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台灣感染萵苣之 Bidens mottle virus：病毒鑑定
及全長度基因體解序分析 1
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摘　　要

陳金枝、鄧汀欽、黃春惠、林碧雲、廖吉彥。2012。台灣感染萵苣之 Bidens mottle virus：
病毒鑑定及全長度基因體解序分析。台灣農業研究 61:209–221。

從田間栽培萵苣之葉片呈現黃化嵌紋病徵組織，獲得一個病毒分離株，命名為 
WF，其與 Potyvirus 專一性單株抗體產生正反應，並與 Potyvirus 屬病毒之簡併式引
子對 HRP-5/Oligo-dT(14) 進行反轉錄-聚合酶鏈鎖反應 (Reverse transcription-polymerase 
chain reaction, RT-PCR) 可得到一預期之 1.3 kb DNA 片段，RT-PCR 產物經選殖
及定序後，證實其鞘蛋白胺基酸序列與 Bidens mottle virus (BiMoV) 向日葵分離
株 (SF-1, GenBank Accession number NC_014325) 相同度最高，達 99.3%。以 WF 
分離株之純化病毒顆粒所製備完成之多元抗血清 (As 161)，與萵苣分離株 WF 及
由美國 ATCC 購得之 BiMoV 標準對照株，於 SDS-免疫擴散反應中均產生免疫沈
澱反應，且彼此之沈澱帶互相融合呈現同源反應。由分子生物學及血清學之證據

顯示萵苣 WF 分離株屬於 BiMoV 病毒。本研究亦由花蓮栽培之萵苣獲得一病毒
分離株 HL 及咸豐草上分離得三個病毒分離株 B3、B4、及 B12，此等分離株與 
WF 抗血清反應後均與 WF 分離株產生血清同源反應，其大蛋白 (polyprotein) 胺
基酸序列均與 BiMoV 病毒之相同度達 97% 以上，顯示在台灣之萵苣及咸豐草已
受到 BiMoV 之感染。本研究針對 BiMoV-WF、HL、B3、B4、及 B12 等病毒分
離株均已完成其全長度基因體之核甘酸定序，登錄於 GenBank 取得登錄序號分別
為 EU250213、EU250214、EU250212、EU250211、及 EU25021。由病毒全長度
鞘蛋白胺基酸序列分析分離株間的類緣關係，結果顯示萵苣分離株與咸豐草分離

株個別形成分群現象，而向日葵分離株與萵苣分離株類緣關係較相近。本研究為 
BiMoV 的萵苣及咸豐草分離株基因體全長度定序及其分子特性之首次報告。
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前　　言

Bidens mottle virus (BiMoV) 為 Potyvirus 屬病
毒，病毒粒子呈長絲狀 (長度約 720–750 nm)，
可藉由蚜蟲或汁液機械傳播病毒，目前尚未

有種子傳毒之證據 (Edwardson & Zettler 1968; 
Purcifull et al. 1971)。BiMoV 最早乃由 Christie 
et al. (1968) 於美國佛羅里達地區之咸豐草上
分離出來，隨後被發現廣泛發生於佛羅里達

州並成為影響該州南部蔬菜栽培的重要病毒

病害 (Orsenigo & Zitter 1971)。此病毒之寄主
範圍廣泛 (Purcifull et al. 1971; Zurawski et al. 
1980)，涵蓋有萵苣 (Purcifull et al. 1971; Pur-
cifull & Zitter 1971; Zitter 1976)、菊苣 (Zitter 
1976)、蠶豆 (Baker et al. 2001)、扁豆 (Lupinus 
angustifolius) (Edwardson et al. 1976)、網紋草 
(Fittonia verschaffeltii) (Zurawski et al. 1980)、
百日草 (Zinnia elegans) (Maritan et al. 2004)、
金盞花 (Calendula spp.) (Huang & Jan 2011)、
黃翠菊 (Wisler 1984) 與霍香薊 (Logan et al. 
1984) 等花壇植物及數種雜草植物如北美獨行
菜 (Lepidium virginicum) (Christie et al. 1968)、
薊罌粟 (Argemone mexicana) 和熱帶刺茄 (Sola-
num viarum) (Baker et al. 2007)、蕾絲花 (Ammi 
majus) (Baker et al. 2008)；台灣於向日葵上亦
發現有此病毒之感染 (Liao et al. 2001, 2009)，
2008 年筆者等人初步由萵苣及咸豐草分離出 
BiMoV 之病毒分離株，證實此病毒在此等作
物上之發生 (Chen et al. 2008)。

