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摘   要 

本研究旨在開發嗜水性產氣單胞菌 (Aeromonas hydrophila) 與愛德華氏菌 (Edwardsiella tarda) 
口服疫苗以改善鱸鰻 (Anguilla marmorata) 鰻苗在蓄養期間常見的細菌性疾病問題，提升其活存率。

疫苗之製備係以福馬林不活化抗原後以 3% 褐藻酸鈉溶液或 6% 鄰苯二甲酸乙酸纖維素溶液作為

殼材包覆，及福馬林不活化抗原以超音波細胞均質機處理 1.5 hr，再以 5% 褐藻酸鈉溶液或 9% 鄰
苯二甲酸乙酸纖維素溶液包覆。鰻苗經口服接種疫苗後血清抗體力價有顯著性上升，分別以 A. 
hydrophila 與 E. tarda 進行腹腔攻毒注射，單次接種組以褐藻酸鈉組優於鄰苯二甲酸乙酸纖維素組，

其效果於第 8 週達最佳。二次接種組可顯著提升鰻苗之血清抗體力價並延長疫苗效果至第 12 週，抗

原經均質處理後則能提高抗原包覆量而達到更好的疫苗效果。本研究顯示施用口服疫苗可協助抗原通

過胃酸到達腸道並因而激活免疫反應，有效提升鱸鰻對此二病原之抵抗能力。 

關鍵詞：鱸鰻、嗜水性產氣單胞菌、愛德華氏菌、口服疫苗、免疫系統 

前   言 

鰻鱺科是由 16 種鰻鱺所組成，多分布在太平

洋東部以及大西洋南部之熱帶與溫帶海域 
(Silfvergrip, 2009)。鰻鱺為降河產卵魚類，最終會

返回海洋進行產卵，世代長度取決於物種及地理

位置等因素 (Jacoby and Gollock, 2014; Jacoby et 
al., 2014)。日本一直被認為是鰻魚的經濟主導市

場，然而從 1960 年後，日本鰻玻璃鰻因每年捕撈

以及非法買賣，導致日本開始尋求進口之替代物

種。根據聯合國糧食及農業組織  (Food and 
Agriculture Organization of the United Nations, 
FAO) 報告顯出，日本對於鰻魚消費量雖有下降，

但是中國鰻魚的進口量卻沒有下降，推測是有新

的物種作為替代 (Shiraishi and Crook, 2015)。臺灣

於 1989 年因過度捕撈、洄游路徑受阻、鰻苗不當

丟棄等原因將鱸鰻列入保育動物名錄。爾後有鑑

於各縣市致力鱸鰻保育工作之成效，經科學評估， 
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臺灣本土鱸鰻資源量已有恢復之情況，且在眾多

科學證據支持下，農委會 (現為農業部) 於 2009
年解除鱸鰻禁捕令，自此鱸鰻可在臺灣合法進行

養殖及販售，連帶異種鰻 (歐洲鰻、美洲鰻、澳洲

寬鰭鰻、鱸鰻、太平洋雙色鰻、印尼短鰭鰻、莫三

比克鰻等) 養殖風潮也逐漸興起。因臺灣地區日本

鰻苗捕獲量銳減，依據 2021 年漁業統計年報顯

示，鰻魚苗產量約 800 萬尾，產值高達 5.5 億元，

未來除找出日本鰻替代物種外，維持鰻魚養殖穩

定性亦為重要。 
臺灣異種鰻養殖地區多分布於中、南及東部

地區，其中又以屏東為最主要之養殖地區；在眾多

異種鰻品項中，又以鱸鰻和黑鰻 (太平洋雙色鰻及

印尼短鰭鰻) 為臺灣主要放養的異種鰻品種。 
過去鰻魚養殖時期所遇到的疾病和問題，依然

出現在現今的鱸鰻養殖上，如病毒方面有柱狀壞死

病毒 (eel birnavirus) 的報告 (Lee et al., 1999) 以及

疱疹病毒 (Herpesvirus anguillae) 的研究 (Davidse 
et al., 1999; Hangalapura et al., 2007)。細菌方面有

