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摘   要 

弧菌症長久以來都是水產養殖產業的重大威脅之一，應用微生物防治策略有助於弧菌症之控

制。本研究添加對弧菌具拮抗作用的益生菌 Bacillus pumilus D5 於飼料中 (107 CFU/g) 餵食白蝦 

(Litopenaeus vannamei) 8 週。結果顯示，白蝦增重率及飼料效率皆無顯著增加 (p > 0.05)，但是

試驗組在第 10 天，白蝦缸內的水與肝胰腺之弧菌數 (5.7 × 102 CFU/ml，7.3 × 104 CFU/g) 均明顯

低於對照組 (2.6 × 103 CFU/ml，3.8 × 105 CFU/g) (p < 0.05)。免疫指標方面，試驗組第 8 週，白

蝦血液中酚氧化酶 (phenoloxidase) 活性 (0.315) 及呼吸爆 (0.566) 均明顯高於對照組 (0.111，

0.380) (p < 0.05)，以腸炎弧菌 (Vibrio parahaemolyticus) 攻擊後，試驗組血液中酚氧化酶活性 

(0.326) 亦顯著高於對照組 (0.257) (p < 0.05)。免疫相關基因方面，白蝦飼餵試驗組飼料後，以腸

炎弧菌攻擊前後，唐氏綜合症細胞黏附分子 (Down syndrome cell adhesion molecule) 及原酚氧化

酶 (prophenoloxidase) 基因之相對表現量 (26.72，4.83) 均明顯高於對照組 (5.46，1.60) (p < 0.05)。

以腸炎弧菌攻擊後，試驗組的活存率 (16.08%) 明顯高於對照組 (4.76%) (p < 0.05)。以上結果顯

示，B. pumilus D5 具有降低白蝦之缸內水與肝胰腺之弧菌數，提升白蝦之免疫反應及抗腸炎弧菌

感染之功能。 

關鍵詞：益生菌 Bacillus pumilus、白蝦、成長、免疫、抗病力 

前   言 

弧菌症 (vibriosis) 長久以來都是水產養殖產

業的重大威脅之一，即使是養殖先進國家如日本，

每年因弧菌症所造成的損失仍高達上千萬美元。

弧菌症的病原是弧菌  (Vibrio spp.)。溶藻弧菌 

(Vibrio alginolyticus) 、 腸 炎 弧 菌  (Vibrio 

parahaemolyticus) 及哈維氏弧菌 (Vibrio harveyi) 

是養殖蝦類主要的細菌性病原，會造成蝦類肝胰

腺、心臟、淋巴器官等壞死 (Ruangpan and Kitao,  
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1991; Karunasagar et al., 1994)。塔氏弧菌 (Vibrio 

tubiashii) 則會造成雙枚貝大量死亡，使得養殖業

者損失慘重  (Tubiash et al., 1965; Elston et al., 

2008)。哈維氏弧菌、鯊魚弧菌 (Vibrio carchariae) 

及鰻弧菌 (Vibrio anguillarum) 則分別為石斑魚 

(Yii et al., 1997; Li et al., 2008) 及鱸魚 (Sorroza et 

al., 2012) 重要的機會性病原之一，會使得罹病魚

眼部感染、肌肉潰瘍、腎臟與膽囊腫大、胃腸炎及

敗血症等。事實上，弧菌為海水中最常見的細菌之

一，因此海水及半淡鹹水養殖的魚種都可能深受

其害。 

蝦類早期死亡綜合症 (shrimp early mortality 

syndrome; EMS) 是近幾年來爆發於養殖草蝦 

(Penaeus monodon) 與 白 蝦  (Litopenaeus 
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vannamei) 的疾病，也與弧菌感染有關 (Tran et al., 

2013)。自 2009 年初次於中國傳出疫情後，迄今已

有好幾個亞洲國家的養殖草蝦與白蝦接連爆發大

量死亡 (Leaño and Mohan, 2012)，部分地區甚至已

減產 60% (FAO, 2013)。罹患 EMS 的病蝦，會出

現肝胰腺蒼白萎縮之肉眼病變，並可在大部分染

病蝦類之肝胰腺分離出弧菌。Lightner et al. (2012) 

指出，將純化的腸炎弧菌菌株感染健康的蝦類後

會出現 EMS 之病狀，此時若同時存在一種會侵襲

特殊腸炎弧菌的噬菌體，就會引起死亡，推測可能

腸炎弧菌被噬菌體感染後，在噬菌體複製時，產生

之毒素影響蝦類肝胰腺，致使肝胰腺出現病變與

功能性障礙而造成死亡。 

當面臨水產生物細菌感染的問題時，以往養

殖戶常使用抗生素加以治療，而抗生素過量的使

用易發生殘留而污染環境，也可能導致具有抗藥

性的菌株出現 (Gatesoupe, 1999)，抗藥性細菌有可

能藉質體 (plasmid) 轉移抗藥性之基因到人體有

關的細菌，進而侵害人類的健康 (Schwarz et al., 

2001)。為尋求抗生素治療的替代方案，益生菌

(probiotics) 的功能開始被關注，亦已廣泛被應用，

近年來研究顯示，益生菌當中具有抗菌活性之拮

抗菌在水產生物的腸道中，可以減少機會性病原

菌的侵害，並提高生物遭受病原菌攻擊後的活存

率 (Balcázar et al., 2006; Nguyen et al., 2014; Wu et 

al., 2014)。拮抗菌抑制病原菌之機制主要包括產

生 : 抗 菌 胜 肽 、 揮 發 性 的 物 質  (volatile 

compounds)、溶菌酶、蛋白酶、改變 pH 值及競爭

營養物質或空間等，而主要益生菌的種類為芽孢

桿菌類  (Bacillus spp.) 及乳酸菌  (Leyton and 

Riquelme, 2010; Nair et al., 2012)。此外，使用益生

菌可以增加養殖生物之營養來源、改進飼料消化

及吸收、提升免疫、抵抗病毒及改善水質等，因此

益生菌可以促進養殖生物的成長、提高抗病力、活

存率與改善水質等  (Tucker and Kennedy, 2001; 

