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摘要 

本報告以博士論文內容為主，包含目的及研究主題、研究過程及發現、心得

及建議。產氣莢膜芽胞梭菌（Clostridium perfringens）為全美前五名食媒性病原之

一，對人及動物均可造成腸道性疾病。感染人主症為腸道不適與食物中毒，於雞隻

則引發壞死性腸炎，造成全球肉雞產業每年 6 百億美元的重大損失。鑑於該菌致病

的多樣性，以及對產業經濟與公共衛生的重要性，符合進修目的，爰研究該病致病

機轉及其與公共衛生之關聯性。結果顯示本研究所採之雞源性產氣莢膜芽胞梭菌未

攜有腸毒素（cpe）基因，對人類無致病風險；致病機轉方面，過去研究強調的關鍵

毒素基因 netB，無論是病雞或正常雞隻來源的菌株，大部分均攜有該基因，且兩個

來源彼此之間攜帶比率及帶有基因數均無統計學上差異性，表示 netB 基因的存否及

帶有數量不適合作為評估產氣莢膜芽胞梭菌致病力的指標，應有其他因子共同參與

疾病發展過程，透過交互作用後產生疾病。進一步探討疾病發展過程發現，單獨使

用帶有 netB 基因的產氣莢膜芽胞梭菌攻毒雞隻無法產生壞死性腸炎，僅於加入誘發

因子（如餵飼高蛋白飼料或球蟲先期感染等）併同致病菌株的給予，才會誘發疾病，

而參與的誘發因子越多，疾病發生率及嚴重性顯著地增加（p < 0.05），此結果代表

著誘發因子亦為雞隻壞死性腸炎發展的關鍵。另以總體 16S rRNA 基因體學

（Metagenomics）研究致病機轉結果，雞隻空腸內Clostridium sensu stricto 1屬（Genus）

細菌（包含產氣莢膜芽胞梭菌）的過度增殖與壞死性腸炎的發生具有直接相關性（p 

< 0.05），除了產氣莢膜芽胞梭菌，Clostridium sensu stricto 1 屬內的其他細菌亦參

與了壞死性腸炎發展的過程；而單以球蟲感染雞隻後無法引發疾病的結果顯示，需
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外源性給予一定量 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌配合誘發因子的作用，使該屬細

菌於空腸內大量增殖，以繼發壞死性腸炎。本研究透過收集分析一定數量的田間分

離菌株中腸毒素基因的表現情形探討雞源性產氣莢膜芽胞梭菌與公共衛生的關連性，

未見有致人類食物中毒的公共衛生風險。另成功地建立雞隻壞死性腸炎疾病發展模

式，並透過實驗設計、總體基因體學及進階統計分析釐出疾病發展的重要因子、主

要菌相及參與菌原，結果交互證明雞隻接觸一定量 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌

及誘發因子後於空腸內過度增殖是壞死性腸炎發生的關鍵，此結果可作為防治策略

發展應用之參考，並使用本研究已建立的疾病發展模式驗證其有效性。 
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壹、 目的及研究主題 

一、 目的 

多年服務於獸醫公務領域，參與多項重要動物傳染病防治策略的擬定及執行，

發現臺灣獸醫領域面對食媒性疾病的控制，與公共衛生上的連結應用仍有強化空間，

鑑於國外已有健全研究及管理機制，透過實地赴美進修學習並參與研究，希望能習

得相關技術及知能導入行政管理系統，以期逐步強化動物生產及其產品之安全。 

二、 研究主題 

產氣莢膜芽胞梭菌（Clostridium perfringens）為全美前五名食媒性病原

（Foodborne pathogen）之一，感染人主症為腸道不適（Illness）與食物中毒（Food 

poisoning），於美國每年約造成 1 百萬人腸道下痢問題（Batz et al., 2012; Centers for 

Disease Control and Prevention, 2017; Scallan et al., 2011），在雞隻則引發壞死性腸炎

（Necrotic enteritis；NE），對全球肉雞產業造成每年 6 百億美元的重大損失。由於

該菌致病的多樣性，以及對公共衛生與產業經濟的重要性，使得先進國家紛紛投入

經費進行研究，以期找出有效策略予以防治。經與指導教授多次研討研究方向及應

用價值後，商定針對雞隻來源之產氣莢膜芽胞梭菌探討其致病機轉（Pathogenesis）

及其與公共衛生之關聯性。 
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三、 研究背景說明 

（一）食物中毒及毒素指標基因 

A 型產氣莢膜芽胞梭菌被公認為全球重要的食媒性病原之一（Petit et al., 

1999），其原因在於此型梭菌可攜有腸毒素基因（cpe），於芽胞化（Sporulation）

過程中產生腸毒素（Enterotoxin；簡稱 CPE），造成人類食物中毒跟下痢。依據美

國相關研究及疾病管制局（Centers for Disease Control and Prevention；CDC）資料統

計，攜有 cpe 基因的 A 型產氣莢膜芽胞梭菌每年可於美國造成約 1 百萬人的腸道下

痢，而最常見的感染來源為牛肉、雞肉及豬肉（Grass et al., 2013），且每次疫情的

爆發均與不適當的冷卻或再加熱已經污染的前述肉品有關（Schlundt 2015），但最

重要保有 cpe 基因產氣莢膜芽胞梭菌的動物，以及帶有該菌的感染環境至今仍無法

被確認（McClane, 2007）。至今研究瞭解，cpe 基因一旦表現，會產生腸毒素（CPE），

進一步造成人類臨床上可見的食物中毒或非中毒性的腸道不適（Sarker et al., 1999）。

因此，cpe 基因已被認定為人類食物中毒與腸道不適的主要篩選基因，爰本研究將

其列為與公共衛生連結的重要指標，並進行調查。 

為釐清帶有 cpe 基因產氣莢膜芽胞梭菌可能的帶菌來源，一項公共衛生研究

針對 2,659 個來自於動物、人類以及食物中的 A 型產氣莢膜芽胞梭菌分離株進行調

查，結果僅有低於 5%的分離株帶有 cpe 基因（Daube et al., 1996），顯示非常少數

的產氣莢膜芽胞梭菌族群帶有食物中毒基因。美國雖將禽肉列為 A 型產氣莢膜芽胞

梭菌食物中毒可能來源之一，但自 2011 年後，未有禽肉直接引致人類食物中毒的正

式報告。過去曾有幾個食物中毒案例與食用遭受 A 型產氣莢膜芽胞梭菌污染之雞肉
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具有流行病學上的關聯性，調查顯示與禽肉經未符衛生的操作遭受污染有關，但污

染來源不明，無法證實由雞源的 A 型產氣莢膜芽胞梭菌所導致（Hook et al., 1996; 

Schiemann, 1977）。鑒此，本研究多方收集田間雞場、肉雞屠宰場及實驗雞隻等雞

源 A 型產氣莢膜芽胞梭菌，以期藉由 cpe 基因及相關毒素基因的篩選，連結其與公

共衛生之關聯性。 

（二）產氣莢膜芽胞梭菌 

產氣莢膜芽胞梭菌屬革蘭氏陽性（Gram positive）厭氧菌，可產生芽胞（Spore）

長時間抵抗外在不良的生存環境（Novak et al., 2003），已知廣泛存在於環境及脊椎

動物腸道內，屬於常在菌（Timbermont et al., 2009）。命名分類歸屬於 Firmicutes

門（Phylum）、Clostridia 綱（Class）、Clostridiales 目（Order）、Clostridiaceae

科（Family）、Clostridium 屬（Genus）及 perfringens 種（Keto-Timonen et al., 2006），

可引發人及動物多種胃腸道疾病（Uzal, 2016）。此菌特性在於擁有大量毒素基因

（Toxin genes），表現後可以產生至少 17 種毒素（Toxins），但由於其缺乏合成 13

種必須胺基酸所需的基因，因此需要前述毒素配合所生產的細胞外酵素

（Extracellular enzymes），協助獲取增殖所需的養分（Myers et al., 2006; Shimizu et al., 

2002），並幫助該菌於宿主體內發展疾病（Freedman et al., 2015; Rood, 1998; Uzal et 

al., 2014）。由於這些毒素及酵素可以快速破壞組織、引發下痢（Diarrhea）及腸毒

血症（Enterotoxemia），近年來已被歸類為毒力因子（Virulent factors）（Shimizu et 

al., 2002; Songer, 1996）。 

https://en.wikipedia.org/wiki/Clostridiaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Clostridiaceae
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（三）毒力型及毒素基因 

