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　 　 摘要：　 为明确江苏省南京地区植株叶片表现斑驳症状的辣椒病毒病病原，针对性地开展该病的防治工作提

供理论依据。 ２０１４ 年，我们对江苏省南京地区辣椒病毒病发生情况进行了调查，采集了 ７０ 份表现斑驳症状的叶片

样品，通过提取样品总 ＲＮＡ，分别用烟草花叶病毒属的简并引物 Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ１ ／ Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ２ 和辣椒轻斑驳病毒的特异性引

物 ＰＭＭｏＶ⁃Ｆ ／ ＰＭＭｏＶ⁃Ｒ 进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分子检测，经序列测定、ＢＬＡＳＴ 分析和 ＭＥＧＡ６ 系统进化分析对病原进行鉴

定。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，在 ７０ 份样品中，６１ 份样本扩增到 ８０４ ｂｐ （烟草花叶病毒属病毒）和 ５７６ ｂｐ （辣椒轻斑驳病

毒）的预期目的片段，检出率高达 ８７．１４％；序列 ＢＬＡＳＴ 分析结果显示，样品病毒与辣椒轻斑驳病毒的同源性最高

（＞９８􀆰 ３％），暗示其为 ＰＭＭｏＶ；ＭＥＧＡ６ 系统进化分析表明南京的辣椒病毒病病原属于 ＰＭＭｏＶ。 ２０１４ 年江苏省南

京地区植株叶片表现斑驳症状的辣椒病毒病病原为烟草花叶病毒属的辣椒轻斑驳病毒，该病毒近年来在江苏首次

发现。
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　 　 辣椒是中国重要的蔬菜作物，常年栽培面积为

１．３３×１０６ ｈｍ２，在蔬菜的周年供应中起着重要的作

用。 由于辣椒种植面积广，栽培品种多，辣椒上的病

毒种类也很多，国外报道至少有 ４５ 种病毒可以侵染

辣椒引起危害［１］，中国早前有报道的病毒包括烟草

花叶病毒（ＴＭＶ）、黄瓜花叶病毒（ＣＭＶ）、马铃薯 Ｙ
病毒（ＰＶＹ）、马铃薯 Ｘ 病毒（ＰＶＸ）、烟草蚀纹病毒

（ＴＥＶ）、苜蓿花叶病毒（ＡＭＶ）、蚕豆萎蔫病毒（ＢＢ⁃
ＷＶ）和烟草脆裂病毒 （ ＴＲＶ） 等，其中以 ＴＭＶ 和

ＣＭＶ 最为普遍［２］。 ２０１３ 年姚玉荣等［３］ 对广东、海
南等地的辣椒病毒病进行调查时发现当地的病毒以

黄瓜花叶病毒和辣椒轻斑驳病毒（ＰＭＭｏＶ）为主，伴
有少量的马铃薯 Ｙ 病毒、马铃薯 Ｘ 病毒等。

江苏省辣椒常年栽培面积在 ８．００×１０４ ｈｍ２ 以

上，特别是近年来随着设施栽培技术的推广，辣椒的

种植面积也在不断扩大，随之也出现了一些新的病

毒病。 ２０１４ 年 ６－１１ 月，我们在对江苏省南京市辣

椒作物上的病毒病进行调查时发现，一种叶片表现

斑驳症状的辣椒病毒病在田间非常常见，危害也相

对较为严重，对此我们对其进行分子诊断。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 供试病毒样品 　 辣椒病样为 ２０１４ 年 ６－１１
月采自江苏省南京市表现出斑驳症状的辣椒叶片，
样品采集后保存于－７０ ℃冰箱，对照为防虫温室里

培育的健康辣椒苗叶片。
１．１．２　 试剂 　 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自北京康为世纪生

物技术有限公司，反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ

Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 ＤＮＡ ＬＡ Ｔａｑ 酶购自宝生物工程（大
连）有限公司（ＴａＫａＲａ），氯仿、异戊醇等其他试剂均

