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摘要　烟草脉斑病在云南昭通市的烟草上发生危害严重，为明确昭通市烟草脉斑病的病毒种类，本研究采集昭通市

的４个烟草种植区症状表现为疑似烟草脉斑病的烟草样品，采用小ＲＮＡ深度测序技术对不同来源的混合样品进

行小ＲＮＡ测序分析。结果显示混合样品中的病毒分别属于烟草花叶病毒属犜狅犫犪犿狅狏犻狉狌狊、马铃薯Ｙ病毒属犘狅狋狔狏犻狉狌狊

和马铃薯卷叶病毒属犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊。根据不同病毒属设计通用引物，分别对不同地区的烟草样品进行ＲＴＰＣＲ验

证，结果表明，烟草样品中病毒种类有烟草花叶病毒、烟草脉带花叶病毒、烟草脉扭病毒和马铃薯Ｙ病毒的ＰＶＹＮ、

ＰＶＹＮＷｉ和ＰＶＹＮＴＮ株系。

关键词　烟草脉斑病；　烟草病毒；　小ＲＮＡ深度测序
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　　烟草是云南省的重要农业产业，在全省范围内

常年种植面积保持在３５万ｈｍ２左右。由于烟草病

毒病害常年发生，加之寄主植物和传毒介体周年分

布，导致了病毒病原大量积累，烟草病毒病发生危害

日益严重。烟草脉斑病在云南昭通烟区发生危害较

为普遍，该病自２００７年在昭通市小面积发生，２００８

年发病面积及危害程度大幅增加，目前已成为影响

该地区烟草生产最重要的病害之一。烟草脉斑病最

早在山东、辽宁、安徽北部和河南西部等地发生危害

严重，发病率高达５０％～８０％，部分田块甚至绝

收［１４］。该病主要由马铃薯Ｙ病毒犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢

（ＰＶＹ）侵染引起，常与黄瓜花叶病毒犆狌犮狌犿犫犲狉犿狅

狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣＭＶ）、烟草蚀纹病毒犜狅犫犪犮犮狅犲狋犮犺狏犻狉狌狊

（ＴＥＶ）、烟草脉斑驳病毒犜狅犫犪犮犮狅狏犲犻狀犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌ｓ



２０１８

（ＴＶＭＶ）、烟草坏死病毒犜狅犫犪犮犮狅狀犲犮狉狅狊犻狊狏犻狉狌狊

（ＴＮＶ）等病毒中的１个或多个复合侵染烟株
［５］。

由于该病主要由ＰＶＹ引起，其症状与病毒种类具有

密切的关系，根据侵染烟草的ＰＶＹ株系可大致将症

状分为花叶、脉坏死、条斑及茎坏死［１］。

通过前期调查发现，烟草脉斑病样品中存在多

种病毒复合侵染的现象，且在不同地区的复合侵染

类型不同，采用传统的血清学、ＰＣＲ等方法对症状

表现明显的烟草病毒病原进行鉴定不能完整地反

映样品中的病毒种类，尤其不能检测到可能存在的

不同病毒病原。利用基于小ＲＮＡ深度测序的病

毒鉴定技术，不仅能检测到寄主中不同病毒病原，

同时具有更高的灵敏度和信噪比。因此本研究在

昭通烟区４个不同烟草脉斑病重病区采集典型症

状样品，采用小ＲＮＡ深度测序技术对烟草脉斑病

病样进行检测和分析，为病害的防控提供一定的理

论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

烟草样品采自云南省昭通市苏家院、布嘎、北

闸、守望等４个病毒病发生较重的烟区，样品症状主

要表现为脉坏死、植株矮化、叶片坏死斑点并伴随有

顶部花叶症状，同时提取不同采集地点的烟草样品

ＲＮＡ用于测序结果的验证分析。

１．２　方法

１．２．１　小ＲＮＡ测序与分析

将４个地点采集的烟草样品按相同质量比例进

行混合，混合样品送于华大基因公司进行小ＲＮＡ

测序分析。提取样品总ＲＮＡ，测定总ＲＮＡ的浓度

及纯度，将质量合格的ＲＮＡ样品使用ＮＥＢ针对Ｉｌ

ｌｕｍｉｎａ测序平台研发的ＳｍａｌｌＲＮＡ建库试剂盒

（ＮＥＢＭｕｌｔｉｐｌｅｘＳｍａｌｌＲＮＡＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＳｅｔｆｏｒ

Ｉｌｌｕｍｉｎａ）及配套的试剂进行小ＲＮＡ文库构建。文

库构建完成后，使用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００对文库的ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ

进行检测，ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ符合预期后，使用Ｑｕｂｉｔ２．０和荧

光定量ＰＣＲ对文库的浓度进行定量，以保证文库质

量。对检测合格的小ＲＮＡ文库在Ｈｉｓｅｑ２０００测序

平台进行测序。使用ＣＬＣＧｅｎｏｍｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ５软

件对获得的小ＲＮＡ序列数据进行组装和比对分析。

１．２．２　小ＲＮＡ测序结果验证

根据小ＲＮＡ测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中序列比对

分析结果，设计合成用于检测烟草脉带花叶病毒

犜狅犫犪犮犮狅狏犲犻狀犫犪狀犱犻狀犵犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴＶＢＭＶ）的特

异性引物 ＴＶＢＭＶ８０５９Ｆ／ＴＶＢＭＶ９３８２Ｒ。根据

文献报道分别合成用于扩增烟草花叶病毒属犜狅

犫犪犿狅狏犻狉狌狊
［６］和马铃薯卷叶病毒属犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊

［７］的

通用引物，以及辣椒环斑病毒犆犺犻犾犾犻狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊

（ＣｈｉＲＳＶ）特异性引物
［８］，以及用于鉴定ＰＶＹ不同

株系的引物对小ＲＮＡ测序结果进行验证
［９］（表１）。

采用Ｐｒｏｍｅｇａ公司的ＡｃｃｅｓｓＲＴＰＣＲＳｙｓｔｅｍ

一步法试剂盒进行反转录和ＰＣＲ扩增，反应体系为

５０μＬ，其中ＡＭＶ／Ｔｆｌ５×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上游和下游引

物各５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４２μＬ，ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅ

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ１μＬ，ＴｆｌＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μＬ，总

ＲＮＡ１μｇ，补加ＲＮＡｆｒｅｅ水至５０μＬ。反应条件

为４５℃反转录４５ｍｉｎ；９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，根据不同引物设定退火温度１ｍｉｎ，６８℃延伸２

ｍｉｎ，４０个循环；６８℃延伸７ｍｉｎ。将ＲＴＰＣＲ扩增

产物回收并克隆到ｐＥＧＭＴｅａｓｙ载体上，筛选阳性

克隆进行测序。利用ＤＮＡＭＡＮＶｅｒｓｉｏｎ７．０进行

序列拼接及分析。进化树构建采用了 ＭＥＧＡ６．０

软件［１０］，以ＮＪ（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）方法构建，进化树

各分支的可信度用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检测（１０００次重复）。

２　结果与分析

２．１　小犚犖犃测序结果

测序结果显示样品中小ＲＮＡ序列有３５０９４

２４２条，分别与ＧｅｎＢａｎｋ中报道的序列进行对比，结

果表明得到的小ＲＮＡ序列与１３种植物病毒核苷酸

相似性较高，在９３％～１００％之间。这１３种植物病

毒分属烟草花叶病毒属犜狅犫犪犿狅狏犻狉狌狊、马铃薯Ｙ病

毒属犘狅狋狔狏犻狉狌狊和马铃薯卷叶病毒属犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊，

烟草花叶病毒属包括烟草花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮

狏犻狉狌狊（ＴＭＶ）、番茄花叶病毒犜狅犿犪狋狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

（ＴｏＭＶ）、辣椒轻斑驳病毒犘犲狆狆犲狉犿犻犾犱犿狅狋狋犾犲狏犻

狉狌狊（ＰＭＭＶ）、地黄花叶病毒犚犲犺犿犪狀狀犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻

狉狌狊（ＲｅＭＶ）；马铃薯Ｙ病毒属包括马铃薯Ｙ病毒

犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢 （ＰＶＹ）、烟草脉带花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅

狏犲犻狀犫犪狀犱犻狀犵犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴＶＢＭＶ）、辣椒环斑病

毒犆犺犻犾犾犻狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊（ＣｈｉＲＳＶ），其中ＰＶＹ还有

ＰＶＹＯ、ＰＶＹＮ、ＰＶＹＮＴＮ、ＰＶＹＮＷｉ４个株系；黄症病

毒科的马铃薯卷叶病毒属包括甜菜轻型黄化病毒

犅犲犲狋犿犻犾犱狔犲犾犾狅狑犻狀犵狏犻狉狌狊（ＢＭＹＶ）、甜菜黄萎病毒

犅犲犲狋犮犺犾狅狉狅狊犻狊狏犻狉狌狊（ＢＣｈＶ）、甜菜西黄病毒犅犲犲狋
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狑犲狊狋犲狉狀狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊（ＢＷＹＶ）、芸薹属植物黄化

