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藉由修飾腺相關病毒 VP1-3 建立胜肽導引式基因傳遞系統 
 

學生：田竣元               指導教授：廖光文 博士 

國立交通大學  生化工程所  碩士班 

中文摘要 

 

重組腺相關病毒(Recombinant Adeno-associated virus, rAAV)具有許多基

因治療上的優點，因此成為近來最常被研究的基因治療載體之ㄧ。此一基

因治療載體由兩個部份所構成：1)由六十個病毒蛋結構蛋白 (VP1-3) 組裝

的蛋白質外殼 2)包裹攜帶治療用基因的單股 DNA。重組腺相關病毒感染宿

主細胞，主要是利用其病毒結構蛋白上的 Heparin binding site 與宿主細胞表

面受器 HSPG 黏附，經由內吞作用 (endocytosis) 被帶到細胞內部並由運輸

系統將其送至細胞核，完成整個感染的流程。在整個感染過程中，病毒結

構蛋白上的 Heparin binding site 擔任與細胞交互作用的窗口，扮演影響感染

細胞種類的關鍵角色。 

我們的實驗目的就是修飾重組腺相關病毒的病毒結構蛋白上的 Heparin 

binding site，使得重組腺相關病毒可以專一性的傳遞治療用基因到適當的細

胞組織中。因為病毒結構蛋白上的 Heparin binding site 可與細胞表面接受器

HSPG 黏附，導致重組腺相關病毒廣泛的感染人類細胞，因此我們在不改變

病毒外殼結構的情況下，將 Heparin binding site 做突變，使其失去與細胞表
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面接受器 HSPG 黏附的能力，解決病毒廣泛感染人類細胞的問題。在導引

重組腺相關病毒到特定種類的細胞中，我們在病毒已突變的 Heparin binding 

site 嵌入由 phage display 所篩選出的細胞專一性胜肽，引導病毒專一性的將

治療用基因送到目標細胞中。此一系統的建立，提供一個利用嵌入細胞專

一性胜肽而改變重組腺病毒相關病毒感染趨性的平台，提升基因治療的效

率。 
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Establishment of peptide-directed gene delivery system by 

modifying VP1-3 of AAV 

Student：Jiun-Yuan Tian      Adviser：Dr. Kuang-Wen Liao 

College of Biological Science and Technology 

National Chiao Tung University 
 

Abstract 

 

Recombinant Adeno-associated virus (rAAV) is one of the most commonly 

used vectors in markets. It is composed of two components, 1) a capsid with 60 

viral protein subunits (VP1-3), and 2) encapsulated single-stranded DNA that 

carries therapeutic genes. rAAV infects its host by its binding of heparin-binding 

site on VPs to the HSPG on the host surface. The virus is then rapidly 

internalized and carried to the nucleus by the intracellular trafficking system, 

completing its infection cycle. Therefore, during infection, heparin-binding site 

serves as a key role in the cross talk between rAAV and its host.  

Our purpose is to modify the heparin-binding sites on the VPs of rAAV so 

that it can specifically bind to the target cells that we desire. Because the 

heparin-binding sites on rAAV can bind to the HSPG on human cells, we 

mutated heparin-binding sites to damage its binding capability to human HSPG. 

without a conformational change in the VP1-3. Then, a specific peptide selected 

by the phage display system was inserted into the heparin-binding sites, leading 

the viruses to a specific target for gene therapy. By the inserting a peptide 

specific to a certain tissue and mutating the heparin-binding sites, we have 

successfully created a platform to raise the efficiency of gene therapy. 
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第一章 緒論 
 

自 1990 年基因治療進入第一期臨床實驗開始(1, 2)，許多的研究就迅速

的投入到基因治療的領域之中。在這個領域中研究主要分為四個方向：1) 基

因缺陷治療、2) 腫瘤治療、3) 神經變性疾病治療、4) 病原體感染治療。

無論是在哪種方向的研究，一個可信賴的基因傳遞系統 (gene delivery 

system) 扮演著重要的角色，指揮治療用基因在適當的細胞、正確的時間點

表現。因此基因傳遞系統的核心價值，就是能夠將基因專一性的傳遞到合

適的細胞組織並表現。 

 

1.1  基因治療 

基因治療就是將基因物質送到生物體的細胞中，經由此一基因物質的表

現，治療生物體的疾病(3)。 

部份遺傳性疾病是因為生物體的單一基因本身發生錯誤，如果可以使用

正確的基因取代錯誤的基因，就可以治癒此類的疾病。許多導致遺傳疾病

的基因已經陸續的被發現(3)，代表這些的遺傳疾病是有可能被治癒的。1990

年開始，基因治療進入第一期的臨床實驗階段，基因治療對於許多單一基

因缺陷的遺傳疾病都證明有相當的效果；在 1993 年，Terence R. Flotte 使用

攜帶 fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) 基因的第二血清

型重組腺相關病毒 (recombinant adeno-associated virus serotype 2, rAAV2)，

感染細胞株 CFBE IB3-1—源自囊狀纖維化症 (cystic fibrosis, CF) 的病人呼
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吸道上皮細胞，使得細胞株 CFBE IB3-11 表現 CFTR 基因，並使得 cAMP

所調控的氯離子通道的功能恢復正常，證明了基因治療的可行性(4)。嚴重

性免疫複合缺陷症 X-1 (Severe combined immunodeficiency-X1, SCID-X1)是

由於淋巴細胞中的 T 細胞及 NK 細胞早期的分化過程出現障礙所造成，原

因是傳遞生長、存活、及分化訊息給早期淋巴祖先細胞 (early lymphoid 

progenitors) 的細胞激素受體 (cytokine receptor) —IL-2, -4, -7, -9, 及-15 

receptor 上的 γc cytokine receptor subunit (CD132) 基因發生突變(5-7)。2000

年Marina Cavazzana-Calvo在期刊 science上發表使用反轉錄病毒 (retrovirus) 

攜帶 γc cytokine receptor subunit (CD132) 基因傳遞至 SCID-X1 病人的

CD34+骨髓細胞，回復病人 T、B，及 NK 細胞之正常數目，而得到正常的

免疫功能，治療了嚴重性免疫複合缺陷症 X-1，成為基因治療上成功的第一

例(8)。 

除了遺傳性疾病，基因治療也應用在腫瘤治療上。不同於以外科手術、

化療以及放射線照射等方法選擇性殺死腫瘤細胞，基因療法治療腫瘤主要

是使用抑制前致癌基因 (proto-oncogenes) 表現、取代有缺陷的抑癌基因 

(tumor suppressor genes)、傳遞腫瘤溶解性病毒 (oncolytic viruses)、傳遞細

胞激素 (cytokine) 基因、抗血管新生成因子 (anti-angiogenic factor)、以及

提供細胞凋亡基因 (apoptosis genes) 等方法來治療腫瘤。Jacob D (2004) 使

用腺病毒 (Adenovirus, Ad) 載體及 Ma H (2005) 使用 rAAV 當作載體攜帶

TRAIL (tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)來治療原位
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性胰臟腫瘤 (orthotopic pancreatic tumour)及肝臟轉移性腫瘤 (liver 

metastatic tumour)，證明在動物模式下可以有效的抑制腫瘤，都是基因治療

在治療腫瘤方面很好的例子(9, 10)。 

 

1.2  基因傳遞系統 

基因治療主要由三個部份所構成：1) 治療用基因、2) 基因調控系統、 3) 

基因傳遞系統，(圖一)。治療用基因提供有功能的基因取代原有缺陷的基

因，來產生正常的基因產物，解決因基因缺陷所導致的疾病。基因調控系

統調節治療用基因在細胞中的表現時間與表現量。基因傳遞系統是將基因

有效傳遞到目標細胞。 

不同的基因治療所要達成的目的不同，因此所使用的基因傳遞系統也不

盡相同。一般而言，一個好的基因傳遞系統應該具備無毒性、有效率傳遞

基因、價格便宜、方便取得等特質。然而應用在臨床基因治療上，基因傳

遞系統具備的特質必須有更高的要求：1) 不會引起疾病或生物體免疫反

應、2) 短暫或長期穩定表現基因、3) 可攜帶基因的大小限制、4) 基因是

否嵌入宿主基因體及嵌入是否有專一性、5) 廣泛或者專一性傳遞到目標細

胞、6) 感染分裂或者不分裂的細胞、7) 載體的生產、純化與定量(11)。 

目前的基因傳遞系統根據來源可再分為兩大類：非病毒性基因治療載體

以及病毒性基因治療載體。 
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1.2.1 非病毒性基因治療載體 

非病毒性基因傳遞的概念就是使用已知結構式之人工合成物質模擬病

毒感染細胞的過程。不同於病毒的是，非病毒性基因治療載體是由已知結

構式之人工合成物質所組成，所以研究者可以很清楚瞭解其化學式以及其

上有具備的官能基，並對其作適當的修飾。除此之外，非病毒性基因治療

載體也通常具備著許多應用於基因治療上的優點，方便取得、便宜的價格、

無毒性與無致病力、且不引起免疫反應等。常用的非病毒性基因治療載體

包括以下幾類：帶正電性聚合物 (Cationic polymers)、微脂粒 (liposome)、

直接將 DNA 注射在肌肉 (DNA injection)、或者基因槍或電穿孔法 (gene 

gun or electroporation)等。 

 

1. 帶正電性聚合物 

一般所用的帶正電性的聚合物都具有帶正電的胺基，可以對帶負電

的 DNA 分子產生中和、遮蔽效應，並且能與 DNA 形成較小的複合體，

幫助 DNA 穿越細胞膜。部份的研究也對這些帶正電性的聚合物上加上

特殊的官能基或者是配體 (ligand)，使得這些帶正電性聚合物可以攜帶

DNA 進入特定種類的細胞中。較常用的帶正電性聚合物包括

polyethylenimines (PEI)，(圖二)、chitosan、DEAE-dextran 等；其中 PEI

除了有效保護 DNA 免於一些細胞內酵素的破壞，也可以幫助細胞吸收

DNA，但是在體內使用時，會因為血清中帶負電性蛋白質影響其正電
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荷，而造成較低的轉染能力。 

 

2. 微脂粒 

DNA 上因具有帶負電荷的磷酸根，極難直接穿過帶負電性且非極

性的外層細胞膜而進入細胞內。研究者發展一種以磷脂類為主體，具不

同帶電性或極性者，以不同比例組合形成微脂粒 (圖三)，再將 DNA 與

這些微脂粒混合，使得 DNA 被包裹於其中，如此一來，DNA—微脂粒

複合物就可直接通過細胞膜而送入細胞內。這個方法可普遍用於各種不

同細胞，且可直接在活體中使用。利用微脂粒的基因轉殖效率的高低依

其磷脂的比例、種類成份而不同。另外經由此法進去細胞內的 DNA，

只能短暫性的表現其基因，而且微脂粒的效率普遍均不是特別高，這是

使用微脂粒當作基因治療載體並不普及的原因之ㄧ。 

 

3. DNA 肌肉注射 

儘管在 1980 年代之前就有多項證據顯示將質體 DNA 注射到哺乳

類細胞裡可以使細胞產生其基因產物，但直到 1990 年 Felgner 首次證明

這個方法是可行的，這件事情才為人們所接受(12)。研究發現，直接將

DNA 注射到動物四頭肌  (quadriceps)，發現 DNA 可在肌胚細胞 

(myoblast) 內存留一段時間並且持續基因表現，雖然如此，質體 DNA 並

沒有嵌入到宿主染色體上。當纖維母細胞融合形成多核的肌纖維管 
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(myotubule) 時，DNA 仍保存且表現。這種 DNA 進入細胞的詳細機制

目前仍不是非常清楚，但相信與注射局部區域內有些組織受到傷害或注

射時所增加的壓力有一些關聯性。也有一些其他組織內的細胞可利用直

接 DNA 注射的方法而將基因傳送進去的，例如甲狀腺、部份腫瘤細

胞、肝細胞、皮膚細胞，及心肌細胞；然而其餘的大部份組織或細胞則

普遍對此方法是無效的。這種直接注射 DNA 於肌肉細胞的方法，已證

實的確會針對所帶進去之基因所表現的蛋白質產生免疫反應，包括體液

性免疫 (humoral immunity) 及細胞性免疫 (cellular immunity)，而這樣

的方法被稱為 DNA 疫苗 (DNA vaccine)。 

 

4. 基因槍或電穿孔法 

Yang, N.S.設計一套基因槍(13)，它能將帶有 DNA 分子的金粉粒子

以高壓加速的方法，穿過細胞膜而送達至細胞內，使 DNA 上所攜帶的

基因進行表現。使用這種機械式的方式，比較沒有特殊細胞條件的限

制。因此這種方法可應用在多種不同的細胞、組織，甚且器官。而且使

用基因槍所需要的 DNA 量亦遠比微脂粒的方法來得少很多。利用這種

方法，已有多篇文獻成功地將 DNA 送達至肝、皮膚、或肌肉等器官內，

並觀察到 DNA 在活體內的表現。利用電擊將 DNA 送入細胞內也是一

種方便將基因送到細胞內的方法，運用高電壓造成細胞膜上的脂肪結構

造成暫時性重新排列，因此在細胞膜上形成孔洞，可以允許 DNA 由此
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孔洞進入細胞質內。只要細胞膜電壓被提升至幾百個毫伏特以上，這種

現象在所有的細胞都會發生，故它可適用於各種不同組織或細胞。這種

物理性的方法將 DNA 送入細胞內是較為簡單且沒有副作用，所使用

DNA 量，也遠比微脂粒法來得少。可惜其傳送之 DNA 量仍然非常有

限，且表現也多為短暫性的。 

 

1.2.2 病毒性基因治療載體 

在活體的基因治療中，可以選擇病毒性的載體如腺病毒載體 (adenoviral 

vector)、牛痘病毒載體 (vaccinia viral vector) 來達到短暫基因表現的目的，

也可以使用反轉錄病毒載體  (retroviral vector) 、腺相關病毒載體 

(adeno-associated viral vector)來達到長期基因表現的目的。以下就是對各個

病毒性基因治療載體的分別介紹： 

1. 傳統反轉錄病毒載體 (retroviral vector) 

目前基因治療所使用的反轉錄病毒主要是來自老鼠的反轉錄病毒

（MLV），它也是最早用來進行人體試驗的病毒載體。這是個 RNA 帶

有被膜（envelope）的病毒。其生活史中，會經由反轉錄作用而形成雙

股 DNA，再嵌入宿主染色體上，達到基因轉殖及持續表現之特色。要

建構此載體，通常是將病毒基因上所有病毒基因序列加以剔除而以治療

用基因取代之。但一些重要序列，如包裹用訊息 (packaging signal, φ)，

嵌入染色體所需之序列(long terminal repeat, LTR)，及複製相關之序列
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(polypurine tract, PPT)，則保留在載體上。部份研究者甚至會將一些增

加基因表現或增加病毒力價有關序列，例如 WPRE 或 gag 5'端的部份序

列，亦放在載體上，以增加載體之表現效率。載體上之 5'端及 3'端 LTR 

可進一步加以改良，以增加其表現能力及安全性。將 5'端 LTR 上之

U3 啟動子改為 CMV 之加強子/啟動子，則此 CMV/LTR 嵌合啟動子 

(hybrid promoter) 可有更高的表現能力。而在 3' 端 LTR 上的 U3 處將

啟動子序列加以破壞，則造成所謂 SIN 載體 (self-inactivating vector)。

其主要原理是利用反轉錄病毒載體之反轉錄步驟，則 3' LTR 上之 U3 

屆時將成為 5' LTR 上之啟動子。如此破壞的結果，造成其自我去活化 

(self-inactivation)。這個用意主要是在減少在標的細胞內表現時，反轉錄

病毒載體之內在啟動子與 LTR 之間形成互相干擾表現的現象。但此類

載體的設計，亦會大大降低其載體病毒力價。至於形成重組病毒所需之

其他病毒蛋白基因，如 gag、pol 及 env，通常是由另一個質體 (即所謂

包裝質體) 來提供。為了要避免此質體與表現載體之間產生任何重組而

形成野生型病毒，這個包裝質體上之包裹訊息 (φ)、PPT、3'端 LTR 都

會全部予以剔除，且 5'端 LTR 也會換成 CMV 之類的啟動子。更進一

步的改良，則是將 gag、pol、env 等基因分裝在不同質體內，再以穩定

表現方式送入特定細胞內，建立所謂的包裝細胞株（packaging cell 

line），如此就更減少因重組而產生野生型病毒的問題。目前使用之 env

多半是選自雙嗜性 (Amphotropic) 反轉錄病毒 (既能在宿主細胞，又能
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在異種細胞上引起產毒性感染)，故所製造出來之重組反轉錄病毒具有

可感染多種不同細胞的特性。雖已有如此多重的改善，然而反轉錄病毒

只能感染分裂中的細胞，且其病毒力價偏低 (105-106 cfu/ml)，在體內又

非常脆弱，易被補體所摧毀，造成反轉錄病毒載體使用上仍有很大瓶

頸。針對這個問題，目前已有一些改良式的反轉錄病毒載體出現，即利

用水泡性口炎病毒 (vesicular stomatitis virus, VSV) 之 G 蛋白來取代反

轉錄病毒之被膜蛋白，用以包裹病毒顆粒，形成所謂的假形反轉錄病毒 

(pseudotyped retrovirus)。這類假形病毒顆粒具有相當高的穩定性，並經

得起離心，濃縮，故可使病毒力價提升至 108-109 cfu/ml，大大地提高了

感染的效率。 

 

2. 人類反轉錄病毒載體 (lentiviral vector 或 HIV vector) 

人類反轉錄病毒與傳統反轉錄病毒最大不一樣在於它可以感染不

分裂的細胞，且其基因體上大多具備了許多輔助因子基因，對其生活史

上可能具有某些功能。相似於傳統之反轉錄病毒載體的設計，HIV 載

體亦須帶有重要之序列以利載體之複製及包裹。例如Ψ訊息序列；PPT 

序列可增進病毒 DNA 送入核內的功能；而載體的 3'端若有 WPRE 序列

則可大大增加基因的表現。至於組裝病毒所需之結構蛋白，則是由另一

個質體來提供。第一代的 HIV 載體系統所用之包裝質體只剔除了 env 

的序列，而由另一個質體 DNA 提供 VSV-G 之 Env 蛋白，約百分之八
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十的病毒序列仍保留在包裝質體上，故危險性較高。第二代的 HIV 載

體系統，則將一些輔助因子基因 (如 vpr、vpu、vif 及 nef) 從包裝質體

上再剔除，只剩下由 HIV 之 LTR 啟動子所表現之 gag、pol、tat 及 rev。

第三代載體甚且將包裝質體改為 CMV 啟動子，故也不再需要 tat，而

將其由此質體上剔除，甚且將 rev 分設在另外質體上。最後呈現之 HIV 

載體是最具安全性的組合。利用 293T 高效率轉染技術及 VSV-G 可經

得起濃縮的特性，一般都可拿到 1 x 108 -1 x 109 IU/ml 的病毒顆粒。不

過每次都得做共同轉染實驗，是生產 HIV 載體比較麻煩的地方，原因

是HIV 載體系統比較難製備成包裝細胞株，因為VSV-G，Gag 及Tat 等

蛋白對細胞之毒性較高，除非做成可調控性 (inducible) 的表現，否則

很難建立起穩定表現的細胞株。 

 

