 SB 11 SB 
3 ( 9.9 蹄 urea' 4 % NP-40 , 2.2 % pH 3-10 Ampholyte [ Bio-Rad ], 10 mM 
DτT )。不可溶部份再離心去掉，取上清波做分析。

2D gel 的配製

1 D Isoelectrofocusing ( IEF ) 

A.玻漓管( 2 X 4 X 160 mm, Bio-Rad #1653155 )的清洗

先將玻璃管浸泡於 1 M KOHI 95 % EtOH ，隔夜之後，以水清洗，再用二
次水滴濕。再用 95%酒精潤濕，置於烘箱烘乾 o

B. Tube gel 的自己製

10 支 tube gel 財取 0.93 9 urea ' 1.19 ml 30 % acrylamide, 0.8 % 
bisacrylamide' 1.43mI10%TritonX-100 , 1.19mIH20' 在 37.C水浴下混

合均勻後，以 0.45um 的濾膜過諱，再加入 357.1 ul pH 3-10 Ampholyte , 7.14 
ul ammonium persulfate 及 5 ul Temed 0 將 gel 加到玻璃管內，置於室溫各 3

小時，持其凝固。

C. Running buffer 

土層: 20 mM NaOH ' 0.8 9 NaOH 溶於 1 'Ä升去離子水，下層 10 mM 
phosphoric ac峙， 1.38 ml phosphoric acid 溶於 2 'Ä升去離子水。使用前先

degas 0 

D. Isoelectrofocusing ( IEF )電泳

裝好 IEF 電泳裝置後，將溶於 SB 11 SB 3 的檢體(約 250 ug ) ，加封玻璃
管的 gel 上，其上再置 10 ul overlay bu仟er ( 0.48 9 urea, ' 20 ul pH 吝惜
Ampholyte , 0.975 咐他o ' urea 溶解之後過濾，才加入 Ampholyte ) ，最後
以上層鹼性緩街液填滿剩餘空間，不能破壞分層。

2D : SDS-PAGE 

1D 的 IEF 分離好之後，再將 gel 從玻璃管擠出來，放在明uilibration bu仟er

( For 100 ml ' 2.3 9 SDS , 5 mI2-ME ' 10 ml glycerol , 0.75 9 Tris , 85 
ml H20 ' pH 6.8 ) ，待其平衡(約 20 分鐘) ，再轉移到 SDS-PAGE 0 VP1 
subspecies 的鑑定採用西方墨點法。西方墨點法參照、前面敘述，也就是將蛋白

質轉印到 nitrocellulose paper '再用抗體確認，以 DAB 呈色。

JCVVP1 蛋白質 JÎtl DNA 結合能力
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A. DNAi家針的製備

。甜A 探針( probe )的製備是依 nick translation 的方法( Promega , 

U1001 )。未標幟的 DNA 措 DNase I 的作用產生自由 3' -OH 端( nicl倍) , 

DNA polymerase I 頁IJ 催化將核甘酸加到 3' -OH 端的反應。同時，此韓素的 5'圈子3'

外切梅活性移去 nick 的 5'磷酸端。因此，移去原核甘酸的位置即為加入新核甘

酸的位置，所以將具放射性的核甘酸加到 DNA 0 步驟如下:

先混合如下成份

Nucleotide mix 10 ul 
nick translation 10x buffer 5 ul 
TW-3 DNA genome ín H20 2 ug 
iα_32p] dATP 7 ul 
DNA polymerasel DNasel mix 豆ul

Sterile H20 to final volume 50 ul 

在 15
0

C下作用 60 分鐘，再加入 5 ul stop solution 0 經由 Sephadex G毛G

固定離心條件( 1,000 rpm ' 3 分鐘)移去未結合的 dATP 。取 1 ul 以閃練計

數儀~M其放射強度。

B. Southwestern bloting 

Sf21 細胞 total Iysate (感祟或未感祟)以 12.5 % SDS-PAGE 分離，轉印
到 nitrocellulose paper 後，置於 buffer B ( 10 mM Tris.CI, pH 6.7 ' 50 mM 
NaCI ' 1 mM EDTA ' 0.02 % BSA , 0.02 % Ficoll , 0.02 % 
polyvinylpyropyrrolidone ), 30 分鐘。加入 DNA採針，使其放射強度達 105 cpm 
/咐，室溫下作用 1 小時。再用 bu仟er B 清洗，之後乾燥，放射顯影。
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JCV VP1 capsid 的穩定度探討

JCV VP1 capsid 的純化方法向前，也就是將被 JCV VP1/Baculovirus 感染

的昆蟲細胞，經由 sucrose cushion , CsCI 超高遠純化後收集，在 10 mM Tris 
pH 7.4及 5%甘油緩街液下透析，移去 CsCI 。

替合劑( chelator ) EDTA 及還原劑 DTT 對 capsid 穩定度的影響

在 50 ul 已透析移去 CsCI 的 JCVVP1 caps峙，加入(1) EDTA 最終濃度為

10 mM ， (2)新鮮配製 DTτ ，終濃度為 3m帥，或(3)問時加入 10 mM EDTA 及
3mMDTτ( 終濃度) ，上述三種處理的 capsid ，分別在 1 ， 2 ， 3 ， 4 小時之後~M其
血液凝集活性。

