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中文摘要 

對結核分枝桿菌(Mycobacterium tuberculosis，TB)的治療及防制而

言，抗藥性的問題是一大隱憂，在結核病的治療藥物中，以rifampin (RMP)

及isoniazide (INH)的抗藥性最令人困擾，結核分枝桿菌中，對RMP及INH

具有抗藥性則稱之為多重抗藥性菌株(MDR-TB)，MDR-TB往往導致治療

的難度、結核病發病率及死亡率的增加。在RMP及INH的合併藥物中，

pyrazinamide (PZA)是一種常被使用的一線有效藥物。在先前的研究中，

已針對台灣西部近五年結核分枝桿菌抗藥性做分析，篩選出許多具有多

重抗藥性菌株，本研究從中挑出78株MDR-TB，進一步分析PZA的抗藥

性，以MGIT method來進行藥物感受性實驗，使用PZA的標準濃度為25-50

μg/mL，結果發現在這些MDR-TB中有62.82% (49/78)是對PZA有抗藥

性。由一些文獻資料中得知，PZA的代謝與pncA基因所表現的蛋白有關，

PncA酵素蛋白會將PZA會轉變成為pyrazinoic acid，進而抑制結核菌中

fatty acid 的合成，臨床上大部份PZA有抗藥性的結核分枝菌，是由於pncA

基因突變所致。 

本研究從對PZA有抗藥性的MDR-TB菌株中，取33株與標準菌株

H37Rv做序列比對，發現基因突變率為69.7% (23/33)。由於突變點不同，

造成蛋白活性有所不同，變異在胺基酸V7F、Y34變終止碼或H57D等位

置，會使活性喪失；突變在胺基酸L4W、R140C或C72R等位置，會使活
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性降低；而變異在胺基酸S32R位置則對活性沒有影響，這些抗藥性菌株

突變的區域集中在1-8、58-77、139-155等位置。利用資料庫搜尋，發現

有三個具有功能的胺基酸區域，包括催化位(Asp8、Lys96、Cys138)、金

屬結合位(Asp49、His51、His71)及cis-peptide 結合位 (Ala134、Ile133)。

因此蛋白和金屬離子有關，故EDTA和不同的金屬離子會影響其活性。模

擬其蛋白結構，其具有其4個α-helix和6個β-sheet的二級結構，胺基酸變異

會導致靠近金屬結合位的結構鬆散，突變點在胺基酸37或76位置，除了

會使靠近金屬結合位的結構鬆散外，還會在第一個α-helix多一個turn；同

時突變多個胺基酸位置，會導致結構明顯的改變，如菌株78R缺少了一個

α-helix。推測此蛋白因分子量小，所以大部分突變會影響其蛋白特性，如：

折疊及結構的改變。在不同的位置上發生突變會影響活性和結構，在同

一位置上突變成不同的胺基酸也會使活性有所差異。PncA蛋白也會受到

EDTA及二價金屬離子的影響。 
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Abstract 

Speaking of treat and provide against tuberculosis, antiniotic issue is 

terrible. Rifampim (RMP) and isonoazide (INH) make one puzzle in 

anti-yubeculosis drug. It is called Multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB) 

that isoniazid and rifampicin is resistant.and MDR-TB often causes the 

difficulty of treatment, incidence rate increasing and mortality rate increasing. 

pyrazinamide (PZA) is effective first-line drug and usually synergy with RMP 

and INH.It is the former research of M. tuberculosis In the recent five years in 

western Taiwan, and it screens many MDR-TB strain. It pick up 78 strain in 

this study, and it further analysis PZA-resistance. Using MGIT method is 

PZA susceptibility test and standard concentration 25-50 μg/mL. 

PZA-resistance is 62.82% (49/78) in MDR-TB strain. Through literature 

review, it is correlation mode of PZA and PncA protein. Pyrazinamide is 

converted to pyrazinoic acid (POA) by PncA protein and POA inhibits fatty 

acid synthesis (FAS-I). It is majority of PZA-resistance that pncA gene 

mutation cause in clinical tuberculosis. 

 

Choosing 33 strain and reference strain H37Rv compare to the sequence 

and rate of pncA gene mutation is 69.7% (23/33). Because the mutant of 

pncA gene is different, the activity of PncA protein is diverse. Mutation of 

position 7, 34, or 57 etc is loss activity; Mutation of position 4, 72, 140 etc 

decrease activity; mutation of position 32 don’t effect the activity. This study 

is found to focus on the region of the PncA, 1-8, 58-77, 139-155. it find 

functional region that is catalytic site (Asp8、Lys96、Cys138) , metal binding 

site (Asp49、His51、His71) and cs-peptide bond (Ala134、Ile133)after 
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researching in database. It suggests that protein relate to metal ion. The 

experiment discover the activity of pncA protein is influenced by EDTA or 

divalent metal ion. Structure simulation of pncA protein own secondary 

structure of four α-helix and 6β-sheet. Mutation of position 37 (E37→G) 

make close structure transform loose structure after gene mutation 

approaching the metal binding site and add turn in first α-helix. Furthermore 

mutation of many amino acid can cause structure to change obviously (No.78 

is loss fourthα-helix.). It suggest the low molecular weight of protein. Major 

mutation can influence characterize of the protein (example: folding or  

structure change). Mutation in different position or different amino acid in the 

same position can effect the activity. Activity of PncA protein is influenced 

by EDTA or divalent metal ion. 
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第一章 前言 

結核病是種古老的疾病，目前仍是世界各國致死率極高的慢性傳染

病之一，尤其是在未開發及開發中國家更是常見。依據世界衛生組織

(WHO)的統計估算，在 2005 年最多的新結核病例發生於東南亞區域，佔

全球發病病例的 34%，全球平均約每三人就有一人感染結核桿菌(1)(2)，其

分佈可參考圖一(1)。雖然 1985 年起在台灣結核病已不在十大死因之列，

但在某些地區的感染率仍未見明顯下降，且台灣身處東亞，交通的便利，

人民往來密切，加上東南亞也一直是國人旅遊的熱門區域，因此，台灣

疾病管制局在 2005 年起也配合世界衛生組織針對重點疾病的防疫『STOP 

TB Strategy』制訂了結核病十年減半計畫 (Directly Observed Treatment, 

Short course，DOTs)(46)，由此可知這個古老疾病受到重視的程度。在台灣，

政府的實行要點為派都治計畫關懷員「送藥到手、服藥入口、吃完再走」

為主要實行方向。可見結核病的預防及治療，對全世界而言亦是當務之

急。 

結核病是由結核分枝桿菌感染所造成的，結核菌的最大特徵是生長

緩慢，約 16 至 18 小時分裂一次，因此在培養鑑定的過程便變得格外困

難。當患者被懷疑有被感染的可能時，從接受驗痰(通常是先做痰液抹片

再以抗酸性染色判讀)到微生物培養鑑定抗藥性的結果出來，往往需要花

上一個月以上，甚至更久的時間，因此疾病的傳播便在這段防疫的空窗
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期出現很大的挑戰。依據疾病管制局的資料顯示，在台灣可以發現在許

多山地鄉或較鄉村的地區感染率顯然高於都市區域(43)，這與個人衛生習

慣、醫療資源及其他衛生教育或許有很大的關係。傳統上國人常有服藥

不確實的狀況發生，因此當發現有感染結核病的狀況發生時，便可能因

為未確實服藥而使得結核菌產生抗藥性的狀況也更加嚴重，也因此在疾

病管制局的十年減半都治計畫中的策略便顯得十分重要，而從疾病管制

局的統計數字來看，以往台灣結核病病患每年新增一萬五千人以上，但

在政府實施都治計畫關懷員「送藥到手、服藥入口、吃完再走」三年後，

每年新增人數已從 2005 年的一萬六千四百七十二人降到 2006 年的一萬

五千三百七十八人， 2007 年降為一萬四千五百五十四人，每年以百分之

七以上幅度下降，除了發生率逐年下降外，三年的結核病死亡率也以每

年百分之十幅度下降，成效頗佳。(43) 

結核桿菌藥物感受性試驗(Drug Susceptibility Testing, DST)的結果是

提供治療的重要參考，世界衛生組織在 1969 年就已經公佈結核病藥物感

受性試驗的參考標準步驟，而台灣疾病管制局也有擬訂有結核病診治指

引及結核菌檢驗手冊，提供做為臨床醫師診斷及臨床檢驗實驗室的參考

指引，也因此使得近年來結核菌的抗藥性受到更大的重視。依據台灣疾

病管制局統計，台灣有百分之一結核病患者罹患較難以治療的多重抗藥

性結核病(Multidrug-resistant tuberculosis，MDR-TB)(44)， MDR 患者中的
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百分之五是廣泛抗藥性結核病 (Extremely drug-resistent tuberculosis，

XDR-TB)，目前難以有效醫治，死亡率仍高，目前台灣感染 MDR 的比率

約為 3.8%(34)，與其他已開發國家比較是屬於偏高的狀況。依據先前實驗

MDR-TB 比率 3.7% (177/4819)接近疾病管制局的統計，所以台灣現今治

療結核病除了使用 isoniazid (INH)、rifampicin(RMP)、ethambutol (EMB)

和 streptomycin (SM)外，也都會合併使用台灣目前少用，同屬於第一線治

療藥物 Pyrazinamide (PZA)。 

本實驗檢體來源為 MDR-TB 的菌株，利用 MGIT method 對 MDR-TB

作 PZA 的感受性試驗。挑出 56 株 MDR 菌株，PZA 的標準濃度為 25-50

μg/mL，結果發現在這些 MDR-TB 中有 66.1 % (37/56)是對 PZA 有抗藥

性，在分析對 PZA 有抗藥性的結核菌中 pncA gene 產生突變佔 69.7% 

(23/33)。 

由文獻中得知，PZA 化學結構類似 nicotinamide，PZA 的代謝機轉

(3)(如圖二，在後面章節會詳述)與 pncA gene 所表現的蛋白有關，PncA 

protein (又稱 pyrazinamidase/nicotinamidase)會將 PZA 轉變成為 pyrazinoic 

acid (POA)，POA 會抑制結核菌中 fatty acid 的合成，可對抗 semi-dormant 

tubercle bacilli，而且和其他藥物不同的是他必須要在酸性環境下才有作

用 (pH 約為 5)。臨床上部份 PZA 抗藥性的結核分枝菌，是由於其 pncA 

gene 突變所致。 
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此研究探討 M. tuberculosis 的 pncA gene 與 PZA 在的關係，並探討其

功能區的影響，並依照功能區影響 PncA protein 的活性。利用 NCBI 資料

庫發現有金屬結合位，由不同的金屬離子測定，知其對於 PncA 蛋白有不

同程度的影響 
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第一節 研究背景 

一、 分枝桿菌(Mycobacterium) 

在Mycobacterium中可對人類直接產生疾病的有M. tuberculosis

產 生 結 核 病 (tuberculosis) 及 Mycobacterium leprae 引 起 痳 瘋

(Leprosy)。目前痲瘋的感染已近乎絕跡，但結核分枝桿菌的感染卻

有增加的趨勢。所以針對 M. tuberculosis 的檢驗便愈形重要在

Mycobacterium 中主要分為 M. tuberculosis 及 Non tuberculosis 

Myconacterium 二類，M. tuberculosis 早在 1882 年即被 Robert Koch

發現提出，整個基因體定序則在 1998 年完成(4) 

M. tuberculosis 屬於革蘭氏陽性菌，長約 1-10um，寬 0.2~0.7μ

m，外觀為略彎曲的細長桿菌，無鞭毛、無芽胞、無莢膜，有時呈

現多形性，如近乎球形或長鏈狀。細胞壁富於脂質而會妨礙色素的

通過，因而不易染色。但 Mycobacterium 一旦染色，不易被強酸脫

色，故又稱抗酸菌(acid-fast bacilli)。M. tuberculosis 為生長緩慢的絕

對需氧菌，培養最佳溫度為 37°C，適宜的酸鹼度為 pH6.4-7.0。M. 

