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計畫中文摘要： 

高通量定序  (high-throughput sequencing)，又稱為下世代定序

(Next Generation Sequencing, NGS) 具有龐大數據之產出以及 de novo

定序分析的強大能力，有別於以往僅能對已知病原體基因序列進行偵

測，近年來廣泛運用在傳染病原的偵測與追蹤，將分子診斷提升至全

基因領域。目前 NGS 可應用於不明原因傳染病原偵測、新興微生物(病

原)之鑑定分析、微生物全基因體定序、微生物分型、傳染病群聚調查、

抗藥性基因分析比對以及微生物菌叢(microbiome)的變化追蹤等。 

本計畫已完成建置以 NGS 檢驗不明原因死亡個案之技術，自本

(2017)年 1-10 月共 8 例不明原因死亡個案中，有 5 例檢出病原，病原

種類包括病毒及細菌，陽性率達 63%；此外，也完成制訂未知感染原

之檢驗流程圖，運用 NGS 作為釐清可能感染原之最後選擇。 

本計畫期望運用高通量定序偵測平台建立病原體基因序列分析的

流程，適當串連各種分子檢驗技術之優點，以期能即時發現不明與罕

見的病原體，強化防疫時效與避免不明傳染病對社會造成衝擊。加強

病原體基因序列資料之彙整分析，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。 
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關鍵詞：高通量，下世代定序 
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計畫英文摘要：  

keywords：high-throughput, next generation sequencing 

High-throughput sequencing, also referred to as next generation 

sequencing has been proved itself to be robust and expanded to the whole 

genome level. The NGS has dramatically changed the molecular diagnostic 

arena in clinical microbiology and applied to detection of unknown disease 

associated pathogens, genotypic resistance testing, outbreak investigation and 

investigation of microbial population diversity.   

  In this study, the NGS platform has been applied in the pathogen 

detection of sudden death and unknown etiology cases. There were 8 death cases 

with unknown causes reported from Jan–Oct this year. Five of them has been 

detected pathogens by using this NGS platform, including bacateria, viruses, the 

positive rate is 63%. The flow chart of detection of unknown pathogen has also 

been established in this project to clearify the possible casues for dieases or 

death by using NGS technology. 

In this project, we expect to establish pathogen analysis plate form by 

adequately integrating many kinds of molecular diagnostic techniques with 

NGS system. Through the analysis of pathogen 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 monitor the drug resistance of pathogens 

and even provide a foundation for future developing diagnostic techniques. 
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本文 

一、 前言：  

高通量定序又被稱為 deep sequencing, 下世代定序 (next 

generation sequencing, NGS), 其成功超越傳統 sanger sequencing，

不但可以一次產出 Gb 至 Tb 大量之序列資料，且無需事先設計

引子或探針，直接針對未知基因進行序列分析，再加上 de novo 定

序組裝的強大能力，可針對新興未知病原基因體完全解密[1]。 

近年來高通量定序廣泛應用在傳染病原的偵測與追蹤，例如不

明原因傳染病原偵測、新興微生物(病原)之鑑定分析、微生物全基

因體定序、微生物分型、傳染病群聚調查、抗藥性基因分析比對以

及微生物菌叢(microbiome)的變化追蹤等[2-9]。 

目前市面上有數種高通量定序平台針對不同目的，數據資料的

產出量，每筆序列的長度及組裝功能的差異，可供選擇使用。高通

量定序在診斷應用上可分成兩種策略：whole exome sequencing 

(WES)以及 whole genome sequencing (WGS) [10]。前者利用已知基

因的序列，大量篩選可能之變異(例如抗藥變異) [11]，或是追蹤菌

叢的變化(例如以 16S 基因分析細菌種類) [12]。後者則利用 de novo 

sequencing 的方式，可以組裝全基因體序列(2011 年德國新型出血
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性大腸桿菌 E. Coli O104)，或者未知病原的偵測以及群聚事件的調

