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針對臺灣地區海水養殖作疾病普查結果顯示 , 本省海水魚苗和幼魚之疾病發生率遠比成魚
來的高 , 其中有 37.10 汶 f 毫不明原因之疾病發生 , 有多數養殖場都曾發現有魚隻不開原因的大
量死亡 ,

無明顯徵狀
, 僅發現有不正常過游及不明原因的成長遲授等現象。疾病發生的季節大

都集中在早晚溫差變化大的夏秋雨季之間 , 而以六、七、八月為高峰。
針對調查結果之疑是有病毒性疾病發生地區進行魚隻採樣及病毒分離 ,

包含石斑、嘉臘及

右J:tl 魚卵 , 十一次採接結果均無法在接種之六種淡水魚類細胞株上發現病毒所產生之細胞病變
效應。

本研究亦嘗試嘉臘魚、鳥魚、花身為魚及黑憫各組織細胞之初代培蓮 , 結果顯示生殖腺、
腎臟、心臟及脾瞬細胞 , 其細胞形狀有表皮樣細胞及纖維樣細胞 , 可在添加 10% 胎牛血清之
培養基中生長達數週之久。

言

由於本省致力於高經濟價值海水魚之養殖 , 近期內可望成為養殖對象之種類達十數種如 : 細類、右
班額等 , 在發展養殖技銜的同時 , 疾病的防治亦逐漸受到重視 , 本省養殖海水魚之疾病研究以病害性原
蟲類及細菌類所引起之疾病為主 , 疫情調查報導亦然 , 病毒性疾病的研究歷史尚鐘 ( 郭等 , 1989) 。

目前全球已發現之海水魚類病毒約有二十多種 , 此外 , 在數種魚類之腫瘤中也發現似病毒顆粒的感
染 (Ito et at, 1976; Emerson et at., 1985; Smith & Wang, 1990) , 由於有報告指出 , 數種海
水魚之病毒性疾病並無明顯病徵 , 只是感染魚行為異常 a 而在各種緊迫因子 (stres�) 如 : 溫度改變、

溶氧不足、捕撈、連輸等刺激下 , 會爆發疾病並引起高死亡率。近年來 , 更由於發現病毒感染和海水魚
仔稚魚大量死亡有密切關連 , 海水魚之病毒疾病備受重視 , 如 : 自 1985 年來在法國引起養殖鱷魚稚魚

大量死亡之腦炎推測和病毒有關 (Breil et at., 1991) , 日本鸚鵡魚幼魚的病毒性神經壞死症造成連續
三年高達 100% 的死亡率 (Y oshikoshi & Inoue, 1990) , 以及澳洲養殖鱷魚、亦因病毒性腦炎而引發
大量死亡 (Glazebrllk et at. 吋 1990) 。

海水魚苗存活率過低一直是本省海水魚養殖的瓶頸 , 澎湖地區海水魚苗 ( 石斑、嘉臘 ) 曾發生平衡

力喪失而在水表面旋轉游泳 , 最後況底死亡之情形 , 所有魚體皆沒有明顯外傷及病徵 , 此情形和報告中
本種病毒感染情形極為頭似 , 因此本研究針對養殖海水魚不明原因之死亡、華異常行為、養殖環境資料
、死亡發生之情形及餌料生物異常情形等做一之調查並配合採懷。

此外魚類病毒學之研究 , 魚類細胞株 (cell lines) 的建立極為重要 , 但目前已建立之細胞株 , 大
部份屬於淡水魚穎的細胞株 , 鑑於病毒都有其特定之寄生範間 , 而不同細胞叉僅對部份病毒具感受性
(susceptibility) , 近年來圈內魚病學者積極致力於各種重要海水魚類永久細胞株之建立 , 目前已有背
石班 (Epinephetus awoara) 僑、腎及黑網 (Acanthopagrus schtegeli) 脾、腎等由來之細胞株建

立 (Chen et 瓜 , 1989; Tung et at., 1991) 。本研究亦嘗試嘉臘魚、鳥魚、花身鶴魚及黑細心臟、腎

、脾、生殖腺細胞之初代培養研究。

前
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材斜與方法

臺灣地區接殖海水魚之初步調查

由畫灣省機業局、基陸水產試驗所總所、水產試驗所屏東分所和澎湖卦所取得養殖戶之基本資料,

篩選出海水魚養殖業者 , 確定調查目的後 , 接訂最初問卷調查表 , 再根攘實地的電話試查結果來修改問
卷調查表 ( 表一 ) , 最後以郵件來進行問卷調查。

表一 問 卷 內
......

