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中文摘要 

    日本腦炎病毒（Japanese encephalitis virus，簡稱 JEV）是一種藉由蚊

子傳染的黃質屬病毒主要會入侵神經系統，引起急性腦膜炎並使腦、腦

膜和脊髓受損。本篇研究目的在於探討日本腦炎病毒與誘導 HL-CZ 及

TE671 細胞凋亡（apoptosis）現象的關係以及特定病毒蛋白是否也能引發

細胞走向細胞凋亡的途徑，及其分子機制為何。首先，利用 propidium 

iodide 染劑染色發現，HL-CZ 及 TE-671 細胞在 MOI 為 1 的日本腦炎病

毒感染 48 小時後，細胞明顯有細胞凋亡的現象。隨後利用質體 DNA 重

組選殖以及細胞轉染技術，建立個別獨立表現日本腦炎病毒蛋白 E、

NS1、NS2B、NS3-180、NS2BNS3-180、NS4A 及 NS4B 的細胞株。再利

用 PI 染劑、Annexin V 染色、Fluorimetric assay kit，確認病毒蛋白 NS2B、

NS3-180、NS2BNS3-180 表現細胞會產生細胞凋亡。進一步藉由西方墨

點法發現，表現病毒非結構蛋白 NS2B、NS3-180 及 NS2BNS3-180 的

HL-CZ 細胞株，caspase 3、8 蛋白被活化；而細胞表現病毒蛋白

NS2BNS3-180 有活化 caspase 3、8、9 蛋白的現象產生。表現病毒結構蛋

白 E 以及非結構蛋白 NS3-180、NS2BNS3-180 的 TE-671 細胞株， 

caspase3、9 有被活化的現象。最後利用 DioC6 染劑染色，表現病毒蛋白

E 的 HL-CZ 細胞株有粒線體膜電位下降的趨勢；藉由 FLUO3/AM 染劑

測得細胞表現 NS2B3-180 促使細胞內鈣離子釋放；利用 DCFH-DA 染劑
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得知表現 NS2B 的 TE-671 細胞株有活性氧化物的產生；而當細胞表現病

毒蛋白 NS2B3-180 時，發現活性氧化物生成和粒線體膜電位下降。此研

究成果將有助於更加了解日本腦炎病毒誘導細胞凋亡的分子傳遞路徑。 
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Abstract 

 

Japanese encephalitis virus (JEV), a mosquito-borne flavivirus, causes severe 

neurological diseases with a high fatality rate. In this study, the goal of this 

study is to characterize JEV-induced apoptosis, to identify the dominant viral 

protein involved in apoptosis, and to investigate the molecular pathways of 

JEV protein-induced apoptosis.  Flow cytometric analysis revealed apoptosis 

of HL-CZ and TE-671 cells infected with JEV at a MOI of 1 after 2-day 

infection. Propidium iodide staining, Annexin-V staining and fluorimetric 

assay of caspase-3 indicated that JEV proteins E, NS2B, NS3, and NS2b-NS3 

protease induced apoptosis of HL-CZ and TE-671 cells, respectively. Western 

blotting showed that single expression of NS2B, NS3-180, and NS2BNS3 

protease activated caspases 3 and 8 in HL-CZ cell. Active form of caspases 3 

and 9 were detected in JEV E, NS3-180, and NS2BNS3 protease -expressing 

TE-671 cells, while active form of caspase 9 was only found in NS2b-NS3 

protease-expression HL-CZ cell.  In addition, the increase of ROS was 

measured in NS2B-, and NS2b-NS3 protease –expressing TE-671 cells.  The 

decrease of MMP was measured in E –expressing HL-CZ cells and 

NS2b-NS3 protease-expression TE-671 cells. The increase of Ca2+. was 

measured in NS2b-NS3 protease –expressing HL-CZ cells. This study 

provides more information on the mechanism of the JEV induced apoptosis. 
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第一章、緒論 
第一節 研究背景 

  日本腦炎介紹 

  日本腦炎是一種藉蚊子傳染的病毒性疾病。1924 年在日本爆發大流

行，1935 年，病毒首先由病人腦部的病理組織被分離出來，並且命名

為日本腦炎 B 型病毒( Japanese B encephalitis virus)，現今則稱為日本

腦炎病毒(Japanese encephalitis virus，簡稱 JEV)，是屬於黃病毒科

(Flavivirudae)的病毒成員之ㄧ。1956 年發展出不活性的疫苗。
（3） 

 

  研究動機 

本實驗研究的病毒蛋白就 NS2b-NS3 蛋白酶除了有蛋白酶作用，在登

革熱病毒（dengue viruses 簡稱 DEN) 研究還被發現與細胞凋亡有關

（4），同時病毒 E Protein 也被報導誘導細胞凋亡
（5）。此外，在西尼羅河

病毒研究更證實 NS3-180 蛋白酶能獨自引發細胞凋亡（apoptosis）（6）。

在日本腦炎病毒感染細胞時，細胞所呈現的細胞病變（CPE）也有觀察

到細胞凋亡
（10）。但以日本腦炎病毒引發的細胞凋亡機制途徑並不了

解，因此想深入去暸解日本腦炎病毒引發的細胞凋亡機制。 
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第二節 研究假設 

文獻指出西尼羅河病毒（West Nile virus 簡稱WNV) 研究病毒NS3-180

蛋白酶能獨自引發細胞凋亡，而不需要病毒蛋白 NS2B 作輔助因子

（10）。於是設立研究假設說，認為同屬於黃質病毒屬（Flavivirus）日本

腦炎病毒的 NS3-180 蛋白酶應該可以獨自誘導細胞凋亡。而經由分子

技術的方法，我們得以檢測其誘導細胞凋亡機制，進而發現 NS2B、

NS3-180 蛋白酶、NS2b-NS3-180 蛋白酶在病毒感染細胞誘導細胞凋亡

上所扮演的角色及其重要性。 

 

第三節 研究目的 

研究日本腦炎病毒是否能誘導 HL-CZ（人類單核球細胞）、TE-671（人

類腦胚胎瘤細胞）產生細胞凋亡現象並且證明病毒蛋白是否也能獨自

引發細胞凋亡，其分子機制為何。 

 

第四節 研究標的 

   1 日本腦炎病毒誘導 HL-CZ 及 TE-671 細胞產生細胞凋亡？ 

   2 何種病毒蛋白是否能獨自引發細胞凋亡？ 

   3 引發細胞凋亡分子機制為何？ 
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第二章、文獻查證 
第一節 流行病學 

日本腦炎是一種經由蚊子傳播的病毒性人畜共通傳染病，病毒活動蹤

跡遍及西太平洋地區，北起西伯利亞，南達澳洲北部地區，西至印度。

台灣位處流行範圍內，每年一到春末夏初，就能偵測到日本腦炎病毒

的活動。根據 1960 年代進行的日本腦炎生態調查，確認了三斑家蚊、

白頭家蚊及環蚊家蚊等是台灣地區重要的日本腦炎病媒蚊，猪則是能

讓病毒在體內大量繁殖，擔任自然界中「增幅動物」的角色。因此，

在台灣地區的日本腦炎病毒，主要是藉由蚊子→猪→蚊子這樣的循環

在自然界中立基，綿延子代；而人類對日本腦炎病毒來說，是一個沒

有作用的終宿主，因為在人體內複製的病毒量並不足以有效的感染蚊

子，所以沒有辦法將病毒再傳播給其他個體
（7）。 

日本腦炎病毒的毒性由老鼠動物實驗中病毒的神經侵襲力

（neuroinvasiveness）及神經毒力(neurovirulence)所組成。神經侵襲力

是指病毒在宿主週邊組織之繁殖複製引起病毒血症之後，侵襲宿主中

樞神經系統的能力。神經毒力則是病毒引起宿主中樞神經系統細胞病

變與引發腦炎的能力。 

日本腦炎病毒引起的典型病程共分為四期包括前驅期、急性期（病毒

血期）、亞急性期（侵犯中樞神經系統）、恢復期。 
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   潛伏期平均為5-15天，被感染者99％無症狀，不發病就產生抗體。抵   

抗力弱的患者會有發燒、頭痛、嘔吐、頸部僵硬等無菌性腦膜炎表徵

（80％），嚴重的則有嗜睡、不自主顫抖（27％）、胡言亂語、昏迷（40

％）、無意識或性格異常等腦炎症狀，嚴重者會死亡。發病後許多痊癒

者會有永久性神經損壞
（8）。 

 

第二節 日本腦炎病毒介紹 

 日本腦炎病毒是一種藉由蚊子傳染的黃質屬病毒。為單股正性的 RNA

病毒。基因組成大小約為 11 個 kb，其中包含有 5’及 3’兩端的非轉譯

區(Untranslation Region 簡稱 UTR)，而開放性區域（open reading frames

簡稱 ORF）經過轉譯形成聚胜肽鏈(polypeptide)，經過細胞的胜肽水解

酶切割後，聚胜肽鏈依序從基因體 5’端可生成三個結構蛋白分別為核

心蛋白 (capsid protein 簡稱 C)、前膜蛋白 (membrane protein 簡稱 prM)

以及套膜蛋白 (envelope protein 簡稱 E)，及 3’端七個非結構蛋白 NS1、

NS2a、NS2b、NS3、NS4a、NS4b，and NS5（1）（2）（9）。 

 

   

 RNA Polymerase  

C prM E NS1 NS3 NS5 
NS2B

NS4A

NS4B
Protease, Helicase

 

7 NON-STRUCTURALS3 STRUCTURALS 

NS2A
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日本腦炎病毒蛋白與功能 

結構蛋白：核心蛋白、前膜蛋白、套膜蛋白分子量大小依序為 12kDa、

8kDa，53KDa（17）。三個結構蛋白主要負責組合成病毒顆粒(virion) （10）。

核心蛋白組成了病毒的外殼而包覆著病毒的核酸。前膜蛋白與套膜蛋

白皆為醣蛋白，兩者以 heterodimer 的形式呈現在病毒的外殼上，以穩

定套膜蛋白的摺套膜蛋白
（.15）。套膜蛋白是日本腦炎病毒表面最主要的

抗原蛋白
（16.）（17），另外也有文獻報導套膜蛋白可以誘導細胞凋亡

（18）。

非結構蛋白 NS1 是一種醣蛋白，出現在細胞表面、細胞質中。文獻指

出與病毒早期複製作用有關
（27）（29）。非結構蛋白 NS3 分子量大小大約

70 kDa，為一個多功能性蛋白。在病毒蛋白的切割跟加工過程以及病

毒 RNA 的合成佔有一個重要的地位
（28）。同時具有一些酵素活性的功

能，包含蛋白質裂解酶（protease）、nucleoside triphosphatase（NTPase）、

解螺旋酶（helicase），以及 RNA triphosphatase（13）（14）。NS3 蛋白的 N

端 NS3-180 a.a 與 NS2B，在內質網區域結合成一個具有蛋白酵素功能

的 trypsin-like serine protease，可將日本腦炎病毒多胜肽（polypeptide）

正確的切割。切割 NS2A/NS2B、NS2B/NS3、NS3/NS4A 和 NS4B/NS5 

的連接
（9）（23）

。NS3 蛋白的 replicase 活性被推測說是在 nucleoside 

triphosphatase 及解螺旋酶的區域與 NS5 形成 NS3-NS5-RNA complex

（10）。日本腦炎病毒非結構性蛋白 NS2BNS3 除了有蛋白酶作用功能，
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在登革熱病毒研究還被發現與細胞凋亡有關
（7）。另外在西尼羅河病毒

