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一、中文摘要

目前已知伯氏疏螺旋體分離株可分為
Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. garinii,
B. afzelii, B. japonica, B. andersonii, B.
valaisiana, B. lusitaniae等 7個基因種及未
定的 DN127群（B. bissettii）。本計畫為了
證實以 rpoD 基因內之內部分歧序列區域
可做為區分伯氏疏螺旋體基因種之依據，
一年內共收集了 19 株 日本、歐洲及台灣
伯氏疏螺旋體分離株進行增幅，經限制脢
HindIII與RsaI分析後發現內部分歧序列區
域在切割後主要呈現分別代表 Borrelia
burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B.
japonica,及 B. lusitaniae等 4基因種圖譜。
其中 B. afzelii, B. andersonii及 DN127群
（B.bissettii）無法完全區分，必須同時使
用其他方法來輔助鑑定。此結果顯示 rpoD
基因之內部分歧序列區域適合作為伯氏疏
螺旋體的快速分型工具。

關鍵詞：rpoD基因、伯氏疏螺旋體、分型

Abstract

The causative agent of Lyme borreliosis,
Borrelia burgdorferi Sensu Lato, is currently
classified as seven genospecies and an
unclassified DN127 group (B.bissettii). The
seven genospecies are Borrelia burgdorferi
sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B.
japonica, B. andersonii, B. valaisiana, B.

lusitaniae A total of nineteen strains
(including Taiwan isolates) were collected
and analyzed. On the basis of the results
obtained after cleavage by HindIII and RsaI
separately, it showed that the internal
divergent region revealed four patterns, each
representing one of the four genospecies,
Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. garinii,
B. japonica, and B. lusitaniae. However,
strains belonging to B. afzelii, B. andersonii
and DN127 (B. bissettii) cannot be
differentiated by this method alone. The
polymorphism of their rpoD gene in non-
conserved region is therefore proven to be an
alternative rapid way screening and assessing
their diversity.

Key word: Lyme disease, Borrelia
burgdorferi, rpoD gene.

二、緣由與目的

萊姆病（Lyme disease）是由伯氏疏螺
旋體（Borrelia burgdorferi sensu lato）所引
起的人畜共通之全身性多系統疾病，其傳
染媒介為硬碑壁蝨（Ixodes）[7, 35]。本病
通常會以典型的皮膚症狀－移行性紅斑
（erythema migrans）為開端，如果不加以
治療，症狀會擴及他處，除了皮膚症狀外，
尚會出現關節炎以及神經與心臟方面的症
狀[25]。目前依照 DNA雜交與 rRNA之限
制脢圖譜，可將伯氏疏螺旋體分成 8 種基
因種（genospecies），分別為 B. burgdorferi
sensu stricto、B. afzelii、B. garinii、B.
japonica、B. andersonii、B. valaisiana、B.
lusitania [1,8,9,12,19,31] 以及新命名的 B.
bissettii（原 DN127群）[20]。許多證據顯
示，這些基因種所分布的地理區域與各地
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所觀察到不同的臨床表徵有著密切的關聯
[29, 35]，其中 B. burgdorferi sensu stricto
主要引起之症狀為關節炎，此基因種大部
分出現在美國，歐洲則少有蹤跡，至於 B.
garinii 與 B. afzelii 兩者皆分布於歐亞地
區，被認為是引起 neuroborreliosis 和慢性
萎縮性四肢皮炎（acrodermatitis chronica
atrophicans）的元兇[2]。
由於伯氏疏螺旋體分離株之異質性

