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研究摘要 
  有的細菌能將金屬離子吸附在表面，或將之轉為其他物質。故可以利用細菌去除環境污

染及降低危害。 
  以設計的篩菌流程，並利用螢光胜肽偵測菌液中銅離子是否減少，本實驗成功地從銅污

染地中篩出能處理銅離子的細菌。 
  當銅離子濃度由 0.1mM 增至 10mM 時，細菌生長量逐漸減少，甚至停止繁殖。對於處理

銅離子能力而言，有的菌株在 0.1mM 時，處理效果不佳，卻在極端高濃度下，有較強的處理

能力。另一菌株在 0.1mM、1mM 環境下處理效果較好，然而在 10mM 時，處理能力不佳。 
  經由傳統細菌鑑定與 16s rRNA 的交互比對，篩出的菌種可能為 Bacillus fusiformis、

Bacillus sphaericus 或 Bacillus Macroides。希望能模式化實驗步驟及方法，未來擴及至找尋能

處理汞、鉛、鉻等污染的細菌。 
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壹、 研究動機 
  課堂上老師提到香山綠牡犡事件，我們查了有關銅污染的資料，綠牡蠣的照片讓我們深

知銅污染對大自然及生物的危害是多麼的深。因此，希望能找出降低銅污染的方法。根據文

獻資料，發現以植物處理銅汙染的方法很多，但是很少人以生活中無所不在的細菌來復育苦

受殘害的大地，於是，展開了以下的研究。 
 

貳、 研究目的 
一、尋找能處理銅離子污染的細菌。 
二、探討在不同銅離子濃度下細菌的生長情形。 
三、以傳統菌種鑑定配合 RAPD、16s rRNA 的方式鑑定細菌可能的種類。 
四、了解細菌利用銅離子的初步方式。 
 

參、 研究設備及器材 
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肆、 實驗流程 

說明: 
第一階段：縮小篩菌範圍，找出菌株。 

第二階段：利用 RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA ) 將相同的菌種刪去，以免浪

費資源。 

第三階段：利用傳統細菌鑑定法及 16s rRNA 法鑑定細菌，互相對照結果。另一方面配置不同

濃度的銅離子溶液，篩選可以抗銅的菌株，並且偵測銅離子是否消失。 

第四階段：比對細菌屬名，並查相關資料。模式化實驗步驟及方法，確定銅離子消失的作用

機制。 
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伍、 研究方法與結果 
一、採集生長於銅污染環境的菌株 
    從《土壤及地下水污染整治網》上得知受銅污染的農地，位於新竹市水源段溪洲路 (圖

一)。在同一塊田中隨機找兩個地點，編為 A 與 B。採集的土壤 (圖二) 置於培養皿中，

加入 300µl 蒸餾水，靜置三天。 

    註：當天天氣晴朗，兩地溫度皆為 28℃，挖土深度皆為 10cm。 
 

 
 
 
 
 
    
二、培養、篩選細菌 

(一) 將土壤懸浮液塗佈於含 streptomycin 的 NA 培養基，在 37℃恆溫箱中培養。16 小時

後將 A 盤 (同採集地點編號、圖三)長出的 12 個菌落、B 盤（圖四）長出的 10 個菌

落依序編號。選用 streptomycin 可縮小篩菌範圍，亦可採用不同的抗生素做實驗。 

  
圖三：Ａ盤 圖四：Ｂ地 

(二) 將已編號的細菌分別接種至塗有 0.1mM 銅離子及不含銅離子的培養基上。隔天，再

將長出的細菌劃至更高濃度銅離子的培養基中。 

    圖五：B4 與 B7 生長不良       圖六：A3 與 A9 生長不良          圖七：A4 不長 

結果：多次實驗後，將 A 盤菌：A3、A4、A9 及 B 盤菌：B4、B7 刪除，得 14 株細菌。 

 圖一：採集地點，一旁有肥料工廠          圖二：挖土情形 
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三、菌種鑑定 
方法一：傳統細菌鑑定 

