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植物的根圈存在許多能和植物相互作用的微生物，其中有些能幫助植物對抗病原菌。本實

驗從田間土壤分離微生物，並以對峙培養與玻璃紙抗生法篩選出對草莓灰黴菌(Botrytis cinerea)
及木瓜炭疽病菌(Colletotrichum gloeosporioides) 有拮抗能力之菌株，其中Yua-6菌株對此兩種病

原真菌具最佳拮抗能力。利用適當引子對及聚合酶連鎖反應，可擴增出Yua-6菌株之DNA片段約

1.6 kb，經由DNA選殖、核苷酸解序及進行NCBI基因庫序列比對，得知Yua-6菌株和土麴菌

(Aspergillus terreus) 在此1.6 kb的序列上有100% 的相同度。於馬鈴薯萃出液培養基培養6天的

Yua-6發酵濾液經冷凍乾燥後發現含1 mg/ml 及5 mg/ml 的Yua-6冷凍乾燥液成分對木瓜炭疽病分

別有19.29%及70.63%之抑制率，對草莓灰黴菌則分別具4.93%及51.73%抑制率。另外，當噴灑

10倍稀釋之Yua-6菌株發酵液到已接種木瓜炭疽菌病孢子懸浮液(濃度4×105/ml)之成熟木瓜果實

時，亦具有明顯保護效果。以Yua-6菌株發酵液之液相－液相萃取後得到乙酸乙酯層，於2 
mg/ml 濃度時對木瓜炭疽病具81.92% 抑制率，對草莓灰黴菌則具54.11 %抑制率。此乙酸乙酯

層再經矽膠管柱層析分離，當中以正己烷:乙酸乙酯＝55%:45%所得之沖堤液，調製成300 μg 
/ml濃度時，對木瓜炭疽病有抑制效果。 將此充堤液再以高壓液相層析儀分析，在滯留時間5分
鐘時所收集之化合物，為具較佳抗菌效果之活性成分。 
 
關鍵字: 拮抗菌，草莓灰黴菌，木瓜炭疽病菌，土麴菌 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



前言 
 
    台灣草莓栽培主要在苗栗縣，栽培面積約 500 公頃，其中以大湖鄉栽培面積最大，約 370
公頃，約佔全縣 75%，其次為獅潭、卓蘭、公館等地區，全台其他地區也有零星栽培(彭淑貞 
et al., 2008)。草莓育苗期於五月初至九月底，均採健康苗或走莖苗育苗。目前草莓病害以灰黴

病、果腐病、白粉病及炭疽病最為嚴重，另有葉芽線蟲危害。草莓灰黴病是由草莓灰黴菌

(Botrytis cinerea)所感染，當草莓在開花及收穫期時，遇到適合病害發生的溫度與溼度即可造成

病害，使損失達 50 %以上(Jarvis, 1962)。田間花的部位的潛伏感染(latent infection)認為是造成生

長後期成熟果實腐爛的原因(Powelson, 1960; Jarvis, 1962, 1964; Jarvis and Borecka, 1968; Jarvis, 
1969; Jordan, 1978)。病原菌感染幼葉時，不易觀察到病徵，待葉片衰老時，菌絲快速生長且迅

速產生孢子，從被感染的葉子和花產生的分生孢子可成為初次接種源(primary inoculums)，用來

傳播病害及感染果實(Braun and Sutton, 1988)。灰黴病其腐生能力極強且寄主範圍泛，除草莓

外，多種蔬菜、水果、花卉等作物均會受到感染，除了可寄生在生長中的作物外，亦能存活在

植物殘株上，在適當的環境中可形成大量的分生孢子，並藉由空氣與雨水傳播。灰黴病最易發

生在低溫多濕季節，發病主要與雨量之多寡有關，於 12 月至 2-3 月間，遇下雨時較易發生，若

下雨連綿，則發病嚴重，可危害葉片、莖、花器、幼果及成熟果，因此降雨日數增加，灰黴病

發生率顯著提高。 
    番木瓜(Carica papaya L.)為臺灣重要熱帶果樹，產區主要分佈於台灣中南部，包括屏東、

高雄、台南、嘉義、雲林及南投等地區，民國99年台灣木瓜種植面積為3294公頃，年產量約13
萬公噸(行政院農委會農業統計年報, 2010)，木瓜植株可被有許多病害威脅，其中木瓜炭疽病為

木瓜重要病害之一。木瓜炭疽病菌(Colletotrichum gloeosporioides)主要為害葉柄、果梗、果實及

幼果，但以成熟果實上之病徵最為嚴重，造成之損失亦最大。初期在果實表面產生多數突起之

圓形小病斑，病斑中央略凹陷，病斑四周並可見白色木瓜乳汁溢出，之後病斑逐漸擴大，病斑

亦漸凹陷而呈水浸狀，多數病斑可互相癒合而成不規則形狀，嚴重時病斑處破裂，遇高濕度時

可溢出粉紅色之黏狀物，為病原菌之分生胞子堆，病斑下之果肉，有菌絲生長，罹病嚴重之果

實會整個腐爛，葉柄會產生褐色病斑，而提前乾枯下垂，病斑處著生分生胞子堆。在夏威夷和

許多熱帶國家木瓜炭疽病是最重要的採後所發生的病害(Paull et al., 1997)，控制此病害通常使用

熱水處理及化學殺菌劑(Couey et al., 1984)，但使用熱處理會導致衰老速度加快，而使用化學殺

菌劑處理易造成損傷，影響採收後木瓜果實品質(Lay-Yee et al., 1998)。  
    植物病害是造成農作物生產減少的大問題，因此農民經常使用化學農藥來防治植物病害，

