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摘要 

蛇紋岩土壤為一富含鎳、鉻的天然環境，低鈣鎂比為此土壤特性。目前台灣蛇

紋岩土壤中微生物群相未知，本研究於 2019年 1月起調查蛇紋岩土壤中線蟲群相，

採集我國宜花東共 23個區域之蛇紋岩土壤與非蛇紋岩土壤，各分離出 20與 22科

線蟲。比較相同樣本數下分離的線蟲總量，發現蛇紋岩土壤中的線蟲遠少於非蛇紋

岩土壤，推論高濃度的鎳、鉻環境不利於線蟲生存。探究線蟲分群類別，

Qudsianmenatidae 科僅在蛇紋岩土壤中被發現，Anguinidae、Dolichodoridae、

Rhabdolaimidae等科之線蟲則僅出現於非蛇紋岩土壤中。在非蛇紋岩土壤中出現頻

率最高的Meloidogyne, Heterocephalobellus兩屬線蟲在蛇紋岩土壤中豐度明顯下降，

推測該兩屬線蟲可能對於重金屬為較敏感，耐受性較低。因此，本研究首先探究高

濃度鎳、鉻於根瘤線蟲體內所產生之生理影響。本研究挑選新興重要入侵病原象耳

豆根瘤線蟲作為試驗材料，發現其在鎳、鉻環境中，繁殖、侵染、發育及代謝等生

理能力皆受到影響，且高濃度下不利其生存；鎳濃度高於 200 ppm時，象耳豆根瘤

線蟲的死亡率會顯著上升，而高於 50 ppm 的鉻，則使象耳豆根瘤線蟲有 100%死

亡率。當環境中含有鎳時，象耳豆根瘤線蟲的卵孵化率、侵染能力及代謝速度皆下

降，然而其卵及幼蟲發育速度皆加快。而環境中的鉻，則使象耳豆根瘤線蟲的卵孵

化率、侵染植株及代謝等能力下降，並使幼蟲發育速度加快。於本研究調查中，發

現蛇紋岩土壤中有一種對鎳、鉻具有高度耐受性之根瘤線蟲，推測該種類可能獲得

環境中微生物之協助而產生較佳適應性。因此，本研究調查蛇紋岩土壤中的細菌群

相，進行細菌功能性分析，結果發現，共有十七個屬 (Dongia, Pirellula, Anaerolinea , 

Haliangium, Sphinogomonas, Geobacter, Streptomyces Gaiella, Pseudolabrys, 

Rhodopseudomonas, Candidatus, Pedomicrobium, Pseudaminobacter, Steroidobacter, 
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Reyrannella, Bacillus, Bradyrhizobium) 於蛇紋岩土壤中具有較高的相對豐度。其中，

Sphinogomonas, Geobacter, Streptomyces, Pseudolabrys, Rhodopseudomonas, 

Candidatus_Solibacter, Steroidobacter, Reyrannella等八個屬，過去曾被報導於高濃

度金屬環境中具耐受性，且有金屬吸附及螯合等能力。本研究發現，Bacillus 

nealsonii及 Solitalea koreensis 與 Acidobacteria bacterium等三菌株與土壤中鎳、鉻

濃度具有高度正相關性。本研究中所篩選出之與重金屬相關菌群，可做為後續研究

高鉻、鎳環境中線蟲-細菌交互作用的潛力菌株。 
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Abstract 

Serpentine soil is a rich nickel and chromium soil, and the low Mg/Ca ratio is its 

feature. Microbiome in serpentine soil is unknown. Since January 2019, the study 

investigated the soil microbiome in serpentine soil and compared them with non-

serpentine soils in the same region. There were fewer nematodes in serpentine soil than 

non-serpentine soil, which suggested high concentration of environmental nickel and 

chromium are harmful to nematode. Among the 23 samples collected from the eastern 

Taiwan, a total of 20 families of nematodes were found in serpentine soils, while 22 

families were found in non-serpentine soil. The family Qudsianmenatidae was only 

discovered in serpentine soil, while Anguinidae, Dolichodoridae, Rhabdolaimidae were 

only observed in non-serpentine soils. The top two abundant genera in non-serpentine 

soils, Meloidogyne spp. and Herterocephalobellus spp., only present significant low 

abundance in serpentine soil. Therefore, we assumed the two genera are sensitive and 

have lower tolerance level to heavy metals. We explored the physiological effects of 

Meloidogyne spp. in high concentration nickel and chromium environment. The emerging 

guava root-knot nematode, Meloidogyne enterolobii, was select as the experimental 

material in this study. This study revealed that the reproduction, development, invasion, 

and metabolism of the nematode were impacted by nickel and chromium, and that the 

high concentration of the two metals in the environment are toxic to nematodes and harm 

their survival. When the environmental nickel concentration is higher than 200 ppm, the 

mortality of M. enterolobii was significantly increased. Also, 100% M. enterolobii 

mortality would be reached when the environment contains higher than 50 ppm chromium. 

When the environment contains nickel, the egg hatching rate, invasion ability and 
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metabolism of M. enterolobii were decreased, but the development rate of egg and 

juvenile were both increased. On the other hand, chromium decreased the egg hatching 

rate, invasion ability and metabolism of M. enterolobii, and increased development rate 

of juvenile. One Meloidogyne species, code species S, was discovered in serpentine soil, 

and had higher tolerance to nickel and chromium than other Meloidogyne species. We 

hypothesized Meloidogyne species S adapted to the environment with the help of 

microbes in the same environment. Therefore, this study investigated the bacteria 

communities in serpentine soil, and analyzed their potential gene functions. As results, 

seventeen genra were found to have higher relative abundance in serpentine soil: Dongia, 

Pirellula, Anaerolinea , Haliangium, Sphinogomonas, Geobacter, Streptomyces Gaiella, 

Pseudolabrys, Rhodopseudomonas, Candidatus , Pedomicrobium, Pseudaminobacter, 

Steroidobacter, Reyrannella, Bacillus and Bradyrhizobium. Among them, 8 genera 

(Sphinogomonas, Geobacter, Streptomyces, Pseudolabrys, Rhodopseudomonas, 

Candidatus_Solibacter, Steroidobacter, and Reyrannella) were previously reported to 

have higher tolerance to high metal concentrations, and were able to absorb metal and 

carry chelation. In our study, Bacillus nealsonii, Solitalea koreensis and Acidobacteria 

bacterium were found to have strong positive correlation to the concentration of nickel 

and chromium. The heavy-metal related bacteria revealed in this study can be use as 

candidate strains to study the interaction of nematode and bacteria in the high- nickel and 

chromium environments.  
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第一章‧ 緒論 

1.1  研究背景 

蛇紋石為富含鎂的超基性變質岩，其分布於板塊交界處，風化後的土壤稱為蛇

紋岩土壤。蛇紋岩廣泛分布於全球，巴爾幹半島、土耳其、古巴、阿爾卑斯山、法

國新喀里多尼亞、美國加利福尼亞、日本、中國、越南、菲律賓及台灣等地區皆有

蛇紋岩岩礦 (Shewry & Peterson 1976; Nabais et al. 1996; Harrison 1997; Dell et al. 

2002)。在台灣，蛇紋岩分布於宜蘭縣 (南澳) 及花蓮縣 (豐田、萬榮、瑞穗、玉里) 

與台東縣 (池上、卑南) 等地 (Cheng 2009; Cheng et al. 2011; Chang et al. 2013)。蛇

紋岩富含鎳、鉻、鈷及錳等礦物，其風化過程中會將石綿纖維釋放至環境中，因此

有危害環境生態及人體健康的疑慮 (Hseu 2018)。一般土壤中的鎳濃度範圍多介於

5-500 ppm (mg/kg)、鉻平均含量小於 100 ppm (Kabata-Pendias 2001)，而蛇紋岩土

壤中的鎳與鉻含量則皆可超過 10000 ppm (Oze et al. 2004; Hseu 2006)，但其對植物

之生物有效性鎳僅約為總量之 3.5% 至 12.0%，鉻則更低為 0.1% (劉滄棽, 2007)，

其可能與礦物之鍵結強度有關，鎳為二價之離子，而鉻常為三價離子，因此與三價

鉻離子相關之礦物抵抗風化作用的能力會大於二價鎳有關之礦物。此外，蛇紋岩土

壤也具有錳、鈷含量偏高的特性 (Oze et al. 2004; Wu et al. 2012; Rajapaksha et al. 

2013)，且土壤中鈣/鎂比值小於 1 (Cooper 1978)，整體缺乏具生物有效性的氮、磷、

鉀，導致種植肥力差 (Hseu 2018)。 

當土壤中含有高濃度重金屬，造成作物生長不良或作物中有重金屬殘留，不僅

其周圍生態遭受脅迫，更影響農產品食用安全。蛇紋岩土壤中有高濃度鎳與鉻，重

金屬鎳影響生物生理功能，舉凡人類呼吸功能、損害大鼠心臟及肝臟等 (Ahamed 



doi:10.6342/NTU202004110

 

2 

 

2011; Meindl et al. 2014)；而暴露於金屬鉻環境中則使人肺炎風險增高及土壤中細

菌量減少 (Pandey et al. 2005; Saha et al., 2011)。而目前已知鎳會降低線蟲壽命長

度、繁殖及活動能力 (Khan et al. 1996; Wang & Wang 2008)；鉻則使線蟲壽命縮短、

繁殖及活動能力下降，甚至使發育速度變慢 (Boyle & Kakouli-Duarte 2008; Roh et 

al. 2009; Wu et al. 2012; Jiang et al. 2016)。除了鎳、鉻以外，其他重金屬 (銀、鎘、

鈷、銅、錳、汞、鋅、鉛) 亦會造成線蟲壽命減短、活動能力，而鋅亦會使線蟲發

育速度下降 (Vranken et al. 1988; Wang & Xing 2008)。綜合前人研究得知，當環境

中重金屬含量增加，除了危害該棲地之生物，甚至造成其許多生理行為受到影響，

而隨著人類生活便利，現今環境污染問題日益增加，因此重金屬污染對於生物的危

害仍為須重視的問題。 

1.2 研究動機 

我國東部具有豐富的蛇紋岩與蛇紋岩土壤分布，對於土壤特性與相關植被等

已有少數團隊在進行探索，但目前對於微生物群相的資訊仍相當有限。本研究室調

查富含重金屬的鎳、鉻土壤微生物相時，發現包含根瘤線蟲等數種線蟲之存在。此

觀察與前人研究所指含有鎳、鉻等重金屬的環境會使其死亡之現象不符 (Pasternak 

1982; Vranken & Tiré C Heip 1989; Khan et al. 1996)。許多研究指出土壤微生物可能

透過水平基因轉移 (Horizontal gene transfer) 方式，而演化生存於逆境之中 (Nelson 

et al. 1999; Keeling 2009; Zhaxybayeva et al. 2009; Shoeb et al. 2012)。基於前人研究

曾指出線蟲也可能透過環境中微生物之水平基因轉移而獲得有利於其生存之基因  

(Danchin et al. 2010; Mayer et al. 2011)，推論這些能夠於重金屬環境中之線蟲可能

具有重金屬環境逆境之適應性，且其能力可能來自於環境中之微生物水平基因轉

移。根瘤線蟲為 (Root-knot nematodes) 遍佈全球並首具經濟重要性之植物病原線

蟲，可寄生超過兩千種植物，為土壤傳播，且於適當環境條件下繁殖力強、不容易
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移除。過往研究報告中認為根瘤線蟲應無法生存於高濃度鎳的環境中，更提出添加

鎳作為土壤改良劑以進行防治根瘤線蟲的想法 (Khan et al. 1996; Khan et al. 2006)。

因此，本研究選用根瘤線蟲作為材料，探討該類重金屬環境對線蟲所產生之逆境，

並首度嘗試從微生物與微生物交互作用的角度，透過微生物群相數據的分析，探究

土壤微生物於此環境中可能與線蟲產生之交互作用。 
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第二章‧ 蛇紋岩土壤微生物相調查 

2.1 簡介 

2.1.1 蛇紋岩土壤微生物生態 

蛇紋岩土壤生態群相的探索還處於起始的階段。對於該土壤環境中真菌群相

的研究，大約起始於十五年前。Pal 等人在印度安德曼地區蛇紋岩土壤，發現

Aspergillus, Penicillium, Mortierella, Trichoderma, Paecilomyces 及 Mucor 等六個屬

的真菌為該地的優勢族群。針對被成功分離出的 Aspergillus, Mortierella, 

Paecilomyces, Penicillium, Pythium, Rhizopus及 Trichoderma等七個屬的真菌探討其

功 能 性 ， 發 Aspergillus, Mortierella, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus 及

Trichoderma 皆對鈷有抗性，能生存於含鈷培養基中，其中 Mortierella SPS 403 為

吸收最多鈷離子菌株 (Pal et al. 2006; Pal et al. 2007)。另外，當環境中具有菌根菌 

(mycorrhiza) 時，蛇紋岩土壤中的微生物相具有較高的多樣性，且歧異度較低。學

者推論，蛇紋岩土壤中的重金屬對菌根菌影響較小，使菌根菌可以適應並生存於該

環境，不會影響其多樣性，甚至可以協助其他微生物適應該環境，使蛇紋岩土壤微

生物相的多樣性上升。當環境中有菌根菌存在時，可協助植物生長於蛇紋岩土壤，

使植物生長較好，受重金屬影響較小  (Schechter & Bruns 2008; Branco 2010; 

Doubkova et al. 2012; Doubkova et al. 2013)。 

分子生物學的發展與次世代定序的技術成熟，致使蛇紋岩土壤的細菌群相得

以被探索。位於地中海型氣候的義大利的含有高濃度鎳的蛇紋岩土壤中，細菌群相

的相對豐度，在門 (Phylum)的階層，由高至低依序排列為 Actinobacteria, 

Proteobacteria, Acidobacteria 等菌 (Mattarozzi et al. 2017)。Mattarozzi 等人 (2017) 
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基於在特定分類門的物種，蛋白質數量與總鑑定到的蛋白質數量之固定比率，遂以

功能性蛋白質系統發育為分類依據，進而分析功能性微生物相對豐度。結果觀察觀

察到 Proteobacteria門為最具優勢。其中，α-Proteobacteria中 Rhizobiales目(Order)

為最大宗，而 β-Proteobacteria內則是 Burkholderiales最為豐富，及 γ-Proteobacteria

中 Enterobacteriales, Pseudomonadales 及 Xanthomonadales 等目的菌最多。此外，

Actinobacteria, Corynebacteriales, Micrococcales 等目也被觀察到為此土壤中的優勢

菌群；其中，相對豐度最高的屬為Methylobacterium mesophylicum (Mattarozzi et al., 

2017)。Igwe 等人 (2019) 將植物種於蛇紋岩土壤及非蛇紋岩土壤中，再分析根圈

土壤菌相，發現雖然兩土壤中皆是 Proteobacteria 及 Actinobacteria 門為較優勢的

族群，但非蛇紋岩土壤的菌種多樣性較高 (Igwe & Vannette 2019)。在該蛇紋岩土

壤中，Microvirga及 Acidobacteria bacterium RB41有相對高的豐度。Mircovirga屬

與前述義大利學者研究找到的 Methylobacterium 皆歸在 Methlobacteriaceae 科，與

蛇紋岩土壤中的根瘤菌 Mesorhizobium 在比較基因演化分析的結果屬於同一個適

應族群，該菌群中分離出的菌株大多對鎳具有高度的耐受性 (Porter et al. 2017)。

而在印度安德曼蛇紋岩土壤菌相調查，發現優勢菌群多為革蘭氏陰性細菌，包含

Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium 及 Actineobacter。而相對豐度較低的革

蘭氏陽性菌中，則包含有 Bacillus 及 Streptomyces。研究指出，比起真菌，更多根

際 細 菌 能 存 活 於 含 鎳 的 培 養 基 中 ， 並 且 發 現 Cupriavidus KPS 201, 

Pseudomonas AND 601 及  Bacillus CTS 420 等菌株具有吸收水溶液中鎳的功能 

(Pal et al. 2007)。 

線蟲是地表上數量最多且分佈非常廣泛的動物 (Van Den Hoogen et al. 

2019)，然而學者對於蛇紋岩土壤中的線蟲群相了解相當有限。Hungate等人於

2000年在美國賈斯珀里奇生物保護區 (Jasper Ridge Biological Preserve) 的草地調
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查蛇紋岩土壤，發現雖然和砂質土壤一樣是食細菌性的種類占比較高，但蛇紋岩

土壤中有較高數量的線蟲 (Hungate et al. 2000)。Monokrousos等人調查希臘地區

蛇紋岩土壤，發現無論其上的植被為何，線蟲的物種豐富度及成熟指數 (maturity 

index，MI值) 皆高於無植被的蛇紋岩土壤。然而，植被影響根圈土壤中線蟲群

相。食細菌的線蟲在所有組別中皆為最大族群，食真菌的線蟲，則在無植被處會

顯著較少 (Monokrousos et al. 2014)。 

對於蛇紋岩土壤微生物群相的研究，過往的報導局限於義大利、美國、印

度、奧地利等地，且僅針對單一類別的微生物，未曾討論微生物之間的交互作用

關係。我國東部具有豐富的蛇紋岩與蛇紋岩土壤分布，雖然對於土壤性質特性與

相關植被等已有團隊在進行探索，但目前對於微生物群相的資訊仍相當有限，值

得探究。 

2.1.2 細菌多樣性分析指標 

  以探究 Alpha diversity來了解一棲息地中物種歧異度差異，選用了常見的四

種多樣性指標 Shannon、Simpson、Chao-1 和 ACE 進行分析。 

  環境受到人為擾動、汙染時，可能導致其中的生物多樣性降低，且有能適應其

環境變化的優勢族群出現。生物多樣性指標可反應環境中生物多樣性 (diversity) 

的變化。香農-維納指數 (Shannon-Wiener index) 常用於環境中生物多樣性分析的

指標 (Spatharis et al. 2011; Strong 2016)。香農指數由 Shannon於 1948年 (Shannon 

1948)，而當時Wiener被認為是該理論共同發展者，因此後人為了紀念Wiener，將

兩人名字並列，因此後續成了「香農-維納指數」。該指數透過計算物種總數及各物

種比例得出，除了包含物種多樣性外，其中也考慮到物種均勻度，越豐富均勻的族

群，指標數值越高，代表該環境具有較高的生物多樣性。 
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  辛普森指數 (Simpson index) 於 1949年被提出 (Simpson, 1949)，計算時同時

考慮物種均勻度及豐富度，也是常被用於探討環境中生物多樣性的指標，其數值介

於 0 至 1，數值越大表示多樣性越高。其餘兩個多樣性指標 Chao1 及 ACE 則分析

其群相豐富度，其結果亦可以反映 OTU 數量多寡，指數越高代表豐富度越高。

Chao1最早於 1984年被 Chao提出 (Chao, 1984)，該指數會同時考慮僅出現一次的

物種，若抽樣觀察到多數物種都屬於只出現一次的物種，則表示該群相可能存在更

多物種待發現，亦可預期該族相有較高的豐富度。ACE同樣由 Chao提出 (Chao et 

al., 1993)，是生態學估計物種總數的常用指數之一，與 Chao1相同，指數越大表示

群落豐富度越高。 

2.1.3 線蟲成熟指數分析環境汙染程度 

線蟲分布廣、數量多，且對於環境有高敏感性，具有可以發展成環境汙染指標

的潛力生物。Bongers於 1990提出「成熟指數 (maturity index，MI)」，做為統整腐

生性線蟲的 c-p 指標及植食性線蟲 PPI 指標，再經過計算所得到的綜合指標 

(Bongers 1990)。MI值越高，表示此環境越不受干擾，而越低則受人為影響較重。

於土壤中添加氮源，或農藥施灑，皆會使 MI 值降低 (Neher 1999; Ruess et al. 2001; 