BiMoV 感染萵苣後造成植株葉片嵌紋、
斑紋或矮化等病徵 (Purcifull & Zitter 1973)。
目前明確有報導發生 BiMoV 病毒之地區包
括美國 (Baker et al. 2001)、台灣 (Chen et al. 
2008; Liao et al. 2009; Huang & Jan 2011) 及巴
西 (Maritan et al. 2004) 等地。目前為止 BiMoV 
病毒之核酸分子序列資料僅有發生於熱帶刺

茄 (Solanum viarum) (Baker et al. 2007)、金盞

花 (Huang & Jan 2011)、蕾絲花 (Youssef et al. 
2007) 等病毒分離株之鞘蛋白或部分核酸片段
序列，而全長度核酸序列僅有向日葵分離株被

發表 (Liao et al. 2009)。Liao et al. (2001) 由向
日葵分離之一種 Potyvirus 病毒分離株 (SF-1)，
依據血清學特性及鞘蛋白基因序列比對分析

結果，命名為向日葵黃化斑點病毒 (Sunflower 
chlorotic spot virus, SCSV)，後經進一步定序
其全長度基因體，並與美國 ATCC 保存之 Bi-
MoV 標準病毒株 (American Type Culture Col-
lection, ATCC PV-165 isolate) 進行血清特性比
對，證實該 SCSV-SF-1 實際為 BiMoV 的一個
系統 (Liao et al. 2009)，但當時 ATCC PV-165 
isolate 病毒鞘蛋白核酸尚未被定序，向日葵分
離株 (SCSV-SF-1) 是 BiMoV 全長度基因體首
度完成定序之記錄。

BiMoV 病毒於萵苣上發生及其對萵苣的
影響早有報告 (Purcifull et al. 1971; Purcifull & 
Zitter 1971; Zitter 1976)，然至今尚缺乏病毒之
全長度基因體序列以及其分子特性。本研究首

次經由與 ATCC 保存之 BiMoV 標準病毒進行
血清親緣關係比對，證實台灣栽培之萵苣有此

病毒之發生，且進一步由萵苣及咸豐草等寄主

所分離出之病毒分離株，完成其全長度基因體

之選殖與定序，進而以其鞘蛋白基因序列之相

同度進行比對以釐清 BiMoV 分離株間之分類
地位。本研究亦由萵苣分離株所製備之病毒抗

血清應用於血清檢測，作為生態調查與病毒檢

定之需，得以掌握此病毒在台灣發生之概況。

材料與方法

病毒來源與保存
由霧峰地區田間栽培之萵苣植株，選取葉

片呈現黃化嵌紋病徵之葉片組織，並與市售

Potyvirus 專一性單株抗體 (Agdia Inc. Elkhart, 
USA) 於 ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay) 反應為正反應者，取其葉片浸漬於 50% 
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甘油中，於 -20℃下保存，供後續實驗所需。
切取葉片病組織以磷酸鉀緩衝溶液 (0.05 M, pH 
7.5) 研磨均質後，接種於奎藜 (Chenopodium 
quinoa Willd.) 葉片，並進行連續 3 次單斑之
分離接種，以獲得單斑純化之分離株  (代號
WF)，以此分離株進行各項病毒鑑定之試驗材
料來源。

本研究另由美國ATCC (American Type 
Culture Collection) 購得 BiMoV 標準病毒株
(BiMoV-PV165)、花蓮採集萵苣獲得之 HL 分
離株、以及田間咸豐草上分離得 3 個病毒分離
株 (B3、B4 及 B12)，作為 BiMoV 病毒鑑定及
不同分離株特性之比較試驗。

寄主接種試驗
將繁殖於奎藜上之單斑病組織，以磷酸鉀

緩衝溶液 (0.05 M, pH 7.5) 研磨均質後分別接
種於紅藜 (C. amaranticolor Coste and Reyn)、
咸豐草 (Bidens pilosa)、菸草 (Nicotiana bentha-
miana Domin)、向日葵 (Helianthus annuus)、及
不同品種之萵苣 (Lactuca sativa L.) 如葉萵苣、
球莖萵苣、尖葉萵苣、結球萵苣等。接種後之

