
緒　言

由 Xanthomonas campestris pv. campestris 引起之

十字花科蔬菜黑腐病 (black rot) (11, 43)、X. axonopodis pv. 
vesicatoria 引起的茄科細菌性斑點病 (bacterial spot) (10)

及 Acidovorax avenae subsp. citrulli 引起的瓜類細菌性果

斑病 (bacterial fruit blotch) (2, 3, 21, 35) 為台灣重要的細菌病

害。黑腐病菌主要藉由污染種子傳播 (32, 34)，且可在種

子上存活 3 年以上 (25)，種子只要有 0.03% 帶菌率，在

田間即可造成本病害的流行 (33)。斑點病菌亦可藉由病

株收穫之種子而存活及傳播 (34)，田間種子帶菌量可檢

測到 102 cfu/g seed (39)，雖然種子帶菌低，但在實驗室

測試之高濕條件下，病菌在污菌種子上的族群量可增

加 40至 8 萬倍 (17)。果斑病菌主要亦藉由病果收穫之污

染種子而存活，在罹病田之種子帶菌率有時可達 54.3- 
72.6% (35)，而在西瓜移植苗生產的溫室內，只要發現一

株病株就足以宣告拋棄溫室內所有的幼苗 (7)。因此，開

發有效、安全而簡易可行之種子處理滅菌技術，在植

物種傳細菌病害的防治上是相當重要的工作。

二氧化氯 (Chlorine dioxide, 以下簡稱 ClO2) 為一強

氧化劑，氧化能力為氯氣之 2.5 倍，易溶於水，穩定性

高，且不會與有機化合物反應作用，形成可誘發突變

的三鹵甲烷等物質，故無致癌物產生之虞 (42)。美國環

境保護署 (Environmental Protection Agency) 及食品藥物

管理局 (Food and Drug Administration) 已認可 ClO2 作為

消毒劑之使用 (6, 38)，為目前國際上公認之安全廣效抗菌

劑、高效氧化劑和優良漂白劑。在污水處理研究中，
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摘　要
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子處理之除菌效果. 植病會刊 19: 19-29.

本研究測試二氧化氯 (chlorine dioxide, ClO2) 溶液對三種種傳植物病原細菌，十字花科蔬

菜黑腐病菌 (Xanthomonas campestris pv. campestris)、茄科細菌性斑點病菌 (X. axonopodis pv. 
vesicatoria) 及瓜類細菌性果斑病菌 (Acidovorax avenae subsp. citrulli) 之殺菌效率及應用於種

子處理對去除這些種媒細菌之效果。以 ClO2 溶液 10 ppm 處理黑腐病菌及 5 ppm 處理斑點病

菌各20 分鐘或 50 ppm 處理果斑病菌 30 分鐘，可完全抑制所有供試菌株之生長。ClO2 溶液以

10 ppm 浸漬處理人工污染黑腐病菌 Xcc52 菌株之花椰菜種子 30 分鐘，5 ppm 浸漬處理人工污

染細菌性斑點病菌 XVT-28 菌株之甜椒種子 10 分鐘及 50 ppm 浸漬處理人工污染或自然帶有果

斑病菌之西瓜種子 30 分鐘，均可有效去除各病菌，達到無病菌污染之種子，且此處理不會影

響或可提高種子之發芽率。在人工污染及自然帶有果斑病菌之西瓜種子試驗上，ClO2 之處理

亦可完全防治幼苗果斑病之發生，使發病率由 66.6% (人工帶菌) 或 29.2% (自然帶菌) 降低至 
0%，且對幼苗之生長或無影響或可促進。

關鍵詞：二氧化氯、種子處理、防治、十字花科蔬菜黑腐病菌、茄科細菌性斑點病菌、瓜類細

菌性果斑病菌
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ClO2 溶液殺死水中 Staphylococcus aureus 與 Bacillus 所
需之劑量，均較液氯 (liquid chlorine) 為低，且在 pH 
3-11 的範圍下，與相同濃度之液氯比較，ClO2 溶液對

水中 S. aureus 與 Bacillus 之殺菌效果較不受 pH 之影  
響 (14)。又 1.0 mg/L ClO2 即可完全殺滅或不活化 6 種測

試病毒，其效果明顯較液氯為佳 (13)。其殺菌機制為對

細胞膜的穿透能力強，且可有效氧化細胞中之胺基酸

及核酸，能於短時間內有效達到殺菌效果。目前 ClO2

廣範應用於環境衛生、飲用水、游泳池、食品加工、

廢水處理、醫療衛生等之消毒、殺菌、除臭處理及紡

織品、紙漿、纖維之漂白處理 (42)。

ClO2 運用於防除蔬果、農畜產品及海鮮食品上有

害人體微生物之污染，已有良好效果 (1, 4, 5, 19, 20, 22, 23, 27, 28, 

29, 36, 44, 45)。美國食品藥物管理局已核准 ClO2 水溶液可

運用於未切及未去皮之蔬菜水果沖洗消毒，殘留允許

量上限為 5 ppm (6, 23)。在植物病原細菌方面，ClO2 對
Erwinia carotovora 具有良好殺菌力，以 ClO2 處理採收

後番茄或馬鈴薯，能有效降低由 E. carotovora 引起之軟

腐病 (30, 31, 36)。

ClO2 對其他植物病原細菌的殺菌效果如何，及

其能否用於種子處理以去除種媒病原菌尚無研究。

本研究目的在探討 ClO2 對上述三種種媒病原細菌 X. 
campestris pv. campestris、X. axonopodis pv. vesicatoria
及 A. avenae subsp. citrulli 之殺菌效率及用於種子處理

