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　　摘要：从山西省运城市表现黄化曲叶典型症状的番茄植株上分离得到病毒分离物 ＳＸＹＣ－Ｘ４（ＫＹ４９９７２０），对其
ＤＮＡ－Ａ的全基因组进行序列分析。结果表明，ＳＸＹＣ－Ｘ４的ＤＮＡ－Ａ全长为２７８１ｂｐ，共编码６个开放阅读框。通
过序列比对发现，ＳＸＹＣ－Ｘ４与山东省潍坊市的病毒分离物（ＫＣ９９９８５０）和河南省焦作市的病毒分离物（ＫＸ０３４５４３）
的同源性较高，均为９９．５％，确认ＳＸＹＣ－Ｘ４是番茄黄化曲叶病毒。系统进化分析结果表明，该病毒分离物属于番茄
黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称ＴＹＬＣＶ）－Ｉｓｒｅａｌ株系，与烟草曲茎病毒（ｔｏｂａｃｃｏｃｕｒｌｙｓｈｏｏｔｖｉｒｕｓ，简称
ＴｂＣＳＶ）在ＡＣ４氨基酸序列上的同源性高于部分 ＴＹＬＣＶ，推测在自然界中 ＴＹＬＣＶ与 ＴｂＣＳＶ在 ＡＣ４序列处可能已经
发生了广泛的重组，ＴＹＬＣＶ有可能会获得更强的致病性，应提高警惕。
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　　番茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称
ＴＹＬＣＶ）是双生病毒科菜豆金色花叶病毒属（Ｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓ）病
毒，主要依靠烟粉虱进行传播。大多数菜豆金色花叶病毒属

病毒的基因组由双组分组成，即 ＤＮＡ－Ａ、ＤＮＡ－Ｂ，大小为
２．５～２．８ｋｂｐ，少数病毒为单组分，仅含有 ＤＮＡ－Ａ［１－２］。目
前国内发现的 ＴＹＬＣＶ大多为 ＤＮＡ－Ａ，其基因组大小约为
２．８ｋｂｐ，有些单组分病毒还伴随有卫星 ＤＮＡ［１］。ＴＹＬＣＶ于
１９６４年在以色列被发现并正式命名，随后在短短几十年时间
内，迅速在世界各地蔓延，给番茄等农作物生产造成了巨大的

损失［３］。２００２年番茄黄化曲叶病毒病传入我国上海［４］，之后

在我国２０多个省、市相继发生，给番茄生产带来了严重的威
胁［５－７］。２０１０年，全国番茄种植面积超过２０万 ｈｍ２，经济损
失达数十亿元［８］。

有报道称，２０１０年山西省运城市局部番茄田已出现了番
茄黄化曲叶病毒病的危害［９－１０］。２０１６年，笔者在运城学院新
校区及周边多处番茄种植地发现疑似感染番茄黄化曲叶病毒

的植株，主要表现为叶片边缘黄化、卷曲、植株矮化等症状。

进一步调查发现，番茄黄化曲叶病毒病在运城市的多个番茄

种植区都有发生，而且危害较严重，尤其是在夏季和秋季。由

于运城市天气干旱炎热的时期较长，适合该病的传播媒

介———烟粉虱的生长和繁殖，因此对当地的番茄生产造成了

极大的经济损失。近年来，山西省运城市大规模烟粉虱暴发

活动频繁出现，２０１７年９月上旬运城市郊区甚至城区均出现
大量烟粉虱。本研究的目的在于通过采集感病番茄植株样

品，对引起该病的ＴＹＬＣＶ的ＤＮＡ－Ａ组分进行检测和鉴定，
以明确其ＤＮＡ－Ａ组分的基因组结构，了解发病原因和症状

表现，以期为当地防治番茄黄化曲叶病毒病提供一定依据。

１　材料与方法

１．１　感病样品采集
疑似感染番茄黄化曲叶病毒的番茄病株于２０１６年８月采

自山西省运城学院新校区，病株表现矮化、叶片黄化且严重上

卷、落花等ＴＹＬＣＶ侵染的典型症状，采集新鲜叶片直接用于总
ＤＮＡ的提取，或保存于－７０℃备用。以健康植株作为对照。
１．２　番茄叶片总ＤＮＡ的提取

采用十六烷基三甲基溴化铵法提取番茄叶片的总 ＤＮＡ，
于－２０℃保存备用［１１］。

１．３　引物设计与合成
参照ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的ＴＹＬＣＶ的序列，通过同源性比