Wang et al., 2008; Nayak, 2010)。 

朱等  (2016) 自白蝦所分離出的 Bacillus 

pumilus D5，為水產病原弧菌之拮抗菌，具有抑制

溶藻弧菌、腸炎弧菌、哈維氏弧菌、鰻弧菌、霍亂

弧 菌  (Vibrio cholerae) 及 創 傷 弧 菌  (Vibrio 

vulnificus) 等 6 種常見水產病原弧菌之能力，對於

所測試之大部分抗生素皆呈現敏感性，因此，B. 

pumilus D5 菌株具抗水產病原弧菌發展潛力。本研

究將 B. pumilus D5 以孢子型態添加於飼料中，評

估該菌對於白蝦 (1) 成長；(2) 缸內水及肝胰腺總

生菌數與弧菌數；(3) 免疫相關反應及 (4) 抗病原

弧菌之效率。 

材料與方法 

一、菌株來源 

本研究使用之菌株為 Bacillus pumilus D5，係

朱等 (2016) 自白蝦全蝦樣品所分離的水產病原

弧菌之拮抗菌。 

二、實驗用飼料之製作 

B. pumilus D5 為孢子形成菌，本研究將 B. 

pumilus D5 以孢子型態添加於白蝦飼料中，以維

持 B. pumilus D5 在飼料儲存期間菌數的穩定性。

所使用之孢子培養液組成係參考 Leguerinel et al. 

(2007)，簡述如下：培養液組成包括 yeast extract 5 

g、peptone 5 g、K2HPO4 1 g、MgSO4 • 7H2O 0.2 g、

MnSO4 0.04 g、CaCl2 0.1 g 與 NaCl 30 g，溶於蒸

餾水 1 L，於培養基滅菌前調整 pH 為 6.8。將 B. 

pumilus D5 接種於孢子培養液，28 C，150 rpm 振

盪培養，培養液中所形成孢子數量之估算，係取培

養液進行孢子染色 (Johnson and Case, 2004)，由總

生菌數中孢子所佔的百分比計算孢子之數量。培

養 1 週後，得到含有 B. pumilus D5 孢子之培養

液，孢子數達 108 CFU/ml 以上。 

實驗共有  2 組，分別為對照組及添加  B. 

pumilus D5 (孢子含量 107 CFU/g) 實驗組。飼料製

作方式如下：對照組係以斑節蝦配合飼料 (福星

牌，洪國實業股份有限公司，宜蘭，臺灣) 直接

投餵。添加 B. pumilus D5 組則將含有 B. pumilus 

D5 孢子之培養液添加於斑節蝦配合飼料中，比

例為 1 kg 飼料添加 100 ml 含有 B. pumilus D5 

孢子之培養液，飼料中 B. pumilus D5 孢子的含量

為 107 CFU/g。所製成之飼料於 4 C 冷藏，含 B. 

pumilus D5 組之飼料每週取樣，檢測飼料內 B. 

pumilus D5 孢子殘存量，在益生菌 B. pumilus D5 

孢子含量仍為 107 CFU/g 期限 (3 個月) 內投餵

與白蝦。 
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三、飼料中添加 B. pumilus D5 對於白蝦

生長之影響 

白蝦購自民間養殖場，蓄養於水產試驗所基

隆總所，具循環過濾系統的 FRP 桶 (500 L) 中 2 

週，水溫維持在 26 ± 1 C，鹽度為 31 psu。 

實驗共有 2 組，為對照組及含 B. pumilus D5 

孢子 (107 CFU/g) 飼料的實驗組。取體重約 3 g 

的白蝦 120 尾進行實驗，隨機平均放置於 6 缸 

96 公升的玻璃缸，每缸 20 尾蝦， 每組 3 缸。

同組之 3 個玻璃缸共用一個循環過濾系統。每日

上午 9 點及下午 5 點投餵飼料，投餵量為蝦隻

體重的 2.0%，每 2 週量測蝦體重一次，調整投餵

量，每次餵食的 1 hr 後撈除未攝食的殘餌，自投

餵量中扣除；估算方式係預先測量單顆飼料之平

均重量後乘以殘餌顆數。試驗進行 8 週。 

成長實驗期間每 2 週量測蝦體重一次，測量

當天不餵食。分析增重率  (percent weight gain, 

PWG) 及飼料效率 (feed efficiency, FE) (Kureshy 

and Davis, 2002)。 

PWG (%)＝[(最後體重)－(最初體重) / (最初

體重)] × 100% 

FE＝(最後體重)－(最初體重) / 總飼料攝取量  

四、飼料中添加 B. pumilus D5 對於缸內

的水及白蝦肝胰腺總生菌數及弧菌

數之影響 

供試蝦分別餵食對照組及含 B. pumilus D5 

實驗組飼料 10 天，停止餵食 2 天後，自兩組各 

3 缸中分別採集各缸之水樣 10 ml，每缸 1 隻蝦

之肝胰腺，分別進行總生菌及弧菌數量計算。水樣

以 1 ml 原液加 9 ml 生理食鹽水，進行連續稀

釋，並將不同稀釋濃度樣品分別塗抹於含有 2.5% 

NaCl 之  tryptic soy agar (TSA) 及  thiosulfate-

citrate-bile salts-sucrose agar (TCBS) 之上，於 28 ± 

2 C 培養 48 hr 後計數菌落數，以分別計數總生

菌數量及弧菌數量 (Hoseinifar et al., 2011)。 

白蝦方面，將蝦以 75% ethanol 進行表面殺

菌，以滅菌後之剪刀剪開蝦隻背部肌肉及頭胸甲，

再用鑷子取出肝胰腺，秤重後剪成數小段，加入肝

胰腺重的 3 倍體積之生理食鹽水稀釋後，以均質

機  (T18 basic Ultra Turrax®, IKA® Works Inc., 

Wilimington, NC, USA) 配合已滅菌之均質刀 

(S18N-10 G Dispersing Tool, IKA® Works Inc.) 充

分打碎，以生理食鹽水連續稀釋後，將不同稀釋濃

度樣品分別塗抹於含有 2.5% NaCl 之 TSA 及 

TCBS 上面，於 28 ± 2 C 培養 48 hr 後，計數總

生菌數量及弧菌數量 (Hoseinifar et al., 2011)。 

五、飼料中添加 B. pumilus D5 對於白蝦

免疫相關反應之影響 

供試蝦分別連續餵食對照組及添加  B. 

