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摘要 

鴿子環狀病毒 (Pigeon circovirus, PiCV) 為在年輕鴿群中一新浮現性之疾病，

並且被認為是幼鴿症候群 (Young pigeon disease syndrome)的重要因素之一。而環

狀病毒在燕雀目鳥類 (order Passeriformes) 如金絲雀及其他雀科鳥類等所扮演的

角色鮮少有報告，目前在台灣燕雀目鳥類為相當常見之鳥種，但並無相關環狀病

毒盛行率之報告。此篇研究主要是調查台灣地區鴿子及燕雀目鳥類環狀病毒的盛

行率及其親緣性分析，PiCV 檢測部分自 2009-2011 年共蒐集台灣北部及中部共 56

個鴿舍 736 隻賽鴿及 57 隻種鴿之共泄腔拭子與全台 391 隻野鴿之糞便拭子，鴿舍

之陽性率為 94.6 % (53/56)，賽鴿及種鴿之檢測陽性率分別為 68.5 % (504/736) 及

38.6 % (22/57)，且 PiCV 陽性率與賽鴿具臨床症狀如下痢、食慾不振、體重下降或

飛行表現不佳等呈極顯著之差異(p<0.01)；而野鴿之檢測陽性率為 31%，且各地區

之陽性率差異不大。將部分核酸產物經定序後，與基因庫 (GenBank) 中不同國家

之PiCV序列比對，ORF V1之核酸序列及胺基酸序列比對結果相似度為 94.3-99.6%

及 87.1-100 %，而另一個 ORF C1 與基因庫之比對結果相似度分別為 74.2-99.2 %

及 73.2-99.8 %，且此台灣分離株與比利時株較接近，顯示台灣地區之鴿子可能由

國外引進不顯性感染 PiCV 之健康鴿，並造成大規模之病毒傳播。另利用原位雜交

法可見病毒核酸標記在肝、腎及肺的細胞質中。而在寵物鳥店之鳥類自 2010-2011

年共蒐集 18 場 310 隻鳥類之糞便拭子，寵物鳥店之環狀病毒陽性率為 88.9 % 

(16/18)，而其環狀病毒盛行率為 54.8 % (170/310)，以燕雀目鳥類之綠繡眼陽性率

最高為 91.9 % (102/111)。將 ORF V1 之部分核酸產物經定序後，與基因庫 

(GenBank) 之不同鳥種之序列比對，其核酸序列相似性百分比為 61.2-100 %，依其

演化的距離及相異度可區分為 4 個分支，分別與 Psittacine beak and feather disease 

virus (PBFDV), PiCV, Finch circovirus (FiCV) 及 Raven circovirus (RaCV) 較接

近；將與 PiCV 分支相近之 ORF C1 與和 GenBank 中不同國家之鴿子環狀病毒分離

株核酸序列及胺基酸序列相比，可得相似性百分比為 77.2-99.6 %及 76.4-100 %，

顯示燕雀目鳥類可被跨鳥種之環狀病毒感染的可能性。由此研究可得知，環狀病

毒藉由糞便水平傳播在台灣的鴿子及常見的燕雀目鳥類之間有高的盛行率，且由

核酸序列、胺基酸序列及親緣性分析可得其病毒來源相當複雜。 

 



 

III 

 

關鍵詞: 鴿子環狀病毒、幼鴿症候群、燕雀目鳥類、多引子滾環式增幅法、原位

雜交法



 

IV 

 

Abstract 

    Circovirus infection is an emerging viral disease of young pigeons and maybe a 

crucial factor of young pigeon disease syndrome. In addition, little is known about the 

roles of circoviruses in causing disease in passerine species such as canaries and finches. 

The order Passeriformes are the most common birds in Taiwan, however there has no 

relevant studies about the prevalence of circovirus in these species. The aims of this 

study were to investigate the prevalence and the genetic features of the circovirus 

strains that infecting the pigeon and birds of the order Passeriformes. In this study, 

cloacal swabs were collected from 736 racing pigeons and 57 breeder pigeons of 56 

lofts in northern and central Taiwan, and also fecal swabs were collected from 391 wild 

pigeons in Taiwan from 2009-2011. 53 out of 56 lofts were positive and the prevalence 

of pigeon circovirus (PiCV) were 68.5% (504/736) and 38.6% (22/57), respectively. 

Racing pigeons with clinical signs such as diarrhea, anorexia, weight loss and poor race 

performance were related to positive percentage (p<0.01). The prevalence of PiCV in 

wild pigeons were 31% (121/391) with little difference in 4 areas of Taiwan. PiCVs 

indicated 94.3-99.6 % and 89.1-100 % of nucleotide and amino acid identity in ORF V1, 

and ORF C1 sequences were 74.2-99.2 % and 73.2-99.8 %, respectively. Phylogenetic 

analysis of capsid protein genes of the Taiwanese strains were closely related to Belgian 

strain, which is probably due to the fact that the PiCV-carrying healthy pigeons 

introduced from abroad could most likely be the origin of the virus and spread to 

pigeons in Taiwan. The results of in situ hybridization were found mostly in the 

cytoplasm of infected cells in liver, kidney and lung. Moreover, fecal swabs from 310 

birds were collected in pet bird shops in Taiwan from 2010-2011, and the prevalence of 

circovirus in these birds were 54.8 % (170/310). The highest positive rate was 
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Zosterops japonicas with 91.9 % (102/111). The ORF V1 sequences revealed these 

viruses were classified in Psittacine beak and feather disease virus (PBFDV), PiCV, 

Finch circovirus (FiCV) and Raven circovirus (RaCV). The ORF C1 related to PiCV 

compared with GenBank indicated 77.2%-99.6% and 76.4-100 % of nucleotide and 

amino acid identity, which showed the possibility of cross-species transmission of 

circoviruses among order Passeriformes. The results of this study indicated that the 

PiCV-positive rate was high in the pigeon and order Passeriformes populations by 

horizontal transmission of fecal in Taiwan, and according to the sequence diversity and 

phylogenetic trees indicated the complex sources from nature or others. 

 

Keywords: Pigeon circovirus, young pigeon disease syndrome, order 

Passeriformes, multiply primed rolling-circle amplification, in situ hybridization.
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第一章 緒言 

 

    台灣地狹人稠，但養鴿人口卻相當多，而鴿子總數也突破百萬羽以上，早期

飼鴿的風氣起源於新竹、台南、屏東等地區，並開始引進日本等國外的名鴿，幾

十年來，賽鴿的體型結構也從大型轉變為中、小型，腳長、頸長、尾長等都縮小，

腰腹部更發達，筋肉變得柔軟而富彈性，羽毛綿密，體重變輕，並且鼻瘤眼眶變

得較狹小，頭部突出，身體平而低，這些都是鴿種分速增加、耐翔力增強的進步

情形。隨著比賽關次的增加，分速的提高，鴿種的進步，無疑的使得競賽更加激

烈，加上獎金制的施行，使得投入養鴿的人口大幅增加。但賽鴿的來源相當複雜，

自行繁殖、網路拍賣、自國外進口或是專門的賽鴿育種中心等等，增加了許多疾

病傳播的機會，而鴿子感染環狀病毒( pigeon circovirus, PiCV)，就如同人類感染愛

滋病，因為環狀病毒破壞鴿子的免疫系統,使病鴿遭受繼發性如細菌、病毒、原蟲、

真菌等感染。此病毒為在年輕鴿群中一新浮現性之疾病，並且被認為是幼鴿症候

群的重要因素之一。PiCV 屬於環狀病毒科 (Circoviridae)之環狀病毒 (Circovirus)， 

通常感染年輕的鴿子，年齡為 2 個月到 1 歲，雛鴿生長停滯、發育障礙、消化遲

緩、羽毛成長不正常而使死亡率增加，1 歲以上成鴿常呈不顯性感染 (Mankertz et 

al., 2000；Phenix et al., 2001； Todd et al., 2001a)。因 PiCV 主要在糞便中偵測到，

故推論其傳播途徑以水平方式透過食入或吸入糞便或被糞便汙染的容器或物品而

感染，但亦有報告指出可能有垂直傳播之可能 (Soike et al., 2001；Duchatel et al., 

2005)。另因過度擁擠、溫度太高、施打疫苗或飛行訓練頻繁等緊迫因子都會誘發

此病，且 PiCV 對化學及物理的消毒皆具有抵抗性，使得清除不易，對雛鴿及比賽

鴿是一大威脅，造成鴿友們經濟上的損失。迄今鳥類的環狀病毒因尚無法利用細

胞培養或病毒特異性抗體來偵測病毒抗原，故主要是利用聚合酶連鎖反應及原位

雜交法等方式來偵測其病毒 DNA (Smyth et al.,2001；Soike et al., 2001； Hattermann 

et al., 2002: Todd et al., 2002；Ray et al., 2003；Franciosini et al., 2005)。 

    燕雀目鳥類如繡眼科的綠繡眼、台灣特有亞種之鵯科的白頭翁、文鳥科的斑

文鳥及麻雀等皆為台灣地區常見之留鳥，可在公園、樹林、稻田、果園、闊葉林

等地方見到這些鳥類的棲息，在自然界中與其他棲地類型相同之鳥種共存，如烏

鴉、野鴿、紅鳩、燕子等，另亦有人為因素之飼養、捕抓或販賣等，使得這些鳥
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類被聚集在鳥店的狹窄鳥籠中，和其他鳥種如鸚鵡、畫眉、八哥鳥、文鳥等在同

一空間中，而環狀病毒有可能藉由糞便、羽毛或被糞便汙染之器具散播，可能造

成不同鳥種間水平感染的機會存在。另外鳥類在野外被捕抓、運送過程、搶食或

是被關在狹窄擁擠的鳥籠等人為所引起的緊迫因子，都可能使已有環狀病毒感染

之鳥類更容易誘發，而造成免疫抑制使繼發性感染的可能性增加，進而造成鳥類

生病、死亡，而使鳥店在經濟上的損失及自然界之失衡。 

    綜上可見環狀病毒雖不會造成鳥類立即死亡，但因其阻擋鳥隻保護自身疾病

的防護，並且阻礙其他疫苗的效力，使其無法產生有效之抗體，故使鳥隻增加對

其他疾病的感受性，增加發病率及死亡率。 
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第二章  文獻探討 
 

第一節 環狀病毒之歷史背景 

 

猪環狀病毒 (porcine circovirus，PCV) 為最早被確認之單股環狀 DNA 病毒，

於 1974 年自持續汙染隻猪腎細胞株 (porcine kidney cell line，PK-15)中分離出來 

(Tischer et al., 1974)。PCV 共分為兩型，第一型為不具有致病性之 PCV-1。1991

年於加拿大證實另一種類型之 PCV 會引起猪之離乳後多系統消耗性綜合症 

(postweaning multisystemic wasting syndrome，PMWS)，PMWS 的猪隻在臨床上大

多出現虛弱、皮膚蒼白、黃疸等症狀，尤其好發於離乳後的猪隻。此兩種 PCV 在

抗原性與核酸序列上皆有明顯差異，屬於不同之病毒 (Clark et al.,1997)，因此稱此

致病性之 PCV 為 porcine circovirus type 2 (PCV-2)，而不具致病性之 PCV 稱為 

porcine circovirus type 1 (PCV-1)，之後於美國、歐洲及亞洲許多國家中皆證實有

PCV-2 存在 (Allen et al., 2000)。 

除了 PCV 之外，也陸續發現許多禽鳥類新的環狀病毒，包括雞貧血病毒 

(Chicken anemia viruc，CAV) (Gelderblom et al., 1989)、鸚鵡喙羽症病毒 (Psittacine 

beak and feather disease，PBFDV) (Ritchie et al., 1989) 及鴿子 (Pigeons) (Woods et 

al., 1993)、金絲雀 (Canaries) (Goldsmith, 1995)、 斑鳩 (Senegal doves) (Raidal & 

Riddoch, 1997)、鵝 (Geese) (Soike et al., 1999)、鴕鳥 (Ostrich) (Eisenberg et al., 

2003)、鴨 (Ducks) (Hattermann et al., 2003)、七彩文鳥 (Gouldian finch) (Shivaprasad 

et al., 2004)、烏鴉 (Raven) (Stewart et al., 2006)、歐略鳥 (Starlings) (Johne et al., 

2006)、鷗 (Gull) (Todd et al., 2007) 及疣鼻天鵝 (Mute swans) (Halami et al., 2008) 

之各種環狀病毒。 

鴿子的環狀病毒感染於 1990 年的秋天在美國加州首度發現 (Woods et al., 

1993)，為一種新浮現疾病。回溯至 1986 年加拿大及 1989 年澳洲，以穿透式電子

顯微鏡觀察鴿子組織，亦發現有類似環狀病毒的包涵體存在 (Woods et al., 1994)，

接著在北愛爾蘭 (Smyth & Carroll, 1995) 、英格蘭 (Gough & Drury, 1996) 、德國 

(Soike, 1997) 及比利時 (Duchatel et al., 1998) 等地均陸續有鴿子感染環狀病毒的

報告。分子生物學上分析確認了鴿子環狀病毒 (PiCV)、金絲雀環狀病毒 (CaCV) 
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和鵝環狀病毒 (GoCV) 與鸚鵡喙羽症病毒 (PBFDV) 的關係最為接近 (Mankertz 

et al., 2000b；Phenix et al., 2001； Todd et al., 2001a)。 

環狀病毒在燕雀目鳥類 (order Passeriformes) 如金絲雀及其他雀科鳥類等所

扮演的角色較少有報告。Goldsmith 等人在歐洲有好幾年皆有觀察到在初生金絲雀

可見黑色斑塊 (black spot)，其特徵包括腹部腫大、膽囊充血及發育不良，並且造

成高致病率及高致死率，懷疑與環狀病毒有關(Goldsmith, 1995)。之後在死亡的成

年金絲雀有分離到一種類似環狀病毒的感染，此疾病發病極短，僅一到二天即死

亡，臨床症狀包括遲鈍、食慾不振、嗜睡及羽毛生長異常。經基因序列分析，此

核酸最接近鴿子環狀病毒 (PiCV) 及鸚鵡喙羽症病毒 (PBFDV)，核酸相似度分別

為 67.4 % 及 64.9 % ，與哺乳動物的環狀病毒 (PCVs) 同源性則為 53.7 % 及 

53.9 %，證實為一新型環狀病毒，命名為金絲雀環狀病毒 (Canary circovirus, CaCV) 

(Phenix et al., 2001；Todd et al., 2001b)。 

而雀科環狀病毒的感染最早在美國發現約三到六月齡大的斑胸草雀 (Zebra 

finch，學名 Poephila castanotis) 出現羽毛脫落、肝臟壞死及發現在脾臟淋巴細胞

或巨噬細胞內有包涵體的存在 (Mysore et al., 1995)。2004 年 Shivaprasad 等人在一

隻 10 週大，有鼻分泌物、呼吸困難、食慾不振及沉鬱等臨床症狀的七彩文鳥中 

(Gouldian finch，學名 Chloebia gouldiae) 利用組織病理切片、電子顯微鏡及原位

雜交法發現了環狀病毒的感染 (Shivaprasad et al., 2004)。 2007 年 Todd 等人在一

隻 10 週大七彩文鳥的華氏囊中分離到環狀病毒，經基因序列分析，此核酸和金絲

雀環狀病毒 (CaCV) 最接近，核酸相似度為 65.1%，證實為一新型環狀病毒，命

名為雀科環狀病毒 (Finch circovirus, FiCV) (Todd et al., 2007)。 

另一燕雀目鳥類環狀病毒分離株為在澳洲一隻年輕的野生澳洲渡鴉 

(Australian ravens, 學名 Corvus coronoides )羽毛上發現的，其有漸進性發展之羽毛

缺陷的病史，羽毛掉色及發育不良等現象，經基因序列分析，此核酸和金絲雀環

狀病毒 (CaCV) 與鴿子環狀病毒 (PiCV) 最接近，證實為一新型環狀病毒，命名

為渡鴉環狀病毒 (Raven circovirus, RaCV) (Stewart et al., 2006)。 

人類具有兩種環狀病毒，1997 年在日本的一個接受輸血後的非 A-G 型肝炎病

患血清中，發現一種會感染人類之類環狀病毒，稱為 Torque teno virus (TTV) 

(Nishizawa et al., 1997)。此病毒之基因體亦為單股、環狀 DNA (Miyata et al., 1999)，
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其分類為環狀病毒科下第一個人類環狀病毒 (Mushahwar et al., 1999)。另一種為人

類的 TTV-like mini virus (TLMV)，這種病毒除了可自肝炎的病患中檢測出來，亦

可在正常的捐血者血液中發現 (Takahashi et al., 2000)。其兩類病毒基因體的組成

與 CAV 較為相似，兩者間的差異在 10 % 以內 (Islam et al., 2002)。但與其他已知

禽類環狀病毒並無相關性，近期的病毒分類已將 TTV 歸類於新的一科中稱為 

Anelloviridae (Biagini et al., 2007)。 

 

第二節 環狀病毒之分類與特徵 

 

2.1  環狀病毒之分類 

 

    環狀病毒科 (Circoviridae) 依據其基因組成的不同，共可分為二個病毒屬 

(genus)，分別為  Gyrovirus 與 Circovirus。Gyrovirus 中目前僅有雞貧血病毒 

(Chicken anemia virus，CAV) 屬於此屬，其基因體為 antisense，CAV 在複製區缺

少 nanonucleotide stem loop 的構造，因此被歸至此屬 (Niagro et al., 1998)。 

Circovirus 基因體組成為 ambisense，其成員包含猪環狀病毒第一型  (Porcine 

circovirus type 1，PCV-1)、猪環狀病毒第二型 (Porcine circovirus type 2，PCV-2)、

鴿子環狀病毒 (Pigeon circovirus，PiCV)、金絲雀環狀病毒 (Canary circovirus，

CaCV)、鵝環狀病毒 (Goose circovirus，GoCV)、鸚鵡喙羽症環狀病毒 (Psittacine 

beak and feather disease，PBFDV)及鴨環狀病毒 (Duck circovirus，DuCV)等。 

 

