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摘要
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為能即時觀察白葉枯病菌於剪葉接種後感染水稻的完整過程，本研究利用新型強效的 ZsGFP基因及
pBBR1MCS載體，構築可於白葉枯病病原菌 Xanthomonas中表現綠色螢光之重組質體 pBRRZsGFP。接著，
轉型至 Escherichia coli DH5α及 Xanthomonas oryzae pv. oryzae XF89b。經基因型確認之轉型菌株 (DH5αZsGFP

及XF89bZsGFP) 菌落，皆可持續地表現綠螢光蛋白質。進一步於最高分蘗期接種水稻「台農67號」(感病品種) 
植株，結果發現因葉綠素螢光的干擾，在接種 3 d後 (3 DAI)，勉強可在切口處觀察到 XF89bZsGFP的增殖；直

至 7 DAI，方能觀察 XF89bZsGFP自葉尖沿著葉脈向葉基入侵。為了降低葉綠素螢光的干擾，本研究改用「台農

67號」暗培養之白化苗作為接種宿主，結果發現在感染 0.5 h，即可發現 XF89bZsGFP的增殖與入侵。在接種

後 1 h，接種葉的螢光達到最大的表現。但可能隨水稻宿主啟動免疫系統，壓制入侵 XF89bZsGFP的繁殖，使

接種葉的螢光表現轉弱。然而，至 7 DAI接種葉的螢光表現轉強，並持續向病葉基部發展，顯示 XF89bZsGFP

可能突破水稻的免疫系統，沿著維管束繼續侵入、繁殖，向葉片基部蔓延感染。這是目前已知最早觀測到白

葉枯病菌感染水稻植株的研究報告。同時，此系統為非破壞性取樣，可連續在同一病葉觀察病原菌於接種後

之侵入、增生及病勢的發展。因此，本研究所建構之 XF89bZsGFP，確實可作為即時檢測接種後病菌感染能力

及感染過程的平台，亦能作為未來白葉枯病菌與水稻宿主間交互作用的檢測平台。

關鍵詞：白葉枯病菌、兔海葵綠螢光基因、Xanthomonas螢光表現系統、病勢調查、病原菌 -宿主間交互作用。
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前言

水稻白葉枯病 (rice bacterial blight dis-
ease; RBBD) 是水稻的嚴重病害之一，主要是

由 Xanthomonas oryzae pv. oryzae 所 引 起，

嚴重時可造成水稻的減產達 50% (Gnanaman-
ickam et al. 1999)。此病害是一種系統性的疾

病，主要危害水稻的葉片及葉鞘，甚至感染水

稻的穗部，造成罹病株不充實粒的增加而減

產。X. oryzae pv. oryzae 為桿狀黃色的革蘭氏

陰性菌，長約 0.7–2.0 µm，寬約 0.4–0.7 µm。

菌體可藉單一極性鞭毛，而具游走能力 (Yo-
shimura & Tahara 1961)。其主要是透過植株

的傷口或自然開口 (如水口；hydathodes) 感染

水稻植株，病原菌在木質部增殖後進而盤據在

維管束，隨著菌體的增生胞外多醣體的分泌亦

隨之增加，最後造成維管束系統的阻塞，使植

研究報告
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株葉片白化乾枯 (Niño-Liu et al. 2006)。在感

病初期，葉片的感染處會出現萎凋，且枯萎的

區域亦會開始擴大；隨著病程的進展，在葉脈

間區域會發生嚴重的壞疽 (necrosis)，接著整

個罹病葉片轉成白灰色，最終死亡 (Mizukami 
& Wakimoto 1969; Niño-Liu et al. 2006)。

過去數十年，由於胞內細胞動力學 (in 
vivo cellular dynamics) 相關技術的發展，使

學者對於特定生理現象探討更容易。綠螢光蛋

白質 (green fluorescent protein; GFP) 自 1962
年於水母 (Aequorea victoria) 細胞中被發現 
(Shimomura et al. 1962) 發展至今，已發展出