pumilus D5 飼料 8 週，再以病原菌攻擊 (流程詳

見材料與方法六)  7 天後，自兩組各 3 缸，每缸

分別採集 3 尾白蝦之血液，進行免疫指標及免疫

相關基因表現量之分析，每項分析均進行 3 重

覆。蝦血採集方法參照 Liu et al. (2004)，以 1 ml 

塑膠針筒配 25 G 針頭自白蝦第 5 或第 6 對步

足中間之腹血竇抽出血淋巴液，使其與預先吸取

於針筒的抗凝血劑 (0.14 M NaCl、0.03 M citric 

acid、0.11 M glucose 及 0.03 M sodium citrate, pH 

5.6) 以 1:1 的比例混合。採集的蝦血進行低速離心 

(600 × g, 10 min, 4 C)，去除上清液後，得到的沉

澱物為蝦血球，以血球計數盤 (counting chamber 

Neubauer-improved, Marienfeld, Germany) 計算血

球細胞濃度。 

(一) 酚氧化酉每 (phenoloxidase, PO) 活性 

酚氧化酶活性之測定方法是參照 Liu et al. 

(2004) 並做部分修改。低速離心去除上清液的蝦血

球細胞加入同體積之 Cacodylate (Cac) buffer (10 

mM CaCl2, 10 mM sodium cacodylate trihydrate, pH 

7.0)。於 96 孔槽平底微量滴定盤中，每槽加入 

100 µL 蝦血球細胞及 Cac buffer 混合液，未誘發

免疫刺激組 (basal activity, BA) 再添加 Cac buffer 

100 µL，誘發免疫刺激組 (stimulated activity, SA) 

則添加 trypsin (1 mg/ml in Cac buffer) 100 µL，在室

溫下反應  10 min。最後加入 3,4 -Dihydroxy-L- 

phenylalanine (L-DOPA, 3 mg/ml in Cac buffer) 室溫

下反應 5 min 使其呈色，於 ELISA reader 波長 

492 nm 下測定吸光値。誘發免疫刺激組與未誘發免

疫刺激組測定之吸光値的差值為酚氧化酶活性。 
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(二) 呼吸爆 (respiratory burst) 之測定 

呼吸爆之測定方法參照 Secombes (1990) 及 

Stasiack and Bauman (1996)，並修改自 Cook et al. 

(2001) 及 Dügenci et al. (2003) 所述之 nitroblue 

tetrazolium (NBT) 染色法進行測定。低速離心去除

上清液的蝦血球細胞加入同體積之抗凝血劑。於

96 孔槽平底微量滴定盤中，每槽加入 100 µL 蝦

血球細胞及抗凝血劑混合液，室溫靜置 2 hr 使血

球附著於底部。去除上清液後，未誘發免疫刺激組

再添加 Hank’s balanced salt solution (HBSS) 100 

µL，誘發免疫刺激組則添加 zymosan (2 mg/ml ) 100 

µL，在室溫下反應 1 hr。去除上清液，加入 100% 

ethanol 終止反應，接著以 70% ethanol 沖洗三次

後風乾，最後加入 120 µL 2 M KOH 及 140 µL 

dimethyl sulfoxide (DMSO) 以溶解  cytoplasmic 

formazon，於 ELISA reader 波長 630 nm 下測定

吸光値。誘發免疫刺激組與未誘發免疫刺激組測

定之吸光値的差值為呼吸爆  (Pick and Mizel, 

1981)。 

(三) 原酚氧化酉每 (prophenoloxidase, proPO) 

