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通辽市塞外红苹果中3种苹果潜隐

病毒的检测及变异分析

张悦东 1，孙平平 1，李小燕 1，杨 荣 2，王宝侠 3，张 磊 1*，李正男 1*

（1内蒙古农业大学园艺与植物保护学院，呼和浩特 010018；2内蒙古自治区林业科学研究院，

呼和浩特 010010；3通辽市林业和草原科学研究所，内蒙古通辽 028000）

摘 要：【目的】明确通辽地区塞外红苹果（Malus pumila‘Saiwaihong’）中苹果褪绿叶斑病毒（ACLSV）、苹果茎痘病毒

（ASPV）和苹果茎沟病毒（ASGV）3种苹果潜隐病毒的普遍率和遗传多样性。【方法】从通辽市开鲁县8个乡镇随机采

集了96份塞外红苹果枝条，采用RT-PCR法对样品进行3种苹果潜隐病毒检测。对检测为阳性的样品进行病毒基因

克隆、测序，并进行序列一致性分析和系统发育分析。【结果】检测结果表明，被检测的塞外红苹果中3种苹果潜隐病毒

均有不同程度的发生，并且存在2种或3种病毒的复合侵染。基于CP基因对病毒一致性和变异情况进行分析，结果表

明，来源于塞外红苹果的29个ACLSV分离物的核苷酸序列一致性为78.1%~99.9%，与其他15个已知的ACLSV分离

物的一致性为69.1%~93.6%；来源于塞外红苹果的12个ASPV分离物的核苷酸序列一致性为83.6%~99.7%，与其他15

个已知的ASPV分离物的一致性为 75.4%~91.5%；来源于塞外红苹果的 21个ASGV分离物的核苷酸序列一致性为

96.4%~100.0%，与其他已知的40个ASGV分离物的一致性为89.9%~98.9%。系统发育分析结果表明，44个ACLSV分

离物聚集在7个主支，其中29个塞外红苹果的ACLSV分离物分别位于 JB组、Balatonl组、B6组和一个独立分支；27个

ASPV分离物聚集为6支，其中12个塞外红苹果的ASPV分离物分别位于Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ组；61个ASGV分离物聚集为8个

支，其中塞外红苹果的21个ASGV分离物聚集在一起，形成独立分支。【结论】ACLSV、ASGV、ASPV均能侵染塞外红

苹果，并且发生率较高。与其他来源的病毒相比，塞外红苹果的3种病毒分离物，各种内各分离物彼此之间的序列一

致性较好并且进化关系较近。研究结果为塞外红苹果产业绿色、健康、持续发展提供基本理论依据。
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Abstract:【Objective】The aim of this study was to determine the incidence and genetic diversity of

three types of latent apple viruses, including apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), apple stem pitting

virus (ASPV) and apple stem grooving virus (ASGV) in Saiwaihong apple (Malus pumila) in Tongliao.

【Methods】Fresh twigs of Saiwaihong were randomly collected from 96 trees in 8 different counties in

Kailu. Total RNA was extracted from the leaves of the samples using TaKaRa MiniBEST Plant RNA

Extraction Kit and served as templates for cDNA synthesis using PrimeScriptⅡ 1st Strand cDNA Syn-
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thesis Kit. The genes of the three viruses were amplified by RT-PCR, in which the primers were de-

signed based on the conserved parts of the gene sequences published in NCBI GenBank. The amplified

fragments were purified and cloned onto pTOPO- TA cloning vectors, and E. coli JM109 competent

cells were transformed. Positive clones were sequenced at Beijing Genomics Institute. The sequences

were analyzed and assembled using Vector NTI Advance 11, and the nucleotide sequence identity was

determined using BLASTn program at NCBI website. Phylogeny analysis was performed based on the

sequences using MEGA-X software.【Results】The incidence of the viruses in Saiwaihong in Tongliao

was 30.2% (29/96) for ACLSV, 12.5% (12/96) for ASPV and 22.0% (21/96) for ASGV. The triple

mixed infection was 4.2% . The double mixed infection was 4.2% for ACLSV and ASPV, 13.5% for

