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摘  要 

 
感染朱槿(Hibiscus rosa-sinensis L.)的菸嵌病毒屬病毒(Genus Tobamovirus)近

來在國外陸續被報導，分析其寄主範圍、血清反應及鞘蛋白(coat protein, CP)和
移動蛋白(movement protein, MP)基因的核苷酸序列等特性，顯示感染朱槿的桿狀

病毒為 Tobamovirus屬的新種病毒。台灣地區也曾有朱槿受疑似菸嵌病毒感染之
記錄。本研究針對感染台灣地區朱槿的菸嵌病毒之寄主範圍、血清親緣關係及鞘

蛋白和移動蛋白等基因的核苷酸序列等特性進行進一步之分析。試驗結果顯示感

染台灣地區朱槿的桿狀病毒與 Tobamoviruses 有血清類緣關係。在 CP 和 MP 的
核苷酸序列及胺基酸序列上與 Hibiscus latent Singapore virus (HLSV)有高達 98%
的相似度; 而與 Hibiscus latent Fort Pierce virus (HLFPV)則僅有 71%的相似度。
本研究之結果顯示台灣地區所分離之朱槿菸嵌病毒為 HLSV的一個分離株。 
 

 

緒  言 

 
朱槿 (Hibiscus rosa-sinensis L.)為台灣常見之園藝作物，應用於籬笆及盆栽

種植。先前研究指出造成朱槿葉片葉脈黃化及嵌紋病徵是由疑似菸嵌病毒感染所

引起(6)，利用雙向免疫擴散法分析此病毒與菸草鑲嵌病毒(Tobacco mosaic virus)
及齒舌蘭輪斑病毒(Odontoglossum ringspot virus)無血清學之關係。 

菸嵌病毒屬病毒為桿狀單股正極 RNA病毒，長寬約 300 × 18 nm，核酸基因
體長為 6.4-6.6 kb，5’端具有 cap構造，3’端形成類似 tRNA結構，整個病毒基因
體包含四個開放轉譯架構(open reading frames, ORFs)，5’端第一個開放轉譯架構
可分別轉譯出兩個蛋白產物，分子量為 125-130 kDa及另一個通讀轉譯所產生之
較大分子量 180-190 kDa的蛋白，這兩個基因產物為病毒複製時所需之酵素。另
兩個開放轉譯架構則分別轉譯出移動蛋白(movement protein, MP)及鞘蛋白(coat 
protein, CP)(15)。菸嵌病毒屬病毒依其基因體位置及病毒顆粒組裝起點區分為兩大

群(10)，第一群病毒的包裝起點位於移動蛋白之開放轉譯架構，並可感染茄科植
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物，第二群病毒的包裝起點位於鞘蛋白之開放轉譯架構，並可感染葫蘆科植物，

但依據核酸序列比對及MP及 CP組成的歧異度證實第三群病毒的存在，不同於
前述兩群病毒，並可感染十字花科植物(3)。 

近年來，已有兩個感染朱槿之菸嵌病毒於新加坡及美國加州相繼被報導，為

Hibiscus virus S (HVS)(21)及 Florida hibiscus virus (FHV)(1)，之後被正式命名為

Hibiscus latent Singapore virus (HLSV)及 Hibiscus latent Fort Pierce virus 
(HLFPV)(2, 12, 23)，兩者的鞘蛋白核酸相同度為 68%，胺基酸相同度為 73%，是同
屬於菸嵌病毒屬但不同種之病毒(1)，此外，HLSV 及 HLFPV 與其他菸嵌病毒屬
病毒之外鞘蛋白核酸相同度只有 45-53%，胺基酸相同度只有 37-57% (1, 21)，根據

此結果顯示，菸嵌病毒屬感染錦葵科植物的第四群病毒已被確立(1)。 
本研究針對在台灣地區感染朱錦的菸嵌病毒之血清親緣關係與CP及MP的

序列比對進行分析，結果顯示此病毒為 HLSV之分離株。 
 

 