許多不同形式的螢光蛋白質，如紅螢光蛋白

質、黃螢光蛋白質及藍螢光蛋白質等。而以螢

光蛋白質作為標誌系統 (marker system)，具

有對細胞不易產生毒害及物理性破壞，且無需

添加基質即可直接於活細胞 (in vivo) 中觀察

等優點 (Tsien 1998; Errampalli et al. 1999)。
因此，逐漸取代傳統的標誌基因 β-葡糖苷酸

酶 (β-glucuronidase; GUS) 或螢光素酶 (lucif-
erase) 基因，已被廣泛應用在生物物理學、

生物化學、植物生理學及植物病理學等方面 
(Mizuno et al. 2001; Stewart 2001; Hillesheim 
& Müller 2005; Caplan et al. 2008)。例如，利

用螢光蛋白質標定待測定的蛋白質，即可在活

細胞中以目視、追蹤，甚至量化此待測的蛋白

質，並進一步探討其在細胞的生理功能 (Ca-
plan et al. 2008)。另外，雙分子螢光互補分析 
(bimolecular fluorescence complementation; 
BiFC) 分析技術，是利用不同螢光系統，標定

不同的待測蛋白質，藉此在植物或動物細胞中

分析標的蛋白質間的交互作用 (Bracha-Drori 
et al. 2004; Chun et al. 2007)。近來，螢光蛋

白質已被利用在微生物的標定，藉此分析它們

在宿主的感染過程，如 Lactobacillus sakie、
Pseudomonas syringae、X. axonopodis  pv. 
dieffenbachiae 及 Xylella fastidiosa 等 (New-
man et al. 2003; Elibox & Umaharan 2007; Yu 
et al. 2007; Fan et al. 2008)。

為了研究白葉枯病菌與宿主水稻的交互關

係，以了解病原菌的致病性或是水稻宿主的抗

性。現行的做法是利用剪葉接種法，對分蘗盛

期的水稻，接種白葉枯病菌。並於判別品系「台

中在來 1 號」(‘Taichung Native 1’; ‘TN1’) 的病

斑發展至全葉面積 3/4 (或約 20 cm 長) 時，針

對供試水稻品種 (系) 進行病斑的量測 (Kauff-
man et al. 1973)。 然 而， 由 於 X. oryzae pv. 
oryzae 之繁殖較為緩慢，通常需要接種 7 d 以

上，方能觀察到病斑表現。而田間接種又經常

受到當時田間的環境因素所影響，接種成功與

否的判定，常需要觀察到宿主葉片出現病斑或

是測定菌流方能確定。所以，一旦接種失敗，

常導致錯失當期作的最佳接種時機。因此，如

何能盡早確定病原菌接種成功與否，係水稻病

害檢定非常重要的關鍵技術。

近 年 來，Matz et al. (1999) 自 兔 海 葵 
(Zoanthus sp.) 選殖出一強效的綠螢光基因

ZsGFP，可表現較前述的 EGFP 高 2.5 倍的螢

光強度，適用在細胞標定、啟動子表現強度

研究、蛋白質體研究或轉染的控制等相關試

驗 (Clontech Co., USA)。因此，本研究利用

ZsGFP 基因，構築成 Xanthomonas 之綠螢光

基因連續表現系統，並轉型至台灣水稻白葉枯

病抗性檢定圃專用菌株 XF89b，使其能持續

地表現 ZsGFP 綠螢光蛋白質。繼而利用此一

重組 XF89bZsGFP 菌株感染「台農 67 號」水稻植

株，發現於接種後即可即時觀察病原菌的感染

過程。因此，本研究建立一個可於病原菌接種

後立即檢測白葉枯病菌感染過程之可信且快速

的方法，除了可即時提供接種成功與否的訊息

外，亦可作為日後探討白葉枯病菌-水稻宿主

間交互作用的分析平台。

材料與方法

試驗材料

本研究使用對白葉枯病原菌呈感病反應的

水稻品種「台農 67 號」 (‘TNG 67’) 為試驗材

料，分別依慣行農法種植於溫室之正常植株，

以及種子播種於培養基進行暗處理所得之白化

苗做為接種材料。白葉枯病菌則以行政院農委

會農業試驗所植病組稻作病害實驗室所保存的

白葉枯病菌株 X. oryzae pv. oryzae XF89b (採
集地 : 台中) 作為供試菌株。而 Escherichia 
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coli DH5α 則為 DNA 重組試驗用之宿主。表現

