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摘要 

關鍵詞：新興/再浮現傳染病、基因晶片、高通量定序、病原體基因資料庫 

微生物因地球氣候環境變遷、物種突變、基因重組、藥物濫用及人畜共通等

方式，可能會衍生出跨物種感染的新興病原體（如 SARS、H1N1新型流感、H5N1、
H7N7、H9N2禽流感病毒等），因人類對此類病原體並無自然免疫力，容易爆發

大量感染，造成嚴重災難。隨著全球化的迅速發展，國際間往來密集，新興傳染

病可能由區域性疾病的發展，演變成全面性的災難，嚴重威脅公共衛生和人類的

健康，且造成社會大眾的恐慌；面對變化及傳播快速的傳染病，如何在有限的時

間內，運用可行的檢驗技術或平台正確偵測出感染原，以防止疫情擴散，實為當

前重要的課題。本計畫包括建置1、未知/新興傳染病監測網絡（如肺炎重症、腦

炎及不明原因快速死亡、不明原因群聚及其他通報疑似法定傳染病但檢測為陰性

之檢體等），主動收集不明或異常疾病之檢體，訂立其病例定義、收件標準與檢

驗流程等，並分析疾病臨床徵狀、個案流行病學資料與檢出病原體之關聯性，以

探究其致病原，2、未知/新興感染原檢驗技術平台，透過 multiplex PCR、基因晶

片檢測、高通量定序檢測與分生檢測等技術交叉串連運用，來即時探知不明及罕

見病原體，3、流感病毒與腸病毒、腹瀉病毒基因資料庫，透過病毒基因序列及

個案流病資料的分析，協助疾病感染源或感染途徑之釐清，提供疾病防治政策參

考，並評估疫苗的有效性、監測病原體抗藥性，更可提供未來疫苗研發或診斷試

劑開發之重要根據。透過三大目標之整合與執行，本計畫期許能建置台灣未知/

新興病原體探索中心，近程以即時解決國內不明原因傳染病、發現新興病原體為

目標，以強化防疫時效並且降低社會衝擊，未來期能發展成為國際未知/新興病

原體交流平台，累積足夠的能量與各國建立雙邊合作關係，於未來面對疫情時，

將不再只依賴國際援助或資訊，更可望成為主動協助者。 
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Abstract 
keywords ： emerging and re-emerging infectious diseases, microarray, 
high-throughput sequencing, Taiwan pathogenic microorganism genome database 

Due to global climate change, species mutations, genome recombination, drug 
abuse and zoonoses, microorganisms are more likely to derive or mutate into novel 
pathogens that could be transmitted across species boundaries like SARS, pandemic 
(H1N1) 2009, H5N1, H7N7 and H9N2 avian influenza than ever.  Because humans 
are lack of exhibit natural immunity for these emerging/re-emerging pathogens, theses 
diseases could cause outbreaks quickly and easily and become serious catastrophes.  
As the development of rapid globalization and the intense international 
communication, emerging/re-emerging infectious diseases could arise from local 
diseases to global disasters, which largely threaten public and personal health.  For 
rapidly changing and transmitting diseases like these, it is crucial to utilize practical 
and available diagnostic techniques or platforms to detect pathogens correctly in 
limited period of time to prevent their spreading.  Our goals are to establish 1. the 
surveillance network for unknown/emerging infectious pathogens such as samples 
from pneumonia, encephalitis, unexplained critical illnesses or deaths due to possibly 
infectious cause, unexplained outbreaks and other possible but negative notifiable 
diseases.  We will actively collect samples from unexplained or unusual cases, set up 
the case definition, standards for enrollment and procedures of diagnoses, and analyze 
the clinical manifestations, epidemiological information relationships with the 
detected pathogens to exactly find out the meaningful etiological agents; 2. the 
diagnostic platforms of unknown/emerging infectious diseases including multiplex 
PCR, microarray, high-throughput sequencing, microbiology and use them 
complementary to detect unknown and uncommon pathogens; 3. the genome database 
of influenza virus, enterovirus and diarrhea virus.  Through the analysis of their gene 
sequences and related epidemiological information, we can assist the clarification of 
infectious pathogens and infection routes, provide a reference for disease prevention 
policy assessment and formulating, evaluate the effectiveness of vaccines, monitor the 
drug resistance of pathogens and even provide a foundation for future developing 
vaccines and diagnostic techniques.  To sum up, we expect ourselves to be an 
emerging/re-emerging pathogen research center in Taiwan.  In the short run, our aim 
is to instantly resolve domestic unexplained infectious disease and discover novel 
pathogens, and further strengthen the effectiveness of disease prevention as well as 
reduce the social impact.  In the long run, we hope to accumulate enough knowledge 
and techniques to become an international platform for the information exchange and 
sharing of unknown/emerging infections and elevate the international stage of Taiwan. 
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一、前言：  

（一）新興/再浮現傳染病之檢驗 

1、不明原因快速死亡、肺炎及腦炎 

在全球氣候變遷、環境過度開發、國際間交通日漸頻繁之際，各類未知/
新興感染疾病的威脅日增，是不爭的事實。1997 年的 H5N1、2003 年的

SARS-CoV 及 2009 年的 pandemic H1N1，均為首先出現於社區之新興傳染病，

顯示良好的監測及病原體診斷系統之重要性 [1]。我國法定傳染病通報系統、

病毒合約實驗室監測系統及症狀監測系統等多種監測管道，對傳染病流行狀況

提供豐富及全面的資訊；本局研究檢驗中心各實驗室與時俱進的檢驗技術，包

括病毒學、血清學及分子診斷學，更增進吾人對許多疾病的了解；然而，仍有

許多感染症病患無法得到確切診斷。為能及時偵測未知/新興感染症，需針對

一般檢驗無法確定病原之感染症患者建立檢驗平台。感染症之臨床表現眾多，

本計畫針對疑似感染症導致之不明原因重症或快速死亡(unexplained critical 
illnesses or deaths due to possibly infectious cause, UNEX)、腦炎與嚴重肺炎之個

案優先收案並分別分析。此外亦將針對目前法定傳染病系統中常規檢驗為陰性

之檢體，依疾病類別挑選收案。 

疑似感染症之不明原因重症或快速死亡(UNEX)個案由於病情嚴重，且需

在短時間內排除新興傳染病或生恐攻擊事件之威脅，在公共衛生及傳染病防治

上之重要性實不可忽視。美國 CDC 於 1995-1998 年間首次針對 UNEX 進行監

測，在四個州內收集年齡介於 1 至 49 歲，無潛在重大疾病且疑似因感染症死

亡之病患，藉由各項血清學、病毒學、分子生物學及病理學檢驗結果判定病因

及其公共衛生威脅。在四年間所收集之 137 名個案中，以神經系統重症(29%)
及呼吸道系統重症(26%)最多，其中有 28%可經由各樣檢驗找到確定或可能之

致病原，包括 Neisseria meningitides, Bartonella henselae, Chlamydia pneumonia
等細菌，及 influenza, enterovirus, Epstein-Barr virus 等病毒 [2]。值得一提的是，

美國東部於 1999 年發生之 West-Nile virus encephalitis 群聚事件亦由此系統通

報並確診，顯示 UNEX 監測之價值[3]。目前在 Arizona、Washington、Minnesota、
California 等州均將以 UNEX 納入法定傳染病之方式持續此項監測。此計畫之

結語中強調，為了增進診斷效率，除了即時通報、取得適當檢體及與臨床醫師

持續溝通外，建立症狀導向之監測系統，增加收案特定性(syndrome-specific 
surveillance)也可增強對特定病原體之診斷能力。因此除不明原因快速死亡個案

外，本計畫擬針對腦炎及肺炎重症病患優先收案。 

腦炎病患由於症狀具特異性，病程快速且極易產生嚴重後遺症，一直以來

均是臨床診斷上一大難題，各國也陸續對腦炎病原進行全國性、大規模之研

究。以最近發表在英國所進行為期兩年之全國性研究為例，203 名腦炎個案在

經過兩階段病毒學、分子生物學及免疫學相關檢查後，有 42%可找到感染性病

因，包括 herpes simplex virus、varicella zoster virus 及 Mycoplasma tuberculosis
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等，另有 21%為免疫相關腦炎 [4]。法國在 2007 年間進行之全國性研究則發

現，253 名個案中有 52%可找到感染性病因 [5]。相較於先前所進行之大規模

研究約只有 16-30%可找到病原[6]，可見檢驗技術之進步可減少不明原因感染

之個案數。本計畫希望建立一先進之檢驗平台，藉由分子生物學檢驗技術增進

國內腦炎診斷能力。肺炎由於個案數眾多且嚴重程度各異，本計畫僅收集臨床

產生急性呼吸窘迫症之重症個案，期望能增進對重症肺炎個案病因之了解，並

及時診斷如 hantavirus、avian influenza 等具有公共衛生重要性之新興傳染病。 

2、新興呼吸道病毒 

急性呼吸道感染(acute respiratory tract infection ARTI) 是世界性罹病率與

致死率極高的疾病，在嬰幼兒、老人、成人、心肺疾病患者及免疫不全之患者，

都有可能發展出嚴重的疾病。然而呼吸道感染的案例中，仍有高達 40%以上的

比例無法確認感染源[15, 23, 24, 48]。 

HBoV 為主要是由瑞典科學家以分子生物技術所發現的一個新興病毒

[49]。由於 2005 年 Allander 等人的初步的演化樹分類，國際病毒分類委員會

(ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses )暫時將 HBoV 分在 
Parvoviridae 科、Parvovirinae 亞科、Bocavirus 屬。HBoV 在世界各地都有傳出

感染的案例，於呼吸道感染的病人之呼吸道分泌物檢體當中，盛行率由 1.5~18.3
％不等[50]。綜合所有的研究，HBoV 並沒有明顯的發生季節[51-56]。 

自 2003 年 SARS 病毒爆發流行後，全球對於 human coronavirus 的研究便

趨於積極，而除了HCoV-229E以及HCoV-OC43以外，2005年又有HCoV-HKU1
以及 HCoV-NL63 等[57-59]。HCoV 陸續在嬰幼兒及成年人的上呼吸道(URTIs)
以及下呼吸道(LRTIs)檢體中被偵測到[57,60]。病毒基因全長依各 HCoV 病毒

的不同而有所差異，總體而言基因體約有 28~30K，為 positive single-strand RNA
基因體。研究顯示 HCoV 病毒於呼吸道感染的盛行率約為 1 %~10 % [61,62]。 

2007 年新發現兩種 human polyomavirus，並依照發現他們的機構瑞士

Karolinska Institute 以及美國 Washington University 而命名為 KI polyomavirus 
(KIPyV)以及 WU polyomavirus (WUPyV)[20,63]，而 2008 年又由 Feng H 等人

發現另一新興病毒並命名為 Merkel cell polyomavirus (MCPyV)[65]。在 KIPyV、 
WUPyV 以及 MCPyV 病毒均由鼻腔清洗液（nasopharyngeal aspirates, NPA）檢

體中被發現後，病毒的基因便陸續全球各地的呼吸道檢體中被偵測到

[24,66-70]，根據研究報告資料，KIPyV 的疾病盛行率約為 0.5 %~3 %， WUPyV
的盛行率則為 1 %~9 %，而 MCPyV 為 1.3 %~4.25 %[71-76]。  

由於目前已發現的新興病毒包括 HBoV、HCoV-HKU1、HCoV-NL63 以及

KIPyV、WUPyV、MCPyV 等病毒目前均仍無法進行體外培養，故檢體量是這

些新興呼吸道病毒檢驗上最大的瓶頸。建置並發展這些新興病毒的同步偵測方

法，不但可減低檢測這些病毒的檢體消耗量，大幅縮減目前未知病源的檢體偵

測時間，減低群聚或大規模流行時可能引起的民眾的恐慌。此外，若能再結合

傳統已建立的呼吸道致病原，建立同步偵測技術，將可完善呼吸道病毒的快速
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檢驗，以作為防疫政策的參考依據。 

3、立克次體 

國際間交通往來日益頻繁，全球氣候也因溫室效應影響，使得各種新興及

再浮現傳染病，尤其是病媒性傳染病，在全世界散佈情形正急速增加，發生頻

率也愈趨頻繁與嚴重。恙蟲病是台灣最主要的立克次體傳染病[47,64,82]。恙蟲

病（又稱叢林型斑疹傷寒），為患者遭帶有病原 Orientia tsutsugamushi 之恙蟲

幼蟲叮咬所引起的急性傳染性疾病[85]。恙蟲病的潛伏期約 1-2 週，通常為 9-12
天，特徵為在螯口處形成特有的無痛性洞穿式潰瘍性焦痂 (eschar)，主要臨床

