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摘要 本所 2008 年至 2011 年接受 475 頭結核菌素試驗陽性乳牛；2009 年至 2010

年接受 77 隻結核菌素試驗陽性鹿隻，進行分枝桿菌分離鑑定，結果

Mycobacterium bovis 分離率在乳牛和鹿隻分別為 18.3%（87/475）和 50.6%

（39/77），兩者呈現顯著差異（P < 0.05）。1997 年至 2007 年共收集 24 株牛源 M. 

bovis，此期間結核菌素陽性牛總數資料因不完整而未將此 24 個菌株列入前述之

分離率計算。分析 1997 年至 2011 年所收集的 111 株（24 株來自 1997 年至 2007

年；87 株來自 2008 年至 2011 年）牛源 M. bovis 地理分布，發現菌株主要分布於

3 個縣市，依次為屏東縣 75 株（76.5%）、雲林縣 18 株（18.4%）及嘉義縣 11 株

（11.2%），其餘則分散於台東縣（3 株）、桃園縣（1 株）、台中縣（1 株）、彰化

縣（1 株）和台南縣（1 株）。進一步將分離株以間隔寡核苷酸分型法（spoligotyping）

進行基因型分析，並與國際資料庫（http://www.mbovis.org） 進行比對，顯示台

灣地區牛隻之主要流行菌株為 SB0265（72.1%）與 SB0140（25.2%），其餘為 SB1040

（1.8%）和 SB1182（0.9%）；鹿隻則為 SB0265（97.4%）和 SB0140（2.6%）。以

上結果顯示結核菌素陽性鹿隻之 M. bovis 分離率顯著（P < 0.05）高於牛隻，且

牛與鹿有共通基因型別。 
 

關鍵詞: 牛分枝桿菌、間隔寡核苷酸分型法、結核菌素試驗、乳牛、鹿 

 

 

緒言 

牛分枝桿菌（Mycobacterium bovis）為人畜共通

性病原，革蘭氏陽性抗酸性桿菌，絕對好氧細菌，細

胞壁富含脂肪及Mycolic acid，生長最佳溫度為

37-38℃，經6-8週或更久始可見菌落。牛為其自然

宿主，感染後會產生肉芽腫性、乾酪樣結節及鈣化，

主要位於頭胸部淋巴結或腸繫膜淋巴結，也可能形成

厚壁包膜包覆濃汁及鈣化中心，嚴重程度跟感染量、

感染途徑及感染時間有關，在世界各國畜牧業造成嚴

重之經濟損失。傳播途徑包括吸入、食入或經由胎盤

或傷口感染，吸入為主要之傳播途徑，而經由胎盤或

傷口的感染案例極少[1,15]，吸入本菌感染之動物，

病灶多侷限於肺臟周邊，當病程演進開始排菌時，也

多是經由咳嗽等飛沫方式傳播給其他動物。幼畜和人

類的感染則多是經由食入污染之牛乳，而造成腸道及

肝臟等病灶。屠宰場及牧場人員也偶見肺部病灶

[14]。野生動物的牛型分枝桿菌感染報告首先於

1929年在南非的羚羊發表，而在1940年代同區域

的大羚羊有地區性流行，之後本病陸續在世界各地各

種野生動物身上發現例如野牛、山羊、馬、駱駝、豬、

野豬、鹿、各種羚羊、獾、雪貂及靈長類等[1,3,12]。 

在國際上，具有牛結核病撲滅計畫的國家，皮內
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結核菌素測試可以篩檢出早期感染但病灶還沒出現之

