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大家好！我們是麗山高中的吳亭萱和黃韵捷，由於對生物充滿熱忱所以加入

了學校的生物專題。因為彼此的興趣相投，我們成為了隊友！在找指導老師時，歷

經許多教授的婉拒後，我們很幸運的找到了現在的老師和實驗室，並開始了清冠一

號和腸道菌相關的研究。雖然過程中有許多我們需要克服的困難，但我們的研究也

成功的有了結果並參與了這次的國際科展。特別感謝實驗中給予我們指導及經驗

分享的教授、老師和長姐們，讓我們能有這次的機會。 
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摘要 

     部分 COVID-19 的確診者及未感染的民眾有服用清冠一號的需求與經驗，並且大部分

民眾出現腹瀉的狀況。因此，我們想了解服用清冠一號是否會對腸道菌相造成影響，以及停

用後腸道菌相是否會恢復為未服用前的樣子。本研究設計連續管餵小鼠清冠一號 5 天，在這

5 天期間及停止管餵 5 天後測量小鼠的體重與採集糞便檢體。以此實驗來探討服用清冠一號

前、中、後，小鼠的腸道菌相變化。我們發現，服用清冠一號期間小鼠的腸道菌豐富度及多

樣性降低，而停止管餵 5 天後，整體的腸道菌組成趨向服用清冠一號前，並且豐富度及多樣

性也有恢復；在體重方面，管餵清冠一號第 1 天後，體重下降最為明顯，停止管餵後，體重

逐漸上升。 

Abstract 

     During the pandemic of COVID 19, some confirmed cases of COVID-19 and uninfected people 

are taking NRICM101, and parts of them have diarrhea. We want to know what will happen to the 

gut microbiome after taking NRICM101 and whether it will return to its original state. In this study, 

mice were fed NRICM101 by oral gavage for 5 days and then stopped for 5 days. During this period, 

we measured the body weight of the mice and collected the fecal sample. We compare gut microbiota 

changes in mice before and after taking NRICM101. We found that the richness and diversity of 

intestinal bacteria in mice decreased during the period of taking NRICM101. However, after stopping 

Oral gavage for 5 days, the overall composition of gut microbiota tended to be similar to the start 

point, and the richness and diversity also increased. In terms of body weight, after the first day of 

tube feeding NRICM101, the weight loss was the most obvious, and after the oral gavage was stopped, 

the body weight gradually increased. 
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壹、前言 

一、研究動機  

    目前 COVID-19 肆虐全球，研究人員調配出清冠一號來減緩確診者的症狀。除了確診者

外，甚至有部分未確診者的民眾服用清冠一號來預防染疫(吳詠霓，2022)。清冠一號是由黃芩、

魚腥草、北板藍根、栝樓實、荊芥、薄荷、桑葉、厚朴、炙甘草及防風十種中藥材熬煮而成

(Keng-Chang Tsai et al.,2017)。許多民眾在服用此藥後，雖然 COVID-19 的症狀有減輕，但卻

出現腹瀉的現象(陳麗婷，2022)。當清冠一號在減緩 COVID-19 症狀的同時，是否對人體的健

康造成影響還未釐清。 

    其中，清冠一號中有部分藥材的副作用為胃部不適與腹瀉。而人體中有高達 100 兆個微

生物，其中就有 95%座落在腸道中；腸道菌群的組成和多樣性容易受到各種因素（飲食、藥

物、病原體和環境等）的影響，進而影響人體的健康(Schroeder BO & Bäckhed F.,2016)。雖然

腸道菌相的變化跟許多疾病的因果關係尚未被釐清，但在肥胖、心血管疾病、發炎性腸道疾

病、過敏等健康問題都被發現與其存在關聯性。然而，清冠一號對於腸道菌相的組成是否造

成影響還未有研究揭示。因此，本研究想進一步探討清冠一號對腸道菌相的影響，並探討是

否存在可行的解決方法來緩解清冠一號造成的菌相變化。 

 

