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辣椒轻斑驳病毒凤城分离物的鉴定、

全基因测序及系统进化分析
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摘要　辣椒轻斑驳病毒犘犲狆狆犲狉犿犻犾犱犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊（ＰＭＭｏＶ）属于烟草花叶病毒属，是辣椒上重要的病原病毒之一，

近年来ＰＭＭｏＶ对辽宁部分辣椒产区造成严重危害。本文采用ＤＡＳＥＬＩＳＡ检测以及ＲＴＰＣＲ的方法首次从辽宁

省凤城市蔬菜产区辣椒病叶中检测出ＰＭＭｏＶ，暂命名为ＰＭＭｏＶＦＣ。设计３对特异性引物对其进行扩增并测序

后得到该病毒分离物全基因序列。将ＰＭＭｏＶＦＣ的全基因序列与已报道的国内外９个ＰＭＭｏＶ分离物进行同源

性分析，结果表明，其同源性介于９４．３％～９９．７％之间。基于全基因序列的系统发育进化分析表明，ＰＭＭｏＶＦＣ

与国内分离物、日本分离物以及美洲分离物亲缘关系密切，而与韩国和西班牙分离物亲缘关系稍远。鉴于该病毒在

辣椒上造成的严重危害，对于ＰＭＭｏＶＦＣ在辽宁地区的发生以及防治仍需进行更为详细的研究。

关键词　辣椒轻斑驳病毒；　ＲＴＰＣＲ；　全基因组测序；　系统进化分析
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　　我国近年来辣椒犆犪狆狊犻犮狌犿犳狉狌狋犲狊犮犲狀狊产业发

