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多酪類戶 -13 名 |ucan (from Schizophyllurncommune) 應用於

強化草蝦抵抗白點症病毒之研究
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摘要

本試驗主要針對 WSSV 對草蝦之致病感染機制作進一步研究
,
探討草蝦受 WSSV

感染後
, 比較口投與注射多醋類 , 對強化草蝦抵抗 WSSV 之效果 , 同時監割蝦血淋巴

被中之血淋巴球數目與免疫酵素如醋氧化酵素 (phenoloxidase,Po ) 、超氧離子

(superoxidemion,o ρ、超氧岐化酵素 (superoxide dismutase,SOD) 等之變化。以添

加或未添加多醋 (p.M-gluc 阻,2g kkl diet) 之試驗飼料餵飼草蝦 (10.5 � 05g)20 天

後
, 進行 WSSV 病毒液注射感染 , 並在感染前與感染後之第 1,2,3,4,5,6,7 天監測血

淋巴球數目與免疫酵素之活性。結果顯示 , 未添加多醋組與多酪注射組分別在感染後第

4 與 5 天內試驗蝦全數死亡 , 而多醋餵飼組試驗蝦之死亡率
,
在感染後 4 天減緩

(p 〈0.OO1), 且試驗結束後 ,
有 25$ 織驗蝦活存。試驗蝦的血淋巴球數目、血淋巴球

吞噬作用、血淋巴液中之酌氧化酵素活性、超氧離子與超氧歧化酵素之產生量等 ,
在感

染後的第 1.3 天明顯地降低 (P 〈0.OO1); 但是多醋餵飼組之試驗蝦 ,
在 WSSV 感染後

第 5 天後
, 血淋巴球之數目回升 , 血淋巴液中之所有免疫酵素也回復正常。顯示投餵含

多醋類之飼料 , 可幫助草蝦增強血淋巴液中免疫酵素之括性 ,
而強化草蝦對 WSSV 之

抵抗能力。

關鍵詢 : 草蝦、多醋類、白點症病毒、超氧離子、超氧岐化酵素。

前言
蝦類白點病由白點症病毒 (white sp 叫

syndrome vims,WSSV) 所引起 , 病毒之病原性

強、傳播迅速 , 感染之範圍遍及亞洲各主要養蝦
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區
, 寄主包括草蝦 (Penuetu monodon) 、斑節

蝦 (P.jopopticzuor Marsupen 僻山 japoniczu) 、

熊蝦 (P.semisulCLUus) 、中國對蝦 (R chinensis or

Femeropmagus chinensis) 、砂蝦 ( 必tapenae ω

ensis) 、紅尾蝦 (P.penicillatus or Femeropenaeus

PEnidllattu) 、淡水長腳大蝦 (Macrobr αchium
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rosenbergii) 等重要養殖蝦種 (14)
。罹病初期 ,

病

蝦會沿著池邊淺水區緩慢游行或打轉 , 在蝦殼及

表皮有明顯白點出現 , 一旦白點病徵出現後 ,
約

34 天內即造成池蝦大量死亡。將自然感染的病

蝦組織濾被以浸泡或注射方式感染健康蝦 , 可使

蝦體出現白點症狀 , 造成蝦子死亡
(7.10)

。 WSSV

在進入蝦體後 , 會快速感染蝦體內各器官組織之

上皮細胞 , 病原毒性強、增殖快 , 常造成受感染

之蝦子突然暴斃。WSSV 之寄主範圍甚廣 , 可謂

所有的十足目 , 包括蝦類 , 蟹類 , 撓腳類都是其

攻擊目標與帶原生物。因此 , 針對有關 WSSV

之生物學特性、致病機制、寄主與載體範園、傳

染途徑以及防疫方法等都是目前世界各國加緊

研究的課題。

蝦類之血淋巴球數量在非特異性免疫功能

中
, 扮演非常重要之角色。由血淋巴球之數量與

血淋巴球種類之比例 , 可以推知蝦類之健康情

形。蝦類血淋巴球之數量會隨著蝦種、性別與健

康情況而變化。藍蝦 (P.SOFlirastris) 在脫殼期

間 , 血淋巴球數量會明顯減少
(11)
。而雌性草蝦之

血淋巴球數量較雄性者為多
(12)
。斑節蝦感染白點

症病毒之後 , 血淋巴球數量會減少三分之一 ,
而

感染後的第六天 , 血淋巴球數量下降至 6.4xld

cells/ 剖 , 酌氧化酵素 (phenoloxidase,Po) 與超

氧岐化酵素 (superoxide dismutase,SOD) 含量
,

也會隨著血淋巴球的減少而降低 , 並發生大量死

亡
(13)
。依據 Chmg(14) 之研究結果顯示 , 正常蝦

血淋巴球數目約為 2.0~4.Ox107cells/m1, 而感染

WSSV 後 24 小時血淋巴球數量減少為 4.86 � 106

cells/ml;48 小時後為 3M � 105cells/ml, 且試驗

蝦開始死亡 ;72 小時繼續降低為 8.03xld

cells/rnl, 死亡蝦子增多 ;96 小時降至 6.27 � 103

cells/ml, 感染蝦全數死亡。 WSSV 感染後 Po 與

SOD 含量也隨著血淋巴球的減少而降低。

Song et al.(1116) 與 Hllang and Song
(17)
利用

萃取自酵母菌細胞壁的多醋類 ( 仙 ,于 1,

6.glucm), 餵飼草蝦稚蝦或注射草蝦母蝦或浸

泡無節幼蟲與後期幼蟲 , 結果發現均能夠增強草

蝦抵抗 WSSV 感染的能力。而 Hennig et al.(13)

