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摘要 

        本研究以大生熊蟲(Macrobiotus sp.)為對象，建立其自體螢光檢測硝酸鹽模式，可以解

決使用大生熊蟲檢測硝酸鹽時活動與隱生狀態難以判斷的問題。在建立此模式的過程中，嘗

試利用雷射與 LED 激發大生熊蟲自體螢光，與濾光片阻隔激發樣本後反射光效果，由於雷

射與 LED 照射樣本後都是反射光，導致無法成功分析大生熊蟲自體螢光，本研究使用相機

濾片、偏振片壓克力板，嘗試解決此問題，濾片結果以壓克力板阻擋激發光照射樣本後反射

光效果最佳；目前利用倒立螢光顯微鏡確認大生熊蟲可利用活動與隱生狀態下自體螢光相對

強度差異檢測硝酸鹽濃度，檢測範圍可在 0～312 mg/L NO3
-
-N (R

2
=0.9016)。未來將探討大

生熊蟲自體螢光激發機制，並探討哪些物質會影響自體螢光的表現，使檢測模式更加完善。 

壹、前言 

一、研究動機 

        在團隊的歷年研究中發現大生熊蟲能夠作為模式生物，並能夠重複檢測蔬菜中硝酸鹽

( 顏，2023 )，生化檢測能夠以低汙染方式檢測出蔬果內農藥殘留，化妝品的有害成分

等……，大生熊蟲面對環境壓力會隱生的特性，並且能夠重複使用，也符合當代生物實驗倫

理 4R 原則中減量(Reduction)與取代(Replacement)原則與 ESG 原則中的 Environment（環境保

護）、Social（社會責任）和聯合國 SDGs 原則中的永續生產(Responsible Consumption and 

Production )和確保健康的生活(Good Health and Well-Being)，大生熊蟲檢測法作為生物檢測

法，也有著零汙染且能夠重複使用的特性，相對於其他種模式生物 ( 例如：線蟲 ) 大生熊蟲

也更有優勢。 

        歐盟規定葉菜類蔬菜硝酸鹽含量不得超過 2,000~5,000 mg/L，我國環保署訂定飲用水及

飲用水水源之標準硝酸鹽濃度應小於 45 mg/L ( 彭，2009 ) ，然而我國並未明確規定進入市

場的蔬果硝酸鹽含量上限，我們認為使用大生熊蟲進行生化檢測(圖 1)，可制定不危害人體

的安全標準，能夠有效防止硝酸鹽含量超標的蔬果進入市場。 

 

圖 1、大生熊蟲檢測模式示意圖(作者繪製)(資料來源：顏、2023) 

(a) 、(c) 圖源:顏、2023 

        在顏的研究中已有將活動大生熊蟲置於蔬菜萃取液中，結由觀察隱生率趨勢檢測硝酸鹽，

前人利用此模式檢測硝酸鹽也符合使用化學法的檢測結果，然而，利用鏡檢模式觀察大生熊
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蟲，在檢測硝酸鹽時會有形態難以判斷的問題  ，本研究想建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式，

前人發現大生熊蟲活動與隱生狀態在激發波長 490nm 發出 510nm 螢光，其螢光強度具有差

異(顏，2023)，可能夠成為新型觀察方式，檢測不同濃度硝酸鹽，能夠改善鏡檢時大生熊蟲

活動與隱生下形態難以判斷的問題(圖 2)，本研究想要使用大生熊蟲半數恢復活動時間

(BAT50)，檢測硝酸鹽壓力，並加以探討以螢光顯微鏡、自製雷射與自製 LED 激發大生熊蟲

自體螢光，建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式。 

 

圖 2、大生熊蟲不同形態(作者拍攝) 

(a) 正常活動狀態 (b) 隱生狀態 (c) 難以辨別的狀態 

二、文獻探討 

 （一）團隊歷年研究成果（表 1） 

本團隊進行大生熊蟲的模式生物評估。 

         為了需要大量水熊蟲進行研究及實驗，且不同水熊蟲對環境壓力的承受度有差異，於

2020 年和 2021 年前期調查校園周圍水熊蟲數量及分布，對環境敏感的大生熊蟲分布最多、

最廣，所以最後決定以大生熊蟲進行實驗。 

         2021 年研究大生熊蟲可進入隱生保護自己在壓力下不受到傷害，希望利用隱生的特性

使其作為符合生物倫理準則的模式生物檢測模型，結果得知大生熊蟲可檢測鹽類、硝酸鹽、

銻、銅、酸鹼值變化與殺蟲劑六種常見化學壓力，除銅離子壓力外其餘五種都能夠重複檢測。

後發現在硝酸鹽壓力、百滅寧殺蟲劑、酸鹼值變化下的大生熊蟲皆具有重複檢測的潛能，農

藥已有生化快速檢測法且硝酸鹽是日常生活中較容易接觸到，因此後期研究以蔬菜中的硝酸

鹽作為主要檢測物。 

         2022 年時探討大生熊蟲生理機制，並將大生熊蟲置於硝酸鹽壓力下檢測，以亞甲藍液

染色發現其體表未受到硝酸鹽壓力傷害，並確認活動大生熊蟲放置於 1000 mg/L NO₃ -
-N 硝

酸鹽壓力下 24 小時全數死亡。 

         2023 時將乾燥隱生大生熊蟲置於複合物形式的實際化學壓力（小白菜萃取液），比較

其在面對單一化學壓力（純硝酸鹽溶液）與複合壓力（小白菜萃取液），所以將小白菜萃取

液模擬為複合化學壓力進行實驗，另外實驗中意外發現大生熊蟲在多種波長的光線照射下，

能激發其自體螢光，進一步分析則發現隱生大生熊蟲個體由 490 nm 光線激發時，其在 510 
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nm 發散的相對螢光強度（RFI）與活動狀態樣本具顯著差異，在顏的研究中均是使用鏡檢觀

察大生熊蟲形態變化，會有形態難以判斷的問題。 

        本研究將利用大生熊蟲自體螢光建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式。 

表 1、團隊歷年研究成果(作者繪製) 

 

（二）模式生物(model organism)用途 

       模式生物 (model organism) 是為了解釋特定生命現象，被許多科學家共同採用而詳盡研

究的生物，有著一些共同的特性：體積不大、生活史短、成本低廉、方便在實驗室培養和操

作、容易繁殖且子代數目多、具有小量且不複雜的基因組等，現今常用於檢測潛在的化學壓

力（許，2009）。 

 ( 三 )  模式生物相關名詞定義(LC50、EC50參考自環保署；BCC50取自顏，2022) 

(1)半數致死濃度(Lethal Concentration 50 % ， LC50): 

       單位為每公斤多少毫克 (mg/kg)，為化學物質或農藥讓 50 % 實驗動物死亡的劑量。 

(2)半數效應濃度(Effective Concentration 50 % ， EC50): 

       化學物質導致 50 % 實驗動物發生存活率改變、酵素活性改變、生長受抑制等效應。 

(3)半數隱生濃度(Bio-Cryptobiosis Concentration 50 % ，BCC50): 

       施用的化學物質導致 50 % 實驗大生熊蟲進入隱生狀態所需濃度。 

(4)半數活動時間(Bio-Active Time 50 % ，BAT50) 

        BAT50 為本研究所定義的新名詞，表示施用的化學物質導致 50 % 實驗的隱生大生熊蟲

恢復至正常活動狀態所需時間。 

（四）自體螢光介紹(Autofluorescence，簡稱為 AF) 

       被特定波長的光照射後進入激發態，就可發射出螢光，而生物細胞內蛋白質也有此螢光

特性，稱為自體螢光，每個蛋白質的激發和發散波長均不同，文獻指出所有的真核和原核生

物細胞都有自體螢光( Surre  J.et al,2018)。自體螢光作為現代常見的定性分析方式，目前已

經有實際應用的實例，在植物方面已有利用葉綠體內酵素的自體螢光強度觀察，監測各國二

氧化碳排放量，自體螢光也能夠作為植物是否受到壓力危害的檢測標準(García-Plazaola, J. 

