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一、前言

微 生 物 的 種 類 大 致 可 分 為 原 核 生 物

(prokaryocyte，如細菌)、真核生物 (eukaryocyte，

如黴菌及原生動物) 與病毒 (virus，如去氧核糖核

酸病毒和核糖核酸病毒) 等三類。微生物的鑑定方

法則可分為四類：(1) 形態特徵的鑑定，例如以肉

眼或顯微鏡直接觀察；(2) 密碼序列比對鑑定，例

如生化套組之同化試驗密碼或 DNA 序列之遺傳密

碼；(3) 尋找單一特異性指標來鑑定，例如利用特

異性的抗體或核酸作為分子探針之生物感測器、分

子生物技術及免疫血清檢測方法；(4) 建立目標菌

種的多維度指紋圖形 (profile or fingerprint pattern)，

例如以感測器陣列、核酸微陣列、電泳圖形、介電
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泳頻譜及各種分析儀器之光譜來建立多維度數據之

指紋圖形。本文將現今常用於鑑定微生物的新型感

測科技分為五大類，內容涵括檢測原理與鑑定應用

實例。最後將介紹多維度數據分析法，幫助讀者判

斷與了解相關微生物的指紋圖形之相似程度，並以

靈敏度 (sensitivity) 與特異性 (specificity) 兩項流行

病學上重要的指標來評估這些鑑定方法的適用性與

正確性。

二、環境污染指標微生物

自然水 (例如沿海海水與河川淡水)、公共給水

(例如自來水與飲用水) 及娛樂用水 (例如游泳池與

海水浴場) 若受到糞便排泄物等物質的污染，會使

水體中致病微生物數目增加，若不慎飲用，將會對

人體健康造成危害。娛樂用水 (recreational water)

與公共給水污染的指標微生物 (indicator

microorganisms)，如表 1 所示(1)
。海灘常見的黴菌

除了白色念珠菌等糞便污染指標微生物外，亦包括

來自海洋的其他耐鹽性黴菌等
(2)
。環境水質的污染

程度可以用指標性微生物的計數作為評估，濾膜法

(membrane filtration) 與定量即時聚合鏈反應

(quantitative real-time PCR) 為目前常用以定量與評

估環境及娛樂用水的指標微生物數量的方法
(3)
。

三、臨床上重要的致病微生物

黴菌依其形態可分為酵母菌、絲狀黴菌及雙形

性黴菌。若依感染的疾病來分類則約可分為四類，

如表淺性黴菌、皮下黴菌、全身性黴菌及機緣性黴

菌 (如表 2)。白色念珠菌 (Candida albicans) 為一種

雙 形 性 黴 菌 ， 常 見 於 機 緣 性 黴 菌 感 染 症

(opportunistic mycoses)。臨床上常見的表淺層黴菌

感染症有汗斑及毛幹結節病等，表皮黴菌感染症則

如頭癬與足癬等，皮下黴菌感染症則有足菌腫和孢

子絲菌症等，全身性黴菌感染症則包括芽生黴菌病

和副球黴菌病等，機緣性黴菌感染症則主要發生於

免疫不全的病人
(4)
。

細菌可依形狀簡單地分類為球菌與桿菌，並可

再依照革蘭氏染色 (Gram stain) 反應結果區分為革

蘭氏陽性菌及革蘭氏陰性菌 (如表 3)。臨床上則依

細菌感染部位區分為：(1) 上呼吸道與下呼吸道的

感染，檢體為咽喉拭子與痰；(2) 泌尿生殖道的感

染，檢體為尿液；(3) 腸胃的感染及食物中毒，檢

體為糞便。(4) 血液與腦脊液感染，檢體為血液與

腦脊液
(4)
。

四、傳統鑑定微生物的方法

常用於微生物鑑定的傳統方法包括顯微鏡鏡

檢、菌落培養及生化試驗等。一般以微生物細胞大

小或形態鑑定的方法因其特異性不高，而需再進行

染色。然而以菌落形態、生化試驗及酵素催化呈色

來　　源 指 標 性 微 生 物

公共給水
總大腸菌、糞便大腸菌、糞便鏈球菌、
梭狀芽孢桿菌

海水浴場
白色念珠菌、大腸桿菌、糞便鏈球菌、
梭狀芽孢桿菌、綠膿桿菌

游泳池 綠膿桿菌、金黃色葡萄球菌

表 1.公共給水 (飲用水及自來水) 與娛樂用水 (海

水浴場及游泳池) 的指標微生物。

黴菌分類 例子

表淺性黴菌 皮黴菌、毛髮癬菌、小芽胞菌、表皮癬菌

皮下黴菌 皮炎著色芽生菌、申克氏孢子絲菌

全身性黴菌 隱球菌、球孢子菌、組織胞漿菌、芽生菌

機緣性黴菌 白色念珠菌、麴菌、白黴菌、青黴菌

表 2.臨床上重要的致病黴菌。

細菌分類 例子

葡萄球菌、鏈球菌、腸球菌、觸陰性
革蘭氏陽性菌 球菌、棒狀桿菌、李斯特菌、產芽胞桿

菌、類丹毒桿菌

莫拉克氏球菌、奈瑟氏球菌、腸桿菌、
革蘭氏陰性菌 非醱酵性桿菌、弧菌、產氣單胞菌、

彎曲桿菌

表 3.臨床上重要的致病細菌。
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法則又需長時間的培養。以白色念珠菌的鑑定為

