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中文摘要 

    貓傳染性腹膜炎是一種由 feline infectious peritonitis virus （FIPV） 的冠狀病

毒所引起之高致死率疾病，目前僅有極少能夠治療的藥物。本研究藉由 MTT 試驗

從 Bacillus amyloliquefaciens LN（LN）、B. velezensis AC（AC）及 B. licheniformis 

CK1（CK1） 芽孢桿菌萃取物挑選對 fcwf-4 細胞模型較不具細胞毒性之 AC、CK1 

萃取物進行三種抗 FIPV 病毒策略效用評估，包含預防、治療及聯合處理。其中 

AC 與 CK1 萃取物以預防模式處理下具有提升細胞存活率的效果；而治療模式下

則是 CK1 萃取物處理組有較好的效果。利用即時螢光定量技術與免疫螢光染色法

觀察在上述兩種模式中的 FIPV 表現量及分布，發現經芽孢桿菌萃取物處理之細

胞與未處理組相比並無降低 FIPV-N 表現及陽性率。而結合預防及治療的聯合處

理中，以 AC/CK1 進行的聯合處理不如 CK1/CK1 具有顯著提升存活率之效果。

最後以即時螢光定量技術分析以芽孢桿菌萃取物進行預防與治療策略中以 FIPV 

感染與未感染細胞之基因表現，證實具有預防效果的芽孢桿菌萃取物皆能提升 

TNF-α 的表現量；而 CK1 胞內液與細胞壁在治療模式且受感染的情況下，降低

了受體 fAPN 並提升了抗病毒蛋白 Mx1 的表現。綜合上述， AC 與 CK1 萃取

物未能降低 FIPV 複製能力，但能夠對 fcwf-4 細胞之免疫與抗病毒相關基因產生

影響。 

關鍵字: 芽孢桿菌、抗病毒、貓傳染性腹膜炎病毒、胞外聚合物 



doi:10.6342/NTU202302799

 

iii 

 

Abstract 

    Feline infectious peritonitis (FIP) is a viral disease of cats caused by certain strains 

of a virus called the feline coronavirus (FCoV). This study aimed to evaluate the antiviral 

efficacy of extracts from probiotic strains, including Bacillus amyloliquefaciens LN (LN), 

B. velezensis AC (AC), and B. licheniformis CK1 (CK1) on the fcwf-4 cell model using 

the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Three 

strategies, including pre-treatment, post-treatment, and combination treatment, were 

assessed for their effectiveness against FIPV, focusing on the extracts from AC, CK1 

intracellular fluid (INT), cell wall (CW), and exopoly-substances (EPS), which showed 

lower cytotoxicity to the fcwf-4 cell model. AC and CK1 extracts demonstrated 

improvement of cell viability in the strategy of pre-treatment, while CK1 extract 

performed better in the post-treatment. However, analysis of FIPV-N expression showed 

both strategies had no reduction in FIPV-N expression and in cells treated with Bacillus 

extracts compared to the untreated group. In the combination therapy, the AC/CK1 

combination did not present a significant increase in survival rate compared to the 

CK1/CK1 combination. Analysis of gene expression in FIPV-infected and uninfected 

cells treated with Bacillus extracts confirmed that the preventive Bacillus extracts 

increased TNF-α expression. In the post-treatment with infected cells, CK1_INT and 

CK1_CW reduced the receptor fAPN and increased the antiviral protein Mx1 expression. 

In conclusion, this study demonstrated that AC and CK1 extracts did not reduce FIPV 

replication but had regulations to antiviral and proinflammatory genes in fcwf-4 cells. 

Keywords: Probiotic, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus velezensis, Bacillus 

licheniformis, Feline infectious peritonitis virus, Antiviral 
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第一章、文獻探討 

第一節、益生菌 

一、益生菌之定義 

    益生菌（probiotics）一詞源自於希臘語「for life」，意為對生命有益。根據

FAO/WHO 於 2002 年公布之定義，益生菌為「具有生命現象且施予適當的量能夠

對宿主健康有益之微生物」。在 2013 年國際益生菌與益菌質科學協會（International 

Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISAPP）進而將其定義修訂，除了

符合先前定義以外，還必須經由科學試驗確認菌株之功能性與安全性方可稱為益

生菌（Hill et al., 2014）。自 2002 年以後，益生菌之應用、研究乃至臨床報告便迅

速發展，目前益生菌的種類最主要為乳酸桿菌（Lactobacillus）及雙歧桿菌

（Bifidobacterium），其餘如鏈球菌 （Streptococcus）、糞腸球菌 （Enterococcus）、

大腸桿菌屬 （Escherichia） 及 芽孢桿菌 （Bacillus） 中亦有些種類被列為益生

菌（表 1-1）。 

 

二、益生菌之特性 

    近年來科學上對於益生菌的研究日漸累積，人類也更加對其特性有所了解。益

生菌能夠存活於宿主體內，根據世界衛生組織在 2002 年發表「Guidelines for the 

Evaluation of Probiotics in Food」用以評估益生菌特性之試驗，內容包含體外測試

中益生菌應具備耐胃酸、耐膽鹽及具有膽鹽水解酶之活性，以證明菌株能夠通過腸

胃環境而持續存活；益生菌還須對黏膜及人類上皮細胞具吸附性，能夠定殖於腸道

而不易排出；另外對於潛在病原菌應具備抗菌活性，且減少病原菌對腸道表面之吸
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附。除此之外，所有測試都經過體內試驗加以驗證，以證明其安全性和益生菌特性，

方能篩選出較為適當的益生菌（FAO/WHO, 2002）。益生菌能夠利用碳水化合物與

纖維素等作為碳源，產生一級與次級代謝物，例如乳酸與短鏈脂肪酸，而這些代謝

物對宿主具有改變腸道菌相、促進腸黏膜屏障、調節免疫系統及抗氧化等功能。 

 

三、益生菌之功能 

（一）改善腸道健康與功能 

    部分乳酸菌 （Lactobacillus spp.） 具有生產細菌素與乳酸的能力，能夠抑制

病原菌生長進而改變腸道中菌相的組成（Kim et al., 2019）。另外，短鏈脂肪酸（short 

chain fatty acid, SCFA）是經由益生菌代謝而產生，在腸道中不同菌種會以營養互

補（cross-feeding）的生活模式進行共生，能夠塑造整個腸道中的環境，例如:乙酸

是維繫肌肉的重要物質以及抑制腸病原體（Fukuda et al., 2011） ;丙酸參與生化反

應中的醣代謝並且能夠協助組織對胰島素做出反應；丁酸則為能提供腸道細胞吸

收產生能量的重要物質，能夠透過降低腸黏膜通透性而改善黏膜屏障，幫助腸道維

持健康（Stoeva et al., 2021）。根據研究指出，腸道中的益生菌能夠提高 ZO-1 蛋白

表現以增加腸道上皮細胞間緊密程度，或是改變小腸細胞中粘蛋白的基因表達，因

此影響黏液層的特性（La Fata et al., 2018）。 

 

（二）調節免疫系統 

    腸道是微生物與體內循環的交界，也是動物體內重要的免疫器官。而在腸絨毛

間存在之的微生物菌叢數量約 1013 至 1014，因此腸道中微生物的組成與免疫系統

的表現密切相關，益生菌則能夠透過刺激腸道細胞進而降低病原體的生長，以平衡

體內益菌與病原體的比例，避免病原菌產生過多脂多醣（lipopolysaccharide, LPS）

接觸 toll-like receptors（TLR 2 或 4） 進而誘導發炎反應（Cristofori et al., 2021）。
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除此之外，益生菌能夠促進免疫 T 細胞對 Th2 的分化和細胞激素 interleukin（IL）

-4 和 IL-10 的表現，或通過控制 Treg 成熟及對應之細胞激素產生來刺激適應性

免疫系統，已有研究已經證明利用 46 種 Clostridia clusters IV 和 XIVa 的混和菌

株定殖於小鼠可以誘導局部和全身 Treg 細胞反應（Atarashi et al., 2011）。另外已

有研究證實益生菌 Bifidobacterium spp. 能夠改善 inflammatory bowel disease（IBD），

IBD 是一種由於 Th1 與 Th2 失衡、腸膜通透性降低等原因所引發的疾病，據研

究結果顯示Bifidobacterium bifidum 能夠顯著上調結腸區 IL-10 表現與降低 IL-1β 

表現，進而減緩 IBD 疾病的發生（Satish et al., 2017）。 

 

（三）抗氧化功能 

    氧化壓力為細胞中氧自由基濃度增高進而導致 DNA、脂質及蛋白質受損之情

形（Schieber & Chandel, 2014），其中 reactive oxygen species（ROS） 包括超氧陰

離子自由基、羥基自由基和過氧化氫，是高活性氧自由基之一。雖然生物體中有許

多天然抗氧化物質如 superoxide dismutase （SOD）、glutathione peroxidase （GPx）、

glutathione reductase （GR） 及維生素 C、維生素 E 等，仍難以避免氧化造成之

傷害。根據研究指出，Bifidobacterium animalis 01 的培養上清液和細胞內液在體外

試驗中可清除羥基自由基和超氧陰離子，同時增強小鼠體內的抗氧化酶活性（Shen 

et al., 2011）。而不同的菌株也有不同生成抗氧化物的機制，其中包含菌株本身能夠

生產如 SOD 抗氧化物質，；或是在腸道中刺激宿主細胞以提升葉酸與 glutathione 

濃度等方式（Wang et al., 2017）。另外，來自芽孢桿菌 LBP32 的胞外多醣能夠通過

抑制 NFκB 和 ROS 產生來預防脂多醣誘導的巨噬細胞發炎（Diao et al., 2014）。 

（四）具抗病毒活性 

    近年來微生物的發展不僅限於益生菌與宿主的研究，有鑑於病毒所引起的疫

情而有更多研究投入在抗病毒之益生菌。具抗病毒活性之菌株能夠透過刺激宿主
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之免疫調節訊號、與病毒直接作用及與病毒競爭 receptor 位點等方式達到抗病毒

的效果（Dicks et al., 2021）。根據表 1-2 顯示，在體外試驗中不同種類的微生物菌

種以及病毒感染之細胞模型的不同其機制並非完全相同，其中包含刺激 NF-κB 訊

息傳遞、增強 IFNs 表現、提昇 ISG 表現量、競爭病毒接合細胞位點及改變 TLR 

表現間接影響其訊號路徑等效果。以乳酸菌為例: Lactobacillus plantarum 能夠產生

多種代謝物 plantaricin、lactic acid、acetic acid 及 gamma-aminobutyric acid 等被

發現具有改變豬腸道上皮細胞中抗病毒因子（IFN-α、IFN-β、OAS1、OASL、MX2

及 RNASEL）與細胞激素之表現（Albarracin et al., 2017）。另外研究發現，透過對

感染流感病毒的小鼠鼻腔施以 Lactobacillus rhamnosus CRL1505 後，相較於未接受

菌株之小鼠，其血清和呼吸道中流感病毒特異性 IgA、IgG 及 IFN-γ 的濃度皆有提

升，且觀察到在受治療期間小鼠之 IL-17 濃度顯著降低與 IL-10 濃度顯著提高

（Tonetti et al., 2020）。除了乳酸菌以外，也有研究指出 Bacillus licheniformis 所產

生之 exopolymer （EPSp） 能夠與病毒競爭細胞的結合受體（receptor）以阻礙 

herpesviruses （HSV） 與 vesicular stomatitis （VSV） 等套膜病毒進入宿主細胞，

而具有抑制病毒的功效（Sanchez-Leon et al., 2020）。 

 

四、芽孢桿菌 

（一）液化澱粉芽孢桿菌 Bacillus amyloliquefaciens 

    液化澱粉芽孢桿菌最早於 1943 年首度自土壤分離，其命名來自於菌株本身可

產生液化的澱粉酶 （Fukumoto et al., 1943）。此菌株適應環境能力佳，具有耐酸、

耐高溫且可存在於食品、植物、土壤等環境，根據研究發現農作物根部幫助抵抗

Staphylococcus aureus 與真菌等病原菌 （Wu et al., 2015），並且已被證實是安全、

無毒性，甚至可以抑制食品工業中病原菌 Bacillus cereus 所產生的毒性，因此可運

用於食品中發酵，藉此產生益生原以提供益生菌良好生存環境（Yohannes et al., 
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2020）。先前研究發現 B. amyloliquefaciens 除了具備預防大腸桿菌引起之嚴重發炎

