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利用奈米磁顆粒分離技
術檢測六種感染蝴蝶蘭
病毒之研究

撰文/ 王惠亮•黃詩婷 •詹富智

前言

近二十年來我國蘭花產業蓬勃發展，已成為

全世界蝴蝶蘭輸出量最高之國家，農委會更將其選

為重點發展之作物。臺灣的蘭花產業與日本淵源甚

深。臺灣的地理環境溫暖而潮濕，物種豐富多樣且

可終年繁衍不斷，過去一再被公認是作物栽培的寶

島。但對於影響植物生長的病蟲害而言，其實也是

病原滋生的溫床，因此造成植物病害的多樣性及高

發生率。

至今發現可感染蘭花之病毒有 30種以上，其

中以喜姆比蘭嵌紋病毒 (Cymbidium mosaic virus, 

CymMV)及 齒 舌 蘭 輪 斑 病 毒 (Odontoglossum 

ringspot virus, ORSV)之發生最為普遍，此兩種病

毒的性質不僅相當穩定，其寄主範圍幾乎涵蓋臺

灣常見之國蘭及洋蘭。在已被報導感染蘭花植物

的病毒中，其中喜姆比蘭嵌紋病毒 (CymMV)、齒

舌蘭輪斑病毒 (ORSV)、胡瓜嵌紋病毒 (Cucumber 

mosaic virus, CMV)、蘭花斑點病毒 (Orchid fleck 

virus, OFV)及石斛蘭葉脈壞疽病毒 (Dendrobium 

vein necrosis virus, DVNV)、辣椒黃化病毒蝴蝶蘭

分 離 株 (Capsicum chlorosis virus -Phalaenopsis, 

CaCV-Ph)、蝴蝶蘭黃化斑點病毒 (Phalaenopsis 

chlorotic spot virus, PhCSV)及康乃馨斑駁病毒蝴

蝶蘭分離株 (Carnation mottle virus, CarMV-Ph)曾

被報告可自然感染蝴蝶蘭，而臺灣地區的蝴蝶蘭則

曾發現 CymMV、ORSV、CMV、CaCV-Ph、PhCSV及

CarMV-Ph的存在，皆會感染蝴蝶蘭而造成病變。

傳統之病毒病害檢測主要是藉由觀察蘭株上的

病徵，但蘭株受到病毒感染後所產生的病徵會因蘭

株的生長狀態及品種的不同而影響病徵的表現，包

括嵌紋、黃化、輪斑、矮化、局部病斑、畸形和皺

縮等不同之病徵。自從電子顯微鏡於 1939年被發

明後，即被用以直接觀察感病植物組織中的病毒顆

粒，可作為鑑定病毒之依據。電子顯微鏡觀察法較

常用於顆粒大且型態容易辨識之病毒，直接觀察病

毒的形狀、大小及表面的構造可做為診斷的依據，

於 50年代血清學技術開始發展後，抗血清檢定法開

始普遍應用於植物病毒之診斷與鑑定是目前最重要

的檢測法。1986年核酸聚合酶連鎖反應 (polymerase 

chain reaction, PCR)技術發明後，在分子檢測技術

有了重大且影響深遠的突破，它是為一種生體外 (in 

vitro)複製 DNA的技術，是目前為止偵測病毒最重

要的工具之一。這項技術發明後大大提升了植物病

毒檢測之靈敏度，尤其被證實過去許多經由酵素連
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結免疫吸附法 (enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)檢測認定為無病毒感染之植株，若再以