例，出芽管試驗法 (germ tube test) 需在血清中培養

2－4 小時才能觀察到假菌絲。而糖類同化試驗

(carbohydrate assimilation) 是常用的生化試驗，可

用菌數增加所造成的混濁來判斷陽性反應。

白色念珠菌可吸收利用 glucose、maltose 與

galactose 等糖類作為生長所需的碳源，但卻無法吸

收利用 lactose、cellobiose 及 raffinose 等其他糖

類。故一些商品化套組如 ID32C (bioMérieux,

France) 便使用 29 種糖類同化試驗以構成不同酵母

菌的鑑定密碼
(5)
。另一類常見套組則是利用白色念

珠菌體內特有的酵素 b-galactosaminidase 來催化培

養基中添加的特殊基質，以產生特定的螢光或顏

色，例如 Albicans ID®
與 CandiSelect®

等
(6)
，以上

這些方法皆需要先經過數天的培養步驟。此外，有

些微生物不易培養，因此無法利用這些傳統的方法

進行鑑定，必須發展其他直接、快速與準確的檢測

鑑定方法。

五、可快速鑑定微生物之感測科技

各種感測陣列 (sensing array)、影像 (imaging)

與映像 (mapping) 技術不斷地推陳出新，除了人體

細胞、組織與器官相關之生化、生理與解剖等訊號

量測外，更可應用於各種微生物細胞的鑑定。光學

顯微鏡、原子力顯微鏡、電子顯微鏡與拉曼光譜映

像等為目前常用的微生物細胞形態觀測鑑定工具。

而在各種新型感測科技當中，可依微生物樣本的前

處 理 方 式 區 分 為 二 類 ： 第 一 類 為 侵 入 式

(invasive)，例如有些分子生物與生物感測器技術以

核酸分子探針為其生物感測元件，故需將微生物的

核酸分子萃取出來，才能和分子探針進行雜交反

應，因此需要特殊且繁瑣的萃取步驟；第二類為非

侵入式 (noninvasive)，如介電泳晶片及各種非破壞

性 (nondestructive) 光譜技術，可大幅縮短分析及鑑

定所需的流程與時間。以下就五種常見的新型感測

科技作進一步介紹。

1.生物感測器鑑定法
感測器不僅在自動化控制與工業量測上十分重

要，更可應用於化學分子的檢測，而稱之為化學感

測器。可直接檢測人體血中葡萄糖濃度的酵素電極

則為第一個成功發展的生物感測器 (biosensor)，由

Clark 等學者於 1962 年所發明。隨後 Caras 等人則

將酵素固定在場效應電晶體的閘極，以檢測盤尼西

林等抗生素
(7)
。生物感測器的整體架構包括了四大

部分，如圖 1 所示(8)
。生物感測元件 (biological

sensing unit，例如酵素、抗體、核酸及微生物細

胞) 可以和微生物的抗原、核酸或細胞做特異性的

結合並產生一個生物化學性的訊號。換能器

(transducer) 則負責將生化訊號大小轉變為物理訊

號，並經由放大電路及數位電路將類比訊號轉變為

數位的電子訊號，最後再由電腦來控制數位訊號擷

取及顯示。目前可用來鑑定微生物的生物感測器，

可依所使用的換能器不同分為三類，說明如下。

(1)電化學感測器

典型的電化學感測器 (electrochemical

biosensor) 是利用酵素作為生化辨識元件，配合工

作電極、對極及參考電極作為換能器，並以赤血鹽

(potassium ferricyanide) 作為電子傳遞媒介，量測電

流的改變可反應受質分子在溶液中的濃度變化。許

多文獻應用不同的電化學方法來發展生物感測器，

圖 1.生物感測器的基本架構，包括了四大部分：

(1) 生物感測元件，(2) 換能器，(3) 放大電路

及數位電路，(4) 電腦控制及分析。
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以其感測訊號之特定指紋圖形來鑑定不同的微生

物。例如電化學生物感測器陣列以能夠辨識細菌表

面脂多醣體 (lipopolysaccharide, LPS) 的凝集素

(lectin) 作為生物感測元件，再配合利用計時庫侖

分析法 (chronocoulometric measurement) 來量測不

同時間點的工作電極電量變化，以獲得微生物的指

紋圖形
(9)
。導電性高分子感測器陣列 (conducting

polymer sensor array) 則為另一種發展中的新式電

極，該感測器陣列上每一個獨立的感測元件可分別

和不同的揮發性有機物起反應，藉由量測其電阻值

的改變而組合構成菌尿氣味的指紋圖形，可用於篩

檢菌尿的檢體
(10)
。

(2)光學感測器

光纖生物感測器 (fiber optic biosensor) 是一種

典型的光學生物感測器 (optical biosensor)，以核酸

或抗體等生化分子作為生物感測元件，並利用雷射

光在全反射界面產生的漸逝波 (evanescent wave) 及

光電元件作為換能器，可檢測界面層上分子探針和

微生物的蛋白質抗原或核酸等待測物的結合訊號。

Chen 和 Su 等學者利用表面電漿共振相位移干涉術

(surface plasmon resonance phase-shift interferometry)

