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中文摘要 

       

     砷 (Arsenic, As) 的毒性影響了全世界數百萬的民眾。台灣即使在1960年

代已發現地下水砷汙染的問題，然而很少文獻針對微生物與地下水砷釋放之間的

關係作深入研究。在此研究當中，我們分離出現地之台灣烏腳病疫區砷污染地下

水中之砷氧化菌，命名為As7325。並利用核酸序列比對工具(BLAST)，比對其 

16S rRNA發現As7325是與Pseudomonas同屬之菌種。而As7325最適宜之生長溫度

和pH分別為30℃及7。As7325為一種兼性厭氧菌。除此之外，經由聚合酶鏈鎖反

應技術，發現As7325具有可將砷氧化之砷氧化酶基因aoxB，由此可推論出

As7325為具砷氧化或解毒機制之細菌。另外，As7325在好氧條件之下，可於一天

以內氧化烏腳病疫區砷汙染地下水含30μM (~2200 μg/L)之三價砷成五價砷。我們

更進一步利用As7325作為一種生物吸附劑移除地下水中的五價砷，結果顯示，在

兩天內 5g/L冷凍乾燥的As7325能分別吸附濃度為500及1000 ppb的五價砷各達

37%及60%的效能；而在第六天時，其吸附效率則分別能達到87%及100%。因

此，由本研究結果得知，As7325具有對於現地砷汙染地下水之生物復育的重要潛

能。本期末報告內容報告全程計畫執行期間之成果，計畫執行成果符合計畫預

期，執行進度亦符合預定進度。 

 

關鍵詞：砷、生物吸附劑、生物復育 
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英文摘要 

 

Arsenic poisoning affects millions of people worldwide. Although groundwater 

arsenic problems in Taiwan have been recognized since 1960s, few reports have been 

published about the relationship between microbes and arsenic release into groundwater. 

In this study, we isolated an indigenous arsenite-oxidizing bacterium As7325 from 

arsenic contaminated shallow alluvial aquifer in the Blackfoot Disease endemic area. 

The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) search of the 16S rRNA showed that 

strain As7325 belongs to the genus of Pseudomonas. The optimal temperature for 

growth was 30
o
C and the pH was about 7. Bacterial strain As7325 is a facultative 

anaerobe. In addition, the cytoplasmic arsenite oxidase aoxB was amplified by PCR, 

suggesting that strain As7325 contains arsenic oxidation/detoxification mechanisms. 

Furthermore, strain As7325 was able to oxidize 30 μM (~ 2200 μg/L) arsenite within 1 

day using environmental groundwater under aerobic conditions. We also used As7325 

as a biosorbent to remove arsenic in groundwater. The results showed that 5 g/L  

lyophilized cell pellet of strain As7325 can adsorb 500 and 1000 ppb arsenate with 37% 

and 60%, respectively within 2 days. The adsorption efficiency for 500 and 1000 ppb 

arsenate reached 87% and 100%, respectively at 6-day. Therefore, strain As7325 shows 

its great potential for bioremediation of groundwater arsenic in situ. In this final 

progress report, we showed that current results and progress fulfill the anticipated 

results and progress as proposed in the proposal. 

 

Keywords: Arsenic; biosorbent；bioremediation 
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第一章、計畫緣起與目的 

 

【摘要】本章節說明探討台灣地區含砷地下水問題的重要性，並闡述砷的毒

性、參與砷還原、氧化、解毒的微生物的功能及機制。亦針對計畫目地欲利用生

物復育法整治台灣地區含砷地下水作說明。 
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第一章 計畫緣起與目的 

 

1-1 研究問題的重要性 

 

砷 (Arsenic, As) 為已知之毒性物質，國際癌症研究組織 (International Agency 

for Research on Cancer, IARC) 已將之列為第一級致癌物 (IARC, 1987 ; Chan and 

Huff, 1997 ; Basu et al., 2001 ; Huang et al., 2001)，美國環境保護署亦將之列為 A

級的致癌物。砷經由自然或人為活動可能被釋放於環境中，對人類健康造成潛在

的風險。長期飲用含砷量高的水，可能會造成許多病變。飲用水造成的低劑量砷

暴露在美國及世界各地普遍存在。例如，在新罕布什爾州，有 40% 的人口飲用私

人井水，大約占該州人口總數 8% 的人的飲用水（飲用私人井水人口的 1/5）可能

受到砷的污染，其濃度介於美國環保局建議的十億分之十的標準和現行的十億分

之五十的標準之間。在工業區及有毒廢物棄置場，包括 70% 以上的綜合性廢物棄

置場，砷往往是檢測得到的毒物中的一種。存在於這些廢物棄置場的砷可能會溶

解滲透到地下水中，進而污染附近的井水 (Ronald, et al., 2001)。 

包括台灣，目前國際上有超過三十個國家的水有遭砷汙染的情況 

(Mazumder, 2008)。我國飲用水中砷濃度標準限值為 0.01 mg/L。地下水部份，若

屬水源區，為 0.05 mg/L，非水源區則為 0.5 mg/L (環保署法規)。環境中的砷能

直接或間接的影響生態系統甚至是人類的健康，因此砷污染的相關整治計畫為

極需被關注的議題。 

雖然砷對大多數的生物體具有毒性，但已有證據顯示微生物能夠調控砷在環

境 中的轉化、循環與分佈 (Katsoyiannis and Zouboulis, 2004)。具有氧化砷能力的

微生 物可能具有生物復育的潛能。一般地下水環境中，與三價砷相較之下，

由於五價 砷其溶解度及移動性較低、吸附性較高，並且對人體危害較小，因

此若能將三價 砷轉換成五價砷，再將五價砷吸附清除，將可減低地下水中砷

汙染對人體健康的 影響，此為本研究的主要目標。使用生物方法復育砷汙染

有許多優點，因菌株自 現地分離，不會產生現地無法存活之問題，也降低生

態系統被干擾的疑慮，因此 對汙染地區的環境生態影響較小，為一個經濟有效

的復育方法。 
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 1-2 砷 

 

