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□ 因故實驗中斷 

□ 其他原因 

說明： 
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3. 請依學術成就、技術創新、經濟效益、社會影響等方面，評估研究成果

之學術或應用價值（簡述成果所代表之意義、價值、影響或進一步發展

之可能性，500 字為限） 

    旨在於發展地下水含氯有機污染環境之現地生物復育可行性評估與

規劃。本計畫的最終標的乃是協助針對臺灣地區的污染場所進行生物復

育與整治，未來可實際應用於多氯有機汙染物污染場址，並持續進行相

關污染的生物復育基礎與應用性研究，達到降解多氯有機汙染物並迅速

整治復育受多氯有機汙染物污染環境之目標。同時可從本計畫所獲得之

經驗與成果，推廣至其他多氯有機污染物染場址之探討與開發。 

    參與本計畫的學生與人員將可學習到最新之環境生物科技、分子生

物科技、生物化學與微生物學知識之整合，並將其應用於環境科學與工

程上研究議題。在執行計畫的研究過程中，執行計畫的研發人員與學生
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也能從過程中學習到問題分析與實驗設計及如何進行實驗數據之整理、

分析及討論等學術訓練，未來可投入生物科技相關產業或繼續在學術領

域發展。 

    綜言之，本實驗室過去數年在應用生物科技、環境微生物以及微生

物的生物整治等相關研究已奠定相當的研發能量與基礎，同時也已建立

研究污染環境微生物多樣性與菌種之篩選及其相關機制與應用的技術平

台，並有許多相關成果與經驗已多次發表於國內外學術會議及國際期刊。

本計畫之執行，除了可提供參與人員的專業訓練，獲取各種新的生物科

技研究方法，得到微生物學與環境生技的知識與技能之培訓外，對實驗

室參與其他研究計畫之學生，以及協同主持人之實驗室參與之同學及研

究人員等，均能從此研究中獲得更多面向的環境微生物多樣性與其在綠

色科技的關聯之知識與思考。這些專業知識與技能將能提供參與的學生

在規劃將來的生涯時，不論是希望繼續留在學術界進一步深造，或是進

入相關產業界，均有非常大的助益 
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中文摘要 

 

氯化有機溶劑常用於工業之清洗溶劑其具有低可燃、易爆、低沸點及高

蒸氣壓等特性，如四氯乙烯（perchloroethene, PCE）、三氯乙烯（trichloroethene, 

TCE）、1,1,2-三氯乙烷（1,1,2-trichloroethane, 1,1,2-TCA）與四氯甲烷（carbon 

tetrachloride, CT）等。早期台灣區域土壤及地下水污染防治觀念尚未成熟，

導致人為的不當傾倒或是意外洩漏使得氯化有機溶劑造成地下水污染。生物

整治法被喻為自然、環保及節能的處理技術，也是目前環境污染整治的趨勢。

評估現地生物復育技術可行性其中最重要條件之一為場址本身須具有可降

解污染物之微生物。當場址中可降解污染物微生物數量較低或場址整治急迫

性高時，可額外添加微生物進行生物強化(Bioaugmentation)整治受污染之場

址。受污染之場址皆可能含有可降解污染物之微生物存在，若能於污染降解

途徑完整之場址確實鑑定出含氯污染物降解途徑中各階段之脫鹵球菌之種

類及數量，將可有助於後續場址現地生物整治設計 (採用生物刺激

(Biostimulation)或生物強化)或作為未來生物強化之菌種純化來源。 

在期末報告的研究執行內容與成果，主要是著重於評估臺南市永康鹽行

段設置一模場進行含氯污染物整治試驗，本模場定期採樣偵測結果顯示有監

測到含氯污染物降解之趨勢，並產生最終產物乙烯，顯示該模場降解機制完

整。模場含氯污染物之降解乃為微生物進行厭氧還原脫氯機制所致。因此本

計畫採用 Metagenomics 技術結合 qPCR 進行菌相分析，欲建立完整環境微

生物在含氯污染場址之完整生化代謝圖譜，期末成果著重在生物營養鹽添加

後是否促進氯化有機汙染物降解，並建立完整環境菌相及降解機制分析，這

些成果將應用在未來不同的多氯有機汙染物汙染場址的生物復育研究暨菌

相分析工作，作為未來場址全場整治之參考依據亦可作為菌種純化場址之參

考來源地點。 
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Abstract 

The chlorinated solvent (PCE, TCE, 1.2.2-TAC, and CT) has ignitable, 

explosive, low-melting, and high pressure characteristics, and are often used for 

cleansing solvent in industries. In the past, we did not realize the issue how we can 

prevent our dwelling environments near soils or groundwater from contamination, 

thus leading to the accidental leakage of the chlorinated solvent into the groundwater. 

Bioremediation is a friendly, cost-effective, and safe technique which is commonly 

used for remediation in contaminated sites. Bioaugmentation is to add exogenous 

microorganisms with the potential to degrade polluted chemicals. In this study, we 

hope to detect the presence of one dehalococcus species with the ability for 

degrading the chlorinated solvent, and then harvest it for application of 

bioaugmentation. 

In the mid-term report, our research field trial is located in 臺南市永康鹽行段

decreased to the undetected level the monitoring well, we indicated that the 

degradation of the chlorinated solvent occurs. To assure the success of 

bioremediation in our field trial, we need to confirm the presence of 

Dehalococoides for future application. In this study, we will first apply the 

metagenome and qPCR to detect the change of bacterial community before and 

after bioremediation, and prove the role of Dehalococoides in field trial 

contaminated with the chlorinated solvent. We herein emphasize that the 

advantages of metagenome over other molecular techniques are to prove more 

information about the population of each bacterial genus and even in species within 

the soils or water, and also to be a fast, and high accurate technique. With this 

bioremediation proposal, we hope that our biomediation strategies can prove the 

standard model for the degradation of the chlorinated solvent in field trial. 

Key word: Metagenome， The chlorinated solvent， Biomediation 
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行政院環境保護署土壤及地下水污染整治基金補助研究與模場試驗專案工作 

計畫成果報告大綱 

 

計畫名稱：地下水中含氯有機污染物厭氧生物整治 

計畫執行單位：國立中央大學 

計畫主持人(包括協同主持人)：陳師慶、劉仲康、簡志青、馬念涵、王健家 

計畫期程：103 年 2 月 24 日起 103 年 11 月 24 日止 

計畫經費：2,198,290 元 

 

本報告之架構將主要內容分為四章陳述，包含第一章計畫緣起與目的；

第二章研究方法與過程；第三章主要發現與結論以及第四章檢討與建議事

項。報告架構內容簡述如下： 

 

(一) 計畫緣起與目的： 闡述含氯污染物對環境污染的重要性及與對人體及

生物可能之危害，簡單介紹含氯污染物，回顧文獻上有關微生物降解含氯污

染物及應用於生物復育等研究報導，說明以生物復育法處理含氯污染物污染

場址的可行性與優勢，以及場址的微生物生態與環境因子的影響。最後確立

生物復育技術整治含氯污染物汙染場址之完整生化代謝圖譜並作為未來本模

場之場址全場整治之參考依據亦可作為菌種純化場址之參考來源地點。 

 

(二) 研究方法與過程：詳述本研究目前之研究方法與過程。研究過程中之

重要儀器需求與使用方法均詳述於本章節。研究方法涵蓋污染場址之

BioScreen 系統設置、監測含氯汙染物及其代謝產物、建立場址總 DNA 之萃

取及純化方法、建立利用 Metagenome 分析污染場址之總菌相平台、建立

QRT-PCR 測定功能性基因平台以應用於本計畫之研究工作等。 
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(三) 主要發現與結論：計畫之結果與發現之整理與呈現。本章節報告此計

畫在本期工作中的所獲得之重要成果，同時也闡述如何使用各種分析方法進

行實驗，並分析歸納結果。 

 