與 Itami et
d(18)

則發現利用萃取自 BOThbac-

terium theFWtophilmt 的 peptidoglycarl' 能夠增強

草蝦抵抗 WSSV 感染的能力。 Chang dal-(19) 也

證實口投自 SchizqphyHunt commune 萃取之多醋

類β 1,3-glucm 能有效增強草蝦之蝦苗與稚蝦抵

抗 WSSV 的感染。本試驗主要探討草蝦受 WSSV

感染後
, 口投或注射多醋類 , 對強化草蝦抵抗

WSSV 之效果 , 同時監測蝦血淋巴液中之免疫酵

素如 Po 、超氧離子 (superoxide anion, 。
2.) 、

SOD 等之變化 , 及上述各因子間的相關性 , 建

立 WSSV 感染後 , 蝦體內免疫酵素變化之基本

資料
, 以找出 WSSV 防治的可行方式。

材料與方法
一、試驗飼料之配製與投飼

本試驗之對照組飼料依據 Liao et a1.(20) 之

配方調製 , 作為對照組飼料。另外 , 以同樣配方

添加多醋類 28/kg diet
, 製成粒狀飼料 ,

做為試

驗組飼料。其中每 100g 含有粗蛋白 46g 、租脂

肪 12g 及灰分 85g o 飼料原料均勾混合後 , 製

成 2~5mm 的小粒 , 經烘乾後RT 存於 -20 ℃冷凍

櫃直至餵飼。使用之叭 ,3.glucm 係萃取自

Schizophyllum commune , 呈微粒狀 , 由日本台糖

株式會社製造。試驗用草蝦為水產試驗所生物技

術組自行人工繁殖 ' 於室外水泥池養殖二個月以

上 , 選取體色具光澤、體表無損傷 , 總部清潔及

活力佳
, 體重 105 �05g 之草蝦。經逢機取樣分

為多醋餵飼組與對照組共二組 , 每組 450 尾蝦。

每一組又分為三重覆組 , 每一重覆各 150 尾蝦置

於流水式及打氣設備的 2500 公升圓形 FRP 水

槽。每一組之每一重覆組的試驗蝦投予一種試驗

飼料 20 天後
, 進行 WSSV 感染試驗。每天早上

餵飼前 , 抽除所有槽底殘餌及污物。餵飼比例為



蝦體重之 5~7%, 一天投餵兩次 (09:OO 及

17:00), 並隨試驗蝦之攝餌情形做適當調整。

試驗期間之水溫為 2941 ℃、鹽度為 3Od2ppt 、

pH 為 7.8~8.5 。

二、草蝦白點症病毒液的製作

病蝦為養殖時罹患白點病之草蝦, 儲存於
-8O OC 超低溫冷凍櫃中。製作病毒液時 ,

將病蝦

由超低溫冷凍櫃取出 , 稍微解凍後 , 取下其外
殼。以 l 公克蝦殼加 9ml 滅菌海水 (32ppt)

均質 10000 中m 、 2 分鐘 , 再以 0.45 μm 濾紙濾

除雜質 , 成為病毒原液 , 保存於 4 ℃中 , 一小時

內使用。處理過程中均以冰塊保持低溫 , 以免影

響病毒液之病原毒性。正式感染試驗前 , 需先定

量最適感染劑量 , 將病毒原液以不同的倍數稀

釋
, 分別注射非供試驗之同批草蝦各 lO 尾 , 每

尾注射 0.05ml, 根據其結果 , 計算出 48 小時

LDm 之感染病毒液稀釋倍數 , 作為正式感染試

驗注射量。

三、聚合酪鏈反應 (Polymerase Chain

Reaction,PCR)WSSV 檢測

PCR 檢測依據 Lo etdW) 之方法進行 , 並

利用銳基國際股份有限公司製造之蝦類白點症

病毒試劑組檢測。在各項感染試驗進行前 , 試驗

蝦先隨機採樣各 20 尾 , 進行 PCR WSSV 檢驗 ,

以確定所使用之試驗蝦為未受 WSSV 感染。而

在感染試驗時死亡之試驗蝦與感染試驗結束後

之活存試驗蝦 , 也進行 PCR WSSV 檢驗 ,
以確

定試驗蝦受 WSSV 感染之情形。

四、 wssv 感染試驗

各組試驗蝦投餵試驗用飼料 20 天後 ,
開始

進行 WSSV 感染試驗。多醋餵飼組中每一個重

覆水槽分別隨機採取 120 尾蝦 ,
其中 40 尾注射

含多酷 (2EEls/lOO g 蝦重 ) 與病毒稀釋混合液共
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0.05ml(Glu+IG+W),40 尾注射病毒稀釋液