症狀包括發熱、頭痛、肌肉酸痛、紅疹與淋巴結病變等症狀。在缺乏治療的情

形下，可能造成患者的無尿、肺水腫與心衰竭。本病的死亡率依地區、立克次

體株、感染史與治療與否有關，有 1-30%之差異，但若經正確診斷適當用藥則

死亡率可低於 1%。恙蟲病之地理分佈，北由日本北部與俄羅斯東部，南至澳

洲北部與西太平洋群島，西至阿富汗均有病例發生[86,87]。雖然恙蟲病可藉由

抗生素治療而痊癒，但由於錯誤的診斷與抗生素的選用不當，世界上每年仍有

零星致死的案例發生。而台灣在 1955 年即將恙蟲病列為通報傳染病，現歸類

為第三類傳染病。台灣的恙蟲病近年來每年約有 300-500 個確定病例，在各縣

市均有病例報告，但主要是在金門縣、台東縣、花蓮縣、高雄縣市及南投縣，

發生月份以每年 5 月至 10 月較多，感染的年齡層多為 20～29 歲。台灣地區的

傳播媒介主要為地里恙蟎(Leptotrombidium deliensis)，恙蟲的動物宿主主要為

囓齒類(rodent)，哺乳類(羊、猪、狗、貓)，鳥類(鳥、雞)等，其中又以囓齒類

為最主要的宿主。目前立克次體的實驗室診斷以免疫螢光染色法為主，以抗體

陽轉或成對血清抗體效價 4 倍上升為診斷依據，但因需要有經驗的技術人員及

較長的檢驗時間，所以近年來分子診斷及 ELISA 檢驗方法是實驗室積極開發

的目標。本計畫的目標在建立立克次體傳染病快速血清學診斷系統，包括

ELISA 及 ICT 檢驗方法，縮短檢驗時間，使治療工作更具成效。 

4、未知/新興感染原檢驗技術平台 

 病原體檢測技術的發展快速，新的人類病原體不斷被發現，如 human 
metapneumovirus, coronavirus SARS, NL63, HKU1, human bocavirus, 
polyomavirus KI/WU 等 [7-23]。而發現這些病原體的方法除了傳統細胞培養、

電子顯微鏡、consensus PCR 外，可同時偵測多種已知或未知病原體之病原體

微陣列 (microarray)與高通量定序（high throughput sequencing）方法也逐漸被

應用 [15]。本計畫將依腦炎、肺炎及不明原因快速死亡個案設計不同檢驗項

目，利用細菌學、病毒學、血清學及分子生物學各樣檢查，包括 multiplex PCR、
microarray 及 high throughput sequencing 等，針對收集到之檢體項目進行檢驗。

同時若不明原因死亡個案有進行解剖，亦可於必要時對組織檢體作檢驗。 

5、陰性檢體之檢驗 

對於高度懷疑感染症卻檢驗陰性者，仍可進一步調查、嘗試找出其病原

體，因其可能只是檢驗方法或目標錯誤，不代表能排除感染症；另臨床上檢測
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病原體，以病原體分離培養為主，但它往往耗時彌久或為無法培養之病原體，

而分生檢測往往使用特定專一性的引子，因此陰性檢體也只能排除目前已建立

方法之病原體，不代表沒有其他病原體存在。因此為找尋新興傳染病，除針對

高度懷疑之病原體，進行小 RNA 病毒科的檢測外，也採用退化性引子

(degenerate primer )CODEHOP 等分生檢測技術，以期探索偵測新興病原體。 

綜上，在收集符合條件之臨床檢體後，適當串連各種分子檢驗技術之優點以

建立未知感染源研究檢驗平台，可同時偵測數千種已知或未知病原體。如此面對

未知的新興傳染病時，除能快速偵測比對病原體、瞭解其可能的感染源、疾病的

流行趨勢及協助疫情調查外，還可獲取更多生物資訊以增進對該病原的瞭解及認

識，作為未來防疫政策擬訂及相關疾病研究的重要參考。 

（二）流感病毒與腸病毒、腹瀉病毒基因資料庫 

隨著基因體醫學研究的興盛，國際間亦積極發展大型病原體基因資料庫暨

分析平台，建置我國本土的病原體基因資料庫網站不僅為時勢所趨，亦可強化

不同防疫面向之資訊整合。國際間眾多基因資料庫包括National Center for 
Biotechnology Information (NCBI)，網址：http://www.ncbi.nlm.nih.gov/，包含各

種基因體資訊，可供使用者免費使用；流感基因資料庫，網址：

http://www.flu.lanl.gov/，近年已經改為需要付費方能使用的方式；愛滋病基因資

料庫，網址：http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/mainpage.html，包含核

酸及胺基酸資料及分析工具 [25-27]。 

在台灣則是病原體基因資料分散於政府部門、學術單位、醫療院所、或者

是生技公司，且尚無將病原體基因序列與流行病學資料結合的資料庫，因此本

病原體基因資料庫(舊版)的建立與維持除了可以提供屬於本土病原基因資料，更

可結合流行病學資訊達到資訊有效運用的目的，除了可以追蹤病原體的流行及

分佈狀況，更可以作為後續治療藥物、疫苗開發或診斷工具的重要參考依據。

本病原體基因資料庫(舊版)自設立上線以來，已經超過兩千兩百個使用人次的登

入使用，總計所包含的序列資料已超過五萬五千條。此外，本著政府資訊公開

及資源共享之原則，也已提供外界申請序列資料及流病資訊的使用，統計至今

至少超過20位學者教授使用過本資料庫，分享超過兩萬五千筆基因序列及流病

資料。 

本局更於民國97年12月起與陽明大學「國科會進階生物資訊核心設施研究

團隊 (Advanced Bioinformatics Core)」合作建置「病原微生物基因體資料庫對外

開放網站暨分析平台 (簡稱基因資料庫)」，以每筆對應的方式整合國內近年流行

之腸病毒與流感病毒基因序列與不含個人隱私之流行病學資料 (包括性別、年

齡、居住地、發病日期等)萬餘筆，供各界自由取得分析。上述資料均來自本局

彙整、分析歷年病原體相關資料而成，目前規劃每半年定期更新，同時主動更

新網站上儲存之美國國家生物技術信息中心 (NCBI) 及世界衛生組織 (WHO) 
相關基因資料，以提供比對分析之最新國際參考資料 [28]。為了因應越來越多

種類的病原體基因資訊儲存以及功能需求，因此本基因資料庫還需要更進一步
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的更新以滿足需求，不僅是硬體上的汰舊換新，在使用者操作介面上也需要依

照使用者意見來修改以符合較為人性化的操作，在功能上也需要增加或改良，

例如統計、查詢功能的改良，而分析功能也需要更加即時、完整，增加及更新

國際資料庫的搜尋比對功能，以省去資訊分析上的不便及可以節省分析所需的

時間。最後則是管理者權限的設定，避免個人資料的外流，同時達到使用便利

以及保護隱私的目標。 

流行性感冒病毒為呼吸道病原體，屬於正黏液病毒科，依病毒表面之血球

凝集素 (hemagglutinin; HA) 及神經胺酸酶 (neuraminidase; NA) 兩種抗原蛋白

可區分為不同的亞型，目前為止已有16種HA (H1至H16) 與9種NA (N1至N9) 
[29]。腸病毒屬於微小病毒科、腸病毒屬之病毒，基因體中的VP1基因是中和抗

體主要作用之區域，亦為序列中變化較大之區域 [30,31]，為較常用於分析研究

的基因 [32]。我們持續收集病毒合約實驗室的採檢病毒株，將其定序後的序列

資料合併流行病學資訊上傳至資料庫中，並針對發生流行時的病毒進行分析，

以追蹤病毒來源及序列變異的目的。過去曾經藉由此資料庫分析發表數篇文

獻，如：簡等人分析2003-2006年間的流感病毒基因及流病資料 [33]、分析B型
流感的基因重組情況 [34]、黃等人分析2006-2007年的腸病毒71型係屬於新引入

的基因亞型B5及C5所引起 [35]，更確認2008年所大流行的也屬於B5基因亞型，

與中國大陸所流行的C4基因亞型或新加坡所流行的C2基因亞型不同，並於同年

發現C2-like基因亞型 [36]。 

目前輪狀病毒疫苗有兩種廠牌—GSK及MSD，已通過疫苗評估，於2006年
10月在台灣取得核准證照。目前通過核准上市之GSK為為單價型G1型輪狀病毒

疫苗（對G1、G2、G3、G4和G9型具有保護力），MSD為G1、G2、G3、G4、P8
五價型輪狀病毒疫苗，而台灣地區在2004-2006年間研究計畫監測結果顯示，主

要流行病毒基因型為G1、G2、G3、G9型[37]。 

藉由本基因資料庫的資訊，可釐清疾病感染源或感染途徑，提供疾病防治

政策參考，亦可評估疫苗的有效性、監測病原體抗藥性以作為用藥選擇依據，

更可提供未來疫苗研發或診斷試劑開發之重要根據。 
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二、材料與方法 

（一）未知/新興傳染病監測 

1、檢體來源： 

（1）主動監測通報之肺炎重症、腦炎、不明原因快速死亡等突發急性傳染病

之檢體。 

（2）法定傳染病陰性之檢體。 

（3）無法檢驗出感染原之群聚個案檢體。 

（4）病毒合約實驗室之陰性檢體、未知或無法分型之病毒株。 

（5）其他學術研究計畫，潛在感染性病原體檢體。   

2、主動監測收案與檢體採集點 

北、中、南、東各地教學醫院與區域醫院(表一)，與有興趣且配合度高

之臨床醫師(感染科、胸腔科、神經科、兒科等)合作，依據以下肺炎重症及

腦炎收案條件，通知院內感染管制委員會，循法定傳染病模式通報，通報病

名為「其他(未知感染原腦炎/肺炎)」。 

3、主動監測通報之條件 

（1）肺炎重症收案條件--住院病患合併以下所有條件:  

A、體溫超過 38 度且通報時無確定診斷； 

B、社區型肺炎(community-acquired pneumonia)：入院後≦48 小時內發病； 

C、呼吸衰竭：需使用呼吸器或符合急性呼吸窘迫症候群(ARDS)定義 

（2）腦炎收案條件--病患合併以下所有條件： 

A、急性發作（一個月之內）； 

B、發燒超過 38°C； 

C、出現精神功能惡化(如記憶衰退、行為反常、意識減退)、抽搐、局部

神經症狀等任一項；  

D、腦脊髓液有任何一項檢驗為異常（超過該院的正常值）。 

（3）不明原因快速死亡收案條件： 

住院 7 天內死亡，經檢驗或臨床醫師診斷，不能排除與感染症相關。 

4、採檢送驗 

採檢項目如表二，送驗之檢體將進行病原體實驗室檢驗鑑定，包括細

菌、病毒、寄生蟲及可能未知的病原體。詳細檢驗項目將於下詳列。 

5、 檢驗結果告知 

檢體送達本局研究檢驗中心一週，multiplex PCR 結果將登錄於本局法傳
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電腦系統。依病況進展，院方主治醫師與防疫醫師將互相聯繫，告知最新檢

驗結果並討論後續檢驗項目。 

6、 病歷資料回顧、個案研判與分析 

本局將定期以公文函知通報醫院，派遣防疫醫師至醫院進行通報個案病

歷調閱，根據病歷資料填寫 case report form (附件一、二)。病例資料及檢驗

結果將建檔以進行疾病臨床徵狀、個案流行病學資料與檢出病原體之關聯性

分析。 

  根據個案臨床表現及病原體來源、檢驗方法、致病特性等，將造成肺炎

重症之病原體分為確定病因、極可能病因及可能病因三大類(表三)。將由三

名防疫醫師綜合檢驗及臨床資料，於完成病歷回顧後進行個案研判。 

（二）未知/新興感染原檢驗技術平台的開發 

1、建置 multiplex PCR/RT-PCR 檢測系統:包含 influenza virus, parainfluenza 
virus, rhino virus, human metapneumovirus, herpes simplex virus (HSV) I and II, 
VZV, CMV, HHV6, bocavirus, enterovirus, coronavirus, parvovirus B19, 
respiratory syncytial virus, parechovirus, chikungunya, Japanese encephalistis, 
dengue virus, Toxoplasma gondii 以及 borrelia 等。 

2、高通量定序：目前市面上能執行高通量定序之儀器有三種，分別為 Roche 
Genome Sequencer FLS Titanium System (Roche 454)、Illumina/ SOLEXA 
Genome Analyzer II 以及 Applied Biosystems SOLiD。三種儀器進行高通量

定序方式如下： 

（1）Roche Genome Sequencer FLS Titanium System (Roche 454)：以油滴包

覆核酸進行 PCR，需調整核酸與油滴形成最佳比例。以 pyrosequencing
方式進行高通量定序，完成一次實驗大約 3~4 天，可得到大約 40 萬筆

序列資料，每筆序列 1000 bp，一次實驗可讀出總長大約 500Mb 的核酸

序列。 

（2）Illumina/ SOLEXA Genome Analyzer II：以一定流速鑲嵌核酸至 solid 
phase 進行 PCR，過程較易進行，以 sequencing by synthesis 進行高通量

定序，以 Reversible-terminator dNTPs 取代傳統 sanger sequencing 的

ddNTPs。完成一次實驗需 7~10 天，可得到上千萬筆序列資料，目前每

筆序列 100 bp，一次實驗可讀出總長約 2.5Gb 的核酸序列。 

（3）Applied Biosystems SOLiD：與 Roche 454 相似以油滴包覆核酸進行

PCR，但由於以 solid phase 進行 PCR，可完成上億筆序列分析，因此並

不調整核酸與油滴之最佳比例。以 ligation 方式進行高通量定序為該公

司之新發明，確保每個核甘酸都經過兩次分析。但此法耗時，一次定序

便需 8 天，加上分析，完成一次約需 2 個星期，可產生上億筆序列資料，

每筆序列 50 bp，一次實驗可讀出總長約 4～6 Gb 的核酸序列。 

三種儀器均有其優缺點，大致來說單筆序列可讀的較長的，給予的總筆
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數少。反之，單筆序列讀的較短的，會給予上千萬或上億筆資料以彌補其短

