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我国部分苹果产区苹果锈果类病毒的
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摘要　近年来，由苹果锈果类病毒犃狆狆犾犲狊犮犪狉狊犽犻狀狏犻狉狅犻犱（ＡＳＳＶｄ）引起的苹果花脸病、锈果病在我国一些苹果产区

日趋严重，对我国苹果生产和苹果产业发展造成严重危害。为了解ＡＳＳＶｄ在我国一些苹果产区的发生和变异情

况，采用ＲＴＰＣＲ对陕西、山东、山西、河北、北京和黑龙江６个苹果产区的３５份苹果样品进行检测，并克隆获得３０

个分离物的基因组全序列，大小为３３０～３３３个核苷酸。分析表明，这些分离物的基因组全序列与ＧｅｎＢａｎｋ中ＡＳＳ

Ｖｄ基因组核苷酸序列相似度为９６％～１００％，在苹果锈果类病毒属的末端保守区及中央保守区保守，在致病区和

左端区域有突变，一些分离物的突变位点相同。系统发育分析表明分离物因相同的突变位点而聚类，而与地理来源

无关。
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　　苹果是我国重要的栽培果树，其栽培面积和产

量居世界首位［１］。由病毒和类病毒引起的苹果病害

在我国苹果产区发生普遍，已经成为影响苹果产量

和质量的重要因素［２］。苹果锈果类病毒犃狆狆犾犲狊犮犪狉

狊犽犻狀狏犻狉狅犻犱（ＡＳＳＶｄ）是马铃薯纺锤块茎类病毒科

犘狅狊狆犻狏犻狉狅犻犱犪犲苹果锈果类病毒属犃狆狊犮犪狉狏犻狉狅犻犱成

员［３］。１９８５年我国学者陈炜等在国内首次报道了

ＡＳＳＶｄ
［４］。１９８７年 Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ等发表了 ＡＳＳＶｄ

的基因组全序列［３］。ＡＳＳＶｄ基因组为一条环状的

单链ＲＮＡ，全长约３３０个核苷酸
［３］，具有５个功能

区，形成稳定的杆状或拟杆状的二级结构［５］。有研

究发现类病毒的保守区域与复制密切相关［６７］，

ＲＮＡ的缺失、插入、替换主要发生在致病区和可变

区［８］。关于变异位点对ＡＳＳＶｄ致病性的影响尚无
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明确数据，需进一步研究。目前发现ＡＳＳＶｄ可侵染

