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豇豆微斑駁病毒之鑑定與生物特性分析
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摘要

鄭櫻慧、陳金枝、簡蘭懿、張清安。2021。豇豆微斑駁病毒之鑑定與生物特性分析。台灣

農業研究 70(1):67–79。

採集自嘉義縣新港鄉的長豇豆及南投縣草屯鎮的敏豆疑似感染病毒樣本，經過分離得到 Calavirus屬的豇
豆微斑駁病毒 (cowpea mild mottle virus; CpMMV) 的長豇豆分離株 (CpMMV-V) 及敏豆分離株 (CpMMV-P)，以
機械接種回接長豇豆及敏豆均可以感染並引起與田間相似葉片斑駁的病徵。2分離株接種其他豆科作物時，以
植株全株來看無明顯矮化或發育不良，但從葉片可觀察到斑駁與黃化斑點等輕微病徵。採自病株種子以出芽

測試未測得 CpMMV藉由種子傳播的現象，電子顯微鏡則可觀察到長桿狀病毒顆粒。抽取植物之總量 RNA，
以 potyviruses簡併式引子 (HRP5/dT) 進行反轉錄聚合酵素連鎖反應，意外擴增出約 1 Kb的 DNA產物，定序
分析並與登錄於 GenBank上的序列比對，此段 DNA含括豇豆微斑駁病毒的部分鞘蛋白基因至基因體 3’端。
再次以專一性引子擴增、選殖及定序分析完整鞘蛋白基因，長豇豆分離株之鞘蛋白基因 (JX070669) 與敏豆分
離株 (JX020701) 之鞘蛋白基因具有 88.9%核苷酸相同度與 97.6%胺基酸相同度，與網站上其他 CpMMV鞘蛋
白基因比較，核苷酸相同度介於 98.7–75.7%，胺基酸相同度介於 97.9–91.3%之間。部分純化病毒懸浮液再以
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 純化病毒的鞘蛋白，經免疫白兔製備抗血
清，其抗體可應用於西方漬染法及酵素結合免疫吸附分析法 (enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) 檢測。
因此，乃進行田間偵測調查，發現 CpMMV常見危害台灣中部地區栽培之敏豆。由於粉蝨為台灣常見害蟲，
其媒介傳播之 CpMMV除了危害長豇豆及敏豆以外，是否危害其他豆科作物尚待更多調查。

關鍵詞：豇豆微斑駁病毒、鞘蛋白、抗血清。

 投稿日期：2020 年 11 月 24 日；接受日期：2020 年 12 月 23 日。
* 通訊作者：yhcheng@tari .gov.tw
1 農委會農業試驗所植物病理組副研究員。台灣  台中市。
2 農委會農業試驗所植物病理組計畫助理。台灣  台中市。
3 朝陽科技大學生化科技研究所教授。台灣  台中市。

DOI:10.6156/JTAR.202103_70(1).0006

前言

長豇豆又名菜豆、豆角、筷豆，學名為 Vi-
gna unguiculata subsp. Sequipedalis，英名為 
asparagus bean、yard-long bean，原產於印度， 
具耐熱、耐濕特性，營養價值高。敏豆 (Phaseolus  
vulgaris L.) 又稱菜豆、雲豆、四季豆等，原產

於中美洲，南北美洲一帶自古即有栽培，現由

中美洲到日本北海道皆有種植 (Kuo 1995)。根

據行政院農業委員會統計年報 (https://agrstat. 
coa.gov.tw/sdweb/public/book/Book.aspx)，
2018 年長豇豆種植面積超過 920 ha，產值

430,359 千元，以屏東縣、高雄市及雲林縣為

主要產區。敏豆種植面積超過 1,414 ha，產

值 1,086,016 千元，以南投縣、屏東縣及高雄

市為主要產區。台灣長豇豆的主要病害有病毒

病、白粉病及煤黴病，次要病害有立枯病、萎

凋病、白絹病、銹病、濕腐病、炭疽病及根瘤

線蟲。敏豆主要病害有疫病、角斑病、白絹

病、銹病及炭疽病等 (Tzeng 2019)。危害長

豇豆的病毒有 3 種，豆類普通嵌紋病毒 (bean 
common mosaic virus; BCMV)、胡瓜嵌紋病

毒 (cucumber mosaic virus; CMV) 及豇豆蚜媒

嵌 紋 病 毒 (cowpea aphid-borne mosaic virus; 

研究報告
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CAMV)，其中以 BCMV、CMV 較為常見。敏

