
　!"#$% &&'#()-& $" 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１７ ０５２０　　　修订日期：　２０１７ ０８ ０２
基金项目：　宁夏教育厅项目（ＮＧＹ１４０１１）；宁夏重点研发计划重大项目（２０１６ＢＺ０６）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｇｕｐｅｉｗｅｎ２０１３＠１２６．ｃｏｍ

葡萄卷叶伴随病毒１号和３号宁夏分离物部分

基因序列分析

吕苗苗，　李文学，　孙牧笛，　胡丽杰，　顾沛雯

（宁夏大学农学院，银川　７５００２１）

摘要　为明确葡萄卷叶伴随病毒（ＧＬＲａＶｓ）在宁夏贺兰山东麓酿酒葡萄上的侵染状况，采用ＲＴＰＣＲ技术对４０份

酿酒葡萄样品中的ＧＬＲａＶ１～ＧＬＲａＶ５进行了外壳蛋白（ＣＰ）、复制酶（ＲｄＲｐ）和热激蛋白（ＨＳＰ７０）基因序列的克

隆和分析。检测结果表明，在所检测的５种病毒中，除ＧＬＲａＶ２和ＧＬＲａＶ４未检测到外，ＧＬＲａＶ１和ＧＬＲａＶ３

的检出率最高，分别为２０．０％和３２．５％，ＧＬＲａＶ５的检出率仅为５．０％；有６个样品存在ＧＬＲａＶ１和ＧＬＲａＶ３两

种病毒复合侵染。序列分析表明，ＧＬＲａＶ１宁夏分离物的部分ＣＰ基因序列长度为２３２ｎｔ，其两种分离物间的核苷

酸序列同源率为９０％，与已报道的国内外其他分离物ＣＰ基因序列相比，其同源率为９０％～９９％；ＧＬＲａＶ３宁夏分

离物的ＣＰ基因序列长度为９４２ｎｔ，其两种分离物间的核苷酸序列同源率为４０％，与已报道的国内外其他分离物

ＣＰ基因序列相比，其同源率为４０％～９９％；ＧＬＲａＶ３宁夏分离物的ＲｄＲｐ基因序列长度为６８３ｎｔ，其各分离物间

的核苷酸序列同源率为９０％以上，与已报道的国内外其他分离物ＲｄＲｐ基因序列相比，其同源率为９０％～９９％；

ＧＬＲａＶ３宁夏分离物的ＨＳＰ７０基因序列长度为５４６ｎｔ，其两种分离物间的核苷酸序列同源率为９６％，与已报道的

国内外其他分离物ＨＳＰ７０基因序列相比，其同源率为９６％～９９％。

关键词　葡萄卷叶伴随病毒（ＧＬＲａＶｓ）；　ＲＴＰＣＲ检测；　克隆；　序列分析
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４４卷第１期 吕苗苗等：葡萄卷叶伴随病毒１号和３号宁夏分离物部分基因序列分析

　　葡萄卷叶病（ｇｒａｐｅｖｉｎｅｌｅａｆｒｏｌｌｄｉｓｅａｓｅ，简称

ＧＬＲＤ）是世界范围内分布最广，造成损失最大的一

种葡萄病毒病，已成为世界葡萄栽培地区生产中的

严重问题。现已研究表明，引起该病的病原是葡萄

卷叶伴随病毒犌狉犪狆犲狏犻狀犲犾犲犪犳狉狅犾犾犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狏犻狉狌

