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摘  要 

關鍵詞:纖維性血球凝集素，基因序列，基因變異性 

 百日咳是一種高傳染性的急性上呼吸道疾病。雖然預防接踵育苗可有效

預防，但每一年世界各地皆時有疫情爆發的情形。例如 1995年發生於荷蘭

的百日咳流行便造成 10倍以上的病例發生。而感染的病患中發現有很大部

分是已經接種 4劑以上疫苗的青少年的。這種跡象顯令人懷疑多年使用的

疫苗菌株是否與流行病原間以有很大的基因序列變異，而此種基因變異性

使疫苗無法產生適當的抗體以預防百日咳。因此百日咳的抗原變異性分析

已成為防疫上重要的資訊。本計畫已就4個國外菌株：10536，Tohama（此

兩者為疫苗株），ATCC 9340及 18323，及 8個本土流行菌株的抗原纖維性

血球凝集素(FHA)進行其基因變異性分析。 

 在經由聚合酶鍊鎖反應、基因選殖、及核酸序列分析後，由所分析之

6803個 FHA的蛋白核酸序列中我們發現沒有兩個菌株是完全相同的。國外

菌株尤其是 9340 及 18323 基本上可以與本土菌株有相當明顯的基因變異

性。而各菌株發生變異之核酸位置又似乎有群聚的現象。換言之，似乎有

突變的 hot spot。有些菌株甚至在短短 50核酸對間便有 3個以上核酸雨其

他菌株不同。雖然所分析之菌株有限，但所獲得之結果顯示由 FHA的基因
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變異性是可以一窺流行的趨勢與病源追蹤。 

由於菌株之基因核酸序列分析畢竟是較費時且耗費高人力的研究，建議

以本計畫所得之結果作為基礎，利用 oligonucleotide polymorphism的方法，

在未來蒐集到臨床菌株時逐步建立基因庫以追蹤感染途徑。同時將目前國

內所使用之疫苗菌株都做一次類似的分析，以作為未來疫苗有效性的評

估。此基因庫的建立相信對百日咳防疫及國人健康應有很大的貢獻。 
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Abstract 

Keywords: Filamentous hemagglutinin, nucleotide sequence, genetic variation 

 Whooping cough is a highly contagious acute respiratory disease.  

Although the disease could be effectively prevented by vaccination, there are 

worldwide pertussis outbreaks every year.  For instance, more than 10 times of 

cases were reported in the outbreak occurred in Netherlands 1995.  Among 

these cases, a large proportion of them were found to have been vaccinated at 

least four doses of vaccine.  Because of this, it was suspected that a significant 

genetic variation may emerged between the clinical strains and the vaccine 

strains that has been long time used for the manufacturing the vaccines.  The 

variation may not any more be able to elicit the high titer of neutralizing 

antibodies for the effective disease prevention.  Therefore, it has become 

considerably important to analyze the genetic variation among all pertussis 

strains.  Current study has investigated the nucleotide sequence variation of 

filamentous hemagglutinin among 12 clinical pertussis strains, including 8 

domestic strains and 4 strains that were initially obtained from other countries, 

i.e. strains 10536, Tohama (these two strains are currently used for vaccine 

production), ATCC 9340 and 18323. 

 Following the PCR amplification, gene subcloning, and sequencing analysis, 

we found that no FHA sequence between any two strains were completely 

identical.  In comparison with domestic strains, significant variations were 

detected in the foreign strains, especially strain ATCC 9340 and 18323.  
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Among all sequences analyzed, the nucleotide variations seem to cluster in 

certain regions.  In another words, some mutation hot spots seem to be present 

during bacterium evolution.  In addition, from the individual strain point of 

view, some strains even revealed more than 3 variations within a 50 base pair 

segment.  Although the strains used in this study was limited, the degree of 

variation was so huge that it is possible to use this to evaluate the trends of 

disease spreading and the sources of pathogens. 