Sarathchandra et al. 2001; Gupta et al 2019)。環境中有金屬銅的存在時，也有較低的

MI值 (Khan et al. 1996)。然而，此指標未能反應所有環境汙染源。Negy研究土壤

中 13種重金屬 (鋁、砷、鋇、鎘、鉻、汞、銅、鉬、鎳、鉛、硒、鍶、鉛) 與線蟲

MI 値之相關性，發現僅有鉻及硒的存在對 MI 值有負相關性 (Nagy 1999)。Fuller

等人 (1997) 也報導，並非全數添加三氯乙烯及甲苯的土壤，MI 值都會被影響 

(Fuller et al. 1997)。 
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2.1.4 水平基因轉移 

自然界中，生物透過基因體的變異與多樣性，得以適應和生存於不同的環境中。

面對逆境時，擁有特殊的抗逆境基因則有利於該物種族群的生存。基因體的改變，

可能來自於突變，亦可能為從他處獲得基因的結果。生物由外界獲得基因的方式，

包含垂直基因傳遞 (vertical gene transfer) 與水平基因轉移 (horizontal gene transfer)

等方式；前者為祖先傳遞給子代，為同物種內傳遞；後者則為生物傳遞給周圍其他

生物細胞，可能傳遞給非同物種生物 (Keeling & Palmer 2008)。目前有許多研究支

持物種間可能透過水平基因轉移，可使生物適應於逆境中 (Nelson et al. 1999; 

Keeling 2009; Zhaxybayeva et al. 2009; Shoeb et al. 2012)；亦有研究指出線蟲透過水

平基因轉移獲得基因，協助其生存、取食等能力 (Sommer & Streit 2011)。例如，

植物寄生性線蟲的纖維素酵素酶基因  (cellulase) 被認為來自於環境中的細菌 

(Kikuchi et al. 2004; Abad et al. 2008; Opperman et al. 2008; Haegeman et al. 2011)。

Mayer等人 (2011) 以轉錄體學分析種內及種間之纖維素酶基因差異，並透過實驗

證實腐生性線蟲 Pristionchus pacificus可透過殖入纖維素酶基因而產生有活性的纖

維素酶 (Mayer et al. 2011)。而 Danchin等人 (2010) 在透過系統發育分析功能性酵

素，發現南方根瘤線蟲Meloidogyne incognita中的糖苷水解酶 GH28與一系列的細

菌直系同源物形成高度相似的族群 (Danchin et al. 2010)。 

2.1.5 研究目的 

前人研究曾指出線蟲可能透過環境中微生物之水平基因轉移而獲得有利於其

生存之基因，因此，推論能夠於重金屬環境中之線蟲可能具有環境逆境之適應性，

且其能力可能來自於環境中之微生物水平基因轉移。本章研究調查分析高濃度重
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金屬土壤 (蛇紋岩土壤) 中之細菌群相，找尋可能做為協助線蟲生存於該環境中之

潛力菌株，以利未來進一步研究線蟲與環境微生物之交互作用，了解線蟲對於抵抗

逆境之相關演化機制，作為綜合防治植物線蟲之相關參考。 

2.2 材料與方法 

2.2.1 蛇紋岩土壤樣本採集及性質分析 

2.2.1.1 土壤樣品採集與保存 

2019年 1月至 12月間，於台灣東部宜蘭三星、花蓮吉安鄉、壽豐鄉、萬榮鄉、

台東池上鄉等共 23 個區域採集蛇紋岩土壤 (9 處) 及非蛇紋岩土壤 (14 處) 樣品

進行研究，如圖一。採集針對細菌與植物線蟲較活躍的部位，深度約 3-15 公分的

植物根圈土壤進行收集。每個區域皆隨機選取 13 個點進行收集，每個點取約 500

克土壤裝入夾鏈袋中。土壤由快遞運回實驗室後，將每夾鏈袋中土壤接分別混合均

勻。自編號 1-3 的土樣中，等比例取部分填充滿 50 mL 離心管一管，後立刻保存

於-80 ℃中，作為後續萃取土壤 DNA 使用；同時，相同編號之土樣等比例混合後

取約 500克，在室溫下陰乾 1-2週作為後續土壤性質測定使用。其餘土壤則保存於

室溫，用於線蟲相分析。 

2.2.1.2 手攜式 X 射線螢光光譜儀分析與土壤分類 

將已陰乾的土壤樣品以 100 mesh網篩過篩，再透過手攜式 X射線螢光光譜儀 

Portable X-ray Fluorescence (pXRF) (Olympus XRF DP2000, Olympus Corporation, 

Japan) 分析其土壤中所含各元素含量 (Hseu et al., 2016)。依照分析結果所得之樣

本中鎳、鉻含量，將 23個土壤樣品分成濃度分類為低 (濃度< 200 mg/kg)、中 (200 

mg/kg≦ 濃度< 1000 mg/kg)、高 (1000 mg/kg≦ 濃度) 等三類群。 
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2.2.1.3 酸鹼值 (pH) 測定 

使用 HORIBA F-71 pH meter (Horiba Ltd., Japan) 測定土壤樣本之酸鹼值。測

定樣品前，皆以 pH 7與 pH 10標準緩衝溶液校正 pH測定儀。秤量 20 g土壤於 100 

mL 燒杯中，加入 20 mL 去離子水並以玻棒攪拌均勻，靜置 30 分鐘。接著再攪拌

一次，再靜置 30 分鐘後，測定該土壤懸浮液之酸鹼值 (McLean 1982)。每個樣品

測定前需再均勻攪拌，待讀值穩定後記錄讀值。 

2.2.1.4 電導度 (EC 值) 測定 

使用 JENCO 3170電導度測定儀 (Jenco Ltd., Taiwan) 測定土壤樣本之電導度。

測定樣品前先以 1413 μs/cm標準液校正電導度測定儀。秤量 100 g土壤於 500 mL

塑膠燒杯中，緩慢加入去離子水且持續攪拌使其混和直到土壤樣本表面反光。靜置

一小時後，充分攪拌土壤樣本，將樣本倒入舖有濾紙的布氏漏斗裝置，如圖二，並

利用幫浦抽氣過濾，收集其濾液，利用電導度計測定濾液 EC值 (Rhoades 1982)。 

2.2.1.5 土壤質地分析 (比重計法) 

質地分析採用 Bouyoucos 所提出之比重計法 (Bouyoucos 1936)。秤取 50 g 土

壤於 500 mL 燒杯中，加入 200 mL 去離子水充分攪拌均勻，並加入 10 mL 5%偏磷

酸鈉溶液，放置室溫反應至隔天。將土壤懸浮液倒入金屬攪拌杯中，並添加去離子

水至杯子 1/2處，將杯置於攪拌器下方攪拌六分鐘。攪拌後將全部懸濁液移入 1000 

mL 量筒內，並加去離子水至 1000 mL，用攪拌槳上下攪動二十次，取出開始計時，

二十秒後，輕放入比重計，不使上下震動。待四秒時，紀錄比重計讀值 (PS; g/L)，

此讀值為黏土與坋土 (Silt) 之量。記錄完後，再次以攪拌棒上下攪動土壤懸濁液，

靜置兩小時後，放入比重計讀取讀數 (PC; g/L)，此讀值為樣本中黏土量。測量土壤

樣本需做空白校正，因偏磷酸鈉溶液會影響液體密度，故應測定每 1000 mL 去離

子水中含 10 mL 偏磷酸鈉溶液之比重計讀數 (PB)，然後加以扣除。 
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2.2.1.6 重金屬之 BCR序列萃取 

  參考歐盟提出之 BCR序列萃取法 (Sutherland and Tack, 2003)。針對酸可溶及

可交換態 (Acid-exchangeable fraction, F1) 及可還原態 (Reduction fraction, F2) 測

定。首先 F1萃取方法為：秤取 2 g土壤樣品，置於 100 mL 離心瓶中，並加入 40 

mL 0.11 M HOAc，在室溫下以 150-175 rpm震盪十六小時，再以 3000 rpm離心二

十分鐘，上清液以Whatman No. 42濾紙過濾，得到 F1萃取液。接著將上一步驟

之殘餘土樣加入 40 mL 0.5 M NH2OH-HCl溶液，並添加 25 mL 2M HNO3溶液使

其 pH=1.5，在室溫下以 150-175 rpm震盪 16 小時，固液相分離及處理方式同前

步驟，獲得 F2萃取液。將獲得之萃取液以感應耦合式電漿 (Inductively coupled 

plasma optical emission spectrometry, ICP/OES, HORIBA, ULTIMA2) 測定鎳、錳、

鉻、鈷之濃度。 

2.2.2 土壤細菌相分析 

2.2.2.1 核酸萃取 

本研究欲針對所採集之蛇紋岩土壤及非蛇紋岩土壤之細菌群相進行分析。各

區域土壤樣品取 250 mg，以 DNeasy® PowerSoil® Pro (Qiagen Ltd., Germany) 試劑

組萃取土壤總體核酸，根據廠商建議之步驟進行。首先將 250 mg 土壤放入

PowerBead Pro Tube中，隨後加入 800 μl CD1溶液，接著放置於 Vortex-Genie 2震

盪儀 (Scientific Industries Inc., USA) 上並以刻度 10震盪強度震盪十分鐘 (若超過

十二個樣本，則時間增加五分鐘)。震盪完確認樣本與溶液均勻混和後，將其以

15000 g 離心一分鐘，接著將 600 μl 上清液移至 microcentrifuge tube 中，再加入 

200 μl CD2溶液並以震盪儀震盪五秒，再將其以 15000 g離心一分鐘。離心完後將

其 600 μl上清液移至乾淨的 microcentrifuge tube，須避免吸取底部之沉澱物，再加
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入 600 μl CD3溶液並以震盪儀震盪五秒，並以迷你微量離心機離心五秒，確保管

壁及管蓋無殘留液體，隨後吸取 650 μl裂解液至MB Spin Column中，再以 15000 

g離心一分鐘，接著去除液體再將剩餘的 650 μl裂解液移入MB Spin Column中，

並以 15000 g 離心一分鐘。離心完畢後，將 MB Spin Column 移至乾淨的 2 mL 

Collection Tube上，再加入 500 μl EA溶液並以 15000 g離心一分鐘，接著將液體

去除後，再加入 500 μl C5 溶液，再次以 15000 g 離心一分鐘。接著將 MB Spin 

Column移至乾淨的 Collection Tube，再以 16000 g離心兩分鐘，確保 Column上無

殘留液體。最後將其移至 Elution tube中，並加入 50 μl 1/10 EB溶液，確保全部溶

液停留於濾膜上並靜置一分鐘，再以 15000 g 離心一分鐘，完成萃取土壤 DNA。

萃取完之核酸分裝 20 μl保存於-20 °C，另外 30 μl保存於-80 °C。待後續進行定序。 

2.2.2.2 細菌群相定序 

利用專一性引子對 319F (5’- CCTACGGGNGGCWGCA- 3’) 及 806R (5’- 

GACTACHVGGGGTATCTAATCC -3’)，針對細菌 16S 核醣體 RNA 的 V3-V4 區段

進行增幅。每個樣品需含有 12.5 ng DNA，並搭配利用 KAPA HiFi HotStart ReadyMix

試劑 (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA)。其反應條件為：95 °C反應 3分鐘，隨

後進行 95 °C反應 30秒，55 °C反應 30秒及 72 °C反應 30秒循環 25次，最後於

72 °C反應 5分鐘。PCR產物透過 1.5% Agarose電泳膠進行電泳分離，並針對 500 

bp位置條帶純化其 DNA以利建立後續細菌資料庫。細菌資料庫依據 Illumina平台

的 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation 步驟進行建構 。PCR產物透過

Qubit 4.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA)及 Qsep100TM 系統 

(BiOptic Inc., Taiwan) 進行評估及測定，將須上機的每個樣本調整至等量後混和，

接著使用 Illumina MiSeq platform 產生 300 bps 成對的序列資料庫 (Klindworth et 

al., 2013, Fadrosh et al., 2014)。 
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2.2.2.3 序列分析 

首先將初始讀出的成對序列利用 FLASH (v1.2.7, FutureWave Software, USA) 

進行組裝 (Magoc & Salzberg 2011)，並使用 QIIME 1.9.1 (http://qiime.org/) 軟體將

低品質 (Q<20) 的序列去除 (Caporaso et al. 2010)，留下的序列透過 UCHIME 獲得

有效之目標物種 (Edgar et al. 2011; Haas et al. 2011)，隨後過濾數據完後即會產生

初始 operational taxonomic unit (Edgar)， OTU 透過 USEARCH 軟體  (v.7, 

https://www.drive5.com/usearch/) 將其與過往物種 97%以上序列相符的 OTU 群集

一起 (Edgar, 2013)。得到之序列使用 R軟體 (v.2 15.3, https://www.r-project.org/) 搭

配 FactoMineR package 及 ggplot2 package 減少多維度變異並進行 Principal 

Component analysis (Zemanova et al.) 分析菌相與環境因子之關聯性。 

2.2.2.4 數據分析 

  為了瞭解各樣品間物種豐度資訊，繪製熱圖以便比較各樣品間物種豐度高低 

(Jami et al. 2013)，分組樣本先透過標準化得到 z-score，將一個樣品在該分組上的

豐度和所有樣品在該分組的平均豐度差除以所有樣品在該分組上的標準差，以呈

現圖中物種豐度，為+2至-2。以探究 Alpha diversity來了解一棲息地中物種歧異

度差異，選用了常見的四種多樣性指標進行分析。以 QIIME 分析 Shannon，

Simpson，Chao1 及 ACE (Whittaker 1972)。族群豐富度透過 Chao1 及 ACE 指數評

估，物種多樣性中的相對豐度及均勻度則透過 Shannon及 Simpson評估。透過隨

機選擇每個樣品的測序數量來構建稀釋曲線，以代表觀察到物種的數量 (Schloss 

et al., 2009)。為了確認土壤性質與細菌群相之間的關係，使用 R軟體 (v.2 15.3, 

https://www.r-project.org/) 中的 ’vegan’ 套件將土壤性質與定序結果之細菌種類進

行 Canonical Correspondence Analysis (CCA)。 

http://qiime.org/
https://www.drive5.com/usearch/
https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/
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2.2.3 線蟲相 

2.2.3.1 線蟲分離及核酸萃取 

土壤樣本之線蟲以改良式柏門氏漏斗分離法分離  (Baermann & and Eine 

einfache, 1917)。取 100 g± 5%土壤，放置於鋪有單張擦手紙的 20 mesh網篩中，將

漏斗水量家至淹過網篩濾網，完成架設漏斗裝置，並靜置以待分離線蟲。收集 45

小時後軟管底部 10 ml的水樣，於光學顯微鏡 (Olympus BX41, Olympus Corporation, 

Japan) 視野下，以數位單眼相機 (Canon EOS 80D, Canon Inc., Japan) 進行水樣中

每隻線蟲之型態拍攝，以利後續型態鑑定。將拍照完的線蟲放入 20 μl 0.25 M NaOH

浸泡三至十六小時後，利用核酸增殖系統儀 (Bio rad S1000TM, Bio Rad Laboratories 

Inc., USA) 於 95℃下加熱三分鐘，再依序加入 10 μl 0.5M Tris buffer (pH 8.0)、4 μl 

1.25M HCl和 5 μl 2% triton X-100，之後再加熱至 95℃ 三分鐘，完成線蟲 DNA之

粗萃取 (Floyd et al., 2002)。萃取得的 DNA保存於-20℃，以供後續試驗。 

2.2.3.2 線蟲型態鑑定 

由改良式柏門氏漏斗分離法分離的線蟲，於光學顯微鏡  (Olympus BX41, 

Olympus Corporation, Japan) 下拍照後的照片，利用 Image J 1.8.0 (NIH, USA) 輔助，

進行線蟲體長、體寬、頭唇部至食道球長度、尾巴長度等器官之比例量測，運用第

曼公式 (de Manian formula) 與 Nemaplex資料庫 (2020, USA) 及相關文獻之描述

進行比對，完成線蟲種類之鑑定。 

2.2.3.3 線蟲核醣體核酸定序 

2.2.3.3.1 線蟲目標片段增幅 

透過初步型態鑑定分為植食性線蟲與腐生性線蟲，並參考前人已發表研究使

用之線蟲通用的 PCR引子進行增幅特定區段。PCR反應液體積為 10μl，其中包含：



doi:10.6342/NTU202004110

 

15 

 

2.7 μl PCR H2O、1 μl 0.5 Tris (pH 8.3)、1 μl 0.025 M MgCl2、0.5 μl 10 mg/mL BSA、

0.5 μl 2.5 mM dNTP (Bioman, Taiwan)、2 μl 10 μM primers (Genomic, Taiwan)、0.1 μl 

Bio Taq DNA Polymerase (Bioman, Taiwan) 及 1 μl DNA。搭配核酸增殖系統儀 (Bio 

rad S1000TM, Bio Rad Laboratories Inc., USA)，依據不同引子對增幅目標線蟲核酸片

段植食性線蟲選用引子對 TW81 (5'- GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC -3') 和AB28 

(5'- ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT -3')，針對目標物種核糖體核酸 ITS區段進

行增幅，其反應條件為：94 °C反應 4分鐘，隨後進行 94 °C反應 30秒，55 °C反

應 30 秒及 72 °C 反應 90 秒循環 35 次，最後於 72 °C 反應 10 分鐘 (Zheng et al. 

