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北京地区辣椒上黄瓜花叶病毒和甜菜西方

黄化病毒复合侵染的分子鉴定
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摘要　辣椒是我国重要的蔬菜和经济作物，受多种病毒危害。２０１４年在北京市顺义区调查时发现部分种植的辣

椒植株上叶片大面积黄化，边缘症状明显，个别植株叶片轻微上卷。提取典型症状样品的总ＲＮＡ，反转录得

到ｃＤＮＡ，分别用黄瓜花叶病毒（犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＣＭＶ）特异引物和马铃薯卷叶病毒属（犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊）通

用引物进行ＰＣＲ检测，ＣＭＶ特异引物和马铃薯卷叶病毒属通用引物分别扩增得到约６５０ｂｐ和１４００ｂｐ的特

异条带。测序和核苷酸序列比对表明，其分别与ＣＭＶ和甜菜西方黄化病毒（犅犲犲狋狑犲狊狋犲狉狀狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊，ＢＷ

ＹＶ）序列同源性最高为９９％和９６％。这是对我国种植的辣椒上发生的ＣＭＶ和ＢＷＹＶ复合侵染的首次

报道。
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　　辣椒（犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿 Ｌｉｎｎ．）属茄科，为一

年生或有限多年生草本植物，是世界上广泛种植的

蔬菜之一，尤其在我国居民的日常饮食中扮演着重

要的角色。辣椒病毒病是我国辣椒生产中的主要病

害之一，常造成花叶、黄化、畸形等症状，对辣椒产量

造成严重影响。据报道，至少有４５种病毒可侵染辣

椒，以烟草花叶病毒（犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＴＭＶ）

和黄瓜花叶病毒（犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＣＭＶ）发

生最为普遍，马铃薯Ｙ病毒（犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢，ＰＶＹ）、

马铃薯Ｘ病毒（犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犡，ＰＶＸ）、番茄褪绿病

毒（犜狅犿犪狋狅犮犺犾狅狉狅狊犻狊狏犻狉狌狊，ＴｏＣＶ）、番茄黄化曲叶

病毒（犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻狉狌狊，ＴＹＬＣＶ）、烟

草蚀纹病毒（犜狅犫犪犮犮狅犲狋犮犺狏犻狉狌狊，ＴＥＶ）、苜蓿花叶病

毒（犃犾犳犪犾犳犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊，ＡＭＶ）、烟草曲茎病毒

（犜狅犫犪犮犮狅犮狌狉犾狔狊犺狅狅狋狏犻狉狌狊，ＴｂＣＳＶ）等也是常见的

侵染辣椒的病毒［１６］。２０１４年夏我们在对河北唐山



２０１６

辣椒病毒病进行调查和检测过程中，首次检测到了

甜菜西方黄化病毒（犅犲犲狋狑犲狊狋犲狉狀狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊，

ＢＷＹＶ）
［７］。

黄瓜花叶病毒（ＣＭＶ）是危害辣椒的主要病毒

之一，主要通过蚜虫传播，引起辣椒系统花叶、皱缩

和矮化，导致果实畸形，严重减产［８］。我国长江流域

辣椒种植区受害最重，一般年份可造成减产２０％～

３０％，严重时损失可达５０％～６０％，个别地区甚至

绝收［９］。在所有侵染辣椒的病毒中，ＣＭＶ检出率最

高，是辣椒抗病育种的主攻目标［１０］。ＢＷＹＶ属于马

铃薯卷叶病毒属（犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊），危害世界许多地区

的甜菜生产，是我国甜菜黄化病的致病因子之一，在

内蒙古和甘肃的甜菜产区均有发生。自然界中，

ＢＷＹＶ主要通过蚜虫以持久循回非增殖方式传播，

主要危害藜科植物如甜菜等，还危害十字花科、茄

科、葫芦科、豆科、马齿苋科植物［１１］。

２０１４年秋，在北京市顺义地区对蔬菜常见病害

进行调查时，在大田露地种植的辣椒上发现叶片出

现明显的黄化症状，有些植株叶片大部分黄化，边缘

症状明显；个别植株叶片轻微上卷。作者采集具有