Aeromonas hydrophila (Guo et al., 2014；徐，2015)、
Edwardsiella tarda (Alcaide et al., 2006；徐，2015)、
偽 單 胞 菌  (Pseudomonas anguilliseptica) 以 及
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Enterobacteriaceae 等腸道菌 (Alcaide et al., 2006)。
寄生蟲方面有擬指環蟲 (Denmark,1987)、微孢子蟲 
(Plistophora anguillarum) (Joh et al., 2007)、鰾線蟲 
(Anguillicola crassus) (Knopf et al., 2000; Sures and 
Knopf, 2004)、車輪蟲 (Trichodina spp.; Trichodinella 
spp.) (Dung et al., 2014)、指環蟲 (Dactylogyrus sp.) 
(Abdelmonem et al., 2009)等的感染。 

自 1940 年來首篇作為魚類預防疾病的疫苗開

發是由 Snieszko and Friddle (1949) 發表，爾後也

相繼開發許多疫苗，每年也有數以萬計之魚類接

種疫苗，例如挪威自使用疫苗後，減少抗生素的使

用 (Rodger, 2016) 且疫苗接種已成為控制魚類感

染性疾病最具成本效益及可持續性的方法之一 
(Horzinek et al., 1997; Radhakrishnan et al., 2022)。  

為提升鱸鰻鰻苗育成率，促進鱸鰻養殖產業

發展，本研究擬針對鱸鰻養殖過程常見的細菌病

原 A. hydrophila 與 E. tarda 製備雙價口服疫苗

進行投餵接種，並比較藻膠酸鈉殼材以及鄰苯二

甲酸乙酸纖維素對口服疫苗的效力的提升效果，

同時再利用不活化抗原均質處理，探討其對鱸鰻

鰻苗的免疫力的效益。 

材料與方法 

一、實驗菌株 

(一) 菌株來源 

本研究所使用的菌株為 A. hydrophila 及 E. 
tarda，為 2015 年由宜蘭鰻苗中間養成場瀕死病體

肝臟及腎臟所分離純化之菌株。聚合酶連鎖反應 
(Polymerase chain reaction, PCR) 檢測 A. hydrophila 
所使用之引子參考 Chu and Lu et al. (2005) 之方

法，預計增幅產物約 685 base pair (bp)；E. tarda 所
使用之引子參考 Savan et al. (2004) 之方法，預計

增幅產物約 290 bp。 

(二) 菌株強化 

將實驗菌株培養培養於 0.5% NaCl 胰蛋白酶

大豆瓊脂 (tryptone soy agar, TSA) 上，於 30°C 下

培養 24 hr，使用無菌之 PBS (phosphate buffer saline, 
pH = 7.2)，兩菌株最初以 108

 CFU/g fish body weight 
之最終接受劑量對鰻苗 (1000 尾/kg) 行腹腔注

射，期間停止投餵 3 日、每日換水並觀察 1 週，

待魚體瀕臨死亡時，從肝、脾及後腎進行分離並鑑

定，之後根據魚隻之死亡情形，逐次降低注射菌液

之濃度並求得其半致死劑量  (lethal dose 50%, 
LD50)。 

二、多價疫苗製備 

(一) 抗原製備 

將菌株 A. hydrophila 及 E. tarda 各別活化於

含 0.5% NaCl TSA 之瓊脂平板上 (面積約 50 cm2)，
於 30°C 培養 24 hr，利用 PBS 沖洗菌落製成菌懸

液，再將菌懸液塗佈於已覆蓋 cellophane之含 0.5% 
NaCl TSA 之滅菌鐵盤上 (面積約 875 cm2) 以大

量生產抗原，於 30°C 培養 24 hr，利用少量 PBS 沖
洗、濕潤 cellophane 上之細菌，再以滅菌 L 棒收集

菌體於 50 ml 離心瓶。以 19,500 × g 離心 90 min，
倒去上清液，重複三次，最後以適量 PBS 懸浮，加

入總體積 1% (v/v) 之 37%福馬林進行不活化，置

於室溫下搖晃三天後抽取 100 µl塗佈於 0.5% NaCl 
TSA 上，後將此 TSA 以 30°C 培養 24 hr，確認不

活化完成。最後以 19,500 × g 離心 90 min，倒去

上清液，再以 PBS 沖散沉澱菌塊，重複上述動作

3 次，置於 4°C 下備用。 

(二) 褐藻酸鈉包覆製備 

取濃度 1011 CFU/ml 福馬林不活化菌體與 3% 
褐藻酸鈉 (Sigma-Aldrich) 水溶液以 1：1 比例混

合，成為 1.5% 褐藻酸鈉–不活化菌體混合液。將

混合液以 1：9 的比例加入含 0.05% span 80 之大

豆油中，以轉速 500 rpm 攪拌至乳化。爾後再加

入等體積之 1.5% CaCl2 (含 3%乙酸，45%乙醇) 水
溶液攪拌 10 min，再加入等體積相同濃度之 CaCl2 
水溶液，靜置等待微顆粒沉澱後，低速離心使溶液

