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摘要　调查发现北京地区一温室栽培茄子犛狅犾犪狀狌犿犿犲犾狅狀犵犲狀犪Ｌ．出现严重病毒病。利用基于小ＲＮＡ的高通量测

序技术和ＲＴＰＣＲ方法，明确了引起茄子病害的病毒种类为番茄斑萎病毒，将其命名为ＴＳＷＶｅｇｇｐｌａｎｔ分离物。

进一步克隆了该病毒的基因组全长（ＳＲＮＡ、ＭＲＮＡ、ＬＲＮＡ），并构建其系统发育树。结果表明，该分离物的Ｓ

ＲＮＡ与美国分离物亲缘关系较近，ＭＲＮＡ与中国分离物亲缘关系较近，而ＬＲＮＡ与韩国分离物亲缘关系较近。

因此，本研究发现的ＴＳＷＶ分离物与国内已发生报道的分离物不同，该分离物是否存在不同分离物之间基因组的

重组需要进一步研究。

关键词　番茄斑萎病毒；　茄子；　高通量测序
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　　茄子犛狅犾犪狀狌犿犿犲犾狅狀犵犲狀犪Ｌ．属茄科Ｓｏｌａｎａｃｅ

ａｅ，是我国重要的蔬菜作物，在全国各地区均有种

植，也是我国北方设施栽培的主要蔬菜之一［１］。近

来，茄子病毒病发生严重，多种病毒可侵染茄子［２］，

如番茄褪绿病毒（ｔｏｍａｔｏｃｈｌｏｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＴｏＣＶ），可

引起茄子叶片出现褪绿黄化症状［３］，烟草轻型绿花

叶病毒（ｔｏｂａｃｃｏｍｉｌｄｇｒｅｅｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＴＭＧＭＶ）和

番茄斑驳花叶病毒（ｔｏｍａｔｏｍｏｔｔｌｅｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＴｏＭ

ＭＶ）共同侵染引起茄子花瓣深紫色斑驳症状
［４］。

番茄斑萎病毒（ｔｏｍａｔｏｓｐｏｔｔｅｄｗｉｌｔｖｉｒｕｓ，
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ＴＳＷＶ）属于番茄斑萎病毒科犜狅狊狆狅狏犻狉犻犱犪犲，正番茄

