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作者簡介 

 

我是林炫宇，目前就讀臺北市立麗山高級中學。從高中開始進實驗室了解微生

物。小學從雜誌廣告中，看見的科普書籍介紹，裡面無菌小鼠的實驗與生活密切相

關又新穎，令我忍不住一口氣看完密密麻麻的介紹。後來發現科學研究的嚴謹，包

括量化、統計、實驗設計，實驗室避免污染的觀念，比大眾的科普書籍提及的內容

多出許多，也很開心了解科學。 
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摘要 

依據世界衛生組織 2013 年調查研究顯示，全球每年約有 29%的孩童 (超過兩百萬名) 因

腹瀉及肺炎而死亡，而在我國腹瀉群聚亦佔傳染病防治之大宗，尤其 2020 年受新冠肺炎

(COVI-19) 疫情影響，台灣民眾均留在國內旅遊，腹瀉案件急速增加，且因適逢旅遊熱門旺

季加上中小學開學之際，經常出現規模上百人的腹瀉群聚，危害民眾健康。現階段急性腹瀉

病人的治療多以支持性療法為主，然而目前應用糞便移植重建腸道菌叢已是包括癌症在內的

重症醫療方向之一。本研究應用次世代基因定序技術偵測微生物 16S rRNA 的高變異區域進

行急性腹瀉患者腸道微生物菌相組成、菌種豐富度分析及菌種鑑定，希望透過偵測急性腹瀉

患者的腸道微生物相分析有助於理解腹瀉患者與健康人體腸道菌叢的差異，可提供未來臨床

治療參考，亦可藉此推動從家庭到社區的全民健康促進，打造健康優質的生活品質。 

 

Abstract 

According to research from WHO in 2013, there is roughly 29% of children die 

of diarrhea and pneumonia. Cluster infection of diarrhea is the main in Epidemic 

Disease Prevention and Control, especially due to COVID-19, Taiwan people travel in 

own country, the cases of diarrhea rising rapidly. The tourist peak season coincide with 

a new semester has started, cluster infection of diarrhea often happened. Nowadays, 

acute diarrhea was treated in supportive therapy, however, faecal microbiota transplant 

is one of the treatments to cure cancer. This study adopted Next Generation Sequencing 

to detect the hypervariable region of 16s rRNA, in order to identify bacterial flora and 

observed species richness of acute diarrhea patients. Expecting to offer reference for 

clinical treatment, also promote the health of family to community. 
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壹、 前言 

一、研究動機 

依據世界衛生組織 2013 年調查研究顯示，全球每年約有 29% 的孩童 (超過兩百萬名) 因

腹瀉及肺炎疾病而死亡 (WHO，2013)，依疾病管制署委託國家衛生研究院以及健保資料庫

分析我國急性腸胃炎發生狀況之研究報告，結果顯示於 2001-2014 年研究期間，我國因急性

腸胃炎就醫之每年發生率約 15~20% (15,000~20,000/ 100,000 人)，就醫人口以小於 5 歲以下

孩童較高，且在近年人數有微幅上升的趨勢 (疾病管制署，2018)，而近 2 年因腹瀉急診平均

每萬人口每周就診比率均在 3.5%以上，嚴重危害民眾健康。 

腸道菌叢 (Gut Microbiota) 是指棲息在人體腸道內的細菌族群。在正常情形下，預估超

過 1014 的菌群居住於人類的腸胃道，對於人體的各種生理及病理現象影響相當明顯且重要 

(Barko et al., 2018)。腸道是人體最大的免疫器官，健康的腸道可抵禦包括細菌、病毒、黴菌

及寄生蟲等致病微生物的攻擊，若腸道發炎受到損害，細菌、病毒等病原體就會入侵身體，

導致發炎，人體的免疫力就降低。依據腸道細菌與人類的交互作用關係，可分為中間菌 (約

占60～70%)、好菌 (約占10～20%) 以及壞菌 (約占10%)。中間菌平時對人體沒有顯著影響，

但會因腸道的平衡狀態改變，而對人體產生有益或有害的效果；好菌的發酵作用會對人體有

益，而壞菌的腐敗作用則會使人生病 (陳邦基，2016)。人體內細菌在分類上主要可分為四個

門，包括厚壁菌門 (Firmicutes)、擬桿菌門 (Bacteroidetes)、放線菌門 (Actinobacteria) 以及變

形菌門 (Proteobacteria) (圖一)，其中厚壁菌門及擬桿菌門佔腸道微生物相的 9 成以上。 
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圖一、人體腸道菌叢種類及分布圖 (資料來源 https://www.nature.com/articles/nrcardio.2016.183,  