0.05ml(Glu+W); 另外的尾為空白組 ,
僅注

射生理食鹽水 0.05ml(Glu-C) 。餵飼對照組之

試驗蝦的處理方法同上 ,
即 40 尾注射含多醋。

IIlg/1OO g 蝦重 ) 與病毒稀釋混合液與 0.05ml

(C+IG+W);40 尾注射病毒稀釋液 0.05ml

(C+W);40 尾為空白組 , 注射生理食鹽水 0.05

ml(C-C) 。病毒液之調配係以冰存之原病毒液 ,

以生理食鹽水稀釋 20 倍後使用。注射於草蝦腹

側第四、五節間之肌肉。注射後 , 以手指輕按注

射部位 , 防止病毒液流出。

注射後之所有各組試驗蝦 , 分別放入 FRP

水槽 (120 �60 �7O cm) 中
, 內含 400 公升經沙層

過濾之海水 , 並分別於注射前與後之第 1,2,3,4,

5,6,7 天 , 由各組之各水槽隨機取樣三尾試驗

蝦 , 進行血淋巴球之數量、吞噬作用、 Po 活性、

02. 、 SOD 等之測定。各組每隔 8~12 小時觀察一

次 , 每日視蝦活動情形而適量投予對照組飼料 ,

並更換部份飼育水。當試驗蝦死亡時 , 立即採取

泳足放入 15ml 離心管 (eppendor 宜 tube), 前

存於液態氮中 , 一週內進行 PCR 分析。

五、草蝦血淋巴球吞噬作用 (Phagocytosis)

之測定

依據 Itami et al.(21) 之方法 , 並作小部分修正

後使用。先自草蝦第五或第六對步腳中間之腹部

動脈
, 抽出血淋巴液 , 以甲殼類血淋巴培養液

(CM,35O IIIM NaCL55mM KCLUrnM

MgSOr7H20, 的 mM CaCl2.2H20,0.4mM

NaH2PO4.2H2O and lmM L-glutamine,pH 調整

為 7.6, 滲透壓為 780 士的 Enos kk1) 加入 5%

L-cysteine 作為抗凝血劑 ,
在 1000 中m 、 4 ℃下、

離心 10 分鐘 , 收集蝦之血淋巴球。經重覆沖洗
二次 , 再以 CM 將血淋巴球稀釋成 lLω.βO ×叫lOd

4

C臼elHhlhssU/Im 叫In叫1址l 。另外將螢光乳珠 (Latex lω.ρO

Phol 加3yp「甩闇s凹c即i記ern郎1吟ce吭s丸,IhnC.,Tokyo) 也用 CM 沖洗數次 ,
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在 1000 中m 、 4 ℃下、離心 20 分鐘 , 收集沉澱之

螢光乳珠 , 以 CM 稀釋成 1.0 � ld beads/IIII 。將

稀釋好之蝦血淋巴球 100 μ l 滴放在蓋玻片

(24 �24mm) 上靜置 , 使蝦血淋巴球吸附在蓋

玻片上 ,30 分鐘後以 CM 沖去未附著之蝦血淋

巴球 , 再將螢光乳珠 100 μl 加於附著之蝦血淋巴

球 , 並在室溫下培養 40 分鐘。接著以 0.125% 之

glut 訂aldehyde 固定 3 分鐘 , 用 CM 沖洗 2~3 次。

最後在倒立螢光顯微鏡 (4OOX) 下 , 計數血淋

巴球內有吞噬螢光乳珠之血淋巴球數量及螢光

乳珠被吞噬之數量, 以推估血淋巴液中血淋巴球

吞噬狀況。血淋巴球之吞噬指數 (phagocytic

index,PI) 之計算方法如下 :

PIz fE 存吞聲會主管jfZS 看足 ,且,神E 敬潔身/EZ 亨

ZE 金庫管E 敢接會EJ x faf 吞聲音至于jfZS 震za 曹

EP/E 疲乏必勝E 眾獻身j xIOO

六、草蝦血淋巴球之計數 (T0 個I haemocyte

count)

蝦血淋巴球數量之計數 , 依據 Charlg dal.(14)

方法
, 由試驗蝦之腹部動脈抽出血淋巴液 0.l

ml, 取 20 μ1 以 phosphate bufrbred saline (PBS)

稀釋 25 倍 , 以腺核苛三磷酸分析儀 (AW

Analyzer,AF-loo,TOA Electronic Ltd.,To 勾吭

Japan) 測量 AW 之濃度。最後由直線相關方程

式 , 計算出血淋巴球之數量。

七、草蝦血淋巴球細胞產生 02. 之定量分析

依據 Song and Hsieh(22) 之方法 , 並作小部分

修正。先各以100 μ1 之 poW-Llysine 溶液 (0.2%,

signa), 加入 96 槽之平底微量滴定盤 ,30 分

鐘後取出
, 以增加各槽血淋巴球吸附數量。試驗

蝦由腹部動脈抽出血淋巴液 , 加入經處理過的微

量滴定盤 , 每槽 loo μ
l, 再加入 loo μ1 之 CM

,

在 1000 中m,4 ℃ ' 離心 5 分鐘
, 去除上清液後 ,

加入 03%NBT(Nitroblue tetrmliumSi 伊a)

