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Abstract

waterdifferent10HI

one

water was faulty in keeping the phage outside the laboratory.

Plaque forming units of the lyophilized phage AHI remained unchanged for

however,laboratory,Ie

120 days and decreased thereafter.

言

魚類養殖所發生之疾病種類頗多 , 其中屬細菌性疾病者常因嚴重感說而造成大日死亡 ,
��� 以

Aeromonas hydroPhila 而言 , 是魚類細菌性病中常見病原體之 - ll,n 。本質驗刊用 /leromonas

hydroPhila 病原菌為寄主細胞 (host cell) , 篩選能夠感染它的也由也 (bacteriophage) 研究魚

類赤賠病的生物防治法向 (biological control method) 建立位式系統 , 以供魚病防治研究之用。
目前就以前篩選的八種噬菌體中

, 具有最強溶 lu 能力的噬茵椏 AHI R 材料 , 探討亦姑祠的Mr 台 (I) ;

臨菌體 ARI 感染 A. hydroPhila 後 , 在 100 分鐘內可以產生 160 個 +ri�i:. 也在i髓
, 而且在 3 小時梭 ,

A. hydro βhila 的菌數極降低 1 x 107 倍以上 ; 在感染倍數 (multiplicity of infection, 簡稱 m.o.
i.) 0.01 以上時 , A. hydro phila 對魚體的 J f;J

.BJX 但 :及致死 It 可以冗金投消院 ; 如此攻平的溶菌作肘

, 極有利於控制水中 A. hydro ρhila 的濃度
,
而注至 I]TWVJ 益札記類赤 PitH 甫的設立。本搞研究報告的

目的 , 在於探討噬菌體 AHI 在不同的水源及位冷凍 "也服役
, li�i'j. 力之變化 , 亦已 [J 其安定性的問姐 ,

以評估 AHI 在生物防治法之可行性。

緒

材料與方法

培接1. 茵抹 Aeromonas hrdroPhil α
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提供。本實驗室以3xD 培養液 (A 溶液 : KH2PO, 4. 5 gm, Na2HPO, 10.5 gm, Casein hydrolysate
15.0 gm, glycerol 13 gm, gelatin 30 mg, distilled H2O 950 ml; B 溶液 : MgSO4.7H2O 0.3

gm, CaCl2 0.033 gm, distilled H2O 50 ml, A 與 B 溶液滋菌後 , 泠卸至室溫時混合 ) , 在
28 � C 下 ,

以行好氣性培養 A. hydro ρhi/a 細菌 , 利用分光光度計 (spectrophotometer) 測定其生
長情形 , 在O.D 捌 =0.8 時 ,

此菌生長大約達到對數期 (log phase) 階跤 , 細菌數約為 5 x IDs 'cellsl
ml, 利用此時期的細菌傲接種頓 , 進行實驗。

2. 哇茵體 AHI 培接 (5)

本質驗室先後自野外採集他才〈及下水道排水 , 同質驗室鑑定 ,
分離出八種噬菌體 , 分別命名

AH1, AH2, AH3, AH8 , 其中測知 AH1 噬菌班 (plaque) 之生長最快 , 在詣。 C 下 , 16 小時
之半徑可達 1.41mm, 表示它的溶菌 (lysis) 能力最強 , 因此 , AHI 破挑選來感染 A. hydro Phila
。培養高放價噬菌體 AHI 時 , 必需先培養寄主 A. hydroPhila , 細菌培養到 O. D3so=0. 8 時 ,
加入感染倍數等於 1 的噬菌體 AHI , 亦就是 AHI 對 A. hydrophila 的比例等於 I , 此時 , A.
hydro ρhi/a 容易被噬菌體 AHI 蚊附 ( adsorption) 感染 ,

在打氣武振遭培養下 ,
會有溶菌現象發

生 , 溶液會還漸澄清 , 離心除去細菌屍體設 , 上層液體保留。鑑定放價 (titer) 之方法 , 是將保存液
。 .Iml 經 100 倍連讀稀釋 , 分別取 0.1 ml AH1 稀釋液 , 0.1 ml A. hydro phi/a 培養液與 0.65%