2000)。腐生性線蟲選用引子對 NF1 (5’- GGT GGT GCA TGG CCG TTC TTA GTT -

3’) 和 18Sr2b (5’- TAC AAA GGG CAG GGA CGT AAT -3’)，針對目標物種核糖體

核酸 SSU區段進行增幅，其反應條件為：94 °C反應 10分鐘，隨後進行 94 °C反

應 1分鐘，58 °C反應 30秒及 72 °C反應 1分鐘循環 35次，最後於 72 °C反應 10

分鐘 (Porazinska et al. 2009)。增幅後的目標片段產物儲存於-20 °C冰箱。 

2.2.3.3.2 建構目標片段質體 

製作 1.5 % Agarose電泳膠 (Bioman, Taiwan) 並浸於含有 0.5 X TBE buffer 之

Owl separation systems (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA)。取 10 μl PCR產物與 2 

μl 6X DNA Loading Dye (Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 混和後，使用 pipette

吸取移入 1.5 % Agraose 電泳膠孔槽中，並於相近電泳膠孔槽中添加 1 μl 100 bp 

DNA ladder (Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 作為增幅條帶長度大小對照。反應

以電壓 105 伏特，電流 400 毫安培進行 40 分鐘。後膠體以稀釋 1000 倍之溴化乙

錠 (Ethidium Bromide; EtBr, Bioshop Canada Inc., Canada) 染色 10分鐘，再以 ddH2O

退染 10秒。最後將體置於紫外光成像設備 Gel DOCTM EZ Imager (Bio-Rad, USA)

中，搭配 Image Lab 5.2.1 (Bio-Rad, USA) 軟體擷取並分析影像，判讀增幅片段的
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位置。參照MinElute® Gel Extraction Kit (Qiagen Ltd., Germany) 使用說明書，以解

剖刀片將符合目標片段大小的膠體，用刀片切下後放在 1.7 mL 的離心管內，加入

膠體體積 3倍的 QG buffer，接著在 50 °C水浴槽中加熱 10分鐘，待其膠體完全融

於溶液，之後加入膠體體積 1 倍的 Isopropanol，均勻搖晃數次。將混和液加入

MinElute column，以 13000 rpm 離心 20秒，將濾液倒掉，並加入 750 μl PE buffer

靜置 3分鐘，以 13000 rpm 離心 20秒並倒掉濾液，之後再以 13000 rpm離心 1分

鐘，將 column移至新的 1.7 mL 離心管。加入 10 μl 1/10 EB 並靜置 1分鐘，之後

以 13000 rpm 離心 1分鐘。最後收取含目標片段之 DNA濾液，放置於-20 °C冰箱

保存。後續將純化的目標 DNA 片段克隆至 p-GEM®-T Easy Vector System I 系統 

(Promega Corp., Madison, WI, USA)。前述得到純化 1 μl DNA與 1.66 μl 2X Rapid 

Ligation Buffer、0.33 μl p-GEMT、0.33 μl T4-ligase 在 200μl離心管中混和均勻，並

置於 4 °C進行反應至隔天。 

2.2.3.3.3 轉殖 

將 14 mL 養菌管 (BD Biosciences Ltd., USA) 放入冰中預冷 20分鐘，之後加

入 8 μl OmniMaxTM 2 T1 Cell (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 以及 1 μl ligation的產

物，混和靜置 20分鐘，接著放入 42 °C水浴槽內加熱 45秒，再迅速移到冰上靜置

2分鐘。接著加入 250 μl SOC medium+ MgCl2 (Invitrogen, Calsbad, CA, USA)，並

將養菌管放入 42 °C培養箱內以 225 rpm震盪培養 90分鐘。吸取 100 μl培養液並

以玻棒平均塗抹於藍白篩培養基，倒放於 37 °C培養箱中 16~18小時。待藍白篩培

養基上菌落生成後，於無菌操作台內以滅過菌的牙籤沾取適當大小的單一圓形白

色菌落，接著在裝有 2 mL LB broth+ Ampicillin的 14 mL 養菌管中均勻混和，並放

置於 37 °C培養箱，以 250 rpm震盪培養 12~16小時。藍白篩培養基製作方式為：

250 mL ddH2O加入 17.5 g LB Agar Lennox (BioShop® Canada Inc., Bulington, Ontario) 
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並以 121 °C，1.5 atm 滅菌 30分鐘，待冷卻約至 50 °C後，在避光空間中，於無菌

操作台內加入 250 μl Ampicillin、500 μl IPTG及 875 μl X-gal，搖晃均勻後倒入 petri-

dish (Alpha plus, Taiwan)，待其冷卻吹乾後使用，剩餘培養基則放置於 4 °C冰箱保

存，保存期限為 4週。 

2.2.3.3.4 質體純化 

使用 QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen Ltd., Germany) 進行，實驗步驟參照

廠商提供之使用說明書並作些微調整進行。詳細試驗步驟如下：將養菌管內的混和

液吸至 1.7 mL 離心管中以 13000 g 離心三分鐘後，移除上清液。加入 250 μl P1 

buffer 後震盪，使離心後沉積的底部菌泥懸浮，再加入 250 μl P2 buffer 搖晃少於五

分鐘，至混和液變清澈。接著，加入 350 μl N3 buffer 輕微搖晃十秒，放入離心機

以 17000 g 離心十分鐘。後將上清液移入 Spin Column，以 17000 g 離心三十秒，

倒掉廢液後再加入 750 μl PE Buffer 潤洗，並以 17000 g離心十秒。將廢液倒掉後，

再以 17000 g 離心一分鐘，確保 Spin Column中無殘留液體。將 Column放至新的

1.7 mL 離心管中，並加入 50 μl 1/10 EB靜置一分鐘，使 DNA溶出，最後以 13000 

rpm離心一分鐘，得到純化之質體，將其保存在-20 °C冰箱供後續試驗使用。 

2.2.3.3.5 定序與解序 

取 10 μl 純化質體送至於基龍米克斯生物科技  (Genomics BioSci & Tech, 

Taiwan) 進行定序。定序平台為 ABI 3730XL 系統，(Thermo Fisher Scientific, Inc., 

USA) 。 序 列 資 料 用 Geneious 軟 體  (Geneious Prime 2016R 11, 

https://www.genious.com) 擷取序列，接著於兩端加上 PCR所使用引子對修飾，修

飾後序列與 NCBI 的 Genbank 資料庫進行序列之 BLAST，結果包含序列兩兩之間

相似度評分 (Max score or Total score)、目標序列與資料庫序列吻合之比例 (Query 

coverage)，這些吻合的序列片段有多少的比例其核酸相同 (Percent identity)。綜合

https://www.genious.com/
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參考以上結果，判定序列片段之來源物種。 

2.2.3.4根瘤線蟲種類鑑定 

依前述方法挑選常見且廣泛的引子對進行線蟲定序後，獲得環境中線蟲群相

資訊至屬 (genus) 的層級。隨後，為確認在蛇紋岩土壤中發現的根瘤線蟲種類

(species)，以利後續有效培養之具有重金屬耐受性根瘤線蟲的物種，故透過適用於

根瘤線蟲之較專屬的鑑定方式，觀察並描述其陰門膜紋特徵，以及針對 18S、LSU、

ITS等核醣體區段進行更詳盡的分子鑑定。 

2.2.3.4.1 雌成蟲陰部膜紋鑑定 

陰部膜紋為根瘤線蟲雌成蟲形成後一特殊構造，為根瘤線蟲形態鑑定常使用

的方法。在顯微鏡下觀察被根瘤線蟲感染的綠豆植株，選擇明顯膨大的根瘤，以鑷

子取小放入 6 公分培養皿中，輕輕撥開植物組織可見膨大的根瘤雌成蟲，小心將

雌成蟲取下並放在滴有 500 μl 水的載玻片上。用鑷子輕擠壓雌成蟲，將其體內組

織擠出，再用圓頭解剖刀小心切割，只留下陰部膜紋部分表皮，並將其移至乳酸內

洗去多餘體內組織，之後再放到新的載玻片上並蓋上蓋玻片，爾後放到光學顯微鏡 

(Olympus BX41, Olympus Corporation, Japan) 下觀察拍照並依據前人文獻描述之陰

部膜紋特徵，比對陰門唇厚度、寬度、長度、皺褶程度等指標，進而鑑定其線蟲種

類 (Eisenback et al., 1980)。 

2.2.3.4.2 Multiplex PCR 

為了得知自蛇紋岩土壤採集之根瘤線蟲是否為常見的象耳豆根瘤線蟲，南方

根瘤線蟲及爪哇根瘤線蟲等三種根瘤線蟲。依據 Hu 等人 (2011) 的研究報告，增

幅 28S核糖體 RNA D2、D3區間，使用 PCR 引子對包含：MF (5’- GGG GAT GTT 

TGA GGC AGA TTT G-3’)、MR (5’-AAC CGC TTC GGA CTT CCA CCA G- 3’)、

Me-F (5’-AAC TTT TGT GAA AGT GCC GCT G-3’)、Me-R (5’-TCA GTT CAG GCA 

GGA TCA ACC-3’)、Mi-F (5’- GTG AGG ATT CAG CTC CCC AG-3’)、Mi-R (5’-
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ACG AGG AA C ATA CTT CTC CGT CC-3’)、Fjav (5’-GGT GCG CGA TTG AAC 

TGA GC-3’)、Rjav (5’-CAG GCC CTT CAG TGG AAC TAT AC-3’) (Hu et al. 2011)。

PCR反應液共 10 𝜇𝑙，其中包括：PCR H2O 2.7 𝜇𝑙、0.5M Tris 1 𝜇𝑙 (pH8.3)、0.025M 

MgCl2 1 𝜇𝑙、10 mg/ml BSA 0.5 𝜇𝑙、2.5mM dNTP (Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 

0.5 𝜇𝑙、10 𝜇𝑀 primers (Genomic BioSci & Tech Co., Ltd., Taiwan) 3.2 𝜇𝑙、5u/ul Bio 

Taq DNA Polymerase (Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 0.1 𝜇𝑙和 DNA 1 𝜇𝑙。反應

條件為：94 ℃反應 2 分鐘，隨後進行 94 ℃反應 30 秒、64 ℃反應 30 秒、68 ℃反

應 1分鐘的循環，共 35次，最後於 72 ℃反應 5分鐘。取 PCR產物 10 𝜇𝑙與 6X DNA 

Loading Dye (Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 2 𝜇𝑙混合。將 2% Agarose 電泳膠 

(Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 浸於含有 0.5X TBE buffer 之 Owl separation 

systems (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA)。加入 PCR產物後，以電壓 105伏特，

電流 400mA運行 40分鐘，並利用 1𝜇𝑙 100 bp DNA Ladder (Bioman, Taiwan)作為對

照。電泳完後膠體以溴化乙錠 (Ethidium Bromide; EtBr, Bioshop Canada Inc., Canada) 

染色 10 分鐘，再以 ddH2O 退染 10 秒鐘。最後將膠體置於紫外光成像設備 Gel 

DOCTM EZ Imager 中擷取影像，並判讀增幅片段的位置與文獻做比對。 

2.2.3.4.3 增幅 18S, ITS, LSU目標區段 

為了鑑定新分離出之根瘤線蟲 S，參考前人研究報告使用選用三個線蟲通用的

目標區段並進行優化，將目標物種 rDNA 的 18S (Small Subunit)、ITS (Internal 

Transcribed Spacer) 和 LSU (Large Subunit) 等三部分片段進行增幅。PCR 反應液

體積共 10 μl，其內包含：PCR H2O 2.7 μl、0.5M Tris 1 μl (pH8.3)、0.025M MgCl2 

1 μl、10 mg/ml BSA 0.5 μl、2.5mM dNTP (Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 0.5 μl、

10 μM primers (Genomic BioSci & Tech Co., Ltd., Taiwan) 3.2 μl、5μl Bio Taq DNA 

Polymerase (Bioman Scientific Co., Ltd., Taiwan) 0.1 μl和 DNA 1 μl。18S rDNA使用

的引子對為 SSU18A (5’- AAA GAT TAA GCC ATG CAT G -3’) 和 SSU26R (5’- CAT 
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TCT TGG CAA ATG CTT TCG -3’) (Blaxter & Robertson 1998)，其反應條件先以 94℃

反應 5分鐘，隨後進行 94℃反應 30秒，54.1℃ 反應 30秒，68℃反應 1分鐘循環

38 次，最後於 68℃反應 5 分鐘。ITS rDNA 使用的引子對為 TW81 (5’- GTT TCC 

GTA GGT GAA CCT GC -3’) 和 AB28 (5’- ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT -3’) 

(Subbotin et al. 2001)，其反應條件先以 94℃反應 4分鐘，隨後進行 94℃反應 30秒，

55℃反應 30秒，72℃反應 45秒循環 35次，最後於 72℃反應 10分鐘。LSU rDNA

使用的引子對為 D2A (5’- ACA AGT ACC GTG AGG GAA AGT TG -3’) 和 D3B (5’- 

TCG GAA GGA ACC AGC TAC TA -3’) (De Ley et al. 2005)，其反應條件先以 95℃

反應 5分鐘，隨後進行 94℃反應 30秒，55℃反應 45秒，72℃反應 2分鐘循環 35

次，最後於 72℃反應 10分鐘。PCR產物保存於-20℃。 

2.2.3.5 成熟度指標計算 

  確認線蟲種類後以科層級計算成熟度指標。成熟度指標計算方式為各科線蟲

相對應之 C-p value與其在樣本間出現頻率之乘積，再除以樣本內總線蟲隻數的總

和 (Bongers, 1990)。 

2.3 結果 

2.3.1 土壤性質測定 

測定所採集得之 23 個區域的土壤 pH、EC 與 Ni、Cr 濃度 (表二)。其中，蛇

紋岩土壤 pH值介於 6.51至 7.25，EC值介於 220.1至 1209.0 μs/cm，鎳濃度為 232

至 2630 mg/kg，鉻濃度為 400至 3967 mg/kg；非蛇紋岩土壤 pH值介於 5.06至 8.00，

EC值介於 221.1至 1232.0 μs/cm，鎳濃度為 43至 91 mg/kg ，鉻濃度為 82至 217 

mg/kg。蛇紋岩土壤鈣鎂比介於 0.23至 1.79，顯示農田耕作施肥影響蛇紋岩土壤之

鈣鎂比低之特性。蛇紋岩土壤中鉀的含量則為 1517至 7064 mg/kg，遠低於非蛇紋

岩土壤 (9534至 18500 mg/kg)。 
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另外以酸萃取土壤中金屬含量結果顯示，蛇紋岩森林土樣本中可被酸溶解及

交換態之鎳為 921 mg/kg，鉻為 43 至 434 mg/kg，錳及鈷分別為 27至 1223 mg/kg

及 22至 161 mg/kg，可還原態之鎳為 257 至 503 mg/kg，鉻為 66至 95 mg/kg，錳

及鈷則為 867至 1171 mg/kg及 108 至 156 mg/kg (表三)。 

2.3.2 線蟲群相 

2.3.2.1 分離及鑑定之線蟲結果 

  透過型態及分子鑑定之線蟲依照各採集土壤樣品整理如表五，蛇紋岩土壤中

共分離出二十個科，而非蛇紋岩土壤中則為二十二個科，其中 Qudsianmenatidae

科僅在蛇紋岩土壤中被發現；Anguinidae、Dolichodoridae、Rhabdolaimidae等科

之線蟲則僅出現於非蛇紋岩土壤中。 

2.3.2.2 植被分布與土壤種類影響環境中線蟲數量 

以線蟲數量探討其是否受到植被或土壤種類影響。依據不同植被分類，香蕉田

土、水稻田土以及森林土分別有六個區域，在相同樣本數下，自香蕉田分離出線蟲

456隻，水稻田 418隻，森林土 750隻，經 ANOVA統計分析結果得知，組間有顯

著差異，而由線蟲數量可以得知香蕉田土與水稻田土相近，而森林土則相較其他兩

種植被有較多的線蟲數量 (錯誤! 找不到參照來源。)。而以土壤區分，蛇紋岩土壤

及非蛇紋岩土壤皆由九個區域土壤進行分析，兩種土壤在相同樣本數下，比較分離

出的線蟲數目，每個組別土壤皆從合計 11700 克土壤分離線蟲。蛇紋岩土壤的線蟲

總數為 542 隻，而非蛇紋岩土壤為 1082 隻，經過 t-test 倆倆比較後結果顯示，蛇

紋岩土壤與非蛇紋岩土壤中線蟲數量有顯著差異，蛇紋岩土壤中線蟲數量減少了

約 5 成 (圖二)，結果顯示在高濃度鎳、鉻下的蛇紋岩土壤線蟲數量較少，較不利

於線蟲生存。  
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2.3.2.3 土壤種類影響線蟲群相 

將所有分離的線蟲經過型態特徵並搭配引子增幅特定片段進行定序後，分離

出共 22 科線蟲  (圖四 a)，其中 Cephalobidae, Aphelenchoididae, Dorylaimidae, 

Tripylidae, Meloidogynidae, Rhabdolaimidae, Belonolaimidae, Thornenematidae, 

Dolichodoridae, Anguinidae等十個科在非蛇紋岩土壤中具有較高相對豐度，相對應

的 Achromadoridae, Panagrolaidae, Monhysteridae, Rhabditidae, Mononchidae, 

Actinolaimidae 等六個科則是在蛇紋岩土壤中有較高相對豐度。而統計結果發現

Qudsianmenatidae 科僅在蛇紋岩土壤中被發現，Anguinidae, Dolichodoridae, 

Rhabdolaimidae等科之線蟲則僅出現於非蛇紋岩土壤中僅在普通土壤中出現。而以

屬的層級分類，所有土壤樣本中共分離出 38個屬的線蟲 (圖四 b)。在蛇紋岩土壤

中最高頻率出現的前十個屬的線蟲依序為 Tylenchus, Heterocephalobellus, 

Rotylenchulus, Panagrolaimus, Eumonhystera, Pseudacrobeles, Trischistoma, 

Hirschmanniella, Achromadora；而在非蛇紋岩土壤最高頻率出現的十個屬為

Meloidogyne, Heterocephalobellus, Aphelenchus, Helicotylenchus, Eucephalobellus, 

Monochromadora, Mesodorylaimus, Rhabdolaimus, Tylenchorhychus, Hirschmanniella 

(錯誤! 找不到參照來源。)，非蛇紋岩土壤中前十大屬線蟲僅有 Heterocephalobellus

及 Hirschmanniella 兩屬線蟲出現於蛇紋岩土壤，可能與蛇紋岩土壤性質特殊性有

關，這些能生存於蛇紋岩土壤中之線蟲具有耐重金屬環境之潛力。於所有樣品分離

之線蟲，其中分離出數量最多的兩個屬為 Heterocephalobellus 及 Meloidogyne，又

以Meloidogyne在兩種不同土壤中豐度差距最大，蛇紋岩土壤中為 0.03，非蛇紋岩

土壤中為 0.17，蛇紋岩土壤中根瘤線蟲的相對豐度遠低於非蛇紋岩土壤，本實驗結

果與過往文獻闡述根瘤線蟲不適合生存於高濃度鎳、鉻相符。 
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2.3.2.4 植被變化更能顯示線蟲成熟度指標差異 

在線蟲成熟度指標上，無論是僅計算腐生性線蟲 (MI、MI25)，或是植食性線

蟲 (PPN)，更又是綜合顯示指標 (ΣMI25)，皆顯示在蛇紋岩土壤及非蛇紋岩土壤中，

並無顯著差異，趨勢相同，表明線蟲成熟度指標在本研究對於鎳、鉻含量高的蛇紋

岩土壤並沒有因環境金屬汙染而有差異 (圖六)；而在不同植被下的線蟲成熟度指

標可以看出水稻田土相比其他兩者較不穩定 (圖七)，並且於統計上三者有差異，

顯示環境之種植植被會影響線蟲群相組成。 

2.3.2.5 對鎳、鉻耐受性高的根瘤線蟲 S 

2.3.2.5.1 根瘤線蟲 S第曼公式指標及陰部膜紋 

本研究從蛇紋岩分離出並成功培養的根瘤線蟲 (Meloidognye sp. S)，其二齡幼

蟲體長為 360- 460 μm，而依據第曼公式所量測各指標 a為 22.50- 33.85，b為 5.44- 

9.02，b’為 9.56- 22.11，c為 16.25- 43.00，c’為 2.17- 5.00，K為 12-16 μm，S2為

11- 16 μm (表六)。陰部膜紋成平滑膜紋橢圓形且側線明顯，中間唇略厚且寬 (圖

八)。  

2.3.2.5.2 根瘤線蟲 S分子鑑定 

以 Hu 等人發表的 Multiplex 方法，針對區段，鑑定是否為 Meloidogyne 屬線

蟲，亦能得知是否為M. enterolobii, M. incognita或是 M. javanica，結果顯示該線

蟲確定為Meloidogyne spp.，並且在 660 bp增幅出條段，其指出為M. javanica (圖

九)，亦針對 COII區段、ITS區段、SSU區段的核糖核酸進行鑑定，結果顯示此三

個區間的核糖核酸無法辨別出單一物種，其相似度過於接近 (表七)。後續則會在

增加其餘區段定序，確認是否為M. javanica。 

2.3.2.5.3 根瘤線蟲 S能存活於高濃度鎳、鉻溶液中 

將田間常見之象耳豆根瘤線蟲與自蛇紋岩採集之根瘤線蟲 S進行致死率實驗，
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結果發現在 200 ppm 鎳及 20 ppm 鉻溶液中 M. enterolobii 死亡率高達 75%及 88%