狊犲狊，简称ＧＬＲａＶｓ，该类病毒目前已查明共有１１种，

包括ＧＬＲａＶ１～ＧＬＲａＶ９、ＧＬＲａＶＰｒ和ＧＬＲａＶ

Ｄｅ，这些病毒在血清学和分子生物学上互不相关，

单独或复合侵染葡萄均可导致卷叶病的发生［１］。

目前，国内发现至少有１０种ＧＬＲａＶｓ与该病相

关，其中ＧＬＲａＶ１～ＧＬＲａＶ５是造成葡萄卷叶病

的主要病原［２］，且复合侵染现象比较普遍［３］。这５

种病毒均属长线形病毒科犆犾狅狊狋犲狉狅狏犻狉犻犱犪犲，其基因

组为正单链ＲＮＡ，ＧＬＲａＶｓ全长约１２～１９ｋｂ，由８

～１３个开放阅读框（ＯＲＦ）组成，其中ＧＬＲａＶ１基

因组和 ＧＬＲａＶ３基因组分别包括１０个主要的

ＯＲＦ和１３个 ＯＲＦ，主要编码类木瓜蛋白酶（Ｐ

Ｐｒｏ）、甲基转移酶（ＭＴＲ）、螺旋酶（ＨＥＬ）、复制酶

（ＲｄＲｐ）、热激蛋白（ＨＳＰ７０）、外壳蛋白（ＣＰ）和重复

的外壳蛋白（ＣＰｄ）及几种功能未知的蛋白。由于在

葡萄树中病毒含量通常较低，因此灵敏度高、特异性

强的逆转录聚合酶链式反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简写ＲＴＰＣＲ）在这几种

病毒检测中应用广泛。

宁夏贺兰山东麓是国内公认的种植酿酒葡萄的

最佳生态区，近年来，由于葡萄种植新区的建立和栽

培面积的扩大，葡萄品种繁殖材料在各地的引进和输

出也日益频繁，造成葡萄卷叶病危害猖獗。２０１５年，

在贺兰山东麓的新牛和新惠彬酒庄葡萄园中，‘蛇龙

珠’品种葡萄卷叶病田间自然发病率分别达８５．１％和

５２．７％，个别果园发病率甚至达到１００％
［４］。因此，本

研究借鉴了国内外有关ＧＬＲａＶｓ在ＣＰ、ＲｄＲｐ、ＨＳＰ７０

基因克隆和序列分析方面的研究结果，进行宁夏ＧＬ

ＲａＶｓ分离物的分子检测和序列比对分析，目的是评

判宁夏贺兰山东麓酿酒葡萄的健康状况，为减少ＧＬ

ＲａＶｓ在该区域的传播和蔓延提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料

参试酿酒葡萄品种材料来自贺兰山东麓８个主

要的葡萄产地，分别为宁夏永宁县玉泉营农产新惠

彬酒庄、农垦东大滩酿酒葡萄基地、农垦南大滩酿酒

葡萄基地和闽宁镇立兰酒庄；银川市金凤区广夏三

基地和森淼兰月谷酒庄；银川市西夏区新牛酒庄和

志辉源石酒庄。

供试品种为‘赤霞珠’（‘ＣａｂｅｒｎｅｔＳａｕｖｉｇｎｏｎ’）、

‘蛇龙珠’（‘ＣａｂｅｒｎｅｔＧｅｒｎｉｓｃｈｔ’）、‘黑比诺’（‘Ｐｉｎｏｔ

Ｎｏｉｒ’）、‘霞多丽’（‘Ｃｈａｒｄｏｎｎａｙ’）、‘品丽珠’

（‘ＣａｂｅｒｎｅｔＦｒａｎｃ’）、‘美乐’（‘Ｍｅｒｌｏｔ’）、‘西拉’