tuberculosis 的分裂速度很慢，約每 20 小時分裂一次。構成 M. 

tuberculosis 性狀特徵的成分是脂質，佔乾燥菌體重量之 40%。細胞

壁成份具增強免疫反應能力特性等生物活性，脂質約佔 60%。結核

菌對外界抵抗力甚強，在陰暗處 M. tuberculosis 可生存 2~3 個月不
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死，若是日光直接照射或用 5% 石碳酸處理 M. tuberculosis，仍需 

24 小時以上方可將其殺滅 

M. tuberculosis 的培養常用 Lowenstein-Jensen Slant (L-J slant)，

成份中含有孔雀綠 (Malachite Green) 可以抑制其他雜菌的生長。在 

37°C 的環境下約 20 小時分裂一次，培養 2-3 週後可見菌落生長，

約 4~8 週後才可見到明顯的生長菌落。由於分枝桿菌的生長週期

長、陽性檢出率低、不易標準化等缺點，致使常規細菌學檢查方法

不具時效性，無法充分滿足臨床診斷的需要。近來也有以

Middlebrook 7H9 為 base 的液體培養基之全自動分枝桿菌培養鑑定

儀協助抗酸菌的培養偵測，可做為分枝桿菌快速培養與鑑定藥物試

驗的國際標準方法(25) 

 

二、 M . tuberculosis的傳染與致病機轉 

M. tuberculosis 的傳染主要是以飛沬傳染(droplet)為主。當帶菌

者吐痰或藉由在公共場所講話、咳嗽、唱歌或大聲談笑時產生的飛

沫而排出 M. tuberculosis 菌體，飛沫在塵埃中乾燥後，殘核飛揚飄浮

在空中，直徑小於 5 ul 的飛沫殘核(droplet nuclei)便可經由呼吸道到

達正常的肺組織中而造成感染。然而結核病傳染的另一特徵是感染

很難發生，因為 M. tuberculosis 並不易到達肺的末梢部位。因此傳染

最常發生在較親近且較長時間的接觸者或家人(44)。 
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感染結核菌者只有約 10-20%會發病，其餘的人都平安無事渡過

一生，因此「感染與發病不同」是必須要了解的常識。WHO 認為胸

部 X 光診斷的信賴度不高，因而將結核個案定義如下：(1)疑似結核

個案為呈現暗示結核病症狀與病徵之任何人，尤其是超過三週長期

咳嗽；(2)結核病個案經由細菌學檢驗證實或由醫師診斷之病人（任

何給藥治療的病人都要記錄為個案，用藥試試看絕不可作為診斷的

方法）；(3)確診結核個案為 M. tuberculosis 培養陽性之病人（在不能

例行培養 M. tuberculosis 之國家，痰液抹片 acid fast stain 結果兩次陽

性者，亦可考慮為「確診」個案）。結核病的臨床表徵為咳嗽超過 3

週以上、發燒、貧血、夜間盜汗、體重減輕等，並無特別具有特異

性的表徵出現。結核病患者也常見有感冒、糖尿病、癌症等疾病，

因此臨床症狀不易分辨，而需進一步以實驗室方法鑑定後確診(44)。 

M. tuberculosis感染人體後會導致發病，主要有三個因素：(1)M. 

tuberculosis本身的致病力；(2)患者免疫過敏反應能力之強弱；(3)組

織破壞與乾酪性壞死之致病機轉。M. tuberculosis可入侵任何器官，

但主要還是以肺部為主，非感染肺部的結核病稱之為肺外結核。 

 

三、 原發性結核(44) 

當 M. tuberculosis 進入人體被吸收後，在感染部位被嗜中性白血

球及肺泡巨噬細胞吞噬而造成滲出性病灶，就是初次感染病灶。人
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體內的免疫反應在菌體侵入後會啟動而促使巨噬細胞進行吞噬作

用，但 M. tuberculosis 在巨噬細胞內並不被殺滅，反而會進行暫時性

胞內寄生並增殖。巨噬細胞破裂時會散出細菌，或隨巨噬細胞經由

血液和淋巴液散佈於宿主體內其他組織器官。當許多的巨噬細胞聚

集於病灶處，會形成特殊的肉芽腫組織，此稱之為結核(tubercle)，

這便是原發性結核(primary tuberculosis)。原發肺結核在肺部之進行

通常依四種方式：(1)肺部感染；(2)肺門淋巴腺病變；(3)肋膜腔積

水 ；(4)栗粒狀結核(44)。 

原發性結核亦可以單獨一種或合併多種方式表現。原發性感染

通常會持續數星期，在初期時 M. tuberculosis 生長快速且極易傳播，

當患者的免疫系統漸漸發展出細胞性免疫，使病菌的增殖速度減

緩，經常造成無病狀的原發性；但在兒童、老年人或免疫缺損的人(如

愛滋病患者)易引起有症狀的原發性結核症。當結核病變發生退行而

病灶變小時，感染即進入潛伏期，亦即感染持續存在，但不引起疾

病，潛伏性感染可在免疫力下降時重新活動，也可以潛伏一生。 
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四、 續發性結核(44) 

許多患者在原發性結核休眠一段時期後，可能由於營養不良、

酗酒、生活壓力、緊張、老化或帶菌者的免疫力降低等因素，而造

成結核病的再活化，此種狀況稱為續發性結核症  (secondary 

tuberculosis)，續發性結核症患者的細胞免疫結果會對宿主造成傷

害，而引發遲發型的過敏性反應，使結核組織壞死、纖維化及鈣化，

此為續發性肺結核的特徵。病發時，乾酪樣病灶會被液化，形成之

空腔可提供 M. tuberculosis 快速繁殖的地方。大量的 M. tuberculosis

可經由支氣管，擴散至肺的其他部分，並藉由痰或飛沫傳染給其他

人，成為開放性結核病人。一般肺結核患者常有之症狀為衰弱、倦

怠、體重減輕、低度發燒、夜間盜汗、慢性咳嗽及咳血。若因續發

性感染壞疽軟化，腐蝕了肺部組織，M. tuberculosis 會因此而進入血

流及淋巴，隨著便會散布到肺的其他部位或其他器官，而形成小的

粟粒結核(即類似肉芽腫)，並在全身擴散，包括腎臟、心臟、骨骼及

腦組織等最為常見，稱為粟粒狀結核症 (miliary tuberculosis) ，亦即

肺外結核病(extrapulmonary tuberculosis)。此時若未及時用藥物控

制，死亡率會特別高。 
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五、 抗藥性結核(44) 

    近年來結核病的防治一直都是台灣公衛政策的重要議題之一，

台灣地區施行全國結核病防治計畫（National Tuberculosis program, 

NTP）已經超過五十年，疾病盛行率和死亡率已有明顯的下降，同

時也由於治療方法的演進，不僅治療時間可縮短至六個月，且治療

成功率可高於95%，而復發率小於5%，只要配合療程，肺結核已不

再是令人為之色變的可怕疾病。但由於抗藥性M. tuberculosis的產

生，使得肺結核的治療，再度充滿許多困難。M. tuberculosis對抗結

核藥物產生抗藥性的原因是由於染色體上的基因產生突變所致。在

自然狀態下，產生此種突變的機率極低：如 isoniazid約為10-6 ，

rifampin約為10-8。同時，基因對不同藥物產生抗藥性的突變機會為

互不相干的獨立事件；亦即要同時對isoniazid及rifampin產生抗藥

性，須總菌量達1014才有機會發生；但空洞性病灶的菌量約僅為108，

故病患若接受規則的至少含有isoniazid及rifampin的化學藥物治療，

並不易因治療失敗而產生抗藥性菌株。但若接受不適當的藥物治

療，則可能造成自然存在的少數抗藥性M. tuberculosis經由藥物篩選

而大量繁殖，導致抗藥性的產生。在結核病化學藥物治療的時代，

影響結核病治療成功與否的重要因素，已不再是休息、療養、飲食、

氣候或疾病嚴重程度，乃取決於處方藥物組合是否適當、治療期間
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是否足夠及病人是否按規服藥。1990 年代，鑑於世界各國逐漸忽視

結核病問題導致治療失敗、抗藥性結核病流行、及全球性的結核病

回升趨勢，世界衛生組織鼓吹各國積極推動DOTs，以標準治療方式，

直接監督治療，「送藥到手，服藥入口，吞了再走」。抗藥性結核菌

逐漸增多的今日，結核病的治療絕不是依標準治療方式處方給藥就

了事，而必須隨時注意病人的治療順服性，保証有效的藥物進入病

人體內發揮了藥效，才可能在最短的時間內治癒結核病，早日消滅

傳染源，也才可能防止抗藥性結核菌的持續增加。M. tuberculosis的

藥物感受性試驗，主要有三個目的：(1)決定最初的用藥選擇；(2)確

定抗藥性的發生，而選擇進一步的用藥；(3)估計社區內抗藥性原發

與後天的感染率。M. tuberculosis藥物感受性試驗，必須對於所有病

人，初次分離到的菌株都需要做。而且，當病人接受治療後三個月

仍呈現陽性培養結果，或臨床證據顯示治療反應失敗，則藥物感受

性試驗便需要重覆進行(44)。為了確保在最快時間內得知抗藥性的偵

測，快速的藥物感受性試驗需與快速的培養及鑑定結果配合，以做

為提供臨床即時治療的良好依據。 

 

六、 多重抗藥性結核(MDR-TB) 

    經培養確認為 M. tuberculosis 感染並進行藥物敏感性試驗後發

現至少同時對 isoniazid(以 2μg/ml 為判斷標準)及 rifampin(以 1μ
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g/ml 為判斷標準)二種第一線藥物具有抗藥性時，此種狀況稱之為

MDR-TB。若更嚴重進一步對任何 fluoroquinolone 藥物有抗藥性，且

對於 3 種注射型的抗結核病二線藥物（capreomycin, kanamycin, 

amikacin）中至少 1 種出現抗藥性者，就會成為所謂廣泛抗藥性結核

菌(Extensively drug resistant tuberculosis, XDR-TB)， XDR-TB 的出現

無異使結核病防治上更加困難，治療上比 MDR-TB 更為棘手，一旦

被感染，其治療成功率有可能會降至 50%以下。 

    造成多重抗藥結核病的原因很多，根據美國 National Jewish 

Center 統計，80%的多重抗藥病人在治療過程中出現錯誤，平均每

個病人發生 3.93 個。在醫師處方中常見可能導致抗藥性結核的狀況

如：(1)針對活動性結核病人施行預防治療。(2)未依標準處方及劑量

開立結核藥物。(3)未注意到病人服藥順服度不佳，或雖知道但未採

取行動。(4)未注意到病人已經罹患抗藥結核病。 (5)在失敗的處方每

次新增 1 種藥物。(6)過度信賴 streptomycin 及 fluoroquinolone ，誤

以為已使用 2 種新藥，卻忽略了 streptomycin 無法在 18-24 個月的

療程中全程使用，以及 streptomycin 可能與 isoniazid 共同出現抗藥

的問題。 

    與病人有關的狀況如：(1)服藥順從度差，導致續發性多重抗藥

菌株的產生。(2)因藥物副作用導致不規則服藥。(3)遭原發性多重抗
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藥菌株感染。(4)遭 NTM 感染。(5)因肺生理結構扭曲所導致的生理

性抗藥（Physiological resistance）。 

 

七、 M. tuberculosis的藥物治療 

Waksman 於 1944 年發現了鏈黴素(streptomycin)後，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 M. tuberculosis 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，傳統花費頗高的療養院療法於是漸漸淡出流行。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

