
中文摘要 

魚類呼吸具非呼吸空氣與呼吸空氣兩種模式，其中呼吸空氣魚類

中，可區分成兩棲型與水生型。水生型呼吸空氣魚類具有特化的輔助

呼吸器官來輔助鰓部進行氣體交換。魚鰓是一個多功能的器官，主要

是進行氣體交換及離子調節。藉由鰓部形態與功能的變化，魚隻可以

適應不同環境壓力的改變。對於水生型呼吸空氣魚類進行的研究，大

多著重於鰓部血管的形態敘述；目前尚無證據指出，形態變異是否與

功能分化有相關性。另外，對於離子調節酵素的相關研究，都以某一

對鰓來代表魚隻鰓部，無個別觀察四對鰓來討論鰓部功能的分化。因

此，此實驗假說是具迷器類型的水生型呼吸空氣魚類，鰓部有形態變

異與功能分化情形。第一、二對鰓具適應離子調節壓力的能力，有形

態與功能的可塑性。第三、四對鰓特化成輸送充氧血的血管通道，面

對環境壓力時則不具可塑性。實驗物種為水生型呼吸空氣魚類中的珍

珠馬甲（Trichogaster leeri），藉由量化鰓部型值與組織染色來檢視形

態的變化；測量鰓部 Na+, K+-ATPase ESA（酵素活性值）來檢視功能

的分化。形態變異結果發現，魚隻四對鰓在外觀形態、鰓絲密度、鰓

弓長度、鰓絲長度與鰓薄板長度皆具有不同程度的變化，加上組織染

色發現第四對鰓具有膨大腔室的現象，皆支持第四對鰓已特化成輸送

充氧血的血管通道。此外，富含粒線體細胞數量，第一與第二對鰓在
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具離子調節壓力的環境下，有數量上的增加；相對地，在第三與第四

對鰓則無此現象出現。推測此結果與前後鰓所假設的功能不同有關

係。功能分化的結果中，檢視 Na+, K+-ATPase ESA，顯示前後對鰓的

離子調節能力在時間點上有所不同。此外，魚隻轉移至 5 g/L半淡鹹

水與一次去離子水環境中 4天，第一與第二對鰓的 Na+, K+-ATPase 

ESA，顯著大於第三與第四對鰓，暗示著水生型呼吸空氣魚類四對鰓

在功能上有分化的現象。總結而言，水生型呼吸空氣魚類的珍珠馬甲

（T. leeri），四對鰓形態與功能具有變異與分化的情形，而且各對鰓

在面臨離子調節壓力時的可塑性不同。 
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Abstract 

Non-air-breathing and air-breathing are two respiratory modes in 

fishes.  The air-breathing fish can be further divided into the amphibious 

and the aquatic air-breathing fish.  The aquatic air-breathing fish has 

specialized accessory air-breathing organ.  Fish gill is a multifunctional 

organ and is responsible for at least gas exchange and ionic regulation.  

By modifying their gill morphologies and functions, fishes are adaptive to 

various environmental stresses.  For the aquatic air-breathing fish, most 

studies focused on the morphology of the gill vascular system.  There 

was no evidence whether the morphological plasticity directly relates to 

their functional differentiation.  Nevertheless, most studies on the 

enzyme activity for the ionic regulation focused only on a particular pair 

of gills.  No study was conducted to examine the four pairs of gills 

simultaneously.  The experiment hypothesis is that aquatic air-breathing 

fish with labyrinthine organ has both morphological plasticity and 

functional differentiation in the gills.  The first and the second gills have 

the morphological and functional plasticity and were responsible for ionic 

regulation stress; the third and the fourth gills become specialized for the 

transport of oxygenated blood, and are less plastic to environmental stress.  

The experimental species was the aquatic air-breathing fish, Trichogaster 

leeri.  I investigated several morphmetric parameters and the 

histological examination to test the morphological plasticity of the gills, 

and used the Na+, K+-ATPase ESA to test the functional differentiation of 

the gills.  The morphological plasticity were found in various aspects, 

including the gross anatomy of gills, the filament density, the length of 

the gill arch, the length of the filaments and the length of the lamellae of 
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the each gill arch in fish.  There were swelling chambers, presumably 

blood vessels, in the fourth gill arch and this implied that the morphology 

of the fourth gill could be specialized for the transport of oxygenated 

blood.  Further, the number of mitochondria-rich cells in the first and the 

second gills increased upon an ionic stress, whereas no difference was 

found in the third and the forth gills.  This phenomenon suggested that 

there were functional difference between the anterior and the posterior 

gills.  The variation in the Na+, K+-ATPase ESA demonstrated that the 

anterior and the posterior gills differ in their abilities to ionic stress.  The 

Na+, K+-ATPase ESA was higher in the first and the second gills upon 

transferred to 5 g/L and deionized water, respectively, for 4 days.  These 

imply that the gills of the aquatic air-breathng fish have the functional 

differentiation.  These results support the hypothesis that both 

morphological plasticity and functional differentiation can be found in the 

gills of the aquatic air-breathing fish, Trichogaster leeri.  And, the 

plasticity of each gill was different in ionic stress. 
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前言 

一、硬骨魚類的分類 

硬骨魚類依呼吸空氣模式而言，可以區分成呼吸空氣魚類

（air-breathing fish）與非呼吸空氣魚類（non-air-breathing fish），非呼

吸空氣魚類亦稱為水中呼吸魚類（water-breathing fish）（Graham 

1997）。呼吸空氣魚類，是指能藉由特殊行為或特化組織，直接利用

空氣協助鰓部進行氣體交換。例如：鰕虎魚科（Gobiidae）藉由濕潤

的體表，在離水環境下協助魚體呼吸。鯉科（Cyprinidae）會在水表

面，利用口打氣泡，增加表層溶氧量，最後再將氣泡中的表面水吞入，

以進行氣體交換，這樣的行為稱之 ASR（aquatic surface respiratory）

（Graham 1997）。攀鱸科（Anabantidae）具有特化的輔助呼吸器官—

迷器（labyrinthine organ），可直接協助氣體交換（Wilhelm 1975；Munshi 

et al. 1986；Graham 1997）。 

以呼吸空氣模式與棲地類型，又可將呼吸空氣魚類細分為：兩棲

型呼吸空氣魚類（amphibious air-breathing fish）與水生型呼吸空氣魚

類（aquatic air-breathing fish）（Graham 1997）。兩棲型呼吸空氣魚類，

通常生活在海洋與潮間帶區域，具有暫時離水的上陸能力；利用皮

膚、鰓腔黏膜與鰓來進行氣體交換，並無特化的輔助呼吸器官。水生

型呼吸魚類，通常出現於淡水水域中，不具備上陸能力，利用鰓及特
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化的輔助呼吸器官，來進行氣體的交換。根據 Graham（1997）在

Air-Breathing Fishes一書中的整理，呼吸空氣器官至少包括：鰓、上

鰓腔室（suprabranchial chamber）、樹狀結構（dendrites structure）、迷

器（labyrinthine organ）、皮膚、肺、胃與腸等器官，呼吸空氣器官類

型與魚種呼吸模式有關。此外，硬骨魚中已知有 17目 49科 125屬

374種魚類為呼吸空氣魚類，佔所有硬骨魚約 2％。 

 

二、魚類鰓部結構與功能 

1. 鰓的形態及細胞類型 

硬骨魚的鰓由鰓弓、鰓耙、鰓絲與鰓薄板所組成。成對鰓絲架構

在鰓弓上，鰓耙則分布在鰓絲對側的鰓弓，每條鰓絲上有兩排的鰓薄

板。鰓絲血管包括了入鰓動脈（afferent artery）、中央靜脈（central vein）

與出鰓動脈（efferent artery），鰓薄板上則分布著由入鰓動脈與出鰓動

脈所形成的微血管網絡。血流與水流呈現逆流（counter-current）的設

計，可促使氣體與離子交換達到最高的效率。 

鰓上皮組織主要由四種細胞所構成：平鋪細胞（pavement cells）、

富含粒線體細胞（mitochondria-rich cells）、黏液細胞（mucous cells）

與未分化細胞（undifferentiated cells）（Perry 1997；Evans 1999）。平

鋪細胞佔鰓部面積高達 90％，是主要進行氣體交換的細胞（Moron and 
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Fernandes 1996；Evans 1999）。 

富含粒線體細胞分布在鰓絲、鰓薄板區間與鰓薄板基部。具由頂

端區域（apical crypt）與基底膜內褶（elaborate basolateral infoldings）

所形成的細胞間管狀系統（extensive intracellular tubular system），且

富含粒線體與液泡。管狀系統與液泡中分布著許多的 Na+, 

K+-ATPase，為離子調節有關的酵素（Perry 1997；Evans 1999）。 

黏液細胞的細胞質內具有分泌型液泡，經由外吐作用

（exocytosis）分泌黏液。主要功能為潤溼魚鰓，減少游泳時水流對

於鰓的衝擊，並且以及保護魚鰓，避免細菌與病毒的入侵（Diaz et al. 

2001）。未分化細胞其形狀較小且不規則，尚不清楚其確切功能。 

 

2. 氣體交換與離子調節功能 

魚鰓為一多重功能的器官，主要爲維持體內的平衡，包括：氣體

交換、離子調節、酸鹼平衡與含氮廢物排除等功用（Greco et al. 1995；

Perry 1997、1998）。主要在討論鰓部功能時，大多以氣體交換與離子

調節的觀點來切入。 

鰓上皮分布在鰓絲與鰓薄板最多的細胞，為負責氣體交換的平鋪

細胞，是一般硬骨魚鰓部主要進行氣體交換之處。鰓薄板為單層上皮

細胞所構築而成，因為具有最大的表面積、最小的氣體擴散距離與最
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大量的水流經過組織表面等特點，所以有利於氣體交換（Perry 1997；

Evans et al.1999）。 

離子調節功能，大多利用 Na+, K+-ATPase ESA（酵素活性值）來

進行估計（Morgan and Iwama 1998；Kelly et al. 1999 a、b；Imsland et 

al. 2003）。Na+, K+-ATPase是鰓上的初級主動輸送的蛋白質，每一個

ATP發生水解作用，會運送 3個鈉離子離開細胞及 2個鉀離子進入細

胞，造成細胞內外的離子濃度梯度差與電位差，進而帶動其他離子的

流動，為鰓上離子調節功能的主要動力來源。海水環境中，主要由鰓

絲上的富含粒線體細胞來負責離子的排出，滲透壓形式為低滲透壓調

節（hypoosmoregulatory）；淡水中由富含粒線體細胞負責離子的吸

收，滲透壓形式為高滲透壓調節（hyperosmoregulatory）（Shikano and 

Fuji 1998 a、b）。藉由洄游性魚類在不同生活史階段，所面臨的離子

調節壓力，可當作觀察富含粒線體細胞數量、位置與 Na+, K+-ATPase

酵素活性變化的題材（Uchida et al. 1997；Kaneko et al. 2002）。廣鹽

性魚類的研究中發現，當魚隻處理在高鹽度或淡水環境，與其最適棲

地的離子條件不同時，魚鰓具有調節離子恆定的能力，鰓上富含粒線

體細胞數量與 Na+, K+-ATPase ESA，會有增加與上升的現象（Morgan 

and Iwana 1998；Lin et al. 2003）。 
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三、輔助呼吸器官與血液循環 