植株放置於溫室觀察病徵表現，接種後 14 天
摘取葉片組織進行 ELISA 檢測。
另以 BiMoV-PV165 於農試所種原室之檢

疫隔離溫室中進行上述之各項接種試驗，以比

較病原性差異。試驗中使用之各項器物、土壤

盆缽及植體殘留物等於試驗後均予以收集，以

高壓滅菌釜銷毀之。

病毒純化及多元抗體製備
取 WF 萵苣分離株接種於菸草 (N. ben-

thamiana)，採集菸草罹病組織 100 g 及磷酸萃
取溶液 (0.5 M potassium phosphate、1% β-Mer-
captoethanol、0.01 M EDTA，pH 7.5；使用前
加入 0.25% Na2SO3) 以 1：2 (w/v) 之比例混
合，以高速粉碎機均質之以進行病毒純化，

相關純化步驟參照以往之研究 (Chen & Chang 
1998)，最終以硫酸銫 (Cesium sulfate) 梯度離

心法，吸取蛋白帶並濃縮病毒顆粒，病毒產

量以波長 260 nm 之吸收值 (HITACH spectro-
photometer 220S, HITACH, Ltd., Tokyo, Japan) 
和 Potyvirus 之係數 2.4 (extinction coefficient) 
(Holling & Brunt 1981, Potyvirus Group. CMI/
AAB Discriptions of Plant Virus, No. 245, http://
www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=245) 作
估算，病毒之蛋白質分子量以 12% SDS-PAGE 
(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis) 電泳分析之 (Laemmli 1970; Chen & 
Chang 1998)。
以純化所得之病毒顆粒 (1 mg/mL) 懸浮液

經輔助劑乳化後，進行每週 1 次，連續 4 週之
紐西蘭兔免疫注射，每次注射 1 mg 之純化病
毒液，第五週起由兔耳朵進行靜脈採血，以製

備多元抗體。

抗血清免疫檢測分析

酵素連結免疫吸附反應 (Enzyme-linked 
immunosorbent assay, ELISA)：本試驗參照
以往研究進行之 (Chang et al. 1988; Chen et al. 
2010)，取 0.1 g 之罹病葉組織，以 3 mL 之 15 mM  
碳酸鈉緩衝液 (sodium carbonate buffer, pH 
9.6) 研磨均勻後，加入 96 孔 EIA 反應盤內，
每樣品加 2 孔 (100 μL/well) 為 2 個重複，置
於 37℃定溫 3–4 小時進行覆膜反應 (coating 
reaction)，然後以 1× PBST 緩衝液沖洗 3 次；
其次分別加入欲檢定之病毒抗體後，放置在 
25℃定溫箱反應 2–3 小時；爾後以 1× PBST 
緩衝液沖洗 3 次，再加入已稀釋 6000 倍之山
羊抗兔二次抗體 (Goat anti-Rabbit immunoglo-
bin, Jackson, West Grove, PA) (100 μL/孔)，置
於 25℃之定溫箱反應 2–3 小時；最後再以 1× 
PBST 緩衝液沖洗 4 次後，再以 150 μL/孔之
比例加入濃度為 1 mg/mL之鹼性磷酸酶酵素基
質 (p-NPP) (Amresco, Solon Ind., Ohio, USA) 進
行呈色反應。反應 30 分鐘後，以 ELISA 讀值
儀 (PTI max micro plate reader, Molecular Devices, 
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Sunnyvale, CA) 讀取波長 405 nm 下之吸收值，
作為評估病毒濃度高低之依據。樣品吸光值大

於 2 倍之健康葉片吸光值者，視為正反應。
SDS-免疫擴散反應 (Sodium Dodecyl Sul-

fate-immunodiffusion test)：將 BiMoV 感染的
罹病組織研磨汁液及純化所得之鞘蛋白，分別

與一次水及 3% SDS 以等體積比例混合 (1：
1：1) 後，取其濾液於沸水中悶 3 分鐘，作為 
SDS 處理過之抗原，再與自製之 #161 全血清
進行 SDS-免疫擴散反應 (Purcifull & Batchelor 
1977)，以觀察抗體與抗原間白色沈澱帶的血
緣關係。

西方轉漬法 (western blotting)：取 0.1 g 
之罹病葉組織，於液態氮中研磨均質後，加入 
200 μL 之樣品處理液 (240 mM Tris-HCl, pH 6.8, 
10% glycerol, 2% SDS, 4% β-Mercaptoethanol)，
取  100 μL 研磨液加入等體積之  LDS 溶液 
(Laemmli 1970) 混勻後，以沸水悶 3 分鐘。處
理後之樣品經 SDS-PAGE 電泳後，取膠體將
其轉漬於 PVDF 膜 (Millipore Co., MA, USA)，
之後分別以欲檢測之病毒抗體進行血清反應。

