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摘要 

    本研究探討小鼠生理時鐘混亂對四種行為及腸道菌相的影響。我們取六隻同品系小

鼠，以4小時黑暗光照交替混亂其生理週期，並與12小時週期作為對照組。分別在2.5及4

個月後，收集及抽取糞便中腸道菌DNA ，利用次世代定序鑑定腸道菌的種類 。並測定記

憶力、肌耐力、空間焦慮、光線焦慮四種行為變化。最後將行為結果與腸道菌相變化進

行關聯性分析，探討生理時鐘混亂和腸道菌相及行為的關連性。  

    和對照組相比對，我們研究結果顯示生理時鐘混亂後會造成小鼠空間焦慮顯著上升，

而記憶力、肌耐力也有變弱的趨勢。接著 ，我們以T test、散布圖與支序圖分析，發現六

種有顯著變化的菌屬。最後經過相關性分析後，我們發現有兩種菌屬RF39、

Muribaculaceae與焦慮行為展現有中度相關。最後，我們有進行生理時鐘混亂2.5及4個月

菌屬相對含量的差異性比較 ，可以看出生理時鐘混亂持續的時間長度對於菌屬含量也會

隨之變動。我們依據實驗及關連性分析結果，推測出以下可能模型 ，前人發現生理時鐘

改變會會影響行為展現，另外，腸道菌相的不同變化也會有不同的行為表現，我們的關

聯性研究分析結果指出生理時鐘混亂造成行為模式改變有可能透過腸道菌相間接影響。 
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壹、 前言 

一、研究動機  
    現代生活中人們生活壓力大導致作息混亂。學生忙碌的學習生活、經常性的熬夜，

天天加班的上班族，甚至晝夜顛倒的大夜班工作都會造成睡眠周期的不穩定。生活作息

變化大對人體造成了許多影響如：生理週期紊亂、記憶力下降、焦慮、易怒等(Vincent et 

al.,2022) 。腸道被稱為第二大腦，擁有一套獨立自主的腸道神經系統(ENS ，enteric nervous 

system) ，腸道內的微生物生態系，研究指出可以左右一個人的情緒，腦腸軸影響腦部神

經系統及行為表現(lu lui，2018)。而生理時鐘混亂是否透過改變腸道菌相間接影響腦腸

軸，進而影響行為展現，並未被深入探討。因此我們透過改變小鼠生理時鐘來觀察小鼠

行為模式的轉變以及與腸道菌相的變化，試圖找出生理時鐘轉變和腦腸軸的相關性。  

 

二、研究背景 

(一)現代人生理作息普遍混亂： 

    現在人們普遍生活作息混亂，導致失智症、帕金森氏症、躁鬱症確診的人數越來越

多，造成醫療健保及社會極大的壓力，所以我想從根本了解原因，探討生理時鐘對於行

為模式的關聯性及其中可能的機制。 

(二)生理時鐘理論：  

   目前已有文獻發現生理時鐘受器 ：光敏視網膜神經節細胞（intrinsically photosensitive 

retinal ganglion cell，ipRGC）此光受器細胞接受光線刺激後，經由傳送至視交叉上核

(suprachiasmatic nucleus，SCN)的生理時鐘中樞，進而調節動物的情緒、學習、壓力甚至

導致動物行為模式改變(Cameron L. Prigge et al.,2016) 

(三)腦腸軸發現： 

    腸－腦軸線（gut-brain axis）是腸道與大腦溝通的雙向聯繫管道，腸道內有數百萬

神經元，因此有人體「第二大腦」的暱稱，科學家發現腸道中的腸道菌會直接或間接透

過代謝產物如短鏈脂肪酸由腸道吸收穿過血腦屏障，調節大腦正常發育，影響中樞神經、

自主神經或是免疫系統影響行為或情緒(Marilia carabotti,2015)。詳細機轉過程整理如圖

一，另外也有研究指出某特定菌相與嬰兒的非社交恐懼有關(Alexander, L.Carlson. et 

al. ,2021)，生理時鐘改變是否透過特定腸道菌影響行為展現並沒有被探討過。所以我們
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想透過改變光照週期去影響生理時鐘 ，探討生理時鐘混亂後對行為改變的影響，以及腸

道菌相的變化情形，試圖找出生理時鐘改變對行為及腸道菌相的關聯性。 

圖一：腸道菌影響人體的各種途徑(作者自繪) 

 

 
圖二：腦腸軸關係示意圖(取自Emeran a. mayer. et al.,2022)，圖中顯示腸道菌可以透過

腸道本身和腸道菌代謝物共同作用影響腦部神經系統的作用 

(四)短鏈脂肪酸(Short-chain fatty acid，簡稱SCFA)功用：  

    腸道菌可將食物中的纖維消化成短鏈脂肪酸SCFA，SCFA不只可以增加腸道健康程

度，抑制壞菌，也可以被腸壁吸收後，透過血液運送至各器官產生影響，譬如抑制組蛋

白脫乙醯酶 (histone deacetylase, HDAC) 活性，藉由增加染色體致密性而阻斷某些抑癌

基因的表現。已有多研究證實短鏈脂肪酸與多種神經疾病有關連性(Silva, Y. P. et al.,2020)，

最新研究指出SCFA可緩解小鼠的認知和空間記憶障礙，亦可以減少 Aβ 沉積和 tau 蛋

白異常磷酸化，促進星狀膠細胞與神經元代謝，減少神經元氧化損傷(Yan sun. et al.,2023)。 

• 腸彎曲桿菌可直接在腸道中激活迷走神經迷走神經系統

•腸道菌誘發腸道產生各種細胞激素腸道免疫系統

• 下視丘-腦垂體-腎上腺軸賀爾蒙系統

• 調節免疫、消化(腸道通透性改變)、內分泌、情緒
HPA軸

•GABA、多巴胺、一氧化氮、SCFA等進入血液造成不同作用

•SCFA短鏈脂肪酸使腸道保持維酸性
腸道菌代謝物質
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三、研究目的  

