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壹、研究動機 

  動物可藉由益生菌維持正常的生理機能，從生物課程Ƅ養分的攝取中，我們知

道人類的腸道裡面有許多共生性乳酸菌可以抑制雜菌滋生，保持菌相的平衡，魚

體內的共生關係也是如此。魚類是我們日常生活中常見的佳餚，但是許多高經濟

價值魚種的魚苗易受環境影響導致存活率降低。淡水養殖魚類容易感染許多細菌

性疾病，如腹水病、赤鰭病等，魚得了主要由嗜水性產氣單胞菌 (Aeromonas 

hydrophila)引起的腹水病會有呼吸急促、腹部腫脹、積水等症狀，是一種致死率高

的魚病。為了防止與治癒魚病，養殖業者多會在魚飼料裡加入許多抗生素，如：

氯黴素、富來頓等，這些抗生素不僅會影響魚類腸內原本平衡的菌相，且經由生

物累積作用放大之後，更會間接影響人體的健康，因此我們希望能找出替代抗生

素的方法來防止魚病的發生。 

    我們先從校園生態池的吳郭魚和市場上的白鯽、吳郭魚進行實驗，比較養殖

魚以及自然環境生長之吳郭魚的腸胃道菌相是否不同。我們觀察到校內生態池的

吳郭魚因生態池豐富和天然的環境，以及不受到人為的影響，除了生命力和適應

力都很好之外，腸胃道裡的菌相更能保持完整。我們進一步希望能從腸道中篩選

出具有拮抗特定病原菌ƄƄ嗜水性產氣單胞菌ƄƄ的乳酸菌，並對斑馬魚幼苗實際實

驗，若能以這些共生的乳酸菌來提高魚苗存活率，或許可以找出替代抗生素的方

法，減緩現下抗生素濫用的問題。 

貳、研究目的 

（一）從校園生態池吳郭魚的腸道取得腸內菌，進一步篩選具產酸能力

的細菌 

（二）藉由 16S rDNA PCR 和基因體定序來鑑定吳郭魚腸內產酸細菌的
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菌種 

（三）檢測吳郭魚腸內乳酸菌對嗜水性產氣單胞菌的拮抗作用 

（四）檢測吳郭魚腸內乳酸菌協助斑馬魚幼魚對抗嗜水性產氣單胞菌的

能力 

參、研究設備及器材 

一、研究設備 

 

垂直式無菌操作台 水平電泳槽 

 
圖 3-1、垂直式無菌操作台（LS JW-5N） 

 
圖 3-2、水平電泳槽（BIO-RAD） 

全波長分光光度 鑄膠組 

        
圖 3-3、全波長分光光度計 

（GeneQuant1300） 

 
圖 3-4、鑄膠組 

續下頁 

續上頁 
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梯度核酸連鎖反應儀 恆溫培養箱 

 
圖 3-5、梯度核酸連鎖反應儀（Veriti） 

 
圖 3-6、恆溫培養箱（L-100） 

桌上型冷凍離心機 其它器材 

 
圖 3-7、高速離心機 

（HERMLE/德 Z233MK2） 
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二、實驗藥品與耗材 

（一）培養基 

MRS broth LB broth  

1. 配方（每公升）  1. 配方（每 500g） 

Tryptoneéééééééé 

Yeast Extract éééééé 

NaCl ééééééééé 

 