（heterogeneity），許多的分型方法，諸如
質體分析（plasmid analysis）[34]、血清分
型（serotyping）[32,33,34,35]、脈衝電場電
泳[4]、hbb基因序列[28]、聚合脢鏈反應－
限制脢片段多形性（PCR-RFLP）[10,14]
等，皆已被應用來分型與研究分離株間之
分歧。在眾多的方法中，rRNA基因由於其
序列呈高度的保留特性，同時又為細菌的
必需基因，因此常被利用做為分型的工具
[15,18,21]；而 rpoD 基因也具有類似的特
性，其產物為 primary sigma factor，屬家管
基因，為細菌的必需基因[6,11]。而 sigma
factor為 RNA polymerase的次單位之一，
可 和 core enzyme 結 合 形 成 全 脢
（holoenzyme），且特異性辨識結合基因
之啟動子（promoter）區域而起始轉錄作
用，在轉錄起始作用方面扮演極其關鍵的
角色[8]。sigma factor經序列比對後可分成
4個保留區（region 1~4）與 1個內部分歧
序列區域（internal divergent sequence），
這些保留區序列在細菌中呈高度保留，而
內部分歧序列區域則只存在於革蘭氏陰性
菌中[5,10,28]。由於 rpoD基因為細菌的必
需基因，而且序列保留度又高，因此值得
加以探討將其運用於分型的可能。本實驗
目的即在於嘗試利用 rpoD 基因的聚合脢
鏈反應－限制脢片段多形性來對伯氏疏螺
旋體分離株進行分型，期望能達到與伯氏
疏螺旋體基因種一致的結果。
  
三、結果與討論
　　
一、內部分歧序列區域之聚合脢鏈反應－
限制脢片段多形性結果
以 YLKE及 RCTW 2個引子來進行聚

合脢鏈反應，煉合溫度皆為 55℃，13株的
伯氏疏螺旋體分離株皆增幅出相同大小的
產物，長度約是 872 bp，與預期的長度相
同。
將聚合脢鏈反應增幅所得產物直接以

限制脢切割，先後嚐試了 EcoRI、BglII、
HincII、PstI、BamHI、HindIII、SphI、HaeIII
及 RsaI等 9種限制脢，其中 EcoRI、BglII、
HincII、PstI及 BamHI無法對所有分離株的
聚合脢鏈產物產生切割，而其餘 4 種限制
脢則可對部分分離株作用產生限制脢圖
譜：

HaeIII－除B, afzelii的 3株分離株不產
生切割外，有 9株分離株皆產生同一圖譜，
並皆出現 2個片段（約 559 bp, 313 bp），
而 HT2分離株則產生 3個片段，呈現一個
獨特的圖譜。

SphI－除 B. afzelii 的 3株分離株不產
生切割外，其餘 10株分離株皆被切割成 2
個片段（約 681 bp, 291 bp）。

HindIII－只對 2株B. burgdorferi sensu
stricto作用，產生 2個片段（約 527 bp, 345
bp），而其餘屬於其他基因種之 11株分離
株則不產生切割。

RsaI－所有 B. burgdorferi sensu stricto
與 B. afzelii的分離株共 5株，皆不產生切
割片段，而 4株 B. garinii與 3株尚未劃分
基因種的分離株則產生相同的限制脢圖
譜，呈現 2個片段，至於 B. japonica 分離
株 IKA2雖也產生 2個片段的限制脢圖譜，
但自成一獨特的圖譜。
綜合上述的限制脢片段多形性的結

果，我們發現，合併 HindIII與 RsaI 2個限
制脢片段多形性的結果，共可歸納出 4 群
主要的圖譜，在此稱之為圖譜 I、II、III、
IV（圖 1），而對照這些圖譜內的分離株以
及各分離株所屬的基因種，可發現互相吻
合，其中圖譜 I相當於 B. burgdorferi sensu
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stricto，圖譜 II相當於 B. garinii，圖譜 III 則
與 B. japonica 相當，而圖譜 IV則相當於 B.
afzelii，至於 3株尚未分類的分離株則全部
呈現圖譜 II（表 1）。
二、region 2.4~4.2之聚合脢鏈反應－限制
脢片段多形性結果
以 TW及 ERC 2個引子來進行聚合脢
鏈反應，13株的伯氏疏螺旋體在不同的煉
合（anneal）溫度下，皆增幅出長度約 499
bp 的產物，其中分離株 B31、VS461、
P/Gau、Bfox及 IKA2的煉合溫度為 55℃，
而 HT2、20047、IP90、K48、HT59、NP81
及 NT25這 7株分離株的煉合溫度則為 47
℃。
聚合脢鏈反應所得的產物，經限制脢