根據細菌分類表，依澱粉利用、觸媒、運動性及葡萄糖利用測試進行分類鑑定。 
 

(一)澱粉利用測試 
1. 實驗原理與設計： 

碘液遇澱粉呈藍黑色，若菌株會利用澱粉，則無澱粉和碘液作用，培養基不會呈

藍黑色。由於唾液會分解澱粉，故可用來作為對照組。 
2. 材料：含 1％水溶性澱粉的 NB 培養基 
3. 實驗方法： 

將每盤澱粉培養基分成 3 區，以接種環沾取菌液後，在其中兩區分別劃不同的細

菌 (圖八)，培養 20 小時後，塗抹唾液於未種菌的區域，作為對照組 (圖九)。待 5
分鐘後，滴碘液於盤上，若是菌落旁有一圈透明圈，代表此菌株會利用澱粉，反

之則不會利用澱粉 (圖十) 。 

      
    圖八：種菌並編號        圖九：20 小時後塗抹唾液    圖十：5 分鐘後滴碘液於培養基上

                                  於對照組                  (塗色區代表藍黑色) 

結果：僅 A12 菌落旁呈透明圈，顯示其可利用澱粉。 
 

(二)觸媒 (catalase) 測試  
1. 實驗設計與原理： 

部分菌株有觸媒，可將 H2O2 分解為 H2O 與 O2，方程式如下： 
    H2O2        

catalase  
        2 H2O  +   O2 

而文獻指出，只有好氧菌與兼性菌才有此酵素，因此可檢測氧氣來判定菌株是否

有觸媒。 
2. 材料：3﹪的 H2O2 
3. 方法：將 3﹪的 H2O2 直接滴於菌落上，觀察是否有氣泡產生。 

    結果： 
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結果討論： 
所有的菌株皆會產生氧氣，可能為好氧菌或兼性厭氧菌，但其中 A12 產氣速度較慢

且氣泡較小，因此可以更加確定它與其他菌不同。 

(三)運動性 (mobility) 測試 
1. 實驗原理與設計： 

細菌在 0.8% agar 的 NA 培養，若生長如樹枝狀般散開 (圖十三)，則證明細菌有運動

性；相反地，若細菌缺乏運動性便只能看到一條線 (圖十二)。 
2. 方法：以接種針沾取菌液，垂直插入 NA 中再垂直抽出 (圖十一)。16-18 小時後，觀

察細菌分布情形。 
                                                        

 
 
   
   
 
     結果： 
        
 
     
     結果討論：所有的菌株皆缺乏運動性。 

(四)葡萄糖利用測試 
1. 實驗原理與設計： 

利用溴瑞香草藍在酸性環境下由藍色變黃色的特性，來觀察葡萄糖是否被發酵。方程

式如下： 

           C6H12O6     
 發酵  

   2CO2  +2 酒精 

2. 材料：葡萄糖液體培養基 
3. 方法：取 25ml 液體培養基置於發酵管，再滴入 50µl 的菌液 

結果：

 

結果討論：所有的細菌皆不能以葡萄糖作為呼吸受質，僅 A12 可利用葡萄糖行發酵。 
總結：除了 A12 以外，所有細菌可能的菌屬範圍縮小到 Micrococcus、Arthrobacter、

Bacillus、Alcaligenes；A12 可能菌屬範圍縮小到 Pseudomonas、Neisseria。 

   圖十一：種菌    圖十二：不具有運動性     圖十三：具有運動性 
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方法二：Random Amplified of Polymorphic DNA (RAPD)  
     
(一)實驗原理： 

利用 Polymerase chain reaction (PCR) 的技術，以較短的引子 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’

在 DNA 上任意配對進行 DNA 放大。因為不同種生物所放大出的核酸會有所差異，

藉此可以判斷這 14 株細菌的種類相對關係，並刪除相同的細菌。 
 

(二)實驗方法 
1. 取細菌到離心管中 
2. 加入各種 PCR 需要的成分 

     

3. 將離心管放入 PCR 機器中，控制 PCR 條件。 
   (1)預熱變性(denaturation)：95℃, 3min 
   (2)變性：92℃, 1min 
   (3)黏合(annealing)：50℃, 1min 
   (4)延長(extenesion)：72℃, 1min 
   (5)重複步驟 2~4，共 32cycle 
   (6)補齊：72℃, 5min 
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   (7)冷卻：4℃, forever 
    4. 鑄膠 