病毒犅狉犪狊狊犻犮犪狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊（ＢｒＹＶ）、芜菁黄化病

毒犜狌狉狀犻狆狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊（ＴｕＹＶ）、烟草脉扭病毒

犜狅犫犪犮犮狅狏犲犻狀犱犻狊狋狅狉狋犻狀犵狏犻狉狌狊（ＴＶＤＶ）（表２）。

表１　用于犚犜犘犆犚扩增的引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犚犜犘犆犚

引物名称Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 引物序列Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 片段大小／ｋｂＦｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

Ｔｏｂａｍｏ６Ｆ６ ＧＧＡＡＡＡＧＹＧＧＴＧＡＴＧＴＲＡＣＷＡＣ
０．２［６］

Ｔｏｂａｍｏ６Ｒ６ ＧＡＡＣＡＧＴＴＴＫＧＣＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＣＡ

Ｌｕ１ ＣＣＡＧＴＧＧＴＴＲＴＧＧＴＣ
０．５４［７］

Ｌｕ４ ＧＴＣＴＡＣＣＴＡＴＴＴＧＧ

ＴＶＢＭＶ８０５９Ｆ ＡＣＴＧＣＧＣＴＴＴＣＧＴＴＧＣＡＡＡＴ
１．３２３

ＴＶＢＭＶ９３８２Ｒ ＡＣＧＣＣＡＣＴＣＡＣＡＣＣＡＡＧＴＡＧ

ＣｈｉＲＳＶ１ｆ ＴＧＧＧＡＴＡＧＡＧＣＡＴＣＴＧＡＧＣ
０．６５［８］

ＣｈｉＲＳＶ１ｒ ＧＡＧＴＣＡＴＴＴＡＧＧＴＣＡＴＡＡＴＣＡＧＴＴＴ

ＰＶＹｃ３ ＣＡＡＣＧＣＡＡＡＡＡＣＡＣＴＣＡ（ＣＴ）ＡＡＡ（ＡＣ）ＧＣ
０．６６［９］

ＰＶＹｆ ＴＡＡＧＴＧ（ＡＧ）ＡＣＡＧＡＣＣＣＴＣＴ（ＣＴ）ＴＴＣＴＣ

ＰＶＹ３＋ ＴＧＴＡＡＣＧＡＡＡＧＧＧＡＣＴＡＧＴＧＣＡＡＡＧ
１．１１［９］

ＰＶＹ３－ ＣＣＧＣＴＡＴＧＡＧＴＡＡＧＴＣＣＴＧＣＡＣＡ

ＣＰ２＋ ＣＣＡＧＴＣＡＡＡＣＣＣＧＡＡＣＡＡＡＧＧ
０．５３［９］

ＣＰ１－ ＧＧＣＡＴＡＧＣＧＴＧＣＴＡＡＡＣＣＣＡ

表２　小犚犖犃测序结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狊犿犪犾犾犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

属Ｇｅｎｕｓ 病毒种Ｖｉｒｕｓｓｐｅｃｉｅｓ 核苷酸相似性／％Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

烟草花叶病毒属犜狅犫犪犿狅狏犻狉狌狊 烟草花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 １００

番茄花叶病毒犜狅犿犪狋狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 ９５

辣椒轻斑驳病毒犘犲狆狆犲狉犿犻犾犱犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊 １００

地黄花叶病毒犚犲犺犿犪狀狀犻犪犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 １００

马铃薯Ｙ病毒属犘狅狋狔狏犻狉狌狊 马铃薯Ｙ病毒ＮＴＮ株系犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢ｓｔｒａｉｎＮＴＮ １００

马铃薯Ｙ病毒Ｎ株系犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢ｓｔｒａｉｎＮ １００

马铃薯Ｙ病毒ＮＷｉ株系犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢ｓｔｒａｉｎＮＷｉ １００

马铃薯Ｙ病毒Ｏ株系犘狅狋犪狋狅狏犻狉狌狊犢ｓｔｒａｉｎＯ １００

烟草脉带花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅狏犲犻狀犫犪狀犱犻狀犵犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊 １００

辣椒环斑病毒犆犺犻犾犾犻狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊 １００

马铃薯卷叶病毒属犘狅犾犲狉狅狏犻狉狌狊 甜菜轻型黄化病毒犅犲犲狋犿犻犾犱狔犲犾犾狅狑犻狀犵狏犻狉狌狊 ９５

甜菜黄萎病毒犅犲犲狋犮犺犾狅狉狅狊犻狊狏犻狉狌狊 ９３

甜菜西黄病毒犅犲犲狋狑犲狊狋犲狉狀狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊 ９５

芸薹属植物黄化病毒犅狉犪狊狊犻犮犪狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊 ９５

芜菁黄化病毒犜狌狉狀犻狆狔犲犾犾狅狑狊狏犻狉狌狊 ９５

烟草脉扭病毒犜狅犫犪犮犮狅狏犲犻狀犱犻狊狋狅狉狋犻狀犵狏犻狉狌狊 １００

２．２　烟草花叶病毒属病毒验证

根据张永江等［６］的报道，应用引物Ｔｏｂａｍｏ６Ｆ６

和Ｔｏｂａｍｏ６Ｒ６对样品进行ＰＴＰＣＲ扩增，得到约

０．２５ｋｂ大小的目的条带（图１ａ），回收目的条带进

行克隆，挑取５个克隆进行测序分析。测序结果表

明扩增片段大小为０．２ｋｂ，经Ｂｌａｓｔ比对分析与

ＴＭＶ核苷酸序列相似性最高，与已报道的四川徐

永分离物（Ｎｏ．ＨＥ８１８４５４）相似性为１００％。构建该序

列与ＴＭＶ不同病毒分离物的系统进化树，结果显示

昭通 烟 草 上 ＴＭＶ 与 四 川 叙 永 分 离 物 （Ｎｏ．

ＨＥ８１８４５４）关系最近，与云南鲁甸分离物关系次之

（图２ａ）。结果表明，小ＲＮＡ深度测序检测到的烟草

花叶病毒属病毒为ＴＭＶ。用于构建系统进化树的序

列来自ＧｅｎＢａｎｋ，序列号分别为：ＴＭＶ烟草分离物

（Ｎｏ．ＨＥ８１８４３５，ＨＥ８１８４５４），ＴｏＭＶ 番茄分离物

（Ｎｏ．ＦＮ９８５１６５），ＴｏＭＶ人参果分离物（Ｎｏ．ＫＪ２０７３７４），

辣椒轻斑驳病毒益母草分离物（Ｎｏ．ＫＲ１０８２０７），辣椒轻

斑驳病毒甜椒分离物（Ｎｏ．ＫＰ３４５８９９），地黄花叶病毒
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地黄分离物（Ｎｏ．ＥＦ３７５５５１，ＪＸ５７５１８４）。

