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得獎感言 

一枚科學的金幣 

科學展覽會，一組又一組的巨大看板，聳立陳列的琳瑯滿目，而一張又一張

的看板背後是藏著一個又一個的故事，一圓又一圓的夢。 

我認為一個成功的實驗除了站在努力與熱情的基礎上，還需要那麼一點運氣，

好比發現抗生素的弗萊明，是在一次失敗的廢棄培養皿中發現青黴菌，和在一次

演講中發現電磁感應的戴維，而我們這次的實驗也同樣在意外中成形，我們找到

植物氣味—月桂烯來當實驗的材料後，原先以為它會抑制水稻幼苗根長的生長，

便把月桂烯和水稻放入同個密閉容器中當實驗組，但收回來的水稻根長根本不怎

麼受月桂烯抑制，而正當我心灰意冷的收時慘局時，赫然發現當對照組中的水稻

芽鞘漸漸變綠時，受月桂烯勳過的水稻卻還依然是白的，也就代表月桂烯抑制了

水稻的綠化現象，於是我們主題馬上轉了方向，探討月桂烯抑制水稻綠化現象。 

身為高中生的我們都清楚，光靠我們腦子中的那一點知識是不夠的，好的實

驗求的是創新，而求創新必得建築在前人的實驗基礎上，綠化作用對植物是非常

重要的事，前人必對此有一定的研究，好似牛頓說的那樣，要站在巨人的肩膀上

才能看得更高更遠，我們找了許多前人研究資料做基礎加上氣味的因素成功有效

率的進行我們實驗。 

要細數我們所經歷的困難，是說也說不完的，剛開始因實驗條件控制不佳我

們常常一下課就往實驗室跑，收 data而錯過搭車時間，請家人來載我們；假日

整天在實驗室也是常有的事，學校臨時停電讓我們措手不及只好重新來過；但這

過程中的快樂也難以言喻其中最快樂的，莫過於在一連串失敗的實驗過後，三人

互相打氣，互相討論、研究 paper，一次一次的改進實驗，終於看見一線曙光的

那種喜悅。 

我們知道科學是一種探索未知的過程，我們在過程中因為有了新的發現，轉

而探討與高中課程中所學知識的不同之處，從中學習如何解決問題，如何和伙伴

通力合作，如何提出新的理論，如何在一次次失敗的實驗中檢討，再站起來。 

我們很慶幸在南科實中學習的日子，學校提供了許多在其他學校所沒有的設

備與器材，我們的生物老師郁蕙老師本身在植物分子生物上的專長提供了專業的

協助，還有南科中研院詹明才主任是郁蕙老師的碩士指導委員，也很熱心的提供

我們在分子生物上的指導與設備的借用，以及成大熱植所張文琦老師在生物資訊

上的指導。 
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科展給了我們機會圓夢，好似日出時，四面環繞的高山東邊洩湧出來的那閃

閃金光，充滿希望與愉悅。  

 
圖一為水稻在暗處生長三天後，照光 2.5hr，取芽鞘做葉綠素

含量過程 

 

 
圖二為參賽期間與指導老師討論研究作品 

 

 
圖三為得獎後與指導老師於看板前合影，由左至右黃聖龍、黃

怡寧、馬悅華、指導老師陳郁蕙 
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摘要 

植物受逆境時常釋出 VOCs (Volatile organic compounds)。本研究首度發現一種 VOC-月桂

烯(myrcene)可抑制水稻芽鞘之去白化現象(de-etiolation)。研究發現水稻在月桂烯處理下去白

化現象受抑制，是因葉綠素合成相關基因 ACSF 被抑制所致。同時有一些參與光合作用光反

應、 碳反應基因表現也有受影響。月桂烯影響光合作用相關基因，有三種不同類型：一、黑

暗下基因產物幾乎不表現，照光後才累積，累積量受月桂烯抑制，如 RCA、 ISP、G3PD；二、

在暗處下基因產物之累積就被月桂烯大量抑制，如 ACSF，ATPS；三、黑暗下基因產物之累

積受月桂烯抑制，同時月桂烯抑制照光後光誘發基因累積速率，如 FNR。由基因產物累積量

推測轉錄因子 MYB-TF1 參與月桂烯抑制去白化現象，且推測 RCA、ISP、G3PD 為其下游基

因。VOCs 含天然毒素，可抑制附近植物生長，可為天然農藥。 

 
關鍵詞：揮發性有機化合物(VOCs)、月桂烯(myrcene)、去白化現象(de-etiolation) 
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壹、 研究動機 

在高一基礎生物課程中，我們學到植物對於環境的刺激會有許多反應，來增加其生存的

優勢。在自然環境下，植物常要面臨四周大量的壓力，包括非生物壓力(abiotic stress)與生物

壓力(biotic stress)。非生物壓力例如水分的含量、化學物質、光線強度、空氣品質或溫度高低；

在生物壓力方面，植物可能遭受病原體感染，例如病毒、細菌、真菌，或是遭受動物啃食。

而當植物面臨競爭壓力時具有相剋作用，此為生長在同一環境之植物，搶奪地盤的策略之一。

這顛覆了大眾所認為植物天性又聾又啞的概念。既然植物無法像動物般利用移動來逃避許多

敵人或壓力，那麼植物要如何適應環境或逃避這些壓力？或如何與外界溝通？這是件有趣又

很重要的問題。 
科學家們發現，VOCs (Volatile organic compounds)是一群揮發性的小分子有機物質，空氣

中常含有許多的 VOCs，尤其是空氣污染嚴重的今日，我們可能沒有注意到這些 VOCs 就圍

繞在我們四周。而許多植物也能散發 VOCs (通常是 terpenoids 類的物質)，植物利用本身所散

發出 VOCs 能與他種生物產生許多奇妙的互動。例如吸引昆蟲來傳粉、引誘動物來散播種子

或果實，植物也可利用 VOCs 來溝通、被草食動物宿主辨認、產生植物防禦反應，以及利用

用植物的相剋作用(allelopathy)來抑制其他植物的生長以避免競爭，關於 VOCs 的作用機制還

有待研究與探討。 
我們在進行專題研究課程時，觀察到植物所散發出的一種 VOCs─月桂烯(myrcene)會抑制

會抑制植物的去白化現象(圖一)。目前已經發現有多種植物會製造月桂烯，例如柑橘類(Citrus 
sp.)之果皮、番茄(Solanum lycopersicum)、魚腥草(Houttuynia cordata)、台灣肖楠(Calocedrus 
macrolepis var. formosana)、月桂(Laurus nobilis)、啤酒花(Humulus lupulus)、西洋芹(Petroselinum 
crispum)、百里香(Thymus serpyllum)、依蘭(Cananga odorata)等，我們決定以月桂烯會抑制會