I. .et al,2015)；而生物方面有觀察孑孓頭部的自體螢光，發現節肢彈性蛋白發射出藍色的自

體螢光，未來可應用在病媒蚊防治方面， (Scolari F.et al,2022)。顏在 2023 年的研究中，發

現大生熊蟲單一硝酸鹽濃度下以 490nm 光線激發，能發射 510nm 自體螢光，並在相同波長

歷年研究成果 研究內容及成果

水熊蟲分類與建立模式生物系統評估(2021) 得知南勢角區域大生熊蟲分布最多、最廣

製作出南勢角區域用二叉檢索表

發現大生熊蟲能夠檢測常見六種環境壓力

水熊蟲於學環境力耐受機制探討(2022) 可重複檢測硝酸鹽，且未受損

建立檢測化學壓力新型模式生物-大生熊蟲實際應用與耐受機制探討(2023) 於實際化學壓力下檢測可重複使用，且改變檢測方式

建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式(本研究)
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下乾燥隱生和正常活動狀態相對螢光強度有著顯著差異(圖 3)，或許能夠利用其隱生和活動

的自體螢光差異，就能夠解決在大生熊蟲從隱生狀態恢復到正常活動時難以判斷是否恢復的

問題，目前已確定大生熊蟲自體螢光的激發波長，本研究將嘗試利用大生熊蟲在隱生與活動

狀態下自體螢光作為檢測不同濃度硝酸鹽方法，並評估自體螢光標準化的可行性。  

 

圖 3、大生熊蟲的自體螢光(顏，2023) 

(a)大生熊蟲在 490 nm/510 nm 下的螢光拍攝圖，(b)大生熊蟲的相對螢光強度差異 AT 為正常活動、

DT 為乾燥隱生、VE 為小白菜壓力下隱生(238 mg/L NO3
-
 -N ) 

 ( 五 )  現今便攜式螢光設備發展 

        螢光裝置通常需要 5 個最基本的光學組件，光源、激發光源端分光器、樣本、放光端分

光器、螢光偵測器( 圖 4 )，隨著光學系統與照相設備發展，讓激發螢光的要求進一步降低，

基於濾光片所設計的螢光設備陸續出現，現今便攜式螢光設備多靠 LED 作為光源，並利用

濾片阻隔激發光的影響，以電荷耦合元件(CCD)作為訊號偵測器(Shin,et,al.2021)，這些螢光

設備應用範圍廣泛(例如：水質檢測、毒物檢測)，利用 LED 激發綠藻螢光計算水中溶解性有

機物質(Dissolved Organic Matter)(DOM)濃度，可以證明利用螢光裝置定量分析(Brandl et 

al.,2020)。以葉綠素為例，現今也有人將葉綠素自體螢光作為一套快速鑑別植物健康程度之

方法，由於量測時間僅需幾分鐘，已成為監測植物生長之常見方法，且已經能夠監測苗株是

否缺少水分(蕭，2011)，也有文獻利用 LED 與自製暗室成功激發葉綠素螢光(簡，2006)。 

 

圖 4、基本螢光組件之間交互關係(Shin,et,al.2021) 
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( 六 ) 雷射作為螢光光源可能性(LED inside,2007 ) 

        目前螢光裝置多利用 LED 作為光源，而本次研究除使用 LED 外還利用雷射筆作為激發

光源，雷射筆是使用雷射二極體(LD)作為光源，LED 與 LD 的差異在 LD 在 LED 的基礎構造

上加入具有光活性的半導體，形成光的反饋迴路( 圖 5 )，能夠放射出波長和位相等性質完全

相同的光( 圖 6 )，為受激輻射複合光，特點為範圍小、干涉性強。  

 

圖 5、LD 發光原理(ROHM) 

 

圖 6、LED 與 LD 比較(ROHM) 

( 七 )  硝酸鹽過量對人體的危害 

        人類攝取過量的硝酸鹽，在經過體內反應後，會形成亞硝酸鹽，若亞硝酸鹽接觸酸性物

質、高熱以及胺類物質會發生化學反應產生的亞硝胺，導致心血管疾病或致癌風險（吳，

2022），水中硝酸鹽含量過高時可能造成藍嬰症（Blue baby syndrome） (彭，2009)。人類

最主要透過攝取蔬菜的方式接觸硝酸鹽，蔬菜中的硝酸鹽來自種植中施用的氮肥，氮肥通過

固氮與硝化作用後會轉變成硝酸鹽被植物吸收。目前國家法規規定肉類的硝酸鹽含量小於

70 ppm (mg/kg)，環保署訂定飲用水及飲用水水源之標準，硝酸鹽濃度應小於 45 mg/L，歐

盟蔬菜硝酸鹽含量限量為 2000~4500 ppm， 然而目前市售的菜葉類硝酸鹽含量遠遠超過

5000 ppm，可以發現我國現有的蔬菜種植方式皆擁有過度依賴氮肥，導致潛在的危險，我們

認為檢測蔬菜中硝酸鹽含量是有必要的。 
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( 八）常見檢測硝酸鹽模式 

       環境中存在著多種化學壓力，例：歐盟的研究中指出歐洲的主要海域超過 75 %的面積皆

受到重金屬與各種合成物的污染。大多的環境壓力以混合物的形式存在，平時檢測環境壓力

的方法大多使用試紙（例如：硝酸鹽試紙），雖然流程快速，但在檢測時容易受到外在環境

的影響（溫度、濕度、待測物中的雜質等），導致研究結果出現誤差，且試紙為一次性的消

耗品，這樣的檢測方式相對不環保。本團隊先前發現大生熊蟲對環境敏

感，具有作為新型模式生物潛力。 

  1. 試紙檢測法(Irandoust et al., 2013) (圖 7) 

       亞硝酸鹽與氨基苯磺酸和 α⁻ 萘胺的酸性溶液結合產生紅色偶氮染

料，每個反應的決定性特徵是它檢測 NO3⁻ 的能力。判別硝酸鹽試紙的

呈色結果(定性相對濃度)，能夠快速得知硝酸鹽濃度，雖然快速但由於

是使用硝酸鹽試紙來檢測，會受到濕度及溫度的影響，固有準確性的問

題。 

2.鹽酸分光光度法（植根法律網） (APHA, 2017) 

      硝酸鹽與水溶性有機物在波長 220nm 吸光值(OD220)下

會吸光，然而純硝酸鹽在波長 275nm 吸光值 OD₂ ₇ ₅ 不

會有吸光，利用樣本在 OD220 扣除 OD275 的兩倍吸光度，求硝酸鹽氮的含量，樣本濃度計算

公式為（NO3
-
 -N mg /L）=檢量線求得硝酸鹽氮濃度（mg/L）× 稀釋倍數。擁有準確度高的

特點。 

3.水楊酸分光光度法（段等，2002) 

