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摘要 

近年來因為抗生素的過度使用導致環境汙染的問題逐漸受到重視。目前在

臨床上使用之粘桿菌素（colistin）會對人體造成腎毒性及神經毒性等副作用，

因此被列為對抗格蘭氏陰性細菌感染的最後一線用藥。在許多國家中粘桿菌素

也被大量使用在畜產業上作為動物傳染病的防治，進而導致粘桿菌素隨著動物

排泄物及未食用完畢的食物進入水域環境中，產生具有抗藥性的大腸桿菌。然

而，粘桿菌素對水生動物可能的危害卻仍未被研究。因此本研究目的是利用斑

馬魚胚胎為模式以探討粘桿菌素暴露對魚類可能產生的毒性以及水中離子濃度

對其毒性之影響。結果發現斑馬魚胚胎暴露粘桿菌素 96 小時之半致死濃度約為

3 µM，死亡個體出現皮膚細胞破損現象，但未產生發育異常與畸形；在亞致死

濃度下桿菌素會減少側線毛細胞數量以及離子細胞數量，並損害角質細胞結

構。綜合上述在隨時間的觀察發現魚體皮膚角質細胞在暴露粘桿菌素後會逐漸

破損，最終導致皮膚細胞瓦解，體內離子失衡，魚體死亡。藉由改變水中的離

子濃度，發現鈣離子濃度對粘桿菌素的毒性有關鍵性的影響。提高鈣濃度可以

有效減低其毒性，降低鈣濃度會提高毒性。本研究證實了粘桿菌素在水域汙染

後可能對魚類產生危害，藉由提高水中的鈣離子濃度可減低其毒性。 

 

關鍵字：粘桿菌素、毒性、毛細胞、角質細胞、離子細胞
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Abstract 

In recent years, the problem of environmental pollution caused by the excessive 

use of antibiotics has gradually attracted attention. In clinical, colistin is listed as the 

last-line drug to combat Gram-negative bacterial infections due to the side effects such 

as nephrotoxicity and neurotoxicity to the human. However, colistin has been widely 

used in the animal industry to prevent and treat animal infectious diseases in many 

countries. Colistin was found to contaminate water environments and produced drug-

resistant Escherichia coli. However, the potential toxicity of colistin to aquatic animals 

has not been studied yet. The purpose of this study was to use zebrafish embryos as a 

model to explore the toxicity of colistin. The result showed that the 50% lethal 

concentration after 96 hrs colistin exposure was about 3 µM. The skin was damaged in 

the dead individual. However, developmental abnormalities and deformities were not 

found. Colistin decreased the number of lateral hair cells and ionocytes, and damaged 

the keratinocytes structure. We found that skin keratinocytes were severely damaged 

and detached after exposure, leading to hypotonic swelling of the yolk sac, loss of ion 

contents, cell lysis, and eventual death. We also found that increasing the calcium 

concentration of water reduced the toxicity of colistin. In conclusion, this study 

demonstrated that colistin can pose a threat to fishes by impairing skin cells and 

functions. 

Keyword : colistin、toxicity、hair cell、keratinocyte、ionocyte  
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研究背景 

粘桿菌素 Colistin 介紹及臨床應用 

粘桿菌素（colistin , polymyxin E）是被歸類在多肽類（polymyxin）的抗生

素。結構為 7 個胺基酸形成的環狀結構與 3 個胺基鏈連接至一個親脂肪性醯基側

鏈(Abd El-Baky et al., 2020; Sabnis et al., 2021)。多肽類抗生素被分為 Polymyxin 

A~E 五種不同結構，大部分皆具有腎毒性。目前臨床上使用的只有 polymyxin B

以及粘桿菌素兩種(Horton & Pankey, 1982)，且僅用於臨床中病患體內分離出抗

carbapenem 類藥物(Sun et al., 2017)之具有多種抗藥性格蘭氏陰性桿菌（Multidrug 

resistant Gram-negative bacteria, MDR-GNB），如：鮑氏不動桿菌（Acinetobacter 

baumannii）或綠膿桿菌（Pseudomonas aeruginosa）等感染(Moffatt et al., 2010; 

Bassetti et al., 2019)。多重抗藥性的細菌對常用的β-lactam（破壞細胞壁）、

aminoglycosides（破壞蛋白質）或是 Sulfonamides（磺胺類）藥物（抑制葉酸合

成）都具有抗藥性，導致剩下毒性較強的 polymyxin B 及粘桿菌素藥物可以治療

(Evans et al., 1999)，使粘桿菌素及 polymyxin B 成為革蘭氏陰性細菌感染下所使

用的最後一線用藥(Sun et al., 2017)，而有研究推測在未來可能已經沒有新的抗生

素能夠治療這類細菌造成的疾病(Dai et al., 2019)。與粘桿菌素相比，polymyxin B

抗生素有著更強的腎毒性(Kwa et al., 2007)，因此粘桿菌素成為臨床上較多使用之

多肽類抗生素。 

 

粘桿菌素畜產養殖業之應用 

在畜產養殖業上，嚴重的腸胃道問題可能導致養殖場的動物死亡。斷奶後豬

隻的腹瀉對於全球養豬業者而言是最嚴重的威脅(Rhouma et al., 2017)，在研究中

農場報告提到由於輪狀病毒（Rotavirus）導致的腸炎與具有多重抗藥性的腸致病

性大腸桿菌 O139：K82（enteropathogenic E. coli O139:K82, ETEC）及沙門氏菌
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（Salmonella）並發感染，導致動物腹瀉死亡(Anjum et al., 2016)，因此農場在

豬、牛等養殖動物之飲用水及飼料中加入粘桿菌素作為預防性的投藥，以維持動

物健康狀態。2004 年，英國首次被授權使用在因大腸桿菌引起的牛、羊、豬及家

禽等之腸胃道感染(Anjum et al., 2016)，而德國在 2011 年記錄這 495 間養豬場中

所使用的 20,373.6 公斤抗生素中，粘桿菌素佔全部的 4.2％(Rhouma et al., 

2016a)。 

 

粘桿菌素之抗藥性環境危害 

從養殖的豬、牛、雞等生物中分離出具有抗粘桿菌素藥物的抗藥基因 mcr-1

的大腸桿菌(Kempf et al., 2016)，有研究證實細菌的質體與遺傳基因相互轉移的物

體會使抗生素抗藥性基因在細菌間水平轉移，導致共生細菌與致病菌間抗藥基因

的相互轉移(Duggett et al., 2018)，目前已在不同的國家中發現具有粘桿菌素抗藥

性的細菌，而確認粘桿菌素已進入環境，研究指出在畜牧業中所使用的抗生素是

造成農場及牧場四周產生抗生素抗藥性環境的原因(Heuer et al., 2011)。 

根據上述可推測粘桿菌素因農場或養殖場的大量使用而已經進入環境當中，

而具有粘桿菌素抗藥基因的大腸桿菌也確實可從水域及農場側得，粘桿菌素隨著

動物的排泄物與未食用完畢的飼料及飲用水排放至環境，再以基因水平轉移的方

式導致外界有更多抗藥基因出現為目前受矚目的議題。 

 

粘桿菌素對細菌之作用機制 

粘桿菌素與 Polymyxin B 的結構相似(Li et al., 2005)，為少數人畜共通帶正電

荷的藥物(Horton & Pankey, 1982; Rhouma et al., 2016b)，因靜電作用會與帶負電荷

的細胞膜外脂多醣（Lipopolysaccharide, LPS）相互吸引結合(Dixon & Chopra, 

1986)，與穩定革蘭氏陰性細菌細胞膜結構的鈣及鎂等二價離子競爭性置換

（displacement），並結合至 LPS 的 lipid A，修飾 lipid A 以改變細胞外膜結構



3 

(Peterson et al., 1985; Moffatt et al., 2010)，運用粘桿菌素脂質尾部結構作用破壞細

菌細胞外膜，進入細菌內膜後，比照外膜機制結合至內膜 LPS 上，導致細胞膜通

透性增加，細胞內容物流出後導致細菌體死亡(Newton, 1953; Gupta et al., 2009; 

Sabnis et al., 2021)。 

在(Sabnis et al., 2021)文章中提到即便是低濃度 LPS 對粘桿菌素進入細菌體而

言也是必要的，清楚表示粘桿菌素的殺菌素透過與細菌 LPS 專一結合，透過 mcr-

1 基因編碼的 pEtN 或 4 - amino – deoxy – L- arabinos 與 lipid A 的至少一個磷酸機

團替換(Hamel et al., 2021)，使細菌對粘桿菌素產生抗藥性(Nang et al., 2019)，而

lipid A 為 LPS 結構中的一部分，運用表現 mcr-1 基因的細菌中發現內膜比外膜的

保護效果來的好，證實 LPS 在內膜中的含量較外膜高，所以內膜保護效果較好，

也證實粘桿菌素與 LPS 的結合有 LPS 濃度依賴性(Sabnis et al., 2021)。 

 

粘桿菌素的腎毒性研究 

目前研究提出，粘桿菌素在人體中進入到細胞的方式，主要透過增加腎小管

上皮的細胞膜通透性，經人類的腎小管上皮頂側膜再吸收作用進入到細胞內，接

著經由人類的 peptide transporter 2（PEPT2）及（OCTN2）兩個轉運蛋白進入細

胞(Gai et al., 2019)，最後使過多的水分或離子流入細胞內，使細胞腫脹甚至使細

胞溶解(Falagas et al., 2005)。 

也有研究顯示，病人如果每天若攝取過量的粘桿菌素，會導致腎毒性的發生

率上升(Deryke et al., 2010)，研究中提到粘桿菌素的腎毒性與其患者年齡相關，在

60 歲以上的患者服用粘桿菌素後腎毒性的發生率有顯著上升(Balkan et al., 

2014)。底特律醫學中心接受為期 5 年使用粘桿菌素≥ 48 小時的患者所統計出的結

果中顯示，使用粘桿菌素治療的人當中，腎毒性的發生率雖有下降，然而還是有

43%的病患發生一定程度的腎功能不全(Pogue et al., 2011)。 

綜合以上機制表明：粘桿菌素對於人類具有相當嚴重的腎毒性，研究指出腎
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臟的損傷與粘桿菌素在體內的累積劑量有關，若縮短藥物的治療時間可以降低腎

毒性的發生率(Spapen et al., 2011)，且目前臨床上也會建議使用該藥物時必須慎重

評估患者的腎功能。 

 

粘桿菌素的神經毒性研究 

過去研究中曾提到在臨床治療期間，神經毒性的發生並不是主要的問題

(Spapen et al., 2011)，但也有研究指出粘桿菌素會引起與乙醯膽鹼釋放相關的非競

爭性肌肉突觸前神經元抑制劑，且神經毒性通常發生於女性或腎功能受損與重症

肌無力的女性患者(Nigam et al., 2015)，也有研究推測粘桿菌素的神經毒性是因短

時間內藥物與乙醯膽鹼競爭抑制使血鈣下降，進而延長去極化的時間(Falagas & 

Kasiakou, 2006)，或是粘桿菌素與脂類含量高的神經元相互作用引起神經毒性(Dai 

et al., 2013)，在過去與粘桿菌素造成神經毒性相關的細胞實驗中，有研究使用小

鼠的神經母細胞瘤 2a（neuroblastoma2a）細胞做粘桿菌素在神經細胞的細胞毒性

實驗，毒性主因是由粒線體的氧化壓力上升進而導致細胞凋亡(Dai et al., 2016)，

證實了粘桿菌素在體外的神經細胞實驗中具有神經細胞毒性。 

 