斑萎病毒属犗狉狋犺狅狋狅狊狆狅狏犻狉狌狊，基因组由３条单链

ＲＮＡ组成，包含ＬＲＮＡ（８．９ｋｂ）、ＭＲＮＡ（４．８ｋｂ）、

ＳＲＮＡ（２．９ｋｂ）
［５６］。其中，ＬＲＮＡ的互补链编码

依赖于ＲＮＡ的ＲＮＡ聚合酶ＲｄＲＰ；ＭＲＮＡ编码

非结构蛋白ＮＳｍ，其互补链编码两个重要的糖蛋白

Ｇｎ和Ｇｃ；ＳＲＮＡ编码非结构蛋白ＮＳｓ，其互补链

编码核衣壳蛋白Ｎ
［７］。其中，核衣壳蛋白Ｎ的氨基

酸序列是正番茄斑萎病毒属的重要分类依据，通常

氨基酸同源性在９０％以上为同种病毒
［５６］。ＴＳＷＶ

寄主范围广泛，可侵染１０９０多种植物
［８］，是危害农

业生产的一种全球性重要病毒，也是世界十大严重

危害性植物病毒之一［９］。

近几年，北京地区番茄斑萎病毒发生严重，在番

茄［１０］、辣椒［１０１１］、莴苣［１２］、水芹［１３］以及菊花［１４］上均

有发生。２０２１年，北京市海淀区一温室内的茄子上

出现疑似病毒侵染症状。本研究利用基于小ＲＮＡ

的高通量测序技术以及ＲＴＰＣＲ方法鉴定了危害茄

子的病毒种类；并进一步对该病毒的基因组序列进行

了分析。本研究为有效防控茄子病害提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

２０２１年，从北京海淀区一温室大棚采集了８份

疑似感染病毒的茄子样品，拍照后保存于－８０℃冰

箱备用。阳性对照样本由北京市农林科学院蔬菜研

究所实验室保存。

ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自英潍捷基（上海）贸易有限

公司；一步法ＲＴＰＣＲ试剂盒 ［ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ Ｏｎｅ

ＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ（ＤｙｅＰｌｕｓ）］和５ｍｉｎＴＡ／Ｂｌｕｎｔ

ＺｅｒｏＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＯｎｅＳｔｅｐ

ＲＴＰＣＲＫｉｔ购于宝日医生物技术（北京）有限公

司；琼脂糖凝胶快速回收试剂盒购于天根生化科技

（北京）有限公司。

１．２　高通量测序与小犚犖犃分析

利用Ｔｒｉｚｏｌ法对所采集的８份茄子病样进行植

物总ＲＮＡ提取。利用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ紫外分光

光度计（赛默飞世尔科技公司）测定ＲＮＡ浓度，并

选取３个浓度较高的ＲＮＡ样品混合后作为一个模

板，委托华大基因进行文库构建和高通量测序。测

序平台为ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００。将测序数据（ｒａｗ

ｄａｔａ）经过过滤、组装所获得的ｃｏｎｔｉｇｓ与ＮＣＢＩ数据

库进行比对分析；短序列采用Ｖｅｌｖｅｔ软件（ｋｍｅｒ值

设为１７）
［１５］进行组装拼接。

１．３　犚犜犘犆犚检测

以提取的叶片总ＲＮＡ为模板，利用ＴＳＷＶ特

异性检测引物，采用 ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＯｎｅＳｔｅｐＲＴ

ＰＣＲＫｉｔ（ＤｙｅＰｌｕｓ）对所采集的样品进行ＲＴＰＣＲ

检测。具体引物信息见表１。

表１　番茄斑萎病毒的引物信息

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉狊狅犳狋狅犿犪狋狅狊狆狅狋狋犲犱狑犻犾狋狏犻狉狌狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

基因

Ｇｅｎｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＴＳＷＶ８６１Ｆ 犖 ＴＣＡＣＴＧＴＡＡＴＧＴＴＣＣＡＴＡＧＣＡＡ ８６１ ［１６］

ＴＳＷＶ８６１Ｒ ＡＧＡＧＣＡＡＴＹＧＴＧＴＣＡＡＴＴＴＴＡＴＴＣ

ＴＳＷＶＳＦ 犛 ＡＧＡＧＣＡＡＴＴＧＴＧＴＣＡＮＡＡＴＴＴＴＫＴＴＣＢＴＡＡＴＣ ２９５８

ＴＳＷＶＭＦ 犕 ＡＧＡＧＣＡＡＴＣＡＧＴＧＣＫＴＣＡＧＡＡＡＴＡＴＡＣＣ １５６０ 本研究

ＴＳＷＶＭ１５６０Ｒ ＴＧＡＴＴＣＣＴＣＡＧＣＡＴＧＧＧＧＣＴＴＣＴＧＧ

ＴＳＷＶＭ１５６０Ｆ ＴＣＣＣＡＧＡＡＧＣＣＣＣＡＴＧＣＴＧ ３２１６

ＴＳＷＶＭＲ ＡＧＡＧＣＡＡＴＣＡＧＴＧＣＡＡＡＣＡＡＡＡＡＣＣ

ＴＳＷＶＬＦ 犔 ＡＧＡＧＣＡＡＴＣＴＧＧＴＡＡＣＡＡＣＧＡＴＴＴＴＡＡＧＣ ４６００

ＴＳＷＶＬ４６００Ｒ ＡＡＣＡＡＣＡＴＴＴＣＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＧＡＧＣ

ＴＳＷＶＬ４６００Ｆ ＴＧＴＴＧＴＴＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＧＡＡＧＣＴＣ ４３１３

ＴＳＷＶＬＲ ＡＧＡＧＣＡＡＴＣＡＧＧＴＡＣＡＡＣＴＡＡＡＡＣＡＴＡＴＡＡＴ

１．４　全长克隆及测序

以茄子样品的总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，利

用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ
Ⅱ ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＯｎｅＳｔｅｐＲＴ

ＰＣＲＫｉｔ对ＴＳＷＶ的ＳＲＮＡ、ＭＲＮＡ和ＬＲＮＡ

进行扩增，具体引物信息见表１。其中，ＳＲＮＡ采用
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ＴＳＷＶＳＦ／ＴＳＷＶ８６１Ｒ进行全长扩增；ＭＲＮＡ