200g 

100g 

200g 

Proteose Peptone No.3 ééé 10.0g 

Beef Extract ééééééé 10.0g 

Yeast Extract ééééééé 5.0g 

Dextrose ééééééééé 20g 2.  配法 

(1) 每 1L 水加入 25 g LB 粉末 

(2) 以 5ml pipetman 分裝到試管 

(3) 蓋上試管蓋 

(4) 滅菌 121
 o
C、1.2kg/cm

2、20min 

(5) 待冷卻後，放進無菌操作台 

Polysorbate 80 éééééé 1.0g 

Ammonium Citrate ééééé 2.0g 

Sodium Acetate éééééé 5.0g 

Magnesium éééééééé 0.1g 

Manganese Sulfate ééééé 0.05g 

Dipotassium Phosphate ééé 2.0g 

2. 配法 

(1) 每 1L 水加入 55g MRS 粉末 

(2) 以 5ml pipetman 分裝到試管 

(3) 蓋上試管蓋 

(4) 滅菌 121
 o
C、1.2kg/cm

2、15min 

(5) 待冷卻後，放進無菌操作台備用 

MRS agar LB agar 

1.配法 

(1) 在血清瓶裡放入 400ml 的 ddH2O 、22g MRS 

broth 粉末和 6g Agar 

(2) 蓋上蓋子，包上鋁箔並貼上滅菌膠帶 

(3) 滅菌 121
 o
C、1.2kg/cm

2、15min 

(4) 放在冷水裡冷卻至約 40-50
 o
C 

(5) 傾倒至塑膠培養皿，每盤約 20ml 

(6) 開 UV，並且蒸發培養基的水蒸氣 30min 

(7) 寫上日期及名稱，儲存於 4
 o
C 冰箱 

1.配法 

(1) 在血清瓶裡放入 400ml 的 ddH2O 和 10g 

LB broth 粉末和 6g Agar 

(2) 蓋上蓋子，包上鋁箔並貼上滅菌膠帶 

(3) 滅菌 121
 o
C、1.2kg/cｍ2、20min 

(4) 放在冷水裡冷卻至約 40-50
 o
C 

(5) 傾倒至塑膠培養皿，每盤約 20ml 

(6) 開 UV，並且蒸發培養基的水蒸氣 30min 

(7) 寫上日期及名稱，儲存於 4
 o
C 冰箱 

 

含碳酸鈣之 MRS agar 

1.配法 

(1) 在血清瓶裡放入 400ml 的 ddH2O、22g MRS broth 粉末、4gCaCO3 粉末和 6g Agar 

(2) 其餘步驟與 MRS agar 相同 

(3) 在傾倒培養基前，須再搖晃均勻，使碳酸鈣懸浮於培養基中 
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（二）藥品 

肆、實驗步驟或方法 

總流程圖 

 

1. MRS broth 2. LB broth 3. Agar 

4. Lysozyme 5. Extraction Solution 6. Proteinase K Stock Solution 

7. Protein Precipitation Solution 8. Isopropanol 9. 75% Ethanol 

10. Taq Polymerase 11. Taq Buffer 12. Forward Primer  

13. Reverse Primer 14. dNTP 15. Agarose 

16. 0.5X TAE 17. 6Xdye 18. 1000bp DNA ladder 

19. EtBr 20. Glycerol  21. 氯黴素(0.2ɛg/10ml) 
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一、從校園生態池吳郭魚的腸道取得腸內菌，進一步篩選具產酸

能力的細菌 

( 一)  流程圖 

 

( 二)  原理及目的 

篩選出菌種的第一步就是要從一條完整的魚中取出腸內的液體，魚

腸內除了有消化中的食物和糞便之外，還有我們最大的目標ƄƄ乳酸菌。

取出腸液後，為了要盡量排除非乳酸菌的菌種，我們用 MRS 培養基來塗

盤，再進一步用含有 1%碳酸鈣的 MRS 培養基來篩選出會產生有機酸的

菌落，碳酸鈣在接觸到酸性溶液時會分解產生透明區域，最後我們挑選

菌落周圍有透明區域的菌種來抽取 DNA。 

( 三)  實驗操作步驟 

1. 解剖魚的肚子，取出腸子並盡量維持其完整，小心不弄破 

2. 清除魚的組織，並以無菌水及酒精交替沖洗魚腸表面數次殺菌 

3. 移入無菌操操作台 

4. 以剪刀剪開腸子末端，使腸液和腸內物體自然流出 

5. 取出腸液作為原始濃度，序列稀釋到 10
-5 倍並塗盤至 MRS Agar 

6. 培養 overnight 
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7. 挑出單一菌落並植入 MRS broth 

8. 培養 overnight 

9. 菌保後，以劃線法劃到含有 1%碳酸鈣的 MRS Agar 

10. 培養 overnight 

11. 選取菌落周圍產生透明區域的菌種，每一盤挑選兩個 single 

colony 作為二重複，再植回 MRS broth 

12. 吸取 100µl 的菌液到 100µl、50%的甘油製作甘油菌保 

二、藉由 16S rDNA PCR 和基因體定序來鑑定吳郭魚腸內產酸細

菌的菌種 

( 一)  流程圖 

 

( 二)  原理及目的 

此實驗旨在取得並鑑定出腸內的乳酸菌，故抽取具產酸能力的菌種

DNA，再以 PCR 的方式來放大 16S rDNA，以便送交定序。PCR 分成三

個步驟，首先在 95
o
C 下進行 DNA 變性（denaturing）；第二步驟在 58

o
C

進行引子黏合（annealing）；最後一步驟為 DNA 延伸（extension），約在

72
o
C 可使聚合酶開始作用，成功的完成複製。此三步驟需約進行 35 個循

環，最終 DNA 會擴增為 2 的 35 次方倍。 
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16S rDNA 為轉錄出 16S rRNA 的基因片段。之所以選定 16S rＤNA

