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侵染广西烟草的中国番茄黄化曲叶病毒及其

伴随的卫星 !"# 分子的基因组特征
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摘 要：从中国广西靖西的烟草病株上分离到病毒分离物 B=%$ 和 B=%#，用双生病毒特异性引物均扩增出约 &%%C@
的片段，两者序列同源性达 ..D。对 B=%$ 基因组 EFG0G 全序列测定表明，其全长为 $-$’ 个核苷酸，与中国番茄黄

化曲叶病毒（HIJKKFL）同源性最高，达 ."M&D。进一步研究发现，B=%$ 和 B=%# 都伴随有长为 =#!$ 个核苷酸的卫

星 EFG 分子（EFG!），这两个 EFG!分子的全序列与 HIJKKFL 的 EFG!同源性最高，分别为 .$M.D和 .#M!D。这是

首次明确广西分离的 HIJKKFL 也伴随有卫星分子。

关键词：中国番茄黄化曲叶病毒；!"#$%$&’()*；EFG0G；EFG!
中图分类号：N-’ 文献标识码：G 文章编号：%%%=0"$%.（$%%"）%#0%#&’0%&

双生病毒是世界范围内广泛发生的一类植物单

链 EFG 病毒，已在多种作物上引起严重危害［= ( #］。

我国广东、广西、云南和海南等地的烟草、番茄、南瓜

和番木瓜等多种作物受到双生病毒的侵染，给农业

生产造成极大损失［! ( -］。根据介体传播、寄主范围

和基因组结构可将双生病毒分成 ! 个属，其中危害

严重、发生广泛的双生病毒大多属于菜豆金色花叶

病毒属（!"#$%$&’()*），这些病毒在自然条件下由烟

粉虱（!"%’*’+ ,+-+.’）传播，因而也称粉虱传双生病

毒［’］。大多数 C,O717P3Q*R,R 为双组分病毒，基因组

含有 两 条 大 小 均 为 $M& ( #M%SC 的 EFG 分 子，即

EFG0G 和 EFG0T。少数 C,O717P3Q*R,R 为单组 分 病

毒，基因组只含 = 条 EFG 分子，即 EFG0G，大小约

$M’SC［.］。近年来，在一些单组分双生病毒中发现了

一类 对 这 些 病 毒 诱 导 典 型 病 害 症 状 必 需 的 卫 星

EFG分子———EFG!，EFG!与辅助病毒之间具有共

进化关系［=%］。

烟草曲叶病是热带和亚热带烟区的重要病害，

=.’$ 年龚祖埙等［==］初步确定我国烟草曲叶病为双

生病毒引起，=..! 年洪益国等［=$］从分子水平证实了

这一点。随后，刘玉乐等［=#］报道了引起广西烟草曲

叶病的另一双生病毒———中国番茄黄化曲叶病毒

（HIJKKFL），但 当 时 并 没 有 测 定 其 是 否 伴 随 有

EFG!。我们实验室曾报道从云南分离的 HIJKKFL

分离物均伴随有 EFG!
［=!］。本文报道了从广西烟草

上分离的 HIJKKFL 分离物也伴随有 EFG!分子。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 毒源：病毒分离物 B=%$ 和 B=%# 分离自广西

靖西表现曲叶、耳突症状的烟草病株。

$%$%& 试剂：/+0 酶、H! EFG 连接酶及克隆载体

@B/U0H 购自 VQ71,O2 公司，测序试剂盒为 V62Q12<32
公司的 EI/+213< /H E?, H,Q13+2W7Q K?<4, X,Y*,+<3+O
Z3W。
$%& !"# 提取

按谢艳等［&］报道的方法提取总 EFG。

$%’ ()* 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 VG 和 VT，扩增 EFG0G 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 B=%$[ 和 B=%$\ 扩增近全长的 EFG0G。VK\ 反

应条件参照 ]67* 等［=&］的方法。根据谢艳等［="］报道

的方 法 扩 增 EFG!全 长 序 列。VK\ 产 物 克 隆 到

@B/U0H 载体，然后利用通用引物及各特异测序引物

在 U,O2TGK/ =%%% EFG 测序仪上进行序列测定。

所用引物序列见表 =。



表 ! "#$ 扩增和测序所用引物

!"#$% & ’()*%(+ ,+%- ./( 0$/1)12 "1- +%3,%10)12 /. 45676 "1- 456!

