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摘 要 

微生物燃料電池是利用微生物在陽極分解基質以產生電流，電流

的產生受許多因素影響，其中微生物的組成與生物量亦會影響其產電

效率，因此本研究分析底泥微生物燃料電池之陽極菌相，以了解其電

力和菌種間之相互關係。 

移除陽極上生物膜，再以市售之 DNA 萃取套件(Ultra CleanTM soil 

DNA kit, MO BIO)直接萃取電極上之 DNA，該法較以超音波振盪法

可得較高濃度 DNA (19.4 ng/μl)以及較好的純度(A260/A280：1.52)。萃

取所得之 DNA 以稀釋法將樣品中會抑制聚合酶連鎖反應(PCR)之物

質稀釋後，再經巢式 PCR (11f-1492r 和 341fgc-534r)進行 PCR 放大，

以獲得較高濃度之 PCR 產物。該 PCR 產物在變性劑濃度 30-80%下可

完全分離。利用變性梯度膠體電泳(DGGE)分析兩種不同醋酸基質添

加方式之電池菌相，DGGE 圖譜顯示直接與管柱添加基質之電池皆有

優勢菌存在，其中以管柱添加基質之底泥微生物燃料電池之優勢菌(6

條亮帶)較多，比較底泥微生物燃料電池之陽極菌相與電力，發現以

管柱添加基質之電池菌相豐富度較高，共有 25 條亮帶，同時該電池

之電力亦較高。菌相中也具有與產電菌 Shewanella putrefaciens 對應

之亮帶且亮帶強度亦較強，顯示管柱添加基質之方式有助於產電細菌



底泥微生物燃料電池陽極菌相之探討-變性梯度膠體電泳 (DGGE)之菌相分析 
 
 

                                    2       逢甲大學學生報告 ePaper(2010 年) 

之增長。 
 

關鍵字：生物膜、菌相、底泥微生物燃料電池、變性梯度膠體電泳 。 
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第一章 前言 

自從工業革命之後人類對能源的需求量大增，有限的石化能源一

直被使用，在 1973 年第一次石油危機後，科學家不斷的尋找新的替

代能源，例如風能、太陽能及生物燃料等，而微生物燃料電池正是其

中一項。微生物燃料電池是利用產電細菌於陽極釋放電子，再經由外

電路將電子送至陰極形成電流(Min and Logan, 2004)。產電細菌只需

要足夠的有機物當做基質，就能一面分解有機物，一面釋放出電子，

產生電力，因此細菌在微生物燃料電池中扮演著相當重要的角色。微

生物燃料電池研究中多以單槽或雙槽型式探討，但是微生物電池裝置

中最適合自然環境者為底泥微生物燃料電池(sediment microbial fuel 

cell, SMFC)，微生物燃料電池中細菌的相互關係可能會影響其產電效

率，故針對陽極上生物菌群進行菌相分析。本研究利用分子生物技

術，如變性梯度膠體電泳(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, 

DGGE)探討底泥微生物燃料電池(sediment microbial fuel cell, SMFC)

之菌相，以了解產電菌和電力的關係。 
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第二章 文獻回顧 

2-1 微生物燃料電池(microbial fuel cell, MFC) 

微生物燃料電池是利用微生物的代謝作用將有機物轉化成電能

的裝置。典型微生物燃料電池有兩個槽體，陽極槽和陰極槽，中間以

質子交換膜(PEM)作為區隔。陽極為一個厭氧槽體，以微生物作為催

化劑，分解基質產生電子與質子(Bond and Lovely, 2003；Min and 

Logan, 2004)，電子透過外電路傳遞到陰極形成電流，質子則經由質

子交換膜進入陰極，兩者在陰極槽內結合成水(Kim et al., 2003)；微生

物燃料電池分為雙槽和單槽式，而單槽型式中底泥微生物燃料電池是

屬於最適合自然環境的一種，底泥微生物燃料電池的概念為：將陽極

置於厭氧底泥中，陰極置於含有溶氧的水面上，以外電路連接，中間

不需質子交換膜即可操作，故所需成本較低(賴，2009)。微生物可利

用底泥中的有機物來產生電力，不需額外添加基質即可驅動簡單的電

子設備，進行偏遠地區水域之溫度及大氣中溼度、溫度及壓力變化的

監測。 
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2-2 微生物燃料電池的共生現象 

共生現象在自然界中普遍存在，例如動物體內的寄生細菌分解動

物腸胃無法消化的物質，同時也獲取自生生長所需的能量。共生現象

主要分為三種，互利共生、片利共生以及寄生。Ren et al. (2007)利用

細菌Clostridium cellulolyticum分解纖維素，其產物被另一種細菌

Geobacter sulfurreducens用於厭氧呼吸(anaerobic respiration)，產生電

子和電流。纖維素是一種富含有機物的物質，但很難被直接利用，需

進行預處理和水解，少數微生物或特殊生物酶可以水解纖維素。

Clostridium是一種專性厭氧細菌，因有降解纖維素的特殊能力而受到

重視。相關研究證實C. cellulolyticum可以分解纖維素，但無法產生電

流，G. sulfurreducens無法分解纖維素生長，因而無法產生電流。但

將C. cellulolyticum和G. sulfurreducens混合生長時，微生物燃料電池產

生了電流，且纖維素的分解效率比單獨C. cellulolyticum生長時提高了

18 %。此研究證實兩種細菌在產電過程中的共生關係，而實驗結果也

近一步證實發酵過程和厭氧呼吸的結合可能比單一菌種的活動更加

有利於能量產生。Richter et al. (2007)研究Geobacter sulfurreducens和

Pelobacter carbinolicus兩者關係，前者是已知的產電菌，後者則生長

在底泥微生物燃料電池的陽極上，根據文獻，能夠還原Fe3+的細菌都

能利用陽極當電子接受者，但實驗結果證實P. carbinolicus不具備此能
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力。用乙醇當微生物燃料電池的基質時，雖然P. carbinolicus可代謝