1. 輔助呼吸器官（Accessory air-breathing organ） 

在此所討論的輔助呼吸器官，著重於水生型呼吸空氣魚類部份。

因為其特化的輔助呼吸器官與特殊的血液循環系統，是兩棲型呼吸空

氣魚類所不具有的。兩棲型呼吸空氣魚類的輔助呼吸器官，主要為身

體已有的皮膚或鰓等器官，並無特化出專司輔助呼吸的器官，因此其

血液循環模式為單一血液循環模式，就不會因為特化的輔助呼吸器

官，有改變的情形出現（Graham 1997）。 

攀鱸科（Anabantidae）的攀木鱸（Anabas testudineus），為呼吸

空氣魚類中的水生型物種，具有的輔助呼吸器官為上鰓腔室與分布在

其中的迷器。上鰓腔室為輔助呼吸器官是指利用鰓腔中的上皮組織來

進行氣體交換。迷器，在魚隻左右側各一個，從第一對鰓弓衍生出具

有包覆（folded）、似鰓薄板（lamella-like）與軟骨組織（cartilaginous）

的上鰓骨（epibranchial）（Wilhelm 1975）。表面呈現高度血管化

（vascularized），與稱作呼吸島（respiratory island）的結構，可以減

少血液和外界環境進行氣體交換的距離與增加氣體交換效率（Munshi 

et al. 1986）。利用電顯技術，也觀察到此結構上的細胞排列方式，可

與外界環境大量接觸，亦有利於氣體交換（Hughes and Munshi 

1973）。迷器位於鰓部上方，接受第一對與第二對鰓弓的出鰓動脈血
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液，主要功能推測為氣體交換中氧氣吸收（Burggren 1979；Munshi et 

al. 1986；Olson et al. 1986）。攀木鱸（Anabas testudineus）若處於水

中與或空氣等不同的呼吸介面時，發現鰓部排除二氧化碳的效率是迷

器的 10倍（Hughes and Singh 1970；Hughes and Munshi 1973）。此外，

利用與呼吸酵素活性值（carbonic anhydrase ESA），來觀察絲足鱸科

（Osphronemidae）的三星攀鱸（Trichogaster trichopterus），結果發現

此物種被短暫暴露在空氣中時，迷器亦有吸收氧氣與排除二氧化碳的

功用（Burggren and Haswell 1979）。 

其餘例如在鬍鯰科（Clariidae）的蟾鬍鯰（Clarias batrachus），

亦有輔助呼吸器官存在。包括了，樹狀結構（dendritic organs）、扇狀

結構（fan organs）與上鰓腔室內膜（the membrane lining the 

suprabranchial chambers）（Lewis 1979 a、b）。鱧科（Channidae）的圓

斑雷龍（Channa punctata）、鱧魚（Channa maculata）、烏鱧（Channa 

argus），亦為水生型呼吸空氣魚類，皆具有特化的輔助呼吸器官。利

用測量血氧分壓值，觀察到鰓部具二氧化碳的排除與輔助呼吸器官有

利於氧氣的吸收，也相同證明輔助呼吸器官的氣體交換功能

（Ishimatsu et al. 1979；Olson et al. 1994）。 

上述物種，具有特殊的輔助呼吸器官，鰓部結構皆可以觀察出變

異的現象，大多可以區分成前鰓（第一與第二對鰓）與後鰓（第三與

 10



第四對鰓）來論述。例如，攀木鱸（Anabas testudineus）的鰓部結構，

在後鰓部份，利用灌流與血管模型製作，可以發現到血管管腔半徑有

變大與鰓絲數量減少的情形（Munshi et al. 1986）。三星攀鱸

（Trichogaster trichopterus）的後鰓部份，外觀形態亦有鰓絲數量減

少與形態變異的情形（Burggren 1979）。鱧科（Channidae）的各物種，

第三與第四對鰓部份，形態亦變化成具降低阻力的效果，有利於輸送

充氧血。 

因此，水生型呼吸空氣魚類四對鰓的結構，已有變異的情形。

Olson等人，在 1986年的文獻中曾提出水生型呼吸空氣魚類，前後對

鰓因為形態上的變異，其功能可能已有分化現象。但實際情形為何，

尚未深入研究，且無清楚的解答。 

 

2. 特殊血液循環方式 

水生型呼吸空氣魚類，已經被觀察到鰓部與體循環間，具有特殊

的血液循環模式，與非呼吸空氣魚類的單一循環模式不同。單一循環

血液系統是指：血液從心室出發，經過鰓部，流入體循環中，最後回

到心房，完成循環過程（Ishimatsu and Itazawa 1983）。水生型呼吸空

氣魚類獨特的循環模式，為一種類似哺乳類與鳥類的雙循環血液系統

（Munshi et al. 2001），具有鰓部循環與體循環。因為輔助呼吸器官－
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迷器，相連在第一及第二對鰓之後。血液從心室出發後，首先流過第

一與第二對鰓，進行氣體交換中的二氧化碳排除。其次，進入輔助呼

吸器官，在佈滿微血管的表面的器官中，有效率的吸收氧氣。最後藉

由流經頸動脈回到心房，完成第一次的循環。第二次循環則再度從心

室出發，藉由流經血管形態變異成管徑大阻力小的第三與第四對鰓，

進入體循環系統，進行與組織的氣體交換。最後，血液返回心房，完

成第二次循環。這種過程形成一種類似雙循環的血液系統，可以將迷

器交換的充氧血，快速且有效率的輸送到全身利用（Ishimatsu et al. 

1979；Munshi et al. 1986；Olson et al. 1994、1995；Graham 1997；

Munshi et al. 2001）。 

在 Air-Breathing Fishes（Graham 1997）一書中，已經描述出 14

種不同於單一循環系統的血液模式。而上述所描述的血液循環模式，

包含在其中之一，它只出現在水生型呼吸空氣魚類中的攀鱸亞目

（Anabantoidei）與鱧亞目（Channoidei）魚種中。 

 

四、呼吸與離子調節的衝突 

硬骨魚類，面臨水體氧氣分壓降低的時候，通常會有呼吸面積增

加（Saroglia et al. 2002）或增加血紅素與氧的親和性（Sollid et al. 

2003）等互補機制，使魚隻有足夠的氧氣進行細胞呼吸或生化反應。
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相對的，在面臨離子壓力的環境時，鰓部負責離子調節的富含粒線體

細胞亦會增生，以補充或排除離子（Greco et al. 1996）。然而，若氣

體交換與離子調節這兩種壓力同時出現的時候，鰓上的互補機制就必

須有所取捨。通常是以調節離子壓力為優先，增加富含粒線體細胞數

量（Greco et al. 1995），其次才是氣體交換。但是，細胞增生會形成

氣體交換的阻礙，此時，魚類會增加其呼吸頻率、呼吸振幅、增加心

臟出血量或者增加血液攜帶氧氣量的能力，來對抗因為調節離子壓力

所產生的阻礙（Perry 1998；Sakuragui et al. 2003）。 

鰓絲所分布的富含粒線體細胞，主要功能為離子調節；鰓薄板分

布較多的平鋪細胞，為進行氣體交換的地方（Perry 1998）。水生型呼

吸空氣魚類，因為具有輔助呼吸空氣器官存在，可以協助氣體交換，

所以在面臨離子調節壓力時，鰓薄板上可增生富含粒線體細胞，使得

氣體交換與離子調節的功用有消長情形出現。這種結果可能跟其特殊

的呼吸空氣能力有關係，而不會排擠到氣體交換的能力（Lin and Sung 

2003）。 

 

五、實驗目的與假說 

在前人對於水生型呼吸空氣魚類鰓部研究中的文獻，主要利用血

管模型製作，說明鰓部血管的可能功用為何，或者描述鰓部與輔助呼
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吸器官之間的血流模式（Burggren 1979；Munshi et al. 1986；Olson et 

al. 1986）。其限制性在於只能觀察血管形態，無法了解細胞層次的的

變異情形，且尚無詳細針對四對鰓的細胞結構論述與細胞數量計算。

其他對於水生型呼吸空氣魚類的相關文獻，對於生理功能上的呼吸機

制調控或特殊呼吸行為亦有許多學者在研究（Kramer and Graham 

1976；Burleson et al. 1998；Oliveira et al. 2004）。 

此外，整理離子調節酵素的文獻時發現，其大多利用鰓部中的某

一對鰓，來代表鰓部離子調節功能的變化（Uchida et al. 1997；Jensen 

et al. 1998；Morgan and Iwama 1998；Brill et al. 2001；Imsland et al. 

2003；Katoh and Kaneko 2003；Lin et al. 2003；McCormick et al. 2003；

Huong et al. 2004），或是利用不同的器官，來討論魚體在離子調節功

能的變化（Kelly et al. 1999 b；Quinn et al. 2003）。鮮少同時針對四對

鰓來研究鰓部形態與功能的變異。因此，此實驗將結合結構與功用兩

部份，討論水生型呼吸空氣魚類—珍珠馬甲（Trichogaster leeri），四

對鰓的形態變異與功能分化情形。而本研究因為魚隻體型太小的限

制，無法利用血管模型製作方式，來觀察鰓部的形態變異。 

利用珍珠馬甲（T. leeri），實驗目的包含兩個部份：形態變異與

功能分化的測試。實驗主要假說為，具有迷器的水生型呼吸空氣魚

類，第一、二對鰓有形態與功能上的，來適應具離子調節壓力的環境。
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第三、四對鰓則不具有可塑性的能力，因為此兩對鰓已特化成輸送充

氧血的血管通道。 
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材料與方法 

一、魚種選擇與馴養 

1. 實驗魚種選擇 

前言中所描述的水生型呼吸空氣魚類物種，大多屬於攀鱸亞目

（Anabantoidei）的魚種，在已知的 49科呼吸空氣魚類中，為具有迷

器類型的輔助呼吸器官與類似雙循環系統之魚種（Graham 1997）。此

亞目包括梭頭鱸科（Luciocephalidae）、攀鱸科（Anabantidae）、吻鱸

科（ Helostomatidae）、絲足鱸科（ Osphronemidae）與鬥魚科

（Belontiidae）等 5科，皆是具有迷器類型的水生型呼吸空氣魚種，

原棲地為東南亞一帶的叢林細流與黑水域沼澤地，環境因水流速度慢

與水中有機質分解速度快，造成水體的溶氧量下降。所以在此區域的

環境中，分布著許多水生型呼吸空氣魚類的物種。 

實驗所使用魚隻直接向水族中盤商進口國外繁殖廠魚隻，取樣方

便且可大量購得。分別為鱸形目（ Perciformes）攀鱸亞目

（Anabantoidei）絲足鱸科（Osphronemidae）的珍珠馬甲（T. leeri）。

與鯉形目（Cypriniforms）鲤科（Cyprinidae）的泰國四鬚鲃（Barbodes 

schwanenfeldi）。泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）體型與珍珠馬甲（T. 

leeri）相近且皆為窄鹽性淡水魚，在實驗中為非呼吸空氣魚類的代

表，以進行形態與功能的比較。 
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2. 馴養用水與裝置 

實驗魚隻攜帶回實驗室後，馴養至少超過一星期，才進行實驗。

光照週期為 11小時光照／13小時黑暗，使用曝氣、加熱過濾後的自

來水馴養，控制水溫在 28 ± 1℃，採上部循環過濾，定期清洗及更

新濾材。實驗用淡水，亦使用曝氣、加熱與過濾後的自來水。以定量

的魚飼料（NOVO Bits, JBL, Germany），每日餵食一次，每星期至少

換水一次。 

馴養用裝置為使用 120 × 45 × 60立方公分的玻璃缸，加入約

35公分高的馴養用水。因魚隻對於馴養環境的穩定性要求度高，所

以在底部鋪上一層約 5公分厚的細沙（Sand, Lipis Crystal, USA），以

利硝化系統穩定。利用空氣幫浦打氣，並置入加溫棒，控制水溫 28 ± 

1℃。採上部循環過濾，定期清洗、更新濾材及換水。 

 

3. 實驗用水配置與裝置 

實驗用淡水，使用曝氣、加熱與過濾後的自來水。一次去離子水，

由Water purification system（PLATINUM, Taiwan）所製造。5 g/L半

淡鹹水是由曝氣水添加人工海鹽（Coralife Scientific Grade Marine Salt, 

USA），以折光型鹽度計（ATAGO Model S/Mill-E, Japan）測量其鹽

度；各項水質條件整理如表一。 
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實驗用裝置，使用 58 × 41 × 35.5 立方公分的加蓋塑膠缸，加

