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摘   要 

疫病菌 (Phytophthora spp.)危害果樹、蔬菜及花卉等多種重要作物，常造成嚴重損
失，是非常重要的病原真菌。一般進行疫病診斷時，得先自罹病組織分離菌株，再根據

形態特徵及生理特性進行病原菌鑑定。為了簡化鑑定流程，近年來已有越來越多的分子

檢測技術被開發出來，這些技術以專一性核酸序列配合南方雜合分析或聚合酶連鎖反應

進行疫病菌快速檢測，不僅操作簡便，也可節省不少時間。本文針對如何篩選疫病菌種

專一性核酸序列及常用疫病菌分子檢測方法做一簡要的介紹，以提供大家參考。 
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緒   言 

台灣地區由於地處亞熱帶與熱帶，加上四週環海，氣候潮濕多雨，非常適於疫病菌 
(Phytophthora spp.) 之生存，根據Ho et al. (1995) 之記載，目前本地疫病菌已經記錄的

共有38種，其中經確認之有效種 (valid species) 達23個之多，幾乎包括全世界疫病菌有
效種之半數。這些疫病菌中對作物為害比較嚴重的約有十餘種，包括P. capsici Leonian, P. 
citrophthora (Smith & Smith) Leonian,  P. citricola Sawada, P. cinnamomi Rands, P. 
colocasiae Raciborski, P. cryptogea Pethybridge & Lafferty,  P. drechsleri Tucker (=P. 
melonis Katsura), P. infestans (Montagne) de Bary, P. palmivora (Butler), 及P. parasitica 
Dastur等，它們大多數屬於土壤傳播性病原菌，危害果樹、蔬菜及花卉等多種重要作物，

造成嚴重損失(張，1983；孫，1991；安，1995；Ann, 2000)。進行疫病診斷時，得先自

罹病組織分離菌株，不僅功夫繁瑣，所需耗費的時間也相當長；此外，疫病菌之分類與

鑑定主要根據形態特徵與生理特性(Waterhouse, 1963, 1970; Stamp et al., 1990)，一般人
很難在短時間內融會貫通，往往需要學養豐富的專家學者才能勝任愉快。相對於傳統分

類工作所展現的複雜性，分子檢測技術由於操作快速簡便，而且容易規格化，已逐漸成

為鑑定植物病原的重要工具 (Henson and French, 1993; Martin et al. 2000)。針對疫病菌
巨分子所開發的檢測技術主要包括核酸特性及免疫分析(Bausher and Sweeney, 1991; 
Benson, 1991)，由於核酸相關技術已蔚為主流，本文將針對目前已開發之疫病菌分子(核
酸)檢測技術做一簡要的介紹，重點主要包括如何篩選疫病菌種專一性核酸序列、常用

核酸分析技術及晚疫病菌分子檢測技術。 
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如何選取疫病菌種專一性核酸序列 

一般在建立真菌分子鑑定技術時，應考慮之因子主要包括準確性、靈敏度、及操作

方便性，其中又以“準確性＂為首要考量，如何獲得種專一性核酸序列以作為檢測標的

因此成為重要關鍵。早期在選取種專一性核酸序列時，最常用的方法為自基因庫

(genomic library)篩選專一性序列，由於疫病菌基因組含有相當數量之重複性序列

(repetitive sequence) (Judelsonand Randall, 1998)，進行基因庫篩選時所得到的幾乎都屬於

這一類序列(Goodwin et al., 1989; Goodwin et al., 1990a; Ersek et al. 1994)；應用重複性序
列設計種專一性核酸探針或引子對可增加檢測敏感度，是開發疫病菌分子檢測技術時相

當好的選擇(Judelson and Messenger-Routh, 1996; Judelson and Tooley, 2000)。此外，也有
學者根據疫病菌特有的基因，例如誘導蛋白elicitin，之序列設計種專一性核酸引子對

(Coelho et al, 1997; Lacourt and Duncan, 1997)，或以逢機增幅多型性DNA (random 
amplified polymorphic DNA, RAPD)尋找種專一性核酸片段(Schubert et al. 1999)。不過，

由於序列容易取得，核糖體ITS (ribosomal internal transcribed spacer)已逐漸成為近幾年

來最常被選用的序列(White et al. 1990; Martin et al. 2000)。和其他真核生物一樣，疫病
菌所含有之核糖體RNA (ribosomal RNA, rRNA)基因數相當多，這些基因所攜帶之遺傳

