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2025年【科學探究競賽-這樣教我就懂】 

普高組 成果報告表單 

題目名稱：青枯的終結者：來自土壤的微型英雄 

一、摘要 

青枯病菌（Ralstonia solanacearum）為一種廣泛影響經濟作物的土壤性病原菌，具

有高度的休眠性與抗藥性，使得傳統化學農藥防治成效有限，並可能對環境造成長期危

害。為尋求更環境友善且具專一性的替代方案，本研究著眼於噬菌體作為青枯病菌的生

物防治資源。我們自自然環境樣本中分離潛在噬菌體，並透過雙層瓊脂法（plaque 

assay）與斑點試驗（spot assay）進行初步篩選與感染活性測試。實驗結果顯示多株噬

菌體對青枯病菌具明顯裂解作用，顯示其應用於植物病害防治的潛力。未來可進一步評

估其穩定性、宿主範圍與實際農田應用成效，以作為發展永續農業之生物防治策略的重

要基礎。 

二、探究題目與動機 

番茄作為經常出現在餐桌上的蔬菜之一，從隨處可得的番茄醬到漢堡中的番茄切片，我們的

生活幾乎離不開番茄。根據聯合國糧食及農業組織統計，2024 年全球番茄的總產量高達 1.92 

億噸，是產量最高的蔬菜作物（FAO, 2024）。 

 

然而，在番茄的生產過程中，有一種由細菌引起的病害──青枯病。在熱帶和亞熱帶地區，

青枯病導致番茄作物高達 90% 的減產（Elphinstone, 2005）。 

 

現今市面上治療青枯病的方法仍有很多的限制，因此一旦番茄感染青枯病菌，大多只能改種

植其他作物。 目前以預防感染青枯病菌為主，例如使用植物性有機質肥料。事實上，曾感染

青枯病菌的農地，即使休耕一段時間再種植番茄，植株仍有可能會再度感染青枯病菌。 

 

對於農業感染的治療。除了現今普遍使用的農藥治療外，更有學者提出利用生物防治的方法

去改變農業環境。考慮到番茄青枯病菌的休眠性及抗藥性，使用農藥並不是最佳的療法及環

保有效的防治。且噬菌體有絕對寄生的特性，可以較準確的解決感染問題。因此我們認為可

以由此開始研究噬菌體治療，希望可以藉由研究結果找出可以有效對抗青枯病菌的噬菌體，

應用於實際農業並減少發病量。 

三、探究目的與假設 

目的：研究番茄青枯病菌噬菌體於不同溫度及酸鹼值環境中的噬菌力及活性。 

 假設一、番茄青枯病菌噬菌體在 28℃及 37℃及 60℃不同溫度環境下皆可存活。 

 假設二、番茄青枯病菌噬菌體在不同酸鹼值環境下只有中性環境適合噬菌體作用。 

四、探究方法與驗證步驟 

一、研究器材及耗材 

器材：培養皿、離心機、微量定量吸管（micropipette）、試管、酒精燈、細菌生長箱 
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耗材：土壤、水、瓊脂培養基 （CPG agar）、青枯病菌宿主、噬菌體緩衝溶液 （phage 

buffer）、雙倍上層瓊脂（2X CPG top agar）、噬菌體（phage） 

二、研究架構

 
三、研究方法 

（一）利用文獻研究法在研究中參閱相關文獻的實驗設計、方法或技術，幫助我們確認實驗

方法的可靠性與有效性，從文獻中參考過去噬菌體治療植物病菌的案例，以及噬菌體在植物

病害控制中的應用，並參考實驗數據，再加以轉換運用到我們的實驗中，延伸出不同於文獻

的實驗。 

（二）實驗研究法 

1、土壤採樣 (Soil sampling) 

1. 挖取採樣點深度約在土表下 15-30 cm 處之土壤，置於不同夾鏈袋中 

2. 於夾鏈袋上清楚標示採樣地點 GPS 座標與時間，並記錄樣本的物理性質 

3. 以 2 mm 孔徑的篩網過篩樣本土，以除去較大的土塊和植物殘骸。 

2、噬菌體之直接分離 (Direct isolation) 