2.2  病毒結構 

 

    環狀病毒為正二十面體，無封套之單股環形 DNA 病毒，病毒顆粒直徑介於

14 - 26.5 nm 之間。病毒顆粒大小依不同動物而有差異，分別為﹕CAV 為 

19.1-26.5 nm (Gelderblom et al., 1989)、PBFDV 為 14-20.7 nm (Todd et al., 1991)、

PiCV 為 14-28 nm (Mankertz et al., 2000)、 CaCV 為 16-18 nm (Todd et al., 2001b)、 

FiCV為15-18 nm (Todd et al., 2007)及 PCV 為16.5-20.7 nm (Mankertz et al., 1997)。 

 



 

6 

 

2.3  病毒基因體 

 

    環狀病毒的基因體約 1.7-2.3 kb，不同動物的基因體大小分別為﹕CAV 為 

2298 nt 或 2319 nt (Claessens et al., 1991；Noteborn et al., 1991)、 PBFDV 為 1993 nt 

(Niagro et al., 1998)、PiCV 為 2037 nt (Mankertz et al., 2000)、CaCV 為 1952 nt 

(Phenix et al., 2001)、FiCV 為 1962 nt (Todd et al., 2007)、GoCV 為 1820 或 1821 nt 

(Chen et al., 2003)、DuCV 為 1996 nt (Hattermann et al., 2003) 及 PCV-1 為 1759 nt 

(Meehan et al., 1997)。 

     PiCV 有五個主要的開放閱讀框（open reading frame），分別為病毒基因股

（genomic strand）之 V1 與互補股（complementary strand）之 C1、C2、C3、C4。

V1（nt41-994）轉譯出與 DNA 複製相關的 Rep 蛋白，C1（nt. 1987-1166）轉譯出

29.7 kD 之外殼蛋白（capsid protein），C2（nt. 790-410）、C3（nt. 292-2036）、

C4（nt.984-736）分別轉譯出 13.7、10、8.9 kD 之蛋白 (Daum et al., 2009) (Figure 1) 。

PiCV 有兩個 intergenic regions，此區域包含有 stem-loop 結構和 nonamer 序列﹕第

一個位在 Cap 與 Rep 的 5'端（nt. 1988- 40），長度為 90 bp，這個片段被認為與 

PiCV 之複製起始點有關，其中  20 bp 重複序列可能折疊為  stem-loop，在

stem-loop 結構的頂端有一段序列為 5'-TAGTATTAC 的 nanomer 序列，第二個 

intergenic regions 位在 Cap 與 Rep 的 3'端（nt. 995 - 1167）。分析與比較 GoCV

和 PiCV 的 intergenic regions 分別有 132 nt 和 90 nt，GoCV 的 nonamer 序列在第

三個位置是 ” T ” ，而 PiCV、PBFDV、CaCV、PCV-1 和 PCV-2 皆為 ” G ” ，PiCV

的 nonamer 序列與 PBFDV、PCV-1 皆相同，而在 stem-loop 結構上，GoCV 與 PiCV

則分別由 11 個與 20 個鹼基所配對形成 (Todd et al., 2001a)。 

分析 PiCV 與其它環狀病毒 V1 所對應之胺基酸序列，相同性分別為 PBFDV

（57%）、PCV-1（41%）及 PCV-2（42%）。分析 PiCV 與其它環狀病毒 C1 所

對應之胺基酸序列，相同性分別為 PBFDV（39%）、PCV-1（21%）及 PCV-2（23%）。

比對全部基因體序列，其相同性則分別為 PBFDV（57%）、PCV-1（36%）及 PCV-2

（34%）。此結果仍以病毒複製蛋白 (Rep) 之保留性為最高 而 PiCV 在演化上最

接近 PBFDV (Mankertz et al., 2000)。 
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Figure 1. Genome organization of PiCV. Black arrows, transcription of potential ORFs 

of PiCV, labeled according to their localization on the virus (V) or the complementary 

(C) strand. Positions of start and stop codons are given by numbers (Daum et al., 2009). 
 

    CaCV 有三個主要的開放閱讀框（open reading frame），分別為病毒基因股

（genomic strand）之 V1 與互補股（complementary strand）之 C1 與 C2 。V1

（nt32-904）轉譯出與 DNA 複製相關的 Rep 蛋白 33.4 kDa；C1（nt. 1906-1154）

轉譯出 30 kDa 之外殼蛋白（capsid protein），C2（nt. 679-275）轉譯出 114.9 kDa

之蛋白，功能不明。CaCV 在 stem-loop 結構有一個推定的 intergenic region，此區

域位於 Cap 與 Rep 的 5'端（nt. 1907-31） ，長度為 77 bp，病毒的複製起始點也

位於此區，於上之 stem-loop 結構的頂端具有 nonamer 序列為 5'-CAGTATTAC，其

第一個位置為” A ” ，與 PiCV、PBFDV、GoCV 及 PCV-1 的” T” 不同 (Meehan et 

al., 1997,1998；Bassami et al., 1998)。在靠近 stem-loop 結構的尾端，有一段重複兩

次的串聯序列為 5’-GGAGCCAC (nt 12-19 and 20-27) ，PiCV 也出現相似的情形，

在靠近 stem-loop 結構處有一個四次重複的序列為 5’-GGAGCC，推測此種重複序

列扮演著病毒複製的角色，可能與環狀病毒 Rep 蛋白結合位有關 (Mankertz et al., 

1997, 2000； Niagro et al., 1998；Todd et al., 2001b) (Figure 2)。 

分析 CaCV 和其他環狀病毒的基因體序列，其相同性分別為 PiCV (58.3%)、

PBFDV (55.7%)、PCV-1 (50.9%)及 PCV-2 (46.8%)。分析 CaCV 和其他環狀病毒 V1

所對應之胺基酸序列，相同性分別為 PiCV (63.4%)、PBFDV (62.9%)、GoCV 
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(45.8%)、PCV-1 (42.5%)及 PCV-2 (40.4%)。分析 CaCV 和其他環狀病毒 C1 所對

應之胺基酸序列，相同性分別為 PBFDV (44%)、PiCV (39%)、PCV-1 (28.5%) PCV-2、 

(29.8%)及 GoCV (25.7%) ，故 CaCV 在演化上最接近 PiCV 及 PBFDV (Phenix et al., 

2001)。 

 

 

Figure 2. Genome organization of CaCV. (A) Stem-loop sequence present in the CaCV 

intergenic region. The nonamer element present at the apex of the loop is highlighted in 

bold； the tandemly repeated octamer sequence GGAGCCAC is underlined. (B) 

Relationship between the CaCV nonamer sequence and stem length with those 

described for other circoviruses. (C) Schematic representation of the circular CaCV 

genome showing the three major ORFs, V1,C1 and C2. The position of the stem-loop 

(SL) element within the intergenic region is shown (Phenix et al., 2001). 
 

FiCV 亦有三個主要的開放閱讀框（open reading frame），分別為病毒基因股

（genomic strand）之 V1 與互補股（complementary strand）之 C1 與 C2 (Figure 3) 。

在 stem-loop 結構的頂端有一段為 5'-TAGTATTAC 的 nanomer 序列，與 PCV-1、

PBFDV、PiCV 相同。在靠近 stem-loop 結構的尾端，有一段重複兩次的串聯序列

為 5’-TGGAACC。而在 Rep 蛋白區域含其他環狀病毒比較有一些被保留的胺基酸

序列在 nt 191-223 間，其胺基酸序列包括 WWDGY、DDFYGW 及 DRYP。分析

FiCV 和其他環狀病毒的基因體序列，其相同性分別為 CaCV (65.1%)及 PCV-2 
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(48.8%)。分析和其他環狀病毒 V1 所對應之胺基酸序列，相同性分別為 CaCV 

(75.6%)、PiCV (66.9%)、PBFDV (63.2%)、PCV-1 (43.3%)及 PCV-2 (43.0%)。分析

FiCV 和其他環狀病毒 C1 所對應之胺基酸序列，相同性分別為 CaCV (62.5%)、

PBFDV (42.3%)、PiCV (40.7%)、PCV-1 (28.0%)及 PCV-2 (29.5%)。故 FiCV 在演

化上最接近 CaCV (Todd et al., 2007)。 

 

                 

Figure 3. Genome organization of FiCV, showing the locations’ major ORFs relative to 

the potential stem-loop and nonanucleotide motif. The V1 ORF on the virus sense 

strand encodes the putative replication associated protein (Rep), while the C1 ORF on 

the complementary sense strand encodes the putative capsid protein. The first and last 

nucleotides of the ORFs are shown in brackets (Todd et al., 2007). 
 

RaCV 有二個主要的開放閱讀框（open reading frame），分別為病毒基因股

（genomic strand）之 V1 與互補股（complementary strand）之 C1，V1（nt 36-911）

轉譯出與 DNA 複製相關含 291 個胺基酸的 Rep 蛋白；C1（nt. 1847-1116）轉譯出

含 243 個胺基酸之外殼蛋白（capsid protein）(Figure 4)。在 stem-loop 結構的頂端

有一段為 5'-GAGTATTAC 的 nanomer 序列，其為較保留的部分也和環狀病毒環

狀複製的起點有關，而 RaCV nanomer 序列的第一個位置為 “ G ”，和其他環狀病

毒的 ” T ” 不同。在靠近 stem-loop 結構的尾端，有一段連續的直接與反向的重複

序列 5’-CGGCCACTTGGAGCCACGGA-3’ 在 nt 3-21 與 nt 1871-1889 位置上。此
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外，也有一段重複兩次的串聯序列為5’-GGAGCCAC-3’ 在nt 12-19 與 nt 20-27 位

置上鄰近 stem-loop 結構，此段與 CaCV 之序列相同。分析 RaCV 和其他環狀病毒 

C1 所對應之胺基酸序列，相同性分別和 CaCV (69%) 及 PiCV (64-65%) 最接近，

而和其他環狀病毒 PBFDV (49-56%)、DuCV (25-27%)、 GoCV (25-28%)、PCV-1 

(18%) 及PCV-2 (4%) 差異較多。故RaCV在演化上最接近CaCV 與 PiCV (Stewart 

et al., 2006)。 

 

             

Figure 4. Genome organization of RaCV. (A) The stem-loop sequence present in the 

RaCV intergenic region demonstrating a nonamer element at the apex of the structure, 

tandem repeat sequences and nick site. (B) Relationship between the RaCV nonamer 

sequence in the stem loop with other circoviruses. (C) Schematic representation of the 

circular RaCV genome indicating the position and length of the two major open reading 

frames: ORF V1 and ORF C1 (Stewart et al., 2006). 
 

2.4   病毒之物化特性 

 

 環狀病毒因其病毒顆粒小，可通過 25 nm 孔徑之濾膜，且對環境之穩定性高。

禽類環狀病毒中，CAV 可抵抗氯仿與乙醚，於 80 ℃、15 分鐘處理後仍能存活，

且於 pH 3 強酸下經 3 小時仍然穩定，且病毒經多次的細胞繼代培養後仍然具有致

病毒力，另使用一般市售的介面活性劑、鹵素類消毒劑等處理之後仍保有其感染



 

11 

 

性，而以福馬林薰蒸 24 小時，也只能使 CAV 部分不活化，故 CAV 為一個相當穩

定的病毒 (Yuasa, 1992)。PBFDV 於 80 ℃、30 分鐘處理後，其凝集紅血球的能力

仍存在 (Raidal et al., 1994)。PCV-1 在 72 ℃及 pH 3 的環境下，作用 10 分鐘，或

是 60 ℃、30 分鐘仍具有抵抗性 (Allan et al., 1994)，而 PiCV 亦同。故推測環狀病

毒對環境的抵抗性很高，可相當穩定的存在，故在流行病學及疾病的控制上較為

困難 (Todd, 2000)。 

 

第三節  環狀病毒之致病性 

 

3.1   PCV 之致病性 

 

猪隻感染 PCV-1 不會引起任何肉眼及組織病變，但若感染 PCV-2 則會引起猪

隻罹乳後多系統消耗症候群 (postweaning multisystem wasting syndrome；PMWS)，

為一猪隻新興之感染性疾病。主要感染 4-12 週齡之離乳仔猪，隨著猪隻年齡層越

高，則具有高 PCV 抗體力價的比率亦隨之增加。臨床症狀包括漸進性消瘦、呼吸

困難、咳嗽、黃疸及下痢等。肉眼病變上最常見淋巴節腫大及肉芽腫性間質性肺

炎。在組織病變方面，淋巴結的皮質部 (cortex) 淋巴球大量減少，出現肉芽腫性

炎症反應，並且有大量組織球浸潤。肺臟可見間質性肺炎、支氣管及細支氣管上

皮細胞損傷和肺泡腔內炎症細胞浸潤，亦可見肺泡、肺泡壁、支氣管上皮有嗜鹼

性核內及質內包涵體。另外在肝臟、腎臟等其他組織亦可出現肉芽腫性炎症反應。

受感染猪隻通常免疫力下降並有繼發性感染的現象 (Allan et al., 1999)。 

 

3.2   CAV 之致病性 

 

    CAV 可藉由垂直介卵傳播亦可藉由污染的糞便或雞舍進行水平傳播，會侵犯

各年齡層的雞,不過一般認為在雞隻達 2-3 週齡後,感染情形將大幅降低。受感染的

雛雞會造成整體性淋巴萎縮、嚴重的貧血及死亡率提高。病毒會分別出現於骨髓

與胸腺的紅血球前驅細胞與淋巴前驅細胞，破壞骨髓的紅血球前驅細胞造成嚴重

貧血與顆粒球和血小板的流失，而破壞前驅 T 細胞使得成熟的毒殺型與輔助型 T
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細胞流失。另外雛雞的 B 細胞對於 CAV 病毒的感染並不具敏感性，且會造成淋巴

細胞出現自我凋亡 (apoptosis)的現象 (Adair, 2000)。CAV 之感染亦可能影響疫苗 

(如馬立克病疫苗、新城病疫苗)效力之減退 (De Bore et al., 1994)。 

 

3.3   PBFDV 之致病性 

 

    PBFDV 是野生鸚鵡最常見之病毒性疾病，報告指出 Agapornis spp. 和

Poicephalus robustus 這兩種鸚鵡的感受性最高 (Heath et al., 2004)。PBFDV 主要造

成鸚鵡慢性病變，其症狀包括羽毛脫落及變形、毛囊壞死和喙與爪變形等 (Pass et 

al., 1984)。剖檢之肉眼病變可見淋巴組織、胸腺及華氏囊萎縮及壞死。組織病理學

方面可見發育的羽毛及上皮細胞出現壞死、上皮增生和角化過度等病徵，並可於

感染的上皮、毛囊和淋巴組織浸潤的巨噬細胞內見到嗜鹼性質內包涵體的存在。

感染 PBFDV 的鸚鵡易發生二次性感染而導致死亡。 

 

3.4   PiCV 之致病性 

 

    PiCV 通常感染年輕的鴿子，年齡為 2 個月到 1 歲，1 歲以上常呈不顯性感染。

因 PiCV 主要在糞便中偵測到，故推論其傳播途徑以水平方式透過食入或吸入糞便

或被糞便汙染的容器或物品而感染，但亦有報告指出可能有垂直傳播之可能 

(Sokie et al., 2001；Duchatel et al., 2005) 。鴿子感染環狀病毒之臨床症狀包括疲

倦、食慾減低、體重下降、下痢、呼吸困難、飛行表現不佳等。組織病理學可見

在淋巴樣組織、華氏囊、脾臟和胸腺，皆可見有不同程度的淋巴細胞減少，華氏

囊之濾泡中的巨噬細胞及華氏囊上皮的細胞內皆可發現葡萄欉狀的質內包涵體。

因 PiCV 會誘發免疫抑制，因此感染 PiCV 的鴿子容易受到繼發性的感染，而感染

率及致死率則端視鴿子本身的身體狀況、年齡及繼發性感染病原的種類而定 (Roy 

et al.,2003 )。 

 

3.5   CaCV 之致病性 
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    CaCV 在雛鳥及成鳥之金絲雀皆有報告，臨床症狀包括雛鳥可見腹部腫大、膽

囊充血及發育不良，成鳥則包括遲鈍、食慾不振、嗜睡及羽毛生長異常。在禽鳥

飼養場中造成 10-15 %的發病率，且約 50 %的致死率。剖解 4 隻成鳥中有二隻在

肌肉可見針點狀出血，其他沒有異狀。而在病鳥的器官均質液中利用電子顯微鏡

可見病毒顆粒(Goldsmith, 1995；Todd et al., 2001b)。 

 

3.6   FiCV 之致病性 

 

    FiCV 在年輕的雀科鳥類有被報告，其臨床症狀包括鼻分泌物、呼吸困難、食

慾不振、沉鬱及羽毛脫落等，而組織病理可見肝臟壞死及發現在脾臟淋巴細胞或

巨噬細胞內有包涵體的存在 (Mysore et al., 1995)，電子顯微鏡及原位雜交法可見到

環狀病毒 (Shivaprasad et al., 2004) 

 

3.7  RaCV 之致病性 

 

    RaCV 在年輕的野生澳洲渡鴉有被報告，其臨床症狀有漸進性羽毛缺損的病

史。在組織病理可見不正常的羽毛呈現發展中的濾泡發育不良及在羽髓的某些區

域有輕微混合性發炎細胞的浸潤，而雙側性對稱片狀羽毛掉色及發育不良可見明

顯的羽鞘變厚、羽髓出血及受感染的羽毛其蘆筆管呈現骨折等，而由病變之羽毛

組織萃取 DNA 並增幅之。RaCV 和 PBFDV 在羽毛上的病變很類似，但 RaCV 之

臨床症狀不似 PBFDV 會發展成急性或慢性之臨床症狀 (Stewart et al., 2006)。 

 

第四節  環狀病毒之實驗室診斷 

 

 4.1 以細胞培養分離病毒 

 