（‘Ｓｈｉｒａｚ’）和‘威代尔’（‘Ｖｉｄａｌ’）。

１．２　采样方法

采集样品在酿酒葡萄栽培园和葡萄品种园进

行。随机选择单株，每个单株剪取６～１０片叶及５

～１０个枝条，嫩叶片采集于树体上部枝条第３～５

节上，老叶片采集于下部枝条第５节以后；嫩枝条采

集于未木质化的上部新梢，老枝条采集于下部已木

质化的枝条；嫩叶柄为嫩叶片的叶柄，老叶柄为老叶

的叶柄。将样品立即用锡箔纸包好，注明采集日期、

地点、品种、品种来源、种植面积等，置于液氮罐中，

室内于－８０℃冰箱中保存，备用。

１．３　犌犔犚犪犞狊分子检测

１．３．１　引物序列

根据文献［５１０］，设计ＧＬＲａＶ１～ＧＬＲａＶ５的特

异性引物，引物序列如表１。

１．３．２　ＲＮＡ提取

称取葡萄叶柄、枝条韧皮部组织１００ｍｇ，加入

液氮迅速研磨至粉末状，并将粉末转移到１．５ｍＬ

的离心管中，按照ＯＭＥＧＡ提取ＲＮＡ试剂盒（美国

ＯＭＥＧＡ公司）使用说明书进行总ＲＮＡ的提取。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测

提取出的总ＲＮＡ采用反转录试剂盒（北京全

式金生物有限公司）反转录成ｃＤＮＡ，每个反应体系

为２０μＬ，先加入总ＲＮＡ４μＬ、ＯｌｉｇＤＴ１８Ｐｒｉｍｅｒ１μＬ、

ＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ３μＬ置于６５℃温浴５ｍｉｎ，取出

冰浴２ｍｉｎ；再加入２×ＴＳＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ１０μＬ、

ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴ１μＬ、ｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅｒ１μＬ，轻轻

混匀，于４２℃孵育３０ｍｉｎ，之后经８５℃加热５ｓ，失

活ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴ和ｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅｒ，即可得到

所需的ｃＤＮＡ。

采用设计的特异性引物ＧＬＲａＶ１～ＧＬＲａＶ５对

样品中病毒进行检测。ＰＣＲ扩增反应体系２５μＬ：总

ＤＮＡ２μＬ，正向、反向引物各２μＬ，Ｍａｘ犜犪狇酶２５μＬ，

ＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ１８μＬ；ＰＣＲ扩增条件：９４℃３ｍｉｎ，

９４℃１ｍｉｎ，５５℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，７２℃

１０ｍｉｎ。用１％琼脂糖凝胶电泳检测产物。ＰＣＲ产

物由武汉昆泰公司进行测序。
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表１　犌犔犚犪犞１～犌犔犚犪犞５的特异性引物序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犌犔犚犪犞１犌犔犚犪犞５

病毒

Ｖｉｒｕｓ

基因

Ｇｅｎｅ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
犜ｍ／℃

扩增片段大小／ｂｐ

Ａｍｐｌｉｃｏｎｓｉｚｅ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＧＬＲａＶ１ ＣＰ Ｆ１ ＴＣＴＴＴＡＣＣＡＡＣＣＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡ ５２ ２３２ ［５］

Ｒ１ ＧＴＧＴＣＴＧＧＴＧＡＣＧＴＧＣＴＡＡＡＣＧ

ＧＬＲａＶ２ ＣＰ Ｆ２ ＣＡＴＴＡＴＡＴＴＣＴＴＣＡＴＧＣＣＴＣＴＣＡＧＧＡＴ ５２ ９３ ［６］

Ｒ２ ＧＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＣＴＧＴＣＣＧＣＴＡＴＡＧＣ

ＧＬＲａＶ３ ＣＰ Ｆ ＡＴＧＧＣＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＡＡＡＴ ５２ ９４２ ［７］

