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中文摘要

B 型肝炎帶原族群和抗原清除族群其核心次型抗體的差異比

較，本研究是利用酵素免疫分析法來檢測。為了了解不同來源的核心

抗原是否會影響各核心次空抗體 IgG(Ig缸， IgG2 , IgG3, IgG是)的吸光

值，我們採罵了國內( G 和 E 廠牌)、閻外(官和 B 廠牌)及自購( c 
廠牌)所製的核心抗原、試盤，分別檢測包括 B 型肝炎帶原者、清除者、

疫苗注射者及未曾風索者等 12 名測試者其核心次型抗艘，結果在各

不同來源試盤中均有不同的反應，其中以 G 抗原試盤吸光值最佳。而

各抗房、試盤驗證了，不同核心抗潭、決定點和核心次型抗體會有不同的

結合反應。

採用 G 核心抗房、試盤測試 B 型肝炎抗原清除族群(表面抗原陰

性，表面抗體陽性) 434 人及帶原族群(表面抗原陽性，表面抗體陰

性) 96 人。發現抗原清除族群核心次型抗體反應以 IgG3>IgGl 為主，

而帶潭、族群反應以 IgG1>IgG3 為主，和 Sällberg 等( 1990 )研究次

至1抗體 IgG1>>IgG3>IgG4 次序相符，但本研究 IgGl 和 IgG3 兩者問吸

光值差異不明顯。比較抗原清除族群和帶原族群兩者平均吸光值有著

明顯的差異，推測 anti-HJ3c IgGl 和 IgG3 在帶原者轉變至抗房、清除

者中，兩者更換和肝炎病毒清除時扮演著重要角色，可能和 Thl 和 Th2

機制的轉換有騁。

次型抗體的研究可作為各病毒或病源、成染峙的特定檢測工具，

在釐清疾病各時期的免疫學作用機制，對傳染源的免疫治療、疫苗發

展及防治等工作均有所幫助。
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Abstract 

The quantities of IgG subclasses against hepatitis B 

virus core antigen (anti-HBc) in hepatitis B virus (闊的

infected-indivi臼als were measured by enzyme immunoassay 

( EIA ) .The relative quanti ty of IgG subclasses among chronic 

HBV carriers and among those who had no detectable HBV viral 

antigen was compared. 

Four commercially-available hepatitis B core antigens 

(HBcAg) were tested to be used as antigen for coating EIA 

plates. Differences in OD values were obtained by each antige盟，

suggesting that different epi topes of HBc antigens might have 

different binding capabilities to each anti-HBc IgG subclass. 

Comparison between the 96 chronic HBsAg carriers and the 434 

indivi如als who tested negative for HBsAg serology showed 

that both groups had nondetectable level of IgG2 and I gG4. 

Chronic carriers had significantly higher level of IgGl and 

IgG3 , regardless of age and sex. The OD value of IgGl was 

higher than IgG3 in HBsAg chronic carriers , whereas in those 

祂o cleared HBsAg the OD value of IgG3 was higher than IgGl. 

Both the 1 evel of IgGl and IgG3 decreased wi th increas ing age. 

The difference in the relative level of IgGl and IgG3 among 

the chronic HBV carriers and noncarriers might have 

implication in the immunological response in relation to Thl 

and Th2 pathways. 
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英文縮寫及字義

HBV hepatitis B virus B~控肝炎病毒

anti-HBc HBV core-antibody B 型肝炎渴毒核心抗體

anti-HBe HBV e-antibody B 至1肝炎病毒 e 抗體

anti-HBs HBV surface antibody B 型肝炎病毒表面抗體

HBe Ag HBV e-antigen B 塑肝炎病毒 e 抗潭、

HBs Ag HBV surface antigen B 型肝炎病毒表面抗原

AH acute hepatitis 急性肝炎

CH chronic hepatitis 慢性肝炎

LH liver cirrhosis 肝硬化

PHC primary hepatocellular carcinoma 厚、發性肝癌

Ig iIDIDunoglobulin 兔疫球蛋白

MHC major histocompatibility complex 主組織相容複

合體

Th T-helper cell 輔助 T 細胞

IFN interferon 干擾素

ORFs open reading flames 解譯絮構

EIA enzyme 1甜甜unoassay 韓素兔疫分析法

OD optical density 吸光值
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第一章 前言

台灣是 B3鼓肝炎病毒( hepati tis B virus HBV) 盛行及肝癌

罹患率高的地這( heal th and vi tal statistic , 1997 Chen et 

al.，凹的一8 ; Liaw 1994 )。台灣地區四十歲以上的人有 90%人口

曾受過 B 型肝炎病毒的承染，帶原人數約有 300 萬人(許， 1990) , 

這些成染者在長期帶原下可引發肝硬化、肝癌等疾病而導致死亡

( Feitelson, 1992 Hess, 1993 )。

台灣自 198往年實在色初生嬰兒 B~肝炎疫苗注射後使曾高達 15-

20%的帶房、率逐年下降至 5%以下， B 型肝炎疫苗的效力 (.efficacy ) 

