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烟草扭脉病毒云南分离物rtp基因克隆及序列分析
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摘 要:探究来自云南不同时间和不同地区的烟草扭脉病毒(TVDV)各分离物间rtp 基因

序列差异,分析烟草丛顶病近年在田间发生趋势减缓的原因.以2020—2022年从云南楚

雄、大理、保山及红河采集的染病烟草样品为材料,对TVDV的rtp 基因进行扩增和序列

分析,共得到TVDV7个不同分离物的rtp 基因序列,长度均为2172nt,包含618nt的

cp 基因及1554nt的rtd 区;推导的TVDVRTP蛋白共编码722个氨基酸,其中包含CP
蛋白的205个氨基酸,RTD的517个氨基酸.多重序列比对结果发现,获得的7个TVDV
分离物与GenBank上登录的其他TVDV分离物间cp 基因核苷酸序列一致性为98.71%~
100%,不同TVDV分离物间CP蛋白的氨基酸序列一致性为98.05%~100%,存在4个氨

基酸的差异.获得的7个TVDV分离物与GenBank数据库登录的其他TVDV分离物间rtd
区核苷酸序列一致性为96.68%~99.81%,RTD蛋白的氨基酸序列一致性为96.52%~
100%,存在39个氨基酸的差异.这些TVDV分离物rtp 基因的变异可能会对TVDV的蚜

虫传播效率产生影响,进而影响到烟草丛顶病在田间的发生与流行.
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Abstract:Inordertoexplorethevariationsinthereadthroughproteingene(rtpgene)sequence-
samongisolatesoftobaccoveindistortingvirus(TVDV)collectedatdifferenttimesandfrom
variousregionsofYunnanProvince,andanalyzethefactorscontributingtotherecentdecelera-
tionoftobaccobushtopdiseaseinthefield,thertpgenesequencesofTVDVwasclonedandan-
alyzedfromthediseasedtobaccosamplescollectedfromChuxiong,Dali,BaoshanandHong-
heAutonomousPrefectures/CityinYunnanProvincefrom2020to2022.Thertp genese-
quencesofsevendifferentTVDVisolateswereobtained,allofthemwere2172nucleotide(nt)
inlength,consistingofa618-ntcpgeneand1554-ntrtddomain.Consequently,theTVDVRTP
proteinhasatotalof722aminoacids(aa),comprising205aaofCPproteinand517aaofRTD.
Multiplealignmentanalysisresultsshowedthatthentsequenceidentitiesofthecpgenebe-
tweenthesevenTVDVisolatesobtainedinthisstudyandtheTVDVisolatesregisteredinGen-
Bankwere98.71%~100%.Similarly,theaasequenceidentitiesoftheCPproteinamongdiffer-
entTVDVisolateswere98.05%~100%,withfouraavariations.Thentsequenceidentitiesof
thertddomainbetweenthesevenTVDVisolatesobtainedinthisstudyandtheTVDVisolates
derivedfromGenBankrangedfrom96.68%to99.81%.Likewise,theaasequenceidentitiesof
theirRTDdomainwere96.52%~100%,withthirty-nineaadifferences.Thevariationofrtp
geneintheseTVDVisolatesmayaffecttheefficiencyofaphidtransmissionofTVDV,andthus
affecttheoccurrenceandprevalenceoftobaccobushtopdiseaseinthefield.
Keywords:tobaccoveindistortingvirus;tobaccobushytopdisease;readthroughprotein;mo-
lecularvariation;aphidtransmission

