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　 　 番茄黄化曲叶病(Ｔｏｍａｔｏ ｙｅｌｌｏｗ ｌｅａｆ ｃｕｒｌ ｄｉｓｅａｓｅꎬＴＹＬ￣
ＣＤ)是一种严重威胁番茄农业生产的病害ꎬ该病是由番茄黄

化曲叶病毒(Ｔｏｍａｔｏ ｙｅｌｌｏｗ ｌｅａｆ ｃｕｒｌ ｖｉｒｕｓꎬＴＹＬＣＶ)引发ꎬ通常

感病的番茄植株表现为顶部叶片皱缩、黄化、卷曲ꎬ严重的植

株矮化、停止生长等[１￣２] ꎮ 番茄黄化曲叶病毒是双生病毒ꎬ在
植物病毒中是具有孪生颗粒形态的单链环状 ＤＮＡ(Ｓｉｎｇｌｅ
ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡꎬ ｓｓＤＮＡ)ꎬ通过带 ＴＹＬＣＶ 的烟粉虱 ( Ｂｅｍｉｓｉａ
ｔａｂａｃｉ Ｇｅｎｎａｄｉｕｓ) 传播[３￣５] ꎮ ＴＹＬＣＶ 的 ＤＮＡ￣Ａ 组分约 ２􀆰 ８
ｋｂꎬ由病毒链( Ｖｉｒｉｏｎ￣ｓｅｎｓｅ ｓｔｒａｎｄ)和互补链( Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａ￣
ｒｙ￣ｓｅｎｓｅ ｓｔｒａｎｄ)共同编码ꎬ共有 ６ 个开放阅读框 ( Ｏｐｅｎｉｎｇ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦｓ)ꎬ能够在寄主细胞核内形成双链 ＤＮＡ 复

制中间体[６] ꎮ 目前世界各地的 ＴＹＬＣＶ 分离物的全基因组序

列信息已被大量报道ꎬ中国的北京、河北、天津、河南等地区

的 ＴＹＬＣＶ 分离物序列已进行测序分析ꎬ结果证明ꎬ不同地区

的病毒基因组序列都具有较高的同源性[７￣１０] ꎮ

番茄是江苏省主要的蔬菜作物ꎬ常年栽培面积在４.７８×
１０４ ｈｍ２以上ꎬ在蔬菜周年供应中占有重要地位[１１] ꎮ 但随着

ＴＹＬＣＶ 在江苏省的暴发ꎬ番茄的农业生产受到了严重的危

害ꎮ 虽然农业生产中对 ＴＹＬＣＶ 的防治可以针对中间传毒媒

介烟粉虱进行物理防治或化学防治ꎬ但其成本高、防治效果

不理想还污染了环境ꎬ也不能彻底解决 ＴＹＬＣＶ 的危害ꎮ 而

选育抗病的番茄品种是一种经济绿色有效的方法ꎬ可以从根

源上解决问题[１２￣１４] ꎮ 但是在实际的农业生产过程中已发

现ꎬ同一份抗 ＴＹＬＣＶ 的番茄材料ꎬ在不同地区其抗性水平存

在差异ꎬ因为 ＴＹＬＣＶ 是单链的环状 ＤＮＡ 病毒ꎬ其病毒基因

组极易发生基因组重组和变异ꎮ 因此在开展抗性育种工作

前ꎬ对品种栽培区域的 ＴＹＬＣＶ 进行分析ꎬ可以确保选育的品

种对该地区的 ＴＹＬＣＶ 具有抗病性ꎮ 本试验对江苏省及其周

边地区的 ＴＹＬＣＶ 分离物进行序列分析和系统发育分析ꎬ旨
在明确 ＴＹＬＣＶ 不同株系在不同地区的分布和传播途径ꎬ为
有针对性的品种选育奠定基础ꎬ也为进一步揭示 ＴＹＬＣＶ 的