对分析，并参考文献［１２］，根据开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，简称ＯＲＦ）ＡＣ１和ＡＶ２保守区域，设计２对引物（Ｐ１Ｆ／
Ｐ１Ｒ、Ｐ２Ｆ／Ｐ２Ｒ）。引物 Ｐ１Ｆ／Ｐ１Ｒ用于扩增约 ２４５０ｂｐ的
ＤＮＡ片段，引物Ｐ２Ｆ／Ｐ２Ｒ用于扩增约５５０ｂｐ的 ＤＮＡ片段。
２个片段的重叠部分用于拼接，以获得病毒 ＤＮＡ－Ａ的全长
序列。２对引物的序列如表 １所示。引物由生工生物工程
（上海）股份有限公司合成。利用简并引物 ＰＣＲｃ１／ＰＢＬｖ２０４０
扩增可能存在的双生病毒 ＤＮＡ－Ｂ组分［１３］，利用通用引物

β０１／β０２、ＵＮＡ１０１／ＵＮＡ１０２分别扩增可能存在的双生病毒伴
随卫星ＤＮＡβ与ＤＮＡ１全长序列［１４－１５］。

表１　引物序列信息

引物 序列（５′→３′）
Ｐ１Ｆ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＧＧＧＡＴＣＣＡＣＴＴＣＴＡＡＡＴＧＡＡＴＴＴＣＣ
Ｐ１Ｒ ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＧＣＣＡＴＴＡＧＧＴＧＴＣＣＡＧＧＴＡＴＡＡＧＴＡＡＧＡＣ
Ｐ２Ｆ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＡＴＣＧＣＣＴＧＧＴＣＧＣＴＴＣＧＡＣＡＴＡＧＴＣＡＣ
Ｐ２Ｒ ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡＣＡＡＴＴＧＧＧＡＴＡＴＧＴＴＡＧＧＡＡ

１．４　目的片段的扩增和序列测定
以提取的番茄植株叶片的总ＤＮＡ作为模板进行ＰＣＲ扩

增，引物Ｐ１Ｆ／Ｐ１Ｒ和Ｐ２Ｆ／Ｐ２Ｒ所用的ＰＣＲ反应体系相同，反
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应条件不同。ＰＣＲ反应体系：１μＬＤＮＡ模板，２μＬＴａｑＰｌｕｓ
ＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μＬ），５μＬ１０×ＴａｑＰｌｕｓＢｕｆｆｅｒ，引物
（１００μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，１０μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５μｍｏｌ／Ｌ），加
入ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。引物 Ｐ１Ｆ／Ｐ１Ｒ的反应条件：９４℃
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，１５个循环；９４℃
３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，２５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。引物
Ｐ２Ｆ／Ｐ２Ｒ的反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，
７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃５ｍｉｎ。

ＤＮＡ－Ｂ、ＤＮＡβ、ＤＮＡ１的 ＰＣＲ检测参照文献［１３－１５］
完成。ＰＣＲ扩增完成后送至生工生物工程（上海）股份有限
公司进行测序。

１．５　序列拼接和分析
测序结果使用ＤＮＡＳｔａｒＬａｓｅｒｇｅｎｅ７．１软件中的 Ｓｅｑｍａｎ

程序进行拼接，用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序进行序列相似性比较。用
ＮＣＢＩ中的ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ程序查找ＯＲＦ，采用软件ＭＥＧＡ６．０中
的ＣｌｕｓｔａｌＷ方法进行多序列比对和邻接（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ）
法构建系统进化树，并进行１０００次Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ检测结果
以病株样品和健康番茄样品提取的ＤＮＡ为模板，利用引

物Ｐ１Ｆ／Ｐ１Ｒ在病株样品中扩增出大小约为２４５０ｂｐ的条带，
在健康植株中未扩增出（图１）；利用引物 Ｐ２Ｆ／Ｐ２Ｒ进行 ＰＣＲ
扩增，从病株中扩增出大小约为５５０ｂｐ的条带，在健康植株
中未扩增出（图２），与相关文献报道［１２］一致，确认本研究所