病毒鞘蛋白核酸序列之選殖與定序分析

反轉錄-聚合酶鏈鎖反應 (Reverse trans-
cription-polymerase chain reaction, RT-PCR)：
秤取 0.1 g 之罹病葉片組織，利用植物全量核
酸純化試劑組 (RNeasy Plant Mini Kit; Qiagen, 
Hilden, Germany) 進行 RNA 核酸之純化。以
此純化所得之全量 RNA 為模版，利用 Poty-
virus 簡併式引子對 HRP-5/Oligo-dT(14) (5'AT
GATHGARKCNTGGGG/5'GCGGCCGCTTTT
TTTTTTTTTT) (Pappu et al. 1998; Chen et al. 
2006) 進行 RT-PCR。依據單步驟 RT-PCR 試
劑組 (Invitrogen Co., Carlsbad, CA) 之配方，於
每 50 μL 反應液中分別加入 2 μL 全量 RNA、
25 μL reaction buffer、18 μL Rnase free water、
1 U Reverse transcription polymerase、及各 2 μL 
之 20 μM HRP-5 和 Oligo-dT(14) 引子，於熱循

環反應儀 (GeneAmp PCR system 9700, applied 
biosystems Co., Foster, CA) 中，設定反應程序
為 50℃下進行反轉錄 30 分鐘，94℃變性 2 分
鐘；之後進行 30 個 PCR 循環反應：94℃下變
性 1 分鐘半，50℃下煉合 1 分鐘，72℃下聚合 
2 分鐘，最後一個循環之 72℃聚合反應延長為 
6 分鐘。此一反應預估可增幅出包含鞘蛋白大
小約 1.3 kbp 之核酸產物，反應結果以 1.2% 電
泳瓊膠 (SeaKem, Agarose, Cambrex Bio Science 
Rockland, Inc., Rockland, ME USA) 進行分析。
鞘蛋白核酸片段選殖和核甘酸序列分析：

將 RT-PCR 增幅所得之 1.3 kbp DNA 片段選
殖於 TOPO TA-PCRⅡ 載體上 (Invitrogen Co., 
Carlsbad, CA)，經篩選出含有 1.3 kbp DNA 之
嵌入序列 (insert sequence) 選殖株送交明欣生
物技術有限公司，以自動核酸定序儀分析其

核甘酸序列，所得之序列以 Vector NTI Suite 
(InforMax, Inc. Wesconsin, USA) 分析軟體進行
分析，並與 GenBank 上已登錄之病毒核酸序
列進行鞘蛋白基因序列之比對。

病毒全長度基因選殖及解序：以各分離株

之白藜病斑組織所抽取之全量核酸為 RNA 來
源，並以 HRP-5/Oligo-dT(14) 引子對所增幅出
之病毒 3' 端 1.3 kbp 核酸之已知序列為基礎，
依據其鞘蛋白核酸序列初步鑑定其和 BiMoV-
SF1 (NC_014325) 分離株為相同病毒之不同
系統，乃以 BiMoV-SF1 全度基因體為參考基
礎，繼續往病毒基因 5' 端設計引子對，進行
病毒全長度核酸序列之選殖與定序 (圖 1A)。
所設計使用之引子對包括 Bi6512u/Bi8595d 
(5'TGCCTAAGGACTTCCC/5'TTATTCTCAG-
GAGGAGGAATTT)、Bi4098u/Bi6613d (5'AT-
TATTTTGCAAACAATAGTGACCA/5'TGAG-
ATTGATTTATTCTGGAAGTTT)、Bi2170u/
Bi4200d (5'AATCTTCTACCCAGATGTTCAT-
GA/5'AAGTTGGATGGTAGACGGATA) (圖 
1B)。病毒 5' 終端 (5' end) 約 2.4 kb 之核酸



 感染萵苣之 Bidens mottle virus鑑定　　213

片段，則由已選殖定序出之病毒核酸序列設

計 2 組引子 5'2395d (5'AAGTCAGACAGATT-
GTCTGCA) 及 5'2334d (5'AGTGTTTTAT-
GTCTGATTCCA)，並以純化病毒之核酸為模 
版，以 5'RACE 試劑組 (5'RACE System for Rapid 
Amplification of cDNA ends, Invitrogen Co. 
Carlsbad, CA)，進行 5' 終端之核酸序列增幅與
選殖，反應程序依試劑組之建議方式進行。