3. 腺病毒 (Adenovirus) 

腺病毒是一個中等大小之 DNA 病毒 (35 kb)。感染人體之後，體內

多半會引發免疫反應 (T 及 B 細胞) 來清除病毒的感染。目前血清學檢

查發現約有 40% ~ 60%的小孩已有對抗血清型 1 型、2 型及 5 型病毒

的抗體存在。而 Ad5 又是目前最常用於基因治療載體設計的一種，，

故也是腺病毒載體在臨床上應用碰到最大的困難。強烈的免疫反應，除

了使轉殖基因只是短暫表現外，可能也會對病人產生極大的副作用，甚

且休克。腺病毒的複製史中，有基因表現有分為早期 (E1A，E1B，E2，
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E3，及 E4)、中期 (IX 及 IVa 2)、及晚期 (結構蛋白，ML) 三個階段；

其中 E1A 對其他早期病毒基因的表現是絕對必須的。第一代腺病毒載

體是將 E1 及 E3 剔除。E1 剔除是使重組腺病毒將來在標的細胞內不

具有複製能力；E3 剔除是為了增加容納轉殖基因的空間。使用載體的

方法，乃是利用同源基因重組 (homologous recombination)，將基因表現

之卡帶 (cassette) 質體與不含E1 部份之病毒基因體同時轉染進 293 細

胞，經過重組後，再由 293 細胞所提供的 E1 基因來複製重組病毒。重

組病毒可用來感染標的細胞或個體組織。腺病毒的病毒力價一般非常高 

(1010 cfu/ml)，病毒顆粒穩定，所以常可用來直接進行活體內轉殖。腺病

毒可以感染分裂或者不分裂的細胞，這些都是它優於反轉錄病毒之處。

但相對的，腺病毒不嵌入細胞染色體中，又不會在細胞內複製，故在一

段時間後，經細胞分裂，病毒 DNA 可能就消失掉，表現亦告中止。同

時，如前述腺病毒載體在體內造成非常嚴重的免疫反應，這也是造成帶

有腺病毒載體的標的細胞在體內很快就會被消滅的原因之一。第二代腺

病毒，為了更降低這些低量的病毒複製的機率及免疫反應的發生，進一

步再將 E2a 基因 (DNA-binding protein) 及 E4 由載體上去除，而改由

製備細胞株來提供。第三代病毒載體甚至將更長的病毒基因體完全去除

而用幫住病毒 (helper virus) 來幫忙，以企圖完全斷絕病毒載體在標的

細胞內的複製能力，如此一來即可降低宿主的免疫反應，以及增長載體

基因的表現時間。 
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1.3  腺相關病毒 

AAV 是屬於小病毒科 (Parvoviridae)，依賴病毒屬 (Dependovirus)，是

一種無法單靠自己的基因進行 DNA 複製的病毒，需要有幫助病毒 (helper 

virus)，如 adenovirus 或者 herpes simplex virus，來提供基因幫助 AAV 完成

整個 DNA 複製、病毒生產的生活史。當沒有幫助病毒的存在下，AAV 在

感染細胞後進入潛伏期 (latent infection)，AAV 的 genomic DNA 專一性插入

人類的基因組中的特定位置上或者以游離基因 (episome) 的狀態存在於細

胞中，(圖四)。 

第二血清型腺相關病毒在 1965 年有汙染的 Adenovirus stock 中發現，因

此被稱為 Adeno-associated virus ，是第一個被發現的 AAV (14, 15)。直到現

在共有 100 餘種 AAV 變種病毒，分別來自 Adenovirus stock、人類或非人類

靈長類的組織(14-22)。雖然 AAV 病毒變種的種類繁多，但是病毒血清型卻

只有少數幾種。根據定義，新血清型病毒是指新分離出的病毒與已知血清

型病毒的專一性中和血清 (neutralizing sera) 無法進行有效率的交叉反應 

(cross-reaction)。因此在 AAV serotype 1-11 中，真正定義血清型的病毒只有

AAV serotype 1-5 及 AAV serotype 7-9(23)。 

AAV 的天然宿主是人類，大約有百分之八十的人類族群的血清對 AAV2

是呈陽性反應(24, 25)。其中的 AAV2 具有廣泛感染哺乳類分裂及不分裂細

胞，以及長期穩定表現治療基因的特性。在使用的安全性上，AAV2 並不會

引起已知人類疾病(26)，而且病毒載體本身幾乎不會引起宿主身體的免疫反
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應。另一方面，野生型的 AAV2 在感染人類細胞之後，其基因組會嵌入細

胞核中第 19 號染色體的特定位置 AAVS1 基因座 (locus) 中(27)，(圖四)，

或者形成游離基因 (episome)，不會導致基因突變而產生疾病，因此具有當

作優秀基因治療載體的潛力。 

 

1.3.1 腺相關病毒的結構 

AAV2 的病毒顆粒是一個直徑約 25nm，並以 T=1 正二十面體對稱的球

型結構，(圖五)。在 Stephanie Kronenberg (2001) 的研究中，使用 electron 

cryo-microscopy 的技術，取得十張共 1800 個不包含基因組 AAV2 的病毒外

殼影像的顯微照相 (micrograph)，並根據正二十面體結構對稱，運用影像重

組技術得到解析度達 1.05nm 的 AAV2 的三維立體結構圖(28)，(圖六)。根

據過去對 AAV2 病毒外殼的蛋白質序列突變實驗(29, 30)及與 Canine 

parvovirus (CPV)的結構與蛋白質序列作比較(31)，Stephanie Kronenberg 推

論 AAV2 的病毒外殼三倍對稱的軸 (three-fold symmetry) 上的突出區域 

(spike region)具有 AAV2 感染細胞的功能(28)。Qing Xie 在 2002 年則成功的

得到 AAV2 的結晶，進行解析度達 3-Å 的 X-ray 結晶繞射圖，取得 AAV2

及其結構蛋白的原子結構圖，(圖七)，同樣的也根據 Wu (2000) 對 AAV2

病毒外殼的蛋白質序列突變實驗，指出影響與 heparin 結合的 RGNR motif

是位於結構蛋白靠近三倍對稱的軸附近的環上 (loop)(32)。 

AAV2 基因組 DNA 由蛋白病毒外殼所包覆，約佔整個病毒質量的 30%，
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是一條長約 4650 nucleotides 的單股 DNA，兩端由稱為反轉末梢重複序列 

(inverted terminal repeats, ITRs) 的序列所包圍，中間則是兩個大片段的開放

讀碼區 (open reading frames, ORFs)，(圖八)。其中 ITRs 提供病毒 genome

複製及包裹所必需的順式作用元件 (cis-acting elements) 的訊息。5'端的

ORFs 是 rep gene，生產出的四種 rep 蛋白負責調控 AAV genome 上的啟動

子與幫助 AAV genome 專一性的插入宿主基因組的特殊位置及部分 DNA 酵

素活性；3'端的 ORFs 是 cap gene，使用選擇性剪接 (alternative splicing) 及

使用不同的起始點進行選擇性轉譯 (alternative translation) 生產出病毒的結

構蛋白 (圖八)，是構成病毒外殼的主要成分。 

 AAV2 的病毒外殼由 60 個大小為 87kD 的 VP1、72kD 的 VP2、及 62kD

的 VP3 病毒結構蛋白以 1:1:8~20(23, 28, 32-34)的比例所組成，形成 T=1 正

二十面體對稱的球型結構。構成病毒外殼的 VP1、VP2、VP3 在 C 端擁有

共同的胺基酸序列，不同的是在 N 端，VP1 比 VP2 多 137 個胺基酸序列，

VP2 又比 VP3 多 65 個胺基酸序列，(圖九)。在 VP1 的 N 端具有影響 AAV

感染能力的 parvoviral phospholipase A2 (pvPLA) 區域的蛋白質序列(35, 

36)，以及三個提供 nuclear localization signals (NLS) 的鹼性胺基酸序列

(basic amino acid sequence elements, basic clusters, BCs) KKR 及 RKR(37, 

38)。過去的研究中發現，只要有 VP3 即可構成不具感染力病毒外殼，在提

供 VP1 後可以使病毒回復感染能力，然而只提供 VP2 卻無法使病毒產生感

染能力(39)，原因是 VP2 的 N 端雖然具有兩個 BCs，但卻不包含影響病毒
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感染能力的 pvPLA。病毒結構蛋白共有部份—VP3 是構成 AAV 的主要結構

蛋白，根據 Qing Xie (2002) 使用 X-ray 結晶繞射得到的原子結構，(圖七)，

可以得知 VP3 的核心部份，也就是作為病毒外殼內面部份，具有一個由兩

個 antiparallel β-sheet 所形成的 β jelly-roll-barrel 的結構，幾乎所有的

nonenveloped virus 都有此特徵(40)。不同於 VP3 核心的 β jelly-roll-barrel，

位於 VP3 外圍結構，也就是病毒表面的部份，則是由許多的 loops 所組成，

佔整個病毒外殼結構的三分之二(32)。比對不同血清型的 AAV 以及

parovirus，這些 loop 區域在胺基酸序列有很大的不同(32)。根據過去突變實

驗及抗體對 AAV 的免疫實驗，發現這些在 VP3 結構上的 loop 扮演與細胞

受體結合，以及被抗體辨識的角色，例如和細胞表面的 heparan sulfate 

proteoglycan (HSPG) 結合的區域就位於三倍對稱的軸附近的 loop 上。在五

倍對稱的軸上，則由 symmetry-related β-ribbons 構成病毒表面的孔洞。原本

位於病毒內部的 VP1、VP2 的 N 端部分在感染細胞後，或者經過某些處理

如限制性熱處理之後，可以藉由這些位於正二十面體的五倍對稱的軸上的

孔洞暴露到病毒的表面而進行其功能(41, 42)。 

 

1.3.2 腺相關病毒感染細胞機制 

 在 AAV 感染細胞的過程中，需要克服許多障礙，包括 1) 病毒如何與細

胞表面結合、2) 如何利用 endocytosis 穿越細胞膜、3) 所形成的 endosome

如何在細胞內運輸、4) 病毒如何離開 endosome、5) 以及病毒如何移動到
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細胞核中，(圖十)。 

 在細胞的表面存在著許多的細胞表面 receptor，不同種類的細胞，其細

胞表面受體的種類、數量和分布都不一樣。一般而言，不具外套膜 

(nonenveloped) 的病毒會藉由與細胞表面的氨基葡聚糖受體 

(glycosaminoglycan receptors, GAG receptor) 結合，再與細胞表面的共同受

體 (coreceptors) 結合並調控進入細胞後的運輸路徑。其中不同血清型的

AAV 利用不同細胞表面受體黏附到細胞表面，因此審慎挑選適合血清型的

AAV 可以有效率的提升感染目標細胞的能力。 

Heparan sulfate proteoglycans (HSPG) 廣泛的存在於許多種類的細胞中

的細胞表面受體，而 AAV2 主要用來黏附到細胞表面的受體正是

HSPG(43)，這也解釋了為什麼 AAV2 可以感染許多種類的組織細胞。過去

病毒外殼蛋白序列突變的研究中也發現，位於病毒結構蛋白第 487 號、第

509 號、第 585 號及第 588 號精胺酸的突變會破壞 AAV2 與 HSPG 結合的能

力，並且失去感染細胞的能力(30, 32, 44)，而這個決定與 HSPG 結合的位置

就位於病毒三倍對稱的軸附近的突起區域上。有趣的是這些位於突起區域

上的胺基酸的位置距離為 20Å，與 heparan sulfate 上的雙糖結合的相鄰距離

是一致的，而使病毒失去感染能力的中和抗體 (neutralizing monoclonal) 

C37-B 所辨識的抗原決定位 (epitope) 的位置正為於突起區域附近(45)。因

此位於這個區域的第 585 號及第 588 號精胺酸所圍成的 RGNR motif 就被稱

為 Heparan binding site (圖十一)，提供 AAV2 藉由 HSPG 與目標細胞表面黏
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附的能力。 

 在 AAV2 順利的利用 heparan binding site 與細胞表面結合後，接著就與

細胞上的 coreceptor 包括 human fibroblast growth factor receptor 1 

(FGFR1)(46)、hepatocyte growth factor receptor(47)、以及 integrins 

αVβ5/α5β1(48)進行作用，其中 FGFR1 似乎扮演著幫助 AAV2 與 HSPG 結合

的角色。 

而與 adenovirus 感染途徑相似的，integrins αVβ5 幫助 AAV2 經由

clathrin-coated pits 進行內吞作用 (endocytosis)：一個大小約 100kDa 的細胞

質裡的 GTPase—dynamin 參與包含 AAV2 的 endosome 的形成(49-51)，

dynamin會在由 clathrin所包圍的凹坑 (clathrin-coated pits) 附近進行聚合反

應形成環狀，將整個 clathrin-coated pits 轉變成由 clathrin 所包圍的水泡 

(clathrin-coated vesicles)，然後縮緊水泡 (vesicles) 使得水泡自細胞膜分

離，形成 endosome(52, 53)。當 AAV2 與 HSPG 及 integrins αVβ5 結合後，

也會刺激一種細胞內小的 GTP 結合蛋白—Rac1，Rac1 的活化會活化之後的

phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) 的訊息傳遞路徑，使得輸送 AAV2 的

endosome 可以沿著細胞內的骨架：微絲 (microfilaments)及微小管 

(microtubules) 有效率的被運到細胞核附近(54)，(圖十二)。 

然而與其幫助病毒 adenovirus 不同的是，AAV2 的病毒顆粒並不是自

endosome 直接的釋放到細胞質中，而是先形成 late endosome 後，才自 late 

endosome 釋放到細胞質中(55)。由於形成 late endosome 後其內部環境的 pH
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值下降，其酸性環境驅使包含的 AAV2 的病毒外殼結構構形改變，使得原

本隱藏在病毒內部的區域暴露出來，而穿破了 endosome 上的膜。有趣的是

包含 parvoviral phospholipase A2 motif (pvPLA2, 序列為 HDXXY) (35, 36)及

具有細胞核定位訊號 (nuclear localization signals, NLS)的 BCs(37)的病毒結

構蛋白 VP1 的 N 端蛋白序列，也因為病毒外殼構形改變而暴露出來，推測

VP1的 N 端序列可能參與病毒自 endosome逃脫及指引 AAV2基因組到達細

胞核的角色。 

 當自 late endosome 離開後，AAV2 會聚集在細胞核的附近，然而 AAV2

如何進入細胞核以及除去病毒外殼的機制還是ㄧ個很大的謎團。過去的研

究發現，就算把核孔複合物 (nuclear pore complexes, NPC) 堵住，AAV2 仍

然能夠進入細胞核。因此 AAV2 似乎不必藉由 NPC 進入細胞核，而有其他

機制可以使得 AAV 進入細胞核中(56)。 

 

1.3.3 腺相關病毒複製機制 

在成功感染細胞之後，AAV 運用以自己的模板當引子的機制 

(self-priming strand displacement mechanism) 開始進行其 DNA 的複製，而大

型 Rep 蛋白 (Rep78 及 Rep68) 在其 DNA 的複製上扮演著重要的角色(57)。

早期的病毒生產、病毒外殼組合以及病毒 DNA 複製是在細胞核中的不同部

位進行，不包含基因的病毒外殼是在核仁進行組合，而 DNA 的複製及將

DNA 包裹進入病毒外殼則是在核質中進行(58, 59)。 
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 在病毒組裝的第一個步驟是被大型 Rep 蛋白所結合的 AAV 基因組與空

的病毒外殼形成一個複合體，這個步驟是由大型 Rep 蛋白與結合空的病毒

外殼的小型 Rep 蛋白 (Rep52 及 Rep40) 的作用所完成(60)。然後位於病毒

外殼上的小型 Rep 蛋白則提供 helicase 的活性，使得單股的 AAV 基因組移

動到病毒外殼裡面，完成病毒的組裝(61)。 

 

1.3.4 腺相關病毒在基因治療上的特性 

AAV2當作基因治療載體時，具有以下的特性： 

1. rAAV載體可以廣泛的感染分裂或者不分裂狀態的人類組織細胞，包

括中樞神經細胞、眼球細胞、肌肉細胞、肝臟細胞、肺臟細胞、以及造

血細胞等都已經在活體實驗中被證明是可以被感染(62-68))。 

2. rAAV載體在感染細胞後，可以長期的存在於細胞中並且穩定的表現

治療用基因。於齧齒動物的肌肉細胞、大腦細胞、肝臟細胞、眼睛細胞

中，已證明rAAV在感染這些細胞後，可以在這些細胞中存在約兩年的

時間，並且持續表現治療用基因(69-71)。 

3. 以rAAV當作基因治療的載體，並不會引起發炎反應。另外，由細胞

毒殺性T淋巴球(Cytotoxic T Lymphocyte, CTL) 所產生的免疫反應與體

液免疫反應也比其他的病毒型載體產生的免疫反應更低，幾乎只對治療

用基因產生免疫反應。可能原因是除了治療用的基因本身之外， rAAV

並不會攜帶本身病毒的基因，且rAAV對於抗原呈現細胞的感染能力很
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差，所以引起的免疫反應較低(72)。 

4. 從1968年以來，AAV被証明不會引起已知的人類疾病，因此將AAV

系統應用於基因治療上是具有較高安全性(26, 73-75)。 

5. 使用野生型AAV當作基因治療的載體時，可以避免因為治療用基因

隨機嵌入宿主的染色體而使得宿主基因產生突變。因為野生型的AAV

具有site-specific integration，這個特性使得AAV會固定嵌入在第19號染

色體中的AAVS1，避免了如反轉錄病毒的隨機嵌入而造成的人類白血病 

(76)。 

 

1.3.5 腺相關病毒應用於基因治療 

從1965年腺相關病毒發現以來，每一年都有新的發現和應用，相關文獻

也穩定的並且持續的增加，(圖十三)，1965年到1980年間，相關論文共有78

篇，而在80年到90年之間增加了137篇關於AAV的文獻，在2001年到2005年

相關文獻每年則以接近300篇的速度在增加，此現象一方面證明了AAV在基

因治療上可以廣泛的應用，另一方面也證明了AAV發展的潛力。 

應用方面，在活體的成年動物大腦做基因傳遞並且治療，是一件很難達

成的實驗： 

1. Klein RL (1998) 發表了使用 AAV 在當作基因治療的載體，把治療用

基因 brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 送到嚙齒類的腦部，在表

現 BDNF 的部份，獲得很好的成效(77)。 
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2. R. J. Mandel (1997) 使用了 rAAV 將人類酪胺酸水合酶基因 (Human 

Tyrosine Hydroxylase gene, hTH) 傳 遞 到 阿 朴 嗎 啡 誘 導 

(apomorphine-induced) 帕金森氏症模式的老鼠 (此種老鼠會有原地自

轉的行為) 的神經細胞，雖然無法改善其原地自轉的行為，但是 hTH 基

因確實可以在神經細胞內穩定表現(67)。 

 

3. Xiao X (1997) 使用 rAAV 治療阿茲海默症，方法是利用 rAAV 攜帶

GABA 受體的互補 (antisense) DNA，抑制 GABA 受體的表現，改善阿

茲海默症的症狀(78)。 

 

在治療遺傳性視覺疾病方面，John G. Flannery 與 Jomary C (1997) 各發

表了一篇使用 rAAV 治療遺傳性視覺疾病的論文，他們使用 rAAV 傳送 (光

受體) photoreceoptor 的基因，並回復眼細胞中光受體的功能，證明體基因治

療 (somatic gene therapy) 的可行性(64, 79)。 

許多的疾病都是由於缺乏特定因子所造成，利用骨骼肌細胞或者肝臟細

胞當做因子基因表現的平台，可以解決許多由於缺乏特定因子的遺傳疾病： 

1. B 型血友病的成因是因為缺乏第九號凝血因子。Lili Wang (1999)、

Mark A. Kay (2000) 分別使用 rAAV 載體攜帶治療基因第九號凝血因子

送到老鼠跟人類的骨骼肌細胞，以表現第九號凝血因子的骨骼肌細胞做
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為平台，治療 B 型的血友病(80, 81)。 

 

2. 先天性肥胖的成因很多，其中一種是與胰島素缺乏無關而是由於

leptin 的缺乏所造成的肥胖。ob/ob 鼠是由於 leptin 缺乏的肥胖鼠模式，

Murphy (1997) 發表的論文指出，使用 rAAV 攜帶治療用基因進行肌肉

注射後，不正常的代謝與行為包括血糖過高、對於胰島素有抗性、血液

中葡萄糖的感受性變低，以及嗜睡狀態都有所改善(82)。 

 

3. 體基因治療 (Somatic gene therapy)指的是將治療蛋白經由循環系統

送到身體的各個部份，在 1996 年之前鮮少有相關文獻出現，PAUL D. 

