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摘要 

本研究由尋求可用於臺灣草莓產業的天然安全資材切入，探討幾丁寡醣解

決草莓病害問題的潛力。草莓是臺灣重要的經濟作物，由於原產於溫帶，在臺

灣高溫高濕的氣候中不易越夏，須每年更新植株。於此氣候下，草莓容易受到

炭疽病 (Colletotrichum spp.) 感染而冠腐死亡，使農民需大量補植而成本提高。

此外，近年來因品種更迭，造成兩大新興病害─葉枯病 (Neopestalotiopsis rosae) 

與細菌性角斑病 (Xanthomonas fragariae) 的出現，而目前臺灣種植最多的香

水品種對葉枯病極為感病，造成農民嚴重損失，使草莓產業急需解決的病害問

題加重。長期以來，化學防治被視為病害管理之主流方式，但隨著環境保護與

食品安全意識抬頭，多加利用高安全性資材以降低化學藥劑使用量是一大趨勢。

研究發現，天然生物資材─幾丁寡醣具有抑菌功效，且可以作為 pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs) 誘導宿主產生抗性，具有開發價值。因

此，本研究針對幾丁寡醣對草莓病害的防治效果進行探討，並初步了解其可能

的作用機制。首先，藉由測試幾丁寡醣對目前草莓主要病害致病菌之抑菌能力，

並觀察其對炭疽病、葉枯病及細菌性角斑病病害嚴重度的影響，評估其應用於

防治草莓病害之效果；最後，利用測定防禦相關酵素以及利用  3, 3’-

diaminobenzidine (DAB) 染色法，初步探討幾丁寡醣可能參與的抗病機制。結

果顯示，幾丁寡醣可以抑制炭疽病菌壓器形成以及葉枯病菌孢子發芽，但無法

抑制細菌性角斑病菌生長。每週以 5000 mg/L 幾丁寡醣施於草莓植株防治效

果佳，可以顯著降低炭疽病及葉枯病發病嚴重程度，但對於細菌性角斑病的防

治沒有效果；以此防治炭疽病的效果至少可持續兩週，但兩週後便失去對葉枯

病的防治效果。此外，預處理幾丁寡醣的草莓植株，在接種炭疽病菌 48 和 72 

小時後，過氧化氫酶 (Catalase, CAT) 活性明顯被誘導，而苯丙胺酸裂解酶 
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(Phenylalanine ammonia-lyase, PAL) 活性可維持穩定，且在接種 72 小時後比

對照組高。而 CAT 活性與 DAB 染色結果可相互印證，即 CAT 活性增加伴

隨觀察到 H2O2 累積的下降。本研究提供了幾丁寡醣應用於草莓炭疽病及葉

枯病防治潛力之成果，以及合適的施用頻率及濃度。希望未來將幾丁寡醣導入

田間草莓有害生物整合管理 (Integrated pest management, IPM) 的策略中，以

達到減少化學藥劑施用量與頻率的目標。 

關鍵詞：炭疽病、葉枯病、細菌性角斑病、幾丁寡醣、有害生物整合管理 
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Abstract 

Searching for natural products for disease control applicable to strawberry 

industry in Taiwan, this study aimed to investigate the potential of chitosan 

oligosaccharides in solving strawberry disease problems. Strawberry is an important 

cash crop in Taiwan. As strawberry is a temperate plant, which cannot tolerate hot 

and humid summer in Taiwan, it is vulnerable to anthracnose (Colletotrichum spp.) 

infection, resulting in more cost due to higher replanting rate. In addition, two 

diseases, leaf blight caused by Neopestalotiopsis rosae and bacterial angular leaf spot 

caused by Xanthomonas fragariae, emerge in recent years, and the most cultivated 

strawberry variety Xiang-Shui is extremely susceptible to leaf blight. Such scenario 

makes farmers suffer from enormous loss and the disease problem aggravate in the 

strawberry industry. For a long time, chemical control is regarded as the mainstream 

for disease management. However, with the rising awareness of environmental 

protection and food security, it is trending to replace chemical agents with natural 

materials of higher safety. Previous studies have revealed that one of the natural 

biological materials, chitosan oligosaccharides (COS), has antibacterial effects, and 

can serve as a pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) to induce plant 

defense response. Therefore, this study focused on the control effects of COS on 

strawberry diseases, and preliminary understanding of its possible mechanism. First, 

by testing the antimicrobial ability of COS on the major pathogens of strawberry 

diseases, and observing its influence on the severity of anthracnose, leaf blight and 

bacterial angular leaf spot, the control effects of COS on strawberry diseases were 

evaluated. Finally, the activities of defense-related enzymes and the 3, 3’-
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diaminobenzidine (DAB) staining method were used to preliminarily explore the 

possible defense mechanisms of COS. The results showed that COS can inhibit 

appressorium formation of Colletotrichum siamense ML133 and spore germination 

of Neopestalotiopsis rosae ML2411, but not growth of Xanthomonas fragariae B001. 

Weekly application of 5000 mg/L COS to strawberry plants is recommended for a 

better control effect. It can significantly reduce the severity of anthracnose and leaf 

blight, but is not effective on bacterial angular leaf spot disease. The control effect 

can last for two weeks for anthracnose, but diminished for leaf blight in two weeks. 

After pretreatment of COS, inoculation of anthracnose induced catalase (CAT) 

activity at 48 and 72 hours post inoculation (hpi), and phenylalanine ammonia lyase 

(PAL) activity maintained stable, and higher than that in control plants at 72 hpi. CAT 

activity was correlated with DAB staining results as reduction of H2O2 accumulation 

was observed when CAT activity increased. This study provides data for the potential 

of COS application on control of strawberry anthracnose and leaf blight, as well as 

the appropriate application frequency and concentration. We hope that COS can be 

introduced into the strawberry Integrated Pest Management (IPM) program in the 

future to achieve the goal of reducing the amount and frequency of chemical 

applications. 

Keywords: Anthracnose, Leaf blight, Bacterial angular leaf spot, Chitosan 

oligosaccharides (COS), Integrated pest management (IPM) 

  



doi:10.6342/NTU202101589

VI 

 

目錄 

誌謝 ........................................................................................................................ I 

摘要 ....................................................................................................................... II 

Abstract ...................................................................................................................... IV 

目錄 ...................................................................................................................... VI 

表目錄 ...................................................................................................................... IX 

圖目錄 ....................................................................................................................... X 

壹、 前人研究.............................................................................................................. 1 

一、 臺灣草莓栽培概況...................................................................................... 1 

二、 臺灣草莓重要病害...................................................................................... 4 

(一)、 草莓炭疽病 (Anthracnose) .............................................................. 4 

(二)、 草莓萎凋病 (Fusarium wilt) ............................................................ 5 

(三)、 草莓白粉病 (Powdery mildew) ....................................................... 6 

(四)、 草莓灰黴病 (Gray mold) ................................................................. 7 

(五)、 草莓青枯病 (Bacterial wilt)............................................................. 7 

(六)、 草莓葉枯病 (Leaf blight) ................................................................. 8 

(七)、 草莓細菌性角斑病 (Bacterial angular leaf spot) ............................ 9 

三、 草莓炭疽病、葉枯病和細菌性角斑病之防治........................................ 10 

(一)、 草莓炭疽病之防治 ......................................................................... 10 

(二)、 草莓葉枯病之防治 ......................................................................... 11 

(三)、 草莓細菌性角斑病之防治 ............................................................. 13 

四、 臺灣草莓病害常用之非化學農藥植物保護資材.................................... 13 

五、 幾丁寡醣於植物病害防治上之應用........................................................ 16 



doi:10.6342/NTU202101589

VII 

 

(一)、 幾丁質、幾丁聚醣與幾丁寡醣 ..................................................... 16 

(二)、 幾丁聚醣與幾丁寡醣具防治病害潛力 ......................................... 17 

(三)、 幾丁寡醣具抑菌效果 ..................................................................... 18 

六、 幾丁寡醣可誘導植物防禦系統................................................................ 19 

貳、 研究動機............................................................................................................ 22 

參、 材料方法............................................................................................................ 24 

一、 供試植物及栽培條件................................................................................ 24 

二、 草莓炭疽病菌與葉枯病菌之製備............................................................ 24 

三、 草莓細菌性角斑病菌之製備.................................................................... 25 

四、 幾丁寡醣對草莓炭疽病菌及葉枯病菌孢子發芽抑制效果.................... 25 

五、 幾丁寡醣對草莓炭疽病菌及葉枯病菌菌絲生長抑制效果.................... 26 

六、 幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病菌抑制效果............................................ 26 

七、 幾丁寡醣於草莓炭疽病、葉枯病及細菌性角斑病之抗病效果測試.... 27 

八、 防禦相關酵素活性測定............................................................................ 28 

九、 以 3, 3’-diaminobenzidine (DAB) 進行過氧化氫 (H2O2) 染色 ........... 33 

十、 統計分析.................................................................................................... 34 

肆、 結果.................................................................................................................... 35 

一、 幾丁寡醣對草莓炭疽病菌之抑菌試驗.................................................... 35 

二、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效果評估.................................................... 35 

(一)、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效果評估 (草莓組織培養苗) ........ 36 

(二)、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效果評估 (草莓走莖苗) ................ 37 

(三)、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效期評估 ......................................... 38 

(四)、 幾丁寡醣治療草莓炭疽病之效果評估 ......................................... 38 

三、 幾丁寡醣對草莓葉枯病菌之抑菌試驗.................................................... 38 



doi:10.6342/NTU202101589

VIII 

 

四、 幾丁寡醣防治草莓葉枯病之效果評估.................................................... 39 

五、 幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病菌之抑菌試驗........................................ 40 

六、 幾丁寡醣防治草莓細菌性角斑病之效果評估........................................ 40 

七、 防禦相關抗氧化酵素活性測定................................................................ 41 

八、 幾丁寡醣誘導活性氧化物質 H2O2 累積之影響 ................................... 42 

伍、 討論.................................................................................................................... 44 

陸、 結論.................................................................................................................... 52 

柒、 參考文獻............................................................................................................ 53 

捌、 圖表集................................................................................................................ 65 

玖、 附錄.................................................................................................................... 86 

  



doi:10.6342/NTU202101589

IX 

 

表目錄 

表一、 草莓苗之炭疽病病害嚴重度分級表............................................................ 65 

表二、 草莓苗之葉枯病病害嚴重度分級表............................................................ 66 

表三、 草莓苗之細菌性角斑病病害嚴重度分級表................................................ 67 

 

  



doi:10.6342/NTU202101589

X 

 

圖目錄 

圖一、 不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病菌孢子發芽與壓器產生之影響............ 68 

圖二、 不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病菌菌絲生長之影響................................ 69 

圖三、 草莓組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病抗性之影響.... 70 

圖四、 草莓走莖苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病抗性之影響............ 71 

圖五、 草莓組織培養苗與草莓走莖苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病抗

性之效期評估...................................................................................................... 72 

圖六、 幾丁寡醣對炭疽病治療效果評估................................................................ 73 

圖七、 不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病菌孢子發芽之影響................................ 74 

圖八、 不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病菌菌絲生長之影響................................ 75 

圖九、 草莓組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病抗性之影響.... 76 

圖十、 草莓組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病抗性之效期評估

.............................................................................................................................. 77 

圖十一、 不同濃度幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病菌生長之影響........................ 78 

圖十二、 組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病抗性之影響

.............................................................................................................................. 79 

圖十三、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓抗氧化酵素過氧化

氫酶活性之影響.................................................................................................. 80 

圖十四、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓抗氧化酵素超氧化

物歧化酶活性之影響.......................................................................................... 81 

圖十五、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓抗氧化酵素過氧化

酶活性之影響...................................................................................................... 82 



doi:10.6342/NTU202101589

XI 

 

圖十六、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓防禦性酵素苯丙胺

酸裂解酶活性之影響.......................................................................................... 83 

圖十七、 幾丁寡醣可降低炭疽病菌在草莓葉片中誘導的 H2O2 累積 ............... 85 



doi:10.6342/NTU202101589

1 

 

壹、 前人研究 

施用幾丁寡醣是未來解決草莓病害問題可行的策略之一，而臺灣草莓產業

和天然安全資材等相關議題，對本研究來說，頗具參考價值。因此，以下將分

為六節，依序討論：一、臺灣草莓栽培概況；二、臺灣草莓重要病害；三、草

莓炭疽病、葉枯病和細菌性角斑病之防治；四、臺灣草莓病害常用之非化學農

藥植物保護資材；五、應用幾丁寡醣於防治植物病害；六、幾丁寡醣誘導植物

之防禦相關酵素。討論內容包括該議題目前的發展，以及在這些領域的研究成

果中，對於應用幾丁寡醣防治草莓病害研究有所幫助之層面。 

一、 臺灣草莓栽培概況  

目前的草莓栽培種 Fragaria × ananassa Duchesne 為原產於北美洲的野生

種維吉尼亞草莓 (F. virginiana) 和原產於南美洲的智利草莓 (F. chiloensis) 之

雜交後代，是薔薇科  (Rosaceae) 草莓屬  (Fragaria) 之多年生草本植物 

(Hancock et al., 2010)。根據 2019 年農業統計年報，臺灣草莓種植面積約 489 

公頃，年產量達 8,743 公噸，但此產量無法滿足國內市場需求，一年仍需進口

約 3,000 公噸的草莓。根據財政部關務署 2019 年統計資料顯示，由國外進口

的草莓中有 734 公噸新鮮草莓、1,967 公噸冷凍草莓以及 245 公噸其他加工

調製草莓產品等，臺灣草莓總進口量約為 2,946 公噸 (簡等，2021)。 

在臺灣，草莓是花果菜類單位面積產值最高之作物，以苗栗縣為草莓主要

生產縣市。因其交通便利、水源優異且暖濕合宜，生產面積占全臺栽種面積九

成，其中又以苗栗縣的大湖鄉和獅潭鄉為主要栽培區域 (劉，1998)。 
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草莓最適生長溫度為 18 到 24°C 之間，低於 10°C 會發生寒害，高於 

24°C 則不易開花。草莓是需要充足陽光的短日照作物，需種在給水充足且排

水良好的微酸性土壤介質中，pH 值在 5.7 至 6.5 之間為佳 (鐘和潘，2018)。 

早期因為豐香 (桃園一號) 香氣濃郁、含糖量高，風味深受消費者喜愛，

為臺灣主要栽培品種。其株型較為塌平不通風，且隨著夏季氣溫逐年升高，加

上頻繁降雨，豐香種苗因不耐熱以及病害嚴重發生，使得種苗繁殖遇到困境，

在定植開始時，便出現種苗供應不足的問題。2016 年缺株達到高峰，當年豐

香種苗缺株 400 萬株以上 (吳，2018)，因此開始有農民放棄「豐香」而轉種

「香水」及其它品種。香水的風味雖較豐香品種淡，但其株型較為直立、通風

性佳，且較為耐病；再加上開花期較豐香早、結果量較豐香多，且果實硬度較

高而便於運輸，是近幾年來農民普遍栽種的品種。內湖一號，又稱天來或是蘋

果草莓，口感較脆、果形大，帶有微酸風味；然而其掛果期長、轉色慢，市場

占有率較低。至於戀香 (苗栗一號)，是豐香和適應產區氣候的種原「MLSBL」

的雜交種，具備豐香與香水兩品種的優點，，風味更佳、果實更大，但其果期

較晚且耐病性仍未可知，目前正開放品種授權與技術轉移 (吳，2021)。 

栽培管理方面，農民約在九月進行整地、調整土壤 pH值、施基肥和做畦，

十月施追肥、蓋塑膠布並定植；十一月長出第一期花和走莖，但為了防止養分

流失必須除去走莖。約十二月第一期果成熟，此時果實大、產量少，所以價格

較高；一月出現第二期花，而二月的第二期果是主產期，產量大、價格相對較

低。三、四月會結第三和第四期果，當結到第四期果時，因為植株已經衰老、

生長勢不再，加上天氣變熱，病蟲害防治不易，有些農民會選擇廢耕清園。草

莓雖屬多年生草本作物，但由於難以克服臺灣夏季氣候，須以每年更新植株的

方式栽培。四到七月是減少田中病蟲害的重要時期，可藉由進行休耕、綠肥或
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是輪作，降低土壤中病原菌密度。最後進行浸水與排水，完成一期的草莓栽種 

(盧，2004；羅，2012)。 

四到七月同時也是育苗業者開始育苗的時期，育苗實屬草莓栽培管理中最

艱難的階段。正值夏季的臺灣，平地高溫多溼，不適合草莓生長，因此農民多

至冷涼的高山進行育苗。一般臺灣經濟栽培的草莓園多是由農民自行挑選田間

健康且性狀良好之草莓植株，作為當季草莓苗母株，進行走莖的繁殖。育苗時

會將走莖假植於穴盤、穴植管或軟缽中，根系長出後，即可剪斷走莖繁殖苗與

母株間的連結走莖，待走莖繁殖苗茁壯便可作為日後定植於本田之種苗。然而，

由於草莓育苗期長達六個月以上，且橫跨高溫多濕的夏季，植株生長勢弱且病

害好發，造成種苗數量不夠或有潛伏感染情形，因而使得缺苗成為臺灣草莓產

業嚴重的問題之一 (盧，2004；鐘和潘，2018)。 

近年來，具有潛伏感染特性的炭疽病和葉枯病與具有系統性傳播能力的萎

凋病 (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae) 等草莓病害猖獗，在母株受感染的

情況下，培育出之種苗有極大風險帶有病原菌，當定植於本田時若環境適合發

病，便會出現冠腐死亡或生長不良的情形，造成農民嚴重損失 (鐘，2016)。為

了減少損失與缺株問題，應可從提高草莓品質並防止病害藉由種苗傳播等方向

著手，因此政府致力於推動草莓種苗三級繁殖制度，並透過草莓種苗病害驗證

作業，將無帶病原菌之健康草莓植株進行組織培養。培育出健康無毒的組織培

養苗 (G0) 經馴化後便可作為原原種 (G1)，用以繁殖原種 (G2) 及最後可用

於本田定植的採種苗 (G3) (曾和陳，2021)。其中，草莓病害驗證作業須知之檢

定標的包括萎凋病菌  (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae)、炭疽病菌 

(Collectotricum spp.)、根腐線蟲  (Pratylenchus spp.) 及草莓輕型黃邊病毒 

(Strawberry mild yellow edge virus, SMYEV)，以預防其後代在本田持續傳播潛
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伏性或系統性病害。此外，行政院農業委員會苗栗區農業改良場更提供農民植