溫度對 capsid 穩定度的影響

50 ul 已透析移去 CsCI 的 JCV VP1 capsid 分別在 37 oc' 42 oc , 65 oc ' 
72

0

C水浴下作用 10 分鐘， 30 分鐘， 60 分鐘之後，分斜測血液凝象活性。

pH 對 capsid 穩定度的影響

50ul 已透析的 JCVVP1 capsid ，分別加入不同濃度的酸或鹼，使其 pH 達

1.15 ， 2.08 ， 3.肘， 4.03 ， 5.34 ， 6.58 ， 7.03 ， 8 .49 ， 9.52 ， 10.肘， 12.11 ，室溫下靜置

4 小時後，測其血液凝集活性。

二償離子對 capsomere 重組成 capsid 的影響

在已解離成 capsomere 的溶液中分別加入 1 ， 5，泊， 20， 40， 80 mM 的

Ca2
+ , Mg2

+ , Zn2
+ , Cd2+等二價離子，室溫靜置 4 小時，分別測其血液凝集活

性。

養合劑 EDTA 及還原劑 DTT 對再組回 capsid 的穩定度的影響

因加入二三償金屬離子而再組裝成 capsid 的 JCVVP1 蛋白質，分別加入

EDTA及 DTT '使其終濃度為 10mM 及 3mM' 室溫作用 4 小時之後， ~~1其血
液凝象活性。

原子吸收光帶( atomic absorption ) j~~殼體所含金屬種類

以超高速純化出的 VP1 殼體，透析在緩街溶液 10 mM Tris, pH7.4及 5%

glycerol ' 4 Oc '除夜。濃度約為 0.1 mg/ml 0 國生物檢體較複雜，所以 VP1 需

先用基質修飾劑(磷酸二氫氛，硝酸錢)處理，以除去雜質。然後用石墨式原子

吸收光譜儀( Perkin-Elmer 51 OOPC )測定 VP1 中錚、錯含量。

20 



結泉

VP1 基因選殖

在先前的實驗中，我們已將 JCVV們的基因選殖到 pGEX-4T斗的 BamHI

位置( 10) ，因為是在原核細胞 ( E. coli )表達，又有融合蛋白 GST ，所以

我們想將 VP1 基因選殖到桿狀病毒，在昆蟲細胞表達，較接近動物細胞修飾作

用，史接近實際生理狀況。利用 BamHI 切出 1065 bp VP1 DNA 片段及 4969 bp 

的 pGEX-4T斗質體 DNA' 於 1 % agarose 電泳，純化出 VP1 DNA ，再跟用

CIP 處理過的 pBacPAK8 質體進行 ligation 作用(圓 6 )，再轉殖( transformed ) 

到 JM109 丘 coli土。再用限制將 EcoRI 來確定 JCVV們的方向。若有正接，

可用 EcoRI 切出 5741 及 861 坤的 DNA 片段(圖 9 , Lane 2 )。 此新質體

命名為 pBJCV1 。

重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 的構築

經由 restriction mapping ，確定 JCVV們在質體 pBacPAK8 的方向性是正

確的，在 polyhedrin promoter 之後，所以我們就開始著手構築重組病毒。重組

質體 pBJCV1 跟 BacPAK6 DNA ( Bsu36 I digest )一起轉感祟

( cotransfection )flJ Sf21 細胞。由於重組質體 pBJCV 1 的重組序列跟 BacPAK6

有同源性( homology) ，所以可在細胞內進行重組，而將 JCVVP1 接到

Baculovirus 上，如醫 7 0 

以 SDS欄PAGE 及西方墨;點法( Western blotting )偵 j~1 JCVVP1 蛋白質在昆蟲

細胞表達情形

由於被共轉感祟( cotransfection )的細胞數不多，所以無法在初期以

SDS-PAGE 辨識 VP1 蛋白質(閱 10 A) ，必須以西方墨點法確認。收集共轉

感祟( co甘ansfection )後第五天懸浮於培養液的細胞碎片，以 12.5 % SDS

PAGE 分折，再轉印到 nitrocellulose paper 上，再用 anti-JCVV們的抗體確認，

跟已知在 E. coli 表達的 VP1 蛋白質做比較(圈 10 B ' lane 2) ，發現對照組

昆蟲細胞沒有 JCVVP1 蛋白質(閻 10 B , lane 1 ) ，而經 pBJCV1 及桿狀病

毒 pBacPAK6 的病毒 DNA 共轉感祟的昆蟲細胞，即可表達 JCVVP1 蛋白質(麗

10 B , lane 3 )。 由此可知 JCVVP1 已被選聽到桿狀為毒 polyhedrin 起動子

之後，且能在昆蟲細胞表達 JCVVP1 蛋白質。

S位1 昆蟲細胞在不同時間被重組病毒、JCV VP1/Baculovirus 感接之後的形態、
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重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 感祟昆蟲細胞，分別在妞， 24, 36, 48, 72, 

峙， 120 小時後，以相位差顯微鏡( phase contrast )觀察昆蟲細胞形態的改變 o

未感祟病毒的昆蟲細胞(圖 11 A )在顯微鏡下呈現圓形光亮的形態，感祟後 12，

24 ， 36 小時跟未感祟的細胞在形態上沒有明顯差異(國 11 島， C ， D ) ，然而隨著

感祟時間的增長，在 48 小時之後(圈 11 E ) ，明顯看到細胞膜呈溶解( Iysis ) 

現笨，也失去了光亮的園形形態。感祟後 72， 96 ， 120 小時(國 11 F, G, H ) , 

這種溶解現象更明顯。

重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 在不同時前感吾吾昆蟲細胞後以 SDS-PAGE 及西