  烟草扭脉病毒(Tobaccoveindistortingvirus,TVDV)是引起烟草丛顶病的主要病原物之

一[1],主要由蚜虫进行传播,单独侵染烟草时无明显症状,与病原物烟草丛顶病毒(Tobacco

bushytopvirus,TBTV)[2],烟草丛顶病毒卫星RNA(TobaccobushytopvirussatelliteRNA,

TBTVsatRNA)[3]和烟草扭脉病毒伴随 RNA(TobaccoveindistortingvirusassociatedRNA,

TVDVaRNA)[4]共同侵染引起烟草丛顶病[5],仅在4种病原物同时存在时才会显现烟草丛顶病

的典型症状[6].在中国,烟草丛顶病1993年首次在云南省保山市大面积暴发,随后发生地主要

集中在云南省的保山市、大理州和楚雄州,另外昆明、玉溪、红河、思茅、文山、西双版纳及怒

江等州(市)也有烟草丛顶病零星发生的报道.截至2001年,烟草丛顶病在云南累计发病面积达

51300hm2,其中8700hm2 的烟草绝收,直接经济损失高达2.1亿元[7],但近年来烟草丛顶病

的发生在逐渐减少,具体原因尚不清楚.烟草丛顶病主要依靠蚜虫为媒介进行传播,TVDV是

蚜虫传播烟草丛顶病的关键因子[8],可以辅助其余3种病原物进行蚜虫传播.

TVDV属于马铃薯卷叶病毒属病毒(Polerovirus),TVDV基因组为单分体线性正义单链

RNA病毒(+ssRNA),全长5920nt[1].TVDV的基因组结构包含7个ORFs,其中,ORF3编

码22.4kDa的蛋白,为病毒的外壳蛋白(CoatProtein,CP);ORF5称为通读域(Readthrough
Domain,RTD),与 ORF3的终止密码子相连接形成 ORF3-RTD 的编码框,编 码 大 小 为

79.3kDa的通读蛋白(Readthroughprotein,RTP)[9].马铃薯卷叶病毒属病毒的CP具有较高的

同源性,RTD蛋白分为N端保守区和C端可变区,可变区的序列差异较大[10].TVDV通过蚜

虫以持久非增殖型的方式进行传播,不能通过汁液机械传播[11],持久性病毒通过蚜虫传播,需

要突破蚜虫的肠道和唾液腺两道屏障才能顺利进行传播,通过借助结构蛋白介导的胞吞胞吐机

制进行传播[12].TVDV主要通过RTP与蚜虫相关蛋白的相互识别进行传播,有研究通过对同

属的甜菜西方黄化病毒(Beetwesternyellowsvirus,BWYV)CP蛋白进行体外表达、突变体构
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建及电镜、荧光显微镜检测发现,BWYV可通过CP蛋白介导的胞吞胞吐机制突破肠道屏

障[13],说明CP是病毒突破蚜虫屏障的必需蛋白.另外,在对BWYV与南瓜蚜传黄化病毒(Cu-

curbitaphid-borneyellowsvirus,CABYV)RTD区的置换试验中发现,RTD区在对蚜虫肠道

的侵入位点识别及能否突破蚜虫唾液腺屏障具有决定性作用[14].以上结果表明,构成马铃薯卷

叶病毒属病毒RTP的CP和RTD对该属病毒顺利突破传毒昆虫的屏障进行有效传播具有重要

意义.且有研究表明,马铃薯卷叶病毒属病毒的RTD保守区域参与了病毒在植物宿主中的移

动和积累[15-16].综上所述,马铃薯卷叶病毒属病毒的RTP(包含CP和RTD)对顺利完成病毒对

植物的侵染以及经昆虫介体传播具有十分重要的作用.本研究通过扩增和分析不同年份来自云

南省不同烟区的TVDV分离物rtp 基因的核苷酸序列及其编码产物的氨基酸序列,探讨不同

TVDV分离物的变异特性对其侵染植物和昆虫介体传播的影响,为TVDV的防控提供重要参

考,同时也可进一步为防治烟草丛顶病的发生提供参考.

1 材料与方法

1.1 样品来源

2020—2022年,从云南省保山市、楚雄州、大理州以及红河州采集的烟草病毒病样品(表1).
经RT-PCR检测后,每个地区选择一个含TVDV的烟草样品进行TVDVrtp 基因序列的扩增

和序列分析.