抑制粘桿菌素殺菌機制 

在(Janssen & van Schaik, 2021)提出粘桿菌素與 LPS 之 lipid A 結合後與穩定細

胞膜之陽離子置換，而在細菌細胞膜的成分中鈣及鎂為兩個維持細胞膜的穩定性

的陽離子。 

多粘菌素對綠膿桿菌而言為相當具有感受性的抗生素，過去(Newton, 1953)曾

證實將培養液中的鎂離子濃度提高至 0.05 M 可以抑制多粘菌素的殺菌作用，文中

也提到機制可能有兩種：其一為多粘菌素和細胞內或細胞內結合位的離子之間競

爭性吸收，第二則是形成多粘菌素金屬離子複合物，從而使抗生素失去活性。 

目前研究也紛紛指出細菌如果對多肽類抗生素產生抗藥性，通常是因為藥物



5 

無法穿透細菌細胞膜進入到細菌體內，其數據顯示鈣離子與鎂離子可以阻止這類

藥物的殺菌作用，也有效的與 polymyxin B 產生拮抗的作用，並能保護綠膿桿菌

及大腸桿菌不受粘桿菌素破壞，推測高濃度二價陽離子改變細菌細胞壁結構，使

粘桿菌素能進入細胞的通道發生變化，然而其中的作用機制目前尚不清楚(Chen 

& Feingold, 1972; Horton & Pankey, 1982)。 

 

模式動物-斑馬魚 

斑馬魚的胚胎及仔魚在高通量藥物篩選和「預測毒理學」方面特別有用

(Hung et al., 2021)，斑馬魚優勢在於一次下蛋的數量達幾百顆之多，提升樣本

數，且孵化成為胚胎後魚的身體會成透明，可以輕易地使用解剖顯微鏡觀察魚體

內部的變化，測量較為方便，同時，斑馬魚的基因已經被解碼，可以確定在基因

方面與人類有 70%的相似，在疾病方面更是有 84%相似的基因可以從斑馬魚身上

找到。上述條件也使斑馬魚成為非常適合用在實驗上的模式物種，2003 年美國國

立衛生研究院將斑馬魚列為僅次於小鼠和大鼠的第三大重要實驗生物。(Hung et 

al., 2021) 

 

毒理模式 

本研究參考經濟合作暨發展組織公認的化學物質測試準則測試魚急毒性偵測

及魚胚胎期和囊胚期的短期毒性測試（OECD No. 203: Fish, Acute Toxicity Test 及

Test No. 212: Fish, Short-term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages），以斑馬

魚胚胎為毒理學模式進行化學藥物的毒性偵測，分別在準則（OECD No.203 及

OECD No. 212）中提到毒性試驗中魚或胚胎的藥物總暴露時間為 96 小時，分別

在第 24、第 48、第 72 及第 96 小時進行死亡率的紀錄，藥物濃度至少為五個，

而樣本數目至少 30 隻魚，從這五個濃度中算出藥物的半致死濃度（LC50, Lethal 

concentration 50%）、孵化率（Hatching rate）及外觀上的影響。 
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斑馬魚的表皮功能 

表皮是脊椎動物最大的器官，同時也是對抗外來物質的第一道防線。其中硬

骨魚的表皮分化成角質細胞、單細胞腺體（粘液細胞）、感覺細胞及離子調節細

胞用以保護生物體不受水生環境的影響(Chang & Hwang, 2011)，斑馬魚的表皮組

成主要分為粘膜及粘液，粘膜成分包含蛋白質、脂質、碳水化合物、代謝物等，

粘液成分包含許多重要的蛋白質及酵素，溶菌酶、免液球蛋白、凝集素等都有在

魚體粘液中被發表出來(Dash et al., 2018)。 

在魚胚胎階段，於鰓、腎臟和腸道具有功能之前，表皮被認為是透過離子細

胞吸收水中離子，並透過鰓、皮膚或離子細胞排出酸，以調節體液中之離子成分

並維持 pH 值，也因此被用在研究離子調節相關之實驗模式動物(Lin et al., 

2006)。 

表皮也是魚體優先暴露毒物及藥物的器官，過去研究曾以 Vincristine 暴露斑

馬魚體，能觀察到優先暴露藥物之表皮角質細胞及毛細胞能觀察到損傷，且離子

調節之離子細胞數目也有下降的情形，這也表示毒性試驗可以從表皮優先觀測到

損傷(Hung et al., 2021)，而皮膚直接暴露到微米及奈米顆粒更能造成斑馬魚血栓

的影響(McLeish et al., 2010)。 

斑馬魚的離子細胞 

斑馬魚的離子細胞位於魚體表面，而離子細胞的功能與人類腎小管細胞功能

類似(Hwang & Chou, 2013)，斑馬魚離子細胞負責從環境水中吸收離子(Horng et 

al., 2009; Hwang et al., 2011)，並向水中分泌酸和氨(Horng et al., 2015; Hung et al., 

2021)。斑馬魚的離子細胞主要分為五型，與本研究較相關的為其中兩型細胞，分

別為 HR（H+-ATPase-rich cell, HR cell）細胞及 NaR（Na+-K+-ATPase-rich 

cell,NaR）細胞。HR 細胞（H+-ATPase-rich cell,HR cell）為負責主要的排酸功

能，NaR 細胞（Na+-K+-ATPase-rich cell,NaR）則主要是負責鈣離子的交換(Guh 
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et al., 2015)。 

過去有研究指出，斑馬魚在許多腎臟離子轉運疾病及許多通道和轉運蛋白功

能研究中，是具有價值的模型，可能在生理及病理機制方面有相當優秀的利用價

值，但並不是所有人類腎臟電解質轉運機制和人類疾病都可以在斑馬魚中建立模

式(Kersten & Arjona, 2017)。 

 

斑馬魚毛細胞 

斑馬魚的毛細胞位於魚體表面側線上方，為一種機械感覺器官，由頭部沿著

身體連成一線的神經叢組成，其中包含毛細胞和支持細胞(Santos et al., 2006)。在

斑馬魚身上，不論是內耳毛細胞或側線毛細胞，都與人體的毛細胞在形態和功能

上相似，但與人類不同的是斑馬魚的毛細胞具有再生的功能。也因為具有再生的

功能，斑馬魚的毛細胞成為偵測藥物毛細胞毒性及保護效果的動物模式(Coffin et 

al., 2010)。而目前斑馬魚毛細胞與聽力損失相關的化學藥物耳毒性上，也已成為

研究聽力功能喪失和前庭功能障礙的動物模式(Nicolson, 2017)，當毛細胞受損可

能會降低魚類對於環境的適應能力，可能會進一步影響它們的生存(Santos et al., 

2006)。 
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研究目的 

粘桿菌素主要所使用的場合為養殖相關產業，藥物隨著動物的飲用水及排泄

物進入到環境當中，進而導致具有抗藥基因的大腸桿菌出現，粘桿菌素進入到水

域中對魚體造成的毒性研究並不是十分充足，本研究以斑馬魚為模式動物觀測粘

桿菌素對於水生生物的毒性分為兩個部分探討。 

斑馬魚在環境當中優先暴露到藥物的部位為表皮細胞，表皮細胞包含角質細

胞、離子細胞及毛細胞等，因此將毒性試驗著重於表皮細胞。首先針對毛細胞、

離子細胞及角質細胞進行毒性的分析，透過暴露藥品計算粘桿菌素對於斑馬魚胚

胎的死亡率，觀測斑馬魚的毛細胞型態及功能，再量化斑馬魚仔魚體表的離子細

胞、毛細胞及角質細胞數目，確認粘桿菌素對於上述細胞的影響。再以急性暴露

粘桿菌素方式觀測魚體死亡狀態。 

最後針對受損細胞進行機轉探討，以細菌在高濃度的鈣離子下可以保護不被

粘桿菌素傷害之機制下手，透過提高鈣的濃度，觀察保護斑馬魚仔魚體表的離子

細胞、毛細胞及角質細胞，確認鈣離子對於粘桿菌素影響的上述細胞之保護效

果。 
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實驗設計 

第一部分-粘桿菌素 96 小時毒性試驗 

參考 OECD 203 魚急毒性偵測及 OECD 212 胚胎期和囊胚期的短期毒性測試

（No. 203: Fish, Acute Toxicity Test and Test No. 212: Fish, Short-term Toxicity Test 

on Embryo and Sac-Fry Stages）準則方式測試粘桿菌素對斑馬魚胚胎連續暴露 96

小時（於受精後 4 小時暴露至 100 小時）之毒性，並於藥物暴露 96 小時後測得

粘桿菌素對斑馬魚胚胎之半致死濃度及對於胚胎之發育相關毒性（眼睛大小、卵

黃囊大小、體長及心跳），本實驗運用活體螢光染色方式分析離子細胞

（Rhodamine 123）及毛細胞（FM1-43）是否受到藥物毒性影響，並使用掃描式

電子顯微鏡觀測斑馬魚體表狀況，最後以電生理方式偵測毛細胞功能是否喪失。

確認優先暴露藥物之表皮角質細胞及毛細胞是否因藥物暴露下而產生外觀上的損

傷。 

 

第二部分-粘桿菌素 24 小時毒性試驗 

暴露 96 小時粘桿菌素毒性實驗中發現魚體死亡，後續實驗設計 24 小時（受

精後第 76 小時暴露至的 100 小時）暴露粘桿菌素下觀測魚體死亡相關機制，運

用與 96 小時暴露之相同濃度粘桿菌素確認死亡率趨勢是否相符，並運用斑馬魚

仔魚（受精後第 76 小時）連續暴露 24 小時高濃度粘桿菌素（5 µM）連續攝影，

觀察在高濃度粘桿菌素處理下優先損傷部位，並將粘桿菌素濃度 5 µM 處理之魚

體運用感應耦合電漿質譜儀（ICP-MS）測量斑馬魚體內離子含量是否因藥物處理

而導致內部離子流失。 
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第三部分-不同人工水組成條件下對於粘桿菌素毒性影響 

由於過去實驗中提到二價陽離子可以與粘桿菌素競爭結合進入細胞之結合位

(Gupta et al., 2009)，過去研究數據顯示鈣離子與鎂離子可以阻止這類藥物的殺菌

作用，也有效的與 polymyxin B 產生拮抗的作用，並能保護綠膿桿菌及大腸桿菌

不受粘桿菌素破壞(Chen & Feingold, 1972)，本實驗以 CaSO4、MgSO4及 Na2SO4

配製出高鈣、高鎂及高硫酸鈉溶液觀測不同離子組成下對粘桿菌素毒性之影響，

同時為了確認鈉離子相關之毒性影響，本實驗多做了與 Na2SO4相同濃度鈉離子

之 NaCl 組別，其離子組成條件請參閱表 1。運用五種不同人工水組成條件下觀測

各水體對粘桿菌素毒性之影響。 

因曾有研究提出二價陽離子可以與粘桿菌素競爭結合進入細胞(Gupta et al., 

2009)，本實驗推測透過提高二價陽離子濃度可以與粘桿菌素競爭，並在死亡率上

達到保護的效果，特別將高鈣及高鎂組以活體螢光染色方式（FM1-43）觀測不同

離子組成之人工淡水對於粘桿菌素損傷之毛細胞影響。 

 

