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摘要　近年来，番茄斑萎病毒Ｔｏｍａｔｏｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ（ＴＳＷＶ）在我国多个地区发生严重危害。本研究采用

小ＲＮＡ深度测序和ＲＴＰＣＲ相结合的方法对采自黑龙江的番茄病毒病样品中的病毒进行了鉴定。提取番茄样品

的ＲＮＡ并构建小ＲＮＡ文库进行测序，数据分析发现比对至ＴＳＷＶ基因组的ｒｅａｄｓ数占比对到病毒核酸总ｒｅａｄｓ

数的９２．６４％，表明侵染此番茄样品的病原物可能是ＴＳＷＶ。利用ＲＴＰＣＲ方法进一步确定侵染此番茄样品的病

毒为ＴＳＷＶ，将其命名为ＴＳＷＶＨＬＪ１。对ＴＳＷＶＨＬＪ１的核苷酸序列进行分析并构建系统进化树，结果表明

ＴＳＷＶＨＬＪ１与ＴＳＷＶ云南甜椒分离物（ＴＳＷＶＹＮｇｐ）的亲缘关系最近。介体传毒试验表明，西花蓟马可将

ＴＳＷＶＨＬＪ１传播感染健康寄主植物。摩擦接种试验表明，ＴＳＷＶ黑龙江分离物能够侵染本氏烟、辣椒和番茄。

这是我国首次报道在黑龙江地区发现ＴＳＷＶ的危害。
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　　番茄斑萎病毒Ｔｏｍａｔｏｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ

（ＴＳＷＶ）是番茄斑萎病毒科犜狅狊狆狅狏犻狉犻犱犪犲番茄斑

萎病毒属犗狉狋犺狅狋狅狊狆狅狏犻狉狌狊的代表种
［１］，最早于１９１９

年在澳大利亚被发现［２］，现已在多个国家和地区发

生危害。据报道，ＴＳＷＶ能侵染８４科１０９０种植

物［３］，如番茄、辣椒、茄子、马铃薯、花生、莴苣等，其

引起的典型症状为植株矮小，顶芽下垂，幼嫩叶片扭

曲，叶片黄化并出现坏死斑，直至整株枯死［４］。２０１１



２０１９

年ＴＳＷＶ被列为世界上危害最大的十大植物病毒

之一［５］。

ＴＳＷＶ的基因组由Ｓ（２．９ｋｂ）、Ｍ（４．８ｋｂ）和Ｌ

（８．９ｋｂ）三条负义单链ＲＮＡ组成
［６］，ＳＲＮＡ编码

非结构蛋白ＮＳｓ，其互补链编码核衣壳蛋白Ｎ
［７］；Ｍ

ＲＮＡ编码非结构蛋白ＮＳｍ，其互补链编码两个重

要的病毒膜糖蛋白ＧＮ和ＧＣ；ＬＲＮＡ的互补链编码

依赖于 ＲＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合酶 ＲｄＲｐ
［８］。蓟马是

ＴＳＷＶ的传播介体，传播ＴＳＷＶ的蓟马种类主要

有西花蓟马 犉狉犪狀犽犾犻狀犻犲犾犾犪狅犮犮犻犱犲狀狋犪犾犻狊、烟蓟马

犜犺狉犻狆狊狋犪犫犪犮犻和棕榈蓟马犜犺狉犻狆狊狆犪犾犿犻等
［９］，其

中，西花蓟马传毒效率最高［１０］。

ＲＮＡ沉默（ＲＮＡｓｉｌｅｎｃｉｎｇ）是植物抵抗病毒侵

染的一种适应性防御机制［１１］，植物被病毒侵染后会

产生大量病毒衍生的小ＲＮＡ，这些小ＲＮＡ能特异

性降解与其同源的病毒的ＲＮＡ。利用小ＲＮＡ深度

测序技术能获得这些小ＲＮＡ序列，通过组装这些

序列可以获得植物中病毒全基因组的序列信息，

２００９年，Ｋｒｅｕｚｅ等通过此种方法鉴定和发现了甘薯

中的新病毒［１２］。目前，小ＲＮＡ深度测序技术已广

泛应用于植物病毒的检测和鉴定。如宋静静等利用

小ＲＮＡ深度测序并结合血清学ＥＬＩＳＡ技术对广西

冬种马铃薯病毒进行了鉴定［１３］；仇心钰等利用小

ＲＮＡ深度测序调查了我国北方地区甜菜病毒

病［１４］；苏秀等利用小ＲＮＡ深度测序和组装技术鉴

定紫藤花叶病病原［１５］；王芳等利用小ＲＮＡ高通量

测序技术检测玉米中的病毒［１６］。

１　材料与方法

１．１　样品来源

２０１７年７月于黑龙江省农业科学院试验田中

采集到两株疑似感病的番茄植株，番茄叶片表现褪

绿、斑驳、黄化、坏死等症状（图１），番茄样品采集后

４℃运输，拍照后，保存于－８０℃冰箱。

图１　疑似感病的番茄样品症状
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１．２　小犚犖犃深度测序及生物信息分析