抑制水稻的去白化現象當主題，進行更深入的探討。在高一基礎生物與高三選修生物課程中

的遺傳部分，我們學習到 DNA 的構造與功能與基因表現的過程，並在高二應用生物課程學

習到一些生物技術，因此我們想運用所學加以沿伸，探討水稻幼苗去白化現象現象過程中的

分子機制。 

 
圖一、月桂稀(myrcene)抑制水稻的去白化現象 

 
在閱讀高三選修生物中的植物的生殖與生長部分，我們學習到影響植物生長的因素與植

物對環境刺激的反應，其中包括植物在逆境下的反應。去白化，即綠化過程(greeding)，是植

物常見重要的的生理現象。原本生長在黑暗中的植物照光以後有去白化的現象，如果在這常
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見的過程中給予刺激，有哪些基因表現會被誘發？我們想以去白化的現象為例，探討 VOCs
如何影響植物在生理上與基因的表現，進一步驗證在去白化過程可能有哪些基因參與其中，

及可能的訊息傳遞途徑。 
在學習高二的應用生物課程時，我們發現生物科技正以迅速的節奏進步。生物資料庫的

資料量因此暴增，科學家利用網路與生物資訊平台彼此分享大量的資訊。在忙碌的高中生活

中，我們也試著想運用生物資訊輔助我們的實驗設計，如此一來可節省許多的時間。我們觀

察到相剋化合物月桂烯抑制水稻去白化現象時，便試著利用生物資訊來推測可能影響此生理

現象的基因與訊息傳遞之途徑。 
    在高一基礎生物的生物與環境及高三選修生物中生物多樣性與保育中，我們瞭解環境保

育與永續經營的重要，而現今空氣污染日益嚴重，空氣中的小分子物質(例如 VOCs)是否影響

植物的生長發育？又會影響哪些基因的表現？選修生物要我們思考如何降低人類活動對與自

然環境的污染與危害，我們可否藉由 VOCs 調控植物的生長與發育，而非使用人工合成的化

學物質？民以食為天，現今糧食不足，主要糧食作物的研究變得相當重要。水稻不但是模式

植物，且是全世界近一半人口的主食，有七千年的栽種歷史。所以在這次的研究活動中我們

採用水稻作為研究材料，探討植物常散發出來的 VOCs，以月桂烯為代表，研究如何影響水

稻生理上與基因的表現，這不僅是一項很有趣的科學探討，也能思考如何應用植物釋出的

VOCs 取代化學農藥的方法增加農作物的產量，嘗試用自然的方式，幫助農作物的生長，減

少對生物體及自然生態中毒素的累積，因此我們實驗目的如下： 
 

貳、 研究目的 

一、 以月桂烯為例，研究植物散發的小分子有機物質 VOCs 是否影響水稻的生長與發育。 
二、 學習以生物資訊輔助實驗設計，找出要探討的基因。 
三、 分析月桂烯處理下有差異性表現之基因，針對光合作用與葉綠素生合成之相關基因研究

探討。 
四、 了解這些基因參與的生化途徑，試著畫出月桂烯可能抑制水稻幼苗去白化現象的分子機

制。 
五、 為保護生態環境及避免人類攝取太多的化學農藥，進一步思考如何以 VOCs 當作氣味天

然農藥，取代化學農藥的使用。 
 

參、 研究設備及器材 

一、 研究材料 
(一) 台灣主要糧食作物水稻 

水稻在分類上屬於種子植物門 (Phylum Spermatophyta)，被子植物綱 (Class 
Angiospermae)，單子葉亞綱 (Subclass Monocotyledoneae)，穎花目 (Order 
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Glumiflorae)，禾本科 (Family Gramineae or Poaceae)，稻屬 (Genus Oryza)，共有 22 個

種 (species)。本實驗使用的水稻(Oryza sativa)為台農 67 號(TN67)。 
 

(二) VOCs 的選用： 
以多數植物會散發出的 monoterpenes 物質，月桂烯(myrcene)為代表來研究。 

二、 研究器材 
濾紙(5.5cm、9cm)、培養皿(5.5cm、9cm)、有蓋試管、2.15 L 密閉容器、微量吸取器 (P20、

P200、P1000)、微量滴管、洋菜培養箱、鋁箔紙、恆溫培養室(27℃、8.5 klux)、數位相機、

電腦軟體(Word、Excel、小畫家)、震盪器、恆溫水浴槽、均質機、離心機、電子天平、鑷子、

蒸餾水、丙酮、比色管、液態氮、微量離心管、電泳及 PCR 相關設備及藥品(詳見研究過程)。 
 

肆、 研究過程與方法 

一、研究流程圖 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

利用生物資訊分析去白化過程中 

有差異性累積之基因 

轉錄因子基因 

、蛋白質激酶

基因 

設計引子 
螢光顯微鏡

觀察葉綠素

的分布狀況 

選擇適當濃度 myrcene 處理幼苗 

形態觀察 

生長發育調查 葉綠素含量 

生化分析 

基因表現分析

分析 

光反應、碳反

應、葉綠素生

合成相關基因 

進行 RT-PCR 分析在光照、黑暗下

以 myrcene 處理之各基因累積量 

葉綠素含量

計算與分析 

水稻幼苗芽

鞘、根長之

測量與比較 

去白化現象 

篩選候選基因 

設計引子 

搜尋有興趣之 VOC 

選擇影響去白化過程之 VOC-myrcene 

探討 myrcene 參與去白化之可能路徑 
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二、觀察月桂烯處理下，水稻生長情形 
(一) 消毒、播種與催芽 

1. 秤取 12 g TN67 水稻種子。 
2. 準備有蓋試管，加入 2.5 % NaClO 溶液 30 ml，將種子倒入試管，蓋上蓋子。 
3. 將試管放入震盪器中震盪 15 min，消毒種子(如圖二)。 