觀察到 NS2b 使 NS3 蛋白酶結構穩定和催化作用的構行為何
（25）。此外

在西尼羅河病毒有另外一項研究證實 NS3-180 能獨自引發細胞凋亡

（11）。在最近研究文獻也發現 NS3 具有的蛋白酶功能，能切割兩個部

分，其中之一切斷 NS2BNS3 蛋白酶的連接；另一個切割 C 端 459 位

置胺基酸為 Arg 和 460 位置胺基酸為 Gly 的連接
（24）。在另ㄧ個登革熱

病毒研究文獻中又發現當 NS4B 與 NS3 產生交互作用會降低 NS3 解

螺旋酶的效能；進而影響病毒複製的速度
（26）。在日本腦炎病毒感染細

胞時，細胞所呈現的細胞病變（CPE）也有觀察到細胞凋亡，但以日

本腦炎病毒引發的細胞凋亡機制途徑尚未很瞭解。日本腦炎的非結構

蛋白 NS4A 分子量約 14kDa，可以抑制干擾素反應的訊息傳遞路徑，

且在先前的研究已證實登革熱病毒的 NS2A、NS4A 與 NS4B（19）（20），

以及西尼羅河病毒的 NS4B 蛋白可以抑制第一型干擾素的訊息傳遞

（21）。非結構蛋白 NS4B 分子量約 27kDa 有文獻指出 NS4B 可能和宿主

ER 反應有關、改變基因的表現，和複製效能。
（22） 

 

 第三節 細胞凋亡（apoptosis） 

   細胞凋亡又稱為細胞計畫性死亡，在真核細胞的生長與細胞分化中排

除大量與不需要的細胞的方式，為一種細胞自我毀滅的過程。細胞凋
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亡幾乎存在所有組織細胞中，當細胞老化受損，失去功能時，多數細

胞會經由自殺行為來清除這些無用的細胞，以維持體內環境穩定。這

種死亡方式有別於一般的細胞壞死（necrosis）。細胞凋亡的死亡在早

期是經由活化去氧核醣核酸內切酶造成 DNA 斷裂、細胞膜皺縮、染

色質變濃，但其胞器仍是完整。到了晚期，細胞膜會皺縮成不規則狀

而後形成凋亡小體（apoptotic bodies），但細胞膜仍是完整的。最後由

單核球或巨噬細胞吞噬處理。因此不會使周圍的細胞受到影響，而且

不發生發炎反應。同時也會活化凋亡蛋白酵素（caspase）的產生。而

細胞壞死，會造成細胞內胞器脹大，細胞膜破裂，因而釋出發炎因子

並且涉及周圍細胞和組織，有壞死現象的出現
（30）。 

 

  細胞凋亡與凋亡蛋白酵素的關連性 

在細胞凋亡啟動的時候，凋亡蛋白酵素會活化細胞凋亡路徑，亦是所

謂瀑布式效應。故利用本身的酵素活性去切割下游的 caspase 並活化

caspase。Caspase 有兩種，其中一種包括起始的 caspase，有 caspase2、

8、9，10，另一種則為 effector 的 caspase，有 caspase3、6，7，當 caspase

活化時，有作用的 caspase 會將細胞蛋白裂解掉，最後導致細胞凋亡
（31）

（32）（33）。 
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   細胞凋亡的兩個路徑 

   外在路徑：由死亡訊息與細胞表面接受器結合放出細胞凋亡訊號後開

啟。當開啟細胞凋亡之後活化起始者如 caspase-8 和反應者如 caspase-3

蛋白水解酵素。 

內在路徑：主要是指粒線體，其會釋出 cytochrome c，是一種電子傳

遞鏈的關鍵蛋白，經由粒線體細胞凋亡信號，會活化 Apaf-1，進而活

化起始者 caspase，如 caspase 9。隨後活化反應者 caspase-3 而促進細

胞凋亡。另外內在路徑主要是粒線體的標的直接活化，或是間接經由

外在途徑 caspase-8 分解未活化的蛋白 BID。當活化 BID 後，BID 會轉

移到粒線體並刺激 cytochrome c 的釋放進而活化 caspase 9，隨後活化

反應者 caspase-3 而促進細胞凋亡。而 Bcl-2 為一種抗細胞凋亡的蛋

白，位於 caspase 9 上游抑制 caspase 的活化，在粒線體上扮演防止

cytochrome c 釋放的角色；。在此 mitochondria-mediated apoptosis 不活

化 Bcl-2 家族
（34）

。  
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                   細胞凋亡路徑示意圖 
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第四節 Annexin V 染色 

細胞凋亡早期改變發生在細胞膜表面，這些細胞膜表面的改

變之一是磷脂（Phosphotidyl Serine 簡稱 PS）從細胞膜內轉

移到細胞膜外。PS 是一種帶負電荷的磷脂，正常生理情況它

主要存在於細胞膜的內面。在細胞發生凋亡時，細胞膜上的

這種磷脂分佈的不對稱性被破壞，而使 PS 暴露在細胞膜外。

Annexin V 具有易與磷脂類結合的特性，對 PS 有高度的親和

性，因此該蛋白可作為一敏感的探針來檢測暴露在細胞膜表

面的 PS。  

第五節 活性氧化物與細胞凋亡相關性 

  活性氧化物（Ractive Oxygen Species 簡稱 ROS）為氧的化學反應之衍

生物，它包括自由基（free radicals）像是超氧離子、氫氧自由基，過

氧化氫。它們的高化學反應會使的 DNA、蛋白質、碳水化合物和脂質

遭受破壞。細胞則利用抗氧化防禦系統去對抗活性氧化物，經由直接

或是間接去對抗氧化性傷害。當活性氧化物去克服這些防禦系統，結

果產生氧化壓力（oxidative stress）。氧化壓力包含病理引起的疾病如

AIDS、帕金森氏症（Parkinson＇s disease）、阿茲海默症（Alzheimer＇

s disease）和一些退化性神經性疾病。氧化壓力主要的來源為活性氧化

物，故調節活性氧化物對於調控氧化壓力扮演著重要角色，亦可以使

用技術去調控細胞凋亡有關的氧化壓力。活性氧化物會調節多種細胞

死亡
（35-42）。 
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第六節 粒線體膜電位與細胞凋亡相關性 

  在凋亡研究的早期，從形態學觀察上粒線體沒有明顯的變化。隨著凋

亡機制的深入研究，在細胞凋亡過程中粒線體跨膜電位（Mitochondria 

membrane potential 簡稱 MMP）會改變，主要是由於粒線體內膜發生

動態的通透性轉變，這是因為生成了由粒線體各部分的蛋白質與細胞

質中蛋白質聯合組成的通透性轉變孔道（mitochondria permeability 

transition pore 簡稱 PTpore），PT 孔道位於粒線體內膜與外膜接觸位

點。PT 孔道主要功能調控粒線體內容物的釋放，包括了兩大部分：ㄧ

個是粒線體內膜與 adenine nucleotide translocator（ANT）相關之蛋白

質；另一個為外膜蛋白質（porin、voltage-dependent anion channel，

VDAC）。當粒線體基貭的 ATP/ADP 通道打開時，藉由粒線體氧化磷

酸化產生 ATP。當 ATP/ADP 通道打開時，粒線體內膜兩側氫離子梯度

消失、粒線體膜電位下降，使粒線體外膜漲破，而 caspase-inducing 

factors cytochrome c 和 AIF 釋放到細胞貭液中造成細胞凋亡。故粒線

體 膜 電 位 下 降 在 細 胞 凋 亡 中 為 一 重 要 指 標
（ 4 2 - 4 3 ）

。 

 

第七節 鈣離子測定與細胞凋亡相關性 

對於多數的生理狀況而言，細胞內鈣離子（Calcium）信號扮演著一個

重要角色，經由調節鈣離子依賴型酵素像是磷脂酶、蛋白酶，核酸酶
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導致細胞受傷和細胞凋亡。粒線體沿著內貭網的路徑對調節細胞內鈣

離子的含量扮演著關鍵角色。粒線體為鈣離子運送機制主要位子，經

由粒線體而釋出鈣離子進入內膜。當細胞鈣離子過量時，細胞內液的

鈣離子會佔據著粒線體，此時會誘發細胞膜孔道打開，會產生粒線體

膜電位改變。粒線體會釋出 cytochrome c，隨後活化 caspase，但抑制

細胞死亡。Bcl-2 家族蛋白在調控細胞凋亡上扮演著重要角色。這些蛋

白會出現在調控細胞內鈣離子上。當 Bcl-2 蛋白在細胞內表現減少就

會調控鈣離子上升而誘導細胞凋亡
（43）。 

       第八節 研究架構 

首先，利用流式細胞儀研究日本腦炎病毒誘導 HL-CZ 及 TE-671 細胞

產生細胞凋亡現象。隨後，我們利用分子選殖技術，建立日本腦炎病

毒蛋白 E、NS1、NS2B、NS3-180、NS2B-NS3-180、NS4A 及 NS4B

個別表現細胞株，並以免疫螢光染色來確認病毒蛋白表現。再利用流

式細胞儀觀察病毒蛋白表現細胞是否也能獨自引發細胞凋亡。進一

步，若病毒蛋白表現能獨自引發細胞凋亡，藉由偵測早期細胞凋亡的

Annexin V 染色與 Caspase-3 活性分析來更加確認細胞凋亡的產生。接

著由西方墨點法探討病毒蛋白引發細胞凋亡的路徑。最後由流式細胞

儀觀察病毒蛋白表現可能引起活性氧化物產生、細胞粒線體膜電位的

改變及細胞鈣離子釋引發細胞凋亡之分子機制。 
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流程圖： 
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第三章、研究方法 
第一節 研究設計 

   1 研究標的 I 之設計 

   目的：日本腦炎病毒誘導 HL-CZ 及 TE-671 細胞產生細胞凋亡？ 

方法：將日本腦炎病毒感染 TE-671 及 HL-CZ 細胞。條件為（1）MOI

為 0.1，病毒數為 1×104 pfu/ml 細胞數為 1×105個 cell / T30 flask

（2）MOI 為 1，病毒數為 4×104 pfu/ml 細胞數為 4×104個 cell / 

T30 flask，分別培養 24、48、72 與 96 小時。依不同時間點收

下細胞，加入 2-3ml 70％酒精，進行細胞固定。放置在-20℃冰

箱存放。第二天，加入 propidium iodide（PI）染劑，37℃避光

反應 30 分鐘後，再以流式細胞儀進行分析。 

 

    2 研究標的 II 之設計 

    目的：何種病毒蛋白是否能獨自引發細胞凋亡？ 

    方法：1 利用分子選殖技術，建立日本腦炎病毒蛋白 E、NS1、NS2B、  

NS3-180、NS2BNS3-180、NS4A 及 NS4B 個別表現細胞株。 

         2 將病毒蛋白各別 cDNA 轉染於 2×105cell/well 中，使病毒蛋白

表現在 TE-671 及 HL-CZ 細胞。48 小時將細胞收下，加入 2-3ml 

70％酒精，進行細胞固定。放置在-20℃冰箱存放。第二天，加
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入 propidium iodide（PI）染劑，37℃避光反應 30 分鐘後，再

以流式細胞儀進行分析。 

         3 進一步，若病毒蛋白表現能獨自引發細胞凋亡藉 Caspase-3     

活性分析、Annexin V 染色確認病毒蛋白造成細胞凋亡。再由

西方墨點法得知病毒蛋白造成細胞凋亡的傳遞路徑。 

 

   3 研究標的 III 之設計 

   目的：病毒蛋白表現細胞引發細胞凋亡分子機制為何？ 

   方法： 利用流式細胞儀分析病毒蛋白表現細胞可能促使活性氧化物

增加、粒線體膜電改變、鈣離子濃度上升引發細胞凋亡之分

子機制。 

 

第二節 研究材料  

   1 病毒株：日本腦炎病毒 （Japanese encephalitis virus , JEV） 

   放大條件：利用日本腦炎病毒感染 BHK-21 細胞至 CPE 現象出現（約

兩天），離心收取上清液，冰至-80 冰箱。 

               2 細胞株 ( cell line )： 

               HL-CZ：人類單核球細胞 （Human promonocytic leukemia cell）購於   

BCRC NO.60043。 

                培養條件：含 10 %的 FBS（fetal bovine serum）的 RPMI -1640 培養
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液，置於 5％CO2、37℃恆溫培養箱。 

