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摘 要 

關鍵詞: 纖毛蟲、珊瑚疾病、感染實驗 

纖毛蟲是造成珊瑚疾病的重要原因之一，遭受到纖毛蟲感染的珊瑚會在短時

間內產生組織脫落以及死亡。在台灣周遭海域與在水族箱中所養殖的珊瑚皆經常

觀察到纖毛蟲感染的現象。本研究目的希望能夠重現珊瑚遭受到纖毛蟲感染的事

件，觀察在何種狀態的珊瑚較易遭受到纖毛蟲的感染。本研究分為兩部份，第一

部分從正在發生疾病的珊瑚上以單細胞分離技術挑選出纖毛蟲，並且培養之，接

著以萃取 DNA 和聚合酶連鎖反應進行詳細的鑑種。第二部分使用纖毛蟲對海水溫

度 25 度下，無受人為傷害、受人為傷害珊瑚以及 33 度高溫下培養的珊瑚進行纖

毛蟲的感染實驗。結果發現，在添加 72 至 143 cells mL-1的纖毛蟲數量下，於3種

珊瑚況狀的條件皆會發生纖毛蟲感染狀況，這說明要感染的發生需要一定的纖毛

蟲數量。且在 33 度高溫培養下的珊瑚塊，在第二天即發現有纖毛蟲感染現象。未

來將測試其他的纖毛蟲感染條件，以更精確的掌握纖毛蟲感染的機制。並且測試

其他纖毛蟲是否在同樣情形下，也有造成珊瑚的感染情況。 
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第一章 、前 言 

第一節 、研究緣起與問題背景 

 

珊瑚礁生態系統 ( Coral reef ) 是具有高生物多樣性和高生產力的區域，此系統

支持重要的海洋生態和文化價值，更同時為社會提供顯著的經濟利益（ Hughes 

et , 2003；Moberg and Folke  , 1999 ），而珊瑚的疾病一直是重要的研究課題。更

由於全球暖化使得海水溫度的升高，可能會增加珊瑚礁發病的機會。珊瑚的疾病

中，有很多是為纖毛蟲感染所引起的。因此，本研究將使用台灣常見的珊瑚種

類，針對引起的珊瑚疾病的纖毛蟲進行研究。 

在過去的幾十年裡，世界各地的珊瑚礁在結構和功能上都發生了重大變化

（ Harvell et al. 1999 , 2004 , Hayes et al. 2001 , Jackson et al. 2001 , Wilkinson 2002 , 

2004 , Gardner et al , 2003、Hoghes et al , 2003、Pandolfi et al , 2003 ）。許多其他

環境的壓力下，包括過度捕撈或珊瑚礁生態系統附近地區的過度沿海開發，正在

產生累積效應，導致觀察到的珊瑚礁健康下降（ Ban et al , 2014; Cinner et al , 

2016 ; Harborne et al , 2017；Uthicke et al , 2016 ）。這些對珊瑚礁生態系統造成壓

力的外力也是推動疾病爆發的主因之一，在某些地區已記錄到進一步加劇珊瑚喪

失和棲息地結構的變化（ Bruno et al , 2007；Ruiz -Moreno et al , 2012 ）。珊瑚疾

病已成為全球珊瑚礁生態系統的主要威脅之一，且珊瑚疾病已經被確定是早成珊

瑚分布大幅衰退的原因之一。因此識別與珊瑚疾病相關的微生物群落對於進一步

了解環境和氣候變化如何影響珊瑚疾病的流行至關重要性。 
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第二節 、現況分析 

 

在過去的幾十年中，珊瑚礁數量下降的部分原因是突發性和高毒性珊瑚疾病

的流行率增加（ Goreau et al , 1998；Harvell et al , 1999；Richardson and Aronson , 

2000 ）。珊瑚疾病被定義為宿主生理的暫時或永久性改變（Sutherland , Porter & 

Torres , 2004），通常與細菌（ Garrett , & Ducklow , 1975 ; Ritchie & Smith , 1995 ; 

