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壹、摘要 

研究目的利用多種以不同基因標的(genetic marker)分子分型方法，瞭解

臺灣地區結核分枝桿菌之抗藥性菌株之基因型，並建立結核分枝桿菌菌株及

基因相關生物資訊系統，提供基礎與臨床研究(如：開發結核菌診斷、治療

及疫苗等)運用，以達結核病防治之終極目標。 

 

研究方法從 2004年台灣地區結核分枝桿菌菌株資料庫中，選取結核分

枝桿菌抗藥性菌株，進行抗藥性分析，同時利用結核分枝桿菌菌株限制酵素

片段多形性分型法(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)以及間

隔寡核酸分型法(Spacer Oligonucleotide Typing, Spoligotyping)菌株分型系

統，將結核分枝桿菌菌株精確分型，建立基因資料庫，與本國流病資料結合

以了解結核菌抗藥性分子流行模式。 

 

主要發現本年度 1-9月收集結核菌抗藥菌株共 214株，其中僅有 127株

質量具佳之菌株已完成 IS6110 RFLP分子分型分析。其中，基因型為單一型

態(unique type)者占 84.3 %。另有 145株完成 Spoligotyping，北京基因型佔

37.9 %，與多重抗藥性不具統計上之關聯性。 

 

結論及建議事項由結果顯示 IS6110 RFLP型別相當多樣化，可推估台灣

地區多重抗藥菌株基本上並無大規模流傳情形發生，而且可能大都為舊病

治癒後復發（reactivation）的病例。建議長期追蹤抗藥性菌株之分佈與變

異情形，以瞭解治療與個案管理成效。 

 

關鍵詞：抗藥性、結核分枝桿菌菌株、基因資料庫 
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Abstract 

 

Key Words: Drug resistance, Mycobacterium tuberculosis, genomic database 
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貳、本文 

 

一、前言 

結核病(Tuberculosis,TB)是由分枝桿菌所引發的一種傳染性疾病，通常的

感染是表現在肺部，但是它的確會侵害人體所有組織，病原體是結核菌

(Mycobacterium tuberculosis)，可經由咳嗽飛沫傳播（Small, 1994）。此疾病

可以藥物治療，早期之診斷治療可降低發病率及死亡率，只是療程常需達

6-12 個月，病人之合作度是關鍵。人類通常以由減毒之牛型結核桿菌製成

之卡介苗(BCG)疫苗來預防肺結核。在西方己開發國家中，一般認為愛滋病

(AIDS)流行的結果是造成 TB再爆發流行主因（Sepkowita, 1995）。結核病的

臨床症狀為持續性咳嗽、痰中帶有血絲、胸部疼痛、疲勞、食慾不振、體重

減輕、虛弱等。結核病檢驗的方式有很多種，胸部 X 光比較不具特異性，

但是對肺結核還算敏感（50-60%）。結核病主要分為肺結核和非肺部的結

核，前者又可分為可培養出桿菌之開放性與無培養出桿菌之封閉性肺結核。

封閉性肺結核的病人大約是開放性肺結核病人的 2-3倍。 

現今全世界有二仟萬個患者，每年增加八百萬個新病例，並造成每年兩

百萬人死亡(WHO, 1999)。尤其在最近五年內，在己開發國家中發生的病例

急劇上昇，使得 TB不再侷限於未開發及開發中國家的專利，更演變成為全

球的問題。結核病在我國仍是一項急待解決的公共衛生問題。雖然結核病已

陪伴人類幾千年，但一直要到二十世紀 40 年代第一個抗結核藥物 

streptomycin (SM)出現後，人類才開始能有效治療並控制結核病。隨著抗結

核藥物的陸續發明，合併多種藥物的內科治療已成為近五十年來人類對抗結

核病的主流﹔尤其 RMP合併 INH的優異療效於 70年代被証實之後，少於

一年的短期化學治療更躍為標準治癒結核病的方式。多重抗藥性結核病

(Multidrug Resistance-TB, MDR-TB)是結核病治療失敗的重要因素之一，加

上近幾年來愛滋病的推波助瀾，其影響結核病防治的角色日益突顯，而如何
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預防並克服 MDR-TB 已成為全球公共衛生的急切課題。一般皆認為病人服