KESSLER (1996) 使用 rAAV 當作基因治療載體，攜帶促紅血球生成素

基因 (erythropoietin gene, EPO gene)注射進入肌肉細胞，以肌肉細胞當

做平台，表現 EPO 並經由血液進入循環系統。所以 rAAV 可以提供一

個治療遺傳性的全身性疾病的治療途徑(83)。 

 

裘馨氏肌肉萎縮症 (Duchenne muscular dystrophy)是一種遺傳疾病，是

因為 X 染色體短臂 Xp21 處的 dystrophin 基因 (DMD gene)有缺陷所造成

的。Dystrophin 基因非常龐大，長達 2500kb。Harper SQ (2002)將 dystrophin

的功能作詳細的分析，並且分割成許多小小的功能片段。把 DMD 有功能的

片段分別放入 rAAV 載體中，注射到 duchenne muscular dystroph 模式的老鼠
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中，證明能夠有效的反轉疾病的歷程，也說明即使 rAAV 所攜帶的基因片段

大小有所限制，仍能夠應用於大基因片段的基因傳遞(84)。 

遺傳性疾病囊狀纖維化症 (Cystic fibrosis, CF)是由於呼吸道上皮細胞

上的氯離子通道出現異常，Terence R. Flotte 在 1993 年使用 rAAV 攜帶

fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)基因，並用 rAAV 本身的

ITR promoter 與 p5 promoter 啟動 CFTR 這個基因來治療 CF，使得呼吸道上

皮細胞回復 cAMP 所調控的氯離子通道功能(65)。在治療 CF 的部份，很多

都已經進行到臨床試驗階段(85)。 

 應用於腫瘤治療方面，主要是把催化細胞毒性的藥物前驅物的酵素基因

置於腫瘤細胞裡，再將具有細胞毒性的藥物前驅物送到腫瘤附近，藉由酵

素分解藥物前驅物產生毒性，毒殺腫瘤細胞；或者利用調控致癌基因或者

腫瘤抑制基因，抑制血管新生成或者增強宿主免疫機制，抑制腫瘤生長。

另外 Hermonat PL (1994) 的研究中也發現 AAV 本身似乎可以藉由減低前致

癌基因的表現而有抑制腫瘤的性質，原因可能是由於 AAV 中的 Rep78 蛋白

抑制前致癌基因的啟動子 human c-fos、c-myc proto-oncogene promoters，並

且停止細胞增生(86)。Saudan P (2000) 研究中也指出 Rep78 可以使 pRb 變

成去磷酸化狀態，導致細胞在 S-phase 時期被終止(87)。 
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1.4  重組腺相關病毒 

重組腺相關病毒(Recombinant Adeno-associated virus, rAAV) 因為具有

許多基因治療上的優點，因此成為近來最常被研究並應用的基因治療載體

之一。Atchison RW (1965) 在實驗室儲存的腺病毒中發現血清型第二型腺相

關病毒 (Adeno-associated virus serotype 2, AAV2)，接著其它在基因序列有不

同程度相似度的不同血清型的 AAV 及其變種病毒陸續被發現。雖然如此，

仍以第一個被發現的 AAV2 被研究的最徹底，並最常被用來當做基因治療

載體。 

 

1.4.1 從腺相關病毒到重組腺相關病毒 

在使用 AAV 當做基因治療載體的前期有許多的限制，首先要克服的就

是在 AAV 生產的過程中需要用完整的 AAV 與 Adenovirus 同時感染細胞， 

Richard J. Samulski (1982) 在期刊 PNAS 中發表，將 AAV 的基因置入

pBR322 質體中，就是所謂的 rAAV 的原型(88)。Laughlin CA (1983) 將 AAV

基因構築在細菌的質體的研究也發表在期刊 Gene 中(89)。由於這些研究，

使得 AAV 的生產簡化，只要將質體轉染進已感染 Adenovirus 的細胞，而不

必經由完整的 AAV 感染細胞來生產 AAV。在另一方面，這些研究更大的貢

獻是由於這些質體的建立，提供了未來在研究 AAV 基因的功能一個方便的

大門。 

然而還是有許多問題尚未解決，其中一個就是無法完全將 Adenovirus
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從 AAV 生產過程中除去，導致 AAV 應用在基因治療上，會因為 Adenovirus

而存在出現副作用，包括引起強烈的細胞免疫反應。AAV 的生產過程中需

要有 Adenovirus 的部份基因產物的幫助，才能使得 AAV 脫離潛伏期 (latent 

cycle) 進入細胞溶解期 (lytic cycle)，而啟動病毒基因的複製與病毒的包

裹，因此在生產 AAV 的過程中不可避免的需要使用 Adenovirus 感染細胞，

而使生產出來的 AAV 被 Adenovirus 污染。許多的研究都在改善 Adenovirus

污染的問題：1) 利用 Adenovirus 與 AAV 不同的物理性質，例如對於熱穩

定性的不同，加熱 AAV 產物 56℃ 30 分鐘使 Adenovirus 失去活性，或者利

用兩種病毒的比重不同，使用氯化銫產生的比重梯度，分離兩種病毒，這

些方法都可以改善 Adenovirus 污染的問題。 

在之後的研究中發現 Adenovirus 幫助 AAV 的生產，是依賴 Adenovirus

基因中的 E1A、E1B、E2A、E4ORF6 及 VA RNAs 表現所提供的功能所達

成的。1998 年，Grimm D、Matsushita T、Xiao X 分別在 Human gene therapy、

Gene therapy 及 Journal of viology 三個期刊發表其各自無 Adenovirus 污染的

AAV 生產的研究(90-92)，主要使用的方法就是把 Adenovirus 的 E2A、

E4ORF6 及 VA RNAs 構築在其中一個質體，並與另一個表現 rAAV cap與 rep

的質體共同轉染進表現 E1A、E1B 的細胞株，這樣就可以在不透過感染

Adenovirus 的情況下生產 rAAV，並且確定在生產過程中不會有野生型

Adenovirus 的產生。 

生物科技公司 Stratagene 根據 Matsushita T 在 Gene therapy 發表的
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Adeno-associated virus vectors can be efficiently produced without helper virus

文獻建立了一個無 Adenovirus 污染的 rAAV 生產的系統 (AAV Helper-Free 

system)，經由這個系統可以透過簡易的轉染流程生產出 rAAV。我的實驗設

計就是建立在此一系統之下，修改 rAAV 的蛋白質外殼，改變其感染宿主細

胞的對象與能力。 

 

1.4.2 重組腺相關病毒在基因治療上的限制與改進 

雖然重組腺相關病毒在作為基因治療上有很多的優點，但是仍然有許多

值得改進的地方。在作為基因治療的載體上，重組腺相關病毒可以廣泛感

染人類的細胞是一個優點也是一個缺點，優點是感染的細胞種類眾多，在

細胞實驗上使用限制就比較小；但是缺點是實驗最後的目的都是希望應用

在人體上，廣泛感染人類細胞會造成治療用的基因在錯誤的組織或者器官

表現，導致病人產生不可預期的疾病。因此改善腺相關病毒的專一性是許

多科學家研究的課題： 

1. Jeffrey S. Bartlett (1999) 使用 bispecific F(ab´g)2 antibody 的技術，此

一技術包含兩種抗體，分別可以結合 AAV 與 megakaryocyte 細胞，連結

這兩種抗體，拉近 AAV 與 megakaryocyte 細胞，使得 AAV 更專一性的

感染 megakaryocyte 細胞(93)。 

2. Shaun R. Opie (2003) 利用點突變的方法測試結構性蛋白上的哪些胺

基酸影響 Heparan binding site 與 HSPG 交互作用，結果當第 585 號與第
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588 號的精胺酸 (arginine) 被突變成丙胺酸 (alanine) 時，AAV 失去了

大部分的感染能力，根據實驗結果，第 585 號與第 588 號的精胺酸 

(arginine) 在 heparan binding site 與 HSPG 的結合上扮演重要角色(94)。 

3. Muller OJ (2003) 在病毒的結構性蛋白上的 heparan binding site 做突

變，並插入一段隨機的 peptide 片段，使得 AAV2 改變其感染趨性，成

功的讓 AAV2 可以感染人類冠狀動脈內皮細胞並失去感染其他細胞的

能力(95)。 

4. Warrington KH Jr (2004) 則提出結構性蛋白VP2的N端序列是非必需

的，可以將之去除並加入一段最大 30kDa 的蛋白質序列，提供三級結構

與細胞表面的受體結合(39)。 

可攜帶基因片段太小也是 AAV2 應用在實驗上的缺點之一，因為野生型

的 AAV2 其基因組大小約是 4650 nucleotides，因此在去除 rep 基因和 cap 基

因之後，中間可以放入一個啟動子與 2~3kb 的基因，然而一般人類的基因

通常大於 2~3kb，導致以 AAV 為基礎的病毒載體無法攜帶過大的基因組，

無法形成具感染力的病毒顆粒。故為了改善此缺失，許多研究提供不同方

法，以增進可攜帶基因的長度。 

1. Yan Z (2000) 在期刊 Nature medicine 中提出：可以將大型基因分成

兩個部分並放到兩個 rAAV 質體中，再利用剪接訊號 (splice signal) 使

得大型基因片段轉錄出的 mRNA 結合在一起，表現出完整有功能的蛋

白質(96)， (圖十四)。 
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2. Adenovirus 擁有攜帶大片段基因以及有效率且不受限於細胞週期 

(cell-cycle) 將基因傳遞到細胞核的能力，而 AAV 可以具有長期基因表

現及具有不攜帶病毒基因的特質，Manuel A. F. V. Gonçalves 結合

Adenovirus 與 AAV 的優點，建立了 AAV/Ad 雜合病毒載體。這個病毒

載體結合了 AAV 的複製機制與 Adenovirus 病毒包裹的過程，利用腺病

毒的包裹序列與腺相關病毒的基因組結合，並克服腺病毒污染的情

況，產生了高容量的雜合病毒(97)。 

 

3. Harper SQ 則使用另外的策略，先將 dystrophin 的功能作詳細的分析，

並且分割成許多小小的功能片段，把這些具有部分功能的基因利用

AAV 載體送到宿主細胞中，一起執行完整的功能(84)。 

 

4. Grieger JC (2005) 在其論文中指出缺乏結構性蛋白的 VP2 並不會影

響 AAV 感染細胞時的效率，相反的，在沒有 VP2 存在的情況下，可以

提升 AAV 對於 DNA 的容量，最多可以達到 6.0kb(98)。 

以 AAV 當做治療用基因載體，在活體實驗上遇到的另一個問題是無法

立即表現治療用基因，通常在注射後有四到六個禮拜的延遲時間，才會開

始表現治療用基因，AAV 第二股的合成是造成延遲的主要的原因。McCarty 

DM (2001) 設計了一個自我互補的 rAAV 的基因治療載體，這個基因載體

包含雙股 DNA 的基因組，不僅可以避免因為合成 AAV 的第二股所造成的
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延遲，另外在細胞實驗中亦提高了感染細胞的效率達 140 倍(99)。 

 

1.4.3 重組腺相關病毒生產模式 

重組腺相關病毒主要生產的模式有三種，包含產生穩定的細胞株、建立

一個包含完整腺相關病毒基因體的雜合重組腺病毒、以及無腺病毒污染的

重組腺相關病毒生產系統 (AAV Helper-Free system)： 

 

1. 產生穩定的細胞株 (packaging cell)，以感染輔助病毒 (Helper virus)

如腺病毒開啟重組腺相關病毒的生產。主要是把兩種腺相關病毒的基

因組質體轉染進細胞如HEK293細胞或者HeLa細胞，此一質體包含了野

生型AAV除了ITR外所具有的所有基因，另外一個質體則帶有ITR、治

療用基因、以及抵抗新黴素基因 (neomycin resistance gene)，在轉染進

細胞之後，使用新黴素篩選出有轉染成功的細胞。當需要AAV2時，必

須使用幫助病毒感染此一穩定的細胞株，開啟AAV2的生產(100)。 

 

2. 建立一個包含完整rAAV基因組的雜合重組腺病毒，這個雜合腺病毒

的功能就是把rAAV的基因組送到包裹細胞裡面。當需要生產rAAV時，

只要同時感染雜合腺病毒與野生型的腺病毒，就可以生產出大量的

rAAV，利用這個方法可以省卻許多在轉染部分所花費的時間(101)。 

3. 三質體系統 AAV Helper-Free System (stratagene)(91) 。在 AAV 
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Helper-Free System (stratagene) 裡，rep和cap基因從ITRs中間被翦除並

且放到pAAV-RC中，這個步驟可以幫助ITRs中間可以包含更大的插入

基因，並減少野生型病毒產生的可能。AAV Helper-Free System包含三

種質體： 

A. pAAV-MCS 

包含一個CMV promoter以及一組多重選殖位，兩端由ITRs所包

圍，CMV promoter可以使後面的基因在真核細胞中表現，而多

重選殖位可以置入我們想要使用的治療用基因。 

B. pAAV-RC 

包含一個 rep區域以及一個 cap區域，產生 Rep 蛋白幫助

pAAV-MCS複製，提供構成capsid的結構性蛋白、幫助病毒包裹 

(packaging)。 

C. pHelper 

保留Helper病毒幫助AAV產生的基因，並去除其他基因，使其

無法在產生Helper病毒顆粒。 

當需要rAAV2時，必須將三種質體同時轉染到HEK293細胞中，才可

以生產rAAV2。 
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1.5  嗜菌體表現技術 

Smith GP (1985) 在期刊 Science 上首先提出了噬菌體表現技術(102)，原

理是在絲狀噬菌體  (filamentous bacteriophage) 的三號基因  (filamentous 

phage gene III， pIII) 上插入外來 DNA 片段而產生出中間具有外來序列的

融合蛋白。此一融合蛋白可以組裝到噬菌體顆粒中，產生具有感染能力又

能夠表現外來胜肽片段的病毒。之後的研究發現，除了在原本的次要外殼

蛋白 pIII 可以嵌入且呈現外來胜肽片段外，其主要外殼蛋白 pVIII 與次要外

殼蛋白 pVI 也可以當做嵌入呈現外來胜肽片段的對象。根據對最後挑選出

來的胜肽片段親合力 (affinity) 或者結合力 (avidity) 的需求不同，我們可

以選擇不同外殼蛋白當作呈現外來胜肽片段：主要其中主要外殼蛋白由於

分子數目較多，因此將外來胜肽片段呈現在主要外殼蛋白 pVIII 可以篩選出

較高結合力的胜肽片段，相反的，將外來蛋白胜肽片段呈現在次要外殼蛋

白上，則可挑選出較高親和力的胜肽片段。 

除了表現外來胜肽片段的噬菌體之外，噬菌體表現技術另外一個主要的

組成是隨機胜肽庫的建立。隨機胜肽庫性質由以下兩點來決定 1) 胜肽片段

的長短、2) 構型逼迫式胜肽庫 (conformationally constrained libraries) 或者

構型非逼迫式胜肽庫 (conformationally unconstrained libraries)(103)。 

目前所使用的胜肽片段的大小最多可以由 38 個胺基酸所構成，然而一

個胺基酸可以產生 20 種變異，一個由 8 個隨機胺基酸所組成的胜肽片段將

具有 2.54×1010種變異，根據統計上的計算，要構成如此龐大的基因多樣性，
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必需在細菌的轉型效率上達到 1.1×1012才有可能達成，而這已經是實驗上可

以達成構築胜肽庫的極限，意味著隨機胜肽庫包含再多的胺基酸並無法再

增加隨機胜肽庫的胜肽多樣性。同時具有更多胺基酸的隨機胜肽片段將需

要產生更穩固的構型來維持與目標的親和力，另外在胜肽片段結構分析以

及非胜肽結構的建立 (development of non-peptide structures) 也將隨著機胜

肽庫所包含胺基酸的增加而更加複雜。 

另外是否為構型逼迫式胜肽庫 (conformationally constrained libraries) 

也影響挑選出的胜肽片段的性質。比較沒有彈性 (Flexibility) 的胜肽片段可

以降低減少的熵 (entropical costs) 與目標結合，簡單的來說就是沒有彈性

的胜肽片段能與目標有較好的親和力。構型逼迫式胜肽庫是在胜肽兩端分

別加上一個半胱胺酸 (cysteine) 而形成雙硫鍵，使得胜肽可以形成第三級

結構。因此構型逼迫式胜肽庫具有較非構型逼迫式胜肽庫更穩固的構型，

也使得從構型逼迫式胜肽庫挑選出來的胜肽片段與目標有更好的親和力。 

 本研究的實驗目的就是利用已經發表經由噬菌體表現技術所找到的細

胞專一性胜肽片段呈現在重組腺相關病毒的蛋白外殼的表面，導引攜帶治

療基因的 rAAV 到特定細胞，完成基因傳遞的任務。以下是根據已發表的文

獻，所搜尋到的細胞專一性胜肽片段。 

1. L14 peptide ：QAGTFALRGDNPQG，擁有 RGD motif 可以感染對

AAV2 感染有抵抗能力的 B16F10 細胞株。在 1999 年 AAV2 的 X-ray 晶

體繞射結構還尚未解出，根據犬小病毒 (canine parvovirus, CPV) 與
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AAV 都是屬於小病毒 (parvovirus) 中的一種，且其病毒結構相似，Anne 