產氣莢膜芽胞梭菌產生的多種毒素中，α（alpha）、β（beta）、ε（epsilon）

與 ι（iota）屬於主要毒素（Major toxins），其他為附屬毒素（Minor toxins）。依據

四種主要毒素的產生或其相對基因的存在與否，此菌可分為 A、B、C、D 與 E 五種

毒力型（Toxinotypes）（Van Immerseel et al., 2004b），每個毒力型另有可能攜帶其

他附屬毒素基因，以決定毒力，造成疾病及症狀，例如：cpe 基因表現所產的 CPE

毒素可以引致人類食物中毒，netB 基因表現產生的 Necrotic enteritis B-like（NetB）

毒素會造成雞隻壞死性腸炎，產氣莢膜芽胞梭菌的毒力型及所攜帶的毒素基因詳見

Table 1.1。於主要毒素的產生上，A 型僅有 cpa 基因，故只產生 alpha 毒素，但 B

型有 cpa、cpb 及 etx 基因，分別產生 alpha、beta 及 epsilon 毒素。同理，C 型可生

成 alpha 與 beta 毒素；D 型生產 alpha 與 epsilon 毒素；E 型產生 alpha 及 iota 毒素。

而同一毒力型梭菌可能會帶有不同種類之附屬毒素，例如：同為 A 型菌，有的菌會

帶有 cpe 及 cpb2 基因產生 CPE 與 CPB2 毒素（Gibert et al., 1997; Songer, 1996），

有的菌僅帶有 netB 基因生產 NetB 毒素。目前，netB 基因及其 NetB 毒素只發現於 A

型產氣莢膜芽胞梭菌，雞隻壞死性腸炎的發生被證明與 netB 具有直接相關性

（Keyburn et al., 2008; Keyburn et al., 2010）。 

  



 

5 

Table 1.1 產氣莢膜芽胞梭菌毒力型及其毒素基因 

 毒素 

（Toxins） 

基因

（Genes） 

毒力型（Toxinotypes） 

 A B C D E 

主要毒素 Alpha cpa + + + + + 

 Beta cpb - + + - - 

 Epsilon etx - + - + - 

 Iota iap - - - - + 

附屬毒素 CPE cpe +/- +/- +/- +/- +/- 

 Beta2 cpb2 +/- +/- +/- +/- +/- 

 NetB netB +/- - - - - 

 TpeL tpeL +/- + +/- - - 

 

（四）毒力因子 

梭菌性的疾病，毒素被認為是主要的毒力因子，例如：氣性壞疽（Gas gangrene）

的症狀係由 A 型產氣莢膜芽胞梭菌所產的 alpha 毒素所導致；羊隻腸毒血症起因於

D 型產氣莢膜芽胞梭菌所產的 epsilon 毒素；仔牛仔豬梭菌性壞死性腸炎肇因於 C

型產氣莢膜芽胞梭菌生產的 beta 毒素等（Awad et al., 1995；Uzal et al., 2014；Sayeed 

et al., 2008）。然而雞隻壞死性腸炎的發生，不僅如前述梭菌性疾病只需要毒素即可

導致，研究陸續指出，除有合適的腸道環境外，需有毒素、酵素、附著因子（Attachment 

factors）及細菌素（Bacteriocins）等共同作用，才能發展壞死性腸炎（Petit et al., 1999; 

Prescott et al., 2016a; Uzal et al., 2014）。所有細菌本身所產生助於疾病發展之物質，

現統稱為毒力因子（Virulent factors），目前除了毒素以外，其餘毒力因子與雞隻壞

死性腸炎疾病發展之關聯性，仍無一致性的研究發現及結果。 
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（五）壞死性腸炎 

壞死性腸炎主為 A 型（極少數為 C 型）產氣莢膜芽胞梭菌所引起的雞隻腸道

性疾病，並於空腸（Jejunum）產生壞死性病灶為疾病特徵（Paiva and McElroy, 2014），

2 週齡至 6 月齡雞隻均具有感受性，但 2 至 6 週齡雞隻最易感染發病，此現象與雞

隻體內母源抗體的消退有關（La Ragione and Woodward, 2003）。此病一年四季均

可能發生，爆發後多呈散發（Cooper et al., 2016），通常持續 5-10 天（Merck Veterinary 

Manual, 1998），急性可見死亡情形，死亡率介於 2-10%，亦有高至 50%的報告（Paiva 

and McElroy, 2014），典型臨床症狀為嚴重沈鬱、不願移動相互集聚（Huddling）、

羽毛粗亂（Ruffled feathers）、厭食、下痢及出現死亡。此病於田間呈現急性（Acute）

與次臨床（Subclinical）兩種型態，急性型病程快，通常於出現症狀 1-2 小時候無預

警死亡，次臨床型則無明顯症狀，但生產效率及飼料換肉率顯著降低（Cooper et al., 

2013; Martin and Smyth, 2009），是造成家禽產業經濟損失的主要原因。除肉雞外，

3 到 6 月齡商業蛋雞與各種禽類均可遭受感染，包括火雞、鴕鳥、鵪鶉、松雞

（Capercaillies）、鵝、藍知更鳥（Bluebirds）、澳洲小鸚鵡（Lorikeets）及烏鴉（Cooper 

et al., 2013）。流行病學調查顯示此病於禽群（Flock）疾病盛行率為 12.3%（Hermans 

and Morgan, 2007），商業肉雞場可達 37%的發生率，導致全球家禽產業每年 6 百億

美元的損失（Van Der Sluis, 2000; Wade and Keyburn., 2015）。若場內存有其他疾病

問題、生物安全執行不佳、給予不良的飼料劑型與成分，以及未有使用預防性治療

方式防治壞死性腸炎，均會提升罹病的風險（Hermans and Morgan, 2007）。 
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家禽產業過去仰賴低劑量的抗生素，將其添加入飼料中作為生長促進劑

（Antimicrobial Growth Promoters；AGPs），有效地預防及控制壞死性腸炎，促進

家禽生長效率。但基於長期使用有可能會產生抗藥性菌株，而且無法排除該菌株自

家禽傳給人類的可能風險，歐洲國家明令禁止 AGPs 的使用，並帶動無抗生素飼養

家禽意識的興起（Liu et al., 2010）。由於此病未有菌苗可以有效預防，於禁止使用

AGPs 的情形下，家禽產業陸續爆發疫情，成為近年來再浮現（Re-emerging）於家

禽的重要細菌傳染病，造成產業重大損失（Casewell et al., 2003; Gaucher et al., 2015; 

Timbermont et al., 2011; Van Immerseel et al., 2009）。現今，家禽產業積極透過產學

研究及合作尋求另項防治策略，以期預防及控制此高經濟衝擊的細菌性傳染疾病。 

（六）致病機轉 

大部分梭菌性腸炎係仰賴菌體的增殖伴隨產生大量的毒素，於宿主體內發展

疾病（Theoret et al., 2016）。但雞隻壞死性腸炎的致病機轉複雜，已知無法藉由單

一毒素的作用而引發疾病，多項研究指出除有 A 型產氣莢膜芽胞梭菌參與外，並需

其他誘發因子（Predisposing factors）營造合適的腸內環境與提供細菌增殖所需營養

來源，配合與毒力因子共同作用後產生壞死性腸炎；至於雞源產氣莢膜芽胞梭菌與

人類食物中毒或腸道不適之關聯性部分，目前仍未建立。 

（七）誘發因子 

產氣莢膜芽胞梭菌屬於環境及腸道內的常在菌，依據此特性可得知，該菌無

法單獨地誘發疾病（Craven, 2000; Van Immerseel et al., 2004b），經動物試驗研究顯

示，雞隻壞死性腸炎疾病發展過程中，誘發因子可以協助產氣莢膜芽胞梭菌的增殖
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及附著，以達有效感染，其後由細菌所產的毒素及其他毒力因子交互作用發展疾病。

誘發因子包括球蟲感染、於飼料中添加高蛋白或高比例的非澱粉多醣類（Non-starch 

polysaccharides，NSP）、感染免疫抑制性疾病（如傳染性華氏囊病、雞傳染性貧血

及馬立克病）、黴菌毒素（Mycotoxin）、密飼及低溫等緊迫（Lee et al., 2011; Park et 

al., 2008; Prescott et al., 2016b; Thompson et al., 2006; Williams, 2005; Williams et al., 