   (1)2% agarose 0.4g 
   (2)TBE(0.5x) 20ml 

    5. 將膠片放置含 TBE(0.5x)電泳槽 
    6. 跑電泳，電壓 100V 

結果： 
A1 A2 A5 A6 A7 A8 A10 A11 A12 M B1 B2 B3 B5 B6 

圖十五：最長條為 marker，根據片段樣子可知 A1、A2、A8、A11、B1、B2、B3 為

同一種或相似度極高的細菌。 

結果討論：A1、A2、A8、A11、B1、B2、B3 為同一種或相似度極高的細菌，而 A12 和其他

細菌皆不同。其於未跑出結果的細菌不能確定是否為同一種，所以取 A1、A2(兩
隻相同的細菌)、A5、A6、A7、A10、A12、B5、B6 來進行後續實驗。 

 
方法三：16s rRNA 

從銅離子檢測實驗，得到處理銅離子效果較好的細菌：A1、A5、A6、A7，進行以

下的實驗。 
 
(一)實驗原理： 

16s rRNA 為細菌核糖體組成成分之一，對細胞極為重要，其含氮鹼基序列保存十分完

整，藉由對 16s rRNA 解碼，並透過網路上 NCBI 的比對，來判斷生物演化上的相對關係，

獲得準確的菌種資料。 
(二).實驗方法： 

1. 打破細菌：將細菌接種至 100μl dd H2O 的離心管，並置於 100℃水中煮 2.5min。  
2. 以 13200rpm 離心 3min。 
3. 取上清液 2μl，加入各種 PCR 需要的成分 

 成分 體積 最終濃度

1. dd H2O 37.85μl  
2. Buffer (10x) 註 1 5μl 1x 
3. d. NTP (40mM) 3.125μl  2.5 Mm 
4. Primer Forward (10μM) 註 2 0.5μl 10 nM 
5. Primer Reverse (10μM) 註 3 0.5μl 10 nM 
6. 上清液(DNA)  2μl  
7. Taq 1U/μl  

(DNA polymerase) 
1μl 0.02  

U/μl 
 Total 50μl  
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註 1：Buffer 成分為 1x 是 10mM Tris-HCL, 25℃時 pH 8.8, 1.5mM MgCl2, 50mM KCl 和 0.1% Triton 

X-100。 

註 2：Forward primer 為 5' -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 3'      

註 3：Reverse primer 為 5' -AAGGAGGTGWTCCARCC- 3'         

這兩段序列分別位於 16s rDNA 的兩端，在細菌中具有高度的保留性，但是仍有少數的變化，因此這組

primer 除了具有一般的 A、T、G、C 外，還設計有 R、M、 W 等不確定的部分。 

4. 將離心管放入 PCR 機器中，控制 PCR 條件。 
  (1)預熱變性(denaturation)：95℃, 3min 
  (2)變性：95℃, 30sec 
  (3 黏合(annealing)：55℃, 30sec 
  (4)延長(extenesion)：72℃, 45sec 
  (5)重複步驟 2~4，共 32 cycle 
  (6)補齊：72℃, 10min 
  (7)冷卻：4℃, forever 

5. 鑄膠：同 RAPD 
6. 將膠片放置含 TBE(0.5x)電泳槽 
7. 跑膠：確定 DNA 片段控制在 1500bp，電壓 120V，時間 35min 
8. 純化：使用 Geneaid 公司 Gel/PCR DNA fragments extraction kit 純化。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
9.  送給明欣科技公司將 DNA 序列 
10. 到 NCBI 網站http://www.ncbi.nlm.nih.gov比對序列  

 
 
 

