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　 　 摘要:　 ２０１９ 年 ６ 月江苏省盐城市发生了较为严重的辣椒病毒病ꎬ危害症状表现为植株重度矮化、叶片黄化、
蕨叶甚至畸形ꎮ 将采集的 １１ 株疑似感染病毒的辣椒植株叶片研磨成浆液ꎬ再用其摩擦接种本氏烟植株ꎬ发现用其

中 ３ 株辣椒的叶片浆液摩擦接种本氏烟植株后ꎬ本氏烟植株出现病毒侵染的典型症状ꎬ初步判断这些辣椒被病毒

感染ꎬ但不能确定其种类和归属ꎮ 为了进一步明确辣椒感染的病毒类型ꎬ将 ３ 株辣椒样品混成 ２ 份样品利用小

ＲＮＡ 深度测序技术和生物信息学分析法进行检测ꎬ结果发现样品 １ 被蚕豆萎蔫病毒 ２ 号(Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ ２ꎬ
ＢＢＷＶ２)、苜蓿花叶病毒(Ａｌｆａｌｆａ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＡＭＶ)和辣椒脉斑驳病毒(Ｃｈｉｌｌｉ ｖｅｉｎａｌ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＣｈｉＶＭＶ)３ 种病毒

复合侵染ꎬ从样品 ２ 中检测到 ＢＢＷＶ２ １ 种病毒ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测验证了这一结果的可靠性ꎮ 最后利用 ＲＴ￣ＰＣＲ
方法对田间采集的 １１ 份辣椒样品和接种的本氏烟植株进行毒源鉴定ꎬ其中 ２ 株辣椒样品及其接种的本氏烟叶片

上鉴定出了 ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ 和 ＡＭＶꎬ这 ３ 种病毒侵染辣椒在江苏省均为首次发现ꎮ 研究结果为对江苏省辣椒构

成潜在严重威胁的病毒的早期诊断和及时防控提供了参考ꎮ
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　 　 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｍ Ｌ.)是中国极为重要的一

种蔬菜作物ꎬ其种植面积和产值在各类蔬菜中位列第

一ꎬ是中国第一大蔬菜作物[１]ꎮ 辣椒病毒病是辣椒上

常发生的灾害性病害之一ꎬ其发病症状主要表现为辣

椒植株整体矮化以及花叶、蕨叶、黄化、顶枯、坏死和

畸形等ꎬ对辣椒生产造成了严重影响ꎬ通常情况下使

产量损失３０％~７０％ꎬ严重时可致绝收[２]ꎮ 截至 ２０２２
年 ４ 月ꎬ中国报道的自然侵染辣椒的植物病毒已有 ３７
种ꎬ包 括 黄 瓜 花 叶 病 毒 ( Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＣＭＶ)、烟草花叶病毒(Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＴＭＶ)、
辣椒轻斑驳病毒(Ｐｅｐｐｅｒ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬＰＭＭｏＶ)、
蚕豆萎蔫病毒 ２ 号(Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ ２ꎬＢＢＷＶ２)
在内的 ３３ 种病毒[３]以及烟草蚀纹病毒(Ｔｏｂａｃｃｏ ｅｔｃｈ
ｖｉｒｕｓꎬＴＥＶ) [４]、瓜类褪绿黄化病毒(Ｃｕｃｕｒｂｉｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ
ｙｅｌｌｏｗｓ ｖｉｒｕｓꎬＣＣＹＶ) [５]、西瓜银色斑驳病毒(Ｗａｔｅｒ￣
ｍｅｌｏｎ ｓｉｌｖｅｒ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬＷＳＭｏＶ) [６]、小米椒内源

ＲＮＡ 病毒 １(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ ｅｎｄｏｒｎａｖｉｒｕｓ １ꎬＣＦＥＶ
１) [７]ꎮ 总体而言ꎬ虽然中国不同地区侵染辣椒的病毒

种类各有差异ꎬ但 ＣＭＶ 和 ＴＭＶ 仍是目前全国范围内

辣椒上分布最广且危害最重的病毒[３ꎬ８]ꎮ 近年来ꎬ随
着江苏省辣椒种植面积的不断扩大ꎬ病毒病的发生也

愈发严重ꎮ 目前ꎬ已有关于危害江苏省辣椒的主要病

毒种类、分布和复合侵染类型等的报道ꎮ 吴淑华等[９]

采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测技术首次在江苏南京的辣椒植株

上发现了 ＰＭＭｏＶꎻ乔俊卿等[１０]在江苏淮安的设施辣

椒病样上检测到 ＰＭＭｏＶ 和辣椒隐症病毒(Ｐｅｐｐｅｒ
ｃｒｙｐｔｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＰＣＶ)ꎻ刘勇等[３] 采用血清学、分子生物