(四) 檢討與建議事項：計畫目前執行的工作進度與目標均已達到，並就結

果進行討論。 
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第一章 :計畫緣起與目的 

1.1 計畫緣起 

土壤與地下水的污染防治在環境資源的永續發展與利用中是極為重要的一

環。當土壤與地下水遭受到污染並且持續擴張，將會危害到我們生活的環境

甚至破壞自然生態等。臺灣地狹人稠，但是因為經濟因素，卻又不得不發展

各種產業，常常造成各種不同的污染問題，在過去數十年來工商業的迅速發

展下，臺灣的土壤與地下水的污染也伴隨著經濟成長而來。這些污染包括重

金屬污染農地或水產資源如鎘米污染以及綠牡蠣污染等 (Chen 1991; Jeng et 

al. 2000; Hsu et al. 2006)，以及有機物污染如戴奧辛或石化產品之污染等 

(Chen et al. 2005; Kao et al. 2010a; Wang et al. 2010; Huang et al. 2011)。 

含氯有機物是種汙染物被大量發現在世界各地的工業區（Davidet al.,，2014）

因其分子構造密度比水大、高密度、低黏滯性、水中溶解度小、低吸附性、

易揮發等特性，故含氯有機化合物通常視為「比水重之非水相液體」(Dense 

non-Aqueous Phase Liquid，簡稱 DNAPL)，常見的有機溶劑包括四氯乙烯

(PCE)、三氯乙烯(TCE)、四氯化碳(CTET)、二氯乙烯(DCE)、二氯乙烷(DCA)

及氯乙烯(VC)等，其中重要的是，氯乙烯是比三氯乙烯更危險，對人體的毒

性更大。美國癌症研究總署(IARC)將其中 PCE、TCE 及 VC 等多種含氯污染

物及其代謝產物分類為「很可能對人體具致癌性(2A) 」或「確定對人體具致

癌性(Group 1)」(IARC,2002)。含氯污染物之毒理學特性彙整如表 1-1 所示，

IARC 致癌分類為如表 1-2 所示。 

DNAPL 進入地下環境後，因其低黏滯度的特性，可以在地表下快速移動；

高密度的特性可以在較低的水頭壓力下進入地下水位面；與水的低介面張力

使其易穿入土壤細小孔隙或裂縫，導致可穿入較深地層或累積在隙縫中(廖，

93 年)，含氯污染物於地下環境中的傳輸如圖 1-1 所示。 

DNAPL 滲入未飽和層中部分揮發為氣相，部分微溶於水中，其餘受重力影

響向下傳輸至飽和層，在飽和層中持續溶解於地下水而成持久性污染來源

(賴，94 年)。綜上所述，DNAPL 的特殊性質及台灣沖積地質之複雜性，對

DNAPL 污染整治作業之困難度及技術層面較油品類或重金屬類高。 
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表 1-1 含氯污染物毒理學特性彙整表 

關切污染物 
國際癌症研究署

(IARC) 
主要影響器官 

致癌反應 非致癌性反應 

氯乙烯 Group 1 肝臟 肝 

四氯乙烯 Group 2A  肝臟 肝 

三氯乙烯 Group 2A 肝臟/肺 肝/腎 

1,1,1-三氯乙烷 Group 3 ─ 肝 

1,1-二氯乙烯 Group 3 ─ 肝 

順-1,2-二氯乙烯 ─ ─ 肝/血 

1,1-二氯乙烷 ─ ─ 腎 

資料來源:行政院衛生署國民健康局，健康風險評估指引，第二章，p.2-2，92 年。 

表 1-2IARC 致癌分類表 

致癌分類 說明 

Group 1 流行病學證據充分，確定對人體具致癌性 

Group 2A 流行病學證據有限或不足，很可能對人體具致癌性 

Group 2B 流行病學證據有限，且動物實驗證據有限或不足。 

Group 3 流行病學證據不足，且動物實驗證據亦不足或無法歸入其他類別 

Group 4 人類及動物均欠缺致癌性或流行病學證據不足，且動物致癌性欠缺 

參考資料:IARC, http://www.iarc.fr/ 

 

圖 1-1 含氯污染物於地下環境中的傳輸型態資料來源:US. EPA, 2003 

http://www.iarc.fr/
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依處理方法而言，含氯有機污染物整治方法可分為物理技術、化學處理

技術及生物處理技術等三大類別。物理處理技術係利用污染物的物理特性進

行整治作業如表 1-3，涵括土壤開挖法、空氣曝氣法、DNAPL 純相回收、地

下水抽除處理法及熱處理技術等。化學處理技術係利用氧化還原機制，降低

污染物質量、移動性或毒性的方法，包含現地化學氧化法、現地化學還原法、

透水性反應牆、零價鐵還原及界面活性劑等。生物處理技術係利用生物代謝

轉化並降解污染物，涵蓋植生復育及地下水生物整治等(工業局，92 年)。 

現地生物處理的優點包涵可整治去除污染區溶解相及可脫附的吸附相

污染物、對場址的破壞干擾程度較低、成本低廉、現地生物復育整治工程結

束後，原場址仍可藉由自然衰減方式，將污染狀況更進一步的加以改善、整

治低溶解度及高吸附性的污染物時，整治時程會比抽取處理法為短、較無衍

生二次污染物的問題等(USEPA, 1994)。 

表 1-3 地下水整治方法統計表 

Technologies 
Total 

(FY05-08) 

Percent 

Groundwater 

Decision 

Documents 

(FY05-08) 

Total(FY09-

11) 

Percent 

Groundwater 

Decision 

Documents 

(FY09-11) 

Pump and Treat 85 26% 45 22% 

Groundeater Pump and Treat 82 25% 44 21% 

Surface Water Collect and Treat 5 2% 1 <1% 

In Situ Treatment 97 30% 79 38% 

Bioremediation 60 19% 49 24% 

Chemical Treatment 38 12% 28 14% 

Air Sparging 10 3% 12 6% 

Permeable Reactive Barrier 7 2% 8 4% 

In Well Air Stripping 0 0% 2 1% 

Multi-Phase Extraction 1 <1% 2 1% 

Phytoremediation 3 1% 0 0% 

Fracturing 1 <1% 0 0% 

MNA of Groundwater 116 36% 56 27% 

Groundwater 

Containment(VEB) 
16 5% 6 3% 

Constructed Treatment 

Wetland 
1 <1% 4 2% 

For Groundwater Treatment 1 <1% 3 <1% 

For Surface Water Treatment 0 0% 1 <1% 

Other Remedies 281 87% 177 86% 

Institutional Controls 274 85% 173 84% 

Alternative Water Supply 26 8% 13 6% 

Engineering Cintrol 4 1% 2 1% 

備註:各場址選用之整治方案可能為 1 個以上。 

資料來源:Superfund Remedy Report 14th Edition, USEPA, 2013 
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現地生物整治最簡單的方法乃為自然衰減(Natural attenuation)，其主要作法

為針對污染場址定期檢測並評估其污染物降解成效(Singh et al., 1998; Rittmann, 

2000)。然而，在臺灣許多場址因其土地利用型態或考量周遭居民健康，無法

採用自然衰減，生物強化及生物刺激便為主要應用之整治方法。然而，生物

強化及生物刺激往往會發生現場施作成果不如實驗室試驗結果(Imhoff et al., 

1995)。生物刺激主要為提供微生物適當的生存環境，藉此增加其整治速率。

為提供微生物適當之生存環境，須包括添加氮、磷、微量元素、電子供應者

或電子接受者，並需要針對環境 pH、土壤含水分進行控制(Bedient et al., 1994; 

Fountain et al., 1998)。在某些案例中，鑒於自然環境中微生物數量較少甚至

缺乏等情況下，可透過菌種植入增加現場菌種便可提升生物降解成效(Liang 

et al., 2004; Scott et al., 1998)。此外，在部分場址其土地開發具有急迫性或初

期採生物刺激法成效不彰之情況下亦可同時採用生物刺激法結合生物強化。

Ademola 等人於 2006 年針對受到 cis-DCE 及 trans-DCE 污染之土壤及地下

水進行自然衰減、生物刺激、生物強化及生物刺激結合生物強化等方式進行

試驗。試驗結果顯示以兩種結合成效最好，其次為生物刺激、生物強化，最

後則為自然衰減。由結果可知，結合兩種生物整治技術，將可得到最佳的整

治成效。 

本計畫採用 BioScreen 系統搭配專利生物營養鹽 Percol，以達到生物刺激之

功效，BioScreen 係屬於地下水循環生物復育系統 (Groundwater Circulation 

Bio-remediation System, GCB) 之一，GCB 可將受污染的地下水抽至地表，

添加營養鹽(或其他物質)或加以處理後再回注到污染區的上游；也可在地表

下形成一個內部循環，而不需將地下水抽取到地面，以降低污染物在地表環

境的釋出。本法主要的目的乃在控制污染圈的持續擴大、加速污染區域內污

染傳輸，並藉由外部或內部循環供應生物分解所須的必要物質，而促進生物

分解。Percol 商業型生物營養鹽主要組成為食品級蔬菜油，並含有鈉、鉀、

鈣、釋氫劑及維他命 B12 等物質。 

實施有效的生物修復策略依賴於微生物與生俱來的群落的動態、結構和

功能 (Shah et al., 2013)。根據生物和非生物因素，微生物適應環境和相應的

環境條件具有特定的關聯。微生物群落組成在生態系統中分解、代謝人為/外

源性化合物，發揮著關鍵作用(Shah et al., 2011)。因此了解微生物群落生態

系統內的生物化學轉換，有助於預測未來的環境變遷所造成危機。微生物群

落分析可提供生態系統的損害程度評估。許多工業性污染的地區可發現微生
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物群落組成改變(Desai et al., 2009)。在含污染物污染的環境中，環境中可分

