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摘要 

世界衛生組織（WHO）根據近年來各項證據，於 1997年將非致病性阿

米巴分類成一新種別－Entamoeba dispar，建議對患者感染之阿米巴原蟲致

病性加以區分後再予藥物治療及防治，同時指出發展致病性痢疾阿米巴鑑

別診斷系統、重新建立阿米巴痢疾盛行率調查資料、致病性痢疾阿米巴之

分子流行病學研究為現今阿米巴感染症研究之重點。本研究將利用已開發

之檢體處理、DNA萃取及PCR技術，以前人已使用之 serine-rich E. histolytica 

protein gene（srehp）及 locus 1-2為基因型別標幟，針對台灣某精神病院住

院病人糞便檢體中所發現之痢疾阿米巴進行基因型別鑑定，發現流行於該

院之痢疾阿米巴有兩型主要的 srehp型別及四型 locus 1-2基因型別。同時合

併日本學者所發表之日本及泰國病例之痢疾阿米巴型別進行親緣關係分

析，初步結果可見台灣、日本及泰國之 srehp或是 locus 1-2型別並無法完全

區別，有待未來更多型別納入本研究所提出的親緣關係分析模式，作為全

球各地區痢疾阿米巴型別區分之依據。 

 

 

關鍵詞 ：阿米巴痢疾、基因型別、分子流行病學 
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英文摘要 

The amoebiasis meeting held by WHO in 1997 claimed that amoebiasis is 

the infection with pathogenic Entamoeba histolytica whereas the 

morphologically indistinguishable E. dispar is merely commensal ameba 

residing in the human intestinal tract.  The development of diagnostic kits 

specific for E. histolytica, renewed prevalence survey and molecular 

epidemiology thus became the important issues in amoebiasis research.  By 

taking advantage of the techniques involved in the stool specimens processing, 

DNA extraction and PCR developed in this laboratory, the srehp and locus 1-2 

genotypes out of the E. histolytica isolated from the mental residents in one of 

the mental hospitals in Taiwan have been investigated.  There is two major 

srehp genotypes transmitted there though more than 20 minor types were also 

identified.  Besides, 4 different locus 1-2 genotypes were identified.  We also 

proposed a model for phylogenetic analysis, which is based upon the fact that 

the frequency for the mutation is much larger than that of tandem repeats 

extension.  The data of genotype from Japan and Tailand were combined and 

analyzed.  Preliminary results indicated that there are no distribution 

differences among Taiwan, Japan and Tailand isolates.  More data need to be 

incorporated from different sources and different areas of the world to test this 

model. 

 

 

 

Keyword: Entamoeba, genotype, molecular epidemiology 
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前言 

阿米巴感染症（amoebiasis）之病原痢疾阿米巴（Entamoeba histolytica）

主要藉由糞口（fecal-oral）途徑傳染，無症狀之囊體攜帶者（carrier）為傳

染之主源。痢疾阿米巴主要寄生於寄主腸道，大部分被感染者無症狀，它

可能伺機侵入腸道上皮細胞，造成腹瀉、血便、大腸潰瘍，甚者穿過腸道

感染其他臟器，引發致命性肝膿瘍（liver abscess）等。 

人類阿米巴感染症之病例於 1875 年發表、1903 年命名病原為 E. 

histolytica 後，型態學描述一樣的原蟲也出現在許多無症狀「病人」

（asymptomatic carriers）糞便中，1925年 Emile Brumpt將這類無致病力之

原蟲重新命名為新種 E. dispar，以示區隔。「致病性」及「新種原蟲」引發

愈半世紀之爭議與研究，1993年，Diamond 與 Clark綜舉生化、免疫與遺

傳等證據闡明兩個型態「極度相似」的 E. histolytica與 E. dispar實為兩個

不同的 species 2。E. histolytica 感染可能造成潰瘍或膿瘍等病變，而 E. dispar

感染不致造成任何臨床症狀。1997年，WHO/PAHO/ UNESCO針對阿米巴

感染症做出革命性的結論與建議3，amebiasis自此定義為 E. histolytica 之感

染且無論是否有臨床上的症狀發生，以往臨床檢驗以鏡檢為主要之判定標

準面臨新的考驗。病原定義之修正導引出新的阿米巴感染症研究方向：E. 