然而在不當或長期使用下經常衍生抗藥性和環境污染等問題。近年來，由於對食品安全及環境

保育意識的提高，為了達到永續經營的目標，在植物病害防治上已逐漸利用生物防治策略替代

化學農藥的使用，根據美國生物防治學家巴哈(DeBach)的定義，生物防治是利用自然界中捕食

性、寄生性及病原性的天敵，把有害生物的族群壓制在較低的密度下，使其不致造成危害。因

此生物防治可大量減少化學農藥之使用與降低對環境的污染，其中的方法之一就是利用拮抗微

生物(包含真菌、細菌、病毒和線蟲)來降低植物病害(Pal and McSpadden Gardener, 2006)，因此

拮抗微生物之篩選與其作用機制之探討，對於開發生物製劑以應用於植物病害防治是很重要的

一步。 
    土壤根圈中的有許多微生物，有些微生物能和植物互相作用，進而幫助植物對抗病原菌。

而微生物之所以能有效用於植物病害防治，其可能作用機制包括: 利用營養競爭方式直接或間

接造成病原菌營養缺乏、抗生素的產生、超寄生或捕食病原菌(Bowers et al., 1996; Neeno-
Eckwall et al., 2001; Schottel et al., 2001)、產生細胞壁分解酵素直接分解病原菌細胞壁及誘導植

物產生抗病性等皆可直接或間接抑制病原菌(Alstrom, 1991)。 
常用於防治植物病害的拮抗微生物為絲狀不完全真菌綱(Deuteromycetes)木黴菌屬

( Trichoderma spp.)之真菌，可在腐質土壤中發現是一種能夠抑制植物土壤傳播病源菌普遍存在

的真菌，其廣泛分佈於土壤、空氣、枯枝落葉及各種發酵物上，從植物根圈、葉片及種子、球

莖表面經常可以分離到。有許多種類的木黴菌可作為植物病害防治菌，用來抑制植物病原菌的

產生(Chet et al., 1997)。木黴菌最早是用來防治立絲枯核病菌(Rhizoctonia solani)所引起的病害

(Trillas et al., 2006)，其之所以可做為生物防治菌是因為繁殖容易、對環境耐受性高、對許多植

物病原真菌生長有極佳之拮抗性、可促進植物生長及誘導植物抗性等特性(Schisler et al., 
2004)。利用木黴菌來防治的病害已有許多報告，包括鐮胞菌(Fusarium oxysporum)引起的萎凋、

根腐病(Rojo et al., 2007)，立絲枯核病菌引起的莖腐病(Bertagnolli et al., 1998)，腐黴菌(Pythium 
spp.)引起的猝倒病和根腐病(Ahmed et al., 1999)，其他如白絹病、菌核病、十字花科作物根瘤



病、作物根瘤線蟲病、灰黴病及炭疽病等，因此木黴菌是目前生產與應用最普遍的生物防治的

真菌菌種。 
    此外，枯草桿菌( Bacillus spp.)也是常用的拮抗微生物，細菌本身會與病原菌競爭根系中的

營養成分，進而成為優勢菌種，降低病原菌的危害；加上可以產生內生孢子，在逆境中容易存

活；且在產生孢子過程中，可產生對病原菌有抑制作用的抗生物質(Schisler et al., 2004)。另

外，放線菌( Streptomyces spp.)在自然界中也廣泛存在，分佈於土壤中以腐生方式生存，屬於好

氣性之革蘭氏陽性菌，因其型態類似真菌，可產生細長分支的菌絲亦具有無性生殖孢子，可單

獨長於菌絲上或串生，另一特徵為可產生許多胞外分泌酵素、抗生物質，放線菌不具核仁和核

膜，屬於原核生物，因其對於抑制細菌的抗生素敏感，所以將其歸類於細菌(Fourati-Ben Fguira 
et al., 2005)。土壤中的放線菌以鏈黴菌為主，其佔放線菌種類中將近九成，對多種植物病原菌

具拮抗作用，有的自植物根圈分離到的菌株可促進植物生長。鏈黴菌可以產生多種二次代謝

物，包括分解酵素及抗生物質，例如許多重要的抗生素如放線菌素、鏈黴素、四環黴素等，都

可由鏈黴菌產生。這些代謝產物可用在人體的醫藥以及家畜飼料的添加物，此外，在農作物生

產方面，也可做為植物保護之用。而利用鏈黴菌防治的植物病害，包括番茄萎凋病(El-Abyad et 
al., 1996)、番茄立枯病(Sabaratnam and Traquair, 2002)、豌豆苗根腐病(Yuan and Crawford, 1995)
等。螢光假單胞細菌( Fluorescent Pseudomonads ) 又名螢光菌，為革蘭氏陰性之桿狀菌，廣泛

存在於自然界之中，之所以為螢光菌是因為當其存在於缺鐵的環境中，菌體會生成載鐵物質

（siderophore）之螢光色素。螢光假單胞菌可群集於植物根部，為促進植物生長之根棲細菌

（plant growth-promoting rhizobacteria，簡稱PGPR），主要以螢光假單胞菌中的Pseudomonas 
fluorescens及Pseudomonas putida為主。此外，螢光假單胞菌亦常應用於防治軟腐細菌、青枯

病、十字花科黑腐病、鎌胞菌、腐黴菌及立枯絲核菌(Haas and Défago, 2005)等。這些微生物可

防治多種植物病害，也可促進植物生長。 
    草莓灰黴病害可利用微生物進行防治，所使用的生物防治劑包括枯草桿菌(Bacillus 
licheniformis)N1 (Kim et al., 2007)、木黴菌(Trichoderma harzianum) T-39 (Elad et al., 2004)等。

Vagelas等學者利用橄欖油工廠廢水，經消毒過濾後添加於PDA培養基上，進行草莓灰黴菌絲之

體外抑制試驗並測試此過濾液對甜椒與草莓果實病害之抑制效果，結果發現具有抑制草莓灰黴

菌絲生長之效果，推測其可能是橄欖油工廠廢水中含多酚化合物(phenolic compound) 所致

(Vagelas et al., 2009)。木瓜炭疽病也可利用綜合防治的方法進行病害的防治，以洋蔥假單胞菌

(Burkholderia cepacia)菌株B23與0.75% 甲殼素(chitosan) 和3% 氯化鈣(calcium chloride，CaCl2)
混合使用時，比單獨使用洋蔥假單胞菌(B. cepacia)菌株B23，可達到更佳抑制木瓜果實炭疽病之