與顆粒分離，倒去上部液體，取下微顆粒，再使用

冷凍乾燥機去除水分備用。A. hydrophila及E. tarda 
之 1：1 混合菌載量約為 5.77 × 1011 CFU/g (後同)。 

(三) 鄰苯二甲酸乙酸纖維素包覆製備 

將鄰苯二甲酸乙酸纖維素顆粒  (cellulose 
acetate phthalate, CAP) (Sigma-Aldrich) 溶於 100% 
丙酮，製成 6% CAP 溶液，再與濃度 1011 CFU/ml
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的福馬林不活化菌體以 9：1 比例混合，均勻混合

後利用抽風裝置去除丙酮，最後將成品製成粉末

備用，菌載量約為 4.02 × 1011 CFU/g。 

(四) 抗原均質後包覆製備 

福馬林不活化之菌液以超音波細胞均質機 
(Sonic Vibra cell, VCX 500/750) 以 pulse on：10 
sec；pulse off：2 sec，進行細胞均質處理 1.5 hr，
期間每 0.5 hr 將菌液均勻搖晃 10 sec，完畢後置於

4oC 下備用。 
包覆製備步驟同上，惟褐藻酸鈉水溶液濃度

更改為 5%，CaCl2 濃度改為 2.5%，菌載量約為 
9.13 × 1011 CFU/g。CAP 製備成 9% 溶液，菌載量

約為 5.94 × 1011 CFU/g。 

三、免疫試驗 

(一) 實驗設計 

將鰻苗分成 9 組，每組 200 尾，蓄養於 64 L
之玻璃缸內，玻璃缸蓄淡水 48 L，水溫為 28±2°C
且有打氣，每日換水且所用之水取於蓄水桶中，

蓄水桶之水以 5 ppm ClO2 消毒後打氣至少 8 hr
後才使用。疫苗組分別為褐藻酸鈉組 (Alginate)、褐

藻酸鈉均質組 (Alginatesonicated, AS)、褐藻酸鈉二

次接種組 (Alginateboost, AB)、褐藻酸鈉均質二次

接種組 (ASB)、CAP 組、CAP 均質組 (CS)、CAP
二次接種組 (CB)、CAP 均質二次接種組 (CSB) 以
及對照組 (control)。以每日兩餐的方式進行投餵，

每餐重量為總重的 5%，其中實驗組投餵之飼料係

以 10% 疫苗 (第一次接種，Alginate 組每隻的每

日接受抗原量為 1.74 × 1010；CAP組為 1.17 × 1010；

AS 組為 2.74 × 1010；CS 組為 1.79 × 1010。二次接

種，AB 組為 2.18 × 1010；ASB 組為 3.43 × 1010；

CB 組為 1.46 × 1010；CSB 組為 2.24 × 1010 CFU/g 
fish body weight)、10% 赤蟲及 80% 鰻粉混合，

持續投餵 1 週，之後以全鰻粉投餵；對照組只投

餵鰻粉，二次接種則於第 5 週進行第二次投餵。

於第 4、8、12、16 週進行腹腔注射攻毒試驗，每

組取 10 尾；第 2、4、6、8、10、12、14、16 週

進行採血，每組取 5 尾，3 重複，分析其血清抗

體力價。 

(二) 攻毒試驗 

先將欲攻毒之實驗菌株培養於 0.5% NaCl 的

TSA 上，於 30 °C 培養 24 hr，利用滅過菌之 PBS
製成菌懸液，調整濃度為20倍 LD50

 (A. hydrophila: 
2.0 × 107 CFU/g fish body weight；E. tarda: 1.8 × 106 
CFU/g fish body weight)，以腹腔注射進行攻毒。實