與唐氏綜合症細胞黏附分子  (Down 

syndrome cell adhesion molecule, 

Dscam) 基因表現 

總 RNA 萃取參考 Chomczynski and Sacchi 

(1987) 之方法，利用 Trizol® (Invitrogen, USA) 試

劑萃取蝦血球細胞之總 RNA ，藉由分光光度計

確認其吸光值A260: A280 > 1.9後，再以SuperScript® 

III reverse transcriptase kit (Invitrogen, USA) 進行

反轉錄聚合酶鏈鎖反應  (reverse transcription-

PCR, RT-PCR) ， 將  RNA 反 轉 錄 成  cDNA 

(Trinidad et al., 2009)，製備好之 cDNA 置於 -20 C

保存。 

將製備好之 cDNA 做為模板，以即時定量

PCR (real-time PCR) 方式，分析原酚氧化酶以及

唐氏綜合症細胞黏附分子基因在病原菌攻擊前後

之表現量 (Wong and Medrano, 2005)。 

本實驗即時定量 PCR 之引子，由高雄海洋科

技大學海洋生物技術系蔡志明老師實驗室提 pro 

PO 正 向 引 子 (forward primer) ： 5’- 

GCCTTGGCAACGCTTTCA-3’、Pro PO 反向引子

(reverse primer) ： 5’-CGCGCATCAGTTCAGTTT 

GT-3’；Dscam 正向引子：5’- ACAAGCCAAGGC 

ACCAGACT-3’、Dscam 反向引子：5’- GTTGCC 

TGTTGGGCTCACTT-3’；β-actin 正向引子：5’- 

CACCACCGCTGAACGAGAA-3’、β-actin 反向引

子：5’- AAGGGCGACATAGCAAAGTTTC-3’。 

本實驗使用 TOptical thermocycler (Biometra, 

Germany) 進行即時定量 PCR，採三重覆試驗，反

應體積為 20 µL，包括：10 µL luminaris color 

HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Scientific, 

USA)、正、反向引子各  0.4 µL、1 µL 蝦血球 

cDNA 及 8.2 µL 純水。反應條件為：恆溫階段 

(holding stage)，50 C、120 sec，95 C、600 sec 進

行 DNA 變性；循環階段 (cycling stage)，95 C、

15 sec，60 C、60 sec 共 40 次循環以擴增 DNA；

溶解曲線階段 (melt curve stage)，以 95 C、15 sec，

60 C、15 sec，95 C, 15 sec 生成解離曲線。 

即時定量 PCR 數據分析軟體為 qPCRsoft 2.1 

(Analytik Jena AG, Germany)，基因表現的相對定

量方式是依據製造商的產品說明。簡述如下：循環

閥值數 (cycle threshold value, Ct value) 定義為含

有螢光染劑之 PCR 產物生成量達到臨界生成量 

(threshold value) 的循環數。標的基因之複製數量 

(copy number) 與 Ct value 呈現負相關性，因此，

樣品中有較高含量的標的基因時，Ct value 將低於

樣品中有較低含量的標的基因者。先將各實驗組

免疫相關基因得到之循環閥值數，減去各組β-actin 

基因之循環閥值數，得到 ΔCt 值，β-actin 基因作

為內部對照 (internal control)，將各組數據標準化，

以補償總 RNA 數量、RT-PCR 反應效率及其他可

能造成影響的差異。把各組病原菌攻擊後之 ΔCt 

值減去攻擊前的 ΔCt 值，此差值稱作 ΔΔCt 值，

分析時以 2-ΔΔCt 作為比較之數據，顯示病原菌攻擊

前後該基因的相對表現量差異。 

六、飼料中添加 B. pumilus D5 對於白蝦

抵抗腸炎弧菌之影響 

實驗方法主要參照  Luis-Villasenor et al. 

(2013)。使用之腸炎弧菌為本所張副所長錦宜所提

供，係經過 AP3 引子證實，帶有 EMS 特性之腸炎

弧菌 (Sirikharin et al., 2014)。菌接種於 tryptic soy 

broth (TSB)，於 28 C 下培養 24 hr，將培養液離
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心 (8000 × g, 10 min, 4℃) 除去上清液，將沉澱之

細菌以生理食鹽水清洗 2 次，最後以分光光度計

於波長  600 nm 下測定，調整菌液濃度配製成

1×107 CFU/ml 懸浮液。供試蝦分別餵 2 組不同飼

料 8 週後，以細菌懸浮液注射於蝦背部肌肉，注

射量為蝦體重的 0.5% (v/w，即 10 g 之白蝦注射

量為 50 µL)；並另取數尾蝦注射等量生理食鹽水

以做為對照，注射後觀察並記錄蝦的死亡數目，持

續 2 週 (Luis-Villasenor et al., 2013)。 

七、統計分析方法 

本研究飼料中添加 B. pumilus D5 對缸內水中

總生菌數及弧菌數之影響，因每組 3 缸為同一循

環水系統，只取 3 缸數據之平均值，未進行統計分

析。其餘試驗數據以 SAS (Statistical Analysis 

System) 套 裝 GLM (General Linear Model 

Procedure) (SAS, 1988) 軟體作單向變異數分析

(one-way analysis of variance)，並以鄧肯式多變域

測驗 (Duncan’s multiple range test) 測定各處理組

之間之差異，顯著水準定在 0.05。 

結   果 

一、飼料中添加 B. pumilus D5 對於白蝦成

長之影響 

白蝦分別餵飼對照組及添加 B. pumilus D5

飼料 8 週，各組蝦之均重分別自 2.94 及 3.06 g

增至 6.52 g 及 6.97 g，在統計上其間無顯著差異 

(p > 0.05) ； 其 增 重 率 依 序 為 212.86% 及 

236.76%，也無顯著差異 (p > 0.05)。飼料效率方

面，對照組及添加 B. pumilus D5 飼料組分別為

0.43 及 0.49，亦無明顯差異 (p > 0.05) (Table 1)。 

二、飼料中添加 B. pumilus D5 對缸內的水

及蝦肝胰腺中的總生菌數及弧菌數之

影響 

白蝦分別餵飼對照組及添加 B. pumilus D5

飼料第 10 天時，缸內的水中總生菌數，對照組為

6.9 × 103 CFU/ml，添加 B. pumilus D5 組為 2.5 × 

103 CFU/ml，試驗組總生菌數較對照組少 (Table 2)。

缸內的水中弧菌數在對照組為 2.6 × 103 CFU/ml，

添加 B. pumilus D5 飼料組為 5.7 × 102 CFU/ml，

試驗組弧菌數亦低於對照組。對照組及添加 B. 

pumilus D5 飼料組弧菌數佔總生菌數的比例分別

為 37.83% 及 22.80% (Table 2)；試驗組弧菌數較

對照組下降 78.08%。此外，添加 B. pumilus D5

飼料組缸內的水中 B. pumilus D5菌數達 2.0 × 102 

CFU/ml。 

 
Table 1  Growth performance of white shrimp 

(Litopenaeus vannamei) fed with the control and 

Bacillus pumilus D5 (107 CFU/g) diets for 8 weeks 

Feed 

Control 
Bacillus 

pumilus D5 

Initial weight (g) 3.06 ± 0.88 2.94 ± 0.79 

Final weight (g) 6.52 ± 2.01 6.97 ± 2.16 

PWG 212.86 ± 31.42 236.76 ± 34.62

FE 0.43 ± 0.12 0.49 ± 0.11 

PWG : percent weight gain 
FE : feed efficiency 
 

白蝦方面，蝦肝胰腺中總生菌數在對照組為

1.5 × 107 CFU/g，添加 B. pumilus D5 組為 1.1 × 107 

CFU/g，試驗組總生菌數較對照組顯著減少 (p < 

0.05) (Table 3)。蝦肝胰腺中弧菌數在對照組為 

3.8 × 105 CFU/g，添加 B. pumilus D5 組為 7.3 × 104 

CFU/g，試驗組弧菌數亦顯著低於對照組  (p < 

0.05)。對照組及添加 B. pumilus D5 飼料組弧菌數

佔總生菌數的比例分別為 2.49% 及 0.64%；試驗

組肝胰腺中弧菌數較對照組減少 80.96% (Table 3)。

此外，添加  B. pumilus D5 飼料組肝胰腺中 B. 

