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中文摘要 

    番茄為臺灣重要蔬果，具有高經濟價值。臺灣氣候及環境適宜，全臺皆

可種植番茄，主要產區為中南部。雖然種植不難，但番茄容易罹患許多病害，

包括病毒病、青枯病及晚疫病等，常造成農民嚴重經濟損失，因此防治這些

病害成為番茄種植的重要課題。在現今環保意識抬頭的情況下，生物防治無

疑提供一個良好的選項。本實驗室先前從疫病菌抑菌土所分離的地衣芽孢桿

菌 Bacillus licheniformis (31-1) 對於青椒疫病有顯著抑制效果，且可促進植株

生長。本研究發現 B. licheniformis (31-1) 外泌至培養基的拮抗物質可抑制多

種病原菌生長，包括腐霉病菌、疫病菌、番茄萎凋病菌及炭疽病菌等；此外，

B. licheniformis (31-1) 產生之揮發性物質也能抑制前述部分病原菌的生長。

為進一步鑑別  B. licheniformis (31-1) 外泌拮抗物質的成分，將  B. 

licheniformis (31-1) 大量培養後，進行拮抗物質萃取、HPLC 及 FIA-MS 分

析，再經由比對 AntiMarin 資料庫發現其中兩個化合物為 ochrindoles D 和 

streptovirudin-A1。在盆栽防治實驗中，澆灌處理 B. licheniformis (31-1) 可降

低青枯病的罹病嚴重度，但無論是噴灑或是澆灌處理 B. licheniformis (31-1) 

都無法抑制番茄晚疫病的發生，澆灌處理也無法促進番茄植株生長。此外，

為獲得更多生物防治菌，本研究採集土壤樣本，以蔬菜汁培養並分離其中具

潛力之微生物。目前以盆栽接種試驗篩選出一株具有防治青枯病潛力的細菌 

(6-2)，經由 16S rDNA 序列親緣關係分析，發現此菌可能為 Sinomonas 屬的

成員。 

 

關鍵詞：地衣芽孢桿菌、拮抗物質、生物防治、青枯病菌、晚疫病菌、土壤

微生物篩選  
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Abstract 

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is an important economic crop in Taiwan, 

with the main cultivation areas encompassing the middle and southern Taiwan. It 

is susceptible to various diseases, including virus diseases, bacterial wilt, late 

blight, which cause heavy economic loss for the farmers. Consequently, 

management of tomato diseases is always an important issue, which usually 

involves the application of chemical pesticides. However, pesticide overuse is a 

direct threat not only to the environmental quality but also to food safety. As a 

result, biocontrol has become a better choice for crop cultivation in a ecofriendly 

and safe way. Previously, Bacillus licheniformis (31-1) was found to inhibit the 

growth of various pathogens including Phytophthora capsici, is effective for the 

control of Phytophthora blight on bell pepper, and is able to accelerate the growth 

of this plant. In this study, it is demonstrated that metabolites secreted by B. 

licheniformis (31-1) can inhibit the growth of various pathogens, including 

Pythium spp., Phytophthora spp., Fusarium spp. and Colletotrichum boninense. 

Volatile organic compounds produced by B. licheniformis (31-1) can also inhibit 

the growth of some of the aforementioned pathogens. Analyses based on butanol 

extraction, HPLC, and FIA-MS identified two of the substances secreted by B. 

licheniformis (31-1), namely ochrindoles D and streptovirudin-A1, respectively. 

When applied by soil drench on tomato plants grown in pots, B. licheniformis 

(31-1) reduced the disease severity of bacterial wilt. However, no matter applied 

by soil drench or by phyllosphere spray, B. licheniformis (31-1) failed to reduce 

the disease incidence of late blight. Application by soil drench failed to promote 

the growth of tomato. As well, to get more isolates for efficient biocontrol of 

tomato bacterial wilt, some bacterial and fungal isolates were collected from soil 
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samples and screened for biocontrol potential. Among them, one bacterial isolate 

(6-2) showed good ability to reduce the disease severity of bacterial wilt. It is 

likely Sinomonas sp. as suggested by phylogenetic analysis of 16S rDNA 

sequence.  

 

 

Keywords: Bacillus licheniformis, biocontrol, soil microbes screening, 

Phytophthora infestans, Ralstonia solanacearum, metabolites 
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壹、 前言： 

一、 番茄簡介 

1. 番茄栽種史 

番茄 (Solanum lycopersicum L; tomato) 屬於茄科作物，原產於南美洲安

地斯山區，栽培歷史已有兩千年。16 世紀傳入歐洲，一開始番茄僅做為觀賞

植物或藥用植物，直至 19 世紀歐洲才普遍食用番茄，台灣則在日據時期才

開始有規模栽培。 

番茄可分為大果番茄、小果番茄及加工番茄 (劉等，2016)。小果番茄歷

經多年的研究及品種改良，在市場上出現各式品種，例如國內種苗公司育種

的小番茄「聖女」及「玉女」、黃色小番茄「橙蜜香」；農政單位改良番茄的

園藝及抗病特性獲得的品種，例如耐熱能在夏天收成的「台南亞蔬 6 號」 (劉

等，1997)、對番茄黃化捲葉病具抗性的「種苗亞蔬 22 號」 (李等，2009) 等。

因此在各方的研究努力下，小果番茄種類越來越多、栽種面積也逐年上升，

成為台灣重要的蔬果之一。 

 

2. 番茄經濟重要性 

番茄主要栽種於嘉義、臺南和高雄。根據農糧署的105 年農業統計年報，

民國 105 年栽種總面積約 5,000 公頃，總產量將近 12 萬公噸，產值超過 

53 億新台幣，相較於 103 年 (33 億) 和 104 年 (38 億) 的產值，明顯大

幅提升。 

 

3. 番茄營養價值 

番茄富含營養，每 100 g 中含有 1.2 g 蛋白質、0.2 g 脂質、 3.18 g 碳

水化合物；無機礦物質包含鈣 5 mg、鎂 8 mg、磷 29 mg、鉀 212 mg、鈉 42 
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mg、鋅 0.14 mg、錳 0.088 mg；維生素包含維生素 C 16 mg、硫胺 (維生素 

B1) 0.046 mg、核黃素 (維生素 B2) 0.034 mg、菸鹼酸 0.059 mg、泛酸 (維生

素 B5) 0.018 g 及維生素 B6 0.06 mg (Perveen et al., 2015)。 

 

4. 番茄生長條件 

番茄日照需求量大，光週期在 12 ~ 14 小時之間，開花不受光週期影響，

是一種光中性植物。最適生長溫度為日溫 21 ~ 26 ℃，夜溫 15 ~ 20 ℃，開

花著果時溫度最好低於 28 ℃，以免造成著果率不佳或是果實轉色不良。另

外番茄生長期需水量大，不過著果時過多的水分會導致裂果；部分農友會限

水使番茄果實甜度上升，但限水過度也可能致使植株生長不良，果實品質反

而下降。因此水分的控管對番茄栽培很重要。土壤方面，以富含有機質、排

水良好的弱酸性砂質壤土為佳，土壤酸鹼值 (pH) 最好在 6.0 ~ 6.6。另外茄

科作物要避免連作，以減少根瘤線蟲、萎凋病等土傳性病害的發生。臺灣 9 ~ 

12 月氣候較為涼爽，適合種植番茄。在定植約一個月後會陸續開花，再一個

月差不多就能開始採收，採收期約為一個月至一個半月 (劉等，2016)。 

 

5. 番茄病蟲害 

如同其他茄科作物，在栽種過程中番茄也容易罹患病害及遭受夜蛾類、

銀葉粉蝨與蟎類等多種害蟲侵擾。常見病害包括卵菌引起的晚疫病 (Late 

blight)、幼苗疫病 (Phytophthora blight)；細菌性的青枯病 (Bacterial blight)、

細菌性斑點病 (Bacterial spot)；真菌性的白絹病 (Southern blight)、萎凋病 

(Fusarium wilt)；病毒性的黃化捲葉病；或是根瘤線蟲等。其中多種病害都難

以防治，常造成農民嚴重經濟損失，像是青枯病會藉由土壤、水分大面積感

染，且發病迅速難以防治；晚疫病藉由風力、雨水傳播，只要下雨過後就很

容易大面積感染；另外，也可能因為缺乏有效藥劑 (如青枯病)、或因土壤薰
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蒸等處理成本過高造成防治困難。因此，如何有效解決這些問題就成了番茄

產業的重要課題。 

 

二、 番茄青枯病 (bacterial wilt) 

1. 青枯病簡介 

青枯病菌 (Ralstonia solanacearum) 是全球最重要的病原細菌之一，造成

多種重要作物的經濟損失，特別是茄科植物。青枯病菌最早是 1890 年由 

Thomas Jonathan Burril 在美國南方的馬鈴薯上發現，後來陸續也在番茄和茄

子被發現 (Smith et al., 1896)，目前在全球熱帶、亞熱帶的區域皆能發現其蹤

跡。 

青枯病菌是由許多不同菌系組成的複合種 (species complex)，可依菌株

寄主差異分為 5 個生理小種 (race) (Buddenhagen et al., 1962; He et al., 1983)；

依據菌株不同的碳水化合物利用能力，分為 6 種生化型 (biovar) (Hayward, 

1964; Denny, 2006)；另外再依據基因序列的差異分為 4 群演化型 (phylotype) 

(Fegan and Prior, 2005)。臺灣的青枯病菌主要為 phylotype I race 1/ biovar 3 或 

biovar 4 及 phylotype II race 3/ biovar 2 (吳等，2011; Lin, 2008; Wu et al., 2010; 

Chiou, 2002)。 

 

2. 青枯病病徵及發病生態 

青枯病菌寄主範圍廣泛，目前已記載至少 53 科 200 多種寄主植物 

(Denny, 2006)。青枯病為典型的土壤傳播病原，冬季可殘存於土壤或是以雜

草作為寄主，一旦氣候轉為高溫高濕，即可藉由帶病土壤及灌溉水傳播從根

部傷口或是自然開口侵入。植株遭感染後，由於維管束遭到病原菌及其分泌

物阻塞，初期從下位葉開始枯萎，至後期全株萎凋。將感病植株莖部橫切，
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會看到維管束褐化，將莖部放入水中，數分鐘後即可看到從切口處流出大量

病原菌，呈現乳白色煙霧狀 (Buddenhagen et al., 1964; Peeters et al., 2013)。由

於發病極為迅速，以致植物全株萎凋時仍為青綠色，故名青枯病。 

 

3. 番茄青枯病防治 

目前無推薦的化學農藥，主要以耕作防治預防病害的發生。由於青枯病

為土媒病害，控制土壤條件及水分管理就顯得非常重要，可以藉由使用滴灌

的澆水系統限制水量、注意園中積水及田間衛生。也可以種植抗病品種或以

抗病茄砧進行嫁接。另外與水稻等非寄主作物輪作也是好選擇，種植水稻時

得在田間灌水，正好創造出青枯病菌無法存活的淹水環境，進而減少青枯病

的發生 (林，2009)。另外施用生物防治菌 Bacillus amyloliquefaciens (PMB01) 

(周等，2014)，也能有效減少病害發生。 

 

三、 番茄晚疫病 (late blight) 

1. 晚疫病簡介 

晚疫病菌 Phytophthora infestans de Bary 引起的晚疫病為番茄重要病害。

馬鈴薯晚疫病發源地為墨西哥中部 (Goss et al., 2014)，後來逐漸傳播至南美

洲。西班牙自從發現新大陸後，持續從南美洲向歐陸輸入馬鈴薯 (Yoshida et 

al., 2013)，結果於 1840 年代也將晚疫病菌帶回歐洲，此病害迅速於歐洲大

陸大傳播 (Bourke, 1964)，並於 1845-1846 年導致「愛爾蘭大饑荒」，幾乎摧

毀了馬鈴薯產業。 

晚疫病菌為異絲型 (heterothallic) 菌種，需要 A1 和 A2 配對型 (mating 

types) 共同存在才會行有性生殖。在 1980 年代之前，在歐洲及美加地區所

分析之晚疫病菌菌株均為  A1 配對型，A2 配對型只有在墨西哥檢出 
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(Grünwald et al., 2001; Flier et al., 2003)，只有單一配對型大幅降低了晚疫病菌

