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河南甜樱桃病毒病害调查及病原检测

刘聪利，　李　明，　赵改荣，　李玉红

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州４５０００９）

摘要　在河南省郑州市、巩义市、荥阳市、新郑市选择具有代表性的甜樱桃生产园对病毒病发生情况进行调查，采集

表现为疑似病毒病症状的样本６５份，利用７种病毒引物进行ＲＴＰＣＲ检测。５种病毒检测结果呈阳性，分别是李

属坏死环斑病毒（犘狉狌狀狌狊狀犲犮狉狅狋犻犮狉犻狀犵狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＰＮＲＳＶ）、李矮缩病毒（犘狉狌狀犲犱狑犪狉犳狏犻狉狌狊，ＰＤＶ）、樱桃绿环斑驳

病毒（犆犺犲狉狉狔犵狉犲犲狀狉犻狀犵犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊，ＣＧＲＭＶ）、樱桃坏死锈斑病毒（犆犺犲狉狉狔狀犲犮狉狅狋犻犮狉狌狊狋狔犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊，ＣＮＲＭＶ）

及樱桃病毒Ａ（犆犺犲狉狉狔狏犻狉狌狊Ａ，ＣＶＡ）；序列分析结果表明，５种病毒扩增片段与ＧｅｎＢａｎｋ中注册的相应病毒核苷

酸序列均具有较高的一致性；样本病毒检出率为１００％，其中１３份样本为单独侵染，其余５２份样本均为多病毒复合

侵染，占比高达８０％，复合侵染比例随着侵染病毒种类的增多逐渐降低；病毒侵染组合与叶片表型症状无明显对应

关系。
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　　甜樱桃种植业历来享有“黄金种植业”的美誉，

近年来甜樱桃栽培面积和总产量均稳定增长。截至

２０１３年，我国甜樱桃栽培面积已达１３．４８万ｈｍ２，

较２００１年增加了近１０倍
［１］。随着甜樱桃栽培规模

不断扩大，其病毒病的危害在生产中亦逐年显现，已

逐步成为影响甜樱桃产量和品质的关键因素之一。

目前已知侵染甜樱桃的病毒约３４种，较常见的

有２０种
［２］。王文文等［３］、卢美光等［４］先后对环渤海

湾地区和北京的樱桃病毒病发生情况进行了调查和

鉴定，初步明确了我国甜樱桃主产区病毒病病原主

要有：李属坏死环斑病毒（犘狉狌狀狌狊狀犲犮狉狅狋犻犮狉犻狀犵狊狆狅狋

狏犻狉狌狊，ＰＮＲＳＶ）、李矮缩病毒（犘狉狌狀犲犱狑犪狉犳狏犻狉狌狊，

ＰＤＶ）、樱桃绿环斑驳病毒（犆犺犲狉狉狔犵狉犲犲狀狉犻狀犵犿狅狋

狋犾犲狏犻狉狌狊，ＣＧＲＭＶ）、樱桃坏死锈斑病毒（犆犺犲狉狉狔

狀犲犮狉狅狋犻犮狉狌狊狋狔犿狅狋狋犾犲狏犻狉狌狊，ＣＮＲＭＶ）、樱桃病毒Ａ

（犆犺犲狉狉狔狏犻狉狌狊Ａ，ＣＶＡ）、苹果褪绿叶病毒（犃狆狆犾犲

犮犺犾狅狉狅狋犻犮犾犲犪犳狊狆狅狋狏犻狉狌狊，ＡＣＬＳＶ）及樱桃小果病毒

（犔犻狋狋犾犲犮犺犲狉狉狔狏犻狉狌狊，ＬＣｈＶ）。宗晓娟等
［５］建立和完
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善了几种主要病毒的单重ＲＴＰＣＲ、多重ＲＴＰＣＲ、