程治療已蔚為結核病治療的主流(25)。目前第一線用於結核病治療的

藥物介紹如下： 

isoniazid：本藥物的藥理作用為干擾結核菌脂質及核酸的合成，對快

速增殖的結核桿菌特別有效，能殺死細胞內外生長繁殖的結核菌，

CNS 穿透力良好，具有安全、便宜、易於投藥等優點，是目前使用

最廣泛的抗結核藥物之一，如圖四。 

rifampin：本藥物的藥理作用為可抑制M. tuberculosis RNA - 

polymerase的活性，具殺菌能力且對吞噬細胞(macrophage)具有良好
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的穿透力，可殺死細胞內的桿菌，如圖四。 

ethambutol：本藥物的藥理作用為可抑制結核菌蛋白質的合成和破壞

細菌的代謝，因而阻斷細菌的增殖。可避免M. tuberculosis產生抗藥

性，為目前抗結核藥物中最常用的抑菌劑。 

streptomycin：本藥物的藥理作用為對細胞外的鹼性病灶中之M. 

tuberculosis具殺菌性，適用於間歇性治療。 

pyrazinamide：為Nicotinamide類似物(analogs)，對巨噬細胞內酸性

(pH5.5)環境中生長緩慢的結核菌最具殺菌力，組織穿透力佳，具滅

菌功能 (sterilizing activity)，故能減少結核病的復發率，為現代短程

化療方案中的主要藥物之一，但對M. bovis及部份非結核分枝桿菌則

沒有作用，如圖四。 

目前在台灣針對 Mycobacterium 的相關檢驗及研究都已有相當

深入的探討，但近年來由於微生物基因研究方法的不斷進步，使得

我們得以更進一步探討微生物產生的各種變異，加上目前抗藥性問

題給衛生防疫所帶來的困擾，使得我們希望透過區域性的菌株流行

病學、臨床檢驗技術及基因探討能夠在這一類難以培養菌株的臨床

診斷上提供一個參考的平台，而促使我們針對 MDR-TB 進行各方面

更深入探討的動力來源。 

 
八、 Pyrazinamide (PZA) 
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1936 年首次被兩位 Dalmer 和 Walter 合成(5)；在 1952 年才被發

現 PZA 可以成為抗結核治療的藥物；但是 PZA 在第一線結核治療藥

物 被 廣 泛 使 用 則 是 在 1980 年 代 (22) 。 CAS 命 名 為

Pyrazinecarboxamide；一般別名為 pyrazinoic acid amide 或 pyrazine 

carboxylamide 分子式為 C5H5N3O，分子量為 123.11，熔點 188~189

℃，溶於 chloroform，methylene chloride；微溶於 benzene；在室溫

難溶於水。以結構而言，PZA 和 INH 有一些相似的特性：第一、為

菸鹼胺(nicotinamide)的相似物(6)(7)，如圖三。第二、對 M. tuberculosis

具有專一性的殺菌力。(22) 但是此藥物在體外正常的培養環境下是無

法殺死 M. tuberculosis，又如何被發現可以用來當作結核的治療藥

物？在 1945 年，chorine 發現 nicotinamide(vitamin B3)對於 M. 

tuberculosis 具有抑制的活性。在 1948 年在 Lederle Laboratories of 

American Cyanamid 也發現此一現象。同時在 Lederle Laboratories 和

Merck laboratories 發 現 經 由 合 成 nicotinamide 的 類 似 物 ，

pyrazinamide，在已感染 tuberculosis 的動物具有最好的殺菌力。研究

nicotinamide 的類似物也得到了二種有效的抗結核藥物，

isoniazid(INH)和 ethionamide。(3) 

使用此藥物可以使原本治療結核病的療程 9 至 12 個月，縮短至

6 個月(8)(9)，但通常每天服用 PZA 高於 40mg/kg，易產生肝毒性(10) 
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PZA 為重要的殺死結核菌的藥物屬第一線口服用藥(附錄一)，他

只有在酸性(pH 值約 5.0)環境下才有作用，此藥物會滲透到結核菌

內，被酵素 nicotinamidase / pyrazinamidase (PZase)代謝成 pyrazinoic 

acid (POA)，被一較弱的攜出幫浦或擴散出胞外，帶負電的 POA 分

子會在酸性環境下形成不帶電的分子 HPOA，HPOA 容易進到細胞

內累積，進而導致細胞損傷。並不像其他的藥物，PZA 無特定的作

用標的物(target)，而且作用在靜止期(stationary phase)的細菌比對數

期(exponential phase)的細菌來的有效。POA也會去影響酵素 fatty acid 

synthesis I 的作用，進而去影響脂肪酸的合成(如圖二)，而且在膜上

發現 POA 的標的物，POA 對結核菌具有感受性，但是對於

Mycobacterium smegmatis 或其他細菌，如：E. coli，則是天生抵抗

POA 的作用(19)(20) 

產生 PZA-resistence 的結核菌，其主要的原因是 pncA 基因產生

突變，導致 PncA protein(PZase)沒有活性，進而產生抗藥性(13)(14)(15)。

此藥物並不會受到其他結核藥物的影響。和 isoniazid 和 rifampicin

有很強的協同性(synergy)，所以常一起被使用，PZA 是一種基礎治

療 MDR-TB 藥物(13)。 

形成 pyrazinoic acid 還可以進一步被酵素 xanthine oxidase 氧化

成 5-hydroxypyrazinoic acid。而且此藥物在血中的半衰期和治療長短
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無關，顯示出 PZA 不會誘發代謝它的酵素反應。PZA 誘發的毒性機

轉是未知：目前還未知是否和酵素的毒性相關，也不知道 PZA 的毒

性是由藥物本身或是其衍生物產生。在老鼠的研究中指出 PZA 抑制

許多 CYP450 isoenzymes (2B, 2C, 2E1, 3A)活性，但是在人類的肝的

微粒體，PZA 對 CYP450 isoenzyme 則無抑制的現象。(10)此藥物實際

上在體外是不具有殺菌能力而且對在病人體內快速生長的桿菌只有

前兩天的治療有效。(3) 

通常被用來作為抗 PZA 的分枝桿菌為 M. bovis BCG，此菌的 pnc 

A 基因在第 169 個核苷酸突變，原本的 C 變成 G。(21) 

使用此藥物副作用會使肝功能不良（發燒、食慾不振、身體不

適、肝腫大、腹部壓痛及黃疸等）、尿酸值上昇、痛風發作（關節痛）、

貧血、對光敏感、皮膚出疹、胃部不適、頭痛、肌肉痛及色素沈著

等。 

 

九、 藥物機轉 

此一 PZA 模型是基於最近的文獻所得，如圖二。PZA(前驅物)

藉由被動性的滲透或者可能是主動的運輸進到細菌體內，經由 PZase

轉變成具有殺菌力的 pyrazinoic acid(POA)，POA 在 M. tuberculosiss

內藉由被動的滲透或流出機轉(M. tuberculosis 缺乏的)到細菌體外，

如果細菌體外為酸性環境，一小部分的 POA 負電的分子在細菌體外
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會和質子結合形成不帶電共軛酸的形式(HPOA)，此型式容易通過細

胞膜。理論上 HPOA 會重新進入細菌體內。HPOA 的進入會比 POA

流出還要快，所以 POA 會累積在細菌體內，質子化的 POA (HPOA)

會帶一質子進入細菌，而後解離成一質子(H+)和一帶負電的 POA，

質子會留在細胞內會導致細胞質酸化，一些重要的酵素會被抑制，

帶負電的 POA 會經由被動的滲透或流出機轉到細菌體外，一直重複

此循環，進而殺死 M. tuberculosis。質子化的 POA 可能會瓦解 proton 

motive force 質子驅動力和影響細胞膜的運送功能。在中性或鹼性的

環境下只有少部分的在細菌體內，因為超過 99.9％的 POA 以帶負電

的形式不容易通過細胞膜。 

非特定的結合也可以幫助解釋 PZA 對老化的及不分裂的細菌有

較好的殺菌能力。一般藥物會結合在特定位置而打斷重要的代謝步

驟，而且總是對抗生長期的細菌效果比位於靜止期的細菌好。靜止

期細菌會降低細菌的代謝， 使流出機制功能變慢，以至於 POA 更

容易累積在細菌體內，而且細菌的膜電位會降低，使 HPOA 更容易

進入細菌體內，累積在細菌體內。發現PZA或POA可以抑制 fatty acid 

synthase-I (Fas-I)的作用。 

INH 和 PZA 皆為抑制 M. tuberculosis 的細胞壁 mycolic acid 的合

成，但是 PZA 影響短鏈脂肪酸合成(FAS I)，INH 影響長鏈脂肪酸合
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成(FAS II)，RMP 抑制 M. tuberculosis RNA - polymerase 的活性。 

 
十、 pncA gene 

由 561 個核苷酸所組成，轉譯出 186 個胺基酸的 PncA 酵素蛋

白，所合成之酵素可以把 PZA 轉變成 POA，如圖五。此酵素在原核

生物普遍存在。所產生 PncA protein 預測大小為 19.8 kDa，屬於

cysteine hydrolases superfamily (isochorismatase family)。由文獻得知

M. tuberculosis PncA 蛋白和 Pyrococcus horikoshii Pzase 的相似度有

37%。其蛋白結構，依據生物資訊預測(如：NCBI、ExPASy 等)具有

metal-binding site (H51, H71, D49)、active site (D8, K96, C138)和

conserved cis-peptide bond (A134, I133)。 

由附錄二，從不同的地區統計 PZA 產生抗性中，同時 pncA 基

因發生突變的比例，發現突變比例幾乎都高於 70％，顯示出 pncA

基因突變是造成 M. tuberculosis 對 PZA 產生抗藥性的主要機轉。而

且突變並沒有發生在特定的區域，反而是分散在基因裡。依據文獻

所統計的結果突變比較集中於三個蛋白區域，分別是 3–17、61–85

和 132–142。PncA 酵素蛋白在這些區域很可能包含 catalytic site。 
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第二節 研究目的 

一、 探討PZA在M. tuberculosis的作用。 

二、 探討pncA基因突變的特性 

三、 確定在PncA protein是否失去活性。 

四、 探討金屬離子對於PncA蛋白活性的影響 

五、 利用生物資訊的功能分析PncA蛋白結構和活性之關係 
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第二章  研究方法 

 

本實驗內容是以MDR-TB菌株分析PZA的感受性試驗，對於產生

pyrazinamide的抗藥性的結核菌，進一步分析其核酸及蛋白序列的差異，

是否會影響其蛋白活性與蛋白結構，和不同的金屬離子反應後是否也會

造成活性的改變。再利用生物資訊，解析其蛋白結構，觀察其結構差異，

並探討和活性之關係。 

 

第一節 研究設計 

    從MDR-TB的先前研究中，利用MGIT method進行PZA藥物感受性試

驗，篩選出對於PZA有抗藥性的菌株，比對其基因的差異。利用有所差

異的基因，表現其蛋白，比較其活性差異。由資料庫搜尋，推測蛋白有

金屬結合位，因此加入不同濃度的EDTA和不同的金屬離子，觀察是否會

影響其蛋白活性。利用結構的方式是否能夠解釋期活性差異。 

 

第二節 研究材料 

一、 藥品 

    一般無機鹽與有機溶劑均為分析級，除非特別標示，皆購自於USB

公司(USA)及Sigma chemical公司(Missouri, USA)。限制酶及其他酵素購自

TAKARA公司(Japan)。聚合酶鏈鎖反應(Polymerase chain reaction, PCR)

所使用之耐熱DNA聚合酶Taq DNA polymerase購自Yeastern Biotech公
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司。洋菜膠(agarose)購自Sigma chemical公司(Missouri, USA)。回收純化蛋

白質之Nickel Affinity Gel 購自Sigma chemical公司(Missouri, USA)。 

 

二、 MDR-TB的篩檢 

收集台灣台中市芮弗士醫事檢驗所於2003年7月至2007年6月進

行抗酸菌培養、鑑定及藥物感受性試驗之所有臨床檢體進行分析，

以取得MDR-TB檢體做為後續相關分析檢體來源。樣本來源北起基

隆市，南至屏東縣，含括台灣西部各縣市，收集單位包含區域級醫

院、地區級醫院、診所及檢驗所等，於P2級負壓實驗室中進行抗酸

菌培養、鑑定及M. tuberculosis藥物感受性試驗。取得MDR-TB檢體

的過程主要分為抗酸菌培養、抗酸菌鑑定、M. tuberculosis藥物感受

性試驗三大類 

 

