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本土輕症矮南瓜黃化嵌紋病毒對哺乳類動物之
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摘要 

張敬宜、簡肇均、楊予霈、吳偉嘉、蔡韙任。2021。本土輕症矮南瓜黃化嵌紋病毒

對哺乳類動物之安全性研究。臺灣農藥科學  11：81-103。 

高安全性的生物農藥防治植物病蟲害是農藥管理趨勢，而研發具疫苗特性的病

毒類微生物製劑是交互保護防治之策略。其中矮南瓜黃化嵌紋病毒 (zucchini yellow 
mosaic virus, ZYMV) 是經濟上影響瓜類作物最重要的病毒之一，針對此病毒防治國
內已開發且近成熟的輕症型突變株 (ZYMV AC, ZAC)，可誘導植物產生對強毒力病
毒株之抗性，也就是可對野生型病毒提供良好的交互保護效果。本研究主要參考國

際上對病毒類微生物製劑安全評估所需的關鍵性毒理試驗，進行 ZAC 病毒對大小
鼠、兔子等哺乳類動物及對猴腎細胞是否具急毒性、致病性或過敏性及感染性。結

果大鼠口服與肺急毒性／致病性試驗中，發現動物均無異常臨床症狀或死亡情形發

生，大體肉眼檢查亦均屬正常，且在投予病毒 1 天後動物體內已無檢出病毒，顯示
ZAC 病毒對大鼠不具口服與肺急毒性、感染性及致病性；由體外細胞培養測試亦顯
示 ZAC 病毒對哺乳類動物細胞確實不具潛在毒性及感染性。另進行大鼠皮膚急毒
性、白兔眼刺激性及小鼠皮膚過敏性試驗，顯示 ZAC 病毒之皮膚急毒性 LD50 為

>5,000 mg/kg bw (屬於低毒等級)、不具眼刺激性及不具皮膚過敏性；同時針對案例探
討國際間對此性質之病毒類微生物製劑毒理試驗登記管理要求。綜合以上研究，在

不同暴露途徑下，顯示 ZAC 病毒對人畜相對安全，與人類健康風險相關實驗資料結
果，可支援開發成為符合國際要求之病毒類微生物製劑商品化佐證資料，並提供主

管機關對此類微生物製劑安全管理之參考。 
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緒言 

隨著食品安全與環保意識的抬頭，高

安全性的生物農藥防治植物病蟲害是農藥

管理趨勢，可減少及取代部份化學農藥的

使用，進而降低病蟲害對化學農藥抗藥性

的產生及環境之污染，並減少對非目標生

物的衝擊和生態平衡之破壞等問題 (8)。依

據我國農藥管理法之「農藥理化性及毒理

試驗準則」 (5)，生物農藥依其性質與來源

可區分為天然素材 (natural products)、微
生物製劑 (microbial formulations) 及生化
製劑 (biochemical formulations) 三類，所
需的毒理試驗項目要件不同。 

矮 南 瓜 黃 化 嵌 紋 病 毒  (zucchini 
yellow mosaic virus, ZYMV)，於 1973年在
義大利首次分離出，並於 1981 年首次命
名，臺灣也於 1985 年發表分離與鑑定報
告，是經濟上影響瓜類作物最重要的病毒

之一 (10, 15, 23)；ZYMV 為 Potyviridaed 科
potyvirus 屬，主要透過蚜蟲以非持續性方
式傳播，造成瓜類作物葉面出現黃色斑

紋、捲葉，並隨著植株包含果實的大小皺

縮，而影響ZYMV病毒之致病性與鞘蛋白 
(coat protein, CP) 及協同性蛋白  (helper 
component-protease, HC-Pro) 息息相關 (10, 

15)，且參與透過蚜蟲傳播的交互作用 (9, 21, 

33)。 
中興大學葉錫東教授團隊於 2000 年

發 表 以 異 質 結 合 性 移 動 分 析 法 
(heteroduplex mobility assay , HMA)，比較

臺灣 ZYMV的 5株分離株與國外不同地理
區於基因序列上的差異及親緣關係  (25)，

並篩選其中的強毒力病毒 TW-TN3作為主
要研究株，將其 cDNA 片段置入質體中，
透過接種至矮南瓜與奎藜上，可使之產生

相對應之病症，設計出一個具感染力之病

毒質體  (26)，之後進一步以定點突變方式

將 ZYMV TW-TN3 分離株之 HC-Pro 基因
上與強毒力病毒相關的 2 個關鍵胺基酸改
變，產生了在矮南瓜葉片上表現輕微嵌紋

病徵之輕症病毒系統 (ZYMV AC, ZAC)，
可在矮南瓜植株上提供高度交互保護作用 
(cross-protection)，也就是以病毒賦予宿
主的保護，來防止強毒力病毒的侵害 

(27)，並於後續的蚜蟲傳播病毒能力試驗

中，證實輕症病毒 ZAC 本身因 HC-Pro 基
因定點突變的影響，同時喪失透過蚜蟲傳

播的能力  (13)。而交互保護的概念由

McKinney 學者於 1929 年提出 (29)，主要

防治菸草嵌紋病毒 (tobacco mosaic virus, 
TMV)，內容指出當宿主植物被病毒感染
時，其對第二個相關的病毒株之感染具有

抗性反應。換言之就是接種輕症病毒株誘

導植物產生對強毒力病毒株之抗性。此技

術在 1972 年開始已廣泛應用在防治 TMV
病毒  (35) 外，之後也陸續應用在柑橘萎縮

病毒 (citrus tristeza virus，CTV) (30)、木瓜

輪點病毒  (papaya ringspot virus, PRSV)  

(44)、以及 ZYMV病毒 (22, 24)。因此，本研

究對象主要以定點突變 ZYMV TW-TN3 
本土分離株之 HC-Pro 基因所獲得的輕症
型突變株 ZAC，可對野生型病毒提供良好
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的交互保護效果，且於溫室條件下試驗多