效果(Rahman et al., 2007; Rahman et al., 2009)，另外，MGP1是一種生物防治劑，是從木瓜果皮

篩選到的戀臭假單胞菌株(Pseudomonas putida biovar A.)，亦具有抑制木瓜炭疽病之效果(Shi et 
al., 2010)。  

土麴菌(Aspergillus terreus)在分類上屬於真菌界、不完全菌門之線菌綱(Hyphomycetes)、
線菌目 (Moniliales) 、線菌科 (Moniliaceae) ，土麴菌可以產生多種二次代謝物，包括

aspulvinone(Takahashi et al., 1978)、asterric acid(Curtis et al., 1960)、asterriquinone(Kaji et al., 
1994)、butyrolactone I (Nitta et al., 1983)、citrinin(Sankawa et al., 1983)、emodin(Chen et al., 1992)
、geodin(Nitta et al., 1977)、itaconate(Bonnarme et al., 1995)、lovastatin(Alberts et al., 1980; 
Greenspan and Yudkovitz, 1985)、questrin (Curtis et al., 1960)、sulochrin(Vinci et al., 1991)及
terrecyclic acid(Nakagawa et al., 1982)。其中Hajja等學者從A. terreus之發酵液中分離出二次代謝

產物lovastatin為降血脂劑的原料，因此成為工業生產用的菌種，其在液態發酵過程中，真菌之

增長形態主要以菌絲纏(mycelium growth)或形成菌絲顆粒(pellet- formation)方式存在(Hajjaj et al., 
2001)。另外利用A. terreus進行吸附廢水中的重金屬離子之實驗，顯示A. terreus對鎳（Ni2+）、

鉻（Cr3+）和鉛（Pb2+）具吸附能力，且其吸附量以對數期菌體對Ni2+、Cr3+的吸附能力最佳，

而靜止期菌體對Pb2+吸附最佳，且吸附時間達 6 小時後，吸附量逐漸趨於平衡(Dias et al., 2002)
。A. terreus目前尚未有用於微生物防治的相關報告，但Melo等人發現A. terreus可寄生於植物的

菌核病菌(Sclerotinia sclerotiorum)內造成菌核病菌破裂死亡達到抑制效果(Melo et al., 2006)，A. 
terreus對其他植物病原菌是否也有抑制效果，值得進一步探討。 
    本實驗之目的為自土壤中分離出對草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌具有拮抗能力之菌種，並分

析及鑑定其有效的拮抗成分將來可開發為微生物製劑，降低病害發生及農民採收後之損失。實

驗首先從土壤中篩選出對草莓灰黴菌(Botrytis cinerea)及木瓜炭疽病菌(Colletotrichum 
gloeosporioides)具拮抗性之菌株並測試菌株之最佳培養時間，再將培養液經冷凍乾燥後，以含

培養成分 1 mg/ml及 5 mg/ml之PDA培養基進行抑菌實驗，此外，也進行成熟及未成熟木瓜果實



炭疽病的保護試驗。最後利用乙酸乙酯(Ethyl acetate)進行拮抗菌液的液相萃取及利用HPLC分離

並進行菌株發酵液生物活性，所得之抑制物質再進行1H-NMR以得知其有效成分之結構。 
 
 
 

 
材料與方法 

 
植物根圈土壤微生物之分離 
    採集田間植物根圈土壤，土樣經自然風乾2-3天後，利用篩網(80目孔篩)去除石礫和雜草，

取1 g土壤加入含9 ml 0.85 %生理食鹽水之離心管中，充分震盪混合，待其沉澱後取出上清液，

再以0.85 %生理食鹽水進行10倍序列稀釋10-1-10-6，最後分別取0.1 ml 10-4-10-6 濃度的稀釋液均

勻塗抹於含streptomycin 100 μg/ml濃度的PDA (Potato dextrose agar)選擇性培養基，用來分離真

菌；和Tryptone yeast extract agar (10 g Casein、5 g Yeast extract、4.4 g K2HPO4、2 g Glucose、2 
g NaCl, pH7.2)之培養基，用來分離其他菌株。於28 ℃培養箱培養7-14天後，各挑取單一菌落於

PDA平板上進行單離及菌株編號，單獨分離後之菌株刮取菌塊置於50 %甘油中並保存於 -70℃
。 
 
土壤微生物拮抗能力之分析 
    於PDA平板上以對峙培養方法篩選對植物病原真菌，(包含草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌)具
拮抗性之土壤分離菌株，再以玻璃紙抗生法進行確認。玻璃紙抗生法操作如下:首先以直徑5 
mm打孔器切取土壤分離菌菌絲邊緣菌塊(土壤分離菌先於28℃培養5-7天後，才使用)，移至貼有

滅菌過玻璃紙之PDA平板中心點位置，於28℃培養箱培養3天後，將玻璃紙連同土壤分離菌一併

移除，再以直徑5 mm打孔器切取草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌，移至於前述PDA平板之中心點上

，於28 ℃培養箱培養，觀察並記錄病原菌生長情形，待對照組的菌絲長滿整個培養基則停止培

養。對照組為不加任何土壤分離菌的PDA平板，分別接種至草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌。 
 
土壤分離菌之菌種鑑定 
    本實驗室與員林高中合作，有篩選到一些具拮抗能力之菌株，因此之後則以其中一株菌

Yua-6進行相關實驗。將Yua-6菌株總核酸以Plant Genomic DNA Purification kit萃取出來，並以對

應核糖體核酸之引子進行聚合酶連鎖反應，PCR反應條件如下: (1) 95 ℃，5分鐘；(2) 95 ℃，1
分鐘；(3) 50 ℃，2分鐘；(4) 72 ℃，3分鐘；(5)第(2)步驟到第(4)步驟重複30個循環；(6) 72℃，

