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摘　要

高之韋、吳雅芳、林志鴻。2023。台灣蔬菜細菌性軟腐病菌之

物種多樣性。植物醫學65(1): 21-32。

Pectobacterium及Dickeya屬之軟腐細菌是引起植物軟腐病

的重要病原，可感染多種經濟作物，造成嚴重損失。軟腐細菌

原分類於Erwinia屬，因分子系統分類學之進展，其分類地位

已重新修訂，且持續有新物種被發現，因此有必要重新瞭解

台灣的軟腐細菌。本研究根據16S rDNA gene、dnaX、leuS及

recA等基因之序列，分析原Erwinia屬的9株蔬菜軟腐細菌及2

株未知軟腐細菌之分類地位。結果顯示原E. carotovora subsp. 

carotovora菌株分別歸類於P. aroidearum、P. brasiliense、

P. colocasium及Pectobacterium spp.，原E. chrysanthemi菌株

則為D. fangzhongdai，而未知2株菌株分別為P. brasiliense 及

P. versatile。除P. brasiliense菌株無法引起洋蔥組織軟腐之

外，其餘供試菌株對馬鈴薯及洋蔥皆具有致腐能力，但菌

株間有顯著差異。供試菌株皆可產生果膠分解酵素，但僅D. 

fangzhongdai菌株可產生藍色色素。供試菌株培養在pH5至

pH10之液態營養培養基中皆可生長，但在pH4中不利生長，且

菌株間有明顯差異。本研究顯示台灣蔬菜軟腐細菌存在物種多

樣性，此結果將有助於瞭解台灣細菌性軟腐病之分類現況。

關鍵詞：軟腐細菌、Pectobacterium、Dickeya、物種多樣性、

親緣關係樹

緒  言
細菌性軟腐病為重要的植物細菌性病害之一，寄主範

圍廣泛，可感染蔬菜、花卉及觀賞植物等重要經濟作物，

引 起 軟 腐 、 壞 疽 等 症 狀 ， 造 成 嚴 重 的 經 濟 損 失 。 目 前 已

知 有 多 種 病 原 細 菌 可 以 感 染 植 物 ， 引 起 植 物 細 菌 性 軟 腐

病，如 Pseudomonas、Bacillus、Burkholderia、Pantoea、
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Enterobacter、Klebsiella、Leuconostoc及Clostridium等屬
(6)之細菌，其中以Pectobacterium及Dickeya兩屬之軟腐細

菌 最 具 破 壞 力 ， 因 此 入 選 為 2 0 1 0 年 全 球 十 大 植 物 病 原 細

菌 (22)。Pec tobac ter ium及Dickeya兩屬之軟腐細菌皆屬於

Enterobacteriales目Pectobacteriaceae科，現今許多研究將其

統稱為SRP (soft rot Pectobacteriaceae)，舊稱為SRE (soft rot 

Enterobacteriaceae或soft rot Erwinia)，此類軟腐細菌之形態皆

呈桿狀、革蘭氏陰性菌、不形成內生孢子，屬兼性厭氧細菌
(4)。軟腐細菌具有非常廣泛的寄主範圍，Ma等人 (2007) 的研

究顯示軟腐細菌可感染至少35% 的被子植物，包括多種重要

經濟作物，如馬鈴薯、番茄、甜菜、胡蘿蔔、甘藍、蕪菁、

菊花、蝴蝶蘭、水稻、玉米等(21)，且大多數的軟腐細菌可以感

染多種寄主，其中發現某些物種對特定植物較具致病力，如

P. aroidearum對單子葉植物的致病力較高(25)，僅少數的軟腐細

菌具有寄主專一性，如P. betavascularum只發現為害甜菜，而

P. polaris只發現感染馬鈴薯(35)。軟腐細菌為一種伺機性病原菌

(opportunistic pathogens)，主要透過植物組織傷口侵入植物，並

潛伏於植物組織的細胞間隙，直到環境條件(如游離水、溫度

等)合適，進而侵染為害(29, 35, 37)。因軟腐細菌具有潛伏特性，使

得馬鈴薯於儲存環境或運輸過程中，皆可能發生軟腐病，因此

造成嚴重的經濟損失(8)。軟腐細菌的致病性主要依賴其產生大

量的植物細胞壁分解酵素(plant cell wall degrading enzymes)，以

降解植物組織的果膠成分，導致植物組織的結構崩塌及細胞損

傷，進而造成受侵染部位組織的腐爛(37, 38)。軟腐細菌通常存活

於含有寄主植物或其殘體的土壤中。此外，有研究顯示軟腐細

菌可以存活在田間的多種雜草及無症狀的寄主根部(35)。

軟腐細菌早期分類於Erwinia屬(5)，分別有E. carotovora 

subsp. atroseptica、E. carotovora subsp. betavasculorum、E. 

carotovora subsp. carotovora、E. carotovora subsp. odorifera、

E. carotovora subsp. wasabiae及E. chrysanthemi等物種(41)；1998

年Hauben等人根據16S rDNA序列將Erwinia屬的軟腐細菌重新

分類於Pectobacterium屬(13)；2005年Samson等人則根據DNA-



現D. dadantii 造成羽葉蔓綠絨軟腐病(45)。根據2021年Wei等

人的研究得知台灣Dickeya屬軟腐細菌至少存在D. dadantii、

D. chrysanthemi、D. undicola與D. fangzhongdai等4種物種
(44)。上述顯示台灣的軟腐細菌存在物種多樣性，非早期所記

載的僅有Ecc及Ech (或P. carotovorum subsp. carotovorum及P. 

