
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

尖吻鱸(Lates calcarifer)淋巴細胞亞群免疫分析系統之建立 

 

摘要 
由於魚類各種淋巴細胞表面蛋白標記(marker)與單株抗體之缺乏，B 細胞、T 細胞、

巨噬細胞/單核球等白血球各細胞亞群(subpopulation)一直無法有效分離，而限制了魚類免

疫學的發展。B 細胞因細胞表面具有 IgM (B cell receptor)，因此較易以自血液中純化之

IgM 為抗原製備 anti-sIgM 之單株抗體。為配合台灣養殖業現況，本實驗計劃以台灣常

見的養殖魚種之一尖吻鱸(Lates calcarifer)為實驗材料，製備 anti-sea bass sIgM 之單株抗

體。此抗體日後可用來建立 ELISA 分析系統以偵測特異性抗體的產生，並可供 B 細胞之

辨識與分離，為日後魚類疫苗發展之基礎工作。 

前言 
在宿主防禦(host defence)機制演化的過程中，自軟骨魚類始出現適應性免疫系統

(adaptive immunity)，因此科學家可藉由各種疫苗之開發，幫助養殖戶降低因魚病所造成

的損失。然而對魚類免疫系統之研究，始終受限於對魚類免疫系基礎知識之不足與相關

試劑之缺乏而進展有限，對於魚病之控制依舊停留在隔離病源與施用抗生素等傳統方

法。近年來由於人類基因體計劃的完成與基因體學的進展，河豚與斑馬魚之基因體已先

後完成定序，對於魚類免疫學的進展提供相當的助力，魚類 CD4、CD8、TCR、MHC-II

等免疫相關分子的基因亦相繼被定序出來。然而市場上依然買不到可供辨識 B 細胞與 T

細胞之單株抗體，因此本計劃原選擇南台灣常見的養殖魚種之一尖吻鱸(Lates calcarifer)

為實驗材料，欲純化其血液中之免疫球蛋白(immunoglobulin)並進一步製備單株抗體，以

可供 B 細胞之辨識與分離。然而因魚體內每次抽取的血液量極為有限(不足 1ml)，因此

需要大量的魚才足以取得足夠的血清為抗原免疫老鼠。然而因計畫經費有限且無養殖場

能夠配合，因此本實驗目的轉而依白血球之吸附性與功能之不同，意圖自鱸魚頭腎細胞

中分離出具吞噬作用的細胞如嗜中性球與巨嗜細胞。 

依個人之前的研究成果顯示，CpG ODN (oligodeoxynucleotide)能刺激鳟魚

(Oncorhynchus mykiss) 白 血 球 ( 取 自 脾 臟 與 頭 腎 ) 產 生 細 胞 分 裂 促 進 因 子

(proliferation-inducing factors; PIF)，促進脾臟與頭腎細胞之分裂。然而若將B細胞(sIgM+)

去除後再以CpG ODN加入細胞懸浮液中，經過 24 小時後清洗三次，更換新培養液後繼

續培養 48 小時。培養 48 小時後之上層培養液(supernatant)能夠促進脾臟與頭腎細胞分

裂，即使將B細胞(sIgM+)去除後，依然可觀察到極旺盛之細胞分裂現像。由此結果推測

PIF並非由B細胞所產生，且PIF之target cell亦非B細胞，此與在哺乳類動物上所觀察到

之現象極為不同。先前研究顯示，CpG motif能直接刺激哺乳類B細胞分裂並提高抗體的



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

產生量(Krieg et al., 1995)，但在魚類並未觀察到CpG motif對B細胞有直接或間接之活化

作用促進其進行分裂。而PIF究竟為何？作用之標的細胞為何？其促進sIgM－細胞分裂之

機制為何均為未知。之前的研究是以彩虹鳟魚(Oncorhynchus mykiss)為對象，其主因為

彩虹鳟魚一向為歐美地區主要養殖魚種之一，基於經濟因素成為研究魚類免疫時之重要

對象，其MHC-I、MHC-II、IL-1β均已被定序出，且有能夠辨識sIgM之單株抗體以供

區別、分離B細胞。然為配合台灣漁業現況，本計劃選擇南台灣常見的養殖魚種之一尖

吻鱸(Lates calcarifer)為實驗材料，除材料取得容易外，有關鱸魚免疫之相關文獻發表

量豐富具參考價值，日後之研究成果亦希望能實際應用於產業界。 

實驗先期先將之前在罇魚身上所用之實驗系統於鱸魚上重新建立起來。其要點包含

下列各項： 

1) 脾臟與頭腎組織中白血球(leucocyte)之分離與培養條件之建立。 

2) 以流式細胞儀(flow cytometer)分析脾臟與頭腎之細胞族群(subpopulations)。 

3) 以數種 CpG ODN 及細菌 DNA 處理脾臟與頭腎細胞進行細胞分裂測試

(proliferation assay)。 

4) 將細胞依其功能與對培養容器吸附性之不同分離頭腎中之吞噬性球。 

 

材料與方法 

 

實驗動物 

金目鱸魚(Lates calcarifer) 
實驗用金目鱸魚(Lates calcarifer)向高雄縣養殖漁業生產區發展協會購買，長度約為

30cm，在實驗前一天購回置於實驗室水槽中，使用魚塭養殖池的水並給予打氣。 
 

實驗藥品 

Lipopolysaccharide (LPS) 
   Escherichia coli 026:B6 之 LPS 購自 Sigma。 以 PBS 稀釋至 0.1 mg/ml 後保存於-20℃。 
 