系統構築所用之載體為 pBBR1MCS，其是一

種可存於大多數革蘭氏陰性菌宿主 (gentamy-
cin 敏感菌株) 的選殖載體，如 E. coli、Xan-
thomonas 屬、Acetobacter xylinum、Barton-
ella bacilliformis、Paracoccous denitrificans、
Pseudomonas fluorescens、P. putida、Rhizobi-
um meliloti、Salmonella typhimurium 及 Vibrio 
cholerae 等菌株 (Kovach et al. 1995)。報導基

因 ZsGFP 綠螢光基因則購自 Clontech 公司之

商品 pZsGreen1 (Clontech Co.)。

Xanthomonas 綠螢光表現系統之構築
依據已發表之 ZsGFP 基因序列 (Matz et 

al. 1999)，設計引子：GFP-F 5’-TATAGGGC-
GAATTGGTGGCACGACAGGTTTCCCGA-3’
及 GFP-R 5’-GAACAAAAGCTGGTCCCGGC 
ATCCGCTTACAGA-3’。以 pZsGreen 質體 DNA
為模板，PCR 程式設定為 95℃ 2 min 30 s 1 循

環，94℃ 30 s、60℃ 30 s、72℃ 3 min 循環 30
次，72℃ 10 min 1 循環，擴殖出含啟動子及

ZsGFP 綠螢光基因片段，再以 In-Fusion® HD 
Cloning Kit (Clontech Co.)， 次 選 殖 於 pB-
BR1MCS 的 SacI 及 KpnI 切位。根據 Cohen et 
al. (1972) 發表的方法，將反應產物轉型至 E. 
coli DH5α。經定序確認為帶有正確啟動子插

入片段之重組質體，即命名為 pBBRZsGFP。
本研究將所獲得之重組菌株 E. coli DH5α (pB-
BRZsGFP)，簡稱為 DH5αZsGFP。接著，利用

Mini PlusTM Plasmid DNA Extraction System 
(Viogene, Taiwan) 抽取 pBBRZsGFP 質體，供

後續白葉枯病菌轉型用。

白葉枯病菌之轉型 (Transformation)
利用電穿孔方法進行 X. oryzae 轉型 (Keen 

et al. 1992)。首先，自活化的 X. oryzae pv. 
oryzae XF89b，挑選單一菌落培養於 50 mL 
PSG 培養基 [500 g L-1 馬鈴薯、200 g L-1 蔗糖、

15 g L-1 peptone、5 g L-1 Na2HPO4．12H2O 及

2 g L-1 Ca(NO3)2]，於 30℃、150 rpm 下，震

盪培養至 A600 讀值達 0.6–0.8，隨即冰浴 30 
min 後以 5,000 ×g、4℃、離心 5 min 收集菌體。

接著，將菌體輕輕懸浮於 50 mL 預冷的 10%

甘油，再以上述離心條件沉降菌體。重複此步

驟 2 次後，所得菌體即輕輕懸浮於 1 mL 預冷

的 10% 甘油，並以 100 μL 分裝於 1.5 mL 微

量離心管，即為勝任細胞 (competent cell)。
經液態氮急速冷凍後，保存於 -80℃備用。

轉型時，將勝任細胞自 -80℃中取出，加

入適量的質體 DNA，置於冰上緩慢回溫後，

移 至 預 冷 之 電 極 管 中 (Bio-Rad®, USA, 0.2 
cm)。 同 時， 將 Gene Pulser® II (BIO-RAD®) 
的反應條件設定在 25 μF、2.4 kV 與 200Ω，

進行電穿孔後，將菌液轉移到 0.45 mL 的

PSG 培養基，於 30℃下培養 1.5–2.0 h。最後

把菌液均勻塗佈於含 10 mg L-1 gentamycin
的 523 固態培養基 [1% (w/v) sucrose、0.8% 
(w/v) casein hydrolysate、0.4% (w/v) yeast 
extract、0.2% (w/v) K2HPO4、0.03% (w/v) 
MgSO4．7H2O 及 1.5% (w/v) agar] (Kado & 
Heskett 1970)，進行篩選。經基因型分析及

