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　 　 摘要:　 三叶草黄脉病毒(Ｃｌｏｖｅｒ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｖｉｒｕｓꎬ ＣｌＹＶＶ)是马铃薯 Ｙ 病毒属的重要成员ꎬ侵染多种豆科作物

并造成严重危害ꎮ 为明确从江苏省盐城市采集的蚕豆样品中检测出的 ＣｌＹＶＶ 全基因组序列以及基因组结构特征ꎬ
通过分段扩增的策略对 ＣｌＹＶＶ 全基因组序列进行克隆ꎬ序列测定后拼接获得江苏蚕豆三叶草黄脉病毒(ＣｌＹＶＶ￣
ＪＳ)全基因组序列ꎮ 基因组序列分析结果显示该分离物基因组序列全长９ ５８５ ｂｐꎬ编码 １１ 个蛋白质ꎮ ＮＣＢＩ 序列比

对结果表明该分离物与已报道的日本 ＣｌＹＶＶ Ｎｏ.３０ 分离物(ＡＢ０１１８１９)核苷酸序列同源性最高ꎬ达 ９６􀆰 ３７％ꎬ其中编

码的氨基酸序列同源性高达 ９９􀆰 ０６％ꎬ而与中国合肥 ＣｌＹＶＶ 分离物(ＫＵ９２２５６５) 核苷酸序列同源性相对较低

(９４􀆰 ７４％)ꎮ 聚类分析结果也显示 ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 归入三叶草黄脉病毒分支ꎬ与马铃薯 Ｙ 病毒属其他成员分别归入不同

分支ꎮ
关键词:　 三叶草黄脉病毒ꎻ 蚕豆ꎻ 全基因组ꎻ 序列分析
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ｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｃｒｏｐｓꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎ￣
ｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｃｌｏｖｅｒ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｖｉｒｕｓ (ＣｌＹＶＶ)ꎬ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓꎬ ｉｎｆｅｃｔｓ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｌｅｇｕｍｅ ｃｒｏｐｓ
ａｎｄ ｃａｕｓｅｓ ｓｅｒｉｏｕｓ ｄａｍａｇｅ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣｌＹＶＶ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｏａｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｙａｎｃｈｅｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ. Ｓｅ￣

ｑｕｅｎｃｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅ ｗａｓ ９ ５８５ ｂｐ ｉｎ
ｌｅｎｇｔｈꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ １１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ ｓｈａｒｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ (９６􀆰 ３７％) ｗｉｔｈ ａ Ｊａｐａｎｅｓｅ ＣｌＹＶＶ Ｎｏ.３０
ｉｓｏｌａｔｅ (ＡＢ０１１８１９)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉ￣
ｔｙ ｗａｓ ９９􀆰 ０６％. Ｗｈｉｌｅ ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ ｓｈａｒｅｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｏｗ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ( ９４. ７４％) ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ
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Ｈｅｆｅｉ ＣｌＹＶＶ ｉｓｏｌａｔｅ (ＫＵ９２２５６５) ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｅａｒｌｉｅｒ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｌｓｏ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ ｗａｓ ｃｌｕｓ￣
ｔｅｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｌａｄｅ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＣｌＹＶＶ ｉｓｏｌａｔｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌａｄｅ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｌｏｖｅｒ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｖｉｒｕｓꎻ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎꎻ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ.)是豆科野碗豆属的一个栽

培种ꎬ属于一年生或两年生豆科植物ꎮ 蚕豆是重要

的冬季食用豆作物ꎬ富含蛋白质、氨基酸、微量元素、
碳水化合物和维生素等营养成分ꎻ其用途广泛ꎬ可用

于食品加工和养殖业饲料生产ꎬ属于重要的经济增

收作物ꎮ 中国蚕豆种植面积以及产量均位居世界首

位[１]ꎮ 但近年来在蚕豆生产过程中ꎬ病毒病发生种

类呈现多样化态势ꎬ同时其造成的危害也有加重趋

势ꎬ导致蚕豆产量减少和品质下降[２]ꎮ 目前报道的

侵染蚕豆的病毒主要有三叶草黄脉病毒 ( Ｃｌｏｖｅｒ
ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｖｉｒｕｓꎬ ＣｌＹＶＶ)、蚕豆染色病毒 ( Ｂｒｏａｄ
ｂｅａｎ ｓｔａｉｎ ｖｉｒｕｓꎬ ＢＢＳＶ)、菜豆黄花叶病毒 ( Ｂｅａｎ
ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＢＹＭＶ)及芜菁花叶病毒(Ｔｕｒｎｉｐ
ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＴｕＭＶ)等类型[３]ꎮ 病毒种类的多样化