学等检测方法对中国 ３１ 个省(市、自治区)主要蔬菜

作物的病毒病样品进行鉴定ꎬ发现 ＰＭＭｏＶ 是危害江

苏辣椒生产的主要病毒ꎻ吴贺等[５]采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法

在苏南五地(市)的辣椒样品上检测出 ９ 种病毒ꎬ其中

ＰＭＭｏＶ 的检出率最高ꎬ番茄黄化曲叶病病毒(Ｔｏｍａｔｏ
ｙｅｌｌｏｗ ｌｅａｆ ｃｕｒｌ ｖｉｒｕｓꎬＴＹＬＣＶ)的检出率次之ꎬ两者均

是危害这些地区辣椒的主要病毒ꎻ于海龙等[４]对中国

１６ 个省(市、自治区)的辣椒病样进行血清学检测ꎬ结
果在江苏省采集的 １ 个辣椒样品中鉴定出 ＰＭＭｏＶ、
ＴＭＶ 和番茄花叶病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＴｏＭＶ)３
种病毒ꎮ 由此可见ꎬＰＭＭｏＶ 为侵染江苏省辣椒的优

势种ꎬ发生最为普遍ꎬ但在省内各地区ꎬ因耕作制度、

种植品种及气候环境等因素不同ꎬ辣椒上发现的病毒

种类和危害程度也不同ꎬ这为江苏省辣椒的安全生产

带来不少挑战ꎮ
盐城市地处苏北沿海ꎬ光温资源丰富ꎬ是江苏省

优质辣椒的生产基地ꎮ 近年来ꎬ当地因辣椒连作导

致病毒病频发ꎬ严重损害了苏北辣椒的产量、外观品

质和产业健康发展ꎮ 因此ꎬ迫切需要对危害盐城地

区辣椒的病毒种类进行调查ꎬ为当地病毒病的防控

和抗病育种提供指导ꎮ 本研究采用生物学方法及小

ＲＮＡ 深度测序结合 ＲＴ￣ＰＣＲ 验证方法对侵染盐城

辣椒的病毒进行鉴定ꎬ以期为江苏省辣椒病毒病的

预防和综合防治奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

于 ２０１９ 年 ６ 月从盐城南洋试验场的设施辣椒

大棚中采集叶片表现为黄化、蕨叶、畸形等症状的疑

似感染病毒病的辣椒样品 １１ 株ꎬ在田间记录品种编

号和发病症状ꎬ采集病株后装入自封袋中带回实验

室ꎬ集中拍照后保存于－８０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 病毒分离物的摩擦接种 　 将辣椒叶片放入

预冷消毒的研钵中ꎬ加入适量磷酸盐缓冲溶液

(０􀆰 ０１ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ７􀆰 ５)ꎬ用研棒充分研磨叶片成浆

液ꎻ在待接种的５~ ６ 叶期本氏烟叶片上均匀喷洒

６００ 目的金刚砂ꎬ用研棒蘸取适量叶片浆液轻轻摩

擦叶片ꎬ每株摩擦接种 ３ 张叶片(植株顶端叶不摩

擦接种)ꎬ以接种缓冲液作为对照ꎻ接种的本氏烟用

喷壶在其叶片上喷水后置于光照培养箱中培养ꎬ３ ｄ
后开始观察系统叶的发病症状ꎮ
１.２.２　 小 ＲＮＡ 深度测序 　 将在本氏烟上症状表

现严重且复杂的 ３ 株辣椒样品混成 ２ 份样品后送

至青岛百迈客生物公司进行小 ＲＮＡ 测序ꎮ 参照

ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)的说明书提取 ２ 份样品

总 ＲＮＡꎬ用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 对提取的 ＲＮＡ 进行质

量浓度和纯度的测定ꎬ用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 对 ＲＮＡ 样

本进 行 完 整 性 分 析ꎮ 当 测 定 质 量 浓 度≥ ２５０
ｎｇ / μｌꎬ 体 积≥ １０ μｌꎬ ＯＤ２６０ / ２８０≥ １􀆰 ８ꎬ ＯＤ２６０ / ２３０≥
１􀆰 ０ꎬＲＩＮ 值≥８􀆰 ０ 时ꎬ认为样品检测合格ꎬ将检测
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合格的样品通过 ＶＡＨＴＳＴＭ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ
Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ(诺唯赞ꎬＮＲ８０１￣０２) 构建文库ꎬ构
建好的文库 再 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 进 行 小