螢光觀察所確認的重組菌株，即為 X. oryzae 
pv. oryzae XF89b (pBBRZsGFP)，以下簡稱為

XF89bZsGFP。

轉型株之基因型分析

以牙籤自選擇性固態培養基上，挑取

單 一 菌 落 之 E. coli 與 X. oryzae pv. oryzae 
XF89b 之轉型株，一方面接種至新鮮含 10 mg 
L-1 gentamycin 的 LB 固 態 培 養 基 [1% (w/v)
bacto trytone、0.5% (w/v) yeast extract、1% 
(w/v) sodium chloride 及 1.5% agar]，作為平

板菌保；另一方面，將菌體置於 PCR 反應液，

進行 colony PCR，確認轉型株帶有 pBBRZs-
GFP。PCR 所用引子為：GFP-F1 5’-GACTA 
CGCGTATGACCATGATTACGCCAAGCT-3’
及 GFP-R1 5’-GACTGAGCTCGACTAGTAG-
GCC TATTATTTTGT-3’。

PCR 程式設定為 95℃ 4 min 30 s 1 循環，

94℃ 30 s、55℃ 30 s、72℃ 3 min 循環 30 次，

72℃ 10 min 1 循環，擴增出 0.8 kb ZsGFP 綠

螢光基因片段。

白葉枯病菌之接種源製備、接種與病勢

調查

在接種源製備方面，將 X. oryzae pv. ory-
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zae XF89b、XF89bZsGFP 於室溫下、523 固態

培養基上活化培養 72 h 後，再挑選單一菌落

畫線接種於新鮮培養基，於室溫下進行馴化培

養 72 h。接著，轉移至 523 液體培養基 (1% 
sucrose、0.8% casein hydrolysate、0.4% yeast 
extract、0.2% K2HPO4 及 0.03% MgSO4．7 H2O)。
於室溫下、150 rpm 震盪培養 72 h。此時菌液

濃度約 109 CFU mL-1，即可作為白葉枯病菌

之接種源。另一方面，DH5αGFP 則於 37℃下，

於 LB 固態培養基培養 2 d，即將菌體刮下並

懸浮於滅菌去離子水，調整菌液 A600 讀值至

0.6–1.0，即為大腸桿菌之接種源。

供試水稻植株於溫室種植至最高分蘗期 
(maximum tillering stage，約 60–80 d)，即依

據 (Kauffman et al. 1973) 所發表的剪葉接種

法 (leaf clipping method)，將白葉枯病病原菌

接種至水稻植株。接種前，先將消毒的剪刀刀

刃沾滿接種源菌液，接著進行人工剪葉接種，

每個分蘗僅接種最上位之完全展開葉 (距葉尖

1–2 cm 處)。所有剪葉接種均在 1 h 內完成。

本研究之傳統病勢觀察，分為病斑發展及

菌流生成兩部分。前者於接種後 0 h、0.5 h、1 
h、2 h、6 h、1 DAI (day after inoculation)、
2 DAI、3 DAI、5 DAI、7 DAI、14 DAI 及

21 DAI 等時間點，量測並記錄病斑發展的長

度。同時，利用消毒刀片自與切口垂直方向，

切出 0.1 cm2 的葉片組織，放置於光學顯微鏡

下，以 100× 放大倍率觀察菌流的形成與否，

以判定病原菌在維管束之繁殖與盤據的情形。

白葉枯病菌感染水稻過程的螢光觀察

供試「台農 67 號」水稻植株，以剪葉法 
(Kauffman et al. 1973)，分別接種X. oryzae pv. 
oryzae XF89b、XF89bZsGFP 及 DH5αZsGFP 後， 即

於 0 h、0.5 h、1 h、2 h、6 h、1 DAI 及 7 DAI
等時間點，利用螢光解剖顯微鏡 (Zeiss Stemi 
SV6, Carl Zeiss)，觀察接種葉片的螢光表現。