给蚕豆病毒病的高效防控提出了极大的挑战ꎮ
三叶草黄脉病毒(Ｃｌｏｖｅｒ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｖｉｒｕｓꎬ ＣｌＹ￣

ＶＶ)属于马铃薯 Ｙ 病毒科 Ｙ 病毒属成员ꎬ主要侵染

菜豆[４]、豌豆、蚕豆和扁豆[５] 等多种豆科植物及一

些观赏植物[６￣７]ꎮ 发病植株往往表现出顶部枯死、叶
脉坏死和叶片脱落ꎬ同时豆荚变形坏死、发育迟

缓[８]ꎬ严重时可引起植株全身扭曲变形并系统性坏

死ꎬ极大地影响生产效益ꎬ给农户带来经济损失[９]ꎮ
ＣｌＹＶＶ 最早由英国学者 Ｈｏｌｌｉｎｇｓ 和 Ｎａｒｉａｎｉ 从白三

叶草中发现并分离[１０]ꎬ之后西班牙[１１]、美国[１２]、澳
大利亚[１３]、韩国[１４] 等国的学者陆续地报道了该病

毒对本国植物的危害ꎮ 目前中国关于 ＣｌＹＶＶ 的报

道与研究相对较少ꎮ １９８９ 年ꎬ李长松等[４] 从山东泰

安菜豆病样中利用血清学方法检测到三叶草黄脉病

毒ꎮ 张趁华等[１５]开展了侵染蚕豆 ＣｌＹＶＶ 的鉴定与

研究ꎮ
２０１８ 年ꎬ课题组在对江苏省蚕豆病毒病调查过

程中ꎬ发现盐城蚕豆上出现疑似 ＣｌＹＶＶ 危害的症

状ꎮ 为进一步确认该病害的病原体隶属的病毒种类

并明确其全基因组结构特征ꎬ本研究拟利用分子手

段对其进行鉴定ꎬ并通过分段扩增的方法获得 ＣｌＹ￣
ＶＶ 江苏蚕豆分离物全基因组序列ꎬ分析其基因组

结构特征ꎬ明确其分类地位ꎬ为进一步研究 ＣｌＹＶＶ
的致病机制与制定防控策略奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试样品

供试样品为 ２０１８ 年采集于江苏省盐城市蚕豆

样品[１６]ꎬ经液氮冷冻后ꎬ保存于－８０ ℃冰箱ꎮ
１.２　 试剂

ＲＡＮｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＭＡＸ、ｐＭＤ１８￣Ｔ 购

自宝生物工程(大连)有限公司(ＴａＫａＲａ)ꎻＴｒｅｌｉｅｆＴＭ

５α 大肠杆菌感受态细胞购自北京擎科生物公司ꎻ
ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自爱思进生物技术

(杭州)有限公司ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取

参照吴淑华等[１７] 的方法ꎬ利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取蚕

豆样品总 ＲＮＡꎬ提取后置于－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 及 ＣｌＹＶＶ 全基因克隆

以蚕豆疑似病样总 ＲＮＡ 为模板ꎬ参照涂丽琴

等[１６]的方法进行反转录ꎮ 针对已报道的 ＣｌＹＶＶ 全

序列设计 ５ 对分段引物(表 １)ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ分
别扩增 ５ 段序列ꎮ ＰＣＲ 反应总体系 ４０ μｌ: Ｐｒｉｍｅ￣
ＳＴＡＲ ＭＡＸ ２０ μｌꎬ Ｆ、Ｒ 引物各 ２ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ １４ μｌꎬ
ｃＤＮＡ ２ μｌꎮ 扩增条件为 ９４ ℃ １ ｍｉｎꎻ９８ ℃ １０ ｓꎬ５５
℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ重复 ３４ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎬ１２
℃ １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ
利用 Ａｘｙｇｅｎ 试剂盒割胶回收后ꎬ连接至 ｐＭＤ１８￣Ｔ
载体ꎮ 利用热激法转化 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ５α 大肠杆菌感受