訊息自5’端至3’端依序包括18S rRNA-ITS1-5.8S rRNA-ITS2-28S rRNA (圖一)，當進行 
rRNA 轉錄反應時，這些序列會一起被轉錄出來，但 ITS1 與 ITS2 隨後被剪除，18S, 
5.8S, 及28S rRNA則在經過適當修飾之後用於核糖體之組合。rRNA由於得發揮一定的
功能，其序列在跨物種間呈現相當程度之保守性。相對的，ITS因為不encode任何功能，
蘊藏之序列歧異度比較大，非常適合用來進行類緣關係分析與種專一性分子鑑定標記之

開發(Lee and Taylor, 1992; Lee et al. 1993; Tooley et al. 1997; Jyan et al. 2002)。擬分析疫
病菌之ITS序列時，可以通用引子對 ITS1及ITS4 (White et al. 1990)增幅疫病菌之 
ITS1-5.8S rRNA-ITS2 核酸片段，再進行分子選殖與核酸定序。此外，目前Genbank已
累積相當數量之疫病菌ITS序列資料，因此也可以自Genbank收集各種疫病菌之ITS1與
ITS2序列，再以PileUp (Devereux et al. 1984)或CLUSTAL W (Thompson et al. 1994)等程
式進行多序列併列分析(multiple sequence alignment)，以便根據岐異度較高的區域設計

專一性核酸引子對或探針。 

 
圖一、疫病菌核糖體RNA基因結構之簡單示意圖；箭頭所標示為真菌通用引子ITS1

與ITS4之對應位置。 
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疫病菌分子檢測技術 

在偵測種專一性序列之存在情形時，所使用的方法主要包括南方雜合分析 
(Southern and dot/slot hybridization analysis) (Goodwin et al. 1989, 1990a; Lee et al. 1993; 
Judelson and Messenger-Routh, 1996)與聚合酶連鎖反應 (polymerase chain reaction, PCR) 
(Ersek et al. 1994; Lacourt and Duncan, 1997; Trout et al. 1997; Judelson and Tooley, 2000; 
Jyan et al. 2002)；這些方法各有其優缺點，主要可根據敏感度、操作難易程度及所需花

費時間加以考量。一般而言，南方雜合分析之步驟比較複雜，所需耗費之時間也較長，

但值得一提的是，Levesque et al. (1998)以 reverse dot blot hybridization所開發的疫病菌
(P. cinnamomi)及腐黴菌(Pythium spp.)檢測系統已初步運用“生物晶片＂的概念。相對於

雜合分析，PCR 因操作容易、敏感度高，且所需花費時間比較短，是近年來開發疫病

菌分子檢測技術時主要採用之方法(表一) (Lacourt and Duncan, 1997; Trout et al. 1997; 
Judelson and Tooley, 2000; Jyan et al. 2002)。PCR看似簡單，實則受許多因素影響，在建
立 PCR 檢測技術時，除了設計專一性核酸引子對之外，還得就採樣方法、樣品核酸製

備、引子黏合溫度(annealing temperature)及時間等尋求最佳反應條件，以提昇檢測敏感
度及再現性。以 PCR 進行疫病菌分子檢測時，得先自植物組織或土壤樣品抽取核酸、

以種專一性核酸引子對進行 PCR，再以瓊脂膠體電泳分析增幅產物以觀察預期長度之

核酸片段的存在情形。此外，也可以在進行 PCR 後，先以限制酶切割增幅產物，再進

行瓊脂膠體電泳分析，亦即利用核糖體 ITS 的限制片段長度多型性(restriction fragment 
length polymorphism, RFLP)進行疫病菌分子鑑定(Ristaino et al. 1998)。近年來，也有學

者以 PCR結合 colorimetric hybridization assay (Coelho et al. 1997)或酵素連結免疫吸附測

定法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)進行疫病菌分子檢測(Bailey et al. 
2002)，這類方法可一次分析大量樣品，但步驟繁瑣、耗費時間長，敏感度也未必比瓊