'tt

1. 您目前是否還從事水產養殖業 ? 口是口否

2. 您目前的養殖用水種類 ? 口海水 ( 包括鹹水 , 半淡鹹水 )

3. 您目前所養殖或繁殖的海水魚種類為何 ? ( 可接選 )

口石斑口嘉臘口黑鍋 ( 黑格 ) 口黃錫鍋 ( 邦頭 )

口海水吳郭魚口花身鶴魚口車目 ;魚口其它⋯ �.�. &

4. 您目前的海水魚養殖面積有多少公頃 ? ( J 公 � ( J 甲

5. 您從事海水魚養殖有多久歷史 ? 口 1 年以下口 1 一 3 年口 3-5 年

6. 您所經營篤聲殖場或種苗繁殖場 ? ( 可接選 ) 口養殖場口種苗繁殖

7. 您目前的養殖型式 ? 口淺海養殖 ( 魚垣 ) 口箱網養殖

8. 從您養殖開始到目前有無疾病發生 ? 口有口無

9. 貴養 ( 繁 ) 殖場所發生的疾病大都出現在那一時期 ? ( 可接選 )

10 若有疾病發生 , 你知道大都為何種疾病嗎 ? ( 可接選 )

口知道 ,.. 口車輪蟲感染口海水性自點蟲感染口卵圓鞭毛蟲感染

口弧菌性疾病口鏈球菌感染疾口寄生蟲感染口其它

口不知道 ". 那有何疾痛徵狀 ? 口無徵狀口有徵狀 .一

11. 貴養 ( 繁 ) 殖場曾發生過以下那些現象 ? ( 可接選 )

口魚隻不明原因的大量死亡口魚隻不明原因的不正常迴 1iIi( 螺旋 ) 游泳

口魚隻死亡但外表無任何徵狀口魚隻不開原因的成長不良 ( 長不大或遲餒 )

12. 貴養 ( 繁 ) 殖場疾病的發生大多在何種情況下出現 ? ( 可選 )

口早晚溫差變化大 ( 換季之際 ) 口水質酸鹼度的變化口水質的污染

口其它⋯
n ⋯一⋯

13. 通常有疾病發生在那幾月或那一個季節 ? ( 可接選 )

口 1 月口 2 月口 3 月口 4 月口 5 月口 6 月口 7 月口 8 月口 9 月口 10 月口 11 月口 12 月

口春季口夏季口秋季口冬季
1是您認為海水魚在養殖 .1::. 最大的困難為何 ?

口淡水

口黃緝鍋 ( 赤翹 ) 口鯽魚 口鳥魚

口 5 年以上

口魚苗 口幼魚 口成魚

口徽菌感染

抹 樣

針對調查結果之疑是有病毒性疾病發生地區來進行魚隻採樣, 包括每月一次定期採樣及不定期採
撮。

.' 會、類細胞妹及細胞培養

以六種經常用於魚類病毒研究之魚類細胞株進行病毒分離。 BB (Brown bullhead) 、 BF-2

(Bluegill fin) 、 CHSE-214 (Chinook salmon embryo) 、 EPC (Epithelioma papillosum

cyprini) 、 FHM (Fathead minnow) 及 RTG-2 (Rainbow trout gonad) 等細胞蛛皆屬於淡水
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魚類細胞株 , 以 Eagle's MEM (Minimum essential mddium) 培養基培養。 Eagle's MEM 培

養墓的配製方法是以市售之紛末 ( 日水製藥株式會社 ) 完全溶解於二次蒸餾水中後 , 直接以高壓蒸氣
(Autoclave) 在 121.C 、 1.2 atm 、誠菌處理二十分鐘 , 再以無菌操作將此溶液以 7.5% NaHCO3 調
整 pH 值至 7.2-7.4 左右 , 並加入 0.292 mg/me 的數胺酸 (Glutamine) 。如果是配製細胞生長基
(Growth medium) , 則添加 4% 經 56.C 處理 30 分鐘之胎牛血清 (FBS), 簡稱 MEM-4 。若是用