pumilus D5 菌數達 6.1 × 102 CFU/ g。 

三、飼料中添加 B. pumilus D5 對於白蝦免

疫相關反應之影響 

以腸炎弧菌攻擊前，對照組及添加  B. 

pumilus D5 飼料組蝦血液中之酚氧化酶活性分別

為 0.111 及 0.315，試驗組明顯高於對照組 (p < 

0.05) (Fig. 1)。而以腸炎弧菌攻擊後，對照組及添
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加 B. pumilus D5 組蝦血液中之酚氧化酶活性分

別為 0.257 及 0.326，添加 B. pumilus D5 組酚氧

化酶活性顯著高於對照組 (p < 0.05) (Fig. 1)。試

驗組蝦血液中酚氧化酶活性在病原菌攻擊前後，

餵飼添加 B. pumilus D5 飼料組均顯著高於對照

組 (p < 0.05) (Fig. 1)。 

 

 

Fig. 1  Phenoloxidase activity of white shrimp 

(Litopenaeus vannamei) before and after challenge 

with Vibrio parahaemolyticus. Shrimps were fed with 

control and Bacillus pumilus D5 diets for 8 weeks. 

Different letters within before and after challenge 

represent significant differences (p < 0.05). 

對照組及添加 B. pumilus D5 組血液中呼吸

爆分別為 0.380 及 0.566，試驗組明顯均高於對照

組 (p < 0.05) (Fig. 2)。而以腸炎弧菌攻擊後，對

照組及添加  B. pumilus D5 組呼吸爆分別為

0.221 及 0.229，試驗組與對照組呼吸爆無顯著

差別 (p > 0.05) (Fig. 2)。試驗組蝦血液中呼吸爆

在病原菌攻擊前高於對照組 (p < 0.05)，但病原菌

攻擊後試驗組與對照組呼吸爆則無顯著差別 (p 

> 0.05) (Fig. 2)。 

 

 

Fig. 2  Respiratory burst of white shrimp (Litopenaeus 

vannamei) before and after challenge with Vibrio 

parahaemolyticus. Shrimps were fed with control and 

Bacillus pumilus D5 diets for 8 weeks. Different 

letterswithin before and after challenge represent 

significant differences (p < 0.05). 
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Table 2  Total viable aerobiotic bacteria, Vibrio spp., Bacillus pumilus D5 counts and the Vibrio spp. percentage of 

total viable aerobiotic bacteria from the tank water of white shrimp (Litopenaeus vannamei) fed with control and B.

pumilus D5 (107 CFU/g) diets for 10 days 

Treatment 
Cultivable bacteria 

(CFU/ml) (× 103) 
B. pumilus D5 

(CFU/ml) (× 102) 
Vibrio spp. (CFU/ml) 

(× 102) 
Vibrio spp. / cultivable 

bacteria (%) 

Control 6.9 ND 26.0 37.8 

Bacillus pumilus D5 2.5 2.0 5.7 22.8 

ND: not detected 

 

Table 3  Total viable aerobiotic bacteria, Vibrio spp., Bacillus pumilus D5 counts and the Vibrio spp. percentage of 

total viable aerobiotic bacteria from the hepatopancreas of white shrimp (Litopenaeus vannamei) fed with control and

B. pumilus D5 (107 CFU/g) diets for 10 days 

Treatment 
Cultivable bacteria 

(CFU/g) (× 107) 
B. pumilus D5 
(CFU/g) (× 102) 

Vibrio spp. (CFU/g) 
(× 104) 

Vibrio spp. / cultivable 
bacteria (%) 

Control 1.5 ± 0.16a ND  38.0 ± 3.65 a 2.49 ± 0.45 a 

Bacillus pumilus D5 1.1 ± 0.09b 6.1 ± 2.31  7.3 ± 0.92 b 0.64 ± 0.11b 

ND: not detected; *p < 0.05 
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Fig. 3  The relative gene expression of Down 

syndrome cell adhesion molecule (Dscam) of white 

shrimp (Litopenaeus vannamei) fed with control and 

Bacillus pumilus D5 diets for 8 weeks before and after 

challenge with Vibrio parahaemolyticus. Different 

letters represents significant differences (p < 0.05). 

 

 

 

Fig. 4  The relative gene expression of 

prophenoloxidase (proPO) of differences of before and 

after challenge with Vibrio parahaemolyticus of white 

shrimp (Litopenaeus vannamei) fed with control and 

Bacillus pumilus D5 diets for 8 weeks. There was a 

significant difference (p < 0.05) between the control 

and the Bacillus pumilus D5 group. 

 
 

對照組及添加 B. pumilus D5 飼料組蝦的唐氏

綜合症細胞黏附分子基因之相對表現量為 5.46 及

26.72 (Fig. 3)，試驗組蝦的唐氏綜合症細胞黏附分

子基因之相對表現量顯著高於對照組 (p < 0.05) 

(Fig. 3)。 

對照組及添加 B. pumilus D5 飼料組蝦的原酚

氧化酶基因之相對表現量為 1.60 及 4.83 (Fig. 4)，

餵食添加 B. pumilus D5 組的蝦之原酚氧化酶基

因之相對表現量高於對照組，且統計上有明顯差

異 (p < 0.05) (Fig. 4)。 

四、飼料中添加 B. pumilus D5 對於白蝦抵

抗病原菌之效率 

白蝦分別餵飼 2 組不同飼料 8 週，以腸炎

弧菌攻擊後，在對照組及添加 B. pumilus D5 組

蝦之存活率分別為 4.76% 及 16.08% (Fig. 5)，餵

食添加 B. pumilus D5 組蝦的存活率較對照組提

高約 3 倍，且統計上與對照組有明顯差異 (p < 

0.05) (Fig. 5)。 
 
 

 

Fig. 5  The survival rate after challenge with Vibrio 

parahaemolyticus of white shrimp (Litopenaeus 

vannamei) fed with control and Bacillus pumilus D5 diets 

for 8 weeks. There was a significant difference (p < 0.05) 

between the control and the Bacillus pumilus D5 group. 

