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蘭嶼豬內源性反轉錄病毒的檢測 (1)
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摘　　要

本試驗旨在檢測蘭嶼豬豬內源性反轉錄病毒 (porcine endogenous retrovirus, PERV) 存在與表現狀況，採集飼養

於臺東種畜繁殖場蘭嶼豬群 38 件的血液樣本，收集分離取得周邊血液單核球細胞 (peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC)，利用 PCR 檢測 PERV 前病毒核心蛋白基因 (gag)、多聚酶基因 (pol) 及囊膜基因 (env) 之 DNA 片段，另用

RT-PCR 方法檢測 PERV 前病毒 mRNA 序列片段。結果在 38 份 DNA 樣品中均檢測出了 PERV 前病毒組 DNA 的存 
在；另 RT-PCR 檢測 38 份 RNA 樣品中均有 PERV 前病毒 RNA 的表現。結論檢測蘭嶼豬體內均存在豬內源性反轉

錄病毒，且能被轉錄以 mRNA 的形式表現，此結果提供蘭嶼豬建立 PERV 生物安全性評估之試驗基礎。

關鍵詞：豬內源性反轉錄病毒、蘭嶼豬、聚合酶連鎖反應。

緒　　言

豬被視為供應人類異種器官移植之重要來源 (Ekser and Cooper, 2010)，自 Patience et al. (1997) 等發現豬內源性

反轉錄病毒 (porcine endogenous retrovirus, PERV) 在體外可以感染人類細胞，學者研究將豬胰島細胞移植至非肥胖

型糖尿病、重症併免疫缺陷 (non-obese diabetes, severe combined immunodeficiency, NOD/SCID) 小鼠體內，試驗結果

證實 PERV 可感染小鼠 (van der et al., 2000)，引起對於異種器官移植安全性的受到重視。PERV 遺傳物質為 RNA，

透過反轉錄酶的作用下反轉錄合成 DNA，DNA 再嵌入至宿主染色體內 (Löwer et al., 1996) 以永久形式存在豬體內 
(Ericsson et al., 2001; Patience et al., 2001)。PERV 基因組全長為 8 kb 左右，5’、3’ 兩端為非編碼區，中間為 gag、
pol 及 env 三種編碼基因所構成 (Krach et al., 2001)。蘭嶼豬為我國特有小型豬種，畜產試驗所為因應「發展豬隻供

作醫學研究之用」的政策 ( 臺東種畜繁殖場，1996)，於民國 69 年自蘭嶼引種 4 公 16 母進行種原保存 ( 李，1998)，
並以蘭嶼豬為基礎種畜群，進行小型豬新品種與新品系的選育與種畜登錄工作 ( 行政院農業委員會公告，2007)，規

劃適合醫學實驗用豬隻品種，國外許多研究系統性對實驗用豬內源性病毒進行檢測、探討作用機制及鑑定 (Jung et 
al., 2013; Semaan et al., 2013; Guo et al., 2014; Tang et al., 2015)。本研究對蘭嶼豬中 PERV 的存在與表現情況進行檢

測，對於病原安全性評估具重要的意義。

材料與方法

I. 樣品採集

蘭嶼豬飼養於臺東種畜繁殖場，條件為自然溫度、濕度和光照，試驗為 3 至 6 月齡 38 頭豬隻公母各半，採

取 3至 5 mL全血，於 5 ml  Ficoll濃度梯度 (Ficoll-PaqueTM Plus, GH Healthcare, Sweden)進行分離，離心機 (KN-70, 
KUBOTA, Japan) 離心條件為 500 ×g 30 分鐘，可見血液明顯分層，吸取中間雲霧層細胞，即為周邊血液單核球細

胞 (Peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)，將收集的 PBMCs 用 PBS 洗滌，以 500 ×G 離心條件進行細胞收 
集，完成後再洗滌一次，即可用於樣品 DNA 及 RNA 的提取。
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II. PERV 之 PCR 檢測

(i) DNA 與 RNA 的製備：

DNA 的製備利用 DNA 純化套組 (QIAamp DNA Mini kit, Qiagen, GmbH, Hilden) 依照其操作步驟進行

DNA 之萃取及純化，之後進行 PCR 檢測病毒核苷酸。RNA 的製備利用 RNA 純化套組 (QIAamp RNA Mini 
kit, Qiagen) 依照其操作步驟進行 RNA 之萃取及純化，RT-PCR 逆轉錄反應在 20 μL 體系中進行，以 1 μL 
PBMC 總 RNA 為模板，1 μL Oligo dT (Invitrogen, USA) 50 µM 為引子，添加 1 μL 10 mM dNTP (Invitrogen, 
USA) 混合， 條件 65℃ 5 分鐘，之後加入 4 μL 5 × First-Strand buffer、1 μL 0.1 M DTT (Invitrogen, USA)、1 
μL RNaseOUTTM (Invitrogen, USA) 及 1 μL SuperScriptTM Ⅲ反轉錄酶 (Invitrogen, USA) 200 U/μL， 50℃ 1 小