雖高，但還是有少部份的接種者出現疫苗無效的情形，這是目前對 B

型肝炎病毒防治所面臨的問題，一般學界認為可能和免疫機制有閱

( Carotenuto et al. , 1995 Hsu et al. , 1996 ; Mi 1 ich. , 1997 )。

目前了解 B 型肝炎病毒的分子結構，具有不同抗原決定位

( epi tope) ，免疫系統自不同抗尿的刺激而產生不同抗體及次型抗

體( subclasses ) (Townsend et al., 1997 )。

患者在成梁郎V 一段時期後即可產生 anti -HBc '而且存在成染

者體內甚長的時間，這是曾經是哀樂過 HBV 一個重要指標( Mushaahwar 

et al., 1981 ) 0 B 型肝炎病毒若持續存在於是長染者超過六個月後則

被認、為是慢性帶原者( chronic carrier, C頁) ，這過程戚染者體內

會有免疫球蛋白( Immunoglobul in Ig) A 、 G 、 D 、單、 E 等亞型

( isotype )產生，其中有 IgG 亦有1， 2, 3, 4 等次型的產生( Säl1berg 

et al.， 1988月91 單aruyama et al. , 1993) 0 B 型肝炎病毒早晨染者

在病毒暴自己清除後成為非帶原者，亦有核心次型兔疫球蛋白 anti-

HBc IgG1 , 2, 3，在的變化( Sällberg et al., 1989 )。

不同來源的 B 型肝炎疫苗( HBs Ag )會產生不符次型抗體反應
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結果，例如基密合成疫苗會刺激 IgGl 及 Ig悅的產生( Skvari 1 et 

a1. , 1984 ; Borzi et a1. , 1992) ，血漿疫苗則剝激 IgG1 的產生

( Carotenuto et a1., 1995 )等。函此不同來源 B 型肝炎核心抗原

( hepati tis B core antigen HBc Ag) ，是否函抗原結構部份的

改變經由與阻C c1asses I 或阻C classes II 分子的結合，而走向 Thl

或 Th2 路徑，造成 IgG次型抗體分佈的類型與比率上的差異( Tsai et 

al. , 1992 ; Jung et a1. , 1995 單i 1 ich et a1., 1997 )。

目前，在有關人體內清除 HBV 的兔疫機制，其機轉尚未十分的清

楚。但是以老鼠為模式研究報告中，則有較明確的證實如何清除 HBV

免疫機制(草i1ich et a1. , 1997 )。但有關人聽清除 HBV 雖已了解

HBs Ag 依循 T ce11 dependent 路很清除，但尚有部份成染者轉變為

慢性帶原者。另以 HBs Ag 所製作的肝炎疫苗注射，大部份注射者皆

可產生 IgG1 subc1asses 抗體( Borzi et a 1. , 1992 Carotenuto et 

al. , 1995 ) ，但卻有 anti-HBs 免疫反應失效的現象( Chen et 

al. , 1988 Carotenuto et a1. , 1995) 。

本研究以 HBc Ag 所引起的 anti-HBc 為探討對象，試圖找出息前

尚未釐清，可能不同於 anti-HB 免疫機轉的假說，以了解人體兔疫機

制如何清除 HBV 成染的盲點。台灣地區未接受疫苗注射但是長染過 B 型

肝炎病毒者，多數( 90%) 為抗原已清除者，自前的研究尚缺乏對抗

原清除者血清流行病學方面的探討。

因此，本研究主要目的有( 1 )了解 B 型肝炎病毒清除者

( antigen c1earance )和帶原者( chronic carrier) anti -HBc 

subc1asses ~處長情形和免疫機制之相關性。 (2)在研究本實驗之前，

我們也須了解與解決不同來源的 B型肝炎核心抗原湖試組劑對不同族

群的血清測試，其 anti-HBc subc1asses 反應結果是否有差異性。
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第二章文獻探討

第一節 B 型肝炎流行病學

一、世界 B 型肝炎流行狀況

世界上約 2 偉 5 千萬人口處染 B 型肝炎(班aynard， 1990) ，在

蹋發中麗家出生的嬰兒或-，J、孩其成染率約有 15 %。在歐洲義大利、

希臘和非洲及東舟亞等地區有較高的人口呈 B 裂肝炎陽性率，尤其在

南非及東舟亞肝炎成染後，血清陽轉率平均高達 50 %。處染 HBV 而

轉變成慢性 B 型肝炎帶原者，在全世界約有 300 萬人( 5 %)。同樣

的，早期的原發性肝癌( primary hepatocellular carcinoma, 

P.H.C )也通常發生在上述盛行地是( Fei telson, 1992 )。流行病

學調查結果顯示， HBV l.&\禁者和 PHC 具有相關性，這類型肝癌人數佔

全世界人口約 25 萬至 1 百萬人。在美國地區每年約 5000 人死於 PHC

( Tong et al., 1994 )。

二、台灣 B 至1肝炎流行現況

B 型肝炎病毒( hepati tis B virus )在台灣地還是嚴重威染疾

病。早期末實花全面 B 型肝炎疫苗預防注射前， B 翠肝炎帶原率高達

15~20 % '是世界上高盛行率地區之一。在台灣地區，國肝炎所引發

肝組織病變(肝癌)牟平均 10 萬戚染者有 27 人之死亡率，居癌症死

亡原因排行之首( Heal th and vi tal statistic , 1996 )是影響

台灣地這全民健康之重要公共衛生問題(許， 1990 )。

研究曾指出 B 型肝炎成染途徑經由母親傳染具有相當的重要性。

在台灣地區母親為 HBsAg陽性帶原者所產下的新生兒，有 86 % -96 % 

可經由母體傳染成為帶潭、者;如果母親為 anti-HBe 陽性帶房、者，則

約 6 % -21 %的新生兒會成為帶原者(許， 1990 )。
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三、 B 型肝炎所引發疾茄

B 型肝炎所引發，漓程可分為急性肝炎( acute hepatitis A頁)

與?受性肝炎( chronic hepatitis C頁)。臨床病徵又分有症狀肝炎

( symptomatic hepatic )及無症狀肝炎( asymptomatic hepati tis 

ASH) 。

人體經成染 B 型肝炎病毒後其中有 90%會自然痊癒'有 1%會

合併成染 D 型肝炎病毒而形成猛爆性肝炎( fulminate hepati tis ) 