       硝酸根離子與水楊酸反應形成二硝基水楊酸，遇鹼呈黃色，在 OD410 擁有最大吸光度，

藉此求得待測物硝酸鹽含量，有著反應時間快、操作簡易、精準度高。 

4.大生熊蟲硝酸鹽檢測法 (圖 8) （顏，2023） 

         利用大生熊蟲在不同硝酸鹽濃度下所需隱生時間，對照趨勢線檢測待測硝酸鹽濃度，

此種檢測方式能夠重複檢測，且有操作簡單的特點，但此種檢測方式會有大生熊蟲形態無法

判斷的問題，本次研究想要改善此問題，並建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式。 

 

 

圖 7、硝酸鹽試紙(來源：Quantofix) 
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圖 8、大生熊蟲硝酸鹽檢測法。（顏，2023） 

(A) 活動大生熊蟲在不同硝酸鹽濃度下隱生率 (B) 大生熊蟲檢測不同蔬菜萃取液隱生率 

(C) 大生熊蟲隱生到活動時間及重複使用次數 

貳、研究問題與目的 

建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式 

一、 探討雷射與紫外光激發大生熊蟲自體螢光與檢測硝酸鹽可行性 

二、 以相機濾片、偏振片與壓克力板加入自製雷射與 LED 裝置中，並嘗試分析數據 

三、 探討大生熊蟲自體螢光檢測不同濃度硝酸鹽，並繪製檢量線  

參、研究設備與器材 

一、實驗動物簡介 

 (一)為何使用大生熊蟲(Macrobiotus sp.) (圖 9) 

       現今水熊蟲約有 1300 餘種，水熊蟲在遇到環境變

化時（例如：乾燥）會進入隱生 (Cryptobiosis)降低身

體的水分流失和抵抗外在環境壓力傷害，在不同的環

境壓力下其隱生機制也會不同，例如:乾燥環境隱生時

水熊蟲會在細胞外層形成海藻糖，降低細胞內水分和

新陳代謝，並縮小自身體積以減少水分散失(Hengherr 

et al.,2009)，顏在 2022 年發現利用大生熊蟲對環境壓

力敏感，能快速進入隱生的特性，評估大生熊蟲具潛

能成為能重複檢測環境壓力的模式生物相比其他真

緩步綱的水熊蟲更適合進行檢測，例：大生熊蟲在 

37 ℃就能進入隱生，在相對溼度差異 3%以上就會受到傷害，較適合做為模式生物 。 

（二）大生熊蟲來源  

      本次研究的大生熊蟲採集自校園內下操場停車格、教務處前龍柏樹以及校門口人行道前

苔蘚中，利用顏自製的南勢角水熊蟲檢索表鑑種後確定為大生熊蟲。 

圖 9、大生熊蟲屬(Macrobiotus sp.)(作者拍攝) 
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（三）大生熊蟲形態 

      大生熊蟲具有 4 對有爪子的足，頭部可以觀察口器，平均體長為 200~700 µm，本次研究

使用的大生熊蟲為體長 300~500 µm，選此範圍體長能確定大生熊蟲為成蟲。 

 （四）大生熊蟲生活史 

      大生熊蟲屬(Macrobiotus sp.)壽命為 3～7 個月，食性為雜食，攝食線蟲、輪蟲、苔蘚的假

葉，使用孤雌生殖來繁衍後代，產卵方式為體外產卵，每隻個體可在生命週期內產下約 8～

37 顆，卵孵化時間約為 2～3 個月(Altiero et al., 2006)，在生活週期內會隨著年齡蛻皮使體長

增長，蛻皮時期在性未分化 (undifferentiated)、性成熟以及前兩次產卵週期時進行，蛻皮次

數為 3～4 次。 

二、實驗主要器材與藥品  

 

 

 

 

 

 

(二) 蔬菜硝酸鹽檢測                                                                                      

名稱 備註

NaNo₃ 購買SHIMAKYU CHEMICAL

Salicylic acid                                                                                                       

Sulfuric acid 購自景明化工

NaOH                                                                                                                

(三) 其他器材

名稱 廠牌

複式顯微鏡 購自Motic

Wifi CMOS 彩色相機

解剖顯微鏡 購自HOMA

離心機 購自偉吉達

行動顯微二重奏 (µHandy) 億觀生物科技

倒立顯微鏡 購自ZEISS

ELISA reader 購自 Bio Tek

分光光度計 購自vernier

共軛顯微鏡 購自ZEISS

紅色雷射筆 購自Norwii

綠色雷射筆 購自Logitech

紫外驗鈔筆 網路購買

藍色LED燈 購自光華商場

(一) 蔬菜萃取液製作  

名稱                                                      備註                                                            備註    

小白菜                                                  產銷履歷認證                                    產銷履歷認證     

果汁機 購自動風
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肆、研究過程及方法 

一、實驗架構圖 (圖 10) 

        本研究想要建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式，利用先前發現大生熊蟲在活動與隱生狀態下

自體螢光其螢光強度具有差異的現象，檢測硝酸鹽壓力(顏，2023)，改善鏡檢時形態難以判

斷的問題，先前團隊的研究中發現，將隱生大生熊蟲置於硝酸鹽壓力下(小白菜萃取液)，能

夠利用其半數恢復活動時間(BAT50)，檢測硝酸鹽並繪製檢量線。本研究利用不同裝置( 自製

雷射裝置、自製 LED 裝置與螢光顯微鏡 )激發大生熊蟲自體螢光，分析其螢光數值繪製檢量

線，並嘗試將此流程標準化，利用雷射與 LED 裝置本使用相機濾片、偏振片與壓克力板設

計裝置，嘗試將激發樣本後反射光阻隔，取得更為精準的螢光數值。 

 

圖 10、實驗架構圖(作者繪製) 

 

 

 

 

 



10 

 

二、水熊蟲活動狀態定義（顏，2023)（表 2）(圖 11) 

       顏先前的研究中定義了大生熊蟲實驗中的各種狀態，在實驗結束後置於原生水樣中 24

小時，若放置於原生水樣中 24 小時後還未活動，則定義為死亡。 

表 2、水熊蟲活動狀態定義(作者繪製) 

 

 

圖 11、大生熊蟲不同狀態(作者拍攝) 

(a) 正常活動 (b) 隱生狀態 

三、實驗步驟 

探討大生熊蟲自體螢光檢測不同濃度硝酸鹽，並繪製檢量線  (Bio=10；Tech=3 ) 

        顏 2023 的研究成果已經表示大生熊蟲能夠成為模式生物，並深度探討其對硝酸鹽的耐

受機制，由於前人將大生熊蟲檢測硝酸鹽時，都是使用鏡檢觀察大生熊蟲活動與隱生變化，

本研究想要以自體螢光作為新型觀察方式，達到更好觀察效果。 

半數活動時間(Bio-Active Time 50 % , BAT50):   BAT50為本研究所定義的新名詞，表示施用

的化學物質導致 50 % 實驗的隱生大生熊蟲恢復至正常活動狀態所需時間。 

(一)  水楊酸分光光度法檢測硝酸鹽(對照組)  

1. 硝酸鹽溶液製作 

以硝酸鈉 (NaNO₃ ) 利用對半稀釋方式製作 0~312 mg/L NO₃ ⁻ -N 作為檢測溶液。 

 2. 硝酸鹽濃度標準取線繪製(顏，2023) 