乙醇，但卻無法產生電流，而G. sulfurreducens無法代謝乙醇，但可

產生電流，兩者經過混合生長後，乙醇會被P. carbinolicus轉化成氫氣

和醋酸，G. sulfurreducens 就可以利用這些產物產電，因此在微生物

燃料電池中細菌的相互關係相當值得探討。 

 

2-3 分子生物技術在菌相分析的重要性與應用 

研究微生物多樣性的傳統方法是以微生物菌種培養為主，再針對

可分離培養的菌株做定性和定量研究，目前有90-99%的細菌無法被

培養和分離出來，這些細菌大多需要特別的生長環境，此外，因許多

菌種間有著複雜的共生關係及生存條件，無法使用實驗室現有方式進

行培養或分離培養，所以需要分子生物技術的協助。由於分子生物學

的進步，利用分子生物技術來分析環境中的微生物已成為一種趨勢。

例如：以萃取土壤中微生物核酸來分析土壤中的微生物菌相以及微生

物生態的探討。分子生物技術，是藉由比較DNA序列來判斷微生物

在親緣上的相關性，利用的方法有螢光原位雜交法(Fluorescent in situ 

hybridization, FISH)、限制片段長度多型性(Restriction fragment length 

polymorphism, RFLP)、墨點法(slot-blotting hybridization)等。目前較

常以分析16S rRNA 序列作為分類依據(Heuer et al., 1997；Lugwig et 

al.,1998)。 
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2-4 16S rRNA 序列在微生物多樣性研究的應用 

傳統菌種分類方法，通常是依照其外觀、生理生化特性來做區

分，但仍無法精確判斷出菌種(陳，2008)。近年分子生物技術進步，

在建立微生物親緣關係和菌種鑑定佔有重要地位。目前較常使用核醣

體核醣核酸(Ribosomal RNA, rRNA)作為鑑定依據。核醣體核醣核酸

由大次單元和小次單元組成，大次單元中包含了34種蛋白質及兩種核

醣體核醣核酸：5S rRNA及23S rRNA，小次單元則由21種蛋白質及16S 

rRNA組成。目前在微生物演化分類上最常被研究的片段是16S 

rRNA。16S rRNA是細菌內特有的基因，此段基因在序列上是由高度

變異區域和高度保留區域所組成，16S rRNA長度為1542 bp，其中包

含10個變異區域 (variable region)和11個保留區域 (constant region) 

(Brosius et al., 1978)。16S rRNA還具有下列特點：普遍存在於原核生

物中、在演化過程中基因序列穩定，不易變異、演化速率慢、其長度

適中，能提供足夠的基因訊息，來作為鑑定以及分類依據(鮑，2007)。

經過許多研究，已建立起16S rRNA完備的基因資料庫，可透過資料

庫進行序列分析比對，只要將某片段的16S rRNA序列透過NCBI基因

資料庫進行比對，即可對菌種加以鑑定和分類。 
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2-5 變性梯度膠體電泳(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 

2-5-1 DGGE原理 

DGGE是Fischer及Lerman於1979年開始發展並應用，Muyzer et al. 

(1993)首次將DGGE應用在生物膜的菌種族群分析上。DGGE為檢測

片段DNA內單一鹼基改變之電泳法，利用尿素 (urea)及甲醯胺

(formamide)兩種變性物質濃度的變化，在電泳膠體上建立濃度梯度，

分離不同序列的基因片段。由於變性物質的作用，DNA序列會產生

部分變性，DNA為雙股結構，兩股鹼基間是藉由氫鍵結合，A-T是雙

鍵，G-C是參鍵，變性物質可使DNA氫鍵打斷，由於不同菌種間其序

列雙鍵和參鍵的位置、數量不同，變性程度也不相同，變性程度會

影響DNA在膠體中移動速度，DNA序列變性的程度與melting point 

(Tm)有關，一般而言，含有較高G-C鹼基對比例的序列有較高的Tm

值，低Tm值的DNA序列會在低濃度的變性物質作用下產生變性，而

高Tm值的DNA序列則必須在高濃度的變性物質作用下才會產生變

性，利用此原理便可使相同長度但不同序列的PCR產物在電泳過程中

由於變性程度不同而造成移動速度不同，進而達到分離混合菌種的目的

(Muyzer et al., 1993)。在膠體製備完成時，加入經過定量和固定體積

的DNA樣品，即可進行變性膠體電泳。電泳方法分為兩種類型：(1)

電泳方向和變性梯度垂直。(2)電泳方向和變性梯度平行。分析菌相
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使用的方法為電泳方向與變性梯度平行，因為微生物菌相包含許多菌

種，使用平行膠能清楚呈現菌相，並容易觀察菌相的變化。 

 