’()*%(+ 8%3,%10%（9:!;:）"
’/+)<)/1 )1 =&>?

45676 /( 456!（1<）

’6
’@

=&>?A
=&>?B
=&>?AC
=&>?BC
DEA?
DEB?
#%<">&
#%<">?
=&>?!

!66!6!!6FFG=HG=IFF8F
!==6FD!!BF6H==@FF!!F6F6
FF=F=!F6FF6=66=6F666!
!!=====F!6F=!!!!6!6===
=6F66!=66FF!6=F6F!=
66=6!===!F!FF!F6F!!=F
FF!!!66!!!=66F!==F!!FF
==66=FF6=!!F666!!666==

=!6==!6FF6F!6F=F!6F=F6=F6=FF
6=!==!6FF!6FFF!FFF6====!6F6F

F!==!=F!!F!!FF6!F6!=

?J?? K &;
LMM K 9&>
;NL K L&L
N> K &&&
JEL K JM?
?L&J K ?L;J
&J>M K &J?N
&J?N K &J>M
&?JM K &;>?
&?9N K &?M;
?E9 O ?ML

"@ P F，! /( =；G P = /( !；B P 6 /( =；8 P F /( =；I P 6，

F /( =；HP 6 /( !；D P F /( !Q

!%& 序列分析

利用软件 4568<"(（C"-)+/1，H)+0/1+)1，R86）

和 456C65 I%(+)/1 9S?S?（ TU11/1 @)/+/.<，V,%#%，
F"1"-"）进行序列分析。多序列比较采用 4568<"(
0$,+<"$ H 方法，进化树构建采用 456C65 的邻近相

连法（5%)2W#/(7X/)1)12）。用于 45676 序列比较和进

化 分 析 的 病 毒 有：斯 里 兰 卡 胜 红 蓟 黄 脉 病 毒

（ !"#$%&’( )#**+, -#./ 0$. 1%/2% -.$’3， 6DI8TI，

6A;&L&LL），秋葵黄脉花叶病毒（ 45#/6. )#**+, -#./
(+3%.7 -.$’3，@DICI，6Y>>?L9;），科克蓝棉花曲叶病

毒 （ 8+&&+/ *#%9 7’$* :+25$%/ -.$’3， FTF,GI，

6Y>>?LLN），一 品 红 曲 叶 病 毒（ ;’<5+$=.% *#%9 7’$*
-.$’3，ZTFI，6Y99M&?& ），忍 冬 黄 脉 花 叶 病 毒

（ >+/#)3’72*# )#**+, -#./ (+3%.7 -.$’3，[DICI，

6@>?>JM&），赛 葵 黄 脉 病 毒（ ?%*-%3&$’( )#**+, -#./
-.$’3，CDII，6YL9JM?L），秋葵黄脉花叶病毒（@2$%
)#**+, -#./ (+3%.7 -.$’3，\DICI，6Y>>?L9&），中国番

木 瓜 曲 叶 病 毒（ A%<%)% *#%9 7’$* 85./% -.$’3，
’"TF,F5I，6Y99M&&J），马 来 西 亚 胡 椒 曲 叶 病 毒

（A#<<#$ *#%9 7’$* ?%*%)3.% -.$’3，’%]TFI，6AL&L?MJ），

大豆 皱 叶 病 毒（ 0+)=#%/ 7$./2*# *#%9 -.$’3，8#FTI，

6@>9>JM&），假马鞭曲叶病毒（ 0&%75)&%$<5#&% *#%9 7’$*
-.$’3，8<"TFI，6Y9ELJL?），烟 草 曲 茎 病 毒（ B+=%77+
7’$*) 35++& -.$’3，!#F8I，6YL9JNME），云南烟草曲叶病

毒 （ B+=%77+ *#%9 7’$* C’//%/ -.$’3，!#TFD5I，

6Y9&?JE&），中 国 番 茄 曲 叶 病 毒（!/*"</ $%". 0,($
FW)1" ^)(,+，!/TFF5I，6Y99M&&N），!DTFF5I 的 D&>、