            2017)。人類體內四大菌門介紹，分別為厚壁菌門 (Firmicutes)、擬桿菌門  

            (Bacteroidetes)、 放線菌門 (Actinobacteria) 以及變形菌門 (Proteobacteria) 

近年來應用糞便移植重建腸道菌叢已是癌症、糖尿病、帕金森氏症等重症醫療方向之一 

(Durack & Lynch, 2019; Zheng, 2018; Qian, 2018)，然而目前對於急性腹瀉疾病仍以支持性療

法為主，若透過偵測急性腹瀉患者的腸道微生物菌相組成、菌種豐富度分析及菌種鑑定，則

有助於理解腹瀉患者與健康人體腸道菌叢的差異，不但可提供未來醫學治療方向，也可提供

民眾穩定體內腸道菌叢的建議，以降低國內腹瀉疾病的發生率。  
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二、問題及研究目的 

腸道菌叢的穩定平衡對於人體健康維持極為重要 (Mowat, A. M et al., 2014)。當病人發生

急性腹瀉時，所表現的病徵包括大便頻密並且呈稀爛或水狀的情況，同時可能出現嘔吐及發

燒，嚴重者甚至會出現脫水等併發症，而這些症狀均有可能破壞腸胃道內菌叢的動態平衡狀

態。目前急性腹瀉疾病的治療仍以補充水分或電解質等支持性療法為主，然而重建腸道菌叢

療法已應用於許多重要疾病的治療。因此綜合以上因素，本研究探討以下兩點目的： 

(一)、探討急性腹瀉患者腸道菌叢組成及菌種豐富度。 

(二)、分析急性腹瀉患者間腸道菌叢的差異。 

 

貳、 研究方法或過程 

一、實驗材料 

(一) 藥品試劑 

PBS 緩衝液、冰塊、70%酒精 Nuclease-free 純水、Tris-HCl pH8.0 

1. 核酸萃取: Buffer PBS、QiAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)、

Buffer ASL、 InhibitEX Tablet、proteinase K、Buffer AL、Buffer AW1、Buffer 

AW2、Nuclease-free Water 

2. 檢體 DNA定量以及 16s rRNA PCR增幅反應: Qubit測定儀專用的核酸稀釋液、Qubit 

DNA Assay kit、LongAmp Taq 2X Master Mix(New England BioLabs Inc)、GoTaq 

Green Master Mix (Promega Corporation, US) 

3. DNA 修復以及尾端整平 NEBNext FFPE Repair Mix、NEBNext Ultra II End repair/dA-

tailing Module 

4. 磁珠純化:Agencourt AMPure XP、DNase-Free water、Qubit 測定儀專用的核酸稀釋

液、Qubit DNA Assay kit 

5. 條碼標記:Native Barcode、Blunt/TA Ligase Master Mix、DNase-Free water、Qubit 測

定儀專用的核酸稀釋液、Qubit DNA Assay kit 
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6. 牽引蛋白黏接:Adaptor Mix II、NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer、Quick T4 

DNA Ligase、Short Fragment Buffer (SFB)、Elution Buffer 

7. Nanopore 定序裝填及啟動 Flow Cell Priming Kit、Flow cell、NEB Blunt/TA Ligase 

Master Mix、NEB Quick Ligation Reaction Buffer、NEBNext Quick Ligation Module 

 

(二) 器材及分析軟體 

3mm 玻璃珠、抗凍筆、振盪器、電動吸管(pipette aid)、微量吸管分注器 (Pipette)、

離心管、1.5 ml 低殘留微量離心管、0.5 ml 薄壁離心管、0.2 ml 薄壁離心管、離心機、

Class II  生物安全操作櫃、恆溫加熱槽、Qubit 核酸定量偵測儀、聚合酶鏈鎖反應儀、電

腦、 -80°C 冰箱、4°C 冰箱、MinION 次世代基因定序儀、MinKNOW 序列解讀軟體、

EPI2ME 序列分析軟體。 

二、實驗方法 (傳染病 標準檢驗方法手冊標準作業流程) ( 衛生福利部疾病管制署，2019) 