2-5-2 DGGE在微生物菌相分析的應用 

目前較多使用來研究菌相的方法是PCR-DGGE (Miletto et al., 

2007；Lyautey et al., 2005)，DGGE圖譜上不同band分別代表不同菌種

(Muyzer et al., 1993)，band的亮度和DNA濃度有正比關係，band的粗

細可代表菌種含量的多寡，具有半定量和半定性的作用，因此DGGE

可作為評估微生物菌相組成的方法。目前，DGGE技術亦趨成熟，在

微生物領域上的應用，大致上涵蓋四大類：1.分析微生物族群組成的

多樣性(Nubel et al., 1999)；2.族群組成之動態研究(Watanabe et al., 

1998)；3.協助分離環境中不易培養的菌種；4.微生物群落中優勢菌種

之相關性(Palys et al., 1997)。此外，進行過DGGE電泳後，可將膠體

上的16S rRNA切下後進行定序，然後和網路上的基因資料庫進行比

對，鑑定出可能菌種。以此技術分析環境中的微生物種類，不僅克服

目前傳統菌種培養技術裡無法培養環境中大部分微生物，更縮短了研

究時間，因此被廣泛的使用在分析環境微生物菌相及生態的研究上。 
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第三章 材料與方法 

3-1 實驗流程 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

圖 3-1 實驗流程 

不同操作條件 SMFC 

底泥 DNA 萃取 陽極 DNA 萃取

11f 1492r for PCR

PCR for DGGE 

(341f-GC/534r) 

DGGE 

日月潭底泥

0.8 % agarose：確認 DNA 萃取效果

SYBR green I 染色 
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3-2 底泥微生物燃料電池設置 

使用 500 ml 血清瓶，取日月潭水社碼頭底泥，作為底泥微生物燃

料電池之基質，電池陰極液則取自採樣底泥上方之水樣。陽極(1.5×5.0

×0.5)放置於血清瓶底部，上方添加約 300 ml 底泥，接著於底泥上添

加水樣至約 550 ml 的位置，陰極平鋪於水面，最後使用電阻連接兩

電極形成通路，電池架設完成後，因基質添加方式不同，圖 3-2 分別

為在底泥部分插入玻璃管柱使用管柱添加，及基質直接添加兩種

(侯，2010)。 

                  
 
 

陰極 

陽極 

電阻 

陰極液體 

底泥 

圖 3-2 底泥微生物燃料電池(SMFC)之示意圖。 
(a)為直接添加基質之 SMFC，(b)為管柱添加基質之 SMFC。 

 

(a)  (b)
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3-3 樣品來源 

DNA 萃取來源分為兩部份，分別為日月潭底泥和操作時間 463

天直接添加基質 SMFC、管柱添加基質之 SMFC 及未添加基質之陽極

電極作為 DNA 萃取樣本，其中底泥微生物燃料電池之添加基質為 2 

mM 醋酸。 

 

3-4 DNA 的萃取 

3-4-1 底泥 DNA 的萃取 

  使用(Ultra CleanTM soil DNA kit, MO BIO)土壤 DNA 萃取套件

組，藥品成分及作用列於表 3-1。操作步驟如下： 

1. 取 0.25-1.0 g 的土樣到 Bead Solution tube，若樣品水分含量較

高，可將樣品放至 tube 離心後，移除離心液，重覆數次，盡

可能移除水分。 

2. 將樣品放入 Bead Solution tube 中，混合均勻，加入 60 μl 

solution S1 及 200 μl solution IRS。 

3. 使用 vortex 最大速度均勻震盪 10 min，tube 需水平放置，

10000 rpm 離心 30 sec，取上清液到新的離心管中。 

4. 加入 200 μl solution S2，vortex 均勻震盪 5 sec。 

5. 放置 4 ℃下靜置 5 min，10000 rpm 離心 1 min，取上清液到

新離心管中。 
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6. 加入 1.2 ml solution S3 並均勻混合 5 sec，取上清液置入 spin 

filter，10000 rpm 離心 1 min，重覆數次，直到上清液取完。 

7. 加入 300 μl solution S4，10000 rpm 離心 30 sec，再以 10000 

rpm 離心 1 min 一次，將 spin filter 移至新的離心管中。 

8. 加入 50 μl solution S5，離心 30 sec，丟棄 spin filter，即得到

DNA。DNA 需置於 -20℃保存。 

 
 
 

表 3-1 土壤 DNA 萃取套劑藥劑成分 

(Ultra CleanTM soil DNA kit, MO BIO) 

藥劑 成分 功能 

IRS 抑制溶液 去除脂肪酸和細胞膜上脂質的有機物 

S1 SDS 
去除腐植酸，避免抑制 PCR 

(土壤含有高濃度有機物，其中腐植酸含量最多) 

S2 蛋白質沉澱劑 移除蛋白質污染，蛋白質污染會影響 DNA 的純度 

S3 高濃度鹽類 使 DNA 緊縮 

S4 乙醇 進一步清洗濾膜上的鹽類、腐植酸和汙染物 

S5 DNA 緩衝液 完整溶出 DNA 
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3-4-2 電極 DNA 的萃取 

方法一、超音波振盪法(Kite et al., 2004; Sarro et al., 2005) 

從底泥微生物燃料電池系統中取出陽極，將電極(1.5×5.0×0.5)以滅

菌剪刀剪碎，取 1g 置入含 10 ml PBS (1×)之離心管中，超音波振盪

15 min (ED, LEO-1502, 40kHz)後，收集經振盪之上清液置於離心管

中，液體以 9000 rpm 離心 10 min，重複振盪數次。收集所得之沉澱

物以土壤 DNA 萃取套件組(Ultra CleanTM soil DNA kit, MO BIO)萃取

陽極 DNA。 

 

方法二、直接萃取法 

從底泥微生物系統中取出陽極，取 1g 電極(1.5×5.0×0.5)以滅菌剪

刀剪碎後，取 1 g 電極樣品以土壤 DNA 萃取套件組(Ultra CleanTM soil 

DNA kit, MO BIO)萃取陽極 DNA。 

 