藥的順從性不理想與具抗藥性的結核病人日益增多是造成治療失敗的兩大

因素。其中，導致結核病 primary或 acquired抗藥性是人為因素居多，主要

為處方錯誤、藥物供應不規律、藥物品質不良及病例管理不佳、服藥期不足

及選擇性服藥等。 

依據前慢性病防治局於 1997-1998年調查台灣地區治療結核病藥物抗藥

性之結果顯示，近 10 年來原發性抗藥所佔比例有增多趨勢，佔 12.3%高於

全球平均值；續發性抗藥為 67%，亦高於全球平均值甚多。而結核菌對抗

結核藥物產生抗藥性的主要原因，是由於染色體上的一些抗藥基因產生突變

所致，特別是在接受不適當或不完全的藥物治療之病患身上，容易有突變菌

株的出現。預防抗藥菌株之進一步散佈，亦是公共衛生上之一重大課題。抗

藥性監測計畫為國家 TB方案(National TB Program)成效評估必要工具。要

降低結核病之發生率，除了必須要能監督患者接受抗結核藥物治療完整的療

程，以預防其復發並傳染給他人。另外，亦必須藉由菌株分型的工作，以了

解其散佈情形與傳播途徑，以便採取適當措施，預防其進一步擴散造成感

染。要能夠達到快速追查到感染新結核病患者菌株來源之目的，必須有一套

結核菌之基因與流行病學資料庫，透過比對及搜尋的方式，從資料庫中找出

與過去所有菌株之關聯性。因此本計畫目的，擬由分子基因層次，深入剖析

臺灣地區抗藥性結核分枝桿菌之特性即發生率，並建立資料庫供流行病學追

蹤研究用。 

資料庫中亦將包含其它分子分方法（ RFLP, MIRU-VNTR 及

spoligotyping）結果。基本上，RFLP是利用幾乎所有 M. tuberculosis 及 M. 

bovis 皆含多個 IS-6110 片段之特性（Groenen, 1993），在取得檢體經

decontamination後，進行菌體培養，抽取 DNA後以限制酵素定點反應。依

照各結核菌型中 IS-6110於 chromosome之不同數目及位置等性質，利用 gel 

electrophoresis 及 western-blotting 技術配合電腦分析軟體進行影像圖譜數
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位化後（Meyer, 1996），以分析軟體如 Bionumberics（Applied Matts, Kortrijk, 