株病害篩檢的服務，使農民得以使用健康母株育苗，降低育苗時期病害發生機

率，在育苗期掌控田間病害發生狀況，即時汰除已被病原菌侵入之植株，減少

人力成本支出 (鐘，2016；曾和陳，2021)。 

二、 臺灣草莓重要病害  

(一)、 草莓炭疽病 (Anthracnose) 

炭疽病是草莓重要的真菌性病害之一，其病原菌為炭疽刺盤孢菌屬 

(Colletotrichum) 之真菌。根據植物保護資訊系統，草莓炭疽病可以由  C. 

gloeosporioides、C. dematium、C. fragariae 和 C. acutatum 所引起 (Chung et 

al., 2019)。但透過對 2010-2018 年主要草莓產區採集到的菌株進一步探討其

病原性、型態及多基因序列分析結果後，發現造成臺灣草莓炭疽病冠腐病徵最

主要的病原菌是屬於 C. gloeosporioides species complex 中的  C. siamense 

(75%)，少部分可能由同屬於  C. gloeosporioides species complex 中的  C. 

fructicola (11%)、C. karstii (6%) 和 C. boninense (2%) 所造成 (Chung et al., 

2019；Chung et al., 2020)。 

炭疽病菌可以感染草莓植株的各個部位，草莓植株被炭疽病菌感染後，於

葉部會形成黑色壞疽斑，葉柄及走莖在感染初期會形成黑色環斑，後期黑色斑

點會擴大且略為凹陷，並產生粉橘色的分生孢子堆。當根冠部受到感染會形成

冠腐，導致植株養分及水分吸收受阻，使得地上部逐漸黃化萎凋，整株植株終

將會萎凋死亡。將冠腐植株根冠部切開可見剖面有褐化現象，是炭疽病菌所造

成病徵中危害最嚴重的 (吳等，2018；Chung et al., 2020)。 
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炭疽病好發於高溫多濕的環境中，因此育苗期後期或是本田期初期，皆容

易受到炭疽病菌的危害 (Howard et al., 1992)。炭疽病菌可於葉片、果實、走莖

或冠部等組織殘存，其分生孢子可藉雨水及風力傳播，亦可由带病幼苗進行遠

距離傳播 (鐘等，2012)。分生孢子會產生壓器 (Appressoria)，在植物組織表面

潛伏感染 (latent infection)。潛伏感染時，宿主雖然不會出現病徵，需待環境適

合或是宿主組織成熟時才會出現病徵，但此時仍然可以產生分生孢子，從而增

加田間病原菌的密度 (吳等，2018；鐘和吳，2018a)。由於炭疽病菌會潛伏於

種苗，再隨種苗傳播至本田，因此檢測炭疽病菌是否潛伏感染於植株中，可有

效降低病原菌傳播。檢測的方法包括使用除草劑 (Paraquat) 或冷凍法殺死植

物組織，以加速植物體內炭疽病菌生長，進而產生粉橘色分生孢子堆，以利判

斷植株是否受炭疽病菌感染 (Mertely and Legard, 2004)。亦可藉由酒精將植株

表面消毒，經  10-14 天觀察潛伏感染之炭疽病的分生孢子堆產生情形 

(Ishikawa, 2004)。然而，更快速的偵測方法是透過臺灣草莓炭疽病菌的序列進

行引子設計，開發巢式聚合酶連鎖反應技術 (Nested PCR)，除了具有高專一性

與高靈敏度，整個檢測流程可在 1-2 天之內完成，符合快速檢測所需 (鐘等，

2020)。 

根據 Chung 等人自 2010 至 2016 年的調查，臺灣草莓在育苗期因炭疽

病菌感染，造成 30-40% 的幼苗因冠腐死亡；定植到本田後，則有 20% 的植

株因冠腐而死亡，農民因而需大量補植，使得種植成本隨之升高 (Chung et al., 

2019)。 

(二)、 草莓萎凋病 (Fusarium wilt) 
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根據安氏等人 (2012) 的報導，臺灣苗栗縣大湖和獅潭鄉及其他草莓栽種

地區，於 2010 年起陸續發現萎凋病之危害。本病害由 Fusarium oxysporum f. 

sp. fragariae 所引起，具寄主專一性。鐮孢菌 (Fusarium spp.) 是廣泛存在於自

然界的真菌，其中以 Fusarium oxysporum 引起的病害最為嚴重，可以感染上

百種植物 (Smith, 2007)。 

草莓萎凋病屬於土壤傳播性病害，田間的病原菌也可利用厚膜孢子在土壤

及植物殘體中殘存多年，作為 F. oxysporum f. sp. fragariae 的初級感染源，待

草莓植株種植後，可從根尖或傷口侵入植物組織並經由維管束進行系統性感染 

(陳等，2017)。若農民不慎以罹病母株繁殖走莖苗，萎凋病菌可經由走莖傳播

並感染子代。萎凋病於植株罹病初期病徵不明顯，其外觀與健康植株無異，但

遇高溫時病徵便慢慢顯現。因此在育苗後期至定植初期，感病植株會因導管被

定植的菌絲、小分生孢子和植物防禦物質 (如：tyloses 和 gels) 堵塞，出現水

分運輸不良的情況 (Garces-Fiallos et al., 2017)，之後新葉出現半側萎凋，一片

葉的三片複葉大小不一致，因而被農民稱之為「大小葉」或「歪耳朵」。而隨

病勢逐漸嚴重，會發生植株矮化和下位葉黃化，甚至全株萎凋枯死。由於此病

害病程發展緩慢，直到第一期花才出現枯萎，早已錯過最佳補植時機。以 2015 

年為例，若發生萎凋病比例達 70%，則每公頃單是補植的損失即達 45 萬元，

對農民來說是一大生產成本負擔 (姚，2014；陳等，2017；鐘和吳，2018b)。 

(三)、 草莓白粉病 (Powdery mildew) 

草莓白粉病是由 Sphaerotheca macularis f. sp. fragariae 所引起，為絕對寄

生菌，是全球草莓栽培地區普遍發生的病害。臺灣於 1985 年首次在苗栗縣大

湖鄉發現白粉病的危害，隔年有擴大、蔓延且更為嚴重的趨勢 (彭等，2013)。 
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白粉病好發於低溫低濕的環境中，在臺灣低海拔地區夏季氣溫高，白粉病

菌無法越夏，但高海拔區長期低溫，則一年四季皆可發病。其分生孢子透過風、

氣流進行傳播，於  15-25°C 下均可發芽，而  20°C 為最佳發芽溫度  

(Paulus, 1990)。白粉病可危害草莓葉片、花萼、花瓣以及各時期的果實 

(Nelson, 1996)。葉片初期出現圓形病斑，後期會於病斑處出現白色粉狀物。當

花器受感染時，無法正常結果，幼果受感染會硬化且無法順利轉色，成熟果受

感染則會腐爛，嚴重影響收成及商品價值 (鐘等，2012)。 

(四)、 草莓灰黴病 (Gray mold) 

草莓灰黴病由 Botrytis cinerea 所引起，由於此病原菌寄主範圍廣，且腐

生能力強，可以在多種植物殘體上存活，待環境適合，短時間內便能產生大量

分生孢子。草莓灰黴病好發於低溫高濕的季節，可藉由風與雨水傳播，降雨日

數越多，灰黴病越發嚴重。在臺灣，此病多發生在 12 月至隔年 2-3 月的下雨

天，高海拔區發病則可以持續到 4-5 月 (鐘等，2012)。 

草莓灰黴病可危害植株葉、莖、花器及果實，其中，果實及果柄受危害對

農民造成經濟損失較大。果實受感染時，先出現水浸狀淡褐色病斑，之後逐漸

轉為暗褐色，感染後期使組織軟腐、香味盡失，嚴重影響產量與商品價值。若

種植環境濕度較高，感染部位則容易產生灰色的黴狀物，為灰黴病菌之分生孢

子，將成為二次感染源，藉由風雨再次傳播，危害作物 (李，2005)。  

(五)、 草莓青枯病 (Bacterial wilt) 

由 Ralstonia solanacearum race 1 所引起的青枯病，又稱細菌性萎凋病。

臺灣在 1983 年首次於苗栗縣大湖鄉發現青枯病之蹤跡，當時草莓植株在幼苗
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期時大規模受感染而死亡。經研究後發現，農民將已感染青枯病之植株作為繁

殖母株，病原菌透過母株的維管束經由走莖垂直感染子代，帶病走莖苗定植於

田間後遇高溫高濕的環境，便開始出現失水萎凋的現象，最終全株枯萎死亡，

造成農民的補植成本增加 (許，1984)。 

與萎凋病相同，青枯病亦是土壤傳播性病害，除了可藉由走莖苗進行長距

離的傳播外，亦可透過灌溉水散佈到其他田區。病原菌由根部傷口侵入植物，

繼而進入維管束，並在其中生長造成維管束阻塞。由於水分運輸受阻，首先由

下位葉開始萎凋，葉柄下垂，數日後整株枯死，若切開病株之根冠部可發現內

部組織褐化，泡入水中則有乳白色的菌泥流出 (鐘等，2012)。 

所幸，國內發展出利用走莖檢測草莓青枯病菌的方法，藉由 triphenyl 

tetrazolium chloride (TTC) 選擇性培養基篩檢走莖，供農民在於育苗前先行篩

選，盡早移除帶病親株，減少田間的帶病走莖苗數，也大幅降低田中的病原菌

密度，而使青枯病之發生機率逐年下降，甚至至今已不見蹤跡 (彭，2002)。 

(六)、 草莓葉枯病 (Leaf blight) 

近 2-3 年草莓產業的栽培品種由對炭疽病感病的豐香品種轉為較為耐病

的香水品種，此品種育苗容易且產量高，目前在苗栗等重要草莓栽種區佔 90% 

以上。但近年發現香水品種對於真菌性病原菌 Neopestalotiopsis rosae 相當感

病 (鐘和吳，2020；Wu et al., 2021b)，而豐香則屬於抗病品種 (徐等，2020)。 

N. rosae 可危害草莓植株的葉片、葉柄、走蔓、冠部、根系及果實，葉片

受感染初期為圓形褐色壞疽病斑並隨水蔓延造成葉枯徵狀，葉片病斑後期出現

黑色環狀柄子殼。走莖受感染而出現的褐色病斑會略顯凹陷。若感染冠部則會
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使之褐化；新葉生長不良且老葉葉色轉紫至紫紅色，後期葉片出現焦枯現象。

此外，幼果及成熟果受到感染都會出現褐色壞死狀 (鐘和吳，2020；Wu et al., 

2021b)。 

此病原菌與炭疽病菌之傳播方式類似，可以藉由風雨傳播。經行政院農業

委員會苗栗區農業改良場以酒精法測試，有一定的比例可以發現此病原菌，由

此推測草莓葉枯病有可能也具有潛伏感染特性，並可藉由種苗帶菌傳播 (鐘和

吳，2020)。 

(七)、 草莓細菌性角斑病 (Bacterial angular leaf spot) 

草莓細菌性角斑病是由 Xanthomonas fragariae 所引起的細菌性病害，與 

N. rosae 造成的葉枯病均是這幾年因品種更換才出現的新興病害。自 2017 年

起，在豐香及香水品種的草莓植株上均可觀察到此病害，顯示此病對於品種無

偏好性 (Wu et al., 2021a)。 

初期受細菌性角斑病感染的植株，植株葉背可見被葉脈侷限而呈角狀且透

化的水浸病斑，後期於葉表出現紅褐色不規則且融合的病斑。在潮濕的環境下，

則可見葉片病斑處滲出具黏性的細菌滲出液 (Wu et al., 2021a)。 

細菌性角斑病初次感染源可以藉由受汙染的器具、材料、動物、人類的衣

物、植株及水源傳播，再透過雨水噴濺進行二次感染，亦有研究指出可能會藉

由 aerosolized inoculum 傳播 (van der Wolf et al, 2018)。此病最常在冬季至初

春之際並以噴灌系統澆水的草莓園中發現，尤其以迎風側及河邊等濕度高處更

為嚴重 (van der Wolf et al, 2018；Wu et al., 2021a)。細菌性角斑病菌亦可進入

維管束導致系統性感染，並經由走莖傳播給子代 (Bestfleisch et al., 2015)。 
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三、 草莓炭疽病、葉枯病和細菌性角斑病之防治  

(一)、 草莓炭疽病之防治 

無論是育苗期或是本田期，炭疽病都是近 10 年來草莓的頭號殺手，尤其

在高溫高濕的夏季，炭疽病容易造成植株整株枯萎死亡，更是使農民措手不及 

(鐘和吳，2018a)。美國的佛羅里達州，炭疽病可以造成育苗圃 80% 的幼苗死

亡，田間產量的損失更是可以高達 50% (Howard et al., 1992)；在臺灣，有 50% 

以上的草莓植株有典型炭疽病冠腐的徵狀，育苗期約有 30-40% 的植株因為

冠腐死亡，而移植到本田後又有約 20% 的植株因炭疽病損失 (Chung et al., 

2020)。 

根據農業試驗單位所整合的草莓炭疽病有害生物整合管理  (Integrated 

pest management, IPM) 策略中，在耕作防治方面，首先可選擇耐病之品種 (如：

香水) 種植，並使用組織培養苗或健康無病徵的植株作為母株進行種苗繁殖。

避免炭疽病菌透過雨水噴濺或走莖垂直感染子代，造成育苗期時遭遇夏季高溫

而冠腐死亡。也可透過篩檢技術，提早汰換帶病植株，及早進行補植並減少其

傳播的可能性。由於炭疽病菌產生之分生孢子可以藉由風雨傳播，給水方式由

傳統噴灌改為滴灌，可以降低 50-86% 的植株損失 (鐘和吳，2018a)。在肥培

管理方面，有文獻指出炭疽病的發生與氮肥的過度施用有正相關，因此不應偏

用氮肥 (鐘等，2013)。此外，也需要避免過度密植，保持通風，再搭配即時清

除罹病葉，保持田間衛生，便可以從栽培管理上大幅減少此病害的發生。 

在物理防治方面，若為戶外種植，在植株上方加設黑色遮陽布，除了遮蔭

有助於降溫外，亦會避免雨水造成的孢子噴濺 (鐘和吳，2020)。另外，有研究

指出澆灌枯草桿菌或木黴菌有助於增加草莓果實重量、可溶性固形物含量及糖
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酸比，對於草莓炭疽病也有防治效果，可提供有機栽培之草莓園作為生物防治

施用 (張等，2014)。 

化學防治法仍是目前被廣泛認為能速效的主流防治方法，但施用時機會影

響藥劑之效果。一般建議在發現田間有炭疽病病斑出現時，需盡快去除罹病組

織，並在 24 小時內噴施化學藥劑，以降低病原菌侵入摘除病葉時所造成之傷

口的可能性。根據行政院農業委員會動植物防疫檢疫局所管理之農藥資訊服務

網 (2021) 上的資訊，在病害發生初期，即葉片出現病斑時進行施藥，可施以

稀釋 3,000 倍的 23.6% 百克敏水懸劑、稀釋 3,000 倍的 24.9% 待克利水懸

劑、稀釋 2,000倍的 25% 普克利乳劑或稀釋 3,000 倍的 43.7% 三氟敏水懸

劑等藥劑，依推薦施用方式使用，必要時隔 7 天施用一次。 

(二)、 草莓葉枯病之防治 

近 10 年來，Neopestalotiopsis spp. 對草莓造成葉枯、冠腐、根腐及果腐

等徵狀，已經在墨西哥 (Rebollar-Alviter, 2020)、中國 (Wen, 2019；Sun et al., 

2021)、伊朗 (Ayoubi, 2016)、印度 (Amrutha, 2018)、阿根廷 (Obregón, 2018) 

及美國 (Wyenandt, 2020) 等國揭露。舉例而言，根據 Rebollar-Alviter 等人 

2020 年的報導，墨西哥在 2017 年因為 Neopestalotiopsis rosae 造成草莓冠腐，

使當地草莓栽培區有 50% 的損失；2020 年秋天美國紐澤西州的草莓栽培區

也因此病造成高達 50% 的植株死亡 (Wyenandt, 2020)；臺灣在 2018 年開始

在苗栗、南投、新竹、桃園、台北及嘉義等地發現疑似葉枯病的病徵，在 2019 

至 2020 年時，此病害又更趨嚴重，植株移植到本田後，更是造成高達 30% 

的植株損失 (Wu et al., 2021b)。 
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N. rosae 具有潛伏感染特性，栽種時使用健康種苗，避免將病原菌帶入本