Girod使用SOPM algorithm軟體分析已知X-ray晶體繞射結構的CPV 蛋

白質外殼，並且使用 CLUSTAL W program 軟體比對 CPV 和 AAV 的病

毒外殼蛋白序列，找尋出六個可能的位置，位於病毒外殼外緣並且與細

胞做結合，分別是第 261、381、447、534、573 及 587 胺基酸的位置，

然後在其後嵌入 L14 peptide ，此一胜肽片段是 1999 年 Aumailley 在蛋

白質 laminin A chain 中所找到，與細胞結合有關的 motif(104)，分別對

野生型與突變的 AAV 組裝病毒基因的能力、L14 peptide 是否可以暴露

在病毒外表、突變的 AAV 是否可以與 B16F10 細胞表面的特殊整合素

受器 (integrin receptor) 結合、與 B16F10 細胞表面的特殊整合素受器結

合是否是因為 L14 peptide 所引導等因子做測試，最後測試突變病毒所

帶的基因是否在能夠 B16F10 細胞中表現。根據實驗成果，將 L14 peptide

嵌在第 587 號胺基酸後面可以通過以上種種測試，因此證明在第 587 號

胺基酸後面嵌入 L14 peptide 可以改變 AAV 感染宿主細胞的趨性，因此

挑選此一胜肽片段當作胜肽導引式基因傳遞系統的控制組之ㄧ(105)。 

2. TP A549.1：MTVCNASQRQAHAQATAVSL，此一胜肽片段由 20 個

胺基酸所構成，是屬於較大的胜肽片段，原本隨機胜肽庫構築於

bacteriophage coat protein pIII，系統是參考自 S.E. Cwirla  (1990) 在

PNAS 上發表的系統。TP A549.1 可以專一性的將噬菌體引導至人類肺

癌細胞 A549(106)。 
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3. C2C12 12.51：TARGEHKEEELI，此一胜肽片段由 12 個胺基酸所構

成，可以專一性的引導噬菌體與 C2C12 細胞株結合並使腺病毒感染

C2C12 細胞株。Debadyuti Ghosh 在其研究中認為：生產細胞專一性的

基因載體，可以藉由在病毒蛋白外殼表面放置細胞專一性的胜肽，引導

基因載體到感興趣的細胞種類中。但是把特殊的胜肽片段直接置入病毒

蛋白外殼可能會造成病毒外殼失去功能、造成胜肽片段因構形改變而失

去功能、無法組裝完整的病毒、或者破壞整個病毒結構，使得整個細胞

專一性基因載體失去功能。因此作者設計了以下的實驗：1) 將

Adenovirus 裝載外來胜肽片段的骨架放到絲狀噬菌體上，2) 再將隨機

胜肽庫放置在絲狀噬菌體上的 Adenovirus 骨架上。3) 經由噬菌體對

C2C12 細胞株呈現 Adenovirus 骨架上的隨機胜肽片段，找到 C2C12 專

一性的胜肽片段，4) 最後再將此一片段放到 Adenovirus 原本的骨架

上，產生可以專一性感染 C2C12 的 Adenovirus。根據此篇文獻，挑選

C2C12 12.51 這個胜肽序列，當做測試可以放置並引導 Adenovirus 感染

C2C12細胞株的胜肽片段，是否可以引導AAV感染C2C12細胞株(107)。 

4. GE11：YHWYGYTPQNVI，此一胜肽片段由 12 個胺基酸所構成，可

以專一性的 Epidermal growth factor receptor (ErbB1, EGFR)結合。多種人

類多細胞都能表現 EGFR，其的在細胞生長、分化與遷移上扮演重要的

角色。研究發現由 EGFR 向細胞內傳遞的訊息將會造成增加細胞增生，

減少細胞程序凋亡，並且使腫瘤提升細胞移動能力與血管新生成。
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Zonghai Li 等人使用 NEB 公司的產品 Ph.D.-12™ Phage Display Peptide 

Library Kit，篩選出可以跟 EGFR 蛋白結合的胜肽序列，GE11(108)。 

5. RG2 P2L：DYDMTKNT，此一胜肽片段由 8 個胺基酸所構成，可以

專一性引導噬菌體與 RG2 細胞株結合。研究中使用三種方法來挑選對

惡性神經膠細胞 (malignant glial cells) 有結合能力的胜肽片段，(圖十

五)。第一種是直接使用 RG2 細胞做篩選，挑選出對 RG2 有高親和力的

胜肽片段，以及可以被 RG2 吞噬的胜肽片段，這樣的胜肽片段沒有經

過事先的挑選，因此可能具有或者不具有與其他種類細胞結合的特性。

在第二種篩選方法是使用對纖維組織母細胞 (fibroblasts)、肌肉組織母

細胞 (myoblasts)及肝細胞 (hepatocytes) 進行負篩選，挑選無法跟以上

細胞結合的胜肽片段，再挑選對 RG2 有高親和力的胜肽片段，以及可

以被 RG2 吞噬的胜肽片段，經由這些步驟之後，可以得到對腦有專一

性的胜肽片段。第三種方法是透過減少每種噬菌體片段的個數，並加入

阻礙噬菌體 (blocking phage)減少非專一性的結合，再使用第二種方法挑

選無法對星細胞 (astrocytes)、肌肉組織母細胞及肝細胞有親和力的胜肽

片段，最後從這些胜肽片段挑選出對 RG2 細胞有專一性的胜肽片段。

根據實驗結果，第二種方法找到的 RG2 P2L，我挑選利用第二種方法找

出的胜肽片段置入胜肽引導式細胞專一性基因傳遞系統(109)。 
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第二章 實驗策略 
 

我的實驗目的就是建立一個胜肽導引式的基因傳遞系統，此一系統運用

由噬菌體表現技術所發現的細胞專一性胜肽，引導治療用基因到特定的細

胞組織中表現，達到基因治療的效果。 

重組腺相關病毒 (Recombinant Adeno-associated virus, rAAV)是挑選作

為研究的基因治療載體。此一基因治療載體由兩個部份所構成：1)六十個病

毒蛋白次單元 (VPs)組裝的蛋白質外殼包覆著 2)攜帶著治療用基因的單股

DNA。rAAV 利用其 VPs 上的 Heparin binding site 與宿主細胞結合，進而感

染宿主細胞。Shaun R. Opie 在其 rAAV 的 VPs 點突變實驗中發現，位於

Heparin binding site 上的第 585 號精胺基酸及第 588 號精胺基酸對於經由

HSPG 感染細胞的途徑是重要的，如果把這兩個帶正電的精胺酸替換成不帶

電的丙胺酸，將使得 rAAV 失去經由 HSPG 感染宿主細胞的能力。另外也

有研究發現，在 Heparin binding site 後面可以容許嵌入一小段的胜肽分子，

而不影響病毒的結構。 

根據以上兩點，我設計一個可以在 DNA 層級做修飾而改變其生產出來

的 rAAV 專一性的基因傳遞系統。此一系統的核心概念分成兩個階段： 

第一， 為了減低因為 rAAV 廣泛感染人類細胞的能力，使得基因治療

產生不可預期的後果，我們對 Heparin binding site 做突變，使

得 rAAV 無法利用細胞上的 HSPG 黏附在細胞表面，此時生
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產出來的 rAAV 將失去感染細胞的能力。 

第二， 為了提供 rAAV 專一性傳遞治療基因的能力，讓治療用基因可

以在特定的細胞或組織表現，我們的做法是在已經突變的

Heparin binding site 的中間嵌入一段利用噬菌體表現技術所篩

選出細胞專一性的胜肽片段，利用此一胜肽片段提供 rAAV 與

特定細胞黏附的能力，進而使 rAAV 可以感染並傳遞治療用基

因到目標細胞。 
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第三章 實驗流程 
本實驗的目的是建立一個胜肽導引式的基因治療載體系統，我們可以通

過在這個系統上搭載不同的細胞專一性胜肽，使得我們的基因治療載體具

有感染特定種類細胞的能力。 

 在我的實驗設計上，實驗流程粗分為三個階段，分別是質體的構築、

rAAV 的生產、以及對於實驗結果的驗證三個部份，實驗流程簡述如下： 

 

3.1  質體的構築 

 減低因為 Heparin binding site 噵至的 rAAV 廣泛感染人類細胞的能力，

運用 site-specific mutagenesis by overlap extension 的技術在攜帶病毒蛋白外

殼基因的 pAAV-RC 上產生突變，使其失去經由 HSPG 感染細胞的能力，並

在其上創造出兩個唯一的限制酶切割位，方便之後細胞專一性胜肽基因的

置入。 

為了生產出專一性感染特定細胞的 rAAV，利用搜尋噬菌體表現技術的

相關文獻中所篩選出的細胞專一性胜肽序列，將這些胜肽序列轉換成基因

序列，並且經由唯一的限制酶切割位將找到的胜肽基因置入 pAAV-RC 中，

使得此一質體可以提供可以感染特定細胞的病毒蛋白外殼。 

  

3.2  重組腺相關病毒的生產 

 重組腺相關病毒的生產是按照 AAV Helper-Free system 中的標準流程，
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分成兩項依序進行，1) 首先將準備好 293T 細胞，在轉染前 48 小時 Seeding

於直徑 100mm 的細胞培養盤，然後利用磷酸鈣法將 pAAV-hrGFP、

pAAV-RC、pHelper 三種質體轉染進入 293T 細胞，並在 6 個小時之後更換

新鮮的細胞培養液，完成轉染的程序。2) 然後在更換新鮮的細胞培養液後

的第 66~72 小時收集細胞以及培養液，進行四個循環的-80℃/37℃來打破細

胞。離心 10000g 除去細胞殘骸，分裝上清液並凍入-80℃保存。 

 

3.3  實驗結果的驗證 

 為了檢驗我們所建立的胜肽導引式基因治療載體系統是否可行，因此設

計以下實驗，包括：1) 對於野生型病毒感染能力測試，過去的研究中發現，

野生型的 AAV 可以廣泛感染人類細胞，但是對於不同種類的細胞，其感染

能力並不相同，因此我使用 AAV 來對我將做研究的細胞株作病毒感染能力

的測試，瞭解在不同的細胞株下，病毒對其感染的效率為何，並當做之後

對不同種細胞做感染時，所應加入 AAV 的數量依據；2) 研究突變對於病毒

感染能力的影響，文獻中指出，在 AAV 病毒蛋白外殼上的 Heparin binding 

site 作突變，可以破壞 AAV 經由細胞表面受器 HSPG 感染細胞的途徑，因

此，設計此一實驗驗證經由對病毒的突變是否能夠使其失去感染細胞的能

力，而使得這個突變的病毒可以當做未來的系統控制組；3) 對我們所設計

的胜肽導引式 rAAV 做功能性測試，這個部份是就我們所置入的細胞專一性

胜肽是否可以引導 rAAV 感染並且將基因傳遞到目標細胞的測試，驗證我們
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所設計的系統是否能夠因我們所挑選的細胞專一性胜肽片段，而使其得到

專一性感染細胞的能力。 
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第四章 材料與方法 

4.1  菌種的培養與轉型 

4.1.1 菌種的取得 

實驗所用的菌種來源包括大腸桿菌 ECOS 101 (益生生技, 台灣, 中華民

國) 與大腸桿菌 TOP10 (Invitrogen, Groningen, Netherlands)。其基因型分別

如下： 

ECOS 101： F- (φ80d lacZΔM15)Δ(lacZYA-argF)U169 hsdR17(rk-- mk +) 

recA1 endA1 relA1 deoR λ-  (類似 DH5 ) 

TOP10： F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacΧ74 recA1 

deoR araD139 Δ(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

 

4.1.2 培養液與培養基的配置 

以上兩種菌種都是使用 LB 培養基與 LB 培養液培養，實驗所用 LB 培

養液與 LB 培養基製備方法如下： 

Sodium chloride (NaCl)    10g 

Tryptone                10g 

Yeast extracts             5g 

Agar                   20g  (LB 培養基需額外添加) 

 

1. 秤重取出上列藥品，加入二次水約略到 900mL。 

2. 搖晃讓所有粉末溶解。 
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3. 使用量筒精確量取體積，再用二次水將溶液總體積補到 1000mL。 

4. 混合均勻並分裝到 500mL 或 1000mL 血清瓶中，分裝不可超過血清

瓶體積的 80%。 

5. 蓋上並旋轉瓶蓋到一半緊的狀態，再以錫箔紙覆蓋瓶蓋到瓶頸的部

份。 

6.1. LB 培養液：貼上滅菌條，送到壓力鍋滅菌。滅菌完成後，鎖緊瓶

蓋。等到近於室溫時，放至 4℃冰箱中保存。 

6.2. LB 培養基：貼上滅菌條，送到壓力鍋滅菌。滅菌完成後，拿出並

搖晃混合均勻，置於 65℃水浴槽中，使 LB 培養基溫度約等同於 65℃。

將 LB 培養基移至無菌操作台上，傾倒 10mL 的 LB 培養基到 LB 培養

基盤子上，等待冷卻後標上標簽，並放至 4℃冰箱中保存。 

7.1. 需要使用含抗生素之 LB 培養液，篩選含有特定種類質體的大腸菌

時，查詢適合的抗生素與其使用量 (附表)，在使用前添加並混合均勻並

分裝。 

7.2. 需要使用含抗生素之 LB 培養基，篩選含有特定種類質體的大腸菌

時，查詢適合的抗生素與其使用量 (附表)，在 LB 培養基分裝到培養基

盤子前 (LB 培養基溫度應於 65℃以下以免抗生素失效)，加入適當量的

抗生素，混合均勻，將 LB 培養基移至無菌操作台上，傾倒 10mL 的 LB

培養基到 LB 培養基盤子上，等待冷卻後標上標簽，並放至 4℃冰箱中

保存。 



 - 43 - 

4.1.3 勝任細胞的製備 

實驗所用的勝任細胞是以大腸桿菌 ECOS 101 (益生生技, 台灣, 中華民

國)與大腸桿菌 TOP10 (Invitrogen, Groningen, Netherlands)為原始菌種的熱

震盪勝任細胞，製備所需藥品與方法如下： 

 LB 培養液 (不含抗生素) 

 LB 培養基 (不含抗生素) 

 0.1M Calcium chloride (CaCl2) filtered with 0.2μm filter 

0.1M Calcium chloride (CaCl2) contain 10％ Glycerol filtered with 0.2μm 

filter 

Amp LB 培養基 (含 Ampicillin 50ug/mL) 

 

1. 取出原始菌種菌液於 LB 培養基上做三方向塗盤，培養 12 小時。 

2. 挑出單一菌落並加入含有 3mL LB 培養液的養菌管中，置於 37 ℃培

養箱，以轉速 225rpm 培養 12 小時。 

3. 取出 1mL 菌液，加入含有 100mL LB 的錐形瓶中，繼續培養 1 至 2

小時，一小時過後應每十五分鐘量一次 OD600。 

4. 預冷離心機使其溫度維持在 4℃，準備冰水共存 (0℃)之冰桶，將兩

只 50mL 無菌離心管及新鮮配製的 0.1M CaCl2 100mL、包含 10％ 

Glycerol 的 0.1M CaCl2 10mL 放置於冰桶中，使之維持在 0℃。 

5. 取 1mL 培養 1 至 2 小時的菌液，並測量其 OD600 數值，當其數值為

0.35~0.45 時進行下面步驟 (不可大於此值)。 
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6. 分裝菌液至預冷的 50mL 無菌離心管中，置於冰水共存 (0℃)之冰桶

中 10 分鐘。 

7. 將菌液以 4100 rpm 的速度離心 10 分鐘 (4℃)。 

8. 倒掉上清液，並倒置離心管 30 秒，馬上放置離心管於冰桶中。 

9. 加入 0.1M CaCl2 30 ml (0℃) 於離心管中，使用 1mL 微量吸注器溫和

的沖散大腸菌沉澱。 

10. 將菌液以 4100 rpm 的速度離心 10 分鐘 (4℃)。 

11. 倒掉上清液，並倒置離心管 30 秒，馬上放置離心管於冰桶中。 

12. 加入包含 10％ Glycerol 的 0.1M CaCl2 (0℃) 2mL 到離心管中，使用

1mL 微量吸注器溫和的沖散大腸菌沉澱。 

13. 以每一管 100μL 勝任細胞分裝到 1.5mL 的 eppendorf 中 (0℃)，迅速

分裝完後，立刻置入-80℃冰箱中。 

14. 經過 12 小時後，自-80℃冰箱中取出兩管勝任細胞進行轉型實驗，其

中一管加入質體 pUC19 進行勝任細胞轉型，測試勝任細胞的效率；

另一管則不加入任何質體，確認勝任細胞製備過程中是否有污染。

取轉型後勝任細胞 100μL 菌液，於 Amp LB 培養基上進行塗盤，確

認勝任細胞效率與污染情況。 

15. 實驗所用勝任細胞為無污染且效率達 5×106/μg pUC19 之勝任細胞。 
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4.1.4 勝任細胞的質體轉型 

實驗所用勝任細胞轉型的方法是熱震盪式轉型，實驗所需藥品與流程如

下： 

LB 培養液 (不含抗生素) 

含抗生素之 LB 培養基 

 

1. 自 -80℃冰箱取出勝任細胞，放置冰上溶解 5 分鐘。 

2. 加入 5μL 的接合酶接合反應的產物，或者 1μL 1ng/μL 的質體到勝任

細胞中，稍微輕彈使之混合均勻。 

3. 立刻放置勝任細胞冰上 30 分鐘。 

4. 移動勝任細胞至 42℃的水浴槽中 2 分鐘，進行熱震盪 heat-shock 轉

型反應。 

5. 迅速將勝任細胞置回冰上 2 分鐘。 

6. 加入 LB 培養液 250μL (4℃)，移至 37℃的培養箱中，以轉速 225rpm

搖晃培養 30~50 分鐘。同時放置含抗生素之 LB 培養基於 37℃的培養箱

中回溫。 

7. 取 100μL 的菌液均勻塗布在含抗生素之 LB 培養基上，再置回 37℃

的培養箱中培養 12 小時。 
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4.2  DNA 純化 

4.2.1 小量質體純化 

實驗所使用之小量質體純化是運用 Gene-SpinTM –V2 Miniprep 

Purification Kit (波仕特, 台灣, 中華民國) 的實驗模組來進行小量質體的純

化，實驗所需藥品與流程如下： 

Solution 1 (pH8.0) (含 RNase A) 

Solution 2 

Solution 3（pH5.1） 

Washing solution 

Elution buffer or 二次水 (已滅菌) 

 