來放大是歸因於 16S rDNA 在不同菌種之間有所差異。因此可以透過具有

16S rDNA 保守片段的引子（E8FE9 為 forward primer 和 U1510 為 reverse 

primer）來標記我們所要複製的基因片段，經 PCR 放大之後，就可以藉

比對資料庫辨別出某個擁有特定 16S rDNA 序列的細菌種類。 

在 PCR 之後，我們藉水平電泳來檢測 PCR 的產物大小。膠體電泳可

根據各個大小之 DNA 片段的移動速度來將之分離。對核酸而言，因其磷

酸基帶有負電荷，所以 DNA 在電場之下會移往正極。DNA 之移動速度

與其大小成反比，並由 Marker 來判斷其 DNA 大小。在電泳時，於電泳

槽內加入 EtBr（一種 DNA 嵌合染劑），此染劑在紫外光下可呈現顏色，

再利用拍照設備照相即可得到條帶圖。 

( 三)  實驗操作步驟 

1. 活化前一步驟的菌保並培養於 MRS broth overnight 

2. 於無菌操作台分裝 1500µl 的菌液至 eppendorf 

3. 以 6000rpm 10 分鐘離心 1500µl 的菌液 

4. 去除上清液之後加入 180µl 的 Lysozyme，培養在 37 oC 30 分鐘

（每隔十分鐘取出並 Vortex，使其均勻混合） 

5. 加入 600µl 的 Extraction Solution 

6. 加入 20µl 的 Proteinase K Stock Solution 後 Vortex 

7. 放置於在 56 度乾浴器 1 至 3 小時使細胞的蛋白質完全溶解，（每

隔十分鐘取出 Vortex，使其均勻混合） 

8. 加入 200µl 的 Protein Precipitation Solution，Vortex 

9. 以最高速（14000rpm）離心 10 分鐘沉降蛋白質 

10. 把上清液換到新的 Eppendorf 並加入 600µl 的 isopropanol 上下顛



 

9 

倒 Eppendorf 來均勻混合，以 10000rpm 離心 3 分鐘，移除上清

液，加入 70% 乙醇清洗沉澱的 DNA 

11. 再以 10000rpm 離心 3 分鐘，移除上清液，並再加入 70%乙醇清

洗一次 DNA 

12. 以 10000rpm 離心 3 分鐘後移除上清液，用 pipetman 吸乾剩下的

乙醇，自然風乾 10-15 分鐘 

13. 加入無菌水 40µl 回溶 DNA。完成抽取 DNA 

14. 於 eppendorf 內加入 5µl 10Xbuffer，4µl dNTP，1µl Forward primer，

1µl Reverse primer，0.5µl Taq polymerase，Vortex 後離心 

（Forward primer：E8FE9：AGAGTTGATCATGGCTCAG 

Reverse primer：U1510：CGGTTACCTTGTTACGACTT） 

15. 加入 2µl DNA，後加水至 50µl，此時需多配一管不含 DNA 之

negative control，以確認藥品沒有被其他核酸汙染 

16. PCR 溫度：denaturing 為 95oC，annealing 為 58oC，extension 為

72oC，cycle35 次 

17. 用錐形瓶配置 1%Agarose（1g Agarose+100ml 0.5XTAE） 

18. 加熱至完全滾沸 

19. 將略為冷卻的 Agarose 倒入鑄膠模，插入齒梳，用 tip 將氣泡趕

往旁邊 

20. 放置約 30 分鐘使其完全凝固 

21. 將齒梳拔出，去除殘膠，檢查有無破裂 

22. 浸在含 1L 0.5XTAE 和 2.5µlEtBr 的水平電泳槽 

23. 將 0.5µl 6xDye 與 1.5µlDNA 樣品 pipetting 均勻混合，滴到膠片

之洞中 

24. 把 1µl Marker 滴在膠左右兩端的孔洞中 
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25. 跑電泳 100V，25 分鐘 

26. 將膠片移至 UV，拍照並觀察結果 

27. 將成功的 sample 交給生技公司定序 

三、檢測吳郭魚腸內乳酸菌對嗜水性產氣單胞菌的拮抗作用 

( 一)  流程圖 

 

( 二)  原理及目的 

為了知道培養出的乳酸菌是否具有拮抗 Aeromonas hydrophila的能力，

我們選擇了氯黴素做為實驗的 positive control，氯黴素為一種常用來治療

魚病的抗生素。在塗滿 Aeromonas hydrophila的 MRS 上以 tip 點上少許菌

液。最後藉由記錄其拮抗圈的直徑的縮小情形來了解其拮抗失效的期限。

微生物的拮抗作用分為：競爭作用、抗生作用、重複寄生、捕食作用、

靜菌作用等。經由拮抗作用，較強勢的一方便會使另一方停止生長或死

亡。如果乳酸菌為強勢的一方，便會形成抑菌圈；反之則否。 

( 三)  實驗操作步驟 

1. 先將 A. hydrophila 及乳酸菌分別放在 LB 培養液和 MRS 培養液

中，皆以 37oC 培養 24 小時 

2. 測定 A. hydrophila 的 OD 值並記錄下來 

3. 將 100µl 的 A. hydrophila 塗盤於 MRS 培養基 
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4. 以 tip 沾取液態的菌液 

