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壹、計畫中文摘要： 

關鍵字：C 型肝炎病毒、分子檢驗方法、關聯性分析 

疾病管制署於 2017 年初經由通報系統勾稽發現 5 例連續通報急性病毒性

C 型肝炎確定病例，經衛生局疫調後發現，該 5 名個案均曾至桃園市楊梅區

診所就醫，並曾於該診所注射藥物，經調查該診所針具並未於使用後即時丟

棄，有重複使用情形。疾病管制署已掌握曾於該診所就醫個案名冊至少有 700

名疑似接觸者，已陸續聯繫通知其抽血檢驗進行追蹤，以確認其是否受到 C

型肝炎病毒(Hepatitis C virus, HCV)感染。 

除透過防疫相關人員進行之流病調查資料外，若能同時利用分子生物學

方法了解其病毒序列之相似性等資訊，屆時將能提供更多資訊給一線防疫人

員，以綜合驗証研判是否為群聚感染。因此本計畫的目的為瞭解不同 HCV 感

染者體內HCV之關聯性，將以分子生物學方法來區分、分析是否具有關聯性，

將針對HCV genome結構蛋白C/E1/E2 (約1kb) 及非結構蛋白NS5B (約900bp)

進行 C 肝病患 HCV 基因定序，以 HCV 核苷酸比對之相似度，統計分析結合

演化模式親緣演化分析，以提供防疫人員更多防疫的相關資訊。 

本次計畫中，進行 HCV NAT 檢測的高風險接觸者共 436 人，檢測結果

陽性共 93(21.3%)人，扣除因檢體量不足及病毒量過低無法分析者後，有 36

件(83.7%)分析結果為基因型 1b，5 件(11.6%)為基因型 2a，1 件(2.3%)為基因

型 2b，1 件(2.3%)為基因型 6。經親緣演化分析可發現發現此次事件中的高風

險接觸者，HCV 基因序列主要形成兩個族群具有高度同源性，而臺灣其它地

區參考株序列並不在這兩個族群之中，配合疫情調查可推論此確實為一起群

聚感染事件。另外，針對 NS5B 及 C/E1/E2 片段，發現 C/E1/E2 片段較容易

取得其 PCR 產物以進行基因序列分析，同樣的 cohort 共取得 43 件 C/E1/E2

序列，但在 NS5B 區域，只成功獲取 28 件序列；其它臺灣不同地區的參考序

列 C/E1/E2 區域取得 14 件序列，NS5B 取得 13 件。 
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貳、計畫英文摘要： 

At the beginning of 2017, 5 cases of acute hepatitis C were confirmed by the 
nationally notifiable disease reporting system. The 5 cases were found in Taoyuan City, 
and the only correlation of these cases were medical injection in the same clinic. 
According to epidemiological investigation, injection needle reusing may be the cause 
of this event. These confirm cases are highly likely to be an outbreak event, and there 
are at least 700 suspected contacts. All the contacts have been contacted to inform them 
of Hepatitis C virus (HCV) testing. In addition to the epidemic investigation data, 
molecular biology data of the virus sequence information will be more informative to 
determine the outbreak. 

To address these issues, the purpose of this project is to understand the correlation 
of HCV in different HCV-infected individuals. It will be distinguished by molecular 
phylogenetic analysis focus on the structural protein C/E1/E2 (about 1kb) and the 
non-structural protein NS5B (about 900bp) of HCV genome. The similarity of HCV 
nucleotide alignment and phylogenetic analysis combined with evolutionary model 
were used to provide more information about epidemic. 