(一)觀察生理時鐘混亂對小鼠行為的影響。 

(二)分析生理時鐘改變對腸道菌相的影響。  

(三)探討腸道菌相和行為改變的關聯性。 
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貳、研究材料及方法  
一、研究材料  
(一)、實驗動物：  

我們以哺乳動物為實驗對象，因其神經系統與人類極為類似，常用於人類行為生理

的實驗動物。小家鼠（Mus musculus）在許多哺乳動物生理時鐘實驗中常為實驗對象 ，本

實驗稱之為小鼠 。小鼠易飼養，且容易操作生理時鐘 ，在生育和取得方面也較容易。因

此我們選用6隻同品種小鼠 (品種編號為C57BL/6J)來進行實驗。取得小鼠後經過PCR後

以電泳測定其基因型，確定為純品系，才利用長時間的光照周期來進行生理時鐘調控。 

    實驗動物由大學實驗室提供(親代為小鼠交配後選出野生型純品種(wild type，童原

染色體上均有目標基因則表示為WT/WT) ，小鼠生於2021年8月26日。我們將小鼠置入飼

養籠 ，放入以定時器設定好光照週期的櫃子中 ，定期補充飼料和水，在籠子髒時定期更

換飼養籠以確保小鼠維持健康狀態 。飼養至第三週時將小鼠分籠飼養，飼養到兩個月大

時開始利用光照週期調控小鼠的生理時鐘 ，實驗過程中小鼠可以隨意獲取食物和水。所

有程序均按照動物法規並經研究機構動物護理和使用委員會批准(許可證號：110-058)。 

 

(二)、研究藥品  

表一、研究藥品列表 
研究方法 使用藥品 

小鼠品種的基因型確認 
Mus musculus genotyping  

Taq DNA Polymerase 2x Master Mix  
3VF2 primer  
5VF2 primer  
3VR2 primer  

電泳分析 
electrophoresis  

TAE buffer  
1% Agarose gel 
Omics 1kb DNA Ladders  
Safe DNA Gel Stain  

糞便腸道菌DNA萃取 
Fecal DNA Extraction Protocal 

ATL buffer 
Proteinase K 
AL buffer 
Ethanol 
Buffer AW1 
Buffer AW2 
d.d.H2O 

糞便腸道菌DNA純化 
second PCR 

DNA Binding Buffer 
DNA Wash Buffer 
Ethanol 
d.d.H2O 
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二、 研究方法  

(一)、確認小鼠為單一品種 

1.剪尾取樣本：  

    剪下小鼠尾部約0.1cm長，將樣本加入鹼性的lysis-buffer ，加熱破壞細胞以釋出小鼠

的DNA，最後再加入酸性的Tris-HCl，使pH值回到中性以穩定保存小鼠染色體DNA。  

2.基因型檢測(genotyping)確認單一品種  

    我們取得的小鼠親代為LRRK2 Gene的異型合子個體，經雜交產生子代希望取得具

有野生型同型合子LRRK2 Gene作為我們的實驗小鼠對象，此基因與帕金森氏症相關，

實驗對象兩條同源染色體上的此基因皆是正常的野生型。抽取小鼠染色體DNA後 ，利用

聚合酶連鎖反應(Polymerase chain reaction, PCR)的產物長度來判斷實驗小鼠之基因型。

純品種小鼠C57BL/6J同源染色體上均具有LRRK2 Gene，因此利用專一性引子進行此基

因放大並測定其片段長度。故將六隻小鼠尾巴抽取的DNA樣本，加入Taq DNA 

Polymerase Master Mix 、primer3VR2 、primer 3VF2 、primer 5VF2(以兩組引子夾出此基因

確認為純品種)，使用小離心機混合後加入8 well PCR Tube Strip四排，最後放入聚合酶

連鎖反應儀中。圖三為此基因兩段序列雙向引子的設計圖。 

 
圖三：PCR 使用的 LRRK2 Gene 檢測的引子設計圖，其中 primer3VR2、primer 3VF2

此對引子可夾出 785bp 長度，可檢測具有 LRRK2 Gene 的野生型(wild type ，簡稱 WT)

品種，primer3VR2、primer 5VF2 此對引子可夾出 980bp 長度，若 LRRK2 Gene 基因

剔除(knock out，簡稱 KO)則會出現此條帶，因此純品種 PCR 產物會有 785bp 的 WT 

band，不應出現 980bp 的 KO band。 

3.電泳分析  

    將上步驟PCR產物(10μL)注入1%瓊脂電泳膠(agarose)中，最後將跑完的膠體放入藍

光顯相儀照相並進行PCR產物片段長度分析。  

 



7 
 
 

三、研究過程  

(一)、生理時鐘混亂控制  

     小家鼠的正常生理時鐘週期為24小時，日夜交替時間長度為12小時光照、12小時

黑暗（Huang Chang-quan ，2018）。因此，我們以此週期作為生理時鐘正常的對照組(此

生理時鐘正常組處理之後簡稱為T24) 。生理時鐘混亂的實驗組則以光照4小時後，夜晚4

小時 ，周期為8小時的明暗交替(生理時鐘混亂組之後簡稱為T8) 。實驗組與對照組小鼠樣

本個數各三隻，每一組樣本隨機分配，每組中性別有公也有母，均處以同樣飼料和生長

環境下，連續生理時鐘混亂處理2.5個月及4個月，分別在此兩個時段後進行小鼠行為及

腸道菌分析。表二為實驗小鼠每一個樣本資訊。 

表二、研究小鼠樣本資訊 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(二)、四種行為觀察試驗 

   1. Novel Object—記憶力測試(recognition memory)  

  在黑邊白底的試驗箱中，底部左右畫兩個相同大小的圓做為測試區域，將試驗箱

及測試物1、2先用酒精消毒乾燥後，並在測試箱上方架設攝影機錄影。將小鼠頭朝內

側放入測試箱內，計時5分鐘先讓小鼠適應環境，再將物體1放入左邊(L)，物體2放入

右邊(R)，計時5分鐘讓小鼠探索並記憶物體樣貌，5分鐘後將物體2換成物體3，紀錄5

分鐘內小鼠探索新物體3的停留時間。進行下一次測試時均以酒精徹底消毒以免小鼠

氣味互相干擾，陸續完成六隻小鼠行為測試，最後用BORIS軟體分析影片，計算出小

鼠進入探索範圍的時間，比較實驗組與對照組的記憶力差異，圖四為實驗操作示意圖

(作者自行繪製)。 

 

