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摘要 

計畫摘要：請摘述本計畫之目的與實施方法及關鍵詞 

關鍵詞：諾羅病毒(Norovirus)、急性腸胃炎、群聚性感染監測、Real Time 

RT-PCR、親源分析 

 

在美國每年約 7600 萬人發生食因性疾病，其中由致病原感染發病約

1400 萬人，住院約 6 萬人，其中 1800 人因此死亡；而病毒性感染約佔已知

病原感染的 79%，其中諾羅病毒感染占 79.6%、輪狀病毒及星狀病毒感染

各佔 10%[1]。本局自 93-95 年研究中發現，輪狀病毒感染率較高月份多發

生於 10 月至次年 3 月間，但 95 年上半年陽性個數上升約 10%；諾羅病毒

群聚案例在 93-94 年間發生於氣溫低的冬季及早春，但今(95)年上半年發現

氣溫上升但群聚案例卻有暴增的現象。因此，是否台灣地區流行的病毒株

發生變異，以及在非流行月份間，該類新興病毒在環境中的分布情形，為

本計畫將執行的重點。 

諾羅病毒（Norovirus），屬於 Caliciviridae 單股 RNA 病毒[2, 3]。具有

三種基因型，其中感染人之型別為第一、二型（GI、GII）[4]。據流行病學

調查，在工業化國家中諾羅病毒是成人非細菌性急性腸胃炎的主要致病

源，佔食物中毒感染原因之 30％左右，並且約佔病毒性群聚性感染的 70~95 

%[5]。 

諾羅病毒感染好發於成人及較大之孩童，並且容易在安養院、醫院、

學校及水上活動造成群聚型感染[6-9]，全年皆有病例報告，但以冬天稍多，

但以本局 95 年前半年監測，病毒似乎出現變異，流行案件自一月至五月呈
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現暴增的群聚現象。在臨床上主要症狀為急性水瀉、嘔吐、腹絞痛及些微

發燒，許多病患主訴症狀為嘔吐，並且過往多發生於冬季因此該疾病又被

稱為冬季嘔吐病（winter vomiting disease）。其潛伏期約 12~48 小時，並且

症狀會持續約 12~60 小時，感染發病之病患多數在 12~60 小時後自癒，但

對於嬰幼兒及無法自我照護者，偶而會因脫水而病情加重。傳染途徑為糞-

口傳染，感染者的糞便污染環境介面、飲水或食物，特別是貝殼類食物而

傳染給其他人，尤其在日本、亞洲地區及法國等地，當地居民喜好食用大

量生魚及貝類，在過去許多流行病學調查中顯示，諾羅病毒引起之腸胃炎

與牡蠣等貝類產收季節有相當大的相關性[10]，由於此類病毒會持續存在環

境中，並且研究也發現貝類會濃縮病毒；台灣地區在 94-95 年間監測，諾羅

病毒引起之急性腸胃炎多屬於學校或醫院及看護中心群聚感染，約佔 70%

以上，但病毒在環境間存在及傳播之相關性仍不了解，因此引起食物中毒

之危險因子之監測及了解確切傳播途徑可以作為防疫上之重要參考。 

至目前諾羅病毒仍無法以細胞培養方式分離與增殖病毒株，傳統以電

子顯微鏡檢測腹瀉病人之糞便檢體中是否含有病毒顆粒，目前也有發展 EIA

方式檢測病毒表面蛋白抗原，但由於病毒基因及抗原變化性相當大[11]，因

此檢測試劑的靈敏度受到各區域性病毒型不同影響，靈敏度僅 105~106 PFU 

/mL。在流行病學調查，大部分使用 RT-PCR 或 Real Time RT-PCR 方式分析，

靈敏度可達 10~102 PFU /mL。本研究計劃擬就諾羅病毒引起之食物中毒案

件，收集腹瀉病人之糞便檢體，及採集疑似引起腹瀉之食物及環境檢體，

以 Real Time RT-PCR 方式分析，並將兩者基因序列作分子基因親源相關性

比對分析；藉由此計畫，可以了解台灣地區，在急性腸胃炎中諾羅病毒之

流行情形，並可了解環境及食物中相關危險因子。 
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壹、前言 