豆則只有 CMV 危害紀錄。BCMV、CMV 可

藉由種子、人為摘心造成的機械傷口及蚜蟲媒

介傳播。長豇豆單獨感染 BCMV 時，病徵輕

微，但複合感染 BCMV 及 CMV 時，呈現葉

片皺縮、嵌紋、植株矮化及豆莢變形等病徵，

影響產量甚鉅 (Chang 1983)，種植「無病毒健

康種子繁殖體系」所生產的種子可大幅降低病

毒病害發生 (Chang et al. 1994)。
豇豆微斑駁病毒 (cowpea mild mottle vi-

rus; CpMMV) 首次在印度東部加納的豇豆被

發現 (Brunt & Kenten 1973)，之後廣泛分布於

東部地區的加納與非洲西部，此病毒可自然感

染其他豆科作物，如花生 (Arachis hypogaea 
L.)、大豆 (Glycine max L.)、綠豆 (Vigna mun-
go L.)、敏豆 (Phaseolus vulgaris L.)、長豇豆 
(Vigna unguiculata subsp. Sequipedalis) 和蠶

豆 (Vicia faba L.)，以及其他科別作物如：番 
茄 (Solanum lycopersicum L.)、 菸 草 (Nicoti-
ana clevelandii Gray) 與木瓜 (Carica papaya  
L.) (Brunt & Philips 1981; Thouvenel et al. 1982;  
Anno-Nyako1986; Mink & Keswani 1987; Demski  
& Kuhn 1989; Reddy 1991; Rodriguez Pardi-
na et al. 2004; Brito et al. 2012; Mumo et al.  
2020) 等。東南亞地區的大豆與花生上也曾發 
現感染 CpMMV (Iwaki et al. 1982; Iizuka et al.  
1984; Antignus & Cohen 1987; Mali & Nirmal 
1987; Shahraeen 1989; Reddy 1991; Yadav et al.  
2013)。CpMMV 屬於 Flexiviridae科，Carlavirus 
屬。媒介昆蟲為煙草粉蝨 (Bemisia tabaci G.)，
以非永續性方式傳播 (Iwaki et al. 1982; Muni-
yappa & Reddy 1983; Jeyanandarajah & Brunt 
1993; Rosario et al. 2014; Zanardo & Carvalho 
2017)。

台灣的長豇豆及敏豆也有發現 CpMMV
的報告 (Chang et al. 2013)，本研究將釐清

CpMMV 台灣分離株之寄主範圍，種傳特性，

分析比對鞘蛋白序列，製備抗血清，並初步調

查 CpMMV 在台灣發生情形。

材料與方法

病毒之分離與寄主範圍測定

2009 年從嘉義縣新港鄉採集到疑似病毒感

染的長豇豆及南投縣草屯鎮採集的敏豆，酵素 
結合免疫吸附分析法 (enzyme-linked immunosor- 
bent assay; ELISA) 檢測長豇豆樣本與 BCMV 
strain blackeye cowpea mosaic (BCMV-BlCM) 
之抗血清反應，敏豆樣本則否。長豇豆樣本

機械接種於奎藜 (Chenopodium quinoa)，產 
生不同的 2 種黃斑，7 d 左右出現的黃斑為

BCMV-BlCM 感染引起；另外，有 10 d 左右

出現的模糊黃斑，將之接種於紅藜 (Chenopo-
dium amaranticolor) 產生清晰可見的黃斑。

之後利用紅藜進行病毒分離，經過 3 次單斑分

離得到病毒的長豇豆分離株 (CpMMV-V)。敏

豆樣本機械接種於奎藜 (Chenopodium quinoa) 
產生細小黃斑，以奎藜進行 3 次單斑分離得到

病毒的敏豆分離株 (CpMMV-P)。將分離所得

的 2 個病毒分離株保存於紅藜及奎藜，取黃色

病斑之葉片置於 50% 甘油於 -20℃保存，作為

後續研究之病毒來源。另外，接種於圓葉菸草 
(Nicotiana benthamiana)，作為寄主範圍測定

之接種原。

測試寄主範圍時，感染 CpMMV 之 2 分

離株之奎藜病葉以 0.05 M PBS 研磨成汁液，

以機械接種分別於長豇豆 (Vigna unguiculata 
subsp. Sequipedalis)、敏豆 (Phaseolus vulgaris 
L.)、綠豆 (Vigna radiate L. R. Wilczek)、紅豆 
[Vigna angularis (Willd.) Ohwi & H. Ohashi]、 
皇帝豆 (Phaseolus lunatus L.)、蠶豆 (Vicia faba  
L.)、豌豆 (Pisum sativum L.)、黃豆 (Glycine max  
L. Merril)、花豆 (Phaseolus coccineus L. var. 
albonanus Bailey) 與花生 (Arachis hypogaea L.) 
共 10 種食用豆科作物進行測試，置於網室進行

病徵觀察。接種植物則連續觀察 4 wk 並每週採

取葉片，進行間接式酵素結合免疫吸附分析法 
(indirect ELISA) (Clark & Adams 1977) 確認病

毒之感染與否及病徵表現情形。接種試驗重複

進行 3 次，發病率為 3 次的平均值。
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種子帶毒之出芽測試