histolytica 專一診斷方法技術之開發、盛行率之重新調查、E. histolytica 蟲
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株之基因鑑別、阿米巴症分子流行病學研究、阿米巴感染成為侵入性疾病

及傳染模式、E. histolytica致病機轉、疫苗之評估與開發等。 

據 Walsh4 於 1981 年估計，全世界有四億八千萬人感染痢疾阿米巴，

其中三千萬人有臨床症狀，四萬至十萬人死亡，感染人數需依WHO新定義

重新修正，然其發病與死亡人數高居寄生蟲疾病之第二位（僅次於瘧疾），

為極重要之熱帶傳染病，我國將之列為第二類法定傳染病，感染高危險群

主要是長期集體療養之精障及智障人士、男同性戀者、外籍勞工及外籍新

娘等。在非洲南部致病性阿米巴流行地區，E. histolytica與 E. dispar的感染

率約為十比一，印度及中南美洲，E. histolytica與 E. dispar的感染率幾近一

比一，至於其他地區，invasive amoebiasis 更是極度稀有5, 6。阿米巴症分子

流行病學研究仍屬萌芽階段，用於區分致病性痢疾阿米巴之 isoenzyme 

pattern 生化分析無法有效區分蟲株7；遺傳證據方面，正待開發適用之基因

變異標幟，以便將 E. histolytica蟲株做有效分型，自其中鑑定出較具侵入性

的蟲株，並應用於追蹤感染者，以探討其病理進程及傳播模式。 

E. histolytica基因體的大小尚無定論，肇因為 E. histolytica原蟲生

活史各階段細胞核數目不一以及染色體套數（ploidy）未知8, 9，基本上，

它擁有 linear 染色體及 circular 染色體，後者類於基因載體，又稱為

episome，rRNA基因位於其中，其基因序列常作鑑定 Entamoeba spp.中
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的種別10, 11。E. histolytica之基因體具有 intron12 及 retrotransposon13-15 等

