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酵母菌的應用十分廣泛，目前在食品、發酵和醫療工業上都可見到酵母菌相關的

應用。但相較於各種陸源酵母研究，海洋酵母的研究較為稀少。本研究探討在不

同深度台灣東北外海的酵母菌分布與生長情形。海水經過濾後，將海洋酵母菌分

離、培養並純化，再利用 rDNA ITS-RFLP與 rDNA ITS sequences定序，進行菌種之

分類及鑑定。在深度 5 公尺與 25 公尺處海水樣品中分別分離並鑑定出

Rhodotorula mucilaginosa和 Candida parapsilosis菌株。就我們瞭解，這是第一個

在天然海水中發現 Candida parapsilosis的研究。 
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緒緒緒緒    論論論論 

酵母菌的應用十分廣泛，在食品、發酵和醫療工業上都可見到酵母菌的相關產品。

酵母菌為單細胞真菌，形狀呈球形、橢圓形、香腸形等，大小約為 3~6 × 7~10 μm

左右，內含細胞核、液泡、發芽痕、細胞壁等。酵母菌多為腐生，生殖方式可分

為有性生殖與無性生殖兩種。而海洋酵母更因其獨特的生存環境及特性而受到重

視[1]。 

 

參照圖一，台灣東北海域有來自西菲律賓海的黑潮洋流(Kuroshio current)經過，

黑潮海流由台灣東部順勢而上，碰到陡升的東海陸棚南端受到阻礙，迫使海流主

流向東北轉向，由於此種特殊的地理環境，促使此處海域有湧昇流(upwelling)的

產生[2]。黑潮上層海水營養鹽較為貧乏，次層海水或底層海水營養鹽較為豐富，

由於湧昇作用將豐富的營養鹽帶到黑潮表層來，進而引發較高的生產力[3, 4]。而

特殊之海洋酵母菌分佈能幫助我們瞭解微生物在生地化過程中之角色。 
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 圖一圖一圖一圖一、本研究之樣本為採自台灣東北外海黑潮湧昇區之不同深度海水。圖片製作為擷取 Google 

Map基礎地圖資料，加以標註黑潮流向及湧昇區位置。 

 

一般對海洋真菌的定義：在海洋環境中完成其世代，包括產生孢子與生長的真菌，

稱為「專性海洋真菌」；對於其他來自淡水或陸生環境，可於海洋環境條件下生

長，但不產孢子完成整個生活史的，則稱為「兼性海洋真菌」[5]。由於海洋酵

母適應海洋特殊環境，如滲透壓、低溫、高壓、酸鹼度、低溶氧度等，在沿岸、

遠洋、海底沉積物中都可以分離得到，主要分布於新鮮或腐敗的海洋動植物身上。

目前在天然水體中發現的酵母菌，通常不產生孢子且為厭氧或有微微的發酵能力

[6]。故多數海洋酵母被認為來自陸地，只有少數為海洋原生種[7]。 

 

由於微生物發酵有多項優點，除微生物多樣性特性外，其生產速度快，品質易控

管，培養成本低廉，單一產品的回收較容易，提高有效成分的萃取濃度。近年來

酵母菌也常做為模式生物，用於細胞生物學和遺傳學的研究。本研究對台灣東北

外海進行海洋酵母的研究探討，期盼能發現新的物種和活性物質，並建立台灣附

近海域的微生物資料庫以及產業應用之可行性。 

 

材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法 

海水樣本採集海水樣本採集海水樣本採集海水樣本採集 

海水樣本由海洋大學龔國慶教授提供，利用海研三號於台灣東北海域進行樣本採

集，地點為東經 122.6度及北緯 25度進行定點採樣，分別在海平面下 2、5、25、

50、75公尺等處進行採水，僅水深 25公尺處採樣兩次，每次採集 2公升海水，

分別取名為 25m(A)和 25m(B)。 
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菌種分離與保存菌種分離與保存菌種分離與保存菌種分離與保存 