病毒分離株之類緣關係分析：將本研究

所得之不同病毒分離株，包括 2 個萵苣分離
株 (WF、HL)，3 個咸豐草分離株 (B3、B4、
B12)，向日葵分離株 SF-1 (NC_014325)，以
及購自 ATCC 之 BiMoV 標準病毒 (BiMoV-
PV165)，以其全長度基因體所對應之大蛋白 
(polyprotein) 胺基酸序列進行類緣關係分析 

(phylogenetic analysis)，分析方法依據Tomimu-
ra et al. (2003) 等學者所發表的方法進行。所有
序列先以 CLUSTAL X version 1.8 (Thompson et 
al. 1997) 彙整分析後，再利用 PAUP 4.0 程式 
(Swofford 1998) 進行 NJ (The neighbor-joining) 
結合 BRM 法 (The bootstrap resampling method) 
(Felsenstein 1985; Thompson et al. 1997) 作分
析。其中 bootstrap values 乃由逢機重複 1000 
次的取樣所計算之結果，所得之類緣演化樹以 
Tree view (Page 1996) 程式顯示。

結　　果

接種試驗結果
將罹病萵苣葉片 (圖 2A) 組織液，接種

於奎藜後約 7–10 天左右於葉片上形成局部病

圖 1. Bidens mottle virus (BiMoV) 全長度基因體之增幅與構築策略。
Fig. 1. The strategy for determination of the complete nucleotide sequences of the RNA genomes of Bidens mottle 
virus (BiMoV).  (A) Schematic representation of the genetic structure of BiMoV and the overlapped cDNA fragments 
amplified from reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) by the primer pairs.  Black bars represent 
length of amplified DNA fragments; (B) Sequences of the primers used in RT-PCR. 
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斑，14 天後則於新生葉片出現系統性的褪色
病斑 (圖 2C)；紅藜上則於接種後 3–5 天左右
即可見局部病斑形成，亦有系統性病斑產生。

以奎黎葉片為接種源，接種於栽培種萵苣 (圖 
2B)、菸草 (圖 2D)、向日葵 (圖 2E) 等植株，
均有黃化嵌紋之病徵形成，利用 Potyvirus 專
一性抗體以 ELISA 檢測罹病葉片也獲得正反
應結果。BiMoV-PV165 的接種試驗結果與萵
苣分離株者類似，但其病徵發展較緩，於奎藜

及紅藜上於接種後 14 天左右有病斑形成，20 
天左右產生有系統性病斑 (結果未出示)。本研
究另由咸豐草上所得之病毒分離株 (圖 2F)，
其接種結果和萵苣分離株相同。

萵苣分離株純化、抗血清製備及血清特性

分析
純化之萵苣病毒分離株，其 260 nm/280 nm  

之比率約為 1.2，符合 Potyvirus 屬病毒 260/280 
為 1.24 之範圍與特性 (Stace-Smith & Tremaine 
1970)，由 SDS-PAGE 所估算之鞘蛋白分子量
約 30 kDa (結果未出示)。此蛋白與經兔免疫注
射後所製備之 As 161 抗血清在 ELISA 試驗中
呈現正反應。於 SDS-免疫擴散反應中，萵苣
分離株全血清 (As 161) 與 BiMoV-PV165、萵
苣分離株 WF、向日葵 SF-1 分離株及及咸豐
草分離株等罹病組織抗原均可與產生明顯之白

色沉澱帶，且沈澱帶間相互融合 (圖 3)，顯示
此等病毒分離株在血清學上具同源性。

西方轉漬法之結果顯示 As 161，對於 BiMoV- 
向日葵、萵苣、咸豐草及 BiMoV-PV165 等分
離株感染之罹病組織中均可檢出 BiMoV 病毒
鞘蛋白相對應之分子量 (30 kDa) (圖 4)。
WF分離株鞘蛋白核酸序列分析及 BiMoV
分離株基因體全長度分析
由萵苣分離株 WF，萃取其全量核酸並以 

HRP-5/Oligo-dT(14) 引子對經 RT-PCR 反應後，
於電泳分析中均可獲得一預估值約 1.3 kbp 左
右之核酸片段，此等核酸片段經選殖及定序分

析結果顯示，其對應鞘蛋白之胺基酸序列與感

染向日葵之 Bidens mottle virus SF-1 (GenBank 
Accession No. NC_014325) 相同度最高 (表 1)，
達 99% 以上，進而乃依據 BiMoV SF-1 之全長
度基因體做為參考進行不同 BiMoV 分離株之
基因體定序。

