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摘要
DNA微矩陣晶片在小面積基質表面，可放置數百、數千或數萬之DNA probes，一次雜交操作可進行大量基因的偵測，是研究生物基因表現與基因存在與否之利器。本次到Cornell大學張勇富教授實驗室研習，了解DNA微矩陣晶片之操作、解讀與應用，特別是DNA微矩陣晶片在鑑定沙門氏菌血清型別與同時進行分型之應用。張教授實驗室目前已發展大腸桿菌(E. coli)、沙門氏菌(Salmonella)之DNA微矩陣晶片，未來將繼續研發Clostridium difficile之晶片；由目前之發展階段評估，DNA微矩陣晶片是研究致病機轉之利器，但其效用仍需累積大量具有不同致病方式之E. coli菌株之資料；該技術亦具有鑑定Salmonella血清型別與具分子分型功能之潛力，唯其應用性仍有賴累積大量之菌株分析結果之資料。DNA微矩陣晶片之分析過程繁瑣，需高價精密儀器，操作難度高，成本價格高昂之不利因素，因此該技術在學術研究上有其優勢，但目前尚無法應用來進行例行性的Salmonella血清型別鑑定與取代目前之標準技術—脈衝電泳分子分型技術。應DNA微矩陣晶片技術原理相當之Luminex則具有快速、具應用彈性與低成本的優勢，應是防疫機關可發展之技術平台。
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沙門氏菌(Salmonella)擁有超過2500種血清型別，鑑定血清型別是一項勞心勞力的工作，且常有鑑定錯誤之情形。大腸桿菌(E. coli)亦具有龐大的血清群，且有多種不同致病機轉，鑑定E. coli之不同致病因子與不同致病群，亦是耗時耗力之工作。在疾病的監測上，目前美國疾病管制中心標準化脈衝電泳(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)分子分型技術，所有實驗室應用標準化技術分析菌株，再將菌株之PFGE (DNA)指紋圖譜傳送到電腦資料庫中心進行比對，能有效監測食因性細菌傳染病的流行；PFGE之操作過程經由研究改進，雖已大大降低操作困難度，然而操作過程相當繁瑣，無法自動化，且產生之結果為影像資料，不同實驗室間不易分析、比對圖譜。因此發展新的方法，可同時鑑定Salmonella血清型別與高效力的菌株分子分型，是學術界與防疫界努力的目標。

美國疾病管制中心(Centers for Disease Control and Prevention, CDC)在1998年正式宣告成立食因性細菌病原實驗室分子分型即時監測網—PulseNet，使用標準化的PFGE技術分析各地分離之監測細菌病原菌株(目前主要為E. coli O157、Shigella sonnei、non-typhoid Salmonella與Listeria monocytogenese)，成效卓著。但PFGE圖譜為影像資料，資料容量大且比對/分析不易，有必要發展可取代PFGE的分型技術，因此編列預算支持學界發展新的分子分型方法，特別在Salmonella的分析上，期待新的分型方法能同時具鑑別血清型別與具有與PFGE同等或更高之分型效力。美國Cornell大學張勇富教授近年來開始從事高密度DNA微矩陣晶片之開發與應用，此項研究也得到美國CDC的注目，因此特利用此次研習之機會，前往了解張教授之研究內容，評估此項技術之將來發展與應用性。

衛生署疾病管制局鑑於DNA微矩陣晶片之研發熱潮與應用前景，也正積極採購儀器設備，投入研發當中。本次研習，針對該項技術進行了解，並探討該技術對本局之檢驗診斷與防疫監測之應用價值。

過程

Cornell大學簡介：Cornell大學於1865年由Ezra Cornell與Andrew Dickson White所創辦。目前擁有3個校區14個學院；位於紐約州Ithaca校區有7個大學部與4研究/專業單位，位於紐約市校區有2個醫學研究與專業單位，另一醫學研究單位於中東國家Qatar首都Doha校區，另外，農業實驗站位於Ithaca附近的Geneva。此次研習地點，是位於Ithaca校區的獸醫學院(College of Veterinary Medicine)，張勇富(Chang, Yung-Fu)教授實驗室。
張勇富教授實驗室介紹：來自台灣雲林的張勇富教授，於1989年開始任教於Cornell大學獸醫學院之Population Medicine and Diagnostic Sciences系，致力於細菌性疾病之分子致病機轉研究。目前張教授實驗室擁有3名博士班學生與8名博士後研究學者，另有訪問學者、研究助理與技術員等，研究團隊龐大。張教授研究主題，主要集中在動物副結核菌(Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis)、萊姆病螺旋菌(Borrelia burgdorferi)、鈎端螺旋菌(Leptospira sp.)的致病機轉與疫苗的開發研究，近幾年，才開始進行DNA微矩陣晶片技術的研發工作。