二、 問題及研究目的 

腸道菌群的平衡對於人體健康非常重要(Makki K et al.,2018)。然而，清冠一號成分中的黃

芩、栝樓實與北板藍根便潛在胃部不適的副作用，而魚腥草與厚朴則會造成腹瀉。當人吃了

清冠一號之後，可能會造成腸胃道內的菌叢改變。 

基於上述說明，本研究希望探討以下的問題： 

（一） 服用清冠一號後，腸道菌是否會減少？ 

（二） 經過一段時間後，菌相是否會恢復成原本的狀況？ 

三、文獻回顧 
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 (一)清冠一號各成分副作用 

 從下表可發現魚腥草、瓜蔞、板藍根、厚朴這四種中藥材會產生腹瀉。 

 

表一、清冠一號各成分及副作用。(資料來源：Healthy Matters 獨立委員會，2022) 

成分 副作用 

黃芩 利尿、血壓下降、胃部不適 

魚腥草 少數腹瀉、氣喘 

桑葉 減緩食物吸收、部分人有過敏反應 

防風 痙攣、抽蓄症狀加重 

瓜蔞 胃部不適、腹瀉、胸悶及頭暈 

板藍根 胃痛、腹瀉及食慾不振 

炙甘草 過量會造成血壓上升 

厚朴 腹脹、腹瀉 

薄荷 頭痛、口腔發炎及火燒心的症狀 

荊芥 噁心嘔吐、頭暈 
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貳、研究方法或過程 

一、實驗材料 

 (一) 實驗動物 

  1. C57BL/6 小鼠 

    此實驗使用八周齡大的 C57BL/6 雄鼠 5 隻，於國家動物實驗中心購買。由

於微生物於動物體內之研究因涉及生物體複雜的代謝反應，故無法以單純的細胞

實驗探討微生物對於生物體造成之影響與可能產生的代謝產物，故須以活體動物

進行實驗。 

 (二) 藥品試劑 

  1. 清冠一號(NRICM101) 

    使用品牌為莊松榮製藥廠，一包粉末為 10 公克，藥品成分為魚腥草、桑葉、

北板藍根、薄荷、黃芩、厚朴、栝樓實、防風、荊芥、炙甘草，共十種中藥材。

服用方式：成人每天 1~3 次，每次 1 包加入 150~300ml 溫水。 
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二、實驗流程 

(一)實驗流程 

 

圖一、實驗流程圖(資料來源:自行繪製) 
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二、清冠一號調配 

 （一）用量計算 

  小鼠一次食用的量： 

10g(每包的量)⋅(24.7g(小鼠平均體重))/(40000g(人可吃完整一包的體重))=0.006175g 

管餵一次的量： 

10𝑔/(160(150g 水+10g))=0.006175𝑔/(𝑥g(每次要餵的量)) 

𝑥 = 0.0988 (g)= 98.8(𝜇𝐿) 

因此取 100 (𝜇𝐿) 

（二）調配方法 

 先取已經用滅菌器處理的二次水 150ml，加入一包(10 克)的清冠一號，在 40℃下利

用磁石攪拌，攪拌至均勻狀，用 pipette 取 1ml/管，共取 7 管(2 管備用)，因為粉末無法

完全溶解於水中，為了避免取的粉量不均，所以每次取液體正中間位置(如下圖所示)。 

圖二、取清冠一號的位置示意圖 
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三、實驗方法 

（一） 實驗動物操作技術 

1. 餵食管餵食(Oral gavage) 

  將小鼠保定後，確認小鼠食道伸直，藉由針筒管餵管將實驗物品送入小鼠胃中。

此部分實驗由實驗室動物實驗人員操作。 

（二） 小鼠糞便 DNA 萃取 

DNA 萃取依照 QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 的說明書進行，取 220mg 糞便放