Ｒ ＣＴＡＣＴＴＣＴＴＴＴＧＣＡＡＴＡＧＴ

ＲｄＲｐ Ｗ４ ＣＣＡＴＴＴＧＴＣＣＡＧＣＡＡＣＡＣ ５５ ６８３ ［８］

Ｗ５ ＣＣＧＡＣＴＡＡＡＴＡＴＡＡＧＧＣＴＡＴＣ

ＨＳＰ７０ Ｆ３ ＣＧＣＴＡＧＧＧＣＴＧＴＧＧＡＡＧＴＡＴＴ ５５ ５４６ ［９］

Ｒ３ ＧＴＴＧＴＣＣＣＧＧＧＴＡＣＣＡＧＡＴＡＴ

ＧＬＲａＶ４ ＣＰ Ｆ４ ＡＣＡＴＴＣＴＣＣＡＣＣＴＴＧＴＧＣＴＴＴＴ ５２ ３２１ ［１０］

Ｒ４ ＣＡＴＡＣＡＡＧＣＧＡＧＴＧＣＡＡＴＴＡＣ

ＧＬＲａＶ５ ＣＰ Ｆ５ ＣＣＣＧＴＧＡＴＡＣＡＡＧＧＴＡＧＧＡＣＡ ５５ ６９０ ［９］

Ｒ５ ＣＡＧＡＣＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＧＴＴＡＣ

１．４　犌犔犚犪犞１和犌犔犚犪犞３宁夏分离物部分基因

组的系统进化分析

　　从ＧｅｎＢａｎｋ中获得４个不同地理来源的ＧＬ

ＲａＶ１分离株ＣＰ基因序列，分别为中国辽宁分离物

ＧＳＩＴＲＩ１（ＫＰ０６７３５１）和ＢＪＭｕＨ（ＫＰ０６７３５９）、美国

分离物ＣＡ２２（ＪＦ８１１８４９）和加拿大分离物 ＷＣ４２９

（ＥＦ１０３９０２）；５个不同地理来源的ＧＬＲａＶ３分离株

ＣＰ基因序列，分别为中国北京分离物 ＹＮ１

（ＫＣ４７７１８１）、四川分离物ＳＬ１０（ＤＱ９１１１４８）和湖北分

离物ＤａｗａｎｈｏｎｇＮＯ．２（ＤＱ１１９５７４）、美国分离物ＷＡ

ＭＲ（ＧＵ９８３８６３）和智利分离物ＴＲＡＪＢＲ（ＫＸ７５６６６９）。

４个不同地理来源的ＧＬＲａＶ３分离株ＲｄＲｐ基因序

列，分别为中国北京分离物ＬＮ（ＪＱ４２３９３９）、湖北分离物

ＧＬＲａＶ３ＡＹＨＢ（ＡＹ４９５３４０）、意大利分离物ＣＮ４１５１

（ＧＵ８１２８９５）和南非分离物６２１（ＧＱ３５２６３１）；４个不同地

理来源的ＧＬＲａＶ３分离株ＨＳＰ７０基因序列，分别为中

国辽宁分离物 ＧＬＲａＶ３ＧＱＬＮ（ＧＱ２４６６２３）和Ｌ１

（ＧＱ４７８３１３）、美国分离物ＶＡＦＬ０４９（ＫＦ４１７６０２）和智利

分离物４２６２ＬＲ３（ＨＭ６３６８７９）。小樱桃病毒犔犻狋狋犾犲

犮犺犲狉狉狔狏犻狉狌狊（简称ＬＣｈＶ）作为同属的外组病毒，分别

为法国分离物ＰＲ２９１０（ＫＴ３４７３１５）、波兰分离物Ｃ１４

（ＥＵ１５３１０１）、美国分离物Ｊｅｊｕ６３（ＫＰ４１０８３１）和美国分

离物ＬＣｈＶＡＹＭＧ（ＡＹ９４４０６７）。

利用 ＤＮＡＭＡＮ５．２．２软件进行多重比对

（ＣｌｕｓｔａｌＷ方法），分析不同分离株间的核酸序列相

似性。邻接法（设定１０００重复值的ｂｏｏｔｓｔｒａｐ评估

遗传距离分支的可信度）构建不同地理起源分离株

的系统进化树。

２　结果与分析

２．１　总犚犖犃质量及犚犜犘犆犚检测结果

由图１ａ可知，酿酒葡萄总ＲＮＡ有两条清晰明

亮带，分别为２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ。紫外分光光

度计测得ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值约为２．１５，表明所提取

的总ＲＮＡ完整性和纯度较好。以此为模板，采用

ＲＴＰＣＲ分别检测ＧＬＲａＶ１～ＧＬＲａＶ５的ＣＰ基

因序列与ＧＬＲａＶ３的ＨＳＰ７０和ＲｄＲｐ基因序列。

结果表明，ＧＬＲａＶ１部分ＣＰ基因和ＧＬＲａＶ３的

ＣＰ基因扩增产物条带片段大小分别为２３０ｂｐ和

９４０ｂｐ左右，与预期的ＧＬＲａＶ１和ＧＬＲａＶ３的

ＣＰ基因序列大小相符（图１ｂ和ｃ），初步定名为ＧＬ

