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摘要  

    近年來結核病在世界各國皆有愈來愈嚴重的趨勢，結核病主要是由於感

染結核菌(Mycobacterium tuberculosis)所致，每年全世界大約有八十萬人受到

結核菌感染，因此，如何能夠快速且正確的診斷出結核病，對於病人的治療

是非常重要的。目前，臨床上常用的檢測方法是先依病患的症狀做初步判斷，

在取病患的痰液做鏡檢，並做菌種培養。但此菌種的培養約需 6~8週的時間，

且據統計大約有 10~20﹪的病例不能培養出結核菌。因此，現今臨床上對結核

病的檢測方法並未達到快速且正確的需求。 

    有學者研究指出，因結核菌是可侵入細胞內的細菌，結核菌所釋出的特

異性蛋白(如 ESAT-6和 CFP-10)可使體內的 T細胞產生記憶性，當記憶性 T

細胞再次接觸到相同的特異性蛋白，則 T細胞會釋出 IFN-γ，藉測 IFN-γ量

判斷是否受到感染。根據前人研究結果發現，利用特異性蛋白 ESAT-6及

CFP-10在臨床檢測上靈敏度分別可達 74﹪及 63﹪。 

    為再提高診斷的靈敏度及專一性，以便將此方法應用於臨床，本實驗是

利用重組 DNA技術，將特異性蛋白 esat-6基因與 cfp-10基因接和，插入質體，

並送入 E. coli中大量表現，得到 ESAT-6與 CFP-10接和而成的重組融合蛋白，

將此蛋白分別和全血及純化的 T細胞作用，最後利用 ELISA測 T細胞釋出的

IFN-γ量，觀察此方法的檢測靈敏度及專一性。 

關鍵詞: 結核菌；特異性蛋白；T細胞作用；干擾素 
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Abstract 

Tuberculosis infection in man and other mammals continues to be a major cause of 

morbidity and mortality infection with Mycobacterium tuberculosis and remains 

the single most important fatal causing around 2 million deaths and 8 million cases 

each year.  Fast and accurate diagnosis of tuberculosis is a very important element 

of global health measures to control the disease.  Tuberculin or purified protein 

derivative has been used of the past 50 years to support diagnosis of buberculosis 

in the clinic as well as for screening in national programs and epidemiological 

studies.  The weakness of the whole blood test is the lack of defined antigens 

specific for tuberculosis diagnostics.  The ESAT-6 and CFP-10 antigens have so 

far consistently been reported to be strongly recognized by IFN-r-secreting 

lymphocytes from patients with tuberculosis. Combining tuberculosis-specific 

antigens into antigen mixtures to increase diagnositic performance is not a new 

idea, but with the increasing number of mycobacterial antigens being cloned and 

characterized, lthis approach has now become a realistic option.  In this study, we 

have successfully cloned the fusion protein of ESAT-6 and CFP-10, and expressed 

and purfied it as the antigen for INF-r stimulation in T-cells.  We also used this 

antigen for detecting the blood antibodies for Tuberculosis screening tests.  The 

data show the ESAT-6 and CFP-10 fusion protein can be a promising antigen for 

the TB screening.  

Key words: Tuberculosis, Specific Antigens, T-cell interaction, INF-r 
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前言 

(一)結核病概況 

A.結核病之流行病學     

根據行政院衛生署衛生統計資料，民國八十一年，台灣地區因結核病死亡

1,859人，在所有死亡原因中排第十一位，但在各種傳染病和寄生蟲病死亡

3,574人中，不僅高居第一位，且超過半數，佔 52.01﹪。另外在民眾罹患各

種傳染病報告中，以結核病最多，單是肺結核患者就有 11,765人。至民國八

十九年，因結核病死亡，仍在所有死亡原因中排第十二位 1。所以台灣的肺結

核病是一個很重要的國民保健和公共衛生問題。 

    結核病是由結核菌 (Mycobacterium tuberculosis，TB) 所引起的疾

病，結核菌在分類上屬於分支桿菌屬 (Mycobacteria) ，菌體成棒狀，為不產

孢子的絕對嗜氧菌，其生長十分緩慢，增殖一倍所需的時間約為 18小時 2。 

    結核菌在人體內可經由淋巴管及血流侵害人體的任何部位，除肺部

外，如腦膜、骨骼、腸、生殖器等都會受到感染，不過以侵害肺部最多，在

各種結核病當中肺結核約佔全部結核病的九成之多。當結核菌侵入人體，多

存在於單核白血球，網狀內皮細胞及多核巨大細胞中，這種在細胞內生長的

性質，可幫助菌體躲避體液性免疫反應，而在細胞內大量繁殖與增生。 

    肺結核病人可分為開放性病人及非開放性病人。開放性病人是指痰內

有結核菌會傳染給別人的病人，這種開放性病人比較少，約佔全部肺結核病
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人的十分之一。非開放性病人是指痰內不含結核菌不會傳染給別人的病人，

這種非開放性病人比較多，約佔全部肺結核病人的十分之九。但開放性與非

開放性並非絕對的，若開放性病人接受適當的治療，可能變為非開放性病人；

相反的，若非開放性病人沒有接受適當的治療，則也可能轉變為開放性病人。 

    肺結核病最主要的感染來源為分泌物，尤其是來自呼吸道的分泌物，

若其中含有大量的結核菌，經由親密接觸或飛沫傳染很容易的將結核菌散播

開來。一般肺結核病的症狀可能有咳嗽、吐痰、無故疲倦、胃口不佳、體重

減輕，嚴重的時候可能還會有午後潮熱，夜間盜汗，甚至胸痛、咳血等現象。

但是這些症狀並不是肺結核病所專有，其他胸腔方面疾病也有許多類似的症

狀，因此，必須做詳細的檢查，以確定是否為肺結核病 3。 

 