chrysanthemi) 兩種軟腐細菌，因此有必要重新瞭解台灣的軟腐

細菌。

Van der Wolf等人 (2021) 的研究表示，根據16S rDNA

序列分析可區分Pectobacterium及Dickeya spp.與Erwinia及

Enterobacter spp.等物種，但軟腐細菌物種的分類尚需要特

定的管家基因(housekeeping gene)序列分析，才能確認其物種

地位，或利用多位點序列分析(MLSA，multi-locus sequence 

analysis)，可進一步提升物種鑑定的精確性(40)。近年Portier等人

利用多位點序列分析等方法，修訂Pectobacterium物種間的分

類地位(30, 31)。故本研究欲根據Portier等人的分類方法，分析台

灣產區不同蔬菜之軟腐細菌 Ecc 與 Ech 菌株，以瞭解其分類地

位及物種多樣性；同時探討供試菌株的基本特性及致腐能力，

以瞭解軟腐細菌物種間的差異性。研究結果可作為後續蔬菜細

菌性軟腐病防治或抗病育種之供試材料，並提供病害診斷或管

理等相關研究之參考。

材料與方法

菌株來源、培養及保存

本 研 究 所 使 用 之 供 試 菌 株 共 1 1 株 ， 包 含 8 株 E r w i n i a 

carotovora subsp. carotovora (Ecc)、1株E. chrysanthemi (Ech) 

及2株軟腐細菌，皆分離自台灣產區的不同蔬菜寄主，其中4

株Ecc菌株由臺南區農業改良場提供，其餘7株為嘉義大學植物

醫學系植物細菌實驗室保存之菌株(表一)。利用滅菌移植環將

保存的供試菌株平板畫線於NA培養基(Nutrient agar medium，

1 g beef extract，2 g yeast extract，5 g peptone，5 g NaCl，15 g 

agar，1 L dH2O)，置於30°C生長箱培養2天。以滅菌移植環挑取

菌落塗抹於523培養基(10 g sucrose，8 g casein hydrolysate，4 g 

yeast extract，2 g K2HPO4，0.3 g MgSO4‧7H2O，15 g agar，1 L 

dH2O)(18)平板，置於30°C生長箱增量培養一天，再以滅菌移植

環沾取菌泥懸浮於無菌水中，調整菌液至OD600 = 0.3，其濃度

約108 CFU/mL，作為接種源。供試菌株之保存，將欲保存的菌

株懸浮液加入已滅菌的30%甘油保存管中，均勻混合後，隨即

放置 -80°C冰箱長期保存。

分子鑑定及親緣關係分析

將供試菌株畫線在NA培養基平板，置於30°C生長箱培養

24小時，再將菌落懸浮於無菌水中，調配至OD600 = 0.3 (約108 

CFU/mL)，作為聚合酶連鎖反應(Polymerase chain reaction，
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DNA雜合反應、表現型特性、血清學反應及16S rDNA序列等

分析，又將Pectobacterium chrysanthemi重新分類於Dickeya

屬(32)；2016年Adeolu等人分析1548個核心蛋白及16S rDNA序

列，再將Pectobacterium及Dickeya兩屬從Enterobacteriaceae

科歸類至Pectobacter iaceae科(4)。自從發現軟腐細菌至今，

在世界各地仍不斷有新的物種被發現。根據2021年Toth等

人的研究記載，Pectobacter ium屬有19個物種，分別為P. 

actinidiae、P. aquaticum、P. aroidearum、P. atrosepticum、

P.  betavasculorum、P.  bras i l iense、P.  cact ic idum、P. 

carotovorum、P. fontis、P. oderiferum、P. parmentieri、

P. parvum、P. peruviense、P. polaris、P. polonicum、P. 

punjabense、P. versatile、P. wasabiae及P. zantedeschiae

等。而Dickeya屬有12個物種，分別為D. chrysanthemi、

D. dadantii  (subsp. dadantii與subsp. dieffenbachiae)、D. 

dianthicola、D. zeae、D. oryzae、D. paradisiaca、D. solani、

D. fangzhongdai、D. aquatica、D. lacustris、D. undicola及

D. poaceiphila等(36)。而Hugouvieux-Cotte-Pattat 等人 (2021) 

根據表現型、系統發育與基因組等分析，將D. paradisiaca

物種自Dickeya屬移出，重新歸類至Musicola新屬(14)。近期

Pectobacterium屬新增兩個物種，分別為2021年分離自法國

環境水體的P. quasiaquaticum (23)，及2022年引起中國芋頭軟

腐病的P. colocasium (46)。2021年Hugouvieux-Cotte-Pattat與Van 

Gijsegem利用基因組核苷酸的相似度(ANI，average nucleotide 

identity)及DNA-DNA雜合反應分析，清楚界定D. oryzae 與 D. 

zeae，並且於Dickeya屬中新增D. parazeae物種(15)。軟腐細菌多

數物種皆分離自罹病的植物組織，僅少數物種分離自環境中的

水體，如P. fontis分離自馬來西亞的瀑布、P. aquaticum分離自

法國的溪流及D. aquatica分離自芬蘭的河流等(36)。近期研究於

北愛爾蘭的胡蘿蔔罹病組織分離到D. aquatica，顯示存在環境

水體中的軟腐細菌物種，可能是植物的潛在病原細菌(36)。

台灣植物細菌性軟腐病的相關記載，曾與徐 (2003) 的報

告指出台灣植物細菌性軟腐病是由Erwinia carotovora subsp. 

carotovora (Ecc) 及E. chrysanthemi (Ech) 所引起(2)。黃等人 

(2007) 將原來的Ecc及Ech軟腐細菌學名更新為Pectobacterium 

carotovorum subsp. carotovorum及P. chrysanthemi (3)。隨著分

子生物學及相關技術的進展，對軟腐細菌的系統發育有更深入

的探討，並重新定義軟腐細菌的分類地位。因此，軟腐細菌的

新物種陸續被發現，故有必要重新確認台灣軟腐細菌的分類

地位。近年來陸續有研究以新的分類系統對台灣發生的軟腐

病害進行診斷，如Chen等人 (2020) 於台北陽明山發現白色海

芋軟腐病(7)、Tang等人 (2021) 於彰化埤頭鄉發現胡蘿蔔軟腐病
(34)及Wang等人 (2022) 於台中發現黃金葛軟腐病(43)等，皆是由

P. aroidearum引起。於2016年林等人證實D. zeae引起嘉義地區

水稻的細菌性基腐病(1)；2019年Tsai等人發現D. fangzhongdai

引起宜蘭三星鄉的青蔥軟腐病(39)；2022年Wu等人於台中發
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PCR)之DNA模版。就供試菌株的16S rDNA、dnaX、leuS及recA