  (1) 使用濃硫酸為溶劑配置 5%水楊酸溶液。 

  (2) 以硝酸鈉 (NaNO₃ ) 利用對半稀釋配置 5~312 mg/L NO₃ -
-N 作為標準溶液。 

  (3) 將硝酸鹽標準溶液與 5 %水楊酸以 11:40 混和, 靜置反應 20 分鐘，此時水楊酸會轉變 

        為二硝基水楊酸。 

  (4) 將二硝基水楊酸與 8 %氫氧化鈉以 1:20 混合，待其冷卻，測定 OD₄ ₁ ₀  繪製標準曲線。 

活動狀態 定義

正常活動(圖12a) 任一對足能夠活動

隱生狀態(圖12b) 體腔與足完全收縮，呈現酒桶狀
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(二 )   利用大生熊蟲 BAT50檢測硝酸鹽(解剖顯微鏡觀察型態變化) 

實驗步驟： 

(1) 將 10 隻乾燥隱生大生熊蟲分別放入 0、75、156、312 mg/L NO₃ -
-N 中。 

(2) 記錄大生熊蟲半數恢復正常活動時間。 

(3)繪製檢量線，並對比化學法測試其精準度 

(4) 等待樣本恢復活動後，以亞甲藍液染色觀察體表是否受傷 

(三)   探討雷射與紫外光激發大生熊蟲自體螢光與檢測硝酸鹽可行性(Bio=10；Tech=3 )  

        利用一定波長的光可激發大生熊蟲的自體螢光(顏，2022)，但需要在實驗室內使用螢光

顯微鏡才可方便觀察到，利用與螢光顯微鏡發光原理與波長相似，且好取得的雷射激發大生

熊蟲的自體螢光，自製雷射與 LED 裝置需要濾光片阻隔其激發光，本研究利用相機濾片、

偏振片與琥珀色壓克力板阻隔裝置激發光，降低影響並嘗試分析其可行性。     

光源選用： 

使用波長為 365nm(紫外光)470nm(藍光)LED 與 532nm(綠光)與 650nm(紅光)雷射 

樣本處理：同上述實驗三中樣本處理方式，為求實驗變因控制精準，因此本次研究所設計裝

置皆會使用封片後大生熊蟲作為樣本照射 

設計理念： 

1. 自製雷射裝置激發方法(圖 12)： 

        將大生熊蟲放置懸滴玻片後，以雷射照射樣本並利用手機顯微鏡觀察與拍照，分析數據。 

 

圖 12 、雷射激發方法設計示意圖(作者繪製) 

(a)為光源(b)為量角器用於確認激發光入射角度 (c)為平板電腦用於拍攝激發後照片(d)為自製暗箱，內

裝有檔光濾片 
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2. 自製 LED 裝置(365nm、470nm)激發方法(圖 13 )：  

        將大生熊蟲放置於懸滴玻片中，放置於手機顯微鏡，利用 LED、透鏡反射與擋光濾片

(相機濾片、偏振片)照射樣本後，利用手機顯微鏡拍照並分析數據。 

 

 

 

 

 

 

圖 13 、LED 激發方法設計示意圖(作者繪製) 

(a)為擋光濾片(b)為 LED光源(c)為透鏡(d)為樣本放置位置 

(四)  探討相機濾片、偏振片與壓克力板阻隔激發樣本後反射光的效果 

        為避免再使用雷射與 LED 激發樣本螢光時，激發光影響導致樣本螢光數據受影響，本

實驗將探討相機濾片、偏振片與壓克力板阻隔激發光照射樣本後反射光的效果，尋找何種材

質最適合用於裝置中，本實驗使用激發反為較廣且具有高發光效率的 YAG 螢光粉，做為樣

本使用，並利用葉子模擬樣本，分析在不同擋光濾片下，自體螢光受影響程度。 

實驗步驟 

對照組： 

使用 LED(470 nm)直接照射 YAG 螢光粉 

實驗組： 

(1) 使用 LED(470 nm)照射 YAG 螢光粉後，利用相機濾片阻隔激發光 

(2) 使用 LED(470 nm)照射 YAG 螢光粉後，利用偏振片阻隔激發光 

(3) 使用 LED(470 nm)照射 YAG 螢光粉後，利用壓克力板阻隔激發光 

拍照以 imagej 分析照片藍光訊號強度 

(1) 使用 LED(470 nm)照射葉子後，利用相機濾片阻隔激發光 

(2) 使用 LED(470 nm)照射葉子後，利用偏振片阻隔激發光 

(3) 使用 LED(470 nm)照射葉子後，利用壓克力板阻隔激發光 

拍照以 imagej 分析照片紅光(因為葉綠素螢光為紅光)訊號強度 
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(五) 以倒立螢光顯微鏡激發大生熊蟲自體螢光做為檢測硝酸鹽模式 

實驗步驟： 

活動與隱生大生熊蟲(n=10，Tech=3) 

1.將每組 10 隻在活動與隱生狀態下大生熊蟲，以封片膠和指甲油固定 

2.將玻片放入倒立顯微鏡載物臺下 

3.利用倒立螢光顯微鏡激發其自體螢光數值，並以 imagej 分析 

大生熊蟲檢測不同濃度硝酸鹽(n=10) 

1.  將大生熊蟲封片 

(1)將每組各 10 隻大生熊蟲乾燥後加入 0、78、156、312 mg/L NO₃ -
-N 中。 

(2)等待在 0 mg/L NO₃ -
-N 中大生熊蟲進入 BAT50後，以封片膠和指甲油固定。 

2.將玻片放入倒立顯微鏡載物臺下 

3.利用倒立螢光顯微鏡激發其自體螢光數值 

4. 繪製大生熊蟲在不同濃度下自體螢光強度檢量線 

5. 將繪製完後的檢量線與水楊酸分光光度法(化學法)所繪製出的檢量線做對比，驗證其準確         

度。 

(六) 記錄大生熊蟲螢光光譜(n=2) 

        在前人的研究中發現在常見的螢光物質(EGFP、Rhodamine Red)激發波長下，大生熊蟲

均能夠產生自體螢光，本次實驗想要探討大生熊蟲自體螢光激發波長範圍。 

實驗步驟 

1.將大生熊蟲以上述活動與隱生組方式封片 

2. 放入玻片共軛焦顯微鏡下 

 3. 設定激發光源在 405nm、458nm、488nm、514nm、561nm、633nm 波長，共照射 6 次，

每張間隔 8.9nm，光源強度為 1 mW ，掃瞄範圍為 1024μm×1024μm，偵測器設定為接收

405nm、440nm、458nm、488nm、514nm、561nm、633nm、695～735nm 等光源 

4. 設定拍攝橫截面(圖 14)，每層間隔 3.21 μm，分析影像中螢光強度最強數值 

5.以 imagej 分析數據後，繪製光譜  
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圖 14、共軛焦顯微鏡拍攝大生熊蟲 Z 軸層數(作者拍攝) 

(a) 活動大生熊蟲 (b) 隱生大生熊蟲 

 (七) 數據分析方式： 

本研究以回歸分析、T 檢定(t-test)、單因子獨立變異數分析(Analysis of Variance, ANOVA)、

ImageJ 分析，分析數據，p<0.05 為顯著差異(*)，p<0.01 為極顯著差異(**)。 

相對螢光強度(RFI)計算公式：𝑅𝐹𝐼 =
𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

  0mg Cryptobiosis𝐴𝑉𝐺  
 

Sample 為樣本螢光數值，0mg Cryptobiosis AVG為樣本在 0mg/L  NO₃ -
-N 下隱生樣本平均螢光數值 

嘗試利用不同光源激發大生熊蟲自體螢光分析公式： 

𝐒𝐚𝐦𝐩𝐥𝐞 − 𝐛 = 螢光數值 

Sample 為樣本螢光數值，b 為背景值 

濾光片分析步驟(圖 15) 