将番茄样品送到北京诺禾致源生物公司进行小

ＲＮＡ深度测序。试验流程可分为四步：第一，样品

总ＲＮＡ的提取和质量检测。第二，ｃＤＮＡ文库构

建，将样品中小ＲＮＡ的３′端和５′端加接头，经ＲＴ

ＰＣＲ、ｃＤＮＡ合成、ＰＣＲ富集，回收得到ｃＤＮＡ文

库；第三，文库检测，使用生物信息软件Ｑｕｂｉｔ２．０

对文库进行初步定量，使用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００检测文库

的插入片段大小，利用 ＱＰＣＲ准确定量；第四，

ＨｉＳｅｑ／ＭｉＳｅｑ测序及分析，用Ｖｅｌｖｅｔ软件对文库中

大小为１８～２６ｎｔ的小ＲＮＡ进行拼接，拼接结果在

ＮＣＢＩ进行ＢＬＡＳＴ比对分析。

１．３　番茄样品总犚犖犃提取

采用ＴＲＩｚｏｌ法提取番茄样品总ＲＮＡ。将０．１ｇ
番茄样品放入研钵中，加液氮研磨至粉状，装入

２ｍＬ离心管，加１ｍＬＴＲＩｚｏｌ充分振荡混匀，室温

静置５ｍｉｎ；取上清，加３００μＬ三氯甲烷，涡旋振荡

１５ｓ，室温静置３ｍｉｎ，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；

取上清于１．５ｍＬ离心管，加５００μＬ异丙醇，充分混

匀，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清；加１ｍＬ

７５％乙醇清洗沉淀两次，４℃，７５００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，弃上清后室温干燥，加３０μＬＲＮａｓｅＦｒｅｅ

ｗａｔｅｒ溶解ＲＮＡ，置于－８０℃保存。

１．４　番茄样品全基因组的犚犜犘犆犚扩增、克隆测序

以番茄样品的总ＲＮＡ为模板，根据小ＲＮＡ测

序拼接得到的病毒核苷酸序列设计ＴＳＷＶ引物，对

番茄样品全基因组序列进行ＲＴＰＣＲ扩增（ＴａＫａ

Ｒａ反转录试剂盒）。ＰＣＲ扩增产物用１％琼脂糖凝

胶电泳检测并拍照。将条带回收连接到狆犈犃犛犢

ｂｌｕｎｔ克隆载体（ＴｒａｎｓＧｅｎ公司），转化到大肠杆菌

感受态细胞ＤＨ５α，涂布于含氨苄青霉素的ＬＢ平

板，３７℃倒置过夜培养，挑取若干单克隆，以 Ｍ１３Ｆ

（５′ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ３′）和 Ｍ１３Ｒ（５′

ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ３′）为引物进行菌落

ＰＣＲ检测，阳性单克隆送到擎科生物公司测序。

１．５　番茄样品犜犛犠犞全核苷酸序列的生物信息分析

利用ＴＳＷＶ全基因组核苷酸序列与其他ＮＣＢＩ

已公布的ＴＳＷＶ分离物的核苷酸序列进行比对，并

从中选取ＴＳＷＶ的代表性同源序列，利用 ＭＥＧＡ

７．０软件以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建ＴＳＷＶ

全基因组核苷酸序列系统进化树，用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检测

各分支的置信度（重复１０００次），并进一步分析。

１．６　介体传毒

将感染ＴＳＷＶ的番茄和辣椒植株分别置于养
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虫瓶中，健康西花蓟马由中国农业科学院植物保护

