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高中（職）組 成果報告表單 

題目名稱 : 以水稻內生菌抑制紋枯病 

一、摘要 :  

本實驗藉由植物內生菌的氣味，研究其對病原菌的影響。本次實驗使用水稻作為實驗材料，並

從中篩選出內生菌，而後我們選擇導致水稻紋枯病的立枯絲核菌，將內生菌與其共培養，發現內生

菌對立枯絲核菌有顯著的抑制效果。此實驗結果證實，水稻內生菌氣味對植物病原菌具有顯著抑制

生長的影響，水稻內生菌能作為抑制紋枯病的生物媒介。在本次實驗中，說明水稻內生菌在水稻抵

抗病原菌上具有良好的助力。 

二、探究題目與動機 

在植物觀察時，我們發現空氣中散發著花朵的香味，能讓我們感受到放鬆歡愉的情緒，因而好

奇氣味是否對其他生物一樣有影響。於是查詢了網路上關於氣味、植物、共生等資料，發現微生物

氣味對植物的確具有交互關係，使得我們對此產生了研究的興趣，並決定開始探討植物、立枯絲核

菌及植物內生菌之間氣味層面的關係。 

三、探究目的與假設 

一、了解水稻內生菌之種類及篩選方式 

二、探究水稻內生菌對立枯絲核菌生長之影響及其機制 

三、探究水稻內生菌對立枯絲核菌氧化之情形 

四、探究方法與驗證步驟 

一、 研究架構流程圖 

 

研究物種： 

立枯絲核菌(Rhizoctonia solans)、水稻內生菌(Pantoea agglomerans)、水稻(台南 9 號) 

立枯絲核菌為親水、嗜熱性真菌，主要生存在土壤的上部。它是一個好發於夏季，六月到十月

份的真菌。在水稻上的病徵，初期於葉鞘及葉片上出現灰汙綠色水浸狀病斑，後期病斑中央灰白

色，邊緣褐色。高濕高溫環境下，葉鞘組織會枯死，並導致水分輸送不良，造成黃化乾枯。 

以水稻內生菌 Pantoea agglomerans  
作為實驗對象 

以不同內生菌和病原菌共培養 

內生菌氣味影響病原菌 
內生菌直接接觸對病原菌生長

之影響 
內生菌氣味對病原菌氧化情形

之研究 
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二、實驗過程： 

(一) 配製 400ml 馬鈴薯葡萄糖瓊酯培養基 Potato Dextrose Agar (PDA medium)、大豆分解蛋白質

乾酪素培養基 Tryptic Soy Broth (TSB medium)、洋菜培養基(LB medium) 

1. 使用電子秤量取 PDA 15.6g (TSB 12g +Agar 6g ; LB 12g +Agar 6g) 加入血清瓶中， 

2. 再以量筒各量取蒸餾水至 400ml 加入血清瓶中。  

3.  貼上滅菌膠帶，搖晃均勻後，放入滅菌釜，濕式滅菌一小時。 

4.  取出滅菌完成的液態 PDA (TSB；LB) 培養基，於無菌操作台中，將其取 50ml 倒入 9cm 圓

盤中，各 20 盤合計 60 盤，冷卻靜置五個小時。 

5. 冷卻完成後，將 PDA (TSB；LB) 培養基裝袋，備用。 

(二) 配製 400ml 抗氧化馬鈴薯葡萄糖瓊酯培養基(PDA medium+GSH) 

1. 使用電子秤量取 PDA 15.6g 加入血清瓶中，再以量筒量取蒸餾水至 400ml 加入血清瓶中。 

2. 加入抗氧化劑 GSH 

3. 貼上滅菌膠帶，搖晃均勻後，放入滅菌釜，濕式滅菌一小時。 

4. 取出滅菌完成的液態 PDA 培養基，於無菌操作台中，將其取 50ml 倒入 9cm 圓盤中，合計 20

盤，冷卻靜置五個小時。 

5. 冷卻完成後，將 PDA 培養基裝袋，備用。 

(三) 以直接平板法篩出內生菌 

 1. 以電子天秤量取 7g 水稻種子，放入離心管。 

2. 在離心管中加入 10%次氯酸鈉溶液，置於震盪機上，進行表面消毒 15 分鐘，後以無菌水洗

淨。 

 3. 於無菌操作台中，分別取出 5 顆種子放置於 PDA、TSB、LB 培養基上，每種培養基 

    兩盤。 

 4. 以 paraflim 密封，置於養菌箱。放置 2 天後觀察盤中的內生菌。 

              