R : A or G    
W: A or T 
M : A or C 

圖十六、十七：M 代表 marker，左圖是純化前的電泳圖，右圖是純化後的電泳

圖。兩張圖比較後可以確定純化結果很成功，因為右圖片段較

亮、濃度較高。 

圖十六 

M   A1  A5  A6  A7 

3000bp→ 

1500bp→ 

圖十七 

M   A1  A5  A6  A7 

3000bp→ 

1500bp→ 
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序列比對結果： 
比較定序結果，發現菌株 A5、A6、A7 為同一種細菌，經由 NCBI 比對可能為 Bacillus 
fusiformis 或 Bacillus sphaericus。而 A1 和他們相似，同為 Bacillus 屬，推測可能菌種為

Bacillus fusiformis、Bacillus sphaericus 或 Bacillus macroides。 
 

 
 
 
 

 
序列比較： 

 
 

 1A 5A 
B. fusiformis 99.5% 98% 
B. macroides 97.3% 99.0%
B.sphaericus 98.2% 96.4%

圖十九：根據圖十八建立的親緣關係圖 
圖十八：細菌與標準菌株的 DNA 序列相似度
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四、探討細菌在不同銅離子濃度下的生存狀況 
      篩出能抗銅離子的細菌後，將實驗二取得的 8 株細菌養在不同銅離子濃度的 NB 培

養液中，以分光光度計判別細菌生長狀況。為了確定接種的菌量相同，先將各株菌種於

NB 中，再各取 600μl 的菌液測 OD 值，以測出結果中的最小值作為基準，稀釋其他的

菌液，如此可使每株菌液的濃度相等，作為控制的變因。 
 
(實驗一）：測細菌在不同銅離子濃度下的生長情形 
    步驟：1.配置銅離子濃度 0.1mM、1mM 的 NB 培養基各 16 管。 

2.將每一株細菌各 50μl 種入相同濃度的培養基中，以 37℃恆溫，100rpm 震盪培

養 18 小時。 
3.取 600μl 放入分光光度計中 (波長 595nm) 測量 OD 值。 

 
結果： 

        
 
圖二十一：在 0.1mM 下，A10、A12 的生長狀況較差。但在 1mM 時，只有 A1、A5、A6、

A7 的 OD 值大於 0.5，且 A5、A6、A7 的 OD 值近於 1。因此將此四株菌轉接種於更高的濃

度中。 
 

(實驗二)：檢測細菌在更高銅離子濃度 (10mM) 的生長狀況 
    步驟：1. 配置銅離子濃度 1mM、10mM 的 NB 培養基各 8 管。 

      2. 將每一株細菌各 50μl 種入相同濃度的培養基中，以 37℃恆溫，100rpm 震盪培

養 18 小時。 

圖二十 
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          3. 取 600μl 放入分光光度計中 (波長 595nm)，測量 OD 值。 
結果： 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
                              圖二十二：10mM 中的 OD 值都很小，可見此濃 

                                             度不適合細菌生長。 
 
(實驗三)：測細菌生長量是否隨時間延長而增加 
   步驟：1.配置銅離子濃度 0.1mM 的 NB 培養基 8 管。 

2.將每株細菌各 50μl 種入相同濃度的培養基中，以 37℃恆溫，100rpm 震盪培養 1
天、2 天、3 天。 

3. 取 600μl 放入分光光度計中 (波長 595nm)，測量 OD 值。 
結果： 

    
                           圖二十四：從圖表中可以看出天數愈多菌的數量也愈多 
結果討論：在 0.1mM 的銅離子濃度下，隨著天數增加、細菌量也增加。 

不同菌株在不同濃度的硫酸銅下的生長情形

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

A1 A5 A6 A7

菌株

O

D

值

  1mM

  10mM

圖二十二 
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五、檢測銅離子是否消失 
根據文獻，抗銅細菌可能將銅離子排在體外、形成內孢子或將其吸收入體內儲存或轉換

成其他物質。本實驗想測定銅離子是否被細菌吸收？ 

(一) 實驗原理： 
根據文獻，有多種方法可測定銅離子。本實驗選擇以螢光感測器方式測定，此方法製作

較容易，使用較方便。其方式為將螢光物接在一段胜肽(peptide)上，以此和銅離子螯合，

然後以螢光值的變化判斷銅離子是否減少；螢光值愈弱，代表銅離子螯合愈多。 

(二)胜肽的製作： 
1. 配置 Solution A、B 

Solution A：將 0.25g 胜肽溶於 100μl，100mM，pH 9.5 的 sodium bicarbonate buffer
中，充分混合 10 min 後靜置於 37℃中。 