討   論 

Banerjee et al. (2010) 曾在草蝦池中加入 B. 

pumilus 並維持水中的菌量為 106 CFU/ml，實驗共

進行 18 天；對照組及試驗組的比成長率 (specific 

growth rate) 分別為 8% 及 10%，試驗組的草蝦比

成長率顯著高於對照組 (p < 0.05)。Devaraja et al. 

(2013) 亦指出，在草蝦苗池中加入分離自海水之

B. pumilus，維持水中的 B. pumilus 菌量為 106 
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CFU/ml，另以未添加 B. pumilus 者為對照組，實

驗共進行 18 天；第 18 天時，對照組及試驗組的

草蝦比成長率分別為 9% 及 11%，試驗組的草蝦

比成長率顯著高於對照組 (p < 0.05)。Banerjee et 

al. (2010) 及 Devaraja et al. (2013) 認為，該 B. 

pumilus 對草蝦無病原性，而且該 B. pumilus 具有

分泌蛋白酶、脂肪酶及澱粉酶之能力，可以提升試

驗組草蝦對於飼料之消化及吸收的程度，因此有

助於草蝦之成長。 

Nguyen et al. (2014) 研究指出，將草蝦腸道中

分離出的 B. pumilus 添加於龍蝦  (Panulirus 

ornatus) 飼料中 (107 CFU/g)，每 3 天餵飼含 B. 

pumilus 之飼料 1 次，另以未添加 B. pumilus 者為

對照組，實驗共進行 60 天。結果顯示，對照組及

試驗組龍蝦的比成長率分別為每天  2.5% 及 

2.8%，試驗組的龍蝦之比成長率高於對照組      

(p < 0.05)。Nguyen et al. (2014) 認為，B. pumilus

對龍蝦而言為安全的菌株；該 B. pumilus 具有分泌

蛋白酶之能力，可以提升試驗組龍蝦對於飼料之

消化及吸收程度，因此有助於龍蝦之成長。 

Sun et al. (2010) 報導，將分離自生長快速點

帶石斑 (Epinephelus coioides) 的 B. pumilus 添加

於飼料中 (108 CFU/g)，另以未添加 B. pumilus 者

為對照組，進行餵食點帶石斑 60 天後，對照組及

試驗組石斑魚之比成長率 (分別為 1.87 及 1.80) 

並無顯著差異 (p > 0.05)；對照組及試驗組石斑魚

的飼料轉換率 (feed conversion rate) 分別為 1.03

及 0.98，試驗組石斑魚的飼料轉換率較對照組佳       

(p < 0.05)。 

本研究白蝦分別餵食對照組及試驗組飼料 8 

週，統計上，試驗組蝦之成長與對照組並無顯著差

異 (p > 0.05)，與 Banerjee et al. (2010)、Devaraja 

et al. (2013) 及  Nguyen et al. (2014) 報告，B. 

pumilus 有助於草蝦及龍蝦之成長的結果有異，而

與 Sun et al. (2010) 報導，點帶石斑餵食添加 B. 

pumilus 之飼料，對照組及試驗組石斑魚之比成長

率並無顯著差異的結果相同。本研究所使用之 B. 

pumilus D5 具有分泌蛋白酶之特性，但並無分泌脂

肪酶及澱粉酶的能力(朱等, 2016)，可能是試驗組

蝦之成長與對照組並無顯著差異的原因之一。 

本研究結果顯示，白蝦餵飼添加 B. pumilus D5 

組缸內的水與蝦肝胰腺中之弧菌數均較對照組有

明顯下降的趨勢，且缸內的水與蝦肝胰腺有 B. 