为国产分析纯试剂。 吸头、离心管等用 ０．１％ ＤＥＰＣ
水浸泡过夜后，高压灭菌。
１．２　 方法

１．２．１ 　 引物设计 　 根据已报道烟草花叶病毒属

（Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ）成员的序列，分别设计 ３ 对引物：烟草

花叶病毒属简并引物 Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ１ （ ５′⁃ＡＴＴＴＡＡＧＴＧ⁃
ＧＡＳＧＧＡＡＡＡＶＣＡＣＴ⁃３′） 和 Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ２ （ ５′⁃ＧＴＹＧＴＴ⁃
ＧＡＴＧＡＧＴＴＣＲＴＧＧＡ⁃３′），扩增病毒外壳蛋白基因及

部分运动蛋白基因，目的片段约 ８００ ｂｐ［４］；烟草花

叶病毒特异引物 ＴＭＶ⁃Ｆ（５′⁃ＴＴＣＴＴＧＴＣＡＴＣＡＧＣＧＴ⁃
ＧＧＧＣＣＧＡ⁃３′） 和 ＴＭＶ⁃Ｒ （ ５′⁃ＡＡＧＴＴＧＣＡＧＧＡＣ⁃
ＣＡＧＡＧＧＴＣＣＡ⁃３′），扩增病毒外壳蛋白基因，目的

片段 约 ４４０ ｂｐ［５］； 辣 椒 轻 斑 驳 病 毒 特 异 引 物

ＰＭＭｏＶ⁃Ｆ （ ５′⁃ＡＧＡＡＣＴＣＧＧＡＧＴＣＡＴＣＧＧＣ⁃３′） 和

ＰＭＭｏＶ⁃Ｒ （ ５′⁃ＧＡＧＴＴＡＴＣＧＴＡＣＴＣＧＣＣＡＣＧ⁃３′）， 扩

增病毒外壳蛋白基因，目的片段约 ５８０ ｂｐ［６］，分别

用于烟草花叶病毒属成员的检测及 ＴＭＶ 和 ＰＭＭｏＶ
的特异性检测。 引物委托英潍捷（上海）贸易有限

公司合成。
１．２．２　 病毒 ＲＮＡ 的提取　 取 ０．０５～ ０􀆰 １０ ｇ 病叶于

已灭菌的 ２ ｍｌ 进口离心管中，加液氮迅速充分研磨

成粉状，加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 混合，室温放置 ５
ｍｉｎ。 加 ２００ μ 氯仿、异戊醇混合液（氯仿 ∶ 异戊

醇＝ ２４ ∶ １，体积比），手摇剧烈震荡 １５ ｓ，室温放置

２～３ ｍｉｎ 后，４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ。 取上清

液至 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，加等体积的冰异丙醇，混匀，
－２０ ℃冰箱放置 ２０ ｍｉｎ 以上。 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离
心 １０ ｍｉｎ 后弃上清液，用 ｌ ｍｌ ７５％ 乙醇 （ ０􀆰 １％
ＤＥＰＣ 水配制）洗沉淀 ２ 次，每次洗涤后 ４ ℃ ５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ。 弃上清液，超净台中风干，将 ＲＮＡ
溶于 ３５ μｌ ０􀆰 １％ ＤＥＰＣ 水中，检测 ＲＮＡ 的含量和质

量后，－２０ ℃ 保存备用，同时提取健康辣椒叶片总

ＲＮＡ 作为阴性对照。
１．２．３　 病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 ｃＤＮＡ 合成：以提纯总

ＲＮＡ 为模板，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒

反转录合成病毒的 ｃＤＮＡ 第 １ 条链。 ＲＴ 反应体系：
在 １０ μｌ 反转录反应体系中，ＰＣＲ 管中加入 ５×Ｐｒｉ⁃
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，加入含 ５００ ｎｇ
体积的 ＲＮＡ，用 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ 超纯水补足到 １０ μｌ。
轻轻混合，３７ ℃ １５ ｍｉｎ，８５ ℃ ５ ｓ，反应结束后，将反

转录产物－２０ ℃冰箱中保存。
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ＰＣＲ 的扩增体系：在 ２５ μｌ ＰＣＲ 反应体系中，加
入１０× Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌ， ＭｇＣｌ２ １􀆰 ５ μｌ， ｄＮＴＰ２􀆰 ０ μｌ ，
ｃＤＮＡ产物 １ μｌ，特异性上下游引物各 １ μｌ，超纯水

