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烟草脉带花叶病毒云南分离物全基因序列分析 

秦西云 1，卢  训 2，方  琦 2，尹跃艳 2，丁  铭 2*，张仲凯 2 

（1.云南省烟草农业科学研究院，昆明 650031；2.云南省农业科学院生物技术与种质资源研究所，云南省农业生物技术重点

实验室，农业部西南农业基因资源与种质创制重点实验室，昆明 650223） 

摘  要：应用电子显微镜负染色法在烟草叶片斑驳、脉间褪绿病样中观察到马铃薯 Y病毒属病毒粒子，通过马铃薯 Y病毒

属兼并引物扩增获得目的片段，序列分析表明病样中病原物为 TVBMV，命名为 YN-YX-TVBMV。根据 GenBank已知序列，

分别合成引物，对 YN-YX-TVBMV进行克隆及测序，得到一条 6047 bp的不完整的病毒基因组核苷酸序列，将该序列与国

内报道的 TVBMV 全基因序列进行对比分析发现该分离物与报道的 TVBMV 其他分离物具有明显的地域分布差异，即云南

获得的分离物均独立聚为一簇。 
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Analysis of the complete genomic sequence of an isolate of Tobacco vein 
banding mosaic virus from Yunnan 
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Abstract: The virus was first observed from Potyvirus with electron microscope. The virus was then identified as TVBMV by 
RT-PCR using primers M4 and Sprimers. The primers were designed using the genomic sequence of the 3’ end of Potyvirus. The  
isolate was named YN-YX-TVBMV. A 6047 bp sequence was obtained from eight segments of YN-YX-TVBMV, This sequence was 
used to compare with TVBMV isolates from China. The results indicated that significant sequence variation existed among TVBMV 
isolates from diferent locations with the isolates from Yunnan Province always formed a separate group. 
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烟草脉带花叶病毒（Tobacco vein banding 

mosaic virus，TVBMV）是马铃薯 Y 病毒科

（Potyviridae）马铃薯 Y病毒属（Potyvirus）的一

个确定种，以蚜虫非持久性传播，也可以通过机

械接种传播[1]。2004—2006年 Tian等[2]对中国四

大烟草主产区的烟草病毒病进行了调查，结果显

示，TVBMV 中国分离物中，云南分离物与其他

中国分离物具有明显的遗传多样性差异；2011年

Zhang等[3]再次对 40个 TVBMV分离物进行全基

因序列分析，也发现了中国大陆的 TVBMV 分离

物之间存在频繁的基因交流，且云南的分离物单

独聚为一只，分为一组，组内也存在频繁的基因

交流。2013年，本实验室得到一个采自云南玉溪 

的 TVBMV 样品，于是对该样品进行了系统鉴定

和全基因序列测定分析，现将实验结果报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

样品于 2013年 8月采自云南省玉溪市研和田

间，品种为云烟 87，病样典型症状为叶片斑驳、
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沿支脉绿岛、脉间褪绿、叶片轻微皱缩（图 1）。 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