處理方式 
(照光與黑暗週期 hr-小鼠編號) 

樣本編號 
(光暗週期長短) 

小鼠性別 

4hr 照光 4hr 黑暗交替-第 1 隻 T8 母 
4hr 照光 4hr 黑暗交替-第 2 隻 T8 公 
4hr 照光 4hr 黑暗交替-第 3 隻 T8 公 
12hr 照光 12hr 黑暗交替-第 1 隻 T24 母 
12hr 照光 12hr 黑暗交替-第 2 隻 T24 公 
12hr 照光 12hr 黑暗交替-第 3 隻 T24 公 
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圖四：辨識記憶行為操作圖，前五分鐘左(L)右(R)放入一樣的物體(水瓶)1、2，五分

鐘後將物體 2 置換成物體 3(裝有彈珠的水瓶，圖中黑點表示彈珠，記錄小鼠探索物

體 3 範圍所花費的時間，探索物體 3 花的時間越短，表示小鼠較不記得物體 2，顯

示記憶力較差。 
 

2. Rotarod—測定肌耐力(協調能力) 

將小鼠放在滾輪上，轉速由慢至快，當小鼠掉落時記錄在滾輪上停留的時間和最

後轉速(rpm/min)，每隻重複7次，計算平均值，依序完成六隻小鼠測試，過程中不可

讓老鼠轉向，若老鼠沒有將注意力放在裝置上，如轉向或不移動則不記錄該次數據，

停留時間越長，表示肌耐力越佳，圖五為肌耐力實驗裝置示意圖。 

 
圖五：Rotarod實驗裝置圖，讓小鼠在滾輪上跑，記錄在滾輪上面停留的秒速及其

掉落當下的滾輪轉速，再轉換為肌耐力指標值。 
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3. Openfield—測定空間焦慮傾向 

 以50*50(cm2)為測試區，在上方架設錄影機，將小鼠放入測試區正中心open 

zone自由探索測試區10分鐘，之後將小鼠取出，用酒精將該區域消毒。最後用BORIS

軟體分析影片，計算出小鼠進入中間區域30*30(cm2) open zone的時間，圖六為測試

區示意圖。小鼠行為偏好在open zone活動，若進入outer zone活動，表示具有空間焦

慮傾向。 

 
圖六：Openfield 空間焦慮實驗示意圖，紀錄小鼠在中央區域的時間，本實驗數據可

以反應出小鼠的空間焦慮傾向。 
  

4.Light dark box—測定光線焦慮： 
圖七為具有一個開口的黑色測試箱，左上方為光源區，在裝置上方架設錄影機，將

小鼠放入開口前，頭部朝向光源，讓小鼠自由探索10分鐘，之後將小鼠取出，以酒精

消毒後依序測試六隻小鼠。最後用BORIS軟體分析影片，計算出小鼠進入光源區域的

時間，小鼠行為偏好在黑暗區域活動，若進入光區域，表示具有光線焦慮傾向。 

 
圖七：Light dark box 光線焦慮實驗示意圖，箱子分為有光區域(light area)及黑暗區域

(dark area)，紀錄小鼠進入light area的時間，本實驗測定小鼠對光線的焦慮。 

open  
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5. 數據分析(使用繪圖統計軟體：prism 9.0)： 
(1)記憶能力數據分析：分別算出小鼠接近物體的時間並算出Index (R-L)/(R+L)，比較

出更換物體前後的差異性，換物體之前：T8(AC)、T24(AC)數值做Wilcoxon Signed 
Rank Test，換物體之後：T8(NO)、T24(NO)數值取標準差並做T Test統計分析。 