采病株感染了番茄黄化曲叶病毒。ＤＮＡ－Ｂ、ＤＮＡβ、ＤＮＡ１
在样品中均未检测到，推测感染的番茄黄化曲叶病毒可能是

单组分病毒，且无卫星ＤＮＡ伴随。

２．２　病毒ＤＮＡ－Ａ的全长序列分析及其基因组结构特征
将长短 ２条目的条带的测序结果用软件 ＤＮＡＳｔａｒ

Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１进行拼接，最终得到１个长２７８１ｎｔ的单链环
状ＤＮＡ，即ＤＮＡ－Ａ组分，将其命名为 ＳＸＹＣ－Ｘ４，ＧｅｎＢａｎｋ
序列号为ＫＹ４９９７２０。ＳＸＹＣ－Ｘ４具有菜豆金色花叶病毒属
病毒基因组的典型特征：有６个ＯＲＦ，其中 ＡＶ１、ＡＶ２位于病
毒链上，ＡＣ１、ＡＣ２、ＡＣ３、ＡＣ４位于其互补链上；ＡＶ１（３０８～

１０８４ｎｔ）编码病毒的外壳蛋白（ｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，简称 ＣＰ），ＡＶ２
（１４８～４９８ｎｔ）编码 ＲＮＡ沉默抑制子和运动蛋白，ＡＣ１
（１５４２～２６１５ｎｔ）编码复制相关蛋白（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，简称Ｒｅｐ），ＡＣ２（１２２６～１６３３ｎｔ）编码转录激活蛋白
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，简称 ＴｒＡＰ），ＡＣ３（１０８１～
１４８５ｎｔ）编码复制增强蛋白（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，简
称Ｒｅｎ），ＡＣ４（２１７１～２４６４ｎｔ）编码复制或转录调控因子；在
ＡＣ１和 ＡＶ２之间有 １个 ３１３ｎｔ的基因间隔区（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ
ｒｅｇｉｏｎ，简称ＩＲ），为非编码区，该区含有保守的九核苷酸序列
ＴＡＡＴＡＴＴ／ＡＣ（２７７５～２ｎｔ）的茎环结构、ＴＡＴＡｂｏｘ（２６７５～
２６７８ｎｔ）［１６］及正向重复序列 ＡＴＣＧＧＴＧＴ（２６５３～２６６０ｎｔ，
２６６１～２６６８ｎｔ）。
２．３　病毒 ＤＮＡ－Ａ与其他 ＴＹＬＣＶ的 ＤＮＡ－Ａ的同源性
分析

将ＳＸＹＣ－Ｘ４的全长序列通过Ｂｌａｓｔ进行比对分析，结果
显示，其与山东省潍坊市的病毒分离物 ＴＹＬＣＶ－ＳＤＷＦ－Ｌ７
（ＫＣ９９９８５０）、河南省焦作市的病毒分离物 ＴＹＬＣＶ－ＨＮＪＺ－
１９（ＫＸ０３４５４３）的同源性较高，均为 ９９．５％。在 ＡＶ１、ＡＶ２、
ＡＣ１、ＡＣ２、ＡＣ３、ＡＣ４核苷酸序列同源性方面，ＳＸＹＣ－Ｘ４与
ＴＹＬＣＶ－ＳＤＷＦ－Ｌ７相比较同源性分别为９９．２％、９９．７％、
９９．７％、９９．０％、９９．５％、９９．３％，ＳＸＹＣ－Ｘ４与 ＴＹＬＣＶ－
ＨＮＪＺ－１９相比较同源性分别为 ９９．１％、９９．７％、９９．５％、
９９３％、９９．５％、９９．３％。从 ＧｅｎＢａｎｋ上选取２５个具有代表
性的双生病毒序列进行比对，由表２可知，ＳＸＹＣ－Ｘ４与这２５
种双生病毒的ＤＮＡ－Ａ全序列同源性为７６．８％ ～９９．５％，ＩＲ
区为６１．５％～９９．７％。推导 ＡＶ１、ＡＶ２、ＡＣ１、ＡＣ２、ＡＣ３、ＡＣ４
编码的蛋白质氨基酸序列的同源性分别为７７．３％ ～９９．２％、
７２．２％ ～１００．０％、６９．５％ ～９９．４％、６２．７％ ～９８．５％、
７０．１％～９９．３％、３２．９％ ～９７．９％，其中 ＡＶ１氨基酸序列的
变异最小，ＡＣ４氨基酸序列的变异最大。
２．４　病毒ＤＮＡ－Ａ与其他双生病毒的系统进化分析