在已開發中國家如美國，急性腸胃炎是僅次於急性病毒性呼吸道疾病

的急症[12]，全世界每年約有大於 700,000,000 個案發生於小於 5 歲之孩童

[13]，腸胃炎在臨床上的表現大多為腹瀉、嘔吐、腹絞痛等，但在開發中國

家，仍有約 5%以上嚴重腹瀉造成脫水而死亡 [14-16]。引起急性腸胃炎之

病源體包括細菌、病毒、寄生蟲等，在過去腸胃炎多數為細菌及寄生蟲所

引起，並且許多無法分析感染原。在 1972 年，發現諾羅病毒也是造成急性

腸胃炎之致病源，病毒性腹瀉個案數(率)急速上升[17]。能引起腸胃炎的病

毒主要為輪狀病毒（Rotavirus A），星狀病毒（Astrovirus），腺病毒

（adenovirus）第 40、41 型，杯狀病毒之 Sapovirus（即原先之 Sapo-like virus）

及 Norovirus（即原先之 Norwalk-like virus），其他如冠狀病毒（Coronavirus）、 

A 型肝炎病毒（Hepatitis A virus）、E 型肝炎病毒(Hepatitis E virus)及

Aichivirus 等也會有相似的症狀，在這些腹瀉病毒中，僅杯狀病毒仍無法以

細胞培養病毒株。 

諾羅病毒最早發現於 1968 年，美國俄亥厄州之 Norwalk 小城一小學爆

發集體急性腸胃炎(1)，初次感染率約 50%，再次感染率約 32%；受感染者

在 12 至 24 小時內，有 90％以上出現噁心、嘔吐，38％出現腹瀉的現象。
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至 1972 年，Kapikian 利用免疫電子顯微鏡發現病毒顆粒，大小約 27nm [17]。

之後陸續許多腸胃炎群聚型感染都證明與諾羅病毒相關[18-22]，才開始對

此病毒有深入的研究。諾羅病毒（Norovirus），在早期依其外型命名為 SRSV

（Small Round –Structured Viruses），屬於 Caliciviridae、單股（+）RNA

病毒，不具外蛋白膜[3]，病毒顆粒大小約 27~40nm，RNA 長度 7.6 bps，分

成三個 ORFs。依病毒在 RNA dependent RNA polymerase 序列差異，可區分

成三種基因型，其中感染人之型別為第一、二型（GI、GII）[4]。 

據流行病學調查，在工業化國家中諾羅病毒是成人非細菌性腸胃炎的

主要致病源，也是食物中毒最主要的致病源，約佔群聚性感染的 70~95 %，

好發於成人及較大之孩童，並且容易在安養院、醫院、學校及水上活動造

成群聚型感染，全年皆有病例報告，但以冬天稍多。主要的臨床症狀為急

性水瀉、嘔吐、腹絞痛及些微發燒，由於許多病患主訴症狀為嘔吐，因此

該疾病又被稱為冬季嘔吐病（winter vomiting disease）。其潛伏期約 12~48

小時，並且症狀會持續約 12~60 小時，感染發病之病患多數在 12~60 小時

後自癒，但對於嬰幼兒及無法自我照護者，偶而會因脫水而病情加重；傳

染途徑為糞-口傳染，感染者的糞便經由污染環境介面、飲水或食物[23]，

特別是貝殼類食物而傳染給其他人[18, 24, 25]，在日本及亞洲國家，人民特

別喜好生食魚貝類，尤其牡蠣及文蛤，調查顯示，諾羅病毒感染引起之腸
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胃炎在牡蠣及文蛤收成季節時發病率特別高[10]。台灣地區，在 2004 年二

月間，爆發首例諾羅病毒引起之院內感染事件[26, 27]，當時受到相當的重

視，之後陸續開始出現病毒性群聚事件[2, 6-9, 28]。此外，本局曾經利用分

子演化分析自 2004 年 11 月至 2005 年 3 月間，共 12 起腹瀉群聚事件之有

症狀個案糞便檢體，經分析結果 12 起均為諾羅病毒感染，在基因分析發現

共有 6 種不同基因型別，分別為 GII/11、GII/14、GII/3、GII/4、GII/6、GII/18，

而 GII/4 為主要流行型別佔 83%[29]，其中，學校群聚事件佔 41.66%（5/12），

醫院或安養中心院內感染事件佔 33.33%（4/12）。但因缺乏即時疫情調查，

對於諾羅病毒的傳染途徑仍不清楚。 

去(95)年國內諾羅病毒（Norovirus）引起腹瀉群聚事件有增多趨勢，

依本局症狀系統腹瀉監測資料顯示迄今共有 72 件群聚事件，其中 61 件

（85%）群聚事件證實由諾羅病毒引起；94 年全年共有 30 件群聚事件，其

中 17 件（57%）群聚事件證實由諾羅病毒引起。綜合本局症狀系統及人口

密集機構傳染病監測系統資料分析顯示，95 年諾羅病毒腹瀉群聚事件，好

發場所依序為人口密集機構：老人養護機構(含榮民之家等)佔 22%、護理之

家佔 19%、安教養機構佔 13%、醫院（精神科病房佔 11%、其他病房佔 22%）、

學校（國中佔 5%、國小佔 3%）及營區（佔 5%）。依據分局及各衛生局所

提供的疫情調查報告顯示，多數調查當時以細菌性感染群聚事件模式楚
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理，因此調查資料半數以上並不完整，以報告中僅有的資料得知，在後來