In this project, 436 suspected contacts has undergone HCV NAT, and there were 
93(21.3%) positive cases. All these positive cases were further analyzed except for 
insufficient specimens and low viral load cases, and the HCV genotyping results came 
out to be 36 (83.7%) cases of genotype 1b, 5 (11.6%) cases of genotype 2a, 1 case of 
genotype 2b, and 1 case of genotype 6. In the phylogenetic analysis result, the HCV 
sequences of suspected contacts constitute 2 cluster which sequences from other region 
in Taiwan were not included. Accordingly, it could be confirm to be an outbreak event. 
Besides, this project obtain 43 HCV sequences in C/E1/E2 region from suspect contacts 
but only obtain 28 sequences in NS5B; as to the reference sequences from other region 
in Taiwan, there were 14 sequences in C/E1/E2 region and 13 sequences in NS5B 

 

Keywords: HCV, phylogenetic analysis, molecular epidemiology 
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參、計劃內容 

一、研究簡介 

C 型肝炎病毒(Hepatitis C virus, HCV)是屬於 Flaviviridae 之一種，30 nm～50 

nm 直徑大小，ss (+)RNA 病毒具外套膜，全長約 9.6 kb，由於 HCV RNA 而不會

進入宿主細胞核中，因此病毒株不會直接傷害基因，但肝細胞再經由反覆破壞及

修復後基因會產生變異而可能形成肝癌。HCV 具有高度變異之病毒基因，大致

可分成 1 ~ 7 基因型(genotype)1，各基因型中核酸序列的差異在 30~35%以上；每

種基因型中又可區分出 a、b、c、d⋯等數種亞型(subtype)，各亞型之間核酸的差

異約在 20~25%2-4。全球最為常見之基因型為第一型，感染比例約為 46%2,3,5,6，

全球詳細分布情形如圖一。台灣 HCV 基因亞型以 1b 感染最廣泛，佔 50-70%，

而 1b 基因亞型的感染患者通常病況較嚴重，容易演變為肝癌 7,8。HCV 之感染途

徑包括：與醫療照顧相關之傳染(如：不安全的針具使用 9、洗腎透析或輸血感染

等)；靜脈藥癮者共用針頭、針具或稀釋液；母親嬰兒之垂直感染；性接觸或其

它(如：刺青、穿耳洞等)10。 

依據 WHO 之統計分析發現全球每年死於 C 型肝炎病毒(HCV)感染相關之併

發症如肝硬化、肝癌、肝功能失調(Liver Failure)仍有 70 萬人，且持續增加中，

目前由於抗病毒藥物之成功開發 11，HCV 的感染是可以被治癒的，但是由於 HCV

感染多數人是沒有症狀的，因此很多人是不清楚自己是否感染了 HCV。 

粗估 HCV 感染個案每天約產生 1012 個病毒顆粒，而其 RNA polymerase 錯

誤率約 2.5x10-5 pre nt/cycle，且 HCV 為了適應宿主體內的免疫機制，並抵抗病

毒藥物的攻擊，因而產生了適應性突變，尤以 HCV 結構中的 E 區域及 NS 區域

更為常見，在 E 區域中有一段高度變異區(hyper variable region 1, HVR-1)，藉此

逃避宿主體內抗體的作用 12。 
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HCV 的感染可分為急性與慢性，急性 C 肝感染是指近 6 個月內暴露而感染