切割分析後，發現 PstI、HindIII、HincII及
HaeIII 4種限制脢無法對任何1株之產物切
割，而以 RsaI切割則可以產生 3個主要的
切割圖譜（圖譜 A, B, C），圖譜 A之分離
株與 B. burgdorferi sensu stricto相同，圖譜
B 的分離株則與 B. garinii 相同，至於 B.
afzelii 及 B. japonica 的分離株皆是呈現圖
譜 C；但是 B. garinii分離株 K48和 1株未
分類的分離株 HT2卻是各自呈現獨特的圖
譜（見表 1）。
回顧本實驗之過程，為達快速分型目

的，直接以菌液加熱來進行聚合脢鏈反
應，結果證明效果良好；而當進行聚合脢
鏈反應時，在增幅內部分歧區域序列的部
分（即引子 YLKE與 RCTW），可發現所
有分離株煉合所需的溫度皆同為 55℃，但
在進行 region 2.4~4.2的增幅（即引子 TW
與 RCTW）時，卻出現有 7株分離株之煉
合溫度需降到 47℃才能增幅出產物，顯示
所設計的引子與這些分離株之序列有所差
異，值得注意的是，這 7 株分離株中的 4
株全為 B. garinii，而另 3株則為未分類之
分離株，顯示其核甘酸序列似乎具有基因

種上的特異性。
rpoD基因 4個保留區域中以 region 2
與 region 4的保留程度最高，而 subregion
1.1與介於 region 1與 region2間的內部分
歧序列區域的保留程度最低[11]，其中內部
分歧序列區域只存在革蘭氏陰性菌中
[30]，被認為是細菌在演化過程中發生刪除
或是插入所造成的，在序列呈高度保留的
rpoD基因上，內部分歧序列區域似乎是不
同細菌間差異最大的區域，這個差異似乎
可利用來分型。目前許多細菌的 rpoD基因
皆已被選殖定序出來，而伯氏疏螺旋體的
rpoD基因序列直到最近才被定序發表，其
rpoD基因亦同樣具有 4個保留區域及 1個
內部分歧序列區域[27]，為評估利用此基因
分型的可能性，我們嚐試分別以內部分歧
序列區域和 subregion 2.4~4.2 這兩段序
列，以聚合脢鏈反應－限制脢片段多形產
的方法來對伯氏疏螺旚體分離株進行分
型，初步結果顯示，內部分歧序列區域是
一段適合利用來分型的序列；至於
subregion 2.4~4.2部分，可能由於序列太過
保留，所以到目前為止只能暫時分出 3 種
基因種，而且其經限制脢切割後的片段太
小，不易由凝膠電泳分辨出來，要將其應
用於分型，似乎較為困難。
由於伯氏疏螺旋體基因種的分布與各

地萊姆病之症狀有著顯著的關聯[29]，因此
快速且正確地對伯氏疏螺旋體分離株進行
分型相當重要，近年來許多相關研究即著
力 於 此 。 核 醣 體 核 酸 基 因 型 別 法
（ribotyping）可順利區分出各基因種，不
過 仍 有 一 些 不 一 樣 的 圖 譜 存 在
[1,15,16,18,19,26,35]，而且此法較麻煩且費
時。亦有學者將具基因種特異性的引子以
聚合脢鏈反應進行分型[12]，但此方法只能
應用於現有之基因種，一旦出現新的基因
種便無法分型，而 Fukunaga等人亦發現採
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用此法時有些日本分離無法增幅出任何產
物[5]。此外，利用其他基因進行限制脢片
段多形性之研究也有麻煩、費時等缺點。
Ralph等人發展以 ospA及 ospB基因為基礎
的聚合脢鏈反應－限制脢片段多形性之研
究，效果也不錯，但日本分離株仍會出現
不同圖譜[8]。而利用 rRNA 的 intergenic
spacer 之聚合脢鏈反應－限制脢片段多形
性雖可完全區分出所有基因種，但 B.
japonica之分離株 IKA2卻連聚合脢鏈反應
都增幅不出產物[19]；此外，Liveris等人進
行相似實驗時，則只能初步將伯氏疏螺旋
體分成 2型[10]。而本實驗所發展的方法，
可於短時間內快速且正確地分型，但其對
於伯氏疏螺旋體分型之實用性，則仍然需
以更多的分離株進行測試。
事實上，在內部分歧序列區域的限制

