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摘  要 

 
種子與種苗常攜帶植物病原菌，進行長距離的跨國傳播，因此種子與種苗

的健康檢查，是維護我國作物安全的必要手段。我國已加入世界貿易組織

（WTO），許多農產品的交易將更趨開放。為了扼止新病原的引進，農產品（如

種子，種球及種苗）的快速檢疫工作，是當前刻不容緩的要務。根據「中華民國

輸入植物或植物產品檢疫規定」，香蕉、稜指蕉（Bluggoe）、赫蕉（Heliconia）
植株之全部及部分皆禁止輸入本國，以防杜香蕉巴拿馬病病原 Fusarium 
oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyd.＆Hans.之 Race 2及 Race 3引入我國，
危害香蕉產業，因此需針對香蕉黃葉病之病原菌--尖鐮胞菌香蕉分化型 F. 
oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyd.＆Hans.，研發出快速檢測方法，以利

檢疫工作的執行。本研究採用 RAPD之方法，尋得 F. oxysporum f. sp. cubense
的專一性核酸片段，設計出專一性 PCR檢測法，可用於香蕉種苗病原菌之快速
檢疫工作及其健康種苗之篩選。 
 
關鍵詞：香蕉、香蕉巴拿馬病、香蕉黃葉病、鐮胞菌萎凋病、尖鐮胞菌香蕉分化

型、聚合酵素連鎖反應、隨機增幅核酸多形性分析 
 
 

緒  言 

 

香蕉黃葉病（又稱「巴拿馬病」及「鐮胞菌萎凋病」，Banana yellows，Panama 
disease，Fusarial wilt of banana）為危害香蕉產業之重要病害，其病原菌為尖鐮
胞菌香蕉分化型Fusarium oxysporum Schl. f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyder ＆ 
Hansen（黃與孫，1997）。於1900-1960年間，中美洲各國香蕉約有十萬英畝被
巴拿馬病所害，為香蕉之主要病害，直至1960年中美洲全面種植抗病之華蕉
（Cavendish banana）品種，本病才得以抑制（孫與黃，1996）。台灣之香蕉栽
培約有二百多年歷史，其栽培面積於1960年代曾高達四萬多公頃，香蕉產業達到



高峰，外銷量高居世界第四名，使台灣成為「香蕉王國」（黃，2000），但於1967
年屏東縣佳冬地方出現黃葉病至今三十餘年來（蔡與陳，1971；蔡等，1972），
此病發生面積高達四千多公頃，且已由高屏地區蔓延至臺灣中部，目前栽培面積