入約 20公分高的各種實驗用水，不鋪底沙，利用空氣幫浦打氣，置

入加溫棒控溫，每處理兩次實驗後更換實驗用水。 

 

二、研究方法 

（一）形態變異的觀察 

1. 鰓部組織埋蠟切片與染色 

(1) 鰓部組織埋蠟切片 

選取魚隻左右兩側的四對鰓組織，利用固定液（2％

Paraformaldehyde 0.5％ Glutaraldehyde, P2G0.5）在 4℃下，避光，固

定 8-12小時後，再以 PBS（Phosphate Buffer Solution）清洗。接著

以 30％、50％、70％、80％、90％、100％酒精脫水，以二甲苯

（Xylene）：酒精分別為 1：3、1：1、3：1之混合液及 100％二甲

苯置換，並以石蠟（Paraffin）包埋組織。包埋後組織以厚度 3-5 µm

切片觀察（RM2125RT, Leica, Germany）。 

(2) 組織染色（H&E stain） 

先將組織置於覆有 poly-L-lysine solution（Sigma）的載玻片上，

以二甲苯脫蠟 2次各 5分鐘，以 100％、100％、95％、90％、80％、

70％、50％酒精脫水各 2分鐘後，以自來水沖洗 5分鐘，蘇木紫
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（Hematoxylin, Zymed）染細胞核 5分鐘，再以自來水沖洗 5分鐘，

利用伊紅（Eosin, Sigma）染細胞質 5分鐘。最後，以 70％、80％、

90％、95％、100％、100％酒精各 2分鐘及 100％二甲苯 4分鐘置換，

蓋上蓋玻片與封片膠，待其風乾後，利用顯微鏡（E600, Nikon, Japan）

觀察細胞形態，並利用數位相機（D1, Nikon, Japan）拍照。 

 

2. 鰓絲密度計算與鰓弓、鰓絲、鰓薄板長度量化 

在同一倍率的光學顯微鏡下，利用數位相機記錄（CoolPix 5000, 

Nikon, Japan）四對鰓照片，亦在相同倍率之下，記錄比例尺。藉由

電腦上利用影像分析軟體 Image-Pro Plus（4.0）計算各對鰓的鰓弓長

度。每組重複數為 10尾魚。 

在解剖顯微鏡（S2H10, Olympus, Japan）上，利用數位相機記錄

（CoolPix 5000, Nikon, Japan），並計算出每一對鰓的鰓絲數目。鰓絲

數目為重複 3次以求取平均值，並利用鰓弓長度和鰓絲數目，求得鰓

弓的單位長度上鰓絲數目。 

鰓部組織切片染色後照片，在電腦上利用影像分析軟體

Image-Pro Plus（4.0），針對每一對鰓的照片，進行長度量化。選取不

同的鰓絲 10根以上與鰓薄板 60根以上，分別計算其長度並加總，最

後將其總和平均，得到每一對鰓的鰓絲與鰓薄板長度數值。每組重複
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數為 10尾魚。 

 

3. 鰓部細胞的粒線體螢光標定 

利用斷頸法犧牲魚隻，取第一到第四對鰓，去除鰓弓後，保留 

3-5根鰓絲，置於凹槽玻片。以 5 µM DASPMI﹝2- 

(4-Dimethylaminostryl) -1-methylpyridiumiodide, Sigma﹞覆蓋組織染

色，置於避光盒內，輕微搖晃 5分鐘，進行標定。利用魚類的生理食

鹽水清洗多餘染劑，3分鐘 2次。染好的樣品蓋上蓋玻片，置入避光

盒內避光，以波長 467 nm的螢光於顯微鏡（E600, Nikon, Japan）下，

觀察魚鰓組織中的富含粒線體細胞分布情形。 

藥品配置 

1. 5 µM DASPMI: 10 µL的 500 µM DASPMI, 990 µL Ringer’s solution 

2. 500 µM DASPMI: 0.00915 g DASPMI, 50 mL methanol (避光) 

3. Ringer’s solution: 111 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 1.36 mM CaCl2H2O, 

2.38 mM NaHCO3 

＊ 樣品在可見光操作下時間要盡量縮短，染色 30分鐘內需完成組 

織觀察。 

 

4. 免疫組織化學染色與富含粒線體細胞數量計算 

(1) 免疫組織化學染色 
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將組織置於覆有 poly-L-lysine solution（Sigma）的載玻片上，以

二甲苯脫蠟兩次各 5分鐘，100％及 95％酒精各置換 2分鐘，以二次

水清洗 10分鐘，再以 3％ H2O2（in 100％ methanol）浸泡 7分鐘以

去除內生性抗原反應，PBS清洗 2分鐘 3次，依序以一級抗體（Na+, 

K+ - ATPase monoclonal antibody, Developmental Studies Hybridoma 

Bank, Iowa, USA, 稀釋 1000倍）在室溫下，避光，反應 1小時、進

行 PBS清洗 2分鐘 3次、二級抗體（HRP/Fab polymer conjugate, 

Zymed）在室溫下反應 30分鐘，避光、PBS清洗 2分鐘 3次、呈色

劑（aminoethyl carbazole signal solution chromogen (AEC), Zymed）呈

色 15分鐘，最後以 Hematoxylin（Zymed）染色 10分鐘當作背景值，

以封片膠（GVA mounting solution, Zymed）封片。每個樣本皆在 400

倍或 600倍的光學顯微鏡下做觀察（E600, Nikon, Japan），以數位相

機拍照存檔（D1, Nikon, Japan）。此外，取同樣組織的切片，不加一

級抗體，其他染色過程皆相同，以作為對照組。 

藥品配置 

1. P2G0.5固定液: 2％ Paraformaldehyde (Sigma), 0.5％ Glutaraldehyde 

(Wako), 0.1 mM NaH2PO4．2H2O (Merck), 0.1 mM Na2HPO4．

12H2O (Merck), pH=7.2, Osmolality=250 mOsm/Kg 

＊ 選用此固定液的理由，是由於其滲透壓值接近窄鹽性淡水魚 
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（200-300 mOsm/Kg），可避免組織在固定過程中有變形的情形

發生。 

2. PBS: 136.9 mM NaCl (Merck), 2.68 mM KCl (Merck), 10.15 mM 

Na2HPO4．2H2O (Merck), 1.76 mM KH2PO4 (Merck), pH=7.4 

(2) 富含粒線體細胞數量計算 

利用連續的石蠟切片，經免疫組織化學染色後，隨機選取 5根鰓

絲，計算鰓薄板上的富含粒線體細胞數量，爲了避免計算鰓薄板間或

鰓絲上的富含粒線體細胞，只計算遠離鰓絲 5 µm以上之富含粒線體

細胞（圖一），並利用影像分析軟體 Image-Pro Plus（4.0）測量鰓薄

板長度，求得單位長度中富含粒線體細胞的數量，每種處理條件取 8

尾魚，作為重複。 

 

（二）、功能分化的檢視 

1. 實驗水質與魚隻血漿的滲透壓濃度、鈉和氯離子濃度測定 

實驗用水質，保留 50 µL，利用結晶式滲透壓儀（Osmomat 030-D, 

Gonotec, Germany），測定滲透壓濃度。各實驗水樣，經不同比例稀釋

後，利用原子吸收光譜儀（Atomic Absorption Spectrophotometer, 

Z-5000, Hitachi, Japan），測定實驗用水的鈉離子濃度。氯離子則利用

分光光度計（U-2001 Spectrophotometer, Hitachi, Japan），與不同濃度

氯離子的標準液來比對實驗用水中氯離子濃度。水質中的 pH值則利
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用 pH測定儀（Microcomputer pH-Vision 6071, Jenco, Japan）測定。 

魚體經MS-222（3-Aminobenzoic Acid Ethyl Ester, Sigma）麻醉

後，剖開腹部，以 29 G × 1/2”（TERUMO, U-100, Japan）針頭與 1 mL

的針筒（TERUMO, U-100, Japan），自心臟抽出體液，在 4℃下 20160 

g離心 10分鐘。因為體液收集不易，取 10 µL部份，於蒸氣式滲透

壓儀（5500 Vapor Pressure Osmometer, Wescor, USA.）測定魚體滲透

壓。此外，上清液血漿分別經不同比例與二次去離子水稀釋後，利用

原子吸收光譜儀（Atomic Absorption Spectrophotometer, Z-5000, 

Hitachi, Japan），測定魚體的的鈉離子濃度。氯離子則利用分光光度

計（U-2001 Spectrophotometer, Hitachi, Japan），與不同濃度氯離子的

標準液來比對實驗用水中氯離子濃度。 

 

2. 鰓部蛋白質萃取與 Na+, K+ -ATPase ESA測定 

(1) 蛋白質萃取 

將魚體置於有麻醉藥MS-222的各種水質中（1：2500），約 3到

5分鐘，待其失去活動力後，利用斷頸法犧牲。依序取下鰓部兩側各

對鰓，放入 1.5 mL塑膠離心管中，以 1：200的比例與含有蛋白酶抑

制劑（Proteinase Inhibitor）的均質液（Homogenizing Medium）萃取

蛋白，並利用超音波組織均質機（Ultrasonic Processor, SONICS, 
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USA），將鰓均質化至看不見明顯的鰓薄板後，在 4℃下分別依序 1064 

g離心 10分鐘，20160 g離心 20分鐘，以得到除去細胞核、粒線體

及未均質組織的蛋白質萃取液。此新鮮蛋白萃取液不經冷凍過程，立

即進行 Na+, K+-ATPase ESA的活性測定。 

蛋白質萃取液的蛋白質含量測定，是將萃取液經適當比例稀釋

後，取體積 800 µL加上 200 µL protein assay（Bio-Rad），混合均勻後，

利用呈色比色法，以分光光度計（U-2001 Spectrophotometer, Hitachi, 

Japan）在波長 595 nm的可見光下，測量萃取液所含的蛋白質濃度；

標準液則是以牛血清液（Bovine Serum Albumin, Sigma）利用二次水

經相同稀釋比例而得。 

(2) Na+, K+ -ATPase ESA測定 

取以定量的蛋白質萃取液 10 µL，分組進行 Na+, K+ -ATPase的活

性測定。原理是利用一組有加入Na+, K+-ATPase專一抑制劑（Ouabain）

的 reaction medium，抑制 ATP分解成 ADP與 Pi，與另一組未加入專

一抑制劑的 reaction medium之差值做比較。生化反應機制上，Ouabain

為其專一抑制劑，主要與 Na+, K+-ATPase膜上 K+位置結合，使酵素

無法交換鈉、鉀離子，失去其作用（Silva et al. 1977）。步驟是將等體

積的蛋白質萃取液，分別加於 400 µL 不含Ouabain的 reaction medium

或含有 Ouabain的 reaction medium中均勻混合，加入 100 µL ATP start 
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solution起始反應，進行 30℃水浴 30分鐘後，以 200 µL TCA stop 

solution終止反應。以 1064 g於 4℃下離心 10分鐘，取出 500 µL上

清液加入 1 mL的呈色混合劑（Colormetry Solution）於 20℃冷水浴呈

色 30分鐘，最後以分光光度計（U-2001 Spectrophotometer, Hitachi, 

Japan）於波長 700 nm下，測量溶液中磷酸根（Pi）的含量。除水浴

與顯色完成後，所有步驟均於冰上進行。每種處理條件取 8尾魚，作

為重複。活性計算公式如下： 

[ (Pi濃度差, µg/mL) × 0.5 mL ÷ 94.91 µg/µmole ] ÷ 

[ (蛋白質濃度, mg/µL) × 10 µL × (500 µL/710 µL) ] ÷ 

(反應時間, 0.5 hr) 