接種 CpMMV-V 的綠豆與長豇豆及 CpM-
MV-P 的紅豆與敏豆種植於網室內，待其開花

結果，豆莢變褐色變乾後，收取其種子陰乾。

逢機取出 4 種豆類種子各 100 顆，播種於網室

內進行出芽試驗。發芽後之子葉與真葉分別進

行兩次 ELISA 檢測，測試有無病毒感染。

電子顯微鏡觀察

使用陰染法 (negative stain) (Hall 1964)，
將感染病毒之長豇豆或敏豆葉片各切一小片

分別放在載玻片上，加一滴 2% 磷鎢酸 [phos-
photungstic acid (PTA), pH 7.0]，以刀片切碎，

再以毛細管吸取，滴於銅網 (300 mesh) 上，

待乾燥後以電子顯微鏡觀察病毒粒子之形態。

病毒鞘蛋白之純化與抗血清製備

以 CpMMV-V 接種約 15 d 出現黃斑的奎藜

葉片作為病毒純化材料，依 Gonsalves & Ishii  
(1980) 的方法略加修改進行純化。每克病葉

加入 2 mL 0.5 M 磷酸萃取緩衝液 (phosphate  
extraction buffer，以下簡稱PE緩衝液) (pH 7.5)  
以果汁機打碎，過濾後加入氯仿及酚 (各 0.5 
mL g-1) 淨化，經低速離心去除綠色殘渣。上清

液加入 8% PEG6000，於 4℃下攪拌 30 min 後，

經低速離心取其沉澱物，以 0.1 M PE 緩衝 
液 (pH 7.0) 懸浮，再經低速離心去除綠色殘

渣。上清液加入 8% PEG 及 0.3 M NaCl，攪拌 
後經低速離心，沉澱物以 0.1 M PE 緩衝液懸 
浮。懸浮液以 12% sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 分
析，切下白色蛋白帶，以 PE 緩衝液析出，

定量至 1 mg mL-1，委外免疫白兔製備 50 mL
的抗血清。再以所得抗血清純化免疫球蛋白 
G (immunoglobulin G; IgG)， 濃 度 調 整 為 1 
mg mL-1，作為 ELISA (Clark & Adams 1977) 
或 Western blotting (Gooderham 1984) 之用。

SDS免疫擴散反應 (SDS-immunodiffusion 
test)

依 Purcifull & Batchelor (1977) 及 Chang 

et al. (1990) 的方法進行，配置含有 0.5% SDS
及 1% NaN3 之 0.8% agar，取 12 mL 倒入直

徑 9 cm 之培養皿，凝固後以打孔器打孔，每

孔直徑為 5 mm，每孔距離為 35 mm。之後依

序將前述純化鞘蛋白委外免疫白兔製備之抗血

清、CpMMV-V 與 CpMMV-P 之病葉汁液與未

接種之植株汁液分別置於孔中，進行抗原與抗

體反應 16 h，觀察抗血清與抗原反應。

ELISA
試驗參照 Clark & Adams (1977) 報告進

行間接式酵素結合免疫吸附分析，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，取 200 μL 加入 EIA 反應盤內，每樣品 2 個 
重複，置於 4℃冰箱 16 h 進行覆膜反應 (coating 
reaction)。然後以 1× PBST 緩衝液 (137.0 mM 
NaC1 + 1.5 mM KH2PO4 + 1.0 mM Na2HPO4 + 
0.05% Tween 20, pH 7.4) 沖洗 3 次。其後加入

150 μL 不同濃度由自製抗血清純化的 IgG 後，

放置在 37℃定溫箱反應 2 h。再以 1× PBST 緩

衝液沖洗 3 次後，每孔加入 120 μL 已溶於磷 
酸緩衝液 (137.0 mM NaC1 + 1.5 mM KH2PO4 +  
1.0 mM Na2HPO4 + 0.05% Tween 20, pH 7.4) 
之山羊抗兔二次抗體 (Goat anti-Rabbit immu-
noglobin, Jackson, West Grove, PA, USA)，
置於 37℃之定溫箱中反應 2 h。最後，再以 1× 
PBST 緩衝液沖洗 3 次後，再以 120 μL/孔之

比例加入濃度為 1 mg mL-1 之鹼性磷酸酶酵素

基質 (ρ-NPP, Amresco, Solon, OH, USA) 進行

呈色反應。反應後 20–30 min，以 ELISA 讀

值儀 (PTI max micro plate reader, Mlolecular 
Devices, Sunnyvale, CA, USA) 讀取波長 405 
nm 下之吸收值，作為評估病毒濃度高低之依

據。樣品的讀值大於健康葉片之 2 倍者，視為

正反應。

西方漬染法 (Western blotting)
取 0.1 g 供試之病葉組織，以液態氮磨碎

後，加入 200 μL 之樣品處理液 (75 mM Tris-HCl 
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+ 10 mM KCl + 10 mM MgCl2 + 1 mM EDTA + 
30% glycerol + 6% SDS + 9% β-Mercaptoethanol 
+ 0.015% Bromophenol blue)，研磨液加熱處理

後經 SDS-PAGE 電泳，膠體上之蛋白轉漬於

PVDF (polyvinylidene difluoride) 膜 (Merck Mil-
lipore, Burlington, MA, USA)，再以前述自製抗