B.結核病的診斷 

    目前對於肺結核的診斷可分為兩大方向：第一為胸部 X光檢查，直

接以 X光攝影觀察病人肺部情形，大致可將肺結核依嚴重程度區分為輕度肺

結核、中度無空洞肺結核、中度有空洞肺結核、重度無空洞肺結核、重度有

空洞肺結核、結核性肋膜積水及鈣化，纖維化病灶；第二為痰液的檢驗，可

直接將痰抹片以抗酸性染色處理，觀察抹片中是否有紅色桿菌存在，或者可

將痰液做培養，但由於結核菌生長緩慢，所以大約需要 6~8週的時間才能判

定是否有受到結核菌感染 4。 
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C.結核病治療的演進 

    在有效抗結核藥物發明之前，各種偏方草藥被用來治療結核病而無

效，1840年以來，結核病療養院盛行一時，較高的山地環境、乾燥而新鮮的

空氣、適度運動及休養、良好飲食加上一些烈酒等，用來改善病人一般狀況，

許多病人病情得以緩解，延長存活時間，少數病人進而痊癒。彼時塌陷治療 

(Collaps Therapy) 亦十分普遍，藉著人工氣胸 (Artificial Pneumo-Peritonium，

APP)、胸廓成形術 (Thoraco-plasty)、或合併肺葉切除，企圖將肺內的空洞塌

陷切除，降低結核菌繁殖的速度或減少結核菌的數目，藉以控制病情，也達

到相當成效，然而這些外科治療後留下的一些後遺症也造成許多困擾。 

    1944年Waksman發現了鏈黴素 (Streptomycin) 後，才真正開啟了結

核病化學藥物治療的新紀元。1949年，發現合併使用多種抗結核藥物來治療

結核病的重要性，否則極容易發生結核菌續發抗藥性而導致治療失敗。1952

年，發現 Isoniazid。1956年，證明在有效抗結核藥物治療之下，結核病人居

家治療並不會增加家人受到感染的機會，使得花費頗高的療養院治療法漸漸

淡出流行。1962年，發現每週 2至 3次間歇治療可達到同樣的治療效果。1972

年，發現含有 Rifampin及 Isoniazid之合併治療，可在 1年以內即治癒結核病，

短程治療以蔚為結核病治療的主流 4。 

 

D.抗藥性結核菌 
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    肺結核在數十年前是一個很嚴重的公共衛生問題，但是自從發明了對

肺結核治療非常有效的藥物之後，肺結核的盛行率及死亡率就慢慢的降低。

但自從 1986年開始，肺結核的發生率又慢慢的增加，造成此現象的原因包括

了愛滋病病患的增加、醫療人員對於肺結核的警覺性降低、老年人口的增加

以及抗藥性結核菌的 

出現，其中以抗藥性結核菌的出現最為嚴重。 

    結核菌在分裂中經過自然的隨機突變而產生對某種藥物的抗藥性，不

曾暴露於抗結核藥物的結核菌，在分裂中發生對 INAH抗藥性的機率為

3.5/1,000,000，SM抗藥性的機率為 3.8/1,000,000，RMP抗藥性的機率為

3.1/100,000,000，EMB抗藥性的機率為 0.5/10,000。當結核病病人肺內有空洞，

內含 1 ×10,000,000至 1 ×1,000,000,000不具抗藥性的結核菌，若只用單一種

抗結核藥物治療，結核菌只需經過一次分裂，便可產生 10至 1,000之抗藥性

結核菌，抗藥性結核菌繼續繁殖的結果，病人體內最後全是抗藥性結核菌，

此即因不當的治療而造成續發抗藥性。 

    長期與抗藥性結核病人接觸，受到抗藥性結核菌感染後發病，尚未接

受治療，結核菌已有抗藥性，此類抗藥性稱為原發性抗藥性 (Primary 

Resistance)；由於從病史上不易可靠地追究病人是否曾在診所或藥局服用過抗

結核藥物，如病人未曾有過結核病史，而其結核菌已有抗藥性，此類抗藥性

稱為初發抗藥性 (Initial Resistance)；若病人原來的結核菌不具抗藥性，經不
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當治療後產生抗藥性，此類抗藥性為續發性抗藥性 (Secondary or Acquired 

Resistance)。 

    在 1993至 1994年間，台灣省慢性病防治局示範中心分離的結核菌株

中，598株為無結核病史且未經抗結核藥物治療者，初發抗藥性佔了 14.9﹪，

對 INAH抗藥者 11.4﹪，SM抗藥者 5.9﹪，RMP抗藥者 2.8﹪；初發抗藥菌

中，只對 1種藥具初發抗藥性者佔 95.4﹪，4.6﹪的菌株對 2種以上的藥物具

初發抗藥性，2.7﹪的菌株同時對 INAH及 RMP具初發抗藥性，及多重抗藥性

結核菌。多重初發抗藥性結核菌近十多年來增加得十分迅速，為治療結核病

的一大隱憂 4。 

 

E.結核病的預防 

    現今已有了預防結核病的方法，即接種卡介苗可以預防結核性腦膜

炎、粟粒性結核病和肺結核。且卡介苗在嬰兒出生 24小時以後，體重在 2500

公克以上，就可以接種，對於結核病的預防有十分有效 1。 

 

F.結核病人的的衛教指導 

1.需按規定服用抗結核藥物，並注意藥物引起之副作用，一旦發生應立即

與主治醫師聯絡，不可擅自停藥。 

2.一般病人可以照常工作，不需特別休息，如有咳血應盡量臥床休息，請

醫師診治，並用鹽水漱口，以去除口中腥味。 
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3.只要符合均衡營養原則，無須特別飲食，有傳染性的開放性病人，食具

