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摘要 

本研究從生活中常見的 20 種乳酸菌種，篩選出對大腸桿菌有較強抗菌力且在生活中常見

的兩種乳酸菌：乳酸鏈球菌（Lactococcus lactis subsp. Lactis, 簡稱 LL）及嗜酸乳桿菌

（Lactobacillus acidophilus, 簡稱 LA）。經大量培養乳酸菌並進行蛋白質過濾與純化後，進行

抗菌測試，結果顯示 LL 及 LA 之菌液均具抑菌能力，而後以蛋白質電泳確認介於 3-11kDa

間的蛋白質溶液具有良好抗菌能力，且抑菌力隨濃度增加而提升，故推測兩種細菌素的分子

量均介於此區間。 

將兩種細菌素進行基本特性分析後發現，兩種細菌素濃度均僅須大約 0.1mg/ml 以上就具

有抗菌效果，且兩種細菌素溶液在 120⁰C 下加熱 30 分鐘都仍具抑菌能力；此兩種細菌素在

酸性環境（pH=2~4）下有較佳的抑菌能力，且兩種細菌素憑藉其微量就具有抑菌能力，耐高

溫、耐酸的特性未來將有應用於食品保存，製成天然防腐劑的潛力。 
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壹、 研究動機 

 

  在高二下應用生物中，我們了解到微生物在食品工業上的利用並進行相關實驗操作，在

進行乳酸菌實驗後、清洗實驗容器時，發現有些錐形瓶中長出一些微生物，有些則沒有。因

此便引發我們的思考：是否有些乳酸菌在生長過程中分泌物質，抑制細菌或微生物的生長？

在查過資料後，我們推論可能是細菌素（bacteriocin）的作用造成此一結果。細菌素是一種具

抑菌能力的簡單蛋白質分子，現今最為人知的乳酸菌細菌素為乳酸鏈球菌（Lactococcus lactis）

中提煉出來的 nisin。我們希望找尋其他同樣能產生細菌素的乳酸菌，並進一步探討其特性與

應用。 

 

 為了延長保存期限，食品中常會添加防腐劑來延遲微生物生長或化學變化引起的腐敗。

然而現今市面上的防腐劑大多是經由化學合成，長期食用對人體會產生影響。是否有能替代

防腐劑且安全無虞的物質呢？細菌素為結構簡單的蛋白質，對人體沒有毒性，在身體中能被

輕易分解，因此我們期待能將其用於食品保存等用途上，透過細菌素的各種優點，取代有種

種疑慮的化學合成防腐劑。 

 

  我們希望運用抗菌實驗測試乳酸菌與其生產的物質對大腸桿菌（Escherichia coli）的抑

菌能力，並純化細菌素，探討其特性，以探究其應用於食品保存等用途上的可能性。 

 

 

 

貳、 研究目的 

 

一、 藉由抗菌實驗，找出能抗大腸桿菌的乳酸菌菌種。 

二、 利用自製蛋白質純化器材，製備細菌素，並探究細菌素的分子量區間。 

三、 找出具較佳抑菌能力的細菌素濃度，並探討不同濃度對抗大腸桿菌能力的影響。 

四、 不同 pH 值與溫度對乳酸菌細菌素抑菌能力之影響。
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參、 研究設備與器材 

 

表 1 實驗設備一覽表 

 

表 2 實驗器材一覽表 

 

 乳酸菌（Lactic acid bacteria） 

乳酸菌為能利用碳水化合物進行發酵產生多量乳酸之細菌總稱。本研究所使用的菌種如

下表所示，以 MRS 培養基培養，生長溫度為 37⁰C。 

 

表 3 乳酸菌菌種一覽表 
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經由初步實驗後，我們選擇了下列兩株菌為研究對象，其在菌種中心的資料如下： 

 

 

圖 1 LA 菌種資料（資料來源:http://www.bcrc.firdi.org.tw/） 

 

 
圖 2 LL 菌種資料（資料來源:http://www.bcrc.firdi.org.tw/） 

 
乳酸鏈球菌（LL），是已知可生產 nisin(又稱乳酸鏈球菌素)的乳酸菌，此種細菌素在國

外已被廣泛使用，但國內的使用並不普遍。 
 

 大腸桿菌 E.coli DH5α 

  大腸桿菌常存於生物體腸道內，大部分為非致病性，為人體正常菌叢。因安全性考
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量因此我們實驗不使用致病性的大腸桿菌。E.coli DH5α 此一品系常用於 DNA 轉殖，以 LB

培養基培養，生長溫度為 37⁰C。 

 

 MRS 培養基 

  一種富含營養的培養基，常用於培養乳酸菌。 

 

表 4 MRS 培養基配方 

 

 