为进一步明确ＳＸＹＣ－Ｘ４的系统进化关系及分类地位，
将ＳＸＹＣ－Ｘ４与表２中２５个双生病毒的核苷酸序列构建系
统进化树。由图 ３可知，ＳＸＹＣ－Ｘ４与国内的 ＴＹＬＣＶ－
ＳＤＷＦ－Ｌ７、ＴＹＬＣＶ－ＨＮＪＺ－１９、ＴＹＬＣＶ－ＹＮ４４１２、ＴＹＬＣＶ－
ＬＮＪＺ等的亲缘关系较近，形成１个独立的分支 Ａ，再与澳大
利亚的ＴＹＬＣＶ－ＡＵ－１９２３、美国的 ＴＹＬＣＶ－ＵＳＡ及国内其
他分离物形成１个较大的分支 Ｂ，与所有番茄黄化曲叶病毒
则形成１个更大的分支Ｃ；而与番茄曲叶病毒、南非木薯花叶
病毒、东非木薯花叶病毒、烟草曲茎病毒等的亲缘关系相对较

远。据报道，通常双生病毒ＩＲ区的变异最大［１，７，１２，１７］，而本研

究中ＡＣ４氨基酸序列相似性变异大于 ＩＲ区（表１），ＳＸＹＣ－
Ｘ４与 ＴｂＣＳＶ－Ｉｎｄｉａ的同源性高于属 ＴＹＬＣＶ的 ＴＹＬＣＶ－
Ｏｍａｎ－Ｔｏｍ－３０、ＴＹＬＣＶ－Ｓｗｅｄｅｎ、ＴＹＬＣＶ－Ｍｉｌｄ－Ｊａｐａｎ，然
后分别基于ＩＲ区和ＡＣ４氨基酸序列作系统进化分析。由图４
可知，基于ＩＲ区，ＳＸＹＣ－Ｘ４与ＴＹＬＣＶ－ＡＵ－１９２３、ＴＹＬＣＶ－
ＵＳＡ、ＴＹＬＣＶ－ＬＮＪＺ等形成 １个分支 Ａ，再与除 ＴＹＬＣＶ－
Ｍｉｌｄ－Ｊａｐａｎ、ＴＹＬＣＶ－Ｏｍａｎ－Ｔｏｍ－３０、ＴＹＬＣＶ－Ｓｗｅｄｅｎ之
外的ＴＹＬＣＶ形成１个较大的分支Ｂ。由图５可知，基于ＡＣ４
氨基酸序列，ＳＸＹＣ－Ｘ４与大部分的 ＴＹＬＣＶ形成 １个分支
Ａ，所有ＴＹＬＣＶ与ＴｂＣＳＶ－Ｉｎｄｉａ形成１个更大的分支Ｂ。
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表２　ＳＸＹＣ－Ｘ４与２５种菜豆金色花叶病毒属病毒ＤＮＡ－Ａ及ＯＲＦ的序列比对结果