Richardson  , 1998 ）、真菌有關 ( Le Champion-Alsumard , Golubic & Priess , 1995 ; 

Morrison-Gardiner , 2001 ;  Ravindran , Raghukumar & Raghukumar , 2001 ) 或不同微

生物綜合體所產生的 ( Ducklow & Mitchell , 1979 ; Richardson , 1996 )。然而，與原

生生物(Portist)感染相關的疾病較少（Antonius & Lipscomb , 2000；Cróquer et , 

2006）。在原生生物感染中，已經發現各種纖毛蟲所產生的珊瑚病相關疾病，例

如骨骼侵蝕帶 ( skeletal eroding band )、棕帶病 ( Brown Band Disease ) 和加勒比纖

毛蟲感染（Caribbean ciliate infections）。其中像是棕帶病的珊瑚疾病，會在珊瑚

上形成一個棕色區域，棕色源自大量未知的纖毛蟲，通常夾在健康組織和暴露的

白色骨骼之間，隨著珊瑚的健康狀況惡化，壞死組織可能會吸引纖毛蟲 ( Bourne 

et al. )。這表明纖毛蟲可能會在珊瑚健康受損後二次入侵，有研究指出纖毛蟲會在

珊瑚外表面滑行並進入珊瑚蟲的腔腸和腔。纖毛蟲是在以活珊瑚組織為食的過程

中攝取珊瑚的共生藻 Symbiodinium（即肉食性），因此在纖毛蟲體內會觀察到的

高密度共生藻細胞，共生藻在纖毛蟲體內仍然具有光合作用能力，從而使原生動

物能夠從光合產物中獲得額外的能量。被感染的珊瑚組織會發生腐爛甚至死亡。

也有研究表明將不同品種的珊瑚同時保存在同一個魚缸中，如果發生纖毛蟲感

染，珊瑚感染纖毛蟲後，會產生黃色或棕色的膠狀組織，纖毛蟲感染可在短時間

內引起潰瘍、白化並且死亡，對珊瑚造成嚴重損害 ( Cheng et al. 2021 )。  
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第三節、 研究目的及研究重點 

 

      纖毛蟲是海洋中常見的原生生物，在許多其他海洋生物中都具有致病性 ( Song

和Wang , 1993；Bradbury , 1996年 )，包括影響海洋哺乳動物如海豚和鯨魚的

Scuticociliatia ( Sniezek et al , 1995；Poynton et al , 2001；Song et al , 2009 ) 和影響

蛤蜊等雙殼類 ( Cremonte and Figueras , 2004 )。會對於珊瑚產生疾病的纖毛蟲種類

至今已有紀錄28種，在台灣發現被纖毛蟲所感染的珊瑚也時常發生，遭受到纖毛

蟲感染的珊瑚會迅速的死亡，因此整個疾病的病程時間非常短暫（二天至四

天），需要專業的研究人員進行精準的採樣以及培養。因此本研究希望從正在發

生疾病的珊瑚身上迅速分離出纖毛蟲，並且進行詳細的鑑種。再進一步將纖毛蟲

培養，對珊瑚重新進行感染實驗。檢視珊瑚在遭受到纖毛蟲感染的條件，並找出

可能的感染機制。 
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第四節 、預期目標 

 

實驗架構如圖一，包含兩個部分第一部分是以單細胞分離技術挑選在珊瑚疾

病發生中的纖毛蟲，並且進行辨認種類以及活體培養。第二部分是在針對不同狀

態下的珊瑚（健康的珊瑚，高溫下的珊瑚以及受傷的珊瑚）進行纖毛蟲感染，找

出纖毛蟲對珊瑚疾病的感染條件。期望未來能提出預防與提升對珊瑚礁生態系統

健康的見解。 

 

  