2003）。 

1. 球蟲感染 

雞隻球蟲感染係由艾美球蟲屬（Eimeria spp）之寄生蟲寄生於宿主小腸及盲

腸，藉由生活史寄生過程造成腸黏膜廣泛的損害 (Williams, 2005)；至今，球蟲感染

具有多種機制誘使雞隻發展壞死性腸炎，如：直接造成小腸上皮損傷促進產氣莢膜

芽胞梭菌的附著（Van Immerseel et al., 2009; Williams, 2005; Williams et al., 2003），

以及藉由產生血漿蛋白提供產氣莢膜芽胞梭菌營養來源予以增殖（Van Immerseel et 

al., 2004b）。此外，球蟲感染亦會降低小腸消化率，誘發 T 細胞免疫反應增加黏蛋

白（Mucin）產生，來增加產氣莢膜芽胞梭菌獲取這些營養進行增殖的機會（Collier 

et al., 2008）。 

2. 飲食因子 

給雞隻食用富含小麥、黑麥、大麥或燕麥等穀類（Cereals）或高動物蛋白（如

魚粉）的飼料容易誘發壞死性腸炎（Cooper and Songer, 2009; McDevitt et al., 2007; 

Williams, 2005）。原因為穀類含有高含量不可消化且水溶性的非澱粉多醣類（NSP），

增加腸內容物的黏稠性，減緩其通過腸道的時間，進而提高產氣莢膜芽胞梭菌獲取
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增殖所需養分的機會(Annett et al., 2002; Langhout et al., 1999)。此外，這類物質可與

上皮細胞上的醣蛋白作用增產黏蛋白（Kleessen et al., 2003），促進產氣莢膜芽胞梭

菌過度增生（Shojadoost et al., 2012）；而 NSP 不可消化部分，另可作為微生物增殖

所需養分（Choct and Annison, 2007）。至於高動物蛋白的飼料（尤其是添加魚粉者），

其可提供產氣莢膜芽胞梭菌無法自行合成的必須胺基酸，促進大量增殖（Drew et al., 

2004; Titball et al., 1999）。飼料中高含量的魚粉同時會增加腸道 pH 值 （McDevitt et 

al., 2007）與改變腸內菌叢（Stanley et al., 2012; Stanley et al., 2014b），利於產氣莢

膜芽胞梭菌的生長與增生。 

3. 免疫抑制 

雞隻自身免疫狀態的改變亦會增加壞死性腸炎的發生率（Moore, 2016）。目

前已知感染雞傳染性華氏囊炎（Infectious bursal disease；IBD）、雞傳染性貧血

（Chicken infectious anemia；CIA）及馬立克病（Marek’s disease；MD）均可造成家

禽免疫抑制（Hoerr, 2010），於產氣莢膜芽胞梭菌存在下，進一步誘發壞死性腸炎

的發生並增加感染的嚴重性（Gholamiandehkordi et al., 2007; Stringfellow et al., 2009; 

Timbermont et al., 2009; Williams et al., 2003）。另外，促使禽隻緊迫的原因也可能

誘發壞死性腸炎及增加該病嚴重性，例如高密度飼養、低溫、環境中氨氣濃度過高

等等（Hoerr, 2010; Tsiouris et al., 2015a, b）。 

4. 黴菌毒素 

黴菌毒素是黴菌於穀物或飼料中自然產生的二級代謝物（Secondary fungal 

metabolites），其中黃麴毒素（Aflatoxins；AF）、玉米赤黴烯酮（Zearalenone；ZEN）、
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棕麴黴毒素（Ochratoxin A；OTA）、伏馬毒素（Fumonisins；FUM）、菌毒素

（Trichothecenes），如：嘔吐毒素（Deoxynivalenol；DON）以及 T-2 毒素，為已

知會影響家禽健康及生產的黴菌毒素（Murugesan et al., 2015）。近來，嘔吐毒素被

指出可透過對家禽上皮黏膜的傷害及增加腸內營養物質的獲取，幫助產氣莢膜芽胞

梭菌的增生（Antonissen et al., 2014），此外，研究亦發現伏馬毒素可以改變家禽迴

腸菌叢並影響小腸絨毛長度及腺窩深度（Crypt depth），促使雞隻發生壞死性腸炎

（Antonissen et al., 2015）。雖然黴菌毒素曾有造成宿主免疫抑制的報告（Prescott et 

al., 2016b），但其是否可藉由免疫抑制的方式誘發雞隻壞死性腸炎的部分，需要進

一步調查研究。 

5. 其他因子 

另有研究報告指出，某肉雞種別（Jang et al., 2013）及特殊基因的組成（Siegel 

et al., 1993）可以增加罹患壞死性腸炎的敏感性或抵抗性。  

（八）小結 

此研究目的除探究雞源性產氣莢膜芽胞梭菌與公共衛生之關聯性，並進一步

研討雞隻壞死性腸炎的致病機轉，以期提供後續現場防治之應用。惟該病複雜的致

病機轉使得防治研究具有高度挑戰性，雖各國/界投入相關經費積極研究至今，掌握

誘發及毒力因子，並嘗試多項防治方法，例如：使用疫苗增加宿主免疫力、於飼料

中添加益菌生（Prebiotics）、益生菌（Probiotics）或其他物質來競爭排除腸道內產

氣莢膜芽胞梭菌、改善腸道菌叢避免產氣莢膜芽胞梭菌的增殖或附著或/及產生抑菌

物質降低細菌數量等等，但是結果並不具一致性，即無法提供可接受程度的保護力
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或防治效果。因此，必須深入探討產氣莢膜芽胞梭菌與相關因子的交互作用，並比

較不同因子加入後腸內環境的差異，以期掌握致病關鍵，發展有效策略予以防治。 
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貳、 研究過程及發現 

為探討雞隻壞死性腸炎的致病機轉及其與公共衛生關聯性，第一階段自田間

及屠宰場等地收集病雞及正常雞隻腸道樣材並同步分離其內之產氣莢膜芽胞梭菌，

匯集後應用核酸檢測相關技術檢驗病雞與正常雞來源菌株毒素基因之盛行比率及特

定毒素基因帶有數，並將結果進行統計方法分析，以研析毒素基因的存否與致病之

必須性，並依腸毒素（cpe）基因攜帶情形探討雞源性產氣莢膜芽胞梭菌與公共衛生

之關聯性。 

第二階段利用田間致病菌株於實驗室內攻毒雞隻建立壞死性腸炎發展模式，

同時搭配不同誘發因子進行評估，探討產氣莢膜芽胞梭菌與誘發因子的交互作用，

及其對臨床疾病發生之影響。 

第三階段應用已建立之壞死性腸炎發展模式，分析不同誘發因子與產氣莢膜

芽胞梭菌參與下腸內菌相的變化，評估有否其他細菌或因子參與雞隻壞死性腸炎的

發展，並歸納可能之致病機轉，以供後續發展現場可行之防治措施。 

 

  



 

13 

一、 探討產氣莢膜芽胞梭菌毒素基因存否與壞死性腸炎致病之必須性

及與公共衛生關聯性 

毒素一向被認為是產氣莢膜芽胞梭菌引發疾病的重要肇因（Awad et al., 1995; 

Keyburn et al., 2008; Sarker et al., 1999; Sayeed et al., 2008; Uzal et al., 2014），於雞隻

壞死性腸炎研究中，netB 毒素基因及其表現產生的 NetB 毒素因被證明符合分子學

柯霍法則（Molecular Koch’s postulate），而被視為致病的關鍵（Keyburn et al., 2006），

即以具該毒素的菌株攻毒雞隻才能發展疾病，不具該毒素的菌株攻毒雞隻不會致病；

另有不少研究指出，惟有使用帶有 netB 基因菌株可於實驗室內穩定地誘發雞隻壞死

性腸炎（Cooper and Songer, 2010; Keyburn et al., 2010; Smyth and Martin, 2010; 

Timbermont et al., 2009）。然而，多起流行病學調查結果與前述實驗室結果存有落

差，不少田間發病雞隻所分離的菌株不具有 netB 基因（Abildgaard et al., 2010; Bailey 

et al., 2015; Llanco et al., 2015; Martin and Smyth, 2009; Smyth and Martin, 2010），正

