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養殖魚類重要病毒之分
子檢測技術研發與應用

撰文/吳鴻程•洪健睿

前言

台灣四面環海，又有洋流通過，帶來豐沛的魚

種，早期以捕撈漁業為主，後因環境生態遭破壞，

海洋資源枯竭，捕撈漁業的魚獲量一直停滯不前，

無法滿足消費者的需求，進而開發養殖漁業。台

灣水產養殖擁有三百多年歷史，以虱目魚歷史最悠

久，其他魚種亦漸漸養殖成功，養殖技術亦逐年增

進，且有多種魚類之養殖技術已達成「完全養殖」。

也就是在人工操作下，從卵育苗至幼魚、成魚，並

進一步讓種魚人工交配產卵，進而量化繁殖魚苗。

以草蝦為例，台灣早期草蝦完全養殖，大量草蝦輸

出日本，賺取外匯，創造水產養殖界的奇蹟。草蝦

為了提高單位產量，選用高密度養殖，在民國 77 年

爆發魚蝦病，使產量下降三分之二以上，台灣草蝦

王國，一蹶不起，再也沒有回春的機會，而病毒是

造成養殖蝦大量死亡的主要病原體（鄭，2007），單

一高經濟物種，只因病毒性疾病無法控制，而造成

無法恢復產能，失去了商業競爭性。當經濟全球化

後，台灣養殖漁業亦面臨 WTO 的衝擊，而石斑及

海鱺是具有國際競爭力的魚種。兩者皆是現今亞太

地區重要的高經濟海水養殖魚類，具肉鮮美特性，

深具市場發展潛力，故吸引大量人才及資金相繼投

入養殖，帶動海水養殖魚類產業的快速發展，也為

台灣水產養殖業帶來莫大的經濟效益。石斑的養

殖隨著科技的發展，不同的養殖技術與開發，使分

工模式逐漸形成，目前石斑養殖方式主要分為三階

段，第一階段為卵至白身，第二階段為白身至 2 吋

魚苗，第三階段則為 2 吋魚苗至成魚，養殖業者依

據各自優勢進行特定繁殖作業，以達到垂直分工模

式，使魚苗生產量能夠維持穩定，因應內外銷市場

需求。魚苗與稚魚的育成多為室內集約式高密度養

殖，因此造成石斑魚病害感染情形相當嚴重。草蝦

因病毒無法控制而造成養殖失利之前車之鑑，歷歷

在目，病毒性危害若無法及時防疫，產業將無法永

續經營。目前臺灣石斑養殖的病毒性病害以神經壞

死病毒 (nervous necrosis virus, NNV) 和虹彩病毒

(iridovirus) 為最嚴重影響，影響魚苗的存活率，總

育苗率低於 1%。神經壞死病毒引起的最高死亡率，

常發生在石斑魚卵孵化後十幾天到吋苗期間，約80-

100%，有些種類的石斑魚苗，例如龍膽石斑，至兩

三吋苗的時候仍有七成的死亡率。病毒感染對於台

灣推動成為亞太水產種苗中心，生產並外銷優質魚

苗無疑是一大瓶頸。因此防治與環控對策的開發是

目前重要的議題，早於民國 93 年 8月即由行政院農

業委員會動植物防疫檢疫局提供經費委請該會之家

畜衛生試驗所執行「輸出水產動物疾病監測計畫」，

長期監測養殖場病毒危害情況，期能瞭解全國海水

魚病毒的感染實況，提早採取必要的防疫或檢疫的

措施，防堵疫病的蔓延，造成更大的經濟損失。水

產養殖業者欲偵測種魚、魚卵、稚魚、成魚、飼料及

培育環境是否潛含病毒，政府相關單位監測養殖場
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病毒危害情況時，皆需要有可信的檢測方法，目前

