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摘要　番茄黄化曲叶病（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｄｉｓｅａｓｅ，ＴＹＬＣＤ）是番茄上的重要病害，可由多种双生病毒引起。

为了明确北京地区番茄黄化曲叶病的病毒种类和病毒基因组变异情况，本研究收集了５１个采自北京不同区县的病

毒疑似样品，进行了双生病毒的检测及分离物的基因组分析。经双生病毒简并引物检测２５个样品呈阳性；扩增获

得１０个代表性分离物的全基因组，大小均为２７８１ｂｐ，共含有６个开放阅读框；经比对，１０个分离物与犜狅犿犪狋狅

狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻狉狌狊Ｉｓｒａｅｌ（ＴＹＬＣＶＩＬ）同源率大于９９％；基于我国ＴＹＬＣＶ分离物全基因组序列的变异分析表

明，ＴＹＬＣＶ在进化上比较保守，整个基因组上的变异是不均匀的；系统发育树显示我国ＴＹＬＣＶ分离物在进化树

上可分为３个组群，分析了我国ＴＹＬＣＶ群体进化情况。

关键词　双生病毒鉴定；　基因组变异；　系统发育
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　　番茄黄化曲叶病（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｄｉｓ

ｅａｓｅ，ＴＹＬＣＤ）是世界范围内引起番茄严重减产的

重要病害，该病害由双生病毒科病毒侵染引起。双

生病毒科（犌犲犿犻狀犻狏犻狉犻犱犪犲）病毒是一类具有孪生颗

粒形态的单链环状ＤＮＡ病毒，国际病毒分类委员

会（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＴａｘｏｎｏｍｙｏｆＶｉｒｕ

ｓｅｓ，ＩＣＴＶ）第九次报告中将双生病毒科病毒分成７

个属［１］，其中菜豆金色黄花叶病毒属（犅犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊）

的成员最多。该属成员多数为双组分基因组，含有

２条大小为２．５～３．０ｋｂ的ＤＮＡ分子，即ＤＮＡＡ

和ＤＮＡＢ；少数成员为单组分，其基因组结构类似

于双组分的ＤＮＡＡ，大小约２．８ｋｂ
［２］，单个组分就

能侵染致病，如番茄黄化曲叶病毒（犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑

犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻狉狌狊，ＴＹＬＣＶ）
［３］；还有一些单组分的病

毒伴随有一种卫星分子ＤＮＡβ，两者必须共同侵染

才能引起典型症状［４５］。

番茄被双生病毒侵染后，主要表现为曲叶、斑

驳、黄化、节间缩短以及植株矮化等症状。即使症状

相似，引起番茄黄化曲叶病的病原也可能不同；引起

番茄黄化曲叶的病毒种类较为复杂，同一地区的番
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茄往往被多种双生病毒所侵染。Ｆａｕｑｕｅｔ等报道番

茄至少受到６０多种双生病毒的侵染
［６］，在我国侵染

番茄的双生病毒至少有９种，包括番茄黄化曲叶病

毒（ＴＹＬＣＶ）
［７］、中国番茄黄化曲叶病毒（犜狅犿犪狋狅

狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊，ＴＹＬＣＣＮＶ）
［５］、广东

番茄黄化曲叶病毒（犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾犌狌犪狀犵

犱狅狀犵狏犻狉狌狊，ＴｏＹＬＣＧＤＶ）
［８］、泰国番茄黄化曲叶病毒

（犜狅犿犪狋狅 狔犲犾犾狅狑 犾犲犪犳 犮狌狉犾 犜犺犪犻犾犪狀犱 狏犻狉狌狊，

ＴＹＬＣＴＨＶ）
［９］，中国番茄曲叶病毒（犜狅犿犪狋狅犾犲犪犳犮狌狉犾

犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊，ＴｏＬＣＣＮＶ）
［１０］，海南番茄曲叶病毒（犜狅