了 HCV，會隨著感染 HCV 後而開始出現 HCV RNA、 HCV 抗原(D22Ag)與 Anti 

HCV 抗體，隨後可能有些 HCV 會被清除掉(約 15~45%)13，有些會成為慢性感

染，體內抗體、抗原及病毒核酸分布情形如圖二，若慢性感染患者沒有加以治療

有可能會轉變成肝硬化、肝功能失調或肝癌。台灣地區 104 年共 217 例急性病毒

性 C 型肝炎確定病例（每十萬人口確定病例發生率 0.92），較 103 年 205 例確定

病例（每十萬人口確定病例發生率 0.88）14 多。一般篩檢是用血清學檢測是否具

有 anti-HCV，如果陽性可加做 NAT 以確認是否為慢性患者。 

HCV 感染有長達 6 個月的潛伏期，加上約有 7 成感染是沒有症狀或輕微，

所以使得防疫人員欲追蹤或調查是否群聚時顯得困難重重。由於分子生物的進步

發展，分生檢測方法被開發來追蹤調查病毒的感染，愈加的可行與普及。最常被

用來分析 HCV 基因片段為 HVR-1，為 HCV 結構中的 E2 區域；另一片段為 NS5B

區域 15-18。雖然用 consensus viral 序列高度關聯性可來偵測是否有群聚感染發生，

但是因為 RNA 病毒之特性會展現出 heterogeneous population HCV (Qusaispecies)，

因此有時僅以單一 PCR 產物之序列來代表所有可能之 HCV 之基因序列並不恰

當，故必要時得進行 PCR Cloning 來找尋可能其它的 minor HCV lineages，因為

有可能是這個 minor lineage 傳染給下一個感染者，而非原本以為之 major lineage。

19 在調查是否為共同病毒性感染源時，病毒的基因序列如果相同或相近往往可視

為同一傳染鏈，但是遺憾的是解讀不同株或個體的病毒基因序列之關聯性，並非

是可以武斷的加以判定，RNA 病毒如 HIV、HCV 等，演化、突變速度是相當地

迅速，因此病毒再人傳人後，會因突變、演化產生變異的加上 heterogeneous 

population HCV (Qusaispecies) 讓情況更加的複雜。一般而言，如果兩成相近的

基因序列可被視為具相關性，美國 CDC 依 HCV hypervariable region 1 (HVR-1)

序列之比對，發現兩條基因序列差異在 3.77 ± 1.37%內可視為具有高度相關性

20,21。在台大發生的 HCV 院內感染事件，研究調查發現感染者與被感染者在

HVR-1 基因序列之差異在 5.1%以內 22。除此之外，也利用 Bayesian 統計演算或
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bootstrap 分析親緣性，尋找具有高度親緣相關者。 

疾病管制署於 2017 年初經由通報系統勾稽出同日通報 2 例居住於桃園市楊

梅區之急性病毒性Ｃ型肝炎確定病例，經疫調 2 人除具地緣關係外，潛伏期間皆

只曾至同一診所就醫，無暴露於其他危險因子，3-5 月陸續新增通報，該區自 2017

年 1 至 5 月累計 7 例確定病例。經疫調，7 例個案皆曾至同一診所就醫且於該診

所有針劑注射行為，另查該診所除未落實感控措施外，有重複使用針具抽取藥物

之行為；而經病毒基因型及親緣性分析，7 例確定個案中，已知 4 例基因型為ｌ

b，其中 3 例親緣性分析具高度關聯性，故研判為 1 起群聚事件並和該診所有關，

進而展開就醫接觸者追溯性調查。為了協助釐清疑似 C 型肝炎病毒(Hepatitis C 

virus, HCV)群聚感染，利用疾病管制署北區管制中心及衛生局收集之血清檢體，

使用分子生物學方式進行 HCV 基因定序，以 HCV 核苷酸比對之相似度、統計

分析並結合演化模式進行親緣演化分析，並且配合防疫相關人員進行流病調查資

料，以驗証研判這些 HCV 群聚感染是否具有關聯性或只是獨立偶發事件。此外，

將蒐集國內感染 C 型肝炎病毒的陽性檢體，建立病毒序列資料庫，以利往後 HCV

基因比對。藉由實驗室資料，也能提供給第一線防疫人員進行流行病學調查以確

認群聚感染發生之可能性與相關性。 

二、材料與方法 

(一) 檢體的收集 

由疾病管制署檢驗中心、各區管制中心、縣市衛生局與各醫院所收集臺灣各

地區 C 型肝炎病毒陽性驗餘檢體以及曾至該診所就醫且具高風險民眾之檢體(檢

體收集流程如圖三)。HCV 高風險民眾中，核酸檢測陽性且檢體量足以進行 HCV

片段基因序列之定序分析者共 55 件；臺灣各地區 HCV NAT 陽性參考序列共 15

件，包含新北市 1 件、臺北市 1 件、桃園縣 6 件、新竹縣 5 件、高雄市 2 件。所

有檢體資料皆為去連結之防疫相關病歷資料，並無可供辨識研究對象之個人資料
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及資訊。 

