
黑龙江农业科学２０２１（４）：５９６２
ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ

ｈｔｔｐ：／／ｈｌｊｎｙｋｘ．ｈａａｓｅｐ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．１１９４２／ｊ．ｉｓｓｎ１００２２７６７．２０２１．０４．００５９

李鹏举，侯帅，宋鹏慧，等．黑龙江省苹果茎沟病毒的分布及遗传多样性分析［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０２１（４）：５９６２．

黑龙江省苹果茎沟病毒的分布及遗传多样性分析

李鹏举，侯　帅，宋鹏慧，杨　光，房　磊，段亚东

（黑龙江省农业科学院 乡村振兴科技研究所，黑龙江 哈尔滨１５００２８）

摘要：为促进黑龙江省苹果茎沟病的预防，从而加强优质苹果无毒苗木的推广和产业升级，本试验通过对在

黑龙江省采集到的６０份疑似感苹果茎沟病毒（ＡＳＧＶ）的苹果样品进行ＲＴＰＣＲ特异性检测，明确了 ＡＳＧＶ

在黑龙江省６大苹果产区的发生分布范围。结果表明：牡丹江地区、松花江平原地区的苹果植株带毒率达到

１００％，且苹果品种金红的ＡＳＧＶ发生率最低。ＡＳＧＶＣＰ序列同源性以及遗传多样性分析表明 ＡＳＧＶＭＤＪ

与ＡＳＧＶＳＨＪ具有较近的亲缘关系，与 ＡＳＧＶＤＮ的亲缘关系较远。这３份分离物与印度和中国台湾、山

东、陕西等地的ＡＳＧＶ核苷酸一致率达到９８．５６％以上。
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　　苹果不仅是人们日常饮食中必不可少的重要