致病机理提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料

２０１５ 年秋季ꎬ在北京市(ＢＪＴＺ)、武汉市(ＨＢＷＨ)、南京

市江宁区 ( ＪＳＮＪ￣ＪＮ)、南京市六合区 ( ＪＳＮＪ￣ＬＨ)、扬州市

(ＪＳＹＺ)、盐城市(ＪＳＹＣ)、南通市(ＪＳＮＴ)、宿迁市(ＪＳＳＱ￣ＳＹ)、
连云港市 (ＪＳＬＹＧ￣ＧＹ)、郑州市(ＨＮＺＺ)、临安市(ＺＪＬＡ)、杭
州市(ＺＪＨＺ)等 １２ 个地区的番茄产地选取顶部叶片黄化、叶
片边缘向上卷曲、植株矮小、生长迟缓等具有典型番茄黄化

８３２



曲叶病毒病症状的植株ꎬ取植株顶部幼嫩叶片各 ３ 份ꎬ用液

氮速冻后保存于－８０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２　 ＴＹＬＣＶ 全长基因的克隆和分析

用植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(快速型ꎬＫａｒｒｏｔｅｎ 公司

产品)ꎬ提取番茄感病叶片的总 ＤＮＡꎬ得到的样品 ＤＮＡ 溶液

于－２０ ℃保存备用ꎮ 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中已获得的 ＴＹＬＣＶ 不同

株系全长基因组序列ꎬ通过序列同源性比对ꎬ在保守区域序

列处设计 １ 对相邻背向引物 ７１３￣Ｆ / Ｒ 和检测引物 ＴＹ￣Ｆ / Ｒꎮ
引物 ７１３￣Ｆ / Ｒ 分别为 ５′￣ＣＡＴＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＧＴＴＣＧＴＧ￣３′和 ５′￣
ＣＣＴＧＡＴＴＡＧＴＧＴＧＡＴＴＣＴＧＣ￣３′ꎬ扩增片段大小为 ２􀆰 ８ ｋｂꎻ引
物 ＴＹ￣Ｆ / Ｒ 分别为 ５′￣ＣＧＧＧＡＴＧＡＴＡＴＴＡＡＧＣＡＴＡＣＴＧＧ￣３′和
５′￣ＧＴＴＧＣＡＴＡＣＡＣＴＧＧＡＴＴＡＧＡＧＧＣ￣３′ꎬ扩增片段大小为 ４９４
ｂｐꎮ 引物设计用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件ꎬ引物由金斯瑞生物科技有

限公司合成ꎮ
ＴＹＬＣＶ 全长扩增 ＰＣＲ 体系(２５􀆰 ００ μｌ):ＤＮＡ 模板稀释

１０ 倍后加 ２􀆰 ５０ μｌꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ正反向引物各 ０􀆰 ２５ μｌꎬ高保真

酶 Ｍａｘ(ＴａＫａＲａ 公司产品) １２􀆰 ５０ μｌꎬｄｄＨ２ Ｏ ９􀆰 ５０ μｌꎮ ＰＣＲ
反应条件:９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １５ ｓꎬ共
３５ 个循环ꎮ 用 １％琼脂糖凝胶电泳观察 ＰＣＲ 结果ꎮ

利用胶回收试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司产品)对 ＰＣＲ 扩增产物

中 ２􀆰 ８ ｋｂ 的特异性条带进行回收、纯化ꎬ然后在 ３′末端加 Ａ
(ＴａＫａＲａ 公司产品)ꎬ形成可以与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接的粘性

末端ꎮ 反应体系(２０􀆰 ０ μｌ):１０×Ｅａｓｙ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌꎬｄＮＴＰ
２􀆰 ５ μｌꎬ回收产物 １４􀆰 ０ μｌꎬＴａｑ 酶 ０􀆰 ５ μｌꎬＭｇ２＋ １􀆰 ０ μｌꎮ 在 ＰＣＲ
仪中ꎬ７２ ℃反应 １ ｈꎮ 产物克隆到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上ꎬ转化到大