(一) 急性腹瀉患者糞便前處理及核酸萃取  

 急性腹瀉患者糞便檢體取自行政院衛生福利部疾病管制署，係透過我國法定傳染病

通報系統項下腹瀉症候群通報送驗之患者糞便驗餘檢體。將約 1 顆花生米粒大小的糞便

以 1：10 之比例加入 PBS 強力震盪成懸浮液，之後以 4℃，3000 rpm 離心 15 分鐘，收集

上清液進行後續核酸萃取。DNA 萃取依照 QiaAmp 糞便 DNA 萃取套組的說明書進行 

(QiaAmp stool DNA extraction protocol，Qiagen，Valencia，CA)，取 200ml 糞便上清液加

1.4 ml Buffer ASL，混合震盪 1 分鐘後，置於 70℃ 15 分鐘，之後以 Vortex 混合 15 秒以

14000 rpm 離心 1 分鐘，取上清液 1.2ml 加入一錠 InhibitEX Tablet ，靜置 1 分鐘待錠劑全

數溶解。之後離心 3 分鐘取上清液 200ml，加入 15ml proteinase K 均勻混合後加入 200ml 

Buffer AL，均勻混合 15 秒後置於 70℃ 10 分鐘，之後加入 200ml 100% 酒精均勻混合，

將混合後的檢體液以同一管 QIAamp spin column進行 14000 rpm離心，移除廢液後加 500 

ml Buffer AW1清洗液，以 14000 rpm離心 1分鐘後再移除廢液，檢體再加入 500 ml Buffer 

AW2 清洗液，以 14000 rpm 離心 3 分鐘後再移除廢液，再以 14000 rpm 離心 1 分鐘以移

除殘餘的酒精清洗液。最後加入 50 ml Nuclease-free Water 靜置 1 分鐘以溶出純化完成的

DNA。整個 DNA 萃取的流程如圖二。 
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圖二、急性腹瀉患者糞便檢體 DNA 純化流程圖。(資料來源 https://www.qiagen. 

com/us/resources/resourcedetail?id=c8fe97e7-78cc-4275-bbac72c9b7c3de38&lang=en,  

2010)。萃取核酸的標準作業流程。 
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(二) 檢體 DNA 定量以及 16s rRNA PCR 增幅反應  

為進行次世代基因定序，檢體 DNA 須先以 Qubit 核酸測定儀進行定量。以儀器專

有的 0.5 ml 薄壁離心管取 1 ml DNA 加 199 ml Qubit 測定儀專用的核酸稀釋液，混合均勻

後置入測定儀測定 DNA 的量 (ng/ml)。每個檢體取 30ng DNA 進行 16s rRNA 全長 PCR 

(片段長度~1540 bp)，PCR 反應使用的試劑為 LongAmp Taq 2X Master Mix (New England 

BioLabs Inc)，反應總體積 50 ml ，primer 為複製 16s RNA 全長的引子對：27F 5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’以及 1492R 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’。PCR 

反應條件如下: 1.Denature 95°C 5 分鐘; 2.Amplification  95°C 30 秒、50°C 30 秒、72°C 30 

秒進行 30 cycles 3. Final extension 72°C 10 分鐘。  

(三) 次世代基因定序法進行腸道菌叢偵測 

1. DNA 修復以及尾端整平 (DNA repair and end-prep) 

將複製完的 PCR 產物進行尾端整平，以試劑 NEBNext FFPE Repair Mix、

NEBNext Ultra II End repair/dA-tailing Module 進行，取 1.5 ml 低殘留微量離心管，分

別加入 48 ml PCR 產物、3.5 ml NEBNext FFPE DNA Repair Buffer、2ml NEBNext FFPE 

DNA Repair Mix、3.5 ml Ultra II End-prep reaction buffer 以及 3ml Ultra II End-prep 

enzyme mix，總反應體積 60ml 以指尖輕彈管壁混合均勻後放入恆溫反應槽，先以

20°C 反應 5 分鐘後再以 65°C 反應 5 分鐘。 

2. 磁珠純化 (AMPure XP purification) 

