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　 　 辣(甜)椒分布在全世界 ６０ 多个国家和地区ꎬ是重要的

经济作物[１] ꎮ 由于辣椒栽培面积大且品种多ꎬ所以辣椒上病

毒的种类多ꎮ 有报道指出ꎬ至少有 ４５ 种病毒侵染辣椒ꎬ其中

中国有 １５ 种[２] ꎬ常见的有烟草花叶病毒(ＴＭＶ)、黄瓜花叶

病毒(ＣＭＶ)、辣椒轻斑驳病毒(ＰＭＭｏＶ)等ꎮ ＰＭＭｏＶ 是烟草

花叶病毒属(Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ)的重要成员ꎬ受其侵染的辣椒叶片

皱缩、斑驳ꎬ果实变小、畸形ꎬ辣椒的光合作用、呼吸作用等受

到影响ꎬ进而影响辣椒的品质和产量[３￣４] ꎮ
海东市位于青海中部ꎬ随着设施栽培技术的普及ꎬ各种

蔬菜产业都得到了良好的发展ꎬ如乐都的长辣椒产业已成为

当地的一个特色产业[５] ꎮ ２０１４ 年ꎬ对青海省海东市乐都、互
助等地的设施蔬菜病毒病进行调查时发现辣椒叶片出现皱

缩、斑驳症状ꎬ个别棚室的发病率超过 ６０％ꎬ对生产影响较

大ꎮ 本研究拟采集病样ꎬ对其进行分子诊断ꎬ以期为明确青

海辣椒上病毒病的种类提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

于 ２０１４ 年 ６ 月底ꎬ采集青海省海东市表现出典型病症

的辣椒叶片ꎬ所有样品均保存于－７０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 引物设计　 利用已报道的扩增烟草花叶病毒属的简

并引物(Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ１ 和 Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ２) [６] 和扩增辣椒轻斑驳病毒的

特异引物(ＰＭＭｏＶＦ 和 ＰＭＭｏＶＲ) [７] 分别进行烟草花叶病毒

属成员检测和 ＰＭＭｏＶ 的特异性检测ꎬ引物序列见表 １ꎮ

８５９



表 １　 ＰＣＲ 反应引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

引物名称 　 　 　 引物序列(５′→３′) 片段大小
(ｂｐ)

Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ１ ＡＴＴＴＡＡＧＴＧＧＡＳＧＧＡＡＡＡＶＣＡＣＴ ８０４

Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ２ ＧＴＹＧＴＴＧＡＴＧＡＧＴＴＣＲＴＧＧＡ

ＰＭＭｏＶＦ ＡＧＡＡＣＴＣＧＧＡＧＴＣＡＴＣＧＧＣ ５７６

ＰＭＭｏＶＲ ＧＡＧＴＴＡＴＣＧＴＡＣＴＣＧＣＣＡＣＧ

１.２.２　 ＲＮＡ 的提取及 ＲＴ￣ＰＣＲ　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取植物总

ＲＮＡꎮ 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录试剂盒合成病

毒的 ｃＤＮＡ 第一条ꎮ ＲＴ 反应体系:５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓ￣
ｔｅｒ Ｍｉｘ ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌꎬ加入含 ５００ ｎｇ 体积的 ＲＮＡꎬ用 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ
ｄｄ Ｈ２Ｏ 补足至 １０ μｌꎬ轻轻混合ꎬ３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓꎬ保
存于－２０ ℃冰箱中备用ꎮ

ＰＣＲ 扩增体系:２５􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 反应体系ꎬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５
μｌꎬＭｇＣｌ２１􀆰 ５ μｌꎬｄＮＴＰ ２􀆰 ０ μｌꎬｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬ上下游引物各

１􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ １５􀆰 ８ μｌꎬＬＡ Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ２ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序:９５

℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 ４５ ｓꎬ４９ ℃ (Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ１ / Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ２)
或 ５４ ℃(ＰＭＭｏＶＦ / ＰＭＭｏＶＲ)退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５
个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 田间病株症状

２０１４ 年 ６ 月底ꎬ对青海省海东市乐都县、互助县等地的辣

椒大棚进行病害调查时发现ꎬ发病植株叶片表现出皱缩、褪绿

和斑驳等症状ꎮ 田间辣椒多呈点片状零星发病ꎬ病棚室的发

病率多在 ５％~２０％ꎬ个别棚室发病较严重ꎬ发病率超过 ６０％ꎬ
对辣椒产量影响较大ꎮ 鉴于该病症状与烟草花叶病毒属病毒

引起的病害类似ꎬ所以对采集的典型病样进行分子检测ꎮ
２.２　 烟草花叶病毒属病毒检测

对采集的 ５０ 份样品提取总 ＲＮＡꎬ用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录后ꎬ采用烟草花叶病毒属简并引物 Ｔｏｂ￣
Ｕｎｉ１ 和 Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ２ 进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ４４ 份样品中扩增到 ８０４
ｂｐ 的预期目的片段ꎬ部分样品检测结果(图 １)表明ꎬ病样被

烟草花叶病毒属成员感染ꎮ
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为 ＰＱＬ￣２￣Ｔｏｂ 的测序样品ꎮ
图 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果(Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ１ / Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ２)
Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ (Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ１ / Ｔｏｂ￣Ｕｎｉ２)

