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摘要 

 

克雷伯氏肺炎桿菌是引起社區型肝膿瘍主要感染源，其莢膜型與致病力密切 

關。這些克雷伯肺炎桿菌可能源自病人本身，亦可能來自家禽之排抴物。研究 

現，克雷伯肺炎桿菌可以存在雞的排泄物中，雞排泄物及附近環境汙水內的噬菌體 

可以殺死並抑制感染雞隻身上分離的沙門氏桿菌和大腸桿菌。這些異性的噬菌體 

可以用來當作雞隻感染這些細菌治療的方法之一。 

本實驗包括了自雞糞內分出克雷伯氏肺炎桿菌以及自雞糞及市場雞攤旁之汙

水分離出特異性之噬菌體。從十九個市場的雞糞和八個汙水檢體共分離出四株非

人類常見之血清莢膜型克雷伯肺炎桿菌和十二株特異性的噬菌體。這些分離出之

特異性噬菌體可提供日後作為克雷伯氏桿菌感染雞隻治療之用途。 
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研究動機 

 

克雷伯氏肺炎桿菌為是引起社區型肝膿瘍主要感染病源，其莢膜型與致病力密

切相關，且不同血清型在臨床感染上嚴重程度不一。傳統判別克雷伯氏菌莢膜型

之方法是藉由抗血清免疫診斷，然而抗血清不僅來源有限，診斷程序費時，價格

也十分昂貴，容易造成判讀困難，而延誤了黃金搶救時間。此外，在教授的實驗

室與國外報告均發現使用血清進行莢膜型判定有很大的比例（約50%）為無法判

定，包括沒有反應或與兩種以上血清均有反應，因此容易造成判讀上的困難。教

授的實驗室希望進行新的莢膜定型方法(噬菌體分解莢膜型醣類)，以改進上述莢

膜型之鑑定的缺點。 

 克雷伯氏肺炎桿菌是引起社區型肝膿瘍菌株中最常見為莢膜型K1, K2型。這

些克雷伯肺炎桿菌可能源自病人本身（腸胃道），亦可能來自家禽（如雞）之排

抴物。亦有研究指出，雞排泄物及附近環境汙水內的噬菌體可以殺死並抑制感染

雞隻身上分離的彎曲桿菌，沙門氏桿菌，和大腸桿菌。這些特異性的噬菌體可以

用來當作雞隻感染此三種細菌治療的方法之一。 

第一部分之實驗為分離汙水中對克雷伯氏肺炎桿菌 K2 血清型特異性之噬菌

體。而這次的先前實驗目的，是試著找出，單一對克雷伯氏肺炎桿菌 K2 感染的

噬菌體，藉以熟悉克雷伯氏肺炎感菌噬菌體之相關研究方法和步驟。第二部份的

實驗包括了自雞糞內分離出克雷伯氏肺炎桿菌以及嘗試自雞糞及市場雞攤旁之廢

水中分離出特異性之噬菌體，以作為日後雞隻感染或人類感染時診斷與治療此菌

感染之依據。 
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研究目的 

第一部分之實驗目的，是試著找出，單一對 K2 感染的特異性噬菌體。 

第二部份的實驗收集不同地點之雞糞以及市場雞攤旁之汙水分離出克雷伯氏

肺炎桿菌以及嘗試自雞糞及汙水中分離出特異性之噬菌體，以作為日後雞隻感染

或人類感染時診斷與治療此菌感染之依據。 
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研究設備及器材 

 

微量吸管 ( Pipetman ) 

                       

 

恆溫培養箱 ( Incubator ) 

 

 

 

 

離心機 (Centrifuge) 

                        

 

酒精燈 

 

 



5 

 

研究過程或方法 

第一部分 :分離汙水中對克雷伯氏肺炎桿菌 K2 血清型特異性之噬菌體 

 

壹、 收集汙水，將目標菌株和汙水一起培養  

目的: 增加汙水中潛在克雷伯氏肺炎桿菌噬菌體的數量 

一、 採集汙水水樣(原水)  