(1) 抗酸菌培養 

M. tuberculosis為Mycobacterium species中的其中一種菌，屬於抗

酸性菌，Mycobacterium species中又可分為快速生長菌及慢速生長

菌，為了避免遺漏故先培養出抗酸菌後，再將陽性樣本鑑定是否為

M. tuberculosis。 

由於抗酸菌的生長特性與一般細菌不同，因此培養抗酸菌傳統

上是以L-J slant做為培養基的選擇(28)，但由於以L-J slant進行抗酸菌
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培養時，陰性報告需費時56天，陽性報告也約需要21天以上才可得

知結果，這對M. tuberculosis這種屬於法定傳染病臨床診斷上的協助

便受到時間的限制，因此，利用以Middlebrook 為基礎的液體培養基

(Mycobacteria Growth Indicator Tube；MGIT) (28)做為抗酸菌培養的培

養基選擇，配合自動化儀器(BACTEC MGIT 960 System)的偵測可以

大幅縮短抗酸菌培養的陰性結果確認時間為42天(30)，且陽性報告的

時間也縮短至平均約為12天，本實驗便選擇MGIT做為培養基並利用

BACTEC MGIT 960儀器進行偵測(28). (29)。 

    MGIT的偵測原理為：MGIT試管內含有豐富的養份Middlebrook 

7H9 broth、及Ruthenium含氧分子的螢光劑，並外加生長增殖液

OADC（oleic acid、albumin、dextrose、catalase）與PANTA（polymyxin 

B、amphotericin B、nalidixic acid、trimethoprim、azlocillin）抗生素

避免其他細菌的污染。在MGIT瓶子底部有16 x 100 mm的矽酮樹

脂，裡頭含有螢光化合物。 最初，大量分解出來的氧抑制了螢光，

所以只能偵測到少量的螢光，之後，大量的微生物呼吸運動將培養

管內的氧氣消耗，管底的螢光指示劑將在內置紫外激發光的照射下

發出螢光，螢光強度變化直接反應培養管內Mycobacterium生長狀

態。主機的photo detector偵測螢光強度後，直接以警示燈及警示聲告

知，同時LCD螢幕出現陽性測試報告。反應原理如圖一， 當MGIT
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管置入BACTEC MGIT 960系統中之後，便持續培養在37℃且每60分

鐘會偵測一次增加的螢光量，經過電腦處理系統分析後，判斷管內

分枝桿菌的生長情況。當螢光強度呈現加速度變化時，系統將以生

長單位「GU」形式報告該標本為陽性，若持續未呈現陽性反應，最

少42天，則將其視為陰性反應。MGIT管中添加BACTEC MGIT生長

補充劑，可提供分枝桿菌快速生長所必須要的物質，油酸(oleic acid)

除了會被M. tuberculosis利用之外，在Mycobacterium的代謝上也扮演

極重要的角色。albumin屬於保護劑，因為它會與游離脂肪酸結和，

而游離脂肪酸對Mycobacterium來說具有毒性，所以添加albumin可以

提高Mtcobacterium的培養率。Dextrose是能量來源。catalase可以破

壞可能存在培養基中的有毒過氧化物。為降低污染的發生，在接種

臨床檢體之前，必須在含有MGIT液體培養基的MGIT管中加入MGIT

生長補充劑以及 MGIT PANTA混合抗生素以避免來自檢體的污染 

(31)。 

 

(2) 抗酸菌鑑定 

近幾年來，由於如愛滋病肆虐，人類感染多種NTM的病例急速

增多，加上環境空間或平常用水中便含有NTM菌株的存在，因此

NTM感染人體的機率便大為增加。然而，由於許多發生在肺部的

NTM感染在臨床症狀與胸部X光的表現很容易與肺結核混淆。此
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時，需要正確的培養與鑑定來區別。Mycobacterium可分為結核菌群

(Mycobacterium tuberculosis complex , TB complex)和NTM兩大類。

TB complex包含M. tuberculosis 、M. bovis、M. microti、M. africanum 

及M. canetti。NTM叉可依生長速度分為快速生長菌群(七天以內可形

成菌落)和緩慢生長菌群(七天以上形成菌落) (28)。TB complex常見者

為M. tuberculosis和M. bovis。M. tuberculosis是人類肺結核之主要病原

菌，約佔85%的人體Mycobacterium感染，也是最急需要鑑定出來的

菌種(29)。 

抗酸菌的鑑定除一般細菌的特性觀察外，標準方法為利用生化

反應來進行鑑定。細菌一般特性觀察包含生長速率、產色性、染色

型態等，生化反應則以niacin test及nitrate reduction二項試驗做為鑑定

的依據。若無法確認時再以分子生物學方法或近來研發利用M. 

tuberculosis的分泌性蛋白來進行抗酸菌鑑定，主要是目的是可將M. 

tuberculosis正確的分離出來。 

 

(3) 分子生物學鑑定 

Mycobacterium分子生物學方法鑑定優點是可以快速鑑別檢體中

是否含有M. tuberculosis的DNA，可將傳統法耗時2-4星期縮短鑑定時

間至一天，但缺點是操作複雜也須額外的裝置和設備而且死菌或活

菌的DNA皆會偵測出來，因此此類方法適合在培養陽性後的檢體進
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行M. tuberculosis的鑑定確認，其原理是利用Strand Displacement 

Amplification（SDA）放大技術來偵測檢體中微量致病菌之遺傳物質

DNA，SDA反應須要有待測微生物DNA、引子、聚合酶(Polymerase)、

限制酶(Restriction Enzyme)及dNTP；與一般PCR不同的是：SDA增

加限制酶及dNTP中dATPa位置上的磷 (P)置換成硫 (S)，髮夾狀

(Hairpin)探針，兩端標有兩種不同螢光染劑，一為Fluorescin與

Rhodamine，兩者在近距離時不產生任何螢光，但在遇到檢體中之

Target DNA時，經由引子和DNA探針發生之融合(hybridize)與拉長

(elongation)反應，而使兩股DNA分子上探針標記之螢光染劑因切割

而分離。此時，能量的轉移(energy transfer)造成fluorescin產生螢光，

此一連串DNA序列放大之過程產生螢光訊號經detector連續偵測之

後，由儀器判定為陽性反應。 

 

(4) M. tuberculosis藥物感受性試驗 

利用Canetti 等人所建立的標準方法比例法 (agar proportion 

method)針對M. tuberculosis進行藥物感受性試驗(36)，此方法為目前被

使用最為廣泛的方法，其是以Middlebrook 7H10 Agar為基質，能定

量待測結核分枝桿菌所佔的比例，在美國被認定為標準測試方法。

利用目前常用的第一線抗結核藥物進行試驗，共有四種，包含

streptomycin、isoniazid、rifampin、ethambutol等四種藥物，所使用濃
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度如表一內容所示，除rifampin為單一濃度1.0 ug/ml外，其餘三項藥

物皆包含有高、低二種濃度，streptomycin低濃度為0.2 ug/ml，高濃

度為1.0 ug/ml，isoniazid低濃度為2.0 ug/ml，高濃度為10 ug/ml，

ethambutol低濃度為5.0 ug/ml，高濃度為10 ug/ml。 

除了以比例法針對streptomycin、isoniazid、rifampin、ethambutol

等四種藥物進行M. tuberculosis的藥物感受性試驗外，也以BACTEC 

MGITTM 960儀器利用pyrazinamide藥敏試劑組操作pyrazinamide的藥

物感受性試驗，所測試藥物濃度為100 ug/mL。以BACTEC MGITTM 

960儀器操作本項藥物的原因為pyrazinamide必須在弱酸性的環境下

進行測試，與比例法是在弱鹼性的環境下測試不同，因此利用自動

化儀器協助藥敏試驗的操作除了可以增加標準化外也可以在十天內

便獲得藥物感受性試驗的結果。 

目前在結核分枝桿菌的治療上還是以常用的第一線藥物以目前

常用於治療的第二線藥物，但抗藥性已悄然的產生，因而有MDR-TB

及XDR-TB菌株的出現，因此我們也希望能在目前常規使用的藥物

外，也可再發現有利於治療結核分枝桿菌的藥物，因此，我們利用

agar proportion method的方法同時操做了clofazimine此項藥物來針對

結核分枝桿菌進行藥物感受性試驗，選用此項藥物的原因是此藥物

應用於痲瘋桿菌的治療，由於痲瘋桿菌與結核分枝桿菌是目前會感
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染人類後致病的主要抗酸菌，希望此項藥物也能有效用於治療M. 

tuberculosis。 

三、 PZA的感受性試驗 

使用BACTEC MGIT 960系統與BACTEC MDIT 960 PZA套組搭

配，是一種測試抗分支桿菌藥物PZA耐受性試驗的非放射線方法。 

BACTEC MGIT 960 PZA培養基是含有調整過之Middlebrook 

7H9 Broth的試管，可用來支持分枝桿菌的生長與偵測，且其pH值降

低為5.9。BACTEC MGIT960 PZA培養基試管含有螢光化合物，被埋

在16x100 mm圓底試管底部之矽膠內，螢光化合物對溶於培養液中氧

氣的出現具敏感性，最初溶解氧氣的濃度會消弱化合物的放射，可

被測的螢光很少，之後，活躍生長和呼吸的微生物會將氧氣消耗，

使化合物可發出螢光。 

BACTEC MGIT 960 PZA套組是一個需時4 - 21天之定性試驗，

此試驗是根據比較M. tuberculosis菌株在含藥試管及不含藥試管〈生

長對照，Growth Control〉之生長情形。BACTEC MGIT 960 儀器持

續監控試管內螢光的增加，儀器利用比較在含藥試管內螢光與生長

對照試管內螢光之分析來判定耐受性的結果。 

  

第三節 實驗方法 

一、 抗酸菌培養 
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抗酸菌培養詳細作業流程如附錄四。 

(1)痰液檢體的接種前處理 

    抗酸菌培養的目的是要分離出抗酸菌後加以鑑定，本項培養最

常使用的檢體為痰液，黏稠且含有許多的常在菌叢存在，因此培養

前便需要先將檢體液化及除去正常菌叢的污染干擾，本實驗所使用

的消化去汙染的方法為 N-Acetyl-L-Cysteine-Sodium Hydroxide

（NALC-NaOH）法。NALC 用於迅速液化痰，NaOH 用於去污染

（最後濃度約為2﹪），trisodium citrate 用於結合檢體內可能存在的

重金屬離子，防止重金屬離子抑制NACL 的活性。 

NALC-NaOH的泡製方法(42)為先配製4﹪NaOH 溶液及配製2.6

﹪sodium citrate anhydrate 溶液(或2.9﹪sodium citrate dehydrate)，將4

﹪NaOH 及2.6﹪sodium citrate 溶液等量混合後滅菌，於使用前加入

NALC 粉末，使其濃度為0.5﹪。 

檢體的接種前處理方法為先取少於10 mL 檢體裝入50 mL 塑膠

離心管，加入等量NALC-NaOH溶液，蓋緊蓋子，開始計時30 分鐘，

利用Vortex mixer 混合1分鐘後，放置360度旋轉混合器10分鐘後靜

置，於30分鐘後加入phosphate buffer (PBS)至50ml的體積中和反應，

將離心管置入溫控離心機中離心3100g，15 分鐘，離心完成後，將

上清液倒入含消毒劑的廢液瓶內，留取沉澱物。 
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(2)檢體接種培養 

檢體於消化去汙染後以超高速離心後取沉澱物製作成抹片，將

抹片進行抗酸性染色後先行觀察是否有抗酸菌以做為培養結果配合

參考，沉澱物同時接種至MGIT試管進行琣養。 

抗酸菌的培養是將於離心管中完成消化去汙染的檢體加入約1 

mlPBS後混合均勻，取0.5 ml 的沉澱物至已經加入PANTA的MGIT

培養管內，於完成接種動作後二個小時內放至BACTEC MGITTM  

960儀器中進行培養(41) ，陰性培養週期為42天。 

 