長期飲用含砷汙染的水源，會造成慢性砷中毒，引發烏腳病，或是皮膚、

肺、 腎臟、膀胱等的病變甚至導致癌症。砷的來源主要有三：1. 自然界，主要

來自母岩或土壤母質的風化；2. 工業，主要來自排放的廢水，在玻璃、紙、或是

半導體的製程中都會產生出相關化合物 (Basu et al., 2001)。工業上的砷污染，往

往是造成人體砷中毒的禍首；3. 農業，砷除了可作為除草劑、殺蟲劑和殺菌劑

以外，還可做為乾燥劑及木材防腐劑。含砷農藥的大量及長期使用，會使大部

分的砷進入土壤並殘留，而影響植物生長，甚至發生毒害作用  (Finkelman, 

1999)，砷也藉由地質化學的過程釋出，累積在地下水體與地下水中。 

砷為原子序 33 原子量 74.9216 之非金屬元素，週期表第 VA 族，以不同的

形式存在於環境中，主要可分成無機砷與有機砷的形式。砷的毒性與其氧化態、

化學組成、及生物獲取率 (bioavailability) 有很大的關係 (Lerman et al., 1983)，通常

無機的三價砷 (arsenite, As(III)) 及五價砷 (arsenate, As(V))  被認為是導致人類疾

病最主要的兩種形式。一般說來，無機五價砷毒性較低，無機三價砷對人體的危

害則較大。無機砷進入人體後，大多在肝臟中轉換為單甲基砷酸、再轉變成雙甲

基砷酸，然後由尿液排出 (陳建仁, 2004)，約兩小時就會遍佈全身。當發生急性

砷中毒時，會出現上吐下瀉的腸胃道症狀；長期飲用含砷汙染的水源，會造成慢

性砷中毒，引發烏腳病，或是皮膚、肺、腎臟、膀胱…等的病變甚至導致癌症。

除了導致腫瘤的形成外，砷亦會產生所謂的基因毒性，有研究顯示老鼠長期暴露

在含有砷的環境時會導致染色體的變形，而在細菌及酵母菌中，則有發現點突變

的情形，但目前並不了解是砷直接與DNA產生鍵結或是破壞了細胞本身修復機制

所產生之效應 (Gebel , 2001)。 

數十年前台灣西南沿海的北門、布袋、學甲和義竹等地流行的烏腳病，雖

然 學界仍有部份不同的看法，但大多認為就是因當地民眾長期飲用含有砷的

地下水 而導致慢性中毒。烏腳病潰瘍不易痊癒，其臨床病理包括「血栓血管

炎栓塞」和「動脈硬化栓塞 」，造成肢體呈現烏青壞死而必須走上截肢的

命運 ( 陳建仁, 2004)。因此環保署制定了法規，對於飲用水中的砷濃度有了限
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制。在 2001 年 12 月 1 日，環保署參考世界衛生組織對於水中砷濃度的建議

值，將飲用水中含砷標 準調整為 0.01 mg/L，在水源區的地下水標準為 0.05 

mg/L，非水源區則為 0.5 mg/L (環保署環保法規)。目前在台灣、智利、孟加拉及

印度仍有許多人因飲用含砷的水 而造成病變，且人數還在增加 (Abernathy et 

al., 1999)。由此可見，砷汙染已成為 世界矚目的焦點，對人體的影響實在不容

小覷。 

在砷的地質循環中，微生物扮演了相當重要的角色  (Oremland and Stolz, 

2003, 2005)。當抽取地下水造成水位變化時，會造成水的入滲以及促使橫向運

輸，產生 氧化的環境，使高氧化態的離子 (如五價砷) 轉換成較低的氧化態，如

此一來砷自 固相轉變成水溶液相。人類建造水井的這項舉動，因提供如氧氣的

氧化劑，加速 了這項過程 (附錄一)。 

 

1-3 還原、氧化、解毒砷的微生物 

 

1.3.1 還原砷的微生物  

微生物將五價砷轉變成三價砷，有一主要目的為供作解毒之機制。最為人

所知的機制為 ars operon system。位於抵抗砷的 operon 中的 ars  基因表現，被認

為是一解毒的方式。ars operon 存在於微生物體內的染色體 (Diorio et al., 1995) 或

質體 (Owolabi and Rosen, 1990) 中。當五價砷進入微生物體內後，藉由五價砷還

原酶 ArsC  將其轉換為三價砷，再利用運輸蛋白 Ars A/B 排出體外，此為 ars 

operon 作 用的基本原理。例如 Escherichia coli  與 Staphylococcus sp. 砷的解毒機

制與生化的 分子層面現已被分析完整 (Mukhopadhyay et al., 2002; Rosen, 1999)。

此外，在具砷 汙染的土壤及礦脈中所分離出的好氧菌體內，也具有五價砷還原成

三價砷的機制。 

 

1.3.2 砷酸鹽異化還原菌 

另一類和五價砷還原相關的微生物為砷酸鹽異化還原菌 (DARPs)。研究發

現 自水中的底泥、熱泉、金礦脈、河口等厭氧環境中，發現具有能把五價砷還
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原的 DARPs (Oremland and stolz, 2003)。不同於五價砷還原酶 ArsC 的解毒機制，

DARPs 把五價砷還原成三價砷的機制由 arr operon 負責，並可藉電子轉移的過程

獲取能量。 

 