二、 取隔夜培養之克雷伯氏肺炎桿菌 K2 血清型菌液，以 1:100 的比例加入

新鮮培養液在 37℃培養約兩小時 (O.D600值約為 0.5)  

三、 取 0.5 mL 5X LB broth、2 mL 未經人為處理原水、以及 0.25 mL 新鮮

克雷伯氏肺炎桿菌菌液混合在 37℃隔夜培養。 

 

 

貳、 自培養液中分離噬菌體 

目的: 去除培養基中的克雷伯氏肺炎桿菌，保留噬菌體  

一、 加入 1% (v/v)三氯甲烷，於 37℃搖晃 30 分鐘，再以 10,000g 離心 20

分 鐘。 

二、 取上清液經 0.45μm 針頭式過濾器過濾之。 

 

 

參、 塗點試驗 

目的:  確認汙水中是否含有克雷伯氏肺炎桿菌噬菌體  

一、 新鮮克雷伯氏肺炎桿菌菌液培養至 OD600值約為 0.5~0.6。取 200 μL 菌

液與 3 mL top agar(47 ℃~50 ℃)混合後，倒於 LB agar 培養基上，

等待凝固。 

二、 取 5 μL 噬菌體懸浮液，滴在前述之培養基上，待其乾燥後，置於 37 ℃

隔夜培養，觀察溶菌斑生成情形。  

                                   

 肆、 純化單一噬菌體株 

目的: 挑選不同型態的溶菌斑，確定純化後的噬菌體為單株 

一、 自噬菌體懸浮液中取 100 μL，進行連續稀釋(10-1~10-5)。各稀釋過後

之濾液取出 100 μL，分別與 100 μL 新鮮克雷伯氏肺炎桿菌菌液共同

培養靜置於 37 ℃，15~20 分鐘 

二、 加入 3 mL top agar (47 ℃~50 ℃) 混合，並倒於 LB agar 培養基上，

等待凝固後，置於 37 ℃隔夜 

三、 觀察溶菌斑(plaque)是否形成，若有，將單株挑起，並加入 0.5 mL SM 

buffer，在室溫下混合 1~2 小時，再加入數滴三氯甲烷，即可得到含有

噬菌體之懸浮液。 
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伍、 進行噬菌體增生 

目的: 使噬菌體感染宿主並於體內複製增生，取得高濃度噬菌體以利往後實驗  

一、 將 5 mL 新鮮克雷伯氏肺炎桿菌菌液培養到測量 OD600(波長 600 nm)的吸

光值約為 0.5~0.6，加入 250 μL 含有噬菌體之懸浮液混合後，置於 37 

℃隔夜培養。 

二、 加入 200 μL 三氯甲烷，於 37℃搖晃 15~20 分鐘。 

三、 於 4℃，10,000 g 離心 15 分鐘。收取上清液並以 0.45 μm 針頭式過濾

器過濾之。隨後加入 1% (v/v)三氯甲烷，保存於 4℃，或加入 DMSO，

保存於 -80 ℃ 。 

 

陸、 噬菌體溶菌斑效價分析 

目的: 為了解噬菌體增生情形或對於菌株的感染力，利用溶菌斑效價分析來計數

噬菌體數目。 

一、 將經過數代增殖所得之含噬菌體懸浮液，以 SMbuffer 進行連續稀釋

(10-1~10-10)，取出 100μl 稀釋過後之各濾液，分別與 100μl 新鮮克雷

伯氏肺炎桿菌液共同培養靜置於 37 ℃，15~20 分鐘。 

二、 加入 3mL top agar，(47 ℃~50 ℃)混合後，倒於 LB agar 培養基上，

等待凝固後置於 37 ℃隔夜培養，觀察並記錄溶菌斑生成數，並回推原

始噬菌體懸浮液中噬菌體數目。 

 