時，Meloidognye sp. S僅有 18%與 2%的線蟲死亡，可以得知從蛇紋岩分離出來的

Meloidognye sp. S對於金屬鎳與鉻皆具有高度耐受性 (圖十)。 

2.3.3 細菌群相 

分析細菌群相包含的土壤樣本為共 23個區域，其中分成 9個蛇紋岩土壤區域，

及 14個非蛇紋岩土壤區域。細菌群相分析依據蛇紋岩土壤中以鉻與鎳濃度區分為

高 (濃度＞1000 ppm)，中 (1000 ppm≧濃度＞200 ppm)，而非蛇紋岩土壤的濃度組

別分類為低 (200 ppm≧濃度)。各樣品定序結果如表四，有 77209 至 131802 個 Raw 

reads (Raw PE)，透過拼接得到的 Tags序列為 69229至 115923，而其有效序列比率

皆高於 83%，OTU數量介於 2713 至 5137之間。  

2.3.3.1 環境菌群種類相對豐度比較 

將所有樣本中細菌序列定序後，以門分類發現， Verrucomicobia 與

Actinobacteria在 High組別中相對豐度比 Low 與Median較高，而 Chloroflexi則是

在 High 組別中相對豐度最少 (圖十一 a)。而 High 組別中 Verrucomicrobiae 及

Thermoleophilia 兩綱的細菌又比其他兩個組別較多，但 Anaerolineae, 

Deltaproteobacteria和 Gammaproteobacteria等三個綱細菌的相對豐度卻在 High組

別中明顯較少 (圖十一 b)。而以目的層級分析發現 Chthoniobacterales, Gaiellales及

Rhizobiales在 High組別中有較高的相對豐度，而 Betaproteobacteriales的相對豐度

在 High組別中相較其餘兩組較少，此外，其該圖呈現前十高出現頻率之菌株相對

豐度總和在 High組別中較高，約為 50%，Low及Median則僅 40% (圖十一 c)，推

測在高濃度組別中可適應該生存環境之菌株較容易成為優勢族群，佔該環境中大

部份比例。 
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最後，以科層級下分類，相對豐度比例高的前十個科細菌為 Gaiellaceae, 

Nitrosomonadaceae, Pedosphaeraceae, Soilbacteraceae, Bacillaceae, Anaerolineaceae, 

Chthoniobacteraceae, Pirellulaceae, Xanthobacteraceae, Gemmataceae，此十個科在組

別 Low與 Median皆為 25%，累積比例較為相近；而在組別 High中則為 35%，累

積比例相較其他兩個組別高。其中 Chthoniobacteraceae和 Xanyhobacteraceae在組

別 High中相較 Low及 Median比例較高，而 Pirellulaceae比例則在 High組別下降 

(圖十一 d)，在科的層級下亦觀察到環境中鎳鉻濃度可能影響菌相組成，能適應該

環境者能擴大族群，成為優勢菌群。 

2.3.3.2 土壤中細菌豐度與環境因子相關性 

利用次世代定序分析細菌的 16S 核醣體基因之 V3-V4 區段，得到的片段經過

比對資料庫後，首先透過 Shannon, Simpson, Chao 1 及 ACE 指標分析菌相的多樣

性，結果發現在濃度高的組別中，皆呈現較低的多樣性 (圖十二)，顯示在含有高濃

度鎳、鉻的蛇紋岩土壤可能較不適合微生物生存，又以能適應該環境者成為優勢菌

群，因此該環境具有較低的多樣性。 

接著分析其屬層級，全部環境中總共有二十六個屬 Dongia, Pirellula, 

Anaerolinea, Haliangium, Sphinogomonas, Geobacter, Streptomyces, Nocardioides, 

Desulfobacca, Gemmata, Bryobacter, Thiobacillus, Nitrospira, Anaeromyxobacter, 

Gaiella, Pseudolabrys, Rhodopseudomonas, Candidatus, Pedomicrobium, 

Pseudaminobacter, Steroidobacter, Reyrannella, Mycobacterium, Acidibacter, Bacillus, 

Bradyrhizobium，而其中 Nocardioides, Desulfobacca, Mycobacterium, Acidibacter四

個屬在組別 Low 中比其他兩個組別細菌相對豐度較高，而 Dongia, Pirellula, 

Anaerolinea , Haliangium, Sphinogomonas, Geobacter, Streptomyces 則是在Median組

別中有較高的相對豐度。另外 Gaiella, Pseudolabrys, Rhodopseudomonas, Candidatus , 
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Pedomicrobium, Pseudaminobacter, Steroidobacter, Reyrannella, Bacillus, 

Bradyrhizobium 等十屬細菌則是在 High組別有相對高的豐度 (圖十四)。透過群相

分析發現有十七個屬在 Median 或 High 濃度組別中有較高相對豐度，與金屬濃度

具有正相關性；反之四個屬在 Low與金屬濃度呈現負相關性。 

以 CCA 分析土壤中細菌與環境因子之相關性，發現土壤中 Bacillus nealsonii, 

Solitalea koreensis, Acidobacteria bacterium Ac 11 E3三菌株與鎳、鉻濃度有高度正

相關性 (圖十三)，其中 B. nealsonii, S. koreensis, A. bacterium，在組別 High土壤中

相比於 Low 及 Median 有較高的豐富度 (圖十五)，該三株菌株可能為該環境之特

殊菌株，能適應並生存於高濃度蛇紋岩土壤中。  

2.4 討論 

本研究為東亞第一篇探究蛇紋岩土壤微生物相之研究，且為首次同時對蛇紋

岩土壤中線蟲及細菌群相進行調查，並探討其之間交互作用。本研究發現含有高濃

度鎳、鉻的蛇紋岩土壤環境較不利線蟲生存，但線蟲成熟度指標無法反應蛇紋岩土

壤環境中的線蟲相差異。此外，本研究揭示臺灣蛇紋岩土壤中存在八個屬、三個種

與重金屬吸附、螯合等功能相關的細菌菌株，不僅相對豐度與金屬濃度具有正相關

性，亦能將金屬轉換成較不具毒性之價態，具有應用於去除重金屬汙染相關技術或

商品之潛力。後續我們欲分離培養這些潛力菌株，與進行基因層次比較，探究根瘤

線蟲 S是否可能曾由該列菌株獲得特殊基因，而適應於蛇紋岩土壤環境。 

  在本研究調查結果，線蟲數量在蛇紋岩土壤中遠低於非蛇紋岩土壤，顯示高濃

度鎳、鉻確實較不適合線蟲生存，而 Hungate 等人在 2000 年發表蛇紋岩土壤中數

量多於崩積土土壤，但本研究之非蛇紋岩土壤並非全為崩積土土壤，因此無法相互

比較。 
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  比較豐度比率前十高的線蟲，僅有兩個屬的線蟲在兩種土壤中都有出現，為

Heterocephalobellus, Hirschmanniella 。 其 餘 有 八 個 屬 的 線 蟲 Tylenchus, 

Heterocephalobellus, Rotylenchulus, Panagrolaimus, Eumonhystera, Pseudacrobeles, 

Trischistoma, Hirschmanniella, Achromadora為蛇紋岩土壤中特有的優勢族群，相對

豐度較高。而線蟲豐度結果中顯示，在非蛇紋岩土壤中出現頻率最高的Meloidogyne, 

Heterocephalobellus兩屬線蟲在蛇紋岩土壤中豐度明顯下降，推測該兩屬線蟲可能

對於蛇紋岩土壤環境為較敏感，不再為最優勢族群，蛇紋岩土壤特性為高濃度鎳、

鉻、低鈣鎂比及低有效性氮磷鉀，而與在本研究土壤性質結果中，採集之樣品蛇紋

岩土壤中鎳鉻總量較高且鉀較低，但鈣鎂比並非與原先特性相符，推測是因為因耕

作行為使其改變，而由此綜合推測，Meloidogyne, Heterocephalobellus 兩屬線蟲在

蛇紋岩土壤中，可能受到土壤中鎳鉻的濃度或是鉀含量的影響，使其較不利於生存

於該環境。此外，本研究在蛇紋岩土壤中分離出一鎳鉻耐受性相當高的根瘤線蟲S，

該線蟲如何適應該生存環境並繁殖且建立族群是值得探討。後續，筆者將會先以探

究其在鎳、鉻中所受到的生理影響，了解其與象耳豆根瘤線蟲的差異，以便進一步

研究其適應機制。 

在Monokrousos等人調查希臘地區蛇紋岩土壤線蟲群相結果顯示，種植之植

被影響周圍土壤中線蟲群相 (Monokrousos et al. 2014)，與本研究結果情況相符。

在不同植被環境下，線蟲豐富度及成熟度指標皆有差異，其中又以森林土壤樣品

間的成熟度指標MI 及 ΣMI25變化最小，推估香蕉及水稻田可能因耕作方式不

同，而造成組別間成熟度指標差異較大。但在過往文獻中指出，當環境受人為耕

作影響，添加氮源或施灑農藥，會使MI值較低 (Neher 1999; Ruess et al. 2001; 

Sarathchandra et al. 2001; Gupta et al. 2019)，相對較不受人為干擾的原生林相則MI

值會越高，但本研究結果並無看到此趨勢，反而是香蕉及水稻的農田中有較高的
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線蟲成熟度指標 (MI及 ΣMI25)。而將線蟲成熟度指標用於汙染的情形下，大多

研究結果趨向當環境中含有特定汙染物 (銅、鋅、鉛、硒及鉻) 會使MI值下降，

但多數環境汙染的調查中發現，MI值並不被影響 (Korthals et al. 1996; Fuller et al. 

1997; Nagy 1999; Park et al. 2011; Gutierrez et al. 2016)，亦有研究指出在高汙染環

境中，卻有較高的成熟度 (Heininger et al. 2007)。在本研究中，蛇紋岩土壤及非

蛇紋岩土壤的線蟲成熟度指標，並未因環境金屬濃度上升而有所差異。此觀察與

前人研究報導含鉻環境之MI值會降低相牴觸。然而，過往研究皆無實驗測試單

一金屬環境進行測試，亦未排除其他環境因子之影響，或許即為成熟度指標無法

於含有多種重金屬之蛇紋岩土壤中產生顯著差異之原因。 

透過多樣性指標分析環境中細菌群相多樣性，結果發現無論是 Shannon，

Simpson，Chao1 及 ACE指標結果皆顯示在高濃度中有較低的多樣性，顯示在高

濃度組別中物種均勻度、豐富度及歧異度皆較低，推測可能因環境中高濃度重金

屬影響，使能適應之菌群成為優勢菌群，並篩選無法生存之細菌，使多樣性下

降。 

在細菌群相分析中，在 Low和Median中相對豐度較高的 Geobacter sp.過往文

獻指出可分泌固氮酶協助固氮作用 (Bazylinski et al. 2000)，可能與 Low和Median

組別中多為耕作農田有關，因施肥方式及協助植物生長，因此觀察到其相對豐度較

高。接著，為了找出能協助線蟲生存於蛇紋岩土壤環境的潛力菌株，比較其中高濃

度組別中與金屬具有相關性的菌群。 

結果發現，在中濃度Median組別相對豐度高的 Sphinogomonas sp., Geobacter 

sp., Streptomyces sp.皆被指出與重金屬有關，在前人研究中 Sphinogomonas sp.不僅

能做為生物吸附劑，初步處理重金屬汙染廢水，而環境中添加 Sphinogomonas sp.更

能協助植物吸收更多重金屬 (Chen 2012; Chen et al. 2014a; Chen et al. 2014b)，而在
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本實驗結果亦觀察到在Median組別中的相對豐度較 Low高，Sphinogomonas確實

能在金屬濃度較高的環境中生存，推測本研究來自蛇紋岩土壤中的 Sphinogomonas 

sp.為可能開發做為去除環境重金屬的潛力菌株；許多研究指出 Geobacter sp.具有

還原金屬的功能，推測因 Geobacter sp.相較於其他細菌更能適應於高濃度鎳、鉻，

有助於 Geobacter sp.成為環境中的優勢菌群；Streptomyces被指出具有高度親和力

的鎳轉運蛋白，且具有良好吸附工業廢水中鎳  (Hungate et al. 2000) 的功能 

(Amoroso et al. 2000; Ozturk et al. 2004; Long et al. 2018)，此屬細菌亦能存活於受鉻

汙染之環境，且能將環境中較具毒性的 Cr (VI) 轉為相對毒性較低的 Cr (Hungate 

et al.) (Hungate et al. 2000; Morales et al. 2007)，推測在本研究中Median組別所採集

蛇紋岩土壤中的 Streptomyces sp.可能具有螯合鎳、鉻功能，使植物能在蛇紋岩土壤

生長，極高可能開發成為去除鎳、鉻的候選菌株。 

而在高濃度High組別中有較高豐度的 Pseudolabrys sp., Rhodopseudomonas sp., 

Candidatus_Solibacter sp., Steroidobacter sp., Reyrannella sp.等五屬細菌亦有文獻指

出其在含有金屬環境下有較高的相對豐度。前人調查含有鎘、鉛、鋅土壤時，

Pseudolabrys sp.出現頻率最高，另外在含有 300 mg/kg濃度含鎳底泥的微生物相調

查中發現該細菌也在前二十高頻率出現菌群當中 (Lu & Zhang 2014; Oyetibo et al. 

2019)；Rhodopseudomona sp.被證實具有吸收鎳的能力，且當環境含有適當濃度的

鎳會提高其該菌產氫效率及固氮活性 (Chen & Hongyu 1987; Takakuwa 1987; Liu et 

al. 2009)，推估該菌種可能做為在蛇紋岩土壤環境中協助植物生長；另外

Candidatus_Solibacter sp.在 Golebiwski等人的細菌群相調查發現，在鉻含量較高的

組別也有相對高的豐度 (Golebiewski et al. 2014)；Steroidobacter sp.及 Reyrannella 

sp.則是在重金屬區域中有顯著優勢，與金屬濃度具有高度相關性 (Hong et al. 2015; 

Yin et al. 2015; Wu et al. 2019)。而將細菌群相與環境因子以 CCA分析，找出三種
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細菌 Bacillus nealsonii, Solitalea koreensis, Acidobacteria bacterium Ac 11 E3與鎳及

鉻的濃度有高度正相關性，此三個菌株皆在鎳鉻濃度高組別中有較高的相對豐度，

其中 B. nealsonii 被報導其蛋白酶可以做為工業螯合劑，可能與金屬螯合有關 

(David et al. 2018)，使金屬被轉換為較不具有毒性的狀態。 
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第三章‧ 鎳、鉻對象耳豆根瘤線蟲生理影響 

3.1 簡介 

3.1.1 鎳對線蟲的影響 

環境中的鎳會影響生物生存。研究指出，無論在海洋底泥或是土壤中含有高濃

度金屬鎳時，線蟲的數量及物種多樣性皆顯著下降 (Semsar et al. 2011; Hedfi et al. 

2012)。學者觀察到環境中含有 10-8 mol/L 鎳時，Panagrellus redivivus 四齡幼蟲發

育至成蟲數量多於同時間長度之無鎳環境，顯示該濃度使 P. redivivus 四齡幼蟲發

育速度加快。但學者亦發現，相同濃度下並不會影響二齡或三齡幼蟲發育速度；甚

至在 10-3 mol/L 下，三齡幼蟲發育至四齡幼蟲的數量減少約 50%。而當環境有 105 

mg/L 鎳，即能造成 50% Panagrellus Silusiae的二齡幼蟲於 48小時後死亡。若濃度

為 635 mg/L，則能導致 50%成蟲死亡 (Samoiloff et al. 1980; Pasternak 1982)。 

於 Caenorhabditis elegans 上的研究顯示，當環境中僅含有 2.5 mg/L 即會影響

成蟲體長，含鎳的處理組皆比對照組有較長的體長，子代亦同；暗示這個對於體長

的影響，有累積的趨勢 (Wang & Wang 2008)。在含鎳環境下其壽命亦會縮短，在

75 mg/L 濃度的鎳下，壽命比對照組明顯減少八天 (Wang & Wang 2008)；亦有研究

發現 C. elegans在含有鎳的汙泥中，其壽命隨之下降 (Rudel et al. 2013)。環境中鎳

會影響 C. elegans 的活動，使其每分鐘身體彎曲次數會明顯下降 (Wang & Wang 

2008)。當環境中鎳高於 75 mg/L 濃度，有較高比例 C. elegans 對氯化鈉產生趨性 

(Wang & Wang 2008)。研究也指出鎳環境導致生殖能力下降，於含有 1.0 μg/cm2的

培養基上觀察到，產卵率顯著下降；2.5 μg/cm2環境中，C. elegans的精子細胞活化

速率下降 (Kong et al. 2017)。 
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而高濃度的鎳則可以造成植物寄生性線蟲繁殖率降低。當環境中含有高於 50 

mg/kg 的鎳，會降低植食性線蟲 Meloidogyne javanica 在鷹嘴豆植株上的結瘤率及

卵塊數，也一樣暗示爪哇根瘤線蟲較不適合生存於此環境 (Khan et al. 1996)。然而，

對於M. incognita在番茄上的研究，則發現相同濃度的鎳會使其結瘤率及卵塊數皆

顯著增加；鎳濃度需要增加至 200 mg/kg 以上，才會降低根瘤及卵塊數目，以及土

壤中的根瘤線蟲族群量 (Khan et al. 2006)。 

3.1.2 鉻對線蟲的影響 

環境中的鉻濃度與線蟲數量與豐富度有高度負相關  (Boufahja et al. 2011; 

Hedfi et al. 2012)。鉻對於線蟲為毒性物質，影響生理機制，使其不利於生存。無論

是土壤中的腐生性線蟲 Panagrellus silusiae、海洋裡的線蟲Monhystera disjuncta，

皆會受到環境中的鉻而降低其發育速度，甚至死亡。當 P. Silusiae二齡幼蟲暴露於

106 mg/L 鉻 48小時後，使其 50%死亡，而 289 mg/L 鉻則使成蟲有 50%死亡率。

另外高於 50 mg/L 鉻即可使 P. Silusiae幼蟲生長受到抑制，96小時後體長比對照組

明顯減少約 110%。若將幼蟲暴露於含 100 mg/L鉻的環境中 24小時，隨後經過 96

小時後，發現處理組成蟲比例明顯下降 63%，顯示該濃度下鉻使腐生性線蟲 P. 