犿犪狋狅犾犲犪犳犮狌狉犾犎犪犻狀犪狀狏犻狉狌狊，ＴｏＬＣＨｎＶ）
［１１］，台湾番

茄曲叶病毒（犜狅犿犪狋狅犾犲犪犳犮狌狉犾犜犪犻狑犪狀狏犻狉狌狊，ＴｏＬＣＴ

ＷＶ）
［１２］、中国番木瓜曲叶病毒（犘犪狆犪狔犪犾犲犪犳犮狌狉犾

犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊，ＰａＬＣｕＣＮＶ）
［１３］和烟草曲茎病毒（犜狅犫犪犮犮狅

犮狌狉犾狔狊犺狅狅狋狏犻狉狌狊，ＴｂＣＳＶ）
［１４］等。

ＴＹＬＣＶ是番茄上发生很普遍的一种双生病

毒，我国于２００６年在上海首次发现
［７］，随后由南向

北扩散［１５２０］，给番茄生产造成了严重影响。国际病

毒委员会根据地区和序列的不同将ＴＹＬＣＶ分为以

下几个株系：犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻狉狌狊Ｇｅｚｉｒａ

（ＴＹＬＣＶＧｅｚ）、犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻狉狌狊

Ｍｉｌｄ（ＴＹＬＣＶＭＬＤ）、犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻

狉狌狊Ｉｒａｎ（ＴＹＬＣＶＩＲ）、犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻

狉狌狊Ｉｓｒａｅｌ（ＴＹＬＣＶＩＬ）和犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳犮狌狉犾

狏犻狉狌狊Ｏｍａｎ（ＴＹＬＣＶＯＭ）
［６］。２００９年北京地区首

次报道了ＴＹＬＣＤ的发生
［１６］，随后宋晰等确定北京

的优势株系为ＴＹＬＣＶＩＬ株系
［２１］。为进一步明晰

近几年北京地区ＴＹＬＣＤ病原种类变化以及病毒基

因组变异进化等情况，我们于２０１１年－２０１３年分

别在北京不同区县采集ＴＹＬＣＤ疑似病株，进行了

病毒鉴定及分离物基因组序列分析。

１　材料与方法

１．１　样品采集

２０１１年－２０１３年分别在北京延庆、平谷、顺义、

大兴、房山以及通州的日光温室和大棚中采集表现

疑似病毒症状的番茄叶片，保存于－８０℃冰箱。样

品编号详见结果部分。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂

基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒和琼脂糖凝胶

ＤＮＡ快速纯化回收试剂盒；ｄＮＴＰｓ、Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡ

聚合酶、载体ｐＭＤ１８Ｔ、连接酶、大肠杆菌（犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）ＤＨ５α为ＴａＫａＲａ公司产品。

１．２．２　番茄样品总ＤＮＡ的提取

样品ＤＮＡ使用ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ提取，按照试剂盒说明书操作。

１．２．３　引物合成

参照ＧｅｎＢａｎｋ中报道的危害番茄的双生病毒

ＤＮＡＡ序列，通过Ｂｌａｓｔｎ比对，根据其序列保守

区，设计了３对扩增引物，Ｆ１／Ｒ１用于检测或扩增

ＤＮＡＡ部分区域，与Ｆ６／Ｒ６扩增片段拼接获得全

长；Ｆ４／Ｒ５可扩增ＤＮＡＡ全长。引物由上海生工

生物技术有限公司合成。引物序列见表１。

表１　用于检测和扩增双生病毒序列的引物１
）

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀犪狀犱

犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犵犲犿犻狀犻狏犻狉狌狊犲狊

引物名称　Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′３′）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｆ１ ＧＡＴＴＧＣＡＤＡＧＧＡＡＧＡＴＡＧＴ

Ｒ１ ＧＣＡＣＡＡＴＴＷＣＣＡＴＣＣＲＡＡＣ

Ｆ６ ＣＧＧＡＴＧＧＡＡＡＴＴＧＴＧＣＴＧＡ

Ｒ６ ＡＣＴＡＴＣＴＴＣＣＴＣＴＧＣＡＡＴＣ

Ｆ４ ＧＡＡＴＧＴＴＣＧＧＡＴＧＧＡＡＡＴＧＴＧＣ

Ｒ５ ＣＡＧＧＣＡＧＣＴＡＡＧＡＧＣＴＣＡＡＣＡＧ

　１）Ｒ＝Ａ／Ｇ，Ｗ＝Ａ／Ｔ，Ｄ＝Ａ／Ｇ／Ｔ。

１．２．４　ＰＣＲ扩增、克隆及测序

ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲ反应缓冲液５μＬ，２．５

ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ４μＬ，２０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各２μＬ，