２．３　马铃薯犢病毒属病毒验证

用ＴＶＢＭＶ特异性引物（ＴＶＢＭＶ９３８２Ｒ／ＴＶＢＭＶ

８０５９Ｆ）和ＣｈｉＲＳＶ特异性引物（ＣｈｉＲＳＶ１ｆ／ＣｈｉＲＳＶ１ｒ）

验证样品中是否带有ＴＶＢＭＶ和ＣｈｉＲＳＶ。结果显

示，前者扩增得到约１．２ｋｂ的目的条带，而后者未扩

增到目的条带（图１ｂ、ｃ）。回收该目的片段进行克隆和

测序，测序结果表明目的片段大小为１．３２４ｋｂ，与

ＴＶＢＭＶＹＮ９．１分离物（Ｎｏ．ＫＦ４４４４３４）的核苷酸

相似性为９９％。结果表明小ＲＮＡ测序结果中的马

铃薯Ｙ病毒属病毒为ＴＶＢＭＶ。

２．４　马铃薯犢病毒不同株系验证

根据Ｒｉｇｏｔｔｉ和Ｇｕｇｅｒｌｉ
［９］的报道，应用３对引物

ＰＶＹｃ３／ＰＶＹｆ，ＰＶＹ３＋／ＰＶＹ３－，ＣＰ２＋／ＣＰ１－，严

格按照报道中所述的引物浓度比例，采用 Ａｃｃｅｓｓ

ＲＴＰＣＲＳｙｓｔｅｍ 反应条件及体系进行反转录和

ＰＣＲ扩增，分别得到约１．１、０．５１ｋｂ及０．４８ｋｂ的

条带（图１ｅ），回收各条带进行克隆和测序。测序结

果显示，片段大小为１．１１４ｋｂ的目的条带与已报道

的新西兰分离物（Ｎｏ．ＡＭ２６８４３５）相似性为９８％，

为ＰＶＹＮ株系的部分序列。片段大小为０．５３２ｋｂ的

目的片段与已报道的南非ＴＴ１３８Ｅ１０２９６分离物

（Ｎｏ．ＧＱ８５３６４１）序列相似性为９９％，为ＰＶＹＮＷｉ株

系的外壳蛋白碱基序列。片段大小为０．４３８ｋｂ的目

的条带与已报道的中国ＨＮ２分离物（Ｎｏ．ＧＱ２００８３６）

相似性为９９％，为马铃薯Ｙ病毒全基因的部分序列。

根据Ｈｕ
［７］等对ＨＮ２分离物的报道，ＨＮ２分离物占

有ＰＶＹＯ血清型，致病型表现多样，在烟草上表现为

ＰＶＹＮ，在马铃薯上表现为ＰＶＹＮＴＮ型。

根据报道，引物 ＣＰ２＋／ＣＰ１－特异性检测

ＰＶＹＮＷｉ株系，因此判断供试样品中存在ＰＶＹＮＷｉ

株系。引物ＰＶＹｃ３和ＰＶＹｆ检测ＰＶＹＮ、ＰＶＹＮＴＮ、

ＰＶＹＯ 及ＰＶＹＣ株系，ＰＶＹＯ 和ＰＶＹＣ 应扩增出

０．６６ｋｂ片段，ＰＶＹＮ 和ＰＶＹＮＴＮ应扩增出０．４４ｋｂ

片段，结合株系验证结果，供试样品扩增出的条带大

小为０．４３８ｂｐ，表明为重组ＰＶＹＮＴＮ株系，因此判断

供试样品中存在重组ＰＶＹＮＴＮ株系，没有ＰＶＹＯ 和

ＰＶＹＣ株系。引物ＰＶＹ３＋和ＰＶＹ３－能检测ＰＶＹＮ

和非重组ＰＶＹＮＴＮ株系，结合株系验证结果，供试样

品扩增出的条带大小为１．１１４ｋｂ，表明为重组

ＰＶＹＮ株系，因此判断供试样品中存在重组ＰＶＹＮ

株系。综上所述，供试样品中存在ＰＶＹＮＷｉ、重组

ＰＶＹＮＴＮ和ＰＶＹＮ株系。

２．５　马铃薯卷叶病毒属病毒验证

用黄症病毒科通用引物Ｌｕ１和Ｌｕ４
［７］，进行反

转录和ＰＣＲ扩增，在约０．８、０．７ｋｂ和０．６５０ｋｂ处

各有一条明显的条带（图１ｄ），回收各条带进行克隆

和测序。测序结果表明０．８ｋｂ条带为烟草线粒体

基因组ＤＮＡ碱基序列；０．７ｋｂ条带为ＴＶＤＶ核苷

酸序列，具体为０．５７２ｋｂ，与已报道的云南龙陵分离

物（Ｎｏ．ＥＦ５２９６２４）序列相似性为１００％；０．６５ｋｂ条

带也为ＴＶＤＶ核苷酸序列，具体为０．５４ｋｂ，与已报

道的云南保山分离物（Ｎｏ．ＡＦ４０２６２１）序列相似性为

９９％，结果显示烟草样品中的马铃薯卷叶病毒属病毒

是ＴＶＤＶ。用０．５７２ｋｂ条带和０．５４ｋｂ条带序列与

ＧｅｎＢａｎｋ中的相关序列构建进化树（见图１ｂ），与云南

的所有分离物都聚在一起。用于构建系统进化树的

序列来自 ＧｅｎＢａｎｋ，病毒名称及序列号分别为：

ＢＭＹＶ（Ｎｏ．ＥＦ１０７５４３），ＢＣｈＶ（Ｎｏ．ＥＵ０２２５１０），ＢＷ

ＹＶ（Ｎｏ．Ｘ１３０６２），ＢｒＹＶ（Ｎｏ．ＫＰ１７８１９７），ＴｕＹＶ

（Ｎｏ．ＫＲ７０６２４７）ＴＶＤＶ（Ｎｏ．ＥＦ５２９６２４，ＫＰ７７２２３２，

ＫＰ７７２２３３）。

图１　犜犕犞、犜犞犅犕犞、犆犺犻犚犛犞、犜犞犇犞和犘犞犢的犚犜犘犆犚结果

犉犻犵．１　犚犜犘犆犚犳狅狉犜犕犞，犜犞犅犕犞，犆犺犻犚犛犞，犜犞犇犞犪狀犱犘犞犢
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图２　犜犕犞和犜犞犇犞与已报道的系统进化树分析

