辽宁省地方标准《辣椒轻斑驳病毒检验检测技术规程》

编制说明

一、工作简介

（一）任务来源

辽宁省地方标准《辣椒轻斑驳病毒检验检测技术规程》，立项编号2018207，是由辽宁省市场监督管理局（原辽宁省质监局）2018年下达的辽宁省地方标准项目（立项文件辽质监函[2018]61号），项目承担单位原辽宁出入境检验检疫局检验检疫技术中心，现因机构改革，已变更为大连海关技术中心。项目组成员未变。

（二）制定标准的必要性和意义

近年辽宁省辽南、辽西设施辣椒主产区辣椒轻斑驳病毒发生形势严峻，设施大棚连年连作、种苗跨区域频繁调运，造成病毒在田间持续累积、扩散蔓延。该病毒发病初期无明显可视症状，隐蔽性极强，难以早期人工排查，待到坐果期集中显症后，会引发辣椒果实畸形、果面斑驳、僵果落花等问题，重病田块减产可达30%~50%，大幅降低辣椒商品果率，直接造成种植户经济收益受损；同时农户为防控未知病害盲目增施农药，既增加种植生产成本，也加剧农田农药残留风险，带来一定生态环境压力，威胁区域蔬菜安全生产与农田生态安全。

目前我国已发布GB/T 36780-2018《辣椒轻斑驳病毒检疫鉴定方法》国家标准，但该标准仅侧重于实验室内部精准检测技术规范，全程围绕室内样品检测流程制定内容，完全未兼顾基层一线植保工作实际需求，缺少田间疫情系统调查方法、田间植株取样规范、种子取样及送检数量标准、样品田间储运保存要求，也未明确不同检测方法对应的田间应用场景。国标内容偏向专业实验室技术，条款宽泛、无田间实操细则，基层植保人员在开展田间普查、样品采集、送检保存等一线工作时无据可依，标准落地可操作性、田间实用性严重不足，无法满足辽宁省田间常态化监测、种苗产地抽检、病害溯源排查等基层工作需要。因此，立足辽宁生产实际制定本地方标准十分必要。本标准不重复编制实验室检测内容，专门补充国标缺失的田间全流程实操规范，细化一线植保各项操作要求，贴合北方寒地田间作业环境。标准实施后可有效补齐国标田间应用短板，提升基层检疫工作规范性与数据准确性，减少产业经济损失，规范绿色防控用药行为，完善全省植物检疫标准体系，为辽宁省辣椒轻斑驳病毒常态化监测预警和种苗检疫监管提供有力技术支撑。

（三）起草单位
大连海关技术中心

（四）协作单位
辽宁大学

吉林省林业科学研究院

上海市金山区农业技术推广中心

东港海关综合技术服务中心

沈阳农业大学植物保护学院

（五）主要起草人及其所做的工作
表1  辣椒轻斑驳病毒检验检测技术规程编写小组成员与分工表
	姓名
	性别
	年龄
	职称/职务
	工  作  单  位
	任  务  分  工

	李鑫
	女
	44
	正高级农艺师
	大连海关技术中心
	标准的申请，技术路线整理及标准的研究、编写和验证。

	朱春玉
	女
	48
	教授
	辽宁大学
	项目指导，负责整体规划和技术指导。

	屈菲
	女
	50
	高级工程师
	大连海关技术中心
	项目筹划，思路设计及部分内容的研究。

	李立梅
	女
	44
	研究员
	吉林省林业科学研究院
	项目指导，负责整体规划和技术指导。

	葛立傲
	男
	34
	农艺师
	上海市金山区农业技术推广中心
	负责资料搜集与整理。

	李辉
	男
	39
	高级农艺师
	东港海关综合技术服务中心
	负责资料搜集与整理。

	张崇
	男
	44
	副教授
	沈阳农业大学
	负责资料搜集与整理。

	吴元华
	男
	63
	教授
	沈阳农业大学
	项目指导，负责整体规划和技术指导。


（六）主要工作过程
1. 成立标准起草工作小组

2018 年7月，召开标准启动会，由大连海关技术中心、吉林省林业科学研究院、东港海关综合技术服务中心、上海市金山区农业技术推广中心、沈阳农业大学植物保护学院和辽宁大学组织专业领域人员成立标准起草工作小组，确立工作方案，并按照项目要求，明确人员任务分工，确定工作重点并编制工作计划。

资料收集分析

工作小组结合本标准编制目的，就辣椒轻斑驳病毒的具体内容广泛查阅了相关法律法规、标准文件等资料，完成了资料的收集，明确了标准制定的范围，搭建标准架构并确定主要内容。