二、 抗酸菌鑑定 

本實驗中的抗酸菌鑑定是將MGIT管中培養呈現陽性結果檢體

取出後進一步進行菌種鑑定，一般可利用為傳統生化鑑定方法(34)、

分子生物學鑑定方法(35)(32)(33)及M. tuberculosis分泌性蛋白檢測法(24)(27)

等三種。抗酸菌培養的結果若為陽性需以Acid fast stain確認其為真陽

性(即有抗酸菌生長)，記錄在顯微鏡檢下所觀察到的型態後再進行菌

種鑑定，基本上M. tuberculosis之鑑定要先確定Mycobacterium的生長

速度，最佳生長溫度，以及色素形成之特性。傳統生化學鑑定方法

需先將MGIT管中菌落次培養於L-J slant中，典型的M. tuberculosis為

表面粗糙的淡黃色(buff)菌落，生長速率屬於為需超過七天才生長的
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慢速生長菌，在暗視野環境中培養並不產生色素屬於非產色菌，於

L-J slant培養基上菌落型態表現粗糙，淡黃臘狀，為鑑定上重要特

徵，在抗酸性染色後的顯微鏡檢中為紅色菌體，呈現如繩索狀。 

M. tuberculosis生化試驗nitrate還原試驗為 (+)，niacin試驗為

(+)(32)，菌落外觀及顯微鏡下索狀型態，M. tuberculosis在L-J medium

中培養生長後呈現粗糙、淡黃臘狀且菌落聚集的型態，將液體培養

基MGIT中的菌落塗誠抹片後於電子顯微鏡下觀察則可發現M. 

tuberculosis如麻繩繩索般的型態。 

 

(1)生長速度試驗(42) 

分枝桿菌在固定培養基形成成熟的菌落，不需使用放大鏡，用

肉眼即可辨識。分枝桿菌中緩慢生長菌群與快速生長菌群之區別鑑

定是將試驗菌落分別接種於L-J 培養基於35℃或30℃，緩慢生長菌群

需7 天以上才能於培養基觀察到菌落，快速生長菌群則僅於7天以內

即能於培養基上觀察到菌落。進行生長速率鑑定時，應以經適當稀

釋足以長出菌落的接種液，接種於固體培養基作繼代培養，才能得

到正確客觀的評估。 

(2) 菌落型態(42) 

將分枝桿菌接種至7H11平板培養基上，經過5-14天後，依長出

的菌落型態用100×顯微鏡檢查可以區辨菌落周圍是否有索狀樣，可
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以大致區分屬於那一種分枝桿菌，以作為分枝桿菌鑑定之輔助，判

讀內容分為粗糙，平滑，圓形，扁平，是否產色等。M. tuberculosis

於Lowenstein Jensen(L-J)斜面培養基上菌落型態表現粗糙，淡黃臘

狀，為鑑定上重要特徵。純化後菌體接種於Middlebrook 7H11 培養

基5~10天後，在低倍顯微鏡下觀察是鳥巢式、繩索狀的菌落。但25

天後則為組糙、臘狀、淡黃的外表。 

 

(3) 細菌體的型態(42) 

將長出的分枝桿菌透過抗酸染色及1000×顯微鏡觀察，可以依菌

體的型態做粗略的區分那一種分枝桿菌。細菌型態會呈現蛇索狀

(serpentine cording)、短桿狀、點狀、柵狀。 

 

(4) 分子生物學方法確認(45) 

目前M. tuberculosis分子生物學鑑定最常使用的引子為IS6110片

段，本片段為TB complex特有的片段，因此目前針對TB complex的

分子生物學檢測幾乎都是以此片段做為引子首選(29)(35)(32)(33)。實驗中

若發現有生化反應不典型時會輔以本方法進行確認。 

DNA抽取步驟為：先依照一般抗酸菌檢體前處理程序進行去消

化及去污染的動作，取出ProbeTec sample tube貼上標籤後置於鐵架

上，將搖勻之buffer 1 懸空倒至空白玻璃真空採血管中，吸取1000 µl
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之buffer 1，加至預先準備好的sample tube中，以vortex強力震盪

()NALC-NaOH處理後之檢體沉渣5秒，打開裝檢體之離心管，以

aerosol-resistant tip吸取500 µl之檢體（若檢體量不足可加入適量之

PBS混合均勻後再吸取），加入準備好之sample tube中，將sample tube

置於震盪器上混合5秒，將sample tube在生物安全操作台內放入

aerosol containing rotor中，並旋上rotor的蓋子。將rotor放至超高速離

心機中，12,200 X g 離心3分鐘，取出sample tubes，並避免離心管內

之上清液與沉澱混合，打開管蓋，將上清液倒入廢液桶內，並以手

指輕彈管子以倒除剩餘上清液。將sample tubes放至專用oven中，溫

度115℃，60分鐘以殺死活菌。sample lysis：將超音波震盪水槽(BD 

ProbeTec ET sonic bath)預熱至65 +/- 5 C，並確定水槽內的水位是否

在MAX 和 MIN之間，取出oven中之sample tube，放入裝standard 

rotor 的離心機內，離心10秒鐘，加入CTB wash buffer 2 100 µl，旋

緊Sample Tube蓋子，強力震盪每一檢體5秒鐘。離心管放回試管架上

時，將管子依架上凹槽壓入，放進超音波震盪水槽60分鐘。sample 

neutralization：sample tube放入裝standard rotor 的離心機內，離心10

秒鐘，吸取600 l 的CTB lysis buffer 3到檢體離心管內。 

sample priming：取出priming reagent cup放至加熱盤中，加入抽

好DNA的檢體150 ml至priming reagent cup，加熱75℃，20分鐘，同
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時將amplification reagent cup放至54℃加熱盤中預熱，20分鐘後將

priming reagent cup中檢體抽取100 ml加至amplification cup中，以膠

膜封蓋，即可放至BD ProbeTecTM ET儀器中進行分析。分析時間60

分鐘，完成後儀器自動報告為陽性或陰性，陽性結果即表示檢體中

含有M. tuberculosis complex DNA(45)。 

 

三、  M. tuberculosis藥物感受性試驗 

利用agar proportion method的方法為先將待測菌種與實驗室標

準菌種經百倍稀釋成不同濃度再接種於含藥培養基，所稀釋的接種

液中需至少有一濃度能長出50-100 個分離菌落，經由稀釋倍數及所

長出菌落數的計算，即可算出於特定藥物濃度下抗藥性變異菌株所

佔的比例(28)(29)。抗藥性定義為大於1%的細菌出現在抗結核菌的藥物

臨界濃度中，則此藥物即不予繼續當作結核菌治療藥物。 

 

(1) agar proportion method操作streptomycin、isoniazid、rifampin、

ethambutol四種抗生素及clofazimine單項抗生素 

藥物感受性操作方法為取自 7H11 已鑑定的 M. tuberculosis，接

種菌落必須新鮮，勿超過 4~5 星期老的菌落，且小心取勿刮到培養

基，以接種環刮取培養基表面多處的菌落，置於有 6~10 顆玻璃珠之

含蓋試管中研磨，調製成菌懸浮液，充份震燙 1~2 分鐘，勿生氣泡，
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管子放置 30 分鐘讓大顆粒沉降，與減少可能產生的氣霧(aerosl)，上

清液吸到另一支無菌管，調濃度到 McFarland 1 的標準值，取 0.5ml

的上清液到另一支 4.5ml 的無菌管，調至成 10-2濃度，7H10 每一格

都接種 0.1mL (無菌滴管三滴的量)10-2濃度的菌液，接種後的 7H10

放室溫，直到接種菌液吸入瓊脂中，將 7H10 分別封入 CO2可通透的

塑膠袋中，置於 37℃、10﹪CO2培養箱中培養 21 天。 

結果判定方法為：第一週先觀察 (7 天)判讀是否有污染的細菌、

黴菌或任何快速生長的分枝桿落。緩慢生長的分枝桿菌也可能在 2

星期的培養出現，於第三週判讀，即計數含有藥劑之 7H11 培養基上

之菌落數除以不含藥劑之對照 7H11 培養基上之菌落數，以所得結果

之 百 分 比 作 為 判 定 ， 若 百 分 比 小 於 1 ﹪ 表 示 有 感 受 性

（susceptibility）；百分比大於 1%表示有抗藥性(resistant)，當不含藥

劑之 7H11 培養基上之菌落數未滿 50 個菌落數時，須再次重新操作，

最後判讀的時間在培養後 3 星期。若 control quadrant 在 3 星期沒有

菌落生長，則分枝桿菌藥敏試驗重新操作，並且將原先的培養基再

留置三週後觀察，始發出最終報告。 

 

(2)以 BACTEC MGITTM 960 儀器進行 pyrazinamide 藥敏試驗 

pyrazinamide這個藥物的藥物感受性試驗必須在弱酸性的環境

下進行操作，因此與傳統的agar proportion method不同，故選擇以自
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動化儀器進行操作。BACTEC MGIT 960 PZA培養基是含有調整過之

Middlebrook 7H9 Broth的試管，可用來支持分枝桿菌的生長與偵測，

且其pH值降低為5.9。BACTEC MGIT960 PZA培養基試管含有螢光化

合物，被埋在16x100 mm圓底試管底部之矽膠內，螢光化合物對溶於

培養液中氧氣的出現具敏感性，最初溶解氧氣的濃度會消弱化合物

的放射，可被測的螢光很少，之後，活躍生長和呼吸的微生物會將

氧氣消耗，使化合物可發出螢光。BACTEC MGIT 960 PZA套組是一

個需時4 - 21天之定性試驗，此試驗是根據比較M. tuberculosis菌株在

含藥試管及不含藥試管(生長對照，growth control)之生長情形。

BACTEC MGIT 960 儀器持續監控試管內螢光的增加，儀器利用比

較在含藥試管內螢光與生長對照試管內螢光之分析來判定耐受性的

結果，BACTEC MGIT 960儀器會自動解釋結果，並報告其為敏感性

或抗藥性結果。 

 

四、 聚合酶連鎖反應 (Polymerase chain reaction, PCR) 

本實驗所用的引子序列列於表一，聚合酶鍊鎖反應是以一種以

酵素的方法來增殖DNA的技術，依據Saiki等人的方法，設計兩條分2

別與所要增殖的DNA雙股之一的起啟或末端序列互補的寡核苷酸引

子 (oligonucleotid primer) ，再以要增殖的目標 DNA 做為模板

(template)，再加上dNTP及適當的緩衝溶液混合，經過高溫變性
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(denature)，降低溫度黏合(annealing)及DNA聚合酶(DNA polymerase)

的延伸(extension)作用，將此段DNA複製出來，重覆此循環，而使目

標DNA達到增殖的目的。取一支200 μl PCR薄壁微量離心管，依序

加入10x Taq緩衝液5 μl，  2.5 mM dNTP混合液4 μl，引子(10 

micromole/μl)各1 μl及模板(質體DNA需1 ng，染色體DNA，0.05~1.0 

μg) 。隨後補適量之二次去離子水至體積為49 μl，短暫離心(spin 

down)使反應液集中至管底，再加入Taq DNA polymerase (2.5 U/μl) 1 

μl，將此微量離心管放入Gene Amp PCR System 9600 (Perkin-Elmer)

的反應槽內，PCR的反應條件為: 94℃1分鐘，使雙股DNA打開; 62

℃1分鐘，使模板及引子鏈合; 72℃1分鐘，使DNA延伸，在此條件下

重覆34循環後，再於72℃反應10分鐘，使DNA延伸完全。反應條件

可依引子之結構和複製之DNA大小不同而改變，反應完成後，取5 μl

進行洋菜膠電泳實驗。 

 