 
圖二、水稻種子消毒除理 

 
4. 取出試管，將 NaClO 及浮在上面的種子倒出，加蒸餾水(至 45 ml)放入搖擺機中震盪

5 min，清洗種子，重複 3 次。 
5. 準備 2 個大培養皿，分別加入 20 ml 的蒸餾水，將種子放入培養皿中，蓋上蓋子置入

37 °C 培養室中於黑暗中，催芽 3 天。 
 

(二) 月桂烯處理 
1. 準備 5 個 2.15 公升密閉容器及 10 個 5.5 cm 小培養皿，小培養皿分別放置 10 片濾紙

及加入 10 ml 蒸餾水。 
2. 挑選培養 3 天已發芽的種子(芽鞘長度不超過 0.3 cm)，分別各移入 6 顆種子至小培養

皿中。 
3. 以 2 個培養皿一組，移入 2.15 公升密閉容器的上層中(如圖三)。 

 
 圖三、於密閉容器中處理月桂烯 

 
4. 準備 5 個小培養皿，分別放置 1 片濾紙。 
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5. 分別在濾紙上滴入 0 µl (對照組)、50 µl、100 µl、200 µl (0 ppm、18.4 ppm、36.8 ppm、

73.6 ppm)的月桂烯，置入 2.15 公升密閉容器下層中，放上種好種子的小培養皿，將

蓋子轉緊，避免氣味散發。 
6. 將 2.15 公升密閉容器放入培養箱中(如圖四)，用鋁箔紙包住並將培養箱上蓋蓋好，放

入 25 ℃培養室中，讓植物在黑暗中生長 3 天。 

 
圖四、黑暗處理之裝置 

 
7. 第 72 hr，將 2.15 公升密閉容器移至照度 8.0 klux，27 ℃培養室中，照光 2.5 hr 後。

觀察水稻生長情況。 
 

(三) 檢討與思考： 
50 µl、100 µl、200 µl (18.4 ppm、36.8 ppm、73.6 ppm)月桂烯(myrcene)的處理下，

均明顯觀察到 de-etiolation 的現象，決定用更低的濃度的月桂烯處理水稻，模擬更接近

大自然環下進行觀察，因此設以下實驗。 
 

三、觀察低濃度的月桂烯處理下，水稻生長情形 
(一) 實驗步驟同上，但月桂烯濃度降低，分別在濾紙上滴入 0 µl (對照組)、2.5 µl、5 µl、

10 µl、20 µl (0 ppm、0.92 ppm、1.84 ppm、3.68 ppm、7.36 ppm)的月桂烯。 
 

(二) 檢討與思考： 
低濃度的月桂烯處理水稻時對植物去白化的現象仍然有影響，我們決定用 10 µl 

(3.68 ppm)的月桂烯。為了進一步想探討月桂烯處理對水稻之生理現象的影響，因此設

以下實驗。 
 
四、分析月桂烯處理下，水稻之葉綠素含量 

(一) 催芽與月桂烯處理 
1. 催芽步驟如上。 
2. 準備 8 個 2.15 公升密閉容器及 24 個 5.5 cm 小培養皿，小培養皿分別放置 10 片濾紙

及加入 10 ml 過濾水。 
3. 挑選培養 3 天已發芽的種子，分別各移入 6 顆種子至小培養皿中，將 3 個一組移入兩

公升密閉容器的上層中。 
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4. 以 0 µl、10 µl (0 ppm、3.68 ppm)月桂烯處理。其餘實驗步驟同上。 
5. 本實驗分兩組，一組讓植物在黑暗中生長，另一組分別在第 48 hr 及第 72 hr，將 2.15

公升密閉容器移至照度 8.0 klux，27 ℃培養室中，照光 2.5 hr 及 25 hr 後，分別測量

其葉綠素累積量。 
 

(二) 葉綠素萃取 
1. 取 0.05 g 植物組織，加入 1 ml 80 %丙酮，接著利用均質機將組織搗碎，並放入 1.5 ml

的離心管。 
2. 13200 rpm，4℃，離心 10 min。 
3. 吸取上清液至比色管中，並測量波長 663.6 mm、646.6 mm 之下吸光值。 
4. 將吸光值與植物鮮重套入公式(見附錄二)，計算葉綠素含量。 

 
五、觀察月桂烯(myrcene)處理下，水稻去白化現象： 

以觀察去水稻的去白化現象為例，進一步在分子層面探討月桂稀處理水稻，對水稻基因

產物累積量的影響。 
(一) 催芽步驟如上。 
 
(二) 月桂烯及不同光照處理水稻 

1. 準備 4 個 2.15 公升密閉容器及 12 個 5.5 cm 小培養皿，小培養皿分別放置 10 片濾紙

及加入 10ml 過濾水。 
2. 挑選培養 3 天已發芽的種子，分別各移入 6 顆種子至小培養皿中，將 3 個一組移入

2.15 公升密閉容器的上層中。 
3. 以 0 µl、10 µl (0 ppm、3.68 ppm)月桂烯處理。其餘實驗步驟同上。 
4. 本實驗共分為四組，其中兩組不加月桂烯黑暗培養三日後，分別處理光照或黑暗 2.5 

hr；另兩組以月桂烯處理並黑暗培養三日後，分別處理光照或黑暗 2.5 hr。 
 
 
 
 
 
 
 
 

(三) 同樣以上做法，但其中兩組不加月桂烯黑暗培養三日後，分別處理光照或黑暗 25 hr。 
 
六、以螢光顯微鏡觀察月桂烯(myrcene)處理下，芽鞘中的葉綠素分布 

(一) 催芽及水稻培養方法如上。 
 

(二) 黑暗下將幼苗分為兩群，以 0 µl、10 µl (0 ppm、3.68 ppm)月桂烯處理三日後，將幼苗

分為十二組，處理不同長度的光照或黑暗： 

催芽 3 days 

無月桂烯處理下黑暗培養 3 days 

10 µl 月桂烯處理下黑暗培養 3 days 

光照 2.5 hr 

黑暗 2.5 hr 

光照 2.5 hr 

黑暗 2.5 hr 

第一組：CL 

第三組：CD 

第二組：ML 

第四組：MD 



 