圖一：平板法篩菌示意圖 

(四) 內生菌培養步驟 

1. 於無菌操作台中，取出篩出的內生菌，以接種環於 PDA、LB 培養基上畫上四區，置於養菌箱

中一天。 

2. 取出養菌管，及液態 LB，使用電動分注器，注入 3ml 液態 LB。 

3. 從養菌箱中取出畫上四區的培養基，以接種環取出內生菌，放置於養菌管中，置於養菌箱中

一天。 

 4. 以微量低管吸取 1c.c.液態 LB，放入驗光機中，定標準值。 

5. 將菌液稀釋 10 倍，以微量滴管取 900μl 液態 LB，加入 100μl 菌液。 

6. 放入驗光機中，驗光後，調配 OD1 濃度的菌液。 

 7. 塗盤於 LB 培養基上，置於養菌箱中生長兩天。 

(五) 立枯絲核菌之繼代培養 

1.從養菌箱中取出立枯絲核菌，於無菌操作台中，利用不鏽鋼穿孔器取出相同大小之立枯絲核菌，

繼代至 PDA 培養基上，共繼代三盤。 

 2. 放入養菌箱中生長三天，以作為新鮮實驗材料使用。 

放置 2 天後 放種子 LB,TSB, 

PDA 

內生菌 

2



(六) 立枯絲核菌與內生菌氣味共培養(未接觸) 

1.從養菌箱中取出培養三天的立枯絲核菌，並於無菌操作台中，繼代至新的 PDA 培養基上。 

2.將塗盤內生菌的菌盤和立枯絲核菌的菌盤相接，並以 parafilm 包覆兩圈，置於養菌箱中生長兩

天。 

 

圖三：內生菌氣味與立枯絲核菌共培養裝置示意圖 

(七) 立枯絲核菌抗氧化實驗 

1. 於無菌操作台中，將立枯絲核菌繼代至加入 GSH 後的 PDA 培養基(抗氧化 PDA)上。 

 2. 將塗盤的內生菌和立枯絲核菌相接，並以 parafilm 包覆兩圈，於養菌箱中生長兩天。 

(八) 立枯絲核菌與內生菌共培養(直接接觸) 

1.從養菌箱中取出培養三天的立枯絲核菌，於無菌操作台中，繼代至新的 PDA 培養基上，距離

邊緣 1cm 處。 

2.將內生菌與立枯絲核菌塗在同一盤上，塗上一半，並以 parafilm 包覆兩圈，於養菌箱中生長兩

天。 

 

圖四：內生菌與立枯絲核菌直接接觸裝置示意圖 

 

三、研究結果 : 

(一)以直接平板法篩出水稻內生菌 

在本研究的一開始，我們透過直接平板法，篩出在水稻種子內部的內生菌。 

                              LB     TSB     PDA 

 

                        圖五：水稻內生菌篩菌結果 

 實驗後，我們在結果中篩選出了水稻內生菌 Pantoea agglomerans，並將在後續的實驗中，以這種

水稻內生菌為主要研究對象。 

1cm 
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(二)水稻內生菌氣味對立枯絲核菌之影響 

 第二個實驗中，我們使用內生菌 P.a.與立枯絲核菌共培養，目的是了解水稻內生菌的氣味對立枯

絲核菌生長之影響。 

  

                   Control                    P.a. 

   圖六：水稻內生菌氣味與立枯絲核菌共培養之結果 

     表一：內生菌氣味與立枯絲核菌共培養後之面積及直徑結果 

  

 從實驗結果中能發現，水稻內生菌的氣味對立枯絲核菌本身生長具有顯著抑制效果。在這個實驗

中，我們亦發現水稻內生菌 P.a.能使立枯絲核菌氧化產生黑色素。 

 

(三)內生菌氣味對加入抗氧化劑之立枯絲核菌生長之影響 

 我們進行第三個實驗，以了解水稻內生菌 P.a.與立枯絲核菌共培養後產生黑色素之機制。經過文

獻查找及分析後，我們發現微生物在遇到逆境時會產生氧化壓力，推測立枯絲核菌會變黑是因為菌本

身形成黑色素以保護自己免於受到傷害。因此，本實驗於培養基中加入抗氧化劑 GSH，使立枯絲核

菌不會氧化，並觀察結果。 

  

                   Control                     P.a. 

  

                  Control + GSH              P.a. + GSH 

        圖七：水稻內生菌與立枯絲核菌接觸共培養之結果 
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       表二：內生菌與立枯絲核菌接觸共培養後之面積及直徑結果 

  

 實驗結果證實，水稻內生菌 P.a.與立枯絲核菌共培養後產生之黑色素的確是因為氧化逆境，而立

枯絲核菌產生黑色素之行為，目的為保護自身免於環境的威脅，由此，可推測水稻內生菌 P.a.具有危

害立枯絲核菌的能力。 

(四)內生菌直接接觸對立枯絲核菌生長之影響 

    第四個實驗，目的是了解當水稻內生菌 P.a.與立枯絲核菌直接接觸時，對立枯絲核菌的生長是否

具有影響。 

  

                   Control                     P.a. 