Ｅｘ犜犪狇酶０．５μＬ，基因组ＤＮＡ１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至

总体积到５０μＬ。充分混匀后于ＰＣＲ仪上进行反

应。引物Ｆ１和Ｒ１ＰＣＲ程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；

９４℃变性４５ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０个

循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。引物Ｆ６和Ｒ６的ＰＣＲ程

序：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，６０℃退火

４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

引物Ｆ４和Ｒ５的ＰＣＲ程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；

９４℃变性４５ｓ，５３℃退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３０个

循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应以测序样品为阳

性对照，以健康植株为阴性对照。

将ＰＣＲ产物回收克隆到载体ｐＭＤ１８Ｔ上，

筛选阳性克隆，委托博迈德科技发展有限公司

测序。

１．２．５　序列分析

引物Ｆ１／Ｒ１的扩增片段与引物Ｆ６／Ｒ６扩增片

段利用ＤＮＡＭＡＮ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ６．０）拼接获得基
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因组全长序列；ＤｎａＳＰ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ５）进行分离物

全基因组序列的变异分析；进化树采用 ＭＥＧＡ

（Ｖｅｒｓｉｏｎ５．０５）软件ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ方法构建。用

于序列分析的ＧｅｎＢａｎｋ序列见表２。

表２　用于系统进化及同源性分析的双生病毒来源及基因组序列

犜犪犫犾犲２　犌犲狀犅犪狀犽狊犲狇狌犲狀犮犲狊狌狊犲犱犻狀狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犱犺狅犿狅犾狅犵狔犪狀犪犾狔狊犻狊

病毒／分离物

Ｉｓｏｌａｔｅｎａｍｅ

地点

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

病毒／分离物

Ｉｓｏｌａｔｅｎａｍｅ

地点

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｃｈｉｎａ

（ＴＹＬＣＶＩＬ）
中国上海 ＡＭ２８２８７４ ＴＹＬＣＶＨＢＳＪＺ１ 中国河北 ＫＦ６１２９７１

ＴＹＬＣＶＩＲ 伊朗 ＡＪ１３２７１１ ＴＹＬＣＶＨＮＨＪ 中国河南 ＪＱ００４０４８

ＴＹＬＣＶＭＬＤ 日本 ＤＤ０３３３６５ ＴＹＬＣＶＨＮＫＦ 中国河南 ＪＱ００４０４９

ＴＹＬＣＶＧｅｚ 苏丹 ＡＹ０４４１３８ ＴＹＬＣＶＨＮＮＨ 中国河南 ＪＮ９９０９２５

ＴＹＬＣＶＯＭ 阿曼 ＤＱ６４４５６５ ＴＹＬＣＶＨＮＺＺ 中国河南 ＫＣ３１２６６１

ＴＹＬＣＣＮＶＣｈｕ 中国云南 ＡＪ４５７９８５ ＴＹＬＣＶＨｕＢＷＨ１ 中国湖北 ＫＣ３１２６５９

ＴＹＬＣＧｄＶ 中国广州 ＡＹ６０２１６６ ＴＹＬＣＶＨｕＢＷＨ２ 中国湖北 ＫＣ３１２６６０

ＴＹＬＣＴｈＶ 中国云南 ＡＪ４９５８１２ ＴＹＬＣＶＪＬＳＹ 中国吉林 ＫＣ７０２７９８

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｃｕｂａ 古巴 ＡＪ２２３５０５ ＴＹＬＣＶＪＳ 中国江苏 ＫＦ９０６５４２

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｄｏｍｉｎｉｃａｎ 多米尼加 ＡＦ０２４７１５ ＴＹＬＣＶＪＳＮＪ 中国江苏 ＫＣ３１２６６２