Silusiae發育減緩 (Pasternak 1982)；而M. disjuncta在 15 mg/L濃度的鉻且溫度 22℃

下，死亡率高達 50%以上，且於該條件下，九十六小時後，並未有任何二齡幼蟲發

育至成蟲，相比對照組的成蟲比例降低約 80% (Vranken & Tiré C Heip 1989)。 

以秀麗隱桿線蟲 (Caenorhabditis elegans) 為材料的生理影響研究指出，鉻縮

短其體長與壽命，並降低活動、代謝及繁殖能力。當環境中含有鉻濃度 115 mg/L

時，線蟲暴露於該環境 24小時後，死亡率高達五成；而在 20 mg/L 濃度下，其生

長及繁殖能力皆會被抑制 50%以上；當濃度高於 13 μg/L，線蟲的身體彎曲次數及
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頭擺動能力皆下降 (Roh et al. 2009; Wu et al. 2012; Jiang et al. 2016)。此外，高於

400 ppm 濃度的鉻，可使蟲生線蟲 Steinernema feltiae 停留在昆蟲體內的發育所需

時間增加 (Boyle & Kakouli-Duarte 2008)。 

3.1.3 根瘤線蟲 

根瘤線蟲 (Root-knot nematodes，Meloidogyne spp.)為遍佈全球並首具經濟重要

性之植物病原線蟲，每年可造成全球經濟損失達一兆七千億美元 (Elling 2013)。其

寄主範圍相當廣泛，寄主作物可多達兩千多種 (Lu et al. 2019)，包含茄科、十字花

科蔬菜、禾本科、豆科、葫蘆科、果樹等，及重要的觀賞花卉，甚至可造成多達 226

種田間雜草的危害 (Batten & Powell 1971; Reddy 1985; Mcsorley 1992; Trudgill 1997; 

Mendes et al. 2007; Rich et al. 2009; Caporaso et al. 2010; Lu et al. 2019)。受到根瘤線

蟲寄生的植株會因為根系不正常腫大，影響水分及養分的吸收，進而使植株生長發

育不良，造成葉片黃化甚至植株矮化。受其嚴重侵染者可導致根系腐爛，使周圍病

原菌入侵，形成複合感染，使作物品質及產量下降，甚至使寄主作物死亡 (Roland 

et al. 2009)。其地域分佈範圍十分廣泛，根據國際農業及生物科學中心 (Centre for 

Agriculture and Bioscience International; CABI) 的統計資料，根瘤線蟲屬在全球的

分布北至挪威、芬蘭、俄羅斯，南至非洲、南美洲、紐西蘭等，能適應多種氣候環

境，而台灣位處熱帶及亞熱帶交界處，更是根瘤線蟲屬密集分佈的區域範圍。 

根據台灣植物病害名彙的紀錄，存在於台灣的根瘤線蟲屬種類包含南方根瘤

線蟲 (M. incognita)、象耳豆根瘤線蟲 (M. enterolobii)、爪哇根瘤線蟲 (M. javanica)、

花生根瘤線蟲 (M. arenaria)、水稻根瘤線蟲 (M. graminicola)及北方根瘤線蟲 (M. 

hapla) 等 6種 (曾顯雄 et al. 2019)。其中，象耳豆根瘤線蟲近年來對全球多種作物

造成嚴重危害，考慮其風險及經濟損失，被歐洲暨地中海植物保護組織 (European 
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and Mediterranean Plant Protection Organization; EPPO) 列為 A2等級之檢疫有害生

物 (Freitas et al. 2017)。  

根瘤線蟲屬為絕對寄生 (Obligate parasite)，需要倚靠寄主進行生長及繁殖。依

照其寄生型態及取食習性，可歸類為固著型 (Sedentary) 的內寄生 (Endoparasitic) 

線蟲。根瘤線蟲其發育時期分為卵，四個齡期的幼蟲及雌成蟲，雌成蟲產卵後，胚

胎發育至一齡幼蟲仍會在卵內，等待環境適合生存的條件，或是受到根部釋放化學

物質刺激 (Roland et al. 2009)，才蛻皮成為二齡幼蟲並游離卵膜。二齡幼蟲是唯一

能夠侵染寄主的時期，在土壤中游動尋找適當的寄主入侵，侵染位置通常為植物根

部的延長區 (elongation)，線蟲藉由口針戳刺，同時分泌纖維酵素 (cellulolytic)，幫

助其順利侵入植株內部。進入植株的二齡幼蟲會在細胞間移動至植物根尖分生組

織處，接著轉向移動至維管束 (Castagnone-Sereno et al. 2013; Jones et al. 2013)。抵

達維管束後，二齡幼蟲以口針戳刺期周圍植物細胞，使植物受到刺激持續有絲分裂

但卻無法細胞分裂，持續的增生形成多個「巨大細胞」 (Giant cell) (Gheysen & 

Mitchum 2019)，該細胞群成為線蟲取食點，以提供養分，使二齡幼蟲固著於此處，

完成後續的生長發育。二齡幼蟲會在此處蛻皮並逐漸膨大，依序發育成三齡及四齡

幼蟲，之後逐漸成長成雄成蟲及雌成蟲，雄成蟲恢復成線狀形態並游離根部，雌成

蟲會持續膨大最終形成水滴狀般形態，接著雌成蟲會分泌凝膠狀物質形成卵塊，並

將卵排放至卵塊內部。根瘤線蟲可能因為環境影響、寄主不同及不同物種之根瘤線

蟲，完成一個世代的時間也有所差異；一般而言，所需的時間約 3 至 6 週 

(Castagnone-Sereno et al. 2013)。 

3.1.4 研究目的 

本研究於富含高濃度鉻與鎳土壤中發現一個根瘤線蟲族群，顯示該根瘤線蟲
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可能具有耐受或抵抗逆境之能力。此具有較佳逆境耐受性之族群的發現，亦為根

瘤線蟲之綜合防治帶來隱憂。由於過往學者對於重金屬鎳、鉻於根瘤線蟲所造成

的生理影響並無相關研究，故本章節研究鎳、鉻對於根瘤線蟲於其繁殖、侵染、

發育及代謝功能之影響，以利後續根瘤線蟲抵抗環境逆境之相關探討。 

3.2 材料與方法 

3.2.1 象耳豆根瘤線蟲培養 

本研究所使用之象耳豆根瘤線蟲 (M. enterolobii)，使用市售有機綠豆 (Vigna 

radiata) 作為寄主作物進行培養。將實驗室前人自田間採集且完成鑑定的象耳豆根

瘤線蟲 (賴建任, 2019)，接種於種植五天大綠豆的盆栽，在植物周圍挖三個直徑與

深度皆約一公分的洞，再將 1000隻根瘤線蟲懸浮液倒入洞內，隨後用土將洞補平，

完成接種。並將盆栽培養於 28℃恆溫生長箱，生長箱設定為濕度 50%，光照 12小

時，35-40 天後自綠豆植株根部分離卵塊。隨後，需將卵塊消毒，首先將 30-50 個

卵塊挑置於裝 1.1 mL 無菌 ddH2O 的 1.7 mL 離心管中，之後加入 100 μL 市售 6%

漂白水，以最終濃度 0.5%的消毒水消毒卵塊一分鐘，每隔 10 秒將離心管上下搖

晃，使卵塊能均勻散佈在消毒水中，之後以 1500 x g 轉速離心一分鐘使卵塊沉於

底部，接著在解剖顯微鏡 (Carl Zeiss AG, Germany) 下抽取約 1 mL 上清液，再加

入 1 mL 無菌 ddH2O 漂洗，再次以 1500 x g 轉速離心一分鐘使卵塊沉於底部，同

樣的在解剖顯微鏡 (Carl Zeiss AG, Germany) 抽取 1 mL 上清液，重複上述漂洗步

驟三次，最後將離心管中的卵移置 6 公分塑膠培養皿中，即可得到消毒完成並脫

離卵膜的卵，以利後續進行孵化率及胚胎發育試驗。而將卵置於設定日夜均溫 28℃，

濕度 50%，光照 12小時的生長箱中 5-7天，即可得到二齡幼蟲，進行後續試驗。 
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3.2.2 金屬溶液配製 

所有試驗用金屬溶液皆為實驗當日所配製。本研究以重鉻酸鉀  (Potassium 

dichromate (VI), Katayama Chemical, Japan) 配製得含有 Cr6+的溶液，建置含鉻之環

境，將 57 mg重鉻酸鉀溶於 10 mL ddH2O中，以獲得含有 2000 ppm Cr6+的溶液，

作為後續稀釋濃度的濃縮液。此外，鎳的試驗，則使用氯化鎳 (Nickel Choloride, 

Alfa Aesar, America) 所配製成含有 Ni2+之溶液進行，將 44 mg 氯化鎳溶於 10 mL 

ddH2O，以便得到含有 2000 ppm Ni2+之溶液，作為後續稀釋濃度的濃縮液備用。 

3.2.3 存亡試驗 

為了瞭解線蟲對於目標金屬濃度之存活耐受性，本研究分別進行線蟲於七個

不同濃度的鎳、鉻溶液 (0, 1, 10, 50, 100, 200, 1000 mg/L) 中的存亡試驗，其中以 0 

mg/L 作為對照組。實驗以 12孔盤 (BD Biosciences Ltd., USA) 為容器，先在每個

孔洞中加入 1 mL ddH2O，並在每個孔洞中以挑針放入 30隻二齡幼蟲，隨後分別加

入 0, 1, 10, 50, 100, 200, 1000 μl 含 2000 mg/L Ni2+或 Cr6+的金屬濃縮液，並再加入

ddH2O使每個孔盤的溶液最終體積為 2 mL，接著將孔盤以鋁箔紙包其外表避光，

並置放於日夜均溫 28°C，濕度 50%，光照 12小時的生長箱，之後每 24 小時觀察

二齡幼蟲死亡數目，直到對照組中的二齡幼蟲全數僵直。此試驗每組皆進行三重覆。

欲設定後續試驗最適濃度，將挑選線蟲分別能在該金屬濃度下存活至少 3-7天，並

該濃度下的線蟲死亡率與對照組相比在統計上有顯著差異。 

3.2.4 孵化率試驗 

為了瞭解環境中的鎳、鉻對根瘤線蟲卵孵化率的影響，本研究將根瘤線蟲放置
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於兩個不同濃度的金屬溶液 (50, 100 mg/L 鎳溶液；1, 10 mg/L 鉻溶液) 中，並以

無添加金屬的無菌 ddH2O 為對照組，觀察在含有鎳及鉻環境下，根瘤線蟲卵孵化

是否受到影響。實驗以 12孔盤 (BD Biosciences Ltd., USA) 為容器，將挑針以鑷子

將其凹成圓圈，使其在中央處能夠形成水膜，再以該器具將 50個卵挑放於含有 1.9 

mL 無菌 ddH2O 中，隨後分別加入 1 及 10 μl 含 2000 mg/L Cr6+的濃縮液或 50 及

100 μl含 2000 mg/L Ni2+的濃縮液，並再加入 ddH2O使每個孔盤的溶液最終體積為

2 mL，接著用鋁箔紙將孔盤包好避光，並置於設定日夜均溫 28℃，濕度 50%，光

照 12小時的生長箱中，10天後計算各個孔洞中孵化的線蟲隻數及未孵化的卵，計

算孵化率。此試驗隻每組皆進行五重覆。 

3.2.5 根部侵染試驗 

為了瞭解環境中的鎳、鉻對根瘤線蟲侵染植株能力的影響，本研究欲讓線蟲存

活於含有番茄幼苗的兩個不同濃度金屬的 pluronic gel (50, 100 mg/L 鎳；1, 10 mg/L

鉻)，並以無添加金屬的 pluronic gel為對照組，觀察根瘤線蟲在含有鎳鉻的環境下，

侵染能力是否受到影響。首先用玻璃滴管將 200 隻根瘤線蟲二齡幼蟲吸入玻璃離

心管中，並用轉速 1.0 x g離心使線蟲沉於底部，隨後將上清液去除，並以玻璃滴

管吸取底部線蟲液 (約 50 μl) 於 6孔盤 (BD Biosciences Ltd., USA) 的孔洞中，接

著再吸取 50 μl無菌 ddH2O並放到相同孔洞中，此步驟避免線蟲殘留於玻璃滴管，

每個孔洞皆放置 200 隻根瘤線蟲。隨後將孔盤置於冰上，並在孔盤中加入 2.8 mL 

23% pluronic gel，分別添加 1及 10 μl含 2000 mg/L Cr6+的濃縮液或 50及 100 μl含

2000 mg/LL Ni2+的濃縮液，並再添加 23% pluronic gel，使其最終體積為 3 mL，再

以左右搖晃方式確保金屬溶液充分與 pluronic gel混勻，而最終濃度為 1 及 10 ppm

的鉻和 50及 100 mg/L的鎳。隨後將 5天大番茄幼苗 (農友 301，農友種苗股份有
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限公司，台灣) 放置於孔洞中，並確保植物根部全部沒入於 pluronic gel 中，接著

將孔盤移至室溫環境 (24-26℃) 的水平平板上，待 pluronic gel完全凝固，再將孔

盤置於設定日夜均溫 28℃，濕度 50%，光照 12 小時的生長箱中，72 小時後將番

茄植株移出孔洞放置於 100 mL 燒杯，加入約 50 mL 自來水清洗根部，去除殘留之

pluronic gel，並準備進行根部染色步驟。在燒杯中加入 30 mL 1.5%漂白水透化根部

4 分鐘，之後倒掉漂白水並以 50 mL 自來水潤洗根部三次，接著將根部浸泡於 50 

mL 自來水 15 mL，去除殘留的漂白水溶液。將裝有 30 mL 醋酸品紅的 100 mL 玻

璃燒杯放置於電磁加熱攪拌器 Corning PC-450d (Corning Inc., USA)，以刻度 10加

熱 6分鐘後，再將加熱攪拌器刻度轉至 6，使醋酸品紅溶液保持一定溫度，並將番

茄植株放入待其染色根部 1.5分鐘。再以鑷子將番茄植株夾至乾淨 100 mL 燒杯，

並以 50 mL 自來水沖洗三次，去除殘留醋酸品紅。接著加熱 30 mL 酸化甘油 (10 

μl稀硫酸滴入 30 mL 甘油)，以刻度 10加熱 3 分鐘，隨後調整至刻度 6，並將番茄

植株夾入並退染 45 秒，該步驟要注意甘油突沸，溫度過高可能使植株根部斷裂。

退染結束即完成染色步驟。接著將番茄植株夾出至乾淨的 100 mL 燒杯並添加約 10 

mL 自來水，使其根部保持濕潤。隨後將植株置於玻片上，並將地上部剪除僅留根

部，再蓋上另一片玻片，將番茄根部壓扁，並以透明膠帶將上下玻片固定，使其不

輕易分離即可。接著以光學顯微鏡 (Olympus BX41, Olympus Corporation, Japan) 觀

察並統計根內二齡幼蟲隻數，隨後計算根瘤線蟲成功侵染植株比率。此試驗進行六

重複。 

3.2.6 胚胎發育試驗 

為了瞭解環境中的鎳、鉻對根瘤線蟲胚胎階段發育的影響，本研究將根瘤線蟲

放置於兩個不同濃度的金屬溶液 (50, 100 mg/L鎳溶液；1, 10 mg/L鉻溶液) 中，
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並以無添加金屬的無菌 ddH2O 為對照組，觀察在含有鎳及鉻環境下，根瘤線蟲胚

胎發育速度是否受到改變。首先挑選 30個尚未發育至一齡幼蟲的卵，將其用能在

中央處形成水膜的圓圈狀挑針撈起，並移至含有 1.9 mL 無菌 ddH2O的 12孔盤(BD 

Biosciences Ltd., USA) 孔洞中，隨後加入 1及 100 μl含 2000 ppm Cr6+的濃縮液或

50及 100 μl含 2000 ppm Ni2+的濃縮液，並再加入無菌 ddH2O使每個孔盤的溶液最

終體積為 2 mL，接著用鋁箔紙將孔盤包好避光，並置於設定日夜均溫 28℃，濕度

50%，光照 12小時的生長箱中，之後每 12小時觀察卵內胚胎發育階段，計算成功

發育至一齡幼蟲及二齡幼蟲數目，持續觀察 240小時。此試驗每組皆進行五重覆。 

3.2.7 齡期發育試驗 

為了瞭解環境中的鎳、鉻對根瘤線蟲幼蟲發育的影響，本研究欲使根瘤線蟲二

齡幼蟲成功侵染番茄植株，並使土壤環境含有兩個不同濃度的金屬 (50, 100 mg/kg

鎳；1, 10 mg/kg鉻)，並以無添加金屬的土壤為對照組，觀察在含有鎳及鉻環境下，

根瘤線蟲幼蟲發育速度是否受到改變。首先將五天大番茄幼苗移至裝有 50 g 無菌

栽培介質 (珍珠石：培養土= 1：2) 的三吋盆中，接著在植物周圍挖三個直徑與深

度皆約一公分的洞，並倒入含有 200隻根瘤線蟲的懸浮液，隨後用土將洞補平，完

成接種。為了降低金屬影響線蟲侵染，在接種 12小時後再分別加入 1.25及 2.5 mL 

2000 mg/L Ni2+金屬濃縮液和 25及 250 μl 2000 mg/L Cr6+金屬濃縮液，接著以順時

針方向加入約 30 mL 自來水於每個盆栽中，使金屬溶液可以充分滲入土壤中，製

造分別含有 50及 100 mg/kg的鎳或 1 及 10 mg/kg的鉻土壤環境。隨後將盆栽培養

於 28℃恆溫生長箱，生長箱設定為濕度 50%，光照 12小時。期間每兩天澆 50 mL

自來水於每個盆栽中。接種十天後將番茄植株移出土壤，並利用醋酸品紅方法將其

根部染色 (同2.2.5根部侵染試驗染色方法)，染色完畢後將植株地上部以剪刀剪除，
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並將根部放置於兩片玻片之中，將根部壓扁，並以透明膠帶固定使其不易滑動。將

玻片放置於光學顯微鏡 (Olympus BX41, Olympus Corporation, Japan) 下，觀察並

計算二齡幼蟲發育至三齡、四齡幼蟲或雌成蟲隻數，統計幼蟲發育至不同齡期的比

例。此試驗進行六重複。 

3.2.8 脂質染色試驗 

為了瞭解環境中的鎳、鉻對根瘤線蟲代謝之影響，本研究將根瘤線蟲放置於兩

個不同濃度的金屬溶液 (50, 100 mg/L 鎳溶液；1, 10 mg/L鉻溶液) 中，並以無添

加金屬的無菌 ddH2O 為對照組。先以挑針將 30 隻孵化未滿 24 小時的二齡幼蟲移

至 12孔盤中，每個孔洞皆含有 1.9 mL 無菌 ddH2O，接著加入 1及 100 μl 含 2000 

mg/L Cr6+的濃縮液或 50及 100 μl含 2000 mg/L Ni2+的濃縮液，並再加入無菌 ddH2O

使每個孔盤的溶液最終體積為 2 mL，接著用鋁箔紙將孔盤包好避光，放置於震盪

儀，使其穩定供給氧氣，接著在第三及五天時將線蟲以玻璃滴管吸取線蟲移至眼洞

玻皿中，改良 Pino等人發表線蟲脂質染色方法 (Pino et al. 2013) 進行染色。將眼

洞玻皿中多餘的液體移出，僅留約 10 μl，並加入 200 μl M9 溶液 (KH2PO4 3 g, 

Na2HPO4 6 g, NaCl 5 g, 1M MgSO4 1 ml, in 1 L dH2O) 清洗線蟲三次，接著將M9溶

液移除後，再加入 200 ul M9 with 0.01% Triton X-100溶液靜置 1分鐘，接著移出

液體並置換 200ul M9 with 40% isopropanal 溶液並停留 3分鐘，需要持續搖晃使線

蟲漂浮於溶液中，隨後使線蟲沉澱並將液體移除。再以玻璃滴管將線蟲移置於 12

孔盤內，移線蟲時液體需少於 50 μl，每個孔洞內含有 1 mL 的M9溶液，並添加 6 

μl Nile red stock (0.5mg/ml in acetone)，隨後用鋁箔紙將 12孔盤密封，使其置於黑

暗三小時，並使其搖晃。兩小時後，將線蟲移出，並利用M9 with 0.01% Triton X-

100 溶液清洗三次並將線蟲放置於M9 with 0.01% Triton X-100溶液中置於黑暗 30
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分鐘，接著使用光學顯微鏡 (Olympus Corporation, Japan) 搭配 FITC濾鏡觀察並拍