解污染物的細菌可能因此廣泛地分佈在這些環境，進一步進行分解代謝。任

何單一微生物是無法完成所有的代謝反應進而降解環境污染物。然而，不同

的細菌群落，可共同交互執行所有的代謝反應，完成生物修復 (Shah et al., 

2011)。因此，快速、深入分析菌相變動及可能的生物降解代謝途徑為現地生

物復育的關鍵步驟。分子鑑定技術比較如表 1-4 

表 1-4 分子鑑定技術比較 

分析方式 優點 缺點及限制 

T-RFLP 

(terminal 

restriction fragment length polymorphism) 

1. amplicon 長度較無限制 

2.高通量 

3.若電泳膠圖結果較單
純，可用來分析親緣關係
(Phylogenetic relationship) 

1. 限制酶作用不完全，
會造成結果的差異 

2. 需要 2 種以上限制酶
才可得到更精確的結果 

3. 若圖譜過於複雜，例
如 band 太多容易造成
親緣關係分析錯誤 

DGGE 

(denaturing gradient gel  

electrophoresis) 

1. 高解析度(1bp) 

2. 高通量 

3. 電泳膠片上的 band 可
切下來進行定序 

1. GC clamp primer 的 

PCR 效果不佳而且容易
形成 dimer 

2. 膠片上的 

heteroduplexing band 會
造成判讀錯誤 

3. 操作技術層面高 

4. amplicon 長度必須小
於 500bp 

SSCP 

(single strand conformation 

polymorphism) 

1. 高解析度(1bp) 

2. 高通量 

3. 不需要 clamped primer 

以及限制酶作用(restriction 

enzyme digestion) 

4. 電泳膠片上的 band 可
切下來進行定序 

1. 當 amplicon 濃度太
高時，單股 DNA 容易 

reannealing 

2. 相同的物種可能會呈
現 multiple bands，造
成判讀困難 

3. amplicon 長度必須小
於 300bp 

cloning and sequencing 1. 高解析度(1bp) 

2. 可用來分析親緣關係
(Phylogenetic relationship) 

1. Cloning 過程耗時困
難 

2. 需要定序許多 clone 

才能呈現複雜的族群組
成圖譜 

NGS  

(Next Generation Sequencing) 

1. 高解析度(1bp) 

2. 高通量 (>100,000,000 

reads)，能夠呈現高度複雜
的微生物組成 

3. 樣品製備容易，只需 

amplicons 

4. 可用來分析親緣關係
(Phylogeneticrelationship) 

5. 可結合 multiplexing 方
式來提高定序效率 

1. 單次定序成本較高 
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過去微生物學家是利用培養的方式探究環境中微生物的組成，然而 99 

%以上的微生物是無法培養的 (Amann et al, 1995)，因此，80 年代發展出非

培養的研究方式 (cultured independend method)，包含 T-RFLP、DGGE、SSCP

以及 cloning and sequencing 等方式研究環境微生物 (Nocker et al., 2007)以上

方式，皆是針對族群共有的目標基因的 amplicons 來分析。而 T-RFLP、DGGE、

SSCP 以及 cloning and sequencing 等方式中，以 cloning 和 sequencing 的方

法能提供最精確的資訊，然而，在相對高度複雜的環境生態時，必須挑選許

多 clone 去進行定序，才足以呈現真實物種組成，例如至少要定序 1000 個的

clone 才足以呈現環境的菌相(Acinas et al., 2004)。 

    Metagenomics 是近年來才發展出來的興新學門，主要是透過研究分析環

境基因體，進而描繪環境生物的代謝特性。一個完整的環境系統，是由許多

種生物所組成，除了看的見的生物之外，當然也包括看不見的微生物族群，

這些族群的數量遠比動植物多(Kimura, 2006)，然而，如要描繪一個真實的環

境生化代謝圖譜，最有效的方式就是直接萃取環境中的總 DNA 或 RNA 加

以分析，藉由基因體的資訊，對環境做全面性的了解。 

    一般來說，一群微生物可能是相互合作降解環境污染物。然而，不是所

有菌種可降解各種各樣的污染物，可藉 Metagenomics 測定在污染廠址內具

有分解污染物潛力菌種種類和其在所有菌種種類分佈比率，然而透過分析工

業污染場地的微生物群落基因序列，並經由生物分類資訊軟體分析，可提供

污染物及其化合物存在的污染場址，其微生物群落組成。這種做法將有利於

鑑定是否具有特定微生物，參與降解途徑的關鍵生化反應步驟。這項研究的

目的是評估內生性土壤及水體微生物群落，並預測受污染的場址之微生生物

復育前和後的菌相分析，當我們對於環境中菌相的分佈以及優勢菌種可以有

非常完整瞭解後，便可有利於特定菌種的分離、純化與培養，並進而利用這

些菌種來進行各類環境污染的生物復育。 

 

1.2 計畫目的 

    地下水含氯有機物汙染物因其低水溶性及比重大於水等特性，被視為難

去除的污染物之一。現地生物整治費用較離地處理低廉、可持續降解氧化後

低濃度含氯有機物、將污染物轉為無害物質等優點。本計畫模場透過連續式

BioScreen 生物灌注系統、專利生物製劑(Percol© )，另配合厭氧微生物鑑定
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等，建立完整系統評估監測機制，使現地地下水中含氯有機污染物厭氧生物

整治達最佳化。此外，鹵化烯烴生物厭氧代謝過程中，鹵化速率至二氯乙烷

(DCA)與二氯乙烯(DCE)時大幅趨緩，推究原因係進行該階段脫氯的特定菌

種有限，冀透過本模場之菌種鑑定發現適合臺灣在地特定脫氯菌，找出還原

脫氯的關鍵菌種。 

 

主要研究目標如下： 

 利用加強式現地生物復育技術探討地下水中含氯有機污染物生物降解

途徑及相關環境控制參數 

 利用 Metagenomics 建立污染場址之環境生物菌相，加強含氯污染物生

物降解研究，提供更深入的可行性評估 

 利用 QRT-PCR 定量 Dehalococcoides 菌之數量及測定還原脫氯基因 vcrA、

bvcA 、tceA 之表現量，預測污染場址脫氯效能 

 透過 Metagenomics 結合 qPCR，利用其高解析度及高通量的特性，提高

菌種鑑定效率及準確度，釐清場址菌種分布及其相關性，提高未來進行

生物強化時菌種純化存活率。 

 

1.3 計畫執行期程與經費 

    本計畫執行期程自中華民國 103 年 2 月 24 日至中華民國 103 年 11 月

24 日止，計畫執行總經費核定為新台幣 220 萬元整。 
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第二章 :研究方法與過程 

2.1 模場基本資料 

依據環保局 101 年計畫水力傳導係數(K)介於 1.23×10-6 m/s 至 9.83×10-6 

m/s，平均水力傳導係數為 3.68×10-6 m/s，透過場址量測作業，求得水力坡降

(I)約為 0.010，由於場址主要為坋土夾黏土，故推估孔隙率(n)約為 0.45，根

據達西定律(Darcy’s Law)，計算本場址平均地下水流速約為 2.58 m/yaer。 

V = K×I / n  

V = 3.68×10 -6x 0.010 / 0.45 = 8.19 x×10 -8m/s≒0.007 m/day  

本場址相關水力參數如下： 

 水力傳導係數(Hydraulic conductivity, K)：3.68 x10 -6m/sec。 

 導水係數(Transmissivity, T)：1.91x10 -5 m 2/sec。 

 儲水係數(Storage coefficient, S) 0.0105。 

 抽水速率 1.7 L/min 時，影響半徑為 4 公尺。 

 場址流速：每年 2.58 公尺。 

 地下水流向：南向北或南向西北流。 

 地下水位：約介於地表下  1.4 至 2.1  公尺間。 

2.2 模場暨 BioScreen 系統配置 

本場址位於台灣南部一模場試驗場址，該場址因遭人棄置廢液造成該地

區地下水中含有 PCE、TCE 及 1,1,2 三氯乙烷等污染物，由於汙染歷史較為

年久，目前未飽和層中並無含氯汙染物存在。本模場地下水水位約 2.0~2.2m，

水利傳導係數(K)介於 1.23×10-6 m/s 至 9.83×10-6 m/s，地下水流速約為 2.58 

m/yaer。本案模場設計圖 2-1 所示，其中包含 4 口監測井 BP-01、BP-02、BP-

03 及 EPB-MW1DA；4 口灌注井 I01、I02、I03 及 I04；1 口抽水井 E01。 

BP-01 位於模場地下水流向之上游，其目的作為環境背景監測用途，BP-
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02 及 EPB-MW1DA 為模場試驗主要監測井(表 2-1)。本模場 BioScreen 系統