因有性生殖而造成災情的機率；但在 1984 年開始在墨西哥以外的地區也檢

測出 A2 配對型菌系 (Fry et al., 1992; Fry et al., 1993)，造成歐美新的災情，

世界各先進國更加關注於晚疫病菌之族群分布及變異，陸續開發多種分子標

記，包括 glucose-6-phosphate isomerase (Gpi), malic enzyme (Me) 及 peptidase 

(Pep) 等之異位酶譜 (allozyme pattern) (Tooley et al., 1985)、粒線體 DNA 限

制片段長度多型性 (mitochondrial restriction fragment length polymorphism) 

(Griffith et al., 1998) 及 DNA 指紋分析 (DNA fingerprint analysis) (Goodwin 

et al., 1992) 等。 

1997 年以前晚疫病在臺灣發生不嚴重，且只要適當使用滅達樂等農藥，

再注意田間衛生，即可有效防治晚疫病；但 1997 年冬季，在后里馬鈴薯田

突然爆發嚴重晚疫病，造成農民鉅大經濟損失 (安等，2010)。經調查發現，

其可能肇因於田間有晚疫病菌新菌系 US-11入侵 (Jyan et al., 2004)。1997年

前存在於田間的晚疫病菌屬於舊菌系 US-1，其生長速度慢，生長溫度不能

高於 25 度，所以只要天氣稍微回暖， 就不致造成嚴重災情，且 US-1 對

滅達樂、依得利均無抗性，只要在發病期間定期施藥，即可避免危害擴大；

而 US-11 新菌系雖仍為 A1 配對型，但相較於 US-1，其競爭優勢包括耐熱

性較佳、對滅達樂有抗藥性、生長速率快 1.4 倍、致病性較強且寄主範圍較

廣等，以致晚疫病自此成為台灣番茄和馬鈴薯棘手的病害，常造成農民嚴重

損失 (安等，2010)。 

 

2. 晚疫病病徵及發病生態 

晚疫病好發於涼爽潮濕的氣候，在臺灣一般發生在冬季 12 月至隔年 4 

月。晚疫病菌的孢囊可直接發芽，但也可能在高濕度環境下釋放游走子，藉

由風和雨水傳播，感染番茄全株。被感染部位初期呈現水浸狀不規則病斑，
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之後病斑逐漸擴大轉為深褐色且壞死，感染後期會造成落花落果。氣候合適

時容易在園間快速傳播，造成整個園區植株發病死亡 (陳和陳，2002)。 

晚疫病菌初次感染源為帶菌種薯或是殘存於土壤中的菌絲與卵孢子。當

環境適合時，孢囊釋放游走子，隨風及雨水侵染植株，約 3 – 5 天後即在被

感染之組織生成大量孢囊，成為二次感染源，再次向外傳播，完成一個無性

生活史，而被感染之植物組織可能殘留在田間或是種薯上，成為下一次的感

染源 (安等，2010)。 

 

3. 番茄晚疫病防治 

雖然晚疫病容易造成整個園區的危害，但如果好好採取防治手段，就能

減少損失。目前市面上有不少耐高溫的番茄品種，像是小果番茄臺南亞蔬 6 

號、臺南亞蔬 19 號、種苗亞蔬 22 號等，農民可以選擇在三-四月間育苗，

避開 12 月至 4 月晚疫病最易發生的季節，如此即便遇上炎熱的夏季，也能

有不錯的收成。也可選擇使用設施栽培，直接隔絕病原，降低植株受到外界

病原影響的可能性。田間衛生管理也是有效降低病原感染機率的重要手段，

包括減少病原入侵的傷口、移除枯枝落葉、地面覆蓋黑色塑膠布以避免土中

病原飛濺至植株等。此外，由於晚疫病菌 US-11 菌系對於滅達樂具有抗藥

性，需要輪流使用鋅錳乃浦、亞托敏及免得爛等不同藥劑以便獲得較佳的防

治效果 (陳和陳，2002)。在雨季來臨前，連續 2-3次噴灑亞磷酸中和液以誘

導植株產生抗性，也可有效降低晚疫病罹病率 (蔡等，2009)。 

 

四、 地衣芽孢桿菌 (Bacillus licheniformis) 應用於生物防治 

近年來環保意識及食安意識高漲，人們對於農藥的施用情況越來越重視，

噴灑過量或是不當用藥都將引起民眾反彈；而施用不當對於環境也會造成很
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大的影響。生物防治無論對於人體或是環境都具有較高的安全性，且無安全

採收期的問題，很適用於茄科作物，也能使農作的栽培更符合永續經營的目

標。因此如何加強生物防治應用於茄科作物栽培這方面，將是重要的研究議

題。 

 

1. 生物防治簡介 

生物防治即是以生物相關之技術防治植物病害，可能是用微生物、昆蟲、

寄生植物等生物的本體，或是利用生物的代謝物及萃取物降低病原菌的數量，

也可能是直接以抗病育種或是轉基因技術達到防治病害的效果。目前關於植

物病害的生物防治，由於抗病育種及轉基因作物有其通行的困難，大多是以

微生物或是其代謝物進行防治。 

 

2. 地衣芽孢桿菌抑菌代謝物 

地衣芽孢桿菌是革蘭氏陽性菌，普遍存在於土壤中，能分泌 keratinase, 

L-asparaginase及 α-Amylase 等多種酵素，被應用於多種領域，例如 keratinase

可將羽毛分解轉換成動物飼料 (Lin et al., 1992)；L-asparaginase 可用於治療

急性淋巴性白血病 (Sudhir et al., 2016)；α-Amylase 可用於分解澱粉 (Haki 

and Rakshit, 2003) 等。 

近年來發現地衣芽孢桿菌亦具有生物防治之潛力，能分泌多種抗生物質，

例如幾丁質酶 (chitinase) 可抑制多種病原菌的生長 (Gomaa, 2012; de la 

Vega et al., 2006)；B. licheniformis菌株 MKU3 所產生的細菌素 (bacteriocin)

可抑制金黃色葡萄球菌  (Staphylococcus aureus)、表皮葡萄球菌

(Staphylococcus epidermidis)、藤黃微球菌 (Micrococcus luteus)、仙人掌桿菌

(Bacillus cereus) 等多種革蘭式陽性菌 (Kayalvizhi and Gunasekaran, 2010)；表

面素  (surfactin) 對茄科常見病原菌，例如番茄晚疫病菌、炭疽病菌 
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(Colletotrichum gloeosporioides) 及灰黴病菌 (Botrytis cinerea) 具有顯著抑制

效果 (Kong et al., 2010)；lichenicidin 則是一種新被發現的 lantibiotic，對於

多種革蘭氏陽性菌都有抑制生長效果  (Alvarez-Ordóñez et al., 2014; 

Dischinger et al., 2009)；伊枯草菌素 (iturin) 對小麥葉銹病菌 (Puccinia spp.) 

及大麥白粉病菌 (Blumeria graminis f. sp. hordei) 有良好的抑制能力 (Kong 

et al., 2010)。B. subtilis AH18 和 B. licheniformis K11 藉由分泌 β-葡聚糖酶 

(β-glucanase) 及鐵載體 (siderophores) 降低甜椒疫病的罹病嚴重度 (Lim and 

Kim, 2010)。 

台灣目前並無 B. licheniformis 商品化之生物農藥，在美國則有已上市商

品 Biofungicide Green-Releaf TM 710-140 (Novozyme)，主要用於防治裝飾草

坪和高爾夫球草坪上的菌核病菌  (Sclerotinia homoeocarpa) 和炭疽病菌 

(Colletotrichum graminicola)，不論在發病前或發病後施用都能有良好的防治

效果 (US EPA, 2001)。 

 

3. Bacillus licheniformis (31-1) 

李 (2015) 經由針對青椒疫病菌 (Phytophthora capsici) 孢囊發芽篩選抑

菌土的方式，成功自土壤中篩選一支拮抗效果良好的細菌，根據 16S rDNA 

(Galkiewicz and Kellogg, 2008) 及 gyrase B 基因 (Huang et al., 2012a) 的核

酸序列鑑定命名為 Bacillus licheniformis (31-1) (李，2015)。B. licheniformis 

(31-1) 對於多種病原菌的生長具有顯著抑制效果，包括晚疫病菌、番茄萎凋

病菌、香蕉黃葉病菌、草莓炭疽病菌、褐根病菌、水稻徒長病菌及稻熱病菌

等。在溫室盆栽試驗中，澆灌 B. licheniformis (31-1) 能降低青椒疫病和青枯

病的病害嚴重度。此外也能促進青椒根系生長及增加其乾重，具有促進植物

生長的潛力 (李，2015)。 
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五、 土壤微生物篩選 

土壤中富含各式各樣的微生物，科學家嘗試從中分離各種不同的微生物，

經過進一步的研究發展許多技術，例如用在醫療中的抗生素、工業用的催化

劑、食品工業中使用的發酵技術等。在農業領域中，微生物對於作物栽培也

有相當大程度的影響，其中生物防治便是很重要的一環，例如枯草桿菌及高

雄農改場發現之液化澱粉芽孢桿菌 (PMB01) 皆是成功開發的微生物製劑。 

土壤中龐大的微生物，要如何有效的篩選是重要的課題。過去多是直接

將土壤稀釋、分菌，再將分離之菌株和病原菌做對峙培養，以便從為數眾多

的微生物種類中挑選有效拮抗菌，例如  Cazorla (2006) 從土壤分離的 

Pseudomonas fluorescens PCL160，能夠有效抑制由 Dematophora 引起的酪梨

根腐病。雖然對峙培養能有效尋找到有效拮抗微生物，但是這種篩選方式也

可能遺漏許多菌株，因為有些菌株無法在一般培養基生長，有些菌株雖然無

法分泌抗生物質或酵素，但能夠促進植物生長，並促使植物啟動防禦反應，

進而達到抗病的效果。因此，可嘗試不同方式進行土壤微生物分離，以更有

效率的方式尋找拮抗微生物。 

 

六、 本研究的目的 

本研究想更多方面了解 B. licheniformis (31-1)的應用潛力，除了尋找其

抑菌物質之外，也想知道 B. licheniformis (31-1) 是否適用於番茄青枯病及晚

疫病之防治，期許此菌能為這兩種重要番茄病害增添有效的防治手段。另外，

除了單獨使用 B. licheniformis (31-1)，也期望再尋找不同的拮抗菌，增加更

多能夠用於生物防治的菌株，或是也能試著將多種菌共同施用以達到更佳的

效果，使 B. licheniformis (31-1) 更有機會實際投入田間使用。 
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貳、 材料與方法 

一、 拮抗菌特性試驗 

1. 對峙培養測試 

本實驗使用之 Bacillus licheniformis (31-1) 菌株為李 (2015) 在宜蘭三星

鄉採集土壤分離得之。對峙培養方式為先將青枯病菌 Ralstonia solanacearum 

小量培養一天後，將濃度調整為 OD600 = 0.3 (約為 3 x 107 cfu/mL) 並以 100 

μL塗盤於 CPG 培養基。取 B. licheniformis (31-1) 單菌落至 LB 液態培養

基試管中，放置於 28 °C 生長箱以 200 rpm 搖晃小量培養。16 至 20 小時

後，濃度調整為 OD600 = 0.1, 0.5 及 1.0，於青枯病塗盤後滴加 10 μL 於 CPG 

培養基上三點。於第二天開始觀察及拍照記錄，重複 3 次。青枯病菌是和鄭

秋萍老師取得，接種至番茄後，再取罹病莖部重新做病健部分離，以 TTC 培

養基鑑定，得到感染性較強之菌株。晚疫病菌對峙培養以同樣濃度之 B. 

licheniformis (31-1) 滴加 10 μL 於裸麥培養基上三點，並於中央放入晚疫病

菌菌絲塊 (直徑 0.5 cm)，於第六天開始觀察及拍照，重複 3 次。晚疫病菌 

Phytophthora infestans 使用之菌株為安寶貞老師所提供，再經由初步噴灑孢

囊液接種植株後，選定感染力和生長勢較佳之菌株 P. infestans (318-4)。 

 