序列之不足。 

實驗方法： 

本實驗方法分成兩部份，進行檢體處理萃取核酸，以及序列分析。 

（1）核酸萃取：反轉錄反應 (Invitrogen)：取 10 ul 萃取之核酸，利用八個

隨機核苷酸(random octamer)進行反轉錄反應，合成第一股 cDNA (first 
strand cDNA)：核酸與引子於 70℃作用 10 分鐘後，置於冰上，再利用

transcriptor reverse transcriptase 進行反轉錄反應，反應條件為 45℃作用 60
分鐘。合成之第一股 cDNA續加入 DNA ligase、 DNA polymerase及Rnase 
H，16℃作用 2 小時完成第二股的合成(second strand synthesis)。6~8 個

完成第二股 cDNA 之檢體合併一起，純化後送高通量定序。 

（2）序列分析： 

A、分析完成之序列，先過濾與人類基因相符之序列，再比對 Genebank
中 virus 資料庫。找出可能的病原，最後以 real-time PCR 或 PCR 校驗

以確認檢體中之病原體。 

B、除找出可能之已知病原外，本計畫另一個重點將著重在無法比對人類

及任何已知病原體之序列，分析這些序列是否有新興、未知感染源存

在之可能。 

3、微陣列晶片： 

本實驗所使用的晶片收集已發表的報告與自行設計探針，建立晶片探

針序列資料庫，目前資料庫為長度為 60 個寡核苷酸的序列，主要來源有病

毒 探 針 資 料 庫 (Virus Genus and Specific Probe Database; 
http://genestamp.sinica.edu.tw/virus/index.htm) [38]及David Wang所發表的序

列 [39]，偵測範圍涵蓋 53 個科(families)，214 個屬(genera)，約五千七百多

種病毒；在細菌方面，目前搜集的探針資料包括 Wang 等人  [39]及
Palaniappan 等人 [40]所發表的序列及 Operon 公司的晶片資料庫(Operon 
microarray databases, OMAD; http://omad.operon.com/download/index.php)，
偵測對象涵蓋 19 個屬(genera)，約 22 種(species)細菌。目前持續改良與增

加晶片探針的組成，特別針對新興及再浮現性之病原體，以增加檢測種類

與分型能力。建立病原體探針序列資料庫經 Agilent 公司製作成晶片約需 2
週，訂購 1 片亦可。金額 1 片(4X44k, 可操作 4 個樣本)約 4 萬元。 

實驗方法： 

實驗流程包括樣品核酸萃取及反轉錄、核酸放大及晶片雜交反應與訊

號分析，實驗方法主要是參考 Palacios 等人的論文 [41]，實驗步驟如下： 

（1）反轉錄反應(reverse transcription)：利用自動核酸萃取系統(Roche 
Applied Science)進行樣品核酸萃取，並利用 Dnase 去除樣品中的 DNA
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後，取 5ul RNA，利用八個隨機核苷酸(random octamer)連接一段特定的

序列當作引子(命名為 SIA-1; 序列為 5’- GTT TCC CAG TAG GTC TCN 
NNN NNN N-3’)進行反轉錄反應。RNA 與 SIA-1 引子於 75℃作用 10 分

鐘後，置於冰上 5 分鐘，再利用 transcriptor reverse transcriptase (Roche 
Applied Science)進行反轉錄反應，反應條件為 25℃作用 10 分鐘、48℃作

用 40 分鐘及 70℃作用 10 分鐘，最後再利用 RNAse H (Invitrogen)去除

RNA，留下 cDNA。 

（2）核酸放大(amplification)與標定(labeling)：利用兩次聚合酶連鎖反應(PCR; 
polymerase chain reaction)將 cDNA 進行放大。第一次 PCR 所使用的引

子為 SIA-1 引子及 Extend-1 引子(序列為 5’- CGC CGT TTC CCA GTA 
GGT CTC-3’ )，兩者使用量比例為 1:9，初始九個循環(cycles)於較低的

annealing 溫度進行，反應條件為 94 ℃作用 45 秒、25℃作用 1 分鐘及

72℃作用 1 分鐘，接下來 50 個循環 annealing 溫度則改為於 55℃進行。 

將第一次 PCR 的產物再次進行 PCR 反應。第二次 PCR 所使用之

引子序列包含 Extend-1 及一段 3DNA dentrimer capture sequence (5’- 
TTC TCG TGT TCC GTT TGT ACT CTA AGG TGG ACG CCG TTT 
CCC AGT AGG TCT C-3’ )，使得第二次 PCR 產物有一段序列可以與

3DNA dentrimers (含有數百個螢光分子)互補，在後續雜交反應時，可與

3DNA dentrimers 作用，進行螢光標示( fluorescent labeling)。PCR 反應

條件為 94 ℃作用 45 秒、55℃作用 30 秒及 72℃作用 1 分鐘，一共進行

35 個循環。 

（3）晶片雜交反應及分析(microarray hybridization and analysis)：將 48μl 第
二次 PCR 產物、60μl 2X SDS 雜交反應溶液(Genisphere Inc.)及 12μl 10X 
Cy3 quality control targets (Agilent Technologies)混合均勻，於 80℃作用

10 分鐘後，與晶片於 65℃進行雜交反應。17 個小時後，利用 Wash buffer 
I ( 6X SSC and 0.005% Triton X-100)於室溫下清洗 10 分鐘，及 Wash 
buffer II (0.1X SSC and 0.005% Triton X-100)於 4℃清洗 10 分鐘，將多餘

的樣品及非專一性雜交反應(nonspecific hybridization)去除。 

晶片清洗完畢後，利用 Cy3 3DNA dendrimers (Genisphere Inc.)進行螢

光標示反應。將 0.4μl Dendrimer 3DNA capture reagent、60μl 2X SDS 雜交

反應溶液(Genisphere Inc.)及 60μl nuclease free water 混合均勻，於 80℃作

用 10 分鐘後，與晶片於 65℃進行雜交反應。反應 2 個小時後再次進行晶

片清洗，清洗步驟與前述相同。接著利用微陣列晶片掃描機(Agilent 
Technologies) 掃描晶片後，再利用 Feature Extraction 軟體 (Agilent 
Technologies)將訊號強度轉換成數值以利後續數據分析及比較。 

4、建立新興呼吸道病毒的快速檢驗方法 

（1）新興病毒的基因資料收集及核酸引子設計 

至 NCBI 基因資料庫中收集已發表的各新興病毒序列，經由 MEGA5 序
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列分析軟體進行排比分析（alignment）[77]之後，針對病毒的具特異性的區

域進行目標基因設定，並以 SCPrimer 軟體進行 multiple alignment 核酸引子

對設計[78]。 

（2）檢體收集 

檢體包括定醫系統中疑似呼吸道感染之病患咽喉部位檢體，或通報呼吸

道感染重症，但例行性檢驗中檢測不出病原體的送驗個案，所使用的檢體依

照送驗程序中所採檢的檢體項目；病毒性合約實驗室無法檢測或無法分型的

檢體，均在低溫狀態下送至本局研究檢驗中心進行檢測。 

（3）病毒核酸萃取 

病毒核酸萃取方式以商業化試劑（包括 QIAGEN 的 QIAamp DNA Mini 
kit 、QIAamp viral RNA Kit）萃取，步驟依照試劑所建議的操作程序進行，

操作步驟簡述如下： 

A、QIAamp DNA Mini kit： 

a、20 µl proteinase K 與 200 µl 檢體混合，檢體混合液加入 200 µl AL，
於 56℃作用 10 分鐘。 

b、10 分鐘後作用完成，加入 200 µl 絕對酒精，通入 spin column，離心

8000 rpm 1 分鐘。 

c、丟棄離心液，將 column 置於新收集管中，加入 AW1 500 µl，離心

8000 rpm 1 分鐘。 

d、丟棄離心液，將 column 置於新收集管中，加入 AW2 500 µl，離心

14000 rpm 3 分鐘。 

e、將 column 置於以標示完整之 1.5 ml 離心管，加入 150 µl 之 DEPC 
水，於室溫下放置 3 分鐘，以 8000 rpm 1 分鐘離心，收集離心液，

置於-20℃備用。 

B、QIAamp viral RNA Kit： 

a、560 µl 之 carrier RNA+ AVL 混合液與 140 µl 檢體混合均勻，室溫靜

置 10 分鐘。 

b、10 分鐘後，加入 560 µl 絕對酒精，通入 spin column，離心 8000 rpm 
1 分鐘。 

c、丟棄離心液，將 column 置於新收集管中，加入 AW1 500 µl，離心

8000 rpm 1 分鐘。 

d、丟棄離心液，將 column 置於新收集管中，加入 AW2 500 µl，離心

14000 rpm 3 分鐘。 

e、將 column 置於以標示完整之 1.5 ml 離心管，加入 50 µl 之 DEPC 水，

於室溫下放置 3 分鐘，以 8000 rpm 1 分鐘離心，收集離心液，置於-20℃
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備用。 

（4）核酸引子對專一性分析 

針對各新興病毒與目前所有呼吸道病毒所設計的核酸引子對包括

humun metapneumovirus、human coronavirus HKU1、NL63、OC43、229E、
HBoV、human polyomavirus WUPyV、KIPyV、MCPyV 及 influenza A virus、
influenza B virus、RSV、adenovirus、parainfluenza virus 1~3 等，進行 PCR
連鎖反應，確認核酸引子對不會夾出對目標病毒以外的基因片段。 

（5）核酸定序 

利用 ABI 3130xl sequence analyzer 進行核酸序列的分析。以 BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（AB applied biosystem company）試劑組

進行定序。操作程序依照試劑組建議進行，將 BigDye Terminator v3.1 與 5X 
buffer 依照分析片段比例混合後，加入 1 µl 反應核酸引子，再加入 2 µl 純化

之 cDNA 模板之後，以 95℃5 秒、60℃ 4 分鐘進行 25 個循環的反應。之後

以 100％酒精沉澱後風乾，再將反應產物溶於 HiDi-Formamide 後，加入 96
孔反應盤上機。 

（6）序列比對及分析 

得到的序列至 NCBI 基因資料庫進行 BLAST 之後，確認病毒種類，並

將序列與已發表的新興病毒進行序列排比與分析，以了解台灣病毒與其他已

發表序列間的相似性及演化分析。 
5、病毒檢測陰性檢體之新興/再浮現病毒檢驗之開發 

（1）檢體來源 
  A、病毒合約實驗室無法分型之腸病毒檢體 

B、症狀通報、群聚事件而檢測為陰性檢體 
（2）分生檢測 

A、來自病毒合約實驗室之檢體，以小 RNA 病毒科為主要目標 
a、EV CODEHOP [92]：針對腸病毒 VP1 區域設計出適合的 primers。首

先進行反轉錄反應，取 5μl 的 RNA，加入 5× PCR buffer，10 μM primer 
mix ( primers AN32, AN33, AN34, and AN35 )，加入 20 U Rnasin，100 
μM dNTP、0.01 M DTT、100 U of SuperScript II reverse transcriptase 
( Invitrogen )，混合均勻後，反應在 22℃, 10 分鐘; 42℃, 60 分鐘; 95℃, 
5 分鐘。得到 10 μl 的 cDNA，進行 PCR1 反應，2× PCR buffer、200 μM  
dNTP、50 pmol primers 224 and 222，0.5 U Taq DNA polymerase 
( Invitrogen )，補足水至 50μl，混合均勻，PCR 反應條件為 95°C 30
秒, 42°C 30 秒, 60°C 45 秒，共 40 個循環，產物大小約為 700bp。接著

要進行第二次 PCR 反應，取出 1μl PCR1 產物，加入 40 pmol primers 
AN89 and AN88、 200 μM dNTP、 2.5 U Taq DNA polymerase 
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( Invitrogen )，總體積為 50μl，PCR條件為 95°C 30秒, 60°C 20秒, 72°C 
15 秒，40 個循環反應，之後進行電泳分析，產物大小約為 320bp。 

        b、HPeV real-time RT-PCR [43-45]：以 ABI 7900 來作分析，取 5μl 的
RNA 加到 Taq Man one-step RT-PCR 混合反應液（reaction mix）中，

