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中文摘要 

 

本論文首先介紹 PCR-變性梯度膠電泳(polymerase chain reaction-denaturing 

gradient gel electrophoresis，PCR-DGGE)的原理及沿革，其次詳細描述

PCR-DGGE 在石油污染整治過程監測的運用、在毒物污染整治過程監測上

的運用、以及在其他領域進行的微生物菌相分析，最後並對其未來發展提

出一綜合性的評論。PCR-DGGE 技術最初被使用來研究 DNA 突變。由於

它是一個非常有力的工具，能夠偵測在被 PCR 放大的 DNA 片段上的微小

差異，因此經過正確的設計，對 DNA 序列上的變化偵測效果能夠達到百

分之百。DGGE 的分離原理是根據 DNA 序列的不同，使 DNA 樣品在變性

膠體中產生不同程度的變性，而影響其在變性梯度膠體中的移動速度，而

加以分離。PCR-DGGE 技術能有效偵測環境中微生物種類的分佈，包括還

不能被培養的微生物菌種，因此已成為研究微生物菌相結構上應用最廣的

分子技術之一。微生物學家們能利用此技術更深入了解環境中的微生物生

態分佈，以及污染整治過程中微生物菌相的變化，如石油污染及其他毒物

污染的整治等。此外，PCR-DGGE 也能應用在食品工業、農業及生物腸道

等等的微生物生態研究上。當我們對於菌相分佈及優勢菌種有非常深度的

瞭解後，便能對特定菌種進行分離、純化與培養，並且能夠充分利用這些

菌種。關於 PCR-DGGE 技術未來的發展，主要可分為三個方向，分別是前

置作業的改善、DGGE 相關工具的研發以及與不同技術的整合運用。改善
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前置作業能使 DGGE 對菌相的分析更加完善及準確，並且能增加 DGGE 對

DNA 的敏感度及幫助其膠體的正常化等等。研發 DGGE 相關工具可以提

升其監測菌相的能力，並且能幫助我們更了解 DGGE 電泳圖所代表的意

義。而透過 DGGE 與不同技術的整合運用，能夠使我們對微生物菌相的分

佈、變動及功能等等有更深層的了解。 
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Abstract 

 

This thesis introduced the principle and the evolution of polymerase chain 

reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE), described its 

usage in monitoring the remediation process for oil and other chemical 

pollution as well as analyzing the nature microbial community, and finally 

made a comprehensive comment to its future development.  PCR- DGGE was 

initially developed to study DNA mutations because it is a powerful tool to 

detect DNA base mutations in a PCR-amplified DNA fragment.  Its accuracy 

can be as high as 100%.  The principal of DGGE is based on the differences in 

DNA sequence that affect the melting points of each amplicons, and caused a 

decrease in the electrophoretic mobility of a partially melted DNA molecule in 

a polyacrylamide gel containing a linearly increasing gradient of DNA 

denaturants.  PCR-DGGE can effectively detect the community structure of 

microorganisms in the environments, including the unculturable 

microorganisms.  Nowadays, it has become one of the most frequently applied 

techniques to study the community structure of microorganisms.   

Microbiologists can use this technique to understand the microbial ecology, the 

shift of the microbial community structure during a bioremediation process, 

such as the oil pollution and other toxic chemical pollution.  In addition, 

PCR-DGGE can also be used for the fermentation studies in food industry and 

agricultural industries.  We can even identify unculturable microorganism by 

analyzing the DNA fragment sequences.  This can help us to design a suitable 

medium to culture and isolate these ‘unculturable organisms’.  There are three 

directions for the further development of PCR-DGGE technique: 1. 

Improvement of material preparation processes; 2. development of new 
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DGGE-related tools; and 3. combination of other technology with DGGE.  

The improvement of preparation processes can make DGGE more accuracy to 

analyze the community structure of microorganisms, improve the sensitivity of 

DGGE fingerprint detection, and help the DGGE normalization.  The 

development of DGGE-related tools can overcome the limitations imposed on 

DGGE by co-migration and help us to have a better understanding of the 

meanings for a DGGE pattern.  The combination of other technology with 

DGGE can help us to have a clear understanding of the microbial ecology, the 

shift of the microbial community structure, and the function of microorganisms. 
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第一章 DGGE的原理與沿革 

 

1. DGGE的原理 

 

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis，變性梯度膠電泳) 的電泳膠是利用 

urea 及 formamide 兩種變性物質，製成濃度由低至高的變性梯度膠體，可進行生

物分子的分離。DNA分子因為鹼基對序列的不同，而有不同的Tm值。DNA序列變

性程度與其melting temperature (Tm) 有關。當DNA在膠體上進行電泳時會產生部分

變性，形成部分單股 (partial single strand)，而影響分子的形狀。由於Tm的不同，所

以DNA變性程度有所不同（圖一、二），因而影響其在膠體的移動速度，尚未變性

的雙股DNA片段移動速度較快，部分變性的DNA片段移動速度較慢，因此利用此原

理便可將不同序列的DNA分子予以分離。 

 

 
圖一：DNA分子的Tm值受到不同序列的影響 

（取材自：cwx.prenhall.com/.../ media_portfolio/19.html） 
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圖二：不同Tm值的DNA分子在變性電泳膠體中的變性程度也不同 

（取材自：molbiol.edu.ru/ review/04_03b.html） 

 

電泳膠的變性梯度為連續性的，比如說可以從30%的變性梯度到70%的變性梯度，

也可以從40%的變性梯度到60%的變性梯度，可以視樣品情況作調整。為了幫助膠

體凝固，膠體內添加0.09%(v/v)的 ammonium persulfate (APS) 及 N , N , N ' , N ' - 

tetramethyl - ethylenediamine (TEMED)，在凝固前約有5-7分鐘可供操作。當變性梯

度凝膠製備完成後，加入經過定量及固定體積的純化後DNA樣品，即可進行變性梯

度膠電泳。電泳方法可分為兩種：(1)電泳方向與變性梯度垂直。(2)電泳方向與變性

梯度平行（圖三）。兩者皆可用於突變的鑑定，前者使用的膠體變性範圍較大，如

0-100%、20-70%，可以詳細觀察野生株 (wild type) 與突變株 (mutant type) 的細微

差異，而後者使用的膠體變性範圍較小，以便讓野生株與突變株分離得較為完全。

至於偵測微生物菌相使用的電泳方法為電泳方向與變性梯度平行，因為微生物菌相

包含許多菌種，唯有如此才能清楚呈現其菌相，並且容易觀察菌相的變化。 

 
圖三：兩種不同的變性電泳方式（取材自：molbiol.edu.ru/ review/04_03b.html） 

A為電泳方向與變性梯度垂直。B為電泳方向與變性梯度平行。 
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2. DGGE的沿革 

 

DGGE最初使用時是用在醫學上，主要是來鑑定基因的突變，對於研究因突變所造

成的疾病有很大的幫助(Fischer SG and Lerman LS, 1979)。後來，DGGE才用在微生物菌

相的觀察，其效果遠勝過需要使用培養基的技術(Rollins et al., 1986)。此外，DGGE也

可以用來鑑定及分類特定細胞並對基因的多形性進行研究。 

 

2.1-鑑定基因的突變 

 

DGGE電泳方法的準確度及敏感性 (sensitive) 是非常高的，其準確度可以高達95﹪

～99﹪。就500個核苷酸序列而言，即使只有單一鹼基對 (base pair) 的組成不同也

能夠加以鑑別。DGGE電泳方法對於鑑別突變株的能力遠比直接定序法來的高且敏

銳(Barbara et al., 1999)，是鑑定DNA突變的有力工具。 

 

因為DGGE是鑑別突變的有力工具，所以DGGE經常使用在醫學相關的研究上，以

周邊血液幹細胞(Peripheral blood progenitor cell，PBPC) 移植的研究(Dang et al., 

2002.)為例，加以說明。一些研究報告指出異體PBPC移植比骨髓移植效果更為迅

速，有幾種可能原因，其一是因為注入了大量幹細胞，另外根據愈來愈多的證據顯

示，PBPC和骨髓移植的幹細胞間有生物因素上的差異。幾個研究顯示PBPC不是屬

於非循環(non-cycling)就是細胞循環中的G1相，相反的，骨髓中的骨幹細胞有很高

比例是在DNA合成相中。雖然PBPC不是正在合成的DNA，但這些細胞在植入後可

以快速地再進入細胞循環中，已有證據指出，非循環的幹細胞有較佳的植入能力。

因此，PBPC的移植頻繁地使用在惡性腫瘤的治療上，但是殘餘的腫瘤細胞也許會導

致疾病的復發，因此便可以使用DGGE來偵測這些殘餘的突變細胞。研究人員使用

p53 基因和乳癌作為模型，將單一基因的突變當做是腫瘤的具體記號，以便查出存

在於PBPC的殘餘病變細胞。一項研究報告中指出，從五十一名PBPC病人取出腫瘤

組織所進行的測試，其中三十八名患者具有突變造成的病變或是有腫瘤轉移的高風

險，另外十三名是屬於高風險階段II/III的病患。於是研究人員針對腫瘤DNA進行篩
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選，使用DGGE選出p53在exons 5 到9的突變，並且接著進行定序，以確認突變基因

的存在。研究人員根據序列提供的資訊，為各個突變設計對偶基因專一性引子(allele 

specific primers)，使用amplification refractory mutation system (ARMS) 從PBPC中篩

選DNA，以便鑑定出殘餘的病變細胞。ARMS是一種利用PCR反應來偵測突變的技

術，基本上，這項技術能夠使用引子來放大突變基因，但不會放大野生株(wild type)

的DNA 序列；或只是放大 wild type 的 DNA，但不會放大突變基因。根據DGGE

的研究結果，發現十二個不同的突變，其中兩個因為與 wild type 的 DNA有共同遷

移（co-migrated）的現象所以不能被定序，剩下的都屬於點突變，而使用ARMS系

統只能發現十二個病變樣品中的八個，以及五個病患當中的三個。顯示ARMS對病

變的偵測效果並不完善。根據這些結果，我們知道使用DGGE系統對於殘餘病變細

胞的偵察相對地較為靈敏，優於ARMS。 

 

同樣是因為鑑定突變的能力，DGGE也應用在結核病患者因 pncA 基因突變對 PZA 

(pyrazinamide)產生抗藥性的研究上(McCammon et al., 2005)。經由對181個結核病病患所

進行的研究，研究人員發現 pncA 的某一區域具有大量的GC鹼基對，其Tm值接近

90°C，接著研究人員使用DGGE觀察這個區域的突變情形。根據研究結果，DGGE

在83個具有PZA抗藥性的病患中，偵測出82個具有pncA的突變。相反地，98個可以

用PZA治療的病患，只有1個發現DNA突變。研究人員針對41個病患的pncA基因加

以定序，並且在32個具有PZA抗藥性的病患中，檢測出32個DNA突變，包括11個新

型的突變。然而經由DGGE的檢測，發現其中的9個病患對PZA的反應結果與藥物感

受性的測試結果不同，經由DNA定序證實藥物感受性的測試結果是錯誤的，DGGE

的測試結果才是正確的。根據這些結果，我們知道DGGE能準確測試出結核病患是

否會對PZA產生抗藥性。 

 

由於DGGE鑑定突變的能力十分優異，所以對於醫學研究是個十分有力的工具。除

了上述研究，還有許多研究都使用DGGE來進行鑑定突變，所獲得的結果不但快速

而且正確，並且能夠進一步加以定序，幫助我們了解其運作的機制。 
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2.2-鑑定特定細胞及研究基因的多形性 

在醫學研究上，DGGE除了能鑑定DNA突變外，還能偵測αβ-T-cell 的同源叢生性

(clonality) 並且描述其特性（Thor et al.,1998.），以及來研究人類的L-ficolin (FCN)的多

形性 (Herpers et al., 2006.)。L-ficolin 屬於血清凝集素 (lectin)，能夠活化補體的凝集素

路徑。 

 

在免疫系統中，每個T細胞的細胞膜上都會表現屬於自己的 T 細胞感受器 (T-cell 

receptor，TCR)，透過TCR來偵測身體內體細胞之細胞膜上所帶有的訊息。TCR具有

α chian 及 βchian，α chian 可分為V、J及C區，βchian可分為V、J、C及D區。

T-cell大致上可分為兩類，一種是 clonally expanded T cells，一種則是 polyclonal T 

cell，兩者的同源叢生性的特性並不相同，同源叢生性是指由同一種細胞增生成一叢

特別的細胞。clonally expanded T cells 是由同一種細胞增生而成，polyclonal T cell

是由數種類似的細胞增生而成，這數種細胞不同的地方在於 T 細胞感受器的 V/J 

和 V/D 基因片段的接合處。當使用DGGE來分析 clonally expanded T cells時，因為

其接合處沒有差異，所以只會由他們的裂解(melting)特性來決定在膠體停留的位

置，因而會停留在相同的位置，其電泳圖只會顯現單一條帶。相反的，polyclonal 

populations伴隨著接合處有高度差異，不同的DNA分子會停留在不同的膠體位置，

所以此種T-cell的電泳圖會呈現抹片(smear)痕跡，其電泳圖會顯現數條條帶。對於每

個TCR beta易變基因(β-variable gene，BV)( 1-24 家族)，使用轉殖放大的大多數基

因複本會在DGGE膠體上形成單一條帶(圖四)，但是polyclonal T-cell populations則會

在膠體形成抹片痕跡。這項發現有助於我們對 T細胞進行各種病理性和生理性的測

試，並且有助於監測診斷時和治療時的T細胞反應。 

 
圖四：TCR beta易變基因（1-24 家族）的DGGE電泳圖（取材自：Thor et al.,1998.） 
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DGGE也能用來研究人類L-ficolin (FCN)的單一核苷酸多形性( single nucleotide 

polymorphisms，SNPs)。。。。單一核苷酸多型性是研究各種遺傳疾病的重要基礎。人類

的L-ficolin (FCN)屬於血清凝集素 (lectin)，包含似膠原蛋白區域和似纖維蛋白區

域，L-ficolin的功能是活化補體的凝集素路徑。參與先天免疫的 L-ficolin 其結構和

功能相似於mannose-binding lectin (MBL)，已知MBL2的結構多形性會使MBL的功能

產生缺陷，但是對於FCN2基因多形性的了解卻很少。研究人員使用DGGE分析188 

個荷蘭白種人的FCN2多形性，全部基因顯示了10種單一核苷酸多形性。值得注意的

是，研究人員經由定序發現兩個單一核苷酸多形性發生在exon 8的恆定密碼上，這

兩個密碼所代表的胺基酸位在似纖維蛋白區域的內部，這些纖維蛋白區域代表

L-ficolin的結合能力，並且這些纖維蛋白區域高度保存在許多物種的某些蛋白質

上。這些最近發現的多形性能夠修改蛋白質的親合力，並且可能會改變L-ficolin辨

認侵略微生物的能力。 

 

2.3-微生物菌相的觀察研究 

 

到目前為止超過90﹪的細菌無法被培養和分離出來，而這些細菌多是需要特別的生

長環境，但這是現有培養方法所無法提供的，所以需要分子生物學的協助。除此之

外，許多菌種因為有著複雜的共生關係，更是不能用傳統方式培養。除了無法培養

的原因外，還有些微生物因為是附著在沉澱微粒上，所以不能用顯微鏡加以觀察。

現今的分子生物技術提供了新的方法，可以對微生物的菌相結構進行分析。尤其值

得注意的是，在分生技術中，16S rRNA序列的差異性被用來推斷微生物的種系關

係，這是因為16S rRNA在細菌分類及鑑定上具有獨特性，是生物演化的「分子時鐘」

(Woese, 1987)，所以我們可以根據16SrDNA序列設計探針（probe），來偵測自然環境

中的微生物。 

 

DGGE是一種分子生物技術，可以分離經 polymerase chain reaction（PCR）放大的個別

物種的16S rDNA片段，顯示複雜微生物菌相的DNA圖譜，圖譜上的條帶代表許多個

別菌種的基因片段，且由各條帶的粗細可判斷菌種含量之多寡，因此DGGE能夠作
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為評估微生物的菌相組成的方法。此外，即使微生物菌量佔所有檢測菌量總數的百