只剩七千多公頃（黃，2002）。臺灣之栽培香蕉多為華蕉，是本菌第一生理小種

（race 1）的抗病品種，但卻不具有抵抗本菌之第四號生理小種（race 4）的能力

（莊，1973；1981；Su et al., 1977；1986）。 
香蕉黃葉病乃土傳性之鐮胞菌病害，此病害之傳播可由土壤之移動（藉人

力，農具或車輛等），罹病株殘體被人攜帶，流水及風力傳播，河水氾濫也可將

病株殘體帶至他處，而帶病之吸芽及蕉園中之雜草也是病害傳播者，公認為極難

防治，須改種抗病品種才得復興香蕉產業（黃，1985；孫，1996）。自 1967 年

臺灣之華蕉發生黃葉病後，「臺灣香蕉研究所」發展體細胞組織培養繁殖法，選

出耐病品系「台蕉一號」、「台蕉三號」、及最新選育成功之「寶島蕉」等，有

較強之抗病性，目前已陸續推廣種植，並繼續進行選拔的工作（孫等，1997；黃，
2000；2002）。華蕉為三倍體不產種子，栽培需用無性繁殖之種苗，目前蕉農為

防止本病蔓延，除使用前述之抗病組織培養苗（佔所有種苗四分之一左右）外，

也常用根莖及抗病性較佳之吸芽苗種植，並自行於蕉園內取得，但帶菌之根莖及

已被感染卻未表現病徵之吸芽苗，反而成為其主要傳染原而助長本病蔓延，因

此，如何快速鑑定種苗是否健康不帶病菌，實為防治香蕉黃葉病蔓延之最佳方法。 

尖鐮胞菌香蕉分化型（F. oxysporum f.sp. cubense）原有三個生理小種，但

於1967年在臺灣出現第四個小種，可侵害華蕉（Cavendish banana）： 

Race 1--侵害大米七（Gros Michel, AAA），絲蕉（Silk, AAB）及馬尼拉麻（abaca） 

Race 2--侵害稜指蕉（Bluggoe, ABB） 

Race 3--侵害赫蕉（Heliconia） 
Race 4--侵害華蕉（Cavendish banana, AAA），在臺灣，澳洲，菲律賓及加那利

群島（Canary Islands）均有存在（孫與黃，1996）。 
由於此病原菌一旦進入無病之處女地即無法根除，而其抗病育種又極為困

難，因此，如何防止目前台灣尚未發生之生理小種 Race 2及 Race 3入侵台灣，
造成嚴重疫情，實為當前檢防疫工作之重要課題。尤其我國目前已加入世界貿易

組織（WTO），許多農產品的交易將更趨開放，為防止此二生理小種隨觀賞作

物之植物殘體、園中雜草或運輸工具引入我國，發展病原之快速且準確之偵測方

法確有其必要性。 
 

病原性測試及培養基檢測法 

 
一般判斷香蕉苗是否攜帶植物病原菌，經常採用植物組織分離法，亦即將

香蕉苗之組織切片後，利用洋菜平板法（agar plate method）進行分離、培養與

鑑定（Agarwal and Sinclair 1987; Neergaard, 1977），並以選擇性培養基來輔助菌



種之鑑定（Komada, 1975; Tsao, 1970）。鑑別 F. oxysporum f. sp. cubense之不同

生理小種，最常用的方法就是利用不同品種的香蕉苗來作病原性測試（Hwang 
and Ko, 1987; Stover, 1959; Sun and Su, 1984; Waite, 1977），然而這些方法費力、

耗時，且病原性測試甚至需要栽植不同指示品種（indicator）的蕉苗並於接種數

日後觀察其病徵才能得知。因此，台灣大學植病物理學系孫岩章及蘇鴻基教授研

究室曾開發出利用半乳糖（galactose）10克、L-asparagine 2克、磷酸氫二鉀
（K2HPO4）1克、硫酸鎂（MgSO4•7H2O）0.5克、氯化鉀（KCl）0.5克、FeNaEDTA 
0.01克、洋菜粉（agar）16克與蒸餾水 0.9公升均勻混合及高壓滅菌後，再逐一
加入內含 0.9克五氯硝苯（PCNB），0.45克牛膽汁（oxgall）、0.5克硼酸鈉
（Na2B4O7•10H2O）及 0.3克鏈黴素（Streptomycin sulfate）等藥劑調製之溶液 100
毫升，最終以 10%磷酸調配為 pH 3.8±0.2的 modified Komada’s（K2）選擇性培
養基，可以鑑別 F. oxysporum f. sp. cubense之不同生理小種（孫，1977；Sun et al., 
1978），但其判定常因培養環境及其他主觀因素而影響鑑別結果，而且培養時間
長，並不符合快速檢疫之需求。 

 

偵測病原菌常用之快速分子檢測技術 

 
近來，隨著分生技術的迅速發展，快速且可應用於大量材料的技術：「隨

機增幅核酸多形性分析（Random amplified polymorphic DNA, RAPD）」及「聚
合酵素連鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）」已被廣泛用於菌種快速鑑別
與類緣關係的研究（Henson and French, 1993; Miller, 1996）。PCR是應用在少量

的 DNA上，且必須有特定的寡核苷酸引子（oligonuleotide primers）才能增幅
（amplify）少量的 DNA，其增幅原理及結果如圖一所示；而 RAPD則是應用在
隨意利用一個小且短、任意設計的引子（arbitrarily designed primer）達到增量少

