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作者簡介 

 

我們是就讀師大附中的高三生。在植微所實驗將近兩年，中途雖遇到疫情阻擾，

但我們仍透過線上討論的方式繼續研究相關內容。這一路上接受教授、學長姐們和

老師很大的幫助與支持，不只教我們學術上的知識與培養科學邏輯思考，也加強我

們在實驗失敗中的挫折忍受力與隊員彼此團隊合作力，讓我們有機會踏上國際科

展展現成果，十分感謝。 
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摘要 

           前人以含農桿菌 C58（Agrobacterium tumefaciens C58）土壤接種番茄小苗後，發現有些

番茄未產生腫瘤，故推測其土壤根圈中，有能抑制農桿菌 C58 的細菌。本研究從番茄小苗根

圈分離並純化培養細菌，再透過抑制圈實驗測試分離菌。結果發現分離株 YA7-1，有顯著抑

制農桿菌 C58 的效果，進而測試其他農桿菌菌株。結果顯示 YA7-1 對多種農桿菌具拮抗能

力，且不同於現行的生物防治菌農桿菌（Agrobacterium radiobacter K84 and K1026）有高選擇

性限制。定序其 16S 核糖體核糖核酸基因片段，序列比對為節桿菌屬（Arthrobacter）。經由

接種試驗得知 YA7-1 對番茄沒有致病力，且預先接種於根部時，可降低土壤中農桿菌誘導腫

瘤的機率。測試 YA7-1 對其他植物病菌及非病原微生物的抑制效果，發現 YA7-1 具有廣效

性的抑菌能力。藉由分析培養液上清夜的實驗可得知 YA7-1 的抑菌因子為分泌物質。完成

YA7-1 全基因體定序後，找到四種可能被 YA7-1 分泌且具有抑制性的次級代謝物。 

。未來將繼續找尋 YA7-1 的抑菌物質與機制，來完善對根癌農桿菌或其他植物病原菌的生物

防治。 

Abstract 

Gram-negative bacterium Agrobacterium tumefaciens C58 is a phytopathogenic pathogen in soil 

that can cause crown gall disease and lead to economic loss. Interestingly, previous studies showed that 

some tomato seedlings inoculated with A. tumefaciens C58 in the soil did not form tumors. Hence, we 

hypothesize that there are some bacteria which can inhibit A. tumefaciens C58 growth or tumor formation 

in the rhizosphere. In this study, we isolated one bacterium, named YA7-1, from the tumor-free tomato 

rhizosphere, which could inhibit A. tumefaciens C58 growth in vitro (zone of inhibition test, ZOI test). 

Compared to the current bacterial biocontrol agents A. radiobacter K84 and K1026 that only target A. 

tumefaciens, the inhibition spectrum of YA7-1 was broader, which can even inhibit fungus. We identified 

YA7-1 as Arthrobacter by 16S rRNA sequencing, and the inoculation test on tomato seedlings suggested 

YA7-1 is not pathogenic. More importantly, pre-treatment of YA7-1 on root reduced the tumor formation 

caused by A. tumefaciens C58. In addition, the ZOI test results of YA7-1 supernatant also showed 

inhibition zones, but what the antibacterial factors are and their inhibition mechanisms are still remained 

unknown. To further analyze about YA7-1, we have performed whole-genome sequencing by Illumina and 

Oxford nanopre, which  reveal possible antibiosis metabolites. In the future, we will continue to search for 

the antibacterial substances and mechanisms of YA7-1 to improve the biological control of Agrobacterium 

tumefaciens or other plant pathogens. 
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壹、前言 

一、研究動機 

          在田間中，時常會觀察到植物的不同部位長有腫瘤，其中有些是被植物病原菌—根癌

農桿菌（Agrobacterium tumefaciens）感染後形成的。經查閱研究報導後，發現一種特殊的生

物防治方法可對抗此病原菌，它是藉由另一種非致病性的細菌抑制根癌農桿菌的生長，進而

達到預防病害的效果。得知此事的我們深感好奇，便深入查詢根癌農桿菌的相關問題。 

        在前人的實驗結果中，觀察到在番茄土壤接種根癌農桿菌的致病率並不是百分之百。因

此，我們推測番茄根圈裡可能存在能抑制根癌農桿菌的細菌，進而設計一系列實驗測試番茄

根圈分離株是否有能用於對抗植物癌腫病的潛力。目前用以對抗根癌農桿菌的生物防治菌株

不多，且有抑制能力的菌株也並不能防範所有的致瘤性農桿菌，故希望藉由本研究，我們能

找防治植物癌腫病的新菌株。 

 

二、目的 

(一)、分離並分析番茄根圈細菌是否能抑制根癌農桿菌生長。 

(二)、比較根圈分離株與生物防治菌 K84、K1026 對不同農桿菌之抑制效果。 

(三)、進行 16S 核糖體核酸(ribosomal RNA)基因定序鑑定具抑菌力之分離株。 

(四)、接種具抑菌力之分離株於番茄莖、根部，觀察在植物上的生物防治效果。 

(五)、分析根圈分離菌是否能對不同植物病原菌和非病原微生物有抑制效果。 

(六)、分析抑菌因子的特性並試著探討抑菌機制。 

 

三、文獻回顧 

(一) 農桿菌 Agrobacterium 與癌腫病（crown gall disease） 

農桿菌是一種普遍存活在土壤中的好氧革蘭氏陰性菌（Gram-negative bacteria），藉由

植物莖或根部之傷口，將一段位於一巨大質體（Tumor-inducing plasmid，Ti plasmid）上的特

定 DNA 片段 （transferred DNA，T-DNA）轉移入植物細胞進而插入植物的基因體內。由於此

T-DNA 片段含有合成植物生長素和細胞分裂素的基因（Hooykaas and Beijersbergen, 1994），

因此造成被感染的植物細胞開始不正常分裂、增生，進而形成冠癭瘤，稱為癌腫病（crown 

gall disease ）（Smith and Townsend, 1907）（圖一）。 

農桿菌除了常見的根癌農桿菌 A. tumefaciens（Smith and Townsend, 1907），主要會感

染雙子葉植物的根莖部產生冠癭瘤外，還有其他種農桿菌能感染不同種的植物或部位，並形

成各式的冠癭瘤，例如：Agrobacterium vitis 能感染葡萄藤莖部造成冠癭瘤（Burr and Otten, 
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1999）、Agrobacterium rhizogenes 能感染植物根系造成毛根病 (hairy root disease)（Chilton et al., 

1982）等。 

對於已生成的冠癭瘤，目前無有效的根治方法，治療方法為挖除瘤後再塗上藥劑，並

薰蒸土壤殺死病原菌，但植物生長勢終究會受損。而常見的預防手段與一般植物細菌性病害

相同，例如：落實清園、健康種苗、減少修枝（傷口）等。 

 

 

 ▲圖一、農桿菌病害環 

 (Agrios, Plant Pathology, 5th edition, 2004) 

 

