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鼠目魚紅斑病發生與噬菌體生物防治之研究

The Epizootic of 1\在 ilkfish Vibriosis and Its Biological
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temperature range of 4 to 20'C and easily inactivated by raising temperature to 30'C

and above. The optimal stable pH values for,

stable salinity range of ASI0 is 15 to 45%,-.. B�

the lost of ASIO infectivity is linearly correlated with UV fiuence. The pathogenecity

of Vibrio anguillarum was almost completely eliminated after 4 hours by ASI0 infec-

tion at an M. O. 1.=1. In the field trial, we proved that the vibriosis can be inhibited

is stable in thesolution.

色SIO
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by ASI0 application in milkfish overwintering ponds.

雷

直延自魚養殖為本省最重要的養殖魚類, 此魚屬熱帶性魚 ,
而本省位處亞熱帶地區 ,

所以冬季必須在
具有肪風及保溫能力的越冬溝或深水池中渡過 (3,19,20,22,23)

。目前每年冬季約儲養上億尾的觀目魚以供童
年的需求。但是冬季溫度低 'JI. 目魚不攝食、體力弱 ,

易受到紅斑病菌 (Vibrio anguillarum)
(叫 ,14_16,

18,19,21 )

的感染而致死 , 死亡率約 70% 。在本省每年冬季現自魚因病死損失遠新臺幣一億元左右 , 損失
頗鉅。所以本研究為解決梅民困難 ,

便針對紅斑病進行生物防治研究。

以往處理魚病的方法 : 用化學藥品 ( 如 : San-O-Fec-50, Iodophor 及 Sulfonamides 等 ) 、抗生
讀 ( 如 : Chloramphenicol, Streptomycin 及 Oxytetracycline) 或以疫茵《圳作預助與治療。但是化

學藥品及抗生素的使用會破壞水中徵生物生態平衡 , 造成水源污染 ; 並且有抗藥性之虞
(1)

.殘留在魚體

內的藥物也會造成公共衛生的隱憂。疫苗使用時 ,
需搬動魚體浸泡 ,

此易使魚受到驚嚇 , 可能會使免疫
系統設抑制叫

7) ,
並且搬動魚體時 ,

會相互摩擦易受餌 ,
漁民叉只在發病時才施用 , 但是疫苗需要一段

時間才能在魚體內產生抗體 ,
所以按果不彰。本實驗以紅斑病的噬菌體 ( φASIO) 施用於直在目魚水域

中 ,
以減少或消滅紅斑病菌 , 避免紅斑病的發生一一此種方式稱為生物防治。
生物防治的優點 : 不會破壞水域中的其他生物 ,

對魚體無不良副作用 ,
施用噬萬體後不必換水 , 而

(Institute of Zoology, Academia Sinica, Nankang, Taipei, Taiwan, R. O. C.)
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且製造成本低廉
, 噬菌體 ASl 。在不換水的越冬溝經歷 46 夫

, 尚有 1.7% 的存活率。因此很值得推

廣。

實驗材料及方法

細 茵

以引起紅斑病的細菌 (Vibrio angui/larum) 為寄主 , 其中菌株主要用 80123l-LD 。菌種由畫大動

物系郭光雄教授與鍾虎雲教授所提供。

噬茵體

本實驗室由琵目魚養殖池中採水。經由
,

12,100Xg, 4.C, 20 分鐘離心 , 取上清液。以紅斑病菌與柔

吹培養基傾倒於培養血中
, 待凝固後 , 以 0.1 ml 的上清液沾於培養血上

, 置於 20.C I懂溫培養箱內
,
第

二天觀察培養血上是有呈現透明溶菌現象
, 此表示有紅斑病菌的噬菌體的存在 , 命名的噬菌體 ASI0 。

再在 10 ml 培養液中加入由溶菌區鉤取一自金耳的φASI0' 隨郎加入濃度為 5X 108 cell/ml 的紅斑

病菌 0.1 ml , 於 20.C 恆溫震盪培養箱中培養至透明澄清時 , 以 12,100xg, 4 �C, 10 分鐘離心 , 保留
上精液。

2.

