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文章编号: ０４１２￣０９１４(２０１３)０６￣０６５１￣０４

　 　 辣椒源自南美洲ꎬ属于茄科辣椒属(Ｃａｐｓｉｃｕｍ
Ｌ.)ꎬ为重要经济作物ꎮ 病毒病是影响辣椒生产的

主要病害ꎬ侵染辣椒的病毒有 ４０ 余种[１]ꎬ烟草轻型

绿花叶病毒 ( Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｉｌｄ ｇｒｅｅｎ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＭＧＭＶ)是近年来在辣椒上发生和危害报道较多

的病毒之一ꎮ ＴＭＧＭＶ 是 ＭｃＫｉｎｎｅｙ[２] 于 １９３５ 年

在烟草属植物(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｇｌｕａｎｃａ)上首次发现的ꎬ
为烟草花叶病毒属(Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ)成员ꎮ 除辣椒

外ꎬ番茄[３]、凤仙花、蓝眼菊和矮牵牛也是 ＴＭＧ￣

ＭＶ 的自然寄主ꎮ
２０１１ 年 １２ 月ꎬ厦门市农业局植保站会同厦门

检验检疫局技术中心进行病害调查ꎬ在厦门市翔安

区的 ２ 个地块发现辣椒病毒病十分严重ꎬ病株率高

于 ８０％ꎮ 病株呈花叶症状ꎬ病果上有明显的褪绿

条纹ꎬ未见矮化、卷叶和曲叶等症状ꎮ 应用 ＥＬＩＳＡ
和 ＲＴ￣ＰＣＲ 从辣椒病株上检测到 ＴＭＧＭＶ 和 ＰＭ￣
ＭｏＶꎬ并测定 ＴＭＧＭＶ 外壳蛋白 ( ｃｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＣＰ)基因序列ꎬ这是 ＴＭＧＭＶ 在我国发生的首次
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１　 材料与方法

１.１　 材料

６ 株辣椒病样(编号 ＸＭＳ１￣ＸＭＳ６)采自厦门

市翔安区ꎬ于－８０℃ 冰箱中保存ꎮ 黄瓜花叶病毒

(Ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＣＭＶ)、马铃薯 Ｘ 病毒

(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ Ｘꎬ ＰＶＸ)、马铃薯 Ｙ 病毒(Ｐｏｔａｔｏ ｖｉ￣
ｒｕｓ Ｙꎬ ＰＶＹ)、烟草蚀纹病毒(Ｔｏｂａｃｃｏ ｅｔｃｈ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＥＶ)、 烟 草 花 叶 病 毒 ( Ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＭＶ)、 番 茄 花 叶 病 毒 ( Ｔｏｍａｔｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴｏＭＶ)、烟草环斑病毒 ( Ｔｏｂａｃｃｏ ｒｉｎｇｓｐｏｔ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＲＳＶ)、番茄斑萎病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｓｐｏｔｔｅｄ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＳＷＶ)、 苜 蓿 花 叶 病 毒 ( Ａｌｆａｌｆａ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＡＭＶ)、辣椒轻斑驳病毒(Ｐｅｐｐｅｒ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＰＭＭｏＶ)和 Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ 抗体及阳性对照购自

Ａｇｄｉａ 公司ꎬ蚕豆萎蔫病毒(Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｗｉｌｔ ｖｉｒｕｓꎬ
ＢＢＷＶ)和番茄黑环病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｂｌａｃｋｒｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬ
ＴＢＲＶ)抗体及阳性对照购自安德珍公司ꎬＴＭＧＭＶ
抗体及阳性对照购自 ＤＳＭＺ 公司ꎻ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻＥｘ
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自宝生物工程(大连)有限公

司ꎻＴｒｉｚｏｌ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)购自英韦创津公司ꎮ

１.２　 ＥＬＩＳＡ 检测

详细检测步骤依据说明书进行ꎮ 阴性对照为

温室内健康辣椒植株的叶片研磨液ꎮ

１.３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

应用 ＴｒｉｚｏＬ 提取感病叶片的总 ＲＮＡꎮ ＴＭＧＭＶ

ＣＰ 基因扩增引物[４] 为 ５２４￣Ｆ(５′￣ＣＧＴＣＡＴＣＧＡＧ￣
ＴＡＣＧＴＴＴＴＡＡ￣３′)和 ５２４￣Ｒ(５′￣ＡＧＧＡＡＡＴＣＴＣＡ￣
ＣＡＡＣＡＡＴＡＧ￣３′)ꎮ ＰＭＭｏＶ 的 检 测 采 用 Ｘｉａ
等[５]的方法ꎮ