田中，也可以種植較為抗病的品種 (如：豐香品種) 取代感病的香水品種 (徐

等，2020；鐘和吳，2020)。由於其分生孢子可以藉由風雨傳播，學者建議可以

加設遮雨棚，避免雨水使病害散播更遠。當溫度低於 25°C，連續下雨且相對

濕度高於 80%，將會使葉枯病造成的果腐及葉片病徵更為嚴重 (Embaby, 

2007)。雖然臺灣尚未有在草莓葉枯病上的推薦用藥，但徐等 (2020) 指出，以

培養基添加藥劑測定葉枯病菌菌絲生長抑制防治效果的試驗中，稀釋 3,000 

倍的 25% 撲克拉乳劑、稀釋 1,500 倍的 25.9% 得克利水基乳劑、稀釋 1,000 

倍的 75 g/L 依普座乳劑、稀釋 1,500 倍的 39.5% 扶吉胺水懸劑、稀釋 400 

倍的 80% 鋅錳乃浦可濕性粉劑及稀釋 1,500 倍的 62.5% 賽普護汰寧水分

散性粒劑等在推薦稀釋倍數下，有較佳的抑制效果，抑制率均達 90% 以上。

其中，賽普護汰寧為草莓灰黴病之推薦藥劑，或許未來可作為草莓葉枯病之防

治推薦用藥參考。此外，根據行政院農業委員會苗栗區農業改良場以草莓炭疽

病推薦藥劑進行草莓葉枯病菌菌絲的抑制試驗效果發現，有些草莓炭疽病的推

薦藥劑 (如：腐絕快得寧、待克利、百克敏等) 及草莓灰黴病的推薦藥劑 (如：

賽普護汰寧和依普同) 可以抑制葉枯病菌菌絲生長，因此使用炭疽病及灰黴病

推薦用藥防治炭疽病與灰黴病的同時，可能可以兼防葉枯病 (吳等，2021)。而

就在 2021 年 6 月 17 日行政院農業委員會公告草莓葉枯病的緊急防治用藥，

在病害發生初期，即葉片出現病斑時進行施藥，可施以稀釋 1,200 倍的 53% 

腐絕快得寧可溼性粉劑、稀釋 3,000 倍的 24.9% 待克利水懸劑、稀釋 3,000 

倍的 23.6% 百克敏水懸劑、稀釋 2,000 倍的 25% 普克利乳劑或稀釋 2,000 

倍的 62.5% 賽普護汰寧水分散性粒劑等藥劑，依建議施用方式使用，必要時

隔 7 天施用一次。 
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(三)、 草莓細菌性角斑病之防治 

在臺灣，雖然草莓細菌性角斑病所造成的產量損失尚無統計資料，但根據

文獻，此病可以造成 8-80% 的產量損失 (Epstein, 1966；Roberts et al., 1997）。

此病原菌 (X. fragariae) 可進入維管束造成系統性感染，可能會以無病徵的病

苗傳播，因此，使用無帶病之種苗是主要的管理方法 (Roberts et al., 1996；

Gillings et al., 1998)。在歐洲，此病原菌屬於 A2 級檢疫病原菌，因此會在海

關檢疫時遭到攔截，以避免病株移入境內 (Schmitz et al., 1992)。 

若病株已進到田中，小範圍尚可根除，但若範圍擴大便難以防治。細菌性

病害雖然可以使用銅劑或抗生素進行防治，但在草莓細菌性角斑病防治上並沒

有推薦藥劑可以使用。再者，以銅劑或抗生素防治都有其缺點，銅劑與酸性藥

劑混合時容易發生藥害 (黃，2008)；抗生素或誘導植物產生系統性抗性的物質 

(如水楊酸類似物)，雖然經實驗證明對於細菌性角斑病有防治效果，但目前未

廣泛被登記為可用資材 (Roberts et al., 1997；Braun and Hildebrand, 2013)。而

若以 56°C 熱水處理苗株 15 分鐘，或以 52°C 熱水處理 60 分鐘，雖然都可

以達到完全滅菌，但此兩種處理方法的時間和溫度卻也會對植株造成傷害 

(Turechek and Peres, 2009)。有研究發現，乳酸菌 Lactobacillus plantarum 對於

草莓細菌性角斑病具抑制效果，可作為生物製劑施用 (Daranas et al., 2019)。不

過，就目前臺灣而言，尚無任何化學或生物製劑可用於防治細菌性角斑病，只

能盡量減少將病株帶入田區及即時拔除病葉，以降低病害發生機率 (van der 

Wolf et al., 2018)。 

四、 臺灣草莓病害常用之非化學農藥植物保護資材  
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雖然針對不同的草莓病害已建立可行的 IPM 策略，但農民仍主要依賴化

學藥劑進行病害管理。根據美國環境工作組織 (Environmental Working Group) 

於 2021 年最新報告，草莓連續 5 年拿下「Dirty Dozen」蔬果的冠軍，化學

農藥殘留問題層出不窮。因應消費者食品安全意識抬頭與對環境保護議題的重

視，開發更多友善人體及環境的策略以減少化學農藥使用日趨重要，其中非化

學農藥植物保護資材的使用便提供給農民另一個安全且有效的選擇。 

行政院農業委員會動植物防疫檢疫局 (2018) 公告的非化學農藥植物保

護資材是指已登記之化學合成農藥以外的植物保護資材，包括免登記植物保護

資材、有機農業商品化資材等其他資材。其中，銅劑、石灰硫磺合劑、碳酸氫

鉀、礦物油與拮抗微生物等常用於草莓栽培中，以下將進一步介紹。 

(一)、 銅劑 

由硫酸銅、生石灰及水混合而成的波爾多液，藉由緩慢釋放的銅離子進入

病原菌體內。當銅離子與酵素上的氫硫基 (-SH) 作用，將凝固菌絲細胞膜的蛋

白質和破壞胞內酵素活性，導致蛋白質及酵素變性，使病原菌死亡，發揮廣效

性的殺菌作用。銅劑屬於非專一性蛋白質變性劑，病原菌不易產生抗藥性，可

以防治草莓白粉病、炭疽病、灰黴病及果腐病等。不過，波爾多液殘效性長、

黏性極強，附著在植物體上不易被雨水沖刷，對於觀光草莓園來說可能影響其

賣相 (朱和鐘，2013；莊，2019)。而同屬銅劑、推薦使用於防治草莓果腐病的

鹼性氯氧化銅，其作用機制與波爾多液相同，須避免與石灰硫磺、礦物油及有

機砷混合使用 (李，2009)。 

(二)、 石灰硫磺合劑 
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石灰硫磺合劑早在 1800 年代就被人類用於防治葡萄白粉病，由生石灰、

硫磺及水依比例煮製而成，主要成分為多硫化鈣 (CaS)，呈鹼性 (王，2010)。

施用石灰硫磺合劑會在植株表面留下多硫化鈣，和氧氣及二氧化碳作用形成硫

磺顆粒，其氣化產生的硫蒸氣 (H2S)，為毒性氣體，可以作為 decoupler 抑制

粒線體電子傳遞鏈中 cytochrome oxidase 的作用，干擾病原菌或害蟲呼吸作用，

而引起毒殺作用 (Andreazza et al., 2018)，防治對象除了草莓白粉病和炭疽病

之外，對二點葉蟎和薊馬等害蟲亦有效。須避開高溫時施用，且由於製劑為鹼

性，若使用濃度不當，容易造成幼嫩組織被燒傷或藥害情形發生 (朱和鐘，2013；

Robinson, 1924)。 

(三)、 碳酸氫鉀 

對人體無害且對環境衝擊小的碳酸氫鉀，屬於接觸性資材，被推薦使用在

多種作物的白粉病防治上，具有去除葉面上的白粉病病斑之效果。作用機制是

藉由抑制真菌病原菌分泌酵素、或直接毒害細胞質的方式，毒殺病原菌孢子。

在烈日下使用碳酸氫鉀，或稀釋劑量不當都容易使葉片出現藥害的灼燒斑。每 

7 天施用一次，連續使用 3 次預防病害之成效較為穩定，輔以使用展著劑或

礦物油可以提升效果 (林等，2004；Wenneker and Kanne, 2010)。 

(四)、 礦物油 

礦物油可用於防治草莓白粉病，作用機制除了藉由噴施後在植物表面產生

物理屏障，干擾病原菌附著於植物體上，也可以防止真菌孢子的發芽及入侵。

此外，礦物油也是一種窒息劑，透過抑制真菌的呼吸作用，造成病原真菌死亡；

也會阻塞昆蟲的氣孔，阻礙其氧氣吸收，進而達到防治害蟲的功效。當礦物油

滲入植物體後，有可能會影響植物的光合作用、呼吸作用及蒸散作用，因此夏
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季時不宜施用，容易有藥害產生，長時間施用甚至會有嫩芽萎凋，甚至延遲生

長情形發生 (莊和吳，2005；Wojdyla, 2012)。 

(五)、 拮抗微生物 

所謂拮抗微生物係指能藉由產生抗生素、競爭營養、空間或感染點、超寄

生病原菌菌絲或分泌細胞壁分解酵素等機制以抑制病原菌生長的微生物。因此

施用拮抗微生物有抑制病害的功效，可減少草莓植株的罹病率。有研究指出枯

草桿菌、木黴菌對於草莓炭疽病有防治效果 (朱和鐘，2013；張等，2014)。根

據農藥資訊服務網 (2021)，液化澱粉芽孢桿菌 Ba-BPD1、液化澱粉芽孢桿菌 

CL3 和貝萊斯芽孢桿菌 BF 可用來防治灰黴病，蓋棘木黴菌 ICC080/012 則

可用來防治草莓疫病。 

五、 幾丁寡醣於植物病害防治上之應用  

(一)、 幾丁質、幾丁聚醣與幾丁寡醣 

幾丁質 (Chitin) 是自然界中含量僅次於纖維素的天然生物聚合物，主要

存在於甲殼類外殼、節肢動物的外骨骼、軟體動物的外殼和內骨骼 (如：烏賊

的軟骨)，以及真菌的細胞壁中 (陳，2003；吳和黃，2010)。商業用途的幾丁

質主要由漁業廢棄物中的甲殼類外殼所提煉，以幾丁質去乙醯基酶 (Chitin 

deacetylase) 降解，經過 70% 以上的 N 端去乙醯化作用後，會生成幾丁質衍

生物，即為以 β-1,4-linked D-glucosamine 組成的幾丁聚醣 (Chitosan) 與少部

分以 N-acetyl-D-glucosamine 組成的 chitin oligosaccharides。高分子的幾丁聚

醣再經幾丁聚醣酶 (Chitosanase) 降解後，會得到以 D-glucosamine 為單位且

分子較小 (分子量少於 5000 Dalton) 的幾丁寡醣 (Chitosan oligosaccharide, 
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COS；又稱為 Chitooligosaccharide) (Kim and Rajapakse, 2005；Jung and Park, 

2014)。不同於幾丁聚醣需要酸性溶液助溶，幾丁寡醣可以直接均勻分散於水

溶液中，而溶液 pH 值呈中性 (Guo et al., 2018；Bakshi et al., 2020)。 

幾丁寡醣的理化特性與幾丁聚醣和幾丁質十分相似，除了無毒特性外 

(Hernández-Téllez et al., 2016)，更以其生物相容性、生物降解性和生物活性著

稱 (Naveed et al., 2019)。在醫學上，幾丁聚醣被用作錠劑中活性成分的穩定劑，

並在減肥食品中廣受歡迎 (Romanazzi et al., 2018)；此外，相較於幾丁聚醣，

幾丁寡醣可以提供藥物以更高的效率進入腸壁及細胞間移轉 (Naveed et al., 

2019)。農業上，由於幾丁聚醣毒性低，是第一種歐盟批准可用於有機農業和有

害生物綜合管理的植物保護資材 (Romanazzi et al., 2018)。幾丁聚醣可以用來

延緩果實成熟  (Ali et al., 2010)、在果實表面形成半透膜來延長儲架壽命 

(Chong et al., 2015) 及利用其抗真菌活性以抑制真菌造成的果實腐爛 (Meng et 

al., 2010) 等。因為幾丁寡醣在溶液中的分散性較幾丁聚醣更佳，更容易完全

溶解於中性溶液中，所以生理生化活性較為明顯 (Lin et al., 2005)。根據 Lin 

等人 (2005) 的研究發現，低分子量的幾丁寡醣對於抵抗病原菌入侵的效果比

高分子量的幾丁聚醣佳。草莓由苗期開始，以幾丁寡醣處理，其果實硬度、維

生素 C、總含糖量、總可溶性固形物和可滴定的酸度含量增加，果實品質提升 

(He et al., 2018)。農民在使用幾丁寡醣時不需要以酸性溶液助溶，使用上更為

方便。 

(二)、 幾丁聚醣與幾丁寡醣具防治病害潛力 

根據前人的文獻，幾丁聚醣對木瓜、芒果和柑橘的炭疽病有防治效果，其

抑菌作用有助於延長這些果實的儲藏時間 (Bautista-Baños et al., 2003；Zhu et 
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al., 2008； Zhou et al., 2016)。在接種白粉病菌後第 9 天，即有 30% 的植株

有 90% 的葉面被白粉病覆蓋，而噴施幾丁聚醣的處理組則在接種後第 30 天

才達到此病害嚴重程度 (Lowe et al., 2012)，顯示幾丁聚醣具有防治草莓白粉

病的潛力。 

由於幾丁寡醣可誘導作物提高防禦酵素之活性，施用於水稻葉片上可有效

預防水稻白葉枯病嚴重發病 (Ma et al., 2019)，也可以提高水稻對南方水稻黑

條矮縮病毒 (Southern rice black-streaked dwarf virus, SRBSDV) 的抗性 (Yang 

et al., 2017)，對於油菜的菌核病和黃瓜的灰黴病亦有顯著的抑菌和誘導抗性效

果 (Ben-Shalom et al., 2003；Yin et al., 2013)。由此可見，幾丁寡醣具有防治作

物病害的潛力。 

(三)、 幾丁寡醣具抑菌效果 

在結構上，相較於 N 端乙醯基葡萄糖胺聚合物的幾丁質，幾丁聚醣及幾

丁寡醣因其 N 端去乙醯化程度高，具有更多可被質子化的胺基。在溶於水後，

-NH2 轉化為質子化形式 -NH3
+，使幾丁聚醣與幾丁寡醣表面帶正電荷 (Xing 

et al., 2015；Naveed et al., 2019)。由於革蘭氏陽性菌的細胞壁含有厚肽聚醣層，

其中的磷脂質基團帶有負電荷，革蘭氏陰性菌的脂多醣也會使其表面帶負電荷，

而真菌的細胞膜和病毒的外套膜亦具有帶負電荷的蛋白質或醣蛋白。因此，當

帶正電荷的幾丁聚醣或幾丁寡醣分子與病原菌表面接觸時，便會產生靜電交互

作用，使病原菌細胞表面發生變化，細胞膜通透性增加，導致細胞內物質滲漏，

最後造成細胞死亡 (Xing et al., 2015；Chandrasekaran et al., 2020)。此外，也有

文獻證明，低分子量的幾丁寡醣可以進到病原菌的細胞中，與其 DNA 結合，
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同時抑制其複製、mRNA 合成，進而達到抑菌效果 (Goy et al., 2009；Ma et al., 

2017)。 

六、 幾丁寡醣可誘導植物防禦系統  

長期以來，植物演化出不同的防禦機制，抵禦病原菌入侵或昆蟲取食等逆

境，以減少外在環境帶來的傷害。植物藉由先天的 constitutive (continuous) 

defenses 形成物理防禦屏障，如：細胞壁、蠟質層和木質化表皮等，不僅可以

減少外來物的入侵，亦可增加植物的韌性。除了預先形成的屏障外，幾乎所有

活的植物細胞都可以感測病原菌入侵，並引起 inducible defenses，誘導植物產

生毒化物、病原菌水解酶和細胞程序性死亡 (Freeman and Beattie, 2008)。植物

細胞表面上的模式識別受體 (Pattern recognition receptor, PRRs) 為感測病原相

關分子模式  (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) 的蛋白質，當 

PPRs 識別到細菌之鞭毛、肽聚醣、真菌細胞壁的成分或病毒核酸等 PAMPs 

時，會刺激絲裂原活化蛋白激酶路徑 (Mitogen-activated protein kinase cascade, 

MAPK cascade)，將信號由細胞表面傳遞至細胞內部，接著啟動抗病反應，如：

活性氧物質在植體內的累積、植物激素的生合成、防禦相關基因及酵素表現增

加等，幫助植物抵抗病原菌 (Pitzschk et al., 2009；Cheong and Kim, 2010)。 

幾丁質是真菌性病原菌細胞壁的組成成分，早在 1995 年時已證實其可作

為 general elicitor，誘發植物的免疫反應 (Boller, 1995)。受到病原性真菌感染

時，植物細胞會誘導幾丁質降解酵素累積於感染點，藉由降解病原真菌細胞壁

抑制其生長。降解過程中釋放的幾丁質降解產物，包括幾丁聚醣與幾丁寡醣 

(合稱幾丁醣類 Chitooligosaccharides)，也可以觸發植物防禦反應，使植物產生

大量防禦相關酵素及抗菌物質，如幾丁酵素 (Chitinase)、β-1,3 葡萄聚醣水解
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酵素 (β-1,3-glucanase)、豌豆素 (Pisatin)、幾丁聚醣酵素、蛋白酵素 (Proteinase)、