(2)肌耐力數據分析：從7個數據中取3個中位數後平均，將混亂組T8、正常組T24做T 
Test統計分析。 

(3)空間焦慮數據分析：將混亂組T8、正常組T24做T Test統計分析。 
(4)光線焦慮數據分析：將混亂組T8、正常組T24做T Test統計分析。 
 

(三)、小鼠腸道菌相分析方法 

1.採集小鼠糞便樣本  

    在小離心管上標示好採集日期、時間、組別後放入冰桶中，取出小鼠先消毒

空籠子，採取糞便時在有光時可直接採取，黑暗時為了避免外在光源干擾生理時

鐘的設定，使用紅光背景進行採樣，(因小鼠無感測紅光的視錐細胞)，分別將實

驗組T8組和對照組T24的6隻老鼠取出，分別放入已消毒的3個空籠，等待小鼠自

然排便，若久未成功，可利用人力刺激的方式，如保定小鼠後按摩其腹部的方式

促進其排便。當糞便順利排出後將其收入小離心管，完成後將小鼠放回飼養籠中，

糞便樣本放入-80°C冰櫃中保存。 

2. 由小鼠糞便抽取並純化腸道菌 DNA 並進行 PCR 放大 

將小鼠糞便樣本切出定量（20-25mg）的團塊放入小離心管內，並加入 180μL 

ATL buffer 和 20μL proteinase K，在 56°C 下 3-4 小時使 DNA 溶出，經由離心和

洗去雜質得純化的樣本 DNA，用 Nanodrop(超微量分光光度計)測量 DNA 吸光值

詳細數值參見附錄一)，確認兩次之 DNA 量與純度（是否有雜質過多或未成功抽

取 DNA 情形發生）。樣本 DNA 加入數組鑑定腸道菌專用引子(附錄二) 取 16s 

rDNA V4V5 片段，再經由 PCR 放大腸道菌 DNA，PCR 產物進行次世代定序分

析。 

   3.次世代基因定序（Next Generation Sequencing, NGS） 

   進行以次世代基因定序(NGS)鑑定菌屬，再進一步用 QIIME2 軟體分析生理

時鐘改變對小鼠腸道菌相的變化。 
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肆、研究結果  

一、小鼠品種確認  

    首先確定實驗用的小鼠為單一品種 ，檢測基因型為LRRK2 ，此次實驗動物希望取得

此基因為同型合子野生型老鼠(wildtype ，WT/WT) ，不帶有與神經相關疾病的患病基因 ，

PCR產物電泳分析結果應出現785bp，若出現980bp則表示非單一品種，如圖八所示，A

圖及B圖為兩種不同引子的電泳分析結果，C圖為此基因兩組引子的設計圖，若為單一品

種應出現785bp條帶(樣本1.3.4.5.6.7.8)但不具有980bp條帶(樣本2及6號)。經電泳片段分

析後確認編號1、3、4、5、7、8為我們需要的單一品種野生型小鼠。 

 

 
圖八 ：單一品種野生型小鼠應該出現785bp條帶但不具有980bp條帶 。A圖為785bp長
度片段確認電泳圖，編號2無此片段非野生型 。B圖為980bp長度片段確認電泳圖，編

號2、編號6有此片段非野生型。因此編號1、3、4、5、7、8為我們實驗對象單一品

種野生型小鼠 。C圖為兩對引子設計圖 ，其中WT表示野生型wild type ，KO表示此基

因被剔除型knock out。  
 

 
二、生理時鐘混亂對小鼠四種行為的影響 

  我們將生理時鐘正常組與混亂組兩相比較，進行四種行為分析。圖九顯示四種行為

測定數值再進行統計分析結果，A~D圖分別為辨識記憶(A)、肌耐力(B)、空間焦慮(C)及

光線焦慮(D)，其中T8是混亂組，T24是正常組。可以看出，其中C圖中實驗組和對照組

C 
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有統計上顯著性差異(p值0.0277)，A、B組無顯著差異但可以看出明顯變化。發現混亂組

相較於對照正常組小鼠空間焦慮顯著性增加 ，而記憶力、肌耐力等均有變弱的趨勢對光

線焦慮並無顯著性影響 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

圖九：生理時鐘對老鼠四種行為模式實驗的影響，A~D圖分別為記憶力(A)、肌耐力

(B)、空間焦慮(C)及光線焦慮(D)四種標準行為測試結果，其中T8是生理時鐘混亂組，

T24是正常組。可以看出，四組中C圖中實驗組和對照組有統計上顯著性差異(p值
0.0277)，A、B組無顯著差異但可以看出明顯變化。 
(A) T8 組有記憶衰退。T8、T24 novel object，n=3(each group) Two-tailed T Test：

P Pulse(0.1311)>0.05 not significantly  
(B) T8 組有肌耐力衰退。T8、T24 rotarod time，n=3(each group) Two-tailed T Test：

P Pulse(0.364)>0.05 not significantly 
(C) T8 組有顯著空間焦慮現象。T8、T24 openfield，n=3(each group) Two-tailed T Test：

P Pulse(0.0277)<0.05 significantly 
(D) 光線焦慮較無差異。T8、T24 light dark box，n=3(each group) Two-tailed T Test：

P Pulse(0.882)>0.05 not significantly 

 

A 

D 

B 

C 

記憶力 肌耐力 

空間焦慮 光線焦慮 
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三、生理時鐘混亂對腸道菌相的影響 

1.菌屬多樣性的比較(以 alpha diversity 為指標) 

利用 QIIME2 軟體分析次世代定序後的菌種序列資料，經香儂指數

(Shannon-Wiener's Diversity Index)作為整體菌相多樣性指標，香儂指數用以表示菌

相生態的多樣性，指數越高表示腸道菌屬豐富度越高。公式如下： 

Ｈ' ：Shannon-Wiener's Diversity Index 

Pi:第 i 項物種的分佈，指群集中屬於第 i 種物種的個體比例，即該族群個體數量除以群集規模 

 

圖十為腸道菌相多樣性指標分析結果圖，以香儂指數來做為比較多樣性高低依據。

我們的研究結果顯示生理週期混亂與正常對於整體菌屬的多樣性並無顯著性差異。   

      
 
 

 

圖十：腸道菌屬多樣性比較圖(alpha diversity)圖中 T8 為混亂組與 T24 正常組在夏儂

指數上並無顯著性差異。 
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2.腸道菌種的比較 

因為樣本數據處在各維度上，故我們利用降維分析(降至三維) P COA 圖來進行生理

時鐘改變與否對菌屬的差異性比較，探討菌屬在同一屬分群的異同，結果如圖十一，A

圖為 T8 混亂組與 T24 正常組腸道菌屬的分析圖(此為 2.5 及 4 個月樣本混合後再分析的

結果，顯示實驗組和對照組的差異分析) ，B 圖為 T8 混亂組與 T24 正常組腸道菌屬的分

析圖(此為 2.5 及 4 個月樣本單獨分析 ，可以區分出不同時間長短的生理週期混亂後的影

響) ，不論混合和單獨分析都可以看出明顯菌屬相的差異，而 2.5 和 4 個月也有菌相變化

上的不同。綜合以上結果我們可以看出生理時鐘混亂的確會明顯造成特定菌相改變。 

 

 

圖十一：P COA降維分析圖 
T8小鼠於處理光照週期2.5個月及4個月時各於白天和黑夜固定時間收取糞便樣本。

T24小鼠也於光照週期處理2.5個月及4個月時於白天和黑夜收取糞便樣本。各組為3
隻小鼠，n=6 。 A圖顯示生理時鐘混亂T8組和生理時鐘正常對照T24組，腸道菌相分