ＲＮＡ 测序分析ꎮ
１.２.３　 原始数据的处理与分析 　 除去含有接头序

列、低质量序列、短于 １８ 个或长于 ３５ 个核苷酸的序

列ꎬ获得有效测序序列(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎻ用 Ｂｏｗｔｉｅ 软件

将 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 分别与各数据库中的序列进行比对ꎬ
过滤核糖体 ＲＮＡ(ｒＲＮＡ)、转运 ＲＮＡ( ｔＲＮＡ)、核内

小 ＲＮＡ(ｓｎＲＮＡ)、核仁小 ＲＮＡ(ｓｎｏＲＮＡ)等 ｎｃＲＮＡ
及重复序列ꎬ剩余未比对到的小 ＲＮＡ(ｓＲＮＡ)通过

ｖｅｌｖｅｔ 软件进行拼接ꎬ获得能组装病毒 ＲＮＡ 的较长

重叠群(Ｃｏｎｔｉｇｓ)ꎻ通过与病毒核苷酸数据库、蛋白

质数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ对获得的 Ｃｏｎｔｉｇｓ 进行

分类注释ꎬ以明确感染病毒的信息ꎮ
１.２.４　 ＰＣＲ / ＲＴ￣ＰＣＲ 验证　 为了验证小 ＲＮＡ 深度

测序结果的准确性ꎬ对于每种注释的病毒ꎬ分别根据

小 ＲＮＡ 深度测序得到的拼接序列和 ＧｅｎＢａｎｋ 中与

拼接序列同源性最高的病毒基因序列的保守区域设

计 ２ 对特异性引物ꎮ 所有引物通过 ＤＮＡｍａｎ ７.０ 和

ＤＮＡｓｔａｒ ５.０１ 软件设计ꎬ引物由南京金斯瑞生物科

技股份有限公司合成ꎮ 另外参照文献[３]和[１１]分
别合成辣椒上常见的 ２ 种病毒(ＣＭＶ 和 ＴＭＶ)的 ２
对特异性引物(表 １)ꎮ 分别按照植物基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒( Ｔｉａｎｇｅｎ)和植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒

(Ｆｏｒｅｇｅｎｅ)的说明书提取用于小 ＲＮＡ 深度测序的 ２
份病样叶片的总 ＤＮＡ、总 ＲＮＡꎬ以总 ＲＮＡ 为模板ꎬ
ＸＴ１７６ ( ５′￣ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＴＴ￣
ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ￣３′)和 ＸＴ２６９(５′￣ＡＡＧＣＡＧＴＧ￣
ＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＮＮＮＮＮＮ￣３′ꎬＮ ＝ Ａ / Ｇ / Ｃ / Ｔ) 为

引物ꎬ参照反转录酶 Ｍ￣ＭＬＶ(ＰｒｏｍｅｇａꎬＵＳＡ)的说明

书合成 ｃＤＮＡꎬ以合成的 ｃＤＮＡ 和提取的 ＤＮＡ 为模

板ꎬ用上述设计的引物和 Ｔａｑ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ 聚合酶[生
工生物工程(上海)股份有限公司]进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
扩增结束后ꎬ用 １０ ｇ / Ｌ琼脂糖凝胶电泳扩增产物ꎬ在
紫外灯下发现目的条带后割胶回收ꎬ将回收的扩增

片段连接到 ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ 载体(ＴａＫａＲａ)上ꎬ并用

该载体转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态ꎬ之后选取 ３ 个

经菌落 ＰＣＲ 筛选到的阳性克隆ꎬ送至苏州金唯智生

物科技有限公司测序ꎮ 获得的序列用 ＤＮＡＳＴＡＲ ５.
０ 软件的 Ｓｅｑｍａｎ 程序进行拼接处理ꎬ得到的扩增片

段序列在美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站

中利用 ＢＬＡＳＴｎ 检索进行在线比对分析ꎮ 最后依据

ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增效果和序列比对结果验证小 ＲＮＡ 深

度测序的准确性并筛选出用于检测后续样品中病毒

的引物ꎬ进一步应用筛选出的引物对采集的所有辣

椒病样和接种的本氏烟进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ根据检

测结果明确侵染江苏盐城辣椒的病毒类型ꎮ

表 １　 本研究中用于检测病毒的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 序列(５′→３′) 长度
(ｂｐ)

参考
文献

ＢＢＷＶ２￣Ｆ ＴＣＧＧＡＴＧＣＡＡＴＡＡＧＣＴＣＡＡＡ ８７５

ＢＢＷＶ２￣Ｒ ＣＡＡＧＴＴＴＧＣＡＴＴＧＣＴＴＧＴＧＴ

ＡＭＶ￣Ｆ ＡＴＧＡＧＴＴＣＴＴＣＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＣ ６６０

ＡＭＶ￣Ｒ ＴＣＡＡＴＧＡＣＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＧＴ

ＣｈｉＶＭＶ￣Ｆ ＴＣＧＧＧＡＧＡＧＡＧＴＧＴＴＧＡＴＧ ８６０

ＣｈｉＶＭＶ￣Ｒ ＣＡＡＴＣＣＡＣＧＡＡＣＡＣＣＣＡＧ

ＣＭＶ￣Ｆ ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＡＧＴＧＡＧＣＧＣＴＧＴＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴ ２６０ [１１]