 (二) 生物防治（biological control） 

生物防治是病蟲害防治的一種方法，利用其他生物的自然機制減緩野草和病蟲害對植

物或環境等形成的傷害。 

非致瘤性農桿菌 Agrobacterium radiobacter 菌株 K84 和 K1026 為預防冠癭瘤的生物防治

菌（Kerr and Htay, 1974；Jones and Kerr, 1988），其中 K84 菌株是世界上第一個對植物病害商

品化的生物防治菌（Kerr, 1973）。K84 含有能產生農桿菌素(Agrocin 84)，使 K84 可以有效抑

制致瘤性農桿菌生長（Kerr and Tate, 1984；Roberts et al., 1977；Chopra et al., 2016）（圖

二）。但是到 1970 年代後期，發現致瘤性農桿菌藉由細菌接合作用（conjugation），從 K84
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獲得含有會抑制 Agrocin 84 的同源免疫基因的質粒 pAgK84，因而對 K84 產生抗性。因此，

Jones 博士（1987）將 K84 中與細菌接合作用相關的基因突變，並篩選出 K1026。迄今，K84

和 K1026 仍是為預防植物癌腫病的主要生物防治菌。 

 

 

▲圖二、生物防治菌 A. radiobacter K84 產生的農桿菌素 84 機制 

生物防治菌體內有 K84 質體 （pAgK84）能產生農桿菌素（TM84），和蛋白承載   體

（uptake moiety）合成農桿菌鹼（agrocin 84），再分泌至細胞外。農桿菌鹼和冠癭鹼

（agrocinopine）的蛋白承載體相似，因此被致瘤菌吸收到體內，而農桿菌素會與白胺酸

（leucine）競爭，抑制 tRNALeu 的氨酰化。 

(Chopra et al., 2016) 

 

貳、研究方法或過程 

一、研究設備及器材 

(一)、研究生物 

番茄（農友 301）、農桿菌（表一） 

▼表一、農桿菌種類 
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(二)、實驗器材 

1.根圈細菌分離實驗：塑膠試管、研缽、杵、震盪機(Branson 1510-DTH)、培養皿(9 公

分)。 

 

2.抑制圈實驗：玻璃試管、培養箱、無菌操作台、離心機、微量分注器、培養皿、酒

精燈、分光光度計、 噴頭、玻璃噴瓶。 

 

3.定序：核酸增幅機、電泳槽、智慧型電泳照膠分析系統、離心機、電腦。 

 

4.植物接種試驗：盆栽、泥炭土、蛭石、珍珠石、植物生長箱、針、微量分注器、玻

璃試管、酒精燈。 
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(三)、培養基的配方（表二） 

▼表二、培養基種類和成分 

 

 

二、 研究過程 

 

▲圖三、實驗規劃流程圖 

(一)前置步驟 

1.培養農桿菌 

在溫度 25℃下，將農桿菌接種到 523 培養基，培養 16 小時。 
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2.番茄種植 

將泥炭土、蛭石、珍珠石分別以 4：1：1 均勻混和，分裝在盆栽中，並均勻種

下番茄種子。將盆栽置於 25℃的植物生長箱中，生長兩星期，待幼苗發芽並長出第

一對真葉。 

  

(二)分離番茄根圈細菌 

 

1.超音波震盪分離細菌 

首先，將二株健康的番茄植株拔出，簡單清除根系中鬆散的土壤後，放入超音

波震蕩儀（40 千赫茲／每分鐘）震盪三次，並分次將根周圍的土取出（分別為內層、

中層、外層），最後加入漂白水去除根圈菌，並將洗乾淨的根搗成泥，同時分離番茄

之內生菌（White et al., 2015）。將這四種樣品以 0.9%食鹽水進行序列稀釋，取 10-3～

10-5 各 100 µL 塗佈於 NA 固態培養基上，放入 25℃恆溫生長培養箱，培養兩天。 

 

 

▲圖四、(A)超音波震盪示意圖 (B)流程圖 

 

2.純化培養根圈分離菌株 

將顏色、形狀、大小不同的菌分別挑出，為避免分菌過程汙染而非單一菌落，

故用四區畫線法於 523 固態培養基上，再放入 25℃恆溫生長培養箱，培養兩天，再觀

察確認其型態是否為單一菌株。 
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(三)細菌抑制能力測試 

1.比較不同的接種方式找出適合觀察抑制圈的方法 

        觀查待測菌周圍是否有長出目標病原菌，假如出現透光之抑制圈代表目標病原  

菌沒有生長，該待測菌株有抑制力，如圖五；假如有代表沒抑制力，如圖六 。 

 

(1)細菌培養 

取 C58 與所有根圈分離株的單一菌落，培養於 20 ml NA 液態培養基，在

25℃恆溫震盪生長培養箱培養至隔天。 

 

(2)玻璃株接種抑菌圈實驗—同時共培養待測菌株及農桿菌 C58 

將隔夜培養之 C58 菌液濃度調整成 OD600=1，取 100 µL 滴在 YMA 固態培養

基中央，加入玻璃珠後並搖晃塗佈均勻，倒出玻璃珠等菌液乾後，再將待測的

根圈分離菌株滴在中央晾乾，放置 25℃恆溫生長培養箱兩天，觀察有無抑制

圈。 

 

(3)噴霧接種抑菌圈實驗—噴霧接種 C58 和其它農桿菌於已培養測菌株之培養基 

取 20 µL 根圈分離株菌液滴在 YMA 固態培養基中央，於 25℃恆溫生長培

養箱中培養兩天。次日，以 NA 液態培養基於 25℃隔夜培養 C58 和其它農桿

菌。第三日，再將 C58 和其它農桿菌以 0.9%食鹽水離心 16000 轉、10 分鐘，清

洗掉培養基，並配置成 OD600=0.8、30c.c.的菌液，倒入玻璃噴瓶中，均勻噴灑在

上已長有分離株之 YMA 固態培養基上，放置於 25℃恆溫生長培養箱，兩天後

觀察有無抑制圈。 
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   ▲圖五、有抑制效果的圖像                         ▲圖六、 無抑制效果的圖像 

            中央是生物防治菌 K84，周圍是農桿菌 Ach5，圖五 。                                中央是生物

防治菌 K84，周圍是農桿菌 CG475，圖六。 

 

2.細菌抑制能力測試 

(1)哪些分離菌對農桿菌(C58)有抑制效果 

用噴霧接種抑菌圈實驗之方式，將待測菌滴在培養基中央，接著配製 15c.c.

的溶液（內含農桿菌 C58)，OD600=0.8，將此溶液倒入噴瓶中，均勻噴灑在已長

有分離株之 YMA 固態培養基上，放置一星期，紀錄哪些分離菌對農桿菌(C58)

有抑制效果。 

 

(2)YA7-1 對農桿菌(C58)以外的菌的抑制效果 

從實驗(一)發現 YA7-1 有抑制農桿菌(C58)的效果，將 YA7-1、K84、

K1026(現有的防治菌)滴在培養基中央，接著配製 15c.c.的溶液（共 14 組，除了

表一的 CG412、CG49、CG78，其他都有)，OD600=0.8，將此溶液倒入噴瓶中，均

勻噴灑在已長有分離株之 YMA 固態培養基上，放置一星期並紀錄抑制圈大小。 

 

(3)YA7-1 對 vitis 的抑制效果 

從實驗(二)發現 YA7-1 有抑制 A.vitis 的效果，將 YA7-1 滴在培養基中央，

接著配製 15c.c.的溶液（共五組，表一中的 CG 全)，OD600=0.8，將此溶液倒入噴

瓶中，均勻噴灑在已長有分離株之 YMA 固態培養基上，放置一星期並紀錄抑制

圈大小。 
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(四)以 16S 核糖體核酸基因序列鑑定 YA7-1 

