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壹、 中文摘要 

隱球菌(Cryptococcus neoformans)為人體重要病原真菌，可由肺部感染擴及

全身，引起全身性黴菌感染，稱為隱球菌症(Cryptococcosis)。在過去二十年

中，因人類免疫不全病毒(HIV)之感染、癌症及器官移植等醫療行為，導致

免疫功能不全之個體大量增加，因而使隱球菌症成為醫療上相當棘手的問

題。針對隱球菌引起之感染，在國際上已引起醫學界之重視，正積極進行

抗真菌藥物之開發，以及真菌致病性之研究。而國內在人體病原真菌之研

究上，除了零星之臨床報告外，對本土菌株之流行病學及生態學上之瞭解，

仍屬一片空白。在此相關研究資訊快速累積之際，國內相關之研究單位與

人員，應針對該病原菌或其他重要人體病原真菌，進行系統性及整合性的

深入研究，以期對本土菌株在病原性及流行病學上能有更深入的了解，並

作為相關疾病防治措施之參考依據。本計畫之目的，乃針對隱球菌基因資

料庫之建立、基因序列之比對與選殖，核酸分離方法之測試，病原性突變

株技術之建立，以及進行快速分子檢測技術之研發及標準流程之建立，以

期能對該病原菌在國內流行病學上，生態上以及病原性上有進一步的了解

與認識，並在臨床診斷上，提供第一線醫檢人員快速鑑定之依據。本計畫

91年度主要有三項目標，一為國際及國內臨床與環境菌株之收集，二為隱

球菌標準分析方法之建立，三為隱球菌亞種或血清型標準分子檢測技術流

程之建立。針對第一項目標，目前收集共國際及國內菌株 165株，其中相

當比例為臺大醫院感染科張上淳主任及陳宜君醫師提供之臨床菌株，目前

已完成大部份菌株血清型之鑑定，並將持續完成所有菌株血清型之鑑定。

未來計劃之重點，乃進行菌株之種內分子分群，以了解國內隱球菌在流行

病學及生態學上之意義及與國際菌株之異同。而第二項目標，乃為因應部

分菌株之分析，目前亦已完成大部分方法之建立，唯病原性突變株技術，
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因無植物基因槍轉殖系統( Bio-Rad)可供測試及調整，一直無法進行，所幸

經調整個人計劃經費，終於日前完成採購，以及突變株構築方法的建立。

未來應可進行基因轉殖技術測試及突變株構築方法的建立。另外，病原性

測試之動物實驗，亦將配合相關管理辦法之要求，進行硬體設備之建立，

以應未來需要。針對第三項目標，目前利用 STE12基因，經專一性之 PCR

增幅反應及二種不同限制酶酵素的酶切，已成功地區分四種血清型及交配

型，唯此結果乃僅針對少數測試菌株，故仍須進行大量菌株之測試，以確

立其可行性。此外，PCR敏感度之測試，以及發展以培養之菌液直接進行

PCR反應，及其穩定性與再現性之測試，仍有待後續實驗完成。本年度計

劃已累積部分成果，相信若可獲得有關單位之持續支持，應可作為下年度

計劃執行之基礎，而整個計劃之成果，也能提供對國內隱球菌在流行病學

及生態學上有更深的了解。 

 

中文關鍵詞：隱球菌；隱球菌症；基因資料庫；分子檢測技術
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貳、英文摘要 

Fungal infection has drawn lots of attention due to dramatically increased 

number of immunocompromised patients caused by HIV infection, organ and 

tissue transplantation, and cancer chemotherapy in the past two decades. 

Cryptococcus neoformans is an opportunistic human pathogenic fungus that 

causes systemic infection called cryptococcosis. Cryptococcal meningitis is 

often life-threatening in such individuals. To prevent the incidence of the disease 

and also understand the pathogenesis of the fungus, research projects are 

currently conducting in various international research institutes or universities. 

On the other hand, although few clinical surveys have reported in Taiwan, a 

more thorough and systematic ecological and epidemiological study of the 

causing fungus was absent. The purpose of the proposal is to establish the gene 

database and standard molecular techniques, which can be used for the diagnosis 

and identification of the clinic, and environmental C. neoformans isolates. Three 

aims are set to accomplish for the project in 2002. First is to collect the 

international C. neoformans strains and also conduct the nationwide collection 

of the clinic and environmental C. neoformans isolates. Second is to establish 

the standard molecular protocols for nucleic acid preparation and other methods 

including gene deletion systems. Third is to develop the fast molecular 

serotyping method. In summary, we have totally collected 165 C. neoformans 

international and domestic isolates from clinic and environment. So far, we have 

completed the serotyping for most strains. We have also established standard 

molecular protocols except the biolistic transformation system. Finally, we have 

successfully developed the molecular serotyping method based the STE12 gene 

in the mating locus. This method could allow us to quickly analyze the serotype 

and mating type for the strains in one reaction. Currently, we are optimizing the 

PCR conditions and testing the sensitivity. In this project, we have collected lots 

of isolates, established standard procedures, and developed molecular serotyping 
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techniques. We hope that we can further analyze the isolates collected, generate 

useful information about the population structure of C. neoformans isolates in 

Taiwan and help to improve the clinical diagnosis and treatment of the disease in 

the end. 