  8 

1. 第一組至第四組，別處理光照或黑暗 2.5 hr。 
 第一組 第二組 第三組 第四組 

月桂烯 - + - + 
光照 光照 2.5 hr 光照 2.5 hr 持續黑暗 2.5 hr 持續黑暗 2.5 hr 

組別代號 CL-2.5 ML-2.5 CD-2.5 MD-2.5 
 

2. 第五組至第八組，分別處理光照或黑暗 12.5 hr。 
 第五組 第六組 第七組 第八組 

月桂烯 - + - + 
光照 光照 12.5 hr 光照 12.5 hr 持續黑暗 12.5 hr 持續黑暗 12.5 hr 

組別代號 CL-12.5 ML-12.5 CD-12.5 MD-12.5 
 

3. 第九組至第十二組，分別處理光照或黑暗 25 hr。 
 第九組 第十組 第十一組 第十二組 

月桂烯 - + - + 
光照 光照 25 hr 光照 25 hr 持續黑暗 25 hr 持續黑暗 25 hr 

組別代號 CL-25 ML-25 CD-25 MD-25 
 

(三) 取以上各組的芽鞘放置於螢光顯微鏡下，將視野放大 400 倍，分別在白光及 UV 光照

射下觀察及拍照。UV 光下可觀察到葉綠體內之葉綠素所發出的紅色螢光。 
 
七、以 RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)進行基因累積量半定量分析 

(一) RNA 抽取 (RNeasy Plant Mini Kits, QIAGEN, Hilden, Germany) 
1. 剪下水稻芽鞘在液態氮中磨成粉，取約 1 g 將之磨碎，取出約 0.15 g 粉末於微量離

心管中，並在粉末未解凍前加入 450 μl RLT buffer (1 % β-mercaptoethanol)，劇烈震

盪使粉末均勻懸浮在緩衝液中。 
2. 以透氣膠帶封好管口，置於 56 ℃水浴槽中 1 min，使細胞裂解。 
3. 將裂解後的溶液全部吸至 QIAshredder spin column，以 16000 x g 離心 2 min。 
4. 吸取 collection tube 中的上清液，加入一半體積(約 225 μl)之酒精(96~100 %)，快速

混合均勻，再轉移至 RNeasy mini spin column 中，以 16000 x g 離心 15 sec。 
5. 倒掉濾液並加入 700 μl RW1 buffer 於 RNeasy mini spin column 中，靜置 5 min 後，

以 16000 x g 離心 15 sec。 
6. 將 RNeasy mini spin column 置於 collection tube 中，加入 500 μl RPE buffer 後，以

16000 x g 離心 15 sec。 
7. 倒掉濾液再加 500 μl RPE buffer，以 16000 x g 離心 2 min，使 RNeasy membrane 乾

燥。 
8. 將 RNeasy mini spin column 置於新的微量離心管中，以 16000 x g 離心 1 min 去除殘

存的酒精。 
9. 將 RNeasy mini spin column 置於新的微量離心管中，加入 30 μl DEPC 水(diethyl 

pyrocarbonate-treated water)將 RNA 溶解，靜置 5 min。 
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10. 以 16000 x g 離心 2 min 收集 RNA。 
11. 重覆步驟 9 與步驟 10，純化 RNA 後，置於-70 ℃冰箱中儲存。 

 
(二) Primers 的設計：gDNA  cDNA  胺基酸 

1. 參考前人的研究 (Hamamoto, K., 2011)，找出九個很可能影響去白化的九個基因。 
2. 利用 NCBI 網站找出這九個基因的全部序列。 
3. 再利用 NCBI 網站找出九個 gDNA 相對的 cDNA 序列。 
4. 為了確定目標基因序列，我們從 cDNA 密碼子中找出相對的胺基酸序列。(附錄 1) 
5. 抽 RNA 時，可能會參雜一些 gDNA，進行 PCR 時為了避免同時放大出 gDNA，我

們不利用電腦幫我們設計 primers，而從 cDNA 與 gDNA 之序列差異設計 primers。 
6. 本實驗以約 20 nucleobases 作為設計 primers 的長度，primers 的序列必須跨越兩個

exon (exon-exon junction)，以確保 PCR 產物來自於 cDNA 而非 gDNA(如圖五)，此

外 GC 含量設定在 50 %左右，primers Tm 值設定介於 50~60 ℃，並利用軟體檢查並

挑選較少二級結構的 primers，最後利用 NCBI 網站上的 primers BLAST 檢查 primers
的專一程度。 

 
   (a) 
 
 
   (b) 
 

 
 

圖五、Primers 所放大之序列在基因中的相對位置 
圖中藍色線條為 primers 序列，虛線為 primers 無法配對之序列。(a)gDNA 序列與

primers 之相對位置：primers 因無法與無法與 intron 配對而不會放大 genomic DNA。 

(b)cDNA 序列與 primers 之相對位置：primers 可與 cDNA 配對，並放大 cDNA 序列。 

 

(三) cDNA 合成 
1. 分別取 2 μl RNA (1 μl)；1μl oligo dT；7.8 μl 無菌水，加至 0.2 ml 離心管。 
2. 利用 PCR 機器進行反應，設定條件為 70 ℃反應 5 min。 
3. 立即將離心管置於冰上，使其冷卻，至少冷卻 5 min 以上。 
4. 準備如下的試劑：4 μl ImProm-II 5 X reaction buffer；3.2 μl MgCl2；1 μl dNTP；1 μl 

Improm-II reverse transcriptase。 
5. 將步驟 4 中準備好的試劑，加至含步驟 1 的離心管中。 
6. 利用 PCR 機器進行實驗，設定條件為 25 ℃反應 5 min，42 ℃反應 1 hr，70 ℃反應

15 min。 
7. 將製備好的 cDNA 存放-20 ℃冰箱中備用。 

 
 

5’UTR  exon1        exon2        exon3    3’UTR 

F-primer 

R-primer 

F-primer 

R-primer 

intron1                intron2 5’UTR   exon1                 exon2               exon3     3’UTR 
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(四) 以 RT-PCR 進行基因累積之半定量 
不同處理下基因累積量之差異可藉由 RT-PCR 進行半定量分析。我們取 2 μl 的

cDNA(100 ng)與 10 μl 2 X PCR mix (prompga)、4 μl F-primer、4 μl R-primer 混合均勻，並

以下列條件進行 PCR。 
 
 