其中引子的濃度為 400nM , 螢光標的的探針濃度為 200nM。反轉錄

作用為 48℃ 30 分鐘，接著為活化 AmpliTaq DNA 聚合脢 95℃ 10 分

鐘，再進行 PCR 反應 40 個循環：denature 為 95℃ 15 秒，

annealing-extension 為 60℃ 1 分 鐘 ， 螢 光 訊 號 的 收 集 於

annealing-extension 的步驟，並以 ABI Prism SDS 軟體進行分析。引子

設計增幅的區域範圍是在  Parechovirus 的高度保守的基因片段

5＇UTR 區域。 
B、症狀通報、群聚事件而檢測為陰性檢體 
a、使用 MediPro 磁珠自動化操作平台，將 200μl 的原始檢體或病毒培

養液，置入自動盤之裂解液中，將自動盤放置於操作平台，機器將利

用包覆二氧化矽的磁珠表面帶有氫氧基，能吸附帶負電之核酸分子，

經過檢體與裂解液反應吸附後，以清洗液去除雜質，最後溶出 100μl
核酸。製備的病毒核酸可用於反轉錄及聚合酵素鏈鎖反應。 

b、Aichivirus RT-PCR 分析 [93]：病毒 RNA 萃取液 5μL 為模板，加入

20μL QIAGEN One-Step RT-PCR pre-mix，含有 1X Q-Solution、1X 
One-Step RT-PCR反應緩衝溶液、1μL反轉錄聚合酶混合酵素、0.4 mM 
each dNTP、8 U RNase 抑制劑（invitrogen Cat. No. 10777-019）及 
0.4μM 每個分析引子 (Ai6261/ Ai6779)，作 3C-3D 片段序列之

RT-PCR。反應條件：於 50℃ 30 分鐘反轉錄作用，之後 95℃作用 15
分鐘，PCR 熱循環 denaturation 94℃ 30 秒、annealing 55℃ 30 秒、

extension 72℃ 1 分鐘，共 40 個 cycle，最後 extension 72℃ 7 分鐘。再

以 RT-PCR 產物 2.5μL 為模板進行 nest PCR，加入 22.5μL PCR 
premix，含有 1X QIAGEN HotStarTaq Master Mix 及 0.4 μM 每個分

析引子(C94b/ 246k)，作 3C-3D 片段序列之 nest PCR。將 PCR 產物進

行電泳分析，得到陽性反應之 PCR 產物約 266bp，進一步做片段序列

分析。 
c、Astrovirus RT & PCR [94]: 病毒 RNA 萃取液 5μL 為模板，加入 1μL 

10μM 隨機引子及 2μL 20mM dNTP 於 70℃ 作用 10 分鐘後，馬上

將反應管置於冰上 1 分鐘後；再加入單管 RT 混合液，內含 200U 反轉

錄酵素、20U RNase 抑制劑及反應緩衝溶液，反應總體積為 20μL。
於 25℃作用 10 分鐘，50℃ 50 分鐘反轉錄作用，之後 85℃作用 15 分

鐘。。以 RT 產物 2μL 為模板，加入 11.5μL PCR premix，分析引子

Mon269 及 Mon270。反應條件：先 95℃denaturation 作用 5 分鐘，熱

循環 denaturation 94℃ 1 分鐘、annealing 50℃1 分鐘、extension 72℃ 1
分鐘，共 30 個 cycle，最後 extension 72℃ 7 分鐘。將 PCR 產物進行
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電泳分析，得到陽性反應之 PCR 產物約 449bp，進一步做序列分析。 
d、Sapovirus PCR [95]: 取 RT 產物 2μL 為模板，加入 23μL PCR premix，

分析引子對為 SaV124F、SaV1F、SaV5F、SV-R13 及 SV-R14。反應條

件：先 95℃denaturation 作用 5 分鐘，熱循環 denaturation 94℃ 30 秒、

annealing 50℃ 30 秒、extension 72℃ 2 分鐘，共 40 個 cycle，最後

extension 72℃ 7 分鐘。以第一次 PCR 產物 1μL 為模板，加入 24μL 
PCR premix，分析引子 1245Rfwd/ SV-R2。進行 capsid 基因片段 nest 
PCR，將 PCR 產物進行電泳分析，得到陽性反應之 PCR 產物約 430bp，
進一步做序列分析。 

f、Salivirus/Klassevirus PCR [96]: 以 cDNA 產物 1.5μL 為模板，加入

23.5μL PCR premix，含有 1X QIAGEN HotStarTaq Master Mix 及 0.4 
μM 每個分析引子(SAL-F1/ SAL-R1)，作 3C-3D 片段序列 PCR，先

95℃denaturation 作用 15 分鐘，熱循環 denaturation 95℃1 分鐘、

annealing 55℃ 1 分鐘、extension 72℃ 1 分鐘，共 40 個 cycle，最後

extension 72℃ 7 分鐘。以第一次 PCR 產物 1μL 為模板，加入 24μL 
PCR premix，含有 1X QIAGEN HotStarTaq Master Mix 及 0.4 μM 每
個分析引子(SAL-F2/ SAL-R2)，作 3C-3D 片段序列 nest PCR，先 95℃ 
denaturation 作用 15 分鐘，熱循環 denaturation 95℃ 45 秒、annealing 
57℃ 45 秒、extension 72℃ 1 分鐘，共 40 個 cycle，最後 extension 72℃ 
7 分鐘。將 PCR 產物進行電泳分析，得到陽性反應之 PCR 產物約

390bp，進一步做片段序列分析。 

6、立克次體核酸及抗體快速檢驗試劑之開發 

（1）基因重組蛋白質之製備與純化：主要以大量表現於恙蟲病立克次體細

胞膜上的蛋白質 TSA-56kD 為標的，構築質體（plasmid），表現其基因重

組蛋白質。由於大腸桿菌( Escherichia coli ) 可提供便宜、快速且能大量

生產蛋白質的多種優點，故採其表現重組蛋白質。首先利用 PCR 得到

TSA-56kD gene DNA 片段，將這些片段選殖至 pET 表現系統(Novagen)，
產生 N 端（或 C 端）為 His-tag 的重組蛋白質。將 plasmid 構築完成後，

轉殖至蛋白質表現系統 BL-21（DE3），以 1 mM IPTG 誘導標的蛋白質產

生。抽取該菌液蛋白質後，利用 AKTA 液相色層分析儀（LPLC）將不同

分子量分子加以分離，再將純化後收集之蛋白質溶液混合後，以梯度透

析及 PEG 濃縮等方法，得到純化之重組蛋白質。再利用 mAb against 
His-tag(正對照組)、老鼠抗立克次體單株抗體等，決定重組蛋白質是否帶

立克次體抗原決定位置(Western blot, Immuno- precipitation)，再大量表現

純化之。並利用 ELISA 的方法評估其發展 ELISA 及 ICT 檢驗試劑之可

能性，並將有潛力的各種重組蛋白質片段，做適當的混合(cocktail)，製

成更高靈敏度、高專一性的酵素免疫診斷試劑。 

（2）融合瘤之製備：將 5 至 6 週齡之 BALB/c 雌性小鼠經由腹腔內或皮下
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注射約 20-50 μg 的 TSA-56kD 重組蛋白質，加等體積之 Freund＇s 
complete adjuvant（Sigma）。分別間隔三週後，使用相同抗原，再追加免

疫注射二次，但改用 Freund＇s incomplete adjuvant。第四次免疫時，採

用靜脈注射，使用不加佐劑之抗原。免疫四次後之小鼠抽取其尾巴血，

以 ELISA 測定血清中抗 TSA-56kD 抗體之效價。將高效價小鼠之脾臟細

胞以無菌技術取出後和 FO 骨髓瘤細胞在含有 PEG 之溶液中融合，在經

含有 HAT 之培養液篩選會分泌抗 TSA-56kD 之抗體的融合瘤細胞用

ELISA 免疫酵素法挑選出來，以限制稀釋法進行單一細胞培養成單株細

胞，再重覆進行 ELISA 篩選出分泌抗 TSA-56kD 單株抗體的融合瘤細胞

株。FO 細胞應於細胞融合前 4~7 天增殖培養，使 FO 細胞在細胞融合當

天的生長處於對數期 (log phase)，且細胞數目要在 3×107以上。取出小鼠

的脾臟細胞直接以 Incomplete RPMI 培養液清洗 3 次後，將它和 FO 骨髓

癌細胞混合，在 50 ml 離心管中小心把細胞離心下來，倒去上清液後以

殘留的 RPMI 把細胞打散，放在 37℃內保溫準備加入 PEG 1500 
(polyethylene glycol) 進行細胞融合。在 1.5 分鐘內慢慢加入 1.5 ml PEG，

同時一邊輕輕搖動讓 PEG 均勻的混合細胞。靜置 1.5 分鐘，然後在 5 分

鐘內加入 5 ml RPMI，邊加邊混勻；再於 2 分鐘內加入 20 ml RPMI。離

心去掉上清液後輕輕加入 45 ml HT medium ( hypoxanthine (H) and 
thymidine (T) )並均勻懸浮細胞，把細胞均分到 6 片 96 孔培養盤中，每孔

加約 2~3 滴（約 75 ul）。第二天起加入等量的 H2AT medium （H – 
hypoxanthine； A – aminopterin； T - thymidine）。第三天起置換 75 ul 
HAT medium，每 3-4 天置換一次，當控制組的 FO 細胞死亡後，置換成

75 ul HT medium，每 3-4 天置換一次。最後每孔只剩下 1 或 2 個穩定細

胞群落，再以 ELISA 篩選抗體效價較高者，將該細胞株稀釋重新平分到

96 孔細胞培養盤中（每孔中只含有一個細胞），待其生長成群落後再用

ELISA 篩選抗體效價較高者而得到的單株融合瘤，經大量培養後，保存

至液態氮中。 

（3）單株抗體之篩選：以 ELISA 方法檢測單株抗體的效價及專一性。ELISA
檢測系統的專一性及靈敏度皆高，且與動物抗體中和效價測定法相比

較，兩者結果相符合，故採用 ELISA 方法作為快速篩選抗體之檢測系統。

首先將純化出之 TSA-56kD 重組蛋白質抗原，用 pH9.6 carbonate buffer
吸附在 96 microwell immunoassay strips，4℃隔夜後，以 1% BSA 進行

Block ， 37℃ 反 應 一 小 時 ， 清 洗 3 次 後 ， 加 入 以

PBS-0.5%Tween20-1%BSA-2.5%NRS 適當稀釋之待測檢體及陽性、陰性

控制組，放置於 37℃保溫箱中震盪半小時。清洗 3 次，再加入 Goat 
anti-mouse IgG-alkaline phosphatase conjugates 二次抗體，作用於 37℃保

溫箱中震盪半小時，清洗 3 次。最後，每孔中加入 100ul pNPP 呈色劑，

放置於室溫暗處，呈色反應約一小時，以 ELISA 吸光儀讀取波長 405nm
及 620nm 吸收光。 
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（4）抗體之製備、純化與分析：單株抗體以 BALB/c 小白鼠之腹水方式生

產，再以 protein A sepharose 4B Fast Flow 親和力管柱(Pharmacia Biotech)
純化。 

（三）流感病毒與腸病毒、腹瀉病毒基因資料庫的建置及防疫應用 

1、病原微生物基因體資料庫對外開放網站暨分析平台的建置與更新 

（1）依據使用者之使用建議或功能需求，定期更新或新增系統功能。 

（2）更新統計報表介面，方便進行資料庫中序列以及流行病學資料數目的

統計，並可計算使用者登入情況。 

（3）為了因應各種類型的基因資訊儲存，除了現有之核酸序列，亦包括新

式基因分型資訊，規劃設計適合的資料上傳及儲存模式。 

（4）目前規劃病原體基因資料庫開放的原則為前半年完成之序列與對應流

行病學資料，如：採檢日、性別與年齡，除了本局提供的資訊外，也

將 WHO 公佈之流感疫苗資訊以及國際上相關病原體序列資訊存入資

料庫中，如：國際間最知名的資料庫 NCBI，以便使用者瀏覽分析，進

行不同條件的搜尋比對或者是在不同資料庫內進行搜尋，不但可以增

加使用者的操作便利性，亦可節省比對所需的時間。 

（5）更新與新增分析功能，除更新現有之即時比對、多序列排列、親緣樹

狀圖繪製、及腸病毒 71 型與流感病毒分型功能之外，亦設計新的序列

分析相關功能。 

（6）增加相關資源項目，提供使用者常見的網路資源連結、參考文件及工

具軟體下載使用。 

（7）使用者若需要完整資料須向權責單位依本網站所提供病原體基因資料

序列申請規範文件來申請，其申請內容包含計畫摘要表和使用協議

書，而申請者利用本資料發表之有關論文或著作，應詳細書明資料出

處。 

2、腸病毒與流感病毒、腹瀉病毒基因的分析流程 

（1）將合約實驗室送檢病毒株進行病毒再培養、入庫保存。 

（ 2）進行病毒核酸的萃取、反轉錄酶及聚合酶連鎖反應  (Reverse 
Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)、PCR 產物純化以及

Cycle Sequencing 等，進行核酸染劑純化後上機 (現有機型為 ABI 3730
核酸定序儀) 進行序列判讀，最後進行序列修補及比對分型。 

（3）挑選病毒核酸序列，連同自國內外資料庫下載的參考病毒株序列，使

用 BioEdit 軟體進行多序列排列比對。 

（4）將整理過後的序列進行各序列位點變化的分析，並將變異程度較大或

者是抗原決定位的位點進行分析。 
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（5）使用 ClustalW2 套件或於本機使用 Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) version 4 來進行親緣樹狀圖的繪製，藉以確認所流行

