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壹、 摘要 

計畫目的：開發高鑑別力及高通量基因分型方法並建置結核菌基因資料

庫，以做為監測臺灣結核菌基因型的工具，有效輔助結核病群聚事件傳染

源追蹤及瞭解臺灣結核菌母群體基因型分布，達到即時監測以降低結核病

傳播的最終目標。 

研究方法：評估各 MIRU 或 VNTR locus 並進行組合性分析，同時與 IS6110 

RFLP 進行平行比對，以建立臺灣適合的最佳化 MIRU-VNTR 組合。 

主要發現：(1) 以 QUB3232、VNTR3820、QUB2163b、QUB18、Mtub21、

MIRU26、QUB-26、VNTR4120、Mtub04、MIRU39 共 10 個 MIRU 位點可

獲得最好的分型結果。(2) MIRU(10)須同時執行 spoligotype 分析，以正確判

別菌株基因型。(3) 推測台灣 EAI 型菌株在 MIRU 基因型具有較高的相似

度。在未來判定 EAI 型的疑似群聚事件時，當基因型顯示為相同時，必須

進行更詳實的疫調以釐清傳染源。 

結論及建議事項： MIRU(10) 基因型可建立未來判定基因型 cluster 定義的

基準。spoligotype 基因型的檢驗並無法廢除。釐清群聚事件時，疫情調查

的詳實度亦顯重要。為了確實找出傳染源，未來利用全基因體基因分型技

術進行母群體菌株基因型的監測刻不容緩。 

 

關鍵詞：結核病、基因分型、監測 
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Abstract 

Aim: To establish a genotyping assay with high discriminative power and to 

establish a genotype database for population-based surveillance of 

Mycobacterium tuberculosis complex. Based on those strategies, we can timely 

survey genotypes of M. tuberculosis complex of general tuberculosis (TB) 

population in Taiwan. The final goal is to decrease TB transmission in Taiwan. 

Methods:  The optimal combination of MRU-VNTR loci was evaluated and 

the discriminative power was assessed by parallel comparisons with results of 

the IS6110 RFLP method. 

Results: (1) An optimal MIRU(10)-loci combination including QUB3232, 

VNTR3820, QUB2163b, QUB18, Mtub21, MIRU26, QUB-26, VNTR4120, 

Mtub04, and MIRU39 has been established; (2) Using MIRU(10) combined 

with spoligotyping analysis can correctly identify genotypes of M. tuberculosis 

complex; (3) Based on  MIRU(10) results, we found high similarity of MIRU 

genotypes of EAI strains in Taiwan. Therefore, throuogh epidemiology 

investigation is needed to identify actural infection source of TB. 

Conclusions and suggestions: A genotype cluster can be determined by using 

results of both MIRU(10) and spoligotyping. Epidemiological information is 

important to define a true TB outbreak. In order to recognize the source of TB 

transmission, the next generation sequencing should be applied in genotyping 

analysis of M. tuberculosis complex in the near future. 

Keywords：tuberculosis, genotyping, surveillance 
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貳、本文 