 Because the nucleotide sequence analysis apparently is not time and cost 

effective, it is suggested that a pertussis gene bank may be established based on 

the results of this study, but use the methodology of oligonucleotide 

polymorphism to analyze all clinical strains.  In the meantime, the investigation 

should also be performed on the strains that currently has been collected form 

each outbreak.  This will contribute to not only the vaccine evaluation, but the 

disease prevention and human health. 
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前  言 

百日咳是一高傳染性呼吸道疾病，全球每年有超過 355,000死亡病例。而其

中又以未接受免疫注射嬰幼兒佔大部分。雖然在多數開發中國家及已開發

國家的預防注射率都很高，世界各地卻時有疫情爆發的情形。根據近來統

計發現，台灣及數個歐洲國家[1]病例有大量增加的趨勢。而患者中不乏已

完成所有預防接踵的小孩及成人。由於低等微生物之自發性突變機率相當

高，變異後之百日咳菌株又很可能因抗原 epitope 之結構與疫苗株有所差

異，因此部分的感染有可能是因此項原因，避開防疫機制造成疫病。也由

於如此，對流行病學及疫情爆發時的監控而言，實應對百日咳菌株及疫苗

株之抗原基因變異性作深入探討。同時建立這些抗原基因庫亦可在未來百

日咳之預防上題共更完備之菌株型別資料。 

目前在開發中國家所使用之非細胞疫苗抗原[2,3]主要含有置病因子：百

日咳毒素(pertussis toxin，PT) [4,5]、69 kDa百日咳外膜蛋白(pertactin) [6,7] 

及纖維性血球凝集素(filamentous hemagglutinin，FHA) [8]。 其中 FHA及

pertactin並不具有明顯細胞毒性。一般認為，這兩個蛋白抗原與避免感染有

直接的關係。為了解 PT及 pertactin 對荷蘭於 1996年所造成的百日咳大流

行，Mooi等[9]的確發現流行菌株之 PT及 pertactin 基因與荷蘭所使用的疫
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苗株抗原有明顯的核酸序列變異性。而在我們先前的研究中，我們以對 20

個本土百日咳菌株之 PT及 pertactin之抗原變異性作了基本的研究[10]。然

而對另一個抗原－FHA之基因變異性則並未有文獻發表。 

纖維性血球凝集素(FHA)是百日咳菌的主要吸附性蛋白。亦被發現是加

強疫苗免疫力的重要成分。因此，國外對 FHA抗原免疫力及細胞粘著性的

相關研究都著力甚多。這些包括 FHA 之抗原 epitope 分析[11,12]，FHA 對

人及老鼠的肺部上皮細胞之黏附研究[13]，各種抗原所生成的抗體對百日咳

菌粘著作用的影響[14]。以及FHA蛋白中 Arg-Gly-Asp motif對百日咳粘著

作用之研究 [8, 15]。值得注意的是，多項研究結果都顯示作為疫苗成分 FHA

比 pertactin 在預防感染上應該是更重要的。 

近來對 FHA 於百日咳之感染機制更是愈來愈多元化，也愈來愈發現其

對感染過程的關鍵性。其於細胞親和性及侵入性(invasion)目前甚受多個研

究機構所重視。根據近來的病理學研究，此抗原在 in vitor及 in vivo之實驗

中不但可吸附在人類上表皮細胞上，同時可侵入多種細胞內[16]。此種特性

是其他百日咳抗原所沒有的。而此種侵入性也被懷疑可以相當程度地規避

受感染者的免疫防疫機制。除此之外，此抗原不但具有細胞親和及侵入所

特有之Arg-Gly-Asp domain外，另具有 3種與病理有關之鍵結區域:CR3 [17] 

辨識區域, 一個醣類辨識區域,及 heparin 和其他 sulfated carbohydrate[18] 
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的鍵結區域。FHA還牽涉到所謂的 FHA-associated apotosis [19]。.另外，FHA