Belgium）常態化處理，並將單一菌株之 DNA 圖譜當成單件資料儲存，將

圖譜資料配合菌株之流病資料，即為菌株之身分資料，資料庫於是建立。然

而，此法因牽涉菌體培養，相當耗時且步驟繁瑣。自 1990年起，快速 DNA

指紋分型檢驗法先後在不同實驗室發展著，Isogen Bioscience B.V.更推出

Spoligotyping檢驗套組。其原理為：結核菌之 chromosomal locus中之”direct 

repeat”(DR)部位具 spacer DNA多態現象，可做為菌體分型之依據（Hermans, 

1991）。此法與 RFLP 同樣可利用 unweighted pair-group method using 

arithmetic averages（UPGMA）clustering（Sneath, 1973）或 neighbor-joining

方法（Saitou, 1987），常態化圖譜後，採用 Dice Index分析相似性（計算誤

差容忍度為 3.0%），將具相似 IS-6110 圖譜之結核桿菌分類並以樹狀圖

（dendrogram）標示，並與菌株之流病資料連結，做成可供比對型式之數位

化資料與資料庫。最近新發展 VNTR 技術，其原理乃根據結核菌染色體上

一些具不同長短多形性之 tandem repeat 基因位點，不同菌株可能具有不同

數目之 repeats，利用 PCR法，將不同 tandem repeat基因位點放大，依照估

計出來 repeat之數目，分別給予各基因位點一數字代碼，如取五個基因位點

分析，每一菌株即可得到一五數字構成之分型代號，不同菌株之分型代號不

同，然菌株間關係愈近者，五數字中具相同數字者愈多，反之，則五數字中

具相同數字者愈少。此法亦較限制酵素片段多形性分型法簡易、快速，方便

作為不同實驗室比較用，且對於低套數 IS6110 之菌株，分辨能力較佳；然

敏感度仍遠不及標準方法。目前建議可作為一篩選方法，相同者方進行標準

方法作進一步分型，或作為標準方法之輔助技術，用於將低套數 IS6110 之

菌株分型。相較於 RFLP，其優缺點都類似 spoligotyping及MIRU-VNTR分

型法，分辨菌株能力皆不及標準方法。 

完整的分枝桿菌菌株分型工作必須能夠合併數種不同的分型技術結

果，方能達到精確地將菌株分型之目的。目前，本結核分枝桿菌實驗室已著
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手進行 RFLP、spoligotyping與MIRU-VNTR方法的建立與基因資料庫之設

立。本計畫擬完整化基因資料庫之基本資料，也藉此瞭解臺灣地區分枝桿菌

之抗藥性盛行率及抗藥菌株之基因型。本計畫總目標：除了標準化菌株鑑定

與分型操作流程、標準化設備與軟體，培養多元化技術（微生物、分子生物、

流病統計分析及電腦系統等）人才及建立結核桿菌指紋資料庫外，最重要的

是可對台灣地區結核病相關研究建立基本背景資訊，例如：地域特性、地區

流行菌株之基因型多樣性、菌株來源（本土或外來）、菌株傳染途徑、菌株

感染族群（population）結構、菌株之演化（Sreevatsan, 1997）等。由病原

體之多樣性配合流病資料，可供疾病防治策略擬定參考。 
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二、材料與方法 

 

（一）材料收集及篩選 

研究族群包括正發病病人、連續發病病人，將以電腦軟體 Access 建立

菌株之流病基本資料，儘可能包括：菌株分離者與單位；採檢與菌株分離日

期病人之姓名、年齡、性別、地址、國籍；發病日期；其它疾病歷史及其他

相關流病資料等。。檢體已經過標準化程序分離且確認之多重抗藥性菌株，

菌株收集自台灣地區醫療院所（民國 86年至 92年）。且先經抗生素抗藥性

試驗表現其抗藥性菌株至少約 200株。 

 

（二）細菌學檢驗 

 

1. 分離分枝桿菌 

利用 L-J固體培養基系統進行分枝桿菌分離確認後進行分子分型及菌

株保存。 

 

2. 藥物敏感性試驗 

利用MGIT液體培養基系統進行結核菌藥物敏感性試驗。用MGIT液

體培養基系統，除了求其快速外，主要是固體培養基 pH 值會影響 

pyrazinamide (PZA) 藥物敏感性試驗結果，並不被用來當作 PZA藥物敏感

性試驗之標準方法，因而用液體培養基系統以求方法統一與標準化。 

 

（三）基因體分析 

 

1. 全基因體核糖核酸之萃取及定量 

挑出至少 2 接種環(直徑約 0.5cm)的菌，放入裝有 400µL 1×TE的離

心管中滅菌；80℃加熱 30分鐘，在室溫中冷卻。預熱 CTAB/NaCl solution 
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至 65℃。加入 50µL的 10 mg/mL lysozyme，均勻混合，在 37℃水浴至少