群上有明顯差異(藍色橢圓框表示分群範圍，重疊越少，表示分群明顯) ，B圖顯示生

理時鐘連續混亂處理2.5個月及連續4個月 ，亦可看到菌相有明顯分群差異(四個橢圓

框範圍重疊少)。 
 T8 2.5 month : T8 組小鼠於生理時鐘連續混亂處理2.5個月時於早晚收取之數據 

  T8 4 month : T8 組小鼠於生理時鐘連續混亂處理4個月時於早晚收取之數據 
  T24 2.5 month : T24 組小鼠於生理時鐘連續混亂處理2.5個月時於早晚收取之數據 
  T24 4 month : T24 組小鼠於生理時鐘連續混亂處理 4 個月時於早晚收取之數據 
 
 
 
 
 
 

A B 

P=ns  (anosim) 
P<0.05 (adonis) P=ns  (anosim) 

P<0.05 (adonis) 
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3.以 T test 進行單一菌屬腸道菌相差異性分析： 

   接下來，我們將生理時鐘混亂實驗組與正常對照組針對單一菌屬進行個別的T test分

析，結果如圖十二，其中A~D圖為四種單一菌屬(屬名英文呈現在上方)在混亂實驗組與

正常對照組的差異比較 (原始數據請參考附錄三 )，其中A 和C圖中可以看出

Erysipelotrichaceae;g_uncultured與Ruminococcaceae;UBA1819此兩菌屬在生理時鐘混亂

下在統計上有顯著性減少(p值<0.05)，而RF39；g_RF39以及UCG-010；g_UCG-010此兩

菌屬則無顯著性差異但可以看出生理時鐘混亂後此兩菌屬有趨勢上的減少及增加。 

A                                   B 

C D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
圖十二：生理時鐘混亂與正常週期組(T8、T24)進行四種菌屬統計上的T test分析比較，

其中A是Erysipelotrichaceae;g_uncultured菌屬，B圖RF39；g_RF39菌屬，C圖是

Ruminococcaceae;UBA1819菌屬，D圖是UCG-010 ；g_UCG-010菌屬，分別在混亂組T8
和正常組T24的出現比例上的差異柱狀圖，其中圖A和C顯現具有統計上顯著性差異(p
值<0.05)，B和D圖不具顯著性差異，但可以看出有菌屬比例上的增加。 
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4.再使用散佈圖(volcano plot)更精確分析單一菌屬的差異變化量： 

腸道菌次世代結果數據，除了 T-test 統計分析比較外，我們採用另一種volcano plot 

分析，我們將2.5個月和 4 個月收集的腸道菌定序分析數值混合後再進行散佈圖分析，

試圖更細部了解混亂生理時鐘對哪些腸道菌屬有發生明顯改變 。分析結果圖十三 ，橫軸

為實驗組和對照組差異變化量數值 ，縱軸為信賴指數，圖中越右上角的菌屬表示生理時

鐘改變造成的菌屬差異是越可信且越顯著 。再從顯著性差異分析數據中我們找出具有明

顯變化菌屬(細部分析的原始數據請參考附錄四)。圖十三為生理時鐘混亂與否的腸道菌

相差異，從圖十三中看出紅色框中的Muribaculaceae 、藍色框中的Erysipelotrichaceae以及

綠色框中的Ruminococcaceae內的三種菌屬有較顯著且可信的差異變化量 ，紫色框中的菌

屬差異變化大但信賴指數較低。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

圖十三：2.5 個月及 4 個月混亂生理時鐘後將兩個時間樣本的腸道菌定序分析數

值混合後，針對對特定菌相的變化量分析，x 軸表示差異變化量數值，y 軸表示

信賴指數。本圖顯示實驗組(生理時鐘混亂)和對照組(生理時鐘正常組)相比較有

差異的菌屬。從分析結果中我們挑選差異變化量數值大於 2 的四個菌屬，分別以

紅、藍、綠、紫框區隔出來四個菌屬。 

 

 

 

信

賴

指

數 

差異變化量數值 
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5.以支序圖分析鑑定腸道菌分群結果 

 我們再以次世代定序後的所有腸道菌 DNA 序列進行支序圖分析，目的為了判斷

有差異菌種分群上是否有親緣關係上的相似性。此外，我們將生理時鐘混亂 2.5 個月以

及 4 個月的支序圖，希望看出生理時鐘混亂持續時間長度對腸道菌的差異，圖十四為生

理時鐘改變 2.5 個月後腸道菌相支序圖，圖十五為生理時鐘改變 4 月後腸道菌相支序圖 。

圖十四紅色圓框中的 a 處表示在生理時鐘混亂後有顯著差異變化的菌屬 ，黃色框中顯示

此 Lachnospiraceae 菌屬的分類單元和 LDA 差異值 ，LDA SCORE 表示差異程度(差異 10x

倍，X 為 LDA SCORE 值)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖十四：生理時鐘改變 2.5 個月後腸道菌相支序圖及其差異程度(LDA SCORE)分析結果

圖，圖中顯示改變生理時鐘2.5個月後與對照組比較分析到Lachnospiraceae菌屬的差異。 
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圖十五為生理時鐘改變 4 個月後的腸道菌相支序圖 ，其中藍色方框中的 a 、b 、c 處表示