對去除病菌之效果及對種子發芽及植株生長之影響，

以便作為日後實際運用於種子處理之參考。

材料與方法

供試藥劑、種子及菌株之來源

本研究所使用之 ClO2 溶液，由汲鑫科技股份有限

公司 (高雄縣鳳山市) 提供新鮮製備之產品，該產品之

生產係將食鹽電解產生 ClO2 氣體後存放水中，原液濃

度為 1,000 ppm，盛裝於白色不透明塑膠桶內，取得

後立即進行測試，使用時不需要活化，直接加水稀釋

至測試所需之濃度即可。次氯酸鈉溶液為由美國進口

之 CLOROX 濃縮清潔漂白水，購買自大買場，原液

濃度為 6%。花椰菜種子 (綠王品種)、甜椒種子 (藍星

品種) 及西瓜種子 (朱蘭品種)，係由農友種苗股份有限

公司所提供；另測試使用之自然帶有 A. avenae subsp. 
citrulli 之西瓜種子係由中興大學植病系植物病原細菌

研究室提供之種子商送檢含該菌樣品。X. campestris pv. 
campestris Xcc 34、45、71、78 及 158 菌株係中興大

學植物病原細菌研究室保存之菌株，X. campestris pv. 
campestris Xcc52 與 X. axonopodis pv. vesicatoria XVT-

28、48 及 XVP-197 菌株係由亞洲世界蔬菜研發中心

細菌研究室王肇芬博士提供。A. avenae subsp. citrulli 
Aac153、33 及 19 菌株 (分離自西瓜) 與 Aac21 菌株 (分
離自洋香瓜)，係國立中興大學植物病原細菌研究室保

存之菌株。

培養基

523培養基：sucrose 10 g，casein hydrolysate 
(N-Z-AMINEA) 8 g，yeast extract 4 g，K2HPO4 2 g，
MgSO4．7H2O 0.5 g，agar 20 g 及蒸餾水 1000 ml (18)。

YPDA：yeast extract 7 g，Bacto peptone 7 g，dextrose 7 
g，agar 20 g 及蒸餾水 1000 ml (41)。Aac 半選擇性培養基 
WFB68：peptone 5 g，CaCl2．2H2O 0.25 g，Tween80 
10 ml，methyl violet B 0.0001 g，agar 15 g，berberine 
0.2 g，carbenicillin 0.05 g，cefoperezone 0.05 g，
cycloheximide 0.2 g 及蒸餾水 1000 ml (37)。

ClO2 之殺菌效率

將測試之  X. campestris  pv.  campestris  及  X. 
axonopodis pv. vesicatoria 培養於 YPDA 培養基，A. 
avenae subsp. citrull 培養於 WFB68 培養基，於 28℃ 培
養 24-48 小時後懸浮於無菌水，再利用光電比色計於波

長 600 nm 下，調整 OD 值至 0.45，此濃度約含 108CFU 
ml-1。後將濃度為 1,000 ppm 之 ClO2 溶液以 0.22 µm 
millipore 過濾滅菌後，配製濃度分別為 2、10、20、
100 及 200 ppm 之 ClO2 溶液。於 2.0 ml 滅菌螺旋蓋冷

凍小管 (labcon) 中分別加入各濃度之 ClO2 溶液 500 µl
及測試菌株懸浮液 500 μl，使其二氧化氯最終濃度分

別為 1、5、10、50 及 100 ppm，另以細菌懸浮液添加

至無菌水之處理作為對照。利用震盪培養器 (HIPOINT 
OS-54，巨興化學儀器，高雄市前鎮區) 於 150 rpm下，

震盪共養 20 或 30 分鐘，隨即置入離心機以 3,000 rpm
離心 2 分鐘，以便將細菌和藥劑分離，倒掉上層液並

加入 1 ml 無菌水懸浮後，以微量吸管吸取 10 μl 懸浮

液，滴至培養皿底蓋外劃有井形之 523 培養基平板小

區內，每處理四重複，於 30℃ 培養 24~48 小時，觀察

細菌是否生長而形成菌落，並以 “＋” 表示細菌生長；

“－” 表示細菌不生長紀錄之。依上述同樣的方法，另

將測試菌株與不同濃度 ClO2 溶液分別震盪共養 1、5、
10 及 20 分鐘後，利用稀釋平板法測定存活之細菌菌落

數，並以無菌水處理者為對照。

ClO2 溶液處理種子去除病菌之效果及對種子發芽

與植株生長之影響

如前述製備濃度約為 108 CFU ml-1 之 X. campestris 
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pv. campestris Xcc52、X. axonopodis pv. vesicatoria XVT-
28 及 A. avenae subsp. citrulliAac153 菌株懸浮液。另將

花椰菜、甜椒及西瓜種子以 0.6% 次氯酸鈉浸漬消毒 5
分鐘後，以無菌水漂洗三次，置於無菌濾紙上風乾，

再將風乾後的花椰菜種子與 Xcc52、甜椒種子與 XVT-
28 及西瓜種子與 Aac153 之懸浮液以 100 粒種子/10 ml
懸浮液之比例混合振盪 30 分鐘，取出置於無菌濾紙上