1.3.3 氧化砷的微生物  

在 1918 年的研究中發現，自環境中分離出可以把無機三價砷氧化為五價

砷的異營 (Ehrlich, 2002; Green,1918) 及自營性 (Rhine et al., 2006; Santini et al., 

2000; Iliyaletdinov and Abdrashitova, 1981)  微生物。三價砷氧化為五價砷的過

程，主要由 aox 基因所調控，三價砷氧化酶由兩個次單位所組成，其中又以 

aoxB 為較大之次單元。異營性微生物氧化砷的過程被認為是微生物的一種解

毒機制，但此微生物並沒有從此過程中獲取能量 (Silver and Phung, 2005)。而自

營性氧化砷的微生物則把三價砷當作是電子提供者，在好氧去氮 (Rhine et al., 

2005)  的條件下，與二氧化碳結合以用於細胞增長。 

 

1-4 砷的生物吸附 

 

應用於砷汙染之移除復育的方法很多，包括混凝 (Matis et al., 1999)、膠凝、

離 子交換、氧化鐵或氧化鋁吸附 (Mouchet, 1992; Katsoyiannis and Zouboulis, 

2004) 等，近年來以生物體做為吸附劑之研究漸受注目。目前關於重金屬的生

物吸附研 究，包含微生物類的 Bacillus (Nakajima and Tsuruta, 2004; Tunali et al., 

2006)、 Pseudomonas (Chang et al., 1997; Uslu and Tanyol, 2006)、Streptomyces 

(Mameri et al., 1999; Selatnia et al., 2004)，和真菌類的 Aspergillus (Kapoor and 

Viraraghavan, 1997; Jianlong et al., 2001; Binupriya et al., 2006)、Rhizopus (Bai and 

Abraham, 2002; Park et al., 2005)、Penicillium (Niu et al., 1993; Tan and Cheng, 

2003)  等。然而尚未有利用 現地菌株自身進行砷的生物吸附的相關研究。 

 

1-5 研究動機 

 

砷  (Arsenic, As)，為已知之毒性物質，國際癌症研究組織  (International 

Agency for Research on Cancer, IARC) 與歐盟皆將之列為第一級致癌物，美國環
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境保護署 亦將之列為A級的致癌物。砷可能藉由工業、農業、火山爆發、採礦等

行為被釋出 至環境中。長期飲用含砷汙染的水源，會造成慢性砷中毒，引發烏

腳病，皮膚、 肝臟、呼吸道、腸胃道、心血管等疾病，甚至導致糖尿病及癌症 

(Mazumder, 2008)。 包括台灣，目前國際上有超過三十個國家的水有遭砷汙

染的情況 (Mazumder, 2008)。台灣的宜蘭、雲林、嘉義、台南地區，地下水體

過去都曾發現具高含量的 砷，雖然現今大多並不會以地下水作為主要的飲用水

來源，但仍有部份民眾未裝 設自來水管，以地下水作為主要的飲用水來源，另

外以地下水作為灌溉及養殖 用水的來源仍是相當普遍的現象。目前已知微生物

在砷的地質循環中扮演重要角 色 (Oremland and Stolz, 2003)。最近針對台灣烏

腳病流行疫區的研究結果顯示，現 地的微生物為造成土壤中的砷釋放到地下水

體的主要因子 (Liao et al., 2011a)。若能 利用現地分離出的微生物，進行特性分

析與探討，並以其做為生物吸附劑直接進 行砷的吸附，將能在最小的環境影響

程度下解決地下水砷汙染問題。以現地菌株 自身進行砷的生物吸附，達到移除

環境中砷污染之優點有很多，因菌株自現地分 離，不會產生現地無法存活之問

題，也降低生態系統被干擾的疑慮，相信將能有 效進行環境中砷的生物復育。 

 

1-6 研究目的 

 

本研究利用現地分離出的三價砷氧化菌株，進行其特性探討。旨在除了能

將 三價砷氧化為五價砷外，並欲利用此分離菌株之生物質量與具較佳吸附能

力之五 價砷結合，如此一來，水溶液中的無機五價砷、或與菌株生物質量吸

附的無機五價砷，可藉由與底泥中的氧化鐵或氧化錳等礦物產生吸附與共沉澱

現象，期達到 移除地下水中砷污染之目的。 

在一般 pH 值的環境中，與三價砷相較之下，由於五價砷其對土壤、底泥

或是 吸附劑之吸附性較高，並且對人體危害較小，因此若能使三價砷轉換成五

價砷，再將五價砷吸附清除，將可減低地下水中砷汙染對人體健康的影響，達

到生物復育之目的。 

本實驗室已自含砷污染之地下水層中發現具高度氧化三價砷能力之菌株，

可 將砷的毒性降低。本研究計畫欲進一步以現地水樣與環境特性模擬菌種對砷
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之轉 化情形、確認菌株生物吸附之能力，並模擬該氧化菌在不同砷濃度之生物

吸附效 率，以求出最佳之作用條件。期以生物復育的方式達到含砷地下水之汙

染整治。 

 

此計畫執行期程：100 年 11 月 26 日起至 101 年 11 月 25 日 

 

此期末報告進度內容包括： 

 

1.   含砷水樣中，具三價砷氧化特性之菌株篩選、分離與純化。 

2. 菌株基本特性分析：pH 值容許範圍、溫度容許範圍、生長曲線、碳源利用情

形、對砷之最低抑制濃度。 

3. 以現地水樣與環境特性模擬菌種對砷之轉化情形。 

4. 菌株生物吸附之能力評估。 

5.  模擬不同菌量與不同砷濃度之生物吸附效率，求出最佳之作用條件。 
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第二章、研究方法與過程 

 

【摘要】本章節說明研究使用的主要藥品和實驗器材，並描述實驗步驟，包

括：地下水金屬含量分析；微生物之分離、鑑定、與特性分析；微生物砷氧化實

驗；微生物吸附五價砷之能力試驗等。 
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第二章 研究方法與過程 

 

2.1 計畫執行流程圖 

 

 

三價砷氧化試驗 

16S rRNA 序列比對、分析 

片段 

微生物特性分析 

三價砷耐受性試驗 

 