 

Keyword: Cryptococcus neoformans；Cryptococcosis；gene database；Molecular 

diagnosis 
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參、前言： 

在已知超過約十萬種真菌中，約 200種真菌可於人體上造成疾

病。真菌感染依其臨床症狀，主要可分為表面感染(superficial 

infections)，皮膚感染(cutaneous infections)，皮下感染(subcutaneous 

infections)，以及全身性系統感染(systemic infections)。近年來，系

統性真菌感染之問題，逐漸受到國際上之重視，其原因為該感染

具有潛在致命威脅，再者由於人類族群中，免疫不全症候群的個

體大量增加，使受伺機性病原真菌(opportunistic pathogenic fungi)

如 Candida albicans and other Candida species，Cryptococcus 

neoformans 以及Aspergillus fumigatus等感染所引起之臨床病例大

量增加，造成醫界對真菌感染面臨新的挑戰。 

針對此類致命性、全身性真菌感染，國際上醫界、學界以及製

藥界皆已陸續投入大量人力、財力進行抗真菌藥物之開發，以及

真菌致病性之研究。如針對 C. albicans之問題，美國知名大學如

MIT Whitehead Institute，University of Minnesota醫學院以及加州

大學舊金山分校等之研究人員，皆積極投入 C. albicans真菌本身

生理，致病性以及基因體研究等之整合性計劃；針對 C. 

neoformans，在 Duke University及美國國家衛生研究院 (NIH)，

亦有類似生理及致病性之相關研究，而在 Stanford University亦有

C. neoformans基因體之研究計劃，並已完成大部分之解序工作。

由此可知，國際上對此類病原真菌研究重視之程度，而反觀國內

該類病原真菌之研究，除零星之報告外，欠缺系統性及整合性之

研究。事實上，國內有優秀之相關研究人員，研究資源亦極為豐

富，實應進行資源與人力之整合，推動相關病原真菌之重點研究，
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以期對本土菌株在病原性及流行病學上能有更深入的了解。 

Cryptococcus neoformans為重要伺機性(opportunistic)人體病原

真菌，可造成隱球菌症(Cryptococcosis)。其常侵犯之器官包括肺

部與中樞神經系統，亦可侵犯骨骼系統與前列腺等，造成全身系

統性感染，當其引起系統性腦膜炎(Cryptococcal meningitis)時，若

不及起予以藥物或外科手術治療，將導致極高之致死率。該病原

菌自1894年首先於德國被報導後，至今已逾百年。臨床的報告顯

示，該菌可在正常的個體上造成感染，另外對免疫不全

(immunocompromised)的個體亦極具致命之威脅。在過去二十年

中，因愛滋病毒之感染以及其他醫療行為如癌症化學治療、器官

移植等所造成免疫系統缺陷的個體大量增加，使得該菌所造成之

感染及問題獲得醫療和學術界的重視，目前已對其流行病學、生

態、分類、診斷、治療、致病及其相關分子機制有了初步的認識

(Casadevall and Perfect, 1998; Heitman et al., 1999; Lengeler et al., 

2000)。 

根據性狀，血清學、遺傳、生化及流行病學的特性，C. 

neoformans可區分為三個亞種(variety) (varieties grubii, neoformans,

以及gattii) (Franzot et al., 1999)，五個血清型(serotype) (serotypes 

A，B，C，D，以及AD)。血清型A者屬於C. neoformans var. grubii，

血清型B及C者屬於C. neoformans var. gattii，血清型D者屬於C. 

neoformans var. neoformans。Variety neoformans之分佈為世界性，

經常可由鳥類如鴿子的排泄物分離出(Emmons, 1955)，此外由愛

滋病患所分離者，該亞種亦佔絕大部分。而variety gattii則多分佈

於熱帶及亞熱帶地區(Kwon-Chung and Bennett, 1984a & b)，可在

尤加利樹(eucalyptus tree)上發現(Ellis and Pfeiffer, 1990)，而該亞種
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極少在愛滋病患造成感染，其原因仍不甚明瞭。 

C. neoformans在分類上屬於擔子菌綱(Basidiomycete)，在無性

繁殖上，一般以發芽(budding)的方式產生酵母菌型式(Yeast form)

之菌體，而其有性世代Filobasidiella neoformans 則經有性生殖之

過程產生有性子代擔子孢子(basidiospore)。C. neoformans var. 

neoformans之有性世代為F. neoformans var. neoformans，而C. 

neoformans var. gattii 之有性世代則為F. neoformans var. 

bacillisporus。二亞種可經交配(mating)產生少數可存活之擔子孢

子，因而不足以將兩者區分為二個不同之種(Kwon-Chung et al., 

1982)。 C. neoformans 屬異宗交配型(heterothallic)，其生活史具

有二型式的轉變(dimorphic transition)，無性單套染色體(haploid)