(Hess, 1993) 。其它 9%在成紮六個月後還帶有 HBsAg ，其中 50

%會逐漸癢癒，另 50%成梁者會成為未有症狀的帶原狀態或形成4慢

性活動性肝炎進而演變成肝癌、肝硬化及因 HBV 所引起的心臟疾病、

腎臟病等( Fei telson, 1992) 。

四、台灣 B 型肝炎疫苗推行現況

台灣自 198往年 7 月閱始推動 r B 型肝炎防治計畫 j 針對具有

HBsAg 及 HBeAg 陽性反應母親所產的新生兒，注射法國巴斯德、廠所生

產之 B 型肝炎血漿疫苗;並自 1987 年 9 月閱始改用法國巴斯德廠技

術轉移國內係生公司所生產的 B 型肝炎血漿疫苗(許， 1990 )。

為了解疫苗注射後之免疫效果，多項研究曾針對不周年齡、不同

族群在注射疫苗後進行疫苗評估，皆顯示免疫成效良好( Chen et 

al. , 1987 )。近年的研究報告顯示，新生兒自接受疫苗注射後 HBsAg

陽性率降至 1 % '保護效益達 93. 3 % 0 HBs Ag 陰性母親所生之嬰兒

在接受四劑盟產 B 型肝炎血裝苔，目前沒有成為 B 型肝炎替原者的個

案報告，且有 91 %產生保護性抗麓， anti 自HBs 之幾何平均效價值均

超過 100 mIU/m1 0 由此可顯示台灣總區在實施大規模 B 型肝炎預防
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注射後，對於預防 B 型肝炎成染及4慢性帶房、者已發揮了良好的保護效

果(許， 1990 ) 

第二第 B 型肝炎病毒形態

HBV 屬肝病毒料( hepadnaviruses) ，本科亦包括土撥鼠肝炎病

毒、北京鴨肝炎病毒等。 B~盟肝炎病毒在電子顯微鏡下呈閻王求型、牲

狀型等。 HBV 大小直很約是2nm 病毒顆粗( virion )又稱 Dane

partic1e '可由成染細胞內釋放出直徑大小約 22 nm 的 HBsAg

partic1e 到血液中來。

HBV 構造上有表面抗原( HBV surface antigen HBsAg )、核心

抗原(目前 core antigen HBcAg )或 e抗原( HBV e-antigen HBeAg )。

從基因圈譜上來分析， B 型肝炎病毒 DNA 蛋白可直接從 DRl 和 DR2 開

始，製造表面 S 蛋白、 e 蛋白、 C 蛋白、聚合搗蛋白質引子

( polymerase -protein primer for replication )、 X 蛋白等。

在 HBc 峙的解譯努構( open reading frames 0前s )前面有一個

87base 的區域稱為核前還( pre core) ，這個單域可被轉譯

( translate )成 29 個胺基酸的單魅( 01 igopeptide )接到核心抗

原上，這個按合使得核心抗尿的結構改變，產生新的抗原決定位，即

HBeAg 0 

第三節 B 型肝炎血清學

一、 B 型肝炎病毒血清學標機

B 型肝炎病毒當其 HBsAg 和 HBeAg 被釋放到血液中嗨，游離之顆

粒隨著血液循環全身，故可由血液中檢湖出 HBsAg 和 HBeAg 0 然而

HBcAg 在血液中是檢測不出的; 1封為 HBV 複製峙， HBcAg 並不分泌到
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肝細胞外，所以檢測不到 HBcAg 0 即使肝細胞破裂， HBcAg 也很快被

血液中高濃度的核心抗體中和，水解產生 HBeAg 釋放到血液中

( Takahashi et al. , 1979 )。

一般而言，人體在成紮 HBV 六個月內，患者血清內可被檢測出

HBsAg 、 HBeAg 、 anti -HBc 0 痊癒者可檢測 anti-HBc 及 anti-HBs 或

anti -HBe (班ushahwar et al. , 1981 )。慢性帶潭、者( chronic 

carrier )只能檢測出 anti-HBc 和長久持續製造及分泌的 HBsAg 0 

二、兔疫球蛋白及次型免疫球蛋白

免疫球蛋白( 1 mmunogl obu 1 in Ig )分有 IgG 、 Ig班、 IgA 、 IgD

和 IgE 等不同亞型( isotype )。在急性期首先出現的是 Ig班，其次

走出現 IgG ' IgG 在對抗外來疾病的侵入或其它外在抗原抗體免疫清

除等佔有極重要角色。

IgG 的次型( subclass )分有 IgG1 、 IgG2 、 IgG3 和 IgG4 等，

依序所佔 IgG 的百分比約 65 : 23 : 8 : 4 (約 8 : 3 : 1 : O. 5 比

例)。當外來侵入抗原為蛋白質( protein )時，主要可引起 IgG1 、

IgG3 、 IgG益的產生。若侵入抗潭、為酵類( po1ysaccharide )時，則

主要引起 Ig位的產生。 IgG4 不和補體結合作用而 IgG1 、 IgG3 可以

和補體結合作用 (Akbar et a1. , 1991 )。

三、 B 型肝炎馮毒清除免疫機轉假說

HBV 的清除主要靠細胞性的兔疫作用( ce11-mediated immune 

response) 也就是毒殺 T 細胞( ki11er T ce1l )的清除作用。輔助

T 細胞( he1per T ce11 Th )由兩種路徑來輔助清除病毒工作，第一

是 Th1 刺激吞噬細胞( macrophage )來清除病毒。另一是 Th2 細胞
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刺激 B 細胞( B cell )產生免疫球蛋白(抗體) ，也就是依賴體液