常雞隻分離菌株卻有 netB 基因的存在，而非僅存於致病菌株（Martin and Smyth, 

2009）。此外，單獨使用帶有 netB 基因的菌株進行攻毒，於沒有其他誘發因子的共

同參與下，無法每次成功地誘發壞死性腸炎（Zhou et al., 2017）。因此，netB 基因

的存否於致病機轉中所扮演的角色或重要性須進一步研究，予以釐清。 

（一）方法 

於田間雞場、肉雞屠宰場及實驗雞隻採集 15 隻不同場病雞及 15 隻不同來源

正常雞隻的空腸樣材，以血液培養基分離出細菌，再以生化試驗鑑定（Biochemical 

tests）及聚合酶連鎖反應（Polymerase chain reaction；PCR）確認所選取的細菌為產
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氣莢膜芽胞梭菌後，萃取每個菌株 DNA，並以針對目標毒素基因的引子對（Primer 

sets，詳見 Table 1.2）進行 PCR 檢測；針對 netB 基因，另使用高靈敏度的即時聚合

酶連鎖反應（Real-time or quantitative PCR; qPCR）確定該基因攜帶情形及數量。qPCR

標準效能曲線詳見 Figure 1.1，相關結果以統計方法分析病雞與正常雞隻來源菌群彼

此間有無顯著差異（p < 0.05）。 

Table 1.2 毒素基因 PCR 及 qPCR 引子對及其增幅產物長度 

基因 基因庫號碼 引子對 引子序列（5′-3′）  
Tm 

（℃） 

增幅產物

（bp） 
參考文獻 

cpa L43545 
CPA5L 

CPA5R 

AGTCTACGCTTGGGATGGAA 

TTTCCTGGGTTGTCCATTTC 
55 900 

（Fan et al., 

2016） 

cpb X83275 
CPBL 

CPBR 

TCCTTTCTTGAGGGAGGATAAA 

TGAACCTCCTATTTTGTATCCCA 
56 611 

（Fan et al., 

2016） 

cpb2 L77965 
CPB2L 

CPB2R 

AGATTTTAAATATGATCCTAACC 

CAATACCCTTCACCAAATACTC 
53 567 

（Garmory 

et al., 2000） 

etx M95206 
CPETXL 

CPETXR 

TGGGAACTTCGATACAAGCA 

TTAACTCATCTCCCATAACTGCAC 
56 396 

（Fan et al., 

2016） 

iap X73562 
CPIL 

CPIR 

AAACGCATTAAAGCTCACACC 

CTGCATAACCTGGAATGGCT 
57 293 

（Fan et al., 

2016） 

cpe X81849 
CPEL 

CPER 

GGGGAACCCTCAGTAGTTTCA 

ACCAGCTGGATTTGAGTTTAATG 
57 506 

（Fan et al., 

2016） 

tpeL EU848493 
TPELF 

TPELR 

ATATAGAGGCAAGCAGTGGAG 

GGAATACCACTTGATATACCTG 
55 466 

（Coursodo

n et al., 

2012） 

netB GU433338 
NETBL 

NETBR 

TGATACCGCTTCACATAAAGGTTGG 

ATAAGTTTCAGGCCATTTCATTTTTCCG 
61 169 本研究設計 

16S 

rRNA 
Y12669 

16SL 

16SR 

CATCATTCAACCAAAGGAGCAATCC 

CATTATCTTCCCCAAAGACAGAGC 
60 262 本研究設計 
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Figure 1.1 netB 毒素基因 qPCR 標準效能曲線. 

將 netB 毒素基因增幅產物透過基因選殖進入質體，萃取質體 DNA 並進行 10 倍稀釋

（從 1 ng 到 100 ag）後以特殊引子對進行 qPCR，以所得 Ct 數值與基因數對數建立

標準曲線，基因數範圍為 2.92 × 10
8
 至 29.2。線性公式為 y = -3.4571x + 38.397 （R

2
 

= 0.9999; 增幅效率 AE = 95%）。 

（二）結果 

以PCR檢測此30株產氣莢膜芽胞梭菌的毒素基因結果，所有受檢菌株（n=30）

均為 A 型菌，且均未攜帶 cpe 基因，顯示本研究所分離之雞源性產氣莢膜芽胞梭菌

無論來自壞死性腸炎患病雞隻（n=15）或正常雞隻（n=15），皆無公共衛生風險疑

慮。針對附屬毒素偵測結果，基因 66.7%菌株帶有 cpb2 基因，6.7%菌株帶有 netB

基因，6.7%菌株帶有 tpeL 基因，致病菌株群與正常菌株群攜帶 cpb2、netB 及 tpeL

基因比率彼此間均無統計學上差異性。30 株產氣莢膜芽胞梭菌毒素基因檢驗結果詳

如 Table 1.3。 
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Table 1.3 產氣莢膜芽胞梭菌致病菌株及正常菌株毒素基因檢測結果及 netB 基因

數攜帶情形 

縮寫：F：雞場；H：雞舍；P：屠宰場；EC：實驗室內對照組雞隻；NE：壞死性腸炎；non-NE：
未有染病或正常雞隻。 

致病菌株群與正常菌株群所攜帶 netB 基因數無統計學上差異性（Wilcoxon Rank-Sum Test; p 

> 0.05）。 

以 qPCR 檢測 netB 基因結果（Table 1.3），致病菌株帶有 netB 的基因數較高，

但與正常菌株相比，無統計學上差異性（Fisher’s exact test; p > 0.05）。netB 基因攜

帶情形比較部分，73%致病菌株及 60%正常菌株帶有 netB 基因，兩菌群間比較如同

分離

株 
來源物種 

樣材

來源 

健康

狀態 
型別 cpa cpb etx iap cpe cpb2 tpeL 

netB 

PCR qPCR 
Copies/100 ng 

DNA 

JP17 
陽性對照

菌株 
– – A + – – – – + + + + >2.92×108 

1N Broiler F1 NE A + – – – – + + + + >2.92×108 

2N Broiler F2 NE A + – – – – – – – – – 

3N Broiler F3 NE A + – – – – + – – + 7.26× 103 

4N Broiler F4 NE A + – – – – + – – + 4.19× 10 

5N Broiler F5 NE A + – – – – – – – + <2.92× 10 

6N Broiler F6 NE A + – – – – – – – + 1.35× 103 

7N Broiler F7 NE A + – – – – + + + + >2.92×108 

8N Broiler F8 NE A + – – – – + – – + <2.92× 10 

9N Broiler F9 NE A + – – – – + – – + 1.76×103 

10N Broiler F10 NE A + – – – – + – – + <2.92×10 

11N Broiler F11 NE A + – – – – + – – + <2.92×10 

12N Broiler F12 NE A + – – – – + – – + <2.92×10 

13N Broiler F13; H2 NE A + – – – – + – – – – 

14N Broiler F13; H2 NE A + – – – – – – – – – 

15N Broiler F13; H2 NE A + – – – – + – – – – 

1C Broiler P1 non-NE A + – – – – + – – + 3.11×10 

2C Broiler P1 non-NE A + – – – – + – – + 7.49×10 

3C Broiler P1 non-NE A + – – – – + – – – – 

4C Broiler P1 non-NE A + – – – – + – – – – 

5C Broiler F14; H1 non-NE A + – – – – + – – – – 

6C Broiler F14; H2 non-NE A + – – – – + – – + 2.96×10 

7C Broiler F14; H3 non-NE A + – – – – + – – + 4.40×10 

8C Broiler F15; H1 non-NE A + – – – – + – – + <2.92×10 

9C Broiler F15; H2 non-NE A + – – – – + – – + <2.92×10 

10C Layer EC1 non-NE A + – – – – – – – – – 

11C Layer EC1 non-NE A + – – – – – – – + 7.23× 10 

12C Layer EC1 non-NE A + – – – – – – – + <2.92× 10 

13C Broiler EC2 non-NE A + – – – – – – – – – 

14C Broiler EC2 non-NE A + – – – – – – – + 6.45×10 

15C Broiler EC2 non-NE A + – – – – – – – – – 
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PCR 結果，無統計學上差異性（p > 0.05）。qPCR 檢出率為 66.7%，遠高於 PCR 檢

出率 6.7%。 

綜上，cpb2、netB 及 tpeL 等毒素基因的存否以及 netB 基因數量無法與壞死

性腸炎相連結（意即僅有致病菌株攜帶，正常菌株不攜帶；或致病菌株攜帶比率或

數量有統計意義地高於正常菌株）；依此研究結果，若需評估 netB 基因的存否，建

議應使用高檢測敏感度的 qPCR 進行，以利適切評估。 

（三）討論 

本項研究之雞源性產氣莢膜芽胞梭菌未攜有腸毒素基因，無人類食物中毒的

公共衛生風險，此結果與過去研究結果一致（Keyburn et al., 2006; Van Immerseel et 

al., 2009）。致病機轉方面，過去研究強調 netB 基因為雞隻壞死性腸炎關鍵毒力因

子，臨床致病的菌株多為帶有 netB 基因菌株（Johansson et al., 2010; Keyburn et al., 

2010a; Martin and Smyth, 2009），但本研究利用 qPCR 進行檢測發現，無論病雞或

正常雞隻來源的產氣莢膜芽胞梭菌，大部分均攜有 netB 基因，且彼此間攜帶比率及

基因數未有統計學上明顯差異，表示 netB 基因的存否及帶有數量並不適合作為評估

產氣莢膜芽胞梭菌致病力的指標。高比率（66.7%）netB 基因攜帶結果暗示著，該

基因應存於絕大部分的產氣莢膜芽胞梭菌族群裡，而該菌環境及腸道常在的特性使

其無法輕易造成感染及發病，推測應有其他因子參與疾病過程，促使 netB 及相關基

因的表現，由其產物與參與因子交互作用發展疾病。此推論已有研究提供部分支持

證據，如 Zhou 等人於 2017 年研究發現，單帶有 netB 基因無法於動物試驗過程中成
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功誘發疾病，需有其他位於細菌質體的 NELoc-1 基因位內基因的參與，才能出現臨