螢光部分的照射光源為 470–490 nm 的藍光，

激發的螢光則經由 505–530 nm 濾鏡過濾後，

進入接目鏡呈像，觀測影像再利用 Nikon 995
數位相機拍攝記錄結果。

結果與討論

Xanthomonas 綠螢光表現系統之構築與
表現

Soby & Daniels (1996) 指出大腸桿菌的乳

糖操作子 (lac operon)，在同為 Xanthomonas 
屬 的 Xanthomonas campestris pv. campestris
菌株中，可正常大量表現，但不受葡萄糖的

抑制或 isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
(IPTG) 誘導。為構築可在 X. oryzae pv. oryzae 
XF89b 中可大量且連續表現的螢光表現系統，

本研究先自 pZsGreen 質體，分別以 PCR 方法，

擴增 1,146 bp 包含完整 lac 啟動子、CAP 結合

部位及 ZsGFP 閱讀框架 (open reading frame) 
的 DNA 片段，以 in-fusion cloning 的方式次

選殖於 pBBR1MCS (Kovach et al. 1995)，得

到重組表現質體 pBBRZsGFP (圖 1)。
將 pBBRZsGFP 重組質體轉型至 E. coli 

DH5α 後， 以 含 10 mg L-1 gentamycin 的 LB
固態培養基篩選培養後，挑取單一菌落，經

colony PCR 之 GFP 基因分析發現，大部分轉

型株均能擴增出符合預期的 0.8 kb PCR 產物 
(圖 2A)。經確認為 DH5αGFP 之重組菌株，再

直接利用螢光解剖顯微鏡觀測，結果發現 pB-
BRZsGFP 無須乳糖或 IPTG 的誘導，即可在

大腸桿菌中表現具有功能的 ZsGFP 蛋白質，

使其菌落發出綠螢光 (圖 2C)。此結果可能肇

因於選殖時，插入片段 DNA 並未包含抑制子

結合部位 (repressor binding site, lacI)。因此，

pBBRZsGFP 在大腸桿菌宿主中，是一種持續

表現 (constitutive expression) 的重組質體。

同樣的步驟，將 pBBRZsGFP 表現重組

質體轉型至 X. oryzae pv. oryzae XF89b 後，

經由含 10 mg L-1 gentamycin 的 523 固態培養

基篩選，並挑取單一菌落，以 colony PCR 進

行 GFP 基因檢測亦發現，大部分轉型株均能

擴增出預期的 PCR 產物 (圖 2B)。利用螢光解

剖顯微鏡，觀測確認之 XF89bZsGFP 重組菌株的

螢光反應，發現 pBBRZsGFP 在白葉枯病菌的

細胞中，亦可持續表現具有功能的 ZsGFP 蛋

白質，使菌落發出綠螢光 (圖 2D)，與 Soby & 
Daniels (1996) 所發表的結果類似，即 lac 啟
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動子亦可在 Xanthomonas 屬的宿主細胞持續