五價砷吸附試驗 

 

地下水中微生物分離、純化 
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2-2 主要實驗藥品 

 

2.2.1 培養基 

a. Agar 

b. Beef extract 

c. Glucose, MgSO4, NaNO3, NaCl etc 

d. Peptone, Tryptone, Yeast extract 

 

2.2.2 核酸電泳 

    a.  Agarose 

    b.  Ethidium bromide 

    c.  Electrophoresis buffers:  

         Tris base, Boric acid, EDTA, NaOH, 1Kb marker 

 

2.2.3 核酸萃取 

     a.  Alkaline lysis solutionⅠ: 

         Tris base, HCl, Glucose 

     b.  Alkaline lysis solutionⅡ: 

         NaOH, SDS 

     c.  Alkaline lysis solutionⅢ: 

Sodium acetate, Glacial acetic acid 

     d.  Ethanol 

     e.  TE (Tris-EDTA): 

          Tris-Cl, Tris base, HCl 

     f.  Pancreatic Rnase 

 

2.2.4 聚合酶連鎖反應 

     PCR buffer,  dNTP, Tag enzyme 

 

2.2.5 膠體純化 

     a. Gel extraction kit: QIAquick Gel Extraction Kit 
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     b. Purification kit: QIAquick PCR Purification Kit 

 

2-3 主要實驗器材 

 

2.3.1  培養箱 

    恆溫迴旋震盪培養箱 

 

2.3.2 核酸電泳 

    a. 電泳槽 

    b. 電源供應器 

 

2.3.3核酸萃取 

    a. 離心機 

    b. 真空抽氣吸引機 

    c. 冰箱 

 

2.3.4聚合酶連鎖反應 

    a. PCR machine 

    b. 離心機 

 

2.3.5 其它 

    a.  pH 測定儀 

    b.  -20
o
C 冷凍櫃 

    c.  -80
o
C 冷凍櫃 

    d.  滅菌釜 

    e.  製冰機 

    f.  微量吸管 

    g. 電動吸管 

    h. UV照相設備 
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    i. 數位相機 

    k. 水浴槽 

    l. 震盪器  

    m. 微波爐 

    n. 螢光光度計 

    o. 分光光度計 

 

2-4 地下水金屬含量分析 

 

委託其他單位協助採集雲林、嘉義、台南的地下水樣與土壤，將土壤儲存於

4
o
C 環境下，以保持原有金屬和菌種的完整性。取實驗室取得之現地地下水樣利用 

感應耦合電漿原子發射光譜儀，可得知水樣中不同金屬之含量，以此作為未來分 

析之依據。 

 

2-5 微生物之分離、鑑定、與特性分析 

 

2.5.1 菌株分離與篩選 

以仿照現地地下水之離子濃度所配成的人工合成地下水  (表一) (Liao et  al., 

2011a)，額外添加酵母萃取物等碳源，再加入三價砷配成含砷之培養基，以進行

三 價砷氧化菌之分離與篩選。篩選後之三價砷氧化菌菌株，取 0.7 mL 與 0.3 mL 

甘 油混合均勻後，冷凍於 -80
o
C 中保存，待後續研究之進一步探討。 

 

2.5.2 革蘭氏染色 

取培養約 12 小時之三價砷氧化菌菌株，利用竹籤沾些許菌落於載玻片

上，滴一滴無菌水將之塗抹均勻，待自然風乾後，於酒精燈上來回加熱 3-4 

次，使菌 體固定於載玻片上，形成薄膜。滴上結晶紫，染色作用1分鐘後以水沖

洗多餘染液， 覆上革蘭氏碘液作為媒染劑，作用 1 分鐘後以水沖洗多餘碘液。

以 95% 乙醇作 為脫色劑，緩緩滴上洗去媒染劑，至留下酒精變為無色或淡藍

色。以水沖洗多餘 脫色劑，滴上複染劑番紅，作用30秒後以水沖洗多餘染液。
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玻片風乾後，置於顯微鏡下觀察。 

 

2.5.3 菌種鑑定 

針對本實驗室分離之可氧化三價砷之菌種，以引子 VLIAO-

16S-F (5’-GGAGCAAACAGGATTAGATACC-3’)/VLIAO-16S-R 

(5’-TGCCAACTCTATGGTGTGTGACG-3’) (本實驗室設計)  進行 16S rRNA 之聚

合酶連鎖反應 (polymerase chain reaction, PCR)，反應試劑濃度及作用條件如表

二。取反應後產物送至生技公司進行 DNA 定序，得到之序列至 NCBI 

(National Center for Biotechnology Information，http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 資

料庫進行菌種 DNA 序列比對，收集相似菌株序列，繪製菌種演化樹，可確認

實驗室所分離之三價砷 氧化菌株之分類地位。 

 

2.5.4 特性分析 

(i). 生長曲線：以添加有酵母萃取物之人造地下水為培養基，加入實驗室分

離 之三價砷氧化菌，在不同時間點利用分光光度計測量 OD600 值 (optical 

density, OD600)，藉以推求該三價砷氧化菌株之生長曲線。 

(ii). pH 值與溫度之容許範圍：以添加有酵母萃取物之人造地下水為培養

基，加 入實驗室分離之三價砷氧化菌，在不同的 pH 值 (pH = 4 - 10)、溫度 (12 - 

45
o
C) 條 件下測定其 OD600 值，藉以推求該三價砷氧化菌株在不同 pH 值與溫度

下之生長情 形。 

(iii). 碳源之利用情形：以添加不同碳源，包括醋酸鹽 (acetate)、乳酸 

(lactate)、 丁二酸鹽 (succinate) 和重碳酸鹽 (NaHCO3) 之人造地下水為培養基，

加入實驗室 分離之三價砷氧化菌，在不同時間點測定其 OD600 值，以此推求該

三價砷氧化菌 株是否能利用該碳源。 

(iv). 最低抑制濃度：以添加有酵母萃取物之人造地下水為培養基，加入實驗

室分 離之三價砷氧化菌，分別添加不同濃度的三價砷與五價砷，經 24 小時後

測定其 OD600 值，可得知該三價砷氧化菌株對砷之最低抑制濃度。 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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2-6 微生物氧化實驗 