真核生物之特徵，它同時也具有 repetive DNA，例如 strain-specific gene 

(ssg) 16, 17、serine-rich E. histolytica protein（SREHP） 基因（srehp）18、

chitinas基因（chit）19、asparagine-rich E. histolytica antigen 基因（ariel）

20等 tandem repeats，已被初步嘗試於痢疾阿米巴之基因分型，另有 SINE, 

LINE-like repeat 等 interspersed repeats 14，尚未應用於基因分型。ssg位

於 episome中 rRNA基因之上游，含 tandemly repeats 17，因近來發現某

些分離株缺乏此一基因21，ssg較難作為型別標幟。SREHP 是一表面抗

原，功能不明，具有 8-amino acid（aa）到 10-aa之 tandem repeats，其

基因之 repeat 數目及序列均有多形變異（polymorphism）1, 22-25，以其基

因變異位於 coding sequence中，多屬 synonymous polymorphism。最近

分離出 locus 1-2 及 locus 5-6 二基因26
，其中包含十個左右具變異性之

tandem repeats，為新興的分型標幟，又以 locus 1-2變異較複雜。本研

究蒐集台灣東部一精神療養院院民中阿米巴痢疾患者之糞便檢體，採用

本實驗室自行開發的核酸抽取暨 PCR技術，針對 srehp及 locus 1-2兩

個分型標幟進行分析。
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材料與方法 

材料 

ProSpecT®痢疾阿米巴微分析盤檢驗套組 (ProSpect® Entamoeba 

histolytica Microplate Assay購自 Remel（USA），Guanidine thiocyanate購自

Amersham Pharmacia Biotech（USA），矽藻土（Celite®）購自 Merck

（Germany），AmpliTaq® DNA polymerase購自 Applied Biosystems（USA），

Platinum® Pfx DNA polymerase 及 TOPO TA Cloning Kit for sequencing購自

Invitrogen（USA）；NuSieve 3:1 agarose 購自 Cambrex（USA），Chelex® 購

自 Bioi Rad（USA），痢疾阿米巴蟲株 HM1:IMSS購自 ATCC（USA），限制

酶 AluI 購自 New England BioLabs (USA)，其他藥品均為試藥級。 

檢體來源及分析處理 

於某精神醫院收集住院病患之新鮮糞便檢體，採集後於 24小時內進行

ELISA試劑 ProSpect® Entamoeba histolytica Microplate Assay初步篩檢，陽

性者重新採集三次（不同天）新鮮糞便，依據實驗室自行開發之系統流程

進行 DNA萃取及 E. histolytica/dispar之 PCR鑑別檢驗27。 

疾阿米巴蟲株培養 

標準痢疾阿米巴蟲株HM1:IMSS之培養係參考Diamond 等所開發的培

 8



養基及培養條件28。 

蟲株 srehp基因型別鑑定 nested PCR及序列分析 

Nested PCR 之引子選取係參考 Ayeh-Kumi 等所建立之系統23，第一階

段反應使用 SREHP-5（5’- GCT AGT CCT GAA AAG CTT GAA GAA GCT G 

-3’）/ SREHP-3（5’- GGA CTT GAT GCA GCA TCA AGG T -3’）引子對，可

增幅 E. histolytica srehp 545-bp（in HMI:IMSS strain）之基因片段，第一階

段反應包括：2.5 µl DNA template，0.5 µM SREHP-5/SREHP-3，PCR buffer

（10 mM Tris/HCl, pH 8.3, 50 mM KCl），200 µM dNTP，1.5 mM MgCl2，，

0.1 µg/µl BSA，0.05 U/µl AmpliTaq® DNA polymerase，反應總體積為 50µl，

首先在 94 ℃加熱 2分鐘，緊接進行 35個循環反應，每個循環包括：94  ×15℃

秒，50  ×15℃ 秒，72  ×1℃ 分鐘，最後以 72  ×6℃ 分鐘終止反應。第二階

段反應使用 nSREHP-5 （5’- TAT TAT TAT CGT TAT CTG AAC TAC TTC 

CTG -3’）/ nSREHP-3（5’- TGA AGA TAA TGA AGA TGA TGA AGA TG -3’）

引子對，可增殖第一階段反應產物中 E. histolytica srehp 450-bp（ in 

HMI:IMSS strain）之基因片段。第二階段反應包括：2 µl 第一階段反應產

物，0.5 µM nSREHP-5/nSREHP-3，1X PCR buffer，200 µM dNTP，1.5 mM 

MgCl2，0.1 µg/µl BSA，0.05 U/µl AmpliTaq® DNA polymerase，反應總體積

為 25 µl。在 94 ℃加熱 2分鐘後，進行 35個循環反應，每個循環包括：94  ℃

×15秒，50  ×15℃ 秒，72  × 40℃ 秒，最後以 72  ×6℃ 分鐘終止反應。反應

完成後經 2%洋菜瓊脂電泳檢測產物長度。 

兩階段之 PCR產物可另以限制酵素 AluI digestion加以確認。 PCR產

物由洋菜膠中回收純化後，直接進行 DNA核酸序列分析，或是如下述轉殖

至 pCR 4-TOPO後進行定序分析。 
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蟲株 locus 1-2基因型別鑑定 PCR及序列分析 