ＲａＶ１ＣＰＮＸ和ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ（宁夏分离物）。

采用ＧＬＲａＶ３的ＨＳＰ７０和ＲｄＲｐ基因特异性引物

对宁夏分离物进行ＲＴＰＣＲ检测，获得的扩增产物

片段大小分别为５４０ｂｐ和６８０ｂｐ左右，与预期的

ＧＬＲａＶ３的 ＨＳＰ７０和ＲｄＲｐ基因序列大小相符

（图１ｄ和ｅ），且检测结果与ＧＬＲａＶ３的ＣＰ基因阳

性率一致。初步定名为 ＧＬＲａＶ３ＨＳＰ７０ＮＸ和

ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ（宁夏分离物）。ＧＬＲａＶ５的

ＣＰ基因扩增产物条带片段大小为６９０ｂｐ左右，与

预期的ＧＬＲａＶ５的ＣＰ基因序列大小相符（图１ｆ），

初步定名为ＧＬＲａＶ５ＣＰＮＸ（宁夏分离物）。
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图１　酿酒葡萄总犚犖犃和犌犔犚犪犞狊宁夏分离物的基因克隆

犉犻犵．１　犜狅狋犪犾犚犖犃狊狅犳狑犻狀犲犵狉犪狆犲犪狀犱犵犲狀犲犮犾狅狀犻狀犵狅犳犌犔犚犪犞狊犻狀犖犻狀犵狓犻犪犻狊狅犾犪狋犲狊

　　由表２可知，贺兰山东麓的８个种植区８个酿

酒葡萄品种的４０份样品中，除ＧＬＲａＶ２和ＧＬ

ＲａＶ４未检测到，ＧＬＲａＶ１、ＧＬＲａＶ３和ＧＬＲａＶ５

均有不同程度的检出，其阳性样品的检出率分别为

２０．０％、３２．５％和５．０％，在８个酿酒葡萄品种中，

除‘威代尔’未检测出ＧＬＲａＶ外，其他７个品种均

检测出不同类型的ＧＬＲａＶ，其中‘蛇龙珠’和‘品丽

珠’的ＧＬＲａＶ３的检出率高达５０．０％。此外，有６

个样品存在ＧＬＲａＶ１和ＧＬＲａＶ３的复合侵染，复

合侵染率为１５．０％。

表２　酿酒葡萄样品的犚犜犘犆犚检测

犜犪犫犾犲２　犚犜犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狑犻狀犲犵狉犪狆犲狊犪犿狆犾犲狊

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

样本数／个

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

病毒检出率／％　Ｖｉｒｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ＧＬＲａＶ１ ＧＬＲａＶ２ ＧＬＲａＶ３ ＧＬＲａＶ４ ＧＬＲａＶ５

赤霞珠ＣａｂｅｒｎｅｔＳａｕｖｉｇｎｏｎ １０ ２０．０ ０．０ ３０．０ ０．０ ０．０

蛇龙珠ＣａｂｅｒｎｅｔＧｅｒｎｉｓｃｈｔ ６ ３３．３ ０．０ ５０．０ ０．０ １６．７

品丽珠ＣａｂｅｒｎｅｔＦｒａｎｃ ４ ２５．０ ０．０ ５０．０ ０．０ ０．０

黑比诺ＰｉｎｏｔＮｏｉｒ ４ ２５．０ ０．０ ２５．０ ０．０ ０．０

霞多丽Ｃｈａｒｄｏｎｎａｙ ４ ２５．０ ０．０ ２５．０ ０．０ ０．０

美乐 Ｍｅｒｌｏｔ ６ ０．０ ０．０ ３３．３ ０．０ １６．７

西拉Ｓｈｉｒａｚ ４ ２５．０ ０．０ ２５．０ ０．０ ０．０

威代尔Ｖｉｄａｌ ２ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０

总计Ｔｏｔａｌ ４０ ２０．０ ０．０ ３２．５ ０．０ ５．０
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２．２　犌犔犚犪犞１犆犘犖犡核苷酸序列的分析比较