年具有長期的穩定性。此外，ZAC病毒之
寄主範圍狹窄，具宿主專一性，僅侷限於

葫蘆科植物，同時其蚜蟲傳播能力已被移

除，不會有病毒擴散之風險  (13)。綜合上

述這些特性皆顯示 ZAC 病毒適合做為開
發瓜類病毒疫苗之潛力。 

另一方面，此類病毒疫苗屬於我國農

藥管理法中微生物製劑之範疇，未來若要

商品化登記上市，其所需的毒理資料須符

合我國「農藥理化性及毒理試驗準則」附

表三與優良實驗室操作規範  (Good 
Laboratory Practice, GLP) 要求，以釐清研
發產品是否對人體健康有潛在危害及對環

境非目標生物造成之衝擊影響，其中由於

ZAC屬於植物病毒具宿主專一性，無法離
開宿主存活，主要於育苗期使用與用量極

少，且使用時需藉由機械式接種傳播無法

自行感染植物细胞，亦無法由蚜蟲傳播至

環境，對非目標生物及環境暴露風險極

低。因此，本研究主要參考國際上對具疫

苗特性的病毒類微生物製劑安全評估所需

的關鍵性毒理試驗項目，用以評估 ZAC
病毒對大小鼠、兔子等哺乳類動物及對猴

腎細胞是否具急毒性、致病性或過敏性及

感染性、並探討國際間對具疫苗特性的病

毒類微生物製劑之管理，一方面可同時建

立較完整與符合國際要求之病毒類微生物

製劑產品對溫血動物之安全評估報告，以

提供主管機關對此類微生物製劑安全管理

之參考，並可加速較安全的植物保護資材

的商品化登記。 

材料與方法 

一、試驗動物 

5週齡 Sprague-Dawley (SD) 品系雌、
雄大鼠、 12 週齡 New Zealand White 
(NZW) 品系雌性白兔及 7週齡 BALB/c品
系雌性小鼠分別購自樂斯科生物科技股份

有限公司、家畜衛生試驗所及財團法人國

家實驗動物中心，並飼養於藥毒所動物房

觀察至少 1 週，待達投藥適當週齡取體重
相近健康動物進行試驗。試驗動物除口服

及肺急毒性與致病性試驗在投藥處理前隔

夜禁食外，平時給予充足之飼料  (Lab 
Diet® 5001 Rodent diet, PMI, IN, USA) 及
飲水。動物飼育室之進氣經由初級、中級

及高效能濾網過濾空氣，控制溫度範圍為

19-25℃，相對溼度範圍為 40-70% 及 12
小時光／12小時暗之光照週期。所有實驗
動物之使用操作均依照「實驗動物照護與

使用指引」(6) 之規範進行，且經藥毒所實

驗 動 物 照 護 及 使 用 小 組  (TACTRI-
IACUC) 審核通過。 

二、供試病毒 

經 ZAC 感染的矮南瓜罹病葉片 (每
0.01g 的葉片帶有 6.5-8.2 ng 的 ZAC 病毒
鞘蛋白)，由中興大學葉錫東教授團隊提
供。試驗前將罹病葉片以每公克加 4 倍體
積量之磷酸鹽緩衝液  (phosphate buffered 
saline, PBS) 並於冰上以均質機均質 
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(8,000 rpm 均質 20 秒，休息 10 秒，重複
3 次)，最後經 2 層紗布過濾，收取過濾後
即得病毒懸浮液，後續進行動物毒理試驗

與分析，而於藥毒所GLP實驗室利用酵素
連結免疫吸附分析法  (enzyme-linked 
immunosorbent assay, ELISA) 檢測病毒罹
病葉中病毒鞘蛋白含量約為 618.2-745.0 
ng/g-tissue。 

三、病毒檢測方法 

病毒含量分析與動物檢體內病毒檢測

方法，由中興大學葉錫東教授團隊建立及

提供，主要以 ELISA方法為主，動物檢體
輔以反轉錄聚合酶連鎖反應  (reverse 
transcription- polymerase chain reaction, RT-
PCR) 確認檢測結果。ELISA 方法利用標
準品  (ZYMV-CP) 與鹼性磷酸酶抗體之
呈色方法，最後以全光譜光學分析儀 
(EpochT, BioTek, USA) 回推病毒含量。
RT-PCR 則以市售套組  (iScript™ cDNA 
Synthesis Kit, Bio-Red, USA) 利用引子對 
(pZCP-9350 及 mZCP-10164) 反 轉 錄
cDNA後，再進行 PCR增幅，反應條件為
94℃ 30秒，55℃ 40秒，72℃ 1分鐘為 1
循環重複 35次，最後 72℃ 10分鐘結束，
並使用 1% agarose gel 進行電泳分析。 

四、動物毒理安全測試項目 

依據測試物生物特性及使用方法，依

序建立下列幾項毒理安全評估資料，每項

試驗均依循美國環境保護局  (United 
States Environmental Protection Agency, 
USEPA) (39, 40) 或經濟合作暨發展組織 
(Organization for Economic Cooperation and 
Development, OECD) (32) 試驗指引操作，

最後出具符合GLP規範之完整試驗報告。 

(一)大鼠口服與肺急毒性／致病性試驗 

參考 USEPA 885.3050 與 885.3150 試
驗指引，SD 大鼠分別以 1 mL／隻與 0.1 
mL／隻經由胃管  (Fine Science Tools, 
USA) 與氣管  (Hamilton 91072, USA) 灌
注方式投予 ZAC 病毒懸浮液，於投予後
第 1、3、7、14及 21天解剖 (每時間點雌
雄各 3 隻)，對照組給予經滅菌處理之病
毒，並於投予後第 21 天解剖雌、雄各 3
隻；氣管灌注方式則分別增加 1 組對照組 
(雌、雄各 2隻於第 1天解剖) 及 2組純葉
片萃取液當負對照組 (同對照組隻數於第
1及 21天解剖，用於評估葉片組織萃取液
本身對肺臟的影響)，各保留雌、雄各 3隻
不進行處理當空白組，並於最後 1 天一起
解剖。期間觀察體重變化與臨床症狀，解

剖時間點觀察臟器肉眼病變，必要時進行

組織病理切片檢查 (若臟器出現明顯病變
則進行組織切片)，並採集腦、心、肺、
腎、脾、腸繫淋巴組織及糞尿等，以

ELISA 與 RT-PCR 偵測主要臟器及糞尿之
病毒量，以瞭解病毒在動物體內的分佈與

消長情形，最後評估其對大鼠急毒性、致

病性及感染性。當病毒量隨投予天數增加
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即得病毒懸浮液，後續進行動物毒理試驗