 1. 聚合酶連鎖反應（polymerase chain reaction，PCR） 

以 YA7-1 之單一菌落為模板進行聚合酶連鎖反應，利用引子對（如表三）分別

以聚合酶連鎖反應增幅 16S 核糖體核酸基因之可變區 V1-V3, V3-V5 及 V5-V8 片段。

使用之 DNA 聚合酶為試劑為 2X SuperRed PCR Master Mix （圖爾思，台灣），反應溶

液設置為 12.5 µL Master Mix、相對應之 10 µM 引子各 0.5µL、11.5 µL 無菌二次水。熱

循環條件設定為起始 95℃破壞細胞 5 分鐘，95℃ DNA 變性（denature）30 秒，53℃煉

合（anneal）25 秒，72℃ DNA 延長（extend）30 秒，重複變性-煉合-延長步驟三十個

循環，再進行 72℃ DNA 合成 2 分鐘。增幅片段經 DNA 純化（GenepHlow Gel/PCR 

kit，旭基，台灣），每一反應回溶於 20 µL 無菌二次水中，如圖七。 

 

▼表三、增幅大小、引子序列 
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                  ▲圖七、 聚合酶連鎖反應示意圖 

 

2. 16S 核糖體核糖核酸基因片段定序 

以 Wizard® Genomic DNA Purification Kit （Promega，威斯康辛，美國）按照萃取

細菌之流程純化，將純化後之 10 µL DNA 溶液加入 2 µL 相對應的 10 µM 單方向引

子，送至中研院植物暨微生物學研究所核酸分析實驗室進行定序。定序後之短片段序

列利用 Benchling（https://benchling.com）軟體合併成長片段的序列，以該長片段序列

於美國國家生物技術資訊中心（National Center for Biotechnology Information，NCBI）之

16S ribosomal RNA （Bacteria and Archaea type strains）資料庫進行比對，鑑定出該分離

株之物種。 

 

(五)番茄根莖上細菌間拮抗的分析 

1.番茄種植 

將泥炭土、蛭石、珍珠石分別以 4：1：1 均勻混和，分裝在盆栽中，並均勻種

下番茄種子。將盆栽置於 25℃的植物生長箱中，生長一個月（光週期 12 小時，一般

日光燈）。 

 

 

https://benchling.com/


12 

 

2.混合接種 YA7-1 和 C58 於番茄莖部 

以酒精燈高溫滅菌過的針，在兩片子葉中間的莖上製造傷口，分別將 OD600=1 的

單一或混合菌液和 0.9%食鹽水（對照組）10 μl 接種在傷口上。最後將接種過後的番

茄植株放入精密溫室培養兩周（圖八）。 

 

 

▲圖八、 番茄莖上接種示意圖 

 

3.接種 YA7-1 於番茄根部並種在含 C58 土壤中 

        用剪刀在番茄根部製造傷口，分別把番茄的根泡入 YA7-1 菌液和 0.9%食鹽水 10

分鐘，再分別平分成兩組，移植到一般土壤和含 C58 的土壤（約 10
6 
菌數），共四組

(有 YA7-1、只有食鹽水、YA7-1 和 C58 混合、食鹽水和 C58 混合)，每組十重複，再

放入精密溫室培養一個月（圖九）。 

▲圖九、 番茄根上接種示意圖 
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(六) 對不同植物病原菌和非病原微生物的抑制效果 

        用噴霧接種抑菌圈實驗之方式，將待測菌(YA7-1)滴在培養基中央，接著配製 15c.c.的溶

液，內含農桿菌 C58(對照組)、枯草桿菌 (Bacillus subtilis 268)、 番茄葉斑病菌 (Pseudomonas 

syringae pv. tomato DC3000)、 水稻白葉枯病菌 (Xanthomonas oryzae pv. oryzae)、 酒釀酵母 

(yeast)、 馬鈴薯軟腐病菌 (Dickeya dadantii 3937)，如圖九，OD600=0.8，將此溶液倒入噴瓶中，

均勻噴灑在已長有分離株之 YMA 固態培養基上，放置兩天，紀錄帶測菌對哪些致病菌有抑

制效果。 

 

枯草桿菌，革蘭氏陽性                                  酵母菌，真菌安全性的有益微生物 

 

水稻白葉枯病菌 革蘭氏陰性桿菌                馬鈴薯軟腐病菌革蘭氏陰性病原菌  

圖十、 植物病原菌和非病原微生物的介紹 

 

 

(七)YA7-1 的抑制機制 

1. 分析 YA7-1 的抑制因子是否為分泌物質 

  將隔夜培養(YMA 液態培養)的 YA7-1 離心，分離細菌，取出上清液

後，用 0.22 微米濾膜過濾，完全清除上清液內所含細菌。將 YMA 培養基打洞，並把

無菌上清液體滴在洞中，等到培養基完全吸收後，再將 C58 配成 OD600=0.8 後裝入噴
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瓶，均勻噴灑在該培養基中，放置兩天並紀錄抑制圈大小。 

 

圖十一、 分析 YA7-1 的抑制因子是否為分泌物質的實驗示意圖 

 

 2.濃縮物質實驗 

  將培養三天(YMA 液態培養)的 YA7-1 離心，分離細菌，取出上清液後，用 0.22 

微米濾膜過濾，完全清除上清液內所含細菌。接著，把無菌上清液體分裝於蓋子有孔

洞的 15 ml 離心管中，每管 10 ml，置於液態氮中冷凍，再放入冷凍乾燥離心濃縮機

裡，低溫真空濃縮兩天，避免物質變質。待管內液體成乾燥固體或粉末狀，取出離心

管，並以不同體積 YMA 培養液（100 μl、500μl、1000 μl）回溶，再個別點在 YMA

固態培養基上，待培養基吸收後，再將 C58 配成 OD600=0.8 後裝入噴瓶，均勻噴灑在

該培養基中，放置兩天並紀錄抑制圈大小。 

 

     圖十二、 濃縮物質實驗示意圖 



15 

3. YA7-1 的全基因體 DNA 純化及定序 

 全基因抽取採用 Wizard® Genomic DNAPurification Kit 並參照其實驗流程，簡述

如下：取 1 ml 隔夜培養於 Nutrient broth（NB）中的 YA7-1 菌液以 16,000 g 離心 2 分

鐘。去除上清液後以 480 µl 50 mM EDTA 回溶，再加入 120 µl 溶菌酶（lysozyme， 1 

mg/ml）於 37℃培養箱放置 30 分鐘。以 16,000 g 離心後取上清液加入 600 µl 細胞核裂

解溶液（Nucleic lysis buffer），以倒轉離心管方式混勻，再放入 80℃乾浴槽靜置 5 分

鐘。恢復室溫後加入 3 µl RNase 溶液混勻，於 37℃靜置 15 分鐘。加入 200 µl 蛋白質

沈澱溶液（protein precipitation buffer），混勻後置於冰上 5 分鐘，再以 16,000 g 離心 3

分鐘。離心後將上清液加入到 600 µl 常溫異丙醇中析出核酸，混勻後以 16,000 g 離心

2 分鐘，去除上清液後加入 600 µl 70%乙醇清洗析出沈澱物，再以 16,000 g 離心 2 分鐘

後移除上清液。於室溫乾燥沈澱物 10 分鐘，再以 100 µl 10 mM Tris-HCl 回溶。回溶之

DNA 溶液以 Nanodrop 測定濃度後，交由基因體學技術核心驗室進行定序文庫建立及

定序，此次定序的平台為 Illumina 及 Oxford Nanopore Technologies. 

