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析表明，ＭＩＯＸ基因在红麻根、茎和叶组织中均有表达，在根
中的表达量最高。这是在纤维作物红麻中首次分离得到该基

因，研究结果为下一步分析该基因的功能和了解红麻抗旱的

分子机制提供参考。
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青岛烟草番茄黄化曲叶病毒的分子鉴定

与全基因组序列分析
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　　摘要：２０１６年６月从青岛即墨市中国农业科学院烟草研究所试验基地采集疑似感染番茄黄化曲叶病毒的烟叶样
品。提取病叶总ＤＮＡ，使用双生病毒（Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓ）通用引物ＰＡ／ＰＢ对样品进行ＰＣＲ扩增和测序，感病叶片ＤＮＡ仅检
测出番茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称ＴＹＬＣＶ）；根据测定的部分序列片段，设计了１对全长序列背
向引物，对其基因组全长进行克隆测定。结果显示，该病毒核酸为单链环状 ＤＮＡ，基因组为单一组分 ＤＮＡ－Ａ，经过
分子比对和系统进化树分析发现，ＴＹＬＣＶ－ＳＤＱＤＪＭ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＹ６４０４５６）与山东省潍坊市番茄分离物 ＴＹＬＣＶ、山东
省泰安市番茄分离物ＴＹＬＣＶ同源性最高为９９％，与已经报道的其他地区 ＴＹＬＣＶ分离物同源性均在９７％以上，因此
确定从青岛即墨市采集的烟草矮化病毒症状烟株是由ＴＹＬＣＶ侵染所致；同时采集了发病植株以及周边蔬菜保护地部
分蔬菜上的烟粉虱成虫进行检测，其中１５．０％的烟粉虱样品检出番茄黄化曲叶病毒，因此明确了侵染该地区烟草的
番茄黄化曲叶病毒是由带毒烟粉虱传播的。
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　　烟草是我国重要的经济作物之一，其病毒病的危害是最 为严重的。烟草病毒病曾相继在世界各主产烟区暴发流行，

每年给烟草生产带来重大损失，严重影响烟叶的品质，给烟农

造成严重的经济损失［１］。２０１６年６月，青岛即墨市烟田发现
了部分烟株表现矮小，叶片黄化上卷，呈现皱缩症状，推测该

烟株疑似感染双生病毒（Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓ）。该病毒病在我国西南
烟区发生尤为普遍，特别是在部分烟区的冬春烟墒危害严重，

例如在广西省百色烟区冬春烟上发病率超过６０％，给当地烟
叶生产造成极大损失，直接导致百色烟区冬春烟的绝产，促使

了百色烟区烟叶种植模式的调整［２］。

作为菜豆金色花叶病毒属（Ｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓ）的典型代表，番
茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称ＴＹＬＣＶ）是
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由烟粉虱（Ｂｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉ）传播的一种双生病毒，其病原是具
有孪生颗粒形态的植物病毒，核酸为单链环状 ＤＮＡ，基因组
为单一组分 ＤＮＡ－Ａ［３］，在实际生产中，主要通过烟粉虱在番
茄和辣椒等蔬菜作物上传播危害，每年给蔬菜等经济作物带

来严重的经济损失［４］。近年来，该病毒传播介体烟粉虱在山

东省烟区危害较为严重，在潍坊、临沂、日照、青岛等市烟区均

存在不同程度的发生，而该病毒侵染引起的病毒病田间症状

鲜见发生。本研究首次明确了山东省青岛即墨市中国农业科

学院烟草研究所试验基地烟田中疑似矮化烟株是受 ＴＹＬＣＶ
侵染所致。笔者对采集的病样进行了病原分子鉴定，对分离

物全基因组进行克隆和序列分析，同时采集发病烟田及周边

保护地内的烟粉虱，利用双生病毒通用引物对采集到的烟粉

虱样品进行检测，明确了该病毒在青岛烟区的传播途径，为该

病毒病的精准测报和防控提供了基础数据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　感病样品采集　待测样品于２０１６年６月采自山东省
青岛即墨市中国农业科学院烟草研究所试验基地烟田，烟粉