材料與方法 

 

病毒來源及植物材料 

採集中興大學校園內朱槿植株表現葉脈黃化及嵌紋病徵之葉片材料，罹病組

織磨碎後，以粗汁液機械接種於奎藜(Chenopodium quinoa Willd.)葉片，產生之單
斑經三次單斑分離後，接種於奎藜作為供試材料。寄主範圍之測定以奎藜病葉粗

汁液機械接種於茄科、葫蘆科、十字花科及錦葵科等指示植物。 
 
病毒純化及核酸萃取 
病毒純化及核酸萃取依據 Chapman(5)之方法進行。罹病奎藜葉片以磷酸緩衝

液(0.2 M, pH 7.2)磨碎，並以 8% PEG 6000沉降，再利用 10-40%蔗糖梯度離心純
化病毒。病毒核酸係利用酚/氯仿萃取及酒精沉降由純化之病毒顆粒中獲得。 
 
蛋白膠體電泳分析 
病毒鞘蛋白之分子量測定參考前人方法(13)，利用 12% SDS-PAGE進行膠體

電泳分析。 
 
血清製備及免疫分析 
血清之製備係以 0.5 mg純化之病毒與完全佐劑充分乳化後，肌肉注射於紐

西蘭白兔，一週後改以不完全佐劑與 0.5 mg純化之病毒充分乳化後，每週注射
一次，共三次，之後採血並獲得抗血清。HLSV 及 HLFPV 為 Dr. S. 
Adkins(USHRL-ARS-USDA, Fort Pierce, Florida, USA)及 Dr. S. M. Wong(National 
Singapore University, Singapore, Republic of Singapore)提供，TMV、ORSV 及



Cucumber green mottle mosaic virus(CGMMV)之血清由農試所張清安博士提供。 
純化病毒經 SDS-PAGE電泳後轉漬於硝化纖維膜，與稀釋 2000倍之菸嵌病

毒專一性血清或 IgG 反應，並以 NBT(nitroblue tetrazolium chloride)及
BCIP(5-bromo-4-chloro3-indoylphosphate ρ-toluidine salts)進行呈色反應(8)。 
 
反轉錄聚合酶連鎖反應(RT-PCR) 

依據已發表之 HLSV CP及 MP基因核酸序列(AF395898及 AF395899)來設
計引子對，CP 基因上游引子序列為 5’-CCATGCCTTACCTTAA-3’，下游引子序
列為 5’-GGTTACGTTGTAGTAG-3’，預期增幅之片段大小為 492 bp，MP基因上
游 引 子 序 列 為 5’-CCATGAGTCTTAATCTGGC-3’ ， 下 游 引 子 序 列 為
5’-CCTTAAGGTAAGGCATCGC-3’，預期增幅之片段大小為 849 bp。以病毒核酸
作為模板再加入下游引子，利用MMLV反轉錄酵素(Epicentre, Madison, WI, USA)
合成第一股 cDNA，聚合酶連鎖反應增幅 cDNA依下列條件進行之：首先於 94 ℃ 
變性反應 3分鐘，再進行 32個循環反應，每一個循環反應為 94 ℃變性反應 50
秒，55 ℃黏合反應 50秒，72 ℃延長聚合反應 1分鐘，最後再於 72 ℃進行延長
聚合反應 7分鐘。PCR反應產物以瓊脂膠體電泳法分析，經 ethidium bromide染
色，以紫外光照射判讀 DNA條帶的大小。 
 
鞘蛋白及移動蛋白基因之選殖及定序 
將預期大小片段之 PCR產物利用 pCR® 2.1-TOPO®載體(Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)進行選殖，選殖到之轉殖株以小量質體抽取方法(4, 20)抽取質體 DNA，
再利用 automatic DNA sequencing system(ABI3730； Perkin-Elmer Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA)進行解序，確認選殖片段之正確性。利用
SeqWeb Version 2.02 軟體 Web-based Sequence Analysis (GCG® Wisconsin 
Package®, Accelrys Inc. CA, USA)轉譯胺基酸序列。核酸及胺基酸序列利用
SeqWeb Version 2.02之 BestFit及 PileUp program進行分析比對。 
 