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｅｇｙｐｔ 埃及 ＡＹ５９４１７４ ＴＹＬＣＶＪＳＮＪ１ 中国江苏 ＦＮ２５６２５９

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｉｓｒａｅｌ 以色列 Ｘ１５６５６ ＴＹＬＣＶＬＮＡＳ 中国辽宁 ＫＪ７５４１８６

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｉｔａｌｙ 意大利 ＤＱ１４４６２１ ＴＹＬＣＶＬＮＢＸ 中国辽宁 ＫＪ７５４１８７

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｊａｐａｎ 日本 ＡＢ１９２９６６ ＴＹＬＣＶＬＮｈｕｄ１ 中国辽宁 ＫＪ１４０７８７

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｊｏｒｄａｎ 约旦 ＥＦ０５４８９３ ＴＹＬＣＶＳＤＬＣ 中国山东 ＫＣ３１２６６４

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｌｅｂａｎｏｎ 黎巴嫩 ＥＦ０５１１１６ ＴＹＬＣＶＳＤＳＧ 中国山东 ＫＣ９９９８４３

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｍｅｘｉｃｏ 墨西哥 ＤＱ６３１８９２ ＴＹＬＣＶＳＤＷＦ 中国山东 ＫＣ３１２６６６

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｍｏｒｏｃｃｏ 摩洛哥 ＥＦ０６０１９６ ＴＹＬＣＶＳＨ 中国上海 ＧＵ４３４１４１

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｐｕｅｒｔｏ 波多黎各 ＡＹ１３４４９４ ＴＹＬＣＶＳＨ２ 中国上海 ＫＣ３１２６６８

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｓｐａｉｎ 西班牙 ＡＪ４８９２５８ ＴＹＬＣＶＳＨＸＸＡ１ 中国陕西 ＫＣ３１２６６９

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｔｕｎｉｓｉａ 突尼斯 ＥＦ１０１９２９ ＴＹＬＣＶＳＨＸＸＡ２ 中国陕西 ＫＣ３１２６７０

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｔｕｒｋｅｙ 土耳其 ＡＪ８１２２７７ ＴＹＬＣＶＳＸ８ 中国山西 ＪＮ４１２８５４

ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿ＵＳ 美国 ＡＹ５３０９３１ ＴＹＬＣＶＳＸ７３ 中国山西 ＪＸ９９７７９８