酚類化合物 (phenolic compounds)、木質素類物質 (lignin-like material) 及植物

防禦素 (phytoalexins) 等，從而提高植物抗病性 (葉，2010；朱，2018；Zeng 

et al., 2010)。幾丁醣類誘導的植物防禦系統是透過 NO 和 H2O2 訊息途徑所

觸發，且依幾丁醣類基本構造、濃度、植物種類和植物生長階段的不同，而有

所不同 (Lin et al., 2005；Pichyangkura et al., 2015)。 

誘導植物產生抗性是有效控制病害的非化學策略之一，藉由防禦反應基因

所編碼的病程相關 (Pathogenesis-related, PR) 蛋白，加以誘導出防禦相關酵素，

進而啟動防禦機制  (Prasannath, 2017)。苯丙胺酸裂解酶  (Phenylalanine 

ammonia-lyase, PAL) 是常見之防禦相關酵素，為植物體內 phenylpropanoid 代

謝路徑中的第一個反應酵素。可以催化苯丙胺酸 (phenylalanine)，使其行脫氨

反應成肉桂酸 (trans-cinnamic acid) 和氨，以促使植物二級代謝產物及大量 

phenylpropanoids 衍生物生合成，包括可增強植物細胞壁的木質素 (lignin)、黃

酮素 (flavonoid)、植物荷爾蒙與植物防禦素等，進而提升植物抗性 (Xing et al., 

2015)。 

植物受到生物或非生物逆境時，會代謝出活性氧物質 (Reactive oxygen 

species, ROS)，主要的種類包含：單一態氧 1O2 (Singlet oxygen)、超氧化自由

基 O2
–．(Superoxide anion radical)、過氧化氫 H2O2 (Hydrogen peroxide) 與氫氧

自由基．OH (Hydroxyl radical) 等，其活性極強且極易破壞細胞組織。當 ROS

產生過多時，此氧化壓力會啟動植物的抗氧化系統，植物會誘導抗氧化酶活性

增加以減少活性氧化物累積，避免植物受到過度傷害 (Huang et al., 2019)。過

氧化酶 (Peroxidase, POD) 是常見之抗氧化酵素之一，廣泛存在於高等植物中，

與植物代謝及抗逆境反應有關 (王等，2010；蔣，2011)。POD 以 H2O2 作為
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電子受體，還原成 H2O，進而氧化其他酚類物質 (Bindoli and Rigobello, 2013)。

超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase, SOD) 使 O2
- 和 H+ 催化為 H2O2 和 

O2，過氧化氫酶 (Catalase, CAT) 則催化 H2O2 為 H2O 和 O2。有研究顯示，

當幾丁寡醣施用於茶樹上時，超氧化物歧化酶和過氧化氫酶的活性都會顯著增

加 (Chandra et al., 2015)。先前的研究發現炭疽病菌 C. fragaria 感染草莓後，

會造成 PAL 以及 SOD、POD、CAT 等抗氧化酵素活性的上升，可能是與草

莓抗炭疽病的能力有關 (Fang et al., 2012)。 

幾丁寡醣可以作為外源性激發子 (Exogenous elicitor) 誘發植物產生抗病

反應。水稻施用幾丁寡醣並接種上 Fusarium oxysporum 後，與未施幾丁寡醣

對照組相比，防禦相關酵素 PAL 和抗氧化酵素 POD、SOD 與 CAT 之活性

顯著增加 (Ma et al., 2019)。亦有研究發現於水稻上施用幾丁寡醣可以誘導抗

氧化酵素 POD、SOD 與 CAT 的活性，以提高水稻抗南方水稻黑條矮縮病毒

之能力 (Yang et al., 2017)。另外，收集噴施幾丁聚醣奈米顆粒或幾丁聚醣且接

種 Rhizoctonia solani 0、24、48 和 72 小時後的水稻葉片，不論是施用幾丁聚

醣奈米顆粒或幾丁聚醣，兩處理的 POD 和 PAL 在接種後 72 小時，活性都

有明顯的增加 (Divya et al., 2020)。Jogaiah 等人 (2020) 比較了噴施幾丁聚醣

於胡瓜並接種白粉病前後的酵素活性，PAL 和 POD 在 0-72 小時之間所增加

的活性明顯比多酚氧化酶  (Polyphenol oxidase, PPO) 和聚葡萄糖酶 

(Glucanase, GLU) 高。此外，接種後的酵素活性又比接種前增加要多。番茄施

用幾丁聚醣或幾丁聚醣奈米顆粒，再接種 Fusarium andiyazi 後，兩處理的抗

氧化酶 SOD 和 CAT 的基因皆在 48 小時有明顯上調 (Chun et al., 2019)。總

而言之，PAL、POD、SOD 和 CAT 是參與幾丁寡醣誘導植物防禦反應的重要

酵素。 
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貳、 研究動機 

草莓為薔薇科、草莓屬之多年生草本植物，是臺灣花果菜類單位面積產值

最高之作物。無論是鮮果運銷，抑或是觀光草莓園，所帶來的經濟效益皆不可

小覷，年產值超過 18 億元，苗栗縣為草莓主要生產縣市。臺灣農民種植的草

莓品種有香水、豐香和天來等，其中以產量高、結果期早且育苗較為容易的香

水為近兩三年農民廣為種植的品種，種植面積高達 7 成以上。 

草莓雖屬多年生溫帶草本植物，但臺灣夏季高溫多濕的氣候使草莓植株不

易越夏，農民遂多採每年更換新株的方式栽培，因此每年均有至少 2400 萬株

種苗的需求。近年來由於全球暖化，再加上不當的肥料施用，使得草莓炭疽病

嚴重危害育苗時期，即便是種植較為耐炭疽病的香水品種，仍不敵好發於高溫

高濕的炭疽病。炭疽病除了可以危害草莓葉片、走莖、果實及根冠外，其分生

孢子可以作為二次感染源，隨風雨散播感染田間其他健康植株。此外，炭疽病

具有潛伏感染的特性，帶病植株移入本田後，若氣候環境合適，亦會顯現病徵，

最終造成植株枯萎死亡而增加了農民的補植成本。 

除了炭疽病的危害外，近年來草莓產業出現了棘手的新興病害──草莓細

菌性角斑病及草莓葉枯病。細菌性角斑病並沒有品種的偏好姓，造成植株葉背

角狀且透化的水浸病斑，後期會出現紅褐色不規則且融合的病斑。葉枯病會造

成植株葉枯、冠腐、根腐及果腐等徵狀。葉枯病除了感染幼苗，移入本田則有

更為嚴重的狀況，可以造成高達 30% 的損失，甚至有年復一年日趨嚴重的趨

勢，是現今草莓產業急需解決的病害問題。目前農民種植最多的香水品種即是

葉枯病的感病品種，而過去非常受歡迎的豐香品種則抗葉枯病。  
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目前普遍認為解決病害問題快速且主流的方式是施用化學藥劑，但長期施

用殺菌劑除了會使病原菌產生抗藥性，造成殺菌劑失去效用的疑慮，可能因此

徒增農民種植成本外，若施用不當亦會對生態環境及食品安全問題 (例如：農

藥殘留問題) 造成威脅。隨著消費者對環境保護與食安問題日趨重視，化學農

藥減量已然成為大眾普遍關注的議題。 

即便針對草莓炭疽病有推薦藥劑可以使用，且有些藥劑 (如：待克力、百

克敏和腐絕快得寧) 可兼防葉枯病，但有機可用、安全性較佳的防治資材至今

仍頗為欠缺。經由文獻搜索發現，雖然有關幾丁質與幾丁聚醣的研究資料較多，

但同樣對環境及人體無害的幾丁寡醣，相較於幾丁質與幾丁聚醣，其生理活性

更佳且使用上更為便利。幾丁寡醣亦能用於防治作物病害，或許對於目前影響

草莓產業的幾個重要病害也有防治的效果。因此，本研究的目的即欲探討施用

幾丁寡醣是否能有效提升香水品種草莓對抗炭疽病、葉枯病與細菌性角斑病之

能力，並評估幾丁寡醣防治病害的最低有效濃度及有效誘導抗性之時間。另外，

利用測定抗氧化酵素與相關防禦酵素，初步探討其可能的抗病機制。希望未來

能將幾丁寡醣應用於田間草莓栽培管理上，提供農民更多友善環境與人體健康

的病害防治資材得以選擇。 
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參、 材料方法 

一、 供試植物及栽培條件 

本研究使用的草莓品種為香水，相較於桃園一號  (豐香 ) 對炭疽病 

(Colletotrichum spp.) 較為耐病，但對葉枯病 (Neopestalotiopsis rosae) 較為感

病。栽培介質為泥炭土和根基旺以 9 : 1 比例混合均勻而成。草莓苗依生長來

源分為組織培養苗及走莖苗，組織培養苗由行政院農業委員會種苗改良繁殖場

提供以及購自格園社會企業有限公司，出瓶後種植於 25°C 光照 16 小時、黑

暗 8 小時的恆溫生長箱中，待其成長 5 週，即可進行試驗。而 3 吋圓盆的

走莖繁殖苗則購自山頂果園農場，並種植於國立臺灣大學農業化學系網室中，

以 BBCH-scale code 約為 19 (有 9 片以上展開葉) 的草莓植株作為材料供於

試驗 (Meier, 2001)。 

二、 草莓炭疽病菌與葉枯病菌之製備 

草莓炭疽病菌  (Colletotrichum siamense ML133) 和草莓葉枯病菌 

(Neopestalotiopsis rosae ML2411) 皆由行政院農業委員會苗栗區農業改良場鐘

珮哲副研究員提供。炭疽病菌培養於  1/4 馬鈴薯葡萄糖瓊脂固態培養基 

(Potato dextrose ager, PDA)，置於 28°C 培養箱中培養 7 天，待其分生孢子長

滿後每皿加入 10 mL 無菌水，並用三角玻棒將粉紅色之孢子輕輕刮下。將孢

子懸浮液以滅菌過之 Miracloth (Merck Millipore, MA, USA) 過濾菌絲或其他

雜質後，收集於 50 mL 離心管中。於孢子懸浮液中添加甘油至甘油濃度為 

25%，置於 -80°C 冰箱保存備用。或是利用血球計數器計算炭疽病菌孢子數量

並將孢子懸浮液濃度調整至 1x106 spores/mL 後備用。 
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葉枯病菌也是培養於 1/4 PDA 中，置於 25°C 光週期設為 16 小時光照、

8 小時黑暗的培養箱培養 14 天。與製備炭疽病菌孢子懸浮液相同的方式，以

三角玻棒刮破黑色柄子殼後，以滅菌過之 Miracloth 過濾，保存於含 25% 甘

油及 5% lactose 的無菌水中，置於 -80°C 冰箱內備用。或是以血球計數器計

算孢子數後，將孢子懸浮液濃度調整為 1x106 spores/mL 後備用。 

三、 草莓細菌性角斑病菌之製備 

草莓細菌性角斑病菌 (Xanthomonas fragariae B001) 由行政院農業委員會

苗栗區農業改良場賴巧娟助理研究員提供，細菌性角斑病菌培養於蔗糖蛋白腖

瓊脂固態培養基 (Sucrose peptone agar, SPA) 上，置於 20°C 培養箱中培養 5 

天，待其菌落長出後用接種環將菌落刮下並保存於 30% 甘油中，置於 -80°C 

冰箱內備用。或是將菌落刮下放入無菌水中，製備成細菌懸浮液，並測量其 

OD600 的吸光值，將細菌懸浮液濃度調整為  OD600 = 1 (菌數約為  1x109 

CFU/mL) 後備用。 

四、 幾丁寡醣對草莓炭疽病菌及葉枯病菌孢子發芽抑制效果 

幾丁寡醣購自誠麗實業股份有限公司，分子式為 C56H103N9O39 的純物質

粉末，脫乙醯 (Deacetylation) 程度為 87.3%，數均分子量為 1310 Dalton。幾

丁寡醣可以溶於水，使用前將其溶於無菌水中，配製成 2 g/mL 幾丁寡醣溶液，

再以無菌水將幾丁寡醣稀釋至所需濃度後進行後續各項測試。 

為了測試幾丁寡醣是否有抑制病原真菌孢子發芽的能力，將幾丁寡醣水溶

液分別稀釋成 200 mg/L、2000 mg/L、10000 mg/L 以及 20000 mg/L，各滴 5 

μL 在玻片上並以無菌去離子水作為對照組。以上述方式分別收集草莓炭疽病
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菌及葉枯病菌孢子，並調整濃度至 1 x105 spores/mL後，再將 5 μL 之孢子懸

浮液混合滴於玻片上各濃度之幾丁寡醣水溶液中，使得各處理組幾丁寡醣最後

的濃度為 100 mg/L、1000 mg/L、5000 mg/L 以及 10000 mg/L。炭疽病菌試驗

組置於 28°C 生長箱中，保持濕度與在黑暗下 24 小時後，以複式顯微鏡觀察

其發芽率，隨機計算 200 顆孢子，當孢子之發芽管長度大於孢子寬度，即視

為發芽；葉枯病菌試驗組則置於 25°C 生長箱中，保持濕度與在黑暗下 24 小

時後，計算其發芽率。此為一獨立試驗，每一試驗均重複 3 次獨立試驗。 

五、 幾丁寡醣對草莓炭疽病菌及葉枯病菌菌絲生長抑制效果 

為了測試幾丁寡醣是否具有抑制病原真菌菌絲生長的能力，利用 PDA 培

養基活化草莓炭疽病菌或葉枯病菌，再以直徑 0.75 cm 打洞器在菌落周圍菌

絲上打洞，將菌絲塊放置於含有 0 mg/L、100 mg/L、1000 mg/L、5000 mg/L 以

及 10000 mg/L 等濃度幾丁寡醣的 PDA 培養基中央，分別置於 28°C 和 25°C 

生長箱中黑暗培養，每處理 4 重複，每兩天記錄一次菌落直徑，第 6 天作為

最後一次紀錄。此為一次獨立試驗，每個試驗均重複 3 次獨立試驗。 

六、 幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病菌抑制效果 

幾丁寡醣對細菌性角斑病菌生長影響的測試，則是將 1 x104 CFU/mL 的

細菌懸浮液分別與濃度為 200 mg/L、2000 mg/L、10000 mg/L 以及 20000 mg/L 

的幾丁寡醣水溶液以 1：1 混合，使處理組中幾丁寡醣最後濃度為 100 mg/L、

1000 mg/L、5000 mg/L 以及 10000 mg/L，並以混合水的細菌懸浮液作為對照

組。每處理取 10 μL 滴至 SPA 培養基中，置於 20°C 生長箱中培養，於第五

天記錄其菌數。此為一獨立試驗，此試驗共重複 3 次獨立試驗。 
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七、 幾丁寡醣於草莓炭疽病、葉枯病及細菌性角斑病之抗病效果測

試 

以手壓式噴瓶用噴灑的方式將不同濃度之幾丁寡醣水溶液均勻施用於草

莓苗之葉表與葉背上，每株噴施約 10 mL 幾丁寡醣水溶液後，待其風乾，並

以噴灑無菌水的植株作為對照組，每處理 5 株草莓植株。 

進行五種試驗，分別為：一、於馴化五週大的植株上噴施一次幾丁寡醣，

一小時後接種炭疽病菌 (1, 1H) ；二、於馴化兩週大的植株上連續三周，每週

噴施幾丁寡醣一次，再間隔一週後接種炭疽病菌 (3, 1W)；三、於馴化四週大

的植株上噴施幾丁寡醣一次，再間隔一週後接種病原菌 (1, 1W)；四、於馴化

一週大的植株上連續三周，每週噴施幾丁寡醣一次，再間隔兩週後接種炭疽病

菌，評估幾丁寡醣之效期 (3, 2W)；五、為了確認幾丁寡醣是否具有治療草莓

炭疽病的效果，接種炭疽病菌後，待第三天葉部病徵開始出現，便噴施不同濃

度之幾丁寡醣水溶液。以 20 psi 定壓的空氣壓力機接種病原菌，持續噴施至

菌液由葉緣滴落。接種之炭疽病菌或葉枯病菌孢子懸浮液濃度為  1 x106 

spores/mL，且過程中需避免孢子懸浮液噴到根冠部，或順著植物葉柄流到根冠

部而造成植株冠腐而快速死亡；細菌性角斑病菌同樣是以空壓機噴霧接種方式，

接種 1 x109 CFU/mL 的細菌懸浮液。待其風乾，將植株放入塑膠盒中，並在

盒子底部貼上濕擦手紙保濕，製造出相對濕度 100% 的發病環境，接種炭疽

病菌之試驗組植株置於 28±2°C 及光週期設為 16 小時光照、8 小時黑暗的

生長箱中，於 6 天後記錄罹病指數；而接種葉枯病菌及細菌性角斑病菌之試

驗組植株則置於 23±2°C 及光週期設為 16 小時光照、8 小時黑暗的生長箱

中，於 14 天後記錄罹病指數。此為一獨立試驗，各試驗均重複 3 次獨立試
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驗。另外，治療效果評估，則是先接種病原菌，待植株出現病徵後，再噴施水

溶液或幾丁寡醣水溶液，記錄其對病程發展之影響。 

病害嚴重度的分級方式為依植株葉部的病斑面積，定義不同的罹病指數，

每個病害均分為 6 級：無病徵為 0 級；輕微 (植株葉片病斑面積 <10%) 為

1 級；輕度 (植株葉片病斑面積占 10-25%) 為 2 級；中度病徵 (病斑面積占 

26~50%) 為 3 級；重度病徵 (病斑面積占 50-75%) 為 4級；嚴重病徵 (病斑

面積占 75% 以上、死亡植株) 為 5 級 (表一~表三)。紀錄每株草莓苗中每片

展開葉之罹病等級，再將其平均，為該株罹病指數，並配合以下公式計算該處

理的病害嚴重度。將每處理組病害嚴重度分級換算成百分比之數值，有利於與

其他依照不同分級表的研究結果一同比較。 

  嚴重度 (%) = 該處理罹病指數總和 / (最高罹病指數×總調查株數) ×100。 

八、 防禦相關酵素活性測定 

為了更進一步探討幾丁寡醣誘導草莓產生防禦反應可能機制，分別測定抗

氧化酵素及苯丙胺酸裂解酶之活性。以施用後均能有效降低草莓炭疽病病害嚴

重度的 5000 mg/L 幾丁寡醣進行試驗，並以噴施去離子水的植株作為對照組 

(CK)；而施用頻率則是採用連續三週、每週施用一次幾丁寡醣的方式。於最後

一次施用幾丁寡醣隔一週後接種炭疽病菌 C. siamense ML133，並於接種前 

(Before inoculation, BI)、接種後 0 小時 (0 Hour post inoculation, 0 hpi)、接種

後 24 小時 (24 hpi)、接種後 48 小時 (48 hpi) 與接種後 72 小時 (72 hpi) 收

集葉片，測定其內 CAT、SOD、POD 與 PAL 等酵素活性。每一處理組 4 株

植株，以直徑 1 公分的打洞器在每株植株第二片展開葉，取下約 10 片大小

相等之葉圓片，每一葉圓片約 0.01 克重，再隨機取 5 個葉圓片進行酵素活性
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試驗。4 株植株之酵素活性平均值為一獨立試驗之結果，每一試驗均重複 3 次