病毒分离物（序列号） 病毒来源地
同源性（％）

ＤＮＡ－Ａａ ＩＲａ ＡＶ１ｂ ＡＶ２ｂ ＡＣ１ｂ ＡＣ２ｂ ＡＣ３ｂ ＡＣ４ｂ

ＴＹＬＣＶ－ＳＤＷＦ－Ｌ７（ＫＣ９９９８５０） 中国山东潍坊 ９９．５ ９９．７ ９９．２ １００．０ ９９．４ ９７．８ ９９．３ ９７．９
ＴＹＬＣＶ－ＨＮＪＺ－１９（ＫＸ０３４５４３） 中国河南焦作 ９９．５ ９９．７ ９８．８ １００．０ ９９．４ ９７．８ ９８．５ ９７．９
ＴＹＬＣＶ－ＹＮ４４１２（ＫＵ９７５３９９） 中国云南 ９９．４ ９９．４ ９９．２ １００．０ ９８．６ ９８．５ ９８．５ ９６．９
ＴＹＬＣＶ－ＡＵ－１９２３（ＫＸ３４７０９７） 澳大利亚 ９９．４ ９８．７ ９９．２ １００．０ ９９．２ ９７．８ ９８．５ ９６．９
ＴＹＬＣＶ－ＬＮＪＺ（ＫＪ７５４１９１） 中国辽宁 ９９．４ ９９．０ ９８．８ ９９．１ ９９．２ ９８．５ ９９．３ ９７．９
ＴＹＬＣＶ－ＩＬ－ＣＮ：ＳＨ（ＧＵ４３４１４４） 中国上海 ９９．４ ９９．０ ９９．２ １００．０ ９８．９ ９８．５ ９９．３ ９６．９
ＴＹＬＣＶ－ＵＳＡ（ＥＦ５３９８３１） 美国加利福尼亚 ９９．３ ９８．４ ９９．２ １００．０ ９９．２ ９７．０ ９８．５ ９６．９
ＴＹＬＣＶ－ＢＪ０５（ＫＴ３３８２９５） 中国北京 ９９．２ ９８．１ ９９．２ １００．０ ９８．９ ９７．０ ９８．５ ９６．９
ＴＹＬＣＶ－ＨＢＹＱ（ＪＱ０３８２３２） 中国河北永清 ９９．１ ９８．４ ９９．６ ９８．３ ９７．８ ９７．０ ９７．８ ９５．９
ＴＹＬＣＶ－ＺＪＨＺ１（ＦＮ２５２８９０） 中国浙江 ９９．０ ９８．１ ９９．２ ９９．１ ９８．０ ９５．６ ９６．３ ９５．９
ＴＹＬＣＶ－ＷＧＪ（ＫＦ９９０６０４） 中国广东 ９９．０ ９７．１ ９９．６ １００．０ ９７．８ ９６．３ ９７．０ ９５．９
ＴＹＬＣＶ－ＦＪＦｚ０２（ＫＸ８８５０２８） 中国福建 ９８．９ ９７．１ ９８．８ １００．０ ９８．３ ９７．０ ９８．５ ９５．９
ＴＹＬＣＶ－Ｅｇｙｐｔ（ＡＹ５９４１７４） 埃及伊斯梅利亚 ９８．２ ９５．８ ９８．４ ９９．１ ９８．０ ９４．８ ９７．０ ９４．８
ＴＹＬＣＶ－ＭＵ（ＫＸ３４７１７１） 毛里求斯 ９８．０ ９６．２ ９８．４ ９９．１ ９８．６ ９４．８ ９５．５ ９４．８
ＴＹＬＣＶ－ＳＸ－ＸＡ２（ＫＣ３１２６７０） 中国陕西西安 ９７．８ ９７．８ ９６．１ ９６．６ ９５．５ ９３．３ ９６．３ ９３．８
ＴＹＬＣＶ－Ｋｏｒｅａ（ＪＮ１８３８７６） 韩国潭阳 ９７．８ ９５．８ ９８．４ ９９．１ ９７．８ ９４．８ ９４．８ ９６．９
ＴＹＬＣＶ－Ｉｒａｎ（ＫＸ３４７１６６） 伊朗 ９６．８ ９１．７ ９８．８ ９９．１ ９７．５ ９４．１ ９６．３ ８９．７
ＴＹＬＣＶ－Ｍｉｌｄ－Ｊａｐａｎ（ＡＢ１１６６３２） 日本静冈 ９２．８ ８３．３ ９８．８ ９９．１ ８９．１ ９６．３ ９７．０ ４６．４
ＴＹＬＣＶ－Ｓｗｅｄｅｎ（ＨＦ５４８８２５） 瑞典 ９２．８ ８２．１ ９８．４ ９９．１ ８９．４ ９７．０ ９７．８ ４７．４
ＴＹＬＣＶ－Ｏｍａｎ－Ｔｏｍ－３０（ＫＦ２２９７２１） 阿曼苏哈尔 ８９．３ ７８．２ ９７．３ ９６．６ ８４．７ ８３．０ ８９．６ ７０．１
ＴＬＣＶ－Ｇｅｚｉｒａ－Ｓｕｄａｎ（ＡＹ０４４１３７） 苏丹 ８４．８ ７９．３ ７９．０ ９５．７ ８５．２ ８８．９ ８９．６ ５１．５
ＳＡＣＭＶ－Ｍａｄａｇａｓｃａｒ（ＫＪ８８７９８９） 马达加斯加 ７９．０ ６１．５ ９１．１ ８５．３ ７９．３ ７２．６ ８０．６ ４１．７
ＴＬＣＶ－Ｏｍａｎ－ＬＷ１（ＨＦ９１２２８０） 阿曼利瓦 ７７．５ ６６．０ ９３．４ ７７．４ ６９．５ ６５．７ ７０．１ ３２．９
ＴｂＣＳＶ－Ｉｎｄｉａ（ＫＦ５５１５８４） 印度卢迪亚纳 ７７．４ ６８．３ ７７．３ ７２．２ ８２．６ ６２．７ ７２．４ ７１．１
ＥＡＣＭＶ－Ｚａｍｂｉａ（ＫＰ８９０３５１） 赞比亚 ７６．８ ６１．８ ９１．５ ８６．２ ７５．１ ６８．９ ７６．１ 