 
 

本實驗分別以人造地下水與現地地下水為培養基，額外添加汙染地區經調

查後之最大三價砷濃度，加入實驗室分離之三價砷氧化菌，在不同時間點利用

免疫 酵素分析儀 Thermo scientific (MULTISKAN EX, Waltham, MA, US)  之光度

計測定方法 (本實驗室設計)  測定培養基中三價砷與五價砷濃度。觀察實驗室分

離之三價 砷氧化菌株之氧化效率。本試驗使用之免疫酵素分析儀之光度計測定

方法，乃根據Johnson and Pilson (1972)和Dhar et al. (2004)修訂，其靈敏度為1 

μM (75 ppb)，檢量線R
2值亦呈現0.99以上，顯示其靈敏度高且測定之精確度亦

高。三價/五價砷之檢測亦利用LC-ICP-MS檢測。 

 

2-7 微生物吸附五價砷之能力試驗 

 

2.7.1 三價/五價砷之檢測 

本實驗分別以人造地下水與現地地下水為培養基，額外添加汙染地區經調

查 後之最大三價砷濃度，加入實驗室分離之三價砷氧化菌，在不同時間點利

用免疫 酵素分析儀 Thermo scientific (MULTISKAN EX, Waltham, MA, US)  之光

度計測定方法 (本實驗室設計)  測定培養基中三價砷與五價砷濃度。觀察實驗室

分離之三價 砷氧化菌株之氧化效率。本試驗使用之免疫酵素分析儀之光度計測

定方法，乃根據 Johnson and Pilson (1972) 和 Dhar et al. (2004) 修訂，其靈敏度

為 1 μM (75 ppb)，檢量線 R
2 值亦呈現 0.99 以上，顯示其靈敏度高且測定之精

確度亦高。 

 

2.7.2 吸附用菌體製備  

       取培養 24 小時之菌液，放入 50 mL 離心管中 (離心管先行秤重)，以 12,000 

rpm 轉速離心 15 分鐘後，去除上清液，收集菌數濃度約 10
8
cells/mL 之對數生長

期末期或靜止期前期之菌體，將菌體預冷於 -80
o
C 冰箱或乾冰中，使其於減壓前

冷凍成固體，再將真空度降低至 30 m  汞柱抽乾 18-24 小時，待冷凍乾燥後取

出樣品瓶秤重，貯存於 4
 o
C 冰箱備用。 
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2.7.3 五價砷吸附試驗 

        取一定體積之冷凍乾燥菌體，置於 10 mL 三角瓶中，加入不同濃度之五價砷

溶液，150 rpm 室溫下震盪反應 12 天，每三天取樣一次，以 2,000 rpm 離心 10 分

鐘得到上清液，以 ICP 方式測上清液中所含之五價砷濃度。 
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第三章、主要發現與結論 

 

【摘要】本章節說明研究計畫的成果，包括選定含砷污染之地下水樣分析；鑑

定分離現地具三價砷氧化能力之菌種; 菌株之特性分析；三價砷氧化酶基因之發

現；以現地水樣與環境特性模擬菌種對砷之氧化情形；菌株生物吸附之能力評

估；菌株於不同五價砷濃度之生物吸附效率；不同菌量之生物吸附效率等。最

後，針對研究計畫的結果及計畫建議事項作說明。 
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第三章 主要發現與結論 

 

3-1 選定含砷污染之地下水樣 

 
 

       採集雲林、嘉義地區之淺井含水層 (約 20 公尺) 地下水樣與土壤進行總砷含

量測定，以感應耦合電漿原子發射光譜儀檢測，結果得知遭受砷污染地區之地

下水含砷濃度介於 200-780 ppb，遠超過環保署公告 10 ppb 之可容許範圍。當

地居 民健康議題值得政府單位多加留意。地下水水質資料如表三。 

 
 

3-2 鑑定分離現地具三價砷氧化能力之菌種 

 
 

將採集水樣和土壤進行微生物培養，以分區畫線方式得到單一菌落 (圖

一)， 並以革蘭氏染色法觀察分離菌株之型態，挑選純化之單一菌株進行三價

砷氧化實 驗，實驗結果發現雲林地下水樣中所分離之單一菌株屬於革藍氏陰性

短桿菌 (圖二) 且具極佳三價砷氧化能力 (圖三)，處於好氧情況下，三天便能完

全氧化三價砷為 五價砷。利用 PCR 反應得到 16S rDNA 片段，將 PCR  產物

定序後並利用資料庫 中軟體 BLAST 與目前已知菌種進行 DNA 序列比對，比對

結果確認該分離菌株為 Pseudomonas 屬 (圖四)，將其菌株命名為 Pseudomonas 

sp. As7325，後續實驗便 是進一步針對此分離菌株進行其特性分析。 

 
 

3-3 菌株之特性分析 

 
 

(1) 生長曲線 

基本特性分析實驗中，先就分離菌株 Pseudomonas sp. As7325  之生長曲

線進 行研究 (圖五)，在培養基中加入 0.1%  酵母萃取物後於 25 °C 下培養，分

離菌株 Pseudomonas sp. As7325  於 4 小時後達到對數期 (log phase)，20 小時後

達到靜止 期 (stationary phase)，菌量密度約 OD600=0.4。 

 

(2) 溫度與 pH 值容許範圍 
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在溫度與 pH 值容許範圍方面，實驗結果得知分離菌株 Pseudomonas sp. 