虱成虫样品采自试验基地烟田、周边保护地蔬菜及杂草上，成

虫数量约６００头，每组１０头，分为６０组，置于 －８０℃保存待
用。本试验中以采自山东省寿光市的 ＴＹＬＣＹ侵染的番茄植

株作为阳性对照，以健康烟草植株为阴性对照。

１．１．２　相关试剂材料　ＤＮＡ提取试剂盒（ＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡＫｉｔ），昆虫基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡＫｉｔ），胶回收试剂盒，克隆载体（ｐＥＡＳＹ－ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅ
ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ）以及感受态细胞均购自北京全式金生物有限公
司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＰｒｅｍｉｘ（２×）以及 ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｋｅｒ购
自ＴａＫａＲａ公司。其他常规生化试剂均为国产分析纯。
１．２　方法
１．２．１　总 ＤＮＡ的提取，ＰＣＲ扩增及目的基因的连接、克隆、
测序　使用植物 ＤＮＡ提取试剂盒（ＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ）
提取病样总 ＤＮＡ。使用昆虫基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ）提取烟粉虱样品总 ＤＮＡ。使用
检测双生病毒的通用引物ＰＡ／ＰＢ进行扩增，扩增得到的序列
经Ｂｌａｓｔ程序与ＧｅｎＢａｎｋ中已经上传的ＴＹＬＣＶ的ＤＮＡ－Ａ序
列进行比对，确定病样感染番茄黄化曲叶病毒后，根据已经报

道的ＴＹＬＣＶ全序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计１对全长序列背向
引物扩增病毒ＤＮＡ－Ａ全序列，所用引物详见表１。扩增程
序如下：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３５个循
环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增的产物进行凝胶电泳检测，
将目的条带进行胶回收纯化，回收产物克隆到 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ
载体上。待克隆检测为阳性重组质粒后，委托上海生工青岛

测序部进行测序。

表１　引物信息

名称 序列（５′→３′） 片段大小（ｂｐ） 退火温度（℃）
ＰＡ ＴＡＡＴＡＴＴＡＣＣＫＧＷＫＧＶＣＣＳＣ ５３５ ５５．０
ＰＢ ＴＧＧＡＣＹＴＴＲＣＡＷＧＧＢＣＣＴＴＣＡＣＡ ５３５ ５５．０
ＴＹＬＣＶ－Ｆ ＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＴＴＴＧＣＧＧＧＡＴＡＧ ２８００ ５５．０
ＴＹＬＣＶ－Ｒ ＣＴＣＡＴＣＡＣＴＴＧＡＡＡＣＣＴＡＴＣＣＣＧＣＡ ２８００ ５５．６

　　注：Ｂ＝Ｃ、Ｔ、Ｇ；Ｋ＝Ｇ、Ｔ；Ｒ＝Ａ、Ｇ；Ｓ＝Ｃ、Ｇ；Ｖ＝Ａ、Ｃ、Ｇ；Ｗ＝Ａ、Ｔ；Ｙ＝Ｃ、Ｔ。

１．２．２　序列分析　将测序后得到的序列通过Ｂｌａｓｔ程序进行
比对，在ＮＣＢＩ上选取同源性最高的 ＴＹＬＣＶ分离物全基因
组，利用ＤＮＡＭＡＮ软件进行一致率分析，使用ＳｎａｐＧｅｎｅ软件
对样品基因组结构进行分析。选取山东省 ＴＹＬＣＶ分离物和
部分有代表性分离物的全基因组序列为对照，利用 ＭＥＧＡ
５１中的邻接法，对青岛即墨市的ＴＹＬＣＶ分离物全基因组序
列进行系统发育进化分析［５－７］。

２　结果与分析

２．１　双生病毒通用引物ＰＣＲ检测结果
以提取烟草病株叶片ＤＮＡ为模板，利用双生病毒通用引

物ＰＡ／ＰＢ进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物为约５００ｂｐ大小的特异
性条带（图１），经克隆、测序、Ｂｌａｓｔ程序比对，发现青岛即墨
市感病烟叶样品扩增出的基因片段与 ＧｅｎＢａｎｋ已经登录的
部分地区ＴＹＬＣＶ分离物的同源性达到９８．０％以上。因此，
笔者初步确定该样品感染了ＴＹＬＣＶ。
２．２　病毒分离物ＤＮＡ－Ａ全序列的克隆与序列分析
２．２．１　病毒分离物ＤＮＡ－Ａ全序列的克隆　利用设计的全
长序列背向引物对感病样品的 ＤＮＡ－Ａ全序列进行扩增，
ＰＣＲ产物为约２８００ｂｐ大小的特异性条带（图２）。经克隆、
测序后结果表明，青岛即墨市烟草分离物 ＴＹＬＣＶ－ＳＤＱＤＪＭ
序列全长为２７８１个核苷酸。该序列为闭合环状单链ＤＮＡ，