的酵母菌族群中，有兩種不同交配型(mating type)存在，分別為交

配型α和交配型a。兩種不同交配型的細胞在適當之環境條件下經

費洛蒙的辨識(Pheromone sensing)可分別產生接合管(conjugation 

tube)進行趨向生長及細胞融合，融合後會產生擔子菌綱典型的雙

核(dikaryotic)及具融合扣子體(fused clamp connection)之菌絲，最

終菌絲之末端會形成膨大的細胞稱擔子柄(basidium) 。於擔子柄

內，來自不同交配型的細胞之細胞核會進一步進行細胞核融合

(karyogamy)，隨之減數分裂(meiosis)發生，進而產生四種重組、

單套染色體之細胞核。細胞核並進一步經反覆有絲分裂及發芽之

方式在擔子柄上產生四條長練之擔子胞子(basidiospore)，擔子胞

子會萌發(germinate)形成酵母菌型式之個體。雙核或雙套染色體的

菌絲體為有性生殖的過渡型式，在自然或臨床的環境中所分離者

為大多為單套染色體之酵母菌型式個體。 
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研究C. neoformans的致病性顯示，莢膜(capsule)的形成，黑色

素(melanin)的產生，菌體能否生存於攝氏37℃或以上之溫度以及

交型式基因(mating type locus)等為重要之致病因子(virulence 

factor)。莢膜形成於酵母菌體細胞壁之外圍，在自然環境中，其功

用可能為保護細胞免於乾燥(desiccation)或者做為抵抗其他微生物

如變形蟲的破壞或分解。無論其在自然界所扮演的角色，研究證

據顯示莢膜在致病過程中為一重要的致病因子。莢膜於感染過程

中，可能具有抵抗巨噬細胞吞噬(antiphagocytosis)、補體耗竭

(complement deplement)等作用。莢膜合成之遺傳及分子作物等研

究，明確地證明莢膜的形成與致病性間之關係(Chang and 

Kwon-Chung, 1994)。 

黑色素的產生亦已證實與C. neoformans之致病性有關。利用傳

統遺傳的方法產生之不形成黑色素的菌株，經由動物實驗比較其

與野生菌株(wild type)之病原性顯示不產生黑色素之菌株具有較

弱之病原性(Rhodes et al., 1982)。一般認為細胞壁黑色素的堆積，

於感染過程中具有抗氧化的功能，因而藉以保護菌體本身。 

在Cryptococcus的種類中，僅有C. neoformans能始終於哺乳動

物之體溫攝氏37度或以上之溫度進行生長，該特性為人體病原菌

所不可或缺。研究Calcineurin分子訊息傳導機制，亦進一步證明該

訊息傳導機制與C. neoformans能否成功感染及存活在寄主體內，

能否生存在37度或以上之溫度以及適應寄主體內5%二氧化碳 

濃度及pH7.3~7.4有關 (Odom et al., 1997) 。 

另外，經由自然環境及臨床的調查，以及動物病原性的實驗等

結果顯示，交配型α可能與致病性有關(Kwon-Chung et al., 1978; 
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Kwon-Chung et al., 1992)。環境中與臨床上所分離出來的C. 

neoformans超過95%為交配型α之菌種。而Wickes等人於1996年報

導交配型α的菌種，在特殊的條件下如嚴重脫水及氮素源不足的

情形下，可產生單核菌絲，並於其末端形成單一交配型，即交配

型α之擔子胞子，若干特徵可藉以與有性生殖產生擔子胞子的過

程有所區別。該無性生殖的特性，亦被推測與自然環境及臨床上

所分析的結果有所關聯，因此交配型α之相關基因應扮演重要角

色(Wickes et al., 1996)，另外，Kwon-Chung等人，亦利用遺傳回

交(backcross)的方式產生同基因型(congenic),不同交配型的血清型

D的菌種，並以老鼠進行病原性的測定。結果顯示交配型α者較a

者具有更強之病原性(Kwon-Chung et al., 1992)。而交配型α之基

因如何造成病原菌較強的致病能力則有待進一步之觀察。  

 在隱球病菌的診斷上，可由微生物學、血清學以及組織學上

的方法進行診斷。在微生物學的方法上，可利用India墨汁蓋片檢

查法直接檢視腦脊髓液，以判斷腦膜炎患者是否為隱球菌腦膜

炎。而進一步確認則有待培養結果以為佐證，培養的工作可由腦

脊髓液、血液及尿液等檢體進行，。在利血清學的方法上，可利

用偵測抗原及抗體來進行(Ikeda et al., 1982; Shadomy et al., 

1987)。抗原之偵測乃利用樹脂凝集試驗法(latex agglutination test)