1.以 imagej 將照片檔案打開，並選取欲分析範圍 

2.點選 Analyze→Histogram 

3.在藍光介面選取 mean 數值 
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圖 15、濾光片分析步驟(作者拍攝) 

螢光光譜分析步驟(圖 16) 

1.開啟 imagej 圖檔 

2. 選取欲分析範圍 

3.將數據繪製成摺線圖 

4.匯出樣本螢光數值 

 

圖 16、螢光光譜分析步驟(作者拍攝) 
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伍、研究結果 

一、 利用顯微鏡觀察大生熊蟲 BAT50檢測硝酸鹽 

        利用水楊酸分光光度法檢測硝酸鹽壓力與利用半數大生熊蟲自隱生到活動時間檢測硝酸

鹽壓力結果具有相關性(R
2
=0.9569)結果相似，此方法能夠檢測硝酸鹽壓力。 

 

  

 

 

 

 

二、探討大生熊蟲自體螢光檢測不同濃度硝酸鹽，並繪製檢量線   (Bio=10；Tech=3) 

( 一 ) 自製雷射設備激發大生熊蟲自體螢光(n=10) 

        使用自製雷射激發大生熊蟲自體螢光，結果顯示利用雷射雖分析時有螢光強度，但在嘗

試檢測硝酸鹽製作檢量線時，所做的線卻沒有相關性( 640nm~660nm 紅雷射 R
2
=0.204；

532nm 綠雷射 R
2
=0.2579)( 圖 19 )。 

 

圖 19、10 隻大生熊蟲在 640nm~660nm、532nm 下相對螢光強度數值(作者繪製) 

  將分析方式改為平均單隻大生熊蟲受雷射激發後，自體螢光相對螢光強度依然無差異

(640nm~660nm 紅雷射 R
2
=0.164；532nm 綠雷射 R

2
=0.2299)(圖 20) 

圖 17、水楊酸分光光度法檢測硝酸鹽(作者繪製) 

 

圖 18、大生熊蟲 BAT50檢測硝酸鹽結果(作者繪製)  
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圖 20、平均單隻大生熊蟲在不同硝酸鹽濃度下於雷射的自體螢光(作者繪製) 

(a)為在紅雷射下(b)為在綠雷射下 

         將每種硝酸鹽濃度下活動與隱生大生熊蟲分開製作單隻大生熊蟲螢光強度檢量線，一樣

發現所製作出的線並無相關性( 640nm~660nm 紅雷射 活動 R
2
=0.6383；640nm~660nm 紅雷

射 隱生 R
2
=0.24444；532nm 綠雷射 活動 R

2
=0.1384；532nm 綠雷射 隱生 R

2
=0.07230 )(圖

21)。 

 

圖 21、平均單隻大生熊蟲雷射激發結果(作者繪製) 

(a)為在 640nm~660nm 下(b)為在 532nm 下，AT 為活動狀態，DT 為隱生狀態 

 

圖 22、大生熊蟲在 640nm~660nm 激發不同濃度硝酸鹽下實際圖(作者拍攝) 

(a)為 0 mg/L(b)為 79 mg/L(c)為 156 mg/L(d)為 312 mg/L 
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圖 23、大生熊蟲在 532nm 激發不同濃度硝酸鹽下實際圖(作者拍攝) 

(a)為 0 mg/L(b)為 79 mg/L(c)為 156 mg/L(d)為 312 mg 

(二) 利用不同光源激發在自製設備下活動與隱生大生熊蟲自體螢光 

    嘗試使用不同光源在自製設備下直接照射活動與隱生狀態下大生熊蟲，激發其自體螢光，

結果顯示在不同光源照射下，活動與隱生狀態下大生熊蟲螢光強度，皆無明顯差異。 

 

圖 24、自製設備不同光源下大生熊蟲活動與隱生狀態的自體螢光螢光強度(作者繪製) 

紅光:640nm～660nm；綠光:532nm；藍光:470nm；紫外光:365nm，AT 為活動狀態，DT 為隱生狀態 

(三) 不同濾光片阻隔激發光照射樣本後反射光效果 

預備實驗： 

        由於在使用自製設備與不同光源健行實驗時，結果顯示大生熊蟲活動與隱生狀態下，螢

光強度皆無差異，推測是受反射光影響導致無發成功分析數據，目前已設計出自製螢光裝置

設計圖，且以利用 365nm 紫外光與 470nm 藍光成功激發出 YAG 螢光粉螢光，並利用透鏡、

偏振片、琥珀色壓克力板嘗試減阻隔激發光照射樣本後反射光強度(圖 27)，已知葉綠素在

470nm 下能夠激發螢光，且葉子相對於大生熊蟲而言體積也較大，本研究也初步嘗試了

470nm 激發波長激發葉綠素的螢光，並利用色光分析出其螢光數值(圖 25)。 
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圖 25、葉綠素在 470nm 下激發螢光照片(作者拍攝) 

(a)為葉子實際圖左邊為老葉，右邊為新葉(b)為葉子螢光發光情形 

 

圖 26、葉綠素激發螢光情形(作者繪製) 

 

圖 27、利用 365nm 紫外光激發 YAG 螢光粉後，透鏡、偏振片、壓克力板阻擋反射光強度

(作者繪製) 

 (四) 利用倒立螢光顯微鏡激發大生熊蟲自體螢光(n=10) 

          以乾燥隱生大生蟲在蒸餾水中的 BAT50 做為檢測基準，10 隻大生熊蟲利用倒立螢光顯

微鏡發現在常見螢光波長下(570nm/590nm 、490nm/510nm)有相關性。(570nm/590nm R
2 

=0.5654；490nm/510nm R
2
=0.9016)(圖 28)。 
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圖 28、大生熊蟲在不同硝酸鹽下的自體螢光對螢光強度(作者繪製) 

(a) 為 570nm/590nm (b)為 490nm/510nm 

           單隻大生熊蟲平均螢光強度 570nm/590nm 在與 490nm/510nm 下依然具有相關性

(570nm/590nm R
2 
=0.6481；490nm/510nm R

2
=0.8118)(圖 29)。 

 

圖 29、平均單隻大生熊蟲在不同硝酸鹽濃度下相對螢光強度數值(作者繪製) 

(a)為 570nm/590nm (b)為 490nm/510nm 

        利用倒立螢光顯微鏡激發不同濃度下單隻大生熊蟲分別在活動與隱生狀態在波長

570nm/590nm 、490nm/510nm 下有相關性。(570nm/590nm 活動 R
2 

=0.9225；570nm/590nm

隱生 R
2 

=0.8394；490nm/510nm 活動 R
2
=0.7179；490nm/510nm 隱生 R

2
=0.9114 )(圖 30)。 
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圖 27、平均單隻活動與隱生大生熊蟲在不同硝酸鹽下的自體螢光相對螢光強度(作者繪製) 

(a)為 570nm/590nm (b)為 490nm/510nm，AT 為活動狀態，DT 為隱生狀態 

在紅、綠螢光下的隱生與活動狀態皆擁有可運用檢測硝酸鹽濃度的相關性 
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圖 31、大生熊蟲不同硝酸鹽濃度 535 nm / 595 nm 自體螢光實際圖(作者拍攝) 