的病毒株之基因型別與各國病毒株之親緣關係。 

（6）合併流行病學資料分析流行之病毒株的來源、基因型別變化、傳播過

程、或演化速率等。 
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三、結果 

（一）未知/新興傳染病監測 

1、肺炎重症監測結果 

自 2010 年 1 月至 2011 年 10 月止，各醫院共通報 209 名肺炎重症個案，

包括 2010 年 89 名及 2011 年 120 名，至今已完成 186 名個案之病歷回顧及 2010
年 1 至 9 月間共 63 名個案之研判。 

在完成個案研判之 63 名個案中，有 27 名(43%)因非社區性肺炎等因素不

符收案條件而被排除，餘 36 名個案納入最終分析。個案年齡中位數為 54 歲，

男女比為 1.8:1，有三分之二個案於病歷中記載有潛在性疾病，其中以糖尿病

(28%)為最多。所有個案均入住加護病房，死亡率為 50%，其他基本及臨床資

料詳見表四。 

36 名個案中，有 22 名(61.1%)有檢出病原體，包括兩名個案同時檢出兩種

以上病原體。檢出病原體包括病毒(n=14)、細菌(n=7)、分枝桿菌(n=1)及真菌

(n=2)，詳列如表五。根據研判，17 名個案有確定病因，2 名個案有極可能病

因，5 名個案有可能病因。 

比較 18 名死亡個案與 18 名存活個案，可見兩組在潛在疾病、住院天數、

重症治療及病原體檢驗結果方面均無顯著差異(表六、七)。 

針對 14 名符合收案條件但檢驗均陰性之個案，篩選出其中年齡較輕(<65
歲)、病況嚴重(死亡)且採檢日距發病日較近的個案共 14 名，利用其呼吸道檢

體進一步進行 microarray，然並未檢出其他病原體。 

2、腦炎重症監測結果 

自 2010 年 1 月至 2011 年 10 月止，各醫院共通報 94 名腦炎個案，包括 2010
年 31 名及 2011 年 63 名，至今已完成 53 名個案之病歷回顧及 2010 年間 29 名

個案之統計。 

29 名腦炎個案之基本及臨床資料如表八，其中 9 名(29%)檢驗陽性，研判

具有確定(n=4)、極可能(n=4)或可能(n=1)病因。確定病因包括 influenza A、HSV
與 echovirus type I。 

3、腺病毒肺炎重症個案監測結果 

自 2010 年底起，實驗室即發現數名通報肺炎重症個案病患，其呼吸道檢

體均分離出腺病毒；同時間通報法定傳染病流感重症肺炎之病患，亦有多名於

呼吸道檢體中分離出腺病毒。佐以本局病毒合約實驗室的監測資料，研究團隊

發現在 2011 年有一波社區腺病毒流行，遂針對此波流行之腺病毒肺炎個案進

行病歷回顧及病毒分型。 

自 2010 年第 40 週起至 2011 年第 17 週止，共有 34 名腺病毒肺炎個案納

入研究，其基本資料詳列如表九。病毒分型結果顯示其中 50%(n=17)為第三型

腺病毒，35.3%(n=12)為第七型腺病毒，14.7%(n=5)為第二型腺病毒。第二型腺
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病毒感染造成之肺炎重症較易發生於具有潛在疾病之個案(p<0.01)，且個案年

齡較大(p<0.01)，第三型腺病毒感染之個案較常有接觸史(p<0.05)。分型比較詳

列於表十。 

利用未知感染原肺炎重症之檢驗，在 34 名腺病毒肺炎之個案中，有 18 名

(52.9%)可找到其他確定或極可能病因，包括 influenza A，Haemophilus 
influenzae，Mycoplasma pneumoniae 等，詳列於表十一。 

4、建立檢體檢驗流程：檢體檢驗流程如圖一。咽喉病毒拭子液、痰液、肺泡

沖洗液、CSF、組織等利用 multiplex real-time RT-PCR 檢驗，另痰液與 CSF 等

檢體進行細菌培養。 

5、檢體生物材料庫的建立： 100 年 1 月至 10 月底，共計 131 個肺炎重症通

報個案，407 個檢體，131 個案中 79 個(60%)檢驗出病原體，包含檢驗出病毒

有 50 例（兩例同時感染兩種病毒）、檢驗出細菌或真菌 43 例，同時檢驗出病

毒與細菌或真菌者有 14 例。檢出病原體名稱如表十二。未知感染原及腦炎通

報共計 82 個案，227 個檢體，82 個通報個案中 16 個個案驗出病毒，檢出率

19.5 %。檢出病原體名稱如表十三。 

（二）未知/新興感染原檢驗技術平台的開發 

1、已建置 multiplex PCR/RT-PCR 檢測系統: 

包 含 influenza virus, parainfluenza virus, rhinovirus, human 
metapneumovirus, herpes simplex virus (HSV) 1 and 2, VZV, CMV, HHV6, 
bocavirus, enterovirus, coronavirus, parvovirus B19, respiratory syncytial virus 
(RSV), parechovirus, chikungunya, Japanese encephalistis, dengue virus, 
Toxoplasma gondii 以及 Borrelia。100 年 1 月至 10 月底，共計 131 個肺炎重

症通報個案，其中呼吸道檢體，使用病毒 multiplex PCR/RT-PCR 檢測套組(包
含 influenza A, influenza B, RSV, adenovirus, metapneumovirus, rhinoviruses, 
HSV1, HSV2, CMV, parainfluenza type1, 2, 3, 4, coronavirus 
229E/OC43/NL63/HK, human bocavirus, HHV6, HPeV, VZV, enterovirus 等 22
個病毒檢測)，131 個案中 79 個(60%)檢驗出病原體，包含檢驗出病毒有 50 例

（兩例同時感染兩種病毒）（表十二）。100 年 1 月至 10 月底，共計 82 個腦炎

或未知感染原通報個案，其中血清、病毒拭子、組織及腦脊髓液檢體使用病

毒 multiplex PCR/RT-PCR 檢測套組 (包含上述呼吸道 22 個病毒，加上

parvovirus B19, chikungunya, Japanese encephalistis, dengue virus, West Nile 
virus, hendra virus, Nipah virus, Toxoplasma gondii 以及 Borrelia 等 31 種病原

檢測)，82 個案中 16 個(19.5%)檢驗出病原體（5 例同時檢測出兩種以上病毒）

（表十三）。 

2、檢測病毒合約實驗室通報 enterovirus，生材科無法進行 PCR 或序列分析之

檢體：收集 2009 年 7 月至 2010 年 7 月病毒合約實驗室通報 enterovirus，生

材科無法進行 PCR 或序列分析之檢體共 66 個，三例 CODEHOP 陰性檢體經

multiplex PCR/RT-PCR 檢測套組分析得到 chikungunya virus, adenovirus 及
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rhinovirus（表十四）。另一有 CPE 但 PCR/RT-PCR 檢測套組無法分析之檢體，

將以 high throughput sequencing 進行檢測分析。 

3、高通量定序：病毒合約實驗室送至本局之病毒培養呈現cytopathic effect 
(CPE) 陽性，但multiplex PCR/RT-PCR無法檢測出病原之檢體，續由高通量

定序檢測系統分析，刻正進行中。 

4、微陣列晶片：TWCDCChip 病原體微陣列檢測晶片更新第三版， 總計 32,264
條探針，包含 55 科 1,070 種病毒, 31 屬細菌與 6 屬寄生蟲之序列。2011 年

增加檢測出 human metapneumovirus, aichi virus, human parechovirus，累計經

實際實驗確認已可檢測出 32 種病毒，包含 adenoviruses, enteroviruses-EV71, 
rhinoviruses, influenza A H1N1, H3N2 viruses, influenza B virus, rotaviruses, 
norovirus, dengue virus type 1-4, yellow fever virus, West Nile virus, Japanese 
encephalitis virus, chikungunya virus, coronavirus, human cytomegalovirus 
(CMV), human respiratory syncytial virus (RSV), human parainfluenza virus 
type 1, 2, herpes simplex virus type 1 (HSV1), TT virus, mammalian 
orthoreovirus, cardiovirus, human metapneumovirus, HIV, HCV, HBV, EBV, 
aichi virus, human parechovirus。2011 年，將 20 例 multiplex real-time RT-PCR
檢驗陰性者，進行微陣列晶片檢測，仍無法發現其他病原體。 

2011 年 本 局 與 美 國 LAWRENCE LIVERMORE NATIONAL 
LABORATORY(LLNL)合作，使用其 pan-Microbial Detection Array (MDA)的
晶片與分析系統 (LLNL-MDA 病原體微陣列檢測晶片第二版)，分析 38,000
個病毒序列(約 2200 種病毒)和~3500 個細菌序列(約 900 種細菌)，設計的探

針數目為每條病毒序列 10 個以上探針，細菌序列 15 個以上探針，總計約

72,000 條探針，探針序列儘可能除去與人類染色體序列反應之區域。測試

influenza A H1N1 virus, adenovirus type 7 與 Aichi virus 陽性樣品，皆可正確

檢測如圖二。  

5、建立新興呼吸道病毒的快速檢驗方法 

（1）目標基因片段選取及偵測之核酸引子對設計 

將各 alignment 好的病毒選擇序列保守性較高的基因片段，設計小於 500 
bp 以下的目標基因片段，進行核酸引子對設計。各病毒的目標基因片段經設

計結果，HBoV 病毒所選擇目標基因位於 NS gene 基因片段；HCoV-HKU1、
HCoV-NL63、HCoV-OC43 以及 HCoV-229E 選擇位於 polymerase gene 基因

片段；KIPyV 病毒、WUPyV 以及 MCPyV 病毒則均選取位於 VP1 gene 片段

做為目標基因。經由 multiplex PCR 進行核酸引子專一性檢測，結果如圖三

所示，針對各病毒的專一性效果良好。 

（2）新興病毒的同步偵測 

為加強提高臨床檢體的靈敏度，以及面臨臨床檢體可能具有一種以上的

病毒同時感染(dual infection)的情形，我們將各病毒已完成最佳化的核酸引

子，以 suspension array 的方式建置多重病毒同步偵測平台，將各專一性的
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核酸引子分別標記螢光後，經由設定 PCR 條件，在完成增幅反應後以電腦

系統判讀螢光數值，透過計算而判定檢測結果。PCR 複製反應條件經測試

後設定為 RT 50℃ 40 分鐘，之後以 94℃ 30 秒進行 template denature，再以

94℃ 30 秒、52℃ 1 分鐘、72℃ 1 分鐘的條件進行 15 個循環的第一階段複製

反應，之後以 94℃ 15 秒、70℃ 90 秒進行 6 個循環的第二階段增幅反應；

再以 94℃ 15 秒、52℃ 15 秒以及 72℃ 15 秒進行第三階段的 PCR 產物複製，

最後以 72℃ 3 分鐘進行最終延長（final elongation），結果顯示各病毒標準品

的監測可提高至 1-10 copies/25 µl 的靈敏度，更提高臨床檢體的檢出率，而

各新興病毒的詳細專一性及靈敏度的偵測結果，整理如表十五所示，除包括

WUPyV、KIPyV 以及 MCPyV 等部分病毒以外，靈敏度均可達 1-10 
copies/μl，大幅提升檢測靈敏度。 

（3）2011 年呼吸道感染檢體檢測結果 

將 2011 年截至 10 月 31 日止之疑似呼吸道感染檢體以建置之呼吸道多

重病毒偵測平台進行呼吸道病毒檢測。共計 3299 支待測檢體中，檢測出包

括流感病毒、腺病毒、副流感病毒、單純疱疹病毒，以及呼吸道融合病毒，

等例行性呼吸道檢測病毒，同時也檢測到包括 HCoV-HKU1 病毒，

HCoV-NL63 病毒、HCoV-OC43 病毒、HCoV-229E 病毒以及 HBoV 病毒，

肺間質病毒(human metapneumovirus)等新型病毒，詳如表十六所示。整體而

言呼吸道病毒的檢出陽性率為 3.82 %，其中去除送驗為血清檢體，在咽喉拭

子、痰液以及鼻腔沖洗液等較可能採檢至病原體的檢體共計 403 支檢體中，

共有 126 支陽性的檢體被檢出，檢出率達到 31.27 %，而其中新興病毒陽性

率約佔其中的 11.8 %，顯示新興呼吸道病毒的檢測方法，可協助解決具有呼

吸道病徵的患者檢體中，原本分離不出病原體的窘境，同時也顯示新興病毒

在台灣地區確實有存在。 
6、病毒檢測陰性檢體之新興/再浮現病毒檢驗之開發 

（1）病毒合約實驗室無法分型之腸病毒檢體 

由各合約實驗室經細胞培養分離出無法分型之病毒，經生物材料科收集

病毒株，初步以分子檢測法，仍有未能分析出型別之病毒，2010 年共 76 件，

2011 年至 10 月完成分析共 52 件。此檢體來源為腸病毒監測系統中，疑似腸

病毒之臨床症狀，經定點醫師採檢臨床檢體，其種類大部分為咽喉拭子。以

腸病毒 CODEHOP－RT semi-nested PCR 進行檢測，發現這兩年檢體中，最

多的病毒為 CA 9 有 45 件，次之為 HRV ( Human Rhinovirus) 有 27 件，CA 24
有 9 件，CA 21 有 7 件，Echo 9 有 5 件，EV68 與 CB2 各兩件，各一件的有