3-4-3 DNA 濃度測定 

取萃取之 DNA 樣品 2 μl，以超微量樣本分光光度計(ND-1000, 

Nanodrop)分別偵測波長 280 nm、260 nm 及 230 nm 吸光值，分析樣

品 DNA 的純度及濃度。A260/A280比值表示樣品中 DNA 含量對蛋白質

含量的比例，數值大於 1.7 表示蛋白質含量較少或 DNA 純度較高。

而 A260/A230則表示樣品中 DNA 含量對腐植酸含量的比例，數值大於
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1.2 則表示腐植酸含量較少(Yeates et al., 1998)。 

 

3-5 聚合酶連鎖反應(PCR) 

本實驗使用熱循環機(iCycler iQ, Bio-Rad)，進行PCR放大反應，

使用引子為11f (5’-GTT TGA TCC TGGCTC AG-3’)和1492r (5’-TAC 

CTT GTT ACG ACT T-3’)為針對eubacteria之16S rRNA所設計之引子。 

 

PCR條件： 

Primer各0.4 μM、iQTM Supermix 25 μl (包含dNTP、iTaq DNA 

polymerase、6 mM MgCl2和stabilizers)、DNA template 5 μl、再以無菌

水定量到50 μl，熱循環機的條件一開始升溫至95℃維持五分鐘，使雙

股DNA模板變性成單股，接著進行30個循環升降溫反應：95℃使DNA

變性90秒、52℃引子黏合2分鐘、72℃延長DNA序列3分鐘，最後以

72℃合成DNA序列6分鐘結束。 

 

3-5-1 瓊脂膠體電泳(agarose gel electroproresis) 

瓊脂膠體電泳的原理是因為 DNA 含有磷酸根，在中性及鹼性的

環境下帶負電，通電後 DNA 會往正極移動。此步驟主要是為了確定

PCR 產物位置及濃度，本研究萃取之 DNA 經 11f-1492r 進行 PCR 放

大之片段大小為 1.481 kb，依片段大小不同，在膠體濃度的選擇上也

有所不同。由表 3-2 可判斷出 PCR 產物在進行瓊脂膠體電泳時，較
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適合之膠體濃度分別為 1.5% (Sambrook et al., 2001)，若 DNA 片段較

短，則膠體濃度可以提高以增加電泳解析度。取 agarose 粉末，加入

1× TBE buffer，使用微波爐加熱，取出搖晃均勻，重覆沸騰至液體呈

現透明狀，待冷卻後 (約 50℃)加入 EtBr 搖勻，將膠體倒入電泳膠台，

待凝固後放置於裝滿 1× TBE buffer 的水平式電泳槽中，把 DNA 與

loading dye 均勻混合(loading：DNA，3：7)後 loading 到 well，控制

電流於 400 mA，設定電壓與時間後進行電泳，結束後將 agarose gel

以照相系統設備(活體冷光螢光數位系統, Kodak )觀察亮帶(Sambrook 

et al., 2001)。 

 

表 3-2 膠體濃度和 DNA 長度之關係 (Sambrook et al., 2001) 

Agarose concentration 
in gel (%,W/V) 

Range of separation of 
linear DNA molecules (kb) 

0.3 5-60 
0.6 1-20 
0.7 0.8-10 
0.9 0.5-7 
1.2 0.4-6 
1.5 0.2-3 
2.0 0.1-2 
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3-6 變性梯度膠體電泳(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, 

DGGE) 
 

3-6-1 引子的設計 

進行 DGGE 實驗前，須先進行 PCR 反應，此目的是為了增加 DNA

的濃度。選用不同的引子進行不同區域 16S rRNA 放大，來鑑定不同

菌種，例如：放大 16S rRNA 的 V8 和 V6 區域來鑑定土壤中的真細

菌和古細菌(Snaider et al., 1999；Chang et al., 2000)，或利用 V2 與 V3

區域來鑑定乳酸菌(Satokari et al., 2001)。一開始將這項技術用來研究

微生物菌相所使用的引子，是針對 16S rRNA 的 V3 區域(Muyzer et al., 

1993)，根據文獻，目前較多研究使用此區域來進行土壤及底泥之菌

相分析，341fGC-534r 引子是針對細菌的 16S rRNA 中 V3 區域進行放

大，V3 變異區是真細菌分類研究中較為深入的區域，此片段在同一

物種內具有高度保留性，在不同物種間具有足以區別物種差異的遺傳

訊息，故本研究選擇針對真細菌的 V3 區域的引子進行 PCR 放大。 

 
3-6-2 PCR for DGGE 

本實驗樣品進行DGGE實驗前，皆使用巢式PCR (nested PCR)進行

PCR放大反應來提高PCR產物濃度(Dar et al., 2005)，巢式PCR是使用

兩組不同引子進行PCR放大反應，第一組引子對(11f-1942r)放大之片

段較長，而第二組引子對(341fgc-534r)放大片段介於第一組引子對片
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段間(柯，2005)。在實驗中使用選用引子為341f-GC (5’-CCT ACG 

GGA GGC AGC AG-3’)及534r (5’-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3’) 

(Muyzer et al., 1993)，將細菌16S rRNA 基因中第341至第534(V3區

域)DNA序列片段進行複製(Muyzer et al., 1993)。在引子341f前端加40 

bp的GC clamp，目的是為了提高DNA序列的Tm值，DNA的變性程度

和Tm值有關，外加GC clamp可避免DNA序列在變性梯度膠體裡完全

變性形成單股(Muyzer et al., 1993)。 

 