As7325  在 18 - 37
o
C 環境中皆可生長 (圖六)，環境溫度高於 45

o
C 則無法生

長，其中 30°C 為最適生長溫度，屬於中溫環境細菌。以最適生長溫度 30°C 條

件下， 調整培養基 pH 值為 4、7 或 10 進行菌株培養，結果發現此分離菌株 

Pseudomonas sp. As7325 無法於 pH = 4 的環境下生長 (圖七)，其中 pH = 7 的條

件下生長情況最 佳。 

 

( 3) 碳源之利用情形 

在碳源利用實驗部份，以模擬地下水成分之緩衝溶液  (artificial 

groundwater, AGW, final concentration of 10 mM sodium bicarbonate, 10 mM 

acetate,10 mM lactate, and 10 mM succinate) 加入不同碳源進行測試。如表四所

示，分離菌株 Pseudomonas sp. As7325 在有無三價砷的條件下皆可利用醋酸鹽 

(acetate)、乳酸 (lactate) 和丁 二酸鹽 (succinate) 作為能量來源進行生長，而無法

利用重碳酸鹽 (NaHCO3) 為能 量來源。顯示分離菌株 Pseudomonas sp. As7325 具

氧化三價砷能力並非以三價砷作 為其能量來源。 

        在水處理系統或實際地下水應用中，此砷氧化菌可利用常見之醋酸鹽為碳

源，亦為生長效果最佳且最簡單的碳源之一。另外，亦可採集之後欲整治之實

際地下水或水處理系統中的水樣，進一步分析其碳源成分，以利更有效的整

治。 

 

(4) 對砷之最低抑制濃度 

為了測試分離菌株 Pseudomonas sp. As7325 的抗砷能力，以最小抑制濃度

試 驗 (Minimum inhibitory concentration, MIC) 進行測試，分別處理三價砷 0、 

0.1、0.2、0.5、1、5  和 10 mM 以及五價砷 0、5、10、20、50  和 100 mM，暴露 

24 小 時後，觀察分離菌株生長情形。實驗觀察發現，分離菌株 Pseudomonas sp. 

As7325 三價砷和五價砷之最高容許濃度分別為 1 mM 和 100 mM。 

 

3-4 三價砷氧化酶基因之發現 
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為了探討 Pseudomonas sp. As7325的三價砷是藉由何種基因調控，利用三價

砷氧化酶基因序列保守的特性，使用之前本研究室設計的引子(Liao et al., 2011b)

進行聚合酶鏈鎖反應技術。結果顯示 As7325 具有可將砷氧化之砷氧化酶基因

aoxB (圖八)，由此可推論出 As7325為具砷氧化或解毒機制之細菌。 

 

3-5以現地水樣與環境特性模擬菌種對砷之轉化情形 

 

        為了觀察分離菌株 Pseudomonas sp. As7325  在實驗室與現地環境中對

於三價 砷氧化能力是否相同，利用現地地下水樣 (內含約 2200 μg/L 三價砷)  

進行三價砷 氧化測試。溫度條件參考之前環境調查年報，地下水年均溫約 25 

o
C，因此選擇 25 

o
C 做為實驗溫度。在好氧情況、25 

o
C 和現地水樣條件下，分

離菌株 Pseudomonas sp. As7325  於 12  小時可氧化一半之三價砷 (~ 1000 μg/L) 

(圖九)，到 24  小時便達 到完全的氧化效率 。將反應後之As(III)與As(V)濃度相

加，其總濃度符合一開始加入之As(III)濃度，顯示系統中As之質量平衡。 

 

3-6 菌株生物吸附之能力評估 

 

        將冷凍乾燥所得之三價砷氧化菌 Pseudomonas sp. As7325 加入含有 6.67 μM 

(~ 500 μg/L) 或 13.33 μM (~ 1000 μg/L) 五價砷溶液中，分別在第 2、4、6 天測其

溶液中所剩五價砷濃度。實驗結果發現，相較於未加入三價砷氧化菌 

Pseudomonas sp. As7325 的控制組別，6 天實驗期間其溶液中五價砷濃度絲毫沒有

改變 (圖十)，但是加入三價砷氧化菌 Pseudomonas sp.As7325 之組別，自第 2 天

便可觀察到五價砷濃度降低，在 6 天內即百分之百吸附 6.67 μM (~ 500 μg/L) 或 

13.33 μM (~ 1000 μg/L) 的五價砷 (圖十)。由此實驗結果可知，本實驗室所分離之

三價砷氧化菌Pseudomonas sp. As7325 除可有效氧化三價砷為五價砷外，還具有

五價砷之吸附能力。 

        

3-7 菌株於不同五價砷濃度之生物吸附效率 
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        為比較Pseudomonas sp. As7325 之五價砷吸附能力，取 5 g/L 冷凍乾燥菌體加

入不同濃度 (6.67 μM (~ 500 μg/L) 或 13.33 μM (~ 1000 μg/L)) 之五價砷溶液中，分

別在第 2、4、6 天測其溶液中所剩五價砷濃度  (圖十)。實驗結果發現，自第 2 天

起便有五價砷吸附於菌體，6.67 μM (~ 500 μg/L) 與 13.33 μM (~ 1000 μg/L) 五價砷

吸附率分別為 34.8% 和 16.2%；第 4 天時溶液中 6.67 μM (~ 500 μg/L) 與 13.33 μM 

(~ 1000 μg/L) 五價砷吸附率分別為 49.0% 和 23.4%；在第 6 天便百分之百吸附 

6.67 μM (~ 500 μg/L) 或 13.33 μM (~ 1000 μg/L) 的五價砷 (圖十) 。 

 

3-8 不同菌量之生物吸附效率 

 