取 ６ μＬ 总 ＲＮＡ 和 １ μＬ 下游引物(２０ μｍｏｌ /
Ｌ)进行反转录ꎮ 取 １ μＬ ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
ＴＭＧＭＶ ＣＰ 基因扩增条件为:９４℃ ３ ｍｉｎꎻ９４℃ ３０
ｓꎬ５０℃ ４５ ｓꎬ７２℃ ４５ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２℃ ７ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 产物寄送宝生物工程(大连)有限公司测序ꎮ
序列分析软件为 ＤＮＡＭＡＮ ５.２.２ 和 ＭＥＧＡ ５.１ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＥＬＩＳＡ 结果

ＥＬＩＳＡ 检测结果显示:６ 份辣椒病样与 ＴＭＧ￣
ＭＶ 和 ＰＭＭｏＶ 抗体均呈阳性反应ꎬ 与 ＣＭＶ、
ＰＶＸ、 ＰＶＹ、 ＴＥＶ、 ＴＭＶ、 ＴｏＭＶ、 ＴＲＳＶ、 ＴＳＷＶ、
ＡＭＶ、Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ、ＢＢＷＶ 和 ＴＢＲＶ 抗体反应

为阴性ꎮ 根据 ＥＬＩＳＡ 检测结果分析ꎬ６ 份病样可能

为 ＴＭＧＭＶ 和 ＰＭＭｏＶ 复合侵染ꎬ也可能是血清

学交叉反应所致ꎬ需要经过 ＲＴ￣ＰＣＲ 确认ꎮ

２.２　 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果

使用 ＴＭＧＭＶ ＣＰ 基因引物 ５２４￣Ｆ 和 ５２４￣Ｒ 从

６ 份病样中均扩增到约 ５００ ｂｐ 的片段ꎬ与预期大小

相符(图 １)ꎮ 使用 ＰＭＭｏＶ 引物可从病样 ＸＭＳ１、
ＸＭＳ３ 和 ＸＭＳ５ 中扩增到预期片段(５７６ ｂｐ)ꎮ ＲＴ￣
ＰＣＲ 结果证实 ＸＭＳ１、ＸＭＳ３、ＸＭＳ５ 中同时存在

ＴＭＧＭＶ 和 ＰＭＭｏＶꎬ也说明 ＴＭＧＭＶ 和 ＰＭＭｏＶ
存在血清学上的交叉反应ꎮ 鉴于 ＰＭＭｏＶ 在我国发

生十分普遍ꎬ仅对 ＴＭＧＭＶ 产物进行测序和分析ꎮ

Ｆｉｇ. １　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＭＧＭＶ (Ａ) ａｎｄ ＰＭＭｏＶ (Ｂ) ｆｒｏｍ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｐｅｐｐｅｒ ｐｌａｎｔｓ
Ｍ: １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ Ｌａｎｅ １￣６: ＸＭＳ１ꎬ ＸＭＳ２ꎬ ＸＭＳ３ꎬ ＸＭＳ４ꎬ ＸＭＳ５ꎬ ＸＭＳ６ꎻ Ｌａｎｅ ７: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

２５６
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２.３　 序列分析

测序结果显示:６ 份辣椒病样中均扩增到完整

的 ＣＰ 基因ꎬ该基因由 ４８０ 个碱基组成ꎬ编码 １５９ 个

氨基酸ꎬ大小与已报道的分离物相同ꎻ ＸＭＳ１、
ＸＭＳ３、ＸＭＳ４ 和 ＸＭＳ６ 的核苷酸序列相同ꎬＸＭＳ２
和 ＸＭＳ５ 的核苷酸序列一致ꎬ二者仅 １ 个核苷酸有

差异ꎬ但编码相同的氨基酸序列ꎮ 为便于表述ꎬ选
择 ＸＭＳ６ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＪＸ５３４２２４ ) 与 其 他

ＴＭＧＭＶ 分离物进行分析比较ꎮ
ＸＭＳ６ 与西班牙辣椒分离物 Ｐ８７ / １５ 的核苷酸

序列同源性最高(９９. ８％ꎬ二者仅 １ 个核苷酸不

同)ꎬ与另 １ 个西班牙辣椒分离物 Ｐ９８ / １２ 的核苷酸

序列同源性最低(９７.９％)ꎬ与其他分离物的核苷酸

序列同源性在 ９８.１％ (Ｐ０１ / １６ꎬ Ｐ９６ / ４９ꎬ Ｐ９６ / ５２ꎬ
ＰＶ￣１２０) 和 ９９. ６％ ( ＰＶ￣０１１３ꎬ ＰＶ￣１１２ ) 之 间ꎮ