态细胞ꎬ经 ＰＣＲ 检测与酶切验证后将阳性克隆送至

安徽通用生物公司进行序列测定ꎮ
１.５　 ＣｌＹＶＶ 全基因序列分析

根据测序结果ꎬ将获得的 ５ 个片段序列进行拼

接ꎬ利用 ＤＮＡｓｔａｒ、Ｓｎａｐ Ｇｅｎｅ、ＢｉｏＥｄｉｔ、Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 等软

件与 ＮＣＢＩ 上已公布的 ＣｌＹＶＶ 全基因序列进行基因

组结构特征及多重序列比对分析ꎬ并利用 ＢＬＡＳＴ 网

站[ＢＬＡＳＴ: Ｂａｓｉｃ Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ (ｎｉｈ.
ｇｏｖ)]进行同源性分析ꎮ 利用 ＭＥＧＡ７ 软件的邻接

法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ)进行聚类分析以及系

统进化树的构建ꎬ进化树的可信度使用１ ０００次自导

复制验证ꎮ
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表 １　 ＣｌＹＶＶ 基因片段扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＣｌＹＶＶ ｇｅｎｏｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 退火温度
(℃)

片段长度
(ｂｐ)

Ｃｌ￣１Ｆ ＡＡＡＡＴＡＴＡＡＡＡＴＣＡＡＴＡＣＡＡＧＡＣＡＡＡＹＡＭ ４９.３ ２ １７９

Ｃｌ￣１Ｒ ＣＴＴＴＧＡＴＴＴＡＴＣＴＴＣＹＧＡＹＡＣＡＴ ４９.６

Ｃｌ￣２Ｆ ＧＧＡＡＧＣＡＧＣＲＡＡＡＴＡＣＡＴＡＧ ４８.０ ２ ０８１

Ｃｌ￣２Ｒ ＧＹＧＣＡＡＡＡＣＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＧＡＴ ５１.５

Ｃｌ￣３Ｆ ＣＡＲＣＴＣＡＡＲＡＧＴＧＡＴＣＣＣＴＴ ４６.３ ２ １９７

Ｃｌ￣３Ｒ ＧＴＴＣＡＣＣＴＴＣＴＣＴＣＴＣＡＧＧＡＴ ５１.５

Ｃｌ￣４Ｆ ＧＡＧＡＣＣＡＡＴＡＧＡＡＴＧＴＴＡＹＴＴＴＧＴ ５０.１ ２ １３７

Ｃｌ￣４Ｒ ＡＣＡＧＴＧＴＧＡＣＡＴＲＡＡＣＣＡＧＡＧ ５１.８

Ｃｌ￣５Ｆ ＴＡＡＧＣＧＡＲＴＣＣＡＴＹＧＴＧＴＴＣ ５０.３ １ ５２７

Ｃｌ￣５Ｒ ＣＴＣＧＣＴＣＴＡＴＡＡＡＧＡＴＣＡＧＡＴ ５０.１

ＣｌＹＶＶ￣ＣＰ￣Ｆ ＣＡＡＧＡＧＣＡＧＣＡＣＧＡＴＧＡＧ ５４.０ １ ０４２

ＣｌＹＶＶ￣ＣＰ￣Ｒ ＣＴＣＧＣＴＣＴＡＴＡＡＡＧＡＴＣＡＧＡＴ ５０.０

２　 结果与分析

２.１　 病样田间采集及 ＣｌＹＶＶ 检测

２０１８ 年ꎬ田间调查发现ꎬ盐城部分田块蚕豆植

株叶片上卷皱缩、比较僵硬ꎬ同时会伴有坏死斑点ꎬ
部分植株伴有褪绿等疑似病毒感染的症状(图 １)ꎮ

田间疑似病样采集后进行分子检测ꎮ 在利用 ＣｌＹ￣
ＶＶ 特异性检测引物(ＣｌＹＶＶ￣ＣＰ￣Ｆ 和 ＣｌＹＶＶ￣ＣＰ￣Ｒꎬ
表 １)进行扩增时ꎬ发现从盐城市采集的 ３３ 份样品