等4個目標基因進行PCR反應，PCR所使用的引子對及擴增後產

物，以及反應物與反應條件皆參照引用文獻(表二)。完成PCR

之產物寄至基龍米克斯生物科技股份有限公司進行定序，取

得基因正反序列後，以Chromas v. 2.6.6檢查與修剪(trimming)

序列，並以DNAMAN v.10.3.3.06組合(assembly)正反序列，使

用美國國家生物科技資訊中心(National Center for Biotechnology 

Information, NCBI)網站，以BLASTn進行基因序列比對，並查

詢相近的軟腐菌株序列及登錄號，利用MEGA 11 v.11.0.10整理

序列及建立親緣關係樹。參考Portier等人 (2019) 的分析方法，

將供試菌株之dnaX、leuS及recA等基因序列串聯以進行多位點

序列分析(30, 31)。再分別對16S rDNA及dnaX-leuS-recA序列建立

親緣關係樹，以確認供試菌株的分類地位，參考菌株皆下載自

NCBI網站之資料庫，其相關資訊如表三及表四所示。

致腐能力測試

將供試菌株畫線於523培養基平板，置於30°C生長箱培養

一天後，再將菌落懸浮於無菌水中均勻混合，並調整其OD600 

= 0.3 (約108 CFU/mL)，作為接種源。選用馬鈴薯塊莖及洋蔥鱗

莖作為致腐能力測試的植物材料，馬鈴薯的接種方法修改自

Oskiera等人 (2017) 的研究(27)。先以自來水沖洗馬鈴薯塊莖表面

的土壤，浸泡於0.5 % NaOCl溶液10分鐘以進行表面滅菌，再

浸泡於無菌水10分鐘，連續2次，以減少植物組織殘留NaOCl。

表一、本研究使用之細菌菌株來源及資訊

TABLE 1. Source and information of bacterial strains used in this study

Strain Year Location SourceHost Original species name/identity1

Cabbage

Cabbage

Iceberg lettuce

Taro

Onion

Welsh onion

Welsh onion

Welsh onion

Tomato

Cabbage

Pakchoi

Ecc

Ecc

Ecc

Ecc

Ecc

Ecc

Ecc

Ech

Ecc

Pectolytic bacterium

Pectolytic bacterium

TNDARES2

TNDARES

TNDARES

TNDARES

DPMNCYU3

DPMNCYU

DPMNCYU

DPMNCYU

DPMNCYU

DPMNCYU

DPMNCYU

ECC3

ECC7

ECC17

ECC35

OR13

Bsr6

Bsr9

Bsr21

TSR25

CY-1

CY-2

1997

1998

2009

2014

1995

1998

1998

1991

2002

2021

2021

Hsilo, Yunlin

Yuanchang, Yunlin

Mailiao, Yunlin

Hsinhua, Tainan

Shanhua, Tainan

Sanhsing, Ilan

Sanhsing, Ilan

Chuangwei, Ilan

Jian, Hualien

Jhuci, Chiayi

Supermarket

1. Ecc: Erwinia carotovora subsp. carotovora; Ech: Erwinia chrysanthemi.
2. TNDARES: Tainan District Agricultural Research and Extension Station, 

Council of Agriculture.
3. DPMNCYU: Department of Plant Medicine, National Chiayi University.

表三、根據16S rDNA序列分析親緣關係所使用之參考菌株

TABLE 3. Reference strains used for phylogenetic analysis using 16S rDNA 

sequence

Species1 Reference strains NCBI accession number2

NZ_CP0326673

NR_151914

NZ_CP0151373

NR_125539

NZ_CP0862533

JN600327

JN600323

NR_118295

NR_118291

CP0097693

NZ_CP0247803

CP0463803

MN393939

MK910253

NR_037102

NR_118226

CP0840323

MH627387

NR_118225

NR_153752

NZ_OANP030000553

MF589613

NR_159084

MK240326

MH249622

CP0651773

MN393892

NR_026047

MG761828

CP0910643

E. coli

D. fangzhongdai

D. solani

P. actinidiae

P. aquaticum

P. aroidearum

P. aroidearum

P. atrosepticum

P. betavasculorum

P. brasiliense

P. brasiliense

P. brasiliense

P. brasiliense

P. brasiliense

P. cacticida

P. carotovorum

P. colocasium

P. fontis

P. odoriferum

P. parmentieri

P. parvum

P. peruviense

P. polaris

P. polonicum

P. punjabense

P. quasiaquaticum

P. versatile

P. wasabiae

P. zantedeschiae

Pectobacterium sp.