典型发病症状的辣椒样品，提取叶片总ＲＮＡ后进

行反转录，利用特异引物或通用引物进行ＰＣＲ检

测，并经序列测定和比对分析，对其病原进行了鉴

定，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　样品采集

２０１４年６月在北京顺义杨镇中国农业科学院

蔬菜花卉研究所基地大田中采集表现典型叶片黄

化，叶脉间组织失绿并带有褐色小斑的辣椒叶片，整

理后取一部分用于总ＲＮＡ的提取。

１．２　叶片总犚犖犃的提取

利用ＴＲＩｚｏｌ法提取辣椒叶片总ＲＮＡ。取症

状典型的叶片于液氮中研磨，将０．１ｇ粉末转入

１．５ｍＬ离心管中，迅速加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂，振

荡混匀，室温静置５ｍｉｎ后，４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ。将上清液转入１．５ｍＬ离心管，加入

０．２ｍＬ氯 仿 混 匀，室 温 放 置５ｍｉｎ后，４℃ 下

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，取 上 清 液５４０μＬ至

１．５ｍＬ离心管，加入等体积异丙醇并混匀。室温

放置３０ｍｉｎ。４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，用

７５％乙醇洗涤沉淀。最后用无核酶的去离子水

溶解。

１．３　反转录犘犆犚和序列测定

在ＲＮＡ 专用离心管中加入总 ＲＮＡ２μｇ、

１０μｍｏｌ／Ｌｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ０．５μＬ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ０．５μＬ，用无核酶的超纯水补充体积至

２５μＬ；混匀后于离心机中短暂离心，放入６５℃金属

浴中变性５ｍｉｎ；冰浴３ｍｉｎ后，依次向管中加入

５×ＭＭＬＶｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ

０．５μＬ、ＭＭＬＶ反转录酶１．０μＬ，混匀后短暂离

心；４２℃水浴１ｈ。

将反转录得到的ｃＤＮＡ分别用ＣＭＶ特异检测

引 物 ＣＭＶＣＰｆ （５′ＡＴＧＧＡＣＡＡＡＴＣＴＧＡＡＴ

ＣＡＡＣＡＡ３′）、ＣＭＶＣＰｒ（５′ＴＣＡＧＡＣＴＧＧＧＡＧ

ＣＡＣＣＣＣＡＧＡＣＧＴ３′）
［１２］，以及犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊属通

用检 测 引 物 ＰｏｃｏｎＦ（５′ＧＡＹＴＧＹＴＣＹＧＧＴＴＴＴ

ＧＡＣＴＧＧ３′）、ＰｏｃｏＣＰＲ （５′ＣＧＴＣＴＡＣＣＴＡＴＴＴＳＧ

ＧＲＴＴＮ３′）
［１３］进行ＰＣＲ，扩增ＣＭＶ外壳蛋白的部

分保守序列以及ＢＷＹＶ中编码ＯＲＦ２和ＯＲＦ３之

间的部分保守序列。２０μＬ的ＰＣＲ反应体系如下：

ｃＤＮＡ１μＬ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１μＬ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ

上游引物和下游引物各１μＬ、１０×反应缓冲液

２μＬ、５Ｕ／μＬ犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶０．２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

１３．８μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃变性３ｍｉｎ；按下列

条件进行３５个循环：９５℃变性３０ｓ，５５℃复性４５ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ；循环结束后在７２℃延伸１０ｍｉｎ。全

部ＰＣＲ产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳分离。ＰＣＲ产

物送至华大基因公司进行测序获得序列。

１．４　序列比对分析

利用 ＮＣＢＩ序列比对工具ＢＬＡＳＴ （ｈｔｔｐ：∥

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）程序ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｌａｓｔ比