PCR for DGGE條件： 

Primer各0.4 μM、iQTM Supermix 25 μl (包含dNTP、iTaq DNA 

polymerase、6 mM MgCl2和stabilizers)、DNA template 5 μl、再以無菌

水定量到50 μl，熱循環機的條件一開始升溫至95℃維持五分鐘，使雙

股DNA模板變性成單股，接著進行35個循環升降溫反應：95℃使DNA

變性1分鐘、55℃引子黏合1分鐘、72℃延長DNA序列2分鐘， 

最後以72 ℃合成DNA序列5分鐘結束。 
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3-6-2 DGGE步驟 

1. 垂直變性梯度膠體(perpendicular denaturing gradient gel) 

製膠 

垂直膠體是利用Bio-Rad的DCodeTM Universal Mutation Detection 

System系統進行；另外，使用Bio-Rad的＂Model 475 Gradient Former＂

為製膠設備。首先依表3-2配置出0%及90%之膠體，各別取16 ml 0%

和90%膠體於針筒中，注入16 cm×16 cm的玻璃製膠台，插入單齒齒 

膜，採垂直式注膠。 

 

電泳條件 

開啟電泳系統 (Universal Mutation Detection System, Bio-Rad, 

DCodeTM)之加熱裝置，使槽體的緩衝溶液 (1× TAE buffer) 預熱至

60℃。把凝好的膠體組放入電泳槽內，PCR產物與loading dye混合後

(loading：DNA，40：160)，將樣品注入膠孔中，設定溫度60℃，電

壓80V下，進行電泳6 h。 

 

2. 水平變性梯度膠體(parallel denaturing gradient gel) 

製膠 

DGGE是利用Bio-Rad的DCodeTM Universal Mutation Detection 

System系統進行；另外，使用Bio-Rad的＂Model 475 Gradient Former＂
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為製膠設備。變性梯度膠體為10% polyacrylamide的凝膠 (base pair 

separation :100-300 bp)。由垂直膠結果選擇最好之變性劑梯度30-80 % 

(urea/formamide)。依表3-2配置30%、80%之膠體溶液，分別取16 ml 

30%及80%溶液置於針筒中，將膠體溶液注入16 cm×16 cm的玻璃製膠

台，由上往下灌膠混合，隨後插上齒模，靜置待膠體凝固， 

即可製成10% polyacrylamide的膠體。 

 

電泳條件   

開啟電泳系統 (Universal Mutation Detection System, Bio-Rad, 

DCodeTM)之加熱裝置，使水槽中的緩衝溶液 (1× TAE buffer) 預熱

至60℃，確保DNA在電泳過程中達穩定溫度之梯度變性效應。將凝

固的變性梯度膠體組放入電泳槽內，將PCR產物與loading dye混合後

(loading：DNA，5：20)，注入膠孔中，設定溫度60℃，電壓80V下，

進行電泳12 h。  

 

3-6-3 SYBR green I 螢光染色步驟 

  DNA染劑靈敏度大小為：SYBR green I＞Silver staining＞EtBr 

(柯，2005)，因此本實驗選用SYBR green I作為染劑(Bano and 

Hollibaugh, 2002；Seghers et al., 2004)。首先將變性梯度膠體於電泳

槽中取出，置於盤中，以ddH2O清洗數次，隨後即進行SYBR greenⅠ
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染色：將膠體放入200 ml 二次水中，再加入20 μl SYBR greenⅠ，以

100 rpm 避光搖晃(Orbital shaker OS701, KS ) 1小時。染色完畢利用螢

光偵測系統，進行激發與影像拍攝 ( 活體冷光螢光數位系 

統, Kodak )。 
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表3-3  10%丙烯醯胺變性溶液(10% acrylamide denaturing solution) base pair :100-300 bp 

 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 

Acrylanide/Bis (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

TAE (ml) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

Formamide (ml) 0.8 1.6 2.4 3.2 4 4.8 5.6 6.4 7.2 

Urea (g) 0.84 1.68 2.52 3.36 4.20 5.04 5.88 6.72 7.56 

ddH2O (ml)加至 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

10%APS (μl) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 

TEMED (μl) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 
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第四章 結果與討論 

4-1 電極上 DNA 萃取方式的比較 

進行分子生物技術分析時，DNA 萃取效率好壞對後續分析影響很

大，一般萃取生物膜是利用超音波振盪(Kite et al., 2004; Sarro et al., 

2005)使生物膜剝落，由於電極為碳氈纖維構成，底泥固體及菌體會

附著於電極表面及纖維內部，造成 DNA 萃取不易，因此本研究使用

土壤 DNA 萃取套件組(Ultra CleanTM soil DNA kit, MO BIO)以超音波

振盪(Kite et al., 2004; Sarro et al., 2005)和直接萃取法兩種 DNA 萃取

方式，並比較其 DNA 萃取效率。 

萃取結果如表 4-1 所示，其中 A260代表蛋白質的吸光度，A280則

為核酸的吸光度，當兩者之比值大於 1.7 表示蛋白質污染較少或 DNA

純度較高(Steffan et al., 1988)。由表 4-1 可得知超音波振盪的 A260/A280

比值與 DNA 濃度分別為 1.25 及 8.5 ng/μl；直接萃取的 A260/A280比值

與 DNA 濃度分別為 1.52 及 19.4 ng/μl，直接萃取的 A260/A280比值較

接近 1.7，表示其萃取效率較好，可以得到較高 DNA 濃度。直接萃取

效率優於超音波振盪法，推測其原因可能為陽極電極埋設於底泥中，

電極表面會形成生物膜，電極纖維內部附著底泥，其整體型態似顆粒

狀，故使用直接萃取法進行萃取，可與電極上的生物膜及纖維內部充

分撞擊摩擦，進而得到較好的萃取效率及 DNA 濃度；而超音波振盪
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可能較適合用於平整面樣品上之生物膜萃取。直接萃取法雖可得到較