獨立試驗。 

1. 蛋白質含量測定 

將五個葉圓片 (約 0.05 g) 放入 5 mL 微量離心管中，每管放入 5 顆直

徑 4 mm 鋯珠後，以高通量組織均質機 (LAWSON DHF-24) 研磨 1.5 分鐘後

成為細粉末。加入含有 0.8 μL Na2EDTA (0.5 M)、2 μl 苯甲基磺醯氟 

phenylmethylsulfonyl fluoride (0.1 M) 之 2 mL sodium phosphate buffer (50 mM, 

pH 7.0)，於冰浴下再次以均質機研磨 2 分鐘將葉片磨成均質。在 4°C 下以 

12,000 xg 離心 20 分鐘，其上清液即為酵素粗萃取液。酵素粗萃取液之蛋白

質含量測定是取上述上清液依 Bradford  (1976) 方法進行蛋白質測定。以 

sodium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) 配製最終濃度為 0、20、40、60、80 

和 100 µg/mL 之牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 標準溶液。於 96 

孔微量多孔盤中加入 80 µL 各濃度 BSA 標準溶液或粗萃取液，對照組則以 

sodium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) 取代粗萃取液進行反應，再加入 20 

µL Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate 染劑，混合均勻後，在室溫

下靜置反應 10 分鐘，以分光光度計 (SpectraMax®iD3 Multi-Mode Microplate 

Readers) 測定波長 595 nm 吸光值。繪製定量蛋白質的標準曲線， 以 BSA 標

準溶液的讀值繪製定量蛋白質的標準曲線後，以內差法計算出定粗萃取液中的

總蛋白質含量。 

2. 過氧化氫酶 

CAT 之活性測定參考 Kato 和 Shimizu (1987) 及 Ma 等人 (2019) 的方

法。H2O2 對波長 240 nm 的紫外光吸收作用強，CAT 能催化 H2O2，使之分
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解成 H2O 和 O2。因此，有 CAT 活性出現時，H2O2 的吸光度 (A240) 會隨反

應時間而降低，因此可以根據 A240 的變化速率計算出 CAT 的活性。 

取 0.2 mL 酵素粗萃取液，加入 2.7 mL sodium phosphate buffer (100 mM, 

pH 7.0) 及 0.1 mL H2O2 (1 M)，空白對照組以 sodium phosphate buffer 代替粗

萃取液。於 96孔可透 UV 平底盤中加入 200 µL處理組與對照組分別，以分

光光度計 (SpectraMax®iD3 Multi-Mode Microplate Readers)每隔 30 秒讀取一

次波長 240 nm 之吸光值，共測定 20 分鐘。 

每單位 CAT 酵素活性 (Unit, U) 定義為每分鐘 A 240 降低 0.1，其公式如

下：CAT 活性 (U • mg-1 protein) 為 △A240 × Vt / (0.1 × VS × t × PW)。其中，

△A240 為第 0 分鐘至第 20 分鐘結束之對照組與樣本吸光值的差值；Vt 為粗

萃取液總體積 (mL)；VS 為測定時所取的粗萃取液體積 (mL)；t 為測定時間；

PW 為新鮮材料中蛋白質含量 (mg)，即 △A240t=20 mins × 2 /〔0.1 × (0.2 × 0.2 / 3) 

× 20 × PW〕。 

3. 超氧化物歧化酶 

超氧化物歧化酶的活性測定參考 Beauchamp 和 Fridovich (1971) 及陳等

人 (2008) 的方法。SOD 會清除植體中的超氧陰離子自由基 (O2− )，轉換為 

H2O2 及 O2。測定方法利用 SOD 抑制硝基藍四氮唑 (Nitroblue tetrazolium, 

NBT) 在照光環境下的還原作用，確認酶的活性。在有氧化物質存在時，對光

敏感的核黃素 (Riboflavin) 可以被光還原，被還原的核黃素在有氧條件下極易

再氧化而產生超氧陰離子自由基，超氧陰離子自由基可將硝基藍四氮唑還原為

藍色的 Formazan 化合物，在波長 560 nm 處有最大吸收峰。若有 SOD 活性

存在，則可清除超氧陰離子自由基，進而抑制藍色 Formazan 化合物的形成。
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因此，光還原反應後，反應液藍色愈深，代表酵素活性愈低；反之，酵素活性

愈高。 

將 0.025 mL 蒸餾水、0.25 mL sodium phosphate buffer (150 mM, pH 7.0)、

0.075 mL methionine (130 mM)、0.075 mL EDTA (1 mM)、0.075 mL Nitro blue 

tetrazolium (NBT, 0.63 mM) 和 0.15 mL riboflavin (7.5 μM) 混合後，再加入 0.1 

mL 酵素粗萃取液或是加入 sodium phosphate buffer 作為空白對照組。於日光

燈下反應 15 分鐘後，以黑布覆蓋終止反應。分別迅速將 200 µL 處理組與對

照組反應液加入 96 孔微量多孔盤中，以分光光度計 (SpectraMax®iD3 Multi-

Mode Microplate Readers) 測定波長 560 nm 之吸光值。 

每一單位 SOD 酵素活性 (Unit, U) 定義為每小時 SOD 抑制 50% NBT 

還原速率表示，其計算公式如下：SOD 活性 (U • mg-1 Protein) 為 (A0 – AS) × 

Vt × 60 (分鐘) / (0.5 × A0 × VS × t × PW)。其中，A0 為空白對照組吸光值；AS 

為樣本吸光值；Vt 為粗萃取液總體積 (mL)；VS 為測定時所取的粗萃取液體

積 (mL)；PW 為新鮮材料中蛋白質含量 (mg)，即 △A560t=1 h × 2 × 60 /〔0.5 × 

A0 × (0.2 × 0.1 / 0.75) × 15 × PW〕。 

4. 過氧化酶 

POD 活性參考 Hammerschmidt 等人 (1982) 和張等人 (2007) 的方法。

POD 可在 H2O2 或 O2 存在於植體時，將多酚類芳香族物質或其他電子提供

者氧化 (Pandey et al., 2017)，基於此活性反應，學者利用在有 H2O2 時，創癒

木酚 (guaiacol) 會被 POD 氧化產生在波長 470 nm 處有強吸收峰的 3,3ʹ-

Dimethoxy-4,4ʹ- biphenoquinone。因此當反應液 A470 吸光值越高，代表產物的

濃度高，即 POD 活性高，可以間接推估出 POD 的活性。 
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在試管加入 1 mL potassium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0)、1 mL 創癒

木酚 guaiacol (21.6 mM) 及 0.9 mL H2O2 (39 mM)，混合後加入 0.1 mL的酵

素粗萃取液或是加入 sodium phosphate buffer 作為空白對照組。迅速將反應液

混合均勻後，取 200 µL 處理組與對照組的反應液加入 96 孔微量多孔盤中，

以分光光度計  (SpectraMax®iD3 Multi-Mode Microplate Readers) 測定波長 

470 nm 吸光值，偵測時間為 1 分鐘。 

每單位 POD 酵素活性 (Unit, U) 定義為每分鐘 A470 數值增加 0.01，其

公式如下：PAL 活性 (U • mg-1 Protein) = △A470 × Vt / (0.01 × VS × t × PW)。其

中，△A470 為對照組與樣本吸光值的差值；Vt 為粗萃取液總體積 (mL)； VS 

為測定時所取的粗萃取液體積 (mL)；t 為測定時間 (min)；PW 為新鮮材料中

蛋白質含量 (mg)，即 △A470t=1 min × 2 /〔0.01 × (0.2 × 0.1 / 3) × 1 × PW〕。 

5. 苯丙胺酸裂解酶  

PAL 活性測定參考 Hyodo 與 Fujinami (1989) 的方法。PAL 可以催化苯

丙 胺 酸  (phenylalanine) ， 使 其 脫 氨 後 成 反 式 肉 桂 酸 ， 此 為 植 物  

phenylpropanoids 衍生物生合成途徑的第一步驟。反式肉桂酸在波長 290 nm 

有強吸收峰，因此，可透過测定反應液 A 290 值的變化加以計算 PAL 之活性。 

首先取 0.05 克之草莓葉圓片於高通量組織均質機 (LAWSON DHF-24) 

研磨 1.5 分鐘，加入 2 mL N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N’-3-propanesulfonic 

acid (EPPS) buffer (50 mM, pH 8.5) 於冰浴下再次將葉片研磨成均質。在 4°C 

下以 12,000 xg 離心 20 分鐘，其上清液即為酵素粗萃取液。取 0.5 mL 酵素

粗萃取液至玻璃試管中並加入 0.5 mL EPPS buffer (100 mM，pH 8.5) 及 0.5 

mL L-Phenylalanine (30 mM)，之後置於 40℃ 之水浴槽中加熱 60 分鐘。空白
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對照組以 0.5 mL EPPS buffer 代替酵素粗萃取液。將 200 µL 處理組與對照組

反應液加入 96 孔微量多孔盤中，以分光光度計 (SpectraMax®iD3 Multi-Mode 

Microplate Readers) 測定波長 290 nm 吸光值。 

每單位 PAL 酵素活性 (Unit, U) 定義為每小時 A 290 增加 0.01，其公式

如下：PAL 活性 (U • mg-1 Protein) 為 △A290 × Vt / (0.01 × VS × t × PW)。其中，

△A290 為對照組與樣本吸光值的差值；Vt 為粗萃取液總體積 (mL)； VS 為測

定時所取的粗萃取液體積 (mL)；t 為測定時間 (h)；PW 為新鮮材料中蛋白質

含量 (mg)，即 △A290t=1 h × 2 /〔0.01 × (0.2 × 0.5 / 1.5) × 1 × PW。 

九、 以 3, 3’-diaminobenzidine (DAB) 進行過氧化氫 (H2O2) 染色 

為了檢測經炭疽病菌感染後，是否會在葉片中累積過氧化氫，以及經過幾

丁寡醣處理後之影響，進行二氨基聯苯胺 (3, 3’-diaminobenzidine, DAB) 染色

法。草莓苗連續 3 週每週施用 5000 mg/L 的幾丁寡醣水溶液或無菌水 (對照

組)，一週後接種炭疽病菌，於未接種 (BI) 或接種後 0、24、48 和 72 小時

收集草莓葉片進行 DAB 染色，觀察葉片上過氧化氫的累積，每時間點收集 4 

棵植株葉片。DAB 染色法參考  Thordal-Christensen 等人  (1997)、張等人 

(2009) 和邵玲 (2010) 的步驟，以 HCl 調整 pH 值為 3.8 使 DAB 溶解，配

製濃度為 0.5 mg/mL 的 DAB 溶液。在不同時間點下，將第三片展開之草莓

葉片剪下，於避光環境中，浸泡至 DAB 溶液中，再移至真空抽氣裝置內進行

抽氣，保持負壓 30 分鐘。接著打開排氣口，恢復真空裝置之氣壓，利用壓力

差使 DAB 染劑充分進入細胞間隙中，持續避光浸泡 DAB 溶液 8 至 16 小

時。隨後，吸去染液，再將葉片浸泡於 95% 酒精，置於 80°C 水浴槽中進行

脫色，處理後的葉部組織可儲存於 95% 酒精或 5% 的甘油中。DAB 與 H2O2
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反應後會產生棕褐色沉澱物，因此染色完成後若出現棕褐色斑點則表示有 

H2O2 的存在。此為一獨立試驗，本試驗重複 3 次獨立試驗。 

十、 統計分析 

將以上試驗所得的數據資料於 Microsoft Excel 進行記錄與整理後，以

GraphPad Prism 8 軟體製圖。利用 SAS 9.4 檢定變方分析之前提，再進行單向

變異數分析 (One-way Analysis of variance, ANOVA)。若分析結果顯示各組間

具有差異，則以 Tukey’s studentized range test (Honestly significant difference, 

HSD) 進行統計分析，檢驗各處理組與對照組間差異的顯著性。當 P < 0.05 以 

* 表示其具有顯著差異，P < 0.01 則以 ** 表示其具有極顯著差異。 
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肆、 結果 

一、 幾丁寡醣對草莓炭疽病菌之抑菌試驗： 

為了了解幾丁寡醣對草莓炭疽病菌的抑菌效果，分別測試幾丁寡醣對炭疽

病菌孢子發芽及菌絲生長之影響。 

首先，孢子發芽率之結果顯示，各處理組間未發芽的孢子數，並沒有顯著

差異；但發芽的孢子中，是否有產生壓器的發芽孢子數量，各處理間卻有顯著

差異 (P < 0.05)。炭疽病孢子懸浮液經過 1000、5000 和 10000 mg/L 的幾丁

寡醣處理後，發芽但未產生壓器的孢子數量 (Hyphae only) 與其他處理組間有

顯著差異；而發芽且產生壓器的孢子數量 (Appressorium)，各濃度的幾丁寡醣

處理組皆與對照組 (0 mg/L) 間具有極顯著水準的差異 (P < 0.01) [圖一 (A)]。

此外，由百分比堆疊長條圖可以清楚看出各處理組間，未發芽 (No germination)、

發芽但未產壓器 (Hyphae only) 以及發芽後成功產生壓器 (Appressorium) 之

孢子的占比。未經處理的對照組，孢子能正常發芽並產生壓器的比例為 70.2%，

然而經過 100、1000、5000 和 10000 mg/L 幾丁寡醣處理後，正常發芽並產

生壓器的孢子數量便大幅下降，分別降至 57.1%、15.4%、0.5% 及 0.002% [圖

一 (B)]。 

得知幾丁寡醣可以抑制炭疽病菌孢子發芽後產生壓器，接下來想探討幾丁

寡醣是否能抑制炭疽病菌之菌絲生長。每 2天觀察菌落生長情形並量測菌落大

小，結果發現，到了第 6 天仍未觀察到各處理組與對照組的菌落大小之間有

任何差異 (圖二)。 

二、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效果評估： 
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(一)、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效果評估 (草莓組織培養苗) 

由於幾丁寡醣能有效抑制孢子正常發芽但無法抑制其菌絲生長，因此推論

幾丁寡醣可能較適合用於預防草莓炭疽病的發生上。為了了解幾丁寡醣是否能

預防草莓炭疽病的發病，及其可以使草莓植株有效產生抗性的施用方式及濃度，

先以草莓組織培養苗進行以下試驗： 

1. 只噴一次幾丁寡醣，隔一小時接種 (1, 1H) 

未施用幾丁寡醣的對照組，其炭疽病的病害嚴重度可達 81.2%，預處理 

100、1000、5000 和 10000 mg/L 幾丁寡醣的植株，炭疽病的病害嚴重度均較

低，分別為 71.7%、60.4%、48.6% 和 51.5%。其中，5000 與 10000 mg/L 之

處理組的炭疽病病害嚴重度與對照組相比有顯著差異 (P < 0.05)；施用 5000 

mg/L 的幾丁寡醣與對照組相比，可以減少 32.6% 的嚴重度 [圖三 (A)]。 

2. 連噴三次幾丁寡醣，隔一週接種 (3, 1W) 

由於田間並無法準確預期病原菌何時會出現，為了更貼近農民的病害管理

方式，將施用幾丁寡醣的頻率改為每週一次，且連續施用三週。結果顯示，未

施用幾丁寡醣的對照組病害嚴重度高達 79.0%；但處理 100、1000、5000 和 

10000 mg/L 幾丁寡醣的植株，病害嚴重度有降低的趨勢，其三次獨立試驗平

均值分別是 57.5%、43.5%、36.1% 和 51.7%。處理 1000、5000 與 10000 mg/L 

之病害嚴重度與對照組相比有顯著差異 (P < 0.05)；其中，施用 5000 mg/L 幾

丁寡醣的植株，其病害嚴重度與對照組相比，減少高達 42.9%  [圖三 (B)]。 

3. 只噴一次幾丁寡醣，隔一週接種 (1, 1W) 
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由上述結果得知連續三週噴施三次幾丁寡醣可顯著減緩炭疽病的危害，為

了瞭解若僅施用一次幾丁寡醣是否即可達到類似的防治效果，因此將草莓植株

在接種前一週施用一次幾丁寡醣，觀察其接種炭疽病菌後對病害嚴重度的影響。

結果顯示，預處理 5000 與 10000 mg/L幾丁寡醣的植株之病害嚴重度與對照

組有顯著差異 (P < 0.05)。對照組植株，於接種炭疽病菌 C. siamense ML133 

後第六天的病害嚴重程度為 94.2%；處理 100、1000、5000 與 10000 mg/L 的

幾丁寡醣後，炭疽病的病害嚴重度分別降低為 86.0%、82.8%、76.8% 和 75.4%。

其中，與對照組相比，施用 10000 mg/L 的幾丁寡醣處理組可以減少 18.8% 的

病害嚴重度 [圖三 (C)]。 

(二)、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效果評估 (草莓走莖苗) 