    TE-671:人類腦胚胎瘤細胞（Human Caucasian medulloblastoma），

感謝本校 楊文光教授提供。 

    培養條件：含有2 mM L-glutamine、1.5 g/L sodium bicarbonate、0.1 mM 

non-essential amino acids、1.0 mM sodium pyruvate 、5 %的 FBS（fetal 

bovine serum）的 Minimum essential medium (MEM)培養液，置於 5

％CO2、37℃恆溫培養箱。 

 

 3 大腸桿菌菌株（ Escherichia coli ） 

Top10 : 基因型為 F-，mcrA，∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)，φ80lacZ ，∆M1，

∆lacX74， recA1，araD139，galU，galK ，∆(ara-leu)7697，rpsL (StrR)， endA1, 

nupG，用於質體轉形（transformation）、質體製備。 

 

4 質體 ( Vector )  

1pcDNA3.1/His C含有 5.5kb個鹼基配對，可在哺乳動物細胞

（mammalian cells）中，經 human cytomegalovirus immediate-early 

(CMV)promoter表現蛋白質，N’端帶Anti-Xpress epitope tag、His-tag。 

 

2pEGFP-N1含有4.7個鹼基配對，可在哺乳動物細胞中，經CMV 

promoter表現Enhanced green fluorescent protein (EGFP)蛋白質，在顯
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微鏡下產生綠色螢光。 

5 引子(primer) 

F: NS2bNS3-180-pcDNA3.1（BamHΙ） 

ACCGGATCCGGGTGGCCAGCTACTGAG 

R:myc-NS2bNS3-180-pcDNA3.1（EcoRΙ） 

TGCAGAATTCCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCG

GTATAAGCTTCTGGGACTGG 

     F- NS3-180- pCDNA3.1-c﹙BamH I﹚  

     ACCCGGATCCGGAGGCGTGTTTTGGGACACG 

     R:myc-NS3-180-pcDNA3.1（EcoRΙ） 

TGCAGAATTCCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCG

GTATAAGCTTCTGGGACTGG 

F: NS2B-pcDNA3.1（BamHΙ） 

ACCGGATCCGGGTGGCCAGCTACTGAG 

R- NS2B- pcDNA3.1-c﹙EcoRI﹚ 

TGCAGAATTCTCTTTTTGTTGTCTTTAGAGT 

 

6 抗體(Antibody) 

Mouse Anti-His tag antibody (Novagen TM) 

Anti-mouse IgG（goat），AP labeled antibody(PerKlin-ElmerTM) 

Anti-Rabbit IgG AP-linked(Cell Signaling) 

Rhoamone anti mouse IGg Ab (PerKlin-ElmerTM) 



 

 - 18 -

Anti-β-actin antibody（SIGMA） 

Anti-caspase3 antibody(IMGENEX) 

Anti-caspase8 antibody(upstate) 

Anti-caspase9 antibody(MDBio,inc) 

 

7 實驗試劑及緩衝液 

試劑與緩衝液於附錄一 

8 儀器、器材 

實驗所用儀器、器材於附錄二 

 

第三節 實驗方法 

1 細胞培養 

 （1）懸浮細胞培養 

將 HL-CZ 培養於含有 10 %的 FBS（fetal bovine serum）的 RPMI -1640

培養液中，置於 5％CO2、37℃恆溫培養箱。當細胞生長在培養盤 70

％至 80％時，利用培養盤裡原有的培養液將細胞沖離培養盤底部，吸

起所有舊培養液，放置在 15ml 離心管，離心 1200rpm 5 分鐘，去除

上清液，以 1xPBS（phhosphate buffer saline）清洗細胞後，離心去除

上清液，再加入 3-4ml 培養液輕輕打散細胞，保留 1ml 並補培養液至

10ml 放回培養箱作繼代培養。當細胞數過多時，可以做細胞冷凍。 
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（2）貼細胞培養 

將 TE-671 培養於含有 2 mM L-glutamine 、 1.5 g/L sodium 

bicarbonate、0.1 mM non-essential amino acids、1.0 mM sodium 

pyruvate 、10 %的 FBS（fetal bovine serum）的 Minimum essential 

medium (MEM)培養液中，置於 5％CO2、37℃恆溫培養箱。當細胞

生長在培養盤 70％至 80％時，吸起舊的培養液，以 1xPBS 清洗細

胞後，加入 1ml 的 trypsin 於培養箱作用 2 分鐘，再以 3-4ml 培養液

中和 trypsin 後，輕輕打散細胞，保留 1ml 並補培養液至 10ml 放回

培養箱作繼代培養。當細胞數過多時，可以做細胞冷凍將其冷凍在

液態氮中。 

 

    2 細胞週期測定（1） 

     病毒感染細胞－流式細胞儀（Flow Cytometry Assay） 

將細胞培養在 T30 內，MOI 為 0.1：細胞數為 1×105 個 cell / T30 

flask，並於每個 T30 加入 1×104 pfu/ml 日本腦炎病毒液；MOI 為 1：

細胞數為 4×104個 cell / T30 flask，並於每個 T30 加入 4×104 pfu/ml 

日本腦炎病毒液分別培養 24、48、72 與 96 小時。依不同時間點收

下細胞，以 trypsin 將細胞打下（懸浮細胞則否）放入試管中，離心

1200rpm，5 分鐘去除上清液，再以 1X PBS 清洗兩次，離心
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1200rpm，5 分鐘，之後去除上清液。一滴滴加入 2-3ml 70％酒精，

進行細胞固定。放置在-20℃冰箱存放。第二天，將 sample 取出離

心 1200rpm，5 分鐘，之後去除上清液，再加入 1X PBS 將殘留的

酒精洗淨，再離心 1200rpm，5 分鐘，去除上清液，加入 cell cycle 的

propidium iodide（PI）染劑【25μl PI（1mg/ml），0.5μl RNase（10mg/ml）

於 500μl PBS 中】視細胞數多寡而定。移至 FACS 管，37℃避光反

應 30 分鐘後，再以流式細胞儀進行分析。 

 

流式細胞儀判讀方式： 

藉由流式細胞儀分析可以觀察細胞週期的變化（附錄三） 

                          

 

 

 

縱軸：代表細胞數目 

橫軸；代表吸收螢光量 

箭頭指示方向：為細胞凋亡的部分 

波峰ㄧ：代表細胞在 G1 期的情形與細胞量 

斜線部份：代表細胞在 S 期的情形與細胞量 

波峰二：代表細胞在 G2 期的情形與細胞量 
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3 質體純化 ( plasmid purification ) 

取含有質體的單一菌落，以 3ml LB 在 37°C 培養箱培養至 log phase

後取出，離心 12,000rpm 3 分鐘，倒掉上清液，用 Gene-SpinTM 

Miniprep Purification Kit 來純化質體。1）以 solution I 溶液 200μl 

resuspend pellet，2）solution II 溶液 200μl 上下倒置數次 3）solution 

III 溶液 200μl 上下輕搖數次，離心 12,000rpm 15 分鐘。4）將 spin 

column 插入一收集管（collection tube）中，並將離心後的上清液移

至 spin collumn 中，離心 12,000rpm  1 分鐘，去除上清液。 

5）加入 700μl Washing solution，離心 12,000rpm  1 分鐘，去除上

清液，再離心 12,000rpm  3 分鐘，去除上清液。 

 6）再將收集管以 1.5ml 微量離心管置換，加入 20μl ddH2O 放置 2

分鐘，4℃離心 12,000rpm  5 分鐘。 

7）回收質體放置在-20 冰箱備用。 

4 聚合酵素連鎖反應 （polymerase chain reaction，PCR） 

在 0.5ml 微量離心管中，取病毒反轉錄的 cDNA 5 μl 做為模版

(template)，依序加入 ddH2O 79μl，10X Optipol buffer 10 μl ，dNTP 

(10mM) 1 μl，Primer F 與 Primer R (10mM)各 2 μl ，最後加 Optipol 

Taq polymerase 1 μl，總體積為 100 μl。混合均勻後加入約 20 μl

的礦物油在置於聚合酵素連鎖反應器（thermohybrid）的反應槽中。 
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反應條件： 

 1. 94℃作用五分鐘 

       2. 94℃作用 1 分鐘的 DNA 變性反應 

3. 52℃作用一分鐘三十秒的鏈合反應 

4. 72℃作用一分鐘的 DNA 合成反應，進行 40 個反應週期。 

5 之後以 72℃作用十五分鐘將 DNA 片段補齊。 

6 最後設定 4℃保存。 

將 PCR DNA 產物跑 2%瓊酯凝膠（2% agarose gel）進行電泳分

析。確定 PCR 產物片段大小正確，以 Spin PCR Clean-Up system 

試劑套組（Viogene）將 DNA 純化。 

 

     5 限制酵素的處理 

PCR 得到的產物，以 Spin PCR Clean-Up system 試劑套將 DNA 純

化後，以 30 μl 的 ddH2O 將 DNA 溶出，加入 10X reaction buffer 10μl

及切位的限制酵素依照最佳比例配製，使總體積為 100 μl，以 37℃

作用三小時。相對應的質體載體亦以同樣的方式進行限制酵素的水

解，來構築實驗的表現載體。 

 

     6 質體的構築  

     10X ligation buffer 1μl、ligase 1μl、質體載體 1μl，加上欲接合的       
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Target DNA 7μl，16℃作用一個晚上。 

 

     7 大腸桿菌之轉型 （transformation） 

將構築好的質體 10μl 加到 200μl 適應性細胞（Top10）中，混合後

放在冰上作用三十分鐘。再放置在 42℃水浴槽反應 90 秒後，迅速

放置冰上三分鐘，之後在 flow 中加入 800μl 不含抗生素的 LB 培養

液。在 37℃ 培養箱培養一小時後，離心 5000rpm 5 分鐘去除上清

液，均勻塗在含抗生素的 LB 培養基 

 

     8 DNA 轉染（DNA transfection） 

細胞的轉染是利用 Arrest In(AI) Transfection Kit 試劑。  

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate 中培養至隔夜（懸浮細胞則

否）。將 3μg/well 的 DNA 以 50μI/well 不含胎牛血清的培養液稀釋。

再加入 15μl 的 AI （Transfection Kit Reagents）混合均勻靜置於室

溫十五分鐘，使得 AI/DNA complexes 形成。再將要轉染的細胞移

去舊的培養液，利用 PBS 將細胞清洗ㄧ次。最後將反映 15 分鐘的

AI/DNA complexes 加入，並加入 1ml 不含胎牛血清的培養液，於

37.0°C, 5% CO2 下培養 3 到 5 小時，再更換 2ml 含胎牛血清的培養

液，繼續培養 72 小時。  
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       9 免疫染色（1） 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時吸去培養液，用

PBS 洗滌兩次去除殘留的培養液，以福馬林固定，再加入 10％

methanol 乾燥，利用 PBS 洗滌兩次，去除上清液。加入 anti-His

抗體反應一小時，再以 PBS 洗滌三次去除抗原抗體非專一性結

合，再加入 Rhoamone anti mouse IGg Ab (1:1000)避光反應一小

時，於避光條件下利用 PBS 清洗後，利用螢光顯微鏡觀察。 

 

       10 免疫染色（2） 

將 2×105cell/well 轉染於含有玻片的 6-well plate，於 48 小時吸去

培養液，用 PBS 洗滌兩次去除殘留的培養液，以福馬林固定，再

加入 10％methanol 乾燥用，利用 PBS 洗滌兩次，去除上清液。

加入 anti-JEV（1：400）抗體反應一小時，再以 PBS 洗滌三次去

除抗原抗體非專一性結合，再加入 FITC anti mouse IGg Ab 

(1:1000)避光反應一小時，於避光條件下利用 PBS 清洗後，利用

共扼焦顯微鏡（confocal）觀察。 
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      11 細胞週期測定（2） 

