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利用重組蛋白技術開發 
流感 H7N9 HA 疫苗
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前　言

禽流感是一個在禽類之間互相傳

染的疾病，過去數十年在禽流感病毒

的傳播當中很少演化成功並且在人類

族群當中造成互相傳染[1]。過去曾
經成功在人類族群間互相傳染且爆發

大流行的流感病毒分別有 1918 年的 
H1N1、1957 年的 H2N2、1968 年的 
H3N2 及 2009 年的 H1N1 [2-4]。根
據世界衛生組的統計，在 2013 年爆
發第一起人類感染禽流感 H7N9 的案
例以來，至今已經造成超過 1,600 人
的感染 (http://www.who.int/influenza/
human_animal_interface/HAI_Risk_
Assessment/en/)，台灣分別在 2013 年
到 2014 年的第一波及第二波大流行
當中造成了四個人被感染[5]。由於
台灣地理位置鄰近中國，這使得我們

必須開發有效且能夠快速生產的疫苗

來因應流感病毒的大流行。

流感病毒表面的結構蛋白血液凝

集素 (Hemagglutinin, HA)，是病毒主
要結合到宿主表面受器的蛋白，也是

用來生產疫苗對抗流感病毒最主要的

抗原[6]。HA 蛋白以三聚體的結構透
過穿膜序列分佈在病毒的表面，此序

列對於 HA 蛋白的穩定性及分佈扮演
著非常重要的腳色[7]。過去的研究
指出在穿膜序列上進行點突變會造成 
HA 蛋白的結構的不穩定進而影響到
病毒的生長和感染[8]。在過去的結
晶學研究也指出將此段穿膜序列拿掉

的 HA 蛋白也可以透過基因工程的方
式來表現出三聚體的型態[9]。

目前生產流感疫苗的方式分別

為雞蛋培養及利用細胞生產。傳統雞

蛋培養目前較廣泛應用在季節流感疫

苗的生產，此技術需要篩選高表現量

的病毒株且需要耗費較多的雞胚蛋，

在時間上也需要約六個月的時間來完

成整個生產的程序，目前雞胚蛋生
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產的疫苗無法用於對於雞蛋過敏的人

[10]。在細胞培養的技術也需要篩選
高表現量的病毒株，但相對於雞胚蛋

的生產時間，細胞生產疫苗所需耗費

的時間相對較少。

由於流感病毒具有抗原飄移 
(antigenic drift) 的特性，疫苗病毒
株必須每年重新遴選，非常的耗時

[11]。基因重組蛋白是一個非常安全
且快速的生產平台，只要有基因序列

資訊就可以啟動生產流程。過去許多

研究當中指出，利用昆蟲表現系統

生產的重組蛋白或是重組病毒顆粒 
(virus-like particle) 在動物身上可以誘
發有效的抗體保護力來對抗流感病毒

[12]。然而在重組蛋白 H7 的動物研
究當中卻發現無法有效的誘導產生較

高的抗體保護力[13]。因此有許多的
研究都在嘗試利用不同的方法來提升 
H7 疫苗的保護力[14] 。在我們的研
究當中，我們利用了桿狀病毒表現系

統，將 A/Taiwan/1/2013 H7N9 的 HA 
基因利用基因重組的技術表現出分泌

型 (sH7) 及膜蛋白型 (mH7) 兩種不同
形式的蛋白，來評估蛋白的結構穩

定性、血球凝集效價 (hemagglutinin 
titer) 及致免疫力，用於 H7N9 大流行
的疫苗生產[15]。

利用昆蟲細胞表現 HA 蛋白

在此研究當中我們構築了兩種不

同的表現方式的載體 (圖一)。首先我
們利用昆蟲細胞表現 sH7 蛋白，為了
讓 sH7 在經由細胞分泌到胞外也可以
維持三聚體的型態，我們在基因的 C 
端加入的一段凝血酶 (Thrombin) 及
維持三聚體的序列。

將重組的病毒感染昆蟲細胞並

在 60 小時候收取上清液，利用金屬
離子層析方法且透過蛋白質分子量

的大小不同將此上清液中的 HA 蛋白

圖一　兩種不同的構築方式的 A/Taiwan/1/2013 H7N9 HA [15]