3. 寄主範圍

以 18 株紅班病菌作寄主
, 觀察噬菌體 ASI0 是否對它們均有潛菌能力。並選取溶菌範團最廣的

噬菌體作為今後實駿材料。

4. 酵 素

RNase 及 DNase 購自美國的 sigma 公司。

5. Acridine Orange 學色法ω

載玻井四片, 每井上點一滴噬菌體 AS10 (5 μ 1) , 男四井載玻片 , 每 ,It 上各點二滴噬菌體 AS10

( 每點 5 μ1) , 以吹風機吹乾 , 勿使擴散閉 , 以免君結果時顏色不明顯。
(1) 固定 :

以 Methanol (2
�C) 固定

, 漫的 --20 分鐘。簡稱 M- 固定。

以 Carnoy's fluid 固定
, 在室溫中浸 5 分鐘 , 然後於 99.5% 乙醇中迅遠浸泡草書出

, 簡稱 C- 固定。

(2) 染色 :

兩種固定法載故井各取一片 , 浸在 pH 3.8 Acridine Orange buffer ( 簡稱 A.O. bu 叮er) 5 分

鐘。再移到 pH 3.8 modified McIlvane buffer ( 簡稱 m-M buffer) 浸潰 2 次
, 各迅速潤濕 , 然後

在 Na2 HPO. 浩液浸泡 15 分鐘
, 吸去多餘液體 , 以紫外光蟻來觀察。

(3) 染色後處理 :

兩種固定法載放井各一片 , 浸在 tartaric acid 溶液中 2--5 分鐘
, 以紫外光觀察其顏色的變化。

(4) RNase 分解 :

兩種固定法載故丹各一片 , 每時上有兩點 , 在 m-M bu 的 r 中浸 5 分鐘 , 其中一點作對照組 , 另

一點在 pH 3.8 時加 3 μ I, 0.1% RNase' 將載玻片於 37
�C 中值溫 2 小時。再經 A. O. buffer' 以及

兩瓶 m-M bu 的 r 中迅速浸一下
, 稍加吹乾 , 以紫外光觀察顏色。

(5) DNase � 予解 :

兩種固定法載放斤各一片 , 每片上有兩點 , 浸在 pH 5.5 (Phosphate+Acetate) 巖衝液 5 -- 10 分

鐘
, 每井上其中一點在 pH 3.8 時

, 加 3 μ 1, 0.1% RNase' 將載放丹在 37
�C 襄恆溫兩小時。取出浸
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在 m-M buffer 中 S 10 分鐘 , 經 A.O. 染色 , 在 2 瓶 m-M buffer 中潤攏 , 稍加吹乾 ,
在紫外光

下觀察顏色。再浸 Na2HPO. 中 IS 分鐘 ,
再於紫外光照射下觀察顏色。

6. 離子濃度對噬茵體 ASIa 的影響 :
以 CuCI2, CuSO., MgCI2 及 MgSO. 各配成濃度為 0.001 \1, O.OS M, 0.3 M 的酒漲。 ZnSO..

MnCI2 及 CaCα12 各配成 o
9.9 ml , 加入 0.1 ml 純化的噬菌體 ASlO (刊1.2X 1叩O伊8 PFU/ml 刊) 懸浮液 , 混合均旬 , 置入 2劫O'C 值溫培
養箱 , 經 10, 30, 120, 240 分鐘後 ,

測噬菌體 ASlO 活存濃度。

7. 溫度對噬菌體 ASIa 的影響
(1) 溫度安定性 :

將噬菌體 ASI0 (3XlO'O PFU/ml) 的懸浮按 10 ml 分裝於試管內 , 各置於 4.C, 7.C, lO'C
IS.C, 20.C, 2S.C 及 28.C 恆溫培養箱中 , 在 1 、 2 、 3 及 4 天後 ,

測定噬菌體 ASI0 活存濃度的變化。
(2) 熱扭扭住 :
將 10 ml 噬菌體 ASI0 (1.2XI08 PFU/ml) 的懸浮液盛於試管 , 各置於 30.C, 40.C, SO.C, 60.C

及 70.C 值溫培養箱中 ,
一小時後測定活存濃度。

8. 破鹼度對噬茵體 ASIO 的影響

以 0.1 N NaOH 及 0.1 N CHsCOOH 調配出 pH 3
、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 、 9 、 10 的試波 , 各取

9.9 ml 加入 0.1 ml 噬菌體 ASI0 (2.3 x 109 PFU /ml) 懸浮液 ,
混合均勻 , 置入 20.C 恆溫箱中 ,

於
3 、 6 、 24 小時 ,

測噬菌體 ASI0 的活存濃度。

9. 重度對當菌體 ASIa 的影響

以 9 ml 含 0.S6%, 1.11%, 1.67; 右 , 2.78%, 3.89%, 5.00% 濃度的氣化錦溶波 ,
使噬菌體 ASIO 分

別處在 S%" 10%0, IS%" 25%" 35%, 及 4S%, 之鹽度環境 , 置於 20.C 恆溫箱中 , 於 1 、 2 、 4 小時 ,
測定噬菌體 AS 10 的活存濃度。

