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侵染稀硷的中国番茄黄化曲叶病毒及其卫星 !"#全基因组结构特征
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摘 要：从云南红河稀硷上分离到病毒分离物 G5!，全序列测定表明，G5! H)I6I全长 #71$个核苷酸。基因组比较
发现，G5! H)I6I与中国番茄黄化曲叶病毒 G14分离物（3GJKK)%6［G14］）同源性最高（88L），与中国番茄黄化曲叶
病毒广西分离物（3GJKK)%）的同源性次之（85L），而与亚洲地区的其它双生病毒的同源性均在 41L以下，表明稀
硷上的分离物 G5!是 3GJKK)%的 "个分离物。利用 H)I!的特异性引物 ,+M/$"和 ,+M/$#，在病毒分离物 G5!中扩
增到卫星 H)I分子（G5!!）。序列分析表明，G5!!全长 "1!$个核苷酸，至少在其互补链上编码 "个有功能的 NO*
（K"）。G5!!的全序列与 3GJKK)%的各个分离物的卫星分子（G14!、G15!和 G4!）的同源性最高，分别为 88P2L、
88P2L和 88P1L；与其它已报道的卫星 H)I!的同源性均低于 55P!L。系统关系树研究表明，卫星 H)I!分子与其
辅助病毒是共同进化的。
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双生病毒是一类具有孪生颗粒形态的单链环状

植物 H)I病毒。根据介体传播、寄主范围和基因组
结构可以分成 ! 个属。粉虱传双生病毒（R><M+F’06
M-/CS;<MM+A T+;<C<U<-.S，R3V）属于其中的菜豆金色花
叶病毒属（W+T&;&U<-.S），自然条件下由烟粉虱（./0
1&2&$ #$)$"&）传播［"］。大多数 W+T&;&U<-.S+S为双组分
病毒，基因组含有两条大小均为 #P2 X 1P$Y,的 H)I
分子，即 H)I6I和 H)I6W。少数 W+T&;&U<-.S+S为单
组分病毒，基因组只含 "条 H)I分子，即 H)I6I，大
小约 #P4Y,［#］。对新加坡胜红蓟黄脉病毒（IT+-/M.;
0+’’&Z U+<C U<-.S，IG%%）、巴基斯坦棉花曲叶病毒
（K&MM&C ’+/F B.-’ U<-.S，KJK.%）及印度秋葵黄脉花叶
病毒（W>+CA< 0+’’&Z U+<C ;&S/<B U<-.S，WG%[%）的研究
发现，这类单组分 W+T&;&U<-.S+S伴随着 " 种新型卫
星分子（H)I!）。H)I!是症状相关因子，但其复制、
包裹、移动和介体传播等都依赖辅助病毒的 H)I6
I［1 X 2］。
双生病毒寄主范围广，病毒基因组变异快，已在

18个国家的番茄、木薯和棉花等作物上造成毁灭性

危害［5］。我国已在云南、广西地区的烟草、番茄、南

瓜上发现了多种双生病毒［7 X "$］，但杂草上的 W+T&;&6
U<-.S+S还未见报道。
杂草是双生病毒的重要中间寄主，因其分布广

泛，繁殖能力强，对病毒的传播扩散起了重要作用。

为了解双生病毒在杂草上的分布、危害情况，我们对

亚洲常见杂草稀硷（,&/+/2)/"3&$ (’&/-#$*&2*）上的双生
病毒进行了研究。本文报道了稀硷中分离到的 W+6
T&;&U<-.S及其伴随卫星 H)I的全基因组结构特征。