反應與抗氧化之能力（Wu et al., 2017）以外，而其次級代謝物更具有抗病毒之效

果，由  B. amyloliquefaciens 產生的高濃度環狀抗菌肽枯草桿菌蛋白酶能抑制 

herpes simplex virus type 1 （HSV-1） 複製，具有殺病毒作用（Torres et al., 2013）。 

    根據本實驗室自發黴玉米中分離之 B. amyloliquefaciens LN（LN）所進行之研

究顯示，該菌株具有產生聚木糖酶（xylanase）、羧甲基纖維素（carboxymethyl 

cellulose）、澱粉酶（amylase）與蛋白酶（protease）的活性降解穀物中黴菌毒素玉

米赤黴烯酮 （zearalenone, ZEN） 之能力，並且通過耐酸性、耐膽鹽及腸道貼附

試驗，藉此證實具有益生菌之特性，可用於食品與飼料添加之微生物（李，2014）。

此外，  LN 菌株萃取物經由預處理能使  Vero 細胞株在豬流行性下痢病毒 

（porcine epidemic diarrhea virus, PEDV） 感染後期透過免疫調節作用來減緩發炎

反應，從而抑制病毒的複製及釋出，因此認為 LN 具有抗病毒活性之潛力菌株 （蔡，

2021），進而使用於抗貓冠狀病毒之研究。 

 

（二）貝萊斯芽孢桿菌 Bacillus velezensis 

     貝萊斯芽孢桿菌於西班牙 Vélez River 首度被分離，是一種好氧且廣泛在於

土壤、發酵食物中的菌種，具有形成內孢子的特性。此菌種已被證實其基因中帶有 

srfABCD、dhbABCDEF 能夠藉由產生 surfactin 或 bacillibactin 等胜肽以生成生物

膜和抵抗病原菌、真菌生長。此菌種產生之二次代謝物能夠透過引發植物本身

immune systemic resistance （ISR） 之防禦能力抵抗微生物之感染避免致病（Rabbee 

et al., 2019）。此外，該菌種添加於飼料進行動物試驗發現，含有貝萊斯芽孢桿菌的

益生菌補充劑可增強鴿子中針對鴿子圓環病毒的免疫調節基因的表達，包含 

interferon-gamma （IFN-γ）、myxovirus resistance 1 （Mx1） 及 signal transducers 

and activators of transcription 1 （STAT1） 等抗病毒相關基因都有顯著上升（Tsai et 



doi:10.6342/NTU202302799

 

6 

 

al., 2021）。本實驗室先前所分離之菌株 B. velezensis AC 透過實驗證實具有耐酸及

耐膽鹽能力，對其功能性進行評估發現該菌株能透過改變酚氧化酵素

（phenoloxidase）及 SOD 的活性以提升澳洲淡水龍蝦感染白點症病毒之存活率

（葛，2018），也能夠藉由清除氫氧自由基與 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl（DPPH） 

提升抗氧化能力，並在面臨氧化壓力時刺激超氧化物歧化酶（SOD）及穀胱甘肽過

氧化物酶（GPx）等抗氧化酵素的分泌（黃，2018）。另外，AC 菌株萃取物對 Vero 

細胞株進行預處理，能夠降低細胞激素 TNF-α、IL-1β、IL-6 及 IL-8 表現量並減

少細胞病變效應 （cytopathic effect, CPE） 產生（蔡，2021），故使用此菌株進行

抗貓冠狀病毒活性之評估。 

 

（三）地衣芽孢桿菌 Bacillus licheniformis 

    地衣芽孢桿菌屬於革蘭氏陽性菌，由於能生成內孢子以適應極端環境使其適

應力強，在土壤與植物樣本中十分常見。此菌種的功能應用廣泛，不僅可用於人類、

水生、禽畜類之飼料添加，亦可用於生產酵素與生物抗癌分子（Muras et al., 2021）。

先前研究證實，B. licheniformis 添加於雞隻飼料或飲水中相較於控制組有較高的產

蛋率（Deng et al., 2012）、蛋白質與胺基酸生成以及較低的脂肪堆積（Liu et al., 2012）。

在水生研究方面，研究數據顯示此菌種添加於飼養水中能夠抑制魚類病原菌生長，

例如 B. licheniformis DHAB1 能夠透過 aiiA 基因產生之 lactonases 降低腸炎弧

菌導致蝦類的死亡率（Vinoj et al., 2014）。 除此之外，亦有研究指出 B. licheniformis 

具有抗病毒效果，根據研究顯示 B. licheniformis 所產生之 exopolymer substrate 

（EPSp） 具對套膜病毒之抗病毒效果，如 herpesviruses （HSV） 與 vesicular 

stomatitis （VSV），其機制為透過藉由競爭病毒接合位點抑制病毒進入細胞，經免

疫螢光染色可見由 EPSp 處理之細胞有較低的病毒感染量（Sanchez-Leon et al., 

2020）。 
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    本實驗室分離之 B. licheniformis CK1 具有多項益生菌之特性，該菌除了可產

生胞外聚木糖酶（xylanase）、羧甲基纖維素酶（carboxymethyl cellulose）與蛋白酶

（protease）於酸性及膽鹽環境中生存，對於抗生素克林黴素（clindamycin）與紅

黴素（erythromycin）具有抗性，並能抑制病原菌  Escherichia coli 與  Listeria 

monocytogenes 生長，並且不會產生內毒素與溶血性（易，2010）。另外，小鼠餵食 

CK1 菌株可提升血液中吞噬細胞活性、脾臟細胞增殖反應及自然殺手細胞活性，

並透過改善腸道菌相來影響腸腦軸的功能（徐，2018）。 
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表 1-1、常用益生菌種類列表。（Markowiak et al, 2018） 

Table 1-1. Commonly used probiotic list. 
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表 1-2、多種益生菌的抗病毒作用與潛在機制。（Wang et al., 2022） 

Table 1-2. Antiviral effects and underlying mechanisms of various probiotics. 
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圖 1-1、益生菌有益於宿主之代謝機制。（Sanders et al., 2019） 

Figure 1-1. Mechanisms of probiotic benefits to host. 
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第二節、病毒 

一、病毒簡介 

    病毒是一種由 DNA 或 RNA 及蛋白外殼所組成之結構，病毒無法表現生命

現象，但是在宿主細胞中可以進行複製、釋出等動作，因此介於生命體與非生命體

之間。病毒的直徑約為 10 奈米至 300 奈米之間，因此需藉由電子顯微鏡方能觀察。

第一個已知的病毒於 1899 年發現，名為菸草鑲嵌病毒。而後陸續有近五千種病毒

被鑑定並且進行分類。根據國際病毒分類委員會  （International Committee on 

Taxonomy of Viruses, ICTV） 公布之分類方法，依據病毒的顆粒特性、抗原特性及

生物特性可分為域 （viria）、界 （viriae）、門 （viricota）、綱 （viricetes）、目 （virales）、

科 （viridae）、屬 （virus）及種（species）。以 2019 年底流行於全球的 SARS-Cov-

2 為例，該病毒屬於正冠狀病毒亞科 （Orthocoronavirinae）。病毒可藉由多種方式

進行傳播，如飛沫、空氣及體液皆可成為傳遞媒介，當病毒進入到宿主細胞後即開

始以複製遺傳基因為目的，包含 DNA 與 RNA 兩種形式，由於 RNA 病毒傳染力

強、變異較快，因此許多疾病是由 RNA 病毒感染造成，例如 2019 年底盛行全球

的 SARS-CoV-2。 

 

二、貓冠狀病毒 

（一）貓冠狀病毒簡介 

    冠狀病毒科可以分為四個屬，包括 Alpha-、  Beta-、  Gamma-、  及 

Deltacoronavirus。貓冠狀病毒  （ feline coronavirus, FCoV）  （Nidovirales; 

Coronaviridae; Coronavirinae; Alphacoronavirus 1）為具有封套蛋白 （envelope protein） 

之單股 RNA 病毒，其基因體大小約為 29 kb。在雙層磷脂膜表面具有與細胞受體

接合之棘蛋白 （spike protein）、膜蛋白 （membrane protein） 及 RNA 上的核殼

蛋白 （nucleocapsid protein）。而同屬的病毒包含犬冠狀病毒 （canine coronavirus, 
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CCoV）、豬流行性下痢病毒 （porcine epidemic diarrhea virus） 及傳染性腸胃炎病

毒 （transmissible gastroenteritis virus, TGEV）。根據研究，此貓冠狀病毒造成兩種

致病型，其一為主要感染腸道的 feline enteric coronavirus （FECV）；其二為造成貓

傳染性腹膜炎之 feline infectious peritonitis virus （FIPV） （Tekes & Thiel, 2016）。

FIPV 能夠感染單核細胞與巨噬細胞，進而形成系統性地散播，導致宿主受到嚴重

感染甚至死亡；而 FECV 受限於感染腸道上皮細胞而較無致命性（Hora et al., 

2016）。 FCoV 在接觸到宿主細胞表面後會經由細胞吞噬作用進入到細胞質中，並

引起一系列的免疫反應。  

 

（二）貓冠狀病毒之基因體特性 

    第一株完成全基因定序之貓冠狀病毒 FCoV-SB22 分離自巴西家貓，擁有 11

個開放讀碼區 （open reading frame, ORF）（de Barros et al., 2019），其中 ORF1a 與 

ORF1b 約佔總基因體之三分之二，其中有 16 個非結構蛋白 nsp1-nsp16 包含 3a、

3b、3c、7a、7b，其餘為結構蛋白 S （spike）、E （envelope）、N （nucleocapsid）、

M （membrane） 基因。FCoV 基因體 5’ 端與 3’ 端之末端皆具有非轉譯區 

（untranslated region, UTR）。根據病毒 S 基因序列的差異可將 FIPV 血清型分為

兩種: serotype I 與 II，而基於部分基因組序列分析指出 II 型 FCoV 之產生來自 I 

型 FCoV 和 CCoV 的基因重組（Herrewegh et al., 1998）。根據 2013 年 FCoV-

NTU156 全基因分析結果（表 1-2），此病毒株於 3’ 端之末端含有轉錄調節序列 

（transcription regulatory sequence, TRS） motif: 5’-CUAAAC-3’（Lin et al., 2013），

為尿苷酸特異性內切酶之切位點，與病毒複製與轉錄負回饋調控有關（Wang et al., 

2017）。研究指出 FIPV 為於腸道複製相關基因之 3c gene 突變株，根據分析 27 隻 

FECV 與 28 隻 FIPV 感染患貓之 3c 蛋白的表達，發現 3c 基因在突變為 FIPV 

之比例中佔 71.4%，意即 3c 基因突變並非完全是造成 FIP 之單一變數（Chang et 
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al., 2010）。而非結構性蛋白 7a 與 7b 之功能至今仍不明確，但是在患有 FIP 之

貓隻當中能夠檢測到點突變，而是否對其毒力產生影響則需要更進一步釐清

（Kennedy et al., 2001）。 

（三）貓傳染性腹膜炎 

    貓傳染性腹膜炎 （feline infectious peritonitis, FIP） 是由 FIPV 感染後產生之

炎症，好發於一歲以下之幼貓。由於目前能夠治療之藥物較少，因此仍為絕症，通

常死亡於發病後一年內。根據患貓症狀之不同，將患症分為乾性與濕性兩類，若於

胸腔及腹腔出現積液為濕性症狀，容易阻礙呼吸，且其積液外觀粘稠、泛黃，混雜

蛋白質、白血球及血漿，這些積液並非病毒腹膜炎病毒的產物，而是由於體液免疫

系統過度反應而形成（Evermann et al., 1995）；而乾性傳染性腹膜炎則較常感染如

眼部與神經系統等導致其具有行走不穩、精神萎靡等症狀（Olsen, 1993）。 宿主自

身的狀態在病徵的表現上佔有重要的角色，其中包含宿主本身之基因特性、年齡及

免疫力狀態，如主要組織相容性複合體 （major histocompatibility complex, MHC） 

變異性、細胞激素生產情況及免疫血球自體凋亡之狀態皆能影響疾病之發展。 

 