實驗室證實為諾羅病毒感染的群聚案件資料分析，病毒可能散播的途徑疑

似為：在人口密集機構或病房中人與人密集接觸、感染病毒之病患或工作

人員間相互傳播，但實際傳播途徑是經由水源或環境介面間傳播必須以實

驗證據加以證實。 

由於台灣地區在人口密集機構好發群聚感染比率高於其他國家，因此

為了解台灣地區實際傳播情形，必須將環境採樣檢測方法標準化，並應用

在發生群聚事件時，可以與人體檢體檢測到的病源序列一同比對，以釐清

確實感染源，甚至可以阻斷二次或再次傳播。 

現今諾羅病毒仍無法以細胞培養病毒株，因此傳統以電子顯微鏡檢測

腹瀉病人之糞便檢體中是否含有病毒顆粒，目前也有發展 EIA 方式檢測病

毒表面蛋白抗原，目前已知 16 種 Genogroup I 及 18 種 Genogroup II，在日

本國立感染症研究所實驗室，已經成功建置類病毒外蛋白表現基因及抗原

庫(viral-like particle library)，在各不同的 genogroup 或 genotype 表現的病毒

外蛋白(VLP)及抗病毒外蛋白抗體(Anti-VLP)是無法完全交互中和反應

[30]，因此，在試劑的研發上很難涵蓋所有的型別，而導致專一性及敏感度

無法很好，所以在流行病學調查中，使用 RT-PCR 或 Real Time RT-PCR 方

式分析，不僅靈敏度可達 10~102 PFU /mL，所需要的檢體量較低，並且可
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以接序進行彼此間基因比對或演化分析，因此各國在公共衛生的急性腸胃

炎疾病防治業務上，多數採用 RT-PCR 來提高檢測效率，並達到防治之目

的。
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貳、材料與方法 

在台灣地區，關於腹瀉性病毒整體的研究不多，自 2004 年起疾病管制

局，對於通報無原因腹瀉群聚事件之人體糞便檢體開始加入諾羅病毒篩

檢，在通報的檢體中，主要年齡大於 10 歲以上，多數為群聚性腹瀉群聚事

件，諾羅病毒檢出陽性率高達 25.23％，檢出陽性率約為輪狀病毒的 28 倍。

此外，在醫院的看護中心與安養院發生率最高佔 43％，其次為學校佔 33％，

依據少數調查報告推測傳播方式約 90％可能經由接觸性散播感染，而確切

引起之群聚性感染與食物及環境間之相關性尚不清楚。台灣地區諾羅病毒

群聚感染發生場所，以養護中心、醫院、學校為主，和美國及加拿大發現

較相似；而鄰近的日本主要以飲食店（46.8%）、旅館（17.6%）及學校（6.3%）

為主；歐洲地區，主要發生於海上活動。各國發生諾羅病毒群聚事件的場

所相差很大，但在文獻查詢中發現，國外對於傳播路徑的研究並不多，為

了解台灣地區群聚感染發生場所與諾羅病毒在環境分布的狀況，與疫情散

佈傳播的相關性，必須自本國生活習慣，及發生群聚事件次數頻率較高的

場所進行採樣分析，並證實傳播模式。 

本計畫擬就諾羅病毒引起之腹瀉群聚案件中，收集腹瀉病人及接觸者之

糞便檢體，並採集疑似引起腹瀉之環境檢體，以 Real Time RT-PCR 方式分析，
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並將兩者基因序列作分子基因親源相關性比對分析。計畫中使用之分析方法及

原理如下： 

一、 檢體來源： 

（1）病毒性腹瀉群聚事件中腹瀉個案及接觸者之糞便檢體， 

（2）疑似引起腹瀉之環境檢體，將配合疫情分年建置。相關聯性之檢體，

就其懷疑感染途徑分成三類：第一類，如醫院病房、安養中心、特殊教育

中心，疑似由看護者傳播，同時採集看護人員糞便檢體。第二類，如學校

群聚性感染，除即時問卷調查（附件一）外，應就指標病例、及相關可疑

環境或餐盒供應途徑調查並採集檢體，包括環境水、餐盒供應工作者之糞

便檢體。第三類，懷疑水源感染，如游泳池或水上活動引起之群聚腹瀉事

件，除腹瀉個案檢體外，同時採集水質樣本。 

二、 檢體收集定義： 

（1）糞便細菌性培養呈陰性 

（2）平均潛伏期約 24~48 小時 

（3）發病症狀出現期間約 12~60 小時 

（4）有 50％個案以上出現腹瀉並嘔吐症狀。 

三、 個案臨床症狀調查表: 