肠杆菌感受态细胞中ꎬ在含氨苄青霉素的 ＬＢ 固体培养基上

３７ ℃培养 １２ ~ １６ ｈꎬ挑单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ ＰＣＲ 体系为

２０ μｌꎬ包括 ＤＮＡ 模板菌斑ꎬ上下游检测引物各 １ μｌꎬ２×Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ＤＮＡ 聚合酶 １０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ８ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序为:
９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ４９ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸

４５ ｓꎬ３７ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物

于 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶中在电压 ５ Ｖ / ｃｍ 条件下电泳 ２０ ｍｉｎꎬ以
１００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 为标准ꎬ用凝胶成像仪观察是否存在目的

片段大小的条带ꎮ 根据结果选取每个分离物的阳性克隆送金

斯瑞生物科技有限公司进行测序ꎬ以健康植株为阴性对照ꎮ
１.３　 序列分析

ＤＮＡ 序列用 ＤＮＡＭＡＮ Ｖｅｒｓｉｏｎ ６.０ 进行处理和分析ꎮ 通

过 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ(Ｂａｓｉｃ ｌｏｃａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｅａｒｃｈ ｔｏｏｌ)检索 ＴＹＬＣＶ
同源序列信息ꎬ采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 进行多序列比较分析ꎬ采用

ＭＥＧＡ ５.１ 的邻近相邻法 ＮＪ(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)对该分离物序

列和 ＧｅｎＢａｎｋ 中不同地区的 ＴＹＬＣＶ 序列进行序列同源性比

较分析和系统进化树分析ꎬ重复次数是１ ０００ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 番茄黄化曲叶病毒的基因检测及全长基因组序列的

扩增

以提取的番茄叶片总 ＤＮＡ 为模板ꎬ用引物 ＴＹ￣Ｆ / Ｒ 扩

增出 ４５０ ｂｐ 的片段ꎬ得到与预期大小一致的目的片段ꎮ 测

序后在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢＬＡＳＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ )同源性比对ꎬ证实所扩增序列为 ＴＹＬＣＶ 部分序

列ꎮ 利用相邻背向引物 ７１３￣Ｆ / Ｒ 通过 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得番茄

植株病毒分离物的 ＤＮＡ￣Ａ 近全长基因组序列ꎬ序列测定结

果表明ꎬ该序列大小为约 ２ .８ ｋｂꎮ
２.２　 番茄黄化曲叶病毒的同源性

查找病毒分离物 ＤＮＡ￣Ａ 近全长基因组序列的开放阅读

框ꎬ结果表明该序列共编码 ６ 个开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ分别为

位于病毒链上的 ２ 个 ＯＲＦ(ＡＶ１ 和 ＡＶ２)和位于互补链上的

４ 个 ＯＲＦ(ＡＣｌ、ＡＣ２、ＡＣ３ 和 ＡＣ４)ꎮ 上述特征表明ꎬ１２ 个地

区的分离株系所测病毒为番茄黄化曲叶病毒ꎬ并且只含有

ＤＮＡ￣Ａ 组分ꎮ
为了进一步了解分离株系携带病毒的分类和进化来源ꎬ

选取 ＮＣＢＩ 上中国地区及国际上已经报道的能引起番茄黄

化曲叶病的病原分离物 ＤＮＡ￣Ａ 序列ꎬ与本研究中的 ＴＹＬＣＶ
进行同源性分析ꎬ序列包括国内不同省份地区的 ＴＹＬＣＶ、国
外不同地区的病毒分离物以及国际病毒委员会根据不同株

系划分的几种分离物ꎮ 分析结果显示ꎬ在核苷酸水平上ꎬ １２
个病毒与国内其他地区病毒的同源性在 ９８􀆰 ３０％至 ９９􀆰 ６０％
之间ꎬ具有很高的同源性ꎻ与日本( ＪＡＰＡＮ￣ＡＢ１９２９６)和韩国