一、前言 

臺灣結核病發生率雖然已從 2005 年的每十萬人口 73 降至 2011 年的每

十萬人口 54.5，下降率為 24.8%，台灣仍屬於中度結核病發生率地區。為了

有效降低結核病的發生，除了治標的方法將已發病的病人儘快治癒，避免

再傳染給他人，同時進行疑似群聚事件確認外，另一個治本的方法即是要

在結核病傳播還未發生時，早期發現病人。 

今年二月本署邀請國外專家進行台灣結核病防治成果外部評核時，也

強烈建議針對台灣結核病群聚事件調查，實驗室必須採取更高效率及高通

量的基因分型方法，有效監控母群體結核菌株基因型分布，以加強結核病

群聚事件的流行病學調查與監控，才能達到防治結核病傳播的目標。 

目前針對疑似結核病群聚事件，本實驗室例行性利用結核菌基因分型

檢驗協助釐清。本實驗室主要利用 IS6110 結核桿菌限制酵素片段長度多型

性分型法 (restriction fragment length polymorphism, RFLP)【1】做為黃金標

準判定檢驗方法。唯當 IS6110 片段數目小於 6 時，必須利用 15-locus 結核

桿菌散置重複單元-可變重複序列分子分型法 (mycobacterial interspersed 

repetitive units-variable number of tandem repeat, MIRU-VNTR) 【2,3】及間

隔寡核酸分子分型法 (spacer oligonucleotide typing, spoligotyping)【4】檢驗

方法進行判定。由於 IS6110 RFLP 檢驗方法耗時耗力，僅能就流行病學調

查疑似群聚事件的個案檢體進行分析，屬於被動檢驗。要達到可主動監測

並追蹤結核病傳染源，則必須利用高效率的分子檢驗方法。 

高效率的分子檢驗方法主要為 PCR 為基礎的方法，如：(1)利用結核桿

菌散置重複單元 -可變重複序列分子分型法  (mycobacterial interspersed 

repetitive units-variable number of tandem repeat, MIRU-VNTR)，相較於

RFLP，可有效地進行大量結核菌基因型分析，因此可針對台灣結核菌母群
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體基因型進行抽樣代表性的監測，以建立母群體的基因資料庫，可供群聚

事件調查比對或協助找出尚未發現的結核病群聚事件；(2)利用近年發展的

全基因體定序 (whole genome sequencing, WGS) 分析方法，利用SNP (single 

nucleotide polymorphism) 的分析，可分析瞭解菌株傳播的時序性，找出真

正的傳染源，以達到有效阻斷結核病繼續傳播的最終目標。 

在 MIRU-VNTR 基因分型方法的建立，儘管 2006 年國際間已有建議的

24-locus MIRU-VNTR 的方法【5】，宣稱具有高鑑別力足以進行結核菌基因

型辨別，然根據近年研究指出，針對不同 spoligotype 基因型別如北京型或

是結核病盛行率較高的區域，利用建議的 24-locus MIRU-VNTR 的方法是無

法獲得足夠的鑑別效力【6,7,8,9】。根據本實驗室之前的研究，特別是針對

臺灣盛行的 Beijing、Haarlem、EAI (East-African-Indian) ，當與 RFLP 進行

比對時，也得到相似的結論。因此本計畫將進行各 MIRU 或 VNTR locus 分

析，並與 IS6110 RFLP 進行比對，針對臺灣結核菌株，建立最佳化的

MIRU-VNTR 基因型分析組合，可彌補 RFLP 檢驗的耗時耗力，並大幅提升

檢驗量以建立母群體基因型監測資料庫。 

由於全基因體定序技術的精進，同時近年定序的時間與花費也逐漸減

少，結核菌全基因體定序應用於群聚事件調查的研究自 2010 年起已陸續逐

漸被報導【10,11,12,13,14,15】。根據文獻，利用全基因體定序，可計算出結

核菌演化的速率【12】，並確實可釐清結核病傳播在同一事件的傳染時序

性，協助導入正確的流行病學調查。根據研究也發現，利用全基因體定序

分析，可發現原來沒有被調查出的流行病學關聯性【10】，也因此證明全基

因體定序在方法學準確率逐漸增加與價格逐漸下降的情況下，未來更可以

廣泛被應用於結核病的群聚調查與監測。 

因此本計畫將開發高鑑別力基因分型方法，建立最佳化的 MIRU-VNTR

基因型分析組合，用以監測台灣結核菌母群體基因型分布以建立結核菌基
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因資料庫，及有效輔助結核病群聚事件傳染源追蹤，達到即時監測以降低

結核病傳播的最終目標。 
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二、材料與方法 

1. 菌株收集 

選取 2013-2014 年已經 IS6110 RFLP 基因分型方法確認之群聚事件

送驗菌株進行 MIRU-VNTR 基因分型位點評估。 

 

2. MIRU-VNTR 基因分型 

(1) 基因位點選擇 

根據文獻，選擇已發表的基因位點進行分析，包括：MIRU 2、MIRU 

4、MIRU 10、MIRU 16、MIRU 20、MIRU 23、MIRU 24、MIRU 26、

MIRU 27、MIRU 31、MIRU 39、MIRU 40、ETR A、ETR B、ETR 

C、QUB 15、QUB 18、QUB 23、QUB 26、QUB 11a、QUB 11b、

Mtub 04、Mtub 21、Mtub 24、Mtub 29、Mtub 30、Mtub 34、Mtub 39、

VNTR1895、VNTR 2372、VNTR 3336、VNTR 4156、VNTR 3232、

VNTR 4120、VNTR 3820 等。 

 