以培養病毒或做為接種病毒稀釋液者 , 則添加 2% FBS 及 13-14 mM/me 之 HEPES (N-[2-Hy.

droxyethyl] piperazine-N'-[2-ethanesulfonic acid] , 並以 IN 之 NaOH 調整 pH 值至 7.2-
7.4 , 簡稱 MEM-2H 。

海水魚類組織細胞之初代及續代垮接

將實驗魚經消毒麻醉後, 移至無菌操作箱 (Laminar flow) 中 , 以誠菌解剖儀器依序將海水魚之
心臟、腎臟、脾臟、及生殖腺組織取出放入我k 浴 , 再以添加 60 mM NaCI 及抗生素 ( 青徽素 Penici.

Hin, 2001. U./me , 鏈儼素 Streptomycin, 200 μ g/me 及教徹素 Fungizone, 7.0 μ g / me ; 簡稱
PSF) 之 PBS( 一 ) 溶液清洗後 , 置於含有 60 mM NaCI 及抗生素之 MEM-4 中 , 將各組織剪碎後

, 置於 24-well plate 中 , 嘗試以添加 10% FBS 之不同培養基 (MEM 、 MEM-H 、 MEM- α及

Leibovitz's L-15 培養基 ) 培養於鈞。C, 每天觀察細胞生長情形。

當初代培養細胞長成細胞層後 , 即可進行細胞繼代培養。倒掉舊培養基 , 用 PBS 援衝波清洗細胞
層後 , 加入少量 0.1% 膜蛋白酪 -EDT A, 待細胞自生長面游離出完全分散成單一組胞 , 即可加入新的
培養基懸浮細胞成細胞懸浮液 , 將二分之一細胞分到新的培養瓶中 , 再靜置於培養箱中 , 如此便完成細
胞之繼代培養。

病毒分離

最先由澎湖地區私人養殖場 ( 兩處 ) 採樣 , 一為石11 之淺海養殖場 {林慶祥先生 ) , 另一為嘉臘魚箱
網養殖場 ( 蔡建郎先生 ) 。所探間之樣本隔天進行病毒至于離步驟 , 所收集的病毒液一部分儲存於一 80.C

一部分接種於現有之細胞株。

病毒分離以魚苗和幼魚為主要之揉樣對象 , 魚苗整隻研磨 , 幼魚則取腦、肥、肝、腎、脾和心臟等
組織加少量誠菌海砂充份研磨後 ,.11 口入約組織四倍量之-如��� 稀釋後 , 以無菌吸管將研磨液攻入
離心管中 , 於 4.C 、 3,000 rpm 下離心 20 分鐘。離心完成後以孔徑 200 nm 之過濾器中過滴 , 將濾液
接種至海 7]( 魚、之初代培養細胞及 BB 、 BF-2 、 CHSE-214 、 EPC 、 FHM 及 RTG-2 細胞株上 , 觀察
是否有細胞病變效應 (Cytopathic effect, CPE) 產生。

結 果

臺灣也區養殖海水魚之初步調查

此次問卷以澎湖、屏東、嘉義及宜蘭地區為主 ( 調查期間 81 年 6 月至 81 年 10 月 ) , 發出問卷
共 236 份 , 間收 79 份 , 其中從事海水養殖者 68 戶。養殖海水魚種右斑為 14.10% ' 黑鍋 13.18% '

表二 問卷調查中主要的調查地區及問卷岡數

地 區 ( 縣 ) 澎 湖 屏 東 高 雄 臺 南 嘉 義 雲 林 彰 化

問卷罔故數 *
問卷回收數百分每%

20

29.41

9

13.24

11

16.18

6

8.82

15

22.06

6

8.82

1

1.47

* 問卷罔 l仗數 ( 海水魚養殖戶 ) 合計 68 戶。
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黃餾鍋 10.00 克 , 鱷魚 9.555 右 , 黃錫鍋 9.10 克 , 海水吳郭魚、豆豆目魚 8.18% ' 花身踴魚 6.36%, 鳥魚
4.10% 。經營養殖場者 64.1%