方墨點法分析

VP1 基區是在 polyhedrin promoter 的控制之下，由於其為強 promoter ，在

病毒感祟後期，會促使其下游基因大量表現。為了明白是否 VP1 蛋白質可在昆

蟲細胞大量表現，所以我們做了 SDS-PAGE 的 time course 0 重組病毒 JCV

VP 1/Baculovirus 感祟昆蟲細胞，分剎在 6， 12，訟，詣， 48， 72，峙， 120 小時之

後，收集昆蟲細胞 ì容於溶解緩街液，以 50 ug/lane 的蛋白質濃度，以 12.5%

SDS-PAGE 分析。在 72 小時之後(國 12 A ' lane7 )有一明顯 42Kd 左右的

JCVVP1 蛋白質出現。以西方墨點法分析，結泉顯示 JCVVP1 蛋白質在細胞被

感祟後 24 小時開始被偵測到(閱 12 B , lane 4 ) , 72 小時的表達量到達最高

(國 12 B , lane 7) ，而後持平到感祟後 120 小時(國 12 器， lane 9 )表達

量又略為降低 O

以免疫螢光祟色揉討重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 在不同時間感祟昆蟲細胞

後， JCVVP1 蛋白質的表達情形

除了瞭解 VP1 蛋白質表達的量之外，我們也希冀探討 V們在昆蟲細胞表現

的位置，所以以免疫螢光祟色。重組為毒 JCV VP1/Baculovirus 感祟昆蟲細胞

後，分別在訟，紹， 72 及 120 小時，將細胞固定。螢光祟色之後，於螢光顯微

鏡下觀察。細胞在感祟 24 小時之後闊始表達 VP1 並出現在細胞質肉，感祟 48

小時後(觀 13 C )大部份的 VP1 存在細胞質內。 72 小時(圖 13 D )之後直

到 120 小時(鷗 13 E) ，大部份 VP1 才被轉送到細胞核。

JCVVP1 蛋白質在昆蟲細胞表達後之血液擬集活性

鼠類 polyomavirus V們在昆蟲細胞表達可形成殼體( 48 )。根據我們推

測人類 JCVV們在昆蟲細胞內表達也可能會自己組合成殼體。因此我們以血液

凝革試驗來初步證實 JCVVP1 是否在昆蟲細胞內自組殼體。重組病毒 JCVVP11

Baculovirus 感染昆蟲細胞 72 小時之後，收1柔細胞，溶於 200 ul 的溶解緩德液，

以連續稀釋法測定蛋白質血液凝集活性。病毒感祟的昆蟲細胞有 10 X 213 

hemagglutination activity ( HA) (圓 14A ( a ) ) ，而未經病毒感祟的昆蟲
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細胞封不具血液;提集特性(屬 14 A ( b ) )。為了確定比血液凝革具有專一性，

加入 JCVV們的抗體，測定血液凝集抑制( Hemagglutination inhibiton )試驗

(圖 14 B )。未加入抗體前檢體為 29 HA (國 14 B (a)) ，加入兔子免疫前血

清則為 28 HA (菌 14 B (b)) ，但若加入兔子 anti-JCV VP1 抗體，則可使血液

凝集活性降至為 o (國 14 B (c) )。此實驗初步證明 JCVV們在昆蟲細胞內確

實可自組為殼體。

JCVVP1 蛋白質的純化

由 HA證實 JCVV們在昆蟲細胞內可自組為殼體。完整病毒顆粒( virion ) 

密度為 1.32 gl州，空殼顆粒( empty capsid )密度為 1.29 gl耐，而一般蛋白

質的密度為 1.25 gl咐，所以我們利用此特性以 CsCI 超高速離心純化 JCVVP1

蛋白質。 CsCI 密度梯度離心之後，以約 200 ul 為一 fraction ，位集在 1.5 ml 

eppendorf 離心管，測定血液凝象特性， DNA 濃度，蛋白質密度，及 SDS翩PAGE

5ß1蛋白質純度。從血液凝集特性可見到 fraclion 22 到 28 有 HA 活性高峰(圖 15

A) 。以 fluorometer jß!j定 DNA 含量，發現較高密度的 fractions 含有 DNA

( fractions 2 -10 ) ，到後來幾乎完全不合 DNA 0 綜合而言，最高血液凝集部

份不令 DNA ，密度為 1.28 -1.30 g/ml 0 從 SDS-PAGE 上也可發現 fraction 22 

到 28 確實含有純度高的 VP1 蛋白質(國 15 B , lane 2 到 8 )。以這些結果推

j肘，純化出的 VP1 可能為空殼體。

JCVVP1 與 DNA 的結合能力

鼠類 polyomavirus VP 1 的 DNA 結合區位於時端的 5 個氣基酸( 13) , 

V們的 DNA 結合能力，可能跟殼體組成過程中，病毒蛋白質跟 minichromosome

結合有關( 47 )。為了瞭解在昆蟲細胞表達的 JCVVP1 蛋白質是否具有 DNA

結合能力，我們以 Southwestern 方法偵測，鼠類 polyomavirus VP1 做正控制

組(國 16 A ' lane 1 ) ，證實在 Sf21 細胞內表達的 JCVVP1 蛋白質能與 DNA

結合(圖 16 A , lane 3 )。

JCVVP1 蛋白質的回收率

以 SDS-PAGE 來分析 JCVVP1 蛋白質的每一個純化步驟。經由 sucro治e

cushion 的步驟，可除去許多雜蛋白(閱 17 A , lane 2 )。以 CsCI 密度梯度

離心可得到高純度的 VP1 (國 17 A , lane 3 )再經由西方墨點法確認而得知

此純化出的蛋白質確實為 JCVVP1 蛋白質(圈 17 B ' lane 3 )。

以 Densitometry (密度分析儀)探討 VP1 蛋白質在各純化步驟中，所估的

比率，而計算出回收率(表一) 0 V們在 4 X 107 S昭1 細胞內 totallysate 的量

為 0.43 mg ，經 sucrose cushion 及 CsCI 純化之後，得到 0.094 mg VP1 ，由
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收率約為 22% 。雖然損失了部份的 VP1 ，但收集到的 VP1 純度達 96%、 O