        初步吸附實驗中得知，5 g/L 冷凍乾燥菌體對於 6.67 μM (~ 500 μg/L) 與 13.33 

μM (~ 1000 μg/L) 五價砷在 6 天內皆具有良好之吸附效應，因此接下來便是探討

As7325 菌體多寡對於五價砷吸附之影響 (圖十一)。取不同菌量 (0, 1, 5, 10 g/L) 之

冷凍乾燥菌體加入 6.67 μM (~ 500 μg/L) 五價砷溶液中，每 3 天測一次溶液中所剩

五價砷濃度。實驗結果得知，第 3 天時不同菌量 (0, 1, 5, 10 g/L) 之冷凍乾燥菌體

吸附五價砷之效率分別為 0%、9%、18% 和 72%；第 6 天時不同菌量 (0, 1, 5, 10 

g/L) 之冷凍乾燥菌體吸附五價砷之效率分別為 0%、4.5%、40.5% 和 81%；第 9 

天時不同菌量 (0, 1, 5, 10 g/L) 之冷凍乾燥菌體吸附五價砷之效率分別為 9%、

4.5%、40.5% 和 90%；第 12 天時不同菌量 (0, 1, 5, 10 g/L) 之冷凍乾燥菌體吸附五

價砷之效率分別為 4.5%、13.5%、85.5% 和 99%  (圖十一)。實驗結果顯示，10 

g/L 之冷凍乾燥菌體自第 3 天起便具有良好之五價砷吸附效力，短時間便可有效

吸附溶液中之五價砷，因此三價砷氧化菌 Pseudomonas sp.  As7325 培養容易，可

於發酵槽中大量培養，且冷凍乾燥菌體製備容易，對於現地五價砷之移除具有極

大之應用潛力。 

 

3-9  結   論 

 

由本研究所分離的砷氧化菌得知，此氧化菌能抗1 mM (75 ppm) As(III)的毒
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性，並能在1天內將30 μM (2250 ppb) 的As(III)氧化，該濃度遠高於台灣地下水

監測的砷濃度，因此應用本研究的砷氧化菌做為現地復育，具有可行性。 

根據以上所述，經由本計畫之執行，其預期效益欲藉由利用現地分離之砷

氧化菌株自身的三價砷氧化能力與五價砷吸附的功用，有效移除環境中地下

水的 砷，以低污染及低成本之方式達到砷污染地區之生物復育。 

期中實驗成果不僅分離、純化具三價砷氧化能力菌株 Pseudomonas sp. 

As7325，針對其基本特性 (生長曲線、pH/溫度容忍範圍、砷最小抑制濃度試驗) 

進行分析，更利用現地水樣模擬現地環境，探討分離菌株於現地氧化三價砷

之能力。 

期末實驗成果接續其中所分離之菌株，進行五價砷之吸附試驗，結果得知

此三價砷氧化菌 Pseudomonas sp. As7325 在 6 天內便可百分之百吸附 6.67 μM (~ 

500 μg/L) 或 13.33 μM (~ 1000 μg/L) 的五價砷，且 10g/L 之冷凍乾燥菌體在實驗

初期 (第 3 天) 即可有效移除溶液中五價砷，極具現地應用之發展潛力。本計畫

執行進度完成度 100%。 

目前直接自地下水系統中分離出來的砷氧化菌極少，三價砷氧化菌能夠將

毒性較高的三價砷氧化成毒性較低的五價砷，此為生物復育重要的概念。利用

現地分離出來的菌株進行復育也可降低生態干擾。此株三價砷氧化菌無論在有

氧或無氧的環境下皆能生長，顯示其在還原態的地下水環境中亦能生存。未來

若於現地應用，應可在地下水體中打入氧氣，使水環境呈現短暫的氧化態，因

菌株的氧化效率高，能快速的將三價砷氧化成五價砷，再進一步進行生物吸附

之功能。

 

3-10 計畫建議事項： 

 

透過本計畫執行成果得知，自地下水所分離之三價砷氧化菌株 

Pseudomonas sp. As7325，其自身兼具三價砷氧化能力與五價砷吸附的功用，

能有效移除環境中地下水的砷，以低污染及低成本之方式達到砷污染地區之生

物復育。 
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因此在中程目標建議結合水利工程團隊，在地下水污染區域裝置簡單鑿井

設施 (附錄二)，透過其裝置打入氧氣到地下水層，短暫改變地下水層氧化還原

態，促進微生物快速的將三價砷氧化成五價砷，之後於還原態與五價砷吸附，

降低地下水之砷汙染程度。除此之外，仍需搭配地下水中砷濃度之管理加上砷

移除工程 (生物吸附等) 達到降低台灣地下水中砷污染之問題。 
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第五章、實驗結果圖表 
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第五章 實驗結果圖表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        圖一、分離菌株 As7325單一菌落 
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       圖二、分離菌株 As7325革蘭氏染色 
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           圖三、分離菌株 As7325三價砷氧化能力試驗 
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                         圖四、分離菌株 As7325之演化分類  
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                    圖五、分離菌株 As7325生長曲線試驗 
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                      圖六、分離菌株 As7325生長溫度容忍試驗 
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               圖七、分離菌株 As7325生長 pH值容忍試驗 
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圖八、 三價砷氧化基因aoxB之基因放大片段 

                       第1行: 本研究之砷氧化菌As7325。 

                       第2行: L7506，正控制。 

                       第3行: 負控制。 

                       第4行: 100bp大小之DNA marker 
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       圖九、分離菌株 As7325模擬現地之三價砷氧化能力試驗 
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圖十、分離菌株 As7325 吸附不同濃度五價砷之試驗 
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        圖十一、不同生物質量分離菌株 As7325 對五價砷之吸附效率 
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表一、人造地下水組成 

 

Media Component (g/L)  