在發生疾病珊
瑚上分離纖毛

蟲

純化纖毛蟲

大量生長

PCR

電泳分析

DNA定序

感染實驗

25度
正常培養

25度
受人工傷害

33度
高溫培養

圖一、實驗架構 
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第二章 、研究方法及過程    

2.1 、纖毛蟲純種培養 

以單細胞分離技術挑選（圖二）在珊瑚疾病發生中的纖毛蟲，使用的方法

是利用玻璃滴管將目標纖毛蟲（圖三）單隻挑出做培養。挑取出正在發生疾病珊

瑚身上的纖毛蟲後，以海水素作為培養基，在 25 度下培養，在 12 小時光照與 12 

小時黑暗狀況下，進行 14 天一次的繼代，到達一定數量後可以進行萃取 DNA 和聚

合酶連鎖反應及珊瑚感染實驗。 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二、單細胞分技術使用器具 

圖三、以單細胞分技術所分離的纖毛蟲。 

 

 

A C 

10μm 

B 
 

D 

10μm 

10μm 

10μm 
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2.2 、DNA 萃取 

將纖毛蟲培養液以 9,000 rpm 離心，去除上清液。將 pellet 加入  567 μL 的 TE 

buffer，再加入 30 μl SDS ( sodium dodecyl sulfate, 最終濃度 0.25% ) 和 4 μL RNase 

A ( 最終濃度 0.1 mg mL-1)，vortex 混合後，放入攝氏 37 度水浴槽一小時，水浴槽

熱完後加入 3 μL proteinase K (0.1 mg mL-1)，vortex 後攝氏 50 度水浴 30 分鐘，30 

分鐘水域完後將濾膜拿出，拿出後加入 100 μL 5M NaCl，再加入 80 μL CTAB，

混合後攝氏 65 度水浴 10 分鐘，10 分鐘水浴後加入 Chloroform 至八分滿，混合後，

以攝氏 4 度  12,000 rpm 離心  5 分鐘，離心後取上清液至新的 1.5mL 離心管中，加

入約 600 μL 的  phenol/Chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1)，vortex 混合，以攝氏  

4 度 12,000 rpm 離心 5 分鐘，離心後再次取上清液至新的 1.5 mL 離心管中加入  

360 μL 2-propanl 後，以室溫下 12,000 rpm 離心  5 分鐘，離心後去除上清液加入 

70% ETOH 300 μL 再次以室溫下 12,000 rpm 離心 5 分鐘，離心後吸除多餘酒精,

不再加入任何溶液以室溫 12,000 rpm 離心 5 分鐘，去除剩餘酒精，將離心管蓋子

打開吸乾，風乾後加入 20 μL sterilized H2O 保存於攝氏 4 度冰箱。使用超微量分

光光度計 ( NanoDrop; Thermo Scientific ) 以波長 260 nm 和 280 nm 檢測  DNA 濃

度與品質後即完成 DNA 產物樣品置備。 

 

2.3 、聚合酶連鎖反應 

接著進行聚合酶連鎖反應，先將 DNA 產物以 95 度 10 分鐘加熱。帶加熱完

畢，加入已經配置好的 PCR mix ( 10X Tag buffer 5 µL、2.5 mM dNTP 4 µL、10 

mM 1 µL、10mM R 1 µL、Tag enzyme 5v/ml 0.3 µL )，最終體積為 50 µL 進行 

聚合酶連鎖反應。引子使用 EukA  ( 5’AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT)以及

EukB (TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC )，進行聚合酶連鎖反應的條件
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為為: 95 °C 3 分鐘，進行 98°C 15 秒、 59°C 15 秒、72 °C 40 秒 ，32 個循環，