時反轉錄酶的作用下反轉錄合成 cDNA。

(ii) 序列引子設計：

根據已發表的檢測 PERV gag、pol 及 env 引子序列 (Akiyoshi et al., 1998; Wu et al., 2008)，由生工有

限公司 (MD Bio, Inc, Taiwan) 進行合成。gag、pol 及 env 基因序列擴增所使用的引子序列如下；其中 gag 
F: 5’-CCC GAT CAG GAG CCC TAT ATC CTT ACG TG-3’；gag R: 5’-CGC AGC GGT AAT GTC GCG ATC 
TCG T-3’，擴增序列片段長度為 361 bp；pol F: 5’-GCC CTG TCA AGG AGG TA-3’；pol R: 5-AGT GTG GCT 
ATC TTA TAG AAA GG-3’，擴增序列片段長度為 150 bp；env F: 5’-GCT ACC TCT TCT TGT TGG CTA TGC-
3’；env R: 5’-CAC CAC CTG TCA TAA CCA GGT ACC-3’，擴增序列片段長度為 265 bp。

(iii) PCR 及電泳：

使用萃取 DNA 做為模板進行 PCR。PCR 反應液含有 2 μM DNA，10 μM 的 P1 與 P2 引子各 1 μL，Taq 
DNA 聚合酶 (Roche, Germany) 0.4 μL (5 U/μL)，10 × PCR buffer 5 μL，10 mM dNTP 1 μL 及 2 dH2O 40 μL，
PCR 反應總體積約為 50 μL。PCR 條件為 94℃ 5min；94℃ 30 sec，54℃ 30 sec 與 72℃ 45 sec，循環 30 次最

後為 72℃ 5 min 擴展，完成 PCR 取 7 μL 產物並加入 2 μL 的 6 × Loading buffer，置入 1% 瓊脂醣膠片內，於

0.5× 之 Tris-acetate-EDTA (TAE) 緩衝液中進行電泳，條件為 70 Volt 45 min，電泳後將膠片染色，並於紫外

燈箱上觀察紀錄結果。以 COS-7 之细胞株的基因組 DNA 和 cDNA 作為陰性對照，及滅菌去離子水作為空

白對照組，COS-7 细胞株購自財團法人食品工業研究所。

III. DNA 序列分析與比對

取 PCR 產物送至核苷酸定序服務公司定序確認，再進行序列測定與分析。完成 DNA 序列分析的資料利用

NCBI 進行 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 比對，以確認序列並比較網路資料庫中的相似序列。

結果與討論

目前檢測蘭嶼豬PERV 存在與表現情況結果如表 1所示，在 38個DNA樣品中均檢測出PERV gag、pol及 env (圖
4) 的存在，檢測出比例均達 100%，基因序列测定结果如圖 1 至 3，擴增病毒序列片段與預期片段大小符合，NCBI 
進行BLAST比對顯示序列完全符合，這證實蘭嶼豬PBMC DNA中存在完整的PERV病毒序列。對照用相同的引子，

以 COS-7 細胞做為 DNA 模板進行 PCR 擴增，皆未檢測出 PERV 病毒序列，結果呈現陰性。另 RT-PCR 檢測 38 個

RNA 樣品中，均有 PERV gag、pol 及 env 基因之 mRNA 序列的表現 ( 圖 5)，這證實 PERV 不僅存在於蘭嶼豬細胞，

而且以 mRNA 形式存在。
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表 1. 蘭嶼豬血液樣本 PERV 檢測結果

Table 1.	 The results of PERV in blood samples of Lanyu pig

Method No. gag pol env

No. % No. % No. %

PCR 38 38 100 38 100 38 100

RT-PCR 38 38 100 38 100 38 100

Query 6 AGA-TTGGCAGAGGATCCTCCGCCATGGGTTAA-CCATGGCTG-ATAA-CCCAGAAAGCC 61
| | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | |  | | | | | |  | | | |  | |  | | | | | | | |