病毒 DNA 轉染細胞－流式細胞儀 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時後吸去培養液，

用 PBS 洗滌兩次去除殘留的培養液，以 trypsin 打下細胞（懸浮

細胞則否）放到試管中，離心 1200rpm，5 分鐘，之後去除上清

液，再以 1X PBS 清洗兩次，離心 1200rpm，5 分鐘，去除上清液。

一滴滴加入 2-3ml 70％酒精，進行細胞固定。放置在-20℃冰箱存

放。第二天，將 sample 取出離心 1200rpm，5 分鐘，之後去除上

清液，再加入 1X PBS 將殘留的酒精洗淨，再離心 1200rpm，5

分鐘，去除上清液，加入染劑【25μl PI（1mg/ml），0.5μl RNase

（10mg/ml）於 500μl PBS 中】視細胞數多寡而定。移至 FACS

管，37℃避光反應 30 分鐘後，再以流式細胞儀進行分析。 

      12 Annexin V 染色 

將 2×105cell/well 細胞轉染於有蓋玻片放置的 6-well plate 中，48

小時後吸去培養液，用 1xPBS 洗滌兩次去除殘留的培養液。再用

Annexin V -BindingBuffer Resuspend 細胞，吸去殘留液。加入

Annexin V  conjugateSubstubste 10μl /1ml Annexin V -Binding 

Buffer ，室溫避光反應 15 分鐘。將蓋玻片固定於載玻片上，封

邊，利用顯微鏡觀察。 
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       13 caspase3 活性分析（caspase3 activity assay） 

       使用 Fluorimetric assay kit。 

       將細胞分盤到 6 well plate 中培養十八到二十四小時，進行轉染後 

培養 48 小時將細胞收起，以冰的 1X PBS 清洗，離心 1200rpm，5

分鐘之後去除上清液。加入 100μl extraction buffer 溶解細胞後，

冰上反應 10 分鐘，4℃離心 1200rpm，5 分鐘之後先收取上清液

50μl。再將 assay buffer 50μl、細胞上清液 50μl，及 caspase3 substrate 

conjugate solution 10μl，混合加入 black microtiter plate 中。避光放

置培養箱 37.0°C 培養 2 小時，再使用 cytoFluor 測其活性。 

 

       14 蛋白質之電泳分析（SDS-PAGE） 

實驗所使用的電泳裝置為 Bio-Rad 蛋白質電泳槽。待鑄膠裝置組

合後，先加入分離膠體溶液（separating gel），再加入酒精將上

層膠壓平，待凝固後倒掉酒精並擦拭乾後加入集膠溶液（stacking 

gel），插上齒膜，膠體凝固後置於電泳槽中，注入電泳緩衝液

（running buffer）。取蛋白質樣本溶液加入等量的 sample loading 

dye，混勻後在 110 ℃加熱五分鐘後，迅速置於冰上。於電泳槽

注入樣本 10 μl，並注入控制組 10 μl 為對照，先以 80V 30 分鐘

進行電泳，待藍色染劑跑到分離膠體時，將電壓調整為 110V 50
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分鐘繼續電泳，直到藍色染劑跑到膠體底部。 

        15 西方墨點法  

      實驗所使用的電泳裝置為 Bio-Rad 半乾式的電泳轉漬槽。

SDS-PAGE 後，切除集膠體部份，膠片浸在轉漬緩衝液（Transfer 

buffer）中。取轉印紙（硝化纖維紙 nitrocellulose paper)切成膠片

大小浸在轉漬緩衝液，先鋪上三張濕潤的 3M 濾紙，後鋪上濕潤

的轉印紙，疊上已濕潤的膠片，再鋪上三張濕潤的 3M 濾紙。以

200 mA轉印 100分鐘。之後，進行Blocking將轉印紙放入 1x TBST

含 5% 脫脂牛奶，室溫搖盪一小時。倒掉牛奶，加入一抗（1：1000

稀釋），置於室溫搖擺一至二小時或放置 4℃隔夜。一抗回收重

覆使用，轉印紙以 1 x TBST 清洗七分鐘三次。再加入二抗（1：

1000 稀釋），置於室溫搖擺一至二小時。回收二抗，轉印紙以 1 x 

TBST 清洗七分鐘三次。加入 NBT/TCIP 顯色劑，反應至呈色。加

入二次水以終止反應，晾乾後保存。 

16 活性氧化物測定 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時後吸去培養液，

用 1xPBS 洗滌兩次去除殘留的培養液，以 trypsin 打下細胞（懸

浮細胞則否），放入試管中離心 1200rpm，5 分鐘，之後去除上清
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液，再以 1X PBS 清洗兩次，離心 1200rpm，5 分鐘，去除上清液。

加入 DCFH-DA 染劑【1μl DCFH-DA（10μΜ）於 500μl PBS 中】

視細胞數多寡而定。移至 FACS 管，37℃避光反應 30 分鐘後，

再以流式細胞儀進行分析。 

利用流式細胞儀測 ROS 判讀方式： 

 

      

       

 

               對照組                    實驗組   

      縱軸：代表細胞數 

      橫軸：代表吸收螢光量 

      利用縱軸黑線將上圖波峰平均分半為 P2 與 P3。當細胞有氧化物

產生，雷射會激發螢光使螢光量增加波峰由中間往右移（P2 部分

增加） 
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       17 鈣離子測定 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，48 小時後吸去培養液，用

1xPBS 洗滌兩次去除殘留的培養液，以 trypsin 打下細胞（懸浮細

胞則否）放入試管中離心 1200rpm，5 分鐘，之後去除上清液，再

以 1X PBS 清洗兩次，離心 1200rpm，5 分鐘，去除上清液。，加

入 FLUO3/AM 染劑 0.3-1ml（5μg/ml）視細胞數多寡而定。37℃

培養箱避光反應 30 分鐘，離心 1200rpm，5 分鐘去除上清液，再

以 1x PBS 清洗兩次，離心 1200rpm，5 分鐘，去除上清液。加入

500μl PBS，並移至 FACS 管，再以流式細胞儀進行分析。 

（判讀方式與 ROS 相同） 

       18 粒線體膜電位測定 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時後吸去培養液，

用 1xPBS 洗滌兩次去除殘留的培養液，以 trypsin 打下細胞（懸

浮細胞則否）放入試管中離心 1200rpm，5 分鐘，之後去除上清

液，再以 1X PBS 清洗兩次，離心 1200rpm，5 分鐘，去除上清液。

加入 DioC6 染劑【10μl DioC6（400μΜ）於 500μl PBS 中】視細

胞數多寡而定。移至 FACS 管，37℃避光反應 30 分鐘後，再以

流式細胞儀進行分析。 
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利用流式細胞儀測膜電位改變之判讀方式： 

 

 

 

 

 

                         

       對照組                        實驗組 

縱軸：代表細胞數 

       橫軸：代表吸收螢光量 

       利用縱軸黑線將上圖波峰平均分半為 P2 與 P3。當細胞膜電位下

降，雷射所激發螢光少波峰由中間往左移（P2 部分增加）。 
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第四章、研究結果 
 

第一節 以 MOI 為 0.1 及 1 的條件下日本腦炎病毒感染 HLCZ 細胞及

TE671 細胞之細胞週期分析 

利用流式細胞儀分析日本腦炎病毒感染 HL-CZ 及 TE-671 細胞分別

在 MOI 為 0.1 與 1 的條件感染 24、48、72、96 小時，發現隋著時間增加

細胞凋亡程度也隨之上升。HL-CZ 細胞在 MOI 為 0.1 條件經由病毒感染

後 72 能看見明顯細胞凋亡；而當感染病毒條件提升至 MOI 為 1 時發現

在 48 小時就有細胞凋亡，時間上提前 24 小時就看到細胞凋亡的情形。

另外，在 TE-671 細胞部份則發現隨著 MOI 為 0.1 提升至 MOI 為 1 時在

48 小時細胞凋亡比例明顯上升，因此在 TE-671 細胞 MOI 為 1 時病毒才

明顯引起細胞凋亡（圖一）。 

 

第二節 日本腦炎病毒蛋白 NS2B、NS3-180、NS2BNS3-180 的質體構築 

將病毒的 cDNA 進行 PCR 增幅，PCR 產物經過純化後，跑 2％瓊酯 

確認 NS2B 的片段大小為 393bp（圖二 A）、NS3-180 的片段大小為 540bp

（圖二 B），NS2BNS3-180 的片段大小為 933bp（圖二 C）。接著再利用

BamHΙ、EcoRΙ限制內切酶處理接到相同切位的 pcDNA 載體上經轉型到

勝任細胞上，再利用基因轉殖電泳分析進行質體選殖。將帶有 NS2B（圖
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三 A）、NS3-180（圖三 B）、NS2B-NS3-180（圖三 C）的載軆 pcDNA

（5514bp），進行序列片段確認。 

 

第三節 蛋白表現 HL-CZ 及 TE-671 細胞之免疫螢光染色 

HL-CZ 細胞分別進行（pcDNA/His C，pE，pNS1，pNS2B，pNS3-180， 

pNS2BNS3-180，pNS4A 及 pNS4B）：pEGFP 以 9 比 1 的比例進行轉染，

利用螢光顯微鏡觀察，綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖四－七 B、F），紅色

螢光利用 anti：His（Rhodamine）表現出來的 E、NS1、NS2B、NS3-180、

NS2B-NS3-180、NS4A 及 NS4B 蛋白（圖四－七 C、G），merge 後可以

看到兩種基因在細胞都有表現，而呈現黃色螢光（圖四－七 D、H）。 

    同時，在 TE-671 細胞也分別進行（（pcDNA/His C，pE，pNS1，pNS2B，

pNS3-180，pNS2BNS3-180，pNS4A 及 pNS4B）：pEGFP 以 9 比 1 的比例

進行共同轉染，利用螢光顯微鏡觀察，綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖八－

十一 A、D），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）所表現出來的 E、

NS1、NS2B、NS3-180、NS2B-NS3-180、NS4A 及 NS4B 蛋白（圖八－

十一 B、E），merge 後可以看到兩種基因在細胞都有表現，而呈現黃色螢

光（圖八－十一 C、F）。 

    另外，又分別將 pE、pNS1、pNS2B、pNB3-180、pNS2B3-180 轉染

在 TE-671 細胞，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。利用一抗 anti：JEV，
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二抗 anti：mouse Co-AP 確認病毒蛋白 E、NS2B、NB3-180、NS2B3-180

在 TE-671 細胞表現。自然視野下觀察到 E、NS2B、NB3-180、NS2B3-180

蛋白表現在 TE671 細胞（圖十二 B、C、D、E）。綠色螢光為利用 anti：

JEV（FITC）所表現出來的 E、NS1、NS2B、NB3-180、NS2B3-180 蛋白，

確認病毒蛋白在細胞有表現（圖十二 G、H、I、J）。 

 

第四節 流式細胞儀分析日本腦炎病毒蛋白誘導HL-CZ及TE-671細胞凋

亡程度 

    利用流式細胞儀分析日本腦炎病毒基因分別轉染於 HL-CZTE-671 細

胞在不同蛋白存在表現後，HL-CZ 細胞誘導細胞凋亡比例 E（8.7％）、

NS1（7.3％）、NS2B（15.3％）、NS3-180（21.1％）、NS2B-NS3-180（29

％）、NS4A（5.9％）及 NS4B（1.0％）（圖十三）。TE-671 細胞誘導細胞

凋亡比例分別為 E（0.1％）、NS1（0.1％）、NS2B（0.6％）、NS3-180（7.2

％）、NS2B-NS3-180（18.2％）、NS4A（0.23％）及 NS4B（0.03％）（圖

十三）。結果發現在 HL-CZ 細胞病毒蛋白 NS2B、NS3-180，NS2BNS3-180

表現，細胞會產生較明顯細胞凋亡；同時在 TE-671 細胞，病毒蛋白

NS3-180，NS2BNS3-180 表現，細胞也產生明顯細胞凋亡。 
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第五節 Annexin V 檢測細胞凋亡之早期反應 