(2) multiplexPCR 反應與條件 

PCR 反應試劑： 

試劑 體積(μL) 

H2O 0.8 

2x multiplexPCR master mix 5.0 

5x Q solution 2.0 

Primer mixture 0.2 

DNA 2.0 

總反應體積為 10 μL 
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 PCR 反應條件： 

步驟 溫度 時間 

1. Enzyme Activation 95℃ 10分鐘 

2. Denature 95℃ 1分鐘 

3. Annealing 59℃ 1分鐘 

4. Extension 72℃ 2分鐘 

步驟2至步驟4重複35次 

5. Final extension 72℃ 8分鐘 

6. Store for o/n 4℃ ∞ 

    

(3) PCR 產物以自動快速核酸分型系統或全自動核酸基因分析儀進行

片段分析。 

 

3. MIRU-VNTR 基因型組合分析 

(1) 計算每個位點的 HGDI (h) value： 

h = 1-ΣXi 
2｛n/(n-1)｝ 

h 為變異度，n 為檢體個數，Xi 為個體在第 i 個基因型別 (cluster) 

中出現的機率。 

 

藉由每個 MIRU-VNTR 位點所得的 HGDI value，進行 MIRU-VNTR

基因型組合分析，以找出最佳化及最經濟化的 MIRU-VNTR 基因

分析組合。 
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三、結果 

1. 進行 5 個 multiplex PCR (14 個新的 MIRU 位點) 上機條件測試及與

電泳膠比對確認 

(1) 14 個新的 MIRU 位點包括：Mtub30、Mtub39、QUB4156、

QUB2163b、Mtub21、QUB-26、Mtub04、QUB18、VNTR2372、

Mtub29、VNTR4120、Mtub34、VNTR3820、QUB3232。 

(2) 針對新的 14 個 MIRU 位點，以 3 個為一組，利用 3 種標定不同螢

光的引子對進行 multiplex PCR，有效提升 PCR 效率，並利用自動

核酸定序儀片段分析進行 PCR 產物大小偵測，以獲得各 MIRU 位

點的 Repeat 數。 

(3) 將自動核酸定序儀片段分析所得之各 MIRU 位點的各 Repeat 數以

單一 manual PCR 的方法，進行電泳膠直接分析，並確認由自動核

酸定序儀所設定的 Repeat 數正確無誤。 

2. 分析樣本結果 

(1) 選取 2013-2014 年疑似群聚事件送驗並已完成 IS6110 RFLP、

spoligotyping 及 MIRU(15) (包括 MIRU04、MIRU26、MIRU40、

MIRU10、MIRU16、MIRU31、MIRU02、MIRU23、MIRU39、

MIRU20、MIRU24、MIRU27、ETR-A、ETR-B、ETR-C) 之樣本

共計 457 株進行研究。菌株 spoligotype 基因型包含 Beijing 型 190 

(41.6%) 株、Haarlem 型 82 (17.9%) 株、EAI 型 61 (13.3%) 株、T

型 49 (10.7%) 株、Bovis 型 5 (1.1%) 株、LAM 型 5 (1.1%) 株、

Manu 型 6 (1.3%) 株、X 型 1 株 (0.2%)、unknown 型 13 (2.8%) 株、

undefined 型 45 (9.8%) 株。針對 457 株分析樣本，14 個新的 MIRU
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位點中，Mtub30、Mtub39、QUB4156、QUB-26、Mtub04、

