湖南省地方标准
《蔬菜辣椒褪绿病毒检测技术规程》编制说明
1、工作简况

1.1 目的意义

辣椒褪绿病毒病主要是指由布尼亚病毒科（Bunyaviridae）番茄斑萎病毒属（Tospovirus）辣椒褪绿病毒（capsicum chlorosis tospovirus，CaCV）引起的一类严重危害茄科作物的主要病害。自然情况下，CaCV主要通过蓟马以持久性方式进行传播。目前CaCV在很多国家和地区在很多植物上（中国花生、番茄、辣椒、蝴蝶兰等，泰国番茄，印度辣椒、苋属植物，美国蜡花等）均有报道。2002年，Chen等人在中国广州市郊花生上发现了CaCV；同年，Zheng等人从台湾蝴蝶兰上发现CaCV。2013年，李婷婷等人在云南玉溪番茄上发现了CaCV。2018年，本人从山东表现出褪绿、凹凸不平的西葫芦果实上发现了CaCV。目前，CaCV的分布范围越来越广，寄主种类越来越多，给农业生产带来了严重的危害。
目前还没有一种对辣椒褪绿病毒病具有良好治疗效果的药剂，抗病品种的选育也很有限。因此，在防范由CaCV引起的辣椒褪绿病毒病的传入和扩散乃至病害的防控中，加强CaCV的检测显得至关重要。因此，对蔬菜辣椒褪绿病毒病的相关检测技术进行研发，建立蔬菜辣椒褪绿病毒病的快速、灵敏和特异性强的检测技术体系，是保障我国蔬菜产业稳定发展的迫切需要。
本标准系统总结了近年来的研究成果，建立和优化了辣椒褪绿病毒（CaCV）快速、灵敏、RT-PCR检测和血清学检测方法，利用这两种方法均可实现对蔬菜辣椒褪绿病毒的准确检测和鉴定。经过湖南省植物保护研究所和协作单位对采自湖南省长沙、山东省寿光市、云南省楚雄州元谋县等地的番茄、辣椒、西葫芦等蔬菜作物病毒病样品进行检测鉴定，结果表明本标准的方法快速、特异、灵敏，为加强对蔬菜辣椒褪绿病毒病的早期监测、快速识别及预警，制定准确有效的病害防控措施，促进蔬菜产业绿色、健康、稳定发展具有重要意义。

1.2起草单位及其编制人员介绍

该标准起草单位湖南省农业科学院植物保护研究所拥有现代化的仪器设备及先进的实验设施。科研基础条件完善，建有一批国家级和省级科研平台及实验室，例如园艺作物病虫害治理湖南省重点实验室、植物微生态制品湖南省工程实验室、国家大宗蔬菜产业技术体系南方病害综合防控科学家岗位等。起草单位已经拥有常规的分子生物学实验的各种仪器设备和条件：大型高速冷冻离心机、常规PCR扩增仪、荧光定量PCR扩增仪、酶标仪、水平和垂直电泳系统、凝胶成像仪、台式高速冷冻离心机、超净工作台、显微镜、气相色谱-质谱联用仪、液相色谱-质谱联、Milli-Q超纯水机、控光控温温室等仪器设备，实验室面积800余平米，可控温控光温室300余平米（有防虫隔离功能），网室2000余平方米。起草单位目前承担了多项蔬菜病毒病防控相关的农业行业科技和国家自然科学基金等项目，而且一直从事蔬菜病毒病害相关技术的研发及集成创新工作，在蔬菜病毒病害的病原鉴定和综合防治，拥有成熟的分子生物学技术操作基础及其田间实践操作基础。
起草单位曾经参与《茄科蔬菜病毒病绿色防控技术操作规程》、《南方水稻黑条矮缩病毒检测方法RT-PCR法》、《南方水稻黑条矮缩病综合防控技术规程》等标准的制定，在标准的起草和制定方面具有丰富的经验。
1.3 任务来源

经省质监局批准，湖南省地方标准《蔬菜辣椒褪绿病毒检测技术规程》列入2019年度湖南省地方标准制修订项目计划（湘市监办字[2019] 59号），由湖南省植物保护研究所组织编写与制定。
1.4标准起草的过程
标准制订的任务下达后，湖南省植物保护研究所组织有关专家及技术人员组成标准编制工作组，负责规程的编制起草工作。两年来，工作组整理自身项目研究成果，积极开展相关研究，并收集国内外资料，推进标准制定工作。
2019年5月成立标准编制组，由来自湖南省植物保护研究所的专家和技术人员共同组成。
2019年8月，系统总结了蔬菜辣椒褪绿病毒的成果，初步形成了适合湖南省乃至国内其他省区应用的蔬菜辣椒褪绿病毒检测技术规程，构建了标准草案的框架。
2020年10月，标准编制组完成了该规程初稿的起草。

2020年12月，初稿送达湖南省地方科研院所和湖南农业大学等单位有关专家审阅，专家们经过认真阅读与思索，有针对性的提出了建议。我们采纳了专家建议，在规程中修改相关内容，完善了标准，形成了标准讨论稿。
2、标准编写的原则