Na+, K+ -ATPase活性單位為 µ mole Pi/mg protein/hr。 

藥品配置 

1. Homogenizing Medium: 100 mM imidazole (Imidazole-HCl buffer) 

(Sigma), 5 mM Na2EDTA (Sigma), 200 mM sucrose (Sigma), 0.1

％ sodium deoxycholate (Sigma), pH=7.6 

2. Proteinase Inhibitor: 3.31 mM antipain (Sigma), 2.16 mM leupeptin 

(Sigma), 63.86 mM benzamidine (Sigma), 100％ Aprotinin 

(Sigma) 

3. Reaction Medium: 142.85 mM imidazole (Imidazole-HCl buffer) 

(Sigma), 178.5 mM NaCl (Sigma), 22.87 mM MgCl2 (Sigma), 

107.14 mM KCl (Sigma), pH=7.6 
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4. Ouabain: 12.46 mM ouabain (Sigma) 

5. ATP Start Solution: 25 mM Na2ATP (Sigma) 

6. TCA Stop Solution: 30％ Trichloroacetic acid (Merck)（約 1.8 mM） 

7. Colormetry Solution: 2.5％ acid molybdate (Molybdic acid, 

ammoniun salt) (Sigma), 10％ SDS (Dodecyl sulfate sodium salt) 

(Merck), 0.25％ ANSA (1-amino-2-naphthol-4-sulfomic acid) 

(Sigma), 15％ NaHSO3 (Nacalai tesque), 40％ Na2SO3 (Nacalai 

tesque) 

 

三、實驗設計與統計分析 

(一)、水生型呼吸空氣魚類鰓部形態變異 

本實驗測試具有迷器的水生型呼吸空氣魚類—珍珠馬甲（T. 

leeri），第一、二對鰓具形態上的可塑性，來適應離子調節壓力的環

境。第三、四對鰓則不具有上述的能力，因為此鰓部形態已變異成輸

送充氧血的血管通道。 

此部份實驗，利用珍珠馬甲（T. leeri）與非呼吸空氣魚類的泰國

四鬚鲃（B. schwanenfeldi），觀察四對鰓外觀形態、鰓部組織染色、

鰓絲密度、鰓弓長度、鰓絲長度、鰓薄板長度、粒線體螢光標定與富

含粒線體細胞數量來檢視鰓部變異情形為何。 
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(二)、水生型呼吸空氣魚類鰓部功能分化 

本研究針對功能分化部份，僅利用 Na+, K+-ATPase ESA來測試具

有迷器的水生型呼吸空氣魚類—珍珠馬甲（T. leeri），第一、二對鰓

具功能上的可塑性，來適應離子調節壓力的環境。第三、四對鰓則不

具有上述的能力。 

首先，實驗魚隻到一次去離子水環境中，0、6、12、24、96小

時，測定 Na+, K+-ATPase ESA，了解前後對鰓與迷器在離子調節功能

差異性。並且將魚隻從馴養缸轉移到淡水、一次去離子水與 5 g/L半

淡鹹水中 4天，測量實驗水質與被處理的魚體，其滲透壓與鈉和氯離

子的濃度，以及魚體的 Na+, K+-ATPase ESA，了解四對鰓離子調節功

能的分化。 

魚隻在具離子調節壓力的環境中經過 4天，才進行觀察四對鰓的

富含粒線體細胞數量與 Na+, K+-ATPase ESA，以檢視在形態與功能上

是否有變異的現象。主要的考量為實驗的過程中，發現其容易受到驚

嚇，所以處理較長的時間，以獲得穩定的實驗數據。 

最後，被推測具輔助呼吸的迷器，也利用組織染色、粒線體螢光

標定與 Na+, K+-ATPase ESA測定，檢視其離子調節功能。 

 

（三）、統計分析 
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實驗中數據均以 mean ± S.E.表示。 

在水生型呼吸空氣魚類鰓部形態與離子調節功能，是否與非呼吸

空氣魚類不同實驗中，因為實驗魚隻中的每一各個體，其各對鰓或迷

器的測量值具有不獨立的特性，且同時測量鰓部之間的型值。檢定四

對鰓的鰓絲密度，鰓弓、鰓絲、鰓薄板長度、富含粒線體細胞的數量

與 Na+, K+-ATPase ESA時，皆利用 Repeated-measure’s ANOVA進行

比較。若達顯著差異，為樣本數為平衡類型時以 Tukey’s studentized 

range test分析差異；非平衡則以 Least Square Means（LSMEANS）來

檢定差異。此外，Na+, K+-ATPase ESA結果中，若比較各時間點下的

鰓部活性值差異，則利用 Tukey’s studentized range test分析。 

馴養淡水、轉移淡水、實驗用一次去離子水與 5 g/L半淡鹽水的

滲透壓值，鈉與氯離子濃度，利用 one-way ANOVA分析其差異情形。 

上述分析，均以 P＜0.05為達顯著水準。統計分析軟體為 SAS 8e 

for windows。 
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結果 

一、水生型呼吸空氣魚類鰓部形態變異 

1. 鰓部外觀形態 

非呼吸空氣魚類的泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi），鰓腔中發現

到另外一種的特化器官－偽鰓，四對鰓的外觀形態，從第一到第四對

鰓並無顯著的改變情形（圖二、A）。在水生呼吸空氣魚類的珍珠馬

甲（T. leeri），四對鰓在鰓弓長度或鰓絲長度有顯著的變異（圖三、

A-D），及觀察到輔助呼吸器官－迷器的存在（圖三、E）。外觀照片

可以觀察到，珍珠馬甲（T. leeri）從第一對鰓到第四對鰓，形態有顯

著的縮短。其中，第四對鰓的形態變異度最明顯。然而，在非呼吸空

氣魚類則無此現象出現（圖二）。 

 

2. 鰓部形態組織染色 

觀察鰓部組織染色的照片，在非呼吸空氣魚類－泰國四鬚鲃（B. 

schwanenfeldi）（圖四），第一對鰓到第四對鰓的鰓部組織形態並無顯

著的變化，鰓絲與鰓薄板的長度也無明顯的變化。 

水生型呼吸空氣魚類－珍珠馬甲（T. leeri）的照片（圖五、A，

圖六、A，圖七、A），第一對鰓到第三對鰓，鰓部組織形態類似，鰓

薄板基部無形態上的變化。從放大的倍率下觀察，可以發現鰓薄板的
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血管腔室，大多只能容納 1至 3顆的紅血球（圖五、B，圖六、B，

圖七、B）。第四對鰓部份，鰓部組織形態有明顯的變化，鰓薄板基部

有膨大的血管腔室，切片圖中亦可觀察到紅血球分布其中，所觀察到

的紅血球數目遠多於其他三對鰓，而鰓薄板的長度也變得粗短（圖

八、A）。此外，在部份的切片結果中，可以觀察到鰓薄板消失的現

象，原本的鰓薄板間隙被一層上皮組織所覆蓋，導致此特殊的情形（圖

八、B）。 

迷器切片結果，除上下兩層表皮組織以外，空腔就分布在其中，

並且可以觀察到紅血球存在，這樣的結構有助於增加氣體交換效率

（圖九、A-B）。 

 

3. 鰓部鰓絲密度、鰓弓、鰓絲與鰓薄板長度比較 

以體長範圍 8到 10公分的魚體，在馴養淡水環境下進行觀察，

說明水生型呼吸空氣魚類－珍珠馬甲（T. leeri）鰓部型值變化的程度。 

鰓絲密度計算的結果，泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）部份（圖

十、A），第一對鰓到第四對鰓的密度，61.31 ± 3.76、63.61 ± 2.56、

69.63 ± 2.97、70.03 ± 3.87（filament number/cm gill arch length），統

計上無顯著差異（Repeated-measures ANOVA，F3,2＝0.72，P＝0.63）。

珍珠馬甲（T. leeri）部份（圖十、B），鰓絲密度經由統計分析後得知，
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第一對到第三對鰓的鰓絲密度無明顯的差異，58.46 ± 1.65、61.43 ± 

2.23、63.96 ± 3.38（filament number/cm gill arch length），第四對鰓

的密度，48.45 ± 1.19（filament number/cm gill arch length），顯著低

於其他三對鰓（Repeated-measures ANOVA，F3,7＝451.60，P＜

0.0001）。在鰓弓長度結果（圖十一、A），經由統計分析後，發現從

第一對鰓到第四對鰓的鰓弓長度，分別為 10.26 ± 0.26、8.94 ± 0.38、

6.81 ± 0.28、5.49 ± 0.23（mm），有顯著遞減的趨勢

（Repeated-measures ANOVA，F3,7＝150.26，P＜0.0001）。其次，在

鰓絲長度結果（圖十一、B），藉由統計分析後，觀察到第一與第二對

鰓的鰓絲長度值相似，1.21 ± 0.08、1.14 ± 0.06（mm）。在第三與第

四對鰓的鰓絲長度值，0.74 ± 0.04、0.33 ± 0.05（mm），則有逐漸變

小的情形（Repeated-measures ANOVA，F3,7＝32.73，P＝0.0002）。最

後，在鰓薄板的長度結果（圖十一、C），利用統計分析後，觀察到第

一對到第三對鰓的鰓薄板長度無明顯的差異。然而，第四對鰓的鰓薄

板長度，26.22 ± 1.97（µm），顯著比其他三對鰓小，45.22 ± 3.36、

46.59 ± 3.20、40.56 ± 3.15（µm）（Repeated-measures ANOVA，F3,8

＝19.01，P＝0.0005）。 

 

4. 粒線體標定 
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此螢光標定原理為，利用與粒線體結合的物質，在特定波長下激

發，使之呈現出方便觀察的可見光，快速檢視富含粒線體細胞

（McCormick 1990），先初步觀察四對鰓或迷器在離子調節功用是否

有差異。標定結果中，珍珠馬甲（T. leeri）從第一對鰓到第四對鰓，

都有螢光標定的細胞出現（圖十二、A-D），四對鰓都可能具有基本

的離子調節功能。在迷器部份，被標定到的細胞則明顯的變少（圖十

二、E），其離子調節的功用，就可能比鰓部組織小。 

 

5. 四對鰓在不同處理中，鰓薄板上富含粒線體細胞的數量變化 

珍珠馬甲（T. leeri）的免疫組織化學染色結果中（圖十三、B-E），

可以發現到被深染的紅色細胞為富含粒線體細胞。除此之外，亦可以

發現類似黏液細胞的出現，尤其是在第四對鰓末端數量特別多（圖十

三、F），若要確定是否為黏液細胞，則應繼續利用其他染色方式（例

如：PNS染色法）來確認。 

在不同的離子環境中，鰓薄板上富含粒線體細胞的數量分別為，

馴養淡水 0天的四對鰓：2.94 ± 0.28、3.19 ± 0.41、2.52 ± 0.22、1.45 

± 0.56（MRCs/100 µm）。轉移淡水 4天的四對鰓：2.85 ± 0.28、2.76 

± 0.41、2.69 ± 0.22、2.25 ± 0.56（MRCs/100 µm）。一次去離子水 4

天的四對鰓為：4.87 ± 0.28、5.54 ± 0.41、2.99 ± 0.22、1.92 ± 0. 65
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（MRCs/100 µm），在所有的實驗處理與各對鰓之間的統計值具有顯

著的差異（Repeated-measures ANOVA，F6,63＝4.62，P＝0.0006）。一

次去離子水處理之下，第一與第二對鰓的富含粒線體細胞數量顯著與

其他處理不同（圖十四），具有上升的趨勢（LSMEAN/PDIFF，P＜

0.01）。而馴養淡水與轉移淡水的處理之下，四對鰓的鰓薄板上富含

粒線體細胞數量，其結果並無顯著差異。原因是量化過程已將長度標

準化，呈現出鰓薄板長度為 100 µm下的富含粒線體細胞數量。利用

珍珠馬甲（T. leeri）在馴養淡水環境中，所量化四對鰓平均鰓薄板長

度的型值（圖十一、C），加成此部份的數據，可推測四對鰓上的鰓薄

板所有富含粒線體細胞數量變化（表一）。結果呈現，四對鰓在鰓薄

板全長時的富含粒線體細胞數量，有顯著性的差異。這是只利用量化

鰓薄板單位長度的富含粒線體細胞數量時（圖十四），所觀察不到的

結果。 

在一次去離子水處理中 4天與轉移淡水 4天比較，第一與第二對

鰓的富含粒線體細胞在數量上有顯著增加（LSMEAN/PDIFF，P＜

0.001），大約為 1.71到 2倍；在第三與第四對鰓的富含粒線體細胞，

則無增加的趨勢出現（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。在轉移淡水 4天，

第一與第二對鰓的富含粒線體細胞或第三與第四對鰓的富含粒線體

細胞，皆無增加的現象（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。 
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二、水生型呼吸空氣魚類鰓部功能分化 