脢片段多形性圖譜中，無論將 Hind III、SphI
及 RsaI三者、HindIII及 RsaI兩者或是 SphI
及 RsaI兩者之限制脢圖譜併在一起，皆可
區分出 4 種基因種。而不論是根據內部分
歧序列區域或 subregion 2.4~4.2 的聚合脢
鏈反應－限制脢片段多形性的結果，皆把
分離株 HT2、NT25與 NP81歸入 B. garinii
中，其中 HT2在 Fukunaga以 23S rRNA做
探針所進行之 ribotyping 實驗中，被歸為
ribotype IV[5]，而進行 OspC序列比對時發
現 ribotype IV屬 B. garinii[35]，此結果與
本實驗所得結果相符，綜合上述結果，顯
示分離株 HT2、NT25及 NP81應是屬於 B.
garinii。此外，許多報告皆指出 B. garinii
較具分歧[3]，在本實驗中也發現內部分歧
序列區域以 HaeIII切割後，分離株 HT2出
現獨特圖譜，而 subregion 2.4~4.2 以 RsaI
切割後，分離株 K48與 HT2亦各自出現不
同圖譜（表 1），而這 2 株分離株皆為 B.
garinii，顯示 B. garinii 之分歧度確實較
大。

綜合以上所述，應用 rpoD基因的內部
分歧序列區域，可對伯氏疏螺旋體分離株
進行快速且正確的分型，同時，根據本實
驗之結果，分離株 HT2、NT25及 NP81應
是屬於 B. garinii。rpoD基因在本實驗成功
地被運用於分型上，代表著此基因亦可能
運用於其他細菌的分型，至於其分型效
果，則有待更進一步的研究。
台灣分離株經初步分析係屬於 B.

burgdorferi sensu stricto [22,23,24]。此結果
和其他研究者的推斷極為懸殊[13,14,26]。

圖 1

四、計畫成果自評

本計畫執行第二年計畫已測試進一步

收集的更多菌株尤其是 B. japonica 基因

種。結果顯示以 rpoD基因來做為本菌快速

分型的構想相當可行。第一年結果已發表

（Pan MJ et al. 1997. Sequence diversity of a

gene encoding a putative primary sigma

factor among Borrelia burgdorferi sensu lato

starains. FEMS Microbiol Letters. 148: 153-
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158.）[17]。很遺憾到目前為止我們還未分

離到菌株，因此尚無法以本文所述方法加

以驗證。
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Table 1. PCR-RFLP patterns revealed by two intragenic regions of rpoD
among Borrelia burgdorferi sensu lato strains.
B. burgdorferi sensu lato Internal divergent region Subregion 2.4 - 4.2
Genospecies Strain RFLP

pattern
HindIII

fragments (bp)
RsaI

fragments (bp)
RFLP
pattern

RsaI
fragments (bp)

B. burgdorferi B31* I 344, 528 - A -
sensu strico 297vi* I 344, 528 - A -

CT20004 I 344, 528 - A -
CT27985 I 344, 528 - A -
JD1 I 344, 528 - A -
N40 I 344, 528 - A -
TB I 344, 528 - A -
VS219 I 344, 528 - A -
ECM-NY86 I 344, 528 - A -

B. andersonii 21123 II - - B 67, 432
Group DN127 DN127 II - - B 67, 432
B. afzelii VS461* II - - B 67,432

P/Gau* II - - B 67, 432
B fox* II - - B 67, 432

B. garinii HT2* III - 400, 472 B 67, 432
20047* III - 400, 472 C 17, 50, 432
IP90* III - 400, 472 C 17, 50, 432
NP81* III - 400, 472 C 17, 50, 432
NT25* III - 400, 472 C 17, 50, 432
HP1 III - 400, 472 C 17, 50, 432
HT19 III - 400, 472 C 17, 50, 432
NT24 III - 400, 472 C 17, 50, 432
NT31 III - 400, 472 C 17, 50, 432
HT59* III - 400, 472 D 17, 150, 332
K48* III - 400, 472 E 17, 50, 146, 286

B. japonica IKA2* IV - 53, 819 B 67, 432
l Restriction Fragment sizes for strains denoted with asterisk were determined from the sequences, others
were estimated from result of electrophoresis.
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