K-12 substr. MG1655

JS5

IPO2222

KKH3

A212-S19-A16

SCRI102

SCRI109

CFBP1526

CFBP2122

BC1

BZA12

HNP201719

JP4

ZBC7

1-12

CFBP2046

LJ1

M022

CFBP1878

RNS08-42-1A

s0421

IFB5232

NIBIO1006

DPMP315

SS95

A477-S1-J17

JP12

SR91

9M

PL152

1. E.: Escherichia; D.: Dickeya; P.: Pectobacterium.
2. Accession numbers of 16S rDNA sequences downloaded from the GenBank 

database of the National Center for Biotechnology Information (NCBI).
3. Sequences of 16S rDNA gene were extracted from the complete genome 

sequence or the whole genome shotgun sequence.表二、本研究使用之引子對及其相關資訊

TABLE 2. Primers used in this study and their related information

Sequence (5' to 3')Primer ReferencePCR productTarget gene

(26)

(33)

(31)

(42)

1468 bp

535 bp

556 bp

730 bp

16S rDNA

dnaX

leuS

recA

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

ACGGCTACCTTGTTACGACTT

TATCAGGTYCTTGCCCGTAAGTGG

TCGACATCCARCGCYTGAGATG

TYTCCATGCTGCCYTAYCCT

TCCAGTTRCGCTGCATGGTT

GGTAAAGGGTCTATCATGCG

CCTTCACCATACATAATTTGGA

fD1

rP2

dnaXF

dnaXR

leuSFErwi

leuSRErwi

recAF

recAR
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將表面滅菌的馬鈴薯置於無菌操作台內風乾，取塊莖中間部分

切成長、寬、厚約6、5、0.7 cm的切片，作為測試之馬鈴薯組

織。洋蔥鱗莖則先剝去外皮，以70%酒精噴濕去皮之洋蔥鱗莖

進行表面滅菌，置於無菌操作台內風乾，將洋蔥鱗莖兩端切除

後，再切成四等分，去除最外面2-3片鱗葉及中心較小鱗葉，

其餘鱗葉作為測試之洋蔥組織。將馬鈴薯切片與洋蔥鱗葉分別

置於含有滅菌濾紙的培養皿，以滅菌解剖刀於供試組織中央畫

出小的十字傷口，隨即在傷口上滴入5 µL接種源，並於濾紙上

加入2 mL無菌水，再以石蠟膜密封後，置於30°C生長箱培養，

每天觀察病徵進展，量測組織軟腐面積之中心垂直直徑(cm)，

並以接種無菌水作為對照，每1菌株三重複。

藍色色素產生能力測試

將供試菌株畫線於NA培養基平板，置於30°C生長箱培養

一天後，再以滅菌移植環沾取菌落畫線於NGM培養基(NA，1% 

glycerol，2 mM MnCl2‧4H2O)(3, 19)平板，放置30°C生長箱培養三

天後，觀察菌株的生長情形，並記錄是否有藍色色素產生，作

為菌株產生藍色色素能力之判斷依據，每1菌株三重複。

果膠分解酵素產生能力測試

表四、根據多位點基因dnaX、leuS及recA等序列分析親緣關係所使用之參考菌株

TABLE 4. Reference strains used for phylogenetic analysis based on the multilocus sequences (dnaX, leuS, and recA)

Species1 Reference strains1
NCBI accession numbers2

recAleuSdnaX

E. coli

D. fangzhongdai

D. solani

P. actinidiae

P. aquaticum

P. aroidearum

P. atrosepticum

P. betavasculorum

P. brasiliense

P. brasiliense

P. brasiliense

P. cacticida

P. carotovorum

P. colocasium

P. fontis

P. odoriferum

P. parmentieri

P. parvum

P. peruviense

P. polaris

P. polonicum

P. punjabense

P. quasiaquaticum

P. versatile

P. versatile

P. wasabiae

P. zantedeschiae

P. sp.

K-12 substr. MG1655

DSM 101947

CFBP7704

KKH3

CFBP8637T

CFBP8168T

CFBP1526T

CFBP2122T

CFBP5381

CFBP6617T

CFBP7357

CFBP3628T

CFBP2046T

LJ1

CFBP8629T

CFBP1878T

CFBP8475T

CFBP8630T

CFBP8626

CFBP8603T

DPMP315

CFBP8604T

A477-S1-J17

CFBP6051T

CFBP8651

CFBP3304T

CFBP1357

PL152

NC_0009133

NZ_CP0250033

MK517258

NZ_JRMH010000013

MK517167

MK517259

MK517192

MT684230

MT684263

MK517244

MT684330

MK517211

MK517197

NZ_CP0840323

MK517166

MK517195

MK517260

MT684343

MT684342

MT684340

RJTN010000173

MK517165

NZ_CP0651773

MK517226

MK517168

MK517210

MT684215

CP0910643

NC_0009133

NZ_CP0250033

MK517114

NZ_JRMH010000013

MK517023

MK517115

MK517048

MT684083

MT684116

MK517100

MT684183

MK517067

MK517053

NZ_CP0840323

MK517022

MK517051

MK517116

MT684196

MT684195

MT684193

NZ_RJTN010000013

MK517021

NZ_CP0651773

MK517082

MK517024

MK517066

MT684068

CP0910643

NC_0009133

NZ_CP0250033

MK516970

NZ_JRMH010000013

MK516879

MK516971

MK516904

MT683936

MT683969

MK516956

MT684036

MK516923

MK516909

NZ_CP0840323

MK516878

MK516907

MK516972

MT684049

MT684048

MT684046

NZ_RJTN010000013

MK516877

NZ_CP0651773

MK516938

MK516880

MK516922

MT683921

CP0910643

1 E.: Escherichia; D.: Dickeya; P.: Pectobacterium; T: type strain.
2 Download sequences of the dnaX, leuS, and recA based on accession numbers from the GenBank database of the National Center for Biotechnology Information 

(NCBI).
3 Sequences of dnaX, leuS, and recA gene were extracted from the complete genome sequences or whole genome shotgun sequences.
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將供試菌株畫線於NA培養基平板，置於30°C生長箱培