１５􀆰 ８ μｌ，ＬＡ Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ２ μｌ。 ＰＣＲ 反应过程为 ９５ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ４５ ｓ，４９ ℃（Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ１ ／ Ｔｏｂ⁃
Ｕｎｉ２）或 ５９ ℃ （ＴＭＶ⁃Ｆ ／ ＴＭＶ⁃Ｒ）或 ５４ ℃ （ＰＭＭｏＶ⁃
Ｆ ／ ＰＭＭｏＶ⁃Ｒ）退火 ４５ ｓ，７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循

环，最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增结束后，取 ５ μｌ
ＰＣＲ 产物于 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳中检测扩增产

物，并用培清 ＪＳ⁃６８０Ｄ 全自动凝胶成像系统记录

结果。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ３：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；ＣＫ：健康辣椒样品阴性对照；１～２２：２２ 份感病辣椒样品。

图 ２　 用引物 Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ１ ／ Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ２ 得到的 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＰＣＲ ｗｉｔｈ Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ１ ／ Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ２

１．２．４　 序列测定及分析 　 序列测定委托金斯瑞生

物技术有限公司完成，序列分析使用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件

及 ＮＣＢＩ 网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ＢＬＡＳＴ ／
Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）上的 ＢＬＡＳＴ 程序进行，系统进化分析使用

ＭＥＧＡ６ 完成。

２　 结果与分析

２．１　 病害田间调查

２０１４ 年 ６－１１ 月，我们在对江苏省南京地区的

辣椒病毒病进行调查时发现一种斑驳类型的病毒

病在辣椒上非常常见，特别是在管理粗放的田块，
该病的发病率较高。 该病在辣椒上主要表现为叶

片不规则褪绿，伴有黄绿相间的斑驳、叶面凹凸不

平、皱缩，有时叶缘上卷（图 １），早期发病的植株

常常伴有矮缩症状，对果实产量影响较大，有些辣

椒品种的果实上也出现褪绿的斑驳，对果实的品

质产生影响。
２．２　 烟草花叶病毒属病毒检测

在辣椒上烟草花叶病毒属（Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ）病毒

感染常常造成叶片斑驳花叶等症状，为明确 ２０１４ 年

南京采集的样品中是否有 Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ 感染，我们对

采集到的病样用烟草花叶病毒属简并引物 Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ１

左为健康叶片；右为感病叶片。
图 １　 感病辣椒样品与健康辣椒样品的对比

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｐｐｅｒ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｐｅｐｐｅｒ ｓａｍｐｌｅ

和 Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ２ 进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，结果有 ６１ 份样品扩

增到 ８０４ ｂｐ 的预期目的片段（部分样品检测结果见

图 ２），表明南京地区 ２０１４ 年采集到的辣椒病样中

含有烟草花叶病毒属病毒。
２．３　 扩增片段的序列测定及分析

为了明确南京辣椒样品上烟草花叶病毒属（Ｔｏ⁃
ｂａｍｏｖｉｒｕｓ）的病毒类型，我们随机抽选 ５ 份样品进行

序列测定并进行同源性分析，发现它们同源性非常

高（＞９９􀆰 １％），说明它们可能是同一分离物。 序列

ＢＬＡＳＴ 分 析 结 果 显 示 其 与 辣 椒 轻 斑 驳 病 毒

（ＰＭＭｏＶ）的同源性最高（ ＞９８􀆰 ３％），暗示其可能是

ＰＭＭｏＶ 的 分 离 物。 将 本 试 验 测 定 序 列 与

Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ 代表性成员（表 １）及目前已测定基因组

序列的 ＰＭＭｏＶ 各分离物（表 ２）利用 ＭＥＧＡ６ 比对

后进行聚类分析，使用临近法 （ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ，
ＮＪ）、Ｋｉｍｕｒａ ２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型重建系统进化树（图
３），各个分枝的 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 置信度用１ ０００次自导复制