 
 
 

(五) DNA 電泳 
取 10 μl PCR product 置於 2 %電泳膠體(agarose gel)中，利用 85 V 進行 20 min 電泳，

再利用 EtBr 進行染色，並在紫外燈下觀察結果。 
 
八、探討分子機制，進行轉錄因子(transcription factor, TF)與蛋白質激酶(protein kinase, PK)的

研究 
(一) 利用前人的研究(Hamamoto K., 2011)，將水稻在黑暗中與光照處理下，基因累積量有

顯著差異的基因找出來。 
(二) 將基因累積量在黑暗與光照下差異性較大之基因進行分類，以找出參與光合作用光反

應、暗反應及葉綠素生合成相關的轉錄因子。 
(三) 選出其中表現量差異較大的六個轉錄因子來探討。 
(四) 利用生物資訊分析此六個轉錄因子中，哪些可能在去白化過程中會被月桂烯所調控。 
(五) 找出五個蛋白質激酶，進行更上游的訊息傳遞途徑探討。 

 

94 ℃ hold, 2 min  94℃ , 30 sec55 ℃, 30 sec  72 ℃, 30 sec72 ℃ hold 10 min降溫至 4℃ 
 

 
30 cycle 
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伍、 研究結果 

一、月桂烯(myrcene)對水稻生長與發育的影響 
測量不同濃度月桂烯處理下，水稻幼苗之芽鞘及根長度的差異，以了解月桂烯對水稻生

長發育的影響。 
表一、月桂烯處理下水稻生長狀況(測三次平均) 

月桂烯 0 μl 2.5 μl 5 μl 10 μl 20 μl 
幼鞘(㎝) 1.58 1.21 1.26 1.63 1.30 
根長(㎝) 3.78 3.02 2.97 3.07 2.74 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖六、月桂烯處理下水稻生長狀況 
 

(一) 植物相剋物質月桂烯可稍微抑制水稻幼苗根的生長，10 μl 月桂烯可抑制水稻幼根長度

約對照組的 72%。(如表一、圖六) 
(二) 月桂烯對水稻芽鞘生長的影響，並不像抑制水稻幼苗根的生長這麼有規律，有時甚至

覺得沒什麼差別。 
(三) 照光後明顯觀察到月桂烯可抑制水稻芽鞘去白化現象。 

 
二、月桂烯對水稻的葉綠素生合成之影響 

(一) 觀察月桂烯對水稻幼苗去白化的影響  
經過不同濃度的月桂烯處理後三天後，觀察其型態差異，可明顯觀察到水稻幼苗

的去白化現象受到抑制(如圖七)。 

圖七、以不同濃度月桂烯處理水稻，觀察芽鞘去白化現象之差異 
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(二) 分析月桂烯對水稻幼苗的葉綠素生合成的影響 
月桂烯處理水稻並在黑暗中生長三天後，再照光 2.5 hr，萃取葉綠素進行分析，實驗組

所合成的總葉綠素含量與對照組相比，降低了三成。同樣的方法，我們以月桂烯處理水稻

並在黑暗中培養三天後，再照光 25hr，分析實驗組所合成的總葉綠素含量約為對照組的一

半。(如表二、圖八)。 
 

表二、月桂烯對水稻抑制去白化的現象(測兩次平均)  
以月桂烯處理水 
稻之葉綠素含量 

照光 2.5 hr 後 照光 25 hr 後 
對照組 10 μl 月桂烯 對照組 10 µl 月桂烯 

總葉綠素(mg)  5.223 3.607 116.127 58.914 
總葉綠素/對照組 1.000 0.691 1.000 0.507 

 

5.223 3.607

58.914

116.127

0

20

40

60

80

100

120

140

對照組 10μl myrcene 對照組 10μl myrcene

照光2.5hr 照光25hr  
圖八、以 10 μl 月桂烯處理下水稻之葉綠素含量(mg) 

 
(三) 觀察月桂烯對水稻幼苗芽鞘細胞中葉綠素分布狀況的影響 

在螢光顯微鏡下觀察經過不同光照時間與月桂烯處理下，芽鞘細胞中的葉綠素分布狀

況，分別在白光與 UV 光照射下拍攝影像。無月桂烯處理之對照組與月桂烯處理之水稻經

照光 2.5 小時後(CL-2.5、ML-2.5)，在顯微鏡下以白光照射均無法明顯看出葉綠素分布，但

在 UV 光照射下，CL-2.5 可觀察到數個紅色螢光點，顯示經照光 2.5 小時後，對照組已生

合成少量葉綠素；而 ML-2.5 在視野下僅觀察到少數紅色螢光點，顯示經照光 2.5 小時後，

月桂烯處理之水稻僅生合成少量葉綠素。由於經拍照後效果不如直接在顯微鏡下觀察的清

楚，紅色螢光點不易呈現，因此附圖並未呈現於本研究報告書中。 
無月桂烯處理之對照組經照光 12.5 及 25 小時後(CL-12.5 及 CL-25)，在顯微鏡下以白

光照射可觀察到葉綠素在芽鞘細胞中的分布，而 UV 光照射下亦呈現非常明顯的紅色螢

光，顯示經照光 12.5 及 25 小時後，對照組已生合成大量葉綠素；而月桂烯處理之水稻經

照光 12.5 及 25 小時後(ML-12.5 及 ML-25)，則幾乎無法偵測葉綠素的分布。此外，無論有

無月桂烯之處理，持續黑暗處理 12.5 小時(CD-12.5 及 CD-25、MD-12.5 及 ML25)，均無法

偵測葉綠素的分布(表三)。 
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表三、月桂烯處理下經不同長度的光照或黑暗後，葉綠素的分布狀況 
vb: vascular bundles；pc: parenchyma cells 

 



 

  14 

三、月桂烯對去白化(綠化)的分子機制 
(一) 運用生物資訊找出可能跟去白化有關的基因 

根據前人的研究，並運用生物資訊分析，挑選出九個可能參與去白化路徑的基因。包

含與光合作用光反應有關的四個基因：Psbs、ISP、FNR、ATPS；與光合作用碳反應有關的

三個基因：CA、RCA、G3PD；與葉綠素生合成有關的兩個基因：ACSF、LPOR。表四為

針對各基因 gDNA 與 cDNA 所設計之引子(引子與 gDNA、cDNA 之關係詳見附錄二)。 
表四、九個參與光合作用，葉綠素生合成之 gene 的引子 

 
 