 LB 培養基 

常見的培養基，可用於培養大腸桿菌。 

配方（一公升）：Tryptone 10g、Yeast extract 5g、NaCl 10g、Agar1.5% 
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肆、 研究架構 
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伍、文獻回顧 

一、 乳酸菌 

 

乳酸菌為能利用碳水化合物進行發酵產生多量乳酸之細菌總稱。乳酸菌的營養需求較為

複雜，除了碳水化合物外，乳酸菌需要各種各樣的胺基酸、維生素、礦物質等，以維持其生

長。大部分乳酸菌為兼性厭氧菌，一般可於有氧環境下生長，但以無氧狀態生長較佳。乳酸

菌與人體腸內菌相平衡有莫大的關聯性，近年來有研究指出乳酸菌具有排除致病菌、耐膽鹽、

抗腫瘤、刺激活化免疫系統……等功用。 

 

市面上有許多乳酸菌發酵製品與乳酸菌相關產品，例如養樂多（添加代田菌 Lactobacillus 

casei Shirota）、優酪乳（添加保加利亞乳桿菌 Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus、嗜熱

鏈球菌 Streptococcus thermophilus）、添加乳酸菌的健康食品、菌粉等。就現況而言，國內較

少使用乳酸菌細菌素，因此比較沒有相關的產品。 

 

二、 細菌素 

 

  自然界中包括動、植物、昆蟲及細菌等，均可以產生天然的抗菌胜肽，其可用於人體、

動物疾病、植物疾病或是食品中病菌的抗菌劑。而由細菌所產生的具抗菌能力的蛋白質（抗

菌胜肽）通稱為細菌素（bacteriocin）。因為其為蛋白質，且對人體沒有毒性，在身體中能被

輕易分解，可延長食物保存期，故具有被用作天然防腐劑的潛力。 

 

 細菌素是由細菌所產生的一種具抑菌能力、分子量較小的蛋白質。目前所發現的細菌

素，其種類、特性多且複雜，現今大多依據 Tagg 在 1976 年所提出的細菌素定義： 

(1) 具生物活性之蛋白質 

(2) 抑菌範圍一般多限於與其本身血緣相近之菌屬或菌種 

(3) 產生細菌素之基因以及宿主細胞對細菌素之免疫基因皆位於質體上 

(4) 藉著可吸附到被抑制細胞的表面與細胞接受器結合而產生抑菌作用 

 

乳酸菌所產生的細菌素一般能有效抑制格蘭氏陽性菌及陰性菌，但對酵母菌及黴菌較無

抑制效果。乳酸菌所產生的細菌素能被人體腸道中的消化酵素分解，其抑菌範圍比他種細菌

所產生之細菌素還大，因此在醫療保健、食品製程與保存上具發展潛力。一般產細菌素的乳

酸菌均可於生長溫度下產生細菌素，而影響細菌素生成的因子包括培養溫度、培養時間、培

養基的組成、起始 pH 值等許多因素。 

 

 乳酸菌細菌素的作用機制目前並未完全明瞭，僅知道一些乳酸菌細菌素可作用於細胞膜

上，使細胞膜結構改變，最後導致菌體死亡。以 nisin（註 1）為例，nisin 可在細胞膜上形成
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孔洞，使得胺基酸、鉀離子、氫離子、ADP、ATP 快速流失，最後導致菌體的死亡。另外也

有一些細菌素與 nisin 的作用機制不相同，如 Lactococcus lactis subsp cremoris 346 所產生的

diplococcin 可使 DNA 與 RNA 的合成受阻，減少蛋白質的合成； Lactobacillus helveticus 27

所產生的 lactacin 27 可抑制細胞內蛋白質的合成，破壞細胞膜構造，但不影響 DNA、RNA
的合成等等。 
 

 

 

註 1：乳酸鏈球菌（Lactococcus lactis）所產生、目前應用

最廣的細菌素：nisin 是由 34 個胺基酸所組成，分子式是

C143H230N42O37S7 ，分子量約為 3354 Da，通常以螺旋

（Screw-like）結構存在，一般而言 nisin 常以二聚體（Dimer）

及四聚體（Tetramer）形式存在。 

 

 

圖 3 nisin 分子結構 

（圖片來源：http://zh.wikipedia.org/） 
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陸、研究過程或方法 

 研究方法 

 

一、 乳酸菌培養 

在適量 MRS 培養基中加入適當乳酸菌液，放入 37⁰C 培養箱培養，視實驗需要

改變培養天數。將培養好的乳酸菌放入 4⁰C 冰箱冷藏保存，作為之後實驗菌種來源。 

 

 

二、 抗菌實驗—紙錠瓊脂擴散法 

1. 將大腸桿菌均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上 

2. 放上以打孔機打好的直徑 6mm 圓形濾紙，滴上適量

乳酸菌菌液（如右圖） 

3. 置入 37⁰C 培養箱，培養後 24 小時後取出觀察抑菌圈

大小 

 