形成工作组讨论稿

2025年1月至2026年5月，工作小组细致分析了辽宁省内辣椒轻斑驳病毒的资料及发生分布情况、检测方法相关进展和监测技术具体操作流程，在参照国家技术性指导文件的基础上，以田间发生地块进行摸排、调查，结合调研口岸种子检测情况，对所收集到的信息进行认真分析、理解和总结，经多轮研讨、论证，提炼梳理形成了标准工作组讨论稿。
二、标准编制的原则和标准的主要内容

（一）标准编制的原则

本标准所制定的标准科学、准确，切实可行。本标准依据GB/T1.1-2009 《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》要求进行编写并制定。

本文件规定了辣椒轻斑驳病毒（Pepper mild mottle virus，PMMoV）的实验室送检取样规则、检测方法选择、田间监测规程、标本保存与处理等技术内容。
（二）标准的主要内容

在标准编制期间，项目组查阅了国内外相关资料，通过大量的检测方法研发实验，方法开发后的验证工作，在参照国内外相关资料的基础上形成了本标准的送审稿。

本标准适用于全省各地开展可携带辣椒轻斑驳病毒的寄主植株及其种子的检验检测及监测工作。

资料查阅与整理

本起草小组通过yahoo网站及谷歌学术等网站查询到了辣椒轻斑驳病毒的外文资料若干，并在知网中查阅了国内相关报道。将文献中提及的关于该病毒病害的学名、分类地位、引起的病害症状、传播途径、检测方法等相关资料进行整理分析。

1.1 学名、拉丁名及分类地位

中文名：辣椒轻斑驳病毒

学名：Pepper mild mottle virus
缩写：PMMoV 

分类地位：植物杆状病毒科（Virgaviridae），烟草花叶病毒属（Tobamovirus）。

1.2 传播途径

通过汁液摩擦传毒，可通过接触传播，也可以通过种子传播，介体不易传毒。带毒种子、病残体和土壤是病毒重要的侵染来源。

1.3 寄主范围

自然寄主，只侵染辣椒属（Capsicum spp.）。
人工接种，可侵染20多种植物，包括：白曼陀罗（Datura metel）、蔓陀罗（D. stramonium）、苋色藜（Chenopodium amaranticolor）、昆诺阿藜（C. quinoa）、罗勒（Ocimum basilicum ）、洋酸浆（Physalis peruviana ）、矮牵牛（Petuniam × hybrida）、心叶烟（Nicotiana glutinosa）、林烟草（N. sylvestris）、白肋烟（N. tabacum cvs. White Burley）、珊西烟（N. tabacum cvs. Xanthi-nc）。

1.4 为害症状

　　受害果实变小、畸形，果面斑驳、局部凹陷坏死，叶片表现花叶、皱缩，植株生长缓慢、矮化。（见图１.2、图１.3）
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图 1 PMMoV典型染病植株                    图2  PMMoV典型病叶

取样和制样
2.1 种子取样

根据《国际种子检验规程》（ISTA）要求，送实验室检测时的取样量，单个种子批最低检测 3000 粒辣椒种子。当送检样品不满足 3000 粒时，全部送检。

2.2 植株取样

当植株带有典型症状时（植株症状见图A.1），疑似带病植株单独取样，单独标记，并送实验室作为独立样品进行检测。

当植株未显示典型症状时，则采用五点取样法，每个点位取10个植株样品进行混合，将混合样作为一个检测样品。

注：植株样品取样时，需选取靠上部位的嫩叶（非顶部）。

检测
3.1 田间检测

当需要现场初步检验时，将叶片样品进行二次取样。可采用已灭菌的打孔器进行混合取样，放入研磨袋中，按照免疫胶体金试纸条方法操作，进行初步判断。具体操作和检测标准请参考 GB/T 36780。

如需进一步确认，则将样品带回实验室进行再次检测。带回样品需单独放入采样袋，袋内应附有标签，标签应记录好采集时间、地点、采集人、发病症状及发病面积等必要信息。

3.2 实验室检测

在实验室检测时，可进行子样品拆分，每个子样最多 250 粒种子，12 个子样独立提取、分别检测。适用于DAS-ELISA、RT-PCR 和实时荧光RT- PCR方法。具体操作和检测标准请参考 GB/T 36780。