及很多革闌式陽性菌 Streptococcus pyogenes (也是一群造成呼吸道疾病的病

原)都被發現可以與人體 complement之調節因子 C4BP [20]。他們可能在感

染過程中具有共通之機制。這些革闌式陰性菌之基因序列是否有相當程度

的 homology 也值得深入研究。由此種種，針對菌株間之 FHA 的基因變異

性建立資料庫當然也變得愈來愈有其必要性。 

對於各菌株間 FHA之基因變異性研究較為稀少的主要原因之一可能是

FHA的結構基因相當長（估計約有 7kb，code 220 kDa之蛋白），且具有相

當高的 GC含量（有些區域甚至高達85%）。對於增幅及選殖將較為困難。

然而從另一個方向思考，因為其基因較長，菌株間之變異系機率理論上也

應較大。在不同來源之病原分型亦將有較大之差異與意義。 

本計畫已就所蒐集之10個本土及兩個疫苗菌株進行FHA基因變異性之

分析。除了建立一個分析此病原致病因子之序列增值方法以作為未來基因

庫建立之基礎外。我們也發現多項變異在未來流行病學之分析上有其價值

性。 
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材 料 與 方 法 

菌株來源與染色體 DNA 之製備：使用於此項計畫之百日咳菌株之染色體

DNA是純化自12株 Bordetella pertussis。它們包括兩株目前使用於非細胞疫

苗製造之菌株 10536 及 Tohama 及先前我們由 ATCC 所購得之菌株 ATCC 

9340。其他的菌株 DNA則是由衛生署疾病管制局處所獲得的 9個本土臨床

菌株之染色體 DNA(編號：1201，1439，1043，1153，1404，277，685，215，

18328 (此菌株非本土菌株))。除了菌株 10536及 ATCC 9340的染色體 DNA

是以 Qiagen Genomic-tip (c.a. 10223)的方法製備外，其餘菌株之染色體 DNA

是直接來自疾病管制局先前所製備的。 

 

FHA結構基因之選殖：為分析 FHA之結構基因的核酸序列變異性，我們嘗

試了數種聚合酶鍊鎖反應(PCR)之條件以克服 FHA 核酸序列之高 GC 含量

之特異性。同時，為了 PCR所可能造成的低 fidelity的問題 我們選擇使用

Taq及 Pfu 兩種聚合酶的混和酵素去克服前兩項可能發生的問題。在先期的

測試中，我們發現可能是太高 GC content的關係，FHA的基因序列總長約

7 kb (如果以 FHA 的大約分子量計算) 並無法由單一對核酸引子增幅獲

得。我們因此將 FHA的 coding gene [21]分段增幅。針對每一段 DNA的增

幅，我們都使用總體積 100 µL，含有 2 pmol/µL的引子及 0.6 U Pfu/2.5 U 

Taq。除了 preliminary denaturing 5分鐘及反應 cycle後的 extension 10分鐘
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外，其餘我們在增幅時所用之條件、核酸引子、片段區間及於 coding region

之位置列出於表一。值得注意的是，每段增幅出來的 DNA片段前後區域將

有一段序列(約 20-50 核酸對)會與 upstream 及 downstream 區域序列重疊，

以避免變異性的位置剛好位於核酸引子的序列上而被誤認為沒變異。所有

PCR增幅後之產物都用 agarose電泳分析。 

 

FHA基因序列分析：根據先期實驗結果顯示，含高 GC成分的 PCR的產物

直接作核酸序列分析經常是有困難的。因此我們將所有 PCR產物(其兩端分

別含有兩個以引子加入的方式所特有的限制性酵素切點)利用限制性酵素，

i.e. BamHI及 XbaI切割後，殖入 plasmid pUC19以進行 DNA序列分析。 

 

菌株間 FHA 基因序列之差異性分析：我們將所獲得的各菌株的各段 PCR 

DNA序列分別組合，並利用 GCG program “PileUp”進行 multiple sequence 

aligment 分析。除此之外，我們也利用 GCGprogram 之 GrowTree program

以各菌株之 FHA的基因變異程度建構 Aligment Dendrogram以更清晰的呈

現各菌株之間的可能種源關係。 
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結 果 與 討 論 

根據最近發表的百日咳菌基因組分析，百日咳具有將近 63% 的 GC 

content。在 FHA的 coding region中有數個區域都有超過 75%的 GC content。

甚至有幾個區域還超過 80%，例如由 FHA核酸序列[21]之 2932至 3032核

酸對便有 81%的 GC。因此對每一個菌株，我們無法找到一個適合的 PCR

的條件可將整個 FHA(由核酸對 250-7068；[21])的 coding region一次增幅出

來。經過幾次測試，我們只有將整個 coding sequence分段用 PCR增幅。對

於每一個菌株的每一段 DNA 片段是經由一對核酸引子在特定的條件下(表

一)增幅獲得。而這些 PCR 產物再以 agarose 膠體電泳分析(圖一)。我們發

現兩個區域，由核酸對 1996-3690及 5462-7068，可以一次增幅反應獲得。

而另兩個區域，由核酸對 250-2088及 3635-4638，可能是引子的結構或 GC

含量過高，必須再分段方可增幅成功。除了由 3635-至 5540 之片段外，其

餘的區域都可較專一性地被增幅。 

 由於高 GC 含量的 PCR 片段很有可能造成序列分析上的困難，我們將

所獲得的 PCR片段利用其兩端含有的 BamHI及 XbaI的限制性酶切點切割

後轉殖入質體 pUC19中，然後用 ABI 3730核酸列分析儀分析。 

 在分析完所有菌株之 FHA的 coding sequence的 6,803核酸對後，我們

發現在此 12 個菌株間共計有 97 核酸之變異。其中包括 61 個 transition 
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mutations及 36個 transversion mutations (表二)。如我們先前預測的高突變