1小時。之後加入 75µL的 10% SDS/proteinase K solution，均勻混合，於

65℃加熱 10 分鐘。再加入 100µL 的 5M NaCl 與 100µL 65℃預熱的

CTAB/NaCl 溶液，均勻混合至溶液成乳白色後，於 65℃加熱 10分鐘。加

入 750µL的 chloroform/isoamyl alcohol(24:1)，均勻混合約 10秒。以 11,000g

離心 8分鐘，將上清液移至另一乾淨微量離心管中。慢慢加入 0.6倍體積

的 isopropanol，輕晃，加速 DNA沉澱下來。置於-20℃至少 30分鐘。加

入 1 mL的-20  70%℃ (v/v) 乙醇，輕翻轉微量離心管數次後加入 1 mL的

-20  70%℃ (v/v)乙醇，輕翻轉微量離心管數次。以 11,000g離心 5分鐘後倒

掉管中大部分液體，僅留下約 20µL 液體再以 11,000g 離心 1 分鐘。以微

量吸管小心吸去管壁剩餘液體後，讓沉積於離心管底部的 DNA於室溫中

陰乾；檢查酒精是否完全蒸發，若尚未完全蒸發，則延長陰乾時間。最後

加入 1×TE 將 DNA 沉澱物溶解。吸取 100μL 1×TE 至一乾淨的石英管

中，放入分光光度計中歸零。將已歸零的石英管取出後，先以 70﹪酒精

沖洗，再用二次水沖洗後吸出殘餘的水分。取 2μL待測的 DNA加上 98

μL 1×TE，均勻混合後，放入已洗淨的石英管中，放入分光光度計中測定

260nm 的吸光值。濃度的計算公式為：260nm 的吸光值×50×50＝【DNA

濃度】μg/mL。 

 

2. RFLP 

RFLP分型需純度較佳之 DNA，而且其分析程序之標準化將影響分析

結果。目前，實驗室已完成菌株培養、熱處理及 DNA萃取與純化步驟，

並進行以特定核酸限制酶（Pvu II）切割結核桿菌基因體後可得到多條長

短不一之片斷，於 0.8%瓊脂凝膠以電泳儀將 DNA片斷分層。再利用南方

墨點法轉移至雜合膜上，續以 DIG 或 ECL 標幟之 IS-6110 核酸探針進行

核酸雜合反應。即可於解析與比較多態性菌株 DNA圖譜。將影像圖譜數

位化與常態化後，將再以分析軟體進行菌株後續電腦分析。 
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3. Spoligotyping 

以M. Tuberculosis H37Rv或M. Bovis標準菌株做為 spoligotyping之對

照組。 

(1) 聚合脢連鎖反應 

微量離心管內添加17μl水，依序加入各2.5μlDRa、DRb，最後加入

檢體菌液3μl，每管再加入25μl礦物油後蓋上蓋。PCR程式設定為95℃5

分鐘；95℃1分鐘、55℃1分鐘、72℃0.5分鐘，30cycles；72℃5分鐘，4℃。  

 

(2) 核酸雜交試驗 

以八連排微量試管，每管以微量吸管注入150μl2×SSPE/0.1﹪SDS，

注入20μl PCR產物，以PCR machine denature加熱。將雜交膜以250 ml、

60℃之2×SSPE/0.1﹪SDS清洗再置於Miniblotter。PCR產物分別注入每條溝

中，置於60℃烘箱雜交。再於60℃雜交烘箱內以250ml 2×SSPE/0.5﹪SDS

溶液鐘清洗2次。 

 

(3) 呈色及沖片 

雜交膜置於雜交管內。將10μl Streptavdin-HRP加入10 ml 2×SSPE/0.5

﹪SDS溶液混合均勻後，加入含雜交膜之雜交管中，以雜交烘箱42℃溫度

反應45分鐘。反應完後以42℃250 ml 2×SSPE/0.5﹪SDS溶液清洗兩次。之

後於以250 ml 2×SSPE溶液清洗。倒乾清洗液後加入ECL反應試劑10 ml震

盪。再置於壓片夾內，於暗房內壓片5分鐘後，進行沖片。 

 

（四）建立抗藥性結核菌株庫 

菌株先存放於檢驗實驗室，以含 10% OADC、0.2﹪glycerol之 7H9培

養基保存於-70℃中，待分析後選擇值得保存之特定菌株，轉交疾病管制局

生物材料中心進行永久保存，並提供菌株予醫療院所及學術研究單位使用。 
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（五）資料庫建置 

疾管局結核病實驗室將建置病人流病資料、菌株庫及以 Bionumberics

為主之基因資料庫聯結系統。 
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三、結果 

2004年 1月至 9月本實驗室共收集 1,192株菌株，扣除 38株非結核分

枝桿菌(nontuberculous mycobacteria，NTM)以及 108 株重複送檢病人之菌

株，共計 1,046株結核菌，根據各醫院藥物敏感試驗結果，有抗藥資料菌株

共 1,005株，其中至少對一種藥物有抗藥性的菌株有 214株，依地域分北、

中、南、東四區列於表一。有抗藥資料菌株之病人性別及年齡分布列於表二。 

抗藥性分析結果依北中南東四區列於表三，INH抗藥情形以東部(73.8%)