萵苣及咸豐草之 BiMoV 分離株，進行其
全長度基因體之選殖與定序 (圖 1)，分別從不
同來源之萵苣分離得 2 個選殖株，包括 WF 及 
HL，登錄於 GenBank 上，其登錄序號分別為 
EU250213 及 EU250214；由咸豐草上分離得 
3 個選殖株，包括 B3、B4、B12，其登錄序
號分別為 EU250210、EU250211 及 EU250212  
(表 1)。所解得之不同分離株基因體序列，具有
相同之基因體結構，包含有 9703 核苷酸 (不
包括 3' 端之 poly A)，病毒 5' 端及 3' 端之非轉
譯區。其中 5' 端之核苷酸序列包含 3 個 A (ad-
enine)，蛋白轉譯起始位置為位於核苷酸 (nu- 
cleotide, nt) 134–136 之 AUG triplet；對應一個
含有 3071 個氨基酸之大蛋白轉譯架構 (open 
reading frame)；不同分離株與 GenBank 上已
登陸之 BiMoV-SF-1 (Acc. No. NC_014325) 全
長度基因體序列之相同度分析結果顯示，對應

全長度大蛋白及鞘蛋白之核苷酸與氨基酸相

同度均高於 97% 以上。對應鞘蛋白氨基酸有 
268 個，其起始位置第 8–10 個氨基酸為 DAG 
triplet，乃 Potyvirus 屬病毒可被蚜蟲傳播之分
子證據 (Atreya et al. 1991)。
依據 BiMoV-SF-1 (Liao et al. 2009) 以及 

Potyvirus 屬病毒氨基酸序列特性 (Ward et al. 
1992) 歸納本研究所解得之不同 BiMoV 分離
株之基因體對應之蛋白分解酶辨識位址(Pro-
tease recognition site)，均有一致性，分別是：
P1protease 為 MTHF/S、HC-Pro protease為 
YRVG/G，NIa protease 於 P3/6k1、6k1/CIP 及 
CIP/6k2 之辨識位址分別為 VSHQ/G、VRHQ/
S 及 VHHQ/S，於 6k2/VPg、VPg/NIa、NIa/
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圖 2. Bidens mottle virus (BiMoV) 感染田間萵苣之病徵 (A)，及萵苣分離株 (BiMoV-WF) 接種萵苣 (B)、奎藜 
(Chenopodium quinoa) (C)、菸草 (Nicotiana benthamiana) (D)、向日葵 (E) 及咸豐草 (F) 所引起之病徵。
Fig. 2. Symptoms of Bidens mottle virus (BiMoV) naturally infecting lettuce plants (A) and that caused by mechani-
cal inoculation of BiMoV-WF on lettuce (B), C. quinoa (C), N. benthamiana (D), sunflower (E), and bidens (F).
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Nib 及 NIb/CP 之辨識位址分別為VRHQ/G、
ASHE/S、VREQ/G 及 VHHQ/A。
由本研究所得之  BiMoV 萵苣及咸豐草

分離株，以其全長度大蛋白之氨基酸序列與 
BiMoV-SF-1 進行類緣關係分析，由其樹狀圖
可發現依照寄主來源不同，來自萵苣之分離

株，以及來自咸豐草之分離株個別形成分群現

象，而向日葵分離株與萵苣分離株類緣關係較

相近 (圖 5)。

討　　論

萵苣 (Lactuca sativa L.) 為菊科草本葉菜，為
全球普遍栽培具經濟重要性之蔬菜 (Pavan et al. 
2008)，目前田間或實驗室植物至少有 20 餘種
病毒可感染萵苣 (Chen et al. 1995a)。本研究由病
毒純化、接種試驗、血清特性以及病毒全長度

基因體之特性分析，並經由美國 ATCC 所購得
咸豐草斑紋病毒標準病毒樣品 (BiMoV-PV-165)  
所進行之血清特性鑑定結果顯示，萵苣及咸

豐草病毒分離株與 BiMoV-PV-165 是相同病毒
的不同系統，也顯示台灣栽培之萵苣已受此

病毒之感染，引起黃化嵌紋病徵，嚴重時並引

起植株矮化等生育不良之徵狀 (圖 2A)。除了 
BiMoV，台灣有紀錄之萵苣病毒包括萵苣嵌紋

圖 3. 對應 BiMoV-WF 分離株之多元抗體於 SDS 免
疫擴散法中與不同分離株抗原之反應。

Fig. 3. The antiserum against BiMoV-WF reacted with 
various isolates of BiMoV in sodium dodecyl sulfate 
(SDS)-immunodiffusion test.  The central well was 
filled with antiserum against purified virion of BiMoV-
WF (As 161).  The peripheral wells were filled with 
SDS-treated antigens including B4 (bidens isolate), 
PV165 (ATCC typical isolate of BiMoV), SF1 (sun-
flower isolate), WF (lettuce isolate), and H (healthy let-
tuce control), respectively.