 

三、 抗菌實驗—挖洞瓊脂擴散法 

1. 將大腸桿菌均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上 

2. 用外徑 6mm 的玻璃棒在培養基上打洞後，滴入適量實驗樣本。 

3. 置入 37⁰C 培養箱，培養後 24 小時後取出觀察抑菌圈大小 

 

 

四、 蛋白質純化 

 

【方法一】 

 

1. 使用錯流式過濾濃縮卡莢（如下圖 5 裝置），將培養好的乳酸菌菌液通過 0.2µm 孔

徑的濾心進行除菌。 
2. 所得之濾液分別通過 30kDa、3kDa 的濾心，保留分子量介於 3~30kDa 之溶液。（從

文獻得知細菌素分子量大於 3kDa、小於 30kDa） 

圖 4 抗菌實驗圖示 
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圖 5 蛋白質純化實驗裝置 

 

【方法二】 

 

1. 在除去乳酸菌的上清液中加入硫酸銨使蛋白質沉澱，利用高速離心的方式得到此一沉澱

物，以蒸餾水將其溶解得到蛋白質溶液。 

2. 以透析的方式除去蛋白質溶液中的鹽分。 

3. 分別用 30kDa、5kDa 孔徑大小的濾膜以離心的方式進行超微薄膜過濾（註二）。 

4. 分別保留分子量>30kDa 及介於 5kDa～30kDa 之蛋白質溶液 

 

※註二：超微薄膜過濾技術 (ultrafiltration, UF) 為使用具有極小孔徑的薄膜，分離分子量不

同的分子。薄膜上的小孔，只能讓某分子量以下的分子通過，可用於濃縮、脫鹽及無菌過濾。 
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五、 蛋白質定量—Bradford protein-binding assay 

 

 原理 

利用 Coomassie Brilliant Blue G-250（CGB）會與蛋白質結合的特性，在 CGB 與蛋白

質結合後，CGB 的顏色會從茶色轉變成為藍色。此時在 595 nm 波長下會有較高的吸收，

以便偵測。 

 

 
圖 6  CBG 會吸附到蛋白質分子上，並且變成藍色。 

（圖片來源：http://juang.bst.ntu.edu.tw/ECX/index.htm） 

 

CBG 類似指示劑，會在不同的酸鹼度下變色；在酸性下是茶色，在中性下為藍色。

當 CBG 接到蛋白質上去的時候，因為蛋白質會提供 CBG 一個較為中性的環境，因此

會變成藍色。當樣本中的蛋白質越多，吸到蛋白質上的 CBG 也多，藍色也會增強。因

此，藍色的呈色強度，是與樣本中的蛋白質量成正比。 

 

 步驟 

1. 配置不同濃度的 BSA 標準溶液（如下表），並混合均勻。 

 
2. 將上述步驟所得之標準溶液 10µl 與 CGB 200ul 滴入 96 孔

盤中（註：滴入 96 孔盤中之溶液皆各做三個降低誤差） 
3. 另外將待測樣品（細菌素蛋白質溶液）10µl 與 CGB 200µl

滴入 96 孔盤中 
4. 輕敲 96 孔盤邊緣使兩試劑混合均勻，並避免氣泡產生。 
5. 於室溫下靜置 10 分鐘後，於 ELISA reader 光度計測 595 nm

吸光值 
圖 7 96 孔盤 
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6. 紀錄 ELISA reader 光度計測得的 595 nm 吸光值。並依據 BSA 標準濃度及其吸光值

繪製標準曲線圖。 
7. 依據標準曲線圖估計樣品的蛋白質濃度。 

 

 

六、 蛋白質電泳—SDS-PAGE 

 

 原理：  

  利用電場之牽引力，分離帶電物質。 

  PAGE（聚丙烯醯胺膠體電泳）是最普遍的蛋白質電泳方式。SDS（十二脂肪硫酸鈉）

是界面活性劑，可使蛋白質變性，並在分子表面均勻佈上一層負電荷。因此在 SDS-PAGE

系統中，樣本分子的泳動率（mobility，帶電分子在電場中被電流移動的大小程度），僅

取決於其分子量，故可用來測定蛋白質之分子量。 

 

 步驟： 

1. 將樣本與 sample buffer 以 2:1 的比例混合，並在 100℃下加熱五分鐘 
2. 將電泳膠片放入電泳槽後，加入緩衝液 
3. 依序在 well（電泳槽上加入樣本的凹槽）中加入 15µl上述步驟所配的溶液 
4. 打開電泳之電源，以 100V 進行電泳 
5. 取出電泳膠並將其染色，最後利用去染溶液（醋酸+甲醇）將其去染，直到可清楚看

到蛋白質標準品為止 
 

  

圖 9 電泳實驗裝置 圖 8 清洗 well 
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 研究過程 

 

