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广东番茄曲叶病毒 !"分离物基因组 #$%&%的分子特征

何自福 虞 皓 罗方芳
（广东省农业科学院植物保护研究所 广东省植物保护新技术重点实验室 广州 "#%5!%）

摘 要：从采集于广东的番茄曲叶病病株上分离到病毒分离物 G$，序列分析结果表明，其 H1I9I为单链环状，全长
$:!!JK，共有 5个 LM*，其中病毒链上编码 I&#（NO）、I&$，互补链上编码 IN#、IN$、IN2和 IN!。4PIQ8结果显示，与
G$基因组有同源关系的病毒均属双生病毒科菜豆金色花叶病毒属。序列比较结果显示，G$与菜豆金色花叶病毒
属病毒的 H1I9I序列同源率均不超过 62R，其中同源率最高的是 O/PN.N1&9［G#%］（6$S6R）。进一步比较发现，它
们的基因间隔区（TM）变异最大（同源率为 2%S3R U 6#S6R）；NO氨基酸序列的同源率较高（::S5R U 33S$R），IN!蛋
白氨基酸序列的同源率较低（!2S"R U :6S6R）。系统进化关系分析结果也显示，G$与已报道的菜豆金色花叶病毒
属病毒的亲缘关系均较远。因此，G$可能是双生病毒科菜豆金色花叶病毒属中一个未报道的新种，命名为广东番
茄曲叶病毒（8’=/K’ (+/A F.-( G./JCD’JC &>-.V，8’PNGH&）。
关键词：广东番茄曲叶病毒，H1I9I，序列分析，分子特征
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烟 粉 虱 传 双 生 病 毒（X?>K+A(09K-/JV=>KK+D
C+=>J>Y>-.V+V）病是热带、亚热带地区作物上重要病
害，已在美洲、非洲、亚洲和澳大利亚等地区造成了

严重经济损失，该病原病毒是一类具有孪生颗粒形

态的单链环状 H1I 植物病毒，属双生病毒科
（!"#$%$&$’$()"）菜豆金色花叶病毒属（*"+,#,&$’-.），
其基因组由 $个组分（H1I9I和 H1I94）组成，每个
组分的大小为 $S" U $S6Z,；少数病毒为单组分，基因
组只含 H1I9I，约 $S6Z,［#］。近年来的研究还发现，
部分单组分菜豆金色花叶病毒属病毒还伴随着卫星

分子（H1I!），该分子是症状相关因子，但其复制、包
装、移动和传等依赖辅助病毒的 H1I9I［$ U !］

该类病毒病已在我国的广西、云南、海南等省的

烟草、番茄、南瓜等作物上发生，并给生产上造成较

大的损失。近年来，广东番茄产区也发生了烟粉虱

传双生病毒病，我们初步研究结果表明，其与已报道

的烟粉虱传双生病毒存在明显差异［"］。为了弄清发

生在广东番茄上的双生病毒种类及发生情况，进而

开展该病毒病害综合治理对策研究，我们在广东番

茄主要产区分别采集似烟粉虱传双生病毒病的样

本，并对其中部分代表分离物的基因组进行了克隆

和序列分析。本文报道了广东番茄曲叶病毒分离物

G$（8’=/K’ (+/A F.-( G./JCD’JC Y>-.V9［G$］，8’PNGH&9

［G$］）基因组 H1I9I的全序列及其分子特征。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 毒源：病毒分离物 G$采自广东省广州市花
都区的番茄产区，田间病株表现为曲叶、叶脉增厚和

植株矮化等症状；经无毒烟粉虱或嫁接传毒到健康

番茄上，并表现同样症状。

’(’(" 试剂和仪器：D18OV、琼脂糖、H1I分子量标
准（[4T）等均购自上海生工生物技术工程服务有限
公司，/)0 酶购自广州华美公司，O+-A+FKE-+E G+(
N(+/J.E凝胶回收试剂盒（<EE+JD’-A公司）购自广州
基因有限公司，EG<[98 载体为 O-’=+C/ 公司产品。
3:%%型 ONM仪为美国应用生物系统公司产品，全自
动凝胶成像系统为 Q\1G<1<公司产品。
’(" )*+扩增、克隆和序列测定
采用 1/L]法［5］提取接种病株样品总 H1I，作