柒、 專一性測試 

目的: 將純化過後之噬菌體感染各種不同血清型的克雷伯氏肺炎桿菌以測試噬

菌體的專一性。 

一、 將各種不同血清型的新鮮克雷伯氏肺炎桿菌菌液培養至 OD600值約為

0.5~0.6。取 200μl 菌液與 3mL top agar(47 ℃~50 ℃)混合後，倒於

LB agar 培養基上，等待凝固。 

二、 取 3μl噬菌體懸浮液，滴在前述之培養基上，待其乾燥後，置於 37 ℃

隔夜培養，觀察溶菌斑生成情形。 
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第二部分:自雞糞及市場雞攤旁之汙水分離克雷伯氏肺炎桿菌和純化克雷伯氏肺

炎桿菌特異性噬菌體 

 

目的:收集雞糞以及市場雞攤旁之汙水，從中出克雷伯氏肺炎桿菌， 將菌和雞糞

水共同培養，分離出可能含有噬菌體的水層，以塗點試驗確認是否含有克雷伯氏

噬菌體， 純化單一噬菌體株，進行噬菌體增生，噬菌體溶菌斑效價分析。 

 

壹、 自雞糞及汙水中分離克雷伯氏肺炎桿菌 

目的: 確認雞糞中是否有克雷伯氏肺炎桿菌存在，若有則作為純化噬菌體的目標

菌株 。 

一 、 採集雞糞檢體以及市場雞攤旁之汙水。 

二 、 將檢體以及汙水種在 eosin methylene blue (EMB) agar 上並在 37℃隔

夜培養。 

三 、 取粉紅色黏稠狀的菌落，接種於 Enterotube 並在 37℃隔夜培養。 

四 、 觀察 Enterotube 生化反應結果並對照克雷伯氏肺炎桿菌之標準確認是否

為該菌株。 

 

貳、 將菌和汙水共同培養，分離出可能含有噬菌體的水層(市場一至五的汙水與

KP1 培養,市場六汙水與七種血清型之標準菌株以及 KP1,KP2 與 KP3 培養,市場七

和八與七種血清型之標準菌株以及 KP1,KP2,KP3 及 KP4 培養) 

目的: 增加汙水中潛在克雷伯氏桿菌噬菌體的數量。 

一、 取隔夜培養之克雷伯氏桿菌菌液，以 1:100 的比例加入新鮮培養基在 37

℃培養約兩小時(O.D600 值約為 0.5) 。 

二、 取 0.5mL 5X LB broth、2mL 未經人為處理原水、以及 0.25mL 新鮮克雷伯

氏肺炎桿菌菌液混合在 37℃隔夜培養。 

 

參、 自培養基中分離噬菌體 

目的: 去除培養基中的克雷伯氏桿菌，保留噬菌體。 

一、 加入 1% (v/v)三氯甲烷，於 37℃搖晃 30 分鐘，再以 10,000g 離心 20 分

鐘。 

二、 取上清液經 0.45μm 針頭式過濾器過濾之 

 

肆、 塗點試驗 

目的:  確認汙水中是否含有克雷伯氏桿菌噬菌體。 

一、 新鮮克雷伯氏桿菌菌液培養至 OD600 值約為 0.5~0.6。取 200μl 菌液與

3mL top agar (47 ℃~50 ℃)混合後，倒於 LB agar 培養基上，等待凝固。 

二、 取 5μl噬菌體懸浮液，滴在前述之培養基上，待其乾燥後，置於 37 ℃

隔夜培養，觀察溶菌斑生成情形。 
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伍、 純化單一噬菌體株（同上) 

 

陸、 進行噬菌體增生（同上) 

 

柒、 噬菌體溶菌斑效價分析（同上) 

 

捌、 專一性測試（同上) 
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研究結果 
 

第一部分 :分離汙水中對克雷伯氏肺炎桿菌 K2 血清型特異性之噬菌體 

 

參. 塗點試驗 

目的:  確認汙水中是否含有克雷伯氏肺炎桿菌噬菌體  

 

 

 

                                                溶菌斑(K2 受感染) 

 

                                                   

                                    

   

井水 

          

淡水河的水 

 

田埂水 
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肆. 純化單一噬菌體株 

目的: 挑選不同型態的溶菌斑，確定純化後的噬菌體為單株 

 

 

 

 

 

 

 

無法清楚分辨單株溶菌斑 

   

                稀釋不夠(噬菌體過多) 

 

 

 