CA6、CA10、CB4、Echo 3、Echo 7、Echo 25 與 EV71。EV71 病毒經 NCBI
序列比對，與 2010 年英國與日本相繼分離出之 EV71 序列最為相近( 98% )，
為 C2 之基因亞型。CA 9 病毒於 2010 年至 2011 年有一小波之流行，而現行

分子檢測法對於 CA 9 的敏感度偏低，因此成為本次分析檢體中，最常見之

無法分型腸病毒（圖四）。 
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（2）症狀通報、群聚事件而檢測為陰性檢體 

透過今年通報腹瀉群聚或食物中毒採檢之糞便檢體，以常規檢驗諾羅病

毒與輪狀病毒為陰性結果後，共挑選 212 件糞便檢體，分別進行腹瀉新興病

毒: aichivirus、astrovirus、sapovirus 與 salivirus/klassevirus 之 RT-PCR 或 nest 
PCR。 

陽性數如下:aichivirus陽性 1支，astrovirus陽性 1支，sapovirus陽性 18
支，salivirus 陽性 2 支。sapovirus 有兩支為醫院通報食物中毒之零星個案，

其餘 16 支分別為 5 起群聚事件，2 起為醫院內病房之腹瀉群聚，3 起為國小

及托兒所之群聚事件，平均發病年齡為 30.3 歲（最小 6 歲，最大 71 歲）。

發生月份分別為 2 月有 3 起事件，發生於宜蘭縣、新北市與嘉義縣，3 月有

一起發生於宜蘭縣，4 月一起發生於台北市。國內 sapovirus 主要型別為

GI/2，2 月份一起嘉義縣之國小群聚型別為 GI/3，兩個零星個案之基因型別

則分別為 GI/3 與 GV 型（圖五、表十七）。 
  7、立克次體核酸及抗體快速檢驗試劑之開發 

（1）表現 Orientia tsutsugamushi Karp, Gilliam 及 Kato TSA-56kD 基因之片

段或全長的重組蛋白質：由於台灣恙蟲病立克次體之基因型別複雜，為

提高恙蟲病 ELISA 檢驗之靈敏度，除了表現 Karp strain 之重組蛋白質

外，亦表現 Gilliam 及 Kato TSA-56kD 基因之片段的重組蛋白質。本研

究所使用的含 TSA-56kD 基因之片段或全長的重組蛋白質之質體(圖
六)，為 96 年研究計畫已產出者，本研究應用此質體加以改良並重新表

現 及 純 化 TSA-56kD 重 組 蛋 白 質 。 表 十 八 所 示 為 利 用 Karp 
TSA-56kD-(kp2-5), Gilliam TSA-56kD-(g2-4)及 Kato TSA-56kD-(kt2-4)基
因片段的重組蛋白質與恙蟲病陽性及陰性病例血清檢體之測試結果。顯

示此三種重組蛋白質均可與恙蟲病陽性血清作用，可作為免疫小鼠之抗

原來源，以生產抗恙蟲病立克次體之單株抗體，並利用此三種重組蛋白

質篩選單株抗體。 

（2）產生抗 TSA-56kD 之單株抗體與專一性測試：表十九為以 Karp 
TSA-56kD-(kp2-5), Gilliam TSA-56kD-(g2-4)及 Kato TSA-56kD-(kt2-4) 
三種重組蛋白質免疫小鼠所產生之單株抗體，以不同重組蛋白質[包括恙

蟲病立克次體 Orientia tsutsugamushi (kp2-5, kt2-4, g2-4, kp1-5)、地方性斑

疹傷寒立克次體 Rickettsia typhi (OmpB-1), 斑點熱立克次體 Rickettsia 
japonica (OmpA-28fa), 斑點熱立克次體 Rickettsia conorii (OmpB-f)]作專

一性測試分析。由表中可見單株抗體 1B8，5C3-6 及 5C3-1 只對恙蟲病

立克次體(kp2-5, kt2-4, g2-4, kp1-5)之重組蛋白質具有專一性，對地方性

斑疹傷寒及斑點熱立克次體重組蛋白質則無親和性。 

（3）恙蟲病 Capture IgM/IgG ELISA 之建立：在 Goat Anti-human IgM/IgG 
coated plate 加入 100　uL，1:100 稀釋之恙蟲病確定病例陽性及陰性成對

血清檢體，37℃作用 30min，倒去血清，清洗後，加入 1B8 單株抗體腹



 26

水(最終濃度 1:1000)與 kp2-5, kt2-4, g2-4 重組蛋白質 (最終濃度各為 1 
mg/mL)混合液， 37℃作用 30min，倒去血清，清洗後，加 Goat 
anti-mouse-alkaline phosphatase，37℃作用 30min，加 pNpp 呈色。表二十

為 Capture IgM/IgG ELISA 所得的結果，顯示 1B8 單株抗體與恙蟲病立

克次體(kp2-5, kt2-4, g2-4, kp1-5)之重組蛋白質可應用於偵測恙蟲病病人

血清之 TSA-56kD 抗體。 

（三）流感病毒與腸病毒、腹瀉病毒基因資料庫的建置及防疫應用 

1、病原體基因資料庫對外開放網站暨分析平台之維護與新增：  

（1）已建立之基因資料庫功能及應用： 

A、網站最基本且最重要的「序列資料比對」功能，藉由序列資料比對，

可得知與台灣或世界各國的序列資料之相似程度，並可初步判斷此病

原體種類及型別，或探知是否為新型的未知病原體。例如 2009 年時，

便利用序列比對確認國內首例新型流感重症病例。而「多重序列排比

及親緣樹狀圖之繪製」功能可以繪製親緣樹狀圖來更進一步分析序列

彼此間的親緣關係。 

B、「序列引子設計」功能採用 Primer3 套件，使用者僅需上傳序列及設定

參數後即可計算出合適的引子，並可下載結果報表作為研究參考。 

C、「腸病毒 71 型病毒亞型比對」以及「流感病毒疫苗株比對」功能，使

用者經由單筆序列或者大量資料批次輸入並比對後，分別可得知腸病

毒 71 型病毒之基因亞型或者是流感病毒疫苗株型別。我們定期更新

WHO 建議流感病毒疫苗株之序列資料 (2 月份公佈北半球建議疫苗

株，9 月份公佈南半球建議疫苗株)，以達到序列比對的準確性。 

D、「流病資料或序列資料查詢」，本資料庫彙整序列資料以及流行病學資

訊，使用者可以年份、月份、流病資料類別的下拉選單查詢系統目前

收錄的流行病學資料 (包括流水號、病人編號、年齡、性別、城市及

發病日等詳細資訊)、以及序列的詳細資訊報表 (包括序列編號、類型、

Virus、Locus、發病日等不同欄位)。截至 2011 年上半年，基因資料庫

儲存之病原體資訊共包含 2005 年至 2010 年間之流感病毒 10,943 筆、

腸病毒 9,353 筆、腺病毒 1,189 筆序列資料，對於基因演化分析或流行

病學分析皆具極高的參考價值 (圖七)。 

E、在資料庫的使用狀況部份，截至 2011 年 10 月為止，已有超過 370 位

的註冊者，以及超過 2,400 人次之登入次數與超過 2 萬 5 千的瀏覽次

數。註冊者的身份經過分析顯示約有 51%屬於各學校人員，顯示本資

料庫可以提供學術研究上的參考(圖八)。 

2、基因資料庫的防疫成效： 

（1）在今年擴充病原體相關資料之後，本資料庫的內容更加豐富，可對於

國內腸病毒、流感病毒、腺病毒研究有著重大幫助，如：影響國人甚鉅
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的腸病毒 71 型方面，我們經由序列資料的比對證實台灣地區 2006-2007
年間出現新引入的腸病毒 71 型 B5 以及 C5 亞型；2008 年初藉序列比對

確認當年腸病毒重症之病原體主要為腸病毒 71 型之 B5 基因亞型，與中

國大陸大流行之 C4 基因亞型不同，證實兩岸腸病毒疫情無直接關係，

並提出腸病毒可能大流行之預警；2010-2011 年主要流行亞型為 C4 基因

亞型，並由親緣樹狀圖得知與中國大陸病毒株相當類似，推測為其可能

傳播之來源。 

（2）流感病毒的部份則是可與 WHO 建議之流感疫苗株資料庫 (2 月份公佈

北半球建議疫苗株，9 月份公佈南半球建議疫苗株) 進行 BLAST 比對

或繪製親緣樹狀圖，藉此了解所比對序列的最相近疫苗株為何，除可分

析病毒株的亞型、確認病毒來源，還可初步判斷流行病毒株與建議疫苗

株的抗原性差異，亦可輔以抗體相關資料來評估疫苗保護力是否足夠，

對於流行趨勢的預測、疫苗株的研發選擇或防疫政策的制定都有相當大

的參考價值。 

（3）今年度新增加的流感病毒 NA 基因序列資料，可以作為抗病毒藥物 
(Neuraminidase 抑制劑) 之抗藥性產生的參考依據，例如序列比對後發

現 H275Y (N1)的胺基酸突變，即為已有抗藥性 (圖九)。 
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四、討論 

（一）未知/新興傳染病監測 

   新興/再浮現等重要傳染病病原體的偵測其重要性無庸致疑，而病原體需來

自於臨床檢體，因此，如何即時取得有意義之臨床檢體，乃是建立有效率監測系

統最重要的關鍵。 

     本計畫藉由主動監測，與有意願之臨床醫師合作，鼓勵其通報符合收案條件

之個案檢體送驗。自 2010 年至今，肺炎及腦炎收案數目均穩定上升，顯見此一模

式合作良好，目前收案數量亦符合實驗室量能。針對本年度肺炎重症、腦炎與腺

病毒肺炎計畫，分別討論如下。 

1. 肺炎重症監測 

     有部份肺炎個案於病歷回顧時發現並不符合收案條件。不符收案條件之原

因包括非「重症」肺炎(未使用呼吸器或未達 ARDS 標準)(16.9%)及非社區型肺

炎(10.7%)。此兩類個案雖的確有其診斷需求，然由於檢驗資源限制，本計畫

將以較具公共衛生重要性(public health impact)之社區型肺炎重症為主要監測

對象，日後將加強與臨床醫師溝通，盼能減少此兩類個案數量以增進檢驗效能。 

本計畫使用目前檢驗技術，有四成個案仍無法找到病因。此比例與先進國

家報告相仿，根據 Thomas 在 2003 年的報告，一般社區型肺炎有 17-48%無法

找到病因，嚴重社區型肺炎則有 19-70%無法找到病因。本計畫在 53%個案中

找到病原體感染之證據，包括 human enterovirus 68、parvovirus、human 
metapneumovirus、Legionella longbechae 等新興病原體，可見現今所使用之診

斷方法可彌補醫院端例行診斷之不足，並發現新興病原體。雖於研究期間並未

發現具公共衛生重要性之群聚事件，但我們相信此一診斷平台之存在，對及時

發現日後任何可能威脅國人健康之新興病原體，有相當程度的助益。 

2. 腦炎個案監測 

腦炎病患之臨床表現具特異性，但收案困難處在於必須要有腦脊髓液檢

體，才容易根據檢驗結果做出確定診斷，因此於 2010 年僅通報 31 名個案。2011
年間收案數目已達 2010 年之兩倍，可見收案系統已漸上軌道，日後將可累積

更多資料。 

本計畫使用目前檢驗技術，有七成個案仍無法找到病因，此比例與他國之

報告相近。Glaser 等人在 1998-2005 年收集 1570 名腦炎病患的研究顯示，有

63%個案無法找到病因，另外有 8%個案為非感染性病因造成之腦炎，主要以

免疫疾病為主。Granerod 等人在 2010 年的報告中統計 203 名腦炎病患，其中

42%可找到感染症病因，21%為免疫疾病，而 37%在進行所有檢驗後仍無法找

出病因。可見相當一部份之腦炎為免疫疾病所致，該類病患無法由目前計畫之

檢驗技術診斷，也因此腦炎個案之診斷率低於肺炎重症個案。此外，同一個案

腦脊髓液中病源體檢出率較呼吸道檢體或血清檢體為低，也是腦炎個案難以有

確定診斷的另一原因。 
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3. 腺病毒肺炎個案 

腺病毒是常見的呼吸道感染病原體，可於成人及孩童造成肺炎。本局合約

實驗室收集之呼吸道檢體中，每年均約有 10%會培養出腺病毒，但並未常規進

行分型。2011 年我們觀察到此一腺病毒流行，即利用本計劃之平台，配合本局

合約實驗室資料進行相關研究。顯示此一合作模式可有效應用於新興疫情，即

時進行資料收集與分析。 

台灣曾於 1999-2000 及 2004-2005 年間，發生過兩次社區型腺病毒流行。

但比較合約實驗室之病毒分離率，以本次流行之規模最大。腺病毒流行常見於

軍營及孩童，然在此次流行中，我們發現孩童(<5 歲)與成人(19-55 歲)個案各

佔約 45%，顯示當大規模社區流行時，成人與孩童一樣會受到腺病毒感染並造

成重症。另外，我們也發現線病毒與其他病毒同時感染之情形並不少見，顯示

當大規模社區流行時，腺病毒可經由單獨感染個案而造成肺炎，或加重其他病

原體造成肺炎之嚴重性。 
（二）未知/新興感染原檢驗技術平台的開發 

1、本年度通報腦炎及未知感染原個案：15 個為咽喉/肛門病毒拭子檢體，一 2
歲男童，其咽喉拭子同時檢出 HHV6、HHV7，HHV7 為初次出現於本計畫之

multiplex PCR/RT-PCR 檢測系統中，HHV6 與 HHV7 常造成三歲以下小孩感

染，並非罕見，且其血清中並無檢測出，因此是否與其腦炎症狀相關，須待病

例回顧完成。5 個血清檢體檢出病毒；1 個 CA9，2 個 CMV 以及 2 個 HPeV，

其中血清中檢出 CA9 為 1 個 2 歲女童。而血清中檢出 HPeV 之 2 個案其腦脊

髓液檢體中亦檢出 HPeV，且由同家醫院通報，其中是否有關聯須待病例調查

與型別比對後才可得知。上述個案之病例回顧皆在進行中，完成後將可協助了

解臨床症狀、檢測結果與疾病研判之關連度，以及評估本計畫未來的方向。 

2、建立新興呼吸道病毒的快速檢驗方法 

本計畫今年度建置之多重病毒同步偵測平台，經由與目前例行性檢驗常見

之呼吸道病毒包括 influenza virus、parainfluenza virus、adenovirus、HMPV、

RSV 以及已檢測到新興病毒進行專一性檢測，均無非特異性的 PCR 產物產生，

顯示所使用的各病毒核酸引子的專一性效果良好且靈敏度約在 1-100 copies 之
間，與各自獨立的 real-time 快速偵測方法靈敏度及專一性的結果相當，同時也