針對受檢者作調查，臨床症狀包括，嘔吐、腹瀉(水樣便或軟便，次/每天)、
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噁心、腹痛、頭痛、發燒(溫度)。 

四、 疫情調查： 

群聚感染個案及接觸者配合填寫「腸胃炎調查問卷」（如附件一）。 

五、 糞便檢體處理： 

腹瀉病毒檢驗通常必須採用新鮮糞便檢體，以低溫保存從採件處運送至實

驗室。處理情形如下：將糞便檢體與 PBS 以 1:10（w/v, v/v）混合均勻，以

無菌吸管吸取至已滅菌之離心管中，於 4℃，3000×g 離心 15 分鐘，收集上

清液分裝至 2 隻冷凍小管中，標示號碼及日期保存於－70℃。 

六、 食物檢體處理： 

食物檢體加入 1:10（w/v, v/v）含 1% antiform B 之 PBS，於混合處理器中

18,000 rpm 混合均勻後，加入 6 mL chloroform-butanol（1:1, v/v）再混合作

用 30 秒後，加入 170 mL Cat-Flot T。混合均勻之檢體於 4℃，3,000×g 離心

30 分鐘，取出上清液移至另一試管內含 3mL 30％sucrose 溶液中，再於 4℃，

超高速 154,000×g 離心 3 小時。離心後去除上方液體，下方之沉澱物以 300ul 

ddH2O 溶解後，置於-80℃ [31]。 

七、 水樣檢體處理： 

經文獻資料發現，諾羅病毒多數經由水源污染傳播感染，因此本實驗尋找

適合水樣本中濃縮病毒的方式，我們參考了 Katayama[32]與 Beuret[20]的方
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法，建立了兩種水樣本前處理的方法： 

(1)保留病毒顆粒方法[32]：在整個流程中必須先在環境水中加入 25mM 

MgCl2，幫助病毒凝集；之後將有加入鹽類的環境水用 0.45um 的 filter 過濾，

此時，凝集的病毒顆粒會殘留於膜上，再將過濾完後的 filter membrane 置

入 0.5mM 的 H2SO4 潤濕，潤濕完後，以 10ml 的 1mM NaOH 淬取出病毒，

將淬取出來含有病毒的 10ml NaOH 溶液以 50ul 的 50mM H2SO4 及 50ul 

100x TE buffer 中和其鹼性，最後將中和過後的溶液濃縮成 2ml 再以這樣的

檢體去萃取核酸。 

(2)直接萃取病毒核酸方法[20]：水樣檢體必須經過過濾處理。將已滅菌之

過濾用漏斗、過濾管、幫浦架設好，將 0.22um 過濾膜置放於通管中，放入

水樣檢體，過濾速度需小於 20 L/min。過濾後將濾膜以滅菌之鎳子稍加摺

疊，取出置放於血清管中，加入 AVL-Buffer，搖晃試管使所有濾膜均浸泡

到，再抽取病毒核酸。 

因環境水污染程度不同，推測病毒含量可能之差異，並參考文獻資料[4, 16, 

23, 35]，歸納取樣水量如下表一。 

八、 RNA 的萃取： 

使用 QIAGEN 生產之 QIAmp Viral RNA kit 萃取純化病毒 RNA。取處理過

之糞便檢體上清液 140μL 加入 560μL Buffer AVL 室溫作用 10 分鐘，再加
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入 560μL 絕對酒精 vertexing 混合均勻，將上述全部混合液通過 QIAmp spin 

column，將過濾後之混合液丟棄，取 column 以 Buffer AW 清洗兩次後，以

Buffer AVE 100ul 將 RNA 溶出，加入 5U DNase I（Takara, Tokyo, Japan），

置於-80℃待用。 

九、    Real Time RT-PCR 反應引子設計及反應分析： 

諾羅病毒分析：依 Similarity Plot 分析[25]，諾羅病毒基因於 RNA dependent 

RNA polymerase 區域至核蛋白 N 端區間具極高穩定性，GI 基因群於病毒

核酸序列 5279 至 5381 間之 102bp，GII 基因群於病毒核酸序列 4988 至 5108

間之 120bp，在各個基因型別間 GI 有 88~100%而 GII 有 86~100％相似性，

為核酸序列高度穩定區域。因此，為提高 Real Time RT-PCR 反應靈敏度，

引子對選取此基因片段設計，序列如表二。 

Real-time RT-PCR 反應條件分成兩階段：（1）反轉錄(reverse transcription)

反應：取病毒 RNA 萃取液 5ul 為模板，加入單管 15ul 的反轉錄混合液，內

含 50mM Tris-HCl，75mM KCl，3mM MgCl2，10mM DTT，10mM 

dithiothreitol，0.1μM Random primer，30U of RNase inhibitor (Roach)，200U 

SuperScript II RNase H (-) (Invitrogen)，於 42℃作用 2 小時進行反轉錄反應，

合成 cDNA 後保存於-20℃。 

（2）分成兩管作 GI 或 GII 反應，取 5ul cDNA 為模板，加入 15ul LightCycler 
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TaqMan master mix (Roach)，再分別加入 GI 引子 400nM COG1F、COG1R