2. 對不同植物病原菌對峙培養 

取 B. licheniformis (31-1) 單菌落至 LB 液態培養基試管中，放置於 28 

°C 生長箱以 200 rpm 搖晃小量培養。16 至 20 小時後，濃度調整為 OD600 

= 0.1, 0.5 及 1.0，滴加 10 μL 於 V8 培養基上三點，將培養基中間放上不同

病原菌菌絲塊，包含  Pythium myriotylum, Pythium splendens, Pythium 

aphanidermatum 及 Colletotrichum boninense 進行對峙培養，重複 3 次。Py. 

myriotylum, Py. splendens, Py. aphanidermatum 是以 5% V8 培養基進行對峙
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培養，於二天後觀察紀錄；C. boninense 是以 10% V8 培養基進行對峙培養，

於五天後觀察紀錄。 

 

3. 拮抗物質測試 

此試驗使用之菌株包含 Py. myriotylum, Py. splendens, Py. aphanidermatum 

腐霉病菌，Phytophthora parasitica, Phytophthora capsici (28173, 213061), P. 

infestans 疫病菌和真菌  Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici, C. boninense。腐霉病菌使用之培養基為 5% V8，

疫病菌及真菌則是 10% V8，其中 P. infestans 使用裸麥培養基。 

將 B. licheniformis (31-1) 以 LB 試管小量培養後，調整濃度為 OD600 = 

1.0，取 100 μL塗盤於 LA 培養基，置於 28 °C 生長箱培養兩天。將煮沸 15 

分鐘之玻璃紙平鋪於 5% V8 培養基上，在正中間放上一塊直徑 5 mm 之 B. 

licheniformis (31-1) 菌塊。此培養基置於 25 °C 生長箱培養三天後，將玻璃

紙和菌塊一同撕去，在培養基正中間放上直徑 5 mm 之前述病原菌菌絲塊，

置於 25 °C 生長箱培養，分別於一天、三天、四天、八天後分別觀察記錄腐

霉病菌、P. capsici (28173, 213061)、P. parasitica, F. oxysporum f. sp. cubense, F. 

oxysporum f. sp. lycopersici, C. boninense、P. infestans 之生長情形。以 

Escherichia coli (DH5α) 作為對照組，重複 3 次。 

 

4. 揮發性拮抗物質測試 

此試驗使用之病原菌及其培養條件等同拮抗物質測試。將  B. 

licheniformis (31-1) 以 LB 試管小量培養後，調整濃度為 OD600 = 1.0，取 100 

μL塗盤於 LA 培養基。另外將病原菌取 5 mm 之菌絲塊，放置於 V8 或是

裸麥培養基正中間，再將此培養基和 B. licheniformis (31-1) 塗盤之 LA 培養
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基對蓋，以石蠟封膜密封，培養於 25 °C 生長箱，之後觀察記錄時間同拮抗

物質測試。以 E. coli (DH5α) 作為對照組，重複 3 次。 

 

二、 拮抗菌分泌物質分析 

1. 拮抗物質分析 

拮抗物質分析試驗是和中研院楊玉良助研究員合作，採用影像質譜分析 

(Imaging mass spectrometry) 的技術，分析 B. licheniformis (31-1) 能夠拮抗病

原菌的物質。事前準備先將晚疫病菌菌絲塊 (直徑 0.5 cm) 置於裸麥培養基 

(無添加 CaCO3) 上，隔天滴加 5 μL OD600 = 0.5 的 B. licheniformis (31-1) 於

距離菌絲塊 2.5 cm 處，對峙培養六天。接著將培養基拮抗區域 (包含少量的

晚疫病菌菌絲及完整 B. licheniformis (31-1) 菌落) 以刀片切取，置於載物板

上，噴灑 matrix，放入 37 °C生長箱烘乾。隔日再將載物板放入Bruker autoflex 

speed MALDI-TOF/TOF system 中，藉由雷射光激發待測物進行影像質譜分

析。 

 

2. 拮抗物質萃取 (Liaw et al., 2015; Liu et al., 2010) 

將 B. licheniformis (31-1) 滴加在大量裸麥培養基 (無添加 CaCO3) 上

各十數滴，培養六天後將所有裸麥培養基打碎一同浸泡於乙酸乙酯 (ethyl 

acetate, EA) 中，浸泡隔夜。隔天先將浸泡液抽氣過濾，以濾紙篩掉培養基殘

渣，進行真空濃縮，再進行冷凍乾燥處理。最後以 EA 回溶，配製成濃度為 

1 mg/ 10 μL 之萃取液。 

浸泡過 EA 之剩餘菌塊，再以丁醇 (butanol, BuOH) 浸泡隔夜。隔天再

重複前述過濾及濃縮之步驟。最後以甲醇 (MeOH) 回溶配製成相同濃度之萃
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取液。兩種有機溶液之萃取方法，都以無養菌之裸麥培養基 (無添加 CaCO3) 

作為對照組。 

 

3. 萃取液活性測試 

分別將乙酸乙酯或丁醇萃取液取 10 μL 滴到無菌濾紙片 (Advantec○R ) 

上，待其風乾 10 分鐘後放置於裸麥培養基上，在距離三公分處放上晚疫病

菌菌絲塊 (直徑 0.5 公分)。將培養皿放在 19 °C 生長箱，約八天後記錄抑制

情形。 

 

4. 萃取液 LC/MS 分析 (Rønning et al., 2015) 

LC/MS 分析是由中研院農業生物科技研中心核心實驗室進行，待分析之

樣本是將萃取物質以 MeOH (LC/MS level) 回溶，濃度為 10 mg/mL。分析

系統為 Thermo UPLC-ESI Orbitrap Elite mass spectrometer，同時進行正離子

及負離子的分析，分析條件為：0-6 分鐘 5% to 99.5% ACN (乙腈), 6-8 分鐘 

99.5% ACN, 8-8.2 分鐘 99.5% to 5% ACN, 8.2-10 分鐘 5% ACN, ACN 和 

H2O 均含 0.1% 甲酸。使用之管柱為 ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 μm, 2.1 

× 100 mm; 流速為: 0.4 mL/min。 

 

5. 萃取液 HPLC 層析 (Liu et al., 2010) 

HPLC 層析是在中研院進行，取 10 μL 萃取液 (1 mg/ 10 μL) 注入高效

液向層析儀 (Hitachi L2455 HPLC-DAD system)，以管柱 (Discovery HS C18, 

4.6 mm × 250 mm, SUPELCO) 進行層析，層析條件是 0-30 分鐘  5% 

ACN-100% ACN, 30-35 分鐘 100% ACN, 35-40 分鐘 100% ACN-5% ACN, 

DAD range: 200-500 nm，每分鐘收一管 1 mL 之層析液，再將其真空濃縮後，

以 10 μL MeOH 回溶，配製成濃度為 1 mg/ 10 μL，進行活性測試，六天後
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拍照記錄結果。另外以每 5 分鐘收一瓶 5 mL 之層析液，進行大層析範圍

的測試。將其真空濃縮後，以 1 mL MeOH 回溶，再濃縮後以 10 μL MeOH 回

溶，進行活性測試，六天後拍照記錄結果。最後將 31-40 分鐘的層析液改以

每 2 分鐘收取一瓶 2 mL 之層析液，濃縮後以 MeOH 回溶配製成濃度為 1 

mg/ 10 μL，進行活性測試，六天後拍照記錄結果。 

 

6. 層析液 FIA-MS 分析 (Nanita and Kaldon., 2016) 

FIA-MS 實驗是由中研院基因體中心質譜實驗室進行。將每 2 分鐘收取

之層析液，分別為 31-32 分鐘、33-34 分鐘、35-36 分鐘、37-38 分鐘、39-40 

分鐘五個樣品送到中研院基因體研究中心質譜儀實驗室，進行流動注入分析

系統-質譜儀 ( FIA-MS) 分析。分析系統為 LTQ Orbitrap XL ETD mass 

spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA)，搭載電噴灑游離技術

（electrospray ionization, ESI）。樣本稀釋至 5 μL，以 Ultimate 3000 RSLC 

system from Dionex (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA) 流動注入，速率為每

分鐘 50 μL in 80% ACN/H2O 0.1% FA。Full-scan MS 條件為：mass range m/z 

100-2000 or 500-4000, resolution 60,000 at m/z 400. 電噴灑系統電壓為 4 kV 

且 capillary 溫度為 275 °C。 

 

7. 結果分析 

    LC/MS 及 FIA-MS 的分析結果以軟體 Thermo Xcalibur Roadmap 2.2 

讀取，進行數據分析，挑選 LC/MS 或 FIA-MS 當中強度較高的特定質荷比

數值紀錄。再以 ChemFinder 17.0 讀取化合物資料庫 antimarine 707，將挑選

的質荷比數值輸入資料庫 antimarine 707 中進行比對。 
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三、 番茄盆栽試驗 

1. 供試植物 

選用從臺中種苗改良繁殖場購買之「臺南亞蔬 6 號」作為試驗品種。種

子保存於 4 °C，種植前先浸泡於一次水中，使其發芽。兩天後挑選發芽情況

合適的種子移植於軟缽，使用的栽培介質為 BVB 3 號泥炭土和根基旺以 

2:1 之比例混和。置於溫室，環境為溫度 22 - 24 °C，光週期為 16 小時光照 / 

8小時黑暗。番茄於四周大移盆至五吋盆，待後續實驗進行。 

 

2. 地衣芽孢桿菌澆灌 

從 LA 培養皿上刮取 B. licheniformis (31-1) 單一菌落至 LB 液態培養基

試管中，放置於 28 °C生長箱 以 200 rpm小量培養。16 至 20 小時後取 1 mL 

至裝有 100 mL LB 液態培養基之三角錐形瓶中，放置於 28 °C 生長箱以 200 

rpm大量培養。16 至 20 小時後，以 5500 rpm 轉速於 10 °C 離心 15 分鐘，

之後移除大部分上清液，以剩餘液體回溶 B. licheniformis (31-1)，測量吸光

值並稀釋調整至 OD600 = 0.1 (約為 107 cfu/mL)。於番茄二週大至四周大澆灌，

每週澆灌一次，每次澆灌 30 mL，以水處理作為對照組。第四周移盆後兩天，

進行第四次澆灌，澆灌量增加為 100 mL。 

 

3. 液化澱粉芽孢桿菌澆灌 

選用由嘉農企業股份有限公司所製作的「救你一命」，產品中拮抗微生物

為液化澱粉芽孢桿菌 (Bacillus amyloliquefaciens PMB01)。將產品以一次水稀

釋 30 倍 (約為 3.0 x 107 cfu/mL) 後，於番茄二週大至四周大澆灌，每週澆

灌一次，每次澆灌 30 mL。第四周移盆後兩天，進行第四次澆灌，澆灌量增

加為 100 mL。 
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4. 黃豆粉-玉米澱粉培養液 

培養液配方為每 100 mL 含 2 g 黃豆粉 (soybean powder, 里仁)、1 g 

NaCl (Amresco) 及 1 g 玉米澱粉 (corn starch, 日正)。先將黃豆粉以一次水

煮沸，以 3 層紗布過濾，加入 NaCl 及玉米粉，再加熱至沸騰，分裝每個

角瓶 25 mL，高溫高壓滅菌。 

從 LA 培養皿上刮取 B. licheniformis (31-1) 單一菌落至 LB 液態培養

基試管中，放置於 28 °C 生長箱 以 200 rpm 小量培養。16 至 20 小時後取 1 

mL 至裝有 25 mL 黃豆粉-玉米澱粉培養液之三角錐形瓶中，放置於 28 °C

生長箱以 200 rpm 大量培養。16 至 20 小時後，將其稀釋 30 倍 (約為 3.0 

x 107 cfu/mL) 進行澆灌。 

 

5. 促進植物生長效果測試 

植株栽種前及移盆前，栽培介質先以孔徑 5 mm 之篩網進行過濾，除去

較大顆的土塊及雜質，以利後續清洗。B. licheniformis (31-1) 澆灌處理後之

番茄，於滿六週大時將其根部土壤洗淨，分別測量其地上部及地下部之長度。

然後將植株放入 60 °C 烘乾，再分別測量其地上部和地下部的乾重。 

 

6. 番茄產量測試 

待番茄第五周大時，將其移植至大型盆栽，並將大型盆栽移放至中非頂

樓遮雨棚內。分為三組處理：對照組、澆灌三週 (第 3 ~ 5 週) 及持續每週

澆灌一次 B. licheniformis (31-1) 至產果前的組別。五個月產果後持續收取果

實，分別拍照和秤重，並統計果實產量。 
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7. 接種青枯病 