係屬於地下水循環生物復育系統 (Groundwater Circulation Bio-remediation 

System, GCB) 之一，GCB 可將受污染的地下水抽至地表，添加營養鹽(或其

他物質)或加以處理後再回注到污染區的上游；也可在地表下形成一個內部

循環，而不需將地下水抽取到地面，以降低污染物在地表環境的釋出。本法

主要的目的乃在控制污染圈的持續擴大、加速污染區域內污染傳輸，並藉由

外部或內部循環供應生物分解所須的必要物質，而促進生物分解。 

運作灌注方式為抽取井(E01)抽取地下水後至控制系統內加入生物藥劑

(percol)再平均回注 4 口灌注井內，控制系統為 24 小時持續運轉，運轉過程

中每小時藥劑灌注量約為 100ml，抽取流量控制為每小時約 1.2m3。percol 主

要成分為食品級蔬菜油、鈉、鉀、鈣及維他命 B12 等物質，同時含有乳酸、

谷氨酸等迅速分解之釋氫基質、另有腐植酸、黃腐酸等緩慢分解之釋氫物質，

可提供現地微生物適當的電子供應者及營養鹽，促進含氯有機污染物還原脫

氯降解為乙烯或乙烷等無害物質，因此透過主要監測井可進一步了解厭氧還

原脫氯途徑。 

根據地下水流方向，於污染團上游設置 3 口灌注井，並於污染中游設置

抽水井，下游設置 1 口灌注井，透過水力環境的控制，將灌注藥劑有效的傳

輸至由整治井所圍起來的整個反應區，如圖 2 所示。由現場調查結果顯示地

面下 8-17 m 均有污染濃度，其中最高濃度之深度為 12 m，故整治井設置深

度為 14 m，開篩長度考量灌注壓力及流體情況，開篩長度設定於 5 m 長(9-

14 m)，抽水井及灌注井開篩深度均相同。為能使藥劑可以快速流布反應區

域，設計灌注井間距為 1 m，灌注井及抽水井間距為 1.5 m，透過水力計算在

低流速抽水(0.6 m3/hr)的情況，在 1-2 月便可使藥劑流布反應區。 

 

表 2-1 整治井基本資料彙整表 

No. 功能 數量(口) 井徑(吋) 井深(m) 開篩(m) 

1 抽水井 1 2 14 9-14 

2 灌注井 4 2 14 9-14 

3 監測井 4 2 14 9-14 

小計 9 — — — 
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圖 2-1 模場試驗配置圖 

 

圖 2-2 模場灌注模擬結果 
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2.3 地下水採樣方法與原因 

本研究為利用厭氧還原脫氯機制進行污染生物降解，分析項目將分成環

境分析項目、關切污染物及微生物相分析。透過厭氧環境參數的採樣分析，

可用來確認厭氧還原脫氯的狀態，並能回饋地下環境情況，藉以調整模場控

制參數。本研究水質分析將依據行政院環境保護署環境檢驗所(NIEA)公告之

地下水採樣及分析方法執行。 

為能比較系統運作前後差異，微生物相分析將於系統啟動前採樣 1 次，

系統運作穩定後採樣 1 次，共採 2 次，系統運作穩定需依據地下水質參數監

測結果加以評估，預定為系統運轉 6 個月後進行採樣。模場試驗地下水水質

採樣規劃表如表 2-2。 

表 2-2 模場試驗地下水水質採樣規劃表 

分析項目 運轉前 運轉中 運轉後 小計 

2 月 3 月 4 月 5 月 6 月 7 月 8 月-10 月 

一般項目 

(總有機碳(TOC)、總鐵(Fe)、 

二價鐵(Fe2+)、硝酸鹽(NO3
‒)、 

亞硝酸鹽(NO2
‒)、氨氮(NH3-N)、 

氯離子(Cl-)、硫酸鹽(SO4
2-)) 

 

 

1 

 

 

 

4 

 

 

4 

 

 

4 

 

 

1 

 

 

1 

 

 

3 
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關切污染物 (VOCs) 1 4 4 4 2 2 3 20 

最終產物 (甲烷(CH4)、乙烯(C2H4) ) 1 4 4 4 2 2 3 20 

 

2.3.1 採樣方法 

分析項目包含揮發性有機物故模場觀測井採樣將採用「微洗井」方式進

行，減少不必要的擾動造成濃度的偏差，為配合厭氧環境水樣採集利用氮氣

(99.99%)鋼瓶作為微洗井氣體來源，減少曝露於氧氣中造成的水質改變，採

樣深度將設定於井篩中段，以 0.1-0.5 L/min 的小抽水率抽水，控制最大水位

洩降<0.125 Ls (Ls 代表井篩長度)。在汲水期間同時測定現場水質變化，待水

質穩定後進行裝樣及保存，水質穩定的標準為連續測定數值變動需符合 pH
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值±0.2、DO ±10%及 ORP ±20 mV 為穩定。 

地下水水樣之保存及運送方法均照 NIEA 公告之規定進行，微生物相水

樣採樣水量為 20 L 採集後利用氮氣灌入樣品瓶頂空，以 4℃保存運送至前

處理實驗室利用 0.22 μm 孔徑之濾膜過濾，暫存於-80℃保存箱中，運用至

分析實驗室進行後續分析。 

 

2.3.2 分析項目 

(1) 現場分析項目 

水溫(T) 

導電度(EC) 

溶氧(DO) 

氧化還原電位(ORP) 

pH 值 

(2) 實驗室一般分析項目 

環境參數 

總有機碳(TOC)、鐵(Fe)、錳(Mn)、硝酸鹽(NO3
‒)、亞硝酸鹽(NO2

‒)、氨

氮(NH3-N)、氯離子(Cl-)、硫酸鹽(SO4
2-) 

關切污染物 

四氯乙烯(PCE)、三氯乙烯(TCE)、二氯乙烯(DCE)、氯乙烯(VC) 

最終產物 

甲烷(CH4)、乙烯(C2H4) 

 

本計畫水質分析將依據行政院環境保護署環境檢驗所(NIEA)公告分析方法

執行。 
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2.4 萃取環境樣品中的總 DNA 

實驗步驟為將 20 L 之水樣採集後利用氮氣灌入樣品瓶頂空，以 4℃保

存運送至前處理實驗室利用 0.22 μm 孔徑之濾膜過濾，將過濾模暫存於-80

℃保存箱中，之後利用去離子水沖提濾膜上之微生物並利用 PowerWater®  

DNA Isolation kit 萃取 DNA，其操作步驟如下: 

(1) 把濾膜放入到 5ml PowerWater®  Bead Tube 中。 

(2) 往 PowerWater®  Bead Tube 加入 1 ml PW1 溶液。 

(3) 把 PowerWater®  Bead Tube 安裝在 MO BIO 渦旋儀適配器並最以大轉速

渦旋振盪 5 分鐘。 

(4) 室溫≤4000g 離心 1 分鐘。 

(5) 使用吸取上清，並轉移到一個乾淨的 2ml Collection Tube 中並以 13000g

離心 1 分鐘。 

(6) 加入 200μl PW2，稍微渦旋混勻，4℃存放 5 分鐘。 

(7) 13000g 離心 1 分鐘並避開沉澱轉移上清到一個乾淨的 2ml Collection Tube。 

(8) 加入 650μl PW3，渦旋混勻。 

(9) 提取 650μl 上清到一個 Spin Filter 中，13000g 離心 1 分鐘。棄去濾液重

複上述步驟直到過濾完所有上清液。 

(10) 把 Spin Filter 放到一個乾淨的 2ml Collection Tube 中。 

(11)  PW4 使用前先搖勻。加入 650μl PW4，13000g 離心 1 分鐘。 

(12) 棄去濾液，加入 650μl PW5 溶液，13000g 離心 1 分鐘。 

(13) 棄去濾液，13000g 離心 2 分鐘，充分甩乾沖洗液。 

(14) 把 Spin Filter 放到一個乾淨的 2ml Collection Tube 中。 

(15) 加入 100μl PW6 到離心柱白色濾膜中心。 

(16)  13000g 離心 1 分鐘，此時 DNA 即成功萃取。 
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(17)  DNA（-20℃-80℃）保存。 