ＴＹＬＣＶＡＨ 中国安徽 ＧＵ４３４１４２ ＴＹＬＣＶＴＪ 中国天津 ＧＵ５６３３３０

ＴＹＬＣＶＧＤＧＹ 中国广东 ＫＦ３５６１６３ ＴＹＬＣＶＸＪＫＳ 中国新疆 ＪＸ４５６６３８

ＴＹＬＣＶＧＤＳＳ 中国广东 ＪＱ８６７０９２ ＴＹＬＣＶＸＪＫＳ１ 中国新疆 ＫＣ４２８７５３

ＴＹＬＣＶＨＢ０１ 中国河北 ＫＪ８５０３４４ ＴＹＬＣＶＺＪＨＺ 中国浙江 ＫＣ３１２６７１

ＴＹＬＣＶＨＢＦＮ 中国河北 ＫＣ７０２７９７ ＴＹＬＣＶＺＪＨＺ１ 中国浙江 ＦＮ２５２８９０

ＴＹＬＣＶＨＢＳＪＺ 中国河北 ＫＣ３１２６５７ ＴＹＬＣＶＺＪＨＺ１２ 中国浙江 ＦＮ２５６２５６

２　结果与分析

２．１　样品检测

以番茄叶片总ＤＮＡ为模板，利用引物Ｆ１／Ｒ１对

采集的５１个样品进行ＰＣＲ检测，其中２５个样品扩增

得到约６６０ｂｐ特异条带，检出率为４９％（表１）。

２．２　犇犖犃全序列特征及北京地区优势株系初步

分析

　　选择代表性样品ＹＱ１１ １、ＰＧ１１ ４、ＳＹ１３ ２、

ＤＸ１３ １、ＤＸ１３ ９、ＦＳ１３ ２、ＦＳ１３ ３、ＦＳ１３ ５、ＦＳ１３

１０和ＴＺ１３ １等１０个分离物进行全基因组序列测

定，通过ＰＣＲ扩增、克隆及测序，１０个分离物基因组

大小均为２７８１ｂｐ（登录号见表４），具有典型的双生

病毒基因组特征：闭合环状的单链ＤＮＡ，共编码６个

开放阅读框（ＯＲＦ）。１０个病毒分离物间同源率为

９９．４１％，通过ＮＣＢＩ比对，与ＴＹＬＣＶ同源性很高；经

与ＴＹＬＣＶ主要株系进行同源性比对发现（图１），这

些来源于北京不同区县的病毒分离物与ＴＹＬＣＶＩＬ

株系同源率高达９９％，推断目前北京地区引起ＴＹＬ

ＣＤ的病原为ＴＹＬＣＶ，优势株系为ＴＹＬＣＶＩＬ。
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表３　样品采集信息及带毒情况

犜犪犫犾犲３　犛犪犿狆犾犻狀犵犱犲狋犪犻犾狊犪狀犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犮狅犾犾犲犮狋犲犱狊犪犿狆犾犲狊

采集地点

Ｒｅｇｉｏｎ

采集时间／年

Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ

样品编号

Ｔｏｍａｔｏｓａｍｐｌｅ

检测数量／个

Ｎｏ．ｏｆｔｅｓｔｅｄｓａｍｐｌｅ

阳性数量／个

Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ

延庆Ｙａｎｑｉｎｇ ２０１１ ＹＱ１１ １～ＹＱ１１ ８ ８ ５

平谷Ｐｉｎｇｇｕ ２０１１ ＰＧ１１ １～ＰＧ１１ ６ ６ ２

顺义Ｓｈｕｎｙｉ ２０１２ ＳＹ１３ １～ＳＹ１３ １２ １２ １

大兴Ｄａｘｉｎｇ ２０１３ ＤＸ１３ １～ＤＸ１３ １１ １１ ６

房山Ｆａｎｇｓｈａｎ ２０１３ ＦＳ１３ １～ＦＳ１３ １１ １１ ８

通州Ｔｏｎｇｚｈｏｕ ２０１３ ＴＺ１３ １～ＴＺ１３ ３ ３ ３

合计Ｔｏｔａｌ ５１ ２５

表４　犜犢犔犆犞北京分离物犌犲狀犅犪狀犽登录信息

犜犪犫犾犲４　犌犲狀犅犪狀犽犪犮犮犲狊狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉狊狅犳

犜犢犔犆犞犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犅犲犻犼犻狀犵

ＴＹＬＣＶ分离物

ＩｓｏｌａｔｅｏｆＴＹＬＣＶ

登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ＹＱ１１ １ ＫＪ８７９９５０

ＰＧ１１ ４ ＫＭ５０６９５９

ＳＹ１３ ２ ＫＭ５０６９６１

ＤＸ１３ １ ＫＭ５０６９４７

ＤＸ１３ ９ ＫＭ５０６９４９

ＦＳ１３ ２ ＫＪ８７９９４８

ＦＳ１３ ３ ＫＭ５０６９５０

ＦＳ１３ ５ ＫＭ５０６９５２

ＦＳ１３ １０ ＫＭ５０６９５８

ＴＺ１３ １ ＫＪ８７９９４９

图１　犜犢犔犆犞北京分离物与犜犢犔犆犞主要株系的同源性分析

犉犻犵．１　犎狅犿狅犾狅犵狔犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀犅犲犻犼犻狀犵犻狊狅犾犪狋犲狊犪狀犱