　　注：ＴＬＣＶ代表烟草曲叶病毒；ＳＡＣＭＶ代表南非木薯花叶病毒；ＴｂＣＳＶ代表烟草曲茎病毒；ＥＡＣＭＶ代表东非木薯花叶病毒；ａ代表核苷酸
序列；ｂ代表氨基酸序列；代表无可比对区域。

３　讨论与结论

通过对山西省运城市病毒分离物ＳＸＹＣ－Ｘ４基因组全序

列进行分析，结果表明其具有双生病毒科菜豆金色花叶病毒属

单组分病毒基因组的典型特征，与 ＴＹＬＣＶ－ＳＤＷＦ－Ｌ７、
ＴＹＬＣＶ－ＨＮＪＺ－１９的同源性较高，均为９９．５％。与ＳＸＹＣ－Ｘ４
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全基因组核苷酸序列同源性大于８９％的病毒均为ＴＹＬＣＶ，而
与同为双生病毒的番茄曲叶病毒、南非木薯花叶病毒、东非木

薯花叶病毒、烟草曲茎病毒等的同源性均小于８９％。根据双
生病毒科病毒分类原则［１７－２０］，ＳＸＹＣ－Ｘ４应属于 ＴＹＬＣＶ的
一个株系。通过构建 ＤＮＡ－Ａ全序列系统进化树发现，
ＳＸＹＣ－Ｘ４与属ＴＹＬＣＶ－Ｉｓｒｅａｌ株系［２１］山东、河南、云南、辽

宁等地区的分离物聚在一支，亲缘关系最近（图３），因此笔者
认为，ＳＸＹＣ－Ｘ４属ＴＹＬＣＶ－Ｉｓｒｅａｌ株系，这也是目前分布最

广的一个株系［２２］。根据目前已报道的资料［１４－１５，２３－２８］来看，

单组分双生病毒通常伴有卫星 ＤＮＡ，但本研究未检测到，
ＳＸＹＣ－Ｘ４是否伴有卫星ＤＮＡ仍须进一步研究确认。在图３
分支Ｂ中，仅有 ＴＹＬＣＶ－ＡＵ－１９２３、ＴＹＬＣＶ－ＵＳＡ为国外分
离物，且分离的时间较早（分别为２００６年、２００７年），其余皆
为国内分离物，分离时间较晚（２００７—２０１６年），推测可能由
于种质资源交流及烟粉虱扩散致使 ＴＹＬＣＶ在山西省运城地
区蔓延。在双生病毒的各ＯＲＦ中，最保守的是 ＡＶ１基因，通

—８２— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１９期



常同一地区双生病毒的 ＡＶ１同源性相当高［２９－３１］。本研究

中，ＳＸＹＣ－Ｘ４与来自世界各地２５种双生病毒的各 ＯＲＦ编
码的蛋白中，ＡＶ１编码的 ＣＰ氨基酸序列的变异最小
（７７．３％～９９．２％），这进一步证实这种推测。

ＴｂＣＳＶ也可感染番茄［３２］，ＴＹＬＣＶ与 ＴｂＣＳＶ可复合侵染
烟草、番茄等作物，不同双生病毒之间的重组经常发生［３３－３４］。

ＲＮＡ沉默是指多种真核生物体内发现的一种基于 ＲＮＡ水平
的高度保守的特异性降解机制。ＲＮＡ沉默的一种重要效应
是防御病毒侵染。崔晓峰等发现，中国番茄黄化曲叶病毒

Ｙ１０分离物在侵染本氏烟等寄主植物时，并未诱导明显的症
状，而烟草曲茎病毒 Ｙ３５分离物单独侵染则诱导曲叶等症
状，病毒Ｙ３５的 ＡＣ４蛋白是一个比 Ｙ１０的 ＡＣ４蛋白更强的
ＲＮＡ沉默抑制子，证明菜豆金色花叶病毒属病毒的ＡＣ４蛋白
与病毒致病性相关［３５］。何自福等研究发现，来自同一地区的