Solution B：將 200mM dansyl 溶於丙酮，以超音波震盪器作用 1hr，靜置於 37℃。 
2. 將 Solution A 和 Solution B 以 1:1 混合，靜置於 37℃作用 4hr，再利用高速離心機以

13000 rpm 離心 10 min。 
3. 離心後保留上清液。 
4. 將上清液利用膠體過濾法 (G-25 管柱) 層析後使用。 

(三) 實驗內容 
    實驗 A：確定修飾後的胜肽符合文獻中胜肽的表現 

步驟：1. 配置不同銅離子濃度的溶液。 
          2. 各加入 10μl 的胜肽。 
          3. 測螢光值。 
    結果： 

 

 

 

 

 

 

 

 

結果討論：由結果可知螢光值隨銅離子濃度的升高而降低。然而，當銅離子和胜肽的濃

度固定時，不同的 NB 量也會影響螢光值。同為 0.1mM 時，當 NB 量愈多，

螢光值愈高。 
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    實驗 B：確定隨著胜肽量增加，螢光值也會增加。 
步驟：1.配置銅離子濃度 0.01mM 和 0.1mM。 

          2.改變胜肽的量。 
          3.測螢光值。 

結果： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖二十五：理論上隨著胜肽量增加，在固定的銅離子濃度下，螢光值應該增加。然而，所得

螢光值並未成正比關係。推測是因為 NB 也會和胜肽作用。 
 
    實驗 C：繪出銅離子濃度與螢光值的曲線圖 

由實驗 B 已知 NB 會影響胜肽表現，因此固定 NB 的量，不足體積以和 NB 培

養液 pH 值相同的生理食鹽水代替。 
    步驟：1. 配置不同銅離子濃度的溶液。 

2. 各加入 10μl 胜肽。 
3. 測螢光值。 

結果： 
NB：80μl   peptide：10μl 
濃度

(mM) 
配方  

0.05 CuSO4 (1mM) 5μl 
PBS 5μl 

19.47 

0.1 CuSO4 (1mM) 10μl 19.36 
0.5 CuSO4 (10mM) 5μl 

PBS 5μl 
17.60 

1 CuSO4 (10mM) 10μl 15.68 
5 CuSO4 (10mM) 5μl 

PBS 5μl 
9.54 

 

圖二十六 

螢光值曲線

5

7

9

11

13

15

17

19

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
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螢
光

值

圖二十五

Peptide量 和螢光值的關係

15
17
19
21
23
25
27
29
31
33

10 15 20

peptide 量 (μL)

螢
光

值 0.01mM
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圖二十六：將部份體積改為 PBS 後，胜肽與銅離子濃度呈線性關係，不受 NB 的影響，可以 
          確定螢光值的改變是因為銅離子濃度改變。 
 
    實驗 D：根據實驗三測的 OD 值，可知在 0.1mM 時，除了 A12，其餘的細菌都長得不錯。

但是在 1mM 時，只有 A1、A5、A6、A7 能持續在較高的濃度下生長。所以針

對 0.1mM，測試了所有的菌液，而 1mM，只選擇了 A1、A5、A6、A7。 
步驟：1.取離心管將其編號，各加入 80μl 的菌液、10μl 的 PBS 和 10μl 的胜肽。 

2. 混合均勻後，離心 5min，6000rpm。 
3. 取上清液 80μl 置入 96 孔盤，測螢光值。 

結果：      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
  
 
 