第四部分-觀測粘桿菌素與鈣離子含量之毒性相關性  

在不同人工水組成條件下，於粘桿菌素之影響實驗中發現斑馬魚仔魚在高鈣

水中，不論是死亡率或毛細胞數量，皆達到保護魚體毒性之效果，本實驗將鈣離

子組別分為低鈣組及高鈣組，以觀測對於粘桿菌素之毒性影響是否與鈣離子的含

量有相關性，推測降低人工淡水中之鈣離子濃度會增加粘桿菌素進入魚體的機

率，增強粘桿菌素對於魚體之毒性，而高鈣組別中則有效與粘桿菌素競爭結合

位，降低粘桿菌素進入魚體含量，對魚體之毒性有保護效果，因此計算了死亡

率、並以活體螢光染色分析毛細胞及離子細胞的數量，最後運用掃描式電子顯微

鏡觀測魚體表面狀況，其高鈣及低鈣水之製備請參閱（表 1）。 
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實驗流程 
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材料與方法 

實驗動物 

本實驗使用的模式動物為斑馬魚的胚胎及斑馬魚的仔魚（zebrafish, Danio 

rerio）。斑馬魚的種魚馴養在光 14 小時、暗 10 小時的斑馬魚房內，飼養環境為

具循環設備的系統缸，水溫控溫在 28±1℃。同批種魚一週交配一次，每週進行交

配取卵，取得受精卵後以 0.5mM NaCl、0.2 mM MgSO4·7 H2O、0.2 mM CaSO4

（2H2O）、0.16 mM K2HPO4及 0.16 mM KH2PO4所配置出的人工淡水（normal 

water, NW）進行馴養，人工淡水酸鹼值介於 pH6.8-7.0 之間，馴養環境為光 14 小

時、暗 10 小時，恆溫在 27℃的恆溫箱中。馴養期間皆無餵食且每日換水以維持

水質，斑馬魚的受精卵大約在受精後第 2 至第 3 天孵化，實驗使用的斑馬魚分為

兩個階段，一是受精後 4 小時（hour post feritilization, hpf）的胚胎，運用致死及

亞致死（一個不利於生物生長但未嚴重致死的範圍，sublethal injury）的粘桿菌素

劑量以 NW、高濃度鈣水（將 NW 中的 [CaSO4] 增加至 2 mM）及低濃度鈣水

（將 NW 中的 [CaSO4] 減少至 0.02 mM）溶解後進行浸泡處理 96 小時（4-100 

hpf）觀察藥物毒性；二是以孵化當天的斑馬魚仔魚（3dpf）以致死及亞致死的

colistin 劑量加入 NW（0.2 mM CaSO4）、高濃度鈣水（2 mM CaSO4）及低濃度鈣

水（0.02 mM CaSO4）溶解後進行浸泡處理 24 小時（24hpf）觀察急性暴露下的

毒性，並收集實驗數據。 

不論是長時間（96 小時）實驗或是短時間（24 小時）實驗，斑馬魚的胚胎

及仔魚皆馴養於 24 孔盤內，1 孔內有 10 顆胚胎，每個濃度處理數量為 4 孔，期

間每日換水以維持水質及藥效。 

 

粘桿菌素的製備 

粘桿菌素 Colistin sulfate（Cayman Item No. 17584）原為白色粉末，可溶於
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水，每次實驗以 NW、高鈣水（2 mM CaSO4）溶液、低鈣水（0.02 mM 

CaSO4）、高鎂水（2 mM MgSO4）、高硫酸鈉水（2 mM Na2SO4）及高氯化鈉（4 

mM NaCl）水溶液溶解藥物粉末，每次實驗（4 天）配製一次 100 µM 的粘桿菌

素濃縮液，濃縮液保存於室溫控制在 28±1 ℃的環境下，依實驗所需要的濃度進

行序列稀釋，96 小時的實驗濃度為 0.01、0.1、1、2、3 µM 粘桿菌素處理，而 24

小時的仔魚暴露藥物濃度為 1、5、10 µM 粘桿菌素，藥物酸鹼維持在 pH 6.8~7.2

之間，實驗期間室溫控制於 28±1℃，馴養期間皆無餵食且每日換水以維持水質。 

 

高、低鈣水、高鎂水、高硫酸鈉水及高氯化鈉水的製備 

原本 NW 中所含之硫酸鈣（CaSO4）濃度為 0.2 mM，高鈣水以 10 倍量的硫

酸鈣（CaSO4）加入 NW 中溶解，最終獲得濃度為 2 mM 的硫酸鈣（CaSO4）水

溶液；而低鈣水則以原本泡製 NW 時減少 10 倍量的硫酸鈣（CaSO4）混入水溶液

中溶解，最終獲得 0.02 mM 的低鈣水溶液，高鎂水是以原本 NW 所含硫酸鎂濃度

（0.2mM MgSO4）提高 10 倍硫酸鎂加入 NW 中溶解，最終濃度為 2 mM 的

MgSO4水溶液；高硫酸鈉水為運用與高鈣水同濃度硫酸根之 Na2SO4水製備，最

後濃度為 2 mM 之 Na2SO4水溶液；高氯化鈉水為運用與 2 mM Na2SO4相同之鈉

濃度所配置之 NaCl 水溶液，最終濃度為 4 mM NaCl 水溶液；高鈣水、低鈣水、

高鎂水、高硫酸鈉水及高氯化鈉水的酸鹼值為 pH 6.8~7.2 之間。（表 1） 

96 小時及 24 小時實驗中，不同組成條件之水體分別依不同實驗加入不同濃

度的粘桿菌素馴養斑馬魚的胚胎及仔魚，馴養環境皆為 24 孔盤內，馴養期間皆

無餵食且每日換水以維持水質。 
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表 1：各種人工水的鹽類濃度。NW：正常水，H-CaSO4：高鈣水，L-CaSO4：低

鈣水，H-MgSO4：高鎂水，H-Na2SO4：高鈉水，H-NaCl：高氯化鈉水。 

 

組別 

濃度

(mM) 

NW 

正常水 

H-CaSO
4 

高鈣水 

L-CaSO
4 

低鈣水 

H-MgSO
4 

高鎂水 

H-Na
2
SO

4 

高鈉水 

H-NaCl 

高氯化鈉 

NaCl  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  4  

MgSO
4 0.2  0.2  0.2  2  0.2  0.2  

CaSO
4
 0.2  2  0.02  0.2  0.2  0.2  

K
2
HPO

4
 0.16  0.16  0.16  0.16  0.16  0.16  

KH
2
PO

4
 0.16  0.16  0.16  0.16  0.16  0.16  

Na
2
SO

4
 0  0  0  0  2  0  

 

斑馬魚仔魚的死亡率及孵化率觀察 

每日固定於下午 2 點進行死亡率及孵化率的觀測，本實驗採累計死亡率及累

計孵化率的方式記錄，並計算出實驗中粘桿菌素對於斑馬魚胚胎的半致死濃度

（Lethal concentration 50%，LC50）以進一步設計以下實驗。 

 

斑馬魚仔魚的發育相關指標 

斑馬魚仔魚魚體透明，能透過解剖顯微鏡觀測魚體，測量發育相關的指標，

本實驗測量了斑馬魚的身體長度以觀察生長狀況，並以 15 秒心跳數推算一分鐘

的心跳次數測量心跳是否有增加或是減少；以解剖顯微鏡（Carl Zeiss Microscopy 

GmbH）拍攝魚體照片，顯微鏡配備數位相機（ILCE-5000 SONY CORP, 
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Thailand）進行影像拍攝，以 Image J（ImageJ bundled with 64-bit Java 1.8.0_172）

測量斑馬魚的眼睛面積及卵黃囊面積及體長，若眼睛大小及有變小或是卵黃囊有

腫大，並且體長有顯著上升或下降的變化下表示在發育方面有相關毒性。 

 

斑馬魚仔魚的活體螢光染色 

藉由不同的活體螢光染劑觀察斑馬魚卵黃囊上的離子細胞及側線毛細胞的變

化，在離子細胞的觀測方面，因離子細胞為富含粒線體的細胞（Mitochondrial 

rich cell, MRC），可以使用觀測粒線體的染劑標定離子細胞位置。粒線體在呼吸

氧化的過程中，會產生內膜為正、外膜為負電的電位，而藉由 Rhodamine 123

（Sigma-Aldrich）(Liu et al., 2019)染劑進行膜電位的標定可以準確標定出粒線體

的位置，進而標定離子細胞。本實驗以乙醇稀釋 Rhodamine 123

（MedChemExpress, CAS: 62669-70-9, Lot: #48793）配置成 2.6 mM 的染劑濃縮液

(Lee et al., 2019)，在染色期間所使用的 Rhodamine 123 濃度為 52 µM，染色 15 分

鐘並以人工淡水沖洗多餘的染劑，在 Rhodamine 123 所標定到的離子細胞為綠色

螢光(Lee et al., 2020)，利用影像分析軟體為 Image J（ImageJ bundled with 64-bit 

Java 1.8.0_172）進行離子細胞數量分析，實驗中所取區域大小為 0.09 mm2 所框

出的正方形面積，裁切位置約在每隻魚側線 L1 的毛細胞為中央垂直往下的卵黃

囊中央區域，所得之離子細胞數量除 0.09 mm2以測得實際離子細胞數量。 

側線毛細胞則是使用可以進入正在釋放神經傳遞物質的神經元的螢光染劑

FM™ 1-43 Dye（N-（3-Triethylammoniumpropyl）-4-（4-（Dibutylamino）

Styryl）Pyridinium Dibromide）進行活體螢光染色(Santos et al., 2006)，FM™ 1-43

為可以在活體上標定毛細胞之螢光染劑(Seiler & Nicolson, 1999)，本實驗 FM™ 1-

43 Dye（Invitrogen, Lot: 2161915）使用二甲基亞碸（Dimethyl sulfoxide, DMSO）

（Sigma-Aldrich, Lot: BCCD8942）溶解配置成 3 mM 的濃縮液(Lin et al., 2018)，

染色時間為 1 分 30 秒。FM™ 1-43 從毛細胞之頂端由上往下染至毛細胞的基底細
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胞，經由毛頂端內吞 FM™ 1-43 進入到細胞內(Seiler & Nicolson, 1999)，也有研究

指出將具有耳毒性之氨基糖甘類抗生素及 neomycin 加入 FM™ 1-43 可以降低兩

者耳毒性的發生，間接證明 FM™ 1-43 進入毛細胞的方式與兩者抗生素相同，皆

為通過 MET 通道進入毛細胞(Gale et al., 2001)。毛細胞被激發出螢光後可以準確

標定毛細胞數量，水洗可以將非特異性結合之染劑洗去

（https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/T3163#/T3163），被 FM™ 1-

43 染上的毛細胞會在斑馬魚仔魚側線上呈現出綠色的螢光可計算數目。 

在進行活體螢光染色前，以 3-氨基苯甲酸乙酯甲磺酸鹽（Ethyl 3-

aminobenzoate methanesulfonate salt, MS222）（Sigma-Aldrich）浸泡麻醉，麻醉劑

以 NW 配製成 0.77 µM 的濃度 (Gordon et al., 2019)，酸鹼值使用 NaOH 調成 pH 

6.8~7.2 之間，其中緩衝溶液以 3-嗎啉基-丙烷磺酸（3-Morpholino-propanesulfonic 

acid, MOPS, Merck）穩定 pH，因染劑的特性不同選擇在染色前或染色後進行麻

醉。 

螢光染劑的溶劑粉末則以二甲基亞碸（Dimethyl sulfoxide, DMSO）溶解後稀

釋使用，最後的 DMSO 濃度不超過 0.1%(Gordon et al., 2019)。 

將螢光染色完畢之魚體運用汞燈（Power Supply For 100w Pressure Mercury 

Burner, Modle BH2-RFL-T3）發射不同波長的激發光在透過螢光顯微鏡

（Olympus, Model BX60F-3）與配備之數位相機（Canon DS126271, Japan）進行

螢光拍攝。 

 