325

中華民國 108 年 12 月第二十九卷六期



做進一步的純化。經過純化後，在

分子量層析分析方法中 HA 分別有
約 200 kDa 為主的三聚體 (sH7) 及分
子量約65kDa的少量單體 (sH7-m) 存
在 (圖二)，進一步的利用胰蛋白酶 
(trypsin) 切割並且在 Western Blot 及 
SDS-PAGE 的分析也顯示 HA 在昆蟲
細胞表現後結構穩定。然而在利用凝

血酶將三聚體片段移除後，sH7 卻無
法維持三聚體的型態而形成單體的型

態。雖然在先前的文獻當中指出分泌

型的 HA 可以在昆蟲細胞表現系統穩
定表現，且在移除三聚體片段後還維

持著原本的三聚體的型態並且廣泛利

用運用在結晶學來研究 HA 的特性，
此方法似乎無法適用於重組流感病毒  
H7N9 HA。

接著我們利用了 H7N9 HA 的全

長序列將 HA 表現在昆蟲細胞的表面 
(mH7)。利用 hemadsoration 的方式
確認表現在細胞膜表面的 HA 也具有
血液凝集的效價後，將此細胞收集起

來後萃取純化。經過一連串的純化，

mH7 蛋白在分子量層析法當中顯示
約 2,000 kDa 的分子量大小 (圖二)，
形成多聚合體的型式且具有非常高的

血液凝集力價 (表一)。

利用胰蛋白酶及不同溫度分析 
HA 的結構穩定性

HA 蛋白生成後以 HA0 的形態
存在，在經過宿主內胰蛋白酶的作

用後形成 HA1 及 HA2，使病毒順利
在宿主感染及釋放[16]。在桿狀病毒
表現系統中，因缺乏胰蛋白酶而表

表一　不同的 H7N9 抗原在血球凝集實驗的力價[15]

 inactivated virus *negative control sH7 sH7-anti-His mH7
HA titer 128 < 8 < 8 16 8,192
*negative control: PBS+Anti-His

圖二　利用液相層析儀 (Fast protein liquid chromatography) 分析 H7 重組蛋白[15]
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現為 HA0 的型態。為了分析 HA 表
現後的穩定性，我們利用了 HA 被胰
蛋白酶切割後會形成 HA1 及 HA2 的
特性來分析在我們的系統中表現出

來的 sH7、sH7-m 及 mH7 的結構穩
定性[17]。我們發現 sH7-m 經過一個
月的存放後，經由胰蛋白酶作用後

在 SDS-PAGE 及 Western Blot 呈現許
多大小不一致的片段。相反的，mH7 
及 sH7 經過胰蛋白酶作用後仍然維持
著與存放前一樣的結果 (圖三)。儘管 
mH7 比 sH7 易受胰蛋白酶的切割，
但在二級結構的分析下顯示三者的結

構並沒有太大的差別。在熱穩定實驗

當中，sH7 及 sH7-m 的結構分別在 
43 度級 41 度瓦解，但具有穿膜序列
的 mH7 結構卻到 52 度才瓦解。此外
在 sH7 及 sH7-m 也偵測到在 53 度及 
55 度有再一次瓦解的現象，顯示 sH7 
及 sH7-m 結構的不穩定 (圖三)。熱穩
定分析的結果也與胰蛋白酶作用的結

果一致證實了 sH7 及 sH7-m 結構的
不穩定。

抗體保護力測試

為了能夠比較 sH7、sH7-m 及 
mH7 在小鼠所誘發的免疫反應，

圖三　sH7、sH7-m 及 mH7 的結構經過胰蛋白酶的作用及不同溫度下的穩定性。酵素作用
結果經由 SDS-PAGE 及 Western-Blot 分析 (upper panel)。熱穩定檢測 (thermal shift 
assays) 是利用 Real-Time PCR 儀器來分析 (lower panel) [15]
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實驗組為 0.5 微克及 20 微克兩種不
同濃度的 sH7-m 加上 300 微克的佐
劑，對照組為以 0.5 微克的去活化 
H7N9 病毒加上 300 微克的佐劑，肌
肉注射 3 劑，每劑間隔 2 週，分別在
注射後 2、4、6 個禮拜採集老鼠血
清，採集到的血清與去活化病毒混合