纳米磁珠技术结合多重ＲＴＰＣＲ的检测方法，为高

效、准确检测甜樱桃病毒病病原提供了技术保证。

尽管目前侵染甜樱桃的病毒种类已初步明确，其相

关病毒检测技术也逐步健全，但关于我国甜樱桃病

毒病的危害特点尚未有系统报道，尤其是侵染甜樱

桃的病毒中，单独侵染或多病毒复合侵染的比例，以

及多病毒复合侵染的类型尚不明晰。本研究利用单

重ＲＴＰＣＲ技术，对来源于河南、辽宁、山东、陕西

等地的甜樱桃生产园中表现疑似病毒病症状的苗木

样本进行病原检测，以期为明确我国甜樱桃病毒病

的危害特点，为甜樱桃病毒病诊断和病原检测提供

数据支持。

１　材料与方法

１．１　材料

于２０１３年４月－６月，在河南省郑州市、巩义

市、荥阳市、新郑市选择具有代表性的甜樱桃生产

园进行病毒病害分布调查并采集样本。采样果园

为成龄园或老龄园，所选苗木分别来源于河南、陕

西、大连、山东等地。共采集表现疑似病毒病症状

的样本６５份，每株树作为１份样本，每份样本采集

病叶５片，记录症状并拍照保存。随后将样本密封

（塑料自封袋），编号后放入液氮罐，带回实验室保

存备用。

１．２　总犚犖犃提取和犮犇犖犃第一链的合成

采用生物工程（上海）股份有限公司的柱式植物

总ＲＮＡ提取纯化试剂盒提取总ＲＮＡ，用紫外分光

光度计检测ＲＮＡ浓度，琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完

整性。采用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司的ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ

ＳｙｓｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录获得ｃＤＮＡ第一链。取上述

ＲＮＡ５μｇ，０．２μｇ／μＬ随机引物１μＬ，加适量ｄｄＨ２Ｏ

至１２μＬ，７０℃温浴５ｍｉｎ后置于冰上冷却，依次加入

２０Ｕ／μＬＲＮＡ酶抑制剂１μＬ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２

μＬ、５×反转录缓冲液４μＬ，２５℃温浴５ｍｉｎ，加入

２００Ｕ／μＬ反转录酶１μＬ，４２℃温浴１ｈ，７０℃１０

ｍｉｎ，终止反应后离心，－２０℃保存，即为ｃＤＮＡ模

板，稀释８倍后用于ＰＣＲ扩增。

１．３　犘犆犚扩增和目的片段克隆

选用国内外已报道的李属坏死环斑病毒

（ＰＮＲＳＶ）、李矮缩病毒（ＰＤＶ）、苹果褪绿叶斑病毒

（ＡＣＬＳＶ）、樱桃坏死锈斑病毒（ＣＮＲＭＶ）、樱桃病毒

Ａ（ＣＶＡ）、樱桃绿环斑驳病毒（ＣＧＲＭＶ）、樱桃小果病

毒２（ＬＣｈＶ２）特异引物
［６９］（表１）进行ＲＴＰＣＲ扩增。

从６５个样本中优先挑选５个病毒危害症状较为严重

的样本进行检测。

表１　７种病毒犚犜犘犆犚检测特异性引物

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狊犲狏犲狀狏犻狉狌狊犲狊犫狔犚犜犘犆犚

病毒

Ｖｉｒｕｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段长度／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ
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ＡＣＬＳＶ
ＡＣＬＳＶＦ ＴＴＣＡＴＧＧＡＡＡＧＡＣＡＧＧＧＧＣＡＡ

３０９ ［９］
ＡＣＬＳＶＲ ＡＡＧＴＣＴＡＣＡＧＧＣＴＡＴＴＴＡＴＴＡＴＡＡＧＴＣＴＡＡ

ＣＶＡ
ＣＶＡＦ ＡＧＣＣＡＧＡＡＧＧＴＡＴＣＡＴＧＣＣＡＧ

５６６ ［９］
ＣＶＡＲ ＡＴＧＡＣＡＴＧＣＣＴＧＣＴＧＧＧＡＧ

　　０．２ｍＬＰＣＲ管中依次加入ｃＤＮＡ１μＬ，ｄＮＴＰｓ

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）

２μＬ，ＰｆｕＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，上游和下

游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足２０

μＬ。反应程序为：９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃４５ｓ，

６３℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色，

ＤＬ２０００分子量标准指示病毒特异性扩增片段，紫外
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灯下观察电泳结果并照相记录。