入 2ml 的微量離心管(microcentrifuge tube)放在冰桶上，避免 DNA 被分解。將 1 ml 

InhibitEX Buffer 加入糞便樣本裡，此溶液取代了笨重的抑製劑去除片劑，可有效去除糞

便樣本中常見的 PCR 抑製劑。以 Vortex 震動 1 分鐘直到呈均勻液態懸浮物，去除糞便

樣本中的 PCR 抑制劑來縮短萃取 DNA 的操作時間。接著置於 70℃加熱 5 分鐘，分解

樣本中的細胞。若樣本加熱 5 分鐘後尚未呈散狀，可再 95℃加熱。接著 Vortex 震動 15

秒。用 14000rpm 離心 1 分鐘，將糞便沉於底部。將 15μl 的 Proteinase K 加入新的微量

離心管，此溶液可消化蛋白質和去除核酸製劑中的污染物。接著從上清液抽取 200μl 加

入其中，再加 200μl Buffer AL，為了促進細胞膜的裂解，蛋白質、DNA 和其他大分子的

變性。Vortex 混合 15 秒後置於 70℃10 分鐘。加入 200μl 的酒精（96-100%）均勻混合，

因為 DNA 無法溶於酒精中，因此加入酒精讓 DNA 析出。將混合後的檢體液已同一管

QIAamp spin column 進行 14000rpm 離心，移除廢液後加 500μl Buffer AW1 清洗液，以

14000rpm 離心 1 分鐘後再移除廢液，檢體再加入 500μl Buffer AW2 清洗液，以 14000rpm

離心 3 分鐘後再移除廢液，這兩種清洗液可以洗去 DNA 中的污染物。再以 14000rpm

離心 1 分鐘後以移除殘餘的酒精清洗液。最後加入 200μl 的 Buffer ATE 靜置 1 分鐘以溶
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出純化完成的 DNA，為了延長 DNA 的性能。整個 DNA 萃取的流程如下圖。

 

圖三、小鼠糞便檢體 DNA 萃取流程圖(資料來源：QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 產品說明

書)。萃取核酸的標準作業流程。 

（三） 檢測檢體 DNA 濃度 

為確定之後 PCR 檢體所需的量，利用 NanoDrop 微量光譜儀，測量檢體中 DNA 的

值，以作為 PCR 所取的檢體標準。此儀器的原理為:利用不同物質的吸收光的波長，檢

測檢體中各個物質的含量。測量結束後，螢幕左側將會出現 DNA 濃度的曲線圖，右上

角出現檢測值: 濃度、A260/A280、A260/A230。(A260 為 DNA 及 RNA 的波長，A280

及 A230 分別為蛋白質及檢體中其他的物質)，當 1.8≦A260/A280≦2.0 則檢體中的 DNA

及 RNA 含量為正常值。 
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（四） 16S rRNA 定序前處理 

建立 16S rRNA 總基因體擴增定序文庫的用意:取得足夠的訊號並篩選欲定序的目標

基 因 、 添 加 分 析 所 需 的 人 工 序 列 。 本 研 究 使 用 的 人 工 序 列 為 ： 341F ： 5'-

CCTACGGGNGGCWGCAG-3'，806R：5'-GACTACHVGGGTAT CTAATCC -3’。 

1. 擴增子 PCR 

取複製完的 PCR 產物 2.5μl、2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 12.5 µl、擴增子

PCR 正向和反向引物 1 µM 各 5 µl 配置成 25 μl 溶液。接著進行 PCR。PCR 反應條

件如下：denature 95℃ 3 分鐘；Amplification 95℃ 30 秒、55℃ 30 秒、72℃ 30 秒進

行 25 cycles；final extension 72℃ 5 分鐘；最後保存於 4℃。 

2. 磁珠純化(AMPure XP purification) 

   將 Amplicon PCR 板在 20°C 下以 1,000 × g 離心 1 分鐘以收集凝結物，小心

取下密封。使用 25 µl 的多道移液器，將整個擴增子 PCR 產物從 PCR 板轉移到 

MIDI 板。Vortex  AMPure XP beads 30 秒，以確保珠子均勻分散。根據樣本數量調

整要加入的珠子體積。接著在 Amplicon PCR 板的每個洞加入 20µl 的 AMPure XP 

beads。使用 96 孔 PCR 板，輕輕的上下移液 10 次。在室溫下放置 5 分鐘，不要搖

晃。將 PCR 板放在磁台上等上清液清除，用 80%酒精清洗磁珠兩次，之後加入 52.5µl

的 10 mM Tris pH 8.5 打散磁珠，使 DNA 溶於溶液中，利用磁台再次吸附磁珠以獲

得純化的 DNA。 

 

 

 

圖四、磁珠萃取流程及原理(Sonja Berensmeier,2006) 
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3. Index PCR 