在生理時鐘混亂後有顯著差異變化的菌屬，其中科名前面以 f_UCG-010 表示，屬名以

g_UCG-010 表示，藍色方色框中顯示 g_UBA1819 和 g_UCG-010 兩菌屬以及 f_UCG_010

菌科呈現分群上的差異。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

有差異菌名(科名或屬名) LDA score(X值) 
科名：f_UCG-010表示，屬名：g_UCG-010 0.16 
屬名：g_UBA1819 0.11 

 
圖十五：生理時鐘改變4個月後的腸道菌相支序圖及其差異程度(LDA SCORE)數值，顯示

改變生理時鐘4個後會造成g_UBA1819和g_UCG-010兩菌屬以及f_UCG_010菌科呈現分

群上的差異。 
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四、腸道菌相與行為模式的關聯性探討 

1.進行回歸分析篩選有顯著性差異的菌屬與行為模式的相關性。 

我們將T-test 分析結果與 volcano plot 以及支序圖三種腸道菌差異性分析結果，有

重複出現至少兩次以上的菌屬六種，取其菌屬在正常(T24)與混亂(T8)組出現的百分比與

四種行為模式量化值進行關聯性分析，計算關聯性係數 R square 原始值如附錄五的表

六 ，表六中紅色框表示在正常組有較高相關，藍色框表示在混亂有較高相關，我們先以

高相關性的菌屬進行個別正或負相關分析。 

 
2.六種單一菌屬與對應的行為模式正或負相關分析，我們僅挑出較有相關的數據呈現。 

  (1)g_UCG-010菌屬與記憶力與肌耐力行為模式的相關程度分析 

 利用回歸分析相關係數 R square 值篩選後，將 UCG-010 與記憶力、肌耐力的相關

性作圖如十六，我們發現 g_UCG-010 的量與記憶能力呈現低度負相關(R²=0.2979)，而

與肌耐力呈現低度正相關(R²=0.2776)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖十六：A圖為g_UCG-010與記憶力相關分析圖，呈現低度負相關(R²=0.2979)； B圖為

g_UCG-010與肌耐力相關分析圖，呈現低度正相關(R²=0.2776) 0<|R²|<0.3低度相關，

0.3<|R²|<0.6中度相關，0.6<|R²|<0.9高度相關。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 
B 
B 
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(2) g_RF39菌屬與光線焦慮行為模式的相關程度分析 

利用回歸分析相關係數 R square 值篩選後，將g_RF39 菌屬與光線焦慮的相關性作

圖如圖十七，可以看出RF39菌屬含量與光線焦慮呈現中度負相關。(R²=0.4043)  

圖十七：RF39 菌屬含量與光線焦慮相關性圖，呈現中度負相關(R²=0.4043) 

 
 
 
(3) g_Erysipelotrichaceae 菌屬與空間焦慮行為模式的相關程度分析 

 利用回歸分析相關係數 R square 值篩選後，將 Erysipelotrichaceae 菌屬與空間焦慮

的相關性作圖如圖十八，可以看出呈現低度正相關(R²=0.2433)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖十八：Erysipelotrichaceae 菌屬含量與空間焦慮相關性圖，呈現低度正相關(R²=0.2433) 
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(4) Muribaculaceae菌屬與空間焦慮和光線焦慮行為模式的相關程度分析 

利用回歸分析相關係數 R square 值篩選後，將 Muribaculaceae 菌屬與空間焦慮和

光線焦慮的相關性作圖如圖十九，可以看出可以看出呈現低度正相關。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖十九：A 圖為 Muribaculaceae 菌屬含量與空間焦慮相關性圖形，B 圖為光線焦慮相關

性圖形，空間焦慮呈現低度負相關(R²=0.2392)；光線焦慮呈現中度正相關(R²=0.3583)。 
 
 
綜合以上菌屬與行為相關性分析結果，我們發現有兩組呈現中度相關，有些菌屬是正相

關，有些菌屬則為負相關，有些組別呈現低度相關，我們猜測單一菌種對行為的改變影

響有限，行為的展現極有可能是多重菌屬的共同影響才能看出變化量。  

A B 
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伍、結果討論 
一、與前人研究結果比較討論 

記憶力標準化行為測定(Novel object recognition test) 能有效測定小鼠記憶能力 

(Leger, M.2012) ，有研究指出縮短光照週期(3.5-3.5 小時交替黑暗與光照，以 7 小時

為周期，簡稱 T7)造成生理時鐘混亂後的小鼠比正常生理時鐘週期(12-12 小時交替，

簡稱 T24)的小鼠記憶能力差( Legates, T.A.,2012) ，如圖二十所示。但 T7 的小鼠每

天開關燈的時間都不一樣，一天的周期並非 24 小時(不是 24 的因數)，此研究同時

有延長生理時鐘與混亂生理時鐘兩個變因干擾，記憶能力變差有可能是由混亂生理

週期還是由延長生理週期影響皆有可能。而我們的研究顯示，生理時鐘混亂(4-4 小

時交替黑暗與光照，簡稱 T8)的小鼠比正常生理時鐘(T24)的小鼠記憶能力差，T8 週

期的小鼠每天開關燈的時間都一樣，一天的周期維持 24 小時(週期是 24 的因數)，

所以我們能確定了記憶能力變差是與混亂生理週期相關。 

圖二十：T24 與 T7 生理時鐘週期小鼠記憶能力比較，圖中顯示生理時鐘混 T7 組有較差

的記憶力。T7 mice showed deficit in novel object recognition (T24: n524, P50.0057; T7: 
n524,P50.1773). *P,0.05;**P,0.01. Error bars indicate s.e.m.( Legates, T.A.,2012) 
 
二、腸道菌相結果 

我們將有差異的腸道菌屬找出，經文獻搜查這些菌與疾病和代謝產物的研究報告，

找出兩篇論文說明如下:  

1. Lachnospirales NK4A136_group菌屬減少會造成小鼠記憶喪失(Vanessa, S.  

et.al,2020)。 

2. Lachnospiraceae 菌屬可產生丁酸鹽，Ruminococcaceae 和 Muribaculaceae 菌屬可

產生丙酸鹽，RF39 菌屬可產生醋酸鹽。這些短鏈脂肪酸(SCFA)會造成胰島素分

泌下降、脂肪分解下降、肝臟脂肪儲存下降、發炎反應下降、腫瘤產生下降( Koh, 

A. et al., 2016)，如圖二十一。另一文獻指出高血壓患者的丁酸鹽產生細菌水平
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有顯著性降低(Lorena,C. et al.,2020)。前人也發現短鏈脂肪酸會透過腦腸軸