, 3ml 低濃度洋菜培養基 (42 � C) 混合均勻 ,
倒在含有洋東培養基的培養血上 , 使均句分佈 , 凝固

後 , 放在 28 � C 下溫箱培養 , 隨時觀寮噬菌班的形成 , 通常 6 --12 小時後 , 計算噬菌湛的數目。

3. 活存試駿

@液體狀態 (Liquid state)

16 隻 1,000 ml 燒杯 , 分別盛不同來諒的水 , 如自來水 ( 經高壓蒸氣消毒 ) , 蒸餾水及六處抽水, 每杯盛有 700 ml , 加入 1--2x 103 PFUjml (plaque forming unitjml) 之噬菌體 AH1 , 再分
成兩組 , 一組放在實驗室內 , 另一組放在室外有水的水溝中 , 每天定時以吸管攪拌吸取 O. I ml, 連
讀稀釋 , 副定 AHI 教債 , 計算活存比 (survival fraction) , 活存比 =AHI 在水溶液中之教價 (
PFU Iml) I AHI 之原來教價 (PFUjm 心 , 並記錄每天的水溫與氣溫。

@冷凍乾燥狀態

將 AH1 敷價為 1. 5 X 1011 PFU Iml 160ml 經 30,900 x g 離心 1 小時 , 所得到沉澱物用 40ml
Mq 培養基 (Na2HPO4 .2H2O 7.0 gm, KH2PO4 3.0 gm, NaCl 0.5 gm, NHjCl 1卜.0

εm,
Mg訟SO4 蠱 1叩0-

ml 量裝入泠凍乾燥用的小琨璃輝 (臼ampu 叫lIe 吋〉內 , 冷凍乾燥後 , 真空密封瓶口 , 保存於 4 � C 冰箱中 , 再
定期開施加入 0.5 ml 稀釋培養基 (diluting medium: 0.8 gm nutrient broth, 5.0 gm NaCl,

1,000 ml distilled H2O) 測定活存款價 , 來鑑定 AHI 的安定性的時限。

結果真討論

一、水源之 pH 值 2l 室內汁混是

為了瞭解噬菌體AH1 在水溶波中之安定性 ,
所探用的水漲分別取自蒸餾水 , 自來水及六處養殖

池水。別定這些水諒的 pH 值 , 結果如 Table 1 所示 , 各地池水的 pH 值近乎中性 , 分別介於 pH
7.2 至 7.8 之間 , 自來水的 pH 值為 7.8, 蒸餾水則偏酸性 , 其 pH 值為 5.6 。
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Table 1. pH value of water from different sources.

⋯一一一 一
w 泣 tcr source Tap water Distilled water Pond 1 Pond 2 Pond 3 Pond

-+ Pond 5 Pond 6

‘
aA-EAP

‘ 7.8 5.6 7.5 7.8 7.5 7.3 7.2 7.2
一一一一一一⋯一一一 一 一一一

本 1;i!J0 分 5JiJ 在生 |刊及笠外進行 , 測定試驗期 [UJ 之氣溫及水 i且變化 ; 室外 �(i 再 j 之 j< iLl 之豆豆 {t5rJ]1J 介
於訕。 ".25' C fUJ21 o� 鈞。 C 之間 , 如 Fig. 1 所示 , 這四天之天河上其址天 ; 三甘心弘一斗民水心怯怯
定 , 吉、 � {且為 26"C , r 市 � 且為 23

� C 。
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二、 AHI 在室內不同水源中的安定性

l控菌 i世 AH1 在室內八種不同水源中 , 其技初放位 ;其度為 1.7xl 。可 PFUjm1, tJ 天測定 AHI 之
活存款 ft1 及活存比 (Fig. 2 及 Table 2) °經過--.天放置之後, 自由i'�� AI-} 1‘在自來水中的以償