照，後續利用 Image J軟體 (NIH, USA) 計算線蟲體內脂肪面積。 

3.2.9 接種試驗 

為了瞭解根瘤線蟲是否能在環境中含有鎳、鉻時，是否能夠完成一個世代，並

且成功繁殖，本研究欲使根瘤線蟲二齡幼蟲成功侵染番茄植株，並使土壤環境含有

兩個不同濃度的金屬 (50, 100 mg/kg鎳；1, 10 mg/kg鉻)，並以無添加金屬的土壤

為對照組，另外有無接種線蟲的對照組，可用於觀察金屬對植物本身影響。首先將

5 天大番茄幼苗移至裝有 250 g 無菌栽培介質 (珍珠石：培養土= 1：2) 的五吋盆

中，定植一週後分別加入 6.25 及 10.5 mL 2000 mg/L Ni2+金屬濃縮液和 125 μl 及

1.25 mL 2000 mg/L Cr6+金屬濃縮液，接著以順時針方向加入約 100 mL 自來水於每

個盆栽中，使金屬溶液可以充分滲入土壤中，製造分別含有 50 及 100 mg/kg 鎳或

1 及 10 mg/kg 鉻土壤環境。加入金屬溶液三天後接種根瘤線蟲，在植物周圍挖三

個直徑與深度皆約一公分的洞，並倒入含有 1500隻根瘤線蟲的懸浮液，隨後用土

將洞補平，完成接種。隨後將盆栽放置於日夜溫 30/26℃溫室，光照為 14小時，平

均濕度為 40-60%。種植期間每兩天添加 200 mL 自來水於每個盆栽中。接種 40天

後，將番茄植株移出土壤，計算植物高度、根長及根重，以得知植物在該環境是否

受到影響，另外亦計算根瘤數目、根瘤指數、卵塊數以及卵數目，了解根瘤線蟲在

鎳、鉻環境中，是否能夠成功侵染及繼續繁殖子代。此試驗進行六重複。 

3.2.10 數據分析 

所有試驗量測所得到的數值以統計軟體 SAS University Edition (9.4TS1-M6，

SAS Institute，USA) 先進行 ANOVA差異性分析，設定 p value < 0.05為有顯著差
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異，確認試驗組間有顯著差異後，再以 Tukey 統計並進行差異比較並將其分組。 

3.3  結果 

3.3.1 線蟲對環境中鉻、鎳具有敏感性 

將象耳豆根瘤線蟲置於在七個不同濃度 (0, 1, 10, 50, 100, 200, 1000 mg/L) 的

鎳金屬溶液中的觀察，並與放置於水中的對照組相比較其存活率，結果呈現於圖十

六。實驗一天後發現，200 mg/L與 1000 mg/L的處理組，分別有 10%及 80%的線

蟲死亡。而透過 log-rank 分析結果顯示，1000 mg/L 處理組在五天後會全數死亡，

200 mg/kg 則是十天，100 mg/kg 為十三天，而 1 及 10 mg/L 處理組線蟲可存活十

五天。以七個不同濃度 (0, 1, 10, 50, 100, 200, 1000 mg/L) 的鉻金屬溶液處理，試

驗結果呈現於圖十七。試驗一天後，即觀察到 100、200、1000 mg/L鉻造成象耳豆

根瘤線蟲全數死亡，而 10 ppm則有 60%的死亡率。以 log-rank分析其在金屬溶液

下之存活率，發現 50及 100 mg/kg在五天內及全數死亡，而 10 mg/kg則可存活至

十天。實驗結果顯示根瘤線蟲對於環境中金屬具有敏感性，隨環境中金屬濃度之增

加，其能夠存活的時間也逐漸縮短。為方便後續生理實驗之觀察，挑選受試線蟲在

處理後 3-7天之間仍有 50%生存率的最高金屬濃度進行；挑選濃度 50及 100 mg/L

鎳溶液，與 1及 10 mg/L 鉻溶液作為試驗濃度。 

3.3.2 鎳鉻抑制卵孵化率 

將象耳豆根瘤線蟲的卵置於兩個不同濃度 (50, 100 mg/L) 的鎳金屬溶液中 10

天，並比較放置於水中的對照組的孵化率，結果發現象耳豆根瘤線蟲的卵在 100 

mg/L 鎳溶液中處理 10 天的線蟲卵孵化率顯著下降 15%，而 50 mg/L 的處理組則
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與對照組無顯著差異 (圖十八)。而於兩個不同濃度 (1, 10 mg/L) 的鉻溶液的處理

結果則顯示，線蟲的孵化率分別下降 40%及 43% (圖十九)。實驗結果顯示當環境

中金屬濃度到達一定量 (100 mg/L 鎳；1 mg/L 鉻) 會抑制根瘤線蟲卵的孵化率，

使其後代數目減少。 

3.3.3 鎳與鉻皆降低線蟲侵染植物的能力 

將象耳豆根瘤線蟲二齡幼蟲放置於兩個不同濃度 (50, 100 mg/L) 鎳環境中，

72 小時後計算成功侵染植株根部的線蟲數量，比對照組平均減少了 21 隻及 50 隻 

(圖二十)，侵染率平均下降 18.1% 及 43.1%。而於兩個不同濃度 (1, 10 mg/L) 鉻

環境中，3天後侵染植株的線蟲隻數平均減少了 39隻及 84隻 (圖二十一)，侵染率

下降 33.6% 及 72.4%。實驗結果顯示，根瘤線蟲在環境中含有鎳鉻時，會降低其

侵染寄主能力，使其進入植株的線蟲數目減少。 

3.3.4 鎳加快胚胎發育 

將象耳豆根瘤線蟲的卵放置於鎳溶液中，60 小時後觀察到 50 mg/L 處理組中

已有 63%發育至一齡幼蟲及 1%二齡幼蟲，僅剩 36%尚在胚胎階段；100 mg/L 處理

組中，有 61%已發育至一齡幼蟲，39%處於胚胎階段；而在對照組中，僅有 50%發

育至一齡幼蟲，仍有 50%仍處於胚胎發育階段 (圖二十二)。於鉻環境中，60小時

後，1 ppm 處理組有 63%一齡幼蟲及 1%二齡幼蟲，僅剩 36%仍在胚胎發育階段，

而 10 ppm處理組已有 65%發育至一齡幼蟲，35%仍處於胚胎發育階段；而在對照

組中則有 64%一齡幼蟲及 36%仍處於胚胎發育階段的卵 (圖二十三)。實驗結果顯

示，根瘤線蟲在胚胎階段時，會受到環境中金屬鎳的影響而加速發育，而鉻則是不

會影響其發育速度。 
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3.3.5 鎳鉻加速幼蟲發育 

將象耳豆根瘤二齡幼蟲接種置於含有鎳的土壤環境中，十天後，於種植於土壤

內的植物根部染色發現，50 mg/kg 處理組中僅有 12%仍為二齡幼蟲階段，52%已

發育至三齡幼蟲，28%達到四齡，且有 8%的雌成蟲。而在 100 mg/kg鎳處理組中，

則有 39%三齡幼蟲，34%四齡幼蟲，並有 18%的雌成蟲，而僅剩 9%二齡幼蟲。對

照組在十天後仍有 75%的二齡幼蟲，僅 20%發育至三齡幼蟲，2%成為四齡幼蟲，

3%為雌成蟲 (圖二十四)。此外，在含有鉻的土壤環境中，檢視寄主根部染色結果，

發現尚有 59%二齡幼蟲未發育至下個階段，1 mg/kg 處理組有 31%發育至三齡幼

蟲，9%四齡幼蟲，且有 9%的雌成蟲。10 mg/kg的處理組則有 57%三齡幼蟲，14%

四齡幼蟲，16%的雌成蟲，僅剩 13%二齡幼蟲。而在該試驗的對照組中，僅有 20%

發育至三齡幼蟲，2%四齡幼蟲，3%雌成蟲，且仍有 75%的二齡幼蟲 (圖二十五)。

實驗結果顯示，當環境中含有金屬鎳鉻時，皆會使根瘤線蟲幼蟲階段發育加速，且

隨環境中濃度增加，其發育速度隨之加快。 

3.3.6 鎳鉻降低代謝速度 

將象耳豆根瘤線蟲二齡幼蟲浸泡於鎳溶液中，三天或五天後染色確認線蟲體

內剩餘脂質，結果發現在 50及 100 mg/L 鎳的組別中，可見有脂質堆積的現象，脂

質平均面積高於對照組 (圖二十六)；實驗結果暗示，50及 100 mg/L的鎳環境會使

二齡幼蟲代謝變慢。而浸泡在鉻溶液中的二齡幼蟲，於三天或五天後染色，結果亦

發現 1及 10 ppm鉻處例組中的線蟲脂質平均面積高於對照組 (圖二十七)。由實驗

結果可推知，於重金屬環境中的線蟲代謝速度較無重金屬的環境中的蟲更為緩慢。 
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3.3.7 在含有鎳鉻環境下仍可完成世代 

將象耳豆根瘤線蟲二齡幼蟲放置於不同濃度鎳環境與鉻環境中，40 天後測量

番茄高度、重量及根長，發現無論有無接種線蟲，在含有 50 及 100 mg/kg 的鎳土

壤中，番茄植株高度、根長及根重皆與對照組相比沒有差異。1 及 10 mg/kg 的鉻

土壤，亦不會影響番茄植株生長 (圖二十八)。分析於鎳、鉻環境中根瘤線蟲生存狀

況，故計算番茄根部之根瘤數目、根瘤指數、卵塊數與卵數目，觀察到在含有 50

及 100 mg/kg鎳的土壤中，根瘤及卵塊數目並未減少，甚至在 100 mg/kg鎳組別土

壤中的二齡幼蟲相比於對照組更為增加。實驗結果顯示，環境中含有鎳能使根瘤線

蟲發育變快，縮短世代所需的時間，且可以順利繁殖。在 1 及 10 mg/kg 鉻的土壤

中，根瘤數目並未減少，亦有卵塊及卵產生，表示在該濃度鉻下，象耳豆根瘤線蟲

仍能生存且繁殖。另外，在 1 mg/kg鉻組別中，雖然與對照組相比有較高的卵量，

但土壤中二齡幼蟲數目並無差異 (圖二十九)。由實驗結果可推測，環境中的鉻可

能造成線蟲發育變快，但其促進效益略差於鎳。 

3.4  討論 

本研究發現環境中高濃度的鎳對線蟲而言為毒性物質，會使象耳豆根瘤線蟲

的壽命縮短並且降低卵的孵化率，影響其繁殖能力。過往，許多學者嘗試探究鎳調

控繁殖能力之機制，發現鎳離子 (Ni2+) 除了降低生物繁殖能力，亦會抑制哺乳類

動物生長激素釋放進而降低其發育速度。研究指出，鎳離子會降低公牛精子活動能

力並使其精子外膜細胞凋亡，且其濃度與公牛精子病變比例具有正相關性 

(Zemanova et al. 2007; Lukac et al. 2011)。在人體卵巢細胞試驗中發現，鎳離子抑制

卵激素生成機制可能與抑制膜上受體有關：暴露於鎳離子環境中，細胞表面的
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cadherins 與 ß-catenin 數量皆下降 (Revesz et al. 2004)，此兩種蛋白與生物胚胎形

成、發育及癌症有高度相關性。此外，鎳離子也影響哺乳動物神經系統，於使牛垂

體受影響，降低生長激素及催乳激素的釋放。而在大鼠實驗中，則發現鎳離子為催

乳激素抑制劑 (Lorenson et al. 1983; Carlson 1984)。本研究的觀察結果，與前人所

提出鎳使秀麗隱桿線蟲的壽命及繁殖能力下降的情況一致 (Wang & Wang 2008; 

Kong et al. 2017)。然而，本研究的發育試驗及接種試驗結果卻發現，無論是胚胎亦

或是幼蟲，皆觀察到鎳離子會使象耳豆根瘤線蟲發育增快，且較快進入下一個世代；

與過往在秀麗隱桿線蟲與 Panagrellus redivivus 兩種線蟲上被觀察到的情況並不相

符 (Samoiloff et al. 1980; Wang & Wang 2008)。本研究結果暗示，並非所有線蟲在

特定重金屬環境中就會產生相似的生長與發育變化。鎳離子影響象耳豆根瘤線蟲

的發育的方式，可能遵循其他的生理反應模型。類似現象曾在昆蟲上被觀察到：當

昆蟲棲息於逆境時，會透過快速發育進而適應環境。當果蠅經過寒冷處理 (暴露於

-4 °C 兩天)，其產生之後代發育速度比穩定維持於室溫 25 °C 的對照組還要快 

(Rako & Hoffmann 2006)。其延伸出對逆境之抗性，可能與熱休克蛋白 Hsp70有關。

將果蠅卵放置於較低溫 (20 °C) 孵化後其子代較為長壽，並加快其發育速度及抗

熱性；學者於此處理組果蠅研究，發現 Hsp70 的表現量較高 (Sorensen & Loeschcke 

2004)。後續若針對象耳豆根瘤線蟲於逆境時，進行熱休克蛋白表現量測定，則能

進一步探究其是否與果蠅抵禦逆境的機制相似。 

鉻對土壤中無脊椎生物的生存與繁殖能力影響不盡相同。前人研究中指出環

境中含有高量的鉻能使 Panagrellus Silusiae, Monhystera disjuncta及 Caenorhabditis 

elegans等多種線蟲死亡 (Pasternak 1982; Vranken & Tiré C Heip 1989; Wu et al. 2012)。

本研究亦發現當環境中含有高於 50 ppm的鉻，24小時後象耳豆根瘤線蟲高達 80- 

100%死亡率。同時，鉻會使象耳豆根瘤線蟲的卵孵化率下降，與 C. elegans的情況
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一致 (Roh et al. 2009)。然而，同樣為無脊椎動物的蚯蚓，生存於含鉻環境中時雖

然壽命減短，繁殖能力卻會顯著上升。例如 Octochaetus pattoni 生存於 25 ppm鉻

環境中，死亡率上升結果與前述線蟲影響相同，但繁殖率卻上升。又例如 Pheretima 

posthuman在100 ppm中壽命明顯縮短，但其再生能力及有性生殖頻率皆提升 (Soni 

& Abbasi 1981; Abbasi & Soni 1983)。此外，Boyle 等人曾報導鉻會使蟲生線蟲

Steinernema feltiae留在昆蟲體內的時間增長，但子代數量並未增加，推測乃因發育

變慢所致 (Boyle & Kakouli-Duarte 2008)。然而，本研究發現環境中含有鉻時會使

象耳豆根瘤線蟲的發育速度加快，而且該影響不發生於胚胎過程，只發生於幼蟲時

期。綜合上述，鉻對於線蟲幼蟲發育為一重要因子，但實際機制可能因線蟲種類有

所差異，值得進一步探究。未來學者針對不同類群之生物，進行相關生理反應機制

之探討，或許可更加了解演化過程中所導致的差異。 

於代謝影響之探究本研究結果發現，浸泡三天或五天鉻溶液的組別皆會使象

耳豆根瘤線蟲代謝減緩，有脂質堆積的現象，而前人研究中亦觀察到鉻會使秀麗隱

桿線蟲代謝減緩 (Jiang et al. 2016)。在人類研究上卻發現，透過 250 μg治療的嬰

兒可以減緩葡萄糖耐受性不良之症狀，使嬰兒被餵食葡萄糖後，血糖濃度較不易大

幅度浮動 (Hopkins et al. 1968)。葡萄糖與脂質在人體中皆受胰島素調控。於肝細胞

中，胰島素會刺激葡萄糖利用並儲存為糖源及脂肪，同時抑制葡萄糖合成。胰島素

亦會促進脂質合成，並抑制其降解 (Saltiel & Kahn 2001)。而 Gahoi等人 (2016) 在

研究線蟲分泌蛋白體時，發現有與人體胰島素相似的肽 (Insulin-like peptide)，其對

動物發育及代謝扮演重要的角色，而這些蛋白於植物寄生性線蟲、動物寄生性線蟲、

人類寄生性線蟲、蟲生線蟲及非寄生的線蟲皆有被鑑定到 (Gahoi & Gautam 2016)。

綜合前人與本研究結果，推論環境中的鉻可能影響生物胰島素釋放，而使生物代謝
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能力受到干擾，而可能是使葡萄糖利用上升，且抑制脂質降解，進而觀察到脂質堆

積的現象。 

針對不同線蟲比較其相對應影響其生理反應之金屬濃度，與 C. elegans目前已

知文獻相比。已知 75 μM 鎳或 115 mg/L 鉻會使 C. elegans 壽命縮短 (Roh et al. 