(microbiota-gut-brain)影響大腦神經(Boushra, D. et al.,2019)，SCFA 受體為 FFAR2

和 FFAR3，丙酸可以透過 FFAR3 作用於周圍和中樞神經系統，誘導的腸道葡萄

糖生成，造成短鏈脂肪酸影響中樞神經系統。短鏈脂肪酸會抑制組蛋白脫乙醯

酶(HDAC)(圖二十二)，HDAC 可以調控基因表現。許多文獻提及 SCFA 與帕金

森氏症，阿茲海默症、自閉症、抑鬱症有相關，詳細機制還有待進一步研究。因

此我們找到這些腸道菌相多有與短鏈脂肪酸代謝相關，極可能透過腦腸軸此種

機轉影響神經系統表現，進而改變行為模式。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖二十一：微生物產生的短鏈脂肪酸對各器官造成的影響(取自 Koh, A. et al., 2016) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖二十二：短鏈脂肪酸與細胞的信號通路(取自 Boushra, D. et al.,2019) 
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三、腸道菌與行為模式實驗綜合分析結果 

1. UCG-010 菌屬已被發現與脂肪肝有相關性，而長期脂肪肝可能會造成記憶力受

損，產生失智症狀(Cheon, S.Y., Song, J. et.al,2022)，如圖二十三。而我們實驗結

果顯示此菌與記憶力和肌耐力呈現相關，與前人發現失智結果相似，造成肌耐

力的原因機轉尚待進一步探討。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖二十三：長期脂肪肝可能造成失智症狀(取自 So Yeong Cheon et.al,2022) 
 

 
2. RF39經比對兩項焦慮實驗(空間、光線焦慮)後皆呈現相關性。RF39之菌屬會因

壓力而產生變化(Usui, N. et.al,2021)，此菌屬可作為小鼠壓力指標，我們實驗中

發現生理時鐘混亂此菌會增加，推測因生理時鐘混亂對小鼠造成壓力，而導致

展現在空間和光線焦慮行為上。 

3. Muribaculaceae菌屬經比對兩項焦慮實驗(空間、光線)後皆呈現相關性。文獻指

出Muribaculaceae菌屬會代謝產生丙酸鹽，與短鏈脂肪酸影響神經系統路徑有關，

我們研究發現此菌屬改變會反應在小鼠行為的轉變上。 

4. Lachnospirales NK4A136_group 雖與記憶力下降行為無關聯性，但腸道菌相中變

化明顯，該菌相的減少也被證實與小鼠記憶力喪失相關(Vanessa, S. et.al,2020)。

有可能記憶力下降本身不只有單一菌相改變的影響，因此單一菌種比對看不出

關聯性。 
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陸、結論 

(一)觀察生理時鐘混亂對小鼠行為的影響。 

   生理時鐘混亂相較於對照組會小鼠空間焦慮顯著的上升，而記憶力、肌耐力等

均有變弱的趨勢，但光線焦慮無顯著差異。 

(二)分析生理時鐘改變對腸道菌相的影響。  

   我們以T test、散布圖與支序圖分析，發現六種有顯著變化的菌屬。經參考資料

查閱比對後，我們發現有兩種菌屬RF39、Muribaculaceae與焦慮行為展現有中度相關。

一種菌屬UCG010與肌耐力及記憶力衰退呈現低度相關。  

(三)探討腸道菌相和行為改變的關聯性。 

   由我們實驗結果推測生理時鐘混亂將影響小鼠之腸道菌相，再藉由不同種腸道

菌的改變影響小鼠之神經系統，對小鼠帶來生理及行為上的諸多變化。由腸道菌帶

來的生理變化有脂肪肝及許多種潛在的神經系統疾病的風險，例如：帕金森氏症，

阿茲海默症。心理及行為方面的變化上可歸類為：記憶力缺失和失智風險上升；由

短鏈脂肪酸之變化可能帶來的自閉症、抑鬱症；小鼠焦慮行為。 

(四)探討時間長短對腸道菌相的影響。 

     我們有進行生理時鐘混亂2.5及4個月菌屬相對含量的差異性比較(Heat map 分

析結果表如附錄六) ，可以看出生理時鐘混亂持續的時間長度對於菌屬含量也會隨之

變動。 

(五)由結果推論新模型 

        我們依據實驗及關連性分析結果，推測出以下可能模型 ，前人發現生理時鐘改

變會會影響行為展現，另外，腸道菌相的不同變化也會有不同的行為表現，我們的

關聯性研究分析結果指出生理時鐘混亂造成行為模式改變有可能透過腸道菌相間接

影響。 

 
 

  
圖二十四：推測模型(作者自繪) 
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柒、未來展望： 
    目前已發現混亂生理時鐘會造成小鼠行為模式的改變以及腸道菌中能產生短鏈脂

肪酸的菌相減少，短鏈脂肪酸和許多生理機制和疾病有關連，未來值得進一步研究 ，可

能的方向可以從下列兩項著手。  

1. 控制短鏈脂肪酸的代謝的化學物質或許可以作為研發相關藥物的考量。  

2. 混亂小鼠生理週期後是否可以再回復至正常週期，改變後的腸道菌和行為展現此現

象是否具可逆性，值得深入探討。 
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附錄 
 
附錄一：腸道菌抽取 DNA 樣本的吸光值 
 
 

