
书书书

黄　狮，纠　敏，汪伦记，等．洛阳地区番茄黄化曲叶病的病原鉴定及防治策略［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１１）：１５３－１５５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１４．１１．０５２

洛阳地区番茄黄化曲叶病的病原鉴定及防治策略

黄　狮１，纠　敏１，汪伦记１，尤晓颜１，李　萌２，王浩权１

（１．河南科技大学食品与生物工程学院，河南洛阳４７１０２３；２．洛阳出入境检验检疫局，河南洛阳４７１００３）

　　摘要：番茄黄化曲叶病（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｄｉｓｅａｓｅ，ＴＹＬＣＤ）在洛阳地区普遍发生，但其病原尚不清楚。利用双
生病毒简并引物ＰＡ／ＰＢ及番茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，ＴＹＬＣＶ）的特异性引物对表现黄化及曲叶症
状的疑似样品进行ＰＣＲ分子检测，结果发现ＴＹＬＣＶ是引起洛阳地区大田番茄黄化曲叶病的病原。此外，对番茄黄化
曲叶病病原类型及可能的来源途径进行了探讨，旨在提出相应的预防措施及防治策略。

　　关键词：番茄黄化曲叶病；番茄黄化曲叶病毒；防治策略
　　中图分类号：Ｓ４３６．４１２．１＋１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１１－０１５３－０３

收稿日期：２０１４－０２－０９
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１１０１４４３）；河南省科技攻关计
划（编号：２２１０２１１０１９７）。

作者简介：黄　狮（１９８７—）男，河南洛阳人，硕士研究生，主要从事
烟粉虱与双生病毒的互作机制研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２３５２４９５４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：纠　敏，博士，副教授，主要从事烟粉虱与双生病毒的互作
机制研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉｕｍｉｎ０９１２＠１６３．ｃｏｍ。

　　番茄黄化曲叶病（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｄｉｓｅａｓｅ，ＴＹＬＣＤ）
是番茄最为严重的病害之一，具有暴发突然、扩展迅速、危害

性强、治疗难度大的特点，是一种毁灭性的番茄病害［１－４］。近

年来，该病在我国由南向北迅速扩张，危害逐年加剧，造成番

茄大面积减产甚至毁灭性灾害［５］。该病的典型症状为叶片

变小黄化、卷曲、边缘亮黄色，节间缩短，植株矮化，花朵减少，

开花延迟，坐果少而小，成熟期果实转色不正常，且果实成熟

不均匀［６］。ＴＹＬＣＤ的病原十分复杂，已报道可侵染番茄的双
生病毒全世界至少有５７种，其中在中国有番茄黄化曲叶病
毒、中国番茄黄化曲叶病毒、台湾番茄曲叶病毒、中国番木瓜

曲叶病毒、烟草曲茎病毒和泰国番茄黄化曲叶病毒等多种双

生病毒可侵染番茄引起黄化和曲叶症状［５］。

自２００９年以来，ＴＹＬＣＤ在河南洛阳番茄种植区普遍发
生、危害严重，一些番茄种植户由于ＴＹＬＣＤ的大面积暴发，已
出现连续多年不敢种植番茄的现象，而引起洛阳地区番茄黄

化曲叶病的病原株系、基因组变异及可能来源情况还未见报

道。本研究于２０１３年７—８月间，调查了洛阳地区大田番茄
种植区ＴＹＬＣＤ的发病情况，并采集了具有黄化、曲叶等典型
症状的番茄病样，进行病毒病原分子检测。本研究旨在明确

引起洛阳地区ＴＹＬＣＤ的病原种类及其进化起源，以针对性地
提出防控该病害的相应策略。

１　材料与方法

１．１　发病情况调查与样品采集
２０１３年７—８月间在洛阳市宜阳县、孟津县、偃师市、洛

龙区及鏶河区主要番茄种植区进行ＴＹＬＣＤ发病情况调查，并
采集表现典型植株矮缩、顶叶卷曲黄化的番茄植株叶片和疑

似植株叶片，整理后放于４℃冰箱备用。

１．２　病原分子检测
１．２．１　叶片总 ＤＮＡ提取　叶片总 ＤＮＡ的提取参考刘玉乐
等的方法［７］，即称取１０ｍｇ新鲜番茄病叶，加１００μＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ，匀浆后低速离心，上清液用０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
值８．０）稀释１００倍，取１μＬ作模板进行ＰＣＲ扩增。
１．２．２　ＰＣＲ扩增、克隆和序列测定　根据谢艳等［８］报道的