血清進行漬染反應 (Gooderham 1984)。

RNA之抽取及反轉錄-聚合酶連鎖反應 
(reverse transcription-ploymerase chain 
reaction; RT-PCR)

取 100 mg 的病葉，利用總量 RNA 純化試 
劑組 (Total RNA extraction kit, Qiagen, Hilden,  
Germany) 進行 RNA 之萃取，得到總量 RNA。 
病毒 RNA (viral RNA) 之抽取則取純化病毒以

病毒 RNA 純化試劑組 (Viral RNA extraction 
kit, Qiagen, Hilden, Germany) 進行萃取。以

純化所得之 RNA 進行 RT-PCR，RT-PCR 以單

一步驟 RT-PCR 試劑組 (Genemark Co., Taic-
hung, Taiwan) 進行，25 μL 的反應液中加入 1 
μL 的 RNA，各 2.5 μL 之 20 μM 簡併式引子

Hrp5/Pot1 (Pappu et al. 1998) 或比對GenBank
登錄之 CpMMV 基因序列，設計位於鞘蛋白

基因上游之專一性引子 (5’TATTTGACTGG-
GGAGTCTTTCA3’)/Pot1，RT-PCR 之進行於 
熱循環反應儀 (GeneAmp model 2400, Perkin- 
Elmer Co., Norwalk, CT, USA) 中，設定反應 
程序為 50℃下進行反轉錄 30.0 min，94℃變

性 1.5 min 後，進行 30 個 PCR 循環反應。在 
94℃下變性 1.0 min，50℃下鍊合 1.5 min，72℃ 

下聚合 2.0 min，最後一個循環之 72℃聚合

反應延長為 6.0 min。反應產物以 1.2% Agarose 
(Cambrex Bio Science Rockland Inc., Rock-
land, ME, USA) 電泳，分析增幅產物之分子

量。

基因選殖及定序分析

RT-PCR 增幅所得之 DNA 片段，以小量膠 
體 DNA 回 收 組 (Genemark Co., Taichung City, 
Taiwan) 回 收 DNA， 以 pGEM-T Cloning Kit 
(Promega Co., Madison, WI, USA) 進行選殖。

篩選得到之選殖株抽取質體經限制酶 EcoRI 酶
切確認選殖 DNA 大小後，用於進行定序分析。

定序反應委託明欣生物科技公司進行，所得之

核苷酸序列以 Vector NTI Suite (InfoMax Inc., 
Madison, WI, USA) 分析軟體與 GenBank 上已

登錄之核苷酸序列進行分析比對，再以 MEGA 
(Molecular Evolution Genetic Analysis) ver-
sion 7.0 (Kumar et al. 2018) 繪製親緣關係樹

狀圖。

結果

病毒分離與寄主範圍測定

分離病毒時以罹病葉片汁液進行接種，在

紅藜 (Chenopodium amaranticolor) 葉面出現

黃色圓斑，奎藜 (C. quinoa) 葉面則出現模糊

黃斑，因此以紅藜進行 3 次單斑分離病毒株。

之 後 接 種 於 圓 葉 菸 草 (Nicotiana benthami-
ana)，作為以下寄主範圍測定之接種原。單斑

分離病毒株 CpMMV-V 及 CpMMV-P 回接長

豇豆與敏豆，產生葉片斑駁病徵 (圖 1)。
CpMMV-V 及 CpMMV-P 都 以 圓 葉 菸 草

病葉為接種原，分別接種 10 種豆科作物，連

續觀察病徵反應 4 wk 並配合間接式酵素結合

免疫吸附反應測試病毒的感染之情形，CpM-
MV-V 及 CpMMV-P 寄主範圍測定結果如表 1。

比 較 分 別 接 種 CpMMV-V 與 CpMMV-P
之供試植株，以植株全株來看無明顯矮化或發

育不良等差異，但若從葉片個別比較可看到一

些斑駁、黃化斑點與葉片略黃化等病徵產生。

其中，在花豆、敏豆與黃豆葉片上以肉眼可觀

察到黃化斑點與著綠不均，毛豆則是葉片上略

帶斑駁，但大多數如在皇帝豆、蠶豆、紅豆與

綠豆等葉片無明顯病徵。

將所有接種植株之葉片，透過 ELISA 檢

測，觀察植株病徵情形。從結果顯示，發現

CpMMV-V 與 CpMMV-P 在花豆、敏豆、黃豆

成功接種之感染率皆有 70% 以上，然而綠豆

感染率為 58.1% 與 50.8% (表 1)。
接種 CpMMV-P 於紅豆、黃豆、皇帝豆、

蠶豆、花生及豌豆，其成功接種比率皆優於

CpMMV-V；綠豆、長豇豆、敏豆及花豆則以

CpMMV-V 之接種率較高。由此數據，可知

在 10 種供試植物中，以兩株分離株而言，敏

豆之感受性最高也最佳，其次是花豆，最後
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71豇豆微斑駁病毒之鑑定分析

表 1.　豇豆微斑駁病毒兩分離株之豆科寄主作物接種測試。

Table 1.　Reactions of the experimental Fabaceae crops by mechanically inoculated with two isolates V and P of 
cowpea mild mottle virus (CpMMV).