圖 4. 對應 BiMoV-WF 分離株之多元抗體於西方轉漬法中檢測不同分離株之結果。
Fig. 4. Results of the antiserum against BiMoV-WF reacted with various isolates of BiMoV in western blot for detect-
ing BiMoV in infected plant tissues.  Lane M, protein marker; lane 1, BiMoV-SF-1-infected leaf tissue of Chaenopo-
dium quionoa; lane 2, BiMoV-WF-infected lettuce tissue; lane 3, BiMoV-HL-infected lettuce tissue; lane 4, BiMoV-
B4-infected bidens tissue; lane 5, ATCC typical isolate of BiMoV-PV-165 infected Nicotiana benthamianum tissue; 
lane 6, BiMoV-PV-165-infected C. quionoa tissue; lane Hb and Hl, the healthy tissues of bidens and lettuce, respec-
tively.  Samples were reacted with the 1000× -diluted antiserum to BiMoV WF isolate (As 161).
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病毒 (Letucce mosaic virus) (Chen et al. 1995b) 
及萵苣捲葉嵌紋病毒 (Lettuce leafroll mosaic 
caulimovirus-like) (Chen & Chen 1994) 未知之
球形病毒 (Chen et al. 1995a)。

BiMoV 寄主範圍廣泛，雜草中如咸豐草
為其寄主之一 (Purcifull & Zittler 1971, 1973)，
寄主接種試驗中顯示分離自萵苣、向日葵及咸

豐草之 BiMoV 分離株，在不同寄主間均有感
染性。而咸豐草廣泛分佈於田野各處，本研究

結果中顯示分離自咸豐草之 BiMoV 分離株可
感染萵苣造成病徵，顯見 BiMoV 存在田間咸
豐草上對於作物栽培的感染風險。記錄上本病

毒能透過蚜蟲傳播 (Zittler 1976)，由本研究之
鞘蛋白核酸分子結果顯示 BiMoV 具有與蚜蟲
傳播關聯的 DAG triplet 得到印證，因此在防
除 BiMoV 感染萵苣的策略上，蚜蟲及雜草的
防除均是重要關鍵之一。唯田間媒介蚜蟲與雜

草中間寄主種類之鑑定，值得後續進一步研

究，而本研究所揭示的血清學及分子生物學診

斷方法洽可應用在後續之研究。

BiMoV 其病毒分子與血清特性早於 1968 
年即被鑑定與確認，以及此病毒在田間之殘

存、雜草寄主、與對萵苣栽培之影響均有明確

的記載重要性 (Orsenigo & Zitter 1971; Purcifull 
& Zittler 1971)。繼 Liao et al. (2009) BiMoV 向
日葵分離株之後，首度完成 BiMoV 萵苣與咸
豐草分離株之病毒全長度基因體之定序，根據

病毒全長度基因體定序分析結果顯示，由向日

葵、萵苣與咸豐草所得之病毒分離株，其基

因體結構與特性相類似，5' 終端及基因體表現
之病毒蛋白酶切位 (Protease cleavage site) 均相
同，並由基因體資料得以進一步釐清 BiMoV 
不同分離株間之類緣差異性，其差異性因寄主

來源不同而分群，來自萵苣之分離株，以及來

自咸豐草之分離株個別形成分群現象 (圖 5)。
自然界同時可感染咸豐草及萵苣之病毒尚有咸

表 1. 不同 Bidens mottle virus 分離株之基因體序列相同度比較
Table 1. Comparative identities of genomic sequences of various isolates of Bidens mottle virus

% identity
Polyprotein Coat protein

Virus isolates nt aa nt aa
NC_014325 (SF-1) z 100  100 100 100
EU250213 (WF) z   98.0   98.4   98.1   99.3
EU250214 (HL) z   98.0   98.4   98.3   99.3
EU250212 (B3) z   97.0   97.9   98.4   98.1
EU250211. (B4) z   98.0   98.3   98.3   98.9
EU250210 (B12) z   98.0   98.5   98.3   98.9
HQ117871 (TwCal) NA x NA   98.3   98.9
PVY-EF026074 y   63.8   62.4   74.0   69.4
SuCMoV-AF255677 y NA NA   71.0   69.2
SuCMoV-AY344048 y NA NA   73.0   69.7
BiMV-AY960150 y NA NA   73.1   68.8
BiMV-AY960151 y NA NA   72.5   68.9

z BiMoV isolates collected in Taiwan, NC_014325 is sunflower isolate, EU250210, EU25011, EU250212 are bidens isolates, 
EU250213 and EU250214 are lettuce isolates.