ＣＭＶ￣Ｒ ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＡＴＴＴＧＴＴＧＴＴＧＧＣＴＴＧＡＡＣＧＣ

ＴＭＶ￣Ｆ ＴＣＧＡＡＴＴＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＴＡＣＡＧＴＡＴＣＡＣ ５００ [１１]

ＴＭＶ￣Ｒ ＴＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＡＧＴＴＧＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＧ

ＣＭＶＣＰｕＦ ＴＣＴＣＡＴＧＧＡＴＧＣＴＴＣＴＣＣＧＣＧ ７６０ [３]

ＣＭＶＣＰｕＲ ＣＣＧＴＡＡＧＣＴＧＧＡＴＧＧＡＣＡＡＣＣ

ＴＭＶｄＦ ＧＡＴＴＣＧＴＴＴＴＡＡＡＴＡＴＧＴＣＴＴＡＣ ６００ [３]

ＴＭＶｄＲ ＣＴＴＣＧＡＴＴＴＡＡＧＴＧＧＡＧＧＧＡ

２　 结果与分析

２.１　 田间辣椒发病情况

于 ２０１９ 年 ６ 月对江苏盐城南洋试验场设施大

棚内的辣椒进行病害调查ꎬ发现部分辣椒植株疑似

感染病毒病ꎬ主要表现为植株整体矮小、上部叶轻度

花叶或蕨叶ꎬ同时还有不同程度的黄化症状混发

(图 １)ꎬ采集的样品信息见表 ２ꎮ

Ａ~Ｂ:发病的辣椒植株ꎻＣ:健康的辣椒植株ꎮ
图 １　 盐城地区辣椒疑似病毒病的发病症状

Ｆｉｇ.１　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｎ ｐｅｐｐｅｒｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ Ｙａｎｃｈｅｎｇ

９３赵小慧等:利用小 ＲＮＡ 深度测序技术鉴定江苏盐城辣椒病毒种类



表 ２　 盐城地区疑似感染病毒的辣椒样本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｉｎ Ｙａｎｃｈｅｎｇ