犿犪犻狀狅狏犲狉狊犲犪狊狊狋狉犪犻狀狊狅犳犜犢犔犆犞

２．３　我国犜犢犔犆犞分离物进化变异分析

将来自北京的１０个ＴＹＬＣＶ分离物全序列与

我国其他地区ＴＹＬＣＶ分离物全序列进行比对，发

现其同源率高达９８．９４％，说明ＴＹＬＣＶ在进化上

比较保守。为进一步分析我国ＴＹＬＣＶ分离物基因

组变异情况，用ＤｎａＳＰ（Ｖｅｒｓｉｏｎ５）对４５个我国

ＴＹＬＣＶ分离物进行了全基因组的序列变异分析，

发现整个基因组上的变异是不均匀的，最大变异峰

值在ＩＲ区，另外１个变异峰值位于ＡＣ２和ＡＣ３的

ＯＲＦ的交叠处，最保守区段位于ＡＣ１ＯＲＦ中间区

域（图２）。

图２　我国犜犢犔犆犞全基因组核苷酸变异分析

犉犻犵．２　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犵犲狀犲狋犻犮狏犪狉犻犪狋犻狅狀犲狊狋犻犿犪狋犲犱犫狔

狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犱犻狏犲狉狊犻狋狔（犘犻）狅犳犜犢犔犆犞犻狊狅犾犪狋犲狊犻狀犆犺犻狀犪

我国番茄黄化曲叶病毒病发生地域广，发生

时间也各异，为进一步分析我国番茄黄化曲叶病

毒的来源和进化情况，选择国内主要发病省市的

ＴＹＬＣＶ分离物、其他代表性的番茄双生病毒分

离物以及国外代表性的ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ分离物，利用

ＭＥＧＡ（Ｖｅｒｓｉｏｎ５．０５）软件ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ方法构建

了系统进化树（图３）。
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图３　基于侵染番茄的番茄黄化曲成病毒基因组序列构建的系统进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲犵犲狀狅犿犻犮狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犜犢犔犆犞犻狀犳犲犮狋犻狀犵狋狅犿犪狋狅犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犆犺犻狀犪犪狀犱狅狋犺犲狉犮狅狌狀狋狉犻犲狊

　　从进化树看出：我国ＴＹＬＣＶ分离物与ＴＹＬ

ＣＶＩＬ株系处于同一分支，在进化树上可分为３个

组群，从每个组群包括的不同地理区域初步分析出

ＴＹＬＣＶ入境我国的２条路线，第一条由广东一带

入境，经过上海、浙江，逐步传入内陆湖北、河南、山

东、河北、山西、北京及天津等地，第二条由江苏一带
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入境，逐步传入内陆安徽、河南、河北、山东、北京、辽