1. 將培養 16~18 小時的 3mL 菌液分次移至 1.5mL eppendorf 中，離心

13000rpm 1 分鐘，倒掉上清液，再短暫離心將殘留在管壁上的液體離心

至 eppendorf 底部，用微量吸注器將底部液體吸乾，注意不可吸到下方

大腸菌沉澱。 

2. 加入 200μL Solution 1 並使用微量吸注器將大腸菌沉澱沖散，直到大

腸菌完全的懸浮起來，且沒有塊狀物殘留。 

3. 加入 200μL Solution 2 並溫和的翻轉搖晃 eppendorf，小心的混合均

勻，得到呈黏稠狀的混合物。 

4. 加入 200μL Solution 3 並溫和的翻轉搖晃 eppendorf，小心的混合均
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勻，直到白色凝結物 (蛋白質與細胞殘渣)產生。 

5. 放置 enppedorf 於離心機中並小心平衡，離心 13000rpm 5 分鐘。此時

白色凝結物將會沉澱於 enppedorf 的一邊或者底端。 

6. 將 spin column 放入 collection tube 中，小心的吸起白色凝結物以外的

上清液，注入結合好的 spin column 中，離心 13000rpm 1 分鐘。 

7. 取下 collection tube 上的 spin column，倒掉 collection tube 中的離心

後的廢液，將 spin column 裝回 collection tube 中，注入 700μL Washing 

solution 到 spin column，離心 13000rpm 30 秒。 

8. 取下 collection tube 上的 spin column，倒掉 collection tube 中的離心

後的廢液，將 spin column 裝回 collection tube 中，注入 700μL Washing 

solution 到 spin column，離心 13000rpm 30 秒。 

9. 取下 collection tube 上的 spin column，倒掉 collection tube 中的離心

後的廢液，將 spin column 裝回 collection tube 中，離心 13000rpm 五分

鐘，以去除留在 spin column 的殘留液體。 

10. 將 spin column 裝在一個乾淨的 eppendorf 上，打開蓋子，置於 37℃

乾浴槽上 5 分鐘，蒸發殘餘的酒精。 

11. 加入 50μL 二次水到 spin column 中，質體大小若大於 7kb，則加入

預熱過的 60℃二次水，靜置一分鐘。 

12. 將裝置於 eppendorf 上的 spin column 放到離心機中並平衡，離心

13000rpm 1 分鐘，將丟棄 eppendorf 上的 spin column。 



 - 48 - 

13. 取 eppendorf 中的溶液，使用 photometer 測量其 260/280 光吸收值，

記錄並保存於-20℃冰箱中。 

 

4.2.2 大量質體純化 

實驗所使用之大量質體純化是運用 High-copy Plasmid Purification 

PC100 (波仕特, 台灣, 中華民國) 的實驗模組來進行大量質體的純化，實驗

所需藥品與流程如下： 

Solution 1 (pH8.0) (含 RNase A) 

Solution 2 

Solution 3（pH5.1） 

N2 buffer 

N3 buffer 

N5 buffer 

Elution buffer 

 Isopropanol 

 70% Alcohol 

 二次水 (已滅菌) 

 

1. 將培養 16~18 小時的 100mL 菌液移至 250mL 高速離心瓶中中，離心

15 分鐘，8,000rpm，4℃，倒掉上清液，將高速離心瓶倒置於乾淨紙巾

上 2 分鐘。  

2. 加入 4ml S1 buffer，以振盪或微量吸注器將大腸菌沉澱打散。 
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3. 加入 4ml 的 S2 buffer，緩慢的上下倒轉混合 6-8 次，靜置在室溫

20-25℃下 2-3 分鐘，最多不超過 5 分鐘。注意不可震盪，否則可能導致

genome DNA 懸浮在溶液中。 

4. 加入預先冷藏在 4℃ 4mL 的 S3 buffer，緩慢的上下倒轉混合 6-8 次

直到產生白色的凝結物，靜置在冰上 5 分鐘。 

5. 在 4℃下，以 12,000rpm 的速度離心 30 分鐘。 

6. 用 2.5mL 的 N2 buffer 洗滌並平衡 column 內的 pH 值與離子強度，等

N2 buffer 完全滴完之後，才可以進行下個步驟。 

7. 取上清液注入 column 中，等上清液完全滴完之後，才可以進行下個

步驟。 

8. 用 10mL 的 N3 buffer 洗滌 column 以去除蛋白質及其它雜質。 

9. 再用 10mL 的 N3 buffer 洗滌 column，等 N3 buffer 完全滴完之後，才

可以進行下個步驟。 

10. 加入 5mL 的 N5 buffer 將 column 中的 plasmid DNA 洗提出來。 

11. 將 5mL 洗提溶液，分裝至 1.5mL 的 eppendorf 中 (每一管 eppendorf

裝有 830μL 洗提溶液)，然後加入 700μL 異丙醇 (isopropanol)並混合均

勻, 靜置冰上 10 分鐘 (0℃)。 

12. 以 13,000rpm 離心混合物 45 分鐘 (4℃)，倒掉上清液，注意別把

eppendorf 底部的 DNA 沉澱倒掉。 

13. 每一管 eppendorf 加入 1mL 70%的酒精，凍進-20℃冰箱。 
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13. 當需要使用 plasmid DNA 時，拿一管 eppendorf，離心 13,000rpm  5

分鐘 (4℃)。 

14. 倒掉上清液，短暫離心，用微量吸注器吸乾剩餘的酒精，打開蓋子

靜置 5 分鐘等待酒精揮發。 

15. 加入 20μl 的二次水溶解 DNA，使用 photometer 測量其 260/280 光

吸收值，記錄並保存於-20℃冰箱中。 

 

4.2.3 酵素反應後 DNA 純化 

實驗所使用之DNA純化是運用Gene-SpinTM 1-4-3 DNA Extraction Kit 

(波仕特, 台灣, 中華民國) 的實驗模組來進行大量質體的純化，實驗所需藥

品與流程如下： 

Binding solution 

Washing solution 

二次水 (已滅菌) 

1. 將 PCR 產物或者其它經酵素反應後的 DNA 溶液放到乾淨的

eppendorf 中。 

2. 當 PCR 產物或者其它經酵素反應後的 DNA 溶液體積小於或等於

100μL，加入 500μL 的 Binding solution，然後使用振盪混合均勻。當 PCR

產物或者其它經酵素反應後的 DNA 溶液體積大於 100μL 時，加入五倍

體積的 Binding solution，然後使用振盪混合均勻。 
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3. 將 spin column 放入 collection tube 中，然後將上一步驟的混合物注入

結合好的 spin column 中，離心 13000rpm 1 分鐘。 

4. 取下 collection tube 上的 spin column，倒掉 collection tube 中的離心

後的廢液，將 spin column 裝回 collection tube 中，注入 700μL Washing 

solution 到 spin column，離心 13000rpm 30 秒。 

5. 取下 collection tube 上的 spin column，倒掉 collection tube 中的離心

後的廢液，將 spin column 裝回 collection tube 中，注入 700μL Washing 

solution 到 spin column，離心 13000rpm 30 秒。 

6. 取下 collection tube 上的 spin column，倒掉 collection tube 中的離心

後的廢液，將 spin column 裝回 collection tube 中，離心 13000rpm 五分

鐘，以去除留在 spin column 的殘留液體。 

7. 將 spin column 裝在一個乾淨的 eppendorf 上，打開蓋子，置於 37℃

乾浴槽上 5 分鐘，蒸發殘餘的酒精。 

8. 加入 50μL 二次水到 spin column 中，DNA 大小若大於 7kb，則加入

預熱過的 60℃二次水，靜置一分鐘。 

9. 將裝置於 eppendorf 上的 spin column 放到離心機中並平衡，離心

13000rpm 1 分鐘，將丟棄 eppendorf 上的 spin column。 

10. 取 eppendorf 中的溶液，使用 photometer 測量其 260/280 光吸收值，

記錄並保存於-20℃冰箱中。 

 



 - 52 - 

4.3  酵素催化反應 

4.3.1 限制酶切割反應 

 實驗中所使用的限制酶購自 Fermentaus、NEB、Promega。根據不同實

驗目的進行不同量的限制酶切割反應。 

當進行檢驗質體是否正確、基因是否正確的插入質體時，則進行小量的

限制酶切割反應： 

取一 0.2mL 微量離心管，加入適當體積滅菌的二次水，2.0μL 之 10×限

制酶切割反應緩衝液，BSA 0.2μL (50 mg/mL)，1μg 之 DNA，用滅菌的

二次水將體積補足至 19.5μL，最後加入 0.5μL 之限制酶 (10U/μL)，反

應總體積為 20μl。使用振盪混合，短暫離心後置於適當反應溫度 (通常

是 37℃)之水浴槽中作用 2 小時，而後迅速置於冰上。該反應產物以 2

％洋菜膠體電泳進行分析。 

當進行質體構築等需大量經限制酶切割反應完全之 DNA 時，則進行大

量的限制酶切割反應： 

取一 0.2mL 微量離心管，加入適當體積滅菌的二次水，10.0μL 之 10×

限制酶切割反應緩衝液，BSA 1.0μL (50 mg/mL)，5~10μg 之 DNA，用

滅菌的二次水將體積補足至 90~95μL，最後加入 5~10μL 之限制酶 

(10U/μL)，反應總體積為 100μl。使用振盪混合，短暫離心後置於適當

反應溫度 (通常是 37℃)之水浴槽中作用 16 小時，而後迅速置於冰上，

接著進行酵素反應後 DNA 純化。純化完後進行之後的實驗，或者存
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放於 4℃冰箱準備進行之後的實驗。 

 

4.3.2 PCR  
 PCR 分為兩個部份，一個是引子設計的部份，一個是 PCR 設計的部份。

在引子設計的部份要注意下列幾點： 

1. 引子序列中注意是否需要 ATG 序列或者 Stop codon。 

2. 引子中要包含大約 50％的 GC，如果 AT 大於 50％的話，需較低的溫

度才能使引子與模版結合。而引子與模版結合的溫度我們稱之為 Tm

值，這個值並不是不變的，根據不同的化學環境如鹽度不同以及引子序

列排列方式及各種核甘酸的組成不同而有變化，理想 Tm 值設計在接近 

55℃。Tm 可以藉由一些軟體如 Invitrogen 的 Vector NTI 裡面的功能來

推估，也可以使用以下公式粗估： 

Tm = 4 × (G+C) + 2 × (A+T) 

3. 以下是使用不同 DNA 聚合酶 PCR 時，配合引子長度序列，大約推

估的 PCR 時引子與模版黏合的溫度： 

For Taq   Tm － 7= 引子與模版黏合的溫度 

For Vent   Tm － 5= 引子與模版黏合的溫度 

4. 引子長度設計應該在 20~25 bp 左右是比較恰當的 (不包含外加的序

列如限制酶切割位) 

5. 引子內序列注意不要有迴文。 
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6. 引子的 3’端不要 G or C 以避免在 PCR 的時候引子之間提早開始黏

附，造成非專一性的 PCR 產物。 

7. 進行點突變引子設計時，突變的點應該要設計在 5’端而不要設計在

引子的 3’端，以避免 PCR 失敗。 

8. 在引子 5’端所設計的限制酶切割位必須在最外端添加 4bp 的隨機核

甘酸，以避免限制酶的內切酶特性而使得限制酶切割反應失敗或者不完

全。 

在 PCR 設計的部份，有幾個比較應該注意的部份，以下分點說明： 

1. PCR 是由 denature-annealing-extension 三個步驟重複而產生。使用

Mastercycler Autorisierter thermocycler 提供溫度的變化：95℃使得模板

DNA 雙股分離 (denature)，然後降溫到適當的溫度 (通常是 55℃)，使

引子能夠與模版 DNA 結合 (annealing)，接著將溫度提升到熱穩定 DNA

聚合酶反應適合的溫度  ( 通常是 72℃) 進行 DNA 聚合反應 

(extension)，然後又回到 95℃ denature 進到下一個循環。 

2. PCR 中引子能夠與模版 DNA 結合 (annealing)的溫度是影響整個反應

好壞的關鍵步驟。當整個 PCR 反應沒有產生任何產物時，除了確認各

個反應物有沒有加錯以及酵素有沒有壞掉以外，失敗原因可能是因為調

整的 annealing 太高而造成引子沒有與模版結合，使得整個實驗沒有產

物出現，因此降低實驗 annealing 的溫度，也許就可以解決此一問題。

另外，annealing 溫度太低可能會造成引子與模版之間不專一性的黏合或
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者引子之間不專一性的結合，而產生非專一性的 PCR 產物，此時可以

藉由提高 annealing 溫度來減少非專一性的黏合。 

3. 在使用熱穩定 DNA 聚合酶進行反應時應該注意其適合的反應溫度，

使用不適當的反應溫度可能會使得反應速度變差、失敗、出現非專一性

的 PCR 產物或者更容易產生突變。 

4. 不同的熱穩定 DNA 聚合酶的反應速度不同，以 Taq DNA 聚合酶而

言，其 DNA 聚合反應一分鐘可以合成約 1kb DNA，相對的 DNA 聚合

酶 pfu 每分鐘只能合成 600bp 左右，因此在 extension 時間要根據反應產

物的大小與所使用的熱穩定 DNA 聚合酶決定。 

5. 根據不同的使用用途去使用熱穩定 DNA 聚合酶，例如一般實驗室使

用 PCR 的熱穩定 DNA 聚合酶是 Taq，因為其價格較便宜，也足夠應用

於一般實驗，但是如果需要比較高傳真低錯誤率的 PCR，TaqDNA 聚合

酶平均每 500 bp 會出現一個突變可能就不能達到這樣的要求，此時具

有校正的熱穩定 DNA 聚合酶 pfu 就可以取代 Taq，使用於對於低錯誤率

需求較高的實驗。但是一般而言，pfu 的價格較 Taq 更高，因此在質體

構築使用上，是運用 pfu 來減少 PCR 反應實驗突變的機率，而在一般檢

測基因是否已經插入載體的 PCR 則是使用 Taq 來完成。 

6. 另外，適當的反應緩衝液也是使得 PCR 能夠成功的關鍵因素之ㄧ，

因為不同的離子強度、鹽度、pH 值會影響模板與引子的結合、酵素與

DNA 的結合，使用商品化實驗套組所附的 RCR 反應緩衝液，可以避免
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因為 RCR 反應緩衝液配製的誤差而得到不好的 RCR 反應。 

實驗所使用之 PCR 是運用 Pro Taq DNA Polymerase 實驗模組(波仕特, 

台灣, 中華民國)與 pfu DNA Polymerase 實驗模組 (生工, 台灣, 中華民國)

來進行 DNA 片段的增幅，實驗流程如下： 

取一 0.2mL 微量離心管，加入適當體積滅菌的二次水，5.0μL 之 10×PCR

反應緩衝液，dNTP 1.0μL (10mM)，5~10ng 之模版 DNA，兩股引子，用滅

菌的二次水將體積補足至 49.5μL，最後加入 0.5μL 之 DNA 聚合酶 

(5U/μL)，反應總體積為 50μl。使用振盪混合，短暫離心後置於 Mastercycler 

Autorisierter thermocycler 進行 PCR，其反應循環順序為 94℃ 30 秒，55℃ 30

秒，72℃ 則根據使用的 DNA 聚合酶以及增幅片段大小決定，進行 34 個循

環增幅，最後以 72℃ 5 分鐘將未完成之序列完成。而後迅速放置冰上，接

著進行洋菜膠體電泳確認產物大小是否正確。產物純化完成後進行接下來

的實驗，或者存放於 4℃冰箱準備進行之後的實驗。 

  

4.3.3 Site-specific Mutagenesis by Overlap Extension 
實驗所使用之突變技術是運用 Site-directed mutagenesis of overlap 

extension，可分成兩個部份，一個是引子設計的部份，另一個是反應進行的

部份。 

在引子設計的部份，必須設計兩對引子，分別是將整段基因增幅出來的

第一對引子 F2、R2，另一對引子則是在將要突變基因位置上互補的第二對
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引子 FM、RM，其中 FM 與 RM 的互補區至少要有 15bp 完全互補，(圖十

六)，在設計並合成引子之後，接下來則是反應進行的部份。 

Site-directed mutagenesis of overlap extension 的反應分成三個階段進行： 

1)使用 FM 與 R2、RM 與 F2 的配對分別進行兩個 PCR 反應，增幅出兩個

突變的基因片段 FMR2、RMF2， 2) 再利用這兩個基因片段在突變位置上

的互補區域，分別當成彼此的引子進行延長反應 (Extension)，形成完整的

突變基因， 3)最後再利用 F2、R2 對這整個突變的基因進行增幅反應 

(Amplification)，而取得此一突變基因的 PCR 產物，(圖十七)，方便未來質

體的構築。 

Site-directed mutagenesis of overlap extension 實驗分三階段進行。第一階

段的 PCR 按照表依序加入 40.5μl 的滅菌的二次水、5μl 的 pfu PCR 緩衝液、

1μL 的 dNTP、1μL (10ng/μl)模版 DNA、兩股引子各 1μl、最後加入 0.5μl 的

熱穩定 DNA 聚合酶 pfu，使用振盪混合，短暫離心後置於 Mastercycler 

Autorisierter thermocycler 進行 PCR 反應，依加入引子配對的不同，FM 與

R2、RM 與 F2，分別進行兩個 PCR 反應，增幅出兩個部份基因片段。經由

Gene-SpinTM 1-4-3 DNA Extraction Kit 純化出 PCR 產物，各取出 400ng 的

DNA 進行第二階段的延長反應 (Extension)，在不加入兩股引子的情況下，

這個階段按照表依序加入 35.5μl 的滅菌的二次水、5μl 的 pfu PCR 緩衝液、

1μl 的 dNTP、4μl 的前段基因片段  (100ng/μl)、4μl 的後段基因片段 

(100ng/μl)、最後加入 0.5μl 的熱穩定 DNA 聚合酶 pfu，進行四次循環的
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denature-annealing-extension 的反應，生產出完整的突變基因。第三階段，

直接取前一反應的產物 5μl 當作模板依序加入二次水、5ul  10×PCR 緩衝

液、1ul dNTP、5μl 模版、兩股引子 F2 與 R2 各 1μl、0.5μl 熱穩定 DNA 聚

合酶  pfu，使用振盪混合，短暫離心後置於 Mastercycler Autorisierter 

thermocycler 進行 PCR，其反應循環順序為 94℃ 30 秒，55℃ 30 秒，72℃ 2

分鐘，進行 34 個循環增幅，最後以 72℃ 5 分鐘將未完成之序列完成，增幅

出可用於之後構築質體的 PCR 產物。而後迅速放置冰上，接著進行洋菜膠

體電泳確認產物大小是否正確。產物純化完成後進行接下來的實驗，或者

存放於 4℃冰箱準備進行之後的實驗。 

 