研究所蔬菜害虫组高玉林老师馈赠，挑取健康的西

花蓟马犉狉犪狀犽犾犻狀犻犲犾犾犪狅犮犮犻犱犲狀狋犪犾犻狊１龄若虫约２００

头放入上述养虫瓶中，饲养４８ｈ，再用健康豆角饲养

至成虫［１７］。分别将６株健康的番茄和辣椒植株与

３０头上述西花蓟马成虫一同置于网笼中。两周后

观察番茄和辣椒植株的症状，并单株提取植物样品

ＲＮＡ，利用ＴＳＷＶ的特异性引物ＴＳＷＶＭ５Ｆ（５′

ＡＣＡＡＧＡＧＡＴＴＧＴＧＴＴＣＡＣＣＡＴＣ３′）与ＴＳＷＶ

Ｍ３Ｒ（５′ＡＴＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＧＡＧＣＣＡＣＡ３′）

对番茄和辣椒样品进行ＲＴＰＣＲ检测。同时，利用

ＴＳＷＶ的单克隆抗体对网笼中的西花蓟马进行

ＤｏｔＥＬＩＳＡ检测，确定西花蓟马是否带毒。

１．７　汁液摩擦接种

将西花蓟马传毒成功的番茄和辣椒叶片用液氮

冷冻研磨成粉末，加入０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（６０ｍＬ

１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４、４０ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４）混

匀，４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取上清于１．５ｍＬ

离心管中，置于冰上。摩擦接种３～５片真叶的本氏

烟犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪、番茄犔狔犮狅狆犲狉狊犻犮狅狀犲狊犮狌

犾犲狀狋狌犿 Ｍｉｌｌ．和辣椒犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿Ｌ．，摩擦接

种磷酸缓冲液的一组为阴性对照，试验植株在温度

为２５℃，光照１６ｈ，黑暗８ｈ条件的温室中培养。

２　结果与分析

２．１　番茄样品小犚犖犃高通量测序结果及数据分析

感病番茄样品经小 ＲＮＡ 深度测序共得到

１４８００２７７条ｒｅａｄｓ，经质量控制后获得１４４１９８９３条

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ占总ｒｅａｄｓ数量的９７．４３％，

其中ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ３２５８７９２条，与 ＧｅｎＢａｎｋＶｉｒｕｓ

ＲｅｆＳｅｑ核酸数据库比对，比对上ＴＳＷＶ三条链的ｒｅａｄｓ

数占比对到病毒数据库的总ｒｅａｄｓ数的９２．６４％。

通过分析不同长度的小ＲＮＡ序列的百分比（图

２），结果显示番茄样品的小ＲＮＡ的长度主要集中在

２０～２４ｎｔ，其中２１ｎｔ和２２ｎｔ大小的小ＲＮＡ为主要

部分，分别占小ＲＮＡ总数的３０．３４％和２５．４３％。

２．２　番茄样品全基因组序列的扩增及序列相似性

分析

　　以感病番茄样品的ｃＤＮＡ为模板，根据小ＲＮＡ

测序拼接得到的序列设计ＴＳＷＶ引物，对番茄样品

全基因组进行ＲＴＰＣＲ扩增，将扩增到的特异条带

割胶回收，进行克隆测序。测序结果在ＮＣＢＩ中进

行ＢＬＡＳＴ比对，利用软件ＤＮＡＭＡＮ８拼接，获得

ＴＳＷＶ番茄分离物的完整基因组序列。序列分析

表明，ＴＳＷＶＨＬＪ１中ＲＮＡＬ、Ｍ、Ｓ三条链的大小

分别为８９１３ｂｐ、４７７２ｂｐ和２９７０ｂｐ。ＴＳＷＶＨＬＪ１

ＲＮＡＬ编码病毒的 ＲｄＲｐ，分子量为３３１．５ｋＤ；

ＴＳＷＶＨＬＪ１ＲＮＡＭ编码病毒的非结构蛋白ＮＳｍ，

分子量为３３．６ｋＤ，其互补链编码两个糖蛋白ＧＮ 和

ＧＣ，分子量分别为７８．０ｋＤ和５８．０ｋＤ；ＴＳＷＶＨＬＪ１

ＲＮＡＳ编码非结构蛋白ＮＳｓ，分子量为５２．４ｋＤ，其互

补链编码病毒的外壳蛋白Ｎ，分子量为２８．８ｋＤ。

图２　小犚犖犃序列的长度分布

犉犻犵．２　犛犻狕犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狊犿犪犾犾犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲狊

分别就ＴＳＷＶＨＬＪ１中的ＲＮＡＬ、Ｍ和Ｓ核

苷酸序列进行序列相似性分析，ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ比对

结果显示，ＴＳＷＶＨＬＪ１ＲＮＡＬ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＭＧ８７８８７３）、ＲＮＡＭ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＭＧ８７８８７４）