床上所見之完全毒力 （Zhou et al., 2017）。 

由於雞隻壞死性腸炎可歸為多因子共同參與之疾病（Multi-factorial disease），

後續研究建議應進一步調查正常及發病雞隻腸道菌相、觸發環境，毒力及相關基因

的調節機制，以利瞭解掌握產氣莢膜芽胞梭菌動態致病機轉。 
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二、 建立雞隻壞死性腸炎攻毒模式並評估帶有netB基因之產氣莢膜芽

胞梭菌與誘發因子交互作用對臨床疾病發生的影響 

於正常健康雞隻檢出帶有 netB 基因的產氣莢膜芽胞梭菌暗示著產氣莢膜芽

胞梭菌即使帶有 netB 基因，也無法單獨地自行感染雞隻，引發壞死性腸炎（Martin 

and Smyth, 2009）；另有研究指出，缺乏誘發因子參與下，單以產氣莢膜芽胞梭菌

攻毒雞隻經常無法成功地產生壞死性腸炎（Craven, 2000; Van Immerseel et al., 2004）。

為深入瞭解該病致病機轉，首先需建立雞隻壞死性腸炎發展/攻毒模式，然後研析帶

有 netB 基因產氣莢膜芽胞梭菌與誘發因子交互作用對臨床疾病發生之影響。因此，

第二部分研究嘗試建立雞隻壞死性腸炎攻毒模式，以單一致病菌株、致病菌株併同

高蛋白飼料及/或球蟲感染等方式進行，其後彙整相關實驗結果進行比較，並進行後

續評估。 

（一）方法 

本項研究進行 2 場次雞隻試驗予以評估。第 1 場試驗未納入誘發因子，包括

2 個處理組，每組 21 隻，分別為致病菌株攻毒組（CP1-T1）及不處理的對照組

（CTL-T1）。第 2 場試驗納入高蛋白飼料或/及球蟲感染等誘發因子，分為 3 個處

理組，每組同為 21 隻，依次為餵以高蛋白飼料及致病菌株攻毒（CP1-T2）、餵以

高蛋白飼料及致病菌株與球蟲共同感染組（CP1+Eimeria-T2）以及餵以高蛋白飼料

（CTL-T2）的對照組。2 次試驗期間分別為期 21-23 天，每天由專人進行 2 次臨床

檢查並記錄死亡率。以球蟲感染者，分別於 9-10 天以商用球蟲疫苗進行口餵誘發球

蟲症（Coccidiosis），經產氣莢膜芽胞梭菌攻毒者，分別於第 14-15 天時以濃度 2.5x10
8
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colony-forming units（CFU）/ml 的 3 ml 菌液進行口餵攻毒，分別連續 3-4 天。其後

於特定時間點犧牲雞隻，進行剖檢確定壞死性腸炎病灶及發病情形。動物試驗相關

執行及步驟經美國密西西比州立大學（Mississippi State University）實驗動物照護及

使用委員會審核通，並於符合動物福利規範下進行。 

壞死性腸炎之判定採用 Keyburn 等人於 2006 年所建立標準（Keyburn et al., 

2006）進行，經剖檢後，小腸黏膜無肉眼病灶者判為 0 分，小腸黏膜充出血者為 1

分，小腸黏膜具有 1-5 處局部壞死或潰瘍病灶者為 2 分，小腸黏膜具有 6-15 處局部

壞死或潰瘍病灶者為 3 分，小腸黏膜具有 16 處（含）以上局部壞死或潰瘍病灶者為

4 分。小腸黏膜病灶分數判為 2 分（含）以上者，認定為壞死性腸炎案例。 

（二）結果 

於試驗1中，單獨使用帶有netB基因之產氣莢膜芽胞梭菌攻毒雞隻（CP1-T1）

無法誘發壞死性腸炎（如 Table 1.4）。於試驗 2 中加入含有魚粉的高蛋白飼料餵飼

雞隻並給予帶有 netB 基因之產氣莢膜芽胞梭菌（CP1-T2），開始引發壞死性腸炎案

例，但發生率低（2/19；10.5%）。另於餵飼高蛋白飼料及先期感染球蟲情形下，以

帶有 netB 基因之產氣莢膜芽胞梭菌攻毒雞隻（CP1+Eimeria-T2）誘發最多壞死性腸

炎案例，並有較高發生率（5/19；26.3%）。剖檢計分後，誘發因子參與數越多，所

誘發的病灶分數越高，與對照組雞隻結果相比具有統計學上差異性（p < 0.05）。相

關結果代表著誘發因子於雞隻壞死性腸炎疾病的發展具有重要性；於誘發因子參與

下，壞死性腸炎的發生數及嚴重性（病灶分數）均顯著地上升，越多誘發因子參與，

差異性越大（Figure 1.2）。壞死性腸炎肉眼病灶如 Figure 1.3。  
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Table 1.4 試驗 1 及試驗 2 攻毒雞隻壞死性腸炎案例數及病灶分數  

試
驗 

組別 
飼料性誘

發因子
1
 

病灶分數 

小計 

壞死性

腸炎案

例數 

病灶分數 

（Mean±SD） 
0 1 2 3 4 

1 CP1-T1 - 1 20 0 0 0 21 0 0.95±0.2 

 CTL
2-

T1
 

- 12 9 0 0 0 21 0 0.43±0.49 

2 CP1-T2 + 0 17 1 1 0 19 2 1.16 ± 0.50* 

 CP1+Eimeria
2
-T2 + 0 14 0 4 1 19 5 1.58 ± 1.02** 

 CTL
2
-T2 + 6 15 0 0 0 21 0 0.71±0.46 

1飼料性誘發因子：餵飼含魚粉及小麥之飼料。 
2
 Eimeria：球蟲；CTL：對照組；Mean：平均值；SD：標準差。 

*代表具有統計差異性（p < 0.05）；**代表具有高度差異性（p < 0.01）。 
 

 

Figure 1.2 試驗 1 及試驗 2 各組病灶分數分布 

此圖表資料呈現採取平均病灶分數 ± 標準差對應壞死性腸炎案例數。壞死性腸炎

（NE）案例：病灶分數大於等於 2 者。不同英文字顯示試驗 2 各組相比具統計學上

差異性（Tukey’s test；p < 0.05）；星號（*）代表高度差異性（p < 0.01）。  

 



 

22 

 

Figure 1.3 攻毒試驗所見壞死性腸炎肉眼病灶 

（A）試驗 1；空腸黏膜充（鬱）血；病灶分數 1。（B）試驗 2：十二指腸黏膜多

發性壞死灶；病灶分數 3。（C）試驗 2：空腸黏膜多發性壞死灶；病灶分數 3。（D）

試驗 2：空腸黏膜廣泛性壞死病灶伴隨偽膜形成；病灶分數 4。 

（三）討論 

依過去研究結果顯示，產氣莢膜芽胞梭菌的菌株對於壞死性腸炎的誘發具有

重要影響（Uzal et al., 2015），尤其是可以產生 NetB 毒素的菌株，一直被認為是造

成雞隻壞死性腸炎的必要因子（Keyburn et al., 2008）。然而，這些研究鮮少提及他

們所使用的攻毒試驗模式，有誘發因子的參與，例如：高蛋白飼料（Cooper and Songer, 

2010; Keyburn et al., 2010; Timbermont et al., 2009）與/或球蟲等（Smyth and Martin, 

2010; Timbermont et al., 2009），進而忽略其重要性而未討論。然而，田間雞隻壞死

性腸炎疫情的發生，經調查常有餵飼不適當的飼料或與球蟲感染的情形（Broussard 

et al., 1986; Gazdzinski and Julian, 1992; Long, 1973; Porter, 1998），本項研究針對產
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氣莢膜芽胞梭菌與誘發因子的交互作用進行研究，結果反映出單獨使用帶有 netB 基