【實驗一】20 種乳酸菌初步實驗 

 以表三的乳酸菌作為實驗對象，使用紙錠瓊脂擴散法進行抗菌實驗： 
1. 將大腸桿菌 60µl 均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上。 
2. 將培養一天的乳酸菌菌液以 5000rpm 離心得到上清液。 
3. 放上圓形濾紙，分別滴上上清液與底部乳酸菌菌液 5µl。 
4. 置入 37⁰C 培養箱，培養 24 小時後取出觀察抑菌圈。 
 

【實驗二】乳酸菌抑制大腸桿菌再次實驗 

※操作變因：乳酸菌菌種、乳酸菌培養時間 

 從【實驗一】中挑選抗菌能力較好的菌株作為實驗對象，並使用紙錠瓊脂擴散法進

行抗菌實驗。 
1. 分別培養乳酸菌 48 小時、72 小時。 
2. 將大腸桿菌 60 µl 均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上。 
3. 將乳酸菌菌液以 6000rpm 離心得到上清液。 
4. 放上圓形濾紙，分別滴上上清液與底部乳酸菌菌液 5 µl。 
5. 置入 37⁰C 培養箱，在培養 24 小時後取出觀察抑菌圈。 
 

【實驗三】蛋白質電泳—SDS-PAGE 

 使用迷你蛋白質垂直電泳槽進行電泳。（見研究方法—六、蛋白質電泳—SDS-PAGE） 

 

【實驗四】蛋白質定量 

 使用蛋白質定量法 Bradford protein-binding assay 來估計 LA、LL 細菌素溶液的蛋白質

濃度。（見研究方法—五、蛋白質定量） 

 

【實驗五】細菌素耐熱性實驗 

※操作變因：溫度、加熱時間 

 以純化過的 LA、LL 細菌素溶液為實驗對象，使用挖洞瓊脂擴散法進行抗菌實驗： 
1. 將細菌素溶液（LL、LA）以 40⁰C、60⁰C、80⁰C、100⁰C、120⁰C、140⁰C、160⁰C

分別利用隔水及隔油加熱 10 分鐘、30 分鐘。 
2. 將大腸桿菌 40 µl 均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上。 
3. 在培養基上挖洞，分別滴進加熱過的細菌素溶液 30µl；並另外滴進未經任何加熱處

理之細菌素溶液作為對照組。 
4. 置入 37⁰C 培養箱，在培養 24 小時後取出觀察抑菌圈大小並記錄。 
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【實驗六】細菌素耐酸性實驗 

※操作變因：pH 值 
 以純化過的 LA、LL 細菌素為實驗對象，使用挖洞瓊脂擴散法進行抗菌實驗。 
1. 分別使用 HCl、NaOH，將 LA、LL 的細菌素溶液的 pH 值調整至 2~8。 
2. 以蒸餾水稀釋細菌素溶液，使其細菌素濃度與前項步驟調整出的溶液濃度相等。 
3. 將大腸桿菌 40 µl 均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上。 
4. 在培養基上挖洞，分別滴進調整 pH 值過的細菌素溶液及稀釋過之同樣濃度的細菌

素溶液 50µl。 
5. 置入 37⁰C 培養箱，在培養 24 小時後取出觀察抑菌圈大小。 
 

【實驗七】細菌素抑菌時效 

※操作變因：細菌素作用時間 
 以純化過的 LA、LL 為實驗對象，使用挖洞瓊脂擴散法進行抗菌實驗： 
1. 將大腸桿菌 40 µl 均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上。 
2. 在培養基上挖洞，滴進細菌素溶液 30µl。 
3. 置入 37⁰C 培養箱，在培養 24、48、72、96、120 小時的時候取出觀察抑菌圈大小

並記錄。 
 

【實驗八】細菌素有效抑菌濃度 

※操作變因：細菌素濃度 

 以純化過的 LA、LL 為實驗對象，使用挖洞瓊脂擴散法進行抗菌實驗： 
1. 從【實驗四】蛋白質定量中已得知蛋白質的濃度，用蒸餾水將 LA、LL 細菌素溶液

稀釋成不同倍率的溶液。 
2. 將大腸桿菌 40 µl 均勻塗在 LB 固態培養基的平盤上。 
3. 在培養基上挖洞，分別滴進上述細菌素溶液各 30µl。 
4. 置入 37⁰C 培養箱，在培養 24 小時後取出觀察抑菌圈大小並記錄。 
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柒、研究結果 

 

【實驗一】20 種乳酸菌初步實驗 

 從結果可看到有些紙錠外有一圈大腸桿菌無法生長的區域（抑菌圈），而不同乳酸菌的抑

菌圈大小不盡相同。 

 

 

圖 10 以游標尺量取抑菌圈直徑 

 