4.3.4 菌液 PCR 

 實驗所使用的菌液 PCR 是取培養 8 個小時後的菌液當作 PCR 的模版。

依序加入適當體積滅菌的二次水，5.0μL 之 10×PCR 反應緩衝液，dNTP 

1.0μL (10mM)，1.0μL 的菌液，兩股引子，用滅菌的二次水將體積補足至

49.5μL，最後加入 0.5μL 之 DNA 聚合酶 (5U/μL)，反應總體積為 50μl。經

過五分鐘的 95℃處理，進行 35 個循環的 denature-annealing-extension 的反

應，最後以 72℃ 5 分鐘將未完成之序列完成。產物進行洋菜膠體電泳，篩

選出含有標的基因的菌株。 
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4.3.5 接合酶接合反應 

實驗所使用之接合酶接合反應是運用 T4 接合酶 (Epicentre) 來進行接

合酶接合反應，其實驗流程如下： 

 取一 0.2mL 微量離心管，加入適當體積滅菌的二次水，1.0μL 之

10×Ligation緩衝液，1.0μL之ATP (25mM)，經限制酶切割反應後的質體DNA

以及要插入之基因片段，用滅菌的二次水把體積補足為 9.0μL，最後加入

1.0μL 的 T4 接合酶，使用振盪混合，短暫離心後，置於 16℃水浴槽或者室

溫下 24 小時，然後進行轉型實驗。 

 

4.4  胜肽導引式基因治療載體質體的建構 

我們的目的是建構出胜肽導引式基因治療載體質體，由此一質體所生產

出來的重組腺相關病毒將失去廣泛感染細胞的能力，並且能藉由載入的細

胞專一性胜肽基因序列，而使得重組腺相關病毒得到專一性感染細胞的能

力。 

為了破壞 rAAV 經由細胞表面受器 HSPG 感染細胞的能力，我們使用

Site-directed mutagenesis of overlap extension將其位於Heparin binding site的

第 585、588 號精胺酸突變為丙胺酸。根據我們所使用的 AAV Helper-Free 

System，Heparin binding site位於質體pAAV-RC上的病毒蛋白外殼基因 (cap 

gene)中，因此我們選擇 pAAV-RC 當做突變的 cap gene 選殖的載體。 
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4.4.1 突變 Capsid 基因之取得 

在我的 Site-directed mutagenesis of overlap extension 實驗中，我在病毒

蛋白外殼基因上設計兩次突變，第一次的突變 MVP3 在不更動其它任何胺

基酸序列的情況下，將其位於 Heparin binding site 的第 585、588 號精胺酸

突變為丙胺酸：R585A、R588A，命名為 pAAV-mRC。使用的引子是 FM：

MVP3F、F2：pVP3F (BsiWI)、RM：MVP3R、R2：pVP3R (XcmI)基因序

列如表，實驗步驟，(圖十七)。 

第二次的突變 M2VP3 維持了第一次突變的 R585A、R588A，但是在此

二個胺基酸基因中間添加了兩個限制酶切割位 NheI/NotI，然後調整限制酶

切割位與刪除第 585 與 588 號胺基酸中間的基因，方便未來載入胜肽片段，

此一突變命名為 pAAV-m2RC，使用的引子是 FM：M2VP3F、F2：pVP3F 

(BsiWI)、RM：M2VP3R、R2：pVP3R (XcmI)基因序列如表，實驗步驟，(圖

十七)。 

 這兩個突變的病毒蛋白外殼基因使用 pVP3F (BsiWI)與 pVP3R (XcmI)

來增幅，得到由 BsiWI 與 XcmI 兩個限制酶切割位所包圍的 PCR 產物。接

著使用 Gene-SpinTM 1-4-3 DNA Extraction Kit 進行 PCR 產物的純化，測量

OD260 計算 DNA 的濃度，並使用洋菜膠電泳分析是否得到正確的 PCR 產

物。 
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4.4.2 突變基因的選殖 

 突變基因選殖的載體 pAAV-RC來自商品化的實驗模組AAV Helper-Free 

System，取 1ng pAAV-RC 質體 DNA 進行勝任細胞大腸桿菌 ECOS 101 的轉

型，然後使用玻璃小珠將菌液均勻塗布在含抗生素的 LB 培養基上，37℃培

養 12 小時挑菌。挑出單一菌落到 100mL 含抗生素的 LB 培養液中，於震盪

保溫器 37℃ 225rpm 培養 16 小時。收集培養後的菌液於高速離心管中，離

心 8000rpm 15 分鐘，小心的將上清液到乾淨，使用 High-copy Plasmid 

Purification 實驗套組進行大量質體 DNA 的純化，並將質體 DNA 溶於水中，

並測量 OD260 計算其濃度。其後以限制酶 XcmI 對其進行限制酶切割反應

兩小時，然後立即以洋菜膠電泳分析其片段，觀察片段大小是否吻合。 

 確定純化的質體是 pAAV-RC 後，進行限制酶 XcmI 切割反應。取 10μg

的 pAAV-RC 放入 0.2mL 微量離心管，加入適當體積滅菌的二次水，10.0μL

之 10X 限制酶切割反應緩衝液 Buffer 3，用滅菌的二次水將體積補足至

90~95μL，最後加入 5μL 之限制脢 XcmI (NEB)，反應總體積為 100μl。使用

振盪混合，短暫離心後置於適當 37℃之水浴加熱器中作用 16 小時，而後迅

速置於冰上，接著使用 Gene-SpinTM 1-4-3 DNA Extraction Kit 純化之。取

5μL 純化後的產物進行洋菜膠電泳分析，確定片段正確，將剩餘的產物進

行限制酶 BsiWI 切割反應。取純化完後的產物，放入 0.2mL 微量離心管，

加入適當體積滅菌的二次水，10.0μL 之 10X 限制酶切割反應緩衝液 Buffer 

2，用滅菌的二次水將體積補足至 90~95μL，最後加入 5μL 之限制脢 BsiWI 
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(NEB)，反應總體積為 100μl。使用振盪混合，短暫離心後置於適當 55℃之

水浴加熱器中作用 16 小時，而後迅速置於冰上，使用 Gene-SpinTM 1-4-3 

DNA Extraction Kit 純化之，對於這一個步驟的產物，我們希望得到濃度比

較高的 DNA，因此在純化的最後一步，我們只加入 30μL 的無菌二次水洗

提 DNA。測量產物的 OD 值，並使用洋菜膠電泳檢測其限制酶切割後 DNA

片斷大小是否與其基因圖譜相符。確定後進行下一步的反應。 

 取純化後的載體骨架分別以 1：3、1：6、1：9 的分子數與突變 DNA 片

段進行接合酶接合反應。取 700ng 的載體骨架及 240ng、480ng、720ng 的

突變 DNA 片段各別置入 0.2 mL 微量離心管中，依序加入適當量的無菌二

次水、1.5μL 接合酶接合反應緩衝溶液、1.5μL 的 25mM ATP、加入無菌二

次水將總體積補足為 13.5μL，最後加入 1.5μL 的接合酶。使用振盪混合，

短暫離心後置於室溫中作用 24 小時。 

 取接合載體骨架分別以 1：3、1：6、1：9 的分子數與突變 DNA 片段進

行接合酶接合反應的反應產物 5μL 進行勝任細胞的質體轉型，塗盤並 37℃

培養 12 小時。於三個組別中各挑選兩個菌株進行篩選，挑選出含有突變基

因的菌株。 

 

4.5  細胞專一性胜肽基因序列的取得 

 使用軟體 Vector NTI 9.0 將過去由 phage display 所得到的細胞專一性胜

肽序列轉變成基因序列。 
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1. 開啟 Vector NTI 9.0 軟體。 

2. 點選”File”→”Create New Sequence”→”Using Sequence Editor 

(Protein) …＂。 

3. 彈出 New Protein Molecule 的視窗，在 General 的部份填上胜肽序

列的名稱。 

4. 然後點選”Sequence and Features”，接著點選”Edit Sequence”，輸

入胜肽序列並點選”OK”。 

5. 回到 New Protein Molecule 的視窗並點選”確定”。 

6. 彈出 Vector NTI 的視窗，提示”Warning! Vector NTI layout 

information will be lost for this object. Do you want to proceed changes? 

“，點選”是”。 

7. 點選”Analyses” →”Back Translation”。 

8. 彈出 Sequence Data 的視窗，在 Range 上選擇＂Whole Sequence＂

並點選＂OK＂。 

9. 彈出_seq-BT 的視窗，點選位於 Codon Usage Table 區域

的＂Chagne＂方塊，選擇＂Standard＂，然後點選＂Use Table＂。 

10. 在 Translation Table 區塊上也選擇”Standard”。 

11. 點選上方的”Camera＂。 

12. 於彈出的 Camera 視窗 Pane 區域點選”Translationn”，Range 區

域點選”All”，Copy To 區域點選”Clipboard”，然後點選”Copy”。 
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13. 將序列貼在ㄧ般記事本上就可以得到該段胜肽片段的基因序

列。 

 

4.6  細胞培養 

 研究中使用建立好的細胞庫系統，提供品質一致的細胞進行研究。自冷

凍管中取得原始的細胞株進行細胞解凍、培養。經過四次細胞繼代培養之

後，計算適當量的細胞數，並將細胞依一定的數量 (2×106個細胞/一隻冷凍

管) 進行細胞冷凍。冷凍的細胞放置-80℃冰箱隔夜，然後移至液態氮中保

存，此次冷凍的細胞稱為第一代細胞株。取第一代細胞株進行細胞解凍、

培養。經過四次細胞繼代培養之後，計算適當量的細胞數，並將細胞依一

定的數量 (2×10
6
個細胞/一隻冷凍管) 進行細胞冷凍。冷凍的細胞放置-80

℃冰箱隔夜，然後移至液態氮中保存，此次冷凍的細胞稱為第二代細胞株。

重複以上步驟，取得第三代細胞株。 

 於之後的細胞實驗中，皆取繼代培養四次以後的第三代細胞株進行實

驗。當使用盡第三代細胞株時，取第二代細胞株，使用同樣的步驟，增殖

出第三代細胞株。 

 

4.6.1 細胞培養液 

 實驗中所使用的細胞培養液是使用以 DMEM (Gibco, NY, USA) 為基

礎，包含 10% FBS (Biological Industries) 及 1% PSA 抗生素的細胞培養液。

冷凍培養液是以 DMEM 細胞培養液為基礎，包含 7%的 DMSO 的冷凍培養
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液。 

 

4.6.2 細胞株 

實驗中所使用的細胞株包括人類纖維腫瘤細胞 HT1080 細胞株、人類腎

臟組織上皮細胞 293T 細胞株、小鼠黑色素腫瘤細胞 B16F10 細胞株、小鼠

肌肉纖維母細胞 C2C12 細胞株、及人類子宮頸癌細胞 HeLa 細胞株等，皆

在 DMEM 細胞培養液中培養，放置於 37℃ 5%CO2培養箱中。當細胞密度

到達一定程度時，進行細胞繼代培養。 

 

4.6.3 解凍細胞 

 實驗前先準備 DMEM 細胞培養液，15mL 細胞離心管一支，25cm2 細

胞培養盤一個，置入無菌操作台中。自液態氮中取出細胞冷凍管，置入 37℃

水浴槽中回溫，等待冷凍管中融解三分之二時，迅速將冷凍管移至無菌操

作台中，與 5mL 的 DMEM 細胞培養液ㄧ同放入 15mL 細胞離心管中。置入

離心機中，平衡後低溫離心 1200rpm 10 分鐘，再放回無菌操作台上。倒去

上清液，並加入 5mL 的 DMEM 細胞培養液，迅速且均勻的將細胞沖散，

然後將包含細胞之培養液移至 25 cm2 細胞培養盤中，放置於 37℃ 5%CO2

培養箱中培養。 

 

4.6.4 細胞繼代培養 

 當細胞密度長到一定程度，如 293T 細胞長到 50%滿的時候，進行細胞
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繼代培養。實驗前先準備 DMEM 細胞培養液、PBS、EDTA-Trypsin、15mL

細胞離心管一支、75cm2細胞培養盤一個，置入無菌操作台中。自 37℃ 5% 

CO2培養箱中取出包含適當密度細胞的細胞培養盤，使用自動吸注器將細胞

培養盤中舊的細胞培養液吸出，由細胞培養盤側邊加入 3mL PBS，以避免

細胞被沖起，輕微搖晃細胞培養盤使 PBS 能完全的潤洗細胞培養盤底部的

細胞，再以自動吸注器將 PBS 吸出。視細胞種類加入 1~3mL EDTA Trypsin

到細胞培養盤中，輕微搖晃細胞培養盤使 EDTA Trypsin 可以完全與細胞作

用，然後視細胞種類置入 37℃ 5% CO2培養箱中 3~15 分鐘。自培養箱中取

出已與 EDTA Trypsin 充分反應，並與細胞培養盤分離之細胞，加入 5~10mL

的 DMEM 細胞培養液將細胞沖起，利用自動吸注器將包含細胞的細胞培養

液吸到 15ml 細胞離心管中，置入離心機中，平衡後低溫離心 1200rpm 10

分鐘，再放回無菌操作台上。倒去上清液，並加入適當量的 DMEM 細胞培

養液，將迅速且均勻的將細胞沖散，然後將包含細胞之培養液移至 75cm2

細胞培養盤中，放置於 37℃ 5%CO2培養箱中培養。 

 

4.6.5 冷凍細胞 

實驗前先準備冷凍培養液、DMEM 細胞培養液、PBS、EDTA-Trypsin、

15mL 細胞離心管一支、細胞冷凍管數支置入無菌操作台中。另外準備細胞

計數所用的細胞染劑 trypan blue 及血球計數盤。自 37℃ 5% CO2培養箱中

取出包含適當密度細胞的細胞培養盤，使用自動吸注器將細胞培養盤中舊
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的細胞培養液吸出，由細胞培養盤側邊加入 3mL PBS，以避免細胞被沖起，

輕微搖晃細胞培養盤使 PBS 能完全的潤洗細胞培養盤底部的細胞，再以自

動吸注器將 PBS 吸出。視細胞種類加入 1~3mL EDTA Trypsin 到細胞培養

盤中，輕微搖晃細胞培養盤使 EDTA Trypsin 可以完全與細胞作用，然後視

細胞種類置入 37℃ 5% CO2培養箱中 3~15 分鐘。自培養箱中取出已與

EDTA Trypsin 充分反應，並與細胞培養盤分離之細胞，加入 5~10mL 的

DMEM 細胞培養液將細胞沖起，利用自動吸注器將包含細胞的細胞培養液

吸到 15ml 細胞離心管中，記取細胞培養液的總體積。取出 50μL 含細胞的

細胞培養液，使用 PBS 作兩次兩倍稀釋，取 75μL trypan blue 加入 4 倍稀釋

的細胞液並混合均勻，取 20μL 混合液自血球計數盤 chamber 上方凹槽加

入，蓋上蓋玻片，於 100 倍倒立顯微鏡下觀察，活細胞不染色，死細胞則

為藍色，計算存活細胞並換算總細胞量。同時，將包含細胞液的 15ml 細胞

離心管，置入離心機中，平衡後低溫離心 1200rpm 10 分鐘，再放回無菌操

作台上。倒去上清液，並加入適當體積低溫的冷凍培養液使，每 mL 冷凍培

養液含有 2×106個細胞，將迅速且均勻的將細胞沖散。迅速將包含細胞的冷

凍培養液加入預先寫好日期、細胞種類、實驗操作者的冷凍管中，每管包

含 2×106個細胞。然後將冷凍管放置冷凍細胞盒移至-80℃冰箱中，放置隔

夜，然後在放入液態氮桶中保存。 
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4.7  AAV Helper-Free System 
 生產 AAV 的實驗是使用 AAV Helper-Free System，這個系統提供了三種

質體：pAAV-MCS、pAAV-RC、pHelper，以及生產病毒所用之細胞株 293T

細胞。pAAV-MCS 是攜帶治療基因的載體，研究中使用綠色螢光蛋白基因

hrGFP gene 當作報導基因，轉殖到質體 pAAV-MCS 中，構築 pAAV-hrGFP

質體。質體 pHelper 則提供相當於幫助病毒的功能，包含 E2A、E4ORF6 及

VA RNA 等 Adenovirus 基因。pAAV-RC 包含 AAV 上的 Cap 基因與 Rep 基

因，負責生產病毒外殼結構蛋白與 AAV 複製所需的蛋白。293T 細胞株則

是包含 Adenovirus E1A、E1B 基因的細胞，提供 Adenovirus 幫助 AAV 生產

的部份功能。AAV Helper-Free System 提供一個安全且方便的平台，運用三

種質體共同轉染進入 293T 細胞中，在不產生 Adenovirus 的情況下生產

AAV。 

 

4.7.1 293T 細胞的準備 

 實驗所用 293T 細胞來自於花蓮慈濟醫院張惠芬女士，經過 Neomycin

篩選過後，確認是具有 large T antigen 的細胞。 

 

4.7.2 293T 細胞的轉染 

 細胞轉染前 48 小時，於直徑 15 公分的細胞培養圓盤上接種 8×106的

293T 細胞，置入 37℃ 5% CO2培養箱中培養。於轉染前 6 小時前置換新鮮

的 DMEM 細胞培養液，此時需注意 293T 細胞非常容易由與細胞培養盤分
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離而整片懸浮起來，因此在更換培養液時需要溫和的處理。轉染前準備轉

染所需質體並調整其 DNA 濃度至 1μg/μL，以及轉染所需的緩衝液 0.3M 

CaCl2 與 2×HBS (280 mM NaCl、1.5 mM Na2HPO4、50 mM HEPES、Adjust 

the pH to 7.10 with NaOH)。 

 接著進行 293T 細胞的轉染，先將 2mL 的 0.3M CaCl2 與 2×HBS 分別加

入兩個乾淨的試管中，取三質體各 20μL 加入包含 0.3M CaCl2 的試管中並

混和均勻。使用自動吸注器將質體與 0.3M CaCl2 的混和物吸起並緩緩加入

包含 2×HBS 的試管中，在加入的過程中不斷搖晃試管使之混合均勻。使用

自動吸注器將混和物注入接種細胞的直徑 15 公分細胞培養盤中，輕微搖晃

使混和物均勻散佈在整個細胞培養盤中。將細胞培養盤置入 37℃ 5% CO2

培養箱中培養。轉染三小時後，取出細胞培養盤並輕微搖晃，然後再置入

37℃ 5% CO2培養箱中培養。轉染六小時後，自 37℃ 5% CO2培養箱中取

出細胞培養盤，使用新鮮的細胞培養液更換舊的細胞培養液，然後放置回

37℃ 5% CO2培養箱中繼續培養 66~72 小時，然後進行病毒的收集。 

 

4.7.3 病毒的收集 

 在 293T 細胞進行三質體共同轉染後的 66~72 小時進行病毒的收集，此

時細胞型態約略為球型，並且有與細胞培養盤分離的情況發生。實驗前準

備 50mL 細胞離心管兩支，標好日期與病毒種類，置入無菌操作台中。自

37℃ 5% CO2培養箱取出培養 66~72 小時的細胞培養盤，使用自動吸注器將
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細胞培養盤上的細胞沖下，然後吸起住入 50mL 細胞離心管，置入離心機

中，平衡後低溫離心 2000rpm 20 分鐘，然後置回無菌操作台上。將上清液

小心倒至另外一個 50mL 細胞離心管中，標好標記，將兩管細胞離心管移至

-80℃冰箱中保存。 

 