采用２对引物分段进行扩增，分别为ＴＳＷＶＭＦ／

ＴＳＷＶＭ１５６０Ｒ 和 ＴＳＷＶＭ１５６０Ｆ／ＴＳＷＶＭ

Ｒ，ＬＲＮＡ同样也采用２对引物分段进行扩增，分别

为 ＴＳＷＶＬＦ／ＴＳＷＶＬ４６００Ｒ 和 ＴＳＷＶＬ４６００

Ｆ／ＴＳＷＶＬＲ，扩增后进行序列拼接。扩增产物用

琼脂糖凝胶快速回收试剂盒纯化，并克隆至载体

ｐＣＥ２ＴＡ／ＢｌｕｎｔＺｅｒｏ上，转化至感受态细胞Ｆａｓｔ

Ｔ１ｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌ（南京诺唯赞生物科技股份有限

公司）中；将菌液ＰＣＲ鉴定为阳性的样品送至北京

六合华大基因科技股份有限公司进行测序。

１．５　序列分析

利用ＤＮＡＭＡＮ８软件对序列进行分析和拼

接。利用ＢＬＡＳＴ进行同源序列检索。采用Ｃｌｕｓｔａｌ

Ｗ算法进行多序列比对，并利用ＭＥＧＡ７．０软件基

于邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育树，

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设为１０００。

２　结果与分析

２．１　田间病株症状以及高通量测序结果

２０２１年３月，在北京海淀区的一个温室内发现

很多茄子植株出现矮化症状，叶片上伴随着褪绿、斑

驳和花叶等症状，且一些发病植株的茄子果实表面

凹凸不平（图１ａ）。随机采集发病的茄子植株８份，

带回实验室进行检测。

通过高通量测序后，获得原始数据１３５１５３０９

条；经过过滤接头以及去除低质量序列等，共获得长

度介于１８～３０ｎｔ的小ＲＮＡ１２５８３６５１条。其中，

２４ｎｔ的小ＲＮＡ最多（４５２３７８７条），其次为２１ｎｔ

的小ＲＮＡ（２００８５０７条）（图１ｂ）。经过序列组装以

及比对分析发现有９３条拼接序列（ｃｏｎｔｉｇｓ）与

ＴＳＷＶ的基因组具有同源性。

图１　感病茄子症状（犪）以及高通量测序结果（犫）

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犻狀犳犲犮狋犲犱犲犵犵狆犾犪狀狋（犪）犪狀犱狋犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犺犻犵犺狋犺狉狅狌犵犺狆狌狋狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵（犫）

　
２．２　犚犜犘犆犚检测结果

为进一步明确高通量测序结果，采用ＴＳＷＶ的

特异性引物ＴＳＷＶ８６１Ｆ／Ｒ对８个茄子样品进行

ＲＴＰＣＲ检测。结果表明，所采集的８个茄子样品

均扩出预期大小条带（图２）。通过对ＰＣＲ产物测序

分析，发现所扩增的ＰＣＲ产物与已报道的ＴＳＷＶ

分离物序列的相似性在９８．７％以上，进一步证明了

引起茄子相关症状的为番茄斑萎病毒，且该病毒为

ＴＳＷＶ 的一个新的分离物，命名为 ＴＳＷＶｅｇｇ

ｐｌａｎｔ。
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图２　茄子样品中番茄斑萎病毒的犚犜犘犆犚检测结果

犉犻犵．２　犚犜犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋狅犿犪狋狅狊狆狅狋狋犲犱狑犻犾狋狏犻狉狌狊犻狀犲犵犵狆犾犪狀狋狊犪犿狆犾犲狊