' 種苗繁殖場 4.48% ' 兩者皆有經營者為 30.88% 。淺海養殖 ( 魚坦養殖 )

有 62 月8 戶 (91.18%) , 箱網為 3/68 戶 (4.41%) , 兩者皆有者佔 3/68 戶 (5%) 。

養殖魚疾病發生率高達 100% ' 其中魚苗及幼魚發生比例較高 , 佔 59.1% ' 成魚 40.94% (圖一 ), 而養殖戶本身知道為何種疾病者有 62.9 銘 , 不知道原因者估 4.84% ' 而不明確者佔 32.26% (圖二 )
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問卷調查 , 海水養殖場中大都在魚苗 , 幼魚 , 成魚三個不同時期
魚隻發生疾病之戶數。

( .' 註 : "F" 表示魚苗。 "J" 衰示幼魚。 "A" 表示成魚。

* 因為在一養殖戶 ( 場 ) 中有重復者 , 以上統計圖為累計數。
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問卷調查中 , 海水養殖戶知道 , 不知道或不確定罹患為何種疾病
養之殖戶數。

註 :"A" 表示養殖戶知道為何種疾病者。

"B" 表示養殖戶不知道為何種疾病者。
"C" 表示養殖戶不確定為何種疾病者。

團三
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。己知疾病中以自點蟲22.97; 右最高 , 而車輪蟲 17.57% ' 徽菌 14.86; 右 , .弧菌 12.16 兒 , 卵圓鞭毛蟲
8.11; 右 , 鏈球菌 6.1036' ' 其它 3. 描寫 ( 圖三 ) 。養殖場中曾發生魚隻不開原因之大量死亡有 20.37% '
其中死亡但外表無任何徵狀者 26.85 克 , 不明原因的不正常迴旋 ( 螺旋 ) 游詠 -35.2% ' 不明

I原因的成長

不良 ( 成長遲接 ) 有 17.6% (圖四 ) 。

展病大多出現在早晚溫差大 ( 換季之際 ) 時期 , 從季節來若以夏季最高 , 從月份君疾病發生以六、
七、八月份較高 ( 圖五 )

海水魚類組織細胞之初代及續代培養

嘉臘魚、黑騙、鳥魚及花身鶴魚等各組織細胞在26
� C 下作初代培養 , 其細胞形狀有表皮懷細胞

(Epitheloid cells) 及纖誰接細胞 (Fibroblast-like cells) ( 圖六、七、八、九 ) 。這四種海水魚類

各組織之初代培養結果顯示 , 生殖跟組織細胞之培養情形最佳 , 腎臟及心臟次之 , 脾臟較差 , 生殖腺細
胞於第四夫開始細胞自組織塊游離出 , 並附著於培養面 , 約七至十天後形成細胞層。而各組織之初代培
養細胞在不同培養基之生長情形結果 , 以在 MEM-H 培養基生長最佳

, L-15 次之 , 但在 MEM- α

培養基沒有發現細胞生長。初代培養細胞的壽命很長 , 在每週一次更換培養基的情況下 , 培養三週至一
個月仍能維持其原有細胞形態 , 而無退化及死亡現象。

嘉臘魚之生殖腺、腎臟及心臟組織以一 : 二方式進行繼代培養至第三代 , 生長情形良好。

為毒分離

此間共探樣十一次 , 其中石w 採7 四次 ( 包括右班魚卵 ) , 嘉臘七次 , 這幾次病毒卦離結果 , 在所
接種之六種魚類細胞株上皆無發現細胞病變效應產生。

論討

為了加強對本省海水魚養殖有所了解而作了海水魚養殖的問卷調查, 因為事先篩選過養殖戶原始資
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間三問卷調查中 , 海水養殖戶罹患各農病之養殖戶數
註 : a : 車輪蟲 b: 海水性自點蟲 c : 卵圍鞭毛蟲

d : 徹菌 e : 弧菌 f : 鏈球菌 g: 寄生蟲

h : 其它
* 因為在一養殖戶 ( 場 ) 中有重復者 , 以上統計盟
為累計數。
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料 ,
所以間收問卷大都為五年經驗以上之海水魚養殖業者 , 養殖魚種大多為高經濟魚種養殖 , 其中主要