PCR檢測仍會被證實病毒之存在，可見 PCR技術

在病毒篩檢之靈敏度較高，它是屬於靈敏度較高、

穩定，且快速的一種用於病毒的鑑定方法。

奈米磁顆粒近年來在基因科技與醫藥應用的

研究已有許多進展，主要為核磁影像檢測、目標導

向藥劑、基因篩選或細胞分離、腫瘤治療等生醫用

途。目標導向藥劑，即是運用磁性微顆粒作為藥物

載體 (drug carriers)，多使用磁性氧化物，如 Fe3O4

和 Fe2O3，作為藥物載體。免疫磁性分離法最初是

應用於醫學領域，是使用一很小的超順磁粒子或磁

顆粒，在上面結合可變辨識目標抗原的抗體，可用

於分離真核細胞。本研究利用免疫磁性分離技術進

行蝴蝶蘭病毒檢測技術開發，期望達到縮短檢測時

間、早期發現病毒之成效。

在臺灣已發現會造成蝴蝶蘭病害之病毒有喜姆

比蘭嵌紋病毒、齒舌蘭輪斑病毒、胡瓜嵌紋病毒、

辣椒黃化病毒蝴蝶蘭分離株、蝴蝶蘭黃化斑點病毒

及康乃馨斑駁病毒蝴蝶蘭分離株，皆會感染蝴蝶蘭

而造成病變。此外植物病毒病害並無有效藥劑進行

防治，蘭花遭受病毒感染，對蘭花之生長與品質構

成威脅，尤其病毒可以隨無性繁殖方式傳播至後代

種苗，若能及時發現病毒之存在，搭配隔離或銷毀

之處理，在田間亦可減少病毒之散佈，病毒病害之

管理上著重於病毒的偵測診斷，可以移除病株，或

篩選無病毒健康苗。因此本研究目的為將利用奈米

磁顆粒、RT-PCR及 multiplex PCR等之技術，開發

磁顆粒分離鑑定蘭花病毒之技術，希望能達到快

速、準確、敏感及低成本的目標；研究之成果將可

用於無病毒健康苗之篩選工作之進行，減少病毒對

蘭花產業的影響。

磁顆粒與專一性引子對核酸序列的設計

利用磁顆粒（TANBead USPIO-101，台灣圓點

公司）分離技術，針對感染病毒的蝴蝶蘭進行專一

性檢測。病毒檢測首先需開發 PCR之病毒專一性

的引子對，依據 CymMV、ORSV、CMV、PhCSV

和 CarMV-Ph病毒的鞘蛋白 (coat protein)與 CaCV-

Ph病毒的核鞘蛋白 (nucleocapsid protein)之核酸多

序列比對結果，顯示 6種病毒的鞘蛋白與核鞘蛋白

之核酸序列差異性相當大，因此選擇差異性較大的

區域設計出專一性鑑定單一病毒的引子對。本研究

所設計的 6組 PCR引子對都可針對專一病毒檢體

複製出特定之條帶，對 CymMV之純系病毒或病葉

分析時可得到 632 bp的專一性 RT-PCR條帶，而在

CMV、ORSV、CarMV-Ph、PhCSV 及 CaCV-Ph 之

分析時則可分別得到 426、300、601、500及 403 bp

的專一性 RT-PCR條帶，顯示所設計之引子對皆具

有檢測之專一性。

有無磁顆粒進行分離純化病毒及組織液中

病毒之靈敏度比較分析

在靈敏度方面，本研究利用 CymMV的純化病

毒及病毒與組織液的混合液等 2種材料進行測試，

利用目前較常使用之RT-PCR技術及免疫磁顆粒分

離技術，分別測試此 2種方法的靈敏度。單純利用

RT-PCR技術鑑別 CymMV，對純化病毒及病毒與

組織液的混合液之靈敏度分別為 100 fg及1 pg（圖

一、二）；利用磁顆粒分離鑑定技術鑑別 CymMV

時，其對純化病毒及病毒與組織液的混合液之靈敏

度皆 1 fg（圖一、二）。結果顯示磁顆粒分離鑑定技

術的靈敏度為 RT-PCR的 100倍以上，如此之結果

利用在無病毒種苗的篩選應該更具可行性，可減少

偽陰性 (false negative)的結果發生。本研究中所發

展出來的技術除其靈敏度都比以往的技術來理想之

外，並顯示磁顆粒分離鑑定技術亦可用於病毒之分

離接種上。

研究中進一步以磁顆粒結合多引子 RT-PCR 

(multiplex RT-PCR)進行病毒檢測，測試時先將病毒

分成二組進行 multiplex RT-PCR，第一組multiplex 

RT-PCR可用於偵測 CymMV、CMV及 ORSV；而



農業生技產業季刊56

RESEARCH & DEVELOPMENT

第二組則可偵測到 CarMV-Ph、PhCSV及 CaCV-Ph

之存在，分析時發現二組multiplex RT-PCR皆可產

生相對應之專一性條帶，正確的鑑定出病毒種類（圖

三）。

   為了比較磁顆粒分離檢測技術及ELISA偵測技術

於田間應用的實際效果，本研究分析蝴蝶蘭於接種

病毒後的不同天數下，分別利用磁顆粒分離檢測技

術及 ELISA偵測技術之檢測結果。將蝴蝶蘭接種

CymMV病毒後，於接種後第 4至 11天，每天分別

利用 ELISA與免疫磁顆粒分離檢測技術進行病毒

測試。接種時是將 CymMV接種於三珠蝴蝶蘭（三

圖一  喜姆比蘭嵌紋純化病毒之RT-PCR檢測

註：(A)與磁顆粒分離之RT-PCR檢測，(B)靈敏度分析。Lane 1: 1 ng/ml，

Lane 2: 1 pg/ml，Lane 3: 100 fg/ml in (A) and 10 fg/ml in (B)，Lane 4: 10 

fg/ml in (A) and 1 fg/ml in (B)，Lane 5: 1 fg/ml in (A) and 100 ag/ml in (B)，

Lane 6: virus-free orchid.