演化分析 
利用 PHYLIP version 3.5c(9)的 Neighbor-Joining program分析 19種菸嵌病毒

之 CP及MP基因。遺傳距離利用 PRODIST program計算而得，並利用 SEQBOOT
及 CONSENSE program產生演化樹。 

 
 

結  果 

 

病毒及寄主範圍 
以罹病朱槿組織粗汁液機械接種於奎藜及紅藜(Chenopodium amaranticolor)



皆產生局部感染之病斑，奎藜接種 4-5天後接種葉片產生兩種不同型態之單斑，
褪綠(chlorotic)及黃化(yellowish)，褪綠病徵初期為褪綠，之後轉為壞疽斑點；黃
化病斑則仍維持黃化而不產生壞疽現象。此兩種病徵的單斑分別經過三次單斑分

離，獲得朱槿病毒 chlorotic分離株(Hibiscus virus-chlorotic isolate, HV-Ch)及朱槿
病毒 yellowish分離株(Hibiscus virus-yellowish isolate, HV-Y)。並非所有接種的植
物皆會感染 HV-Ch及 HV-Y，僅錦葵科、藜屬及菸草屬對此病毒較為感病(表一)。 
本實驗中 HV-Ch 及 HV-Y 皆會系統性感染所測試之錦葵科植物，但感病程

度依不同植物而有所差異，一般而言，接種葉接種 10-14天後系統性感染的病徵
相當輕微，病斑發展由深紅色到紫色。令人注意的是 HV-Ch 及 HV-Y 皆會感染
菸草 Nicotiana benthamiana、N. rustica及 N. tabacum的接種葉，但不會造成系統
性感染，病毒僅在菸草接種葉造成輕微嵌紋病徵，上位葉則無病徵。並利用酵素

連結免疫分析(ELISA)及回接奎藜確認病毒確實感染接種葉但無感染上位葉。 
 

SDS-PAGE電泳及免疫轉漬分析 
純化病毒經膠體電泳分析，結果顯示此病毒有一約 18 kDa的主要條帶，較

TMV之 CP分子量(17.5 kDa)大。免疫轉漬分析結果指出此蛋白條帶為朱槿病毒
之鞘蛋白(圖一)，HLSV、HLFPV、CGMMV及 TMV血清與 HV-Ch及 HV-Y蛋
白有程度不一之血清反應，可知 HV-Ch 及 HV-Y 確為菸嵌病毒屬的一員，且這
兩個分離株皆與 HLSV和 HLFPV血清有強烈反應。 

 
序列分析 
病毒 CP 及 MP 基因的 cDNA 經選殖後進一步解序，其 HV-Ch 及 HV-Y 的

CP基因都有 492個核苷酸，轉譯出 164個胺基酸，蛋白分子量為 18.2 kDa；MP
基因有 849 個核苷酸，轉譯出 283 個胺基酸，蛋白分子量為 31 kDa。將 CP 及
MP 基因序列分別與 HLSV、HLFPV、TMV、ORSV 及 CGMMV 進行序列比對
分析，HV-Ch及 HV-Y的 CP與MP與其他非感染錦葵科之菸嵌病毒序列比對後，
具有低於 65% (54.99-64.96%)及 60% (53.5-59.6%)之核酸相同度(表二)，在胺基酸
層次則低於 46% (41.77-45.91%)及 32% (29.33-32.04%)之相同度(表三)。但與感染
錦葵科植物之菸嵌病毒則有高於 71%的核酸及胺基酸相同度，CP及MP與HLSV
更有高達 99%之相同度，結果顯示 HV-Ch及 HV-Y為 HLSV之分離株。演化樹
之產生依據 17個不同菸嵌病毒之 CP及 MP的胺基酸序列經程式分析後而得(圖
二)。 