    在 TE-671 細胞當病毒蛋白有表現促使細胞凋亡發 Phosphotidyl       

Serine 磷脂從細胞膜內轉移到細胞膜外，與 Annexin V 染劑結合在

螢光顯微鏡下為紅色螢光。因此，病毒蛋白 NS3-180，NS2BNS3-180 表現

在 TE-671 細胞在螢光顯微鏡下則看到多數紅色螢光，E、NS2B 則有部分

紅色螢光出現，顯示出 E，NS2B，NS3-180，NS2BNS3-180 皆能引起細胞

凋亡，其中以 NS2BNS3-180 表現在細胞引起明顯細胞凋亡（圖十四）。 

 

第六節 分析日本腦炎病毒蛋白表現誘導 Caspase 3 活性分析 

    日本腦炎病毒表現對 HL-CZ 細胞（A）、TE-671 細胞（B）作用 48

小時後，細胞溶解與 Caspase 3 substrate、Assay buffer 作用 2 小時,再利用

cytofluor 測其活性。比較誘導 Caspase 3 蛋白產生的比例。當 Caspase 3 活

性被活化就能初步判定細胞會產生細胞凋亡。 結果發現在 HL-CZ 細胞，

病毒蛋白 E，NS3-180，NS2BNS3-180 表現，細胞會活化明顯 Caspase 3 蛋

白產生，其活化 Caspase 3 蛋白活性的比例依序增加（圖十五）。TE-671

細胞，病毒蛋白NS2B，NS3-180，NS2BNS3-180表現，細胞也會活化Caspase 

3 蛋白產生，其活化 Caspase 3 蛋白活性的比例依序增加（圖十五）。 
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第七節  利用西方墨點法分析病毒蛋白對 HLCZ 細胞及 TE671 細胞之  

細胞凋亡相關 caspase 3、8、9 蛋白活性 

     分別於 HL-CZ 細胞轉染 pE、pNS2B、 pNS3-180，pNS2BNS3-180，

經蛋白表現後，觀察 caspase 3、8、9 蛋白表現量。利用ㄧ抗 anti－caspase 

3、8、9，二抗 anti－mouse co-AP 確認 caspase 3、8、9 蛋白活性，並以

β-actin 當作 internal control。發現在 HL-CZ 細胞當病毒蛋白 NS2B 及

NS3-180 表現會活化 caspase 3、8 蛋白；而病毒蛋白 NS2BNS3-180 表現會

活 化 c a s p a s e  3 、 8 、 9 蛋 白 產 生 。（ 圖 十 六 ）。 

     另外在 TE-671 細胞轉染 pE、pNS2B、 pNS3-180，pNS2BNS3-180，

經蛋白表現後，觀察 caspase 3、8、9 蛋白表現量，分別利用ㄧ抗 anti－

caspase 3、8、9，二抗 anti－mouse co-AP 確認 caspase 3、8、9 蛋白活性，

並以 β-actin 當作 internal control。發現在 TE-671 細胞當病毒蛋白 E、

NS3-180，NS2BNS3-180 有表現會活化 caspase3、9 蛋白。（圖十七）。 

 

第八節 探討日本腦炎病毒蛋白引發細胞凋亡之分子機制。 

    利用流式細胞儀分析活性氧化物。在 TE-671 細胞病毒蛋白 NS2B、

NS2BNS3-180 表現時產生活性氧化物（圖十八）。另外當病毒蛋白

NS2BNS3-180, 在 HL-CZ 細胞表現時有鈣離子濃度上升的趨勢（圖十

九）。利用流式細胞儀分析粒線體膜電位的變化。病毒蛋白 E Protein ，
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NS2BNS3-180 在 HL-CZ 細胞表現時有膜電位下降的情形產生（圖二十）。 

 

第九節 病毒蛋白表現 TE-671 細胞之免疫螢光染色 

   分別將 pE、pNS2B、pNB3-180、pNS2BNS3-180：pDsRed-Mito 以 9

比 1 的比例在 TE-671 細胞進行共同轉染，兩天後以共軛焦分光光譜顯微

鏡觀察。綠色螢光為 anti：His（FITC）所表現出來的 E、NS2B、NB3-180、

NS2BNS3-180 蛋白（D、G、J、M）。紅色螢光為 E、NS2B、NB3-180、

NS2B3-180 表現 pDsRed-Mito 的情形（B、E、H、K、N），merge 後呈現

出黃色螢光（C、F、I、L、O）代表病毒基因在細胞都有表現（圖二十）。 

    另外，又分別將 pE、pNS2B、pNB3-180、pNS2B3-180：pDsRed-Mito

以 9 比 1 的比例在 TE-671 細胞進行共同轉染，兩天後以共軛焦分光光譜

顯微鏡觀察。綠色螢光為 anti：Cytochrome c（FITC）所表現出來的 E、

NS2B、NB3-180、NS2B3-180 蛋白（D、G、J、M）。紅色螢光為 E、NS2B、

NB3-180、NS2B3-180 表現 pDsRed-Mito 的情形（B、E、H、K、N）。當

病毒基因在細胞有表現且誘導細胞凋亡產生走粒線體路徑就能促使

Cytochrome c 從粒線體釋放出來，由（圖二十一 C、F、I、L、O）看出

merge 後並沒有完全呈現黃色螢光，代表 E、NS2B、NB3-180、NS2B3-180

基因表現會促使 Cytochrome c 從粒線體釋放出來，證明能引起細胞凋亡。 
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第五章、討論 
第一節 結果討論 

     日本腦炎病毒引起的典型病程共分為四期包括前驅期、急性期（病

毒血期）、亞急性期（侵犯中樞神經系統）、恢復期。因此本實驗利用 HL-CZ

（人類單核球細胞）細胞株可以觀察病毒血期的情形，另一株 TE-671 則

可以觀察日本腦炎病毒在感染細胞後進入亞急性期侵犯中樞神經系統的

情形與變化。 

    NS2BNS3-180 具有蛋白酶的功能，主要是由日本腦炎病毒非結構性

NS2B，NS3-180 蛋白所構成，而 NS2B 是一個協助 NS3-180 功能的角色。

文獻指出西尼羅河病毒研究 NS3-180 能獨自引發細胞凋亡，而不需要

NS2B 協助
（6）

。故在同屬於黃質病毒屬的日本腦炎病毒裡試圖探討

NS2B、NS3-180 兩者之間對於誘導細胞凋亡的關係。本篇主要探討目的

如下：1 日本腦炎病毒誘導神經細胞是否會產生 HL-CZ 細胞及 TE-671 細

胞凋亡現象？2 病毒蛋白是否能獨自引發細胞凋亡？3 利用活性氧化物、

細胞粒線體膜電位的改變，細胞鈣離子釋放，探討病毒蛋白 E、NS2B、

N S 3 - 1 8 0 、 N S 2 B - N S 3 - 1 8 0 引 發 細 胞 凋 亡 之 分 子 機 制 。 

     流式細胞儀是一台可以偵測細胞週期、細胞凋亡的機器，非常靈

敏，利用流式細胞儀的分選原理，以一萬顆細胞做針測，不會有細胞數

不同的情形。利用流式細胞儀分析日本腦炎病毒感染 HL-CZ 細胞在 MOI
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為 0.1 的條件感染 72 小時可造成 HL-CZ 細胞凋亡，細胞凋亡比例 13.8

％，而相同的條件下感染 TE-671 細胞，在 72 小時誘導細胞凋亡比例只

有 0.7％，明顯的看出 HL-CZ 對日本腦炎病毒有較高的感受性使細胞產

生自殺性反應也就是產生細胞凋亡，這是在 MOI 為 0.1 的條件產生的情

形。另外，當 MOI 為 1 時 48 小時就明顯可以看到 HL-CZ 細胞與 TE-671

細胞產生細胞凋亡，這項結果與 MOI 為 0.1 相作比較，發現在 HL-CZ 細

胞 MOI 為 1 時病毒感染引起細胞凋亡時間由 72 小時提早至 48 小時，時

間提前 24 小時；而在 TE-671 細胞 MOI 為 1 時就有明顯細胞凋亡，因此，

病毒在感染 TE-671 細胞需要有足夠的病毒才能誘導細胞明顯細胞凋亡。 

在這項實驗統計結果觀察到隨病毒感染細胞時間增加誘導細胞凋亡的比

例也隨之增加形成ㄧ個線性趨勢。但在 HL-CZ 細胞卻發現在 96 小時 MOI

為 0.1 誘導細胞凋亡比例比 MOI 為 1 還要高，推測可能與細胞本身代數

替換速率有關，在 37℃、5％CO2培養 HL-CZ 細胞平均 48 小時就必須更

換一次培養液與 TE-671 細胞相比快了 24-48 小時。所以有可能在培養 96

小時產生一些代謝上的變化。理論上 MOI 為 0.1 細胞數比 MOI 為 1 多，

感染 96 小時有較多細胞產生細胞凋亡。 

    當得知日本腦炎病毒 48 小時可使 HL-CZ 及 TE-671 細胞產生明顯細

胞凋亡接下來我們就去探討病毒蛋白是否能獨自引發細胞凋亡？本實驗

研究的病毒蛋白 NS2b-NS3-180 蛋白酶除了有蛋白酶作用，在登革熱病毒
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研究還被發現與細胞凋亡有關
（4）；文獻也指出西尼羅河病毒研究 NS3-180

能獨自引發細胞凋亡
（6）。因此實驗中利用分子選殖技術將得到的各別病

毒表現細胞株以流式細胞儀觀察病毒蛋白 NS3-180、NS2B-NS3-180 表現

HL-CZ 及 TE-671 細胞同樣會產生細胞凋亡，其中又以 NS2B-NS3-180 在

兩株細胞內誘導更明顯細胞凋亡，這項結果也顯示 NS3-180 需要 NS2B

這個輔助因子來提升誘導細胞凋亡程度。 

    此外，在本實驗 HL-CZ 細胞也分析出 E、NS2B 在 HL-CZ 細胞也有

部分誘導細胞凋亡的現象。這項結果在過去登革熱的研究也有發現 E 基

因在細胞裡表現會誘導細胞凋亡
（18）。NS2B 在 HL-CZ 細胞能誘導細胞凋

亡，在過去的文獻並沒有被報導出來，這是本論文研究發現到的新現象。 

    進一步，藉由 Annexin V 染色、Caspase-3 活性分析確認病毒蛋白 E、

NS2B、NS3-180、NS2B-NS3-180 確實造成 HL-CZ 及 TE-671 細胞有不同

程度的細胞凋亡，以 NS2B-NS3-180，NS3-180，E，NS2B 誘導細胞凋亡

比例依序遞減。綜合以上結果發現病毒蛋白在這兩株細胞裡表現所誘發

的細胞凋亡程度 HL-CZ 細胞的數據皆比 TE-671 細胞敏感，猜測可能是

因為細胞本身複製速率不同，一般來說人類單核球細胞（HL-CZ）原本

細胞複製速率就比神經細胞（TE-671）來的快，所以導致 HL-CZ 細胞產

生細胞凋亡比率高於 TE-671 細胞的原因。 

    細胞凋亡的機制，主要是藉由細胞凋亡基因和蛋白的調節表現去調
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控凋亡的機制，包括多種的瀑布式的反應，結果導致細胞的裂解和產生