1. 將已過篩的土添加進入 50 mL 離心管的 15 mL 刻度處，添加液態培養基至 35 mL 刻

度處 。 

2. 以 210 rpm 在 28°C  生長箱中震盪培養 2 hr 後再以 2000xg 離心。 

3. 上清液以濾紙初步將細沙去除，其濾液再以 0.45 μm 濾膜進行過濾，取得噬菌體濾

液 (phage filtrate)。 

4. 取一部分噬菌體濾液進行層瓊脂試驗，檢測直接分離法是否有噬菌體的存在。另一部

分的噬菌體濾液將添加 500 μL 的宿主，進行增殖分離。 

3、增殖分離法 (enriched isolation)： 

1. 將已經添加宿主之噬菌體濾液於 28°C  生長箱以 210 rpm 震盪培養 2-7 天 

2. 在培養的第 2 天與第 7 天取部分濾液以 13000xg 離心，其上清液進行層瓊脂試驗，

確認是否有噬菌體的存在。 

4、序列稀釋 (serial dilution) 

1. 在無菌環境下取數個 1.5 mL 微量離心管，並做標示。 

2. 於微量離心管中以微量定量吸管添加 180 μL 噬菌體緩衝溶液。 

3. 於第一管微量離心管中以微量定量吸管添加 20 μL 之噬菌體懸浮原液後，上下抽取

液體混合均勻後，取其 20 μL 之稀釋液至下一管微量離心管中。 

4. 重複操作上述動作直到所有的微量離心管皆操作完成，完成置備各稀釋倍率之噬菌體

懸浮液。 

5、雙層瓊脂試驗 (double layer agar assay) 與液滴試驗 (spot assay) 
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1. 於無菌的環境中，在試管中加入 200 μL 宿主、100μL  噬菌體懸浮液 (phage 

lysate)，以無菌水加到終體積為 2500 μL 。 

2. 加入等體積的 2X top agar 後，以手前後搓揉試管將液體混合均勻。 

3. 將混合液倒到培養皿中並且以旋轉的方式直到混合液平鋪於培養皿中，待其完全凝固

後於 28°C 生長箱中倒置培養 24 hr。 

4. 調整層瓊脂試驗，不添加 100μL  噬菌體懸浮液以置備細菌毯 (bacterial lawn) ，待其

凝固後，滴  10μL 之不同十倍序列稀釋倍率之噬菌體稀釋液，待液體蒸發後，於 28°

C 生長箱中倒置培養 24 hr。 

6、收集溶解產物 (Collecting plate lysates) 

1. 以層瓊脂試驗製備網狀盤 (webbed plate)，於無菌環境下添加 5 mL 噬菌體緩衝液，搖

晃使其均勻分布於皿中後靜置 2.5 hr。 

2. 以微量移液管收集液體，並以 0.45 μm 濾膜過濾後以液滴試驗確認噬菌體懸浮液之

濃度。若噬菌體懸浮液之濃度高於 1x10-9，即為高濃度噬菌體懸浮液 (high titer lysate, 

HTL)。 

7、噬菌體在不同溫度下的變化 

1. 分別測定在 28°C（室溫）、37°C（溫室土溫）、60°C 下的噬菌體經過 0 小時、1 小

時、2 小時的存活量。 

2. 使用 96 孔盤進行十倍序列稀釋後進行液滴試驗檢測噬菌體濃度的變化。 

8、噬菌體在不同 pH 值下的變化 

1. 分別測定在 pH5、pH7、pH9 下的噬菌體經過 0 小時、1 小時、2 小時的存活量 

2. 使用 96 孔盤進行十倍序列稀釋後進行液滴試驗檢測噬菌體濃度的變化。 

四、實驗結果 

一、尋找噬菌體 

一開始我們使用的是台大農場曾經種過番茄的土壤，試圖藉由離心此土找到青枯病菌噬菌

體；然而卻未找到。為找到青枯病菌噬菌體，我們從雲林合作農場尋找來了曾經發病過青

枯病的土壤來做離心，我們利用曾經發病青枯病的土壤做分離，尋找噬菌體，然而利用直

接分離法沒有成功分離到噬菌體。添加宿主進入土壤後進行增值分離，成功於培養基中發

現不同型態的溶菌斑。為了後續的分析的穩定性，於培養基中各挑選較大的溶菌斑

（plaque），進行噬菌體的純化。純化步驟進行三次。本研究成功分離出六種噬菌體，命

名為 H、I、He、Yu、Overture （O）、糯米糰子（米）。在培養及放大的過程中，H 噬

菌體不幸因濃度過低而死亡。 

圖一、雲林合作農場土壤資訊  圖二、一開始未尋獲噬菌體的結果 
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圖三、合作農場土地的地圖座標及 GPS 