(二) 以 RT-PCR 測基因累積量，觀察月桂烯抑制去白化的現象 

處理方式 
第一組       第二組       第三組       第四組 

CL(control light)  ML (myrcene light)  CD(control dark)  MD (myrcene dark) 

ATPS(☆)  
1.00±0.64     0.85±0.65     0.55±0.39     0.25±0.21 

FNR(☆)  
1.00±0.03     0.45±0.25     0.33±0.17     0.21±0.19 

ISP(☆)  
1.00±0.21     0.41±0.32     0.10±0.07     0.00±0.00 

RCA(★)  
1.00±0.62     0.39±0.13     0.00±0.00     0.00±0.00 

G3PD(★)  
1.00±0.11     048±0.12     0.10±0.12     0.09±0.10 

ACSF(⊕)  
1.00±0.36     0.68±0.41     0.26±0.14     0.15±0.02 

α-TUB  
1.00±0.00     1.00±0.00     1.00±0.00     1.00±0.00 

圖九、月桂烯影響光合作用及葉綠素合成相關之基因表現 
以 α-TUB 作為對照，比較光照有無與月桂烯處理下之各基因表現情形。CL：無月桂烯下培養三日後光照 2.5 

hr；ML：以月桂烯處理三日後照光 2.5 hr；CD：無月桂烯下培養三日後持續 2.5 hr 黑暗；MD：以月桂烯處

理三日後持續 2.5 hr 黑暗。(☆)為參與光反應之基因；(★)為參與碳反應之基因；(⊕)為參與葉綠素生合成之基因。

我們也測 LPOR(⊕)基因，但 PCR 的產物，分子量不是我們要的。Psbs(☆)基因電泳的結果找不到產物。 
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表五、月桂烯抑制去白化的現象之比較分析 
CL：無月桂烯下培養三日後光照 2.5 hr；ML：以月桂烯處理三日後照光 2.5 hr；CD：

無月桂烯下培養三日後持續 2.5 hr 黑暗；MD：以月桂烯處理三日後持續 2.5 hr 黑暗。

(☆)為參與光反應之基因；(★)為參與碳反應之基因；(⊕)為參與葉綠素生合成之基因。 

  CL ML CD MD ML / CL MD / CD 
ATPS(☆) 1.00  0.85                  0.55 0.25  0.85  0.45  
FNR(☆) 1.00  0.45          0.33          0.21 0.45  0.64  
ISP(☆) 1.00  0.41                0.10 0.00 0.41  0.00  
RCA(★) 1.00  0.39 0.00  0.00  0.39    

G3PD(★) 1.00  0.48          0.10          0.09 0.48  0.90  
ACSF(⊕) 1.00  0.68          0.26          0.15  0.68  0.58  

α-TUB 1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  

 

(三) 分析去白化過程中受月桂烯調控之光合作用之相關基因累積模式 

1. 葉綠素生合成之基因 ACSF 累積量受月桂烯抑制約三成，與總葉綠素量被月桂烯抑制

之比例是相似的。 
2. 光合作用中碳反應所需基因 RCA、G3PD，與光反應所需基因 ISP 在暗處幾乎無表現，

而在照光後基因累積量則顯著受月桂烯抑制。 
3. 光合作用中參與光反應之基因 FNR 在暗處之表現量已被抑制，且在照光過程中此基因

累積速率亦顯著受月桂烯抑制。 
4. 光合作用中光反應所需基因 ATPS 在暗處之表現量已被抑制，但照光過程中基因累積

速率可被月桂烯促進，然最後在照光後之累積量仍受受月桂烯抑制約 1~2 成。 
 

(四) 將水稻在黑暗中與光亮處理下，基因累積量有顯著差異的轉錄因子找出來，選出其中

表現量差異較大的六個轉錄因子來探討(表六)。由轉錄因子 MYB-TF1 的基因表現量可

以看出與 RCA 基因表現類似，RCA、MYB-TF1 在黑暗中幾乎不表現，光照後誘發基因

產物之累積，且誘發程度會大量被月桂烯抑制 (MYB-TF1：ML / CL= 0.52；RCA：ML 
/ CL= 0.39)(圖十)，可見 RCA 為其下游基因。 
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表六、光照後具有差異性表現的轉錄因子基因 
將光照與黑暗下基因表現量進行雙尾 T 檢定得到 P-VAULE。將光照與黑暗下基因表現量之比值取

對數得到 LOG-RATIO。篩選表現量差異大與 p-value 小的六個轉錄因子基因進行研究分析。 

 
 

處理 
方式 

第一組       第二組       第三組       第四組 
CL(control light)  ML (myrcene light)  CD(control dark)  MD (myrcene dark) 

MYB-TF1  
1.00±0.10       0.52±0.50       0.00±0.00      0.00±0.00 

bHLH-TF2  

ERF-TF4  

MIKC-TF6  

α-TUB  

                 圖十、月桂烯影響轉錄因子基因的表現 
CL：無月桂烯下培養三日後光照 2.5 hr；ML：以月桂烯處理三日後照光 2.5 hr；CD：

無月桂烯下培養三日後持續 2.5 hr 黑暗；MD：以月桂烯處理三日後持續 2.5 hr 黑暗。 

 
(五) 進行更上游的訊息傳遞途徑之蛋白質激酶(PK)的探討，選擇五個 kinase 基因，分析其

與月桂烯之間的關係。實驗結果得知蛋白質激酶的基因表現與我們要探討的基因表現

模式並不相同(圖十一)。 
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處理 
方式 

第一組       第二組       第三組       第四組 
CL(control light)  ML (myrcene light)  CD(control dark)  MD (myrcene dark) 