D?9、D;E 和 广 西 分 离 物（ !DTFF5I7［D&>］，

6Y;&NEJ9；!DTFF5I7［D?9］，6YL9JNM9；!DTFF5I7
［D;E］，6YL?>;&E；!DTFF5I7=_，6A;&&J;L），泰国番

茄黄 化 曲 叶 病 毒（ B+(%&+ )#**+, *#%9 7’$* B5%.*%/6
-.$’3，!DTF![I，6YLN9M&?）。

用于 456!序列比较的 456!分子有：新加坡胜

红蓟 黄 脉 病 毒（ !"#$%&’( )#**+, -#./ -.$’3，6DII!，

6Y?9?>J?），@DICI（@DICI!，6Y;>ML?9），木尔坦棉

花 曲 叶 病 毒（ 8+&&+/ *#%9 7’$* ?’*&%/ -.$’3，
FTF,CI!>&， 6Y?N?JEN ）， CDII （ CDII !，

6YL?&LM?），秋 葵 曲 叶 病（ @2$% *#%9 7’$* 6.3#%3#，

\TF4!，6Y;&E>?N），中国黄花稔黄花叶病毒（ 0.6%
)#**+, (+3%.7 85./% -.$’3，8)DCF5I!，6YM&>>N;），

!#F8I（!#F8I!，6YL?&LM9），番 茄 曲 叶 病（ B+(%&+
*#%9 7’$* 6.3#%3#，!/TF4!，6Y;&E>;9），!DTFF5I 的

D&>、D?9 和 D;E 分离物（!DTFF5I7D&>!，6YL?&E?&；

!DTFF5I7D?9!，6YL?&E&N；!DTFF5I7D;E!，6Y9NEJN&），

!DTF![I（!DTF![I7DJ?!，6Y9EEJLE）的 456!分子。

’ 结果和分析

’%! 病毒分离物 (!)’ 基因组 *+,-, 结构

以提取的 =&>? 和 =&>; 基因组 456 为模板，’6
和 ’@ 为引物进行 ’FB 扩增，均得到约 9>>#] 的特

异性条带。对此 9>>#] 产物进行克隆后测序，发现

=&>? 和 =&>; 这一段序列之间的同源性达 NN‘，因

而推测它们为同一双生病毒的不同分离物。对其中

=&>? 进行全序列测定、拼接后发现，=&>? 45676 全

长 ?J?M 个 核 苷 酸（ 1<）（ ZC@T 登 录 号 为：

6C>9>999），其基因组结构具有典型的粉虱传双生

病毒特性，为闭合环状单链 456，共编码 E 个 \BA，

分别是位于病毒链上的 !D& 基因（?MJ1< K &>9J1<）、

!D? 基因（&?J1< K LJL1<）及位于互补链上的 !8& 基

因（&9>E1< K ?9N&1<）、!8? 基因（&&NN1< K &E>;1<）、

!8; 基因（&>9L1< K &L9M1<）和 !8L 基因（?&L&1< K
?L;L1<）。另外在 !D? 和 !8& 之间（对应于核苷酸

?9N?1< K &?E1<）含 & 个 长 ?E;1< 的 基 因 间 隔 区

（a1<%(2%1)0 (%2)/1，aB）。aB 区含有双生病毒保守的各

种顺式元件（0)+7%$%*%1<）：包括茎环结构（含有 N 个

核苷 酸 !66!6!!6F）和 !6!6 #/b 等；重 复 序 列

==!=!F!（ 位 于 核 苷 酸 ?E>91< K ?E&&1<，重 复 于

?E;;1< K ?E;N1<）及 F666!==（位于 ?E?M1< K ?E;L1<，
重复于 ?EEL1< K ?EJ>1<）。这些顺式元件是双生病毒

转录和复制所必需的。

’%’ (!)’ *+,-, 与其它双生病毒的同源性比较

将 =&>? 45676 全序列在 5F@a 上进行 @T68!
检索发现，它与 !DTFF5I 各分离物的 45676 全长

的同源性最高，其中与 !DTFF5I7=_ 和 !DTFF5I7
［D;E］相似性高达 NES9‘和 N9SJ‘，各 \BA 也都与

这两个分离物同源性最高（表 ?）。即使是变异最大

N9;徐幼平等：侵染广西烟草的中国番茄黄化曲叶病毒及其伴随的卫星 456分子的基因组特征 Q c微生物学报（?>>E）LE（;）



的 !" 区，两者相似性也达 #$%&’ ( #)%*’。+,*-
./010 全 序 列 与 其 它 双 生 病 毒 的 相 似 性 却 均 在

23’以 下。从 系 统 关 系 树 得 知，+,*- ./010 与

45677/8 各分离物形成一独立分支，而与其它 ,&
种病毒的 ./010 同源关系均较远（图 ,）。

表 ! "#$! 与其它双生病毒之间全长 %&’(’、)* 及各 +*,- 的同源性比较（.）

49:;< - 7=>?9@AB=C =D CEF;<=GAH< 9CH 9>AC= 9FAH B<IE<CF< AH<CGAGA<B =D F=>?;<G< ./010，!"

