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I. 摘要 

此一為期半年短期進修的主要目的是學習生物資訊學的新觀念與研究技術，以充

分掌握大量的生物資訊及網路資源，並提升這方面的教學與研究品質。在國際知名的

賽米頓教授實驗室中，本人選擇了在醫學上相當重要的運載子 OstA 為模型，應用當

今的各式資料庫、生物資訊分析工具、及本實驗室過去所發展的軟體工具來探討一些

關於同源 OstA 基礎且重要的問題。由於 OstA 與一種和細菌內毒素生物活性有關的

脂多醣體成分的運送有關，研究結果將有助於設計新的抗菌藥物。此外，此一研究建

立一個生物資訊的分析模式，強化各種生物資訊技術的連結，去蕪存精，並增加新的

概念，期能讓未來分析的速度可以趕上資訊累積的速度，使生物資訊的運用可以更有

效，結果更正確。 
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II. 目的 

在此為期半年的短期進修的主要目的在學習生物資訊學之新觀念與研究技術。

生物資訊學為一利用電腦資訊科技來解決生物問題的科學。近年來，由於不同物種基

因體解碼的陸續完成，提供了基因體大量的資訊，所產生的各式生物資料庫與網路資

源，多不勝舉，非傳統分析方法所能充分掌握與運用。有感於生物資訊學之教學研究

需要，其發展的日新月異，加上個人興趣，故前往在此研究領域享有盛名且有世界級

先進超級電腦(http://www.top500.org/)的美國加州大學聖地牙哥分校進行短期進修，並

選擇對生物資訊學很有經驗及成果的賽米頓 (Milton Saier) 教授實驗室，以研究合作

的方式，學習國際一流研究單位的新觀念和方法，以提升在生物資訊學方面的教學及

研究品質。 

賽米頓教授是國際著名的生物運載子(Transporters)系統分析專家，因此，在進修

半年中，本人選擇在醫學上相當重要的運載子 OstA 為模型，進行生物資訊學的學習

與研究。蛋白質 OstA 為 Organic solvent tolerance protein 的簡稱，也有人稱其為 Imp 

(Increased membrane permeability)。先在大腸桿菌(Escherichia coli)的研究發現 OstA 在

細菌細胞外膜的生合成中扮演重要的角色[1]。最近在腦膜炎雙球菌(Neisseria 

meningitidis)內的研究[2]，發現 OstA 是細菌的脂多醣體(Lipopolysaccharide；簡稱 LPS)