苹果［９］、梨［１０］、桃［１１］、杏［１２］和野樱桃［１３］等植物。植

株一旦感染ＡＳＳＶｄ，终生带毒，果树幼树期不出现

病症，结果后病症显现，果实的食用价值和商品价值

大为降低。

当前我国苹果产业发展迅速，苗木需求量大，因苗

木的调运和无性材料的快繁等因素，ＡＳＳＶｄ的发生呈

加重趋势，在苹果生产中造成的危害日益严重［２］。为研

究ＡＳＳＶｄ在我国一些苹果产区的发生和变异情况，本

文对采自我国６个苹果产区的３５份苹果样品进行检

测，克隆得到３０个ＡＳＳＶｄ分离物的全序列，通过对全

序列的比对分析，发现了一些相同的变异位点，为研究

ＡＳＳＶｄ的变异和进化提供了新的数据。

１　材料和方法

１．１　苹果样品

２０１１年－２０１６年在陕西、山东、山西、河北、北

京和黑龙江的苹果产区采集有症状的苹果果实样品

和无明显症状的枝条样品，共３５份（表１）。样品整

理后保存于４℃和－２０℃。

表１　样品基本信息

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狊犪犿狆犾犲狊

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

采集时间／年－月

Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ

采集地点

Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

采样部位

Ｔｉｓｓｕｅ

样品症状表现

Ｓｙｍｐｔｏｍｏｎｓａｍｐｌｅ

ｘａ１ ２０１１－１１ 陕西西安 短枝礼富 枝条 枝条无明显症状（叶片花叶）

ｘａ４ ２０１１－１１ 陕西西安 短枝礼富 枝条 枝条无明显症状（果实花脸）

ｓｘｑｙ１ ２０１５－０９ 陕西千阳 未知 枝条 枝条无明显症状

ｓｘｑｙ２ ２０１５－０９ 陕西千阳 未知 枝条 枝条无明显症状

ｑｄ１ ２０１２－０７ 山东青岛 ＳＨ３８ 枝条 枝条无明显症状（果实花脸）

ｑｄ２ ２０１２－０７ 山东青岛 ＳＨ３８ 枝条 枝条无明显症状（果实花脸）

ｙｔ１ ２０１２－１１ 山东烟台 富士 果实 果实花脸

ｑｄ３ ２０１５－０９ 山东青岛 未知 枝条 枝条无明显症状

ｑｄ４ ２０１５－０９ 山东青岛 未知 枝条 枝条无明显症状

ｑｄ５ ２０１５－０９ 山东青岛 未知 枝条 枝条无明显症状

ｑｄ６ ２０１５－０９ 山东青岛 未知 枝条 枝条无明显症状

ｑｄ７ ２０１５－０９ 山东青岛 未知 枝条 枝条无明显症状

ｑｄ８ ２０１５－０９ 山东青岛 未知 枝条 枝条无明显症状

ｓｘ１ ２０１６－０４ 山西 瑞阳 枝条 枝条无明显症状

ｓｘ５ ２０１６－０４ 山西 瑞阳 枝条 枝条无明显症状

ｓｘ８ ２０１６－０４ 山西 瑞阳 枝条 枝条无明显症状

ｓｘ１４ ２０１６－０４ 山西 瑞阳 枝条 枝条无明显症状

ｈｂ３ ２０１２－１１ 河北 未知（砧木） 枝条 枝条无明显症状

ｈｂ６ ２０１２－１１ 河北 未知（砧木） 枝条 枝条无明显症状

ｈｂ７ ２０１２－１１ 河北 未知（砧木） 枝条 枝条无明显症状

ｈｂ８ ２０１２－１１ 河北 未知（砧木） 枝条 枝条无明显症状

ｈｂ１２ ２０１２－１１ 河北 未知（砧木） 枝条 枝条无明显症状

ｓｈｚ２１ ２０１２－１１ 北京三合庄 富士 果实 果实花脸

ｃｐ１ ２０１２－１１ 北京昌平 富士 果实 果实锈果

ｃｐ２ ２０１２－１１ 北京昌平 富士 果实 果实花脸

ｍｄｊ２ ２０１１－０９ 黑龙江牡丹江 金红１２３ 果实 果实着色不匀

ｍｄｊ１１ ２０１１－０９ 黑龙江牡丹江 龙丰 果实 果实着色不匀

ｍｄｊ１２ ２０１１－０９ 黑龙江牡丹江 金红１２３ 果实 果实花脸

ｍｄｊ１３ ２０１１－０９ 黑龙江牡丹江 龙冠 果实 果实畸形

５９２－０２ ２０１５－１１ 黑龙江牡丹江 山丁子 枝条 枝条无明显症状

５９２－０３ ２０１５－１１ 黑龙江牡丹江 山丁子 枝条 枝条无明显症状

５９２－０８ ２０１５－１１ 黑龙江牡丹江 山丁子 枝条 枝条无明显症状

５９２－１０ ２０１５－１１ 黑龙江牡丹江 山丁子 枝条 枝条无明显症状

５９２－２０ ２０１５－１１ 黑龙江牡丹江 山丁子 枝条 枝条无明显症状

５９２－２２ ２０１５－１１ 黑龙江牡丹江 山丁子 枝条 枝条无明显症状

·８９·
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１．２　方法

１．２．１　植物总ＲＮＡ的提取

取０．１～０．２ｇ样品（叶片，枝条韧皮部或果皮）

用ＳｉＯ２吸附法
［１４］进行植物总ＲＮＡ提取。提取的

ＲＮＡ直接反转录或－８０℃保存备用。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测

反转录体系为２０μＬ：２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．０μＬ、５

×ＭＭＬＶＢｕｆｆｅｒ４μＬ、ＭＭＬＶ（４０Ｕ／μＬ）０．５μＬ、

ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ）０．５μＬ、随机六聚体引物

和Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物各０．５μＬ、植物总ＲＮＡ３．５μＬ，

用ＤＥＰＣ水补足至２０μＬ，４２℃水浴反应１ｈ，产物

直接进行ＰＣＲ或－２０℃保存备用。

参照报道的扩增ＡＳＳＶｄ全基因组序列的引物

（正 向 引 物：５′ＣＣＧＧＴＧＡＧＡＡＡＧＧＡＧＣＴＧＣ

ＣＡＧＣＡ３′；反向引物：５′ＣＣＴＴＣＧＴＣＧＡＣＧＡＣＧ

ＡＣＡＧＧＴＧＡＧ３′）
［５］进行ＰＣＲ。ＰＣＲ反应体系为

２５μＬ：２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．０μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ

２．５μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，正、

反向引物各０．５μＬ，反转录产物２．０μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ

补足至２５μＬ。ＰＣＲ反应循环参数：９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６７℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，

３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。４℃保存。ＰＣＲ

产物用１．２％琼脂糖凝胶电泳进行分析。

１．２．３　ＰＣＲ产物克隆和测序分析

在紫外灯下切下含有目的片段的琼脂糖凝胶，

使用普通ＤＮＡ凝胶回收试剂盒对扩增产物进行回

收纯化。将纯化的 ＰＣＲ 产物连接至克隆载体

ｐＭＤ１９Ｔ（ｓｉｍｐｌｅ）上，转化至大肠杆菌ＤＨ５α感受

态细胞，筛选单菌落于８００μＬ含氨苄青霉素（５０

μｇ／ｍＬ）的ＬＢ培养基中培养，通过菌液ＰＣＲ验证

鉴定重组质粒，每个样品筛选３个阳性菌液送至北

京六合华大基因科技有限公司进行序列测定。

１．２．４　序列比对和系统进化分析

用ＤＮＡＭＡＮ软件对所得基因序列进行分析。

通过ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）

比对分析目的片段。序列对比运用ＤＮＡＭＡＮ软

件和 Ｍｕｌｔａｌｉｎ在线软件
［１５］进行，以 ＧｅｎＢａｎｋ中

ＡＳＳＶｄ标准序列（ＮＣ＿００１３４０．１）为对比序列。进

化树构建运用ＣｌｕｓｔａｌＸ和 ＭＥＧＡ６．０６的邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）进行，重复次数为１０００，以Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中 ＡＳＢＶｄ（ＮＣ＿００１４１０）、ＰＳＴＶｄ（ＮＣ＿

００２０３０）和ＡＤＦＶｄ（ＮＣ＿００３４６３．１）标准序列作为外

组对照，其中 ＡＳＢＶｄ作为不同科的外组对照，

ＰＳＴＶｄ作为不同属的外组对照，ＡＤＦＶｄ作为同属

的外组对照。

２　结果与分析

２．１　犃犛犛犞犱检测结果

ＲＴＰＣＲ检测结果表明，从采自陕西的４份样

品（ｓｘｑｙ１，ｓｘｑｙ２，ｘａ１和ｘａ４），采自山东的８份

样品（ｑｄ１，ｑｄ２，ｙｔ１，ｑｄ３，ｑｄ４，ｑｄ６，ｑｄ７和ｑｄ

８），采自河北的５份样品（ｈｂ３，ｈｂ６，ｈｂ７，ｈｂ８和

ｈｂ１２），采自北京的３份样品（ｓｈｚ２１，ｃｐ１和ｃｐ２）

和采自黑龙江的１０份样品（ｍｄｊ２，ｍｄｊ１１，ｍｄｊ１２，

ｍｄｊ１３，５９２０２，５９２０３，５９２０８，５９２１０，５９２２０，５９２

２２）中均检测到３３０ｂｐ左右的特异片段，与ＡＳＳＶｄ

阳性对照样品检出的条带一致，表明样品被ＡＳＳＶｄ

侵染。ＡＳＳＶｄ的检测结果如表２所示。

表２　犚犜犘犆犚检测苹果样品中犃犛犛犞犱结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狊狊狌犿犿犪狉狔狅犳犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犃犛犛犞犱犻狀犪狆狆犾犲狊犪犿狆犾犲狊狌狊犻狀犵犚犜犘犆犚