HV-Ch 及 HV-Y 的 CP 和 MP 序列都以登載於 Genbank 資料庫，accession 
number為 AY546633、AY546634 、AY546635及 AY546636。 

 
 

討   論 



 

朱槿植物感染似菸嵌病毒，呈現葉脈黃化及嵌紋病徵在台灣已發現許多年
(6)，利用血清學方法與其他菸嵌病毒比較，指出此病毒為一新種菸嵌病毒(6)。在

本實驗中，以生物學、血清學及分子層次分析此導致朱槿葉脈黃化嵌紋病徵的菸

嵌病毒為 Hibiscus latent Singapore virus (HLSV)的台灣分離株。 
依據基因體組成及病毒顆粒組裝起點(origin of virion assembly, OAS)可將菸

嵌病毒區分為兩大群(10)，第一群病毒(感染茄科植物)的 OAS 位於移動蛋白之開
放轉譯架構，第二群病毒(感染葫蘆科植物)的 OAS位於鞘蛋白之開放轉譯架構，
第三群病毒(感染十字花科植物)因其核酸序列的差異及 CP 與 MP 的基因體組成
差異與一、二群不同而另成一群。感染朱槿的菸嵌病毒是在亞洲及美國新發現的

病毒，與其他菸嵌病毒明顯不同(1, 2, 6, 21, 23)。HLSV(21)及 HV-Ch(結果未出示)的 CP 
ORF上有一段(GXX)n-rich序列，指出亞洲地區感染朱槿之菸嵌病毒為第二群菸
嵌病毒的一員，但其 CP基因與其他菸嵌病毒在核酸及胺基酸層次上只有 50%相
似度，寄主範圍也受限於錦葵科及藜科植物，所以 HLSV及 HLFPV被歸類於菸
嵌病毒屬感染錦葵科植物的新的一群病毒(1)。 

由於目前缺少無病毒感染的朱槿植株，尚無法進行回接試驗。一般在台灣地

區田間觀察到罹病朱槿的病徵都較 HLSV或 HLFPV單獨感染時明顯且嚴重，環
境因素及植物植齡等因素對於病徵表現都有很大的影響，亦有可能複合感染不同

分離株或其他病毒，如另一個在台灣發現可感染朱槿之病毒 Hibiscus chlorotic 
ringspot virus(HCRSV)(16)。 
罹病朱槿組織粗汁液機械接種於奎藜後，產生不同型態之單斑病徵，顯示田

間朱槿可能受到多種菸嵌病毒分離株的感染。目前已知 126/183 kDa基因會破壞
植物葉綠體生成，阻礙葉綠素的合成，導致葉片出現黃化嵌紋病徵，而引起壞疽

病徵則與 CP相關(7, 11, 18, 19)，HV-Ch及 HV-Y的 CP基因序列比對結果完全一樣，
顯示 126/183 kDa 基因是影響單斑形成及型態的主要因子。本實驗中 HV-Ch 及
HV-Y之全長度基因體核酸已解序完成。 

以免疫轉漬法分析此朱槿菸嵌病毒與其他菸嵌病毒之血清親緣關係，

TMV(第一群)及 CGMMV(第二群)血清與感染朱槿的病毒有微弱反應，而朱槿病
毒之血清則與 CGMMV 病毒沒有血清反應，故菸嵌病毒屬病毒之間的血清學關
係可能視其試驗方法不同而有所差異。 
菸嵌病毒容易經由機械、嫁接及植物間相互接觸而傳播，而朱槿多是以扦插