運送到細胞外膜外面所必需，在缺乏 OstA 的突變株中，運送到細胞膜外的 LPS 劇烈

減少。而 LPS 與致病菌致病的主要成分之一內毒素(Endotoxin)的生物活性有關聯，

LPS 會誘發動物體內的各種發炎反應，產生廣泛的非特異性生理及病理學反應，如發

燒、白血球數目改變、瀰漫性血管內凝血反應、腫瘤壞死、低血壓、休克和死亡[3]。

而關於產生 OstA 蛋白質之基因研究中，前人的觀察認為同源 OstA (homolog)存在於

大部分格蘭氏陰性菌(Gram-negative)中，但不存在格蘭氏陽性菌中[1]。因此，負責

LPS 運送到細胞外膜的 OstA 被認為是設計新的抗格蘭氏陰性菌藥物的良好目標物

[2]。 



 4

目前許多研究發現由於 Metallo β-lactamase(MBL) 基因的存在，格蘭氏陰性菌的

多重抗藥性成為一個愈來愈嚴重的問題[4-8]。Chitnis 等人於印度的醫院中所做研究

發現[5]，由病人體中分離出來的 1533 個格蘭氏陰性菌菌株中，有 11%對除了

Meropenem 之外的抗生素均有抗藥性，而有 6%的菌株對所有抗生素均有抗藥性，顯

示出其嚴重性。尤其目前抗格蘭氏陽性菌的新藥有很大進展，如 Linezolid 及

Daptomycin 等陸續推出，但抗格蘭氏陰性菌的新藥卻付之闕如[8]，尋找一個新的途

徑，來突破目前格蘭氏陰性菌抗藥性的問題就變得十分重要。OstA 蛋白質作用機制

的發現，無疑給了這個問題一線解決的曙光，故而對 OstA homologs 完整的研究更顯

重要。然而過去對 OstA homologs 的生物資訊研究並不是很多，再加上基因體研究技

術的進展，基因體資料累積迅速，目前已累積超過 165,000 種生物超過 100 gigabases

的資料，且已有三百多個基因體已完成定序[9]。利用新的基因體資料對 OstA homologs

做一個完整的分析實有其必要性。然而，面對此一龐大且快速增加的生物資料庫，如

何汲取日新月異的生物資訊原理與技術，以利找到可信的研究方向，對當今生物科學

家而言也是一項挑戰。 

因此，在此一短期研究最主要的目的乃是要應用當今的各式生物資料庫、生物

資訊分析工具、及我們過去幾年所發展的軟體工具來探討一些關於 OstA homologs 基

礎且重要的問題。例如考慮到未來抗菌藥物的專一性，瞭解到底有哪些生物具有 OstA 

homologs?是很重要的。除了格蘭氏陰性菌外，真核生物(Eukaryote)和古生物(Archaea)

有 OstA homologs 嗎? 是否所有的格蘭氏陰性菌都有 OstA homologs 呢? 哪些沒有？

沒有的是否有什麼共同的特性？ 其次，是否所有的格蘭氏陽性菌都沒有 OstA 

homologs? 若不是，哪些有？其共同特色為何？這些最基本的問題，利用龐大的基因

體資料來分析將可得到較肯定而可信的答案。再者，利用生物資訊的技術，我們可以

分析出在 OstA homologs 中有多少是異物種同源 (Ortholog)?有多少是同物種同源 

(Paralog)? 然後以我們發展出的資訊充沛的種緣分析技術將這些 OstA homologs 蛋白

質序列的種緣關係(Phylogenetic analysis)、功能區域(Domain)、蛋白質分子大小、鄰
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近基因、操縱子(Operon)組成基因等資料完整的呈現。並藉這些基礎資料來回答一些

更重要的問題，例如 OstA homologs 一級結構的 Signature 與 Concensus sequences 究

竟為何?以及可能的二級以上結構為何？是 α-helix?還是 β-barrel? 其 transmembrane

區域在哪裡?等。最後希望能藉著解答以上問題來瞭解不同生物基因體 OstA homologs

的特色及關係。 

總之，此一研究以 OstA homologs 為研究標的，應用當今的各式生物資料庫生物

資訊分析工具，以及我們過去幾年所發展的軟體工具，來進行深入的探討，期能對未

來的 OstA 相關研究提供方向指引，如前述以 OstA 為標的物設計新的抗格蘭氏陰性

菌藥物的研究。並建立一個生物資訊分析的模式，讓未來分析的速度可以趕上資訊累

積的速度，使生物資訊可以更有效的運用。 

III. 過程 

主要的研究課題、實行的方法、及其過程如下： 

A. 具有 OstA homologs 生物及其分類?  

先以 NCBI Psiblast (Position-specific iterated BLAST) [10,11]將包括序列相關的

OstA 蛋白質自 nr (non-redundant)蛋白質資料庫找出來。Psiblast 有別於 Blastp，能

將 Blast 結果產生新的 Profile 來進行另一次的 Blast，可一直重複 Blast 至找不到

新的為止，最後將序列遙遠相關的也一併找出來。此一結果可以回答到底有哪些

生物具有 OstA homologs? 除了格蘭氏陰性菌外，真核生物和古生物有嗎?等問

題。由於，目前已累積超過 165,000 種生物超過 100 gigabases 的基因體資料，我

們已開發了一個爪哇(Java)程式 IRT 來快速準確地進行資料擷取、格式轉換，以及

自建的 VB(Visual basic)巨集指令在 Excel 進行資料的篩選和比對分析。 

B. Orthologs？Paralogs？功能區域? 

上述 NCBI Psiblast 雖可將大部分序列遙遠相關的蛋白質找出來，但是對蛋白
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質序列相似度低且分子小的，常會無法成功找到。此外，使用 Psiblast 或 Blastp

自 nr 資料庫搜尋時，找不到時，並無法確定該種生物沒有此一基因，因為搜尋的

資料庫是 nr 而非已完成基因體資料庫。類似地，若在一個生物找到許多個時，也

無法斷定這些都是 Paralogs。因為，nr 資料庫內可能是同種生物但是由不同實驗

室定序並存入資料庫，且由於序列有些微不同，所以同時被保留在 nr 資料庫。為

了要有把握回答以下問題：是否所有的格蘭氏陰性菌都有 OstA homologs 呢? 哪

些沒有？沒有的是否有什麼共同的特性？是否所有的格蘭氏陽性菌都沒有 OstA? 