凋亡小體。而造成這種自殺機制的主要角色為 caspase 家族蛋白，故我們

要去偵測 caspase 蛋白。由 Caspase3 與 Caspase8、9 西方墨點法等試驗確

認病毒蛋白 NS2B、NS3-180、NS2BNS3-180 在  HL-CZ 當病毒蛋白

NS2B、NS3-180，NS2BNS3-180 有表現會活化 caspase 3 蛋白；同時當病

毒蛋白 E、NS2B、 NS3-180，NS2BNS3-180 表現會活化 caspase 8 蛋白，

但病毒蛋白 E 表現卻未活化 caspase 3 蛋白，可能是因為沒有作量化的原

因導致表現病毒E基因的HL-CZ細胞在西方墨點法做 caspase 3蛋白表現

時沒有看見 caspase 3 蛋白表現。另外 NS2BNS3-180 有表現也會活化

caspase 9 蛋白。所以在 HL-CZ 細胞病毒蛋白表現會藉由 Caspase3 與

Caspase8 路徑來誘導細胞凋亡。在 TE-671 細胞當病毒蛋白 E、NS3-180，

NS2BNS3-180 有表現則會活化 caspase 3、 caspase 9 蛋白來誘導細胞凋

亡。藉由西方墨點法驗證 E、NS2B、 NS3-180，NS2BNS3-180 能誘導細

胞凋亡同時在不同細胞表現會誘導不同路徑的細胞凋亡，可能的原因是

因為不同細胞株所以本身就會有不同表現，但最終都會藉由活化

Caspase3 蛋白引起細胞凋亡。 

   利用 DioC6 染劑染色，表現病毒蛋白 E 的 HLCZ 細胞株有粒線體膜

電位下降的趨勢；藉由 FLUO3/AM 染劑測得細胞表現 NS2B3-180 促使細

胞內鈣離子釋放；利用 DCFH-DA 染劑得知表現 NS2B 的 TE671 細胞株
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有活性氧化物的產生；而當細胞表現病毒蛋白 NS2B3-180 時，發現活性

氧化物生成和粒線體膜電位下降而誘導細胞凋亡。 

    綜合以上結果發現NS2BNS3-180表現在兩株細胞內都能顯著的引起

細胞凋亡與文獻結果相符合，同時在西方墨點法也發現日本腦炎病毒蛋

白 NS3-180 也能獨自引發細胞凋亡與西尼羅河病毒研究 NS3-180 能獨自

引發細胞凋亡，而不需要 NS2B 協助結果ㄧ致。但由流式細胞儀分析病

毒蛋白誘導細胞凋亡比例得知在兩株細胞內 NS3-180 誘導細胞凋亡比例

皆比 NS2BNS3-180 顯示 NS3-180 若能得到 NS2B 協助皆提升細胞凋亡比

例。最後，在流式細胞儀分析結果也發現 NS2B 能誘導細胞凋亡產生這

項結果也在本研究方法 Caspase 3 活性分析 、Annexin V 、西方墨點法

得到應證。NS2B 可能藉由活性氧化物誘導細胞凋亡，推測 NS2B 在細胞

表現產生一些過氧化物進到粒線體，經由粒線體內清除系統去除過多過

氧化物，當利線體無法清除過多過氧化物可能就促使粒線體 PT 孔道開啟

釋出 AIF、cytochrome c 到細胞質液中造成細胞凋亡。NS2B 能誘導細胞

凋 亡 在 過 去 文 獻 並 沒 有 報 導 ， 為 本 論 文 研 究 的 新 發 現 。 
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第二節 研究限制 

由於這些日本腦炎病毒蛋白表現有些會誘導細胞凋亡，因此在 DNA

轉染於細胞要不斷的轉染才能看到病毒蛋白的表現。所以在實驗上結

果的ㄧ致性有著很大的考驗，必須ㄧ再確認結果才足以可信，因此在

時間與金錢上都是很大的損傷。 
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第六章、結論與建議 
第一節 結論 

   日本腦炎病毒在 MOI 為 1 的條件下，感染 48 小時候造成 HL-CZ 及

TE-671 細胞產生細胞凋亡。而個別病毒蛋白 E、NS2B、NS3-180、

NS2NS3-180 表現細胞會導致細胞凋亡。其個別病毒蛋白引發細胞凋亡分

子機制在 HL-CZ 細胞 NS2B，NS3-180，NS2BNS3-180 藉由外在路徑死亡

訊息與細胞表面接受器結合放出細胞凋亡訊號後開啟。當開啟細胞凋亡

之後活化起始者 caspase-8和反應者 caspase-3蛋白水解酵素而促進細胞凋

亡。當病毒蛋白 NS2BNS3-180 表現時利用鈣離子釋放而誘導細胞凋亡。

在 TE-671 細胞的表現 E，NS2B，NS3-180，NS2BNS3-180 藉由引發內在

路徑粒線體的標的間接經由外在途徑 caspase-8 分解未活化的蛋白轉移到

粒線體並刺激 cytochrome c 的釋放進而活化 caspase 9，隨後活化反應者

caspase-3 而促進細胞凋亡。 

    在TE-671細胞當病毒蛋白NS2B3-180表現時利用活性氧化物或是鈣

離子的產生促使膜電位的改變來誘導細胞凋亡引發內在路徑粒線體，釋

出 cytochrome c，進而活化起始者 caspase 9，隨後活化反應者 caspase-3

而促進細胞凋亡。 

    另外，在本篇論文研究我們另外發現 NS2B 表現時利用活性氧化物

的產生來誘導細胞凋亡。E Protein 也藉由引發內在路徑粒線體，釋出
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cytochrome c，進而活化起始者 caspase 9，隨後活化反應者 caspase-3 而促

進細胞凋亡。由以上結果發現在不同細胞引發細胞凋亡的分子機制不

同，對此我們有了更深一步了解，未來我們可以更加詳究藉由不同細胞

探討不同時期病程其病毒作用機制為何，將有助對治療重要性。 

 

         

第二節 建議 

   對於本篇的實驗，在未來，我們可以利用西方墨點法做一些本篇沒使

用到的調控細胞凋亡的其他抗體，更進一步探究調控細胞凋亡因子。

而後也可以做抗體的抑制劑，去看他抑制抗體的現象。例如加入caspase 

3抑制劑Ac-DEVD-CHO，去看它抑制caspase 3的現象。對於病毒蛋白

誘導細胞凋亡更進一步確認。 
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表 
 

 

 

表一 MOI 為 0.1 時日本腦炎病毒感染 HL-CZ 細胞之細胞週期分析  

MOI = 0.1  0 24 48 72 96 
1 0 0 1.71 17.47 52.76 
2 0.38 0.59 1.13 12.55 38.47 
3 2.32 2.5 1.72 11.46 39 

AVERAGF  0.9 1.03 1.52 13.82667 43.41 
STDEV  1.244347 1.30679 0.337787 3.201942 8.101673 

 

 

表二 MOI 為 0.1 時日本腦炎病毒感染 TE-671 細胞之細胞週期分析 

MOI = 0.1  0 24 48 72 96 
1 0 0 0 0.87 0.54 
2 0 0.34 0.57 0.31 1.54 
3 0 1.35 1.44 1.12 1.63 

AVERAGF  0 0.563333 0.67 0.766667 1.236667 
STDEV  0 0.702163 0.72519 0.414769 0.605007 
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表三 MOI 為 1 時日本腦炎病毒感染 HL-CZ 細胞之細胞週期分析 

MOI = 1  0 24 48 72 96 
1 1.12 1.38 5.14 21.34 25 
2 0.8 1.6 11.79 12.29 29.54 

AVERAGF  0.96 1.49 8.465 16.815 27.27 
STDEV  0.226274 0.155563 4.70226 6.399316 3.210265 

 

 

表四  MOI 為 1 時日本腦炎病毒感染 TE-671 細胞之細胞週期分析 

MOI = 1  0 24 48 72 96 
1 0.17 0.27 0.31 3.76 4.46 
2 0.33 1.03 6.52 9.41 8.96 

AVERAGF  0.25 0.65 3.415 6.585 6.71 
STDEV  0.113137 0.537401 4.391133 3.995153 3.181981 
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表五 病毒蛋白表現 HL-CZ 之細胞週期分析 
Apoptosis% pcDNA3.1 pE pNS1 pNS2B pNS3-180 pNS2BNS3-180 pNS4A pNS4B 

1 4 7.64 7.13 18 25.92 31.23 7 0 
2 2.1 10.77 7.63 12 18 27.07 9.77 2.18 

AVERAGF 3.05 9.205 7.38 15 21.96 29.15 8.385 1.09 
STDEV 1.343503 2.213244 0.353553 4.242641 5.600286 2.941564 1.958686 1.541493

 

 

 

表六 病毒蛋白表現 TE-671 之細胞週期分析 
Apoptosis% pcDNA3.1 pE pNS1 pNS2B pNS3-180 pNS2B3-180 pNS4A pNS4B 

1 0.01 0.26 0.12 0.15 7.78 15.26 0.06 0 
2 0 0.07 0.07 1.13 6.71 21.33 0.4 0.07 

AVERAGF 0.005 0.165 0.095 0.64 7.245 18.295 0.23 0.035 
STDEV 0.007071 0.13435 0.035355 0.692965 0.756604 4.292138 0.240416 0.049497
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表七 日本腦炎病毒蛋白表現HL-CZ細胞誘導Caspase 3 蛋白產生的比例 
Caspase 

3 
pcDNA3.1 pE pNS1 pNS2B pNS3-180 pNS2B3-180 pNS4A pNS4B 

1 48.8 75.8 60 70 153 173 42 45 
2 21.1 68 53 59 113 110 48 60 

AVERAGF 34.95 71.9 56.5 64.5 133 141.5 45 52.5 
STDEV 19.58686 5.515433 4.949747 7.778175 28.28427 44.54773 4.242641 10.6066

 

 

表八日本腦炎病毒蛋白表現 TE-671 細胞誘導 Caspase 3 蛋白產生的比例 
Caspase 

3 
pcDNA3.1 pE pNS1 pNS2B pNS3-180 pNS2B3-180 pNS4A pNS4B 

1 56 73 59 85 121 136 80 76 
2 24 39 50 74 89 76 49 48 

AVERAGF 40 56 54.5 79.5 105 106 64.5 62 
STDEV 22.62742 24.04163 6.363961 7.778175 22.62742 42.42641 21.92031 19.79899

 

 

 

 

 



 

 - 57 -

 

 

表九 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 HL-CZ 細胞表現後測活性氧化物的

產生與否。 

 pcDNA3.1 pE pNS2B pNS3-180 pNS2BNS3-180 pNS4B 

1 50 47.2 50.7 52 44 29 

2 49.4 48.2 46.6 44.2 41.6 41.1 

3 48.5 45 47.2 42.8 42.7 37.8 

AVERAGF 5 4.74645 5.146011 4.809689 4.615108 4.204988

STDEV 0.150997 0.327414 0.442869 0.99143 0.240278 1.250973

 

表十 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 TE-671 細胞表現後測活性氧化物的

產生與否。 

 pcDNA3.1 pE pNS2B pNS3-180 pNS2BNS3-180 pNS4B 

1 50 24.6 93.6 23.1 90 50 

2 53 17.7 93.3 22 91 40 

AVERAGF 5 2.053398 22.0922 1.206528 20.06652 2.486188

STDEV 2.12132 4.879037 0.212132 0.777817 0.707107 7.071068
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表十一 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 HL-CZ 細胞表現後測細胞鈣離子

的變化。 

  pcDNA3.1 pE pNS2B pNS3-180 pNS2BNS3-180 pNS4B 

1 49 53 57 43 59 40 

2 50 52 46 47 64 32 

AVERAGF 5 5.30303 4.904762 4.368932 6.833333 2.926829

STDEV 0.141421 0.141421 1.555635 0.565685 0.707107 1.131371

 

 

表十二 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 TE-671 細胞表現後測細胞鈣離子

的變化。 

  pcDNA3.1 pE pNS2B pNS3-180 pNS2BNS3-180 pNS4B 

1 49 12.3 1.8 1.8 19.6 1 

2 50 12.7 1.7 3.6 10.5 1.5 

AVERAGF 5 1.262626 0.176768 0.272727 1.520202 0.126263

STDEV 0.141421 0.056569 0.014142 0.254558 1.286934 0.070711
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表十三 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 HL-CZ 細胞表現後測膜電位的變