自然風乾 20 分鐘，以製備人工污染病菌之種子。如

前述配製濃度分別為 5、10 或 50 ppm 之 ClO2 溶液(依
測試菌株使用不同濃度)，利用吸管吸取 10 ml 分裝於

20 ml 滅菌之螺旋蓋玻璃瓶 (National Scientific Company) 
中，再分別加入上述風乾後的人工污菌種子 100 粒，

後利用震盪培養器於 150 rpm 下，將污菌種子與 5、10 
或 50 ppm ClO2 溶液均勻混合震盪 1、5、10 或 30 分鐘 
(依測試菌株使用不同時間處理) ，後取出置於無菌濾

紙上自然風乾 20 分鐘，逢機選取 10 粒 ClO2 處理過之

花椰菜或甜椒種子貼於 YPDA 培養基平板上，西瓜種

子則貼於 Aac 半選擇性培養基平板上，置於 30℃ 培養 
24~48 小時後，觀察種子發芽及由種子周圍長出菌落之

情形，並以後述的 PCR 方法鑑定長出之菌落是否為測

試的病菌。各項試驗另以無菌水處理浸菌種子及未做

任何處理之種子為對照，每一處理三重複。在西瓜種

子實驗中另將種子播種於含滿地王二號培養土之直徑

四吋黑色栽培盆中，每盆 10 粒種子，置於 28℃ 溫控

溫室中，定期觀察種子發芽、幼苗生長及發病情形。

此外，西瓜種子也使用自然帶有細菌性果斑病菌之樣

品做相同之 ClO2 溶液處理，並以未做任何處理之種子

為對照，每一處理三重複；處理後播種在培養土中，

置於 28℃ 溫控溫室中，於 14 天後除觀察發芽率及發

病率外，也觀察植株生長情形，並將植株由培養土中

取出清洗及吸乾後逢機選取各處理之植株 10 棵，測量

植株之主根根長、莖長、根鮮重及莖鮮重。

病原菌之 PCR 檢測

試驗中各病菌均以 PCR 檢測法加以確認。培養基

上不論是純培養或由種子長出之菌落，都先配製成濃

度為 108 CFU ml-1 細菌懸浮液後，再以 GeneMark 公司

的 DNA 純化試劑組 (GeneMark DP021) 進行 DNA 純
化。鑑定黑腐病菌時，將純化之DNA液10 μl、專一

性引子 C11-534L1 (5'-TTT CAC CTT GAG TGC GTC 
C-3') 和 C11-534R1 (5'-GTG CAA CAT TTC GTT GAT 
AAC C-3') (曾國欽，未發表) 各 1 μl、5X PCR Master     
Mix10 μl 和去離子水 28 μl 混合後，使反應混合液總量

達 50 μl，將反應混合液置入溫度循環器中進行 PCR 反
應，其反應條件為先以 94℃ 預跑 5 分鐘；再以 94℃，

1 分鐘，55℃，45 秒，72℃，1 分鐘進行 30 次循環；

最後再以 72℃ 反應 10 分鐘。再將 10 μl PCR 產物與    
1 μl 染劑均勻混合並進行膠體電泳 30 分鐘，並利用

電泳照相及分析系統觀察及照相，以確認是否增幅出 
543bp 之專一性條帶。鑑定細菌性斑點病菌時，將前述

純化之 DNA 液 10 μl、Leite 等人 (24) 設計之專一性引子 
RST2 (5'-AGG CCC TGG AAG GTG CCC TGG A-3') 和
RST3 (5'-ATC GCA CTG CGT ACC GCG CGC G-3') 各
1 μl、5X PCR Master Mix10 μl 和去離子水 28 μl 混合

後，使反應混合液總量達 50 μl，將反應混合液置入溫

度循環器中進行 PCR 反應，其反應條件由 Leite 等人 

(24) 原設定條件，修改為先以 94℃ 預跑 5 分鐘；再以 
94℃，1 分鐘，63.6℃，55秒，72℃，1 分鐘進行 30 次
循環；最後再以 72℃ 反應 10 分鐘。再將 10 μl PCR產
物與 1 μl 染劑均勻混合並進行膠體電泳 30 分鐘，並利

用電泳照相及分析系統觀察及照相，以確認是否增幅

出 840bp 之專一性條帶 (24)。鑑定果斑病菌時，將純化

之 DNA 液 10 μl、專一性引子 SL1 (5'-CCA TTG TTG 
CCA GGT CCG AT-3') 和 SR1 (5'-ATA CGC CCT CGC 
CAA TCT CCA-3') 各1 μl、5X PCR Master Mix10 μl 和
去離子水 28 μl 混合後，使反應混合液總量達 50 μl，
將反應混合液置入溫度循環器中進行 PCR 反應，其反