表1 样品信息表

名称 样品采集地 采集时间 样品数量/个

20YCX 楚雄州楚雄市 2020年6月 8
21YCX 楚雄州楚雄市 2021年6月 22
20YDLWS 大理州巍山县 2020年6月 8
21YDLWS 大理州巍山县 2021年6月 22
20YLY 保山市隆阳区 2020年6月 50
21YLY 保山市隆阳区 2021年6月 26
22YLX 红河州泸西县 2022年7月 42

1.2 烟草样品总核酸的提取

利用CTAB法[17]提取烟草样品的总核酸:称取样品叶片0.1g,立即加入1.2mL含2‰巯

基乙醇CTAB缓冲液,于高通量组织研磨仪中研磨充分后,置于65℃水浴锅中保温50min;

4℃,12000rpm离心10min,取上清液至新的1.5mL离心管中,加入等体积的氯仿/异戊醇

(24∶1),充分振荡混匀;4℃,12000rpm离心10min,转移上清液至新的1.5mL离心管中并

加入预冷异丙醇(上清∶异丙醇=1∶0.7),反复颠倒数次,室温放置10min;4℃,12000rpm离

心15min,丢弃上清,沉淀加入预冷的75%乙醇500μL,12000rpm离心10min,丢弃上清,

室温下自然干燥15min;待核酸沉淀干燥后,加入30μLddH2O后并置于冰上30min进行充

分溶解,提取的核酸保存于-20℃冰箱,用于后续试验.

1.3 引物设计

据NCBI数据库中TVDV-YKMPL分离物(登录号:MW579561)的序列,设计扩增TVDV

rtp 基因的引物(表2),rtp 基因全长2712nt,共设计了3对引物分成3个片段进行扩增,rtp
片段1与rtp 片段2之间有120nt的重叠区,rtp 片段2与rtp 片段3之间有57nt的重叠区.
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1.4 RT-PCR扩增

反转录体系(10μL)包括:模板核酸2μL,通用引物1μL,ddH2O3μL,70℃变性10min,

冰上急冷2min后,加入试剂5×M-MLVBuffer2μL、dNTPmixture(10mmol/L)和RNase
M-MLV(RNaseH-,200U/μL)各0.5μL,ddH2O1μL,42℃保温60min,再70℃保温

15min.
PCR扩增体系(10μL):Taqmix5μL,ddH2O3.6μL,特异性上下游引物(表2)各0.2μL,

cDNA1μL.扩增条件:94℃5min;94℃30s,根据表2中引物所对应的退火温度退火30s,

72℃1min,循环35次;72℃10min.PCR扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测并拍照记录结果.

表2 扩增TVDVrtp 基因的引物序列

名称 序列(5'-3') 片段长度/bp 退火温度/℃

TVDVrtp1dF
TVDVrtp1dR

GCCCACGTTAGAGCTATTGT
GTGTGGGTTGAGGTTGAGGT

689 55

TVDVrtp2dF
TVDVrtp2dR

ACGGAACAAAAGGTGTTGCC
ATCTCCTTTCTCTCCTCGCC

801 56

TVDVrtp3dF
TVDVrtp3dR

TAGATGAGCACCTTGAGGGT
TTGGAGTTCAGTGTGCTCGT

925 55

1.5 克隆和测序

参照凝胶回收试剂盒说明书(上海生工生物有限公司)纯化PCR产物,回收目的片段与载

体pMD19-T连接,进行分子克隆,连接反应体系(10μL):SolutionⅠ5μL,回收产物4.5μL,

pMD19-TVector0.5μL,置于16℃过夜反应.将连接产物转化进大肠杆菌DH5α感受态中,

37℃培养后挑取单菌落在含抗生素(100μg/mL氨苄青霉素)的LB液体培养基中培养,菌液经

PCR检测后选阳性克隆进行测序分析.测序结果提交 NCBI核苷酸数据库进行BLAST(http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)序列比对分析.
1.6 扩增片段的拼接与分析

利用DNASTARlasergene软件对获得的TVDVrtp 基因各片段序列进行整理和拼接,得

到TVDV的rtp 基因全长序列,共获得7个TVDV分离物的rtp 基因序列.GenBank数据库

已登录的TVDVcp 基因共有7个,TVDVrtd 区域4个(表3).利用以上不同TVDV分离物进

行多重序列比对分析.