即時量測 DNA 微陣列中每個 DNA 探針的雜交反

應
(11)
，該法不需進行待測核酸分子之螢光或酵素標

定。圖 2 為本研究室所發展的光學生物感測器，以

三明治免疫分析技術為架構直接檢測培養液中的白

色念珠菌
(12)
，而 Kolosova 等人則以競爭型免疫分

析 (competitive ELISA) 的方式來檢測肉類食物中殘

留的氯黴素
(13)
。

(3)表面聲波感測器

典型的表面聲波感測器 (surface acoustic wave

biosensor) 是以石英壓電晶體作為質量和振盪頻率

的換能器，稱為石英晶體微天平 (quartz crystal

microbalance, QCM)。所使用的石英晶體以 AT 切

面 (AT-cut) 為最理想的換能器，因為對質量、密度

及黏滯度之改變相當靈敏。為了省去酵素免疫分析

法所需的酵素標定與清洗等步驟，有些研究者使用

抗體或抗原作為石英晶體微天平的生物感測元件，

以即時檢測 (real time detection) 抗體與抗原分子結

合的訊號。Chang 和 Yeh 等學者則利用石英晶體微

天平來即時量測脂多醣體與 polymyxin B 等不同結

合胜的交互作用
(14)
。

2.分子生物技術
可供生物分類鑑定的 DNA 分子可概分為染色

體 DNA (genomic DNA)、核糖體 DNA (ribosomal

DNA, rDNA) 以及粒線體 DNA (mitochondrial

DNA)，其相關檢測分析技術約可分為下面幾類。

(1)聚合鏈反應

聚合鏈反應 (polymerase chain reaction, PCR)

是以三磷酸去氧核 (dNTP) 為原料，用耐熱聚合

 (Taq DNA polymerase) 及熱循環機 (thermal

cycler) 來複製引子對 (primer pair) 間的模板序列

(template)。熱循環反應分為三個階段重複進行，

包括 (1) 95 °C，用高溫將雙股 DNA 分開；(2) 50

°C，降溫使引子對和模板兩側的鹼基序列配對黏

合；(3) 72 °C，使引子延伸以合成另一股新的

DNA 分子。每一個熱循環可以使雙股核酸分子數

目增加二倍，經多次熱循環可使核酸分子複製增

幅，以達到可偵側的濃度。

藉由設計不同酵母菌菌種的特殊引子對

(species-specific primer pair，如 CALB、CGL 與

圖 2.以三明治免疫分析為架構之光學生物感測

器。用一次抗體和二次抗體作為生物感測元

件，以三明治夾心的方式直接檢測培養液中

的白色念珠菌。並以二次抗體上的酵素、呈

色基質及分光光度計作為光學換能器。

( )

( )

(TMB)
(HRP)

Polystyrene

H2O2
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CPA) 可用於鑑定不同種類的致病酵母菌 (15)
。

Turenne 等人則使用標定螢光物質的通用引子對

(universal primer pair)，對不同酵母菌進行聚合鏈

反應，以複製增幅 ITS2 DNA 序列。接著以毛細管

電泳來分離經這些 DNA 分子，並以基因分析儀

(genetic analyzer) 來偵測分析其螢光訊號。最後便

以聚合鏈反應產物的長度或鹼基對數之差異來鑑

定不同種類的念珠菌
(16)
。

(2)聚合鏈反應產物定序法

桑格氏 DNA 定序法 (Sanger DNA sequencing)