以上圖 8 計算方法，將每一組的數據（X mm）取平均後，製成下表。未出現抑菌圈

或抑菌圈不明顯以「-」表示。編號 11（BI）菌種受到汙染，以「」表示。 

 

表 5 【實驗一】結果數據表 
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 從上表挑選出抗菌能力較好的九株菌種：LPL(編號 1)、LL(編號 4)（註：Production of nisin）、

BB(編號 5)、LA(編號 10)、LRF(編號 13)、LGG(編號 16)、EF(編號 18)、LRT(編號 19)、LCS(編號

20)作為實驗二之對象。 

 

 

【實驗二】乳酸菌抑制大腸桿菌再次實驗 

 

以圖四計算方法，將每一組的兩個數據（X mm）取平均後，製成下表。 

 

表 6 【實驗二】結果數據表 

 

 

綜合【實驗一】與【實驗二】的結果，我們選擇抗菌能力較佳且生活中相當常見的兩種菌株-

乳酸鏈球菌〈 Lactococcus lactis subsp. lactis   (Lister) Schleifer et al.，LL）以及嗜酸乳桿菌

〈 Lactobacillus acidophilus   (Moro) Hansen and Mocquot，LA）作為之後實驗對象，進行蛋

白質純化得到細菌素溶液。 

 

 

【實驗三】細菌素分子量大小 

  

【實驗 3-1】 

 對使用【方法一】純化出的的含細菌素溶液進行蛋白質電泳分析。 

細菌素的分子較小，參考文獻後，我們鎖定收集分子量 30KDa 以下的蛋白質進行分析。

從電泳結果看出純化出的細菌素溶液在 11KDa 以下有蛋白質存在，經抗菌實驗得知此細菌素

溶液具抑菌效果，故推測此 11KDa 以下的蛋白質（細菌素）具有良好抗菌能力，綜合進行蛋
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白質純化時使用的濾膜大小（3KDa），兩種細菌素的分子量均介於 3-11KDa。如下圖，由左至

右為純化後的細菌素溶液，用蒸餾水稀釋使得濃度由低至高，M 為蛋白質標準品。 

 

表 7 LA 細菌素溶液電泳各個 well 添加之溶液 

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

SDS(µl) 5 5 5 5 5 5 5 5 

LA 細菌素溶液濃度

（加入 10µl） 
1/20 倍原液 1/10 倍原液 1/5 倍原液 1/4 倍原液 2/5 倍原液 1/2 倍原液 3/4 倍原液 原液 

※上圖 Lane M 為蛋白質標準品 

 

 

圖 11 LA 細菌素電泳結果，由圖可見其分子量在 11kDa 以下 

 

 

表 8 LL 細菌素溶液電泳各個 well 添加之溶液 

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

SDS(µl) 5 5 5 5 5 5 5 5 

LL 細菌素溶液濃度 

（加入 10µl） 
1/20 倍原液 1/10 倍原液 1/5 倍原液 1/4 倍原液 2/5 倍原液 1/2 倍原液 3/4 倍原液 原液 

※上圖 Lane M 為蛋白質標準品 

 

 

圖 12  LL 細菌素電泳結果，圖上顯示其分子量在 11kDa 以下 

 

 

11kDa 
17kDa

 11kDa 

kDa 

25kDa 

25kDa 

17kDa 
11kDa 

Lane 2 

 

3 

 

4 5 6 7 8 

Lane 2 3 4 5
 Lane2 
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M 
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1 
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[實驗 3-2] 

下圖為使用【方法二】純化處理 LA 細菌素後，經蛋白質電泳的結果圖。 

 

 

Lane1 為未通過 30kDa 薄膜（即分子量>30kDa）之蛋白質溶液，而 lane2 則為通過 30kDa

薄膜但未通過 5kDa 薄膜（即分子量 5kDa～30kDa）之蛋白質溶液，可看見 lane2 相較於 lane1

在分子量較低之處有一明顯色帶（下圖右下紅框處）。配合【方法一】與後續抗菌實驗結果，

推論 LA 所產之細菌素分子量大小大約介於 5kDa-11kDa 之間。 

 

 

 

【實驗四】蛋白質定量 

將 LA、LL 細菌素溶液以蛋白質定量法 Bradford protein-binding assay 方法進行定量分析如

下，先利用蛋白質標準品得出蛋白質濃度與吸光值的關係，拉出一條標準曲線圖。 

 

 

圖 14 蛋白質濃度標準曲線圖 

 

圖 13 LA 細菌素電泳 

Lane  1     M     2 

25kDa 

50kDa 

75kDa 
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得出濃度(x)與吸光值(y)的關係方程式： 

y = 1.044x + 0.0261 

LL 的平均吸光值為 0.195333333，代入上述方程式得濃度為 0.162100894 mg/ml；LA 的平

均吸光值為 0.224666667，代入得濃度為 0.190197957 mg/ml。 

 