實驗技術日新月異，新穎快速的方法不斷進化，檢

測診斷之準確性也大幅度提升。以下整理與摘要說

明檢測魚類病毒的方法原理及目前研發的實況。

魚類重要病毒之分子檢測技術

對未知病源體的首次鑑定，通常要依柯霍法測

(Koch's postulates)，培養及純化病源體，若依此法

則歷程，所需時間太長，難用於疫情的監控。當疾

病病源體確定後，後續的診斷方法已經由科技方法

創新，大幅度縮短操作分析時間。在眾多的診斷方

法中，病毒引發魚類疫病之診斷鑑定，主要是鑑別

病毒的蛋白質或是遺傳物質（DNA 或 RNA），檢測

技術可分為：血清學檢測技術及分子生物學檢測技

術兩類。

（一）血清學檢測技術

主要是以病毒的蛋白質為抗原，以免疫學的原

理，產生可判識病毒蛋白質的抗體，此類技術亦稱

為免疫檢測技術。通常以病毒的結構性蛋白質為抗

原，可測定檢體中是否有病毒存在。若要檢測病毒

在檢體中是否處於活躍的複製期，常以非結構性蛋

白質為抗原。如，神經壞死症病毒的 B2 蛋白質（Su, 

2009；圖一所示）。血清學檢測技術的關鍵性條件，

是生產具有特異性抗體，尤其是單株抗體，可增強

檢測技術的敏感性及準確性，目前在 NNV 已有豐

碩的研究成果 (Shieh, 2005)。

當抗體和抗原結合後，為了放大結合訊號利

於判讀，其標示的方法，常用的方法為膠金標誌

法 (colloidal gold-labeled)、酵素連結免疫吸附法

(enzyme-link immunosorbent assay, ELISA) 等兩大

類，及較新穎的免疫磁減量檢測系統。相關說明如

下：

1. 快速檢測試劑套組(one-step diagnosis kit)

此試劑主要是根據膠金標誌，同時配合免疫層

析法，所研發出來的快速診斷法，目前市售之驗孕

棒均以此技術製作而成。膠金標誌的原理係利用氯

金酸 (HAuCl4) 在還原劑作用下，可聚合成一定大小

的金顆粒，形成帶負電的疏水膠溶液，在靜電作用

下形成穩定的膠體狀態，故稱為膠金。由於膠金顆

粒表面所攜帶負電荷對於蛋白質表面所帶之正電荷

具有相當強之吸附能力，可形成非共價結合。當膠

金標記物與相對應之蛋白質在結合處大量聚集時，

肉眼即可見紅褐色或紫色斑點，因而可用於定性或

半定量的快速免疫檢測方法中。免疫層析法是先將

抗體固定在硝化纖維膜上（或是其他材質），使其無

法移動而成為固定相，測試時將硝化纖維膜一端浸

入液態待測樣品內，以毛細作用力，將液體吸往固

定的抗體區，配合膠金標誌的呈色機制，當有抗體

和抗原大量結合時，可在標示區顯示顏色，達成快

速檢測診斷之目的。此試劑具有簡單、快速、專一又

便宜的優點，適合專業及非專業人士操作，且方便

於養殖現場使用（齊，2006）。睿嘉生技公司獲得經

圖一  神經壞死症病毒B2蛋白質抗體之辨識能力(Su, 2009)
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濟部工業局「農業生技產業化技術推廣計畫」之補

助，執行「石斑魚神經壞死病毒及虹彩病毒檢驗試

劑之開發」，研發了石斑魚神經壞死病毒單一步驟

快速檢驗試劑、石斑魚虹彩病毒單一步驟快速檢驗

試劑，此二項產品於 2008 年已開始在台灣販售。

圖二  睿嘉生技公司研發之神經壞死病毒快速檢驗 

        試劑（林，2008）。

2. 酵素鍵結免疫吸附法(ELISA)

此測定方法是將酵素以化學鍵結方式標記於

抗體或抗原上，當相對應之抗體或抗原結合後，形

成有酵素標記之免疫複合物，一旦免疫複合物上之

酵素遇到相對應之酵素基質，則可將無色之酵素基

質催化成有色之產物，放大免疫複合物的訊息，再

依據顏色深淺或有無，進行定量或定性分析。分析

時，使用已經固定在 96 孔盤上的抗體或抗原，形成

固定項，加入待測樣品，經結合形成免疫複合物，

用水沖洗未能結合的物質，再加入相對的酵素標

記抗體或抗原，水洗後加入酵素基質呈色。市售之

ELISA 試劑套組通常會具備三種基本試劑材料，包

括固相的抗原或抗體、酵素標記之抗原或抗體、酵

素基質。依據應用性、樣本之性狀及檢測所需具備

之條件，目前設計出各種不同之檢測方法，包括雙

抗體三明治法、間接免疫吸附法、競爭法、阻斷法

或捕獲法等。ELISA 因一次可進行多樣本的分析，

適合定量分析，由於實驗結果需要特殊判讀機，常

用於實驗室內，不適於養殖現場使用。

3.  MagQu的免疫磁減量檢測系統

此系統是將抗體以共價鍵方式結合在 MagQu

磁量生技公司出品的磁珠上，當磁珠上抗體與

圖三  快速檢測試劑套組檢驗結果（經濟部工業局， 

         2008）。

圖四  睿嘉生技公司研發之神經壞死病毒ELISA試 

        劑（經濟部工業局，2008）。
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病毒結合後，造成個別磁珠聚集，減少磁珠在磁