来评价。
由图 ３ 可以看出，ＰＭＭｏＶ 分离物可以分为 ３

簇：西班牙 Ｉａ 株系单独成为第 １ 簇（Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ），韩国

Ｋｒ 株系、日本 Ｉｗ 和日本 Ｌ４ＢＶ 株系聚于第 ２ 簇
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表 １　 本试验中所涉及的烟草花叶病毒属病毒序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ

登录号 病毒 株系 ／ 分离物 缩写

ＡＭ３９８４３６ Ｂｒｕｇｍａｎｓｉａ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ ２３７３ ＢｒＭＭＶ⁃２３７３

ＡＦ３２１０５７ Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｆｒｕｉｔ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ Ｉｓｒａｅｌ ＣＦＭＭＶ⁃ＩＳ

Ｄ１２５０５ Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ＳＨ ＣＧＭＭＶ⁃ＳＨ

ＡＦ３９５８９８ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｌａｔｅｎｔ Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ ｖｉｒｕｓ Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ ＨＬＳＶ⁃ＳＩＮ

ＡＪ２９５９４８ Ｋｙｕｒｉ ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ Ｃ１ ＫＧＭＭＶ⁃Ｃ１

Ｄ１３４３８ Ｏｂｕｄａ ｐｅｐｐｅｒ ｖｉｒｕｓ ＴＭＶ⁃Ｏｂ ＯｂＰＶ⁃ＴＭＶＯｂ

Ｘ８２１３０ Ｏｄｏｎｔｏｇｌｏｓｓｕｍ ｒｉｎｇｓｐｏｔ ｖｉｒｕｓ Ｋｏｒｅａ ＯＲＳＶ⁃ＫＯＲ

ＡＢ０８９３８１ Ｐａｐｒｉｋａ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ Ｊａｐａｎ ＰａＭＭＶ⁃ＪＰ

ＥＦ３７５５５１ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ Ｈｅｎａｎ ＲｈｅＭＶ⁃ＨＮ

ＡＭ０４０９５５ Ｓａｍｍｏｎｓ＇ｓ Ｏｐｕｎｔｉａ ｖｉｒｕｓ ＵＳＡ：Ａｒｉｚｏｎａ ＳＯＶ⁃ＡＺ

Ｍ３４０７７ Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｉｌｄ ｇｒｅｅｎ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ Ｃａｎａｒｙ Ｉｓｌａｎｄｓ ＴＭＧＭＶ⁃ＣＹ

Ｖ０１４０８ Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｖａｒｉａｎｔ １ ＴＭＶ⁃１

ＡＦ３３２８６８ Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ Ａｕｓｔｒａｌｉａ： Ｑｕｅｅｎｓｌａｎｄ ＴｏＭＶ⁃ＱＬＤ

Ｕ０３３８７ Ｔｕｒｎｉｐ ｖｅｉｎ⁃ｃｌｅａｒｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ＯＳＵ ＴＶＣＶ⁃ＯＳＵ

ＡＢ０１７５０３ Ｗａｓａｂｉ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ Ｓｈｉｚｕｏｋａ ＷＭｏＶ⁃Ｓｈｉｚｕｏｋａ

Ｕ３０９４４ Ｙｏｕｃａｉ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ＯＳＲＭＶ ＹＭｏＶ⁃ＯＳＲＭＶ

ＡＪ２９５９４９ Ｚｕｃｃｈｉｎｉ ｇｒｅｅｎ ｍｏｔｔｌｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ Ｋ ＺＧＭＭＶ⁃Ｋ

表 ２　 本试验中所涉及的辣椒轻斑驳病毒（ＰＭＭｏＶ）信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ （ＰＭＭｏＶ）

登录号 株系 ／ 分离物 寄主 国家 缩写

Ｍ８１４１３ Ｓ 辣椒 西班牙 ＰＭＭｏＶ⁃Ｓ

ＡＪ３０８２２８ Ｉａ 辣椒 西班牙 ＰＭＭｏＶ⁃Ｉａ

ＡＢ０６９８５３ Ｃ⁃１４２１（ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ） 日本 ＰＭＭｏＶ⁃Ｃ⁃１４２１