宁、新疆等地；我国ＴＹＬＣＶ分离物与墨西哥分离物

（ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｍｅｘｉｃｏ）亲缘关系最近，与亚洲国

家约旦、黎巴嫩、非洲国家突尼斯、埃及、美洲波多黎

各、多米尼加以及美国ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ分离物亲缘

关系次之。我国另外３种重要的番茄双生病毒中，

中国番茄黄化曲叶病毒云南分离物（ＴＹＬＣＣＮＶ

Ｃｈｕ）与日本、土耳其以及以色列ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ分

离物亲缘关系最近，广东番茄黄化曲叶病毒（ＴＹＬ

ＣＧｄＶ）广东分离物和泰国番茄黄化曲叶病毒

（ＴＹＬＣＴｈＶ）云南分离物与ＴＹＬＣＶＭＬＤ分离物、

ＴＹＬＣＶＯＭ分离物、意大利、古巴、摩洛哥以及西

班牙ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ分离物亲缘关系最近。

３　讨论

本试验对２０１１年－２０１３年采自于北京不同区

县的疑似病毒感染的５１个番茄样品进行了双生病

毒的检测，阳性率为４９％，说明北京地区番茄双生

病毒危害依然很普遍；对部分代表性阳性样品进行

了病毒全基因组扩增和序列测定，获得１０个病毒分

离物，序列分析显示，这些来源于北京不同区县的病

毒分离物均与ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ株系同源性高，推测

目前北京地区引起ＴＹＬＣＤ的病原为ＴＹＬＣＶ，优

势株系为ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ株系。

北京的１０个ＴＹＬＣＶ分离物全序列与我国其

他地区的３５个ＴＹＬＣＶ分离物全序列同源率为

９８．９４％，利用ＤｎａＳＰ对共计４５个ＴＹＬＣＶ分离物

进行全基因组序列变异分析后发现，ＴＹＬＣＶ在进

化上比较保守，而且整个基因组上的变异是不均匀

的，最大变异峰值在ＩＲ区，另外１个变异峰值位于

ＡＣ２和ＡＣ３的ＯＲＦ的交叠处，最保守区段位于

ＡＣ１ＯＲＦ中间区域。

系统进化树中我国ＴＹＬＣＶ分离物与ＴＹＬＣＶ

ＩＬ株系处于同一分支，表明目前我国ＴＹＬＣＶ种群

仍以ＴＹＬＣＶＩＬ为优势株系；我国ＴＹＬＣＶ分离物

在进化树上可分为３个组群，从地理区域角度分析

ＴＹＬＣＶ入境我国的２条路线：广东路线和江苏路

线，均由东部沿海一带入境，沿邻近省市向内陆蔓

延，反映出依靠烟粉虱的迁徙以及频繁的苗木调运

等由我国东南沿海地区向中部内陆逐渐扩散的过

程；对于北京各区县的ＴＹＬＣＶ毒源分析，大部分可

能来源于广东路线，小部分来源于江苏路线；对我国

ＴＹＬＣＶ分离物与其他国家ＴＹＬＣＶ分离物亲缘关

系分析发现，我国ＴＹＬＣＶ分离物与墨西哥分离物

（ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ＿Ｍｅｘｉｃｏ）亲缘关系最近，与亚洲国

家约旦、黎巴嫩、非洲国家突尼斯、埃及、美洲波多黎

各、多米尼加以及美国ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ分离物关系

次之，反映了ＴＹＬＣＶＩＬ种群的进化过程，由此也

推测国家之间频繁的经济贸易可能是此类病毒长距

离传播最为重要的一种方式。而对我国另外３种重

要的番茄双生病毒亲缘关系分析中，中国番茄黄化

曲叶病毒云南分离物（ＴＹＬＣＣＮＶＣｈｕ）与日本、土

耳其以及以色列ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ分离物亲缘关系最

近，广东番茄黄化曲叶病毒（ＴＹＬＣＧｄＶ）和泰国番

茄黄化曲叶病毒（ＴＹＬＣＴｈＶ）云南分离物与ＴＹＬ

ＣＶＭＬＤ分离物、ＴＹＬＣＶＯＭ分离物、意大利、古

巴、摩洛哥以及西班牙的ＴＹＬＣＶＩｓｒａｅｌ分离物亲

缘关系最近，以上结果是否能反映侵染番茄的不同

双生病毒间的变异演化过程，有待于进一步分析。

综上所述，ＴＹＬＣＶ的发展与烟粉虱的迁徙和

苗木贸易关系密切，因此加强苗木的检测和烟粉虱

的防治对于控制该病害具有非常重要的意义。
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２０１６

乳糖醛酸酶及菌落生长速率进行相关性分析，结果表

明菌株致病力与草酸、多聚半乳糖醛酸酶成正相关，与

总酸的ｐＨ成负相关，而与菌落生长速率无关
［１５］。

本文对采自黑龙江省１０个地区２９个市县５种

寄主的１００个菌株（３９个亲和组）进行了比较研究，

亲和组间菌落的生长速率达到了显著性差异，同时

发现来源于同一地区间、不同地区间及亲和组内的

菌株菌落生长速率的差异很大，说明菌株的生长速

度呈现出多样性，并与地理来源无关，亲和组间致病

力的差异未发现与菌株的地理来源有关。通过相关

性分析表明，菌株的致病力与草酸产量呈正相关，与

总酸产量（ｐＨ）之间呈负相关，与菌落的生长速率无

关；草酸产量与总酸的ｐＨ之间呈显著负相关。
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犮狌狉犾犜犺犪犻犾犪狀犱狏犻狉狌狊［Ｙ７２］ｆｒｏｍＹｕｎｎａｎｉｓａｍｏｎｏｐａｒｔｉｔｅ犅犲犵狅

犿狅狏犻狉狌狊ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＤＮＡβ［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＧｅｎｅｓ，２００９，３８（２）：