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犜犕犞犪狀犱犜犞犇犞

犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

３　讨论

云南地处我国西南边陲，西部与缅甸唇齿相依，

南部和东南部分别与老挝、越南接壤。该区域地处

低纬高原，地理位置特殊，地形地貌复杂。全省气候

类型丰富多样，有热带、亚热带、中温带和高原气候

类型，其气候类型的多样化，造就了繁多的生物种

类。云南烟草病毒种类多样，目前已报道的病毒种

类多达３０多种，其中ＴＭＶ
［１１］、黄瓜花叶病毒犆狌

犮狌犿犫犲狉犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＣＭＶ）
［１２］、ＴＶＢＭＶ

［１３］、番茄

斑萎病毒犜狅犿犪狋狅狊狆狅狋狋犲犱狑犻犾狋狏犻狉狌狊（ＴＳＷＶ）
［１４］、

双生病毒ｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓｅｓ
［１５］、ＰＶＹ

［１６］、烟草丛顶病

毒犜狅犫犪犮犮狅犫狌狊犺狔狋狅狆狏犻狉狌狊（ＴＢＴＶ）
［１７］是长期、多

区域危害云南省烟草并造成重大损失的病毒病原。

２００７－２０１７年对昭通烟区烟草病害调查及病

原检测研究表明，云南昭通地区烟草受马铃薯Ｙ病

毒属病毒的危害严重，发病率在３％～１０％之间，重

病区发病率可以达到１００％，严重影响了该地区烟

草产量和质量。前期对该病害病原的鉴定采用的是

传统的血清学检测及ＲＴＰＣＲ鉴定的方法，因此大

部分研究结果仅局限在ｐｏｔｙｖｉｒｕｓｅｓ的研究
［５，１７］。

本研究的小ＲＮＡ深度测序结果表明烟草样品中小

ＲＮＡ序列与１３种植物病毒相似性较高（９３％～

１００％），这１３种植物病毒分别属于烟草花叶病毒

属、马铃薯Ｙ病毒属和马铃薯卷叶病毒属等３个病

毒属。烟草花叶病毒属包括 ＴＭＶ、ＴｏＭＶ、ＰＭ

ＭＶ、ＲｅＭＶ；马铃薯Ｙ病毒属包括ＰＶＹ、ＴＶＢＭＶ、

ＣｈｉＲＳＶ，其中ＰＶＹ还有ＰＶＹＯ、ＰＶＹＮ、ＰＶＹＮＴＮ、

ＰＶＹＮ－ Ｗｉ４个株系；马铃薯卷叶病毒属包括

ＢＭＹＶ、ＢＣｈＶ、ＢＷＹＶ、ＢｒＹＶ、ＴｕＹＶ、ＴＶＤＶ。由

于小ＲＮＡ测序所得序列较短，在ＧｅｎＢａｎｋ中进行

序列对比时，如果某一段病毒序列是该病毒所在属

内病毒的保守序列，就可能将同属不同种病毒都作

为结果统计出来，而实际上样品中没有那么多病毒。

因此我们用ＲＴＰＣＲ对４个属的１３种病毒进行验

证，且对ＰＶＹ株系也进行了验证。结果证明昭通烟

区症状表现为脉坏死、植株矮化、叶片坏死斑点并伴

随有顶部花叶症状烟草样品中病毒种类有４种，分

别为ＴＭＶ、ＴＶＤＶ、ＴＶＢＭＶ和ＰＶＹ，其中ＰＶＹ包

含不同株系，分别是 ＰＶＹＮＷｉ、重组 ＰＶＹＮＴＮ和

ＰＶＹＮ株系。根据前期研究结果，昭通烟区烟草脉

斑病的主要病毒为ＰＶＹ，且有不同株系的ＰＶＹ复

合侵染烟草，本结果与前期检测结果相同［１７］。

ＴＶＤＶ是引起烟草丛顶病的两种病毒之一，在

发病烟草中多与烟草斑驳病毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊

（ＴＢＭＶ）复合侵染烟草引起烟草丛枝病，自然条件

及人工接种都很难得到单独感染ＴＶＤＶ的烟草植

株［１８］。本研究通过小ＲＮＡ深度测序检测到昭通烟

草脉斑病样品中有ＴＶＤＶ的侵染，但未检测到ＴＢ

ＭＶ，且发病烟草田块中也未发现有疑似丛顶病症

状的烟草，这是云南首次报道ＴＶＤＶ与其他病毒复

合侵染烟草，而对于ＴＶＤＶ在烟草脉斑病病害流行

过程中扮演的角色还有待进一步研究。

ＴＶＢＭＶ为马铃薯Ｙ病毒科犘狅狋狔狏犻狉犻犱犪犲马铃

薯Ｙ病毒属犘狅狋狔狏犻狉狌狊病毒。２００４－２００６年Ｔｉａｎ

对中国四大烟草主产区的烟草病毒病进行调查，首

次发现云南烟草中ＴＶＢＭＶ的存在
［１９］。前期研究

也发现ＴＶＢＭＶ是烟草脉斑病的主要病毒之一，本

研究中小ＲＮＡ深度测序结果也证明了ＴＶＢＭＶ是

该烟区的优势病毒。

本研究中报道的４种病毒，除ＴＭＶ以外均为

蚜虫传播的病毒。在昭通烟区，烟草通常与马铃薯、

辣椒种植田块相邻，在日常施用化学杀虫剂进行蚜

虫防治时，防虫效果不理想，主要原因在于不同作物

间不能统防统治，加之该地区马铃薯种薯质量参差

不齐，因此该地区烟草脉斑病发病率和危害程度持

续较高，病害防控效果不显著。针对以上情况，对该

·３７·



２０１８

区域蚜虫病毒病害的防控要从“大农业”角度，实行

统防统治；种植优质无毒种薯；以治虫防病为主，建

立一个健康、少毒源的环境才能有效控制病害的持

续危害。同时加强对不同时期的烟草植株、周边寄