應分開，並遵循公筷母匙原則。 

4.需遵循醫師指示按時複查 (照胸部 X光、驗痰) 以明瞭病況進展情形。 

5.教導注重個人衛生，打噴嚏、咳嗽應以紙或手帕遮口鼻，避免飛沫噴出，

有痰應吐於衛生紙，經馬桶沖掉集中燒毀。 

6.保持室內空氣流通，被褥經常曝曬 4~6小時。 

7.居家治療和住院治療效果一樣，非特殊情形不必住院。 

8.宜戒煙酒，以免刺激氣管引發咳嗽，影響治療效果。 

9.應有適度運動，充足的睡眠，維持生活作息規律。 

10.不迷信偏方以免加重病情，延誤治療好時機 4。 

 

 

(二)結核菌誘發之免疫反應 

    人體的免疫系統可分為非專一性免疫及專一性免疫。非專一性免疫系

統包括了物理性屏障、巨噬細胞作用及發炎反應等。而專一性免疫系統又可

分為體液免疫及細胞免疫兩方面，一般來說，體液免疫主要是針對位於細胞

外的外來物質 (如：細菌)，利用抗原抗體反應，達到毒殺外來物質之目的；

細胞免疫則主要針對細胞內的外來物質 (如：病毒)，利用毒殺性 T細胞和抗

原作用，以達到毒殺外來物質之目的。 

    體液免疫和細胞免疫的發生皆有記憶性，當免疫系統第一次遇到抗
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原，活化 B細胞和 T細胞的過程中，除了產生活化的 B細胞和 T細胞外，都

會產生記憶性的 B細胞和 T細胞，記憶性的 B細胞和 T細胞不具毒殺功能，

會存在人體中，若有機會又遇到相同的抗體時，則記憶性 B細胞和 T細胞可

直接活化，增加反應速率，並可增加免疫效率。 

    結核菌為一細胞內寄生的特殊細菌，當結核菌侵入人體，可被抗原呈

現細胞所辨識，進而將結核菌抗原呈現於第二型MHC上，而休息狀態之 TH

細胞便會和第二型MHC相互作用，使得 TH細胞活化釋出大量的 IL-2和 IFN-

γ，促使 Tc細胞和巨噬細胞的活化，而活化的 Tc細胞也會釋出大量的 IFN-

γ，增進 T細胞的活性，增加第一型和第二型MHC的表現，使 Tc細胞能和

第一型MHC作用，進行細胞性媒介免疫反應，以達到毒殺結核菌的效果 5。 

 

 

(三)結核菌之專一性抗原 

    結核病為一全球性疾病，主要是由 M. tuberculosis、M. bovis和 M. 

africanum三種細菌所造成，目前臨床上檢測結核病最主要方法為分離培養結

核菌或是以 purified protein derivative (PPD) 做皮膚測試，但由於結核菌的培

養通常需花 6~8週，且大約會有 10~20﹪的病例不能培養出結核菌，而 PPD

皮膚測試易與接種過 Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) 疫

苗的病例發生交互作用，因此正確性小於 75﹪，二者皆不符合臨床檢驗上要

求的快速且正確原則，所以發展快速且正確診斷出結核病的方法是十分重要
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的。 

    有學者研究發現在受結核菌感染的老鼠中會表現 early-secreted 

antigenic target 6-kDa protein (ESAT-6) 6,7,8，此蛋白可引起 T細胞發生免疫反應 

9,10，而 esat-6基因只存在於 M. tuberculosis和會致病的 M. bovis，在 M. bovis 

BCG疫苗則不具此基因 11，因此推論可以 ESAT-6區分真正的結核病與疫苗

接種。為了更清楚的知道 ESAT-6的調控表現機轉，便有學者以分子技術的方

法分析會致病的 M. bovis和 M. bovis BCG，發現二者在 RD1、RD2、RD3三

區的基因有所差異，而 esat-6基因即位於 RD1，另外發現 esat-6基因的啟動

子除調控 esat-6基因外還調控另一 lbp基因，此基因可轉譯出 culture filtrate 

protein (CFP-10) 蛋白 12。 

    許多研究利用結核菌所表現的特異性蛋白與血液作用，引發 T細胞

釋出 INF-γ的反應，試著偵測結核菌的感染，但發現只利用單一特異性蛋白，

偵測結果並不理想，如利用 ESAT-6偵測靈敏度只達 63﹪，利用 CFP-10偵測

靈敏度只達 74﹪，為再提高靈敏度及專一性有學者利用多種特異性蛋白同時

與血液作用，例如以 ESAT-6、MPT64、MPT83同時作用偵測 IFN-γ，發現

可區分真正的結核病與疫苗接種；又以 ESAT-6、CFP10同時作用偵測 IFN-

γ，發現可較單一蛋白作用時提高 10﹪左右的靈敏度 13。 

 

 

 

 13



(四)實驗目的 

    為更進一步的提高結核病檢查的靈敏度及專一性，本實驗室利用了重

組DNA技術，將特異性蛋白 esat-6基因與 cfp-10基因接和在一起插入質體中，

並送入 E.coli中大量表現，使其表現 ESAT-6和 CFP-10的重組融合蛋白 

(ESAT-6 and CFP-10 fusion protein )，純化此重組融合蛋白與全血作用，預期

此做法能更進一步提高結核病檢測之靈敏度及專一性，達到快速的診斷效

果，以利應用於臨床檢測。 
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材料及方法 

(一) PCR 

A.材料及試劑 

1. Sterile distilled water 
2. 10 × Adv. 2 PCR buffer 

3. Template(177ng/λ) 

4. Primer mix(10μM each) 

5. 50 × dNTP mix(10mM) 
6. 50 × Advantage2 polymerase mix 
 

B.儀器 

 1.PCR機器 (GeneAmp PCR System 2400 from PERNIN ELMER) 