VNTR2372、Mtub29、VNTR4120、Mtub34 之 PCR 成功率為

100.0%，QUB2163b 之 PCR 成功率為 93.22% (31 株為 PCR 陰性)、

Mtub21、VNTR3820、QUB3232 之 PCR 成功率為 99.56% (2 株為

PCR 陰性)、QUB18 之 PCR 成功率為 99.78% (1 株為 PCR 陰性)。

分析 457 株新的 14 個 MIRU 位點及 MIRU(15)共計 29 個 MIRU 位

點的鑑別力結果如表一。 

(2) 進行 MIRU 位點最佳化組合分析： 

(A) 依據 2006 年 Supply 等人研究所建議的 MIRU04、MIRU26、

MIRU40、MIRU10、MIRU16、MIRU31、Mtub04、ETR-C、

ETR-A、Mtub30、Mtub39、QUB4156、QUB2163b、Mtub21、

QUB-26 為組合分析，結果顯示如預期地會對部份 RFLP 基因

型不同的 Beijing、Haarlem、EAI 菌株無法鑑別分開。 

(B) 根據(1)所得各位點鑑別力結果進行 MIRU 位點重新排列組合

分析，且以使用最少 MIRU 位點數目為目標，並與 IS6110 RFLP

進行平行比對須一致。結果顯示以 QUB3232、VNTR3820、

QUB2163b、QUB18、Mtub21、MIRU26、QUB-26、VNTR4120、

Mtub04、MIRU39共 10個MIRU位點 [以下簡稱MIRU(10)] 可

獲得最好的分型結果。 

(a) 分析的 457 株疑似群聚事件送驗的樣本中，包含了 32 個

RFLP 基因型別相同確認的群聚事件菌株共 83 株 (18.2%，

83/457)。32 個確認群聚事件菌株包含 11 個屬於 Beijing 型、

6 個屬於 T 型、5 個屬於 Haarlem 型、4 個屬於 EAI 型、2

個屬於 unknown 型 (ST32)、4 個屬於 undefined 型。32 個
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確認群聚事件中，有 27 個事件之菌株皆可由 MIRU(10) 獲

得與 RFLP 一致的分型結果。其餘 5 個 RFLP 基因型相同

的群聚事件，分別各有 1 株有 1 或 2 個 MIRU 位點不同，2

個為 EAI 型、1 個為 T 型、1 個為 Beijing 型、1 個為 Haarlem

型的 RFLP cluster，分別屬台北某大學、南部某機構、中部

某養護中心、東部某榮民醫院、花蓮縣某餐廳之群聚事件。 

(b) 比對所有 457 株之 MIRU(10) 結果，有 2 組 RFLP 基因型

不同的 Haarlem 型菌株 (分別含 2 株及 4 株) 之 MIRU(10) 

相同，甚至所有 29 個 MIRU 位點 Repeat 數皆相同，需藉

由 spoligotype 基因型不同鑑別分開。另有 1 組 RFLP 基因

型不同的 Beijing 型菌株 (包含 2 株) 之 MIRU(10) 相同，

其餘 MIRU 位點除了 Mtub29 之外 Repeat 數皆相同，2 者

亦可藉由 spoligotype 基因型不同 (Beijing-like) 鑑別分開。 

(c) 457 株之 MIRU(10) 結果中，有 1 株 Haarlem 菌株為花蓮

縣同一群聚事件送驗為 RFLP 基因型不同者，但其

MIRU(10) 基因型相同而無法鑑別分開。另有 1 株 EAI 菌

株為屏東縣某養護中心疑似群聚事件送驗但 MIRU(10) 與

另一屏東市某老人養護之家送驗之個案相同，然 RFLP 基

因型並不同，因而無法鑑別分開。 

(d) 有 12 組菌株雖屬不同群聚事件送驗，但 MIRU(10) 相同，

包括 Beijing 型 5 組、EAI 型 5 組、T 型 2 組。甚至有些為

29 個 MIRU 位點皆相同而無法鑑別分開。另有 2 組 RFLP

基因型 (ST32 及 undefined 型) 相同的菌株則因為 QUB-26

位點不同被過度鑑別分開。 



 13

(e) 分析檢體中包含 5 株 Bovis 菌株，為不同疑似群聚事件送

驗，但皆來自中區，其中 1 株因 MIRU(10) 基因型中的

QUB-18 可與其他 4 株鑑別分開。 
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四、討論 

1. 根據分析結果顯示，以 QUB3232、VNTR3820、QUB2163b、QUB18、

Mtub21、MIRU26、QUB-26、VNTR4120、Mtub04、MIRU39 共 10

個 MIRU 位點可獲得最好的分型結果。若為了避免以上所述 5 個

RFLP 基因型相同的群聚事件，因各有 1 株有 1 或 2 個 MIRU 位點不

同被過度鑑別分開，而捨棄相對應的 MIRU 位點時，會犧牲掉對部

份 Beijing、EAI、Haarlem 的鑑別力。 

(1) 其中 1 個過度被鑑別的 T 型 cluster，為中部某養護中心所送驗共 2

個個案檢體，RFLP 基因型為 1-band pattern，依目前群聚事件送驗

基因型比對標準，因為該 cluster 之 RFLP、spoligotype、MIRU(15)