Tested plant Chinese name

CpMMV-V CpMMV-P

Symz DIy Sym DI

Vigna angularis (Willd.) Ohwi & H. Ohashi 紅豆 N   11.3 N 72.2

Vigna radiate L. R. Wilczek 綠豆 N   58.1 N 50.8

Vigna unguiculata subsp. sequipedalis 長豇豆 N   67.1 N 19.4

Phaseolus vulgaris L. 敏豆 CB 100.0 CB 93.3

Glycine max L. Merril 黃豆 CB   72.7 CB 90.5

Phaseolus lunatus L. 皇帝豆 N   41.1 N 65.3

Vicia faba L. 蠶豆 N 0 N 38.1

Phaseolus coccineus L. var. albonanus Bailey 花豆 CB 100.0 CB 77.8

Arachis hypogea&nbsp L 花生 N   13.3 N 37.5

Pisum sativum L. subsp. sativum 豌豆 N   40.3 N 95.2
z Abbreviations used; N: no symptoms; CB: chlorotic blotches.
y Disease incidence (%): (number of infected plants/totally tested plants) × 100%. Each treatment contained 3 replications.

(A) (C)

(B) (D)

圖 1.　豇豆微斑駁病毒 (A) 長豇豆與 (B) 敏豆分離株於田間原始病徵及經過單離後回接原寄主 (C) 長豇豆與 
(D) 敏豆之葉片斑駁等病徵。

Fig. 1.　Severe symptoms caused by cowpea mild mottle virus (CpMMV) infecting (A) asparagus bean and (B) 
French bean were observed in the fi eld. By mechanical inoculation, leaf mottle on (C) asparagus bean and (D) French 
bean were developed.

臺灣農業研究70(1)-06 鄭櫻慧.indd   71臺灣農業研究70(1)-06 鄭櫻慧.indd   71 2021/3/12   下午 03:26:242021/3/12   下午 03:26:24



72 台灣農業研究　第 70卷　第 1期

是黃豆。而單獨以 CpMMV-V 來看，感受性

最高是以敏豆及花豆，其次是黃豆及長豇豆；

而 CpMMV-P 則是以敏豆及豌豆最佳，其次黃

豆，再其次是花豆及紅豆 (表 1)。

種子帶毒之出芽測試

以經過 RT-PCR 檢測後，確定為罹染 Cp-
MMV-V 之綠豆與長豇豆或 CpMMV-P 之紅豆

與敏豆植株作為留種之用。各取 100 顆採自病

株種子進行出芽測試，置於網室至發芽後，採

集發芽之子葉與真葉進行 2 次 ELISA 檢測，測

試種子是否帶毒。

從子葉與真葉 2 次 ELISA 檢測結果中，4
種豆類皆無帶毒率。綠豆及敏豆在第一次子葉

檢測中，各有 7 棵及 2 棵植株測得的數值介於

2 倍健康之猶豫值間，但在第 2 次真葉檢測時

就無此情形產生 (表 2)。由出芽測試結果未測

到 CpMMV-V，會透過綠豆與長豇豆或 CpM-
MV-P 會透過紅豆與敏豆之種子傳毒之情形。

電子顯微鏡觀察病毒型態

將感染病之毒長豇豆或敏豆葉片使用陰

染法處理，以電子顯微鏡觀察 CpMMV-V 與

CpMMV-P 兩分離株的病毒顆粒形態 (圖 2)，
可看到皆為長桿狀，長度約為 600 nm，此兩

株分離株病毒顆粒型態符合 Carlavirus 病毒屬

之特性。

抗血清與抗體之應用

SDS 免疫擴散反應

透過 SDS 免疫擴散觀察 CpMMV-V 之抗

血清與兩株分離株經 16 h 的免疫反應，結果

可以看到 CpMMV-V、CpMMV-P 奎藜病汁液

與抗血清間呈現同源正反應。二者與抗血清皆

有沉澱帶產生，且沉澱帶互相融合，可以發現

CpMMV-M與CpMMV-G間之親緣關係 (圖 3)。

間接式酵素結合免疫吸附反應測試最佳

IgG 使用濃度

將罹病奎藜葉片以 coating buffer 研磨，

依序加入微量盤中完成披覆後，加入不同濃度

IgG (1.5 μg mL-1、1.25 μg mL-1、1 μg mL-1、

0.8 μg mL-1、0.6 μg mL-1) 反應，再加入 2 級

抗體，完成呈色反應 (圖 4)。加入之 IgG 濃度

高於 1 μg mL-1 時，偵測 CpMMV-V 及 CpM-
MV-P 2 分離株吸收值都高於 1.0。未接種奎藜

對照之吸收值低於 0.2，明顯可區分有無罹染

CpMMV。抗血清以純化 CpMMV-V 之鞘蛋白

為抗原免疫白兔，因此在 ELISA 反應中，IgG
與 CpMMV-V 的反應讀值較 CpMMV-P 高。

西方漬染法

以西方漬染法進行分析採集自不同地點

長豇豆樣本，其鞘蛋白分子量介於蛋白標誌

27–41 kDa 之間，推估其分子量約為 32 kDa 

表 2.　罹病植株採集之種子發芽率與種子帶毒率。

Table 2.　The germination and transmission rates of 
seeds collected from CpMMV-infected plants.

