
  

即時定量聚合�鏈反應診斷技術與自動化資訊系統之引進與

應用發展 

張仁杰*、李淑慧、張國慧、蔡國榮、李敏旭、丁履紉、陳燕萍 

行政院農業委員會家畜衛生試驗所 

摘要   

94 年度引進即時核酸偵測儀（Real-time PCR），並建立即時定量聚合酶鏈

反應診斷技術，初步應用於犬小病毒之核酸偵測，模板 DNA用量為 100 ng、10 

ng、1 ng、100 pg、10 pg、1 pg皆有螢光訊號，最低可測得至 1 pg之核酸濃度，

而核酸與循環數之標準曲線，可應用於核酸定量；另已收集美國印第安那州動

物疾病診斷實驗室（Indiana animal disease diagnostic laboratory）及肯塔基州家畜

疾病診斷中心（Kentucky livestock disease diagnostic center）的實驗室資訊管理

系統相關資料，如檢體送檢流程、檢驗標準流程與系統操作介面等，可資往後

本所規劃動物防檢疫自動化資訊系統之參考。 
 

關鍵詞：即時核酸偵測儀、自動化資訊系統、動物防疫檢疫 

 

緒言   

歐美等先進國家之動物疾病診斷實驗室已廣泛

使用自動化檢體檢驗儀器設備於微生物學、分子生物

學、血清學及病理學等領域[4-11,13,14]，以即時

核酸偵測儀（real-time PCR）在微生物學實驗室之應

用為例，其優點具有快速、敏感及減少實驗接觸污染

的風險。現今實驗室較常用之即時定量聚合酶鏈反應

技術（real-time polymerase chain reaction）係利用

SYBR green 此類螢光物質可與 DNA 結合，於核酸增

幅過程中持續嵌入增幅產物，由電腦即時偵測螢光訊

號強度，藉由螢光強度與增幅循環數關係，與已知濃

度之標準 DNA 互相比較，以檢測檢體中是否含病原

之特異性 DNA 並同時定其 DNA 濃度，比傳統 PCR

法偵測核酸敏感度佳[1,2]，此技術可發展為實驗室

快速診斷技術。另外，隨著資訊科技日新月異，只擁

有自動化儀器並無法完全滿足講求經濟、效率的實驗

室診斷業務，必須藉由網路連結各自動化檢驗儀器與

各診斷實驗室之間，成為一個整合型網路系統，可提

供所有實驗室內的檢驗結果與各項實驗室資訊管

理，如此方可達到從檢體送檢、檢驗過程至檢驗結果

回送之自動化。由於目前國內尚無此類套裝資訊商

品，可於購買後直接使用，也沒有相關獸醫機構使用

類似的資訊系統，僅人醫各大醫院所使用的掛號及診

療系統較為接近，惟獸醫針對多種動物並非只有人，

而且檢體性質多樣化，甚至一隻動物剖檢採材後會產

生相當多檢體，諸如此類的瑣碎問題，於設計上都是

要考量的關鍵指標，因此，於本年度赴美動物疾病診

斷中心研習時，亦將此計畫相關項目，列入在美重要

觀察項目，藉由觀摩美國印第安那州動物疾病診斷實

驗室及肯塔基州家畜疾病診斷中心實施多年的實驗

室資訊管理系統，俾利規劃本所動物防檢疫自動化資

訊系統。 

 

材料及方法 

即時定量聚合�鏈反應診斷技術 

檢體前處理：取適量病例檢體（約 0.5 克重）置入

微量離心管內，以組織研磨棒將組織搗碎，或將適量

檢體加入 9 倍體積之細胞培養液，以組織均質機製
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成乳劑，放置入離心機（型號MX-301, TOMY, CA, 