表3 GenBank数据库中TVDVcp 基因和rtd 区域的信息

名称 基因登录号(cp) 蛋白登录号(CP) 基因登录号(rtd) 蛋白登录号(RTD)

Longlin EF529624 ABV01913 EF529624 ABV01915

Baoshan AF402621 AAM12154.2 — —

YBSEA MG674186 AXN72344 — —

BSh4 AJ704819 CAG28953 — —

YBSh MW579560 UKD40734 MW579560 UKD40734

YKMPL MW579561 UKD40738 MW579561 UKD40738

YK2 OM062616 UZQ18742 OM062616 UZQ18742

  注:“—”表示未登录该基因或蛋白.
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2 结果与分析

2.1 不同TVDV分离物rtp 基因的扩增及序列分析

以2020-2022年从云南楚雄、大理、保山和红河采集的感染病毒病烟草为材料,提取植物

总核酸后先利用 RT-PCR技术检测烟草中 TVDV 的感染情况,然后每个地区选择一个含

TVDV的烟草样品进行TVDVrtp 基因的序列扩增.将TVDV的rtp 基因分3个片段进行扩

增,PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电泳,可见3条不同长度的特异性扩增带,得到TVDVrtp
片段1、rtp 片段2和rtp 片段3分别约为600bp、800bp和900bp的扩增条带(图1).将目的

条带进行割胶回收、分子克隆,筛选到的阳性单斑送上海生工生物有限公司进行测序,测序所

得的序列用DNASTAR软件进行序列拼接和分析,最终分别得到来自楚雄、大理和保山及红

河的7个TVDV分离物rtp 基因的全长序列,长度均为2172nt,其中cp 基因的长度为

618nt,rtd 区长度为1554nt;不同TVDV分离物均能编码出正确的TVDVRTP蛋白,均由

722个氨基酸组成,其中CP蛋白由205个氨基酸组成,RTD由517个氨基酸组成.将TVDV
不同分离物的rtp 基因序列上传至GenBank数据库中,获得不同分离物的基因登录号(表4).

  M:DL2000marker,泳道1~3:TVDV不同分离物rtp 片段1的扩增条带,泳道4~6:TVDV

不同分离物rtp 片段2的扩增条带,泳道7~8:TVDV不同分离物rtp 片段3的扩增条带.

图1 部分烟草样品TVDVrtp 基因扩增电泳图

表4 本研究获得的不同TVDV分离物rtp 基因序列登录号

名称 基因登录号(rtp) 来源

20YCX OR187357 楚雄州楚雄市

21YCX OR187358 楚雄州楚雄市

20YDLWS OR187359 大理州巍山县

21YDLWS OR187360 大理州巍山县

20YLY OR187361 保山市隆阳区

21YLY OR187362 保山市隆阳区

22YLX OR187363 红河州泸西县

2.2 不同TVDV分离物的cp 基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列一致性

为了便于叙述,把测序后到TVDV不同分离物rtp 基因按照其组成的cp 基因和rtd 区域

两个部分,分别进行序列分析.共获得7个TVDV分离物cp 基因序列,下载目前GenBank数

据库登录其他8个TVDV分离物cp 基因序列,连同本研究获得7个TVDV分离物cp 基因序

列共15个TVDV分离物的cp 基因序列,进行多重序列比对.这些TVDV分离物的cp 基因均
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由618个核苷酸组成.比对结果显示,不同 TVDV 分离物cp 基因核苷酸序列一致性为

98.71%~100%(表5,右上),其中本研究获得的来自2021年楚雄、保山和大理的分离物

21YCX、21YLY、21YDLWS与来自GenBank中登录的保山和昆明分离物YBSEA、YK2的cp
基因核苷酸序列完全一致;来自大理的分离物20YDLWS与来自红河的分离物22YLX的cp 基