與分析，而於藥毒所GLP實驗室利用酵素
連結免疫吸附分析法  (enzyme-linked 
immunosorbent assay, ELISA) 檢測病毒罹
病葉中病毒鞘蛋白含量約為 618.2-745.0 
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(雌、雄各 2隻於第 1天解剖) 及 2組純葉
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1及 21天解剖，用於評估葉片組織萃取液
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組織病理切片檢查 (若臟器出現明顯病變
則進行組織切片)，並採集腦、心、肺、
腎、脾、腸繫淋巴組織及糞尿等，以

ELISA 與 RT-PCR 偵測主要臟器及糞尿之
病毒量，以瞭解病毒在動物體內的分佈與

消長情形，最後評估其對大鼠急毒性、致

病性及感染性。當病毒量隨投予天數增加
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而減少甚至未檢出時，即可判定為無感染

性或無致病性。 

(二)細胞培養測試 

參考 USEPA 885.3500 試驗指引進行
哺乳類動物細胞的潛在細胞毒性及感染性

測試，主要將含有病毒之培養基  (以
minimum essential media (MEM) 培養液稀
釋病毒懸浮液 0.001 μg/mL) 處理猴腎細胞 
(Cercopithecus aethiops monkey kidney CV-
1，ATCC number CCL-40) 1 小時 (2*103 
cells/mL)後，蒐集細胞經 trypan blue 
(sigma, USA) 染色，並以細胞計數儀 
(TC20, Bio-Rad, USA) 計算其存活率，若
大於 70%，則可接續進行聚落分析 
(colony counting)，並於第 7、14 及 21 天
以倒立顯微鏡 (CK30, Olympus, Japan) 觀
察並計算聚落數，當無產生聚落現象則判

定為無毒性反應；另 CV-1 細胞  (2*106 
cells/flask) 經含有病毒之培養基處理 1 小
時後，以 RT-PCR 方法進行病毒量之增減
分析，以檢測病毒是否可於哺乳類細胞內

造成感染及增殖。 

(三)大鼠皮膚急毒性試驗 

參考 OECD 402 試驗指引，以我國法
規最高測試劑量 (5,000 mg/kg bw)，採用
強迫皮膚貼覆 24 小時方式一次塗敷 10 週
齡 SD 雌性大鼠 3 隻 (先投予 1 隻動物，
觀察 48 小時後未見明顯症狀，乃再投予

另 2 隻)，觀察第 0.5、2 及 4 小時及第 1-
14 天之臨床症狀與存亡情形，至 14 天再
進行大體解剖與臟器病變觀察，必要時進

行組織病理切片檢查 (若臟器出現明顯病
變則進行組織切片)，最後推估其導致半
數動物死亡之劑量值 (median lethal dose, 
LD50)。 

(四)白兔眼刺激性試驗 

參考 USEPA 870.2400與OECD 405試
驗指引，試驗前先給予白兔局部性麻醉及

系統性止痛藥，試驗時取 0.1 mL ZAC 病
毒懸浮液分別置入 3 隻白兔眼窩內 (另一
眼為對照組，不加任何處理)，經處理 24
小時後，再以逆滲透水清洗眼睛，並於處

理後第 1、24、48 及 72 小時以視網膜照
相機  (Genesis-D, Kowa, Japan) 檢查眼睛
受損情形，若在 72 小時還具刺激性，另
需再 7、14 及 21 天繼續觀察，最終視結
果並依照試驗指引之判定標準，紀錄刺激

分數，並依刺激分數消失而開始恢復之天

數判定刺激等級，若恢復天數為第 0 天判
定為無刺激性，7 天內恢復為輕微刺激，
21 天內為中度刺激，21 天仍具刺激分數
則為嚴重刺激。 

(五)小鼠皮膚過敏性試驗 

參考 OECD 442B 試驗指引，主要以
小鼠局部淋巴結分析  (local lymph node 
assay, LLNA) 方法，分析淋巴結細胞增生
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程度之刺激指數 (stimulation index, SI)，
並以 DNCB (2,4-dinitro-1-chlorobenzene, 
CAS Number 97-00-7) 作為陽性對照物，
試驗時連續 3 天各取 25 μL 的試驗物 (處
理組 100%、50%、25%) 塗抹於 11 週齡
BALB/c品系雌性小鼠兩耳背部後 (每組 5
隻)，第 5 天每隻腹腔注射 5 mg 溴化去氧
尿苷 (5-bromo-2’-deoxyuridine, BrdU)，第
6 天解剖採集耳下淋巴結並利用商業套組 
(Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied 
Science, Germany) 分析試驗物引發淋巴結
細胞之增生程度，最後以全光譜光學分析

儀 (EpochT, BioTek, USA) 檢測各樣品在
發射波長 (emission wavelength, em) 370 nm
與參考波長 (reference wavelength, ref) 492 nm
之吸光值  (absorbance, ABS) 表現情形，
再經由公式計算 BrdU 標定指數 [(ABSem-
ABS blankem)-(ABSref-ABS blankref)]，並求
出各處理組之 SI 值 (處理組 BrdU 標定指
數／溶劑對照組 BrdU標定指數)，當 SI值
≥1.6時，表示具潛在皮膚過敏性反應。 