ＡＢ０００７０９ Ｊ 辣椒 日本 ＰＭＭｏＶ⁃Ｊ

ＫＪ６３１１２３ ＨＰ１ 辣椒 印度 ＰＭＭｏＶ⁃ＨＰ１

ＡＹ８５９４９７ ＣＮ 辣椒 中国 ＰＭＭｏＶ⁃ＣＮ

ＡＢ５５０９１１ ＢＲ⁃ＤＦ０１ 巴西 ＰＭＭｏＶ⁃ＢＲ⁃ＤＦ０１

ＡＢ２７６０３０ Ｌ４ＢＶ 辣椒 日本 ＰＭＭｏＶ⁃Ｌ４ＢＶ

ＡＢ２５４８２１ Ｉｗ 辣椒 日本 ＰＭＭｏＶ⁃Ｉｗ

ＡＢ１２６００３ Ｋｒ 韩国 ＰＭＭｏＶ⁃Ｋｒ

ＡＢ１１３１１７ ＴＰＯ⁃２⁃１９（ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ） 日本 ＰＭＭｏＶ⁃ＴＰＯ⁃２⁃１９

ＡＢ１１３１１６ Ｐａ１８（ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ） 日本 ＰＭＭｏＶ⁃Ｐａ１８

（Ｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩ）；日本 Ｃ⁃１４２１ 株系、日本 Ｊ 株系、日本

ＴＰＯ⁃２⁃１９ 株系、日本 Ｐａ１８ 株系、西班牙 Ｓ 株系、中
国 ＣＮ 株系、巴西 ＢＲ⁃ＤＦ０１ 株系及印度 ＨＰ１ 株系聚

于第 ３ 簇（Ｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩＩ）。 江苏南京 ２０１４ 年辣椒上检

测到的 ５ 个分离物分别聚类于第 ２ 簇及第 ３ 簇，其
中 ＮＪ１４⁃Ｃ１１⁃Ｔｏｂ⁃１、ＮＪ１４⁃Ｇ０７⁃Ｔｏｂ⁃２、ＮＪ１４⁃Ｇ０３⁃Ｔｏｂ⁃
１ 和 ＮＪ１４⁃Ｇ０８⁃Ｔｏｂ⁃２ 与日本的 Ｉｗ、Ｌ４ＢＶ 株系及韩

国的 Ｋｒ 株系的同源关系较近，共同聚类于第 ２ 簇；
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▲：本试验测定的序列；●：ＰＭＭｏＶ 中国分离物；各枝上的数字是 １ ０００ 次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 自导复制的置信度。
图 ３　 根据病毒核苷酸序列一致性构建的系统进化树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ

ＮＪ１４⁃Ｆ０２⁃Ｐ１ 与印度的 ＨＰ１ 株系及巴西的 ＢＲ⁃ＤＦ０１
株系同源关系较近，共同聚类于第 ３ 簇。 表明 ２０１４
年江苏南京地区辣椒上分离到的烟草花叶病毒属成

员为辣椒轻斑驳病毒。
２．４　 ＰＭＭｏＶ ／ ＴＭＶ 检测

利用辣椒轻型斑驳病毒的特异性引物 ＰＭＭｏＶ⁃
Ｆ 和 ＰＭＭｏＶ⁃Ｒ 对田间采集的 ７０ 份辣椒病样进行

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，结果 ６１ 份扩增出大小 ５７６ ｂｐ 的预期

目的片段，检测结果同简并引物 Ｔｏｂ⁃Ｕｎｉ１ 和 Ｔｏｂ⁃
Ｕｎｉ２ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果一致（部分样品检测结果

见图 ４）。 对其中代表性样品 ＰＣＲ 产物进行序列测

定，ＢＬＡＳＴ 序列分析结果显示，其序列与 ＰＭＭｏＶ 有

最高的同源性（９８％～ ９９％），表明检测到的病毒为

辣椒轻斑驳病毒。
鉴于该病的症状表现主要为斑驳花叶，在中国早

期的研究中发现烟草花叶病毒属典型成员———烟草

花叶病毒是侵染辣椒导致辣椒病毒病的重要病原，我
们也对田间采集的 ７０ 份病样用烟草花叶病毒的特异

引物 ＴＭＶ⁃Ｆ 和 ＴＭＶ⁃Ｒ 进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，结果都没

有扩增到目的条带，确定样品没有感染 ＴＭＶ。
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Ｍ３： Ｍａｒｋｅｒ；ＣＫ： 健康辣椒样品阴性对照；１～２２： ２２ 份感病辣椒样品。