由於田間種植的種苗多數為走莖繁殖苗，因此為模擬一般田間的植株狀態，

將上述植株材料改成農民培育之走莖苗，針對以組織培養苗測試出、防治效果

較好的施用頻率，測試於草莓走莖苗施用幾丁寡醣，是否仍有防治炭疽病之成

效及施用幾丁寡醣之合適濃度。 

1. 只噴一次幾丁寡醣，隔一小時接種 (1, 1H) 

以走莖苗作為試驗植株，接種六天後的病程發展結果可見，與對照組之病

害嚴重度相比 (72.1%)，100、1000、5000 和 10000 mg/L 處理組有顯著下降，

其三次試驗平均值分別是 55.7%、49.5%、48.5% 與 43.9%，與對照組相比分

別減少 16.4%、22.6%、23.6% 和 28.2% [圖四 (A)]。 

2. 連噴三次幾丁寡醣，隔一週接種 (3, 1W) 
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與對照組的病害嚴重度 75.9% 相比，連續施用 5000 和 10000 mg/L 幾

丁寡醣的處理組，其病害嚴重度顯著下降，三次獨立試驗的平均值分別是 

46.0% 和 44.5%，較對照組減少 29.9% 和 31.4% 的病害嚴重度 [圖四 (B)]。 

(三)、 幾丁寡醣防治草莓炭疽病之效期評估 

由圖五可見幾丁寡醣施用於草莓後，防治炭疽病之效期。不論是組織培養

苗或走莖苗，施用 5000 與 10000 mg/L 幾丁寡醣的處理組，其第六天觀察到

的病害嚴重度與對照組相比，均有顯著差異。將幾丁寡醣施用於組織培養苗時，

對照組之病害嚴重度為 85.2%，而施用 5000 與 10000 mg/L 幾丁寡醣處理組

之植株，病害嚴重度分別為 52.3% 和 59.5%，比對照組病害嚴重度分別減少 

32.9% 和 25.7% [圖五 (A)]。當以走莖苗進行試驗時，對照組之病害嚴重度為 

77.7%，而施用 5000 與 10000 mg/L 幾丁寡醣之處理組植株，病害嚴重度分

別為 42.9% 和 49.7%，較對照組之病害嚴重度分別減少 34.8% 和 28% [圖

五 (B)]。 

(四)、 幾丁寡醣治療草莓炭疽病之效果評估 

由圖六可得知幾丁寡醣是否具有治療草莓炭疽病的效果，結果顯示無論是

噴施何種濃度的幾丁寡醣水溶液，各處理組之病害嚴重度與對照組相比皆無顯

著差異，顯示一旦草莓炭疽病發病，施用幾丁寡醣並無法抑制病程發展。 

三、 幾丁寡醣對草莓葉枯病菌之抑菌試驗： 

接下來想了解幾丁寡醣是否也能抑制草莓葉枯病菌的孢子發芽或菌絲生

長。不論是 100、1000、5000 或 10000 mg/L 幾丁寡醣處理組之孢子發芽率，
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與未含幾丁寡醣的對照組 (CK) 相比均較低，且皆具有極顯著差異 (P < 0.01) 

[圖七 (A)]。對照組的孢子發芽率為 98.8%，而隨著處理的幾丁寡醣濃度越高，

葉枯病菌孢子發芽率越低；處理 100、1000、5000 和 10000 mg/L 幾丁寡醣

後，孢子發芽率分別降為 65.7%、17.3%、0.58% 和 0.08% [圖七 (B)]。 

此外，為了探究幾丁寡醣能否抑制葉枯病菌之菌絲生長，每 2 天觀察一

次菌落生長情形，並記錄其菌落直徑。直至第 8 天，對照組與各處理組的菌

落直徑間並沒有顯著差異 (圖八)，顯示幾丁寡醣無法抑制葉枯病菌菌絲生長。 

四、 幾丁寡醣防治草莓葉枯病之效果評估： 

由上述結果得知，幾丁寡醣可有效抑制草莓葉枯病菌孢子發芽，但無法抑

制其菌絲生長，由此可推測幾丁寡醣可能也是較適合用在預防葉枯病的發生上。

為了測試幾丁寡醣是否能用以防治草莓葉枯病，以前述防治炭疽病之植體試驗

結果為基礎，採用防治率較高的兩種施用方式，即施用一次幾丁寡醣隔一小時

後接種病原菌，以及連續施用三次幾丁寡醣並於一週後接種病原菌，評估幾丁

寡醣防治葉枯病的效果。 

1. 只噴一次幾丁寡醣，隔一小時接種 (1, 1H) 

處理 5000 與 10000 mg/L 的植株之病害嚴重度，與未施用幾丁寡醣的對

照組相比，有顯著 (P < 0.05) 或極顯著 (P < 0.01) 差異，病徵明顯較對照組輕

微。對照組的病害嚴重度為 93.5%，而處理 100、1000、5000 和 10000 mg/L 

幾丁寡醣的植株，三次獨立試驗的病害嚴重度平均值分別是 91.0%、77.1%、

52.6% 和 38.1%。與對照組相比，施用 5000 和 10000 mg/L 幾丁寡醣後，可

以分別減少 40.9% 與 55.4% 的草莓葉枯病嚴重度 [圖九 (A)]。 
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2. 連噴三次幾丁寡醣，隔一週接種 (3, 1W) 

與對照組相比， 5000 與 10000 mg/L 兩處理組之病害嚴重度有極顯著差

異 (P < 0.01)。處理 100、1000、5000 和 10000 mg/L 幾丁寡醣的植株，其草

莓葉枯病的病害嚴重度三次獨立試驗平均值分別是 82.4%、79.6%、53.1% 和 

51.5%，而對照組為 86.5%。其中，施用 5000 與 10000 mg/L 幾丁寡醣的處

理組與對照組的病害嚴重度相比，分別減少了 33.4% 與 35.0% [圖九 (B)]。 

3. 連噴三次幾丁寡醣，隔兩週接種 (3, 2W) 

由圖九可見針對草莓葉枯病施用幾丁寡醣時，對草莓植株的保護時效。任

一處理組之病害嚴重度與對照組相比皆無顯著差異 (圖十)。此結果顯示施用

幾丁寡醣兩週後就會失去對草莓葉枯病的防治效果。 

綜合上述結果得知，幾丁寡醣可用來防治草莓葉枯病，濃度以 5000 mg/L 

和 10000 mg/L 為佳，此二濃度於施用一小時後便能有保護效果。連續三週噴

施三次的情況下，於一週後，防治草莓葉枯病的效用仍在；然而，經過兩週後

再進行測試，則無法看到保護效果。 

五、 幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病菌之抑菌試驗： 

幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病菌的體外試驗結果可知，任一處理組的菌數

皆與對照組無顯著差異 (圖十一)，顯示幾丁寡醣無法抑制細菌性角斑病菌之

生長。 

六、 幾丁寡醣防治草莓細菌性角斑病之效果評估： 
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雖然幾丁寡醣無法直接抑制細菌性角斑病菌生長，但由於之前研究顯示幾

丁寡醣可以透過誘導植物防禦反應以對抗細菌性病害 (Jia et al., 2018)，因此接

下來便直接將幾丁寡醣施用於草莓植株上，測試幾丁寡醣是否對細菌性角斑病

有防治效果。與防治葉枯病之植體試驗方式相同，是根據前述防治炭疽病之植

體試驗結果為基礎，採取防治率較高的兩種施用方式進行試驗，即施用一次幾

丁寡醣隔一小時接種病原菌與連續施用三次幾丁寡醣於一週後接種病原菌，並

以草莓組織培養苗作為試驗材料。 

1. 只噴一次幾丁寡醣，隔一小時接種 (1, 1H) 

將不同濃度的幾丁寡醣施用於草莓組織培養苗後，隔一小時接種細菌性角

斑病菌 X. fragaria B001。結果如圖十二所示，對照組與各處理組的病害嚴重

度在統計上均無顯著差異 [圖十二 (A)]。 

2. 連噴三次幾丁寡醣，隔一週接種 (3, 1W) 

接下來採用每週噴施一次，連續施用三週不同濃度的幾丁寡醣後，隔一週

接種病原菌。由結果可知，對照組與各處理組間的病害嚴重度並無顯著差異 

[圖十二 (B)]。 

綜合上述結果可以得知，施用幾丁寡醣對於草莓細菌性角斑病並無防治效

果。由於以上兩種試驗結果與對照組皆無顯著差異，因此便不需要測試幾丁寡

醣對防治細菌性角斑病害之效期評估。 

七、 防禦相關抗氧化酵素活性測定： 

為了了解噴施幾丁寡醣後的草莓植株，於炭疽病感染後測定防禦相關抗氧

化酵素的變化情形。由結果可見，施用 5000 mg/L 幾丁寡醣處理組與對照組
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相比，接種前和接種後 24 小時前，CAT 活性並沒有明顯的差異，但在接種後 

48 和 72 小時活性顯著提升。接種後 48 小時對照組與處理組之 CAT 平均

活性分別是 78.3 和 122.5 Units • mg-1 protein，接種後 72 小時則分別為 55.2 

和 137.7 Units • mg-1 protein (圖十三)。SOD 的活性於接種炭疽病菌前後變化

不大，且有無預處理幾丁寡醣對 SOD 活性影響也不大，處理組和對照組各時

間點的活性間均無差異。POD 的活性雖然隨著炭疽病菌感染後時間越久，活

性有逐漸變高的趨勢，然而幾丁寡醣處理組和對照組之間亦無差異，顯示幾丁

寡醣並不會影響草莓感染炭疽病菌後，SOD 和 POD 之活性 (圖十四、圖十

五)。而 PAL 活性的測定結果可發現，炭疽病菌感染後 PAL 活性變化並不大，

但在感染後 72 小時觀察到對照組與處理組間 PAL 活性差距拉大的情形；處

理幾丁寡醣的植株，在感染後 72 小時 PAL 的活性與對照組相比有顯著差異，

高出 31769.6 Units • mg-1 protein (圖十六)。綜合上述結果得知，以 5000 mg/L 

幾丁寡醣處理草莓之後，能於炭疽病感染後期誘導植株產生 CAT 與 PAL，使

兩酵素的活性提高。 

八、 幾丁寡醣誘導活性氧化物質 H2O2 累積之影響： 

由於經過 5000 mg/L 幾丁寡醣處理後的草莓植株，於接種炭疽病菌後期

能誘導 CAT 活性，推測幾丁寡醣可能可以透過 CAT 活性來清除炭疽病菌感

染所產生的 H2O2。為了證實這個可能性，以 DAB 將葉片染色，確認抗氧化

酵素活性測定試驗中，各時間點收集的葉片中之 H2O2 累積情形。 

由 DAB 染色結果可見，在對照組的葉片中，炭疽病菌接種後 24 小時開

始出現 H2O2 累積所造成的深褐色小點，接種後 48 和 72 小時仍能看見明

顯的 H2O2 累積，但以接種後 24 小時的葉片中有最多深褐色累積物，接種後 
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72 小時甚至開始有病斑出現。而在施用 5000 mg/L 幾丁寡醣的處理組葉片中，

除了接種炭疽病菌後 24 小時有些許 H2O2 所造成的深褐色累積物，其餘時間

點幾乎沒有看到深褐色小點的存在 [圖十七 (A)]。由於幾丁寡醣處理組，於接

種後 48 小時 CAT 活性顯著上升，因此特別比較該一時間點的 H2O2 累積情

形。從葉片代表區域放大圖可明顯看到對照組有明顯 H2O2 造成的點狀深褐

色累積物，但處理組則無明顯累積 [圖十七 (B)]；而放大接種後 72 小時對照

組與處理組的一小部分葉片，可見對照組仍有點狀深褐色累積物，但處理組葉

片已幾乎沒有 H2O2 累積 [圖十七 (C)]。 
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伍、 討論 

幾丁質和其衍生物，如：幾丁聚醣和幾丁寡醣，可作為病原相關分子模式 

(Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) 誘導植物產生抗性以減輕病

害感染 (Sharp, 2013；De Tender et al., 2021)。除此之外，幾丁寡醣亦具有直接

抑菌的功效 (Alburquenque et al., 2010; Rahman et al., 2015; Goya et al., 2016)。

因此，本研究推論幾丁寡醣誘導植物產生抗性或是直接抑制病原菌的特性，可

能可以用來防治草莓病害。總體結果顯示，幾丁寡醣可以抑制炭疽病菌的壓器

形成與葉枯病菌的孢子發芽，但無法抑制炭疽病菌和葉枯病菌的菌絲生長，且

無法抑制細菌性角斑病菌的生長。盆栽試驗結果發現，幾丁寡醣可以防治炭疽

病與葉枯病，但對細菌性角斑病沒有防治效果。防禦相關酵素的活性測定，在

接種炭疽病菌後 48 和 72 小時，經過幾丁寡醣預處理的植株中，CAT 活性

明顯被誘導，且 72 小時後可維持較對照組高的 PAL 活性。從 DAB 的染色

結果可以觀察到炭疽病菌感染後會誘導 H2O2 的產生與累積，但在幾丁寡醣

處理的葉片中 H2O2 累積量下降，可能與幾丁寡醣處理後 CAT 活性提高有關。 

壓器是部分真菌 (如：炭疽病菌) 孢子發芽管前端特化的結構，其內部可

以產生巨大膨壓，用以直接侵入寄主細胞。本研究中發現幾丁寡醣可以抑制炭

疽病菌孢子產生壓器，與之前在水稻稻熱病菌 (Pyricularia oryzae) 的研究中

觀察到其孢子發芽後的壓器生成會受到幾丁聚醣抑制類似。文獻指出，水稻稻

熱病菌的壓器生成會受到幾丁聚醣抑制，推測抑制效果是由於幾丁聚醣在發芽

管 (germ tubes) 前端累積 (Kuroki et al., 2017)，進而誘導生理變化，使酚類物

質在真菌及植物體中累積 (Camacho et al., 2017 ; Lopez-Moya et al., 2017)，因

此影響了壓器中黑色素的生合成途徑 (Federico et al., 2021)。然而幾丁寡醣是

否也是利用類似的機制造成壓器分化受阻，或許可以透過測試幾丁寡醣是否進
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入菌絲並累積於發芽管前端進行探討。除此之外，在複式顯微鏡下，可以觀察

到處理 1000 及 5000 mg/L 幾丁寡醣處理組其孢子壓器有明顯變形的現象 

(10000 mg/L 處理組幾乎沒有壓器產生) (附圖一)。 

雖然幾丁寡醣對抑制炭疽病菌的孢子發芽沒有顯著效果，但在抑制葉枯病

菌孢子發芽試驗中，可見隨幾丁寡醣濃度提高，葉枯病菌的發芽率有明顯的下

降趨勢。Palma-Guerrero 等人 (2008) 比較幾丁聚醣影響不同真菌孢子發芽的

可能原因，推測影響真菌對幾丁聚醣敏感度高低可能是因為 chitosanase 活性

的差異，孢子產生的 chitosanase 活性越低，對幾丁聚醣的抑制越敏感，由此

可知，並非所有真菌對幾丁寡醣或幾丁聚醣都同樣敏感 (El Ghaouth et al., 1992；

Hassan and Chang, 2017)。而以幾丁寡醣抑制孢子發芽而言，實驗結果顯示葉

枯病菌比炭疽病菌更為敏感，可能與此兩種真菌水解幾丁寡醣的能力有關。 

本研究中，處理組與對照組中炭疽病菌與葉枯病菌菌絲生長情形，均未有

顯著差異，與 El Gueddari 等人 (2002) 的研究類似。其研究結果發現，幾丁

聚醣對培養基上的菌絲不會有影響，但會存在於侵入植物體的小麥莖鏽病菌 

Puccinia graminis f. sp. tritici 細胞壁表面，使植物可以產生 chitinases 分解菌

絲細胞壁。此外，幾丁寡醣對於影響真菌的孢子發芽較菌絲生長更為敏感，與

先前 Palma-Guerrero 等人 (2008) 的試驗結果相符。不過，亦有研究結果持相

反結果，隨幾丁聚醣的濃度提高，對鷹嘴豆萎凋病菌 Fusarium oxysporum f. sp. 

ciceris Race 1 (Foc1) 菌絲的抑制效果更為明顯 (Narula et al., 2020)。由於該篇

文章並未提及是否調整過添加幾丁聚醣水溶液後對照組與處理組的 pH 值，

推測抑制菌絲的可能原因為幾丁聚醣不如小分子的幾丁寡醣可以直接溶於水

溶液且水溶液 pH 值呈中性，幾丁聚醣需要酸性溶液助溶，因此隨幾丁聚醣濃

度提高，該處理組的 pH 值會越低，因而造成菌絲生長受阻。而以 pH 值經
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過調整之幾丁聚醣水溶液進行抑制真菌菌絲生長的數個研究中，則發現不同真