結果 

本研究乃依據我國農藥管理法之「農

藥理化性及毒理試驗準則」(5)，針對國內

自行開發之本土性微生物農藥產品登記上

市所需之動物毒理資料要件，進行必備的

動物安全性試驗。微生物種類可包括細

菌、真菌、病毒及原生動物等，一般由自

然界分離所得，亦可再經人為誘變、汰選

或遺傳基因改造等人工品系改良。而微生

物農藥跟其他化學農藥不一樣的測試重

點，在於須證明微生物對哺乳動物不具感

染性與致病性，進而推估對人類健康風險

低。因此，我國針對微生物製劑的毒理試

驗項目明文規定「微生物自國內自然環境

分離，且未經人為誘變或遺傳基因改造

者，針對原體其毒理試驗項目為口服急毒

性／致病性及肺急毒性／致病性」，其緣

由是因既已存於自然環境中，可先經與既

有文獻瞭解生物特性，對哺乳類動物及非

目標生物不具致病性與不良反應的案例發

生，顯示其對環境的友善度與人畜安全性

較高，以致可豁免原體刺激性與過敏性以

及原體非目標生物毒性資料。而微生物成

品製劑原則上須繳交口服與皮膚急毒性、

眼與皮膚刺激性、皮膚過敏性，應用在水

生作物需再繳交成品水生物毒性，使用在

蜜源或粉源作物則繳交蜜蜂成蟲接觸急毒

性試驗，然而從其他成分的物質安全資料

表，如為已知且對哺乳類動物或蜜蜂造成

之毒性低者，得可豁免提供成品毒理試驗

資料。 
依據微生物種類可進一步區分本土微

生物製劑原體毒理試驗項目要件層級上之

差異如 (圖一) 所示，主要在歷史文獻背
景資料佐證下未見不良影響前提下，則細

菌與真菌類僅要求原體對大鼠口服急毒性

／致病性與大鼠肺急毒性／致病性等 2 項
試驗 (7)，而病毒類需增加細胞培養測試，

若為人為誘變、汰選或遺傳基因改造微生

物者，得依個案需要增加皮膚急毒性、

眼刺激性、皮膚過敏性及非目標生物急毒 
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圖一、本土微生物農藥原體之毒理試驗登記要件。 
Fig. 1. Toxicological data requirements for registration of indigenous microbial pesticides 

(technical grade). 
 

性等。本研究評估對象顯示 ZAC 病毒是
經基因編輯的產品，經上述要件評估原

則，需繳交圖一所列全套毒性試驗，而本

研究主要探討對哺乳類動物之安全性，依

序進行前述材料與方法之 6 項動物毒性試
驗。 

首先在大鼠口服與肺急毒性／致病性

試驗中，ZAC病毒懸浮液分別以 154.6 ng 
CP／隻與 18.6 ng CP／隻經胃管或氣管投
予供試大鼠，於 21 天觀察期間均無發現
異常的體重變化、臨床症狀及死亡現象，

且所有鼠隻臟器均未發現明顯肉眼病變 
(圖二，僅列出氣管灌注試驗之肺臟外觀

圖)；處理後第 1天之肝、腎、脾、肺、心
臟、腦、腸繫膜淋巴結、血液、糞便、尿

液等檢體，經由 ELISA與 RT-PCR分析已
均未檢出 ZAC 病毒 (表一、圖三)，確認
無法在動物體內複製增殖，以上結果顯示

ZAC病毒對大鼠不具口服與肺急毒性、感
染性及致病性。為進一步證明病毒確實不

具毒性與感染性，進行體外細胞培養測試

細胞毒性與感染性，其中在細胞毒性測試

方面，CV-1細胞在 ZAC病毒 0.001 μg/mL
處理下，細胞之存活率約 87.4%，因此後
續毒性試驗及感染性試驗病毒之攻毒劑量

皆為病毒萃取液稀釋 1,000 倍，而攻毒後 
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圖二、 大鼠氣管灌注 ZAC病毒懸浮液後肺臟之肉眼檢查。 
(A) 空白組動物肺臟第 21 天無明顯病變 (編號 26)，(B) 對照組動物肺臟第 1
天無明顯病變 (編號 45)，(C) 負對照組動物肺臟第 1天無明顯病變 (編號 21)，
(D) 處理組動物肺臟第 1 天無明顯病變 (編號 02)。(空白組：無投予任何物
質，對照組：投予經高壓滅菌之 ZAC 病毒，處理組：投予 ZAC 病毒，負對照
組：投予植物宿主萃取液)。 

Fig. 2. Gross lung pathology following intratracheal administration of the ZAC virus in rats. 
 (A) The blank group showed no gross lesions on day 21 (No. 26). (B) The control 

group showed no gross lesions on day 1 (No. 45). (C) The negative control group 
showed no gross lesions on day 1 (No. 21). (D) The treated group showed no gross 
lesions on day 1 (No. 02). (Blank: without dosing, Control: dosing with autoclaved 
ZAC virus, Treated: dosing with ZAC virus, Negative control: dosing with host 
extract). 
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Fig. 2. Gross lung pathology following intratracheal administration of the ZAC virus in rats. 
 (A) The blank group showed no gross lesions on day 21 (No. 26). (B) The control 

group showed no gross lesions on day 1 (No. 45). (C) The negative control group 
showed no gross lesions on day 1 (No. 21). (D) The treated group showed no gross 
lesions on day 1 (No. 02). (Blank: without dosing, Control: dosing with autoclaved 
ZAC virus, Treated: dosing with ZAC virus, Negative control: dosing with host 
extract). 
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表一、大鼠口服或氣管灌注 ZAC病毒懸浮液後檢體之病毒 ELISA檢測情形 
Table 1. ELISA detection of specimens following oral or intratracheal administration of the ZAC 

virus in rats  

Specimens 
No. of animal with tissue, feces and urine detected on different sacrificed days 

1  3  7  14  21 
Oral IT 1) Oral IT Oral IT Oral IT Oral IT 

Liver 0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6 
Kidney 0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6 
Spleen 0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6  0/6 0/6 
Lung 0/6 0/6  －4) －  － －  － －  － － 
Heart 0/6 0/6  － －  － －  － －  － － 
Brain 0/6 0/6  － －  － －  － －  － － 
MLN 2)  0/6 0/6  － －  － －  － －  － － 
Blood 3) 0/6 0/6  － －  － －  － －  － － 
Feces 0/6 0/6  － －  － －  － －  0/6 0/6 
Urine 0/6 0/6  － －  － －  － －  0/6 0/6 
1) IT refers to intratracheal administration.  
2) MLN refers to the mesenteric lymph node. 
3) Sampled directly from the aorta artery. 
4) “-” indicates that the test had already been no detection on day 1; thus, no data were collected. 