和ＲＮＡＳ分离物（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＭＧ８７８８７５）分

别与 ＴＳＷＶ 云南甜椒分离物（ＴＳＷＶＹＮｇｐ）的

ＲＮＡＬ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＫＭ６５７１２２）、ＲＮＡ Ｍ

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＫＭ６５７１１９）和ＲＮＡＳ（ＧｅｎＢａｎｋ登

录号ＫＭ６５７１１６）的核苷酸相似性最高，为９９．６３％、

９９．５２％和９９．７３％。

２．３　番茄样品全基因组序列的系统进化树分析

对ＴＳＷＶＨＬＪ１全基因组核苷酸序列与世界

各地多种ＴＳＷＶ分离物的核苷酸序列进行比对，利

用ＭＥＧＡ７．０软件以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构

建系统进化树（图３）。结果表明，ＴＳＷＶＨＬＪ１

ＲＮＡＬ与我国云南的ＴＳＷＶＹＮｇｐ（ＫＭ６５７１２２）亲缘

关系最近，与ＴＳＷＶ云南番茄分离物（ＪＦ９６０２３７）、辣

椒分离物（ＫＭ６５７１２０）、莴苣分离物（ＪＮ６６４２５４）和

烟草分离物（ＫＭ６５７１２１）在进化树中归于一支，亲

缘关系较近（图３ａ）。此外，ＴＳＷＶＨＬＪ１ＲＮＡＬ与

韩国报道的ＴＳＷＶ甜椒分离物（ＫＹ０２１４３７）和草

分离物（ＬＣ２７３３０５）系统进化关系也较近（图３ａ）。

ＴＳＷＶＨＬＪ１ＲＮＡＭ与多种云南地区报道的分离物，

如甜椒分离物（ＫＭ６５７１１９）、辣椒分离物（ＫＭ６５７１１７）、

番茄分离物（ＪＦ９６０２３６）、烟草分离物（ＫＭ６５７１１８）

等在进化树中归于一支，亲缘关系较近（图３ｂ）。另
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外，ＴＳＷＶＨＬＪ１ＲＮＡＭ还与韩国报道的甜椒分离

物（ＫＹ０２１４３８）和草分离物（ＬＣ２７３３０６）亲缘关系也

较近（图３ｂ）。ＴＳＷＶＨＬＪ１ＲＮＡＳ与ＴＳＷＶＹＮｇｐ

（ＫＭ６５７１１６）亲缘关系最近，与云南地区的番茄分

离物（ＪＦ９６０２３５）和芹菜分离物（ＫＵ３５６８５４）等、江苏

地区的番茄分离物（ＪＦ９６０２３５）和莴笋分离物

（ＫＵ９７６３９６）及山东的烟草分离物（ＫＭ６５７１１５）在

进化树中归于一支，亲缘关系较近（图３ｃ）。综上，

ＴＳＷＶＨＬＪ１与我国云南的分离物具有最近的亲缘

关系。

２．４　西花蓟马对犜犛犠犞犎犔犑１的传播

为了探究西花蓟马能否传播ＴＳＷＶＨＬＪ１，将

６株健康的番茄和辣椒植株分别与３０头饲毒的西

花蓟马成虫一同置于网笼中，以健康蓟马取食的植

株作为对照，２周后发现，饲毒蓟马取食的番茄和辣椒

植株呈现黄化、坏死等明显的病毒侵染症状（图４ａ）。

单株提取番茄和辣椒样品的ＲＮＡ，利用 ＴＳＷＶ

ＨＬＪ１的特异性引物 ＴＳＷＶＭ５Ｆ／ＴＳＷＶＭ３Ｒ

对番茄和辣椒植株进行ＲＴＰＣＲ检测，结果显示１２

株植株均扩增到约为７５０ｂｐ的目的条带，而阴性对

照中未检测得到任何条带（图４ｂ）。网笼中西花蓟

马的ＤｏｔＥＬＩＳＡ检测结果表明，西花蓟马体内存在

ＴＳＷＶ（图４ｃ）。以上结果证明，西花蓟马能成功获

取ＴＳＷＶＨＬＪ１并能传播至健康植株。
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图３　不同犜犛犠犞分离物全基因组核苷酸序列的系统进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狊犫犪狊犲犱狅狀犳狌犾犾犾犲狀犵狋犺犵犲狀狅犿犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳犜犛犠犞

图４　西花蓟马对犜犛犠犞犎犔犑１的传播试验

犉犻犵．４　犜狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狅犳犜犛犠犞犎犔犑１犫狔犉狉犪狀犽犾犻狀犻犲犾犾犪狅犮犮犻犱犲狀狋犪犾犻狊

２．５　犜犛犠犞犎犔犑１的生物学接种试验

取蓟马传毒发病的番茄样品的汁液摩擦接种本

氏烟、番茄和辣椒。结果表明：本氏烟系统叶片在接

种后第９天出现明显的卷曲，第１３天叶片呈黄化、
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坏死症状；番茄在第１４天呈植株矮小、黄化、坏死斑