中有 １９ 份能扩增到特异的目的片段(图 １)ꎮ 进一

步测序验证后确认检测到的病毒为 ＣｌＹＶＶꎬ说明当

地蚕豆上存在 ＣｌＹＶＶ 的侵染危害ꎮ

Ａ:健康蚕豆植株ꎻＢ:发病蚕豆植株ꎻＣ:盐城蚕豆阳性样品 ＣｌＹＶＶ 特异性扩增图谱ꎮ Ｍ:ＤＬ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻＣＫ:阴性对照ꎻａ~ ｓ:盐城蚕豆阳性样

品 ＪＳ￣１~ ＪＳ￣１９ꎮ
图 １　 田间病株症状及 ＣｌＹＶＶ 特异性扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｏｖｅｒ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｖｉｒｕｓ
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２.２　 ＣｌＹＶＶ 全基因组分段克隆

ＣｌＹＶＶ 基因组全长约 ９ ~ １０ ｋｂꎬ本研究采用分

段扩增的策略(图 ２)ꎬ设计 ５ 对针对 ＣｌＹＶＶ 全基因

序列的特异性引物(表 １)ꎬ利用蚕豆病样总 ＲＮＡ 为

模板反转录得到的 ｃＤＮＡ 分别进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 产

物经 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ结果 ５ 对引物均扩增到与

目的大小相同的条带(图 ３ａ)ꎮ 回收目的条带后ꎬ１６
℃连接 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ热激法转化 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ５α 大肠

杆菌感受态细胞ꎮ 经菌落 ＰＣＲ 筛选阳性克隆后ꎬ再
经酶切验证(图 ３ｂ)后送至安徽通用生物公司进行

序列测定ꎮ

图 ２　 ＣｌＹＶＶ 分段克隆策略

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ＣｌＹＶＶ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ５０００ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｃｌ１~Ｃｌ５: ＣｌＹＶＶ５ 个基因片段ꎮ
图 ３　 ＣｌＹＶＶ 基因组片段 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增(ａ)和阳性克隆酶切验证(ｂ)
Ｆｉｇ.３　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ＣｌＹＶＶ(ａ) ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ(ｂ)

２.３　 ＣｌＹＶＶ 江苏蚕豆分离物基因组特征分析

克隆片段序列测定后ꎬ基于重叠序列进行拼接

获得完整 ＣｌＹＶＶ 江苏蚕豆分离物(ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ)全基

因序列ꎬ并发布于 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬ序列登录

号为 ＯＰ２９６２５２ꎮ ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 基因组全长９ ５８５ ｂｐꎬ编
码区可分为 Ｐ１、ＨＣ￣Ｐｒｏ、Ｐ３、Ｐ３Ｎ￣ＰＩＰＯ、６Ｋ１、６Ｋ２、
ＣＩ、ＶＰｇ、ＮＩａ￣Ｐｒｏ、ＮＩｂ 和 ＣＰ(图 ４)ꎬ编码 １１ 个功能

蛋白ꎮ 基因组的１~ １９１ ｂｐ 为 ５′非编码区ꎬ１９２~
１ ０９７ ｂｐ 编码 ３０２ ａａ 组成的相对分子质量约３４ １００
的 Ｐ１ 蛋白ꎻ１ ０９８~ ２ ４６８ ｂｐ 编码 ４５７ ａａ 组成的相

对分子质量约５２ ２００的 ＨＣ￣Ｐｒｏ 蛋白ꎻ２ ４６９~ ３ ５１２
ｂｐ 编码 ３４８ ａａ 组成的相对分子质量约４０ ２００的 Ｐ３
蛋白ꎻ２ ４６９~３ １６０ ｂｐ＋１ｂｐ 编码 ２３０ ａａ 组成的相对

分子质量约２６ ０００的 Ｐ３Ｎ￣ＰＩＰＯ 蛋白ꎬ由 Ｐ３ 的 Ｎ 段

氨基酸和 ＰＩＰＯ 组成ꎮ ３ ５１３~ ３ ６７１ ｂｐ 编码 ５３ ａａ
组成的相对分子质量约５ ９００的 ６Ｋ１ 蛋白ꎻ３ ６７２~
５ ５７６ ｂｐ 编码 ６３５ ａａ 组成的相对分子质量约７１ ４００
的 ＣＩ 蛋白ꎻ５ ５７７~５ ７３５ ｂｐ 编码 ５３ ａａ 组成的相对