序号
辣椒品系

编号
发病症状　 　 　 　 　 　 　

１ １９０６８￣１ 植株矮小ꎬ上部叶片细长扭曲ꎬ呈蕨叶状

２ １９０６８￣２ 植株矮小ꎬ上部叶片细长扭曲ꎬ呈蕨叶状ꎬ叶片
不规则增厚

３ １９０６８￣３ 植株矮小ꎬ上部叶片细长扭曲ꎬ呈蕨叶状

４ １９０６８￣４ 植株矮小ꎬ上部叶片细长扭曲ꎬ呈蕨叶状

５ １９０６８￣５ 植株矮小ꎬ上部上片呈花叶状

６ １９０３１ 系统叶轻微皱缩

７ １９０４４ 植株矮小ꎬ部分叶片黄化

８ １９０３３ 叶片轻微黄化

９ １９０１５ 系统叶蕨叶

１０ １９０１６ 系统叶蕨叶

１１ １９０３５ 系统叶轻微皱缩

２.２　 病毒分离物的摩擦接种

分别用采集的 １１ 株辣椒叶片浆液摩擦接种 ５~６
叶期的指示植物本氏烟植株ꎬ对照用磷酸缓冲液接

种ꎬ对接种后的本氏烟植株进行观察并记录症状ꎮ 如

图 ２ 所示ꎬ３ 株辣椒叶片浆液接种后ꎬ本氏烟植株出

现病毒侵染的典型症状ꎬ其中用辣椒品系 １９０６８￣１、
１９０６８￣３ 的叶片浆液接种本氏烟植株 ６ ｄ 后ꎬ叶片表

现出轻微卷曲、花叶等症状ꎬ随后出现黄绿相间的花

叶、扭曲ꎬ严重的产生畸形ꎬ整个植株矮缩、黄化直至

坏死ꎻ用辣椒品系 １９０６８￣５ 的叶片浆液接种本氏烟植

株 ６ ｄ 后ꎬ出现蕨叶、花叶等症状ꎬ之后症状加重ꎬ但
是植株长势良好ꎻ用其余样品叶片浆液接种的本氏烟

植株发病症状不明显ꎬ而对照植株则生长正常ꎮ 上述

感病本氏烟植株的症状均由病毒病侵染造成ꎬ说明辣

椒品系 １９０６８￣１、１９０６８￣３ 和 １９０６８￣５ 疑似被病毒感染ꎬ
但是需要进一步分析来明确病毒的种类和来源ꎮ

Ａ~Ｃ: 分别用辣椒品系 １９０６８￣１、１９０６８￣３ 和 １９０６８￣５ 叶片浆液接种 ８ ｄ 后的本氏烟植株状态ꎻ Ｄ:用磷酸缓冲液接种的本氏烟植株ꎮ
图 ２　 辣椒叶片浆液接种 ８ ｄ 后本氏烟植株的症状

Ｆｉｇ.２　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｐｌａｎｔｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｓａｍｐｌｅｄ ｐｅｐｐｅｒ ｌｅａｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｔ ｅｉｇｈｔ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２.３　 小 ＲＮＡ 深度测序结果分析

为了进一步确定危害盐城地区辣椒的病毒类

型ꎬ将上述 ３ 株疑似被病毒侵染的田间辣椒样品混

成 ２ 份样品用于小 ＲＮＡ 深度序列测定ꎬ其中 １９０６８￣
１、１９０６８￣３ 混为 １ 份ꎬ编号为 Ｐｅ￣１ꎬ１９０６８￣５ 单独为 １
份ꎬ编号为 Ｐｅ￣２ꎮ 测序后从 Ｐｅ￣１ 中获得１４ ０３２ ９９５
条原始测序序列 (Ｒａｗ ｒｅａｄ)ꎬ去除冗余测序序列

(Ｒｅａｄ)ꎬ得到１２ ２９８ ４９８条 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄꎬ再过滤后剩

余１１ １３９ １２９条 Ｒｅａｄꎬ对过滤后获得的序列进行拼

接ꎬ共得到１ ８２９个 Ｃｏｎｔｉｇꎬ对获得的 Ｃｏｎｔｉｇ 进行分类

注释ꎬ结果发现 Ｐｅ￣１ 中包含 ＢＢＷＶ２、苜蓿花叶病毒

(Ａｌｆａｌｆａ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＡＭＶ)、辣椒脉斑驳病毒(Ｃｈｉｌｌｉ
ｖｅｉｎａｌ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬＣｈｉＶＭＶ) 和烟草脉明病毒( Ｔｏ￣
ｂａｃｃｏ ｖｅｉｎ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬＴＶＣＶ)等 ４ 种病毒ꎮ 测序

后从 Ｐｅ￣２ 中获得１８ ０７６ ４３２条 Ｒａｗ ｒｅａｄꎬ去除冗余

Ｒｅａｄ 后得到１２ ９９４ ４３９条 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄꎬ再过滤后剩余

１０ ７１３ ２４１条 Ｒｅａｄꎬ对过滤后获得的序列进行拼接ꎬ
共得到２ ８４７个 Ｃｏｎｔｉｇꎬ对获得的 Ｃｏｎｔｉｇ 进行分类注

释ꎬ结果发现 Ｐｅ￣２ 中包含 ＢＢＷＶ２、蚕豆萎蔫病毒 １
号(Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓ １ꎬＢＢＷＶ１)、甘薯明脉病毒

(Ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｖｅｉｎ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬＳＰＶＣＶ)等 ３ 种病

毒ꎮ 上述注释的病毒中ꎬＳＰＶＣＶ 为环状 ＤＮＡ 病毒ꎬ
其余病毒为 ＲＮＡ 病毒ꎮ 测序的具体结果见表 ３ꎮ
２.４　 ＰＣＲ / ＲＴ￣ＰＣＲ 验证和检测

为了验证小 ＲＮＡ 深度测序结果的准确性ꎬ以用于

小 ＲＮＡ 深度测序的 ２ 份辣椒病样叶片 ＤＮＡ/ ＲＮＡ 为

模板ꎬ用方法 １.２.４ 设计的引物分别对注释到的 ＳＰＶＣＶ
病毒进行 ＰＣＲ 验证ꎬ对其余病毒进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎮ
结果显示ꎬ３ 种注释到的病毒(ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ 和

ＡＭＶ)均筛选到 １ 对特异性较好的引物(表 １)ꎬ且在相
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应的辣椒样品中扩增到了预期大小的条带(图 ３)ꎮ 将