應條件為先以 94℃ 預跑 5 分鐘；再以 94℃，1 分鐘，

65℃，30 秒，72℃，1 分鐘進行 30 次循環；最後再以

72℃ 反應 10 分鐘。再將 10 μl PCR 產物與 1 μl 染劑均

勻混合並進行膠體電泳 30 分鐘，並利用電泳照相及分

析系統觀察及照相，以確認是否增幅出 194 bp 之專一

性條帶 (37)。西瓜種子檢測時，各處理組之種子逢機選

取 10 顆放入 10 ml 液體的 Aac 半選擇性培養基內，以

150 rpm 震盪進行隔夜培養後，取 1 ml 經離心倒掉上層

液，並加入 1 ml 無菌蒸餾水再懸浮，再以前述方法進

行 DNA 純化及 PCR 檢測。

結　果

ClO2 溶液對三種種媒病菌之殺菌效果

以不同濃度 ClO2 溶液處理十字花科蔬菜黑腐病

菌 (X. campestris pv. campestris) 及茄科細菌性斑點病菌 
(X. axonopodis pv. vesictoria) 20 分鐘或處理西瓜果斑病

菌 (A. avenae subsp. citrulli) 30 分鐘，結果顯示濃度10 
ppm 時即可完全抑制黑腐病菌所有供試菌株之生長，

5 ppm 時即可完全抑制細菌性斑點病菌供試菌株之生

長，而對果斑病菌則需 50 ppm 濃度才能抑制所有四個

供試菌株之生長 (表一)。以不同時間處理時，細菌性斑
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點病菌(XVT28) 最為敏感，以 1 ppm ClO2 溶液處理 1 
分鐘可由 8.17 降低至 4.15 log CFU ml-1 之菌量，處理 5 
分鐘即可完全抑制其生長 (表二)。而黑腐病菌 (Xcc52) 
則需以 10 ppm 處理 20 分鐘、50 ppm 處理 10 分鐘或             
100 ppm 處理 5 分鐘，才能被完全抑制。至於細菌性果

斑病菌 (Aac153) 以 50 ppm ClO2 溶液處理 20 分鐘亦可

由 6.58 降低至 2.72 log CFU ml-1 之菌量，延長至30分
鐘才可完全抑制該菌之生長 (表二)。

ClO2 溶液處理花椰菜種子對種子發芽之影響及去

除種子上十字花科蔬菜黑腐病菌之效果

以 10 ppm ClO2 溶液處理人工污染黑腐病菌之花椰

菜種子 30 分鐘可完全去除種子表面之黑腐病菌，而以

次氯酸鈉溶液處理則須 100 ppm 才能得到與 ClO2 之處

理在統計上無顯著差異 (表三) 之去除效果。與污菌種

子相比，ClO2 之處理可提高種子發芽率，但與未經污

菌的種子相比，則無顯著差異 (表三)。

ClO2 溶液處理甜椒種子對種子發芽率之影響及去

除種子上茄科細菌性斑點病菌之效果

以 5 ppm ClO2 溶液處理 5 分鐘，即可完全去除甜

椒種子上人工污染之細菌性斑點病菌，而次氯酸鈉溶

液則需以 100 ppm 處理 10 分鐘才能夠得到相同結果 
(表四)。甜椒種子經由 5 ppm ClO2 溶液處理各測試時間

或以 100 ppm 次氯酸鈉溶液處理 10 分鐘後，與污菌種

子相比雖可提高種子之發芽，但統計上無顯著差異，

而供試且未經人工污菌及未經消毒處理之甜椒種子在

平板上測試之其他雜菌污染率很高，嚴重影響種子之

發芽率，且無法判別有無污染斑點病菌。

ClO2 溶液處理人工污菌與自然帶菌西瓜種子對種

子發芽及幼苗植株生長之影響及對去除果斑病菌

及降低幼苗果斑病發生之效果

本實驗分別在 Aac 半選擇性培養基平板上測試及

在溫室栽培測試。市售西瓜種子經 PCR 偵測，沒有

檢測出果斑病菌，經人工污菌後，於培養基平板上檢

表一、二氧化氯溶液對十字花科蔬菜黑腐病菌 (Xanthomonas campestris pv. campestris)、茄科細菌性斑點病菌 (X. 
axonopodis pv. vesicatoria) 及西瓜果斑病菌 (Acidovorax avenae subsp. citrulli) 不同菌株之抑制效果

Table 1. Bactericidal efficacy of Chlorine dioxide against strains of Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc),   
X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav) and Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) in water

Bacterial strain
Chlorine dioxide (ppm) 1

0 1 5 10 50 100
X. campestris pv. campestris
Xcc34 ＋2 ＋ － － － －

Xcc45 ＋ ＋ ＋ － － －

Xcc52 ＋ ＋ ＋ － － －

Xcc71 ＋ ＋ ＋ － － －

Xcc78 ＋ ＋ ＋ － － －

Xcc158 ＋ ＋ ＋ － － －

X. axonopodis pv. vesicatoria
XVT-28 ＋ － － － － －

XVT-48 ＋ ＋ － － － －

XVP-197 ＋ ＋ － － － －

A. avenae subsp. citrulli
Aac19 ＋ ＋ ＋ － － －

Aac 21 ＋ ＋ ＋ ＋ － －

Aac33 ＋ ＋ ＋ ＋ － －

Aac 153 ＋ ＋ ＋ ＋ － －
1 Five hundred μl of different concentrations of chlorine dioxide solution was mixed with 500 μl of 10

8
CFU ml-1 of a test bacterial 

suspension. The final concentrations of chlorine dioxide in the mixtures were 1, 5, 10, 50 and 100 ppm. After mixing and shaking for 
20 min (for Xcc and Xac) or 30min (for Aac), the bacterial cells were separated by centrifugation and suspended in sterile distilled 
water. Aliquots (10 μl) of the suspension were placed on agar plates and incubated for 24 to 48 hr at 30℃.