是淺海養殖 ( 魚坦養殖 ) , 還是因為華萬不像日本和韓國多海灣可以抵擋風浪 , 因此箱網養殖只有澎湖
地區較為可行。疾病方苗調查結果顯示 , 魚苗和幼苗的疾病發生率比成魚來的高 , 魚類病毒感染的對象
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問卷調查中 , 海水魚養殖中曾出現魚隻不明原因的大量死亡 , 不正常姐游 , 成
長不良及魚隻死亡但外表無任何徵狀等現象之養殖戶數。 ( 累積數 )

註 : F 1: 表示魚隻不明原因的大量死亡。
F 2: 表示魚隻死亡但外表無任何徵狀。
F 3: 表示魚隻不明原因的不正常姐旋 ( 螺旋 ) 游詠。
F 4: 表示魚隻不明原因的成長不良。

* 因為在一養殖戶 ( 場 ) 中有重復者 , 以上統計圖為累計數。
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問卷調查中 ,
海水魚養殖場大都在以下那一個月份發生疾病之養殖戶數

* 因為在一養殖戶 ( 場 ) 中有重擾者 , 以上統計圖為累計數。
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也大多是小魚 , 調查結果中有 37.1 克的比率為不明原因的疾病發生 , 其中蠻高比例的養殖場都曾發現有
魚隻不明原因的大量死亡 , 死亡魚無明顯徵狀 , 但死亡前有不正常迴游及魚隻成長遲龍等疑似病毒感染
的現象。疾病發生的季節大都集中在早晚溫差變化大的夏秋雨季之間 , 也就是 5 月到 10 月之間 , 可能因
魚隻在這時期抵抗力較弱 , 極易造成疾病府原體入侵的佳機。此外亦有報告指出病毒並一定單獨存在於
魚體中 , 有可能伴隨著其它疾病共存於魚體中 , 如可在罹患聽徽菌的養殖日本鰻中觀察到病毒體的存在
( 劉等 , 1983) 。此外 Comps 等學者 (1991) 指出似傳染性膜臟壞死病毒 (IPNV) 可經由餌料生物 ( 如

: 輪蟲 ) 的攝入而進入魚體中 , 而造成法國鱷魚仔魚的死亡。海水魚苗存活率過低一直是本省海水魚養
殖的困難 , 病毒感染亦是可能原因之一。此外養殖海水魚不開原因之死亡 , 魚畫異常行為 , 養殖環境資
料 , 死亡發生之情形及餌料生物異常情形等做一通盤性之調查研究 , 將有助於海水魚病毒疾病之研究。

由於沒有使用二氧化碳培養箱 , 海水魚組織細胞之初代培養以在 MEM-H 培養基敷果最好 , 可能
和其 pH 值穩定維持在 7.2-7.4 之間有關。組織上殘留的血液造成紅血球過多亦會影響細胞生情形。由

本研究之結果發現海水魚生殖腺、腎臟之初代培養細胞易由組織塊游離出 , 且生長速度快 , 應可嘗試將
之用於病毒分離之研究。

本研究病毒卦離結果 , 於 BB 、 BF-2 、 CHSE-214 、 EPC 、 FIlM 以及 RTG-2 等魚類細胞株並

未發現細胞病變敷應 , 可能因為 :
一、探樣之地區不移廣 , 樣本區不移分散 , 以至攘本數仍有不足。
二、所採之樣本魚隻太大 , 國大魚對病毒之抵抗力較強。
三、病毒卦離所使用之細胞株為淚水溫帶魚細胞蝶 , 對海水魚病毒之可能沒有感受性。
針對以上三點將來應增加分散探樣地區 , 以魚苗、幼魚及魚卵為揉接對象 , 且加強建立海水魚之細

胞培養作為海水魚病毒研究之工具。

本省養殖右斑魚及嘉臘魚之病毒性疾病初步調查研究
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