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湖南和福建辣椒上辣椒脉斑驳病毒
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　　摘要：辣椒脉斑驳病毒（Ｃｈｉｌｌｉｖｅｉｎａｌｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，ＣｈｉＶＭＶ），目前在我国仅有在海南黄灯笼辣椒上严重危害的报道。
利用湖南省和福建省采集的辣椒样本，检测辣椒ＣｈｉＶＭＶ的检出率，并克隆ＣｈｉＶＭＶ的ＣＰ基因序列，用邻近法构建了
系统进化树，分析其遗传进化情况。结果表明，辣椒的 ＣｈｉＶＭＶ省检出率湖南省为２５％，福建省为２０％；克隆了湖南
省和福建省ＣｈｉＶＭＶＣＰ基因各１个，系统发育表明，湖南省和福建的ＣｈｉＶＭＶ株系与源于韩国ＣｈｉＶＭＶ株系聚在一个
亚簇，而与我国其他地区ＣｈｉＶＭＶ亲缘关系较远，表明侵染辣椒的ＣｈｉＶＭＶ在我国进一步扩展，且存在遗传分化趋势。
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　　辣椒，一种茄科辣椒属植物，原产于中南美洲热带地区，
在全世界都有广泛栽培，是世界上消费量最大的蔬菜之一。

我国辣椒种植面积高达１４０万 ｈｍ２以上，占据我国所有蔬菜
作物种植面积的１０％［１］。辣椒病毒病是威胁辣椒安全生产

的重要病害，目前能够侵染辣椒的病毒有４０多种［２－３］，其中

辣椒脉斑驳病毒（Ｃｈｉｌｌｉｖｅｉｎａｌｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，ＣｈｉＶＭＶ）是危害辣
椒作物的最主要病毒之一；该病毒于１９７９年首次在马来半岛
的辣椒作物上被发现［４］，随后在世界上许多国家的辣椒作物

上陆续被报道［５－７］。ＣｈｉＶＭＶ主要依靠蚜虫进行非持久性传
播［４］，还能通过病株汁液和机械接触等方式传播，不能通过

种子传播，因此，其传播扩散速度非常快。

在我国，ＣｈｉＶＭＶ首先在海南省被报道，严重危害海南的

黄灯笼椒［８］，随后在陕西、云南等地区相继发生［８－１０］。然而，

到目前为止，尚未见ＣｈｉＶＭＶ在湖南以及福建等地区的报道。
鉴于ＣｈｉＶＭＶ对辣椒生产的威胁，本研究检测了湖南和福建
等地辣椒上 ＣｈｉＶＭＶ的发生情况，克隆了湖南和福建等地
ＣｈｉＶＭＶ株系的ＣＰ基因，并分析了其系统发育关系，以期为
明确我国ＣｈｉＶＭＶ的分布及遗传进化提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
辣椒样品：２０１３年８月，在湖南省和福建省进行辣椒病

毒病调查，发现部分地块辣椒病毒病的发病症状与 ＣｈｉＶＭＶ
类似，表现为植株矮小，叶片畸形（包括叶片黄化、叶卷曲、叶

面枯斑、叶沿皱缩等）。采集湖南省辣椒样本１６个、福建省
辣椒样本８个。

ＣｈｉＶＭＶＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自美国 ＲＢ公司；ｃＤＮＡ试
剂盒、ＤＮＴＰ、氨苄青霉素、ＥＡＳＹＴａｑＤＮＡ聚合酶和ＤＮＡ回收
试剂盒均购自北京全氏金生物技术有限公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购
自Ａｍｂｉｏｎ公司，Ｅｌｉｓａ试剂盒购自 ＲＰ公司；供试引物由华大
基因公司合成，ＤＮＡ测序测定由生物工程（上海）有限公司
完成。
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１．２　ＥＬＩＳＡ检测
ＥＬＩＳＡ检测具体操作步骤按说明书进行。阳性对照为试