Sbjct 261 AGATTTGGCAGAGGATCCTCCGCCATGGGTTAAACCTTGGCTGAATAAGCCAAGAAAGCC 320

Query 62 AGGTCCCCGAATTCTGGCTCTTGGAGAGAAAAACAAACACTCGGCTGAGAAAGTCAAGCC 121
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | |

Sbjct 321 AGGTCCCCGAATTCTGGCTCTTGGAGAGAAAAACAAACACTCGGCTGAAAAAGTCAAGCC 380

Query 122 AGGTCCCCGAATTCTGGCTCTTGGAGAGAAAAACAAACACTCGGCTGAGAAAGTCAAGCC 181
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | |

Sbjct 381 AGGTCCCCGAATTCTGGCTCTTGGAGAGAAAAACAAACACTCGGCTGAAAAAGTCAAGCC 440

Query 182 TCCCCCACCCCCTTATCCGGCACAGGGTGCTGCGAGGGGACCCTCTGCCCCTCCTGGAGC 241
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 441 TCCCCCACCCCCTTATCCGGCACAGGGTGCTGCGAGGGGACCCTCTGCCCCTCCTGGAGC 500

Query 242 TCCGGCGGTGGAGGGACCTGCTGCAGGGACTCGGAGCCGGAGGGGCGCCACCCCGGAGCG 301
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 501 TCCGGCGGTGGAGGGACCTGCTGCAGGGACTCGGAGCCGGAGGGGCGCCACCCCGGAGCG 560

Query 302 GACAGACGAGATCGCGACATTACCGCTGCG 331
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 561 GACAGACGAGATCGCGACATTACCGCTGCG 590

圖 1. 蘭嶼豬 PERV gag 基因的序列比對。

Fig. 1.	 Alignment and comparison of Lanyu pig PERV gag-DNA sequences.

Query 11 ACTGTC-AGGCTAGCAATACAGCTTCACTGTTCTACCTCAGGGGTATATCAACCCTCTAG 69
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 204 ACTGTCAAGGCTAGCAATACAGCTTCACTGTTCTACCTCAGGGGTATATCAACCCTCTAG 263

Query 70 TCTTGTGTCATAATTTTCTTCTCAGGAAACTTGGTCATTTTTCCTTTCTATAAGATAGCA 129
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 264 TCTTGTGTCATAATTTTCTTCTCAGGAAACTTGGTCATTTTTCCTTTCTATAAGATAGCA 323

Query 130 CAC 132
| | |

Sbjct 324 CAC 326

圖 2. 蘭嶼豬 PERV pol 基因的序列比對。

Fig. 2.	 Alignment and comparison of Lanyu pig PERV pol-DNA sequences.
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Query 12 CTTACTATGAGGGA-TGGCT-AAAGAGGGAAATTCAATGTGACAAAAGAACATAGAGACC 69
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 682 CTTACTATGAGGGAATGGCTAAAAGAGGGAAATTCAATGTGACAAAAGAACATAGAGACC 741

Query 70 AATGTACATGGGGATCCCAAAATAAGCTTACCCTTACTGAGGTCTCTGGAAAGGGCACCT 129
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 742 AATGTACATGGGGATCCCAAAATAAGCTTACCCTTACTGAGGTCTCTGGAAAGGGCACCT 801

Query 130 GCATAGGAAAGGTTCCCCCATCCCACCAACACCTTTGCAACCACACTGAAGCCTTTAATC 189
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 802 GCATAGGAAAGGTTCCCCCATCCCACCAACACCTTTGCAACCACACTGAAGCCTTTAATC 861

Query 190 AAACCTCTGAAAGTCAATATCTGGTACCTGGTTATGACAGGTGGTG 235
| | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct 862 AAACCTCTGAGAGTCAATATCTGGTACCTGGTTATGACAGGTGGTG 907

圖 3. 蘭嶼豬 PERV env 基因的序列比對。

Fig. 3.	 Alignment and comparison of Lanyu pig PERV env-DNA sequences.

M 1 2 3 4 5 6 7 98 10

←361 bpgag

pol ←150 bp

env ←265 bp

圖 4. PERV PCR檢測結果。M. 100 bp marker；1- 8. PBMC-DNA樣品；9. COS-7 DNA，陰性對照；10.水，陰性對照。

Fig. 4.	 PERV PCR results. M. 100 bp marker. 1-8. sample of PBMC-DNA; 9. negative control of COS-7 DNA; 10. negative 
control of water.