4.8  轉染效率與基因傳遞系統的檢測 

 在實驗的設計上使用綠色螢光蛋白基因 hrGFP 當作報導基因，轉染成功

或者是感染成功的細胞都會表現 hrGFP，因此可以藉由螢光顯微鏡來觀察。

流式細胞儀則提供轉染及感染效率的資訊，包括細胞的顆粒性、大小、存

活以及 hrGFP 表現的量。 
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第五章 結果 

 

5.1  pAAV-mRC 的構築—表現 Capsid protein 

Heparin binding site 具有突變的質體 DNA 

採用 AAV Helper-Free System 中的 pAAV-RC 當作骨架，以丙氨酸 

(Alanine, A)各別取代 AAV capsid protein 上的 585 號、588 號精氨酸 

(Arginine, R)為目的，使用三對突變所需要使用的引子，進行三階段式 PCR 

(Site-directed mutagenesis)。 

使用引子 VP3F 與 MVP3R (含 FspI 限制酶切割位) 配對、VP3R 與

MVP3F (含 FspI 限制酶切割位) 配對，以 pAAV-RC 為模版，分別進行第一

階段 PCR，取得兩組在突變位置有 18 個鹼基對有重疊基因片段 (分別為

1197bp 與 495bp) 的 PCR 產物並純化之，(圖十八)。以第一階段取得的兩組

基因片段互為模版與引子，進行第二階段 PCR (4 次熱循環) 得到全長的突

變基因片段。以第二階段的 PCR 產物為模版，使用引子 pVP3F 及 pVP3R

進行第三次 PCR 反應，取得包含突變基因的 DNA 片段 (長 817bp)，(圖十

八)。 

以 pAAV-RC 為骨架，經限制酶切割反應切下原本基因的 DNA 片段，

運用接合酶接合反應，以限制酶切割反應後的突變基因 DNA 片段取代

pAAV-RC 上原本的基因 (molecular number vector : insert = 1:3, 1:6, 1:9)，完

成 pAAV-mRC 的構築。構築完成之質體轉形至 E.coli 勝任細胞內，使用菌
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液 PCR 反應、小量質體限制酶切割反應，以及定序三步驟確定基因之正確

性。 

為了挑選出具有質體骨架 pAAV-RC 的菌株，使用 pAAV-RC 骨架專一

性引子 pVP3F 及 pVP3R 進行菌液 PCR，並以轉形 pAAV-RC 菌株當作菌液

PCR 的 control 組，然後以 1.5%膠體電泳進行分析，確認含有質體骨架

pAAV-RC 的菌株，(圖十九)。包含質體骨架 pAAV-RC 與 pAAV-mRC 的菌

株在進行菌液 PCR 後，可以得到長 817bp 的 DNA 片段。 

為了挑選出具有突變質體 pAAV-mRC 的菌株，在具有質體骨架

pAAV-RC 菌株完成小量質體純化及定量後，進行 FspI 限制酶切割反應，並

以質體 pAAV-RC 當作限制酶切割反應 control 組，然後以 1.5%膠體電泳進

行分析，確認含有五個 FspI 限制酶切割位的質體 pAAV-mRC，(圖二十)。

pAAV-mRC 在經過 FspI 限制酶切割反應後，可以得到 2107bp、1592bp、

1547bp、1172bp、909bp 等五個 DNA 片段，其中 1592bp 與 1547bp 兩個片

段因為大小相近，故無法完全分離，但仍能由螢光亮度看出在 1500bp 左右

的 band 比較厚且亮。Control 組 pAAV-RC 在經過 FspI 限制酶切割反應後，

可以得到 3016bp、1592bp、1547bp、1172bp 等四個 DNA 片段。 

取二個挑選出的 pAAV-mRC 質體 DNA 10μg/20μL，及引子 VP3F、 

VP3R、pVP3R 送交定序 (波士特，台灣，中華民國)，確認 pAAV-mRC 的

正確性，(附表)。 
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5.2  pAAV-m2RC 的構築—表現 Capsid protein 

Heparin binding site 可插入胜肽片段的質體 DNA 

採用構築完成的 pAAV-mRC 當作骨架，以在 Capsid protein Heparin 

binding site 基因上創造兩個獨特限制酶切割位 (Unique restriction enzyme 

site)：NheI 限制酶切割位、NotI 限制酶切割位為目的，使用三對突變所需

要使用的引子，進行三階段式 PCR 反應 (Site-directed mutagenesis)。 

使用引子 VP3F 與 M2VP3R (含 NheI 與 NotI 限制酶切割位)配對、VP3R

與 M2VP3F (含 NheI 與 NotI 限制酶切割位)配對，以 pAAV-mRC 為模版，

分別進行第一階段 PCR 反應，取得兩組在突變位置有 17 個鹼基對重疊之基

因片段 (分別為 1204bp 對與 492bp) 的 PCR 產物並純化之，(圖二十一)。

以第一階段取得的兩組基因片段互為模版與引子，進行第二次 PCR 反應 (4

次熱循環) 得到全長的突變基因片段。以第二階段的 PCR 產物為模版，使

用引子 pVP3F 及 pVP3R 進行第三次 PCR 反應，取得包含突變基因的 DNA

片段 (長 823bp)，(圖二十一)。 

以 pAAV-mRC 為骨架，經限制酶切割反應切下原本基因的 DNA 片段，

運用接合酶接合反應，以限制酶切割反應後的突變基因 DNA 片段取代

pAAV-mRC 上原本的基因 (molecular number vector : insert = 1:3, 1:6, 1:9)，

完成 pAAV-m2RC 的構築。構築完成之質體轉形至 E.coli 勝任細胞內，使用

菌液 PCR 反應、小量質體限制酶切割反應，以及定序三步驟確定基因之正

確性。序列正確之質體再大幅增殖並以 Nucleobond AX 大量質體純化套組
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進行大量質體之純化。 

為了挑選出具有質體骨架 pAAV-mRC 的菌株，使用 pAAV-mRC 骨架專

一性引子 pVP3F 及 pVP3R 進行菌液 PCR，並以轉形 pAAV-mRC 菌株當作

菌液 PCR 的 control 組，然後以 1.5%膠體電泳進行分析，確認含有質體骨

架 pAAV-mRC 的菌株，(如圖二十二)。包含質體骨架 pAAV-mRC 的菌株在

進行菌液 PCR 後，可以得到長 817bp 的 DNA 片段，而包含 pAAV-m2RC

質體的菌株在進行菌液 PCR 後，可以得到長 823bp 的 DNA 片段。 

為了挑選出具有突變質體 pAAV-m2RC 的菌株，在具有質體骨架

pAAV-mRC 菌株完成小量質體純化及定量後，進行 NotI 限制酶切割反應，

並以質體 pAAV-mRC 當作限制酶切割反應 control 組，然後以 1.5%膠體電

泳進行分析，確認含有一個 NotI 限制酶切割位的質體 pAAV-m2RC，(圖二

十三)。pAAV-m2RC 在經過 FspI 限制酶切割反應後，可以得到 7333bp 的

DNA 片段。Control 組 pAAV-mRC 因為不具有 NotI 限制酶切割位，故仍以

環狀質體形態存在。 

取一個挑選出的 pAAV-mRC 質體 DNA 10μg/20μL，及引子 VP3F、VP3R

及 pVP3R 送交定序 (波士特，台灣，中華民國)，確認 pAAV-mRC 的正確

性，(附表)。 
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5.3  pAAV-m2RC-RGD 的構築—表現 Capsid protein 

Heparin binding site 插入 RGD 胜肽片段的質體 DNA 

採用構築完成的 pAAV-m2RC 當作骨架，以在 Capsid protein 上表現包

含RGD motif的胜肽片段為目的，設計RGD motif基因的兩股互補引子 (I1F 

37mer, I1R 37mer)，以梯度降溫的方法，使兩股互補引子互相黏合成雙股

DNA 片段，此段雙股 DNA 片段兩端具有 NotI 及 NheI 限制酶切割位黏性

端。以 pAAV-m2RC 為骨架，進行限制酶切割反應，於兩端產生具有 NotI

及 NheI 限制酶切割位黏性端，與包含 RGD motif 基因的 DNA 片段進行接

合酶接合反應 (Molecular number vector：insert = 1:10)，完成

pAAV-m2RC-RGD 的構築。構築完成之質體轉形至 E.coli 勝任細胞內，使

用菌液 PCR 反應以及定序確定基因之正確性。序列正確之質體再大幅增殖

並以 Nucleobond AX 大量質體純化套組進行大量質體之純化。 

為了篩選出具有質體 DNA pAAV-m2RC-RGD 的菌株，使用 pAAV-m2RC

專一性引子 pVP3F 及 RGD motif 專一性引子 I1R，對挑選出來的菌株進行

菌液 PCR，並以轉型 pAAV-m2RC 的菌株為 control 組，(圖二十四)。具有

質體 DNA pAAV-m2RC-RGD 的菌株在經過菌液 PCR 後可以得到 780bp 的

DNA 片段，而不包含胜肽基因片段的質體 DNA pAAV-m2RC 的 control 組

菌株則無法增幅出 DNA 片段。 

取一個挑選出的 pAAV-m2RC-RGD 質體 DNA (10μg/20μL)，及引子

pVP3R (10μ/20μL) 送交定序 (波士特，台灣，中華民國)，確認 pAAV-mRC
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的正確性，(附表)。 

 

5.4  於 AAV 表面表現由 phage display system 取得胜

肽片段的質體 DNA 的構築 

採用構築完成的 pAAV-m2RC 當作骨架，以在 Capsid protein 上表現由

phage display system 取得胜肽片段為目的，設計胜肽片段基因的兩股互補引

子，TP. A549 F、TP. A549 R (各 67mer)，C2C12 12.51 F、C2C12 12.51 R (各

43mer)，GE11 F、GE11 R (各 43mer)，RG2 P2L F、RG2 P2L R (各 31mer)，

以梯度降溫的方法，使兩股互補引子互相黏合成雙股 DNA 片段，這些雙股

DNA 片段兩端具有 NotI 及 NheI 限制酶切割位黏性端。以 pAAV-m2RC 為

骨架，進行限制酶切割反應，於兩端產生具有 NotI 及 NheI 限制酶切割位黏

性端，與包含胜肽片段基因的 DNA 片段進行接合酶接合反應 (Molecular 

number vector：insert = 1:10)，完成質體 DNA pAAV-m2RC-TP. A549、DNA 

pAAV-m2RC-C2C12 12.51、DNA pAAV-m2RC-GE11、DNA 

pAAV-m2RC-RG2 P2L 的構築。構築完成之質體轉形至 E.coli 勝任細胞內，

使用菌液 PCR 反應以及定序三步驟確定基因之正確性。序列正確之質體再

大幅增殖並以 Nucleobond AX 大量質體純化套組進行大量質體之純化。 

為了篩選出具有胜肽基因片段的質體 DNA 菌株，使用 pAAV-m2RC 專

一性引子 pVP3F 及胜肽基因片段專一性引子 TP. A549 R、C2C12 12.51 R、

GE11 R、RG2 P2L R，個別對挑選出來的菌株進行菌液 PCR，並以轉型
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pAAV-m2RC 的菌株為 control 組，(圖二十五~圖二十八)。具有胜肽基因片

段的質體 DNA 的菌株在經過菌液 PCR 後，分別可以得到 810bp (DNA 

pAAV-m2RC-TP. A549)、786bp (DNA pAAV-m2RC-C2C12 12.51)、786bp 

(DNA pAAV-m2RC-GE11)、774bp (DNA pAAV-m2RC-RG2 P2L) 的 DNA 片

段，而不包含胜肽基因片段的質體 DNA pAAV-m2RC 的 control 組菌株則無

法增幅出 DNA 片段。 

取挑選出的質體 DNA 10μg/20μL，及引子 pVP3R 送交定序 (波士特，

台灣，中華民國)，確認 pAAV-mRC 的正確性，(附表)。 

 

5.5  AAV 的生產 

AAV 的生產是運用磷酸鈣法，將三質體 pHelper、pAAV-hrGFP、及

pAAV-RC 共同轉染 (cotransfection) 到的 293T 細胞中，37℃ 5% CO2培養 6

小時後更換新鮮的培養液，再放回 37℃ 5% CO2培養 66~72 小時，之後收

集包含 AAV 的細胞及上清液。 

質體轉染效率與細胞存活率是影響 AAV 生產的主要因素，實驗中使用

磷酸鈣法進行轉染實驗，以 hrGFP 當做實驗的報導基因，檢驗轉染效率。

使用螢光顯微鏡及流式細胞儀觀察並計算對293T細胞成功轉染效率及存活

率。根據實驗結果使用磷酸鈣法進行轉染實驗，對 293T 細胞的轉染效率及

存活率都可達 70%以上，(圖二十九)。 

接著為了確定病毒有成功生產出來，使用包含 AAV 的上清液對 293T
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細胞及 HT1080 細胞進行感染實驗，以 hrGFP 當做實驗的報導基因，並以

螢光顯微鏡觀察感染情形，(圖三十)。實驗中可以觀察到帶有螢光的細胞，

代表確實有 AAV 的存在。 

 

5.6  AAV 對不同種細胞株的感染效率 

為了瞭解野生型 AAV 對於不同種的細胞株感染效率為何，因此取用包

含 AAV 的上清液對於不同種的細胞株進行感染實驗，細胞株包括人類纖維

腫瘤細胞 HT1080 細胞株、人類腎臟組織上皮細胞 293T 細胞株、小鼠黑色

素腫瘤細胞 B16F10 細胞株、小鼠肌肉纖維母細胞 C2C12 細胞株、及人類

子宮頸癌細胞 HeLa 細胞株，以野生型 AAV 所攜帶之 hrGFP 基因當作報導

基因，使用流式細胞儀偵測螢光細胞比例，計算感染效率，(圖三十一)。 

 

5.7  Heparin binding site 的突變對於 AAV 感染能力

的影響 

為了瞭解對於 AAV 表面的 Heparin binding site 作突變是否能夠影響

AAV 感染細胞的能力，使用質體 pAAV-m2RC 取代 pAAV-RC，對 293T 細

胞株進行三質體共同轉染，生產病毒並收集上清液，對 HT1080 細胞及 293T

細胞進行感染實驗，實驗中同時以質體 pAAV-RC 進行三質體共同轉染所生

產出的病毒上清液為控制組，以病毒所攜帶之 hrGFP 基因當作報導基因，

使用流式細胞儀偵測螢光細胞比例，計算感染效率，(圖三十二)。根據實驗

結果可以得知，突變組的感染效率遠低於野生型 AAV。 
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5.8  表現 RGD motif 之 AAV 對不同種細胞株的感染

效率 

為了瞭解表現 RGD motif 之 AAV 是否具有引導病毒專一性感染小鼠黑

色素腫瘤細胞 B16F10 細胞株的能力，使用質體 pAAV-m2RC-RGD 取代

pAAV-RC，對 293T 細胞株進行三質體共同轉染，生產病毒並收集上清液，

對 HT1080 細胞、293T 細胞及 B16F10 細胞進行感染實驗，實驗中各別以

質體 pAAV-RC 及 pAAV-m2RC 進行三質體共同轉染所生產出的病毒上清液

為控制組，以病毒所攜帶之 hrGFP 基因當作報導基因，使用流式細胞儀偵

測螢光細胞比例，計算感染效率，(圖三十三)。根據實驗結果可以得知，表

現 RGD motif 的 AAV 感染 B16F10 細胞時，比感染 293T 細胞及 HT1080 細

胞有更好的效率。比較野生型 AAV 與表現 RGD motif 的 AAV，野生型的

AAV 對於 B16F10 的感染能力較差，而對於 293T 細胞極好的感染能力。相

反的，表現 RGD motif 的 AAV 則可較專一性的感染 B16F10 細胞。 

 

5.9  表現其它胜肽片段之 AAV 對不同種細胞株的感

染效率 

為了瞭解所設計的胜肽導引式基因治療系統是否可以藉由 RGD motif

以外的其他胜肽，改變其感染的能力，因此使用質體 pAAV-m2RC-TP. 

A549、pAAV-m2RC-C2C12 12.51、pAAV-m2RC-GE11、pAAV-m2RC-RG2 P2L

取代 pAAV-RC，對 293T 細胞株進行三質體共同轉染，生產病毒並收集上
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清液，對 293T 細胞進行感染實驗，實驗中各別以質體 pAAV-RC 及

pAAV-m2RC 進行三質體共同轉染所生產出的病毒上清液為控制組，以病毒

所攜帶之 hrGFP 基因當作報導基因，使用流式細胞儀偵測螢光細胞比例，

計算感染效率，(圖三十四)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 - 81 - 

第六章 討論 
 

本研究是運用 Site-directed mutagenesis 的方式，在 AAV2 的病毒結構蛋

白次單元 (VPs) 上產生突變，使其失去對於細胞表面的主要受體 HSPG 結

合的能力。 

過去的研究提出，AAV2 感染細胞時有七個主要的步驟，包括 1) 病毒

與細胞的結合、2) 穿越細胞膜、3) 形成的 endosome 在細胞運輸、4) 脫離

endosome、5) 移動到細胞核、6) 除去病毒外殼、7) 雙股 DNA 的形成，而

影響不同血清型AAV感染細胞效率的關鍵則是在細胞表面是否提供適合的

受體與 AAV 做結合。存在於多種組織細胞上的 HSPG 是 AAV2 與細胞黏附

的主要受體，提供 AAV2 廣泛感染哺乳類細胞的特性。然而以作為基因治

療載體的角度來看，無法專一性的將基因遞送到適合的細胞將會導致許多

副作用。 

過去對於 VPs 突變的研究中發現，位於病毒結構蛋白第 487 號、第 509

號、第 585 號及第 588 號鹼性胺基酸是影響 AAV2 與 Heparin 結合以及經由

HSPG 感染細胞的主要胺基酸。比對蛋白質序列，VPs 中的 VP3 的原子結

構、以及 AAV2 的立體結構可以看出，這些影響 AAV2 與 Heparin 結合的鹼

性胺基酸，是位於 VP3 外圍結構的 Loop 以及 AAV2 病毒外殼表面的突起，

具有直接與 Heparin 作用的可能。研究者使用辨識這些鹼性胺基酸附近序列

的抗體，對 AAV2 做抗體中和實驗，更直接證明位於病毒結構蛋白第 487
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號、第 509 號、第 585 號及第 588 號鹼性胺基酸是與 Heparin 直接作用的胺