是將 PCR 的方法應用在 DNA 定序的技術。首先使

用四種雙去氧核 酸 (dideoxynucleotide, ddNTP, N

= A, T, G, C) 分別進行 PCR，並在不同序列位置的

ddNTP 終止 DNA 延伸，而得到許多不同長度的

DNA 片段，以傳統平板凝膠電泳分離並將 DNA

片段依長度大小分開後，便可依序讀出四種不同鹼

基的排列。自動化螢光定序方法則使用基因分析儀

與其控制分析軟體進行毛細管電泳及螢光訊號掃描

分析，首先在引子的 5’ 端標定 4 種不同的螢光物

質，並以四種不同的 ddNTP 分別進行 PCR 而得到

許多不同長度的 DNA 片段，接著在同一根毛細管

中進行電泳分離，將 DNA 片段依長度大小分開後

再由分析儀偵測並定序。由於基因序列是由四種不

同鹼基所組成的多樣性密碼，可用此密碼序列的差

異來鑑定不同的微生物。Chen 等學者則利用 ITS1

DNA 序列的多樣性來鑑定各種致病酵母菌(17)
。

(3)限制性內切片段長度多樣化分析

此法使用各種限制性內切 (restriction

endonuclease)，先將微生物的染色體 DNA 分子或

核糖體基因 DNA 分子切成長度大小不同的片段，

再經過瓊脂明膠電泳分離及溴化乙錠染色後，可在

紫外光照射下拍攝其螢光訊號，而獲得一個由不同

長度片段 DNA 所構成的指紋圖形。Shangkuan 等

學者於 2000 年發表 PCR-RFLP 的方法以鑑定細菌
(18)
，Magee 等人則將白色念珠菌的染色體 DNA 萃

取出來後，直接以 EcoRI 或 HinfI 將 DNA 切成許

多片段，經電泳分離及螢光染色後，以其指紋圖形

來鑑定白色念珠菌
(19)
。

(4)脈衝式電場梯度明膠電泳分析

脈衝式電場梯度明膠電泳分析 (pulsed-field

gradient gel electrophoresis, PFGE) 和一般瓊脂明膠

電泳最大的不同點為電場方向會週期性地改變，藉

以增長分子泳動的路徑。此法已用於建立白色念珠

菌的指紋圖形與分子流行病學之相關研究
(20)
。

(5) DNA探針技術及雜交反應

DNA 探針技術及雜交反應 (DNA probe technique

and hybridization) 可概分為三類：(1) 南方點墨法

(southern blotting)，主要用於 DNA 分子的電泳分析

及轉漬，再以 DNA 探針進行雜交反應；(2) 北方點

墨法 (northern blotting)，則主要用於 RNA 分子的電

泳分析及轉漬，再以 cDNA 探針進行雜交反應；(3)

DNA 微陣列 (DNA microarray)，是使用自動化點印

機將多個 DNA 探針固定在尼龍膜或載玻片上，並

與標定酵素或螢光的核糖體基因 DNA 分子進行雜

交反應，清洗掉未結合的分子後，配合使用基質呈

色或微陣列螢光掃描器 (array scanner) 讀取每個探針

訊號，以建立不同微生物的指紋圖形。亦可使用矽

晶片作為樣本槽以增強掃描器的螢光訊號收集
(21)
，

或藉由增加 DNA 探針的數目，以提高指紋圖形的

複雜度與多樣性，只需一個小時即可完成由 51 個

DNA 探針所組成的核酸微陣列之雜交反應 (22)
。除

了黴菌之外，DNA 微陣列亦可應用於細菌鑑定(23)
。

3.免疫血清法
免疫血清法 (immunoserologic methods) 是利用

微生物的抗原和具特異性的多株或單株抗體的結合

反應，作為鑑定各種微生物的指標。

(1)沈澱反應

明膠中的沈澱反應又可分為單向 (例如放射狀

免疫擴散法) 及雙向免疫擴散法。適當濃度比例的

抗體及抗原分子彼此交錯結合而形成晶格狀的複合

物，用肉眼即可觀察。單向免疫擴散法中，沈澱線

形成的位置與抗原、抗體濃度有關，抗原的濃度愈

高，沈澱線離樣本槽的距離愈遠。雙向免疫擴散法

中，抗體與抗原分別從不同的樣本槽擴散至二者合

適的濃度比例位置，則會出現乳白色的沈澱線。
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(2)凝集反應