分之一，DGGE依然可以偵測出此種微生物((Muyzer et al., 1993)，而且進行過DGGE電

泳後，可以切下膠體上的16S rDNA 片段進行定序，然後可以跟基因資料庫進行比

對，鑑定出可能的菌種，因而能進一步了解菌種的特性，例如是屬於革蘭氏陰性或

是陽性、好氧或是厭氧等，有助於設計培養條件，加以分離。 

 

在進行 DGGE之前，需先進行 PCR反應，這是為了增加目標 DNA的含量。一開始

將這項技術用來研究微生物菌相所使用的 PCR引子（primer），是針對 16S rDNA 的

V3 區域((Muyzer et al., 1993)。在 PCR反應中使用不同的引子，會影響 DGGE所呈現

的菌相，這是因為不同的 PCR 引子放大不同的 DNA片段，所以我們可以針對不同

的需要，使用不同的引子，以便達到最佳的效果。不同的引子會放大不同區域的 16S 

rDNA，用來鑑定不同的菌種，例如：放大 16S rDNA 的 V6 至 V8 區域來鑑定土壤

的細菌與古細菌( Snaider et al., 1999；Chang et al., 2000 )，或利用 V2 與 V3 區域來鑑定乳

酸菌 ( Satokari et al., 2001；Danilo et al., 2001 )。這些結果是根據前人實驗所得的經驗，可

能是因為不同的變異區域對不同細菌有不同的效果。 

 

圖五是16S rRNA的圖譜，不同顏色表示不同意義： 完全保留的位置以棕色表示，

高度被保留的位置以紅色表示，易變異的位置以黑色表示，高度易變異的位置以藍

色表示，在大腸桿菌中存在但不存在於其他75% 的細菌序列以綠色表示。有些引子

是針對特定物種，有些則是針對大部分的物種，後者稱為普遍性引子。普遍性引子

會與保留位置結合，前後兩個引子夾住變異的序列，顯示出大部分的菌種。根據16S 

rRNA的圖譜，10%的16S rRNA 基因的完全被保留，然而多數這些被保留的區域不

是在彼此附近而形成連續的，因此增加了普遍性引子設計的難度。最長的完全被保

存區域是位在第788鹼基和第798鹼基之間， 但多數區域完全被保存的序列少於四個

鹼基(Baker et al., 2003.)。因此，我們無法設計單一引子來顯示所有細菌，更別說要將

所有原核生物的16S rRNA 加以定序。普遍性引子的設計是其與序列的互補性

(complementarity)與其它引子特性的妥協，其他引子特性包含了引子間的互補性，黏

合的溫度(annealing temperature)和 G/C的比率。普遍性引子的設計常常為了顯示大
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部分的菌種，經常犧牲了理想的黏合溫度和避免引子間的互補。在表一中，引子的

特異性(specificity)依據引子對模板的模版的互補性加以判斷。實際上，在從培養基

取得細菌的放大作用情況下，普遍性引子對序列有70%的相似度是成功黏合和放大

作用的主要因素。但是普遍性引子粗劣的互補性，特別是在V3區域尾端，將會使得

特殊環境樣品的物種的基因型的代表性不足。包括多個在退化(degenerate)位置的核

苷酸的引子具有"普遍特異性"，但這樣的引子有報告指出可能導致非目標基因的放

大。另外，具有肌核苷(inosine)的細菌引子對於不同環境的偵查是有幫助的，肌核

苷是腺苷(Adenosine)之退化產物，研究指出，包含肌核苷的引子有更寬廣的特異性，

但過份使用可能導致非目標基因的放大(Baker et al.,2003.)。  
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圖五：16S rRNA的圖譜(取材自：Baker et al.,2003.) 
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圖五：16S rRNA的圖譜(續) (取材自：Baker et al.,2003.) 

完全被保存的位置以棕色表示，高度被保存的位置以紅色表示，易變異的位置以黑

色表示，高度易變異的位置以藍色表示，在大腸桿菌中存在但不存在於其他75% 的

細菌序列以綠色表示。綠色底線表變異區，黑色底線及框框表引子及其黏合區域。 

 

 
表一：針對細菌設計的引子(取材自：Baker et al.,2003.) 

(B)表細菌，Bacteria。(A)表古生菌，Archaea。(E)表真菌，Eukarya。－，表沒有

任何序列符合。+，25個以下序列符合。++，25到100個序列符合。+++，100個

以上序列符合。. 
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原核的核糖體RNA(ribosomal RNA, rRNA)有三種：5S rRNA、 16S rRNA、23S rRNA。 真

核的 rRNA 有四種：5S rRNA、5.8S rRNA、18S rRNA、28S rRNA。除了針對16S rDNA 

設計引子外，PCR-DGGE還可以針對其他 rDNA 設計引子，舉例來說，像是對真菌所進

行的研究就必須針對18S rDNA設計引子，並且針對不同18S rDNA的區域所設計的引子有

不同的效果。雖然我們知道真菌在生態系的重要性，但是對於他們的生態、遺傳和演化

卻了解不多，部分原因是來自於偵測和鑑定物種的困難度。透過DGGE的幫助，我們能

夠對真菌做進一步的了解。在真菌研究領域中，我們根據Gigaspora 的18S rDNA 的變異

情形，將Gigaspora加以分類。經由PCR-DGGE分離48株Gigaspora的結果顯示，18S rDNA 

的V3-V4 區不能分辨所有的Gigaspora。相反的，18S rDNA的V9 區能分辨所有的

Gigaspora(Francisco et al., 2004.)，所以我們知道要針對V9 區設計引子，才能使DGGE能夠監

測到完整的真菌菌相。 

 

3. 實施DGGE電泳的條件 

 

和別的分子方法相比，DGGE沒有統一的規範，並且不同實驗室的分析步驟差異極大。

一般而言，進行分析的PCR產物的序列長度是在200 base pairs (bp)和600 bp之間。膠體的 

acrylamide 的濃度範圍為 6% 至 12% (Haynes et al., 2003.).，常用的濃度為 6% 和 8%，多

數跑膠的溫度為60℃，變性梯度最低為20%，最高則為70%以上。(100%的變性梯度的定

義是40%(v/v) formamide和 7M 尿素)。值得注意的是，所選擇的電泳電壓與電泳時間的

乘積 (V h)並不相同，範圍從455 V h 到2100 V h。 

 

根據研究結果顯示，在恆定的V h下，更短的電泳時間也許能降低結果的不穩定性，使得

條帶分離的更加完全(圖五)( Sigler et al.,2004)。我們知道膠體間可以比較的前提是：所有膠

體必須使用相同的電壓及時間，研究結果說明了雖然電泳的 Vh 是一樣的，但是改變電

泳時間可能對條帶分析產生很大的影響。研究也顯示，增加電泳時間所得的結果並不良
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好，可能會使變性梯度膠體產生不穩定。DGGE 電泳時間需減少到能夠提供最佳的解析

度，並且解析度的優劣會影響後來根據條帶所進行的分析，所以電泳時間縮短至適當程

度可以得到更精準的菌相分析。 

 

 

圖六：在相同的 V h 下，不同電泳時間的比較(取材自：Sigler et al.,2004)  

(A) 200 bp 的 PCR 產物(B) 440 bp 的 PCR 產物(C) 600 bp 的 PCR 產物 
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第二章 DGGE 在環境微生物菌相分析的應用方法 

 

使用DGGE分析環境微生物菌相的步驟如下： 

1.微生物DNA的萃取 2.DNA萃取物的純化 3.PCR反應 4.Gel elution 5.DGGE 

6.螢光染色 7.Fingerprinting pattern 統計分析 8.DNA定序 9.繪製親緣演化樹 

以下將分別詳述。 

 

1.土壤微生物genomic DNA的萃取 

DNA的萃取方法有許多種。玻璃珠撞擊法與冷解凍法（Freeze-Thaw）屬於物理萃取方法，

酵素法與Phenol-Chloroform法則屬於化學方法。 

 

玻璃珠撞擊法主要是利用玻璃珠撞擊破壞微生物細胞來萃取DNA。雖然較為節省時間，

但也較為劇烈，有可能導致DNA的斷裂，所以需對撞擊時間及速度加以控制，根據DGGE

圖譜顯示此種方法所得的菌相最為豐富。冷解凍法主要利用約245℃的溫度差異來打破土

壤中的微生物細胞，以萃取細胞，可是只對環境中某些微生物有較佳的萃取效果，對多

數微生物的萃取效果不佳，但使用冷解凍法能打破gram-positive 的細菌細胞。且根據前

人的研究結果，只使用玻璃珠撞擊法的萃取效果優於只使用冷解凍方法，但是兩者合用

的萃取效果更好（Miller D. N.et al.1999.)。酵素法利用酵素水解微生物細胞來萃取DNA，與

玻璃珠撞擊法和冷解凍法比較，酵素法可以萃取出高濃度及高純度的DNA，是最有效的

萃取法。但是，根據DGGE圖譜顯示，其菌相並沒有比玻璃珠撞擊法來得豐富（林靜宜，

2003）。 

 

本實驗室為了達到最佳的DNA萃取效果，所使用的萃取方法結合了玻璃珠撞擊(Bürgmann 

et al., 2001)、冷解凍法 (Tsai1 et al.,1991; Gich et al., 2001)、酵素法 (Bano et al., 2002)，並且以

Phenol-Chloroform法進行 DNA 的萃取與分離(Watanabe et al., 2000)。 
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微生物genomic DNA的萃取過程如下： 

（1）玻璃珠撞擊法： 

取1.0g土壤及0.5g半徑為0.1mm的玻璃珠，置入2 ml的eppendorf，加入0.8 ml DNA 

extraction buffer後，置於Bead Beater上，以最低速震盪50秒，使玻璃珠能充分打破細胞。 

（2）酵素法（上）： 

加入100µl lysozyme(100mg/ml)，於37 ℃水浴槽，反應1小時，目的在以酵素水解破壞細

胞壁。加入100µl 20％ SDS和80µl proteinase K(20 mg/ml)，於37 ℃反應2小時，其間需不

定時搖晃。目的在破壞細胞膜，使細胞內涵物釋放。 

（3）冷解凍法： 

將eppendorf以液態氮（-180℃）及65℃水浴槽進行Freeze-Thaw，重複冷凍、解凍三次。 

（4）酵素法（下）： 

將eppendorf以10000 rpm 離心1分鐘，收取上清液。加入200µl NaCl-CTAB，置於65℃水

浴槽反應20分鐘，目的在使多醣類與殘留蛋白質沈澱。 

（5）Phenol-Chloroform法： 

加入等體積約800µl 的phenol-chloroform-IAA(25:24:1)，輕微搖晃後，以14000 rpm 離心5

分鐘，收取上清液，目的在去除蛋白質和多醣類。於上清液內，加入等體積的

chloroform-IAA(24:1)，輕微搖晃，以14000 rpm 離心5分鐘，收取上清液，目的在去除

phenol。於上清液內，加入2倍體積的isopropanol，置於-20℃使DNA沈澱，反應時間以過

夜為佳。取出eppendorf 以14000 rpm 離心5分鐘，收取沈澱物。加入400µl 70％凍乙醇清

洗DNA沈澱物，以14000 rpm 離心3分鐘，目的在去除鹽類。棄上清液，將DNA沈澱物用

冷凍乾燥機乾燥。加入20µl Elution Buffer溶解DNA沈澱物，置於-20℃保存。 

 

2. DNA 萃取物的純化 

DNA萃取物(DNA extracts)的純化，主要是因為如果其中所含的蛋白質、腐質酸、富啡酸、

金屬離子及其他干擾物含量太高時，會妨礙聚合酶連鎖反應的進行。使用Wizard DNA 
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Clean-Up system (Promega cat#A7280)來純化DNA，清除其中的蛋白質、腐質酸、富啡酸、

金屬離子及其他干擾物(Duineveld et al., 2001)。 

 

使用步驟如下： 

先將Wizard DNA Clean-up resin 放置在37℃水浴槽加熱10分鐘，取1 ml Wizard DNA 

Clean-up resin 置入1.5 ml microcentrifuge tube 中，加入 DNA 萃取液(50~500ul) 混和均

勻，將resin與DNA混和液取出置入 Syringe Barrel 注射針筒，使用針筒活塞將 resin 與 

DNA 混和液慢慢地打過minicolumn 的膜上，使 DNA 和其他大分子物質殘留在 

minicolumn 的膜上，再來將 2 ml 80％ isoproranol 溶液加入Syringe Barrel 注射筒，利

用相同方法將 isoproranol 溶液慢慢打過 minicolumn，最後將minicolumn 以 10,000 

rpm 離心 2 分鐘，去除殘留在膜上的 resin 及isoproranol，取出 minicolumn 置

於另一個新的1.5 ml 微離心管，加入 30 ul 80℃ TE Buffer 於 minicolumn 中，以 

10,000 rpm 離心 1 分鐘溶解出膜上的 DNA，將純化的 DNA 置於-20℃保存。 

 

3. PCR for DGGE 

 

實驗所用的PCR反應器是PCR Express Thermal CyclerThermoHybaid，UK。PCR反應所添

加的各種試劑用量採行Takara（日本）的標準，在100 µl 的PCR反應試劑體積中，包含

12 µl的Template DNA、10 µl的 10xPCR buffer (包含100 mM Tris-HCl，500 mM KCl，15 

mM MgCl2，pH =8.3 )、各1 µM的1 µl forward-primer 及 reverse-primer、8ul dNTP mixture 

(2.5 mM each deoxynucleoside triphosphates)，使用ddH2O將體積定量至100 µl。 

實驗所使用的引子（primer）是針對細菌的16S rDNA中的變異區段序列所設計的V3 region

的引子：341fgc、534r與V6-V8 region的 primer：968fgc、1392r。341fgc為欲放大的16SrDNA

片段的 forward 端引子並且外加40 bp的 GC clamp，534r 為 Reverse 端的引子。968fgc

為欲放大的16SrDNA片段的 forward 端引子並且外加40 bp的 GC clamp，1392r 為 

Reverse 端的引子。這兩組primer是依據Escherichia coli numbering system的V3 region 
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(Muyzer et al., 1993)及V6-V8 region (Chang et al., 2000)所設計的。E. coli的V3變異區是細菌分類

研究中較為深入的16S rDNA區域，這些片段在同一物種內具有高度保留性，在不同物種

間則具有足以區別物種差異的遺傳訊息，V3 region的primer稱為universal primer。由於V3

變異區可能無法分離出所有的菌種，所以需要另一組universal primer來補強菌相的完整

性，因此選擇了 V6-V8 region的primer（謝昶毅，2004）。此外，有研究指出V6-V8 region適

合用來偵測土壤微生物(Chang et al., 2000)。 

 

我們會在進行實驗所用的primer的forward 端外加 40 bp的 GC clamp(Sheffield et al., 

1989.)，增加可供區別的裂解區域(melting domain)(圖七A)，或是簡化裂解曲線(melting 

profile)為一個裂解區域(圖七B)，因而提高DNA在DGGE時分離的效果。 

 

 

圖七：有無外加外加 40 bp的 GC clamp的差別 

當溫度在線條之下，該段DNA不會裂解。當溫度在線條之上，該段DNA則會裂解。實線皆為

沒添加GC clamp，虛線皆為添加GC clamp。 

(A) 為老鼠的βmajor
 globin promoter region.。原DNA序列只能分辨位在Domain1的序列變異，不

能分辨位在Domain2的序列變異。因為到達該溫度(在DGGE中為變性濃度)，DNA序列即裂解

為單股。外加外加 40 bp的 GC clamp的DNA序列則可分辨位在Domain2的序列變異。(B)為人

類的β-globin gene region。外加 40 bp的 GC clamp使DNA序列成為一簡單的單一Domain，增

加DGGE的敏感度。 
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V3 region primer的反應溫度條件如下： 

先升溫至95℃維持5分鐘，將雙股DNA模版變性為單股。接著進行35個循環的升降溫反

應，95℃反應1分鐘使DNA變性，55℃反應1分鐘使引子黏合目標DNA，72℃反應2分鐘

延長DNA片段的長度。最後72℃反應5分鐘修補DNA片段的長度，使所有DNA片段的長

度為一致。 

 