法皮不變化 , 但是在蒸餾水中的安定性社低 , 放價成 LOx 107 PFUjml, 活存比他為 0.059 ; 在六
種池水中的安定性較在蒸餾水中為高 , 放價 ;)1" 皮僅為原來放價濃度之一半左右 , 活存比皆分 J)I]1 有 0.647,
0.441,0.494,0.706,0.647 及 0.512, 以在第 2� 危及第 3 號池水中的安定性較低。這種女 ;副主的是民到
第三天 ;J.£ :F) 別鼠 , AH1 在自主k 水中仍然維持近乎原來的啞菌也放回 (1.3)<10� PFUjml) , 位在京
的水中的安定性急劇降低 , 放價降為 2.9x101 PFUjm1, 活存比紙為 1.7)< 10-1 , �.U�;{ 來 Li'J 位皮
相比, 幾于降低 6,000 倍左右。在各地抽水中的活存比分別是 5.2)<1O-�, 9.4/10 一九 6.5.<10 品 ,
1.1 x 10 一九 5. 5 X 10-2 及 7. 6 X 10-2 。很顯然地 , AR1 在這些池水中的安市 'I: 的Hll 分為 �H 紙 , 一封為
在站 2 批民第 3 號 itl1 水 , 其活存放位 (注於原來濃度的百分之一 , 另一支;1 泊在第 1,4,5 且 6 鷗 iLu 水 , ,

其
¥>�;,f:{ 欽的分於 ) t', 來放恆的百分之五至十之間。



4

Table 2. The survival titer and survival fraction of bacteriophage AH1
in indoor aqueous state. (a, b)

Pond 5 1. 1 x 108 6.4 x 10-115.2 x 107

Days in water

2 : 3 4

9.4x 川川 7⋯ I

3.2x 1叭叭 04 1. 7 x 1O-4j2 似 104

2.4 x 10-]'8.9 x lOr. 5.2 x 10-2,3.3 x lOr.

1.0x 10-1,1.6 X 105 9.4 x 10-317.8 x 10" 4.6 X 10-3

1.1x10-111.1x10" 6.5x
們

5 . 5 x 1 0"

2.9x10-1\1.8x107 1.IX10-115.3x10; 3.1x10-2

3.0 x 1 0-1!9.4 x 105 5.5 x 10-2;8.4 x 105 4.9 x 10-2

T.
I

S.T." S.F.d

1.0x 叫 6 x 1 Os

5.9 x 10-215. 5 x 10"

6.5x 10-]14.0 x 107

5. 9 X 10-1Tap H2O

Pond 1
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Hdpu--Ea.-E.E.-1.a..COD 1 . 2 X 10-4

1 . 9 X 10-2

Pond 2 4.4 x 10-111.7 x 107

Pond 3 4. 9x 10-111.9 x 107 3.2x 10-3

Pond 4 7 .Ox 10-1\4.9 x 107

Pond 6 8.7xl07 5. 1 x 10-116. 2 x 107 3.6xlO-111.3xl07 7.6 x 10-217. 6 x 10" 4. 5 x 10-2

a
晶

,hUPU-

Room temperature was 26 � C and water temperature was 23 � C.
The initial titer of AH1 was 1. 7 x 10' PFU Iml.
S. T.: Represent survival titer by PFU Iml.

d. S.F.: Represent survival fraction, calculated by
PFU Iml in water

PFU Iml of initial titer .
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Fig. 2. The stability of bacteriophage AHI in indoor aqueous state. .一 . tap H:O,
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n��Wff� AHI 在 pH6 主 p H 9 ;1<. n悔改巾的安定性相詐 , pH lflJJU 戒 �;r D� ' nu 咬定 tl: 下降 ( 未發

表結果 ) ; 在不 [(d1 血皮下的安定性質驗
, 顯示 AHI 在 36

� C 以下的油皮 , 只吃 Ji:'tL HI 近 (*0:� 夫結

果 ) � rLl Table 1 的問 IJ 定結果可知 , 除了蒸餾水 f的i白� pH 11恆也 5.6 以外 , J共ti 餘涂七 f刊[!�;;! 浩涼'1古立l;自i,J.' 心� P tI(! 假1(:位〈丘[ 丹叫邵\ " 已已'J己LJ.. ;二:

AHI 安定 (的'IJ白J pH; 純!拍紅阻月E屯叫LW而f爪Wt巳盯tt叫{

定性特別低膛眩: 與共 J所奸處 (的'I叩i巾甘 pH 偏酸有相 i岱",古'. 關係。但是 , AHI 在六處池水中的 1矢志 it U J .:�),� 比在白來水

中低 , 此可能是自來水與 'I山水的水中生物相不同的關係。因為
, 自來水已經過蔽的 !拉芯

,
則 tJ" 生物証

水中生存 , {旦足池水探同之後 , 則保留其原有狀態直拉 'I吐白。驗 , 共中含羊TJ'F 多細 I'a 、 i td 、 ;'\:yfD 之間

生動物等 � L'. 物
, 而且 [tl 水源採仁 ! 不同地點 , 而有甚大差異。由於這些水中生物的存在 , 心 1 J �'F: 多昨 /

或代謝物分泌到池水中心
;,7) , 池水可能存在生物分泌的蛋白質分解推 (protease) 此 ! 幻汪紅 (nuclea-

se) 等酵素 , 則對眼菌體 AHI I的感染活性有相當的破壞力 , 因為 , 噬菌體 AHI 主要斗山 �ri 白白 ]A[

DNA 構成其個體。叉木巾各甘 i沾J搭住于的存在有助於噬菌體 AHI 1沾ι性的保存 tω�, 川廿η) ,
凶為在白 5來t忙i 水中的

活性大部份可 i以;J式f,、保臼 ,
i!口刊U叮(lj討,'d刀1]

‘ {在�茲�f;ζ吉叫:三U三心沁J\;i; 水求中則什小4堉白能巨 , 因此造成兩者在無水中生物存在下 , 封 AHI 的 3支支定 1

產生不同的影響結果。

三、 AHI 在室外不同 7位清、中的安定性

唾菌體 AHI 在室外八種不同水源中 , 其最初放價濃度為 1.4x lOB PFUjml, 測定 ARI 之活

存款價與活存比結果 , 如 Fig. 3 與 Table 3 所示 , 在第一天 ARI 的活存款債 , 仍以自來水中最
高 , 而以蒸餾水中最低 , 其活存款價為 1. 6 x 107 PFU j ml , 活存比為 0.11 , 在其他六種池水中活
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Pond 1

一一一一一 -一一一一一一一一一空空ys in water

1
� � I - -

-2 3
'� �

11.4;< 1 。可 1. 0 )< I叫 平。×即可×川示
-

Distilled I-T�O
11 心 1071.1xl 的 2 x 10, 1. 6 x 1叫2.0x 10' .1.4x 1叫。 >( 10'
19.6;<107 6.8XlO-Ji4.6x1O7 3.2xI 叫 .6 x 107 7.1 x 叭 L2xl07 8.5xIO-2

18.5x107 6.1xI0-J;9.3xlO' 6.6xl 叫叫 0' 2.8 x 叫4 叫 0' 2.8xI0-3

i4.9XI073.5XI0-1!1.0 叫 ,
7.1 x 1吋 8x 101 2.0x 叫 8x10! 2.0xlO-4

i9.4xI07 6.7xl0
六 1.1xl07 78xl0 咐 5 x 10$ 2.5 x 10 呵 i

:8.8xl0; 6.3,<} 叫 2xlO; 1.6x 川2.4x1061.7xl 叫 2. 0 x 10'
I 叭。 -li2.1 x 盯 7.1 x吋ω 6 6.1 x 叫做 10'; 4 仙。 -2

S.T. 4
可Vater source

Tap H"O

lAx 10-2

Pond 2

Pond 3

Pond 4
lAxlO-2

Pond 5
1 A X 10-2

Pond 6

* The initial titer of AH1 was 1.4x 109 PFUjml.