利用多通道移液器，將每一個洞中移出 5µl 到新的 96 孔板中。接著將 Index 1

垂直排列、Index 2 水平排列在 TruSeq Index Plate Fixture，將 5µl 的 PCR 產物 DNA

的 96 孔 PCR 板也放入此中。加入 Nextera XT Index Primer 1、Nextera XT Index Primer 

2 各 5µl，25µl 的 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 和 10µlPCR Grade water。用

Microseal 'A'覆蓋，在 20°C 下以 1,000 × g 離心 1 分鐘。接著進行 PCR。PCR 反應條

件如下：denature 95℃ 3 分鐘；Amplification 95℃ 30 秒、55℃ 30 秒、72℃ 30 秒進

行 8 cycles；final extension 72℃ 5 分鐘；最後保存於 4℃。 

4. 第二次磁珠純化 

 此步驟與第一次的作法相同，僅改變 Amplicon PCR 在 20°C 下以 280 × g 離

心 1 分鐘以收集凝結物、56µl 的 AMPure XP beads 和 27.5µl 的 10 mM Tris pH 8.5。 

（五） 統計方法 

    在取得定序結果後，由實驗室資訊分析員工進行數據處理。藉由比對定序數據與

微生物資料庫，取得本次實驗中，各檢體之表現之基因與其對應之微生物，並分析其

表現量。 

1. 菌相多樣性分析 

（1） Chao1：用來估計群落中物種豐富度，豐富度為群落中的物種數目。 

（2） Shannon：用來考量物種的豐富度與均勻度，均勻度為群落中的種類多寡。指數

數值愈高，即具有較高的多樣性 

2. 菌相組成豐富度差異 

（1） LEfSe：用來分析具有統計學意義的生物標誌物不同樣本類型之間存在顯著差

異，可以用 LDA 分數來表示。如果 LDA 數值大於 4，代表具有顯著差異。 

3. 菌相相似度分析 
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（1） 非度量多維度分析(NMDS)：根據檢體中所有的基因數據，以點的形式反映於

多維空間，點和點間的距離反映樣本差異，距離越遠，差異越大。 

（2） PCoA：經由一系列特徵值及特徵向量排序後，從多維資料中找到最主要的元素

及結構。樣品距離越近，表示物種的組成結構越相似。 

4. 差異標的分析 

（1） 線性回歸判別分析(LDA)： 估算每個物種豐度對差異效果影響的大小，用來

判別此群落或物種是否具有顯著差異。 

（2） False discovery rate (FDR)：一種衡量錯誤程度的方法，用來考慮顯著結果中錯

誤的比例。 
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參、結果與討論 

一、結果 

（一） 清冠一號對實驗小鼠的體重影響 

D0 為實驗尚未開始時的原始體重。D1~D5 為管餵清冠一號期間時間。實驗紀錄發

現，每隻小鼠的體重都有下降的趨勢。其中以編號 Pnon 和 P3 小鼠體重下降 2 公克，其

幅度最為明顯。並且每一隻實驗組在服用清冠一號第一天後(D2)體重下降程度最大。而

所有小鼠在停止餵食清冠一號(D5 為最後一天餵食清冠一號)之後，體重都有逐漸上升的

情形。(圖五) 

 

圖五、D0~D11 小鼠體重折線圖。橫軸為實驗時間，縱軸為體重(單位：公克)虛線為對

照組，其餘四條為實驗組。Pnon、P1、P2、P3 是依耳洞位置所命名。 
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（二） 清冠一號對腸道菌相多樣性的影響 

我們利用 Chao1 與 Shannon 兩種不同統計方式，分析小鼠糞便檢體中的菌相豐富度

與多樣性。從 Chao1 的分析結果中，我們發現實驗組每一隻小鼠在管餵清冠一號五天後

(D5)，菌相的豐富度多有所下降，而在結束管餵後休息六天時(D11)，編號 P1 和 P3 的小

鼠腸道菌相的豐富度有逐漸恢復的趨勢，其中以 P1 小鼠最為明顯；而 Shannon 的分析

結果顯示，小鼠在管餵清冠一號五天後(D5)，編號 Pnon、P1 與 P2 的小鼠，腸道菌相的

多樣性明顯下降，P3 則是上升；而在結束管餵後休息六天時(D11)，編號 P1 小鼠的菌相

多樣性回復至實驗開始前(D0)的水平，而編號 P3 的小鼠，其數值則是超過實驗開始前

(D0)的狀態，而編號 P2 小鼠卻呈現下降的趨勢。(圖六) 