採集得來的海水樣本，經由抽氣微過濾的方式進行分離。利用孔徑 0.45 μm的過

濾膜(ADVANTEC, Tokyo, Japan)，每 1公升海水樣本，利用抽氣過濾原理將菌體留

在濾膜上。將濾膜轉移至分離培養基上進行 25℃厭氣培養(Mitsubishi AnaeroPak™ 

System, Pack-Anaero, itsubishi Gas Chemicals, Tokyo, Japan)。為了使海洋酵母在與

海洋環境相似的條件下生長，我們將樣本過濾後之海水，先進行鹽度與 pH值的

檢測，再進行滅菌，以替代蒸餾水使用於培養基中。經過五天的培養，對生長出

的菌落經由外觀、顏色、大小等進行初步的挑選，利用甲基藍染色與顯微鏡的觀

察，將生長出的菌落進行單株分離，再次進行培養，經過多次重複分離步驟後，

對分離出的菌體進行革蘭氏染色，確認各菌株之外型與單一菌株後，即可利

YM-DMSO medium進行菌種保存，存放於-80℃。 

 

菌種鑑定菌種鑑定菌種鑑定菌種鑑定 

PCR 放大反應放大反應放大反應放大反應  首先由保存冷凍管中提取酵母菌，接種於 YM培養基於 25℃培養

ㄧ天。DNA的萃取，是利用總體積為 5 mL的 YM培養液，經由 DNA/RNA extraction 

kit (Viogene, Taiwan)進行抽取。抽取出的DNA利用PCR(Gene Amp PCR System 9700 

(PerkinElmer Corp., Boston, MA, USA ))進行放大，使用 Takara Ex Taq gene 

amplification PCR kit(Takara, Shiga, Japan)，primer 為 ITS1（5-TCCGTAGGTGAA- 

CCTGCGG-3）和 ITS4（5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3）。PCR 流程設計，以 94℃先

解旋雙股 DNA 三分鐘後，進行 30 個溫度循環：94℃解旋雙股 DNA 三十秒，55

℃引子與模板結合三十秒，72℃進行一分三十秒的 DNA聚合反應[8]。 

 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)分析分析分析分析  做出之 PCR產物，進行

RFLP之分析。將做出之產物利用 HinfI (G/ANTC)和 HaeIII (GG/CC)兩種限制酶進行

切割，再利用 1.5%膠片進行電泳分離，之後在 UV燈下進行觀察，即可初步將酵

母菌進行群組分類[9]。 

 

序列分析與菌種比對序列分析與菌種比對序列分析與菌種比對序列分析與菌種比對  經由 PCR放大的產物純化，是利用 Clean/ Gel Extraction 

Kit(BioKit, Miaoli, Taiwan)，再利用 ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, 

Foster City, CA)進行 5.8S-ITS rDNA序列分析，採用序列前端的 500bp序列，利用

美國國家生物資訊中心(NCBI) BLASTN進行序列比對，確認菌種[10]。 

 

實驗結果實驗結果實驗結果實驗結果 

鹽度測定與鹽度測定與鹽度測定與鹽度測定與 pH 值檢測值檢測值檢測值檢測 
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在不同深度下所測得的 pH值介於 8.27~8.46之間。鹽度檢測則是皆為 32 ‰。不

同深度採樣海水中的鹽度與 pH值波動不大，結果顯示微生物生長環境的差異性

不高，水樣中微生物的篩選結果可能僅限於採樣機率，與深度無關。 

 

菌株分離菌株分離菌株分離菌株分離 

此次實驗在第一次進行樣本分離時，未在培養基中加入抗生素，培養 5日後分離

得到以細菌為主之菌落(圖二 A)。經由 75%的食鹽水，在次沖洗培養後之濾紙，

吸取 200 μl重新進行酵母菌的分離培養。自水深 5 m分離得到粉紅色酵母菌株(圖

二 C)，重複單株化分離菌株至第四代時，自水深 25 m(B)培養基上分離得到白色

酵母菌(圖二 D)，從此兩深度各別獲得 10株單株化酵母菌，進行凍管保存。 

 

 圖二圖二圖二圖二、利用甲基藍染色，使用顯微鏡放大 100 倍觀察，自 25 m 深海水分離得到的海洋細菌(圖
A)，及自 25 m深海水分離得到的酵母(圖 B)。圖 C及圖 D分別為利用 YM medium培養採自 5 m深海水之紅色酵母(Rhodotorula mucilaginosa)和 25 m深海水之白色酵母(Candida parapsilosis)。 

 

菌種鑑定菌種鑑定菌種鑑定菌種鑑定 

PCR 放大反應放大反應放大反應放大反應  利用 ITS當引子(Forward ITS1和 Reverse ITS4)，對在水深 5公尺與

25 公尺處純化菌株之抽取 DNA 進行 PCR 放大，夾出之片段約落在 400~800 bp

之間(圖三)。 
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 圖三圖三圖三圖三、由 5 m及 25 m深度之海水所分離之酵母菌株 PCR增殖 DNA電泳圖。 