Artificial groundwater (AGW) MgCl2 0.4 

KH2PO4 0.0014 

NaHCO3 0.0428 

MgSO4 0.018 

NaNO3 0.0008 

CaCO3 

trace elements 

0.55 

CuSO4．5H2O 0.01 

ZnCl2 0.13 

NiCl2．6H2O 0.024 

CoCl2．6H2O 0.1 

K3BO3 0.012 

CaCl2．xH2O 0.1 

(NH4)6Mo7O24．4H2O 0.025 

FeSO4．7 H2O 0.11 

MnCl2．4 H2O 0.5 

EDTA 1.5 

vitamin mix  

D-Biotin 0.02 

Choline Chloride 0.3 

Folic Acid 0.1 

myo-Inositol 3.5 

Niacinamide 0.1 

p-Amino Benzoic Acid 0.1 

D-Pantothenic Acid．1/2Ca 0.025 

Pyridoxine．HCl 0.1 

Riboflavin 0.02 

Thiamine．HCl 0.1 

Vitamine B-12 0.0005 
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表二、PCR反應試劑濃度與條件 

 

項目 總體積 50μL 最終濃度 

10×PCR Buffer (5X) 5 μL 1X 

10 mM dNTPs  

(dATP、dTTP、dCTP、dGTP) 
1 μL 1 mM 

10 μM primer1 2.5 μL 0.5 μM 

10 μM primer2 2.5 μL 0.5 μM 

Template DNA (pI258) 5 μL -- 

Taq enzyme (5U/μL) 0.5 μL 2.5 units 

ddH2O 33.5 μL -- 

 

 

溫度 時間 附註 

94
o
C 5 min 第一回合 

94
o
C (Denature temp.) 1 min 每一回合 

55
o
C (Annealing temp.) 1 min 每一回合 

72
o
C (Elongation temp.) 1.5 min 每一回合 

72
o
C 15 min 最後回合 
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表三、地下水水質資料 

 

水溫 

(℃) 
pH值 

溶氧量 

(mg/L) 

導電度 

(μmho/cm) 

總溶解固體量
(mg/L) 

氯鹽 

(mg/L) 

硫酸鹽 

(mg/L) 

26.7 7.7 1.4 2583.3 1173.0 430.3 186.3 

氨氮
(mg/L) 

硝酸鹽氮
(mg/L) 

亞硝酸鹽

氮(mg/L) 

TOC 

(mg/L) 

鎘 

(μg/L) 

砷 

(μg/L) 

鐵 

(mg/L) 

6.7 0.9 0.1 6.7 ND 213.8 0.7 

鉀 

(mg/L) 

鎂 

(mg/L) 

鈣 

(mg/L) 

鈉 

(mg/L) 

化學需氧量
(mg/L) 

硬度 

(mg/L 

CaCO3) 

鹼度 

(mg/L as 

CaCO3) 

38.0 89.0 87.7 311.0 8.4 585.3 582.7 
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表四、分離菌株 As7325 碳源利用試驗 

 

Carbon source 
a
 Growth 

b 

NaHCO3 - 

NaHCO3 + As(III) - 

acetate +++ 

acetate + As(III) + 

lactate + 

lactate + As(III) + 

succinate ++ 

succinate + As(III) + 

 

a
 Carbon source concentration: 10mM. Incubated under aerobic condition. 

b
 OD600 < 0.05, no growth was observed (-); OD600 = 0.05-0.149 (+), 

OD600 = 0.15-0.299 (++), OD600 > 0.3 (+++) 
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附錄一：砷於環境中受微生物影響之轉換 

(資料來源:Oremland and Stolz, 2003) 
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附錄二： 地下水層輸氧裝置示意圖 

(資料來源: Sen Gupta et al., 2009) 
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附錄三：研究進度及預期完成之工作項目(甘特圖) 

 

 

年月 

工作項目 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 

備

註 

資料蒐集 ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※   

地下水砷濃度測定  ※ ※           

砷氧化菌之分離與鑑定   ※ ※ ※         

菌種對砷之轉化情形    ※ ※ ※        

菌株生物吸附之能力評估      ※ ※ ※ ※ ※    

菌量與砷濃度之生物吸附

效率最適條件探討 
       ※ ※ ※ ※ ※ 

 

資料統整、分析    ※ ※ ※    ※ ※ ※  

報告撰寫     ※ ※     ※ ※  

工作進度估計百分比

（ 累 積 數 ） 5% 10% 25% 35% 45% 50% 55% 65% 70% 80% 90% 100% 

 

預定查核點 

期 中 ︰

1.2.3.4 

1. 選定含砷污染之地下水樣 

2. 鑑定分離現地具三價砷氧化能力之菌種。 

3. 菌株之特性分析： 

    (1) pH值容許範圍 

    (2) 溫度容許範圍 

    (3) 生長曲線 

    (4) 碳源之利用情形 

    (5) 對砷之最低抑制濃度 

4. 以現地水樣與環境特性模擬菌種對砷之轉化情形。 

5. 菌株生物吸附之能力評估。 

6. 模擬不同菌量與不同砷濃度之生物吸附效率，求出最佳之作用條

件。 

期末： 

5.6 
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附件表一：地下水水質資料 

 

水溫 

(℃) 

pH值 
溶氧量 

(mg/L) 

導電度 

(μmho/cm) 

總溶解固體量

(mg/L) 

氯鹽 

(mg/L) 

硫酸鹽 

(mg/L) 

26.7 7.7 1.4 2583.3 1173.0 430.3 186.3 

氨氮

(mg/L) 

硝酸鹽

氮(mg/L) 

亞硝酸鹽

氮(mg/L) 

TOC 

(mg/L) 

鎘 

(μg/L) 

砷 

(μg/L) 

鐵 

(mg/L) 

6.7 0.9 0.1 6.7 ND 213.8 0.7 

鉀 

(mg/L) 

鎂 

(mg/L) 

鈣 

(mg/L) 

鈉 

(mg/L) 

化學需氧量

(mg/L) 

硬度 

(mg/L 

CaCO3) 

鹼度 

(mg/L 

as 

CaCO3) 

38.0 89.0 87.7 311.0 8.4 585.3 582.7 

 

 

 