电泳结束后在紫外透射仪上分别切下相应条

带，采用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒进行纯化。将纯化

后的ＰＣＲ产物连接到ｐＧＥＭＥａｓｙ载体上，转化

ＤＨ５α感受态细胞，经菌落ＰＣＲ筛选阳性克隆，提

取质粒，选取２～３个阳性克隆送公司测序，所得到

的序列与ＧｅｎＢａｎｋ中注册的序列进行比对。以经

过上述过程验证的包含病毒目标片段的重组质粒作

为ＲＴＰＣＲ检测的阳性对照，ｄｄＨ２Ｏ作为阴性对

照，对其余样本进行ＲＴＰＣＲ检测。

２　结果与分析

２．１　甜樱桃病毒病的危害调查

对４个甜樱桃生产园中的病毒病症状进行观

察，结果表明，各果园均有表现病毒病症状的植株，

主要症状为叶片皱缩、黄化花叶、坏死环斑、浓绿细

长、畸形、边缘缺损、叶背耳突、植株矮缩等（图１）。

其中早熟品种‘红灯’最为敏感，感染严重的植株只

开花不结果。调查发现，大部分感病植株只是部分

叶片表现症状，其开花结果没有受到严重影响。

图１　甜樱桃病毒病树的症状表现

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳狏犻狉狌狊犱犻狊犲犪狊犲犻狀狊狑犲犲狋犮犺犲狉狉狔

２．２　甜樱桃病毒病原犚犜犘犆犚检测结果分析

利用７种病毒的特异性引物对６５份样本进行

ＲＴＰＣＲ扩增，将检测结果进行统计，结果如图２所

示，７种待检病毒中５种病毒检测结果呈阳性，其检

出率分别为ＰＮＲＳＶ４６．２％、ＰＤＶ６０％、ＣＧＲＭＶ

４３．１％、ＣＶＡ７３．８％、ＣＮＲＭＶ２７．７％。

本研究所选样本皆为生产园中树龄较大、叶片

表现明显病毒症状的样本，样本病毒检出率为

１００％，其中，单一病毒侵染的有１３份样本，其余５２

份样本均为多病毒复合感染，占比为８０％。多病毒
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复合侵染中，ＰＤＶ和ＣＶＡ复合侵染比例最高，达

２１．２％；复合侵染病毒种类为２、３、４、５种不等，侵染

比例分别为４２．３％、３０．８％、２３．１％、３．８％，随着复

合侵染病毒种类的增多而降低（表２）。病毒侵染组

合与叶片症状表型无明显对应关系，如叶片表现坏

死环斑症状的植株，感染病毒组合类型包括ＰＮＲＳＶ、

ＣＮＲＭＶ、ＣＶＡ３种病毒或ＰＮＲＳＶ、ＰＤＶ、ＣＮＲＭＶ、

ＣＶＡ４种病毒；而同样感染ＰＮＲＳＶ、ＰＤＶ、ＣＶＡ３

种病毒的植株则呈现叶片细长、浓绿或叶片褪绿斑

驳的表型。

图２　５种甜樱桃病毒的发生情况统计图

犉犻犵．２　犛狋犪狋犻狊狋犻犮犪犾犵狉犪狆犺狅犳狋犺犲狅犮犮狌狉狉犲狀犮犲犮狅狀犱犻狋犻狅狀狅犳犳犻狏犲狏犻狉狌狊犲狊犻狀犳犲犮狋犲犱狊狑犲犲狋犮犺犲狉狉狔

表２　５２份复合侵染的甜樱桃样本中病毒的类型及比例１
）

犜犪犫犾犲２　犆狅犻狀犳犲犮狋犻狅狀狋狔狆犲狊犪狀犱狏犻狉狌狊狆犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳犲犪犮犺狋狔狆犲犻狀５２狊犪犿狆犾犲狊