驗期間停止餵食 3 日、每日換水 (30–40%) 並觀

察 2 週，統計死亡率後計算出相對活存率 (relative 
percent survival, RPS)。瀕臨死亡、死亡魚隻皆由

肝、脾以及後腎進行採樣，分離及純化強勢菌種後

進行 PCR 鑑定。 

RPS＝100×(1－
疫苗組死亡率 ሺ%ሻ
對照組死亡率 ሺ%ሻ )  

(三) 血清抗體力價分析 

本研究使用酵素連結免疫吸附法 (enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA) 進行分析。

將實驗菌株製成菌懸液，並調整濃度至 108 
CFU/ml 後加入 100 µl 菌懸液於 96 孔盤中，置於

4°C overnight，隔日將菌懸液倒掉後，加入 100 µl
含 0.5%脫脂奶粉之 PBS，於 37°C 培養 2 hr 後倒

去液體，以 1×wash solution 清洗 3 次，加入已將

蛋白量定量為 10 µg/ml 之待測樣本血清，於 37°C
培養 2 hr 後倒去液體，以 1×wash solution 清洗

3 次，加入 100 µl Rabbit anti – Anguilla marmorata 
IgM (以 PBS 稀釋 2500 倍)，於 37°C 培養 2 hr 後
倒去液體，以 1×wash solution 清洗 3 次，再加入

100 µl Goat anti – Rabbit IgG，HRP conjugate (以
PBS 稀釋 2500 倍) 於 37oC 培養 2 hr 再倒去液

體，以 1×wash solution 清洗 3 次，最後加入呈色

劑反應 30 min，用 ELISA reader 以波長 405 nm
下測定吸光值。 

四、統計分析 

將實驗所得之血清抗體力價及血液非特異性

免疫力價數據利用 SAS/PC (SAS/PC version, SAS 
Institute, Cary, CA, USA) 套裝軟體進行單變異數

分析 (Analysis of variance, ANOVA, one-way) 測
試各實驗組是否有差異，再以  Duncan’s New-
multiple Range Test 比較各處理組間差異之顯著

性，顯著水準定為 p <0.05。 
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結  果 

一、菌株鑑定 

將實驗菌株以專一性引子進行聚合酶連鎖反

應，經洋菜膠膠體電泳後，菌株 A. hydrophila 之
DNA 萃取物於 685 bp 出現專一性的 PCR 產物 
(Fig. 1)；菌株 E. tarda 則於 290 bp 出現專一性的 
PCR 產物  (Fig. 2)，此兩實驗菌株確實為  A. 
hydrophila 及 E. tarda。A. hydrophila 之 LD50為

1.00 × 106 CFU/g fish body weight，E. tarda 之 LD50

為 9.05 × 104 CFU/g fish body weight。 
 

M  1   2  3 

 
Fig. 1  Gel electrophoresis of Aeromonas hydrophila 

collected from dying or dead eels. 

 
M  1   2  3 

 
Fig. 2  Gel electrophoresis of Edwardsiella tarda 

collected from dying or dead eels. 