1. 處理水樣與魚體的滲透壓值與鈉與氯離子濃度 

表二的結果中，可以觀察到一次去離子水與 5 g/L半淡鹹水， 

其滲透壓值分別為 0.33 ± 0.17、141.75 ± 4.21（mOsm/Kg）顯著的

與馴養淡水、轉移淡水有所不同。一次去離水顯著的低於馴養淡水與

轉移淡水；5 g/L半淡鹹水則是顯著的高於馴養淡水與轉移淡水

（LSMEANS，P＜0.05）。一次去離子水處理組的鈉與氯離子濃度，

分別為 0.06 ± 0.01、0.02 ± 0.01（mM）皆無顯著差異於馴養淡水、

轉移淡水；5 g/L半淡鹹水處理組的鈉與氯離子濃度，分別為 36.09 ± 

2.97、88.36 ± 6.76（mM）皆顯著高於馴養淡水、轉移淡水（鈉離子，

LSMEANS，P＜0.05；氯離子，LSMEANS，P＜0.05）。因此，實驗

利用一次去離子水與 5 g/L半淡鹹水的處理，製造出對窄鹽性的硬骨

魚而言，可能具有離子調節壓力的環境。 

表三的結果中，魚體在面對具有離子調節壓力的環境時，有能力

可以維持體內的滲透壓與鈉與氯離子濃度平衡。在一次去離水的環境

中與 5 g/L半淡鹹水的環境中，魚體的滲透壓值分別為 269.67 ± 7.97

與 291.00 ± 3.11（mOsm/Kg），與馴養淡水與轉移淡水的 280.50 ± 

8.74、282.75 ± 10.01（mOsm/Kg）在統計上無顯著的差異

（LSMEANS，P＞0.05）。在一次去離水的環境中與 5 g/L半淡鹹水的
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環境中，魚體的鈉與氯離子濃度，分別為 92.61 ± 12.87與 94.69 ± 

18.06（mM）、106.96 ± 6.61與 126.76 ± 8.03（mM），也與馴養淡水

與轉移淡水的魚體鈉與氯離子濃度，無顯著的差異（鈉離子，

LSMEANS，P＞0.05；氯離子，LSMEANS，P＞0.05）。 

從鈉與氯離子的含量來看，在珍珠馬甲（T. leeri）的體液中，鈉

與氯離子的含量就佔了滲透壓值的 70％左右，其餘 30％就可能由其

他離子提供。此外，鈉與氯離子含量，在不同的離子調節壓力下，各

自無明顯的變化。這表示著此物種，面對因實驗所製造的離子調節壓

力時，可藉由與離子調節有關的器官，進行調控以維持機能正常而不

致死亡。 

 

2. 前後對鰓與迷器的 Na+, K+-ATPase ESA 

魚隻被處理於一次去離水環境中，在不同的時間點下，檢視前後

對鰓或迷器的 Na+, K+-ATPase ESA變化。 

泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi），Na+, K+-ATPase ESA的結果觀

察到（圖十五、A），分析所有前後對鰓活性值，結果為具有顯著差

異（Repeated-measures ANOVA，F1,16＝11.31，P＝0.004）。更進一步

在各時間點下，利用 Tukey’s studentized range test來檢視前後對鰓活

性值差異，結果發現到只有在 12小時的時間點下，前後對鰓具有顯
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著性差異（P＜0.05）。前鰓部份 Na+, K+-ATPase ESA在 0、6、12、

24、與 96小時，其平均值分別為 2.09 ± 0.21、1.22 ± 0.26、1.13 ± 

0.26、0.74 ± 0.26、2.69 ± 0.29（µ mole Pi/mg protein/hr），除了 96

小時以（LSMEAN/PDIFF，P＝0.12），其餘時間點皆顯著與 0小時不

同；後鰓部份 Na+, K+-ATPase ESA在 0、6、12、24、與 96小時，其

平均值分別為 1.96 ± 0.23、0.95 ± 0.28、0.72 ± 0.28、0.42 ± 0.28、

1.60 ± 0.32（µ mole Pi/mg protein/hr），除了 96小時以外

（LSMEAN/PDIFF，P＝0.38），其餘時間點皆顯著與 0小時不同。此

外，前後對鰓在各時間點的 Na+, K+-ATPase ESA與 0小時比較，有差

異的時間點其活性值趨向變小。 

泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）的前後對鰓活性值間皆無差異，

因為此物種為非呼吸空氣魚類，其鰓部組織無結構的變異，所以前後

對鰓的 Na+, K+-ATPase ESA應該也不會出現差異。此結果也說明，一

般非呼吸空氣的硬骨魚類，其前後對鰓無形態上的變化時，亦無 Na+, 

K+-ATPase ESA的差異。 

珍珠馬甲（T. leeri）在各時間點之下，比較前後對鰓的 Na+, 

K+-ATPase ESA（圖十五、B），0小時為 1.92 ± 0.41與 0.81 ± 0.23、

6小時為 2.69 ± 0.41與 1.29 ± 0.23、12小時為 2.37 ± 0.41與 0.93 ± 

0.23、24小時為 1.95 ± 0.41與 1.33 ± 0.23、96小時為 2.64 ± 0.41
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與 1.13 ± 0.23（µ mole Pi/mg protein/hr）皆有顯著差異

（Repeated-measures ANOVA，F2,30＝56.67，P＜0.001），前鰓比上後

鰓大約為 1.4到 2.5倍。另外，前鰓或後鰓在不同時間點與 0小時的

比較，皆無顯著差異的趨勢（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。前鰓的

Na+, K+-ATPase ESA在不同時間點下的變化，結果呈現出無顯著差

異，這現象可能因實驗的重複數不夠多（n = 4），或者是實驗方式中

萃取蛋白質的步驟不穩定，所導致的誤差太大，無法顯現出其差異。

最後，迷器的 Na+, K+-ATPase ESA比後鰓的活性值小，但是無統計上

的差異。其平均值分別為 0小時為 0.45 ± 0.19、6小時為 0.77 ± 0.19、

12小時為 0.58 ± 0.19、24小時為 0.72 ± 0.19、96小時為 0.69 ± 0.19

（µ mole Pi/mg protein/hr），且在各時間點亦無顯著的變化

（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。 

因此，改良萃取蛋白質的步驟（表五），得到較穩定的 Na+, 

K+-ATPase ESA後，立即重新檢視珍珠馬甲（T. leeri）前後對鰓的 Na+, 

K+-ATPase ESA變化趨勢（圖十六）。此結果中前後對鰓在各時間點

下，比較其 Na+, K+-ATPase ESA。0小時為 0.94 ± 0.14與 0.63 ± 

0.07、6小時為 1.37 ± 0.14與 0.66 ± 0.07、12小時為 1.67 ± 0.14與

0.66 ± 0. 07、24小時為 1.56 ± 0.14與 0.77 ± 0.07、96小時為 1.47 ± 

0.15與 0.49 ± 0.07（µ mole Pi/mg protein/hr），發現皆有顯著差異
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（Repeated-measures ANOVA，F1,34＝150.23，P＜0.001），前鰓比上

後鰓大約從 1.25到 3倍。重要的是，前鰓的 Na+, K+-ATPase ESA在

各時間點與 0小時的比較，皆有顯著上升差異的趨勢

（LSMEAN/PDIFF，P＜0.05）；後鰓的 Na+, K+-ATPase ESA在各時間

點與 0小時的比較，皆無顯著差異（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。 

 

3. 四對鰓的 Na+, K+-ATPase ESA 

在不同的離子環境中，其 Na+, K+-ATPase ESA分別為，馴養淡水

0天的四對鰓 Na+, K+-ATPase ESA：1.13 ± 0.10、1.15 ± 0.09、0.60 ± 

0.05、0.45 ± 0.06（µ mole Pi/mg protein/hr）。轉移淡水 4天的四對鰓

Na+, K+-ATPase ESA：0.87 ± 0.10、1.07 ± 0.11、0.62 ± 0.10、0.57 ± 

0.09（µ mole Pi/mg protein/hr）。一次去離子水 4天的四對鰓 Na+, 

K+-ATPase ESA分別為：1.93 ± 0.06、1.62 ± 0.06、0.67 ± 0.12、0.38 

± 0.07（µ mole Pi/mg protein/hr）。5 g/L半淡鹹水 4天其四對鰓 Na+, 

K+-ATPase ESA：1.90 ± 0.07、1.64 ± 0.08、0.66 ± 0.06、0.54 ± 0.05

（µ mole Pi/mg protein/hr）。 

藉由結果可以觀察到（圖十七，A），第一與第二對鰓在具離子

調節壓力的一次去離子水與 5 g/L半淡鹹水處理下 4天，Na+, 

K+-ATPase ESA分別從馴養淡水的 1.13 ± 0.10、1.15 ± 0.09（µ mole 
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Pi/mg protein/hr）與轉移淡水的 0.87 ± 0.10、1.07 ± 0.11（µ mole Pi/mg 

protein/hr），上升到 1.93 ± 0.06、1.62 ± 0.06（µ mole Pi/mg protein/hr）

與 1.90 ± 0.07、1.64 ± 0.08（µ mole Pi/mg protein/hr），經由統計分

析後皆有顯著的上升趨勢（LSMEAN/PDIFF，P＜0.01）。在轉移淡水

4天的第一對鰓Na+, K+-ATPase ESA分別為0.87 ± 0.10（µ mole Pi/mg 

protein/hr），第二對鰓 Na+, K+-ATPase ESA為 1.07 ± 0.11（µ mole 

Pi/mg protein/hr），與馴養淡水 0天的第一與第二對鰓其 Na+, 

K+-ATPase ESA，無顯著差異（LSMEAN/PDIFF，P＝0.08、P＝0.54）。

因此，第一與第二對鰓面臨離子調節壓力的環境，Na+, K+-ATPase ESA

有上升的反應（Repeated-measures ANOVA，F9,84＝13.78，P＜

0.0001）。 

相對的，第三與第四對鰓的 Na+, K+-ATPase ESA，馴養淡水、轉

移淡水、一次去離子水與 5 g/L半淡鹹水中，分別為，0.60 ± 0.05與

0.45 ± 0.06（µ mole Pi/mg protein/hr），0.62 ± 0.10與 0.57 ± 0.09（µ 

mole Pi/mg protein/hr），0.67 ± 0.12與 0.38 ± 0.07（µ mole Pi/mg 

protein/hr），0.66 ± 0.06與 0.54 ± 0.05（µ mole Pi/mg protein/hr），利

用統計分析馴養淡水 0天與轉移淡水 4天，發現四對鰓活性值皆無顯

著的變化（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。唯一例外的是轉移淡水 4天

與一次去離子水 4天處理組，第四對鰓活性值具顯著下降的差異

 39



（LSMEAN/PDIFF，P＝0.0402）。 

若以第一到第四對鰓的 Na+, K+-ATPase ESA來檢視（圖十七，

B），在馴養淡水、轉移淡水、一次去離子水與 5 g/L半淡鹹水等四種

處理組，Na+, K+-ATPase ESA結果，皆可以輕易觀察到，第一與第二

對鰓活性值皆顯著比第三與第四對鰓高，這兩對鰓主要功能可能為輸

送充氧血，且鰓部形態發現具特殊的改變，整個鰓部的鰓絲與鰓薄板

的總面積，比第一與第二對鰓少。第三與第四對鰓的功能可能偏向與

呼吸有關，但非直接進行呼吸作用，所以隨著功能上的消長，可以進

行離子調節區域的減少，第三、四對鰓在面對離子調節壓力時，就無

增加進行排除離子或吸收離子的反應。 

最後，鰓部的 Na+, K+-ATPase ESA在馴養淡水 0天與轉移淡水 4

天轉移結果中，大多無明顯的差異，說明了實驗中的轉移動作，不至

於影響其活性值。然而，第四對鰓的活性值，在轉移淡水 4天與一次

去離子水 4天的比較時，統計分析具有些微的下降。這種現象，可能

與第四對鰓體積較小，在蛋白質萃取與測試過程中，所造成的實驗誤

差，導致統計分析具顯著不同。 
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討論 

本實驗為水生型呼吸空氣魚類中，首次將結構與功能的實驗結

合，檢視具有輔助呼吸器官的魚種，在離子調節壓力的處理下，討論

鰓部的形態變異與功能分化情形。 

 