圖二  組織液中喜姆比蘭嵌紋純化病毒之RT-PCR檢測

註：(A)與磁顆粒分離之RT-PCR檢測，(B)靈敏度分析。Lane 1: 1 ng/ml，

Lane 2: 1 pg/ml，Lane 3: 100 fg/ml in (A) and 10 fg/ml in (B)，Lane 4: 10 

fg/ml in (A) and 1 fg/ml in (B)，Lane 5: 1 fg/ml in (A) and 100 ag/ml in (B)，

Lane 6: virus-free orchid.

重複），分析時各取三珠蘭花葉片組織 0.5 g進行

ELISA分析、0.5 g進行免疫磁顆粒分離鑑定。分

析結果（表一）顯示，於接種後第 1-6天，此時蝴

蝶蘭被病毒感染但還未產生病徵，磁顆粒分離鑑定

與 ELISA皆無法測得病毒之存在；但在第 7-8天植

株仍未出現病徵時，磁顆粒分離檢測技術已可測到

病毒的存在；而 ELISA偵測技術則至第 11天才可

測得病毒的存在，而此時蝴蝶蘭已開始出現輕微病

徵。於對照組方面，此兩項檢測技術在未接種病毒

之無病毒蘭花 (negative control)皆無法偵測到病毒，

在有病徵之蘭花 (positive control)則都可偵測到病

毒。實驗結果顯示，被病毒感染之蝴蝶蘭出現病徵

前，ELISA多無法測得病毒之存在，但免疫磁顆粒

分離鑑定則可於病徵出現前測得病毒的存在，由此

可見免疫磁顆粒的檢測靈敏度較 ELISA佳。

結語

蘭花大量栽培主要是以組織培養技術進行種

苗快速繁殖，帶病毒之種苗因而快速散佈至全世

界，因此病毒病害已對蘭花產業造成極大之危害。

在臺灣蘭花上已發現之病毒有喜姆比蘭嵌紋病毒

(CymMV)、齒舌蘭輪斑病毒 (ORSV)、胡瓜嵌紋

病毒 (CMV)、辣椒黃化病毒蝴蝶蘭分離株 (CaCV-

Ph)、蝴蝶蘭黃化斑點病毒 (PhCSV)及康乃馨斑駁病

圖三  利用磁顆粒分離結合Multiplex MS-RT-PCR 之分析

註：ORSV、CMV及 CymMV(A)；CaCV-Ph、PhCSV及CarMV-Ph(B)
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毒蝴蝶蘭分離株 (CarMV-Ph)等 6種病毒。由於蘭

花病毒之檢測技術對無病毒蘭花之生產扮演重大角

色，因此本研究將磁顆粒分離結合反轉錄聚合連鎖

反應 (RT-PCR)檢測技術之開發，希望能改良目前之

檢測效果。靈敏度方面，此技術的靈敏度無論在純

系病毒或田間測試其靈敏度皆可達 1 fg ml-1；以蘭

花病葉檢測試時發現，可在接種後 7天（蝴蝶蘭尚

未產生病徵）即可在葉片上測得病毒之存在，且單

一病毒之檢測成本只需新臺幣 30元。研究結果顯示

此技術在檢測時間上，磁顆粒分離病毒需 30分鐘，

RT-PCR需 2.5小時，電泳分析 1.5小時，可大幅縮

表一  磁顆粒分離PCR鑑定技術與ELISA偵測法檢測蝴蝶蘭感染CymMV後之靈敏度比較 

Day after 
inoculation 

Sample 1 Sample 2 Sample 3 

Bead-PCR ELISA Bead-PCR ELISA Bead-PCR ELISA 

6 － － － － － － 

7 ＋ － ＋ － － － 

8 ＋ － ＋ － ＋ － 

9 ＋ － ＋ － ＋ － 

10 ＋ － ＋ － ＋ － 

11 ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ 

短病毒檢測之時間至 4.5個小時。綜合上述之結果

得知，本研究所開發出之磁顆粒分離檢測技術，具

有快速、專一、敏感及低成本的特性，符合蘭花管

理上之需求，預期未來應用於田間蝴蝶蘭病毒檢

測，將有助於蘭花產業建立健康種苗體系。此外，

利用免疫磁性分離技術可提高分離目標微生物之準

確性，且仍可保持細菌為存活的狀態，將有潛力應

用於目前尚無法以人工接種的病毒的研究，以利植

物病害防治之研究與推展。 AgBIO

王惠亮  國立高雄師範大學  生物科技系  副校長 
黃詩婷  國立高雄師範大學  生物科技系  碩士 
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