 

▲圖十三、全基因體定序流程及目前進度。 

 

參、研究結果與討論 

一、自番茄根圈分離細菌 

番茄根圈之土壤溶液經由序列稀釋及塗布於 523 培養基培養兩天後觀察菌落。我們未能

於塗布 10-4 及 10-5 稀釋液的培養基中觀察到菌落，僅 10-3 稀釋液塗布之培養基上有菌落生成。

因此，我們於這些培養基上挑選單一菌落，再以畫線平板的方式繼代於 523 培養基上。我們

自兩株番茄的根圈土壤中各分離了 13 個單一菌落，其菌株命名、菌落型態等如表四、表

https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/wizard-genomic-dna-purification-kit-protocol.pdf?rev=776154d180fe4b41a0a3dc8a9e328c8a&sc_lang=en
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五、圖十四及圖十五所示。 

 

▼表四、HS 系列菌株之資訊 

  

 ▲圖十四、HS 系列菌株之菌落型態。 

 

▼表五、YA 系列菌株之資訊 

  

 

 

▲圖十五、YA 系列菌株之菌落型態。 
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二、比較不同接種病原菌於培養基的方式以找出適合觀察抑制圈的方法 

比較兩種觀察抑制圈的方法，以中間待測菌和周圍可看出明顯乾淨的抑制圈為目標。 

 

(一)以噴霧進行接種 

由圖三知，不但可看出中央有明顯的待測菌，也可看出周圍有明顯且乾淨的一圈抑制

圈，故之後的實驗皆採用這種方式（圖十六 A）。 

 

(二)以玻璃珠進行接種   

雖可從中央看出明顯的待測菌及一小圈抑制圈，但無法看出周圍有明顯且乾淨的抑制

圈，效果較差，故不採用來做後續的實驗（圖十六 B）。 

 

      

 

▲圖十六、比較不同塗布方式對抑制圈觀察的影響。（A）用噴瓶噴灑；（B）用玻璃珠塗

布 

 

 

三、番茄根圈分離之菌株對農桿菌(Agrobacterium)抑制能力測試 

（一）番茄根圈分離之菌株對農桿菌 Agrobacterium tumefaciens C58 的抑制測試。 

從在 YMA 培養基上所做的抑制圈實驗之結果可發現，只有從番茄根圈之中層所分離

之菌株 YA7-1，有抑制農桿菌 A. tumefaciens C58 生長的效果，而其他有檢測的菌株對農桿菌

A. tumefaciens C58 皆無抑制效果（表六）。由此實驗結果，我們得知 YA7-1 是具有生物防治

潛力的菌株。 

 

 

 

 

 

A B 
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▼表六、自番茄根圈分離之菌株對農桿菌（A. tumefaciens C58）的抑制效果 

    

+ : 有抑制圈產生   - : 無抑制圈產生  未檢測 : 無法在培養基上生長 

 

（二）YA7-1 對其他農桿菌屬的病原菌之抑制效果 

我們進一步測試 YA7-1 對 C58 以外的農桿菌之抑制效果。在此實驗中，我們一樣用

YMA 培養基做抑制圈實驗，測試 YA7-1 其對其他 13 株具致病性的農桿菌菌株(包含 A. 

tumefaciens, A. vitis、A. rhizognes)，發現除了 Ach5 以外， YA7-1 對其他所測試的農桿菌菌株

同樣也有抑制效果。將 YA7-1 與現有的生物防治菌株 K84、K1026 比較，可得知 YA7-1 可抑

制的農桿菌菌株比 K84 及 K1026 多，且可以抑制 A. vitis、A. rhizogenes 等不同種之致病性農

桿菌的生長，說明其具有更廣泛的抑菌對象，具有應用於防治不同致病菌株造成的癌腫或根

毛病的潛力（表七）。透過自動影像分析菌落計數儀來測量抑制圈的直徑大小，將數次抑制

圈結果統計後，可發現 YA7-1 的抑制圈直徑大小較 K84、K1026 小了兩倍，因此相較於

K84、K1026 而言，YA7-1 對於農桿菌菌株的抑制效果較弱，但具有更廣範圍的抑制對象

（圖十七）。 
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▼表七、YA7-1 與已知生物防治菌株 K84 及 K1026 對不同農桿菌的抑制效果  
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▲圖十七、不同抑制菌對不同農桿菌菌株所造成之抑制圈直徑。(提供兩種比較方式) 
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（三）YA7-1 對 A. vitis 的抑制效果 

YA7-1 對不同的致病性農桿菌 A.vitis 菌株均具有一定的抑制效果，而 K84 及 K1026 則

沒有（圖十八）。 

 

▲圖十八、YA7-1 對 A.vitis 所造成之抑制圈直徑。(K84 與 K1026 對 CG 系列無抑制效果) 

 

 

四、以 16S 核糖體核酸基因序列鑑定 YA7-1 

經由針對 16S 核糖體核酸基因之引子增幅 V1-V3，V3-V5 及 V5-V7 片段後，再定序增

幅片段並組合成含 V1-V7 之部分核糖體核酸基因序列，長度為 1,300 bps。以該片段與美國國

家生物技術資訊中心（NCBI, National Center for Biotechnology Information）之 16S ribosomal 

RNA （Bacteria and Archaea type strains）資料庫進行比對，得到的最高相似度的物種為

Arthrobacter ramosus strain CCM 1646 16S ribosomal RNA, partial sequence （NR_114963.1），比對

之相似度（identity）為 97.73%，故 YA7-1 應為 Arthrobacter 屬細菌，為放線菌綱

（Actinobacteria）、微球菌科（Micrococcaceae）之一屬。 

 

五、植物上細菌間的拮抗造成的生物防治分析 

（一）測試 YA7-1 對於癌腫病發生的防治效果 

我們分別將三株拮抗菌(YA7-1、K84、K1026) 、不具拮抗力的 HS9-2 和 A. tumefaciens 

C58 進行單一菌株接種，以及混合拮抗菌與 C58 的菌液接種到番茄植物莖上，等待三週後將
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番茄接種部位切下 1 公分，觀察不同實驗組在番茄上造成癌腫的能力（圖十九）。在接種 28

天後，接種只含 A. tumefaciens C58 的正對照組、C58 混合分離株 YA7-1 或 HS9-2 的植株罹病

率為 100%，而接種 0.9%生理食鹽水（負對照組，NC）、單獨接種分離株 YA7-1 或 HS9-2、

C58 混合 K84 或 K1026 者則為 0%（表八）。在罹病組織重量上，接種 K84/C58、K1026/C58

及單獨接種分離株 YA7-1 或 HS9-2 的平均重量分別為 135±22 mg  、107±15 mg、128±19 mg、

111±14 mg，其外觀、大小以及重量和接種生理食鹽水者相似，無腫瘤產生；而接種 YA7-

1/C58、C58 的組織平均重量分別為 0.304±0.083 g、0.232± 0.067 g（圖二十），接種 YA7-

1/C58 的平均腫瘤重量甚至比與只接種 C58 的植株稍高，因此推斷 YA7-1 在莖上無抑制癌腫

病發生的效果。 

 