免疫作用 (humural immuni ty response )方式來清除病毒。在不同

病毒侵入時，因不時抗原結構，故引發不同次型 IgG 免疫球蛋白;這

些不同 IgG subclasses 的免疫機轉，在老鼠實驗研究中曾被報告

(阻i 1 ich et al., 1997 )。但在人體成染宿主免疫系統中，個別的

作用立在不完全清楚，不過類似的成染產免疫情形在疫苗或其它疾病戚

染中曾被研究。

B 型肝炎病毒蛋白部分可視為不同 epitopes '故可引發不同的免

疫機轉。例如:病毒核套蛋白( enve10pe protein )可引發 T Cell 

dependent 免疫機制。核心蛋白 (nucleoprotein )則可引起 Tcell

independent 和 Tcell dependent 免疫機制(草ilich et 

al.， 1986) 。在急性 B 型肝炎中 T 細胞(日 cell )出琨數受比慢肝

炎出現較多( Ferrari et al. , 1990 )。另有報告在急性肝炎中產生

anti-HBc 免疫球蛋白，可測出 IgA1 ， Ig妞， IgG 等亞型( Sällberg et 

a1. , 1989 )。在慢性感染中可檢測得 IgG subclasses 1. 2.3. 往的增

遞情形，自此 IgG subclasses 可進一步了解病毒清除的免疫機轉或

肝炎病程的變化的指標 (Sällberg et al. , 1988.1990一 1 )。

四、 IgG subclasses 免疫作用假說

Ig但是疾病傳染過程中，最主要出現反應之免疫球蛋白( Linde, 

1985) ，也是 HBV~染時主要免疫球蛋白( Sällberg et 

a1. , 1988-90 ) 0 HBV 誘使 IgG1 出現的假說是當肝病毒在夜製持其核

心抗厚、分佈在肝細胞表面，並刺激 B 細胞作用( Akbar et al. , 1991 ) 

產生 IgG1 ;也有認為是病毒構造上的糖蛋白( glycoprotein )所引

誘產生( Urban et a1., 1994 )。
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IgG2 在病毒成誰過程中似乎較不重要( Skvaril et 

a l. , 1986 ; Linde 1985) ，反而在細菌成叢中最常出現之免疫球蛋

白 (Hassan et al. , 199是 Islam et a l., 1995) IgG2 對碳氫

化合物( carbohydrate )是有特異性反應( Riesen et al. , 1976 )。

但在疫苗注射研究中發現，由基自合成肝炎疫苗若是不令塘體

( glycosylated ) ，也就是碳氫化合物成份，是可引發 IgG2 subc1ass 

反應 (Borzi et al., 1992 )。

五、相關 B 型肝炎 IgG subclasses 免疫反應

( A )疫苗注射

經由注射 B 型肝炎 cDNAHBsAg 疫苗，可引發 ant i -HBs subc 1 asses 

IgG1 及 IgG2 (Borzi et al. , 1992 )。採用血漿製劑( plasma 

derived) 注射峙，主要產生 IgG1 (Carotenuto et al., 1995 )。

其它不同廠牌所製疫苗如:宜去一Vax，恥此， Sharp & Dohme 等，財主要

引起 IgGl 及 IgG4 的產生( Skvari 1 et a l., 19位)。

( B) HBV 各病徵時其 IgG subc1asses 反應情形

在自然成染下 HBV ' anti-HBs IgG subc1asses 的產生以 IgG3

和 IgGl 為主(草ore11 et a1. , 1983) 。急性肝炎患者其 anti-HBc

抗體產生以 IgG1 為主，其次伴隨著 IgG3 和 IgG是( Sä11berg et 

a l., 1989; Akabar et al., 1991) 0 Sä11berg (1990-1) 曾指出

在慢性肝炎患者其核心次型抗體產量是 IgG1>>lgG3>Ig悅。肝炎疾患

各症狀中 ASC 主要的為 IgG1 反應， LC 患者則呈 IgG3>lgG1 之反應

(Akabar et a1. , 1991 )。在病理切片免疫染片中亦染出以 IgG3 為

主( Torgano et al. , 1995 )。應用來B型肝炎各病程中 1gG subc 1 asses 

的反應結果，可進一步了解及推估 Thl 和 Th2 是如何去幫助清除肝病
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毒顆和(草aruyama et a1. , 1993 Mi1ich et al. , 1997) 。

在肝炎急性期待 anti-HBc IgG subc1asses 最先出現 IgG1 和

IgG3 ' IgG3 若持續存在，可能顯示抗原仍在宿主體內且持續被複製

以刺激抗麓的產生( Sä 11 berg et a1. , 1988-89 )。在德函麻疹研究

報告中發現 IgG3 出現是緊跟在 IgM 後面出現，所以 IgG3 在早期就已

出現了，且隨 Ig班的力價( ti ter )下降雨 IgG3 力價上升( Linde, 

1985 )。有報告發現 IgG3 可能由 Ig班重鏈( heavy chain )轉變

( swi tch )而來(草arcu et a1., 1982 )。另有報告指出，搗蛋白

( glycoprotein )可引發 IgG1 和 IgG3 兔疫反應( Urban et 

a l., 1994) 。

IgG4 常會出現在過敏( allergy) 時( Shak i b e t a 1. , 1980 ) , 

且 IgG是不和補體結合。有報告假設， HBV 成染者其 anti-HBc IgG是

可能作為阻擋( block )其它體液性或細胞性細胞毒殺已受病毒成染

之肝細胞，使肝細胞減少受損( Akbar et a l., 1991 )。
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第三章材料與方法