量的 DNA，所以 RAPD又稱為 Arbitrarily primed-PCR（AP-PCR），經由篩選多
種引子之增幅結果，我們可以選出特定之核酸引子，而由其增幅產物的差異來區

分出原有核酸樣品的不同（Williams et al., 1990；如圖二）。此兩種方法皆具靈

敏性，且可快速運用在大量材料上。如：Punja及 Sun（2001）利用幾個常用的

隨機引子，使用在 Sclerotium rolfsii的全 DNA上，分析其 PCR產物，再篩選出
能夠有效區別不同寄主、地區及菌絲親合性群的有效引子，以進一步分析。Ouellet
及 Seifert等人（1993）針對 Fusarium graminearum菌株利用 RAPD分析篩選出
具有特異性且能應用於鑑別的片段，再利用解序（sequencing）此專一性的片段
之後，以 PCR增量，使能運用在田間快速鑑別此病原菌之存在。Manulis等人
（1994）及Migheli等人（1998）分別以 F. oxysporum f. sp. dianthi為材料篩選具

致病性之 RAPD markers，以期能鑑定此病原菌的病原性族群（pathogenicity 
group）及分類。Plyler等人（1999）由 F. oxysporum f. sp. canariensis的部分基
因庫中篩選到一個 686 bp的探針，利用點漬法測試 59個 F. oxysporum f. sp. 



canariensis菌株和其他 7株不同分化型之F. oxysporum真菌的核酸與此核酸探針
反應，結果顯示探針會很專一的與 F. oxysporum 菌株產生明顯的反應，而不與

其他菌株反應。此外，由此探針的序列中再設計出一專一性引子對，則可快速鑑

別全部的 F. oxysporum f. sp. canariensis菌株而不和其他 56株真菌的核酸反應。
另外，尚有一些利用此技術成功的例子：如應用在不同分化型或特定 race之 F. 
oxysporum真菌的鑑定（Assigbetse et al., 1994; Clark et al., 1998; Crowhurst et al., 
1995; Fernandez et al., 1998; Grajal-Martín et al., 1993; Kalc et al., 1996; Kelly et al., 
1994; Migheli and Cavallarin, 1994; Nelson et al., 1997; ）；又如應用在
Colletotorchum graminicola、Fusarium spp.（Parry and Nicholson, 1996; Schilling et 
al., 1996; Yoder and Christianson, 1998）、Plasmodiophora brassicae（Ito et al., 
1997）、Sphaerotheca fuliginea（Bardin et al., 1997）及 Tilletia indica（Smith et al., 
1996）等菌系之分類或病原性之測定。甚至已有多位學者已利用此類方法研究香

蕉黃葉病菌（F. oxysporum f. sp. cubense）之演化起源及其在不同地區分離株之

間的遺傳差異和親緣關係（Bentley et al., 1994; 1995; 1998; Bentley and Bassam, 
1996; Gerlach et al., 2000; Kistler, 1997; Koenig et al., 1997; Lodwig et al., 1999; 
O’Donnell et al., 1998），並且將台灣的香蕉黃葉病菌 race 1（屬於 VCG [vegetative 
compatibility group] 0123）及 race 4（屬於 VCG 0121）菌株分別歸納為 DFG (DNA 
fingerprinting group) V及 DFG III二群（Bentley et al., 1998），而針對此菌不同

race的分子偵測技術也正在開發中。所以目前為止，針對植物病原真菌及細菌的
分類與鑑定上，此種分子生物技術確實已成為一種新興且普遍的方法，而研究成

果也在陸續增加中。為了達到對病原菌做快速的偵測（detection）及診斷
（diagnosis）的目的，製備菌株專一性的核酸探針配合點漬試驗（dot-blot assay）
應為較理想的方法。Sauer等人由 Ophiosphaerella herpotricha的基因庫篩選到一
個 1.5 kb的探針，利用點漬法測試 29個 O. herpotricha菌株和其他三十株真菌及
細菌的核酸與此核酸探針的反應，結果顯示探針會很專一的與 O. herpotricha菌
株產生明顯的反應，此外將此核酸探針配合點漬法，可由 200 mg的染病植株根
部萃取的核酸中偵測病原菌的存在，以點漬法測出此核酸探針（32P標識）的靈