　
２．３　基因组克隆与分析

根据表１中的引物进一步克隆了ＴＳＷＶ全长

序列，并向ＮＣＢＩ提交了该分离物的ＳＲＮＡ，ＭＲＮＡ

和ＬＲＮＡ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ序列登录号分别为

ＯＭ１５４９６６、ＯＭ１５４９６７和ＯＭ１５４９６８）。其中，ＴＳＷＶ

的ＳＲＮＡ大小为２９５８ｂｐ，编码的非结构蛋白犖犛狊

基因大小为１４０４ｂｐ，其互补链编码的外壳蛋白犖

基因大小为７７７ｂｐ；ＴＳＷＶ 的 Ｍ ＲＮＡ 大小为

４７７６ｂｐ，编码的非结构蛋白 犖犛犿 基因大小为

９０９ｂｐ，其互补链具有一个大的开放阅读框，基因大

小为３４０８ｂｐ，编码２个糖蛋白ＧＮ 和ＧＣ。ＴＳＷＶ

的ＬＲＮＡ大小为８９１３ｂｐ，编码的犚犱犚狆基因大小

为８６４０ｂｐ。

进一步对ＴＳＷＶｅｇｇｐｌａｎｔ分离物与其他已知

ＴＳＷＶ分离物的序列同源性进行分析，ＢＬＡＳＴ

比对结果显示ＴＳＷＶｅｇｇｐｌａｎｔ的ＳＲＮＡ序列与

其他ＴＳＷＶ分离物序列一致性在９８．６％以上，

ＭＲＮＡ序列一致性在９８．８％以上，ＬＲＮＡ序列

一致性在９７．３％以上。其中，ＳＲＮＡ与菊苣犆犻

犮犺狅狉犻狌犿犻狀狋狔犫狌狊分离物（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＭＧ５９３１９９）

的序列一致性最高（９９．６％），ＭＲＮＡ与番茄分

离物（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＫＵ１７９５７０）的序列一致性最

高（９９．１％），ＬＲＮＡ 与菊苣分离物（ＧｅｎＢａｎｋ

Ｎｏ．ＭＧ５９３１９７）的序列一致性最高（９８．８％）。

２．４　系统进化树分析

对ＴＳＷＶｅｇｇｐｌａｎｔ全基因组核苷酸序列与其

他ＴＳＷＶ序列进行比对分析，利用 ＭＥＧＡ７．０软

件基于邻接法构建系统进化树。结果表明，ＴＳＷＶ

ｅｇｇｐｌａｎｔ的ＳＲＮＡ 进化树可分为３个组，其中

ＴＳＷＶｅｇｇｐｌａｎｔ的 ＳＲＮＡ 与美国菊苣分离物

（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＭＧ５９３１９９）亲缘关系最近，聚合为

一个分支，形成组３（图３ａ）；ＭＲＮＡ进化树形成２

个组，其中ＴＳＷＶｅｇｇｐｌａｎｔ的ＭＲＮＡ与中国番茄

分离物（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＪＦ９６０２３６）关系最近，与中国

的其他分离物形成组１，而国外的很多分离物形成

组２（图３ｂ）；ＬＲＮＡ与韩国的枸杞犔狔犮犻狌犿犮犺犻狀犲狀狊犲

分离物（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＭＴ６４３２３４）关系最近，形成

组１，而中国分离物形成组２（图３ｃ）。说明，该分离

物与国内报道的分离物有所不同。

３　结论与讨论

ＴＳＷＶ是世界十大植物病毒之一，寄主范围非

常广泛，给世界上许多国家和地区造成了严重的经

济损失。自１９８９年在中国广州首次发现以来，已在

我国多个省市发生，部分地区发生非常严重［２，１７］，尤

其是番茄和辣椒上［１０，１８］，如在四川［１９］和云南［２０］的

辣椒上，黑龙江［１８］、北京［１０］的番茄上均有检出

ＴＳＷＶ。由于ＴＳＷＶ的传播介体蓟马繁殖速度快，

长期的化学药剂防控导致蓟马抗药性增强，致使

ＴＳＷＶ的防治越来越困难。

茄子是我国重要的蔬菜作物，也是我国北方设

施栽培的主要蔬菜之一，而近几年，病毒病害时有

发生。已报道的可侵染茄子的病毒约４４种，新的

病毒种类还在不断增加。本研究通过高通量测序

技术和 ＰＣＲ方法，明确了侵染茄子的病毒为

ＴＳＷＶ。研究发现，ＴＳＷＶ在侵染茄子后，会导致

茄子植株发育不良，叶片出现严重花叶、褪绿、斑

驳等症状，且发病植株上的茄子果实表皮出现凹凸
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不平的症状，严重影响了茄子的产量和质量。进一

步利用分子生物学方法，克隆了侵染茄子的

ＴＳＷＶ分离物的全基因组序列。通过进化树分析

发现本研究在茄子上分离的 ＴＳＷＶＳ、Ｍ 和 Ｌ

ＲＮＡ亲缘关系表现出不同的地域性，ＳＲＮＡ和与

美国分离物亲缘关系较近，ＭＲＮＡ与中国分离物

亲缘关系较近，而ＬＲＮＡ与韩国分离物亲缘关系

较近，说明该分离物与国内其他分离物有所不同，

可能是随着品种的交流以及蓟马的扩散，与不同国

家的株系间发生了基因重组。因此，本研究发现的

ＴＳＷＶ分离物是否存在不同株系之间的重组需要

进一步的研究。
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图３　犜犛犠犞犲犵犵狆犾犪狀狋和其他犜犛犠犞分离株的全基因组核苷酸序列的系统发育树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犜犛犠犞犲犵犵狆犾犪狀狋犪狀犱狅狋犺犲狉犜犛犠犞犻狊狅犾犪狋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
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