剂盒自带ＣｈｉＶＭＶ病毒初提纯物；阴性对照为温室内健康辣
椒苗的研磨液。

１．３　ＲＴ－ＰＣＲ
Ｔｒｉｚｏｌ法抽提辣椒叶片总 ＲＮＡ，取５００ｎｇ总 ＲＮＡ，采用

Ａｌｌ－ｉｎ－ｏｎｅＦｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成试剂盒合成 ｃＤＮＡ。以
合成 ｃＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增条件为：９４℃
３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３４个循环；最后７２℃
延伸１０ｍｉｎ。扩增引物 ＣｈｉＶＭＶＣＰ特异性引物，ＣＰＦ（５′－
ＧＣＧＧＧＡＧＡＧＡＧＴＧＴＴＧＡＴＧＣＴＧ－３′），ＣＰＲ（５′－ＴＣＧＣＣＡＣ
ＴＡＴＴＧＡＡＣＡＧＣＴＴＡＡＣ－３′）；１．０％琼脂糖凝胶电泳观察
ＰＣＲ产物，回收符合预期大小的条带，送生工生物工程（上
海）有限公司测序。

１．４　序列进化分析
从Ｇｅｎｂａｎｋ数据库中下载了９个ＣｈｉＶＭＶ典型分离物的

ＣＰ基因序列。利用ＣＬＵＳＴＡＬＷ对所有ＣＰ序列进行多序列
联配，利用Ｍｅｇａ５．０采用邻接法，构建ＣｈｉＶＭＶＣＰ基因的系
统发育树［１１］。

２　结果与分析

２．１　ＣｈｉＶＭＶＥＬＩＳＡ检测
ＥＬＩＳＡ检测结果表明，从湖南采集的１６个辣椒样本中，

共有４个样本呈现阳性；而从福建采集的８个样本中，检测出
２个阳性样本。
２．２　ＣｈｉＶＭＶＣＰ基因克隆与序列分析

ＲＴ－ＰＣＲ结果表明，扩增得到大小为 １１００ｂｐ的条带
（含ＣｈｉＶＭＶＣＰ全基因序列以及部分上游基因序列），与预
期大小一致。将ＲＴ－ＰＣＲ扩增得到的条带进行序列测定，截
取ＣｈｉＶＭＶＣＰ基因序列，输入 ＮＣＢＩ进行比对，比对结果表
明，福建和湖南等地的 ＣｈｉＶＭＶ株系 ＣＰ基因与来源于韩国
辣椒的ＣｈｉＶＭＶ序列同源性最高（＞９７％）。
２．３　序列的系统发育分析

从ＣｈｉＶＭＶ－ｈｎ和 ＣｈｉＶＭＶ－ｆｊ的系统发育树（图１）可
以看出，发育树共分成３个分支，分别为韩国株系分支、印度
株系分支和中国株系分支，具有很强的地域性；而 ＣｈｉＶＭＶ－
ｈｎ和 ＣｈｉＶＭＶ－ｆｊ与韩国的 ２个分离物（ＡＪ９７２８７８．１和
ＡＭ９０９７１７．１）构成 １个分支，表明湖南和福建等地的
ＣｈｉＶＭＶ株系与韩国ＣｈｉＶＭＶ的亲缘关系较近。系统发育分
析还表明，我国辣椒上的ＣｈｉＶＭＶ具有遗传分化的趋势。

３　结论

ＣｈｉＶＭＶ是一种（＋）ｓｓＲＮＡ病毒，是 ＰｏｔｙｖｉｒｕｓＹ病毒属
的确定种，该病毒的存在严重制约着韩国、印度、泰国等国和

我国台湾等地的辣椒生产，是造成这些地方辣椒减产的最主

要原因之一［４，１２］。本研究采用 ＥＬＩＳＡ以及 ＲＴ－ＰＣＲ方法在
湖南省和福建省等地的辣椒病样检测到 ＣｈｉＶＭＶ，表明
ＣｈｉＶＭＶ在我国的侵染范围正逐步扩展，对我国辣椒的生产
具有潜在的威胁。

ＣｈｉＶＭＶ湖南和福建等地的 ＣＰ基因序列的系统发育分
析显示，我国的ＣｈｉＶＭＶ存在遗传分化的趋势；由于 ＣｈｉＶＭＶ
不同株系对辣椒的致病性存在差异，因此，我国ＣｈｉＶＭＶ的株
系分化情况，急需开展进一步的研究，为分析ＣｈｉＶＭＶ对辣椒
的危害提供科学依据，同时为该病毒的科学防控提供科学
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