二、接種二價口服疫苗後之攻毒試驗 

將實驗魚以 A. hydrophila 攻毒後之結果呈現

於 Table 1，第 4 週以褐藻酸鈉組之 RPS 優於鄰

苯二甲酸乙酸纖維素組；各組 RPS 自第 8 週起，

二次接種組別較無接種組高，以有抗原均質處理

組高於無均質處理組，褐藻酸鈉組優於鄰苯二甲

酸乙酸纖維素組，實驗魚隻以 E. tarda 攻毒後之

結果呈現於 Table 2，其結果與 A. hydrophila 之結

果相似。本實驗攻毒後之瀕臨死亡或死亡鰻隻所

分離及純化之強勢菌種皆為攻毒菌種。 

三、二價疫苗之有效性與時間性之抗體

力價分析 

以 A. hydrophila 為抗原進行抗體力價分析，

其結果如 Table 3。第 2 週各處理組抗體力價皆有

提升，處理組與對照組已有顯著差異，AS 及 ASB
組顯著高於其他組；第 4 週處理組有小幅度提升，

處理組與對照組有顯著差異，AS 及 ASB 組顯著

高於其他組；第 6 週各處理組抗體力價有上升之

現象，二次接種組有更大幅度之提升，以 Alginate-
SB 組顯著高於其他組；第 8 週各處理組有微量

之上升，處理組與對照組有顯著差異，以 AB 及

ASB 組顯著高於其他組；第 10 週除 AB 組、AS
組、ASB 組、CAP 組、CB 組及 CSB 組之抗體力

價有上升外，其餘皆下降，各處理組與對照組有顯

著差異，AB 及 ASB 組顯著高於其他組；第 12 週，

除 AB 組、ASB 組、CB 組及 CSB 組之抗體力價

有持平與些微上升，其餘皆小幅度下降，各處理組

與對照組有顯著差異，以 AB 及 ASB 組顯著高於

其他組；第 14 週除 ASB 組之抗體力價持平以及 
CAP 組有些微上升外，其他各處理組皆下降，各

處理組與對照組有顯著差異，以 ASB 組最為顯著；

第 16 週每組處理組之抗體力價皆呈現下降，處理

組與對照組有顯著差異，AB 及 ASB 組顯著高於

其他組別。 
以 E. tarda 為抗原進行抗體力價分析，其結

果如 Table 4。第 2 週各處理組抗體力價有提升但

差異性不大，與對照組間已有顯著差異；第 4 週

發現處理組 Alginate 包埋組與 CAP 包埋組開始

出現差異性；第 6 週單次與二次接種組發生顯著

性差異，二次接種組別之抗體力價提升幅度大，尤

M: 100 bp DNA ladder 

1: Sample — A. hydrophila 
(685 bp) 

2: Positive control — A. 
hydrophila (685 bp) 

3: Negative control — 
Edwardsiella tarda

1000 bp 

685 bp 

500 bp 

M: 100 bp DNA ladder 

1: Sample — E. tarda (290 
bp) 

2: Positive control — E. 
tarda (290 bp) 

3: Negative control — 
Aeromonas hydrophila 
(685 bp) 

500 bp 

290 bp 
100 bp 
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其 CS 與 CSB 組間差異最大；第 8 週各處理組上

升之現象，以 ASB 組之值最明顯；第 10 週 Alginate
組、CAP 組及 CS 組之值下降，其餘處理組皆持續

上升，ASB 組效果最顯著；第 12 週除 AB 組及

CSB 組有小幅度上升外，其餘皆下降；第 14 週僅

ASB 組有上升之現象，其餘處理組皆下降；第 16
週除 ASB 及 CS 組有小幅度上升，其餘皆下降，

其中 ASB 組自第 10 週起，血清抗體力價顯著高

於其他各組。 

 

Table 1  Survival rate and relative percent survival (RPS) of Anguilla marmorata after receiving oral bacterial vaccines, 

followed by intraperitoneal injection challenge with Aeromonas hydrophila (2.0 × 107 CFU/g fish body weight) at 

different timepoints (in weeks) 

Time (Weeks) Group Mortality Survival rate (%) RPS (%) 

4 

Control 9/10 10 - 

Alginate 2/10 80 78 

AS 2/10 80 78 

AB 3/10 70 67 

ASB 2/10 80 78 

CAP 4/10 60 56 

CS 4/10 60 56 

CB 4/10 60 56 

CSB 3/10 70 67 

8 

Control 10/10 0 - 

Alginate 2/10 80 80 

AS 1/10 90 90 

AB 0/10 100 100 

ASB 0/10 100 100 

CAP 3/10 70 70 

CS 3/10 70 70 

CB 2/10 80 80 

CSB 1/10 90 90 

12 

Control 10/10 0 - 

Alginate 3/10 70 70 

AS 2/10 80 80 

AB 1/10 90 90 

ASB 0/10 100 100 

CAP 4/10 60 60 

CS 3/10 70 70 

CB 2/10 80 80 

CSB 2/10 80 80 

16 

Control 9/10 10 - 

Alginate 3/10 70 67 

AS 2/10 80 78 

AB 2/10 80 78 

ASB 1/10 90 89 

CAP 3/10 70 67 

CS 2/10 80 78 

CB 2/10 80 78 

CSB 2/10 80 78 
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Table 2  Survival rate and relative percent survival (RPS) of Anguilla marmorata after vaccination with oral bacterial 

vaccines followed by intraperitoneal injection challenge with Edwardsiella tarda (1.8 × 106 CFU/g fish body weight) at 

different timepoints (in weeks) 

Time (Weeks) Group Mortality Survival rate (%) RPS (%) 