            可看在 535nm/595nm 螢光下大生熊蟲隱生螢光的螢光強度比活動螢光高  

(a)、(b)、(c)、(d)  為 535nm/595nm 活動熊蟲 0 ~ 312 mg/L 自體螢光，(e)、(f)、(g)、(h)  為 535nm/595nm 隱生

熊蟲 0 ~ 312 mg/L 自體螢光 ，本次實驗並未將大生熊蟲樣本進行飢餓處理，故其體內亮點可能為其攝食物品螢

光，分析數據時會圖中亮點手動去除  
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圖 32、大生熊蟲不同硝酸鹽濃度 490nm / 510 nm 自體螢光實際圖(作者拍攝) 

              可看在 490nm/510nm 螢光下大生熊蟲隱生螢光的螢光強度比活動螢光高 

(a)、(b)、(c)、(d) 為 490nm/510nm 活動熊蟲 0 ~ 312 mg/L 自體螢光，(e)、(f)、(g)、(h)  為 490nm/510nm 隱生熊

蟲 0 ~ 312 mg/L 自體螢光，本次實驗並未將大生熊蟲樣本進行飢餓處理，故其體內亮點可能為其攝食物品螢光，

分析數據時會圖中亮點手動去除 

 ( 五 ) 記錄大生熊蟲螢光光譜 

        利用共軛焦顯微鏡記錄大生熊蟲螢光光譜，用於確認大生熊蟲在何種波長下能夠激發其

自體螢光，結果顯示在 405 nm、458 nm、488 nm、514 nm、561 nm、633 nm 皆能夠激發大

生熊蟲字體螢光，並確認實驗(三) 所使用光源能夠激發大生熊蟲自體螢光。 
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圖 33、大生熊蟲在 488 nm 下發出 569  nm 螢光，圖中橫軸為 Z 軸聚焦點層數，縱軸為所激

發出螢光的訊號強度。(作者繪製) 

(a)AT 為活動狀態，(b)DT 為隱生狀態 

 

圖 34、共軛焦顯微鏡拍攝大生熊蟲實際圖(作者拍攝) 

(a) 活動大生熊蟲 (b) 隱生大生熊蟲 

陸、討論 

一、利用雷射與 LED 裝置激發大生熊蟲螢光可行性 

目前結果顯示使用雷射裝置( 532nm 與 650nm )雖然可觀察大生熊蟲隱生和活動狀態的

螢光強度差異，但製作硝酸鹽檢量線時，發現其數值無相關性，無法用於觀察濃度差異。自

制設備所拍攝到的大生熊蟲自體螢光結果並無線性關係，推測由於照射雷射的過程中，樣本

周圍吸光措施不足，導致結果出現誤差，後續將繼續改良雷射裝置激發大生熊蟲自體螢光。 

目前已有文獻整理出以手機作為螢光探測器測定螢光的方法(Shin,et,al.2021)，未來將探

討簡化螢光激發流程與利用智慧裝置定量分析大生熊蟲自體螢光強度可行性，應用於實際狀

況下，未來會以市面上以手機為基準的螢光裝置最為範本，加以改良裝置。 
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二、探討大生熊蟲激發螢光機制 

    利用大生熊蟲自體螢光作為觀察方式，相對於鏡檢能夠更加快速檢測硝酸鹽，目前已知

將大生熊蟲照射在 490nm/510nm、570nm/590nm 下能夠激發其自體螢光，但大生熊蟲並沒有

螢光蛋白存在，文獻中發現大生熊蟲屬(Macrobiotus sp.)螢光可被 450nm~490nm 與

330nm~385nm 光線激發(Bartels,et al.2024)，在 Uckert 的文獻中指出 GFP 螢光蛋白為 27kDa，

但在顏 2023 年電泳圖中並沒有 27kDa 的色帶，熊蟲在隱生與活動狀態下螢光強度不同，目

前推測大生熊蟲體內抗逆境蛋白可被激發螢光，導致大生熊蟲面對硝酸鹽壓力進入隱生時，

抗逆境蛋白堆積與活化，使大生熊蟲隱生狀態時螢光強度大於活動狀態，為來可以在了解大

生熊蟲激發自體螢光原因。在結果(四) 圖 31、32 中，使用倒立顯微鏡激發大生熊蟲自體螢

光實際圖中，其體拍到的螢光點可能是大生熊蟲你內攝食的苔蘚假葉，故在分析數據時將其

去除，由於水熊蟲飢餓實驗需將水熊蟲放入水中等待飢餓，但水熊蟲在面對壓力時就進入隱

生，暫停代謝，導致飢餓處理困難。 

 

圖 35、大生熊蟲蛋白質單體(顏，2023) 

代號 M 為分子量 10~220 kDa protein ladder,B 為 10 μg/mL BSA,A 為對照組正常活動大生熊蟲,N1 為

接觸硝酸鹽 1 小時活動大生熊蟲，NC 為接觸硝酸鹽 24 小時隱生大生熊蟲,NA 為接觸硝酸鹽 24 小時

活動大生熊蟲。 

三、大生熊蟲與其他環境壓力檢測方式比較 

       大生熊蟲具有重複檢測複合壓力且能夠重複使用的能力，利用檢量線，能夠藉由大生熊

蟲隱生到活動的恢復時間，推測蔬菜萃取液的硝酸鹽濃度，相較於其他模式生物而言，使用

大生熊蟲檢測環境壓力可以減少一些必要的模式生物死亡，相較於其他化學檢測法，使用大

生熊蟲可以降低設備要求且只需將乾燥隱生大生熊蟲置於待測定的蔬菜萃取液中利用其自隱

生恢復至正常活動的時間能夠得待測物大概硝酸鹽濃度，若未來推廣大生熊蟲作為模式生物

可利用自體螢光的方式檢測硝酸鹽，此模式相較化學法，有著零汙染的優勢，相對於利用其

他模式生物，也能夠重複檢測。 

 



26 

 

表 3、環境壓力檢測方式與水熊蟲檢測法比較  (作者繪製) 

 

                                                                                                                                   

四、大生熊蟲自體螢光降解可能性 

        文獻中指出水熊蟲化石在 488 nm 下依然能夠激發其螢光，用於分析化石中爪子與口器

的形態變化，探討其與現存水熊蟲的親緣關係(Mapalo,et,al.2021)，由此可知在正常狀態下，

水熊蟲自體螢光並不會因為時間變化，導致其自體螢光消失，且在他人研究中水熊蟲自體螢

光大部分是用來檢定水熊蟲物種，而本研究使用大生熊蟲自體螢光檢測硝酸鹽壓力，但是螢

光物質會因為外在因素(例如：去除自體螢光藥劑)，導致螢光淬滅(fluorescent quenching)，

故本研究將大生熊蟲自體螢光做為檢測硝酸鹽模式會需要建立樣本前置處理限制，避免後續

以此模式檢測硝酸鹽壓力時發生螢光淬滅的情形。 

柒、結論 

        本研究建立了大生熊蟲檢測硝酸鹽模式，以自體螢光做為觀察方法，目前結果顯示以雷

射與 LED 激發大生熊蟲自體螢光因反射光問題無發分析其螢光數據，使用螢光顯微鏡能夠

激發大生熊蟲自體螢光活動與隱生狀態下相對螢光強度差異，檢測硝酸鹽壓力，並擁有高度

相關性，本研究成功建立檢測模式，未來將繼續將此檢測模式標準化 

捌、研究貢獻(圖 36) 