USA）以 3500 rpm離心 10分鐘取上清液進行核

酸萃取或存於-20℃備用。 

檢體DNA萃取：採用商品化套組 QIAamp DNA Mini 

Kit（Qiagen, GmbH, Hilden, Germany）進行 DNA萃

取，參照其手冊操作之。取 100 μL 乳劑於 1.5 mL

微量離心管，依序加入 100 μL buffer ATL、

20μL proteinase K 混合均勻後，56℃加熱至液體

呈現清澈（約5~10分鐘），短暫離心（spin down）

後加入 200 μL buffer AL並混合均勻，70℃加熱

10 分鐘後短暫離心，再加入 200 μL 酒精

（96%~100%）混合均勻，並將液體移置 spin 

column。以 8,000 rpm離心 1 分鐘後丟棄濾液收集

管，更換新的收集管後加入 500 μL buffer AW1，

於 8,000 rpm離心 1 分鐘後丟棄濾液收集管，更換

新的收集管加入500 μL buffer AW2，以14,000 

rpm 離心 3 分鐘後丟棄濾液收集管，更換新的 1.5 

mL微量離心管加入 200 μL buffer AE，置於室溫

1 分鐘，以 8,000 rpm 離心 1 分鐘後收集濾液

（DNA），該濾液檢體即可進行即時定量聚合酶鏈反

應或存於-20℃備用。 

檢體 RNA 萃取：取 100~200 μL 乳劑於 1.5 mL

微量離心管，加入 1 mL TRIzol®試劑（Invitrogen, CA, 

USA），震盪數秒鐘。加入 200 μL 氯仿（chloroform, 

Merck）振盪 20秒，以 4℃ 12,000 rpm離心 15

分鐘。收集上清液至另一離心管，加入等量異丙醇

（isopropanol, Merck），室溫感作 10分鐘。以 4℃ 

12,000 rpm 離心 15 分鐘，保留核酸沈澱物。加

入 1 mL 75%酒精洗去殘留離子（12,000 rpm離

心 5 分 鐘 ， 棄 上 清 液 ）， 加 入 100 μL 

diethylpyrocarbonate（DEPC）-treated H2O溶解病

毒 RNA，即可進行即時定量聚合酶鏈反應或存於

-20℃備用。 

全自動快速核酸萃取儀：本實驗引進全自動快速核酸

萃取儀MegNA pure compact instrument，利用其專

用的核酸萃取套組 MegNA pure compact nucleic 

acid isolation kit Ⅰ，一次最多可同時進行 8 個檢

體，每個套組上都有條碼，操作上只需用掃描器讀取

個別套組之條碼後，放入全自動快速核酸萃取儀，按

下電腦操作板上”RUN”按鍵即可。 

即時定量聚合�鏈反應：依據廠商提供手冊配製反應

試劑與操作核酸增幅儀器（LightCycler 1.5, Roche, 

Rotkreuz, Switzerland），取 14 μL enzyme加入 1

管 reaction mix，輕晃混合成 1 管 master mix備用。

取 Light Cycler專用毛細管加入反應試劑：PCR 等級

H2O 9 μL、檢體 DNA 5 μL（陰性對照用滅菌水）、

對 canine parvovirus type 2 VP2 gene[12]具特異

性 的 正 向 引 子

5’-GAAGAGTGGTTGTAAATAATA-3’（5 μM）

1 μL 、 反 向 引 子

5’-CCTATATCACCAAAGTTAGTAG-3’ （ 5 

μM）1 μL（增幅產物大小為 682 bp）、master mix 

4 μL。置入 Light Cycler上依據手冊建議設定程式、

反應時間及溫度如下。preincubation: 95℃，10分

鐘；amplification: 95℃，10 秒；55℃，4 秒；

72℃，22 秒（設定為單點擷取螢光訊號），共計

45個循環，再做 melting curve：95℃，0 秒鐘；

65℃，15秒鐘；95℃，0秒鐘（降溫速率 0.1℃/

秒, 設定為連續偵測）。然後 cooling: 40℃，30 秒

鐘。反應完成後於電腦檢視螢光訊號及是否有 primer 

dimer或其他非特異性產物。 

自動化資訊系統規劃：網路搜尋及資詢國內外相關機

構。 

 

結果 

已建立犬小病毒即時定量聚合�鏈反應診斷技術：以

犬小病毒核酸進行敏感性試驗，模板 DNA 用量為

100 ng、10 ng、1 ng、100 pg、10 pg、1 pg

皆有螢光訊號，而稀釋至 1 pg 時仍可觀察到螢光訊

號且由 melting curve 並未發現非特異訊號，顯示以

犬小病毒核酸所進行之即時定量聚合酶鏈反應技術

兼具敏感性與特異性。（如圖 1、2、3） 

疾病檢驗自動化前置作業：本年度已完成動物疾病診

斷中心各項檢驗表格，組織架構上以病理診斷實驗室

為中心，建立之流程如圖 4，與各診斷實驗室相互平

行支援，目前已完成疾病檢驗紀錄建檔，本年度完成
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各項動物病例檢驗服務 2,043件、病理學檢驗檢體

10,010件、水禽疾病病原核酸檢驗約 1,200 件、

草食動物疾病病原核酸檢驗約 1,200件、家禽疾病

病原核酸檢驗 2,707件，共計5,107件。 

自動化資訊系統規劃： 

網路資源：利用網路上較為常用的幾個搜尋引擎，例

如 google、yahoo、AOL等，找尋國內外相關資訊，

有幾個 網站可 供參考 VisuaLab、 Automated 

Technologies Incorporated （ATI）、Health Level 

Seven（HL7）、LOINC、SNOMED 等[3, 15, 16, 17, 

18, 19]。  

國內資訊廠商：由於目前國內沒有相關獸醫機構使用

類似的資訊系統，但有相關資訊廠商可以接受委託開

發此系統，所以可透過該資訊廠商規劃設計。 

國外相關機構：觀摩美國印第安那州動物疾病診斷實

驗室及肯塔基州家畜疾病診斷中心實施多年的實驗

室資訊管理系統，藉由實際參與檢體送檢與檢驗流

程，獲得相關資訊與經驗，攜回該實驗室資訊管理系

統介面以供參考。  

 