基酸，提供 AAV2 與細胞表面的 HSPG 結合的能力。 

為了去除 AAV2 不專一性的感染能力，因此以病毒結構蛋白第 585 號及

第 588 號胺基酸當作突變對象，運用 Site-directed mutagenesis 將病毒結構蛋

白基因上的精胺酸的基因序列突變為丙胺酸的基因序列。 

 在感染人類纖維腫瘤細胞 HT1080 細胞株、人類腎臟組織上皮細胞 293T

細胞株的實驗中發現，以質體 pAAV-m2RC 提供病毒外殼基因，所得到的

AAV 上清液無法有效率的感染 HT1080 細胞株及 293T 細胞株，而野生型的

AAV 對於此兩種細胞株則有良好的感染能力。推論由質體 pAAV-m2RC 提

供病毒外殼基因所生產的 AAV 失去其感染天然宿主的能力，可能是由於

heparin binding site 的突變而失去與其天然宿主細胞表面的 HSPG 結合的能

力，但仍有可能是因為病毒結構蛋白基因的突變，而使得 AAV 無法有效率

的形成，或者產生不包含基因組的空病毒。在 AAV 無法有效率的形成的部

份，可以藉由AAV顆粒專一性抗體A20進行 dot blotting及 ELISA檢測AAV

顆粒是否存在，並以 AAV 結構蛋白專一性抗體 B1 進行 immuno-blotting 的

實驗，確認病毒結構蛋白的存在。在檢驗產生的病毒是否包含基因組方面，

過去的研究使用 CsCl 等梯度離心，可以分離包含基因組的病毒與不含基因

組的病毒，也可使用 260/280 光吸收值的不同，計算出不含基因組的空病毒

的百分比。 

 由質體 pAAV-m2RC-RGD 提供病毒結構蛋白的 AAV 在實驗中，傾向於
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專一性感染 B16F10 細胞，對於其它種類細胞如 HT1080 細胞及 293T 細胞，

感染能力遠低於野生型 AAV (30%~40%)。然而在 B16F10 的感染實驗中，

含有 RGD motif 的 AAV 較野生型 AAV 有更佳的感染能力。這樣的實驗結

果，證明在 AAV 上的 RGD motif 具有改變 AAV 感染細胞的能力，而過去

的研究中，於病毒結構蛋白的第 587 號胺基酸後插入包含 RGD motif 基因

的 L14 胜肽，也確實能夠使 AAV 感染 B16F10 細胞。這樣的實驗結果ㄧ方

面驗證過去的研究，ㄧ方面也可以確認所設計的質體 DNA 提供的病毒結構

蛋白，不會破壞病毒結構而造成病毒組合與病毒基因包裹上的困難。雖然

如此，由於 B16F10 細胞的感染效率大都在 10%以下，因實驗誤差而導致的

感染效率上的差距是要被審慎評估的。 
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圖一，基因治療示意圖。基因治療由治療基因、基因調節系統、基因傳遞

系統三個部份所組成，根據不同的治療對象挑選適當的治療用基因，使用

不同的基因調節系統及基因傳遞系統，達成基因治療的目的。 

 

 

圖二，PEI 的化學結構式 (節錄自 Godbey, W.T., Wu, K.K., A.G., PEI and its 

role in gene delivery, 1999, 60, 150)。 
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圖三，liposome 幫助 DNA 運送進入細胞。把 liposome 與 DNA 混合，使得

DNA 被包裹於其中，如此一來，DNA—liposome 複合物就可直接通過帶負

電性的細胞膜而送入細胞內。 

 

圖四，AAV 的生活史。當沒有幫助病毒的存在下，AAV 在感染細胞後進入

潛伏期 (latent infection)，AAV 的 genomic DNA 專一性插入人類的基因組

中的特定位置上或者以游離基因 (episome) 的狀態存在於細胞中。 
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圖五，AAV2 的三維立體結構圖 (節錄自 Xie et al. 2002)。如圖所示，AAV2

的形態是接近圓球狀，並且以 T=1 的正二十面體對稱。 

 

圖六，不包含基因組之AAV2的立體結構模擬圖 (節錄自Stephanie 

Kronenberg et al. 2001)，A、C、E圖分別代表病毒表面的形態、三倍對稱軸、

五倍對稱軸上結構的分佈。B、D、F圖則代表病毒內部的形態、三倍對稱

軸、五倍對稱軸內結構的分佈。 



 - 92 - 

 

圖七，AAV2 病毒結構蛋白原子結構圖 (節錄自 Xie et al. 2002)。病毒外殼

內面部份，由兩個 antiparallel β-sheet 所形成的β 

jelly-roll-barrel 的結構。病毒的外殼表面部份，則由許多 loops 所形

成，佔整個結構蛋白三分之二的蛋白質序列。 
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圖八，AAV2 的基因圖譜。AAV2 的基因組 DNA 兩端由兩個 inverted terminal 

repeats (ITRs) 所包圍，中間包含著兩個大片段的 open reading frames 

(ORFs)，分別是 rep gene 及 cap gene。 
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圖九，病毒結構蛋白比對圖。(節錄自 Florian Sonntag et al. 2006)。構成病

毒外殼的 VP1、VP2、VP3 在 C 端擁有共同的胺基酸序列，不同的是在 N 

端，VP1 比 VP2 多 137 個胺基酸序列，VP2 又比 VP3 多 65 個胺基酸序

列。VP1 的 N 端包含 parvoviral phospholipase A2 (pvPLA) 區域的蛋白質序

列，以及三個提供 nuclear localization signals (NLS) 的鹼性胺基酸序列 

(basic amino acid sequence elements, basic clusters, BCs)。 
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圖十，AAV 感染細胞流程圖 (節錄自 Jeffrey S. Bartlett et al. 2000)。在與細

胞表面的 HSPG 結合之後，AAV 馬上藉由 integrin αv/β5 參與的

clathrin-coated pits 被送到細胞內並形成 endosome。利用細胞內的細胞骨架

將 endosome 輸送到細胞核附近區域，接著因為 endosome 內環境 pH 值下

降，導致 AAV 的構形改變，而能夠脫離 endosome。聚集在細胞核附近的

AAV 可以藉由通過 nucleus pore complex 以外的方式進入細胞核並完成病毒

的感染。 
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圖十一，AAV2 病毒結構蛋白原子結構圖 (自 PBD 取得 AAV2 VP3 蛋白資

料 1LP3，使用 NCBI 網站所提供的軟體 Cn3D 運算出結果)。於病毒結構蛋

白的 Heparin binding site 所在的序列 RGNR 圈選並標記，可以在結構圖

上看到一段變成黃色的 loop，比對圖七，可以知道此段 loop 是位於病毒的

三倍對稱軸上，是構成 AAV 表面三倍對稱軸附近的突起部份。 
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圖十二，AAV 感染細胞機制圖。 
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圖十三，歷年 AAV 相關文獻累積圖。 

  
圖十四，使用 trans-splicing 方法使 AAV 可以攜帶更大容量之基因(節錄自

Yan Z et al. 2000)。 
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圖十五，RG2 PL2 胜肽篩選圖 (節錄自 Samoylova, T. I. et al. 2003)。 
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圖十六，site-directed mutagenesis—突變引子設計圖。 
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圖十七，site-directed mutagenesis—PCR 反應流程圖。 
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圖十八，質體 pAAV-mRC 突變基因的取得。使用 site-directed mutagenesis

進行三階段 PCR，第一列代表 100bp 的 marker，第二列代表前段突變基因

的 PCR 產物 (1197bp)，第三列代表後段突變基因的 PCR 產物 (495bp)，第

四列則代表包含突變基因的 DNA 片段的 PCR 產物 (817bp)。 
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圖十九，包含 pAAV-RC 骨架之菌株初篩圖。使用引子 pVP3F 及 pVP3R 對

挑選菌株進行菌液 PCR，篩選出包含質體 pAAV-RC 骨架之菌株。第一列代

表 100bp marker，第二到第七列代表挑選的六個菌株的菌液 PCR 產物，第

八列代表包含質體 pAAV-RC 菌株的菌液 PCR 片段。包含 pAAV-RC 或

pAAV-mRC 質體的菌株進行菌液 PCR 後都會得到長 817bp 的 DNA 片段。

由圖可以得知挑選的六個菌株都包含 pAAV-RC 的骨架。 
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圖二十，質體 pAAV-mRC 之限制酶切割反應篩選圖。使用 FspI 限制酶進

行限制酶切割反應，挑選出包含五個 FspI 限制酶切割位的 pAAV-mRC。第

一列代表 100bp marker，第二到七列代表經過篩選的六個菌株所包含的質

體，第八列則是以 pAAV-RC 當做控制組。質體 pAAV-RC 包含四個 FspI 限

制酶切割位，經過 FspI 限制酶切割反應之後，可以得到 3016bp、1592bp、

1547bp、1172bp 等四個 DNA 片段；具有突變的質體 pAAV-mRC 則包含五

個 FspI 限制酶切割位，經過 FspI 限制酶切割反應之後，可以得到 2107bp、

1592bp、1547bp、1172bp、909bp 等五個 DNA 片段。在 pAAV-RC 與

pAAV-mRC 進行完 FspI 限制酶切割反應之後，都會有兩個相近 DNA 片段

在大小 1.5kb 處出現，因此無法完整的看到四條及五條 DNA 片段出現。由

實驗可以看到第四到七列的 DNA 片段與 pAAV-mRC 進行完 FspI 限制酶切

割反應之後的片段大小相似。 
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圖二十一，質體 pAAV-m2RC 突變基因的取得。使用 site-directed mutagenesis

進行三階段 PCR，第一列代表 100bp 的 marker，第二列代表前段突變基因

的 PCR 產物 (1204bp)，第三列代表後段突變基因的 PCR 產物 (492bp)，第

四列則代表包含突變基因的 DNA 片段的 PCR 產物 (823bp)。 
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圖二十二，包含 pAAV-RC 骨架之菌株初篩圖。使用引子 pVP3F 及 pVP3R

對挑選菌株進行菌液 PCR，篩選出包含質體 pAAV-RC 骨架之菌株。第一列

代表 100bp marker，第二到第七列代表挑選的六個菌株的菌液 PCR 產物，

第八列代表包含質體 pAAV-mRC 菌株的菌液 PCR 產物。包含 pAAV-mRC

質體的菌株進行菌液 PCR後會得到長 817bp的DNA片段；包含 pAAVm2RC

質體的菌株進行菌液 PCR 後會得到長 823bp 的 DNA 片段。由圖可以得知

挑選的六個菌株進行菌液 PCR 後都得到約 800bp 的 DNA 片段，皆有可能

包含 pAAV-m2RC。 
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圖二十三，質體 pAAV-m2RC 之限制酶切割反應篩選圖。使用 NotI 限制酶

進行限制酶切割反應，挑選出包含一個 NotI 限制酶切割位的 pAAV-m2RC。

第一列代表 100bp marker，第二到七列代表經過篩選的六個菌株所包含的質

體，第八列則是以 pAAV-mRC 當做控制組。質體 pAAV-mRC 不包含 NotI

限制酶切割位，經過 NotI 限制酶切割反應之後，仍然是環狀 DNA 分子；

具有突變的質體 pAAV-m2RC 則包含一個 NotI 限制酶切割位，經過 NotI 限

制酶切割反應之後，可以得到 7333bp 的 DNA 片段。由實驗可以看到第二、

三、六、七列的 DNA 片段大小約為 7kb 左右，所以可能是質體 pAAV-m2RC。 
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圖二十四，包含 pAAV-m2RC-RGD 之菌株初篩圖。使用引子 pVP3F 及 I1R

對挑選菌株進行菌液 PCR，篩選出包含質體 pAAV-m2RC 骨架與包含 RGD

基因片段之菌株。第一列代表 100bp marker，第二到第七列代表挑選的六個

菌株的菌液 PCR 產物，第八列代表包含質體 pAAV-m2RC 菌株的菌液 PCR

產物。包含 pAAV-m2RC 質體的菌株進行菌液 PCR 後，因不包含 RGD 基因

片段，因此無法得到 PCR 產物；包含 pAAVm2RC-RGD 質體的菌株進行菌

液 PCR 後可以得到長 780bp 的 DNA 片段。由圖可以得知第三、五、六、

七列菌株進行菌液 PCR 後都得到約 800bp 的 DNA 片段，皆有可能包含

pAAV-m2RC-RGD。 
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圖二十五，包含 pAAV-m2RC-TP. A549 之菌株初篩圖。使用引子 pVP3F 及

TP. A549 R 對挑選菌株進行菌液 PCR，篩選出包含質體 pAAV-m2RC 骨架

與包含 TP. A549 基因片段之菌株。第一列代表 100bp marker，第二到第五

列代表挑選的四個菌株的菌液 PCR 產物，第六列代表包含質體 pAAV-m2RC

菌株的菌液 PCR 產物。包含 pAAV-m2RC 質體的菌株進行菌液 PCR 後，因

不包含 TP. A549 基因片段，因此無法得到 PCR 產物；包含 pAAVm2RC-TP. 

A549 質體的菌株進行菌液 PCR 後可以得到長 810bp 的 DNA 片段。由圖可

以得知第二到五列菌株進行菌液 PCR 後都得到約 800bp 的 DNA 片段，皆

有可能包含 pAAV-m2RC-TP. A549。 
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圖二十六，包含pAAV-m2RC-C2C12 12.51之菌株初篩圖。使用引子pVP3F

及C2C12 12.51 R對挑選菌株進行菌液PCR，篩選出包含質體pAAV-m2RC骨

架與包含C2C12 12.51基因片段之菌株。第一列代表100bp marker，第二到

第五列代表挑選的四個菌株的菌液PCR產物，第六列代表包含質體

pAAV-m2RC菌株的菌液PCR產物。包含pAAV-m2RC質體的菌株進行菌液

PCR後，因不包含C2C12 12.51基因片段，因此無法得到PCR產物；包含

pAAVm2RC-C2C12 12.51質體的菌株進行菌液PCR後可以得到長786bp的

DNA片段。由圖可以得知第三到五列菌株進行菌液PCR後都得到約800bp的

DNA片段，皆有可能包含pAAV-m2RC-C2C12 12.51。 
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圖二十七，包含 pAAV-m2RC-GE11之菌株初篩圖。使用引子 pVP3F及GE11 

R對挑選菌株進行菌液PCR，篩選出包含質體pAAV-m2RC骨架與包含GE11

基因片段之菌株。第一列代表 100bp marker，第二到第五列代表挑選的四個

菌株的菌液 PCR 產物，第六列代表包含質體 pAAV-m2RC 菌株的菌液 PCR

產物。包含 pAAV-m2RC 質體的菌株進行菌液 PCR 後，因不包含 GE11 基

因片段，因此無法得到 PCR 產物；包含 pAAVm2RC-GE11 質體的菌株進行

菌液 PCR 後可以得到長 786bp 的 DNA 片段。由圖可以得知第二到五列菌

株進行菌液 PCR 後都得到約 800bp 的 DNA 片段，皆有可能包含

pAAV-m2RC-GE11。 
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圖二十八，包含 pAAV-m2RC-RG2 P2L 之菌株初篩圖。使用引子 pVP3F

及 RG2 P2L R 對挑選菌株進行菌液 PCR，篩選出包含質體 pAAV-m2RC 骨

架與包含 RG2 P2L 基因片段之菌株。第一列代表 100bp marker，第二到第

五列代表挑選的四個菌株的菌液 PCR 產物，第六列代表包含質體

pAAV-m2RC 菌株的菌液 PCR 產物。包含 pAAV-m2RC 質體的菌株進行菌

液 PCR 後，因不包含 RG2 P2L 基因片段，因此無法得到 PCR 產物；包含

pAAVm2RC-RG2 P2L 質體的菌株進行菌液 PCR 後可以得到長 774bp 的

DNA 片段。由圖可以得知第二、三、五列菌株進行菌液 PCR 後都得到約

800bp 的 DNA 片段，皆有可能包含 pAAV-m2RC-RG2 P2L。 

 
 
 
 
 



 - 111 - 

 

圖二十九，使用磷酸鈣法在 293T 細胞進行三質體共同轉染之存活率與轉染

效率之測試。實驗使用 pAAV-hrGFP 所攜帶的 hrGFP 基因當作報導基因，

DNA 染劑 PI 檢驗細胞是否存活，於轉染後 36 小時使用流式細胞儀偵測並

計算細胞存活率及轉染效率。Negative control 組代表不使用任何質體進行

轉染，三質體共同轉染組代表使用 pAAV-RC、pAAV-hrGFP、及 pHelper 三

種質體進行三質體共同轉染。根據 Negative control 組圈選細胞群落，並選

則 PI (FL3-H) 染色較少之細胞群落 (活細胞)，觀察 hrGFP (FL1-H) 的表現

量以偵測轉染效率。 
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圖三十，AAV 對 293T 細胞及 HT1080 細胞感染圖。AAV 使用 hrGFP 基因

作為報導基因。在使用包含 AAV 的上清液進行細胞感染後 48 小時，使用

螢光顯微鏡觀察表現 hrGFP 之細胞，確認病毒是否存在。 
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圖三十一，AAV 對於不同細胞株之感染效率圖。以 AAV 所攜帶的 hrGFP

基因作為報導基因，在使用包含 AAV 的上清液進行感染 48 小時後，以流

式細胞儀偵測螢光細胞數量並計算其百分比。如圖所示，AAV 對於 HT1080

及 293T 細胞的感染效率較其他三種細胞好，感染效率可以到達 30%-45%。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 - 114 - 

Heparin binding site突變對AAV感染293T

細胞株效率之影響

0

5

10

15

20

25

30

35

40

No RC RC m2RC

AAV種類來源

感
染
百

分
比

 
(%
)

Heparin binding site突變對AAV感染

HT1080細胞株效率之影響

0
5

10
15
20

25
30
35

40
45

No RC RC m2RC

AAV種類來源

感
染

百
分

比
 (

%)

 

圖三十二，Heparin binding site 突變 AAV 對於 293T 細胞及 HT1080 細胞

感染效率圖。實驗挑選 AAV 感染效率較佳的 293T 細胞及 HT1080 細胞進

行突變對於 AAV 感染效率影響的測試，使用突變 AAV 攜帶的 hrGFP 當作

報導基因，使用流式細胞儀偵測其感染效率。由圖可知，與正常的 AAV 相

比，具有來自 m2RC 突變蛋白質外殼的 AAV 感染效率都大幅下降。 
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圖三十三，具有 RGD motif 之突變 AAV 對於其感染趨性的影響。使用

pAAV-m2RC-RGD 取代 pAAV-RC 提供病毒外殼結構蛋白與正常 AAV 感染

趨性的比較。使用 AAV 攜帶的 hrGFP 當作報導基因，在感染後 48 小時，

使用流式細胞儀偵測其感染效率。如圖所示，正常的 AAV對 293T及 HT1080

有較好的感染效率，而包含 RGD 的突變 AAV 則在 B16F10 細胞中有較好的

感染效率。 
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圖三十四，不同種類 AAV 對於 293T 細胞感染效率圖。使用 AAV 攜帶的

hrGFP 當作報導基因，在感染後 48 小時，使用流式細胞儀偵測其感染效率。

如圖所示，只有正常的 AAV 具有良好的感染效率，其它突變病毒感染效率

階非常的低。 
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附錄一，質體 pAAV-m2RC 序列與定序資料
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附錄二，質體 pAAV-m2RC-RGD 序列與定序資料
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附錄三，質體 pAAV-m2RC-TP. A549 序列與定序資料
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附錄四，質體 pAAV-m2RC-C2C12 12.51 序列與定序資料
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附錄五，質體 pAAV-m2RC-GE11 序列與定序資料
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附錄六，質體 pAAV-mRC 序列與定序資料
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