$ 材料和方法

$%$ 毒源
病毒分离物 G5!采自云南红河地区的稀硷，病

株表现叶脉增厚、叶片黄化、植株矮化等症状。

$%& !"#提取
按谢 艳等［4］报道的方法提取总 H)I。

$%’ ()*扩增、克隆和序列测定
根据双生病毒基因间隔区及外壳蛋白保守序列

设计引物 \I和 \W，扩增 H)I6I部分区域，并进行



克隆及序列测定，然后根据测出的序列设计特异引

物 !"#$和 !"%扩增近全长的 &’()(。*+%反应条
件参照 ,-./等［$$］的方法。根据谢 艳等［0］报道的

方法扩增 &’(!全长序列。*+%产物分离纯化后，
克隆到 1234)5载体。利用通用引物及各特异测序
引物进行序列测定（表 $）。

表 ! "#$扩增和测序所用引物
56789 $ *:;<9:= /=9> ?.: *+% 6@> =9A/9@B;@C

*:;<9:= D9A/9@B9（0E!FE）" *.=;G;.@
*:;<9:= /=9> ?.: &’()( B8.@;@C：
*( 5((5(55(++H2IH2J++D+ KLKM N $F
*O 522(+!55%+(I22O++55+(+( 0$K N MPQ
!"#$ (++22(525(+(2((2+++52( M00 N ML"
!"% +55++2(5(+(5222++525552 MMM N MKK
*:;<9:= /=9> ?.: &’()( =9A/9@B;@C：
!"M# 2(22252(+2((2(5+2+ $0R" N $"QF
!"M% ++52++(((5+522(+5+(5 $K0R N $KFP
!"M#$ 55(5+2(++2+++(55+( $PR" N KQQM
!"M%$ 55222((55(+2(5((52++ K"PQ N K"L$
!"%K 22((2++(255+(((55(((22 $LF$ N $L$Q
*:;<9:= /=9> ?.: &’(!B8.@;@C：
79G6Q$ 225(++(+5(+2+5(+2+(2+(2++ $KLL N $FQ$
79G6QK 225(++5(+++5+++(22225(+(+ $KR$ N $K0L
*:;<9:= /=9> ?.: &’(!=9A/9@B;@C：
79G6QF +5522+5((52+52252(+5 MMF N M"K

"O S +，5 .: 2；H S 2 .: 5；% S ( .: 2；D S + .: 2；J S (，+ .: 2；IS ( .: 5；! S + .: 5T

!%& 序列分析
利用 &’(DG6:软件（46>;=.@，I;=，UD(）和 &’()

4(’ J9:=;.@ MVQ（ WX@@.@ O;.=.?G，Y/979 +6@6>6）进
行序列分析。多序列比较采用 &’(DG6: B8/=G68Z 方
法，进化树构建采用 &’(4(’的邻近相连法（’9;C-)
7.:)[.;@;@C）。用于 &’()(序列比较和进化分析的病
毒有：中国番茄黄化曲叶病毒烟草分离物 !FR（5.<)
6G. X988.Z 896? B/:8 +-;@6 \;:/=)57［!FR］，5!W++’J)57
［!FR］，(]MKQF$L）、中国番茄黄化曲叶广西分离物
（5.<6G. X988.Z 896? B/:8 +-;@6 \;:/=， 5!W++’J，
(#F$$LFM）、泰国番茄黄化曲叶病毒缅甸分离物（5.)
<6G. X988.Z 896? B/:8 5-6;86@> \;:/=)［ 4X6@<6:］，
5!W+5^J)［44］，(#KQ""LM）、泰国番茄黄化曲叶病
毒 $号分离物（5.<6G. X988.Z 896? B/:8 5-6;86@> \;:/=)
［$］，5!W+5^J)［$］，_"FQ$0）、越南番茄曲叶病毒
（5.<6G. 896? B/:8 J;9G@6< \;:/=，5.W+JJ，(#K"MQ"F）、
胡椒曲叶病毒（ *9119: 896? B/:8 \;:/=， *91W+J，
(#$FMMRM）、烟草曲茎病毒 !$ 分离物（5.76BB. B/:8X
=-..G \;:/=)［!$］，57+DJ)［!$］，(#KMQ"L0）、H6:@6G6‘6
番茄曲叶病毒（5.<6G. 896? B/:8 H6:@6G6‘6 \;:/=，5.W)
+HJ，UFRKFP）、斯里兰卡胜红蓟黄脉病毒（(C9:6G/<
X988.Z \9;@ D:; W6@‘6 \;:/=，(!JDWJ，(#F$M$MM）、云
南烟草曲叶病毒 !F分离物（5.76BB. 896? B/:8 !/@@6@
\;:/=)［!F］，57W+!’J)［!F］，(]MKQF$P）、云南南瓜
曲叶病毒（DA/6=- 896? B/:8 !/@@6@ \;:/=，DW+!J，
(]MKQF$P）、中国南瓜曲叶病毒（DA/6=- 896? B/:8 +-;@6