为 ONM模板。
比较 G+J4/JZ中已报道为害番茄的烟粉虱传双

生病毒 H1I9I序列，在其序列保守区，我们设计了
#对简 并 引 物，引 物 的 序 列 分 别 为：8I "^9
8GNNIH8N\N4\8GGGNNNN92^（ 位 于 #:"6JK U
#:::JK），84 "^9N81GQI8G]G8MNIHGNNI8I8I92^



（位于 !""#$% & ’()$%）（* + ,，-或 .；/ + -或 .；0 +
-，1或 .；2 + ,，-，1或 .；3 + -或 1；4 + ,，-或 .；
5+ ,或 1），用于 6-5扩增 *2,7,约 )8"9: 片段，
并进行克隆和序列测定。

根据测出的序列再设计 ; 条特异引物 .-、.*
和 .1)，其中 .- 和 .* 用于 6-5 扩增上述环状
*2,7,的剩余片段，而 .-和 .1) 用于扩增近全长
*2,7,核苷酸序列，以相互验证获得的全长序列准
确 性。 特 异 引 物 序 列 分 别 为： .-： <=7
1.11.-,1.,.1-,,1.,,11,1-7;=（位于 (<>$% &
(("$%），.*：<=7.,.1.11.-,--.11,-..1,1.-7;=
（位于 !(?!$% & !((#$%），.1)：<=7.1,-,1.-1--.1
,,,.-1,-1,7;=（互补于 (<;$% & (;!$%）。上述各引
物均由上海生工生物技术工程服务有限公司合成。

!"# 序列分析
通过上述方法获得 1) *2,7, 全序列。利用

0@,3.程序对该序列进行同源性检索；在此基础上，
利用 *2,3%AB CDE,FGE$ <8"!（*2,3.,5 H$IJ）-FKL%AF
M法进行多序列比较分析，系统进化树构建采用
CN1, ODBLGP$ ;8"［>］的邻近相连法（2DGEQ:PB7 RPG$G$E
SD%QPT）。

$ 结果和分析

$"! %$ 基因组 &’()(全序列及其特征
利用简并引物 .,和 .0，6-5扩增获得 ! 条预

期大小约 )8"9:的特异片段。在对该特异片段进行
克隆和序列测定的基础上，又设计出 !对特异引物
.-和 .*，6-5扩增出 !条预期大小约 !8"9:的特异
片段，健康对照均无条带出现，)个特异片段重叠部
分核苷酸序列完全一致，拼接后得到 1) *2,7,全
序列长为 )>##$%；而 .- 和 .1) 扩增出预期大小为
)>#!:U的特异片段，该片段序列与上述全序列重叠
部分的碱基也全部一致。因此，1) *2,7, 全长为
)>##$%（1D$0A$9登录号为：,/?")!?<）。
该序列具有菜豆金色花叶病毒属病毒基因组典

型特征，为闭合环状单链 *2,，有 ?个 V5WL，分别是
位于病毒链上的 !"! 基因（)’)$% & !"?<$%，编码
-6）、!") 基因（!;)$% & #()$%，编码与病毒移动相关
蛋白）及位于互补链上的 !#! 基因（!<)"$% &
)?")$%）、!#) 基因（!)">$% & !?!#$%）、!#; 基因
（!"?)$% & !#??$%）和 !## 基因（)!(($% & )##<$%）；在
基因 !")与 !#!之间有 )>;$%（)?";$% & !;!$%）的非
编码区（G$%DBED$GI BDEGP$，H5），该区中含有病毒复制
和转录所需的调控元件，包括 !!$%茎和 !!$%环的茎

环结构（)>)<$% & !;$%）、保守的 .,,.,..,-序列等。
$"$ %$与已报道的双生病毒 &’()(同源性分析

0@,3.检索结果表明，1) *2,7,有较高同源率
的病毒有 #! 种（暂定种或分离物），它们均为
$%&’(’)*+,-病毒；进一步比较结果（表 !）显示：1)
与这 #!种 $%&’(’)*+,- 病毒的 *2,7,全序列同源率
最高为 ()8(X，其中 H5 的变异最大（同源率为
;"8’X & (!8(X），而 !"!、!")、!#!、!#)、!#;、!##
基因的同源率分别为 >#8?X & ’)8!X、?<8>X &
’)8#X、>#8>X & (;8>X、>"8)X & (<8?X、>!8<X &
(<8"X、?(8(X & (’8?X（表 ! 中数据未显示）；在
*2,7,编码的 ?个蛋白中，-6氨基酸序列的同源率
均较高（>>8?X & ’’8)X），,-# 氨基酸序列的同源
率均相对较低（#;8<X & >(8(X），变异也最大。
从 *2,7,全序列系统进化关系树（图 !）可以发