因的產氣莢膜芽胞梭菌確實無法產生壞死性腸炎，只有加入高蛋白飼料或先期感染

球蟲後，併同致病菌株的給予，才會誘發疾病。而參與的誘發因子越多，壞死性腸

炎的發生率及嚴重性顯著性地增加，此等結果顯示帶有 netB 基因的產氣莢膜芽胞梭

菌以及誘發因子對雞隻壞死性腸炎的發展同等必須，也呼應過去研究的觀察結果，

正常雞隻雖帶有 netB基因的產氣莢膜芽胞梭菌卻不發病（Martin and Smyth, 2009），

未帶有 netB 基因的產氣莢膜芽胞梭菌於誘發因子的共存下則可引發壞死性腸炎（Li 

et al., 2017）。 

有無攜帶 netB 基因的產氣莢膜芽胞梭菌於誘發因子的參與下均可產生疾病

的矛盾結果可歸因於基因檢測方法的敏感度，對於產氣莢膜芽胞梭菌中 netB 基因攜

帶的有無，現今大部分研究均使用敏感度較低的PCR方式偵測後，進行研析及討論。

然而，由第一部分研究結果可得知，netB 基因數須達 10
8，PCR 方可檢出，所以大

部分攜帶少量 netB 基因數的菌株經 PCR 檢測會被判為 netB 基因陰性。而實際上，

絕大部分產氣莢膜芽胞梭菌若以 qPCR 檢測，可見均帶有 netB 基因，因此，誘發因

子的有無將主導著雞隻壞死性腸炎的發展與否，進一步地反證帶有 netB 基因的產氣

莢膜芽胞梭菌以及誘發因子對雞隻壞死性腸炎的發展均為必須。 
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三、 以總體 16S rRNA 基因體學研究評估產氣莢膜芽胞梭菌與誘發因

子單一及並存之腸道菌相與雞隻壞死性腸炎發展之關聯性 

雞隻壞死性腸炎的發生除了產氣莢膜芽胞梭菌的存在及與誘發因子相互作用

外，近來多項研究指出，腸道內的微生物菌叢因疾病所導致之失衡也會影響宿主免

疫功能（Pan and Yu, 2014）及/或促進產氣莢膜芽胞梭菌的增殖與附著（Rehman et al., 

2007），使雞隻容易感染產氣莢膜芽胞梭菌而發生疾病（Feng et al., 2010; Li et al., 

2017b; Stanley et al., 2012b; Stanley et al., 2014）。此外，部分腸道菌相研究顯示，患

有壞死性腸炎雞隻腸道內 Escherichia-Shigella 屬細菌有伴隨增殖的現象（Li et al., 

2017b; Liu et al., 2010），推論該屬細菌可能參與雞隻壞死性腸炎的發展與致病，並

建議進一步研究釐清（Moore, 2016; Prescott et al., 2016a）。為探討有否特定微生物

或菌相參與致病機轉來誘發雞隻壞死性腸炎，本項研究針對產氣莢膜芽胞梭菌主要

感染之空腸部位進行腸內菌相分析，評估腸道菌相與雞隻壞死性腸炎發展之關聯性

及可能致病的關鍵菌叢。  

（一）方法 

依據第二部分研究結果，以帶有 netB 基因的產氣莢膜芽胞梭菌併同兩個誘發

因子（高蛋白飼料及球蟲感染）成功誘發最多雞隻案例的方式作為壞死性腸炎陽性

實驗組。本試驗（試驗 3）使用 50 隻 1 日齡雞隻，分為 5 組，每組均餵飼高蛋白飼

料。分別為 A 組：產氣莢膜芽胞梭菌攻毒組（CP1-T3），B 組：產氣莢膜芽胞梭菌

與球蟲混和感染組（CP1+Eimeria-T3），C 組：產氣莢膜芽胞梭菌與球蟲混和感染

後使用月桂酸（lauric acid）防治組（CP1+Eimeria+Lauric acid-T3），D 組：單獨球
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蟲感染組（Eimeria-T3）及 E 組：對照組（CTL-T3）。試驗期為 19 日，經球蟲處

理者，於 10 日以商用球蟲疫苗進行口餵誘發球蟲症，而產氣莢膜芽胞梭菌處置者，

於第 15 日時以濃度 2.5x10
8 

CFU/ml 的 3 ml 菌液進行口餵攻毒，連續 4 天。於最後

1 日犧牲所有雞隻並執行剖檢，採取雞隻空腸及盲腸內容物進行腸道菌相分析，同

時記錄壞死性腸炎案例數及病灶分數。 

其後，每組選取 3 隻雞隻腸內容物萃取其內 DNA，樣本的選擇以壞死性腸炎

案例（病灶分數大於等於 2 者）為優先，不足 3 隻的組別補入其餘病灶分數為 1 的

雞隻，對照組則選用病灶分數為 0 分的雞隻腸內容物樣本。完成萃取的 DNA 以針

對 16S rRNA V3-V4 區段的引子對增幅該區段序列產物，而後加入含有條碼連結序

列的引子對製作序列文庫（Library），完成純化後送 MiSeq®  System 產出總體 16S 

rRNA 基因序列資料。序列資料再經品質篩選（Q ≥ 20）後，以軟體 UPARSE algorithm

（Edgar, 2010）、RDP Classifier v2.11（Wang et al., 2007）、Qiime v1.9.1（Caporaso 

et al., 2010）及 R package v.3.3.1（http://www.R-project.org/）進行細菌操作分類單元

Operational taxonomic unit（OUT）歸類及分析，另使用 MetagenomeSeq、STAMP

（Parks et al., 2014）及 LEfSe（Segata et al., 2011）等工具找出具有統計學上代表性

的菌種。 

（二）結果 

如同第二部分研究結果，使用產氣莢膜芽胞梭菌併同給予高蛋白飼料及球蟲

感染的方式成功地誘發最多壞死性腸炎案例，詳如 Table 1.5。 



 

26 

針對腸內容物總體 16S rRNA 序列分析結果，空腸內正常菌相以 Lactobacillus

屬（相對豐度佔 41.2%）及 Clostridium sensu stricto 1 屬（39.1%）為主，其次為無

法分類菌屬（8.7%）、Weissella（3.6%）、 Enterococcus 屬（1.9%）、Escherichia 

Shigella 屬（1.8%）及 Staphylococcus 屬（1.6%）。 盲腸（cecum）內正常菌相以

Bacteroides 屬 （相對豐度為 75.5%）為主，其次為無法分類菌屬（17.2%）, Escherichia 

Shigella 屬（3.1%）、Eisenbergiella 屬（1.7%）及 Anaerotruncus 屬（1.5%）（Figure 

1.4）。 

給予產氣莢膜芽胞梭菌會增加空腸內 Clostridium sensu stricto 1（54.75%）、

Escherichia Shigella（9.57%）及 Weissella（4.99%）屬的相對豐度，但是顯著地減

少 Lactobacillus（25.44%）屬的數量（Figure 1.5）。單獨球蟲感染顯著地增加空腸

內 Weissella（16.01%）與 Staphylococcus（6.51%）屬的相對豐度，但減少 Lactobacillus 

（30.66%）與 Clostridium sensu stricto 1（27.69%）屬的細菌數量。產氣莢膜芽胞梭

菌及球蟲混和感染所誘發的壞死性腸炎可見空腸內 Clostridium sensu stricto 1

（71.89%）屬相對豐度顯著地增加（p < 0.05），Escherichia Shigella（4.68%）數量

上升，但減少 Lactobacillus （16.99%）、Weissella（0.44%）及 Staphylococcus（0.40%）

屬的相對豐度。比較不同組別之雞隻盲腸樣本則未見有相關菌相顯著性增加或減

少。 
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Table 1.5 試驗 3 壞死性腸炎案例數及病灶分數 

組別 處置 
病灶分數分布 

小計 平均病灶分數 

NE
1 

案例
數 0 1 2 3 4 

A CP1-T3 0 9 1 0 0 10 1.11 ± 0.31
a2

 1 

B CP1+Eimeria-T3 0 8 0 1 1 10 1.50 ± 1.02
a*2

 2 

C CP1+Eimeria+LA
1
-T3 0 7 1 1 1 10 1.60 ± 1.02

a*2
 3 

D Eimeria-T3 - - - - - 10 - - 

E CTL
1
-T3 5 4 0 0 0 9 0.44 ± 0.50

b2
 0 

1
LA：月桂酸；NE：壞死性腸炎；CTL：對照組。 

2不同英文字顯示組別比較具有統計學上差異性（Tukey’s test；p < 0.05）；星號（*）代表
具有高度差異性（p < 0.01）。  

對照組內有一隻雞隻因錯放組別而遭淘汰棄置，不列入研究範圍。 
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Figure 1.4 試驗 3 不同處置組別與雞隻之空腸及盲腸微生物菌相組成 