7分鐘。可擴增約400 bp之DNA片段。進行解序後，再由NCBI中找到序列相似程度較高的菌種

，將這些菌種的序列進行比對後再設計引子進行聚合酶連鎖反應，所設計之兩條引子分別為5’ 
Yua-6(實驗室引子編號:378) 5’-CRAAGAARCGMCAGAAGAAGAT-3’及3’ Yua-6(實驗室引子編

號: 379)5’-CCDGTRTGYTGACTGCTGTC-3’，可擴增約1600 bp之DNA片段。 
 
Yua-6菌株DNA片段構築至TA載體及質體轉型作用 
    將Yua-6菌株DNA片段利用Micro-Elute DNA Clean Extraction (捷恩麥克公司)進行純化，最

後可以得到約20 μl的回收DNA 溶液。由於所使用Taq DNA polymerase XL(5 unit/μl)除了具有校

正功能的DNA聚合酵素之外，還含有Taq聚合酶，因此經PCR放大的DNA 3’端可能會多一個核

苷酸A，因此可直接與TA載體進行黏合(yT&A，益生生技開發股份有限公司)。轉型作用以熱休

克(heat shock)的方式進行，將10 μl已進行黏合反應後的質體DNA和200 μl勝任細胞於微量離心

管中均勻混合後，置於冰上30分鐘，再放入42 ℃水浴鍋中，靜置2分鐘，再放置到冰上10分鐘

後，將其加入1 ml的LB，於37 ℃/150 rpm震盪培養1個小時後，均勻塗在含有抗生素Ampicillin 
(100 μg/ml)的固態平板培養基中，置於37 ℃培養14-16小時。 
 
Yua-6菌株冷凍乾燥菌液之抑菌活性測試 
    將Yua-6菌株培養6天後之菌液以濾紙過濾後，再將過濾液進行冷凍乾燥並秤重定量，並利

用dimethyl sulfoxide(DMSO)與水溶解冷凍乾燥粉末，調配成1 mg/ml (0.05g冷凍乾燥粉末以0.1 
ml 100%DMSO及1ml 無菌水溶解)及5 mg/ml (0.25 g 冷凍乾燥粉末以0.1 ml 100%DMSO及1ml 
無菌水溶解)，之後添加至滅過菌後的PDA培養基中，使DMSO最終濃度為0.2 %，對照組為PDA
培養基含0.2 % DMSO。培養基於無菌操作臺吹乾後，將直徑5 mm之草莓灰黴菌及木瓜炭疽病

菌絲菌塊移入，於28 ℃培養箱培養，待對照組長滿則停止培養。觀察草莓灰黴菌及木瓜炭疽病



菌絲生長之抑制情形。 
 
木瓜果實炭疽病的防治試驗 
    首先準備病菌接種源:以5 ml含0.01 % Tween-20之無菌水加入含木瓜炭疽病菌孢子的PDA培

養基上，震盪懸浮1小後以微量吸管吸取液體至離心管，再以細胞計數器計算木瓜炭疽病菌孢子

懸浮液濃度。另外將成熟與未成熟木瓜果實進行表面消毒，先將木瓜浸在75%酒精5分鐘後再放

入無菌水中5分鐘，晾乾10-15分鐘後，於成熟與未成熟木瓜果實表面製造4個傷口(深3 mm、寬5 
mm)，將木瓜炭疽病菌孢子懸浮液(濃度4×105/ml)取50 μl至木瓜表面傷口中，同時也噴灑孢子懸

浮液於傷口表面，置於28 ℃培養箱培養2小時，接著再噴灑稀釋10倍之Yua-6菌株發酵液於木瓜

表面傷口，待乾燥15分鐘後，置於28 ℃培養箱培養並每天觀察記錄木瓜果實發病情形。正對照

為成熟與未成熟木瓜果實表面消毒後，接種木瓜炭疽病菌孢子懸浮液再噴無菌水之木瓜果實，

負對照為健康的成熟與未成熟木瓜果實，僅表面消毒及噴無菌水。 
 
Yua-6菌株發酵液之液相－液相萃取 
    利用液相－液相萃取(liquid－liquid partition)方式進行乙酸乙酯層和水層之分離。取5 g Yua-
6菌株冷凍乾燥粉末放入離心管內，再加入100 ml乙酸乙酯(Ethyl acetate)及100 ml無菌水後混合

，靜置30分鐘後將水層和乙酸乙酯層各別取出，將水層以減壓濃縮及冷凍乾燥儀器(Kingmech，
FD4.5-12P)進行乾燥，而乙酸乙酯層則以減壓濃縮方式進行乾燥濃縮，所得之粉末分別秤取重

量並記錄。之後將乙酸乙酯層和水層各別調配成到PDA培養基上使其含最終濃度為50 μg /ml、
100 μg /ml、500 μg /ml、1000 μg /ml、2000 μg /ml，且DMSO最終濃度為0.2 %，觀察草莓灰黴

菌及木瓜炭疽病菌絲生長之抑制情形。對照組為將草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌絲菌移殖至含0.2 
%DMSO PDA培養基。 
 
抑菌活性成分分離與分析 
    利用正相管柱色層分析法、薄層色層分析法及高壓液相層析儀等技術進一步分離Yua-6菌株

冷凍乾燥粉中，具有抑菌活性之成分。首先取3.85 g Yua-6菌株冷凍乾燥粉，以200 ml乙酸乙酯

混合後，再加入200 ml二次水混合，靜置1小時後，將乙酸乙酯層萃取物及水層分別取出，乙酸

乙酯層萃取物進行減壓濃縮，水層部分再加入200 ml乙酸乙酯混合後，再加入200 ml二次水混

合靜置1小時(水層再以乙酸乙酯重覆萃取一次)，目的為將水層中能溶於乙酸乙酯的成分完全萃

取出來。由Yua-6菌株發酵液之液相－液相萃取實驗中知乙酸乙酯層具有抑菌效果，所以本實驗

取乙酸乙酯層萃取物進行管柱色層分析。乙酸乙酯層萃取物在進行管柱層析前，先用研缽將

Silica gel和乙酸乙酯層萃取物均勻混合後 (Silica gel :萃取物＝1:1，w/w)，填入Silica gel溼式填

充玻璃管柱中並於其上方覆蓋海砂，依序以不同比例之正己烷(n-hexane)與乙酸乙酯、乙酸乙酯

與甲醇(Methanol)混合為沖提液，(H/E 100:0、90:10、80:20、70:30、60:40、50:50、40:60、
30:70、20:80、10:90、0:100，E/M 50:50、0:100)，由100 %正己烷開始沖提，每500 ml收集1瓶
，沖提液收集2瓶後更換極性，逐次提高沖提極性至100 %甲醇，將所含成份自管柱內完全沖提