存比分別為 0,68,0.61,0.35,0.67,0.63 及 O. 肘 , 顯示晚育體 AHI 在第 3 號池水中的安定性較其
他池水中為低。此 Iii 安定性的差異在第三天右如下的變化 : 在第 2 做到第 3 號池水的 AHI

的活存比
分別為 2.8 X 10-3 又 2.4x 10-1, 而其餘池水去蒸餾求中的 AHI 活存比 , 則分別為 7.1 X 10-2.2.5 x叭 1.4xl 叭 6.1xlO 哎 1.9xI 仇很明顯心 AHI

在還些池水中的安定性 , 仍可同樣已區分成二類 , 一鵬在第 2 號及第 3 號帥 , 其活存款價低於原來佩服的千分之三以下 , 另一俯在
第 1,4,5 及 6 號池水 ,

共 ;吉存攻價介於成 ?* :tZ 價的百分之一至八之間。
室外所傲的空訟 ,

八種不同水涼的水 , pH 值不變 ,
蒸餾水仍偏酸性 ,

其餘的都在適合 AHI 保
存的 pH 結自內 , 如 Table 1 所示 ; 但在第三天起 , AHI 活存比是以在第 2 號及第 3 號池水中

,�,

低,
可能是在第 2,3 號池水中所舍的生物相最多 ,

在室外光線直按照射下 ,
水中生物之新陳代詩速率增

加 ,
代前物相對地增多 ,

致使 AHI 活性急劇的降低 ,
所以沾一存比較在蒸餾水中的低 ; 在本質＼驗中 ,

池水中的生物相似乎技水泌的 pH 值 ,
對 AHI 安定性的伊吠 , lit 方面氛進一步做蚓分奸及水中

生物相的調查。室外洹皮、法動較室內大 , 而且布日光照到﹒日光中只有紫外線 , 能做 l\H 1 iJ'it 生降低tJ,l1) (deactivation) ,
在室外所得到 AHI {市存比較 1J 位內低。

四、 ARI 在冷凍乾 ;l, 丟狀態下的安定性

li'j'(lff 體 AHI 的溶菌波 (lysate) 是在水 iW 拉克培養基內 ,
I吐不能長時期維持其 hit(; 染沾性。為了 k

j
中 ('f�ff AHI 的沾注 , 把它m 冷 J純燥法製成粉末 , 在叫下的立即 , 定期測定共的干的恨。結果 iill

Fig. 4 j了-示 , AI-II 原來之欽價浪皮 1:1 I X lOll PFU/ml , 在粉木盟成後 120 天內 , {,� 性沒右纜、化 ,
比後才顯出惡臭活力忍漸下降。因此 AHl 在乾燥狀態 F 較在水 ?在計划 1 安定度高 , 可I 利於長期保存 J�
站住。將來應用到魚病生 1物枷枷b仰仙U防J 治上時 ,仆吋叫j把扣巴配l喵體 AlII

1,'做J尺'{h忱b成川t
溶於才水�7 辨宵液瑕.中成高 j棋R 度 , 干軒耳分別混入養摘 ?油也內 , 如 l此!比七 'IIJ 1丈連長 [rJ' 稿時間 , 減少 �'n 站及海盜的麻打i ﹒

甚至其他細菌性的疾病 , 都 'IT 以 {}j )fj 此生物防治收式來做魚的 H'ji'/i 0
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Fig. 4. The stability of bacteriophage All! in lyophilized state.

30 120 1切

摘
要

本質。驗係以分別在室內與室外測定ARI 八種不同水頓中的安定性。在室內 , 以在自來水中的安
定性最高 , 其次在六種不同池水中 , 在蒸餾水中的安定性最低 ; 而在室外 , 是以在自來水中的安定性
最高 , 但因池水生物在日照直接影響下 , 所產生代謝物質較室內質驗的池水多 , 所以 , AlII 不是在

蒸餾水中安定性最低 , 而是在池水中的安定性最低。真空吃燥方法製成 ARI 粉 7.: 可以維持 120 天之

久的安定性 , 且具宿溶菌作用。
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