采样地点

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

检测样品数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ

ＡＳＳＶｄ阳性样品数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

阳性检出率／％

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

陕西Ｓｈａａｎｘｉ ４ ４ １００

山东Ｓｈａｎｄｏｎｇ ９ ８ ８８．９

山西Ｓｈａｎｘｉ ４ ０ ０

河北 Ｈｅｂｅｉ ５ ５ １００

北京Ｂｅｉｊｉｎｇ ３ ３ １００

黑龙江 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ １０ １０ １００

合计Ｔｏｔａｌ ３５ ３０ ８５．７

·９９·
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图１　我国部分苹果产区３０个犃犛犛犞犱分离物基因组核苷酸序列比对

犉犻犵．１　犕狌犾狋犻狆犾犲犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳３０犃犛犛犞犱犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿狊狅犿犲犪狆狆犾犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犪狉犲犪狊犻狀犆犺犻狀犪

·００１·
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４３卷第６期 陈冉冉等：我国部分苹果产区苹果锈果类病毒的检测和全序列分析

２．２　犃犛犛犞犱分离物序列测定与变异分析

将３０个样品的ＰＣＲ产物克隆测序，结果表明

所有片段的长度均为３３０～３３３ｎｔ。序列比对结果

表明，扩增得到的３０个片段与ＧｅｎＢａｎｋ中ＡＳＳＶｄ

基因组核苷酸序列一致性为９６％～１００％，表明这

些片段均为ＡＳＳＶｄ基因组序列。其中样品ｘａ１，

ｘａ４，ｍｄｊ２，ｍｄｊ１１和 ｍｄｊ１２扩增获得的ＡＳＳＶｄ

序列与登录号为ＡＦ４２１１９５．１的核苷酸序列一致性

均为１００％；样品ｃｐ１，ｃｐ２和ｓｈｚ２１扩增得到的

ＡＳＳＶｄ序列与登录号为ＡＹ９７２０８２．１的核苷酸序

列一致性分别为１００％，９９％和９８％；样品ｑｄ１，ｑｄ２，

ｈｂ６，ｈｂ７和ｈｂ８扩增获得的ＡＳＳＶｄ序列与登录号

为ＨＱ３２６０９３．１的核苷酸序列一致性均为９９％；样品

ｑｄ３，ｑｄ７，５９２０２，５９２０８，５９２１０，５９２２０，ｑｄ８和ｑｄ４

扩增得到的ＡＳＳＶｄ序列与登录号为ＫＣ１１０８６０．１的

核苷酸序列一致性分别为９９％，９９％，９９％，９９％，

９９％，９９％，９８％和９６％；样品５９２０３扩增出的ＡＳＳ

Ｖｄ序列与登录号为ＨＱ８４０７２２．１的核苷酸序列一致

性为９８％；从样品ｙｔ１扩增出的ＡＳＳＶｄ序列与登录

号为ＫＣ１１０８５８．１的核苷酸序列一致性为９７％；从样

品ｍｄｊ１３，５９２２２和ｑｄ６扩增出的ＡＳＳＶｄ序列与登

录号为ＫＵ５０７０２３．１的核苷酸序列一致性分别为

９９％，９８％和９６％；从样品ｈｂ３，ｈｂ１２，ｓｘｑｙ１和ｓｘ

ｑｙ２扩增出的ＡＳＳＶｄ序列与登录号为ＫＰ７６５４２８．１的

核苷酸序列一致性分别为９８％，９８％，９７％和９７％。以

样品编号命名上述ＡＳＳＶｄ分离物。

以ＧｅｎＢａｎｋ中ＡＳＳＶｄ标准序列（ＮＣ＿００１３４０．

１）为对比序列，运用Ｍｕｌｔａｌｉｎ在线软件比对所有３０

个分离物的基因组序列，结果如图１所示。所有３０

条序列及ＡＳＳＶｄ标准序列（ＮＣ＿００１３４０．１）在苹果

锈果类病毒属的末端保守区（ＴＣＲ）及中央保守区