若不是，哪些有？其共同特色為何？發現的 OstA homologs 中有多少是異物種同

源 (Ortholog)?多少同物種同源 (Paralog)?等問題，我們使用了目前已完成的三百

多個基因體資訊，同時配合使用不同的方法和資料庫來找出其 OstA homologs： 

1. 以 NCBI 的 CDD (Conserved Domain Database) [12]所建立的 OstA/Imp 資料組

(COG1452)作為起始資料組，由於該資料組是由 NCBI 電腦自動分析現有的基

因體資料庫，所以，我們需要先進行資料整理並刪除重複或不正確的資料，然

後此以資料組作為 Query，於 NCBI genomic blast 一一搜尋三百多個已完成基

因體的 OstA homologs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi)。先使

用 Genomic blastp 找出 OstA 蛋白質，對有疑問的基因體，則進一步以 Genomic 

blastn 檢視其核酸序列，是否有可能的 ostA 基因。利用此一方法，在初步研究

中，我們發現格蘭氏陰氏菌 Pseudomonas putida 的已完成基因體中(GenBank 

accession number AE015451)，利用 Genomic blastp 找不到 OstA homologs，然而

以 Genomic blastn 發現係因其基因體的 ostA 基因有一個經過確認的 Frameshift 

mutation 所致。相對於上述 Psiblast，此一方法，較能成功地將序列過度遙遠相

關且分子較小的 OstA 蛋白質找出來。 

2. 目前 NCBI genome blast 並不支援大量的批次(batch)分析，因此，下載了 NCBI 

blast (NCBI stand-alone version; ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/)及已完成的三百多個

基因體資料，一一進行批次 blast 分析，顯著縮短分析所需時間。同時，撰寫
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Perl 的程式來進行分析結果的自動篩選及 Excel 下的 VB 程式進行資料整理分

析比對。並且，與上述 Genomic blast 的方法配合使用，以有效降低搜尋失誤的

機率。 

3. 以上述方法找到的可能 OstA homologs，其資料庫註解往往是僅是一個基因體

計畫的編號，因此，需要進一步檢視其真偽，並瞭解其結構的異同，以電腦分

析預測其功能區域。目前蛋白質功能區域(Domain)預測的網站有不少，各有其

特色，包括：Pfam[13]、CDD[12]、SCOP [14]、SMART [15]、InterPro[16]、ProDom 

[17]、PRODOC[18]、PROSITE [19]、及 PRINTS [20]等。大量批次分析時，我

們先使用有歷史且穩定發展的 Pfam[13]。一一比對時將優先使用發展穩定且較

Pfam 靈敏的 NCBI CDD [12]以及最近功能整合的 Hpred [21]。除了蛋白質功能

區域預測外，有些如 NCBI 也提供其他許多的資訊蛋白質活性位置(Active 

site)、切割位置(Cleavage site)、基質結合位置(Substrate binding site)等資訊，並

持續增加中，對蛋白質功能進一步分析，提供有用的參考。另外，當線上分析

如 Pfam 批次分析服務過慢或暫停時，使用了我們在 Linux 電腦系統上建置的

Pfam 資料庫，當長度約 500-1500 個氨基酸的蛋白質 300-500 個時，其分析過

夜即可完成，可以確保功能區域分析之順利進行。 

C. 蛋白質二級及 3D 結構? 

OstA 是 LPS 的運送子(Transporter)，許多運送子是膜(Membrane)蛋白質，因此，

利用現有的資料庫及軟體來預測其蛋白質結構，可以進一步比較所找到的 OstA 

homologs 的結構特色及之間異同。目前已有不少蛋白質二級結構的預測網站服務

工具，在此不一一列舉，使用比較後，我們優先使用有持續更新並支援批次分析

的工具：(1) Helices 結構以 HMMTOP[22]、PHOBIUS [23,24]、TMHMM [25]及

SOUSI [26]； (2) Extended 或 Beta-strands 則以 TMB-Hunt[27,28]、BOMP [29]; (3) 