展迅速，已成为世界上辣椒栽培面积最大的国家［１］，

种植面积基本稳定在１５０万～１６０万ｈｍ
２，约占我

国蔬菜种植面积的１０％
［１２］。辣椒也是我国辽宁省

重要的蔬菜作物之一，辣椒病毒病是危害辣椒生产

的重要病害，常导致辣椒落叶、落花、落果，可造成减

产３０％～５０％，甚至绝收，成为影响辣椒产量的主

要因素之一［３］。辣椒轻斑驳病毒犘犲狆狆犲狉犿犻犾犱犿狅狋

狋犾犲狏犻狉狌狊（ＰＭＭｏＶ）属于烟草花叶病毒属犜狅犫犪犿狅

狏犻狉狌狊的正义链ＲＮＡ病毒，基因组ＲＮＡ由６３５６或

６３５７个碱基组成，编码病毒复制酶蛋白ｐ１２６和

ｐ１８３、运动蛋白（ｍｏｖｅｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＰ）和外壳蛋

白（１７ｋＤａ）等至少４种蛋白
［４５］，是世界范围内造成

辣椒经济损失的重要病原之一。ＰＭＭｏＶ可以通过



２０１７

种子和汁液摩擦传播，带毒种子、发病植株和病土

是重要的侵染来源［６］。ＰＭＭｏＶ最早报道于美国

辣椒［７］，１９９４年在中国新疆辣椒上首次发现
［８］。

２０１４年６月辽宁省葫芦岛地区温室大棚辣椒上暴

发辣椒轻斑驳病毒病，５０％的辣椒受到侵染，受害

总面积达１５ｈｍ２，直接造成三分之一的经济损

失［９］。感病辣椒叶片呈现斑驳、花叶、扭曲或皱缩，

茎秆上出现褐色坏死斑，果实变小畸形、果面斑驳

或出现凹陷坏死等明显病毒病症状，后期辣椒果实

外观和内在品质均显著变差［１０］。迄今有关辽宁地

区辣椒轻斑驳病毒的基因序列的详细研究十分缺

乏，本研究采用反转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）和双抗体夹

心酶联免疫吸附法（ＤＡＳＥＬＩＳＡ）检测等技术对

ＰＭＭｏＶ凤城辣椒分离物（ＰＭＭｏＶＦＣ）的基因全

序列进行克隆和序列分析，明确了该分离物与国内

外分离物的亲缘关系，从分子水平鉴定该病毒分离

物，为后续在该病毒的预防和控制方面提供依据和

参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

毒源的采集与保存：本研究于２０１５年９月在辽

宁省凤城市凤山区大梨树村辣椒生产区调查采样，

采集的辣椒（品种为‘津福１５号’）病叶具有明显花

叶和斑驳症状。将上述症状病样汁液摩擦接种于温

室培养辣椒‘津福１５号’上繁殖并保存。

生化及分子生物学试剂：供试 ＰＭＭｏＶ 的

ＤＡＳＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自美国Ａｇｄｉａ公司；植物

总ＲＮＡ提取所用ＴＲＩｚｏｎＲｅａｇｅｎｔ试剂购自北京康

为世纪公司；反转录ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ第一链合成

试剂盒购自北京天根生化科技有限公司，ＰＣＲ扩增

酶ＥｘＴａｑ购自大连宝生物公司；引物由上海生工

合成，质粒核酸测序由苏州金唯智生物科技有限公

司完成。

１．２　试验方法

１．２．１　ＤＡＳＥＬＩＳＡ血清学检测

取田间采集到的辣椒疑似感染病毒病叶，加入

ＰＢＳ缓冲液进行研磨裂解后，采用ＤＡＳＥＬＩＳＡ法

进行检测。按照ＤＡＳＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行操

作，终止液终止反应后用酶标仪于４０５ｎｍ波长下读

取每孔的吸光度。

１．２．２　辣椒叶片总ＲＮＡ提取及反转录

选取２份发病症状明显的辣椒病叶，以一份

温室培育的健康辣椒叶片作为对照，提取叶片总

ＲＮＡ，每份样品称取０．１ｇ。提取方法按照ＴＲＩ

ｚｏｎＲｅａｇｅｎｔ试剂说明书步骤进行，将得到的叶片

总ＲＮＡ存于－８０℃下备用。以提取的总ＲＮＡ

为模板，采用随机引物，参照ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ第

一链合成试剂盒说明书方法获取反转录产

物ｃＤＮＡ。

１．２．３　基因全序列的克隆与测序

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中ＰＭＭｏＶ 中国分离物ＰＭ

ＭｏＶＣＮ（登录号：ＡＹ８５９４９７）的基因序列设计３对

特异性引物（表１）。引物由上海生工合成。

表１　犘犕犕狅犞特异性扩增引物

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉犘犕犕狅犞犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

起始位点

Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｓｉｔｅ

ＰＭＭｏＶ１Ｆ
ＧＴＡＡＡＴＴＴＴＴＣＡＣＡＡＴＴＴＡＡ

ＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣ
１

ＰＭＭｏＶ１Ｒ ＡＣＡＣＣＡＡＡＧＡＴＴＣＧＧＡＧＣＴＣ ２４８２

ＰＭＭｏＶ２Ｆ ＧＴＡＧＡＧＴＣＧＣＡＧＴＧＡＧＣＴＣＣ ２４５０

ＰＭＭｏＶ２Ｒ ＴＡＧＣＡＴＡＧＡＧＧＡＣＡＧＡＣＡＴＧＣ ４４６６

ＰＭＭｏＶ３Ｆ ＧＡＧＧＡＡＡＡＧＣＧＧＴＧＡＴＧＴＣＡＣ ４３９５

ＰＭＭｏＶ３Ｒ ＴＧＧＧＣＣＧＣＴＡＣＣＣＧＣＧＧＴＴＣ ６３５６

以叶片的总ＲＮＡ为模板，采用３步ＲＴＰＣＲ

法扩增ＰＭＭｏＶＦＣ的全基因序列。分别以特异性

引物ＰＭＭｏＶ１Ｆ和ＰＭＭｏＶ１Ｒ，ＰＭＭｏＶ２Ｆ和ＰＭ

ＭｏＶ２Ｒ以及ＰＭＭｏＶ３Ｆ和ＰＭＭｏＶ３Ｒ扩增ＰＭ

ＭｏＶＦＣ（图１），并进行测序，将测序结果通过拼接

得到ＰＭＭｏＶＦＣ全基因序列。ＰＣＲ反应体系按照

反转录试剂盒进行操作，总体积为２５μＬ，反应条件

为９４℃１ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，３５

个循环；７２℃８ｍｉｎ。ＰＣＲ产物分别进行电泳并切

胶回收后与ｐＭＤ１９Ｔ载体（宝生物公司）进行连

接，转化大肠杆菌感受态细胞ＤＨ５α（北京康为世纪

生物科技有限公司），于含５０ｎｇ／μＬ氨苄青霉素的

平板上培养过夜，经蓝白斑筛选挑取白色菌落进行

培养，提取质粒。将筛选出的含重组质粒的阳性克

隆送至金唯智生物科技（北京）有限公司进行测序。

采用ＤＮＡＭＡＮＶ８．０（ＬｙｎｎｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）软件及

ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）进行序

列分析，利用Ｃｌｕｓｔａｌｘｖ１．８１和Ｍｅｇａｖ６．０６软件构

建系统进化树。
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图１　犚犜犘犆犚扩增过程

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犮犲狊狊狅犳犚犜犘犆犚

２　结果与分析

２．１　辣椒疑似病毒病样品田间症状

调查发现，发病辣椒叶片呈现斑驳、花叶、扭曲

或皱缩，茎秆上出现褐色坏死斑，果实变小畸形、果

面斑驳或出现凹陷坏死等明显病毒病症状，果实外

观和内在品质均显著下降（图２）。

图２　田间辣椒病叶症状

犉犻犵．２　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犱犻狊犲犪狊犲犱狆犲狆狆犲狉犾犲犪狏犲狊犻狀狋犺犲犳犻犲犾犱