因核苷酸序列一致;2020年来自楚雄和保山的分离物20YCX、20YLY与GenBank中登录的其

他TVDV分离物cp 基因核苷酸序列均存在差异.将15个TVDV分离物的cp 基因推导出相应

的氨基酸序列,发现这些TVDV分离物的CP蛋白均含有205个氨基酸,多重序列比较分析结

果显示,不同TVDV分离物的CP蛋白的氨基酸序列一致性为98.05%~100%(表5,左下),

较为保守,大多数分离物间没有差异.其中GenBank中登录的来自保山的分离物Longlin的CP
蛋白的氨基酸序列与其他分离物均存在差异,与本研究获得的来自2020年的楚雄分离物

20YCX差异最大,它们之间的CP蛋白的氨基酸序列一致性为98.05%.

表5 不同TVDV分离物cp 基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列一致性比对结果 %

TVDV
分离物 20YCXa 21YCXa 20YDLWSa21YDLWSa 20YLYa 21YLYa 22YLXa Longlin Baoshan YBSEA BSh4 YBSh MiDu YKMPL YK2

20YCXa 99.84 99.51 99.84 99.68 99.84 99.51 98.71 99.51 99.84 99.19 99.51 99.68 99.51 99.84
21YCXa 99.51 99.68 100 99.84 100 99.68 98.87 99.68 100 99.35 99.68 99.84 99.68100
20YDLWSa 99.02 99.51 99.68 99.51 99.68 100 99.19 99.68 99.68 99.35 99.68 99.84 99.68 99.68
21YDLWSa 99.51 100 99.51 99.84 100 99.68 98.87 99.68 100 99.35 99.68 99.84 99.68100
20YLYa 99.51 100 99.51 100 99.84 99.51 98.71 99.51 99.84 99.19 99.51 99.68 99.51 99.84
21YLYa 99.51 100 99.51 100 100 99.68 98.87 99.68 100 99.35 99.68 99.84 99.68100
22YLXa 99.02 99.51 100 99.51 99.51 99.51 99.19 99.68 99.68 99.35 99.68 99.84 99.68 99.68
Longlin 98.05 98.54 99.02 98.54 98.54 98.54 99.02 98.87 98.87 98.87 98.87 99.03 98.87 98.87
Baoshan 99.51 100 99.51 100 100 100 99.51 98.54 99.68 99.35 99.68 99.84 99.68 99.68
YBSEA 99.51 100 99.51 100 100 100 99.51 98.54 100 99.35 99.68 99.84 99.68100
BSh4 99.51 99.51 100 99.51 99.51 99.51 100 99.02 99.51 99.51 99.35 99.51 99.35 99.35
YBSh 99.51 100 99.51 100 100 100 99.51 98.54 100 100 99.51 99.84 100 99.51
MiDu 100 100 99.51 100 100 100 99.51 98.54 100 100 99.51 100 99.84 99.84
YKMPL 99.51 100 99.51 100 100 100 99.51 98.54 100 100 99.51 100 98.54 99.68
YK2 99.51 100 99.51 100 100 100 99.51 98.54 100 100 99.51 100 100 100

  注:a为本研究扩增所得分离物.表格右上方的数据为不同TVDV分离物cp 基因核苷酸序列一致性比对结果,表格左下方的

数据为不同TVDV分离物CP蛋白氨基酸序列一致性比对结果.