 

圖 36、研究貢獻圖(作者繪製) 

使用大生熊蟲進行蔬菜商品的初步檢測，利用螢光顯微鏡激發大生熊蟲的自體螢光，可快速檢測，對照各自的

檢量線得知硝酸鹽濃度，檢測後觀察熊蟲狀態，熊蟲存活就是符合安全標準，如果熊蟲死亡，則需要送往更進

階的檢測機構來確認濃度。 

 

優點 缺點 文獻來源

試紙檢測法 快速得知結果 易受雜質影響 Irandoust et ,al.2013

鹽酸分光光度法 準確度高 耗時、高汙染 APHA，2017

水楊酸分光光度法 準確度高 易受雜質影響 段等，2002

質譜分析 準確度高、可檢測農藥多 價格高、測定時間長 衛福部食藥署

乙醯膽鹼酯酶 快速(約10分鐘)、簡便、價格低(8元/次)無法定性定量 周，2017

大生熊蟲(鏡檢) 可重複使用、零汙染 只能在實驗室檢測、形態難以辨別 顏，2023

大生熊蟲(螢光檢) 可重複使用、零汙染 只能在實驗室檢測 本研究
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玖、未來展望 

一、探討大生熊蟲激發自體螢光機制 

二、建立基於智慧型手機檢測大生熊蟲自體螢光裝置 

三、探討時間、重複使用次數對大生熊蟲檢測硝酸鹽時，自體螢光的影響 
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( 十 六 ) LED 與 LD 的 差 別 LED inside(2007 年 8 月 ) ， 2024 年 4 月 取 自 ：

https://www.ledinside.com.tw/knowledge/20070820-606.html 
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【評語】052014 

前人發現大生熊蟲活動與隱生狀態在激發波長 490 nm 發出 510 nm 

螢光，其螢光強度具有差異，可能夠成為新型觀察方式，檢測不同濃

度硝酸鹽，因此本研究目的為： 

(一) 探討雷射與紫外光激發大生熊蟲自體螢光與檢測硝酸鹽可行

性。 

(二) 以相機濾片、偏振片與壓克力板加入自製雷射與 LED 裝置中，

並嘗試分析數據。 

(三) 探討大生熊蟲自體螢光檢測不同濃度硝酸鹽，並繪製檢量線。 

利用水熊蟲類的大生熊蟲 (Macrobiotus sp.) 為對象，利用簡單的

自製雷射激發裝置，建立其自體螢光檢測硝酸鹽模式，是很有趣的想

法，也符合生物實驗倫理、ESG 原則與聯合國 SDGs 中多項目標。水

熊蟲的相關研究已是該校多年來的科展題材，顯然建立了傳承，也累

積了相當多數據與新想法讓後人接續，這是很好的作法。對於本研究

有些建議如下： 



1. 雖然研究提到將來將探討自體螢光的激發機制，以及哪些物質可

能影響其表現，但目前尚未對這些機制進行深入的解析。這限制

了對於自體螢光特性的全面理解，以及如何最有效地利用這些特

性進行硝酸鹽的檢測。 

2. 雖然在採用相機濾片、偏振片和壓克力板後取得了一些進展，但

這些改進仍需要進一步的驗證和標準化，以確保檢測模式的準確

性和可靠性。 
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建立大生熊蟲檢測硝酸鹽模式



硝酸鹽作為人類常接觸的環境壓力，過量會導致心血管疾病或是致癌的風險。大生熊蟲

(Macrobiotus sp.)在面對環境壓力時，會進入隱生狀態自我保護，可作為模式生物並重複檢測蔬菜中的

硝酸鹽(顏，2021~2023)，以大生熊蟲作為模式生物，符合當代生物實驗倫理4R原則與SDGS原則中永

續生產，但先前研究中在檢測硝酸鹽時是使用顯微鏡觀察大生熊蟲形態變化，會有形態難以判斷的問

題(圖1)，本研究想利用大生熊蟲自體螢光解決形態觀察問題，建立檢測硝酸鹽新型模式。

一、背景介紹

研究方法

四、數據分析方式

以imagej分析，回歸分析，T檢驗(T-test)分析數據與單
因子獨立變異數分析(Analysis of Variance, ANOVA)，
p<0.05為顯著差異(*)，p<0.01為極顯著差異(**)。

前言

圖1、大生熊蟲不同形態(作者拍攝)

(a) 正常活動狀態 (b) 隱生狀態 (c) 難以辨別的狀態

螢光數值分析公式：

大生熊蟲(Macrobiotus sp.)具內源性自體螢光，受到

特定波長激發後(圖4)，進入激發態，讓能量以比激發光波

長長光的形式放出(吳，2023)。

Imagej分析方式：

Sample為樣本螢光數值，0mg Cryptobiosis AVG為樣本在0mg/L  NO₃--N下
隱生樣本平均螢光數值

Sample為樣本螢光數值，background為背景值

1.相對螢光強度(RFI)：

2.螢光數值：

Sample - background =螢光數值

圖6、不同光源激發不同狀態大生熊蟲螢光(作者繪製)
螢光共軛焦倒立顯微鏡；活動狀態(AT)，隱生狀態(DT)

圖2、檢測硝酸鹽時難以判斷形態隻數(作者繪製)

三、實驗架構圖

圖5、實驗架構圖(作者繪製)

圖7、大生熊蟲自體螢光實際圖(作者拍攝)
圖中熊蟲檢測濃度為156mg/L NO3

-N，AT為活動、DT為隱生
(a)~(e)為一年前拍攝，(f)~(j)為一年後拍攝

圖3、大生熊蟲的自體螢光(顏，2023)
AT為活動、DT為隱生、VE為在硝酸鹽壓力下隱生(238mg/L NO3

-N)

硝酸鹽濃度

活動與隱生狀態相對比例改變

隱
生
狀
態

形態不同，導致相
對螢光強度差異

定性分析
不同濃度硝酸鹽，
導致隱生比例不同

目前已知

假設
螢光定量分析

定量分析

反應30分鐘

(A
.U

.)

圖4、大生熊蟲隱生比例與硝酸鹽關係假設圖
(作者繪製)

二、研究假說

建
立
大
生
熊
蟲
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測
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(圖6)
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100µm
100µm

建
立
分
析
程
式



圖12、使用 ELISA reader 檢測活動、隱生與不同硝酸鹽濃度大生熊蟲自體螢光強度(作者繪製) n=10

(a)縱軸公式：螢光比值=
(𝑫𝑻−𝒃𝒍𝒂𝒏𝒌)

(𝑨𝑻−𝒃𝒍𝒂𝒏𝒌)
，AT為活動狀態、DT為隱生狀態，blank為水中背景值。(b)為不同接收波長活動與隱生數值(c)為4不同硝酸鹽濃度下不同接收波長

螢光數值

(b)(a)

研究結果

四、自製裝置檢測大生熊蟲自體螢光 (圖13)

三、ELISA reader 檢測不同硝酸鹽濃度下大生熊蟲螢光可行性(圖12)

利用大生熊蟲半數恢復活動時間能夠檢測硝酸鹽壓力
(R2=0.9569)，符合化學法(R2=0.9979)檢測結果

二、不同硝酸鹽濃度下大生熊蟲自體螢光強度作為新型觀察方式可行性

波長 490 與570 nm分別激發大生熊蟲自體螢光 510 與 590 nm製作檢測硝酸鹽檢量線 (R2=0.78 ；R2=0.9967)