V6-V8 region primer的溫度條件如下： 

先升溫至95℃維持3分鐘，將雙股DNA模版變性為單股。接著進行30個循環的升降溫反

應，95℃反應45秒使DNA變性，54℃反應45秒使引子黏合目標DNA，72℃反應1分鐘延

長DNA片段的長度。最後72℃反應10分鐘修補DNA片段的長度，使所有DNA片段的長度

為一致。 

 

如果PCR反應並沒有成功放大DNA片段的含量，可能是因為經過純化的DNA萃取物仍殘

留少許的干擾物質，可以在PCR反應試劑中加入bovine serum albumin (BSA)，BSA可以降

低腐質酸(humic acid)和富啡酸(hulvic acid)等干擾物對PCR反應的干擾(Sieveert et al., 

1999)，增加PCR反應中Taq polymerase酵素合成DNA的效率。此外，如果PCR反應中，產

物的數量與專一性未達到期望的目標，可以增加Taq polymerase 的含量，或是改變DNA 

template、PCR buffer與primer的用量比例，或是改變annealing的溫度條件等方式來加以改

善。 

 

V3 region primer 

Forward --- 341fgc序列：5’-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG 

GCG GGG GCA CGG GGG G 

CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ 

（with GC clamp） 

Reverse ---534r序列：5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’ 
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V6-V8 region primer 

Forward --- 968fgc序列：5’-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG 

GCG GGG GCA CGG GGG G 

AACGCGAAGAACCTTAC-3’ 

（with GC clamp） 

Reverse ---1392r序列：5’-ACG GGC GGT GTG TAC-3’ 

 

4. Gel elution 

 

此步驟目的是純化PCR產物，去除不完整的片段與反應為完全所殘留的enzyme、primer、

dNTP 反應試劑等，進而減少DGGE電泳膠片上背景顏色的干擾，增加電泳膠片上條帶的

解析度。 

 

步驟如下： 

將PCR產物與loading dye混合後，注入瓊脂膠體的凹槽中，進行電泳，切下含有所需DNA

片段的膠體，依照�QlAquick Spin Handbook—QlAquick Gel Extraction Kit的指示進行純

化。切取約500 mg的膠體置入1.5 ml的微離心管後，加入500 ul的QG buffer置於

Heatingblock上加熱，50℃加熱10分鐘，直到膠體完全溶解於QG buffer裡。將QlAquick Spin 

column放置在2 ml的收集管裡，將溶解的QG buffer逐次倒入QlAquick Spin column中，以

14,000 rpm離心1分鐘。倒掉管內的溶液後裝回，添加500 µl QGbuffer，以14,000 rpm離心

1分鐘。再用750 µl的wash buffer以14,000 rpm離心1分鐘清洗DNA片段，最後以14,000 rpm

離心1分鐘去除殘留液體。將QlAquick Spin column置於乾淨的1.5 ml微離心管，加入50 µl

的Elution buffer，以14,000 rpm離心1分鐘，就可得到純化後的16S rDNA片段。 
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5. DGGE 

 

DGGE是採用Bio-Rad公司生產的「The DcodeTM Universal Mutation Detection System」系

統進行。變性梯度的條件為10%的polyacrylamide凝膠(base pair separation：300-1000 bp)，

變性梯度為30%到70% (urea/formamide)。實驗所製備膠片的設備來自Bio-Rad公司的

「Model 475 Gradient Delivery System」。變性梯度凝膠製備完成後，加入經過定量及固

定體積的純化後PCR產物，進行變性梯度膠電泳。 

 

5.1 製膠 

 

配製30%與70%的Denaturing solution，各為16ml。30%的Denaturing solution配製比例

為3200µl 40%Acrylamide/Bis， 320 µl 50xTAE buffer，1920 µl Formamide 

(deionized)，2.016g Urea，最後加入ddH2O 定量至16ml。70%的Denaturing solution

配製比例為3200µl 40%Acrylamide/Bis，320 µl 50xTAE buffer，4480 µl Formamide 

(deionized)，4.704g Urea，最後加入ddH2O 定量至16ml。 

 

配製好的30%與70%的Denaturing solution分別加入160µl Ammonium persulfate，6.4µl 

TEMED，再分別置於Model 745 Gradient Delivery System 的注射筒內，使用Model 

745 Gradient Delivery System將30%與70%的Denaturing solution注入16 x16 cm尺寸

玻璃組成的製膠台，靜置一小時，形成厚度為1mm的變性梯度膠體。 

 

5.2 電泳 

 

開啟電泳槽的加熱系統，使電泳槽中的running buffer (1xTAE buffer)預熱到60℃，

這是為了使DNA在電泳進行過程中達到穩定溫度的梯度變性效應，再來將液體循

環系統(perist)啟動，將變性梯度膠組放入電泳槽中，注入DNA與loading dye的混和
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物，本實驗將DNA定量至2,500 ng。所使用的電泳條件為電壓70 volt，溫度60℃，

進行電泳時間為14小時。 

 

6. 螢光染色 

在DNA染劑的靈敏度上，SYBR green I > Silver staining > Ethidium bromide。因此實驗使

用SYBR green I 進行染色 (Bano and Hollibaugh, 2002; Seghers et al., 2004 )。 

 

步驟如下：小心將變性梯度膠從電泳槽中取出，放置在平底盤上，以ddH2O清洗三次以

上，將變性膠體放入200 ml 1X TAE buffer solution 中，加入20 µl SYBR green I 

(amresco)，以150 rpm 搖晃反應1個小時。整個染色反應必須避光處理。完成染色後，使

用LAS-3000 Luminescent image analyzer (FUJIFILM)螢光偵測系統，進行螢光激發與影像

攝取，即可得到DGGE電泳圖（如圖九）。 

 

7. DGGE 的 Fingerprinting pattern 統計分析 

使用MultiGauge Ver.1.01 (FUJIFILM)影像分析軟體，對DGGE電泳圖做初步的影像處理。

使用Quantity One Version 4.5 (Bio-Rad)套裝軟體進行DGGE電泳圖上的條帶影像的定位

與統計分析。完成條帶影像的定位與數目判讀後，以DICE(Duineveld et al., 1998; Crump et al., 

2003)相似度的演算公式計算兩兩樣本間的相似度SAB，建立相似度的矩陣SDAB。 

 

DICE 相似度公式如下： : 

SAB=2NAB/(2NAB+NA+ NB) 

SAB：每兩個樣本間的相似度 

NA：只在樣本A出現的條帶數(即樣本B不出現) 

NB：只在樣本B出現的條帶數(即樣本A不出現) 

NAB：在樣本A與樣本B皆出現的條帶數 
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接著再以UPGMA (unweighted pair-group mean analysis)進行歸群分析，並且繪製成樹狀圖

(dendrogram) (Röing,et al., 2001 ) （如圖十）。 

 

8. DNA定序 

 

將位在DGGE電泳膠上，欲定序的的16SrDNA片段切下，經由polyacrylamide gel extraction

的方式回收16SrDNA(Ferris et al., 1996; Duineveld et al., 2001)，進行PCR反應，增加16SrDNA的

含量。所得的16S rDNA經由QlAquick Spin Handbook—QlAquick Gel Extraction Kit進行純

化，純化後的DNA利用核酸自動序列定序儀進行定序工作。定序完成後，利用NCBI中的

BLAST軟體(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)，將16SrDNA片段序列與GenBank資料

庫中已發表的16S rDNA序列進行比對分析。 

 

9. 繪製親緣演化樹(Phylogeny tree) 

 

生物巨分子的親緣性分析是一個經常使用的演化分類方法，此方法的主要優點是藉由計

算保守性序列的變異程度，而推衍序列之間的相對演變歷史，進一步可推衍為個體間或

物種間的族系發生史（phylogenesis）。序列親緣性分析可補強型態測量分類方法的不

足，特別是應用在某些未必具有明顯特徵可資分類的病原菌或病毒株。傳統之血清型分

類方法，無法有效鑑別病原體變異株之間的些微差異，病源鑑定與疾病控制上亦受限於

此；透過代表性基因型或分子標記的定序與後續的序列親緣性分析，我們可瞭解不同時

間與地點的採檢樣品之間的演變關係，進以掌握致病原變異與傳布的途徑。  

 

序列分析在生物資訊的研究領域中已為相當成熟的技術，而分子演化（molecular 

evolution）學者們也成功地引入這些計算理論至生物巨分子序列分析上，發展出利用序

列分析估算物種演化的理論。一個標準的親緣性分析包括一連串的操作階段：(1) 多序列
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排比（multiple sequence alignment, MSA），(2) 親緣關係推衍（inferring on phylogenetic 

relationship） (3) 樹形繪製（tree building）(圖八)。每個步驟都可由個別的程式完成。 

 

經由BLAST結果找出16S rDNA序列相似度極高的微生物，接著使用Clustal W分析軟體做

多序列的資料處理，Clustal W是一個能進行DNA與蛋白質多條序列比對程式， 它可以從

不同序列的比對中找出具有意義的序列，提供使用者分別以一般序列(Fasta)與比對序列

(Aligned sequences) 二種方法來進行核酸或蛋白質序列親緣關係分析，.Clustal W可從

多條序列中計算出最適當的比對方式，並且排列出來。使用Clustal W處理完序列後，再

將多處理結果用Jukes&Cantor distances 進行物種演化距離運算模式，進行演化距離的比

較，最後用PHYLIP軟體中的neighbor-joining method 進行分類，以此種生物類緣分析方

式繪製演化樹(如圖十一)。 

 

圖八：製作演化樹的流程圖（取材自：sars.nhri.org.tw/enews/enews_list_new2.php?volume_indx=119&showx 

=showarticle&article_indx=2938&enews_dt=2005-10-05） 
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圖九：污染區針對16SrDNA的V3region的DGGE電泳圖（取材自：謝昶毅，2004） 

TA-21 高污染區 T-33 低污染區 TD-02 無污染背景。相隔不遠的條帶用細針加以分離，

若仍是無法確實分離，可以重跑更短變性梯度的電泳，如50%至55%。 
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圖十：污染區DGGE電泳圖的UPGMA歸群分析結果（取材自：謝昶毅，2004） 

顯示 TD-02 與 T-33 相似度較高，並且皆與 TA-21 有較大的差異。 
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圖十一：污染場址的 TA-21 的親緣演化樹（取材自：謝昶毅，2004） 

在高度污染的 TA-21的親緣演化樹，其序列代號由 TA-21-1到 TA-21-17，可觀察到所有

序列與可以分解石油碳氫化合物污染物的菌屬 Methylobacterium, Xanthobacter, 

Xanthomonas與Pseudomonas，在演化上關係非常相近，藉TA-21親緣演化樹中所定序的序

列，作為主軸而進行分析，可以將序列與類緣微生物區分為兩個群體，以TA-21-2、

TA-21-11、TA-21-14、TA-21-15、TA-21-16為主體的一大類群，將之稱為TA21A類群。另

外其餘序列為主體的類群，將之稱為TA21B類群。 
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第三章 石油污染的介紹及整治過程中DGGE在監測上的運用 

 

石油是現今最重要的能源，但是石油的儲存、運輸及開採的意外事件皆會造成環境的污

染。在石油的儲存方面，台灣即曾發生過因油品貯存槽滲漏或地面操作不慎所產生的污

染問題，如1997年4月桃園縣蘆竹鄉的漏油事件。在石油開採及運輸方面，雖然近海石油

的開採和頻繁的海上石油運輸帶來了巨大的經濟效益，但是也對海洋環境造成極大的威

脅，海洋石油洩漏事件每年都有發生，僅從1970到1990年，發生的油輪事故就多達1000

起，每年排入海洋的石油有1000萬到1500萬噸。( http:// www.people.com.cn/BIG5 /huanbao/ 

41909/42116/3135748.html)因為石油是由碳氫化合物所組成，並且微生物可以分解利用碳氫化

合物，所以石油污染的整治經常使用生物復育，但是隨著環境組成的不同，生物復育的

效果亦會有所不同。DGGE是一套良好的監測及追蹤系統，可以觀察污染場址的微生物

菌相的變化，所以經常用來評估生物復育的效果。 

 

1. 石油污染物的介紹 

石油中的有毒物質包含了BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene, xylene) （圖十二）、

MTBE(methyl tert-butyl ether)、TMB(1,2,4-trimethylbenzene及1,3,5-trimethybenzene) （圖

十三），這些均為為油品添加劑，並且都會對人體造成嚴重的傷害。此外，石油污染物

還包括了總碳氫化合物（TPH, total petroleumhydrocarbon)。 

  

圖十二：BTEX的結構式 
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圖十三：MTBE及TMB的結構式 

1.1 關於BTEX 

BTEX在各種燃油及民生用油中占有相當的比例，當油品洩漏時，因為BTEX有較高的溶

解性及移動性，容易藉由吸附及毛細作用而長時間滯留在油管或油槽附近的淺層土壤

中。長時間洩漏時，污染物會橫向擴散及往下擴散，吸附於土壤中或進入地下水層，威

脅到地下水的品質與安全性，直接威脅人體健康。通常受到污染的區域會使用自然衰減

法，讓BTEX自然降解，或是添加菌種幫助BTEX的降解。 

 

表二：石油碳氫化合物的降解菌株（取材自：Jonathan et al., 2003） 
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表二包含了降解BTEX的菌株。已知可以分解BTEX的菌種包括 Microbacterium、

Azoarcus、Mycobacterium、Bradyrhizobium、Pseudomonas、Geobacter、Thauera、

Dechloromonas、Acinetobacter、Methylosinus、Nocardia 、Methanogens、Bacillus、

Cunninghamella、Achromobacter 等(Cavalca et al., 2004，Wiedemeier et al., 1999，Jonathan et al., 2003)。 

 

BTEX通常是地下水的主要污染源，在原處進行生物降解的處理方式，越來越被認定是處

理BTEX汙染源的方法。微生物無論在有氧或厭氧的情況都可以降解BTEX，並且這種技

術已被公認是可行的(Gallego et al., 2001.)。在污染處使用的生物降解包括自然衰減及活化的

生物降解。自然衰減沒有使用人為方法去減少汙染物的毒性，和干預其生物過程。活化

的生物降解，包括添加營養素刺激原有的微生物。這兩種處理方法的比較，有助於我們

瞭解原有微生物菌相在自然環境和人為處理下的變化。我們可以使用定點 mesocosm 系

統及DGGE分析方法，來監測蓄水層的微生物在被汙染蓄水層的菌相變化(Hendrickx et al., 

2005)。mesocosm系統包括裝滿未污染蓄水層物質的通透膜袋(membrane pocket)，通透膜

袋則放置在聚丙烯管柱(polypropylene holder)內。接著將mesocosms系統放入地下井中，

以便進行監測(圖十四)。 

 

圖十四：定點 mesocosm 系統的設置。(A). membrane pocke放入聚丙烯管柱內。(B).將

mesocosms系統放入地下井。(C).進行監測。 
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定點mesocosm 系統主要是為了監測蓄水層的細菌菌相在接觸到受BTEX汙染的地下水

所產生的反應。研究人員觀察到在汙染區域裡，細菌菌相迅速變成一個穩定的菌相，與

相鄰蓄水層的菌相相同，但不同於未汙染的區域。在汙染地點，細菌以tmoA- 和

xylM/xylE1-like BTEX分解的基因型在蓄水層生長，但在未汙染的地點只有偵測到類似

tmoA基因型的存在。在汙染區域的mesocosms 和在地下井附近的蓄水層菌相主要包括了

Proteobacteria 。在未汙染地點，則發現了Actinobacteria和Proteobacteria。研究結果顯示：

（1）細菌菌相以長期穩定的結構隨著污染源迅速地生長在污染的下遊區域。（2）新的

菌相結構在增長時期維持穩定。（3）Pseudomonas是生長族群的主要族群。（4）絕對厭

氧菌並不是優勢菌種，如硫還原菌(sulfate-reducing bacteria, SRB)。（5）BTEX catabolic 基

因型的變動反應了菌相結構的變動。 

 