連續攝影測量方法 

連續攝影實驗使用 60 倍放大倍率之水鏡（LUMPlanFL N, Japan）搭配顯微鏡

配備數位相機（ILCE-6300 SONY, Thailand）以拍攝照片，將受精後第 72 小時之

斑馬魚胚胎以濃度 5 µM 粘桿菌素處理，連續拍攝 2 小時所擷取之影像。 
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掃描式電子顯微鏡影像觀測（Scanning electron microscopy,SEM）

（SU-3500） 

實驗中使用掃描式電子顯微鏡（SEM）（SU-3500）觀測魚體的外觀型態差

異，本實驗主要用以觀測毛細胞及角質細胞外觀。將馴養 96 小時之斑馬魚仔魚

以 4% paraformaldehyde（Sigma-Aldrich, P6148 Batch# : 126K0670）-5% 

Glutaraldehyde（Sigma-Aldrich, G5882, Lot #SLCF6048）固定，固定期間溫度皆為

4℃並固定超過 24 小時，在運用乙醇進行序列脫水（70%、85%、95%、100%），

乾燥後把樣本放於真空蒸發器（IB-2, Hitachi）內鍍上金膜作為標靶，再經由

SEM（SU-3500, Hitachi）做畫面的呈像。 

利用影像分析軟體為 Image J 進行毛細胞開口面積，計算斑馬魚側線 L1 毛細

胞在掃描式電子顯微鏡下之毛細胞開口面積，設定完已知長度單位後圈選待測區

域便能得出斑馬魚仔魚毛細胞開口大小。 

 

掃描式離子選擇電極技術（SIET）（NMT, YoungerUSA, Amherst, MA, 

USA） 

掃描式離子選擇電極技術為運用毛細管製造之微電極並以離子濃度梯度方式

測量單一離子濃度差，該方法可測細胞離子流量，本實驗以掃描是離子選擇電極

技術測量斑馬魚側線毛細胞 L1 之鈣離子流量，利用拉針機（Sutter Instrument, 

model P-97）將口徑 1.5 mm 之毛細管（Thin Wall Glass Capillaries, No Filament, 

TW 150-4, World Precision Instruments, Inc., USA）以高溫方式拉至口徑 3~4 µm，

再放入 100℃烘箱內靜置 12 小時去除水氣，期間加入 N, N- 

Dimethyltrimethylsilylamine（Sigma-Aldrich, Lot #BCBM2625V），待 N, N- 

Dimethyltrimethylsilylamine 揮發後可確認為電極內已鍍上一層 N, N- 

Dimethyltrimethylsilylamine 用以避免離子選擇液流失。 
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在微電極中加入待測之電極液並沾取專一離子通透液（Liquid ion exchanger 

cocktail, LIX）專一選擇離子通透至微電極內，本實驗使用 Calciun ionophore I – 

cocktail A（Fluka Analytical, Lot #BCBK9148V）作為離子通透液，待測離子進入

微電極內通過前放大器放大 10 倍後再以主要放大器放大 100 倍呈現出該次實驗

測得之離子流量，最後運用類比數位轉換器轉換成數字訊號進行數據分析。本實

驗測量之毛細胞鈣離子流是參照實驗(Lin et al., 2013)中之方式，運用電腦控制三

向儀定位微電極之測量位置，測量斑馬魚側線 L1 毛細胞之鈣離子流。 

 

感應耦合電漿質譜儀（ICP-MS） 

感應耦合電漿質譜儀（Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer（Agilent 

7800 ICP-MS）實驗目的為偵測魚體內離子含量。先將小魚以二次水洗去身上殘

留的藥物後，運用 70%純硝酸（J.T.Baler, CAS: 7697-37-2, Canada）於 60℃的烘

箱中 12 小時以待小於均質化，分別將樣本中硝酸濃度稀釋為 2%硝酸，再將稀釋

後的樣本以 2 %硝酸分別進行不同倍率的稀釋，鈉離子為 5 倍稀釋，鉀離子為 15

倍稀釋，鈣離子則為 2.5 倍稀釋，再稀釋後的樣本放入 ICP-MS 內偵測魚體內離

子濃度。 

每次進行樣本質譜分析前都會進行校正曲線的設定，運用鈉離子標準液

（Sigma-Aldrich, 19051 Lot: BCBW9699）、鉀離子標準液（Sigma-Aldrich, 06335 

Lot: BCBX0642）、鈣離子標準液（Sigma-Aldrich, 00462 Lot: BCBZ3750）分別以

2%硝酸稀釋成 0、25、50、75、100 ppb 作為該次實驗之校正曲線，以確保機器

狀況及離子測量濃度的可信度。 

 

統計數據分析 

本實驗所使用的統計軟體為 GraphPad Prism 8，每個結果數據的 n 值約落在

範圍 12~20 之間，所使用的統計方式為三個組別以上用 One way ANOVA 及
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Dunn's multiple comparisons test 進行無母數分析，而僅有兩個組別者以 T-Test 分

析，原始數據使用 Identify outliers 剔除極端值，並以 Normality and Lognormality 

tests 確認是否符合常態分佈，最後再以圖形方式表達數據，圖形中所表達的±值

為平均值標準誤差（standard error of the mean, SEM），星號標示（*）方式規則為

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001  
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結果 

第一部分-colistin 的毒性試驗 

實驗一：96 小時計算斑馬魚的死亡率及孵化率 

將斑馬魚的胚胎從受精後 4 小時開始浸泡在不同濃度的粘桿菌素（0、0.01、

0.1、1、2、3、10 µM）下馴養，分別在第一天、第二天、第三天及第四天的同一

時間記錄斑馬魚的死亡率，本實驗所採用的死亡率記錄方式為累計死亡率，在粘

桿菌素暴露第四天時，濃度 1 µM 在下有 10%的死亡率，2 µM 粘桿菌素處理下

有 35%死亡，在 3 µM 處理下有 56.6%死亡，在濃度達到 10 µM 時則會完全死

亡，在粘桿菌素處理下藥物對斑馬魚的半致死濃度（LC50）約為 3 µM，可以發

現死亡率隨著粘桿菌素濃度上升而上升，具有劑量依賴性，並且死亡率大幅上升

的時間點為斑馬魚孵化後（圖 1A）；從累計孵化率中可以發現孵化率並不會因為

粘桿菌素的影響而改變（圖 1B）。 

 

實驗二：96 小時偵測斑馬魚的發育毒性 

將斑馬魚的胚胎從受精後 4 小時開始浸泡在不同濃度的粘桿菌素（0、0.01、

0.1、1、2、3 µM）下馴養，並且在受精後第四天（4dpf）使用解剖顯微鏡拍攝魚

體，運用 Image J 計算仔魚體長以及眼睛面積及卵黃囊面積。在體長方面魚體並

沒有因為粘桿菌素濃度上升而有所改變（圖 2B）；測量斑馬魚的眼睛大小也並沒

有因為粘桿菌素的濃度上升而有所變化（圖 2D）；卵黃囊的面積計算也沒有因為

粘桿菌素的濃度上升而有明顯變化（圖 2E），在拍攝的過程紀錄斑馬魚 15 秒下的

心律並計算出 1 分鐘的心跳速率，心跳速率也沒有因為粘桿菌素的濃度上升而有

明顯改變（圖 2F）。 
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實驗三：96 小時計算斑馬魚的毛細胞數量及功能 

將斑馬魚的胚胎受精後 4 小時放入 24 孔盤內，並分別加入不同濃度的粘桿

菌素（0.01、0.1、1、2、3 µM）處理 96 小時，在受精後第四天（4dpf）進行

FM1-43 螢光染色分析毛細胞的數量多寡（圖 3A~F），將圖 3A~F 之細胞數量化

後，從統計圖中可觀察隨著粘桿菌素濃度上升毛細胞數目逐漸下降之劑量依賴

性，並在濃度 0.1 µM 粘桿菌素處理下細胞數目與控制組相比下降了 27.66%（P = 

0.0018）。（圖 3G） 

將粘桿菌素處理第 96 小時之斑馬魚仔魚以電生理方式測得毛細胞之鈣離子

流，從統計圖中可觀察隨著粘桿菌素濃度上升毛細胞數目逐漸下降之劑量依賴

性，並在濃度達 0.1 µM 達顯著下降。（圖 3H） 

 

實驗四：96 小時計算斑馬魚的離子細胞數量 

將斑馬魚的胚胎受精後 4 小時放入 24 孔盤內，分別加入不同濃度的粘桿菌

素（0.01、0.1、1、2、3 µM）處理 96 小時，並於受精後第四天（4dpf）使用

Rhodamine 123 進行活體螢光染色，運用標定粒線體膜電位的方式標定富含粒線

體的離子細胞數量（圖 4~E），從數量方面可以發現隨著粘桿菌素的濃度到達 1 

µM 時，離子細胞數量下降了 35.08%（P = 0.0005）達顯著差異，並可觀察到粘桿

菌素濃度上升離子細胞數量有逐漸下降的劑量依賴性（圖 4B）。 

 

實驗五：96 小時觀察斑馬魚在電子顯微鏡下的型態 

將斑馬魚胚胎受精後 4 小時開始浸泡在不同濃度下的粘桿菌素處理，在受精

後第四天進行掃描式電子顯微鏡拍攝斑馬魚毛細胞及角質細胞型態（圖 5A~E），

在畫面中看見有毛細胞及角質細胞，毛細胞可以從細胞的毛的形態及毛細胞的開

口大小去定義毛細胞的狀態。若毛細胞拍攝出來的畫面中毛量相當稀少或是開口
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大小變小皆可能是毛細胞死亡的象徵。角質細胞方面我們可以觀察他的排列，從

影像中可以看見魚體使用高濃度粘桿菌素處理後，角質細胞中間緊密接合的邊緣

有變的鬆散，角質細胞中央的指紋狀紋路（微脊）也會逐漸變的平滑，這都是角

質細胞受到傷害的表徵。 

結果顯示，斑馬魚的毛細胞開口在高濃度粘桿菌素（2、3 µM）處理下有縮

小的狀況，濃度 2 µM 粘桿菌素處理之毛細胞開口大小與控制組相比下降了

59.3%（p = 0.0244），其後濃度處理下毛細胞開口面積亦顯著下降（圖 5F），圖中

可觀測毛細胞中央毛的數量也有明顯變少（圖 5E），可以察覺受到粘桿菌素處理

的斑馬魚毛細胞有損傷甚至萎縮的現象。 

斑馬魚的表皮角質細胞方面，一般的斑馬魚角質細胞中間有似迷宮狀的彎曲

紋路，邊緣為規則稜角狀的緊密排列，而受到粘桿菌素處理的斑馬魚表皮角質細

胞中央彎曲紋路變為扁平不明顯，規則緊密的排列也變的不規則，可以顯示粘桿

菌素處理下之表皮角質細胞有損傷的狀況（圖 5G~K）。 

 