    環狀病毒屬中 PCV-1 和 PCV-2 可以在 PK-15 細胞培養中增殖，Gyrovirus 病

毒屬中 CAV 可以利用 MDCC-MSB1 細胞株或以無特定病原 (SPF) 雞隻進行病毒

分離 (McNulty et al., 1991)，但大部分的環狀病毒如 PBFDV、PiCV 和 GoCV 等截
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至目前為止皆無法利用細胞培養等 in vitro 的方式進行病毒分離及增殖，故無法利

用病毒分離來做診斷。 

 

4.2 直接觀察病毒 

 

    以電子顯微鏡直接觀察病毒顆粒也是一重要的診斷工具，可對於疾病的感染

與否做出快速的確診，但常受限於採樣之病材中所含的病毒顆粒不足或是取樣之

病材不適當，而使得其檢出率不高 (McFerran et al., 1978)。在 Soike 等人的研究

中顯示有感染 PiCV 的樣材中在電顯的檢測顯示華氏囊的檢出率為最高，可達

90%，接著是胸腺 52% 及脾臟 50%，而其它臟器如腸、肺、氣管、腎、肝或骨髓

等則很少見(Soike et al., 2001)。 

 

4.3 檢測病毒核酸 

 

    隨著 cloned DNA 及核苷酸序列分析能力的進步，也可利用原位雜交法 (in situ 

hybridization)、點漬雜交法 (Dot blot hybridization)及最常用的聚合酶連鎖反應 

(polymerase chain reaction，PCR)等檢測方法來進行病毒的診斷  (Smyth et 

al.,2001；Soike et al., 2001； Hattermann et al., 2002: Todd et al., 2002；Ray et al., 

2003；Franciosini et al., 2005)。 

 

4.3.1 原位雜交法 (in situ hybridization) 

 

原位雜交技術能在組織切片或完整細胞定位出特殊核苷酸的存在，基於核苷

酸探針會與細胞內特異的 DNA 或 RNA 互補結合原理所發展出之技術。早期以放

射線同位素標定 DNA 或 RNA 探針，但目前則發展出安全性較高的非放射線物質，

如 Biotin、Digoxigenin 及 Fluorescein 來取代。因自然界內源性的 Biotin 廣泛存在，

因此限制其發展空間。近年來則較常使用敏感性較高的 Digoxigenin。 

而探針的選擇也會影響雜交的特異性及敏感性，不同長度之探針會影響其穿

透組織的能力，一般長度約 50-300 個核苷酸較適當。探針種類主要有 DNA 探針 

(DNA probe) 、 RNA 探 針  (RNA probe or riboprobe) 及 寡 核 苷 酸 探 針 
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(Oligonucleotide probe)。DNA 探針的優點為可大量製造、其探針長度大小範圍較

廣；RNA 探針其黏附力較強，在 RNA 的偵測背景會較乾淨，但因環境中 RNaes

較多，所以 RNA 探針較不好處理；寡核苷酸探針通常為 15-50 核苷酸，常在序列

3＇端或 5＇端上進行標定，由於此探針較短，所以其敏感性也較高，但常會有非

特異性物質鍵結，故須注意探針濃度及有陰性對照組 (McNicol and Farquharson, 

1997)。 

Soike 等人利用 in situ hybridization 診斷華氏囊中 PiCV 之檢出率達 89%，相較

於組織病理診斷之 66 %，並且利用 ISH 技術也可在其它臟器如肝、腎、氣管、肺、

腦、嗉囊、腸、脾、骨髓、心臟等可見受感染之細胞，除了華氏囊外，肝臟也是

一個診斷PiCV很有效的臟器。雖然由組織病理切片觀察華氏囊的病變為診斷PiCV

的一項重要工具，再配合 in situ hybridization 的敏感性及特異性，使得非淋巴器官

的臟器也可偵測出病毒 DNA，可提高檢測率 (Soike et al.,2001)。 

 

4.3.2 點漬雜交法 (Dot blot hybridization) 

 

    此法是先利用 PCR 增幅病毒之特異核酸，取其產物點漬於高分子塑膠膜之上

並以專一性探針進行反應，細胞或組織中所表現的 DNA 或 RNA 量可以依點印強

度來表示。經由此修改過之雜交技術進行診斷，就無需經傳統診斷之病毒分離與

培養等步驟。Todd 等人將 32 個樣本利用四種檢測法之檢出率分別為 PCR：84 %、

in situ hybridization：75 %、Dot blot hybridization：63 % 及組織病理切片：41 %，

可見 Dot blot hybridization 之敏感性不如 PCR 及 in situ hybridization，但仍比組織

病理切片檢測敏感，並且在華氏囊內可測到大量之病毒 DNA (1013 genome copies/g 

tissue)，故為一提供病毒半定量之診斷方法 (Todd et al., 2002)。 

 

4.3.3 聚合酶連鎖反應 (Polymerase chain reaction) 

 

    PCR 具有快速且敏感性高等優點，已經被廣泛使用於環狀病毒的研究及診斷

技術。可利用已萃取之 DNA 以 DNA 聚合酶進行增幅其病毒序列中某一特定基因

片段，用來了解各種基因之序列及研究，並可利用病毒中具有高度保留性及特異

性之片段序列作為引子，進行片段之增幅以作為疾病診斷或區分之用，因而為目
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前重要的診斷方法 (Todd et al., 2001a)。此法可以偵測到哺乳類與禽類的環狀病

毒，故人類之 TTV 與動物之 PCV、CAV、PBFDV、PiCV、CaCV、FiCV 等都有

利用 PCR 偵測病毒 DNA 的研究報告 (Nishizawa et al., 1997； Todd et al., 2002 ； 

Shivaprasad et al., 2004 )。另也有使用巢式聚合酶連鎖反應 (Nested PCR) (Soike et 

al., 2001；Halami et al., 2008) 及即時聚合酶連鎖反應(Real-time PCR) (Duchatel et 

al., 2009) 等方式進行病毒檢測。 

     

4.3.4  多引子滾環式增幅法 (Multiply primed rolling-circle amplification，RCA) 

 

4.3.4-1 原理簡介    

  

    此方法是利用嗜菌體 (ψ29) 的聚合酶能將待測 DNA 環狀模板和逢機寡核苷

酸 (random oligonucleotides) 引子間進行鏈取代 (Strand displacement) 的特性，在

恆溫下快速擴增成上千個與環狀模版互補之單股 DNA 序列，最後達成訊號放大的

結果。 

    RCA 的第一個步驟為逢機寡核苷酸引子和待測物環狀 DNA 的雜合。第二步

驟為加入ψ29 DNA 聚合酶、ψ29 DNA 聚合酶 buffer 及 DNA 擴增所需的 dNTPs、

無菌二次滅菌水等，並在恆溫中使 DNA 長鏈合成。當 DNA 合成進行到前方引子

尾端時，ψ29 DNA 聚合酶便會產生鏈取代特性，將前方 DNA 鏈頂開置換出去，

持續地進行 DNA 複製。而被取代置換出來的 DNA 鏈因其序列與初始模版相同，

故可再被逢機寡核苷酸引子辨識雜合，進行下一輪的複製動作。有別於 PCR，RCA

的優點為不需要昂貴的溫度循環裝置，只需在 37 ℃恆溫反應下即可進行，並且引

子不需特別設計，也不需已知的核酸序列，以限制內切酶消化這些 DNA 產物，再

從這些片段的 DNA 去比對為何種病毒的環形核酸即可；但其缺點為待測之 DNA

需為環狀才能進行有效偵測，由於大多植物和動物基因體的 DNA 為線性，因此就

不適用 RCA 來進行迅速擴增 (Dean et al., 2001)。Johne 及 Halami 等人也利用此

法偵測到新的鳥類環狀病毒 (Johne et al., 2006；Halami et al., 2008) 

 

4.3.4-2  RCA 於訊號放大上之運用 
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    RCA 常被用來進行訊號及核酸標的物 (Target) 序列的擴增，其擴增的方式主

要 有 兩 種 ， 一 種 為 線 性 擴 增  (Linear-RCA) ， 另 一 種 則 為 指 數 擴 增

(Exponenital-RCA)。在線性擴增上，經由環狀 DNA 模板和其對應互補引子間的雜

合，在聚合酶酵素作用下，可將 DNA 複製到 105 fold 以上 ，比起原先傳統的菌落

基因定序方式，培養菌體時間冗長，RCA 的擴增定序不但省時且操作方便，可說

是提供了一個很好的替代；且 RCA 更可利用遠環端和抗體鏈結合後固定於固相表

面來偵測特定抗原抗體間的專一性，或是運用在 2-D 或 3-D 的 DNA 微陣列晶片 

(Micro arrays)上以螢光修飾探針雜合擴增放大後的標的物序列等。然線性 RCA 的

限制為其標的物序列的擴增僅限於環狀 DNA，如環狀病毒、質體或是環狀染色體

上，若序列為線性結構則無法有效擴增。指數 RCA 方面，和線性 RCA 類似，差

別在於第二逢機引子的使用，利用此雙引子系統在恆溫下，進行指數性的擴增。

而指數 RCA 可對非環狀標的物 DNA 進行擴增，透過線狀 DNA 探針兩端鏈結於標

的物 DNA 上，經由 DNA 結合酶結合達成環狀，最後再利用聚合酶進行擴增。因

此系統具高度專一性，故可運用在包括將螢光偵測和 RCA 技術結合，去偵測短鏈

雙股 DNA，或是將 RCA 運用在蛋白質微陣列生物晶片上以偵測抗原抗體的專一

性鍵結等，在生化研究和基因藥理學上都有很多幫助。 

 

4.4 由血清抗體證實感染 

 

4.4.1 免疫組織化學染色法 (Immunohistochemistry) 

 

    免疫組織化學染色法為在抗體結合螢光或可呈色的化學物質，利用免疫學原

理中抗體和抗原間專一性的結合反應，檢測細胞或組織中是否有目標抗原和抗體

間專一性的結合反應，檢測細胞或組織中是否有目標抗原的存在。此法不只可用

來測知抗原的表現量也可以觀察抗原所表現的位置，此法具有專一性、敏感性、

簡便快速及成本低廉，故廣泛使用。目前於 PCV-2、GoCV 皆有報告利用此方法進

行環狀病毒的血清學調查及研究 (Racine et al., 2004；Scott et al., 2006)。Abadie 利

用 PCV2 之 hyperimmune serum 來進行 PiCV 華氏囊組織之免疫組織化學染色，但

因 PiCV 和 PCV2 有不同之抗原性及核酸序列，故無特異性之陽性反應 (Abadie et 
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al., 2001)。且至目前為止 PiCV 無法使用特定病毒抗血清來偵測病毒抗原，故尚無

法適用本法 (Duchatel et al., 2009)。 

 

4.4.2  酵素結合免疫吸附法 (ELISA) 

 

    ELISA 是一種具有高度特異性及敏感性的抗原抗體反應，可以檢測微量的抗

原或抗體，已被廣泛的應用在醫學及農業。以 ELISA 檢測抗體普遍的應用在各種

疾病的診斷，而應用在環狀病毒之診斷上，其敏感性更優於 Immunoperoxidase 

monolayer assay (Liu et al., 2004)，若以純化之蛋白或是單株抗體，因可提高其敏感

性而效果更佳，是用於感染早期之快速診斷，且能同時偵測大批血清。Virus-ELISA 

為塗鍍全病毒來偵測環狀病毒抗體，此法較常運用於具有體外培養系統之 PCV2

上 (Nawagitgul et al., 2002)。 Indirect-ELISA 為以純化過之病毒顆粒或重組蛋白為

抗原來偵測抗體，再利用具有種別特異性之 anti-immunoglobulin enzyme-conjugated 

Ab 與血清抗體結合，藉由比色反應作為檢測依據，目前多以開發真核表現之重組

蛋白之 indirect-ELISA 為主 (Liu et al., 2004；Nawagitgul et al., 2002；Cho et al., 

2006)。Daum 等人利用截短的 PiCV capsid protein 在大腸桿菌中過度表現，並在

N-terminus 融合 6 x His-Tag 表現蛋白以進行抗體 His 抗體的偵測，此合適的血清

學工具 rCapPiCV-based indirect ELISA 可比單獨只用 PCR 檢測更準確得知 PiCV 在

鴿群的感染率，也可在野鴿群中進行系統性的監控，尤其是對不顯性感染但持續

排毒的鳥類亦可偵測 (Daum et al., 2009)。 

 

第五節  環狀病毒之感染控制 

 

因環狀病毒對環境的抵抗性很強，且其散播方式又可經由水平傳播，藉糞便及

糞便汙染之器具吸入或食入而造成感染，甚或可能經由垂直傳播的方式感染，欲

清除或消滅病毒相當困難。疫苗的發展可能為預防環狀病毒感染的方法之一。如

在 CAV 為免疫種雞，避免垂直傳播病毒並且使具高感受性的雛雞有高力價的移行

抗體，避免感染的發生，分為活毒疫苗與不活化疫苗。活毒疫苗包括野外分離株 

(Vielitz & Voss,1994)、馴化株 (Steenhuisen et al., 1994)，及用遺傳工程技術進行定
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位突變之弱毒株 (Noteborn et al., 1998) ，可通過飲水途徑免疫，對種雞在 13～15

周齡進行免疫接種，可有效地防止子代發病，本疫苗不能在產蛋前 3～4 周免疫接

種，以防止通過種蛋傳播病毒；不活化疫苗包括將全病毒進行不活化 (Pages-Mante 

et al., 1997)，及以Baculovirus表現病毒VP1及VP2基因所製作之次單位疫苗 (Koch 

et al., 1995)。 

其他禽類環狀病毒的疫苗，目前只有 PBFDV 有少數之不活化疫苗可供使用，

其他如 PiCV、GoCV、DuCV 尚無開發任何疫苗，因這些環狀病毒目前皆無法以體

外培養系統培養病毒。 

PiCV 之致病性及危害性均屬輕微，鴿子單純感染環狀病毒時不會造成明顯危

害，但如有其他病原混合感染時，則會導致鴿子發病或死亡。防治鳥禽環狀病毒

的措施應包括： 1. 引進無感染環狀病毒之鳥禽：引進新鳥禽時必須注意其健康狀

態，並管制場外鳥禽之移入，切勿購入來路不明之鳥禽，購買鳥禽應慎選防疫措

施良好之鳥場，購入新鳥禽亦需隔離觀察無染病之虞時，方可與場內動物混養； 2. 

已檢驗出呈現陽性之鳥禽需進行隔離飼養：若經實驗室檢驗呈現陽性之鳥禽，建

議將其與健康鳥禽進行隔離飼養，避免病毒繼續散播。目前並無針對環狀病毒的

特殊治療方式，也沒有預防性之疫苗可用； 3. 加強飼養管理，鴿舍平時應確實做

好飼養管理，如保持鴿舍不要接觸外來的鳥禽。另應盡量避免將不同日齡的鳥禽

混雜飼養，且加強統進、统出策略，方可減少疾病傳播機會，另應避免過度擁擠、

過度的訓練等會造成鳥禽緊迫的行為。注意鳥禽營養之供給，飼料中添加適量維

他命及微量元素，以提高鳥禽抵抗力。鳥場平時應確實瞭解其所飼養鳥禽之健康

狀況，如發現有疑似疫情發生時，應檢送病材至獸醫院進行確診，以釐清病因，

以免造成自身損失； 4. 加強自衛防疫措施，如鳥禽舍的環境清潔與消毒、病鳥禽

隔離及各種疾病預防注射，以增加疾病抵抗力，使疾病傷害減至最低。 

 

第六節  環狀病毒之流行病學 

 

    猪環狀病毒感染症之為一重要新猪病，回溯調查發現早於 1969 年比利時、

1970 年英國、 1973 年愛爾蘭、 1985 年加拿大及西班牙的猪隻血清中就存有

PCV2 抗體，且猪年齡層越高則具有高 PCV 抗體力價的猪隻比率亦隨之增加。依



 

20 

 

據  2006 年美國農業部（U.S. Department of Agriculture, USDA）報告，保育猪 

PCVD 之盛行率為 22.3 %、肥育猪 31.1 %，澳洲為目前唯一無 PMWS 的國家。

台灣於 1997 年開始有類似 PCV2 病例報告，2006 年王等利用 PCR 對台灣地區

衰弱仔猪進行病毒之檢測，發現約 70-80 % 受到 PCV2 感染，並且這些衰弱仔猪

亦有猪巨大病毒（PCMV）、PRRS virus、Tescho virus、HC混合感染之現象 (王等，

2006)。 

而張等於 2009 年進行台灣地區水禽環狀病毒盛行率之調查，收集台中、彰

化、雲林、台南、台東等地區之鴨華氏囊檢體 67 件與鵝華氏囊檢體 29 件進行

PCR 檢測，得到 GoCV 或 DuCV 之陽性率分別為 58.6 % 與 58.2 %，此結果與

匈牙利鵝環狀病毒之盛行率相似 (王等，2005)。另許等自 2002-2005 年共收集 

165 隻鸚鵡分屬於 22 個屬進行 PBFDV 陽性率調查，發現其檢測陽性率為 41.2 

%  (許等，2006)。 

    在鴿子的環狀病毒方面，Todd 等於比利時的 5 個賽鴿舍中採樣 17 隻鴿子，經

由 PCR 檢測華氏囊樣本，其中有 16 隻呈陽性，另在北愛爾蘭的 12 個鴿舍中採集

47 個共泄腔拭子進行診斷，其陽性率為 80.9 % (38/47) (Todd et al., 2006)。在 2009

到 2010 年中國東部的 6 個省份共採集了 144 個鴿子的全基因 DNA，其中經 PCR

診斷結果，在不健康的鴿子中其陽性率為 79.8 % (83/104)，而在健康的鴿子其陽性

率為 62.5 % (25/40)，總陽性率為 75 % (Zhang et al., 2011)。另外在匈牙利的鴿子環

狀病毒盛行率調查中可見鴿舍的陽性率為 93.8 % (15/16)，鴿子的陽性率為 56.9 % 

(66/116)，顯示此病毒盛行於匈牙利 (Cságola et al., 2011)。而 Schmidt 等依報告可

得鴿子環狀病毒感染在歐洲中部已高達 90 % 之盛行率 (Schmidt et al., 2008)。 

    2005 年 Duchatel 等人在有感染鴿子環狀病毒的鴿舍中，採集 64 隻正在餵飼 1

到 10 天大乳鴿的成鳥的嗉囊拭子，將嗉囊沖洗液進行 PCR 檢測，但皆無陽性反應，

推論其病毒經由嗉囊乳汁傳染給幼鴿的機率並不高，另外在 44 個 10-15 天大的鴿

子胚胎的組織均質液中經 PCR 檢測有 5 個呈現陽性反應 (Duchatel et al., 2005)。而

Soike 等人在 2 隻鴿子的胚胎中，雖然利用電子顯微鏡沒有觀察到環狀病毒顆粒，

但在胚胎中的華氏囊、脾臟、胸線等利用 PCR 方法有呈現陽性反應，但在尿膜囊

並無陽性反應 (Soike et al., 2001)；另在 2006 年 Duchatel 等人除了在 20 隻健康鴿

子中利用 PCR 診斷出 13 隻呈現陽性之外，也在 22 個胚胎中診斷出有 8 個呈現陽
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性，最常出現在腎臟 (4/8) ，接著是華氏囊 (3/8)、肺 (2/8)、肝 (2/8)、脾 (2/8) 及