場的旋轉量，稱為免疫磁減量 (ImmunoMagnetic 

Reduction, IMR)，IMR 測定儀中可將微弱的磁訊

號轉變為可量測的電壓訊息，具相當高的靈敏度。

中研院吳金洌特聘研究員與海洋大學呂明偉助理教

授，以魚類的神經壞死症病毒 (NNV)，透過磁珠轉

動速度來偵測 NNV 病毒量，可以偵測 102 TCID50/

ml 以下的病毒量，顯示此技術具有高度檢測敏感

性。此外，進行專一性試驗，此平台進行胰臟壞死

症病毒及虹彩病毒等兩種病毒檢測，所得之檢測值

皆低於背景值，顯示本技術平台具有可信賴的檢測

專一性。磁量生技公司目前研發可攜性的測定儀，

期能用於養殖現場。

（二）分子生物學檢測技術

在魚體初期感染或是健康帶源魚體內，病毒之

遺傳物質 DNA 或 RNA 的含量不多，不易檢測。

1983 年 Kary B. Mullis 博士發明了聚合酶鏈反應

(Polymerase chain reaction, PCR) 技術，開啟了分子

生物學的新領域。PCR 技術之必備要件包括核酸

模版、引子、耐高溫之 DNA 聚合酶、四種合成鹼基

之去氧核糖核苷三磷酸，在可設定溫度循環參數之

反應儀中，透過高溫將雙股 DNA 變性成單股，而

後降溫讓人工合成之引子得以與模版單股 DNA上

可配對之鹼基結合，而後再提升至適合 DNA 聚合

圖五  免疫磁減量測定儀（磁量生技公司）

酶催化之溫度，催化依模版 DNA 序列合成互補性

DNA。若病毒之遺傳物質為 RNA，必須先經過反

轉錄 (reverse transcription, RT) 使 RNA 變成 cDNA 

(complement DNA)，才進行 PCR 反應。由於聚合酶

鏈反應技術操作簡便、敏感度很高，PCR 儀器便迅

速普及於一般實驗室，是目前最常用於診斷動物疾

病的技術。若要定量病源體含量，通常會配合膠體

電泳分析，但合適的 PCR 循環次數卻不易決定。近

期以 PCR 技術為基礎，已發展出快速精準的即時定

量 PCR (Real-time PCR) 及恆溫圈環形核酸增幅法

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)等。

1. 即時定量PCR

即時定量 PCR 是利用與 DNA 結合的特殊螢光

染料，當 PCR 擴增 DNA 時，DNA會與螢光染料結

合，增強螢光強度。經由測定螢光強度，可即時判

定 DNA 含量，整個 PCR 反應過程中，可完整紀錄

DNA 含量的變化，有別於傳統 PCR 將 DNA 增幅

放大後，將 DNA 標定螢光物質，再進行電泳分析並

偵測螢光值，進而定量。以即時定量 PCR 測定石斑

魚神經壞死病毒，其偵測靈敏度高於傳統 PCR 十倍

以上（莊，2004）。即時定量 PCR 的靈敏度高，只要

設計專一性核酸引子，在定量方面，其準確性及時

效性有很好的表現，但需要特殊儀器且較難攜帶，

常用於一般實驗室，不適合野外、魚場使用。

2. 微流體即時定量PCR

PCR 儀器，主要是提供可調式的溫度控制。若

要改善即時定量 PCR 儀器之可攜帶性，首要條件

就是縮小儀器。台灣電子資訊產業在全球能獨據鰲

頭，所依據的就是發達的微機電系統。微機電系統

技術是一種包括光、機、電、材料、控制、化學、生

醫等多重科技整合的技術，利用此製造技術可使產

品因微小化而提高其性能、品質、可靠度及附加價

值，同時可降低製造成本。成功大學陳宗嶽副教授

及李國賓特聘教授共同合作，以微機電製程技術，

開發出微型微流體檢測晶片技術，該項技術並已經
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技轉承虹科技公司。此系統包含微型溫控模組與