检测粉虱传双生病毒的简并引物ＰＡ／ＰＢ进行ＰＣＲ，扩增双生
病毒基因间隔区和部分外壳蛋白基因约５００ｂｐ的特异片段，
并进行克隆和序列测定。在对测序结果分析基础上，利用

ＤＮＡＭＡＮ软件设计扩增病毒 ＤＮＡ－Ａ近全长序列的特异性
引物ＨＮ－Ｆ／ＨＮ－Ｒ，扩增长度２５００ｂｐ。ＰＣＲ产物经１％琼
脂糖凝胶电泳分离后，用ＡｘｙＰｒｅｐ凝胶回收试剂盒回收纯化，
克隆到ｐＭＤ１８－Ｔ载体（ＴａＫａＲａ）上，送到南京金斯瑞生物科
技有限公司进行测序。利用 ＤＮＡＭＡＮ软件（ＤＮＡＭＡＮ６．０）
拼接ＤＮＡ－Ａ全基因组序列。ＴＹＬＣＶ特异性片段扩增所用
引物及扩增条件参照文献［９］，所用引物由上海 Ｓａｎｇｏｎ生物
工程有限公司合成（表１）。

表１　ＰＣＲ扩增所用引物及其序列

序列 引物 序列（５′→３′）
ＤＮＡ－Ａ克隆及测序 ＰＡ ＴＡＡＴＡＴＴＡＣＣＫＧＷＫＧＶＣＣＳＣ

ＰＢ ＴＧＧＡＣＹＴＴＲＣＡＷＧＧＢＣＣＴＴＣＡＣＡ
ＨＮ－Ｆ ＡＡＣＡＧＡＴＴＣＡＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴＴＴＡＧ
ＨＮ－Ｒ ＣＧＧＡＡＧＣＣＣＡＧＡＡＴＡＴＡＣＡＧＡＡＴＧ

ＴＹＬＣＶ特异性片段 ＴＹＬＣＶ－Ｆ ＡＴＣＧＡＡＧＣＣＣＴＧＡＴＡＴＣＣＣＣＣＧＴＧＧ
ＴＹＬＣＶ－Ｒ ＣＡＧＡＧＣＡＧＴＴＧＡＴＣＡＴＧ

１．２．３　ＤＮＡ序列及系统发育分析　ＤＮＡ序列用 ＤＮＡＭＡＮ
Ｖｅｒｓｉｏｎ６．０进行处理和分析。序列比对采用 ＮＣＢＩ序列比对
工具ＢＬＡＳＴ程序ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｌａｓｔ，多序列比较分析采用Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｗ，进化树构建采用 ＭＥＧＡ４．０２的邻近相邻法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ）。

２　结果与分析

２．１　大田番茄ＴＹＬＣＤ发病情况
２０１３年７—８月间，在洛阳市宜阳县、孟津县、偃师市、洛

龙区及鏶河区主要番茄种植区ＴＹＬＣＤ发病情况的调查，病株
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率一般为２０％～３０％，严重的高达６０％ ～７０％，有些零星种
植区发病率甚至为１００％。
２．２　病原检测结果

以提取的番茄样品总ＤＮＡ为模板，利用双生病毒简并引
物ＰＡ／ＰＢ对采集的２７份番茄样品进行ＰＣＲ检测，结果在１８
份样品中扩增得到约５００ｂｐ的特异性片段，阳性检出率为