微生物顆粒的表面抗原和表面覆蓋抗體的乳膠

微粒等載體，經由抗原與抗體的交錯結合而堆積成

肉眼可見的凝集物稱為凝集反應，其反應時間只需

數分鐘。凝集的陽性反應與陰性反應可作為以二分

法區別鑑定 A 菌及非 A 菌的切割點 (cutting points of

binary classification，如圖 3 所示)。筆者亦曾以多株

抗體發展乳膠凝集法進行念珠菌屬酵母菌的鑑定
(12)
。

(3)免疫分析法

依標定物不同可細分為放射性免疫分析法

(radioimmunoassay, RIA)、酵素免疫分析法 (enzyme

immunoassay, EIA) 及螢光免疫分析法 (fluorescence

immunoassay, FIA) 等。酵素連結免疫吸附分析法

(enzyme link immunosorbent assay, ELISA) 是目前最

常使用的酵素免疫分析法，可放大抗體與抗原結合

的生化訊號，以提高檢測的靈敏度，筆者亦曾以此

方式來量測抗白色念珠菌的多株抗體之力價 (titer)
(12)
。

(4)西方點墨法

以蛋白質凝膠電泳 (SDS-PAGE) 進行抗原分離

後，將蛋白質分子轉漬到硝化纖維膜上，再以標定

酵素的抗體進行結合與呈色反應之檢測方式稱為西

方點墨法 (Western blotting)。Ferreira 等研究者將它

應用在檢測免疫不全病人尿中的白色念珠菌抗原
(24)
。

4.介電泳晶片鑑定法
當一個電中性的粒子處在一個不均勻的電場

中，粒子會被誘發電極化而產生正負電荷量相等之

偶極 (dipole)。由於電場強度會隨著空間而變化，

粒子兩側的電荷會受到不同大小與方向之作用力而

將粒子移到高或低電場區，此一現象稱為介電泳

(dielectrophoresis, DEP)。圖 4 中，若粒子 A 的極化

能力大於環境溶液，則粒子 A 會受到正介電泳力

作用，而將其推向強電場區。反之，當粒子 B 的

極化能力小於環境溶液，則負介電泳力會將粒子推

向弱電場區。不同的微生物或細胞等生物粒子含有

不同之生化分子組成，其極化能力不同使其在不同

的頻率下會有不同的介電泳力及方向，便形成了各

種生物粒子所特有的介電泳力頻譜。此技術目前已

廣泛應用在微生物鑑定，如以介電泳力頻譜的指紋

圖形來鑑別細菌、酵母菌等不同的微生物
(25)
，及利

用一維介電泳力頻譜的指紋圖形進行抗生素的感受

性試驗，並用於定出抗生素對抗細菌的最低抑菌濃

圖 3.凝集反應鑑定法之示意圖。(1) 陽性反應，乳

膠微粒試劑與 A 菌混合反應後出現凝集現象，

可鑑定為 A 菌；(2) 陰性反應，乳膠微粒試劑

與 B 菌混合反應後未出現凝集現象，故鑑定

為非 A 菌；(t) 為乳膠微粒，表面固定有抗 A

菌表面抗原之多株抗體，可用來鑑定 A 菌。

圖 4.介電泳現象之示意圖。如果 A 粒子的極化能

力大於週遭溶液，則粒子會受到正介電泳力

作用，而將粒子推向強電場區 (電力線密度較

高處)。反之，如果 B 粒子的極化能力小於週

遭溶液，則粒子會受到負介電泳力作用，而

將粒子推向弱電場區 (電力線密度較低處)。

(1) 

A
t

t

t

t

t

t

A

B

B

B
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A
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10 科儀新知第二十八卷第四期 96.2

度 (minimum inhibitory concentration, MIC)(26)
。本實

驗室目前亦正運用自行設計的各種介電泳電極及微

流體晶片來濃縮樣本中少量的微生物細胞，並已結

合光學顯微鏡和光譜儀器來鑑定微生物。

5.光譜儀器鑑定法
質譜儀 (mass spectrometry)、核磁共振頻譜儀

(nuclear magnetic resonance spectroscopy)、傅立葉轉

換紅外光吸收光譜儀 (FT-IR spectroscopy) 及拉曼光

譜儀 (Raman spectroscopy) 等均為目前常用於微生

物鑑定的重要設備，以下將闡述這些儀器的原理特

性及微生物鑑定之應用。

(1)質譜儀鑑定法

質譜儀是基於質荷比 (mass to charge ratio, m/z)