第二部分-高濃度 colistin 24 小時暴露的急毒性試驗 

實驗六：24 小時計算斑馬魚的死亡率 

將受精後第三天（3dpf）的斑馬魚仔魚分別浸泡在不同濃度的粘桿菌素（1、

2、3、5、10 µM）下，並於第一、第二、第四、第六、第十二、第二十四小時記

錄斑馬魚仔魚的累計死亡率，可以看見部分致死濃度（5、10 µM）的死亡率從

4~6 小時開始逐漸攀升，死亡率也與浸泡 96 小時的斑馬魚死亡率有相同趨勢，當

粘菌素濃度到達 3 µM，死亡率則在 35%，5 µM 時死亡率則為 62.5%，在最高濃

度 10 µM 處理下死亡率則高達 82.5%，證明粘桿菌素所造成的死亡率上升大多從

孵化後開始。（圖 6） 
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實驗七：2 小時縮時攝影下觀察斑馬魚的體表狀況 

將斑馬魚以高濃度粘桿菌素（5 µM）浸泡下，用每 10 秒拍攝一張照片連續

拍攝 2 小時的條件進行縮時攝影（圖 7 A0~A3），從攝影中可以發現高濃度處理下

的斑馬魚在急性暴露下，魚鰭已經有明顯破損（圖 7A1），隨著時間拉長，斑馬

魚表皮破損位置逐漸增多，死亡之前能觀察到脊椎彎曲（圖 7A2），最後卵黃囊

破裂導致魚體完全死亡（圖 7A3），將破損部位放大下，魚鰭及表皮細胞皆有破

損的狀況（圖 7B~D），卵黃下緣則會發現有內容物流出（圖 7E），證明 2 小時急

性暴露粘桿菌素下魚體的表皮會優先破損，卵黃囊會破裂導致魚體死亡。 

 

實驗八：6 小時處理以 ICP-MS 測量斑馬魚體內離子含量 

將受精後第三天的斑馬魚仔魚浸泡在高濃度的粘桿菌素（5 µM）下，浸泡 6

小時候使用 ICP-MS 偵測斑馬魚體內鈉離子、鉀離子及鈣離子的含量，鈉離子含

量與正常的魚相比，處理組下降了 38.5%（p =0.0159）達顯著差異（圖 8A）；鉀

離子方面處理組與控制組相比則只能觀察到有下降的趨勢，並沒有統計上的差異

（圖 8B）；鈣離子方面處理組的含量與控制組相比下降了 45.5%（p =0.0079）達

顯著差異（圖 8C）。實驗證實斑馬魚經由粘桿菌素 6 小時急性暴露下，體內離子

含量在鈉及鈣離子方面有流失的情形。 

 

第三部分-不同人工水組成條件下對於粘桿菌素毒性影響  

實驗九：96 小時以 CaSO4、MgSO4、Na2SO4、NaCl 不同離子組成之

人工水對粘桿菌素造成死亡率之影響 

將受精後四小時的斑馬魚胚胎以十顆為一孔放入 24 孔盤內，每孔內水體為 1

毫升，水體分別加入不同濃度粘桿菌素（0、1、5、10 µM）與 2 mM CaSO4 、2 
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mM MgSO4、2 mM Na2SO4及 4 mM NaCl 進行處理，每個濃度 4 孔（40 個胚

胎），並於下午 2 點紀錄受精後第四天的斑馬魚胚胎紀錄累計死亡率。 

在僅加入 2 mM CaSO4之組別中粘桿菌素度到達 5 µM 時，死亡率為 7.5%，

與人工淡水加入 5 µM 粘桿菌素組別相比死亡率下降了 92.1%（p =0.0295）達顯

著下降；當 2 mM CaSO4之組別中粘桿菌素到達 10 µM 時死亡率則為 12.5%，與

人工淡水加入 10 µM 粘桿菌素組別相比死亡率下降了 87.5%（p =0.02）達顯著差

異；加入 2 mM MgSO4之組別中當粘桿菌素濃度到達 5 µM 時，死亡率為

12.5%，與人工淡水加入 5 µM 粘桿菌素組別相比死亡率下降了 86.8%，統計上未

達顯著差異；2 mM MgSO4之組別當粘桿菌素到達 10 µM 時死亡率則為 27.5%，

與人工淡水加入 10 µM 粘桿菌素組別相比死亡率下降了 72.5%，統計上未達顯著

差異；使用 2 mM Na2SO4與粘桿菌素的濃度 5 µM 處理時後死亡率高達 77.5%，

而粘桿菌素濃度提高至 10 µM 時死亡率則達到 97.5%；使用 4 mM NaCl 與粘桿菌

素濃度 5 µM 處理時，死亡率高達 92.5%，而粘桿菌素濃度提高至 10 µM 時死亡

率則達到 100%（圖 9）。 

 

實驗十：96 小時以 CaSO4、MgSO4不同離子組成之人工水對粘桿菌素

造成毛細胞數目改變之影響 

將受精後四小時之斑馬魚胚胎以十顆為一孔放入 24 孔盤內分別以 NW（內含

0.2 mM MgSO4及 0.2 mM CaSO4）、高鎂水（2 mM MgSO4）、高鈣水（2 mM 

CaSO4）與不同濃度粘桿菌素（0、1、5、10 µM）處理下，96 小時候使用 FM1-

43 進行毛細胞的螢光標定（圖 10A~M），並將數量量化以計算毛細胞數量。NW

組別中，濃度 1 µM 粘桿菌素處理下之斑馬魚毛細胞數量下降了 33.4%（p 

=0.0008）達顯著下降，並在其後濃度皆達顯著差異（圖 10N）；在高鈣水（2 mM 

CaSO4）搭配濃度 3 µM 粘桿菌素處理下毛細胞數量與僅加入 2 mM CaSO4 之組

別相比下降了 29.9%（p <0.0001）達顯著下降，其後濃度統計上皆達顯著差異，
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粘桿菌素處理濃度為 10 µM 粘桿菌素處理下毛細胞數量與僅加入 2 mM CaSO4 

之組別相比則下降了 36.9%（圖 10O）；在高鎂水（2 mM MgSO4）搭配濃度 3 

µM 粘桿菌素處理下毛細胞數量與僅加入 2 mM MgSO4 之組別相比下降了 59%

（p <0.0001）達統計上顯著下降（圖 10P）；將同濃度不同組別之數據合併後計算

同濃度下之差異，在濃度 1 µM 處理下 NW 組與高鈣水組有顯著上升（p 

=0.0002），在濃度 3 µM 處理下 NW 組與高鈣水組有顯著上升（p =0.0025），濃度

5 及 10 µM 之高鈣水組與高鎂水組相比，高鎂水組毛細胞數量達顯著下降（p 

<0.0001）。（圖 10Q） 

第四部分-改變鈣離子濃度加 colistin 長時間暴露下保護效果 

 

實驗十一：96 小時計算斑馬魚在 NW、高鈣水與低鈣水之死亡率 

將斑馬魚的胚胎從受精後 4 小時開始浸泡不同濃的粘桿菌素處理，搭配不同

鈣離子濃度的水體，分別在受精後第一天、第二天、第三天、第四天同一時間記

錄死亡率。在 NW 組別中，隨著粘桿菌素的濃度上升，死亡率有逐漸上升的趨

勢，有劑量依賴性，並在濃度 3 µM 粘桿菌素處理下死亡率達 60%（圖 11A）；在

低鈣水（0.02 mM）馴養下搭配不同濃度粘桿菌素處理，也有隨著粘桿菌素濃度

上升，死亡率也逐漸上升，有劑量依賴性，並在濃度 3 µM 粘桿菌素處理下死亡

率達 100%（圖 11B）；最後使用高鈣水（2 mM）搭配不同濃度粘桿菌素處理，死

亡率並沒有逐漸上升的趨勢（圖 11C）。 

 

實驗十二：96 小時計算斑馬魚在不同離子組成人工水中與粘桿菌素處

理的毛細胞數量 

將斑馬魚的胚胎從受精後 4 小時開始浸泡不同濃的粘桿菌素處理，搭配不同

鈣離子濃度的水體，在受精後第四天進行毛細胞的活體螢光染色（圖 12A~L），
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本實驗使用的染劑為 FM1-43，使用 NW 搭配不同濃度粘桿菌素處理下，可以看

見隨著粘桿菌素的濃度上升，毛細胞數量逐漸下降，並在 1 µM 粘桿菌素處理下

與控制組相比下降了 51.29%（p =0.0018），在統計上達顯著下降，其後之粘桿菌

素濃度處理下毛細胞數量皆達顯著差異（圖 12M）；使用低鈣水搭配不同濃度粘

桿菌素處理下，可以看見隨著粘桿菌素濃度上升，毛細胞數量沒有顯著性差異

（圖 12N）；最後使用高鈣水搭配不同濃度的粘桿菌素處理下毛細胞數量與控制

組相比下降了 25.8%（p =0.0126），在統計上達顯著下降（圖 12O），  

將以上三個結果以同濃度粘桿菌素進行比較，可以發現低鈣水處理下的毛細

胞數量與控制組相比有統計上 3 顆*的下降，比控制組更加嚴重的現象，而高鈣

水處理下與控制組相比在同樣為 1 µM 粘桿菌素處理後之毛細胞數量有顯著上

升，2 µM 粘桿菌素處理後之毛細胞數量有顯著上升，3 µM 粘桿菌素處理後之毛

細胞數量有顯著上升（圖 12P），證明提高鈣離子濃度對毛細胞數目有達到保護的

效果。 

 

實驗十三：96 小時計算斑馬魚在不同離子組成人工水中與粘桿菌素處

理的離子細胞數量 

將斑馬魚的胚胎從受精後 4 小時開始浸泡不同濃的粘桿菌素處理，搭配不同

鈣離子濃度的水體，在受精後第四天進行離子細胞的 Rhodamine 123 活體螢光染

色（圖 13A~K），所選擇的部位為卵黃囊中央，綠色圓形細胞為離子細胞。使用

NW 與不同濃度粘桿菌素處理下可以看見，隨著粘桿菌素的濃度上升，離子細胞

的數量有逐漸下降的情形，在粘桿菌素濃度為 1 µM 時與控制組相比下降了

28.5%（p =0.0341），統計上達顯著下降，其後濃度皆在統計上達亦顯著下降（圖

13L）；在低鈣離子的組別中粘桿菌素的濃度為 1 µM 時，離子細胞數目下降了

51.7%（p =0.0006），統計上達顯著下降，其後濃度亦達顯著下降（圖 13M）；高

鈣水組別中離子細胞數目下降僅在 3 µM 粘桿菌素處理時，與控制組相比下降了
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17%（p =0.0133），統計上達顯著下降（圖 13N）。 

將以上三個結果以同濃度粘桿菌素進行比較，高鈣水處理下與控制組相比在

同樣為 1 µM 粘桿菌素處理後之離子細胞數量有顯著上升，2 µM 粘桿菌素處理後

之離子細胞數量有顯著上升，3 µM 粘桿菌素處理後之離子細胞數量有顯著上升

（圖 13O），證明提高鈣離子濃度對離子細胞數目有達到保護的效果。 

 