青枯病菌培養於 523 培養基，刮取數個菌落至 523 液態培養基試管中，

放置於 28 °C 生長箱 以 200 rpm 轉速培養 16 至 20 小時後，取 120 μL 塗

盤 523 培養皿。16 至 20 小時後，倒入一次無菌水，75 rpm 搖晃至少 15 分

鐘。收集菌液並調整濃度至 OD600 = 0.3 (約為 3 x 107 cfu/mL)。 

番茄移盆至五吋盆一周後進行接種，每棵澆灌 100 mL 菌液於土壤中，

置於 22 - 24 °C 溫室。接種後每天觀察病徵並記錄病害指數 (disease index)，

並依病害發生嚴重程度分為五級：0 為健康植株；1 為一片葉子萎凋；2 為 

50% 以下葉子萎凋；3 為 50% 以上葉子萎凋；4 為全部葉片萎凋或是植株

死亡。罹病嚴重度 (disease severity) 依照公式計算： 

罹病嚴重度 (disease severity) =  
∑發病級數 ×  該級植株數量

最大級數 ×  植株總量
 ×  100% 

防治率依照公式計算： 

防治率 =  
對照組罹病嚴重度−處理組罹病嚴重度

對照組罹病嚴重度
 ×  100% 

 

8. 晚疫病菌接種 

晚疫病菌培養於裸麥培養基。製備孢囊時，先切取菌絲塊繼代至裸麥培

養基，放置於 19 °C 生長箱培養 10 ~ 14 天後，加入約 10 mL 一次水，刮取

菌絲，收集孢囊，以血球計數器計算孢囊數量，並稀釋至 1.0 x 103 孢囊 / 

mL。 

番茄移盆至五吋盆一周後進行接種，以噴瓶均勻噴灑孢囊液於番茄葉面，

置於 22 - 24 °C 溫室。接種後每天觀察病徵並記錄病害指數，並依病害發生

嚴重程度分為七級：0為健康植株；1 為病斑佔 1-5% 葉片面積，病斑小於 2 

mm 且無莖部病斑；2 為病斑佔 6-15% 葉片面積，明顯有壞疽的病斑，且
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無莖部病斑；3 為病斑佔 16-30% 葉片面積，病斑連接或莖部有水浸狀病斑；

4 為病斑佔 31-60% 葉片面積，病斑擴大或莖部有小型病斑 (小於 5 mm)；

5 為病斑佔 61-90% 葉片面積，葉片乾枯或是莖部病斑擴展；6 為病斑佔 

91-100% 葉片面積、葉片萎凋、大量的莖部受損或死亡 (Hanson, et al., 2015)。

罹病嚴重度及防治率計算方式同上。 

 

四、 土壤微生物篩選與鑑定 

1. 土壤微生物分離 

土樣採集地點為臺大校園內，選取植被生長旺盛之處：黑森林、醉月湖

畔、園藝分場和農藝分場，另外有採集花蓮玉里地區之農田兩處，以大鏟子

挖掘，從深度 2 ~ 20公分處挖取約 500 g 之土壤。待土樣風乾後，以直徑 2 

mm 之篩網去除雜質，保存於乾燥陰涼處，待後續實驗進行。 

本研究採用的土壤拮抗菌篩選方式是參考 Ko et al. (2010)。將空心菜、菠

菜、地瓜、番茄和馬齒莧各取 5% 重量打碎，加一次水配置成 20% 的蔬菜

汁。再將蔬菜汁 20 mL加入採取的土樣 20 g 中，放置於 28 °C 生長箱培養

三周，再取出 3 g 的土加上 100 mL 的一次水進行序列稀釋至 10-6 倍。從

稀釋倍率 10-2 ~ 10-4 各取 100 μL 塗盤至真菌性篩選培養基，從 10-4 ~ 10-6 

各取 100 μL 塗盤至細菌性篩選培養基。約 10 ~ 14 天，再將生長優勢的菌

分離純化至 10 % V8 培養基，確認為單一菌株再進行後續測試。 

 

2. 土壤微生物抗病測試 

將純化之土壤微生物，取細菌菌落 1 loop 的量或是真菌菌絲塊一塊 (直

徑 5 mm) 加入滅菌之蔬菜汁，放置於 28 度培養箱，150 rpm 震盪培養 10 

天。再加入 100 mL 一次水稀釋，於番茄第四周時每株植株澆灌 30 mL 的
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蔬菜汁菌液。第五周時，接種青枯病菌 50 mL (OD600 = 0.8)，並記錄觀察病

害發生程度。初步篩選，每組處理組為 4 株番茄，而第二輪篩選則為每組 8 

株番茄，減少各因素造成之誤差。 

  

3. 微生物序列鑑定 

自盆栽試驗中，挑選青枯病發病較低的處理組菌株，細菌以 16S rDNA 

序列鑑定，真菌以 ITS 序列鑑定。 

細菌鑑定是挑選單一菌落，加到單菌落聚合酶聯鎖反應 (colony PCR) 的

反應容液中，增幅目標片段  16S rDNA。反應容液包含  5 μL MixRed 

(Amplicon)、0.5 μL 8F 引子 (10 μM, 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)、

0.5 μL 1492R 引子 (10 μM, 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Galkiewicz 

and Kellogg, 2008) 和 4 μL 水，總體積為 10 μL。反應條件為 94 °C/5 分鐘，

[94 °C/30 秒，55 °C/30 秒，72 °C/90 秒] 30個循環，72 °C/10 分鐘，4 °C/5 

分鐘。 

真菌鑑定是將培養基上的菌絲刮取後，放入裝有 50-100 μL 0.5N NaOH 

之 1.5 mL 微量離心管，以 Proxxon 的迷你研磨機 (D-54518 Niersbach) 裝

上塑膠研磨棒打碎，將 NaOH 補至 500 μL，以 17,000 g 離心 5 分鐘，取 50 

μL 上清液至新的微量離心管，再加入 450 μL 之 0.1 M Tris buffer (pH = 8.0)，

混勻後測量粗萃的 DNA 濃度。之後增幅 ITS 序列，反應容液包含 5 μL 

MixRed、0.5 μL ITS1 引子 (10 μM, 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)、0.5 

μL ITS4 引子  (10 μM, 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 

1990)、3 μL 水和 1 μL 的真菌 DNA，總體積為 10 μL。反應條件為 94 °C/5 

分鐘，[94 °C/30 秒，57 °C/30 秒，72 °C/60 秒] 30 個循環，72 °C/10 分鐘，

4 °C/5 分鐘。 
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PCR 產物以 1% 瓊酯凝膠進行電泳分析，切下細菌約 1500 bp 之片段

或真菌約 600 bp 之片段，以 Gel Extration Kit (Qiagen) 回溶，將回溶之 

DNA 片段放入  pGEN-T Easy (Promega) 載體，轉形至  Escherichia coli 

(DH5α) competent cell 中。再將轉形之細胞塗盤培養，以 colony PCR 確認

是否有成功轉形後，以 FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen○R

Biotech Corp) 抽取 plasmid，交由基龍米克斯生物科技有限公司進行定序，

最後將定序完之序列放入 NCBI BLAST 比對。 

 

4. 親緣關係樹分析 (Phylogenetic analysis) 

比對完的 16S rDNA 序列可能為 Sinomonas sp.，接著自 NCBI genome 

資料庫及 EzTaxon-e server 資料庫 (Kim et al., 2012) 下載 Sinomonas 屬細

菌及其他微球菌科 (Micrococcaceae) 不同屬之細菌的 16S rDNA 序列進行

親緣樹狀圖分析。先將序列以 Clustal X 進行多序列並列分析，排序後以 

MEGA 7 (Tamura et al., 2013) 轉檔並進行樹狀圖分析，分析方法為 

Neighbor-Joining，bootstrap 設為 1000 次。 
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參、 結果 

一、 地衣芽孢桿菌 Bacillus licheniformis (31-1) 抑菌特性測試 

1. 培養皿對峙試驗 

將 B. licheniformis (31-1) 的濃度調整為 OD600 為 0.1, 0.5及 1.0 分別進

行對峙培養的實驗結果顯示，其在 CPG 培養基上能對 R. solanacearum 產

生直徑分別約 2.5, 2.1及 1.9 公分的抑制圈 (圖一 A)，以最小顯著差異性檢

定 (LSD test)，檢定結果在 5% 顯著水準下，濃度 0.1 和 1.0 兩處理間有顯

著差異，但 0.1與 0.5及 0.5與 1.0間無顯著差異 (圖一 B)；而對晚疫病菌，

則是各處理濃度都能抑制其將近六成的菌絲生長 (圖一 C, D)，但不同濃度處

理間，檢定結果在 5% 顯著水準下無顯著差異。因此，B. licheniformis (31-1) 

對於 R. solanacearum 及晚疫病菌都有明顯抑制能力。 

 作為生物防治資材，會期望 B. licheniformis (31-1) 對不同病原菌也能有

抑制效果，以提高其利用價值。李 (2015) 的實驗發現 B. licheniformis (31-1) 

能 抑 制  Phytophthora parasitica, Phytophthora capsici, Colletotrichum, 

Phellinus noxius, Magnaporthe grisea, Fusarium moniliforme, Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense 和 F. oxysporum f. sp. lycopersici 等植物病原菌生長，

我再針對其他植物重要病原菌包括 Pythium myriotylum, Pythium splendens, 

Pythium aphanidermatum腐霉病菌和真菌 Colletotrichum boninense 等進行對

峙培養分析 (圖二)，發現 B. licheniformis (31-1) 都能抑制這些病原菌的生長，

不過效果不一，對於氣生菌絲和匍匐菌絲的抑制效果也不盡然相同，對氣生

菌絲的抑制效果顯然較佳。 
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2. 拮抗物質測試 

李 (2015) 的研究證實 B. licheniformis (31-1) 所分泌的拮抗物質可抑制

青椒疫病菌 (P. capsici 28173)。為進一步分析抗生物質的特性，本研究另針

對晚疫病菌及前述重要病原菌進行拮抗物質測試。在培養基上放置玻璃紙，

再將 B. licheniformis (31-1) 菌塊放置在上面培養三天後，移除玻璃紙及菌塊，

並放上病原菌及觀察其生長情形，如此可隔絕細菌與培養基的直接接觸。觀

察結果發現無論是腐霉病菌、疫病菌或真菌的生長都受到抑制 (圖三 A)。測

量菌落直徑並以 Student’s t test 進行統計分析後，確認都有顯著性差異 (P < 

0.05) ( 圖 三  B) ， 且 以 腐 霉 病 菌  Pythium splendens 與  Pythium 

aphanidermatum 及晚疫病菌最為顯著。因此 B. licheniformis (31-1) 所分泌之

拮抗物質可穿過玻璃紙，留在培養基中抑制不同病原菌生長。 

 

3. 氣態拮抗物質測試 

除了測試 B. licheniformis (31-1) 分泌至培養基中的物質是否能抑制病

原菌生長之外，本研究也想探討其生成之氣態物質的拮抗效果。將  B. 

licheniformis (31-1) (或 E. coli 作為對照組) 塗盤至 LA 上，另將供試病原菌

放置於另一片 V8 或裸麥培養基中間位置，再將兩者對蓋後以石蠟膜密封，

培養數天後紀錄病原菌生長情形 (圖四 A)。實驗結果發現 B. licheniformis 

(31-1) 生成之氣態物質對於 P. myriotylum, P. splendens 與 P. aphanidermatum 

等三種腐霉菌和 P. capsici (28173) 與 P. parasitica等疫病菌有顯著抑制效果 

(P < 0.05) (圖四 B)。對於其他病原菌雖然也有抑制的趨勢，但統計分析並未

呈現顯著差異。Fusarium oxysporum f. sp. cubense 和 F. oxysporum f. sp. 

lycopersici 的生長雖未被抑制，但整體生長勢明顯比對照組較差，顯示 B. 

licheniformis (31-1) 的氣態分泌物仍有抑制作用。 
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4. 拮抗物質分析 

B. licheniformis (31-1) 與晚疫病菌對峙培養時，有明顯的抑制圈 (圖一 

C)，為應用影像質譜鑑定拮抗物質的種類，首先測試 B. licheniformis (31-1) 