locus 1-2 之 PCR乃選取 Zaki及 Clark所建立之引子對23, 26，locus 1-2 

PCR使用的引子對為 R1 (5'-CTG GTT AGT ATC TTC GCC TGT-3’)及 R2 

(5-CTT ACA CCC CCT TCT TCT ATA ATT-3’)， PCR 反應包括：5 µl DNA 

template，0.5 µM R1/R2，PCR buffer，200µM dNTP，2.5 mM MgCl2，0.05 U/µl 

AmpliTaq® DNA polymerase，反應總體積為 100µl。在 96 ℃加熱 5分鐘後，

進行 30個循環反應，每個循環包括：94  ×1℃ 分鐘，60  ×1℃ 分鐘，72  ×℃ 2

分鐘，最後以 72  ×℃ 5分鐘終止反應。反應完成後經 polyacrylamide電泳/

銀染檢測產物長度，產物長度會因蟲株的不同而有差異，但主要位於 400 bp

上下。 PCR產物回收純化後，進行 DNA核酸序列分析。 

PCR產物之選殖及定序 

為進一步分析 srehp及 locus1-2之基因序列，另採具 3' to 5' exonuclease

校勘活性之 Platinum® Pfx DNA polymerase 進行 PCR反應，條件如下：5 µL 

template DNA，0.3 µM primer mix，1X Pfx Amplification buffer，1.0 mM 

MgSO4，0.3 mM dNTP mixture及 1.25 U Pfx DNA polymerase，反應最終體

積為 50 µL，在 94 ℃加熱 3分鐘後，進行 35個循環反應，每個循環包括：

94  ×15℃ 秒，60  ×15℃ 秒，68  × 2℃ 分鐘。 

PCR產物之選殖使用 TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing，將上述

srehp及 locus1-2之增幅產物插入 pCR 4-TOPO載體中，轉感大腸桿菌，經

培養後純化其質體。以限制酵素及洋菜膠電泳確定為 srehp及 locus1-2之增

幅產物，再進行單邊 DNA定序，以 BLAST程式將部份序列與 GeneBank

資料庫比對後，再進行全長定序。 
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結果 

檢體蒐集及初步酵素免疫分析與 PCR分析 

本研究統計收集了某精神療養院全院 1976 名住院者之糞便檢體，以

ProSpect® Entamoeba histolytica Microplate Assay進行 E. histolytica/dispar抗

原之初步篩檢，總計有 80件為陽性。此 80件陽性個案另採三次（不同天）

新鮮檢體，經抽取純化DNA及PCR鑑別檢驗後，發現有 41名為E. histolytica

感染（表一）。該精神療養院已成立四十年，近十年來屢有阿米巴痢疾病例

檢出，最近一次篩檢工作在 87 年，當時以 EIA 及鏡檢為主，並未區分 E. 

histolytica 及 E. dispar，一共於 1,582 位受檢者中檢出 358 名感染 E. 

histolytica/dispar，之後院內住民衛生環境有極大改善。在這次 41名感染者

中，有五名為近五年新入院者，有一人甚至僅入院五個月，表示該病仍持

續該院傳播中。 

蟲株 srehp暨 locus1-2基因型別鑑定 

上述 41名 E. histolytica positive之檢體DNA依方法一節所述進行 srehp

及 locus1-2之 tandem repeat片段之 PCR增幅及定序後，及結果列於圖一、

圖四。 

DNA重複序列之前處理、字串模式建立及演化樹之分析 
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srehp之 DNA序列依 Haghighi 等 2002年1之 tandem repeat劃分模式為