（ＣＣＲ）两个保守区保守，只有ｑｄ６分离物在第１２

位有ＴＡ突变。变异位点集中在致病区（Ｐ区）与

左末端区（ＴＬＲ）交界处。进一步分析不同分离物的

序列，发现分离物ｘａ１，ｘａ４，ｓｘｑｙ１，ｓｘｑｙ２，ｑｄ１，

ｑｄ２，ｈｂ３，ｈｂ６，ｈｂ７，ｈｂ８，ｈｂ１２，ｃｐ１，ｃｐ２，ｓｈｚ２

１，ｍｄｊ２，ｍｄｊ１１和ｍｄｊ１２与参考序列一致性较高；分

离物ｙｔ１，ｑｄ３，ｑｄ４，ｑｄ６，ｑｄ７，ｑｄ８，ｍｄｊ１３，５０９０２，

５０９０３，５０９０８，５０９１０，５０９２０和５０９２２在第３９位存

在ＣＡ突变，第２５１位存在ＧＡ突变，第２６１位和第

２６２位插入Ｔ碱基，第２６７位存在ＧＡ突变，第２９０

位存在ＧＴ突变，第２９１位存在ＡＧ突变。

２．３　系统进化分析

进化树分析结果如图２所示。

图２　我国部分苹果产区犃犛犛犞犱分离物系统进化树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犲狀狅犿犻犮狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃犛犛犞犱犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿狊狅犿犲犪狆狆犾犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犪狉犲犪狊犻狀犆犺犻狀犪
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　　３０个分离物按突变位点的不同聚为２组，聚集

与地理来源无关。与ＡＳＳＶｄ参考序列一致性高的

分离物ｘａ１，ｘａ４，ｓｘｑｙ１，ｓｘｑｙ２，ｑｄ１，ｑｄ２，ｈｂ３，

ｈｂ６，ｈｂ７，ｈｂ８，ｈｂ１２，ｃｐ１，ｃｐ２，ｓｈｚ２１，ｍｄｊ２，

ｍｄｊ１１和ｍｄｊ１２聚为一组；分离物ｙｔ１，ｑｄ３，ｑｄ

４，ｑｄ６，ｑｄ７，ｑｄ８，ｍｄｊ１３，５０９０２，５０９０３，５０９０８，

５０９１０，５０９２０和５０９２２聚为一组。这些组与外组

对照分区明显。

３　讨论

近年来，ＡＳＳＶｄ在我国苹果产区的发生率逐年

增加，若不及时、正确地防控，将对我国苹果产业造

成严重危害。本研究采集我国６个苹果产区的疑似

被ＡＳＳＶｄ侵染的苹果果实样品和一些无症状的枝

条样品３５份，利用ＲＴＰＣＲ方法进行 ＡＳＳＶｄ检

测，结果表明，采自陕西、山东、河北、北京及黑龙江

的苹果样品检测到ＡＳＳＶｄ，样品的阳性检出率为

８８．９％～１００％。这些数据表明我国一些苹果产区

有ＡＳＳＶｄ发生。将来的工作将在更广地区采集更

多样品进一步调查我国苹果产区的 ＡＳＳＶｄ发生

情况。

本研究成功克隆了３０个ＡＳＳＶｄ分离物的基因

组全序列，序列比对结果表明这些序列含有相同的

保守区域（ＣＣＲ和ＴＣＲ）。变异位点集中在致病区

域和可变区域，这与之前的研究发现类病毒ＲＮＡ

的缺失、插入、替换主要发生在致病区和可变区的结

果一致［８］。关于变异位点对ＡＳＳＶｄ致病性的影响

尚无明确数据，需进一步研究。进化树分析表明所

有３０条ＡＳＳＶｄ序列聚集成两组，并且分离物因相

同的变异位点而分组聚类。变异位点分析表明来自

同一品种的分离物亦无特异性变异，同一地理来源

的分离物无特异性变异，其中黑龙江的‘山丁子’样

品和山东部分样品存在相同的变异位点，推测这可

能与苗木的调运和接穗的随意嫁接有关。

鉴于ＡＳＳＶｄ的发生对我国苹果生产造成严重

危害，并有逐年加重的趋势，应及时采取防控措施，

切断ＡＳＳＶｄ传播源头，尽早更换病树。ＡＳＳＶｄ的

传播途径主要有种子［１６］、带毒枝条嫁接以及修剪工

具导致的污染传播［１７］。因为目前无有效的防治药

剂，因此防控ＡＳＳＶｄ的根本措施应以预防为主，选

用无毒苗木。
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