 
 

 
圖三、大鼠口服與氣管灌注 ZAC病毒懸浮液後檢體之病毒 RT-PCR 檢測。(A) 為口服

處理試驗，欄 1 為分子量標準液，欄 2 為正對照，欄 3 為肝臟檢體，欄 4 為腎
臟檢體，欄 5 為脾臟檢體，欄 6 為血液檢體，欄 7 為糞便檢體，欄 8 為尿液檢
體，欄 9 為負對照組。(B) 為氣管處理試驗，欄 1 為分子量標準液，欄 2 為正
對照，欄 3 為腎臟檢體，欄 4 為肝臟檢體，欄 5 為肺臟檢體，欄 6 為脾臟檢
體，欄 7為血液檢體，欄 8為糞便檢體，欄 9為尿液檢體，欄 10為負對照組。 

Fig. 3. RT-PCR detection of specimens following oral or intratracheal administration of the ZAC 
virus in rats. (A) Oral treatment: lane 1, marker; lane 2, positive control; lane 3, liver; lane 
4, kidney; lane 5, spleen; lane 6, blood; lane 7, feces; lane 8, urine; lane 9, negative control. 
(B) Intratracheal treatment: lane 1, marker; lane 2, positive control; lane 3, kidney; lane 4, 
liver; lane 5, lung; lane 6, spleen; lane 7, blood; lane 8, feces; lane 9, urine; lane 10, 
negative control. 
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於第 14 天觀察時，不論處理組及對照組
細胞皆無產生聚落現象  (圖四)；而在感
染性測試方面，病毒攻毒 1 天後，經 RT-
PCR 檢測病毒量，在 ZAC 病毒 0.001 

μg/mL 處理下，經電泳顯示皆無 DNA 複
製情形，顯現病毒於 CV-1 細胞內並不會
增殖 (圖五)，因此 ZAC 病毒對哺乳類動
物細胞不具潛在毒性及感染性。 

 

圖四、 ZAC病毒對 CV-1細胞之細胞毒性測試。為未經病毒處理 (100X)，(B) 為經病
毒 0.001 μg/mL處理 (100X)。 

Fig. 4. Toxicity test of the ZAC virus in CV-1 cells. (A) Without treatment (100X), (B) 
Treatment with 0.001 μg/mL ZAC virus (100X). 

 

圖五、 ZAC 病毒對 CV-1 細胞之感染性測試。欄 1 為分子量標準液、欄 2 為正對照
組、欄 3為負對照組及欄 4為處理組。 

Fig. 5. Infectivity test of the ZAC virus in CV-1 cells. Lane 1, marker; lane 2, positive control; 
lane 3, negative control; lane 4, treated group. 
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大鼠皮膚急毒性試驗，以最高測試劑

量 5,000 mg/kg bw塗抹 1隻雌大鼠背部皮
膚 24 小時，並觀察 48 小時發現並無死亡
情形，乃再以相同劑量投予另 2 隻雌大
鼠，所有試驗動物連續觀察 14 天。結果
顯示雌鼠處理組之體重與體重增重均為正

常增長之情形，且整個觀察期間均未出現

明顯中毒症狀或死亡，動物死亡率為

0%。另試驗最後 1天所有存活鼠隻經大體
解剖肉眼觀察臟器亦無明顯的外觀病變。

因此 ZAC 病毒對雌大鼠皮膚急毒性 LD50

值為大於 5,000 mg/kg bw，毒性分類屬於
低毒等級。白兔眼刺激性試驗，主要取

0.1 mL ZAC病毒懸浮液置入 3隻白兔眼窩

下竇，經 24 小時後再以逆滲透水清洗眼
睛，觀察投予後第 1、24、48 及 72 小時
的動物眼刺激程度。結果所有兔隻於觀察

期間無出現明顯眼睛刺激症狀  (圖六)，
因此判斷 ZAC 病毒對兔隻不具眼刺激
性。另外，小鼠皮膚過敏性試驗中，以小

鼠耳朵經 ZAC 病毒塗抹後，皮膚過敏性
試驗結果發現各處理組  (25%、50% 及

100% 試驗物 ) 之 SI 值分別為『1.04、
1.18 及 0.44』，陽性對照組之 SI 值為
4.12，處理組淋巴結細胞增生比值均未達
1.6 倍以上，顯示 ZAC 病毒對小鼠不具潛
在皮膚過敏性。 

 

圖六、兔隻 (編號 403) 眼睛滴入 ZAC病毒懸浮液後不同時間之眼刺激程度情形。 
Fig. 6. Results of acute eye irritation tests in rabbits (No. 403) at different time points 

following treatment with the ZAC virus. 
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綜合以上，完成 ZAC 病毒之 6 項哺
乳類動物毒理登記資料製備，彙整試驗結

果與綜合性安全評估如 (表二) 所示，顯
示 ZAC 病毒對大鼠不具口服與肺急毒
性、感染性及致病性，急毒性分類屬於低

毒等級；且體外細胞培養測試亦顯示 ZAC
病毒對哺乳類動物細胞不具細胞毒性及感

染性。另皮膚急毒性 LD50為>5,000 mg/kg 
bw (屬於低毒等級)、不具眼刺激性及不具
皮膚過敏性。其中靜脈注射試驗由本研究

不同暴露途徑試驗顯示均未發現不良影響

及在動物體內複製增殖之現象，加上植物

病毒具宿主專一性的特性，顯示具感染細

胞的風險低，應可免此項試驗，而皮膚刺

激性試驗由於皮膚急毒性與眼刺激性試驗

已顯示不具刺激性，可免此項試驗。因

此，在任何暴露途徑下，ZAC病毒對人畜
相對安全，使用上無需特別加註刺激性或

過敏性之標示警語，與人類健康風險相關

實驗資料結果可支援開發成為一微生物製

劑商品化農藥之佐證資料。若未來進一步

開發成具有製劑配方之商品，不管是如國

際上已登記類似之粉劑或水懸劑，若其他

成分安全性高，則可豁免提供成品毒理試

驗資料。 

討論 

本研究主要依據我國現行農藥法規進

行微生物農藥 ZAC 病毒登記上市所需之
動物毒理試驗，而微生物農藥毒理試驗要

求國際間相近卻不盡相同如 (表三) 所示 

(4, 7, 11, 20, 34, 37, 38, 42)，其中微生物農藥申請

種類明定可包括基因改造微生物者，有美

國、加拿大、澳洲及我國等。毒理試驗要

求項目美國、日本及我國最為相近，加拿 

表二、ZAC病毒之哺乳類動物毒理試驗結果與綜合安全評估 
Table 2. Results of mammalian toxicity tests and overall safety evaluation of the ZAC virus 
Test item  Test result Overall evaluation 
 Acute oral toxicity/pathogenicity  No toxicity, infectivity and pathogenicity 