分子质量约６ １００的 ６Ｋ２ 蛋白ꎻ５ ７３６~６ ３０８ ｂｐ 编码

１９１ ａａ 组成的相对分子质量约２１ ８００的 ＶＰｇ 蛋白ꎻ
６ ３０９~７ ０３７ ｂｐ 编码 ２４３ ａａ 组成的相对分子质量

约２７ ３００的 ＮＩａ￣Ｐｒｏ 蛋白ꎻ７ ０３８~ ８ ５９４ ｂｐ 编码 ５１９
ａａ 组成的相对分子质量约 ５９ １００ 的 ＮＩｂ 蛋白ꎻ
８ ５９５~９ ４０７ ｂｐ 编码 ２７１ ａａ 组成的相对分子质量

约３０ ８００的 ＣＰ 蛋白ꎻ９ ４０８~ ９ ５８５ ｂｐ 为 ３′非编码

区ꎮ

图 ４　 ＣｌＹＶＶ 江苏蚕豆分离物基因组结构

Ｆｉｇ.４　 Ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣｌＹＶＶ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｆｒｏｍ Ｊｉａｎｇｓｕ ｐｒｏｖｉｎｃｅ
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２.４　 ＣｌＹＶＶ 江苏蚕豆分离物全基因组序列聚类分

析

　 　 根据 ＣｌＹＶＶ 分段序列测序结果ꎬ拼接得到完整

的 ＣｌＹＶＶ 江苏蚕豆分离物全基因序列ꎮ 利用

ＢＬＡＳＴ 网站与 ＮＣＢＩ 上已报道的 ＣｌＹＶＶ 全基因序

列进行比对ꎮ 结果表明 ＣｌＹＶＶ 江苏蚕豆分离物

(ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ)核苷酸序列与日本 ＣｌＹＶＶ Ｎｏ.３０ 分离

物(ＡＢ０１１８１９)同源性最高ꎬ达 ９６. ３７％ꎬ与 ＣｌＹＶＶ
安徽合肥分离物(ＫＵ９２２５６５)同源性为 ９４.７４％ꎬ而
与马铃薯 Ｙ 病毒属同属成员菜豆黄花叶病毒(Ｂｅａｎ
ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＢＹＭＶ)、芜菁花叶病毒(Ｔｕｒｎｉｐ
ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＴｕＭＶ)、莴苣花叶病毒(Ｌｅｔｔｕｃｅ ｍｏｓａｉｃ
ｖｉｒｕｓꎬ ＬＭＶ)、李痘病毒(Ｐｌｕｍ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＰＶ)、大
豆花叶病毒(Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＳＭＶ)、西瓜花叶

病毒(Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＷＭＶ)、韭葱黄条病

毒(Ｌｅｅｋ ｙｅｌｌｏｗ ｓｔｒｉｐｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＬＹＳＶ)、豌豆种传黄化

病毒(Ｐｅａ ｓｅｅｄ￣ｂｏｒｎｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＳｂＭＶ)的同源

性仅达５０％~７０％(表 ２)ꎮ 氨基酸序列比对结果显

示 ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 与 ＣｌＹＶＶ 日 本 Ｎｏ. ３０ 分 离 物

(ＡＢ０１１８１９)氨基酸序列同源性最高ꎬ达 ９９􀆰 ０６％ꎬ与
其他 ＣｌＹＶＶ 分离物氨基酸序列同源性为９３.０７％~
９８􀆰 ９９％(表 ２)ꎮ 经 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 多重序列比对后ꎬ利
用 ＭＥＧＡ７ 软件邻接法进行１ ０００次自导复制验证构

建系统发育树ꎬ结果显示 ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 与日本 Ｎｏ.３０ 分

离 物 ( ＡＢ０１１８１９ )、 韩 国 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ 分 离 物