及 TaqMan 探針 600nM RING1(a)及 200nM RING1(b)，或 GII 引子 400nM 

COG2F、COG2R 及 TaqMan 探針 200nM RING2 進行 Real Time RT-PCR。

反應程序為：50℃ 2min，95℃ denature 10min，之後進入 45 個循環：95

℃ 15sec，56℃ 1min。結果由LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche)

偵測分析。 

十、   序列分析： 

使用 ABI PRISM（BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit）作核酸序列

分析，反應條件如下：取適量 RT-PCR 反應產物、1μM 反應引子 SR33、1

μL BigDye3.1、反應緩衝液，最後總體積為 10 μL。將裝有反應物之微量

離心管於 96℃ 作用 1 分鐘，之後反應條件為 96℃ 10 秒、50℃ 5 秒、60

℃ 4 分鐘，共 25 次循環。 

反應產物純化：為減少反應混合物中游離標記物之干擾，先將定序反應後

之產物純化。將定序反應產物 10μL 加入等體積的 ddH2O、60μL 的絕對

酒精、5μL 的 125 mM EDTA，於室溫下靜置 15 分鐘，再以 4000 rpm 離

心 30 分鐘；去除上清液後，以 70 ％酒精清洗，4000 rpm 離心 5 分鐘，最

後將沉澱物烘乾，再加入 10μL Hi-diformamide。 

基因定序反應：將純化後產物置於 96 ℃ 作用 2 分鐘後，馬上置於冰上，
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再放入 ABI 3730 自動化核酸螢光定序儀（DNA Autoseqencer）進行核酸序

列分析。 

 

十一、   病毒基因庫分析比對 

（1）將定序後之鹼基序列與 NCBI 基因資料庫中已知之基因序列進行比對

分析，以確定病毒基因型別。 

（2） 將環境與發病個案檢出的諾羅病毒 PCR 產物定序之鹼基序列互相比

較，推測傳播的可能路徑。 

（3）將歷年病毒序列比對分析，比較病毒變異性。 

 

十二、   病毒基因親源演化分析比對 

RT-PCR 產物經核酸定序分析後，將臨床糞便、水樣或環境檢體分析得到之

病毒基因序列與基因資料庫擷取之各國諾羅病毒基因片段，利用 EMBOSS

中 Emma 程式進行多序列並列分析（multiple sequence alignment）後，再應

用電腦軟體 PHYLIP 作病毒株演化親源分析，分析的相關性資料將有助於

即時疫情調查，並可將各次群聚性案件之資料進行流行病學資料分析，有

助於了解台灣地區諾羅病毒之基因流行型別。
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參、結果 

本研究計畫自 96 年 1 月 1 日起，為期三年的計畫，本年度為計畫執行

第一年，本年度的主要目的在建立諾羅病毒定量檢測標準方法，水質樣本

檢測法，及建立養護中心或醫院病房疑似污染環境樣本採樣及檢測法。 

一、建立諾羅病毒定量檢測標準方法上： 

由於諾羅病毒無法細胞培養增殖，但為了環境檢體濃縮處理後定量病

毒濃度，並確認 Real-Time RT-PCR 的靈敏度，因此先利用含檢測基因的標

準質體，建立 Real-Time RT-PCR 檢測病毒量的標準曲線，作為後續與各檢

體比對分析的對照。本實驗的諾羅病毒標準質體是由檢出諾羅病毒陽性之

糞便檢體，經過 PCR 產出基因片段，將此片段接入質體中，轉殖到細菌內，

經由細菌培養後抽取細菌內質體 DNA，再利用分光光度計定量質體濃度並

且換算成質體的個數，由此方法可將一個質體視為一個病毒顆粒，並將其

十倍連續稀釋後做為標準品。利用此質體進行 Real-Time RT-PCR 其

Norovirus GI 靈敏度可達 100 copy/rx（圖一），Norovirus GII 靈敏度可達 100 

copy/rx（圖二）。 

二、Swab (UTM-RT)與 Swab(virus transport )比較： 

    在環境採檢上，常常都是使用 virus transport swab(COPAN)來做為採檢

swab，這種 swab 是塑膠 Rayon 採檢棒加上含有吸附液體的海綿(圖三)，這
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swab 採樣後的檢體，用於核酸檢測分析是不方便的，而且保存不易，所以