DNA微矩陣晶片技術之研發現況：張教授在DNA微矩陣晶片技術的研發工作，已有成果的有：在E. coli病理小種與鑑定的應用，並已有論文發表：Differentiation of Escherichia coli pathotypes by oligonucleotide spotted array. J Clin Microbiol. 2006 Apr;44(4):1495-501。另外，亦已開發完成一Salmonella之DNA微矩陣晶片，具有鑑定血清型別與進行菌株基因分型之潛力，研究成果已完成論文初稿投稿中。張教授目前正在構思發展Clostridium difficile的DNA微矩陣晶片，目標在分析與C. difficile致病機轉相關的基因。
DNA微矩陣晶片技術在鑑定Salmonella血清型與分析基因型之應用可行性評估：筆者此行主要目的在了解DNA微矩陣晶片之設計、操作過程與其應用性。DNA微矩陣晶片的DNA probes設計是整個DNA微矩陣晶片技術的關鍵，DNA微矩陣晶片技術的原理只是簡單的DNA雜交(DNA hybridization)，在一小片的基質上點上數千、數萬個不同DNA probes，可一次測試上千上萬個標的，因此點什麼DNA probes上去，即要測試的目標是什麼，是整個技術的關鍵。張教授的博士後研究員Dr. Raghavan U. Palaniappan是負責DNA微矩陣晶片技術開發的主要研究人員。他利用目前已完成定序的E. coli、Salmonella基因體序列資料、被分析發表有關E. coli、Salmonella之致病相關之基因，設計兩種DNA微矩陣晶片。該E. coli晶片用於分析數種E. coli病理小種。Salmonella晶片則用於分析數種血清型菌株，群組分析(clustering analysis)發現，相同血清型之菌株有較近的基因相關性，而相同血清之菌株，可用該晶片將其區分成不同基因型，因此該晶片具有同時鑑定Salmonella血清型與進行基因分型之潛力。該項初步研究成果，受到美國CDC的觀注。唯本研究分析之Salmonella菌株仍然過少，尚無法支持該晶片的應用性。

DNA微矩陣晶片之DNA probes點相當微小，必需由訓練有素之專業人員操作，且需要高價的儀器設備進行判讀與軟體的分析。因此，DNA微矩陣晶片的分析成本相當昂貴，不考慮儀器設備成本與人力成本，每分析一株菌株需花費約美金250元，雖然在大量生產晶片情況下，可降低成本，然而分析過程的繁雜程序，需要冗長時間與人力的耗費，加上昂貴的藥品，成本代價仍然太過於高昂，又因為操作過程難以自動化，無法快速分析大量菌株，此項技術恐無法滿足防疫的需求，難以快速進行細菌的分子分型，分析大量菌株。加上，目前該晶片尚未測試足夠的代表性菌株(包括來自同一爆發流行事件之流病相關菌株，與不具流病相關的菌株)，在分型效力上仍然未明。評估該晶片之分型效力，必需和目前所用的PFGE標準方法比較，才能做判斷。本實驗室擁有大量經PFGE分析過之Salmonella菌株，這些菌株亦皆經血清學鑑定確定血清型，可提供張教授進行該項評估研究。

該Salmonella DNA微矩陣晶片在血清型別鑑定，其原理是假設擁有相同血清型的菌株，其擁有之基因種類與數量會比較接近，因此在群組分析時，相同血清型的菌株會分佈在同一群組(cluster)中，當有足夠已知血清型菌株之資料時，該資料庫即可經由群組分析，應用於鑑定Salmonella的菌株血清型；但在DNA微矩陣晶片分析成本如此高的情況下，累積一具有代表性的菌株資料庫，需要很龐大的經費，使得該項技術或只能停留於學術探討的階段，在目前的防疫應用上，特別是病原監測網的應用，尚難有切入點。

心得

DNA微矩陣晶片能一次測試上千上萬個(基因)目標的特性，成為生物學研究上的利器，其發展與應用廣受學術界與生技製藥界的注目，此項技術原理與平台，也能應用於蛋白質的測試，更使得其在基因及其蛋白質產物之生物功能的研究上，更具有應用潛力，成功的案例亦相當多。然而，此項在基礎生物學研究的利器，是否在防疫檢驗、診斷與病原菌株分型工作上，有應用揮發的利基，值得探討。