100 凶 , 在 37 ℃下培養 30 分鐘 , 再去除上清液

加入 100%Methanol 間定 , 並以 70%Methano1

沖洗 2~3 次 , 風乾後加入 2M KOH120 μ1 與 14O

Mdimethyl SIllfbxide(DMSO,Merck), 混合均

勾後
, 以 Automatic micrOPIate reader(MRX,

Technologies,Inc.,Virginia ) 測量

Formazon 在波長 OD630m 之吸光值。將處理組

之吸光值除以未處理組之吸光值後所得之比

值
, 來定量草蝦血球細胞產生 02. 量之增滅。

Dynex

八、草蝦血淋巴液產生 Po 活性之測定

依據 Cardenas and DankertO3) 之方法 , 並作

小部分修正。草蝦由腹部動脈抽出血淋巴液 , 置

於 1.5ml 微量離心管中
, 每管 100 凶 , 加入 500

μ l 之 CM
, 以超音波細胞粉碎機 (Sonicator,

Microson XL-2020,MiSOIEix Inc.,NY) 震碎一分

鐘後 , 於 1300 。中m,4 ℃ , 離心 3O min e 取上

層液加入 96 槽之平底微量滴定盤 ,
每槽 50 μ

l,

再加入含 0.1% 的?sin(Signa) 之 CM 50 μ1 共

同作用 4

L-3,4dhydroxyphenyl alanine (L-DOPA,Sigma)

與 150 μl 之 CM 混合均句
, 作用 30 分鐘後 , 以

Automatic microplate reader( 恥RX,Dynex

Technologies,Inc.,Virginia) 測量在波長 OD490

m 之吸光值。經上述相同步驟後所得處理組與

空白組之吸光值比較 , 以求出各試驗組 Po 之相

對值。

O 50

九、草蝦血淋巴液產生 SOD 之測定

依據林
(24)
之方法並作經小部分修正後使

用。利用Randox 公司研發之 SOD 試劑 (Ransod,

Raridox L 的 .Ltd.,UK) 進行測定。每次測定 SOD

前 , 均先製作標準曲線。由草蝦抽出之血淋巴

液
, 置於 15ml 微量離心管中 , 每管 20 μ

l, 再

加入 480 μ l 之 PBS 混和後
, 以超音波細胞粉碎



機 (Sonicat 肘,Microson XL3020,Misonix Inc.,

NY) 震碎一分鐘 ,
經 13OOO 中m 、 4 ℃下、離心

3O min 。取 25 μ l 的上層液加入 850 μl 的 Mixed

substrate 與 125 μ1 的 Xand1ine oxid 由e, 混合後以

分光光度計於 37 ℃下 , 分別於 30 秒與 3 分 30

秒的時候測控長 OD505m 的吸光值分別為 A1

與 AL 由上述公式計算即可得樣品的抑制百分

比。如抑制百分比未落在 30%~60%, 則需對樣

品再稀釋或濃縮。樣品抑制百分比可利用標準曲

線內插而求出 SOD 的活性。

十、統計分析方法 :

各試驗結果 , 均以 SAS 套裝軟體作變異數

(ANOVA) 與特奇氏公正顯著差異法 (TIKey's

' 測試全部處honest significant diffbrence HSD)

理組及各組間是否有顯著差異。
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結果
一、 WSSV 感染試驗

草蝦餵飼試驗飼料 20 天後 , 以 WSSV 病毒

液進行注射感染
,
其結果如 Fig.1 。餵飼對照組

飼料中之 WSSV 感染組 (C+W) 與加強注射多

醋組之 WSSV 感染組 (C+IG+W), 二組試驗蝦

在注射感染後 2 天 , 發生大量死亡 , 並分別於感

染後第 4 與 5 天內全數死亡。多醋餵飼組中之

WSSV 感染組 (Glu+W) 與加強注射多醋組中之

WSSV 感染組 (Glu+IG+W) 試驗蝦 ,
在感染後

2.3 天內 , 死亡率超過 50% 。但是第 4 天之後 ,

死亡情形開始減緩 , 試驗結束後 , 分別有 25.5

與 28.9% 試驗蝦活存。試驗期間 , 餵飼對照組與

多醋餵飼組飼料中之空白組 (C-C 與 Gll1.C)

試驗蝦全部活存。

一-。--C-C --0 一-C+W
一金一 C+IG+W ..M..Glu+IG+W

譜是 GIII-C . Glu+W

40
。
公

20

O

O 24 48

Elapsed time,hour

72 96 120 I44 168

Fig.1.Surviva|rates of penaeusrnonodor7fed a diet eithercontaining (treatment)or no (control)