性質之差異來分離不同的離子，進而產生多樣的質

譜指紋圖形。質譜儀的基本儀器架構包含離子源、

質量分析器與離子偵測器三部分。有些質譜儀技術

可用於微生物鑑定，並依其樣本前處理的方式概分

為以下二類。

基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀

(MALDI-TOF mass spectrometry) 是屬於一種非侵入

式的鑑定方法，其不需要萃取等前處理步驟，但需

要先與基質混合，並以雷射對菌體內的 DNA、

RNA 及蛋白質等大分子進行脫附游離，而稱之為

基質輔助雷射脫附游離技術 (matrix-assisted laser

desorption/ionization)。飛行時間質譜儀 (time-of-

flight mass spectrometry) 則可基於離子間質荷比的

差異，而經離子飛行管來分離不同質量的離子 (只

需數個微秒的時間)，最後由離子激發偵側器將不

同質量的離子數轉換為電子訊號而形成質譜的指紋

圖形。如利用阿魏酸 (ferulic acid, FA) 與微生物樣

本混合有益於雷射針對菌體內蛋白質等巨分子進行

脫附游離，便可配合飛行時間質譜儀進行快速檢測
(27)
。

居禮點熱解質譜儀 (Curie point pyrolysis mass

spectrometer) 則為具破壞性的鑑定方法。微生物樣

本需在真空中作熱降解 (thermal degradation)，這會

使生物分子在最弱處裂解而產生較小之揮發性片

段，稱為熱解物 (pyrolysate)。熱解質譜儀可基於質

荷比之不同，來分離熱解物的成分而形成熱解質

譜，以作為微生物的化學指紋圖形
(28)
。

(2)核磁共振頻譜儀鑑定法

氫 (1H) 核磁共振頻譜產生的原理，是由於氫

原子核在不同的官能基或分子中的化學環境不同，

而造成其局部靜磁場強度相異而有共振頻率的微小

差異，其可經由相同頻寬的無線電電磁波來激發而

躍遷至高能階，當無線電波脈衝結束，與靜磁場方

向垂直的淨磁矩分量會隨時間而衰減 (free induction

decay, FID)，並可藉由接收線圈偵測淨磁矩的感應

電壓訊號，最後透過傅立葉轉換而獲得一個多維度

的原子核共振頻譜。自旋量子數 (spin quantum

number) 為 0 的原子核 (例如 12C、16O) 沒有核磁共

振的訊號，而自旋量子數為 1/2 的原子核 (例如
1H、13C、15N、19F、31P) 所獲得的頻譜訊號靈敏度

和解析度則較佳。傅立葉轉換核磁共振儀的儀器架

構包括超導體靜磁場 (superconductor static magnetic

field)、射頻線圈 (radio frequency coil) 與接收線圈

(receiver coil) 三大部分，並由控制台 (console) 來設

定各項實驗參數。

液態氫核磁共振頻譜雖然可以提供一個低能

量、非侵入性且非破壞性的方法來快速鑑定微生

物，但卻極易受到水訊號的干擾，而其他原子核的

共振頻譜 (例如 13C、15N、31P) 則需進行非放射性同

位素之標定，因為微生物細胞並不含有這些同位

素。一維氫核磁共振頻譜圖形可作為鑑定念珠菌屬

酵母菌的指紋圖形
(29)
，其由脂質 (lipid)、海藻糖

(trehalose) 及多元醇 (polyols) 等代謝物所構成(30)
。

為了避免譜線過寬，實驗前要先以勻場線圈

(shimming coil) 來修正，以得到一個高均勻度的靜

磁場。為了得到較佳之訊雜比 (signal to noise ratio,

SNR)，微生物樣本放入靜磁場中，要先進行頻率

調整 (tuning) 及阻抗匹配 (matching)，並需累加平

均多次的光譜。微生物樣本雖不需萃取等前處理步

驟，但要將菌液懸浮在含 D2O 的磷酸緩衝液，或

利用選擇性激發磁場梯度方法 (selective excitation

field gradient method) 來抑制水的訊號 (water signal

suppression)，並且以四甲基矽烷 (tetramethylsilane,

TMS) 進行化學位移校正 (0 ppm)(31)
。
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(3)傅立葉轉換紅外光光譜儀鑑定法

由於微生物樣本中不同官能基或不同分子會吸

收不同波長的紅外光而構成一個多維度的紅外光吸

收光譜，其與拉曼散射光譜同為分析分子鍵結振動

的方法，然而儀器原理卻完全相異。傅立葉轉換紅

外光光譜儀主要由紅外光光源與分光元件等所組

成，紅外光光源主要為陶瓷光源，含有許多不同波

長之紅外光，用來照射微生物樣本而造成某些波長

的能量被吸收。分光元件則為麥克森干涉儀

(Michelson interferometer)，並以光電元件 (InGaAs

array) 來偵測由不同波長紅外光之干涉條紋所組成

的訊號。由於這些干涉條紋具有不同的空間頻率

(spatial frequency)，經過傅立葉轉換後可得到由不同

波數 (wave number, cm–1) 的訊號所組成之頻譜。最

後藉由樣本吸收前後的紅外光頻譜，計算出各波數

之吸光度值，而得到一個完整的傅立葉轉換紅外光

吸收光譜。同時亦可結合傅立葉轉換紅外光光譜儀

和顯微鏡來檢測少量微生物樣本的吸收光譜訊號。

應用於鑑定細菌與酵母菌等微生物的紅外光吸

收光譜是由該細胞中所有的成分，包括去氧核糖核

酸、核糖核酸、蛋白質及其他細胞膜和細胞壁生化

組成分之吸收光譜所組成，這些光譜具有再現性並

可用來區別鑑定各種細菌及黴菌。此偵測法雖然具

有非侵入性、非破壞性且無需其他試劑的前處理等

優點，但卻極易受到水及二氧化碳的訊號干擾而不

適用在液相樣本的檢測，因此可先將酵母菌懸浮液

於真空中乾燥脫水，以去除水分吸收訊號的干擾
(32)
。

(4)拉曼光譜儀鑑定法

拉曼散射 (Raman scattering) 是一種非彈性散

射，由於有能量的轉移使得散射光的波長和原入射

光波長不同，其又可分為斯托克斯 (Stokes) 及反斯

托克斯 (anti-Stokes) 二種拉曼散射(33)
。圖 5 為瑞立

散射 (Rayleigh scattering) 和拉曼散射過程的示意

圖，當樣本受到雷射光的照射後會因電子極化而產

生不同的振動能階，而不同的能階狀態之能量係由

光源的頻率決定。在拉曼散射的過程中，分子吸收

雷射光的能量後從振動基態能階 (n) 躍遷到位能較

高的虛擬激發態能階，再由高能階回到低的能階

(m)，這個過程會產生波長較入射光長的散射光，

稱為斯托克斯散射。若分子由能階 (m) 躍遷到激發

態並且再回到能階 (n)，則因為能量轉移到散射光

子，而產生波長較入射光短的的散射光，稱為反斯

托克斯散射。

大多數的入射光子都會進行瑞立散射 (彈性散

射)，可用刻槽濾光片來濾除，只有極少數的光子

會進行拉曼散射 (非彈性散射)，所以其光譜訊號相

當微弱而容易受到其他光源或背景螢光的干擾。拉

曼光譜儀的儀器架構亦可分為光源和分光元件兩大

部分。拉曼光譜儀所使用的光源為單一波長的雷射

光，並使用光柵將不同波長所組成的散射光以不同

之繞射角進行分光，且以光電倍增管或電荷耦合裝

置陣列來量測其光子的訊號。

最 近 由 於 顯 微 拉 曼 光 譜 儀 (Raman

microspectroscopy) 的問世，許多學者開始針對少

量的微生物或細胞進行拉曼光譜的量測
(34)
，甚至可

以結合光鑷子將單一微生物或細胞固定不動以利於

拉曼光譜的量測。筆者亦曾以該儀器量測各種微生

物或細胞的拉曼光譜，例如隱孢子蟲的卵囊體

(Cryptosporidium parvum oocysts) 及其寄生細胞株

(HCT-8 cell line) 等。最近筆者則應用拉曼光譜來鑑

圖 5.瑞立散射和拉曼散射的過程。瑞立散射的過

程沒有能量轉移，而拉曼散射的過程則有能

量轉移。若從基態能階 (n) 躍遷到虛擬激發態

能階，再回到低能階 (m)，雷射光的能量有

部分被分子吸收，而產生波長較入射光長的

散射光，稱為斯托克斯散射。若分子由低能

階 (m) 躍遷到激發態再回到基態能階 (n)，則

會有能量轉移到光子，而產生波長較入射光

短的散射光，稱為反斯托克斯散射。

m

n
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定白色念珠菌
(35)
，其為海灘糞便污染常見的致病黴