實驗十四：96 小時觀察斑馬魚在不同離子組成人工水中與粘桿菌素處

理之電子顯微鏡下的型態 

將斑馬魚的胚胎從受精後 4 小時開始浸泡不同濃度的粘桿菌素處理，搭配不

同鈣離子濃度的水進行馴養 96 小時，並在受精後第四天以電子顯微鏡中觀測毛

細胞及角質細胞在形態上的不同，從電子顯微鏡中可以發現毛細胞的狀態在未加

高鈣的組別下有嚴重受損，角質細胞的排列與中央的微脊皆有受損，在加入 10

倍鈣離子後有達到保護的效果（圖 14A~H）。 

在離子細胞方面可以發現加入鈣的組別離子細胞開口有塞子狀的東西堵住開

口，角質細胞則在加鈣的組別中依舊緊密排列（圖 14I~P），可見提高水中鈣離子

濃度可以保護角質細胞及毛細胞不被粘桿菌素傷害。 
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討論 

粘桿菌素毒性探討 

本研究中參考經濟合作暨發展組織 OECD 準則設計之毒性試驗方式，發現粘

桿菌素對於斑馬魚胚胎之毒性半致死濃度為 3 µM（3.5 mg L-1）。根據(de Oliveira 

et al., 2020)文獻中曾提出水域中的抗生素濃度大約介於 0.4~1.9 mg L-1，而眾多抗

生素中（ammpicillin, ceftazidime, chloramphenicol 等）的半致死濃度約介於

1~1000 mg L-1，本研究中粘桿菌素半致死濃度為 3.5 mg L-1在眾多抗生素中屬於

較低的濃度，因此可以確認粘桿菌素較其他抗生素而言毒性較高。 

外觀上的損傷透過高濃度粘桿菌素（10 µM）暴露 1 至 4 小時下即可察覺魚

體破損死亡，連續觀察下即可發現魚鰭等較為脆弱的部位優先破損。表皮角質細

胞的損傷導致卵黃囊破裂，而在低濃度下也能以掃描式電子顯微鏡觀察到魚體損

傷（圖 5）。在死亡率方面，死亡的高峰期都在斑馬魚胚胎破殼後才開始有死亡的

現象（圖 1），推估粘桿菌素的毒性在胚胎破殼後較胚胎發育時期來的劇烈，並且

透過破壞表皮細胞導致斑馬魚死亡。 

在(Abd El-Baky et al., 2020)有提到粘桿菌素為親脂性藥物，主要接在細菌脂

多醣的 lipid A 上進一步與細胞膜作用，最後將親脂性的尾狀結構插入細菌細胞膜

內導致細胞溶解死亡(Sabnis et al., 2021)。在魚體方面有研究顯示魚體表皮具有粘

膜與粘液的構造，硬骨魚孵化後不久就會有微生物附著在表皮上，因此硬骨魚擁

有粘膜的表面構造作為防禦外來物的第一道防線，其中粘膜又大致區分為胃腸道

粘膜及外粘膜表面（即皮膚、鼻子和鰓）(Kelly & Salinas, 2017)，在黏膜與粘液

構造中尤其粘膜是被證實具有脂質、蛋白質等結構(Dash et al., 2018)。過去也有

文章使用 Chol-PEG-Cy5 可以在未清洗魚體粘液的狀態下染上細胞膜的螢光染

劑，從文章中可以發現斑馬魚表皮皆由雙層磷脂質構造的細胞膜構成(Jia et al., 

2019)，本實驗暴露粘桿菌素的魚體優先受損部位為表皮細胞，在電子顯微鏡中就

能明確觀察表皮角質細胞或毛細胞等暴露在斑馬魚表皮上的細胞皆有受損（圖
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5），推測粘桿菌素與斑馬魚表皮粘膜作用進一步傷害表皮細胞。 

神經毒性方面，臨床上可能產生的神經毒性例如：知覺異常、頭痛、發燒、

嗜睡、運動失調、視覺障礙等，而在特定的人身上較常發生神經毒性，例如有重

症肌無力的女性及腎功能不全等有較為嚴重疾病的患者中，也較容易發生使用粘

桿菌素後有神經毒性的現象(Nigam et al., 2015)，在臨床人體使用粘桿菌素時嚴重

腎毒性發生比例較高，神經毒性發生的機率則較低，因此目前有研究提出在臨床

上治療的期間神經毒性的發生並不是粘桿菌素使用後主要的問題(Spapen et al., 

2011)，雖然目前對於粘桿菌素的毒性尚未完全理解，但在本實驗中粘桿菌素的毒

性研究方面可以發現，活體螢光染色下可見毛細胞數量顯著降低的粘桿菌素濃度

約在 0.1 µM，而運用電生理方式測試毛細胞功能，也可以發現當粘桿菌素濃度在

0.1 µM 時，鈣離子流與控制組相比有顯著下降，證實不論在外觀或功能上，只要

粘桿菌素濃度超過 0.1 µM 即可造成損傷（圖 3），而 0.1 µM 的濃度也是本毒理實

驗中發現的最低影響濃度，過去有研究指出神經毒性的定義，其內容為因生物、

化學或物理因素而對中樞和周邊神經系統的結構或功能產生的任何不利影響，即

可稱為神經毒性(Mohammad Ahmadi Soleimani et al., 2016)。透過本研究數據顯示

斑馬魚周邊側線毛細胞皆因粘桿菌素的暴露而造成結構及功能上的異常，因此認

為粘桿菌素造成之神經毒性是不能忽視的問題。 

此外側線毛細胞對魚體而言是非常重要的神經器官，正常斑馬魚在面臨水流

時會產生迎向水流的現象，而毛細胞損傷會影響斑馬魚感受水流刺激的能力，倒

置失去迎向水流的行為(Niihori et al., 2015)，因此推測受到粘桿菌素傷害之斑馬魚

也會因毛細胞的受損而影響活動能力，活動力及感知水流刺激能力，降低魚體捕

食及逃跑的能力，進一步影響生存。 

粘桿菌素的危害不僅單純魚體上的毒性，研究指出畜牧業、養殖業所排放之

粘桿菌素進入到水域中容易被水中魚類攝入，即便濃度較低也無法確保藥物進入

魚體內之毒性，藥物進入水中環境後也可能使水體汙染環境中的野菜蔬果，最終
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導致人類攝取魚類或蔬果時獲得該藥物的抗藥基因(Rhouma et al., 2016b)，這也表

明粘桿菌素的毒性不僅傷害魚體，下游引發之抗藥基因的危害更是廣泛，對整個

生態系造成莫大威脅。 

 

高鈣離子保護相關機制 

一般硬水環境含 120~180 mg/L 的鈣離子濃度，而本實驗所使用的高鈣水溶

液是將人工淡水的鈣離子含量增加 10 倍，然而鈣離子濃度超過該區間，而本實

驗重點為高鈣離子是否能保護受粘桿菌素傷害的斑馬魚，所以高鈣濃度並非環境

中硬水濃度。目前有研究中使用 520 mg/L 的高鈣水浸泡虹鱒及鮭魚的胚胎，發現

在過高的鈣離子處理下會使死亡率提高，而在 34~64 mg/L 的鈣離子濃度水溶液

處理下就可以使死亡率顯著降低(Lashomb, 1988)，本實驗中所使用的高鈣組的人

工淡水鈣離子濃度為 344 mg/L（2mM CaSO4），並沒有發現死亡率提高的現象

（圖 11）。加入高濃度的鈣離子進入水中與粘桿菌素處理下可以看見高濃度鈣離

子對於斑馬魚受到粘桿菌素傷害是具有保護效果的，在死亡率方面將鈣離子濃度

提升 10 倍（2mM CaSO4）並搭配 10µM 粘桿菌素處理時能達到不死的狀態（圖

9），而降低鈣離子濃度後斑馬魚的死亡率也明顯上升（圖 11），以上實驗結果推

測與其他研究提出的粘桿菌素進入到細菌體內的機制中有一樣機制類似，粘桿菌

素進入到體內或許是與二價陽離子競爭置換進而影響細胞膜電位的不穩定(Dixon 

& Chopra, 1986)，但目前沒有更加直接的證據能夠證明出鈣離子與粘桿菌素進入

到魚體內的機制相關性。 

然而斑馬魚的表皮角質細胞與細菌細胞膜結構並不相同，但根據本研究中發

現表皮角質細胞的損傷與細菌細胞膜損傷情況相似，暴露粘桿菌素改變細胞膜的

通透性導致細胞溶解死亡。過去其他細菌相關研究顯示提高二價陽離子濃度可以

與粘桿菌素競爭其結合位(Gupta et al., 2009)，在本研究證實斑馬魚體受到粘桿菌

素暴露而損傷的毛細胞（圖 12）、離子細胞（圖 13）及角質細胞（圖 14）皆能透
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過提高濃度鈣離子處理達到細胞保護效果，因此推測提高鈣離子濃度進而保護斑

馬魚不被粘桿菌素傷害，主要原因為高濃度鈣離子已與粘桿菌素競爭進入細胞之

結合位，導致實際進入魚體之粘桿菌素含量與實際濃度有落差，將來可使用液相

層析質譜儀（Liquid Chromatography Mass Spectrometry, LC-Mass）的方式測量魚

體內實際粘桿菌素濃度，若比實際投藥之濃度顯著下降則可以進一步確認粘桿菌

素進入細胞之相關機制。 

過去有研究指出斑馬魚角質細胞中的指紋構造又稱微脊（microridges），是由

F-actin 作為紋路的組成結構，微脊的存在可增加斑馬魚表面粘液的附著表面積，

降低黏液流失的速度，並且保護下層細胞避免磨損(Depasquale, 2018)。而當表皮

受損時，靠近傷口處角質細胞會變形且拉長，而越靠近受損區的微脊則越少甚至

消失(Richardson et al., 2016)，在傷口癒合的初步階段會發現微脊有破碎的情形，

而在傷口癒合時微脊重新出現，推測微脊的存在協助表皮細胞遷移至傷口區域進

行傷口癒合(Verma et al., 2017)。眾多實驗數據指出微脊的存在與細胞的修復有

關，本實驗中觀測到斑馬魚暴露 3 µM 粘桿菌素時可見角質細胞微脊消失，而緊

密的排列的現象及角質細胞的六邊形形狀都可觀察到與控制組有極大的不同，3 

µM 粘桿菌素暴露的斑馬魚角質細胞有微脊受損的特徵（圖 5），而當加入高鈣水

後可以發現微脊並沒有消失的情形（圖 14），以此推測高鈣離子與微脊參與了細

胞修復功能。 

在(Moe et al., 2015)的研究中提到細胞膜受損後的癒合方式有收縮

（actomysoin-based contracion）、胞吐（Exocytosis）、補丁（patching）、內化

（Internalization）、外化（Externalization）及堵塞（Plugging）等六種機制，其中

必須仰賴細胞外高濃度鈣離子觸發細胞修復的機制，而在收縮的過程則是仰賴肌

動蛋白及球蛋白收縮（F-actin 及 Myosin-2），最後達到細胞修復的效果。推測本

實驗中受損的魚角質細胞中失去的微脊構造是作為細胞修復的一個反應，而消失

的 F-actin 有可能是協助角質細胞拉長變形以修復損傷區域，因此角質細胞結構並
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非整齊且緊密排列的六邊形（圖 5）。而表皮細胞因體外有高濃度鈣離子，使魚體