許多已知病原能使用疫苗、建構清淨生產模式或無特定病原 SPF 管理等方法，來消除嚴重危害的傳染性疾病，

但潛在及內源性病毒的感染透過常規方法處理幾乎不能達成清除效果。學者研究中國小型豬不同品系 PERV 存在

與表現進行檢測，試驗採樣分別為 78 頭巴馬小型豬品系、12 頭四川白豬品系及 11 頭五指山小型豬品系，DNA 檢

測結果均存在 PERV pol 基因序列，另 RT-PCR 檢測 RNA 樣品中，也均具有 PERV 特異性 pol 基因序列 (Zhang et 
al., 2003)。何等於 2008 年採集 202 頭五指山小型豬組織檢體，分為心、肝、脾、肺、腎、腦及肌肉等 7 種組織，

發現檢測樣品中均含有 gag、pol 和 envB 基因型 ( 何等，2008 ﹚。另學者研究 300 多份中國小型豬樣本，檢測發現 
PERV 普遍存在，其陽性率高達 100%，而且皆具轉錄為 mRNA( 鐘及杜，2012)，研究發現病毒普遍存在豬體內，

對豬無害無法去除 (Denner, 2008; Denner et al., 2009; Denner, 2011)。PERV 屬哺乳類 C 型反轉錄病毒，含 gag、pol
以及 env 三種基因，gag 基因負責合成病毒的核心蛋白，pol 基因提供病毒生活週期所需之蛋白酶，目前檢測方式大
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多針對 gag 及 pol 序列進行擴增，主要原因在不同個體間這些序列片斷較為保守。env 基因主要負責編碼囊膜蛋白，

學者又依據 env 基因上結構差異，將 PERV 再區分為 PERV-A、PERV-B 及 PERV-C 三種亞型 (Tönjes and Niebert, 
2003)，文獻亦證實不同豬種所攜帶的 PERV 亞型存在差異，豬種間 PERV 病毒載量並不相同 ( Wu et al., 2008; 
Gola and Mazurek, 2014)。PERV-A 和 PERV-B 於所有豬中均會表現，病毒形式多變會感染人類細胞 (Patience et al., 
1997)，第三種亞型 PERV-C 屬親嗜性 (ecotropic) 病毒只感染豬來源之細胞 (Takeuchi et al.,1998)。學者提出 PERV-C
並不存在所有豬種個體 (Gola and Mazurek, 2014)，如 PERV-A 與 PERV-C 進行重組，造成人體感染性會大幅提升 
(Bartosch et al., 2004)。五指山小型豬與廣西巴馬小型豬，利用 PCR 及 RT-PCR 方法均檢測出 PERV gag、pol 及 env 
基因序列的存在與表現，然 PERV-C 確未被檢測出 ( 馮，2011)。

M 1 2 3 4 5 6 7 98 10

←361 bpgag

pol ←150 bp

env ←265 bp

圖 5. PERV RT-PCR 檢測結果。M. 100 bp marker；1- 8. PBMC-RNA 樣品；9. COS-7 RNA，陰性對照；10. 水，陰

性對照。

Fig. 5.	 PERV RT-PCR results. M. 100 bp marker.1-8. sample of PBMC-RNA; 9. negative control of COS-7 RNA; 10. 
negative control of water.

國際異種器官移植協會面對 PERV 的感染風險，建議篩選不具備 PERV-C 基因豬種作為移植來源，防止與 
PERV-A 重組，並選擇 PERV-A 和 PERV-B 病毒載量較低之豬隻 (Denner and Tönjes, 2012; Gola and Mazurek, 2014)，
後續試驗將持續檢測蘭嶼豬內源性反轉錄病毒亞型調查研究工作，進一步篩選檢測此將有力於蘭嶼豬實驗動物化，

同時也將為異種移植提供病原安全性評估參考。本實驗首次對蘭嶼豬中內源性反轉錄病毒的存在與表現情況進行了

檢測，結果證實蘭嶼豬存在著 PERV 前病毒序列，且該 PERV 前病毒具進一步轉錄之可能性。
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Abstract

This study was to investigate the existence and expression of porcine endogenous retrovirus (PERV) in Lanyu pig. The 
blood of 38 minipigs were collected from Taitung Animal Propagation Station. Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 
from blood samples were isolated. The existence of core protein gene (gag), polymerase gene (pol) and capsule membrane 
gene (env) from PERV provirus in DNA sequences were detected by PCR and expression of mRNA sequences of PERV 
provirus were tested by RT-PCR. The results showed that PERV provirus existed in all 38 DNA samples. Results of RT-PCR 
showed that PERV provirus expressed in 38 RNA samples. The PERV is existent and can be transcripted in Lanyu pig. This 
research may be helpful to assess the biosafety of PERV and to provide in experimental basis for Lanyu pigs.
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