通过将不同TVDV分离物的CP蛋白的氨基酸进行序列比对,发现不同分离物间仅存在4
个氨基酸的差异,分别为第6位、第41位、第55位和第145位氨基酸.其中来自保山分离物

Longlin的CP蛋白第6位的氨基酸为丙氨酸(A),其余分离物的氨基酸为缬氨酸(V);第41位

氨基酸的差异来自保山分离物Longlin与其他分离物,Longlin分离物第41位氨基酸为X,即

未确定,而其他 TVDV 分离物的氨基酸为精氨酸(R);本研究获得的大理和红河分离物

20YDLWS、22YLX及GenBank中已登录的保山分离物Longlin和BSh4的CP蛋白第55位氨

基酸为甘氨酸(G),其他分离物的氨基酸为丝氨酸(S);本研究获得的楚雄20YCX分离物的CP
蛋白第145位氨基酸是脯氨酸(P),其他分离物的氨基酸为亮氨酸(L)(图2).
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图2 不同TVDV分离物CP蛋白的氨基酸序列多重比对结果

2.3 不同TVDV分离物的rtd 区核苷酸序列及其推导的氨基酸序列一致性

本研究共获得7个TVDV分离物rtd 区序列,下载目前GenBank数据库中仅登录的4个

TVDV分离物rtd 区序列,共11个TVDV分离物rtd 区核苷酸序列,进行多重序列比对.这些

TVDV分离物的rtd 区均由1554个核苷酸组成,比对结果显示,不同分离物的rtd 核苷酸序

列一致性为96.68%~99.81%(表6,右上),说明所有分离物的rtd 核苷酸序列均存在差异,差

异最大的为来自楚雄的分离物21YCX与来自保山的分离物Longlin,它们之间的rtd 区域核苷

酸序列一致性仅为96.68%;差异最小的为来自楚雄的分离物20YCX与来自昆明的分离物

YK2.将所有11个TVDV分离物的rtd 区核苷酸序列推导出相应的氨基酸序列,发现这些分

离物的RTD蛋白均含有517个氨基酸,多重序列比对结果显示,不同分离物的RTD蛋白的氨

基酸序列一致性为96.52%~100%(表6,左下),大部分TVDV分离物间的RTD蛋白的氨基

酸序列存在差异.其中来自保山的分离物YBSh与来自昆明的分离物YKMPL之间的RTD蛋

白的氨基酸序列完全一致,其余TVDV的分离物RTD蛋白的氨基酸序列均存在差异.

表6 不同TVDV分离物rtd 区核苷酸序列及其推导的氨基酸序列一致性比对 %

TVDV
分离物 20YCXa 21YCXa 20YDLWSa21YDLWSa 20YLYa 21YLYa22YLXa Longlin YBSh YKMPL YK2

20YCXa 99.23 99.55 99.49 99.49 99.42 98.39 97.49 98.46 98.39 99.81
21YCXa 98.26 98.20 98.13 98.97 99.29 97.88 96.68 97.94 97.88 99.29
20YDLWSa 98.84 97.87 99.42 99.29 99.23 98.46 97.30 98.26 98.20 99.61
21YDLWSa 99.51 98.07 98.65 99.23 99.16 98.13 97.23 98.20 98.13 99.55
20YLYa 99.51 97.79 98.07 98.26 99.16 98.13 97.23 98.20 98.13 99.55
21YLYa 99.51 98.65 98.45 98.65 98.07 98.07 97.17 98.13 98.07 99.29
22YLXa 98.45 97.10 98.45 97.87 97.29 97.68 97.75 97.94 97.88 98.46
Longlin 97.49 96.52 97.10 97.29 96.71 97.10 97.68 97.55 97.49 97.55
YBSh 98.65 97.68 98.26 98.45 98.07 98.84 98.45 98.07 99.94 98.52
YKMPL 99.15 97.68 98.26 98.45 97.87 98.26 98.45 98.07 100 98.46
YK2 99.42 98.45 99.03 99.23 97.68 99.03 98.26 97.68 98.84 98.84

  注:a为本研究扩增所得分离物.表格右上方的数据为不同TVDV分离物rtd 区核苷酸序列一致性比对结果,表格左下方的数

据为不同TVDV分离物RTD蛋白氨基酸序列一致性比对结果.