JCVVP1 蛋白質組成殼體的穿透式電子顯微鏡麗

以陰祟( negative stain )觀察純化的 VP1 殼體形態。在穿透式電子顯微鏡

下可見其為空殼體( empty capsid ) ，亦即沒有包里 D時A' 大小約為 45 nm , 

並由 capsomere 所組成(國 18 )。

2D gel 分析

JCVV們在 in vivo 的 species 尚未被報告，有待進一步分析。但在鼠類

polyomavirus 病毒顆粒 VP1 species 有 6 種( 4 ) ，但 Forstova 等人發現在昆

蟲細胞表達的 VP1 跟病毒顆粒 VP1 species 均為 10 種，只是量不同( 22 ) 0 

Montross 等人( 48 )發現V們在昆蟲細胞中有三種 species 與 virion 相同。

在我們實驗中， Sf21 所表達的人類 polyomavirus JCVVP1 約有 6種(圈 19 )。

pl 值介於 5.8 到 6.4之間。

超薄切片的電子顯微鏡國

未被重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 感祟及病毒感祟 48 小時的昆蟲細胞切

片於電子顯微鏡下觀察。未感祟的細胞不論在細胞質或細胞核均未看到 JCV

VP1 蛋白質組裝成殼體(國 20 )。然而，感吾吾 48 小時之後，在細胞質及細胞

核(國 21 ) ，均可看到 VP1 蛋白質包裝成殼體。這個結果跟螢光祟色的結果一

致(關 13 C )。因此我們推測 JCVVP1 蛋白質在細胞質可能已組裝成殼體，

再轉送到細胞核。

EDTA及 DTτ 對 VP1 殼體穩定性的影響

由鼠類 polyomavirus 的研究得知，金屬離子在病毒顆拉完整性扮演重要角

色( 7 )。為了瞭解 JCV殼體穩定性，我們以 EDTA ' DTT ，來路討對 JCV

殼體穩定度的影響。當還原劑 DTT 及替合劑 EDτA 同時存在時，在 1 小時內，

即可讓形成殼體的 VP1 蛋白質解離而失去 HA 活性(圈 22 )。然而， EDτA 或

DTT 單獨存在的情況，即使四小時之後，血液凝集的特性仍然存在，亦即尚保

持殼體的完整性(圖 22 )。

VP1 蛋白質解離成 capsomere 的穿透式電子顯微鏡圖

醫 23 B 是殼體加了 EDTA及 DTT '解離成 capsomere 的形態，以 UA 陰

祟結果。由於 capsomere 較小，只有 10 nm '一般的陰祟較難以辨識。所以我

們利用各種方法來確認 capsomere 的存在。 23 C 圓則是以免疫金祟色的結果，

確定在電子顯微鏡下所看封的的確為 capsomere 。若用免疫電子顯微鏡

( Immune electromicroscope )來處理則可見 capsomere 因抗體加入呈現聚集
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的現象(圈 23 D )。

二價離子對 capsomere 重新組合成 capsid 之影響

為了瞭解二價離子在 JCV殼體穩定所扮演的角色，我們以各種不用濃度( 1, 

5, 10, 20, 40, 80 mM )的二價離子 Ca2\ Mg2\Zn2+， Cd2+加到 capsomere 溶液

中，測其 HA 0 CaCb ' MgCb在濃度為 40mM 時，依然沒有 HA 。當濃度提

高到 80mM 時， CaCI2 只有 20 HA , MgCb則為 o 在濃度為 20mM 時，

ZnCb ' CdCb 的 HA 分刑是 20 , 0 ; 40 mM 時，分別是 160 ' 320 HA ; 80 

mM 時，分別是 320 , 640 HA 0 (圖 24 ) 0 

原子吸收光譜測純化的殼體所舍的金屬

除了以生物特性( HA )來測定殼體形成所需的二價離子為 Zn2+及 Cd2+之

外，我們也希冀直接以原子吸收光譜來測 VP1 內所舍的金屬種類。從昆蟲細胞

純化出來的殼體確實含有 Zn2+及 Cd2+ ，數值分別為 21 ppb 及 4 ppb ，背景值則

分剎為 8 ppb 及 o ppb (圖 25 )。

還原劑或養合齊j對重新組合的殼體之影響

依照、閻 22 的結果顯示， EDTA 與 DτT 必須同時存在，才能使殼體解離成

capsomere 。因此我們懷疑雙硫鍵具有係護金屬離子的功能。如果雙硫鍵具保

護金屬離子被移去的作用，則在重新組合的 VP1 殼體因缺乏雙硫鍵形成，只要

EDTA存在應就可以使其解離成 capsomere 。因此我們將 capsomere 加入 Zn2+

後，使其形成殼體，然後再加入 EDTA 或 DTT '結系發現只要 EDTA 就可以使

VP1 殼體完全解離失去 HA ，而只有 DTT 並無法完全使殼體解離(圖 26 )。

溫度對殼體的影響

為提供流行為學上一些 JC 病毒的特性，我們也測定環境溫度對殼體穩地定

性影響。我們還用了四種溫度， 37 ，位， 65 ' 72 vc 。毅體在 37 ' 42
0

C維
持一小時， HA仍然不變，但 65 , 72 0

C 10 分鐘，則迅速失去 HA 活性(國 27 )。

此結泉說明 JCV 病毒顆粒在的℃以土時其穩定性將會被破壞。

pH 對殼體穩定度的影響

除了溫度以外，我們也想了解環境 pH 對殼體的影響。 VP1 殼體在鹼性下

pH 10.5 ，仍係有 HA 活性，當 pH 值高於 10.5 ，貝IJ會破壞病毒顆粒完整性。若

殼體於酸性環境( pH 5 以下) ，則迅遠解離，失去 HA 活性(商品)。
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討論