（四）貓冠狀病毒感染與複製 

    貓冠狀病毒接觸宿主細胞表面後利用受體媒介的胞噬作用與 feline 

aminopeptidase N （fAPN） 結合位點接合，以胞吞（endocytosis）的方式進入細

胞。病毒顆粒的套膜會分解並釋放 viral RNA 至細胞質，並由初級內體（early 

endosome）進行包裹與運送，接著由 replicase-transcriptase complex （RTC） 進行

轉錄形成反股 RNA 與 subgenomic（sg）RNA。反股 RNA 為正股 RNA 複製之

模板，而病毒蛋白則是利用  sgRNA 進行轉譯。在核酸複製完成以後會於

endoplasmic Reticulum （ER） 與 endoplasmic reticulum-golgi apparatus intermediary 

compartment （ERGIC） 成熟形成新的病毒顆粒。完全成熟的病毒會藉由胞吐作
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用（exocytosis）離開宿主細胞進行感染循環（Delaplace et al., 2021）（Takano et al., 

2007）（Takano et al., 2019）。 

（五）抗貓冠狀病毒之藥物 

    由於病毒攻擊宿主細胞後有許多階段，其中包含貼附、複製、功能蛋白合成等，

現今已存在一些藥物具有抗 FCoV 的活性，能藉由針對病毒生存之不同階段進行

活性抑制進而達到抗病毒效果。 

(1) 抑制病毒進入細胞 

    冠狀病毒的表面上具有貼附細胞功能的棘蛋白 （spike protein），而 FCoV 可

以經由接觸細胞膜上 receptor binding domain （RBD） 進行細胞通透或胞吞作用

的方式進入細胞。研究發現， peptide I-S1–9、peptide I-S1–16 及 peptide I-S1–22 

三種胜肽在 fcwf-4 細胞株中對 FIPV-I KU-2 病毒株具有約 80%之抑制效果，其

作用原理即胜肽能與病毒顆粒競爭接合位點以降低病毒貼附進入細胞之機率

（Doki et al., 2015）。此外，chloroquine （CQ） 與 hydroxychloroquine （HCQ）

也屬於在病毒感染早期能夠減少病毒顆粒自內體 （endosome） 酸化而釋出，以減

少其進入轉錄後修飾的機會，這類用藥也應用於對抗流感病毒（Kono et al., 2008）。 

(2) 抑制病毒複製與轉錄 

    冠狀病毒自 genomic RNA 釋放以後會首先轉錄 ORF1a 與 ORF1b 片段，其

中包含非結構性蛋白。病毒以正股  RNA 為模板並藉由  RNA-dependent RNA 

polymerase （RdRp） 進行複製合成能夠轉錄出與各種蛋白相關之 mRNA 的反股 

sgRNA。由於 RdRp 於病毒複製的過程至關重要，因此有許多抗病毒藥物係針對 

RdRp 進行抑制以達到抗病毒效果。核苷酸類似物是一種類似於核苷酸的化合物，

其中例如 GS-441524 是一種類似於腺嘌呤 （adenosine） 之病毒抑制劑，其作用

原理為核苷酸類似物能與病毒自身核苷酸競爭，進而欺騙 RdRp 作用導致病毒複

製失敗（Murphy et al., 2018），目前在臨床作為治療 FIP 之藥物使用；另一種被廣
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泛用於人類的藥物 Ribavirin 為鳥嘌呤 （guanosine） 類似物，經研究證實能夠於 

FIPV 79-1146 感染一小時後有效抑制病毒效價約 10,000 倍，不過 ribavirin 具有

細胞毒性，在動物試驗中也發現給予藥物處理之患貓生存率與控制組無差異，因

此不被建議使用於臨床（Weiss et al., 1993）。除此之外，基因靜默法 siRNA 被應

用於防止病毒複製，其透過特定的小片段 RNA 與病毒 RNA 耦合使之降解進而

抑制病毒複製，根據體外試驗研究顯示，使用 30 nM 之 siRNA 前處理之 crandell-

rees feline kidney （CRFK） 細胞能夠有效降低 FIPV 79-1146 效價約 100 倍

（McDonagh et al., 2015）。不過由於 RNA 病毒容易產生基因變異使得 siRNA 不

容易應對於持續變種之病毒。 

(3) 免疫刺激分子 

    刺激免疫調節是一種常見的抗病毒策略，干擾素 （interferons, IFN） 時常被

使用在臨床治療，然而干擾素本身不具有抗病毒作用，並不能完全依賴其使用。現

今已能夠透過 recombinant interferon omega （rFeIFN-ω） 誘發先天性免疫反應以

治療受貓白血病病毒 （feline leukemia virus, FeLV） 與貓免疫缺陷病毒 （feline 

immunodeficiency virus, FIV） 感染之患貓，在雙盲試驗下成功降低其死亡率（de 

Mari et al., 2004）。根據 Takano （2020）等人對 FIPV 進行抗病毒體外試驗的結

果顯示，將 100 μM Hydroxychloroquine （HCQ） 與 104 U/mL rFeIFN-ω 組合進

行治療能夠降低 FIPV-I 感染的活性（Takano et al., 2020）。不過根據以 rFeIFN-ω 

治療感染貓傳染性腹膜炎患貓之生存時長試驗結果顯示，患貓在接受重組干擾素

治療後與給予安慰劑之組別並無顯著性差異，僅在血液檢測中發現接受 rFeIFN-ω 

組之淋巴細胞數量顯著降低（Ritz et al., 2007）。 

 

（六）貓傳染性腹膜炎病毒引起之宿主免疫反應 

    FIPV 作為抗原除了接觸宿主細胞 fAPN 以外，也會與一種位於細胞表面或
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內體中可識別各種病原體相關分子的識別受體 Toll-like receptors （TLRs） 接觸

而誘導 NF-κB 信號通路或 interferon regulatory factor （IRF） 的表現量，進而影

響發炎症狀和控制病毒複製。根據 Khair et al.（2022） 於體外試驗結果指出 CRFK 

細胞 受 FIPV-II 79-1146 感染後 24 小時相較於感染後 4 小時，其 TLR9、TNF-α、

IFN-ß 及 IL-10 之基因表現有顯著提升。而在同時加入 FIPV 和其 S 抗體後，細

胞中 TNF-α 表現量與單純以病毒感染相比具有顯著地提升，並且會伴隨 fAPN 

表現量的上調進而增加 FIPV 感染的敏感性（Takano et al., 2007）。不過另外也有

研究發現 FIPV 感染會抑制第一型干擾素（IFN-I）的產生，其病毒 Nsp5 蛋白可

以在 NEMO（NF-κB essential modulator）蛋白的多個位置進行切割，進而抑制 NF-

κB 信號通路和 IFN-I 的產生，其中 IFN-β 與 interferon stimulated gene （ISG） 

在 FIPV-DF2 感染後皆無法被誘導（Khair et al., 2022）。 
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圖 1-2、貓冠狀病毒複製與成熟機制之抑制標的。（Delaplace et al., 2021） 

Figure 1-2. Targets for the inhibition of feline infectious peritonitis virus replication and 

maturity. 
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圖 1-3、 Toll-like receptors （TLRs） 訊息傳遞與功能示意圖。（Capozza et al., 2021） 

Figure 1-3. Schematic diagram of Toll-like receptors (TLRs) signaling pathway and 

functions. 
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表 1-3、FCoV NTU156 open reading frame 編碼與胺基酸數。（Lin et al., 2013） 

Table 1-3. Open reading frame and numbers of amino acid of FCoV NTU156. 
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第三節、研究動機與目的 

    隨著近年經濟成長、人口結構改變及城市化發展，伴侶動物逐漸取代經濟動物

成為家庭結構的一環，因此伴侶動物的健康與疾病亦漸漸受到重視。由於貓傳染性

腹膜炎屬於嚴重病毒性疾病，並且僅有少數臨床用藥能夠進行治療，雖然流行率較

低，但致死率極高，因此評估可添加於飼料中之益生菌是否具有抗貓傳染性腹膜炎

病毒之活性十分具有價值。故本論文利用分離自本實驗室且具益生菌潛力之三株

芽孢桿菌，評估是否能藉由調節宿主免疫力或影響病毒感染能力來提升細胞存活

率或降低病毒含量，以期許未來能將益生菌株應用於添加飼料中，進而成為取代疫

苗與藥物之方案。 
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第二章、材料與方法 

第一節、實驗架構 

    本研究首先將 Bacillus amyloliquefaciens LN（LN）、B. velezensis AC（AC）及 

B. licheniformis CK1（CK1）三株菌株進行萃取，將樣品分別製作成胞內液 

（intracellular fluid, INT）、細胞壁（cell wall, CW）及胞外聚合物（exopoly-substances, 

EPS），再將其加入細胞株中進行毒性測定。確認細胞毒性後選取低毒性之樣品分

別以預防模式、治療模式及聯合處理進行細胞存活率之評估。接著對細胞存活率顯

著升高之處理組進行病毒 gRNA 與宿主細胞 mRNA 表現量分析，探討菌株處理

對細胞抗病毒基因與促發炎基因之影響。另外，利用免疫螢光染色觀察病毒於細胞

中存在位置與感染陽性率之比較。 

 

圖 2-1、實驗架構圖 

Figure 2-1. Framework of the present study.  
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第二節、芽孢桿菌萃取物之抗貓傳染性腹膜炎病毒能力評估 

一、芽孢桿菌之培養與保存 

    本研究使用自實驗室分離出之三株芽孢桿菌分離自本實驗室的  B. 

amyloliquefaciens LN（LN）、B. velezensis AC（AC）及 B. licheniformis CK1（CK1）

進行抗病毒分析。以無菌接種環沾取少量菌液並塗抹至 LB agar （Neogen, America）

培養盤進行分區劃盤，使之形成單一菌落。挑選單一菌落接種至 3 mL LB broth 後

以 37°C、120 rpm 搖晃培養 16 至 18 小時活化菌株。以 1% （v/v） 接種於新鮮 

LB broth 中進行第二次活化完成後，將 50%無菌甘油以 1:1 （v/v） 加入菌液中，

冰凍於 -80°C 以利後續實驗使用。 

 

二、芽孢桿菌萃取物製備 

（一）胞內液 

根據 Mehmeti et al.（2011） 之方法並稍做修改。將三株菌株以 1%（v/v）接

種於 400 mL LB broth 中搖瓶培養 24 小時，以 5000×g、4°C 離心 20 分鐘並將培

養液去除，沉澱後的菌體團塊以 1 mL 無菌磷酸鹽緩衝液（phosphate buffered saline, 

PBS）懸浮清洗 2 次，最後將菌體懸浮於 1 mL 無菌 PBS 中。將上述細菌懸浮液

與體積約 0.3 mL 的 0.1 mm zirconia/silica beads（BioSpec Products, USA）混合，

於震盪機（Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc., USA）以最高震盪強度震盪 30 

分鐘進行破菌。破菌完成後的樣品保持於冰上並進行 12000×g、4°C 離心 10 分鐘

以沉澱菌體碎片後，用 0.22 μm 無菌濾膜（Sartorious, Germany）將上清液過濾，

即完成胞內液，並且小量分裝保存於-80°C 冷凍冰箱。 
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（二）細胞壁  

   將上述沉澱的菌體團塊以 1 mL 無菌 PBS 回溶，再透過 0.22 μm 無菌濾膜過

濾後即取得菌體細胞壁，最後將樣品小量分裝並於–80°C 冷凍保存。 

 

（三）胞外聚合物 

    將活化完成之菌株以 1%（v/v）接種培養於 400 mL LB broth 中有氧培養 48 

小時，以 5000 ×g、4°C 離心 20 分鐘收集上清液體於錐形瓶中，再加入三倍體積且

已預冷之 95%乙醇，置於 4°C 冷藏一日。將沉澱後之液體以 12000 ×g、4°C 離心

30 分鐘並去除上清液，留下之團塊以二次水回溶，冰凍於–80°C。將結凍完成之樣

品以冷凍乾燥機進行凍乾兩日後，以 PBS 回溶使樣品濃度為 10 mg/mL （100X）。

樣品皆小量分裝並冷凍保存於–80°C。 

 

（四）蛋白質濃度定量 

    胞內液與胞外聚合物之蛋白濃度以 BCA assay 進行測定。將 2 mg/ml bovine 

serum albumin （BSA） 標準品以 2 倍進行序列稀釋，以獲得濃度為 2、1、0.5、

0.25、0.125 mg/ml及空白組 0 mg/ml。將 10 μL 之樣品與標準品與 100 μL之 working 

solution （Thermo Fisher, USA）混合於 96 孔盤中並放置於 37°C 作用 30 分鐘後，

讀取吸收光波長 562 nm 數值。利用標準品製作之標準曲線（R2 > 0.99）計算出樣

品蛋白濃度後，以預冷 PBS 溶液稀釋胞內液（INT） 至蛋白濃度為 1 mg/ml （10X），

並以同體積 PBS 加入至細胞壁（CW）（10X）作為樣品備用。 

 



doi:10.6342/NTU202302799

 