Kinase 1 
 

Kinase 2  

Kinase 3 
 

Kinase 4  
1.00±0.10       0.68±0.31    0.12±0.16    0.07±0.11 

Kinase 5  

α-TUB 
 

圖十一、月桂烯影響蛋白質基酶基因的表現 
CL：無月桂烯下培養三日後光照 2.5 hr；ML：以月桂烯處理三日後照光 2.5 hr；CD：

無月桂烯下培養三日後持續 2.5 hr 黑暗；MD：以月桂烯處理三日後持續 2.5 hr 黑暗。 

 
(六) 繪製月桂烯抑制水稻生長發育、生化合成及訊息傳遞之機制圖 

 
圖十二、月桂烯抑制去白化作用及訊息傳遞途徑 
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四、觀察月桂烯對其他植物去白化現象的影響 
    本研究中我們也用不同濃度的月桂烯處理另外兩種單子葉植物，也是重要的糧食作物─

玉米與大麥，發現月桂烯亦會抑制此兩種植物之去白化過程 (圖十三)。 
 

  
圖十三、月桂烯處理對玉米及大麥的影響 
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陸、 討論 

一、找出九個參與光合作用之光反應、碳反應、葉綠素生合成之基因所參與之代謝途徑。 
 

        
 

 

(a) 

(b) 
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圖十四、受月桂烯影響之光合作用與葉綠素合成相關基因代謝途徑 
(a)光反應參與基因 Psbs, ISP, FNR, ATPS。(b)碳反應參與基因 CA、RCA、G3PD。(c)生成葉綠素

參與基因 ACSF、LPOR。CL：無月桂烯下黑暗培養三日後光照 2. 5 hr 處理；ML：黑暗中以月桂

烯處理三日後照光 2.5 hr；CD：無月桂烯下黑暗培養三日後持續 2.5 hr 黑暗；MD：黑暗中以月

桂烯處理三日後持續 2.5 hr 黑暗。 
 

二、以 RT-PCR 分析九個參與光反應、碳反應與葉綠素生合成路徑之基因，在光照、黑暗、

月桂烯處理之基因產物的累積量。實驗結果可知，月桂烯抑制去白化現象有三種不同

途徑： 
(一) 暗處基因幾乎不表現，照光後基因才表現，但表現量受月桂烯抑制，如 RCA、 ISP、

G3PD； 
(二) 暗處基因會表現，且不太受月桂烯的影響，但月桂烯使照光後誘發基因表現的速率變

慢所致，如 FNR； 
(三) 在暗處基因表現就被月桂烯大量抑制，如 ACSF，ATPS。由基因表現量推測轉錄因子

MYB-TF1 與月桂烯抑制去白化現象有關，且推測 RCA 為其下游基因。 

(c) 
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三、實驗結果發現我們所選擇的轉錄因子，只有 MYB-TF1 與月桂烯抑制水稻芽鞘去白化有

關，讓我們更了解整個訊息傳遞的途徑。我們推測影響：一類是受 TF1 調控的基因

(TF1-dependent genes) ，如 RCA、 ISP、G3PD；另一類是不受 TF1 調控的基因

(TF1-independent genes)，如 FNR、ASCF、ATPS。(圖十五) 

 

圖十五、月桂烯影響之轉錄因子與相關基因代謝路徑 
 

四、本研究選擇的蛋白質激酶，與目前我們研究的去白化有關基因表現形式不同，所以尚

未找到相關的蛋白質激酶，未來會再找其他相關蛋白質激酶繼續繼續研究。 
 

五、植物釋出的 VOCs 有許多功能，是與外界生物溝通的方式之一，例如吸引傳粉的昆蟲

等。我們也從實驗結果知月桂烯抑制水稻的生長發育及去白化現象，可見 VOCs 含天

然毒素，可抑制其他的植物生長。植物自己合成的 VOCs 雖然含天然毒物，但這些天

然毒物是可被生物體分解的，不致造成汙染及體內毒素的累積，然而化學農藥卻是生

物體難以代謝的。我們學習基礎生物課程時，了解當環境中有些化學物質無法被生物

代謝，生物食用或藉由體表吸收這些化學物質時，便累積於生物體內，經由食物鏈中

各階層消費者的食性關係而累積，越高級消費著的體內其累積濃度越高，化學農藥可

能透過此種生物累積作用(bioaccumulation)汙染環境，影響整個地球生態，並使人體累

積毒素而造成病變。所以我們可以試著利用這些 VOCs 來當天然農藥，代替化學農藥。 
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柒、 結論與應用 

在本研究中，我們利用植物天然散發出的揮發性小分子有機物質(VOC)─月桂烯為實驗

材料，不但研究月桂烯對水稻生長與發育的影響，更進一步從分子的角度探討月桂烯抑制水

稻芽鞘照光後之去白化的現象，並試著畫出整個可能的分子機制。 
由實驗結果得知非常低濃度的月桂烯(0.92 ppm)就可抑制水稻幼苗之根長兩成，低濃度

的月桂烯(3.68 ppm)也可抑制芽鞘中的葉綠素含量達三成左右。 
水稻去白化的現象有不同途徑，如研究月桂烯抑制水稻去白化的現象中發現，RCA、

G3PD 等參與碳反應的基因累積顯著被抑制，其累積量為對照組的不到一半，且為轉錄因子

TF1 的下游基因；第二種是在黑暗下基因便開始表現，且不太受月桂烯的影響，但照光以後

月桂烯會使光誘發基因的表現速率大量變慢，如 FNR，因光照光後月桂烯使基因的累積速率

明顯降低。第三種是黑暗中月桂烯可抑制基因的累積，例如 ASCF、ATPS 等基因。 
自然界許多植物會釋放 VOCs，可殺死空氣中的細菌、病原菌、真菌及害蟲等，或抑制