 

C.方法 

1.將下列各種溶液混合置於微量離心管中。 

   
 Volume 

Sterile distilled water 81λ 
10 × Adv. 2PCR buffer 10λ 
Template(177ng/λ) 1λ 
Primer mix(10μM each) 4λ 
50 × dNTP mix(10mM) 2λ 
50 × Advantage2 polymerase mix 2λ 
Total 100λ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.將微量離心管放入 PCR機器中。 

3.設定溫度、時間及 cycles數目。 
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95℃  2min 

95℃  30s 

                      60℃  30s       35 cycles 

  72℃  30s 

                      72℃  5min 

                        

(二) Gel Extraction 

A.材料及試劑 

1. Buffer QG 
2. Isopropanol 
3. Buffer PE 
4. Buffer EB 
 

B.儀器 

1. 水浴槽 (FIRSTEK SCIENTIFIC B205) 

2. 離心機 (KUBOTA 1700) 

 

C.方法 

利用 QIAquick Gel Extraction Kit進行萃取。 

1.將 DNA所在位置的洋菜膠切下，秤重。 

2.將切下的洋菜膠置於微量離心管中，並加入三倍體積的 Buffer QG。 

3.放在 50℃水浴中 10分鐘，使洋菜膠溶解(呈黃色)。 
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4.加入一倍體積的 isopropanol，混合均勻。 

5.把溶液移入 QIAquick spin column中。 

6.離心 1分鐘，倒掉濾液。 

7.加入 750λ Buffer PE，靜置 2~5分鐘，進行清洗。 

8.離心 1分鐘，倒掉濾液。 

9.再離心 1分鐘，將 QIAquick spin column移置新的微量離心管中。 

10.加入 50λ Buffer EB，靜置 1分鐘。 

11.離心 1分鐘，收集濾液。 

 
 

(三) TA Cloning 

A.材料及試劑 

1. 10 ×PCR buffer 

2. 25mM MgCl2 
3. dATP(10mM) 
4. Taq DNA polymerase 
5. Sterile distilled water 
6. 2 × Rapid ligation buffer 
7. pGEM-T easy vector 
8. Control insert DNA 
9. T4 DNA ligase 
10. Sterile distilled water 

 

B.儀器 

1. PCR機器 (GeneAmp PCR System 2400 from PERNIN ELMER) 
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2. 恆溫控制器 (TropiCooler from BOEKEL INDUSTRIES INC.) 

 

C.方法 

1.將下列各種溶液混合置於微量離心管中。 

 
 

 Volume 
PCR products for ESCF  7λ 

10 ×PCR buffer 1λ 

25mM MgCl2 0.6λ 

dATP(10mM) 0.2λ 

Taq DNA polymerase 1λ 

Sterile distilled water 0.2λ 

Total 10λ 

2.置於 PCR機器中，70℃下培養，30分鐘。 

3.把經過上述處理的 PCR products再與下列各種溶液混合置於微量離

心管中。 
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 Backgroud Positive Sample 
2 × Rapid ligation buffer 5λ 5λ 5λ 
pGEM-T easy vector 1λ 1λ 1λ 
PCR products － － 2λ 
Control insert DNA － 2λ － 
T4 DNA ligase 2λ 2λ 2λ 
Sterile distilled water 2λ － － 
Total 10λ 10λ 10λ 
 

4.置於 14℃，overnight。 

 
 

(四) Transformation 

A.材料及試劑 

1. E.coli DH 5α competent cell 

2. SOC medium 

3. LB培養基 

4. Ampicillin 
5. X-gal 
6. IPTG 

 

B.儀器 

1. 水浴槽 (FIRSTEK SCIENTIFIC B205) 

2. 恆溫培養箱 (FIRSTEK SCIENTIFIC S300D) 

 

C.方法 

1.取 1λ ligation reagent加入 E.coli DH 5α competent cell中，攪拌混
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合。 

2.置於冰上 5分鐘。 

3.置於 42℃水浴 30秒。 

4.置於冰上 2分鐘。 

5.加入 80λ SOC medium。 

6.在 37℃下培養 60分鐘。 

7.取 LB培養基分別加入 X-gal及 IPTG，使達到 80μg/ml及 0.5mM。 

7.取菌劃於 LB培養基上，37℃培養，18∼24小時。 

(五) Plasmid Extraction 

A.材料及試劑 

1. Buffer P1 
2. Buffer P2 
3. Buffer N3 
4. Buffer PE 

 

B.儀器 

1. 離心機 (KUBOTA 1700) 

 

C.方法 

利用 QIAprep Spin Miniprep Kit抽取質體。 

1.將菌液以 5000rpm離心 2分鐘，倒掉上清液。 

2.加入 250λ Buffer P1溶解離心後沈澱物(pellet)。 
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3.將溶解後菌液移入新的微量離心管中。 

4.加入 250λ Buffer P2，混合 4~6次。 

5.加入 350λ Buffer N3，混合 4~6次。 

6.以 14000rpm離心 10分鐘。 

7.將上清液移入 QIAprep column中。 

8.離心 1分鐘，倒掉濾液。 

9.加入 750λ Buffer PE，進行清洗。 

10.離心 1分鐘，倒掉濾液。 

11.再離心 1分鐘，將 QIAprep column移置新的微量離心管中。 

12.加入 50λ Buffer EB，靜置 1分鐘。 

13.離心 1分鐘，收集濾液。 

 
 

(六) DNA Concentration 

A.材料及試劑 

1. Buffer PB 
2. Buffer PE 
3. Buffer EB 

 