5. 再以 tip 輕觸培養基的中央 

6. 另有一盤只塗上 A. hydrophila 菌液作為 negative control 

7. 另有一盤中心點上抗生素作為 positive control 

8. 每隔 24 小時紀錄抑菌圈直徑，並比較其拮抗能力 

四、檢測吳郭魚腸內乳酸菌在斑馬魚幼魚體內拮抗嗜水性產氣單

胞菌的能力 

( 一)  流程圖 

 

( 二)  原理及目的 

在培養基上看到細菌的拮抗之後，接下來要證明乳酸菌在斑馬身上

內仍具有拮抗的能力。我們委託專門研究斑馬魚的實驗室幫我們生產魚

卵，再自行孵化。分裝到培養皿之後，我們先在水中放入一定量的乳酸

菌，靜置約四小時使其在魚體內建立起菌落，四小時後，在水中放下病

原菌 A. hydrophila，每隔 24 小時觀察並記錄死亡率一次，同時以解剖顯

微鏡觀察病徵，包括心包膜腫大、脊椎彎曲、腹水，甚至死亡，總共觀

察 7 天，因為孵化一週內的斑馬魚尚可以依賴自身卵黃囊內的養分存活，

故不考慮飼料餵食問題。另外我們也有只放入乳酸菌的組別來對照其死
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亡情形。 

( 三)  實驗操作步驟 

1. 孵化魚卵之後，以滴管吸除卵殼，並在無菌操作台外以無菌水

清洗三次 

2. 移入無菌操作台，再以無菌水清洗三次 

3. 分裝到培養皿中，並固定每一盤的水量（30ml）及魚的數量（50

隻／盤） 

4. 吸除 30µl 的水，並加入 30µl、OD0.6 的乳酸菌，靜置四小時 

5. 吸除 30µl 的水，再加入 30µl、OD0.6 的病原菌，  

6. 加上蓋子後，移出無菌操作台 

7. 每隔 24 小時記錄死亡數 

伍、研究結果 

一、從校園生態池吳郭魚的腸道取得腸內菌，進一步篩選具產酸

能力的細菌 

( 一)  吳郭魚腸液在 MRS 培養下之腸內菌相 
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   圖一 吳郭魚腸液稀釋成 10
-3 倍得到之菌相 

由圖一觀察菌落外觀、顏色、大小，我們挑選出 22 個單一菌落，編

號 1～22，以液態培養於 MRS broth，另外進行菌種保存。 

( 二)  由吳郭魚腸內細菌中篩選出能產生有機酸的細菌 

我們將編號 1～22 的菌株，以劃線法培養在含有 1％碳酸鈣的 MRS

培養基一天，此培養基為米色混濁狀，若在菌落周圍產生透明區域，則

表示該株細菌產生的有機酸溶解了 MRS 裡懸浮的碳酸鈣，因此得以篩選

出具有產酸能力的細菌。 

表一、利用 1％碳酸鈣 MRS agar，培養吳郭魚腸內菌的情形（+者為菌落周圍產生

透明環，-者為菌落周圍沒有產生透明環） 

菌株 編號 1 編號 2 編號 3 編號 4 編號 5 編號 6 編號 7 編號 8 

透明環 ＋ － － － － － － － 

菌株 編號 9 編號 10 編號 11 編號 12 編號 13 編號 14 編號 15 編號 16 

透明環 － ＋ － － － ＋ － － 

菌株 編號 17 編號 18 編號 19 編號 20 編號 21 編號 22 

透明環 － ＋ － － － ＋ 
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由表一可知由生態池吳郭魚腸道所篩出的 22 種腸內菌中，編號 1、

10、14、18、22 等五株細菌可產生有機酸溶解培養基中的碳酸鈣，而在

菌落周圍產生透明環（如圖二）我們將此五株細菌標示為 MD1、MD10、

MD14、MD18、MD22。 

 
MD1 劃線於含碳酸鈣之 MRS 培養基 

 
MD10 菌株劃線於含碳酸鈣之 MRS 培養基 

 
MD14 菌株劃線於含碳酸鈣之 MRS 培養基 

 
MD18 菌株劃線於含碳酸鈣之 MRS 培養基 

MD22 菌株劃線於含碳酸鈣之 MRS 培養基 

 

圖二 在含碳酸鈣之 MRS 培養基篩選吳郭魚腸內可產酸的菌株 
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由圖二可明顯觀察到 MD1、MD10、MD14、MD18、MD22 等五株