在标准制订过程中严格贯彻国家有关法律和法规，严格执行强制性国家标准和行业标准。
在标准的编写过程中力求做到：技术内容叙述正确无误，文字表达准确、易懂、简明，标准的构成严谨合理，内容编排，层次划分等符合逻辑与规定。
3、标准主要技术内容

3.1  标准制定依据
按照GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》的要求和规定编写本标准内容。
    依据湖南省植物保护研究所开展的公益性行业（农业）科研专项“蔬菜主要病毒病防控新技术研究与示范”项目研究中的田间与实验室试验结果，作为形成技术规程的主要依据。同时充分考虑到了现阶段湖南省乃至国内其他省区蔬菜辣椒褪绿病毒病的实际发生危害情况及传播扩散风险、蔬菜作物种类和作物布局、蔬菜种子、调运，以及蚜虫在田间的发生为害等，具有可操作性。
3.2  范围

本标准制定的检测方法，主要针对引起辣椒褪绿病毒病的病原物—— 辣椒褪绿病毒（CaCV）作为检测对象，我国不同蔬菜种植的地域，蔬菜种类、蚜虫种类具有较大差异，为便于有针对性地制定检测方法，从而精确检测出样品中的CaCV，本标准明确规定了其适用范围。
3.3 规范性引用文件
凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。

GB 6682   分析实验室用水规格和试验方法
3.4 术语和定义

3.4.1 辣椒褪绿病毒 Capsicum chlorosis tospovirus，CaCV
CaCV是马铃薯Y病毒属的重要成员。病毒粒体长丝状，长度750 nm。病毒的钝化温度为55~60℃，体外存活期3~5 d，由蓟马以持久性方式传毒，机械接触传毒，种子不带毒。叶片出现花叶、斑驳、褪绿黄化、叶面凸凹不平、卷曲畸形、新叶变小等症状；植株矮化，新梢坏疽，节间缩短，甚至凋萎死亡；果实畸形，果面颜色不均匀或产生褐斑。

3.4.2反转录-聚合酶链式反应Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction，RT-PCR
在反转录酶作用下将mRNA反转录成cDNA，再利用PCR以cDNA为模板，扩增合成目的片段的方法。具体的过程是利用反转录酶将RNA反转录为cDNA，再以cDNA为模板，在TaqDNA聚合酶、dNTPs和引物作用下通过核酸的变性、退火和延伸等交替循环进行PCR扩增的过程。
3.4.3双抗体夹心酶联免疫吸附法Double antibody sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay，DAS-ELISA
先将待检测样品进行提取后，加入已被CaCV抗体包被的微孔板进行免疫反应，然后通过与酶标抗体结合，最后通过是否与底物反应显色判定是否存在相关病毒以及病毒浓度的一种血清学检测方法。
3.4.4阳性对照Positive Control

是针对“预期结果”而言的。凡是确定可以出现预期结果的处理，称为阳性对照。
3.4.5阴性对照Negative Control

是针对“预期结果”而言的。凡是确定不会出现预期结果的处理，称为阴性对照。
3.4.6空白对照 Blank Control

是针对“处理因素”而言的。凡是不加处理因素的处理，称为空白对照。
3.5 检测技术
本标准建立了针对葫芦科蔬菜 辣椒褪绿病毒CaCV的RT-PCR和血清学检测技术。
RT-PCR利用CaCV的基因组基因序列的保守区域设计引物。上游引物CaCV-F：TGCTCAAGGCCGGAACTGT，下游引物CaCV-R：GCTTCAATCGCACGGTTACAC，预期扩增大小为621 bp。
血清学检测使用抗体为DSMZ公司单克隆抗体RT-0864。
3.6  附录
该标准引用附录均为资料性附录。
（1） 该标准附录A 描述了葫芦科蔬菜 辣椒褪绿病毒CaCV的RT-PCR检测方法。

（2） 该标准附录B 描述了葫芦科蔬菜 辣椒褪绿病毒CaCV的血清学检测方法。
4、基本评价
本标准结构严谨、层次清楚、内容完整。规范了葫芦科蔬菜 辣椒褪绿病毒CaCV的RT-PCR和血清学检测法的技术要领，准确性高、特异性强与可操作性强。
5、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系

本标准的制订过程中，严格贯彻国家有关的法律法规，严格执行强制性国家标准和行业标准，同本体系标准及多种相关基础衔接，遵循了政策性和协调统一性的原则。
6、作为强制性标准或推荐标准的建议

本标准作为技术性规范，建议将其作为推荐性地方标准颁布实施。
7、贯彻标准的要求和措施建议

加强本标准的宣传、贯彻和实施，用于指导湖南省乃至国内其他省区蔬菜辣椒褪绿病毒CaCV的快速、特异和准确检测。
湖南省地方标准《蔬菜辣椒褪绿病毒检测技术规程》编制小组
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