一、呼吸空氣魚類與輔助呼吸器官在生存方面關係 

魚類在 500百萬年前已開始獨自演化，在當時易變動的環境之

下，溶氧量、鹽度、溫度等環境因子容易受到影響，會導致鰓部的形

態與功能變化（Sakamoto et al. 2001；Baruner et al. 2004），所以氧氣

對於魚類演化是一個顯著的因子（Nikinmaa 2002）。此外，呼吸空氣

魚類在演化過程是屬於多次單獨出現，發生呼吸空氣的次數在演化上

至少出現 38~67次，是一種偶發性的結果，可能剛好是環境狀態與棲

地擴張相關（Graham and Lee 2005）。因此，輔助呼吸器官會隨著物

種的不同，具有形態的多樣性，例如：迷器、上鰓器、樹狀組織、氣

鰾與肺等不同構造。 

呼吸空氣魚類因爲具有輔助呼吸器官，所以環境中的溶氧變少

時，魚隻可以適當調整呼吸機制中的呼吸振幅與呼吸頻率，且不影響

體內酸鹼平衡與血氧狀態狀態下，補充氣體交換的不足（Burleson et al. 

1998；Oliverira et al. 2004）。此外，在缺乏離子的環境中，一般的淡
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水硬骨魚類會增生鰓絲與鰓薄板的富含粒線體細胞，以補充離子吸收

的不足。但是因為富含粒線體細胞的增大與增生，會導致水流通道

（water channel）變小與氣體擴散距離（blood-to-water diffusion 

distance）增加，這樣的現象會引發水流經過鰓薄板時出現擾動且增

加氣體交換的障礙，對於氣體交換功能具負面的影響（Greco et al. 

1996）。 

相對的在呼吸空氣魚類因為輔助呼吸器官存在，可以協助鰓部的

氣體交換功用，而不使呼吸機制受到影響。例如，鯰魚（Hypostomus 

CF. plecostomus），因為具有輔助呼吸器官—胃，所以當鰓薄板上的富

含粒線體細胞增生時，不會影響其氣體交換的作用（Fernandes and 

Perna-Martins 2001）。利用皮膚當做輔助呼吸器官的兩棲型呼吸空氣

魚類，具有特殊的短暫上陸行為，造成鰓絲表皮上存在著許多的黏

液，會妨礙離子調節功能。所以富含粒線體細胞增生僅侷限於鰓薄

板，氣體交換可藉由皮膚來進行（Moron and Oba 2003）。因此，呼吸

空氣魚類具有的輔助呼吸器官，對於面臨環境變化時，有相當程度的

協助，以增加生存機率（Hughes et al. 1973）。 

 

二、水生型呼吸空氣魚類鰓部形態變異 

實驗利用非呼吸空氣魚類的泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）與水
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生型呼吸空氣魚類的珍珠馬甲（T. leeri），來比較四對鰓在形態與離

子調節功能的差異。雖然兩物種間的比較在邏輯或統計方面具有限制

性，但大部份的生物學者承認，比較類型的研究文獻，對假設的演化

適應鑑定與了解生理基礎有相當的貢獻（Garland and Adolph 1994）。 

首先，非呼吸空氣魚類的泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）在鰓腔

中可發現具有外鰓組織—偽鰓，偽鰓的功能大多被推測可能與協助離

子調節有關（Kültz et al. 1992；King et al. 1993；Bridges et al. 1998），

但本研究中並不討論此組織確切功用。組織切片染色發現此物種，四

對鰓的形態並無顯著特化的結構，鰓絲密度，經統計分析，無顯著的

變化，且鰓弓、鰓絲或鰓薄板亦無顯著的變異，與一般的非呼吸空氣

魚類相似（Mazon et al. 1998）。不過鰓絲與鰓薄板長度就明顯比珍珠

馬甲（T. leeri）長，兩物種間鰓絲或鰓薄板長度不同，可能原因至少

有兩點：其一是魚種之間種類不同，所導致的差異；其次，泰國四鬚

鲃（B. schwanenfeldi）本身為活動力較高的物種，需要較大的鰓部呼

吸表面積（gill respiration surface area）有關（Jakubowski 1997）。 

水生型呼吸空氣魚類的珍珠馬甲（T. leeri），第一到第四對鰓，

形態有顯著的變異，尤其是假設特化成輸送充氧血的血管通道的第三

與第四對鰓。在第四對鰓組織切片，出現類似擴大的血管腔室結構，

所觀察到的紅血球數目遠多於其他三對鰓，這暗示著可能有利血液的
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大量輸送。部份切片中發現，第四對鰓短小的鰓薄板消失不見，被一

層上皮組織所覆蓋。這種現象，針對流經第四對鰓的血液，增加了氣

體擴散距離（Greco et al. 1996）。擴散距離的增加，根據氣體擴散定

律（Henry’s law）可以知道，第四對鰓中輸送的充氧血，其氧氣擴散

到外界的效率就會下降，可確保血液具較高的含氧量，供體循環時使

用。上述針對第四對鰓所具有的特殊結構，更支持特化成輸送充氧血

的血管通道的說法（Olson et al. 1986）。原本推測是輸送充氧血的血

管通道的第三對鰓，切片結果中，形態大多與前兩對鰓相似，不像第

四對鰓的觀察，具有擴大的血管腔室與增加氣體擴散距離，只有少數

的切片，發現類似擴大的血管腔室。因此，第三對鰓的鰓部形態可能

介於前鰓與第四對鰓之間，具有數量不多的類似擴大血管腔室且無增

加血水屏障的上皮組織。而觀察到少數的類似擴大血管腔室，其原因

可能與切片角度或位置不同有關，導致觀察到此結構出現的機率並不

高。 

而珍珠馬甲（T. leeri）無論是鰓絲密度、鰓弓、鰓絲與鰓薄板長

度量化，後鰓皆明顯發現減少與變短，此現象與同屬於鱸形目的其他

水生型呼吸空氣魚類所觀察到的結果相似（Ishimatsu et al. 1979；

Olson et al. 1994）。若鰓絲密度減少，鰓弓、鰓絲與鰓薄板的長度亦

變小時，血液流經此鰓部的時間就可以縮短，快速的將流經迷器後的
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充氧血送入體循環內利用（Olson et al. 1986）。因此，型值部份的結

果支持，第三與第四對鰓可能傾向成為輸送充氧血的通道血管。 

一般而言，討論鰓部形態與呼吸功能的相互關係時，最常利用鰓

部呼吸表面積檢視與棲息地環境、魚體活動力大小、捕食習性的相關

性（Jakubowski 1996、1997）。細部方法為量化鰓絲總長度、鰓薄板

個數與鰓薄板上的面積，進行公式計算，數據轉形。在其他文獻中，

水生型呼吸空氣魚類中的攀木鱸（Anabas testudineus）、印地安鯰

（Heteropneustes fossilis）與鱧科中的 Channa gaucha已有被計算出鰓

部呼吸表面積數值，且與非呼吸空氣魚類相互比較時，具有呼吸空氣

能力的魚種，其鰓部呼吸表面積明顯變的比較小（Fernandes et al. 

1993；Perna and Fernandes 1996）。藉由測量鰓部型值的變化，可以說

明呼吸空氣魚類，在鰓部的氣體交換功能，因為輔助呼吸器官的存

在，所以有轉移的情形。相對的，若將實驗中的鰓絲密度、鰓弓長度、

鰓絲長度與鰓薄板長度一起加總檢視，所得到的數據與其他文獻的帶

入的公式有所不同，所以無法來進行魚種間的鰓部呼吸面積的比較。

不過，從表四的數據中，推測第一到第四對鰓可進行呼吸的區域有顯

著降低，代表著珍珠馬甲（T. leeri）鰓部除了形態的變異外，呼吸功

能也有所消長。 

螢光標定檢視富含粒線體細胞的結果，珍珠馬甲（T. leeri）的四
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對鰓，皆具有富含粒線體細胞存在，並因為檢視四對鰓時為直接利用

2~3根鰓絲或部份迷器（whole-mount）進行觀察，角度不能完全統一

且量化數量時無法利用肉眼清楚計算，因此對於無法精確推測鰓部的

離子調節功用實際差異。此外，輔助呼吸器官的迷器，所標定到的數

量顯著少於四對鰓，這個現象與迷器所特化出氣體交換功能有關

（Hughes et al. 1973；Burggern and Haswell 1979），就不被預期具有

離子調節能力。 

珍珠馬甲（T. leeri）在一次去離水環境中 4天，第一與第二對鰓

的鰓薄板上富含粒線體細胞數量有顯著的增加，第三與第四對鰓就無

顯著的變化。富含粒線體細胞的增加，意味是可以補充Na+, K+-ATPase

的數量，代表鰓部在面臨環境變化時，離子調節功能會有改變（Chang 

et al. 2003；Chang and Hwang 2004）。相同在水生型呼吸空氣魚類中

的蒂河下口鯰（Hypostomus tietensis），藉由鰓絲與鰓薄板的富含粒線

體細胞增生，可以來應付缺乏離子的環境（Fernandes et al. 1998；

Fernandes and Perna-Martins 2002）。鰓絲原本就是分布著富含粒線體

細胞，為離子調節區域；鰓薄板原本分布較多的平鋪細胞，為進行氣

體交換的地方（Perry 1998）。因為具有輔助呼吸空氣器官存在，可以

協助氣體交換，所以在面臨離子調節壓力時，水生型呼吸空氣魚類鰓

薄板上可增加細胞。這樣的結果可能跟其特殊的呼吸空氣能力有關
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係，不會排擠到氣體交換的能力（Lin and Sung 2003）。例如：蒂河下

口鯰（Hypostomus tietensis）可以利用胃來進行輔助呼吸（Fernandes et 

al. 1998；Fernandes and Perna-Martins 2002）。珍珠馬甲（T. leeri）可

以用迷器來進行氣體交換，對於第一與第二對鰓的鰓薄板上原本從氣

體交換變成離子調節區域，有互補的效果，不會對魚隻產生呼吸能力

上的壓力。第三與第四對鰓的鰓薄板上數量，雖然在面臨離子調節壓

力時沒有增加的趨勢，不過富含粒線體細胞除了離子調節的功用外，

此類型細胞可能還有負責酸鹼平衡與含氮廢物排除的功用（Perry 

1997）。只是目前的實驗無法檢視鰓部的這些功用，是否亦有分化的

情形。 

本研究欲檢視水生型呼吸空氣魚類的珍珠馬甲（T. leeri），四對

鰓在形態與功能的可塑性，因此觀察鰓薄板上的富含粒線體細胞數量

變化，可能無法完全說明每一對鰓中，所有富含粒線體細胞數量的變

化。因為鰓絲部份的富含粒線體細胞，在此研究的切片角度下無法檢

驗，需要從另一種角度，或是利用電子顯微鏡的方式觀察鰓絲的富含

粒線體細胞數量（Greco et al. 1996）。此外，實驗中未被觀察的鰓絲

上富含粒線體細胞，其數量是否也會隨著鰓薄板上的富含粒線體細胞

一樣，面臨離子調節壓力時，會有型值上的可塑性出現，是值得觀察

的地方。 
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在缺乏離子的環境中，珍珠馬甲（T. leeri）鰓部鰓薄板的富含粒