10. 紫外線照射的影響

以半徑4.5 cm 的培養血 ,
置入 2 ml 噬菌體 ASI0 懸浮液 (6.2X 108 PFU/mI)

'lOW 紫外燈與
培養血的距離為 26.5 cm ,

照射時間分別為 20 秒 40 秒及 1 、 2 、 8 、 12 、 16 、 24 、 30 分鐘 , 並測噬菌
體 ASI0 的活存濃度。

11. 浸浴試驗
(5)

紅斑病菌濃度 1 X 1.08 ceII/mI , 噬菌體 A$lO 濃度 1 X 108 PFU/mI, 等量混合於過繭的海水中 ,
經過 1 、 2 、 4 、 8 小時後將 W,\ 目舟、浸在混合液中 , 在 20.C 經半小時後再移到過墉海水中 ,

不投餌 ,
打

氣觀察 6 夭。

12. 田間試驗

本實驗是當紅m 病發生時 ,
將噬菌體 ASlO 以越冬溝水稀釋、均勾撥灑。平日則定期測定水質。

結果與討論

寄主範團

噬菌體 ASI 。在 18 祿紅斑病菌中具有 100% 的溶菌能力 (Table 1) 。
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Tabk L t i,' 示 : 、 � L)f bacteriophage ASlO which infect ribrio allguillarum

Strains Titer (X 1O7/ml) platin 自己仔Iciency (%)

8201O8-wt7

810129-8sk

801231-kf

8201O8-4G 這

801231-LD

800123-1 L

N-I-E-275
820124-21
810129-2s
810129-2k
820108-30
811220 申MK

800129-21
820121-4
800121-1
800124-3k
800123-4fl
800127-5Lb

MWMMMMm

叭"
刊
物
MW

泊
位

UM864++

32l11

254.8

226.6

109.7

100

100

54

43.5

37.1

32.3

30.6

25

21.8

14.5

6.5
4.8
3.2

Note: +: cell lysis

2. 學色試驗

噬菌體 ASI0 在高遠離心後 , 溶於 M9 培養液中 , 依 Acridine Orange 染色步驟操作。噬菌

體 AS 10 固定後 , 敢一斤載改片浸在 NazHPO. ' 15 分鐘後以紫外線照射星紅色。另取一載磁片在

Molybdic (\cid 溶波中 , 稍浸一下 , 取出在 15�90 秒內以紫外線照射 , 顏色出紅色轉變為綠色。再取
一載破井浸在 Tartaric acid 溶液中 , 以黨外光照射 ,

在 2�5 分鐘中顏色由紅色轉變為黃色再變為綠

色 (Table 2) , 依以上結果判定噬菌體 ASlO 為單股核酸構造。另取有兩點噬菌體 AS10 的載玻井 ,

其中一點作對照組 , 另一組加上核酸水解酵素 DNase 或 RNase' 恆溫於 37
�C,

兩小時後 , 再依
Acridine Orange 染色法染色 , 觀察變化 ,

結果以 RNase 處理後 , 在浸泡 NazHPO. 前後 , 各以紫
外光照射 ,

以觀察其顏色時均為紅色 (Table 3) 。另一組以 DNase 處理後 , 比較浸泡 NazHPO ‘之

前後紫外光照射之顏色 , 則由紅色變成無色。依此可知噬菌體 AS10 為 I-DNA, 也就是單股去氧核

醋核酸 (Single stranded DNA) 。

3. 離子濃度

噬菌體ASlO 分別置於 T.S. Y. 培養液、蒸餾水及濃度為 0.001 M 0.05 M, 0.3 M 的 CuSO.,
CuClz, MgClz 及 MgSO. 的溶液 , 在 20.C 恆溫感作後 , 觀察其不同時間活存濃度之變化。噬菌體

Table 2. Nucleic acid colours of stained bacteriophage ASIO

Treatment C-fixed slide 恥{-fixed slide

after NazHPO
‘

心1olybdic acid

Tartaric acid

red red
green

green
green

green
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Table 3.