JCV 跟 PML 的關偉、於 1965 年就由 ZuRhein 等人利用電子顯微鏡觀察而確

定( 74 ) ，然而由於 JCV 在體外有嚴格的宿主限制，直到 1971 年才由 Padgett

等人利用 PML 病人腦組織接種到人類胎兒腦細胞株才分離出 JCV ( 57 )。由

於 JCV 只能生長在源自人類腦神經的細胞，而非腦細胞類的胚胎、肺、腦、腎

羊水等則不能生長的特性( 46, 64) ，使得目前對 JCV 的研究進展少於其它的

動物的多瘤性病毒，如猿猴、類的 SV的，鼠類的多瘤性病毒。因此為了瞭解人類

多瘤性病毒 JCV主要殼體蛋白 V們在病毒結構完整性，跟宿主細胞受體交互作

用，紅血球凝集， DNA 包裝及病毒組裝( assembly )所扮演的角色，我們將

源自於類風溼性關結炎病人尿液的 Taiwan-3 JCV VP1 結構基因送到昆蟲細胞

表達。由於桿狀病毒( Baculovirus )感祟昆蟲細胞後，在後期會大量表達

polyhedrin 基因( 38 ) ，所以將 VP1 基自接到桿狀病毒 polyhedrin 的起動手

( promoter )之後，即可在病毒感祟細胞後期( late phase ) ，表達大量 VP1

蛋白質。在昆蟲細胞表達的蛋白質的修飾作用類似於在哺乳類細胞的修飾作用，

如五揖酸化， acetylation 等( 38 ) 。由 Two-dimensional polyacrylamide gel 

electrophoresis ( 2D-PAGE )的 VP1 蛋白質分析，在昆蟲細胞表達的有 6 種，

而在原核細胞 E. coli 所表達的蛋白質則有 4 種(未發表結果) 0 VP1 蛋白質的

修飾作用可能跟病毒顆粒的組裝( assembly )有關( 4 )。同- polypetide 不

同的修飾，是否造成不同的生物功能，目前尚不明暸，需要更進一步分析。

Montross 等人( 48 )將鼠類 polyomavirus 主要結構蛋白 VP1 基因在昆蟲

細胞表達，電子顯微鏡超薄切片免疫金祟色的方法得知， VP1 蛋白質在昆蟲細

胞可以組成殼體。為了確定我們在昆蟲細胞表達的 VP1 蛋白質是否能形成殼

體，我們利用 JC virus 具有凝象人類 O 型血球的特性( 56 ) ，取被 JCVVP11

8aculovirus 感祟的昆蟲細胞的 totallysate 來湖定血液凝集特性。結果發現在昆

蟲細胞表達的 VP1 蛋白質確定具有 HA (崗 14A(a)) 。此外，以兔子 anti-JCV

VP1 抗體來測血液凝集抑制( Hemagglutination inhibition ) ，確知此種血液凝

集具有專一性，所以 JCVVP1 蛋白質在昆蟲細胞內已形成殼體。 JC virus 的結

構蛋白除了主要結構蛋白 VP1 以外，尚有 VP2 及 VP3 蛋白質。 VP1 蛋白質與

VP2 、 VP3 及病毒微小祟色體( minichromosome )有交互作用，因此可能參

與完學病毒顆粒( virion )的經裝。然而，經由血液凝集測試說明即使其它病毒

蛋白質不存在， VP1 蛋白質依然可在 Sf21 細胞內形成殼體，而且殼體的結構與

invivo 產生的病毒相近。

JCVVP1 蛋白質在昆蟲細胞的表達量約佔所有蛋白質的 4.5%'經由 sucrose

cushion 可將 VP1 量增加至 13 % '再經 5個step CsCI 離心之後，則可純化至 96

%。每 4 X 107 的 Sf21 細胞可獲得約 94 ug 的 VP1 蛋白質，回收率約為 22% 。

這些高純度的殼體可以提供未來生理及臨床分析。
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在病毒殼體穩定性方面，就目前的資料顯示，同屬 118 族的二償金屬離子 Zn2+

及 Cd2+可能是病毒內部的一部份。除此，雙硫鍵在病毒顆位穩定性上也扮演一

重要角色。依我們的研究結果推測，還原劑 DTT彼壞雙硫鍵， EDTA 除去二價

離子，才能使殼體解離成 capsomere 。在鹼性環境下( pH10.5 )以上才能使

失去血液投靠特性。若在酸性環境下，殼體就較不穩定， pH 5 以下就使其失去

血液凝集特性。在過去鼠類多瘤性病毒的研究( 7 , 63 )也曾發現在還原劑及

替合劑同時存在，才能使殼體解離成 capsomere 。在我們的實驗中藉由電子顯

微鏡觀察，我們也確定加入 EDTA 及 DTT 使殼體失去血液凝集活性，是因解離

成 capsomere 所致。解離成 capsomere 的溶液利用透析移去 EDTA 及 DTT ' 
若再加入二價金屬離子 Zn2+及 Cd2+ ，會使部份的血液凝集活性恢復。有趣的是，

若在此時只加入 EDTA ，就可以使其失去血液凝集活性。因為加入 Zn2+及 Cd2+

而恢復血液凝禁，亦即恢復成殼體的結構，並沒有雙硫鍵的保護，所以只有 EDTA

就可以使其解離成 capsomere 0 經由上面的結果我們發現二償金屬離子 Zn2+及

Cd2+是殼體完整性所必須，而雙硫鍵則是保護殼體的二償金屬離子被替合劑移

去。從 polyomavirus ( 7 )及 SV40 ( 14 )的殼體穩定性試驗，證實還原劑是
使殼體解離所必須。因此推測需要雙硫鍵幫忙穩定病毒顆粒，而使這些鍵還原則