(ＬＣ５０６６０４)、中国合肥分离物 ( ＫＵ９２２５６５)、韩国

ＢＨ 分 离 物 ( ＬＣ６４３５８７ )、 美 国 Ｃａ 分 离 物

(ＭＷ２８７３２８)、日本 ９０￣１ Ｂｒ２ 分离物(ＡＢ７３２９６２)、
美国 ＩＡ￣２０１６ 分离物(ＭＫ２９２１２０)、日本 Ｉ８９￣１ 分离

物(ＬＣ０９６０８２)、韩国 Ｇｍ 分离物(ＫＦ９７５８９４)归入一

个分支ꎬ相对近缘ꎬ而与德国 ＮＧＳＴＰＳ１８ 分离物

(ＭＷ８４８５３２)归入不同分支ꎬ相对远缘ꎬ但它们都聚

类到 ＣｌＹＶＶ 大分支中(图 ５)ꎮ 这些结果表明从江

苏蚕豆上分离到的病毒属于三叶草黄脉病毒ꎮ

表 ２　 系统进化分析用到的病毒种类及同源性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖｉｒｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

病毒名称　 　 　 缩写 登录号 分离物 寄主 地区
同源性(％)

核苷酸序列 氨基酸序列

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＡＢ０１１８１９ Ｎｏ.３０ 蚕豆 日本 ９６.３７ ９９.０６

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＬＣ６４３５８７ ＢＨ 耧斗菜 韩国 ９５.１７ ９８.８０

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＭＷ２８７３２８ Ｃａ 积雪草 美国 ９５.１７ ９８.０５

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＭＫ２９２１２０ ＩＡ￣２０１６ 大豆 美国 ９５.１０ ９８.８９

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＬＣ５０６６０４ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ 石斛兰 韩国 ９４.８２ ９８.９８

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＫＵ９２２５６５ Ｈｅｆｅｉ 蚕豆 中国安徽 ９４.７４ ９８.４４

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＫＦ９７５８９４ Ｇｍ 大豆 韩国 ９４.５８ ９８.６３

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＡＢ７３２９６２ ９０￣１ Ｂｒ２ 豌豆 日本 ９５.１２ ９８.８０

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＬＣ０９６０８２ Ｉ８９￣１ 豌豆 日本 ９４.９２ ９８.９９

三叶草黄脉病毒 ＣｌＹＶＶ ＭＷ８４８５３２ ＮＧＳＴＰＳ１８ 蚕豆 德国 ８３.１６ ９３.０７

菜豆黄花叶病毒 ＢＹＭＶ ＭＴ１５３８６６ ＢＹＭＶ￣２０１８ / １ 蚕豆 波兰 ７１.７５ ６９.２５

韭葱黄条病毒 ＬＹＳＶ ＫＰ１６８２６１ ＩＮＤＩＡ 大蒜 印度 ５２.８２ ４６.５４

莴苣花叶病毒 ＬＭＶ Ｘ９７７０５ Ｅ 莴苣 法国 ５１.２４ ４８.２０

豌豆种传黄化病毒 ＰＳｂＭＶ ＭＫ１１６８７３ ＰＳＢ２６２ＣＺ 豌豆 捷克 ５０.６６ ４３.７６

李痘病毒 ＰＰＶ ＨＧ９６４６８５ Ｒｅｃ￣Ｃｄｎ０８ 李子 加拿大 ５３.８８ ５２.１９

大豆花叶病毒 ＳＭＶ ＧＵ０１５０１１ ４１３ 大豆 美国 ５３.１８ ４４.３３

芜菁花叶病毒 ＴｕＭＶ ＭＨ７３５１１２ ＣＮ７ 萝卜 中国辽宁 ５２.９２ ４８.０２

西瓜花叶病毒 ＷＭＶ ＯＫ０５０５２４ Ｈｅｎａｎ 棉花 中国 ５２.５９ ４３.９６
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图 ５　 基于 ＣｌＹＶＶ 全基因组序列构建的系统发育树

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣｌＹＶＶ

２.５　 ＣｌＹＶＶ 江苏蚕豆分离物基因序列分析

ＣｌＹＹＶ 全基因组序列聚类分析的结果表明ꎬ
ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 与除德国 ＮＧＳＴＰＳ１８(ＭＷ８４８５３２)分离物

外的 ９ 个分离物聚于一支ꎬ进一步将 ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 基因

组的 １１ 个基因序列与这 ９ 个分离物进行比对分析ꎮ
结果(表 ３)显示:Ｐ１ 的核苷酸序列与已报道的 ＣｌＹ￣
ＶＶ 分离物同源性为８９.６４％~９６􀆰 ９１％ꎬ与日本 Ｎｏ.３０
分离物(ＡＢ０１１８１９)同源性最高ꎻ ＨＣ￣Ｐｒｏ 的核苷酸