進行多醣類莢膜抗原之偵測。而抗體之偵測，因健康成人往往亦

可被偵測到，因此無法做為直接之診斷依據。而在組織病理學上，

往往借助特殊的染劑，如methenamine silver或Mayer's mucicarmine

將真菌之細胞或莢膜染出，以便與組織或其他真菌做區別。 

C. neoformans所引起之隱球菌症目前在臨床早期診斷上有其

 11



困難度。病患多於感染擴及中樞神經系統後，出現相關臨床合併

症包括腦壓增加引起之頭痛及視聽障礙等使前往求診。而在診斷

上則需由腦脊髓液、血液及尿液等由專業醫檢人員進行檢體鏡檢

及培養，始可確認病因，進行治療。此一過程費時數日，對於預

後影響甚鉅。針對此項缺點，為對病因快速且正確診斷，分子生

物學上的診斷技術已被發展應用於隱球菌症的診斷鑑定(Aoki et 

al., 1999; Brant et al., 1995; Chaturvedi et al., 2000; Meyer et al., 

1999; Viviani et al., 1997) 。但由於各項技術未經仔細評估及整

合，在時效上或結果判讀上，都有改進之空間，因此，在實際使

用上，為提供給第一線醫檢人員快速且正確之診斷方法，不同方

法之應用與整合，以及標準流程之建立，仍有待進一步研發。 

此外，國內對隱球菌之研究已有臨床報告發表（Chen et al., 

2000; Hsu et al., 1994），其中在 var. neoformans及 var. gattii之分佈

及感染病例上，在本島南北部地區似乎有所差異。在美國感染族

群中有很高比例為愛滋患者，然而相較於國內其比例卻很低。此

外，各血清型(serotype)及亞種(variety) 之感染比例、在地理及生

態的分佈特性，亦與國外有所區別。針對此等現象，實有必要廣

泛性地收集、分離、鑑別菌株，並進行流行病學調查工作，以建

立本土病原真菌之資料庫。因此針對此一現象，實有必要做更全

面性菌株之收集，分離與調查。在此同時若能先發展出快速且正

確辨別亞種之方法，則除了提供臨床第一線之檢驗，醫護人員可

從中獲取用藥參考之依據，另外，亦可解決從事相關調查時，大

量樣品分析所帶來的問題與困擾。 

全程計畫之總目標 

    本計畫之總目標為針對國內人體病原真菌隱球菌進行系統性
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及整合性的研究，其中包括國際及國內隱球菌之收集、分離、比

對及病原性之探討、基因資料庫之建立、基因序列之比對與選殖，

核酸分離方法之確立，病原性突變株技術之建立，以及標準快速

分子檢測技術之研發等，以期能對該病原菌在國內流行病學上，

生態上以及病原性上有進一步的了解與認識，並在臨床診斷上提

供第一線醫檢人員快速鑑定依據。 

分年計畫之目的 

   91年度計畫之目的，乃針對隱球菌基因資料庫之建立、基因序

列之比對與選殖，核酸分離方法之測試，病原性突變株技術之建

立，以及進行快速分子檢測技術之研發及標準流程之建立。此外，

亦將進行國際菌種及國內臨床菌株之收集，對其進行亞種、血清

型，以及交配型之確認。 

92年度計畫之目的，將持續國內隱球菌菌株之收集，除包括臨

床菌株之收集外，並將擴大至環境菌株包括由鴿糞及尤加利樹種

進行菌株之分離與收集。部分確認之菌株，將進行病原相關特性

之比較。及探討，並繼續進行快速分子檢測技術。 

93年度計畫之目的，將國內所收集之C. neoformans所有菌株，

包括臨床病患及自然環境者，完成亞種、血清型，以及交配型之

確認，並進行其生態分佈以及流行病學上的特性之進行綜合分

析，並以RAPD的方法，進行臨床及環境菌株之分群，以期對國內

C. neoformans菌株特性有更清楚之瞭解，作為相關疾病防治措施

之參考依據。 

本計畫91年度所要達成之目標為隱球菌基因資料庫之建立、基

因序列之比對與選殖，核酸分離方法之測試與建立，病原性突變
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株技術之建立，以及進行快速分子檢測技術之初期研發。所要完

成之工作項目包括:  

