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摘  要：为明确重庆地区辣椒上番茄斑萎病毒（Tomato spotted wilt virus，TSWV）的发生情况及其外

壳蛋白基因（cp）序列变异特征，采用斑点免疫杂交法（Dot-ELISA）和反转录 PCR（RT-PCR）技术对

采自重庆的 298 份辣椒病毒病样品进行了检测和分子鉴定。Dot-ELISA 检测结果表明，有 40 份辣椒样品

检测到 TSWV，检出率为 13.42%。通过电子显微镜在 TSWV 检测呈阳性的样品中观察到具包膜的球状病

毒粒体。设计扩增 TSWV cp 的引物，选取 6 个 TSWV 阳性样品进行 RT-PCR 扩增，均扩增到大小约 750 bp

的目的片段。序列分析表明，重庆辣椒分离物 TSWV-CQ（KX611497）与已报道的 22 个 TSWV 分离物

cp 基因的核苷酸相似性为 96.1% ~ 99.4%，与已报道的 TSWV 中国分离物亲缘关系较近，表现出明显的

地理相关性。 
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Abstract：To identify the occurrence and variation of the coat protein gene（cp）of Tomato spotted wilt 

virus（TSWV）in pepper in Chongqing，a total of 298 diseased pepper samples were collected and subjected 

to the detection of Dot-ELISA with specific antiserum of TSWV and RT-PCR with specific primers. 

Results of Dot-ELISA detection revealed that 40 samples were positive with a detection ratio of 13.42%. 

Typical enveloped spherical particles were observed in the TSWV-positive samples through electron 

microscopy. Six positive samples were randomly selected and amplified by RT-PCR with primers specific  
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for the cp gene of TSWV，and results revealed that an approximate 750 bp fragment was obtained in each 

sample. Sequencing showed that cp gene of the isolate TSWV-CQ（KX611497）shared 96.1% to 99.4% 

identities with those of the other 22 previously reported TSWV isolates. Phylogenetic analysis showed that 

the isolate TSWV-CQ was most closely related to TSWV isolates of China and suggested that geographical 

selection force played a role in virus evolution. 

Keywords：pepper；Tomato spotted wilt virus；Dot-ELISA；RT-PCR 

 

番茄斑萎病毒（Tomato spotted wilt virus，TSWV）是布尼亚病毒科（Bunyaviridae）番茄斑萎病

毒属（Tospovirus）典型成员（Adkins，2000；Margaria et al.，2014）。由于其危害严重，位居世界

十大重要植物病毒排名第 2 位（Scholthof et al.，2011）。TSWV 通过蓟马传播，可在蓟马体内复制

增殖（Ullman et al.，2005）。TSWV 的寄主范围广泛，可侵染包括烟草、大豆、番茄、花生、辣椒、

莴苣、菊花和凤仙花等 82 科 1 000 多种植物（Parrella & Marchoux，2003；Timmerman-Vaughan et al.，

2014），已在亚洲、美洲、非洲和欧洲等多个国家和地区造成不同程度的危害（Soler et al.，2003；

Massumi et al.，2007；Sivparsad & Gubba，2011；Lian et al.，2013；French et al.，2016；Zhang et al.，