 

圖六、在 D0、D5、D11 中實驗組小鼠的 Alpha 多樣性指數分布圖。Choa1 為菌群的豐富

度、Shannon 為菌群的豐富度以及均勻度。 
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（三） 不同期間之小鼠腸道菌相相似度 

在圖七中，我們利用 NMDS 分析，將全部菌相基因數據降維，結果顯示，小鼠在管

餵清冠一號五天後(D5)的菌相組成和未服用前時(D0)存在較大的差異，而在結束管餵後

休息六天時(D11)，小鼠的菌相組成則介於餵清清冠一號五天後(D5)與未服用前(D0)之間；

然而，在圖八中，利用 PCoA 的方式分析，此統計方法先透過特徵值排序，先找出差別

最大的兩個維度後，再進行分析。結果顯示，餵清清冠一號五天後(D5)與未服用前(D0)存

在明顯差異，而結束管餵後休息六天時(D11)與餵清清冠一號五天後(D5)較為相似。 

 

 

 

 

 

圖七、利用 NMDS 分析 D0、D5、

D11 的菌相相似程度。 

圖八、利用 PCoA 分析 D0、D5、D11 的

菌相相似程度。 

60%、18.2%為差異的貢獻度。 
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（四） 不同期間之小鼠腸道菌相成分豐富度差異 

在圖九中，我們利用 LEfSe 分析，對比三個時段：管餵清冠一號前(PD0)、管

餵五天時(PD5)、停餵五天後(PD11)，並利用演化樹圖標示出 LDA 大於 4 的生物標

識。結果顯示在三個時段中有許多 LDA 大於 4 的差異標的，而且在管餵清冠一號

五天後(D5)，LDA 大於 4 的標誌物有 Lachnospiraceae_ge 菌屬。然而停止管餵五

天後的腸道菌相與管餵清冠一號前則有非常多的差異標的。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖九、利用 LEfSe 分析 D0、D5、D11 的菌相成分豐富度差異。 
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（五） 不同期間出現差異的菌屬及菌種 

 從圖九中可以看到 Akkermansia 這個菌屬的表現量在管餵清冠一號五天後(D5)的

小 鼠 腸 道 中 有 上 升 ， 且 在 休 息 六 天 後 (D11) 也 沒 有 下 降 的 情 形 ；

Lachnospiraceae_NK4A136_group 在管餵清冠一號五天後(D5)時表現量下降，但在休息

六天後(D11)的豐富度有所恢復；Lachnospiraceae_ge 的表現量在管餵清冠一號五天後(D5)

上升，休息六天後(D11)仍未下降；Lactobacillus 的表現量則持續下降；Muribaculaceae_ge

的表現量疑似在則是休息六天後(D11)較低。 

圖十、不同時段出現差異的菌屬相對豐度圖。 
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    圖十一中，Acetatifactor muris 這個菌種在管餵清冠一號五天後(D5)的時候表現量降

低(p=0.029)，在休息六天後(D11)依舊很低；Akkermansia muciniphila 在 D5 時上升

(p=0.029)，在休息六天後(D11)仍在上升；Lachnospiraceae bacteriumy 在管餵清冠一號五

天後(D5)有下降的情形(p=0.029)，而在休息六天後(D11)有恢復；Lactobacillus johnsonii 有

持續下降的情形；Lactobacillus reuteri 的表現量在管餵清冠一號五天後 (D5)時下降

(p=0.029)，休息六天後(D11)也未恢復。 

 