動物，也因此撲滅過程中，檢出之陽性牛隻常發現並

不具有臨床結核病特徵。以結核菌素試驗篩檢並且撲

殺陽性牛隻在部分國家並不成功，在進一步研究上，

發現某些野生動物儲主會保存病原，變成感染的來

源，而傳染給牛、鹿及其他牧場動物[2,5]。 

牛分枝桿菌的基因分型目前在國際上已發展出如

限制性長度多型性分析（RFLP）、變異性重複序列

（VNTR）和間隔寡核苷酸分型法（spoligotyping）等

多種分型技術，而其中spoligotyping是目前各國於大

規模的菌株基因分型上使用頻率較高和結果相對較穩

定的一種分型方式，一個好的基因分型方法必須具有

在同一菌株間穩定性高而在同一物種間變異性大的特

質，如此才有助於流行病學的調查，而spoligotyping

正是符合此種特質的分型方法；在國外關於以

spoligotyping進行分型的研究上，2012年於南美洲

五個國家進行的一項大規模調查顯示，在牛隻流行的

菌株以SB0140為主，此型被認為是歐洲常見的型別

之一，特別是在英國和其他和英國曾有牛隻貿易的國

家[17]。中國關於M. bovis的基因分型研究於2007

至2008年收集六場共1067頭皮內結核菌素陽性

牛隻由喉頭培養而來的結核菌性分枝桿菌共43株，

分離率4%（43/1067），43株中分出26種

spoligotypes，包括常見於感染人的北京株族群[7]；

而在中國第二大養牛區域的新疆地區以406隻結核

菌素駢比試驗陽性牛隻為對象，共分離出135株M. 

bovis ， 分 離 率 33% （ 135/406 ） ，共 4 種

spoligotypes，而SB0140為其中一種型別[16]。 

台灣自民國1956年起針對乳牛以結核菌素皮

內試驗進行檢測，陽性牛隻ㄧ率採取撲殺的策略，但

直至目前台灣仍未完全清除本病。前人關於結核菌素

陽性牛的研究中，2002年葉等人於72隻結核菌素

陽性牛分離出49株M. bovis，分離率為68.1％[2]。

參考國外研究發現以基因分型調查和追蹤牛結核病流

行病學已成為一不可或缺的方法，因此本研究希望藉

由細菌的基因型分析和地域資料探究此菌於台灣的流

行病學，希望藉此提供相關單位有效控制本病蔓延的

防治對策。 

材料與方法 

材料來源 

收集的材料來源為1997年至2011年結核菌

素陽性乳牛剖檢的組織病材，主要為肺臟或淋巴結，

病材來源的縣市包括桃園縣、雲林縣、台中縣、彰化

縣、嘉義縣、台南縣、屏東縣與台東縣等。鹿隻來源

為民間飼養繁殖之水鹿，縣市來源無資料。 

病原分離 

將分離來源動物之臟器組織，剪碎後置入均質機

專用的離心管（gentle MACS C Tubes）並加入商品

化 之 NALC-NAOH 去 汙 液 （ BBL  MycoPrep  

Mycobacterial System Digestion/Decontamination 

Kit ），離心管放入均質機內（ gentle MACS  

Dissociator）以機器內建程序（Lung, 8 seconds）連

續重複兩次均質。取出離心管於室溫下作用15分

鐘，組織均質液體倒入50 ml離心管並加入無菌之

PBS至離心管的40 ml刻度處，放入離心機以轉速

3000 rpm離心10分鐘。將上清液廢棄，留下約5 ml

的均質液，以10μl 的無菌接種環沾取均質液接種在

含  Glycerol 之  Lowenstein － Jensen medium

（ LJM-G ）及不含Glycerol 之LJM-w/o-G ，放入

含5% CO2 的37℃培養箱培養。 

LJM持續觀察14週，若出現白色針點狀菌落則

以商業成品「抗酸細菌染色液套組」染色。抗酸染色

陽性之LJM的菌落以商品化之spoligotyping kit進行M. 

bovis鑑定。 

皮內結核菌素檢驗法 

診斷液源於牛型結核菌（Strain AN5）之結核菌

素（Purified Protein Derivatives； PPD），其濃度

為每毫升3毫克（3mg/ml）。將結核菌素注射劑量每

頭0.1毫升注入尾根皺襞，判定標準為牛隻應於注射

後七十二小時（前後六小時內），同時以視診及觸診

來進行檢查。牛隻注射部位出現任何腫脹均為陽性反

應。腫脹可能有硬結並隱約可見界限，或可能為柔軟

而瀰漫性之腫脹。呈陽性反應之牛隻即判定為罹患結

核病之牛隻。 
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間隔寡核苷酸分型法（Spoligotyping） 