\;:/=，DW++’J，(OQKLM"0）。用于 &’(!序列比较的
&’(!分子有：新加坡胜红蓟黄脉病毒（(C9:6G/< X98)
8.Z \9;@ \;:/=，(!JJ!，(]K0KQLK）、秋葵黄脉花叶病
毒 （ O-9@>; X988.Z \9;@ <.=6;B \;:/=， O!J4J!，
(]FQRMK0）、4/8G6@ 棉花曲叶病毒（+.GG.@ 896? B/:8
4/8G6@ \;:/=，+W+/4J!Q$，(]KPKL"P；+W+/4J!QK，
(]KPRPQF）、%6[6=G-6@ 棉花曲叶病毒（+.GG.@ 896? B/:8
%6[6=G-6@ \;:/=，+W+/%J!，(!QRF0PQ）、中国番茄黄
化曲叶病毒 !R、!F"和 !FR分离物（5!W++’J)［!R、
!F"、!FR］，!R!、!F"!和 !FR!，(]MK$"KK、(]0Q"LP$、
(]MKQF$0）。

’ 结果

’%! 病毒基因组 ()*+*结构
利用 *(和 *O，*+%扩增得到 $ 条约 0QQ71 的

特异性条带。在对 0QQ71产物进行序列测定的基础
上，用引物 !"#$和 !"%扩增出 $条约 KVL‘7的特异
条带，而健康对照无此产物。全序列测定拼接后发

现，!"M &’()(全长 KLFQ个核苷酸（@G）（34OW登录
号 (]M0LRKF）。!"M &’()(基因组结构具有典型的
粉虱传双生病毒特性，共编码 " 个可读框（a%#=）
（图 $)(）。在 (JK和 (+$之间含 $个长 K"0@G非编
码区，又称基因间隔区（b@G9:C9@;B :9C;.@，b%），对应于
核苷酸 K0PM N $KR位。b%区含有双生病毒复制和转
录所需的各种顺式元件：茎环结构（含有保守的 P个
核苷酸 5((5(55(+）；5(5( 7.c（位于茎环结构上游
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!" # !$%&处）；重复序列 ’’(’()(（位于核苷酸 *!"+
# *+!$位，重复于 *!$, # *!-+%&）及 )...(’’（位于
*!$" # *!$!%&，重复于 *!!! # *!/*%&）。

图 ! "#$ %&’(’和 %&’!基因组结构
0123+ ’4%5617 5829%1:9&15% 5; <!- =>.?.（.）58 =>.!（@）

)*) "#$ %&’(’与其它双生病毒的同源性比较
将 <!- =>.?.全序列进行 @A9B&检索发现，<!-

与亚洲报道的双生病毒的同源性较高，而与美洲、非

洲及地中海地区的相对较低。进一步与亚洲地区的

双生病毒比较表明，<!- 与 (<C))>D 的同源性为
E!F，与烟草上的 (<C))>D分离物 <$G（(<C))>D?
［<$G］）的同源性达 EEF，而与其它双生病毒的同源
性均在 G$F 以下。仔细比较 <!- 与 (<C))>D?
［<$G］，发现即使是变异最大的 HI区，两者之间的同
源性也达 EGF，各 JI0B 的同源性均达 EE # +""F
（表 *）。<!-与我国报道的 (K)LD?［<+］、(KC)<>D?
［<$］、LC)<D 及 LC))>D 的同源性分别为 G"F、
/!F、/,F 和 /*F。从系统关系树得知，<!- 与
(<C))>D及其分离物 <$G 形成一独立分支，且与
<$G的关系更近，而与其它 +"种病毒的同源关系均
较远（图 *）。