養一天後，再以滅菌移植環沾取菌落點在CVP培養基(Crystal 

violet-sodium polypectate medium，0.9% NaOH，0.045% CaCl2，

0.2% NaNO3，0.3% Agar，2% sodium polypectate，0.015% crystal 

violet)(3)平板，放置30°C生長箱培養一天後，觀察菌株的生長情

形，並記錄CVP培養基表面是否產生凹陷，作為菌株產生果膠

分解酵素能力之判斷依據，每1菌株三重複。

不同酸鹼環境生長測試

將供試菌株畫線於523培養基平板，置於30°C生長箱培養

一天後，將菌落懸浮於無菌水中，並調整細菌懸浮液至OD600 

= 0.3 (約108 CFU/mL)，作為供試菌液。配製NB培養基(Nutrient 

Broth medium，1 g beef extract，2 g yeast extract，5 g peptone，5 

g NaCl，1 L dH2O)，並利用1 M NaOH與1 M HCl將其pH分別調

整為pH4 - pH10，共7種不同pH值的NB培養基，各取0.9 mL分

裝於滅菌的1.5 mL離心管中備用。取0.1 mL供試菌液分別加入7

種不同pH值的0.9 mL NB 離心管中，除檢測其OD600值之外，並

置於震盪生長箱(30°C，300 rpm)培養一天，再檢測所有供試離

心管的OD600值，以瞭解供試菌株於不同酸鹼環境下的生長情

形，本試驗共重複三次。

統計分析方法

利用IBM® SPSS® Statistics統計分析軟體之單因子變異數

分析(One-way ANOVA)進行實驗數據分析，Fisher's LSD (Least 

Significant Difference) test進行事後檢定，以比較各組數據之間

的差異性(P<0.05)。於不同酸鹼環境生長測試中使用95% 信賴

區間(CI，Confidence intervals)表示誤差線，以比較各組數據之

間的差異性。

結　果

軟腐細菌之分子鑑定與親緣關係分析

本研究之11株供試軟腐細菌，經由NCBI網站的BLASTn

進行基因序列比對，其最高相似度的參考菌株，如表五所

示。將供試菌株及參考菌株經16S rDNA序列之親緣分析，結

果顯示分離自甘藍、結球萵苣及番茄的原E. carotovora subsp. 

表五、供試菌株之16S rDNA序列於NCBI網站經BLASTn之序列比對結

果

TABLE 5. Alignment of 16S rDNA sequences of the tested strains by 

BLASTn on the NCBI website

Strain Original name1 IdentityReference strain2

P. aroidearum SCRI 102

P. brasiliense BZA12

P. brasiliense BC1

P. brasiliense BC1

P. brasiliense HNP201719

P. brasiliense ZBC7

P. brasiliense ZBC7

P. colocasium LJ1

P. versatile JP12

P. sp. PL152

D. fangzhongdai JS5

1352/1352 (100%)

1353/1353 (100%)

1353/1353 (100%)

1353/1353 (100%)

1353/1353 (100%)

1348/1353 (99.6%)

1348/1353 (99.6%)

1351/1353 (99.9%)

1353/1353 (100%)

1353/1353 (100%)

1353/1353 (100%)

OR13

ECC3

ECC17

TSR25

CY-1

Bsr6

Bsr9

ECC35

CY-2

ECC7

Bsr21

Ecc

Ecc

Ecc

Ecc

Pectolytic bacterium

Ecc

Ecc

Ecc

Pectolytic bacterium

Ecc

Ech

1. Ecc: Erwinia carotovora subsp. carotovora; Ech: Erwinia chrysanthemi.
2. D.: Dickeya; P.: Pectobacterium.

圖一、Pectobacterium及Dickeya屬菌株之16S rDNA基因序列所建構

之親緣關係樹。使用MEGA11軟體進行鄰近連接分析(neighbor-

joining)建立親緣樹，樹圖分支的可信度採用拔靴重複取樣法進

行1000次的隨機取樣測試，圖中只顯示大於70%的bootstrap數

值。以Escherichia coli K-12 substr. MG1655菌株作為外群。

Fig. 1. Phylogenetic tree reconstructed from sequences of 16S rDNA gene 

of Pectobacterium and Dickeya strains. Phylogenetic analysis was 

completed using MEGA11 by the neighbor-joining method with 1,000 

bootstrap replicates (only bootstrap values larger than 70 are shown). 

The Escherichia coli K-12 substr. MG1655 strain was used as the 

outgroup.



析之樹圖相似(圖二)，其中供試菌株Bsr6及Bsr9在多位點基因

序列親緣關係樹圖中無法明確歸類，暫定為Pectobacterium 

sp.菌株。本研究共有11株供試軟腐細菌，其中8株分屬於5種

物種，其餘3株未知。本研究供試菌株的44個序列資訊已登錄

NCBI網站之Genbank資料庫，序列登錄號分別為16S rDNA基因

(OP005472-OP005482)、dnaX基因(OP018927-OP018937)、leuS

基因(OP018938-OP018948)及recA基因(OP018949-OP018959)。

致腐能力測試

供試菌株對馬鈴薯及洋蔥組織的致腐能力測試，結果顯示

P. brasiliense CY-1菌株及P. colocasium ECC35菌株對馬鈴薯的

致腐能力最強，而P. aroidearum OR13菌株及P. versatile CY-2

菌株對馬鈴薯的致腐能力最弱(圖三)；4株P. brasiliense菌株對

洋蔥皆無致腐能力，且P. aroidearum OR13菌株及P. versatile 

CY-2菌株對洋蔥的致腐能力最強，而P. colocasium ECC35菌

株、Pectobacterium sp. Bsr6及Pectobacterium sp. Bsr9菌株對洋

蔥的致腐能力較弱(圖三)。軟腐細菌菌株之間，對馬鈴薯及洋

蔥組織的致腐能力存在顯著差異。

藍色色素及果膠分解酵素產生能力測試

供 試 菌 株 於 藍 色 色 素 產 生 能 力 測 試 結 果 ， 顯 示 僅 D . 