腸 (2/8)，而骨髓及卵黃樣本中皆無發現陽性反應，顯示鴿子環狀病毒有可能經由

垂直傳播途徑感染幼鴿，但仍須進一步研究病毒是否可持續存在於生殖組織中或

是精子內，亦或者病毒是否可在胚胎中增殖等 (Duchatel et al., 2006)。 

 

第七節  幼鴿症候群 (Young pigeon disease syndrome；YPDS) 

 

    幼鴿症候群 (Young pigeon disease syndrome, YPDS)又稱為” Young bird 

sickness ” 或 ” Swollen gut syndrome ” ，是一種在年輕賽鴿造成高致病率及高致死

率的複因子疾病，目前其病因仍不明，主要侵襲 2-6 個月的年輕幼鴿。根據種鴿繁

殖場養殖人員觀察到此症候群的現象包括在近二十年內規律的在賽鴿競賽之後開

始發病，也可能在施打完疫苗或是新的管理及飛行訓練後好發，另也包括在天氣

炎熱時比賽或是過度的擁擠都會誘發此病的發生。臨床症狀並沒有特異性，包括：

嗉囊排空速度變慢或是充滿液體、反胃、嘔吐、下痢、體重下降、食慾不振、沉

鬱、羽毛雜亂、運動表現不佳或甚至死亡，發病率及死亡率約 20%。在解剖病變

中許多病例皆可見嗉囊、前胃及消化器官內充滿綠色液體，早期在實驗室主要分

離到的以腺病毒與大腸桿菌為主，稱為 “Adeno coli syndrome＂，但在之後的研

究中顯示最常分離到的為環狀病毒，而在組織病理切片下可見華氏囊的巨噬細胞

及其他器官內如肝臟內可見鹼性多球狀細胞核內及細胞質內包涵體 (Raue et al., 

2005；Scullion et al., 2007)。 

    YPDS 被認為是一個複因子疾病，而 PiCV 可能是此病的一個重要因素，因環

狀病毒主要侵襲淋巴器官導致免疫抑制現象，進而造成其他細胞及黴菌等的繼發

性感染。Schmidt 等人在控制條件下對鴿子進行實驗感染 PiCV 的模式，並從中探

討 PiCV 在 YPDS 所扮演的角色，結果顯示雖然在感染組之鴿子有成功感染環狀病

毒，但因缺乏讓實驗動物暴露於有壓力的環境，使之無法成功變成 YPDS，這也顯

示 YPDS 並非只單靠 PiCV 感染就能誘發此病，故 YPDS 為一複因子之疾病，而

PiCV 只是其中一個因子，還需其他感染因子，尤其是大腸桿菌扮演重要之角色 

(Schmidt et al., 2008)。另外 Duchatel 等人亦探究施打商用疫苗是否會誘發 YPDS

的臨床症狀，使之更加嚴重，結果顯示疫苗並未影響 YPDS 感染的病程也沒有引
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起 YPDS 的症狀，可能解釋因鴿子都養在室內，在舒適的環境中很少有二次性感

染的風險，因此還是要在有壓力的狀態才能誘發 YPDS 的發生 (Duchatel et al., 

2010)。而 YPDS 的臨床症狀及死亡率主要端視鴿子是否有繼發性感染。 
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第三章 材料與方法 

 

第一節   試驗材料 

 

1.1  鴿子糞便樣本 

 

    本研究之樣本來源係由台北市及台中市凡賽爾賽鴿寵物鳥醫院之醫師及以北

部及中部地區為主之鴿友協助採集之家鴿共泄腔樣本。採樣數之推估係參考歐洲

及其他國家之盛行率調查結果，假設台灣地區鴿子環狀病毒之鴿舍預期盛行率為

85% ( 95% confidence, α=0.05, e=0.1)，有效樣本應採集 49 個以上之鴿舍，依照地

理分布之鴿舍比例計算北部及中部各縣市之鴿舍進行樣本採集，對各年齡層正常

或有異狀之種鴿或賽鴿進行逢機採樣。每個鴿舍採樣場數依鴿舍鴿子數目每 50 隻

採集 10 個共泄腔拭子樣本，若該鴿舍之鴿子總數少於 50 隻，則仍採集 10 個共泄

腔拭子樣本。 

    自 2010-2011 年共計 2 年，依照地理分布各縣市之採樣鴿舍包括北部分為台北

市及新北市 17 場、基隆市 3 場、桃園縣市 3 場、新竹縣市 6 場，中部分為苗栗縣

5 場、台中市 10 場、彰化縣 4 場、雲林縣 7 場及南投縣 1 場，共計 56 個鴿舍。 

    而依照地理分布各縣市之採樣家鴿數目分別為台北市及新北市賽鴿 171 隻、

種鴿 22 隻；基隆市賽鴿 20 隻、種鴿 10 隻；桃園縣市賽鴿 30 隻、種鴿 10 隻；新

竹縣市賽鴿 75 隻、種鴿 15 隻；苗栗縣賽鴿 90 隻；台中市賽鴿 145 隻；彰化縣賽

鴿 55 隻；南投縣賽鴿 20 隻及雲林縣賽鴿 130 隻，共計北部賽鴿 296 隻、種鴿 57

隻及中部賽鴿 440 隻，總共檢測 793 個家鴿共泄腔拭子樣本。 

    另由臺灣大學人畜共通傳染病研究中心提供 2009 及 2010 年所蒐集之台北市

各地區之野鴿糞便樣本 288 件，及潘銘正教授提供之野鴿糞便樣本 103 件進行檢



 

24 

 

驗，共計 391 個野鴿糞便樣材。 

 

1.2  鴿子病材 

 

    自台北市動物保護處提供具神經症狀野鴿 4 隻，採集共泄腔拭子、喉頭拭子

及血液並進行剖檢，採集腦、氣管、心臟、肺臟、嗉囊、沙囊、腸道、肝臟及腎

臟等組織樣本作為檢體。因此 4 隻野鴿皆為成鳥，華氏囊已萎縮消失，故無法採

集此臟器。 

 

1.3 寵物鳥店之鳥類糞便樣本 

 

    由臺灣大學人畜共通傳染病研究中心提供 2010 及 2011 年間自全台各地寵物

鳥店所採集到之鳥類糞便拭子檢體，採樣的寵物鳥店數包括台北市及新北市 7 場，

宜蘭縣市 4 場，台中市 4 場，高雄市 1 場，屏東縣 2 場，共計 18 場。 

    檢體來源鳥類種類及隻數分別為為鸚形目 (order Psittaciformes) 之虎皮鸚鵡

(Melopsittacus undulatus) 10 隻及桃面愛情鳥 (Agapornis roseicollis) 6 隻、鴿形目

(order Columbiformes) 之紅鳩 (Streptopelia tranquebarica) 46 隻，而在燕雀目 

(order Passeriformes) 鳥類部分共有 4 種鳥種，分別為綠繡眼 (Zosterops japonicus) 

111 隻、斑文鳥 (Lonchura punctulata) 34 隻、白頭翁 (Pycnonotus sinensis) 83 隻及

麻雀 (Passer montanus) 20 隻，總檢測隻數為 310 隻。 

 

1.4 燕雀目鳥類病材 

 

   自台北市三興鳥店購買已為成鳥、外觀正常之綠繡眼，共計 2 隻，採集共泄腔

拭子經 PCR 檢測皆呈陽性反應，並進行後續解剖採集腦、氣管、心臟、肺臟、嗉
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囊、腸道、脾臟、肝臟及腎臟等臟器、進行各臟器之 PCR 檢測及組織切片之原位

雜交反應等。因此 2 隻綠繡眼已為成鳥，華氏囊已萎縮消失，故無法採集此臟器。 

 

1.5  糞便樣本之保存 

 

    將鴿子及燕雀目鳥類之共泄腔或糞便樣本以棉棒拭子採集後，插入 2 mL 含 

gelatin 運輸培養液試管內，快速扭轉棉棒以便盡量除去棉頭的液體，然後將拭子

丟棄，並放置於 4 ℃ 冰箱保存檢體。Gelatin 運輸液之製備係參照行政院農業委

員會動植物防疫檢疫局「高病原性家禽流行性感冒檢驗方法」之規定，即將磷酸

緩衝液(PBS) 1L 當成基礎液，再與 gelatin 5 g 混合，高溫高壓滅菌後，待回溫到室

溫後加入抗生素 penicillin（1 x 107 U /L）、streptomycin（200 mg/L）、gentamicin

（250 mg/L）、polymyxin B ( 2 x 106 IU/L)，具有保護病毒及抑制細菌之功效，製

備完成後於 4 ℃ 冰箱保存。 

 

1.6  組織病材均質液之製作及保存 

 

    將採取之組織病材約 300-500 mg 在無菌操作台中以滅菌剪刀剪碎，之後放入

無核酸酶陶珠 (ceramic spheres bead) (Roche, Germany)之反應管中，並加入 1 mL 

TPB (Tryptose Phosphate Broth) (BD, France)，再放入陶珠型組織均質機 (MagNA 

Lyser System) (Roche, Germany)中，將檢體快速磨碎後，以 4℃ 7000 xg 離心 5 分

鐘，收集上清液存於-20℃冰箱保存。 
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第二節   病毒核酸之萃取 

 

    使用 DNAzol Reagent (Invitrogen, USA)進行 DNA 之萃取。其步驟如下: 先將

含鴿子或寵物鳥店之鳥類糞便拭子、血液及組織病材均質液等樣本混合均勻，抽

取 100 μL 上清液加入 1 mL DNAzol 溶液，於 1.5 mL 微量試管混合均勻後，在室

溫中靜置 5-10 分鐘後以 4℃下 10,000 xg 離心 10 分鐘，將離心後上層含病毒 DNA

之透明水層移至新的微量離心管，加入 100% 酒精 500 μL，將微量離心管上下反

轉混合均勻後於室溫下靜置 3 分鐘，以 4℃下 10,000 xg 離心 15 分鐘，將上清液倒

掉並加入 1 mL 75% 酒精沖洗，於 4℃下 10,000 xg 離心 2 分鐘，離心完畢後去除

離心管內液體，重覆 2 次沖洗步驟後，利用 10 μL tip 將微量離心管中殘留液體小

心吸乾並置於無菌操作臺內風乾，待乾燥完成後加入無菌二次蒸餾水 50 μL 以溶解

DNA，並保存於-20℃冰箱儲存備用，以作為後續 PCR 反應之模板 (template)。 

 

第三節   聚合酶連鎖反應 

 

3.1 引子 (primer) 之選用 

 

    鴿子環狀病毒之檢測，共使用了兩組引子， 

1. 第一組 PCR 方法參考 Hattermann 等(2002)之方法，其引子對序列如下: 

Cytochrome B 引子對係用以偵測 Pigeon genome，預期產物長度為 359 bp。 

2. 第二組 PCR 方法參考 Todd 等(2006)之方法，其引子對序列如下: 

Primer Sequence 

cytB-s 5’-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’ 

cytB-as 5’-GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’ 
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PiCV-V1 引子 1、2 係用以偵測病毒的 rep gene，預期產物長度為 331 bp。 

 

鴿子環狀病毒 ORF C1 片段之增幅，參考 NCBI Primer-BLAST 之設計，其引

子對序列如下: 

PiCV-C1 引子 1、2 係用以偵測病毒的 capsid gene，預期產物長度為約 1148 bp。 

 

    寵物鳥店之鳥類環狀病毒之檢測：共使用了二組引子 

1. Nested PCR 方法參考 Halami 等(2008)之方法，其引子對序列如下: 

Cv 引子及 Cn 引子 1、2 係 Nested broad-spectrum PCR，用以偵測不同種類環狀病

毒的 rep gene，預期產物長度為 350 bp。 

 

 

Primer Sequence 

PiCV-V1-f 5’-GCATAAGGTGCCCGTGAAAGG-3’ 

PiCV-V1-r 5’-ATTCGCGGTCGCTCCGCT-3’ 

Primer Sequence 

PiCV-C1-f 5’- TGACCGACCGGTACCCGCAT-3’ 

PiCV-C1-r 5’- CATTCGCCGACGCCGGATCA-3’ 

Primer Sequence 

Cv-s 5’-AGAGGTGGGTCTTCACNHTBAAYAA-3’ 

Cv-as 5’-AAGGCAGCCACCCRTARAARTCRTC-3’ 

Primer Sequence 

Cn-s 5’-AGCAAGGAACCCCTCAYYTBCARGG-3’ 

Cn-as 5’-ACGATGACTTCNGTCTTSMARTCACG-3’ 
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3.2 聚合酶連鎖反應 (PCR) 

 

    本試驗之 PCR 總反應量為 20 μL ，包括前述之 DNA template 2 μL ，Taq DNA 

Polymerase Mix RED (Ampliqon, Denmark) 10 μL，10 mM/μL 正向反向引子溶液各

1 μL，以及無菌二次蒸餾水 6 μL。將反應液混合均勻後，置入 0.2 mL 微量離心管

中，於 PCR 反應溫控儀 Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, CA )

中進行反應，反應溫控程式如下: 

鴿子環狀病毒之引子 Cyt B-s、Cyt B-as: 

PCR 之反應條件:  94 ℃，5 分鐘，使聚合酶活化；接著以 94 ℃、55 ℃、72 ℃

各 30 秒，進行 40 個循環，以 72 ℃、5 分鐘結束反應；最後 4 ℃至使用。 

鴿子環狀病毒之引子 PiCV-V1-f、PiCV-V1-r: 

PCR 之反應條件:  94 ℃，2 分鐘，使聚合酶活化；接著以 94 ℃、45 秒， 62.5 ℃、

1 分鐘，72 ℃、1 分鐘進行 45 個循環；以 72 ℃、7 分鐘結束反應；最後 4 ℃至使

用。 

鴿子環狀病毒之引子 PiCV-C1-f、PiCV-C1-r: 

PCR 之反應條件:  95 ℃，5 分鐘，使聚合酶活化；接著以 94 ℃、1 分鐘， 66 ℃、

1 分鐘，72 ℃、1 分 30 秒進行 40 個循環；以 72 ℃、5 分鐘結束反應；最後 4 ℃

至使用。 

 

3.3 巢式聚合酶連鎖反應 (Nested broad-spectrum PCR) 

 

本試驗方法同 3.2 所述，在第一對引子使用 PCR 反應溫控儀反應後，再將其

產物當作第二次巢式聚合鏈連鎖反應之 DNA 模板進行反應。 

燕雀目鳥類環狀病毒之引子 Cv-s、Cv-as: 

PCR 之反應條件: 95 ℃，5 分鐘，使聚合酶活化；接著以 94 ℃、30 秒，46 ℃、1
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分鐘，72 ℃、1 分鐘進行 45 個循環；以 72 ℃、5 分鐘結束反應；最後 4 ℃至使

用。 

燕雀目鳥類環狀病毒之引子 Cn-s、Cn-as: 

PCR 之反應條件: 95 ℃，5 分鐘，使聚合酶活化；接著以 94 ℃、30 秒，56 ℃、1

分鐘，72 ℃、1 分鐘進行 45 個循環；以 72 ℃、5 分鐘結束反應；最後 4 ℃至使

用。 

     

3.4 瓊脂醣凝膠電泳 (Agarose gel electrophoresis) 

 

    取 1.5~2 g Agarose gel 粉末 (Promega, Madison, WI, USA) 加入 1 x TAE buffer 

(40mM Tris-acetate, 1mM EDTA) (Amresco, Solon, OH) 100 ml，放入微波爐中加熱

至完全溶解，使製成 1.5-2.0 %的瓊脂醣凝膠，等待冷卻置約 60 ℃ 左右後即進行

鑄膠。膠體凝固後置入迷你電泳槽，在 1 x TAE buffer 中，將增幅之 PCR 產物用 5 

μl 微量吸管加入 1.5% 瓊脂醣凝膠頂端小孔中，同時加入 100 bp 或 1 kbp DNA 

ladder Marker (Promega, Madison, WI, USA) 5 μl 進行電泳分析比對。以 100 伏特電

泳約 30 分鐘，然後將膠體放入 0.5 μg/mL SYBR Green 溶液中，在室溫下避光染

色 15 分鐘，而後放入水中退染 10 分鐘。取出膠體在照膠系統 254 nm 波長之紫外

光下觀察產物大小，照相並記錄，最後將影像存成 JEPG 影像檔。 

 

第四節 多引子滾環式增幅法 (Multiply primed rolling-circle 

amplification，RCA) 

 

4.1  鴿子環狀病毒之 Multiply primed RCA 
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    利用上述以 PiCV 之引子進行 PCR 反應呈現陽性之鴿子檢體，抽取 1 μL DNA