最後 72 °C 10 分鐘，PCR 反應中止於  4°C。最後以 1.5% 的  Aragrose gel 以及 110    

伏特進行  50 鐘。照膠檢視聚合酶連鎖反應的結果，發現有目標片段，將目標片

段送交廠商進行定序。 

2.4 、珊瑚感染實驗 

將纖毛蟲過濾於 20 μm 濾網上，將 20 μm 濾網濾面朝下倒放至裝有 5 mL 過

濾海水素六孔盤中，使纖毛蟲沉澱於過濾海水素中，隔天將濾網取出拍照觀察

纖毛蟲空腹狀態，大約過 4 天即進行珊瑚感染。感染實驗錢，先進行纖毛蟲的計

數，將 100 μL 的培養液置於載玻片上，加入 5 μL 固定液 Glutaraldehyde ，等待 

3-5 分鐘後進行計數。 

珊瑚感染實驗將測試不同狀態下的珊瑚，被纖毛蟲感染的情況。第一、健

康的珊瑚。第二、受傷的珊瑚。第三、高溫狀態下的珊瑚。感染實驗開始將一

培養盤中的六個格子各放置一塊珊瑚塊，其中三個格子添加相等數量纖毛蟲，

而另外三個格子不添加纖毛蟲，作為控制組。另一培養盤，同樣的各放入一塊

珊瑚塊，其中三個格子的珊瑚塊以人為傷害方式為使用鑷子尖端尖銳的部分刮

下珊瑚表共生藻、珊瑚組織等，使珊瑚表面呈不完整，再進行珊瑚感染。控制

組同樣以人為傷害方式製造傷口，但不添加纖毛蟲。將此兩盤培養盤均培養在 

25°C 的狀態下。第三組是為高溫下的珊瑚進行感染，將培養盤六個格子各放置

一塊珊瑚塊後，其中三個格子添加相等數量纖毛蟲，接著將培養盤放入  33°C 中

培養。所有感染實驗在第一天至第九天皆做拍照並紀錄變化。 



 13 

第三章 、結果與討論 

 

3.1 、DNA定序 

本次實驗成功分離出兩種纖毛蟲。經過  DNA 萃取與聚合酶連鎖反應，再將目

標片段交付廠商進行定序。以 NCBI 資料庫進行種類確認後，單離出的纖毛蟲分別

與Euplotes parkei （圖四A）和Euplotes vannus（圖四B）具有極高的相似的。 

 

 

 

 
 

 

 

3.2 、珊瑚感染實驗 

以倒立式顯微鏡檢視纖毛蟲空腹前後腹部的差別，結果顯示並沒有明顯的看

到體內的內容物減少現象（圖五）。未來可使用螢光顯微鏡，或許較能夠看出纖

毛蟲是否有將所餵食的共生藻消化掉情形。 

在進行第一次珊瑚感染實驗時候，經過 25 度下，分別兩次的無空腹（表一）和空

腹纖毛蟲感染正常健康珊瑚（表二）皆未發現纖毛蟲有造成珊瑚礁疾病的現象，添

加纖毛蟲數量在 46 至  50 cells mL-1。但有發現纖毛蟲會聚集在珊瑚底部周圍的現象

（圖六），顯示珊瑚帶給纖毛蟲某些營養，但是珊瑚本身具有對抗纖毛蟲的能力，

因而在正常的健康珊瑚上並未看纖毛蟲。 

 

 

A 

B 

圖四、以定序結果進行 NCBI 資料庫的比對。 
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實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

25度＋纖毛蟲  

實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

25度＋纖毛蟲  

表一、於 25 度下，無進行空腹的纖毛蟲感染珊瑚塊情況。 

表二、海水溫度25 度下，以空腹纖毛蟲感染珊瑚塊情形。 

 

  

A B 

10μm 10μm 

圖五、倒立式顯微鏡下，纖毛蟲空腹前 (A) 與後 (B) 的照片。 
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第二次實驗，改以空腹纖毛蟲感染 25 度正常健康珊瑚（表三）和受人工傷害