細胞可以如上述實驗一樣達到修復的效果，而在有高濃度鈣離子處理的組別當中

也能發現微脊重新出現（圖 14）。 

高鈣及高鎂水皆能在魚體死亡率上達到保護的效果（圖 9），而高鎂水卻無法

保護毛細胞的數量（圖 10），推測因鈣及鎂離子皆能參與細胞融合相關機制，而

細胞修復的過程中必須透過細胞融合機制達到修復的效果，因此斑馬魚死亡率皆

能受到保護。然而毛細胞方面過去有研究透過高濃度鎂及高濃度鈣離子可以保護

受到胺基醣甘類藥物所引起的毛細胞死亡現象(Coffin et al., 2009)，正常斑馬魚的

毛細胞受到機械性刺激後會流入鈣離子，然而當斑馬魚暴露 neomycin 及

gentamycin 時，毛細胞鈣離子流入的量會大幅下降，透過加入高濃度鈣離子時，

兩種藥物處理下的毛細胞鈣離子流有顯著回升，但加入高濃度鎂離子下則在

neomycin 藥物處裡的斑馬魚毛細胞無法達到保護的效果，因此研究推測高濃度鎂

離子僅能替代部分鈣離子的功能(Lin et al., 2013)，而在本實驗中發現高濃度鎂離

子與鈣離子皆能在死亡率上達到保護的效果，然而在高鎂水處理下的毛細胞卻沒

受到保護，推測鎂在本實驗的毛細胞上無法與鈣離子達到一樣的趨勢。 

 

24 小時實驗濃度及實驗限制 

雖然在 24 小時處理粘桿菌素的實驗下最高濃度使用到 10 µM，但由於取樣

問題，過高的粘桿菌素處理下沒辦法維持魚體完整，且死亡率超過 80%不好取

樣，在做電子顯微鏡及 ICP-MS 偵測魚體內離子含量的實驗操作下不好進行前處

理，例如使用二次水洗淨魚體藥物的步驟就很容易將魚體破壞，所以該實驗中採

用的濃度為 5 µM 粘桿菌素處理。 

在 24 小時處理的實驗中，可以發現在濃度 5 µM 粘桿菌素搭配低鈣（0.02 

mM）的水馴養，死亡率較為不穩定，而高鈣水（2 mM）馴養下則每次都能有相

當明顯的保護效果，推測在低鈣下本來就較不適合小魚生長，有研究證實淡水魚
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若生長環境變成低鈣離子的水域，那魚體的鈣離子平衡也會面臨挑戰 (Kwong et 

al., 2014)，這項研究也與本研究中發現的低鈣水域（0.02mM）處理下的斑馬魚死

亡率並不穩定相呼應，推測原先較不容易生存的水域中再加入粘桿菌素會導致死

亡率更加不穩定，但因僅有低鈣水處裡的組別並沒有顯著死亡，這能說明在本研

究中低鈣水與粘桿菌素處理下的斑馬魚死亡原因是來自粘桿菌素的毒性。 

 

MET 通道與粘桿菌素毒性的關係 

原先推測粘桿菌素進入毛細胞的方式是經由 MET 通道進入，設計實驗原理

是以 MET 通道的阻斷劑阻斷後能使粘桿菌素無法進入毛細胞，進而達到保護效

果。MET 通道的阻斷劑有 Gd3+及 La3+(Lin et al., 2013)，而在本實驗中使用 MET

通道的阻斷劑 La3+金屬與粘桿菌素處理，24 小時候以 FM1-43 標定毛細胞，在毛

細胞的數量上並沒辦法用 La3+金屬達到保護的效果，死亡率也沒有達到保護的效

果，但這個實驗的數據並沒有在結果中列出來。這項實驗的觀察結果可以間接證

明粘桿菌素在斑馬魚的側線毛細胞方面並不是經由 MET 通道進入毛細胞，進而

導致毛細胞死亡，但粘桿菌素實際進入毛細胞使毛細胞損傷及死亡的機制仍不清

楚，在未來可以進一步使用螢光染劑與粘桿菌素結合後處理斑馬魚，推測該方法

能與 neomycin-Texas Red 一樣觀測到傷害毛細胞的過程(Kitcher et al., 2019)。 

 

離子細胞分析 

本實驗中使用掃描式電子顯微鏡可以觀測到斑馬魚角質細胞有損傷（圖 5），

急性暴露粘桿菌素後連續觀察 2 小時下可以發現卵黃囊破損（圖 7），運用 ICP-

MS 短時間暴露下可以偵測到離子的流失（圖 8），推測因表皮角質細胞破損而導

致離子流失而死亡。由於主要導致斑馬魚體內離子流失的原因不僅是角質細胞排

列鬆散或受損引起，離子細胞的數量及功能降低也可能引發斑馬魚體內離子含量

的不穩定，本研究中可以發現離子細胞數量上在暴露粘桿菌素後有顯著下降（圖
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4），對斑馬魚而言，離子細胞是主要用以吸收水中離子，排出酸及氨的離子調節

細胞(Horng et al., 2009; Hwang et al., 2011; Horng et al., 2015; Hung et al., 2021)，未

來可以運用細胞免疫螢光染色方式標定斑馬魚主要排酸的 HR 細胞及鈣離子交換

的 NaR 細胞數量，準確標定斑馬魚離子細胞數目降低的主要細胞。 

 

氧化壓力與細胞凋亡路徑分析 

minocycline 為神經實驗中常用的保護神經藥劑，過去研究指出在經由

minocycline 預處理之神經細胞可以降低粘桿菌素傷害，在該研究中預處理過

minocycline 的細胞內粘桿菌素造成的細胞凋亡（apoptosis）相關路徑之細胞標誌

caspase 3 及 caspase 9 活性確實降低，抗氧化相關之 SOD 及 catalase 蛋白活性也

有顯著上升，實驗中證實粘桿菌素對神經細胞的損傷途徑是經由增加粒線體之氧

化壓力進而導致細胞凋亡，minocycline 保護神經細胞的機制則是經由抗氧化之途

徑抑制細胞凋亡的產生。(Dai et al., 2017) 

然而 minocycline 為鈣離子螯合劑，實驗中推測該藥物先螯合細菌細胞膜鈣

離子後再以粘桿菌素殺菌，能降低粘桿菌素殺菌時的使用量，並透過抑制粒線體

的氧化壓力等途徑保護神經細胞以達到協同作用之效果。(Dai et al., 2017) 

在氧化壓力方面，若粘桿菌素處理下離子細胞及毛細胞有氧化壓力上升並能

準確標記毛細胞的氧化壓力程度，也能進一步觀察毛細胞及離子細胞的死亡與粒

線體氧化壓力是否有關，推測離子細胞、角質細胞及毛細胞的損傷是因氧化壓力

上升進而導致細胞凋亡，未來能使用 caspase 3 抗體進行免疫螢光染色或是使用

qPCR 做相關基因檢測，可使用 CAT 與 SOD 等抗氧化相關基因測量魚體的抗氧

化基因含量，在測試 caspase 3 及 caspase 9 全體細胞及粒線體凋亡等基因含量，

進而證明受到粘桿菌素傷害的斑馬魚是經由氧化壓力導致細胞凋亡的路徑以致死

亡。過去研究指出使用溴化阻燃劑 2,2'，4,4'-四溴二苯醚（brominated flame 

retardant, 2,2’,4,4’-tetrabromodiphenyl ether）處理虹鱒後，發現其虹鱒的性腺內質
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網受到氧化壓力傷害，使內質網中的鈣離子釋放，而被釋放出的鈣離子被粒線體

吸收後使粒線體有膨脹的現象(Zhou et al., 2019)，導致粒線體氧化壓力上升，然

而本實驗中高鈣水組別中富含粒線體之離子細胞數量並沒有下降趨勢，推測在氧

化壓力的實驗下，本實驗高鈣組也會有氧化壓力較高的現象，但不導致粒線體死

亡。  

目前有研究指出當小鼠的神經母細胞瘤 2a（neuroblastoma2a, N2a）細胞中受

到粘桿菌素的傷害，氧化壓力有顯著上升，然而加入乙醯半胱胺酸（N-acetyl-L-

cysteine, NAC）抗氧化劑共處理後，氧化壓力有明顯下降的趨勢(Dai et al., 

2016)。若實驗中可以證明出斑馬魚受到粘桿菌素離子細胞及毛細胞損傷的方式是

透過氧化壓力導致細胞凋亡的路徑，之後的實驗可以設計為使用乙醯半胱胺酸

（N-acetyl-L-cysteine, NAC）抗氧化劑與粘桿菌素共處理後，檢測是否能保護斑

馬魚的離子細胞及毛細胞不受粘桿菌素的傷害。 

目前有研究指出可以使用 Anti-polymyxin B mouse IgM antibody（Thermo 

Fisher Scientific, Rockford, USA）進行小鼠皮下注射粘桿菌素後的腎組織抗體染

色，進而觀察粘桿菌素造成的腎毒性(Yun et al., 2015)及用粘桿菌素誘發小鼠的神

經母細胞瘤 2a（neuroblastoma2a, N2a）細胞觀測粘桿菌素的神經毒性(Dai et al., 

2018)，未來可以運用該抗體標記粘桿菌素，觀測其造成魚體損傷的主要位置。 
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結論 

綜合以上所述，在毒理學方面的相關數據以斑馬魚為模式動物下粘桿菌素的

致死濃度（LC,Lethal concentration）為 10 µM、半致死濃度（LC50, Lethal 

concentration 50%）大約落在 3 µM 上下，而在對於粘桿菌素較為敏感的斑馬魚側

線毛細胞方面最低影響濃度（LOAEL,Lowest observed adverse effect level）則為

0.1 µM。 

在粘桿菌素對於斑馬魚的死亡率方面發現死亡率大幅上升時間為斑馬魚孵化

後開始，該數據表明粘桿菌素對斑馬魚胚胎毒性較不明顯。在粘桿菌素對於斑馬

魚的發育毒性方面並沒有明顯的發現，不論是在眼睛及卵黃囊的大小或是體長皆

與人工淡水馴養的斑馬魚沒有明顯的差異，在斑馬魚的離子細胞可以觀察到數量

上的改變，表示粘桿菌素對於斑馬魚的離子細胞也具有毒性，最後最為明顯的毒

性則為斑馬魚的側線毛細胞，粘桿菌素濃度到達 0.1 µM 時數量及功能都有顯著

下降的狀況，綜合上述整理粘桿菌素對於斑馬魚的毒性有離子細胞毒性及毛細胞

毒性。 

從低鈣及高鈣水組別中觀測到之粘桿菌素毒性變化，如：斑馬魚的死亡率、

毛細胞數量及離子細胞數量等，皆能確定粘桿菌素之毒性與鈣離子的濃度具有相

關性，高鈣水組別處理下之損傷部位皆能達到保護的效果。 

由於增加鈣離子的含量就能使受到粘桿菌素傷害的斑馬魚死亡率、毛細胞及

離子細胞達到保護的效果，但斑馬魚與菌細胞膜的結構並不相同，推測因高濃度

鈣離子與細胞膜的癒合有關，所以加入高濃度鈣離子可以對受到菌素處理之斑馬

魚達到保護效果。 
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附圖  

 

 

 

圖 1：在不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3、10 µM）暴露 96 小
時下的連續死亡率及孵化率。 

以受精後 4 小時之斑馬魚胚胎暴露不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3、10 

μM）96 小時計算胚胎每日累計死亡率（圖 1A）；每日在同一時間記錄累計孵化

率（圖 1B）。 
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圖 2：在不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3 μM）暴露 96 小時下
的魚體型態與體長、眼睛大小、卵黃囊面積及心跳變化。 