24 

 

（五）總糖含量定量-酚硫法 

    參考 M. Dubois (1956) 並稍作修改。以葡萄糖作為標準品，以水稀釋使其濃

度為 100 μg/ml、50 μg/ml、25 μg/ml、12.5 μg/ml、6.25 μg/ml 並以此作為標準曲線。

將 200 μl 樣品加入試管中，接著加入 200 μl 之 5% phenol 以及 1 mL 之濃硫酸，

再將其混和物靜置 1 小時。最後使用酵素免疫分析儀（ELISA Reader） 以 492 nm 

偵測其吸光值以換算含糖濃度。 

 

三、細胞與病毒培養 

    本研究使用之細胞株 fcwf -4 與病毒株 serotype II FIPV NTU-156 由國立臺

灣大學分子暨比較病理生物學研究所張惠雯老師與張晏禎老師提供。 

 

（一）細胞活化 

    配製含有 10% fetal bovine serum（FBS, Peak Serum, USA）、1% penicillin-

streptomycin-amphotericin B solution（PSA, Biological Industries, Israel）的 Dulbecco's 

Modified Eagle Medium（DMEM, Gibco）作為細胞培養液。將液態氮中 fcwf -4 細

胞至於 37°C 中迅速解凍，並加入 1 mL 之細胞培養液。於室溫離心 1000×g、4 分

鐘後去除含有 Dimethyl sulfoxide （DMSO）之上清液，以新鮮培養基回溶後放入

T25 培養瓶中，並靜置於入含有 5% CO2 之 37°C 培養箱中培養至滿盤，即可進

行繼代。 

 

（二）細胞繼代 

    當細胞生長至九成滿（約 2 天）即可繼代，以玻璃吸管及真空幫浦緩慢吸除 

舊細胞培養液，經 Dulbecco's phosphate-buffered saline （DPBS） 潤洗並加入 1 mL 
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0.25%（w/v）trypsin-EDTA（Biological Industries, Israel），於 37°C 培養箱作用 1

分鐘。稍微拍打並以顯微鏡觀察細胞懸浮確認細胞狀態後，加入 1 mL 細胞培養

液終止 trypsin-EDTA 作用，並將細胞收集至 15 mL 離心管中。以 1000 rpm 離心 

3 分鐘後去除含 trypsin-EDTA 的上清液，加入 1 mL 的細胞培養液回溶細胞團塊

使其分布均勻，吸取微量細胞與等體積的 trypan blue stain （0.4%, Gibco）混合均

勻進行細胞染色，再利用血球計數器於顯微鏡下計算細胞數。最後取 20%細胞數

種入含有 10 mL 細胞培養液的 T75 細胞培養角瓶（Corning, USA）中，搖晃均勻

後靜置於 37°C 培養箱中進行培養。 

 

（三）細胞株冷凍保存 

    將培養至滿盤之細胞以玻璃吸管及真空幫浦緩慢吸除細胞培養液，加入 1 mL 

0.25%（w/v）trypsin-EDTA，置於 37°C 培養箱作用 1 分鐘，待細胞懸浮後加入 1 

mL 細胞培養液，並將細胞收集至 15 mL 離心管中，再以 1000 rpm 離心 3 分鐘

後去除含 trypsin-EDTA 的上清液，加入適量體積的細胞培養液回溶細胞團塊， 吸

取微量細胞與等體積的 trypan blue stain 混合均勻進行細胞染色，再利用血球計 

數器計數細胞。以含有 7%（v/v）DMSO 之細胞培養液將細胞濃度調整至 106 

cells/mL， 並每 1 mL 分裝至細胞凍管（Corning, USA），置入細胞漸凍盒中

（Corning, USA） 於–80°C 冷凍隔夜，再轉移至液態氮桶中長久保存。 

 

（四）病毒培養 

    配製含有 2% FBS 與 1% PSA 的 DMEM 培養基作為病毒培養液。待種於 

T75 培養瓶中細胞培養至九成滿，將舊培養液體去除後以適量 DEAE-Dextran 潤

洗兩次。將 2 mL 病毒液與 10 mL 細胞培養液置入 T75 培養瓶中，放置於細胞培

養箱感染約 20 小時，觀察細胞出現 CPE 與大多數細胞凋亡後，將培養瓶放入-



doi:10.6342/NTU202302799

 

26 

 

80°C 中冷凍隔夜。將病毒液解凍之後離心將細胞殘骸沉澱後，以 0.22 μm 無菌濾

膜將病毒液過濾，並以每管 100 μL 小量分裝後冰存於-80°C。 

 

四、病毒效價測定 

    以二次水配製 1% gelatin 於血清瓶中，經高溫、高壓滅菌後待之冷卻。將細

胞培養 6 孔盤以 Gelatin 溶液潤洗兩次後風乾 2 小時。將 trypsin-EDTA 加入至 

fcwf-4 細胞中作用使細胞脫落，隨後加入細胞培養液中和後移除上清液。以新鮮

培養液調整至 6.5 x 105 cells/2 mL 後加入至孔盤中搖晃使之均勻散佈，放入細胞

培養箱中培養 20 小時。以顯微鏡觀察細胞貼盤完整後，將舊的細胞培養液移除，

並於孔壁緩慢加入預先以十倍序列稀釋完成之 1 mL 病毒液並搖晃使之均勻，放

入細胞培養箱中感染 1 小時，每隔 15 分鐘搖晃孔盤使之均勻。將病毒培養液放入

恆溫水浴槽中使之維持 42°C，配製含有 3% agarose 之病毒培養液並以預熱之病毒

培養液稀釋 10 倍後，移除孔盤中的病毒液。緩慢加入含有 0.3% agarose 培養膠體

後，放置室溫約 20 分鐘待其冷卻形成膠體，再移入細胞培養箱中約 24 小時。以光

學顯微鏡觀察細胞出現明顯病毒斑塊後，加入 10% buffered formalin（Thermo 

Scientific, MA） 與 1% 結晶紫溶液（Thermo Scientific, MA）固定 4 小時。拍打移

除孔盤中膠體後置於室溫風乾，並計算病毒斑塊 （plaque forming unit, PFU）形成

之濃度。 

 

五、病毒感染之細胞存活率測定 

    本實驗以 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide （MTT） 

評估細胞存活率。將 fcwf-4 細胞以 trypsin-EDTA 作用使其脫落，並將 2.5 x 104 

細胞量加入至 96 孔盤中，放入細胞培養箱培養 20 至 24 小時。以 10 倍序列稀釋

病毒液至 10-9 倍，接著在移除舊培養液後加入稀釋完成之病毒液於培養箱感作一
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小時，同時含有偽感染（mock）組別。移除病毒液並加入新鮮培養基，置於培養箱

24小時。移除含有病毒之上清液後，加入含有 0.5 mg/mL MTT 之病毒培養液（MTT 

solution） ，置於培養箱反應約 3 至 4 小時等待其形成紫色結晶，移除上清液後再

加入 50 μL DMSO 將結晶溶解，最後利用酵素免疫分析儀（ELISA Reader） 以 590 

nm 偵測其吸光值以換算細胞存活率。計算方式為：細胞存活率（%）=〔（病毒感

染組 OD590 –Blank OD590）〕/〔（偽感染組 OD590 –Blank OD590）〕。 

 

六、菌株萃取物之細胞毒性測試 

    本實驗以 MTT assay 進行評估。將細胞 2.5 x 104 細胞量加入至 96 孔盤中，

放入細胞培養箱培養 20 至 24 小時。將菌株萃取物以總體積之 10%加入至培養液

中稀釋為 1X、0.1X 及 0.01X，再分別加入至細胞中，其中以 10% PBS 作為控制

組（control），於細胞培養箱培養 24 小時。移除含有樣品之上清液，再加入 MTT 

solution 於培養箱中反應約 3 至 4 小時等待其形成紫色結晶，移除上清液後再加入

50 μL DMSO 將結晶溶解，最後利用酵素免疫分析儀（ELISA Reader） 以 590 nm 

偵測其吸光值以換算細胞存活率。 

 

七、菌株萃取物於病毒感染之預防模式 

    本實驗參考 Barzoki et al.（2022） 預防模式實驗且稍作修改，並以 MTT assay 

評估菌株萃取物於受 FIPV 感染之細胞是否具有預防效果。首先將 fcwf-4 細胞以

2.5 x 104 細胞量加入至 96 孔盤中，放入細胞培養箱培養 20 至 24 小時，待細胞貼

附。移除舊細胞培養液，接著加入不同菌株萃取物，濃度為 1X、0.1X 及 0.01 倍，

其中偽感染組以含 10% PBS 之病毒培養液進行處理，放入細胞培養箱中培養 24

小時後，移除含有樣品之上清液，接著以 multiplicity of infection （MOI）= 0.02 之 

FIPV 病毒液感染細胞，置於細胞培養箱中靜置一小時，使病毒貼附於細胞。移除
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病毒液後，加入病毒培養液培養 24 小時後，加入 MTT solution 於細胞反應 3 至 4

小時。於反應終點移除反應試劑後，以 50 μL DMSO 回溶，最後利用 ELISA Reader 

以 590 nm 偵測其吸光值以換算細胞存活率。 

 

八、菌株萃取物於病毒感染之治療模式 

    本實驗參考 Barzoki et al.（2022） 治療模式且稍作修改，並以 MTT assay 評

估菌株萃取物是否對 FIPV 之感染具有治療效果。將 fcwf-4 細胞以 2.5 x 104 細

胞量加入至 96 孔盤中，放入細胞培養箱培養 20 至 24 小時，待細胞貼附。移除舊

細胞培養液，接著以 MOI= 0.02 之 FIPV 病毒液感染細胞，置於細胞培養箱中靜

置一小時，使病毒貼附於細胞。接著移除病毒液，並以 DPBS 潤洗後加入不同菌

株萃取物，濃度為 1X、0.1X 及 0.01X，其中偽感染組以含 10% PBS 之病毒培養

液進行處理，放入細胞培養箱中培養 24 小時後，移除含有樣品之上清液，再加入 

MTT solution 於細胞反應 3 至 4 小時。於反應終點移除反應試劑後，以 50 μL 

DMSO 回溶，最後利用 ELISA Reader 以 590 nm 偵測其吸光值以換算細胞存活

率。 

 

九、菌株萃取物於病毒感染之聯合模式 

    本實驗以 MTT assay 評估在預防模式與治療模式中具有效果之菌株萃取物

在聯合模式中受 FIPV 感染細胞之存活率。首先將 fcwf-4 細胞以 2.5 x 104 細胞

量加入至 96 孔盤中，放入細胞培養箱培養 20 至 24 小時，待細胞貼附。移除舊細

胞培養液，接著加入不同菌株萃取物（預防模式中細胞存活率顯著上升之樣品）與

細胞培養 24 小時。移除含有樣品之細胞上清液後，以 MOI = 0.02 之病毒液感染

細胞 1 小時。在移除病毒液後，加入不同菌株萃取物（治療模式中細胞存活率顯著

上升之樣品）並於培養箱中培養 24 小時。加入 MTT solution 於細胞反應 3 至 4 小
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時。於反應終點移除反應試劑後，以 50 μL DMSO 回溶，最後利用 ELISA Reader 

以 590 nm 偵測其吸光值以換算細胞存活率。 

 