圖十一、不同時段出現差異的菌種相對豐度圖。 
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二、討論 

（一） 餵食清冠一號期間實驗組體重狀況 

  從上述的體重結果，我們可以發現，服用清冠一號第一天會造成小鼠體重下降，但

每一隻的下降程度會因為個體差異而有所差別，可能表示老鼠在這期間食慾下降，或有部

分腸胃不適的狀況；停止服用清冠一號後，可能因為食慾逐漸上升，以及腸胃不適的狀況

減輕，而使體重逐漸增加至原本的狀況。若需要釐清是否影響食慾導致進食量下降，則需

要另外定量與測量飼料減少的幅度。 

（二） 餵食清冠一號前、中與後的菌相組成分析 

  經由 Chao1、Shannon、NMDS 與 PCoA 分析後，可以發現小鼠被餵食清冠一號時菌

群的豐富度與多樣性下降，我們覺得是因為 Akkermansia 此菌屬會抑制腸上皮黏膜生成

(N. Floch.,2017)，而它在餵食清冠一號期間增加，造成此結果。而菌群的種類變化也大多

是呈現先下降再上升的趨勢，但是 p3 是個例外，原因是因為編號 P3 的小鼠在餵食清冠

一號前，腸道的菌群豐富度與多樣性種類就很低，導致沒有完全一致的成果。若之後增加

實驗動物數量，可能可以挑出離群值，使數據能進行更多統計分析並探討趨勢。 

 整體的菌相組成在結束餵食清冠一號之後有朝向原本狀態恢復的趨勢，但若只看差

異前兩大的標的，則是沒有恢復的明顯跡象，我們認為是因為這兩個基因標的的差異太

大，可能五天的時間內不夠使他恢復，而造成此結果。 

（三） 清冠一號實驗期間之差異菌屬與菌種 

 在餵食清冠一號前中後，不同期間的檢體中，我們發現有一些菌屬的表現量出現

LDA>4 的明顯差異，但因為實驗動物的數量較少，因此難以在一般微生物研究常用的

False discovery rate(FDR, adjust p value)的統計方法下同時達到顯著差異，但本研究依然觀

察到有些菌屬在餵食小鼠清冠一號後上升，並沒有下降，例如：Lachnospiraceae_ge。而

也有部分菌屬流失，休息六天後也沒有復原，例如：Lactobacillus。 
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在菌種的部分，我們也針對能定義的菌種的基因進行分析，發現有些菌種在餵食清冠

一號後上升，並沒有下降的情形，例如: Akkermansia muciniphila。也有些菌種流失後休

息六天依舊沒有復原，例如:Lactobacillus reuteri。 

肆、結論與應用 

經由上述實驗以及討論，本研究可以得知食用清冠一號前中後對腸道菌相的變化如下： 

一、服用清冠一號期間： 

（一） 腸道菌相豐富度以及多樣性下降。 

（二） 腸道菌相組成與服用清冠一號前不同。 

 二、服用清冠一號後五天： 

（一） 腸道菌相豐富度與多樣性恢復至服用清冠一號前。 

（二） 整體的腸道菌組成趨向服用清冠一號前，但若僅看差較大之基因   則未

恢復。 

    目前民眾在確診之後服用清冠一號或者是用來預防感染的情形日漸增多，我們認為本研

究的結果能協助了解清冠一號對腸道菌相的影響，作為之後與此相關研究的背景參考，進一

步討論清冠一號對其他生理機制，例如：行為、發炎、免疫等的影響。繼續延伸的話，也可

以再針對上述的菌相研究是否有其他保健食品可以使這些菌相恢復。提供大眾能在服用清冠

一號後，再服用此食品減輕腸道菌相改變的現象，使腸道菌相更健康。 
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070005-評語 

【評語】070005 

大部分服用清冠一號的民眾出現腹瀉的狀況，本研究分析餵食

老鼠清冠一號是否會對腸道菌相造成影響，以及停用後腸道菌相是

否會恢復原微生物相。結果發現服用清冠一號會降低腸道菌豐富度

及多樣性，停止服藥會恢復菌相。實驗結合時事的研究十分重要，

並獲初步結果，是有趣的研究。 

建議： 

1. 本研究注重觀查，但無解釋為何清冠一號會造成腹瀉的狀況。

其實其中三味藥已知會造成腹瀉。 

2. 清冠一號對實驗小鼠的體重影響，每隻小鼠狀況不盡相同。

P2 第二天體重就開始增加，Pnon 這隻第五天後就沒記錄體

重。只有二隻符合所述停止管餵後，體重逐漸上升。應該要

增加樣本數！ 

3. 清冠一號對腸道菌相多樣性的影響實驗中，P3 在 0 天的菌相

豐富度與多樣性太低，P2 在餵 5 天後腸道菌相的多樣性並無

減少，無 Ph:D11 的數據。 



4. 不同期間出現差異的菌屬及菌種的實驗中，是取四隻小鼠的

平均值嗎？個體差異很大！ 
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