4 

Control 10/10 0 - 

Alginate 5/10 50 50 

AS 3/10 70 70 

AB 4/10 60 60 

ASB 3/10 70 70 

CAP 7/10 30 30 

CS 6/10 40 40 

CB 6/10 40 40 

CSB 6/10 40 40 

8 

Control 10/10 0 - 

Alginate 3/10 70 70 

AS 2/10 80 80 

AB 0/10 100 100 

ASB 0/10 100 100 

CAP 3/10 70 70 

CS 3/10 70 70 

CB 2/10 80 80 

CSB 2/10 80 80 

12 

Control 10/10 0 - 

Alginate 3/10 70 70 

AS 2/10 80 80 

AB 1/10 90 90 

ASB 0/10 100 100 

CAP 4/10 60 60 

CS 3/10 70 70 

CB 2/10 80 80 

CSB 2/10 80 80 

16 

Control 10/10 0 - 

Alginate 5/10 50 50 

AS 3/10 70 70 

AB 2/10 80 80 

ASB 0/10 100 100 

CAP 5/10 50 50 

CS 4/10 60 60 

CB 3/10 70 70 

CSB 3/10 70 70 
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討   論 

至 2019 年全球已有 26 種市售魚類疫苗，但

多位於歐美國家且用於冷水魚種如鮭、鱒魚類 
(Ma et al., 2019)。鰻魚為臺灣重要之養殖水產品且

以輸出日本為大宗，但因藥物殘留之事件層出不

窮，致日本對於從本國輸出的活鰻進行更為嚴格

的藥物殘留檢驗方式，因此研發疫苗之防疫手段

成為目前水產養殖發展的主要目標之一  (蕭 , 
2009; Gudding and Van Muiswinkel, 2013)。口服方

式給予疫苗是最便捷之方法，對生物造成的緊迫

也最小 (Mutoloki et al., 2015)，但需克服腸胃道酸

性環境的破壞，因此找尋最合適的包覆方式，可幫

助疫苗效力的改善  (Johnson and Amend, 1983; 
Adams et al., 2006)。二次接種疫苗後，其保護力優

於單次接種  (Joosten et al., 1997; Tobar et al., 
2014)。褐藻酸係一多醣且在水產養殖上常作為一

種免疫刺激物，促進巨噬細胞之活性以提高魚類

非特異性免疫功能 (Yang and Jones, 2009)，於小

鼠研究中亦證實其可增強免疫能力 (Huang et al., 
2021) 近年來仍不斷有研究以不同或改良殼材將

免疫性物質包覆，以提升口服免疫的效力 
(Pumchan et al., 2022)，根據葉 (2012)、楊 (2014) 
及徐 (2015) 等人之疫苗研究，本研究選用效果較

好之鄰苯二甲酸乙酸纖維素及褐藻酸鈉作為抗原

包覆殼材；參照林 (2016) 以不活化抗原，再均質

Table 3  Serum antibody titer against Aeromonas hydrophila from Anguilla marmorata after oral vaccination 

 0 2 4 6 8 10 12 14 16 

Control 0.89±0.20A,b 0.91±0.07E,b 0.95±0.05E,a 0.87±0.02H,b 0.92±0.03F,ab 0.95±0.05F,a 0.90±0.01F,ab 0.91±0.10E,ab 0.89±0.12D,b

Alginate 0.89±0.20A,g, 1.31±0.05C,de 1.35±0.20C,cd 1.43±0.03F,b 1.49±0.04D,a 1.41±0.08D,b 1.36±0.17D,c 1.29±0.14D,e 1.21±0.20C,f

AS 0.89±0.20A,d 1.42±0.13A,c 1.50±0.07A,b 1.53±0.06D,b 1.60±0.31BC,a 1.62±0.12B,a 1.59±0.13B,a 1.51±0.09C,b 1.43±0.23B,c

AB 0.89±0.20A,e 1.35±0.09B,d 1.36±0.05C,d 1.62±0.05B,c 1.69±0.04A,b 1.73±0.09A,a 1.74±0.07A,a 1.70±0.13B,ab 1.68±0.14A,b

ASB 0.89±0.20A,g 1.40±0.03A,f 1.49±0.03A,e 1.67±0.04A,d 1.69±0.04A,cd 1.73±0.14A,bc 1.79±0.16A,a 1.79±0.15A,a 1.76±0.25A,ab