▼表八、接種 A. tumefaciens C58 與生物防治菌 21 天後番茄之罹病率 

 

 

 

▲圖十九、接種 A. tumefaciens C58 與生物防治菌 21 天後番茄莖之型態。  
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NC：負對照組，為接種 0.9%生理食鹽水；C58：正對照組，為接種 A. tumefaciens C58；

K84/C58：接種 K84 與 C58 混合菌液；K1026/C58：接種 K1026 與 C58 混合菌液；YA7-

1/C58：接種 YA7-1 與 C58 混合菌液；HS9-2/C58：接種 HS9-2 與 C58 混合菌液。 

 

 

▲圖二十、接種部位於接種 21 天後癌腫重量之比較。 (以 ANOVA 統計分析，p = 0.0018 

(**) ,0.0005 (***), < 0.0001 (****) 

（A）、（B）分別為兩次獨立實驗。NaCl，負對照組，接種 0.9%生理食鹽水；C58，A. 

tumefaciens C58；YA，YA7-1；K84/C58，接種 K84 與 C58 混合菌液；K1026/C58，接種 K1026

與 C58 混合菌液；YA/C58，接種 YA7-1 與 C58 混合菌液。HS9-2 與 HS/C58(接種 HS9-2 與

C58 混合菌液)只是拿來當同次實驗從番茄根部取出細菌的對照組，並不是本實驗重點，故沒

放入圖中。 

 

（二）先接種 YA7-1 於番茄根圈後觀察土壤接種農桿菌的致病情形 

由於混合拮抗菌與 C58 的菌液同時接種到番茄植物莖上並沒有抑制癌腫病的發生，因

此進一步以先接種 YA7-1 於番茄根圈後觀察土壤接種農桿菌的抑制效果。用清水洗掉根上殘

留的土壤後，我們觀察到無論有無預先接種 YA7-1 於番茄根圈，受傷番茄幼苗在種植於含

A. tumefaciens C58 的土壤中均有癌腫病的發生，但並非 100%。其中，單純經由土壤接種 C58

的 8 株番茄幼苗，28 天後共有 7 株有癌腫產生；而有預先接種 YA7-1 再土壤接種 C58 的 10

株番茄則有 4 株有癌腫產生。癌腫病的發生率在有預先接種 YA7-1 的情況下，較無接種者降

低約 1/2。而單純接種 YA7-1 或水作為對照組的番茄則沒有觀察到明顯的病徵（表九，圖二
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十一）。此外，在有預先接種 YA7-1 的情況下，腫瘤病徵較無接種 YA7-1 者小，平均重量

分別為 0.0050 g 與 0.0685 g （圖二十二）。因此，先接種 YA7-1 於番茄根圈後再進行土壤接

種農桿菌可降低腫瘤發生率，且所產生的腫瘤平均重量較輕，雖統計上沒有顯著差異，但推

測 YA7-1 仍具有生物防治的潛力。 

 

 

▼表九、番茄根圈接種 YA7-1 後再以土壤接種農桿菌罹病率 

 

正對照組（C58）接種 8 株植物，其餘組別接種 10 株。 

 

 

▲圖二十一、經土壤接種接種 28 天後製之番茄根系。 

圖中紅圈處為癌腫生成的位置。C58 為單獨接種 A. tumefaciens C58 之樣本；YA7-1/C58 為預

先接種 YA7-1 之樣本；Water 為接種水的負對照組；YA7-1 為單獨接種 YA7-1 之對照組。 
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▲圖二十二、土壤接種後番茄根上增生之癌腫組織之重量。 

圖中 C58 為單純接種 A. tumefaciens C58 之組別，其樣本數為 7；YA/C58 為預先接種 YA7-1

至組別，其樣本數為 4；單獨接種 YA7-1 或水並無造成癌腫，因此數值與樣本數為 0。 

 

六、對不同植物病原菌和非病原微生物的抑制效果 

 經由測試 Arthrobacter sp. YA7-1 針對其他土傳性植物細菌，如枯草桿菌 (Bacillus subtilis 

268)、水稻白葉枯病菌 (Xanthomonas oryzae pv. oryzae)、 酒釀酵母 (yeast)、 馬鈴薯軟腐病菌 

(Dickeya dadantii 3937)，皆有抑制效果，而對番茄葉斑病菌 (Pseudomonas syringae pv. tomato 

DC3000)無明顯效果。如圖二十三。 

 

▲圖二十三、YA7-1 對不同植物病原菌和非病原微生物所造成之抑制圈直徑。 

0 5 10 15 20 25

馬鈴薯軟腐病菌  

酒釀酵母 

水稻白葉枯病菌 

枯草桿菌 

農桿菌C58

對其他病原菌的抑制效果
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七、抑菌機制 

(一) 分析 YA7-1 分泌物質對農桿菌(C58) 的抑制效果 

由於 YA7-1 對農桿菌(C58)的抑制效果為擴散的抑制圈，可推論 YA7-1 是藉由分泌物

質來抑制農桿菌，因此收集培養基上清液進行抑制圈實驗，發現上清液具有明顯但微弱抑制

效果（圖二十四）。 

 

▲圖二十四、YA7-1 的分泌物質對農桿菌的抑制圈直徑與抑制效果。 

 

(二)濃縮分泌物質實驗 

我們進一步嘗試將培養基上清液以冷凍乾燥進行濃縮，測試不同回溶體積的無菌水對

農桿菌(C58)的抑制效果。在此實驗中，我們一樣用 YMA 培養基上清液濃縮後做抑制圈實

驗，由結果得知在此三種回溶情況下皆無法抑制效果。如圖二十五。

 

回溶 100μl                           回溶 500μl                          回溶 1000μl 

▲圖二十五、     YA7-1 的物質對農桿菌的抑制圈直徑與抑制效果 
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八、YA7-1 全基因體定序 

(一) 抽取 YA7-1 的 DNA 濃度 

抽取 YA7-1 的 DNA 後測量濃度及純度結果，如圖二十四。全基因體定序流程如圖二

十六，目前已進行到功能比對。 

 

 

▲圖二十六、抽取 YA7-1 的 DNA 濃度 

 

 

(二)全基因定序結果 

 基因組總大小為 4,453,085 bp。染色體總大小為 4,233,512 bp。質體 pYA7-1a 總大小為

129,773 bp。質體 pYA7-1b 總大小為 89,800 bp。隨後使用 NCBI Prokaryotic Genome Annotation 

Pipeline (PGAP) v6.1 ( 12 ) 對基因組進行註釋。總共鑑定了 4167 個基因，包括 4096 個蛋白編

碼序列(CDS)，其中 4051 個(98.9%)具有預測功能，以及 45 個非蛋白質編碼基因。 

 將註解後的基因體資料以 PRISM（Skinnider et al., 2016, 2017, 2020）進行可能產生的二

級代謝物預測 (如表十)，我們發現 YA7-1 可能產生四種有具有拮抗微生物生長的物質： 

(1) 環狀多肽(Bacterial head-to-tail cyclized peptide) 