fangzhongdai Bsr21菌株於NGM培養基上會產生藍色色素(圖

四)，其餘10株供試菌株皆不會產生藍色色素(表六)；於果膠分

解酵素產生能力測試中，11株供試菌株皆可在CVP培養基平板

表面產生深度凹陷的特徵(圖四)，顯示供試菌株皆具有產生果

膠分解酵素的能力(表六)。

不同酸鹼環境生長測試

供試菌株培養於不同酸鹼值的營養液態培養基(NB)，結

果顯示11株供試菌株培養在pH4的NB培養基，其OD600值皆無

明顯增加(圖五)。但培養在pH5至pH10的NB培養基，所有供試

菌株皆可生長，在各別的pH環境下，菌株之間的生長有明顯

差異，其中D. fangzhongdai Bsr21、Pectobacterium colocasium  

Ecc35及Pectobacterium sp. Bsr6菌株的OD600值較低(圖五)，又

以培養在pH10的NB培養基，D. fangzhongdai Bsr21菌株的OD600

值最低。

討　論

細菌性軟腐病普遍發生於全球各地，對許多的重要農作

物造成嚴重的經濟損害(41)。軟腐細菌的寄主範圍廣泛，對寄

主植物具高度破壞性，且可長期存活於土壤、水體及植物組

織等環境，使農業藥劑防治不易(35, 41)。故利用不同的防治方

法進行病害綜合管理應是可行的防治策略。由於軟腐細菌呈

現物種多樣性，易造成多種農產損失，具有較高的經濟風
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carotovora (Ecc) 菌株ECC3、CY-1、ECC17及TSR25，皆歸

類於Pectobacterium屬的P. brasiliense物種；分離自洋蔥、芋

頭及白菜的原Ecc菌株OR13、ECC35及CY-2，則分別歸類於

P. aroidearum、P. colocasium及P. versatile三種物種；分離

自甘藍的原Ecc菌株ECC7與Pectobacterium sp. PL152菌株最

接近，暫定為Pectobacterium sp.菌株；分離自青蔥的原Ecc

菌株Bsr6及Bsr9與P. brasiliense物種最接近，同樣分離自青

蔥的原E. chrysanthemi (Ech) 菌株Bsr21則歸類於Dickeya屬的

D. fangzhongdai物種 (圖一)。經多位點基因(dnaX-leuS-recA)

序列之親緣分析結果，顯示親緣關係樹圖與16S rDNA序列分

圖二、Pectobacterium及Dickeya屬菌株之dnaX、leuS及recA基因序列

串聯所建構之親緣關係樹。使用MEGA11軟體進行鄰近連接分

析(neighbor-joining)建立親緣樹，樹圖分支的可信度採用拔靴重

複取樣法進行1,000次的隨機取樣測試，圖中只顯示大於70%的

bootstrap數值。以Escherichia coli K-12 substr.MG1655菌株作為外

群。

Fig. 2. Phylogenetic tree reconstructed from concatenated sequences of 

dnaX, leuS and recA housekeeping genes of Pectobacterium and 

Dickeya strains. Phylogenetic analysis was conducted using MEGA11 

by neighbor-joining method with 1,000 bootstrap replicates (only 

bootstrap values larger than 70 are shown). The Escherichia coli K-12 

substr. MG1655 strain was used as the outgroup.
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險，故進出口檢疫上逐漸受到各國重視。因此，瞭解台灣植

物細菌性軟腐病病原之物種多樣性，顯得格外重要。故本研

究之供試菌株來自1991至2021年台灣9處不同蔬菜產區所分離

的11株軟腐細菌，除了根據16S rDNA基因序列進行供試菌株

分析外，同時參照Portier等人 (2020) 之研究方法(30, 31)，串聯

dnaX、leuS及recA等管家基因序列進行多位點序列分析，以

瞭解11株供試菌株現今的分類地位。研究發現原來鑑定為E. 

carotovora subsp. carotovora (Ecc) 的8株供試軟腐細菌分別歸

類於現今的P. aroidearum、P. brasiliense、P. colocasium及兩

群未知物種Pectobacterium spp.；原來鑑定為E. chrysanthemi 

(Ech) 之供試軟腐細菌歸類於D. fangzhongdai；而2021年分離

的2株軟腐細菌分別為P. brasiliense及P. versatile。供試菌株中

有4株為P. brasiliense菌株，佔比較高，與近年來國內學者發

表的軟腐細菌不同，Pectobacterium屬主要為P. aroidearum(7, 

34, 43)，而在Dickeya方面，本研究由青蔥分離之菌株歸屬於D. 

fangzhongdai，與前人研究結果相符(39, 44)。顯示台灣軟腐細菌

存在物種多樣性，值得進一步關注。

本研究11株軟腐菌株之16S rDNA序列經BLASTn比對，有

8株供試菌株與對應的參考菌株序列相似度達100%，其他3株

菌株則有99.6 - 99.9%。供試菌株ECC35與P. colocasium LJ1的

16S rDNA序列相似度為99.9% (1351/1353)，在親緣樹上很明確

地分配於同一演化支，並與P. aroidearum的親緣較近，符合

Zhou等人 (2022) 對P. colocasium親緣關係的描述(46)。供試菌

株Bsr6及Bsr9之16S rDNA序列相同，並與P. brasiliense ZBC7

的16S rDNA序列相似度為99.6% (1348/1353)，Bsr6及Bsr9菌

株在親緣樹圖上，與P. brasiliense聚集在同一演化支，但與

P. brasiliense ZBC7具有相對較高的遺傳距離(0.4%)。Nabhan

等人 (2012) 表示使用16S rDNA序列分析無法很有效的區分

Pectobacterium carotovorum等亞種，因在1,530個核苷酸序列中

僅存在35個變異位點(24)。Janda等人 (2007) 研究顯示16S rDNA

序列的親緣分析對某些屬或物種之間的區分能力較差，如某些

物種菌株間之16S rDNA序列相似度高於99%，但DNA-DNA雜

合反應結果卻區分為不同物種，當不同物種之16S rDNA序列存

在高相似度時，則需進一步鑑定確認(16)。

根據串聯dnaX、leuS及recA基因的多位點序列分析結果，

菌株ECC3、ECC17、TSR25及CY-1等歸類於P. brasiliense，

圖三、供試菌株對馬鈴薯與洋蔥組織之致腐能力。將接種之馬鈴薯與洋蔥組織培養於30°C經24小時後，測量軟腐面積垂直中心的兩個直徑，取平

均值(cm)，每1菌株三重複，以最小顯著差異(LSD)進行事後檢定。誤差線表示平均值的標準差。柱頂標準差線上所標示小寫英文字母不同時

顯示 > 95% 之信賴差異度。P.b.: P. brasiliense；P.a.: P. aroidearum；P.c.: P. colocasium；P.v.: P. versatile；P. sp.: Pectobacterium sp.；D.f.: 