ＸＭＳ６ 与 Ｐ８７ / １５、Ｐ９９ / ２２、ＰＶ￣２２８、Ｕ２、Ｒ￣２２、Ｐ８５ /
２、Ｐ９８ / １１、Ｐ９９ / ２１ 的 ＣＰ 氨基酸序列相同ꎬ与其他

分离物的氨基酸序列同源性为 ９７.５％~９９.５％ꎮ
亚洲分离物中ꎬＸＭＳ６ 与日本辣椒分离物 Ｊ、

台湾辣椒分离物 ＨＰ、韩国分离物(ＴＯＢꎬ ＴＯＭ)
的核苷酸序列同源性分别为 ９８􀆰 １％、９８􀆰 ３％和

９８􀆰 ５％ꎮ 氨基酸序列比较结果显示ꎬＸＭＳ 与 ＨＰ、
Ｊ 的氨基酸序列同源性最高(９９.４％)ꎬ仅第 ５９ 位

氨基酸不同(Ｍ / Ｉ)ꎻＸＭＳ 与烟草分离物 ＴＯＢ 的

氨基酸序列同源性最低(９７􀆰 ５％)ꎬ二者在第 ７７
位(Ｌ / Ｉ)、９８ 位(Ｄ / Ｈ)、１１６ 位(Ｄ / Ｇ)和 １４４ 位

(Ｇ / Ｓ) 氨基酸存在差异ꎻＸＭＳ 与番茄分离物

ＴＯＭ 的氨基酸序列同源性居中(９８.１％)ꎬ二者在

第 ２７ 位(Ｌ / Ｐ)、７８ 位(Ｄ / Ａ)和 １４４ 位(Ｇ / Ｓ)氨

基酸存在差异(图 ２)ꎮ

Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＣＰ ｏｆ ＸＭＳ６ (ＪＸ５３４２２４) ｗｉｔｈ ＴＭＧＭＶ￣ＨＰ
(ＤＱ８２１９４１)ꎬ ＴＭＧＭＶ￣Ｊ (ＡＢ０７８４３５)ꎬ ＴＭＧＭＶ￣ＴＯＢ (ＡＦ１０３７８２)

ａｎｄ ＴＭＧＭＶ￣ＴＯＭ (ＡＦ１０３７８３)
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｂｙ ｂａｒｓ.

３５６
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３　 讨论

大多数 Ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ 病毒具有种传特性ꎬ国际

种子贸易是病毒远距离传播的重要途径ꎮ 近年来ꎬ
ＴＭＧＭＶ 扩散速度很快ꎬ发生地包括以色列、韩国、
日本、中国台湾、委内瑞拉、法国、巴拿马、突尼斯、
英国、伊朗和美国ꎮ 本次辣椒病害调查中ꎬ从 ６ 份

辣椒病样中检测到 ＴＭＧＭＶꎬ并测定其 ＣＰ 基因序

列ꎮ 引物 ５２４￣Ｆ 和 ５２４￣Ｒ 位于 ＣＰ 基因之外ꎬ直接

对 ＰＣＲ 产物进行两端测序即可获得完整 ＣＰ 基因

序列ꎮ 本研究中分离物 ＸＭＳ６ 与已报道分离物的

核苷酸序列同源性为 ９７.９％ ~ ９９.８％ꎬ聚类分析显

示各分离物之间不具有明显的寄主相关性或地域

相关性ꎮ 病毒复合侵染现象在田间较为普遍ꎬ发现

３ 份病样为 ＴＭＧＭＶ 和 ＰＭＭｏＶ 复合侵染ꎬ但症状

与 ＴＭＧＭＶ 单独侵染无区别ꎮ ＴＭＧＭＶ 和 ＰＭ￣
ＭｏＶ 在血清学上有交叉反应ꎬ检测大量的田间样

品时应在进行 ＥＬＩＳＡ 初筛后再使用 ＲＴ￣ＰＣＲ 进行

确认ꎬ避免出现假阳性结果ꎮ
我国 是 辣 椒 种 植 和 消 费 大 国ꎬ 种 植 面 积

３６５ ９００ ｈｍ２ꎮ 番茄是我国的重要经济作物ꎬ我国

已成为世界三大番茄种植区之一ꎮ 我国每年进口

大量辣椒种子和番茄种子ꎬ最近本实验室从一批进

境辣椒种子中检测到 ＴＭＧＭＶꎬ说明该病毒有很高

的传入风险ꎮ 为保护辣椒与番茄产业安全ꎬ有必要

加强辣椒、番茄种子的进境检疫和省间种子调运检

疫ꎬ并在辣椒、番茄的主产区和种子繁育基地进行

病毒监测ꎬ防止病害大范围流行ꎮ
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