我們找到 Copan universal transport medium (UTM-RT) system swab (圖五)來

採取檢體，此系統 swab 設計為絨毛狀，與採樣接觸面積較廣，並且 swab

採集後可以放置於保存培養基的試管中，理論上病毒的穩定度較佳。為確

定兩種 swab 環境採樣病毒的量，本實驗利用諾羅病毒陽性的糞便檢體處理

後的上清液，經 PBS 稀釋成 10-2與 10-3倍後，滴入無菌培養盤中，以接種

環塗抹後等其乾燥，塗抹面積大概是直徑 1 公分的圓形，使用兩種 Swab 採

檢後依正常 swab 採樣程序放入管內，在吸出管中的保存液，經核酸萃取後

以 Real-Time RT-PCR 檢測病毒量，結果如表三。 

 

三、水質樣本檢測法： 

水中病毒顆粒過濾濃縮方法過於複雜，容易造成人為誤差，因此為了

減少誤差，我們參考了 Christian Beuret[20]的方法，直接萃取自來水病毒核

酸，在整個流程中必須先在環境水中加入 25mM MgCl2，幫助病毒凝集；之

後將有加入 MgCl2的自來水用 0.22um 的 filter 過濾，此時，凝集的病毒顆

粒會殘留於膜上，再將過濾完後的 filter membrane 置入放置在 15ml 的離心

管中，並加入 3ml，AVL，vortex 60s，在靜置 10 min，此步驟是為了是病

毒核酸釋放出來，之後再利用 QIAamp viral RNA Mini Kit (Cat NO.52906)

抽取 RNA 做 RT-PCR 的實驗，而為了比較兩種純化水中病毒的方法，我們
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取諾羅病毒陽性的糞便檢體處理後的上清液 200uL 加入到 500mL 的二次水

中，模擬環境水中含有病毒的狀況，經過濾並溶出濾膜上的病毒後萃取病

毒核酸再以 Real-Time RT-PCR 檢測病毒量，而比較結果如表四，並且將此

方法暫定為本實驗室收到水樣本之處理方法。 

四、建立養護中心或醫院病房污染環境樣本採樣及檢測法： 

    在環境檢體採集的對象上，本計畫先選擇 94 年度到 96 年度之間，這

兩年內每年重複發生諾羅病毒群聚感染的養護中心或是醫院病房，挑選諾

羅病毒非流行季節採集檢體，監測環境中是否有諾羅病毒存在，而採檢樣

品項目主要是參考該機構在 94 年度到 96 年度之間發生群聚時的疫情調查

報告，去推估環境中感染源可能存在的界面，並配合流病班的建議，利用

UMT-RT Swab 採樣各種界面，並以瓶裝水源回實驗室濃縮處理後定量分析。 

    為建立病毒非流行期之基本樣本，目前已採樣地點：蘇澳榮民醫院病

房、宜蘭員山榮民醫院病房、頭份為恭醫院精神科病房以及彰化縣私立慈

愛教養院這四所機構配合採取環境檢體，採檢的項目包括水源水樣本、工

作人員或住民的糞便、病毒有可能沾附的物品表面，包括病房廁所水龍頭

把手、病房廁所門把手、病房廁所扶手、病房廁所馬桶把手、病房廁所馬

桶內側、病房大燈開關、病房鎖頭、病患床把、病患輪椅把手、電梯按鈕、

飲用水、自來水、椅子等，在四個場所中，分別在蘇澳榮民醫院病房採集
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環境檢體 23 件，人體檢體 51 件；宜蘭員山榮民醫院病房採集環境檢體 20