(18) 使用 NanoDrop (Thermo)測定 DNA 濃度與品質並以 1.2 % 瓊脂膠體電

泳分析產物。 

 

2.5 Metagenomics 技術利用 16S rDNA 建立污染場址之環

境生物菌相 

2.5.1 多源基因組建庫 

(1) 樣本 DNA 分別以 F27 & R534、F519 & R926 及 F968 & R1492 三對引子

進行 16S rRNA V1-V3、V4-V5、V6-V9 PCR 放大。其產物分別為 508 bp、

412 bp、524 bp。 

(2) 以 1.2 % 瓊脂膠體電泳分析產物再以 Agencount® RNAClean®  XP 

Purification Beads 純化 PCR DNA 產物。 

 

2.5.2 全基因組建庫 

(1) 樣本 DNA 以 SOLIDTM Library Micro Column Purification Kit 純化後以

Covaris S220 進行物理性碎裂，以 2 % 瓊脂膠體進行電泳並將 450bp 切

割進行膠體萃取。 

(2) 以 Agencount® RNAClean®  XP Purification Beads 純化。 

(3) 進行端點修補使用 End Repair Master Mix 於 25℃反應 30 分鐘後再以 70

℃反應 10 分鐘。 

 

2.5.3 建立污染場址之環境生物菌相 

(1) 將多源基因組及全基因組建庫後之 DNA 進行 adapter 接合與放大。 

(2) Adapter 接合使用 Ligation Master Mix 於 25℃反應 30 分鐘後再以 70℃反
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應 10 分鐘。 

(3) 以 Agencount® RNAClean®  XP Purification Beads 純化 Ligated DNA。 

(4) library 擴增進行使用 Amplification Master Mix 於 72℃反應 2 分鐘後再以

(94℃/30 秒、60℃/30 秒、72℃/60 秒)12 循環，最後以 72℃反應 5 分鐘。 

(5) 以 Agencount® RNAClean®  XP Purification Beads 純化擴增 library。 

(6) 定量是以 Qubit®  2.0 Fluorometer 並搭配 Quant-iT dsDNA High Sensitivity 

AssayKit 進行測量。定性則是使用 Agilent 2100 Bioanalyzer 搭配 Aglient 

HighSensitivity DNA kit 檢測 library 片段大小分佈。 

(7) 所構築之 library 以 Illumina MiSeq System 2 x 300 bp kit 進行雙端定序

(Paired-end Sequencing)。 

 

2.5.4 定序方式暨分析流程 

由於 MiSeq System 進行 2 x 300bp Paired–end Sequencing，經由合併

(merge) 雙端序列可獲得較長的 read，可模擬 Roche 454 long read 平台，

故所構築之 library 以 Illumina MiSeq System 上機進行 2 x 300bp Paired–

end Sequencing 定序。 
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2.5.5 分析使用軟體 

OUT 分析使用軟體 MOTHUR V1.32.0，群落分析使用 QIIME V1.8.0。 

 

2.6 Metagenomics 分析環境中功能性基因並建立環境菌相 

2.6.1 定序方式暨分析流程 

如下圖，以 Covaris S220 先將 DNA 打斷，接著使用 Ovation Ultralow DR 

Multiplex System 1-96 (NuGEN)將打斷後的 DNA 構築為 library，其後使用兩

套系統進行 library 品質的檢測其濃度與品質。 

一套為 Qubit®  2.0 Fluorometer，搭配其 High Sensitivity Kit，另一套為 Agilent 

2100Bioanalyzer，使用其 DNA 1000 Kit 進行檢測，確認 library 品質良好後

即可進行定序。 
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2.6.2 生物資訊分析流程 

 

上圖為生物資訊分析流程，定序所獲得之原始數據首先先進行品質檢測，

以確定其品質可往下進行後端分析，接著設定參數將低於QV30的序列去除，

亦即將定序錯誤率高於 1/1000 的序列修剪掉，保留高品質的數據，確保後端

分析結果的可信度。由於組裝(de novoassembly)時，read 長度較長其組裝效

果優於長度短的 read，故使用修剪後的 paired reads，根據兩端序列中間是否

有 overlap 的區段先進行 merge，將 F 端與 R 端組裝成單一更長的 read，再

將此 merged reads 與 not merge reads 進行後端分析。 

備註： Quality Value， QV = -10log10(Pe) ,Pe 為定序可能的錯誤率。 

 

2.6.3 分析使用軟體 

使用 CLC Genomics Workbench 7.0 及 MEGAN5 軟體進行分析 
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2.7 即時定量 PCR 絕對定量 Dehalococcoides sp.的含量 

2.7.1 即時定量 PCR 

本計畫以 SYBR Green 法進行絕對定量 Dehalococcoides sp.的含量，首

先利用 Primer Express software (Applied Biosystems, Foster City, CA)針對

Dehalococcoides sp. 設計其特定的引子。設定此軟體的搜尋條件為(1)擴增產

物的長度在 50-150 bp，(2)引子的 Tm 值為 58-60°C，(3)GC 的含量百分比在

30-80 mol%，沒有三個以上連續的 G 或 C。藉由 NCBI BLAST 的分析測試

引子對 Dehalococcoides sp.的專一程度。 

 

表 2-3.  PCR 使用之引子序列 

Gene Primer sequencea (5’3’) reference 

Dehalococcoides16

S rRNA gene 

Dhc730FgCggTTTTCTAggTTgTC 

Dhc 1350R  CACCTTgCTgATATgCgg 
He, 2003 

af, forward primer; r, reverse primer;  

GC clamp, CgCCCgCCgCgCgCggCgggCggggCgggggCACgggggg 

 

2.7.2 建立標準曲線 

利用 Dhc730F 與 Dhc 1350R 這組引子進行 PCR 放大環境中

Dehalococcoides sp. 的 16S rRNA 基因片段。將此 PCR 產物接合到 pGEM-

T Easy Vector (50ng/μl)上，進行定序確認物種。將確定為 Dehalococcoides 

sp.的質體進行後續的標準曲線建立。 

設立 4 種以上不同稀釋倍數的樣本。抽取包含 Dehalococcoides sp.序列

的質體後，取 5 μL 原始樣本(標準品)加入 45 μL 滅菌過濾的 ddH2O 先行稀

釋 10 倍，之後再以此稀釋 10 倍的樣本為原液進行序列稀釋。依下列方程式

(1)，將序列稀釋的各種濃度換算成 gene copies，做出一條標準曲線(gene 

copies 對 Ct 值做圖)，此研究進行三重複的反應以做出較為準確的標準曲 

公式(1)針對已知濃度 DNA 標準品換算 gene copies （Ritalahti et al., 

2006） 
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gene copies = (DNA concentration [ng/μl]) (
1g

10003ng
)(

1 molbp DNA

660 g DNA
) 

×(
6.023 × 1023

molbp
)(

1 copy

plasmid size [bp]
)× (volume of template [μl]) 

接下來以所建立之標準曲線為基準，和所欲檢測的樣品一同進行

realtimePCR，再將所得到樣品數值與標準曲線對照，即可得知樣品中

Dehalococcoides sp.數量。 

 

表 2-4.即時定量 PCR 引子序列 

引子名稱 引子序列 reference 

DHC1200F 

DGC1271R 

CTggAgCTAATCCCCAAAgCT 

CAACTTCATgCAggCggg 

Ritalahti, et al., 2006 

 

 

2.7.3 計算環境中樣品 Dehalococcoides sp. 數量 

利用下方公式(2)，將環境 DNA 所測得的 Ct 值，利用標準曲線找出相

對應的 gene copies 數目，並換算成每 L 地下水樣品中有多少 Dehalococcoides 

sp. gene copies 數目。 

公式(2)環境中樣品 gene copies 換算公式（Ritalahti et al.,2006） 

 

 

 

 

 

 

 

gene copies per L sample 

              = 
(gene copies per reaction mix)×(volume of DNA [μl])

(2 μl DNA per reaction mix)×(L sample used)
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2.8 研究進度及預期完成之工作項目(甘特圖) 

年月 

 

 

工作項目 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

備註 

整治井及監測井設置、系統裝

置與試陣 

           

建立分離水巷中 DNA 技術平

台 

           