細菌，菌落周圍有透明區域的產生，我們進一步由此培養基上挑出單一

菌落進行液態培養和菌種保存，並進行接下來的實驗。 

二、藉由 16S rDNA PCR和基因體定序來鑑定吳郭魚腸內產酸細

菌的菌種 

( 一)  16S rDNA PCR 後的水平電泳 

為避免自塗盤後挑取的的菌落並非純菌，劃線之後可能產生兩種以

上的細菌，我們每一盤的菌落都挑選兩個菌落為代表，理想情形為此二

重複的比對名稱相同。由右數來第二行為沒有加入 DNA 的 negative 

control 組，左右兩旁則為 1000bp 的 marker，藉以對照大小。 

 

圖三  產酸細菌的 DNA 經 PCR 放大後的水平電泳條帶圖 

電泳的結果顯示 DNA 大小符合兩 primer 間的距離 1500bp，且

negative control 沒有條帶，表示實驗的藥品並無受到其他核酸汙染，而

14-1 的部分並沒有條帶，推測為 DNA 樣品沒有正確的加入 tube 內，因

此沒有 14-1 的定序資料。 

R  
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( 二)  吳郭魚腸內產酸細菌的基因體定序之 DNA 序列 

表二 吳郭魚腸內產酸細菌的基因體定序資料 

MD1-1 菌株 MD1-2 菌株 

  

MD 10-1 菌株 MD 10-2 菌株 

  

MD 14-2 菌株 
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MD 18-1 菌株 MD 18-2 菌株 

  

MD 22-1 菌株 MD 22-2 菌株 

  

表三  NCBI Blast Nucleotide collection 比對出的菌種結果 

由 NCBI 的比對結果、對照文獻資料和顯微鏡觀察得知，MD1 為

Streptococcus anginous 、MD10 為 Lactobacillus casei、MD14 為

Number Strain Identities Gaps 

MD 1_1 Streptococcus sp. 2397 16S ribosomal RNA gene 1023/1024 (99%) 1/1024 (0%) 

MD 1_2 Streptococcus sp. 2397 16S ribosomal RNA gene 1042/1043 (99%) 1/1043 (0%) 

MD 10_1 Lactobacillus casei BD-II  complete genome 1029/1033 (99%) 4/1033 (0%) 

MD 10_2 Lactobacillus casei BD-II  complete genome 1070/1089 (98%) 17/1089 (2%) 

MD 14_2 Lactococcus lactis strain LC 16S ribosomal RNA gene 1035/1037 (99%) 2/1037 (0%) 

MD 18_1 Enterococcus raffinosus gene for 16S rRNA      1072/1079 (99%) 6/1079 (1%) 

MD 18_2 Enterococcus raffinosus gene for 16S rRNA 1046/1046 (100%) 0/1046 (0%) 

MD 22_1 Enterococcus raffinosus gene for 16S rRNA    1053/1060 (99%) 7/1060 (1%) 

MD 22_2 Enterococcus raffinosus gene for 16S rRNA 1048/1050 (99%) 0/1050 (0%) 
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Lactococcus lactis、MD18 和 MD22 皆為 Enterococcus raffinosus。我們一

共篩到了四株菌，每一個編號的二重複都得到了相符合的結果，MD18

和 MD22 經由 DNA 比對，顯示其為同一株菌，此四種細菌都屬於乳桿菌

目以下的分支（如圖四），故可以乳酸菌概稱此四株菌。 

 

      圖四 乳桿菌目分支圖（來源：NCBI, Taxonomy Browser） 

我們將其命名為 Streptococcus anginous MD1、Lactobacillus casei 

MD10、Lactococcus lactis MD14、Enterococcus raffinosus MD18。 
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三、檢測吳郭魚腸內乳酸菌對嗜水性產氣單胞菌的拮抗作用 

MD1 MD10 

  

MD14 MD18 

  

Negative Control 氯黴素(Positive Control) 

  

圖五 吳郭魚腸內乳酸菌及抗生素拮抗嗜水性產氣單胞菌結果（紅色箭頭處為拮抗

圈） 

由圖五可知，四株乳酸菌與氯黴素皆出現抑制嗜水性產氣單胞菌的
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拮抗環。 

表四  培養五天的腸內乳酸菌對嗜水性產氣單胞菌的拮抗環大小變化（單位：mm） 

 

表四的拮抗環在第一、二天都可明顯看出拮抗環，但直徑隨著培養

時間增長而縮小，其中 MD10 和 MD14，在第三天時，先前的拮抗環上

已長滿了嗜水性產氣單胞菌；MD18 的拮抗環也在第四天時也消失了；而

MD1 在拮抗能力的維持上，有著相當不錯的表現，雖然拮抗環的變化趨

勢仍為慢慢遞減，但在第五天仍然有較小圈的拮抗圈存在。 

四、吳郭魚腸內乳酸菌在斑馬魚幼魚拮抗嗜水性產氣單胞菌的能

力 

( 一)   斑馬魚幼魚在不同菌株處理下的死亡率統計 

  