9CH <CF=H<H J"KB :<GL<<C +,*- 9CH =GM<@ ,# :<N=>=OA@EB B?<FA<B =@ AB=;9G<B（’）

8A@EB ./0109 !"9 08-: 08,: 07,: 07-: 073: 07P:

45677/81+Q #$%& #)%* #$%& #$%, #2%$ #)%2 #)%* #$%#
45677/81［53$］ #&%) #$%& #$%$ #$%, #2%$ #P%2 #P%2 #&%#
45677/81［5,*］ #*%$ 2)%2 #*%& #P%# #,%P 23%) 23%* 2#%2
45677/81［5-&］ 2#%# #-%P 22%) #,%* #&%$ 2)%3 2)%3 2$%$
R<?678 2-%& 2,%P )2%P 2,%3 2)%$ 2-%, 2,%3 )$%3
45674S8 2-%P ))%- $$%, )2%& 2#%2 2&%2 2)%3 2,%$
R967E7/8 2,%- ))%# 2*%- 2-%& 23%P )P%2 )3%3 )#%$
4:7T8 2,%- 2*%$ ),%3 ))%* #*%# $)%# $P%# 2$%)
4=677/8 )#%P 2P%P $&%& )3%& 22%, $$%) $,%- #*%)
058T68 )2%2 )$%2 )*%P )&%P 2$%, $#%P $)%# ))%3
TG9678 )2%P $P%3 )$%) 2*%# 2*%# 2,%3 )$%# 32%&
T:768 ))%) )#%, )P%, 2*%& )&%) )P%, )-%$ P,%-
4:675/8 ))%3 ),%, ),%$ )2%& )$%- ),%# )-%P P-%)
U588 )$%) $2%P $$%, )2%, 23%, $P%P $,%# )2%$
767EV8 )$%* P)%& )-%P )2%& )#%P )*%# $P%- PP%#
W678 )$%* &*%$ $&%& )$%3 2*%2 $2%# $2%, P3%3
S58U8 )P%# &&%, $2%, )*%2 2,%- &#%3 $P%- $2%*
J58U8 )P%& &,%) $P%) ))%2 ))%$ $-%- $P%# P-%#
X58U8 )3%, P*%) $P%) ))%) )#%3 $,%& $&%) P*%$