３２８ ３３３．

［１０］ＹａｎｇＸｉｕｌｉｎｇ，ＧｕｏＷｅｉ，ＭａＸｉｎｙｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ犜狅犿犪狋狅犾犲犪犳犮狌狉犾犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊，ｉｎｆｅｃｔｉｎｇｔｏｍａｔｏ

ｐｌａｎｔｓｉｎＣｈｉｎａ，ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｅｓｏｆｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｂｅｔａｓａ

ｔｅｌｌｉｔｅ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，７７

（９）：３０９２ ３１０１．

［１１］ＺｈａｎｇＨｕｉ，ＨｕＧａｏｊｉｅ，ＺｈｏｕＸｕｅｐｉｎｇ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ

ｔｉｏｎｏｆ犜狅犿犪狋狅犾犲犪犳犮狌狉犾犎犪犻狀犪狀狏犻狉狌狊，ａｎｅｗ犅犲犵狅犿狅狏犻狉狌狊ａｎｄ

ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，

２０１０，１５８（１１／１２）：８２９ ８３２．

［１２］ＭｕｇｉｉｒａＲＢ，ＬｉｕＳｈｕｓｈｅｎｇ，ＺｈｏｕＸｕｅｐｉｎｇ．犜狅犿犪狋狅狔犲犾犾狅狑

犾犲犪犳犮狌狉犾狏犻狉狌狊ａｎｄ犜狅犿犪狋狅犾犲犪犳犮狌狉犾犜犪犻狑犪狀狏犻狉狌狊ｉｎｖａｄｅ

ＳｏｕｔｈｅａｓｔｃｏａｓｔｏｆＣｈｉｎａ ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，

２００８，１５６（４）：２１７ ２２１．

［１３］ＺｈａｎｇＨｕｉ，ＭａＸｉｎｙｉｎｇ，ＱｉａｎＹａｊｕａｎ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆ犘犪狆犪狔犪犾犲犪犳犮狌狉犾犆犺犻狀犪狏犻狉狌狊ｉｎｆｅｃ

ｔｉｎｇｔｏｍａｔｏｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｓｃｉ

ｅｎｃｅＢ），２０１０，１１（２）：１０９ １１４．

［１４］ＬｉＺｈｅｎｇｈｅ，ＺｈｏｕＸｕｅｐｉｎｇ，ＺｈａｎｇＸｉ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｏｍａｔｏｉｎｆｅｃｔｉｎｇｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓｅｓｉｎＹｕｎｎａｎ，Ｃｈｉｎａ

［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，２００４，１４９（９）：１７２１ １７３２．

［１５］赵统敏，余文贵，周益军，等．江苏省番茄黄化曲叶病毒病（ＴＹＬ

ＣＤ）的发生与诊断初报［Ｊ］．江苏农业学报，２００７，２３（６）：６５４

６５５．

［１６］李明远．黄化曲叶病毒病传入北京，番茄生产面临威胁［Ｊ］．植物

保护，２００９，３５（６）：１７９ １８０．

［１７］余文贵，赵统敏，杨玛丽，等．山东、安徽两省栽培番茄烟粉虱传

双生病毒的ＰＣＲ检测及序列分析［Ｊ］．江苏农业学报，２００９，２５

（４）：７４７ ７５１．

［１８］周莹，李兴红，刘建华，等．河北省番茄黄化曲叶病毒病的分子

鉴定初报［Ｊ］．植物保护，２０１０，３６（１）：６０ ６４．

［１９］金凤媚，薛俊，郏艳红，等．天津地区番茄黄化曲叶病毒ＤＮＡＡ

的克隆和序列分析［Ｊ］．华北农学报，２０１１，２６（１）：５８ ６２．

［２０］熊艳，杨帅，青玲，等．四川番茄黄化曲叶病病原分子鉴定及变

异分析［Ｊ］．中国农业科学，２０１１，４４（３）：４７７ ４８４．

［２１］宋晰，师迎春，张世晨，等．北京地区番茄黄化曲叶病病毒分离

物测定及株系的初步鉴定［Ｊ］．植物病理学报，２０１３，４３（２）：

１１３ １１９．
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