(二) 核酸檢測 NAT 

使用 Abbott™ mSample Preparation System DNA (Abbott Molecular Inc.)及

m24sp (Abbott Molecular Inc.)進行全自動核酸萃取，並使用 m2000 RealTime 

System 進行核酸檢測。C 型肝炎病毒負荷量檢驗的 0.5mL 程式毎支檢體最少需

要 1.0mL，核酸萃取完成後，直接進行即時定量 RT-PCR，所需的試劑量如下： 

試劑 加入體積 

活化試劑(試劑一)   11.3 L 

寡核酸試劑(試劑二)   39.5 L 

rTth DNA 聚合脢酵素試劑(試劑三)    5.9 L 

取 50μL 上述混合液至 StrataCooler 96-well reaction plate 上，再加入 50μL 

sample or control 後，總體積為 100μL 並封上光學膜後啟動核酸檢測程序。試劑

的敏感度及偵測極限如表一。 

 (三) HCV 基因片段之定序與分析 

1. 病毒 RNA 的萃取 

使用QIAGEN公司的QIAmp Viral RNA kit進行RNA的純化。取血清 140uL

加入 560 uL Buffer AVL 於室溫下作用 10 分鐘，再加入 560 uL 絕對酒精混合完

全(vortexing)，上述混合液再通過 QIAmp spin column，column 以 Buffer AW 清

洗兩次以後，用 AVE buffer (RNase Free)將 RNA 溶出。製備的病毒 RNA 可用

於反轉錄及聚合酵素鏈鎖反應(RT-PCR)。 

2. HCV 基因片段 PCR 增幅 

(1) 引子選擇 
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根據 HCV H77 基因進行亞型分析，將萃取好的病毒 RNA 以 RT-PCR 與

Nest-PCR 的方法來增幅引子 16,23 所結合之特定片段，再定序分析 24。RT-PCR

所選定的引子為 C/E2-F1、C/E2-R1、C/E2-F2、C/E2-R2；nested-PCR 所選定

的引子為 NS5B-F1、NS5B-R1、NS5B-F2、NS5B-R2，詳細分析片段及引子

序列如圖四。 

 (2) 反轉錄聚合酶連鎖反應(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 

使用OneStep RT-PCR Kit 進行RNA反轉錄聚合酶連鎖反應。取病毒RNA 

5μL 加入 2x OneStep RT-PCR Buffer 10μL、40U/μl RNase out 0.3μl、OneStep 

RT-PCR Enzyme Mix 0.4μL、forward primer 和 reverse primer 10 μM 各 0.6μL

的混合物中，補水至 20 uL，進行 55℃ 20 分鐘，再 94℃2 分鐘(Hot Start)後，

以 94℃ 15 秒、55℃ 30 秒、68℃ 1 分 30 秒，進行 45 次反應，最後在 68℃

作用 5 分鐘。 

(3) 巢式聚合酶連鎖反應(Nested-PCR) 

將第一次 PCR 的產物取 2μL 當模板(template)加入 2x PCR Master Mix 

10μL、forward primer-和 reverse primer 10μM各0.6 uL的混合物中，補水至20uL，

進行 94℃ 1 分鐘裂解後，以 98℃ 10 秒、55℃ 30 秒、72℃ 10 秒，進行 45

次反應，最後在 72℃作用 5 分鐘。 

(4) 基因定序與演化樹分析 

將 Nested-PCR 的產物先以洋菜膠電泳分析，預期可見到的基因片段，再

作以定序分析。將定序的結果直接使用 NCBI 核酸比對網站進行分析

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/)，依據比對的結果判斷亞型。Maximum 

likelihood 和 Bayesian inference 是目前譜系分析(phylogenetic analyses)常用的

兩種方法。但是由於兩者使用的觀念或多或少都牽涉到機率與統計的範疇，

Maximum likelihood 用的是統計方法計算譜系樹的 likelihood，搜尋最佳譜系

樹；Bayesian inference 則是應用 Bayes’ theorem 來計算譜系樹為真的機率

(probability)。Likelihood：用已知的(實驗)資料作出(影響實驗結果的)參數的函
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數，藉以求取參數的數值。Probability：用已知的(影響實驗結果的)參數作出(能