B.儀器 

1. 離心機 (KUBOTA 1700) 

 

C.方法 
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利用 QIAquick PCR Purification Kit濃縮 DNA 

1.將一倍體積的 DNA與五倍體積的 Buffer PB混合，並移入 QIAquick 

columns中。 

2.離心 1分鐘，倒掉濾液。 

3.加入 750λ Buffer PE，進行清洗。 

4.離心 1分鐘，倒掉濾液。 

5.再離心 1分鐘，將 QIAquick column移置新的微量離心管中。 

6.加入 50λ Buffer EB，靜置 1分鐘。 

7.離心 1分鐘，收集濾液。 

 
 

(七) Ligation 

A.材料及試劑 

1. 2 × Rapid ligation buffer 
2. pTrcHis B 
3. T4 DNA ligase 
4. Sterile distilled water 

B.儀器 

 1.恆溫控制器 (TropiCooler from BOEKEL INDUSTRIES INC.) 

 

C.方法 

1.將下列各種溶液混合置於 tube中。 
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 Background Sample 
2 × Rapid ligation buffer 10λ 10λ 
pTrcHis B 6.9λ 7λ 
Insert for ESCF － 1λ 
T4 DNA ligase 2λ 2λ 
Sterile distilled water 1.1λ － 
Total 20λ 20λ 

 

2.置於 14℃，overnight。 

 
 

(八) Expression of Fusion Protein 

A.材料及試劑 

1. E.coli TOP10 
2. SOC medium 
3. Ampicillin 
4. IPTG 
 

B.儀器 

1.恆溫培養箱 (FIRSTEK SCIENTIFIC S300D) 

2.分光光度計 (UV/VIS 916 from GBC) 

3.離心機 

 

C.方法 

1.將帶有重組基因的菌種 E.coli TOP10培養於 SOC medium，並加入

ampicillin使最後濃度達到 50μg/ml。 

2.置於 37℃下培養 2小時。 
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3.測 OD600nm的吸光值，使 OD600nm達 0.4~1.0。 

4.加入 IPTG使最後濃度達到 1mM。 

5.置於室溫下培養，overnight。 

6.以 10000g離心 10分鐘，回收菌體。 

(九) SDS-PAGE 

A.材料及試劑 

1. H2O 

2. 30﹪Acrylamide mix 

3. 1.5M Tris (pH 8.8) 

4. 10﹪SDS 

5. 10﹪Ammonium persulfate 

6. TEMED 
7. Coomassie Blue (GelCode Blue Stain Reagent from PIERCE) 
 

B.儀器 

1. 蛋白質電泳槽 (Mini-PROTEAN 3 Cell from BIO-RAD) 

2. 電源供應器 (POWER PAC 300 from BIO-RAD) 

 

C.方法 

1.使用乾燥、乾淨的玻璃片，依據製造廠商的手冊組合膠片組(gel 

cassettes)。 

2.依下列配方配製 15﹪Separating gel。 
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 Volume 
H2O 2.3ml 
30﹪acrylamide mix 5.0ml 
1.5M Tris (pH 8.8) 2.5ml 
10﹪SDS 0.1ml 
10﹪ammonium persulfate 0.1ml 
TEMED 0.004ml 
Total 10ml 

3.將配製好的 separating gel mix加入膠片組(gel cassettes)。 

4.小心覆上蒸餾水，讓其在室溫下進行聚合。 

5.待 gel凝固，倒掉上層的蒸餾水。 

6.依下列配方配製 5﹪Stacking Gel。 

                 Volume 
H2O 1.4ml 
30﹪acrylamide mix 0.33ml 
1.0M Tris (pH 6.8) 0.25ml 
10﹪SDS 0.02ml 
10﹪ammonium persulfate 0.02ml 
TEMED 0.002ml 
Total 2ml 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7.將配製好的 stacking gel mix加入膠片組(gel cassettes)。 

8.插入 well-forming comb，置於室溫下使其聚合。 

9.移去 well-forming comb。 

10.依據製造廠商的手冊安裝 gel至電泳裝置。 

11.在電泳槽中加入電泳緩衝溶液。 
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12.取蛋白質與六倍的 sample buffer混合於微量離心管，以沸水煮 10

分鐘。 

13.將 sample加入 sample well中。 

14.在 100伏特電壓下，進行 1.5小時電泳。 

15.電泳完成之後移出 gel，以 Coomassie blue進行染色 1小時。 

16.以蒸餾水脫色 1小時。 

 

(十) Protein Purification 

A.材料及試劑 

1. BugBuster reagent 
2. Benzonase 
3. lysozyme 

4. 10倍稀釋 BugBuster reagent 

5. 6M urea 
6. HiTrap affinity columns 
7. sterile distilled water 
8. 0.1M NiSO4 

9. start buffer(8M urea＋10mM imidazole in PBS , pH 7.6) 

10. 20mM imidazole buffer 
11. 500mM imidazole buffer 
12. strip buffrt(100mM EDTA in PBS , no urea) 

 

B.儀器 

1. 旋轉平台 (Roto-Shake GenieTM from Scientific Industries, Inc.) 