Virus/plantz
Germination

rate (%)y

Seed-transmissibility

1x 2w

CpMMV-P/Adzuki bean 74 0/74 0/74

CpMMV-P/French bean 72 7/72 0/72

CpMMV-V/Mung bean 69 2/69 0/69

CpMMV-V/Cowpea 62 0/62 0/62
z Seed-transmissibility: enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) detection of 100 seeds collected form infected 
plants.

y (Number of germination seeds/total number of seeds) × 
100%.

x Detection of cotyledon: (number of infected seeds/total num-
ber of seeds) × 100%.

w Detection of compound leaf: (number of infected seeds/total 
number of seeds) × 100%.

(A) (B)
圖 2.　電子顯微鏡觀察豇豆微斑駁病毒 (cowpea 
mild mottle virus; CpMMV) 兩分離株之病毒顆粒。

(A) CpMMV-V 分離株；(B) CpMMV-P 分離株。

Fig. 2.　Electron micrographs of flexuous filaments 
viral particles of cowpea mild mottle virus (CpMMV) 
prepared by leaf-dip method. Bar represents 200 nm. (A) 
CpMMV-V isolate; and (B) CpMMV isolate P.
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73豇豆微斑駁病毒之鑑定分析

(圖 5)，符合 CPMMV 之鞘蛋白分子量 (Naidu 
et al. 1998)。

CPMMV二分離株鞘蛋白基因核苷酸之
序列分析比對

罹病樣本抽取總量 RNA，利用偵測 Po-
tyvirus 之簡併式引子 Hrp5 和 Pot1 (Pappu et 
al. 1998) 的進行 RT-PCR，反應結果以 1.2% 
Agarose 電泳分析，意外觀察到增幅出 1.0 kb
之 DNA 產物 (圖 6)。增幅之 DNA 片段選殖至

pGEM-T 選殖套組，所得之選殖株經定序後，

共有 965 個核苷酸，包含病毒之部分鞘蛋白基

因、P6 基因和 3’ 非轉譯區。根據 CpMMV 之

核苷酸序列於鞘蛋白基因設計專一性引子，配

合上述 Pot1 引子進行 RT-PCR，DNA 產物加

以選殖定序分析，得到全長度鞘蛋白基因，共

含有 867 核苷酸轉譯成 289 胺基酸。其中，

CpMMV-V 部分在 GenBank 登記為 Acc. No. 
JX070669，與巴西分離株 (DQ444266) 核苷酸

相同度最高，達 98.7%；CpMMV-P (Acc. No. 
JX020701) 與中國分離株 (MN908944) 核苷酸

相同度最高，達 94.7%，與其他 CpMMV 鞘蛋

1 1
2 2

3 3
4 4

5 5

6 6
CpMMV CpMMV

(A) (B)

圖 3.　SDS 免疫擴散法反應分析抗血清之免疫反應

特性。中央穴：抗血清；周圍穴：分別添加經 SDS
處理之葉片汁液。(A) 1：CpMMV-V 奎藜病汁液；

2：CpMMV-P 奎藜病汁液；3、4：未接種病毒之奎

藜葉片汁液；5、6：無菌水。(B) 1：CpMMV-V 奎

藜病汁液；3：CpMMV-P 奎藜病汁液；2、4：未接

種病毒之奎藜葉片汁液；5、6：無菌水。

Fig. 3.　Reaction of polyclonal antisera against cowpea 
mild mottle virus (CpMMV) in SDS-immunodiffusion 
test. Central well: polyclonal antisera of CpMMV; pe-
ripheral wells: SDS-treated antigens. (A) 1: CpMMV-V 
infected Chenopodiun quinoa; 2: CpMMV-P infected C. 
quinoa; 3 and 4: healthy tissues of C. quinoa; 5 and 6: 
sterile water. (B) 1: CpMMV-V infected C. quinoa; 3: 
CpMMV-P infected C. quinoa; 2 and 4: healthy tissues 
of C. quinoa; 5 and 6: sterile water.