是病毒脫殼( uncoating )過程很重要的步驟之一。然而從Liddington 1991 

( 36 將對 SV40VP1 蛋白質所作的 X-ray 繞射三度空間圈來看，在VP1 subunit 

或 pentamer 並沒有發現形成雙硫鍵的地方，較有可能形成的地方在於 CD loops 

上的 Cys 104 跟相鄰的 pentamer 因三度空間交互作用的關係而形成雙硫鍵。

二價金屬 Ca2+對猿猴類 SV40 及鼠類 polyomavirus 病毒穩定性佔一重要角

色， Liddington 等人( 36 )利用 X-ray 繞射三度空開國分析SV40VP1 蛋白質，

發現 EF loops 土的 Glu157 , 160 及 C-arm 的 Asp345 可能為金屬結合位置。

Haynes ( 28 )等人則認為 GH loops 上的 Asp266 到 Glu277 可能是

polyomavirus 土重要的鈣離子結合位置。然而在本篇的實驗中加入鈣，並無法

使人類 JCV VP1 capsomere 重組回殼體，加入錚及錯卻具有此能力。以原子吸

收光譜測定，證實在昆蟲細胞內形成的殼體確實含有錚及錯原子。然而在 invivo

中所形成的 JCVvirion 是否一樣含有這兩種原子則須更進一步分析。

鼠類 polyomavirus V們是偶核蛋白， Nuclear localization signal 位於時端

的 12 個氯基酸， VP1 蛋白質合成之後旋即被送入細胞核( 12 )。在昆蟲細胞

所表達的 polyomavirus VP 1 蛋白質，在早期(感祟後 24 小時) ，大部份在細

胞核發現( 22) ，在稍晚期(感染後 48 小時) ，才有少量 VP1 蛋白質囡大量

表達的關係在細胞質被偵 )~IJ 至IJ 0 在我們實驗中，昆蟲細胞表達的蛋白質藉由螢光

祟色而得知人類 JCVVP1 蛋白質在感祟後 24 小時即在細胞質被偵測到，直至d

48 小時依然可見是在細胞質，直到 72 小時後才進入細胞核。譜由超薄切片，我

們也發現在細胞質可看到殼體-like 的構造。這跟鼠類 polyomavirus 主要在細胞

核的情形不同 o 在我們的實驗中也證明、JCVVP1 其 DNA 結合能力。然而從我們

27 



的純化出的殼體在電子顯微鏡下均為 empty 殼體，不合 DNA 。這跟 DNA 結合

能力的結泉似乎有點街突，然而似乎可用 VP1 組成殼體在細胞的位置來說明。

從超薄切片結果發現， V們在細胞質形成殼體，所以沒有辦法跟位於核內的 D甜A

接觸，組成 pseudovirion 的結構。

JCV主要結構蛋白 VP1 已經選殖到桿狀病毒，而且也在昆蟲細胞表達。由

於在昆蟲細胞表達的是形成殼體構造，純化出此殼體，打入兔子體內，得到的是

抗殼體的抗體。在生理特性上較近似於人類對 JCV產生的抗體。得到此抗體，

我們實驗室已用來探討 JCV 各 epitope 的抗原性。重組蛋白將來也可用來做單

株抗體，探討跟細胞受體，血液凝集 epitope 等之間的關係。
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國 1. J CV 的基國圈。題形筒顯示相對的 open reading frame 的起始點及終點

( 19 )。兩個 0悶悶d陶 frame ( T 及 t )是早期晨，位於左邊，而
四個 open reading frame 表示為 agnoprotein ' VP1 ' VP2 ' VP3 是
晚期霞。非轉錄區的 DNA 複製起始點及 98 bp 重覆序列顯示於土方。

29 



〈口 h句 Genes Late Genes 曲咿

， 'G''-一一 5130• "、、
f\ 叫﹒浴'-4- 1

'G;. ,q 
;計 c 沛，﹒:~
小 t ;A:.:!' .. 

JCV 'i": c! ﹒ ~à~~~_:. ~~.:. à; 
t.." ... -f;. A~u弋c， .:G:亡，

~C. G tG:.;C 
5070 '!I. • T :G,' ~S 33 

y. A :A' ﹒ ~T: 
L_ 團- -喝 喝嗨- - - _....且艙 :ft • ，此 'G: 片。 帽甸甸__._， t 

5'一切持閉眼嘲研~~~阻∞è • ;qI::TTG ﹒ C氓!~'r~愕冉冉手持GA-3'

句
i
v

呵
!
'
∞

… 
嚕
。
門

U
U

恬

A
-

5
寸

-
A
e

-
-
d
f

叫

A
時
八Y
G
C
C
T
C
G
C
C
T
C

曙

HG' 

•••••• 

h 

',',', 

.• 

f

河
"
甸
甸M
A
r
n
A

←
吋
冶
心
M
F
G

﹒

A--
Ah 

\
G
A
廿
一A
小
v
s
g
G
T
心

開

••• 

f
T
M
巾
，
有
才T
C
C
A
M

4

，
泳
、
，
演
∞

一
的
一

… w
m
L岫


E

到
一

F3 

，G;吃一-5243
:êt'﹒ 'G:唔，一 1
;G:.;C' 
'G, .fC~ 
~A' .fT; 

f\;拭a:ψ川"，
ç "圳.a:

SV40 T 台， :C:.;G: 
C. G 'G, o ,C' 
而. A :G:.~C: 

5179 長~T:. A ,A;.;Tt 38 
•< \A.. _T. 呵， ..α ↓ 

--﹒哺-_..---唔-.- .、'jT'.'A， A. T 可_ ______, t 
5'一T明CCT科研AAN:iCCT喧科C!:. :~pTC ﹒ G叫一開仔仔AAτTtc!fCÞG∞-3'

國 2.0時A 複製起始點的核甘酸順序相似性( 43 )。圓型顯示 JCV , BKV , 
SV40 的複製起始點核甘酸順序及可能的二級結構。此三種病毒相同 )1頂序

以虛線框起來。
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T ANTIGEN BINDING 
SITE 1 

1 

+ 
GGCGGCCTCGGCCTCtTGTATA1lr\ T AAAAAAA1JGG 

GGCGGCCτ'CGGCCTCIrGCATAÑ\TAAAAAÁAÞ1rAG 

T ANTIGEN BINDING 
SITE II 

'ATATATτt'!.TMAAAAAllA 

國 3. JCV ' BKV 及 SV40 的複製起始點及 T蛋白質結合位置( 68 )。
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可 TEMzrS晶120 晶晶泊51)的a 晶晶詮10是告‘吋-甜甜ZOEEEETZE3KU0XKZ晶K犯晶M\鼓ZrZEU4GZCOTTIAZAA宣CI言3 ESEOA阻AZAE6B 

ATfCGMCCf CCGCCf(X('"C CGGTGCCGGA GGN::ATATAT /li11'l1'l 11'lC; αJrrccCT'AC CGì\CGGTCGG 宜立℃σrJ\CTCG

708090 」 lOOACCM二M斗G半GC mm1的
TCATJIC.口'AG G品CIXMCC NX:rMCAGC CAm:AAN::M τ'GfATATATA AAAAAAAc,q:; AA~TGGC 