完成脫鹵球菌菌相確認 
           

建立 QRT-PCR 分析平台 
           

測定分解菌種存在 
           

測定分解功能性基因存在 
           

利用生物資訊軟體分析 

metagenome data 

           

歸納並可利擬定可應用於原址

復育使用之條件 

           

成果報告撰寫與發表            

工作進度估計百分比（ 累 

積 數 ） 

14% 20% 28% 37% 46% 55% 65% 75% 85% 100%  

預定查核點 

期中 
1. 完成建立測量土壤中分離 DNA 的標準平台。 

2. 建立以 metagenome 技術，完成期中報告。 

1. 以 QRT-PCR 測定污染土壤分解菌種和功能性基因之探討。 

2. 完成期末報告之撰寫。 

 

期末 

說明： 

1、 工作項目請視專案性質及需要自行訂定。預定進度以粗線表示其起迄日期。 

2、 「工作進度百分比」欄係為配合管考作業所需，累積百分比請視工作性質就以下因素擇一估計訂

定：（1）工作天數，（2）經費之分配，（3）工作量之比重，（4）擬達成目標之具體數字。 
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第三章 : 主要發現與結論 

3.1 含氯污染場址之基本環境參數分析 

利用中華民國行政院環境保護署環境檢驗所(NIEA)公告之地下水採樣

及分析方法執行。分析項目包含水溫(T) 、導電度(EC) 、溶氧(DO) 、氧化

還原電位(ORP) 及 pH 值，監測井分別為 BP-01、BP-02、BP-03、BP-04 及

EPB-MW1DA。BP-02 及 EPB-MW1DA 為主要監測井。 

圖 3-1 為監測井水樣之 pH 值變化；其他基本環境參數分析如 : 圖 3-2

監測井水樣之導電度變化、圖 3-3 監測井水樣之氧化還原電位變化、圖 3-4

監測井水樣之溶氧量變化。 

 

圖 3-1 監測井水樣之 pH 值變化 
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圖 3-2 監測井水樣之導電度變化 

圖 3-3 監測井水樣之氧化還原電位變化 
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圖 3-4 監測井水樣之溶氧量變化 

 

鑒於場址污染歷程久遠且並無針對場址地下水進行調查，因此整治污染

場址前，須先釐清場址目前污染狀況，及相關背景資料調查，由於進行生物

整治工作，本計畫需額外添加生物營養鹽，為證明其並無二次汙染疑慮及改

變地下水質，結果顯示地下水之基本環境參數其背景值與添加生物營養鹽後

pH 值並無顯著差異，導電度於添加營養鹽後增加，其因生物營養鹽中有許

多提供微生物生長之電子供應者，隨著降解的過程中微生物利用其生長後導

電度也回歸環境背景值，氧化還原電位與溶氧量則維持於環境自然變化之範

圍內，足見本生物營養鹽並無二次汙染及改變地下水質之疑慮。 

 

3.2 含氯污染場址之環境水質分析 

利用中華民國行政院環境保護署環境檢驗所(NIEA)公告分析方法執行。分析

項目包含總有機碳(TOC)、鐵(Fe)、錳(Mn)、硝酸鹽(NO3
‒)、亞硝酸鹽(NO2

‒)、

氨氮(NH3-N)、氯離子(Cl-)、硫酸鹽(SO4
2-)，監測井分別為 BP-02 及 EPB-
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MW1DA。 

圖 3-5 為主要監測井 BP-02 水樣之 TOC 變化、圖 3-7 主要監測井 EPB-

MW1DA 水樣之 TOC 變化，利用生物刺激法所添加之 percol 生物營養鹽主

要成分為食品級蔬菜油、鈉、鉀、鈣及維他命 B12 等物質，同時含有乳酸、

谷氨酸等迅速分解之釋氫基質、另有腐植酸、黃腐酸等緩慢分解之釋氫物質，

可提供現地微生物適當的電子供應者及營養鹽，促進含氯有機污染物還原脫

氯降解為乙烯或乙烷等無害物質，由結果所示添加生物刺激營養鹽後，總有

機碳含量增加，可以幫助微生物生長，進而加速含氯汙染物質降解。其他鐵

(Fe)、錳(Mn)、硝酸鹽(NO3
‒)、亞硝酸鹽(NO2

‒)、氨氮(NH3-N)、氯離子(Cl-)、

硫酸鹽(SO4
2-)，如下圖 3-6、圖 3-8 所示。 

圖 3-5 主要監測井 BP-02 水樣之 TOC 變化 
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圖 3-6 主要監測井 BP-02 水樣之環境參數變化 

圖 3-7 主要監測井 EPB-MW1DA 水樣之 TOC 變化 
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圖 3-8 主要監測井 EPB-MW1DA 水樣之環境參數變化 

由主要監測井 BP-02 及 EPB-MW1DA 之分析結果顯示，添加生物營養

鹽後地下水中總有機碳增加，其為提供微生物生長所需之碳源及電子供應者，

並因其於降解過程中地下水之擴散作用生物營養鹽會逐漸擴散至本場址之

各個角落，促進生物降解之功效。 

 

3.3 含氯污染場址水質之關切汙染物及最終產物分析 

利用中華民國行政院環境保護署環境檢驗所(NIEA)公告分析方法執行。

分析項目包含關切污染物:四氯乙烯(PCE)、三氯乙烯(TCE)、二氯乙烯(DCE)、

氯乙烯(VC)，最終產物:乙烯(C2H4)，監測井分別為 BP-02 及 EPB-MW1DA 
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圖 3-9 主要監測井 BP-02 水樣之關切汙染物及最終產物分析 

圖 3-10 主要監測井 EPB-MW1DA 水樣之關切汙染物及最終產物分析 
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主要監測井 BP-02 及 EPB-MW1DA，都可見到未加生物刺激應養鹽

之前，場址可偵測到四氯乙烯、三氯乙烯、二氯乙烯及氯乙烯存在且高於

法規所規定之標準值，若無盡早進行整治，將使污染深度逐年增加，但經

過生物整治及添加生物刺激應養鹽之後可見到四氯乙烯、三氯乙烯含量降

低並且二氯乙烯及氯乙烯在 20 天左右含量上升，參考歷年監測結果顯示，

監測出之高濃度，係由於二氯乙烯主要為代謝副產物且其與分佈地下水流

方向一致，推估可能為上游污染源之代謝物累積結果。氯乙烯對人體毒性

高，目前該區域清查結果並無使用或飲用地下水情形，後續仍需持續利用

管制程序並加強宣導，降低下游民眾的健康風險。本次整治結果觀察到四

氯乙烯、三氯乙烯、二氯乙烯及氯乙烯於整治後含量皆大幅下降且降解後

有乙烯產生，足可證明生物復育之成效。 

 

3.4 含氯污染場址水相樣品中的總 DNA 萃取 

為取得後續實驗所需之 16S rDNA，首要步驟即是完整萃取環境中所有

微生物之 DNA，我們將水樣採集後利用去離子水沖提濾膜上之微生物並利

用 PowerWater®  DNA Isolation kit 萃取 DNA，之後我們使用 Nano drop 測

定 DNA 之濃度及品質，其結果如下:  

 

表 3-1 環境水相總 DNA 萃取及品管 

 

 

結果顯示我們已成功萃取出環境水相樣本之總 DNA 並且樣本之濃度狀

態與 ratio 值均符合之後放大 16S rDNA 所需之標準。 
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3.5 構築 Metagenome 分析所需之 16S rDNA 庫 

根據前人研究，目前針對土壤或水樣等環境菌相分析的 16S rDNA region 為

V6 或 V5-V9 region (表 3-2)，而本計畫擬分析最完整之環境菌相，因此規

劃將 V1-V9 分成三個 amplicon 進行 metagenome 的分析希望達到最完整之

分析結果，其說明為圖 3-13 

 

表 3-2 前人研究環境菌相所分析的 16S rDNA region 
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圖 3-11 本計畫進行 metagenome 分析之 16S rDNA region 

 

依本計畫本計畫進行 metagenome 分析之 16S rDNA region，其 PCR 之所需

引子，我們設計如下表 3-3 

 

表 3-316S rDNA region 之 PCR 引子設計 

 

依上述引子之設計，我們將總 DNA 利用 PCR 聚合酶鏈鎖反應儀將 16S 

rDNA region 進行增幅，結果利用 2% Agarose Gel 進行電泳分析，其結果如

如下圖 3-14，其樣本之濃度狀態與 ratio 值均符合之後 Metagenome 分析標

準，接著利用次世代定序儀進行序列分析。 
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圖 3-122% Agarose Gel 分析 16S rDNA region 