现：1)与 .P@-.MY的亲缘关系稍近，并形成一个分
支，与 6A@-K-2Y的 >个分离物（［1)］、［1#］、［1>］、
［1(］、［1!"］、［1!)］、［1;"］）、.P@-YY 和 6DU@-Y7
［C/］这 ’个 $%&’(’)*+,- 病毒形成一个大的分支，而
与其它 ;!个 $%&’(’)*+,- 病毒的亲缘关系均较远。

# 讨论
对分离自广东的番茄曲叶病毒分离物 1)基因

组 *2,7,全序列进行了分析，其具有菜豆金色花叶
病毒属病毒基因组 *2,典型特征，且与其有同源关
系的病毒均为该属病毒，这说明 1) 也是菜豆金色
花叶病毒属的成员；但 1) 与目前世界上已报道的
菜豆金色花叶病毒属病毒 *2,7,的同源率均不超
过 (;X。双生病毒科病毒全基因组核苷酸序列同
源率小于 (’X往往定名为不同病毒，大于 (’X则被
认为是同一病毒的不同株系［(］。参考国内外在双生

病毒鉴定与分类上众多研究［;，#，?，’ & !;］，我们认为，1)
是双生病毒科菜豆金色花叶病毒属中一个先前未报

道的新种，定名为广东番茄曲叶病毒（.PSA%P FDAZ
IKBF 1KA$ETP$E YGBKL，.P@-1*Y）。我们也曾用双生
病毒 *2,70组分特异引物［!#］和 *2,!分子特异引
物［;］分别进行 6-5，试图获得 1) 的 *2,70组分及
*2,!，均未获得成功，因此该病毒可能为单分体双
生病毒。

*2,7,系统进化关系分析结果显示，1)与已报
道的 $%&’(’)*+,- 病毒的亲缘关系均相对较远，这进
一步支持了 1)是菜豆金色花叶病毒属一个新种的
结论。

与 1) *2,7,有较高同源关系的 #! 种烟粉虱
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表 ! "#与 $!种 !"#$%$&’()*病毒 %&’(’、)*及各基因编码的氨基酸序列同源性比较（+）
!"#$% & ’%()%*+",%- ./ *0)$%.+12% .( "31*. ")12 -%40%*)% 12%*+1+1%- #%+5%%* 67 "*2 8& .+9%( #%,.3.:1(0-%-（;）

<1(0- =))%--1.* *03#%( >?=@= AB C’" =<7" =C&" =C7" =CD" =C8"