以 Agencourt AMPure XP 磁珠進行 DNA 純化。磁珠使用前須先手搖使其混合均

勻，取 60 ml 磁珠加入前一個步驟的反應液，以指尖輕彈管壁混合均勻後放在混合儀 

(Mixer)，翻轉混合 5 分鐘。之後將離心管放在磁台上 10 分鐘使磁珠吸附於磁台，磁

珠完全吸附後取出管內反應液，並以 200 ml 70%酒精清洗磁珠 2 次。之後以 25 ml 

DNase-Free water 打散磁珠，使 DNA 溶於水中，利用磁台再次吸附移除磁珠以獲得純

化之 DNA。再取 1 ml DNA 加 199 ml Qubit 測定儀專用的核酸稀釋液，混合均勻後置

入 Qubit 測定儀測定剩餘 DNA 的量。 
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3. 條碼標記 (barcode ligation) 

取 22.5 ml 磁珠純化後的 DNA 加入 2.5 ml Native Barcode 以及 25 ml Blunt/TA 

Ligase Master Mix，混合後靜置於室溫 10 分鐘使條碼黏附於待測 DNA 片段，之後再

重複前述步驟 2 以磁珠進行純化洗去未黏附的條碼，最後將 DNA 溶於 26 ml DNase-

Free water 並取 1 ml DNA 加 199 ml Qubit 測定儀專用的核酸稀釋液，混合均勻後置入

Qubit 測定儀測定剩餘 DNA 的量。 

4. 牽引蛋白黏接 (Adaptor ligation and clean-up) 

取 1.5 ml 低殘留微量離心管，將前一步驟完成標記不同條碼的 DNA 以等量比例

混合成最終體積 65 ml 的 DNA 片段庫 (DNA library)，分別加入 5 ml Adaptor Mix II、

20ml NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer、10 ml Quick T4 DNA Ligase，總反應體

積 100ml以指尖輕彈管壁混合均勻後靜置於室溫 10分鐘，之後再重複步驟 2以磁珠進

行純化，但清洗磁珠時改以 Short Fragment Buffer (SFB)進行清洗，之後將 DNA 溶於

15 ml 的 Elution Buffer 並保存於 4°C 等待上機。 

5. Nanopore 定序裝填及啟動 (Priming and loading the Spot flow cell) 

將 Nanopore 定序芯片從 4°C 取出至室溫回溫後放進 MinION 定序儀(圖三)，以

Flow Cell Priming Kit 進行上機定序。將一管 FB buffer 以及 FLT 試劑從 -20°C 取出回

溫震盪混合後，取 FLT 30 ml 加入 FB buffer 配置成定序啟動混合液 (Priming Mix)。取

800 ml 加入芯片上的啟動孔(priming port)，加入過程中需避免氣泡進入孔洞以免阻塞

奈米定序孔。靜置 5 分鐘。將前一步驟 4 準備好的 DNA library取 12ml 加入 37.5 ml 的

SQB Buffer 以及 25.5 ml LB 小圓珠，使成總體積 75 ml 的定序混合液，以微量吸管分

注器混合並避免氣泡產生。在上機前再取 200ml Priming Mix 加入啟動孔後，將製備

好的定序混合液緩慢滴入樣品孔(Sample Port)後，關閉試劑孔及樣品孔及定序儀上蓋

進行上機。 Nanopore 上機定序樣品置備流程圖如圖四。 
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圖三、Nanopore 定序儀及定序芯片(資料來源：https://nanoporetech.com/, 2020)。 

    定序儀外觀。 

 

 

圖四、Nanopore 定序流程圖。(資料來源：https://community.nanoporetech.com/protocols, 

2020)。DNA barcoding 以區別樣本，adapter 為引導要定序的 DNA 至 flowcell 的通道

蛋白，為 nanopore 定序的讀取進行準備。 

https://nanoporetech.com/
https://community.nanoporetech.com/protocols
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(四) Nanopore 定序分析操作  