1.2 關於MTBE 

與MTBE相關的地下水、表層水和飲用水的污染問題，在過去十年逐漸嚴重。MTBE被廣

泛使用作燃料添加劑，主要是為了符合1990年的空氣清潔法案的要求。美國的MTBE產

量在1994年估計了有六十二億公斤，在1995年為二十一億公斤，是生產量第二大的有機

化學製品。由於汽油的溢出，MTBE成為在地下水裡的主要汙染物之一，這樣普遍污染

的原因是由於MTBE是極性分子，是汽油中最極性的組成成分，因此非常容易溶於水中。

美國環境保護處(EPA)建議在今後幾年逐步淘汰MTBE，但是MTBE仍會在環境裡存在一

段時間。 

 

從上述的情況看來，有效的復育方法及其開發是十分重要的。如果生物復育能被開發成

有效的降解技術，會是一個能夠保證效果的方法，將可以從地下水中將MTBE移除。已

知可能降解MTBE的微生物有下列幾屬：Rubrivivax, Mesphilicum, Rhodococcus, Graphium, 

Alcaligenes, Xanthobacter, Xanothomas, Pseudomonas, Mycobacterium, Hydrogenophage, 

Methylobacterium, Austroafricanum，這些微生物能將MTBE完全代謝分解或轉換成無毒物

質(Deeb et al., 2000; Prince et al., 2000; Fiorenza et al., 2003)。 
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MTBE是普遍的地下水汙染物，一般的技術並不能有效處理。雖然已有文獻指出微生物

能降解或共代謝MTBE，但是對於微生物降解MTBE的現場研究卻不多。有文獻指出，在

污染場址取得能降解MTBE的DNA序列，與已知的菌株PM1幾乎相同(99% 同源)，菌株

PM1來自南加利福尼亞的生物濾床(biofilter)，是在被MTBE汙染的某空軍基地的蓄水層所

自然產生的。研究結果證明，原始的微生物菌相在有氧和厭氧情況下皆能降解地下水中

的MTBE(Hristova et al., 2003)。另外，有研究對降解MTBE的反應器中的菌相進行定序，發

現大多數菌種屬於 Cytophaga Flexibacter Bacterioides (C-F-B) 門(Pruden et al., 2001.)。MTBE

的降解還有許多待研究的地方，如何快速又有效的降解MTBE是未來研究的主要目標，

以便使受污染的地下水恢復原有面貌，讓我們可以安心的使用水資源。 

 

1.3 關於TMB  

.TMB是指1,2,4-trimethylbenzene及1,3,5-trimethybenzene，是油品的添加劑。在TMB的生

物降解方面，已知 Pseudomonas putida putida及類P. putida mt-2 (PaWl)，都有能力降解

1,2,4 -TMB（Bestetti G and Galli E. 1987.）。根據文獻指出在還原N2.O的情況下，從柴油燃料

汙染的蓄水層取得的微生物能在有1,3,5-TMB及1,2,4-TMB的情況下生長（Haner et al., 

1997）。1,3,5-TMB氧化成二氧化碳的反應伴隨著N2O的還原。N2O被用來避免在生長期間

以NO3
-作為電子接受者，因而造成NO2

-儲積產生毒性作用。 

 

1.4 關於TPH 

總碳氫化合物(total petroleumhydrocarbon)簡稱TPH。可以降解TPH的微生物，稱為

hydrocarbon degrading bacteria，根據前人研究，可能有下列幾屬能降解TPH：(1)分解長

碳氫鏈的菌屬：Candida, Brevibacterium, Flavobacterium, Pseudomonas(Cavalca et al., 2000; 

Cassidy et al., 2001)。(2)降解芳香族碳氫化合物：Pseudomonas, Burkholderia, Nocardiodes, 

Rhodococcus,Mycobacterium, Sphingomonas (Jonathan et al., 2003)。表二列出能降解芳香族碳

氫化合物的微生物基因型及其蛋白質功用。 
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表二：降解芳香族碳氫化合物基因及其蛋白質功用（取材自：Jonathan et al., 2003） 
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表二（續）：降解芳香族碳氫化合物基因 
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1.5 石油降解的相關因子 

石油是複雜的混合物，由碳氫化合物和其它有機化合物所形成，這些基質提供微生物成

長所需的營養，碳氫化合物則是微生物代謝的標的及產物。已知影響生物降解石油的因

子，包括有營養素、油的物理狀態、氧氣、溫度、鹽分和壓力等等。 

 

在營養素方面，氮的來源是很重要的。在開放式系統下，如湖、海洋、和荒原等，石油

污染物的生物降解受限於氮的來源，這個限制條件可能可以使用尿酸加以克服(Omry et al., 

2003.)。因為石油中包含極少量的氮，所需要的氮必須來自周圍的環境。在實驗室裡，碳

氫化合物的氧化需要氮的幫助，氮的來源來自氨鹽基或硝酸鹽離子的尿素或鹽。但是，

這些氮源具有高水溶性，所以會迅速稀釋，因而降低他們在開放式系統的效率。因此，

目前對於發生在海洋的石油汙染問題並沒有實際可用的微生物加以降解。根據研究顯

示，在仿造的開放式系統中，尿酸可附著於原油，並且尿酸對細菌成長和石油生物降解

有所幫助，尿酸或許能作為微生物在開放式系統中所使用的氮源。  

 

在油的物理狀態方面，微生物所要求的環境包含水，及一個油水兩相系統，來聯繫微生

物和碳氫化合物，但這樣的乳化狀態不容易在具有黏性的原油中產生。這個問題也許能

經由技術加以克服，對於精煉的汽油和柴油進行改造，使得這些含水碳氫化合物更容易

形成乳化狀態 (Jonathan et al., 2003.) 。 

 

2. 應用DGGE監測石油污染整治的過程 

DGGE經常使用來監測石油污染的整治過程，主要原因是這項技術快速又有效率，能夠

迅速偵測菌相的變化，並且能針對特定菌種加以定序鑑定。根據樣品的不同，可分為土

壤污染及水污染，，兩者在實驗步驟上的差異，只在於DNA萃取方法的不同。我們可利

用DICE相似度演算公式計算兩兩樣本間的相似度SAB，建立相似度的矩陣SDAB。接著再

以UPGMA (unweighted pair-group mean analysis)進行歸群分析，並且繪製成樹狀圖，判斷
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樣品之間的相似性。如果是採用同地點但不同時間的土壤或水，則可監測菌相的變化及

復育的效果，也可切下特定條帶加以定序，繪製出演化樹狀圖。 

 

以下是文獻中使用DGGE監測石油污染的實例。一個是使用DGGE監測受石油污染的海洋

環境的整治工作，一個則是使用DGGE觀察真菌對石油污染整治的影響。 

 

2.1.使用DGGE監測受石油污染的海洋環境的整治工作 

由於海洋細菌普遍能降解原油中的碳氫化合物，並且生物復育被證明能有效清除各種沿

海環境裡的殘餘油品，如發生在岩岸或沙灘等的污染。由於原油含有豐富的碳源和其它

營養素，微生物可以利用污染海岸的原油加以生長。一般處理方法是增加能降解碳氫化

合物的細菌，並且刺激細菌去降解原油。許多實驗在不同的環境下觀察石油污染整治的

過程，觀察的規模也有大小上的區別。 

 

研究人員以現場試驗階段規模(field-scale)的標準來進行實驗，研究受原油污染的海岸線

在將近一年中的生物降解情形(Wilfred et al., 2004.)。針對三個不同的區域使用以下四種處理

方式，其中包含了兩個控制組，處理方式如下：(1)每週供應液態肥料。(2)使用緩慢釋放

的肥料。(3)不添加原油及肥料。(4)添加原油但不添加肥料。使用化學方法和觀察二氧化

碳產量的變化，來監測原油污染的降解情形。在添加肥料的油品中有顯著的生物降解情

形，但化學分析並不能顯示二種使用不同肥料的差異，雖然使用緩慢釋放肥料的油品，

在實驗的第一個14天中有明顯較高的二氧化碳產量。 

 

研究人員除了使用上述方法來進行監測外，同時使用了DGGE技術來分析原油降解實驗

中的微生物菌相(圖十五)，並且計算不同樣品間的相似性，以及對相似性矩陣進行統計分

析，相似性的計算是使用條帶存在與否的數據 (Dice coefficient)，或是依據樣品所有條帶

的密度 (Pearson coefficient)，當相似性越高即表示其變化並不明顯，相反的，樣品相似

性越低即表示其變化較為明顯（表四）。這些分析顯示，不論具有原油的樣品是否添加
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肥料，樣品均有降解碳氫化合物的情形，而且他們的細菌菌相與未使用原油的對照組沒

有顯著的不同，但是這些對照組的菌相沒有隨著時間而改變，相反的，使用緩慢釋放肥

料的細菌菌相則隨著時間而有所變化。這大概是因為緩慢釋放肥料在細胞間的水中具有

高營養素濃度。研究結果顯示，細菌的16S rRNA 序列主要與 Alcanivorax borkumensis 和

Pseudomonas stutzeri 序列相關(99.7% )，他們控制了以緩慢釋放肥料處理的油品的降解初

期階段。  

 

圖十五：受石油污染的海洋環境的DGGE電泳圖(取材自：Wilfred et al., 2004.) 

電泳圖依據 Dice coefficient 或是Pearson coefficient加以分析，顯示菌相的相似程度，相

似程度越低表示其變化越大，相似程度越高表示其變化越小。(A) Lanes 1a to 1c 表示使

用液態肥料的菌相變化，由於相似程度極低，顯示其變化明顯。Lanes 2a to 2c 則沒有使

用肥料，任其自然衰減，相似程度極高，顯示其菌相變化並不明顯。m代表marker。由此

可推測液態肥料的添加有助於生物復育。(B) 對使用緩釋肥料的樣品進行比較。上面的

數字表示污染物的來源，並且顯示處理的天數。由此可推測緩釋肥料的添加有助於生物

復育。 
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表四：不同處理方式的電泳圖的相似度比較(取材自：Wilfred et al., 2004.) 

UC表示沒有添加石油，OC表示只添加石油，LF表示添加液體肥料及石油，SR表示添加

緩釋肥料及石油。依據 Dice coefficient 或是Pearson coefficient顯示其相似程度，相似程

度越低表示其變化越大，相似程度越高表示其變化越小。將菌相依相似程度分為a、b、c、

d、e、f、g、h數組。顯示未添加石油及只添加石油的菌相相似程度極高，即表示其菌相

變化極小。添加液體肥料及緩釋肥料菌相相似程度較低，即表示其菌相變化較大。 

 

2.2. 使用DGGE觀察真菌對石油污染整治的影響 

 

DGGE除了能對石油污染中的細菌菌相進行監測外，也有能針對石油污染整治過程中的

真菌菌相進行監測(Wilfred et al., 2004.)。細菌在石油污染環境中的生物復育扮演重要的角

色，然而關於真菌對石油污染所產生的反應則所知甚少。研究人員在實驗室中觀查微生

物菌相與生物復育間的關係，並且觀察現址的生物復育情形。使用針對真菌的引子觀察

真菌數量的變化(表五)，並且使用DGGE分析真菌菌相，接著使用UPGMA進行歸群分析，

然後將之繪製成樹狀圖(圖十六)。結果顯示細菌菌相在石油污染的條件下，前26天是穩定

的，相反的，在石油污染的條件下，真菌卻劇烈的減少，並且不論是否有添加營養素，

想要從油品樣品中放大真菌的16S rRNA 的基因片段是不容易的，這是因為環境中包含

有能迅速降解石油的微生物，真菌無法與之競爭，所以真菌不太可能負責降解油品。 
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表五：使用針對真菌的引子偵測真菌的多寡。 

顯示真菌在石油存在下迅速減少，少到不容易使用PCR加以放大。表中顯示FO、0%N、

1%N的成分。FO表示只添加肥料，0%N表示只添加石油，1%N表示添加石油及肥料。 

 

圖十六： 受石油污染的真菌菌相的DGGE電泳圖的歸群分析樹狀圖(取材自：Wilfred et al., 

2004.)FO表只添加肥料，0%N表只添加石油，1%N表添加石油及肥料。0d表實驗開始階段，

6d表實驗進行六天，26d表進行二十六天。.圖中只顯示剛添加石油的結果，沒有顯示添加

石油數天後的結果，主要原因是添加石油後真菌大量減少，無法使用PCR加以放大其基

因。實驗剛開始階段，只添加肥料的組別相似度高，其次是添加石油及肥料的組別，只

添加石油的組別相似度最低。實驗開始進行後，添加肥料的組別相似度仍然很高。 
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第四章 DGGE在毒物污染整治過程監測上的運用 

 

隨著人類文明不斷的進展，環境污染的問題日益增多，除了前面章節提過的石油污染，

還有除草劑的污染、掩埋場滲漏液的污染、氨的污染、氯化物的污染、重金屬的污染等

等。為了人類永續的發展，近年來環保議題越來越受到重視。在污染環境的生物復育上，

DGGE是十分有力的工具，能夠有效監測污染整治的過程，並且能夠得到優勢菌種的相

關資訊。 

 

1. 除草劑的污染 

 

除草劑會對環境造成重大影響，他們經常造成土壤和水源的污染。在農業領域上，所使

用的 phenyl-urea 類型的除草劑為 isoproturon (IPU)，此除草劑的化學式為 

[3-(4-isopropylphenyl)-1,1-dimethylurea]，它的自然降解速度非常緩慢，顯示這種化合物會

在土壤中殘留極長的時間，並且會影響除草劑所涵蓋的地面和水面。依據研究結果，IPU 

的快速降解與能降解 IPU 的微生物的增生有關，而 IPU 的緩慢降解若不是與降解 IPU 

的微生物的生長遲緩有關，就是與微生物的共代謝有關。 

 

在農業領域的 IPU 研究中，主要在比較不同的土壤類型中的微生物降解效果(Gary et al., 

2003.)。運用培養的技術，從快速降解 IPU 的土壤中，分離出能降解 IPU 的細菌(稱做 

F35)，根據部分16S rRNA的定序，此菌株屬於Sphingomonas。根據DGGE的分析，顯示

兩個條帶在 IPU 代謝期間的強度增強，將切下的條帶加以定序，其序列高度相似於

Sphingomonas 的序列。當沒有 F35 存在的時候，DGGE的優勢的條帶為 Sphingomonas

中的一株(稱做SRS2)，但是SRS2並不容易分離培養。實驗顯示，SRS2 和 F35 能在土壤

和流體環境下降解 IPU，兩者都要求精確的酸鹼度(pH 7到7.5)。對酸鹼度的要求說明了 

IPU 降解速率在不同地區的差異，正是因為不同的土壤酸鹼度造成不同的降解速率。 
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2. 掩埋場的滲漏液污染 

 

垃圾處理有許多方式，掩埋場則是其中的一種，但是所產生的滲漏液卻可能對環境造成

污染。研究人員檢視了被垃圾掩埋場滲漏液所污染的蓄水層，研究其中的微生物菌相與

滲漏液降解過程的關係，以便發展做為預測和監測自然降解的工具。有些研究是使用

DGGE調查污染源及其上下游的優勢菌種，有些則是針對與污染物降解相關的特定菌種

的分佈進行調查，有些則使用DGGE來判斷對於掩埋場滲漏液的處理是否得當。 

 

研究人員使用DGGE分析了垃圾掩埋場及其附近的地下水樣品，所得結果顯示，污染區

的微生物菌相與非污染區的微生物菌相有明顯的差異。掩埋場上游的優勢菌種屬於 

β-proteobacteria，掩埋場中的地下水的優勢菌種主要是革蘭氏陽性菌，更下游的地方，革

蘭氏陽性菌減少，並且 δ-proteobacteria顯著增加，而且再次發現屬於β-proteobacteria的菌

種，但是在下游發現的 β- proteobacteria ( Acidovorax, Rhodoferax)不同於在上游發現的菌

種 (Gallionella, Azoarcus) (Wilfred et al., 2001.)。 

 