圖4.　間接式酵素連結免疫吸附法檢測豇豆微斑駁病毒與不同 IgG濃度 (1.50、1.25、1.00、0.80及0.60 μg mL-1) 
吸收值之影響。 ：接種 CpMMV-V 奎藜葉片； ：接種 CpMMV-P 奎藜葉片； ：未接種之奎

藜葉片。

Fig. 4.　Effect of concentration of immunoglobulin G (IgG) (1.50, 1.25, 1.00, 0.80, and 0.60 μg mL-1) against cow-
pea mild mottle virus in enzyme-linked immunosorbent assay. The dilution ratio of plant sap and secondary antibody 
used in the assay were 1:30 (w/v) and 1:5,000 (w/v), respectively. : CpMMV-V infected Chenopodiun quinoa; 

: CpMMV-P infected C. quinoa; : Uninoculated C. quinoa.
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白基因，核苷酸序列相同度介於 98.7–75.7%，

胺基酸序列相同度介於 97.9–91.3% 之間。台

灣 2 分離株之核苷酸相同度為 88.9%，胺基酸

相同度為 97.6%，2 分離株僅有 6 個胺基酸不

同，胺基酸相同度較核苷酸相同度大幅提高，

國外分離株亦有此特性。將所有 CPMMV 分

離株鞘蛋白序列繪製親源樹，觀察彼此之間的

親源關係，其結果本試驗所獲得兩分離株分在

不同一支群 (圖 7)。

討論
CpMMV 屬於 Carlavirus 屬，病毒顆粒呈

長絲狀，長度約 620–700 nm，直徑為 12–15 
nm。Menzel et al. (2010) 於加納長豇豆上分離

出 CpMMV，其病毒型態，長度介於 620–660 
nm 間，而本試驗之兩分離株透過電子顯微鏡

下觀察，其形態與顆粒大小，皆與 Carlavirus
之 CpMMV 病毒型態相符合 (圖 2)。根據 In-
ternational Committee on Taxonomy of Viruses 
(ICTV) 針對 Carlavirus 屬內種的區分標準為，

當 CP 或 replicase genes 核苷酸相同度小於

72%，或者是胺基酸相同度小於 80% 時，即為

不同種病毒。從兩分離株之鞘蛋白進行比對，

其核苷酸與胺基酸相同度達 88.8% 與 97.9%，

此結果得到兩分離株確實為同種病毒不同作物

之分離株。試驗中製備了多元抗血清，此抗血

清不僅應用於 SDS 免疫擴散反應觀察病毒株

之間鞘蛋白相關程度，用於西方漬染法觀察到

病毒鞘蛋白分子量等病毒學上的證據，更可應

用於間接式酵素結合免疫吸附反應。以目前

CpMMV 的 2 分離株鞘蛋白胺基酸相同度高達

97.6%，此抗血清應可順利檢出不同分離株之

CpMMV，適合用於進行田間調查，瞭解此病

毒在台灣確實分布情形。

長豇豆與敏豆是台灣重要的豆科蔬菜之

一，以往台灣感染豆科植株之病毒，主要以

CMV、BCMV、CAMV 等，其中又以 BCMV
與 CMV 複合感染所產生的危害最為嚴重 
(Chang 1983)，且此 2 種病毒可以透過種子傳

播，造成更廣泛的危害。我國之長豇豆健康種

子繁殖制度已行之有年，大幅阻絕病毒危害 
(Chang et al. 1994)。以往危害敏豆的病毒只

有零星發生的 CMV，敏豆的病毒病害並不

常見。近年的調查僅確知長豇豆與敏豆受到

CpMMV 危害 (Chang et al. 2013)，接種測試

寄主範圍的試驗中，CpMMV 也感染花生、紅

豆、皇帝豆、黃豆與豌豆等台灣常見作物，但
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圖 5.　以西方漬染法偵測採集自屏東縣、台南縣及

嘉義縣的長豇豆樣本是否感染豇豆微斑駁病毒。

Fig. 5.　Detection of cowpea mild mottle virus (Cp-
MMV) on infected asparagus bean plants by Western 
blotting. Antiserum against CpMMV coat protein was 
used to react with the crude saps extracted from the as-
paragus bean samples collected from Pingtung, Tainan 
and Chiayi Counties.

M 1 2 D H(bp)
3,000
2,000
1,500
1,000

500
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圖 6.　利用 potyviruses 的簡併式引子 (Hrp5/Pot1) 進
行 RT-PCR 偵測豇豆樣本的增幅產物分析：豆類普

通嵌紋病毒為正對照，增幅 1.3 kb DNA 產物 (D)；
豇豆微斑駁病毒增幅 1.0 kb DNA 產物 (1, 2)；未感

染的豇豆樣本為健康對照 (H)。
Fig. 6.　Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) with degenerate primers of potyviruses 
(Hrp5/Pot1) to detect cowpea mild mottle virus (Cp-
MMV). Products of 1.3 kb DNA amplified from total 
DNA of bean common mosaic virus (BCMV) infected 
asparagus bean plant shown in lane D and 1.0 kb DNA 
amplifi ed from cowpea mild mottle virus (CMMV) in-
fected asparagus bean samples shown in lanes 1 and 2. 
Non-infected asparagus bean samples as healthy control 
shown in lane H.
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尚未在長豇豆與敏豆以外之豆科作物發現此一