将TVDV不同分离物的RTD区域的氨基酸序列进行比对,发现不同TVDV分离物序列

间存在39个氨基酸的差异,RTD保守区(aa1~260)存在11个氨基酸的差异,分别为第42位、
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44位、63位、64位、88位、153位、173位、216位、248位、258位和260位氨基酸.RTD可变

区(aa261~517)存在27个氨基酸的差异,分别为第261位、270位、271位、287位、291位、

297位、298位、302位、304位、313位、337位、342位、356位、360位、372位、379位、

390位、432位、446位、463位、465位、472位、499位、503位、504位、508位和515位氨基

酸(图3).其中,TVDV不同分离物RTD保守区的11个氨基酸序列差异具体如下:本研究获

得的楚雄分离物20YCX的RTD序列第42位氨基酸为甘氨酸(G),其余分离物的氨基酸均为

谷氨酸(E);本研究获得的大理和红河分离物20YDLWS、22YLX的RTD序列第44位氨基酸

为甘氨酸(G),其余分离物为天冬氨酸(D);本研究获得的大理分离物21YDLWS的RTD序列

第63位氨基酸为甘氨酸(G),其余分离物的氨基酸均为谷氨酸(E);本研究获得的楚雄分离物

20YCX的RTD序列第64位氨基酸为天冬氨酸(D),其余分离物的氨基酸均为天冬酰胺(N);

本研究获得的大理分离物21YDLWS的RTD序列第88位氨基酸为亮氨酸(L),其余分离物的

氨基酸均为苯丙氨酸(F);而第153位的氨基酸差异为来自保山的分离物Longlin与其他分离

物之间的差异,同样的,Longlin分离物第153位氨基酸为X(即未确定),而其他TVDV分离

物的氨基酸为谷氨酰胺(Q);本研究获得的楚雄分离物21YCX的RTD序列第173位氨基酸为

组氨酸(H),其余分离物的氨基酸均为精氨酸(R);本研究获得的大理和红河的分离物

20YDLWS、22YLX的RTD序列第216位氨基酸为缬氨酸(V),其余分离物的氨基酸均为甲硫

氨酸(M);本研究获得的保山分离物20YLY的RTD序列第248位氨基酸为亮氨酸(L),其余

分离物的氨基酸均为组氨酸(H);本研究获得的红河分离物22YLX的TVDV的RTD序列第

258位氨基酸为亮氨酸(L),其余分离物的氨基酸均为脯氨酸(P);本研究获得的红河的分离物

22YLX与来自保山的分离物Longlin的RTD序列第260位氨基酸为亮氨酸(L),其余分离物

的氨基酸均为脯氨酸(P).TVDV不同分离物RTD可变区的序列差异将不做赘述,具体见图3.
由上述分析可知,本研究获得TVDV分离物与GenBank中登录的TVDV分离物的RTD区域

发生了很多变异,其中RTD中的保守区发生了11个氨基酸的差异,只是目前尚不清楚这些氨

基酸的变异与TVDV对烟草的侵染性和经蚜虫传播有何关系.

图3 不同TVDV分离物RTD保守区的氨基酸序列多重比对结果

3 讨论

重组和突变在植物病毒中发生较普遍,是影响病毒变异和进化的主要原因[18-19].这种内在

的变异可以使病毒适应新的不断变化的环境,对病毒病的发生与流行具有重要的生物学意义.
寄主植物的地理来源、种植栽培条件、环境因素及传播介体都可能影响病毒的分子变异.
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TVDV发生分子变异的原因可能是由于TVDV拥有广泛的寄主范围,能侵染烟草(Nicotiana