Random coils 則以 REPPER [30]。當需要綜合深入分析時，使用 HHpred [21]、
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Alignment Viewer (http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/) 及 iMolTalk [31,32]，同時分

析蛋白質功能區域及 3D 結構預測。此外，我們撰寫 Perl 的程式來進行不同網站

服務分析結果的自動擷取及 Excel 下的 VB 程式進行資料整理分析歸納。 

D. (資訊充沛)種緣關係? 

前述 Blast 等方法，可以將序列相關蛋白質找出來，其 E-values 可以作為 Query

與找到序列相似度的參考，至於是否是最接近的，則需要進行種緣分析(Phylogentic 

analysis)。因為 Blast 所得結果中，分數最高(E-values 最低)的在種緣分析時，並不

一定都是最接近的。 

正確的種緣樹狀圖(Phylogenetic tree)來自正確的序列資料組。因此，我們資料

的選擇上非常用心，使最後所得 OstA homologs 資料不要少放也不要多放。在此，

我們選擇了資料完整正確的已完成基因體(Completed genomes)資料庫作為最後基

因序列的來源。但是為了不要漏掉一筆資料，先以上述 A 的 Psiblastp 自 nr 資料

庫調出所有的 OstA 序列（包括遙遠）相關的蛋白質找出，並與由 B1 所述的 Genomic 

blastp 的資料交差比對，同時，也以 B2 的 Batch blastp 方法進一步確認一基因體

內所有的 OstA homologs 都有在。這些以 Blast 找到的序列，並不都是 OstA 

homologs，所以需要以 B3 的蛋白質功能區域分析，C 的蛋白質二級以上結構分析

結果，來做確認和刪除的工作。如此所得的 OstA 資料組，才用來進行下面的種緣

分析。而種緣分析的結果，也作為進一步資料組確認與刪除的工作。這些複雜的

分析比對整理的過程，同樣地使用已有或新建的 Perl 及 VB 程式來簡化，同時避

免錯誤的產生。  

種緣關係的分析，我們使用前面提到的，我們最近幾年持續發展的資訊充沛種

緣分析(Information-rich phylogenetic analysis)，其所建構的樹狀圖內容更豐富，除

了蛋白質及其來源生物名稱外，更包括了分類符號、分類組群、蛋白質功能區域

順序、及蛋白質長度等。這種資訊整合的樹狀圖，較傳統樹狀圖易瞭解，可讓我
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們輕鬆、快速、準確地分析序列相關蛋白質的種緣關係。我們亦持續發展並應用

自行設計的巨集及統一的工具來加速此一過程。 

多序列排比(Multiple sequence alignment)使用 Clustal X[33]或線上 Clustal 

W[34]，當序列相似度低結果不理想時，嘗試了較慢但較準確的 T-COFFEE[35]，

或較新的 MUSCLE[36,37]。建構樹狀圖則使用 Mega3.1[38]或

PAUP( http://paup.csit.fsu.edu/)。所得的 OstA 基因樹(Gene tree)，與 16S rRNA 基

因樹比較，由於後者接近所謂物種樹(Species tree)，前後兩者相似度可以作為是否

是 OstA orthologs 的判斷。多序列排比結果進一步以 Pratt 定出 OstA homologs 的

Signature sequences[39,40]，並以線上 ScanProsite 確認之[41]。 

E. 其他 

至於 OstA 鄰近的基因，或所在操縱子(Operon)的組成基因，則以最新發展出

來的 IMG 資料庫來分析[42]。同時，我們持續回顧了最新的文獻及線上資訊，來

了解最新的資料庫及程式，以更新並豐富我們的生物資訊分析。並繼續發展 Perl、

VB、及 Java 等軟體工具，以期有效利用各種推陳出新的生物資料庫及工具程式。 

IV. 心得 

此次為期半年的短期進修，其心得可以整理出下列幾點： 

1、 將序列相關的 OstA homologs 以最新的基因體資料進行分類及比對分析，可

確認 OstA homologs 在不同種類生物中的分佈情形，了解哪些菌種具有這種

基因，並探究其共同的特性。且可知道有多少是 Orthologs? 哪些是 Paralogs? 