将８个ＧＬＲａＶ１宁夏分离物的ＣＰ基因的核

苷酸序列与ＮＣＢＩ中注册的序列进行同源性比对，

发现共有２种不同的宁夏分离物 ＧＬＲａＶ１ＣＰ

ＮＸ，ＣＰ基因序列长度均为２３２ｎｔ，分别定名为ＧＬ

ＲａＶ１ＣＰＮＸ１和ＧＬＲａＶ１ＣＰＮＸ２，其比例为３∶１。

根据已报道的４个不同地理来源的ＧＬＲａＶ１ＣＰ序

列作为参照，建立系统进化树。

由图２可知，两种宁夏分离物 ＧＬＲａＶ１ＣＰ

ＮＸ１和ＧＬＲａＶ１ＣＰＮＸ２的核苷酸序列相似性为

９０％，分别聚在２个分支中，其中 ＧＬＲａＶ１ＣＰ

ＮＸ１与中国辽宁分离物ＧＳＩＴＲＩ１（ＫＰ０６７３５１）序

列相似性最高，为９９％，其次与美国分离物ＣＡ２２

（ＪＦ８１１８４９）的相似性为９７％；与加拿大分离物

ＷＣ４２９（ＥＦ１０３９０２）的相似性９５％。宁夏分离物

ＧＬＲａＶ１ＣＰＮＸ２与中国辽宁另一分离物 ＢＪ

ＭｕＨ（ＫＰ０６７３５９）的相似性较高，为９９％，而与美国

分离物ＣＡ２２（ＪＦ８１１８４９）和加拿大分离物 ＷＣ４２９

（ＥＦ１０３９０２）和 中 国 辽 宁 分 离 物 ＧＳＩＴＲＩ１

（ＫＰ０６７３５１）的相似性较低，分别为９２％、９１％和

９０％。２个ＧＬＲａＶ１宁夏分离物ＣＰ基因序列与小

樱桃病毒法国分离物ＰＲ２９１０（ＫＴ３４７３１５）的相似性

均存在较大差异，一致性均为４０％。说明ＧＬＲａＶ１

宁夏分离物存在着分子变异，在宁夏至少存在２株

变异株系。

图２　犌犔犚犪犞１分离株犆犘基因核苷酸序列系统进化树分析

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犌犔犚犪犞１犆犘犫犪狊犲犱狅狀

狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狊狅犾犪狋犲狊

２．３　犌犔犚犪犞３犆犘（犚犱犚狆和犎犛犘７０）犖犡核苷酸序

列的分析比较

　　将１３个ＧＬＲａＶ３宁夏分离物的ＣＰ、ＲｄＲｐ和

ＨＳＰ７０基因的核苷酸序列与ＮＣＢＩ中的同源序列进

行比对，发现共存在２种不同的ＣＰ基因序列，分别

定名为 ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ１和 ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ２，

ＧＬＲａＶ３ＣＰ基因序列长度均为９４２ｎｔ；３种不同的

ＲｄＲｐ基因序列，分别定名为 ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐ

ＮＸ１、ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ２ 和 ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐ

ＮＸ３，ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐ基因序列长度均为６８３ｎｔ；２

种不同的ＨＳＰ７０基因序列，分别定名为ＧＬＲａＶ３

ＨＳＰ７０ＮＸ１和 ＧＬＲａＶ３ＨＳＰ７０ＮＸ２，ＧＬＲａＶ３

ＨＳＰ７０基因序列长度均为５４６ｎｔ。根据已报道的

不同地理来源的ＧＬＲａＶ３的ＣＰ、ＲｄＲｐ和ＨＳＰ７０

基因序列作为参照，建立系统进化树。

由图３ａ可知，ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ１和 ＧＬＲａＶ３

ＣＰＮＸ２的核苷酸序列相似性为４０％，分别聚在２个

分支中，其中ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ１与国内的北京分离物

ＹＮ１（ＫＣ４７７１８１）、四川分离物ＳＬ１０（ＤＱ９１１１４８）和湖

北分离物ＤａｗａｎｈｏｎｇＮＯ．２（ＤＱ１１９５７４）及国外的

美国分离物 ＷＡＭＲ（ＧＵ９８３８６３）、智利分离物

ＴＲＡＪＢＲ（ＫＸ７５６６６９）的相似性达到９９％。而ＧＬ

ＲａＶ３ＣＰＮＸ２与国内外的分离物的一致性均较低，

仅为４０％。ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ１和ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ２