最高，北部為 44.7 %，南部為 38.2 %；RMP抗藥東部(56.3 %)最高，其次北

部(39.5 %)；SM抗藥比率以南部較嚴重為 70.8 %，東部 21.3 %次之；EMB

抗藥情形以東部和北部較高。全部共有 30.8 % (66/124)為多重抗藥(MDR)菌

株，其中東部(48.8 %)最高。66株多重抗藥結核菌株之抗藥性情形列於表四。 

本研究選取至少對一種藥物有抗藥性的菌株分別進行 RFLP 和

Spoligotying 基因分型。部份菌株由於質量不夠無法進行基因分型。RFLP

基因分型共計有 127株結果整理於圖一，其中 107株(84.3 %)的基因型為單

一型態(unique type)，其餘 20株分為 8個群組(8 clusters)，1個群組含有 4

株相同型，2個群組各有 3株相同型，5個群組各有 2株相同型。平均 IS6110

片段數目(number of IS6110 copies)為 13.3±3.8，9-13 copies 占 54.3 % 

(69/127)，16-18 copies占 27.6 % (35/127)，沒有任何菌株 IS6110片段數目小

於 6 (圖二)。Spoligotyping基因分型共計完成有 145株，55株(37.9 %, 55/145)

屬於北京基因型，其中的 48株(87.3 %, 48/55)為標準北京基因型，7株(12.7 

%, 7/55)為類北京(Beijing-like)基因型。今年度北京基因型抗藥菌株與多重抗

藥性無關(p=0.7) (表五)。 
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四、討論 

本研究進行 2004年台灣地區結核分枝桿菌抗藥性資料之收集與

分析。從目前的結果顯示，從各醫院收集來的菌株，抗藥菌株所佔

的比例有極大差異，增加或減少一個菌株收集醫院有可能會影響用

此結果評估台灣地區結核菌的抗藥情形。今年中部地區僅收到 61

株菌株，且部分菌株 (27.9 %, 17/61)沒有做抗藥性試驗，結果可能

會有偏差。上半年東部地區收菌集中收集特定區域病患的菌株，可

能導致本研究東部地區多重抗藥菌株比率 (48.8 %)甚高，不一定反

應此區域結核分枝桿菌實際抗藥情形。  

本研究利用 RFLP 所分析之 127 株抗藥菌株中，基因型為單一型態

(unique type)占 84.3 % (107/127)，顯示 IS6110 RFLP型別相當多樣化，可推

估台灣地區抗藥菌株基本上並無大規模流傳情形發生。其餘 20株分為 8個

群組(8 clusters)，1個群組含有 4株相同型，2個群組各有 3株相同型，5個

群組各有 2 株相同型，這些群組菌株來源幾乎都來自東部地區，可能與集

中收集特定區域病患菌株有關。IS6110 片段數目(number of IS6110 

copies)呈現雙峰分布，9-13 copies占 54.3 % (69/127)，16-18 copies占 27.6 % 

(35/127)，推測後者與北京型有關。 

許多研究指出北京株較易產生抗藥性，且推測其具有較強之致病能力。

雖然，北京株最主要出現於亞洲，但卻流傳於全球，普遍推論北京株結核分

枝桿菌較易突變成具有抗藥性之菌株，而且因致病力較強易爆發區域感染。

本研究利用 Spoligotyping分析 145株抗藥菌株，55株(37.9 %, 55/145)屬於

北京基因型中，僅 15株(27.3 %)為多重抗藥菌株，抗藥菌株北京基因型與是

否為多重抗藥性無關(p=0.7)。相較於 2001 年 Kruuner 愛沙尼亞之北京株，

高達 87.5%具有 INH 及 RMP 多重抗藥性；其中 67.2%對 SM、INH、EMB

及 RMP全部皆具有抗藥性，僅只有 12%無抗藥性。 
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五、結論與建議  