與過去國際間已發表研究的靈敏度效果相近[79-81]。然而由於同步偵測平台可

同時偵測多重呼吸道病毒病原體，在檢測未知檢體的時效性，以及節省檢體用

量上，具有更大的實質助益。 

2011 年疑似呼吸道病毒檢體共 3299 支進行初步篩檢，透過 PCR 檢測以及

複製片段之核酸定序比對，結果共檢測出 126 支陽性病毒株，陽性率約 3.82%，

其中 2896 支檢體種類為血清檢體，根據已發表文獻顯示，這些呼吸道病毒包

含新興病毒會造成病毒血症(Viremia)的機率很低[7,83]，而本實驗以血清檢體

進行呼吸道病毒及新興病毒的篩檢，確實也未發現有新興病毒或例行性呼吸道

病毒的存在。其中 HCoV 病毒群，包括 HCoV-HKU1 病毒、HCoV-NL63 病毒、
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HCoV-OC43 病毒，以及 HCoV-229E 病毒，其陽性率為 6.3%，與過去研究顯

示 HCoV 於呼吸道感染的盛行率約為 1%-10%的結果相符[84]。整體而言新興

病毒的偵測率佔檢測出病毒的 11.8 %，顯示有許多呼吸道感染症，可能與這些

新興病毒有關，值得進行持續性監測，以建立台灣呼吸道病毒的流行資料庫。 
3、病毒檢測陰性檢體之新興/再浮現病毒檢驗之開發 

今年度所收集無法分型之腸病毒，經本計畫執行後，分析出 99 支病毒，

成功率達 81.3%，能以敏感度較高之腸病毒 CODEHOP 分生檢測方法驗出其病

毒種類。而 CA9 佔陽性結果 43.3%，這與前兩年結果不同，先前主要分析出

之病毒為 HRV 與 EV68，今年依據基因體實驗室所統計之腸病毒定序結果(圖
四)，可發現到出現 CA9 的流行，使得無法分型之腸病毒也跟著上升。其中分

析出一件 EV71 病毒為高雄榮總合約實驗室送驗，個案為五歲男童於今年 6 月

發病，經醫師診斷為疱疹性咽峽炎之腸病毒感染並進行採檢，病毒序列與 2008
年國內所發現 EV71 之 C2-like 基因亞型相似度並不高 ( 88% )，而與日本大阪

及英國 2010 年流行之 EV71 較相近 ( 99% )，應持續注意此不常見之亞型後續

變化。 

經由腹瀉常規檢驗陰性之檢體中，發現到零星個案之新興病毒：

aichivirus、astrovirus、與 salivirus，雖然並非造成群聚之主要病原，但可證明

這些新興病毒仍有造成疾病之威脅。 

2007 年國內首例 sapovirus 引起腹瀉群聚，發生於新北市 (原台北縣)一所

大學，造成 55 名師生出現噁心、嘔吐、腹瀉等不適症狀，送驗 8 件檢體中，

有 7 件為 sapovirus 陽性，其基因型為 GI/2 [97]；去年 sapovirus 也引起台中市(原
台中縣)一家餐廳腹瀉群聚 [98]；今年藉由計畫之執行擴大檢驗範圍，找出 18
例之 sapovirus (表十七)，為五起群聚事件之元兇，而分析其基因型別與發生地

點，則顯示國內存在有多株之 sapovirus 並散佈於不同縣市。 

4、立克次體核酸及抗體快速檢驗試劑之開發 

目前立克次體之實驗室診斷，主要是以血清學 IFA 方法為主[88-91]。本研

究建立以酵素免疫分析法為基礎的立克次體血清學檢驗方法，偵測病人血清中

抗立克次體的 IgM 及 IgG 抗體，用以診斷立克次體傳染病。表現恙蟲病立克

次體細胞膜上主要外套膜重組蛋白，TSA-56 kD，除了 karp strain 外，也表現

Gilliam 及 Kato 之重組蛋白以增加檢驗的靈敏度，且生產出抗 TSA-56kD 之單

株抗體，並應用此重組蛋白質與單株抗體發展出 Capture ELISA 方法，用於偵

測恙蟲病病人之感染。Capture ELISA 具有操作簡便、可全自動化及同時處理

大量檢體的優點。若能提高重組蛋白質的品質並增加種類，並配合高親和性的

單株抗體，以提升檢驗的靈敏度及專一性，則將可取代傳統的螢光免疫法

（immunofluorescence assay），縮短檢驗時間，使治療工作更具成效。 

（三）流感病毒與腸病毒、腹瀉病毒基因資料庫的建置及防疫應用 

本資料庫所包括的基因序列資料，可協助鑑定以往由傳統方法無法區分血清
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型之病原體，流行病學資料則可用於追蹤疫情、探討病源、預測流行幅度及擬訂

防治策略的重要參考依據，而這些為數眾多的資料皆經過彙整整合過，極具有實

用性與樣本代表性。 

在建置資料庫之後，我們接著所要面對的挑戰則為資訊安全的考量、網站推

廣的效果、分析工具的深度、序列資料的更新頻率以及序列資料量的多寡等，因

此我們不斷地定期更新資料以及設計小工具便於資料分析。目前我們每半年進行

一次資料庫資料的更新，包括了本局的病原體資料、流感疫苗株資訊以及 NCBI
的序列資料等等，力求使用者能夠獲得最佳的使用效率。 

目前資料庫中包含了流感病毒的 HA 與 NA 基因、腸病毒的 VP1 基因、腺病

毒的 hexon 基因，這些基因位置的挑選乃是基於抗原性相關性、基因分型便利性、

以及抗藥性相關的區域。除了上述基因序列之外，與腸病毒分型相關的 VP4 基

因及可能與病毒重組有關的非結構蛋白基因 (3C, 3D 基因)等，或者是流感病毒

另外一個與抗藥性相關的基因 (M 基因)，皆是未來基因資料庫的擴充目標。 
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五、結論與建議 

（一）完成建立並持續監測肺炎重症、腦炎、不明原因快速死亡之個案，完成建立

監測據點、通報流程與檢體收集流程。 

（二）2011 年，收集 131 個肺炎重症個案，407 個檢體，未知感染原及腦炎通報共

計 82 個案，227 個檢體。 

（三）增加 multiplex PCR/RT-PCR 檢測系統偵測之病原體種類，除病毒外，細菌與

寄生蟲等病原也將陸續加入。 

（四）高通量定序敏感度較微陣列檢測方法高，可與 real-time PCR 比擬。加上其強

大 de novo sequencing 的能力，在面對未知感染源疫情爆發時，是目前最有效

的檢測方法。在未來新一代 single molecule sequencing 技術成熟後，將更能

提高未知感染源偵測平台的能量。 

（五）病原體微陣列檢測方法的建立，可同時檢驗上千種病原體，對未知病原體檢

驗幫助很大。惟其檢驗的靈敏度不足與特異性較低，需搭配其他方法確認檢

驗結果。但其用途可縮小可疑的感染原標的，應用上仍是未知病原體檢驗的

有效工具。 

（六）藉由新興病毒多重檢測方法之建置，不但可加速偵測多種病原體偵測的效

能，降低民眾恐慌，而且能瞭解各病毒之盛行率，建立更為完整之臺灣各類

呼吸道病毒流行病學資料。透過快速檢驗，亦可及時得知該等病毒之流行趨

勢，做為流行預警之參考於防治實務具有助益。 

（七）本計畫開發大量表現於恙蟲病立克次體細胞膜上的主要蛋白質 TSA-56kD 之

重組蛋白質，且生產出抗 TSA-56kD 之單株抗體，並應用此重組蛋白質與單

株抗體發展出 Capture ELISA 方法，用於偵測恙蟲病病人之感染。Capture 
ELISA 具有操作簡便、可全自動化及同時處理大量檢體的優點。若能提高重

組蛋白質的品質並增加種類，並配合高親和性的單株抗體，以提升檢驗的靈

敏度及專一性，則將可取代傳統的螢光免疫法（immunofluorescence assay），
縮短檢驗時間，使治療工作更具成效。 

（八）流感病毒與腸病毒、腹瀉病毒基因資料庫的建置及防疫應用 

基因資料庫過去所含資料以流感病毒 (HA 基因)、腸病毒(VP1 基因) 及腺病

毒 (hexon 基因) 為主，在今年度新增流感病毒 NA 基因，這些都是本國十分常

見的病原體，因此應用本資料庫便可協助進行病毒流行趨勢監測與預測模式之建

立、研究病原體演化特徵和抗藥性變化、以及可提供防疫政策制定上的重要參考

資料。 

而且本資料庫的特色為基因序列資料與流行病學資訊的整合分享，不僅僅為

國內外資料庫的先例，更對於本土公共衛生的分析研究及防疫應用層面頗具價

值，在近程中不僅能提升防疫績效，放遠未來亦可增進國人健康及國際合作交流

之實力。 
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除此之外，本資料庫的運作上乃是本著資源共享的原則，任何人皆可使用資

料庫中的公開資訊，期望藉此促進資訊交流以及產業發展，更希望可以達到拋磚

引玉的效果，與各學術單位共同分享資源以及合作開發更理想的分析工具及更豐

富的資料庫內容。 
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六、計畫重要研究成果及具體建議 

（一）完成建立並持續監測肺炎重症、腦炎、不明原因快速死亡之個案，完成建

立監測據點、通報流程與檢體收集流程。 

（二）目前本實驗 multiplex real-time PCR 在血清、痰、病毒拭子甚至 CSF 檢體

中均可偵測出病原，未來將繼續將入可偵測之病原種類，並嘗試合併檢體偵

測，以符合經濟效益。 

（三）本實驗目前以合併檢體進行高通量定序，可分攤昂貴的實驗費用，未來再

加上標誌系統(barcode indexing)將可在一次定序實驗中進行更多檢體的分

析。 

（四）病原體微陣列檢測系統，TWCDCChip-v3 檢測晶片，總計 32,264 條探針，

包含 55 科 1,070 種病毒, 31 屬細菌與 6 屬寄生蟲之序列。2011 年增加檢測

出 human metapneumovirus, aichi virus, human parechovirus，累計經實際實驗

確認已可檢測出 32 種病毒。與美國 LLNL 合作，其 LLNL-MDA-v2，總計

72,000 條探針，包含 2200 種病毒與 900 種細菌。 

（五）建立新興呼吸道病毒的快速檢驗方法 

1、建置台灣呼吸道病毒包括 influenza virus、adenovirus、RSV、HSV、

parainfluenza virus 以 及 human bocavirus (HBoV) 、 human 
Coronavirus-HKU1 (HCoV-HKU1) 、 human Coronavirus-NL63 
(HCoV-NL63)、human polyomavirus KI (KIPyV)、human polyomavirus WU 
(WUPyV)以及 human polyomavirus MC (MCPyV)等多重呼吸道病毒快速

同步偵測平台。 

2、藉由新興病毒檢測系統之建置，可瞭解該等病毒之盛行率，建立更為完

整之臺灣各類呼吸道病毒流行病學資料。透過快速檢驗，可及時得知該等

病毒之流行趨勢，做為流行預警之參考，於防治實務具有助益。 

（七）本計畫開發大量表現於恙蟲病立克次體細胞膜上的主要蛋白質 TSA-56kD
之重組蛋白質，且生產出抗 TSA-56kD 之單株抗體，並應用此重組蛋白質與

單株抗體發展出 Capture ELISA 方法，用於偵測恙蟲病病人之感染。Capture 
ELISA 具有操作簡便、可全自動化及同時處理大量檢體的優點。若能提高重