2、 利用我們發展出的資訊充沛種緣分析，可清楚呈現 OstA homologs 蛋白質序

列的種緣關係（Phylogenetic relationship）、功能區域（Domain）、蛋白質分子

大小、鄰近基因、操縱子（Operon）組成基因等，有利於 OstA homologs 種

緣關係的正確判讀。 
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3、 利用現有最新的生物資訊技術找出 OstA homologs 的 transmembrane 區域、其

一級結構的 Signature 及 Concensus sequence，並預測其二級以上結構。 

4、 以上工作項目的完成，可建立 OstA 的基因體相關之系統生物分析。在目前

格蘭氏陰性菌抗藥性問題亟待解決之際，完整的瞭解不同分類菌種 OstA 

homologs 之間序列的異同等問題，對未來新抗菌藥物的發展及其專一性的評

估有很大的幫助。 

5、 此一短期進修研究中另一達成之目標，乃是就本人的興趣、專長和經驗，以

OstA 為起點，應用當今的各式生物資料庫生物資訊分析工具，以及我們過去

幾年所發展的軟體工具，建立一個生物資訊分析的模式，加速分析的過程，

讓未來分析的速度可以趕上資訊累積的速度，使生物資訊的運用更有效，與

不同研究室合作，有效地應用在不同基因的生物資訊分析上，對不同目標基

因之功能、機制、來源及變異發展等提供完整訊息，並可縮短新基因發現所

需的時間，對生物學、生物資訊學及流行病學的研究與教學均會有相當的助

益。 

6、 此次短修所費不眥，因聖地牙哥當地生活費極高，光是單人房每月房租就要

1300 美元，所幸，此次短修，習得不少新的生物資訊學將原理與方法，感到

充實愉快，將有助於日後的生物資訊學的教學與研究。此外，職在此六個月

期間的研究，已完成包括一篇第一作者的兩篇研究報告，目前已投稿至國際

期刊。同時也很高興與美國賽米頓教授建立良好的研究關係，目前正持續進

行我們共同有興趣的第三篇論文的研究。 

7、 同時，出國六個月期間，在美國定時利用網路電話及電子郵件，與在台灣的

研究生、台大合作研究室及科辦公室進行討論和聯繫，完成的教學研究相關

事項包括： 

(1) 指導研究生並完成執行中的法務部研究計畫，並於年 94 年 7 月 17 日提
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出期中報告，12 月 23 日完成期末報告。 

(2) 進行與台大生命科學系宋教授研究室合作的兩項研究，其中一項的成果

於 12 月 19 日完成校稿，並投稿至國際期刊。 

(3) 完成法務部法醫研究所 95 年度專題研究計畫申請，於 12 月 12 日提出書

面申請。 

(4) 進行奇美專案研究計畫申請，於 10 月 25 日送出申請書面資料，於 12 月

25 日電子郵件送出電子檔及個人 CV。 

(5) 完成國科會 95 年專題研究計畫申請，於返國前 12 月 26 日完成線上申請

繳交工作。 

V. 建議 

此次短期進修後，有下列兩點粗淺的建議： 

1、 生物資訊學為現今生命科學發展最快的領域之一，有需要定期申請員額送

訓，以提升生物醫學服務、教學及研究之水準。 

2、 由於大部分研究做得較出色的地區，生活費都不低，以這次本人前往進修之

以生物科技著稱的聖地牙哥為例，單人出租公寓的平均租金為美金一千元三

百元，每月美金一千元的生活費連房租都不夠付，遑論水、電、電話、寬頻

上網、食物、交通、及昂貴的健康保險等必要開支。因此，對有心申請出過

短修的，雖然在政府財政日益困難的情形下，無法增加生活費補助，在出國

進修規定方面建議多以鼓勵方向發展，除了提升個人學識經歷外，也有利於

服務單位及國家未來的持續發展。 
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