菌對幾丁聚醣的敏感度差異極大：Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 

的菌絲生長明顯受到幾丁聚醣抑制，Pythium ultimum 則只有在最高濃度的處

理組 (2 mg/mL) 中可見抑制效果 (Palma-Guerrero et al., 2008)。 

相較於抑制炭疽病菌的壓器生成與葉枯病菌的孢子發芽效果顯著，幾丁寡

醣對細菌性角斑病菌生長的抑制效果不佳。有文獻指出，相較於抑制真菌孢子

發芽效果顯著，幾丁聚醣的對細菌的抗菌作用通常不敏感 (Kong et al., 2010)。

有幾位研究員發現，幾丁聚醣對革蘭氏陽性菌 (Gram-positive Bacteria) 的抑制

效果較革蘭氏陰性菌 (Gram-negative Bacteria) 佳 (Tayel et al., 2010；Lee and 

Je, 2013)，是由於細胞壁結構的不同。細菌性角斑病菌為革蘭氏陰性菌，具有

單層或少層的肽聚醣細胞壁，其外一層不對稱的脂雙層外膜，細胞壁與外膜間

則含有維持生命的代謝酵素。相較於革蘭氏陽性菌，革蘭氏陰性菌具有雙層膜

結構，可能因此能有效阻絕幾丁寡醣進到細胞質 (Xing et al., 2015)，而成為幾

丁寡醣對細菌性角斑病菌抑制效果不佳的原因之一。 

由於幾丁寡醣可以抑制炭疽病菌孢子壓器的形成及葉枯病菌孢子的發芽，

但無法抑制其菌絲生長，因此推定，幾丁寡醣在農業上較適合作為預防病害的

保護劑施用。因此假設在病原菌侵入前施用幾丁寡醣，應可以減輕植物受到病

害影響的程度。在組織培養苗接種炭疽病菌試驗中，每週施用一次、連續施用

三週之後隔一週接種的幾丁寡醣施用方式，其防治率最高，當中又以 5000 

mg/L 幾丁寡醣處理可高達 42.9% 防治率；而只施用一次隔一小時接種與施

用一次隔一週的兩種施用方式，其處理組與對照組的病害嚴重度則沒有顯著差

異。值得一提的是，連續三週施用 10000 mg/L 幾丁寡醣，防治率與對照組相

比沒有顯著差異，可能是因為在第三次噴施後觀察到組織培養苗葉片出現焦枯
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狀 (附圖二)，疑似藥害使植體受傷，讓病原菌更易入侵感染所致。相較於相對

強健的走莖繁殖苗，10000 mg/L 幾丁寡醣連續施用不會有藥害問題，因此在

此濃度處理下仍可看到對炭疽病的防治效果，但效果與噴施 5000 mg/L 者相

似，並未因為濃度提高而效果更佳。在相同施用頻率的試驗中，走莖苗與組織

培養苗的接種試驗結果類似，連續三週施用幾丁寡醣的防治效果優於只施用一

次幾丁寡醣，5000 mg/L 幾丁寡醣施用於走莖苗對炭疽病的防治率分別為 

29.9% 與 19.4%。雖然有關幾丁寡醣的研究資料較少，但有不少文獻指出，採

後作物施用幾丁聚醣後，能夠形成半透性塗層，減少病原菌入侵，進而增加農

產品的儲架壽命 (Chong et al., 2015)。此外，幾丁聚醣可以誘導作物產生細胞

壁增強分子  (如木栓質素，黑色素和木質素 )，進而形成物理屏障 

(Kumaraswamy et al., 2018)。多次施用幾丁寡醣除了可能因此產生保護屏障，

亦可能因為幾丁寡醣附著於葉面更為全面，而增加直接抑菌的效果，降低病原

菌侵入的機會，因而多次施用具有較顯著的防治效果。 

由上述實驗可知，幾丁寡醣確實可作為保護劑，為了評估幾丁寡醣是否有

作為治療劑的潛力，在接種炭疽病菌後，待植株於第三天出現病徵，再施用幾

丁寡醣水溶液。由結果可見，即便將幾丁寡醣濃度提高至 20000 mg/L，與對

照組相比，仍不具顯著差異。因此，幾丁寡醣在農業施用上，相較於治療劑，

較適合作為保護劑。其與許多研究試驗方法相同，在接種病原菌前預先施用幾

丁寡醣，可以預防病害嚴重發生，而非在接種病原菌後才施用 (Ben-Shalom et 

al., 2003；Yin et al., 2013；Yang et al., 2017；Ma et al., 2019)。  

為評估幾丁寡醣其他可能的防治對象，以利給予農民更多的參考依據，針

對草莓兩大新興病害，進行植體試驗。在葉枯病菌接種的試驗中，5000 mg/L 

與 10000 mg/L 的幾丁寡醣處理可大幅度降低葉枯病的嚴重程度；在細菌性角
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斑病菌的接種試驗中，所有測試的幾丁寡醣濃度均對細菌性角斑病菌的防治沒

有明顯效果。此外，實驗過程中發現，10000 mg/L 幾丁寡醣連三週施用後再

接種細菌性角斑病菌的植株，接種後兩週，草莓葉背除了明顯有透化現象外，

與對照組相比，病斑處多湧出乳白色黏稠菌液 (附圖三)。推測可能是因為高濃

度的幾丁寡醣造成藥害，使細菌得以從傷口進入，或是細菌性角斑病菌可能可

以利用幾丁寡醣作為其生長的養分，因此濃度越高、生長越好。有研究指出，

Xanthomonas sp. 可以產生 chitinase (Sakka et al., 1998)，但尚未知其是否可以

產生 chitosanase，目前只有 Enterobacter sp. 和 Bacillus sp. 這兩屬的細菌被

發現可以生成 chitinase 與 chitosanase (Zhu et al., 2007)。 

幾丁寡醣在植株上可以發揮防治功效，除了可能是因為其具有直接抑菌能

力外，也可能是源於幾丁寡醣可以誘導宿主對病原菌產生抗性反應的能力 (朱，

2018；Zeng et al., 2010)。近年來，已有不少文獻指出，幾丁寡醣對許多宿主而

言是強大的免疫激發子 (Immunity elicitor)，經幾丁寡醣預處理的植株可以有

效的調控防禦能力，進而對隨後遭遇的生物或非生物逆境有更強烈的防禦反應 

(Bonin et al., 2020；Jia et al., 2020)。為了確認幾丁寡醣是否誘發草莓植株的防

禦反應，測試預處理幾丁寡醣且接種炭疽病菌之草莓植株的防禦相關酵素變化。

由結果可見，在未接種炭疽病菌前，預處理幾丁寡醣的處理組和對照組的 CAT、

SOD、POD 與 PAL 活性並沒有顯著差異，但接種病原菌後 72 小時，處理組

葉片的 PAL 活性與對照組相比具顯著差異。而在接種後 48 及 72 小時，處

理組的 CAT 活性也比對照組高且具有極顯著差異，由於這些抗氧化酵素與植

物防禦有關 (Kim and Hwang, 2014；Sharma and Ahmad, 2014)，因此此結果表

示幾丁寡醣具有誘導草莓產生防禦反應的能力。其中，處理組在接種後 48 小

時的 CAT 活性較對照組高，與先前文獻的實驗結果可以相互印證，在番茄施
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用幾丁聚醣後，再接種上 Fusarium andiyazi，處理組 CAT 的基因表現在 48 

小時有明顯上調 (Chun et al., 2019)。  

當植物遭受逆境時，會累積 ROS，如 H2O2，而 ROS 會參與細胞的生理

反應，如訊息傳遞、計畫性細胞死亡 (Programmed cell death) 和過敏性反應 

(Hypersensitive reaction) 等等。炭疽病菌 (生物逆境) 會誘導植物產生 ROS，

造成氧化逆境，而植物會設法和緩氧化壓力，使植物不致受損。而幾丁聚醣可

以更快和緩逆境，其中可能原因為幾丁質或幾丁聚醣是某些病原菌細胞壁的組

成部分，當幾丁質或是幾丁質衍生物，如幾丁寡醣，與植物接觸時，便會使植

物誤判為病原菌入侵，進而啟動防禦反應。經由酵素活性測定已知幾丁寡醣可

以誘導植物 CAT 活性，催化 H2O2 轉為 H2O 和 O2，進而和緩氧化壓力。藉

由 DAB 染色法確認草莓植株葉片 H2O2 的累積與緩和氧化逆境狀況發現，

處理組在接種炭疽病菌後 0 和 24小時，可見 H2O2 的累積，但至 48 和 72 

小時，便可見 H2O2 的累積有所減少；而對照組在接種炭疽病菌後 24 小時可

以看見明顯的 H2O2 累積，在接種後 48 及 72 小時，與處理組相比，仍有較

多的褐色累積物，可見此染色結果與 CAT 活性測定結果互相吻合。由酵素活

性測定結果與 H2O2 染色結果可以推定幾丁寡醣會減緩 H2O2 累積所造成的

氧化逆境。 

為評估幾丁寡醣對於防治草莓炭疽病和葉枯病之效期，將連噴 3 週幾丁

寡醣的植株隔 2 週再進行接種。雖然在高濃度 (5000 和 10000 mg/L) 幾丁寡

醣施用下，對於炭疽病害仍可見其防治效果，但對於防治葉枯病害而言，處理

組與對照組無顯著差異。因此在田間施用上，若僅用在預防炭疽病時，可以兩

週噴施一次幾丁寡醣，但若需共同預防炭疽病與葉枯病時，則建議噴施幾丁寡

醣的頻率為每週。 
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由幾丁寡醣防治草莓病害之抗病效果測試可見，除了受藥害影響的植株外，

幾丁寡醣在施用濃度上普遍具有 dose-dependent effect，無論是防治炭疽病或

是葉枯病，幾丁寡醣的防治率隨濃度 (0-10000 mg/L) 增加而有所提高。不過，

不代表濃度越高效果越好，連續每週施用幾丁寡醣的頻率可以有效提高的防治

效果，但在第三次施用 10000 mg/L 幾丁寡醣後，即可能出現藥劑傷害的灼傷

狀，而且因為施用濃度高，防治成本也高。因此，防治草莓炭疽病及葉枯病，

建議每週施用濃度約為 5000 mg/L 的幾丁寡醣水溶液，可以降低草莓炭疽病

約 42.9% 的嚴重度及葉枯病 33.4% 的嚴重度。  

若以每週噴施 5000 mg/L 的幾丁寡醣預防草莓炭疽病和葉枯病，每次每

株約需 10 mL 幾丁寡醣溶液，1 kg 的幾丁寡醣粉末約新台幣 2600 元 (誠麗

誠麗實業股份有限公司)，每分地種植以 5000 株草莓來算，施用 5000 mg/L 

的幾丁寡醣於一分地的草莓園，一週所需幾丁寡醣施用成本約為新台幣 650 

元。而根據草莓良好農業規範 (TGAP)，當育苗期葉片出現病斑時，開始施化

學藥劑，每隔 7 天施藥一次，連續三次，其中，待克利和腐絕是推薦施用於

防治炭疽病的藥劑。以稀釋 3000 倍的炭剋 (待克利，廠牌：Syngenta) 防治炭

疽病害為例，每分地成本約需新台幣 140 元。雖然待克利的價格比幾丁寡醣

低廉許多，但幾丁寡醣可以用於有機農業與友善農業，亦可以結合 IPM 與農

業化學藥劑交錯使用，因此有其發展潛力。 

在草莓植株的施用上，無論是受大眾歡迎的豐香品種或是目前普遍栽種的

香水品種，施用幾丁寡醣皆可以預防其主要病害。由於豐香品種對炭疽病極為

感病，而香水品種雖較耐炭疽病，但對葉枯病十分感病。研究結果發現，幾丁

寡醣對於草莓炭疽病以及葉枯病皆有防治效果。因此，若栽種品種為豐香或是

香水，在病害好發的季節可以預先施用幾丁寡醣作為保護劑，若病害嚴重發生，
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則可以施用化學殺菌劑加以防治，達到減少病原菌抗藥性與農藥殘留的問題，

共同管理田間有害生物。 
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陸、 結論 

草莓是臺灣重要的經濟作物，作為溫帶作物生長在熱帶及亞熱帶交界的臺

灣，容易受到氣候條件影響而飽受病原菌入侵，因而施用大量殺菌劑以防治多

種病害。為了減輕大量化學農業藥劑所造成的環境汙染、農藥殘留等威脅人類

生命健康的嚴重副作用，多加利用高安全性資材以降低化學藥劑使用量是勢不

可擋的趨勢。 

幾丁寡醣施用在香水品種草莓上，可以有效防治炭疽病以及葉枯病，但無

法防治細菌性角斑病。對於炭疽病菌的壓器生成與葉枯病菌的孢子發芽而言，

幾丁寡醣展現了顯著的抑菌的能力，說明了幾丁寡醣可以做為農業保護劑使用。

此外，幾丁寡醣具有減少 ROS 累積並誘導宿主產生抗性的能力，可以藉由防

禦相關酵素與抗氧化酵素活性的測定，以及葉片 DAB 染色得到證實。 

幾丁寡醣除了提供有機農業及友善農業防治病害的新選擇，亦可以結合 

IPM 與化學農業藥劑搭配使用。在做好耕作、物理及生物防治的前提下，於病

害好發季節可以施用幾丁寡醣預防豐香品種易得的炭疽病以及嚴重肆虐香水

品種的葉枯病，作為病害出現的防線。施用過程需正確且即時診斷害物與植株

狀況，若田區受細菌性角斑病為害，則須暫時停用幾丁寡醣。相信如此一來，

定可以為化學農藥減量與永續農業的目標盡一份心力。 
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捌、 圖表集 

表一、 草莓苗之炭疽病病害嚴重度分級表 

Table 1. Symptoms of each severity scale in a 6-scale scoring system used for 

assessment of disease severity of anthracnose on strawberry seedlings. 

 

Scale Symptom Severity 

 Anthracnose % of lesion 

 

0 

  

Healthy 

 

1 

 

 

1~10% leaf area with lesions 

 

 

2 

 

 

11~25% leaf area with lesions 

 

 

3 

 

 

25~50% leaf area with lesions 

 

 

4 

 

 

50~75% leaf area with lesions 

 

 

5 

 

 

75~100% leaf are with lesions 
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表二、 草莓苗之葉枯病病害嚴重度分級表 

Table 2. Symptoms of each severity scale in a 6-scale scoring system used for 

assessment of disease severity of leaf blight on strawberry seedlings. 

 

Scale Symptom Severity 

 Leaf blight % of lesion 

 

0 

  

Healthy 

 

1 

 

 

1~10% leaf area with lesions 

 

 

2 

 

 

11~25% leaf area with lesions 

 

 

3 

 

 

25~50% leaf area with lesions 

 

 

4 

 

 

50~75% leaf area with lesions 

 

 

5 

 

 

75~100% leaf are with lesions 
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表三、 草莓苗之細菌性角斑病病害嚴重度分級表 

Table 3. Symptoms of each severity scale in a 6-scale scoring system used for 

assessment of disease severity of bacterial angular leaf spot of strawberry seedlings. 

 

Scale Symptom Severity 

 Bacterial angular leaf spot % of lesion 

 

0 

  

Healthy 

 

1 

 

 

1~10% leaf area with lesions 

 

 

2 

 

 

11~25% leaf area with lesions 

 

 

3 

 

 

25~50% leaf area with lesions 

 

 

4 

 

 

50~75% leaf area with lesions 

 

 

5 

 

 

75~100% leaf are with lesions 
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(A) 

    

 (B) 

 

圖一、 不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病菌孢子發芽與壓器產生之影響 

Figure 1. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) at different concentrations on spores 

germination and appressorium formation of Colletotrichum siamense ML133. 

The number (A) and the percentage (B) of ungerminated spores (No germination) and 

germinated spores without (Hyphae only) and with appressorium (Appressorium) of C. 

siamense ML133 in 200 randomly-picked spores after 24 hours treatment with different 

concentrations of COS. Data were analyzed by the analysis of variance (ANOVA) with 

P < 0.01. Three independent experiments were performed with three replicates for each 

treatment (n = 3). Asterisks “*” and “**” indicate statistically significant difference at 

P < 0.05 and P < 0.01 between control and COS-treated groups, respectively, 

determined by Tukey’s studentized range test (Honestly significant difference, HSD). 
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圖二、 不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病菌菌絲生長之影響 

Figure 2. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) at different concentrations on hyphal 

growth of Colletotrichum siamense ML133. 

The hyphal growth inhibition assay of COS was performed on potato dextrose agar 

(PDA) supplemented with different concentrations of COS. A 0.75 cm-diameter agar 

plug cut from the edge of C. siamense ML133 hypha was inoculated at the center of 

each plate. The hyphal diameter was measured 6 days after incubation at 28 ºC under 

dark. Data were analyzed by the analysis of variance (ANOVA). Three independent 

experiments were performed with four replicates for each treatment (n = 4). 
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   (A)                     (B)                  (C) 

 
圖三、 草莓組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病抗性之影響 

Figure 3. Effect of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at different 

concentrations on strawberry resistance against Colletotrichum siamense ML133 using 

micropropagated strawberry seedlings. 

Disease severity caused by C. siamense ML133 on 5-week-old strawberry plants 

pretreated with COS 1 hour (A) and 1 week (B and C) before spray inoculation of C. 

siamense ML133. Different concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS 

were sprayed once (A and C) or 3 times with 1-week interval (B) on micropropagated 

strawberry seedlings. ddH2O was used as control (CK). One hour or one week after 

pretreatment of COS, strawberry plants were inoculated with spore suspension (1 × 106 

spores/mL) of C. siamense ML133. Disease development in a humid chamber under 

controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) was monitored every day, 

and disease severity was recorded at 6-day post inoculation. Data were represented as 

mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by the analysis of variance 

(ANOVA). Three independent experiments were performed with five replicates for 

each treatment. Asterisks “*” and “**” indicate statistically significant difference at P 

< 0.05 and P < 0.01 between control and COS-treated groups, respectively, determined 

by Tukey’s studentized range test (Honestly significant difference, HSD). 
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           (A)                         (B) 

   

圖四、 草莓走莖苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病抗性之影響 

Figure 4. Effect of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at different 

concentrations on strawberry resistance against Colletotrichum siamense ML133 using 

strawberry seedlings from runner. 

Disease severity caused by C. siamense ML133 on strawberry plants pretreated with 

COS 1 hour (A) and 1 week (B) before spray inoculation of C. siamense ML133. 