與晚疫病菌在不同對峙距離 (包括 2, 2.5, 及 3 公分) 的抑菌成效，這主要是

因為進行影像質譜鑑定時，對於培養基樣本的大小有限；此外，從培養基上

切取樣本時，也必須在有限的樣本中同時包括少量晚疫病菌菌絲以及整個 B. 

licheniformis (31-1) 菌落，故須避免對峙距離太短，以免抑制作用過強或是拮

抗菌作用空間不夠 

實驗結果發現在前一日先接種晚疫病菌菌絲塊，隔日再以 2.5 公分距離

滴加 B. licheniformis (31-1) 最適用於影像質譜分析 (圖五 A)，故可以此條件

切取適當大小的培養基，經過 matrix 處理及烘乾後，進行影像質譜分析。

但是以影像質譜分析技術無法鑑別 B. licheniformis (31-1) 的拮抗物質，同時

也未能偵測出晚疫病菌是否因應拮抗菌的影響分泌任何化合物，因此改用傳

統方式自培養基萃取拮抗物質。 

將 B. licheniformis (31-1) 大量培養在裸麥培養基上，分別以乙酸乙酯 

(EA) 及丁醇 (BuOH) 萃取，分別取 10 μL 萃取液 (濃度 1 mg/ 10 μL) 滴在

濾紙片上並風乾，之後將濾紙片放置於裸麥培養基，並於距離三公分處接種

晚疫病菌，八天後觀察。乙酸乙酯萃取液能大幅抑制晚疫病菌氣生菌絲，但

匍匐菌絲仍然能夠生長至濾紙片周圍，受到抑制的影響很小 (圖五 B)；丁醇

萃取液相較於前者作用範圍較小，但能同時抑制晚疫病菌氣生菌絲及匍匐菌

絲的生長 (圖五 B)。因此先以丁醇萃取液進行 LC/MS，以鑑定有效活性物

質；不過，LC/MS 分析無法自現有資料庫比對出特定的化合物，故  B. 

licheniformis (31-1) 所分泌的拮抗物質很可能是一種 (或數種) 尚未登記發

表的化合物。 
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為了縮小分析範圍，進一步將丁醇萃取物進行 HPLC 分析。一開始先每

分鐘收取一管層析物，真空濃縮後以 10 μL MeOH 回溶，滴在濾紙片上，風

乾之後將濾紙片放置於裸麥培養基，並於距離三公分處接種晚疫病菌，圖中

白色數字代表是第幾分鐘收取的層析物 (圖六 A)。分析結果顯示，原始之丁

醇萃取液仍明顯抑制晚疫病菌生長，但無論是哪一分鐘收取的 HPLC分離物

質都沒有抑制效果。由於考慮有些化合物可能需要共同作用才能表現抑菌活

性、或是每分鐘收取之活性物質過少而無抑菌活性，改以每五分鐘收取一次

HPLC 層析產物，滴在濾紙片上，風乾之後將濾紙片放置於裸麥培養基，並

於距離三公分處接種晚疫病菌，圖中白色數字代表特定時間範圍 (以分鐘計) 

收取的層析物 (圖六 B)。實驗結果顯示 31-35 分鐘及 36-40 分鐘兩組層析

樣品呈現和原始之丁醇萃取液類似之晚疫病菌生長抑制效果。為了再縮小目

標範圍，以便後續分析能減少不必要的雜訊，再將 31-40 分成五組，即每兩

分鐘收取一次產物，結果顯示以 35-36 及 37-38 分鐘兩組的抑制效果最明

顯 (圖六 C)，33-34 分鐘的抑制效果較差一些；而 31-32 和 39-40 分鐘兩

組則更需要等病原菌接近時，才能看到些微的抑制作用。這些研究結果顯示

丁醇萃取液主要的活性物質集中在 HPLC 的 35-38 分鐘層析物之中，而

31-34 及 39-40 分鐘層析物所含活性物質可能較少，或是有其他活性較弱的

物質存在。  

 將每兩分鐘收取之層析液，共五組進行 FIA-MS 分析，取分析結果中質

荷比信號強度高者與 AntiMarine 707 資料庫進行比對，發現從負電分析之結

果中，五組資料都能找到質荷比為 421.16 以及 789.37 的兩筆訊號 (圖七 

A)，且能從資料庫分別比對到 ochrindole-D (圖七 B) 及 streptovirudine-A1 

(圖七 C) 兩種化合物；而將 1-30 分鐘收取為一管的層析物並未出現 421.16 

及 789.37 這二筆訊號。 
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二、 溫室盆栽試驗 

1. 青枯病接種試驗 

對峙培養試驗結果顯示 B. licheniformis (31-1) 對 R. solanacearum 具有

抑制效果，為進一步確認其在番茄植株的抗青枯病效果，本研究以對青枯病

不具抗性的臺南亞蔬 6 號小果番茄進行分析，本實驗共進行三次，處理組和

對照組均分析九棵植物。 

於種植後第二週開始，每週一次、連續三週澆灌處理 B. licheniformis (31-1) 

(OD600 = 0.1; 30 mL)。第四週澆灌完後 2-3天移至五吋盆，2 天後再澆灌一次 

(OD600 = 0.1; 100 mL)，5 天後接種青枯病 (OD600 = 0.3; 100 mL) (圖八)。植物

在接種青枯病菌最快於第六、七天出現病徵，葉片開始萎凋，約過一至兩天

即會萎凋，記錄過程中也有發現一夜直接萎凋的情形 (圖九 A)。逐日記錄病

害指數 (disease index) (圖九 B)，對照組大概在第十一天開始就有半數植株

萎凋情形大於 50% (病害指數 3 和 4)，而處理組要到十天才有植株死亡，

到第十三天才會有半數植株萎凋情形大於 50%。進一步將病害指數轉化為罹

病嚴重度 (disease severity) (圖九 C)，並進行統計分析，發現在接種後第十二

和十三天，B. licheniformis (31-1) 處理組和對照組呈現顯著差異 (p < 0.01)，

B. licheniformis (31-1) 處理組罹病嚴重度比對照組低約 20%，防治率大約為 

30%。顯示番茄植株在持續處理 B. licheniformis (31-1) 的情形下，能減緩青

枯病的發生，但並不能達到完全抑病或是非常良好的效果。 

為達到更良好的防治效果及降低成本，本研究另測試以黃豆粉-玉米澱粉

培養液培養 B. licheniformis (31-1)，再進行澆灌，同時以水處理為負對照組、

市售的「救你一命」(主成分為液化澱粉芽孢桿菌 PMB01)(3 x107 cfu/mL) 為

正對照組，以測試 B. licheniformis (31-1) 的防治效果。本實驗共進行三次，

處理組、水對照組和正對照組均分析六棵植物。逐日記錄病害指數 (圖十 A)，
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三組整體發病進程其實差不多，不過 B. licheniformis (31-1) 處理組發病株數

較少。進一步將病害指數轉化為罹病嚴重度 (圖十 B)，統計分析結果顯示相

較於水處理組，B. licheniformis (31-1) 處理植物的罹病嚴重度顯著降低，甚

至比 PMB01 處理植物低約 15%； PMB01 處理植物的罹病嚴重度和水處理

植物未達顯處差異。 

 

2. 晚疫病接種試驗 

為瞭解 B. licheniformis (31-1) 能否促進番茄對晚疫病菌的系統性防禦反

應，依前述方式將 B. licheniformis (31-1) 菌液澆灌處理番茄，在於植株移盆

後一週葉部噴灑接種晚疫病菌游走子囊 (1 x 103 /mL)，並觀察病害發展情形。

本實驗共進行三次，處理組和對照組各分析九棵植物。實驗結果發現，接種

後兩至三天就能在各組番茄葉片上看到水浸狀病斑，至七或八天，病斑擴大

至涵蓋至少 80% 植株面積，還可能伴隨著嚴重的落葉，甚至植株死亡 (圖

十一 A)。逐日記錄的病害指數 (圖十一 B)，處理組和對照組在病害發展進

程很相似，接種後第六天就幾乎所有植株都達到 60% 的病斑面積 (指數 5 

和 6)；而進一步將病害指數轉化為為罹病嚴重度 (圖十一 C)，統計分析結

果也顯示B. licheniformis (31-1) 處理組和對照組的罹病度無明顯差異；不過，

相較於對照組，處理組的植株落葉情形較為輕微，可能澆灌 B. licheniformis 

(31-1) 仍有些許抗病效果。 

這次實驗顯示，很難藉由土壤澆灌 B. licheniformis (31-1) 促進番茄植株

的系統性防禦反應，以減緩晚疫病發生的情形。為瞭解將 B. licheniformis (31-1) 

噴灑於植物地上部能否有效防禦葉部病害，以相同濃度 B. licheniformis (31-1) 

連續四周共四次噴灑於植物表面後，接種晚疫病，並觀察病害發生情形。在

接種後七至八天，處理組和對照組植物均呈現至少 80% 的發病度 (圖十二 

A)。逐日記錄發病嚴重度 (圖十二 B)，噴灑 B. licheniformis (31-1) 之處理組
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發病進程和其餘兩組均相似，統計後的罹病嚴重度 (圖十二 C) 也顯示，將 B. 

licheniformis (31-1) 噴灑於植株表面統計並無顯著差異，代表噴灑無法有效減

緩晚疫病的發生。 

 

3. 植株生長促進測試 

為了探討 B. licheniformis (31-1) 能否促進番茄生長，自番茄植株二週大

開始至第五週，連續四週、每週一次澆灌 B. licheniformis (31-1)，測試濃度

包括 OD600 = 0.1, 0.5及 1.0，並於第四週將植株移至五吋盆。種植滿六週後，

取出植物，將根部土壤洗淨，拍照記錄 (圖十三 A)，並秤量其乾重及進行統

計分析；本實驗共進行兩次，處理組各濃度和對照組各分析九棵植物。 

以長度而言，無論是地上部或是地下部，處理組和對照組均無顯著差異 

(圖十三 B)。以乾重而言，經過三種濃度之 B. licheniformis (31-1) 處理後，

地上部和地下部均有增加趨勢，但與對照組無顯著差異 (圖十三 C)。這些實

驗顯示 B. licheniformis (31-1) 處理對於促進番茄根部發育的效果有限。 

此外，本研究也探討 B. licheniformis (31-1) 處理對於番茄產果及果實品質

的影響。此次實驗分為三組，水處理對照組、持續施用 B. licheniformis (31-1) 

至結果的處理組，以及只施用 B. licheniformis (31-1) 三週的處理組。由於戶

外測試較能知道 B. licheniformis (31-1) 在自然環境的效果，故在植株四週大

時，將番茄植株移植至大盆，置於中非頂樓簡易溫室 (附圖一 A) 種植約五

個月後，開始採收果實，持續採收約三至四週。本實驗共進行一次，處理組

各濃度和對照組各分析四棵植物。 

在產果試驗中，施用 B. licheniformis (31-1) 並無明顯促進結果，無論是

單株果實重量 (附圖一 B) 或是單株產果量 (附圖一 C) 均無顯著差異，對

照組的產果數量甚至比另兩種處理組均來的高；但由於當初產果試驗之環境
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變因多，易受天氣及其他生物因子影響，且重複數不足，若要下定論則需要

再進行多次試驗。 

 

三、 土壤拮抗菌篩選 

1. 土壤採集 

目前許多植物生長促進劑或是生物防治藥劑，並不是由單一菌株就能發揮

效用，而是有複合配方才有良效，因此本研究想嘗試從土壤中找尋更多青枯

病和晚疫病的拮抗菌，以便獲得更佳防治效果。本研究主要先從臺大校園內

採取 10 個土樣，其編號與相關紀錄詳見表一，其中前八個土樣為四個地點

不同採集深度，分別為 10-20 cm 及 2-10 cm；另二個土樣取自臺大園藝分場。

第 9 號和 10號土樣取自花蓮玉里田區。 

 