討論   

94年度經由網路搜尋及資詢國內外相關機構及

舉辦數場座談會之結果，綜合彙整如下：(一)網路資

源：可找到國內相當多有關「資訊管理系統」、「實驗

室資訊管理系統」或「掛號、病歷管理系統」等等，

發現多數實驗室資訊管理系統與獸醫機構無關，僅掛

號、病歷管理系統多應用於人醫看診體系，以及少數

資訊廠商開發套裝軟體可資應用於一般動物醫院管

理門診掛號與病歷。(二) 國內資訊廠商：目前透過

座談會方式，已聽取幾家資訊廠商做過簡報與使用示

範，惟國內並無適當之套裝軟體可資使用，適合獸醫

疾病診斷使用之實驗室資訊管理系統可由國外引

進，使用介面為英文語系，仍需修改為中文介面，而

且價格較為昂貴，但其優點為可強化實驗室物流管理

與實驗品管（QC）；另一選擇為自行開發，優點是量

身訂做較符合實際所需，缺點是價格不便宜且耗費時

間長。(三) 國外相關機構：經由觀摩美國印第安那

州動物疾病診斷實驗室及肯塔基州家畜疾病診斷中

心實施多年的實驗室資訊管理系統，並實際參與檢體

送檢與檢驗流程，發現前述機構均有專責資訊人員負

責管理系統與維護，甚至有能力自行改善系統，他們

的經驗均為購置套裝系統後，視應用之實際狀況再自

行改良以符合實需，所以，如果將來以購買套裝系統

或委託開發，都需考量實際應用後之狀況可能需要修

改系統程式，如果沒有專責資訊人員，也必須要委外

辦理，如此資訊管理系統才能越用越好用，得以發揮

功效。 

本研究已初步建立檢體檢驗自動化系統之雛

型，其中包括利用全自動快速核酸萃取儀進行核酸萃

取，平均每個檢體約可節省 20分鐘，且每次可同時

送進 8個檢體，利用 Roche LightCycler SYBR green 

的系統進行 real-time PCR，可省去了傳統 PCR 增

幅產物後所必須的瓊膠電泳分析，45 個 PCR 循環

加上Tm曲線的鑑定過程在 30分鐘內就可以得到結

果，可比傳統 PCR節省約 3小時的時間，不單單只

是可以節省等待跑膠結果的時間，另可減少因跑膠時

DNA 污染所導致之誤判，而且利用電腦來分析螢光

強度的敏感度也較以肉眼判讀瓊膠上的 DNA 條帶

（band）高出許多。所以，本技術可資應用於檢體

量爆增或是有大流行爆發時作為快速篩檢之用，可以

提早將檢驗結果提供給送檢單位參考給予適當防範

措施。95年度擬彙整國內外自動化系統之資訊，結

合本所動物疾病診斷中心之實務操作經驗及需求，逐

步建構適合本動物疾病診斷中心之自動化資訊網絡

系統。 
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圖 1、敏感度試驗結果：以 SYBR Green為螢光所進行 real-time 

PCR之螢光強度與 PCR循環數作圖，可見陰性對照組於

rear-time PCR 反應 40 個循環時，螢光強度並無上升。

圖 2、確認核酸偵測結果，1-6排即時聚合酶鏈反應增幅產物

（100 ng至 1 pg），產物大小為 682 bp。 
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病例送檢與診斷流程圖

Ⅰ新鮮樣品
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決定檢驗項目
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細菌室、病毒室、毒物室、
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臨床病理室、病理室等
檢體檢驗
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檢體檢驗

鍵入結果

病理室
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櫃臺回覆完整報告送件申請單位

櫃臺登記

檢體送檢動線

檢驗結果回覆

圖 4、各診斷實驗室檢驗流程 

圖 3、將 10倍序列稀釋的病毒核酸（100 ng至 0.01 fg）以

canine parvovirus type 2 VP2 gene具特異性的引子

進行即時 PCR。(A) 分析標準曲線 (B) Melting curve。
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Introducing and application of the automated system to animal health 

inspection and quarantine 

 

Chang JC*, Lee SH, Chang KH, Tsai KR, Lee MS, Ting LJ, Chen YP  

Animal Health Research Institute, Council of Agriculture, Executive of Yuan 

 

Abstract   We have set up the real-time PCR machine and the procedure of the nucleic acid 

detection with real-time polymerase chain reaction (PCR). The procedure was applied to detect 

canine parvovirus firstly. The level of nucleic acid which could be detected by the constructed assay 

in this study was as low as 1 pg. The standard curve about the relationship between concentration of 

nucleic acid and cycle numbers could be applied to quantify the nucleic acid. Information provided 

from Indiana Animal Disease Diagnostic Laboratory (ADDL) and Kentucky Livestock Disease 

Diagnostic Center (LDDC) can be applied successfully to set up an automated information system 

for animal inspection and quarantine in the future.  

 

Keywords：Rreal-time PCR, Automated information system, Animal health inspection 

and quarantine 
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