進行增幅之。利用 TempliPhi 100 amplification kit (Amersham Biosciences, UK )，放

入 0.6 mL 之微量試管中，加入內含 exonuclease-protected random hexamers 之 

TempliPhi sample buffer 5 μL，先放在 95 ℃ 乾浴槽中加熱 3 分鐘使之變性，然後

迅速放在冰上降至室溫。準備 premix 包括 TempliPhi reaction buffer (內含鹽類及

dNTPs) 5 μL 及 TempliPhi enzyme mix (內含ψ29 DNA 聚合酶及含 50 %甘油之

exonuclease-protected random hexamers) 0.2 μL 置於冰上混合均勻，之後抽 5 μL 

premix 加入已冷卻之樣本。此反應需放置於培養箱中 30 ℃ 作用 16 小時，將反應

混合物放置冰上，接著再以 65 ℃ 加熱 10 分鐘以去活化ψ29 DNA 聚合酶反應，

即可保存於-20 ℃ 冰箱儲存備用。 

 

4.2 鴿子環狀病毒之限制酶分析 

 

    經由多引子滾環式增幅法增幅之 PiCV 產物取 2 μL，加入限制內切酶 NotⅠ 10 

U 以消化此增幅之 DNA 產物。限制內切酶 NotⅠ為 PiCV 全段基因體的單一切位，

因此應會形成許多雙股、線性複製的 PiCV 全基因體 DNA。以 1.5 % Agarose 膠體

進行電泳分析，預期片段產物約為 2 kbp。 

     

第五節  RCA 增幅之 DNA 產物之分子選殖及純化 

 

5.1  鴿子環狀病毒之 DNA 產物純化 

 

    取鴿子環狀病毒經 RCA 增幅之產物 10 μL，經限制內切酶 100 U 消化整夜後，

用 1.5 % Agarose 膠體進行電泳分析，確定產物大小位置約為 2 kbp 後，以刀片將
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膠體的目標產物位置處切下，以 Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, 

Taipei, Taiwan) 純化套組進行純化。秤取約 300 mg 含 RCA 增幅產物之膠體，放

入 1.5 mL 微量離心管中並加入 500 μL DF buffer，置於乾浴槽中以 60 ℃ 10-15 分

鐘待膠體融化，接著取一個 DF Column 置於收集離心小管上，再抽取 800 mg 溶化

的液體加入離心管柱，以 14,000 xg 離心 1 分鐘，將除了產物外的液體及離心質離

至下收集管中，並加入 400 μL W1 buffer 於離心管柱中，以 14,000 xg 離心 1 分鐘，

將剩餘雜質去除，加入 600 μL Wash buffer 停留 1 分鐘後，再以 14,000 xg 離心 1

分鐘，將溶劑中所含酒精去除，並再重複一次，以求純化完全，最後加入 50 μL 的

無菌二次蒸餾水，放置 2 分鐘後，以 14,000 xg 離心 2 分鐘，並以乾淨的微量離心

管承接離心下之純化 DNA，置於 -20 ℃ 保存，以作為後續選殖之用。 

 

5.2  DNA 接合作用 (Ligation) 

 

    將上述純化之 DNA 產物進行選殖。先取純化之 DNA 產物 5μL，加入 1μL Taq 

DNA Polymerase 10x reaction buffer (內含 MgCl2) (Viogene, USA )、2 mM dATP 及

5 units Taq DNA Polymerase，在乾浴槽中以 70 ℃ 作用 30 分鐘，使 DNA 產物之

片段後面接上 A 序列。 

    接著使用 pGEM® -T Easy Vector kits (Promega, Wisconsin, USA) 進行選殖工

作。將 DNA 產物利用離心使其集中於管底。加入 2x T4 ligation buffer 5 μL，pGEM® 

-T Easy Vector (50 ng) 1 μL， DNA 產物 2 μL ，最後加入 T4 DNA ligase ( 3 Weiss 

units/μL) 1 μL 於微量離心管中並加入無菌二次蒸餾水使其反應體積成為 10 μL，

混合均勻後靜置於 4 ℃ 作用 16 小時。 

 

5.3  重組質體之轉型作用 (Transformation) 
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    將冷凍的 HITTM-JM109 勝任細胞 (competent cell) (Real Biotech Corporation, 

Taiwan) 取出放在冰浴上解凍，加入 5 μL 之接合反應產物至勝任細胞中，以手指

彈打以幫助混合均勻，之後放置冰上 20 分鐘，此時 DNA 會因勝任細胞上鈣離子

所帶的正電而被吸引至勝任細胞外圍，故此時不可隨意移動反應小管。待 20 分鐘

後取出冰浴中的反應小管並將之置於 42 ℃ 乾浴槽 45~60 秒鐘，進行 Heat-shock，

再迅速放回冰上 2 分鐘，此時勝任細胞因熱刺激而於其細胞外壁產生小孔而使原

本附於勝任細胞外之 DNA 被吸入細胞內，完成轉殖。完成轉殖後的細胞仍然相當

脆弱，故加入室溫之 LB broth 800 μL，並在轉速 250 rpm 震盪、37 ℃培養箱培養

1.5 小時，之後用 4 ℃下 8,000 xg 離心 10 分鐘，抽掉部分上清液後，用剩下的 LB 

broth 將 pellet 打散備用。先在 LB 平板培養基上塗抹一層 Ampicillin 50 μg/mL 20 

μL、一層 50 mg/mL X-gal 40 μL 及一層 100 mM IPTG 40 μL 以方便利用藍白篩的

方式判斷轉型作用的結果是否成功。之後加入 50 μL菌液，將固體培養基移至 37 ℃ 

恆溫箱中培養 16 個小時，挑出白色單一具 Ampicillin 抗性之菌落，轉菌至 LB 平

板培養基 (Ampicillin 50 μg/mL) 作大量培養。 

 

5.4  質體 DNA 之抽取 

 

在上述之 LB 培養基上，挑選單一菌落培養於 3ml 含有 50 μg/mL Ampicillin

的 LB 液體培養基，置於 37 ℃ 培養箱中震盪培養 16-18 小時。取 1.5 mL 菌液

放入微量離心管中，14,000 xg 離心 1 分鐘，倒去上清液，留下約 100 μL上清液

與 pellet，振盪混勻，利用High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taipei, Taiwan) 純

化套組進行純化。加入 200 μL PD1 Buffer 振盪混勻，加入 200 μL PD2 Buffer，

輕輕搖動後靜置於室溫 2 分鐘，此時細胞壁破裂後使溶液澄清，再加入 300 μL 

PD3 Buffer，以手搖晃 10 次後立即產生沈澱物，以 4 ℃14,000 xg 離心 3 分鐘，

接著取一個  PD Column 置於收集離心小管上，將離心後之上清液加入  PD 
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Column中，以 4 ℃14,000 xg 離心 30 秒，將除了產物外的液體及離心質離至下

收集管中並倒掉，再加入 400 μL W1 Buffer，於 4 ℃以 14,000 xg 離心 30 秒，

倒掉廢液後再加入 600 μL Wash Buffer，以 4 ℃14,000 xg 離心 30 秒，倒掉廢液

再以 4 ℃14,000 xg 離心 3 分鐘，將溶劑中所含酒精去除，並再重複一次，以求

純化完全，最後加入 50 μL 的無菌二次蒸餾水，放置 2 分鐘後，以 14,000 xg 離

心 2 分鐘，並以乾淨的微量離心管承接離心下之純化之質體，置於 -20  ℃ 保存。 

 

5.5 質體 DNA 之限制酶切割確認 

 

    將所抽出來之質體，以0.8% Agarose gel 電泳分析，為確定選殖成功，以EcoRI

限制酵素進行酵素切割，以確認是否含有insert DNA之菌落。因為EcoRI 限制酵素

在 pGEM® -T Easy Vector上有兩處切位 (Figure 4)，因此若含有insert DNA之質體

可以 EcoRI切出二個基因片段，一段為PiCV DNA之質體，另一段為載體片段大

小。確定載入大小正確後，將選殖出之質體進行定序，若不含有insert DNA則不會

見有此DNA片段，僅能見到載體片段。取一1.5 mL之微量離心管，依序加入；無

菌二次蒸餾水16 μL、10x buffer 2 μL、質體DNA 1 μL、EcoRI 10 U，於37℃乾浴槽

中作用 1 小時，再以1.2%之瓊脂醣凝膠進行電泳分析。 

 

第六節  核酸序列定序與分析比較及演化分析 

 

6.1 核酸序列之定序 

 

    委託基龍米克斯生物科技股份有限公司進行 PCR 產物的核酸雙向定序，其方

法簡言之為將以 PCR 產物純化後混合 Perkin Elmer 公司之 ABI PRISMTM Cycle 
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Sequencing Kit (其在 ddATP、ddTTP、ddCTP 及 ddGTP 上分別標示四種不同顏色

之螢光染劑 Dye)，並加入一股 PCR 特異性的引子進行核酸定序反應。得到反應之

產物後加入定序用 6% Polyacrylamide sequencing gel 進行電泳，由於不同的 Dye 其

吸光波長不同，會有不同訊號產生，因而可解讀出 DNA 序列。定序的結果中黑色

代表 Guanine，綠色代表 Adenosine，紅色代表 Thymidine，藍色代表 Cytidine。 

 

6.2 病毒核酸序列之分析 

 

    核酸序列經 EditSeqTM程式雙向判讀、相互比對及錯誤修正後，以商用軟體 

Lasergene package ( DNASTAR Inc, Madison, WI)中的MegAlign program之Clustal 

multiple alignment 方式排列序列，以Sequence distances 計算序列相似及相異百分

比，並利用MEGA version 5.0，以 Neighbor-joining 方法計算1000個重複後得到各

節點之bootstrap值，建構親緣樹狀圖 (Phylogenetic tree)。並與NCBI GenBank上的

代表株進行親緣性比對分析。比對參考的序列 Accession number 如 Table 1,2。 

 

第七節 原位雜交法 (In situ hybridization；ISH) 

 

7.1 探針之製備 

 

    挑選之前檢測為陽性之 DNA 樣本，利用 PCR DIG probe synthesis kit 

(Roche ,Germany) 套組進行 DNA 核酸探針的製備。本反應總體積為 25 μL，加入

10X PCR DIG labeling mix (內含 100 μM dNTP)、10X PCR buffer (內含 MgCl2 及

Enzyme mix) 各別取代原來 PCR 反應的 buffer、dNTP 及 Enzyme，再加入原來設

計的 V1/Cn primer 0.1 μM 及 Taq DNA polymerase 0.25 U 混合均勻，之後利用 3-2 
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所述進行 PCR 反應，使合成完之探針在核甘酸 U 標示有 DIG。反應完成後取 5 μL 

PCR 反應產物進行電泳分析，其標定產物因含有 DIG 故應大於未標定者。 

 

7.2 原位雜交之操作方法 

 

    取以 Silane coating (Micro slides Mute-Glass) 處理過之組織切片，浸泡於

Xylene (Merck, Germany) 10 分鐘，之後再另一缸 Xylene 脫蠟 10 分鐘。回水 

(Rehydration) 則是依序於 100% 酒精、90% 酒精、70% 酒精、50% 酒精、30%

酒精中各浸泡 1 分鐘。水化後再以 PBS (0.14M NaCl, 0.0027M KCl, 0.0015M 

KH2PO4, 0.008M Na2HPO4, pH 7.2) 浸泡，將玻片上多餘的 PBS 去除後，以

Proteinase K (200 μg/mL) (Roche,Germany)覆蓋組織並蓋上蓋玻片作用 20-30 分

鐘，之後以 PBS 浸泡。於玻片上覆蓋 Pre-hybridization buffer (50 % formamide, 0.9 M 

NaCl, 0.02 M tris HCl 及 0.01 % SDS，調至 pH 7.2)並蓋上蓋玻片，加熱至 95 ℃  3-5

分鐘後置於冰上 3-5 分鐘。雜交前探針以 hybridization buffer (50 % formamide, 0.9M 

NaCl, 0.02 M tris HCl, 0.01% SDS, pH 7.2) 稀釋成 5ng/μL，於 100 ℃ 加熱 3-5 分

鐘，之後迅速移至冰中 3-5 分鐘。將 Pre-hybridization buffer 去除後，每一玻片覆

蓋 200 μL 含探針之 hybridization buffer 並蓋上蓋玻片，於 47 ℃ 進行反應，作用

8-10 小時。作用完後玻片依序以 4x SSC (1x SSC 包含 50 mM NaCl, 15 mM sodium 

citrate, pH 7.0)、2x SSC、1x SSC、0.5x SSC、0.01x SSC 浸潤清洗各 15 分鐘，之後

浸潤於 TBS (0.1M tris HCl, 0.4 M NaCl, pH 7.5)，再以 blocking solution (100 mM 

Maleic acid, 150 mM NaCl, pH 7.5) (Roche,Germany) 覆蓋玻片 30 分鐘。以 TBS 清

洗後，將 100 μL 經 TBS 稀釋 200 倍的  Anti-Digoxigenin-AP Fab fragment 

(Roche,Germany) 覆蓋玻片後，蓋上蓋玻片作用 1 小時。作用完後以 TBS 清洗，

再加入經由Buffer Ⅱ(0.1 M tris HCl, 0.1 M NaCl, 0.05 M MgCl2, pH 9.5) 稀釋50 倍

之 NBT/BCIP (Roche,Germany) 呈色劑呈色，直至組織邊緣呈現紫色即可終止反
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應，約需 5-10 分鐘。呈色後以 75% 酒精當溶劑，配製成 1% Methyl green (Sigma, 

U.S.A) 溶液當作 counter stain，作用時間約 15 分鐘。最後以無菌二次蒸餾水清洗，

完成後待乾以阿拉伯膠進行封片，最後於光學顯微鏡下觀察。
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第四章   結果 

 

第一節 聚合酶鏈鎖反應檢測結果 

 

1.1 鴿子環狀病毒之陽性率 

 

    將鴿子的共泄腔拭子萃取 DNA 後，以 2 組 PiCV 引子對進行 PCR 檢測，第一

組為以引子 Cyt-B 增幅出 Pigeon genome，所得產物長度為約 359 bp (Figure 5)，第

二組引子 PiCV-V1 用以增幅出病毒的 ORF V1，所得產物則約 331 bp (Figure 6)，

並計算其所能偵測到的最低核酸濃度為 5.7 x 10-6 ng/μL。 

自 2010-2011 年共計 2 年，依照地理分布之鴿舍採樣鴿舍共計 56 個鴿舍。經

PCR 檢測可得共計 53 個鴿舍有陽性鴿子，陽性率為 94.6 % (53/56)。 

北部採樣之賽鴿及陽性隻數分為台北市及新北市 171 隻呈陽性有 106 隻、基

隆市 20 隻呈陽性有 11 隻、桃園縣 30 隻呈陽性有 25 隻、新竹縣 75 隻呈陽性有 44

隻，共計 296 隻呈陽性為 186 隻，陽性率為 62.8 % (186/296)；中部採樣之賽鴿及

陽性隻數分為苗栗縣 90 隻呈陽性有 75 隻、台中市 145 隻呈陽性有 100 隻、彰化

縣 55 隻呈陽性有 48 隻、南投縣 20 隻呈陽性有 6 隻、雲林縣 130 隻呈陽性有 89

隻，共計 440 隻呈陽性為 318 隻，陽性率為 72.3 % (318/440)。以上合計共有 736

個賽鴿檢驗樣本，總陽性率為 68.5 % (504/736)。各地區鴿舍之採樣隻數、鴿種及

陽性率情形請見 Table 3。 

依各地區賽鴿之陽性率可見彰化縣 87.3 % (48/55)、桃園縣 83.3 % (25/30)、苗

栗縣 83.3 % (75/90)之陽性率最高，其次是台中市 69.0 % (100/145)、雲林縣 68.5 % 

(89/130)、台北市及新北市 62.0 % (106/171)、新竹縣 58.7 % (44/75)、基隆市 55.0 % 

(11/20)，而南投縣 30.0 % (6/20)的陽性率最低，顯示陽性率最高的幾個縣市，其賽
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鴿飼養隻數或密度並非全台最高，可能與其鴿舍飼養管理方式有關。 

    另北部檢測種鴿及陽性隻數分別為台北市及新北市 22 隻呈陽性有 15 隻、基

隆市 10 隻呈陽性有 5 隻、桃園縣 10 隻呈陽性有 2 隻、新竹縣 15 隻呈陽性有 0 隻，

共計 57 隻呈陽性為 22 隻，陽性率為 38.6 % (22/57)。其中以台北市及新北市 68.2 % 

(15/22)陽性率最高，其次為基隆市 50 % (5/10)、桃園縣 20 % (2/10)，而新竹縣則

無偵測到陽性樣本(0/15)。其中台北市及新北市有 2 場、桃園縣與新竹縣各 1 場為

種鴿及賽鴿皆有飼養之鴿舍，檢測結果台北市及新北市賽鴿陽性率為 73.3 % 

(22/30)、種鴿陽性率為 68.2 % (15/22)；桃園縣賽鴿陽性率為 90 % (9/10)、種鴿陽

性率為 20 % (2/10)；新竹縣賽鴿陽性率為 80 % (8/10)、種鴿陽性率為 0 (0/15)，可

見賽鴿的陽性率還是較種鴿為高，可能與其需長時間進行飛行訓練等緊迫因子有

關，也可能因種鴿年齡較大，病毒之檢測方法可能受限等因素。 

    在北部地區的賽鴿中有臨床症狀包括食慾不振、體重下降、下痢、飛行表現

不佳等共計 25 隻，而 PiCV 陽性率為 80.0 % (20/25)，陰性率為 20.0 % (5/25)；沒

有臨床症狀的鴿子共 271 隻，而 PiCV 陽性率為 61.3 % (166/271)，陰性率為 38.8 % 

(105/271)，由卡方分析推知臨床症狀與陽性率有關，呈顯著差異( p value < 0.05)。

在中部地區的賽鴿中有臨床症狀共計 83 隻，而 PiCV 陽性率為 85.5 % (71/83)，陰

性率為 14.5 % (12/83)；沒有臨床症狀的鴿子共 357 隻，而 PiCV 陽性率為 69.2 % 

(247/357)，陰性率為 30.8 % (110/357)，由卡方分析推知臨床症狀與陽性率有關，

呈顯著差異( p value < 0.05)。整體來說，北部及中部的賽鴿中有臨床症狀而呈陽性

者為 84.3 % (91/108)，有臨床症狀而呈陰性者為 15.7 % (17/108)；沒有臨床症狀而

呈陽性者為 65.8 % (413/628)，沒有臨床症狀而呈陰性者為 34.2 % (215/628)。由

此結果經卡方分析可知臨床症狀和 PiCV 陽性率有關，呈極顯著差異( p value < 0.01) 