性的大量表現。因此，本研究所得的重組菌株

DH5αZsGFP 及 XF89bZsGFP，確實可以持續地在

所屬菌株內大量表現綠螢光蛋白質，並極容易

觀察。因此，本試驗應用這兩株菌株，建立白

葉枯病菌感染水稻植株之高效視覺化的觀察系

統，做為解決傳統病斑觀察或菌流觀察耗時與

不確定等問題。

白葉枯病菌之接種與感染過程的觀察

現行白葉枯病的接種，大多利用剪葉法來

進行 (Kauffman et al. 1973)。接著，觀察病葉

之病斑進程與菌流發展，進而分析白葉枯病菌

的感染過程 (圖 3)。結果發現，「台農 67 號」

在接種 X. oryzae pv. oryzae XF89b 120 h 後，

才能在病葉上觀察到病斑的形成。而菌流的觀

察，則可在接種 48 h 後，可在接種葉上觀察

到菌流。但菌流的觀察為破壞性取樣，因此

無法於後續時間點，繼續觀察同一病葉的病

徵變化。另一方面，目前探討水稻與白葉枯病

菌間交互作用的功能性基因體學研究，多聚焦

在接種 12、24 及 72 h (Mahmood et al. 2006; 
Chen et al. 2007)。在其他植物，如阿拉伯芥，

被發現在更早的時間點，宿主即能啟動免疫反

應，因應病原菌的入侵 (Zipfel et al. 2004)。
但現行的觀察方法，卻無法在感染初期，觀察

到任何可配合功能性基因體學分析的外表型 
(phenotype) 改變。

因此，本研究利用上述螢光標定的 XF-
89bZsGFP，接種最高分蘗期的「台農 67 號」水

稻植株，再利用 Zeiss Stemi SV6 螢光解剖顯

微鏡，觀察 XF89bZsGFP 入侵水稻宿主的進程。

pBRRZsGFP

ZsGFP (0.8 kb)ReP

*1 5’MCS

*2 3’MCS

5’MCS*1 3’MCS*2

Sacl
Kpnl

GFP-RGFP-F

GFP-R1GFP-F1

gentamycin-3-acetyltransferaselac promoter

圖 1.　Xanthomonas 綠螢光基因表現系統 pBRRZsGFP 之構築。Rep 為複製起始點；GFP-F、GFP-R、GFP-F1
及GFP-R1為本篇報告所用引子；gentamycin-3-acetyltransferase則為篩選標誌基因。GFP為水母綠螢光蛋白質。

Fig. 1.　The construction of Xanthomonas expression system of the green fluorescent protein gene, pBRRZsGFP. 
Rep was indicated the replication origin. GFP-F, GFP-R, GFP-F1 and GFP-R1 were indicated the primers used in this 
work. The gentamycin-3-acetyltransferase is the selective marker gene. GFP: jellyfish green fluorescent protein.
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結果發現 3 DAI 時，在葉片切口即能觀測到螢

光的表現。5 DAI 時，螢光部份已沿著葉脈向

葉片基部移動 (圖 4)。然而，在此觀測條件下，

葉綠素會受激發呈現紅色螢光，導致葉片在觀

測時呈現紅色，嚴重干擾綠螢光的觀察。

為排除葉綠素螢光的干擾，改以暗培養所

得的白化苗，進行 XF89bZsGFP、DH5αZsGFP 及 
XF89b 的接種，並於接種 0、0.5、1、2、6、

24 h 及 7 DAI 時，連續觀測 3 個病葉的螢光表

現 (圖 5)。結果發現，在接種 0 h，即可觀測

到 XF89bZsGFP 重組菌株在切口處有螢光表現；

0.5 h，可觀測到 XF89bZsGFP 重組菌株，由切口

處沿著葉脈向葉片基部移動；1 h，XF89bZsGFP

可在病葉上大量繁殖，可觀測到極為明顯的螢

光訊號。接著，在 2、6 及 24 h，仍可持續觀

察到 XF89bZsGFP 向基部移動，但螢光訊號卻較

(A)

(D)

(C)

(B)

Light

GFP

Light

GFP

DH5α transformants XF89b transformants

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5

0.8 kb

圖 2.　ZsGFP 基因在 Escherichia coli 及 Xanthomonas oryzae pv. oryzae 宿主中之表現。DH5αZsGFP 及 XF89bZsGFP 

之 GFP 基因型分析 (A、C)；DH5αZsGFP
 及 XF89bZsGFP 之螢光觀察 (B、D)。(A) Lanes 1–8 為轉形大腸桿菌

DH5α 之菌落 PCR 分析結果；(C) Lanes 1–5 為轉形白葉枯病菌 XF89b 之菌落 PCR 分析結果；(B、D) Light：
白光下之觀察，GFP：螢光下之觀察。

Fig. 2.　The expression of ZsGFP gene in E. coli and X. oryzae pv. oryzae. Genotyping of DH5αZsGFP and XF89bZsGFP 
(A, C); visualization of DH5αZsGFP and XF89bZsGFP expressing GFP (B, D). (A) Lanes 1–8 displayed the colony PCR 
results of E. coli DH5α transformants; (C) Lanes 1–5 displayed the colony PCR results of X. oryzae XF89b transfor-
mants; (B, D) Light: the observation under white light; GFP: the observation under fluorescence.