 MD 1 

細菌 

MD 10 

細菌 

MD 14 

細菌 

MD 18 

細菌 
氯黴素 

Negative 

control 

第一天 8.5±2 5.0±1 4.0±0 8.0±2 17.5±3 0.00 

第二天 6.5±1 5.0±1 3.5±0.5 6±1 8.4±3 0.00 

第三天 4.0±1 0.00 0.00 1.5±0 7.0±1 0.00 

第四天 4.0±1 0.00 0.00 0.00 6. 0±0 0.00 

第五天 3.0±1 0.00 0.00 0.00 2.0±0 0.00 

 

天數 

菌種編號 
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表五  斑馬魚幼魚在不同處理下的死亡率（單位：死亡數/50*100%） 

（A 菌處理：單獨添加嗜水性產氣單胞菌之處理） 

 

A 菌處理和負控制組的 P 值約為＝0.000015 故可得知 A 菌處理和不

做任何處理的負向控制組相比，有非常顯著的致死現象。在孵化後的七

天內，幼魚還可以依靠卵黃囊的養分來存活，所以就算沒有餵食，也沒

有因飢餓而死亡的幼魚。以下就吳郭魚腸內乳酸菌對斑馬魚幼魚生長，

以及與嗜水性產氣單胞菌的拮抗作用對斑馬魚幼魚生長的影響分別進行

比較。 

( 二)  吳郭魚腸內乳酸菌及嗜水性產氣單胞菌對斑馬魚幼魚生長的影響 

表六 斑馬魚幼魚在四種乳酸菌和 A 菌處理下的死亡率（單位：死亡數/50*100%） 

（＊：和負控制組比較的Ｐ值＜0.01；＊＊：和負控制組比較的Ｐ值<0.001） 
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圖六、添加乳酸菌及嗜水性產氣單胞菌的死亡率折線圖 

 

正常的班馬魚（腹部為其卵黃囊） 

 

心包膜種大(紅色箭頭)的班馬魚 

 

腹部腫脹腹水(藍色箭頭)的班馬魚 

 

脊椎彎曲(綠色箭頭)的班馬魚 

圖七 斑馬魚幼魚在嗜水性產氣單胞菌處理下出現的病徵 
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由實驗結果得知，單獨添加乳酸菌 MD 10、MD 14、MD18 的死亡率

與控制組處理的死亡率趨勢接近，其中 MD18 在前四天的死亡情形與控

制組完全相同，但在第五天後死亡率明顯提高，而 MD 1 乳酸菌在七天的

實驗中，其死亡趨勢與控制組相同，可知此乳酸菌不會造成幼魚的死亡。

另外，在嗜水性產氣單胞菌處理下的幼魚，很快就受到嗜水性產氣單胞

菌的感染，產生心包膜腫大、腹部水腫、脊椎彎曲（如圖七）等病徵，

死亡數也遠遠超過控制組，我們推測幼魚的抵抗力比較低，所以很快就

有病徵的產生，因此我們可以確定嗜水性產氣單胞菌會對斑馬魚幼魚造

成嚴重致病性，可以作為實驗病理模式。由於此實驗所添加的乳酸菌 MD 

1、MD 10、MD 14、MD18，並未造成幼魚死亡率及畸形率的增加，尤其

MD1 對斑馬魚幼魚的影響最小，因此我們進一步在斑馬魚幼魚身上做乳

酸菌與嗜水性產氣單胞菌的拮抗實驗。 

( 三)  吳郭魚腸內乳酸菌與嗜水性產氣單胞菌的拮抗作用對斑馬魚幼魚生

長的影響 

表七 斑馬魚幼魚在乳酸菌與嗜水性產氣單胞菌的拮抗作用的存活率（單位：

死亡數/50*100%） 

（＊＊：和嗜水性產氣單胞菌處理比較的Ｐ值<0.001） 
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圖八 斑馬魚幼魚在乳酸菌與嗜水性產氣單胞菌的拮抗作用的死亡率折線圖 