件，人體檢體 81 件；頭份為恭醫院精神科病房採集環境檢體 19 件；彰化

縣私立慈愛教養院採集環境檢體 30 件，人體檢體 24 件，結果如表五所示。

原計畫設計於病毒流行期（發生群聚事件）配合疫情調查即時採集樣本分

析，因本年度至 11 月月底為止尚無病毒腹瀉群聚通報，將持續監測收樣調

查。 
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肆、討論 

在水質樣本檢測法中，因為目前諾羅病毒尚無文獻指出可以細胞培養

增殖病毒，所以在本計畫中用於建立實驗方法的模擬試驗，均使用檢出諾

羅病毒陽性之糞便檢體經序列稀釋作為對照標準品。諾羅病毒分成 GI 及

GII 兩個 genogroup，以目前設計的 Real-time RT-PCR 引子對及探針所能檢

出的靈敏度均達到 100 copy/rx。依文獻資料指出，發病病患或無症狀帶病

毒的個人，在發病期間糞便檢體含病毒量均高達 10
6
/g 以上，因此，本研究

中 Real-time RT-PCR 檢測的靈敏度是足夠的。但應用在環境檢體分析中作

為各種樣本病毒檢測分析時，必須受限於環境中病毒存在的濃度而定，因

此，在病毒量可能存在較低的環境中採集樣本時，必須加大收集體積，或

者必須改進病毒濃縮過程，讓存留病毒的比率提高，為此在本研究中特別

針對樣本前處理病毒濃縮過程參考文獻並實驗比較分析，其中水樣本直接

萃取病毒核酸處理流程較為簡易且病毒濃縮效果最好，建議在環境水樣本

採樣後以此方法前處理。 

在養護中心或醫院病房受污染樣本採樣及檢測法上來探討的話，大致

可以分成兩個部分，首先是採樣的方式以及檢驗的結果分析，在本研究中

採樣的地點或樣品，是依據 94-96 年間，因為腹瀉群聚通報疾病管制局，

由本局檢驗諾羅病毒為陽性的場所，因 8 成群聚事件發生在人口密集機構，
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並參考各分局對於各腹瀉群聚事件的疫情調查報告為主要依據，來判斷當

可能病原的存在環境及傳播途徑。但是，當時各分局的疫情調查資料，大

多數對於疫情傳播途徑均無調查資料。因此，僅能就發病者所屬的病房、

傳播的房間分布、時續性討論及模擬採樣；再者，諾羅病毒的致病力極高

只需要大概 10-100 個病毒顆粒便可以引起人們發病[33]，因此在模擬傳播

路徑中環境樣本採樣，如果在非流行季節中，病毒量不知道是否夠高並且

可以順利的被 Swab 所採取到，因此，在本實驗中，我們嘗試購買用於病毒

檢測使用的拭子，以及拭子採集後的保存液，結果發現在模擬實驗中，雖

然兩者所採到的病毒量差異不大，但是在整個採檢操作的過程卻有差異，

以舊式的 swab(virus transport swab)而言，該拭子的採檢的部分是棉花棒

狀，而新式 swab(UTM-RT)其採檢棒部分則是毛絨狀，這種毛絨狀的採檢頭

是該公司(COPAN)特別設計可以增加採樣接觸面積，吸附更多病毒，雖然

在本計畫的模擬實驗結果顯示，採檢病毒回收量的差異性不大，這或許是

因為我們在實驗中塗抹病毒的區域太小，所以沒有差異性。但如果要出外

做環境採檢勢必會遇到大面積的採檢，此時，或許就會看出彼此間的差異。

再來，就 swab 中的保存液而論，舊式的 swab(virus transport swab)是將保存

液與海綿墊放在一起，而新式 swab(UTM-RT)則是只有培養液，而萃取病毒

核酸則是取 swab 培養液去進行實驗，但是要取舊式的 swab(virus transport 
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swab)的培養液是非常不易的，容易造成失誤以及污染，進而影響病毒含量，

因此，新式 swab(UTM-RT)用來做為環境採檢是比較適合的。 

若環境中的病毒量不高，在目前諾羅病毒無法以細胞培養方式下，Swab

能採取到極微量的病毒，因此在實驗設計中必須要使用分子生物檢測法，

並提高靈敏性與專一性。因此，本研究以 Real time RT-PCR 去檢測諾羅病

毒，靈敏度較高且專一性比 ELISA 佳。 

目前，環境採檢的時間點是諾羅病毒的非流行期間，所以可以將環境

檢體的結果當作背景值，但是這樣的陰性結果是否為真正無病毒存在還是

值得詳細探討，諾羅病毒在正常環境下的存活率其實很好，而且像是冷凍、

加熱到 60℃以上、在小於等於 10ppm 濃度氯離子環境中、PH 值在 2.7 以上、

乙醚、乙醇以及洗潔劑皆無法有效使諾羅病毒去活性[33, 34]，所以只要環

境消毒不夠仔細，很有可能會使病毒殘留於環境中，並造成二次感染。 

在流程上，我們先將含有病毒的樣本萃取成 100ul 的核酸萃取液，在由

這個萃取液中取出 5ul 來進行 reverse transcription 反應，反應後得到產物

20ul，在由這產物中取 5ul 來進行 Real-Time PCR，以此推算如果要達到

Real-Time PCR 的最低標準為 100 copy/rx，而且在整個流程中無任何病毒顆

粒的損失，則一開始的樣本必須含有 8000 個病毒顆粒才有可能被偵測到。 

因此在未來，將朝著如何改善收集水樣本，增加病毒回收量；以及建
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立更便利專一度高的檢測方法，建立諾羅病毒環境採樣檢測流程，應用於

群聚事件中防疫阻斷，是未來發展及改進的方向。  
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伍、結論與建議 