污染地區會因為有機物的降解，導致氧氣和硝酸鹽迅速減少，最後鐵還原反應會成為主

要的反應。在被掩埋場滲漏液污染的蓄水層，有機污染物的降解往往伴隨著鐵還原反應。

Geobacteraceae在垃圾掩埋場的滲漏液的微生物菌相佔有相當的比例，在可計數的細菌中

佔有25%，並且Geobacteraceae與苯的降解有關。尤其值得注意的是，Geobacteraceae 是

唯一已知能夠降解芳香族碳氫化合物，並且進行鐵還原反應的細菌，Geobacteraceae透過

這些作用改變細菌生長的環境，進而對細菌菌相產生影響。根據以上的因素，研究人員

認為Geobacteraceae能對垃圾掩埋場掩埋場的滲漏液的許多有機化合物進行生物降解，並

且進一步調查在掩埋場的 Geobacteraceae 的菌相結構、污染程度和生物降解之間的關

係。經由DGGE分析及定序後，顯示Geobacteraceae的高多樣性，並且在污染地區的菌相
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結構，與未受汙染的菌相顯著不同。這顯示經過汙染後，存在具有優勢的特定

Geobacteraceae菌株（Lin et al., 2005.）。經由DGGE電泳圖的歸群分析（圖十七）顯示，同

樣來自垃圾掩埋場附近的地下水有相似的族群，並且被污染的地下水與下游的低污染區

的菌相不同。有幾條DGGE條帶能夠代表污染的程度，其中包括了能表示受到污染的條

帶，這些條帶在垃圾掩埋場附近的地下水樣品中佔有優勢地位。 

 

圖十七：垃圾掩埋場的的DGGE電泳圖的歸群分析樹狀圖（取材自：Lin et al., 2005.） 

P表示受到污染，C表示未受污染，redox欄表示佔優勢的氧化還原反應。根據DGGE外形

的整體密度曲線和使用Pearson相關系數加以分析。結果顯示來自相似的氧化還原狀態及

污染程度的地點的樣品具有低相似性，只有來自掩埋場附近(在掩埋場下流 6 到 39公尺

處)的污染地點的鐵還原反應樣品的相似性接近50%。 

除了對現址的微生物菌相分析，DGGE也可以用來檢測處理污染物的設備。研究人員為
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了判斷對於高氨垃圾掩埋場滲漏液的處理是否得適當，使用DGGE來分析和比較在實驗

進行過程中反應器的微生物圖譜。滲漏液的處理過程中使用了厭氧過濾器、污泥處理器

和雜交反應器。經由DGGE分析顯示，所有反應器裡都包含乙酸分解甲烷生成菌

(acetoclastic Methanosaeta)，並且就長期來看處理流程並不會對微生物的多樣性造成太大

的影響 (Calli et al., 2006) 。 

 

由以上研究我們可以知道，DGGE大大幫助我們了解滲漏液與微生物菌相的關係，並且

能用來監測復育的效果以及評估處理方法的優劣。 

 

3. 氨的污染 

 

氨氧化作用可分為在有氧情況下及在厭氧情況下進行，厭氧氨氧化作用 (anaerobic 

ammonia oxidation，anammox) 是一個最近發現的微生物氮循環路徑，此作用能在缺氧情

況下，將銨離子(NH4
+
)用亞硝酸根(NO2

-
)氧化爲氮氣，在過程中以羥胺和肼作爲代謝過程

的中間體。某些細菌能進行厭氧氨氧化作用，但至今未能成功分離出純化菌株，因此尚

未獲得正式的命名和分類，它們對全球氮循環具有重要意義，也是污水處理過程中重要

的細菌，了解這些細菌在環境裡的活動、變化和分佈，有助於我們解決氨污染的問題。 

 

研究人員在某港口內沉積樣品中測得厭氧氨氧化作用的活動，經由15
N加以進行追蹤及分

析，並且使用針對厭氧氨氧化菌所設計的特定引子，進行DGGE及定序分析，研究結果

發現四個新的能進行厭氧氨氧化的細菌序列(圖十八)，這些序列的其中三個形成新的分支

（Yossi et al., 2005.）。使用針對厭氧氨氧化菌設計的探針，並進行螢光定位雜交(FISH)，證

明港口沉積物中具有能行厭氧氨氧化作用細菌。根據結果顯示，這些微生物在這個港灣

環境的氮氣循環中扮演重要的角色。 
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圖十八：DGGE分析及定序結果顯示四個新的序列（取材自：Yossi et al., 2005.） 

Lane 1 表示從添加氨和亞硝酸鹽後的沈積樣品所萃取的 DNA，Lane 2 表示從尚未添加

氨和亞硝酸鹽的沈積樣品所萃取的 DNA。可以觀察到添加氨和亞硝酸鹽對菌相產生的影

響。Lane 1 顯示四個新的能行厭氧氨氧化序列。 

 

除了針對厭氧氨氧化作用進行研究外，不少研究則是針對一般氨氧化作用進行調查。有

文獻調查了在三種不同土壤的條件下，氨氧化細菌菌相與溫度的關係 (Sharon et al., 

2003) 。三種土壤分別是OMS土壤、GMS土壤和KMS土壤。OMS土壤和GMS土壤來自於

低年均溫的德國某地，其酸鹼度是酸性的。KMS土壤來自於高年均溫的以色列某地，屬

於輕微鹼性。OMS土壤、GMS土壤和KMS土壤又可分為潮濕土壤及泥漿，並且以不同的

溫度處理。為了調查氨氧化菌種的菌相，研究人員針對amoA 基因設計引子，因為amoA

基因帶有氨單加氧酶(ammonia monooxygenase) 的 α subunit 的密碼，接著進行PCR- 

DGGE分析，並且加以定序。研究結果顯示，所有帶有amoA 基因序列的菌種都屬於

Nitrosospira，並且無論是在潮濕的土壤或是在泥漿上，溫度都會影響細菌菌相(圖十九)。

菌相的改變有兩種情形，一種是在不同的Nitrosospira 群組之間變動，發生在潮濕土壤和

GMS 和OMS 的泥漿中，Nitrosospira AmoA 群1 主要是發現在30℃ 之下，Nitrosospira 
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群4主要發現在25℃的時候，Nitrosospira 群3a、3b和9主要發現在30℃的時候。第二種菌

相改變的情形在發生KMS土壤，其菌相變化只發生在唯一的Nitrosospira 群組內，雖然

KMS土壤的以不同的溫度處理，但所顯示的序列卻幾乎完全屬於Nitrosospira群3.a 。 

 

 

圖十九：KMS土壤在不同溫度的菌相結構的DGGE電泳圖(取材自：Sharon et al., 2003) 

用不同的溫度處理，包含4℃、10℃、15℃、20℃、25℃、30℃、37℃。 

 

4. 氯化物的污染 

 

造成污染的氯化物有許多種類，包含殺蟲劑DDT所含的成分、漂白水、氟氯碳化物、

PCDD/Fs(polychlorinated dibenzo-p-dioxins/dibenzofurans)以及高氯酸鹽等等。我們關心高

氯酸鹽的污染是由於它在土壤和地下水裡發現的頻率增加，以及它被假設會抑制人體甲
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狀腺激素的生產，但我們卻不太了解污染土壤中的微生物降解高氯酸鹽的能力。 

 

研究人員發現電子提供者(醋酸鹽和氫)所造成的效應，醋酸鹽和氫的添加會提高微生物降

解高氯酸鹽的效率，並且觀察到添加氫的細菌的延滯期（lag period）(41 天) 比醋酸鹽(14 

天)更長。在添加硝酸鹽方面，研究人員發現在剛開始的時候，硝酸鹽會抑制過氯酸鹽的

降解速率，但是一旦過氯酸鹽開始降解，硝酸鹽便會刺激其降解過程。當我們使用過氯

酸鹽和醋酸鹽或氫培養細菌，可以觀察到細菌菌相組成的變化，經由DGGE的分析及對

部分16S rRNA 基因定序，顯示土壤中存在能降解過氯酸鹽的細菌(Nozawa-Inoue et al., 

2005.)，並且其微生物菌相不同於添加醋酸鹽和氫所產生的菌相。這些結果顯示，受污染

土壤當中的微生物能降解過氯酸鹽。 

 

有害人體健康的氯化物有許多種，微生物除了能降解過氯酸鹽，還能對有毒的氯化物

PCDD/Fs進行還原性除氯，我們已經可以在玻璃瓶裡，用被汙染的河底沉積物培養這些

微生物。研究人員發現PCDD/Fs 的除氯反應和除氯過後的產物的氧化降解似乎同時發

生。根據PCR-DGGE及定序，再與基因資料庫進行比對後，研究結果顯示Firmicutes、

Proteobacteria 和 Bacteroidetes 幾屬是其中的優勢菌種。同時，偵測出一定數量的

Chloroflex(圖二十及表六) (Naoko et al., 2005)。接著使用特定引子進行即時定量PCR，發現研

究人員假想的dechlorinator（Dehalococcoides及其旁支）的16S rRNA 基因數量佔總 rRNA 

基因的0.1%。大多數菌種因而形成獨特的一群，有別於典型的"Dehalococcoides" 小組。

研究結果顯示微生物能對PCDD/Fs 進行完全除氯，這是由於類"Dehalococcoides"菌種和

具有降解有芳香碳氫化合物dioxygenases的好氧細菌的合作，前者降解氯化物，後者將除

氯過的產物進行氧化降解 。 
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圖二十：受PCDD/Fs污染環境的復育過程DGGE電泳圖(取材自：Naoko et al., 2005) 

顯示復育過程中不同天數的細菌菌相，顯示細菌菌相有劇烈的改變，並且研究人員切下A

至L的條帶加以定序，再與基因資料庫進行比對後，顯示Firmicutes、Proteobacteria 和 

Bacteroidetes 幾屬是其中的優勢菌種。同時，偵測出一定數量的Chloroflex。 

 

表六：A至L條帶的定序結果(取材自：Naoko et al., 2005) 

定序結果顯示有六種菌種的存在及一個未能鑑定的菌種，六個菌種分別為

Deltaproteobacteria、Firmicutes、Bacteroidetes、Spirochaetes、Gammaproteobacteria、

Alphaproteobacteria。 
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5. 重金屬的污染 

 

沿海水域的汙染主要來自重金屬，譬如鎘、鉛、汞和鎳，重金屬污染在世界各地都是主

要的環境問題。在海洋環境裡，這些有問題的汙染物會累積在沉積物當中。細菌在這些

污染物的降解中的角色十分重要，細菌也許可以將這些重金屬加以揮發或沉澱，或者將

他們轉變成毒性物質的有機衍生物。 

 

關於重金屬的研究有很多，其中包括了對受到銅污染後環境的復育能力。為了調查經過

銅污染後，在生物膜(biofilm)的細菌對於受污染環境的復原能力，研究人員將生長在淺水

中的生物膜放在玻璃盤上，在實驗室的所控制的條件下，暴露於銅濃度分別為 0.6、2.1

及 6.8 μmol/l 的水樣中，和一個並未添加銅的參考水樣。細菌菌相的轉變經由DGGE

加以分析，分析結果顯示，暴露於6.8mumol/l 銅濃度的在DGGE圖譜產生明顯的變化，

而且並沒有在移除銅後回復 (Boivin . et al., 2006.)。此外，暴露在銅污染下會導致銅耐性的

產生，部份銅耐性在銅移除後消失。結論是細菌菌相暴露在銅污染的水中26天後，再放

置在未污染的水中28天依舊能夠恢復他們的代謝能力。 

 

除了在實驗室進行研究外，也有對污染現址的研究。研究人員針對受污染的海洋沉積泥

進行研究。四個海洋沉積泥的抽樣點包含了大量的沉積金屬，從汙染的研究地點 S1 到控

制組的研究地點 S4，可用 HCl 萃取的金屬和有機物一直在減少。每克沈績物(乾重)所包

含的微生物數量的範圍從 4.3×10
8
 個到 13.4×10

8
 細胞，並且與受金屬污染的程度沒有關

聯。依照 DGGE 分析顯示，比較在 S1 和 S2 的細菌多樣性與未汙染地點 S4 的細菌多

樣性，顯示污染地點的微生物菌相最初可能因為重金屬的增加而改變，但在經過長達八

十年的重金屬污染後，受污染的微生物菌相多樣性如 S1，可媲美未汙染的地方如 S4 (圖

二十一)，接著將 DGGE 的電泳圖依據 Dice 公式作相似性分析，並切下條帶加以定序。

根據序列分析顯示，優勢菌種為 γ- 和 δ-Proteobacteria 和
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Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (CFB) 細菌(Gillan. et al., 2005.)，其中一些序列與其它從

被汙染的海洋沉積所得的序列呈現緊密的相關。研究人員經由螢光定位雜交(FISH)確認

了七個種系群的含量。從 S2 到 S4 的結果，可以知道可用 HCl 萃取的金屬與 

γ-Proteobacteria 和 CFB 細菌的關係為負相關。δ- Proteobacteria 與可用 HCl 萃取的金

屬並沒有相關性。在每個採樣點都能偵測到 Desulfosarcina-Desulfococcus 群組的細菌。

以上所得到的資訊，也許能幫助預測重金屬在海洋環境裡的汙染的長期作用。 

 
圖二十一：受重金屬污染的海洋沈積物不同樣點的DGGE電泳圖(取材自：Gillan. et al.,2005.) 

從汙染地點S1到控制組S4，可用HCl萃取的金屬和有機物一直在減少，即S1含最多重金

屬，S2次之，S3再次之，S4含最少量重金屬。根據電泳圖顯示，污染物會改變細菌菌相，

但沒有影響其多樣性。 

 

 

表七：各個採樣點的重金屬含量(取材自：Gillan. et al.,2005.) 

Cd，鎘。Cu，銅。Pb，鉛。Zn，鋅。其含量為平均值，單位為(μg g
-1

 乾重)。 

α、β、γ代表不同程度的含量，α最多，β次之，γ最少。 
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第五章 DGGE在其他領域進行的微生物菌相分析 

 

DGGE除了可以監測污染外，也可以應用在許多項目上的微生物研究，如農業研究、環

境生態研究、腸道生態的研究、食品微生物的生態研究等等。經由DGGE的幫助，使我

們能觀察在這些環境下的微生物菌相的變化，並且能做更進一步的探討，幫助我們對這

些了解這些微生物與環境的關係。 

 

1. 在農業上的運用 

 

1.1 不同處理方式對微生物菌相的影響 

農業上有許多種對土地的利用方式，可以依據耕種的次數來作區分，或是依據農藥的使

用與否等等來做區別。有許多研究在探討不同處理方式對菌相所產生的影響，有些研究

是在實驗室進行，有些則是在現址進行。這些研究有助於我們了解農業操作與菌相之間

的關係，並且能夠判斷土地利用方式的優劣，以及幫助我們在農業上有效利用這些微生

物。 

 

在實驗室所進行的實驗中，研究人員分別在罐裡種植不同的農作物，如玉米、燕麥、大

麥和草皮，罐裡則是分別裝填使用不同土地利用方法的土壤，如玉米單一耕種、輪替耕

種和永久草原。這項研究的目的是調查 Burkholderia的多樣性與種植的植物種類和土地

使用方法之間的關係，因為對農業地區的 Burkholderia 多樣性進行評估，對於這類微生

物在農業上和環境上的應用很是重要的。使用 PCR-DGGE 來分析在根際土壤的 

Burkholderia 的多樣性，研究結果顯示，土地的利用方法是影響 Burkholderia菌相的主要

因素，研究人員觀察到永久草原和農業地區的 Burkholderia 菌相有明顯的差異，同時觀
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察到輪替耕種作的 Burkholderia 菌相與玉米單一耕種的菌相有所區別(圖二十二)。至於

種植的植物種類對Burkholderia 菌相的影響則較不明顯，研究人員發現玉米與草皮間所

顯示的Burkholderia種類具有相似性，大麥則是和燕麥具有相似的Burkholderia種類 (Salles 

et al., 2004)。 

 

圖二十二：種植不同穀物所顯示Burkholderia菌相結構的DGGE電泳圖(取材自：Salles et al., 

2004) A-R，表示土壤以輪替耕種的方式處理。A-M，以玉米單一耕種的方式處理。G，以

永久草原的方式處理。星號代表所使用的Burkholderia marker，包含的菌種(從上而下)依

序為B. andropogonis LMG6872， B. multivorans LMG13010， B. cepacia ATCC 25416, B. 

dolosa LMG18941。結果顯示土地利用方法是影響 Burkholderia菌相的主要因素，永久草

原和農業地區的菌相有明顯差異，輪替耕種作的菌相與玉米單一耕種的菌相有所區別。

種植的植物種類對菌相的影響則較不明顯。 
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另外有研究人員在現址進行觀察良好農業操作(good agricultural practice，GAP)對菌相結

構的影響，觀察麥田在實施不同的管理下所產生的影響，研究人員在一年中檢視了五次

活躍的土壤微生物(細菌和黴菌)菌相的組成。良好農業操作等級或在較差等級(0.5×GAP)

的施肥區域，又可區分為使用農藥及不使用農藥。根據DGGE的結果顯示，微生物菌相

結構主要由季節決定，並且黴菌和細菌的季節性傾向是相似的。雖然二個微生物組別的

整體趨向是相似的，但樣品中的黴菌菌相比細菌菌相有較大的變異性。良好農業操作的

耕種方法對菌相的影響最大，此種處理方法會導致細菌數目的增加，並且良好農業操作

會導致菌相結構的改變。至於農藥的添加與否並沒有明顯影響細菌數目，但會導致細菌

菌相的改變。 (Girvan et al., 2004.)  