AC;fAτGGA1τ5℃0 C口℃GGTlIG6G0 τ℃GATIG1Z℃7G 0 GI℃Aτττe18r0rτ℃叮叮T一I℃1JC9G0hh ACATATAT2A0T0 TfT1TI制"n2﹒X1C 0 TI℃CCEM2文2G0 

TGCCAGCCJ\A GC/li官"GAGCTC ATACCrAc,q:; AG::CAÞC.CAG CfAACAGCCA m:AAACAMG CACMG(;(.;I:;A AGTGGAAIIGC 
JlC.GClCGGlT CαrN.立CGAG TA'τ"GGI\τCCC TCGGTlWlC GA1τGTCGGT CA'lTlGn1t~ 'ICACCTITCG 

230 240 250 260 270 2BO 

AGCCAAGI.品帥，叮叮ITG C血的A由G CIGTIT1叫羽田凹的G 古法也$ Late -官CGG'ITCCCT τ'GfAC.MAN:. GCfCGGTC官C GACAAAACCG AACAGτ'GGTC GCCCGGTJlC.C 

崗 4. JCV ( Mad-1 )基因體未轉錄區的核甘酸順序( 19 )。有箭頭方括弧的

代表 98-坤的重覆霞，粗直線表 TATA box , 23- bp 插入位置顯示在 98-

坤的重覆區之土。粗箭頭表早期基因轉錄開始，圓點表 D關A 複製起始點 o
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Prlmary In1ectlon 01 
host Insed 

商 5. Baculovirus 的生活史。此圈形描述典型的 Baculovirus 的 biphasic 生活史

( 66a )。
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商 6，構笨重組質體 pBJCV1 。將 JCVVP1 的 DNA 片段從質體 pGEX - JCVP1 

以 BamHI 切下，再接到 pBacPAK8 的 BamHI 位置，而構成 pBJCV1 。
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圖 7. 構祟重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 0 JCV VP1 的基因接到 pBAcPAK8

的 BamHI 位置上，而形成重組質體 pBJCV1 。重組質體土有重組序列跟

BacPAK6 為毒重組序列同源。 BacPAK6DNA 上有一必須基因被刪除，

重組質體上含有此完整必須基因。將二者同時轉感祟到 Sf21 細胞後，在

Sf21 細胞內進行 recombination '而得到一重組病毒，含有 JCVVP1 基

函。 JCVVP1 基因在 polyhedrin promoter 的控制之下，在病毒感祟晚期

可製造大量 VP1 蛋白質( 30 )。
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圖 8. JCVV們在 BacPAK 表達系統操作流程題。在進行 JCVVP1 基因選殖期
間，先培養 Sf21 細胞，並將部份細胞做細胞冷凍保存。等確定 VP1 己選

殖至lJ 質體之後，再跟 BacPAK6 為毒 DNA 共轉感祟到 Sf21 細胞。之後以
西方墨法確認 VP1 蛋白質表達。再培養出更多重組為毒，表達 VP1 蛋白

質，並做其特性化揉討。然後大量培養以得封大量 VP1 蛋白質。
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Viral DNA 



M 1 2 

• 5741 bp 

• 861 bp 

圓 9. pBJCV1 的 restriction map 0 將 pBJCV1 轉殖封 E. coli JM1 09 細胞後，

在合 amplicillin 的培養基培養並純化出質體 DNA' 以限制梅來切害'1確定篩

選到的菌落 o Lane M: Lamda DNA被 EcoRI 及 Hindlll 切後的片段，做為

分子量 marker 0 Lane 1: 以 BamHI 切，可切出 5，538 bp 的 pBacPAK8

質體，及 1 ，065 bp 的 JCV VP1 0 Lane 2 : pBJCV1 以 EcoRI 切，正接則

可切出 5， 741 及 861 bp 的 DNA 片段。
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A 

Kda M 1 2 3 

96 
66 

45 

31 

21 

14' ; 

B 

1 2 3 

~ JCVVP1 

國 10. SDS早AGE 及西方墨點法分析被 JCV VP1/Baculovirus 共轉感祟的昆蟲

細胞。被共轉感祟或未被共轉感祟的 Sf21 細胞收集之後，以 12.5%

SDS-PAGE 分間，再以 Coomassie blue 祟色( A) 。另一組為 SDS-PAGE

之後，再轉印到 nitrocellulose paper ，再用兔子 anti-JCV VP1/pFlag 抗體

作確認，以 DAB 呈色( B ) 0 Lane M :分子量 marker 0 Lane 1:未感祟

的 Sf21 細胞 o Lane 2: JCVVP1/pFlag/JM109 做為正控制恕。 Lane 3: 

感祟 JCV VP1/Baculovirus 的 Sf21 細胞。

39 



B (12h PI) 

C (24h PI) D(36h PI) E (48h PI) 

G (96h PI) H (120h PI) 

圈 11. Sf21 細胞被 JCV VP1/Baculovirus 感祟不同時間之後的形態變化。 A 到
H 分別是 Sf21 被 JCV VP1/Baculovirus 感祟後 0， 12 ， 24 ， 36 ， 48 ， 72 ， 96 ，

120 小時。

40 



A 

kDa M 1 

96 
66 

31 

2 3 6 . 7 9 

VP1 

自 輛睡聶鸝喝闡鸝喝鸝輛輛島輯顧勝 1←VP1

國 12. Sf21 細胞被 JCV VP1/Baculovirus 感朵不同時間之後， VP1 蛋白質表達

情形。( A ) 12.5 % SDS-PAGE 以 Coomassie blue 染色， ( B )西

方墨點法以 anti-JCV VP1 抗體辨認VP1 0 Lane M:分子量 marker Lane 

1 : Oh Lane 2 : 6 h Lane 3 : 12 h Lane 4 : 24 h Lane 5 : 36 h 

Lane 6 : 48 h Lane 7 : 72 h Lane 8 : 96 h Lane 9 : 120 h 0 
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A B c 