(Practically non-toxic) 
Low risk of harm to 
mammals 

 Acute pulmonary 
toxicity/pathogenicity 

 No toxicity, infectivity and pathogenicity 

 Acute intravenous infectivity  Waived (Non-infectious in different 
exposure routes) 

 Acute dermal toxicity  LD50 > 5,000 mg/kg bw (Practically non-
toxic) 

 Eye irritation  Non-irritating 
 Dermal irritation  Waived (Non-irritating in eye irritation and 

acute dermal toxicity) 
 Skin sensitization  Non-sensitizing 
 Cell culture  Non-toxic and non-infectious 
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表三、各國法規對微生物農藥毒理安全資料要求之比較 1) 
Table 3. Comparison of toxicological data requirements for the registration of microbial 

pesticides in Taiwan and other countries 1) 

Item Taiwan 
(2018) 

USA 
(2007) 

EU 
(2013) 

FAO & 
WHO 

(2017) 2) 

Canada 
(2001) 

Japan 
(2019) 

Australia 
(2018) 

Acute oral 
toxicity/pathogenicity 

○ ○  ○ ○ ○ ○  ○ 

Acute dermal toxicity 
(pathogenicity) 

○ ○  ○ ○ ○ ○  ○ 

Acute pulmonary 
toxicity/pathogenicity 
(Acute inhalation toxicity) 

○ ○  ○ ○ ○ ○  ○ 

I.V., I.P. injection △ ○ 
(not virus) 

 ○ △ ○ ○  ○ 

Eye irritation ○ ○  ○ ○ ○ ○  ○ 

Dermal irritation △ ○  ○ ○ ○ ○  ○ 

Skin sensitization △ ×  ○ × × ○  × 

Hypersensitivity incidents × ○  × △ 
(operator and 

bystander) 

○ △ 
(producer 

and operator) 

 ○ 

Cell culture △ 
(only virus) 

○ 
(only virus) 

 △⨷ △⨷ ○ 
(only virus) 

○ 
(only virus) 

 × 

Genotoxicity × ×  ○⨳ △⨳ △⨳ ×  ○※ 

Avian toxicity 3) ○ ○  ○ ○ ○ ○  △ 

Aquatic toxicity and bee 
toxicity 3) 

△ ○  ○ ○ ○ ○  △ 

Other nontarget organism 
toxicity 

△ △  △ △ △ △  △ 

Toxicity studies on 
metabolites (especially 
toxins) 

× ×  △ △ △ 

(genotoxicity) 
×  △ 

Environmental fate (in soil, 
water, air) 3) 

× △  ○ ○ △ △  △ 

Other △ △  △ △ △ △  △ 

1) ○: Required; △: Conditionally required; ×: Not required; ⨷: Required for viruses and viroids or specific 
bacteria and protozoa with intracellular replication; ⨳: Required for fungi and actinomycetes; ※: Required for 
certain extracts. 

2) The FAO and WHO harmonized the latest registration guidelines issued in USA, OECD and EU regulations in 
2017. 

3) When exposure risk is low, data requirements may be waived, depending on the characteristics of the 
microorganism or use pattern. e.g., Data may not be required if the pesticide is used indoors. 
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大法規要求資料項目已與美國調和，其中

要求需通報曾有人類過敏事件為必備的資

料有美國、加拿大、日本及澳洲，且美

國、日本及澳洲對於微生物農藥登記的人

類健康相關毒性資料要件是依階層式方

式，有安全疑慮時需進一步繳交較長期的

毒性試驗等 2 階或 3 階資料，而各國對環
境影響資料亦有階層式要求，有疑慮時須

繳交環境流佈資料。我國考量市場規模與

人力資源採趨於嚴謹考量，若在 1 階資料
有明顯風險下未審核通過，則直接駁回申

請。歐盟、加拿大及澳洲針對真菌類與放

射菌類額外要求基因毒性試驗，並針對代

謝物視情況要求進一步毒性報告。另外，

非目標生物毒性要求在我國法規針對鳥類

毒性是必要，水生物毒性是使用於水域作

物必備，蜜蜂毒性則除對授粉昆蟲危害風

險低 (如室內使用等) 之使用方法免提供
試驗資料外，凡使用於田野環境中之蜜源

植物時，須提供蜜蜂毒性資料。而各國對

非目標生物毒性要求則依使用模式而有不

同，當使用於陸域作物及水域作物必備，

但可依使用方法推估危害風險低情形下，

如室內使用，無暴露疑慮可免繳交該試驗

資料。 
由於各國法規不一致，聯合國糧食及

農業組織  (Food and Agriculture Organ-
ization of the United Nations, FAO) 與世界
衛 生 組 織  (World Health Organization, 
WHO) 聯手調和OECD (31)、美國 (41) 及歐

盟 (37) 法規，並於 2017年發行最新登記指
引  (20)，該指引明確指出微生物農藥登記

要求應較一般化學農藥減少，可依微生物

特性或過去歷史案例以個案方式適度減免

資料，甚至接受提交佐證資料。針對非目

標生物毒性與環境影響之要求，指引中分

為本土性與非本土性微生物兩類有不同層

面考量，非本土環境中的微生物種類，由

於國內的非目標生物從未暴露過，認為風

險層級較高，因此，本土性微生物可依其

使用量 (低於自然環境背景值或相近) 或
環境持久性 (persistence) 資料 (證明微生
物不會持續存在) 佐證下適度減免毒性資
料。而對於微生物代謝物的毒性試驗不一

定要依化學農藥要件要求，而是視情況需

要指定  (如潛在毒性物質必備)，只要能
釐清其是否具危害性。另外，指引提到動

物過敏性試驗不適合微生物測試，應著重

其他成分之安全性以及施用者與旁觀者進

行暴露風險評估時，是否引起過敏事件

等。 
本研究目前完成 ZAC 輕症病毒之哺

乳類動物毒理登記需求資料，並與國際間

相同性質且已登記在美國、日本及歐盟的

植物病毒產品進行繳交資料之比對如 (表
四 )，其中在美國與歐盟登記的 PV-593 
(ZYMV-WK) 弱病毒株為自然環境汰選
(16, 41)，使用在苗期葫蘆科作物，其毒理資