 

1.2 使用不同肥料所造成的影響 

 

肥料有許多種類，依照肥料來源及組成成份可區分為化學肥料、有機肥料、生物肥料等

等；依照營養元素的不同可區分為氮肥、磷肥、鉀肥、硼肥等等；按營養成分比例的不

同可區分為單質肥料、複合肥料、混合肥料。化學肥料成分較為單純，其含量相對較高，

施入土壤後，能在一定程度上調控土壤中該營養元素的濃度及土壤的某些化學性質。有

機肥料含有大量的有機物質，一般要經過微生物的分解才能被植物吸收，效果緩慢而持

久，營養元素種類齊全，但濃度較低，並且含有一定的生物活性物質。經由DGGE的幫

助，我們能夠對肥料與菌相結構的關係有進一步的了解。 

 

研究人員使用DGGE技術檢視六種農業環境的細菌菌相，並且加以分離定序。這些土壤

有些使用有機肥料超過一個世紀，有些使用無機肥料達七十年之久。我們根據PCR-DGGE 

的結果得知，細菌菌相結構和多樣性受到不同土壤處理方式的影響。研究顯示，使用有

機肥料的土壤的細菌菌相與未經處理的土壤的相關性較高，但使用有機肥料的土壤的細

菌菌相與使用無機肥料的土壤相關性較低，並且發現使用石灰處理多少會對細菌菌相造

成影響。依照肥料成分的不同來做比較，研究結果顯示添加磷的土壤與添加氮-磷的土
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壤，在細菌菌相結構上較緊密相關，並且都與使用別種肥料的土壤較無相關。研究人員

在土壤中進行測試，施以有機肥料的土壤的細菌數目較高 ，並且細菌菌相更加均勻的分

佈(圖二十三)。在使用有機肥料土壤中取得99個基因，其中兩個基因(都是屬於

Pseudomonas)與在GenBank 資料庫的序列有100%的相似性。根據與在GenBank 資料庫

的序列所做的相似性比對，剩下的 97 個基因可分為六個群組，其中56個分別屬於五個

主要的分類單位： α-, β-, γ- Proteobacteria (36 個), Acidobacteria (16個), Bacteroidetes (2

個), Nitrospirae (1個)以及Firmicutes (1個)，其餘41個基因則不能進行分類(Sun et al.,. 2004.)。 

 

 

圖二十三：使用不同肥料的土壤的DGGE電泳圖 (取材自：Sun et al.,. 2004.) 

M，表示添加有機肥料。C，表示控制組。P，添加磷肥。NP，添加氮肥及磷肥。NPK，

添加氮肥、磷肥及鉀肥。NPKL，添加氮肥、磷肥、鉀肥及石灰。 
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我們知道農業施肥能夠改變大面積土壤的微生物菌相，但是並不了解農業施肥對植物內

生性菌相結構所造成的影響。研究人員調查了不同肥料對玉米植物的內生性菌相所造成

的影響。我們知道 type I or II methanotrophs、actinomycetes和一般真菌被使用當作是玉米

植物根部的內生性菌相組成的指標。研究人員針對植物內生性菌相設計不同PCR引子，

經PCR放大後，接著使用DGGE加以分析，使用針對 type I methanotroph及fungal設計的

引子，顯示在同一植物內的type I methanotroph及fungal的菌相差異較小(圖二十四b)，使

用針對actinomycete設計的引子則顯示actinomycete的菌相差異較大(圖二十四c)，至於使

用針對type II methanotrophs設計的引子則沒有顯示type II methanotrophs菌種的存在。對於

使用 type I methanotroph的引子所產生的結果進行群組分析，結果顯示使用無機肥料的植

物與使用有機肥料的植物差異極大。另外，觀察到使用無機肥料的植物比使用有機肥料

的植物具有更低的 methanotroph 含量 (Seghers et al., 2004.) 。研究結果指出，農業化學的

作用不限定於對大面積土壤的微生物菌相，並且還包括根部的內生性菌相，但是我們不

能確定這個作用是來自肥料於對根部內生性菌相的直接作用，或是因為大面積土壤的微

生物菌相變化對根部的內生性菌相造成影響。 
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圖二十四：使用不同引子的玉米根部菌相DGGE電泳圖及其歸群分析 (取材自：Seghers et al., 

2004.)a,使用針對細菌的引子。b. 使用針對 type I methanotroph, fungal 的引子。c. 使用針

對 actinomycete的引子。d. 使用針對真菌的引子。Bu,表bulk soil samples。Rh表rhizosphere 

samples。G3、G3’、G3’’表intraplant variability，及同一植物內的差異性。G1、G2、G4,

表interplant variability，即不同植物的差異性。 
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2. 環境生態上的研究 

 

由於人口快速成長以及大面積土地開發與資源的使用，環境污染以及生態破壞問題日趨

嚴重，不但影響人類的生活品質，並威脅到地球的永續生存，因此環境保護與生態保育

已成為世界各國重要的國家發展目標。近年來環境與生態議題逐漸受到重視，環境意識

亦普遍覺醒，成為政府施政的重要方針之一。DGGE可以應用在微生物生態的探討，是

一項非常有力的工具，可以幫助我們更了解環境的生態。所採行的研究方法有很多種類，

有些是針對特定地區進行生態研究，有些是針對不同環境進行菌相的比較，有些則是針

對特定菌種進行各個地區的分佈進行研究等等。 

 

2.1 出海口及河流的生態研究 

 

海洋及河流的生態研究有許多不同類型，有些研究是針對出海口進行生態調查，有些是

針對極地生態進行調查，有些則是針對海底火山的特殊生態進行研究。 

 

2.1.1 出海口的生態調查 

 

出海口是最複雜和最有生產力的生態系當中的一個，注入出海口的淡水和海洋群組代表

了所有季節的大部分浮游生物。研究人員沿著在東北馬薩諸塞的 Parker 河出海口和李子

海島的鹽分梯度進行調查，經由DGGE及定序加以分析，顯示多數河流和海洋的微生物

是屬於 Proteobacteria、Bacteroidetes 和 Actinobacteria (Crump et al.,.2004.)。 

 

同樣是出海口的研究，有文獻研究切塞皮克灣的生態，切塞皮克灣是美國最大的出海口，

由於其範圍廣大和所具有的經濟意義，因而受到了很多注意。切塞皮克灣伴隨著巨大的

環境梯度，它為調查微生物菌相的構成和作用提供一個理想的系統。研究人員經由DGGE
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及定序加以分析，得知切塞皮克灣的優勢菌種屬於Bacteroides及α–proteobacteria（Kan et 

al.,.2005.）。 

 

2.1.2 極地環境生態調查 

 

研究人員從北極海和南極水域收集古生菌(Archaea)，使用針對古生菌的引子(primer 344f 

和517r)，透過PCR放大16S rRNA 基因，接著使用DGGE加以分析。從北極海取得33個樣

品，以及7個南極樣品經由DGGE加以分析，顯示古生菌的數量在深水的樣品比在上層水

樣的豐富，無論在北極或南極都是這樣。古生菌以下可分為三個界(kingdoms)，

Korarchaeota、Crenarchaeota與 Euryarchaeota。經由DGGE分析結果，我們得知無論是北

極海和南極海，大多數古生菌的 ribotypes 是相同的，但是不同樣品的 Euryarchaeota 的 

ribotypes 差異性極大。經由DGGE的群組分析顯示，古生菌的構成不受季節的變化的影

響，而是與其所在的海水深度相關(Bano et al., 2004.)。 

 

除了針對極地海洋的調查，也有針對極地淡水湖的調查。位於南極州的乾燥山谷的永凍

淡水湖 Fryxell，具有硫還原菌生長的理想條件，研究人員從 Fryxell 湖的水和沉積物中

取得樣品。為了調查硫還原菌在 Fryxell 湖的數目，研究人員針對其16S rRNA 基因中的 

dsrA 基因設計引子， dsrA 基因代表此菌的代謝功能。另外，在 4°C 培養大量從 Fryxell 

湖水取得的硫還原菌，並且了使用 dsrA 引子進行篩選。根據DGGE所獲得的序列顯示，

Fryxell湖包含一個獨特的硫還原菌小組 (McMurdo et al.,2005)。 

 

DGGE除了用在極地特定環境的生態調查，也有研究人員對來自極地不同地帶的微生物

菌相進行比較，如Ross海(包含海水、融化水或海上浮冰和冰)以及南極州。研究顯示，同

樣類型的樣品比不同類型(如冰的樣品對水樣)有更多相同的條帶，不論樣品是否從不同採

樣點收集而來(圖二十五)。傳統上使用顯微鏡和形態描述來研究 原生生物(protistan)的多

樣性，但這些方法很難應用在這些菌相的生態研究上，因為多數原生生物缺乏充分的分
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類特徵來鑑定他們的種類，並且許多原生生物並不容易保存，有了DGGE這項技術就能

克服這個難題。研究結果顯示，從同性質環境取得的樣品有相似的原生生物種類構成，

並且環境的性質大大影響這些南極群組的原生生物種類結構。值得注意的是，在各個微

生物生存環境樣品中的含量豐富的條帶是不同於其他環境的，顯示在不同地點但相同性

質的樣品可能存在明顯的基因差異。研究人員針對特定DGGE條帶進行定序，得到代表 

diatom、dinoflagellates、ciliates、flagellates,和幾個未能鑑定的原生生物的序列 (Gast et 

al.,2004.) 。 

 

圖二十五：不同地點的同性質樣品進行歸群分析顯似高相似性(取材自：Gast et al.,2004.) 

WATER，海水、融化水。SLUSH，浮冰。ICE，冰。 
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2.1.3 海底火山的生態調查 

 

由於海底火山具有顯著不同的物理和化學梯度，深海熱液出氣孔採樣點表現出微生物的

劇烈變化，他們包含有高溫菌、嗜溫細菌、嗜冷性細菌、化學異營菌、嫌氣性細菌和需

氧生物等等。這些微生物並不容易培養，利用DGGE這項技術，研究人員可以調查深海

熱液出氣孔的生態變化。 

 

有研究調查日本西太平洋的 Suiyo 海底火山，從深度1,380公尺的深海熱液出氣孔中取得

樣品，針對 dissimilatory sulfite reductase (DSR) 基因設計引子，並且使用PCR-DGGE加

以分析，所顯示的細菌種類包含有 Aquificae、γ-和 - Proteobacteria，而古生菌包含有 

Thermococcales 與一個獨特的古生菌序列 "Nanoarchaeota"。自操作的洞孔中取得的樣

品，包含從7°C到300°C的自然流出的氣孔流體，經 DGGE 分析顯示，微生物種類包含

有δ-Proteobacteria、類Thiomicrospira和 Pelodictyon。研究結果發現具有獨特的 DSR 基

因的微生物，之前沒有在其它地熱環境中發現過這種微生物(Nakagawa et al., 2004.)。 

 

2.2 陸地生態研究 

 

陸地生態的研究有許多種類，包含沿海地區的生態研究、在不同氣候下的生態調查、地

熱區的生態調查、特定菌種的全球分佈或是調查土壤微生物與全球生態變化的關係等等。 

 

2.2.1 沿海地區的生態調查 

 

在沿海地區有許多青苔種類，有許多文獻對此展開研究，但是很少人知道關於這些青苔

種類（bryophytes）與細菌的交互作用。所以，有學者分析了細菌與三種苔蘚植物(bryophyte)

（Tortula ruralis 、Aulacomnium palustre、Sphagnum rubellum）的相關性，這三種苔蘚植

物代表了波羅的海沿海的三個典型種類。利用DGGE進行分析，在相關的細菌菌相隨著
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苔蘚植物的不同而有明顯差異(Opelt et al.,2004.)，這種差異能進一步由培養方法加以證實。

苔蘚植物代表一種生存環境，這個環境包含不同的菌種和不能描述的微生物菌相，而這

個菌相至今仍包含未知的和未利用的潛在的生物技術，如對植物病原生物的生物控制等

等。 

 

2.2.2 地熱區的生態調查 

 

文獻調查在黃石公園的彩虹溫泉的細菌菌相，探討細菌菌相與在土壤裡滲出的自然碳氫

化合物的相關性。土壤滲出的碳氫化合物結構幾乎全部是飽和的，非環狀性烷(即C15到

C30鏈長的正烷，以及有分支的烷等等)。經由DGGE加以分離，並將條帶切下加以定序，

與16S rRNA 基因資料庫進行比對，結果顯示大多數發現的序列都與異營嗜酸細菌序列

相關，包括 Acidisphaera、Acidiphilium、α-Proteobacteria(圖二十六)(Hamamura et al., 2005.)。

同樣是在黃石公園的地熱溫泉，學者分離出能氧化亞砷酸鹽的Hydrogenobaculum菌株，

早先研究顯示微生物菌相會參與亞砷酸鹽的氧化作用。這株細菌使用氫氣作為唯一能量

來源，屬於化學自營性細菌，最佳生長溫度為55°C到60°C，最適合生長的酸鹼度為pH 3.0 

(Donahoe -Christiansen et al.,. 2004.)。 
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圖二十六：黃石公園的彩虹溫泉的細菌序列(取材自：Hamamura et al., 2005.) 