目前已有 40 多種環肽類藥物應用於臨床，具有巨大的潛在應用效果。具有受

限骨架，尤其是頭尾環狀結構的 AMP 可用於開發具有更高活性的新型抗菌藥物。

此外，肽的環化可以增強它們的穩定性、對外肽酶和（在某種程度上）內肽酶的

抗性、結合親和力和對目標生物分子的選擇性；因此，人們積極研究將環肽用作

生化工具和治療劑。鑑於環肽的耐條件穩定性及其高滲透效率，環肽被認為是用

作抗菌藥物的理想候選物（Na Dong, et al., 2019）。 
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(2) 丁內酯(Butyrolactone) 

丁內酯分為單環和多環 γ-丁內酯它們顯示出廣泛的生物學特性，包括強抗生素、

抗蠕蟲藥、抗真菌藥、抗腫瘤藥、抗病毒藥、抗炎藥和細胞生長抑制特性(Seitz, M., 

& Reiser, O., 2005)。 

(3)聚酮化合物(Polyketide) 

  聚酮化合物是由細菌、真菌和植物合成的一組天然產物。聚酮化合物是通過聚

酮化合物合酶 (PKS) 從乙酰輔酶 A 合成的。它們的生物活性多種多樣，包括抗生

素、抗癌、抗真菌、抗寄生蟲、免疫抑制和神經毒性活性(Santos, T. R., & Duarte, A. C., 

2014)。 

 

 (4) Class II/III Confident Bacteriocin( II/III 類可信細菌素) 

  細菌素分為兩大類：I 類稱為羊毛硫抗生素，含有高度修飾（含羊毛硫氨酸）

的肽； II 類包含未修飾的肽或具有輕微修飾（含二硫鍵形成或環化）的肽 。已經研

究了許多細菌素抑制腸道病原體的能力，例如腸炎沙門氏菌、單核細胞增生李斯特氏

菌(Listeria monocytogenes )、艱難梭菌(Clostridium difficile) 和金黃色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)。還觀察到它們可以消除耐多藥或萬古黴素的腸球菌 

(multidrug- or vancomycin-resistant enterococci )以及影響一些與細菌相關的疾病，

例如肥胖症 (obesity). 在感染治療中，細菌素比抗生素有幾個優勢，因為它們更具靶

標特異性，並且避免殺死共生細胞和有益細胞。它們對真核細胞的毒性也很低或沒

有，並且對病原體及其衍生的抗生素耐藥菌株具有活性(Umu, Ö. C., et al., 2016)  

 ▼表十、全基因定序結果 

 Table. Summary of predicted secondary metabolites via PRISM 

編號

(Cluster) 

# 

有抑制性物質

(Cat. Of 

metabolites)  

基因位置 

Locus tag 

(OIT41_) 

領域預測 

Domain prediction 

領域位置

Domain 

position 

分數

Score 

1 Bacterial head-

to-tail cyclized 

peptide 

05245 DUF95-family 

enzyme 

3-162 28 

  05250 Bacterial head-to-tail 

cyclized peptide 

motif A 

34-58 2.18e-

10 

2 Butyrolactone 11930 A-factor 

biosynthesis enzyme 

1-291 196.9 

3 Polyketide 12455 Acyltransferase 5-299 137 

  12465 Thiolation 9-76 55.2 

  12470 Ketosynthase 5-411 173.1 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antibiotic-anticancer-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antibiotic-anticancer-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/neurotoxic
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4 Class II/III 

Confident 

Bacteriocin 

19545 matE: MATE efflux 

family protein 

23-417 301.5 

  19555 Lactococcin 972 like 

protein 

3-96 40.6 

 

  

九、討論 

在本研究中，我們成功從健康番茄幼苗根圈分離出對農桿菌（Agrobacterium）有抑制能

力的菌株，並測試其於防治農桿菌導致之植物癌腫病的潛力。 

我們參照前人的方法（White et al., 2015），利用不同時長的超音波震盪番茄根系，將番

茄根圈微生物分成外、中、內三層，並嘗試從表面消毒後的根部組織中分離出內生細菌。塗

布培養番茄根圈溶液後可發現，我們僅能從 10-3 或 10-4 稀釋倍率下培養出單一菌落，而 10-5 稀

釋倍率下則無菌落出現。由此可說明我們使用的稀釋倍率過高，可嘗試使用 10-1-10-2 塗布 100 

µL 即可，有助於發現及分離更多根圈細菌。而內生菌的部分，我們未能從塗布之培養基上

觀察到菌落生成，其原因可能為稀釋倍率太高，或消毒條件太嚴苛導致組織內的微生物死亡。 

經由在 YMA（yeast mannitol agar）培養基上進行抑制圈實驗，我們發現大部分分離株並

沒有抑制癌腫農桿菌（Agrobacterium tumefaciens C58）生長的能力，分離株 YA2-1、YA2-2、

HS5 及 HS6 在液態營養培養基（nutrient broth）中無法生長成均勻懸浮液，因此並無測試其拮

抗農桿菌的能力。YA7-1 是在本批次分離的菌株中唯一有被觀察到在 YMA 培養基上能對農

桿菌 C58 產生抑制圈的菌株，其抑制圈大小約為 18 mm；而現有之生物防治菌株 A. radiobacter 

K84 及 K1026 在相同條件下對農桿菌 C58 產生的抑制圈大小分別約為 44 及 45 mm。進一步測

試了屬於 A. tumefaciens, A. vitis 及 A. rhizogenes 的其他具病原性的菌株，發現 YA7-1 除無法拮

抗 A. tumefaciens Ach5 之外，均能拮抗其他菌株（表七）。A. radiobacter K84 及 K1026 對大多

數 A. tumefaciens 菌株具有抑制能力，但對 A. tumefaciens 菌株 1D1609、Chry5 以及所測試的 A. 

vitis 菌株 CG412、CG4975、CG49、CG678 及 CG78 均無抑制能力；對 A. rhizogenes A4 有抑制

能力，但 A8196 則無。根據前人研究，A. radiobacter K84 及 K1026 所分泌的細菌素 agrocin 84

可被運送冠纓鹼 agrocinopine 之通道蛋白運送到細胞內，分解後成為能抑制蛋白質生合成的

毒素 TM84，造成細胞死亡(Chopra et al., 2016)。也因為 agrocin 84 之毒性需要仰賴特定通道蛋

白、代謝路徑，所以 A. radiobacter K84 的拮抗作用並不具有廣譜性（board spectrum），通常

其抑制對象為具有 nopaline-type Ti 質體的菌株[MOU1] (Hendson, Askjaer, Thomson, & Van 

Montagu, 1983)，如 A. tumefaciens C58。而供試菌株中，帶有 chrysopine-type Ti 質體的菌株 A. 
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tumefaciens Chry5、帶有 octopine-type Ti 質體的 A. tumefaciens 1D1609、帶有 vitopine-type Ti 質