６６．７％（表２）。将１８份检测阳性样品进行 ＤＮＡ－Ａ部分片
段克隆、序列测定及分析，发现１８份分离物之间ＤＮＡ部分序
列同源性高达９８．５％以上。由此可见，检测的１８份分离物
很可能是由同一种病毒引起的。另外，利用ＴＹＬＣＶ的特异性
引物对２７份番茄样品进行ＰＣＲ检测，结果从２５份样品中扩
增到约４００ｂｐ的特异性片段（表２）。

表２　病毒样品的采集地点、采集时间、样品号及检测结果

采集地点 采集时间 样品号
ＴＹＬＣＶ特异性引物

检测的阳性样品数（份）

ＰＡ／ＰＢ引物对检测
的阳性样品数（份）

宜阳县 ２０１３年８月 ＨＮＹＹ１ １ １
孟津县 ２０１３年８月 ＨＮＭＪ１至ＨＮＭＪ７ ７ ２
偃师市 ２０１３年８月 ＨＮＹＳ１至ＨＮＹＳ４ ４ ４

洛阳市洛龙区 ２０１３年７—８月 ＨＮＬＬ１至ＨＮＬＬ１０ １０ ８
洛阳市鏶河区 ２０１３年７—８月 ＨＮＣＨ１至ＨＮＣＨ５ ３ ３

总计 ２７ ２５ １８

２．３　ＤＮＡ－Ａ全序列特征及系统发育分析
选择番茄 ＨＮＬＬ１样品进行 ＤＮＡ－Ａ全基因组扩增及克

隆测序，结果表明ＤＮＡ－Ａ序列全长为２７８１ｎｔｓ，具有典型的
双生病毒科（Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｉｄａｅ）菜豆金色花叶病毒属（Ｂｅｇｏｍｏｖｉｒ
ｕｓ）病毒的基因组结构特征，编码６个 ＯＲＦｓ。其中病毒链编
码２个ＯＲＦｓ，即ＡＶ１（３０８～１０８４ｎｔ，编码 ＣＰ）和 ＡＶ２（１４８～
４９８ｎｔ，编码与病毒移动相关基因）；互补链编码４个ＯＲＦｓ，分
别为ＡＣ１（１５４２～２６１５ｎｔ，编码复制酶）、ＡＣ２（１２２６～１６３３ｎｔ，
编码转录激活蛋白）、ＡＣ３（１０８１～１４８５ｎｔ，编码复制增强蛋
白）和ＡＣ４（２１７１～２４６４ｎｔ，编码复制或转录调控因子）。在

基因ＡＣ１与 ＡＶ２之间有 ３１３ｎｔ的基因间隔区（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｒｅ
ｇｉｏｎ，ＩＲ），该区含有保守序列ＴＡＡＴＡＴＴＡＣ、ＴＡＴＡｂｏｘ、正向重
复序列ＧＧＴＧＴＣＴ。

将ＨＮＬＬ１分离物 ＤＮＡ－Ａ全序列与 ＮＣＢＩ上登录的中
国各地ＴＹＬＣＶ不同株系代表分离物进行同源比对，结果发
现，ＨＮＬＬ１分离物与已报道的番茄黄化曲叶病毒北京分离物
（ＪＦ４１４２３６．１）的核苷酸序列相似度最高，为９９．６％。聚类分
析表明，该分离物（ＴＹＬＣＶ－ＨＮＬＬ１）与我国已报道的ＴＹＬＣＶ
各分离物同源关系较近，且与 ＴＹＬＣＶ－ＢＪ３分离物亲缘关系
最近（图１）。

３　小结与讨论

３．１　病原种类及来源
本研究利用双生病毒简并引物ＰＡ／ＰＢ对采集的２７份样

品进行ＰＣＲ检测，其中从１８份样品中扩增得到约５００ｂｐ特
异性片段，阳性检出率为６６．７％（表２），其原因可能是由于
简并引物ＰＡ／ＰＢ本身的局限性所致。为此，在本试验中进一
步利用ＴＹＬＣＶ的特异性引物对２７份番茄样品进行 ＰＣＲ检
测，结果从２５份样品中扩增到约 ４００ｂｐ的特异性片段（表