P-1,3.g!ucan for 2O days and then cha||enged with injection of wssv so|ution-C-C:blank
contro|.C+W:controlwith WSSV cha||enge.C+lC+W:controlwith glucan and WSSV injection-
G 仙 ,C:treatment contro|.Glu+W:treatment with WSSV chaihnge.Giu+lG+W:treatment with
g|ucan and WSSV injection.
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Fig.2.Total Memocmcounts (THCQof penaeus monodor7fed a diet either containing(treatment) 。 r

no (COruro|) 戶 -1,3-g|ucan for 2O days and then dmi|enged with injection of WSSV solution.c.C:
blank control-C+W:control with wssv challenge.C+lC+W:control with g|ucan and wssv
injection-G|u-C:treatment control-Glu+W:treatment with WSSV chal|enge.Glu+lG+W:
treatment with g|ucan and WSSV injection-

GIll+W 和 GIll+IG+W 二組 , 雖在 WSSV 感染後
,

血淋巴球數目也會減少 , 但在第 4 天後 ,
血淋巴

球之數目逐漸回升 , 至感染後第 6 天 , 試驗蝦之

血淋巴球數目全都回復正常。由注射 WSSV 感

染之試驗蝦與注射生理食鹽水之試驗蝦的血淋

巴球數目比較 , 若血淋巴球數目低於 5 � 106

cel1s/mI 以下 , 則試驗蝦會有發生大量死亡之傾

在感染試驗進行前 , 各組試驗蝦先進行

WSSV 檢驗 , 經 PCR 擴增反應結果 , 均無 WSSV

感染反應。感染試驗開始後 , 將每日死亡之試驗

蝦 , 進行 WSSV 檢測 ,
在 PCR 擴增反應結果

,

發現所有死亡之蝦子 , 均有強烈的 WSSV 感染

反應。因此 , 本試驗蝦之死亡 , 應是受 WSSV

感染的結果。

向。

三、草蝦血淋巴球之吞噬作用

試驗蝦感染 WSSV 後 , 試驗蝦血淋巴球之

吞噬能力 , 在感染後第 1 天
, 除加強注射多醋之

C+IG+W 與 Giu+IG+W 二組外 ,C+W 與 Glu+W

二組均較注射生理食鹽水組者 , 呈明顯下降(Fig-

3)(P 〈0.001) 。 C+IG+W 組在感染第 2 天後 ,

血淋巴球之吞噬能力也開始降低。感染第 3 天

二、草蝦血淋巴球之數目

試驗蝦在WSSV 注射感染後之血淋巴球之

數目變動情形如 Fig.2 所示。感染後第 1 天 , 感

染各組試驗蝦之血淋巴球數均較注射生理食鹽

水之二組 , 明顯地大量減少 (P 〈0.OO1) 。感染

後第 2 天 , 對照組中 ,C+W 與 C+IG+W 二組之

血淋巴球數日減少將近 75%, 由試驗蝦抽出之血

淋巴液外觀上如透明水樣。多醋餵飼組中 ,



150

IC+W

IGIll-C

120

MU
苟
且
侶
。

zknu
。
ω
唱

ZRH

90

60

30

。

24 48 7296

Elapsed time,hour

120

多酪類應用於強化草蝦抵抗白點症病毒之研究

EZZZ3C+IG+W
E2223Glu+W

13

EEESS GIll+IG+W
�.�.0� ..C-C

144 168

Fig.3.Phagocytic index of penaeusrnonodoryfed a diet either containing (treatment)or no (contro|)

戶 -1,3,g|ucan for 2o days and then cha||enged with injection of W5SV solution.C-C:blank

control-C+W:contro|with WSSV challenge.C+iC+W:control with glucan and wssv
injection.ClUEC:treatment control-Glu+W:treatment with WSSV chal|enge.Glu+1G+W:
treatment with g|ucan and WSSV injection-

後
, 對照、組之 C+W 與 C+IG+W 二組之血淋巴球

吞噬能力降至最低點 , 試驗蝦也陸續全數死亡。

在感染第 4 天後 , 多醋餵飼組中 ,Glu+IG+W 組

之試驗蝦的血淋巴球吞噬能力先恢復正常。隨後

Giu+W 組也逐漸回復 , 死亡率減緩。至感染後

第 6 天 , 此二組血淋巴球之吞噬能力已經高於注

射生理食鹽水各組 (p 〈0.01) 。顯然餵飼含多醋

飼料 , 可幫助草蝦增強血淋巴球吞噬能力 , 抵抗
WSSV 之感染。

四、草蝦血淋巴液中之 Po 測定

草蝦投餵試驗飼料 20 天並以 WSSV 感染

後
, 試驗蝦血淋巴液中之 Po 活性變動情形如 Fig.