體的 A. vitis CG78 均無法被 A. radiobacter K84 及 K1026 所拮抗，符合前人研究結果。此外，

本次研究觀察到同樣帶有 octopine-type Ti 質體的 A. tumefaciens Ach5 菌株卻可被 A. radiobacter 

K84 與 K1026 拮抗。從抑制圈的實驗中可得知，A. radiobacter K84 及 K1026 雖然對大部分植

物病原性農桿菌有抑制效果，但仍有其作用對象的限制。同時，也有研究指出，具病原性的

農桿菌菌株可經由水平基因轉移，獲取 K84 的質粒 pAgK84，帶有抵禦 TM84 自身毒性的免

疫基因 agnB2，因而對 A. radiobacter K84 及 K1026 產生抗性 (Chopra et al., 2016)。因此，YA7-1

的拮抗可作用於不同的農桿菌菌株，具有一定的廣譜性，且有突破對現有生物防治菌株抗性

的潛力，是 YA7-1 的特點與優勢之一。 

接種農桿菌 A. tumefaciens C58 與生物防治細菌於番茄莖上傷口時，我們發現混合接種 A. 

tumefaciens C58 及 A. radiobacter K84 或 K1026 可完全避免由 A. tumefaciens C58 引起的癌腫病

徵，而混合 YA7-1 或另一株本研究分離之番茄根圈微生物 HS9-2 時則無法防止接種處癌腫病

的發生，罹病率與只接種 A. tumefaciens C58 的組別一樣，均為 100%。這樣的結果可能導因

於：一、YA7-1 所產生的抗生物質濃度不足，或在植物莖上無法產生抗生物質；或二、YA7-

1 是從番茄根圈分離之細菌，較適合生長於土壤，無法纏據（ colonize）於植物葉圈

（phyllosphere）或植物體內。此外，在番茄莖上接種 YA7-1 與接種生理食鹽水的負對照組別

在植株外觀型態上無異，並無病徵產生，說明 YA7-1 應不會對植物本身造成危害。且由結果

得知 YA7-1 與 C58 在植物的莖部接種時，觀察到的腫瘤反而比較大，從所做的拮抗實驗來推

測，YA 7-1 對許多菌都有抑制效果，它可能先把其他菌殺掉（降低 C58 的競爭對手），自己

又因不能生長在莖上而死亡，進而造成 C58 生長順利，腫瘤變大。然而由此實驗也可得知在

培養基上 YA7-1 對農桿菌與其他植物病原菌和非病原微生物的抑制能力差不多，此抑制結果

在植物莖上是否有所改變目前不知道，故腫瘤變大原因仍值得探討。  

由於 YA7-1 為健康番茄幼苗根圈分離之細菌，因此我們嘗試將受傷番茄幼苗根系先浸

泡於 YA7-1 懸浮液中以達成預先纏據（pre-colonization）的目的，再將處理後的番茄幼苗種植

於含有 A. tumefaciens C58 的土壤中（每克土壤約含 106-107 colonies formation unites）。接種 28

天後我們發現有預先纏據 YA7-1 的組別癌腫病罹病率為 40%（n=10），而沒有處理 YA7-1 的

組別則為 87.5% (n=8)，降低約 1/2 的罹病率。此外，處理 YA7-1 後仍罹病的植株，其生成的

癌腫大小也較未處理的組別小，說明 YA7-1 有在感病土中預防癌腫病發生，並抑制癌腫生長

的潛力，此部分結果有待更多重複實驗及更多樣本數來確認。 根部重複性實驗遇到困難，

連單接 C58 都無腫瘤產生，故植物實驗可能要改到培養箱執行。因為農桿菌主要是生活在溫



31 

帶地區的細菌，可能因為在溫室進行實驗時溫度太高，造成接種失敗 

根據 YA7-1 之 16S 核糖體核酸基因序列，我們得知 YA7-1 為放線菌綱（Actinobacteria）、

微球菌科（Micrococcaceae）、Arthrobacter 屬之革蘭氏陽性菌，與資料庫中 Arthrobacter 

ramosus strain CCM 1646 之序列最為接近，相似度（identity）為 97.73%。Arthrobacter 屬之細菌

常被從土壤或受工業廢棄物或輻射污染的土壤中分離，具有高效利用有機或無機化合物的能

力，因此常被用於生物復育（bioremediation）。雖然部分 Athrobacter 菌株曾被從植物葉表分

離並具有纏據於葉圈的能力(Scheublin & Leveau, 2013)，但在葉圈分離之 Athrobacter 普遍被認

為是因雨水潑濺等而出現於植物體上，也並無造成植物病害的紀錄 (Amaresan, Kumar, 

Annapurna, Kumar, & Sankaranaryanan, 2020)，此觀念也符合我們在番茄莖上觀察到的結果。部

分 Anthrobacter 菌株已被實驗證實為幫助植物生長的根圈細菌（ plant-growth promoting 

rhizobacteria），例如能幫助小麥抵抗高鹽逆境(Safdarian, Askari, Shariati, & Nematzadeh, 2019)或

幫助玉米發芽(Tchakounté, Berger, Patz, Fankem, & Ruppel, 2018)。在抗生能力的部分，前人研究

(Wietz et al., 2012)發現於北冰洋相關生態區位分離的七株 Arthrobacter spp. 具有抑制鰻弧菌

（Vibrio anguillarum）及金黃色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）之能力，並針對培養萃出物

進行液相層析-質譜法（liquid chromatography/mass spectrometry, LC-MS）分析，得知其抗生物

質為 arthrobacilin，為一種環化醣脂質（cyclic glycolipids），但對其作用機制則鮮有探討。而

陸域環境中，在印度芒果園分離的 Arthrobacter kerguelensis VL-RK_09 菌株也被證實具有抗生

物質分泌能力，經電噴游離質譜（electrospray ionization mass spectrometer, ESI-MS）、紅外線

吸收光譜（infrared absorption spectrum）及質子核磁共振（proton nuclear magnetic resonance）等

實驗鑑定其抗生物質為 S,S-dipropyl carbonodithioate，可抑制革蘭氏陰、陽性細菌及酵母型或

絲狀真菌，最小抑制濃度介於 75-150 µg/mL 之間(Munaganti et al., 2016)。  

經由測試 Arthrobacter sp. YA7-1 針對革蘭氏陽性、陰性細菌與真菌皆有抑制效果，如枯

草桿菌 (Bacillus subtilis 268)、水稻白葉枯病菌 (Xanthomonas oryzae pv. oryzae)、 酒釀酵母 

(yeast)、 馬鈴薯軟腐病菌 (Dickeya dadantii 3937)，皆有抑制效果，而對番茄葉斑病菌 

(Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000)無明顯效果，其原因可能是它在 YMA 上生長能力較

差，導致觀察不易所致。也由此得知 YA7-1 的廣效性太大，超出我們原先預期以農桿菌生物

防治為目標的範圍，但從以文獻資料來看，大多的生物防治菌的抑制機制對許多菌都有拮抗

能力，故這並非 YA7-1 缺點，且因 YA7-1 是從土壤中取出，故可推估接踵 YA7-1 相較於接

踵其他細菌，較不會對土壤造成影響，然而接踵大量劑量的 YA7-1 是否會負面影響土壤根系

環境還有待更多實驗觀察。由於 YA7-1 能抑制目前 K84 及 K1206 生物防治菌無法抑制的農
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桿菌株 A.tumefaciens 1D1609、15955、Chry5 菌株，故我們期望未來能藉由了解其抑菌機制，