線體細胞數量增加上可塑性有差異。過去文獻藉由觀察廣鹽性海水魚

的底鱂（Fundulus heteroclitus）與莫三比克吳郭魚（Oreochromis 

mossambicus），推測富含粒線體細胞數量的增加至少有兩種來源，

其一是不活化的富含粒線體細胞（inactivated MRC），藉由改變與平

鋪細胞間的結構，轉變成具有功用的富含粒線體細胞（activated MRC）

（Katoh and Kaneko 2003；Lin and Hwang 2004）。其二是由新分化與

未成熟的細胞，轉變類型補充而來（Hiroi et al. 2005）。在水生型呼吸

空氣魚類中，富含粒線體細胞的增加是否與上述推測相同，是為另一

個的實驗方向。 

廣鹽性海水魚的虱目魚（Chanos chanos）轉移到淡水環境（0 g/L

半淡鹽水），觀察到細胞數量增加的同時，Na+, K+-ATPase ESA也會隨

之上升（Lin et al. 2003）。因此，珍珠馬甲（T. leeri）的第一與第二

對鰓，Na+, K+-ATPase ESA是否也有相同的反應趨勢，可以與功能部

份實驗進行對照。 

 

三、水生型呼吸空氣魚類鰓部功能分化 

在高張的海水環境之下，魚體必須持續排除流入體內的過多離子

與藉由喝水來吸收水分，以應付從外界流入的離子與體內的水分流
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失，維持體內離子濃度與滲透壓恆定（Evans et al. 1999）。位於基底

膜的 Na+, K+-ATPase，主要功能是將鈉離子排出細胞外，以維持細胞

內的低鈉離子環境，造成離子濃度梯度為負值。氯離子藉由亦為在基

底膜的鈉、鉀與二氯離子共同運輸蛋白（Na+/K+/2Cl- cotransporter），

進入細胞中，在由富含粒線體細胞的頂端的氯通道（Cl- channel）排

除到細胞外。如此，會造成富含粒線體細胞所面臨的外界環境為負電

荷，細胞內鉀離子可能就經由鉀通道（K+ channel）來進行循環。最

後，鈉離子會因為電位差的因素，藉由細胞間的滲漏連結（leaky 

junction）排除到細胞外（Marshall et al. 2002；Hirose et al. 2003；Hiroi 

et al. 2005）。 

在低張的淡水環境之下，魚體必須持續主動吸收的離子與利用稀

釋的尿液，以補充體內離子流失與排除多餘的水分，維持體內恆定

（Evans et al. 1999）。在硬骨魚類離子輸送機制中，鈉離子的吸收，

主要是藉由富含粒線體細胞頂端區域的 H+-ATPase，以主動的方式將

氫離子送出細胞外，使細胞內產生負電荷較高的狀態，使得環境中的

帶正電的鈉離子因為電位差的關係，由鈉離子通道（Na+ channel）進

入細胞中，另外一種方式可能是藉由頂端區域的鈉與氫離子交換

（Na+/H+ exchange），進入細胞中。Na+, K+-ATPase，將細胞內的鈉離

子送入血液中。此時，氯離子的吸收則是因為電位差的因素，利用頂
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端區域的氯與碳酸氫根離子交換（Cl-/HCO3
- exchanger）和可能位於

基底膜的氯離子通道（Cl- channel），通過細胞進入血液（Hirose et al. 

2003；Perry et al. 2003）。由上述的淡水與海水環境之離子輸送模式，

可以確定，位於基底膜的 Na+, K+-ATPase對於離子的吸收與排除，在

廣鹽性硬骨魚的研究中，都佔有重要的角色。 

在實驗中一次去離子水與 5 g/L半淡鹹水中的珍珠馬甲（T. 

leeri），其滲透壓值與控制組無顯著的差異，滲透壓值大約為 290

（mOsm/Kg），與一般淡水硬骨魚的數值接近（Evans et al. 2005）。滲

透壓是由體液中的離子含量所組成，主要為鈉、鉀、鈣、鎂與氯等離

子。大部份的實驗都利用滲透壓組成最大量的鈉與氯離子含量，來檢

視體液組成，說明面臨環境變化時，魚體具調整吸收離子與排出離子

的生理機制（Morgan and Iwama 1998；Kelly et al. 1999 a、b）。 

非呼吸空氣魚類的泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi），若先從時間

點來檢視，前鰓與後鰓的 Na+, K+-ATPase ESA趨勢為下降，在 24小

時最低，然後再回復到原始的活性值。這種活性變化趨勢，與預期魚

隻被處理在離子調節壓力下，會有活性值上升的結果不相符合。可能

因為實驗設計的時間點，與實際鰓部 Na+, K+-ATPase ESA上升的時間

點不符，無法觀察出上升的趨勢。或是此物種為窄鹽性的硬骨魚，面

臨環境變化鰓部的機能無法正常調節，與廣鹽性硬骨魚具有調節能力
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時，Na+, K+-ATPase會有上升的趨勢不相同（Chang and Hwang 2004）。 

水生型呼吸空氣魚類的珍珠馬甲（T. leeri），後鰓與迷器的 Na+, 

K+-ATPase ESA高低，與其功用為何有關（Hughes et al. 1973；Olson 

et al. 1986），後鰓推測為推測成為輸送充氧血的血管通道，其形態已

觀察具變異的情形，所以其活性值數據與專司呼吸功能的迷器相似，

可能只為組織中基本含量，以維持機能正常。此外、實驗中不同時期

的魚隻，因為養殖場的環境狀態、季節因素或個體間的差異，可能影

響了細胞膜上脂質改變、酵素數量上不同或改變同功異構酶

（isoenzyme）的表現，使同一物種在相同的實驗方法下，其 Na+, 

K+-ATPase ESA的數據，出現差異的情形（Packer and Garvin 1998）。 

在修正與微調在取鰓部蛋白質的方法並增加重複數後（圖十

六），在珍珠馬甲（T. leeri）假設具功能可塑性的前鰓，其 Na+, 

K+-ATPase ESA有顯著上升。相對的，假設無可塑性的後鰓，其活性

值則無變化。暗示前後對鰓在不同時間點之下，其離子調節功能可能

有分化的情形。然而，此部份為觀察前後對鰓的 Na+, K+-ATPase 

ESA，沒有分開觀察四對鰓，因此，利用處理兩種不同的離子調節壓

力，觀察到第一與第二對鰓的 Na+, K+-ATPase ESA皆有顯著的上升，

說明了此兩對鰓在面對離子調節壓力時，可以增加進行排除離子或吸

收離子的反應。相對的，第三與第四對鰓無上升的現象，無增加進行
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排除離子或吸收離子的反應。因此可以推測珍珠馬甲（T. leeri）的四

對鰓，在離子調節壓力前提下，在 Na+, K+-ATPase ESA已具有分化的

現象。 

過去針對離子調節酵素—Na+, K+-ATPase文獻中，主要為利用鰓

部組織中的第二對鰓，少數為第一對鰓，觀察魚隻在面臨不同的離子

環境時，鰓部離子調節功能的變化，被檢視的魚種包括廣鹽性硬骨魚

類，或洄游性魚類（Uchida et al. 1997；Jensen et al. 1998；Morgan et al. 

1998；Brill et al. 2001；Imsland et al. 2003；Katoh and Kaneko 2003；

Lin et al. 2003；McCormick et al. 2003；Huong et al. 2004）。相對地，

在窄鹽性淡水魚類鰓部功能的研究，因為實驗所要探討的方向與廣鹽

性硬骨魚類不同，所以相關文獻比較少。本研究提供了屬於窄鹽性淡

水魚中的水生型呼吸空氣魚類，在離子調節壓力下，鰓部形態變異與

功能分化。 

檢視功能變異的實驗中，處理了魚隻在自然環境中不會面臨的離

子調節壓力，即一次去離水與 5 g/L半淡鹽水，觀察四對鰓的 Na+, 

K+-ATPase ESA變異的情形。一次去離子水 4天，推測具功能可塑性

的第一與第二對鰓在活性值上皆有變化，這樣的結果，在生活史中不

會接觸淡水的廣鹽性硬骨魚之虱目魚（Chanos chanos）與鱸科中的

Dicentrachus labrax，或是洄游性的鮭魚（Oncorhynchus kisutch），處
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理在淡水（0 g/L半淡鹽水）的情形類似，皆屬於在低滲透壓的環境

（hyposmotic），鰓部的 Na+, K+-ATPase ESA有上升現象，以維持體

內恆定（Jensen et al. 1998；Morgan and Iwama 1998；Lin et al. 2003）。

屬於廣鹽性淡水魚的海水適應型吳郭魚（Oreochromis mossambicus）

相同轉移至淡水（0 g/L半淡鹽水）環境時，鰓部的Na+, K+-ATPase ESA

反而會隨著時間點增加而逐漸下降（Lin et al. 2004）。所以面臨低離

子環境時，鰓部的 Na+, K+-ATPase ESA反應情形，可能會隨著魚種所

屬的特性與環境壓力不同，而有所不同。5 g/L半淡鹽水 4天，珍珠

馬甲（T. leeri）的第一與第二對鰓，其 Na+, K+-ATPase ESA有上升的

現象。這種活性上升的現象暗示著此處理對於魚隻，具有離子調節的

壓力（Evans et al. 1999；Sakamoto et al. 2001）。在具離子調節壓力下，

前鰓 Na+, K+-ATPase ESA有上升的反應，與鰓薄板上富含粒線體細胞

反應情形相同，這樣的結果與廣鹽性硬骨魚類所觀察到，富含粒線體

細胞增加時，Na+, K+-ATPase ESA亦有上升的現象相同（Lin et al. 

2003）。然而，對於窄鹽性淡水魚來說，似乎與廣鹽性海水魚的鱸科

的 Dicentrachus labrax，在面臨的 50、60 g/L鹽水等的高滲透壓環境

（hyperosmotic）時，呈現出上升的 Na+, K+-ATPase ESA，有所不同

（Jensen et al. 1998）。這個現象是因為廣鹽性海水魚的實驗中，處理

的環境滲透壓值已經顯著的高於魚隻滲透壓，魚隻必須進行低滲透壓
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調節（Jensen et al. 1998；Shikano and Fuji 1999）。若檢視 5 g/L半淡

鹽水處理中，環境與魚體的滲透壓與鈉氯離子的含量，可以發現到環

境的滲透壓值尚且低於魚隻，且鈉氯離子的含量亦低於魚隻，所以 5 

g/L半淡鹽水，對於珍珠馬甲（T. leeri）不會造成低滲透壓調節。不

過，因為窄鹽性淡水魚的成長環境或生存壓力，不同於廣鹽性淡水魚

或廣鹽性海水魚，因此 5 g/L半淡鹽水的處理，對此類型魚隻可能會

造成細胞所面臨的外在離子濃度改變，引發鰓部的離子調節功能的變

化。 

 

四、結論 

本研究假說為，具有迷器的水生型呼吸空氣魚類—珍珠馬甲（T. 

leeri），第一、二對鰓有形態與功能上的可塑性，來適應具離子調節

壓力的環境。第三、四對鰓則不具可塑性，因為此兩對鰓已特化成輸

送充氧血的血管通道。 

結果呈現第一與第二對鰓的形態的觀察與非呼吸空氣魚類相

似，無特殊的變異情形。富含粒線體細胞與 Na+, K+-ATPase ESA則在

具離子壓力的環境中，有明顯的增加與上升，意味著這兩對鰓具有形

態與功能上的可塑性；第三與第四對鰓，形態呈現出與第一和第二對

鰓顯著不同，可觀察到膨大的血管腔室，已類似特化成輸送充氧血的
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血管通道。富含粒線體細胞與 Na+, K+-ATPase ESA則在具離子壓力的