 

3.6 Metagenom16S rDNA 生物資訊分析 

3.6.1 原始數據品質檢測 

 
    分析樣品進行 paired-end library 測序所獲得雙端數據量，品質皆符合

生物資訊後續分析要求。 
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3.6.2 Metagenome 菌相分析結果 

本計畫對場址進行生物復育前後 16s rRNA 區域進行分析，將增幅出的片段

以 MiSeq2*300bp 進行測序，所獲得所有原始數據進行資料分析，以期獲得

微生物菌相分佈。將所獲得原始數據混和同時先將兩端數據合併(merge)為

單一條較長的序列(read)，過濾掉測序品質差的序列後，即為有效序列

(effective reads)，再將這些有效序列進行叢集(cluster)，將序列相似的歸類

為同一個 OTU(OperationalTaxonomic Unit，操作分類單元)，最終再將所獲

得的 OTU 進行菌種分類。(waterDNA1 為生物復育前之樣本，waterDNA2

為生物復育後之樣本) 

其結果如下 : 

V1-V3 region 

OTU Taxonomy 

此區域 13,641 個 OUT 分類，隸屬於 30 個不同的 phylum，歸於 436 個

genus，其中又可區分出 715 個 species，但其中 283 個 speciesunclassified。 

下圖 Venn diagram 顯示生物復育前後 OUT 交集數量共有 624 個。 

 

 

 

V4-V5 region 

OTU Taxonomy 

此區域獲得 20,685 個 OTU，隸屬於 30 個不同的 phylum，歸於 570 個



主要發現與結論 

 
 

35 
 

genus，其中又可區分出 1,026 個 species，但其中 357 speciesunclassified。 

下圖 Venn diagram 顯示生物復育前後 OUT 交集數量共有 1667 個。 

 

V6-V9 region 

OTU Taxonomy 

此區域共獲得 41,570 個 OTU，隸屬於 29 個不同的 phylum，歸於 549 個

genus，其中又可區分出 963 個 species，但其中 361 speciesunclassified。 

下圖 Venn diagram 顯示生物復育前後 OUT 交集數量共有 1165 個。 

 

 

在 OTU Taxonomy 分析後可列出 V1-V3、V4-V5、V6-V9region 於生物復育

前後有產生交集且最豐富之菌種，詳列於下。 
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V1-V3 region 

 

Taxon 為菌種名稱，waterDNA1 為生物復育前之菌相，waterDNA2 為生物

復育後之菌相 
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V4-V5region 

 

Taxon 為菌種名稱，waterDNA1 為生物復育前之菌相，waterDNA2 為生物

復育後之菌相 
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V6-V9region 

 

Taxon 為菌種名稱，waterDNA1 為生物復育前之菌相，waterDNA2 為生物

復育後之菌相 
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因本計畫利用 metagenome 描繪污染場址經生物復育前後之菌相變化，得到

數據資料龐大，因此我們依照菌”科”的層級分類其結果如下；waterDNA1

為生物復育前之菌相，waterDNA2 為生物復育後之菌相 

V1-V3region 

 

 

V4-V5region 
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V6-V9region 

 

圖 3-13 生物復育前後菌相消長變化圖 

 

微生物的菌相分析，由上面的結果顯示我們將復育前菌相(waterDNA1) 

及生物復育後菌相(waterDNA2)在菌”科”的層級進行比較，前人對環境中之

菌相進行分析時皆使用 16S rDNA 中的部分區段，不是使用 16S rDNA 全長，

因此本計畫為了完整環境菌相的分析，我們將 16S rDNA 區分為 V1-V3，V4-

V5 及 V6-V9 完整掃描環境中微生物之 16S rDNA 全長。而在這些區段中我

們分別對 V1-V3，V4-V5 及 V6-V9 區段分析未進行生物復育前與生物復育

後所佔比例最高的菌科 

V1-V3:OD1familyincertaesedis (24%) vsHelicobacteraceae (17%),  

V4-V5:Rhodocyclaceae (11%) vs Burkholderiales_incertae_sedi (14%),  

V6-V9: Desulfuromonadaceae vs Ruminococcaceae (10 %) 

我們也詳列了各個區段中分別利用”屬”及”種”作為分類的詳細菌株分類資

料，統計在 V1-V3，V4-V5 及 V6-V9 區段中佔比例最高的菌株分別為: V1-

V3: Sulfuricurvum_kujienseDSM16994 (17%) 

V4-V5: Paludibacter_propionicigenesWB4 (9%) 

V6-V9: SulfuricurvumkujienseDSM16994 (7%) 
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3.7 構築 Metagenome 分析所需之功能性基因庫 

 

3.7.1 功能性基因樣本品質檢測 

以 Qubit 檢測樣本 

以 nanodrop 檢測 DNA 樣本時，對樣本的品質要求 O.D A260/A280 值需在

1.8 以上，此次樣本檢測結果符合要求。 

取 1 ul 以 1.2% Agarose gel 進行電泳及 Agilent DNA 1000 Assay 檢測 libirary 

樣品品質，其品質皆合乎分析標準。 

圖 3-14 功能性基因樣本品質檢測結果 
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3.8Metagenom 功能性基因暨菌相分析生物資訊分析 

 

3.8.1 原始數據品質檢測 

3.8.2 Trim 

使用 CLC Genomics Workbench 7.0 進行分析，由於此次定序品質相當良

好，故根據下方參數設定修剪(Trim) QV 低於 30、有 ambiguous 以及可能殘

留的 adaptor 的序列，此外，為提高後端分析效果及準確度，亦去除修剪後

長度低於 64 bp 的 read，修剪後所保留的 trimmed reads ，共有 15,121,762 條

reads，平均長度為 176.4 bp。 
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3.8.3 Merge 

序列修剪後所保留的 reads，將其中仍為 paired reads 經 merge 分析，使

雙端序列合併，獲得較長的 read，用以模擬 Roche 454 long read 平台所獲得

的 long read ，再將此 merged reads 進行後端分析。使用 CLC Genomics 

Workbench 7.0 進行分析，結果獲得 357,852 mergedreads。 

 

3.9MEGAN Analysis 生物資訊分析 

Merged reads 共有 357,852 條，進行 BLastX 分析後，經 MEGAN5 進行

LCA 分析，結果如下表 LCA_Taxonomy profiling table 所示，71.4% reads 比

對到 cellular organisms，而比對到 Bacteria 的 reads 佔整體總 reads 的 66.4%，

Archaea 佔整體的 2.2%。 

表 3-4 LCA_Taxonomy profiling table 



地下水中含氯有機汙染物厭氧生物整治 

44 
 

3.10 LCA 生物資訊分析 

下圖為 Taxonomy profiling bar chart_Phylum level，可見主要菌種屬於

Proteobacteria 這門(24.2%)，次要為 Firmicutes 門(12.1%)。 

圖 3-15-1 功能性基因樣本品質檢測結果 

下圖為 Taxonomy profiling bar chart_Species level，可見前三名主要菌種

分 別為 Clostridium sp. CAG:1024 (0.8%) 、 Geobacter lovleyi (0.7%) 及

Dehalococcoides mccartyi (0.6%)。 

圖 3-15-2 功能性基因樣本品質檢測結果 
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3.11KEGG 生物資訊分析 

Merged reads 共有 357,852 條，進行 BLastX 分析後，經 MEGAN5 進行

KEGG 分析，結果如下表 KEGG report 所示，前 10 個表現量最高的 pathway

依序為 Purine metabolism、Pyrimidine metabolism 、Nitrogen metabolism 、

Methane metabolism 、Pyruvate metabolism 、Glycolysis / Gluconeogenesis、

Oxidative phosphorylation、Amino sugar and nucleotide sugar metabolism、

Carbon fixation pathways in prokaryotes 、Alanine, aspartate and glutamate 

metabolism。 

表 3-5KEGG 代謝途徑統整表 
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在 KEGG 的分析中又可細分，將有關厭氧生物降解的 pathway 分別列在下

表 

表 3-6KEGG 厭氧代謝途徑統整表 

 

 

由此結果可發現在場址厭氧代謝的過程和 21 個 pathways 有關，其中又有 3 個

pathways 和厭氧還原脫氯有關，分別是: 

Chloroalkane and chloroalkene degradation  

Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation 

Trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane (DDT) degradation 

其代謝圖詳列於下圖 3-15、圖 3-16、圖 3-17 

 