CAP 0.89±0.20A,f 1.27±0.04D,cde 1.31±0.10D,bcd 1.40±0.04G,ab 1.42±0.06E,a 1.33±0.16E,abc 1.23±0.44E,de 1.25±0.29D,cde 1.16±0.56C,e

CS 0.89±0.20A,e 1.31±0.04C,c 1.42±0.03B,b 1.46±0.05E,ab 1.51±0.06D,a 1.48±0.35C,ab 1.47±0.26C,ab 1.30±0.33D,c 1.22±0.12C,d

CB 0.89±0.20A,f 1.35±0.07B,e 1.35±0.02C,e 1.55±0.04C,ab 1.59±0.07C,ab 1.61±0.09B,a 1.62±0.18B,a 1.51±0.22C,c 1.46±0.19B,d

CSB 0.89±0.20A,f 1.31±0.11C,e 1.41±0.08B,d 1.54±0.02D,b 1.63±0.06B,a 1.63±0.17B,a 1.64±0.04B,a 1.53±0.25C,bc 1.48±0.16B,c

Different letters (A, B, C, D, E, F, G, and H) in the same column indicate a significant difference (p<0.05) was observed. 

Different letters (a, b, c, d, e, f, g) in the same row indicate a significant difference (p<0.05) was observed. 

 

Table 4  Serum antibody titer against Edwardsiella tarda from Anguilla marmorata after oral vaccination 

 0 2 4 6 8 10 12 14 16 

Control 1.12±0.10A,a 1.15±0.02C,a 1.08±0.07D,a 1.00±0.07G,a 0.95±0.30E,ab 0.97±0.07E,ab 1.00±0.01F,a 0.89±0.12F,b 0.97±0.07H,ab

Alginate 1.12±0.10A,g 1.43±0.28A,e 1.56±0.32A,bc 1.63±0.13CD,ab 1.71±0.25C,a 1.64±0.42C,ab 1.54±0.17DE,cd 1.47±0.14DE,de 1.30±0.05G,f

AS 1.12±0.10A,f 1.33±0.42AB,e 1.55±0.47A,d 1.59±0.04DE,cd 1.72±0.29B,ab 1.78±0.05C,a 1.75±0.13C,a 1.73±0.19C,ab 1.65±0.17D,ab

AB 1.12±0.10A,e 1.36±0.43AB,d 1.48±0.35ABC,c 1.73±0.43AB,b 1.83±0.41B,ab 1.85±0.10B,a 1.87±0.07B,a 1.80±0.06B,ab 1.73±0.10BC,b

ASB 1.12±0.10A,f 1.41±0.16A,e 1.53±0.37AB,d 1.78±0.08A,c 1.96±0.27A,b 2.12±0.40A,a 2.10±0.41A,a 2.19±0.31A,a 2.20±0.06A,a

CAP 1.12±0.10A,f 1.28±0.22B,e 1.44±0.09BC,bcd 1.53±0.22EF,b 1.64±0.11D,a 1.52±0.39D,b 1.47±0.51E,bc 1.41±0.25E,cd 1.36±0.11F,de

CS 1.12±0.10A,e 1.40±0.37A,d 1.40±0.08C,d 1.50±0.36F,c 1.69±0.12C,a 1.68±0.17C,a 1.60±0.12D,b 1.51±0.04D,c 1.52±0.06E,c

CB 1.12±0.10A,f 1.32±0.20AB,e 1.44±0.21BC,d 1.68±0.17BC,c 1.76±0.10B,ab 1.80±0.10B,a 1.77±0.06C,ab 1.75±0.15BC,b 1.69±0.10CD,c

CSB 1.12±0.10A,f 1.40±0.18A,e 1.49±0.23ABC,d 1.72±0.15AB,c 1.83±0.15B,b 1.87±0.04B,ab 1.89±0.01B,a 1.76±0.18BC,c 1.74±0.22B,c

Different letters (A, B, C, D, E, F, G, and H) in the same column indicate a significant difference (p<0.05) was observed. 