２．２　犘犕犕狅犞的犇犃犛犈犔犐犛犃血清学检测

对采集到的３个病样进行ＤＡＳＥＬＩＳＡ检测结

果表明辣椒病叶均呈ＰＭＭｏＶ阳性，其中辣椒病叶

ＰＭＭｏＶ检测犗犇平均值＝１．０６；阴性对照犗犇平

均值＝０．０９５；ＰＭＭｏＶ阳性质控物犗犇 平均值＝

０．８１，表明采集到的样品中携带ＰＭＭｏＶ。

２．３　犘犕犕狅犞犉犆犚犜犘犆犚扩增结果

分别采用ＰＭＭｏＶ１Ｆ和ＰＭＭｏＶ１Ｒ，ＰＭＭｏＶ２Ｆ

和ＰＭＭｏＶ２Ｒ以及ＰＭＭｏＶ３Ｆ和ＰＭＭｏＶ３Ｒ３对特

异性引物（表１），以反转录的ｃＤＮＡ为模板进行了

ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）扩增（图１）。琼脂糖凝胶电泳结果表

明：泳带从左到右分别扩增出长度约为２．５、２和２ｋｂ

的单一ＰＣＲ产物片段（图３）。

２．４　犘犕犕狅犞犉犆的全基因测序

通过 ＤＮＡＭＡＮ Ｖ８．０软件对３段克隆到

ｐＭＤ１９Ｔ载体的ＰＣＲ扩增产物进行测序和拼接，

每段产物至少测通３个克隆以上，确保序列结果的

准确性。将拼接后的ＰＭＭｏＶＦＣ全基因序列上传

至ＮＣＢＩ数据库并获得临时登记号（ＫＵ６４６８３７）。

图３　３对特异性引物的犘犕犕狅犞犉犆犚犜犘犆犚扩增产物

犉犻犵．３　犚犜犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犘犕犕狅犞犉犆狌狊犻狀犵

狋犺狉犲犲狆犪犻狉狊狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊

２．５　犘犕犕狅犞犉犆与其他分离物的基因同源性比对

从ＧｅｎＢａｎｋ中选取９个ＰＭＭｏＶ分离物（其中包

括２个中国分离物、４个来自亚洲其他国家的分离物、

２个美洲分离物和１个欧洲分离物）和烟草花叶病毒

属其他２种病毒分离物基因全序列，采用ＤＮＡＭＡＮ

软件对ＰＭＭｏＶＦＣ的基因全序列与上述基因的序列

同源性进行了比较，结果（表２）表明：ＰＭＭｏＶＦＣ与

选取的９个ＰＭＭｏＶ分离物核苷酸的序列同源性介

于９４．４％～９９．７％之间，同源性很高，其中与中国分

离 物 ＰＭＭｏＶＣＮ （ＡＹ８５９４９７）、ＰＭＭｏＶＨＮ１

（ＫＰ３４５８９９）和日本分离物ＰＭＭｏＶＪ（ＡＢ０００７０９）、

ＰＭＭｏＶＪｐ（ＡＢ０６９８５３）以及美洲分离物ＰＭＭｏＶＢＲ

ＤＦ０１（ＡＢ５５０９１１）、ＰＭＭｏＶＡ（ＮＣ００３６３０）同源性均

在９９％以上；与分离物ＰＭＭｏＶＫｒ（ＡＢ１２６００３）、ＰＭ

ＭｏＶＩａ（ＡＪ３０８２２８）、ＰＭＭｏＶＰ３（ＬＣ０８２１００）的亲缘

关系相对较远，同源性介于９４．３％～９７．３％之间，与

ＴＭＶ（ＮＣ００１３６７）相似度为６９．５％，与 ＣＧＭＭＶ

（ＮＣ００１８０１）的相似度为５１．１％（表２）。

２．６　基于全基因序列的犘犕犕狅犞系统进化树分析

将ＰＭＭｏＶＦＣ基因全序列与上述分离物（表

２）进行比对后，通过ＣｌｕｓｔａｌｘＶ１．８１和ＭｅｇａＶ６．０６

构建系统进化树（图４）。结果表明：采用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ

Ｊｏｉｎｉｎｇ聚类分析方法将所有ＰＭＭｏＶ分离物聚类

在一起，形成两大支系群体，ＰＭＭｏＶＦＣ与来自中

国、日本、韩国和美洲的６个ＰＭＭｏＶ分离物聚为一

个支系，与西班牙分离物（ＰＭＭｏＶＩａ）和来自韩国

的另一种分离物（ＰＭＭｏＶＰ３）分属不同支系，但亲

缘关系仍相对较近，与ＴＭＶ以及ＣＧＭＭＶ亲缘关

系很远（图４）。

·７５·
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表２　犘犕犕狅犞犉犆核苷酸序列同源性比较

犜犪犫犾犲２　犎狅犿狅犾狅犵狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犕犕狅犞犉犆犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲

狑犻狋犺狅狋犺犲狉犘犕犕狅犞犻狊狅犾犪狋犲狊犪狀犱狅狋犺犲狉狏犻狉狌狊狅犳犜狅犫犪犿狅狏犻狉狌狊

分离物

Ｉｓｏｌａｔｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

核苷酸序列

同源性／％

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＰＭＭｏＶＪ ＡＢ０００７０９ 日本 ９９．７

ＰＭＭｏＶＪｐ ＡＢ０６９５８３ 日本 ９９．７

ＰＭＭｏＶＣＮ ＡＹ８５９４９７ 中国 ９９．６

ＰＭＭｏＶＨＮ１ ＫＰ３４５８９９ 湖南 ９９．６

ＰＭＭｏＶＡ ＮＣ００３６３０ 美国 ９９．６

ＰＭＭｏＶＢＲＤＦ０１ ＡＢ５５０９１１ 南美 ９９．３

ＰＭＭｏＶＫｒ ＡＢ１２６００３ 韩国 ９７．３

ＰＭＭｏＶＩａ ＡＪ３０８２２８ 西班牙 ９４．４

ＰＭＭｏＶＰ３ ＬＣ０８２１００ 韩国 ９４．３

ＴＭＶ ＮＣ００１３６７ 俄罗斯 ６９．５

ＣＧＭＭＶ ＮＣ００１８０１ 日本 ５１．１

图４　基于犘犕犕狅犞基因核酸全序列的系统进化分析

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犕犕狅犞犮狅犿狆犾犲狋犲

犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

３　结论与讨论

自向本春等［８］首次将新疆石河子地区辣椒上危

害的病毒鉴定为辣椒轻斑驳病毒以来，近些年在我

国华北地区、山东青岛、西南贵州、西北宁夏、陕西乃

至台湾地区的辣椒上均发现该病毒［１１１３］，可见其危

害地区越来越广、危害面积也在逐步增加。辽宁省

辣椒主栽品种有‘丹椒４号’、‘超级金塔２号Ｆ１’、

‘西星牛角椒１号’、‘津福１５号’、‘益都红’、‘辣优８

号’、‘鞍椒１号’、‘猛椒３号’等。本研究通过ＲＴ

ＰＣＲ检测，可确定辽宁省丹东市凤城大梨树村采集

到辣椒病叶为ＰＭＭｏＶ所致，带毒样品为‘津福１５

号’，在辽宁地区属于主栽品种之一，具有代表性。

本研究通过同源性分析以及系统进化树分析明确

ＰＭＭｏＶＦＣ与ＧｅｎＢａｎｋ中９个国内和其他国家

ＰＭＭｏＶ分离物同源性很高，核苷酸同源性介于

９４．３％～９９．７％之间。采用聚类分析法构建系统发

育进化树并明确了该分离物与国内分离物、日本分

离物以及美洲分离物亲缘关系密切，而与韩国和西

班牙分离物亲缘关系稍远。通过上述结果揭示ＰＭ

ＭｏＶＦＣ可能与中国已报道的几种分离物，日本以

及美洲分离物具有相同的进化祖先。

近年，随着国际间种子、苗木贸易往来日益频

繁，各口岸出入境检疫部门不仅在引种种植的辣椒

上检测到ＰＭＭｏＶ，也从我国台湾及韩国等进境辣

椒种子中检测到ＰＭＭｏＶ的存在。Ｐｅｎｇ等
［１４］通过

对不同省份的４２份市场上销售的辣椒酱进行检测，

结果表明：辣椒酱中的ＰＭＭｏＶ仍具有侵染活性，

ＰＭＭｏＶ也会随着辣椒酱等辣椒制品的贸易进行传

播。同时，Ｃｏｌｓｏｎ等
［１５］的研究表明食用含有ＰＭ

ＭｏＶ的辣椒产品可导致腹泻，发热等症状。因此，

应重视ＰＭＭｏＶ对于辣椒生产上的危害以及对人

们健康方面的潜在威胁。但ＰＭＭｏＶ尚不属于我

国禁止进境的检疫性有害生物，无法通过植物检疫

措施阻止该病毒进入我国。ＰＭＭｏＶ在辽宁的发生

尚不普遍，除葫芦岛市和凤城市以外，暂未在其他地

区检测到ＰＭＭｏＶ，鉴于其潜在的危害性，对于该病

毒的发生以及防控仍需进行更加深入的研究。
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