16 台灣農業研究　第 64卷　第 1期

感染 1 h 弱。此現象可能是因為在這段時間，

水稻啟動免疫防禦機制，抑制 XF89bZsGFP 的繁

殖，致使螢光訊號的減弱。但到了 7 DAI 時，

XF89bZsGFP 可能已壓抑了水稻的免疫系統，不

僅沿著維管束大肆向病葉基部入侵，更在病葉

上大量繁殖，因此可在病葉觀察到極強的螢

光訊號 (圖 5)。同時，在 7 DAI 時，亦可在同

一接種葉上觀察到明顯病斑的形成。然而以

DH5αZsGFP 或 XF89b 接種，皆無法在病葉上觀

察到螢光。推論大腸桿菌無法在病葉上繁殖與

入侵，因此在所有觀測點皆無法觀察到螢光的

表現；而後者則因不帶有螢光基因，所以也未
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圖 3.　水稻植株接種 XF89b (0、0.5、1、2、6、24、48、72、120、168、336 及 504 h) 之病斑長度及菌流位置。

Fig. 3.　The lesion length (cm) and bacterial streaming sites of rice plants inoculated with XF89b and investigated at 0, 
0.5, 1, 2, 6, 24, 48, 72, 120, 168, 336 and 504 hours after inoculation.

3 DAI

Light GFP Light GFP

5 DAI

XF89b XF89bZsGFP

圖 4.　Xanthomonas oryzae pv. oryzae 在感染最高分蘗期水稻過程之表現螢光觀察。

Fig. 4.　Visualization of X. oryzae pv. oryzae expressing GFP at 3 DAI and 5 DAI after inoculation  of rice at the 
maximum tillering stage. GFP: jellyfish green fluorescent protein; DAI: day after inoculation.
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呈現螢光訊號，但在 7 DAI 時，則與 XF89bZs-

GFP 的接種葉一樣，即可觀察到接種葉已形成

病斑。

上述結果顯示，在沒有葉綠素螢光干擾的

情況下，XF89bZsGFP 接種在 0.5 h，即可觀察

到螢光重組菌株的表現與入侵。因此，後續若

在利用此重組菌株，感染最高分蘗期的水稻植

株時，螢光顯微鏡可能需要進行下列的改良：

(1) 可增加螢光激發光源的強度，由現行 50 W
增加到 100 W；(2) 可選擇較窄波長範圍的濾

鏡，建議由現行的 505–530 nm 改為 520 nm，

並增加一 510 nm 的分色鏡。Han et al. (2008) 

Light GFP Light GFP

XF89bXF89bZsGFP DH5αZsGFP

Light GFP

XF89bZsGFP

GFPLight

24 h

6 h

2 h

1 h

0 h

0.5 h

0.1 mm

0.1 mm 7 DAI

圖 5.　Xanthomonas oryzae pv. oryzae 及 Escherichia coli 在水稻白化苗中表現綠螢光蛋白質之觀察。

Fig. 5.　Visualization of X. oryzae pv. oryzae and E. coli expressing GFP in the dark-treated albino rice seedlings. 
GFP: jellyfish green fluorescent protein.
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即應用具有上述改良條件的 Zeiss Axiophot 螢
光顯微鏡 (Zeiss, Germany)，成功觀測到綠螢