(1). 隱球菌國際菌株與國內臨床菌株之取得 

(2). 收集之菌株，對其進行亞種、血清型，以及交配型之確認 

(3). 隱球菌基因資料庫之建立 

(4). 基因資料之查詢、比對與選殖 

(5). 專一性PCR引子之設計與測試，PCR敏感度及相關方法之測

試 

(6). 核酸分離方法之測試 

(7). 病原性突變株技術之建立
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肆、材料與方法 

(1). 隱球菌國際菌株之取得及鑑定 

隱球菌不同血清型之菌株，將透過管道取得國際菌株。在國

內臨床菌株方面，將由臺大醫院及全國各大醫院或相關研究

單位取得，而在環境菌株方面，將由鴿糞、鳥糞，以及相關

樹種進行分離，所有菌株亦將進行培養，並加以鑑定確認。

確認之菌株，將作為標準快速分子檢測技術研發之用。環境

隱球菌分離之方法，乃將由各處採集得到之鴿糞樣本編號，

取適量之樣本懸浮於10ml之無菌水中，混合均勻後，吸取50

μl塗佈至CCA培養基(Corn Meal Agar 17.5g，Agar 5g，Caffeic 

Acid 0.3g，Bile 3.5g，Chloramphenicol 50μg/ml，1 liter)上，

於30℃下培養3至5天後，觀察培養基上之菌落分佈，挑取呈

褐色之單一菌落至YEPD培養基上，劃出單一菌落培養，挑

取單一菌落進行培養。在鑑定方面，分離所得之菌株，除將

輔以其他傳統生理、生化及血清等方法(Kwong-Chung et al., 

1982; Salkin and Hurd, 1982; Shadomy et al., 1987; Ikeda et al., 

1982) 進行亞種及血清型之鑑定外，主要將以下列方法進行

鑑定。 

1). 莢膜之有無: 莢膜之形成，可利用誘導莢膜產生之 LIM
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培養 (Vartivarian et al., 1993) 基進行。菌株在 30℃下，培養

於 LIM培養基 1~2天，然後利用印地安墨汁染色，在光學顯

微鏡下，以 40×物鏡觀察所分得菌株是否具有莢膜。 

2). 黑色素之有無: 黑色素之形成，以可以誘導黑色素產生之

CCA培養基，觀察所分離之菌株是否會產生黑色素。首先，

以牙籤沾取少量菌體懸浮於無菌水中，取 10μl菌液滴在

CCA培養基上，於 30℃下培養 3-5天後，觀察菌落是否呈現

棕褐色。 

3). 利用本計劃所開發出之隱球菌專一性引子對WC53, 

WC54或WC64, WC65，及核酸抽取方法，進行聚合酶連鎖

反應增幅偵測，測試結果為陽性者，表示分離菌株確為隱球

菌。此外，亦進一步利用限制酶切割圖譜來鑑定分離株之血

清型及亞種。 

(2). 隱球菌基因資料庫之建立 

隱球菌基因等相關資料，將由已發表之文獻或 National 

Center for Biotechnology Center 及 Stanford Genome 

Technology Center中之 C. neoformans 基因體資料庫中收

集，以建立相關基因資料庫，其內容包括基因名稱，核酸序
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列，生理功能，以及相關文獻等。 

(3). 基因資料之查詢、比對、選殖與定序 

C. neoformans var. neoformans serotype D 菌株，在美國史丹

福大學正進行基因體定序之工作，且已大半完成。利用文獻

中serotype D或A菌株已發表之基因，可在基因體資料庫進行

比對及確認;而 var. gattii 同源基因可於資料庫內進行搜

尋、比對及確認。交配型位點(mating type locus)上之相關基

因將優先進行查詢、比對，因其除了提供交配型及染色體套

數辨別外，亦將進一步開發為C. neoformans 亞種及血清型之

辨別工具。經比對後，選擇適當之同源基因，對於序列缺少

或不足者，將以PCR進行選殖，選殖之產物並將經定序進行

確認，以便進行比對。 

(4). 專一性PCR引子之設計及測試 

依據 GenBank搜尋得到之相關基因並經比對後，吾人選擇位

於隱球菌交配型位點之 STE12α and STE12a基因，進行專

一性 PCR引子之設計。根據搜尋文獻所得之 STE12血清型 A

與 D基因序列，經比對後選擇適當之區域，設計隱球菌專一

性 PCR引子對WC53/WC54及WC64/WC65，進行專一性
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PCR之測試。PCR引子之序列如下: 

WC53: CCAGAGCGCATCGTGAGCATT 

WC54: CTCACCCACTACGATCGTCGT 

WC64: CGTGTGTTCTTTGGAATGGCT 

WC65: GTCTCCGAGCCGAATTGTTCA 

預期會在交配型α及交配型 a之菌株分別增幅出 1086 bp及

810 bp之片段。聚合酶連鎖反應每管聚合酶連鎖反應之反應

物濃度及條件如下：每 50μl反應中含有 1μl (10 ng)的隱球

菌 DNA, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM KCl, 2 mM MgSO4, 

10 mM (NH4)2 SO4, 0.1% Triton X-100, 0.1 mg/ml nuclease free 

BSA, 0.25 mM 之 dNTP, 3.2 pmol之各 PCR引子, 以及 2.5U

之 Taq DNA聚合酶 (BIOMAN SCTENTIFIC CO., LTD)。增

幅條件為 96℃ 4分鐘，94℃ 30秒，55℃ 30秒，72℃ 1分

鐘，35個循環後，72℃ 7分鐘。10μl之增幅產物，利用洋

菜膠體電泳來檢視增幅片段之大小及產量，電泳在 80 volt，

約 1至 1.5小時之後，利用 0.5μg/ml之 EtBr進行電泳膠片

之染色，並在紫外燈下觀察結果。增幅之 PCR產物，另外並

佐以限制酶酵素之酵解，以特定圖譜作為鑑別依據。限制酶

切反應乃以剩餘之 40μl聚合酶連鎖反應產物，利用 GFXTM 

PCR DNA and Gel Band Purification套組(Amersham 
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Pharmacia Biotech Inc.)純化，取約 0.5μg之產物，依下列反