序列同源性为９３.９５％~ ９７􀆰 １６％ꎬ与美国 Ｃａ 分离物

(ＭＷ２８７３２８)同源性最高ꎻ Ｐ３ 的核苷酸序列同源性

为 ９３.２０％~ ９６􀆰 ８４％ꎬ 与 美 国 ＩＡ￣２０１６ 分 离 物

(ＭＫ２９２１２０)同源性最高ꎻＰ３Ｎ￣ＰＩＰＯ 的核苷酸序列

同源性为９２.６３％~９７􀆰 ６９％ꎬ与日本 ９０￣１ Ｂｒ２ 分离物

(ＡＢ７３２９６２)同源性最高ꎻ６Ｋ１ 的核苷酸序列同源性

为８９.３１％~ ９５􀆰 ５７％ꎬ与中国合肥 ＣｌＹＶＶ 分离物

(ＫＵ９２２５６５)同源性最高ꎻＣＩ 的核苷酸序列同源性

为 ９１.０８％~ ９６􀆰 ３８％ꎬ 与 日 本 Ｎｏ. ３０ 分 离 物

(ＡＢ０１１８１９)同源性最高ꎻ６Ｋ２ 的核苷酸序列同源性

为９０.５７％~ ９７􀆰 ４８％ꎬ与韩国 ＢＨ 分离物、美国 ＩＡ￣
２０１６ 分离物( ＬＣ６４３５８７、ＭＫ２９２１２０) 同源性最高ꎻ
ＶＰｇ 的核苷酸序列同源性为９６.５１％~ ９７􀆰 ９１％ꎬ与日

本 Ｎｏ.３０ 分离物、日本 ９０￣１ Ｂｒ２ 分离物(ＡＢ０１１８１９、
ＡＢ７３２９６２)同源性最高ꎻＮＩａ￣Ｐｒｏ 的核苷酸序列同源

性 为 ９６.７１％~ ９８􀆰 ４９％ꎬ 与 日 本 Ｉ８９￣１ 分 离 物

(ＬＣ０９６０８２)同源性最高ꎻＮＩｂ 的核苷酸序列同源性

为 ９７.２４％~ ９８􀆰 ４６％ꎬ 与 日 本 Ｎｏ. ３０ 分 离 物

(ＡＢ０１１８１９)同源性最高ꎻＣＰ 核苷酸序列同源性为

９４.９６％~ ９７􀆰 ４１％ꎬ 与 日 本 Ｎｏ. ３０ 分 离 物

(ＡＢ０１１８１９)同源性最高(表 ３)ꎮ 这些结果说明ꎬ在
ＣｌＹＶＶ 的 １１ 个基因中ꎬＶＰｇ、ＮＩａ￣Ｐｒｏ 和 ＮＩｂ 这 ３ 个

基因相较于其他基因变异相对较少ꎬ可能相对比较

保守ꎮ
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表 ３　 ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 与其他 ＣｌＹＶＶ 分离物基因的同源性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＣｌＹＶＶ ｉｓｏｌａｔｅｓ

病毒名称　 　 登录号
同源性(％)

Ｐ１ ＨＣ￣Ｐｒｏ Ｐ３ ６Ｋ１ ＣＩ ６Ｋ２ ＶＰｇ ＮＩａ￣Ｐｒｏ ＮＩｂ ＣＰ Ｐ３Ｎ￣ＰＩＰＯ

三叶草黄脉病毒 ＡＢ０１１８１９ ９６.９１ ９４.１６ ９３.２０ ９４.３４ ９６.３８ ９２.４５ ９７.９１ ９７.８１ ９８.４６ ９７.４１ ９２.６３

三叶草黄脉病毒 ＬＣ６４３５８７ ９３.８３ ９３.９５ ９４.８２ ９４.３４ ９２.４４ ９７.４８ ９７.０３ ９６.９８ ９７.４３ ９６.８０ ９４.８０

三叶草黄脉病毒 ＭＷ２８７３２８ ８９.６４ ９７.１６ ９５.９７ ９０.５７ ９３.３３ ９０.５７ ９７.０３ ９７.１２ ９７.３０ ９５.９４ ９６.９７

三叶草黄脉病毒 ＭＫ２９２１２０ ９２.１７ ９５.４１ ９６.８４ ９１.８２ ９１.０８ ９７.４８ ９６.６８ ９７.３９ ９８.０７ ９６.１９ ９７.５４