2. 拮抗菌篩選 

本研究參考柯文雄教授研發，藉由「蔬菜汁」篩選土壤微生物 (Ko et al., 

2010b)，期望能夠更快、更有效率的從土壤為數龐大的微生物中，尋找對生

物防治有助益的菌。 

將土塊浸泡蔬菜汁兩週後，進行序列稀釋，分別利用細菌選擇性培養基和

真菌選擇性培養基塗盤分離。細菌方面，稀釋為 10-4 ~ 10-6，挑選稀釋倍率最

高以及菌落數較多的細菌分離、純化，從編號 1 ~ 12 土樣中分離得到共 67 

支細菌 (表二)；真菌方面，稀釋為 10-2 ~ 10-4，同樣挑選稀釋倍率最高以及

菌落較多的真菌，從編號 1 ~ 12 土樣中分離得到共 39 支真菌 (表二)。 

番茄盆栽抗青枯病實驗之初步篩選，在植株第四週時澆灌以蔬菜汁培養十

天之菌液，第五週接種青枯病菌，每組處理各四株番茄。實驗結果以細菌編

號 3-1, 3-5, 5-3,6-1, 6-2, 7-1, 7-2, 11-1, 11-2, 11-6 及真菌編號 2-3, 5-3, 6-1, 
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7-2, 7-4 等十五株菌發病較輕微 (圖十四 A)，相對處理蔬菜汁之對照組的罹

病嚴重度分別為 22.2%, 0.0%, 40.0%, 40.0%, 0.0%, 42.1%, 42.1%, 50.0%, 

37.5%, 50.0%, 29.6%, 40.0%, 0%, 42.1% 及 38.1%。將以上十五株菌進行第二

次的篩選，處理日程相同，不過將處理重複數增加至八株番茄，並進行二重

複。這次只有細菌 6-2 勉強能將相對罹病嚴重度降低在 58.9% (圖十四 B)，

其餘菌株表現並不如預期 (高於 80%)，因此將細菌 6-2 進行鑑定。 

 

3. 拮抗菌鑑定 

將細菌編號 6-2 以引子對 8F 及 1492R (Galkiewicz and Kellogg, 2008) 

增幅 16S rDNA 基因片段，並分析產物之序列，在 NCBI 上進行 BLASTn 

分析，結果發現此序列與 Sinomonas atrocyanea KCTC 3377 之 16S rDNA 基

因序列的相同度 (identity) 高達 99%。 

再 從  EzTaxon-e server 資 料 庫 下 載 Sinomonas 屬 及 微 球菌 科

(Micrococcaceae) 多個菌種的核酸序列進行親緣關係分析，發現 6-2 分離株

和 S. flava (CW 108) 的類緣關係最近，但和 S. atrocyanea (KCTC 3377) 及 S. 

atrocyanea (DSM 20127) (Kim, unpublished; Zhou et al., 2009) 的關係較遠

(Zhou et al., 2009) 較為接近 (圖十五)。因此，6-2 應很可能屬於 Sinomonas ，

但其詳細分類仍待後續實驗進一步證實。 

 

doi:10.6342/NTU201803570



30 

 

肆、 討論 

一、 B. licheniformis (31-1) 拮抗能力分析 

1. 對不同植物病原菌之拮抗能力 

本研究證實 B. licheniformis (31-1) 能夠抑制  R. solanacearum, P. 

myriotylum, P. splendens, P. aphanidermatum, P. capsici (213061), P. infestans, 和

C. boninense 等病原菌的生長 (圖一和圖二)。先前 B. licheniformis (31-1) 也

被證實能在對峙實驗抑制 P. capsici (28713), P. parasitica, F. oxysporum f. sp. 

cubense, 和  F. oxysporum f. sp. lycopersici (李，2015)，這些結果顯示  B. 

licheniformis (31-1) 對不同病原菌具有廣泛的拮抗能力，而且這些病原菌中，

除了 P. infestans 造成的晚疫病和 C. boninense 造成的炭疽病屬於地上部病

害之外，其他皆引發根部病害，若施用 B. licheniformis (31-1) 於根部有機會

能廣效的防治多種根部病害，頗具應用價值。其中，B. licheniformis (31-1) 對

於所測試的三種腐霉病菌，相較於其他病原菌有較佳的抑制生長效果。而這

三種腐霉病菌寄主廣泛，生長勢又強，常造成許多作物萎凋，在苗期感染發

病會更迅速，如果以 B. licheniformis (31-1) 製為生物防治劑或是苗期保護劑，

也許能減少依德利、滅普寧等農藥的用量。 

之前嘗試將番茄種子浸泡於 25 mL 一次水中，再加入 1 mL 之不同濃

度  B. licheniformis (31-1) (OD600 = 0.1, 0.5, 1.0) 菌液作為種子披衣  (seed 

coating)，想測試能否幫助番茄幼苗抵抗由 P. splendens 或 P. aphanidermatum 

引起的幼苗猝倒病。在浸泡過程中，可以發現添加濃度 1.0 菌液會使番茄種

子發芽的胚根較為粗短，有些會有密集根毛產生，不過種植於土壤後不同濃

度和對照組植株生長無明顯差異 (結果未呈現)。若是以混拌有病原菌 P. 

splendens 或  P. aphanidermatum 的病土移植，對照組和浸泡於  B. 

licheniformis (31-1) 菌液之處理組，均發病嚴重死亡 (結果未呈現)。一部分原
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因可能是病原菌混拌於土壤中濃度過高，B. licheniformis (31-1) 防治效果有

限，另一部分原因則可能是 B. licheniformis (31-1) 未如期附著於種子表面而

無法達到種子披衣的功效。若在種子浸泡時，添加披衣物質及黏著劑，像是

石灰、纖維素、醣類等 (陳，1999) 更有機會成功。Oliveira (2016) 以二氧化

矽、沸石、黏土等材料，將菌根真菌 Rhizophagus irregularis (BEG140) 附著

於小麥種子上，幫助其生長；以麥稈或是亞麻桿粉末，搭配拮抗菌 

Pseudomonas fluorescens (708)，以 methyl cellulose (MC) solution 進行種子披

衣，都能使甜菜有效抵抗由 Pythium sp. (BR583) 引起的幼苗猝倒病，大幅提

升種子發芽率 (Bardin et al., 2004)。 

另外比較特別的是，以 B. licheniformis (31-1) 和青枯病菌進行對峙培養

時，濃度 OD600 = 0.1 處理組之抑制效果是顯著大於濃度 0.5 和 1.0 的處理

組。一般而言抑制效果會隨著濃度上升而增加或是持平，本實驗中抑制效果

卻是和濃度成反比。除了可以以更低濃度 (OD600 = 0.01, 0.05) 再行測試，也

有可能是因為拮抗菌本身群體感應 (quorum sensing)，在高濃度時影響 B. 

licheniformis (31-1) 群落的生長或是和青枯病菌的互動，使得高濃度表現反而

不如預期。 

 

2. Bacillus licheniformis (31-1) 拮抗物質分析 

在所分析的菌株中，B. licheniformis (31-1) 分泌的揮發性物質明顯抑制 

P. myriotylum, P. splendens, P. aphanidermatum, P. capsici (28173) 和  P. 

parasitica 五支菌的生長，其他病原菌只有氣生菌絲受到部分抑制，但對病原

菌的生長半徑無顯著影響。不過 B. licheniformis (31-1) 可分泌物質穿過玻璃

紙，並於培養基中抑制前述所有病原菌生長，代表 B. licheniformis (31-1) 主

要的抑菌能力不是來自於揮發性物質，而是分泌至培養基之中的物質。本實
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驗想鑑定 B. licheniformis (31-1) 分泌至培養基之拮抗物質進行研究，採用的

方式是影像質譜。 

但這次以影像質譜分析的方式並無法分析出 B. licheniformis (31-1) 分泌

的拮抗物質，有幾種可能原因：一是因為拮抗物質無法被雷射光激發，無法

游離出來便無法被儀器測得；二是因為 B. licheniformis (31-1) 以氣體拮抗為

主，但氣體拮抗應該無法在培養皿上產生明顯地抑制圈 (圖二 A)，所以此可

能性較小；三是因為以目前操作條件、技術無法測得，可能得測試其他條件，

包括對峙培養條件、樣品準備條件、不同 matrix 的配方或是游離物質方式等 

(Esquenazi et al., 2009; Shih et al., 2014)。 

 

3. Bacillus licheniformis (31-1) 拮抗物質萃取 

由於丁醇萃取液的抑制效果較為完整，本研究將丁醇萃取液進行 HPLC

和 FIA-MS 的分析，得到丁醇萃取液中的拮抗物質很可能為 ochrindole-D 

及  streptovirudine-A1。 ochrindole-D 最早是在  1994 年從  Aspergillus 

ochraceus NRRL 3519 的菌核萃取得到 (de Guzman et al., 1994)，是一種 bis-

indolyl benzenoids，該類物質能抑制病原細菌生物膜之生成 (Buttachon et al., 

2018)。該團隊一開始是尋找殺蟲物質，測試後證實 ochrindole-D 具有對棉鈴

蟲及黃斑出尾蟲的中度毒性，不過發現其對於 Bacillus subtilis 也具有抑制的

效 果 。 streptovirudin-A1 最 早 則 是 從  Streptomyces griseofulvis subsp. 

thuringiensis 中萃取得到  (Eckardt et al., 1975; Thrum et al., 1975)，

streptovirudine-A1 是屬於 tunicamycin 的一種抗生物質，該類物質主要是抑

制 polyprenol-P:N-acetylhexosamine-1-P translocase family，影響細菌的細胞壁

生成或是影響真核生物 N-glycosylation 蛋白的生成 (Tsvetanova and Price, 

2001)。該團隊證實對細菌 B. subtilis、病毒 vaccinia virus 都具有抑制效果，

後續也有研究證實能抑制流感病毒 (influenza virus) A 型和 B 型 (Tonew et 

doi:10.6342/NTU201803570



33 

 

al., 1982)、水疱性口炎病毒 (vesicular stomatitis virus) (Kang et al., 1981) 等。

這兩個物質目前研究都不多，也許在植物病害防治領域，有更多值得研究的

空間。不過以 FIA-MS 分析得到的結果，需要再以萃取之純化合物進行 

LC/MS 的 MS02 之分子斷片，比對 GNPS 資料庫，才能斷定是否是正確的

物質。 

雖然當初選擇丁醇萃取液進行後續分析，但是在乙酸乙酯萃取液中，仍

可抑制晚疫病菌氣生菌絲的生成 (圖五 B)，抑制氣生菌絲生長的同時，也會

影響病原菌的致病能力 (Lee et al., 2012; Wang et al., 2016)，因此，乙酸乙酯

萃取物也值得進一步再分析。另外，無論是乙酸乙酯或是丁醇萃取液，其中

得到的拮抗物質抑制效果和直接以 B. licheniformis (31-1) 進行對峙培養的抑

制效果有一段差距，有可能是因為以 B. licheniformis (31-1) 作對峙，會不斷

分泌拮抗物質而有較強抑制效果；但也可能是因為乙酸乙酯或是丁醇沒有完

全分離出 B. licheniformis (31-1) 的拮抗物質，這部分就還要再經過後續的實

驗、分析才能得知。 

 

二、 B. licheniformis (31-1) 於番茄盆栽的應用 

1. 番茄青枯病防治 

B. licheniformis (31-1) 不僅能在培養基的對峙實驗中抑制青枯病菌的生

長，以土壤澆灌也能降低番茄青枯病的發病嚴重度。一方面是能減少處理組

發病的株數，另一方面也減緩發病後病害的進程；對照組植物的青枯病罹病

嚴重度約 78.7 ± 3.5 %，B. licheniformis (31-1) 處理植物的罹病嚴重度降低

至 55.6 ± 4.5 %，防治率約為 30 %。將 B. licheniformis (31-1) 施用於甜椒

時，青枯病罹病嚴重度度下降至處理組 32.5 %，相較於對照組 (62.5%)，防

治率約為 48%，兩者之間有一段差距。不過，不同作物分泌至土壤的物質不
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同，可能會影響微生物相；在李 (2015) 的研究中，甜椒青枯病發病紀錄日程

長達 17 天，而本實驗接種番茄青枯病紀錄日程為 13 天，有可能是因為青

枯病對番茄的感染力較強，而降低了 B. licheniformis (31-1) 的作用；試驗環

境是否適合番茄或是青椒也是需要考量的點，其他還有像是試驗條件是否完

全一致等很多因素都會影響。但是無論是處理組或是對照組，只要植株一旦

感染青枯病一定會死亡，無法藉由施用 B. licheniformis (31-1) 阻止或是治療。 

目前國內已有研發青枯病的生物農藥產品「救你一命」，其主成分為液化

澱粉芽孢桿菌 (B. amyloliquefaciens PMB01)。B. amyloliquefaciens (PMB01) 