主植物的病毒和介体昆虫的监测，保持农田环境“洁

净”，防止大规模病毒再侵染和病害的暴发流行。

参考文献

［１］　周本国，高正良，刘小平．安徽省烟草脉斑病（ＰＶＹ）的发生趋

势及防治措施［Ｊ］．安徽农学通报，１９９８，４（１）：３４ ３５．

［２］　马国胜，郭红，陈娟．浅析皖北烟草脉斑病连年发生并间歇性

暴发原因及对策［Ｊ］．植物保护，２０００，２６（４）：２６ ２８．

［３］　程宝玉，吴娟霞，陈卫华，等．豫西烟草脉斑病发生规律及药

剂防治研究［Ｊ］．烟草科技，２００２（７）：４６ ４８．

［４］　陈瑞泰，朱贤朝，王智发，等．全国ｌ６个省（区）烟草侵染性

病害调研报告［Ｊ］．中国烟草科学，１９９７（４）：１ ７．

［５］　张磊，丁铭，赵声春，等．昭通烟草脉斑病发病规律的研究

［Ｊ］．西南农业学报，２０１３，２６（１）：１８１ １８６．

［６］　张永江，马荣群，辛言言，等．烟草花叶病毒属条形码鉴定方

法的建立［Ｊ］．湖北农业科学，２０１５，５４（１１）：２６２４ ２６２７．

［７］　ＲＯＢＥＲＴＳＯＮＮＬ，ＦＲＥＮＣＨＲ，ＧＲＡＹＳＭ．Ｕｓｅｏｆｇｒｏｕｐ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｄｅ

ｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｕｔｅｏｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒ

ａｌＶｉｒｏｌｏｇｙ，１９９１，７２（６）：１４７３ １４７７．

［８］　王健华，章绍延，龚殿，等．辣椒环斑病毒分子检测方法的建

立及应用［Ｊ］．热带作物学报，２０１２，３３（２）：３４２ ３４５．

［９］　ＲＩＧＯＴＴＩＳ，ＧＵＧＥＲＬＩＰ．Ｒａｐｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓ

ＹｓｔｒａｉｎｓｂｙｏｎｅｓｔｅｐｔｒｉｐｌｅｘＲＴＰＣＲ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｉ

ｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００７，１４０（１）：９０ ９４．

［１０］ＴＡＭＵＲＡＫ，ＳＴＥＣＨＥＲＧ，ＰＥＴＥＲＳＯＮＤ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ６：

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｖｅｒｓｉｏｎ６．０［Ｊ］．Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１３，３０（１２）：２７２５ ２７２９．

［１１］秦西云，卢训，方琦，等．云南烟草中花叶病毒株系比较分析

［Ｊ］．中国烟草科学，２０１３，１９（６）：１０６ １１３．

［１２］刘勇，莫笑晗，余清，等．云南、福建、湖南烟区烟草花叶病主

要病毒种类检测及黄瓜花叶病毒亚组鉴定［Ｊ］．植物病理学

报，２００６，３６（４）：３１０ ３１３．

［１３］秦西云，卢训，方琦，等．烟草脉带花叶病毒云南分离物全基

因序列分析［Ｊ］．中国烟草科学，２０１５，３６（５）：４４ ４６．

［１４］ＤＯＮＧＪＨ，ＹＩＮＹＹ，ＸＵＸＹ，ｅｔａｌ．Ｆｉｒｓｔｒｅｐｏｒｔｏｆ犜狅犿犪狋狅

狊狆狅狋狋犲犱狑犻犾狋狏犻狉狌狊ｉｎｔｏｍａｔｏａｎｄｔｏｂａｃｃｏｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１０，９２（Ｓ４）：１２１．

［１５］丁铭，何跃峰，杨莉，等．侵染云南烟草的粉虱传双生病毒卫

星分子基因组结构特征［Ｊ］．西南农业学报，２０１０，２３（５）：

１５１５ １５２１．

［１６］卢训，丁铭，方琦，等．马铃薯Ｙ病毒云南昭通烟草分离物的检

测及年度间差异比较［Ｊ］．植物保护，２０１３，３９（３）：５６ ６０．

［１７］段玉琪，秦西云，莫笑晗，等．烟草丛顶病（ＴＢＴＶ）传毒特性及

寄主范围研究［Ｊ］．中国烟草科学，２００３（４）：２３ ２６．

［１８］莫笑晗，秦西云，杨程，等．烟草脉扭病毒基因组部分序列的

克隆和分析［Ｊ］．中国病毒学，２００３，１８（１）：５８ ６２

［１９］ＴＩＡＮＹＰ，ＬＩＵＪＬ，ＹＵＸＱ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｔｏｂａｃｃｏ

ｖｅｉｎｂａｎｄｉｎｇｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，２００７，１５２（１）：

１９１１ １９１５．

（责任编辑：田　?

櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍

）

（上接４６页）

［２６］ＳＯＷＡＨ，ＫＡＪＩＨ，ＹＡＭＡＧＵＣＨＩＴ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｓｏｆ

ＥＲＫ１／２ａｎｄＪＮＫｂｙｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｍａｄ３ｉｎｄｕｃｅｄａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｍｉｎｅｒ

ａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉ

ｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，２７７（３９）：３６０２４ ３６０３１．

［２７］ＥＬＡＺＲＥＱＭＡ，ＮＡＣＩＤ，ＡＯＵＤＪＩＴＦ．Ｃｏｌｌａｇｅｎ／β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅＡＢＣＣ１／ＭＲＰ１ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｉｎａｎ

ＥＲＫ／ＭＡＰＫｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅ

Ｃｅｌｌ，２０１２，２３（１７）：３４７３ ３４８４．

［２８］ＫＩＭＳＨ，ＢＡＲＫＨ，ＣＨＯＩＣＨ．Ｍｅｒｃｕｒｙｉｎｄｕｃｅｓｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｔｈｒｏｕｇｈｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００５，１５５（１）：１４３ １５０．

［２９］ＳＵＫＨＡＩＭ，ＰＩＱＵＥＴＴＥＭＩＬＬＥＲＭ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｂｙｓｔｒｅｓｓｓｉｇｎａｌｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙａｎｄ

ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０００，３（２）：２６８ ２８０．

［３０］秦丹，徐存拴．非编码ＤＮＡ序列的功能及其鉴定［Ｊ］．遗传，

２０１３，３５（１１）：１２５３ １２６４．

［３１］ＡＬＥＸＡＮＤＥＲＲＰ，ＦＡＮＧＧａｎｇ，ＲＯＺＯＷＳＫＹＪ，ｅｔａｌ．Ａｎ

ｎｏｔａｔｉｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗｓ

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１０，１１（８）：５５９ ５７１．

［３２］ＷＩＴＴＫＯＰＰＰＪ，ＫＡＬＡＹＧ．犆犻狊ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｓ：ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｐｒｏｃｅｓｓｅｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｄｉｖｅｒ

ｇｅｎｃｅ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗｓＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１２，１３：５９ ６９．

［３３］ＦＯＬＥＹＫＰ，ＥＩＳＥＮＭＡＮＲＮ．ＴｗｏＭＡＤｔａｉｌｓ：ｗｈａｔｔｈｅｒｅ

ｃｅｎｔｋｎｏｃｋｏｕｔｓｏｆＭａｄ１ａｎｄＭｘｉ１ｔｅｌｌｕｓａｂｏｕｔｔｈｅＭＹＣ／

ＭＡＸ／ＭＡＤｎｅｔｗｏｒｋ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ，１９９９，

１４２３：Ｍ３７Ｍ４７．

［３４］ＨＵＲＬＩＮＰＪ，ＱＵＥＶＡＣ，ＫＯＳＫＩＮＥＮＰＪ，ｅｔａｌ．Ｍａｄ３ａｎｄ

Ｍａｄ４：ｎｏｖｅｌＭａｘｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒｓｔｈａｔ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｃｍｙｃｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｄｕｒｉｎｇｎｅｕｒａｌａｎｄｅｐｉｄｅｒｍａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭＢＯ

Ｊｏｕｒｎａｌ，１９９５，１４（２２）：５６４６ ５６５９．

［３５］ＹＵＡＮＪ，ＴＩＲＡＢＡＳＳＩＲＳ，ＢＵＳＨＡＢ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ犆．犲犾犲犵犪狀狊

ＭＤＬ１ａｎｄＭＸＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｃａｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒｖｅｒｔｅ

ｂｒａｔｅＭＡＤａｎｄＭＡＸ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９９８，１７（９）：１１０９ １１１８．

［３６］王勇，姚勤，陈可平．动物ｂＨＬＨ转录因子家族成员及其功能

［Ｊ］．遗传，２０１０，３２（４）：３０７ ３３０．
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