五、 DNA電泳 

    以 0.5X TBE 電泳緩衝液配製 2％瓊脂膠體（agarose gel）。DNA

與 6X DNA loading dye 混合均勻後加至膠體中，以 50V 或 100V 電

流進行電泳後，將膠體至於 1μg/ml ethidium bromide 溶液染色 15 至

20 分鐘，再將膠體置於 UV 燈下觀察照相。 
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六、 勝任細胞製備 

    質體 DNA 需既由轉形作用（transformation）的技術，送入勝任

細胞（competent cell）藉由宿主成複製 DNA 及表現蛋白的目的。製

備前一天，從 petri dish 上挑單一菌落，培養至 3ml LB broth 中，於

37℃培養箱中 16~20 小時。取 500μl 培養菌液至 20ml LB broth，置

於 37℃培養箱震盪培養 3 小時至菌液的 OD600值約為 0.6，漿菌液放

置冰上 1 分鐘，以高速冷凍離心機 4℃、8000rpm，離心 5 分鐘，在

無菌操作台內倒掉上清液，加入滅過菌且保存在 4℃的 CaCl2

（100mM）15ml 均勻沖散，置於冰上 25 分鐘，偶爾可以搖晃，再

以高速冷凍離心機 4℃、8000rpm，離心 5 分鐘，在無菌操作台內倒

掉上清液，回溶 1ml CaCl2（100mM），保存至 4℃、3-7 天備用。 

 

七、 質體抽取 

挑單一菌落培養至LB broth，12-16小時後取1.5ml至微量離心

管，離心條件為12000rpm，5分鐘，倒掉上清液。重複此步驟一次。

加入solution I  100μl，劇烈震盪至均勻混合，在室溫靜置5分鐘，

加入solution II  200μl，緩慢且均勻混合，需在冰上靜置5分鐘，

solution III  150μl，緩慢且均勻混合，需在冰上靜置5分鐘，離心，

條件為12000rpm，10分鐘，取上清液至新的微量離心管，加入phenol

和chloroform比例為1：1，離心條件為12000rpm，5分鐘。重複此步
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驟一次。再取上清液加入chloroform離心，條件為12000rpm，5分鐘。

取上清液加入2-2.5X 體積之95％ alcohol，劇烈震盪，並靜置在冰上

10分鐘，離心條件為12000rpm，10分鐘。用75％ alcohol約200μl 

rinse，離心條件為12000rpm，3分鐘。回溶加入20μl 滅菌過之二次

水。。 

 

八、 DNA黏接反應(Ligation) 

在eppendorf中加入經過內切限制酶作用後的DNA，包含載體

（vector）與插入DNA（insert），vector和insert的比例為1：7，並加

入10X ligation buffer 2μl和T4 DNA ligase 1μl，反應總體積為20μl，並

於16℃反應16小時，使DNA互相黏合，再經由轉形作用送入勝任細

胞。 

 

九、 轉型作用 (Transformation) 

取一無菌之1.5 ml微量離心管，加入勝任細胞100 μl，質體DNA 

或DNA黏合混合液，混合均勻後置於冰中25分鐘，再將離心管取出

置於42℃水浴中120秒進行熱休克(heat shock)，然後立即置於冰液

中，加入500 μl LB broth，於37℃恆溫培養箱震盪培養2小時，取出

菌液150 μl，以無菌玻棒均勻塗佈在含抗生素的LA培養基上，隨後

置於37℃恆溫培養箱中，培養12~16小時，等到菌落長出再後篩選
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出帶有質體或構築正確之質體的轉形菌株(transformant) 

 

十、 快速篩檢 (Rapid screen) 

做此實驗大量篩檢出想要的plasmid大小，節省時間，但還是必

須經由限制酶確定其大小。需要挑單一菌落至LB broth培養12-16小

時，取1.5ml菌液至微量離心管後離心，離心條件為12000rpm，5分

鐘，倒掉上清液加入2X loading dye（內含1％SDS）20μl，同時並加

入phenol和chloroform比例為1：1，劇烈震盪1min後離心，離心條件

為12000rpm，5分鐘，取 6μl上清液，以洋菜膠電泳進行確認。 

 

十一、 表現載體的構築 

    依照M. tuberculosis的pncA基因序列，在基因ORF (open reading 

frame)的起始與終止之位置分別設計一條含有不同限制酶切位的引

子(表一)，利用聚合酶連鎖反應，將目標基因由染色體上大量複製出

來,經限制酶剪接後，選殖入pQE30 (Qiagen)表現載體上，再轉形入

E. coli NovaBlue，以IPTG誘導基因大量表現。 

 
十二、 Histidine-Tag affinity gel 

取出適當的HIS-Select Nickel Affinity Gel加入層析管，用2倍體

積的去離子水沖洗，之後加入3倍體積的平衡液 (equilibration buffer)

沖洗，移除大部分平衡液後備用。加入帶有target histidine的處理過
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澄清檢體，流速2-10 column volumes/hour (操作不要超過6小時)，加

完檢體後，加入wash buffer去除非專一性鍵結，流速10-20 column 

volumes/hour，使得沖出液的OD280接近wash buffer的吸光值。加入

elution buffer 3-10 column volumes，流速2-10 column volumes/hour，

收集並分析此蛋白。 

 
十三、 PZase activity 

挑單一菌落培養至 LB broth，並加入抗生素 ampicillin (最後濃度

50μg/ml)和 PZA (最後濃度 8mM)，37℃培養 16~18 小時，離心條件

為 12000rpm，4℃，10 分鐘，去除上清液，並加入 assay buffer，劇

烈震盪使沈澱物均勻散佈在溶液內，操作兩次，之後用 assay buffer

使菌液 OD600值為 0.2~0.6。取出一部份做 Whole cell suspension 活性

測定，另一部份做 Crude extract 活性測定。 

(1) Whole cell suspension 活性測定 

    將取出之菌液加入 PZA(最後濃度 8mM)，分別於 0 分鐘、15

分鐘、30 分鐘、60 分鐘及 120 分鐘後離心，離心條件為 12000rpm，

室溫，3 分鐘，取其上清液，加入 0.05 倍體積的呈色劑 0.5M ferrous 

ammonium sulfate，測其 OD480，並記錄。 

 

(2) Crude extract 活性測定 

    取出一定量菌液，破菌(sonicator)條件為3分鐘，sonication 10
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秒，停止 10秒，結束後，離心，條件為12000rpm，4℃，2分鐘。

取出上清液A，沈澱物加入等比例的assay buffer，劇烈震盪使沈澱

物均勻散佈在溶液內，以12000rpm再離心，2分鐘後取出上清液B，

使A和B混合均勻後加入PZA(最後濃度8mM)，分別於0分鐘、15分

鐘、30分鐘、60分鐘及120分鐘後，加入0.05倍體積的0.5M ferrous 

ammonium sulfate呈色劑，測其OD480，並記錄 

 

十四、 金屬離子 (Metal ion chelation) 

挑單一菌落培養至 LB broth，並加入抗生素 ampicillin (最後濃度

50μg/ml)和 PZA (最後濃度 8mM)，37℃培養 16~18 小時，離心條件

為 12000rpm，10 分鐘，去除上清液，並加入 assay buffer，劇烈震盪

使沈澱物均勻散佈在溶液內，操作兩次，之後用 assay buffer 使菌液

OD600值為 2.3~2.7。破菌(sonicator)條件為 5 分鐘，on 10 秒，off 10

秒。結束後，離心，條件為 12000rpm，4℃，10 分鐘。取上清液，

加入 EDTA，最後濃度分別是 5mM、10mM，和一管未加入 EDTA

之溶液。在室溫搖晃 6 小時，再加入不同離子在 37℃搖晃 30 分鐘，

再加入 PZA 在 37℃搖晃 30 分鐘，離心條件為 12000rpm、室溫、3

分鐘，取其上清液，再加入 0.05 倍體積的呈色劑 0.5M ferrous 

ammonium sulfate，測其 OD450，並記錄。 
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十五、 疏水性群集分析 (Hydrophobic cluster analysis, HCA) 

    分析介於一級結構和三級結構之間，也就是二級結構。主要利

用其胺基酸特性分析 (主要是疏水性胺基酸)其序列的二級結構。(26) 

    依照疏水性的胺基酸易聚集在一起形成折疊(α -hel ix、β

-sheet)，分析 identity 低和辨別是否為同源蛋白的一件有力的工具。 

從1D的胺基酸序列把容易形成α-helix或β-sheet的疏水性

(hdrophobic)胺基酸標成1，非疏水性(nonhydrophobic)胺基酸標成0。

Q code分解成四個基本單位：分別是V(vertacal，11)、M(mosaic，101)、

U(up，1001)、D(down，10001)，Q code可以幫助我們更了解此蛋白

二級結構的特徵。其中還有四個胺基酸的符號代表：proline(★) 為

疏水性蛋白，是唯一的二級胺基酸，其構造不易變動；glycine()最

簡單的胺基酸，為非必需胺基酸，造成蛋白質結構有較大的彈性及

結構空間；serine()或threoninne() 這些兩個小的極性胺基酸在

helix中可以透過在主鏈上羰基(carbonyl)的氫鍵(H-bonding)遮蔽他們 

的極性。 

從附錄三，經由2D HCA diagram得到2D結構，(a)序列用圓柱表

現α-helix。(b)圓柱依軸平行切開，攤開成二維的圖形。(c)緊實而且

duplicate，為了呈現α-helix的每一個胺基酸。(d)把非隨機分佈而且

有傾向形成cluster的疏水性胺基酸(hydrophobic amino acid)上色、圈
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選。(2D-d)深綠色、垂直的cluster為β-sheet，深黃色或橘色、水平的

cluster為α-helix，並對應至旁邊有圖解的3D結構圖個別的顏色。(26) 
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第三章 研究結果 

本實驗檢體來源為選取之前研究已確認為 MDR- TB 的菌株，利用

MGIT method 對 MDR-TB 作 PZA 的抗性試驗，PZA 的標準濃度為 25-50

μg/ml，判斷其是否產生抗性，發現 56株MDR-TB菌株，有 37株MDR-TB

菌株對 PZA 產生抗性 (62.82%)，分析 PZA 有抗藥性的 Multidrug-resistant  

TB 中 pncA gene 產生突變佔 69.7% (23/33)。 

利用資料庫ExPASy比對M. tuberculosis的pncA基因序列差異性，挑出

有差異的序列，在基因ORF (open reading frame)的起始與終止之位置分別

設計一條含有不同限制酶切位的引子，利用聚合酶連鎖反應，將目標基

因561個核苷酸由染色體上大量複製出來，經限制酶剪接後，選殖入pQE30 

(Qiagen)表現載體上，參照圖六，再轉形入E. coli NovaBlue，以IPTG誘導

基因大量表現其蛋白並測活性，結果如下。 

圖七為依照M. tuberculosis的pncA基因序列，引子為pncA1及pncA2；

圖八為挑得菌株後，抽取質體，利用限制酶切割後之電泳圖。 

 

第一節 PncA蛋白的純化及分子量 

加入1mM isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG)或PZA最終濃度

8mM誘導24小時表現其蛋白。PncA蛋白為一胞內酵素，會表現在E. coli 

novablue/pQE30-pncA的細胞質內，預估分子量約為23kDa，經由破菌

及經由鎳親和性層析法 (nickel affinity chromatography)純化蛋白，純化
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過後的蛋白利用SDS-PAGE觀察分子量大小。發現有single band且分子

量位於20-25 kDa之間，如圖九，與推測分子量相符。 

 

第二節 分析定序結果 

依據 MGIT method 發現在 MDR-TB 中對 PZA 產生抗性的有

62.82%，但在PZA產生抗性的MDR-TB中pncA基因產生突變的比例

69.70%。取突變的pncA基因和標準菌株M. tuberculosis H37Rv做比對，

如圖十，核苷酸和胺基酸的突變的位置和突變成何種核苷酸或胺基

酸。再依照突變後的胺基酸位置，做成圖十一的分佈圖。發現有幾株

的突變點相同，突變在第37個胺基酸有4株；突變在第76個胺基酸有3

株；突變在第140個胺基酸有3株。大部分突變點分散，以胺基酸區域

區分，集中於1-8、57-83、139-155。 

  