對茄科青枯病防治效果顯著，在田間試驗對橙蜜香番茄有 79.2% 的防治率 

(罹病度由 39.5% 降低至 8.2%) (周等，2014)。本實驗想比較自行篩選之菌

株 B. licheniformis (31-1) 和已經商品化之 B. amyloliquefaciens (PMB01) 防

治率相差多少，因此以兩者同時進行溫室試驗，結果在本實驗中的防治效果

以 B. licheniformis (31-1) 略佳，代表 B. amyloliquefaciens (PMB01) 並不是對

於任何青枯病都能有極強的防治效果，可能是因為植株、環境、病原菌菌株

的差異，而導致 B. amyloliquefaciens (PMB01) 效果有限，也許換一種生物防

治劑防治效果會較佳。不過「救你一命」的施用建議是發病初期每七天施用

一次，連續施用五週，和本研究預防性的澆灌處理不太相同，可能因此使本

研究中的「救你一命」效果較差。後續研究可以將 B. licheniformis (31-1) 和

B. amyloliquefaciens (PMB01) 於番茄接種青枯病後再施用，比較兩者的防治

效果。 

 

2. B. licheniformis (31-1) 無法促進番茄對晚疫病之系統性防禦 

B. licheniformis (31-1) 能有效抑制晚疫病菌生長，但在植株盆栽試驗無

法明顯抑制晚疫病發病的效果。推測 B. licheniformis (31-1) 根部澆灌的處理

無法促進番茄的系統性防禦增強，所以無法減緩地上部病害的發生，相對的，
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地下部感染的青枯病很可能直接被 B. licheniformis (31-1) 抑制，因而降低青

枯病發病率。 

不過即便以 B. licheniformis (31-1) 噴灑葉部，仍和澆灌處理組一樣，都

和對照組無顯著差異，無法提升植株對晚疫病菌的防禦反應。B. licheniformis 

(31-1) 無促進性統性防禦反應，也無促進生長 (圖十三)，但卻能降低青枯病

罹病度，其抑制青枯病的方式很可能是直接殺死土壤中的病原菌，而非促進

植物防禦反應，那可以嘗試在接種晚疫病菌後，再噴灑 B. licheniformis (31-

1)，就可能可以直接干擾病原菌，以防治而非預防的形式減少植物發病的情

形。Bacillus subtilis TKS1-1 就是以內生孢子直接噴灑地上部，藉由生成生物

膜保護植物表面，或是可干擾柑橘潰瘍病菌在植株表面形成生物膜，使其無

法順利感染，藉此抑制柑橘潰瘍病的發生 (Huang et al., 2012b)。 

另外也能進一步研究番茄的系統性防禦相關基因表現，測試  B. 

licheniformis (31-1) 施用於番茄植株後，水楊酸防禦反應中的相關基因 NahG, 

GluA 等 (Gaffney et al., 1993; Shah and Klessig, 1996)、茉莉酸防禦反應中的

相關基因 def-1, pin2 等 (Farmer et al., 1992; Howe et al., 1996) 的基因表現量

是否有變化，確定 B. licheniformis (31-1) 究竟有沒有啟動番茄植株的系統性

防禦反應。 

 

三、 土壤拮抗菌篩選 

    多數的生物防治菌、生物肥料或是土壤添加劑等，若只依靠單一種菌株

效果有限，添加不同種的菌株共同作用，有時能得到更佳的效果 (Lim and 

Kim, 2010)，因此本實驗除了試驗 B. licheniformis (31-1) 之外，另外尋找複

方處理的可能性。 
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1. 土壤微生物分離 

Ko (2010b) 建立的土壤微生物篩選方式，主要是使用蔬菜汁培養土壤微

生物，再分離出大量增殖之微生物，後續再以蔬菜汁進行大量培養後直接施

用於植株上，尋找能夠促進植物防禦反應的菌株及其代謝物。在此策略下，

近幾年來成功找到幾支具有潛力的生物防治菌株，像是  Pseudallescheria 

boydii 在甘藍黑斑病 (Ko et al., 2010a)、Streptomyces strain TKA-5 萃取物對

青椒疫病及甘藍黑斑病同時具有抑制能力 (Ko et al., 2010b)、管 (2012) 找到

能使植株系統性抗 TMV 之微生物代謝物等，代表此方式具有不錯的成果。

本研究採用此方式從臺大校園中採集 12 個土樣，分離出生長勢及菌落較多

的 67 株細菌及 39 株真菌。 

 

2. Sinomonas sp. (6-2) 

經過以蔬菜汁培養土壤微生物，對青枯病菌進行盆栽拮抗試驗後，我挑

選防治率最佳的細菌 6-2 進行鑑定。由於其在盆栽試驗中相對對照組之罹病

嚴重度仍有將近 60%，若是能確認 6-2 的菌種，也許能更加善用於生物防治。

我以 16S ribosomoal RNA 的基因序列進行比對，16S rDNA 的基因序列保守

性高，容易設計通用性引子對 (universal primers)(Fox et al., 1977; Ward et al., 

1990)，是目前常用來鑑定細菌的方式之一。定序後比對 NCBI 資料庫，得知

此菌有可能為 Sinomonas atrocyanea。不過以親緣關係樹的分析結果而言，只

能確定 6-2 是 Sinomonas 屬的一員，要斷言細菌 6-2 是否為 S. atrocyanea 

這個種還缺乏證據，有待後續更多的測試分析。 

Sinomonas 屬於放線菌門，放線菌綱，放線菌目，微球菌科，從前被歸類

於節桿菌屬 (Arthrobacter)，直到 2009 年藉由基因、菌落型態及生理的分析，

才將其獨立為新的一屬 (Zhou et al., 2009)；該研究團隊分析所採集的新菌株

(CW 108T)，之 16S rDNA 序列，發現和 Arthrobacter atrocyaneus DSM 20127T 
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具有高度的相似性，但是和微球菌科其他屬 (包含 Citricoccus, Micrococcus, 

Zhihengliuella, Arthrobacter, Acaricomes and Renibacterium) 序列相似性均不高，

而且以特定培養基 PYES, YDC, TYB培養，其生理和型態特性均和微球菌科

現有的各屬不同，因此決定將 CW 108T 菌株和 A. atrocyaneus DSM 20127T 

獨立成為新屬 Sinomonas，並將該二菌分別命名為  Sinomonas flava 及 

Sinomonas atrocyaneus (Zhou et al., 2009)；近年來有越來越多其他菌種被納入 

(Bao et al., 2015; Guo et al., 2015; Lee et al., 2015; Prabhu et al., 2015)。 

目前 Sinomonas 屬的研究並不多，不過仍有生物防治菌株的研究案例。

Adhikari et al. (2017) 研究指出 Sinomonas atrocyanea (NSB27) 對於西瓜細菌

性果斑病具有良好的防治能力，同時也具有促進植株生長及顯著提升植株葉

綠素含量、高度、鮮重和乾重的能力，顯示 S. atrocyanea (NSB27) 為良好的

生物防治資材。根據目前溫室實驗結果，雖然 Sinomonas sp.(6-2) 的防治效

果有限，但經過後續更多研究也許仍有應用之機會。 

 

四、 未來展望與應用 

綜合本研究之成果，B. licheniformis (31-1) 無論是對峙培養實驗或是拮

抗物質分泌測試的實驗中，均能有效抑制多種病原菌的生長，其分泌的揮發

性物質也能抑制或干擾部分病原菌生長。溫室試驗中，B. licheniformis (31-1) 

能有效降低番茄青枯病發生。未來若能進行田間試驗，可更準確評估  B. 

licheniformis (31-1) 應用之可行性，另外可將 B. licheniformis (31-1) 和目前

番茄栽培過程中慣行農藥共同施用，測試慣行農藥是否會殺死  B. 

licheniformis (31-1)、測試防治效果能否提升。若是能在栽培過程中共同施用，

可望提供多一種防治手段供農民使用。新分離的拮抗菌 Sinomonas sp. (6-2)，
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若再經過更深入的研究，了解其培養條件、施用方式等，也許有機會和 B. 

licheniformis (31-1) 共同培養、共同施用，作為複方，達到更好的抗病效果。 

其實生物防治在使用上有許多限制，包括效果非短期立即見效、效果易

因應環境條件有所改變、價格較化學農藥貴等，因此生物防治很難取代化學

農藥的地位，但可搭配其他防治手段，作為整合防治的一環，彼此相輔相成。

以番茄栽種而言，從幼苗起就需要注意許多病害，時時執行好衛生管理，除

去枯枝病葉、避免積水；生長過程遭遇不同病害時，除了耕作防治，也能適

量使用農藥進行防治；而進入結果期、採收期時，由於番茄是屬於連續採收

型作物，很不適用農藥防治，無安全採收期限制的生物防治就是非常好的一

個選擇。 
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陸、 附表 

 

表一、用於拮抗微生物分離之土壤樣本列表 

 

編號 採集地點 GPSa 採集時間 植物 深度 b 

1 臺大 黑森林 
25.019916, 

121.543714 
2017.08.05 白千層 2 – 10 

2 臺大 黑森林 
25.019916, 

121.543714 
2017.08.05 白千層 10 – 20 

3 臺大 黑森林 
25.019497, 

121.543625 
2017.08.05 蒲葵 2 – 10 

4 臺大 黑森林 
25.019497, 

121.543625 
2017.08.05 蒲葵 10 – 20 

5 
臺大 

醉月湖畔 

25.020955, 

121.537266 
2017.08.08 南洋杉 2 – 10 

6 
臺大 

醉月湖畔 

25.020955, 

121.537266 
2017.08.08 南洋杉 10 – 20 

7 
臺大 

醉月湖畔 

25.021016, 

121.537616 
2017.08.08 正榕 2 – 10 

8 
臺大 

醉月湖畔 

25.021016, 

121.537616 
2017.08.08 正榕 10 – 20 

9 花蓮 玉里 
23.456888, 

121.395833 
2017.08.20 菜園 2 – 20 

10 花蓮 玉里 
23.456991, 

121.395544 
2017.08.20 水稻 2 – 20 

11 
臺大 

園藝分場農田 

25.012845, 

121.546898 
2017.11.09 -c 2 – 20 

12 
臺大 

園藝分場農田 

25.012845, 

121.546898 
2017.11.09 - 2 – 20 

a. 以智慧型手機 (zenfone 3) 的 google map App. 進行 GPS (Global 

Positioning System) 定位。 

b. 土壤採集的挖掘深度，單位為公分 (cm)。 

c. - : 休耕期無作物。 
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表二、從各個土樣分離出之細菌及真菌菌株數量統計表。 

 

編號 細菌 真菌 編號 細菌 真菌 

1 4a 5 7 5 3 

2 8 3 8 3 5 

3 5 3 9 7 1 

4 4 5 10 8 0 

5 3 5 11 7 3 

6 3 3 12 10 3 

a. 數量代表後續進行盆栽試驗的菌株數目。 
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柒、 附圖 

 

A         B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C         D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖一、對峙培養試驗顯示 Bacillus licheniformis (31-1) 可抑制青枯病菌及晚

疫病菌之生長。 

A. 青枯病菌和 B. licheniformis (31-1) 於 CPG 培養基對峙培養。所測試之

B. licheniformis (31-1) 濃度分別為 OD600 = 0.1, 0.5, 及 1.0，並於對峙培養後第

三天拍照記錄青枯病菌被抑制的情形。B. 以最小顯著差異性測驗 (LSD test) 

分析抑制圈直徑差異性。相同字母代表未達顯著差異 (P < 0.05)。誤差線為三

次試驗重複之平均值標準差。C. 晚疫病菌和 B. licheniformis (31-1) 於裸麥培

養基對峙培養。所測試之 B. licheniformis (31-1) 濃度分別為 OD600 = 0.1, 0.5 

及 1.0，並於對峙培養後第九天拍照記錄晚疫病菌被抑制的情形。D. 以 LSD 

分析抑制圈直徑的差異性。相同字母代表未達顯著差異 (P < 0.05)。每次試驗

重覆三皿對峙培養，誤差線為三次試驗重複之平均值標準差。 
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圖二、對峙培養試驗顯示 Bacillus licheniformis (31-1) 能抑制多種病原菌之