由Cornell大學張勇富教授實驗室所發展的E. coli與Salmonella之DNA微矩陣晶片評估，若不考慮成本，在E. coli的病理小種的鑑定上，能進行徹底的基因測試，有可能取代傳統的方法；在Salmonella之血清型別鑑定與菌株分型上，DNA微矩陣晶片無法直接鑑定血清型，血清型別之鑑定是經由資料庫之推估而來，其原理是建立在相同血清型菌株應有較接近的基因型別，在擁有大量菌株資料時，經由比對資料庫，可推斷血清型；而在菌株的分子分型應用上，由於測試的菌株量太少，且無比對流病相關與非流病相關之菌株，未和目前之黃金標準PFGE方法比較分型效力，因此尚無法論斷。唯DNA微矩陣晶片技術的操作成本過高，唯有在大量生產與使用自動化機器操作，方能大量分析菌株，取代目前的PFGE方法。不過，由細菌DNA的演化速率推斷，利用數百個DNA probes偵測基因存在的種類和數量的原理，其分型效力應不會高於PFGE。

DNA微矩陣晶片技術鑑定Salmonella血清型別的原理，與目前本實驗室應用PFGE推測Salmonella血清型的原理相似。本實驗室在2004年開始建立國內目前唯一的Salmonella參考實驗室，每年收集2,500株由全國各區15個大型醫院分離之菌株，進行例行性血清分型、PFGE基因分型，並與國家衛生研究院臨床組合作，進行藥物敏感性試驗。目前累積之Salmonella DNA (PFGE)指紋圖譜將近10,000株。我們發現，應用PFGE圖譜的群組分析，相同血清型的菌株，有高的種源關係，而落在同一群組內。此種預測準確度非常高，比美國疾病管制中心的結果高。可能原因是台灣為海島國家，菌種較單純。明年開始，本實驗室將改變Salmonella血清型鑑定與PFGE分析之流程，先進行PFGE分析，再由PFGE圖譜推測血清型別，有疑義的菌株，再運用傳統方法進行血清分型，如此將可節省大量人力與經費。

在E. coli病理小種的鑑定上，所需之偵測標的應該不超過30個，應可使用流動的Luminex方法，Luminex之DNA probes設計原理和DNA微矩陣晶片之設計原理相似，一次偵測數個到100個標的，在操作上比DNA微矩陣晶片容易且快速、具有彈性，且成本低廉，目前美國疾病管制中心即全力發展Luminex技術，在偵測之數目可由數個到100個目標的範圍，很符合目前防疫檢驗、診斷與部份分型工作。目前美國疾病管制中心已發展一套可鑑定100多種Salmonella血清型的Luminex平台，雖然Salmonella有2,500餘種血清型，但主要的流行菌株只有數十種，此套技術即可鑑定超過一個地區或國家95%以上的Salmonella菌株血清型，是很理想的方法。

本局為了發展DNA微矩陣晶片技術，已投入千萬元經費購買儀器設備，然而此項工作是knowledge-based的技術，主要是依賴腦力去設計DNA probes，唯本局尚無研究DNA微矩陣晶片技術的專職研究人員，耗費鉅資購買儀器，可能落入有儀器卻乏使用之境，耗費民脂民膏。在發展DNA微矩陣晶片技術的過程，人材才是重點，有了購想與設計好之DNA probe資料庫，可請民間或其它學界擁有儀器的單位製造點片即可，購買儀器不是必要的，況且儀器推陳出新，淘汱很快。對DNA微矩陣晶片技術研發工作，專業研究人材應擺在第一，儀器在後，更何況未來的DNA微矩陣晶片技術也很難切入防疫業務的應用上，因為所需要的測試標的不會太多，一般的低密度晶片即足夠應付，所需之儀器也在百萬元之內。

雖然DNA微矩陣晶片技術在防疫應用上，尚有疑問，唯在基礎生物學的研究上，是很大的利器，在致病機轉上研究上，也應用相當有潛力，在累積大量的基因資料之後，會有機會找出關鍵的致病基因，對發展藥物與研發疫苗，值得期待。

建議事項
1. 高密度DNA微矩陣生物晶片技術，對防疫機構之檢驗、基因分型之業務，現階段仍難有切入點。儀器設備與分析成本相對低廉的低密度DNA微矩陣生物晶片技術，較有應用之可行性。另外，具有高彈性、低成本與快速的Luminex技術，符合防疫機關之需求，應是本局投入研發之重點技術。

2. 本局應強化和美國CDC的交流，取得美國CDC目前發展完成之Luminex技術。

3. 應積極發展符合本局需要的Luminex檢驗、診斷與分型技術。

4. Cornell大學張永富教授所設計用於鑑定E. coli病原小種的DNA probes資料，是發展Luminex技術之基礎，應與張教授合作，取得重要的基因資訊，共同發展快速、低成本的應用平台。

5. 張永富教授實驗室將發展C. difficile之DNA微矩陣晶片技術，本局應與張教授充份合作，由C. difficile的研究結果，挑取重要基因，發展C. difficile的Luminex的技術平台。
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