（A）與（B）圖中每個直條代表每個組空腸或盲腸內的細菌組成，並顯示前五名相

對豐度高的細菌種類。（A）、（B）圖內的細菌種類分別以菌門（Phylum）及菌屬

（Genus）表示。（C）圖中每個直條代表每隻雞空腸或盲腸內的細菌組成，並以屬

名顯示前 10 名相對豐度高的細菌種類。 
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Figure 1.5 試驗 3各組雞隻空腸及盲腸內菌屬豐度差異分析（以metagenomeSeq進行） 

（A）Lactobacillus 屬；（B）Clostridium sensu stricto 1 屬；（C）Weissella 屬；（D）

Staphylococcus 屬；（E）Escherichia shigella 屬；（F）Eisenbergiella 屬；* 表示 p 

≤ 0.05；** 表示 p ≤ 0.01。 
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進一步分析壞死性腸炎的關鍵菌屬，發現以 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌

（其下含有產氣莢膜芽胞梭菌）為優勢菌種，病灶分數越高，相對豐度越高。例如： 

病灶分數 4 分雞隻腸內的 Clostridium sensu stricto 1 屬相對豐度高於 75%；2 分與 3

分雞隻相對豐度為 50-75%（Figure 1.4）。聚類熱圖分析（Heat map analysis）顯示，

隨病灶分數的增加，壞死性腸炎案例空腸內 Clostridium sensu stricto 1 屬及產氣莢膜

芽胞梭菌亦一致性地增加（Figure 1.6）。以主成分分析（Principal component analysis；

PCA）結果，Clostridium sensu stricto 1屬為壞死性腸炎案例群中主要貢獻菌屬（Figure 

1.7）。另以 STAMP 分析，產氣莢膜芽胞梭菌及球蟲混和感染所誘發的壞死性腸炎，

空腸內 Clostridium sensu stricto 1 屬與產氣莢膜芽胞梭菌均顯著性地增加（Welch's 

t-test；p < 0.05）；LEfSe 分析呈現與 STAMP 相同的結果，空腸內 Clostridium sensu 

stricto 1 屬與產氣莢膜芽胞梭菌均有意義地增加（Figure 1.8） 
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Figure 1.6 試驗 3 各組及其所含雞隻腸內容菌相聚類熱圖分析 
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Figure 1.7 試驗 3 各組空腸及盲腸腸內菌相主成分分析（以階層分群法進行） 

以階層分群法進行各組腸內菌相主成分分析（PCA with hierarchical clustering），空

腸菌相集聚於右側象限，盲腸菌相集聚於左側象限。壞死性腸炎所呈現之腸道菌相

聚集於右上區塊（紅色圈圈）呈現一致性，並以 Clostridium sensu stricto 1 屬為主要

貢獻菌群（p < 0.05）。 
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Figure 1.8 以 LEfSe 分析試驗 3 壞死性腸炎組及對照組空腸內差異菌群       

圖（A）及（B）所示為兩組比較後具有統計學差異性的菌種（LDA 分數≥4），並

列出其分類名。產氣莢膜芽胞梭菌單一感染或與球蟲混合感染雞隻空腸內

Clostridium sensu stricto 1 屬與產氣莢膜芽胞梭菌均顯著地增加。BJ：B 組雞隻空腸；

CJ：C 組雞隻空腸；EJ：對照組雞隻空腸。 
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（三）討論 

經比較壞死性腸炎陽性組（B 組）及對照組（E 組）雞隻空腸內菌相組成，

壞死性腸炎組雞隻空腸內 Clostridium sensu stricto 1 屬菌顯著地增加

（39.1%71.89%），Escherichia Shigella 屬菌（1.8%4.68%）數量亦上升，但

Lactobacillus 屬菌大量減少（41.2%16.99%），Weissella（3.6%0.44%）及

Staphylococcus（1.6%0.40%）屬菌相對豐度減少。所有壞死性腸炎空腸內菌相一

致性地呈現 Clostridium sensu stricto 1 屬菌顯著地增加，伴隨 Lactobacillus 屬菌大量

減少。部分研究指出壞死性腸炎所伴隨 Escherichia-Shigella 屬細菌的增殖可能與該

病的發展有關，然而研析使用月桂酸防治壞死性腸炎的 C 組，該組 3 雞隻均為壞死

性腸炎案例，但其空腸內 Escherichia Shigella 屬菌的平均相對豐度，結果卻低於對

照組（<1.8%）。此結果顯示，壞死性腸炎毋需伴隨 Escherichia-Shigella 屬細菌的

增殖仍可產生，該屬細菌參與雞隻壞死性腸炎疾病發展的可能性低。 

使用 MetagenomeSeq、PCA、STAMP 及 LEfSe 等各項統計分析空腸內代表

性菌叢或菌相變化的結果，一致性地指出雞隻空腸內 Clostridium sensu stricto 1 屬細

菌的過度增殖與壞死性腸炎的發生具有直接相關性（p < 0.05），而產氣莢膜芽胞梭

菌原即屬於 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌裡的一員，僅於 STAMP 與 LEfSe 分析

中出現與壞死性腸炎的統計相關性，代表著除了產氣莢膜芽胞梭菌以外，Clostridium 

sensu stricto 1 屬內的其他細菌亦參與了疾病發展過程，此新發現助於相關研究進一

步釐清 Clostridium sensu stricto 1 屬其他細菌成員於雞隻壞死性腸炎致病所扮演的

角色。 
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此外，單以球蟲感染雞隻無法引發壞死性腸炎，反而致使感染雞隻空腸內

Clostridium sensu stricto 1 屬細菌數量比正常雞隻更少，說明腸內常在的 Clostridium 

sensu stricto 1 屬細菌或產氣莢膜芽胞梭菌無法透過球蟲感染而大量增殖，進而誘發

疾病；但自外給予一定量 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌（本研究給予產氣莢膜芽

胞梭菌）混合球蟲感染後，卻可有效地誘發疾病，指出壞死性腸炎致病機轉需有外

源性 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌進入雞隻體內至一定量後，於空腸內產生該屬

細菌的大量增殖，繼而發展雞隻壞死性腸炎。因此，該病的防治建議避免或減少接

觸污染存有致病菌的物體、環境或罹病雞隻（糞便帶有高量病菌）來降低發病機率；

另外，發展可以抑制小腸內 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌或產氣莢膜芽胞梭菌大

量增殖的方法，也可作為壞死性腸炎防治的有效策略之一。 

月桂酸屬中鏈脂肪酸，具有很強的抑菌能力 （Bertevello et al., 2012; Dierick et 

al., 2004; Zentek et al., 2012），曾有研究使用月桂酸防治壞死性腸炎，降低其發生率 

（Timbermont et al., 2010），因此，本研究嘗試應用月桂酸做為雞隻飼料添加物，

評估其防治效果及分析其腸內菌相變化。結果顯示使用月桂酸並未減少壞死性腸炎

的發生率及病灶嚴重程度，反而增加空腸內產氣莢膜芽胞梭菌的相對數量，說明月

桂酸依本研究設計方式給予下，無法有效防治雞隻壞死性腸炎。 
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參、 心得 

美國食品安全是由食品藥物管理局（Food and Drug Administration；FDA）及

農業部（United States Department of Agriculture；USDA）分別透過聯邦食品藥物及

化粧品管理法（Federal Food Drug and Cosmetic Act）、聯邦肉品檢查法（Federal Meat 

Inspection Act）、家禽及家禽產品檢查法（Poultry and Poultry Product Inspection Act）

及蛋品檢查法（Egg Products Inspection Act）等法規連結相關檢查及行政措施，基本

精神在於提供消費者購買到價金相符且安全無虞的食（產）品，透過管理「摻假

（Adulteration）」跟「標示不實（Misbranding）」的行為，來確保前述基本精神。

原則上，FDA 管理含肉率 2%以下的所有食品；USDA 管理肉品、家禽產品及蛋品

（分工詳如圖 1）。兩個機關均有上市前驗證（Pre‐market approvals）及市場端抽驗

（Post‐market surveillance）的措施及配套，FDA 會對原料來源進行審核，並著重於

食品售後的監測，USDA 則主於生產屠宰端進行驗證，讓通過檢查者給予驗證樣章

（如圖 2）後上市。對於有缺失者，亦均可對應相關規定給予限期立即改善、生產

線停工至改善完畢、廠區停止運作、產品稽留（Suspension）及產品召回（Recall）

等管理措施。為確保食品不會因摻假的問題影響消費者食安權益及公共衛生，FDA

每四年會定期發行 FDA 食品法典（FDA Food Code；如圖 3），提供食品零售或經

銷相關體系一套執行食品安全及保護標準的參考，屬於自發性可依循的規定及建議。

其內容包括食物中毒的案例評估數、人員及操作的管理、食物安全操作、烹煮冷藏

及儲存建議時間、相關器具的管理、各種食品設施的定義、污水病媒等衛生管理措

施、應注意的有毒物質與添加物等。  

https://www.google.com.tw/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj21LePo_nfAhXJUN4KHZKYDaEQFjAGegQIAhAB&url=https%3A%2F%2Fdefinitions.uslegal.com%2Fp%2Fpoultry-and-poultry-product-inspection-act%2F&usg=AOvVaw0fCVH6WFTyHRkRAVMzj8nb
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圖 1、FDA 及 USDA 食品管理範圍一覽表 
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圖 2、USDA 食品安全檢查署 Food Safety and Inspection Service（FSIS） 