 

【實驗五】細菌素耐熱性實驗 

 

量取抑菌圈的直徑，將每一組的兩個數據（單位：mm）取平均後，製成下表。 

 

表 9 細菌素耐熱性實驗結果之 40⁰C～100⁰C 

  40⁰C 60⁰C 80⁰C 100⁰C 對照組 

LA 10 分鐘 8.525 7.9625 8.583333 8.4125 8.25 

30 分鐘 8.65 8.375 10.3 8.5625 

LL 10 分鐘 9.45 8.4 7.366667 10.425 9.05 

30 分鐘 9.1875 8.75 8.1625 10.36667 

 

以上表資料製成以下折線圖。縱軸為抑菌圈直徑大小，以毫米（mm）為單位。 

 

 
圖 15 細菌素耐熱性實驗 40⁰C～100⁰C 加熱十分鐘 
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圖 16 細菌素耐熱性實驗 40⁰C～100⁰C 加熱三十分鐘 

 

 可看見所有樣本皆具抑菌圈，且抑菌圈大小變化不大，從上方實驗結果看出細菌素在

100⁰C 下加熱仍具抑菌能力。為了瞭解細菌素的耐熱極限，我們接著利用隔油加熱的方式，

將加熱溫度調高至 160⁰C，實驗結果如下： 

 

表 10 細菌素耐熱性實驗結果之 100⁰C～160⁰C 

    100⁰C 120⁰C 140⁰C 160⁰C 對照組 

LA 
10 分鐘 13.7875 14.4125 17.9375 15.9375 

14.1 
30 分鐘 13.675 14.6 8.5625 8.0875 

LL 
10 分鐘 13.4125 16.1875 14.175 17.5125 

15.25 
30 分鐘 13.8875 18.95 16.625 7.6 
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圖 17 細菌素耐熱性實驗 100⁰C～160⁰C 加熱十分鐘 

 

 

圖 18 細菌素耐熱性實驗 100⁰C～160⁰C 加熱三十分鐘 

 

 從結果中可看見 LA 在 140⁰C 加熱三十分鐘後，抑菌能力明顯降低；LL 在 160⁰C 加熱三

十分鐘，抑菌能力明顯降低。在加熱十分鐘部分，兩者之抑菌能力無明顯之變化。 
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【實驗六】細菌素耐酸性實驗 

 

以 NaOH 與 HCl 調整細菌素溶液的 pH 值至 pH=2～pH=8，進行抑菌實驗。量取抑菌圈的

直徑，將數據（單位：mm）取平均後，得到抑菌圈隨 pH 值變化的關係（計算方式如下之式

子），並製成下表。 

 
表 11 不同 pH 值下之抑菌圈變化 

 

 

 

從實驗結果可以看出細菌素溶液抑菌圈大小隨 pH 值下降而增加，pH=2～pH=4 時具抑菌

能力，而當 pH 值大於 5 時則失去抑菌能力。 

 

 

 

【實驗七】細菌素抑菌時效 

 

此實驗試著討論細菌素抑菌效果隨時間下降的幅度，將純化出的細菌素溶液原液（10X）

和濃縮成原液兩倍的溶液（20X）分別滴進打出的孔中，並接連記錄五天的抑菌圈直徑，實

驗結果如下圖表。 
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Day1 Day2 Day3 Day4 Day5

LA 50ml 10X 15.0625 14.75 14.05 13.65 13.5

LA 50ml 20X 20.2 19.375 18.8125 18.4875 17.8375

LA 30ml 10X 10.95 10.175 9.4625 9.075 8.8375

LA 30ml 20X 14.6125 13.9875 13.7 13.5375 13.325

0
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10
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20

25抑

菌

圈

直

徑
（

毫

米
）

LA細菌素之作用時間

 

圖 19 LA 細菌素抑菌時效 

 

Day1 Day2 Day3 Day4 Day5

LL 50ml 10X 14.95 14.225 13.225 12.8625 12.8125

LL 50ml 20X 19.95 18.4625 16.55 16.55 15.8

LL 30ml 10X 11.025 10.4 9.5625 9.375 9.875

LL 30ml 20X 15.775 14.95 14.0875 13.875 13.625
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）

LL細菌素之作用時間

 

圖 20 LL 細菌素抑菌時效 

 

在密閉的培養基平盤下，抑菌圈直徑下降的幅度非常小，LL 平均每天抑菌圈直徑下

降比率為 3.7%、LA 每天抑菌圈直徑下降比率為 3.4%。從實驗結果看出，細菌素作用五

天的抑菌圈下降比率，LA 細菌素抑菌圈大小為原本的 87.45%，LL 細菌素抑菌圈大小為

原本的 85.225%。 
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【實驗八】細菌素有效抑菌濃度 

 