0.1mM 

 1 2 平均 

A1 16.25  16.30  16.27 

A2 16.48  17.04  16.76 

A5 18.81  18.08  18.44 

A6 18.48  18.96  18.72 

A7 17.75  18.00  17.87 

A12 17.15  16.26  16.70 

B5 17.83  17.14  17.48 

B6 17.93  19.25  18.59 

對照組 17.75 17.47 17.61 

1mM 

 1 2 平均 

A1 11.51  15.52  13.51 

A5 14.15  14.20  14.18 

A6 14.41  14.04  14.22 

A7 14.24  12.61  13.42 

對照組 14.64 14.88 14.76 

10mM 

 1 2 平均 

A1 8.55  7.90  8.22  

A5 7.85  6.88  7.37  

A6 8.64  8.41  8.52  

A7 8.23  9.21  8.72  

對照組 9.37  8.64  9.01  

螢光值

A1
A2

A5
A6

A7

A12

B5

B6

15
15.5

16
16.5

17
17.5

18
18.5

19

A1 A2 A5 A6 A7 A12 B5 B6

細菌編號

螢
光

值 對照值

[Cu2+]  0.1mM 

圖二十七 

螢光值

A1

A5 A6

A7

12.6
12.8

13
13.2
13.4
13.6
13.8

14
14.2
14.4
14.6
14.8

15

A1 A5 A6 A7
細菌編號

螢
光

值

對照值 

[Cu2+] 1mM 

圖二十八 

CuSO4 10mM

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

A1 A5 A6 A7

細菌類別

螢
光

值

對照值

圖二十九 
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   實驗 E：雖然在實驗 D 中，只有 A5、A6、A7、B6 菌液中的銅離子減少，但是其他細菌

可能只是對銅離子的反應較慢，所以測量培養不同天數後螢光值改變量。 
 
    步驟：1. 配置 0.1mM 的銅離子溶液，並將細菌種入之。 

2. 取離心管將其編號，先各加入 80μl 的菌液、10μl 的 PBS 和 10μl 的胜肽。 
3. 混合均勻後，離心 5min，6000rpm。 
4. 取上清液 80μl 置入 96 孔盤，測螢光值。 
5. 第二天和第三天皆重複步驟 2~5。 

結果：   
Day1 Day2 Day3 

 
1 2 平均 1 2 平均 1 2 平均 

A1 16.23 15.96 16.1 16.54 16.43 16.49 30.32 25.58 28 

A2 15.81 15.92 15.87 15.95 16.35 16.15 18.93 19.55 19.24 

A5 16.22 16.63 16.43 17 16.17 16.59 25.53 26.53 26.03 

A6 16.24 16.44 16.34 17.11 17.1 17.11 21.12 21.21 21.17 

A7 16.33 16.26 16.3 17.05 16.8 16.93 18.76 20.02 19.39 

B6 17.62 17.15 17.39 17.42 17.79 17.61 22.11 21.66 21.89 

 (對照值：16.4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    實驗 F：改變胜肽加入的順序，排除細菌體所含蛋白質對胜肽的影響 

    步驟：1. 取離心管編號，各加入 80μl 的菌液、10μl 的 PBS。  
      2. 混合均勻後，離心 5min，6000rpm。 
      3. 取上清液 80μl 置入 96 孔盤。 
      4. 各加入 10μl 的胜肽。 
      5. 測螢光值。 
 
 
 

天數v.s螢光量

CuSO4 0.1mM

0

5
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20
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A1 A2 A5 A6 A7 B6

細菌編號
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對照值

          圖三十 
 

天數v.s.螢光值差
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螢
光

值
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      圖三十一 
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結果： 
 1mM 10mM 

 1 2 平均值 1 2 平均值 

A1 18.45 17.24 17.85  9.00  9.38  9.19  

A5 17.90 17.44 17.67  8.87  8.98  8.92  

A6 20.48 18.90 19.69  9.06  8.93  9.00  

A7 21.16 18.38 19.77  8.11  10.05  9.08  

對照祖 16.46 18.31 17.39  16.46  18.31  9.04  

 
                                     
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CuSO4 10mM
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CuSO4 1mM

16.50
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18.00
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19.00
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細菌編號
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對
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值 

圖三十二：1mM 環境下，螢光值

皆高於對照值，可見菌株都會利用

銅離子。 
 

圖三十三：相較於在 1mM 的環境

下，A1 吸收銅離子的效果反而較

A7 好。 

10mM  螢光值差比較
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0
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螢
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1mM 螢光值差比較

-2
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細菌編號
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圖三十四：在 1mM 下，第二次實驗中