應條件，在 37℃水浴中，作用 1.5小時，限制酶 KpnI-5U，

10 mM Bis Tris Propane-HCl，10 mM MgCl2，1 mM DTT pH 

7.0。限制酶 Hinf I -5U，50 mM NaCl，10 mM Tris-HCl，10 mM 

MgCl2，1mM DTT，pH 7.9。酶切後之 DNA，利用 2%洋菜

膠體電泳來檢視酶切之後之片段大小。 

(5). PCR敏感度及相關方法之測試 

PCR敏感度之測試，利用純化genomic DNA及純粹培養之菌

液，稀釋成不同DNA濃度或菌數，進行PCR敏感度之測試，

已界定其偵測極限。 

(6). 核酸分離方法之建立 

隱球菌核酸萃取之方法，乃參考 Rose et al., 1990之方法。移

殖單一菌落體至5 ml液態YEPD培養基中，在30℃生長箱中，

培養隔夜。利用冷凍乾燥的前處理，配合不同核酸(DNA與

RNA)萃取液，進行萃取液與分離方法之測試，及標準流程之

建立。 

(7). 病原性突變株技術之建立 

利用植物基因槍轉殖系統( Biolistic Transformation System, 
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Bio-Rad)，進行隱球菌基因轉殖技術，以及突變株構築方法

的建立。 
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伍、結果與討論 

1. 隱球菌國際模式菌株之取得 

隱球菌 C. neoformans不同血清型(serotype)之國際菌株，已透

過正常申請程序，由 Duke University Medical Center Dr. Joseph 

Heitman實驗室取得，其中包含不同亞種及血清型菌種共 29株。

另外，成功大學醫學院皮膚科許銘隆醫師慷慨提供隱球菌國際模

式菌株 4株。而在收集台灣本土隱球菌臨床及環境菌株上，已由

臺大醫院感染科張上淳主任及陳宜君醫師取得臨床菌株 112株，

國家衛生研究院羅秀容博士臨床菌株 6株，疾病管制局李淑英博

士提供由單一病患所分離之臨床隱球菌菌株 7株，以及本實驗室

初步由鴿糞所分離到之隱球菌 7株，總計共 165株。所收集之部

分菌株，應用於鑑定隱球菌亞種或血清型標準分子檢測技術流程

之建立，其他菌株亦將作為該技術後續大規模測試之用。目前，

已對大部分收集之國際菌種，國內臨床及環境菌株，完成其亞

種、血清型，以及交配型之確認，無法以分子檢測方法辨別者，

將以血清試劑商品化套組進一步確認。 

2. 隱球菌基因資料庫之建立 

在隱球菌基因資料庫之建立部份，已由文獻及基因資料庫中
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收集隱球菌已發表之不同亞種或血清型之基因約 16個，如表一。

目前已收集整理其相關核苷酸序列，其中與有性生殖費洛蒙訊息

傳導有關的基因 STE12 及 GPB1，已進行序列比對，並設計專一

性 PCR引子，進行研發為鑑定隱球菌亞種或血清型之分子標的。 

3. 基因資料之查詢、比對、選殖與定序 

在已收集或比對之 C. neoformans基因中，選取 2個與有性生

殖費洛蒙訊息傳導有關的基因 STE12 及 GPB1，進行基因序列之

分析。STE12基因為交配型專一性基因，除了可提供交配型及染

色體套數之辨別外，亦開發為 C. neoformans 亞種及血清型之辨

別。日前針對該二基因設計專一性 PCR引子，進行增幅反應，

並已成功增幅出預期大小之片斷，而其中 STE12基因，佐以二種

限制酶酵素之切割，已可成功區分交配型及四種不同血清型。結

果詳述如下: 

在 GPB1基因部分，設計專一性引子對 JOHE5897及WC52，

預期增幅片段大小於血清型 A及 D上分別為 612 bp及 601 bp。

為能明顯區分不同血清型，吾人進一步佐以限制酶酵素 EcoRV

之切割，血清型 A因無切位，仍維持 612 bp之大小，而血清型

D因具一切位，可得 186 bp及 415 bp兩片段大小，而與血清型

 22



A區別。在血清型 B上其結果類似血清型 D，而血清型 C則類似

於血清型 A。故若欲利用 GPB1基因進行不同血清型之鑑別，需

嘗試以其他限制酶酵素或設計涵蓋更大片段之 PCR引子，再行

測試。 

在 STE12基因部分，STE12位於交配型位點(mating type locus)