复合侵染病毒

数量／种

Ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒｓ

病毒名称Ｖｉｒｕｓ

ＰＮＲＳＶ ＰＤＶ ＣＧＲＭＶ ＣＮＲＭＶ ＣＶＡ

复合侵染 Ｍｉｘｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

样本数量／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｗｅｅｔｃｈｅｒｒｙｔｒｅｅｓ

比例／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

－ ＋ － － ＋ １１ ２１．２

－ － － ＋ ＋ ２ ３．８

２ ＋ － － － ＋ ４ ７．７

－ － ＋ ＋ － ４ ７．７

＋ ＋ － － － １ １．９

＋ ＋ － － ＋ ７ １３．５

＋ － － ＋ ＋ １ １．９

３ － ＋ ＋ － ＋ ５ ９．６

＋ － ＋ － ＋ １ １．９

－ － ＋ ＋ ＋ ２ ３．８

＋ － ＋ ＋ ＋ ２ ３．８

４ ＋ ＋ － ＋ ＋ ３ ５．８

＋ ＋ ＋ － ＋ ７ １３．５

５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２ ３．８

　１）“＋”表示检测到相应病毒；“－”表示未检测到相应病毒；“比例”＝每种复合侵染类型的样本数量／５２。

“＋”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｖｉｒｕｓｔｈａｔｈａｓｂｅｅｎｄｅｔｅｃｔｅｄ；“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｎｏｖｉｒｕｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ；“Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ”＝Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓｗｅｅｔｃｈｅｒｒｙｔｒｅｅｓｆｏｒｅａｃｈｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ／５２．

２．３　甜樱桃病毒犚犜犘犆犚扩增片段序列分析

为进一步验证检测的准确性，将上述５种病毒

的ＰＣＲ产物进行克隆、测序，获得序列与ＧｅｎＢａｎｋ

中各病毒基因组序列相应区段比对，结果表明：

ＰＮＲＳＶ、ＰＤＶ、ＣＧＲＭＶ、ＣＶＡ和ＣＮＲＭＶ与已知

序列相似性较高，为７８％～９９％。

３　讨论

在长期的无性繁殖过程中，甜樱桃苗木感染并

积累了多种病毒或类病毒［９１０］，一旦被病毒侵染，树
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体终身带毒，致使树势减弱，产量降低，果实品质下

降，甚至整株死亡。统计资料显示，１９９２－２００７年

地中海地区２４０００株核果类果树的病毒病发病率

高达２３．５％，其中樱桃感病率最高，达４５．６％，其复

合侵染比例则高达７６．４％
［１１］。王文文等［１２］通过对

表现皱叶病的甜樱桃品种‘红灯’树体内的病毒检

测后，发现多病毒复合侵染比例较高。本研究中，

对表现疑似病毒病症状的６５份样本的病原检测结

果显示，样本病毒检出率为１００％，５种病毒检测结

果呈阳性，分别为ＰＮＲＳＶ、ＰＤＶ、ＣＧＲＭＶ、ＣＶＡ、

ＣＮＲＭＶ，多病毒复合侵染比例高达８０％，与地中

海地区樱桃病毒复合侵染比例７６．４％差别不

大［１１］。复合侵染病毒种类为２、３、４、５种不等，侵

染比例随复合侵染病毒种类增多而降低。甜樱桃

病毒侵染组合与叶片症状表型无明显对应关系，这

一结论与王文文等［１２］对表现皱叶病的‘红灯’树体

内病毒检测结果一致。

目前我国樱桃病毒病发生较为普遍，且复合侵

染比例较高，虽然研究中涉及的样品数量及分布地

点有限，但这些数据基本反映了我国樱桃病毒病的

发生特点，可为后续调查提供数据支持。由于甜樱

桃复合侵染病毒组合与叶片症状表型无明显对应

关系，因此建立高效准确的检测方法，明确侵染甜

樱桃的病毒种类，才能有针对性地控制病毒的传

播。而选育抗病性强的优良品种、建立无病毒苗木

繁育体系，是保证甜樱桃产量和提高品质的基本

措施。
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