以不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3 μM）浸泡魚體 96 小時候的魚體型態

（圖 2 A），並將魚體體長量化（圖 2 B）。將魚體進行拍攝後圈取眼睛（紅虛線）

及卵黃囊（藍虛線）以計算面積知識意圖（圖 2 C）；將圖 2 B1 中之紅虛線所圈

選的眼睛量化之統計圖（圖 2 D）；將圖 2 B1 中之藍色虛線所圈選之卵黃囊面積

量化統計圖（圖 2 E）。計算一分鐘心跳次數之統計量化圖（圖 2F），圖中所表達

的±值為平均值標準誤差（standard error of the mean, SEM），以 One way ANOVA 

及 Dunn's multiple comparisons test 進行無母數分析，原始數據使用 Identify 

outliers 剔除極端值， 並以 Normality and Lognormality tests 確認是否符合常態分

佈，最後再以圖形方式表達數據，星號標示（*）方式規則為 *p<0.05 ；

**p<0.01 ; ***p < 0.001。 
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圖 3：在不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3 μM）暴露 96 小時下
以 FM1- 43 標定斑馬魚毛細胞數量並以 SIET 方式檢測毛細胞鈣離子
流。 

以不同濃度的 colistin（0.01、0.1、1、2、3 μM）暴露 96 小時下以 FM1- 43 標定

斑馬魚毛細胞數量（圖 3A~F）；將螢光標定之毛細胞數量量化圖（圖 3G）；將毛

細胞鈣離子流量化後之統計圖（圖 3H）。圖中所表達的±值為平均值標準誤差

（standard error of the mean, SEM），以 One way ANOVA 及 Dunn's multiple 

comparisons test 進行無母數分析，原始數據使用 Identify outliers 剔除極端值， 並

以 Normality and Lognormality tests 確認是否符合常態分佈，最後再以圖形方式表

達數據，星號標示（*）方式規則為 **p<0.01 ; ***p < 0.001。 
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圖 4：在不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3 µM）暴露 96 小時下
Rhodamine 123 標定斑馬魚卵黃囊上離子細胞數量 

以不同濃度之 colistin 暴露 96 小時下以 Rhodamine 123 進行粒線體膜電位之活體

螢光染色（圖 4A~E），將螢光標定之細胞數量進行量化分析圖（圖 4F）。圖中所

表達的±值為平均值標準誤差（standard error of the mean, SEM），以 One way 

ANOVA 及 Dunn's multiple comparisons test 進行無母數分析，原始數據使用

Identify outliers 剔除極端值，並以 Normality and Lognormality tests 確認是否符合

常態分佈，最後再以圖形方式表達數據，星號標示（*）方式規則為 ***p 

<0.001。 
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圖 5：在不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3 μM）暴露 96 小時下
以掃描式電子顯微鏡拍攝魚體毛細胞及角質細胞型態。 

 

在不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3 μM）暴露 96 小時下以掃描式電子顯微

鏡拍攝魚體毛細胞的型態；紅色箭頭為毛細胞毛量指示（圖 5A~E）；選取圖 5A

之毛細胞開口（黃色虛線位置）計算面積之量化圖（圖 5F）；以掃描式電子顯微

鏡拍攝不同濃度 colistin（0.01、0.1、1、2、3 μM）處理下之斑馬魚角質細胞是示

意圖；紅色箭頭為角質細胞中央紋路指示；黃色箭頭為角質細胞兩者間的接合狀

況指示（圖 5G~K）。圖中所表達的±值為平均值標準誤差（standard error of the 

mean, SEM），以 One way ANOVA 及 Dunn's multiple comparisons test 進行無母數

分析，原始數據使用 Identify outliers 剔除極端值，並以 Normality and 

Lognormality tests 確認是否符合常態分佈，最後再以圖形方式表達數據，星號標

示（*）方式規則為 *p<0.05。 
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圖 6：在不同濃度 colistin（0、1、2、3、5、10 µM）暴露 24 小時下
的連續死亡率及孵化率。 

在斑馬魚仔魚受精後第三天進行不同濃度支 colistin 暴露 24 小時之第一、第二、

第四、第六、第八、第十二及第二十四小時進行累計死亡率的結果量化圖（圖

6）。  
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圖 7：在高濃度 colistin（5 μM）暴露 2 小時下的縮時攝影圖。 

受精後第四天之斑馬魚仔魚以高濃度 colistin（5 μM）暴露兩小時，期間以每 10

秒拍攝一張照片，連續拍攝 2 小時候之示意圖（圖 7 A0~A3），及暴露 2 小時 5 

μM colistin 後破損之魚體表皮狀態（圖 7 B~E）。 
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圖 8：在高濃度 colistin（5 μM）暴露 6 小時候以 ICP-MS 測量斑馬
魚體內離子含量。 

將受精後第 3 天之斑馬魚胚胎暴露在高濃度 colistin（5 μM）中 6 小時候，以

ICP-MS 偵測斑馬魚體內離子含量（圖 8）。以 ICP-MS 偵測斑馬魚體內之鈉離子

含量統計圖（圖 8A）；偵測斑馬魚體內之鉀離子含量統計圖（圖 8B）；偵測斑馬

魚體內之鈣離子含量統計圖（圖 8C）。圖中所表達的±值為平均值標準誤差

（standard error of the mean, SEM），以 One way ANOVA 及 Dunn's multiple 

comparisons test 進行無母數分析，原始數據使用 Identify outliers 剔除極端值，並

以 Normality and Lognormality tests 確認是否符合常態分佈，最後再以圖形方式表

達數據，星號標示（*）方式規則為 *p<0.05； **p<0.01。 
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圖 9：96 小時以 CaSO4、MgSO4、Na2SO4、NaCl 不同離子組成之
人工水對粘桿菌素造成死亡率之影響 

 

斑馬魚仔魚在不同離子組成之人工淡水與不同濃度 colistin（0、1、5、10 μM）處

理 96 小時下之死亡率比較，並量化第 96 小時之累計死亡率之統計圖以篩選保護

劑（圖 9）96 小時以 CaSO4、MgSO4、Na2SO4、NaCl 不同離子組成之人工水對

粘桿菌素造成死亡率之影響 
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圖 10：96 小時以 CaSO4、MgSO4 不同離子組成之人工水對粘桿菌素
造成毛細胞數目改變之影響 

 

斑馬魚仔魚在不同離子組成之人工淡水與不同濃度 colistin（0、1、3、5、10 

μM）處理 96 小時下之毛細胞數量比較（圖 10）；以人工淡水、高鎂水、高鈣水

與不同濃度 colistin 處理 96 小時後使用 FM1-43 標定斑馬魚毛細胞螢光染色示意

圖（圖 10A~M）；以人工淡水、高鎂水、高鈣水與不同濃度 colistin 處理第 96 小

時天下使用 FM1-43 標定斑馬魚毛細胞數量之量化圖（圖 10N~Q）。圖中所表達

的±值為平均值標準誤差（standard error of the mean, SEM），以 One way ANOVA 

及 Dunn's multiple comparisons test 進行無母數分析，原始數據使用 Identify 

outliers 剔除極端值， 並以 Normality and Lognormality tests 確認是否符合常態分

佈，最後再以圖形方式表達數據，星號標示（*）方式規則為 *p<0.05 ；

**p<0.01 ; ***p < 0.001。 
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圖 11：96 小時計算斑馬魚在 NW、高鈣水與低鈣水之死亡率 

以受精後 4 小時的斑馬魚分別暴露在高鈣水（2 mM CaSO4）、人工淡水（0.2 mM 

CaSO4）及低鈣水（0.02 mM CaSO4）與不同濃度 colistin 處理 96 小時之死亡率

（圖 11）。在人工淡水（0.2 mM CaSO4）中以不同濃度 colistin（1、2、3 μM）處

理下之死亡率是意圖（圖 11A）；在低鈣水（0.02 mM CaSO4）中以不同濃度

colistin（1、2、3 μM）處理下之死亡率是意圖（圖 11B）；在高鈣水（2 mM 

CaSO4）中以不同濃度 colistin（1、2、3μM）處理下之死亡率是意圖（圖 11C）。 
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圖 12：96 小時計算斑馬魚在不同離子組成人工水中與粘桿菌素處理
的毛細胞數量 

以受精後 4 小時之斑馬魚仔魚以不同濃度之 colistin（1、2、3 μM）與高鈣水（2 

mM CaSO4）、人工淡水（0.2 mM CaSO4）及低鈣水（0.02 mM CaSO4）共暴露

96 小時候用活體螢光染劑 FM1-43 標定毛細胞（圖 12A~L）。將標定出之毛細胞

數量進行量化統計後之量化圖（圖 12M~P）。在人工淡水（0.2 mM CaSO4）中以

不同濃度 colistin（1、2、3 μM）處理下之毛細胞數量量化圖（圖 12M）；在低鈣

水（0.02mM CaSO4）中以不同濃度 colistin（1、2、3 μM）處理下之毛細胞數量

量化圖（圖 12N）；在高鈣水（2 mM CaSO4）中以不同濃度 colistin（1、2、3 

μM）處理下之毛細胞數量量化圖（圖 12O）；將高鈣組、人工淡水組及低蓋組合

併後之統計圖（圖 12P）。圖中所表達的±值為平均值標準誤差（standard error of 

the mean, SEM），以 One way ANOVA 及 Dunn's multiple comparisons test 進行無

母數分析，原始數據使用 Identify outliers 剔除極端值， 並以 Normality and 

Lognormality tests 確認是否符合常態分佈，最後再以圖形方式表達數據，星號標

示（*）方式規則為 *p<0.05 ；**p<0.01 ; ***p < 0.001。 
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圖 13：96 小時計算斑馬魚在不同離子組成人工水中與粘桿菌素處理
的離子細胞數量 

將受精後 4 小時之斑馬魚仔魚以不同濃度之 colistin（1、2、3 μM）與高鈣水（2 

mM CaSO4）、人工淡水（0.2 mM CaSO4）及低鈣水（0.02 mM CaSO4）共暴露

24 小時候用活體螢光染劑 Rhodamine 123 標定離子細胞（圖 13A~K）。將標定出

之離子細胞數量進行量化統計後之量化圖（圖 13L~O）。在人工淡水（0.2 mM 

CaSO4）中以不同濃度 colistin（1、5、10μM）處理下之離子細胞數量量化圖

（圖 13L）；在低鈣水（0.02 mM CaSO4）中以不同濃度 colistin（1、5、10 μM）

處理下之離子細胞數量量化圖（圖 13M）；在高鈣水（2mM CaSO4）中以不同濃

度 colistin（1、5、10 μM）處理下之離子細胞數量量化圖（圖 13N）；將高鈣組、

人工淡水組及低蓋組合併後之統計圖（圖 13O）。圖中所表達的±值為平均值標準

誤差（standard error of the mean, SEM），以 One way ANOVA 及 Dunn's multiple 

comparisons test 進行無母數分析，原始數據使用 Identify outliers 剔除極端值， 並

以 Normality and Lognormality tests 確認是否符合常態分佈，最後再以圖形方式表

達數據，星號標示（*）方式規則為 *p<0.05 ；**p<0.01 ; ***p < 0.001 
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圖 14：96 小時觀察斑馬魚在不同離子組成人工水中與粘桿菌素處理
之電子顯微鏡下的型態 

 

將受精後 4 小時斑馬魚胚該在不同濃度 colistin 與人工淡水及高鈣水處理 96 小時

後使用掃描式電子顯微鏡觀測斑馬魚的毛細胞表面型態；紅色箭頭為毛細胞毛量

指示（圖 14A~H）。在掃描式電子顯微鏡下觀測之斑馬魚角質細胞及離子細胞型

態；紅色箭頭為角質細胞中央紋路指示；黃色箭頭為角質細胞兩者間的接合狀況

指示（圖 14I~Q）。 