由實驗結果得知，MD 10、MD14 添加嗜水性產氣單胞菌的處理組，

趨勢非常接近於單獨添加嗜水性產氣單胞菌的處理組。MD18 添加嗜水性

產氣單胞菌的處理組在前兩天與控制組結果相同，而第三天後存活率開

始下降，到第四天就與其他組別無差異。其中，MD1 添加嗜水性產氣單

胞菌的處理組，存活率趨勢和控制組相同，對嗜水性產氣單胞菌有非常

明顯的拮抗效果，同時，對斑馬魚幼魚的生長情形也未造成負面影響。

由結果得知，在吳郭魚腸內所篩到的四株菌株中，以 MD 1 乳酸菌對斑馬

魚幼魚生長影響最小，並且在斑馬魚身上對嗜水性產氣單胞菌也有顯著

的拮抗作用。 
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陸、討論 

一、為何會鎖定校園生態池內吳郭魚的腸道做為我們篩菌的來

源？ 

我們推測適應力強的魚類其腸道內應該存在著某些益生菌，協助它們

對抗水中的病菌。一開始我們由市場買來的新鮮白鯽魚和活的吳郭魚進行

實驗，實驗結果顯示其腸道的菌落數目不多，且菌落的型態極為單調，重

覆了數次仍然得到相同的結果。經過討論，我們推測人工養殖的鯽魚和吳

郭魚可能是攝取了含有抗生素的飼料，破壞了腸內菌相，只剩下具有抗藥

性的一些細菌。 

後來，我們觀察到校園生態池中的吳郭魚生命力強且沒有餵食抗生素，

經過解剖、塗盤並與市售魚類的菌相來比較差異，我們發現生態池吳郭魚

的腸道菌落較多且形態外觀多樣，菌相豐富，再經過碳酸鈣的初步篩選，

再抽取ＤNA，最後確認篩出四株乳酸菌。 

二、乳酸菌的拮抗機制 

拮抗微生物的機制分為：競爭作用、抗生作用、重複寄生、捕食作用、

靜菌作用等，一般而言，病原菌被乳酸菌所拮抗應屬於抗生作用，此作用

是指一個微生物受到另外一種微生物之代謝產物ƄƄ如：抗生素、醇類、有

機酸所抑制。根據黃文鈴（2005），乳酸鏈球菌素與 EDTA 對腸炎弧菌等革

蘭氏陰性菌抗菌效果之探討，我們推斷是乳酸菌代謝產生的乳酸或是細菌

素造成的抗生作用，而由我們一開始的碳酸鈣測試法，我們也能看到這五

株菌的有機酸擴散到培養基而產生的透明環，所以我們認為是乳酸菌代謝

產生的乳酸比較有可能是拮抗主因。改變 PH 並非抗菌的主要因素，而是由
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於乳酸是小分子弱酸，故在正常情況下仍有許多未解離的分子，因而不帶

電荷，可直接通過細胞膜進入 PH 較高的細胞質，在進行解離，進而影響細

胞的代謝，故未解離的有機酸才是乳酸這類弱酸的主要抗菌因素。 

另一項推測則是細菌素的產生，我們篩到的 Streptococcus, Lactococcus, 

Enterococcus在文獻（黃文鈴；2005）中，都有記載著細菌素的產生，且有

些乳酸菌的細菌素對於食品中的病原菌和腐敗菌有廣泛的抑制效果，此類

的乳酸菌具有相當的潛力發展成天然防腐劑或保鮮劑，故細菌素也可能是

乳酸菌拮抗嗜水性產氣單胞菌的原因之一。 

三、拮抗方法的選擇 

我們選擇了兩種拮抗的方式，第一種方法，我們直接用 tip 沾取菌液，

輕輕接觸在已經塗完病原菌菌液的 MRS Agar，讓它們共同在 MRS Agar 上

生長，結果我們清楚觀察到乳酸菌周圍產生了透明環，第二種方法則是最

常見的濾紙碇片法，但是我們利用濾紙碇片法的結果，我們觀察到拮抗效

果也隨著消失，我們推測乳酸菌用來拮抗病原菌的有機酸，被累積在濾紙

片上，無法擴散到培養基。 

四、篩得之乳酸菌介紹 

Streptococcus anginous MD1是鏈球菌，具有產生有機酸和拮抗嗜水性

產氣單胞菌的能力。Lactobacillus casei MD10則是人類很常用以製作發酵乳

的Ｃ菌，凱氏乳酸菌，但是在斑馬魚幼魚實驗中，並沒有表現出在培養基

上的拮抗效果，可能是由於它在腸道裡的功能並不負責抵禦外敵的部分，

而是有其他的益生作用。Enterococcus raffinosus MD18是腸球菌屬的細菌，

在斑馬魚幼魚實驗裡的拮抗效果較佳，此一屬的細菌功能落差非常大，從

抗萬古黴素的菌種、歐洲拿來做乳酪的菌種、益生菌、病原菌都有，但我
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們推測這個應該是屬於益生菌的範疇，因為我們在健康的吳郭魚身上得到