都高於對照值。 

圖三十五：在 10mM 下，第二次實

驗菌液和對照值的差減少許多。 
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OD 值與螢光值的比較： 
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圖三十八：10mM 下，A1 的生長狀況不是最好，但處理銅離子效果最好。 
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圖三十七：在 1mM 的銅離子環境下，A5、A6、A7 的螢光值和其成長

狀況有密切的關係。雖然 A1 的生長狀況不如 A5，但其吸收銅離子的

狀況較好。 
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圖三十六：在 1mM 的濃度下，A1、A2 生長較好，但去除銅離子能力不及 A5、

A6、A7、B6。 
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總結： 

1. 胜肽隨著銅離子濃度增加，螢光值減少；隨著胜肽量增加，螢光值增加。 
2. 生長於 0.1mM 銅離子濃度下，A5、A6、A7、B6 的螢光值大於對照值，代表銅離

子的含量減少。 
3. 排除細菌體內所含蛋白質對胜肽的影響，在 1mM 時，螢光值皆高於對照值，可見

A1、A5、A6、A7 都會利用銅離子；在 10mM 時，A5 及 A6 的螢光值低於對照值，

而 A1 和 A7 高於對照值。根據圖三十一、圖三十二，相較於在 1mM 的環境下，

A1 吸收銅離子的效果較 A7 好。 
4. 隨著天數的增加，即使處理銅離子效果差的菌株，第三天銅離子的含量也減少。 

陸、討論 
一、實驗設計：液體培養基與固體培養基的差異 

平板培養基無法控制細菌和銅離子的接觸面積，也無法確定接種的細菌量及判定細

菌生長狀況。因此，改用液體培養基來模擬細菌所生存的銅離子環境。 
實驗後發現，能在平板培養基生長的細菌，在相同濃度的液體培養基中卻無法生長，

可見液體培養基能有效篩菌。同時，可以以測量 OD 值的方式，算出細菌在銅離子環境

中的生存狀況。因此，後續實驗中以 OD 值做為判定細菌在銅離子環境下生長的標準。 

二、針對各實驗的討論 

     (一)傳統細菌鑑定 
          所選擇的四個方法皆是操作簡單且材料取得方便的實驗。經由和細菌分類表比

對後，縮小了菌屬範圍。 

     (二)16s rRNA  
  由 16s rRNA 的實驗結果，得到兩株細菌皆為 Bacillus 屬。其中 Bacillus sphaericus
已有研究證實該菌能將銅離子聚集在自身的細胞壁上。推測此兩株菌也以此方法處