查[4-6]。 

高通量序列分析平台彌補傳統的病原體檢測技術僅能對已知

病原體基因序列進行檢測，且單次的試驗裡只能檢測一個或數種已

知的病原體的不足，且具有大規模 de novo 定序分析的強大能力，

提高病原全基因解析的能力與速度，隨著基因定序方法的進步，能

迅速累積病原體基因序列，得以全面性分析病原體之基因體結構。

因此，本計畫將選取不同之高通量定序平台分別運用於未知病原之

偵測、全基因體定序組裝以及群聚事件的調查等。未來面對未知的

新興傳染病時，可以此系統進行即時偵測及基因解密；且針對發生

群聚時，進行分析比對尋找可能知感染來源，以期能即時發現不明

與罕見的病原體，快速找出感染源，強化防疫時效與避免不明傳染

病對社會造成衝擊。 
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二、 材料與方法 

1、 檢體來源：依本署預防醫學辦公室遴選不明原因或法醫通報且其檢

驗結果為陰性之死亡個案，並由各實驗室協助提供檢體或核酸進行

NGS 檢驗分析。 

2、 檢體核酸萃取：利用自動核酸萃取系統 MagNA Pure Compact 

Instrument (Roche Applied Science)進行檢體核酸萃取，萃取完成的

核酸置於-80℃冷凍櫃保存。 

3、 基因庫建置及 NGS 定序：利用 QIAseq FX Single Cell RNA Library 

Kit進行建庫，並以 Illumina MiSeq或MiniSeq平台進行NGS定序。 

4、 資料分析： NGS 定序資料利用 MePIC（Metagenomic Pathogen 

Identification for Clinical Specimens）[13]先濾除人類基因序列，再

比對 Genebank 之病原資料庫，找出可能病原。 

5、 PCR 反應及定序比對：針對 NGS 檢出病原之個案，分別進行 PCR

反應及定序比對，使用引子如下： 

（1） 個案編號 1、4 及 7： 

16S-8F：AGAGTTTGATCCTGGCTCAG [14]。 

16S-1492R(I)：GGTTACCTTGTTACGACTT [14]。 

（2） 個案編號 6： 

HHV7-F：GTTACTTTCAAAAATGTTTGTCCC [15]。 

HHV7-R：GGAAATAGGATCTTTTCAAATTC [15]。 

 

https://www.qiagen.com/us/shop/sequencing/qiaseq-solutions/qiaseq-fx-single-cell-rna-library-kit/
https://www.qiagen.com/us/shop/sequencing/qiaseq-solutions/qiaseq-fx-single-cell-rna-library-kit/
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三、 結果 

1、 NGS 檢驗疑似腸病毒快速死亡個案 

本次以通報疑似腸病毒快速死亡個案，經multiplex real-time PCR 

panel 46個病原檢驗陰性，隨即以NGS技術進行分析。傳染病檢測須掌

握檢驗時效，因此本計畫將檢體核酸自行建庫，只需1天(委外廠商須有

案件先後次序，則須1周左右)。此次實驗上述通報疑似腸病毒快速死亡

個案外，加入一臨床個案經multiplex real-time PCR panel偵測出

Toxoplasma gondii及CMV，此臨床個案檢體作為陽性對照組。檢驗結果

分析快速死亡個案血清中有TTV(Torque teno virus)(表一)。經分析可得

到約四百萬條定序片段數，其中疑似腸病毒感染併發重症個案血清檢體

中偵測之Torque teno virus (以下簡稱TTV)序列有6640條，約佔總輸出量

0.16%。由於數量夠多，收集定序深度達50倍以上之TTV片段進行組裝，

組裝結果獲得單一長度達3,377 bps之TTV組裝片段，經與NCBI基因資

料庫進行比對，與Torque teno virus 24（accession number：AB060597）

最為相近，序列相同度達86%。(圖一) 

 

2、 NGS 檢驗不明原因之死亡個案 

依本署預防醫學辦公室遴選不明原因死亡個案共7例進行NGS檢驗，

個案通報疾病、檢體種類及NGS檢驗結果如表二所示。依NGS檢驗結果，
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於7例不明原因死亡個案之檢體中共有4例檢出病原，摘述如下： 