生長。 

將  B. licheniformis (31-1) 和不同病原菌在  V8 培養基對峙培養，包括 

Pythium myriotylum, Pythium splendens, Pythium aphanidermatum 和

Colletotrichum boninense，所測試之 B. licheniformis (31-1) 濃度分別為 OD600 

= 0.1, 0.5, 及 1.0，並於對峙培養後第二天 (P. myriotylum, P. splendens, P. 

aphanidermatum)、第五天 (C. boninense) 拍照記錄菌株生長情形。 
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圖三、Bacillus licheniformis (31-1) 分泌之拮抗物質能夠抑制多種植物病原菌

生長。 

A. B. licheniformis (31-1) 之外泌物可抑制植物病原菌生長。將  B. 

licheniformis (31-1) 菌塊 (OD600 = 1.0) 放置於平舖玻璃紙之培養基中間，培

養三天後移除菌塊及玻璃紙，放上病原菌菌絲塊，並分別於培養後第一天 

(Pythium myriotylum, Pythium splendens, Pythium Aphanidermatum)、第三天 

(Phytophthora capsici 28173, 213061)、第四天  (Phytophthora parasitica, 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, 

Colletotrichum boninense) 及第八天 (Phytophthora infestans) 拍照記錄生長

情形。B. 以 Student’s t test分析菌落直徑差異性。每次試驗重覆兩皿。誤差

線為三次試驗重複之平均值標準差。*顯著差異 (P < 0.05)。 
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Pythium myriotylum     Phytophthora parasitica 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pythium splendens     Phytophthora infestans  
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圖四、Bacillus licheniformis (31-1) 分泌之氣態物質能夠抑制部分植物病原菌

生長。 

A. B. licheniformis (31-1)之氣態外泌物質可抑制部分植物病原菌生長。將 B. 

licheniformis (31-1) (OD600 = 1.0) 塗盤於 LA 培養基，另將病原菌菌絲塊放置

於  V8 或裸麥培養基上，將兩培養基對蓋封膜，分別於培養後第一天 

(Pythium myriotylum, Pythium splendens, Pythium aphanidermatum)、第三天 

(Phytophthora capsici 28173, 213061)、第四天  (Phytophthora parasitica, 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) 、第

五天 (Colletotrichum boninense) 及第八天 (Phytophthora infestans) 拍照記錄

生長情形。B. 以 Student’s t test分析菌落直徑差異性。每次試驗重覆兩皿。

誤差線為三次試驗重複之平均值標準差。* 顯著差異 (P < 0.05)。 
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圖五、Bacillus licheniformis (31-1) 粗萃物能抑制晚疫病菌生長。 

A. 測試晚疫病菌和 B. licheniformis (31-1) 之最適對峙培養距離。將晚疫病

菌和 B. licheniformis (31-1) 分別相距 2, 2.5或 3 cm 進行對峙培養，並於六

天後拍照記錄。紅色框：進行影像質譜分析時取用的樣品。B. B. licheniformis 

(31-1) 外泌物之乙酸乙酯 (EA)及丁醇 (BuOH) 萃取物可抑制晚疫病菌生長。

將 1 mg 粗萃物滴加在濾紙片上，測試對晚疫病菌生長的抑制情形，並於八

天後拍照記錄。白色箭頭為晚疫病菌氣生菌絲生長被抑制部分。 
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圖六、以 HPLC 分離 Bacillus licheniformis (31-1) 抑菌物質之有效成份。 

以 HPLC分離 B. licheniformis (31-1) 外泌物之丁醇萃取液後，將所收集之層

析液滴加在濾紙片，並分析其對晚疫病菌生長的抑制情形，於六至七天後拍

照記錄。收集時間之間隔分別為：A. 每一分鐘；B. 每五分鐘； C. 每兩分

鐘。ck 為粗萃物原液，白色數字為各處理的分鐘數。以甲醇 (MeOH) 為負

對照組。 
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B        C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖七、以 FIA-MS 分析每兩分鐘收取之層析液。 

層析液樣品 1-30, 31-32, 33-34, 35-36, 37-38 及 39-40分鐘經由 FIA-MS 負

電分析後，以 Thermo Xcalibur Roadmap 分析。A. 藍色箭頭代表質荷比約 

421.16，紅色箭頭代表質荷比約 789.38。B. 將 421.16 與資料庫比對，為化

合物  ochrindole-D 之圖形。C. 將  789.38 與資料庫比對，為化合物 

streptovirudine-A1 之圖形。 
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圖八、以番茄盆栽試驗分析 Bacillus licheniformis (31-1)防治效果之實驗流程

示意圖。 

圖示為番茄盆栽試驗各項處理時間點。1th – 4th 四次處理為 B. licheniformis 

(31-1) 澆灌或噴灑，或是「救你一命」澆灌。土壤微生物澆灌處理的試驗，

只處理一次且不需移盆。 
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圖九、番茄盆栽澆灌 Bacillus licheniformis (31-1) 能降低青枯病發生程度。 

二週大番茄植株以 B. licheniformis (31-1) 連續澆灌處理三次，每週一次，第

四週移盆後再澆灌一次。第五週接種青枯病後，逐日記錄病害指數 (disease 

index)。A. 接種青枯病菌後，在第十三天拍照記錄。B. 番茄植株發病逐日病

害指數。C. 以 Student’s t test分析罹病嚴重度 (disease severity) 差異性。*

為顯著差異 (P < 0.01)。每組處理九株植株，誤差線為三次試驗重複之平均值

標準差。  
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圖十、以黃豆粉-玉米澱粉培養液培養之 Bacillus licheniformis (31-1) 澆灌番

茄盆栽能降低青枯病發生程度。 

二週大番茄植株以黃豆粉-玉米澱粉培養液培養 B. licheniformis (31-1) 連續

澆灌處理三次，每週一次，第四週移盆後再澆灌一次。第五週接種青枯病後，

逐日記錄病害指數 (disease index)；另外以「救你一命」(B. amyloliquefaciens 

PMB01) 比較兩株菌抗病能力。A. 番茄植株發病逐日病害指數。B. 以最小

顯著差異性測驗 (LSD test) 分析罹病嚴重度 (disease severity) 差異性。相同

字母代表未達顯著差異 (P < 0.05)。每組處理六株植株，誤差線為三次試驗重

複之平均值標準差。  
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圖十一、番茄盆栽澆灌 Bacillus licheniformis (31-1) 無法降低晚疫病發生程

度。 

二週大番茄植株以 B. licheniformis (31-1) 連續澆灌處理三次，每週一次，第

四週移盆後再澆灌一次。第五週接種晚疫病後，逐日記錄病害指數 (disease 

index)。A. 接種晚疫病後，在第七天拍照記錄。B. 番茄植株發病逐日病害指

數。C. 以 Student’s t test分析罹病嚴重度 (disease severity) 差異性。每組處

理九株植株，誤差線為三次試驗重複之平均值標準差。 
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圖十二、番茄盆栽噴灑 Bacillus licheniformis (31-1) 無法降低晚疫病發生程

度。 

二週大番茄植株以 B. licheniformis (31-1) 連續噴灑處理三次，每週一次，第

四週移盆後再噴灑一次。第五週接種晚疫病後，逐日記錄病害指數 (disease 

index)。A. 接種晚疫病後，在第八天拍照記錄。B. 番茄植株發病逐日病害指

數。C. 以最小顯著差異性測驗 (LSD test) 分析罹病嚴重度 (disease severity) 

差異性。相同字母代表未達顯著差異 (P < 0.05)。每組處理六株植株，誤差線

為三次試驗重複之平均值標準差。 
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圖十三、澆灌 Bacillus licheniformis (31-1) 未能促進番茄生長。 

二週大番茄植株以 B. licheniformis (31-1) 連續澆灌處理三次，每週一次，第

四週移盆後再澆灌一次，六週大時將植株根部洗淨，拍照記錄其地上部、地

下部的長度和乾重。A. 植株根部土壤洗淨。B. 以最小顯著差異性測驗 (LSD 

test) 分析各處理組地上部和地下部長度的差異性。相同字母代表未達顯著差

異 (P < 0.05)。誤差線為三次試驗重複之平均值標準差。C. 以 LSD 分析各

處理組地上部和地下部乾重的差異性。相同字母代表未達顯著差異 (P < 0.05)。

每組處理九株植株，誤差線為三次試驗重複之平均值標準差。 
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圖十四、青枯病抑病菌盆栽試驗。 

四週大番茄植株以土壤分離之菌株澆灌處理，第五周澆灌接種青枯病。以蔬

菜汁澆灌作為對照組。相對罹病嚴重度是將各菌株處理組的罹病嚴重度以對

照組罹病嚴重度作為基準，對比得到。A. 初篩為每處理組四株植物。*為相

對發病率低於 50% 的菌株。B. 十五株菌株進行複篩，每組處理為八株植物。

誤差線為兩次試驗重複之平均值標準差。 
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圖十五、Sinomonas spp. 之 16S rDNA 親緣關係分析。 

以 Clustal X 進行各菌株的 16S rDNA 多序列並列分析，再以 MEGA 7 軟

體用 Neighbor-joining 進行親源分析，bootstrap 設定為 1000 次。以 

Nocardia inohanensis (NBRC 100128) 作為外群 (Outgoing)。 
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Supplementary figure 1. 番茄產果促進試驗。 

A. 番茄植株種植於中非頂樓之布置情形，總計 11 株，種植期間約五個月。

B. 以 LSD 統計分析各處理組之總果實平均重量差異性。各平均值上示以相

同字母代表 5% 水準下經 LSD 測驗未達顯著差異，誤差線為組內果實重量

平均值標準差。C. 將各處理組果實產量製成圖表，對照組的總產量為三組最

高。 
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附錄一、各實驗所使用之培養基配方： 

1. 裸麥培養基： 

每 1 L培養基含裸麥種子 60 g, sucrose 20 g, CaCO3 1 g, agar 15 g。配製時，

先將裸麥種子以 0.25% 漂白水漂洗消毒 4 分鐘，再以一次水沖洗乾淨後，

將種子放在燒杯中加適量一次水，室溫靜置 36 小時，以果汁機 (Philips HL 

3252) 最大轉速打碎約 75 秒。再將打碎的裸麥液以 55 °C 煮 3 小時。而

後以 4 層紗布過濾兩次，加入 sucrose, CaCO3 和 agar (FocusBio) 後滅菌。

若要進行影像質譜，則裸麥培養基不加入 CaCO3，避免影響分析。 

2. 523 培養基： 

每  1 L 培養基含  yeast extract 4 g, casein hydrolysate 8 g, sucrose 10 g, 

MgSO4‧7H2O 0.3 g, K2HPO4 2 g, agar 15 g。 

4. CPG 及 TTC 培養基： 

每 1 L CPG培養基含 casein hydrolysate 1 g, peptone 10 g, glucose 5 g, agar 17 

g。滅菌後，待降溫至 55 °C 加入 5 mL 1% 的 2,3,5-tripheny tetrazolium 

chloride (TTC)，為青枯病菌鑑別性 TTC 培養基。 

5. LB 培養液及 LA 培養基： 

每 1 L 培養液加入 25 g LB broth 粉末 (FocusBio)。 LA培養基配製為 LB 

培養液再加入 15g / L agar。 

6. V8 培養基 (5% & 10%)： 

每 1 L 含 5% 或 10% V8 vegetable juice (Campell’s), CaCO3 0.2 g, 15.0 g 

select agar (InvitrogenTM)。 

7. 土壤拮抗菌篩選專一性培養基： 

(1) 土壤萃取液：每 1 L 一次水加土樣 100 g，CaCO3 0.2 g，121 °C滅菌 20 

分鐘，以八層紗布過濾後，1,500 g 離心 5 分鐘，取上清液，放 4 °C 保存

備用。 
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(2) 真菌篩選性培養基：每 1 L 含 10% soil extract, 0.02% urea, 0.1% tergitol 

NP-7, 1.5% agar。高溫高壓滅菌後待其降溫至  45 °C，加  50 ppm 

chloramphenicol 和 50 ppm streptomycin sulfate。 

(3) 細菌篩選性培養基：每 1 L 含 10% soil extract, 0.02% urea, 1.5% agar。

高溫高壓滅菌後待其降溫至 70 °C，加 50 ppm PCNB，降至 45 °C 後加 50 

ppm nystatin。 
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