夠預測實驗結果的)函數，藉以預測實驗的結果。在邏輯上，likelihood 和

probability 關注的是同樣的東西，可是在操作上使用的角度不同，得出的結果

也不會一樣。 

(5) 病毒基因序列組合與親緣演化分析 

將定序得到的病毒基因片段以Lasergene軟體進行 assemble組合成可進行

分析之序列資料。再以 MEGA 6.0 軟體進行序列對比調整與位點對準後，利

用 BEAST v1.8.3 軟體以 Markov Chain Monte Carlo (MCMC)演算法進行序列

分析，並建構貝氏親緣演化樹(Bayesian tree)25。 

貝氏估計法(Bayesian inference method)是近年才漸漸被提出用於親緣演

化分析 26,27，其推論主要建立於親緣演化樹的事後檢定機率 (posterior 

probability)的分布，即計算演化樹支持數據的機率。 

BEAUti-BEAST 是以貝氏估計法進行一系列演化分析的軟體。BEAUti 為

Bayesian Evolutionary Analysis Utility 的簡稱，而 BEAST 則為 Bayesian 

Evolutionary Analysis Sampling Trees 的縮寫。將欲分析的序列增加採檢時間資

料後，將序列經多重排比整理，以 BEAUti 軟體將序列資料讀入後分別由功能

鍵進行 Tip Dates、Site Model、Clock Models、Trees、Priors、Operators 以及

MCMC 等分析參數的設定，再以 BEAST 軟體進行資料分析運算及建構

Bayesian tree25。 
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三、結果與討論 

(一) 結果 

1. HCV NAT 檢測及個案基因型 

此事件首先針對發病個案以核酸相似度、利用馬爾科夫蒙特卡洛

(MCMC)演算法及貝葉斯統計推論所得出之親緣演化樹(Bayesian tree)進行

分析(圖五)，有 11 件個案的 HCV 序列具高度關聯性，並在 Bayesian tree 呈

現 2 個分支，研判此為一群聚事件並和該診所有關，進而擴大展開就醫接觸

者追溯性調查。本次計畫中，進行 HCV NAT 檢測的高風險接觸者共 436 人，

檢測結果陽性共 93(21.3%)人，扣除因檢體量不足及病毒量過低無法分析者

後，有 36件(83.7%)分析結果為基因型 1b，5件(11.6%)為基因型 2a，1件(2.3%)