料不管是人類健康相關或環境相關之資料

均豁免，也由於預期不會增加對人類和環

境的風險，無須訂定殘留容許量，其資料

豁免理由包括  (1) 對於農民、消費者甚
至研究學者常規的暴露，顯示天然存在的

植物病毒並不會對哺乳動物的健康造成任 
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表四、ZAC病毒與國際相同性質登記病毒繳交毒理資料要求之比較 1) 
Table 4. Comparison of toxicological data requirements for the ZAC virus and other registered 

viruses in multiple countries 1) 

Item 

ZYMV 
ZAC 

ZYMV-WK 
PV-593 

ZYMV-2002 
PepMV CH2 
isolate 1906 

PepMV CH2 
isolate VC 1 

PepMV CH2 
isolate VX 1 

Taiwan 
(Not 

registered) 

USA(2007) 
EU (2013) 

Japan 
(2008) 

EU (2015) 
USA(2018) 

EU 
(2017) 

EU 
(2017) 

gene  
editing 

natural 
selection  

artificial 
mutation 

natural 
selection 

natural 
selection 

natural 
selection 

Acute oral toxicity/ 
pathogenicity 

○ waived ○ ○ ○ ○ 

Acute dermal toxicity 
(pathogenicity) 

○ waived ○ ○ ○ ○ 

Acute pulmonary 
toxicity/pathogenicity 
(Acute inhalation toxicity) 

○ waived ○ ○ ○ ○ 

I.V., I.P. injection waived 2) waived ○ × evidence data evidence data 

Eye irritation ○ waived ○ × × × 

Dermal irritation waived 2) waived ○ × ○ ○ 

Skin sensitization ○ × ○ waived 3) waived 3) waived 3) 

Hypersensitivity incidents × waived × × × × 

Cell culture ○ waived ○ ○ evidence data evidence data 

Genotoxicity × waived × ○ 
(Ames test) 

○ 

(Ames test) 
○ 

(Ames test) 

Avian toxicity evidence data waived waived waived waived waived 

Aquatic toxicity and other 
nontarget organism toxicity 

evidence data waived waived waived waived waived 

Environmental fate (in soil, 
water) 

evidence data waived ○ ○ waived waived 

1) ○: Available; ×: Not available. 
2) According to completed toxicity tests and literature reviews, as long as the results show safety, the data 

can be excluded. 
3) In the absence of a reliable sensitization test, the following warning phrase is applicable: “Microorganisms 

may have the potential to provoke sensitizing reactions”. 
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何已知的不良影響，且ZYMV-WK已在歐
盟、以色列及夏威夷使用；(2) 依其生物
特性，認為植物病毒不會感染哺乳類動物

且不會在動物體內複製，也不會在昆蟲宿

主內複製；(3) ZYMV-WK 無法直接感染
植物细胞（需機械接種感染)；(4) 人工接
種植物中 ZYMV-WK的含量不高於自然感
染強症 ZYMV 的植物中獲得的 ZYMV-
WK量。同樣 ZYMV在日本有一件登記案 
(ZYMV-2002) (1, 2, 3)，其不同於自然汰選

法，是經物理性誘變強毒株所得之弱病毒

株，其哺乳類動物相關毒理與環境生物影

響登記資料依其國家法規要求均需提交，

對哺乳動物毒理部分同我國要求之 8 項試
驗，顯示未在動物體內複製與增生，而對

環境生物影響部分提交環境流佈試驗 (3)，

主要由接種 ZYMV-2002 之小黃瓜與南瓜
採集根部分泌物或游離物及水體或土壤 
(含小黃瓜採收後之殘根)，檢測是否存在
病毒，也提交蚜蟲傳播試驗，結果均無法

偵測到病毒，蚜蟲傳播的可能性亦極低，

顯示該病毒在自然生態中傳播、殘存之可

能性極低。因此，預期在暴露風險極小情

形下 (使用量 0.3 mL／株)，對非目標生物
與環境不會造成不良影響。近年來歐盟增

加核准自然環境汰選的香瓜茄嵌紋病毒 
(pepino mosaic virus, PepMV) CH2 品系
1906 分離株、VC1 分離株及 VX1 分離株
之微生物農藥登記，其中 PepMV CH2 品
系 1906 分離株亦於 2018 年經美國與加拿
大審核通過  (43)。由歐洲食品安全局 
(European Food Safety Authority, EFSA) 所

出具的安全評估報告上  (17, 18, 19)，審核口

服及呼吸急毒性試驗、皮膚急毒性、皮膚

刺激性、細胞培養測試、基因逆向變異試

驗，靜脈注射試驗則提供豁免理由，提出

已知植物病毒不會感染人類與動物，且沒

有植物病毒經靜脈注射而造成哺乳類動物

感染之文獻，加上植物病毒經靜脈注射小

鼠之實驗中，雖然植物病毒顆粒可分布在

體內組織，但可快速消退。綜合以上總

結，PepMV CH2 品系 3 個分離株均不具
動物急毒性、感染性與致病性，也無潛在

基因致變異性。而對於非目標生物方面也

提及植物病毒具高度專一性，且未有其他

生物感染的案例，然而在環境影響評估

中，提及 1906 分離株在實驗室測試結
果，病毒可於土壤殘存 31天 (20℃) 與 52
天 (4℃)，但採集土壤樣本 (4℃下第 3、
7及 14天) 測試已無法再感染另株作物，
且依使用方法實際施用溫室番茄後採集土

壤也未檢出病毒顆粒，推論施用後 1 年內
土壤病毒量預期恢復至背景值，另由 VC1
分離株報告中指出 PepMV可於 20±4℃ 的

水中保持傳染性長達 3 週，顯示其在宿主
外具有一定持久性，但考慮其主要用於溫

室栽培，對非目標生物或植物的影響有

限。因此，此 3 個分離株均使用在溫室，
對非目標生物暴露之風險低。報告中亦提

出 VC1 及 VX1 之產品含有少量尼古丁不
純物，但 EFSA於 2009年已完成尼古丁之
毒理風險評估設定毒理相關參考劑量值及

可能對蜜蜂造成的風險則有明確規定使用

量，最後訂定限量值 (0.1 mg/L)。 
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綜合國際上已登記植物病毒產品繳交