(Table 4 )。 

    在野鴿方面自 2009 年到 2010 年共計 2 年之環狀病毒的調查結果其陽性率為

31 % (121/391) (Table 5 )。台灣各地區的野鴿環狀病毒盛行率差異不大，且相較於
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家鴿之盛行率為低，推測可能因野鴿不似家鴿密集大量飼養，且需強迫接受許多

長短途飛行訓練等緊迫因子。然野鴿在自然界中生存需自行覓食，有時也會到鴿

舍附近搶食，或是與飛行訓練之家鴿接觸而有感染環狀病毒之可能。 

 

1.2 寵物鳥店鳥類環狀病毒之陽性率 

 

     寵物鳥店鳥類之糞便拭子萃取 DNA 後，以 Cv 引子及 Cn 引子進行 Nested 

broad-spectrum PCR，用以偵測不同種類鳥類之環狀病毒的 ORF V1，增幅所得之

產物長度約為 350 bp (Figure 7)。 

    自 2010-2011 年共計 2 年，採樣的寵物鳥店數共計 18 場。經 Nested 

broad-spectrum PCR 檢測可得共計 16 場有呈現環狀病毒陽性之鳥類，寵物鳥店之

陽性率 88.9 % (16/18)。 

    本次研究總檢測隻數為 310 隻，依其送檢鳥種隻數、環狀病毒陽性隻數及陽

性率分別為為鸚形目 (order Psittaciformes) 之虎皮鸚鵡 (Melopsittacus undulatus) 

10 隻呈陽性為 6 隻，陽性率為 60 %；桃面愛情鳥 (Agapornis roseicollis) 6 隻呈陽

性為 2 隻，陽性率為 33.3 %；鴿形目 (order Columbiformes) 之紅鳩 (Streptopelia 

tranquebarica) 46 隻呈陽性為 20 隻，陽性率為 43.5 %；而在燕雀目 (order 

Passeriformes) 鳥類部分共有四種鳥種，分別為綠繡眼 (Zosterops japonicus)、斑文

鳥 (Lonchura punctulata)、白頭翁 (Pycnonotus sinensis)及麻雀(Passer montanus)。

其中綠繡眼共檢測 111 隻呈陽性為 102 隻，陽性率為 91.9 %；斑文鳥 34 隻呈陽性

為 18 隻，陽性率為 52.9 %；白頭翁 83 隻呈陽性為 17 隻，陽性率為 20.5 %；麻雀

20 隻呈陽性為 4 隻，陽性率為 20 %。總陽性隻數為 169 隻，總陽性率為 54.5 % 

(169/310) (Table 6)。 

    依送檢鳥種之環狀病毒陽性率配合地理位置之結果為鸚形目 (order 

Psittaciformes)：高雄市 50 % (8/16)；鴿形目之紅鳩：台北市及新北市 45 % (9/20)、
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台中市 42.3 % (11/26)；燕雀目鳥類之綠繡眼：台北市及新北市 94 % (94/100)、高

雄市 77.8 % (7/9)、屏東縣 50 % (1/2) ；斑文鳥：台北市及新北市 53.3 % (8/15)、

宜蘭縣 47.1 % (8/17)、屏東縣 100 % (2/2)；白頭翁：台北市及新北市 23.3 % 

(7/30)、宜蘭縣 20.8 % (5/24)、台中市 17.2 % (5/29) ；麻雀：台北市及新北市 10 % 

(1/10)、台中市 30 % (3/10)。由此可見台灣地區綠繡眼之環狀病毒陽性率較高。 

   

第二節 環狀病毒之基因分析 

 

2.1 核酸序列及胺基酸序列之相似度 

 

2.1.1 鴿子環狀病毒 ORF V1 基因 

      

     本研究將經由 2 組 PiCV 引子對 (Cyt-B 與 PiCV-V1)進行 PCR 檢測為陽性

之 DNA 樣本：野鴿共 7 株，以及依地理位置分布挑選出北部 9 株及中部 8 株共 17

株，利用 PiCV-V1 引子對增幅出之核酸序列，其 PiCV ORF V1 核酸序列片段與

GenBank 之不同國家的 PiCV 分離株共 14 株，以 DNASTAR 軟體中 MegAlign 

program 之 Clustal W 的方法比對，計算各核酸序列之相似性 (identity)與相異性 

(divergence)百分比。 

    由序列比對結果發現，本研究中此 7 株野鴿分離之 ORF V1 核酸序列片段其相

似性百分比為 95.8-100 %，由台灣北部及中部分離之 17 株家鴿核酸序列片段相似

性百分比為 96.5-100 %。和其他國家之 PiCV 分離株共 14 株比較，可得相似性百

分比為 94.3-99.6 %，而其相異性百分比為 0.4-5.2 % (Figure 8A)。將本研究所增幅

出 PiCV ORF V1 片段核酸序列轉譯出胺基酸進行分析比對，ORF V1 可轉譯出 109

個胺基酸，7 株由野鴿分離出的胺基酸序列相似性百分比為 93.5-100 %，台灣北部
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及中部之家鴿 17 株分離株胺基酸序列相似性百分比為 90.3-100 %，而與 GenBank

之 PiCV 分離株胺基酸序列相比，其胺基酸相似性百分比為 87.1-100 % (Figure 

8B)。因 ORF V1 片段為病毒複製之保留片段，故可見台灣及其他國家之 ORF V1

核酸及胺基酸序列片段差異不大。 

     

2.1.2 鴿子環狀病毒 ORF C1 基因 

     

    上述鴿子 DNA 陽性樣本包括野鴿 7 株與家鴿 17 株，利用 PiCV-C1 引子對進

行 ORF C1 之增幅，所得產物長度為約 1148 bp (Figure 9)。增幅之核酸序列片段與

GenBank 之不同國家的 PiCV 分離株共 14 株以 DNASTAR 軟體中 MegAlign 

program 之 Clustal W 的方法比對，計算各核酸序列之相似性 (identity)與相異性 

(divergence)百分比。 

    由序列比對結果發現，此 7 株野鴿分離之 ORF C1 核酸序列片段其相似性百分

比為 82-100 %，其中 2009 年分離到之野鴿病毒株與其他 2010 年所分離到之病毒

株差異較大；而 17 株家鴿所分離之核酸序列相似性百分比為 90.6-100 %，相異性

百分比為 0-9.2 %，北部及中部地區所分離到之家鴿其差異性不大，顯示其感染來

源可能較相近；和其他國家之 PiCV 分離株比較可得相似性百分比為 74.2-99.2 % 

(Figure 10.A )，台灣所分離之病毒株與比利時株較相近，可能為其感染之來源國

家。將本研究所增幅出 PiCV ORF C1 片段核酸序列轉譯出胺基酸進行分析比對，

ORF C1 可轉譯出 223 個胺基酸，此 7 株野鴿分離之 ORF C1 胺基酸序列片段其相

似性百分比為 82.8-100 %，此 17 株台灣分離株經相比後相似性百分比為 92.4-100 

%，而與 GenBank 之 PiCV 胺基酸序列比對，其相似性百分比為 73.2-99.8 %，歧

異度最高可達 37.3 % (Figure 10.B )。 
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2.1.3 燕雀目鳥類之環狀病毒 ORF V1 基因 

 

    本研究將經由 Cv 引子及 Cn 引子進行 Nested broad-spectrum PCR 檢測為陽性

之 169 個樣本，進行定序後以 DNASTAR 軟體中 MegAlign program 之 Clustal W 的

方法比對，與 NCBI BLAST 比對結果可見所有鸚形目之樣本皆為 PBFDV，而所有

鴿形目之樣本也皆為 PiCV，但在燕雀目鳥類中除了麻雀之樣本皆為 PiCV 外，其

他 3 種鳥類之 ORF V1 基因序列和 PBFDV、PiCV、FiCV 及 RaCV-like 相似，而以

感染 PBFDV 為最多 (Table 7)。 

    將此陽性樣本從中挑選 26 株進行 ORF V1 之核酸序列進行定序，其 ORF V1

核酸序列片段與 GenBank 之不同鳥種的環狀病毒分離株共 5 株，以 DNASTAR 軟

體中 MegAlign program 之 Clustal W 的方法比對，計算各核酸序列之相似性 

(identity)與相異性 (divergence)百分比。 

    由序列比對結果發現，此 26 株不同燕雀目鳥類之 ORF V1 核酸序列相似性百

分比為 61.2-100.0 %。其中麻雀分離株 Pm/207、Pm/209、Pm/210、Pm/953、白頭

翁分離株 Ps/1009、Ps/1010、斑文鳥分離株 Lp/230、Lp/232、Lp/863 及綠繡眼分離

株 Zj/109、Zj/841 最為相近，其相似性百分比為 93.5-100 %，且地理位置遍布台

灣北、中、南、東部，並與其他國家之 PiCV 分離株相似性百分比為 92.2-96.6%；

斑文鳥分離株 Lp/861、Lp/864、Lp/894、Lp/895、白頭翁分離株 Ps/143、Ps/913 及

綠繡眼分離株 Zj/842、Zj/845、Zj/846、Zj/851 最為接近，其相似性百分比為 91.4-100 

%，且地理位置同樣也遍布台灣北、中、南、東部，而與其他國家之 PBFDV 分離

株相似性百分比為 91.4-96.7 %；斑文鳥分離株 Lp/258 及 Lp/259 其相似性百分比

為 100 %，皆來自屏東縣，而與 FiCV 分離株相比較為接近其相似性百分比為 88.8 

%；斑文鳥分離株 Lp/897、白頭翁分離株 Ps/1008 及綠繡眼分離株 Zj/855 最為接近，

其相似性百分比為 97.0-99.6 %，且地理位置也遍布台灣中、南、東部，而和 RaCV

分離株相比較接近，可得其相似性百分比為 81.9-83.2 %。將本研究所增幅出 ORF 
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V1 片段核酸序列轉譯出胺基酸進行分析比對，ORF V1 可轉譯出 116 個胺基酸，

與 GenBank 之不同鳥種之環狀病毒胺基酸序列相比對，其相異性百分比最多可達

66.2 % (Data not show) 。 

 

2.1.4 燕雀目鳥類之環狀病毒 ORF C1 基因 

 

   將上述利用定序後之不同種類鳥類的環狀病毒 ORF V1 片段，從中挑選 5 株和

鴿子環狀病毒相近的核酸序列：白頭翁分離株 Ps/1010、綠繡眼分離株 Zj/841、斑

文鳥分離株 Lp/230 及 Lp/863 與麻雀分離株 Pm/207，利用 PiCV C1 之引子對進行

ORF C1 片段之增幅，可得到產物大小為 1148 bp。並與上述 7 株野鴿分離株及

GenBank 中不同國家之鴿子環狀病毒分離株以 DNASTAR 軟體中 MegAlign 

program 之 Clustal W 的方法比對，計算各核酸序列之相似性 (identity)與相異性 

(divergence)百分比。此 5 株 ORF C1 核酸序列片段相比之結果可得其相似性百分比

為 79.7-99.6 %。而將此 5株與上述 7株野鴿分離株相比，其相似性百分比為 79.7-100 

%，其中麻雀分離株 Pm/207 與 2009 年之野鴿分離株相似性達 100 %；另再將此 5

株和 GenBank 中不同國家之鴿子環狀病毒分離株相比，可得相似性百分比為

77.2%-99.6%，其相似性較高的國家皆不盡相同 (Figure 12.A)。將本研究所增幅出

PiCV ORF C1 片段核酸序列轉譯出胺基酸進行分析比對，ORF C1 可轉譯出 223 個

胺基酸，此 5 株燕雀目鳥類分離之 ORF C1 胺基酸序列片段其相似性百分比為

78.2-100 %，和此 7 株台灣分離株經相比後相似性百分比為 78.2-100 %，而與

GenBank 之 PiCV 胺基酸序列比對，其相似性百分比為 76.4-100 %，歧異度最高可

達 29.1 % (Figure 12.B) 

     

2.2 環狀病毒親緣樹狀圖 
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2.2.1 鴿子環狀病毒 ORF V1 基因 

 

    將 24 株由野鴿與北部及中部所分離之 PiCV ORF V1 基因，與 GenBank 之不

同國家分離之鴿子環狀病毒ORF V1基因片段序列共 14株，使用MEGA version 5.0

進行多序列比對，建構出親緣樹狀圖，以 Neighbor-joining 方法計算 1000 個重複

後得到各節點之 bootstrap 值，依其演化的距離及相異度可區分為 3 個分支，其中

所有家鴿分離株分配在不同的 3 個分支中，而野鴿除了 2009 年之分離株在第Ⅰ個

支群外，其餘皆在第Ⅲ個支群 (Figure 13)。 

 

2.2.2 鴿子環狀病毒 ORF C1 基因 

 

    將上述 24 株由野鴿與北部及中部所分離之 PiCV ORF C1 基因，與 GenBank

中不同國家分離之鴿子環狀病毒 ORF C1 基因片段序列，使用 MEGA version 5.0

進行多序列比對，建構出親緣樹狀圖，以 Neighbor-joining 方法計算 1000 個重複

後得到各節點之 bootstrap 值，依其演化的距離及相異度可區分為 4 個分支：第Ⅰ

個支群中包含本研究之 9 株家鴿及 2 株野鴿分離株，也包括 2 株比利時分離株與 1

株北愛爾蘭分離株；第Ⅱ個支群包含本研究之 3 株家鴿及 1 株野鴿分離株，也包

括 2 株美國株與北愛爾蘭分離株、法國分離株與德國分離株各 1 株；第Ⅲ個支群

包括本研究之 4 株野鴿分離株，以及比利時分離株與美國分離株各 1 株；第Ⅳ個

支群包含本研究之 5 株家鴿分離株，與 2 株中國分離株及義大利分離株與澳洲分

離株各 1 株 (Figure 14)。 

 

2.2.3 燕雀目鳥類之環狀病毒 ORF V1 基因 

 

    將 26 株由寵物鳥店分離不同燕雀目鳥種經 Cv/Cn 引子對進行 Nested 
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broad-spectrum PCR 增幅出之環狀病毒 ORF V1 基因，連同 NCBI 基因庫中不同品

種鳥類之環狀病毒 ORF V1 共 5 株基因片段序列，使用 MEGA version 5.0 進行多

序列比對，建構出親緣樹狀圖，以 Neighbor-joining 方法計算 1000 個重複後得到

各節點之 bootstrap 值，依其演化的距離及相異度可區分為 4 個分支，包括:第Ⅰ個

支群和 PiCV 較為接近，且包括了綠繡眼、斑文鳥、白頭翁及麻雀等 4 種鳥種，其

地理位置遍布台灣北、中、南、東部；第Ⅱ個支群和 FiCV 較為接近，包含 2 株斑

文鳥，皆來自屏東縣；第Ⅲ個支群為 RaCV 和其他 3 株綠繡眼、斑文鳥及白頭翁

較為接近；第Ⅳ個支群為和 PBFDV 較為接近，包括了 10 株綠繡眼、斑文鳥及白

頭翁等，其地理位置同樣遍布台灣北、中、南、東部 (Figure 15)。 

 

2.2.4 燕雀目鳥類之環狀病毒 ORF C1 基因 

     

    將上述利用定序後之不同燕雀目鳥種的環狀病毒 ORF V1 片段，從中挑選 5

株和鴿子環狀病毒相近的核酸序列，並與上述 7 株野鴿分離株及 GenBank 中不同

國家之鴿子環狀病毒分離株基因片段序列，使用 MEGA version 5.0 進行多序列比

對，建構出親緣樹狀圖，以 Neighbor-joining 方法計算 1000 個重複後得到各節點

之 bootstrap 值，依其演化的距離及相異度可區分為 5 個分支：第Ⅰ個支群包含一

株麻雀分離株 Pm/207、白頭翁分離株 Ps/1010 與斑文鳥分離株 Lp/863，其中麻雀

分離株 Pm/207 與 2009 年之野鴿分離株相近，而另兩株與北愛爾蘭分離株相近；

第Ⅲ個支群可見一株綠繡眼分離株 Zj/841，與中國分離株屬同分支；第Ⅳ個支群包

括一株斑文鳥分離株 Lp/230 與其他 6 株 2010 年之野鴿分離株。由此可推測在大自

然中野鴿將環狀病毒傳播至不同鳥種間之傳染途徑可能存在，且燕雀目鳥類感染

鴿子環狀病毒之來源也相當複雜 (Figure 16)。 
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第三節 鴿子及燕雀目鳥類病例 

 

3.1 聚合酶連鎖反應 

 

    由台北市動物保護處送來 4 隻有神經症狀之野鴿，採集糞便拭子經 PCR 檢測，

其中第 1 隻野鴿呈現陽性反應，同時亦採集喉頭拭子、血液及腦、氣管、心臟、

肺臟、嗉囊、沙囊、腸道、肝臟及腎臟等組織樣本作為檢體，經 PCR 檢測後呈現

陽性反應的臟器包括腦、氣管、肺臟、嗉囊、腸道、肝臟及腎臟 (Figure 17 )。 

    由台北市三興寵物鳥店購買的 2 隻已成年、外觀正常之綠繡眼，採集糞便拭

子經 PCR 檢測皆呈陽性反應，而在臟器 PCR 檢測方面可得第 1 隻綠繡眼在腦、心

臟及腸道呈現陽性反應；第 2 隻綠繡眼在肺臟、嗉囊、腸道、肝臟及脾臟有呈現

陽性反應(Figure 18 )。 

 

3.2 原位雜交法 (In situ hybridization) 

 

3.2.1 探針製備 

 