tabacum)、番茄(Lycopersiconesculentum)、辣椒(Capsicumannuum)、豌豆(Pisumsativum)、

三七(Panaxnotoginseng)和油菜(Brassicacampestris)等经济作物以及龙葵(Solanumnig-

rum)、鬼针草(Bidenspilosa)和紫茎泽兰(Eupatoriumadenophorum)等杂草[20-23].在不同作物

间交叉感染,从而引发分子变异.另外,TVDV是由蚜虫进行传播,有大量的植物RNA病毒在

植物和昆虫之间循环,研究表明病毒在通过昆虫介体传播时,在昆虫体内和经传播后可能都会

发生变异.水稻条纹病毒(Ricestripevirus,RSV)3’末端区域有13~17nt的延伸在介体昆虫中

富集,在宿主植物中逐渐消除,并潜在地影响病毒复制[24].另外番茄黄化曲叶病毒(Tomato

yellowleafcurlvirus,TYLCV)在番茄植株中保持稳定,但在昆虫介体烟粉虱中的变异是明显

的,且该病毒在不同作物间经烟粉虱传毒后突变更多[25].
植物病毒在适应不同的环境条件时会发生株系和致病力等的变化,因此,病毒的变异和遗

传多样性是普遍存在的[26].有些植物病毒的外壳蛋白与病叶组织中的积累量和症状的严重度密

切相关,烟草花叶病毒(Tobaccomosaicvirus,TMV)、黄瓜花叶病毒(Cucumbermosaicvirus,

CMV)和马铃薯X病毒(PotatovirusX,PVX)的外壳蛋白在致病中起重要作用,甚至单个氨基

酸的改变就能引起寄主植物症状的变化[27].有些病毒的外壳蛋白会影响病毒经昆虫介体的传

播,在马铃薯Y病毒属病毒(Potyvirus)中,一个氨基酸的缺失就会影响昆虫介体传播病毒[28].
另外,马铃薯卷叶病毒属病毒的RTP读通结构域的C端会限制病毒感染韧皮部[29],这可能就

是为什么病毒被限制在韧皮部中的原因.
近年来,烟草丛顶病在云南的发生频率大大减低轻,一方面得益于对其传播介体蚜虫的综

合防治[30],另一方面可能与其病原物的分子变异有关.TVDV在自然状态下因cp 基因变异导

致无法正常协助TBTV进行虫传[31],TVDV单独侵染植物相对于其与其他病毒的复合侵染而

言,其致病力较弱,这可能也是近些年烟草丛顶病在田间发生程度减轻的原因之一.烟草丛顶

病主要依靠蚜虫传播,而TVDV又是蚜虫传播的必要病原物,我们前期研究明确了TVDV与

蚜虫传毒相关的蛋白为外壳蛋白(CP)和通读蛋白(RTP)[32].本研究通过对2020—2022年来自

云南不同烟区烟草上TVDV的rtp 基因序列进行分析,发现TVDV不同分离物间的CP蛋白

的差异仅4个氨基酸.Brault等[14]的研究表明BWYV的CP蛋白第70位氨基酸的单一位点发

生突变(S-A),即可影响蚜虫的传播效率,推测TVDV的CP蛋白第55位氨基酸的突变(S-G)

对于蚜虫的传播可能也存在影响.通过分析TVDV不同分离物RTD区域,发现不同分离物的

氨基酸序列变异较多.Brault等[12]的研究表明,BWYV的RTD蛋白在第59氨基酸发生突变后

(D-E),也会影响蚜虫对病毒的传播,推测TVDVRTD蛋白第44位氨基酸的突变(D-G)对于蚜

虫的传播可能也存在影响.不过,本研究发现的这些TVDV分离物CP和RTD氨基酸发生的

突变,是否与TVDV的致病性和蚜虫传播有关,需要通过对这些TVDVRTP突变体进行致病

性测试和蚜虫传毒试验来开展验证.

4 结论

通过对2020—2022年来自云南省楚雄州、大理州、保山市及红河州烟草上不同TVDV分

离物的rtp 基因序列进行分析,发现近年来云南不同烟区的TVDVrtp 基因均发生了一定程度

的变异,这些差异位点可能TVDV的致病性及蚜虫传播相关,进而影响烟草丛顶病在田间的

发生,但需进一步实验证明.研究结果为TVDV的CP和RTD蛋白功能研究提供了依据,同时
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也为TVDV乃至烟草丛顶病的防治提供了参考.
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