整個 nanopore 定序原理如圖五。利用一個含有將雙股 DNA 解旋功能之牽引蛋白

質，將目標 DNA 牽引至通道蛋白結合，DNA 雙股螺旋打開後以單股形式通過通道蛋白

質，藉由 DNA 通過通道蛋白質造成的電流變化進行解碼與序列分析( Base calling)。在

Nanopore 的定序芯片上共有 512 組通道蛋白質，每組各有四個通道蛋白，在每次開始進

行定序前，定序系統會逐一偵測各組通道蛋白質，從中挑選一個開始進行定序，此技術

在定序過程中不斷的重複進行。基因定序以桌上型電腦利用 MinKnow 軟體進行定序分

析。將定序儀接到電腦上後開啟 MinKnow 軟體，軟體會自動偵測連接機型以及定序芯

片種類。之後進行使用試劑種類、定序時間長度、分析完檢體儲存設定等條件設定後，

點選作業平台右下角 Start run 開始進行定序，定序的孔洞定序情況以及讀取的片段大小

可由軟體進行即時監測 (圖六)。 

 

圖五、Nanopore 定序原理解析圖(資料來源 http://blogs.nature.com/naturejobs/2017/10/16/ 

           techblog- the-nanopore-toolbox/, 2017)。Nanopore 技術介紹。 
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圖六、MinKNOW 定序作業圖。(A)中每個方格代表每個奈米孔洞，亮綠色代表定序中，深

綠色為可進行定序的奈米孔，藍色代表實驗中 inactive 的孔洞，部分待實驗完畢後透

過清洗可回復為可定序狀態。(B) 橫軸顯示讀取樣本之長度(kilobase)，縱軸顯示讀取

樣本之數量(megabyte)。 

(五)基因序列資料分析 

定序完成的資料以 Nanopore 雲端軟體 EPI2ME(圖七)進行序列解讀，利用軟體中的

Fastq 16s 分析程式進行 DNA 菌種判讀分析(圖八) 打開程式後輸入進行使用定序試劑組

名稱設定參數以及分析完的資料儲存位置等，點選作業平台下方 Start run開始進行 DNA

序列解讀。 

A 

B 
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圖七、EPI2ME 分析軟體(資料來源: https://epi2me.nanoporetech.com/, 2020)。 

            EPI2ME 系統初始的頁面。 

 

圖八、FASTQ 16S 分析軟體。(資料來源: https://epi2me.nanoporetech.com/, 2020)。 

            EPI2ME 功能欄選擇。  

https://epi2me.nanoporetech.com/
https://epi2me.nanoporetech.com/
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參、 研究結果與討論 

一、急性腹瀉患者檢體來源背景資料 

本次研究隨機收集了 50 名 2020 年 5 月到 8 月間有急性腹瀉症狀的患者糞便檢體進行腸

道菌叢表現分析，當腹瀉的時間在四週以內稱為急性腹瀉。若腹瀉時間大於四週，因需要考

慮可能是其他身體疾病例如胰臟功能不良、吸收不良症、小腸或大腸的慢性疾病等，故不列

入本次研究對象。而為符合醫學研究倫理規範，患者的個資均不列入資料收集範圍。50個糞

便檢體來源有 24 名為女性，26 名為男性，男女比約為 1:1。患者的年齡分布分為 3 個群組，

分別是以小於 18 歲的學生及嬰幼兒族群、18 到 50 歲的社會人士、以及大於 50 歲的長者族

群，其中小於 18 歲的患者共 11 位，約占所有患者的 22%。18 到 50 歲的患者共 24 位，占所

有 患 者 比 例 的 48% ， 而 50 歲 以 上 的 長 者 共 計 15 位 ， 佔 30% ( 表 一 ) 。 

 

表一、腹瀉患者性別、年齡及腹瀉病原檢測結果統計表。實驗男女數量接近 1:1，以接近現 

            實狀況，各年齡層人數為隨機收集以推估人數比例。 

 

 個案數 (總共 50 位) 

項目 人數 (%) 

性別   

 女性 24 (48.0) 

 男性 26 (52.0) 

年齡   

 <18 11(22.0) 

 18-50 24 (48.0) 

 >50 15 (30.0) 

 