D. fangzhongdai。

Fig. 3. Maceration potential of tested strains on potato tuber slices and onion scale leaves. After incubated at 30°C for 24 hrs., the sizes of macerated area were 

measured and recorded (two vertical diameters / 2). Means with the same letter were not significantly different (p < 0.05) by Fisher's least significant 

difference. The error bar represents standard error of mean on column marked with different lowercase letters indicate significant difference > 95%. P.b.: P. 

brasiliense；P.a.: P. aroidearum；P.c.: P. colocasium；P.v.: P. versatile；P. sp.: Pectobacterium sp.；D.f.: D. fangzhongdai；CK: sterile water.
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而 菌 株 O R 1 3 、 E C C 3 5 、 C Y - 2 和 B s r 2 1 則 分 別 歸 類 於 P . 

aroidearum、P. colocasium、P. versatile和D. fangzhongdai等物

種。供試ECC7菌株與Pectobacterium sp. PL152菌株形成獨立的

演化支，可能為一新物種。多位點序列分析顯示Bsr6及Bsr9菌

株自成一演化支，屬於未知物種，亦可能為一新物種，需進一

步探討。

供試軟腐細菌P. brasiliense菌株之寄主植物分別為十字花

科甘藍、菊科結球萵苣及茄科番茄。根據Oulghazi等人 (2021) 

的報告顯示，P. brasiliense可為害12科的寄主植物，其中亦包

含茄科、十字花科及菊科等作物，但未記載結球萵苣(28)。過

往文獻指出P. carotovorum subsp. carotovorum引起結球萵苣軟

腐病(10, 11, 17)，但根據Pectobacterium屬的物種分類，原歸類於

P. carotovorum或P. carotovorum subsp. carotovorum的物種已

變更其分類地位(31, 36)。分離自洋蔥罹病植株之P. aroidearum 

OR13菌株，符合Nabhan等人 (2013) 對P. aroidearum物種之

描述，其寄主植物主要來自單子葉植物(25)。P. colocasium 

ECC35菌株分離自芋頭罹病植株，與發表P. colocasium為新物

種的Zhou等人 (2022) 所分離的寄主相同(46)。菌株P. versatile 

CY-2則分離自超市採購的白菜植株。P. versatile為Portier等

人 (2019) 在修訂Pectobacterium物種時所提出的新物種，此菌

株分離自不同寄主植物，如馬鈴薯、韭蔥、菊苣、風信子、

甘藍、菊花、仙客來、鷲尾及萵苣等，亦存在多處的河流中
(31)。P. versatile是否普遍存在台灣田區，則有待後續進行調

查。菌株D. fangzhongdai Bsr21分離自青蔥罹病植株。根據

Wei等人 (2021) 研究顯示，40株Ech供試菌株中有32株屬於D. 

fangzhongdai，其中29株分離自蘭花，3株分離自青蔥(44)。因

此，D. fangzhongdai可能是蘭花及青蔥軟腐病的主要病原。

圖四、供試菌株產生藍色色素及果膠分解酵素能力的測試結果。A、供試菌株培養於NGM培養基平板，於30°C經3天後的生長情形。B、供

試菌株培養於CVP培養基平板，於30°C經1天後的生長情形。P.b.: P. brasiliense；P.v.: P. versatile；P. sp.: Pectobacterium sp.；D.f.: D. 

fangzhongdai；Control: sterile water。

Fig. 4. Results from the indigoidine production and pectolytic activity assays. A. Strains on NGM medium were incubated at 30°C for 3 days. B. Strains on CVP 

medium were incubated at 30°C for 1 day. P.b.: P. brasiliense；P.v.: P. versatile；P. sp.: Pectobacterium sp.；D.f.: D. fangzhongdai；Control: 

sterile water.

表六、供試菌株之藍色色素產生能力及果膠分解酵素產生能力

TABLE 6. The indigoidine production ability and pectolytic activity of the 

tested strains

Strain
Original species 
name/identity1

Pectolytic 
activity4

Indigoidine 
production3Species2

P. aroidearum

P. brasiliense

P. brasiliense

P. brasiliense

P. brasiliense

P. colocasium

P. versatile

P. sp.

P. sp.

P. sp.

D. fangzhongdai

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

OR13

ECC3

ECC17

TSR25

CY-1

ECC35

CY-2

ECC7

Bsr6

Bsr9

Bsr21

Ecc

Ecc

Ecc

Ecc

Pectolytic bacterium

Ecc

Pectolytic bacterium

Ecc

Ecc

Ecc

Ech

1. Ecc: Erwinia carotovora subsp. carotovora; Ech: Erwinia chrysanthemi.
2. D.: Dickeya; P.: Pectobacterium.
3. Indigoidine production ability is based on the blue pigment formed on NGM 

medium at 30°C for 3 days.
4. Pectolytic activity is according to the cavity formation on CVP medium at 

30°C for 1 day.
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軟腐細菌的致腐能力測試結果，11株供試菌株對馬鈴薯組