機率，沒有任何一個菌株與發表的文獻中菌株, i.e. BP536之序列[21]完全相

同的。FHA coding sequence之變異似乎並不是 random的，有些區域幾乎是

完全 conserved (各菌株都沒有變異發生)，例如由核酸對 262至 605。而有

些區域卻有多個菌株都發生變異，雖然變異方式有些差異，例如由核酸對

5325至 5865。值得注意的是，菌株 ATCC9340及 18323所發生的變異中有

數個不但在位置上相同，而且變異方式也完全一樣。例如核酸序列位置 723 

(T/C)及核酸位置 1024 (G/A)。而有些菌株在短短核酸序列中卻有超過兩個

以上的變異。例如菌株 10536由 765至 805便有 6個變異。若以對 coding 的

氨基酸序列影響而言，這些核酸序列的變異性(與發表的序列比較)共有 42

個 silent mutations。對氨基酸 primary sequence有改變的變異性則列於表三。

由於各菌株之最原始來源皆為臨床菌株，因此各菌株在含有細菌黏合上感

染細胞所需要的 Arg-Gly-Asp domain的核酸對區域 3540至 3560中皆沒發

生任何變異。其中最令人感到興趣的是，其中菌株 18323在核酸對 1810，

菌株 9340則在核酸對 6676發生 nonsense mutations。另外，除了菌株 215

及 1201外，其他本土菌株間的變異性便較小了。 

 雖然我們不清楚各菌株之確切來源，為了近一步了解各菌株的親緣關

係，我們也利用 GCG系統的”Multiple Sequence Alignment”的 program進行
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分析。如圖二所示，同為國外菌株的 18328及 9340在序列之相似度上極為

相近。而來自日本的菌株 Tohama似乎與本土菌株在核酸序列上較相近。而

菌株 215與其他菌株比較是具有更大的差異的。我們雖然也以 GrowTree來

分析各菌株之親緣關係(圖三)，但由於菌株中各 randomized的突變都計算在

內，造成有些結果較難解釋。例如菌株 1201便是個與其他菌株有相當迥異

的核酸變異。若單純只以變異個數建構此關係，可能較不妥。應尋求別種

分析方式進行。  
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結 論 與 建 議 

 本計劃在一年期程中，已利用 PCR增幅的方法，完成了 12個百日咳菌

株之 FHA 的基因核酸定序。並進一步分析其間之變異性與可能之種源關

係。雖然所使用之菌株並不是很多，但已涵蓋了疫苗株/非疫苗株，本土菌

株/非本土菌株。根據我們所獲得的結果，我們提出以下之結論與建議： 

1. 跟先前我們對另兩個百日咳抗原，PT 及 pertactin，所做的類似研究相

比，FHA 的基因變異性的確如我們預期的，有相當大的變異性。雖然

我們不知各個本土臨床菌株之來源與背景，本土臨床菌株間確實變異性

很小，但與國外菌株 18323及 9340有明顯的差異性。而此兩國外菌株

間有數相同位置竟有相同之變異，足見利用此變異性之分析可以判斷流

行菌株之病源菌來源。惟建議在百日咳流行期間應敦促衛生機關蒐集並

記錄各菌株以追蹤監督菌株之變異性，評估疫苗株與當時流行株之異

同。。同時可以此計畫之結果作為基礎慢慢建立起基本的資料庫，以作

為未來防疫的重要資訊。 

2. 雖然由本計畫已獲得各菌株FHA 的基因變異性，但侷限於時間及人

力，也只能完成少數百日咳菌株(本計畫中僅有 12株)。相信未來並不適

合對每一菌株進行此種核酸序列分析。本計畫之結果提供一項於未來可

以快速分析此基因變異性的方法。此方法便是所謂的”oligonucleotide 
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polymorphism”。將本計畫所獲得的核酸變異處建檔，並設計  PCR 

oligonucleotide引子使變異的核酸位於其 3’端的最後一個 nucleotide。以

此 oligonucleotide來進行 PCR增幅分析各菌株。直接由有無 PCR產物

來判斷菌株之關聯性。尤其是某些菌株，例如菌株 685及 1201，在 50

個核酸對間便有 3到 6個變異，在未來分析菌株之流行來源可設計更專

一性的引子。 
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