好的萃取效率，但 A260/A280仍無法達到 1.7 以上，其原因為萃取樣品

為混菌系統且底泥有許多未知物干擾，故萃取效率無法達到標準值。 

 

表 4-1 電極 DNA 萃取效率比較 

 A260/A280
＊ DNA 濃度 (ng/μl) 

振盪離心法 1.25 8.5 

直接萃取法 1.52 19.4 

*A260/A280 :比值＞1.7 表示 DNA 純度較高，或蛋白質汙染較少。 
   **皆取 1g 電極樣本進行 DNA 萃取。 
 

將直接萃取後底泥及電極 DNA 樣品經瓊脂膠體(agarose)電泳初

步確認 DNA 萃取之效果及產量，因底泥及電極 DNA 分子量較大(大

於 10 kb)，故使用 0.8%洋菜膠進行電泳來確認萃取 DNA (Sambrook et 

al., 2001)，由圖 4-1 可得知 Ln 1 和 Ln 2 在 agarose gel 上亮帶並不明

顯，表示其 DNA 濃度較低，故須先進行 PCR 放大反應，才能獲得足

夠濃度的產物以進行陽極菌相分析。 
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圖 4-1 底泥及陽極萃取 DNA 在 0.8%洋菜膠分離 2h 之結果。Ln 1 底

泥 DNA，Ln 2 未添加基質之陽極 DNA，Ln 3 直接添加基質之陽極

DNA，Ln 4 管柱添加基質之陽極 DNA。 
 
 

4-2 PCR 放大 

 由圖 4-1 結果顯示，所萃取之底泥及陽極電極 DNA 濃度較

低，故必須先進行 PCR 放大提高 DNA 之濃度，影響 PCR 產物濃度

的因素很多，例如：Tm 值、Mg2+濃度、Taq 效率等，或藉由增加 Taq 

polymerase 的含量、改變 DNA template、primer 的比例、改變 PCR

黏合溫度或降低 DNA 中抑制物的含量等方式來改善 PCR 反應，也可

利用 PCR純化套件組或巢式 PCR (nested PCR)來提高產物濃度(Dar et 

al., 2005)。 

1 2 3 4 

DNA → 
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4-2-1 DNA 之稀釋 

本研究之 DNA 樣品來源有日月潭底泥及經操作過 463 天之各種

SMFC 陽極電極，由於 SMFC 陽極電極埋設於底泥中，底泥裡成分複

雜，陽極電極進行 DNA 萃取時，有些有機物會抑制 PCR 反應，其中

又以腐植酸影響最大，因腐植酸具有和 DNA 相似的分子大小及電荷

特性，故萃取過程中腐植酸容易與 DNA 一併被萃取，而影響 DNA

萃取效率，進而干擾後續 PCR 放大反應。腐植酸含量的高低可由

A260/A230 比值判斷，A260/A230 比值越高表示腐植酸干擾較少，一般認

為比值應在 1.2 以上可避免腐植酸的影響(Steffan et al., 1988；Yeates et 

al., 1998)。研究發現，無論 DNA 濃度多高，只要有 1 μl 未稀釋的腐

植酸物質存在，都足以抑制 PCR 反應進行(Tsai and Olson，1992)。由

表 4-2 可得知本研究底泥及電極樣品 DNA 的 A260/A230 比值約在

0.5-0.8 之間，故需要經前處理才能進行實驗；而 A260/A280 比值約在

1.4-1.5 左右，和文獻中所說的＞1.7 比較仍是偏低，推測原因為土壤

樣品為混菌系統，且土壤中含有許多未知物質，容易影響到 DNA 萃

取，導致數值無法達到標準值；DNA 濃度方面，可看出底泥的 DNA

濃度偏低，只有 12.6 ng/μl，而經操作過之電極樣品濃度約在 40-60 

ng/μl 之間。因為 Shewanella putrefaciens 為文獻中指出之產電菌

(Lovley, 2006)，而 Pseudomonas pseudomallei 在土壤及水池環境中常
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被發現(Smith et al., 1995)，故選擇此兩株菌為對照菌。兩菌株之 DNA

萃取效率方面，A260/A280比值可達 1.7 以上，表示其萃取效率好，因

該菌株為純菌培養故 A260/A230比值也達 1.2 左右。 

 
 

表 4-2 DNA 樣品之特性 

樣品 A260/A280
* A260/A230

** 
DNA 濃度

(ng/μl) 

底泥 1.41 0.58 12.6 

未添加基質 1.51 0.76 45.2 

直接添加基質 1.44 0.75 39.8 

以管柱添加基質 1.49 0.80 65.4 

Shewanella putrefaciens 1.98 1.35 75.3 

Pseudomonas pseudomallei 2.10 1.17 88.7 

*A260/A280 :比值＞1.7 表示 DNA 純度較高，或蛋白質汙染較少。 
**A260/A230 :比值＞1.2 表示 DNA 受腐植酸干擾較小。 

 