    圖八：水稻內生菌與立枯絲核菌加入抗氧化劑共培養之結果 

表三：內生菌與立枯絲核菌加入抗氧化劑共培養後之面積及直徑結果 

  

從實驗結果中可看出，當水稻內生菌與立枯絲核菌放在同個培養基中進行共培養，對立枯絲核菌

具有顯著的抑制效果。 

四、討論 : 

(一)平板法篩出內生菌 

 實驗結果中，我們透過直接平板法篩出了內生菌 Pantoea agglomerans 作為後續實驗的主要研究

對象，希望能了解水稻內生菌氣味對立枯絲核菌的影響。 

(二)內生菌氣味對立枯絲核菌生長之影響 

 在實驗中，我們使用水稻內生菌 P.a.與立枯絲核菌共培養。實驗結果證實，水稻內生菌對立枯絲

核菌有抑制作用。在這之中水稻內生菌 P.a.會使立枯絲核菌氧化產生黑色素。 

    讓我們感到興趣的是水稻內生菌 P.a.所帶來的結果。立枯絲核菌之所以會產生黑色素，原因是為

了保護自己免於外界環境的傷害，這意味著水稻內生菌 P.a.具有對立枯絲核菌造成傷害的能力。 
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(三)內生菌氣味對添加抗氧化劑之立枯絲核菌生長之影響 

 在第二個實驗中，我們發現與水稻內生菌 P.a.共培養的立枯絲核菌會產生黑色素，推測可能是因

為立枯絲核菌遇到逆境而導致氧化傷害，需要靠生成黑色素來抵擋。而本實驗結果說明，立枯絲核菌

之所以會產生黑色素，的確是為了抵抗氧化壓力，因此在加入抗氧化劑的情況底下，立枯絲核菌便不

會產生黑色素。 

(四)黑色素與氧化的探究 

 實驗中，與水稻內生菌 P.a.共培養的立枯絲核菌，會產生黑色素來保護自己。在查詢資料後，我

們了解黑色素是經由細胞氧化而產生的，並能保護細胞免於紫外線、活性氧及生物降解等不利環境。 

 為了確認這一點，我們於 PDA 培養基中，加入抗氧化劑 GSH，並再次進行共培養，在相同的狀

況下，與水稻內生菌 P.a.共培養後，根據實驗結果，確認立枯絲核菌在加入抗氧化劑的 PDA 培養基

中，並不會產生黑色素。因此，立枯絲核菌用於保護細胞的黑色素，確實是經由氧化而來，在加入抗

氧化劑後失去了氧化產生黑色素的情形。 

(五)內生菌直接接觸對立枯絲核菌生長之影響 

 實驗結果顯示，在直接接觸下，我們發現水稻內生菌 P.a.能抑制立枯絲核菌的生長，但隨著時間

增長，最終都會被立枯絲核菌吞食，此結果說明了水稻內生菌並沒有辦法永久破壞立枯絲核菌生長能

力，而是抑制其生長速度。 

五、結論與生活應用 

    本次研究中，我們發現水稻內生菌對於立枯絲核菌有顯著抑制現象。而在與水稻內生菌 P.a.共

培養實驗中，也發現立枯絲核菌會發生防禦性的氧化。 

水稻內生菌 Pantoea agglomerans 是水稻中常見的內生菌，在過去的生物課，我們學到了生物間

的交互關係，瞭解到生物與生物間，會有共生的情形。而本研究證實了水稻內生菌對水稻的益處，

能抑制病原菌生長，減緩水稻紋枯病的病癥，可推論水稻內生菌 P.a.和水稻是一種互利共生，水稻

提供內生菌安全的居住環境，而內生菌則幫助水稻抵禦病原菌。 

我們未來的實驗方向會針對本次實驗結果，研究如何將其實際應用在農田中，以抑制立枯絲核

菌的增長及紋枯病的擴散。未來可以實際應用在田地為目標研究，製作生物性的藥劑，讓農民不再

使用具化學性的藥劑，減少水稻可能殘留化學物質進而影響顧客的購買意願的機會。使用生物性藥

劑取代化學性，不僅不會造成環境負擔，也能有效達到抑制水稻染病的機率及現象。 

 雖然從目前的實驗中來看，水稻內生菌並無消滅立枯絲核菌的能力，比起現有市面上之化學性

劑的效果較差，但從長遠的觀點及生態友善的角度來看，使用水稻內生菌做為新的替代方式，對環

境及最後食用的人們，都是更好的選擇。 
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