第一節檢驗原理

檢驗方法以抗體抗原酵索免疫分析法( enzyme immunoassay 

EIA) 。利用抗原和抗體特異性結合能力，以酵索呈色反應予以定性

或定量欲檢測核心抗體結果。

抗體抗原酵素免疫連結設計是，以連結及固定 B 型肝炎核心抗原

在試盤上加入血清，在一定溫度條件下讓血清中的抗體和定量抗潭、作

特異性結令，洗去未結合血清抗體;再加入特異性之老鼠抗人類單抹

兔疫球蛋白 IgG1. 2.3.4 等次型單株抗體( mouse anti-human 

IgG1. 2. 3.4) ，和已達給抗體結合，並洗去多餘未達結之抗禮。再加

上兔子抗老鼠連結酵索抗體( rabbit anti-mouse conjugate )和單

株次型抗體結合，層層結合形成含有酵素之結合物:核心抗原+測試

血清(核心抗體) +特異性抗核心次~單株抗體(老鼠抗人體抗體)

÷酵素連結特異性之抗核心次型抗體(兔子抗老鼠抗體)。最後，加

入酵素可以反應之呈色劑。若令酵素抗體和抗原結合愈多則呈色劑顏

色反應愈深，相對的結合的愈少則呈色劑顏色愈淺，以特定波長〈的5

nm) 之分光比色封瀾定。

各結果吸光值予以標準化，每次測試的試盤皆作有陽性對照血

清，校正在不再時段操作下所得測試者之吸光值。校正公式:校正值

2檢測各次型抗體吸光值X每盤各次型抗體結果平均值/每盤陽性對

照值，其統計利用 SAS 電腦統計軟體作分析及校正工作。

第二節 B 型肝炎核心抗厚、試盤對 IgG subclasses 之評估

一、測試者血清

血清來源是 1997 年在月間互台中中山醫學院附設醫院門診者血
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清 12 名，及 1996 年閩中央研究院生醫所員工抽血者 2 名，另備有陽

性及陰性對照血清各一瓶。檢體來源登記，有年齡、性別、採血時間及

B 型肝炎 HBsAg 、 anti-HBs 、 anti-HBc 、 HBe Ag 、 anti-HBe 等血

清標幟測試結果(表二)。

二、 anti-HBc 試盤來源、

anti-HBc 試盤有來自英國衛爾康(會e11 cozyme@ ) 、德國貝易

寧( Enzygnost@)及台灣廠牌永進( EverNew@) 、普生( An t i corase 

B-96@) 等商品化試盤。試盤中抗尿的來源，兩個國外廠商誰明是來

自 HBc 基茵令成。兩個圈內牌商說明書上則未誰明。自行連結試盤的，

其核心抗原購自器外生物科技公司( BIOTEC@) 所裂，利用大腸桿菌

基因為載體，複製及合成 B 型肝炎核心抗原。本研究各試盤來源、分別

以習， B， E, C, G 代號表示之(表一)。

第三節研究對象

一、北區公保健診者

台灣北部地這約有四萬名公係健診者， 1994 年期間曾至台北公

係中心作健康檢查有抽血檢驗者。檢驗項目肝炎血清樣機包括 HBs

Ag、 anti-HBs '肝功能 AST 、 ALT 等生化學檢查。以上肝炎血清標

機用美商亞培公司酵素免疫分析法檢測， AST 、 ALT 等肝機能酵索用

生化酵索法檢測，檢驗結果及基本資料均建檔備查，本研究血清及資

料來源、由中央研究院生醫所何美鄉醫師提供。

二、抗原清除族群和帶原族群
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由公保健診者中選取的是人 HBsAg 陰性、 anti-HBs 陽性， 96 人

HBsAg 陽性、 anti-HBs 陰性族群(表三)。

三、血清保存

測試者採 3…5ml 血液。採血試管在離心機以 3500rpm 轉遠離心 5

分錯後，分離採血試管上層血清液至每小試管中，每小試管各分裝 1

毫升血清，記錄並財存在一70
0

C冰箱中，實驗前三十分鐘拿出解凍，

取完血清~p歸回原仗。

第四節實驗方法

測試者血清以磷酸緩衝液( phosphopha te buf f er )加上 0.05

% T蛇EN20 及 1 %牛血清蛋白( bovine serum al bumin )之酵索免

疫稀釋緩衝液( ELISA buffer di luent) ，分別以 1 : 100 的血清

稀釋比例。取 100 毫升己稀釋血清，放入 96 孔 B 型肝炎核心抗原試

盤中(普生公司所製) ，放在 37 0C培養箱中， 90 分錢靜覽培養，取

出以酵素免疫清洗液清洗試盤各孔三次。各試孔加入老鼠抗人類單抹

抗體( mouse monoclonal antibody )分別 IgG1 (clone NL16 )、

IgG2 (clone GOM2 )、 IgG3 (clone ZG是)和 IgG4 (clone RJ4 ) , 

是依 1 : 2000 和酵素免疫稀釋緩衝液比例稀釋單株抗體各 100 毫升

放入試孔中。放置在 37
0

C垮養箱， 90 分鐘垮養。(以上步轉每位測

試者均需測試 IgGl， 2, 3和 4 等四種單株次型抗體) 0 90 分鐘垮養後，

以韓素免疫清洗液清洗三次試孔。再加入 1 : 5000 酵素免疫稀釋緩

衝液比例稀釋兔子抗老鼠連結酵素抗體( rabbit anti-mouse 

conjugate )，取 100 毫升酵素抗體至各試孔中。放置在 37
0

C培養箱，

90 分鐘培養取出，以酵素免疫清洗液清洗三次試孔。最後，加上鄰笨
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二胺( ortho-phenyl diamine OPD )主色液 50 毫升，放在 37
0