表 ) "#$与亚洲其它双生病毒 %&’(’、+,
及各 -,./的同源性比较（0）

(9KA4 * )56M981B5% 5; %N7A45&1O4 9%O 961%5 971O B4PN4%74 1O4%&1&14B

5; 756MA4&4 =>.?.、HI 9%O 4%75O4O JI0B K4&Q44% <!- =>.?. 9%O

5&R48 +* K42565S18NB4B 1% .B19%（F）

D18NB =>.?.9 HI9 .D*K .D+K
（)T）

.)+K
（I4M）.)*

K .)$K .)-K

(<C))>D?(K［<$G］ EE EG +"" EEU! EE EE EE EE
(<C))>D E! E! E/ E/ EE E/ E, EG
(<C)(VD?［WW］ G$ G+ !E /G E$ GG G/ E"
(<C)(VD?［+］ G* /! /" /G E* E" G/ GG
(5C)DD G+ G$ G* G- GG !/ !$ G!
T4MC)D G" // /! // G, G+ /* //
(K)LD?［<+］ G" /! /* /G G+ !E !- G!
(5C)XD /G -E !$ /E /G ," !- ,E
.<DLCD /G // /* /! G/ !E !E /G
(KC)<>D?［<$］ /! /* /* /G /! /+ /" -*
LC)<D /, /" !, /G /, G* /, $,
LC))>D /* $G !" // !E ,* !- G

9 >N7A45&1O4； K .61%5 971O3

图 ) 基于 %&’(’构建的系统进化树
0123* I4A9&15%BR1M O4%O852896 K9B4O 5% =>.?.

5; <!- 9%O 5&R48 +* K42565S18NB4B

)*1 病毒伴随 %&’!分子结构及与其它已报道
%&’!的同源性比较
根据 =>.!的保守序列，设计引物 K4&9"+和 K4?

&9"*，T)I扩增后得到 +条 +U$YK特异条带，而健康
对照则无任何条带。全序列测定表明，<!-!长 +$-"
个核苷酸（ZW@C 登录号为 .[-*+-G$），互补链上编
码 +个 +$U!Y=的 )+蛋白，在 /!+ # EE-位核苷酸之
间富含 .（!,UGF.），在 +*-" # +,位核苷酸之间含 +
个长为 ++,%&保守区域（)5%B48S4O 84215%，)I），)I区
含有双生病毒科病毒共有的茎环结构和 (..(.(?
(.)（图 +?@）。

<!-!与已报道的其它 =>.!的全序列同源性比
较表明，<!-!与 (<C))>D各分离物伴随的卫星分
子同源性最高，与 <G!、<$!!和 <$G!的同源性分别
为 EEU$F、EEU,F和 EEU,F，与胜红蓟、秋葵、棉花上
的卫星 =>.!的同源性较低，为 ,+U* # !!U-F。从
)+编码的氨基酸序列比较看，<!-!)+ 与 <G!、<$!!
和 <$G!的同源性很高，分别为 +""F、EEU*F和
+""F，而与其它 ,个卫星分子的 )+ 的同源性只有
*EU- # !+F。)I 是 =>.!分子中最保守的区域，

+$+期 彭 燕等：侵染稀硷的中国番茄黄化曲叶病毒及其卫星 =>.全基因组结构特征



!"#!与同种 $!%&&’(的各个 )’*!的 &+ 区完全
一致，与其它 ,个 )’*!的 &+区同源性也很高，达
-./- 0 -1/.2（表 .）。

表 ! "#$!与其它双生病毒卫星 %&’!的同源性比较（(）
$3456 . 76896:;3<6= >? :@956>;AB6 3:B 3CA:> 39AB =6D@6:96 AB6:;A;A6=

46;E66: )’*!>? !"# 3:B >;F68 46<>C>GA8@=6=（2）

(A8@= !1! !."! !.1! *!((!H!(I(!
&%&@I(!