2. 離心機 
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C.方法 

a. BugBuster reagent treatment 

1.每 1g的菌體以 5ml BugBuster reagent溶解，以打破菌體。 

2.每 1ml BugBuster reagent加入 1μl的 Benzonase。 

3.置於旋轉平台，室溫下 10~20分鐘。 

4.在 4℃下，以 16000 g離心 20分鐘。 

5.倒掉上清液，加入和步驟 1體積相等的 BugBuster reagent，均勻混

合。 

6.加入 lysozyme使最後濃度達到 200μg/ml，均勻混合。 

7.置於旋轉平台，室溫下 5分鐘。 

8.加入六倍體積的 10倍稀釋 BugBuster reagent，混合 1分鐘。 

9.在 4℃下，以 16000 g離心 15分鐘。 

10.移除上清液，加入 20ml的 10倍稀釋 BugBuster reagent，均勻混合。 

11.在 4℃下，以 16000 g離心 15分鐘。 

12.重複步驟 10、11三次。 

13.將沈澱物(pellet)溶於 6M urea中。 

 
b.His-Tag protein purification 

1.將 5ml sterile distilled water通入 HiTrap affinity columns，清洗管柱。 

2.將 2ml 0.1M NiSO4通入 HiTrap affinity columns，使 Ni2+接於管柱。 
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3.將 5ml sterile distilled water通入 HiTrap affinity columns，清洗掉多

餘的 Ni2+。 

4.將 3ml start buffer通入 HiTrap affinity columns。 

5.將 sample通入 HiTrap affinity columns。 

6.分別以 10ml start buffer及 10ml 20mM imidazole buffer通入 HiTrap 

affinity columns。 

7.將 5ml 500mM imidazole buffer通入 HiTrap affinity columns，使

protein脫附，以每管 1ml之微量離心管收集流出液。 

8.將 3ml strip buffrt通入 HiTrap affinity columns，清洗管柱。 

9.可將管柱保存於 4℃，重複使用。 

 
 

(十一) Western blotting 

A.材料及試劑 

1. 濾紙(filter paper from 3M) 

2. PVDF membrane 

3. 100﹪甲醇 

4. sterile distilled water 

5. Western transfer buffer (25mM Tris , pH 8.3 , 192mM glycin , 20﹪

methanol) 

6. 西方墨點轉漬組 (Western blot sandwich) 

7. blocking buffer 
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8. TBST buffer 
9. anti-HisG-AP antibody 
10. dilution buffer 
11. BCIP/NBT liquid substrate system (from SIGMA) 

B.儀器 

1. 電源供應器 (POWER PAC 300 from BIO-RAD) 

 

C.方法 

1.將濾紙剪裁成 8 ×10cm2六張，並將 PVDF membrane剪裁成 6 ×8cm2

一張。 

2.將 PVDF membrane浸置於 100﹪甲醇 5分鐘。 

3.再將 PVDF membrane以 sterile distilled water清洗。 

4.接著把 PVDF membrane放置於Western transfer buffer中。 

5.取下跑完 SDS-PAGE的膠片。 

6.依下列順序組裝，陽極板(帶負電) → 海綿墊 → 三張濾紙 → 膠

片 → PVDF membrane →  三張濾紙 → 海綿墊 → 陰極板(帶

正電)，置於裝滿Western transfer buffer的電泳轉漬槽中。 

7.於 4℃下，以 30伏特電壓進行轉漬，overnight。 

8.取出 PVDF membrane陰乾，使蛋白質固定。 

9.加入 blocking buffer，室溫下 1小時。 

10.以 TBST buffer清洗二次。 

11.將 anti-HisG-AP antibody以 1：5000的比例稀釋於 dilution buffer。 
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12.將 PVDF membrane置於含有上述抗體的緩衝溶液中，室溫下 1小

時。 

13.以 TBST buffer清洗。 

14.再以 TBS buffer清洗。 

15.加入呈色劑(BCIP/NBT liquid substrate system)，室溫下 10~30分鐘。 

 
 

(十二) Assay for Protein Concentration 

A.材料及試劑 

1. BSA (Albumin, Bovine Serum) 
2. PBS 

3. 96孔平盤 

4. protein assay dye reagent concentrate (BIO-RAD) 
 

B.儀器 

1.自動酵素免疫分析儀 (DYNATECH MR5000) 

 

C.方法 

1. 以 PBS配製 80、40、20、10、0 μg/ml BSA溶液。 

2. 取 160μl之各濃度 BSA溶液，加於 96孔平盤中。 

3. 並加入 160μl的預測蛋白於 96孔平盤中。 

4. 在各孔中加入 40μl的 dye reagent。 

5. 室溫下靜置 15分鐘。 
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6. 以自動酵素免疫分析儀測 OD650nm。 

7. 做序列稀釋 BSA濃度的標準曲線，求蛋白濃度。 
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結果 

 

(一) 以 PCR放大重組基因片段 

    ESAT-6和 CFP-10接和而成的重組基因片段，預估其大小約為

619bp。為放大此重組基因片段，先以 ESAT-6 forward primer 

(5’-AGCTTGGATCCTATGACA GAGCAGCAGTGGA-3’) 和 CFP-10 

reverse primer (5’-AATTCCTCGAGTCGTAT CGTGTCATGT-3’) 進行

PCR放大，再將 PCR產物以洋菜膠電泳確認，結果在電泳圖中約

600bp的位置有一明顯的 band (Fig. 1)，此 band的大小和預估的重組

基因片段大小相近，因此，得到重組基因候選片段。 

 

(二) TA cloning 

    將洋菜膠上之重組基因候選片段以 gel extraction純化下來，在其

兩端加上 deoxyadenosine，並接入 T vector內，送入 E.coli DH5α中

培養，挑選出 10株轉殖成功的菌落，抽其質體以限制酵素 BamH I

及 Xho I切下接入的重組基因片段，以洋菜膠電泳確認是否有重組基

因片段存在，結果發現 10株菌落中有 9株菌落成功的插入重組基因

片段 (Fig.2)。再將含重組基因片段的 9株菌落進行序列分析，結果

在 9株菌落中有 1株菌落序列完全正確 (Fig.3)。 
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(三) 建構重組基因之表現載體 

    將序列正確的重組基因片段與 pTrcHis B vector (from Invitrogen) 