(Ｋｏｒｅａ￣ＧＵ１２６５１３)地区的同源性最高ꎬ同源性均在 ９９􀆰 ００％
以上ꎻ除南京￣江宁和武汉地区的病毒外ꎬ墨西哥(Ｍｅｘｉｃｏ￣
ＤＱ６３１８９２)地区的与其他病毒间的同源性均在 ９９􀆰 ００％以

上ꎻ苏丹(Ｇｅｚｉｒａ￣ＡＹ０４４１３８)和伊朗( ＩＲＡＮ￣ＧＵ０７６４５３)地区

的与测定样品的亲缘关系较远ꎬ平均同源性分别为 ８９􀆰 ００％
和 ８９􀆰 １０％ꎮ 在本研究选取的 １２ 个样品内ꎬ南京江宁、武汉

和临安这 ３ 个地区的样品与其他 ９ 个地区的样品的同源性

稍低ꎬ均小于 ９９􀆰 ００％ꎬ而其他地区的样品间同源性ꎬ除北京

与盐城为 ９８􀆰 ９０％以外ꎬ其他均在 ９９􀆰 ００％以上ꎮ
２.３　 番茄黄化曲叶病毒的系统发育关系

为了进一步揭示番茄黄化曲叶病毒的系统发育关系ꎬ选
取 ＮＣＢＩ 上中国地区及国际上已经报道的能引起番茄黄化曲

叶病原分离物的 ＤＮＡ￣Ａ 序列ꎬ与本研究中的 ＴＹＬＣＶ 进行系

统发育进化树的构建ꎮ 结果显示ꎬ宿迁( ＪＳＳＱ￣ＳＹ)、连云港

(ＪＳＬＹＧ￣ＧＹ)、郑州(ＨＮＺＺ)、北京(ＢＪＴＺ)、南京￣六合(ＪＳＮＪ￣
ＬＨ)、南通(ＪＳＮＴ)、扬州(ＪＳＹＺ)、盐城(ＪＳＹＣ)、杭州(ＺＪＨＺ)地
区的亲缘关系较近ꎬ进化上处于一个大的分支ꎬ与山东寿光

(ＳＤＳＧ￣ＸＣ￣ＫＣ９９９８５１)、 南 京 ( ＮＡＮＪＩＮＧ￣ＦＮ２５６２５９)、 北 京

(ｂｅｉｊｉｎｇ￣ＧＵ９８３８５９)、墨西哥(Ｍｅｘｉｃｏ￣ＤＱ６３１８９２)地区的亲缘

关系较近ꎬ形成一个更大的分支ꎮ 南京￣江宁(ＪＳＮＪ￣ＪＮ)地区

的单独形成一个独立小分支ꎬ武汉(ＨＢＷＨ)、临安(ＺＪＬＡ)地
区的亲缘关系较近ꎬ以上 ３ 地区的与韩国(Ｋｏｒｅａ￣ＧＵ１２６５１３)、
以色列(Ｉｓｒａｅｌ￣ＪＸ１２８０９９)、日本(ＪＡＰＡＮ￣ＡＢ１９２９６６)地区的亲