水果，同时也是我国渤海地区、华北内陆地区、西

南丘陵地区以及西北黄土高原地区的重要农业支

柱产业。然而，苹果的安全生产正受到多个方面

的威胁，其中尤以苹果病毒病最为严重，可被３９

种病毒所侵染［１］。威胁我国苹果生产的病毒主要

为苹果茎沟病毒（ＡｐｐｌｅＳｔｅｍＧｒｏｏｖｉｎｇＶｉｒｕｓ，

ＡＳＧＶ）、苹果花叶病毒（ＡｐｐｌｅＭｏｓａｉｃＶｉｒｕｓ，

ＡｐＭＶ）、苹果茎痘病毒（ＡｐｐｌｅＳｔｅｍＰｉｔｔｉｎｇＶｉ

ｒｕｓ，ＡＳＰＶ）、苹果褪绿叶斑病毒（ＡｐｐｌｅＣｈｌｏｒｏｔｉｃ

ＬｅａｆＳｐｏｔＶｉｒｕｓ，ＡＣＬＳＶ）、苹果锈果类病毒（Ａｐ

ｐｌｅＳｃａｒＳｋｉｎＶｉｒｏｉｄ，ＡＳＳＶｄ）
［２］。受病毒侵染的

苹果植株，其正常的生理机能受到干扰，致使苹果

植株长势减弱、果实畸形等不良症状，苹果的品质

和产量受到严重影响［３４］。

国外对苹果病毒病的研究较早，并且已经实

现了苹果的安全无毒化种植，我国对苹果病毒病

的研究始于２０世纪８０年代
［５７］。近年来，随着农

业产业结构的不断调整，以及苹果种质的更新和

栽培面积的迅速扩大，使我国苹果病毒病的发生

情况逐年发生变化［８］。特别是对苹果茎沟病毒病

的研究工作起步较晚，本文对黑龙江省６个苹果

栽培区域进行采样并进行分子生物学以及遗传分

析，以期为预防黑龙江省苹果产区苹果茎沟病的

发生提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料

于２０１４年在黑龙江省东宁盆地、牡丹江地

区、松花江平原、西部风沙干旱区、克拜川岗寒冷

区以及大兴安岭高寒区共６大果树产区种植的苹

果植株进行韧皮部采样，共６０份样品；ｐＭＤ１９Ｔ

载体（购自 ＴａＫａＲａ公司）；２×犜犪狇ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、

ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ、ＲＮＡ提取试剂盒（购自康维

世纪）；Ａｍｐ、ＬＢ、大肠杆菌 ＤＨ５ɑ；ＤＮＡ 琼脂糖

凝胶纯化回收试剂盒（购自ＴａＫａＲａ公司）。

１．２　方法

１．２．１　植物总 ＲＮＡ 提取及反转录　参照李

玲［９］报道的方法提取苹果植株韧皮部总ＲＮＡ，并

按照郝璐等［８］的方法进行ＲＮＡ反转录反应。

１．２．２　ＡＳＧＶＰＣＲ 检测体系的构建　根据

ＧｅｎｅＢａｎｋ上 ＡＳＧＶ的外壳蛋白基因设计引物，

其正向引物为：５′ＧＡＧＧＡＴＴＴＡＧＧＴＣＣＣＴＣ

ＴＣ３′，反 向 引 物 为：５′ＧＴＡＴＡＡＡＧＧＣＡＧ

ＧＣＡＴＧＴＣＡＡ３′。ＰＣＲ反应体系为：１μＬｃＤ

ＮＡ，上下游引物各１μＬ（２０μｍｏｌ·Ｌ
１），１１μＬ

２×犜犪狇 ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１１μＬＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ；

ＰＣＲ反应参数为：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性

４０ｓ，５７．５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３８次循

环，而后７２℃充分延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＡＳＧＶＣＰ序列克隆和测序　对ＰＣＲ特

异性检测得到的阳性样品进行胶回收，分别连接

到ｐＭＤ１９Ｔ载体上，转化大肠杆菌，对含有重组

质粒的大肠杆菌样品送于华大基因进行测序。

１．２．４　ＡＳＧＶＤＮＡ序列遗传多样性分析　ＡＳ

ＧＶＣＰ序列相似性采用ＤＮＡＭＡＮ６．０进行分

析；系统进化树的构建采用 ＭＥＧＡ５．０软件中的

９５
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邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ），并进行１０００次ｂｏｏｔ

ｓｔｒａｐ检验；遗传距离分析采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２和

ＭＥＧＡ５．０软件进行。

２　结果与分析
２．１　ＡＳＧＶ病毒的检测

分别以采集的６０份苹果植株韧皮部总ＲＮＡ

为模板，利用设计的特异性引物进行ＰＣＲ扩增，

部分扩增条带如图１所示，本试验所设计的 ＡＳ

ＧＶＣＰ特异性引物，对黑龙江省苹果种植区的

ＡＳＧＶ具有较好的检测效果，可以对扩增出的阳

性样品条带进行胶回收，以及ｐＭＤ１９Ｔ载体连

接和序列测定。

　　Ｍ：Ｔｒａｎｓ２ＫＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～３：牡丹江地区样品；４～６：东宁盆地样品；７～９：松花江平原样品；１０～１２：西部风沙干旱区样