共６个ＯＲＦ，具有菜豆金色花叶病毒属病毒基因组典型特征。
图４显示，这６个开放阅读框分别是 ＡＶ１基因（３０８～１０８４
ｎｔ，编码外壳蛋白）、ＡＶ２基因（１４８～４９８ｎｔ，编码和病毒移动
相关蛋白）以及位于互补链上的 ＡＶ１基因（１５４２～２６１５ｎｔ，
编码复制酶）、ＡＶ２基因（１２２６～１６３３ｎｔ，编码转录激活蛋
白）、ＡＶ３基因（１０８１～１４８５ｎｔ，编码增强复制的蛋白）和ＡＶ４
基因（２１７１～２４６４ｎｔ）。通过 Ｂｌａｓｔ比对发现山东省青岛即
墨市烟草上的分离物ＴＹＬＣＣ－ＱＤＪＭ与山东省潍坊市番茄上
的分离物ＴＹＬＣＶ－ＳＤＷＦ－Ｌ７（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＣ９９９８５０．１）、云南
省 ＴＹＬＣＶ－ＹＮ４３９２（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＵ９３４１０４．１）、海 南 省
ＴＹＬＣＶ－ＨＮＪＺ１９（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＸ０３４５４３．１）的同源性最高为
９９％。与来自中国不同地区的 ＴＹＬＣＶ分离物的同源性均在
９８％以上。
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２．２．２　序列分析与系统进化树的构建　利用 ＤＮＡＭＡＮ软
件，将扩增测序得到的 ＴＹＬＣＶ－ＳＤＱＤＪＭ分离物的 ＤＮＡ－Ａ
全序列与国内外已经报道的具有代表性的 ＴＹＬＣＶ分离物全
序列进行比对，得出核苷酸的一致率。同时，将其与ＧｅｎＢａｎｋ
中已经登录的侵染烟草的其他 ＤＮＡ病毒全序列进行比对。
结果显示，ＴＹＬＣＶ－ＱＤＪＭＤＮＡ－Ａ与来自中国不同地区的
ＴＹＬＣＶ分离物的一致率均在９７％以上，其中与山东省潍坊市
和山东省泰安市的分离物一致率最高，为９９％，与山东省其
他地区以及国内其他省份还有国外部分地区报道的番茄黄化

曲叶病毒一致率都在９７％以上。而与侵染烟草的其他 ＤＮＡ
病毒序列比对发现，该烟草病毒样品与中国番茄黄化曲叶病

毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌＣｈｉｎａｖｉｒｕｓ，简称 ＴＹＬＣＣＮＶ）、番茄
曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｌｅａｆｃｕｒｌＣｈｉｎａｖｉｒｕｓ，简称 ＴｏＬＣＣＮＶ）、烟草
曲叶病毒（ｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称ＴｂＬＣＶ）、烟草曲茎病毒
（ｔｏｂａｃｃｏｃｕｒｌｓｈｏｏｔｖｉｒｕｓ，简称ＴｂＣＳＶ）、番茄黄化曲叶撒丁尼
亚病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌＳａｒｄｉｎｉａｖｉｒｕｓ，简称ＴＹＬＣＳＶ）［８］

的一致率都在７６％以下。因此，该病毒分离物为番茄黄化曲
叶病毒的一个分离物（ＴＹＬＣＶ－ＳＤＱＤＪＭ）。

　　为进一步分析青岛即墨市烟草ＴＹＬＣＶ－ＱＤＪＭ分离物与
已经报道的各ＴＹＬＣＶ分离物及侵染烟草的其他ＤＮＡ病毒的
亲缘关系，本研究选取了来自国外１２个国家以及国内１２个
地区的ＴＹＬＣＶ代表分离物，同时选取了国内外不同地区已经
报道的侵染烟草的其他５类 ＤＮＡ病毒作为外组利用 ＭＥＧＡ
５．１软件构建系统进化树［９］。从该系统进化树（图５）可以看
出，ＳＤＱＤＪＭ与来自中国的１２个分离物以及国外的８个分离
物亲缘关系较近，并聚在一个大的分支。其中 ＴＹＬＣＶ－
ＳＤＱＤＪＭ与ＴＹＬＣＶ－ＳＤＷＦ７８亲缘关系最近，位于一个小分
支上，而与科威特分离物（ＴＹＬＣＶ－ＫＩＳＲ４）、阿曼分离物
（ＴＹＬＣＶ－ＢｉｄＢｉｄ）、伊朗分离物（ＴＹＬＣＶ－Ｉｒ２）以及沙特阿拉
伯分离物（ＴＹＬＣＶ－Ｊｅｄｄａｈ）亲缘关系相对较远。同时，由图
５还可以看出，侵染烟草的其他双生病毒分离物位于外族分
支上，其中番茄黄化曲叶撒丁尼亚病毒意大利分离物