C培

養箱下，靜置 15 分鐘後，以 495nm 波長分光比色計判績。

第五節儀器

一、酵素免疫分析洗濟機

洗務機( ELISA WASHER BIORAD @) ，在瓶中加入酵素免疫清洗

液( ELISA washing buffer ) ，設定每試盤自動清洗三次，洗條時

每一次注入 500 毫升/孔之清洗液至各試孔內，接著再自動吸乾試孔

中己清洗液至癢棄瓶中。

二、酵素免疫分析比色器

分析比色器( spectrophotometer Biorad@) ，還用 495n磁波長

來檢測各試盤反應吸光值( optical densi ty OD ) ，而比色器可連

續掃描的孔試盤，結果以試紙表列。
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第四章結果

第一節 B 型肝炎 anti -HBc 試盤測試比較

一、測試者血清肝炎標織分類

12 名湖試者 HBV 血清標織分別驗有 HBsAg 、 anti-HBs 、 anti­

HBc 、血e Ag 、 anti-HBe 等項目(表二)。由肝炎血清標織反應可

區分 A， B， C， D 四種族群 :A 族群為 HBsAg 、 anti-HBc 陽性，曾經風

染且為 HBV 的帶原者( HBsAg carr i er X編號 1 、 4 、 6 、 7 、 14 )。

B 族群為 HBs Ag 陰性、 anti-HBc 陽性，過去曾經戚染過 HBV 立表面

抗原已清除者( antigen c1earance) (編號 2 、 3 、 5) 0 C 族群

為 anti-HBs 陽性，但未測有 HBsAg ，可能為疫苗注射者( vaccines ) 

或因不明抗原剝激所反應(編號 12 、 13) 0 D 族群為在血清中未檢

測出有任何 HBV 之抗原或抗體標幟，可能未曾是支接過 HBV (non-

infected) (編號 8 、 9 、 10 、 11 )。

二、 anti-HBc 試盤 IgG subclasses 反應結果

各不用來源部V anti-HBc 試麓，以代號習， B，巨， C， G 代表各廠牌

試盤，包括圈內外不同廠牌來源之核心抗原試麓，而代號 C 試盤為自

行購買 HBc 峙，並用連結試劑讓抗原、咬附在空白試盤中，和其它試

盤一月檢湖其結果(表一)。依實驗操作方法，每名測試者均測有

anti-HBc I gG 1 ， 2 ， 3，是等吸光佐反應。而每一不同來源試麓，在同一

條件下測試，可發現各不同試盤吸光值反應不一(園一至圈五) ，有

試盤( Wellcozy配@)較高外， B 試盤( Enzygnost@) 反應皆低於

o. 1 以下。國內廠牌及自行連結試盤有較高吸光值。其中 G 試盤

( An t i corase 品96@) 各族群均有較高唆光位出現， IgGl 平均值最

高者為 0.64 。各廠牌及各血清吸光值皆有強弱不一表現，其平均吸
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光值表現以 G 試盤吸光值較明顯，且各族群問有明顯差異的區分。茵

比，以下研究對象其 anti-HBc subclasses '均以 G 試盤為 HBc 抗原

做檢測材料。

第二節 B~更肝炎抗原清除和帶原族群核心次型抗體問之比較

一、研究對象基本資料

研究對象有 B型肝炎病毒截染抗原清除者在34 人和帶原者 96 人。

雖然抗原清除族群各年齡層人數較替原族群人數為多，但整體而言兩

族群中男、女性在各年齡層的人數分佈比例沒有明顯的美其

( P>O. 05 )。男性和女性兩者的總人數比例在這兩族群中息，是相近

的約曰:在3 (表三)。隨著年齡層的提升，這兩族群中男性人數之比

例是逐漸多於女性。

二、兩族群 IgG subclass郎平均吸光龍之差異性

這兩族群，其 IgG 次型抗體( IgGl , IgG2 , IgG3 and IgG4 ) 之

平均吸光值在各年齡層是被檢驗與比較。在湖量 IgG 次型抗體平均吸

光佳，我們將各檢測值予以標準化校正，由各盤測試值求得該次實驗

核心次型抗體的平均值，除以該盤的陽性對照麓，求得兩者闊的一個

像數，像數再乘以測試龍成為校正值，以電腦 SAS 統計軟體將檢測 530

位 anti-HBc subclasses 吸光值予以標準化。因 IgGl 和 IgG3 之平均

吸光位均達到可測試範圈，而 IgG2 及 IgG4 吸光值普通低於可漁i試範

圈，故 IgG 次型抗體平均吸光鐘之差異性比較，將著重於 IgGl 和 IgG3

的分析。

( A )年齡

抗原清除族群中 IgGl 及 IgG3 平均吸光鐘，是隨著年齡增加有遂
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漸下降之趨勢(國-l:: a )。除了在鈞一29 年齡層外，其他各年齡層 IgG3