pumilus D5存在 (2.0 × 102 CFU/ml, 6.1 × 102 CFU/g 

(Table 3)。水中 B. pumilus D5 的可能來源為添加

在飼料中的 B. pumilus D5，經過白蝦攝食後進入

肝胰腺，其中有一部分在肝胰腺定殖，另一部分隨

著糞便排入缸內水中。Banerjee et al. (2010) 報導，

在草蝦池中加入 B. pumilus，維持水中的 B. pumilus

菌量為 106 CFU/ml，另以未添加 B. pumilus 者為對

照組，實驗共進行 18 天；第 3 天時，對照組及試

驗組水中弧菌量分別為 2 × 102 CFU/ml 及 2 × 

101 CFU/ml，第 18 天時，對照組及試驗組水中弧

菌量分別為 5 × 103 CFU/ml 及 < 101 CFU/ml，試

驗組草蝦池水中弧菌量顯著低於對照組  (p < 

0.05)。 

本研究白蝦分別餵飼對照組及試驗組飼料第

10 天時，池水中弧菌數分別為 2.6 × 103 及 5.7 × 

102 CFU/ml。而 Banerjee et al. (2010) 報導，草蝦

池中加入 B. pumilus，第 3 天時，對照組及試驗組

水中弧菌量分別為 2 × 102 CFU/ml 及 2 × 101 

CFU/ml，Banerjee et al. (2010) 的報告中，草蝦池

中加入 B. pumilus，對於池水中弧菌數的降低效果

似乎較本研究佳，原因有待探討。 

原酚氧化酶系統在缺乏後天免疫系統的甲殼

類中，具有重要的外來物識別及免疫防禦功能 

(Cerenius and Söderhäll, 2004)。平時該系統中的因

子以非活化的狀態存在於血球細胞中，而當外源

性物質進入蝦體時就會引發一系列反應，活化酚

氧化酶，酚氧化酶能催化一系列的代謝物質，最後

聚合成黑色素，黑色素能沉積到外源物上，通過包

被和黑化將外源物限制與隔離，此反應中間代謝

物與黑色素也具有抑制細菌及微生物的功能 

(Söderhäll and Cerenius, 1998)，因此，酚氧化酶活

性常被做為蝦類免疫指標之一 ( Liu et al., 2006 )。

本研究試驗組蝦血液中酚氧化酶活性在病原菌攻

擊前後，餵飼添加 B. pumilus D5 飼料組均顯著高

於對照組 (p < 0.05)。對照組在病原菌攻擊前後，

其酚氧化酶活性顯著增加，但餵飼添加 B. pumilus 

D5 飼料組酚氧化酶活性卻增加不多，原因推測是

白蝦在餵食添加 B. pumilus D5 飼料組後，酚氧化

酶活性已增強至一個臨界高點，因此受病原菌攻

擊後酚氧化酶活性增加不如對照組明顯。 

呼吸爆為免疫細胞在吞噬且消除異物或病原
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微生物時，引發大量耗氧以合成具有殺菌潛能的

活性氧之反應，其中就包含超氧陰離子 (O2
-)，在

甲殼類先天免疫系統中亦扮演著重要的角色 

(Bell and Smith, 1993; Mun˜oz et al., 2000)。本研究

試驗組蝦血液中呼吸爆在病原菌攻擊前顯著高於

對照組 (p < 0.05)，但病原菌攻擊後試驗組與對照

組呼吸爆則無顯著差別 (p > 0.05)，推測是本實驗

帶有 EMS 特性之腸炎弧菌的毒性太強，遠超過白

蝦的細胞性防禦機制所能承受的範圍，使得吞噬

細胞的效能一時無法有效回復，而呈現較低狀態，

所以試驗組與對照組之呼吸爆並沒有明顯差異。 

Wu et al. (2014) 報導，將分離自海洋泥蟹 

(Scylla paramamosain) 的 B. pumilus 添加在泥蟹餌

料中 (105 CFU/g)，另以未添加 B. pumilus 者為對照

組，投餵泥蟹 30 天，再浸泡腸炎弧菌 (105 CFU/ml) 

48 hr 後發現，對照組及試驗組的呼吸爆分別為 0.02

及 0.04，試驗組的呼吸爆有較高的現象 (p < 0.05)。

Sun et al. (2010) 報導，將 B. pumilus 添加於飼料中 

(108 CFU/g)，另以未添加 B. pumilus 者為對照組，

進行餵食點帶石斑後，試驗組血清中溶菌酶活性較

對照組高 34.7% (p < 0.05)，試驗組血清中吞噬細胞

之吞噬活性較對照組高 48.5% (p < 0.05)。 

本研究試驗組白蝦血液中免疫指標-酚氧化酶

活性及呼吸爆均高於對照組(p < 0.05)；而 Sun et al. 

(2010) 及 Wu et al. (2014) 報導，分別投餵添加 B. 

pumilus 的餌料予泥蟹與點帶石斑，試驗組的呼吸

爆、溶菌酶活性及吞噬細胞之吞噬活性等免疫指

標均較對照組高，本研究餵食添加 B. pumilus 的餌

料有助於提升白蝦之呼吸爆及酚氧化酶活性等免

疫指標的特性與 Sun et al. (2010) 及 Wu et al. 

(2014) 一致。 

本研究白蝦試驗組以腸炎弧菌攻擊前後，血

液中唐氏綜合症細胞黏附分子基因相對表現量均

高於對照組 (p < 0.05)。唐氏綜合症細胞黏附分子

基因屬於免疫血球蛋白大家族 (immunoglobulin 

superfamily, IgSF) 的一員，可通過 RNA 選擇性剪

接  (alternative splicing) 不 同 組 合 的 外 顯 子 

(Exon) 形成多種不同唐氏綜合症黏附分子亞型 

(Chou et al., 2009)。Watson et al. (2005) 發現，如

果將果蠅 ( Drosophila melanogaster) 體內的唐氏

綜合症細胞黏附分子蛋白質以相對之抗體拮抗其

作用，血球細胞的噬菌作用 (phagocytosis) 會被抑

制；Wattanasurorot et al. (2011) 研究發現，在淡水

小龍蝦  (Pacifastacus leniusculus) 分別注射大腸

桿 菌 (Escherichia coli) 及 金 黃 色 葡 萄 球 菌 

(Staphylococcus aureus)，可以選擇性地誘導產生大

量不同系列的唐氏綜合症黏附分子亞型，以促進

吞噬特定細菌菌種，因此推測唐氏綜合症細胞黏

附分子基因除了在甲殼類先天免疫中有著重要的

功 能 外 ， 也 可 能 具 有 類 後 天 免 疫 的 特 性

(Watthanasurorot et al., 2011)。 

Wu et al. (2014) 報導，將 B. pumilus 添加在泥

蟹餌料中 (105 CFU/g)，另以未添加 B. pumilus 者

為對照組，投餵泥蟹，再浸泡腸炎弧菌  (105 

CFU/ml) 48 hr 後發現，試驗組泥蟹之原酚氧化酶

基因相對表現量在對照組及試驗組分別為 1.5 及

4.1，在統計上，對照組及試驗組的原酚氧化酶之

基因相對表現量有顯著差異 (p < 0.05)。 

本研究白蝦試驗組以腸炎弧菌攻擊前後，血

液中唐氏綜合症細胞黏附分子及原酚氧化酶基因

之相對表現量均高於對照組 (p < 0.05)。Wu et al. 