4 所示。在感染後第 1 天 , 對照組中 ,c+W 組

呈明顯下降 (P 〈0.OO1) 。 C+IG+W 組也在感染

第 2 天後 , 血淋巴液中之 Po 活性也明顯降低

(P<0.OO1) 。在感染第 3 天後 , 對照二組之血

淋巴液中之 Po 活性降至最低點 , 試驗蝦也全數

死亡。而在多醋餵飼組中 , 經 WSSV 感染後 ,

試驗蝦血淋巴液中之 Po 活性先下降。唯 , 第二

天後則較其他各組明顯增強 (p 〈0.OO1) 。此有

可能因 WSSV 進入草蝦體內後刺激血淋巴球 ,

大量活化 Po 所致。尤其是 Glu+IG+W 組在感染

後第 3.6 天中 , 血淋巴液中之 Po 活性最高 , 且

持續至試驗結束。

五、草蝦血淋巴球中之 02. 產生量測定

草蝦血淋巴球中之02- 產生量變動情形 , 在感

染後第 1 天 , 除對照組中之 C+IG+W 組外 , 其餘
C+W,Glu+IG+W 與 Glu+W 三者均較注射生理

食鹽水各組
,
呈明顯下降 (P<0.001)(Fig.5) 。

C+IG+W 組在感染第 3 天後 , 血淋巴球中之 02-

產生量也明顯降低。感染第 3 與 4 天後 ,C 十W 與

C+IG+W 二組之血淋巴球中之 02. 產生量分別降

至最低點 , 試驗蝦也全數死亡。在感染第 2 天後 ,

多醋餵飼組之試驗蝦血淋巴球中的 02, 產生量逐

漸回升 , 死亡率減緩。在感染後第 5 天 , 血淋巴

球中之 02. 產生量已較其他組明顯高 (p<0.OO1) 。
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Fig.4.phenoioxidase(OD490va|ue)of Penaeus rnorpodorIfed a diet either containing (treatment)or no
(contro|)R 斗 ,3.glucan for 2O days and then cha|lenged with injection of WSSV solution.c.C:
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Fig.5.Superoxide anion (OD630value)of penaeus rnonodor7fed a diet either containing (treatment)or no
(COruro|)PAJg|ucan for2O days and then cha||enged with injection of WSSV solution.C-C:

blank control-C+W:controlwith wssv challenge.C+lG+W:controlwith g|ucan and wssv
injection-GlL1.C:treatment control-G|u+W:treatment with WSSV chal|enge.Clu+lG+W:
treatment with g|ucan and WSSV injection-
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Fig.6.Superoxide dismutase(SOD)of penaeusrnonodorIfed a diet either containing (treatment)or no
(control)P-1,3.g|ucan for 2O days and then cha||enged with injection of WSSV so|ution-C-C:
blank control-C+W:control with WSSV cha|lenge.C+lG+W:control with glucan and wssv
injection.C|u-C:treatment contro|.C|u+W:treatment with WSSV cha|lenge.G|u+iG+W:
treatment with glucan and WSSV injection-

六、草蝦血淋巴球中 SOD 產生量測定

草蝦餵飼試驗飼料20 天後 , 以 WSSV 病毒

液注射感染 , 試驗蝦 SOD 產生量變動情形如 Fig-

6 所示。感染後第 1 天 ,
受 WSSV 感染各組呈明

顯下降 (P<0.01) 。感染第 3 與 4 天後 , 對照組

中之 C+W 與 C+IG+W 二組之血淋巴球中 SOD

產生量分別降至最低點 , 試驗蝦也全數死亡。但

在多醋餵飼組 ,
感染第 3 天後

, 試驗蝦血淋巴球

中之 SOD 產生量逐漸回復 , 死亡率減緩 ,
在感

染後第 5 天 , 血淋巴球中之 SOD 產生量較其他

組高 (p 〈0.01) 。試驗期間 , 注射生理食鹽水之
二組 (C-C,GIII-C), 血淋巴球中之 SOD 產生

量變動很小。

討論
甲殼類之細胞性防禦反應主要由血淋巴球

細胞 (haemocytes) 產生之原醋氧化酵素激活系

統 (prophenoloxidase system,Pro-Po) 來完成。

原酌氧化酵素系統能被許多微生物細胞壁的成

份如脂多醋類、 P.M-gluem 、 peptidoglycm 或因

加熱或鈣離子濃度下降等而活化
(25,26)

。反應後產

生的中間產物包括許多組成因子與 Po , 當其釋

出細胞外後 , 可以活化甲殼類血淋巴球的免疫反

應 , 如刺激血淋巴球細胞進行吞噬作用
(phagocytosis) 、包膜作用 (encapsIllation) 、

形成肉芽 (granuloma fbrInation) 、凝血作用

(clotting) 與細胞毒殺作用 (cytotoxici 矽 ) 等
(27)