田间监测

4.1 监测准备

收集当地各种辣椒类植物或其他易感作物种植情况、辣椒轻斑驳病毒发生情况等相关资料；制定简便易行的辣椒轻斑驳病毒监测计划。

4.2 种子监测

在 10 月 ～ 次年 2 月份对市场销售的各类辣椒或其他易感作物种子进行扦样，送指定的部门进行检测。重点查验辣椒种子。

样品取样量参照《农作物种子检验规程 扦样》GB/T 3543.2。取好的样品需采用塑料袋中密封，贴好标签，并注明采集时间、采集地点和采集人等相关信息。必要时 4℃ 保存。

4.3 田间监测

4.3.1 监测区域

4.3.1.1 未发生区

重点监测从疫情发生区调入辣椒等种苗及产品的地区，境外辣椒等引种种植区，辣椒等寄主种苗繁育基地、出口辣椒种子生产基地及周边等疫情发生高风险区域。主要监测是否传入辣椒轻斑驳病毒。

4.3.1.2 发生区

重点监测发生疫情的代表性地块和边缘区。主要监测多年种植寄主植物并有辣椒轻斑驳病毒发生历史的地块和带毒种苗来源的育苗基地。监测辣椒轻斑驳病毒的发生动态和扩散趋势。

4.3.2　监测时间

在辣椒等作物苗期、开花坐果期和结果期等辣椒轻斑驳病毒显症期分别进行 2 次 ～ 3 次调查，各地可根据当地的气候和辣椒等寄主的生育期确定具体的调查时间，重点开展结果期监测。

4.3.3　监测方法

4.3.3.1 访问调查

向菜农、农资经销商、农技人员等相关人员询问有关作物果实褪绿、皱缩和花叶情况，初步了解疫情可能发生地点、时间、危害情况。对询问过程中发现的辣椒轻斑驳病毒可疑发生地区，进行深入重点调查。

4.3.3.2 田间踏查

对访问调查过程中发现的可疑发生区和其他高风险辣椒等寄主作物种植区，在生长期进行 2 次 ～3 次踏查，观察田间有无辣椒轻斑驳病毒发病症状（见附录A）。调查面积应占可疑发生区和其他高风险寄主作物种植区种植面积的 20% ～ 30%。

4.3.3.3 定点调查

在访问调查和踏查过程中，在未发生区发现可疑疫情需进行定点调查，采用 5 点取样法，每点随机调查 10 株，统计发病株率与病果率；在发生区，每县（市、区）选10个调查点，每 7 d 调查 1 次，整个生育期调查 4 次。

4.3.3.4 监测报告

详细记录监测结果，记载调查地点、时间、寄主植物名称、发生面积、危害程度等（见附录B）。并将原始记录表连同照片、影像等其他资料整理汇总形成监测报告，由县级植物检疫机构按要求逐级报送。

样品保存
样品采集应以幼嫩叶片为主，适合压制的叶片标本，应随时采随时压于标本夹中；新鲜样品建议采取冻干（或 -20℃）保存。应配有田间调查的植株、叶片、花、果实等资料，症状照片。种子样品应干燥低温保存。记载寄主名称、发病情况、环境条件、采集地点、采集日期、采集人姓名等。
若进行试纸条等现场检测，则需保留相关记录。
三、主要试验（或验证）的分析报告、相关技术和经济影响及预期的社会经济效益

（一）分析报告：

本次试验验证围绕规程核心内容开展，重点针对辣椒轻斑驳病毒田间疫情调查、样品取样原则、田间取样操作、样品储运保存、推荐检测方法适配性等五大模块，结合辽宁省辽南、辽西设施辣椒主产区生产实况开展实地验证与比对分析。编制组先后赴盖州、朝阳、锦州等核心产区开展田间调研试验，按照规程拟定的调查方法，开展不同棚室、不同生育期辣椒田病害普查，验证规程划分的田间调查时间、调查点位、病情分级标准，结果显示规程调查流程贴合辽宁多茬连作大棚发病规律，可精准摸清田间隐性带毒植株分布情况，调查数据客观可靠。同时开展取样环节验证，对比不同取样部位、取样数量、取样时间的检测差异，确定规程规定的苗期、结果期标准取样方式误差最小，取样规范性满足检疫监测要求。针对辽宁冬季低温、春秋温差大的气候特点，开展不同温度、不同时长样品储存比对试验，明确规程设定的样品冷藏、冷冻储运条件可有效避免病毒核酸降解，杜绝样品变质影响后续检测结果。此外对规程列明的推荐检测方法开展适用性验证，证实推荐方法匹配省内各级检测机构设备条件，适配本地送检样品特征。整体验证结果表明，本规程规定的田间调查、取样操作、样品保存等流程科学合理，适配辽宁省气候条件与辣椒种植模式，可满足全省辣椒轻斑驳病毒疫情监测、产地检疫、样品送检全流程工作需要，规程内容具备较强的可行性与落地性。  