 
二、溫度與噬菌體的影響 

我們將培養箱的溫度設定在 28℃、37℃、60℃，以 28℃代表偏低於常溫種植環境；37℃

代表偏高於常溫種植環境；60℃代表超高溫。利用已培養好的五隻噬菌體，將包含青枯病

菌宿主及噬菌體的培養皿放入培養箱培養一小時，並做三重複降低實驗失誤機率。 

圖四為噬菌體效價在不同溫度的實驗結果紀錄表。我們以噬菌體效價表示噬菌體在不同環

境中的存活率及噬菌力。以下為噬菌體效價之算法： 

噬菌體效價 （pfu/mL）=（斑點數×稀釋倍數）／接種量 

可知，五隻噬菌體分別為 He、 I 、Yu、 O 、米，在 60℃時噬菌體的噬菌效價幾乎為 0，

培養皿上並未出現溶菌斑。而隨著溫度的升高 He、 I 、Yu、米的噬菌體效價都降低，即

在 28℃時，噬菌體的效價都高於 37℃。而 O 則是在 37℃時的噬菌體效價較高於 28℃。 

圖四、各噬菌體的溫度與噬菌體效價的長條圖 

 

三、酸鹼值對噬菌體的影響 

我們將培養皿中的緩衝溶液調整為 pH＝5（偏酸性）、pH＝7（中性）、pH＝9（偏鹼性），

並觀察中性環境下放置的第 0 個小時及在三中酸鹼值環境下放置一個小時的噬菌效果，同

時做三重複的步驟確保實驗失誤率降低。最後得出結論，O、米的實驗結果如圖五、圖六所

示，未有溶菌斑即噬菌體存在的痕跡。I、He、Yu 的實驗結果如圖七、圖八、圖九所示，培

養皿結果所顯示 I、He、Yu 三種噬菌體的溶菌斑數量皆無法準確計數，存活率接近 100%。 

圖五、O 在不同 pH 值下

的培養結果 

圖六、米在不同 pH 值下的

培養結果 
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圖七、I 在不同 pH 值下的

培養結果 

圖八、He 在不同 pH 值下

的培養結果 

圖九、YU 在不同 pH 值下

的培養結果 

   
 

五、結論與生活應用 

一、本研究採用由土壤萃取到的五種不同噬菌體，在三種不同溫度下進行培養，我們發現在 

過度高溫的情況下（60℃），噬菌體的存活率幾乎為 0，噬菌反應也為 0。研究結果顯 

示，我們所設定的常溫（28℃）最適合噬菌體存活，噬菌反應也最高；而在偏高溫環境（37

℃）噬菌體相較之下存活率較低，但依舊可以維持一定的活性及效能。這些研究結果表明

溫度是一大影響噬菌體活性及穩定度的因素之一，隨著溫度的升高，部分噬菌體可能會

有一些結構上的改變，例如：外殼蛋白或 DNA 的熱變性，進而導致活性降低。然而，不

同噬菌體也有不同適合的環境，例如 O 的實驗結果中推測即是較適合偏高溫的環境。 

二、五種不同噬菌體在 pH＝5（偏酸性）、pH＝7（中性）、pH＝9（偏鹼性）的環境下根據

研究結果顯示在所有 pH 條件下，三種噬菌體的溶菌斑數量皆無法準確計數，且存活率

接近 100%。由於番茄最適合生長的環境酸鹼值為 pH = 5～8，因此，透過實驗結果可推

測我們所篩選到的噬菌體 I、He、Yu 於適合番茄生長的環境的生存狀態十分理想，推論

其皆具有未來應用的潛力。 

三、在「不同酸鹼值環境」的觀察實驗中，噬菌體 O 及米的實驗結果有極大誤差，目前我們

推測出了兩種結論，一種是此二種噬菌體有特定且唯一適合存活的酸鹼值環境，或是實驗

過程中出現了未知干擾因素導致實驗結果偏差。由於三重複的實驗結果皆有較明顯的誤

差，噬菌體存活率及噬菌能力幾乎為 0，未來會針對此問題與指導老師討論並做出進一步

的研究及改進。 

四、 由我們的研究推論，噬菌體在農業應用中會受到溫度的顯著影響。在炎熱的夏季或高溫地

區，噬菌體的活性可能受到抑制，因此在使用時需要考慮適當的保存與施用條件，例如：

儲存於常溫處或較低溫處、噴灑於清晨或傍晚的方式來避免高溫對噬菌體活性的影響。同

時，針對具有不同溫度耐受性的噬菌體進行篩選與改良，也可能進一步提高其在實際應用

中的穩定性與效果。 
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五、待完成更為詳細的觀察實驗後，我們實驗小組會將其應用於實際農業環境中，進一步進行

溫室或田間試驗，觀察並評估噬菌體是否會受到雨水、日光、土壤等其餘因素影響，並測

定使用不同施用方式，例如：大面積噴灑或土壤灌注是否可以盡可能的提高噬菌體噬菌功

效，達成有效且環保的生物防治法。 
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