病毒。可能是田間病徵輕微被忽略，或是發生

地點距離遠而躲過此病害，例如 CpMMV 常

見於中部栽種的敏豆，高雄種植敏豆尚未測

到此病毒。因此，栽培地區不同也可能限制

CpMMV 在其他豆類上之擴散。CpMMV 自然

感染的寄主雖以豆科植物為主，但國外也有自

然感染非豆科的番茄 (Brunt & Philips 1981)、 
茄子 (Mansour et al. 1998)、木瓜 (Mumo et al.  
2020) 及芡歐鼠尾草 (Celli et al. 2016) 的報

告，因此 CpMMV 在粉蝨密度高的台灣的發

生擴展值得密切注意。

CpMMV 可以經由機械及媒介昆蟲粉蝨傳

播，但一直未有明確證據證明 CpMMV 可以經
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圖 7.　豇豆微斑駁病毒鞘蛋白基因親緣關係分析之樹狀圖。

Fig. 7.　Phylogenetic relationship of coat protein gene of cowpea mild mottle virus (CpMMV). The tree was gener-
ated by neighborhood-joining method. The numbers at the nodes indicated the levels of bootstrap support based on a 
neighborhood-joining bootstrap analysis of 1,000 replications.
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由種子傳播 (King et al. 2011)，直到 Barreto 
da Silva et al. (2020) 證明巴西的分離株感染

特定品種大豆，病毒可經由種子傳播。種子傳

播可大幅增加病毒遠距離傳播的能力。試驗中

亦收集接種 CpMMV-V 之綠豆與長豇豆和帶有

CpMMV-P 之紅豆與敏豆的種子，各播種 200
顆種子測試發芽苗是否帶毒，試驗中並未測出

病株。台灣分離株初步未觀察到可經由種子傳

播，但 4 種作物均只各測試 1 個品種，台灣分

離株是否種傳仍需要更廣泛測試。

台灣 2 分離株在寄主測試中可感染多數測

試豆類，但除了敏豆之外，多數病徵輕微，容

易被忽略。一旦在某豆科植株上帶有此病毒，

就很容易藉由媒介昆蟲粉蝨在短時間內快速的

散播開來，而造成大規模的蔓延，如中部地區

在敏豆上造成之危害。本研究已建立的抗血清

檢測方法如 ELISA，提供調查利器，藉由更多

田間調查可以瞭解 CpMMV 在台灣不同豆科

作物發生情形，作為建立防治策略之基礎。
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Identification and Biological Characteristics of Cowpea 
Mild Mottle Virus in Taiwan

Ying-Huey Cheng1,*, Chin-Chih Chen1, Lan-Yi Chien2, and Chin-An Chang3

Abstract

Cheng, Y. H., C. C. Chen, L. Y. Chien, and C. A. Chang. 2021. Identification and biological 
characteristics of cowpea mild mottle virus in Taiwan. J. Taiwan Agric. Res. 70(1):67–79.

Sample plants of asparagus bean and French bean bearing putatively viral symptoms were 
found in vegetable gardens in Chiayi and Nantou Counties, Taiwan. The symptomatic plants were me-
chanically inoculated to Chenopodium quinoa and two virus isolates, cowpea mild mottle virus (Cp-
MMV)-V and CpMMV-P, were isolated after 3 times of single lesion isolation. The virus sources were 
established by inoculating local lesions to C. quinoa or Nicotiana benthamiana. By back-inoculation, 
plants of asparagus bean and French bean developed symptoms similar to those found in the field. 
When two isolates were inoculated on other legume crops, there was no obvious dwarfing or stunting 
in the whole plant, but some mild symptoms such as mottle and yellow spots can be seen on leaves. 
CpMMV has not been detected to be transmitted through seeds by growing out test. Total RNAs 
extracted from diseased asparagus bean and French bean used as templates, and reverse transcrip-
tion-ploymerase chain reaction were performed with degenerate primers for potyviruses (Hrp5/Pot1). 
Unexpectedly, an 1 Kb of DNA product was amplified. Comparing with gene sequences on GenBank, 
sequences of this amplified DNA includes part of the 3’end of the coat protein gene of CpMMV. The 
complete coat protein gene was cloned with specific primers based on the reported sequences and then 
for sequence analysis. The coat protein gene of CpMMV-V (JX070669) and CpMMV-V (JX020701) 
shared 88.8% and 97.6% sequence identities of nucleotide and amino acid, respectively. Comparing 
with other coat protein genes of CpMMV, the nucleotide sequence identity is 98.7–75.7%, and the 
amino acid sequence identity is 97.9–91.3%. Electron micrographs showed that carlavirus-like parti-
cles were found in the leaf dips of infected asparagus bean and French bean samples. The coat protein 
obtained by partially purified viral particles and through sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) was used for antiserum preparation. The antiserum was available for 
Western blot and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), especially are suitable for field de-
tection and investigation. Therefore, we found that CpMMV is commonly infected French bean in 
middle Taiwan. In addition to asparagus bean and French bean, whether CpMMV affects other legu-
minous crops needs more investigation.

Key words: Cowpea mild mottle virus (CpMMV), Coat protein, Antisera.
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