敏度可達到 10 pg核酸量，相當於 1µg 冷凍乾燥菌絲所具有的核酸量。由於點漬

試驗法一次可篩選許多樣本，將此法應用於病原菌的偵測實為經濟、快速、且簡

便的方法。 
 

開發香蕉黃葉病菌之分子檢測流程 

 
本檢測技術即在針對香蕉之重要種苗病原菌 F. oxysporum f. sp. cubense，應

用 RAPD之方法，尋得一專一性核酸片段，並設計出專一性 PCR檢測法，建立

種苗病原真菌之快速檢疫技術，以克服目前在種苗檢疫之障礙，並且能加速香蕉

健康種苗之篩選。其基本流程如下：（1）開發香蕉黃葉病菌 F. oxysporum f. sp. 



cubense（race 4）之 RAPD快速偵測技術，尋找其增幅之專一性核酸片段。（2）
選殖 RAPD增幅之專一性核酸片段，經定序分析以設計專一性引子對供 PCR增
幅之用。（3）探討專一性PCR檢測法偵測香蕉黃葉病菌F. oxysporum f. sp. cubense
（race 4）的靈敏度。（4）探討專一性 PCR檢測法偵測香蕉種苗攜帶香蕉黃葉

病菌 F. oxysporum f. sp. cubense（race 4）之可行性，並調查本省各地香蕉種苗之

帶菌情形。（5）若能取得國外香蕉黃葉病菌之 race 2及 race 3菌株 DNA，更將

開發可供鑑別出 race 2及 race 3之 RAPD專一性引子以供進口檢疫之用。（6）
利用鑑別 race 2、race 3及 race 4之專一性 PCR檢測法，作香蕉黃葉病菌不同生

理小種之鑑別，並以前述之 K2選擇性培養基的結果做參考。 
 

香蕉黃葉病菌之分子檢測 

 
供試菌株及其總量 DNA之萃取 

根據王氏（1996）之方法自南投縣國姓鄉等地採回香蕉黃葉病的罹病株，

經分離、培養及病原性測定後，取各地分離出之 F. oxysporum f. sp. cubense（race 
4）菌株作為萃取總量 DNA之菌源。此外，並由「台灣香蕉研究所」取得 race 1
及 race 4菌株，供萃取總量 DNA之菌源。此外，分離自其他作物之 F. oxysporum 
不同分化型之菌株、其他香蕉病原菌（如：Mycosphaerella fijiensis [葉斑病]、
Phyllosticta musarum [黑星病]、及 Colletotrichum musae [炭疽病] 等）、及常見

之土壤病原菌或腐生菌（如：Rhizoctonia solani、Pythium aphanidermatum、Pythium 
splendens、Pythium ultimum、Phytophthora parasitica、F. moniliforme、F. solani
及 Sclerotium rolfsii等）也予以培養並收集其菌絲供萃取總量 DNA之用。總量

DNA之萃取則參照 Chang等人（1996）根據 Dellaporta等人（1983）之方法作
修正。此總量 DNA可作為 RAPD試驗之模版（template）及後續分析之 DNA 來

源。（詳細方法請參考本專刊中「鐮胞菌的分子檢測實務—以香蕉黃葉病菌為例」

一文） 
 
RAPD增幅反應之條件設計 

參照李氏（1998）之方法，根據不同反應物（模版 DNA、dNTPs、鎂離子、

primer、Taq DNA聚合酵素）之濃度及 RAPD增幅循環之溫度設定與循環次數

作測試，於核酸增幅反應系統（PTC-200 DNA Engine, MJ Research, Inc., MA, 
U.S.A.）中進行 DNA增幅，所得結果以瓊脂膠體（agarose gel）電泳分析。將測
試所得之最佳增幅條件用來篩選由 Operon Technologies公司（Alameda, CA, 
U.S.A.）製造之不同 primer（引子），選出增幅良好且再現性高之引子，以此引