乾淨。之後進行薄層色層分析法，使用表面塗佈矽膠(Silica gel,SIL G/UV254ALUGRAM)之正相

TLC薄片，依序以不同比例正己烷與乙酸乙酯、乙酸乙酯與甲醇為展開液(H/E 90:10、70:30、
50:50、30:70、10:90，E/M 50:50、0:100)，展開後以紫外光觀察並浸漬15 %硫酸，以60-70℃烘

烤呈色，展開後成份分佈情形相似者之沖提液則合併並進行減壓濃縮後秤重，以150 μg /ml、
300 μg /ml濃度進行抑菌活性測試。將具拮抗能力之沖提液進一步以HPLC分析，此儀器為安捷

倫的液相層析系統(Agilent 1100 series,Germany)，配備有紫外線光偵測器(VWD UV detector)及
100 μl注射器，沖提條件為正己烷:乙酸乙酯＝65 %:35 %，流速3 ml/min，共45分鐘並收集波峰

沖提液進行抑菌活性試驗。接著進一步以1H-NMR及GC-MS等分析技術確定化合物之結構。 
 
 
 

結果 
 
土壤微生物之拮抗能力 
 
    自土壤中篩選48個菌株，其中由含streptomycin 100 μg/ml濃度的PDA之選擇性培養基，分

離到13種菌株；由Tryptone yeast extract agar之培養基分離到35種菌株。這些分離之菌株用來和

木瓜炭疽病菌和草莓灰黴菌進行PDA平板的拮抗分析時，發現均不具拮抗效果，但之前本實驗



室與員林高中合作有篩選到Yua-6菌株對草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌具拮抗能力，因此後續以

Yua-6菌株進行相關實驗。本實驗首先再利用對峙培養方法及玻璃紙抗生法(圖1)確認拮抗效果，

結果顯示木瓜炭疽病菌和草莓灰黴菌的菌絲生長與對照組相比有明顯被抑制的效果，顯示Yua-6
菌株確實具有能抑制這兩種病原菌的能力。 

 
Yua-6菌株之菌種鑑定 
    將Yua-6菌株利用對應核糖體核酸序列的上游引子18S up和下游引子28S down可擴增約400 
bp之DNA片段，定序結果至NCBI網站以BLAST Analysis程式進行分析比對，結果顯示Yua-6菌
株與土麴菌(Aspergillus terreus)的hypothetical protein(Accession number: XM_001210986)有99 %相

似度和其他Aspergillus spp. 菌種則只有74 %-77 %相似度，因此再由NCBI中相似程度較高的菌

種，的序列進行比對後再設計引子，上游引子5’ Yua-6及下游引子3’ Yua-6進行聚合酶連鎖反

應，可擴增約1600 bp之DNA片段，定序後再至NCBI網站以BLAST Analysis程式與相似基因片

段進行分析比對，結果顯示土麴菌(Aspergillus terreus) hypothetical protein (Accession number: 
XM_001210986) 與Yua-6菌株序列完全相同，所以確認Yua-6菌株是土麴菌與其他Aspergillus spp. 
菌種僅有72 %-88 %核苷酸相似度。 
 
Yua-6菌株冷凍乾燥液抑菌活性測試 
    本實驗共收集Yua-6菌株培養液7 L，冷凍乾燥後Yua-6菌株粉末之總重為36.45 g。將Yua-6菌
株冷凍乾燥液分別以1 mg/ml和 5 mg/ml之濃度添加於 PDA 培養基中觀察其對草莓灰黴菌和木

瓜炭疽病菌之抑制效果，結果顯示含1 mg/ml及5 mg/ml的Yua-6 冷凍乾燥液成分對木瓜炭疽病

及草莓灰黴菌皆有抑制能力，以含5 mg/ml的冷凍乾燥液的抑菌效果最佳，其中針對木瓜炭疽病

菌以1 mg/ml及5 mg/ml乾燥液成分的抑制率分別具19.29 %及 70.63 %之抑制率，對草莓灰黴菌

則分別具4.93%及51.73%抑制率(表1)。 
 
木瓜果實炭疽病的防治試驗 
    在木瓜果實炭疽病的防治試驗中，將成熟及未成熟木瓜果實接種木瓜炭疽菌病孢子懸浮液(
濃度 4×105/ml)後，噴灑稀釋10倍之Yua-6菌株發酵液並每天觀察木瓜果實發病情形。顯示未成

熟木瓜果實不論是否噴灑Yua-6菌株發酵液，自從接種炭疽菌病孢子至第5天以肉眼皆未觀察到

都沒有木瓜炭疽病菌絲產生(圖2B)，而成熟木瓜果實在接種炭疽菌病孢子及Yua-6菌株發酵液後

，第1天沒有觀察到木瓜炭疽病菌絲產生，第3天有少許木瓜炭疽病菌絲從傷口產生，第5天比第

3天增加一些木瓜炭疽病菌絲整體來說炭疽病菌的菌絲變化範圍並不大，與成熟木瓜接種炭疽菌

病孢子及噴灑無菌水的果實相比未有噴灑Yua-6菌株發酵液之木瓜，到第3天約有1/3面積已佈滿

菌絲，到第5天整個木瓜已快爛掉(圖2D)。由此可知Yua-6菌株發酵液具明顯抑制木瓜炭疽病菌

在成熟木瓜果實上生長之效果。 
 
Yua-6菌株發酵液之液相－液相萃取 
    取5 g Yua-6菌液冷凍乾燥粉末經液相－液相萃取分割後得到乙酸乙酯層1.96 g及水層4.02 g
，經菌絲生長抑制能力之測試，發現含2 mg/ml乙酸乙酯層之濃度對木瓜炭疽病菌和草莓灰黴菌