環境中，皆無顯著的變化，意味著這兩對鰓不具有形態與功能上的可

塑性。總而言之，水生型呼吸空氣魚類的珍珠馬甲（T. leeri）鰓部形

態與功能已有分化情形出現，與實驗假說相符。 

不過，鰓部功能除了氣體交換與離子調節以外，還有酸鹼平衡與

含氮廢物的排除，在珍珠馬甲（T. leeri）的鰓部功能分化部份，後兩

者是否亦有分化的現象，是可再繼續討論的地方。 

此外，迷器的觀察部份，無論是組織染色、粒線體螢光標定與

Na+, K+-ATPase ESA的結果，皆顯示出其主要為呼吸功能，相對在離

子調節功用的可塑性則較缺乏。 

 

五、未來實驗發展 

（1） 增加水生型呼吸空氣魚類的物種數量，與利用組織切片染色與 

Na+, K+-ATPase ESA，來探討攀鱸亞目下魚種的四對鰓，是否

都具有形態與功能的變異。 

 

（2） 記錄個體發育過程，以了解四對鰓在結構上變異的現象，從何 

時開始出現，且在發育過程中，鰓部與腎臟在滲透壓調節的功

用上，是否會隨著不同的生活史，而有不同程度的轉移。 
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（3） 觀察攀鱸亞目下不同科的水生型呼吸空氣魚類，其迷器與鰓部 

在執行氣體交換功能的消長情形為何？並配合親緣關係，找出

較原始的物種，其迷器或鰓部在呼吸功能上比例為何。藉此來

討論，迷器最初的功用是否專司呼吸空氣。 
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表一、推測鰓薄板上富含粒線體細胞總量 

 
鰓薄板上富含粒線

體細胞數量 
馴養淡水 0天下鰓
薄板平均長度 

鰓薄板全長時的富

含粒線體細胞總量 

馴養淡水 0天 （MRCs/100 µm） （µm） （MRCs） 
第一對鰓 2.94 45.22 132.98 
第二對鰓 3.19 46.59 148.54 
第三對鰓 2.52 40.56 102.26 
第四對鰓 1.45 26.22 38.02 

轉移淡水 4天    
第一對鰓 2.85 45.22 128.70 
第二對鰓 2.76 46.59 128.71 
第三對鰓 2.69 40.56 108.98 
第四對鰓 2.25 26.22 59.04 
一次去離子水 

4天    
第一對鰓 4.87 45.22 220.23 
第二對鰓 5.54 46.59 257.97 
第三對鰓 2.99 40.56 121.17 
第四對鰓 1.92 26.22 50.31 
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表五、改良萃取蛋白質的步驟 

步驟＄方法 改良前 改良後 改良原因 

超音波破膜機次數 前後對鰓各 100次 前後對鰓分別為 30
與 15次 

破膜次數過久， 
導致酵素過熱 

破膜頻率 1次／1秒、 
不停留 

1次／1秒、 
次–次／2秒 

增加次數間距， 
以利降溫冷卻 

Na+, K+-ATPase 
ESA測定 

非現測 現取現測 維持與固定酵素 
的最好狀態 

四對鰓 ESA 體積較小的第三與

第四對鰓出現負值

（n＝9） 

四對鰓活性 
皆為正值 
（n＝9） 

採用改良後方式進

行後續 ESA測定
（2004.11~2004.05）
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Filament  Length of lamella 
 5 µm 
 
 
 
 
 
 
 

Lamella  
 
 
 

 
 
圖一、鰓薄板上富含粒線體細胞的計算方式。 

表示列入計算的富含粒線體細胞 
表示不列入計算的富含粒線體細胞 

富含粒線體細胞的邊緣必須離開鰓絲 5 µm以上，才算是鰓薄板的富含粒
線體細胞。 
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 P.
 

 
 
 
 
 

A.  
 
 
 

L. 
 
 
 
 
 
 

B.  
 
 
 
圖二、四對鰓外觀形態。從左到右為第一到第四對鰓。圖中刻度每一小格為 1公

厘。 
A、泰國四鬚鲃（B.s schwanenfeldi）。 
B、珍珠馬甲（T. leeri）。 
（P：偽鰓 L：迷器） 
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A.  1 mm
 
 

 
 
 
 
 

 

C.  
 
 
 
 
 
 
 
 

E.  
 
 
 
圖三、珍

A-
E、

 

B.1 mm
1 m 

1 mm D. 1 mm

1 mm

珠馬甲（T. Leeri）四對鰓與迷器外觀形態。 
D、第一對鰓到第四對鰓。 
迷器。 
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L  F
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F  
 

A. 30 µm B 
 
 
 L 
 
 
 

 
C. 30 µm

 
 
 
圖四、泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）四對

A-D、分別為第一、二、三及四對鰓
（F：鰓絲 L：鰓薄板） 
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30 µm .

L
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F

30 µm 
D.

鰓的組織染色。 
。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L 
F

 
25 µm  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖五、珍珠馬甲

A、無
B、鰓
（F：

 

A.

L

F

RBC

30 µm 
B.

（T. leeri）的第一對鰓組織染色。 
顯著變異的鰓部組織。 
薄板中的血管腔室可容納 1~3顆紅血球。 
鰓絲 L：鰓薄板 RBC：紅血球） 

79



 
 
 
 
 
 
 
 L 

F 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖六、珍珠馬甲

A、無
B、鰓
（F：

 

A. 25 µm 

30 µm 

F

L 
B. RBC

（T. leeri）的第二對鰓組織染色。 
顯著變異的鰓部組織。 
薄板中的血管腔室可容納 1~3顆紅血球。 
鰓絲 L：鰓薄板 RBC：紅血球） 

80



 
 
 
 
 

F

L

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖七、珍珠馬甲

A、無
B、鰓
（F：

 

25 µm A.

30 µm 

RBC

F

L 

B.

（T. leeri）的第三對鰓組織染色。 
顯著變異的鰓部組織。 
薄板中的血管腔室可容納 1~3顆紅血球。 
鰓絲 L：鰓薄板 RBC：紅血球） 
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25 µm 

RBC 

RBC

F
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圖八、珍珠馬甲

A、具
B、部
（F：

 

A.

F

RBC
30 µm 
  B.

（T. leeri）的第四對鰓組織染色。 
有擴大的血管腔室結構。 
份鰓薄板消失的鰓部結構。 
鰓絲 L：鰓薄板 RBC：紅血球） 
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25 µm 
RBC

RBC

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖九、珍珠馬甲（T. leeri）迷器的組織染色。 

具有較短的氣體擴散距離與大面積的氣體交換區域，有利於迷器進行氣體

交換作用。 
（RBC：紅血球） 
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圖十、泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）與珍珠馬甲（T. leeri）四對鰓的鰓絲密度

計算結果。 
A、泰國四鬚鲃的四對鰓，密度無顯著差異（Tukey’s studentized range test， 

P＜0.05）。 
B、珍珠馬甲的四對鰓，只有第四對鰓密度與其他三對不同（＊：Tukey’s 

studentized range test， P＜0.05）。 
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圖十一、珍珠馬甲（T. leeri）四對鰓在不同層級下量化長度的結果。 
A、鰓弓長度部份，第一對鰓到第四對鰓有遞減的趨勢。 
B、鰓絲長度部份，第一與第二對鰓相似，第三與第四對鰓則傾向變小。 
C、鰓薄板長度部份，只有第四對鰓的長度顯著最小。 
（Tukey’s studentized range test，P＜0.05） 
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B.
B.A.  20 µm 20 µm 

 
 
 
 
 
 
 

D.C.  20 µm 20 µm 

 
 
 
 
 
 
 

E. F. 20 µm 20 µm 

 
 
圖十二、珍珠馬甲（T. leeri），四對鰓與迷器的粒線體標定。 

A-D、分別為第一、二、三及四對鰓。 
E、迷器。 
F、無進行螢光染色的迷器。 

 86



 
 
 

 

L L

MRCs 
F F

30 µm 30 µm MCs 

 
 

 
 

 
圖

 

 A. 

 

L
F MCs 

MRCs 
30 µm C. 

 

L MRCs 

FMCs 30 µm E. 

十三、珍珠馬甲（T. leeri），鰓薄板上富

A、不加一級抗體的對照組結果
B-D、分別為第一、二、三對鰓
E-F、四對鰓。 
（F：鰓絲 L：鰓薄板 MRCs：富

87
 B.

MRCs MCs 

L
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30 µm 

 D.

LF

MCs 
30 µm 
 F. 

含粒線體細胞的免疫組織化學染色。 

。 
。 

含粒線體細胞 MCs：黏液細胞） 
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圖十四、珍珠馬甲（T. leeri），四對鰓上的富含粒線體細胞，在馴養淡水 0天、

轉移淡水 4天與一次去離子水環境 4天中，細胞數量的變化情形。第一
對與第二對鰓，在一次去離子水 4天處理，細胞數量有顯著增加（＊：
LSMEAN/PDIFF，P＜0.001）。第三與第四對鰓則無活性上升情形
（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。 
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圖十五、泰國四鬚鲃（B. schwanenfeldi）與珍珠馬甲（T. leeri），前後對鰓與迷

器，在一次去離子水中，不同時間點，酵素活性趨勢圖。 
A、泰國四鬚鲃前後對鰓活性。前鰓部份，只有 96小時 Na+, K+-ATPase 

ESA與 0小時無顯著差異（LSMEAN/PDIFF，P＝0.12）；後鰓部份，
只有 96小時 Na+, K+-ATPase ESA與 0小時相同（LSMEAN/PDIFF，
P＝0.38）。（＊：LSMEAN/PDIFF，P＜0.05）。 
在各時間點之下，前後對鰓 Na+, K+-ATPase ESA只有 12小時顯著
不同（†：Tukey’s studentized range test，P＜0.05）。 

B、珍珠馬甲前後對鰓與迷器 Na+, K+-ATPase ESA，在不同時間點下，
皆無顯著差異（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。且在各時間點之下，
前後對鰓活性值皆顯著不同；後鰓與迷器無顯著不同（A、B：Tukey’s 
studentized range test，P＜0.05）。 
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圖十六、珍珠馬甲（T. leeri）前後對鰓，在一次去離子水中，不同時間點，Na+, 

K+-ATPase ESA趨勢圖。統計分析後得知，前鰓活性值在各時間點之下
皆與 0小時有顯著的差異（＊：LSMEAN/PDIFF，P＜0.05）；後鰓 Na+, 
K+-ATPase ESA在任何一個時間點下皆無明顯上升的趨勢
（LSMEAN/PDIFF，P＞0.05）。若前後對鰓的活性值來比較，在任何一
個時間點之下，皆有顯著的差異（Tukey’s studentized range test，P＜
0.05）。 
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圖十七、珍珠馬甲（T. leeri）四對鰓在馴養淡水 0天、轉移淡水 4天、一次去離

子水 4天與 5 g/L半淡鹹水 4天中，Na+, K+-ATPase ESA變化情形。 
A、第一對與第二對鰓，在一次去離子水與 5 g/L海水 4天的處理，Na+, 

K+-ATPase ESA極顯著提升（＊）；第三與第四對鰓則無 Na+, 
K+-ATPase ESA上升情形（LSMEAN/PDIFF，P＞0.01）。（†：
LSMEAN/PDIFF，P＝0.0402） 

B、在馴養淡水 0天、一次去離子水 4天與 5 g/L 海水 4天的處理，第
一與第二對鰓 Na+, K+-ATPase ESA大於第三與第四對鰓；在轉移
淡水 4天，鰓部 Na+, K+-ATPase ESA分成三群（Tukey’s studentized 
range test，P＜0.05）。 

 91