Histopaque-1077 
   Histopaque-1077 (Sigma) 是一種含聚蔗糖(polysucrose)和泛影鈉(sodium diatrizoate)的溶

液，密度是 1.077g/ml。主要用於分離血液中的單核球細胞,儲存在 4℃。 
 
4,4'-(9-fluorenylidene)bis(2-phenoxy-ethanol) 
  是魚類麻醉劑能使魚維持在鎮靜期，也就是對於外界環境反應部分喪失，100ppm 濃度下

作用 30 分鐘，在解剖魚之前先用乾淨的水沖掉魚體表面的 2-phenoxy-ethanol. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

Polystyrene para-magnetic microparticles 
  具有磁性的聚苯乙烯珠子購自 Polysciiences Inc，直徑約 1~2 μm，含有 2.52% solids-latex。 
 
Synthetic CpG containing oligodeoxyonucleotides (CpG ODN) 
   購自 Bio Basic Inc. 其核苷酸序列如下表，CpG ODN 溶於 PBS 中後於 4℃下保存。 
    

CpG sequence 
  GCATAACGAGGAGCT 
GpC sequence (reverse control of CpG) 
  GCATAAGCAGGAGCT 

 
培養液 
   Leibovitz’s L-15 medium (Gibco)加入 10% FCS 以及 50 IU/ml penicillin /50 μM 
streptomycin。 
 
緩衝液 

NaCl (BDH, Poole, 
UK)  

8 g 

Na2HPO4‧12 H2O 
(BDH) 

2.8 g 

KH2PO4 (BDH) 0.2 g 

PBS 
1L 

KCl (BDH) 0.2 g 

 

實驗方法 

組織淋巴球分離與培養 

將鱸魚頭腎取出後置於細胞過濾器中以滅菌後之PBS沖洗數次，然後以 1 ml針筒末端擠

壓揉碎組織塊並以L-15 培養液沖洗後得到細胞懸浮液。將 10 ml細胞懸浮液置於 15ml離心

管中，下層以pasteur pitpet 注入 3 ml Histopaque 1.077 (Sigma)後，於 4℃下以 300g離心 30

分鐘。以pasteur pitpet吸取位於培養液與Histopaque液面間之白色懸浮細胞層即為白血球。以

血球計數器計算細胞密度(cell density)後以培養液(L-15 + 10% FCS)稀釋至 1×106 cells/ml於

20℃下培養。 

細胞分裂測試 

  頭腎細胞,培養在 96 孔組織培養皿中，每一孔的細胞濃度是 1×106 cell/ml，200μl/well，

進行三重複實驗，觀察魚的白血球對LPS,CG或GC序列的反應, 細胞培養在 20℃。 細胞培



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

養 72 小時後加入Quick Cell Proliferation Assay Kit (BioVision)，每一孔加入 20μl kit reagent ,

之後每 24 小時測一次吸光值OD450。 

吞噬性球之分離 

  用PBS清洗磁珠兩次,加入細胞(1×106 cell/ml)與磁珠混合均勻充分接觸,在室溫下靜置 40

分鐘,每 10 分鐘震盪細胞與磁珠。使用磁鐵將吞噬磁珠之吞噬細胞分離，其下的細胞以流式

細胞儀分析。 

 

結果 
 

以用流式細胞儀分析金目鱸魚細胞組成其結果如圖一所示。.R1 為淋巴球細胞佔 42.09% ; R2
為紅血球細胞佔全部細胞的 3.64% ; R3 為巨噬細胞族群佔全部細胞 21.14%。呈現典型之細胞

亞群組成。 

R1

R3

圖一:以流式細胞儀分析頭腎之細胞組成。 

 

 

合成之 CpG ODN能夠成功的刺激頭腎細胞分裂，而作為控制組的 GpC ODN 則無反應(圖

二)。進一步探討此細胞分裂現是否為 CpG ODN 刺激 macrophage 產生 cytokines，進而刺激 T

細胞分裂所造成。因此我們嘗試以磁珠去除吞噬性球，結果如圖三所示。細胞與磁珠作用 40

分鐘後， R3 之 macrophage、neutrophils 族群由原本的 25.02%降為 18.21%。顯示有 1/4 到 1/3

的 R1 細胞亞群為吞噬性球，並成功的以磁珠將其移除。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

HK cell (細胞濃度:1×106/ml)培養72小時
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                  圖二：CpG ODNs 成功促進鱸魚頭腎細胞分裂。 

   

 

 

 
圖三：以磁珠移除 R3 族群中之吞噬性球。 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

結論 

 
本實驗成功的自顱魚頭腎分離出白血球細胞，並於體外培養超過 6 天。鱸魚頭腎之亞族

群組成與鳟魚相似，由紅血球、淋巴球、巨噬細胞/單核球三族群所組成，而不同於金魚之 4

個亞族群。除了鱸魚細胞培養系統之建立外，CpG ODN 亦成功的誘發細胞分裂反應。然而

反應強度並不如預期，其可能的原因為魚在取得之時於養殖池中已有輕微感染現象，免疫系

統已處於活化狀態，因此 CpG ODN 對免疫反應之促進程度有限。 

再進一步以磁珠分離吞噬性球得到良好的效果，然而在分離出吞噬性球後，頭腎細胞對

CpG ODN 之反應是否會受到影響為日後研究的重點。 
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