由圖 4-2 所示，未經稀釋的 DNA 樣品以 PCR 反應後，無法得到

產物(Ln 2-5)，膠體上無亮帶出現，推測其原因可能是未經稀釋之 DNA

中含有抑制 PCR 反應之物質。文獻指出可利用純化(Sambrook and 

Russell, 2001)去除抑制 PCR 反應的物質，亦有研究指出可使用稀釋法

來降低抑制物的干擾(申，2004)，因此本研究選用稀釋法將 DNA 樣
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品進行稀釋，同時達到降低抑制物的濃度。由圖 4-2 可看出，將 DNA

樣品稀釋 100 倍後(Ln 6-9)，再進行 PCR 反應，膠體上有明顯亮帶出

現，因此在處理底泥及電極 DNA 樣品時須先稀釋，再進行 PCR 放大

反應，才能獲得所需 PCR 產物。 

 
 

 
 

 
 

圖 4-2 稀釋作用對 DNA 樣品以 PCR 放大之影響。Ln 1:1kb Marker，
Ln 2-5 為萃取 DNA 直接進行 PCR 反應，其樣品分別為底泥、未添加

基質之電極樣品，操作 463 天管柱添加之陽極樣品、操作 463 天直接

添加之陽極樣品；Ln 6-9 為萃取之 DNA 稀釋後(100×)進行 PCR 反應，

樣品之次序如 Ln 2-5，以 1.5%洋菜膠在 120V 下，進行電泳 2 h 之電

泳。 
  
 
 
 
 

3 5 7 1 8 2 4 

1 kb → 

6 9 

→ PCR 產物 (1.4 kb) 
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4-2-2 巢式 PCR 

 巢式 PCR 其目的是為了增加 PCR 產物濃度，其優點可提高 PCR

產物的敏感度，本研究使用 PCR 和巢氏 PCR 對樣品進行放大反應。

直接PCR是利用 341fGC-534r進行放大反應。巢式PCR是以 11f-1492r

之 universal bacteria引子進行第一次 PCR放大反應，再以 341fGC-534r 

(Muyzer et al., 1993)進行 PCR 放大，最終產物片段皆為 198 bp。圖 4-3

是比較 DNA 樣品以 PCR 和巢式 PCR 放大效果，Ln 2-5 為一般 PCR

放大可看出亮帶較淡，Ln 6-9 為巢式 PCR 之結果，可顯示出亮帶較

清晰，因此選擇以巢式 PCR 來提高 PCR 產物濃度，以利進行後續

DGGE 實驗。圖 4-2 中直接 PCR 有亮帶出現(Ln 6-9)，但圖 4-3 卻沒

有亮帶出現(Ln 2-5)，因兩張圖中樣品所使用之引子長度不同(1481 bp

和 198 bp)，故圖 4-3Ln 2-5 雖然也是用直接 PCR 處理樣品，因所夾

取樣品 DNA 片段較短導致亮帶較不明顯。其中因巢式 PCR 是進行兩

次 PCR 放大，實驗過程加入反應試劑時容易出現交互污染，要避

免 PCR 產物污染後續實驗，最好是將執行電泳的空間與萃取樣品、

配製試劑的空間區隔開來。  
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圖 4-3 DNA 稀釋樣品直接以 PCR 放大和巢式 PCR 放大之比較。Ln 
1:100 bp Marker，Ln 2-5 為直接使用 341fGC-534r 進行 PCR 放大產

物，Ln 6-9 經巢式 PCR 後所得的產物，其中 Ln 2-3、6-7 為底泥樣品，

Ln 4-5、8-9 為電極樣品，以 2%洋菜膠在 120V 下，進行電泳 2 h 之

電泳。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 4 6 8 

500 bp→ 

1 3 5 7 9 

→ PCR 產物(198 bp) 
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4-3  DGGE 分析 

4-3-1 變性梯度範圍 

 變性梯度膠體電泳(DGGE)一般常選用變性劑濃度範圍為 40-60% 

或 40-80% (Helms, 1990)，然而各樣品均有其各自之濃度範圍。圖 4-4 

為 DGGE 膠體變性劑濃度之分析，底泥及電極樣品經 11f-1492r 及

341fGC-534r 進行巢式 PCR 放大反應後，尿素 (urea)及甲醯胺

(formamide)所組成的變性劑在變性濃度 0-90 %下，膠體濃度 10% 

polyacrylamide，以垂直變性梯度膠體進行測試，電泳條件為 80 V，6 

h，由圖 4-4 可判斷出 SMFC 樣品中 DNA 在變性劑濃度 35-75%可被

分離，為確保樣品能完全分離，故選擇 30-80%為變性劑範圍。 

 
  0%                                             90%  
 
圖 4-4 DGGE 膠體變性劑濃度之分析。膠體濃度 10% 聚丙烯醯胺

(polyacrylamide)，變性劑濃度 0-90%，電壓 80V，電泳時間 6 h。 

Denaturant 

Electrophoresis 

45% 75%
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4-3-2 底泥微生物燃料電池(SMFC)菌相與電力之比較 