針對結核型分枝桿菌群中重複片段區域（direct 

repeat, DR）設計之市售套組，可有效區分人型及牛

型分枝桿菌，並且可同時對菌株進行基因分型，方法

如下：使用商品化的PCR預混小管（Ready-to-use 

PCR beads, GE），設置陽性與陰性對照組，陰性對

照組添加20μl水，引子DRa、DRb各2.5μl，其餘管

內添加17μl水後，依序加入引子DRa、DRb各2.5μ

l，最後加入檢體3μl。執行PCR程式為95℃ 作用5

分鐘，再以 95℃作用1分鐘、55℃作用1分鐘、72

℃作用30秒共進行30個循環，最後72℃作用5分

鐘。產物以商業化的spoligotyping kit（Isogen, Life 

Science, The Netherlands）進行雜合反應，操作步驟

如下: 將產物20μl加入150μl的2倍SSPE/0.1％

SDS，99℃作用10分鐘後置於冰上備用，將套組內

的雜交膜以2倍SSPE/0.1％SDS 250 ml 於60℃

振盪器沖洗5分鐘，將膜固定於miniblotter後將產物注

入每一個孔洞中，於60℃雜交箱中靜置60分鐘，取

出miniblotter內的雜交膜以2倍SSPE/0.5％SDS 

250 ml 於60℃震盪器沖洗5分鐘，重複清洗2次，

將膜置入雜交專用的滾瓶中並加入內含2.5 l 

streptavidin-peroxidase conjugate（500U/ml） 的

2倍SSPE/0.5% SDS 10 ml，於42℃雜交箱中滾動

作用60分鐘，取出雜交膜以2倍SSPE/0.5％SDS 

250 ml 於42℃振盪器沖洗10分鐘，重複清洗2次

後於室溫下置於250 ml的2倍SSPE中5分鐘，以20 

ml的ECL於膜上作用1分鐘後以底片進行感光，最後

以底片上43個重複片段區域之間的核酸訊號之有無

來區分結核分枝桿菌群。 

 

結果 

2008年至2011年接受475隻結核菌素試驗

陽性牛隻進行分枝桿菌分離鑑定，共87個病例分離

出Mycobacterium bovis，分離率為18.3%；2009

年至2010年接受77隻結核菌素試驗陽性鹿隻進行

分枝桿菌分離檢驗，於39個病例分離出M. bovis，分

離率為50.6%（表1）。1997年至2011年所收集

的111株牛來源之M. bovis主要分布於3個縣市，依

次為屏東縣75株（76.5%）、雲林縣18株（18.4%）

及嘉義縣11株（11.2%），其餘則分散於台東縣（3

株）、桃園縣（1株）、台中縣（1株）、彰化縣（1

株）和台南縣（1株）（圖1）。鹿隻來源菌株無法

得知分離縣市。分離株以間隔寡核苷酸分型法

（spoligotyping）進行基因型分析，並將結果和國際

資料庫（http://www.mbovis.org） 進行比對，顯示台

灣地區牛隻間主要流行菌株為SB0265（72.1%，

80/111）與SB0140（25.2%，28/111），其

餘為 SB1182 （0.9% ，1/111 ）和 SB1040

（1.8%，2/111）；鹿隻則為SB0265（97.4%，

38/39）、SB0140（2.6%，1/39）（圖2）。

SB0265基因型在各縣市皆有分離出，SB0140基

因型出現於屏東縣、雲林縣與嘉義縣，SB1182 和

SB1040基因型僅出現於嘉義縣（圖3）。39株來

自鹿隻的M. bovis型別以SB0265為主（97.4%），

而SB0140僅有1株（2.6%）（圖2）。 

 