上，於不同交配型具不同之基因序列 (idiomorph) 分別為 STE12

α及 STE12a，故可藉以同時進行交配型之確認。針對 STE12α，

設計專一性引子對WC53及WC54，已成功增幅預期片段大小，

血清型 A及 D上分別為 1086 bp及 1083 bp，血清型 B及 C與 A、

D大小相仿。同樣佐以單一限制酶酵素之切割，可成功區分三種

血清型。限制酶酵素 KpnI 酶切後片段大小，血清型 A為 458 bp、 

365 bp、 263 bp，血清型 D為 454 bp、629 bp，血清型 B之酶切

結果類似血清型 D，而血清型 C因沒有此酵素的切位，酵解後片

段仍在接近 1100 bp大小處。而另以限制酶酵素 SacI 酶切後之片

段大小血清型 A因沒有此酵素的切位，酵解後片段仍為 1086 

bp，血清型 D為 614 bp、469 bp，血清型 B之酶切結果仍類似

血清型 D，而血清型 C酵解後片段約為 744 bp、339 bp。結果如

圖一所示。 

 23



針對 STE12a，設計專一性引子對WC64及WC65，目前已成

功增幅血清型 D預期片段大小 810 bp，血清型 B及 C與血清型

D者大小相仿，而在血清型 A上，目前無確定菌株可供測試。同

樣以限制酶酵素 KpnI 酶切後片段大小，血清型 D得片段 589 

bp、221 bp，血清型 B之酶切結果仍與血清型 D類似，而血清型

C因沒有此酵素的切位，酵解後片段仍在接近 810bp大小處。而

因三種血清型都沒有 SacI限制酶酵素的切位，酶切後仍呈現原來

增幅出的 810bp大小。結果如圖一所示。 

為能以 STE12基因進行血清型之分子鑑定，突破無法區分血

清型 B與 D之情形，日前針對 STE12α基因設計涵蓋較大片段

之 PCR引子WC71，與WC53進行 PCR反應，血清型 A片段大

小為 1511 bp，血清型 D片段大小為 1508 bp，而血清型 B與 C

亦可增輻出類似片段大小。在進行選殖與解序後，發現血清型 B

與 D間，僅有 5個核苷酸之差異，根據酵素切位圖譜的判定，找

到一個可能適當的限制酶 HinfI。酵解結果顯示，此酵素的確可

以區分出血清型 B，D之增幅片段，其大小分別為血清型 D：379 

bp、99 bp、100 bp、40 bp、31 bp，及 433 bp。在 2％洋菜膠體電

泳分析之下，可以觀察到 433 bp、379 bp，及 99 bp、100 bp三個
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大小的片段;在血清型 B上，則會呈現出 467 bp及 619 bp 兩個

片段(如圖二所示)。在 STE12a基因方面，亦在進行選殖與解序

後，發現限制酶 HinfI為可能之酶切酵素。酵解結果顯示，此酵

素亦可以同時區分出 STE12a在血清型 B，C，D之增幅片段，其

大小約為：血清型 B：530 bp、253 bp、27 bp（其中 27 bp片段

在 2％洋菜膠體電泳分析之下無法觀察到）;血清型 C：389 bp、

274 bp、141 bp;血清型 D則仍維持增幅後 810 bp之長度(如圖二

所示)。目前初步結果顯示，利用專一性引子對WC53 WC54，

WC64 WC65進行增幅並佐以限制酶 KpnI及 HinfI，可成功鑑別

出隱球菌四種血清型及交配型。 

而為能針對未知菌株，以單一 PCR反應快速檢測出其血清型

與交配型，吾人亦以血清型 A、B、C及 D之 MATα及 MATa菌

株 genomic DNA，以四個混合 PCR引子WC53、WC54、WC64

及WC65，進行 STE12α與 STE12a之專一性增幅反應。結果顯

示，兩組 PCR引子對不會互相干擾，仍可增幅出專一性鑑別產

物(結果如圖 3所示)，故可混合所有試劑於單一 PCR反應管中，

進行未知菌株之鑑定。 

4. 核酸分離方法之測試 
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在核酸分離方法上，已利用冷凍乾燥或液氮處理等方法，成

功分離出高品質與產量之核酸 (DNA與 RNA)，可應用於後續之

相關菌株病原性及基因表現差異性等之研究。 
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陸、結論與建議 