2 ＋indicates bacterial growth and－indicates no bacterial growth.
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測之帶菌率達 91.65% (表五；圖一)。人工污菌種子經    
50 ppm ClO2 溶液處理 30 分鐘後，可有效完全去除種子

上之西瓜果班病菌，且不會影響於培養基上測試之發

芽率 (表五)。利用 PCR 反應偵測 50 ppm ClO2 溶液處

理過之種子，不論是否經人工污菌皆無果斑病菌 194 bp
專一性條帶之產生。

人工污菌之種子播種於含滿地王二號培養土之直

徑四吋黑色栽培盆中，於溫室培育 14 天後發芽率僅

33.34%，植株發病率達 66.67% (表六)；發病植株經

光學顯微鏡下觀察其病斑切片有菌泥湧出 (Ooze) 之現

象，由病斑分離之病原菌經 PCR 反應，均可增幅出一

194 bp 專一性 DNA 條帶，確認其為西瓜果斑病菌引起

表二、不同濃度二氧化氯溶液以不同時間處理十字花科蔬菜黑腐病菌 (Xanthomonas campestris pv. campestris) Xcc52
菌株、茄科細菌性斑點病菌 (X. axonopodis pv. vesicatoria) XVT-28 菌株及西瓜果斑病菌 (Acidovorax avenae subsp. 
citrulli) Aac 153 菌株之殺菌效率 1

Table 2. Killing of Xanthomonas campestris pv. campestris Xcc52, X. axonopodis pv. vesicatoria XVT-28 and Acidovorax 
avenae subsp. citrulli Aac 153 by treatment with different concentrations of chlorine dioxide for different times

Strain Treatment 
time(min)

Chlorine dioxide (ppm) 1 
0 1 5 10 50 100

Xcc52 1 7.352 7.82 6.22 4.99 3.54 3.40
5 7.71 7.31 6.76 4.81 2.63 0.00

10 8.15 7.35 6.02 2.40 0.00 0.00
20 8.07 8.31 6.82 0.00 0.00 0.00

XVT28 1 －3 4.15 0.00 0.00 0.00 0.00
5 － 2.76 0.00 0.00 0.00 0.00

10 － 2.55 0.00 0.00 0.00 0.00
20 8.17 1.84 0.00 0.00 0.00 0.00

Aac153 1 － 6.50 6.21 5.69 3.93 0.00
5 － 6.42 6.10 5.51 3.70 0.00

10 － 6.27 5.96 5.23 3.48 0.00
20 － 6.20 5.89 4.53 2.72 0.00
30 6.58 6.13 5.82 4.11 0.00 0.00

1 Five hundred μl of different concentrations of chlorine dioxide solution was mixed with 500 μl of 10
8
CFU ml-1 of a test bacterial 

suspension, The final concentrations of chlorine dioxide in the mixtures were 1, 5, 10, 50 and 100 ppm. After mixing and shaking 
for different times, the bacterial cells were separated by centrifugation and suspended in sterile distilled water. The suspension was 
serially diluted and plated on agar plates for counting the survived bacterial cells.

2 Population expressed as log CFU ml-1.
3 － = not tested.

表三、二氧化氯溶液與次氯酸鈉溶液處理人工污染黑腐病菌 Xcc52 菌株之花椰菜種子對去除黑腐病菌之效果及對種
子發芽之影響

Table 3. Effect of treatment of cauliflower seeds artificially infested with Xanthomonas campestris pv. campestris Xcc52 
with chlorine dioxide solution (ClO2) and sodium hypochlorite solution (NaOCl) on seed germination and seed contamina-and sodium hypochlorite solution (NaOCl) on seed germination and seed contamina- (NaOCl) on seed germination and seed contamina-NaOCl) on seed germination and seed contamina-) on seed germination and seed contamina-on seed germination and seed contamina-
tion rates

Treatment 1 Seed contamination (％) Germination (％)

Infested seeds treated with ClO2 0.00 ± 0.00 b 2 86.67 ± 8.17 a
Infested seeds treated with NaOCl 5.55 ± 3.85 b 73.33 ± 36.40 ab
Infested seeds without treatment 78.90 ± 21.67 a 53.33 ± 23.38 b
Noninfested seeds without treatment 0.00 ± 0.00 b 81.67 ± 18.35 a

1 After treatment with 10 ppm of chlorine dioxide solution for 30 min or with 100 ppm of sodium hypochlorite solution for 30 
min, seeds were placed on YPDA plates for 24-48 hr to observe the rate of seed germination and the rate of contamination with                   
X. campestris pv. campestris (Xcc). The identity of Xcc was confirmed by PCR using primer pair C11-534L1/C11-534R1.