品；１３～１５：克拜川岗寒冷区样品；１６～１９：大兴安岭高寒区

图１　黑龙江省部分地区ＡＳＧＶ的ＰＣＲ检测

２．２　ＡＳＧＶ病毒在黑龙江省的分布

通过对６０份苹果植株样品的ＡＳＧＶ进行检

测，明确了ＡＳＧＶ在黑龙江省６大果树种植区的

分布。表１检测结果表明，ＡＳＧＶ在黑龙江省各

苹果种植区均有发生，平均带毒率为８１．２６％，样

本带毒率最高的是牡丹江地区、松花江平原地区，

其苹果植株带毒率达到１００％，克拜川岗寒冷区

以及大兴安岭高寒区的苹果植株带毒率最低，达

到６６．６８％。同时，调查表明６个地区所种植的

主栽苹果品种龙丰和铃铛的 ＡＳＧＶ病毒发生率

较高，Ｋ９和金红的ＡＳＧＶ病毒发生率较低。

２．３　ＡＳＧＶＤＮＡ遗传多样性分析

通过对克隆到载体上的ＡＳＧＶＣＰ序列进行

测序，去除冗余序列后，共得到３条差异性较大的

ＡＳＧＶＣＰ基因序列，分别命名为 ＡＳＧＶＭＤＪ、

ＡＳＧＶＳＨＪ、ＡＳＧＶＤＮ。将本试验测定得到的

３条ＡＳＧＶＣＰ序列与ＧｅｎＢａｎｋ上已登入的１６个

犃犛犌犞犆犘 基因、２个犆犜犔犞基因以及外群（Ｃｈｅｒ

ｒｙｖｉｒｕｓＡ）ＤＮＡＣＰ序列进行多序列比对和进化

树构建，由表２以及图２可知，ＡＳＧＶ牡丹江分离

物（ＡＳＧＶＭＤＪ）以及松花江分离物 （ＡＳＧＶ

ＳＨＪ）具有较近的遗传距离，其ＣＰ序列核苷酸一

致率为９９．７２％，并与我国山东（ＡＳＧＶＪＮ）以及

陕西（ＡＳＧＶＥＵ）的 ＡＳＧＶ 分离物聚在 Ｇｒｏｕｐ

Ⅰ内，同时也与印度（ＡＳＧＶＦＭ，ＡＳＧＶＦＮ）的

ＡＳＧＶＣＰ序列的核苷酸一致率达到９８．５６％，并

表１　黑龙江省不同地区主栽苹果品种ＡＳＧＶ的发生率

采样地点 品种 样品数／个 ＡＳＧＶ发生率／％

东宁盆地 金红 ３ ６６．７

铃铛 ２ ５０．０

龙丰 ３ ６６．７

Ｋ９ ２ １００．０

牡丹江地区 金红 ３ １００．０

铃铛 ３ １００．０

龙丰 ２ １００．０

Ｋ９ ２ １００．０

松花江平原 金红 ３ １００．０

铃铛 ２ １００．０

龙丰 ３ １００．０

Ｋ９ ２ １００．０

西部风沙干旱区 金红 １ １００．０

铃铛 ３ ６６．７

龙丰 ３ １００．０

Ｋ９ ３ ６６．７

克拜川岗寒冷区 金红 ２ ５０．０

铃铛 ２ ５０．０

龙丰 ３ １００．０

Ｋ９ ３ ６６．７

大兴安岭高寒区 金红 ２ ５０．０

铃铛 ３ ６６．７

龙丰 ３ １００．０

Ｋ９ ２ ５０．０

０６
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共同聚在ＣｌｕｓｔｅｒⅠ内；ＡＳＧＶ东宁盆地分离物