微流體輸送模組。前者由於感測器及加熱器都整合

在 PCR 晶片的內部，晶片得以快速且準確執行溫度

的循環控制，後者整合蠕動式微型氣動幫浦與微管

道，提供了生物相容性高及可拋棄性。以微流體晶片

系統對神經壞死病毒之 RNA 片段進行偵測，偵測

極限最低濃度可達到每微升 10 個病毒 RNA，若增

加螢光偵測模組之偵測極限，以目前研究雛型儀器

最低濃度可達到每微升為 1,000 個病毒 RNA，此項

技術，除可將儀器微型化，亦增加系統攜帶性（李，

2008）。

3. 恆溫圈環形核酸增幅法(loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)

Notomi 在 2000 年研發出只需一個反應溫度

之核酸擴增技術 LAMP，並取得該項技術的專利。

LAMP具有快速、高專一性及高敏感度之特點，僅

需於 60-65° C 恆溫下反應 35 分鐘至 1 小時即可偵

測病毒，操作簡單且不需昂貴的設備，適合應用於

養殖現場。LAMP 所用之 DNA 聚合酶為具核酸股

置換活性的 Bst DNA 聚合酶，在標的 DNA 片段選

取 6 個區域，設計成 2對專一性的內引子及外引子，

藉由聚合酶作用，擴增標的 DNA 片段，可專一性

的偵測特定病毒。因內引子之特殊設計，擴增產物

會由許多莖 - 環結構的 DNA 連結，在 LAMP 反應

中，三磷酸去氧核苷酸 (dNTP) 在進行 DNA 的合成

時，會釋放出磷酸根離子和反應緩衝液內鎂離子，

形成白色焦磷酸鎂沉澱，可經由副產物焦磷酸鎂所

形成之白色沉澱物或將 DNA 產物以螢光劑染色，

快速以肉眼觀察結果。在 RNA 病毒方面，需配合可

在高溫反應的反轉錄酶 (AMV RTase)。 LAMP 檢

測技術，不同於 PCR，只需一種操作溫度，不需要

有升溫及降溫的動作，因此反應時程也比傳統 PCR 

快，方便養殖現場應用，因此可及早偵測水產生物

是否感染病毒，避免引入帶病毒之魚種，並可在養

殖期間做好監控措施，減少病毒爆發及疫情擴散。

但 LAMP 引子設計複雜且限制多，是急需突破之瓶

頸。目前已應用於許多水產生物，包括石斑魚神經

壞死症病毒檢測 (Xu, 2009)。

魚類病毒之分子檢測技術研發方向

魚類病毒之分子檢測技術，主要是利用酵素免

疫、化學呈色發光及分子生物學。而檢測試劑需要

下列的要求：(1) 準確性：精準及特異性的檢測出標

的物質；(2)敏感性：能在標的物質非常稀少情況驗出；

(3) 穩定性：檢驗試劑在長時間存放不易變質；(4) 簡

易性：儀器簡便，易於攜帶；(5) 經濟性：價格便宜，

養殖業者能負擔，便於大量篩選樣本。目前的檢測

試劑仍無法完全符合上述條件， 但若能針對某些使

用者的需求加以研發，仍大有可為。針對使用對象

的需求，可將檢測試劑研發分為二個方向：

（一）養殖現場使用之簡易型

養殖環境的檢測是防疫的第一線，最好是有生

產履歷性的全面檢測，也是最需要快速檢驗的關鍵

地方。但養殖現場中沒有研究設備，所以檢測試劑

之使用要簡單、快速、便宜、不需要專業檢驗人員，

圖六  LAMP技術擴增DNA產物結合螢光染劑 

        (Xu, 2009)

左：控制組，没有DNA產物； 

右：實驗組，以目視可觀察到綠色螢光。
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可隨時隨地檢測，試劑保存容易者為佳。漁業的檢