２），上述结果表明，ＴＹＬＣＶ是引起洛阳大田番茄 ＴＹＬＣＤ的病
源，这是首次在分子水平上验证洛阳地区番茄黄化曲叶病由

ＴＹＬＣＶ引起。
ＴＹＬＣＶＤＮＡ－Ａ全基因序列构建的 ＨＮＬＬ１分离物与中

国其他地区报道的 ＴＹＬＣＶ分离物的进化树比对结果表明，
ＴＹＬＣＶ－ＨＮＬＬ１分离物与北京分离物 ＴＹＬＣＶ－ＢＪ３亲缘关
系最近，聚为一分支，但二者的地理位置相差较远。由此说

明，河南洛阳地区的番茄黄化曲叶病毒可能是通过人为的贸

易活动，携带了染有该病毒的番茄种苗或介体由北京传入。
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３．２　防治策略
３．２．１　严控传毒媒介———烟粉虱　ＴＹＬＣＶ为粉虱传双生病
毒（ｗｈｉｔｆｌｙ－ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓ，ＷＴＧ），烟粉虱是其唯一
的传播媒介，一旦携毒，即可终生带毒和传毒。单头带毒烟粉

虱成虫即可成功地将ＴＹＬＣＶ传播于健康植株上，尤其在幼苗
期传毒成功率更高，且传毒效率随着带毒烟粉虱数量的增多

而升高［１０］。近两年，烟粉虱在洛阳地区大面积发生，且生物

型主要是外来入侵的Ｑ型和Ｂ型，本地种群几乎被入侵型所
替代（本实验室检测结果）。因此，有效防治 ＴＹＬＣＶ的传播
媒介－烟粉虱是防控 ＴＹＬＣＶ在该地区大发生及快速扩散的
关键措施之一。

有关烟粉虱的防治措施已经有很多报道，主要包括物理

防治（黄板诱杀、防虫网隔离等）、农业防治（防控越冬虫源

等）及化学防治（化学药剂的喷施）等［６，１１－１７］。然而，由于烟

粉虱个体较小，其卵及１龄幼虫用肉眼观察不到，致使部分番
茄种植户在一定程度上忽视了烟粉虱的危害性，以至于将带

虫苗或带毒的番茄种苗视为无虫、无毒种苗进行栽植。此外，

ＴＹＬＣＶ在侵染植物之后到出现病毒症状需要一定时间，虽未
出现发病症状或症状不明显但其已经带毒，毒株上羽化的烟

粉虱已是带毒个体，可快速地将携带的病毒传播于其他植株

上，这些因素都是导致后期ＴＹＬＣＶ快速传播的重要原因。严
控虫苗及毒苗的存在是防治ＴＹＬＣＤ后期大发生的关键因子。
３．２．２　防控毒源的异地传播　人类的贸易活动也是 ＴＹＬＣＶ
快速异地传播的重要途径。已有研究表明，中国番木瓜曲叶

病毒（ｐａｐａｙａｌｅａｆｃｕｒｌＣｈｉｎａｖｉｒｕｓ，ＰａＬＣｕＣＮＶ）主要在广西省
发生，但２００９年在河南省中牟县番茄种植区也检测到该病毒
病的发生［１８］，而与广西相邻的湖南省并未发现该病毒病的发

生。ＰａＬＣｕＣＮＶ由广西经湖南省、湖北省成功传播至河南省，
其主要原因可能是由于人为的贸易活动携带了染有病毒的番

茄种苗或介体造成的。随着人类贸易往来的日益频繁，不同

ＷＴＧ异地传播的概率也随之增高。因此，对贸易往来过程中
的苗木一定要进行检疫，严控有虫苗、毒苗的跨地区运输也是

防控ＴＹＬＣＶ快速传播的重要措施之一。
近几年，番茄黄化曲叶病在河南洛阳地区相继暴发，特别

是秋延后番茄，给番茄生产造成了巨大的损失。鉴于此类病

毒扩散蔓延非常迅速，危害异常严重，生产上应当密切关注其

发生危害情况，及时发现，尽早进行防治。
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