JK
&%&@I(!

JL &%&@+(!

)’*!
3--/. --/, --/, ""/# ,K/1 ,K/# ,K/L ,L/1

&K4 KJJ --/L KJJ "K L-/# ../K ../K ../K
&+3 KJJ KJJ KJJ -1/. -#/1 -#/1 -,/M -./-

3 ’@956>;AB6； 4 *CA:> 39ABN

)*$ 基因组 %&’+’与其伴随卫星 %&’!分子共进
化

)’*!分子与其辅助的单组分双生病毒 )’*O*
分别用全序列（)’*!或 )’*O*）构建系统关系树，
分析表明，以 )’*O*构建的进化树形成四大分支，
$!%&&’(的 #个分离物（!1、!."、!.1和 !"#）形成
K个分支，*!((及 H!(I(因同源关系较远分别形
成 K个分支，从 &%&@I(O［P3A.］和 &%&@+(形成 K个
分支；以 )’*!构建的系统关系树形成与其伴随的
辅助病毒 )’*O*一一对应的四大分支（图 .）。这说
明 )’*!分子与其辅助病毒 )’*O*是共同进化的。

图 ! 卫星 %&’分子与其辅助病毒的进化分析
PA<N. 7FQ5><6:6;A9 ;866= >? 9>CR56;6 :@956>;AB6 =6D@6:96= >? )’*!3:B ;F6A8 9><:3;6 F65R68 GA8@=6=

! 讨论
我们对从云南杂草稀硷上分离到的 !"# 进行

全基因组结构研究。序列分析发现，!"#与 $!%&&O
’(广西分离物及其烟草分离物 !.1的同源性最高，
分别达 -"2和 --2。双生病毒科病毒全基因组核
苷酸序列同源性小于 1-2，往往定名为不同病毒，
大于 1-2，则认为是同一病毒的不同株系［KL］。由
此，我们认为 !"#是 $!%&&’(的 K个分离物。
广西报道的 $!%&&’( 证实为单组分病毒［K.］，

而我们对稀硷上的 !"#用 )’*OH特异引物 7&+扩
增和 S>@8;F68:杂交均未能检测到 )’*OH，推测 !"#
可能也是单组分 H6<>C>GA8@=。目前，已发现含卫星
)’*!分子的双生病毒 *!((、&%&@I( 和 H!(I(
均为单组分病毒，因此 H8ABB>:［.，#］认为 )’*!只与
单组分 H6<>C>GA8@=6=相伴随。运用卫星 )’*!的特
异引物 46;3JK 和 46;3JL，从 !"# 中分离到与病毒相
伴随的卫星 !"#!。研究发现，)’*!被辅助病毒的

外壳蛋白包裹，由烟粉虱传播，大小为 )’*O*的一
半，除茎环结构和 $**$*$$*& 外，与病毒基因组
)’*O*无序列同源性。!"#!含有的 &+区，推测是
辅助病毒 )’*O*编码的复制蛋白识别及互作位点，
其 *O8A9F区可能是与卫星分子包装的尺寸要求相关
的［K#］。!"#分离物中发现有 )’*!，进一步辅证 !"#
可能是单组分 H6<>C>GA8@=。
杂草分布广泛，生命力极强，是多种病虫赖以生

存的重要中间寄主。从稀硷上分离到中国番茄黄化

曲叶病毒，说明稀硷是该病毒的重要中间寄主，由于

稀硷分布广，因此有可能会造成该病毒发生面扩大，

目前该病毒已在云南和广西引起作物严重危害，应

引起重视。为了更好地了解我国双生病毒的类型及

分布情况，有必要对杂草上的 H6<>C>GA8@=6=进行深
入系统的研究。
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