十、免疫螢光染色 

    本實驗參考 Ng et al.（2020） 並稍作修改。將滅菌之 12 mm 小圓玻片置於 24

孔盤中，並將 fcwf-4 細胞以每孔盤 2 x 105 細胞量種植於 24 孔盤中，培養 20 至

24 小時。根據預防、治療及聯合模式添加不同菌株萃取物 （細胞存活率顯著上升

之組別），並以 MOI = 0.001 之病毒液感染細胞 1 小時。在時間點 post-infection 

hour （pih） = 16 hour 移除上清液，接著以預冷 80% acetone 加入孔盤中於-20°C 

放置 10 分鐘。將 acetone 清除並置於室溫風乾後，加入預冷 blocking 緩衝液（1% 

BSA, 22 mg/ml glycine in PBST buffer）靜置 30 分鐘。移除 blocking 緩衝液後於細

胞加上 40 μL 以  PBS 稀釋 400 倍之  anti-FIPV3-70 mouse monoclonal IgG2A 

（NOVUS, USA） 於室溫作用 1 小時，並以 PBS 作為負控制組。接著以 PBS 潤

洗 3 次，再加上以 40 μL 以 PBS 稀釋 400 倍之 Alexa Fluor 488 AffiniPure Goat 

Anti-Mouse IgG 於室溫作用 1小時。以 PBS 潤洗 3次後，以 4 μL Mounting Medium 

with DAPI （Abcam, UK） 將樣本封片。樣本玻片以螢光顯微鏡（Nikon 80i）觀

察，使用相機與濾光片將 DAPI （激發波長 358 nm；發射波長 461 nm）與 Alexa 

Fluor 488 （激發波長 493 nm；發射波長 519 nm） 產生之螢光拍攝並紀錄，並以 

ImageJ 進行圖層合成。 

 

十一、病毒基因與促發炎基因分析 

    本實驗目的為探討芽孢桿菌萃取物與 FIPV 感染之 fcwf-4 細胞產生之 RNA 

基因表現，進而釐清萃取物、病毒、宿主之交互關係。首先將細胞以每孔盤 4 x 105 

/500 μL 細胞量種植於 12 孔盤中，培養 20 至 24 小時。接著將細胞以病毒感染 1 小
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時 （MOI =0.001） 並且以偽感染組作為控制組，再以萃取物處理 20 小時。 

 

（一） 細胞 RNA 抽取 

    細胞 RNA 抽取時間點如圖 2-1 所示。將細胞上清液留取 200 μL 作為病毒液

檢體，再移除剩餘上清液並以 dPBS 潤洗後，加入 350 μL GENEzol reagent（Geneaid 

Biotech, Taiwan），反覆沖打細胞以破壞細胞，置於室溫五分鐘後轉移至 1.5 mL 微

量離心管中並加入等體積絕對酒精並震盪使之均勻，接著以 GENEzol TriRNA Pure 

Kit（Geneaid Biotech, Taiwan）進行 RNA 純化。將約 700 μL 溶液轉移至 RB 

column，以 15,000×g 離心 1 分鐘後倒掉廢液，並更換新的接液管。加入 400 μL 

Wash Buffer 並以 15,000×g 離心 1 分鐘後倒掉廢液。接著以 DNase I （Geneaid 

Biotech, Taiwan）進行去除 DNA 步驟，每個樣品加入含有 5 μL DNase I （2 U/μL）

與 45 μL 緩衝液之混和液於膜中，於室溫中放置 15 分鐘後，加入 400 μL Pre-wash 

Buffer 並以 15,000×g 離心 1 分鐘後倒掉廢液。最後以兩次 600 μL Wash Buffer 洗

淨後以 15,000×g 離心 4 分鐘，在轉移至乾淨離心管。加入 45 μL DEPC-treated 

water 至管中央使核酸溶解 3 分鐘，最後以 15,000×g 離心 1 分鐘收集 RNA 萃取

液。樣本 RNA 以微量光度計（Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher 

Scientific, USA）進行定量與品質檢測，並將濃度調整至 4 ng/μL，保存於-80°C。 

 

（二）  cDNA 之合成 

    使用 GoScriptTM Reverse Transcription Mix （Promega, USA） 將樣本 RNA 反

轉錄成 cDNA。取樣本 20 ng RNA 加入離心管中，另外加入 2 μL Reaction Buffer 

（Random primer）、2 μL Nuclease-Free Water 及 1 μL Enzyme Mix 並混和均勻。反

轉錄程序設定條件為 25°C 5 分鐘、42°C 60 分鐘、70°C 15 分鐘，反轉錄完成之 

cDNA 保存於 -20°C 以供後續使用。 
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（三） 即時定量聚合酶連鎖反應（real-time quantitative PCR, qPCR） 

    本研究使用 qPCR 對 FIPV-N RNA 與 fcwf-4 細胞 mRNA 進行相對定量分

析。將調整好濃度之樣品 cDNA 加入至 384 孔盤中，與 4.6 μL SYBR FAST Master 

Mix （KAPA, South Africa）、最終濃度為 0.2 μM 之對應引子（表 2-1）混合，使反

應總體積為 10 μL。將 384 孔盤以 2000 xg 離心 1 分鐘後，設定 CFX384 高通量即

時螢光定量 PCR 儀器（Bio-Rad, USA）條件:Enzyme activation 95°C 3 分鐘。

Denaturing 95°C 10 秒、Annealing 60°C 20 秒、檢測螢光 72°C 2 秒重複循環 40 次。

細胞所測得之基因皆以 felis catus GAPDH 作為內標，並依照下列公式進行計算: 

∆Ct = Ct (gene of interest) – Ct (GAPDH) 

∆∆Ct = ∆Ct (treated sample) – ∆Ct (reference sample) 

Fold change = 2-∆∆Ct 

 

十二、統計分析 

    本研究數據與統計結果以 GraphPad Prism 6 軟體進行分析與繪圖，數據皆以 

Mean ± SD（standard deviation）作為繪圖依據，並使用 one-way ANOVA 單因子變

異數分析多組資料進行比較，方法為 Tukey’s test 進行統計以探討平均數差異，並

將各組間的統計結果以英文字母表示，標有相同’的英文字母代表彼此間不具顯著

差異（p > 0.05）或以 Students t-test 方式將各處理組與控制組進行統計比較，並以 

* 表示具顯著差異（p < 0.05）。 
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圖 2-2、預防、治療及聯合模式之細胞存活率測定與核酸抽樣時間點。 

Figure 2-2. Experimental timepoints of pre-treatment, post-treatment and combination 

treatment. 
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表 2-1、即時定量聚合酶連鎖反應使用引子 

Table 2-1. Primers for real-time PCR reaction 

     

Amplicon Forward/Reverse Primer Sequence (5' to 3') Lenth (bp) Reference 

FIPV-N 
F GCGTCAACTGGGGAGATGAA 

207  

R AACGCACCTGTCTGTTCCAA 

GAPDH 
F AATTCCACGGCACAGTCAAGG 

97 
Avery and Hoover 

(2004) R CATTTGATGTTGGCGGGATC 

Mx1 
F ACCAGAGCTCGGGCAAGAG 

96  

R TTCAGCACCAGAGGACACCTT 

ISG15 
F GCTGGAAGCTGAGAGGCAG 

77  

R TCCCCGCCCATGGCT 

TNF-a 
F CTTCTGCCTGCTGCACTTTG 

156  

R TCAGCTTCGGGGTTTGCTAC 

IL-6 
F GCAGAAAACAACCTGAATCTTCG 

426 Takano et al. (2009) 
R GAGAAAGGAATGCCCGTGAAC 

fAPN 
F AGGCTACAGATGCTCGGAAA 

249 Takano et al. (2007) 
R ACTGGGAGCTCTTGTCTCCA 

IFN-β 
F CCACTGTTGAGAACCTCCTTG 

119 Khair et al. (2022) 
R CAGGTTCAGAAGGGTCGTATTG 
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第三章、實驗結果 

第一節、芽孢桿菌萃取物抗貓型腹膜炎病毒（FIPV）能力評估 

一、芽孢桿菌萃取物毒性測試 

    本研究使用的芽孢桿菌萃取物分為三種，分別為胞內液（intracellular fluid, 

INT）、細胞壁（cell wall, CW）及胞外聚合物（exopoly-substances, EPS）。其中胞

內液的劑量以 BCA 蛋白質定量後，將最高萃取濃度 100 μg/mL 作為 1X 濃度；

細胞壁則是根據胞內液體稀釋倍率隨之調整；胞外聚合物則是依凍乾粉末淨重 100 

μg/mL 作為 1X 濃度。 

    為評估適當給予細胞之樣品劑量以確認不會對細胞造成生長傷害，故將芽孢

桿菌萃取物進行三次 10 倍稀釋後與 fcwf-4 細胞共同培養 24 小時，選用與控制

組相比存活率高於 80%之樣品組別作為後續評估樣品。根據圖 3-1 結果顯示，不論

何種稀釋濃度的 Bacillus amyloliquefaciens LN 胞內液與細胞壁處理下皆顯著降低

了細胞存活率；胞外聚合物則是稍微降低其存活率但並不具統計差異；而細胞經 B. 

velezensis AC 與 B. licheniformis CK1 三種濃度倍率之胞內液、細胞壁及胞外聚合

物處理下皆無顯示具細胞毒性，顯示這些樣品不會對細胞產生毒殺作用，故後續使

用 AC 與 CK1 之胞內液、細胞壁及胞外聚合物進行抗病毒試驗。 

 

二、 芽孢桿菌胞外聚合物醣類與蛋白含量分析 

    根據表 3-1 結果顯示，三株芽孢桿菌胞外聚合物之萃取回收率約在 0.09%至

0.16%之間，其差異並不大。其中依照定量結果顯示， LN 樣品中總糖含量約佔其 

EPS 的 2.333%，總蛋白含量為 12.82%；AC 樣品中總糖含量為 1.85%，總蛋白量

為 14.28%；CK1 樣品中總糖含量為 0.476%，總蛋白量為 8.23%。整體來說相較於 

LN 與 AC，CK1 其胞外聚合物中糖含量與蛋白含量皆較少，不過其樣品黏稠度較

高。 
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三、 FIPV NTU156 效價與存活率測定 

    根據圖 3-2 計算結晶紫染色空斑形成（plaque forming unit, PFU）之結果，病

毒原液之效價約為 5.3x105 PFU/mL （n = 2）。圖 3-3 則顯示 FIPV 在不同稀釋倍

率下感染 24 小時後造成細胞凋亡之情形，在 10-3倍稀釋濃度下死亡率達 60%；在

100 倍與 10 倍稀釋濃度下存活率僅剩餘約 20%，為突顯病毒致死與受樣品影響之

效果，後續實驗皆以稀釋濃度 10-3 倍進行抗病毒活性試驗，其效價為 5.3x102 

PFU/mL。 

 

四、以芽孢桿菌萃取物處理受 FIPV 感染細胞之預防模式 

    本實驗為探討芽孢桿菌萃取物是否能藉由與  fcwf-4 細胞作用進一步影響 

FIPV 感染而達到預防效果。在預防模式中細胞會先與芽孢桿菌萃取物接觸 24 小

時，病毒介入之前再移除樣品，以屏除樣品直接對病毒干擾之因素。在細胞存活率

試驗中，受到 FIPV 感染（MOI = 0.02）之前以 AC 胞內液（1X）、細胞壁（1X） 

及 CK1 胞內液（0.1X）、細胞壁（1X）、胞外聚合物（0.1X）做預防處理之細胞與 

FIPV 感染組相比有顯著更高的存活率（p < 0.05, n=3），而 AC 胞外聚合物之預處

理組則無明顯的效果（圖 3-4）。以顯微鏡觀察受感染細胞（圖 3-5）可發現 FIPV 

感染控制組大片細胞凋亡，而使用 AC 與 CK1 萃取物預處理組則減少了細胞脫

落的情形，不過仍然可以觀察到 CPE 產生。透過螢光免疫染色法觀察 FIPV 感染

情形（圖 3-6），以 10% PBS 預處理之病毒控制組其 FIPV-N 均勻表現在受感染之

細胞質中；而 GS-441524 正控制組明顯比 FIPV 病毒控制組產生更少螢光信號；

而以 AC 與 CK1 萃取物預處理組相較於 FIPV 控制組更具有區塊性的感染，細

胞與細胞之間因病毒引起的細胞融合情形普遍，並沒有觀察到較低的陽性率。為確

認並量化存在於細胞中與游離在細胞外之病毒基因表現量，因此使用 qPCR 對 
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FIPV-N viral RNA 進行分析。實驗結果顯示（圖 3-7），以 AC 與 CK1 芽孢桿菌

萃取物預處理細胞內之病毒表現量與未經處理之負控制組無顯著差異；而以 AC 

胞內液處理之細胞外之上清培養液中更是測得較高的病毒量，其他處理組則與負

控制組無顯著差異。綜合上述，不論是從基因分析或是螢光染色圖所得到的結果皆

顯示，經由芽孢桿菌萃取物處理之受感染細胞並無較低的感染陽性率或病毒量，說

明病毒的複製能力並沒有受到樣品影響而遭到抑制，但是依然能夠有效提升其感

染後第 24 小時內之細胞存活率。 

 