ACLSV and ASGV, and 3.1% for ASPV and ASGV. The nucleotide sequence identities among the 29

ACLSV isolates from Saiwaihong were 78.1%-99.9%, while the identities were 69.1%-93.6% with ad-

ditional 15 isolates published in NCBI. ACLSV isolate Kailu7-10 (GenBank accession No. ON001713)

had the highest nucleotide sequence identity of 93.6% with isolate XC-HF (MF678819), and the lowest

nucleotide sequence identity of 69.1% was seen between ACLSV Kailu1-5 (ON001689) and the isolate

Ta Tao 5 from American peach (EU223295). The nucleotide sequence identities of the 12 ASPV isolates

from Saiwaihong were 83.6%-99.7%, and the identities were 75.4%-91.5% with additional 15 ASPV

isolates published in NCBI. ASPV Kailu7-12 (OL953382) and isolate Aurora-1 (HE963831) shared the

highest identity of 91.5%. ASPV isolate Kailu7-6 (OL953380) and isolate PR1 (EU095327) shared the

lowest nucleotide sequence identity of 75.4%. The nucleotide sequence identities among the 21 ASGV

isolates from Saiwaihong were 96.4%-100.0%, and the identities were 89.9%-98.9% with additional

38 ASGV isolates published in NCBI. Both the ASGV isolate Kailu7-5 (OL960751) and isolate Kailu7-

10 (OL960752) had the highest identity of 98.9% with the Canadian isolate 13TF163B (MZ126539).

The ASGV isolate Kailu1- 7 (OL960738) had the lowest identity of 89.9% with the isolate PG

(MK427058). Phylogenetic trees were reconstructed based on the gene sequences of each virus. On the

tree for ACLSV, the 44 ACLSV isolates were clustered into 7 major branches, marked as JB, MO-5, Ba-

latonl, P863, 1, B6 and Ta Tao 5. The 15 isolates from Saiwaihong (ON001687- 89, ON001692,

ON001700-04, ON001706-08, ON001713-15) were clustered into JB group together with the isolate

SY03 from hawthorn (KU870525), isolate XC- HF from apple (MF678819), and pear isolates KMS

(KC935954), YH (KC935955) and JB (KC935956). The isolate Kailu3-12 (ON001699) and the strain

Balaton1 (X99752) were clustered together into the Balatonl group. A subclade 1 was formed by isolate

Kailu5-11 (ON001705) and isolate Kailu6-9 (ON001709). The other ACLSV isolates from Saiwaihong

(ON001690-691 and ON001693-712) were clustered together with isolate QD-13 (KJ522693) and iso-

late MS (KC847061) was clustered into group B6. The 27 ASPV isolates were clustered into 6 groups,

marked as group Ⅰ- Ⅳ. The ASPV isolates from Saiwaihong (OL953372- 75, OL953379 and

OL953381- 83) were clustered into the group Ⅰ together with the Canadian apple isolate Aurora- 1

(HE963831). Some isolates from Saiwaihong (OL953379 and OL953380), with the German apple iso-

late PM8 (KF319056), isolate Palampur (FR694186) and isolate IF38 (AB045371), were clustered into

group Ⅳ. The other isolates from Saiwaihong (OL953378 and OL953377) formed a distinct subclade.

The 61 ASGV isolates were clustered into 8 main clades, and the 21 isolates from Saiwaihong were

clustered together and formed a distinct subclade.【Conclusion】Based on the results above, we con-

cluded that ACLSV, ASPV and ASGV all can infect Saiwaihong, and the incidence was high in

Tongliao while ACLSV had the highest incidence of above 30%. The isolates occurred in Saiwaihong

showed closer intraspecific relationship to each other in comparison with isolates from other hosts ac-
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塞外红苹果又名鸡心果，是由通辽市林业和草原