２.３　 序列测定及分析

为了明确辣椒样品上 Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ 的病毒类型ꎬ随机抽

选 ＰＱＬ￣１￣Ｔｏｂ 和 ＰＱＬ￣２￣Ｔｏｂ 进行序列测定ꎬ采用 ＢＬＡＳＴ 分

析ꎬ发现该病毒与辣椒轻斑驳病毒的同源性最高ꎬ说明其可

能是 ＰＭＭｏＶ 的分离物ꎮ
利用 ＭＥＧＡ６ 软件将本试验测定的样品序列与 Ｔｏｂａｍｏ￣

ｖｉｒｕｓ 的属代表性成员以及 ＰＭＭｏＶ 各分离物序列比对后进行

聚类分析ꎮ ＰＭＭｏＶ 分离物分为 ３ 个簇:西班牙 Ｉａ 株系单独

为第一簇(Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ)ꎬ韩国 Ｋｒ 株系和日本 Ｉｗ、Ｌ４ＢＶ 株系聚于

第二个簇(Ｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩ)ꎬ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 株系聚于第三簇(Ｃｌｕｓｔｅｒ
ＩＩＩ)ꎮ 辣椒病样检测到的 ＰＱＬ￣１、ＰＱＬ￣２ 分离物都聚类于第三

簇ꎬ与巴西 ＰＭＭｏＶ￣ＢＲ￣ＤＦ０１、中国 ＰＭＭｏＶ￣ＣＮ 及印度 ＰＭ￣
ＭｏＶ￣ＨＰ１￣ＫＪ 分离物的同源关系较近ꎬ说明青海海东辣椒上

分离到的烟草花叶病毒属成员为辣椒轻斑驳病毒ꎮ
２.４　 辣椒轻斑驳病毒检测

利用辣椒轻斑驳病毒的特异性引物 ＰＭＭｏＶＦ 和 ＰＭ￣
ＭｏＶＲꎬ对 Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ 简并引物检出的 ４４ 份辣椒病样进行

ＲＴ￣ＰＣＲ 特异性检测ꎬ结果(图 ２)显示ꎬ其中 ４４ 份都扩增出

５７６ ｂｐ 的预期目的片段ꎮ 随机选取 ＰＱＬ￣１￣ＰＭＭ 和 ＰＱＬ￣２￣
ＰＭＭ 样品 ＰＣＲ 产物进行序列测定ꎬＢＬＡＳＴ 分析序列结果显

示ꎬ该病毒与 ＰＭＭｏＶ 的同源性最高ꎮ

３　 讨 论

辣椒轻斑驳病毒是烟草花叶病毒属的重要成员ꎬ最早在

美国发现[８] ꎬ其后在德国、荷兰、英国、西班牙、保加利亚、加
拿大、澳大利亚、阿根廷等国均有报道[９] ꎮ 在中国ꎬ该病毒于

１９９４ 年首次在新疆辣椒上发现ꎬ随后扩散蔓延至陕西、山东、
河北、甘肃、贵州、江苏等多个地区[７ꎬ１０￣１５] ꎮ 在一些地区ꎬ辣椒

９５９李廷芳等:青海海东设施辣椒轻斑驳病毒的分子检测
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ＰＱＬ￣２￣ＰＭＭ 的测序样品ꎮ
图 ２　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果(ＰＭＭｏＶＦ / ＰＭＭｏＶＲ)
Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ( ＰＭＭｏＶＦ / ＰＭＭｏＶＲ)

轻斑驳病毒已经成为当地辣椒的主要病毒ꎬ给辣椒生产造成

了严重影响[１０ꎬ１５] ꎮ 种子传毒是 ＰＭＭｏＶ 远距离扩散传播的

主要方式[１６] ꎮ 近年来ꎬ随着各地种质资源的频繁交流ꎬ该病

毒在中国的扩散呈逐年扩大的趋势ꎬ在一些地区甚至上升为

当地辣椒的主要危害病毒[７] ꎮ 因此ꎬ应当密切关注该病害ꎬ
一方面要加强种子的检测与检疫ꎬ控制侵染源头ꎬ另一方面

针对发病棚室要加强田间管理ꎬ及时清除田间病株及病残

体ꎬ田间农事操作时注意减少传毒几率ꎬ控制病害在田间的

扩散蔓延ꎮ
２０１４ 年对青海海东设施辣椒上的病毒病进行调查时ꎬ发

现一种使辣椒皱缩的辣椒病毒ꎬ对其进行分离鉴定发现它是

一种属于烟草花叶病毒属的病毒分离物ꎬ该分离物与巴西

ＰＭＭｏＶ￣ＢＲ￣ＤＦ０１、中国 ＰＭＭｏＶ￣ＣＮ 及印度 ＰＭＭｏＶ￣ＨＰ１￣ＫＪ
分离物的同源关系较近ꎬ共同聚类于第三簇ꎬ表明该分离物

也是一个 ＰＭＭｏＶ 分离物ꎮ 鉴于辣椒上病毒病的种类较多ꎬ
除了 Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ 外ꎬ本研究也对其他一些常见的辣椒病毒

进行了检测ꎬ结果显示ꎬ在个别样品中存在复合侵染的现象ꎮ
因此ꎬ要明确青海辣椒上病毒病的种类ꎬ还需要进行更系统

的调查和研究ꎮ
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