

	[image: ]	
[image: ]




博碩士論文 972404009 詳細資訊








  
  	以作者查詢圖書館館藏	、以作者查詢臺灣博碩士	、以作者查詢全國書目	、勘誤回報	、線上人數：22	、訪客IP：35.170.203.195


  	姓名	
      	  錢葉盛(Yeh Sheng Chien)  
		      查詢紙本館藏  	畢業系所	生命科學系
	論文名稱	
      	  台灣地區未知血清型腸病毒株的基因體學分析
(Genomic analysis of serologically untypable human enteroviruses in Taiwan)
      	   

	檔案	
		   		[image: ][Endnote RIS 格式]   
		      [image: ][Bibtex 格式]     	
      [image: ][相關文章]   [image: ][文章引用]   [image: ][完整記錄]   [image: ][館藏目錄]   [image: ][檢視]  [image: ][下載]	本電子論文使用權限為同意立即開放。
	已達開放權限電子全文僅授權使用者為學術研究之目的，進行個人非營利性質之檢索、閱讀、列印。
	請遵守中華民國著作權法之相關規定，切勿任意重製、散佈、改作、轉貼、播送，以免觸法。

  
      

	摘要(中)	腸病毒（EV）是正鏈單股RNA病毒，分類上屬於小核糖核酸病毒科的腸病毒屬。所有腸道病毒都具有相似的基因體結構（7.2-8.5kb）。殼蛋白在稱為P1（前驅殼蛋白1）的部分中在ssRNA的5′末端編碼，P1基因可進一步區分成VP1-4基因，其中VP1基因與病毒抗原性有密切相關，非結構蛋白編碼在基因體的其餘部分，稱為P2和P3。結構蛋白基因的差異反映了腸病毒親緣關係及可能流行病學特徵。腸病毒屬包括15種(species)，其中腸病毒12種(EV A-L)及鼻病毒3種(Rhinovirus A-C)，會在人群造成流行的腸病毒有4種(EV A-D)，此四種腸病毒共有116個血清型(EV-A有25個血清型、EV-B有63個血清型，EV-C有23种血清型、EV-D有5個血清型），因腸病毒很容易造成基因重組(gene recombination)進而演化成新血清型，所以研究腸病毒分子演化應進行基因體定序來進行分析，不過每年台灣腸病毒臨床分離株高達千株以上，需選擇有特殊意義的病毒株進行基因體定序，根據林口長庚醫院病毒室資料，每年約有10%的腸病毒分離株無法以單株抗體鑑定血清型，這些病毒很可能是基因重組所造成，值得進一步研究分析。

 

第二章中，我們成功建立了一個次世代定序(NGS)平台的分析方法，對無法以血清學分離型別的腸道病毒分離株，進行基因體定序。在130個無法以血清學分型的病毒株中，先使用新型RT-PCR (CODEHOP)方法擴增VP1基因來鑑定血清型，將其中的121株（93％）分類為29個血清型別。進一步我們從這些病毒樣本中，選擇了52個樣本進行次世代定序 ，並從其中51個樣本獲得了59個基因組序列，包括8個含有兩個病毒基因組的樣本。此外，我們還檢測到具有潛在遺傳重組病毒株的23種基因體變異株（與NCBI上現有的基因組序列進行比對核苷酸相似度<90％），其中 9株確認為重組病毒，其餘14株為具有未知重組來源的病毒株，此成果剛被Journal of Biomedical Science(2019年6月IMPACT FACTOR為5.2)接受發表。



第三章中，2014年EV-D68在北美造成大流行，引起全球對此病毒的重視，我們在2008年的台灣患有威爾森氏症的小兒科病人檢體中，檢測到EV-D68，將該病毒株進行次世代定序與基因體分析，進一步與從公共資料庫所獲得的EV-D68基因進行比對，將其分類為基因體型別1-B。此株病毒是台灣完成基因體定序最早的EV-D68病毒株，在演化上與2009年在越南流行的主要腸病毒D68型病毒有關，此成果已發表在Journal of the Formosan Medical Association : Feb;118(2):641-646, 2019(2019年6月IMPACT FACTOR為2.8)。



綜觀而言，我們成功地整合了CODEHOP基因檢測方法和次世代定序技術，對無法以血清學分離型別的腸道病毒分離株進行基因組分析，這不僅可以改善腸病毒檢測的方法，還可以提供完整的腸病毒基因組序列做進一步的腸病毒演化研究。
	摘要(英)	Enteroviruses (EV) are single-stranded, positive-sense RNA viruses in the Enterovirus genus of the Picornaviridae family. All enteroviruses have a similar genomic organization (7.2–8.5kb). The capsid proteins are coded on the 5’end of the ssRNA in a section called P1 (precursor 1). The nonstructural proteins are coded on the remaining sections of the genome, which are called P2 and P3. Changes in the structural protein genes of different enterovirus species reflect phylogenetic relationships. EV cause various clinical manifestations, including cutaneous, visceral, and neurological diseases. The Enterovirus genus consists of 12 species, including Enterovirus A (EV-A, 25 serotypes), Enterovirus B (EV-B, 63 serotypes), Enterovirus C (EV-C, 23 serotypes), Enterovirus D (EV-D, 5 serotypes), Enterovirus E (EV-E, 4 serotypes), Enterovirus F (EV-F, 6 serotypes), Enterovirus G (EV-G, 11 serotypes), Enterovirus H (EV-H, 1 serotype), Enterovirus J (EV-J, 6 serotypes), Rhinovirus A (80 serotypes), Rhinovirus B (32 serotypes), and Rhinovirus C (55 serotypes)



Chapter Two indicated that we successfully established a NGS platform to conduct genome sequencing for the serologically-untypable enterovirus isolates. Among 130 serologically-untypable isolates, 121(93%) of them were classified into 29 serotypes using CODEHOP (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer)-based RT-PCR to amplify VP1 genes (VP1-CODEHOP). We further selected 52 samples for NGS and identified 59 genome sequences from 51 samples, including 8 samples containing two virus genomes. We also detected 23 genome variants (nucleotide identity <90% comparing with genome sequences in public domain) with potential genetic recombination, including 9 inter-serotype recombinants and 14 strains with unknown sources of recombination.



Chapter Three indicated that we retrospectively detected EV-D68 from a child with Wilson’s disease in 2008 in Taiwan. After comparing this EV-D68/Taiwan/2008 strain with EV-D68 genomes obtained from the public domain, it was classified as genome type 1-B; it is phylogenetically related to the predominant EV-D68 viruses that circulated in 2009 in Vietnam.



In conclusion, we successfully integrated VP1-CODEHOP and NGS techniques to conduct genomic analysis of serologically untypable enteroviruses, which could not only improve enterovirus surveillance but also provide genome sequences for evolution research.
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