 

RFLP 分析分析分析分析  分別對水深 5公尺與 25公尺處的 PCR產物，利用 HinfI和 HaeIII進

行內切(圖四)，由切出的片段大小顯示，5公尺與 25公尺的菌株為不同菌株。而

5公尺處的 10株菌，初步判定應屬相同菌株，25公尺處也應為同一菌株。 

 

 圖四圖四圖四圖四、分別對 5 m深及 25 m深海水分離酵母菌株之 PCR增殖產物，進行 HinfI和 HaeIII內切酵素處理所得到的 DNA電泳圖。 

 

菌種比對菌種比對菌種比對菌種比對  為了確認兩組菌株為何，分別將水深 5公尺與 25公尺處之菌株隨機

挑選 2株進行 5.8S-ITS rDNA序列分析，分析出之序列經由 NCBI BLASTN進行序列
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比對，分別自水深 5公尺處鑑定出 Rhodotorula mucilaginosa菌株，於水深 25公

尺處鑑定出 Candida parapsilosis菌株。 

 

討討討討    論論論論 

此次所分離出之細菌菌株，我們經由簡單的革蘭氏染色與雙氧水檢測，確認其為

革蘭氏陽性菌。酵母菌分離實驗中，由於並未立即加入抗生素，可能導致原本應

該存在之酵母菌被優勢種細菌所覆蓋，造成所分離篩選之酵母菌數較少的結果。

然而，文獻報導顯示海洋微生物的濃度本就很低，每升海水中從沒有到數百個菌

落[1]。黑潮海水因為較少懸浮有機體及藻類，導致入射光線之高穿透性而得名，

故結果尚屬合理。 

 

擔子菌的 Rhodotorula菌屬，會分泌紅色或橘黃色色素，菌落表面微突且平滑有

光澤。此菌屬有個重要的特徵，即是不會消化肌醇，故可藉由此特性與

Cryptococcus 進行區分[10]。此次由海水中分離得到的 Rhodotorula mucilaginosa

菌株，為常見的分離菌株，中文稱之為膠紅酵母，廣泛分佈於全球的陸地、水域

以及不同的基質上。台灣目前針對紅色酵母的研究，利用不同限制酶進行切割，

可以將紅色酵母區分為 19群，其中以 R. mucilaginosa分布最為廣泛[11]。 

 

Candida parapsilosis由顯微鏡下觀察呈現卵形或圓形，菌落表面光滑且有微微突

起，其會形成偽菌絲，可生長於 10~15% NaCl [7, 12]。更經常存在於生物體的表

皮與黏膜組織，為致病原菌之一[13]。C. parapsilosis曾被發現存在於海洋生物上，

並具有木糖還原能力可將木糖轉化成木糖醇(xylitol) [14]，目前也有水解蝦蟹蛋白

質之應用[15]。 

 

不同深度下篩選出之海洋真菌，由於水文環境的差異，自 5 m 深篩選出之 R. 

mucilaginosa (紅酵母)在培養時顯示較為好氧的特性，而自 25 m 深篩選出之 C. 

parapsilosis (白酵母)應具有較高之低氧及低溫耐受性。推論表層海洋真菌之好氣

性跟海氣交換有關，而溫躍層(thermocline layer)附近及較深處海水處之真菌，可

能跟沉降之大顆粒懸浮有機顆粒有關。 
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Preliminary Study of Yeast in Kuroshio Seawater 

off the Northeast of Taiwan 
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(Taoyuan, Taiwan, R.O.C.) 

 

Abstract 

The marine environment plays a special role in geographical and ecological system. 

Thus, the sea microorganism could develop the special growth mechanism, product 

the new active materials, and be applied with the unique function in pharmaceutics. 

Six sea-water samples were collected at the Kuroshio upwelling zone off the 

northeastern Taiwan in this study. Marine yeasts isolated from the seawater were 

classified by phenotype, restriction fragment length polymorphism analysis and the 

sequencing of 5.8S-ITS ribosomal DNA. Two species were found as Rhodotorula 

mucilaginosa and Candida parapsilosis, which is isolated and reported firstly from 

the natural seawater. 
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