DGGE 著重於分析環境中菌相組成，由圖譜中不同樣品之條帶分

布作為判斷依據，條帶位置相同，可以判斷屬於相同菌群，而亮帶強

弱及位置出現頻率可判斷樣本中優勢 (predominant) 及普遍存在

(common)菌種(Muyzer and Smalla, 1998)。 

圖 4-5 (a) 為底泥微生物燃料電池(SMFC)陽極生物群以 DGGE 分

析之結果，將圖中經常出現之亮帶及相同位置比較下亮帶強度較強

者，定義為普遍存在及優勢菌，分別以＃和＊表示(圖 4-5 b)，圖中普

遍存在菌群(＃)共有 12 條，有五條為四個樣品中皆有出現之亮帶

(#1、4、8、9、10)；其中三條亮帶為底泥中沒有出現，但經操作後出

現之亮帶(#2、3、12)，推測其原因為底泥中原本即有此菌，但因菌量

較低不足以在圖譜上產生亮帶，經培養後菌量增多，可在 DGGE 圖

譜上顯示亮帶。原始底泥並無明顯優勢菌種(＊)，直接添加基質培養

463 天之陽極電極樣品有 4 條亮帶強度較強(＊1-4)，而管柱添加基質

培養 285 天之陽極電極樣品則有 6 條(＊1-3、5-7)，未添加基質樣品

只有 1 條(＊8)。比較基質添加方式不同之 SMFC 電極樣品和原始日

月潭底泥的菌相，顯示經操作後，陽極樣品有優勢菌種出現，其中又

以管柱添加樣品優勢種最多。DGGE 圖譜上亮帶數目表示菌種種類多

寡，原始底泥可測得 15 條亮帶，管柱添加基質電極樣品為 25 條亮帶，
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而直接添加基質與未添加基質之電極樣品亮帶皆為 18 條，由亮帶數

目可發現菌相在原始底泥中數目(15 條)最少，管柱添加基質之樣品亮

帶(25 條)最多，顯示經基質添加可使 SMFC 陽極生物菌群增加，並可

獲得最多優勢菌種。 

DGGE 圖譜中 Ln 1 為 Shewanella putrefaciens，該菌為文獻中指出

之產電細菌(Lovley, 2006)，在原始底泥中有與 Shewanella putrefaciens

相同位置之條帶，即表示底泥中原本即含有產電細菌，經操作後產電

菌數量增多(亮帶明顯)，其中又以管柱添加基質後(Ln 7、8)亮帶最為

明顯且樣品上優勢菌種數目最多(6 條)，顯示出管柱添加基質方式較

適合產電細菌利用基質。Ln 2 為 Pseudomonas pseudomallei，此菌在

土壤及水池環境中常被發現(Smith et al., 1995)，故選擇此菌為對照菌

株，該菌為純菌，在 DGGE 圖譜中應只會呈現一條亮帶，但 Ln 2 上

卻有四條明顯亮帶，推測其原因可能是進行 PCR 放大反應時，此株

純菌之 cycle 太高(35 cycle)，導致 PCR 產物濃度過高出現非專一性產

物，因此在後續實驗中需進行切膠定序以確定是否為非專一性產物。

利用 DGGE 分析 SMFC 陽極樣品之菌相組成，可將膠片上普遍存在

及亮帶較強之優勢菌切下並進行定序，其定序結果再與 NCBI 資料庫

進行序列比對，鑑定出可能菌種。 
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圖 4-5 (a) 底泥微生物燃料電池(SMFC)陽極生物群以 DGGE 分析圖

譜，產物大小為193 bp。Ln 1為 Shewanella putrefaciens，Ln 2為Pseudomonas 
pseudomallei，Ln 3-4 為底泥，Ln 5-6 為直接添加基質方式操作 463 天

之陽極樣品，Ln 7-8 為管柱添加基質(285 天)之陽極樣品，Ln 9-10 為

未添加基質之 SMFC 陽極對照組。(b) 膠片亮帶位置繪製圖，＃代表

普遍存在菌群，＊代表優勢菌群。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

D
enaturant 

80% 

(a) 30% 

(b) 
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由表 4-3，基質以管柱添加之 SMFC 其可產生之最高功率密度為

3.1 mW/m2，優於基質以直接添加之 SMFC (最高功率密度為 2.3 

mW/m2)，兩種不同添加方式的電池電力皆高於未添加基質之 SMFC 

(0.1 mW/m2)電力，可看出電力大小依序為管柱添加基質(3.1 mW/m2)

＞直接添加基質(2.3 mW/m2)＞未添加基質(0.1 mW/m2)。由 DGGE 圖

譜中發現，管柱添加基質之 SMFC 陽極電極菌相最豐富，產電量亦最

高。 

 
表 4-3 基質添加方式對底泥微生物燃料電池之 

        產電效率影響(侯，2010) 

底泥微生物電池 最高電壓(mV) 功率密度(mW/m2) 

未添加基質(463 天) 36 0.1 

直接添加基質(463 天) 160 2.3 

管柱添加基質(285 天) 184.5 3.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



底泥微生物燃料電池陽極菌相之探討-變性梯度膠體電泳(DGGE)之菌相分析 

                                           逢甲大學學生報告 ePaper(2010 年) 41

第五章 結論與建議 

5-1 結論 

1. 因為直接萃取法可與碳氈為材質之陽極電極纖維內部充分撞擊摩

擦，故使用直接萃取法萃取之 DNA 濃度較高。 

2. 利用稀釋法可將萃取出 DNA 樣品中抑制 PCR 反應的物質降低，

達到預期之放大效果。 

3. 底泥微生物燃料電池之菌群以 V3 區域為目標引子，在變性劑濃

度為 30-80% 間可完全分離，並由 DGGE 圖譜中發現，以管柱添

加基質方式之菌相最豐富，共有 25 條亮帶，且具有產電菌

Shewanella putrefaciens 之相對應亮帶，顯示管柱添加基質之方式

有助於產電細菌增長。 

 

5-2 建議 

進行巢式 PCR 時，雖然可順利提高樣品之產物濃度，但容易出現

交互污染的情形，因此在添加反應藥劑時須特別注意。 
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