平均吸光值是大於 IgGl 0 相反於抗原清除族群， IgGl 平均吸光值在

帶原族群是大於 IgG3 平均咬光值(圓七 b) ，而以在 30…50 年齡層

中， IgGl 平均吸光值最高，隨年齡層的提升， IgGl 和 IgG3 亦有下

降的趨勢。在圈七 a 和 b 中，可明顯發現帶原族群其 IgGl 和 IgG3 之

平均吸光值在各年齡層均大於抗房、清除族群。

( B )性別

以男、女性別所作年齡層曲線，在抗原清除族群男、女性在年齡

層大於 30 歲以上均顯示 IgG3 高於 IgGl (圖八 a. b )。男性在 30 歲

年齡層之前其 IgGl 平均吸光值是大於 IgG3 (圈入 a) ，女性別無比

現象(圈入 b )。在帶原族群裳，男女性不論在任何年齡層其 IgGl

均高於 IgG3 (圈九 a. b )。男性在 30 至 60 年齡層里有著較高 IgGl

和 IgG3 平均吸光值。然而女性在年齡大於 50 歲則有一顯著的增加在

IgGl 及顯著下降的 IgG3 平均吸光值。帶原族群男、女性平均吸光值

均較抗原清除者為高。

玉、兩族群 IgGl 和 IgG3 個別吸光值之相關性

由以上 1 和 2 的結果中，發現 IgGl 和 IgG3 平均吸光值在抗厚、

清除和帶原族群中是有明顯的差異性存在。為了進一步了解個別吸光

佳 IgGl 和 IgG3 之問是否真有差異;也就是說不受個別高、低偉國平

均後所產生的誤差干擾，我們分析 IgG3 個別吸光值大於 IgGl 個別吸

光值的人數( IgG3> IgGl) , IgG3 個別吸光值近似 IgGl 個別吸光佳

人數( IgG3 持 IgGl )和 IgG3 個別吸光值小於 IgGl 個別吸光佳人

數( IgG3<IgGl ) 之比例。 IgGl 和 IgG3 之個尉吸光值取誤差正負

O. 1 
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( A )抗房、清除族群 IgGl 和 IgG3 個別吸光值

在圖表凹，抗Jffi、清除族群中 IgG3>IgGl 人數佔 40. 眺，略為高

於 IgG3 持 IgGl 人數百分比( 35.9%) 。在相對比較閩中(圈十)亦

可發現，個體之 IgGl 和 IgG3 相對吸光值集中在 IgGl 約為 0.2 和 IgG3

約為 O. 在之區域內。抗潭、清除族群以年齡層區分，男女性在各年齡層

其 IgGl 及 IgG3 個別吸光盤人數隨年齡增加有下降的趨勢(圈十一)。

( B )帶房、族群 IgGl 和 IgG3 個別吸光值

帶J#-、族群中 IgG1>IgG3 人數則佔 74% ，顯示大部份的個體在帶潭、

族群中，相對於抗原清除族群，含有較高的 IgG1 吸光值(表四)。

由相對比較團來看，發現帶原族群人數在 IgGl 以 0.5 吸光值為切點

基準， IgG1 大於 0.5 吸光值的人數相當高( 94/96) (圈十二)。

與先前的結果，在抗原清除族群其 IgG1 和 IgG3 相對吸光值集中在 0.2

和 0.4 之處或內比較下顯示出，帶房、偽體含有高吸光值 IgG1 和 IgG3

但在肝炎病毒表晶抗原清除後，其抗體的產生量不論是 IgGl 或 IgG3

均有下降之趨勢。帶原族群各年齡層男、女性之 IgG1 和 IgG3 相對分

佈沒有明顯差異(圖十五) ，此結果建議帶原餾體其抗體產生似乎不

受年齡的差異所影嚮。

( c )肝功能指數與帶原族群中 IgGl 和 IgG3 之關像

先前研究結采指出，帶原族群有較高的 IgG1 和 IgG3 吸光值比

較於抗厚、清除族群，如此 IgGl 和 Ig叮咬光健隨著表面抗厚、之存在而

增加，是否和肝功能指數 ALT 、 AST 異常者有無相互關像探討如下。

因限制於四十歲以上健診者才作肝功能測試;因此我們針對四十歲以

上抗原、帶原者 52 人其肝功能做比較發現 AST 、 ALT 兩者皆大於 25

IU/ml 者有 9 人。以 IgG1 在 0.5 吸光值為切點基萃， 9 入中其 IgG3

吸光值大於 O. 75 只有一人，是 IgG3 > O. 75 總人數的 1/14 。而 IgG3
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吸光值小於 O. 75 有 8 人，是 IgG3 < 0.75 總人數的 8/38C 圈十四 a) 。

IgG3 吸光值和肝功能異常兩者之間延未有顯著的差異 C p>O. 05 )。

此外，肝功能指數異常者和 Ig叮咬光值也立在未有性別土之差異

( P>O. 05) (圈十凹 b. c )。
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第五章討論

在檢測 anti-HBc subclasses 的研究中發現，採用不同來源、肝炎

核心抗尿，其反應結果是有差異的(鸝六) 0 G 試盤中( An t i corase 

B-96們其 IgGl 和 IgG3 吸光值分別可達 0.65 及 0.35 。在 E 試盤

( EverNew@) IgG1 和 IgG3 吸光值則可達 0.32 和 O. 11 '另兩種國外

試盤吸光值 IgGl 和 IgG3 皆低於 O. 2 '如此差異結果可能是蔚為各廠

牌其抗原來源、不同，抗原決定位( epi tope) 亦有所不同所致

( Bridget et a l., 1986 )。

在探討 IgG subclasses 吸光值之差異性中，帶原族群在不分男

女性別與年齡層之下，大多數帶原者鐘內有較高的 IgG1 含量(表

四) ，然而若以男女性另付口年齡層區分，可以看見高含量的 IgG1 帶

琮者大都落在 30 至 60 年齡層。如此結采建議， 30-60 歲的帶原者仍

有較高的出現，當 HBV 在複製持其核心抗抗原分佈在肝細胞表面，並

刺激 B 細胞作用產生 IgG1 (Akbar et al., 1991 ; Power et 

a l., 1994) 。

抗原清除族在不分男女性別與年齡層， ~菌種則普通令有略高之

IgG3 令章或相近於 IgG1 之羹。但隨著年齡層的提升， IgG3 含量有逐

漸高於 IgG1 之趨勢(圈七 a) 。比結果顯示，抗原清除者其核心抗

體反應是在持有 IgG3 抗體之下， IgG1 含量趨於下降，轉為以 IgG3

為主。由 anti-HBc IgG1 抗體反應為主的帶厚、者豆豆以 anti-HBc IgG3 

反應為主的抗原清除者之結果，意味著核心抗原的存在與否可能會影

嚮 Tcell (Th1 , Th2 )作用路線的改變，在人體免疫反應機制中 Th1

和 Th2 作用路線均可剝激 IgG1 和 IgG3 的產生( Milich 

etal. , 1997 )。雨 Th1 ji各徑以產生 IgG1 為主， Th2 路徑以產生 IgG3

為主，因此，當個體處於帶厚、狀態下，由於核心抗尿的存在引來 Th1
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作用機制產生大量的 IgG1 。當核心抗原清除後，免疫機制將會由 Th1