基礎（圖一），先將 DNA序列轉譯成 aa序列，保留 tandem repeats及其對

應 DNA序列，切除其餘序列。以 aa之重複單元（repeat unit）為準將對應

之 DNA序列切割後複製於Microsoft Office EXCEL之工作表欄位，再以特

定英文字母取代 DNA之 repeat unit後，成為 srehp字串（string）。 

觀察含有許多 tandem repeats之 srehp string中，尚有 repeat間的核酸

鹼基突變，有些突變為 synonymous mutation，有些則非，我們將依這些突

變及 tandem repeats 數目來分析29，分析之前提假設為：突變之機率較低，

tandem repeat之形成涉及 DNA複製時的 slippage mechanism，而非有性生

殖之基因重組，其機率較高。瀏覽 srehp string，依其相似度找出共同模式，

將字串區分出 13個位址(Site A、B、C、、、及M)，並依 site之順序將 string

拆解，如此 srehp string 得以排列在一起（圖二），如是可回歸正確的 site 

alignment拆解後之 string，可轉譯成兩組數字，第一組依 Site之「有」或「無」

來定義，有=1，無=0；第二組則依位址之 repeat unit 之數目(Site Number)

填寫。每一條 srehp都有 site及 site No.兩組數字，紀錄於 EXCEL之工作表

欄位。 

Srehp string之 site及 site No.兩組數字，自 EXCEL工作表轉存文字檔

後，輸入 BioNumeric 4.01版(Applied Maths, USA)進行分析。分析採用複合
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資料組(Composite data set)以交叉比對之演算法計算 srehp string 間之相似

度，site及 site No之權重比為 4：1，最後演化樹以 UPGMA（Unweighted Pair 

Group Method with Arithmatic Mean）法來建構（圖三）。 

Locus1-2之親源演化分析亦採用同樣模式進行（圖四、五及六）。 

經上述模式分析後將各種代表型別加入表一，在 41個檢出 E. histolytica

之檢體中檢體中，24件可直接以 nested PCR增幅出主要的 srehp片段，並

加以定序，其中以第 7型（11件）及第 15型（12件）為主要之 srehp型別，

另有 1件為第 19型；8件經 nested PCR及電泳分析後產物超過一個，PCR

產物進行選殖定序後可得到多樣的 srehp片段；另外 9件無法以增幅方式分

析，結果大致可看出第 7及第 15型為該院流行主要之型別，也是感染給近

十年進住院民之主型，而其他零星附型皆出現於住院年數至少十年之住

民，住民之園區房舍常因精神狀況及健保支付等原因異動，資料中無法顯

現 srehp型別與園區房舍之關聯。locus 1-2片段經 PCR增幅後皆為單一產

物，只鑑定出四型（表一、圖四），第一型與第二型較類似，第三型型與第

四型較類似，但是無法鑑別出主要型別。 

 