2 Data are mean of 3 replications with 10 seeds per replication ± standard deviation, Means followed by the same letter in each col-
umn do not differ significantly at P=0.05, according to Duncan’s multiple range test.
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之病株。人工污菌種子經 50 ppm ClO2 溶液處理 30 分
鐘後，不僅提高發芽率達 75.00%，且降低幼苗發病率

至 0% (表六)。ClO2 溶液處理人工污菌種子，在溫室

內生長 14 天後，不會影響西瓜植株生長，其根長、莖

長、根重及莖重與其他處理組無顯著差異 (表六)。
由中興大學植病系索取的一批自然帶菌種子經 

PCR 反應後，可增幅產生果斑病菌 194 bp 專一性 DNA
條帶。自然帶菌種子用培養基平板檢測，果斑病菌帶

菌率為 25.56% (表七)，在培養基平板上種子四周產生

之似果斑病菌菌落，均經 PCR 反應確認為果斑病菌。

自然帶菌之種子於溫室播種後發芽率為 67.78%，幼

苗發病率為 29.27% (表七)，其子葉病斑內的病原均經

PCR 反應確認，而經 50 ppm ClO2 溶液處理 30 分鐘

者，發芽率為 75.55 %，與自然帶菌不經處理者之發芽

率比較，並無顯著之差異，但經 ClO2 溶液處理後，可

完全防治幼苗的發病，且播種 14 天後之植株其根長、

莖長、根重及莖重均較不經二氧化氯處理者為佳，其

中兩項測量值具有顯著差異 (表七)。自然帶菌種子經 
50 ppm ClO2 溶液震盪處理 30 分鐘後，不會增幅產生

194 bp 專一性 DNA 條帶。

表四、人工污染細菌性斑點病菌 XVT-28 菌株之甜椒種子經二氧化氯溶液與次氯酸鈉溶液不同時間處理對去除病原
菌及對種子發芽之影響

Table 4. Effect of treatment of sweet pepper seeds artificially infested with Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria XVT-
28 strain with chlorine dioxide solution (ClO2) and sodium hypochlorite solution (NaOCl) on seed germination and seed       
contamination rates

Treatment1 Time (min) Seed contamination (％) Germination (％)

Infested seeds treated with ClO2 1 16.67 ± 11.55 b 2 53.33 ± 5.77 c
5 0.00 ± 0.00 a 63.33 ± 15.28 c

10 0.00 ± 0.00 a 60.00 ± 20.00 c
Infested seeds treated with NaOCl 1 80.00 ± 20.00 c 50.00 ± 10.00 c

5 30.00 ± 26.46 b 20.00 ± 17.32 ab
10 0.00 ± 0.00 a 66.66 ± 15.28 c

Infested seeds treated with water 100.00 ± 0.00 c 43.33 ± 15.28 bc
Noninfested seeds without treatment － 3 13.33 ± 5.77 a

1 After treatment with 5 ppm of ClO2 solution or 100 ppm of NaOCl solution for different times, seeds were placed on YPDA plates 
for 24-48 hr to observe seed germination and contamination with X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav). The identity of Xav was   
confirmed by PCR using primer pair RST2/RST3.

2 Data are means of 3 replications ± standard deviation. Means followed by the same letter in each column do not differ significantly 
at P=0.05, according to Duncan’s multiple range test.

3 － = The number of seeds contaminated with Xav could not be counted because of heavy contamination with fungi and other       
bacteria.

表五、二氧化氯溶液處理人工污染西瓜果斑病菌 Aac153 菌株之西瓜種子對去除果斑病菌之效果及對種子發芽之影響

Table 5. Effect of treatment of watermelon seeds artificially infested with Acidovorax avenae subsp. citrulli Aac153 with 
chlorine dioxide (ClO2) solution on seed germination and seed contamination rates

Treatment 1 Seed contamination (％) Germination (％)

Infested seeds treated with ClO2 0.00 ± 0.00 b 2 93.33 ± 0.00 a
Noninfested seeds treated with ClO2 0.00 ± 0.00 b 94.99 ± 2.38 a
Infested seeds without treatment 91.65 ± 11.81 a 90.00 ± 5.48 a
Noninfested seeds without treatment 0.00 ± 0.00 b 86.67 ± 4.72 a

1 After treatment with 50 ppm of ClO2 solution for 30 min, seeds were placed on Aac semiselective agar plates for 24-48 hr to observe 
seed germination and contamination with A. avenae subsp. citrulli (Aac). The identity of Aac was confirmed by PCR using primer 
pair SL1/SR1.

2 Data are means of 3 replications ± SD. Means followed by the same letter in each column do not differ significantly at P=0.05,     
according to Duncan’s multiple range test.
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圖一、人工污菌西瓜種子在 Aac 半選擇性培養基平板上產生之似果斑病菌菌落如箭頭所指 (A)，經 PCR 反應後，可
增幅出一 194 bp 專一性 DNA 條帶 (B)。電泳圖列分別為 1，無菌蒸餾水；2，西瓜果斑病菌 Aac153 菌株之 DNA；
3、4與5，人工污菌種子在平板a上產生之菌落；6、7與8，人工污菌種子在平板b上產生之菌落平板；9、10與11，
人工污菌種子在平板 c 上產生之菌落及 M，Gen-100 bp DNA Ladder (禾鑫生技)。
Fig. 1. Colonies (arrowed) similar to Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) from artificially infested watermelon seeds 
placed on the Aac semiselective medium plate (A) and identification of the colonies by PCR using primer pair SL1/
SR1specific to Aac (B). Lane 1, Sterile distilled water; lane 2, DNA of Aac153; lanes 3-5, colonies from Aac semiselective 
medium plate a; lanes 6-8, colonies from Aac semiselective medium plate b; lanes 9-11, colonies from Aac semiselective 
medium plate c; M, Gen-100 bp DNA Ladder (GeneMark).