(圖11 a ~ c)；不同濃度硝酸鹽下，各組大生熊蟲自體螢光發光面積與相對螢光強度趨勢相反(圖11 d)

圖9、大生熊蟲Z軸螢光強度(作者繪製)
活動狀態(AT)，隱生狀態(DT)，激發波長488nm

圖13、自製裝置470nm激發不同硝酸鹽濃度下大生熊蟲

自體螢光 (作者繪製) n=10，3重複

一、利用共軛焦顯微鏡拍攝不同狀態大生熊蟲自體螢光光譜 n=3

圖8、大生熊蟲自體螢光光譜(作者繪製) 圖10、大生熊蟲拍攝Z軸示意圖(作者拍攝)
(a)為活動狀態，(b)為隱生狀態，每層3.21µm

(a)AT (b)DT

五、對照化學法與鏡檢作為檢測硝酸鹽模式準確度(圖14)

3.21µm3.21µm

激發波長：488nm

在波長488nm激發大生熊蟲螢光光訊號(波長 507 nm ~ 680 nm) (圖8)，不同狀態螢光強度，大生熊蟲的隱生狀態
比活動狀態Z軸層數多且螢光強(圖9~10)。

圖14、使用化學法與大生熊蟲鏡檢檢測硝酸鹽(作者繪製)

(a)為使用鏡檢方式檢測硝酸鹽(b)為化學法 n=10，3重複

(b)(a)

(c)

利用 ELISA reader在激發波長 410 nm下螢光比值最佳(圖12 a)且在 410 nm下大生熊蟲活動與隱生狀態具差異(圖12 b)，
但在不同硝酸鹽濃度下不同接收波長下自體螢光無相關性(圖12 c)。

(A
.U

.)

(A
.U

.)

(A
.U

.)

激發波長：410nm
激發波長：410nm

利用壓克力板濾光後，製作硝酸鹽
減量線。(R2=0.9747)

發射波長：587nm

圖11、10隻大生熊蟲在不同濃度硝酸鹽下以倒立螢光顯微鏡照射後相對螢光強度 (作者繪製) n=10 ；3重複
(a)在570nm/590nm(b)在490nm/510nm(c)大生熊蟲檢測不同濃度硝酸鹽時隱生比例(d)大生熊蟲檢測不同濃度硝酸鹽時各組自體螢光面積

(c) (d)(a) (b)
發射波長：510nm
激發波長：490nm 激發波長：570nm

發射波長：590nm

激發波長：488nm

*

*

六、以自製APP檢測硝酸鹽流程圖(圖15)

圖15、自製APP檢測硝酸鹽流程圖(作者繪製)

OD410



研究討論

一、探討ELISA Reader 以大生熊蟲自體螢光檢測硝酸鹽可行性。

二、探討混合物對大生熊蟲自體螢光的影響。

三、探討大生熊蟲激發自體螢光機制。

四、發展便捷的檢測模型。

一、使用大生熊蟲自體螢光檢測硝酸鹽壓力，可檢測 0~156 mg/L的硝酸鹽，並且改善鏡檢的缺點。

二、初步建立簡易自製裝置檢測硝酸鹽方法。大生熊蟲自體螢光檢測法可成為新型檢測硝酸鹽模式。

未來展望 參考資料

表 1 不同裝置激發大生熊蟲螢光比較(作者繪製)

研究結論

二、大生熊蟲自體螢光降解可能性

水熊蟲化石在 488 nm下依然能夠激發其螢光，用於分析化石

中爪子與口器的形態變化，探討其與現存水熊蟲的親緣關係

(Mapalo et,al.2021)，本研究將一年前封片的大生熊蟲再次拍攝自

體螢光，發現其螢光訊號無顯著差異。

一、大生熊蟲螢光檢測法比較

表 2 不同研究利用水熊蟲自體螢光方式比較(作者繪製)

三、推測大生熊蟲自體螢光檢測硝酸鹽機制
圖16、不同封片時間大生熊蟲螢光強度

(作者繪製)

表 3 大生熊蟲檢測法比較(作者繪製)

圖17、大生熊蟲螢光機制推測圖(作者繪製)圖源:大生熊蟲(作者繪製)口器 (Karin, 2017)、表皮組織 (Hans, 2006)

(一) 顏健弘(2023) 。2023 年台灣國際國際科學展覽會研究報告
(二) Mapalo, M. A., Robin, N., Boudinot, B. E., Ortega-Hernández, J., & Barden, P. (2021). Proceedings 

of the Royal Society B, 288(1960), 20211760.

(三) Massa, E., Rebecchi, L., & Guidetti, R. (2024). Zoological Journal of the Linnean Society, 200(1), 

186-199.

(四) Perry, E. S., Miller, W. R., & Lindsay, S. (2015). Journal of Microscopy, 257(2), 117-122.

(五) Suma, H. R., Prakash, S., & Eswarappa, S. M. (2020). Biology Letters, 16(10), 20200391.

(六) Telford, M. J., Bourlat, S. J., Economou, A., Papillon, D., & Rota-Stabelli, O. (2009). Animal 

Evolution. Genomes, Fossils, and Trees, 71-79. (詳情見作品說明書)

能
夠
檢
測
硝
酸
鹽

使用目的 檢測條件 反應時間 製作 優點 缺點

倒立螢光顯微鏡
不同硝酸鹽度下大生熊蟲隱生與活動狀態比例不

同，相對螢光強度差異間接檢測硝酸鹽
量化方便 須封片、需使用imagej分析

須封片、費用高

需使用imagej分析

ELISA Reader 在水溶液中光譜與檢測硝酸鹽 待測液 快速、方便 目前不可使用

自製裝置 利用簡便裝置與大生熊蟲封片檢測硝酸鹽

玻片標本

(去除硝酸

鹽溶液)

設備要求低 誤差較大、需使用imagej分析

最精準

30分鐘

觀察光譜與疊層數，推測發光機制共軛焦顯微鏡 乾燥隱生

熊蟲加入

檢測物

玻片標本

(去除硝酸

鹽溶液)

熊蟲物種 觀察方式 激發波長 使用儀器 用途 參考文獻

 Paramacrobiotus  sp. 飢餓24小時後，加水取上清液 365nm 螢光顯微鏡 探討表皮構造阻擋紫外線 Suma.et,al . 2020

直接封片 落射式螢光顯微鏡

幾丁質染色後封片 雷射掃描顯微鏡

 Milnesium  sp. 幾丁質染色後封片 488nm 雷射掃描顯微鏡 物種鑑定 Massa.et,al . 2024

Macrobiotus    sp. 活動與隱生比例 490nm、570nm 螢光顯微鏡、ELISA Reader 檢測硝酸鹽濃度 本研究

 Perry.et,al . 2015

Massa.et,al . 2024
Macrobiotus   sp. 物種鑑定

488nm

330nm~385nm

檢測方式 觀察方式 反應時間
硝酸鹽檢測極限

(mg/LNO3
-
-N)

優點 缺點

水楊酸分光光度法 水溶液吸光值(OD410) 25分鐘 312 準確度高 易受雜質影響

大生熊蟲鏡檢 玻片標本觀察(水埋玻片) 312 可重複使用、零污染 形態觀察不易

大生熊蟲自體螢光 玻片標本觀察(永久玻片) 156 可重複觀察，建立標準 現階段需要封片
30分鐘
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