進行接合，並送入 E.coli TOP 10中培養，挑選 6株轉殖成功的菌落，

抽其質體以限制酵素 BamH I及 Xho I切下接入的重組基因片段，以

洋菜膠電泳確認是否有重組基因片段存在，結果發現 6株中有 4株菌

落有成功接入重組基因片段 (Fig.4)。 

 

(四) 誘發表現重組融合蛋白 

    為確定誘發是否成功，先將 pTrcHis B vector單獨轉殖入 E.coli 

TOP 10中作為對照，分別培養含有重組基因片段的 E.coli TOP 10和

只含有 pTrcHis B vector的 E.coli TOP 10，加入 IPTG誘發其蛋白表

現，收集誘發後 0、1、2、3小時的菌液，將 4個時間點所收集的菌

液做 SDS-PAGE (Fig.5) 及Western blotting (Fig.6)，結果發現只含

pTrcHis B vector蛋白表現情形有明顯隨著誘發時間的加長而增加表

現量，而在含有 pTrcHis B vector與重組基因片段蛋白表現情形有受

誘發影響而增加，但不如前者明顯，且經Western blotting確認，在

30kDa左右有二個 band。 

 

(五) 純化重組融合蛋白 

    將會大量表現重組融合蛋白之菌株以 BugBuster reagent處理，收
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集可溶的蛋白和不可溶的包含體 (inclusion body)，再利用 HiTrap 

affinity columns 進行純化，分別收集 5管洗出液，以 SDS-PAGE電

泳法確認 5管洗出液，結果顯示在第 2管中，約 30KDa大小位置有

一明顯 band (Fig.7)，和所預估的重組融合蛋白大小相近，再以Western 

blotting (Fig-8) 確認，在第二管確實有較強的訊號顯現，因此，此純

化到的蛋白推斷為重組融合蛋白。 

 

(六) 測定重組融合蛋白之濃度 

    進一步要確定所純化之重組融合蛋白濃度，以便日後以定量之蛋

白與血液作用。利用 protein assay dye reagent進行蛋白濃度測試，測

得重組融合蛋白之 OD650為 0.339，比對序列稀釋 BSA濃度之標準曲

線 (Fig-9)，經計算重組融合蛋白濃度約為 29.36μg/ml。 

 

(七) 測定血液中重組融合蛋白之抗體濃度 

 病人血液檢體分別由長庚醫院和台北慢性病院取得。健康人血液

由一般實驗室人員取得。病人和健康者抗體效價參考圖十和十一。 

 

(八) 測定血液中重組融合蛋白刺激 T細胞產生 INF-r能力 

     刺激健康者 T細胞產生 INF-r能力參考表一。 
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討論 

    本實驗一開始將重組基因片段以 PCR放大，並在 primer上設計

限制酵素作用位置，直接將 PCR產物以限制酵素 BamH I及 Xho I處

理，但由於 PCR產物在經限制酵素處理前後序列大小十分相近，無

法以洋菜膠電泳確認限制酵素是否成功作用，又接入 pTrcHis B vector

中後，進行轉殖，發現所生長的菌株中皆無重組基因片段存在，懷疑

可能造成此現象的原因為 PCR產物序列太短，造成限制酵素效率減

低。因此，重新設計實驗流程，先將 PCR產物接入 T vector中，以

限制酵素 BamH I及 Xho I處理後，能先以洋菜膠電永確認限制酵素

作用，再接入 pTrcHis B vector，發現大大改善了先前的問題，使大部

分菌株皆含有重組基因片段存在。 

    而在誘發蛋白表現方面，先以含插入重組基因片段的 pTrcHis B 

vector之 E. coli TOP 10表現，發現誘發情形並不理想，所以做了只

含 pTrcHis B vector之 E. coli TOP 10表現，結果顯示其蛋白表現情形

明顯隨誘發時間的加長而增加 (Fig.5)，以Western blotting確認後，

顯示含重組基因片段者其蛋白表現在誘發 1小時後，的確有增加，但

2~3小時後便無增加，且在Western blotting上可看到大小相近的二個

band (Fig.6)，因此推論可能原因有二：第一是，可能重組融合蛋白進

行轉譯時所需基因密碼，為 E. coli TOP 10本身少用之基因密碼，因
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此造成表現量較少，在誘發後 1小時已達到最高表現量，造成重組融

合蛋白進行轉譯時可能無法成功的轉譯完整的蛋白，形成了大小有些

差異的蛋白；第二是，重組融合蛋白在大量現後，可能會影響 E. coli

菌體本身之生理功能，使得重組融合蛋白在表現 1小時後不再繼續增

加。     

而在純化後，在 SDS-PAGE上除重組融合蛋白外，仍有一些雜

band的存在 (Fig.7)，推論可能是因非專一性結合所造成的結果，或

許未來可以提高清洗液的濃度，先將非專一性結合的蛋白沖洗乾淨，

再進行收集，以獲得純度較高的重組融合蛋白。另外，在Western 

blotting上，可觀察到一較小 (約 20kDa) 的蛋白存在 (Fig.8)，除上

述轉譯不完全的原因外，還可能是由於純化過程造成蛋白斷裂。 

    由於在純化後能可在 SDS-PAGE上觀察到其他蛋白存在，因此，

目前所測得的蛋白濃度可能會略高估於重組融合蛋白濃度，未來可將

SDS-PAGE上的 band做掃瞄，分析出重組融合蛋白在其中所佔之百

分比，以更精確的求得重組融合蛋白之濃度。 

    目前，已確定純化得到重組融合蛋白，且正進行其活性測試，在

確定其活性後，將以此蛋白與結核病患者的血液作用，藉著重組融合

蛋白刺激記憶性 T細胞釋出 IFN-γ的反應，測出血漿中 IFN-γ含量，

並與正常健康的受測者做比較，以統計出結核病患者血漿中 IFN-γ
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含量的範圍，建立檢測結核病的方法。 
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Fig.1以 PCR放大重組基因片段。 M表示為 100bp DNA 

ladder。Lane A表示為以 ESAT-6 forward primer及 CFP-10 reverse 

primer做 PCR放大出的重組基因片段，預估其大小為 619 bp，如圖

右方箭頭所示。 
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Fig.2 洋菜膠電泳確認 TA-cloning。M表示 100bp DNA 