(2014) 報導，投餵泥蟹添加 B. pumilus 的餌料，再

浸泡腸炎弧菌後，試驗組的原酚氧化酶基因之相

對表現量有較對照組增高的現象。本研究的結果，

餵食白蝦添加 B. pumilus D5 飼料可以增強原酚氧

化酶相對表現量的情形與 Wu et al. (2014) 一致。 

本研究白蝦餵飼添加 B. pumilus D5 飼料 8 

週，可能是以帶有 EMS 特性之腸炎弧菌攻擊，試

驗組白蝦活存率 (20.01%) 不是很高，但仍然較對

照組 (4.76%) 增加 11.32%，試驗組活存率較對照

組提高約 3 倍。B. pumilus D5 具有抑制腸炎弧菌之

能力 (朱等，2015)，推測 B. pumilus D5 可以增強白

蝦對於腸炎弧菌之抵抗力。Karim et al. (2013) 指

出，將分離自美國羅德島海域海水之 B. pumilus 添

加於牡蠣養殖池水中 (104 CFU/ml) 24 hr，另以未添

加 B. pumilus 者為對照組，再以塔氏弧菌 (V. 

tubiashii) 攻擊後，試驗組牡蠣之活存率 (45%) 較

對照組 (30%) 提高 15%。雖然體外試驗顯示，B. 

pumilus 並無抵抗塔氏弧菌之能力，但該 B. pumilus

卻能增強牡蠣抵抗塔氏弧菌，提升牡蠣活存率，

Karim et al. (2013) 認為，可能是 B. pumilus 刺激牡

蠣強化免疫功能，進而提高抵抗塔氏弧菌的能力。 

Nguyen et al. (2014) 研究指出，將 B. pumilus

添加於飼料 (107 CFU/g) 投餵龍蝦，另以未添加 B. 
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pumilus者為對照組，60 天後，以病原弧菌V. owensii 

進行浸泡攻擊。結果顯示，病原弧菌 V. owensii 攻

擊後，對照組及試驗組龍蝦之活存率分別為 33.3% 

及 60.0%，試驗組的龍蝦之活存率增加 26.7%，顯

著高於對照組 (p < 0.05)。Nguyen et al. (2014) 認

為，該 B. pumilus 具有抑制腸炎弧菌及 V. owensii 的

特性，可以增強試驗組龍蝦對於 V. owensii 之抵抗

力。Wu et al. (2014) 報導，將 B. pumilus 添加在泥

蟹餌料中 (105 CFU/g)，另以未添加 B. pumilus 者為

對照組，投餵泥蟹，再浸泡腸炎弧菌 (105 CFU/ml) 

48 hr 後發現，試驗組泥蟹的活存率 (76.67%) 較對

照組 (54.88%) 提高 21.79% (p < 0.05)。 

本研究白蝦餵飼試驗組-添加 B. pumilus D5 

飼料 8 週，以腸炎弧菌攻擊後，試驗組白蝦之存

活率明顯較對照組增加  (p < 0.05)；本結果與

Karim et al. (2013)、Nguyen et al. (2014) 及 Wu et al. 

(2014) 將 B. pumilus 添加於牡蠣養殖池水、龍蝦

飼料及泥蟹餌料，提升養殖生物遭受病原弧菌攻

擊後之活存率的結果一致。 

結   論 

本研究結果顯示，白蝦餵飼添加 B. pumilus 

D5 飼料 (107 CFU/g) 8 週後對白蝦成長之助益並

不明顯。餵飼添加 B. pumilus D5 飼料組缸內的水

與白蝦肝胰腺中之弧菌數均較對照組為低。免疫

指標方面，白蝦飼餵添加 B. pumilus D5 飼料，血

液中酚氧化酶活性、呼吸爆、唐氏綜合症細胞黏附

分子及原酚氧化酶之基因相對表現量均明顯高於

對照組。活存率方面，以腸炎弧菌攻擊後，試驗組

蝦的活存率明顯高於對照組，顯示 B. pumilus D5

能有效提升白蝦對水產病原弧菌之抵抗力。 
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Effects of Probiotic Bacillus pumilus D5 In-feed on Growth Performance, 

Immune Response, and Efficiency of Resistance to Vibrio 

parahaemolyticus in White Shrimp (Litopenaeus vannamei)  

Mei-Ying Huang1, Huei-Jen Ju1*, Li-Hao Chen1, Hsu-Chan Liu1, Liang-Wei Tseng1, 

Chorng-Liang Pan2 and Chin-I Chang3  

1Aquaculture Division, Fisheries Research Institute  
2Department of Food Science, National Taiwan Ocean University 

3 Fisheries Research Institute   

ABSTRACT 

The use of microbial control strategies helps to control vibriosis, a disease that has long imposed a major 

threat to aquaculture industries. In this study, white shrimp (Litopenaeus vannamei) were fed a diet supplemented 

with Vibrio-antagonistic Bacillus pumilus D5 at concentration of 107 CFU/g for 8 weeks. No significant 

improvements of percent weight gain and feed efficiency were observed (p > 0.05). However, the numbers of 

Vibrio spp. in the tank water and hepatopancreas of the shrimp at day 10 were significantly lower in the 

experimental group (5.7 × 102 CFU/mL, 7.3 × 104 CFU/g) than in the control group (2.6 × 103 CFU/mL, 3.8 × 105 

CFU/g) (p < 0.05). With regard to the immunity indicators, at week 8, the phenoloxidase activity and respiratory 

burst of white shrimp fed with the experimental diet (0.315, 0.566) were significantly higher than those of shrimp 

fed with the control diet (0.111, 0.380) (p < 0.05). The phenoloxidase activity of white shrimp after challenge with 

Vibrio parahaemolyticus was significantly higher in the experimental group (0.326) than in the control group 

(0.257) (p < 0.05). With regard to immune-related genes, the relative gene expression of Down syndrome cell 

adhesion molecule and prophenoloxidase before and after challenge with V. parahaemolyticus was significantly 

higher in white shrimp fed with the experimental diet (26.72, 4.83) than that in shrimp fed with the control diet 

(5.46, 1.60) (p < 0.05). The survival rate of white shrimp after challenge with V. parahaemolyticus was 

significantly higher in the experimental group (16.08%) than in the control group (4.76%) (p < 0.05). Overall, the 

results of this study indicated that B. pumilus D5 can decrease the numbers of Vibrio spp. in the tank water and 

hepatopancreas of white shrimp and enhance immune response and resistance to vibriosis infection in white shrimp. 

Key words: probiotic Bacillus pumilus, white shrimp, growth, immunity, disease resistance 
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