皆有抑制效果(圖3)，其中對木瓜炭疽病菌具81.92 %抑制率，對草莓灰黴菌則具54.11 %抑制率

，而2 mg/ml水層之濃度對木瓜炭疽病僅具15.41 %抑制率，對草莓灰黴菌則具16.03 %抑制率。

顯示水層的成分對木瓜炭疽病及草莓灰黴菌無明顯抑制效果，因此後續皆以乙酸乙酯層當中之

抗生物質為分析對象(圖3)。 
 
抑菌活性成分分離與分析 
    取30.85 g Yua-6菌株冷凍乾燥粉末再經液相－液相萃取分割後得到乙酸乙酯層3.4 g後進行

管柱色層分析，以不同比例之正己烷(n-hexane)與乙酸乙酯、乙酸乙酯與甲醇(Methanol)混合為

沖提液，(H/E 100:0、90:10、80:20、70:30、60:40、50:50、40:60、30:70、20:80、10:90、0:100
，E/M 50:50、0:100)，每種比例之沖提液各收集2瓶，最後共26瓶。接著進行薄層色層分析，成

份分佈情形相似者則合併混合，最後共併成12瓶(H/E 95:5、80:20、80:20、70:30、70:30、55:45
、45:55、35:65、25:75、5:95，E/M 50:50、0:100)並進行抑菌活性測試(圖4，表2)。其中以含0.3 
mg /ml濃度之正己烷:乙酸乙酯＝55 %:45 %沖提液對木瓜炭疽病具50.87%抑制率(圖4D)。此具拮

抗能力的沖堤液再進一步以HPLC分析其內成分，沖提條件為以正己烷:乙酸乙酯＝65 %:35 %，

流速3 ml/min，共45分鐘。於滯留時間5、11、13、16、19及34分鐘共獲得6瓶較大波峰之收集

液，各別調配到PDA培養基上使其含最終濃度為0.15 mg /ml及0.3 mg /ml，且DMSO最終濃度為



0.2 %，觀察草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌絲生長之抑制情形。經抑菌測試得知在滯留時間5分鐘

所收集之化合物於0.3 mg/ml濃度下對草莓灰黴菌具27.02 %抑制率，至於其他波峰收集物於0.15 
mg /ml及0.3 mg/ml濃度下，抑菌率皆低於12.48 %，無法測得較高之抗菌活性(圖5)。 
 
 
 

討論 
 

    植物病害需要進行控制，以維持農產品的品質和足夠的食物，防治植物病害的方法有很多

種，但農民仍偏重於化肥和農藥，經長期過度使用和濫用的結果，往往造成生態環境的污染，

因此利用生物防治策略替代化學農藥使用，將使環境污染減少，也不會有化學物質殘留的問題

。植物真菌病害是造成作物產量減少的大問題，木瓜炭疽病更是作物採後容易發生的一個重要

的病害(Paull et al., 1997)，此病害可造成採收後20 %木瓜果實的損失，最嚴重時更可達50 %損

失。控制此病害通常使用熱處理及化學殺菌劑(Couey et al., 1984)，但使用熱處理會導致衰老速

度加快，而使用化學殺菌劑處理易造成損傷，影響採收後木瓜果實品質(Lay-Yee et al., 1998)，
本實驗篩選到Yua-6菌株在培養基中進行測試，發現其對木瓜炭疽病菌具有拮抗能力，當實際以

木瓜果實進行炭疽病的防治試驗中，也證明Yua-6菌株發酵液對成熟木瓜果實有明顯抑制病菌的

效果，因此Yua-6菌株是具有開發成微生物製劑潛能之菌種。 
    本實驗在進行Yua-6菌種鑑定時，原本是以實驗室已有的引子〔對應高等植物的核糖體核酸

序列(18S 26S)〕來進行聚合酶連鎖反應，有趣的是此引子對可擴增出Yua-6的DNA片段，但此

DNA卻不屬於核糖體核酸之序列，定序結果至NCBI網站以BLAST Analysis程式進行分析比對時

，發現在NCBI基因庫中與Yua-6菌株的序列相似程度較高的菌種及其對應之基因產物有 : 
Aspergillus oryzae DNA的 binding protein SART-1(Accession number: XM_001820206)、A. flavus
的DNA binding protein SART-1(Accession number: XM_002374117)、A. niger的DNA binding 
protein SART-1(Accession number: XM_001401964)、A. fumigatus 的DNA binding protein SART-
1(Accession number: XM_746691)、A. clavatus的DNA binding protein SART-1(Accession number: 
XM_001271915)和A. terreus中的一個hypothetical protein(Accession number: XM_001210986)，將

這些菌種的序列進行比對後再設計引子，(5’ Yua-6及3’ Yua-6)進行聚合酶連鎖反應，可擴增出

1.6 kb DNA片段，其序列進行分析比對結果顯示與土麴菌(A. terreus)中的hypothetical protein 
(Accession number: XM_001210986)完全相同，而跟其他Aspergillus spp. 相比則僅有72 %-88 %
之核苷酸相同度，顯示此Yua-6菌株為土麴菌之一品系。     
    許多絲狀真菌像土麴菌，當其營養來源改變，會影響菌體的形態和生理狀態，當營養來源