科学研究所王宝侠研究员团队历经20多年自主选育

出的小苹果新品种，是内蒙古自治区首个通过中国森

林认证的经济林树种。因为塞外红苹果具有适应性

强、丰产性好、抗逆性强、果实色泽艳丽、口味香甜、耐

贮藏等特性，已经发展成为内蒙古自治区种植面积最

大的苹果品种之一。目前，在内蒙古自治区通辽市种

植面积约为 2万 hm2，成为当地果农的主要收入来

源。另外，在辽宁、河北、山东、甘肃等省也有引种。

苹果褪绿叶斑病毒（apple chlorotic leaf spot vi-

rus, ACLSV）、苹果茎痘病毒（apple stem pitting vi-

rus, ASPV）和苹果茎沟病毒（apple stem grooving vi-

rus, ASGV）是苹果上发生率最高的 3种病毒，在世

界范围内广泛发生 [1]。1959年，Mink等 [2]等首次报

道了苹果上发生ACLSV。随后发现ACLSV还侵染

梨、桃、山楂等果树[3-5]。1954年，Smith[6]在出现茎痘

斑和坏死症状的苹果砧木上发现了ASPV，近年发

现 ASPV 在梨、山楂、樱桃、枇杷等果树上都会发

生[7-9]。Lister等[10]于 1965年最先在苹果上发现AS-

GV，伴随着RT-PCR和 siRNA高通量测序技术的应

用，ASGV的寄主范围从蔷薇科果树上扩展到百合、

月季、竹等观赏植物[11-14]。这3种苹果病毒单独侵染

时，在大多数商业苹果品种上不引起明显症状，但复

合侵染时可以引起苹果树“高接病”、树势衰退、果实

畸形、皱缩等，是苹果无病毒苗木生产中需要脱除的

对象。伴随着塞外红苹果种植面积的不断扩大，病

毒侵染导致苹果品质下降已成为制约塞外红苹果产

业发展的重要因素，开展 3种病毒的检测和分子变

异研究，对塞外红苹果产业发展有重要意义，也将为

无病毒苗木生产提供指导数据。

笔者在本研究中采用RT-PCR对采自内蒙古自

治区通辽市8个乡镇的96份塞外红苹果样品进行了

检测及分析，明确了通辽市塞外红苹果中 3种苹果

潜隐病毒的发生情况和遗传多样性。

1 材料和方法

1.1 供试材料

2021 年 2 月 25 日在开鲁县的开鲁镇、大榆树

镇、建华镇、小街基镇、东风镇、东来镇、麦新镇、吉日

嘎郎吐镇等8个乡镇采集了96份塞外红苹果枝条样

品（每个乡镇随机采集12份），选择15~20 cm长的一

年生枝条，用石蜡封口，置于4 ℃冰箱保存备用。

1.2 主要试剂及实验仪器

1.2.1 主要试剂 TaKaRa MiniBEST plant RNA

Extraction Kit[宝日医生物技术（北京）有限公司]、

PrimeScript™ Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit[宝日

医生物技术（北京）有限公司]、M5超光速mix（北京

聚合美生物科技有限公司）、琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒[天根生化科技（北京）有限公司]、零背景

pTOPO-TA克隆试剂盒（北京艾德莱生物科技有限

公司）、E.coli JM109 感受态细胞[宝日医生物技术

（北京）有限公司]等；具体实验操作步骤根据试剂盒

说明书完成。

1.2.2 主要实验仪器 生工Sangon Biotech台式高

速微量离心机（Hico21）、电子天平、海尔医用低温保

存箱、Scllogex sloloe离心机、涡轮振荡机、卧式冷藏

冷冻转换柜、恒温水浴锅、微波炉、Allsheng微量分

光光度计（Nano-300）、微型涡旋混合仪、流水式制冰

机、电热恒温培养箱、BIO-RAD Thermal Cycler、移

液枪、DLAB数显恒温金属浴。

1.3 方法

1.3.1 植物总 RNA 提取 按照 TaKaRa MiniBEST

plant RNA Extraction Kit说明书步骤，从植物枝条中

提取总RNA。得到的总RNA使用Allsheng微量分

光光度计（Nano-300）进行浓度和纯度的测定。存放

于-20 ℃冰箱备用。

1.3.2 反转录合成 cDNA 第一链 以提取的样品

总 RNA 为模板，使用反转录试剂盒 PrimeScript™
Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit进行反转录，过程