注：标准研制过程中的部分测试结果与调查取样
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图3 辣椒轻斑驳病毒鉴别寄主反应
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                  图4 田间调查时对疑似样品进行免疫试纸条检测
注：图片中是三种试纸条，左：TMV，中：PMMoV，右CMV，该样品检测后为TMV和PMMoV混合侵染样本。
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图5  部分种子样品实验室检测结果（RT-PCR方法）
注：1、2 引物TMV-mpf/ TMV-3nr H2O对照；3、4 引物TMV-mpf/ TMV-3nr健康辣椒；5、6引物TMV-mpf/ TMV-3nr H2O阳性对照；7、8引物PMMoV/PMMoV-R H2O对照；9、10引物 PMMoV/PMMoV-R 健康辣椒；11、12引物 PMMoV/PMMoV-R 阳性对照。

 （二）、技术和经济影响论证及预期的社会经济效益

1. 对技术发展的影响
本规程的研制与发布，填补了辽宁省寒地设施栽培模式下辣椒轻斑驳病毒本地化检测标准空白，完善了辽宁省茄科作物植物病毒检测标准体系。规程结合我省冬季低温、大棚高湿、多茬连作的地域栽培特点，优化了田间抽样、样品低温保存、实验室样品制备等关键技术参数，解决了该病毒国家标准仅针对实验室检测技术进行具体指导，未涉及田间取样、种子样品取样送检的具体操作和详细要求，尤其对田间现场如果进行该病毒的判定进行了指导。
此外，规程的应用将显著提升我省植物病毒早监测、早预警、早防控的技术能力，为同类蔬菜病毒检测地方标准研制提供可参考的技术范本，推动全省蔬菜植物检疫检测技术规范化、标准化发展。

经济和社会效益
经济效益方面，标准可实现种苗源头精准检疫，阻断病毒传播路径，减轻辣椒减产及果实畸形问题，减少农户生产损失；同时统一全省检测流程，降低基层检测人力与耗材成本，拓宽我省辣椒及种苗外销通路，助推辣椒产业提质增收。社会效益方面，规程为种苗检疫监管、农业行政执法提供统一技术依据，有效防范病害大范围流行，保障农业生物安全；还能指导农户科学防控病害，减少盲目农药施用，保护农田生态环境，保障蔬菜产品质量安全，稳定省内菜篮子供应，助力设施蔬菜产业绿色可持续发展。

四、与现行有关法律、法规和国家标准、行业标准、地方标准的关系
（一）按照 GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》的要求和规定编写标准内容。
（二）现行国家标准《GB/T 36780-2018 辣椒轻斑驳病毒检疫鉴定方法》是由市场总局2018年发布，仅针对辣椒轻斑驳病毒实验室的具体检测技术进行了规定。

目前在我国尚未有适用于辣椒轻斑驳病毒田间样品的选取、种子样品的取样和送检数量规则、具体检测方法的应用场景及田间疫情调查方法等方面的规定和程序。
五、征求意见和分歧处理情况，应说明未采纳意见依据以及同意见提出人的沟通反馈情况
本标准未见重大分歧意见。

六、推动标准实施的措施建议
为保障本地方标准落地见效、全面推广应用，结合辽宁省辣椒产业现状及相关植保工作，提出以下实施建议：一是开展分层宣贯培训，面向省市县三级检测人员、基层农技员、种苗企业质检人员，开展标准实操培训与线上线下宣讲，详解采样、检测、结果判定全流程要点，确保一线人员熟练掌握标准内容。二是搭建试点应用示范，选取辽南、辽西辣椒主产区及省级种苗繁育基地开展标准试点应用，总结实操经验，解决基层落地难题，以点带面推进全省统一化检测。三是强化监督与能力配套，将本规程纳入省内种苗产地检疫、市场抽检强制技术依据，同步完善基层检测实验室仪器设备、配套试剂耗材，补齐基层硬件短板。四是建立标准动态反馈机制，持续收集一线检测、田间应用中的问题，结合省内病毒发生新态势，适时开展标准复审与修订，持续提升标准适配性与实用性。

七、拟作为强制性地方标准的须写明明确的法律法规依据

本标准为推荐性标准，非强制性标准。

八、其他应说明的事项
无。
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