周圍植物生長。不同植物因各具不同的 VOCs 成分，可殺死不同的病菌，並可導致植物相剋

作用，使附近植物之生長與發育受抑制，由此現象可知 VOCs 可作為天然農藥。我們知道化

學農藥可能無法被生物分解，且會有生物累積的現象。利用植物所散發出的 VOCs 當作天然

農藥，代替化學農藥使用，能減少人類因攝取過量化學農藥而造成的身體病變，更能幫助整

個生態環境的永續發展與平衡。可能的做法如下，先種植主要農作物，待主要農作物發育成

熟後，再種植會釋出 VOCs 的次要農作物，此次要農作物所釋出的 VOCs 對於已發育成熟之

主要農作物的影響小，但會抑制雜草的生長。由於 VOCs 之種類繁多，且對於不同植物可能

會有不同的抑制效果，本研究鎖定月桂烯為研究材料，分析月桂烯對水稻的影響。由我們實

驗結果可知水稻幼苗經月桂烯處理後，葉綠素的累積量會降低、生長速率變慢，我們未來也

會探討月桂烯對於其他植物的影響，以及找出適合與水稻共同種植、可釋放月桂烯的植物，

實際測試以月桂烯為天然農藥之效用，進而應用於農業上以抑制雜草生長。未來也將找尋更

多適合應用於天然農藥的 VOCs，期望以 VOCs 為天然農藥的概念可延伸至其他農作物。  

 
圖十六、以 VOCs 作為天然農藥示意圖 

主要農作物生長置一定大小後，種植次要農作物，次要農作物釋出之 VOCs 可抑制雜草生長與發育。

(A：主要農作物；B：次要農作物；C：雜草。) 
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玖、 附錄 

附錄一：相關教材連結 

一、高中基礎生物： 
  主題貳、植物的營養構造與功能  

1. 植物的營養構造與功能 
2. 植物對環境刺激與反應 

  主題肆、遺傳 
1. 遺傳物質，DNA 的構造與功能 
2. 基因的表現 

  主題陸、生物與環境 
1. 自然保育與永續經營 

 
二、高中應用生物： 
  主題壹、生物科學與農業 

1. 生物病蟲害及疾病的防治 
  主題肆、生物科學與環境 

1. 永續環境 
 
三、高中選修生物： 
   主題肆、植物生殖與生長 

1. 影響植物生長因素 
2. 植物對環境刺激的反應：植物在逆境下的反應、植物的反應 

   主題拾壹、遺傳  
1. 核酸與遺傳：核酸的發現、DNA和RNA、DNA的複製 
2. 基因的表現：轉錄與轉譯、基因表現的調控 
3. 生物技術：重組DNA、基因轉殖、聚合酶連鎖反應(PCR)  

   主題拾叁：保育生物學─生物多樣性保育的策略 
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附錄二：genomic DNA, cDNA ,amino acid 與 primers 的設計 
第一個基因: Os07g0513000(ATPS)  

gDNA: 1478 bp, cDNA: 1478 bp, amino acids: 358 aa  

PREDICTED: ATP synthase subunit gamma, 

chloroplastic-like 

Primer F: ATCGAGGAGCTCAAGCAGCT 

Primer R: GCTTGTACATTTGGCATCGC 

第二個基因: Os03g0129300 (G3PD) 

gDNA: 3186 bp, cDNA: 1666 bp, amino acids: 444 aa 

PREDICTED: glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

Primer F: TCCAAGCAGAGGGTGGACTT 

Primer R: CCGGTACCCTCGATGACAAT 
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第三個基因: Os01g0639900 (CA) 

gDNA: 8407 bp DNA, cDNA: 1165 bp, amino acids: 281 aa 

PREDICTED: carbonic anhydrase 

Primer F: GAGTTCTATGAGAAGAAGCCGGA   

Primer R: CACGGCCTCCTTCTCCAA 

第四個基因: Os11g0707000 (RCA) 

gDNA: 3055 bp, cDNA: 1681 bp, amino acids: 350 aa             

PREDICTED: ribulose bisphosphate 

carboxylase/oxygenase activase A, chloroplastic-like 

Primer F: TGGGGATCAACCCCATCATGA 

Primer R: GCCGAAGAAATCGATGGATT 
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第五個基因: Os01g0279100 ( ACSF ) 
gDNA: 2559 bp, cDNA:1944 bp, amino acids: 408 aa    
PREDICTED: Magnesium-protoporphyrin IX 
monomethyl ester     
Primer F: GAGGCAAGAAACAAACCC 

Primer R: TGTGCGGTTGGTCTCAATTATC  

 

第六個基因: Os04g0678700 (LPOR) 

gDNA: 1505 bp, cDNA: 1384 bp, amino acids: 387 aa    

PREDICTED: light-dependent protochlorophyllide reductase 

(LPOR)-like 

Primer F: CTgTCCCCAAgAAgggTAACTT 

Primer R: AgTCCTTgTTCCAgCTCCAgTAC 
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第七個基因: Os01g0869800 (Psbs):   

gDNA: 2559 bp DNA, cDNA: 1064 bp, amino acids: 268 aa 

PREDICTED: photosystem II 22 kDa protein, 

chloroplastic-like   

Primer F: CAAGAAAGGCTGAGCCGAA 

Primer R: CGAAACCTCGGTAGATCGATC  

第八個基因: Os07g0556200 (ISP) 

gDNA: 2484 bp, cDNA: 1081 bp, amino acids: 225 aa 

PREDICTED: Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit 

Primer F: CTACTCA GCTGTGCAGGTCT 

Primer R: CCTGCCCTGGTTGTTGTACT 

  
 
 
 



 

  29 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第九個基因: Os06g0107700 (FNR) 

gDNA: 2384 bp, cDNA: 1373 bp, amino acids: 362 aa  

PREDICTED: ferredoxia NADP reductase 

Primer F: CCAAGACCGTTTCACTCTGC 

Primer R: CAGTCGATTCCATCTTTTGCA  
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附錄三：葉綠素 a、b 的計算方式 
葉綠素 a (mg/gFW) = [12.7×(A663)–2.69×(A645)]×V/(1000×W)  
葉綠素 b (mg/gFW) = [22.9×(A645)–4.68×(A663)]×V/(1000×W)  
葉綠素總量(Tchl)(mg/gFW) = [20.2×(A645)+8.02×(A663)]×V/(1000×W) 
A663：葉綠素抽取液在波長 663 nm 的吸光值  
V：葉綠素 80%丙酮抽出液的總體積 (mL)  
W：葉片組織的鮮重量 (g) 

 
附錄四：觀察 myrcene 抑制植物去白化的現象 

 



【評語】040707  

本研究具創意，團隊合作優，成果說明 VOCs之一的月桂烯可

調控包括能量代謝及綠化相關的數個基因做成抑制去白化之機

轉。 

建議： 

一、加入蛋白質層次及酵素活性之研究，使結論更加完整。 

二、更改題目使能清楚表達相關發現。 

 

040707-評語
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