得到的目的条带回收纯化、克隆测序后进行序列比对

分析ꎬ发现从样品 Ｐｅ￣１、Ｐｅ￣２ 中扩增的 ＢＢＷＶ２ 片段的

核苷酸序列完全一致ꎬ两者与 ＮＣＢＩ 中 ＢＢＷＶ２ 分离物

ＸＪ１４￣３(登录号:ＦＮ９８５１６４.１)的核苷酸序列一致性最

高ꎬ为 ９４􀆰 ４９％ꎻ从样品 Ｐｅ￣１ 中扩增的 ＣｈｉＶＭＶ 核苷酸

序列与 ＮＣＢＩ 中 ＣｈｉＶＭＶ 分离物 Ｋｏｒｅａ (登录号:
ＡＭ９０９７１７.１)具有最高的核苷酸序列相似度(９７􀆰 ３９％)ꎻ
而从 Ｐｅ￣１样品中扩增得到的ＡＭＶ 核苷酸序列与ＡＭＶ
分离物 ＥＲ１(登录号:ＫＸ５７９８９６.２)的核苷酸序列相似

度也高达 ９８􀆰 ３２％ꎮ 以上结果说明ꎬＰｅ￣１ 样品中存在

ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ 和 ＡＭＶ ３ 种病毒ꎬＰｅ￣２ 样品中存在

ＢＢＷＶ２ １ 种病毒ꎬＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ 和 ＡＭＶ 侵染辣椒

均为江苏省首次报道ꎮ 在小 ＲＮＡ 深度测序注释到的

病毒中ꎬ有 ３ 种病毒 ＴＶＣＶ、ＢＢＷＶ１ 和 ＳＰＶＣＶ 未通过

ＰＣＲ/ ＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎬ推测由于病样中这些病毒的丰度

过低或是在处理数据过程中因缺少相关信息而造成结

果匹配度差ꎬ从而影响检测效果ꎮ 另外ꎬ在 ２ 份辣椒病

样中也未检测到辣椒上常见的 ＴＭＶ、ＣＭＶ ２ 种病毒ꎬ此
结果进一步说明 ＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果与小 ＲＮＡ 深度测

序结果存在一致性ꎮ

表 ３　 小 ＲＮＡ 的深度测序数据统计与分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

病毒　 　 　
Ｐｅ￣１

Ｃｏｎｔｉｇ 数目 (个) 核苷酸序列相似度 (％)

Ｐｅ￣２

Ｃｏｎｔｉｇ 数目 (个) 核苷酸序列相似度 (％)

ＢＢＷＶ２ １１ ９５.５２~１００.００ ４０ ９３.６５~１００.００

ＡＭＶ ２０ ９１.６０~１００.００

ＣｈｉＶＭＶ ２１ ９２.５３~１００.００

ＴＶＣＶ ５ ８２.１５~８８.３５

ＢＢＷＶ１ １ ８６.４６

ＳＰＶＣＶ １ ８３.３３
ＢＢＷＶ２:蚕豆萎蔫病毒 ２ 号ꎻＡＭＶ:苜蓿花叶病毒ꎻＣｈｉＶＭＶ:辣椒脉斑驳病毒ꎻＴＶＣＶ:烟草脉明病毒ꎻＢＢＷＶ１:蚕豆萎蔫病毒 １ 号ꎻＳＰＶＣＶ: 甘薯
明脉病毒ꎻＣｏｎｔｉｇ:重叠群ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:苜蓿花叶病毒(ＡＭＶ)ꎻ２:蚕豆萎蔫病毒 ２ 号

(ＢＢＷＶ２)ꎻ３:辣椒脉斑驳病毒 ( ＣｈｉＶＭＶ)ꎻ４:烟草花叶病毒

(ＴＭＶ)ꎻ５:黄瓜花叶病毒(ＣＭＶ)ꎻ６:阴性对照ꎮ
图 ３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测辣椒 Ｐｅ￣１、Ｐｅ￣２样品中的病毒

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ ｆｒｏｍ Ｐｅ￣１ꎬ Ｐｅ￣２ ｂｙ ＲＴ￣
ＰＣＲ

　 　 为确定田间采集的 １１ 株辣椒样品和实验室接

种本氏烟上携带病毒的情况ꎬ用上述筛选得出的扩

增 ３ 种病毒效果较好的引物及 ＴＭＶ、ＣＭＶ 特异性引

物对上述样品进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 结果显示ꎬ辣椒

品系 １９０６８￣５ 确实被 ＢＢＷＶ２ 单独侵染ꎬ１９０６８￣１、
１９０６８￣３ 均被 ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ 和 ＡＭＶ 复合侵染ꎬ