症状，最后整株枯死；辣椒在接种后１０ｄ出现明显

的卷曲，接种后１５ｄ呈黄化、花叶、斑驳症状（图５）。

图５　蓟马传毒番茄叶片汁液摩擦接种本氏烟、番茄和辣椒的症状

犉犻犵．５　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪，犔狔犮狅狆犲狉狊犻犮狅狀犲狊犮狌犾犲狀狋狌犿犪狀犱犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺狋犺犲

犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狋狅犿犪狋狅犾犲犪犳犳犲犱犫狔犉狉犪狀犽犾犻狀犻犲犾犾犪狅犮犮犻犱犲狀狋犪犾犻狊狑犻狋犺犜犛犠犞犎犔犑１

３　结论与讨论

番茄斑萎病毒（ＴＳＷＶ）是限制番茄生产的重要

因素，ＴＳＷＶ最早于１９１９年在澳大利亚
［３］发现，现

已在巴西、阿根廷、意大利、法国、美国等［２］多个国家

和地区发生危害。ＴＳＷＶ于２０世纪９０年代在我

国正式被鉴定［１８］，２０００年以后，在云南很多作物上

发现该病毒，其危害严重。目前，ＴＳＷＶ已从国内

最初被发现的云南［５］、四川［１８］等地向国内其他省市

快速扩展，北京［１９］、山东［２０］、宁夏［２１］、广东［２２］等多个

省市地区都有发现，造成重大的经济损失。２０１７年

７月，我们在黑龙江省农业科学院试验田采集了表

现褪绿、斑驳、黄化、坏死等症状的番茄叶片，采用小

ＲＮＡ深度测序和ＲＴＰＣＲ结合的方法对样品进行

鉴定，表明侵染此番茄样品的病原物为ＴＳＷＶ。汁

液摩擦接种表明，ＴＳＷＶ黑龙江分离物能够侵染本

氏烟、辣椒和番茄。这是我国首次在黑龙江地区发

现ＴＳＷＶ的危害。因此，加强进出口检验检疫和国

内种苗交易的监管和检测，从而控制病毒的人为传

播对防止番茄斑萎病毒病扩散具有重要意义。

近年来，小ＲＮＡ深度测序技术在多种植物病原

物鉴定方面发挥了重要作用，特别是对新病毒的鉴

定。小ＲＮＡ深度测序技术拥有传统检测方法无法比

拟的优势，不需要事先了解病毒分子水平的情况也不

需要离体培养。通过小ＲＮＡ深度测序及拼接技术可

以得到病毒的全基因组，对病毒的鉴定和分类有很大

帮助，也能了解病毒的流行病学信息。利用ＴＳＷＶ

ＨＬＪ１的全基因组核苷酸序列与世界各地多种ＴＳＷＶ

分离物的核苷酸序列比对并构建系统进化树，结果表

明ＴＳＷＶＨＬＪ１与我国报道的ＴＳＷＶ云南甜椒分离物

亲缘关系最近，与ＴＳＷＶ韩国分离物ＪＪ和ＨＪ在进化

树上处于同一大支，亲缘关系也比较近。

西花蓟马是ＴＳＷＶ最重要的传播介体，西花蓟

马传播病毒造成的损失远大于其自身为害带来的损

失，控制西花蓟马的种群数量对ＴＳＷＶ的防控极为

重要。２００３年，西花蓟马在北京被发现后，迅速扩

散并局部暴发成灾，对我国的农作物生产造成极大

的危害［２３］。ＴＳＷＶ寄主种类多，如番茄、辣椒、茄

子、南瓜、黄瓜、丝瓜、菜豆和豇豆等，防治难度大。

目前，对ＴＳＷＶ的防治方法主要有
［２４］：一、治虫防

病，控制ＴＳＷＶ的介体蓟马，定期喷施杀虫剂，如螺

虫乙酯、乙基多杀菌素、苦参碱、高效氯氰菊酯
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等［２５］；二、及时彻底清除田间杂草，严格铲除病苗并

进行土壤消毒，不宜在农田周围种植感病植物，控制

感染源；三、喷施抗病毒剂［２６］，可通过诱导植物对病

毒产生抗性，抑制病毒装配，钝化病毒的侵染性等方

式起作用；四、种植抗病的品种，如‘ＲｅｄＤｅｆｅｎｄｅｒ’、

‘ＭｔＧｌｏｒｙ’、‘ＢｅｌｌａＲｏｓａ’、‘Ｑｕｉｎｃｙ’等
［２７］。
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