五、以芽孢桿菌萃取物處理受 FIPV 感染細胞之治療模式 

    本實驗目的為評估在病毒感染 fcwf-4 細胞（MOI = 0.02）後使用菌株萃取物

處理是否具有治療效果。在細胞存活率的試驗中（圖 3-8）偽感染組細胞存活率為

100%，而 FIPV 組為感染病毒後以含有 10% PBS 培養液做處理之負控制組，正

控制組為感染病毒後以 3 μM GS-441524 處理之組別。受 FIPV 感染之細胞在 AC 

胞內液、細胞壁及胞外聚合物於稀釋濃度分別為 1X、0.1X、0.01X 處理下皆無法

顯著增加細胞存活率；相反地，細胞在 CK1 胞內液、細胞壁及胞外聚合物處理下，

受 FIPV 感染之細胞存活率有顯著自 49%提升至 70%以上（p < 0.05, n=3），唯 

CK1-CW 0.1X 處理組不具統計差異。利用顯微鏡觀察受感染細胞（圖 3-9），在 PBS 

處理之負控制組有較少的細胞貼附，意即有較多的細胞凋亡；而在 CK1 萃取物的

處理下仍然可以觀察到細胞病變效應（cytopathogenic effect, CPE），受感染的細胞

會與鄰近的細胞嵌合形成多核細胞；而單一細胞獨立存在的情形則降低。不過與感

染組相比其細胞凋亡之情形較不明顯，顯示 FIPV 仍然感染到細胞內，但受樣品

影響使其致死率降低。為近一步確認病毒於細胞中感染情形，使用免疫螢光染色法

將 FIPV-N 單株抗體嵌合螢光抗體，並以螢光顯微鏡觀察之影像結果顯示（圖 3-

10） CK1 胞內液、細胞壁及胞外聚合物處理組皆沒有明顯降低 FIPV 感染陽性率，
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但是有較為集中分布的趨勢，不如 FIPV 感染控制組均勻散布。另外，根據即時定

量聚合酶連鎖反應（qPCR）定量試驗之結果（圖 3-11），受感染細胞在 CK1 細胞

壁（1X） 處理下會顯著增加細胞中 FIPV-N 的 RNA 表現量，CK1 胞內液（0.1X）

與胞外聚合物（1X）則無顯著性差異；而在細胞上清液中檢測到的病毒量則是以 

CK1 胞外聚合物處理組為最高並具有顯著的提升（p < 0.05），這項結果顯示病毒

量的提升並不直接代表細胞死亡率會隨之增加。綜合上述實驗結果，CK1 菌株萃

取物雖然並未降低細胞外與細胞內病毒量，卻能夠提升受感染細胞的細胞存活率，

此結果顯示其無法直接抑制 FIPV 病毒顆粒複製活性或是減少病毒自宿主細胞釋

放，但是能夠延長細胞之生物活性或減緩細胞死亡。 

 

六、測定聯合處理之細胞存活率 

    聯合處理為結合感染 FIPV 前處理與感染後處理有效提升細胞存活率之樣品

進行交叉處理以評估是否能夠維持或增加其效果。根據 MTT assay 試驗結果顯示

（圖 3-12）， AC/CK1 菌株萃取物交叉處理組皆不能顯著增加其細胞存活率；而 

CK1/CK1 方面除了 INT （0.1X）/EPS （1X）與 EPS （0.1X）/EPS （1X） 處

理組未有顯著效果，其餘處理組的細胞存活率皆有顯著的提升（p < 0.05），尤其以 

INT （0.1X）/CW （1X）處理組提升了約 45%的存活率，其抑制凋亡效果最佳。

此結果表示做為聯合處理策略， AC/CK1 不同菌株的組合並不如預期。 儘管 AC 

萃取物能在感染前的預防方面顯示出良好的效果，在 CK1 介入作為感染後之治療

組合反而互相削弱彼此增加宿主細胞存活的功效；而部分 CK1 本身萃取物的交叉

組合確實能夠加強宿主存活的能力。 
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第二節、芽孢桿菌萃取物與貓型腹膜炎病毒（FIPV）於宿主細胞抗病毒與促發炎

基因相關 mRNA 表現量之影響 

    本實驗利用即時定量聚合酶連鎖反應 （qPCR） 針對病毒與宿主細胞特定 

RNA 基因片段進行控制組、病毒感染控制組及芽孢桿菌處理組（AC、CK1）的相

對定量，包含病毒接合受體 feline aminopeptidase N （fAPN）、抗病毒相關基因 MX 

Dynamin Like GTPase 1 （Mx1） 與 interferon-stimulated gene 15 （ISG15）、促發

炎相關基因 tumor necrosis factor alpha （TNF-α）、 interleukin 6 （IL-6）、interferon-

β （IFN-β），進一步了解病毒作用與芽孢桿菌萃取物作用下對宿主細胞產生之影響。 

 

一、 病毒作用 

    在 fcwf-4 細胞受到 FIPV 感染（MOI = 0.001）後第 0 小時、10 小時、20 小

時抽取細胞中 RNA 並對 FIPV-N 與上述基因進行分析並以 feline GAPDH 作為

內標，除了 FIPV-N 表現量以病毒感染組第 0 小時作為比較基準，其餘的目標基

因皆與同時間之偽感染組進行比較。根據表 3-2 結果顯示， FIPV-N 表現量在感染

後第 10 小時顯著增加了約 104倍，而在感染後第 20 小時則顯著增加至約 106倍。

病毒接合受體 fAPN 在受病毒感染後第 10 個小時顯著上升約 2.13 倍（p < 0.05），

不過在感染後第 20 小時與偽感染組不具顯著差異。受 FIPV 感染之細胞中抗病毒

基因 Mx1、ISG15 及促發炎相關基因 IL-6、IFN-β 皆沒有產生較偽感染組高的表

現量，此結果與 Khair 等人於 2022 年提出之結果並不相似，此現象可能與細胞株

不同有關；另外， TNF-α 則是於感染後第 20 小時才檢測出其 mRNA 之表現，因

此後續以芽孢桿菌做處理之實驗皆選擇此時間點進行相對定量實驗。 

 

二、 預防模式 

    在預防模式中，首先以芽孢桿菌萃取物與 fcwf-4 細胞進行共培養 24 小時後
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以 FIPV 進行感染，並於萃取物處理後第 20 小時（圖 3-13）或者病毒感染後第 20

小時（圖 3-14）抽取宿主細胞核酸進行試驗，以探討在預防策略處理下病毒感染前

後的基因表現差異。圖 3-13 顯示 AC 與 CK1 萃取物處理後以即時螢光定量相關

基因之表現，根據實驗結果顯示， fAPN 的表現量在受到 AC 細胞壁與 CK1 萃

取物預處理的影響下都有些微的降低（圖 3-13. A），不過在病毒感染後第 20 個小

時並未觀察到差異（圖 3-14. A），因此在感染後期的細胞受器仍與未感染細胞無異；

在抗病毒相關基因方面，細胞受 FIPV 感染之前 AC、CK1 胞內液和細胞壁處理

組相比於控制組能夠顯著提升 Mx1 的表現量，而其誘導基因 ISG15 之表現量同

樣受到影響而有些微的上升（圖 3-13.B、C），不過在樣品移除 20 個小時後，不論

是否有感染病毒任何芽孢桿菌萃取物處理組接不具有顯著差異（圖 3-14.B、C）。

另外，在促發炎基因 TNF-α 方面，細胞在感染病毒前以 AC、CK1 之胞內液與細

胞壁處理能夠劇烈提升其表現量約 20 至 60 倍，而 CK1 胞外聚合物亦提升了約

12 倍（圖 3-13.D）。儘管在移除樣品並且感染 FIPV 20 小時後，AC 胞內液與細胞

壁處理組仍能檢測出顯著高於控制組的表現量，這是在 CK1 桿菌萃取物處理組中

未觀察到的現象（圖 3-14.D）；至於 IL-6 與 IFN-β 部分，在兩株芽孢桿菌萃取物

處理下則無明顯變化（圖 3-13、圖 3-14.E、F）。總括以上敘述，在 FIPV 感染前 

AC、CK1 之菌體萃取物能夠預防性提升 Mx1 與 TNF-α 表現量，其中 AC 胞內

液處理下更能伴隨 ISG15 的提升；而在 FIPV 感染後第 20 小時，TNF-α 的表現

量稍微下降，不過仍然能觀察到 AC 菌體萃取物處理組比起控制組含有較高的檢

測量。 

 

三、 治療模式 

    在治療模式下，核酸萃取的時間點為受到 FIPV 感染後第 20 個小時，同時也

有未經 FIPV 感染而仍以芽孢桿菌萃取物處理之組別進行比較，以探討病毒介入
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與否所造成之影響。根據即時螢光定量 （qPCR）結果顯示不論是否有受到 FIPV 

感染，在 fcwf-4 細胞以 CK1 胞內液與細胞壁處理後第 20 個小時，其 fAPN 表

現量顯著低於偽感染組與感染控制組，儘管病毒接合受體表現量降低，於細胞中反

而測得較高的病毒表現量 （圖 3-15.A）。Mx1、ISG15 皆為抗病毒相關基因，ISG15 

在細胞感染 FIPV 的情況下並不會刺激此類基因有更高表現，不過在 CK1 胞內

液與細胞壁處理後的細胞中卻分別檢測出提升約 15 倍以及 4 倍的表現量，並且 

Mx1 亦有相同上升的趨勢，而未經病毒感染的芽孢桿菌萃取物處理組則未發現此

現象（圖 3-15.B、C）。另外，透過 CK1 胞內液、細胞壁及胞外聚合物處理之組別

其促發炎基因 TNF-α 的表現量不論是否感染 FIPV 皆有顯著的提升，尤其在未感

染病毒且以 CK1 胞內液與細胞壁處理組中檢測到劇烈提升，並且其提升效果都是

以 CK1 細胞壁處理組為最佳（圖 3-15.D）；相對地，另外兩項基因 IL-6、IFN-β 

不論感染或以 CK1 桿菌萃取物處理與否，皆未觀測到與控制組具有不同的表現量，

並且其檢測到之 Ct 值皆為 30 以上，能夠偵測到之 mRNA 表現量相對較低（圖

3-15.E、F）。總結來說， CK1 菌體萃取物能夠降低病毒接合受體 fAPN 、提升抗

病毒基因 Mx1、ISG15 表現；而包含胞外聚合物在內更具有刺激細胞激素 TNF-α 

的效果，由此可知 CK1 在宿主細胞之先天性免疫調節中活化巨噬細胞扮演重要的

角色。 
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圖 3-1、以芽孢桿菌萃取物處理 fcwf-4 細胞株 24 小時之細胞毒性測定。 

Figure 3-1. The cytotoxicity of Bacillus extracts on fcwf-4 cells for 24 hours 

administration. The data are shown as the cell viability of fcwf-4 cells co-cultured with 

the strain extracts from (A) Bacillus amyloliquefaciens LN, (B) B. velezensis AC, and (C) 

B. licheniformis CK1 for 24 hours. Values are mean ± SD from three independent 

experiments. Statistical analysis is performed by Student’s t-test. * represent significant 

differences comparing to control group (p < 0.05). INT: intracellular fluid, CW: cell wall 

fractions, EPS: exopoly-substances. 1X: 100 μg/ml, 0.1X: 10 μg/ml, 0.01X 1μg/ml in 

PBS. 
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表 3-1、芽孢桿菌胞外聚合物之醣類與蛋白含量 

Table 3-1. Total sugar and total protein contents (%) of Bacillus exopoly-substances (EPS) 

 

Values are mean ± SD from three independent experiments. EPS recovery referred to the 

percentage of EPS crude extract weight to the culture medium. Total sugar or total protein 

contents were expressed as the proportion of sugar or protein concentration to the EPS 

extract. 