如下：1 μL 随机引物（50 μmoL · L- 1）、1 μL dNTP

（10 mmoL·L-1）、1.5 μL模板RNA、6.5 μL无酶水，将

反应液放入PCR仪内 65 ℃ 5 min；冰上迅速冷却后

继续加入 4 μL 5 × PrimeScript Ⅱ Buffer、0.5 μL

RNase Inhibitor（40 U · μL- 1）、1 μL PrimeScript Ⅱ

cording to the phylogenetic trees. This work, therefore, provided basic knowledge about the viral diseas-

es on Saiwaihong in Tongliao, and was significant for making prevention and control policies during

the sustainable and healthy development of the industry.

Key words: Malus pumila‘Saiwaihong’; RT-PCR; Apple chlorotic leaf spot virus; Apple stem pitting

virus; Apple stem grooving virus
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RTase（200 U·μL-1）、4.5 μL无酶水。将上述20 μL反

应液轻轻混匀，放入 PCR 仪内 42 ℃ 30 min、70 ℃

15 min后，取出冷却。反转录产物可以在-20 ℃冰箱

保存。

1.3.3 病毒基因组克隆 （1）引物设计。根据NCBI

的GenBank数据库中存储的ACLSV、ASGV、ASPV

基因序列的保守区域，设计了3对病毒检测引物（表

1）。ACLSV1-F/R用于扩增ACLSV的部分复制蛋

白和部分移动蛋白基因；ASPV1-F/R用于扩增ASPV

的部分外壳蛋白基因和3’非编码区；ASGV1-F/R用

于扩增ASGV的部分移动蛋白和外壳蛋白基因。

表 1 检测塞外红样品中 ACLSV、ASGV、ASPV 所用引物

Table 1 Primers used for detection of ACLSV, ASGV and

ASPV in Saiwaihong

引物名称
Primers

ACLSV1 F

ACLSV1 R

ASPV1 F

ASPV1 R

ASGV1 F

ASGV1 R

引物序列（5’→ 3’）
Sequences（5’→3’）

ATCGCAGAAGGGGATATTCCAAT

TGTCKAGCAAACTGAAAYTCTCT

GACTTCTTYTTYGGAGTNGARAG

GAAAATCTAGTTAAAACAAAAATAAG

ATGAGTTTGGAAGACGTGCTTCA

CAAAGCTTYCKGAACGTACATTC

产物
大小
Size/
bp

1016

344

449

退火
温度
Tm/
℃

61

61

58

58

58

58

注：Y. C/T；K. G/T；N. A/G/C/T。

（2）病毒基因片段扩增。以反转录合成的 cD-

NA为模板，使用 2×M5 Hiper超光速mix分别扩增

ACLSV、ASPV、ASGV基因片段。扩增体系如下：

10 μL 2×M5 Hipor超光速mix、1 μL上游引物、1 μL

下游引物、5 μL cDNA、3 μL 无酶水。反应条件：

95 ℃预变性 3 min，35次循环：94 ℃变性 25 s、退火

25 s（ACLSV 61 ℃，ASPV 58 ℃，ASGV 58 ℃）、