繁殖，因此很容易造成病毒的散佈，使用無污染的剪枝工具進行修剪或無性繁殖

是防止病毒傳播的有效方法，將剪枝工具設備浸泡於 10%氯水及 20%脫脂奶粉
中，可有效防止 HLFPV傳播並感染朱槿(12)。 
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表一、朱槿病毒(HV-Y和 HV-Ch分離株)之寄主範圍測定。 
Table 1. Reactions of experimental plants after mechanical inoculation with hibiscus 
virus (strains HV-Y and HV-Ch) 

Reactions* 
Plant 

Inoculated leaves Upper leaves 
Chenopodiaceae   

Chenopodium amaranticolor LL / 
C. quinoa LL / 

   
Malvaceaea   

Abelmoschus esculentus MM and DRS MM 
Gossypium hirsutum MM and DRS MM 
Hibiscus cannabinus MM MM 
H. sabdariffa MM MM 

   
Solanaceae   

Nicotiana benthamiana MM / 
N. rustica MM / 
N. tabacum MM / 

   
*, LL: local lesion; MM: mild mosaic; DRS: dark red spot; /: no infection. 
 
 
 



表二、朱槿病毒 HV-Ch 及 HV-Y 分離株之鞘蛋白與移動蛋白基因與部分菸嵌病
毒核酸序列之比較。 
Table 2. Comparisons of homology (%) of nucleotide sequences of coat protein (CP) 
and movement protein (MP) genes of HV-Ch and HV-Y with some tobamoviruses 
       HV-Ch      HV-Y 
  CP MP   CP MP  

HV-Ch  - -  100  99.76  
HV-Y  100 99.76   - -  
HVS  99.39 98.94   99.39  99.18   
FHV  71.82  71.26  71.82  71.69  
CGMMV  54.99  53.52   54.99 53.52   
TMV  61.09  57.69   61.09 57.69  
ORSV  64.96  59.60   64.96 59.60  

 
 
 
 
 
 
表三、朱槿病毒 HV-Ch及 HV-Y分離株之鞘蛋白與移動蛋白基因與部分菸嵌病
毒胺基酸序列之比較。 
Table 3. Comparisons of homology (%) of deduced amino acid sequences of coat 
protein (CP) and movement protein (MP) of HV-Ch and HV-Y with some 
tobamoviruses 
       HV-Ch      HV-Y 
  CP MP   CP MP  

HV-Ch  - -  100 99.29  
HV-Y  100 99.29  - -  
HVS  100 98.94  100  99.65  
FHV  76.92 82.97  76.92  82.97  
CGMMV  45.91 31.94  45.91 31.94  
TMV  41.77 31.55  41.77 32.04  
ORSV  41.83 29.33  41.83 29.33  

 
 
 
 

 



 

 
 
 
圖一、朱槿病毒與部分菸嵌病毒屬成員之鞘蛋白免疫轉漬分析。行 1,2,和 3分別
是 CGMMV, HV-Y和 HV-Ch病毒; 列 A, B, C, D, E分別為 HV-Y, HLSV, HLFPV, 
CGMMV和 TMV抗血清處理的轉漬膜。 
Fig. 1. Immuno-blotting of purified tobamoviruses CGMMV (1), HV-Y (2), and 
HV-Ch (3). Viral coat proteins were probed with polyclonal antibodies of HV-Y (blot 
A), HLSV (blot B), HLFPV (blot C), CGMMV (blot D), and TMV (blot E).  
 



 
A 
 

 
B 

 

圖二、朱槿病毒移動蛋白(A)及鞘蛋白(B)之胺基酸序列與其他菸嵌病毒屬成員比
對之親緣關係樹狀圖。 
Fig. 2. Phylogenetic tree based on deduced amino acid sequence comparisons of 
movement protein (A) and coat protein (B) showing the relationship of HV-Y and 
HV-Ch to other nineteen tobamoviruses. Values at the forks indicate the numbers of 
times out of 1000 tree that this grouping occurred after bootstrapping the data. The 
scale bar shows distances at substitutions per base. 