其余样品中未检测到病毒(表 ４)ꎮ 此外ꎬ接种的本

氏烟植株病叶上均扩增到相应片段ꎬ表明接种上述

辣椒病样叶片浆液后ꎬ本氏烟植株上也存在相应的

病毒ꎮ

表 ４　 盐城地区辣椒样本中检测到的病毒类型

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ Ｙａｎｃｈｅｎｇ

样品名称　 　
(辣椒 / 本氏烟) 　 　 病毒种类

１９０６８￣１ ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ、ＡＭＶ

１９０６８￣２ －

１９０６８￣３ ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ、ＡＭＶ

１９０６８￣４ －

１９０６８￣５ ＢＢＷＶ２

１９０３１ －

１９０４４ －

１９０３３ －

１９０１５ －

１９０１６ －

１９０３５ －
ＢＢＷＶ２:蚕豆萎蔫病毒 ２ 号ꎻＣｈｉＶＭＶ:辣椒脉斑驳病毒ꎻＡＭＶ:苜蓿
花叶病毒ꎮ
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３　 讨 论

辣椒作为中国一种重要的蔬菜作物ꎬ极易受到病

毒感染ꎮ 目前用于检测和鉴定辣椒病毒病的方法有很

多ꎬ常规的主要包括生物学检测[１２]、电镜观察检

测[１３￣１４]、血清学检测[２ꎬ４ꎬ１５￣１８]和分子生物学检测[１９￣２１]等ꎬ
这些方法都在辣椒病毒种类鉴定方面得以成功应用ꎬ
但是在发现未知病毒方面还存在一定局限性ꎮ 新兴的

小 ＲＮＡ 深度测序技术丰富了病毒种类的鉴定方法ꎬ它
可以同时检测出多种 ＲＮＡ 或 ＤＮＡ 病毒ꎬ还能发掘新

的病毒种类ꎬ已被广泛用于辣椒病毒的鉴定[７ꎬ２２￣２４]ꎮ
２０１９ 年 ６ 月在对江苏盐城南洋试验场设施辣椒进行病

害调查时ꎬ发现多株叶片表现黄化、蕨叶等疑似感染病

毒病的辣椒植株ꎬ但是设施大棚内辣椒的一些生理性

病害或药害可能干扰辣椒病样采集的准确性ꎮ 因此ꎬ
本研究首先利用生物学检测法对采集的 １１ 株疑似感

染病毒的辣椒植株样品进行初步分析ꎬ结果发现ꎬ用其

中 ３ 株辣椒病叶浆液摩擦接种的本氏烟植株出现了病

毒病侵染的典型症状ꎬ初步判断这些辣椒被病毒感染ꎬ
但还不能确定其种类和归属ꎮ 为进一步明确辣椒感染

的病毒类型ꎬ用小 ＲＮＡ 深度测序技术和生物信息学分

析方法对这 ３ 株辣椒样品混成的 ２ 份样品进行检测ꎬ
结果发现ꎬ样品１ 被ＢＢＷＶ２、ＡＭＶ 和ＣｈｉＶＭＶ ３ 种病毒

复合侵染ꎬ样品 ２ 只感染了 ＢＢＷＶ２ １ 种病毒ꎬＲＴ￣ＰＣＲ
检测验证了这一结果的可靠性ꎮ 最后利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法

对田间采集的 １１ 株辣椒样品和接种的本氏烟植株进

行毒源鉴定ꎬ发现从上述 ３ 株辣椒样品和其接种的本

氏烟植株叶片上均鉴定到了相应病毒ꎬ而在其他 ８ 株

辣椒样品中未发现任何病毒ꎮ 当然ꎬ此结果并不能完

全排除这 ８ 株辣椒样品中存在一些其他或未知病毒的

可能性ꎬ这还有待进一步研究ꎮ 上述结果表明ꎬ不同病

毒检测方法各有特点ꎬ在实际生产过程中如将多种方

法结合起来使用ꎬ或许能够建立一套快速、准确、灵敏、
高效的辣椒病毒检测体系ꎮ

在自然界中ꎬ植物经常受到 ２ 种或多种病毒的复

合侵染ꎬ这种复合侵染往往会引发病毒的协生作用ꎬ
导致寄主产生比单独一种病毒侵染更为严重的症

状[２５]ꎮ 本研究涉及的病毒中ꎬＣｈｉＶＭＶ 是马铃薯 Ｙ
病毒科(Ｐｏｔｙｖｉｒｉｄａｅ)马铃薯 Ｙ 病毒属(Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ)的一

个成员ꎮ 据报道ꎬＣｈｉＶＭＶ 侵染烟草后主要引起褪

绿、黄化、花叶、疱斑和叶缘下卷等典型症状[２６]ꎻ而
ＡＭＶ 作为雀麦花叶病毒科(Ｂｒｏｍｏｖｉｒｕｓ)苜蓿花叶病

毒属(ＡＩｆａｍｏｖｉｒｕｓ)的典型成员ꎬ有研究结果证实其感

染本氏烟后会出现系统性斑驳花叶、明脉症状[２７]ꎮ
在本研究中ꎬ属于豇豆花叶病毒科(Ｃｏｍｏｖｉｒｉａｄａｅ)蚕
豆病毒属(Ｆａｂａｖｉｒｕｓ)典型种的 ＢＢＷＶ２ 单独侵染本