二、Nanopore 次世代定序結果解讀分析 

16S rRNA 為原核生物核糖體次單元的重要組成之一，序列包含數個保守區域和 9 個高

變異區域，其中高變異區具有屬或種的特異性，被認為是最適合當做細菌系統發育和分類鑑

定的指標。在 16S metagenomics 中，操作分類單元 Operational taxonomic unit (OTU)是根據序

列的相似性做分類。其方法為叢集相似的 16S rRNA 基因序列的定序的片段，在每一個叢集

中根據設定的序列相似性程度呈現一個 OTU，形成的 OTU 可能為細菌的屬或種層級。一般



14 

而言，在 16S metagenomics 分析中最多以 97%序列相似性為典型的 OTU 叢集分析的門檻，

因此分類出的 OTU 中會包含多個物種，大致上可以準確到屬 (Genus)，因此本研究將資料選

擇分類以 Genus來呈現。將 Nanopore解讀完的序列經由 EPI2ME分析，可得到產出的菌屬資

料如圖九，在總分析數 1005814 條序列中，得到的總資料量是 1.4 Gbases 圖九(B)，平均片段

長度是 1359 bp，辨識率達 100% 圖九(A)，產出序列的平均品質檢測分數(Quality score)為

9.16，顯示每一條序列的可辨別度良好。分類得到的各菌屬以及 reads數由多至少依序呈現於

資料左下方圖九 (C)，軟體將序列雲端即時連上美國國家生物技術資訊中心 NCBI 網站進行

比對及分類結果則以右下樹狀圖九 (D) 表示。 

 

圖九、EPI2ME 軟體 16s 序列分析結果。(A)辨識率(B)顯示讀取條數、讀取量、平均  

           品質檢  測分數、平均片段長度(C)菌屬名及各自長度(D)親緣關係 

 

 

 

A B 

C D 



15 

三、急性腹瀉患者腸道菌叢組成及豐富度分析 

本次研究檢測結果將 Nanopore 分析得到的各菌屬逐一查出所屬細菌的門後進行分析

(Nanopore 所得數字為鹼基片段讀取數，用來推估相對比例，非實際細菌數量)，發現在腹瀉

群聚患者 (n=50) 體內主要以擬桿菌門 (Bacteroides) 為最大宗，佔總測得菌叢的 65.8%，其次

為厚壁菌門  (Firmicutes) (30.4%)，其他還包括放線菌門  (Actinobacteria)、變形菌門 

(Proteobacteria)、疣微菌門 (Verrucomicrobia) 以及梭桿菌門 (Fusobacteria) 等 (圖十)。若依患

者性別不同進行分析，發現不同性別間的菌門比例差異不大，皆以擬桿菌門為第一大菌門 

(女：60.3%、男：68.8%)，厚壁菌門為第二大 (女 38.4%、男:26.1%)，統計顯示男女的兩大

菌門比例相近，故不對性別差異進行細部探討 (Pearsan’s X2 test, p = 0.1927, n=50) (圖十一)。 

 

圖十、50 名腹瀉患者腸道菌叢分布圖。本次實驗患者的菌叢分布，厚壁菌門 (Firmicutes)  

           (30.4%)、放線菌門 (Actinobacteria) (1.1%)、變形菌門 (Proteobacteria) (1.2%)、擬桿菌  

           門(Bacteroides) (65.8%) 



16 

 

圖十一、不同性別腹瀉患者腸道菌叢分布圖，(A) 為女性，(B) 為男性。統計顯示男女患者  

               菌門比例相近，故不對性別差異進行細部探討 (Pearsan’s X2 test, p = 0.1927, n=50)。  

 

    18-50 歲族群的腸道菌門種類相較其他年齡層族群也較為多樣化(均勻度)，18 歲以下的族

群次之，50 歲以上的族群多樣化最為單調。(圖十二) 18-50 歲族群菌叢較多樣可能與出社會

的上班族外食機率較高的飲食習慣有關， 18 歲以下的族群多為學生，學校的營養午餐由營

養師分析調配，中央廚房統一烹調，不但注重衛生，營養也較為均衡，所以多樣性也不至於

太單一，50 歲以上可能部分民眾對均衡飲食不講究。 

 

圖十二、不同年齡群急性腹瀉患者腸道菌門比例分布圖。各年齡層各菌門分布情況。 
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本研究結果將各菌門內的菌屬進一步加以分析 (圖十三到圖十六)，結果發現在急性腹