2009; Wang & Wang 2008)，而在本研究則觀察到 200 mg/L 鎳及 100 mg/L鉻一天後

會使 M. enterolobii 死亡率與對照組相比有顯著差異，可以發現造成相同影響，在

C. elegans需要較高濃度，推測與前人提出毒性與體型大小有關 (Anderson & Weber, 

1975)，C. elegans長度約為 1 mm，M. enterolobii二齡幼蟲則約 400 μm。而在繁殖

能力方面，發現 20 mg/L 會使 C. elegans子代數減少，而 2.5 μM 鎳則使其生殖速

度下降 (Roh et al. 2009; Wang & Wang 2008)，但本研究則是針對其M. enterolobii

卵孵化率進行探究，故比較基準不同，不易比較。侵染能力及發育速度影響則在 C. 

elegans研究中並無前人探討。 

與第二章蛇紋岩土壤性質相互比較，蛇紋岩土壤中的鎳離子為二價形式，鉻離

子則為較不具毒性的三價形式，而經過有效性測定得知本研究蛇紋岩土壤中有效

性鎳離子可高達 934 mg/kg，遠高於與本研究配製含 Ni(Hungate et al.)金屬溶液之

濃度，顯示本研究之生理影響於蛇紋岩環境中結果亦相符，高濃度鎳下不利根瘤線

蟲生存；而有效性鉻離子則為 43 至 434 mg/kg，本研究生理試驗之結果濃度亦低

於環境中有效性離子濃度，但本研究配製之溶液為較具毒性的 Cr (VI)，因此若需

比較則需要更多試驗，進而換算不同價位鉻濃度對線蟲之影響。 

本研究結果顯示，當農田環境中含有中量的鎳時，該逆境可能促使根瘤線蟲加

快發育，於較短的時間內完成生活週期並順利繁衍後代。當環境中含有中量的鉻時，

也會造成根瘤線蟲的幼蟲階段發育加快，使其進到成蟲階段時間縮短，較快完成一

個世代並繁殖下一代。當田間具有鎳與鉻的污染，或是於具有兩者重金屬的環境如
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蛇紋岩土壤，有可能會因此提高環境中根瘤線蟲族群。因此，過往所提出施用鎳以

防治根瘤線蟲的作法，不僅無法達到成功防治的效果，長期而言，可能使根瘤線蟲

對作物的危害加劇。此外，本研究觀察到線蟲代謝受到鎳影響而減緩但卻能加快期

發育，可以推估根瘤線蟲於此環境中會進行不同的代謝途徑，使其只需較少的能量

就可以發育至成蟲並繁衍後代，未來亦相當值得進一步探討。 
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第四章‧ 結論 

  本研究結果闡明根瘤線蟲於鎳、鉻環境中之繁殖、發育、侵染及代謝能力之

影響，瞭解根瘤線蟲生存於該等逆境時，體內脂肪代謝速度減緩、存活率降低、

卵的孵化率受到抑制、幼蟲的發育速度有所提升、侵染植株根部的比例則降低。

象耳豆根瘤線蟲對於金屬的反應，綜合而言與其他線蟲並不完全相近，例如特定

金屬鎳反而較類似於前人所報導的昆蟲的模型，值得未來植物寄生性線蟲生理研

究者與生態演化者參考。對於根瘤線蟲生理機制的深入探討，可做為農業中的植

物寄生性線蟲的綜合防治策略提出重要參考依據。基於本研究發現根瘤線蟲在

鎳、鉻環境中會產生加速發育的現象，筆者認為運用此二種重金屬於防治根瘤線

蟲之想法需要調整，於相關製劑中添加重金屬反而可能縮短線蟲完成世代所需時

間，導致作物生長季內有更快的線蟲族群增量，造成更大的作物損失。除此之

外，本研究針對蛇紋岩土壤中線蟲與細菌群相交互作用，為全球首例。筆者不僅

提出東亞地區的蛇紋岩土壤微生物生態報告，也同時也是第一篇對於該環境場域

進行微生物與微生物間交互作用的探討報告。本研究於蛇紋岩土壤中所找到對

鎳、鉻具有高度耐受性之新紀錄種根瘤線蟲，推測可能有獲得來自環境中候選細

菌的特殊基因，值得後續進行探究。  
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表一、線蟲分子鑑定引子對序列。 

Table 1. The primer sequence of nematode identification. 

 

Primer Name Sequence (5’- 3’) Reference 

TW81 GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC (Zheng et al., 2000) 

AB28 ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT (Zheng et al., 2000) 

NF1 GGT GGT GCA TGG CCG TTC TTA GTT (Porazinska et al., 2009) 

18Sr2b 

MF 

MR 

Me-F 

Me-R 

Mi-F 

Mi-R 

Fjav 

Rjav 

SSU18A 

SSU26R 

D2A 

D3B 

TAC AAA GGG CAG GGA CGT AAT 

GGG GAT GTT TGA GGC AGA TTT G 

AAC CGC TTC GGA CTT CCA CCA G 

AAC TTT TGT GAA AGT GCC GCT G 

TCA GTT CAG GCA GGA TCA ACC 

GTG AGG ATT CAG CTC CCC AG 

ACG AGG AAC ATA CTT CTC CGT CC 

GGT GCG CGA TTG AAC TGA GC 

CAG GCC CTT CAG TGG AAC TAT AC 

AAA GAT TAA GCC ATG CAT G 

CAT TCT TGG CAA ATG CTT TCG 

ACA AGT ACC GTG AGG GAA AGT TG 

TCG GAA GGA ACC AGC TAC TA 

(Porazinska et al., 2009) 

(Hu et al., 2011) 

(Hu et al., 2011) 

(Hu et al., 2011) 

(Hu et al., 2011) 

(Hu et al., 2011) 

(Hu et al., 2011) 

(Hu et al., 2011) 

(Hu et al., 2011) 

(Blaxter & Robertson, 1998) 

(Blaxter & Robertson, 1998) 

(De Ley et al., 2005) 

(De Ley et al., 2005) 

圖表 
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Table 2. Soil properties. 

表二、土壤樣本性質。 

Sample 

name 

Location (GPS coordination) Crop Texture pH EC 

(μs/cm) 

Cr 

(mg/kg) 

Ni 

(mg/kg) 

Ca 

(mg/kg) 

Mg 

(mg/kg) 

Ca/Mg Fe 

(mg/kg) 

Al 

(mg/kg) 

Mn 

(mg/kg) 

K 

(mg/kg) 

SR1 (23 ﾟ 42’41.2’’N, 121 ﾟ 24’41.8’’E) Rice Silty clay loam 6.81 792 864 675 16207 11400 1.42 43829 16593 752 6223 

SR2 (23 ﾟ 02’06.8’’N, 121 ﾟ 11’19.6’’E) Rice Clay 6.90 1209 697 675 14838 8300 1.79 43535 14299 823 2131 

SR3 (23 ﾟ 02’12.8’’N, 121 ﾟ 11’22.0’’E) Rice Clay 6.61 413.1 501 357 8781 8200 1.07 54230 17920 898 3722 

SB1 (23 ﾟ 42’37.5’’N, 121 ﾟ 24’43.0’’E) Banana Loam 7.25 818.3 400 281 14140 12250 1.15 38570 10027 721 7064 

SB2 (23 ﾟ 01’52.2’’N, 121 ﾟ 11’34.1’’E) Banana Sandy clay loam 6.51 560.3 1250 881 - - - 40600 - 739 - 

SB3 (23 ﾟ 02’02.4’’N, 121 ﾟ 11’35.4’’E) Banana Clay 6.69 307.5 492 232 4950 7100 0.70 48041 22633 738 2762 

SF1 (23 ﾟ 02’17.4’’N, 121 ﾟ 11’57.6’’E) Forest Clay 6.51 345.0 3097 2399 2990 13500 0.22 111000 10300 1580 2762 

SF2 (23 ﾟ 02’14.4’’N, 121 ﾟ 12’01.5’’E) Forest Clay 7.01 229.1 3967 2095 6380 7800 0.82 107000 15700 2050 1786 

SF3 (23 ﾟ 02’10.1’’N, 121 ﾟ 12’07.6’’E) Forest Sandy clay loam 6.61 413.1 2329 2630 2054 8900 0.23 79951 6797 1257 1517 

GR1 (23 ﾟ 05’31.9’’N, 121 ﾟ 13’07.3’’E) Rice Clay loam 6.28 703.0 98 51 2402 - - 35000 24800 235 16700 

GR2 (23 ﾟ 05’30.8’’N, 121 ﾟ 13’09.1’’E) Rice Clay loam 6.62 1323.0 108 47 2634 - - 32900 27700 234 17300 

GR3 (23 ﾟ 04’ 59.2’’N, 121 ﾟ 12’36.4’’E) Rice Clay 6.99 627.7 97 46 2706 9453 0.29 35400 31000 314 18500 

GR4 (24 ﾟ 39’45.6’’N, 121 ﾟ 39’12.9’’E) Rice Clay loam 7.08 350.0 139 44 9853 - - 25300 18200 259 10000 

GR5 (24 ﾟ 39’45.7’’N, 121 ﾟ 39’11.8’’E) Rice Silty clay 7.42 434.7 127 48 12700 - - 28500 20800 259 9645 

GR6 (24 ﾟ 39’47.3’’N, 121 ﾟ 39’14.5’’E) Rice Clay loam 6.59 536.9 150 57 14700 - - 30700 20900 720 9534 

GB1 (24 ﾟ 42’37.2’’N, 121 ﾟ 24’42.2’’E) Banana Clay loam 6.15 843.4 173 91 5220 7600 0.69 36344 17308 766 12675 

GB2 (24 ﾟ 53’19.8’’N, 121 ﾟ 32’27.1’’E) Banana Silty loam 7.52 328.5 121 55 17100 - - 32100 20800 773 13400 

GB3 (24 ﾟ 53’16.1’’N, 121 ﾟ 32’27.4’’E) Banana Loam 8.00 221.1 217 53 12600 8646 1.46 33600 26800 830 14000 

GB4 (24 ﾟ 53’24.9’’N, 121 ﾟ 32’31.1’’E) Banana Loam 7.88 302.1 82 47 29700 - - 29800 19100 274 11100 
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採集之 23個樣本土壤質地、酸鹼度、電導度及鎳與鉻總含量。蛇紋岩土壤為 SR1~SF3。非蛇紋岩土壤為 GR1~GF4。 

The soil texture, pH, EC, and concentration of nickel and chromium of 23 collected soil. SR1 to SF3 were serpentine soil, and GR1 to GF4 were general soil. 

 

Sample 

name 

Location (GPS coordination) Crop Texture pH EC 

(μs/cm) 

Cr 

(mg/kg) 

Ni 

(mg/kg) 

Ca 

(mg/kg) 

Mg 

(mg/kg) 

Ca/Mg Fe 

(mg/kg) 

Al 

(mg/kg) 

Mn 

(mg/kg) 

K 

(mg/kg) 

GF1 (23 ﾟ 02’14.5’’N, 121 ﾟ 11’53.3’’E) Forest Silty clay 5.25 663.5 106 58 2335 - - 31889 13984 318 12660 

GF2 (23 ﾟ 58’04.3’’N, 121 ﾟ 32’57.9’’E) Forest Loam 7.78 363.1 110 57 22800 - - 30700 20900 720 11300 

GF3 (23 ﾟ 57’58.5’’N, 121 ﾟ 32’51.9’’E) Forest Clay loam 5.09 606.2 137 52 1833 - - 34300 31900 828 15100 

GF4 (23 ﾟ 57’51.8’’N, 121 ﾟ 32’45.0’’E) Forest Silty clay loam 5.06 417.3 131 43 1605 8159 0.20 29600 14800 585 10900 
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表三、土壤中金屬可交換態濃度 

Table 3. The concentration of exchange metal in soil 

 Sample 

Name 

Ni (mg/kg) Cr (mg/kg) Mn (mg/kg) Co (mg/kg) 

F1 SF1 921 434 1223 161 

SF2 - 43 27 22 

F2 SF1 503 66 1171 156 

SF2 257 95 867 108 

 

F1為酸可溶及可交換態 (Acid-exchangeable fraction)，F2為可還原態 (Reduction fraction)。

SF1及 SF2皆為蛇紋岩森林土壤 

F1 is acid-exchangeable fraction and F2 is reduction fraction. Both SF1 and SF2 are the serpentine 

forest soil. 
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表四、各樣品定序資訊 

Table 4. Sequencing information of each sample. 

Sample Name Raw PE (#) Raw Tags (#) Clean Tags (#) Effective Tags (#) OTU Q20 Q30 

GB1 90,981 80,374 77,889 76,799 4623 99.42 97.21 

GB2 116,285 101,729 98,575 97,911 4471 99.46 97.3 

GB3 95,105 83,363 80,992 80,567 4001 99.44 97.22 

GB4 94,863 83,147 80,784 80,255 4303 99.44 97.26 

GF1 132,550 116,271 112,764 111,187 2860 99.44 97.29 

GF2 99,112 87,371 84,844 84,233 4265 99.46 97.34 

GF3 112,203 98,391 95,635 94,541 3433 99.46 97.35 

GF4 109,735 96,167 93,420 92,673 2837 99.44 97.28 

GR1 121,717 108,355 105,094 103,949 4851 99.44 97.3 

GR2 113,415 101,154 98,197 97,131 5108 99.44 97.33 

GR3 131,802 115,923 112,458 111,139 5226 99.42 97.25 

GR4 122,188 108,564 105,357 104,304 5413 99.45 97.34 

GR5 101,382 89,824 87,047 86,119 5118 99.44 97.32 

GR6 107,553 95,076 92,264 91,904 5137 99.46 97.38 

SB1 85,166 74,472 72,057 71,372 4454 99.4 97.12 

SB2 115,446 100,479 97,476 96,119 3816 99.43 97.22 

SB3 119,645 105,074 101,702 100,505 4572 99.41 97.17 

SF1 96,256 84,196 81,514 80,738 2713 99.42 97.16 

SF2 99,286 87,370 84,797 83,949 3209 99.42 97.24 

SF3 83,918 73,336 71,045 70,326 2730 99.41 97.19 

SR1 77,209 69,229 67,198 66,526 4713 99.4 97.2 

SR2 108,254 95,288 92,385 91,461 4032 99.4 97.2 

SR3 112,062 97,918 94,799 93,851 4832 99.4 97.2 

Raw PE 表示原始下機的 PE reads，拼接得到 Raw Tags，Clean Tags 則是過濾低品質和短長

度後的序列，而去除嵌合體後用於後續分析的 Effective Tags。Q20和 Q30 是指 Effective 

Tags 中鹼基 Q值大於 20 (定序錯誤率小於 1%) 和 30 (定序錯誤率小於 0.1%) 的鹼基所佔

的百分比。 

Raw PE means the original off-machine PE reading, and after splitting obtain Raw Tags. Clean Tags 

refers to the sequence after filtering with low quality and short length, and remove the substitute is 

Effective Tags. The percentage of the length of the string Q value greater than 20 (sequencing error 

rate less than 1%) and 30 (sequencing error rate less than 0.1%).
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表五、各樣品線蟲種類及數量累積表 

Table 5. The nematode family and number accumulation in each sample. 

 

Family c-p 

value 

GB2 GB3 GB4 GF2 GF3 GF4 GR4 GR5 GR6 SB1 SB2 SB3 SF1 SF2 SF3 SR1 SR2 SR3 

Achromadoridae 3 0 0 0 2 0 0 0 3 7 0 9 0 0 0 0 1 1 0 

Actinolaimidae 5 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 6 0 

Aphelenchoididae 2 10 12 5 32 19 5 0 0 0 9 0 9 0 0 4 0 0 0 

Anguindae 2 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Belonolaimidae 2 9 0 0 3 16 0 0 0 0 6 1 0 0 0 3 3 1 1 

Cephalobidae 2 15 40 13 82 62 26 0 5 6 18 13 13 7 30 22 0 1 2 

Dolichodoridae 3 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Dorylamidae 4 4 4 2 1 14 0 0 23 22 7 0 0 0 1 3 2 7 0 

Hoplolaimidae 3 0 9 0 0 13 37 0 0 0 5 2 5 12 34 0 0 0 0 

Leptolaimidae 3 3 3 0 5 8 4 1 3 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0 

Meloidogynidae 3 0 5 10 0 7 6 16 8 120 3 2 3 5 1 0 0 4 0 

Monhysteridae 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 4 1 0 0 0 23 

Mononchidae 4 3 0 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0 12 2 0 0 0 0 
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Family c-p 

value 

GB2 GB3 GB4 GF2 GF3 GF4 GR4 GR5 GR6 SB1 SB2 SB3 SF1 SF2 SF3 SR1 SR2 SR3 

Panagrolaidae 1 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 24 5 2 1 

Pratylenchidae 3 0 10 0 0 0 0 2 15 11 0 0 0 0 0 1 1 10 7 

Qudisianematidae 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0  0 0 0 

Rhabditidae 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 1 10 0 

Rhabdolaimidae 3 2 9 2 29 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Thornenematidae 5 0 0 0 0 0 1 0 14 1 0 0 0 0 0 3 0 0 13 

Tripylidae 3 0 0 5 16 37 3 18 0 0 0 0 1 0 39 0 0 0 0 

Trischistomatidae 3 0 0 1 1 10 10 0 0 0 4 0 10 0 7 0 0 0 0 

Tylenchidae 2 0 0 0 2 10 34 0 0 0 29 2 5 4 0 1 0 1 0 

Unknown - 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Total - 55 92 38 175 202 130 52 71 176 86 32 62 69 115 61 16 43 47 

透過型態及分子鑑定確認每一隻線蟲物種，該表為科層級之分類，每科線蟲有相對應的 cp-value (Bongers, 1990)，其為計算成

熟度之數值。 

Confirm each nematode species through type and molecular identification. The table is a classification of family level. Each family 

nematode has a corresponding cp-value, which is the value for calculating maturity. 
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表六、根瘤線蟲 S二齡幼蟲量測。 

Table 6. Measurement of Meloidogyne sp. S J2s. 

 

 

 

 

 

 

 

依據第曼公式所計算之指標，量測值為 30隻二齡幼蟲之平均。 

The index were calculated 30 J2s according to de Manian formula. 

  

 第曼公式(de Manian formula) Value 

L 線蟲體長 360- 460 (μm) 

a 線蟲體長/線蟲最大體寬 22.5- 33.85 

b 線蟲體長/線蟲頭部至食道長 5.44- 9.02 

b’ 線蟲體長/線蟲頭部至背食道腺終端 9.56- 22.11 

c 線蟲體長/尾長 16.25- 43.00 

c’ 線蟲尾長/肛門處體寬 2.17- 5.00 

K 線蟲最大體寬 12- 16 (μm) 

S2 口針長 11- 16 (μm) 



doi:10.6342/NTU202004110

 

73 

 

 

 

18S LSU ITS 

M. incognita 99.47% M. luci 98.47% M. incognita 99.82% 

M. polycephannulata 99.47% M. javanica 98.55% M. arenaria 99.82% 

M. javanica 99.47% M. ethiopica 98.36% M. javanica 99.82% 

M. konaensis 99.34% M. incognita 97.92% M. konaensis 99.64% 

M. morocciensis 99.34% M. haplanaria 97.57% M. polycephannulata 99.64% 

M. luci 99.34% M. enterolobii 97.76% M. hispanica 99.28% 

M. arenaria 99.21% M. arenaria 97.09%  

M. paranaensis 99.21%   

M. phaseoli 99.08%   

M. lopezi 99.08%   

M. paranaensis 98.82%   

M. arabicida 98.81%   

M. izalcoensis 98.81%   

 

、18S, ITS, SSU區段定序結果。  

Table 7. The region of 18S, SSU and ITS sequencing. 

 

 

表七、18S, ITS, SSU區段定序結果。  
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圖一、土壤樣本採集點示意圖。a以土壤區分，包含蛇紋岩土壤 (serpentine soil) 及非蛇紋

岩土壤 (non-serpentine soil)，b以植被區分，包含森林，香蕉及水稻田土。 

. 

  

a b 

Figure 1. Collecting area. a is including serpentine soil and non-serpentine soil; b is including forest, 

banana and rice farms. 
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a b 

Figure 2. The picture of pump and Bucher funnel. The equipment was used to collect filtrate in 

measuring EC experiment. a is pump; b is Bucher funnel 

圖二、幫浦及布氏漏斗裝置示意圖。測定 EC 值試驗中用以收集濾液之裝置。a為幫浦；b 為

布式漏斗。 
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圖三、蛇紋岩土壤及非蛇紋岩土壤之線蟲數量累積圖。 

Figure 3. The accumulation number of nematodes from serpentine soil and non-

serpentine soil.  
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圖四、蛇紋岩土壤及非蛇紋岩土壤中線蟲種類熱圖分析。不同物種間豐度相互比

較，以不同顏色呈現相對豐度，紅色表示相對豐度最高，藍色則為相對豐度最

低。a圖為科的層級，b圖為屬的層級。 

Figure 4. Heat map of nematode genus or family was isolated from serpentine soil or 

non-serpentine soil. Grouping by soil type, then compare abundance to different species. 