Different concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were sprayed once 

(A) or 3 times with 1-week interval (B) on strawberry seedlings from runners. ddH2O 

was used as control (CK). One hour or one week after pretreatment of COS, strawberry 

plants were inoculated with spore suspension (1 × 106 spores/mL) of C. siamense 

ML133. Disease development in a humid chamber under controlled conditions (16/8h 

light/dark photoperiod, 28±2 ºC) was monitored every day, and disease severity was 

recorded at 6-day post inoculation. Data were represented as mean and standard 

deviation (SD) (n = 5), and analyzed by the analysis of variance (ANOVA). Three 

independent experiments were performed with five replicates for each treatment. 

Asterisks “*” and “**” indicate statistically significant difference at P < 0.05 and P < 

0.01 between control and COS-treated groups, respectively, determined by Tukey’s 

studentized range test (Honestly significant difference, HSD). 
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          (A)                        (B) 

 

圖五、 草莓組織培養苗與草莓走莖苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓炭疽病抗

性之效期評估 

Figure 5. Evaluation of validity of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at 

different concentrations on strawberry resistance against Colletotrichum siamense 

ML133 using micropropagated strawberry seedlings and strawberry seedlings from 

runner. 

Disease severity caused by C. siamense ML133 on strawberry plants pretreated with 

COS 2 weeks before spray inoculation of C. siamense ML133. Different concentrations 

(100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were sprayed 3 times with 1-week interval 

on micropropagated strawberry seedlings (A) and strawberry seedlings from runners 

(B). ddH2O was used as control (CK). Two weeks after pretreatment of COS, strawberry 

plants were inoculated with spore suspension (1 × 106 spores/mL) of C. siamense 

ML133. Disease development in a humid chamber under controlled conditions (16/8h 

light/dark photoperiod, 28±2 ºC) was monitored every day, and disease severity was 

recorded at 6-day post inoculation. Data were represented as mean and standard 

deviation (SD) (n = 5), and analyzed by the analysis of variance (ANOVA). Three 

independent experiments were performed with five replicates for each treatment. 

Asterisks “*” and “**” indicate statistically significant difference at P < 0.05 and P < 

0.01 between control and COS-treated groups, respectively, determined by Tukey’s 

studentized range test (Honestly significant difference, HSD). 
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圖六、 幾丁寡醣對炭疽病治療效果評估 

Figure 6. Therapeutic effectiveness of chitosan oligosaccharide (COS) at different 

concentrations on strawberry resistance against Colletotrichum siamense ML133 using 

micropropagated strawberry seedlings. 

Disease severity caused by C. siamense ML133 on 5-week-old strawberry plants treated 

with COS after spray inoculation of C. siamense ML133. Different concentrations (100, 

1000, 5000, 10000 and 20000 mg/L) of COS were sprayed once after the symptoms of 

anthracnose appearing on micropropagated strawberry seedlings. ddH2O was used as 

control (CK). Strawberry plants were inoculated with spore suspension (1 × 106 

spores/mL) of C. siamense ML133. Disease development in a humid chamber under 

controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) was monitored every day, 

and disease severity was recorded at 6-day post inoculation. Data were represented as 

mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by the analysis of variance 

(ANOVA). Three independent experiments were performed with five replicates for 

each treatment. 
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(A) 

 

(B) 

 

圖七、 不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病菌孢子發芽之影響 

Figure 7. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) at different concentrations on spores 

germination of Neopestalotiopsis rosae ML2411. 

The number (A) and the percentage (B) of ungerminated spores (No germination) and 

germinated spores (Germination) of N. rosae ML2411 in 200 randomly-picked spores 

after 24 hours treatment with different concentrations of COS. 

Changes were analyzed by the analysis of variance (ANOVA) with P < 0.01. Three 

independent experiments were performed with three replicates for each treatment (n = 

3). Asterisks “*” and “**” indicate statistically significant difference at P < 0.05 and P 

< 0.01 between control and COS-treated groups, respectively, determined by Tukey’s 

studentized range test (Honestly significant difference, HSD).  
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圖八、 不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病菌菌絲生長之影響 

Figure 8. Effect of chitosan oligosaccharide at different concentrations on hyphal 

growth of Neopestalotiopsis rosae ML2411. 

The hyphal growth inhibition assay of COS was performed on potato dextrose agar 

(PDA) supplemented with different concentrations of COS. A 0.75 cm-diameter agar 

plug cut from the edge of N. rosae ML2411 hypha was inoculated at the center of each 

plate. The hyphal diameter was measured 6 days after incubation at 25 ºC under dark. 

Data were analyzed by the analysis of variance (ANOVA). Three independent 

experiments were performed with four replicates for each treatment (n = 4). 
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(A)                           (B) 

      

圖九、 草莓組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病抗性之影響 

Figure 9. Effect of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at different 

concentrations on strawberry resistance against Neopestalotiopsis rosae ML2411 using 

micropropagated strawberry seedlings. 

Disease severity caused by N. rosae ML2411 on 5-week-old strawberry plants 

pretreated with COS 1 hour (A) and 1 week (B) before spray inoculation of N. rosae 

ML2411. Different concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were 

sprayed once (A) or 3 times with 1-week interval (B) on micropropagated strawberry 

seedlings. ddH2O was used as control (CK). One hour or one week after pretreatment 

of COS, strawberry plants were inoculated with spore suspension (1 × 106 spores/mL) 

of N. rosae ML2411. Disease development in a humid chamber under controlled 

conditions (16/8h light/dark photoperiod, 23±2 ºC) was monitored every day, and 

disease severity was recorded at 14-day post inoculation. Data were represented as 

mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by the analysis of variance 

(ANOVA). Three independent experiments were performed with five replicates for 

each treatment. Asterisks “*” and “**” indicate statistically significant difference at P 

< 0.05 and P < 0.01 between control and COS-treated groups, respectively, determined 

by Tukey’s studentized range test (Honestly significant difference, HSD).  
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圖十、 草莓組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓葉枯病抗性之效期評估 

Figure 10. Evaluation of validity of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at 

different concentrations on strawberry resistance against Neopestalotiopsis rosae 

ML2411 using micropropagated strawberry seedlings. 

Disease severity caused by N. rosae ML2411 on 5-week-old strawberry plants 

pretreated with COS 2 weeks before spray inoculation of N. rosae ML2411. Different 

concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were sprayed 3 times with 

1-week interval on micropropagated strawberry seedlings. ddH2O was used as control 

(CK). One week after pretreatment of COS, strawberry plants were inoculated with 

spore suspension (1 × 106 spores/mL) of N. rosae ML2411. Disease development in a 

humid chamber under controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 23±2 ºC) 

was monitored every day, and disease severity was recorded at 14-day post inoculation. 

Data were represented as mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by 

the analysis of variance (ANOVA). Three independent experiments were performed 

with five replicates for each treatment. 
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圖十一、 不同濃度幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病菌生長之影響 

Figure 11. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) at different concentrations on 

bacterial growth of Xanthomonas fragariae B001. 

Cells of X. fragariae were collected from 5-day culture, washed and adjusted to O.D = 

1 (1 x109 CFU/mL). Serial dilution was carried out and aliquot of each dilution was 

plated on sucrose peptone agar (SPA) supplemented with different concentrations of 

COS. All plates were incubated at 20 ºC for 5 days and bacterial number grown on each 

plate was calculated. Data were represented as mean and standard deviation (SD) (n = 

4), and analyzed by the analysis of variance (ANOVA). Three independent experiments 

were performed with four replicates for each treatment.  
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(A)                       (B) 

     

圖十二、 組織培養苗預施用不同濃度幾丁寡醣對草莓細菌性角斑病抗性之影響 

Figure 12. Effect of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at different 

concentrations on strawberry resistance against Xanthomonas fragariae B001 using 

micropropagated strawberry seedlings. 

Disease severity caused by X. fragariae B001 o on 5-week-old strawberry plants 

pretreated with COS 1 hour (A) and 1 week (B) before spray inoculation of X. fragariae 

B001. Different concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were 

sprayed once (A) or 3 times with 1-week interval (B) on micropropagated strawberry 

seedlings. ddH2O was used as control (CK). One hour or one week after pretreatment 

of COS, strawberry plants were inoculated with bacterial suspension (1 x109 CFU/mL) 

of X. fragariae B001. Disease development in a humid chamber under controlled 

conditions (16/8h light/dark photoperiod, 23±2 ºC) was monitored every day, and 

disease severity was recorded at 14-day post inoculation. Data were represented as 

mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by the analysis of variance 

(ANOVA). Three independent experiments were performed with five replicates for 

each treatment. 
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圖十三、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓抗氧化酵素過氧化

氫酶活性之影響 

Figure 13. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) pretreatment and after inoculation 

of Colletotrichum siamense ML133 on the catalase (CAT) activity in micropropagated 

strawberry seedlings. 
One week after pretreatment of water (CK) or 5000 mg/L COS (COS) 3 times with 1-

week interval, strawberry plants were sprayed with water or spore suspension (1 × 106 

spores/mL) of C. siamense ML133. Disease developed in a humid chamber under 

controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) and leaves were collected 

before inoculation (BI) and 0, 24, 48 and 72 hours after C. siamense ML133 inoculation 

Data were represented as mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by 

the analysis of variance (ANOVA). Three independent experiments were performed 

with five replicates for each treatment. Asterisks “*” and “**” indicate statistically 

significant difference at P < 0.05 and P < 0.01 between control and COS-treated groups, 

respectively, determined by Tukey’s studentized range test (Honestly significant 

difference, HSD).   
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圖十四、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓抗氧化酵素超氧化

物歧化酶活性之影響 

Figure 14. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) retreatment and after inoculation 

of Colletotrichum siamense ML133 on the superoxide dismutase (SOD) activity in 

micropropagated strawberry seedlings. 
One week after pretreatment of water (CK) or 5000 mg/L COS (COS) 3 times with 1-

week interval, strawberry plants were sprayed with water or spore suspension (1 × 106 

spores/mL) of C. siamense ML133. Disease developed in a humid chamber under 

controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) and leaves were collected 

before inoculation (BI) and 0, 24, 48 and 72 hours after C. siamense ML133 inoculation. 

Data were represented as mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by 

the analysis of variance (ANOVA). Three independent experiments were performed 

with five replicates for each treatment. 
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圖十五、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓抗氧化酵素過氧化

酶活性之影響 

Figure 15. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) pretreatment and after inoculation 

of Colletotrichum siamense ML133 on the peroxidase (POD) activity in 

micropropagated strawberry seedlings. 
S One week after pretreatment of water (CK) or 5000 mg/L COS (COS) 3 times with 

1-week interval, strawberry plants were sprayed with water or spore suspension (1 × 

106 spores/mL) of C. siamense ML133. Disease developed in a humid chamber under 

controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) and leaves were collected 

before inoculation (BI) and 0, 24, 48 and 72 hours after C. siamense ML133 inoculation 

Data were represented as mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by 

the analysis of variance (ANOVA). Three independent experiments were performed 

with five replicates for each treatment. 
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圖十六、 組織培養苗預處理幾丁寡醣後接種炭疽病菌對草莓防禦性酵素苯丙胺

酸裂解酶活性之影響 

Figure 16. Effect of chitosan oligosaccharide (COS) pretreatment and after inoculation 

of Colletotrichum siamense ML133 on the phenylalanine ammonia-lyase (PAL) 

activity in micropropagated strawberry seedlings. 
One week after pretreatment of water (CK) or 5000 mg/L COS (COS) 3 times with 1-

week interval, strawberry plants were sprayed with water or spore suspension (1 × 106 

spores/mL) of C. siamense ML133. Disease developed in a humid chamber under 

controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) and leaves were collected 

before inoculation (BI) and 0, 24, 48 and 72 hours after C. siamense ML133 inoculation 

Data were represented as mean and standard deviation (SD) (n = 5), and analyzed by 

the analysis of variance (ANOVA). Three independent experiments were performed 

with five replicates for each treatment. Asterisks “*” and “**” indicate statistically 

significant difference at P < 0.05 and P < 0.01 between control and COS-treated groups, 

respectively, determined by Tukey’s studentized range test (Honestly significant 

difference, HSD). 
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圖十七、 幾丁寡醣可降低炭疽病菌在草莓葉片中誘導的 H2O2 累積 

Figure 17. Pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) can reduce H2O2 

accumulation in strawberry leaves inoculated with Colletotrichum siamense ML133. 

Micropropagated strawberry seedlings were sprayed with water (CK) or 5000 mg/L 

COS (COS) once a week for 3 weeks. One week after the last application of COS, 

strawberry plants were sprayed with water or inoculated with spore suspension (1 × 106 

spores/mL) of C. siamense ML133. Disease was developed in a humid chamber under 

controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC), and leaves were 

collected at 0, 24, 48 and 72 hours after C. siamense ML133 inoculation and before 

inoculation (BI) for checking H2O2 accumulation (A). The third leaf of each plant was 

excised and the presence of hydrogen peroxide (H2O2) was evaluated by a 3, 3’-

diaminobenzendine (DAB) staining method. Magnified images of leaflets from plants 

48 hours (B) and 72 hours (C) after inoculation of C. siamense ML133 and stained with 

DAB.  
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玖、 附錄 

 

  (A)                              (B) 

   

  (C)                              (D) 

  

附圖一、 處理幾丁寡醣導致炭疽病菌孢子壓器變形 

Supplementary Figure 1. Treatment of chitosan oligosaccharide (COS) on 

Colletotrichum siamense ML133 spores caused deformation of the appressoria.  

Spores of C. siamense ML133 24 hours after treatment without (A) and with 100 (B)、

1000 (C) and 5000 mg/L (D) of COS. The deformed appressoria were indicated by 

arrows. 
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附圖二、 每週施用一次 10000 mg/L 幾丁寡醣，三週後，組織培養苗出現焦枯

病徵 

Supplementary Figure 2. Scorch-like symptoms on leaves of micropropagated 

strawberry seedlings treated with 10000 mg/L chitosan oligosaccharide (COS) once a 

week for three times.  

This photograph was taken 7 days after the last application of COS. 
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附圖三、 連施三週 10000 mg/L 幾丁寡醣後接種細菌性角斑病菌之病徵 

Supplementary Figure 3. Symptoms of strawberry leaves pretreated with 10000 mg/L 

chitosan oligosaccharide (COS) three times after inoculation of Xanthomonas fragariae 

B001.  

10000 mg/L COS was sprayed on micropropagated strawberry seedlings once a week 

for three weeks. Plants sprayed with water were used as control (CK). One week after 

the last application of COS, strawberry plants were inoculated with 1 x109 CFU/mL X. 

fragariae B001. The photographs were taken 14 days after inoculation of X. fragariae 

B001. Bacterial ooze can be observed on the abaxial surfaces of the inoculated leaves 

of strawberry plants pretreated with 10000 mg/L COS (A), but not with water (CK) (B). 

  



doi:10.6342/NTU202101589

89 

 

附圖四、 草莓組織培養苗預施用不同濃度與頻率幾丁寡醣對草莓炭疽病抗性影

響之植株樣態 

Supplementary Figure 4. Effect of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at 

different concentrations and frequencies on strawberry resistance against 

Colletotrichum siamense ML133 using micropropagated strawberry seedlings. 

Different concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were sprayed once 

(1, 1H and 1, 1W) or 3 times with 1-week interval (3, 1W and 3, 2W) on 5-week-old 

micropropagated strawberry seedlings. ddH2O was used as control (CK). One hour (1, 

1H) or one week (1, 1W and 3, 1W) or two weeks (3, 2W) after pretreatment of COS, 

strawberry plants were inoculated with spore suspension (1 × 106 spores/mL) of C. 

siamense ML133. Disease development in a humid chamber under controlled 

conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) was monitored every day, and the 

photographs were taken at 6-day post inoculation. 
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附圖五、草莓走莖苗預施用不同濃度與頻率幾丁寡醣對草莓炭疽病抗性影響之植

株樣態 

Supplementary Figure 5. Effect of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at 

different concentrations and frequencies on strawberry resistance against 

Colletotrichum siamense ML133 using strawberry seedlings from runner. 

Different concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were sprayed once 

(1, 1H) or 3 times with 1-week interval (3, 1W and 3, 2W) on strawberry seedlings from 

runner. ddH2O was used as control (CK). One hour (1, 1H) or one week (3, 1W) or two 

weeks (3, 2W) after pretreatment of COS, strawberry plants were inoculated with spore 

suspension (1 × 106 spores/mL) of C. siamense ML133. Disease development in a 

humid chamber under controlled conditions (16/8h light/dark photoperiod, 28±2 ºC) 

was monitored every day, and the photographs were taken at 6-day post inoculation. 
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附圖六、 草莓組織培養苗預施用不同濃度與頻率幾丁寡醣對草莓葉枯病抗性影

響之植株樣態 

Supplementary Figure 6. Effect of pretreatment of chitosan oligosaccharide (COS) at 

different concentrations and frequencies on strawberry resistance against 

Neopestalotiopsis rosae ML2411 using micropropagated strawberry seedlings. 

Different concentrations (100, 1000, 5000 and 10000 mg/L) of COS were sprayed once 

(1, 1H and 1, 1W) or 3 times with 1-week interval (3, 1W and 3, 2W) on 5-week-old 

micropropagated strawberry seedlings. ddH2O was used as control (CK). One hour (1, 

1H) or one week (1, 1W and 3, 1W) or two weeks (3, 2W) after pretreatment of COS, 

strawberry plants were inoculated with spore suspension (1 × 106 spores/mL) of N. 

rosae ML2411. Disease development in a humid chamber under controlled conditions 

(16/8h light/dark photoperiod, 23±2 ºC) was monitored every day, and the photographs 

were taken at 14-day post inoculation. 

 

 