表三：各樣本對照的吸光值 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

# Age ZT Sample Weight (mg)A260/A280 A260/A230 Conc. (ng/uL)
1519 2.5 L 4-1_L_2.5M 1.92 1.46 213.4

1520 2.5 L 4-2_L_2.5M 2.00 1.87 529.9

1521 2.5 L 4-3_L_2.5M 2.02 2.05 712.8

1522 2.5 L 12-1_L_2.5M 1.98 1.66 301.4

1523 2.5 L 12-2_L_2.5M 2.04 2.01 467.2

1524 2.5 L 12-3_L_2.5M 1.98 1.68 135.6

1525 2.5 D 4-1_D_2.5M 1.92 1.17 79.0

1526 2.5 D 4-2_D_2.5M 2.02 1.56 148.2

1527 2.5 D 4-3_D_2.5M 2.02 1.75 350.9

1528 2.5 D 12-1_D_2.5M 1.99 1.40 111.6

1529 2.5 D 12-2_D_2.5M 2.02 1.63 146.8

1530 2.5 D 12-3_D_2.5M 2.00 1.43 135.0

1531 4 L 4-1_L_4M 2.01 1.52 136.7

1532 4 L 4-2_L_4M 2.03 1.78 273.4

1533 4 L 4-3_L_4M 1.98 1.50 147.9

1534 4 L 12-1_L_4M 2.08 2.10 424.7

1535 4 L 12-2_L_4M 2.03 2.03 513.1

1536 4 L 12-3_L_4M 1.98 1.73 239.4

1537 4 D 4-1_D_4M 2.08 1.91 438.8

1538 4 D 4-2_D_4M 1.96 1.68 305.1

1539 4 D 4-3_D_4M 2.05 2.16 574.6

1540 4 D 12-1_D_4M 2.07 2.03 313.5

1541 4 D 12-2_D_4M 1.95 1.33 133.2

1542 4 D 12-3_D_4M 2.01 1.75 276.4
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附錄二：鑑定腸道菌專用引子設計圖 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二十七：Primers used in metagenomics sample preparatio 
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附錄三：以 T test 進行腸道菌相差異性分析的原始詳細的 p value 
 

表四：腸道菌屬 T test結果分析(分析四個菌屬) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
附錄四：腸道菌散佈圖各菌屬混亂組與對照組的差異性分析表 
 

表五：volcano plot 結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bacteria 屬名 Erysipelotrichaceae RF39 Ruminococcaceae, 
UBA1819 UCG-010 

T test 結果 
*p<0.05  
**p<0.01 

0.0299 (*) 0.0845 0.0097(**) 0.0874 

腸道菌屬 
多寡 

T8> T24 
(混亂組>正常組) T8<T24 T8> T24 T8> T24 

腸道菌屬 
名稱 Muribaculaceae Erysipelotrichaceae Ruminococcaceae Lachnospiraceae 

腸道菌屬 
差異 

T8<T24 
(混亂組<正常組) T8<T24 T8<T24 T8<T24 

顯著性 
分析結果 Yes No No Yes 
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附錄五：六種差異菌屬與行為模式的關聯性分析數值 

 

 
          表六、腸道菌屬與行為出現的關聯性分析數據 

圖中數字表示相關係數 R square 值，其中 0<|R²|<0.3 表示低度相關，0.3<|R²|<0.6 表示中

度相關，0.6<|R²|<0.9 表示高度相關，紅字表示有較高相關，取相關性較高的組別再進行

個別探討。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

行為模式

腸道菌屬 組別 novel object rota rod openfield light dark b

UCG-010 T24正常組 0.2979 0.2776 0.0533 0.0069

T8混亂組 0.0099 0.0007 0.0011 0.0008

NK4A136_group T24正常組 0.0952 0.0859 0.0192 0.0032

T8混亂組 0.0184 0.0809 0.0260 0.0832

RF39 T24正常組 0.1851 0.0145 0.4562 0.4043

T8混亂組 0.0215 0.0243 0.5669 0.0321

Erysipelotrichaceae T24正常組 0.0570 0.0000 0.2433 0.2398

T8混亂組 0.4871 0.2670 0.0526 0.2571

UBA1819 T24正常組 0.0002 0.0275 0.0626 0.0863

T8混亂組 0.0000 0.0979 0.3001 0.1082

Muribaculaceae T24正常組 0.0096 0.1696 0.2392 0.3583

T8混亂組 0.0121 0.1130 0.0564 0.1069
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附錄六： Heat map 分析結果 

 我們將 T-test 分析結果與 volcano plot 以及支序圖三種腸道菌差異性分析結果，有

重複出現至少兩次以上的菌屬六種，取其菌屬在正常(T24)與混亂(T8)組出現的百分比與

採樣時間進行分析(圖表顏色越深此菌屬比例較少)，將差異較大的四種菌屬呈現不同時

間細部結果如下所示，黃框為百分比較大的部分，紅框為百分比較小的部分 。菌屬UGC-

010、RF39在改變生理時鐘時間越長(4個月)，改變越明顯。菌屬Erysipelotrichaceae、

UBA1819在改變生理時鐘(2個月)，就有明顯變化。特定菌屬產生改變所需要的時數(月

份)不一樣，有些2.5個月就會有影響，有些則需要4個月才會有影響。 

  

  
 
四種菌屬heat map。特定菌屬產生改變所需要的時數(月份)不一樣，有些2.5個月就會有

影響，有些則需要4個月才會有影響。 

 
 

RF39

早 晚

2.5M 4M 2.5M 4M

4-1 0.037% 0.030% 0.085% 0.051%

4-2 0.000% 0.000% 0.011% 0.000%

4-3 0.046% 0.000% 0.034% 0.000%

12-1 0.000% 0.000% 0.066% 0.000%

12-2 0.088% 0.000% 0.111% 0.000%

12-3 0.051% 0.096% 0.178% 0.120%

UCG-010

早 晚

2.5M 4M 2.5M 4M

4-1 0.152% 0.134% 0.087% 0.214%

4-2 0.033% 0.189% 0.026% 0.313%

4-3 0.100% 0.223% 0.045% 0.188%

12-1 0.056% 0.085% 0.085% 0.099%

12-2 0.210% 0.066% 0.054% 0.177%

12-3 0.090% 0.031% 0.070% 0.044%

Erysipelotrichaceae  

早 晚

2.5M 4M 2.5M 4M

4-1 0.126% 0.168% 0.165% 0.252%

4-2 0.035% 0.121% 0.066% 0.122%

4-3 0.117% 0.385% 0.108% 0.539%

12-1 0.024% 0.287% 0.059% 0.133%

12-2 0.037% 0.120% 0.069% 0.013%

12-3 0.032% 0.019% 0.046% 0.048%

UBA1819

早 晚

2.5M 4M 2.5M 4M

4-1 0.022% 0.134% 0.087% 0.214%

4-2 0.013% 0.189% 0.026% 0.313%

4-3 0.012% 0.223% 0.045% 0.188%

12-1 0.000% 0.085% 0.085% 0.099%

12-2 0.024% 0.066% 0.054% 0.177%

12-3 0.000% 0.031% 0.070% 0.044%

 

 

  

 