化 

。 pcDNA3.1 pE pNS2B pNS3-180 pNS2BNS3-180 pNS4B 

1 49 68 44.5 50 52 45 

2 50 65 46.8 54 53 42 

AVERAGF 5 6.717172 4.611111 5.252525 5.30303 4.393939

STDEV 0.141421 0.424264 0.325269 0.565685 0.141421 0.424264

 

 

表十四 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 TE-671 細胞表現後測膜電位的變

化。 

    pcDNA3.1 pE pNS2B pNS3-180 pNS2BNS3-180 pNS4B 

1 52 42.3 54.2 58 83 45 

2 46 41.7 60.6 53 68 31 

AVERAGF 5 4.285714 5.857143 5.663265 7.704082 3.877551

STDEV 0.848528 0.084853 0.905097 0.707107 2.12132 1.979899
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圖 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖一 分析日本腦炎病毒分別在 MOI 為 0.1 及 1 的條件下感染 HL-CZ 及

TE-671 細胞，在 24-96 小時誘導細胞凋亡程度。 
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       M  NS2B              M  NS3-180               M  NS2BNS3-180 

               

       （A）               （B）                （C） 

 

 

 圖二  NS2B（A）、NS3-180（B）、NS2BNS3-180（C）PCR 電泳圖 

將 PCR DNA 產物跑 2%瓊酯凝膠（2% agarose gel）進行電泳分析，確定

PCR 產物片段大小正確。 
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M    NS2B               M    NS3-180                  M  NS2BNS3-180 

                          

      （A）               （B）                   （C） 

 

 

圖三 基因轉殖電泳分析 

分別利用 BamHΙ、EcoRΙ限制內切酶處理接到相同切位的 pcDNA 載體上

經轉型到勝任細胞上，再利用基因轉殖電泳分析進行質體選殖。

NS2B/pcDNA3.1（A）、NS3-180/pcDNA3.1（B）、NS2BNS3-180/pcDNA3.1

（C）  
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            A：pcDNA/His C              E：pE 

        

            B： pcDNA/His C（EGFP）      F：pE（EGFP） 

        
            C：anti：His（Rhodamine）    G：anti：His（Rhodamine） 

        

            D：B＋C merge                H：F＋G merge 

圖四 E 蛋白表現 HL-CZ 細胞之免疫螢光染色   

在 HL-CZ 細胞分別進行（pcDNA/His C，pE）：pEGFP 以 9 比 1 的比例

進行轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖 B、

F），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）表現出來的 E 蛋白（圖 G），

merge 後呈現黃色螢光（圖 D、H）。  
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   A：pNS1                    E：pNS2B 

        
           B：pNS1（EGFP）             F：pNS2B（EGFP） 

       
  C：anti：His（Rhodamine）     G：anti：His（Rhodamine）                          

       

           D：B＋C merge                H：F＋G merge 

圖五 NS1、pNS2B 蛋白表現 HL-CZ 細胞之免疫螢光染色   

在 HL-CZ 細胞分別進行（pNS1，pNS2B）：pEGFP 以 9 比 1 的比例進行

轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖 B、F），

紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）表現出來的 NS1、pNS2B 蛋白（圖

C、G），merge 後呈現黃色螢光（圖 D、H）。                        
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             A：pNS3-180                E：pNS2bns3-180 

       

            B：pNS3-180（EGFP）        F：pNS2BNS3-180（EGFP） 

       
   C：anti：His（Rhodamine）     G：anti：His（Rhodamine）                          

                   
            D：B＋C merge               H：F＋G merge 

圖六 NS3-180、NS2BNS3-180 蛋白表現 HL-CZ 細胞之免疫螢光染色   

在 HL-CZ 細胞分別進行 pNS3-180，pNS2BNS3-180 與 pEGFP 以 9 比 1 的比

例進行轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖

B、F），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）表現出來的 NS3-180、

NS2BNS3-180 蛋白（圖 C、G），merge 後（圖 D、H）。 
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     A：pNS4A                  E：pNS4B 

       

 B：pNS4A（EGFP）           F：pNS4B（EGFP） 

       
    C：anti：His（Rhodamine）     G：anti：His（Rhodamine） 

       

           D：B＋C merge               H：F＋G merge 

圖七 NS4A、NS4B 蛋白表現 HL-CZ 細胞之免疫螢光染色    

在 HL-CZ 細胞分別進行（pNS4A，pNS4B）：pEGFP 以 9 比 1 的比例進

行轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖 B、

F），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）表現出來的 NS4A、NS4B 蛋

白（圖 C、G），merge 呈現黃色螢光（圖 D、H）。 
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   A： pcDNA/His C（EGFP）       D：pE（EGFP） 

 

       

    B：anti：His（Rhodamine）      E：anti：His（Rhodamine） 

 

       

 C：A＋B merge                  F：D＋E merge 

 

圖八 E 蛋白表現 TE-671 細胞之免疫螢光染色   

在 TE-671 細胞分別進行（pcDNA/His C，pE）：pEGFP 以 9 比 1 的比例

進行共同轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP 蛋白

（圖 A、D），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）所表現出來的 E 蛋

白（圖 E），merge 後呈現出黃色螢光（圖 C、F）。 
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     A：pNS1（EGFP）           D：pNS2B（EGFP） 

 

       
     B：anti：His（Rhodamine）     E：anti：His（Rhodamine） 

 

       
 C：A＋B merge                  F：D＋E merge 

 

圖九 NS1、NS2B 蛋白表現 TE-671 細胞之免疫螢光染色 

在 TE-671 細胞分別進行（pNS1，pNS2B）：pEGFP 以 9 比 1 的比例進行

共同轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖 A、

D），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）所表現出來的 NS1、pNS2B

蛋白（圖 B、E），merge 後呈現出黃色螢光（圖 C、F）。 
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     A：pNS3-180（EGFP）        D：pNS2BNS3-180（EGFP） 

 

       
    B：anti：His（Rhodamine）      E：anti：His（Rhodamine） 

 

       

  C：A＋B merge                  F：D＋E merge 

 

圖十 NS3-180、NS2BNS3-180 蛋白表現 TE-671 細胞之免疫螢光染色 

在 TE-671 細胞分別進行 pNS3-180，pNS2BNS3-180：pEGFP 以 9 比 1 的

比例進行共同轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP

蛋白（圖 A、D），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）所表現出來的

NS3-180、NS2BNS3-180 蛋白（圖 B、E），merge 後呈現出黃色螢光（圖

C、F）。 
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    A：pNS4A（EGFP）           D：pNS4B（EGFP） 

 

       

       B：anti：His（Rhodamine）    E：anti：His（Rhodamine） 

 

       

    C：A＋B merge                  F：D＋E merge 

 

圖十一 NS4A、NS4B 蛋白表現 TE-671 細胞之免疫螢光染色 

在 TE-671 細胞分別進行（pNS4A，pNS4B）：pEGFP 以 9 比 1 的比例進

行共同轉染，培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。綠色螢光為 EGFP 蛋白（圖

A、D），紅色螢光利用 anti：His（Rhodamine）所表現出來的 NS4A、NS4B

蛋白（圖 B、E），merge 後呈現出黃色螢光（圖 C、F）。 
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          A： pcDNA/His C             F：pcDNA/His C（FITC） 

 

 

       B：pE                       G：pE（FITC） 

                                       

                          

        C：pNS2B                    H：pNS2B（FITC） 

 

 

        D：pNS3-180                 I：pNS3-180（FITC） 

 

 

       E：pNS2BNS3-180            J：pNS2BNS3-180（FITC） 

 

圖十二 E、NS2B、NB3-180、NS2BNS3-180 蛋白表現 TE-671 細胞之免

疫螢光染色 

分別將 pE、pNS2B、pNB3-180、pNS2BNS3-180 轉染在 TE-671 細胞，

培養兩天後以螢光顯微鏡觀察。自然視野下觀察到 E、NS2B、NB3-180、

NS2BNS3-180 蛋白表現在 TE671 細胞（圖 B、C、D、E）。綠色螢光為

利用 anti：JEV（FITC）所表現出來的 E、NS2B、NB3-180、NS2BNS3-180

蛋白（圖 G、H、I、J）。 
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圖十三 日本腦炎病毒蛋白分別對 HL-CZ 細胞與 TE671 細胞誘導細胞凋

亡程度。 
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                 A： pcDNA/His C        F：pcDNA/His C（Annexin V）                    

 

 

 

                 B：pE                    G：pE （Annexin V） 

                                 

 

           C：pNS2B                 H：pNS2B（Annexin V） 

                                 

               

     D：pNS3-180               I：pNS3-180（Annexin V） 

                                 

 

              E：pNS2BNS3-180          J：pNS2BNS3-180（Annexin V） 

圖十四 Annexin V 染色        

TE-671 細胞轉染 pcDNA3.1、pE 、pNS2B、 pNS3-180，pNS2BNS3-180，

經蛋白表現後，與 Annexin V 染劑作用 15 分鐘後，於螢光顯微鏡下觀察

到紅色螢光，為初期細胞凋亡的表現。 
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圖十五 Caspase 3 活性分析 

日本腦炎病毒蛋白表現分別對 HL-CZ 細胞及 TE671 細胞作用兩天後，細

胞溶解與 Caspase 3 substrate、Assay buffer 作用 2 小時,再利用 cytofluor

測其活性。比較誘導 Caspase 3 蛋白產生的比例。當 Caspase 3 活性被活

化就能初步判定細胞會產生細胞凋亡。  
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                        C  E  NS2B NS3 NS2B3 

                               － pro-caspase3 

Caspase-3    － active caspase   

 

                               － pro-caspase8 

Caspase-8 

－active caspase 8    

 

－ pro-caspase 9 

            Caspase-9 

－ active caspase 9   

 

                       

 

                    

圖十六 利用西方墨點法分析病毒蛋白對 HL-CZ 細胞之細胞凋亡相關

caspase 3、8、9 蛋白活性。 

分別利用ㄧ抗 anti－caspase 3、8、9，二抗 anti－mouse co-AP 確認 caspase 

3、8、9 蛋白活性，並以 β-actin 當作 internal control。 

 

 

 

 β－Actin 
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圖十七 利用西方墨點法分析病毒蛋白對 TE-671 細胞之細胞凋亡相關

caspase 3、8、9 蛋白活性。 

分別利用ㄧ抗 anti－caspase 3、8、9，二抗 anti－mouse co-AP 確認 caspase 

3、8、9 蛋白活性，並以 β-actin 當作 internal control。 
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圖十八  利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 HL-CZ 及 TE-671 細胞表現後測

活性氧化物的產生與否。利用數據表示：當 ROS 的％小於 Control 代表

無自由基產生。（
＊

P＜0.01 ,＊＊
P＜0.01） 
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圖十九 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 HL-CZ 及 TE-671 細胞表現後測鈣

離子的變化。利用數據表示：當鈣離子％小於 Control 代表鈣離子沒有釋

出。（
＊

P＜0.05） 
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        圖二十 利用流式細胞儀測 JEV蛋白在HL-CZ及TE-671細胞表現後測膜

電位的變化。利用數據表示：當 MMP％小於 Control 代表膜電位沒有改

變。（
＊＊，＊

P＜0.05） 
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A：pcDNA/His C（FITC）    B：pcDNA/His C（pDsRed-Mito）  C：A＋B merge 

             

D：pE（FITC）              E：pE（pDsRed-Mito）           F：D＋E merge 

             

G：pNS2B（FITC）          H：pNS2B（pDsRed-Mito）        I：G＋H merge 

             

J：pNS3-180（FITC）       K：pNS3-180（pDsRed-Mito）     L：J＋K merge 

              