討論 

自2008年至2011年進行的牛隻分枝桿菌分

離檢驗分離率為18.3%，鹿隻分離率為50.6%，牛

隻分離率顯著較鹿隻為低（P<0.05），推測其原因

可能與牛結核病在病灶通常呈現寡菌性狀態，容易因

組織內無足夠的病原存在而使培養失敗，而鹿之病灶

內所含菌量都相對多於牛隻[12]。乳牛結核病自民國

1954 年 以 來 開 始 實 施 皮 內 結 核 菌 素 試 驗

（intradermal tuberculin test；ITT）之陽性牛撲殺政

策至今，因每年定期檢測並淘汰陽性牛，因此新檢出

的牛隻多為無症狀之初期感染者，而於鹿隻並無法令

強制進行例行性的皮內結核菌素試驗，故鹿隻往往於

病程發展後期，呈現臨床症狀後畜主才予以送檢，推

測以上這些因素可能是導致實驗室牛隻分離率低於鹿

隻的原因。 

分析1997年至2011年所收集的111株牛來

源之M. bovis，主要分布於全國3個縣市，其餘分散於

台東縣（3株）、桃園縣（1株）、台中縣（1株）、

彰化縣（1株）和台南縣（1株），且2008年至2011

年間除了屏東縣、雲林縣和嘉義縣有牛結核病陽性場
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之外，其餘5個縣市只有台東縣曾出現過一場陽性