Xenobiotic degradation pathways numbers of reads 

Benzoate degradation 806 

Drug metabolism - other enzymes 647 

Chloroalkane and chloroalkene degradation 631 

Aminobenzoate degradation 520 

Nitrotoluene degradation 506 

Toluene degradation 342 

Naphthalene degradation 315 

Bisphenol degradation 248 

Polycyclic aromatic hydrocarbon degradation 239 

Xylene degradation 187 

Drug metabolism - cytochrome P450 181 

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 171 

Dioxin degradation 167 

Caprolactam degradation 165 

Atrazine degradation 146 

Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation 140 

Ethylbenzene degradation 124 

Styrene degradation 120 

Fluorobenzoate degradation 113 

Steroid degradation 32 

Trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane (DDT) 

degradation 
9 
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圖 3-16Chloroalkane and chloroalkene degradation 

 

圖 3-17Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation 
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圖 3-18 Trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane (DDT) degradation 
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第四章 : 討論與建議事項 

圖 4-1 微生物組成在多氯有機汙染物降解過程中所扮演之角色 

微生物組成在生態系統中扮演代謝人為/外源性化合物的關鍵作用(Shah 

et al., 2013)，由於科技的發達，在工業化的過程中許多污染造成汙染場址微

生物族群組成的轉變(Desai et al., 2009)，而任何單一微生物是無法完成所有

的代謝反應進而降解環境污染物。然而，不同的細菌群落，可共同交互執行

所有的代謝反應，完成生物修復(Shah, 2011; Shah, 2012)，因此了解微生物的

組成及代謝途徑能更廣泛且有效的應用於各種污染物質，包括一些外源物質 

(xenobiotics) 或難分解的污染物(recalcitrant pollutants) (Ramos et al., 2011)。 

本計畫利用 Metagenome 技術，對被含氯有機汙染物之場址進行一系列的整

治工程及分析整治過程中所以微生物族群變化及功能性基因分析，如前一章

節結果顯示，我們利用新一代的 Metagenome 分析技術應用在場址的菌相分

析，得到了超過 600 種以上的微生物在此環境中的鑑定數據，這個結果和傳

統的 DGGE 技術相比，可以更真實地描繪出環境中真實的微生物分布情況，

此外過去在鑑定環境菌相的研究中，大多只利用菌株本身 16S rDNA 其中的

一個區段去做分析及探討，本計畫則利用 16S rDNA 中 V1-V3, V4-V5, 和

V6-V9 做全面性的分析，這樣的分析方式就算連環境中低豐富度的族群都能
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被成功的鑑定出來(Kotik et al., 2013)，這是使用傳統方式去分析環境中全菌

相，只能幫助我們見鑑定出微生物的種類，在微生物菌相分析中，結果顯示

我們發現的許多可能參與多氯有機化合物的菌株，因此我們也使用了 DNA

全基因組功能性基因的分析，這不只能幫我們鑑定微生物的種類也可以幫我

們統計環境種的功能性基因，使我們可以了解環境中微生物有代謝那些化合

物的潛力，在前人的研究中指出俊中鑑定每種方法都有一定的優點和局限性。

因此，為了獲得微生物群落的全貌，我們使用了兩種不同的方式的研究(Shah 

et al., 2013)。 

    比對前人研究 參與多氯有機化合物降解的菌株，我們發現

Anaeromyxobacter, Desulfuomonas 和 Desulfovibrio 在本場址中也扮演著重要

的角色，Desulfuomonas 在 TCE 的降解中扮演者還原脫氯的角色，特別是在

四氯乙烯降解至二氯乙烯的過程(David et al., 2014)。Dechloromonas spp.是一

株厭氧的氯酸鹽還原菌(Wolterink et al., 2005)可以參與多氯有機汙染物的降

解，在我們的研究中我們也同樣的發現到這些菌株的存在，這些菌株也須利

用硫酸根來幫助它們生長，高總有機碳也會刺激加速其生長。 

    Geothrix fermentans 和 Sulfuricurvum kujiense 能夠在具有硫酸鹽的環境

下將 TCE 降解(Tsai et al., 2014)，而這兩株菌也在生物復育的過程中被我們偵

測到，同時我們也偵測到 Dehalobacter restrictus PERK23 其也被證實和多氯有

機汙染物的降解有關(Kruse et al., 2013). 

    Dehalogenimonas spp. 在高濃度的氯有機汙染物環境下依然可以進行厭

氧還原脫氯的過程，對於受汙染的土壤及地下水生物復育有重要的意義

(Maness et al., 2012)，而我們研究發現本模場在添加生物營養鹽後，其族群

顯著增加，Dehalogenimonas lykanthroporepellens 也有在本模場發現，

Dehalogenimonas lykanthroporepellens 可以將四氯乙烯降解至氯乙烯，但無

法將氯乙烯轉換成乙烯(Maness et al., 2012)，我們都知道 Dehalococcoides 是

氯乙烯降解製乙烯的關鍵菌株，我們使用 LCA 法對環境中的全基因組進行

分析，果然發現 Dehalococcoides mccartyi 的存在，但是在利用 16S rDNA 進

行分析時，並未發現到此菌株的存在。雖然利用 16S rDNA 分析環境中菌相

是一種有效的方法，然而這種分析方式並不適合分析 Dehalococcoides(Kotik 

et al., 2013)。此外有文獻指出 Dehalococcoides 是很難利用 16S rDNA 區別

出來的(Holmes et al., 2006; Tas et al., 2010)。 
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    文獻指出即使有監測到 Dehalococcoides 的存在，在脫氯過程中也不一

定會參與反應，脫氯過程可能只是自營菌的反應。例如: 氯乙烯降解製乙烯

的反應是可以經由 Methyltrophs 和 methane monooxygenase 的參與完成

(Kotik et al., 2013)，然而，屬於甲烷菌屬的菌株在本研究當中生物降解氯乙

烯後其含量是下降的，這意味著 methyltrophs 在本場址中是次要的代謝路徑，

另外也有研究指出 Pseudomonas, Mycobacterium 和 Nocardioides(Mattes et al., 

2010)這些菌株是可以在有氧的環境下代謝氯乙烯，在本研究中我們也發現

高比例的 Pseudomonas spp.而 Mycobacterium 和 Nocardioides 我們也有在本

場址發現，在本模場降解過程中我們觀察到添加生物營養鹽後 Pseudomonas 

spp.的含量相對增加且伴隨著乙烯產生，因此我們推測 Pseudomonas spp.也

有可能參與多氯有機汙染物的降解，綜合本場址之微生物相與溶氧量及氧化

還原電位之結果比較，我們發現由於 ORP 及 DO 之結果顯示，本場址似乎

是以為耗氧亦或是兼性厭氧之方式代謝多氯有機污物，因此導致

Pseudomonas, Mycobacterium 和 Nocardioides，等菌株伴隨著降解過程增加，

抑或是菜樣時溶氧量檢測發生錯誤，這點待後續檢討討論，但我們推論環境

中汙染物質之降解作用會根據現場場址之環境參數，微生物族群會自我平衡，

並自主調節使用之碳氮源，微生物的降解並無法由目前發表之文獻得到統一

的降解過程，因每個場址環境參數及微生物族群是動態組成，隨時都會變化，

這也是為什麼需要不斷持續調查現場環境參數及微生物菌項變化之原因，本

場址降解多氯有機汙染物之菌株關鍵角色扮演圖詳見圖 4-1。 

    最後我們利用全功能性基因定序經由 KEGG 和 COG 分析四氯乙烯降解

至乙烯的關鍵基因，分析出一些本場址可能利用的生化代謝路徑，這些路經

都可以在未來提供我們針對受到多氯有機汙染物汙染之場址進行整治時，不

管是利用菌株純化(生物加強)或是純化蛋白質(生物刺激)應用於生物復育很

好的參考，我們可以利用探討現場環境參數及菌相探討該使用何種工法使生

物復育達到最好的成效，例如: 如本場址經調查分析後沒有降解汙物之菌株，

我們便可選擇使用生物強化法，額外添加可降解汙染物之本土菌株，如污染

場址具有可降解汙染物之菌株，但成效不彰，我們便可設計刺激該菌株生長

之生物添加劑，利用生物刺激法加強汙染物去除之成效，本計畫利用 KEGG

所推導出之降解途徑途中可告訴我們污染場址中帶有或是缺乏哪些重要的

關鍵降解基因，這可以讓我們評估本場址之微生物族群是否能不用額外添加

降解菌株就可以完成生物復育之工作，如缺乏關鍵降解基因，我們便可添加

帶有可降解該汙染物基因之菌株，以達到生物復育之成效，這些成果皆可提
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供於後續的模場整治很好的參考。 
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