瀉患者腸道菌叢四大菌門中以厚壁菌門種類最多，但單一菌屬的數量則以擬桿菌門的

Bacteroides 以及 Prevotella 兩個菌屬為最大宗，目前已知這兩種菌屬均屬於人體常見的中間

菌。現今一些醫學上常被拿來作為益生菌的菌屬包括放線菌門的 Bifidobacterium、

Streptomyces，以及厚壁菌門的 Lactobacillus 以及 Enterococcus 等，在急性腹瀉患者菌叢中相

對的比例非常少。Bifidobacterium 以及 Enterococcus 因會合成包括硫胺素 (thiamine, B1)，葉

酸 (folate, B9)，生物素 (biotin, B7)，核黃素 (riboflavin, B2)和泛酸 (panthothenic acid, B5)等人

體所需水溶性維生素，所以歸類為好菌。而常見的腹瀉致病原包括 Staphylococcus、Bacillus、

Clostridium、Samonella、Shigella、Campylobacter 等分屬於厚壁菌門、擬桿菌門以及變形菌

門，因其會對人體造成疾病，被歸類為壞菌。 

 

圖十三、急性腹瀉患者腸道菌叢中放線菌門之菌屬數量比例 (Frequency，%) 分布圖。   

               中間菌以黑字字體標示，好菌以藍色字體標示。 
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圖十四、急性腹瀉患者腸道菌叢中擬桿菌門之菌屬數量比例 (Frequency，%) 分布圖。   

               中間菌以黑色字體標示。 
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圖十五、急性腹瀉患者腸道菌叢中厚壁菌門之菌屬數量比例 (Frequency，%) 分布圖。  

               中間菌以黑色字體標示，好菌以藍色字體標示，壞菌以紅色字體表示。 
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圖十六、急性腹瀉患者腸道菌叢中變形菌門之菌屬數量比例 (Frequency，%) 分布圖。 

中間菌以黑色字體標示，壞菌以紅色字體標示。 

 

一般健康民眾腸道菌叢中的好菌：壞菌：中間菌的比例約為20：10：70(陳邦基，2015)。

我們將本研究測得的腸道菌叢依照好壞菌比例分析，結果發現這些急性腹瀉患者的腸道菌叢

中壞菌的數量比好菌高 8 倍以上 (圖十三到圖十六)，好菌：壞菌：中間菌的比例約為 1：9：

90。結果顯示急性腹瀉患者腸道中的壞菌以及中間菌的比例與健康民眾接近，但好菌的比例

顯著低於健康民眾。 
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四、急性腹瀉患者間腸道菌叢的差異分析 

Y 是該菌門佔該年齡層測得總讀取數比值，並使用 Tukey-Kramer HSD 進行統計分

析，結果顯示年齡 (Y 代表年輕人(<18)，M 代表中年人(18~50)，OL 代表老人(>50))之間無顯

著差異 (p>0.05)。厚壁菌門 (A) 與擬桿菌門 (C) 的平均比值無顯著差異，變形菌門 (B) 與放

線菌門(D) 的平均比值無顯著差異，(C)的平均比值顯著大於 (B) 與 (D) (圖十七)。由結果得

知，擬桿菌門和厚壁菌門為優勢菌門，可能含有之後研究欲培養，以及在數量方面容易增加

的益菌屬。 

 

圖十七、每個年齡層各菌門比例互相比較 

橫軸座標:A 為厚壁菌門，B 為變形菌門，C 為擬桿菌門，D 為放線菌門。縱軸座標: 

該菌門佔該年齡層總腸胃道菌群比值。誤差線上的 ABCD 為 Tukey-Kramer HSD 判

別顯著差異的代號，A 為數量最多的代號，B 次之，以此類推。Y 為 18 歲以下，M

為 18~50，OL 為 50 歲以上。n=23。p = 0.05。 

 

此研究統計到 Prevotella 顯著大於 Faecalibacterium 與非前三大屬。Clostridium 顯著大

於非前三大屬，Faecalibacterium無顯著大於其他屬。(圖十八)Clostridium與 Faecalibacterium

的數量無顯著差異，推論此二屬好壞菌的影響可抗衡。Prevotella 數量顯著大於其他非前三

大的屬，故推論此 23 位患者壞菌比例顯著多於益菌，與正常人好菌：壞菌：中間菌的比例

20：10：70 不同。 
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圖十八、益菌與壞菌佔各患者總菌群比值。 