菌。該實驗的檢測樣本為三株不同來源的白色念珠

菌及五株其他種類的酵母菌，其相關資料如表 1 及

表 3 所列。實驗方法是以矽晶片作為微生物的樣本

槽，結合 785 nm 波長的雷射光與拉曼顯微光譜儀

來擷取不同酵母菌的拉曼光譜，實驗結果如圖 6 所

示。

(5)表面增強拉曼光譜鑑定法

當分析物非常接近或吸附於金屬基質所造成的

拉曼光譜訊號增強的現象，稱為表面增強拉曼光譜

(surface enhanced Raman spectrum, SERS)。銀奈米

膠體溶液與金奈米膠體溶液為常用的奈米顆粒膠體

溶液。當這些奈米顆粒在菌體表面聚集而形成一粗

糙的表面時，便會使微生物樣本產生拉曼光譜訊號

增強的現象，亦有消除螢光訊號的功能。相較於標

準拉曼光譜，SERS 可將訊雜比增強 103
－106

倍，

此一現象可以用二個過程來解釋：(1) 化學增強效

應 (chemical enhancement)，或稱為電荷轉移增強效

應 (charge transfer enhancement)；(2) 電磁增強效應

(electromagnetic enhancement)。由於表面增強拉曼

光譜是相當靈敏的分析工具，可用來檢測少量的微

生物樣本，不需太多曝光時間及累加次數即可達到

明顯的光譜指紋圖形，所需的時間也會隨之減少，

而達到快速檢測鑑定的目的。而這些微生物的表面

增強拉曼光譜，亦由微生物的各種生化分子訊號所

組成，目前 Jarvis 和 Goodacre 已利用表面增強拉

曼光譜來鑑定細菌等微生物
(36)
。

(6)多變數數據分析法

由於不同樣本的光譜實驗條件不盡相同，使得

光譜存在某些儀器系統或人為操作的誤差，而無法

真正反映出不同微生物的生化組成分差異。為了要

進一步比較不同微生物樣本的拉曼光譜及其數據分

布趨勢，可先使用套裝軟體將拉曼光譜平滑化以去

除雜訊，接著對傾斜的光譜進行基線校正，最後再

進行正規化處理，使得每個光譜的強度都介於 0 與

1000 之間。完成了上述之數據前處理步驟後，便

可使用統計或數學分析軟體進行主成分分析

(principal component analysis, PCA) 及階層群集分析

(hierarchical cluster analysis, HCA)。

主成分分析法將光譜函數視為多變數的向量，

先以統計方式求出這些向量的共變異數矩陣

(covariance matrix)(37)
，並經線性代數的矩陣運算將

共變異數矩陣對角化而找到彼此線性獨立的主成

分，以此作為光譜函數展開的基底。不同的光譜函

數可用彼此相關聯的主成分基底作為共同的平面座

標軸，再以平面上的點來代表原來的光譜函數圖

形，進而達到降低維度的目的。該法可用於同時比

較大量的光譜函數圖形，並有助於了解各光譜間的

差異與分布趨勢。階層群集分析則由距離來量化光

譜間的相異程度 (不相似度)，在階層群集分析圖

中，每個群集的高度顯示不同光譜間的相異度。許

多學者利用階層群集法作微生物分類學及分子流行

病學之研究，筆者則利用不同的群集作為二分法鑑

定的切割點，並以靈敏度與特異性作為評估試驗正

確 性 的 二 項 流 行 病 學 指 標
( 3 8 )

。

以表 4 中八種酵母菌株的拉曼光譜為例，經過

數學分析軟體的演算，可在主成分函數之座標平面

上呈現各光譜之點狀散布圖，如圖 7 所示。圖中每

一個點則代表一個光譜的函數圖形，並以小寫的英

文字母來標示其所代表的微生物，可以對照表 4 而

知道該微生物的學名。圖中代表三種白色念珠菌株

(Candida albicans) 的點 (a)－(c) 彼此的距離較近，

故光譜的相似度較高。而其他的酵母菌株，如代表

Candida glabrata 的點 (d)、代表 Candida tropicalis

的點 (f) 與代表 Cryptococcus neoformans的點 (h) 和

圖 6.不同酵母菌株的拉曼光譜，可由表 4 的對照得

知小寫英文字母 (a－h) 所代表的酵母菌株。

600 700     800  900   1000   1100   1200  1300   1400   1500  1600   1700  1800

a

b
c
d

e
f

g

h

Raman shift (cm–1)