缘关系更近ꎮ

３　 讨 论

本研究对江苏省及其周边不同地区番茄产地的番茄黄

化曲叶病毒进行了分子鉴定与序列分析ꎬ对不同地区番茄产

地具有典型黄化曲叶病毒病症状的植株上所采集的病毒样

品进行全长基因组的扩增及序列分析ꎬ证实 １２ 个不同番茄

产地的病毒分离物均为番茄黄化曲叶病毒ꎮ ＴＹＬＣＶ 病毒分

离物序列全长均约为 ２􀆰 ８ ｋｂꎮ

９３２姜　 静等:江苏省及其他地区番茄黄化曲叶病毒的分子鉴定及序列分析



在双生病毒科病毒同源性比较中ꎬ全基因组序列同源性

小于 ８９％的被认为是不同病毒ꎬ同源性大于 ８９％则被认为是

同一病毒的不同株系[１５￣１７]ꎮ 如果同种双生病毒基因组序列同

源性大于 ９４％ꎬ则被认为是同一株系的不同分离物[１８]ꎮ 据

此ꎬＴＹＬＣＶ 分离物被分为 Ｇｅｚｉｒａ(ＴＹＬＣＶ￣Ｇｅｚ)、Ｉｒａｎ(ＴＹＬＣＶ￣
ＩＲ)、Ｉｓｒａｅｌ(ＴＹＬＣＶ￣ＩＬ)、Ｍｉｌｄ(ＴＹＬＣＶ￣Ｍｌｄ)和 Ｏｍａｎ(ＴＹＬＣＶ￣
ＯＭ)等株系[１９￣２０]ꎮ 本研究在上述不同株系中选择与中国

ＴＹＬＣＶ 同源性高的株系进行比较分析ꎮ 通过本研究中 １２ 个

地区的病毒样品与不同株系病毒序列进行比较分析ꎬ确定与

ＴＹＬＣＶ￣ＩＬ 株系的同源性均在 ９８.８％以上ꎬ与 ＴＹＬＣＶ￣Ｇｅｚ 株系

Ｇｅｚｉｒａ￣ＡＹ０４４１３８ 的同源性为 ８８􀆰 ８％ ~ ８９􀆰 ３％ꎬ与 ＴＹＬＣＶ￣ＯＭ
株系 ＩＲＡＮ￣ＧＵ０７６４５３ 的同源性在 ８８􀆰 ７％至 ８９􀆰 ４％ 之间ꎬ基本

上符合同一病毒不同株系的划分要求ꎬ但个别地区的同源性

低于 ８９％ꎬ存在病毒突变为不同病毒类型的可能ꎮ １２ 个病毒

在核苷酸水平上同源性均很高ꎬ同源性达到 ９８􀆰 ４０％以上ꎮ 袁

伟等[２１] 推测浙江省的病毒与云南省的病毒并不属于同一病

毒ꎬ证实中国双生病毒种类繁多ꎬ地理环境和气候环境影响双

生病 毒 的 分 布ꎮ 本 研 究 的 １２ 种 病 毒 与 日 本 ( ＪＡＰＡＮ￣
ＡＢ１９２９６)和韩国(Ｋｏｒｅａ￣ＧＵ１２６５１３)地区的同源性最高ꎬ同源

性均在 ９８􀆰 ９０％以上ꎬ其次为墨西哥(Ｍｅｘｉｃｏ￣ＤＱ６３１８９２)地区

的ꎬ这与宋晰等[７]测得北京地区病毒的亲缘关系相一致ꎮ
系统发育关系分析结果表明ꎬ在 １２ 个地区的病毒样品

中ꎬ南京江宁、武汉和临安的 ＴＹＬＣＶ 与其他地区的亲缘关系

较远ꎬ其中南京 ２ 个地区的分在不同的分支中ꎬ与此前该地

区的南京(ＮＡＮＪＩＮＧ￣ＦＮ２５６２５９)在进化上有所差异ꎬ表明它

们之间的基因组序列存在较高的变异ꎮ 推测这可能是由于

ＴＹＬＣＶ 病毒结构复杂ꎬ在复制过程中存在突变和重组[２２] ꎬ变
异比较随机ꎮ 此外ꎬ烟粉虱携带不同病毒ꎬ在不同地区迁移

也会造成本地病毒的改变ꎮ 鉴于本研究结果ꎬ在开展针对

ＴＹＬＣＶ 的番茄抗病育种中ꎬ为了防止病毒的变异导致番茄

抗性的变化ꎬ对不同育种材料在不同地区进行当地病毒类型

的抗病鉴定具有十分重要的意义ꎮ 本研究结果为开展番茄

抗病毒育种材料鉴定和抗病新品种的选育奠定了理论基础ꎬ
也为今后进一步研究该病毒的分布、传播、变异与进化分析

提供了理论依据ꎮ
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