(1) 個案編號1：庫賈氏病及日本腦炎之通報個案，於全血、血清及

腦脊髓液之混樣檢體中比對出Propionibacterium acnes，其序列

佔混樣檢體比率約0.1%。 

(2) 個案編號4：未知感染源肺炎心肌炎之通報個案，分別於心、肝、

脾及肺臟之混樣檢體中發現有Pseudomonas spp.序列（佔混樣檢

體比率約0.02%）；於右肋膜腔、左/右肺及氣管病毒拭子之混樣

檢體中比對出Streptococcus spp. （佔混樣檢體比率約6%）及

Stenotrophomonas spp. （佔混樣檢體比率小於0.01%）；另於脾、

腦幹、腦基底、腦脊髓液及血清之混樣檢體中檢出Staphylococcus 

aureus ，佔混樣檢體比率約0.01%。 

(3) 個案編號6：不明原因腦炎通報個案，於腦脊髓液、鼻咽病毒拭

子及血清之混樣檢體中比對到Human herpesvirus的序列，佔混樣

檢體比率小於0.01%。 

(4) 個案編號7：不明原因肺炎通報個案，於尿液、鼻咽病毒拭子、

痰及血清之之混樣檢體中發現有Serratia marcescens序列，佔混樣檢

體比率約0.1%。 

3、 PCR 定序比對結果 
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    將 NGS 檢驗結果檢出病原之個案編號 1、4、6 及 7 進行 PCR

反應及定序比對，結果如圖二所示，除個案編號 1 未檢出外，其

他個案之 PCR 定序比對結果說明如下： 

(1) 個案編號4：心、肝及脾臟檢體均比對出P. putida；肺臟檢出

Weissella confusa；右肋膜腔檢出Stenotrophomonas sp.；左/右肺

及氣管之病毒拭子比對出S. salivarius；另於腦脊髓液中檢出S. 

aureus。 

(2) 個案編號6：鼻咽病毒拭子中檢出human herpesvirus 7。 

(3) 個案編號7：自痰中比對出S. marcescens。 
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四、 討論 

1、 本計畫收集樣本以人類臨床檢體為主，並採檢體混樣上機。NGS

檢驗結果大部分為人類序列，造成病原佔檢體比率偏低，後續將

評估使用更大輸出量的 NGS 試劑，以提升病原檢出率。 

2、 於疑似腸病毒快速死亡個案之血清 （圖一）中發現 TTV 序列，

目前 TTV 被認為與肝臟疾病、呼吸道疾病、血液惡性腫瘤及自體

免疫疾病有關，但其致病能力仍未清楚。 

3、 由於TTV並非絕對致病原，因此並未納入Multiplex Real-time PCR

之檢測項目，本次試驗證明 NGS 有不受限於檢測標的之優點，具

檢測未知感染源之潛力，但由於自取得樣本至分析完成需時近 2

週，考量 NGS 所需時間、技術、成本（表三及表四）及資料分析

能力均遠較 Multiplex Real-time PCR 檢驗方法為高，不建議作為

每日例行性檢驗方法，但對於不明原因快速死亡個案之檢驗結果

為陰性者，NGS 可作為釐清可能感染源之最後選擇。 
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五、 結論與建議 

1、 目前傳染病檢驗方法以血清學及 PCR 核酸檢測為主，惟該等技術

受限於檢測標的數量，對於通報多項傳染病之檢驗結果均為陰性

者，例如不明原因重症或快速死亡個案，仍無法釐清其可能感染

源。次世代定序技術（Next Generation Sequencing，以下簡稱 NGS）

相較於 PCR 核酸檢測方法，具有產量大且無檢測標的數量限制之

優勢，目前應用在臨床醫學相關領域上已日趨成熟，包括癌症研

究及非侵入式胎兒染色體篩檢等。爰此，為提升本中心傳染病檢

驗能力，以本計畫建置 NGS 平台以應用於傳染病之檢驗，並制

訂未知感染源之檢驗流程（圖二），以利遵循。 

2、 以陽性對照組之臨床檢體做為 NGS 檢測正確性之指標，可得到與

例行性檢驗方法Multiplex Real-time PCR之檢測結果相同(表一)，

足可證實 NGS 檢測之正確性。 

3、 本計畫自本署預防醫學辦公室遴選之不明原因死亡個案中共檢出

4 例帶有病原，後續已安排於本年 12 月初與各防疫醫師進行病例

討論會，以利瞭解病例與檢出病原間之可能關聯性。 
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七、 圖、表 

 

 

 

 

 

       表一、疑似腸病毒感染併發重症個案 NGS 檢測結果 
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 圖一、NGS序列分析及病原序列組裝 
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表二、不明原因死亡個案之NGS檢驗結果 
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表三、NGS 檢驗時效分析 
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表四、成本經費分析 
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圖二、未知感染源之檢驗流程圖 
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