代號 酵母菌學名 BCRC 編號 指標微生物 培養時間

a Candida albicans 20512 是 1 day

b Candida albicans 20512 是 23 day

c Candida albicans 20513 是 1 day

d Candida glabrata 20586 否 1 day

e Candida parapsilosis 20515 否 1 day

f Candida tropicalis 20520 否 1 day

g Saccharomyces cerevisiae 21447 否 1 day

h Cryptococcus neoformans 20528 否 1 day
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三種白色念珠菌株 (a－c) 的點距離較遠，故相似

度較低。

圖 8 則為拉曼光譜的階層群集分析，每個群集

的高度值代表不同光譜間的相異度，其可由歐基里

得距離來量化。在該圖中三種白色念珠菌菌株 (a)

－(c) 的光譜圖形因相似度高而群集在一起，然而

Candida parapsilosis (e) 和 Saccharomyces cerevisiae

(g) 的光譜也和白色念珠菌 Candida albicans (a－c) 的

光譜相似而容易造成偽陽性 (false positive)。在主成

分散布圖中，白色念珠菌與非白色念珠菌的點狀分

布範圍有小部分重疊，所以二分法鑑定不能同時得

到最好的靈敏度與特異性。若靈敏度與特異性之差

值最小，則該群集為最佳的二分法切割點，其靈敏

度與特異性分別為 66.7% 與 60.0%。

五、未來展望

應用各種新型感測科技來快速鑑定環境污染指

標微生物或臨床致病微生物是各相關專業領域的共

同目標。透過跨領域合作與系統整合，才有機會發

展出更新穎的感測科技，並建立更具創意、巧思與

實用性的鑑定法，而其發展趨勢與展望可大致歸納

如下，(1) 非侵入性或非破壞性，以減少樣本前處

理的步驟，並可即時量測活菌細胞的生化訊號；

(2) 無需螢光或酵素標定並可重複使用，可同時降

低技術複雜性與檢測成本；(3) 只需少量樣本或單

一細胞即可檢測，以縮短微生物培養的時間；(4)

結合奈米科技與樣本槽設計，可降低背景螢光並增

強訊號的收集，以減少光譜檢測之曝光時間及累加

圖 7.拉曼光譜的主成分分布圖。每一個點的位置

向量代表一個光譜的函數圖形，可由表 4 的

對照得知小寫英文字母 (a－h) 所代表的酵母

菌株。

圖 8.拉曼光譜的階層式群集分析圖。每個群集的

高度代表光譜間的相異度，並可由表 4 的對

照得知小寫英文字母 (a－h) 所代表的酵母菌

株。

表 4. 

以拉曼光譜來鑑定白色念珠菌的測試樣

本，包括三株白色念珠菌、三株其他念

珠菌、二株其他酵母菌。小寫英文字母

(a－h) 則用來代表這八株酵母菌。除了

(b) 之外，其它酵母菌株的培養時間為

1 天。酵母菌株皆購自生物資源保存及

研究中心 (Bioresource Collection and

Research Center, BCRC)。
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次數；(5) 結合免疫及分生技術、高分子材料、奈

米科技、光電科技及各類生物感測器，以發展更快

速、準確、可靠且堅固耐用的感測器陣列，可提供

多通道，以同時檢測大量的微生物檢體，或建構微

生物的多維度指紋圖形，以提高鑑定的靈敏度與特

異性；(6) 結合資訊科技，建立微生物的指紋圖形

資料庫，以供比對鑑定，並建立無線遙測傳輸系

統，以供現地監測所需之即時比對，再透過類神經

網路及其他多維度數據分析法來分析感測陣列或光

譜的指紋圖形，以求更準確地預測鑑定未知的微生

物樣本；(7) 結合微機電科技，設計合適的微小化

介電泳電極與微流體晶片，並配合光學顯微鏡及光

譜分析儀器，將分離、計數與鑑定等多項功能整合

在一個晶片完成；(8) 發展體積小的可攜式檢測儀

器與成本低的可拋棄式生物感測試片，以提供偏遠

地區或緊急醫療救護所需之第一線快速篩檢工具，

並可提高環境微生物污染現地即時監測的方便性；

(9) 拓展這些感測科技的應用範圍，未來將不限於

鑑定環境污染及臨床醫學上的致病微生物，更可應

用在對人類與環境有益的微生物之快速篩選。

六、結語

透過本文深入而詳盡的介紹，相信讀者對於環

境污染與臨床致病微生物、傳統與多樣化的新型感

測科技發展有一個完整的認識。一個理想的微生物

指紋圖形除了要有高度的重複性與再現性之外，靈

敏度與特異性則可避免偽陰性或偽陽性的誤判。指

標微生物的種類繁多，而感測科技的種類更是五花

八門，藉由不同概念的串接組合能提供相關領域研

究者一個發揮創意的想像空間。然而為了避免淪為

不切實際的空中樓閣，研究者應先深入了解微生物

的特性、檢測方法的原理、意義及目的後，再著手

去實現並發展合適的感測科技，相信最後必能建立

一套快速、準確、有創意且真正符合市場需求的鑑

定方法。
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