（ＴＹＬＣＳＶ－Ｓａｒ－［ＩＴ：Ｓｉｃ：０４］）与番茄黄化曲叶病毒沙特阿
拉伯分离物（ＴＹＬＣＶ－Ｊｅｄｄａｈ）位于一个小分支上。
２．３　烟粉虱体内ＴＹＬＣＶ检测鉴定

将试验基地烟田及周边蔬菜保护地部分蔬菜上捕获的烟

粉虱样品以每组１０头，共分为６０组，提取烟粉虱样品 ＤＮＡ

作为模板，使用双生病毒通用引物ＰＡ／ＰＢ进行扩增。结果发
现，共计９组样品扩增得到大小约为５００ｂｐ的特异性条带
（图３），经测序后使用Ｂｌａｓｔ程序比对，最终确定１５．０％的烟
粉虱样品携带ＴＹＬＣＶ。值得注意的是，利用双生病毒通用引
物ＰＡ／ＰＢ，只检测到了 ＴＹＬＣＶ，并没有检测到其他双生病毒
种类，说明青岛地区可能仅有一种双生病毒危害。

此次危害当地烟草的烟粉虱主要是Ｂ型烟粉虱［１０］，而山

东省当地广泛种植的大棚蔬菜给烟粉虱提供了很好的越冬场

所，５—１１月进入烟粉虱危害严重时期，而随着山东省近年来
保护地蔬菜种植规模的扩大，栽培方式多样，种类增多，给烟

粉虱提供了丰富的寄主范围和适宜的生长环境，有利于烟粉

虱越冬，为来年双生病毒的传播提供了良好的生境。先前报

道表明，近几年ＴＹＬＣＶ在山东省本地番茄上危害十分严重，
各地均有报道，而烟粉虱寄主范围十分广泛，可危害 ７４科
６００种植物［１１］。因此笔者推测，本次采集到的烟粉虱在取食

本地ＴＹＬＣＶ侵染的蔬菜时，成功获取并携带 ＴＹＬＣＶ，随着正
常的迁飞过程进入青岛即墨市烟田，开始取食烟草幼嫩烟叶，

随着口针穿过烟叶表皮细胞和薄壁细胞，其携带的ＴＹＬＣＶ成
功通过烟粉虱的传播侵染了当地烟草。
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３　结论与讨论

山东省烟区是我国老烟区之一。近年来，随着农业耕作

结构的调整，特别是保护地栽培的广泛发展，使山东省烟区病

毒病种类发生了较大变化。通过近５年烟草病虫害预测预报
网络数据分析，烟粉虱作为烟草上的主要害虫在山东省烟区

发生越来越重，已经上升为仅次于蚜虫的刺吸式害虫，但烟粉

虱传播的双生病毒在山东省烟草上鲜见发生，主要报道集中

在保护地栽培的番茄上［９］。本研究首次报道了山东省青岛

市烟草上发现的植株矮化和叶片皱缩的烟株是由烟粉虱传播

的ＴＹＬＣＶ侵染所致。通过对山东省青岛即墨市烟草病毒分
离物ＤＮＡ－Ａ的全序列分析，明确了该分离物为番茄黄化曲
叶病毒的一个分离物。该分离物与山东省（寿光）ＴＹＬＣＶ同
源性达到了９９％，而与山东省以外的其他 ＴＹＬＣＶ分离物同
源性较小，表明 ＴＹＬＣＶ在遗传进化上表现出一定的地理隔
离。通过检测即墨市周边保护地部分蔬菜上的烟粉虱，发现

采集到的１５．０％烟粉虱样品携带 ＴＹＬＣＶ，表现 ＴＹＬＣＶ具备
潜在大发生的危险，应引起当地植物保护从业者的警惕，提前

做好治虫防病措施，以防该病毒病暴发成灾。
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