表六、二氧化氯溶液處理人工污菌西瓜種子對種子發芽、幼苗生長與果斑病發病率之影響

Table 6. Effect of treatment of watermelon seeds artificially infested with Acidovorax avenae subsp. citrulli Aac153 with 
chlorine dioxide (ClO2) solution on seed germination, seedling growth and disease incidence

Treatment1 Germination rate
(％)

Root length 
(cm)

Stem length 
(cm)

Root weight 
(mg)

Stem weight 
(mg)

Disease 
incidence (％)

A 75.00± 7.07 ab 2 5.90± 0.11 a 8.61± 2.32 a 83.83±25.69 a 358.50± 80.36 a 0.00± 0.00 b
B 86.69±14.12 a 6.18± 0.63 a 8.93± 2.64 a 80.34± 8.96 a 360.17± 58.93 a 0.00± 0.00 b
C 33.34±33.00 b 4.28± 2.38 a 5.61± 6.34 a 58.84±17.20 a 148.33± 177.01 a 66.67±23.56 a
D 46.67±51.85 ab 4.85± 2.09 a 5.99± 6.53 a 46.84±19.57 a 293.16± 26.63 a 0.00± 0.00 b

1 After treatment with 50 ppm of ClO2 solution for 30 min, seeds were sown in pots containing a growth medium in the greenhouse. 
Seed germination, root length, stem length, root fresh weight, stem fresh weight and disease incidence were recorded 14 days after 
sowing. A：Infested seeds treated with ClO2；B：Noninfested seeds treated with ClO2；C：Infested seeds without treatment；D：
Noninfested seeds without treatment.

2 Data are means of 3 replications ± SD. Means followed by the same letter in each column do not differ significantly at P=0.05, 
according to Duncan’s multiple range test.

表七、二氧化氯溶液處理自然帶有細菌性果斑病菌西瓜種子對種子發芽、幼苗生長與果斑病發病率之影響

Table7. Effect of treatment of watermelon seeds naturally infested with Acidovorax avenae subsp. citrulli with chlorine      
dioxide (ClO2) solution on seed germination, seedling growth and disease incidence

Treatment1 Contamination 
(％)

Germination  
(％)

Root length 
(cm)

Stem length
(cm)

Root weight 
(mg)

Stem weight 
(mg)

Disease
incidence (％)

ClO2 0.00± 0.00  b 2 75.55±19.53 a 5.84± 0.41 a 10.33± 2.29 a 43.28± 8.32 ab 242.15±86.10 a 0.00± 0.00 b
Water(CK) 25.56± 1.93 a 67.78±23.41 a 4.69± 0.05 b 9.29± 2.57 a 38.44± 12.33 b 209.77±80.82 b 29.27±11.15 a

1 After treatment with 50 ppm of ClO2 solution for 30 min, seeds were placed on Aac semiselective agar plates for 24-48 hr to observe 
contamination with A. avenae subsp. citrulli or were sown in pots containing a growth medium in the greenhouse. Seed germination, 
root length, stem length, root fresh weight, stem fresh weight and disease incidence were recorded 14 days after sowing.

2 Data are means of 3 replications ± SD. Means followed by the same letter in each column do not differ significantly at P=0.05, 
according to Duncan’s multiple range test.
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討　論

由於 ClO2 之殺菌力及安全性，目前已被應用於多

種項目之消毒、殺菌、除臭處理。在農漁牧產品上，

ClO2 可防除蔬果 (4, 5, 22)、農畜產品 (45) 及海鮮食品 (19) 上
E. coli O157:H7、Listeria monocytogenes and Salmonella 
sp. 等微生物之污染。ClO2 對植物病原菌的殺菌效果

上，也有一些研究，例如運用在收穫後之番茄或馬鈴

薯處理，能有效降低由 E. carotovora 引起之果實或塊莖

軟腐病 (30, 31, 36)，而本研究結果也顯示 ClO2 對三種種媒

植物病原細菌有良好殺菌效率，且用於種子處理能去

除污染之病菌。

種子為我國重要出口農產品，而種子是否污染重

要病菌關係出口至為關鍵，因此開發有效的種子處理

法是極為重要的工作。本研究所測試的三種種媒病原

細菌在適宜環境下，可造成其寄主作物生產上的重大

經濟損失。種子若帶有這些病原菌，即使帶菌率很低

也能引起病害的嚴重發生，以甘藍黑腐病為例只要有

0.03% 種子帶菌率，即可造成本病害的流行 (33)。又如

西瓜細菌性果斑病，在西瓜移植苗生產的溫室內，只

要發現一株病株就得廢棄溫室內所有的幼苗  (7)，因此

種子處理法必須達到完全去除病菌的效果。目前在台

灣可應用的種子處理方法能否完全去除病菌，有待進

一步確認。十字花科蔬菜種子之處理包括溫湯浸種、

抗生素、銅劑、次氯酸鈉 (Nyolate) 浸種或次氯酸鈣 
(calcium hypochlorite) 拌種，這些方法雖可減少或完全

除滅種子上之黑腐病菌，但應用時有些方法操作不便

或安全堪慮或易影響種子發芽 (12, 16)。茄科種子雖可利用

鏈黴素 (streptomycin) 消毒，但隨病原菌對其產生抗性

後而失去效用 (34)。瓜類果斑病最佳防治策略，為使用

無病原菌 (pathogen free) 種子，種子消毒之方法包括溫

湯浸種 (41) 與過氧乙酸 (peroxyacetic acid) (9)，但溫湯浸

種無法完全排除種子上的病原菌，而過氧乙酸則需要 
1,600ppm 高濃度才能完全除去種子上的病原菌(9)。本研

究發現以低濃度 ClO2 溶液作短時間的處理，即可完全

殺死水中的 X. campestris pv. campestris、X. axonopodis 
pv. vesicatoria 及 A. avenae subsp. citrulli，也可完全去除