DNase

control treated

RNase

control
Treatment

trea ted

redredred{ before

after
nill

nill

nill

red

red

red

red

red

red

Na2HPOtC. 峙 fixed

u. - - (before
MU-fixed �

Lafter nillredredred
Na2HPOt

. C: Carnoy's fluid.
U M: Methanol.

AS10 置於 Mg+ 九 Ca 抖 , Mn++
中均相當穩定 ,

其中 0.3M 及 0.05M 的 Mg++ 及 0.05M 的 CaH

均比存在蒸餾水中寫好。噬菌體 AS1 。在 Cu++ 滄被中喪失活率相當迅速 , 除了 0.001 M 的 CuCh
外 ,

其他濃度之含 CuH 滄液均在四小時測不到噬菌體 AS10 的活存濃度。因此可知 Mg+ 九 Ca+ 弋
MnH 對噬菌體 ASlO 的活性安定有利 , 其中文以 MgH 最佳 1 而 CuH 的存在相反地會迅速使噬
菌體 AS 10 失去活性 (Fig. 1) 。

溫度對噬菌體 ASIO 的影響
(1) 溫度安定性 :
噬菌體 ASlO 在 4 、 7 、 10 、 15 、 20 、 25 及 28"C 喧溫培養箱中 , 觀察在四天之內的變化 (Fig. 2) 。
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0 0.05 M; ﹒ 0.3 M;
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Fig. 1.
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』
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。
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Temperature eff, 叫 on bacteriophage ASIO stability�
_u,

- �-�-Sã 2S.C; 圖 28.C.Fig. 2.

個詞癖軒君當溫度在詣。C 以上了噬菌體的0 的失活率相當快
, 溫度在 20.C 以下 , 溫

B3\!!:1

低噬菌體9'"
�J

'13 的研率愈高。在冬季一般水域溫度大約在 20.C 以下 , 此種條件非常適合蟬

體 ASIO 的特性。

(2) 熱抵拉住﹒

噬菌體
'" .。在必 40 、恥 60 及呵。C 的恆溫狀況下 , 經一小時後測活存濃度。發現在 30 、

40 及 SO.,C 中活存率約為 0.1�0.6% ' 而
60.C 約 0.002S%. 70.C 則無噬菌體 ASIO 的活存濃度

(Fig. 3) 。噬菌體 ASIO 對高於 30.C 以上的環境下 , 熱抵抗性轉弱。

在 20.C 之溫度 , 噬菌體 ASI 。在 pH 3� 10 的不同酸鹼度條件下
, 在不同時間測定活存濃度的

變化如下 : 經過 24 小時的觀察
, 發現噬菌體 ASIO 存在於 pH 9 時活存率較其他 pH 值寓。但噬菌

體 ASIO 在 pH 3 及 pH 4 的環境卸無活存濃度
, 因此得知噬菌體 ASIO 對酸性相當敏感 (Fig. 4) 。

海水的 pH 值約在 8.3�9.l 之間 , 因此噬菌體 ASl 。在施用於海水車目魚越冬溝應相當穩定。

團是給度對喔茵體 ASIO 的影響5.
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直度對噬菌種 ASIO 的影響

噬菌體 ASJO 存在鹽度是盤空 , 10, 15, 25, 35 及 45%0 時 ,
維持 20.C 的狀況下 , 觀察其在 1 、 2

互
4 夫的活存濃度變化 (均 5) 。在第一天以叫闖關甜可闖一荐率最高 ,

其餘均稍微少
笠 ,

以 10 弘較低。第二天以 35 弘的鹽度中的噬菌體 ASIO 活存濃度高 , 而 45%0 最低。第四天也是以

6.

35%0 中噬菌體 ASIO 的活存量最高 , 1O�, 則最低。

啦菌體 ASlO 存在於 35%0 的鹽度溶液中最穗定 ,
海水鹽度一般冬季約在 30�35%o 。所以當冬季

來臨前 ,
在越冬溝或深水池中加入噬菌體 ASlO 必定很穩定 ,

可降低水域中紅斑病菌數量 ,
待員目魚

入溝時 ,
水質環境中的鹽度範團對現自魚很有利。

紫外線的照射

點菌體 ASlO 以紫外線照射 ,
依其活存率及紫外線照射的劑暈製成半對數圖表 (Fig. 6) , 得知 11也

菌體 ASlO 活存率與紫外糗照射的劑監具有直線關係特性。這種直線關係是對單股的核酸才有的生物

(Survival rate)=O.923-7,14X

7.