72 ℃延伸（ACLSV 60 s，ASPV 30 s，ASGV 30 s），

72 ℃补平5 min。

（3）PCR产物的纯化、克隆及序列测定。将检

测到的ACLSV、ASGV、ASPV目标片段纯化回收，

纯化后的PCR产物用 pTOPO-TA试剂盒进行连接，

连接产物转化大肠杆菌 JM109 感受态细胞并涂

板。对培养出来的单个菌落进行 PCR 菌液鉴定。

每个样品随机挑选3个阳性克隆菌液送华大基因公

司进行测序。

1.3.4 序列一致性分析及系统发育分析。运用软件

Vector NTI Advance 11（Invitrogen Corporation，CA，

USA）对测序结果进行分析和拼接；使用 SDT软件

CLE序列比对程序将测序基因序列与参考基因序列

进行两两比对，参考序列均从NCBI GenBank数据库

下载[15]。用MEGA-X软件构建系统发育进化树，处

理序列采用 ClustalW 算法进行比对，选用邻接法

（neighbor-joining method，NJ）构建系统发育树，自展

校正值为1000，其他均为软件默认值[16]。

2 结果与分析

2.1 病毒的检出率

RT-PCR检测结果显示，96份塞外红苹果枝条

样品中，有29份样品携带ACLSV，检出率为30.2%；

有12份样品携带ASPV，检出率为12.5%；有21份样

品携带ASGV，检出率为22.0%。通过对每个乡镇的

病毒检出率比较，ACLSV检出率最高的地区在开鲁

县开鲁镇，为 66.7%；ASPV检出率最高的地区在开

鲁县东风镇，为 41.7%；ASGV检出率最高的地区在

开鲁县开鲁镇，为58.3%（表2）。在所采集的96份塞

外红苹果枝条样品中，有4份样品同时携带ACLSV、

ASPV和ASGV，检出率为 4.2%；有 4份样品同时携

带ACLSV和ASPV，检出率为 4.2%；有 13份样品同

时携带ACLSV和ASGV，检出率为13.5%；有3份样

品同时携带ASPV和ASGV，检出率为3.1%（表3）。

2.2 序列一致性分析

笔者在本研究中共获得 29个来源于塞外红苹

果的ACLSV分离物（GenBank登录号：ON001687~

ON001715），核苷酸序列一致性为78.1%~99.9%，其中

ACLSV Kailu4-8（ON001702）与Kailu5-1（ON001704）

的核苷酸序列一致性最高，为 99.9% ；Kailu3- 12

（ON001699）与Kailu7-10（ON001713）之间的核苷酸序

列一致性最低，为78.1%。该29个分离物与其他15个

已知的ACLSV分离物的核苷酸序列一致性为69.1%~

93.6%，其中分离物Kailu7-10（ON001713）与来源于

中国苹果的分离物XC-HF（MF678819）核苷酸序列

一致性最高（93.6%）；分离物 Kailu1-5（ON001689）

与美国桃分离物Ta Tao 5（EU223295）核苷酸序列一

致性最低（69.1%）（图 1）。根据扩增得到的部分复

制蛋白和移动蛋白基因序列构建系统发育树，结果

显示，44个ACLSV分离物聚集在 7个分支，即 JB、

MO-5、Balatonl、P863、组 1、B6、Ta Tao 5（图 2）。来

源于塞外红苹果的部分ACLSV分离物（ON001687~

689、ON001692、ON001700~704、ON001706~708、

ON001713~715）位于 JB 组，与中国山楂分离物

张悦东，等：通辽市塞外红苹果中3种苹果潜隐病毒的检测及变异分析 981
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表 2 开鲁塞外红苹果受单一病毒侵染的情况