表 12 細菌素有效抑菌濃度實驗結果 

不同濃度細菌素抑菌圈大小（單位：mm） 

濃

度 

1/10 倍原液 

(1X) 

1/2 倍原液(5X) 原液 

(10X) 

原液濃縮 

1.5 倍(15X) 

原液濃縮 

2 倍(20X) 

LA 6 6.0875 9.5 11.61667 14.2875 

LL 6 6.3 10.075 13.1 12.55 

※若無抑菌圈以玻璃棒外徑 6mm 作為觀察數據 

 

將數據製成折線圖如下，橫軸為細菌素濃度。 

 

圖 21 LA 細菌素不同濃度之抑菌圈大小 

 

 

圖 22 LL 細菌素不同濃度之抑菌圈大小 

 

綜合【實驗三】蛋白質定量的結果，得到上述實驗樣本之蛋白質濃度。無論是 LA 或是 LL，

在 1/10 倍原液和 1/2 倍原液濃度的細菌素下，並無產生明顯的抑菌圈，在原液及原液濃縮 2

倍下則有明顯的抑菌圈，隨著濃度的增加，抑菌效果也逐漸上升。經由換算得出：LA 具較佳

抑菌能力的細菌素濃度約為 0.0951~ 0.1902 mg\ml 以上，LL 則為 0.08105~ 0.1621 mg\ml 以上。 
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捌、 討論 

1. 菌液抗菌能力優於上清液： 20 種乳酸菌實驗結果顯示，包括現有已知會分泌 nisin 的乳

酸菌（LL），所有乳酸菌之上清液皆無抑菌效果。與老師討論和查閱文獻後得知，在培養

乳酸菌時，剛開始在沒外力刺激下，乳酸菌多將其能量用於繁殖，直到繁殖接近飽和後

才大量製作細菌素。細菌素為細菌之代謝產物，可於菌株之生長指數期或穩定期分泌出

來，且細菌素的生產受許多因素影響。 

2. 選擇乳酸鏈球菌（LL）與嗜酸乳桿菌（LA）進行之後實驗：綜合實驗一、二，我們選擇

抗菌能力較佳且生活中相當常見的兩種菌株：乳酸鏈球菌（Lactococcus lactis subsp. lactis   

(Lister) Schleifer et al.，LL）以及嗜酸乳桿菌（Lactobacillus acidophilus   (Moro) Hansen 

and Mocquo，tLA）作為之後實驗對象，並利用自製器材進行蛋白質純化得到細菌素溶

液。 

3. LL、LA 細菌素大小約在 3kDa 至 11kDa 之間：從實驗三之電泳結果看出純化出的細菌素

溶液僅在 11kDa 以下有蛋白質存在，經抗菌實驗得知此細菌素溶液具抑菌效果，故推測

此 11kDa 以下的蛋白質（細菌素）具有良好抗菌能力，綜合進行蛋白質純化時使用的濾

膜大小（3kDa）， LA 和 LL 的蛋白質區間均介於 3kDa 至 11kDa 之間，屬於較小的蛋白

質。 

4. 細菌素相較於其他蛋白質有穩定之化學特性：經查閱文獻後得知 nisin 分子量大小為

3354Da，而此種較小的蛋白質相對於其他一般蛋白質也有較穩定的化學特性，在之後的

實驗獲得證實。可能的原因為細菌素為一種鍵結能力較強之簡單蛋白質，只具有一、二

級蛋白質結構，無立體的三級空間構形或是結構中具有特殊之疏水性胺基酸等，需較大

的外力才可將其結構破壞，使之失去活性。 

5. LL 與 LA 所產的細菌素於 120⁰C 下加熱 30 分鐘仍具抑菌能力：在細菌素耐熱性實驗中，

以 40⁰C～160⁰C 加熱 LA 及 LL 細菌素溶液 10 分鐘及 30 分鐘，而後進行抗菌實驗測試。 

40⁰C～120⁰C 的實驗組皆有抑菌圈且抑菌圈的大小無多大差異，而 140⁰C 及 160⁰C 加熱

三十分鐘之細菌素溶液抑菌圈大小皆明顯下降，140⁰C 及 160⁰C 加熱十分鐘之抑菌圈則

無明顯變化。上述兩種細菌素溶液皆具有很好的耐熱性，從實驗結果看來，LA 所產之細

菌素溶液於 140⁰C 以下加熱三十分鐘仍具抗菌效力，而 LL 所產之細菌素溶液於 120⁰C

以下加熱三十分鐘也具抗菌效力。綜合兩者耐熱極限，則約為 120⁰C，具耐熱性。 

6. 環境 pH=2～4 時利於 LA、LL 生產的細菌素作用：從細菌素耐酸性實驗結果中，可以看

出細菌素溶液抑菌圈大小隨 pH 值下降而增加，在 pH=2 時抑菌圈達到最大，而當 pH 值

大於 5 時則失去抑菌能力。推測細菌素 pH 值大於 5 時，結構會遭到破壞，失去其活性

（抑菌能力）。 
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7. 兩種細菌素作用五天的抑菌圈大小皆在原本的 85%以上：我們發現在密閉的培養基平盤