織切片皆可造成典型的軟腐浸漬徵狀。其中P. brasiliense CY-1

菌株具有最強的致腐能力，但其他3株P. brasiliense菌株未表現

相同的致腐能力，與De Werra等人 (2021) 的研究結果相似，不

同P. brasiliense菌株間之致腐能力存在差異性(9)。對洋蔥的致

腐能力測試顯示，4株P. brasiliense菌株對洋蔥皆無致腐能力。

根據Oulghazi等人 (2021) 的報告顯示，P. brasiliense主要為害

雙子葉植物，單子葉植物僅發現於香蕉假莖軟腐(28)。而分離自

洋蔥罹病植株的P. aroidearum OR13菌株，對洋蔥的致腐能力

最強，與Nabhan等人 (2013) 的研究相似，P. aroidearum對單

子葉植物的寄主具有較強毒力(25)。近年來P. aroidearum在台灣

引起海芋(7)、胡蘿蔔(34)及黃金葛(43)等植物軟腐病。根據Li等人 

(2022) 研究指出分離自海芋的P. aroidearum菌株，其寄主範圍

廣泛，包含單子葉及雙子葉植物，對胡蘿蔔、胡瓜、番茄、芋

頭、洋蔥及蒜苗等作物具高毒力(20)。因此，P. aroidearum未來

在台灣可能會持續出現新的寄主植物。P. colocasium ECC35菌

株對馬鈴薯的致腐能力較強，而P. versatile CY-2菌株則對洋蔥

的致腐能力較強。菌株Pectobacterium sp. ECC7、Bsr6及Bsr9與

D. fangzhongdai Bsr21皆可造成馬鈴薯及洋蔥組織軟腐。

供試的11株軟腐細菌在CVP培養基上可產生典型的深度

凹陷特徵，具有產生果膠分解酵素能力，故CVP培養基可作

為快速檢測疑似軟腐細菌是否具有致腐能力之判斷依據(3, 40)。

測試藍色色素產生結果，僅D. fangzhongdai Bsr21菌株生長在

NGM培養基上，其菌落會產生明顯的藍色色素，與Ech菌株

會產生藍色色素的特性相符，而Pectobacterium屬菌株皆未產

生藍色色素。故使用NGM培養基可初步區分出Dickeya spp.(3, 

19, 44)，但不是所有的Dickeya屬物種皆能產生大量的藍色色素
(44)，可能會影響對疑似細菌的判斷。軟腐細菌在不同酸鹼環

境下的生長情形，11株供試菌株皆可在pH5至pH10的NB液態

培養基生長，但在pH4難以生長，與Haque等人 (2017) 研究P. 

carotovorum subsp. carotovorum菌株在pH4環境下無法生長之

結果相似(12)。Wei等人的研究顯示Dickeya菌株在pH5至pH10的

NA培養基皆可生長，在pH4則菌株之間具有差異性(44)。而供試

D. fangzhongdai Bsr21菌株可生長在pH10的NB液態培養基中，

但其生長速度明顯較其他供試菌株緩慢。

近年分類學研究方法的演變，應用基因序列探討生物演化

及物種歸類的分子系統分類學，已成為相關研究的主流，在軟

腐細菌的分類研究方面，同樣受到廣泛使用。軟腐細菌的分類

歷經多次變遷，除了重新定義物種地位之外，同時也發現許多

新的物種。新興的分子生物技術已改變學者們對軟腐細菌的

認知，且更明確地瞭解其物種分類位階，藉由探討特定物種的

寄主範圍、病害發生生態、地理分布及生物特性等資訊，並建

圖五、供試菌株於不同酸鹼環境下，培養於30°C經24小時之生長情形。誤差線表示95%的信賴區間。P.b.: P. brasiliense；P.a.: P. aroidearum；P.c.: 

P. colocasium；P.v.: P. versatile；P.sp.: Pectobacterium sp.；D.f.: D. fangzhongdai。

Fig. 5. Growth of tested strains in nutrient broth adjusted to different pH values at 30°C for 24 hrs. The error bar represents 95% confidence intervals. P.b.: P. 

brasiliense；P.a.: P. aroidearum；P.c.: P. colocasium；P.v.: P. versatile；P.sp.: Pectobacterium sp.；D.f.: D. fangzhongdai.
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立適當的防治策略，以降低細菌性軟腐病所導致的經濟損失。

因此，瞭解國內植物細菌性軟腐病的實際現況，將有助於提升

未來在植物保護、抗病育種及進出口檢疫等相關產業的執行成

效。
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Soft rot bacteria of the genera Pectobacterium and Dickeya 

are important pathogens that cause the soft rot diseases in plants. 

They can infect a variety of economic crops and cause severe losses. 

Soft rot bacteria were originally classified to the genus Erwinia. 

With the progress of molecular taxonomy, their taxonomic status has 

been revised and new species continue to be discovered. Thus, it is 

necessary to understand the soft rot bacteria in Taiwan again. Based 

on 16S rDNA, dnaX, leuS and recA gene sequences, we analyzed 

the phylogenetic placement 9 strains of the original Erwinia genus 

and 2 unknown strains of soft rot bacteria of vegetables. Results 

showed that the original E. carotovora subsp. carotovora strains 

were classified as P. aroidearum, P. brasiliense, P. colocasium, 

and Pectobacterium spp. and the original E. chrysanthemi strain 

was identified as D. fangzhongdai. The unknown strains were P. 

brasiliense and P. versatile. Almost all tested strains were able 

to induce soft rot symptoms on potato and onion. Only strains 

belonging to P. brasiliense did not induce symptoms on onion. 

There were significant differences among the symptom severities 

caused by different strains. All tested strains can produce pectolytic 

enzymes, but only the D. fangzhongdai strain can produce blue 

pigment. Tested strains were able to grow in nutrient broth adjusted 

to pH5 to pH10, but not in those adjusted to pH4. There were 

significant different among the OD600 values of different strains. 

This study revealed the species diversity of soft rot bacteria causing 

vegetable diseases in Taiwan. The results will help to understand the 

current status of bacterial soft rot in Taiwan.
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