Table 2 Occurrence of infection with a single virus in Saiwaihong in Kailu

地点Location

开鲁镇 Kailu

大榆树镇 Dayushu

建华镇 Jianhua

小街基镇 Xiaojieji

东风镇 Dongfeng

东来镇 Donglai

麦新镇 Maixin

吉日嘎郎吐镇 Jirigalangtu

阳性株数/检测总量 Number of diseased plants/total number of samples

ACLSV

8/12

4/12

1/12

4/12

3/12

3/12

4/12

2/12

ASPV

1/12

1/12

1/12

0/12

5/12

1/12

2/12

1/12

ASGV

7/12

3/12

3/12

2/12

2/12

1/12

2/12

1/12

表 3 开鲁塞外红苹果受复合病毒侵染的情况

Table 3 Occurrence of mixed infection with viruses in Saiwaihong in Kailu

地点Location

开鲁镇 Kailu

大榆树镇 Dayushu

建华镇 Jianhua

小街基镇 Xiaojieji

东风镇 Dongfeng

东来镇 Donglai

麦新镇 Maixin

吉日嘎郎吐镇 Jirigalangtu

发病株数/样本总量 Number of diseased plants/total sample size

ACLSV ASPV ASGV

1/12

0/12

0/12

0/12

1/12

0/12

2/12

0/12

ACLSV ASPV

0/12

1/12

0/12

0/12

2/12

0/12

0/12

1/12

ACLSV ASGV

6/12

3/12

1/12

2/12

0/12

0/12

0/12

1/12

ASPV ASGV

0/12

0/12

1/12

0/12

1/12

1/12

0/12

0/12

图 1 ACLSV 基因序列两两比对一致性矩阵图

Fig. 1 A matrix of pairwise identities among ACLSV gene sequences
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ON001707 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001700 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001706 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001701 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001715 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001708 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001688 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001703 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001704 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001702 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001714 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001689 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001692 塞外红 中国 Saiwaihong China
KU870525 山楂 中国 Hawthorn China
KC935955 梨 中国 Pear China
KC935954 梨 中国 Pear China
ON001687 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001713 塞外红 中国 Saiwaihong China
MF678819 苹果 中国 Apple China
KC935956 梨 中国 Pear China
KU870524 山楂 中国 Hawthorn China
KM207212 山楂 中国 Hawthorn China
ON001699 塞外红 中国 Saiwaihong China
X99752 樱桃 法国 Cherry France
M58152 苹果 法国 Apple France
AJ243438 李 德国 Plum Germany
JN634761 桃 中国 Peach China
JN634760 桃 中国 Peach China
ON001709 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001705 塞外红 中国 Saiwaihong China
KJ522693 苹果 日本 Apple Japan
KC847061 苹果 中国 Apple China
ON001712 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001693 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001710 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001695 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001697 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001691 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001711 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001694 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001690 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001696 塞外红 中国 Saiwaihong China
ON001698 塞外红 中国 Saiwaihong China
EU223295 桃美国 Peach America
NC-002500 甜樱桃 Prunus avium

SY03（KU870525）、苹 果 分 离 物 XC- HF

（MF678819）、梨分离物 KMS、YH、JB（KC935954、

KC935955、KC935956）聚为一支；分离物Kailu3-12

（ON001699）与法国樱桃分离物Balaton1（X99752）

聚为一支，位于Balatonl组；分离物Kailu6-9、Kailu5-

11（ON001709、ON001705）单独形成一个分支，位

于1组；其他的分离物（ON001690~691、ON001693~

698、ON001710~712）位于 B6 组，与日本苹果分离

物 QD- 13（KJ522693）、中 国 苹 果 分 离 物 MS

（KC847061）聚为一支。外参为樱桃斑驳叶病毒

（cherry mottle leaf virus，CMLV）（NC-002500）。

笔者在本研究中共获得 12个来源于塞外红苹

果的 ASPV 分离物（GenBank 登录号：OL953372~

OL953383），这12个分离物间核苷酸序列一致性为

83.6%~99.7%，其中来源于塞外红的 ASPV 分离物

Kailu2-9（OL953373）与 Kailu7-12（OL953382）的核

苷酸序列一致性最高（99.7%）；分离物 Kailu2- 9

（OL953373）、Kailu7- 6（OL953380）与 Kailu8- 1

（OL953383）之 间 的 核 苷 酸 序 列 一 致 性 最 低

（83.6%）。该12个ASPV分离物与其他15个已知的

ASPV分离物的核苷酸序列一致性为75.4%~91.5%，

其中ASPV 分离物Kailu7-12（OL953382）与加拿大

苹果分离物 Aurora-1（HE963831）的核苷酸序列一

致 性 最 高（91.5% ）；ASPV 分 离 物 Kailu7- 6

（OL953380）与 中 国 梨 ASPV 分 离 物 PR1

（EU095327）的核苷酸序列一致性最低（75.4%）（图

3）。根据部分外壳蛋白基因和 3’非编码区序列构

建系统发育树，27个ASPV分离物聚集为6支，塞外

红苹果的 ASPV 分离物分别位于组Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ（图

4）。部分塞外红苹果的 ASPV 分离物（OL953372~

75、OL953379、OL953381~83）与加拿大苹果分离物

Aurora-1（HE963831）聚集在同一个分支上形成组

图 2 来自塞外红苹果的 ACLSV 分离物与其他 ACLSV 分离物序列构建的系统发育进化树

Fig. 2 A phylogenetic tree was constructed based on the sequences of ACLSV isolates from Saiwaihong and the other

published ACLSV isolates
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图 3 ASPV 基因序列两两比对一致性矩阵图