    由本研究參考 Todd 等(2006)及 Halami 等(2008)所設計的 PiCV-V1 及 Cn 引子，

挑選出已經此兩種引子檢驗為陽性之 DNA 樣材，經核酸序列標定使合成完之探針

在核苷酸 U 標示有 DIG，因此標定完成的 PCR 產物會大於未標定的 PCR 產物，

以電泳分析會分別大於 331bp 及 350bp (Figure 19 )。 

 

3.2.2 病毒核酸之偵測 
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    使用原位雜交法偵測病毒核酸於細胞內存在的位置，將病例一之第 1 隻利用

PCR 檢測糞便拭子及其他臟器呈現陽性的野鴿，進一步進行原位雜交反應，可見

到在肝臟、腎臟及肺臟偵測到陽性訊號，此陽性訊號可在被感染細胞的細胞質內

被偵測到 (Figure 20 )。而病例二之 2 隻外觀正常之綠繡眼利用 PCR 檢測糞便拭子

及其他臟器呈現陽性後，再利用原位雜交反應，僅在其中一隻的肝臟檢體中偵測

到極少量之病毒核酸陽性反應(Figure 21 )。 

 

第四節 鴿子環狀病毒之質體 DNA 

 

    將經由引子對 PiCV-V1 進行 PCR 檢測為陽性之鴿子 DNA 檢體，挑選北部及

中 部 各 一 株 進 行 多 引 子 滾 環 式 擴 增 法 (Multiply primed rolling-circle 

amplification)，再經由限制內切酶 NotⅠ消化此增幅之 DNA 產物後所得產物長度

約 2kbp (Figure 22 )。 經電泳結果確認目標正確後，將此 2 株 DNA 產物純化，送

入 pGEM® -T Easy Vector 中，再利用 HITTM-JM109 勝任細胞進行轉型作用，經由

藍白篩結果挑出白色單一具 ampicillin 抗性之菌落後將質體製備，並以 EcoRI 限制

酵素進行酵素切割，以確認是否含有 insert DNA 之菌落，含有 insert insert DNA 之

質體，可以 EcoRI 切出二個基因片段，一段為插入之 DNA 質體及一小部分連接之

載體，長度約為 2 kbp 再加上約 72 bp 長度大小，另一段為載體 pGEM® -T Easy 

Vector，長度約為 3 kbp 大小 (Figure 23 )。進行核酸序列之定序後確認為全段之

鴿子環狀病毒，可作為日後研究 PiCV 之陽性對照組。 
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第五章 討論 

 

第一節  陽性率之討論 

 

    經本研究由共泄腔拭子檢測鴿子環狀病毒，可得鴿舍的陽性率為 94.6 % 

(53/56)，而賽鴿的整體陽性率為 68.5 % (504/736)，顯示此種病毒在台灣的鴿舍中

有高的盛行率。相較於其他國家如匈牙利的鴿子環狀病毒盛行率調查中可見鴿舍

的陽性率為 93.8 % (15/16)，鴿子的陽性率為 56.9 % (66/116) (Cságola et al., 2011)，

中國東部 6 省份的賽鴿總陽性率為 75 % (Zhang et al., 2011)，北愛爾蘭其陽性率為

80.9 % (38/47) (Todd et al., 2006)及歐洲中部已高達 90 % 之盛行率 (Schmidt et al., 

2008)，由此可知許多國家包括台灣都有鴿子環狀病毒的高盛行率。 

    在本研究中北部及中部各地區 2 至 6 月齡賽鴿之環狀病毒檢測可見陽性率最

高的幾個縣市包括彰化縣、桃園縣、苗栗縣等，其賽鴿飼養隻數或密度並非全台

最高，可能與其鴿舍與飼養管理等方式有關，如飛行訓練頻繁、引進新鴿的頻率

較高及隔離措施不確實，或是有許多不顯性感染的鴿子存在於鴿舍中造成持續排

毒而造成感染的可能等因素。依照賽鴿鴿主所提供的飼養調查中顯示在鴿舍環境

管理方面，大多鴿舍皆具有可檔風避雨的設備且活動空間充足，僅少數較為擁擠

或炎熱，而清掃鴿舍的頻率約每天一次到每週一次以上，但約七成的鴿主在進出

不同鴿籠時未必每次都會更換工作服或鞋子，這可能會形成一環狀病毒機械性傳

播之途徑。而近一半的鴿主表示在鴿舍的周圍偶而可見到其他野鴿、野鳥或是其

糞便，這也可能造成環狀病毒在鴿子甚或其他鳥種間互相傳播的可能來源。另外

有幾項常會引起鴿子緊張的事或物包括鴿舍附近噪音吵雜、來往車輛多或是野鳥

搶食等都會使鴿子容易驚嚇或不安，但飛行訓練頻繁為最常讓賽鴿緊迫的主要原

因之一，這也間接使得已有環狀病毒感染的鴿子更容易因緊迫之因素導致免疫抑
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制而增加繼發性感染的可能性，並提高生病或死亡的機會；在飼養管理方面，鴿

主們引進新賽鴿的頻率從每 3 個月一次到每年一次不等，引進新賽鴿時通常會先

隔離一陣子後再混入飼養，但因鴿子環狀病毒未必都會出現臨床症狀或臨床症狀

並不典型，常呈不顯性感染，故新進賽鴿除了造成鴿群緊迫外，也可能將環狀病

毒散播至鴿舍中水平傳播開來。環狀病毒的篩檢可利用 PCR 等方式得知，但目前

並非常態性的檢測項目，也無針對環狀病毒之疫苗可供施打，再加上環狀病毒對

熱、消毒劑及清潔劑皆有非常強的抗性，即使鴿主有定期進行鴿舍之清潔消毒，

也未必能完全清除，使得環狀病毒之盛行率高，移除不易。故平時鴿舍除了鴿舍

環境及飼養管理方面如進出不同鴿舍應更換鞋子或避免野鳥搶食等需注意外，應

減少如過度擁擠、炎熱或過度頻繁的飛行訓練等緊迫因子的因素，鴿舍中的鴿子

也應定期施打疫苗、給予適當之營養補充，確保其自身免疫力；若環狀病毒感染

嚴重，唯一可挽救的方法就是清空鴿舍至少一年以上，讓病毒自然死亡並排除，

再重新引進新鴿。不管自國外或國內引進鴿子時，除了嚴格檢疫外，建議增加環

狀病毒的檢測，避免引進具環狀病毒之不顯性帶原者而汙染整個鴿舍，經研究顯

示年輕的雛鴿在出生後的第 15 天開始即可被感染，至第 51 天顯示鴿子可全部被

感染(Duchatel et al., 2005)，所以雛鴿的感染來源包括親代的水平或垂直傳播，或

是在孵化後不久即經由鴿舍環境中已存在的環狀病毒而被感染  (Todd et 

al.,2006) ，建議鴿主將已檢驗呈陽性之鴿子移除，以避免環狀病毒在鴿舍中持續

以垂直或是水平傳播的方式散播，無法消滅，且在引進至鴿舍時需先嚴格隔離 2-4

週，確定無其他疾病之疑慮後使得混養。 

    另本研究由共泄腔拭子檢測種鴿 (1 歲以上) 的環狀病毒，其陽性率為 38.6 % 

(22/57)，相較於年輕賽鴿為低，推測可能的因素包括因為有些鴿舍的種鴿和賽鴿

是分開飼養，可能減少了互相感染的機會，且種鴿不須經常性地進行飛行訓練，

緊迫因子較賽鴿少，故其陽性率較賽鴿為低；亦或者因鴿子在 6 到 8 月齡達性成

熟時華氏囊就會萎縮消失，進而影響環狀病毒在共泄腔之濃度，使得利用 PCR 進
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行檢測得到較少之陽性率。Duchatel 等人在 2005 年成鴿的研究中，顯示年紀較大

的鴿子其盛行率比年輕鴿較低，且主要以利用 PCR 檢測脾臟樣本可得較高之陽性

率 (84.2% ,16/19)，而成鴿可能感染的來源包括最常見的是在年輕時即已感染此病

毒，或是最近才暴露於 PiCV 而感染等，但此研究不確定利用 PCR 偵測這些年紀

較大的鴿子，其偵測到的是完整病毒顆粒內的 DNA 或者只剩無病毒封套的 DNA 

(Duchatel et al., 2005)；本研究中種鴿僅用共泄腔拭子進行 PCR 檢測似乎不夠周

全，因種鴿年齡較大且身經百戰，可能體內已有環狀病毒之抗體存在，應配合血

液檢查其是否有抗體力價之存在才能較客觀的作為環狀病毒陽性之判斷，然種鴿

可能因發情期或繁殖期等荷爾蒙之變化而影響其血液檢查之結果，故如何有效的

偵測種鴿是否有環狀病毒的感染仍須研究。目前僅少數研究提及有關垂直傳染的

可能性 (Soike et al., 2001；Duchatel et al., 2005, 2006)，但尚未能證明此病毒是否

能在生殖組織或精子內增殖，亦或是在胚胎中增殖並造成孵化之幼鴿的感染。 

    在本研究的賽鴿總數中具臨床症狀而呈陽性者為 84.3 % (91/108)，而不具臨床

症狀卻呈陽性者為 65.8 % (413/628)，可推知此 PiCV 在鴿群中易呈現不顯性感染

而繼續散播病毒，這也是移除此病毒困難的地方。而經卡方分析可得其有極顯著

差異 (p value < 0.01)，表示臨床症狀和 PiCV 陽性率有相關性，故可推知若鴿舍中

有呈現疲倦、食慾不振、呼吸不順、體重下降、下痢或飛行表現不佳等臨床症狀

的鴿子，其有 PiCV 的可能性相對較高，建議鴿主需立即進行隔離以避免環狀病毒

藉由糞便水平傳播之可能性。 

    而在寵物鳥店中所測得的鳥類環狀病毒陽性率，在鸚形目(order Psittaciformes)

之兩種鸚鵡 (虎皮鸚鵡與桃面愛情鳥) 測得其陽性率為 50 % (8/16)，和許等在 2006

年發表之台灣 PBFDV 陽性率為 41.2% (許等, 2006) 相似。而本次研究首次在燕雀

目鳥類之綠繡眼 (Zosterops japonicus)、斑文鳥 (Lonchura punctulata)、白頭翁

(Pycnonotus sinensis) 及 麻雀 (Passer montanus) 中利用 Nested broad-spectrum 

PCR 進行環狀病毒之檢測，此種巢式 PCR 引子對為比對 11 種不同種之環狀病毒
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基因序列，針對 Rep-encoding region 而設計 (Halami et al., 2008)，其中尤以綠繡眼

之陽性率最高，達 91.9 % (102/111)，其次是斑文鳥 52.9 % (18/34)，接著為白頭翁

及麻雀。且依各地陽性率可見綠繡眼在北部及南部分離率皆高，斑文鳥次之。燕

雀目鳥類環狀病毒之總陽性率為 56.9 % (141/248)，由此可推知環狀病毒在燕雀目

鳥類中已呈現高的盛行率。因本次研究的鳥類糞便拭子來源皆為各地區之寵物鳥

店，而這些鳥種皆為台灣本地長住的留鳥，在野外經常見到且數量眾多，以綠繡

眼為例，在台灣的繁殖期為 4 到 7 月，有些專業捕鳥人士會將雛鳥及成鳥整窩捕

捉後送至寵物鳥店進行培育並供商家販賣。這些鳥類感染環狀病毒的時機可能為

成鳥在未被捕捉前在自然界中已經感染或和其他鳥種混合感染，並藉水平或垂直

的傳播方式感染雛鳥後，再將病毒帶至密集飼養的鳥籠中造成群聚感染；亦或是

原本在無環狀病毒感染的狀態下，在寵物鳥店中因鳥種眾多，且籠子與籠子間緊

密連接，飼養密度又高，而被環狀病毒汙染之糞便、羽毛或器具等藉水平方式傳

播。在野外遭受捕捉，運輸到寵物鳥店及密集飼養在狹小的籠子中，都會容易造

成緊迫而使已有環狀病毒感染的鳥類免疫系統更加抑制，使得繼發性感染的可能

性提高而增加死亡率的風險，也會連帶影響經濟效益。 

 

第二節  診斷方法之討論 

 

    本研究選擇利用共泄腔拭子作為檢測是參考 Todd 等人的研究，經由 PCR 檢

測共泄腔拭子及血液之比較，共泄腔拭子的檢測率為 42.2 % ( 38/70)，血液的檢測

率為 16.7 % (15/ 90)，可得共泄腔拭子的檢測率較高；且依實驗得共泄腔拭子可自

3 週到 31 週的鴿子被檢測出，而用血液檢測只能檢測到 23 週，綜上可見共泄腔拭

子可得到較高的檢測率，且可在較高年齡的鴿子中檢測出 (Todd et al., 2006)，故

本研究選擇使用共泄腔拭子作為檢測之依據。 



 

52 

 

    共泄腔拭子的檢測率高可推知病毒在華氏囊的病毒含量極高，雖然 PiCV 感染

腎臟及生殖道其排出病毒的途徑也是共泄腔，但以下研究仍顯示最常可以檢測到

PiCV 的臟器為華氏囊及腸道：在 Soike 等人的研究中顯示有感染 PiCV 的樣材中

在電子顯微鏡的檢測顯示華氏囊的檢出率為最高 (Soike et al., 2001)，Smyth 等人

利用 ISH診斷華氏囊中 PiCV之檢出率達 89 % (95/107)，並且在腸道也可見到 PiCV

的嚴重感染 (Smyth et al.,2001)，而 Todd 等人利用點漬雜交法在華氏囊內可測到大

量之病毒 DNA (1013 genome copies/g tissue) (Todd et al., 2002)，以上研究都顯示華

氏囊具有高的病毒量，可見此病毒藉由糞便水平傳播的機率高。鴿子群居於鴿舍

中藉由食入或吸入經由糞便汙染的器具或食物，而導致傳播機率高，並且此種環

狀病毒對於化學及物理清潔劑的抗性強，使環狀病毒在環境中清除不易。 

    因為目前鳥類的環狀病毒皆無法利用細胞培養等 in vitro 的方式進行病毒分離

及增殖，而主要以電子顯微鏡直接觀察病毒顆粒為重要的診斷工具利用，隨著

cloned DNA 及核苷酸序列分析能力的進步，目前最常使用的為聚合酶連鎖反應 

(PCR)、原位雜交法 (in situ hybridization)等方法來進行病毒的診斷(Soike et al., 

2001；Todd et al., 2002)。本研究選擇使用 PCR 及原位雜交法進行診斷之依據。在

本研究中兩個病例皆利用 PCR 之不同引子進行檢測，並在許多臟器中皆有陽性之

反應，但在利用原位雜交法進行病毒核酸偵測時，使用同樣之引子序列加上 DIG

標示所合成的探針，僅在少許臟器呈陽性反應，可能的原因包括：1. PCR 之敏感

性較高，可偵測到 PiCV 的最低核酸濃度為 5.7 x 10-6 ng/μL，相較於 ISH 更加敏感；

2. 病例的選擇包括年齡、鳥種、有無臨床症狀或採集的地點等皆可能影響其環狀

病毒的檢測量；3. 探針的選擇也會影響雜交的特異性及敏感性，本研究中探針的

製備以使用敏感性較高的 Digoxigenin，且探針的長度約 300 個核苷酸，不會因過

短敏感性過高，而造成許多非特異性物質的鍵結，但因探針是利用 PCR 方式經由

切膠純化之產物，其增幅的序列並未具高特異性，可能造成雜交時之特異性降低。

改善方式可以將切膠純化之產物經分子選殖的方式利用定序方法確認為符合之核
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酸序列，之後再抽取 plasmid 作為製備探針 PCR 之模板，其特異性高，可較準確

的雜交在病毒核酸之特定序列上，提高雜交的成功率；4. 樣材臟器的選擇也是一

項重點，因環狀病毒最常在免疫系統特別是華氏囊中檢測率為最高，但因本研究

之兩個病例皆為成年鳥，華氏囊已萎縮無法進行採樣，僅在檢測率第二高的肝臟

中有偵測到病毒核酸 (Soike et al., 2001)，並且第二個病例之 2 隻綠繡眼皆為外觀

正常、健康之成鳥，雖然在 PCR 檢測中可見在一些臟器中有呈陽性反應，但 ISH

僅可在肝臟內看到極少的病毒量，故是否會造成鳥隻發病仍待觀察，但糞便中利

用 PCR 呈現陽性反應，推測應仍可造成水平傳播病毒的可能。 

    另本研究利用多引子滾環式增幅法來進行 PiCV 全段基因的增幅以做為質體

DNA 陽性對照的保存，此方法優點為不需要昂貴的溫度循環裝置，只需在 37 ℃

恆溫反應下即可進行，並且引子不需特別設計，也不需已知的核酸序列，以限制

內切酶消化這些 DNA 產物，再從這些片段的 DNA 去比對為何種病毒的環形核酸

即可。但在使用限制內切酶 NotΙ時並非每個 PiCV 增幅的核酸序列皆可被切，推

測此切位點位於 Capsid protein gene 上，其變異性較大，故並非每個 PiCV 增幅的

核酸序列皆可被切下。 

 

第三節  基因序列與親緣性分析之討論 

 

    在本研究中此 17 株由台灣北部及中部分離之家鴿環狀病毒由 ORF V1 及 ORF 

C1 之核酸序列相似性百分比分別為 96.5-100 % 及 90.6-100 %，以及其胺基酸序列

相似性百分比分別為 90.3-100 % 及 92.4-100 %，可見家鴿在台灣地區流行之環狀

病毒株其基因分型及多樣性變化並不高，表示其病毒之來源可能相當類似。而在

本研究中 7 株野鴿分離株 ORF V1 之核酸序列相似性百分比雖然相近 (95.8-100 

%)，但在 ORF C1 之核酸序列相似性百分比中 2009 年和 2010 年之分離株差異較
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大，應屬於不同之感染來源，但因 2009 年僅一株病毒分離株不甚客觀，應多比較