9：/EF;<=GAH< B<IE<CF< AH<CGAGY；:：0>AC= 9FAH B<IE<CF< AH<CGAGYZ

图 # 基于 %&’(’ 全长序列构建的系统进化树

KANZ, "<;9GA=CBMA? H<CH@=N@9> :9B<H =C ./010 =D +,*- 9CH =GM<@ ,#

:<N=>=OA@EB<B B?<FA<B =@ AB=;9G<BZ

!/0 与病毒伴随的 %&’!分子结构及与其它已报

道 %&’!的同源性比较

利用 ./0!全长特异引物 :<G9*, 和 :<G9*- 进行

R7" 扩增，+,*- 与 +,*3 均得到一条长约 ,%3[: 的

特异条带，说明分离物 +,*- 与 +,*3 均伴随有卫星

./0 分子（./0!）。序列测定表明，+,*-!与 +,*3!
全长均为 ,3P-CG（WUX6 登录号分别为：0U*&*&&$ 和

0U*&*&&)），两者序列相似性高达 #$%$’。+,*-!与

其它 ./0!的 全 序 列 同 源 性 比 较 表 明，它 与

45677/8 各分离物伴随的卫星分子相似性最高，例

如与 45677/8153$!、5,*!和 5-&!的相似性分别为

#P%P’、#-%#’、22%P’和 2&%,’，而与 4=67.!及秋

葵、棉 花 和 赛 葵 上 的 ./0!的 同 源 性 较 低，仅 为

&*%)’ ( &$%* ’（表 3）。

+,*-!互补链编码一个分子量约为 ,3%$[.9 的

J"K!7,。从 7, 编码的氨基酸序列比较看，+,*-

!7, 与 其 它!7, 的 同 源 性 差 异 很 大，分 别 处 于

-&%P’ ( #)%& ’。+,*-!分子序列上另一个特点是

位于 )$- ( ##$CG 之间富含 0，占 $&%&’。在 ,-P3 (
,& 位核苷酸之间还含有一个长为 ,,&CG 的卫星保守

区（B9G<;;AG< F=CB<@O<H @<NA=C，T7"）。T7" 区含有双生

*$3 Q\ 5=E1?ACN !" #$ Z ]%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（-**$）P$（3）



病毒 科 病 毒 共 有 的 茎 环 结 构 和 保 守 的 九 核 苷 酸

!""!"!!!"#（!后的 " 为 $%"!的第一个核苷

酸），除 !""!"!!"#（双生病毒滚环复制起始位点）

以外，&’() $%"*" 和 &’() $%"!几乎没有序列同源

性。+#, 区是 $%"!分子中最保守的区域，从表 -
可以看出，&’()!与其它各 $%"!的 +#, 区同源性

均在 .-/(0 1 ’((0之间。虽然 &’()!与 +234#%5*
678!的全长序列同源性仅为 9-/)0，但其 +#, 区序

列竟完全一致，这也充分说明了 +#, 区是一个极为

保守的区域。基于 $%"!分子全基因组核苷酸序列

构建的系统进化树显示，&’()!与 &’(-!、!3:##%5*
3-9!、!3:##%5*3’(!和 !3:##%5*3);!形成一个进

化分支，表明 &’()!与这些 $%"!分子的亲缘关系

较近（图 )）。

表 ! "#$% &’(!和其它双生病毒 &’(!分子核苷酸

及氨基酸序列的相似性比较（)）

!<=>? - @?AB?7C<D? EF 7GB>?EC2H? <7H <I27E <B2H J?KG?7B? 2H?7C2C2?J

=?CL??7 &’() $%"!<7H ECM?A $%"!IE>?BG>?J
52AGJ $%"< #’= +#,<

&’(-! .9/9 .N/; ../’
!3:##%5*3-9! .)/. .9/9 .8/-
!3:##%5*3’(! 88/O .O/. .N/O
!3:##%5*3);! 8;/’ .(/N .N/O
!=#+5! N(/. 9N/8 .9/;
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图 % 基于 "#$%!与其它双生病毒 &’(!核苷酸序列构

建的系统关系树
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! 讨论

从广西烟草上分离到 &’() 和 &’(- 分离物，用

双生病毒特异引物（@" 和 @Q）扩增出约 ;((=U 片段，

两者序列同源性为 ..0，推测它们属于同一病毒。

对 &’() $%"*" 序列分析和 Q:"+! 比对发现，&’()
$%"*" 与中国科学院微生物所刘玉乐等［’-］报道的

!3:##%5 同 源 性 最 高，达 .9/;0，与 !3:##%5*
［3-9］分离物的同源性次之（.;/N0）。双生病毒科

病毒全基因组核苷酸序列同源性小于 8.0，往往定

名为不同病毒；而大于 8.0，则认为是同一病毒的

不同 株 系［’N］。由 此，我 们 认 为 &’() 和 &’(- 是

!3:##%5 的两个分离物，!3:##%5 是引起广西烟

草曲叶病的病原。!3:##%5 分离物 &’() 和 &’(-
还伴随有卫星 $%" 分子，且均与 !3:##%5 各分离

物的 $%"!的相似性最高，达 8;0以上，而与有些

!3:##%5 分离物的相似性大于 .)0。对云南地区

!3:##%5 分离物的研究表明，!3:##%5 总是伴随

有 $%"!
［’(］，致病性测定表明 $%"!是病毒诱导症状

必需的。而我们从广西烟草上分离的 !3:##%5 分

离物也均伴随有 $%"!，进一步证明了 !3:##%5 在

自然界总是与 $%"!相伴随的。推测广西 !3:##%5
也是必需依赖于 $%"!才能引起典型的曲叶症状。
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