’"EC0C?<@［6&F］ =GHHI&7H I7JI K7JL MMJ7 M8JF IFJF KHJL KLJM 8KJ&
’"EC0C?<@［68］ =GI&&M&8 I7J7 K8J7 MKJK MHJK KMJK IFJF KDJM 8HJM
’"EC0C?<@［6&7］ =GHHI&&L I7J7 KDJH MIJI M8JF IFJL KHJL KLJ& 8KJ&
’"EC0C?<@［6I］ =GHHI&78 I7JF K7JK MMJ7 M8JI KMJ8 KLJD K8JL 8HJM
’"EC0C?<@［6DF］ =GHHI&&K I7JF K8J7 MIJI MHJK KMJK KKJI KHJ8 8KJ&
!.ECE< =N&MHKI7 I&JM I&JI M8J7 KLJK IFJD LIJM KDJ& 8MJ8
’"EC0C?<@［6K］ =GI&&8DM I&JK KFJL MIJI M7J7 IFJF K8J& KHJ8 8IJ7
’"EC0C?<@［67］ =GHHI&7D I&JH LMJK MIJ8 M7J7 KIJM KMJD KDJ& 8KJ&
’%OEC<@［PQ］ =/8&87IK I&J7 K&JK MKJK M&J8 KHJD KLJD I7J& H&JI
!.EC<< =N7L8FLD I&J7 KKJ& MIJ& M8JF KKJH LHJ7 LHJK 8DJH
!.EC!R< SIILM7 I&J& L&JM M8J7 ILJK KIJL K8JI KIJ8 H&JI
=Q<< TK8H&L IFJ7 LHJM IMJ& KKJL I8J7 KLJD KHJ8 LHJM
=Q<C?<@［U*7］ =G8MHI&D IFJ& LHJL IMJ& KKJL I8J7 KLJD KHJ8 LHJM
!.ECP< =ND7K8DL IFJ& LDJ& MFJD LIJ& IDJ& KLJD KLJM LDJH
!.EC<@［G<］ =#&FFDF8 KMJI LIJF IMJ& KHJF IDJD K8JI K8JL LHJM
V#CE<@［G’］ =WFHFKI& KMJH LHJ7 IMJ& KHJF KIJM K8JI KLJ& LDJH
=Q<!<@［!"1］ =NDFKIL KMJ7 KFJ7 ILJF KKJL KIJD KLJM K8JL 8HJM
’"EC0C?<@［6X］ =QLHF7ID KMJ& HKJI MHJK KLJK IFJF LIJM K8JL 8IJ7
=Q<!<@［!"1’>］ =ND7KMF7 KMJF KFJ7 IKJM KLJK KKJ7 KHJL K8JL 8HJM
!#ECQ?<@［Q&8D］ =GH&7KL7 KIJK LMJ& IDJ7 KLJK KMJL K7JL KHJ8 LDJH
!#ECQ?<@［Q&L&］ =GHLLK88 KIJK LMJ& I7JI KHJM IDJL KDJD K8JL L8JK
!#ECQ?<@［QD］ =N78FLK8 KIJH LMJH I&JL KHJM KIJL K7JL K8JL L8JK
!#ECQ?<@［Q&DL］ =GH&7KL& KIJH LIJF I7JI KLJK IFJD KDJD KHJ8 L8JK
’"EC0C?<@［6>7］ =GHHI&77 KIJ8 H7JF M8J7 KLJK IFJD LIJM KDJ& 8MJ8
!QECC?<@!#［QDL］ =G87FD&L KKJI K8JD I7J8 I&JK KKJ7 KIJ8 K8JL 8HJM
!QECC?<@!#［QDI］ =G87FD&K KKJK K8JD I7JI I&JK KLJ8 KLJM KHJ8 8HJM
!QECC?<@［QL8］ =G8HKI7D KKJK KDJ7 I7JI I&JK KLJM KKJL KHJ8 8HJM
!QECC?<@!#［QI］ =GD&MLKK KKJL K8JF I7J8 IFJM K7JH KLJ& K8JL 8HJM
!QECC?< =ND&&KD8 KKJH K&J8 IDJ7 IFJM KLJ& KLJ& KKJL 8KJ&
!.ECW>< =N&II8I& KKJ& L8JK IDJL KLJK KIJ& L8J7 LKJM HHJD
!QEC!U<@［&］ TLDF&H KLJH LIJ8 IFJM KHJM KLJM K8JL KIJ8 @
!QEC!U<@［7］ =N&8&M77 KLJH LIJ8 IFJH K7JD KLJ8 K8J& KIJ8 8IJ7
YEC<@［6DH］ =GHHI&7& KHJM K&JL I7JF LKJ7 KMJK L8J7 LKJM H&JI
!#CV<@［Q&］ =N78FLKH KHJH LIJ8 IDJL KLJK K&JM LFJ8 LKJ7 8KJ&
!#ECG< =WF7ILF8 KHJH HKJI KKJL KHJM IFJL H8J& L8J7 H7JM
!.EC<@［=S］ VHD7H& KHJ8 LKJD I8JF LHJ7 I&J& LDJF L7JK HFJL
!#ECX< =NDHFDDF KHJD 8KJ7 KKJI KHJF IFJ7 LFJK LKJM KIJI
!QEC<@［>Z］ =NF78K&H KHJF 8KJD IFJ7 KHJF KMJF LDJK LKJ7 HFJL
VECQ< =G87FD&M K8JI LHJH IFJM K&J8 K7JI LKJ7 LDJ8 8DJH
!.CV<@［V=］ =N7L&IIH K8JL HDJH KMJI KLJ& IFJ7 LDJF LKJM [
!.EC’< =WFHFHMK KDJ& DFJM IHJL H&JI KMJ8 K8J& KMJK 8IJ7