脂膠體電泳分析好(Somai and Keinath, 2002)。 
 

晚疫病菌分子檢測技術 

晚疫病菌(Phytophthora infestans (Mont.) de Bary)可在馬鈴薯與蕃茄引起晚疫病，是

世界性重要病原真菌；由於晚疫病菌可存活於馬鈴薯塊莖，而馬鈴薯又以塊莖進行繁

殖，一旦帶病種薯被栽植於田間，再遇到合適之環境因子，即可能造成嚴重危害。因此，

選用健康種薯是晚疫病防治工作中相當重要的一環。為了改善種薯檢測技術，目前已有

多種晚疫病菌分子檢測方法被開發出來。這些方法主要以核糖體 ITS為分析標的，進行

檢測時，可以 NaOH自小量馬鈴薯塊莖粗抽核酸(Wang et al. 1993)、以種專一性核酸引
子對進行 PCR，再以瓊脂膠體電泳分析增幅產物以便觀察特定長度之核酸片段的存在

情形；研究結果發現，即使在觀察不到病徵的情況下，仍可自帶病種薯增幅出預期長度

之核酸片段，顯示以分子技術應用於馬鈴薯健康種薯檢測時，不僅操作簡易快速，檢測

敏感度也相當好(Tooley et al. 1997; Trout et al. 1997; Jyan et al. 2002)。Judelson and 
Randall (1998)的研究顯示，晚疫病菌所帶核糖體 RNA之基因數約為 820。為了提昇偵
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測敏感度，Judelson and Tooley (2000)以晚疫病菌特有之重複性序列開發晚疫病菌檢測技

術，此序列在晚疫病菌基因組之重複次數高達 14,000，因此據以開發出來之檢測技術的

敏感度顯得比核糖體 ITS好(表一)；若進一步以 nested PCR進行檢測，敏感度還可再提

高 10倍，是目前成效最好的檢測方法。 
 
 
 
 
 

結   論 

 近年來由於分生技術的蓬勃發展，微生物相關研究的進展可謂一日千里，其中各式

各樣分子標記的開發與應用不僅大大拓展我們在植物病原微生物生態、族群遺傳及流行

病學等研究領域的視野，也有效改善了我們進行病害診斷與鑑定的能力，不過，由於真

菌病害發生所涉及的因素十分複雜，以分生技術進行病原真菌檢測雖然具有操作簡便、

節省時間及容易規格化等優點， 在執行面上仍有不少改善空間，若能進一步充分結合

疫病菌發病生態所提供的訊息當能開發出更具實效性的檢測技術。 
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表一、疫病菌(Phytophthora spp.)分子檢測技術 
Species Target 

sequence 
Method Sensitivitya Reference 

Phytophthora 
spp. 

Repetitive DNA RFLP  Panabieres et al. 
(1989) 

P. parasitica Species-specific 
repetitive DNA  

Southern 
hybridization 

1 ng Goodwin et al. 
(1989) 

P. 
citrophthora 

Species-specific 
repetitive DNA 

Southern 
hybridization 

 Goodwin et al. 
(1990a) 

P. parasitica Species-specific 
repetitive DNA 

Dot blot 
hybridization 

 Goodwin et al. 
(1990b) 

Phytophthora 
spp. 

Ribosomal ITS Dot blot 
hybridization 

1 ng Lee et al. (1993) 

P. 
citrophthora 
& P. 
parasitica 

Species-specific 
sequence 

PCR 1 ng Ersek et al. (1994) 

P. cinnamomi Species-specific 
repetitive 
sequence 

Dot blot 
hybridization 

5 pg Judelson & 
Messenger-Routh 
(1996) 

P. cinnamomi the cinnamomin 
gene 

PCR followed by 
colorimetric 
hybridization assay 

250 fg Coelho et al. (1997) 

P. parasitica the parasiticein 
gene 

PCR 100 
zoospores 

Lacourt & Duncan 
(1997) 

P. infestans Ribosomal ITS PCR 1~10 pg Tooley et al. (1997) 
P. infestans Ribosomal ITS PCR  Trout et al. (1997) 
P. cinnamomi Ribosomal ITS Reverse dot blot 

hybridization 
 Levesque et al. 

(1998) 
Phytophthora 
spp. 

Ribosomal 
DNA 

PCR followed by 
RFLP 

 Ristaino et al. (1998)

Phytophthora 
spp. 

 Asymmetric PCR 
followed by SSCP 

 Scott et al. (1998) 

P. medicaginis Ribosomal ITS PCR  Liew et al. (1998) 
P. infestans Species-specific 

repetitive 
sequence 

PCR 10 fg Judelson and Tooley 
(2000) 

Phytophthora 
spp. 

Ribosomal ITS PCR ELISA  Bailey et al. (2002) 

P. infestans Ribosomal ITS PCR 1 pg Jyan et al. (2002) 
a “Sensitivity” indicates the minimal amount of fungal DNA detectable by the method. 
 