第三節 PncA蛋白活性 

把有突變的 pncA基因和從標準菌株的pncA基因送至E. coli 

novablue表現PncA蛋白去測其蛋白是否具有活性，依照反應時間和產

物濃度的關係如圖十三，因為上清液有經過稍微稀釋和碰撞頻率的關

係，所以一般而言會偏低。由圖可見3種PncA蛋白活性：(1) PncA蛋白

活性不變；(2) PncA蛋白活性降低；(3) PncA蛋白沒有活性。利用活性

標準曲線(圖十二)換算成濃度列於表四。 
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 發現胺基酸變異成V7F、Y34形成終止碼、E37G、H57D、K96Q、

V139A、V155G，PncA蛋白則會完全喪失活性；胺基酸變異成L4W、

D8E、C72R、R140C、D166H、T167A，PncA蛋白所測之活性會下降；

胺基酸突變S32R則不影響其活性。 

若只變異在胺基酸第 37 的位置會影響活性，再加上另一點變異(胺

基酸第 140 位置)所測得之活性會有些許上升。但是當變異點除上述兩

點外再加上另外 2 個點突變(胺基酸第 72 和第 159 位置)所測之活性還

會再降低。所以胺基酸第 37 的位置 glutamic acid 變異成 glycine 會降低

活性，胺基酸第 140 位置 arginine 變異成 cysteine 會提高些許活性。也

發現在同一位置變異成不同胺基酸時，蛋白活性會跟著不同，如在胺

基酸第 76 位置突變成不同之胺基酸，所測得活性也會不同。把在原本

在第 76 位置的 threonine 換成 isoleusine 會比置換成 proline 的活性來的

高，推測是因為蛋白性質的改變所造成活性差異。在胺基酸第 32 位置

serine 變異成 arginine 則不影響其 PncA 蛋白活性。 

由表四發現，突變點太過分散，而且不論是在α-helix 或β-sheet

上任意一點或者其他胺基酸位置只要發生突變，則其產生的蛋白大部

分活性都會降低。基因突變是影響 PZA 抗性的重要因素。在不同的胺

基酸位置突變會影響其蛋白活性；在同一位置突變成不同胺基酸也會

影響其活性。 
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第四節 金屬離子的影響 

    圖十四(A)加入不同濃度的 EDTA 會影響其蛋白活性。而且加入的

EDTA 濃度越高，則所測得之 PncA 蛋白的活性會越低，加入 10mM 

EDTA 所測得之活性比 5mM EDTA 低，又比沒加入 EDTA 的 PncA 蛋

白所測值低。圖十四(B)把已加入 EDTA 的檢體再加入適量的不同金屬

離子(錳離子、鎂離子、鈣離子、鋅離子、鐵離子、鈷離子、銅離子)，

發現有些金屬離子可以回復其蛋白活性，不同的金屬離子所回復的活

性也有所不同。發現加入鋅離子(Zn2+)、鈷離子(Co2+)、銅離子(Cu2+)皆

無法回復活性，甚至還會使活性下降，加入鎂離子(Mg2+)、鈣離子(Ca2+ )

則會接近加入 EDTA 但是沒加入任何金屬離子所測得之值。如果加入

的是鐵離子(Fe2+)則會比未加金屬離子的值高。 

依 bioinformation 預測此蛋白有一 metal binding site，所以此蛋白

會被 EDTA 所影響，也會被不同的金屬離子所影響，證實此 PncA 蛋白

需要金屬離子與之作用才可以具有較好的活性。 

 

第五節 Sequence alignment 

利用msa.cgb.ki.se資料庫比對(圖十五)皆為同一sperfamily所得之

conserved sequence，雖然不同菌序列的差異大，但有conserved amino 

acid 24個。配合HCA method，可以從已知Pyrococcus horikoshii的結構
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重要的活性位C133推得M. tuberculosis的位置為C138。以此類推可得

catalytic site (胺基酸第8、96、138位置)、metal-binding site (胺基酸第49、

51、71位置)和cis-peptide bond (胺基酸第133、134位置)。 

 

第六節 疏水性群集分析  (Hydrophobic cluster analysis, 

HCA) 

屬 amidohydrolase，發現此兩種蛋白胺基酸序列相同度有 37％。

想瞭解並分析二級結構是否相同所以採用 HCA method (hydrophobic 

cluster analysis)，此方法可以偵測保守的二級結構組成(conserved 

secondary-structure elements)，尤其是在序列結構具有低相同度。 

由圖十六 Pyrococcus horikoshii 的 PZase 蛋白有 11 個 hydrophobic 

cluster，6 個β-strands 和 5 個α-helices。藉由 HCA method 觀察此蛋白

的 hydrophobic cluster 發現β-strands 和α-helices 交替出現。Pyrococcus 

horikoshii 的 hydrophobic cluster 表示為 Leu-Ile-Val-Val(β1)、

Val-Ile-Phe(α1)、Leu-Ile-Val(β2)、Phe-Val-Leu(α2)、Val-Ile-Ile(β3)、

Leu-Ile-Leu(α3)、Val-Tyr(β4)、Val-Ala-Leu(α4)、Val-Tyr-Leu(β5)、

Leu-Met(α5)、Ile-Val(β6)；M. tuberculosis PncA protein 表示為

Leu-Ile-Ile-Val(β1)、Leu-Ile-Tyr(α1)、Val-Val-Ala(β2)、Phe-His-Leu(α

2)、Val-Phe-Tyr(β3)、Leu-Trp-Leu(α3)、Val-Val(β4)、Val-Ala-Val(α

4)、Val-Leu-Val(β5)、Leu-Met(α5)、Leu-Val(β6)。 
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值得被注意此蛋白大部分的 conserved hydrophobic amino acid都具

有一致性。發現在 Pyrococcus horikoshii 上的重要蛋白（如：catalytic 

protein 或 metal-binding protein）位置靠近 hydrophobic cluster 上的β1、

β2、β3、β4、α4。而在 PncA 具有高度保留性的 hydrophobic cluster

也是如此，在假設的二級結構β1(Asp8)、β2(Asp49 和 His51)、β

3(Lys96)、β4(Ala134 和 Ile133)、α4(Cys138)。 

PncA 蛋白和 PZase 蛋白利用 hydrophobic cluster、演化保留殘基

(conserved residue)和序列比對(sequence alignment)藉由同源的三級結

構模型所建造出 PncA 蛋白結構。PncA 蛋白結構的折疊會和 PZase 的

結構一致。 

 

第七節 模擬結構圖分析 

M. tuberculosis 的 PncA 蛋白是由已知 Pyrococcus horikoshii 的同源

結構 PZase 蛋白為基礎，經由生物資訊的資料庫所構築出 3D 結構圖，

圖十七(A)。 

如圖十七，利用Swiss-model，分別去模擬wide-type的PncA蛋白

(M.tuberculosis H37Rv)，結構，PncA蛋白突變E37G，PncA蛋白突變E37G

和R140C，和PncA蛋白突變E37G、C72R、R140C和L159P的四個模擬

蛋白。第37個胺基酸剛好位於第一個α-helix，對照wide-type的PncA蛋

白，發現除了第一個α-helix多一個turn之外，在結構圖的左側，也就
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是靠近金屬結合位(metal-binding site)的附近結構變得鬆散，圖十七

(B)。圖十七(C)，突變E37G和R140C兩個胺基酸，結構圖雖然看起來和

(B)比較無太大的差異，但是懷疑PncA蛋白為小分子量，所以任何的突

變，雖然結構圖無明顯差異，但是蛋白的一些性質已經改變，所以造

成活性有些許的差異。圖十七(D)，突變四個胺基酸分別為E37G、

C72R、R140C和L159P，因突變的胺基酸太多，所以造成結構具有重大

的改變，除了先前提到的第一個α-helix多一個turn和金屬結合位的附

近結構變得鬆散之外，第四個α-helix消失，所以造成此蛋白所測得之

活性最低。由圖十六可知，突變E37G會造成活性下降。但是同時突變

E37G和R140C活性比一個突變點E37G高，推測突變在第140個胺基酸

的位置上有些許回復活性的能力。但是當突變點太多，對於結構有重

大缺陷時，則會完全喪失活性。 

如圖十八，分別模擬wide-type的PncA蛋白，突變成T76P及T76I的

PncA蛋白，雖然突變不在任何一個α-helix或β-sheet上，但是不管是

胺基酸第76個位置突變成脯胺酸(Proline)或異白胺酸(Isoleucine)，都會

造成第一個α-helix多一個turn和金屬結合位的附近結構變得鬆散，但

是突變成不同胺基酸，在模擬結構上並無明顯差異，但是實驗所測得

之活性有差異。可以推論因PncA蛋白為小分子量，雖然結構圖無明顯

差異，但是突變成不同的胺基酸，所以造成PncA蛋白的一些特性改變，
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所以測到之活性有差異。由圖十八可知，在同一位置突變成不同蛋白，

所測知活性也會有些許不同 

由圖十七、十八可知，除了突變點的位置會影響活性外，在同一

位置上突變成不同的胺基酸，所測得之活性也會有所差異。 
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第四章 討論 

在許多國家結核病的控制和抗藥性結核菌的全球監控是個重要的課

題。抗藥性的產生使的治療結核更複雜，而且時常導致錯誤的治療。此

外 MDR-TB 引發高罹病率及死亡率，特別是免疫不足的人。所以治療抗

藥性和多重抗藥性的結核病人要付出高成本而且也有許多衍伸問題。因

此在如何偵測、治療、防止抗藥性產生的策略就顯得非常重要。 

本實驗檢體來源為已確認為 Multidrug-resistant TB 的菌株，利用

MGIT method 對 MDR-TB 作 PZA 的抗性試驗，PZA 的標準濃度為 25-50

μg/mL，發現 56 株 MDR 菌株，有 37 隻菌株對 PZA 產生抗性 (66.1%)，

分析 PZA 有抗性的 Multidrug-resistant TB中 pncA 基因產生突變佔 69.7% 

(23/33)。和其他地區及文獻的比較稍稍偏低，因文獻提到 PZA 產生抗藥

性，pncA 基因突變比例為 70％到 97％(22)。 

  在文獻得知都是用統計學的方法做統計，並不是知道蛋白是否有活

性還是其他的因素。剩下的菌株 PZA-resistance 但 pncA 基因沒有突變

的，有可能發生其他突變，如：promoter、DNA-binding site 或其他分子

發生突變以致於產生 PZA 的抗性。由表三，和其他文獻比較 PZA 的抗藥

性或 pncA 基因突變率有偏低的情形。可能的原因為在台灣治療結核病比

較少用 PZA，因為其副作用比其他一線用藥來的大。 

  由其他文獻(3)(15)(23)中以統計學的觀點所發現的突變區域集中 5–
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12、69–85 及 132–142 或 3-17、61-76 及 132-142，從本實驗中分析突

變區域集中 1–8、57–83 和 139–155，突變區域差異不大。 

    由生物資訊比對同家族的蛋白發現一些保守的區域(active site、metal 

binding site、cis-peptide)，推斷這些區域扮演相當重要的角色。從 CSHase

的生化或結晶發現 active site 的 cysteine 被暗示扮演相當重要的角色。 

依據此蛋白可被 EDTA 所影響，證明此蛋白需要金屬離子，之後又加入

不同的金屬離子，想確定所需之金屬離子為何種，但是無法確定。所以

可能從其他實驗去確認其金屬離子種類，而且無法利用金屬離子的實驗

找出其金屬結合位，因本來無活性之突變蛋白經過此實驗後，並不會因

不同金屬離子而會回復活性。所以只能利用同一個家族且蛋白結構相似

的蛋白經由序列比對可以推測得知金屬結合位的蛋白。 

    而且 PZA 和其衍生物具有不太相同的特性。從 PZA 的衍生物

Morphazinamide (MZA)和 PZA 對 M. tuberculosis 具有相同的 MIC 8-16μ

g/ml。MZA 在細菌內會被分解成 PZA、formaldehyde 和 morpholine。和

PZA 不一樣的是，MZA 在中性或酸性環境都具有其殺菌功能，而且 MZA

可以殺死 non-tuberculosis mycobacteria (MIC=32μg/ml)和其他的細菌

(Pseudomonas、Proteus vulgaris、Staphylococcus)。PZA 的合成類似物

5-choloro-pyrazinamide (5-Cl-PZA)可能作用於 fatty acid synthetase I 

(FAS-I)所以和 PZA 作用機制不同。M. tuberculosis 沒有 PncA protein 活性
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所以對 PZA 產生抗性但是 5-Cl-PZA 對此菌株還是具有殺菌功能。指出