’"EC0C?<：!"#"$" %&"’ ()*% +,-." /-*)0；!.ECE<：123"42 %&"’ ()*% 5"20 /-*)0；’%OEC<：!&##&* %&"’ ()*% /-*)0；!.EC<<：123"42 %&"’ ()*% 6-&4."3 /-*)0；
!.EC!R<：123"42 %&"’ ()*% 1"-7". /-*)0；=Q<<：89&*"4)3 $&%%27 /&-. /-*)0；=Q<C?<：89&*"4)3 $&%%27 /&-. +,-." /-*)0；!.ECP<：123"42 %&"’ ()*%
:"%"$0-" /-*)0；!.EC<@［G<］：!.3"+. $%"/ )0($ :1(0-@［G":"］；V#CE<@［G’］：;2$<&". (*-.=%& %&"’ /-*)0@［G"O"*］；=Q<!<：89&*"4)3 $&%%27 /&-. 1"-7". /-*)0；
!#ECQ?<：12<"((2 %&"’ ()*% >)..". /-*)0；!QECC?<：123"42 $&%%27 %&"’ ()*% +,-." /-*)0；!.ECW><：123"42 %&"’ ()*% ?".9%"@&0, /-*)0；!QEC!U<：
!23"42 $&%%27 %&"’ ()*% 1,"-%".@ /-*)0；YEC<：A)#,2*<-" %&"’ ()*% /-*)0；!#CV<：12<"((2 ()*%$ 0,224 /-*)0；!#ECG<：12<"((2 %&"’ ()*% B"#". /-*)0；!.EC<@
［=0］：123"42 %&"’ ()*% /-*)0@［=0-+("$1"］；!#ECX<：12<"((2 %&"’ ()*% C-3<"<7& /-*)0；!QEC<@［>Z］：123"42 $&%%27 %&"’ ()*% /-*)0@［>.31*1)"* B%O0#$1)］；
VECQ<：;D)"0, %&"’ ()*% >)..". /-*)0；!.CV<@［V=］：123"42 ()*%$ 04).4 /-*)0［V.0+9 =/(1)"］；!.EC’<：123"42 %&"’ ()*% !,-%-##-.& /-*)0 \“"”：=31*.
")12；“ [”：?. ).3O"("#$% ZBN 1- ":"1$"#$%\

传双生病毒中有 DL种来自亚洲地区，这可能暗示，
67与亚洲地区烟粉虱传双生病毒有共同的祖先，并
在其后的进化过程中又发生了广泛的遗传物质交换

与重组。

67与来自广西、云南等地 7L 种中国烟粉虱传
双生病毒 >?=@=的同源率为 K8JI; ] I7JI;，其中
AB、86&、867、8+&、8+7、8+D、8+8 的核苷酸序列同
源率分别为 H7JF; ] K8JD;、KHJ8; ] M&JF;、

FH 微 生 物 学 报 8H 卷



图 ! "#$%&’()［&*］与 +! 种 ,-.#/#01234-4 ’56)6的
系统关系树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 12343 *0 56 7,8 9% *-’+/ :+#*;*<"/=>+>

=>",# -’+ ?@53 <+/>"*, ABC >*0-D7/+

E’+ -/++ D7> .*,>-/=.-+8 :( -’+ ,+"#’:*/4F*",",# ;+-’*8 D"-’ :**->-/7G

%CHC /+G+-"-"*,>$ I**->-/7G <7)=+> 7/+ ",8".7-+8 7> G+/.+,-7#+> 7- 7))

:/7,.’+>$ 5+,I7,J 7..+>>"*, ,=;:+/> *0 -’+ :+#*;*<"/=>+> 7/+ ",

:/7.J+->$（I7/，HK >+L=+,.+ 8"<+/#+,.+）

M9BNK O P6B%K、M9BMK O N6B%K、M9B6K O NHBQK、
MAB6K O NABNK和 QNBNK O NAB%K，说明 56与它们
存在明显的差异。在双生病毒的基因组中最保守的

RS!是编码 T&的 !"% 基因，同一地区双生病毒的
T&同源性相当高［%C，%H］，推测是适应同一地区烟粉虱
种群传毒而进化的结果［%Q］。E*UT51V4［56］与分离
自广东番木瓜上的 &7UT=T2V4［5W］和 &7UT=T2V4
［516］这 6 个病毒的 !"% 核苷酸序列同源率
（NQB%K、NHBMK）及其编码的 T&氨基酸序列同源率
（PHBMK、P9B6K）较高，但与分离自广西番木瓜上的
&7UT=T2V M个分离物的同源率更高，分别为 NPBMK
O P%BCK和 PMBMK O PPB6K，这说明 E*UT51V4［56］
的 !"%基因与 &7UT=T2V M个分离物的亲缘关系更

近（系统进化关系分析结果也是如此）。因此，关于

广东与中国其它地区烟粉虱传双生病毒间的关系及

其演化规律，还需要做进一步研究。

致谢 在序列分析过程中得到浙江大学生物技术研

究所李正和博士的帮助和支持，特此致谢！
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