。

尤其是吞噬作用 , 是甲殼類清除外來微生物的主
要防禦機制之一。在本試驗中 , 感染 WSSV 後 ,

試驗蝦之血淋巴球數目減少 , 致使吞噬作用、 po

活性、 02. 、 SOD 產生量全部降低 , 但是第 3 天

後 , 添加多醋組之試驗蝦的血淋巴球數量回升 ,

Po 活性增強 , 敢動了試驗蝦之免疫系統 , 增強

了吞噬作用 ,
並增加了。2, 、 SOD 的產量 ,

而幫
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助了試驗蝦抵抗 WSSV 之感染。

蝦類的血淋巴球細胞依據形態 , 可分為透

明、半顆粒及顆粒球等三類, 在非特異性免疫功

能中 , 扮演一非常重要之角色 , 目前對各種血淋

巴球之功能尚未完全解明。但是蝦類血淋巴球數

量與血淋巴球種類之比例 , 會隨著蝦種、性別與

健康情況而會有所變化。本試驗中 ,
感染 WSSV

後 , 血淋巴球數量會大量減少 , 連帶使草蝦所有

免疫抵禦機制產生問題而發生大量死亡。由此可

見血淋巴球數量之多寡 , 可決定蝦類抵抗體外入

侵病原能力之強弱。添加多醋組試驗蝦逐漸恢復

血淋巴球數量 , 即代表其免疫抵禦機制已開始敢

動。唯感染 WSSV 後 , 蝦體內所有之血淋巴球

究竟是全部減少或是只有其中一種類減少 ,
而多

醋之添加到底有助於那一種形態之血淋巴球增

多 , 這些問題仍有待更進一步之試驗證明。

當微生物被甲殼類血淋巴球吞噬後 , 一系列

之殺菌物質如 :superoxide anion (02.) 、 hydrogen

peroxide (H202) 、 hydroxide ion (OH-) 、 sig1let

0 月fgen(021) 、 rnyeloperoxidase(MP0) 等產

生
(28),
可以直接殺死入侵之微生物或間接抑制其

活性。當吞噬作用進行時 , 首先是呼吸量上升

(respimtory burst), 其主要原囡是細胞膜上的

NAD(P)H oxidase , 利用電子供應者 NADPH 或

NADH 將氧分子還原 , 因而消耗大量氧 , 其作用

方程式如下
(28):

NAD(P)H oxidase

202+NAD(P)H E202.+NAD 伊)+H+

其最先產生之殺菌物質為 02., 因此定量血

淋巴球 02. 的產生量 , 可用來作為偵測呼吸量上

升反應的一個指標
(29)
。在本試驗中 , 餵飼添加多

醋試驗蝦之血淋巴球數目 , 由感染後第 5 天起開

始回升 , 相對於血淋巴球 02. 的產生量 , 在此組

也有相同之上升之趨勢。

SOD 是一類具有抗氧化活性的高分子生物

酵素 , 它是迄今為止被發現的唯一以 02. 作為基

質來進行反應的酵素
(30),
並廣泛存在於各種生物

與好氧性或厭氣性的真核或原核生物中。

FridOvid31) 證實 SOD 在生物體內以酵素的形式

將超氧陰離子自由基岐化成過氧化氫 ( 見02) 或

氧分子 (02), 其反應式如下 :

SOD
oj+02.+2H+ .. H202+02

目前已經證實 , 感染病毒易造成生物體內產

生高濃度的氧化物 , 導致體細胞發生病變
(32)
。由

林
(24)
之研究 , 初步判斷草蝦具有兩種型態的

SOD , 均為岫-SOD 類型。將健康的草蝦經注

射 WSSV 病毒
, 在 41 小時後 , 大部分的試驗蝦

出現罹患白點病症狀 , 而血淋巴液內 SOD 相對

值下降至 0.6 。感染的小時後 , 試驗蝦血淋巴液

內 SOD 相對值下降至 03, 試驗蝦開始死亡。感

染 72 小時後
, 試驗蝦大量死亡。在本試驗中 ,

未添加組與多醋注射組 , 分別在感染第二天後與

第三天 ,SOD 產生量降至 2OUIliuml 以下 ,
試驗

蝦不久就全數死亡。但添加多酪組在 SOD 產生

量回升至 4O unit/ml 以上 , 試驗蝦就無死亡發

生。

NaKano et al.(7) 以罹患 WSSV 病蝦之淋巴器

官 , 磨碎後濾液注射感染健康之斑節蝦 ,
受感染

之蝦在五天後全數死亡。 Chou et Gl-0) 以罹患

WSSV 病蝦之淋巴器官 , 磨碎後濾液浸泡感染健

康之斑節蝦苗 , 受感染之蝦苗也在 4.6 天後全數

死亡。本試驗中 , 在感染後第一天 , 試驗蝦血淋

巴球數目急速減少 , 使得以非專一性免疫反應

(non 叩eciEc immune response) 為主之開放式

循環系統 , 無法立即而有效誘發防禦反應來應付

病原入侵 , 而造成蝦子全數死亡。再由蝦血球之

吞噬作用來看 , 吞噬作用為甲殼類受外物入侵

後
, 最快敢動之非專一性免疫防禦反應之一 , 而

在本試驗中
,
受 WSSV 感染一天後之草蝦

, 蝦

血淋巴球、po 活性、吞噬作用能力、 02, 量與 SOD
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Cai,S.,J.H1lang,C.Wang,X.Song,X.Sm,J.3.

(1995)

explosive

Yang

Epidemiological

epidemic disease of pramIin 1993.1994.J.Fish

China,19:112.117.