Fig. 3 A matrix of pairwise identities among ASPV gene sequences

图 4 来自塞外红苹果的 ASPV 分离物与其他已知 ASPV 分离物构建的系统发育进化树

Fig. 4 A phylogenetic tree was constructed based on the sequences of ASPV

isolates from Saiwaihong and other published ASPV isolates
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OL953383 塞外红 中国 Saiwaihong China
OL953373 塞外红 中国 Saiwaihong China
OL953375 塞外红 中国 Saiwaihong China
OL953382 塞外红 中国 Saiwaihong China
OL953374 塞外红 中国 Saiwaihong China
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HE963831 苹果 加拿大 Apple Canada
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NC 003462 苹果 德国 Apple Germany
EU095327 梨中国 Pear China
KJ522472 苹果 中国 Apple China
JF946775 梨 中国 Pear China
JF946772 梨 中国 Pear China
KF321966 苹果 英国 Apple United Kingdom
KF319056 苹果 德国 Apple Germany
FR694186 苹果 印度 Apple India
OL953376 塞外红 中国 Saiwaihong China
OL953380 塞外红 中国 Saiwaihong China
AB045371 苹果 日本 Apple Janpan
OL953378 塞外红 中国 Saiwaihong China
OL953377 塞外红 中国 Saiwaihong China
KF321967 苹果 德国 Apple Germany
HQ339959 杏意大利 Apricot Italy
NC 014821 杏 意大利 Apricot Italy
HQ339958 杏法国 Apricot France
JX559646 葡萄 加拿大 Grape Canadian
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Ⅰ；部分塞外红苹果的 ASPV 分离物（OL953379、

OL953380）与 德 国 苹 果 的 ASPV 分 离 物 PM8

（KF319056）、印度苹果的 ASPV 分离物 Palampur

（FR694186）、日 本 苹 果 的 ASPV 分 离 物 IF38

（AB045371）聚为一支，位于组Ⅳ；其余塞外红苹果

的ASPV分离物（OL953378、OL953377）形成单独的

一个分支Ⅴ。外参为沙地葡萄茎痘病毒（grapevine

rupestris stem pitting- associated virus，GRSPaV）

（JX559646）。

笔者在本研究中共获得21个来源于塞外红的AS-

GV分离物（GenBank登录号OL960733~OL960753），

核苷酸序列一致性为96.4%~100.0%，来自塞外红苹

果的 ASGV 分离物 Kailu1-1（OL960733）与 Kailu1-

12（OL960739）核苷酸序列一致性最高（100.0%）；

ASGV 分 离 物（OL960734~735、OL960745~747、

OL960749~750）与分离物Kailu8-1（OL960753）之间

的核苷酸序列一致性最低（96.4%）。来自塞外红苹

果的 21个ASGV分离物与其他已知的 38个ASGV

分离物核苷酸序列一致性为 89.9%~98.9%，其中塞

外红苹果的 ASGV 分离物 Kailu7- 5、Kailu7- 10

（OL960751、OL960752）与加拿大苹果的 ASGV 分

离物13TF163B（MZ126539）的核苷酸序列一致性最

高（98.9%）；分离物 Kailu1-7（OL960738）与中国滇

黄精ASGV分离物PG（MK427058）核苷酸序列一致

性最低（89.9%）（图 5）。系统发育分析显示 59 个

ASGV分离物聚集成8个大的分支。塞外红苹果的

ASGV分离物独自聚集形成一支，记为组Ⅰ（图 6）。

外 参 为 樱 桃 病 毒 A（Cherry Virus A，CVA）

（AB181355）。

3 讨 论

对病毒的种群多样性和遗传特性进一步深入分

析，能够更好地掌握病毒的流行特点，笔者在本研究

中对在开鲁县塞外红苹果上发生的3种苹果潜隐病
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图 5 ASGV 基因序列两两比对一致性矩阵图