並利用基因工程或人工合成改造其專一性，達成我們的實驗目的 : 來完善對根癌農桿菌或其

他植物病原菌的生物防治，且並非像直接噴灑抗生素般全部殺死。 

在找尋抑制機制的實驗中，我們得知 YA7-1 的抑制物質是可以分泌到細胞外，故我們

推測他的抑制因子是物質，並且抑制方式無須細菌持續存在。然而在濃縮物質實驗中卻無抑

制效果。我們原先的實驗都是將 YA7-1 液態培養三天後，再取出上清液做實驗，但我們從實

驗中得知這樣它所分泌的抑制物質可能會太少。故我們想將原先實驗 YMA  3 day culture → 

濃縮→ 無 inhibition，改為 Na 兩天 → YMA 一天，如此更改的原因為增加逆境。從以往文獻

中可知，細菌在逆境中，照理會分泌更多物質，因從之前實驗得知 YA7-1 在 NA 培養基上生

長的程度差於在 YMA 上生長，我們想藉由提供環境逆境來模擬 YA7-1 遇到農桿菌的情形，

讓產生的物質達到濃縮實驗所需的量。且在濃縮物質實驗中，我們最終得到些粉色物質，而

它的成份有待釐清。濃縮實驗沒結果也可能是物質發生變性，未來我們可能會先透過高效液

相層析 (high performance liquid chromatography)來分析物質成分，判斷該物質為蛋白質還是其

他小分子物質。並將原先實驗將上清液放入冷凍乾燥離心濃縮機裡，低溫真空濃縮兩天，更

正為更佳的實驗方式。 

藉由進行 YA7-1 菌株的全基因體基因功能比對，結合相關文獻及所得此抑菌物質的成

份，我們找出四種可能產生抑制物質，並獲得產生此抑菌物質的基因。因濃縮物質實驗並沒

有分離出單一物質，故無法直接從外觀(濃縮物質所得知的粉色)分析出可能物質，且雖化合

物的化學名稱皆相同，例: 環狀多肽，但它的結構式與環數實際都有所差異，故無法直接用

人工華和物替代 YA7-1 所產化合物。故最好的判定方式是透過跳耀子實驗，並透過抑制圈的

方式找到相關基因片段，進而找出抑制物質。這四種物質分別為環狀多肽(Bacterial head-to-

tail cyclized peptide)、丁內酯(Butyrolactone)、聚酮化合物(Polyketide)、II/III 類可信細菌素 

(Class II/III Confident Bacteriocin)。 

 綜上所述，本研究自健康番茄根圈分離之微生物 Arthrobacter sp. YA7-1 具有在培養基

上抑制不同植物病原性農桿菌菌株的能力，其作用範圍較現有癌腫病生物防治菌株 A. 

radiobacter K84 與 K1026 大，並可作用於多種具較大經濟危害的葡萄癌腫病原 A. vitis 之菌株

上。在初步的癌腫病生物防治實驗中，於植物傷口上與農桿菌 C58 同時接種 YA7-1 並無法

防止癌腫病的發生，但預先施用 YA7-1 於植物根系能降低經由土壤接種時引發癌腫病的發生

率，並降低發病植物腫瘤的大小，且並不會造成植物明顯的外觀型態變化，顯示其可纏據於

植物根圈，並具有作為生物防治植物癌腫病資材的潛力。前人研究也顯示同屬之物種分泌之

抗生物質可作用於細菌及真菌，但 Arthrobacter 屬之微生物鮮有用於植物生物性病害的報
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導，故除癌腫病外，未來可繼續測試 Arthrobacter sp. YA7-1 針對其他土傳性植物病原之拮抗

能力、評估其防治其他造成重大經濟損失之植物病害的能力，如青枯病菌（Ralstonia 

solanacearum）、立枯絲核菌（Rhizoctonia solani）引起的幼苗猝倒病或根瘤線蟲

（Meloidogyne spp.）造成的根瘤病等。 

 

肆、結論與應用 

一、結論 

(一)、成功於番茄根圈中分離出的 26 株單一菌落的細菌，其中分離株 YA7-1 分離株具有抑

制 Agrobacterium tumefaciens C58 生長的效果。 

  

(二)、在抑菌圈實驗中，YA7-1 的抑制能力較目前用來預防植物癌腫病的主要生物防治菌 A. 

radiobacter K84 和 K1026 弱，但對不同致瘤性農桿菌抑制範圍廣。  

 

(三)、經 16S 核糖體核酸基因 rRNA 定序後，分析比對結果 YA7-1 為節桿菌屬  

（Arthurobater），根據目前文獻資料此屬並無相關植物病害記載。 

  

(四)、同時混合接種 YA7-1 和 C58 在番茄莖部，無抑制癌腫病的效果；而先接種 YA7-1 在根

部能降低土壤中 C58 感染根系引發癌腫病的機率。  

 

(五)、YA7-1 是一株具有廣效性抑菌能力的菌株，對革蘭氏陽性、陰性細菌與真菌皆有抑制

效果。 

 

(六)、YA7-1 的抑制因子是物質，抑制方式無須細菌持續存在。 

 

(七)、進行 YA7-1 的全基因體定序，且找到四種可能被 YA7-1 分泌且具有抑制性的次級代謝

物。 

 

二、應用 

 YA7-1 的抑菌能力具廣效性，且 YA7-1 能抑制目前 K84 及 K1206 生物防治菌無法抑制

的農桿菌菌株與植物病原菌。故我們期望未來能藉由了解其抑菌機制與抑制代謝物，並利用

基因工程或人工合成，讓 YA7-1 對這些病原菌具抑制專性，來完善對根癌農桿菌或其他植物
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病原菌的生物防治。 
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070004-評語 

【評語】070004 

此研究由未產生腫瘤之番茄土壤中分離到抑制農桿菌的菌株，

並測試其對多種農桿菌有抑制效果，發現 YA7-1 對多種農桿菌具

拮抗能力，不同於現行的生物防治菌農桿菌（Agrobacterium 

radiobacter K84 and K1026）有高選擇性限制，YA7-1 具有廣效性

的抑菌能力可更廣泛應用，並進一步定序此菌株。研究有很好的動

機與初步結果值得肯定，做的工作多且紮實！ 

建議： 

1. 藉由分析培養液上清夜的實驗可得知 YA7-1 的抑菌因子為

其分泌物質，但確切抑菌物質與機制仍有待釐清。 

2. 應查文獻是否有別種節桿菌屬（Arthrobacter）也能抑制農

桿菌，以強調此研究的新穎性。若無文獻報導，那 16S 核糖

體核糖核酸基因片段序列可找到其他相似節桿菌屬

（Arthrobacter）可買來測試。 

3. YA7-1 可抑制的農桿菌菌株，比生物防治菌株 K84、K1026

多，但抑制效果比較弱。 



4. 接種 YA7-1/C58 的平均腫瘤重量甚至比與只接種 C58 的

植株稍高，因此推斷 YA7-1 在莖上無抑制癌腫病發生的效

果。為何？ 

5. 先接種 YA7-1 於番茄根圈後再進行土壤接種農桿菌可降低

腫瘤發生率，且所產生的腫瘤平均重量較輕，但統計上沒有

顯著差異，為何推測 YA7-1 仍具有生物防治的潛力？ 

6. 圖表結果呈現應一致(表七及圖 15)，應皆有詳盡的說明。 
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