5-Cl-PZA 的作用和 PncA proten 活性是獨立的。另一個不同點是 PZA 對

M. smegmatis 的 MIC 大於 2000μg/ml；5-Cl-PZA 對 M. smegmatis 的 MIC

約為 32μg/ml，是否可以以 nicotinamide 或 PZA 為基礎，合成新的衍生

物，使此衍生物更容易進到細菌體內，具有更良好的殺菌能力。或是研

究其現有的衍生物或類似物機轉，進而去推論 PZA 的作用機轉， 
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第五章 結論與建議 

第一節 結論 

結核病是古老的疾病但卻也是到目前為止一直都難以根絕的疾

病，這除了人與人間因交通的便捷而使接觸頻繁及增加接觸的機會而

造成傳播的機率變大外，患者本身未配合用藥而使結核菌本身產生抗

藥性而更加難以治療，除了MDR-TB外甚至有二線用藥產生抗藥性後

而來的XDR-TB菌株的出現，這意味著這古老的疾病將是我們更需要多

加防治的對象。 

而且因為抗藥性比統計的偏低所以在台灣可以使用此藥物會有較

好的療效，尤其搭配其他的一線藥物可以使的治療結核病的療程由9至

12月縮短成6個月，而且此蛋白不論在哪一點產生突變，幾乎都會影響

其活性而且即使突變在同一位置但是突變成不同的胺基酸，活性也會

有所不同。利用蛋白比對和HCA method推測出催化位、金屬結合位和

cis-peptide bond和NCBI所得之一致。此蛋白活性會受到EDTA及不同的

二價金屬離子所影響。 

依結構圖，可以得知雖然有些圖的結構無明顯差異但是所測得知

活性還是會有差異。合理推測因此蛋白分子量小所以只要突變一個胺

基酸就會造成某些蛋白特性的改變以至於影響其活性。 

 
 



 

    
 

57 
 

第二節 建議 

因為此蛋白可以從基因層級去判斷其抗藥性，因為此基因只要發

生突變就有很大的可能產生其抗藥性。因為通常核苷酸改變，胺基酸

也會跟著改變，而且此蛋白當基因改變時，很高的比例會影響其活性。 

既然此藥物作用機轉不明，是否可以從研究PZA的衍生物或類似

物的機轉，然後回推至PZA的機轉。 
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附錄一  結核藥物分類 

 
 
 

Grouping Drugs 

Group 1  
  1st line oral antiTB agents 

 Isoniazid (H); Rifampicin (R); 
 Ethambutol (E); Pyrazinamide (Z) 

Group 2  
injectable antiTB agents 

 Streptomycin (S); Kanamycin (Km); 
 Amikacin (Am); Capreomycin (Cm); 
 Viomycin (Vi) 

Group 3 
Fluoroquinolones 

 Ciprofloxacin (Cfx); Levofolxacin (Lfx); 
 Moxifloxacin (Mfx); Ofloxacin (Ofx) 

Group 4 
oral bacteriostatic 2nd line antiTB
agents 

 Protionamide (Pto); Ethionamide (Eto); 
 Cycloserine (Cs); Terizidone (Trd); 
 P-aminosalicylic (PAS); Thioacetazone (Th)

Group 5 
antiTB agents with unclear
efficacy 

 Clofazimine (Cfz); Augmentin/Clavulanate 
 (Amx/Clv); Clarithromycin (Clr); Linezolid 
 (Lzd) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

    
 

66 
 

附錄二、  Reported frequency of mutations in pncA gene 

from different geographical areas 
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附錄三  Hydrophobic cluster analysis 
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附錄四  實驗中抗酸菌培養作業流程 
 
 
 

 

利用 MGIT 960 儀器進行培養，陰性培養時間為 42 天。 
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表 一、實驗中所使用基因位點名稱及序列 

 
Locus name primer 
pncA1 GCTGGTCATGTTCGCGATCG 
pncA2 GCTTTGCGGCGAGCGCTCCA 
pncBAF CGGGATCCATGCGGGCGTTGATCATCGT 
pncHAR CCCAAGCTTCAGTTCATCCCGGTTCGGCG 
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表 二、在MDR-TB中PZA產生抗藥性之比例和其他文獻之比較 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Isolate of MDR-TB PZA resistence %  

68 62 91.18% Reference 37 

71 37 52.11% Reference 13 

78 49 62.82% This study 
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表 三、pncA gene 突變所占比例和其他文獻之比較 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PZA resistance 
total pncA gene mutation 

%  

57 53 92.98% Reference 38 
19 16 84.21% Reference 23 
36 31 86.11% Reference 39 
67 48 71.64% Reference 18 
33 32 96.97% Reference 40 
33 23 69.70% This study 
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表 四、Pzase activities of wild-type and PncA mutant proteins 

 

 
 

Nucleotide sequence
a

Amino acid
b

47R A→C at position 1 M1→L 8.25 ± 0.71 8.76 ± 1.12

C→T at position 4 R2→W

7 insert Frameshift

28R T→G at position 11 L4→W 29.33 ± 0.96 21.46 ± 3.46

35R G→T at position 19 V7→F 6.31 ± 1.13 12.46 ± 4.62

44R C→G at position 102 Y34→Ter 4.50 ± 1.24 2.88 ± 0.71

83R A→G at position 110 E37→G 15.11 ± 3.18 1.95 ± 0.54

36R A→G at position 110 E37→G 29.74 ± 1.92 16.08 ± 2.74

C→T at position 418 R140→C

82R A→G at position 110 E37→G 39.66 ± 3.65 31.73 ± 3.41

C→T at position 418 R140→C

78R A→G at position 110 E37→G 6.15 ± 2.93 9.40 ± 1.08

T→C at position 214 C72→R

C→T at position 418 R140→C

T→C at position 476 L159→P

15R 160 insert Frameshift 4.98 ± 2.29 6.11 ± 2.71

46R C→G at position 169 H57→D 1.90 ± 0.98 3.05 ± 1.23

55R T→C at position 214 C72→R 22.39 ± 5.05 8.06 ± 1.17

6R A→C at position 226 T76→P 4.70 ± 1.82 5.21 ± 1.94

49R A→C at position 226 T76→P 5.54 ± 1.96 3.41 ± 2.02

48R C→T at position 227 T76→I 11.51 ± 0.86 4.81 ± 2.54

19R A→C at position 286 K96→Q 4.78 ± 2.15 12.42 ± 1.91

17R T→C at position 416 V139→A 5.09 ± 2.03 4.32 ± 2.06

1R C→T at position 442 R148→C

43R T→C at position 252 no change 52.94 ± 5.52 37.13 ± 3.87

32R T→G at position 464 V155→G 3.08 ± 0.21 12.06 ± 0.84

553 insert Frameshift

34R T→G at position 464 V155→G 4.86 ± 2.08 8.70 ± 3.39

553 insert Frameshift

5R G→T at position 489 no change 4.34 ± 1.94 7.57 ± 1.38

4R G→C at position 496 D166→H 24.56 ± 3.01 12.40 ± 2.83

A→G at position 499 T167→A

80R A→C at position 561 stop187Cys 3.69 ± 1.57 12.96 ± 1.59

98s C→A at position 24 D8→E 33.81 ± 9.60 33.77 ± 9.19

62S A→C at position 226 T76→P 6.24 ± 1.67 1.20 ± 0.96

G→A at position 489 no change

70S A→C at position 94 S32→R 59.20 ± 3.97 21.49 ± 3.23

57S no change 40.54 ± 6.77 26.27 ± 0.45

H37Rv 40.32 ± 5.76 26.04 ± 3.68

pQE30 8.64 ± 6.23 9.24 ± 5.60

No. of

isolates

Change(s) in: Enzyme activity (uM/min*OD600)
c

PZAase in whole cell PZAase in extract
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圖 一、估計結核病在全世界的發生率(2) 
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圖 二、pyrazinamide 和其抗藥性的機轉(22) 
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圖 三、PZA 的結構和其結構類似物 
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圖 四、圖解 INH、PZA 和 RMP 的在 M tuberculosis 細胞壁作用位置 
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圖 五、PncA 蛋白會使 PZA 轉變成 POA 
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圖 六、質體 pQE30-pncA 之構築 
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圖 七、以 pncA1 及 pncA2 為引子利用 PCR 增幅 M. tuberculosis pncA 基

因片段之凝膠電泳圖 

Lane M, 100bp marker; lane 1-4 mycobacterium tuberculosis H37Rv 

pncA gene 

←700bp 

M    1    2    3    4 
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圖 八、構築質體以限制酶 BamHI 及 HindIII 切割後之凝膠電泳圖 

        Lane M, 100bp markers; lanes 1-7, constructed plasmid 

←561bp 

M    1    2   3    4    5 
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圖 九、SDS-PAGE 分析純化 E. coli Novablue (pQE30-pncA)所表現

的 PncA 蛋白。 

Lane M, protein marker; lane C, crude extract; lane S, supe

rnatant; lane P, pellet; lane E, elution fraction. 

←23kDa 

M    C    S    P    E 



 

    
 

82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 十、利用 M. tuberculosis H37Rv PncA 蛋白和其他突變 PncA 蛋白的的

比對 
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圖 十一、在 PZA 抗藥性的結核菌株上突變點的分佈圖 
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圖 十二、依照吸光值和產物變化量作標準曲線圖 
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(A)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 十三、依照時間和產物變化量作圖(A)為未破菌狀態(B)上清液狀態 
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(A) 
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圖 十四、(A)加入不同濃度 EDTA 和活性的關係(B) 加入 10mM EDTA

後再加入不同的金屬離子會造成活性之變化 
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圖 十五、利用 M. tuberculosis PncA 蛋白和 Pyrococcus horikoshii PZase

蛋白作蛋白比對 
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圖 十六、在兩種不同蛋白利用保守的 hydrophobic residues 比對其二級結

構 
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圖 十七、wide-type 和突變點多寡的模擬結構圖。(A)為 wide-type 的 PncA

蛋白(M. tuberculosis H37Rv) ，紅圈為金屬結合位(metal binding site) ，黃

圈為活化位(active site ) ；B. 突變 PncA 蛋白的第 37 個胺基酸(E37→

G) ；C. 突變 PncA 蛋白的第 37 個和第 140 個胺基酸(E37→G、R140→

C) ；D.突變 PncA 蛋白的第 37 個、第 72 個、第 140 個和第 159 個胺基

酸(E37→G、C72→R、R140→C、L159→P) 。從結構而言，左邊緊密的

結構，在基因突變後會形成鬆散的結構，而 D 圖突變以致於結構少了一

個 helix。 
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圖 十八、wide-type 與變異在胺基酸第 76 位置的模擬結構。 A. 為

wide-type 的 PncA 蛋白(M. tuberculosis H37Rv) ，紅圈為金屬結合位(metal 

binding site) ，黃圈為活化位(active site ) ；B. 突變 PncA 蛋白的第 76 個

胺基酸(T76→P) ；C. 突變 PncA 蛋白的第 76 個胺基酸(T76→I) 。B 和 C

雖然結構模擬並無太大的差異，但是實際上所測得之活性還是有些許的

差異。 

 

 

 

 