了此菌，而且出現多次，顯示其在腸道的優勢地位，且在培養基和斑馬魚

幼魚的實驗中皆具有拮抗嗜水性產氣單胞菌的能力，所以我們推論它應該

是屬於吳郭魚腸道內的益生乳酸菌。 

五、Enterococcus raffinosus MD18 的抗藥性測試 

由於我們在文獻資料中看到 Enterococcus raffinosus不少有抗藥性，所

以我們想要進一步了解 Enterococcus raffinosus MD18的抗藥性，我們將篩

到此菌株送交醫院並經過醫院的標準程序測試後，顯示其對 Ampicillin, 

Gentamicin (HLAR), Vancomycin, Teicoplanin 等抗生素具敏感性，即不具有

抗藥性．若將來實際投餵時，影響到他處的生態，則可以用抗生素來控制

它，使影響範圍不再擴大。 

六、給魚吃了抗生素之後，人類有何影響？ 

養殖業者在魚身上使用大量的抗生素，雖然使魚不容易生病但有些魚

類無法代謝的抗生素會累積在魚的體內，經由生物累積作用後，對人會有

很大的影響。例如有些人可能會對抗生素有過敏反應，有些抗生素則可能

會影響胎兒或嬰兒，對準備懷孕、已懷孕或哺乳婦女有嚴重的影響。 

若部分隨著糞便排出體外的抗生素會釋放到環境當中，也會加速抗藥

性細菌的篩選，根據陳右儒（2006）畜牧業抗生素使用與微生物對人用抗

生素產生抗藥性之關聯性初探，許多養殖廢水雖經過標準處理流程，但放

流水中仍然有高抗藥性的微生物，而且隨著抗藥性細菌的比例變高，失效

的抗生素會越來越多，再加上質體傳遞抗藥性基因，最終產生抗多種抗生

素的菌種。 
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柒、結論 

1. 從校園生態池吳郭魚的腸內挑選出 22 個單一菌落，再以劃線法培養在含

有 1％碳酸鈣的 MRS 培養基，篩選出五種具有產酸能力的細菌，分別是

MD1、MD10、MD14、MD18、MD22 菌株。 

2. 藉由 16s rDNA PCR、基因體定序以及 NCBI 的比對結果得知，我們一共

篩選出四株乳酸菌，分別為 Streptococcus anginous MD1、Lactobacillus 

casei MD10、Lactococcus lactis MD14、Enterococcus raffinosus MD18 。 

3. 透過在培養基上的拮抗圈實驗證實了此四株乳酸菌能夠拮抗嗜水性產氣

單胞菌(Aeromonas hydrophila) ，其拮抗環直徑隨著時間增加而有縮小的

趨勢，其中以 Streptococcus anginous MD1的拮抗能力可維持最久。 

4. 在嗜水性產氣單胞對斑馬魚幼魚生長影響的實驗中，由於幼魚的抵抗力

比較低，在加了嗜水性產氣單胞菌之後，很快地受到感染，產生心包膜

腫、腹部水腫等病徵，死亡數遠遠超過控制組。而在斑馬魚幼魚身上做

乳酸菌與嗜水性產氣單胞菌的拮抗結果，以 Streptococcus anginous MD1

與 Enterococcus raffinosus MD18有 明 顯 的 拮 抗 效 果 ， 其 中 又 以

Streptococcus anginous MD1對斑馬魚幼魚生長影響最小且拮抗效果最持

久。 

  綜合以上結果，Streptococcus anginous MD1在培養基上以及斑馬魚幼魚實驗

中，都有最好的拮抗效果，所以，我們認為 Streptococcus anginous MD1在未來最

有發展成生物製劑的潛力，運用於魚苗存活率的提升。 

捌、未來展望 

  許多經濟價值高的魚種，魚苗期的死亡率較高，如何增加魚苗的存活率成了
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養殖業者最關心的議題之一。在斑馬魚的胚胎活體實驗裡我們看到了乳酸菌的拮

抗效果，未來能夠將益生菌的概念實際加入經濟魚種的魚苗，增加魚苗的的生存

率。另外，我們也希望能將此乳酸菌製成成魚用的生物製劑，並在不同魚病的好

發季節投予適當的益生菌來增強魚的抵抗力，達到以乳酸菌代替抗生素的效果。 

    乳酸菌雖然好處多，不過與抗生素相比，對嗜水性產氣單胞菌(Aeromonas 

hydrophila)的拮抗能力依舊遜色了一點，而且成本考量以及效果的差別，抗生素的

使用仍然遠遠超過益生菌。由於台灣人「有病治病，沒病防身」的錯誤觀念，業

者常常在魚病未發生之前投以高劑量的抗生素來預防魚病，因此台灣的養殖魚體

內多殘留超標的抗生素，嚴重影響到我國魚類的出口信譽，所以加強益生菌的能

力及普及度是最好的解決方法，未來可以提高投餵益生菌的比例， 幫助魚類抵抗

疾病，從而解決台灣濫用抗生素的問題。 
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評語 

1. 本研究的實驗設計與要探討的問題，整體說服力有完整性，是一有趣的

研究，研究成果有應用價值。 

2. 雖然所篩到的 4 株乳酸菌皆具有拮抗嗜水性產氣單胞菌能力，但 1 號與

18號乳酸菌有較明顯的效果，而真正抗菌能力機制，還有研究的必要。 