M：pNS2BNS3-180（FITC）    N：pNS2BNS3-180（pDsRed-Mito） O：M＋N merge 

圖二十一 病毒蛋白表現 TE-671 細胞之免疫螢光染色 

將 pE、pNS2B、pNB3-180、pNS2BNS3-180：pDsRed-Mito 以 9 比 1 的比

例在 TE-671 細胞進行共同轉染。綠色螢光為 anti：His（FITC）所表現出

來的 E、NS2B、NB3-180、NS2BNS3-180 蛋白（D、G、J、M）。紅色螢

光為 E、NS2B、NB3-180、NS2BNS3-180 表現 pDsRed-Mito 的情形（B、

E、H、K、N），merge 後呈現出黃色螢光（C、F、I、L、O）。 
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A：pcDNA/His C（FITC）    B：pcDNA/His C（pDsRed-Mito）C：A＋B merge 

             

D：pE（FITC）             E：pE（pDsRed-Mito）         F：D＋E merge 

             

G：pNS2B（FITC）          H：pNS2B（pDsRed-Mito）      I：G＋H merge 

             

J：pNS3-180（FITC）       K：pNS3-180（pDsRed-Mito）   L：J＋K merge 

             
M：pNS2BNS3-180（FITC）    N：pNS2BNS3-180（pDsRed-Mito）O：M＋N merge 

圖二十二 病毒蛋白表現 TE-671 細胞之免疫螢光染色 

將 pE、pNS2B、pNB3-180、pNS2BNS3-180：pDsRed-Mito 以 9 比 1 的比

例在 TE-671 細胞進行共同轉染。綠色螢光為 anti：Cytochrome c（FITC）

所表現出來的 E、NS2B、NB3-180、NS2BNS3-180 蛋白（D、G、J、M）。

紅色螢光為 E、NS2B、NB3-180、NS2BNS3-180 表現 pDsRed-Mito 的情

形（B、E、H、K、N），merge 後呈現出黃色螢光（圖 C、F、I、L、O）。 
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附錄一 

1. DNA 電泳（DNA electrophoresis） 

（1） TAE buffer：40 mM Tris.Acetate, 2 mM EDTA,pH=8.5 

（2） EtBr：0.5 /ml 溴化乙苯啡啶 ethidium bromide（intercalation agent） 

（3） DNA 染劑：0.25%(w/v) bromophenol blue,0.25%(w/v)xylene cyaol 

FF,30%(v/v)glycerol in  ddH2O 

 

2. 蛋白質之電泳分析與西方轉漬分析 

（1） 1.5M Tris-base (pH8.8)：5.4g tris-base add ddH2O 250ml pH=8.8 

（2） 0.5M Tris-HCl (pH6.8)：7.88gtris-HCl,dd ddH2O 100ml,pH=6.8 

（3） 10% SDS：10g SDS sodium dodecyl sulfate ,add ddH2O 100ml 

（4） 10% APS：ammonium persulfate 1g/10ml ddH2O 

（5） 4% Stacking gel：ddH2O 1.35ml,30%Acy/Bis 0.27ml,0.5M Tris-HCl 

(pH6.8)0.55ml, APS10% 22.5μl,10% SDS 22.5μl,TEMED 3.5μl 

（6） 12% separating gel：ddH2O 4ml ,30 % Acy/Bis 4.8ml,1.5M Tris-base 

(pH8.8)3.0ml, APS 10% 120μl,10% SDS 120μl,TEMED 6.5μl 

（7） 2X sample loading buffer：glyceol 2.5 ml , 2-mercaptoethanol 100μl, 

10% SDS 2 ml, 0.5 M Tris-HCl 1.25 ml, pH6.8, 0.5% 

(W/V)bromophenyl blue 0.2ml, ddH2O 3.55 ml , glycerol 2.5ml 

（8） 10X running buffer：30g tris-base,144g glycine,10% SDS100ml add 

distilled water to 1L 
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（9） Transfer buffer：8.72g tris-base,4.4g glycine, add ddH2O to 1.5L, pH 

8.4,add methanol 300ml,10% SDS 5.6mlstore at 4℃ 

（10） 10x TBS（Tris buffer saline）：200 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 M NaCl 

（11） 1x TBST：1x TBS contain 0.1% Tween-20 

（12） 5% skim milk：2.5g skim milk/50ml TBST 

3. 細胞週期測定：流式細胞儀 

（1） propidium iodide（PI）染劑 1mg/ml（Sigma） 

（2） RNase A 10μg/ml（Sigma） 
4. 活性氧化物測定：流式細胞儀（BD Biosciences，FACS101） 

（1） DCFH-DA 染劑 10μΜ（Sigma） 

5. 粒線體膜電位測定：流式細胞儀 

（1） DioC6 染劑 400μΜ（Calbiochem） 

6. 鈣離子測定：流式細胞儀 

（1） FLUO3/AM 染劑 1ml（5μg/ml）（Calbiochem） 
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附錄二 

儀器、器材 

（1）  4℃冰箱（DEL-625） 

（2）  -20℃冰箱（Caravell） 

（3）  -80℃低溫冷凍機（Revco） 

（4）  恒溫水浴槽（TKS） 

（5）  PCR Express（Thermo Hybaid） 

（6）  PCR System 480（PERKIN ELMER） 

（7）  Mini gel migration trough（Cosmobio） 

（8）  BioDoc-It System（UVP） 

（9）  無菌操作箱 VCM-620 

（10） 二氧化碳培養箱（Forma Scientific） 

（11） 迴轉式震盪培養箱（Forma Scientific） 

（12） 高速冷凍離心機（Hitachi CR21FC） 

（13） 離心機（Beckman Avanti J-25） 

（14） 乾式低溫恆溫槽（Scinic EC-301） 

（15） 乾浴槽（Firstek Scientific B101） 

（16） Orbital Skaker（TKS OS701） 

（17） Vortex-2 genie（Secientific Industries） 
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（18） 紫外光可見光光譜儀（Beckman DU-650） 

（19） Bio-Rad 蛋白質電泳槽 

（20） Bio-Rad 半乾式的電泳轉漬槽 

（21） 秤重器（MonoBloc） 

（22） Stirrer/Hatplate（Corning） 

（23） Microprocessor PH meter（SUNTEX） 

（24） Confocal Spectral Microscope （Leica TCS SP2） 

（25） cytoFluor Multi-well plate Reader series4000（DerSeptive 

Biosystems） 

（26） 流式細胞儀（BDFACS） 
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附錄三 
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附錄三－一 MOI 為 0.1 時日本腦炎病毒感染 HL-CZ 細胞之細胞週期分

析  

利用流式細胞儀評估 MOI 為 0.1 的條件下 HL-CZ 經由感染日本腦炎病毒

24-96 小時所造成的細胞凋亡程度（  指示）。數據由 Modfit 軟體分析。 
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 E ：96hr 

附錄三－二 MOI 為 0.1 時日本腦炎病毒感染 TE-671 細胞之細胞週期分

析 利用流式細胞儀評估 MOI 為 0.1 的條件下 TE-671 經由感染日本腦炎

病毒 24-96 小時造成的細胞凋亡程度（  指示）。數據由 Modfit 軟體分析。 
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附錄三－三 MOI 為 1 時日本腦炎病毒感染 HL-CZ 細胞之細胞週期分析 

利用流式細胞儀評估 MOI 為 1 的條件下 HL-CZ 經由感染日本腦炎病毒

24-96 小時所造成的細胞凋亡程度（  指示）。數據由 Modfit 軟體分析。 
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附錄三－四  MOI為 1時日本腦炎病毒感染TE-671細胞之細胞週期分析 

利用流式細胞儀評估 MOI 為 1 的條件下 TE-671 經由感染日本腦炎 病毒

24-96 小時所造成的細胞凋亡程度（  指示）。數據由 Modfit 軟體分析。 



 

 - 90 -

 

 

  

Channels (PE-A)
0 20 40 60 80 100 12

N
um

be
r

0
10

0
20

0
30

0
40

0
50

0

Aggregates
Apoptosis
Dip G1
Dip G2
Dip S

  

Channels (PE-A)
0 20 40 60 80 100 120

N
um

be
r

0
10

0
20

0
30

0
40

0
50

0

Aggregates
Apoptosis
Dip G1
Dip G2
Dip S

 

              A：pcDNA3.1                       B：pE 

    

Channels (PE-A)
0 20 40 60 80 100 120

N
um

be
r

0
10

0
20

0
30

0
40

0
50

0
60

0

Aggregates
Apoptosis
Dip G1
Dip G2
Dip S

Channels (PE-A)
0 20 40 60 80 100 120

N
um

be
r

0
90

18
0

27
0

36
0

Aggregates
Apoptosis
Dip G1
Dip G2
Dip S

 

            C：pNS1                          D：pNS2B 

 

 

附錄三－五 NS1、E 與 NS2B 蛋白表現 HL-CZ 之細胞週期分析   

利用流式細胞儀評估在 HL-CZ 細胞內經由日本腦炎病毒蛋白表現後所造

成的細胞凋亡比例（  指示）。數據結果由 Modfit 軟體分析。 
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附錄三－六 NS3-180、NS2BNS3-18、NS4A 與 NS4B 蛋白表現 HL-CZ 細

胞之細胞週期分析 

利用流式細胞儀評估在 HL-CZ 細胞內經由日本腦炎病毒蛋白表現後 所

造成的細胞凋亡比例（  指示）。數據結果由 Modfit 軟體分析。 
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附錄三－七 NS1、E 與 NS2B 蛋白表現 TE-671 之細胞週期分析  

利用流式細胞儀評估在TE-671細胞內經由日本腦炎病毒蛋白表現後所造

成的細胞凋亡比例（  指示）。數據結果由 Modfit 軟體分析。 
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附錄三－八 NS3-180、NS2BNS3-18、NS4A 與 NS4B 蛋白表現 TE-671

細胞之細胞週期分析 

利用流式細胞儀評估在TE-671細胞內經由日本腦炎病毒蛋白表現後所造

成的細胞凋亡比例（  指示）。數據結果由 Modfit 軟體分析。 
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附錄三－九  利用流式細胞儀測 JEV蛋白在HL-CZ細胞表現後測活性氧

化 物的產生與否。 

 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時後吸去培養液，細胞經過

清洗步驟後，細胞加入 DCFH-DA 染劑，移至 FACS 管，37℃避光反應

30 分鐘後，再以流式細胞儀進行分析。 
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附錄三－十  利用流式細胞儀測 JEV蛋白在TE-671細胞表現後測活性氧

化物的產生與否。 

 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時後吸去培養液，細胞經過

清洗步驟後，細胞加入 DCFH-DA 染劑，移至 FACS 管，37℃避光反應

30 分鐘後，再以流式細胞儀進行分析。 
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附錄三－十一 利用流式細胞儀測 JEV 蛋白在 HL-CZ 細胞表現後測細胞

鈣離子的變化。 

 

2×105cell/well 轉染於 6-well ，48 小時後吸去培養液，加入 FLUO3/AM

染劑，37℃培養箱避光反應 30 分鐘，離心去除上清液，加入 PBS，並移

至 FACS 管，再以流式細胞儀進行分析。 
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附錄三－十二  利用流式細胞儀測 JEV蛋白在TE-671細胞表現後測細胞

鈣離子的變化。 

 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well ，48 小時後吸去培養液，加入 FLUO3/AM

染劑，37℃培養箱避光反應 30 分鐘，離心去除上清液，加入 PBS，並移

至 FACS 管，再以流式細胞儀進行分析。 
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附錄三－十三  利用流式細胞儀測 JEV蛋白在HL-CZ細胞表現後測膜電

位的化。 

 

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時後吸去培養液，細胞經過

洗滌後加入 DioC6 染劑，移至 FACS 管，37℃避光反應 30 分鐘後，再以

流式細胞儀進行分析。 
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附錄三－十四  利用流式細胞儀測 JEV蛋白在TE-671細胞表現後測膜電

位的變化。   

  

將 2×105cell/well 轉染於 6-well plate，於 48 小時後吸去培養液，細胞經過

洗滌後加入 DioC6 染劑，移至 FACS 管，37℃避光反應 30 分鐘後，再以

流式細胞儀進行分析。 
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