腸病毒EV-71表面蛋白VP-1與細胞蛋白質Annexin-II之結合對病毒釋出能力的影響
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摘要
培養HepG2與RD兩種細胞，與HepG2-AII-pcDNA轉植細胞檢驗其Annexin-II mRNA表現量在病毒感染前後之差別，然後利用針對VP1上六處對VP1-AII結合有重要影響的胺基酸進行定點突變，並觀察六種定點突變株的VP1與AII結合能力上的變化。實驗結果發現三種實驗用細胞皆有AII mRNA的表現，可能遭受污染或是先前實驗有所錯誤。定點突變實驗尚未完成。

壹.前言
腸病毒肆虐台灣地區，過去數年來曾爆發數次大規模的感染流行，為了抑制腸病毒的傳播，必須了解其傳染方式及途徑。為了研究EV-71在人體細胞中傳播的方式，我們針對過去實驗所觀察到Annexin-II 蛋白質與EV-71型病毒在細胞中有co-distribution的現象做更進一步的了解。過去實驗觀察發現病毒的感染似乎會影響細胞基因表現，並且在不會製造Annexin-II蛋白質的細胞株中引入AII的基因表現，進而可偵測到其蛋白質產物。

為了進一步確定此一推測，我們比較兩種分別會與不會產生AII蛋白表現的細胞株與第三種將AII表現基因轉植入不表現AII蛋白的細胞株促使其製造AII，利用粹取細胞中mRNA後以A-II primer進行RT-PCR製造cDNA來觀察mRNA的表現量，並將此與感染病毒後細胞AII mRNA表現量做比較，觀察是否結果能支持我們的推測。

另外我們利用改變病毒表面蛋白質VP-1的定點突變來觀察VP-1與AII之間的結合力是否會減弱來確認病毒與AII結合的關係。病毒表面蛋白VP-1包含可能的受器結合位並極可能與病毒感染細胞與釋出細胞有關，因此我們挑選此蛋白表面結構中進行結合的區域中六個主要的胺基酸進行定點突變，然後將此突變蛋白的主要結合區域植入細胞中培養。之後利用Yeast-2 hybridization來檢驗AII與VP-1 突變株的結合能力是否會與Wild type的VP-1有所差異。

貳.材料與方法
材料

一.細胞：
mRNA檢驗實驗中採用HepG2, RD, HepG2-AII三種細胞。RD本身會表現AII基因進而製造出蛋白質產物。HepG2在過去實驗發現並無AII的表現，因此選用此兩種細胞。另外我們再利用轉植入AII基因促使其表現的HepG2基因轉植細胞作為第三種實驗細胞與前兩者做比較。

在定點突變實驗中，我們計劃採用的細胞是hepG2, HTB-11與RD等細胞作為突變後觀察的細胞株。

二.mRNA實驗質體：

在mRNA實驗中我們利用pcDNA 3.1作為載體，植入AII基因後植入細胞。

Titan One Tube RT-PCR工具

三.定點突變材料：


DH5-alpha competent cell


PBTM 116載體


六個胺基酸的突變引子


Stratagene公司QuikChange 定點突變工具

方法

1. mRNA實驗：

將實驗細胞自培養液中切下取定量，利用商業kit粹取出其total mRNA，利用AII 引子做RT-PCR得其cDNA，以電泳觀察其表現與否，並利用beta-actin作為house-keeping gene的檢測。

2. 定點突變實驗：

將PBTM116-VP1all載體植入DH5-alpha細胞中培養至足量後抽取載體。接下來利用定點突變引子以Pfu turbo polymerase進行突變，以酵素Dpn1切除 PCR 產品的載體後再將突變產物植入DH5-alpha培養後定序確定其突變是否成功。

參.結果

1． AII mRNA實驗：

實驗結果顯示HepG2如RD與HepG2-AII皆有AII的mRNA表現。
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2． 定點突變實驗：

定序結果顯示目標胺基酸(六個)皆沒有達到突變的目的，而仍舊維持原狀。

肆.討論

在mRNA實驗中，結果與先前蛋白質實驗結果不符，推測是AII mRNA表現可能是實驗過程出錯，或是mRNA受到污染。

在定點突變實驗中，在最初突變進行時即已經失敗。原因可能是由於突變引子並未順利的誘導出所需求的突變，詳細原因無法確定。
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