均与小樱桃病毒波兰分离物Ｃ１４（ＥＵ１５３１０１）存在较

大差异，相似性分别为４６％和４０％。

由图３ｂ可知，ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ１、ＧＬＲａＶ

３ＲｄＲｐＮＸ２和ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ３的核苷酸序

列相似性为９０％以上，分别聚在３个分支中，其中

ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ１ 与 ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ２ 的

相似性较高，为９６％，与ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ３的相

似性较低，为９３％。ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ１与国内

湖北分离物ＧＬＲａＶ３ＡＹＨＢ（ＡＹ４９５３４０）和南非

分离物６２１（ＧＱ３５２６３１）的相似性较高，为９８％，与

意大利分离物ＣＮ４１５１（ＧＵ８１２８９５）和北京分离物

ＬＮ（ＪＱ４２３９３９）的相似性分别为９３％和９０％。ＧＬ

ＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ２与北京分离物ＬＮ（ＪＱ４２３９３９）的

相似性为９０％，与其他分离物的相似性均在９６％左

右。ＧＬＲａＶ３ＲｄＲｐＮＸ３与意大利分离物ＣＮ４１５

１（ＧＵ８１２８９５）的相似性较高，为９８％，与其余国内

外分离物的相似性均在９４％左右。而３个ＧＬＲａＶ３

宁夏分离物ＲｄＲｐ基因序列与小樱桃病毒美国分离

物Ａｎｎｉｎｇ２６（ＨＱ４１２７７２）均存在较大差异，相似性

均为４０％。

由图３ｃ可知，ＧＬＲａＶ３ＨＳＰ７０ＮＸ１和ＧＬＲａＶ３

ＨＳＰ７０ＮＸ２的核苷酸序列相似性为９６％，分别聚在

２个分支中，其中ＧＬＲａＶ３ＨＳＰ７０ＮＸ１与国内的辽宁

分离物ＧＬＲａＶ３ＧＱＬＮ（ＧＱ２４６６２３）、Ｌ１（ＧＱ４７８３１３）

和国外的美国分离物ＶＡＦＬ０４９（ＫＦ４１７６０２）、智利

分离物４２６２ＬＲ３（ＨＭ６３６８７９）的相似性均达到

９８％，而ＧＬＲａＶ３ＨＳＰ７０ＮＸ２与４种国内外的分
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离物的相似性为９６％左右。２个ＧＬＲａＶ３宁夏分