反應後利用血球凝集抑制的分析來評

估血清抗體的效價。此外我們也利用 
MDCK 細胞與 A/Anhui/1/2013 H7N9 
疫苗株病毒來評估中和抗體的效價。

結果顯示接種去活化病毒的老鼠可以

有效的在注射第二劑後誘發顯著的

免疫反應 (HI GMT = 359, NT GMT = 

452)。然而在 20 微克的 sH7-m 必須
在注射第三劑後才能誘發顯著的免疫

反應 (HI GMT = 403)。相反的，注射 
1 微克的 sH7-m 在三劑後還是無法有
效地誘發免疫反應 (HI GMT = 40) (圖
四)。

接著我們也將 mH7 分為兩種不
同的濃度 0.5 微克及 20 微克並搭配 
300 微克的佐劑注射到老鼠體內。
結果顯示注射 0.5 微克 mH7 的老鼠
與注射 1 微克的 sH7-m 在接種第二
劑後誘發的 HI 抗體效價約為 40 及 
15，注射 20 微克 mH7 的老鼠卻可以
比注射 20 微克的 sH7-m (HI GMT = 

圖四　比較老鼠接種不同濃度的sH7、mH7及雞蛋生產的去活化病毒 (NIBSC) 在血球凝集抑
制實驗與中和抗體力價分析的差異[15]
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25) 在接種第二劑後誘發顯著的免疫
反應 (HI GMT = 101, NT GNT = 114) 
(圖四)，整體而言，mH7 比 sH7-m 可
引發較高的抗體效價。

結　語

自從  2 0 1 3  年以來，禽流感 
H7N9 已經在禽類造成大流行且導致
超過 1,600 人類感染的案例。因此有
必要開發 H7N9 的疫苗來預防大流行
的爆發。桿狀病毒昆蟲細胞表現系統

生產生物製劑有以下的優點：1. 桿狀
病毒不會感染哺乳類動物，生物安

全等級需求較低 (BSL-1)；2. 懸浮細
胞大量生產的技術門檻較低；3. 有著
類似哺乳類動物的後轉譯修飾[18]。
因此我們利用此昆蟲細胞表現平台

來開發 H7N9 疫苗，在之前的文獻
中，並沒有同時針對兩種不同重組蛋

白 sH7 及 mH7 的免疫反應比較。為
了讓重組蛋白 sH7 在分泌到細胞外
的同時也能夠保留其原來的三聚體型

態，在構築載體的同時加入三聚體的

序列及純化用的 His-tag，這些外加
的胜肽並不適用在人類疫苗的開發，

因此在疫苗的製備過程必須被移除，

移除後 sH7 分裂成單體 sH7-m，導
致 sH7-m 在儲存的過程因結構的不
穩定而無法在老鼠身上誘導引發有效

的免疫反應。這個現象也被發現在基

因重組 A/Shanghai/1/2013 (H7N9) 及 
A/Shanghai/2/2013 的 HA 蛋白研究
[19]。有趣的是重組蛋白 H5 在移除

額外的序列後依然維持著三聚體的型

態，也能夠在老鼠體內誘發顯著的免

疫反應[20]。
為了改善 sH7 的免疫反應，我

們構築了另一個  mH7 的載體，此 
mH7 序列包含了原生的穿膜序列讓 
HA 可以穩定的表現在細胞膜上。許
多研究指出突變某些在穿膜序列上的

氨基酸導致 HA 的結構不穩定而影響 
HA 在膜上的分佈及排列。在 H3 的
研究當中指出減少在穿膜序列上多餘

的 cystine 可以改善 HA 的結構穩定
和免疫原性。在我們的研究中，mH7 
的穿膜序列僅帶有一個 cystine 能使
結構穩定且能夠在老鼠體內誘發較好

的免疫反應。不同於過去的研究利

用 Cryo-EM 解析 mHA 為一個 rosette 
的構型，我們利用小角度 X 光散射
解析 mH7 在水相當中呈現一個高度
排列聚合體。在二級解構上 sH7、
sH7-m 及 mH7 並無顯著不同，此結
果顯示可能為分子間作用力影響 HA 
的結構穩定。

總結上述，在我們的研究當中發

現 A/Taiwan/1/2013 H7N9 HA 的重組
蛋白結構並不穩定，然而利用昆蟲表

現系統產生的 mH7 蛋白形成高度排
列的多聚合體使其每一個三聚體之間

互相穩定可以引起較好的免疫反應，

因此證實昆蟲細胞表現平台可以當作

流感病毒大流行的疫苗製備平台。
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