光 基 因 標 定 X. oryzae pv. oryzae POX099GFP

在水稻病葉上表現螢光，但因所用綠螢光基因 
(GFP) 較弱，需在 12 DAI 方能觀察到水稻病

葉的螢光表現。

雖然，本研究最後改用白化苗，作為接種

宿主，觀測 XF89bZsGFP 的感染過程。其植株的

生理應與現行慣用高分蘗期植株不同。因此，

XF89bZSGFP 在白化苗感染的過程，可能與在最

高分蘗期植株有所不同。然而，此系統在接種

初期，即能觀察到 XF89bZsGFP 在病葉的繁殖

與入侵，是目前最早能觀測到白葉枯病菌感染

水稻植株的報告。另一方面，本研究標定 X. 
oryzae pv. oryzae XF89b 所用的螢光基因，是

兔海葵 ZsGFP 基因，其螢光強度是 EGFP 的

2.5 倍，而 EGFP 的亮度又是正常 GFP 的 35
倍 (Li et al. 1997; Matz et al. 1999)。因此，

XF89bZsGFP 應較上述 Han et al. (2008) 所建構

的 POX099GFP，具有更好的螢光表現，使其在

感染宿主時，有更佳的偵測靈敏度。同時，無

須破壞性採樣，即可連續在同一病葉觀察病勢

的發展。

結論

兔海葵綠螢光蛋白質 (ZsGFP) 是一新型

的報導標誌蛋白質，且較原來的 GFP 有更強

的綠螢光表現。因此，本研究利用 ZsGFP 基

因，構築在 Xanthomonas 細胞中可持續表現

的重組質體 pRBBZsGFP，並轉型至台灣本土

收集的白葉枯病菌株 (XF89b)，獲得可以持

續表現綠螢光的重組菌株 XF89bZsGFP。接種於

「台農 67 號」白化苗，在感染 0.5–1 h，即可

發現 XF89bZsGFP 的繁殖與入侵。但隨後水稻宿

主啟動免疫防禦系統，壓抑入侵 XF89bZsGFP 的

繁殖，使螢光的表現轉弱。但在 7 DAI 時，

綠螢光的表現轉強並持續向病葉基部發展，顯

示 XF89bZsGFP 可能突破水稻的防禦機制，並繼

續沿著維管束繁殖向葉片基部蔓延感染。這是

目前最早能觀測到白葉枯病菌感染水稻植株的

研究結果。同時，此系統無須破壞性取樣，即

可持續且即時地觀察同一病葉的病勢發展。因

此，本研究所建構之 XF89bZsGFP，確實可作為

即時檢測方法，觀察接種後的病菌感染能力及

感染過程，亦能作為未來探討白葉枯病菌與水

稻宿主間交互作用的試驗平台。
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Abstract

Lin, D. G., Y. L. Lin, C. W. Chen, H. C. Lai, Y. W. Wang, S. Y. Chou, and C. S. Wang. 
2015. Development of an efficient fluorescent visualization method for the detection of 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae infection in rice plants. J. Taiwan Agric. Res. 64(1):10–20.

Detection of pathogen infection is an important step in pathogen-host interaction study. A Xan-
thomonas fluorescent expression plasmid, pRBBZsGFP, was constructed with a strong fluorescent 
gene ZsGFP and the pBBR1MCS vector for immediate detection of bacterial blight pathogen infec-
tion. The recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli DH5α and Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae XF89b, respectively. The transformants, DH5αZsGFP and XF89bZsGFP, were confirmed by 
PCR genotype analysis and the observation of continuously expression of green fluorescent proteins. 
After infection of ‘TNG67’ at the maximum tillering stage by XF89bZsGFP, the observation of ZsGFP 
was interfered with the fluorescence of chlorophyll. The results showed that the bacterial multipli-
cation of XF89bZsGFP only could be observed at the incision site at 3 DAI (days after inoculation) 
and XF89bZsGFP colonized from the cutting site to leaf base at 7 DAI. Using dark-treated albino rice 
seedlings, the interference of chlorophyll fluorescence could be reduced and the multiplication and 
colonization of XF89bZsGFP could be detected in 0.5 h after inoculation and the maximum fluorescence 
was observed on the same leaf in 1 h after inoculation. However, the fluorescence was reduced in the 
following time course indicating that the multiplication and colonization of XF89bZsGFP might be sup-
pressed by the endogenous immune system of rice. At 7 DAI, the stronger fluorescence was observed 
again on the same leaf and extended continuously to the leaf base, suggesting that the rice immune 
system was broken down by the XF89bZsGFP. To our knowledge, this is the first report on the observa-
tion of X. oryzae pv. oryzae in rice plants. Importantly, this is a non-destructive system for pathogen 
detection and the multiplication and colonization of pathogen can be directly observed on the inocu-
lated leaf. Therefore, the XF89bZsGFP and system established in this study can be served as a platform 
for real-time observation of virulence and pathogenicity of X. oryzae, and can also be applied to the 
study of the interaction between pathogen and host.
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