2016）。 

近年来在对重庆辣椒病毒病开展调查时发现部分辣椒产区有疑似受 TSWV 侵染的症状。为确定

重庆辣椒产区是否受 TSWV 危害，本研究利用 TSWV 的特异性血清和引物，采用斑点免疫杂交法

（Dot-ELISA）和反转录 PCR（RT-PCR）技术，对采自重庆市 14 个区县的 298 份辣椒病毒病样品

进行了检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

2013—2015 年分别从重庆市北碚、巫山、巫溪、万州、彭水、武隆、永川、合川、涪陵、秀山、

铜梁、石柱、九龙坡和丰都等 14 个区县采集了共 298 份辣椒病毒病叶片样本，于–80 ℃冰箱保存。 

TSWV 的单克隆抗体由浙江大学生物技术研究所周雪平教授惠赠。大肠杆菌 Escherichia coli 

DH5α菌株为西南大学植物病毒实验室保存。 

根据 GenBank 中已登录的 TSWV 分离物 Pujol1TL3 的核苷酸序列（KP008131），利用 DNAMAN

软件设计扩增 cp 基因的引物 TSWV-CPo-F：5′-ATGTCTAAGGTTAAGCTCACTA-3′和 TSWV-CPo-R：

5′-AGCAAGTTCTGCGAGTTTTGC-3′。扩增目的片段大小 777 bp。引物由北京六合华大基因科技有

限公司合成。 

1.2  Dot-ELISA 检测及病毒粒体电子显微镜观察 

Dot-ELISA 检测参考郭思瑶等（2015）报道的方法。以健康的辣椒叶片作为阴性对照，以云南

省农业科学院生物技术研究所丁铭研究员提供的受 TSWV 侵染的辣椒叶片作为阳性对照。参照郑宽

瑜等（2015）报道的方法，对 Dot-ELISA 检测呈阳性的样品叶片组织进行电镜观察。 

1.3  病毒总 RNA 的提取与 RT-PCR 扩增 

参照郭思瑶等（2015）报道的方法提取总 RNA，于–80 ℃冰箱保存备用。 
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参照郭思瑶等（2015）报道的方法对提取的总 RNA 进行反转录，以合成的 cDNA 为模板进行

PCR 扩增。反应体系为：2× Taq PCR MasterMIX（含 Taq DNA Polymerase 0.05 U · L-1，MgCl2 4 

mmol · L-1，dNTPs 0.4 mmol · L-1）12.5 μL，上游引物（10 μmol · L-1）1 μL，下游引物（10 μmol · L-1）

1 μL，cDNA 1 μL，加 ddH2O 至 25 μL。PCR 反应程序：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，50 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，循环 35 次，72 ℃延伸 10 min。取 5 μL PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电

泳检测。 

1.4  克隆、测序与序列分析 

上述 PCR 产物纯化后克隆至 pGEM-T 载体，经菌液鉴定后委托华大基因科技有限公司进行序

列测定。利用 DNAStar 软件（Burland，2000）对所获得的基因序列进行处理，利用 BLAST 程序

进行序列相似性搜索，并用 DNAStar MegAlign 程序的 Clustal W 方法与 GenBank 已登录的病毒核苷

酸序列进行多序列比较分析，采用 MEGA 5.0（Tamura et al.，2011）的邻接法（neighbor joining，

NJ）构建进化树，重复次数设置为 1 000 次。 

2  结果与分析 

2.1  Dot-ELISA 检测及电镜观察结果 

利用 TSWV 的特异性血清对 298 份辣椒病毒病样品进行了 Dot-ELISA 检测，结果显示有 40 份

样品检测呈阳性（表 1，图 1），检出率为 13.42%。阳性样品表现皱缩、黄化、褪绿环斑、同心环纹

和枯斑等症状（图 2），将 Dot-ELISA 检测呈阳性的辣椒样品进行电镜观察，在病样叶片组织汁液中

发现具有包膜的球形病毒粒体（图 3）。 

采自北碚、巫山、彭水、永川、涪陵、铜梁、石柱、九龙坡和丰都共 9 个区县的辣椒样品检测

到 TSWV，其中彭水、铜梁、丰都和石柱的检出率较高，均高于 20.0%。铜梁检出率最高，为 27.27%；

巫山、北碚、永川、涪陵和九龙坡的检出率在 11.11% ~ 15.0%之间。武隆、万州、巫溪、秀山和合

川 5 个区县未检测到 TSWV。检测结果表明 TSWV 在重庆地区辣椒作物上发生已经较为普遍。 

 
表 1  重庆各地区辣椒样品 TSWV 的 Dot-ELISA 检测结果 

Table 1  Detection of TSWV in peppers from different districts in Chongqing by Dot-ELISA 