充足時，菌體會大量生長，此階段的代謝程式稱初級代謝(primary metabolism)，此種代謝模式

普遍存在於所有生物中；當氮、碳和磷營養條件受限制下而減少時，菌體生長速度會變緩慢，

形態和代謝發生改變，此時的代謝程式稱為二次代謝(secondary metabolism)，這類的代謝反應

是具有生物獨特性的。真菌容易產生二次代謝物，主要為抗生素和抗菌蛋白(Schimmel et al., 
1998)。土麴菌可以產生多種二次代謝物，包括aspulvinone(Takahashi et al., 1978)、asterric acid 
應用在抑制血管內皮生長因數(VEGF)(Curtis et al., 1960)、asterriquinone(Kaji et al., 1994)、
butyrolactone I 用來抑制真核細胞cyclin-dependent kinases(Nitta et al., 1983)、citrinin(Sankawa et 
al., 1983)、emodin(Chen et al., 1992)、geodin(Nitta et al., 1977)、itaconate(Bonnarme et al., 1995)、
lovastatin也被稱為mevinolin或Monacolin K，在臨床上已經成為降低血清中膽固醇的一個主要用

藥，另外它也可以減緩動脈粥樣硬化及抑制細胞增生 (Alberts et al., 1980; Greenspan and 
Yudkovitz, 1985)、questrin (Curtis et al., 1960)、sulochrin(Vinci et al., 1991)及terrecyclic acid是一

種抗生素(Nakagawa et al., 1982)。由此可知土麴菌的二次代謝物質種類多，又具多方面之應用

價值，因此是一個值得開發的真菌種類。 
    在本研究中，土麴菌的培養液具有抑制植物病原真菌生長的能力，由HPLC及H-NMR分析

結果，初步認為其中主要含的有效成分是類似Butyrolacetone之物質，此物質為土麴菌之二次代

謝產物。由過去研究指出，營養的組成及消耗，可能影響生物體產生二次代謝路徑，本實驗在

進行Yua-6培養液成分的分析時，是以培養6天之PDB溶液為分析對象，雖然也具有抑菌生長能

力，但其實也可以嘗試以其他的培養基配方或改變培養時間來進行分析，或許可以找到有利於

誘導Yua-6菌株走二次代謝路徑之條件。 
    許多微生物包括細菌及真菌皆為有應用在微生物防治上，這些拮抗菌之所以能防止病害發

生，有些是因為其能產生抗生物質，A. terreus也能分泌出Terrecyclic acid A，為具抗生素特性之

物質(Nakagawa et al., 1982)，抗生素是微生物產生的毒素，可以在低濃度下，殺死其他微生物



。大多數微生物的產生可分泌一種或多種具抗菌活性的化合物。有某些情況下，由微生物產生

的抗生素可特別有效地抑制植物病原菌和它們所造成的疾病，例如 : 螢光假單胞細菌

(Fluorescent Pseudomonads)F113產生2,4-diacetylphloroglucinol抗生素可以抑制腐黴菌(Pythium 
spp.)造成的猝倒病(Damping off)(Shanahan et al., 1992) ；枯草桿菌(Bacillus subtilis)AU195產生

Bacillomycin D可抑制黃麴菌(Aspergillus flavus)造成的黃麴毒素污染(Moyne et al., 2001) ；
Agrobacterium radiobacter所產生Agrocin 84可抑制農桿菌腫瘤菌(Agrobacterium tumefaciens)造成

植物癌腫病(Crown gall)(Kerr, 1980) ；液化澱粉芽孢桿菌(Bacillus amyloliquefaciens) FZB42所產

生Bacillomycin和豐原素(fengycin)可以抑制Fusarium oxysporum造成鐮胞菌萎凋病(Koumoutsi et 
al., 2004) ；Bacillus subtilis QST713所產生Iturin A可以抑制灰黴菌(Botrytis cinerea)和立枯絲核菌

(Rhizoctonia solani)造成猝倒病(Damping off)(Islam et al., 2005) ；木黴菌(Trichoderma virens)產生

Gliotoxin可抑制立枯絲核菌(Rhizoctonia solani)造成根腐病(Root rots)(Wilhite et al., 2001)、B. 
subtilis BBG100產生的Mycosubtilin可以抑制腐黴菌(Pythium aphanidermatum)造成的猝倒病

(Damping off)(Leclere et al., 2005) ；立枯絲核菌 (R. solani)造成的根腐病、泛菌 (Pantoea 
agglomerans) C9-1所產生 Herbicolin可抑制火凋枯病 (Erwinia amylovora)造成火枯病 (Fire 
blight)(Wright et al., 2001) ；假單胞菌(Burkholderia cepacia)產生的 Pyrrolnitrin和pseudane可以

抑制 Pyricularia oryzae和立枯絲核菌(R. solani)造成的稻熱病和根腐病(Yoshihisa et al., 1989)等
。本研究中所進行的防治對象為病原真菌而非細菌，但由於A. terreus也能產生抗生素之代謝物

，因此或許土麴菌對於其他細菌病害也有抑制能力。Yua-6菌株冷凍乾燥液經乙酸乙酯萃取對草

莓灰黴菌具54.11 %抑制率，但經HPLC分析後對草莓灰黴菌只剩27.02 %抑制率，理論上應該成

分愈分離抑制純度愈高，其抑制效果要愈佳才對，其之所以如此可能是Yua-6菌株的多種二次代

謝物質是共同參與在抑制病原菌上或是A. terreus還具有其他拮抗能力，如營養競爭或菌絲直接

寄生在病菌上等。Melo等人在進行植物菌核病菌(Sclerotinia sclerotiorum)的研究中，發現A. 
terreus可寄生於真菌的菌核內造成菌核病菌破裂死亡，而達到抑制效果(Melo et al., 2006)，A. 
terreus 也曾用來抑制Ophiobolus graminis造成的小麥倒伏病(wheat take-all disease)(Slagg and 
Fellows, 1947)而本研究從土壤中分離的A. terreus則具有抑制木瓜炭疽病及草莓灰黴菌的能力，

由此可知A. terreus應可用來對抗多種植物病原菌，因此是一個具開發價值的菌種。 
 
 
 

結論 
 
    本實驗自田間植物根圈分離出微生物，篩選出對草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌具拮抗作用之