Fig. 5 A matrix of pairwise identities among ASGV gene sequences
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Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

Ⅶ

Ⅷ

毒病进行了报道。通过RT-PCR获得了29个塞外红

苹果ACLSV分离物，GenBank登录号：ON001687~

ON001715；12个塞外红苹果ASPV分离物，GenBank

登录号：OL953372~OL953383；21个塞外红苹果AS-

GV分离物，GenBank登录号：OL960733~OL960753。

根据第九次国际病毒分类会议的建议标准可知，凹

陷病毒属不同种的RdRp基因或者CP基因的核苷

酸序列一致性应高于72%或者氨基酸序列一致性高

于 80%。塞外红苹果的ACLSV分离物之间核苷酸

序列一致性为 78.1%~99.9%，与其他 15 个 ACLSV

分离物之间核苷酸序列一致性为 69.1%~93.6%，其

中塞外红苹果的ACLSV分离物（ON001689）与美国

桃分离物Ta Tao 5（EU223295）核苷酸序列一致性最

低（69.1%），基因组序列一致性低于国际病毒分类

委员会第九次会议中给出的范围。但通过与其他已

经报道过的ACLSV核苷酸序列一致性比对分析均

大于分类标准，本研究认为来自塞外红苹果的ACLSV

分离物 Kailu1-5（ON001689）仍属于 ACLSV。通过

对ACLSV进化树分析，ACLSV未表现地理位置相

关性和寄主相关性。通过核苷酸序列一致性分析可

以发现塞外红苹果的ASPV分离物之间核苷酸序列

一致性为 83.6%~99.7%，与其他 15个ASPV分离物

之间的核苷酸序列一致性为 75.4%~91.5%，塞外红

苹果的ASPV分离物与已经报道的ASPV分离物具

有较高的核苷酸一致性，这些数据可以说明该分离

物属于ASPV。根据Ma等[17]的研究结果，ASPV分

离物与地理位置和寄主有相关性，但笔者在本研究

中构建的系统发育进化树不支持ASPV分离物间呈

现地理位置相关性和寄主相关性，这可能与样本量

较少有关。本研究结果表明，塞外红苹果的ASGV

图 6 来自塞外红苹果的 ASGV 分离物与其他已知 ASGV 分离物构建的系统发育树

Fig. 6 A phylogenetic tree was constructed based on the ASGV isolates from Saiwaihong and other published ASGV isolates
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分离物之间核苷酸序列一致性为96.4%~100.0%，与

其他 38个ASGV分离物之间核苷酸序列一致性为

89.9%~98.9%。塞外红苹果的ASGV分离物与已经

报道的ASGV分离物具有较高的核苷酸序列一致

性，这些数据表明该分离物属于ASGV。基于基因

序列的系统发育分析表明，这些ASGV分离物在地

理来源特异性或寄主专一性方面没有明确的归类。

笔者在本研究中对开鲁县塞外红上3种苹果潜

隐性病毒的分子变异情况进行分析，进一步明确了各

个病毒分子变异规律及相应株系的分类情况，以及开

鲁不同塞外红苹果产区的病毒分离物系统发育的亲

缘关系，本研究对更好地了解塞外红苹果潜隐性病

毒的发生规律及制定有效的防治措施具有重要的理

论指导意义。

4 结 论

ACLSV、ASPV和ASGV均能侵染塞外红苹果，

双重复合侵染和三重复合侵染也有发生。与ASPV

和ASGV相比，ACLSV的发生率较高，达30%。对比

于其他已经报道的病毒分离物之间的一致性，来自于

塞外红苹果的3种病毒种内分离物的核苷酸序列一致

性均较高，并且进化关系较近。研究结果为塞外红

苹果产业绿色、健康、持续发展提供基本理论依据。
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