下，抑菌圈直徑下降的幅度非常小，LL 平均每天抑菌圈直徑下降量為 3.7%、LA 每天抑

菌圈直徑下降量為 3.4%。從實驗結果看出，細菌素作用五天的抑菌圈下降比率，LA 細

菌素抑菌圈大小為原本的 87.45%，LL 細菌素抑菌圈大小為原本的 85.225%。 

8. 兩種細菌素在濃度大約 0.1mg/ml 以上就具有抗菌效果：發現無論是 LA 或是 LL，在 1/10

倍原液和 1/2 倍原液濃度的細菌素下，並無產生明顯的抑菌圈，在原液及原液濃縮 2 倍

下則有明顯的抑菌圈，隨著濃度的增加，抑菌效果也逐漸上升。綜合蛋白質定量的結果，

經由換算得出：LA 具較佳抑菌能力的細菌素濃度約為 0.0951~ 0.1902 mg/ml 以上，LL 則

為 0.08105~ 0.1621 mg/ml 以上。 

9. 許多抑菌機制交互作用：經由實驗我們得知乳酸菌在培養的過程中確實會產生細菌素，

然而乳酸菌的抑菌機制有 pH 值、有機酸、二氧化碳、過氧化氫、細菌素、Reuterin 

System……等，許多機制交互作用抑制其他微生物的生長。以一般方式培養的乳酸菌菌

液其內含細菌素的濃度不夠高，工業上可經由化學合成 nisin，但其他種類的細菌素尚未

有廣泛應用。 

10. 乳酸菌細菌素用於食品保存：若要將乳酸菌細菌素用於食品保存上，可將純化後的細菌

素加入食品，抑制微生物生長；也可直接使用會產生細菌素的乳酸菌進行發酵，在發酵

的過程中乳酸菌會持續分泌細菌素並抑制其他雜菌的汙染，在自然狀態下達到抑菌效

果。LA、LL 兩種乳酸菌所生產的細菌素憑藉其微量就具有抑菌能力，耐高溫、耐酸的

特性未來將有應用於食品保存，製成天然防腐劑的潛力。 
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玖、結論 

1. 在二十種乳酸菌中選出抗菌能力較佳的 Lactococcus lactis subsp. lactis  (Lister) Schleifer 

et al.（LL，乳酸鏈球菌，產nisin）及Lactobacillus acidophilus   (Moro) Hansen and Mocquot

（LA，嗜酸乳桿菌）作為主要研究對象，而經實驗證實兩者都具有分泌細菌素的能力。 
2. LL 及 LA 所生產的細菌素大小約在 3kDa 至 11kDa 之間，屬於較簡單的蛋白質，相對於

其他蛋白質有較穩定的化學特性。 
3. LL 及 LA 所產之細菌素有極佳的耐熱性，在 120℃以下處理 30 分鐘後之細菌素的抑菌

能力與未經加熱處理的細菌素溶液差異極小。  
4. 若要應用於食品保存，產生明顯的抑菌效果，LL 所需的最低濃度約為 0.081mg/ml，LA

則為 0.095mg/ml。兩者在室溫下作用五天的抑菌圈大小皆在原本的 85%以上。 
5. LA、LL 兩種乳酸菌所生產的細菌素憑藉其微量就具有抑菌能力，耐高溫、耐酸的特性

未來將有應用於食品保存，製成天然防腐劑的潛力。 

拾、未來展望 

Lactobacillus acidophilus 是人體腸道中常見的菌種，也被添加在優酪乳、健康食品和優

格中。我們希望接下來能更進一步確定其所生產之蛋白質種類，知道其能抑菌的對象及範圍，

並了解其在食品中所扮演的角色（是否在某些已添加 Lactobacillus acidophilus 的食品中等

等）。如果能使食品保持其生長所需的養分和給予適當的溫度，使其釋放細菌素，也許能不添

加防腐劑而有一定的保存期限。 
除了繼續探討其所產生抑菌素的條件，如：生產時間、所需養分……外，我們也想進一

步比較 Lactobacillus acidophilus 所生產的細菌素和被運用已久的 nisin 在特性上的差異，也許

在某些特定的食品中，其所產生的細菌素能發揮更好的效果。 
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【評語】040702  

由常見乳酸菌株篩選出二株(LL及 LA)具抑菌效果，透過蛋白

質分離而發現 3-11kDa蛋白質成分為細菌素，有別於小分子成份，

具有創新性。後續應以確定分子量及胺基酸定序，以研究其抑菌或

殺菌之作用及功效應用。 
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