子測試各分離菌株、其他香蕉病原菌、分離自其他作物之 F. oxysporum 不同分
化型之菌株、及常見之土壤病原菌或腐生菌等菌株之 DNA，以找出對 F. 
oxysporum f. sp. cubense 不同生理小種（race 1及 race 4）的 DNA能分別產生專



一性片段之引子。（詳細方法請參考本專刊中「鐮胞菌的分子檢測實務—以香蕉
黃葉病菌為例」一文） 
 
RAPD增幅片段之選殖及定序 

參照 Chang等人（1993）之方法，將 RAPD增幅產生之專一性片段自 agarose 
gel回收，選殖於 pGEM-T Easy載體（Promega Co., Madison, WI, U.S.A.），殖
入之片段再用來製備核酸探針，待確定可辨認 RAPD增幅產生之專一性片段後，
即為專一性核酸探針，並依 Sanger氏等人（1977）之方法定序。（詳細方法請
參考本專刊中「鐮胞菌的分子檢測實務—以香蕉黃葉病菌為例」一文） 
 
利用專一性核酸片段之序列設計專一性引子對並以 PCR測試分析其靈敏度 

由專一性核酸片段之序列中設計適當之正反向引子，依不同之黏合

（annealing）溫度測試 PCR增幅條件，並以不同之引子組合測試其最適合之反

應結果，以篩選出具專一性的引子對。利用此專一性的引子對根據不同 DNA模
版含量進行 PCR測試，以「南方轉漬分析（Southern blotting）」（Southern, 1975）
及前項之專一性核酸探針，經核酸雜合作用及偵測反應（Sambrook et al., 1989），
分析專一性 PCR法及專一性核酸探針法對 F. oxysporum f. sp. cubense（race 4）
基因組核酸偵測之靈敏度。 
 
利用專一性 PCR檢測法鑑定 F. oxysporum f. sp. cubense之生理小種，並調查本

省香蕉種苗之帶菌情形 
利用前述開發專一性 PCR檢測法之流程，可繼續針對 F. oxysporum f. sp. cubense, 
race 2、race 3及 race 4發展出專一性 PCR檢測法，即能區分香蕉黃葉病菌 race 2、
race 3及 race 4之差別，則可用來鑑定 F. oxysporum f. sp. cubense之不同生理小

種，尤其是 race 2、race 3及 race 4之區分，並以前述之 K2選擇性培養基搭配進
行比較試驗。若所得結果無誤，則可用於偵測香蕉種苗是否健康不帶黃葉病菌，

另外更可於海關檢疫時，防杜國外之 F. oxysporum f. sp. cubense, race 2及 race 3
引入台灣造成重大疫情。 
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ABSTRACT 

 
In order to develop a rapid detection technique of fungal pathogen- Fusarium 
oxysporum f. sp. cubense, which cause the Banana Yellows or Panama Disease, a 
rapid detection technique based on the results of RAPD was used to design a specific 
PCR detection method. In addition to the improved detection sensitivity, specific 
primer sets for individual race (especially race 2, 3 and 4) will be designed. These 
improved detection techniques for rapid and race-specific identification will be used 
for quarantine to prevent the introduction of new pathogens through the imported 
seeds and seedlings, and are also served for rapid screening of healthy banana 
seedlings. 
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圖一（A）、「聚合酵素連鎖反應」之示意圖--DNA聚合酵素所用之引子（primers）。
（資料來源：Watson et al., 1992） 
Fig. 1 (A).  The polymerase chain reaction (PCR) -- Primers for DNA polymerase. 
(a) The target for amplification, a small section covering 110 bp of the β-globin gene, 
is shown. Two sequences separated by 60 nucleotides are detailed, and the 20 
nucleotides underlined are used as oligonucleotide primers for the PCR. (b) When the 
DNA is heated, the strands separate. (c) The oligonucleotide primers (shown in green) 
hybridize specifically to their complementary sequences at the 3’ ends of each strand 
of the target sequence. (d) DNA polymerase uses these primers to begin synthesis of 
new strands (shown in orange and underlined) complementary to the target DNA 
sequences in the 5’-to-3’ directions. (From: Watson et al., 1992) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
圖一（B）、「聚合酵素連鎖反應」之