幾株相同年份之病毒分離株較能分辨其是否屬不同之感染來源。而在和其他國家

的 14 株環狀病毒分離株相比，可得 ORF V1 之核酸序列相似性百分比為 94.3-99.6 

%，其胺基酸序列相似性百分比 87.1-100 %，因 ORF V1 為核酸基因序列最保留的

部分，並且 ORF V1 主要為轉譯出與 DNA 複製相關的 Rep 蛋白，故各株分離株之

ORF V1 核酸序列及胺基酸之相似性百分比皆高，且配合親緣性分析顯示雖然所有

家鴿分離株分配在不同的 3 個分支中，而野鴿除了 2009 年之分離株在第Ⅰ個支群

外，其餘皆在第Ⅲ個支群，但其差距相當小，表示其差異性不大，故此段保留之

核酸序列區域適合當作 PCR 引子設計之區段，以作為環狀病毒診斷之用 (Todd et 

al., 2008)；而在和其他國家之 PiCV 分離株 ORF C1 核酸序列比較可得相似性百分

比為 74.2-99.2 %，而胺基酸相似度為 73.2-99.8 %，因 ORF C1 主要為轉譯出外殼

蛋白（capsid protein）故使得各株間變異性較大。其中此 17 株台灣分離株中大部

分與比利時株 Belgium DQ 915957 及 DQ 915958 在核酸序列及胺基酸序列之相似

性百分比皆較為接近，由此可以推測台灣之賽鴿可能由比利時引進佔大多數，而

造成比利時株之環狀病毒在台灣散播。而依照親緣性樹狀圖分支亦可見家鴿在其

中三個支群中皆有，表示其感染來源相當複雜，且可見北部及中部之同地區皆有

不同之 PiCV 感染分型，如桃園縣之家鴿可在第Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ支群中皆可見，可能與

不同鴿舍引進不同來源之鴿子有關。而野鴿也分佈在其中三個支群中，第Ⅰ個支

群和其他家鴿較相近，第Ⅱ支群為 2009 年所分離到之病毒株，和 2010 年的病毒

株不相近，而第Ⅲ個支群中包含 2010 年所分離到的相同的 4 株病毒株，可見野鴿

除了經由家鴿傳播 PiCV 路徑可能存在之外，在自然界中也可能被其他來源之環狀

病毒所感染而在野鴿群中水平散播。也因為 capsid proteins 胺基酸序列的變異性較

大，故在選擇病毒株用以開發疫苗時必需考慮此段序列 (Todd et al., 2008)。 

    另本研究調查呈環狀病毒陽性之 26 株燕雀目鳥類中，可依 ORF V1 之胺基酸

序列、胺基酸序列及親緣性分析大致分成與 PiCV、PDFDV、FiCV 及 RaCV 相似
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之 4 個分支，並且這些不同分支中之燕雀目鳥類大多來自北、中、南、東部地區

分離到之檢體，由此可推測在台灣地區最常見之燕雀目鳥類除了感染環狀病毒的

陽性率高之外，其環狀病毒的感染來源也相當複雜，可能由不同種鳥類間互相傳

播環狀病毒。不過本研究之採樣點為全省寵物鳥店之糞便拭子，有可能在這些鳥

類被捕捉前已在大自然中和其他的鳥種自然的混合感染，亦或是在被捕捉後在狹

窄、充滿各種鳥種之寵物鳥店中被汙染的糞便、羽毛等而遭感染，需再針對不同

地點之其他鳥種進一步作親緣性分析，才能較確定其感染環狀病毒的來源、時機

或地點。本研究另外針對這些和鴿子環狀病毒較相似的燕雀目鳥類，挑出 5 株進

一步將 ORF C1 和台灣地區野鴿分離株進行分析比對，可見其核酸序列及胺基酸序

列相似性百分比為 79.7-100 % 與 78.2-100 %，其中 2010 年之麻雀分離株 Pm/207

與 2009 年之野鴿分離株完全相同，顯示麻雀具有感染鴿子環狀病毒之可能性；而

在和其他國家之分離株比較時，可見這 5 株不同之燕雀目鳥種其 ORF C1 核酸序列

相似性也不盡相同，如白頭翁分離株 Ps/1010 及斑文鳥分離株 Lp/863 與北愛爾蘭

分離株有 99.2 %及 99.6 % 之核酸相似性，綠繡眼分離株 Zj/841 與中國分離株較相

近，而麻雀分離株 Pm/207 則與美國分離株較相近，顯示不同鳥種其感染鴿子環狀

病毒的來源也不盡相同，可能來自野鴿或是其他感染 PiCV 之不同鳥種間互相感

染，甚或至不同鴿舍附近進行搶食而遭受該鴿舍家鴿可能之感染來源。環狀病毒

跨鳥種傳播的可能性在 2011 年 Li 等人提出相關研究顯示在雞肉組織樣材中分離

出和鴿子環狀病毒有達 92 % 之基因相似性百分比 (Li et al ., 2011)，此也間接證明

本研究中燕雀目鳥類有感染其他鳥種環狀病毒之可能性存在。 

    綜合以上研究之結果得知，環狀病毒藉由糞便水平傳播在台灣的鴿子及常見

的燕雀目鳥類之間有高的盛行率，且由核酸序列、胺基酸序列及親緣性分析可得

其病毒感染來源相當複雜。鴿子的環狀病毒很可能由國外引進不顯性感染之環狀

病毒種鴿、雛鴿或賽鴿，進而造成台灣地區之 PiCV 傳播，而依序列分析之結果可

得台灣地區之感染來源相當類似，另也可能經由野鴿等野生鳥種之感染來源傳
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播；而燕雀目鳥類之跨鳥種傳播經由本研究之核酸序列、胺基酸序列及親緣性分

析發現有此現象之可能性，但仍需進一步針對其病毒之感染來源、感染時機或地

點作更多研究以證明之。 
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Figure 5.  pGEM® -T Easy Vector.  

 

 

 

 

Figure 6. Polymerase chain reaction analysis of pigeon genome. Sequence of 

Cytochrome B was amplified by primer pair cytB-s/cytB-as (Hattermann et al., 2002). 

Lane 1: negative control；Lane 2-7: positive samples of pigeon. M: 100 bp DNA ladder 

marker. 359 bp target PCR products are present. 
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359 bp 

1000 bp 
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Figure 7. Polymerase chain reaction analysis of pigeon circovirus (PiCV) ORF V1. 

Sequence of PiCV was amplified by primer pair PiCV-V1-F/PiCV-V1-R (Todd et al., 

2006). Lane 1-6: positive samples of pigeons；Lane7: negative control. M: 100 bp DNA 

ladder marker. 331 bp target PCR products are present. 

 

       

Figure 8.  Nested broad-spectrum PCR analysis of bird circovirus ORF V1. Sequence 

of bird circovirus was amplified by primer pairs Cv-s/Cv-as and Cn-s/Cn-as (Halami et 

al., 2008). (A). PCR reactions were carried out in 46℃ annealing temperature; (B). PCR 

reactions were carried out in 56℃ annealing temperature. Land 1-7: positive samples of 

birds. M: 100 bp DNA ladder marker. 350 bp target PCR products are present.

A. B. 
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Figure 9.A. Nucleotide sequences identity and divergence (%) of the ORF V1 genes of PiCV. 

 

Figure 9.B. Amino acid sequences identity and divergence (%) of the ORF V1 genes of PiCV.
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Figure 10. Polymerase chain reaction analysis of pigeon circovirus (PiCV) ORF C1. 

Sequence of PiCV was amplified by primer pair PiCV-C1-F/PiCV-C1-R. Lane 1-2: 

positive samples of pigeons；Lane 3: negative control. M: 100 bp DNA ladder marker. 

1148 bp target PCR products are present.

1148 bp 
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1500 bp
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Figure 11.A. Nucleotide sequences identity and divergence (%) of the ORF C1 genes of PiCV. 

 

 

Figure 11.B. Amino acid sequences identity and divergence (%) of the ORF C1 genes of PiCV.
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Figure 12.  Nucleotide sequences identity and divergence (%) of the ORF V1 genes of 

circovirus of the order Passeriformes. 

 
Figure 13.A.  Nucleotide sequences identity and divergence (%) of the ORF C1 genes 

of circovirus of the order Passeriformes which were closely related to PiCV in wild 

pigeons. 
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Figure 13.B.  Amino acid sequences identity and divergence (%) of the ORF C1 genes 

of circovirus of the order Passeriformes which were closely related to PiCV in wild 

pigeons.
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Figure 14.  Phylogenetic relationship of the ORF V1 genes of PiCV. The tree was 

constructed by Neighbor-joining method with bootstrap of 1,000 replicates.
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Figure 15.  Phylogenetic relationship of the ORF C1 genes of PiCV.  Analysis was 

based on nucleotides 1166-1826 of the ORF C1 genes. The tree was constructed by 

Neighbor-joining method with bootstrap of 1,000 replicates. 
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Figure 16.  Phylogenetic relationship of the ORF V1 genes of circovirus of the order 

Passeriformes. The tree was constructed by Neighbor-joining method with bootstrap of 

1,000 replicates.
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Figure 17.  Phylogenetic relationship of the ORF C1 genes of circovirus of the order 

Passeriformes which were closely related to PiCV in wild pigeons. The tree was 

constructed by Neighbor-joining method with bootstrap of 1,000 replicates.
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Figure 18.   PCR detection of the pigeon cirucovirus (PiCV) in the various tissues and 

organs of a clinical ill adult pigeon with neurological syndrome. PCR analysis of PiCV 

ORF V1 by primer pair PiCV-V1-F/PiCV-V1-R (Todd et al., 2006). Lane 1: pharyngeal 

swab; lane 2: blood; lane 3: serum; lane 4: brain; lane 5: trachea; lane 6: lung; lane 7: 

crop; lane 8: gizzard; lane 9: liver; lane 10: kidney; lane 11: intestine; lane 12: cloacal 

swab; lane 13: negative control; lane 14: positive control. M: 100 bp DNA ladder 

marker. 

 

 

Figure 19. Nested broad-spectrum PCR detection of the avian circovirus in the various 

tissues and organs of two clinically healthy Zosterops japonicas (case a and b). Nested 

broad-spectrum PCR analysis of circovirus ORF V1 by primer pair Cv-s/Cv-as and 

Cn-s/Cn-as (Halami et al., 2008). Lane 1: negative control; lane 2: cloacal swab (a); 

lane 3: cloacal swab (b); lane 4: blood (a); lane 5: brain (a); lane 6: heart (a); lane 7: 

lung (a); lane 8: liver (a); lane 9: crop (a); lane 10: intestine (a); lane 11: kidney (a); 

lane 12: blood (b); lane 13: brain (b); lane 14: heart (b) ; lane 15: trachea (b) ; lane 16: 

lung (b); lane 17: liver (b); lane 18: spleen (b) ; lane 19: crop (b) ; lane 20: intestine ; 

lane 21: kidney (b) ; lane 22: positive control. M: 100 bp DNA ladder marker. 

    M  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  M 

M  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  M 

331 bp 
500 bp 

350 bp 



 

69 

 

 

 

 

 

Figure 20.  Electrophresis results of DIG-labeling PCR for PiCV-V1 and Cn probe. 

Lane 1-2: Unlabeled PiCV-V1 PCR products； lane 3-4: DIG-labeling PiCV-V1 PCR 

products, the labeled PCR products were larger than the unlabled products in lane 1 and 

lane 2 (331 bp)；lane 5-6: Unlabeled Cn PCR products； lane 7-8: DIG-labeled Cn PCR 

products, the labeled PCR products were larger than the unlabled products in lane 5 and 

lane 6 (350 bp). M: 100 bp DNA ladder marker. 
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Figure 21.  In situ hybridization for pigeon circovirus (PiCV) DNA in tissues from an 

adult pigeon with neurological syndrome. A, B: liver. A cluster of positive cells that 

appeared to be degenerate hepatocytes. C-F: kidney. Numerous positive cells in the 

interstitium. G, H: lung. Positive cells were present in the epithelium tissue. 

A. B. 

C. D. 

E. 
F. 

G. H.



 

71 

 

 
 
 
 
 

          

 

Figure 22.  In situ hybridization for circovirus DNA in tissues from a healthy adult 

Zosterops japonicus . A, B: liver. 

 
 

 

 

 

Figure 23.  PCR products of the complete circular ssDNA genomes of PiCVs obtained 

after multiply primed rolling-circle amplification of PiCV and subsequent digestion 

using Not Ⅰ. Lane 1 : Successfully digested by Not Ⅰ and a band with a length of 

approximately 2 kb was visible. Lane 2: Unsuccessfully digested by Not Ⅰ. M: 100 bp 

DNA ladder marker. 
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Figure 24.  Amplification of PiCV from colonies were cleaved with EcoRI to confirm 

cloning with the correct insert size. (A). Successfully cloning and digested by EcoRI. 

Two bands with a length of approximately 2 kb (PiCV) and another length of 

approximately 3 kb ( pGEM® -T Easy Vector) was visible. (B). Unsuccessfully cloning 

and only a length of approximately 3 kb ( pGEM® -T Easy Vector). M: 100 bp 

DNAladder marker. 
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Table 1. Summarized information of 14 pigeon circoviruses (PiCVs) used for the 

sequence comparison in this study. 

 

PiCV isolate Accession no. Country of origin Reference (Year) 

NI 7050 AJ298230 UK Todd et al. (2001) 

NI 9030 AJ298229 UK Todd et al. (2001) 

Ger 1 AF252610 Germany Mankertz et al. (2000) 

Bel 936 DQ915956 Belgium Todd et al. (2002) 

Bel 18 DQ915957 Belgium Todd et al. (2002) 

Bel 20 DQ915958 Belgium Todd et al. (2002) 

Fra A4042 DQ915960 France Abadie et al. (2001) 

Ita 4B DQ915950 Italy Franciosini et al. (2005) 

US 93A DQ915961 USA Not available 

US 002180 DQ915962 USA Not available 

SRK/US/01 EU840176 USA Not available 

Chi zj1 DQ090945 China None available 

Chi zj2 DQ090944 China None available 

Dove DQ915959 Australia Raidal and Riddoch (1997) 

 

 

Table 2. Summarized information of circovirus of different bird species used for 

sequence comparison in this study. 

 

Virus* Accession no. Country of origin Reference (Year) 

PBFDV AF080560 Australia Bassami et al. (1998) 

FiCV DQ845075 UK Todd et al. (2007) 

RaCV DQ146997 Australia Stewart et al. (2006) 

* PBFDV= Psittacine Beak and Feather Disease Virus;  

FiCV= Finch Circovirus;  

RaCV= Raven Circovirus. 
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Table 3. Pigeon circovirus (PiCV) PCR-positive rate in racing and breeder pigeons in 

northern and central Taiwan. 

 

City and 

County  

Positive rate of 

lofts 

Positive rate of 

racing 

pigeons 

Positive rate of 

breeder pigeons

 Positive rate of 

total pigeons 

Taipei City 

and New 

Taipei City  

17/17 (100 %) 106/171 (62 %) 15/22 (68.2 %) 121/193 (62.7 %)

Keelung  2/3 (66.7 %) 11/20 (55 %) 5/10 (50 %) 16/30 (53.3 %) 

Taoyuan  3/3 (100 %) 25/30 (83.3 %) 2/10 (20%) 27/40 (67.5 %) 

Hsinchu  5/6 (83.3 %) 44/75 (58.7 %) 0/15 (0%) 44/90 (48.9 %) 

Miaoli  5/5 (100 %) 75/90 (83.3 %)  75/90 (83.3 %) 

Taichung  9/10 (90 %) 100/145 (69 %)  100/145 (68.9 %)

Changhua  4/4 (100 %) 48/55 (87.3 %)   48/55 (87.3 %)  

Nantou  1/1 (100 %) 6/20 (30%)   6/20 (30 %)  

Yunlin  7/7 (100 %) 89/130 (68.5 %)  89/130 (68.5 %) 

Total  53/56 (94.6 %) 504/736 (68.5 %) 22/57 (38.6 %) 526/793 (66.3 %)
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Table 4. Pigeon circovirus (PiCV) PCR-positive rate in racing pigeons with/without 

clinical signs in northern and central Taiwan.  

 

Healthy status of 

pigeons 

PiCV positive rate in 

northern area 

PiCV positive rate 

in central area 

Total PiCV 

positive rate 

Normal 166/271 

(61.3 %) 

247/357 

(69.2 %) 

413/628 

(65.8 %) 

Illness* 20/25 

(80 %) 

71/83 

(85.5 %) 

91/108 

(84.3 %) 

Total 186/296 

(62.8 %) 

318/440 

(72.3 %) 

504/736 

(68.5 %) 

*Clinical signs included anorexia, weight loss, diarrhea and poor race performance.  

 

 

Table 5. Pigeon circovirus (PiCV) PCR-positive rate in wild pigeons in Taiwan. 

 

Areas Positive rate of wild pigeons 

North area 32.2 % (94/292) 

Central area 30.8 % (8/26) 

South area 24 % (6/25) 

East area 27.1 % (13/48) 

Total 31 % (121/391) 
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Table 6. Circovirus PCR-positive rate of different bird species in this study. 

 

Order Species  Positive rate of birds 

Psittaciformes Melopsittacus undulatus 6/10 (60 %) 

 Agapornis roseicollis 2/3 (33.3 %) 

Columbiformes Streptopelia tranquebarica 20/46 (43.5 %) 

Passeriformes Zosterops japonicus 102/111 (91.9 %) 

 Lonchura punctulata 18/34 (52.9 %) 

 Pycnonotus sinensis 17/83 (20.5 %) 

 Passer montanus 4/20 (20 %) 

Total   169/310 (54.5 %) 

 

 

Table 7.  All circovirus PCR-positive samples of different bird species in this study 

were sequenced of ORF V1 and compared with other members of the family 

Circoviridae. 

 

Different orders of samples 

No. of positive samples 

PBFDV PiCV FiCV RaCV-like 

Order Psittaciformes 8    

Order Columbiformes  20   

Order Passeriformes     

Zosterops japonicus 61 40  1 

Lonchura punctulata 9 6 2 1 

Pycnonotus sinensis 6 10  1 

Passer montanus  4   

Total 84 80 2 3 
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