的資料，顯示本研究所評估之 ZAC 病毒
雖非自然選汰或人為誘變所得，但其利用

基因編輯技術只是更精準的應用分子技術

快速誘變 (定點突變技術)，不屬於基因插

入或基因剃除之基因改造產品，與日本登

記產品較相近。因此，本研究完成 ZAC
輕症病毒之哺乳類動物毒理登記需求資

料，可提供人類健康風險相關實驗資料，

但未來針對生態毒理包括非目標生物及環

境流佈影響，需進一步提供科學佐證資料

來確保對非目標生物及環境暴露風險低，

如同與國際管理單位所需繳交資料情況，

提供環境流佈 (實際田間檢測病毒) 或蚜
蟲傳播能力已被移除的實驗數據，證明病

毒在自然生態中傳播、殘存之可能性低。 
植物病毒於世界各地的植物中傳播，

包括蔬菜及水果。人類每天都暴露於這些

病毒中，然而目前普遍認為植物病毒和脊

椎動物病毒的寄主範圍和致病性有明確的

界線。因此，不認為植物病毒對人類和其

他哺乳類動物存在潛在致病性，不過仍有

學者持續研究並探討植物病毒與人體的關

聯性  (12)。一些文獻指出某些植物病毒，

包括番椒微斑病毒 (pepper mild mottle virus, 
PMMoV) 與 TMV 病毒，可於人類糞便中
檢測到 RNA (14, 28, 45)，甚至誘發抗體反應 

(14, 28)，其中 PMMoV 病毒可能與一些發
燒、腹痛等臨床症狀呈正相關  (14)，但截

至目前為止尚無證據顯示植物病毒能感染

人類並於人體內複製，也無實際臨床案例

證實植物病毒對人體的不良影響 (12)。 

總結來說，植物病毒本身具特殊生物

特性，對宿主細胞具專一性，且在宿主細

胞外不具生命現象等，對非宿主生物的影

響及風險較低，至目前為止未發現植物病

毒有感染哺乳類動物細胞並在哺乳類動物

中複製增殖的案例  (12, 16, 41)，而本研究所

評估對象 ZAC 輕症病毒雖經基因編輯技
術所得產品，惟透過哺乳類動物毒理試

驗，證明其不會在哺乳類動物細胞及體內

複製增殖，推估造成人體健康的危害風險

可能性低，且於傳播的影響上，ZAC輕症
病毒不會經由蚜蟲傳播  (13)，病毒本身也

不會產生類似毒性物質或能直接破壞組織

的方式，因此無法直接感染植物細胞，但

可能透過種子浸染種胚而垂直傳染植株 

(10, 36)，惟仍無法將病毒水平傳播至其他植

株，可降低 ZAC 病毒散播出去的風險。
因此，植物病毒本身極具發展為植物疫苗

潛力，臺灣在過去葉錫東教授團隊已利用

亞硝酸誘變方式成功發展輕症病毒來防治

PRSV (44)，並至今推廣面積達二千餘公

頃，為世界上大規模應用交互保護作用防

治植物病毒的案例之一，只是當時的時空

背景，無法凸顯其商業價值與經濟效益。

另一方面，也由於 PRSV 輕症病毒應用已
超過 30 多年，期間均無發現對人類或環
境不良影響的事件，顯現其安全性相對

高。而利用基因編輯技術取代自然汰選或

人為誘變技術只是一種更精準得到產品之

手段，若能公開透明的傳達相關科學佐證

數據以提高人民信心，實際上可讓更多具

有潛力的微生物農藥被商品化及應用。 
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Safety of Indigenous Mild Zucchini Yellow 
Mosaic Virus in Mammals 
Jin-Yi Chang1*, Chao-Chun Chien1, Yu-Pei Yang1, Wei-Jia Wu1, Wei-Ren Tsai1 

 
Abstract  

Chang, J. Y., Chien, C. C., Yang, Y. P., Wu, W. J., and Tsai, W. R. 20xx. Safety of indigenous 

mild zucchini yellow mosaic virus in mammals. Taiwan Pestic. Sci. 11: 81-103. 

Pesticide management involves controlling plant diseases and plant pests with safe 
biopesticides. One pest management strategy involves developing virus microbial pesticides 
with vaccine characteristics and cross-protection abilities. Zucchini yellow mosaic virus 
(ZYMV) is a common plant pathogen that causes severe damage in a wide range of cucurbit 
crops around the world. A mutant, mild ZYMV strain (ZYMV AC, ZAC) that is indigenous 
to Taiwan may provide cross-protection against infection severe strains of ZYMV . The 
purpose of this study was to evaluate the toxicity, infectivity, pathogenicity, eye irritation, 
and sensitization of the ZAC virus in mammals according to toxicological data requirements. 
In evaluations of acute oral toxicity, pulmonary toxicity, and pathogenicity, no mortality or 
clinical signs were observed during the test period; nothing abnormal was noted in gross 
findings; and no ZAC virus had been detected after one-day dosing. These results revealed 
that the ZAC virus is not toxic, infective, or pathogenic in mammals. Results of in vitro tests 
further confirmed that ZAC virus is not toxic or infective in mammalian cells (Cercopithecus 
aethiops monkey kidneys cell, CV-1). Moreover, we found that (1) for acute dermal toxicity, 
the LD50 of the ZAC virus was greater than 5,000 mg/kg bw, and (2) the ZAC virus did not 
lead to eye irritation or skin sensitization effects. Finally, this study compared international 
toxicological data requirements for the registration of microbial pesticides to confirm our 
results. Therefore, our test results indicate that the ZAC virus is a relatively safe microbial 
pesticide for humans across multiple exposure routes. This study provides a useful reference 
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findings; and no ZAC virus had been detected after one-day dosing. These results revealed 
that the ZAC virus is not toxic, infective, or pathogenic in mammals. Results of in vitro tests 
further confirmed that ZAC virus is not toxic or infective in mammalian cells (Cercopithecus 
aethiops monkey kidneys cell, CV-1). Moreover, we found that (1) for acute dermal toxicity, 
the LD50 of the ZAC virus was greater than 5,000 mg/kg bw, and (2) the ZAC virus did not 
lead to eye irritation or skin sensitization effects. Finally, this study compared international 
toxicological data requirements for the registration of microbial pesticides to confirm our 
results. Therefore, our test results indicate that the ZAC virus is a relatively safe microbial 
pesticide for humans across multiple exposure routes. This study provides a useful reference 
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for regulation to manage plant diseases and plant pests using the ZAC microbial pesticide. 
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