組蛋白質的品質並增加種類，並配合高親和性的單株抗體，以提升檢驗的靈

敏度及專一性，則將可取代傳統的螢光免疫法（immunofluorescence assay），
縮短檢驗時間，使治療工作更具成效。 

（八）病原體基因資料庫對外開放網站暨分析平台已於 2009 年完成主體建構與

對外開放，並於 2010 年開始持續地進行系統程式的維護與更新，目前本資

料庫包括的重點項目有五大部份：1、資料庫簡介、最新資訊及網站操作說

明，2、資料庫查詢及各項分析工具，包括序列比對、基因分型、引子設計

等功能，3、資料庫管理介面，4、人事管理介面以及 5、其他，包括意見交

流、申請須知等細項。2011 年更針對舊有資料庫的病原體資料進行更新，並
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新增流感病毒 NA 基因序列資料，且已初步規劃及設計 proteotyping 功能，

預計可於 2012 年完成功能新增後，可提供序列比較與時序呈現的圖示化功

能，增加分析的便利性。 

（九）口頭報告：「2010-2011 年臺灣社區性腺病毒流行」。臺灣兒科醫學會第 208
屆學術演講會，2011.11.26-27。 
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八、圖、表 
表一、合作醫院名單 

成人肺炎重症及腦炎 兒童肺炎重症及腦炎 

北區  台北馬偕醫院 

      雙和醫院 

      恩主公醫院 

      新竹馬偕醫院 

      亞東醫院 

中區  童綜合醫院 

      彰化基督教醫院 

      台中榮民總醫院 

      大甲光田醫院 

      沙鹿光田醫院 

      中港澄清醫院 

南區  小港醫院 

      奇美醫院 

      屏東基督教醫院 

東區  慈濟醫院 

      門諾醫院 

北區  台北馬偕醫院 

      恩主公醫院 

      新竹馬偕醫院 

      亞東醫院 

中區  童綜合醫院 

      彰化基督教醫院 

      台中榮民總醫院 

      大甲光田醫院 

      沙鹿光田醫院 

      中港澄清醫院 

      中山醫大附設醫院 
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表二、通報肺炎重症及腦炎個案採檢項目表 

 
 

 

表三、肺炎重症個案病因判定標準 
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表四、肺炎重症個案基本及臨床資料統計(N=36) 
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表五、肺炎重症個案檢驗結果 

 
表六、存活與死亡肺炎重症個案之基本與臨床資料比較 
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表七、存活與死亡肺炎重症個案之檢驗結果比較 
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表八、腦炎個案之基本及臨床資料表(N=29) 
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表九、腺病毒肺炎重症個案基本資料(N=34) 
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表十、腺病毒肺炎個案分型比較(N=34) 
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表十一、腺病毒肺炎個案其他病原體檢驗結果 
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圖一、檢驗流程 

 

 
圖二、 LLNL-MDA v2 results for influenza A H1N1 virus (A), adenovirus type 7 (B) 
and Aichi virus (C).  
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表十二、2011年通報肺癌重症檢出之病原體 

 
Overall     
positive 79 (60%)   
negative 52 (40%)   
Total 131   
    
swap-virus detection N sputum-virus detection N 
Influenza A/H3N2 1 Influenza A/H3N2 1 
A/H1N1pdm2009 6 A/H1N1pdm2009 15 
FluB 1 Flu B 3 
adenovirus 6 adenovirus 7 
adenovirus+ A/H1N1pdm2009 1 coronavirus, OC43 1 
coronavirus, OC43 1 CMV 3 
CMV 4 HSV1+ CMV 1 
HSV1 1 HSV1 2 
metapneumovirus 2 metapneumovirus 3 
parainfluenza 2 1 parainfluenza 2 1 
parainfluenza 3 1 parainfluenza 3 2 
parovirus B19 1 parovirus B19 1 
Rhinovirus 3 Rhinovirus 2 
RSV/A 1 RSV/A 1 
positive 30(25.2%) positve 43(35.5%) 
negative 89(74.8%) negative 78(64.5%) 
Total 119 Total 121 
    
Bacterial and Fungus detection N 
Acinetobacter baumannii 2 
Blastoschizomyces capitatus (Geotrichum capitatum) 1 
Candida albicans 13 
Candida albicans, Candida tropicalis 1 
Candida glabrata 1 
Candida parapsilosis 1 
Candida tropicalis 3 
Enterococcus faecium 1 
Enterococcus faecium+Candida albicans 1 
Klebsiella pneumoniae+Staphylococcus aureus 1 
Klebsiella pneumoniae +Candida albicans  1 
Legionella pneumophila 1 
Mycoplasma pneumoniae 2 
Pseudomonas aerugosa +Candida albicans 1 
Staphylococcus aureus  3 
Staphylococcus epidermidis+Candida albicans 3 
Staphylococcus haemolyticus 1 
staphylococcus spp+Candida albicans 2 
Streptococcus pneumoniae 2 
α-streptococcus spp 3 
positve 44 (40%) 
negative 66 (60%) 
Total 110 
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表十三、2011年通報腦炎及未知感染原檢出之病原體 
Overall      
positive 16 (19.5%)     
negative 66 (80.5%)     
Total 82     
      
serum-virus detection N CSF-virus detection N swab-virus detection N 
CMV 2 parechovirus 2 adenovirus 1 
parechovirus 2   CMV 1 
enterovirus 1   RSV 1 
    HHV7 1 
    bocavirus 1 
    Rhinovirus 2 
    HSV-1 2 
    adenovirus+ Rhinovirus 1 
    adenovirus+ enterovirus 1 
    parechovirus+HSV1 1 
    Rhinovirus+HHV6+HHV7 1 
positive 5 (7.1%) positve 2 (2.9%) positve 13 (17.6%)
negative 70 (92.9%) negative 68 (97.1%) negative 61 (82.4%)
Total 75 Total 70 Total 74 

 

 

表十四、以 multiplex PCR/RT-PCR 檢測系統檢測病毒合約實驗室通報無法序列

分析之檢體 
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圖三、各病原體的核酸引子對混合後，分別以各建置之病毒標準品進行 multiplex 
PCR 反應所得到的 PCR 增幅結果，顯示各引子間的條件設定已達最佳化，呈現

良好的專一性。Lane1:Marker; Lane2: FluA; Lane3: FluB; Lane4: PIF1; Lane5: PIF2; 
Lane6: PIF3; Lane7: HMPV; Lane8: RSV; Lane9: AdV; Lane10: HBoV; Lane11: 
HCoV-HKU1; Lane12: HCoV-NL63; Lane13: HCoV-229E; Lane14: HCoV-OC43; 
Lane15: WUPyV; Lane16: KIPyV; Lane17: MCPyV; Lane18: negative control; 
Lane19: Marker。 
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表十五、以呼吸道多重病毒同步偵測平台評估各病毒偵測的靈敏度及專一性 

 Specimen Pos (+)(copies) or Neg (-) 

PCR 

set FluA FluB PIF*1 PIF2 PIF3 HMPV RSV AdV HBoV HKU1 NL63 229E OC43 WUPyV KIPyV MCPyV 

FluA + 
(1.0E1) - - - - - - - - - - - - - - - 

FluB - + 
(1.0E1) - - - - - - - - - - - - - - 

PIF1 - - + 
(1.0E1) - - - - - - - - - - - - - 

PIF2 - - - + 
(1.0E1) - - - - - - - - - - - - 

PIF3 - - - - + 
(1.0E1) - - - - - - - - - - - 

HMPV - - - - - + 
(1.0E1) - - - - - - - - - - 

RSV - - - - - - + 
(1.0E2) - - - - - - - - - 

AdV - - - - - -  + 
(1.0E1) - - - - - - - - 

HBoV - - - - - - - - + 
(1.0E1) - - - - - - - 

HKU1 - - - - - - - - - + 
(1.0E1) - - - - - - 

NL63 - - - - - - - - - - + 
(1.0E2) - - - - - 

229E - - - - - - - - - - - + 
(1.0E1) - - - - 

OC43 - - - - - - - - - - - - + 
(1.0E2) - - - 

WUPyV - - - - - - - - - - - - - + (1.0E2) - - 

KIPyV - - - - - - - - - - - - - - + 
(1.0E2) - 

MCPyV - - - - - - - - - - - - - - - + (1.0E2) 
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表十六、2011 年 ILI 陽性檢體各呼吸道病毒陽性數及比例 

 

Diagnosis Number (N=126) % 

FluA 48 38.1 

FluB 23 18.3 

Parainfluenza I 5 4.0 

Parainfluenza II 1 0.8 

Parainfluenza III 1 0.8 

RSV 2 1.6 

HMPV 2 1.6 

Adenovirus 31 24.6 

HBoV1 3 2.3 

HBoV2 1 0.8 

HBoV3 1 0.8 

HBoV4 0 0 

HCoV-229E 2 1.6 

HCoV-HKU1 1 0.8 

HCoV-NL63 3 2.3 

HCoV-OC43 2 1.6 

MCPyV 0 0 

KIPyV 0 0 

WUPyV 0 0 
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圖四、2010 年與 2011 年病毒合約實驗室之腸病毒流行趨勢(依基因體實驗室基因

序列) 
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圖五、今年 Sapovirus 與各國病毒之基因序列演化樹 (部分 VP1 區域，Neighbor 
joining method)  
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表十七、今年 Sapovirus 群聚與個案資料 (群聚發生縣市與機構，個案性別、發

病日、年齡與 Sapovirus 基因型別) 

No. Cluster City Cluster institution Sex
Onset 
Date 

Age
Sapovirus 
Genotype 

SV-18-YL Yilan County F 2011/2/24 32GI/2 
SV-21-YL Yilan County M 2011/2/25 30GI/2 
SV-22-YL Yilan County F 2011/2/25 55GI/2 
SV-23-YL Yilan County 

Hiten Hospital 

F 2011/2/25 71GI/2 
SV-24-NTP New Taipei City F 2011/2/11 53GI/2 
SV-25-NTP New Taipei City F 2011/2/6 55GI/2 
SV-26-NTP New Taipei City F 2011/2/16 70GI/2 
SV-27-NTP New Taipei City F 2011/2/18 47GI/2 
SV-28-NTP New Taipei City 

Bali Psychiatric 
center 

F 2011/2/13 57GI/2 
SV-72-CY Chiayi County M 2011/2/17 7GI/3 
SV-75-CY Chiayi County F 2011/2/17 6GI/3 
SV-77-CY Chiayi County F 2011/2/16 7GI/3 
SV-78-CY Chiayi County 

Dalin elementary 
school  

M 2011/2/17 7GI/3 
SV-82-YL Yilan County F 2011/3/4 6GI/2 
SV-84-YL Yilan County 

Gu Ting 
Kindergarten M 2011/3/6 5GI/2 

SV-109-TP Taipei City 
Green-hill 
Nursery 

F 2011/4/22 6GI/2 

SV-151-PT Pingtung County Poachien Hospital M 2011/5/8 11GV 
SV-179-NT Nantou County Puli Hospital M 2011/6/23 20GI/3 
 
 
 
圖六、Orientia tsutsugamushi Karp 56kD 基因全長及片段的重組蛋白質之基因圖

譜 

 

VDI    VDII       VDIII                                         VDIV

ORF
56KD

1                                                               1599

ORF
56KD

1                                                               1599

56kD-r56 (241-1380)

56kD-Kp 3-4 (313-1488)

56kD-Kp 1-5 (1-1599)

56kD-Kp 2-5 (158-1599)
56kD-Kp 2-4 (158-1488)

56kD-Kp 1-4 (1-1488)



 59

表十八 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表十九 
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(960104B)
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(960128A)

1.0500.6411.149陽性血清-2 
(960594B)

2.6282.5771.069陽性血清-1 
(960529B)

Kt2-4G2-4Kp2-5血清/重組蛋白
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表二十 

 

 

 

 

 

 

 

附錄：研究調查問卷、法規及其他重要資料均應列為研究報告附錄。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.1830.167961808B (NC)
0.1590.174961808A (NC)
0.2070.173960019B (NC)
0.1530.163960019A (NC)
0.2130.758960548B
0.1440.214960548A
0.1541.221950014B
0.1690.450950014A
0.1512.566941373B
0.1430.187941373A
0.2053.171941371B
0.1790.198941371A
0.1591.973941314B
0.1650.356941314A
0.5900.309960489B
0.2340.291960489A
0.1601.239960634B
0.1420.208960634A

Capture IgGCapture IgMSerum

0.1830.167961808B (NC)
0.1590.174961808A (NC)
0.2070.173960019B (NC)
0.1530.163960019A (NC)
0.2130.758960548B
0.1440.214960548A
0.1541.221950014B
0.1690.450950014A
0.1512.566941373B
0.1430.187941373A
0.2053.171941371B
0.1790.198941371A
0.1591.973941314B
0.1650.356941314A
0.5900.309960489B
0.2340.291960489A
0.1601.239960634B
0.1420.208960634A

Capture IgGCapture IgMSerum
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圖七、基因資料庫序列收錄種類及數量 

 
 

圖八、基因資料庫之註冊人數與分類 
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圖九、流感病毒 NA 基因比對結果 
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附錄一、肺炎重症收案問卷(共六頁) 
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附錄二、腦炎重症收案問卷(共四頁) 
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