地区 
District 

样本数 
Number of sample 

阳性样本数 
Number of positive sample 

阳性检出率/% 
Percentages of positive sample 

北碚 Beibei 44 5 11.36 
巫溪 Wuxi 21 0 0 
巫山 Wushan 9 1 11.11 
万州 Wanzhou 11 0 0 
彭水 Pengshui 25 5 20.00 
武隆 Wulong 7 0 0 
永川 Yongchuan 22 3 13.64 
合川 Hechuan 10 0 0 
涪陵 Fuling 20 3 15.00 
秀山 Xiushan 7 0 0 
铜梁 Tongliang 11 3 27.27 
九龙坡 Jiulongpo 50 6 12.00 
丰都 Fengdu 16 4 25.00 
石柱 Shizhu 45 10 22.22 
合计 Total 298 40 13.42 
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图 2  辣椒叶片症状 

Fig. 2  Symptoms of the infected pepper leaves 

图 3  辣椒病叶中的病毒粒子电镜照片 

Fig. 3  The viral particles observed in the leaves of infected 

pepper by electron microscope 

 
图 1  部分辣椒样品 TSWV 的 Dot-ELISA 检测 

1 ~ 4：辣椒样品；5：阳性对照；6：阴性对照。 

Fig. 1  Detection of TSWV in pepper by Dot-ELISA 

1–4：Diseased pepper samples；5：Positive control；6：Negative control.  

 

 

2.2  RT-PCR 鉴定结果 

挑选了 6 份 Dot-ELISA 检测呈阳性的辣椒样品进行了针对 TSWV 的 RT-PCR 鉴定，结果显示，

2 份采自丰都（编号 FD8、FD11）、1 份采自石柱（SZ3）、2 份采自铜梁（TL3、TL8）和 1 份采自

北碚（DY9）的共 6 份辣椒样品均能扩增出大小约 750 bp 的特异性片段，而阴性对照没有扩增出任

何条带（图 4）。 

 
图 4  辣椒样品 TSWV 的 RT-PCR 检测 

Fig. 4  Detection of TSWV in pepper by RT-PCR 

2.3  TSWV-CQ 的 cp 基因序列比对及分析 

随机挑选了 RT-PCR 扩增呈阳性的样品（TSWV-CQ）进行基因克隆与测序，结果显示，扩增到
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的序列片段全长 777 bp（KX611497），可编码 258 个氨基酸。BLAST 结果表明，该序列与 TSWV

核苷酸序列有较高的相似性。将 TSWV-CQ 与 GenBank 中 9 个 TSWV 中国分离物和 13 个 TSWV

国外分离物的 cp 基因进行了核苷酸序列和其编码氨基酸序列比较，核苷酸相似性在 99.4%（与中国

莴苣分离物 XP-Lettuce，KP330473）~ 96.1%（与巴西辣椒分离物 Br20RB，DQ915947）；编码的氨

基酸相似性在 99.2%（与中国番茄分离物 CX1，KP637174）~ 96.9%（与巴西辣椒分离物 Br20RB，

DQ915947）。 

2.4  TSWV-CQ 的 cp 基因系统进化树分析 

将 TSWV-CQ 的 cp 基因序列与其他 22 个 TSWV 分离物 cp 基因序列构建系统进化树（图 5）。

结果表明，TSWV 各分离物聚为 3 个不同分支，7 个欧洲国家分离物和新西兰分离物聚为一支（Group 

Ⅰ）；3 个美国分离物和巴西分离物聚为一支（GroupⅡ）；TSWV-CQ 与 9 个中国分离物和韩国分离

物聚为一支（Group Ⅲ），表现出明显的地理相关性。 

 