特性
(8) ,
而噬菌體 ASIO 的 DNA 是單股。此直線方程式可以 log

10-5 X Fluencc (J ﹒ m-2), r= 一 0.990.**, n= 10 。

迫害加
叮當
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沒浴試驗

將紅斑病菌(Vibrio angui/larum) 1 X 108 cell/ml 與噬菌體 AS10 以 m. o. i. = 1 時 , 混合於過
濾海水中 , 在感染 1 、 2 、 4 及 8 小時後 , 將豆豆目魚置入 , 浸浴半小時 , 溫度 lS"C , 然後移入過浦海
水 ,
不投餌打氣觀察風目魚活存率 (Fig. 7) 。感染 4 及 8 小時經歷 5 天觀察 ,

活存率 100% ' 對照組
在五天中活存率的變化是 0.9, 0.6, 0.4, 0.3, 0.3, 0.3 , 但第五、六天魚已非常瘦且外觀已有脫輯現象。
噬菌體 ASlO 與紅斑病菌在 m. o. i=l 時 ,

經四小時感染後便無致病能力 ,
因此可預估噬菌體 ASIO

8.

施放於越冬的水域中 ,
四小時後紅斑病菌便無致病故果。
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Elimination of the pathogenecity of Vibrio anguillarum after bacteriophage

ASIO infection with different times. The M. O. I. was 1 and the immersion
time of milkfish 30 mins.. 8 hours; \7 4 hours; 圖 J

Fig. 7.
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田呵試驗

川間 I試驗定期測定項 Ei 中 ,
水質 pH, Vih

A約s圳g
院削串線棚泉蝴關係 , 此方程式 Log M (此 ) =0.526 X Log ( 的brio a咖 i/lar 附關菌體的 0) 一 0.539, r=
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我們撥著照討紅耳病悶在水質中舍是典和 I 者較有市切關係
, 結果發現在 pH 約 R. t

-+ II 年
, 年 IJ1"1 州 I'�i

的合吐最高
, 此與 Evelyn 川所探討紅耳病 l菊最過生長條件 pH 是 6.5

}之 7. 已有所不肘
,
此 11rfi� [kl)f:j

水中其他機質影評有 16日。叭找們可以悔水中之 pH 值作個大目的古標 ,
來 ?犬

,
半施放怖的 \r�'i A S I 0 的

, ,

會有報告 (23'tfiH:\ 當 7K¥ 且低時添加淡水的地下水具有提高祖度效果。
{仰I刊! 事寶 [-.1 刻卸4中J{;向守 5投f哇't I屯Ei 山草耿i 靶 'j宇j軒L叫刊川f什件't牛t:

,

此因豆�\ 日魚在 i深茱 !度宣約 1.5 公尺的趙冬溝 ,J土:二.層水 i溫i值且雖低
, {們R下層 [閃祠地熱所以較上 !阱仟 f為-c;丸心?穹弘訂訂� ,沁� I"�已I"�六圳;

目魚還能忍受
, 但是加地下水時會破壞水層 , 魚的逆水性使 !ft\ � 1�1. 11: 上游

, if� 陸的突變易造 IJXiW( 語﹒史

甚者會立即凍斃。平日我們建議漁民在水溫達
17.C(l1) 時才進行換水、加水的工作

,
�rl 此叮預防 i 朵白

事件的發生。

摘
要

說目魚每年越冬期間會發生紅斑病, 由諒自魚越冬溝分離到對紅斑病菌具有感染皮;你讀能力的 If, 扒拉 l

體
, 並命名為 ASI0 。噬菌體 ASIO 對臺灣所分離出 18 株紅耳病菌具有 100% 的情時i 能力。以 ACrI-

dine Orange 染色法知噬菌體 ASlO 是單股 DNA 。離子濃度試驗得知臨菌體 ASIO ft: Mgq 溶液

中活存率最高。由熱抵抗效應發現當溫度超過 30.C 時
, 噬菌體 ASIO 的熱控抗安定性轉弱。在 4

� C

到 20'C 噬菌體 ASI0 穩定性良好。它的最遍 pH 範圍在 6---9 之問。醉、紫外光的劑屯和 l時茵體

ASI0 的活存率是呈直線關係。噬菌體 ASI0 最適鹽度範圍是 15---45 啦。由浸浴試驗得知紅斑祠的與

噬菌體 ASIO, 以 M. O. 1.=1 , 混合後四小時 , 紅斑病菌對諒自魚便無致病能力。在越冬溝進行問問

試驗
, 我們證實噬菌體 ASI0 可抑制紅斑病的發生。
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