 

 

將單株挑起，進行噬菌體純化 

 

 

    

 

單株溶菌斑清楚分開                       稀釋過多 

 



11 

 

接續肆、三、步驟挑選出兩株溶菌斑型態不同的噬菌體株，一株之溶菌斑中心較

小，溶菌斑邊緣呈圓形(A)；另一株中心較大，溶菌斑邊緣呈不規則波浪形(B)。 
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陸、 噬菌體溶菌斑效價分析 

    目的: 為了解噬菌體增生情形或對於菌株的感染力，利用溶菌斑效價分析來

計數噬菌體數目。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

噬菌體A(溶菌斑較小者)及B進行增生，每回連續進行增生步驟兩次(標示為A1,A2)     

第一回放大後進行效價分析，發現每組連續稀釋並無溶菌斑產生，顯示噬菌體效

價並沒有放大；重新自單株懸浮液再放大，之後進行塗點分析，觀察溶菌斑大小，

結果顯示放大後之效價並無提高。  

 
 

 

 

噬菌體 A 

重新增生

第一次及

第二次 

噬菌體 B 

重新增生

第一次及

第二次 

 

噬菌體 A 和 B 增生

第一次及第二次 

 

噬菌體 B 

挑選單株第二次 

噬菌體 A 挑選

單株第二次 

 

噬菌體 B 挑選

單株第一次 

 

噬菌體 A 挑選

單株第一次 

 

 

  原液 
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柒、專一性測試 

目的:  將純化過後之噬菌體感染各種不同血清型的克雷伯氏肺炎桿菌以測試噬

菌體的專一性。 

  

 

 

 

 

 

       

          

 

 

1 為噬菌體 A      2 為噬菌體 B 

 

 

 

 

 

 

以上八株皆為血清型 K2 的菌株，噬菌體 A和 B皆可感染血清型 K2 菌株。 
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            噬菌體 A另可感染血清型 K13 

 

  噬菌體 B則可感染血清型 K3, K20, K37, K50, K54 和 K57 
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第二部分:自雞糞及市場雞攤旁之汙水分離克雷伯氏肺炎桿菌和純化克雷伯氏肺

炎桿菌特異性噬菌體 

 

表一. 雞糞檢體及汙水來源 

 

 
市場 1 市場 2 市場 3 市場 4 市場 5 市場 6 市場 7 市場 8 

雞糞 1 (KP1) 3 6 8 9 11 14 (KP4) 17 

 2 4 7  10 12 15 18 

 
 

5   
 

13 16 19 

 
        

汙水 
 

A B C D 
F (KP2, 

KP3) 
G H 

     E    

 

壹、 自雞糞及場雞攤旁之汙水中培養克雷伯氏肺炎桿菌 

採集之 19 個雞糞檢體以及 8 處雞糞水水樣，有 4個檢體培養出克雷伯氏肺炎桿

菌(KP-1, KP-2, KP-3, KP4)。這些菌株部分 (KP1, KP2,和 KP3) 對常用抗生素

如磺胺類和奎諾酮類或胺基醣酐類抗生素有抗藥性。 
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貳、 汙水 D中含有針對克雷伯氏肺炎桿菌 KP1 之特異性噬菌體,汙水 F中含有針

對血清型 K54,K57,N1 以及 KP2 和 KP3 之特異性噬菌體,汙水 H 中含有針對血清型

K1,K2,K57,N1 以及 KP1 和 KP3 之特異性噬菌體。 
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表二. 各個來源之汙水得到之噬菌體溶液編號 

汙水 分離出的噬菌體 No.(與不同血清型 KP 培養純化之噬菌體溶液) 

D 4 (KP1) 

F 1 (K54), 2 (K57), 3 (N1), 5 (KP2), 6 (KP3) 

H 7 (K1), 8 (K2), 9 (K57),10 (N1),11 (KP1),12 (KP3) 
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叁、將各噬菌體濾液進行連續稀釋後挑選單株,並且觀察溶菌斑型態是否相同確保

所得為單株噬菌體 
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肆、 將所得之噬菌體單株溶液分別滴在不同血清型以及自雞糞或汙水分離之 KP