測通常需要在現場檢測或者立即得到檢測結果，

現場使用常以快速檢測試劑套組為主，而快速檢驗

試劑套組主要利用免疫技術結合膠金標誌，目視即

可判斷結果，然而檢體通常並非純物質，所含的夾

雜物質易造成非特異性結合之偽反應，使準確性下

降，最好能使用單株抗體以提高專一性，所以研發

的重點包括如何生產便宜的單株抗體。免疫磁減量

檢測系統，不需用水洗為其特色，若測定儀體積能

小型化，則更方便於養殖現場使用。LAMP 技術雖

然只需要單一溫度設備，亦能應用於養殖現場，但

是 DNA 聚合酶的穩定性、多對引子對的設計及螢

光染料的價格等，仍有需要改進的空間，目前仍在

先導期實驗中。微流體即時定量 PCR，以微流體晶

片結合螢光偵測模組，將即時定量 PCR 儀器縮小

為可攜帶型，增加其便利性。由於微流體即時定量

PCR 與 LAMP 的檢測標的物皆為 DNA 或 RNA，

因此須開發簡易且效果佳之純化套組以搭配使用。

（二）實驗室使用

政府、學校、民間研發單位，有專精的檢驗人

員及設備，除了可用上述養殖現場使用之簡易型檢

驗試劑外，ELISA 及即時定量 PCR，因有儀器輔助，

故其可檢測之種類相當多，且可用於標的物定量，

擴大其使用範圍及精確性。由於遺傳工程、基因重

組及單源抗體等技術的不斷研究與發展，使得研發

期程大幅縮短，實驗室使用產品推陳出新更為迅速。

魚類病毒分子檢測技術之應用範圍

石斑及海鱺是台灣具有國際競爭力之魚種，國

內已有大量人才及資金相繼投入養殖，為臺灣水產

養殖業帶來莫大的經濟效益。由於石斑魚在魚苗養

殖階段，常遭受神經壞死病毒為害，而在成魚則面

臨虹彩病毒感染之威脅。當台灣朝亞太種苗中心發

展，應建立生產優質無病毒魚苗技術，除了在飼育

管理外，開發飼料添加物，將促進生長或用來治療

及控制疾病的產品添加入飼料，提升魚抵抗疾病的

能力；在環境管理面，則徹底執行養殖場的衛生管

理，例如養殖場環境、孵化池和水源消毒等，可以

避免病源侵入養殖場的機會（周，2008）。除此之外

病毒檢測亦是重要一環，茲將病毒檢測技術應用性

分列如下：

1. 篩選無病毒種魚

以 PCR 進行病毒檢測，去除帶原之種魚，這是

生產優質無病毒魚苗的第一步，源頭無法控管，將

無法帶動無病毒魚苗。

2.  篩出病毒帶原魚

台灣養殖的石斑魚普遍有 NNV 帶原的現象，

帶原現象不只存在於發過病的殘活魚，也存在看似

健康的魚體內。持續性感染魚可以釋放具感染性的

NNV 至飼養環境中，會造成 NNV 在環境中的散

佈。當魚篩出為病毒帶原魚者，應將殘活魚銷毀，

以防疫情擴大。

3. 飼育及環境管理之病毒監控

無病毒飼料及環境的維持是養殖上的一大重

點，亦是開發現場使用病毒檢測套組的主要使用對

象，因為養殖業者需要進行長期且多項目之監控。

4. 疫病的快速鑑定

當疫病大流行時，病源體鑑定的準確性及時效

性相當重要，有效的魚病檢測系統能快速決定藥物

治療策略，或將無法治療的病體銷毀，避免疫情擴

大。

5. 檢疫制度的建立

由疫區運送往非疫區的種苗必須嚴格要求提出

檢疫証明，藉以防止種苗運送所造成之傳播。檢疫

証明須由政府可信任之檢驗單位提出。

6. 生產履歷的建立

紀錄種魚、稚魚、成魚等各階段之完整生產過

程及病毒監控結果，除了可做為優質無病毒魚苗的

證明外，更可提供消費者最安全的水產品。
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水產養殖業要立足臺灣，放眼世界。在 WTO

前題下，經濟已呈現全球化，台灣水產養殖應由勞

力密集及高度依賴水及土地資源的傳統養殖，進化

到以資訊、知識、技術密集的種苗產業。以種苗為

另一個出發點，建立「優質」水產品的形象，以確

保台灣與國際上其他國家水產品之產品區隔，迅速

發展成為亞太種苗中心。政府依此目標，建立相關

政策，由產官學共同參與、推動及落實。在疾病防

治方面，由上游學術機構合力研究病因、病源檢測

鑑定方法，再技轉民間生產。配合民間推廣單位，
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如：水產種苗協會，推進科技及產業結合，輔導產

業養殖環境改善，辦理魚苗品質認證制度，提昇整

體產品競爭力。魚苗生產業者，可利用快篩試劑進

行魚苗健康之自我監控，建立生產履歷；政府衛生

試驗單位，則執行水產動物疾病監測工作，長期監

測養殖場病毒危害情況，瞭解養殖魚病毒的感染實

況。由上而下整合研究科技，由內而外保證魚苗優

質、無病毒，如此水產養殖產業將能永續發展。
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