4.Lo,C.1,C.H.Ho,S.E Peng,C.H.CheIU H.E

Hsu,Y.L.Chiu,C.F.Chang,K.F.Lil1,M.S.SIL

C.H.Wang and G.H.KOII(1996).White spot

SF1drome associated virus (WSSV)detected in

cultured and captured shrimp,crabs and other

arthropods.Dis.Aquat-Org.,27:215425.

量等明顯下降 , 由此可知 WSSV 對草蝦之免疫

機能破壞力很強 , 會引起受感染蝦之急速死亡。
Song et al.(16) 利用自酵母菌 (SGCCharontyces

cerevisiae) 抽出之多醋類 , 間歇地投飼草蝦四個

半月後以 WSSV 浸泡感染六小時 , 其感染後 12

天存活率為 59% 。 I個ni et al.(18) 也證實以真菌

(BI 丹dobacterium thermophilum) 抽出之多醋類

(peptidoglycarl), 投飼斑節蝦七天後 , 連續引

入蓄養受白點症病毒 (RV-PJ) 感染之斑節蝦的

the

C.
on

and

studies

zhangY.YIL

5.Lo,C.F.,J.H.Leu,C.H.Ho,C.H.CheIL S.E.

PEng,Y.T.Cherk C.M.Chou,P.Y.Yet1,C.J.

Huang,H.Y.Chou,C.H.Wang and G.H.Kou

(1996).Detection of baculovirus associated with

white spot smdrome(WSSV)in penaeid s趾加ps

using polymerase chain reaction.Dis.Aquat-Org.,

25:133.141.

飼育用水。 30 天後 , 養殖試驗蝦存活率最高可

達 100% 。而本試驗結果以添加多醋組有 25% 試

驗蝦活存
, 雖比上述二研究者活存率低 , 但因本

試驗採用較具侵略性之肌肉注射感染法 , 試驗蝦

直接遭受病毒之攻擊 , 死亡情形較為嚴重。唯 ,

本試驗也證實多醋之添加 ,
在 WSSV 感染後 ,

能增強草蝦免疫能力 , 幫助草蝦抵抗 WSSV 之

侵襲。 6.Peng,S.E,C.F.Lo,C.H.Ho,C.F.Charlg,and

spotof white(1998)Detection

baculovirus

KouG.H.

gIantm(WSSV)

Macrobrachium

smdrome謝辭
rosenbergii

using polymerzse chain reaction.Aquacu1tu 咒 ,

164:253.262.

hshwater pram1,本研究係在行政院農業委員會水產試驗所

公務預算八十八下半年及八十九年度試驗研究

計畫項下完成, 試驗期間承蒙生物技術組許月娥

與許家惠小姐協助試驗蝦之畜養、採樣與感染等
K.LImenwa,S.Koube,H.H.,7.NaKano,

MornoYama,M.Hiraoka,K.Inouye and N.Oseko

kuruma(1994)

sh 誼嚕 ,Penaeus japoni α俗,h Japan m l993:

Epizootiological s盯VEy and inaction 甘ials.Fish

of culturedmodalitiesMass
工作 , 特此致謝。
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Application of Dietarypp13-g|ucan (from Schizophyllurncommund

for Enhancing Resistance of Grass prawnppenaeus rnonodorL

Against White Spot Syndrome Virus

Cherlg-Fang Chang 戶 ,ChibHung Ymg1,TZ 刃,Ing Chertand Mao-Sen sd
IBiotechnology Division,Taiwan Fisheries Research Institute

2Taiwan Fisheries Research Institute

Abstract

21e eEbctiverless ofa p-1,3.gluean(dedved 企om SchizophyHunt commune)containing diet to e由個自由e

resistance ofthe pram1to a white spot smdrome vMs(WSSV)was investigated.Juvenile gass pmmL Penaeus

monodomwas fed either a p.1,3$111can2g kg-I diet,or a glucan. 企ee diet for 2Odays,and was then challenged

by iqj 凹tion of wssv solution either blank,WSSV only,or a mixture of wssv and gluc 祖 .nIe haemolymph

toul haemocyte counts (THC),phagoc 抖的 is(PI),phenoloxidaseO0),superoxide anion (OOand superoxide

dismutase(SOD)production were measured at days0,1,2,3,4,5,6and 7aiter challenge,and pmwn survival

rates also recorded- 訂閱 results showed d1at all of 也e pmm1fed wid1glucan. 企ee diet and inected either wssv
or a mixture solution died at day 4 個d5,respectively.Conversely,the survival rate of pmmlfed wid1

戶 ..1,3.glucan contained diet was siglificandy high (P 〈0.OO1)at day 4.As the pram1were infected wid1WSSV,

THC,phagocytic activity,Po,Oj production and SOD activity sig1ificantly reduced (P<0.OO1)h the fkst three

days.After Eve days'dley,however,rebounded for the gillcarl fed goup.merefbmoral adminismtion of

p-1,3.glucan2g kg-I diet for 2O days efrectively enhanced the immune system and improved the survival of

WSSV-infected gms pmwn.

key words:Penaeusmonodoru F1,3.glucan,White spot syndrome virus,Superoxide anion,Superoxide

dismutase.
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