三叶草黄脉病毒 ＬＣ５０６６０４ ９０.４２ ９５.０４ ９４.８２ ９３.７１ ９２.４４ ９５.６０ ９７.５６ ９６.８４ ９７.２４ ９６.４３ ９４.８０

三叶草黄脉病毒 ＫＵ９２２５６５ ９０.１９ ９４.０１ ９３.６８ ９５.５７ ９３.４９ ９５.６０ ９７.０３ ９６.９８ ９７.２４ ９６.５６ ９３.３５

三叶草黄脉病毒 ＫＦ９７５８９４ ９１.２９ ９４.３１ ９５.０１ ８９.３１ ９２.５５ ９２.４５ ９７.０３ ９６.７１ ９７.３７ ９４.９６ ９４.９４

三叶草黄脉病毒 ＡＢ７３２９６２ ９０.５１ ９６.８６ ９５.０１ ９１.８２ ９１.３９ ９６.８６ ９７.９１ ９７.３９ ９７.５６ ９６.０６ ９７.６９

三叶草黄脉病毒 ＬＣ０９６０８２ ９１.７３ ９４.３１ ９４.７３ ９１.１９ ９３.３９ ９１.８２ ９６.５１ ９８.４９ ９７.６２ ９５.３３ ９４.５１

３　 讨 论

本研究对 ２０１８ 年江苏省蚕豆病毒病调查过程

中采集的蚕豆疑似病样进行病毒检测时发现ꎬ盐城

局部蚕豆田块存在 ＣｌＹＶＶ 的侵染危害ꎻ进而通过分

段克隆获得 ＣｌＹＶＶ￣ＪＳ 全基因组序列ꎬ明确了其基

因组结构特征ꎮ 系统聚类分析结果显示ꎬ该分离物

属于 ＣｌＹＶＶ 的一个病毒株系ꎬ其与日本分离物

( ＡＢ０１１８１９ ) [１８] 核 苷 酸 序 列 同 源 性 最 高ꎬ 达

９６􀆰 ３７％ꎬ氨基酸序列同源性达 ９９􀆰 ０６％ꎬ而与中国安

徽分离物(ＫＵ９２２５６５) [１５]核苷酸序列和氨基酸序列

同源性分别为 ９４􀆰 ７４％和 ９８􀆰 ４４％ꎮ 虽然江苏与安

徽在地域上相对较近ꎬ但两个分离物并未表现出最

高的同源性ꎬ这个结果说明中国 ＣｌＹＶＶ 的群体结构

比较复杂ꎬ江苏的 ＣｌＹＶＶ 侵染源可能不是临近的安

徽ꎮ
马铃薯 Ｙ 病毒属是植物病毒最大的一个属ꎬ能

侵染多种单子叶和双子叶植物ꎬ在全世界范围造成

巨大危害[１９￣２０]ꎮ 三叶草黄脉病毒作为其中重要成

员ꎬ可侵染白三叶草[２１]、蚕豆、豌豆、豇豆及多种豆

科作物ꎮ 生产中ꎬＣｌＹＶＶ 可以通过蚜虫广泛传播ꎬ
严重影响侵染对象的产量和品质ꎬ该病毒病在世界

多个国家均有发生ꎮ
中国蚕豆种植面积位居世界首位ꎬ江苏是中国

传统的蚕豆种植省份ꎬ常年种植面积达１􀆰 ３３３×１０５

ｈｍ２左右[２２]ꎮ 但目前针对蚕豆上的病毒病研究相对

较少ꎮ ２０１８ 年ꎬ在盐城、南通、泰州等地蚕豆调查中

发现ꎬＣｌＹＶＶ 广泛存在于蚕豆生产中ꎬ重发田块发

病率达５０％~６０％ꎮ 由于该病毒寄主范围较广ꎬ易通

过蚜虫或汁液机械传毒至其他寄主植物ꎬ存在潜在

流行危害风险ꎮ 因此ꎬ生产中应当密切关注该病毒

病的发生ꎬ做好病毒的早期监测和预警ꎬ适时控制传

毒介体蚜虫ꎬ切断传毒途径ꎬ控制该病毒病发生与扩

散ꎬ减少损失ꎮ
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