  



doi:10.6342/NTU202302799

 

43 

 

 

圖 3-2、Feline infectious peritonitis virus（FIPV） 病毒效價定量圖。 

Figure 3-2. FIPV titration by performing plaque assay. The numbers show the dilution 

levels from original virus stocks. The results were recorded as plaque forming unit 

(PFU)/mL. 
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圖 3-3、 Fcwf-4 細胞於 FIPV 感染 24 小時之細胞存活率。 

Figure 3-3. Cell viability of FIPV infected fcwf-4 cells at post-infection 24 hour. Values 

are mean ± SD from three independent experiments. Statistical analysis is performed by 

Student’s t-test. * represents significant differences comparing to mock group (p < 0.05). 
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圖 3-4、以芽孢桿菌萃取物預處理受 FIPV 感染之 fcwf-4 細胞 24 小時之細胞存

活率。 

Figure 3-4. The cell viability of fcwf-4 cells infected with FIPV after pre-treatment with 

Bacillus extracts for 24 hours. (A) AC and (B) CK1 post-treatment were administrated 

before FIPV infection (MOI = 0.02). Values are mean ± SD from three independent 

experiments. Statistical analysis is performed by Student’s t-test. * represents significant 

differences comparing to FIPV group (p < 0.05). INT: intracellular fluid, CW: cell wall 

fractions, EPS: exopoly-substances. 1X: 100 μg/mL, 0.1X: 10 μg/mL, 0.01X: 1 μg/mL. 
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圖 3-5、以芽孢桿菌萃取物預處理受 FIPV 感染之 fcwf-4 細胞 20 小時之細胞病

變效應。 

Figure 3-5. Cytopathic effect (CPE) of FIPV-infected cells after pre-treatment with 

Bacillus extracts for 20 hours. (A) Mock, (B) FIPV, (C) GS-441524+FIPV, (D) AC 

intracellular fluid 1X+FIPV, (E) AC cell wall fraction 1X+FIPV, (F) AC exopoly-

substances 1X+FIPV, (G) CK1 intracellular fluid 0.1X+FIPV, (H) CK1 cell wall fraction 

1X+FIPV, (I) CK1 exopoly-substances 0.1X+FIPV. The black bar equivalents to 300 μm 

in pictures. 
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圖 3-6、預防模式下以芽孢桿菌萃取物處理受 FIPV 感染細胞之免疫螢光染色圖。 
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Figure 3-6. Immunofluorescence staining for FIPV infected fcwf-4 cells pre-treated with 

Bacillus extracts. Cells were treated with 10% PBS (Mock and FIPV), GS-441524 3 μM 

(GS-441524), AC intracellular fluid 1X (AC_INT), AC cell wall fraction 1X (AC_CW), 

CK1 intracellular fluid 0.1X (CK1_INT), CK1 cell wall fraction 1X (CK1_CW), CK1 

exopoly-substances 0.1X (CK1_EPS) for 24 hours before FIPV infection (MOI=0.001). 

Distribution of FIPV was visualized by immunofluorescence at post-infection hour = 16 

h. The second antibody used for FIPV-N was labeled by Alexa 488 (green) and nuclei 

were counterstained with DAPI (blue). The white bar equivalents to 100 μm in pictures. 
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圖 3-7、 芽孢桿菌萃取物於預防模式下對 FIPV-N 基因表現量之影響。 

Figure 3-7. The effect of Bacillus extracts on the RNA expression level of FIPV-N under pre-

treatment strategy. Cells were pre-treated with 10% PBS (FIPV), GS-441524 3 μM (GS-441524), 

AC intracellular fluid (AC_INT), AC cell wall fraction 1X (AC_CW), CK1 intracellular fluid 

0.1X (CK1_INT), CK1 cell wall fraction 1X (CK1_CW), CK1 exopoly-substances 1X 

(CK1_EPS). Values are mean ± SD from three independent experiments. Statistical analysis is 

performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. Different letters 

denote significant differences among groups (p < 0.05). 
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圖 3-8、 Fcwf-4 細胞於感染 FIPV 後以芽孢桿菌萃取物處理 24 小時之細胞存活

率。 

Figure 3-8. The cell viability of fcwf-4 cells post-treated with Bacillus extracts after FIPV 

infection at post-infection hour = 24 hours. (A) AC and (B) CK1 post-treatment were 

administrated after FIPV infection (MOI = 0.02). Values are mean ± SD from three 

independent experiments. Statistical analysis is performed by Student’s t-test. * represent 

significant differences comparing to Mock group (p < 0.05). INT: intracellular fluid, CW: 

cell wall fractions, EPS: exopoly-substances. 1X: 100 μg/mL, 0.1X: 10 μg/mL, 0.01X 1 

μg/mL. 
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圖 3-9、Fcwf-4 細胞受 FIPV 感染後以芽孢桿菌萃取物處理 20 小時之細胞病變效

應。 

Figure 3-9. Cytopathic effect (CPE) of FIPV-infected cells after 20 hours of CK1 extracts 

treatment. (A) Mock, (B) FIPV, (C)FIPV+GS-441524 3 μM, (D) FIPV+CK1 intracellular 

fluid 0.1X, (E) FIPV+CK1 cell wall fraction 1X, (F) FIPV+CK1 exopoly-substances 1X. 

The black bar equivalents to 300 μm in pictures.  
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圖 3-10、治療模式下以 CK1 萃取物處理 FIPV 感染細胞之免疫螢光染色圖。 
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Figure 3-10. Immunofluorescence staining for FIPV infected fcwf-4 cells post-treated 

with CK1 treatment. 10% PBS (Mock and FIPV), GS-441524 3 μM (GS-441524), CK1 

intracellular fluid (INT) 0.1X, CK1 cell wall fraction (CW) 1X, CK1 exopoly-substances 

(EPS) 1X treatment were administrated after FIPV infection (MOI = 0.001). Distribution 

of FIPV was visualized by immunofluorescence at post-infection hour = 16 h. The second 

antibody used for FIPV-N was labeled by Alexa 488 (green) and nuclei were 

counterstained with DAPI (blue). The white bar equivalents to 100 μm in pictures. 
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圖 3-11、 CK1 萃取物治療模式下對 FIPV-N 基因表現量之影響。 

Figure 3-11. The effect of Bacillus extracts on the RNA expression level of FIPV-N under post-

treatment strategy. Cells were post-treated with 10% PBS (FIPV), GS-441524 3 μM (GS-441524), 

CK1 intracellular fluid 0.1X (CK1_INT), CK1 cell wall fraction 1X (CK1_CW), CK1 exopoly-

substances 1X (CK1_EPS). Values are mean ± SD from three independent experiments. Statistical 

analysis is performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. 

Different letters denote significant differences among groups (p < 0.05). 
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圖 3-12、以芽孢桿菌萃取物聯合處理 FIPV 感染（MOI = 0.02）24 小時後之 fcwf-

4 細胞存活率。 

Figure 3-12. The cell viability of fcwf-4 cells treated with AC and CK1 extracts 

combination before or after FIPV infection (MOI = 0.02) at post-infection hour = 24 h. 

Values are mean ± SD from three independent experiments. Statistical analysis is 

performed by Student’s t-test. * represents significant differences comparing to FIPV 

group (p < 0.05). INT: intracellular fluid, CW: cell wall fractions, EPS: exopoly-

substances. 1X: 100 μg/mL, 0.1X: 10 μg/mL, 0.01X 1 μg/mL. 
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表 3-2、 Fcwf-4 細胞於 FIPV 感染後不同時間點之病毒受體、抗病毒基因及促發

炎基因 mRNA 相對表現量 

Table 3-2. The mRNA expression level of virus binding receptors, antiviral genes, and 

pro-inflammatory genes at different time points following FIPV infection in fcwf-4 cells 

 

Values are mean ± SD from three independent experiments. Statistical analysis for FIPV-

N is performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. 

Different letters denote significant differences among groups (p < 0.05). Statistical 

analysis for others genes is performed by Students’ T-test comparing to Mock at the same 

post-infection hours (* p < 0.05). N.D represents None detected, pih represents post-

infection hour.  
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圖 3-13、芽孢桿菌萃取物預處理對 fcwf-4 細胞中 mRNA 表現量之影響。 

Figure 3-13. The influences of mRNA expression level in fcwf-4 cells pre-treated with 

Bacillus extracts. (A) fAPN, (B) Mx1, (C) ISG15, (D) TNF-α, (E) IL-6, and (F) IFN-ß 

were quantified by qPCR and compared to control group. 10% PBS (Control), AC 

intracellular fluid 1X (AC_INT), AC cell wall fraction 1X (AC_CW), CK1 intracellular fluid 

0.1X (CK1_INT), CK1 cell wall fraction 1X (CK1_CW), and CK1 exopoly-substances 

1X (CK1_EPS) were treated to cells for 20 hours. Values are mean ± SD from three 

independent experiments. Statistical analysis is performed by one-way ANOVA followed 

by Tukey’s multiple comparisons test. Different letters denote significant differences 

among groups (p < 0.05).  
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圖 3-14、芽孢桿菌萃取物於預防模式下對 fcwf-4 細胞中 mRNA 表現量之影響

（pih =20 h）。 

Figure 3-14. The influence of Bacillus extracts pre-treatment on the mRNA expression 

levels of virus binding receptors, antiviral genes, and pro-inflammatory genes, with or 

without FIPV infection. The quantification of (A) fAPN, (B) Mx1, and (C) ISG15, (D) 

TNF-α, (E) IL-6, and (F) IFN-ß, were performed using qPCR at 20 hours post-infection. 

Values are mean ± SD from three independent experiments. Statistical analysis is 

performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. Different 

letters denote significant differences among groups (p < 0.05). AC intracellular fluid 1X 

(AC_INT), AC cell wall fraction 1X (AC_CW), CK1 intracellular fluid 0.1X (CK1_INT), CK1 

cell wall fraction 1X (CK1_CW), CK1 exopoly-substances 0.1X (CK1_EPS). 
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圖 3-15、 CK1 萃取物於治療模式下對 fcwf-4 細胞中 mRNA 表現量之影響（pih 

= 20 h）。 

Figure 3-15. The influence of CK1 extracts post-treatment on the mRNA expression 

levels of virus binding receptors, antiviral genes, and pro-inflammatory genes, with or 

without FIPV infection. The quantification of (A) fAPN, (B) Mx1, and (C) ISG15, (D) 

TNF-α, (E) IL-6, and (F) IFN-ß, were performed using qPCR at 20 hours post-infection. 

Values are mean ± SD from three independent experiments. Statistical analysis is 

performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. Different 

letters denote significant differences among groups (p < 0.05). CK1 intracellular fluid 0.1X 

(CK1_INT), CK1 cell wall fraction 1X (CK1_CW), CK1 exopoly-substances 1X (CK1_EPS). 
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第四章、討論 

    貓傳染性腹膜炎病毒 （FIPV） 是一種具致命性的冠狀病毒，對幼貓來說其產

生之毒力非常強，因此致死率非常高（Tanaka et al., 2022）。儘管已經有疫苗被生

產，但效果仍然不足。目前已有研究指出一些如 GC376、GS-441524 等藥物能夠

賦予治療與減緩症狀，不過藥物取得難易度較高、價格高且不適合長期使用。益生

菌屬於飼料添加物，近年來有越來越多研究證實益生菌具有抗病毒能力，包含透過

調節宿主免疫系統、直接抑制病毒活性或競爭接合點位等多種方式。伴侶動物在現

代人的生活中日漸重要，而目前以益生菌作為伴侶寵物之飼料添加物逐漸成為現

代趨勢，故本研究針對三株具益生菌特性之芽孢桿菌 Bacillus amyloliquefaciens LN

（LN）、B. velezensis AC（AC）及 B. licheniformis CK1（CK1）萃取物，包含胞內

液（INT）、細胞壁（CW）及胞外聚合物（EPS）之抗 FIPV 能力與宿主細胞免疫

因子之影響進行實驗結果探討。 

 

一、芽孢桿菌萃取物之抗病毒活性評估 

    本篇研究首先透過細胞毒性試驗發現在三株具益生菌特性之芽孢桿菌 B. 

amyloliquefaciens LN（LN）、B. velezensis AC（AC）及 B. licheniformis CK1（CK1）

菌體與胞外聚合物中， AC 與 CK1 對 fcwf-4 細胞株不具有毒性，且適合用於評

估抗病毒試驗； LN 胞內液與細胞壁則是顯示對細胞具有相當的毒性，雖然其菌

株為益生菌株，但是曾有研究報導其產生的短鏈胜肽 amylosin 會導致哺乳動物細

胞鉀離子流出以及粒線體的去極化（Rasimus-Sahari et al., 2015），不過體外試驗檢

測出之毒性並不完全代表對哺乳動物本身有害。在本研究中使用了三種策略進行

受 FIPV 感染細胞之存活率，包含預防、治療及聯合處理。 CK1 菌株胞內液、細

胞壁及胞外聚合物在上述三種策略中皆能提高細胞存活率，其中又以 CK1 胞內液 

（0.1X） 的效果為最佳；而 AC 胞內液與細胞壁則是在預防策略中有較好的效果，
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而非治療。第三種策略為聯合處理，通常以兩種或多種藥物的組合對疾病治療，在