 13



討論 
利用 srehp及 locus 1-2含 tandem repeats之片段進行基因分型為現在世

界阿米巴痢疾研究實驗室主要工作，主要分型工作僅限於痢疾阿米巴之培

養蟲株22, 23, 26，所累積之型別資料庫極為有限，我們受惠於自行開發的「檢

體直接萃取 DNA」及「PCR」技術，可針對所有通報及主動篩檢之病例檢

體進行型別鑑定，可迅速增加資料庫之數量，使其更具代表性，並與其個

案資料作連接，進行本土與他國病例之型別區分及資料庫建立。將有助於

爆發流行時疫情調查分析及防治工作。 

本計畫針對台灣某精神醫院住院病人四十一人所感染之痢疾阿米巴進

行 srehp及 locus 1-2基因分型，經與 Haghighi等1所發表日本國內病例及東

南亞泰國病例25之分型相較，迅速加入二十二型新的 srehp型別及兩型新的

locus 1-2型別，依據突變之機率較低而 tandem repeat之形成機率較高之假

設，可暫且將全球病例已具 srehp及 locus 1-2 tandem repeat序列的各種型別

之親緣關係做一分析（圖三、圖六），因為全球病例之型別資料極有限，台

灣本土病例、日本病例、泰國病例及印度病例為主要者，且互相穿插，有

待世界各地區匯入更多更多 srehp及 locus 1-2基因的 tandem repeat序列資

料才能區分出主要型別。本實驗室已提供痢疾阿米巴研究領域自糞便檢體

直接抽取 DNA 及 PCR 增幅的相關技術，現提出親緣分析模式，旨在號召

該領域相關研究者一同取得資料並彙集資料以驗證分析模式。 

本研究所篩檢之對象皆無臨床症狀，但該精神病院在十年前屢傳阿米

巴肝膿瘍病例及因之死亡個案，本研究無法針對基因分型與致病與否或是

侵入性與否的關係做結論，有待未來實驗室分析更多臨床通報（具臨床症

狀）之病例資料，實驗室現在已掌握台灣另外一家精神病院及啟智教養院
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病例、愛滋病及男同性戀之阿米巴感染者、東南亞外勞健檢等檢體，將在

最短時間內將其分析完畢，相信所得資料將為世界上最完整者。為來對於

各種流行病學分析、進一步發展成為侵入性疾病的機轉、以及傳染模式等

研究將及有助益。 
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圖一、 srehp基因之示意圖；1、2、3、、、24為本研究分析檢體所得之序列，1’、2’、、
8’為 Haghighi等分析日本病例額外所得1。 

19



 
 

 
 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

1

2

3

4

5

6

7

8

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

0 

1 

2 

3 
4 
’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 

’ 
Site AB C DE F G H I J K L M
’ 

圖二、拆解後之 srehp基因序列 
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圖五、拆解後之 locus 1-2基因序列 
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圖六、locus 1-2親源系統分析。 
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附表一、台灣某精神病院院民（n=1976）中 E. histolytica感染者基本資料及 E. 
histolytica基因型別 
編號 姓別 年齡 居住園區

1
-院舍 同房 住院年數 Srehp locus1-2 

30 M 42 A-1  13 ND ND 
90 F 45 A-2  5/12 ND ND 
94 F 31 A-2  1 15 1 

119 M 42 B-A  17 7 ND 

155 M 54 B-A  8 15 4 

160 M 59 B-A  36 13, 17, 18 3 

459 M 37 B-D 12 11 7 3 

460 M 49 B-D 12 27 7 ND 
628 M 37 B-F  17 15 ND 
633 M 76 B-F  35 15 ND 
729 M 54 C-01  27 15 2 

737 M 62 C-01  10 14,20 ND 
752 M 61 C-01 109 25 3,5,6,11 ND 
753 M 45 C-01 109 25 4,7,23,24 ND 
778 M 39 C-01  11 7 3 

793 M 44 C-01  19 ND ND 
845 M 61 C-02  35 7,9 ND 
879 M 60 C-02  27 7 ND 
1059 F 61 C-04  19 15 ND 
1171 F 48 C-05 513 3 15 1 

1172 F 50 C-05 513 22 19 ND 
1218 M 52 C-06 602 31 15 ND 
1220 M 55 C-06 602 31 ND ND 
1236 M 43 C-06 606 20 7 3 

1238 M 36 C-06 606 13 ND ND 
1239 M 40 C-06  18 ND ND 
1252 M 52 C-06  23 ND ND 
1288 M 58 C-06  28 2,7,22 3 

1290 M 36 C-06 616 10 15 1 

1294 M 50 C-06 616 26 15 ND 

1347 M 47 C-07  30 15 1 

1351 M 52 C-07  29 ND ND 

1367 M 36 C-07  3 7 3 

1380 M 72 C-07  30 7 4 

1507 M 50 D-01  27 7 3 

1537 M 52 D-01  28 1,7,8,10,11 3 

1631 F 66 D-09  7 15 ND 
1664 F 51 D-09  4 ND ND 
1675 F 54 D-10  20 12,15,16,21 ND 
1763 M 54 D-11  33 7 3 

1962 M 43 D-15  18 7 ND 

1
園區 A、B：精神狀況穩定，可接受職訓；C：精神狀況穩定，整體功能中下，需護理

及生活輔導；D:嚴重退化精神症狀。 
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