屠宰檢查合格章 

 

 

圖 3、FDA 食品法典 

依美國法規管理體系的架構，維護食品安全係產業及業主本身應負責任，政

府建立制度進行系統性管理，並輔導其瞭解可能的風險管控點，然後透過隨機監測

與即時矯正等行政措施，降低食物中毒發生風險。另有通報調查機制，讓食安案件

連結行政管理，一旦食安問題發生，政府會公布涉及產品及廠商以預警民眾，而美

國廠商均會自發性召回產品以維商譽（若不自行召回，則由政府依法強制召回），

民眾聚焦抵制是發生問題的食品及廠商，追究企業責任，鮮有問責政府。權責分明

及合理的問責讓我對美國留下深刻印象，值得我們學習。 
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細菌性食物中毒係因污染病原菌或毒素的食品經人食用後，發病所導致，污

染來源可能來自水源、空氣、土壤、生產端（如農場）、食品製程端（如食品加工

廠）或供食用端（如餐廳），於加工過程或處理中造成污染。食物中毒事件發生時，

美國是以摻假問題對涉案者進行處置，並針對召回的案例公布調查結果及可能污染

的病原菌（可透過下列連結查詢：https://www.cdc.gov/foodsafety/outbreaks/index.html；

https://www.fsis.usda.gov/wps/portal/fsis/topics/recalls-and-public-health-alerts/current-r

ecalls-and-alerts），相關調查均以實證科學原則進行處理，並依據證據對外說明，

不會擴大推論造成民眾臆測或恐慌，這是美國針對類案處理的重要原則，可以作為

業務機關或單位執行相關業務的參考。 

對於生產端食媒性疾病的預防，美國針對可以管理的部分，由美國農業部制

訂輔導計畫與產業相互合作，由產業自主地強化生物安全及疾病管理，並配合定期

監測後，由政府給予認證，使配合畜牧場間接提高收益；相關監測及認證由政府負

擔，若監測過程中檢出疾病需淘汰所飼養家畜或家禽時，會與產業共同給予補助，

降低農民損失，藉以提高畜牧場參加意願。以家禽場沙門氏桿菌預防部分為例，美

國訂有國家家禽改善計畫（National Poultry Improvement Plan；NPIP），由家禽產業

自主申請參加沙門氏桿菌監測及減除工作，對於監測場及清淨場發給認證標章（詳

如圖 4），促進場內雛禽健康品質提升，禽隻生長效率增加，同時減少食品加工端

可能遭受污染的機率，是防治食媒性疾病的良好推動策略。 

https://www.cdc.gov/foodsafety/outbreaks/index.html
https://www.fsis.usda.gov/wps/portal/fsis/topics/recalls-and-public-health-alerts/current-recalls-and-alerts
https://www.fsis.usda.gov/wps/portal/fsis/topics/recalls-and-public-health-alerts/current-recalls-and-alerts
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圖 4、美國國家家禽改善計畫沙門氏桿菌監測與清淨標章 

 

求學過程中，美國學制與台灣類似，一學年分為秋季（Fall）及春季（Spring）

2 個學期，秋季學期由每年 8 月開始至 12 月，春季學期則為 1 月到 5 月，夏季有暑

期課程（Summer Session）供學生自由選擇修課。美國博士學位是為了要培養研究

學者和未來大學院校的教職成員所設立，因此，其要求畢業生應有所學領域厚實的

基礎教育，並具邏輯性思考、解決問題及合理論述的能力，以符專業研究學者所需。

美國畢業生必須修滿 60 個學分，包含高等課程、專題研討和論文撰寫，強調原創性

的研究，並於指導教授監督下完成。密西西比州立大學依美國研究所教育規定，要

求博士生通過 60 個學分修習始得畢業，其中 20 個為必修專業學分，包括研究所需

專業課程、2 門統計學程及 3 門專題研討會（Seminar），專題研討會的目的在於獸

醫學院師生均可參與的情形下，公開研究進展及問答。完成必修學分後，即可擬定

博士研究計畫（Ph.D. Research Proposal），並邀集相關領域教授籌組審查評核委員

小組，進行博士班資格考（Qualification exam）。這個考試為綜合性試驗，包含筆

試與口試兩部分，筆試測試博士生專業領域知識程度，口試就考試學科進行廣泛及

深入詢問，並挑戰所提博士研究計畫的合理性、邏輯性、原創性及應用價值，評量
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受測學生是否能運用所學，並對所學領域有全面性的了解，以獨立及創意的方式來

做研究。通過後，即獲得博士候選人（Ph.D. candidate）資格，專心衝刺於研究上。

完成研究工作及畢業論文的撰寫後，可向審查評核委員小組提出畢業考試的要求，

該考試係由博士候選人就論文內容進行公開簡報及答辯後，然後進入審查評核小組

委員口試，審查論文內容。博士候選人於取得前述所需學分及通過畢業考試後，即

獲得博士學位。本人參與進修的實驗室秉持大多數美國研究室的原則，須有 3 個主

題研究並產出可供發表期刊論文的內容後，才能提交畢業考試的申請。在美國攻讀

博士過程雖然辛苦，但基礎教育訓練紮實，不怕先天技不如人，只要肯學，整體環

境會幫助進修人員慢慢地將所需知能培養起來，讓非科班出身的博士生也能逐步地

厚實科學研究技能，體驗實證科學的魅力，成為一個科學人。 

本研究透過收集分析一定數量的田間分離菌株中腸毒素基因的表現情形探討

雞源性產氣莢膜芽胞梭菌與公共衛生的關連性，未見有致人類食物中毒的公共衛生

風險。另成功地建立雞隻壞死性腸炎疾病發展模式，並透過實驗設計、總體基因體

學及進階統計分析釐出疾病發展的重要因子、主要菌相及參與菌原，結果交互證明

雞隻接觸一定量 Clostridium sensu stricto 1 屬細菌及誘發因子後於空腸內過度增殖

是壞死性腸炎發生的關鍵，此結果可作為防治策略發展應用之參考，並使用本研究

已建立的疾病發展模式驗證其有效性。  
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肆、 建議 

食物於種植或飼養、採收儲存或上市、運送、製造加工、包裝烹調及盛裝等

過程中都有可能遭受汙染，風險管控點眾多不易防堵，美國主要透過 FDA、USDA

及 CDC 等機關相互合作，執行上市前驗證及市場端抽驗的措施及配套，共同把關

並調查感染來源，但每年仍有多起食物中毒案例，顯示食媒性病原於環境或宿主常

在的特性使其不易防治，建議可考量美國近年作法，透過科技研發找出可應用的飼

料添加物，日常給予產食動物，降低其腸道內食媒性病原數量，減少環境或後端可

能污染的發生。此外，美國食物中毒案例經調查後，多與食物（材）經不當製程或

衛生操作污染有關，應持續加強相關業者及消費者宣導，以及安全操作的輔導工作。 

美國於學術研究領域具有很多重量級的專家學者，分別帶領著不同領域（如

食品安全、流行病學、致病機轉等）的學術發展及專才訓練。於美國進修期間發現，

各校（尤其是名校）時常邀請此類專家學者進行專題演講，分享其專業知能，並安

排半日或以上時間面對面進行問答及研究指導，令參加人員獲益良多。為擴大此類

效益，建議可應用培訓人員於進修國家所建立之專家人脈資源，計畫性地邀請專家

學者來台進行專業知識分享或業務指導，一方面提高我國國際能見度，另一方面培

育國內人才擴展國際視野，並輔助相關業務與國際接軌。另外，美國學制及教育體

系著重基礎教育的養成，按步就班地培育人才，惟必修學分的修習需至少 2 年，不

容易於三年期間完成研究及論文評核，取得博士學位，未來若有培育美系人才的需

求，建議可研議延長赴該國修業補助年限的可行性。 
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