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牛流行熱 G 蛋白次單位

疫苗之開發

病毒簡介

牛流行熱（bovine ephemeral fever，BEF）

是由牛流行熱病毒（bovine ephemeral 

fever virus，BEFV）所引起，該病毒屬

桿狀病毒科（Rhabdoviridae），外形即

呈桿狀、子彈狀（見圖 1），病毒表面

具封套，基因體為單股負股的 RNA。本

病之傳播非透過空氣、食入等直接性傳

播，而是需經由庫蠓（Culicoides spp.）

等吸血節肢動物媒介。臺灣首發病例於

1967 年，之後約每 3 至 6 年爆發，造

成酪農業嚴重經濟損失。

牛流行熱之防疫與 G 蛋白次單位

疫苗開發

目前臺灣牛流行熱免疫是以接種

組織細胞培養後不活化之病毒為對策，

臺灣市場上包括本所之產品共計有 3 家

動物用藥品製造廠生產本疫苗，有效

的不活化疫苗免疫反應仰賴高的不活

化抗原量，然組織培養所獲得的病毒

力價卻不高，僅 106.5 TCID50/mL 左右，

因此開發更經濟而有效的疫苗是需要

的。G 蛋白是牛流行熱病毒表面的醣蛋

白（glycoprotein），其立體構型是形成

homotrimer 之 4 級結構，並依靠其蛋白

羧基端的區域附著在封套上。

前人研究發現將純化後的牛流行熱

病毒 G 蛋白免疫牛隻可誘發保護性中

和抗體產生，有效抵抗實驗室中的強毒

圖 1、牛流行熱病毒於電子顯微鏡下呈現桿狀、

子彈狀之外貌。
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攻毒。又近年來，利用牛痘病毒表現系

統（vaccinia virus expression system），

以 及 桿 狀 病 毒 表 現 系 統（baculovirus 

expression system），成功地表現具抗原

性的重組 G 蛋白，在在顯示牛流行熱病

毒表面的G蛋白具強抗原性、免疫原性，

且可引發中和抗體產生，故目前本實驗

室試圖利用桿狀病毒表現系統開發牛流

行熱 G 蛋白次單位疫苗。

牛流行熱 G 蛋白次單位疫苗開發

過程

牛流行熱 G 蛋白次單位疫苗開發主

要流程是將 G 蛋白核酸片段構築到桿狀

病毒染色體，而後將重組桿狀病毒感染

昆蟲細胞，利用昆蟲細胞做為蛋白生產

平臺，將所生產的重組G蛋白免疫牛隻，

以開發次單位疫苗（圖 2）。

工作初始，先自牛流行熱病毒野外

分離株進行病毒核酸萃取，並以牛流行

熱 G 蛋白之專一性引子對進行反轉錄聚

合酶鏈鎖反應（RT-PCR），反應後獲得

專一性增幅之核酸條帶，大小約 1.8kb

（圖 3）。而後將此 G 蛋白之專一性核

酸片段構築至桿狀病毒染色體。本研究

已構築各種不同長度及融合不同片段之

G 蛋白重組桿狀病毒，共獲得 10 個特

性不同的重組 G 蛋白（圖 4），進一步

圖 2、牛流行熱G 蛋白次單位疫苗開發主要流程。

首先使用反轉錄聚合酶連鎖反應來增幅G

蛋白的基因，將增幅後的核酸片段以重組

反應送入桿狀病毒之染色體並轉染於昆蟲

細胞，並篩選純化具G 蛋白基因片段的重

組桿狀病毒，最後將此桿狀病毒感染昆蟲

細胞來製造重組 G 蛋白。

圖 3、以牛流行熱G 蛋白之專一性引子對來進行

反轉錄聚合酶鏈鎖反應（RT-PCR），反應

後獲得專一性增幅之核酸條帶。
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地利用多個抗血清來辨認以區別此 10

個重組 G 蛋白是否具不同的抗原性（圖

5），經由間接免疫螢光染色結果可見，

蛋白編號 1、2、8、9、10 皆具相當不

錯的抗原性，尤當與高免血清編號 2、

3、4、7 反應時（高免血清編號 2、3、

4 來自感染牛流行熱發病之病牛；編號

7 來自將純化的野外分離株免疫紐西蘭

大白兔而獲得）。

後續進一步地將重組 G 蛋白施打在

牛隻評估其免疫原性（圖 6），先選擇

2 號及 10 號重組 G 蛋白，在混合適當

佐劑後給予肌肉注射，並經 3 週後予以

補強注射，可見接受 2 號重組 G 蛋白注

射的 1 號及 2 號牛，在初次免疫後 3 週

即被誘發產生 4 倍之中和抗體，而再經

補強後，中和抗體迅速上升至 64-128

倍。反觀接受 10 號重組 G 蛋白注射的 4

號及 5 號牛，即使經過 1 次補強，皆沒

有保護性中和抗體被誘發。伴隨免疫後

之時間拉長，1 號及 2 號牛隻血清中和

抗體力價有逐漸消退之傾向，然在半年

後予以第 2 次補強後，1 號及 2 號牛隻

之牛流行熱血清中和抗體力價又上升至

64-256 倍。此免疫原性評估結果顯示 2

號重組 G 蛋白具有做為次單位疫苗開發

之潛力。

牛流行熱 G 蛋白次單位疫苗之展望

牛流行熱所造成之經濟損失主要為

致使泌乳牛乳量下降，為防範其疫情爆

發及其後續損失，政府防疫政策為 4-6

月齡小牛經過初次免疫後 3 週予以 1 次

圖 5、利用多個抗血清來辨認以區別此 10 個重

組G 蛋白是否具不同的抗原性。

圖 4、Lane3~Lane12 為 10 個特性不同的重組

G 蛋白。
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圖 6、將重組G 蛋白施打在牛隻評估其免疫原性。牛 1 及牛 2 為接受 2 號重組G 蛋白注射之試驗組，

牛 4 及牛 5 則為接受 10 號重組G 蛋白注射之另一試驗組。其免疫方式皆為以肌肉注射方式給

予 10 μg 之重組 G 蛋白 ( 混合適當佐劑 )，經初次免疫 3 週後再予以補強，之後每 2 週採血測

定血清中和抗體力價以評估保護性。

補強，而後每半年補強 1 次；酪農戶為

避免損失也皆積極使用疫苗，因此在國

內牛流行熱不活化疫苗一直存在有一定

之市場。根據文獻，牛流行熱 G 蛋白的

免疫僅需 0.5μg 即可提供保護力，顯示

其每劑所需生產成本將會比現今之組織

培養不活化疫苗來的低。

本所目前除積極開發牛流行熱 G 蛋

白次單位疫苗，也佐以開發牛流行熱

YHL 活毒疫苗，期待將來兩疫苗產品成

功發展出來後，可讓活毒免疫誘發完善

的免疫機制，而以 G 蛋白次單位疫苗的

免疫促使更高之中和抗體產生，以延長

群體中的抗體保護效期，俾有效防範牛

流行熱。
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