Showing the relative abundance by different color, red is highest abundance, and blue is 

lowest abundance. a: the level of family, b: the level of genus.

a b 
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圖五、蛇紋岩土壤及非蛇紋岩土壤中數量前十的線蟲屬別。所有分離出的線蟲經過鑑定統計後，根據兩種不同土壤分組，依照

相對豐度進行排序，圖為前十個出現頻率高的屬。a圖為蛇紋岩土壤，b圖為非蛇紋岩土壤。 

Figure 5. Top ten genera were isolated from serpentine soil or non-serpentine soil. After all the isolated nematodes were identified and 

counted, grouping them according to two different soils and sorted relative abundance to obtain the top ten genera with high frequency. a: 

serpentine soil, b: non-serpentine so

a b 

 



doi:10.6342/NTU202004110

 

79 

 

 

圖六、不同土壤類別之線蟲成熟度指標。a為僅分析腐生性線蟲，b為腐生性線蟲，不包含

cp-1，c為僅分析植食性線蟲，d為所有線蟲，但不包含 cp-1。每張圖結果皆經過 one-way 

ANOVA計算顯示組間無差異。 

Figure 6. The maturity index of nematode in different soil. a: only free-living nematode, b: only 

free-living nematode, excluding cp-1, c: only plant-parasitic nematode, d: both free-living and 

plant-parasitic nematode, but excluding cp-1. 

a b 

c d 
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圖七、不同植被環境中線蟲成熟度指標。a為僅分析腐生性線蟲，b為腐生性線蟲，不包含

cp-1，c為僅分析植食性線蟲，d為所有線蟲，但不包含 cp-1。每張圖結果皆經過 one-way 

ANOVA計算顯示組間有差異。 

Figure 7. The maturity index of nematode in different soil. a: only free-living nematode, b: only 

free-living nematode, excluding cp-1, c: only plant-parasitic nematode, d: both free-living and 

plant-parasitic nematode, but excluding cp-1. Each result has significantly difference by one-way 

ANOVA test.

a b 

c d 
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圖八、自蛇紋岩分離之根瘤線蟲 S二齡幼蟲及陰部膜紋。a為二齡幼蟲，b為陰部膜紋。 

陰部膜紋有高 dorsal arch且其側線明顯。 

Figure 8. The J2 and perineal pattern of Meloidogyne sp. S which was isolated from serpentine soil. 

a: J2, b: perineal pattern. The dorsal arch of perineal pattern is high and the lateral line is clear 

observed. 

a b 
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圖九、Multiplex電泳結果。PCR引子對 MF/MR、Me-F/Me-R、Mi-F/Mi-R、Fjav/Rjav之

Multiplex PCR測試。L: Ladder, C: Positive control, NC: Negative control, S1: Meloidogyne sp. 

S。根瘤線蟲屬的預期片段為：500 bp。Meloidogyne javanica會再額外增幅出預期片段 660 

bp。 

Figure 9. The gel electrophoresis of multiplex result. Multiplex PCR test by the primer: MF/MR、

Me-F/Me-R、Mi-F/Mi-R、Fjav/Rjav. L: Ladder, C: Positive control, NC: Negative control, S: 

Meloidogyne sp. S. The expected fragment of the Meloidogyne spp. are 500bp. The fragments 660 bp 

for Meloidogyne javanica. 

 

 

PC NC L S 

500 bp 

700 bp 
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圖十、根瘤線蟲對鎳鉻的耐受性比較。對照組為 0 ppm，試驗組為 200 ppm鎳溶液及 20 

ppm鉻溶液。每組別 30隻二齡幼蟲，三重複。不同字母表示具顯著差異組別。(ANOVA

分析 P值小於 0.05者，以 Tukey分組)。 

Figure 10. Comparing the tolerance of Meloidogyne sp. to nickel and chromium. Control was 0 

ppm, and the other groups were 200 ppm nickel solution and 20 ppm chromium solution. There 

were 30 J2s in each group and three replications. Bars with different letters indicate a 

significant difference at p<0.05 (one-way ANOVA followed by the Tukey test). 
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圖十一、土壤中細菌前十高出現頻率比例。統計所有測得的細菌 OTU序列，根

據三種不同金屬濃度分組。Low: 小於 200 mg/kg；Median: 200 mg/kg及 1000 

mg/kg之間；High: 大於 1000 mg/kg。a以門為層級，b以綱為層級，c以目為層

級，d科為層級。 

Figure 11. Top ten families of bacteria from soil. Counting all the measured bacterial 

OTU sequences, group them according to three different metal concentrations. Low:≦

200 mg/kg; Median: 200 mg/kg＜X≦1000 mg/kg; High: X＜1000 mg/kg. a is phylum, 

b is class, c is order and d is family.

a b 

c d 
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圖十二、土壤細菌物種 Shannon、Simpson、ACE及 Chao1多樣性分析。樣本經過標準化，

使樣本內 OTU數量一樣。再根據不同金屬濃度分組。Low: Low: 小於 200 mg/kg；Median: 

200 mg/kg及 1000 mg/kg之間；High: 大於 1000 mg/kg。 

Figure 12. The diversity index of soil bacteria: Shannon index, Simpson index, ACE index and 

Chao1 index. The OTU numbers are same by standerizing in each sample. Grouping by different 

concentration. Low:≦200 mg/kg; Median: 200 mg/kg＜X≦1000 mg/kg; High: X＜1000 mg/kg.



doi:10.6342/NTU202004110

 

86 

 

 

圖十三、CCA分析細菌群相與環境因子酸鹼度及鎳鉻濃度之相關性。 

Figure 13. The correlation by CCA analysis of bacteria and environmental factor pH 

value and concentration of nickel and chormium
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Figure 14. The changes of soil bacteria relative abundance in different groups by heat 

map. Showing the relative abundance by different color, red is highest abundance, and 

blue is lowest abundance. Low: ≦200 ppm; Median: 200 ppm＜ X≦ 1000 ppm; High: 

X＜ 1000 ppm. 

圖十四、熱圖分析土壤中細菌豐度變化。不同組別中細菌的相對豐度變化，以不

同顏色呈現相對豐度，紅色表示相對豐度最高，藍色則為相對豐度最低。Low: 

小於 200 ppm；Median: 200 ppm及 1000 ppm之間；High: 大於 1000 ppm。 
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Figure 15. The bacteria had high positive relation to the concentration of nickel and chromium. 

a: Bacillus nealsonii, b: Solitalea koreensis, c: Acidobacteria bacterium Ac_11_E3. The 

concentration of group were Low: ≦200 ppm; Median: 200 ppm＜ X≦ 1000 ppm; High: X

＜ 1000 ppm. 

 

a 

b 

c 

圖十五、與鎳鉻濃度高度正相關性的菌株。a 為 Bacillus nealsonii，b為 Solitalea 

koreensis，c為 Acidobacteria bacterium Ac_11_E3. 組別濃度為 Low: 小於 200 ppm；

Median: 200 ppm及 1000 ppm之間；High: 大於 1000 ppm。 
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圖十六、象耳豆根瘤線蟲於鎳溶液中不同時間點之死亡率。試驗組 1、10、50、

100、200、1000 ppm鎳溶液，對照組無添加金屬溶液。每組 30隻二齡幼蟲，三

重複。a與 b圖內不同字母表示具顯著差異組別。(ANOVA分析 P值小於 0.05

者，以 Tukey分組)。a 為 12小時後，b為 24 小時後，c為 log-rank圖，顯示各時

間點下存活率。 

Figure 16. The mortality of Meloidogyne enterolobii in nickel solutions at different time 

points. The experimental group were 1, 10, 50, 100, 200, 1000 ppm nickel solutions, 

and control group was 0 ppm. There were 30 J2s in each group and three replications. A 

significant difference at p< 0.05 was *, p< 0.01 was **, p< 0.001 was ***. a: after 12 

hours, b: after 24 hours, c is log-rank figure, indicating the survival ratio at each time. 
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圖十七、象耳豆根瘤線蟲於鉻溶液中不同時間點之死亡率。試驗組 1、10、50、100、

200、1000 ppm鎳溶液，對照組無添加金屬溶液。每組 30隻二齡幼蟲，三重複。a與 b

圖內不同字母表示具顯著差異組別。(ANOVA分析 P值小於 0.05者，以 Tukey分組)。

a為 12小時後，b 為 24小時後，c為 log-rank 圖，顯示各時間點下存活率。 

 

 

Figure 17. The mortality of Meloidogyne enterolobii in chromium solutions at different time 

points. The experimental group were 1, 10, 50, 100, 200, 1000 ppm nickel solutions, and control 

group was 0 ppm. There were 30 J2s in each group and three replications. A significant 

difference at p< 0.05 was *, p< 0.01 was **, p< 0.001 was ***. a: after 12 hours, b: after 24 

hours, c is log-rank figure, indicating the survival ratio at each time. 

a b 

c 
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圖十八、象耳豆根瘤線蟲於鎳溶液中十天後的卵孵化率。試驗組 50、100 ppm鎳

溶液，對照組無添加金屬溶液。每組 50個卵，五重複。不同字母表示具顯著差

異組別。(ANOVA分析 P值小於 0.05者，以 Tukey分組)。 

Figure 18. The hatching rate of M. enterolobii in nickel solutions after ten days. The 

experimental group were 50, 100 ppm nickel solutions, and the control group was 0 

ppm. There were 50 eggs in each group and five replications. Bars with different letters 

indicate a significant difference at p<0.05 (one-way ANOVA followed by the Tukey 

test). 

.  
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圖十九、象耳豆根瘤線蟲於鉻溶液中十天後的卵孵化率。試驗組 1、10 ppm鉻溶

液，對照組無添加金屬溶液。每組 50個卵，五重複。不同字母表示具顯著差異

組別。(ANOVA分析 P值小於 0.05者，以 Tukey分組)。 

Figure 19. The hatching rate of M. enterolobii in chromium solutions after ten days. The 

experimental group were 1, 10 ppm chromium solutions, and the control group was 0 

ppm. There were 50 eggs in each group and five replications. Bars with different letters 

indicate a significant difference at p<0.05 (one-way ANOVA followed by the Tukey 

test). 
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圖二十、象耳豆根瘤線蟲於含鎳 pluronic gel中成功侵染植株數目。試驗組 50、

100 ppm鎳 pluronic gel，對照組無添加金屬。每組放入 200隻二齡幼蟲， 

六重複。不同字母表示具顯著差異(ANOVA分析 P值小於 0.05者，以 Tukey分

組)。 

Figure 20. Number of successfully invaded M. enterolobii in nickel pluronic gel. The 

experimental group were 50, 100 ppm nickel solutions, and the control group was 0 

ppm. Put 200 J2s in each group and six replications. Bars with different letters indicate 

a significant difference at p<0.05 (one-way ANOVA followed by the Tukey test). by the 

Tukey test). 
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圖二十一、象耳豆根瘤線蟲於含鉻 pluronic gel中成功侵染植株數目。試驗組 1、

10ppm鉻 pluronic gel，對照組無添加金屬。每組放入 200隻二齡幼蟲，六重複。

不同字母表示具顯著差異 (ANOVA分析 P值小於 0.05者，以 Tukey分組)。 

Figure 21. Number of successfully invaded M. enterolobii in chromium pluronic gel. 

The experimental group were 1, 10 ppm chromium solutions, and the control group was 

0 ppm. Put 200 J2s in each group and six replications. Bars with different letters 

indicate a significant difference at p<0.05 (one-way ANOVA followed by the Tukey 

test). 
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圖二十二、象耳豆根瘤線蟲於鎳溶液中六十小時後一齡幼蟲及二齡幼蟲比例。試驗

組 50、100 ppm鉻溶液，對照組無添加金屬溶液。每組 30個胚胎，五重複。a為比

例圓餅圖，b為卵胚胎時期，c為在卵膜中的一齡幼蟲，d為游離卵膜的二齡幼蟲。

對照組: 50% 胚胎, 50% 一齡幼蟲；50 ppm: 36% 胚胎, 63% 一齡幼蟲, 1% 二齡幼

蟲；100 ppm: 39% 胚胎, 61% 一齡幼蟲。 

d b c 

a 

0.1mm 

Figure 22. The ratio of M. enterolobii J1 and J2 in nickel solutions after 60 hours. The 

experimental group were 50, 100 ppm nickel solutions, and the control group was 0 ppm. 

There were 30 embryo in each group and five replications. a: the pie chart of ratio, b: embryo, 

c: J1 stage in egg, d: J2 stage. Control: 50% embryo, 50% J1; 50 ppm: 36% embryo, 63% J1, 

1% J2; 100 ppm: 39% embryo, 61% J1. 
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b 

a 

c d 

圖二十三、象耳豆根瘤線蟲於鉻溶液中六十小時後一齡幼蟲及二齡幼蟲比例。試驗

組 1、10 ppm鉻溶液，對照組無添加金屬溶液。每組 30個胚胎，五重複。a為比例

圓餅圖，b為卵胚胎時期，c為在卵膜中的一齡幼蟲，d為游離卵膜的二齡幼蟲。對

照組：50%胚胎及 50%一齡幼蟲；50 ppm：36%胚胎，63%一齡幼蟲及 1%二齡幼

蟲；100 ppm：39%胚胎及 61%一齡幼蟲。 

 

0.1mm 

Figure 23. The ratio of M. enterolobii J1 and J2 in chromimum solutions after 60 hours. 

The experimental group were 1, 10 ppm chromium solutions, and the control group was 0 

ppm. There were 30 embryo in each group and five replications. a: the pie chart of ratio, b: 

embryo, c: J1 stage in egg, d: J2 stage. Control: 50% embryo, 50% J1; 50 ppm: 36% 

embryo, 63% J1, 1% J2; 100 ppm: 39% embryo, 61% J1. 
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J3 J4 Adult J2 

圖二十四、象耳豆根瘤線蟲在含鎳土壤中番茄幼苗根部裡十天後發育階段比例。試驗組

1、10 ppm鉻溶液，對照組無添加金屬溶液。每組放 200隻二齡幼蟲，六重複。對照組：

75%二齡幼蟲， 20%三齡幼蟲，2%四齡幼蟲及 3%雌成蟲；50 ppm：12%二齡幼蟲，52%

三齡幼蟲，28% 四齡幼蟲及 8% 雌成蟲；100 ppm：9%二齡幼，39%三齡幼蟲，34%四齡

幼蟲及 18%雌成蟲。 

Figure 24. The juvenile development stage of M. enterolobii in tomato root in nickel soil after 

ten days. The experimental group were 50, 100 ppm nickel, and the control group was 0 ppm. 

There were 200 J2s in each group and six replications. Control: 75% J2, 20% J3, 2% J4 and 3% 

Adult; 50 ppm: 12% J2, 52% J3, 28% J4 and 8% Adult; 100 ppm: 9% J2, 39% J3, 34% J4 and 

18% Adult. 
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圖二十五、象耳豆根瘤線蟲在含鉻土壤中番茄幼苗根部裡十天後發育階段比例。試驗組

1、10 ppm鉻溶液，對照組無添加金屬溶液。每組放 200隻二齡幼蟲，六重複。對照組：

75%二齡幼蟲，20%三齡幼蟲，2% 四齡幼蟲及 3%雌成蟲；1 ppm：50%二齡幼蟲，31%三

齡幼蟲，9%四齡幼蟲及 9%雌成蟲；10 ppm：13%二齡幼蟲，57% 三齡幼蟲，14%四齡幼

蟲及 16%雌成蟲 

Figure 25. The juvenile development stage of M. enterolobii in tomato root in chromium soil after 

ten days. The experimental group were 1, 10 ppm chromium, and the control group was 0 ppm. 

There were 200 J2s in each group and six replications. Control: 75% J2, 20% J3, 2% J4 and 3% 

Adult; 1 ppm: 50% J2, 31% J3, 9% J4 and 9% Adult; 10 ppm: 13% J2, 57% J3, 14% J4 and 16% 

Adult 

 



doi:10.6342/NTU202004110

 

99 

 

      

圖二十六、象耳豆根瘤線蟲於螢光顯微鏡下脂質含量。試驗組 50、100 ppm鎳溶

液，對照組無添加金屬溶液。每組 25隻二齡幼蟲。a浸泡 3天後脂質面積，b浸泡 5

天後脂質面積，c為螢光顯微鏡不同波長拍攝的線蟲樣貌。 

Figure 26. The lipid of M. enterolobii on fluorescence microscope. The experimental 

group were 50, 100 ppm nickel solutions, and the control group was 0 ppm. There were 25 

J2s in each group. a: lipid accumulation of 3 days, b: lipid accumulation of 5 days, c: 

nematode on fluorescence microscope. 

a b 

c 
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圖二十七、象耳豆根瘤線蟲於螢光顯微鏡下脂質含量。試驗組 1、10 ppm鉻溶液，對

照組無添加金屬溶液。每組 25隻二齡幼蟲。a 浸泡 3天後脂質面積，b浸泡 5天後脂

質面積，c為螢光顯微鏡不同波長拍攝的線蟲樣貌。 

a 

c 

b 

Figure 27. The lipid of M. enterolobii on fluorescence microscope. The experimental group 

were 1, 10 ppm chromium solutions, and the control group was 0 ppm. There were 25 J2s in 

each group. a: lipid accumulation of 3 days, b: lipid accumulation of 5 days, c: nematode on 

fluorescence microscope. 
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Figure 28. The change of tomato plant height, root length and weight were in metal 

environment and M. enterolobii inoculate. The experimental group were 50, 100 ppm nickel 

soil environment and 1, 10 ppm chromium soil environment, and the control group was 0 ppm. 

Another was inoculated M. enterolobii, there was 1500 J2s in the inoculating group, and 

control was no nematode. Six replications. Bars with different letters indicate a significant 

difference at p<0.05 (one-way ANOVA followed by the Tukey test). 

圖二十八、番茄株高、根系長度及根重受鎳、鉻及象耳豆根瘤線蟲侵染之變化。試

驗組為 50、100 ppm 鎳土壤環境及 1、10 ppm 鉻土壤環境，對照組則為無添加金

屬土壤環境。另有無接種根瘤線蟲差異，接種組每組 1500隻根瘤線蟲，無接種為

對照組。每組六重複。不同字母表示具顯著差異組別 (ANOVA分析 P值小於 0.05

者，以 Tukey分組)。 
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Figure 29. The change of gall, gall index, egg mass, eggs and J2s in soil of M. enterolobii in 

nickel and chromium soil environment. The experimental group were 50, 100 ppm nickel soil 

environment and 1, 10 ppm chromium soil environment, and the control group was 0 ppm. 

There were 1500 J2s in each group and six replications. Bars with different letters indicate a 

significant difference at p<0.05 (one-way ANOVA followed by the Tukey test). 

 

圖二十九、象耳豆根瘤線蟲於鎳鉻土壤環境中結瘤數、根瘤指數、卵塊數、卵數及土

壤中二齡幼蟲隻數的變化。試驗組為 50、100 ppm鎳土壤環境及 1、10 ppm鉻土壤環

境，對照組無添加金屬土壤環境。每組 1500 隻根留線蟲幼蟲，六重複。不同字母表示

具顯著差異組別 (ANOVA分析 P值小於 0.05 者，以 Tukey分組)。 

 