图 ４　 引物 ＰＭＭｏＶ⁃Ｆ ／ ＰＭＭｏＶ⁃Ｒ 的 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＰＣＲ ｗｉｔｈ ＰＭＭｏＶ⁃Ｆ ／ ＰＭＭｏＶ⁃Ｒ

３　 讨 论

辣椒轻斑驳病毒（ＰＭＭｏＶ）为烟草花叶病毒属

（Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ） 的 （ ＋） ｓｓＲＮＡ 病毒，最早在美国发

现［７］，其后在德国、荷兰、英国、西班牙、保加利亚、
匈牙利、加拿大、澳大利亚、阿根廷等国均有报道，给
辣椒生产造成严重的危害［８］。 １９９４ 年，中国在新疆

辣椒上首次发现该病毒，目前此病毒已蔓延至海南

省等地区［３，９⁃１５］。 该病毒可以通过种子、植株摩擦汁

液传毒，在干燥的植物病残体上可存活 ２５ 年，带毒

的种子、感病植株和病土是重要的侵染来源［１５⁃１６］，
通过国外种子的引入和种质资源的频繁交流，
ＰＭＭｏＶ 不断蔓延，并且已经在一些地区上升为优势

病毒种类［３，１５］，成为温室和大棚辣椒的重要致病病

原之一［１］，因此在生产上要密切监测该病毒引起的

危害情况，加强种子检疫和脱毒处理，及时控制该病

毒的蔓延与扩散。
１９８６ 年报道南京郊区辣椒病毒病原主要为

ＴＭＶ、ＣＭＶ，次要为 ＰＹＶ、ＰＶＸ［１７］，１９９５ 报道中国六

省市辣（甜）椒病毒种群及其分布的研究中，江苏的

病原主要为 ＴＭＶ、ＣＭＶ，次要为 ＰＹＶ、ＰＶＸ、ＴＲＶ 和

ＢＢＷＶ［２］，随后辣椒病毒病病原的演变情况没有查

到相关的报道。 随着栽培技术的进步，环境的变化，
种子资源的交流，病毒的种类也会随之变化。 ２０１４
年，我们对南京地区采集的 ７０ 份辣椒病样的检测结

果显示，６１ 份样品中检出 ＰＭＭｏＶ（８７．１４％），暗示了

ＰＭＭｏＶ 已逐渐成为南京地区辣椒病毒病（斑驳症

状）的主要伴随病毒，之前辣椒上的优势病毒 ＴＭＶ
反而未检测到，鉴于该病毒近年来在中国的发生危

害逐渐蔓延，生产上应当特别关注。 对于本研究中

未检测到 ＰＭＭｏＶ 的 ９ 份病样，因其田间也表现斑

驳等症状，推测可能由其他病原侵染引起。
在对江苏南京地区 ２０１４ 年分离到的 ＰＭＭｏＶ

分离物进行序列分析时发现虽然他们有较高的序列

同源性，但是他们分别聚于不同的簇，因此他们有可

能属于不同的类型，而且 ５ 个分离物中除 ＮＪ１４⁃Ｆ０２⁃
Ｐ 外，其他 ４ 个在系统进化树上与中国之前报道的

北京分离物亲缘关系也相对较远，反而与韩国、日本

等地分离物的亲缘关系较近，暗示了南京地区

ＰＭＭｏＶ 的来源可能比较复杂。 同时由于辣椒上的

病毒病种类比较复杂，因此生产上不排除有复合侵

染的可能，我们对一些常见病毒的检测中也发现复

合侵染的现象，因此要明确辣椒上的病毒病种类需

要更大范围的样品普查及多种类型病毒的系统

调查。
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