珊瑚（表五）以及 33 度下未受人工傷害的珊瑚塊（表六）。在表三中，至第五天

並沒有觀察到珊瑚塊具有感染現象，且珊瑚狀況與控制組（無添加纖毛蟲）相

同。 

在受人工傷害的組別，在傷口處理過後，珊瑚表面具有明顯的傷痕 ( 表四 )。

但培養至第五天，珊瑚傷口復合，且無纖毛蟲感染現象（表五）。最後一組的加

溫組別（表六），珊瑚在控制組 ( 無添加纖毛蟲 ) 中，在第五天有明顯白化，且

組織脫落現象，實驗組亦相同。且並未發現纖毛蟲有造成珊瑚礁疾病的現象。此

次添加纖毛蟲數量  5 cells mL-1，推測可能是纖毛蟲數量添加過少，以致於並未看到

感染現象。 

 

 

 

圖六、纖毛蟲(黑色箭頭)有聚集在珊瑚底部周圍現象。 

珊瑚 
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表四、在製造人工傷口前與後珊瑚的情況。 

 

表五、於 25 度下，以空腹纖毛蟲感染具有人工傷口的珊瑚塊情形。 

 

表三、於 25 度下，以空腹纖毛蟲感染珊瑚塊情形。 

 

製造人工傷口前  製造人工傷口後  

實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

25度＋纖毛蟲  

實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

25度＋纖毛蟲  
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因此，在後續實驗，試著增加感染實驗中所添加的纖毛蟲數量。調整至添加

72 至 143 cells mL-1的纖毛蟲數量。結果發現，以25度的海水溫度培養的珊瑚塊，

添加纖毛蟲後，於第五天觀察到感染現象。控制組珊瑚塊則是情況良好。而在受

人工傷害的珊瑚塊於第三天觀察到感染現象（表七）。與控制組相比，珊瑚白化

程度高。且控制組中，珊瑚塊的人共傷口有復原現象，但實驗組的珊瑚塊傷口無

復原現象（表八）。 

最後，在高溫 33 度下，實驗組的珊瑚塊在第二天即發生纖毛蟲感染現象（表

九）。第三天時，珊瑚明顯的有組織脫落與白化現象。而控制組中，珊瑚在第五

天才有明顯的白化現象。 

在整個珊瑚感染時期中，本研究發現在開始纖毛蟲感染現象初期時，會有明

顯的纖毛蟲聚集在珊瑚組織上方現象 ( 圖七 ) ，但在大約離開始感染的兩天至三

天後，此聚集現象就會減少 ( 圖八 )。 

 

 

 

 

 

 

表六、於海水溫度 33 度下，以空腹纖毛蟲感染珊瑚塊情形。 

 
實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

33度＋纖毛蟲  

  

A B 

圖七、纖毛蟲聚集珊瑚表面現象明顯時 (A)，以及聚集現

象減少時 (B)。 
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表七、於 25 度下，以空腹纖毛蟲感染珊瑚塊情形。 

 

實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

25度＋纖毛蟲  

第七天 第九天 
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表八、於 25 度下，以空腹纖毛蟲感染具有人工傷口的珊瑚塊情形。 

 

實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

25度＋纖毛蟲 

＋人工傷傷害  

第七天 第九天 
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表九、於 33 度下，以空腹纖毛蟲感染珊瑚塊情形。 

 

實驗方法/感染天數  第一天 第三天 第五天 

Control 

33度＋纖毛蟲  

第七天 第九天 
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第四章 、結論 

 

本實驗成功將兩種在珊瑚感染情況發生時的纖毛蟲做單離培養、為兩種

未曾具有紀錄過，且具有感染珊瑚現象的纖毛蟲。按照原定計畫，本實驗成

功讓珊瑚產生纖毛蟲的感染現象。 

經過空腹四天後，纖毛蟲體內雖然沒有明顯的內容物減少現象，但在添

加 72 至 143 cells mL-1 的纖毛蟲數量下，於 3 種珊瑚況狀的條件下（健康的珊

瑚，高溫下的珊瑚以及受傷的珊瑚 ），皆會發生纖毛蟲感染狀況，這說明要

感染需要一定的纖毛蟲數量。未來將測試更多的纖毛蟲感染條件，以更精確

的掌握纖毛蟲感染的機制。並進行其他種類纖毛蟲的珊瑚感染實驗。 
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