注：A：明显脉带花叶症状的烟草叶片；B：明显脉带花叶的烟草叶

片局部症状；C：只有对光才能看见叶脉上绿斑的烟草叶片局部症状 

图 1  样品典型症状 

Fig. 1  The typical symptoms of samples 
 

1.2 方法 

1.2.1  电镜负染色观察  取少量感病材料用刀将

叶片切碎，加入少量 3%戊二醛固定，将铜网放在

样品汁液上吸附 3~5 min，取出吸附有病毒汁液的

铜网，用滤纸吸干后，将吸附有样品的一面朝上放

置，风干 1 min，再放入 2%钼酸铵（pH 5.5）中染

色 5 min，晾干后置于透射电子显微镜下观察。 

1.2.2  分子生物学  （1）马铃薯 Y属病毒鉴定：

采用氯化锂沉淀法提取植物总 RNA，用 M4-T

（ GTTTTCCCAGTCACGACTTTTTTTTTTTTTT

）引物和 Promega 公司的 M-MLV 反转录试剂盒

对总 RNA进行反转录，再取 2 L　反转录产物

用引物 M4（ GTTTTCCCAGTCACGAC）和

Sprimers（GGNAAYAAYAGYGGNCARCC）[4]PCR

扩增时 50 ℃退火 5个循环，再 53 ℃退火 30个

循环。PCR产物应为 1800 bp左右，克隆该片段，

并测序。（2）TVBMV 全基因组序列扩增：采用

氯化锂沉淀法提取植物总 RNA，用表 1中反向引

物和 Promega 公司的 M-MLV 反转录试剂盒对总

RNA进行反转录，取 2 L反转录产物用表 1中

正向引物的引物和反向引物进行 PCR扩增，扩增

时各对引物的退火温度见表 1。克隆符合大小的

目的片段，并测序。 

表 1  用于扩增 TVBMV的引物序列 

Table 1  The primer sequences for TVBMV 
引物名称 引物序列 退火温度/℃

TVBMV900-F 5’-CAGCAAGTTAAGAAGGGTATGAGTG-3’ 60 
TVBMV1848-R 5’-CCAAATTCCGCGGGAGAATCA-3’ 
TVBMV1838-F 5’-GCGGAATTTGGATACGCTGAT-3’ 60 
TVBMV3087-R 5’-AGTTGTCCTGTGCATATTGCTT-3’ 
TVBMV-2822F 5’- GGTGCAAATCGCTGTAGCTG-3’ 58 
TVBMV-3916R 5’- TTTCCTGATCCCACTGCACC-3’ 
TVBMV-3777F 5’- ATGGGTCGGACCATACCTCA-3’ 58 
TVBMV-6300R 5’- GATCGACCCCCTCAACCAAG-3’ 
TVBMV6896-F 5’-TTGGGCACGAGGTTGGAAA-3’ 60 
TVBMV7736-R 5’-CTGAAGCAAAGTGTCCCATCC-3’ 
TVBMV5848-F 5’-CCGCATATACAAAGAAGGGCA-3’ 60 
TVBMV7046-R 5’-CCACCTCTCATGTGATTGTTCCTC-3 
TVBMV-7266F 5’- ATCGAGGTCGGTGTGGTAGA-3’ 58 
TVBMV-9050R 5’-GAATGTTGGTTTGGCGTGCT-3’ 
TVBMV-8059F 5’- ACTGCGCTTTCGTTGCAAAT-3’ 58 
TVBMV-9382R 5’- ACGCCACTCACACCAAGTAG-3’ 

 

2  结  果 

2.1  电镜观察结果 

应用电子显微镜负染色法，在病原汁液中观

察到大小约 13×700~900 nm的线状病毒粒子，且

只有这一种病毒存在。初步判断为 Potyvirus属病

毒[5]。 

2.2  分子生物学结果 

2.2.1  马铃薯 Y 病毒属病毒鉴定结果  Trizol 法

提取病样总 RNA，以M4-T为引物反转录，引物 

M4 和 sprimers进行 PCR扩增。得到约 1800 bp

的目的片段，克隆该片段，并测序。测序结果表

明，供试样品总 RNA中检测到烟草脉带花叶病毒

基因序列，该序列与国内报道的 YN9.1 分离物

（GenBank：KF444434.1）同源性 为 99%。 

2.2.2  TVBMV 全基因组序列扩增结果  供试样

品总 RNA 用表 1 中反向引物和 Promega 公司的

M-MLV反转录试剂盒对总 RNA进行反转录，取

2 L反转录产物用表 1中正向引物和反向引物进

行 RT-PCR 扩增，得到的目片段，克隆和测序。

拼接以上序列获得一条 6047 bp 的不完整的

TVBMV基因组序列，命名为 YN-YX-TVBMV。

使用MEGA 5.0软件将该序列与 GenBank中注册

的 TVBMV 全基因序列进行多序列对比，之后采

用差异位点距离（p-distance）估计它们的进化距

离 ， 结 果 表 明 YN-YX-TVBMV 与登录号为 

KF444434.1的全基因序列进化距离最近（表 1）。 
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进一步加入马铃薯 Y病毒（Potato virus Y，PVY）

全基因序列（GenBank：NC_001616.1）进行对比，

构建系统进化树。结果显示，PVY作为同属不同

种的病毒，系统进化关系较远，YN-YX-TVBMV

与进化距离最近的 KF444434.1聚在一起（图 2）。 

 

 
图 2  TVBMV全基因序列系统进化树 

Fig. 2  The phylogenetic tree of TVBMV complete genome sequences  
 

3  讨  论 

本文选取袁彤彤[6]报道的 10个 TVBMV山东

分 离 物 ， Wang 等 [7] 采 自 河 南 的 HN39

（EU734432.1）分离物，Yu等[8]采自云南的 YND

（EF219408.1，NC_009994.1）分离物，以及郑州

烟草研究院注册的 YN9.1分离物（KF444434.1）

和一个 PVY 全序列（NC-001616.1）进行多序列

对比，并构建系统进化树。PVY与 TVBMV是同

属不同种的病毒，两个病毒间具有明显的进化差

异[1]。采自云南的两个分离物 YND聚为一支，与

YND分离物中 7个蛋白的氨基酸序列和ChiVMV

的相应蛋白氨基酸序列同源性最高有关[8]。YN9.1

和 YN-YX-TVBMV聚为一支，但和国内的其他分

离物分开，与 Zhang 等[3]的报道相同，在其报道

中，整个中国的不同 TVBMV 分离物存在频繁的

基因交流，且云南的总是聚为一组，组内也存在

频繁基因交流。而 YN9.1 和 YN-YX-TVBMV 与

YND 差别较大；据袁彤彤[6]研究表明，TVBMV

有强烈的地域分布性；因此以上差异可能由

YN9.1与 YN-YX-TVBMV采自云南同一地区，而 

YND与它们的采样地不同造成。 
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