轉為 Th2 作用機制，而以 IgG3 為主。如此之 Th1 和 Th2 消長之現象，

或許可提供用各次型抗體之特性做被動免疫治療(草oreall et 

al. , 1983, Ishizaka et al. , 1995) 。此外，肝功能異常的在本研究

中不顯著在帶原族群與抗原清除族群中，說明了受病毒成柴之肝細胞

無太大之受損。

各 subclasses 在近來研究方向包括: (一)、由各免疫次型球

蛋的表現清形，來解釋各 T 細胞作用路線( Thl, Th2) ，進一步評估

各疫苗在黏旗、皮下、肌肉不同路程注射或吸收之效果( Major et 

al. , 1996 ; Pertmer et a l. , 1996) 0 (二)、可解釋凹， AH 病程及

ASC, CAH, LC, CPH 不同 HBV 病微發展及預後情形( Akbar et 

a l. , 1991) 0 (三)、對困在低力價血清中 anti-HBc 反應，可檢測

anti -HBc subclasses IgG1 '進一步確認是否為曾遭 HBV 承染，有確

實 anti-HBC 存在( Sällberg et al. , 1989) 0 (四)、了解各次型

抗體在各種抗原剩激下的特性反應，可應用於免疫球蛋白被動免疫治

療(草orell et a l., 1983 Ishizaka et a l. , 1995) 0 (五)評估

各抗原決定仗，其產生不同抗體反應結果，可用來評估使用基因疫苗

之研發所需基昆片斷 (Bridget et al. , 1986 Urban et 

a l., 1994) 。

本研究由各不同來源抗潭、試盤證實，不同核心抗原產生不同抗

嫂。對大部份 B 型戚染抗源清除者，此研究首次報告核心次型抗體的

反應為 IgG3> IgG1 。而帶原者厚、核心次型抗體的反應則為

IgG1>IgG3 '和 Sällberg (1990) 等研究其次塑抗體為

IgGl>>IgG3>IgG4 的結果是相似的。而 IgG1 對抗尿的清除在帶原者和

清除者詞有著極大差異，應為抗原主要清除免疫蛋白。 IgG3 對抗房、
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是否存，在本研究中以肝功能 AST 和 ALT 指數異常者，和在帶厚、族群

中，其本身 IgG3 吸光值之高低作一比較，兩者立在無顯著相關

( P>O. 05 )。可續由抗原族群或抗原清族群中，其血清內病毒 DNA

之檢湖和 IgG3 再作比較，是否兩者有相關反應。 IgG subclasses 可

作為臨床上檢刻工具，及釐清疾病免疫學各種作用機制，也可進一步

對疫苗等防治工作跨出一步。
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表二 測試者 HBV 血清標織分類表
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表三 HBV 兩族群性別及各年輩學層之比較表

抗原清除族群# 帶j車族群$

男 女 男 女

年齡層 人數% 人數% 人數%人數%

2。一29 3 0.7 15 3.5 1. 0 4 4.2 

30-39 61 14. 1 88 20.2 2020.8 18 18. 8 

40一是9 92 21. 2 69 15. 9 19 19. 8 16 16. 8 

50-59 56 12. 9 13 3.0 10 10.4 2 2. 1 

60-70 33 7.6 是 0.9 5 3.3 1 1. 0 

小計 24556. 5 18943. 5 55 57.3 但是2. 7 

總人數 43進入 的人

#抗原清除族群 HBs Ag(一) anti-HBs(+) 

$帶犀族群 HBs Ag(+) anti-HBs(一)

是1



表四 HBV 兩族群 IgGl 和 IgG3 個別吸光值比較表

抗原清除族群 帶原族群

Gl/G3# 人數 百分比 人數 百分比

G3>G1 176 是0.5 18 18.8 

G3倍G1 156 35.9 7 7.2 

G3<G1 103 23.6 71 74.0 

總人數 434 人 96 人

#IgG3 和 IgG1 JQ..、吸光值各加減 O. 1 誤差值

益相互之比較兩者高低所佔之比倒。

是2
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HBV 抗厚、清除族群各年齡層 anti-HBc

IgGl 和 IgG3 個別吸光復之相對分佈圓
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關十二 IIBV 帶厚、族群 anti -HBc IgGl 和 IgG3 個

別現光龍之相對分佈關
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HBV 帶潭、族群各年齡層 anti-HBc IgGl 和

IgG3 個別吸光值之相對分佈圈
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國十四 a HBV 帶原族群 anti-HBc IgGl 和 IgG3

個別吸光位對肝功能指數異常者之關
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IgGl 和 IgG3圈十四 b HBV 帶原族群 anti-HBc

吸光值對男性肝功能指數異常者之關
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鸝十四 c HBV 帶l房原靜草、族群 a組nt叫iiii.. 叫-輛.

吸光值對女怯肝功能指數異常者之關
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