種子上人工污染的這些病菌及西瓜種子自然帶有的細

菌性果斑病菌，且 ClO2 溶液浸漬處理對種子之發芽率

及植株 (西瓜) 之生長無不良影響甚至有促進之作用，

由此可見 ClO2 具有很大的應用潛力。由於本研究除西

瓜有使用自然帶菌種子外，均以人工污菌種子作為材

料，有必要針對自然帶菌之甘藍或茄科種子進行評估

ClO2 之除菌功效，以確認 ClO2 對種子內感染之病菌是

否有除菌效果。

多數研究報告以 ClO2 消毒處理蔬果時，採用氣體

薰蒸方式 (4, 5, 8, 23, 27, 28, 29,30)，而本研究使用其溶液作各項

處理試驗。除種子可適用溶液浸漬而不致變質外，ClO2 
溶液浸漬處理之優點包括處理步驟較氣體為簡單，稀釋

後即可使用，且不需如氣體薰蒸時，需要特殊的密閉

設備；被處理之種子體積小、數量多，以溶液處理可

完全接觸種子表面。種子在處理後，即可直接播種，

不需增加如清洗等其他處理步驟。此外 ClO2的最佳儲

存方法，即是以液體方式保存在 4℃，在這個狀態下

它相當穩定。但 ClO2 本身會緩慢地分解為氯 (chlorine) 
和氧 (oxygen)，根據劉與賴 (26) 之研究顯示ClO2 每日之

衰退率達 11.6%，故亦不能儲存太長時間。Huang 等      
人(15) 指出搭配 ClO2 與超音波共同處理蔬果，不但除菌

效果佳，且可加速 ClO2 之分解，以降低 ClO2 之殘留。

故日後若使用 ClO2 於種子處理時，可搭配超音波以增

進其除菌效果及促進 ClO2 之分解。與次氯酸鈉的效果

比較，低濃度之 ClO2 溶液處理對人工污染黑腐病菌之

花椰菜種子之除菌效果優於或等同於高濃度之次氯酸

鈉，與 Huang 等人 (14) 對枯草桿菌 (Bacillus subtilis) 與
大腸桿菌 (E. coli) 的研究結果相似。且根據 Huang 等 
人(14) 的報告顯示 ClO2 在水中之殺菌效果較不受水的 
pH 值影響，且不需擔心如次氯酸鈉處理後氯的殘留及

衍生有毒致癌物質等問題，故 ClO2 溶液在應用上較次

氯酸鈉更具安全。
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ABSTRACT
Chao, Y. C. 1, 2, 3, Hsu, S. T. 2, and Tzeng, K. C. 2 2010. Bactericidal Efficacy of Chlorine Dioxide 
Against Three Seed-borne Plant Pathogenic Bacteria and Application of Seed Treatment for Eradication 
of These Bacteria. Plant Pathol. Bull. 19: 19-29. (1 Department of Plant Medicine, National Pingtung 
University of Science and Technology, Pingtung, Taiwan; R.O.C., 2 Department of Plant Pathology, 
National Chung Hsing University, Taichung 402 Taiwan; R.O.C. 3 Corresponding author, Email: 
c@mail.npust.edu.tw; Fax: +886-8-7740-293)

The efficacy of chlorine dioxide (ClO2) solution in inhibition of growth of three seed-borne plant 
pathogenic bacteria: Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), the causal agent of black rot of 
crucifers; X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav), the causal agent of bacterial spot of tomato and pepper; 
and Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac), the causal agent of bacterial fruit blotch of cucurbits was 
evaluated, and its application on seed treatment for decontaminating these bacteria was also studied. 
The results showed that treatment of various strains of Xcc and Xav with 10 and 5 ppm ClO2 solution, 
respectively, for 20 min, and strains of Aac with 50 ppm ClO2 solution for 30 min, completely inhibited 
the growth of these bacteria on agar media. Treatments of cauliflower seeds artificially infested with 
Xcc with 10 ppm ClO2 solution for 30 min, pepper seeds artificially infested with Xav with 5 ppm ClO2 
solution for 10 min, and watermelon seeds artificially infested or naturally infested with Aac with 50 
ppm ClO2 solution for 30 min, completely removed the contaminated bacteria from these seeds. The 
effective concentrations of ClO2 solution did not affect or may increase the germination rate of the 
seeds. In the experiments with artificially or naturally infested watermelon seeds, the ClO2 treatment 
not only eradicated the infested bacteria but also completely controlled the fruit blotch disease at the 
seedling stage, since no diseased seedlings were observed in the treated seeds in contrast to about 
66.6% (artificially infested) or about 29.2% (naturally infested) diseased seedlings in the nontreated 
control. The ClO2 treatment did not affect or may show better growth of the watermelon seedlings as 
compared with the nontreated control.

Key words: chlorine dioxide, seed treatment, control, Xanthomonas campestris pv. campestris, X. 
axonopodis pv. vesicatoria, Acidovorax avenae subsp. citrulli