Different letters (a, b, c, d, e, f, g) in the same row indicate a significant difference (p<0.05) was observed. 
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處理後進行試驗，探討除包覆材料及佐劑添加外，

抗原的再加工是否對疫苗效果有影響。 
本研究結果發現，單次接種褐藻酸鈉組以 A. 

hydrophila 及 E. tarda 攻毒結果，其最佳 RPS 於

第 8 週有 80%、70%；鄰苯二甲酸乙酸纖維素組亦

於第 8 週有 70%、70%。相較過去之發表結果，葉 
(2012) 以褐藻酸鈉包覆 V. alginolyticus 及 V. 
carchariae 後以口服方式接種石斑魚後進行 10 倍

LD50 攻毒試驗，最佳 RPS 分別發現於第 8 週 75%
及第 4 週 88.89%。徐 (2015) 以褐藻酸鈉及鄰苯二

甲酸乙酸纖維素包覆 A. hydrophila 及 E. tarda 後
以口服方式接種鱸鰻苗後進行 10 倍 LD50 攻毒試

驗，褐藻酸鈉組最佳 RPS 於第 12 週達 80%、90%；
鄰苯二甲酸乙酸纖維素組於第 8 週達 90%及 80%。
本研究 RPS 成效不如葉及徐之研究，推測其原因

為本研究使用 20 倍之 LD50 進行注射攻毒所致，

但疫苗效果的趨勢皆主要出現於第 8 週。於二次

接種實驗中，疫苗效力較單次好，且延長至第 12
週後才趨降，截至實驗結束之第 16 週仍與對照組

有顯著性差異。於 Choi et al. (2011) 以單次接種及

第 2 週二次口服接種 108 與 109 CFU/fish 之 E. 
tarda 於牙鮃  (Paralichthys olivaceus) 之結果發

現，於第 3 週進行攻毒試驗後，單次接種 109 
CFU/fish 及先接種 109 CFU/fish 再接種 108 
CFU/fish E. tarda 皆為 100% RPS，表示疫苗於牙

鮃中可保持至少 3 週之效力。在抗原有無均質處

理組的比較中，發現有經過均質疫苗處理組之保護

力優於無處理組，此結果與林 (2016) 相符，認為係

包覆之抗原量不同所致，此結果與 Anuradha et al. 
(2010) 分別以 A. hydrophila 106 及 108 CFU/g of 
feed 口服接種吳郭魚，高濃度下有較好的保護率

效果相符。褐藻酸鈉效果優於鄰苯二甲酸乙酸纖

維素推測係因非特異性免疫刺激所得之結果。 
依據鰻苗抗體力價結果顯示，單次口服接種

疫苗之保護最佳效果於第 8 週，未來可嘗試於不

同時間點進行第二次接種，尋找疫苗之最大效益。

一般養殖池菌體大量繁殖係因水中營養過高且於

高溫下細菌繁殖速度增快所致，而本實驗所用菌

株皆為環境常在菌且鰻魚無論幼鰻或成鰻皆易受

其感染，故此疫苗之接種建議可於進入高溫期前

使用，以度過易感染週期並減少抗生素之投入，降

低對環境之衝擊。 
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The Development of Oral Bacterial Vaccines for 

Juvenile Marbled Eels (Anguilla marmorata) 

Jung-Hau Chiou1*, Kuo-Kau Lee2 and Ping-Chung Liu2 
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ABSTRACT 

The present study aimed to address bacterial disease and improve the survival rate of juvenile marbled eels 
(Anguilla marmorata) with the development of oral bacterial vaccines against Aeromonas hydrophila and 
Edwardsiella tarda. The vaccines were developed using bacterial cells treated with formalin and encapsulated 
with 3% sodium alginate or 6% cellulose acetate phthalate (CAP) and formalin-treated bacterial cells which were 
sonicated for 1.5 hours and encapsulated with 5% of sodium alginate or 9% CAP. The eels’ serum antibody titer 
significantly increased after oral vaccination, and results from eels intraperitoneally (i.p.) challenged with A. 
hydrophila and E. tarda, respectively, showed that the highest relative percent survival was obtained at week 8 in 
the one-time orally vaccinated groups. Eels administered with boosters of the same oral vaccine exhibited a higher 
antibody titer that was maintained to the 12th week. Due to the higher quantity of antigen in the encapsulated 
vaccine, the sonicated-antigen vaccine groups demonstrated increased vaccine efficacy compared to the untreated 
groups. The results show that oral administration with encapsulated vaccine may protect bacterial antigens from 
stomach acid, thereby enabling antigen-induced immune responses in the eels’ intestine. 

Key words: Anguilla marmorata, Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, oral vaccine, immune system 
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