离物 ＨＳＰ７０基因序列与小樱桃病毒美国分离物

ＬＣｈＶＡＹＭＧ（ＡＹ９４４０６７）均存在较大差异，相似

性均为４４％。

综上所述，ＧＬＲａＶ３宁夏分离物的ＣＰ、ＲｄＲｐ

存在较大的分子变异，推测ＧＬＲａＶ３宁夏分离物可

能存在２～３个变异类型。

图３　犌犔犚犪犞３分离株犆犘、犚犱犚狆和犎犛犘７０基因

核苷酸序列系统进化树分析

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犌犔犚犪犞３犆犘，犚犱犚狆犪狀犱犎犛犘７０

犫犪狊犲犱狅狀狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狊狅犾犪狋犲狊

３　讨论

本研究主要对宁夏贺兰山东麓酿酒葡萄种植区

的５种ＧＬＲａＶｓ（ＧＬＲａＶ１～ＧＬＲａＶ５）进行ＲＴ

ＰＣＲ检测。除了ＧＬＲａＶ２和ＧＬＲａＶ４未检测到

外，其余３种ＧＬＲａＶｓ均被检测到，且ＧＬＲａＶ１和

ＧＬＲａＶ３的检测率较高，分别为２０．０％和３２．５％，

说明造成贺兰山东麓地区酿酒葡萄出现卷叶病症状

的主要病原为ＧＬＲａＶ１和ＧＬＲａＶ３。在检测的４０

份样品中，有６份样品存在ＧＬＲａＶ１和ＧＬＲａＶ３

的复合侵染，主要表现在种植１８～２０年的‘蛇龙

珠’、‘黑比诺’、‘品丽珠’、‘赤霞珠’和‘霞多丽’品种

上。由此可见，随着种植年限的增加，ＧＬＲａＶｓ的复

合侵染现象越发的明显，同时也会引起ＧＬＲａＶｓ的

分子变异。ＧＬＲａＶｓ主要通过苗木调运和接穗的嫁

接进行传播［２３］，生产上需要加强引进苗木的葡萄卷

叶病的检测力度，切断葡萄卷叶病的嫁接传播途径，

从根本上杜绝葡萄卷叶病的危害。

通过对宁夏分离物ＧＬＲａＶ１ＣＰＮＸ的ＣＰ基

因的同源性比对，发现两种不同的宁夏分离物（ＧＬ

ＲａＶ１ＣＰＮＸ１和ＧＬＲａＶ１ＣＰＮＸ２），分别与辽宁

分离物ＧＳＩＴＲＩ１和ＢＪＭｕＨ的同源性较高，确定

为相同株系。国内外对ＧＬＲａＶ１的ＣＰ基因分子

变异有一定的研究。２０１３年Ｅｓｔｅｖｅｓ等
［２４］对葡萄

牙的２０个ＧＬＲａＶ１分离物的ＣＰ基因进行序列分

析，证明ＧＬＲａＶ１的ＣＰ基因内部存在不同变异株

系的基因重组。２０１５年Ｆａｎ等
［２５］对中国４３个ＧＬ

ＲａＶ１分离物的ＣＰ和ＨＳＰ７０基因进行序列分析，

结果显示大部分突变种与从‘Ｂｅｔａ’植株上获得的分

离物同属一组，推测该部分变异种是由携带ＧＬ

ＲａＶ１变种的‘Ｂｅｔａ’砧木嫁接传播导致的。宁夏酿

酒葡萄发展迅速，据报道在宁夏酿酒葡萄发展的初

期，曾经大量从我国东北地区引进‘Ｂｅｔａ’等山葡萄

品种作为砧木与欧亚种如‘赤霞珠’、‘品丽珠’和‘蛇

龙珠’等进行嫁接，可能经过长期的突变积累，导致

ＧＬＲａＶ１不同变异株的复合侵染，通过基因重组在

现有栽培上出现了不同的变异株。

本文将ＧＬＲａＶ３宁夏分离物的ＣＰ、ＲｄＲｐ和

ＨＳＰ７０基因与ＮＣＢＩ中登记的序列进行同源性比

对，发现ＧＬＲａＶ３的ＣＰ和ＲｄＲｐ基因序列存在较

大的分子变异，可以认为宁夏存在由于ＣＰ基因和

ＲｄＲｐ基因突变而形成的ＧＬＲａＶ３新的变异株系，

其中，ＧＬＲａＶ３ＣＰＮＸ２是由 ＧＬＲａＶ１和 ＧＬ

ＲａＶ３复合侵染的酿酒葡萄‘蛇龙珠’中获得，该分

离物表现出较大的差异性，由此可以推测是一种新

的变异种。由于植物病毒本身的ＲＮＡ聚合酶缺乏

严密的校对修正功能，使得其在宿主体内形成由一

个主序列和与该序列相关的大量突变体集合的病毒

种群，称为准种病毒（ｑｕａｓｉｓｐｅｃｉｅｓ）。２００５年Ｔｕｒｔｕ

ｒｏ等
［２６］研究发现ＧＬＲａＶ３的不同变异种的复合侵

染严重，表明结构多样性的葡萄卷叶病毒种群是准

种病毒。２０１３年Ｆａｒｏｏｑ等
［２７］和Ｌｉｕ等

［２８］对ＧＬ

ＲａＶ３中国分离物进行多样性分析，结果显示ＣＰ

基因是ＧＬＲａＶ３基因重组较活跃的区域，不同变异

种的基因重组形成了新的变异种。葡萄较长的生长

周期、无病毒苗木检测技术的缺乏、病毒的基因突变

以及不同变异株系的复合侵染为基因重组与进化提

供了必要的条件。由于我国葡萄病毒病的研究起步
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较晚，葡萄病毒病原方面的研究较少，而葡萄病毒病

对葡萄产业的影响较大，因此，我们有必要在加强对

这些病毒病原研究的同时，加强对葡萄病毒病检测

技术的优化和无毒苗木的培育工作，为宁夏酿酒葡

萄病毒病的监控提供技术支持。
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