基因型皆相同，故判定為 cluster。然其他 5 個為 T 型群聚事件菌

株，2 個為 1-band RFLP pattern，且為疫調確認之學校群聚事件菌

株，spoligotype 與所有 29 個 MIRU 位點皆相同，其餘 2 個及 1 個

為 8-band 及 7-band RFLP pattern，也是 spoligotype 與所有 29 個

MIRU 位點皆相同，推測若為真的 cluster，以 T 基因型言，MIRU

基因型應該相同。而該養護中心送驗個案為居在同一病房的臥床

病人，分別為 82 歲及 95 歲，且有 2 個新的 MIRU 位點不同，因

此需進一步進行詳實的疫情調查以確認是否為真正的群聚事件。 

(2) 其中 1 個過度被鑑別的 EAI 型 cluster 為台北某大學群聚事件，共

送驗 3 個案為同班同學，其中 1 人有結核病家族史，該個案菌株

在所有 29 個 MIRU 位點中，僅 1 個新的 hypervariable MIRU 位點 

(VNTR3820) 不同，若疫調顯示為真正的群聚事件，則未來在定

義 MIRU cluster 時，必須考量 hypervariable MIRU 位點以進行基

因型 cluster 定義。 
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(3) 另一個被過度鑑別的 EAI 型 cluster 為南部某機構群聚事件，自

2011 年至 2013 年皆有送驗個案共計 11 人，目前已完成 2013 年 4

名個案菌株的 MIRU(10) 基因型分析，其中 1 人菌株在新的 14 個

MIRU 位點中除了 Mtub34 外，其餘 13 個位點皆不同，另 1 人菌

株則僅 1 個非 hypervariable MIRU 位點 (Mtub21) 不同，Repeat

數差 1。將待進一步完成其餘 7 人之檢體後，並進行更詳實的疫調

比對及 MIRU 位點分析，以釐清真正的 cluster 個案。 

(4) 另 1 個被過度鑑別的 Beijing 型 cluster 為東部某榮民醫院群聚事

件，2 人菌株之 MIRU(10) 位點中除了 QUB-26 外皆相同，且

QUB-26 Repeat 數目僅差 1。且其餘 19 個 MIRU 位點也全部相同。

RFLP 基因型顯示為 modern Beijing，IS6110 band 數目也完全一模

一樣，應為相同基因型之菌株。由此結果推論若具有疫調關聯性

且菌株基因型極為相似，則當僅出現如 QUB-26 且 Repeat 數僅差

1 時，需保守判定為基因型相同。此結果也與研究中另外發現的 2

組 RFLP 基因型 (ST32 及 undefined 型) 相同的菌株，也僅因

QUB-26 位點 Repeat 數差 1 被過度鑑別分開之結果一致。 

(5) 另 1 個被過度鑑別的 Haarlem 型 cluster 為花蓮縣某餐廳群聚事

件，4 人菌株之 MIRU(10) 僅 1 人菌株之非 hypervariable MIRU 位

點 (Mtub21) 不同，Repeat 數差 1，此結果與(3)相似，由於在花蓮

縣之菌株基因型相似度高，必須搭配疫調及未來進行母群體菌株

基因型分析，以了解群聚事件的發生是否也與當地盛行菌株基因

型有關。 

2. 由目前已知群聚事件分析經驗可知，具有相同的 RFLP 及 MIRU(15)

基因型的 Haarlem 型菌株，需要 spoligotype 基因型的確認才可判定
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是否同屬一 cluster。而具相同 spoligotype 及 RFLP 基因型的 EAI 型