菌上測試其專一性 
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表三. 各噬菌體溶液之專一性 

 

 

 
K1 K2 K5 K20 K54 K57 N1 KP1 KP2 KP3 KP4 

1 - - - - 1 1 1 - - - - 

2 - - - - 1 1 1 - - - - 

3 - - - - - - 1 - - - - 

4 - - - - - - - 1 - - - 

5 - - - - - - - - 1 - - 

6 - - - - 1 1 1 - - 1 - 

7 1           

8 - 1 - - - - - - - - - 

9 - - - - - 1 - - - - - 

10 - - - - - - 1 - - - - 

11 - - - - - - - 1 - - - 

12 - - - - - - - - - 1 - 
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討論 

 

壹、 從十九個市場的雞糞和八個汙水檢體共分離出四株非人類常見之血清莢

膜型 (非K1, K2, K5, K20, K54, K57和N1) 克雷伯氏肺炎桿菌和十二株特異

性的噬菌體，其中一株噬菌體（編號 7）在實驗過程中無法存活而無法完成

該株噬菌體之特異性分析，只知此株可以分解 K1 的克雷伯氏肺炎桿菌。 

 

貳、 經由特異性測試發現其中三種噬菌體（編號 1,2,6）可以感染多種不同莢

膜型的克雷伯氏肺炎桿菌(K54,K57 和 N1)，推測此噬菌體可能具有多種分解不

同莢膜之醣解酵素。 

 

 

參、 從汙水分離出來的噬菌體（編號 4, 5, 11 和 12）可以分別感染由雞糞分

離出來的克雷伯氏肺炎桿菌，如編號 4 和 11 的噬菌體可以感染 KP1，編號 5

的噬菌體可以感染 KP2，編號 12 之噬菌體可以感染 KP3，代表這四株噬菌體

可以用來做為由雞糞及汙水分離出來的克雷伯氏肺炎桿菌之分型用。編號 8 噬

菌體對人類分離的克雷伯氏肺炎桿菌 K2 型有特異性；編號 9 噬菌體對人類分

離的克雷伯氏肺炎桿菌 K57 型有特異；編號 10 噬菌體對人類分離的克雷伯氏

肺炎桿菌 N1 型有特異，代表這三株噬菌體可能可以用來做為人類分離出的克

雷伯氏肺桿菌莢膜型 K2, K57 和 N1 之分型用 
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結論 

第一部分之實驗為分離汙水中對克雷伯氏肺炎桿菌 K2 血清型特異性之噬菌

體。透過了對噬菌體之認識與實驗方法之熟悉，第二部份的實驗包括了自雞糞內

分出克雷伯氏肺炎桿菌以及嘗試自雞糞及市場雞攤旁之汙水檢體中分離出特異性 

之噬菌體。本實驗從從十九個市場的雞糞和八個汙水檢體共分離出四株非人類常

見之血清莢膜型 (非 K1, K2, K5, K20, K54, K57 和 N1)克雷伯肺炎桿菌和十二株

特異性的噬菌體，日後會增加雞糞和汙水檢體的數量，找出更多的克雷伯氏肺炎

桿菌和特異性的噬菌體。這些分離出之特異性噬菌體可提供日後作為日後雞隻感

染或人類感染克雷伯氏桿菌時診斷與治療此菌感染之依據感染雞隻治療之用途。 

希望未來進一步解開特異性噬菌體基因體序列後，可再深入研究分解糖類的

基因，最後應用於臨床診斷，對人類醫療以及科學發展能有所貢獻。 
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【評語】040704 

此作品從雞糞，污水中分離出克雷伯氏肺炎桿菌及噬菌

體。其結果發現九株非莢膜型克雷伯肺炎桿菌及 25 株特異

性的噬菌體。建議應以電子顯微鏡觀察這些噬菌體的構造型

態、測量這些噬菌體感染細菌的生長曲線，鑑定其為 DNA

或 RNA 病毒。若能進行克雷伯氏桿菌所感染雞隻之噬菌體

治療的動物實驗，則此研究更有價值。 
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