場，表示政府的乳牛結核病防治政策針對移動管制的

部分有一定的成效，但其餘3個發生率高的縣市至今

仍偶可檢出陽性牛隻，前人的研究顯示，牛型結核菌

於低溫潮濕的土壤中可存活最長達88日[4,7]，另葉

等人以針對M. bovis特定基因進行牛隻血液的PCR反

應，發現陽性場的牛隻其場內ITT陰性牛約有7.9％為

陽性，推測陽性場畜舍環境或牧場未被檢出的帶原牛

隻可能是造成陽性場無法有效清除的原因[2]。  

111株M. bovis分離株以間隔寡核苷酸分型法

（spoligotyping）進行基因型分析，結果和國際資料

庫（http://www.mbovis.org）進行比對，顯示台灣地

區流行的菌株主要為SB0265 和SB0140，其中

SB0265根據文獻顯示其亦流行於法國、德國和美國

等國家， SB0140 則為英國的最大族群菌株

[8,11]，推測此兩型菌株可能是早期隨國際貿易而進

入本土，因分枝桿菌被認為是演化緩慢的菌種，又根

據其他學者提出的族群擴張（clonal expansion）理

論，推測此兩型菌株不一定是最早傳入本國的菌株，

但可能為進入本土牛群中而逐漸適應為具族群優勢的

基因型[16]，值得注意的是根據行政院衛生署疾病管

制局發表的研究顯示於2004至2005年國內共有

15例人類感染M. bovis的病例且分離出的基因型皆

為SB0265 [9]。SB1182 和SB1040基因型分別

於2010年和2011年分離出且僅分別出現於嘉義

縣的特定牧場中，且這些陽性場中亦同時存在

SB0265基因型，推測SB1182 和SB1040可能

為新引入國內的基因型，亦有可能為SB0265基因型

演化而來，可再進行其他基因型別分析方法以釐清問

題。 

目前國內鹿隻並無實行強制的結核菌素試驗，本

研究顯示本土鹿隻流行的型別主為SB0265，與乳牛

流行之主要型別相同，顯示疾病於兩物種間仍有互相

傳播的可能，但國內素來牛與鹿分開飼養，且兩者飼

養場通常不會在同一地區之鄰近，而牛鹿飼養者通常

不同且鮮少往來。另方面台灣地區鹿隻結核病以水鹿

為主，而水鹿早期捕獲自野外山林，因此若由結核病

之傳染途徑主由飛沫呼吸道而消化道相對少來推測，

鹿之結核病菌株型別雖然與乳牛相同，但兩者間藉由

直接接觸傳染之機率極為稀少，是否為早期經由特殊

途徑傳染則有待進一步研究。 

於各年度M. bovis分離率比較，牛於2008年至

2010年的分離率為15.9%（68/429），2011

年 為 41.3% （ 19/46 ） ， 兩 者 有 顯 著 差 異

（P<0.05）；鹿於2009年至2010年的分離率為

44.6%（29/65），2011年為83.3%（10/12），

兩者有顯著差異（P < 0.05），推測牛隻的分離率於

2011年提高的原因推測為病材處理時均質機的改

良使組織能均質化卻又不使分枝桿菌死亡，又培養的

去污液由傳統的酸鹼中和法改良為醫院痰液培養的

NALC-NAOH去污液，減少過程中分枝桿菌的死亡而

使分離率增加；在鹿隻於2011年分離率顯著提高的

原因除培養方法的改良外亦可能為當年度病材數量過

少使樣本過小之故。 

在防疫觀點上台灣地區牛隻來源的M. bovis目前

只分出4種spoligotype，且第一和第二大族群就占了

所有分離株的97%，推測台灣地區牛結核病持續發生

的主因可能因接觸陽性場間散播的菌株而不是感染隨

國際貿易進入的外來菌株，導致分離出的菌株基因型

種類偏少，而這也表示未來國內畜牧場應加強防治措

施包括確實檢出陽性牛和宣導畜主消毒環境以杜絕感

染源，值得注意的是鹿隻也會感染和牛隻同樣型別的

菌株，建議將鹿隻的檢疫列為疾病防堵的重點之一，

才能收整體防疫之功效。 
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圖 1、1997 年至 2011 年牛來源 M. bovis 之分布情形。 

 

 

 

圖 2、1997 年至 2011 年牛隻與 2009 年至 2010 年鹿隻來源的 M. bovis 之

spoligotype 分布結果。 
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圖 3、1997 年至 2011 年牛來源 M. bovis 的 spoligotype 於各縣市分布情形。 

 

表 1、2008 年至 2011 年 ITT 陽性牛隻與鹿隻的分離數與分離率。 

 2008 年 2009 年 2010 年 2011 年 總計 

ITT 陽性牛

隻數 
30 169 230 46 475 

M.bovis 分
離陽性數 

4 32 32 19 87 

分離率（%） 13.3 18.9 13.9 41.3 18.3 

ITT 陽性鹿

隻數 
0 43 22 12 77 

M.bovis 分
離陽性數 

0 18 11 10 39 

分離率（%）  41.9 50 83.3 50.6 

菌
株
數
量 
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Genotyping of Mycobacterium bovis Isolated from Cow and Deer in 

Taiwan 

 

HH Tsai, CS Huang, NN Kuan, TM Huang, and C Tu 

 

Animal Health Research Institute, Council of Agriculture, Executive Yuan 

 

Abstract  A total of 87 Mycobacterium bovis isolates from 475 intradermal 

tuberculin test (ITT)-positive cows during 2008 to 2011, and 39 M. bovis isolates 

from 77 ITT-positive deer from 2009 to 2010, were collected in the present study. 

The isolation rate of M. bovis in deer was significantly higher (50.6%, 39/77) than in 

cow (18.3%, 87/475). During 1997-2007, 24 isolates have been obtained without 

known from how many ITT positive cows. The distribution of 111 M. bovis isolates 

collected from cow during 1997 to 2011 revealed that 75 isolates in Pingtung County 

(76.5%), 18 in Yunlin County (18.4%), 11 in Chiayi County (11.2%), 3 in Taitung 

County (2.7% , 1 in Taoyuan, Taichung, Changhua, and Tainan County (0.9%), 

respectively. Four patterns were identified among the 111 bovine isolates using a 

spacer oligonucleotide typing (spoligotyping) method compared with four patterns 

observed in the M. bovis molecular typing database (http://www.mbovis.org). Pattern 

SB0265 was the dominant spoligotype (72.1% of the isolates), followed by SB0140 

(25.2%), SB1182 (0.9%), and SB1040 (1.8%) respectively. Only two patterns of 

spoligotyping were identified from deer isolates (SB0265, 97.4% and SB0140, 2.6%, 

respectively). In general, this study demonstrated the isolation rate of M. bovis in 

deer was significantly  higher than  in cow (P<0.05), and SB0265 was the most 

common spoligotyping pattern isolates from both cow and deer in Taiwan.  
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