抗藥性情形一直是國家結核病成功與否之指標，必須建立台灣地區整體

性監測系統。本年度以設置必要實驗室、整建含 P3之核心實驗室、建立標

準化藥敏測試方法；收集台灣地區之確定抗藥性菌株，建立菌株資料庫，並

以 spoligotyping及 RFLP分析台灣多重抗藥性菌株特性，藉此基礎研究除可

以發展抗藥性菌株快速檢測方法，縮短檢驗時程外，並由早期判定病患致病

菌株抗藥性的發生，提供治療參考避免抗生素的用，並期能在結核病防治上

有所助益。 
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七、圖、表 

表一、2004年 1-9月抗藥性結核菌分析 

抗藥菌株 非抗藥菌株 無資料 
醫院 

N (%) N (%) N (%) 
總計 

北部 38    355 

醫院 1 13 (7.3) 148 (83.1) 17 (9.6) 178 

醫院 2 25 (14.1) 151 (85.3) 1 (0.6) 177 

中部 7    61 

醫院 3 7 (11.5) 37 (60.6) 17 (27.9) 61 

南部 89    281 

醫院 4 13 (14.9) 72 (82.8) 2 (2.3) 87 

醫院 5 66 (40.2) 98 (59.8) 0  164 

醫院 6 10 (33.3) 20 (66.7) 0  30 

東部 80    349 

醫院 7 80 (22.9) 265 (75.9) 4 (1.2) 349 

全部 214 (20.5) 791 (75.6) 41 (3.9) 1046 
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表二、有抗藥資料菌株之病人性別年齡分布 

抗藥菌株 n = 214 非抗藥菌株 n = 791 
 

N (%) N (%) 

性別   

男 153 (71.5) 511 (64.6) 

女 47 (22.0) 225 (28.4) 

無資料 14 (6.5) 55 (7.0) 

年齡   

0~19 10 (4.7) 31 (3.9) 

20~29 10 (4.7) 52 (6.6) 

30~39 19 (8.9) 86 (10.9) 

40~49 36 (16.8) 97 (12.3) 

50~59 24 (11.2) 105 (13.3) 

60~69 22 (10.3) 91 (11.5) 

70~79 50 (23.4) 158 (20.0) 

80~99 28 (13.1) 115 (14.5) 

無資料 15 (7.0) 56 (7.1) 
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表三、2004年台灣地區抗藥性結核菌菌株之抗藥性情形 

Drug Resistance 

INH1 RMP2 SM3 EMB4 MDR5  

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) 

Northern 
(n=38) 17 (44.7) 15 (39.5) 1 (2.6) 16 (42.1) 8 (21.1) 

Central 
(n=7) 2 (28.6) 0 0 6 (85.7) 0 

Southern 
(n=89) 34 (38.2) 25 (28.1) 63 (70.8) 24 (27.0) 19 (21.3) 

Eastern 
(n=80) 59 (73.8) 45 (56.3) 17 (21.3) 39 (48.8) 39 (48.8) 

Total 
(n=214) 112 (52.3) 85 (38.3) 81 (39.7) 85 (39.7) 66 (30.8) 

1INH: Isoniazid. 2RMP: Rifampin. 3SM: Streptomycin. 4EMB: Ethambutol. 
5MDR:Multiple Drug Resistance, Resistance to at least Isoniazid and Rifampain 
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表四、66株多重抗藥結核菌株之抗藥性情形 

 

INH1 RMP2 SM3 EMB4 No. of strains (%) 

R** R R R 17 (25.8) 

R R S* R 15 (22.7) 

R R R S 10 (15.2) 

R R S S 24 (36.4) 
1INH: Isoniazid. 2RMP: Rifampin. 3SM: Streptomycin. 4EMB: Ethambutol. 

*:S: Susceptible. **:R: Resistant. 
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表五、北京基因型與結核菌抗藥性之關聯性 
 

 MDR-TB Non-MDR-TB Total 

Beijing genotype 15 40 55 

Non-Beijing 22 68 90 

Total 37 108 145 

(x2 test，p=0.7) 
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圖一、127株抗藥性結核菌菌株之 IS6110 RFLP 基因分型別 
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圖二、127株抗藥性結核菌菌株 RFLP基因分型之 IS6110片段數目 
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