对分析克隆获得的序列，根据同源性确定病毒

种类。

２　结果与分析

２．１　样品检测

以反转录得到的ｃＤＮＡ为模板，利用ＣＭＶ特

异引物（ＣＭＶＣＰｆ和ＣＭＶＣＰｒ）和犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊通用

检测引物（ＰｏｃｏｎＦ和ＰｏｃｏｃｐＲ）进行ＰＣＲ，得到约

６５０ｂｐ和１４１０ｂｐ的片段（图１），与ＣＭＶ和犘狅犾

犲狉狅狏犻狉狌狊检测引物的目标片段长度相符，表明采集

的辣椒样品可能被ＣＭＶ和犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊属的病毒

复合侵染危害。

·２８１·
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图１　利用犚犜犘犆犚检测辣椒样品的犅犠犢犞和犆犕犞

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犅犠犢犞犪狀犱犆犕犞狅狀

狆犲狆狆犲狉狊犪犿狆犾犲狊狌狊犻狀犵犚犜犘犆犚

２．２　犆犕犞和犅犠犢犞北京分离物部分序列分析

将２．１获得的ＰＣＲ产物切胶回收纯化后，利用

检测引物进行目标片段序列测定，获得的有效序列大

小分别为６２０ｂｐ和１２４０ｂｐ。经ＢＬＡＳＴ程序中的

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｌａｓｔ进行序列同源性检索和分析，结果表

明，经ＲＴＰＣＲ检测为ＣＭＶ和ＢＷＹＶ的阳性辣椒样

品，其扩增序列分别与ＧｅｎＢａｎｋ中报道的ＣＭＶ和

ＢＷＹＶ序列有很高的同源性。其中，长度为６２０ｂｐ的

序列与登录号为ＥＦ０８８６８３．１、ＥＦ４２４７８４．１、ＡＹ６００９８９．１、

ＥＦ４２４７８２．１、ＥＦ４２４７７８．１、ＡＦ１２７９７７．１、ＫＪ４６７８１７．１、

ＥＦ１２２４９９．１的部分序列均有９９％的同源性；长度

为１２４０ｂｐ的序列与韩国的ＢＷＹＶ 分离物序列

（ＫＭ０７６６４７．１）同源性最高，同源性高达９６％，与

ＢＷＹＶ北京分离物ＨＭ８０４４７１．１和ＨＭ８０４４７２．１

的同源性分别为９４％和９３％；与ＢＷＹＶ美国分离

物ＡＦ４７３５６１．１的同源性为９０％。以上序列分析结

果表明，在北京顺义采集的辣椒样品被ＣＭＶ和

ＢＷＹＶ复合感染。

３　讨论

通过对在北京市顺义区采集的表现病毒病症状

的辣椒样品进行ＲＮＡ提取、ＲＴＰＣＲ、测序和分析，

经在ＮＣＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ序列比对，结果表明辣椒

样品被ＣＭＶ和ＢＷＹＶ复合侵染，这是在我国首次

发现ＣＭＶ和ＢＷＹＶ复合侵染辣椒。ＣＭＶ是我国

辣椒上发生的一种常见病毒，而ＢＷＹＶ目前仅在我

国河北的辣椒上发生，是我国辣椒上发生的一种新

病毒［７］。鉴于辣椒的重要性和辣椒上发生病毒的多

样性，有必要对ＢＷＹＶ在我国辣椒上的发生、危害

情况等进行详细调查研究，便于尽早制定有效的防

治策略和措施，减少生产损失。

ＣＭＶ和ＢＷＹＶ的自然传播介体均是蚜虫。蚜

虫种类多，分布广，繁殖能力强，是传播植物病毒病的

主要介体。许多蚜虫种类有长距离迁飞的行为，迁飞

多发生在晴朗的白天，温度、光照和风是影响迁飞的

主要因素，条件适合时，蚜虫可上升到逆温层并随气

流迁飞到上百公里以外的地方［１４］。这些特点使蚜传

病毒病的发生具有突发性，且一旦发生危害严重。

病毒病是辣椒上的常见病害，且多种病毒复合

侵染时有发生，田间症状复杂，对生产危害大。实际

生产中，为降低病毒病的发生和危害，应在选择抗病

毒品种的基础上，加强对传毒介体（如蚜虫等）的监

测和控制，发现传毒介体大发生时，及时采取化学和

物理等防治措施进行有效防治。
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