A 

AB 

BC 

各菌屬佔各患者總菌群比值之平均 
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綠色為厚壁菌門，紅色為變形菌門，藍色為擬桿菌門，黃色為放線菌門。23 位病患

總菌群比例其餘皆為 C。益菌以藍色柱狀標示，壞菌以紅色藍色柱狀標示。ABC 為

Tukey-Kramer HSD 判別顯著差異的代號。p = 0.05 

 

日本人長壽且健康國際知名，近期有期刊探討日本健康民眾其他包括丹麥、西班牙、

美國、中國大陸、瑞士、俄羅斯、委內瑞拉、馬拉威、澳洲、法國及祕魯的腸道菌叢研究，

結果發現在人體腸道菌叢四大菌門中，日本人的放線菌門 (Actinobacteria) 菌數比其他國家的

民眾高，而變形菌門 (Proteobacteria) 與擬桿菌門 (Bacteroidetes) 的比例則相對其他國低。進

一步去探究日本健康民眾腸道菌叢內放線菌門裡的菌屬組成，結果發現原來是其中的

Bifidobacterium 數量比其他 11 個國家人民高出許多，研究結論表示由於日本的飲食習慣，日

本的傳統食物中有許多含有大量的 Bifidobaterium (Nishijima, S et al., 2016)，可見提升腸道菌

叢中好菌的比例有助於保障民眾的健康。 

 

肆、 結論與應用 

人體內的微生物群可提供的功能包括產生能量、生成人體所需維生素以及抗發炎反應

等，維持腸道菌叢的穩定有助於提升人體對於疾病的免疫力。腸道微生物群的乳酸桿菌屬

(Lactobacillus)(Jones, S. E., & Versalovic, J. (2009)和雙歧桿菌屬 (Bifidobacterium) Riedel, C. 

U., etal(2006)中的部分菌種有抑制發炎的作用，另有腸道微生物可使促進抗病原菌感染反應

的 Th17 細胞增加，因此維持腸道微生物的多樣性，可讓腸道免疫系統達到穩定的動態平

衡。本研究應用 Nanopore 次世代基因定序技術分析急性腹瀉患者的腸道菌叢組成，結果顯

示這些病人體內的壞菌不但多於好菌，而且腸道菌叢中的好菌比例比一般健康的人少非常

多，增加腸道菌叢內好菌的數量有助於促進患者恢復健康。 

建議急性腹瀉患者的治療除了現行的補充水分或電解質等消極的支持性療法以外，國

人平常可透過直接攝取市售的益生菌產品提升腸道內好菌的比例來改變腸道壞菌的生長環

境，例如多吃優格、優酪乳或納豆等帶有好菌的食物來提升體內腸道菌叢的好菌數。腸胃中

益菌的大量繁殖能有效淘汰腸道內可能引起疾病的有害菌，本次研究完成之調查報告可提供

各衛生主管機關參考，俾利有效推動各項健康促進計畫。 
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【評語】070005 

1. 收集了 50名急性腹瀉症狀的患者糞便檢體進行腸道菌叢表現

分析，應用次世代基因定序技術，偵測微生物 16S rRNA 的

高變異區域分析患者腸道微生物菌相組成、菌種豐富度分析

及菌種鑑定。 

2. 研究具重要性及實用價值，然而對高中科展而言缺乏主動性

與原創性，若能對於實驗背後的原理或問題提出進一步的看

法會更好，而不要僅單存使用套裝試劑或已知的分析軟體套

用得到一些數據。 

3. 摘要非簡介，除列出問題、方法外，應說明研究所獲結果及

貢獻。 

4. 偵測微生物 16S rRNA 的高變異區所使用之引子為何？ 

5. 本研究有初步的定序分析結果，總結則與已知的醫學知識相

近，較無創新論點。 

6. 屬技術性報告，較缺研究內涵，Nanopore定多過程詳細，但

結果沒有顯出特別的意義，急性腹瀉不用次世代基因定序，

也必然是壞菌多於好菌。 

7. 所得結果為電腦結序分析所得，但未能得到和疾病的必然關

連性。 

8. 創意不足及研究主題不夠聚焦。  
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