D E 

聞 13. 免疫螢光染色分析V們在各不同時間於細胞內的表達情形。( A ) Oh , 
( B ) 24h ' ( C ) 48h ' (D) 72h ' ( E ) 120h 0 
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HA 

a 10X213 
A 

b G 

a 29 

B b 28 

O 

國 14. Sf21 細胞被 JCV VP1/Baculovirus 感祟之後，血液凝禁及血液凝象抑制

的特性。( A )血液凝集，感祟 JCVVP1/Baculovirus (a) 及未感祟( b ) 
的昆蟲細胞 total Iysate 與人類 O 型血球反應。( B )血液凝集抑制，被
感祟細胞 total Iysate '未加入抗體( a ) ，或加入兔子免疫前血清( b )及，
加入抗體( c )後血液j反革抑制情形。
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圈 15. CsCI 密度梯度離心純化的 JCVVP1 蛋白質在各 fraction 的密度， DNA 

含量及血液凝集( A )，及在 12.5 % SDS-PAGE 的分析( B )0 JCVVP1 

蛋白質的純化方法描述於材料及方法中。( A ) JCV VP11 Baculovu\irus 

惑:長 Sf21 細胞 72 小時之後，經由 sucrose cushion 及 CsCI 密度梯度離

心純化之後，每 fraction 測定 DNA 含量、密度，及血液凝集活性。( B ) 

以 12.5 % SDS-PAGE 分析 CsCI 密度梯度離心後含有 HA活性的 fractions

的 VP1 0 Lane 1- 9 '分別為 fraction 21 位9 0 

區:表蛋白質密度。

。表 HA ì:舌性。

Â: 表 DNA 含量 O
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1 2 3 

A 

B 

圈 16. JCVVP1 與 DNA 結合的能力。( A ) Southwestern blot , TW-3 
genome 以 32p 標幟做為探針，測定 DNA 結合能力。( B )西方墨點法。

lane 1 以 anti - polyomavirus VP1 抗體， lane 2 及 lane 3 以 anti -

JCVP1 抗體來偵測，以 DAB 呈色。 lane 1 Polyomavirus VP1 做為正

控制組 lane 2 :未感祟病毒的 Sf21 細胞 lane 3 : JCVVP1/Sf21 , 
病毒感祟 72 小時的 Sf21 細胞 total Iysate 0 
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A B 

kDa M 2 3 

96 
66 

禪額鬱 I “←VP1

國 17. JCVVP1 各純化過程的結果。 (A ) 12.5 % SDS-PAGE ' ( B )西方墨
點法。 La叫11: 分子量 ma成er 0 L岫an悶e 1壯:表達 VP們1 昆蟲細胞的 t怕。抽

i句ys紹at胎e 0 Lane 2 :經 sucrose cushion 部份純化之樣品。 Lane 3: CsCI 密

度梯度離心後之 VP1 0 
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國 18. JCVVP1 殼體的電顯圈。純化的 JCVVP1 殼體，以 uranyl acetate 祟色，

以 TEM 觀察其外形。閩中的 bar 為 100 nm 0 
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basic acidic 

國 19. 2D gel 分析在昆蟲細胞內表達的 JCVVP1 蛋白質。含有 JCVVP1 昆蟲
細胞的 totallysate 以 IEF 及 SDS-PAGE 分離後，以 anti-JCV VP 1 抗體鑑

定 VP1 的 subspecies
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圈 20. 未被 JCV VP1 /Baculovirus 感染的 Sf訂的超薄切片電子顯微鏡園。無論

在細胞質或核，均未出現殼體 -like 結構。( Nu :細胞核， NM 細胞

核艘， Cy 細胞質)。
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國 21. 、JCV VP 1/Baculovirus 感祟 Sf21 細胞的超薄切片電子顯微鏡圈。箭頭指
示類似殼體的構造。( Nu :細胞核， NM 核膜， Cy :細胞質)。
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汁，
:I: 

40r I 
20 

自

Conlrol EDTA DTT EDTA+DTT 

闡 22. EDτA 及 DTT 對殼體發定性之影響。純化的 JCVVP1 殼體，分別以 10

mMEDTA' 3 mM DTT 或二者同時存在作用 JCVVP1 殼體 1 ， 2 ， 3 ，

4 小時之後， 5~1血f夜凝集活性。
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圈 23 殼體及 capsomere 的電顯閣。純化的為 45nm 的空殼體( A )及殼體加

入 EDTA及 DTT之後的 capsomere ( B ) 0 Capsomere 以 immunogold

祟色。( C)及 immunoelectromicroscope ( D )處理。詳細步驟如材

料及方法。(圈中的 bar 為 100 nm ) 0 
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圓 24. Capsomere 加入二價離子再組合成殼體的情形 o 分別在 capsomere 溶液

中加入不同濃度的 CaCb ' MgCb ' ZnCb ' CdCb ' ~~IJ其 HA 0 血液凝

象的定義參考材料與方法。
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圈 25. 以原子吸收光譜ìß~殼體溶液中所舍的 Zn2+及 Cd2+的濃度。
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商 26. EDTA 及 DTT 勢再組合的殼體的影響。
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圈 28. pH 對殼體穩定性的影響。在殼體溶液中，加入酸或鹼使其有不同 pH , 

作用 4 小時之後，再~M其 HA 0 

8.49 7.03 6.58 

pH 

5.34 4.03 3間。12.08 1.15 
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Table '1. Summary of VP1 recovery 

Volume Total Purification 
stage (ml) protein 

(mg) 

Lysate (soluble) 8.0 9.500 

Sucrose cushion 0.5 2.400 

CsCI gradient 1.2 0.098 

註:本表結泉取自 4X107 cells 0 

61 

% ofVP1 by 
densitometry 

4.5 

13.0 

96.0 

Total VP1 
protein 

(mg) 

0.430 

0.312 

0.094 

Yield 
(%) 

100.00 

72.60 

21.86 
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