氏烟后表现的症状为花叶、蕨叶ꎬ植物长势较正常ꎬ而
ＣｈｉＶＭＶ、ＡＭＶ 和 ＢＢＷＶ２ ３ 种病毒复合侵染本氏烟

却产生了协生作用ꎬ引起了极严重的坏死症状ꎮ 在以

往的研究中ꎬ作为马铃薯 Ｘ 病毒属典型种的马铃薯 Ｘ
病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＸꎬＰＶＸ)分别与马铃薯 Ｙ 病毒属成

员的马铃薯 Ｙ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ ＹꎬＰＶＹ)或 ＴＥＶ[２８]、
李痘病毒(Ｐｌｕｍ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓꎬＰＰＶ) [２９]、烟草脉带花叶病

毒(Ｔｏｂａｃｃｏ ｖｅｉｎ ｂａｎｄｉｎｇ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＴＶＢＭＶ) [２５] 复

合侵染本氏烟时均能产生类似的系统坏死症状ꎮ 从

本研究结果可以看出ꎬ病毒复合侵染寄主引起的协生

作用在自然界普遍存在ꎬ它不仅能导致植物病害症状

加重ꎬ增加病毒种类鉴定的难度ꎬ甚至能造成毁灭性

损害ꎬ危害程度不容忽视ꎮ
值得注意的是ꎬ本研究测到的 ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ、

ＡＭＶ ３ 种病毒侵染辣椒在江苏省均为首次报道ꎮ ＢＢ￣
ＷＶ２ 的寄主范围十分广泛ꎬ可侵染包括辣椒、大豆、黄
瓜、菠菜、烟草、白术在内的 ４４ 科植物ꎬ目前 ＢＢＷＶ２ 侵

染在国内多地辣椒上均有大面积发生ꎬ且有逐年加重

的趋势ꎬ对各地辣椒产业的健康发展造成重大影

响[３ꎬ３０]ꎮ 而 ＣｈｉＶＭＶ 也能侵染辣椒、南瓜、番茄、烟草、
茄子、曼陀罗等多种农作物ꎬ是一种危害非常严重的病

毒ꎬ迄今 ＣｈｉＶＭＶ 已蔓延至中国广东、陕西、四川、云南

等十几个省(区)ꎬ严重威胁各地辣椒的安全生产[３１]ꎮ
ＢＢＷＶ２、ＣｈｉＶＭＶ 均可通过蚜虫以半持久性方式进行

传播和汁液接触方式进行传播ꎬ因此建议要做好盐城

地区辣椒相关病毒病的调查工作ꎬ发现病株后及时铲

除ꎬ加强传播介体蚜虫的防控ꎬ以阻止由 ２ 类病毒扩散

蔓延而造成的严重损失ꎮ ＡＭＶ 能侵染豆科牧草、豌豆、
菜豆、大豆、辣椒、烟草等多种植物ꎬ其中豆科牧草苜蓿

是 ＡＭＶ 最常见的寄主[３２]ꎬ而 ＡＭＶ 侵染辣椒的频率在

中国并不高ꎬ只是偶尔发生且分布不广泛[３]ꎮ ＡＭＶ 由

各种蚜虫以非持久的方式传播ꎬ还可通过汁液接触、花
粉和种子进行传播ꎬ由于 ＡＭＶ 随种苗进行远距离传播

的风险较大ꎬ因此在辣椒引种过程中要慎重ꎬ选用优质

健康种苗ꎮ 此外ꎬ在田间避免创伤性农事操作ꎬ及时清

除病残体ꎬ严格控制传播介体ꎬ选育抗病毒辣椒品种等

方法ꎬ都可对此病毒进行有效防控ꎮ
近年来ꎬ随着江苏盐城地区设施辣椒种植面积
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的逐年扩大ꎬ辣椒病毒病发生也不断加重ꎬ严重影响

了当地辣椒的产量和品质ꎮ 本研究对江苏盐城地区

辣椒病毒进行了初步检测ꎬ研究结果为对江苏省辣

椒构成威胁的病毒的早期诊断和及时防控提供了依

据ꎮ 后期将进一步加大感染病毒病辣椒样品的采集

和鉴定力度ꎬ对辣椒上的优势病毒、分布及其危害情

况进行系统且全面的调查和鉴定ꎬ为辣椒病毒病的

综合防控和抗病育种方向提供更有力的指导ꎮ
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