菌株，則需要 MIRU(15)位點的確認以判定是否為真的 cluster。根據

本研究的分析結果，也可得到同樣的驗證：(1) 對於 Haarlem 型菌

株，MIRU(10) 基因型需同時比對 spoligotype 基因型；(2) EAI 型菌

株則需要 MIRU(10) 組合中的 MIRU39 位點以避免鑑別力降低。 

3. 在本研究中，除了 5 組 Beijing 型外，也發現有 5 組 EAI 型的菌株無

法用 MIRU(10)，甚至是所有的 29 個 MIRU 位點皆相同而無法鑑別

分開。在所有 29 個 MIRU 位點鑑別力分析結果也顯示，針對 EAI

菌株僅 3 個位點為高鑑別力，3 個為中鑑別力，其餘 23 個為低鑑別

力。相較於 Beijing、Haarlem、T 型，具高鑑別力的位點較少，也推

測台灣 EAI 型菌株在 MIRU 基因型具有較高的相似度。比對 EAI 型

菌株的 RFLP 基因型 pattern，可發現有些菌株確實非常相像，因此

在未來判定 EAI 型的疑似群聚事件時，當基因型顯示為相同時，必

須進行更詳實的疫調以釐清傳染源。 

4. 本研究的另一個發現為送驗群聚事件的菌株中有 4 株為 Bovis 菌株，

其中 1 株可被新的 MIRU 位點鑑別分開，故針對台灣主要具相同

MIRU(15)基因型的 Bovis 菌株可進一步以新的 MIRU 分析，以釐清

台灣 Bovis 基因型的分布。 
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五、結論與建議  

根據本研究結果顯示所選擇的 MIRU(10) 基因型，以目前 457 菌株分

析結果可建立未來判定基因型 cluster 定義的基準。同時在未來不進行 RFLP

基因型檢驗時，spoligotype 基因型的檢驗並無法廢除，故建議未來執行以

高效率高通量的 MIRU 基因型及 spoligotype 基因型取代 RFLP 的標準方法

時，除了重新對基因型 cluster 加以定義，同時在釐清群聚事件時，疫情調

查的詳實度亦顯重要，且為了確實找出傳染源，母群體菌株基因型的監測

更是刻不容緩。 

由本研究的分析也發現，除了 Beijing 型之外，在台灣的 EAI 型菌株也

可能遇到相似的問題，儘管使用了 29 個 MIRU 位點仍無法像 RFLP 基因型

一樣鑑別分開。然加入了 hypervariable MIRU 位點，Beijing 型的鑑別力增

加，研究結果顯示僅 2.6% (5/190) Beijing 型菌株無法鑑別分開，而卻有 9.8% 

(6/61) EAI 型菌株無法鑑別分開。同時以過去疑似群聚事件送驗菌株之

RFLP 基因型分析結果顯示，台灣的 EAI 群聚事件並不如 Haarlem 型及 T

型多，主要可發現 EAI 型菌株之 RFLP pattern IS6110 band 數目可能相同或

接近，但 band 分布是不同的。因此 EAI 型的鑑別與 Beijing 同等重要，須

避免因技術限制而導致錯誤的群聚事件調查。 

因此在基因型技術逐漸成熟及推展之際，不久的將來使用全基因體分

析已為必定的趨勢，可解決RFLP或 MIRU基因分型只看特定 genetic marker 

(如 IS6110 或 MIRU 位點) 而忽略了其他基因變化，導致無法正確鑑別的問

題。期望未來使用更有效率的基因型分析技術，並進行母群體菌株基因型

監測，方可有效防治結核病的傳播。 
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六、計畫重要研究成果及具體建議 

(一) 成果 

1. 以 QUB3232、VNTR3820、QUB2163b、QUB18、Mtub21、MIRU26、

QUB-26、VNTR4120、Mtub04、MIRU39 共 10 個 MIRU 位點可獲

得最好的分型結果。 

2. 加入了 hypervariable MIRU 位點，Beijing 型的鑑別力增加，研究

結果顯示僅 2.6% (5/190) Beijing型菌株無法鑑別分開，而卻有 9.8% 

(6/61) EAI 型菌株無法鑑別分開，必須搭配疫調正確判斷。 

(二) 具體建議 

1. 使用全基因體分析已為必定的趨勢，可解決 RFLP 或 MIRU 基因分

型只看特定 genetic marker (如 IS6110 或 MIRU 位點) 而忽略了其

他基因變化，導致無法正確鑑別的問題。 

2. 未來須使用更有效率的基因型分析技術，並進行母群體菌株基因型

監測，以有效防治結核病的傳播。 
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表一 Allelic diversity of each MIRU Locus 

 