ＴｏＬＣＧＤＶ－［Ｇ３］和 ＴｏＬＣＧＤＶ－［Ｇ２］同属菜豆金色花叶病
毒属的成员，亲缘关系最近，全基因组同源率为８７．９％［２９］。

本研究发现，ＡＣ４氨基酸序列的变异最大（３２．９％ ～
９７９％），ＴＹＬＣＶ与ＴｂＣＳＶ－Ｉｎｄｉａ的进化关系在 ＤＮＡ－Ａ全
序列水平较远，在ＩＲ区水平稍近，在ＡＣ４氨基酸序列水平最
近，由此推测，自然界中ＴＹＬＣＶ与ＴｂＣＳＶ在ＡＣ４序列处可能
已经发生了广泛的重组，ＴＹＬＣＶ有可能会获得更强的致病
性，应提高警惕。

番茄黄化曲叶病可由多种双生病毒侵染引起，ＴＹＬＣＶ是
主要毒源，此病症可能还由其他病毒复合侵染引起［２１，３６－３７］。

本研究目前只检测了ＴＹＬＣＶ，且发现ＳＸＹＣ－Ｘ４与ＴｂＣＳＶ在
ＡＣ４氨基酸序列上的同源性高于部分ＴＹＬＣＶ，病株是否同时
感染了其他病毒，仍须进一步检测。

本研究从分子水平上鉴定了山西省运城地区引起番茄黄

化曲叶病的病原，明确了病毒分离物 ＤＮＡ－Ａ全长序列，分
析了其在双生病毒科中的分类地位及系统进化关系，为进一

步利用全长序列构建侵染性克隆奠定了基础，对山西省运城

市当地番茄黄化曲叶病毒病的防治和番茄抗病育种工作具有

重要的参考价值。
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金龙胆草 ＳＲＡＰ遗传多样性及主要成分相关性分析
刘　姗１，２，何伟明１，陈　宇１
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　　摘要：为明确攀西金龙胆草种质资源情况，对１６个居群的样品进行 ＳＲＡＰ分析，并比较总黄酮、总皂苷和苦蒿素
含量。采用ＳＲＡＰ进行遗传多样性分析，使用高效液相色谱法和分光光度法进行样品间成分含量相关性研究。ＳＲＡＰ
标记聚类分析将１６个不同来源地的样品聚为三大类；总黄酮、总皂苷和苦蒿素３种有效成分含量相互存在正相关关
系，但差异不显著性（Ｐ＞０．０５）。ＤＮＡ分子聚类和成分含量聚类对样品亲缘划分的结果一致性不高。野生金龙胆草
资源遗传多样性具有较强的区域相似性，有效成分含量则更依赖生长环境。这些结果对金龙胆草育种开发能提供数

据支持。
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　　金龙胆草（ＣｏｎｙｚａｂｌｉｎｉｉＨ．Ｌéｖ）是一种菊科白酒草属２
年生草本植物，为川滇的民间药材，被２０１５年版《中华人民共
和国药典》［１］收录，该植物目前主要分布在四川攀（攀枝花

市）西（凉山州自治区）地区，呈野生状态。该植物含有丰富

的萜类、生物碱、皂苷、黄酮和挥发油等次生代谢物［２－４］，已有

成药商品“金龙胆草浸膏片”用于治疗慢性支气管炎，其中黄

酮类和皂苷为该植物的主要药用成分，其总皂苷具有较强的

抗肿瘤活性而在近年来得到持续研究［５］。化合物苦蒿素是

一种新克罗烷型二萜内酯，为药典中规定的该药材质量标准

控制物。金龙胆草在一些文献中常被误记载为１年生草本，
但经笔者所在实验室实际栽种后发现实为２年生植物，可见
该药材的研究仍须要大力加强。本研究对攀西地区金龙胆草

进行遗传多样性分析，并对其３种主要成分进行含量测定和
分析，探究金龙胆草有效成分的相关性，为金龙胆草开展栽培

药材的长期研究开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试用野生金龙胆草样品于同时期采集自四川省攀枝花

市和凉山州，按照均衡抽样的原则，两两居群之间的地理距

离＞３０ｋｍ，居群内样品间距离＞１５ｍ，每个居群采集＞２０株
的样品，分布点见表１，由四川农业大学陈惠教授鉴定为金龙
胆草。所有试验于２０１７年１—７月在干热河谷特色生物资源
研发四川省高校重点实验室进行。
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