 

2.2.3 熱帶山地土壤的生態調查 

 

研究人員調查了熱帶山地土壤在在不同的土地利用下的細菌菌相變化。對來自泰國的三

種山地土壤，一個是自然森林，一個是16 年的再造林，和一個農業區域，進行甲烷利用

菌(methanotrophic bacteria)的菌相研究。在農業土壤的採樣點的甲烷利用率比在原始森林

和再造林較低。研究人員使用針對 pmoA（為methane monooxygenase亞單位的標記）所
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設計引子，接著使用PCR放大 pmoA 基因，再使用DGGE加以分析，結果顯示不同採樣

點的甲烷利用菌的菌相是不同的。根據DGGE 條帶樣式進行群組分析，顯示在樹林和再

造林的甲烷利用菌的菌相是相似的，但不同於農業區域的菌相。對DGGE條帶進行序列

分析，顯示 Methylobacter 和 Methylocystis 的存在 (Knief et al., 2005.)。 

 

2.2.4 特定菌種的全球分佈 

 

研究人員使用PCR-DGGE技術，分析及調查Bacillus benzoevorans在全世界的分佈。由於

Bacillus benzoevorans的豐富含量和可培養的特性，使他們適合作為研究目標，研究他們

的散佈範圍和差異性。但是即使是相近的菌株，培養條件仍可能差異極大，容易造成研

究上的困難，使用PCR-DGGE技術即可克服這個問題，可以分析及調查從土壤樣品取得

的細菌菌相。根據荷蘭、保加利亞、俄國、巴基斯坦, 和葡萄牙的土壤樣品中與B. 

benzoevorans相關的菌相，顯示出在不同國家的菌相有明顯的區別 

。為了補強分子方法的不足，我們另外使用所有土壤樣品來培養B. benzoevorans相關菌

株，發現在荷蘭的北部的土壤B. benzoevorans相關菌株的含量最高(Tzeneva et al.,. 2004.)。這

項研究幫助我們了解這些土壤微生物在世界各地的的差異性和含量。 

 

2.2.5 研究土壤微生物與全球生態變化的關係 

 

土壤微生物會與全球生態變化產生交互影響，例如能進行氨氧化的細菌能將氨鹽基變成

亞硝酸鹽，因而可以刺激在大氣中二氧化碳含量、降雪量、和氮氣沈澱量的增加和溫度

的升高，這些活動可以在加利福尼亞草原的生態系發現。能進行氨氧化的細菌菌相結構

和數量，反應了全球性的變動。研究顯示，氮沈澱量的增加明顯改變能進行氨氧化的細

菌的菌相，使得與Nitrosospira sp. 2.相關的菌種成為優勢菌種，這個轉變最常發生降雪量

還未增加的時候。但是當大氣中二氧化碳增加時，會使得能進行氨氧化的細菌的含量明
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顯減少，這種情況最常發生在降雪量增加的時候。並且研究人員還發現菌相的改變與氮

的硝化作用的增加有關，但硝化作用與菌數的改變則不相關(Horz et al.,. 2004.)。根據這些結

果，我們可以知道微生物的菌相可能經由全球性變動而產生變化，並且這些變動可能對

生態系產生作用。 

 

此外，人類的活動使大氣中二氧化碳和臭氧濃度的增加，而且這兩個微量氣體有修改森

林生態系碳循環的能力。由於土壤微生物依靠植物產生的廢棄物作為代謝的能源，在二

氧化碳及臭氧濃度增加的影響下，植物產生的廢棄物在數量上產生了變化，進而改變微

生物菌相的組成。研究人員觀察到二氧化碳濃度的增加，導致微生物代謝纖維素和甲殼

質反應的增加，但是臭氧濃度的增加反而減少了這些反應。他們假設在豐富二氧化碳和

臭氧下導致代謝上的變化，會伴隨黴菌菌相組成上的變化，並且測試了這個假說。研究

人員使用細胞外酵素分析來檢驗微生物的代謝，並且使用PCR-DGGE分析黴菌菌相。在

二氧化碳濃度很高的情況下，顯示1,4 beta glucosidase (+37% 的) 及1,4, beta N 

acetylglucosaminidase (+84%)的活性顯著增加，但是高濃度的臭氧則會壓抑 1,4 beta 

glucosidase (-25%)的活性。根據DGGE分析土壤樣品，發現豐富的臭氧會明顯改變黴菌菌

相 (Chung et al.,.2006.) 。 

 

3. 腸道生態 

 

人類腸道包含有一高度複雜的微生物菌叢(microbiota)。在這微生物菌叢和宿主之間的交

互作用，以許多方式影響宿主的健康。與分子技術相比，使用培養基的研究方法可能嚴

重低估細菌在多數環境裡所產生的變化，所以需要分子技術來研究微生物生態，DGGE

是一個不使用培養基的方法，能將使用PCR技術放大獲得的rDNA序列加以分離。

Bifidobacterium以及乳酸細菌(lactic acid bacteria , LAB)，特別是乳酸桿菌屬

(Lactobacillus )，已經被認為是胃腸裡的正常菌種。傳統上用培養基方法檢視腸道的微生
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物菌叢，但分子生物技術可以表現 60 到80%在人體腸道未被研究的細菌菌相，顯示分

子生物技術的重要性。我們的當前對微生物菌叢與人體大腸的關係的了解，是來自於對

糞便樣品的分析，並且只有一定數目的研究描述微生物菌叢與人體大腸壁的關係。 

 

在最近的研究中，經由PCR-DGGE分析，調查了在人體大腸的菌相變化。研究人員針對

四個人體的大腸進行調查，並且將大腸分為三個採樣區域，分別使用針對Bifidobacteria 屬

的引子、針對Lactobacillus的引子和普遍性的細菌引子進行研究。研究顯示， Bifidobacteria 

菌相的DGGE圖譜相對較為簡單(圖二十七 )，只有呈現一兩個條帶。Lactobacillus 的菌

相則明顯與宿主及採樣區域有關。至於細菌菌相只明顯與宿主有關，但與採樣區域無明

顯相關性(Nielsen et al.,.2003)。 

 

圖二十七：大腸中的Bifidobacterium菌相的DGGE電泳圖(取材自：Nielsen et al., 2003) 

A、T、D表不同的採樣區域。1、2、3、4表示不同宿主；1A、1T、1D來自同一宿主。2A、

2T、2D來自同一宿主。3A、3T、3D來自同一宿主。4A、4T、4D來自同一宿主。 



 63 

另外，有研究是針對糞便微生物菌叢進行調查。研究人員同時使用 propidium iodide (PI)

及 SYTO BC進行染色，可以清楚分辨完整細胞(49% )，受傷害或損壞的細胞(19%)，和

死的細胞(32%)，接著使用DGGE加以分析。研究分析顯示，不同個體具有不同的菌相，

並且對DGGE的優勢條帶進行定序，顯示從活的、被傷害的和死的細胞取得的菌種大多

數基因分別屬於 Clostridium coccoides、 Clostridium leptum 和 Bacteroides.。根據活的、

死的和被傷害的細胞的種系分析顯示， B. longum 和 B. infantis 分佈在所有細胞， B. 

adolescentis 主要存在於死亡細胞 (Ben-Amor et al.,. 2005.) 。 

 

至於藥物對腸道菌相的影響，研究人員則使用老鼠進行實驗，根據DGGE的分析，發現

使用 vancomycin 和 linezolid 的治療會打亂了腸道厭氧的微生物群落。但是使用 

Daptomycin 的治療沒有改變厭氧微生物的菌相。(Pultz et al.,.2005) 

 

4.食品的研究 

 

眾多的微生物，包括細菌、酵母和霉菌，構成現今牛奶和被發酵的乳製品的複雜生態系。

有研究針對不同生產技術，和因他們的細菌內容產生的各種各樣的乳酪的細菌生態系進

行調查。細菌在未知的生態系的鑑定依靠與全面細菌參考資料庫做比較，資料庫涵蓋150 

個種類，其中包括了有用的奶酪微生物(如乳酸細菌，lactic acid bacteria)、腐敗細菌(如 

Pseudomonas、Enterobacteriaceae)、致病性細菌（如 Listeria monocytogenes、Staphylococcus 

aureus)。DGGE能提供良好的細菌分析結果，包括不同商業乳酪生態系的研究，和不能

由一般方法查出的微生物種類。至少有二個種類第一次在奶酪生態系被辨認，分別屬於

Halomonas 和Pseudoalteromonas屬。根據分析顯示，在乳酪表面的生態系對那些內部上

的一個驚人的區別：有氧表面的細菌一般是高GC含量並且種類繁多，乳酪內部細菌一般

是低GC含量，並且種類稀少(Ogier et al.,. 2004.)。 
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第六章 DGGE方法之改進與未來發展 

 

經由 DGGE 的幫助，使我們能夠更容易和更快速的了解複雜的微生物菌相。DGGE 比其

他分生技術容易執行，並且能夠同時進行許多樣品，特別適合用來檢視時間與菌相間的

關係，並且能觀察由於季節變異或環境擾動產生的微生物菌相變化。DGGE 技術屬於放

大 rDNA 的限制分析（Amplified rDNA restriction analysis, ARDRA)， 與其他方法比較，

是針對種（species）、亞種（subspecies）及亞種以下的單位。(表七) 

 

表七：與其他方法在分類程度上的比較 (取材自：Bull et al.,. 2000.) 

 

關於DGGE技術的發展大致上可分為三大重點：（1）改進其前置作業，如環境中DNA的

萃取以及PCR反應，這些前置作業都會影響DGGE的結果。（2）研發DGGE的相關工具。

（3）與其他技術加以整合運用。 
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1. 改進其前置作業 

 

1.1 DNA萃取方法 

 

DNA萃取方法的優劣會直接影響DGGE的結果，選擇優良的萃取方法是必須的。DNA萃

取方法有許多種，例如我們熟知的玻璃珠撞擊法（bead beating）、酵素法、冷解凍法

（freeze–thaw cycles）等等，還有使用廠商製造的KIT套組來萃取DNA。由於DGGE可以

使用的範圍極廣，因此採樣地點就有所不同，比如從食道及腸道、食物當中以及天然環

境等等。當採取樣品的環境不同，萃取方法就會有所差異，比如採取自土壤環境的樣品

可能具有干擾萃取效果的物質，如何加以去除這些干擾物質就成了重點所在。 

 

DGGE能夠偵測土壤中的細菌菌相，包括那些不能培養的細菌，但與其他樣品環境相比，

從土壤樣品提取DNA和純化DNA相對較為困難的。研究人員比較了五個從土壤萃取DNA

的方法（表八）。純化的DNA萃取物使用普遍性引子經由 PCR 加以放大，並且使用DGGE

加以分析，其中的DNA條帶代表細菌的種類，我們可以觀察到分離和純化方法明顯影響

樣品的細菌菌相（圖二十八）。 

 

不同類別的細菌，其細菌細胞外膜（envelopes）的結構則會有所不同，一些細胞比其他

細胞更容易破裂，這個差異對正確萃取細胞的組成部分是個難題，DNA的萃取正是如此。

此外，土壤環境中的干擾物質更一步使DNA的萃取更為複雜，這些干擾物質包括腐殖物

質和重金屬。根據研究的結果，玻璃珠撞擊法在DNA萃取上具有高效率，並且使用化學

方法和冷解凍法不能破壞 Bacillus 和 Fusarium 的孢子。包含玻璃珠撞擊法的工具與其

他方法的主要區別是能夠在DGGE膠體底部顯示高GC片段，這個優點對於革蘭氏陽性

（Gram-positive）菌的偵查，譬如放射線菌類，是有幫助的。雖然我們使用普遍性 primer 

所進行的PCR-DGGE，能夠顯示佔有優勢的種類，並且查出優勢菌種在土壤樣品的細菌
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的研究中是很重要的，但是研究罕見菌種所需要的DNA萃取方法與一般方法有所差異，

或許根據細胞的外膜結構選擇所需的萃取方式是最佳的選擇 (Niemi et al.,. 2001)。 

 

 
表八：不同DNA萃取方法的介紹(取材自：Niemi et al.,. 2001) 

 

 

圖二十八：不同DNA萃取方法的DGGE電泳圖(取材自：Niemi et al.,. 2001) 

 

對於DNA萃取方法的要求，除了能更有效的萃取出目標物的DNA外，如何更快速的達到

萃取目的也是研究的重點。研究人員運用高壓高熱器加速促進細胞溶解和蛋白質變性，

以便迅速取得細菌DNA當作模板。現今許多方法可以取得DNA作為PCR的模版，多數方
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法使用洗滌劑溶解細菌，但是多數洗滌劑會干擾 DNA polymerase，進而影響DNA的合

成，所以必須在PCR反應前去除這些洗滌劑。使用高壓高熱的方法萃取出細菌的DNA，

用來當作PCR的模板，它減少了洗滌劑及有機溶液和機械性細胞破壞方法的使用，因而

在增加產率的同時能大量縮短處理時間，並且減少處理的費用。細菌的DNA在高壓高熱

反應器經由迅速熱化和洩壓的過程被溶解出來。高壓高熱器能夠迅速使溫度攀升和更迅

速的減壓，可以實現下面三個目標：(1) 有效萃取不易溶解的Gram-positive球菌，像 

Enterococcus。根據研究人員的觀察，在1% SDS煮沸 15 分鐘並沒有導致 Enterococcus

細胞溶解。比較起來，高壓高熱器能夠使所有球菌溶解。(2) 細胞蛋白質的熱變性會去除

那些會抑制PCR反應的物質，這些物質會損壞DNA 或干擾聚合的過程。(3) 熱變性的材

料(包括蛋白質) 會是可溶解，因此容易經由離心法加以去除，或者像大分子量聚合物(像

小牛血清蛋白) 被使用在 PCR 中所扮演的主要角色，因為他們的非特異性

(non-specifically)能吸附抑制物質，並且有效地增加反應劑的濃度。這種方法與其他七種

方法進行比較，包括煮沸的Triton X-100  SDS、lysozyme/proteinase K、玻璃珠撞擊和

CTAB溶解方法。受檢測的細菌來源有四種：Enterococcus 和 Escherichia coli，及一個自

然海洋細菌菌相和一個南極細菌菌相。經由DGGE分析，測試其產物是否適合當做PCR

模板。結果顯示，不同方法所產生的DGGE圖譜是相似的，但是以高壓高熱產生的PCR

模板有更好的生產率，更短的處理時間，和更低的成本（Simmona et al.,. 2004）。 

 

同樣是為了更快速的達到萃取目的，在食道微生物菌叢的生態研究中，研究人員比較兩

種DNA萃取方法，QIAampR DNA Stool Mini Kit與玻璃珠撞擊法，針對豬食道微生物菌

叢的萃取效果進行比較。QIAampR DNA Stool Mini Kit與玻璃珠撞擊法皆能溶解大約95%

的細菌細胞。根據迴腸和盲腸的PCR-DGGE分析顯示，兩種萃取方法對小腸食糜（digesta） 

和黏液（mucosa）萃取DNA的效果幾乎是相同的，並且經由轉殖和序列分析顯示這兩種

萃取方法效率都很高。雖然玻璃珠撞擊法是一個在分子生態學研究中廣泛被應用的技

術，溶解的細菌細胞經由phenol/chloroform 提取及分離出DNA，但是處理數量眾多的樣

品，速度和效率都是必需的。使用玻璃珠撞擊法和QIAamp kit從同一樣品萃取DNA，結
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果得到相似的PCR-DGGE DNA，外形相似性更高達99%，但是QIAamp kit的處理速度快

上許多。經由這些結果，學者建議將QIAampR DNA kit應用於食道微生物生態的研究，

QIAamp 成套工具能夠同時處理多個樣品，並且在溶解細胞和 DNA 萃取上具有高效率

(Li Mei et al.,.2003.)。 

 

1.2 PCR引子的設計 

 

PCR反應機制是透過倍增的方式，增加少量DNA的含量。影響PCR合成的精確性的有幾

個因素，如欲合成的DNA引子本身的長度、核甘酸濃度控制、合成循環數以及聚合酶的

種類等。其中最重要的就是引子的設計，因為一對引子要有效且具特異性(specificity)的

去配對(annealing)到目標DNA模版(templet)或欲合成的片段，所以引子設計必須要考慮幾

個重要因子，包含了引子的長度與組成 ( G+C composition)、配對的溫度(Tm)、引子之間

交互雜交(cross-hybridization)到非特異性區域或是因為引子的二級結構(secondary 

structure)所造成的影響等等。由於使用不同的PCR引子會影響DGGE的結果，如何使用適

當的引子，使DGGE的結果更加完善是未來可以改進加強的地方。 

 

我們知道DGGE對點突變的鑑別能力十分優異，但是對於環境微生物的解析能力的問題

卻了解不多。為了了解DGGE對各種微生物鑑別的解析度，研究人員從三個水樣環境中

任意取樣，使用二個PCR方法和一個培養方法研究91個分類單位。某些菌種進行DGGE

時可能會產生問題，如Flavobacterium有多個熔化的領域（multiple melting domains, MMD）

（圖二十九、三十）的問題而產生Fuzzy bands，及條帶模糊不清，研究人員設法改善後，

則產生與其他菌種有相似Tm值的問題（Cross-taxas similarities in Tm）（圖三十一）。研

究人員認為也許是因為使用普遍性的引子，使得DGGE 分析產生的條帶樣式產生誤差，

為了改善DGGE解析度的方法與效果，學者建議可以嘗試改用不同的primer，或是減少片

段的長度，或是使用16ＳrDNA的不同片段來解決這個問題。因此，引子的設計對使用
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DGGE進行研究的我們，相對來說更是重要 (Kisand Veljo and Winker Johan.2003.)。 

 

圖二十九：DGGE電泳圖的MMD問題(取材自：Kisand Veljo and Winker Johan..2003.) 
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圖三十：MMD問題的Tm值(取材自：Kisand Veljo and Winker Johan.2003.) 

 

圖三十一：Cross-taxas similarities in Tm(取材自：Kisand Veljo and Winker Johan..2003.) 