（ＡＳＧＶＤＮ）与中国台湾（ＡＳＧＶＨＭ）的 ＡＳＧＶ

具有９９．４９％的一致率，但ＡＳＧＶＤＮ与ＡＳＧＶ

ＭＤＪ、ＡＳＧＶＳＨＪ的同源性却仅有９８．７７％，说明

ＡＳＧＶＭＤＪ与 ＡＳＧＶＳＨＪ具有较近的亲缘关

系，但与ＡＳＧＶＤＮ的亲缘关系较远。

表２　ＡＳＧＶ及ＣＴＬＶＣＰ基因全序列ＧｅｎＢａｎｋ登入号

分离物来源 登入号 地区 分离物来源 登入号 地区

梨 ＡＹ８８６７６０．１ 中国山东 苹果 ＥＵ２３６２５８．１ 中国陕西

梨 ＦＮ３９３０４４．２ 印度 苹果 ＦＭ２０４８８１．１ 印度

梨 ＧＱ３３０２９３．１ 中国山东 苹果 ＦＮ５９９５２１．１ 印度

苹果 ＬＭ６５１２４２．１ 印度 苹果 ＨＭ３５２７７１．１ 中国台湾

苹果 ＬＮ６２７００５．１ 印度 苹果 ＪＮ８７１５８７．１ 中国山东

苹果 ＬＮ８２３９９０．１ 印度 苹果 ＪＸ８８５５７９．１ 中国山东

猕猴桃 ＨＧ７９６１９６．１ 印度 苹果 ＫＲ６０６３２３．１ 韩国

红蛇果 ＫＪ６１７０５７．１ 印度 柑橘 ＦＪ２２３２１９．１ 中国山东

复伞房蔷薇 ＬＮ５５９０８６．１ 印度 柑橘 ＫＰ０２５６７１．１ 中国山东

樱桃病毒 Ａ ＡＢ１８１３５５．１ 日本

　　由图２还可以看出，感染苹果的ＡＳＧＶ与感

染猕猴桃和梨的 ＡＳＧＶ 分别聚在 ＣｌｕｓｔｅｒⅠ、

ＣｌｕｓｔｅｒⅡ、ＣｌｕｓｔｅｒⅢ。说明对于不同的侵染对

象，ＡＳＧＶ已经产生了定向的核苷酸变异，以适

应新的生存环境。

图２　基于ＡＳＧＶＣＰ序列构建的系统进化树

３　结论与讨论
苹果ＡＳＧＶ病是我国苹果种植区普遍发生

的一种病害，主要是通过嫁接等无性繁殖方式进

行传播，并在感病苹果植株体内逐渐积累，严重威

胁苹果植株的健康生长［１０］。黑龙江省位于我国东

北部，其主栽苹果品种也受到 ＡＳＧＶ的威胁
［１１］。

因此明确ＡＳＧＶ的分布对于ＡＳＧＶ的防控以及优

质苹果无毒苗的定向栽培具有重要的指导意义。

目前，对于 ＡＳＧＶ 的检测主要是通过 ＲＴ

ＰＣＲ的方法进行，较以往的血清学检测以及酶联

免疫检测［１２］具有较高的灵敏性和准确性［１３１５］。

本试验根据ＡＳＧＶ的ＣＰ序列设计特异性引物，

能够准确地检测到 ＡＳＧＶ 的存在，对于 ＡＳＧＶ

的快速检测具有较好的应用价值。

本试验通过对在黑龙江省采集到的６０份疑

似感ＡＳＧＶ苹果植株进行检测，发现在黑龙江省

６大果树种植区均有ＡＳＧＶ的存在，通过对 ＡＳ

ＧＶＣＰ核苷酸序列进行测定，并与 ＧｅｎＢａｎｋ上

去除冗余序列的１６份 ＡＳＧＶＣＰ核苷酸序列进

行遗传多样性分析，发现 ＡＳＧＶＭＤＪ与 ＡＳＧＶ

ＳＨＪ具有较近的亲缘关系，与ＡＳＧＶＤＮ的亲缘

关系较远。但都聚在ＣｌｕｓｔｅｒⅠ内，且这３份分

离物与印度、中国台湾和山东、陕西等地的 ＡＳ

ＧＶ的核苷酸一致率达到９８．５６％以上，说明在黑

龙江省苹果植株上检测到的 ＡＳＧＶ很有可能是

嫁接以及农事操作等方式引起 ＡＳＧＶ在黑龙江

省果树种植区的传播。因此，为保障苹果植株的

健康生长，应在明确 ＡＳＧＶ 分布和预防的基础

上，加强对优质苹果无毒苗木的推广工作，以促进

我国苹果产业的升级。

牡丹江地区、松花江平原地区的苹果植株带

毒率达到１００％，且苹果品种金红的ＡＳＧＶ发生

率最低。

ＡＳＧＶＣＰ序列同源性以及遗传多样性分析

表明 ＡＳＧＶＭＤＪ与 ＡＳＧＶＳＨＪ具有较近的亲

１６
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缘关系，与ＡＳＧＶＤＮ的亲缘关系较远。这３份

分离物与印度和中国台湾、山东、陕西等地的ＡＳ

ＧＶ核苷酸一致率达到９８．５６％以上。
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