y PVY, Potato virus Y; SuCMoV, Sunflower chlorotic mottle virus (Dujovny et al. 2000); BiMV, Bidens mosaic virus (Inoue-Nagata 
et al. 2006).

x NA, No analized.
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豐草嵌紋病毒 (Bidens mosaic virus, BiMV) (In-
oue-Nagata et al. 2006; Pavan et al. 2008; Suzuki 
et al. 2009)，本研究針對病毒核酸序列分析比
對結果顯示 BiMoV 及 BiMV 二者間鞘蛋白胺
基酸序列相同度低於 70%，此在 Potyvirus 屬
病毒之分類上確實屬於不同之病毒 (Ward et al. 
1992; Adams et al. 2005)。
本研究所製備之 BiMoV 抗血清，可實用

於 ELISA、西方轉漬法及 SDS-免疫擴散法等
檢測，能有效地檢測 BiMoV 病毒的發生。目
前國內尚未有 BiMV 之發生報告，本研究由萵
苣及咸豐草所獲得之 BiMoV 病毒、檢測試劑
及其核酸序列資料將可作為此等病毒之鑑定比

對依據，更有助於未來國內對於 BiMoV 發生
與其生態的瞭解，對於 BiMoV 在台灣危害之
風險將可提供實際的應用性。

圖 5. 六個 BiMoV 分離株基因體全長度類緣關係之分析。
Fig. 5. A phylogram derived from the analysis of genetic distances based on the amino acid sequences of complete 
polyprotein of six isolates of BiMoV.  The tree was constructed using the neighbor-joining (NJ) algorithm with the 
bootstrap re-sampling method (1000 random re-samplings), and analysis by PAUP 4.0.  Numbers at each node indi-
cate the percentages of bootstrap samples.  Horizontal branch length is drawn according to the scale bar indicating 1 
substitution per 100 amino acid positions.  PVY (EF026074), a Potato virus Y genome, was used as an outgroup ele-
ment.
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Bidens mottle virus Infecting Lettuce in Taiwan: Identification and 

Sequence Analysis of Full-Length Viral Genome

Chin-Chih Chen2,3, Ting-Chin Deng2, Chun-Huei Huang2, Bi-Yun Lin2, 

and Jye-Yann Liao2

Abstract

Chen, C. C., T. C. Deng, C. H. Huang, B. Y. Lin, and J. Y. Liao. 2012. Bidens mottle virus infecting lettuce in Taiwan: 
identification and sequence analysis of full-length viral genome. J. Taiwan Agric. Res. 61:209–221.

A virus isolate-WF was isolated from lettuce leaves that exhibit yellowing mosaic.  WF isolate 
was positively reacted with potyvirus-specific monoclonal antibody.  A 1.3-kb DNA fragment was 
amplified from RNA of WF isolate with the potyvirus-degenerate primer pair (HRP-5/Oligo-dT(14)) by 
reverse transcription- polymerase chain reaction (RT-PCR).  The identity of deduced amino acid se-
quence of coat proteins of WF isolate to that of Bidens mottle virus sunflower isolate SF-1 (GenBank 
Acc. NC_014325) was 99.3%.  When the antiserum against purified virions of WF isolate was used in 
SDS-immunodiffusion, identical immunoprecipitation reaction was generated between lettuce isolates 
WF and the typical isolate of BiMoV (ATCC PV165).  WF isolate could be recognized as a strain of 
BiMoV based on the results of the molecular and serological characterizations. Another lettuce isolate 
(HL) from Hualien and three isolates from Bidens pilosa (B3, B4, B12) were also serologically identi-
cal to isolate of BiMoV-PV165 and the identity in amino acid sequences of viral coat proteins were 
97%.  Full-length of genomic RNAs of BiMoV-WF, HL, B3, B4, and B12 were sequenced depossited 
into GenBank (accession numbers EU250213, EU250214, EU250212, EU250211, and EU25021, re-
spectively).  The phylogenetic analyses based on the deduced amino acid sequences of the full poly-
proteins with those of different BiMoV isolates revealed that isolates from the same host was classi-
fied into the same group.  This is the first report of the full-length genomic sequence and molecular 
characterization of BiMoV infecting lettuce and bidens.

Key words: Bidens mottle virus, Lettuce, Full-length genomic sequences.
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