91年度本計劃執行上，有三項主要目標，一為國際及國內臨床

與環境菌株之收集，二為隱球菌標準分析方法之建立，三為隱球

菌亞種或血清型標準分子檢測技術流程之建立。針對第一項目

標，目前收集共國際及國內菌株165株，其中相當比例為臺大醫院

感染科張上淳主任及陳宜君醫師提供之臨床菌株，目前已完成大

部份菌株血清型之鑑定，並將持續完成所有菌株血清型之鑑定。

未來計劃之重點，乃進行菌株之分子分群，以了解國內隱球菌在

流行病學及生態學上之意義及與國際菌株之異同。而第二項目

標，乃為因應部分菌株之分析，目前亦已完成大部分方法之建立，

唯病原性突變株技術，因無植物基因槍轉殖系統( Bio-Rad)可供測

試及調整，一直無法進行，所幸經調整個人計劃經費，終於日前

完成採購，以及突變株構築方法的建立。未來應可進行基因轉殖

技術測試及突變株構築方法的建立。另外，病原性測試之動物實

驗，亦將配合相關管理辦法之要求，進行硬體設備之建立，以應

未來需要。針對第三項目標，目前利用STE12基因，經專一性之

PCR增幅反應及二種不同限制酶酵素的酶切，已可相當成功地區

分四種血清型及交配型，唯此結果乃僅針對少數測試菌株，故仍

 27



須進行大量菌株之測試，以確立其可行性。此外，PCR敏感度之

測試，以及發展以培養之菌液直接進行PCR反應，及其穩定性與

再現性之測試，仍有待後續實驗完成。 

本年度計劃已累積部分成果，相信若可獲得有關單位之持續支

持，應可作為下年度計劃執行之基礎，而整個計劃之成果，也能

提供對國內隱球菌在流行病學及生態學上有更深的了解。 
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Fig. 1. STE12基因 PCR片段限制酶酵素切割圖譜。血清型 A、B、C

及 D之 MATα菌株 genomic DNA，以 PCR引子對WC53及WC54進

行 STE12α增幅反應，佐以限制酶酵素 kpnI 及 SacI 切割之圖譜。血

清型 B、C及 D之 MATa菌株 genomic DNA，以 PCR引子對WC64

及WC65進行 STE12a增幅反應，佐以限制酶酵素 kpnI 及 SacI 切割

圖譜之電泳分析結果。 
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Fig.2. STE12基因 PCR片段限制酶酵素切割圖譜。左，血清型 A、B、

C及 D之 MATα菌株 genomic DNA，以 PCR引子對WC53及WC54

進行 STE12α增幅反應，佐以限制酶酵素 HinfI 切割之圖譜。血清型

B、C及 D之MATa菌株 genomic DNA，以 PCR引子對WC64及WC65

進行 STE12a增幅反應，佐以限制酶酵素 HinfI切割圖譜之電泳分析結

果。 
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Primer pairs: 
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Fig. 3. STE12α及 a基因混合 PCR引子WC53、WC54 、WC64及

WC65專一性增幅反應測試。血清型 A、B、C及 D之 MATα及 a菌

株 genomic DNA，以混合 PCR引子WC53、WC54、WC64及WC65

進行 STE12α與 STE12a專一性增幅反應之電泳分析結果。 
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玖、表 

Table 1. 隱球菌相關基因序列及文獻一覽表 

基因名

稱 

血清

型 

序列長度 

(bp) 

來源 相關文獻 

A. 3162 GenBank Yue,C. et. al. 1999 

B 1086* 本計畫選殖解

序 

 

C 1086* 本計畫選殖解

序 

 

STE12

α 

D 3798 GenBank Wickes,B.L et al 

1997 

B 810* 本計畫選殖解

序 

 

C 810* 本計畫選殖解

序 

 

STE12a 

D 3000 GenBank Chang,Y.C 2001 

A 2131 GenBank Wang,P. et.al. 2000 GPB1 

D 4376 本實驗室 

Unpublished 

data 
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A 1824 GenBank Lengeler,K.B. et. al. 

2000 

STE20a 

D 2078 GenBank Lengeler,K.B. et. al. 

2000 

A 2430 GenBank Lengeler,K.B. et. al. 

2000 

STE20

α 

D 2861 GenBank Lengeler,K.B. et. al. 

2000 

A 777* GenBank Franzot,S.P. et. al 

1998 

C 779* GenBank Casadevall,A et. al. 

URA5 

D 2029 GenBank Edman,J.C. et al 

1990 

A 1062 GenBank Chaturvedi,S 2001 

B 1824 GenBank Chaturvedi,S 2001  

SOD1 

D 1915 GenBank Chaturvedi,S 2001 

A 2221 GenBank Cox,G.M. 2001 

B 1905 GenBank Latouche,G.N. 

C 2239 GenBank Latouche,G.N. 

PLB1 

D 2212 GenBank Varma,A. 

CAP59 D 1641 GenBank  

A 562* GenBank Patter,R. 

B 567* GenBank Chaturvedi,V 

Laccase 

C 559* GenBank Chaturvedi,V 
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 D 3821 GenBank Williamson,P.R. 

1994 

CPRa1 D 1326 GenBank Chang,Y.C 

STE11

α 

D 3996 GenBank Clarke,D.L. 2001 

MFa1 D 128 GenBank McClelland,C.M. 

2002 

MFa2 D 128 GenBank McClelland,C.M. 

2002 

MFa3 D 128 GenBank McClelland,C.M. 

2002 

MFα1 D 116 GenBank Davidson,R.C. 2000 

MFα2 D 116 GenBank Davidson,R.C. 2000 

MFα3 D 116 GenBank Davidson,R.C. 2000 

CPRα1 D 1321 GenBank Karos,M  

A 8440 GenBank Cruz,M.C. 1999 TOR1 

D 3249 GenBank Cruz,M.C. 1999 

*者代表部分序列 

 

 