Yua-6菌株，並分析其抑菌效果與作用成分。在抑菌實驗中發現含Yua-6冷凍乾燥物成分達1 
mg/ml即對木瓜炭疽病及草莓灰黴菌具抑制效果，且濃度愈高，抑制效果愈佳。10倍稀釋之Yua-
6菌株發酵液對成熟木瓜果實也具明顯保護效果，可抑制木瓜炭疽病之發展。利用乙酸乙酯進行

液相萃取及抑菌測試，發現其抑菌成分主要存在乙酸乙酯層，而水層中之成分則對病菌無明顯

抑制效果。以矽膠管柱層析分離Yua-6菌株之有效抑菌的活性成分時，由正己烷:乙酸乙酯＝55 
%:45 %濃度收集之沖堤液對木瓜炭疽病具較佳抑制效果，其他極性之沖堤液則對木瓜炭疽病和

草莓灰黴菌不具明顯抑制效果。以HPLC分析當中之沖堤成分，以5分鐘所收集之化合物，具較

佳之抑菌能力，經H-NMR分析，推測其可能是類似丁內酯(Butyrolactone)之化合物。 
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圖 1、 利用玻璃紙抗生法於 PDA 平板上測試 Yua-6 菌株對植物病原真菌生長之拮抗作用。(A)

覆蓋玻璃紙的 PDA 平板上先培養 Yua-6 菌株，三天後去除玻璃紙，再接種草莓灰黴菌；

(B) PDA 平板上接種草莓灰黴菌；(C)同(A)條件，但最後接種病菌為木瓜炭疽病菌；

(D)PDA 平板上接種木瓜炭疽病菌。 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
圖 2、 Yua-6 菌株發酵液進行木瓜果實炭疽病防治試驗。將未成熟及成熟木瓜經 75 %酒精和無

菌水表面消毒後進行病菌接種與Yua-6 菌株發酵液保護測試。(A)與(C)分別為健康木瓜；

(B)與(D)為接種木瓜炭疽病孢子(4×105/ml)之木瓜，再個別以無菌水(B左及D左)或以稀釋

10 倍之Yua-6 菌株發酵液(B右及D右)噴灑，並於接種後第 1、3 及 5 天觀察其保護效果。 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖 3、 Yua-6 菌株發酵液冷凍乾燥以乙酸乙酯及水層分別萃取成分，所得之乾燥粉末再配置成

含 1 mg/ml 及 2 mg/ml 之 PDA 平板，進行草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌之生長抑制分析。

(A)不含水層及乙酸乙酯層之 PDA 平板，含水層 1 mg/ml 及 2 mg/ml 之 PDA 平板及含乙

酸乙酯層 1 mg/ml 及 2 mg/ml 之 PDA 平板，分別接種草莓灰黴菌；(B)則是分別接種木瓜

炭疽病菌，PDA 平板內均含 0.2 % DMSO。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖 4、 不同濃度之乙酸乙酯層經矽膠管柱層析的沖堤部對草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌之生長抑

制效果。(A)不含乙酸乙酯層沖堤部之 PDA 接種草莓灰黴菌；(B)，(C)及(D)為分別含

0.1 mg/ml，0.2 mg/ml 及 0.3 mg/ml 濃度的乙酸乙酯層沖堤部之 PDA 接種草莓灰黴菌；

(E)不含乙酸乙酯層沖堤部之 PDA 接種木瓜炭疽病菌；(F)，(G)及(H)為分別含 0.1 
mg/ml，0.2 mg/ml 及 0.3 mg/ml 濃度乙酸乙酯層的沖堤部之 PDA 分別接種木瓜炭疽病

菌。PDA 均含 0.2 % DMSO。 



 
圖 5、HPLC 分析於所得之收集液個別調配到 PDA 培養基上使其含最終濃度為 0.3 mg/ml，且

DMSO 最終濃度為 0.2 %，觀察當中成分對(A)草莓灰黴菌及(B)木瓜炭疽病菌菌絲生長之

抑制效果。收集液為分別在滯留時間 5、11、13、16、19 及 34 分鐘波峰時段收集。 
 
 
 
 
表 1、不同濃度之 Yua-6 冷凍乾燥發酵濾液對草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌之生長抑制率 

表1 
 
 
 
 
 
 

 
表2、乙酸乙酯層經矽膠管柱層析的沖堤部對草莓灰黴菌及木瓜炭疽病菌之生長抑制率。 
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ABSTRACT 

Some soil microorganisms in rhizosphere are able to help plants against pathogens.  In the 
present study, microorganisms were isolated from rhizosphere and tested for antagonistic effect 
against plant pathogenic fungi Botrytis cinerea and Colletotrichum gloeosporioides.  An isolated 
fungus Yua-6 showed the best antagonistic abilities.  The sequences of Yua-6 showed 100% 
nucleotide identity to Aspergillus terreus.  The Yua-6 dry-frozen power from 6-day-cultured potato 
dextrose broth was test for fungal growth inhibition.  The result showed that the concentration (conc.) 
of 1 mg / ml and 5 mg / ml in PDA medium of Yua-6 dry-frozen power results in 19.29% and 
70.63% , respectively, of inhibition rate on C. gloeosporioides and 4.93% and 51.73%, respectively, 
on B. cinerea.  Additionally, spraying of 10-fold-diluted Yua-6 culture filtrate on C. gloeosporioides 
inoculated mature papaya fruits was able to protect them from disease development.  The ethyl 
acetate layer of Yua-6 dry-frozen culture filtrate showed 81.92% of inhibition rate to C. 
gloeosporioides and 54.11% of inhibition rate to B. cinerea at the conc. of 2 mg / ml.  The eluent by 
using n-hexane: ethyl acetate (55%: 45%) solvent through silica gel was collected and it showed the 
inhibit effect on C. gloeosporioides at the conc. of 0.3 mg/ml in PDA.  This eluent was further 
analyzed by high-pressure liquid chromatography (HPLC) and the compound collected from retention 
time of 5 minutes had the best antagonism activity. 
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