 在本計畫前半年主要在模擬環境採樣、水質濃縮、及 Real-time RT PCR

檢測方法之建立，並且必須與各採樣機構協調溝通，因此，在下半年才開

始進行環境採樣與檢體分析。初步的環境採樣與檢體分析結果說明，在環

境中諾羅病毒存在的機率其實不高，而這些機構卻有反覆且定期的諾羅病

毒性腹瀉群聚產生，很值得加以探討與觀察，第二年研究在非流行季節對

於這些有反覆且定期出現諾羅病毒腹瀉群聚產生的機構協調，在每季定期

環境或工作人員監測採樣，並且在流行季及群聚事件爆發時，即時配合疫

情調查採樣，以釐清有可能之傳播途徑。 

    諾羅病毒在日本的報導中，常常存在於海鮮漁貨中，尤其以貝類中含

量最大，是屬於在海洋中很常見的病毒；但在 2006-2007 年間，官方藉由衛

生宣導政策，並訂定政策要求廚工及餐飲業者於每年定期健檢查中必須加

入羅病毒檢驗，在二年後，因食物（生食魚貝類）或藉由食品加工業者散

佈諾羅病毒的群聚事件數已急速下降。在台灣地區，飲食習慣與日本人不

太相同，生食魚貝的機率比日本當地低，但是仍有此機會，本研究設計中，

第二年，將加入魚貝類檢體中是否含有諾羅病毒的檢測分析，並探討病毒

基因型與接觸性感染病毒造成腹瀉群聚的病毒基因型的差別。 
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柒、圖、表 

圖一、Norovirus G I 的 real-time PCR 分析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 30

圖二、Norovirus G II 的 real-time PCR 分析 
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QIAamp viral RNA Mini Kit 
(Cat NO.52906) 

圖三、保留病毒顆粒的水檢體流程圖 
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1L Water sample

Through membrane filter
(47mm dia , 0.22um pore size)

The membrane was completely 
submerged in the AVL-buffer

QIAamp viral RNA Mini Kit 
(Cat NO.52906) 

圖四：直接萃取病毒核酸的水樣本處理流程 
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圖五：兩種 Swab 外觀 

 
 

 
virus transport swab(COPAN) 

 
 
 
 
 

Copan universal transport medium (UTM-RT) system 
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表一、環境檢體採樣量表 

環境檢體 建議採集量 參考資料 

自來水、河水 10 L [16] 

污水、污物 20-100 mL [23] 

飲用水 100L [4] 

海水、去離子水 1-2 L [35] 

 

表二、Norovirus Real Time PCR 核酸引子序列 

 

Name Primer and probe sequences (5’-3’) Length (bp) 

COG1F CGYTGGATGCGNTTYCATGA 5291 

COG1R CTTAGACGCCATCATCATTYAC 5375 

RING1(a)-TP Probe FAM-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-TAMRA 5340 

RING1(b)-TP Probe FAM-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA-TAMRA 5340 

COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG 5003 

COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 5100 

RING2-TP Probe FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA 5048 

Y＝C or T； R＝A or G；B＝ not A；N＝any 
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表三：virus transport swab 與 UTM-RT swab 比較： 

 
病毒稀釋

倍數 10-2 10-3 

 
UTM-RT 

virus 
transport 

swab 
UTM-RT 

virus 
transport 

swab 
31.57 33.77 36.68 35.65 
31.22 31.75 36.89 36.64 
32.50 35.15 38.14 37.07 

CP 

31.84 32.09 38.04 37.35 
mean 31.7825 33.19 37.4375 36.6775 
SD 0.468955 1.365796 0.657662 0.644879 

CP： crossing point  

 
 

表四：兩種水樣本純化法比較 

 
萃取病毒顆粒 萃取病毒核酸 

 0.45um control  0.22um 0.45um control 
CP 33.24 27.66  29.41 34.39 29.09 
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表五：環境採檢結果總表 

項目 
蘇澳榮民醫院 

(陽性/總數) 
宜蘭員山 
榮民醫院 

頭份為恭 
7 病房 

慈愛 
教養院 

病房廁所水龍頭把手 0/3 0/3 0/3 0/11 
病房廁所門把手 0/3 0/3 ND 0/2 
病房廁所扶手 0/3 0/3 ND 0/2 

病房廁所馬桶把手 0/3 0/3 0/4 0/7 
病房廁所馬桶內側 0/3 0/3 0/4 0/7 
病房大燈開關 ND ND 0/3 ND 
病房鎖頭 ND ND 0/3 ND 
病患床把 0/2 ND ND ND 

病患輪椅把手 0/2 ND ND ND 
電梯按鈕 0/3 ND ND ND 
飲用水 0/1 0/2 ND ND 
自來水 ND 0/3 0/2 ND 
椅子 ND ND ND 0/1 

     
廚工 0/10 0/6 ND ND 
看護工 0/41 0/73 ND ND 
行政助理 ND 0/2 ND ND 
教養學童 ND ND ND 0/24 
總計 0/74 0/101 0/19 0/54 
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附件一：腸胃炎調查問卷 

 



 38



 39

 



 40

 



 41

 



 42

 



 43

 
 
 