示意圖--「聚合酵素連鎖反應」之反應

圖示。（資料來源：Watson et al., 1992）
 

Fig. 1 (B).  The polymerase chain 
reaction (PCR). (a) The starting material 
is a double-atranded DNA molecule. (b) 
The strands are separated by heating the 
reaction mixture and then cooled so that 
the primers anneal to the two primer 
binding sites that flank the target region, 
one on each strand. (c) Taq polymerase 
synthesizes new strands of DNA, 
complementary to the template, that 
extend a variable distance beyond the 
position of the primer binding site on the 
other template. (d) The reaction mixture 
is heated again; the original and newly 
synthesized DNA strands separate. Four 
binding sites are now available to the 
primers, one on each of the two original 
strands and the two new DNA strands. 
(To simplify the diagram, subsequent 
events involving the original strands are 
omitted). (e) Taq polymerase 
synthesizes new complementary strands, 
but the extension of these chains is 
limited precisely to the target sequence. 
The two newly synthesized chains thus 
span exactly the region specified by the 
primers. (f) The process is repeated, and 
primers anneal to the newly synthesized 
strands (and also to the variable length 
strands, but these are omitted from the 
figure). (g) Taq polymerase synthesizes 
complementary strands, producting two 
double-stranded DNA fragments that are 
identical to the target sequence. The 
process is repeated. (From: Watson et 
al., 1992) 
 

 



 

圖一（C）、「聚合酵素連鎖反應」之示意圖--「聚合酵素連鎖反應」之循環。

（資料來源：Watson et al., 1992） 
Fig. 1 (C).  The polymerase chain reaction (PCR) -- The PCR cycle. The DNA 
sample is heated to separate the DNA strands（initial denaturation）, and then the 
reaction mixture goes through repeated cycles of primer annealing, DNA synthesis, 
and denaturation. The target sequence doubles in concentration for each cycle. (From: 
Watson et al., 1992) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



圖一（D）、「聚合酵素連鎖反應」之示意

圖--由「聚合酵素連鎖反應」所複製之核酸產

物（如虛線所示）。（資料來源：Watson et al., 
1992） 
 

Fig. 1 (D).  The polymerase chain 
reaction (PCR) -- The polymerase 
chain reaction leads to 
amplification of the target 
sequences (marked with dashed 
lines). 
The polymerase chain reaction 
leads to amplification of the target 
sequences (marked with dashed 
lines in [a] and [b]). The first of the 
PCR-synthesized target fragments 
is shown in (g) (corresponding to 
[g] in Fig. 1 [B]）. This figure 
shows how the number of these 
fragments subsequently doubles for 
each cycle of the reaction. (From: 
Watson et al., 1992) 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖二、利用「隨機增幅核酸多形性分析」來區分物種。（資料來源：Glick and 
Pasternak, 1998） 
Fig. 2. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) can be used to differentiate 
species. Ethidium bromide-stained bands following polyacrylamide gel 
electrophoresis of PCR-amplified plant DNA. Three separate random primers were 
used to amplify fragments from each of the two cultivars. Cultivars 1 and 2 show 
identical patterns of bands with primers A and C. However, they have different 
patterns when primer B is used; hence, primer B can be used to distinguish between 
cultivars 1 and 2. (From: Glick and Pasternak, 1998) 