示 1kb DNA ladder Lane A~J皆為以限制酵素 BamH I及

的 T vector，除 Lane E外，其餘皆成功插入重組基因片段

箭頭所示。 
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，如圖

39



 
 

Fig. 3 重組基因片段序列分析結果。 
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Fig.3 接續前頁  
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       Fig.4 以洋菜膠電泳確定重組基因表現載體之建構。            

M 表 示 100bp DNA ladder 。 M’ 表 示 1kb DNA ladder 。            

Lane A~F 皆為以限制酵素 BamH I 及 Xho I 處理過的 pTrcHis B 

vector，Lane B＆F 沒有接和成功，其餘皆成功將重組基因片段與

pTrcHis B vector接和，如圖右方箭頭所示。  
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     Fig.5 以 SDS-PAGE觀察蛋白誘發情形。 M表示 prestained 

SDS-PAGE standards。Lane A~D表示含 pTrcHis B vector和重組基

因片段時所表現的蛋白，A為誘發前，B為誘發後 1小時，C為誘

發後2小時，D為誘發後 3小時，可觀察到誘發後有約 30kDa的

蛋白表現，如圖右上方箭頭所示。Lane E~H表示只含 pTrcHis B 

vector時所表現的蛋白，E為誘發前，F為誘發後 1小時，G為誘

發後 2小時，H誘發後 3小時，可觀察到誘發後有約 6kDa的蛋白

表現，如圖右下方箭頭所示。 
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g.6 以Western blotting確定蛋白誘發表現。M表示 prestained 

GE standards。Lane A~D表示含 pTrcHis B vector和重組基因

表現的蛋白，A為誘發前，B為誘發後 1小時，C為誘發後

D為誘發後 3小時，可在 30kDa左右觀察到兩個 band。Lane 

只含 pTrcHis B vector時所表現的蛋白，E為誘發前，F為

小時，G為誘發後 2小時，H誘發後 3小時，可清楚觀察到

白表現情形。 
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         Fig.7 以 SDS-PAGE 確 認 重 組 融 合 蛋 白 純 化 。            

M 表示 prestained SDS-PAGE standards。Lane A~E 表示以 HiTrap 

affinity columns純化後依次沖洗出的洗出液，可明顯看到 30kDa有蛋

白表現，得知純化所得的蛋白大多存在於 Lane B，如圖右方箭頭所

示。 
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   Fig.9  序列稀釋 BSA 濃度之標準曲線。測得之重組融合蛋白

OD650為 0.339，如箭頭所示，換算後得到重組融合蛋白濃度約為 29.36

μg/ml。 
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ig. 10 CFP-10 as Ag.檢體血漿反應 (偵測檢體中的 IgG) (血漿稀釋

80倍) 
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Fig. 11 CFP-10 as Ag檢體血漿反應 (偵測檢體中的 IgG) (血漿稀釋

160倍) 
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Fig. 12 Fusion protein as Ag檢體血漿反應 (偵測檢體中的 IgG) (血
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able 1 CFP-10, Fusion protein as Ag與檢體白血球反應，檢測 IFN-

γ正常人 tests 
 

         
                         3 days    

 

 

 

 

T

      5days 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

normal 1
Blank CFP-10(5ug/ml)CFP-10(10ug/ml)CFP-10(20ug/ml)PHA (5ug/ml)

1xcell 0 13 ND ND 1891

2xcell 14 ND 4 88 ND

normal 2
Blank CFP-10(5ug/ml)CFP-10(10ug/ml)CFP-10(20ug/ml)PHA (5ug/ml)

1xcell 156 206 ND ND 1407

2xcell 341 ND 122 133 ND

normal 3
Blank CFP-10(5ug/ml)CFP-10(10ug/ml)CFP-10(20ug/ml)PHA (5ug/ml)

1xcell 22 20 ND ND 1074

2xcell 88 ND 93 145 ND

1xcell=1.5x106 cell/ml
2xcell=3.0x106 cell/ml
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結論與建議 

大腸菌形成非水溶性能蛋白質內含體是可能遭遇的困難。 解決的

方法

同物性.化性分離原理之方法 

作體積減少 

操作 

4.若 快

條件之方法 

若 步驟皆發揮最大效益，則整個離純

 
 

包括以高濃度尿素溶解蛋白質內含體再以稀釋法或透析法進行蛋

白質再折疊。若是以ELISA驗證蛋白質內含體可直接使用，上述之方

法可省略。當我們對於欲純化蛋白質的原料及最後的產品規格皆有所

了解後，根據這些資訊，即可明確地設計選擇最合適的分離純化方法，

將欲成為產品的蛋白質純化出，在選擇方法的過程中有幾個重要的原

則應掌握： 

1.儘量結合不

2.儘快將含量最多及不穩定的雜質去除，使操

3.具高分離純化效果的步驟儘早進行，而將最困難的步驟後

非必要，避免再加外來物質至欲分離之物質中，若是使用了則要儘

分離去除掉外加物質 

5.避免使用極端操作

能掌握上述幾項操作原則，使每一

化步驟少，回收率則會增加，相對製造成本也就減少了。 
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