為基因型 2b，1 件(2.3%)為基因型 6。 

2. 病毒基因序列組合與親緣演化分析 

本次計畫針對 NS5B 及 C/E1/E2 片段之反應，發現 C/E1/E2 片段較容易

取得其 PCR 產物以進行基因序列分析，同樣的 cohort 共取得 43 件 C/E1/E2

序列，但在 NS5B 區域，只成功獲取 28 件序列；其它臺灣不同地區的參考

序列 C/E1/E2 區域取得 14 件序列，NS5B 取得 13 件。 

(1) HCV C/E1/E2 基因片段 

將 C/E1/E2 基因序列以 Maximum likelihood Tree 架構親緣演化樹分析

(圖六)，發現共有兩個族群具有高度同源性，高風險接觸者主要為基因型

1b，而在 2a 也有一族群具高度同源性。除放入其它臺灣不同地區的參考序

列外，並取得桃園當地 2016 及 2017 年 HCV 感染個案序列作為參考比較

用(TW.ref.h5761-Taoyuan～TW.ref.5766-Taoyuan)，其與高風險接觸者並不

在同一群體中。 
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(2) HCV NS5B 基因片段 

將 NS5B 基因序列以 Maximum likelihood Tree架構親緣演化樹分析(圖

七) ，同樣放入其它臺灣不同地區的參考序列，及桃園當地 2016 及 2017

年 HCV 感染個案序列作為參考比較用。發現共有兩個族群具有高度同源

性，並且不與臺灣其它地區參考株序列畫在同一群體內，屬於基因型 1b

的族群有較多個案，而 2a 那群僅有 2 名個案為同源。此外，有些 HCV 序

列並沒有歸屬於這兩群之中而成為獨立事件。 

(二) 討論 

本署於 2010 年應用國民健康署於 2002 年開始進行之國民健康問卷調查

所收集之全國具代表性的民眾抽樣分析之檢體，分析臺灣地區 6,310 位居民

(男性 3,038 人，女性 3,272 人)之 C 型肝炎感染情形，結果顯示 1948-1982 年

出生樣本的 C 型肝炎抗體陽性率男性為 3.1%，女性為 3.5%，且較早出生年

代的人具有較高的陽性率，顯示抗體陽性率有隨著年齡增加而上升的趨勢。

在 1962 年以後出生者其陽性率為 2.9%以下，而 1962 年及 1962 年以前出生

者(至 101 年為 50 歲)，其陽性率增加至 4.0%以上；若依地理區域來看，大台

北都會區 C 型肝炎的盛行率最低約為 2.1%、 宜花東為最高 10.2%，以地

區而言統計上具顯著差異（p<0.0001）28。而 2016 年依據肝病防治學術基金

會公佈最新調查指出，臺灣地區國人 C 型肝炎盛行率約 4.2%29。本次計畫中，

高風險接觸者 436 人中就有 93(21.3%)人為 HCV 核酸陽性，陽性率遠高於國

人平均。 

參考桃園當地 2016 及 2017 年 HCV 感染個案序列，其與高風險接觸者並

不在同一群體中，顯示高風險接觸者 HCV 基因序列的高度關聯性並非地域性

差異造成。經親緣演化分析可發現發現此次事件中的高風險接觸者，HCV 基

因序列主要形成兩個族群具有高度同源性，而臺灣桃園及其它地區參考株序

列並不在這兩個族群之中，配合疫情調查可推論此確實為一起群聚感染事

件。 
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醫源性之 C 型肝炎群聚事件多肇因於醫護人員未落實感染管制措施，因

此由數個指標感染源於同時間內各自形成獨立之醫源性 C 型肝炎群聚事件並

不罕見 30-32。該診所就醫之病患不乏慢性 C 型肝炎患者，此次事件可能牽涉

數個感染源，經調查後無法得知該診所不安全注射行為從何時開始、持續多

久，不同於單一傳染源頭的案例 19，故難以斷言某位個案就是感染的源頭，

亦不排除此一群聚事件可能有 heterogeneous population HCV (Qusaispecies)。 

HCV 可轉譯約 3000a.a.的 polyprotein，每天約可製造出 1012 個病毒顆粒，

而主要的複製酵素 RNA-dependent RNA polymerase便是由 NS5B 基因轉譯而

來，因為欠缺 proof-reading 的能力，所以突變的機會大增，造成 HCV 變異性

大的特性。基因序列分析可提供我們深入了解其分子流行病學與 HCV 感染病

毒演化之變異，HCV genotyping 與 subtyping 的研究日益完善成熟，對於運用

親緣演化分析時應該採用 HCV 哪個部位之基因序列，有研究指出會干擾影響

其 phylogenetic clustering 分析結果 24。最常被用來分析 HCV 基因片段為

HVR-1，為 HCV 結構中的 E2 區域；另一片段為 NS5B 區域 15-18。證據顯示

C/E1/E2 序列所得的分析結果最佳，NS5B 的效果較不理想；本次計畫針對

NS5B 及 C/E1/E2 片段，發現 C/E1/E2 片段較容易取得其 PCR 產物以進行基

因序列分析，結果符合文獻所述。 
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四、圖表 

 

圖一  全球 C 型肝炎基因型別分布情形 
 

 

圖二  C 型肝炎病毒感染後體內抗體、抗原及核酸產生的時間序 
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圖三  高風險民眾檢體採集流程 
 

表一  Abbott RealTime 試劑敏感度及偵測極限 
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圖四  分析片段及引子序列 
 

  
圖五  Bayesian tree 分析 C/E1/E2 片段定序資料 
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圖六  Maximum likelihood 分析 C/E1/E2 片段 
○：高風險接觸者 ▲：臺灣各地區參考序列 
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圖七  Maximum likelihood 分析 NS5B 片段 

○：高風險接觸者 ▲：臺灣各地區參考序列 
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