本篇研究中藉由預防與治療的試驗結果，將有效的樣品進行組合以測試聯合處理。

令人出乎意料的是在聯合處理中，以 AC 菌體萃取物預防搭配 CK1 萃取物治療

的策略並不如預期能提高細胞存活率，反而比單純使用 CK1 萃取物搭配組合之效

果還要低，這項結果顯示 AC 與 CK1 對宿主細胞作用的機制可能因拮抗而互相

抵消效果；反之 CK1 萃取物的搭配組合則使受病毒感染之細胞具有更加良好的存

活率，顯示在聯合處理的情況下 CK1 能使細胞存活效果增強，利用光學顯微鏡觀

察也能發現細胞凋亡的情形也較低。藥物組合可能導致不同的結果，包括功能拮抗

作用、藥物毒性增加和協同/加成效應。儘管藥物組合有可能因藥物間相互作用而

引起不良反應，但謹慎使用可帶來許多優點（Shyr et al., 2021）。不過利用免疫螢光

染色法觀察病毒分布和即時螢光定量分析細胞中與外泌 FIPV-N 的表現量，在預

防與治療策略中皆未觀察到下降的趨勢，這顯示芽孢桿菌萃取物無法抑制 FIPV 

複製功能，病毒顆粒依然能在宿主細胞中增殖並釋放。 

    在本篇研究中以 CK1 萃取物處理之受感染細胞在三種策略中皆展現出使 

fcwf-4 細胞存活提升的能力。 B. licheniformis 在許多研究中皆顯示其具有抗病毒

能力，此菌種能夠分泌類似名為 surfactin 的抗病毒短鏈胜肽能夠降低 Vero 細胞

中豬流行性下痢病毒的表現（Peng et al., 2019），或是其產生之胞外多醣聚合物

（EPSp）能夠抑制 enveloped 病毒進入宿主細胞，不過對 non-enveloped 病毒便

無相同效果（Sanchez-Leon et al., 2020），因此病毒的種類與藥物的特性不同，可能

導致效用的不同。本研究尚未針對芽孢桿菌萃取物所含成分進行分析，據研究報導

其 EPS 所含的成分中（圖 4-1）:通常為碳水、蛋白混和物以及少量的油脂與核酸。

其中較為熱門的探討對象為胞外多醣，這類聚合物中若具抗病毒活性，其分子可能

帶有羧基、磷酸或硫酸鹽基團等陰離子基團進而影響病毒顆粒之貼附，而低分子量

之 EPS 通常能有效地刺激宿主細胞免疫系統（Bello-Morales et al, 2022）；而芽孢
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桿菌細胞壁成分主要為肽聚醣，目前已被證明可以與單核細胞和巨噬細胞表面的

受體結合，從而間接刺激免疫細胞產生細胞因子；而胞內液主要為豐富的胞內蛋白

與代謝物，包括菌種產生之特異胜肽、短鏈或中鏈脂肪酸等小分子化合物，使宿主

細胞能夠以被動運輸或主動運輸將其滲入至細胞中使用，進一步影響碳源利用或

基因表達。 

    有鑑於能夠提升受 FIPV 感染細胞之細胞存活率的芽孢桿菌萃取物並未減少

病毒效價，甚至有上升的情形，因此推測這些樣品具有影響其毒力（virulence）的

作用。儘管病毒的毒力和效價都與病毒的特性有關，但它們代表不同的概念。病毒

的毒力是描述病毒對宿主的致病能力，而效價則是用於測量病毒在特定樣品中的

數量或濃度。目前雖有許多病毒毒力相關之基因被提出，例如棘蛋白（spike）、膜  

蛋白（membrane）以及附屬基因 （accessory gene） 3c 及 7b，這些基因於毒力上

影響之角色雖不清楚，不過根據選殖試驗結果推測 3c 基因可能與抑制病毒複製

相關（謝，2014）。病毒毒力可以通過死亡率、疾病或病理損傷等多種方式進行量

化，而其受影響的因素包含病毒基因和宿主的免疫調節。病毒若發生變異可能導致

其毒力下降，而同時提高了其複製能力，這可能是因為病毒在進行複製時產生了缺

陷，使其對宿主細胞的破壞能力減弱，但在複製和感染方面表現出更高的效能。而

樣品對於毒力的影響可能包含感染貼附、入侵宿主、複製增殖及成熟釋出等階段，

本研究尚未對各階段之影響進行分析，因此樣品是在何種階段影響，或者是否使病

毒基因組變異使其結構上之蛋白結構改變以致影響毒力，都需要進一步試驗才能

證實。 

 

二、基因表現量分析 

    第一型干擾素 （type I interferons） 為病毒入侵細胞後所發出的第一道警訊， 

RNA 病毒在接觸宿主細胞膜上 toll-like receptors （TLRs） 並且辨識到外來病原
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體入侵後，會透過 MyD88 dependent pathway 或 TRIF dependent pathway 將訊號

傳遞並激活下游轉錄因子（IRF-3、5、6 和 NF-κB）表現，進而促進第一型干擾

素 IFN-α 及 IFN-β 分泌，接著下游基因如 Mx1 與 ISG 等基因受到激活後會表

現並作用，而不同的病原體會被不同的 TLR 所辨識，其引發免疫反應的路徑不盡

相同（Lund et al., 2004）。 FIPV 屬於單股 RNA 病毒，依據病原體特性與實驗結

果發現其可能由 TLR3 和 TLR9 辨識。而另外有研究顯示 FIPV nsp5 蛋白會透

過切割 NEMO 複合物抑制 IRF3 磷酸化進而抑制第一型干擾素的產生，導致 

FIPV 病毒能夠逃避刺激免疫反應（Chen et al., 2019） （圖 4-2）。更有結果指出， 

fcwf-4 細胞中 IFN-β 的表現量在感染 type II FCoV（79-1146、79-1683） 後會顯

著低於受 type I FCoV （KU-2、UCD-2、UCD-4、Black） 之細胞，並且在經過 UV-

inactivated 後與偽感染組皆低於偵測極限（Doki et al, 2018）。 由於 type II FCoV 

係由 type I FCoV 和 type II 犬冠狀病毒 （CCoV） 之間的基因組重組所產生

（Herrewegh et al., 1998），而在重組基因區域裡存在於其他冠狀病毒的 ORF1b 中

的 nsp14（核酸外切酶）、nsp15（核糖核酸內切酶）和 nsp16（2'-0-甲基轉移酶）

會抑制 IFNβ 基因表達，這些 nsps 被認為可以防止宿主 PRR 識別病毒 RNA。

這些結果與表 3-2 所測得的結果類似，根據即時螢光定量分析結果，不論是否有以

芽孢桿菌萃取物處理，在 FIPV 感染細胞後於 20 小時內並沒有觀察到 IFN-ß 表

現量變化。此外，一篇有關於 FIPV 感染與 fAPN、TNF-α 表現量的研究顯示，以

巨噬細胞為模型的試驗中，偽感染組與感染組的 fAPN 表現量並無顯著差異，不

過在 S 蛋白之中和抗體介入後會顯著增加其表現量，並且與重組 TNF-α 的濃度

呈現正相關（Takano et al., 2007）。在本研究中以 FIPV 感染後的細胞中 fAPN、

TNF-α 基因之表現量確實與偽感染組無差異，不過在經由 CK1 菌體萃取物處理

後兩者並沒有正相關，TNF-α 表現量受刺激而提升的情況下反而擁有較低的 

fAPN 表現，到了感染後期更沒有觀察到明顯差異，這是 CK1 胞外聚合物處理下
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沒有被觀察到的現象（圖 3-13）；而經 AC 胞內液與細胞壁處理儘管能使 TNF-α 

表現量劇烈提升，仍未發現有伴隨著較高的 fAPN 表現，因此 fAPN 的表現可能

不僅與 TNF-α 有關，不過這並不能確定芽孢桿菌萃取物中是否含有 S 抗體之類

似物。另外，近年受到研究的基因為具有抗病毒特性的 ISG 包括 2',5'-寡腺苷酸合

成酶（2', 5'-OAS）/RNAse L、蛋白激酶 R（PKR）和 Mx 基因。與 2', 5'-OAS 和 

PKR 等基因相反， Mx 表達僅受 IFN-α/β 或 IFN-λ 的刺激，並且不對其他細胞

激素如 IL-1 或 TNF-α 作出反應（Pletneva et al., 2008）。另外，也有研究指出在 IFN-

α 刺激下 ISG15 能夠隨之上升，而且同時以 FIPV （MOI = 1、0.1、0.01）感染

的組別則沒有發現其表現量的改變（Chen et al., 2019）。同樣地，在本研究中可以

觀察到 fcwf-4 細胞受 FIPV 感染後並沒有觸發 ISG15 與 Mx1 的反應；不過在 

CK1 胞內液、細胞壁及 AC 胞內液的處理後能夠觀察到 ISG15 與下游抗病毒基

因 Mx1 有同步變化的現象，這可能是導致細胞存活率上升的原因之一。而在動物

模式中亦有研究表明，受到鴿子環狀病毒  （PiCV） 感染的宿主，在給予 B. 

velezensis 益生菌株進行兩個月的療程後能夠降低糞便與脾臟中病毒檢出量，並且

提升了 IFN-γ、Mx1 及 signal transducers and activators of transcription 1 （STAT1） 

的表現量（Tsai et al., 2021）。 

    總結來說， AC 與 CK1 萃取物對 fAPN、ISG15、Mx1 及 TNF-α 有不同程

度的影響與調節，而未來可使用轉錄體分析以更進一步探討的部分包含其他干擾

素 IFN-α 與受體 TLR 及受其影響之其他基因表現，釐清病毒、宿主及芽孢桿菌

萃取物三者之交互作用。 
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圖 4-1、益生菌之胞外聚合物對宿主免疫系統之影響。（Liu et al., 2022） 

Figure 4-1. Effects of probiotic exopoly-substances (EPS) influences to immune system 

of host.  
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圖 4-2、以 FIPV nsp5 介導的 I 型干擾素信號通路抑制示意圖。（Chen et al., 2019） 

Figure 4-2. Schematic model of FIPV nsp5-mediated inhibition of the type I IFN 

signaling pathway during FIPV infection. 
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第五章、結論 

    本研究藉由細胞毒性試驗從 Bacillus amyloliquefaciens LN（LN）、B. velezensis 

AC（AC）及 B. licheniformis CK1（CK1） 芽孢桿菌萃取物挑選對 fcwf-4 細胞模

型較不具細胞毒性之 AC、CK1 胞內液、細胞壁及胞外聚合物進行三種抗 feline 

infectious peritonitis virus （FIPV） 病毒策略效用評估，包含預防、治療及聯合處

理。在預防模式中，AC 與 CK1 之胞內液和細胞壁以及 CK1 胞外聚合物具有提

升細胞存活率的功效；治療模式中則是 CK1 之胞內液、細胞壁及胞外聚合物具有

提升的效果；而將預防和治療結合進行聯合處理的結果發現 AC/CK1 的聯合處理

不如 CK1/CK1 的效果顯著。藉由即時螢光定量技術分析存在於細胞內以及產生

於細胞外之病毒，以及使用免疫螢光染色觀察細胞內受病毒感染之分布，發現有效

提升細胞存活率之樣品雖不具有抑制病毒複製之功效，但是以光學顯微鏡觀察以

樣品處理後受感染細胞確實有減少細胞病變的情形。透過檢測細胞所產生之 

mRNA 基因表現量，發現在感染  FIPV 前後芽孢桿菌萃取物對  feline 

aminopeptidase N （fAPN）、MX Dynamin Like GTPase 1 （Mx1）、interferon-stimulated 

gene 15 （ISG15）、tumor necrosis factor alpha （TNF-α） 有不同程度的影響。因

此 AC 與 CK1 雖不能抑制 FIPV 複製，但是否能藉由調節宿主免疫功能影響其

強大的逃避免疫系統能力以降低致病力和致死率是未來能夠持續研究的目標。 
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