圖四十：在 1mM 的環境下，螢光

值皆大於對照值，而在 10mM 的

狀況下，螢光值差甚小或甚至為負

數。 
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圖三十九：細菌在 10mM 的環境

下幾乎不能生存。 
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理銅離子。 

     (三)不同銅離子濃度下細菌的生長狀況 
1. 在 0.1mM 環境中，隨著天數增加，菌量也增加。由此可證明細菌並非轉化成內

孢子來度過不利的環境，而是能在此濃度下生長。 

2. 隨著銅離子濃度增加，菌量減少。當濃度為 10mM 時，細菌幾乎不會生長，由

此可知 10mM 對細菌而言已無法生長。 

     (四)檢測銅離子 
1. 螢光值的變化如預期隨濃度的升高而降低。然而，胜肽除了和銅離子螯合，也

會和 NB 培養液作用，影響螢光值曲線。將溶劑由水改為和 NB 培養液 pH 值相

同的生理食鹽水，減少 NB 的影響，得到圖二十六的螢光值曲線。 

2. 由實驗 E 可知，細菌吸收銅離子需要一段時間。圖三十的數據說明，即使第一、

二天吸收銅離子效果差的菌株，在第三天螢光值皆大幅增加。尤其是 A1 菌株，

一、二天所測得的螢光值非常接近對照值，但第三天卻與對照值差 11.6。 

3. 實驗 F 中，改變胜肽加入的順序，可以避免胜肽和細菌體中流出的蛋白質、酵

素或其他物質接觸，排除其對螢光值的影響。 

4. 由圖三十四可知，在 1mM 下，螢光值皆低於對照值，在改進實驗中所測得的

螢光值卻全高於對照值。可見在 1mM 的環境下銅離子確實消失了。 

5. 從圖三十五中，在 10mM 下，原本菌液螢光值低於對照值甚多，但在改進實驗

後，測得的數值仍有兩株略低於對照值。推測細菌處在銅離子環境，會將其吸

入體內，或附著於細胞壁上。然而，在高濃度的銅離子環境下，已超過菌株的

負荷量，所以它們會將過多的銅離子排出體外。同時，菌體也可能會釋放物質

保護自己，而這些物質若和胜肽作用，也會使螢光值降低。 

(五) OD 值和螢光值的比較 
1. 從圖三十七中可知，生長狀況好的細菌，去除銅離子的能力並不一定是最好

的。 

2. 由圖三十九和圖四時相互比較，可知細菌在不同濃度的銅離子環境下，會有不

同的表現。根據圖三十九，A5、A6、A7 皆在 0.1mM、1mM 有較好的表現。

和其生存狀況比較(圖四十)，推測是因為 10mM 銅離子已超過細菌負荷濃度，

細菌不再將銅離子吸附或吸入體內，而是轉變成內孢子保護自己。A1 則是在

0.1mM 時，螢光值低於對照值，在 1mM 及 10mM 時，螢光值皆高於對照值。

可能是 A1 需要在較極端環境下，才會勉強自己處理銅離子。 

三、實驗改進 
(一) 篩選細菌的方式 

以表面塗有銅離子的培養基來篩選細菌，會因為銅離子分布不均勻，或者因水分

的蒸發而造成濃度改變，使細菌的生長環境並非如原先設定。可改於配置時就加入銅
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離子的培養基，排除離子分布不均勻的問題。 

(二) 測銅離子耐受度 
    應在 1mM 與 10mM 間，多測量幾種濃度，才能更精確找出細菌對銅離子的耐

受濃度，及細菌處理銅離子效果最好的濃度。 
 

柒、實驗結論 
一、所設計的篩菌流程可以找到能處理銅離子的細菌。 
二、螢光胜肽可偵測菌液中的銅離子是否減少。 
三、液體培養基比平板培養基更適合篩菌。 
四、篩出的細菌在 0.1mM 下皆不會變成內孢子，仍有繁殖能力。隨著銅離子濃度由 0.1mM

增加到 10mM，細菌生長量會逐漸減少，甚至停止繁殖。 
五、篩選出的細菌可能是 Bacillus fusiformis、Bacillus sphaericus、Bacillus Macroides，而他們

能使銅離子減少。其中有的菌株在 0.1mM，對銅離子處理效果不佳，卻在極端銅離子環

境下，具有較強處理銅離子的能力。另一菌株在 0.1mM、1mM 的環境下有較好的表現，

然而於 10mM 的銅離子濃度下，處理銅離子的效果不佳。 

捌、未來展望 
  螢光胜肽雖可偵測菌液中銅離子，但 NB 培養液會干擾結果。希望能除去這些障礙，設

計出只和銅離子作用，不受其他物質影響的胜肽。 
  經由 16s rRNA，確定找到的細菌可能為 Bacillus fusiformis、Bacillus sphaericus 或 Bacillus 
macroides。已有文獻證實 Bacillus sphaericus 會處理銅離子，Bacillus 屬中其他細菌也有這種

能力。希望未來研究可以擴及至找尋能處理汞、鉛、鉻等污染的細菌。 
  實驗中尚未探討銅離子減少的作用機制，希望找到能將銅離子轉換成金屬銅的細菌，這

樣不只能有效去除銅離子，解決環境污染問題，還可以將銅離子由污染物變成工業價值高的

金屬銅。 
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【評語】040703 

1. 能善用生物科技於研究中，並妥將研究結果以清楚具條理

的圖表呈現。 

2. 對銅離子的追蹤可再延續，將使研究更加完整。 

3. 對於實驗材料中受銅離子濃度影響之細胞內酵素或基因

可深入探討。 
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