 

除了因為要增加DGGE解析度的原因，有時為了能夠了解特定菌種的菌相構成或變化，

我們也必須設計特定的引子。例如研究人員為了解屬於嗜中溫菌，並且能夠降解甲苯的

微生物小組(toluene-degrading consortium，TDC)和能夠降解乙苯的微生物小組

(ethylbenzene-degrading consortium，EDC)，設計了特定的引子來達到目的（Koizumi et al.,. 

2002）。 



 71 

DGGE廣泛被應用在微生物生態方面，其敏感度的增加能使所得到的DGGE電泳圖的菌相

更為完整，不同膠體取得的樣品的正常化可以使不同膠體能夠進行比較。經由對引子的

特殊設計可以增加其敏感度及使其正常化。研究人員使用以不同螢光標記的引子，測試

對DGGE條帶移動、敏感性和正常化所造成的影響。根據研究結果，fluorophores Cy5 和

Cy3沒有明顯改變DGGE的樣式，但是，6-carboxyfluorescein (FAM)減緩了條帶的移動。

DGGE經由螢光標記的引子的幫助，改善了偵查的敏感性（圖三十二）以及使得從不同

膠體取得的樣品的能夠正常化(Neufeld et al.,. 2005)。 

 

圖三十二：改善DGGE的敏感度(取材自：Neufeld et al.,2005)。 

 

有時PCR不能放大我們想要的DNA，這是因為不需要的DNA模版或強勢的DNA模板的影

響，使得供選擇的模板減少或消滅，進而影響反應的結果。這些妨礙反應的模板可能可

以經由endonuclease的作用而完全消化。應用endonuclease的作用，並且使用DGGE確認要

移除的DNA的模板已經被移除了，隨後進行改進的放大作用，就能夠放大真正想要放大

的DNA，這個方法稱為自殺性聚合酶內切酶限制作用（suicide polymerase endonuclease 

restriction，SuPER）。SuPER的機制如圖三十三。根據實際研究結果，從植物根部提取

的環境 DNA 中的 plastid 16S rRNA 基因完全被消化了。另外，純培養基和環境 DNA 

萃取物受到從 Streptomyces 提取的各種 genomic DNA 的抑制，使用 SuPER 能有效移

除這些 DNA ( Green et al., 2005) 。 
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圖三十三：SuPER 的作用機制( 取材自：Green et al., 2005). 
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2. 研發DGGE相關工具 

 

2.1 DGGEGE 

 

DGGE能偵查和鑑定不能培養的種類，有更多的證據顯示，當複雜l菌相進行DGGE時，

也許不同菌種的序列會移動至相同位置。在這項研究中，研究人員試圖解決這個問題，

經由切除個別的條帶，讓他們通過一個更短的變性劑梯度，稱之為"變性梯度膠體電泳法

膠體擴展"(denaturing gradient gel electrophoresis gel expansion, DGGEGE) (Gafan et al., 2005.) 。 

 

研究人員觀察七個樣品的 DGGE 電泳圖(圖三十四)，各個樣品呈現不同的樣式。箭頭表

示選擇的條帶，這些條帶證實全部位在相同位置，接著從膠體切除這些條帶。具體觀察

這些條帶，顯示大約集中在變性劑濃度為 52-53%時停止移動。這些被切除的條帶在第二

個相同變性梯度的 DGGE 膠體上，顯示停留在同樣的位置，這樣可以保證沒有切到其他

條帶。將被切除並經過純化的條帶使用 PCR 加以放大，接著進行一個非常短的變性劑梯

度(50-55%)的電泳。所選擇的單一條帶擴展成複雜雜的外形(圖三十五)，每條平均有 5.4

個條帶(DGGEGE 條帶的範圍為 4 到 8 個條帶)。這顯示不同的序列的共同遷移到同樣的

電泳位置。透過這項研究，研究人員可以開發新的技術，這個技術可以克服因為不同菌

種停留至相同位置所帶給 DGGE 的限制。 

 

圖三十四：七個樣品的DGGE 電泳圖(取材自：Gafan et al., 2005.) 
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圖三十五：單一條帶經過短變性梯度膠體呈現數個條帶(取材自：Gafan et al., 2005.) 

 

2.2 分析方式 

 

分析DGGE電泳圖有許多方式，比如在完成條帶影像的定位與數目判讀後，接著以

DICE(Duineveld et al., 1998; Crump et al., 2003)相似度的演算公式計算兩兩樣本間的相似度

SAB，建立相似度的矩陣SDAB，然後接著再以UPGMA (unweighted pair-group mean analysis)

進行歸群分析，並且根據結果繪製成樹狀圖(dendrogram) (Röing et al., 2001 )。 

 

另外還有對DGGE條帶樣式進行統計分析，根據研究結果，顯示邏輯回歸是一個分析和

描述DGGE 外形的良好統計方法（Gafan et al., 2005）。舉例來說，研究人員針對齒齦炎進

行分析，所有膠體都使用二個正控制項，T. forsythensis (T. f)和 P.intermedia (P. i)（圖三

十六）。在各個膠體移動至相同位置的DNA 條帶使用數字表示。條帶的強度根據視覺上

的估計，將微弱的條帶以1表示，中間強度的以2表示，和強的條帶以3表示，圖中分別以

A、B、C為代表。 
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圖三十六：使用兩個正控制項的電泳圖(取材自：Gafan et al. 2005) 

 

接著使用odds ratio加以分析，odds ratio是指有這條條帶的有病與沒病的勝算（odds）相

對於沒有這條條帶的有病與沒病的勝算之比值。有這條條帶的有病與沒病的勝算是指，

有這條條帶的有病機率除以有這條條帶的沒病機率。沒有這條條帶的有病與沒病的勝算

是指，沒有這條條帶的有病機率除以沒有這條條帶的沒病機率。 

 

如果odds ratio是1，則表示具有齒齦炎的勝算相同於沒有齒齦炎的勝算。如果某個條帶的

odds ratio是大於1，表示有齒齦炎的勝算大於沒有齒齦炎的勝算，當這條條帶強度增加的

時候代表很可能有齒齦炎。同樣的，如果估計某個條帶的odds ratio是少於1，那麼沒有齒

齦炎的勝算大於有齒齦炎的勝算，當這條條帶強度增加的時候代表很可能沒有齒齦炎。

然後將資料運用以下三個方法加以分析。(i) Shannon-Wiener diversity index. (ii) Cluster 

analysis. (iii) Logistic regression.  
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(i) Shannon-Wiener diversity index： 

 

利用下列公式求出Shannon-Wiene index的值。 

 

s 表示樣品種類的數目，Pi 表示種類 i 在樣品的比例。透過 Shannon-Wiener diversity 

index.，我們可以比較樣品的多樣性。比較有齒齦炎與沒有齒齦炎的 Shannon-Wiener 

index，結果顯示在沒有齒齦炎的樣品小組有更顯著的生物多樣性。 

 

(ii) Cluster analysis(族群分析)： 

 

使用 Pearson 相關係數(Pearson correlation coefficient)比較 PCR-DGGE 的條帶樣式之間的

相似性。將相似性以樹狀圖表示。透過族群分析，我們可以知道樣品與來源的相關性。

族群群分析的結果顯示，七個群組（clades）只與有齒齦炎的小組有關，五個 clades 只與

沒有齒齦炎的小組有關。 

 

(iii) Logistic regression.(邏輯回歸)： 

 

經由邏輯回歸，可以判斷有齒齦炎或沒有齒齦炎的可能性(表九、圖三十七)。邏輯回歸分

析並且能確定，某一條帶是否顯著與齒齦炎相關。經由回歸分析，任一條帶估計的 odds 

ratio，可以被解釋作為有這條條帶的齒齦炎個體的 odds ratio 與沒有這條條帶的齒齦炎個

體的 odds ratio 的比值。邏輯回歸可以應用在環境污染復育的研究上，可以用來判斷特定

菌種與污染源的關係。 
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表九：邏輯回歸判斷其罹患疾病的可能性（取材自：Gafan et al., 2005） 

 

圖三十七：邏輯回歸判斷其罹患疾病可能性的分佈圖（取材自：Gafan et al.,. 2005）           

0 代表沒有齒齦炎，1 代表有齒齦炎。 

3. 與不同技術的整合運用 

 

3.1 與TTGE及CDGE的整合運用 

 

DGGE被證明是一個強而有力的工具，可以偵測出大部分DNA的突變，但是對於高GC 序

列的DNA 片段的突變，有時難以偵測。難以偵測的原因可能是因為高GC DNA 片段的

裂解溫度(Tm )和接合位置的溫度差異很小，所以可以看見突變存在的變性梯度極為狹
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窄，另外由於裂解溫度極高，所以欲觀察的DNA片段位在膠體的底部，有DNA片段跑出

膠體的風險。我們知道實驗用的PCR引子forward 端外加 40 bp的 GC clamp，在某些情

況下，我們可以藉由調整GC clamp的長度，減少部份片段的移動能力來避免序列的完全

分開。極端高GC 的序列(Tm值高於 80℃ )，更長的GC clamp仍然不足以避免序列分開

總。有幾種方法可以解決這個問題。其中一種是使用以化學clamp代替GC clamp的引子，

化學clamp應該能防止序列完全分開，然而，仍然有些高 GC 序列的突變無法偵測。為

了克服這個問題，研究人員測試結合DGGE 和恆定變性劑膠體電泳(constant denaturant 

gel electrophoresis, CDGE)，因此兼具兩種方法的優點，並且成功偵測到高GC 片段的突

變（如圖三十八）（Wu et al., 1999）。 

 

圖三十八：高GC片段的突變分析（Wu et al., 1999） 

A：使用DGGE進行分析，1、3是控制組為野生株，2是實驗組包含野生株及突變株。 

B：使用CDGE進行分析，1、3是控制組為野生株，2是實驗組包含野生株及突變株。 

DGGE及CDGE皆未能分離突變株及野生株。 

C：上半部使用DGGE，下半部使用CDGE進行分析。1、2、3是來自與圖A、B相同的樣

品，1、3是控制組為野生株，2是實驗組包含野生株及突變株。成功分離突變株及野生株。 
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另外，有研究指出可以使用暫時性溫度梯度膠電泳（temporal temperature gradient 

electrophoresis，TTGE)描述低GC含量的細菌，如許多乳酸桿菌（Latic Acid Bacillus，LAB）

及一些葡萄球菌屬（Staphylococcus）等等，並且以DGGE描述那些高度及中度GC含量基

因，如 Kluyvera cryocrescens，Streptococcus thermophilus等等。實驗證明，TTGE 和DGGE 

能迅速辨認在乳製品內的細菌種類（圖三十九） (Ogier et al.,. 2004.) 。 

 

圖三十九：分別使用TTGE及DGGE觀察乳製品的菌相結構 

A：使用TTGE觀察菌相結構。B：使用DGGE觀察菌相結構。兩者可以互補，如樣品一，

TTGE只能觀察到兩個條帶，DGGE補足其未能觀察的部分。如樣品四，DGGE只能觀察

到三個條帶，TTGE將原先只觀察到兩個條帶的部分增加至五個條帶。 

 

3.2 與培養基方法的整合運用 

 

PCR-DGGE 能有效查出具有優勢的種類，但是使用培養基的方法監測這些微生物菌相在

污水中的成長期間的變化是更準確的。舉例來說，綜合性啤酒廠所產生的污水含豐富營
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養物質，其成分包括葡萄糖、麥芽糖和乙醇，研究人員使用PCR-DGGE辨認佔優勢的微

生物，使用培養基的方法監測混雜的培養菌相變化，和確定其降解基質的行為。這些結

果和方法隨後被使用在浮游及附著的菌相變化，三個微生物族群包括了二個細菌和一個

黴菌種類，辨認為 Acinetobacter 、 Enterobacter 和 Candida。PCR-DGGE和選擇性培

養基使用來追蹤微生物在不同基質降解期間的變化。研究結果顯示，Enterobacter 能降

解葡萄糖和麥芽糖但不能降解乙醇，但是 Acinetobacter 和 Candida 能降解乙醇。在混

合的培養實驗中，Enterobacter 是主要的細菌，直到糖含量減少到會使 Acinetobacter 和 

Candida 降解乙醇的程度（Tam et al., 2005）。 

 

此外，DGGE能鑑定在污染中的優勢菌種，我們經由定序可以得知該物種的相關資訊，

進而使用特殊培養基來培養該優勢菌種，以便將該優勢菌種運用於整治的過程中，所以

培養基的使用是不可或缺的。 

 

3.3 與蛋白質分析技術的整合運用 

 

我們知道分子生物的中心原則是DNA產生RNA，然後RNA產生蛋白質，並且實際參與反

應的通常是蛋白質，所以除了知道微生物的DNA資訊，我們也必須知道蛋白質的相關資

訊。 

 

有一種研究蛋白質體 (proteomic)方法，稱為 metaproteomics，可以應用於觀察自然微生

物菌相的蛋白質圖譜(metaproteomes)。metaproteomics 可以直接觀察具功能性的基因的表

現、其相對含量和蛋白質的修飾狀態。metaproteomics 是依靠二維膠體電泳(2D-PAGE) 結

合介質輔助雷射脫附游離飛行時間式質譜分析(MALDI-TOF MS) 或電噴霧串聯質譜分

析(LC-ESI-MS/MS)，MALDI-TOF MS 是利用質量的不同來鑑定蛋白質，LC-ESI-MS/MS

是利用序列的不同來鑑定蛋白質。這項技術被使用來分析某海灣的微生物菌相的的蛋白

質圖譜。海灣包含的的蛋白質圖譜包含的蛋白質為 pI 4-8，以及明顯的大分子量（在 10-80 
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之間 kDa），對中間海灣的蛋白質圖譜進行雙重複檢測，兩者之間具有將近 92% 的相同

蛋白質斑點，顯示 metaproteomic 適合應用於這項研究中，並且中間海灣的蛋白質圖譜和

上部和底層的海灣的蛋白質圖譜只分別具有 30% 和 70% 相同的蛋白質斑點。其中高度

表現的蛋白質經由 MALDI-TOF 分析，並不是已知的蛋白質。另外有三種蛋白質由

LC-MS/MS 定序，並結合 MS-BLAST 搜尋加以辨認了，並且這些蛋白質和豐富的海灣微

生物（Bacteroides、α–proteobacteria）有所相關，三種蛋白質分別標示為 CB1、CB3、

CB6。CB1 不能確定是何種蛋白質，並且由於期望值（E-value）太高，即可能誤差極大，

所以不能確信其所屬物種，只是屬於 Plasmodium berghei 可能性較大。E-value 是期望

值，表示在給定的序列長度下作排序時，隨機發生吻合的機率。E-value 值越小，表示序

列間越相似，因而可能具有生物上的意義。CB3 為 NADH:UQ oxidoreductase，來自 

Cytophaga hutchinsonii，屬於 Bacteroidetes 的一種。CB6 為 Predicted aminopeptidase，來

自 Novosphingobium aromaticivorans，屬於 α-proteobacteria 的一種。（Kan et al.,.2005.）。這

項研究是首次利用 metaproteomic 來調查水中的微生物，並且證明在自然環境中，

metaproteomic 結合基因體學、分類學等等的研究等具有很大的潛力。我們可以經由

metaproteomics 可以幫助我們了解環境中微生物所具有的功能性蛋白質，並進而對微生

物有更深入的了解。 

 

 
表十：鑑定出來的三種蛋白質（取材自：Kan et al.,.2005.） 

CB1不能確定是何種蛋白質，並且由於期望值（E-value）值太高，所以不能確信其所屬

物種，只是屬於 Plasmodium berghei 可能性較大。CB3為NADH:UQ oxidoreductase，來

自 Cytophaga hutchinsonii，屬於Bacteroidetes的一種。CB6為Predicted aminopeptidase，來

自 Novosphingobium aromaticivorans，屬於 

α-proteobacteria 的一種。 
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（4）結論 

 

DGGE對研究微生物菌相來說是一項非常有利的工具，未來還有許多發展的空間。可以

藉著改進其前置作業，增加電泳圖譜的準確性，並且增加對DNA的敏感度等等。使用不

同方法分析電泳圖，可以使我們更了解電泳圖所蘊含的資訊。同時DGGE可以藉著與其

他技術配合，使我們的研究能更準確，並且更為深入。 
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