 
图 5  基于 TSWV-CQ 与其他 TSWV 分离物 cp 基因的系统进化树 

Fig. 5  Phylogenetic tree based on the cp gene of TSWV-CQ and other isolates of TSWV 
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3  讨论  

近年来，TSWV 已在多个国家的经济作物上引起重大损失（Adkins，2000；Riley et al.，2011；

Scholthof et al.，2011）。1989 年中国首次报道 TSWV 危害花生（许泽永 等，1989），因其具有广泛

的寄主范围和地理分布，现已在四川、贵州、云南、广西、广东、北京、宁夏和天津等地区相继发

生，对烟草、莴苣、番茄、马铃薯和辣椒等多种作物造成危害，并呈进一步扩散的趋势（姚革，1992；

张仲凯 等，2000，2004；丁铭 等，2004；刘勇 等，2010；李飞 等，2012；蒙姣荣 等，2012；任

锡毅 等，2014；郑宽瑜 等，2015；曹金强 等，2016；高苇 等，2016）。重庆是中国辣椒的主产区

和消费区，近年来辣椒病毒病危害严重。已报道危害重庆辣椒的主要病毒包括黄瓜花叶病毒

（Cucumber mosaic virus，CMV）、烟草花叶病毒（Tobacco mosaic virus，TMV）、番茄花叶病毒（Tomato 

mosaic virus，ToMV）、芜菁花叶病毒（Turnip mosaic virus，TuMV）和蚕豆萎蔫病毒 2 号（Broad bean 

wilt virus 2，BBWV-2）（雷蕾 等，2001；林清 等，2001；郭思瑶 等，2015），目前还未见 TSWV

侵染重庆辣椒的报道。但本实验室在开展重庆烟草病毒病普查的过程中，在丰都烟草上已发现TSWV

的危害（刘陈晨 等，2013）。为明确重庆辣椒是否受 TSWV 侵染，对采自重庆 14 个区县的 298 份

样品进行了针对 TSWV 的血清学检测，并随机挑选了 6 份 Dot-ELISA 检测呈阳性的辣椒样品进行了

针对 TSWV 的 RT-PCR 检测，两种检测方法一致证实 TSWV 已经在重庆辣椒作物上引起危害。值

得关注的是，石柱县是重庆市最重要的辣椒种植区，年种植面积达 2 万 hm2（黄任中 等，2015）。

本研究在采自石柱的样品中已检出 TSWV，一旦 TSWV 在该地区暴发成灾，后果严重。由于 TSWV

主要通过蓟马传播，包括西花蓟马（Frankliniella occidentalis）、花蓟马（F. bispinosa）和棕榈蓟马

（Thrips palmi）等 9 种蓟马，且以西花蓟马为主（Riley et al.，2011）。重庆地区辣椒上虽暂无蓟马

发生危害的报道，但有报道桑蓟马（Pseudcden drothripsmori）和茶黄蓟马（Scirtothrips dorsalis）对

桑树和何首乌等植物造成危害（张应 等，2011；余茂德和赵爱春，2016）。因此加强对传毒介体蓟

马的监测与控制是有效防控 TSWV 发生流行的关键措施，对保障重庆辣椒产业健康发展具有重要意

义。 

TSWV-CQ 与中国 TSWV 分离物和国外 TSWV 分离物的同源性比较结果表明，TSWV-CQ 与

GenBank 已报道的 9 个中国 TSWV 分离物 cp 基因核苷酸序列相似性介于 98.5% ~ 99.4%之间，编码

的氨基酸序列相似性在 97.7% ~ 99.2%之间，均高于与国外 TSWV 分离物的相似性。系统进化树分

析结果表明，TSWV-CQ 与中国 TSWV 各分离物亲缘关系较近，与国外 TSWV 分离物亲缘关系较远，

具有明显的地理相关性，这与 French 等（2016）的报道相一致，表明 TSWV-CQ 与各亚洲分离物可

能具有相同的进化来源。 
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