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摘  要 本研究利用 RT-PCR 技术扩增了来自新疆地区的库尔勒香梨、鸭梨的苹果茎痘病毒外壳蛋白基因，克隆测序结果表

明，ASVP CP 基因全长 1 194 bp，编码 397 个氨基酸，分子量约 42 KDa。与 GenBank 上公布的 25 个 ASVP CP 基因编码的

氨基酸序列的同源率为 70%左右。多重氨基酸序列比对结果显示，aa1-177 之间变异较大，为高变区，而后 130 个氨基酸高

度保守。对 CP 基因位点扫描发现，CP 基因的活性和识别位点主要分布在高度保守区域，位点包括：Cys 位于 aa292，

ProProXXTrp 位于 aa309-313，AryXPheAspPhe 位于 aa325-329 及 Pro 位于 aa349。系统进化分析结果表明，来自世界各地

的 ASPV 分离物可分为 3 大类群，分别为：第一类群是以苹果为寄主的类群，第二类群是以梨为寄主的类群，第三类群是

以新疆栽培的梨品种为寄主的类群。呈现一定的寄主相关性。 
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Abstract Xinjiang Korla pears and Ya pears were detected for Apple stem pitting virus (ASPV) by RT-PCR, cloned and sequenced. 

Sequence analysis showed that the full-length sequence of CP gene consist of 1 194 nt and encode a polypeptide of 397 amino acid 

(aa) with molecular mass (Mr) of 42 kDa. Identities of aa sequences between 3 isolates of Xinjiang and other isolates in GenBank 

were about 70%. Alignment of the amino acid sequences showed that aa1-177 is the domain of high variability and at the end of aa 

130 is the highly conserved domain. Motif scan showed that the motifs of CP gene were distributed in conserved domain, the motif 

includes: Cys (aa292), ProProXXTrp (aa309-313), AryXPheAspPhe (aa325-329) and Pro (aa349). Phylogenetic analysis showed 

that all isolates of ASPV can form three groups, host of group Ⅰ is apple, host of group Ⅱ is pear and the host of group Ⅲ is 

pear which cultivated in Xinjiang. The groups were slightly related to host. 

Keywords Apple stem pitting virus; Korla pear; Coat protein gene; Sequencing analysis 

研究背景 

苹果茎痘病毒(Apple stem pitting virus, ASPV)

是凹陷病毒属(Foveavirus)的典型代表，为线状弯曲

病毒(Martelli and Jelkmann, 1998)。ASPV 是一种严

重危害果树生产的潜隐性病毒，主要侵染苹果和

梨，广泛分布于世界各地的苹果和梨种植区。由

ASPV 引起的梨树病害有梨石痘病(Pear stony pit)、

梨茎痘病(Pear stem pitting)、梨脉黄病(Pear vein 

yellow)等多种病害，并常伴随苹果褪绿叶斑病毒

(Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV)和苹果茎

沟病毒(Apple stem groove virus, ASGV)进行复合

式侵染，引起果实品质变劣，产量降低，造成严

重的经济损失。 

目前在GenBank上登录ASPV分离物全基因组

序列仅有 4 条，分别为德国分离物 PA66，登录号

为 NC_003462 (Jelkmann, 1994)；日本分离物 IF38，
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登录号为 AB045371 (Yoshikawa et al., 2001)；中国

分离物 PR1，登录号为 EU095327 和印度分离物

Palampur，登录号为 FR694186。而有关 ASPV CP

基因的完整编码序列或部分序列已有来自不同国

家和地区的很多报道。现有的基因组序列和部分序

列已表明 ASPV 不同分离物存在着复杂的分子变

异。因此，非常有必要系统开展 ASPV 的分子变异、

遗传进化和株系分化研究。但目前国内外报道的

ASPV 全长基因组序列仅有 4 条，利用这 4 条序列

开展ASPV的遗传进化及分子变异研究尚存在一定

局限性。Nemchinov 等(1998)采用 PCR 技术检测了

不同寄主的 ASPV，同时对不同分离物进行了序列

分析；Schwarz 和 Jelkmann (1998)检测了欧洲梨和

苹果分离物的 ASPV，进行了外壳蛋白基因的序列

分析。分析结果均表明 ASPV 不同分离物间存在变

异。然而国内外关于 ASPV CP 基因分子变异及遗

传进化研究方面系统报道较少，因此，利用外壳蛋

白基因序列开展分子变异研究十分必要。通过了解

病毒变异规律及株系分类情况，明确病毒变异特点

对更好的认识病毒和控制病毒具有重要意义。本研

究分别从新疆库尔勒地区香梨园中采集库尔勒香

梨、鸭梨、砀山梨等主要栽培品种，通过对 ASPV CP

基因不同分离物的克隆及详细的序列分析，以明确

其分子变异规律和分类特点。 

1 结果与分析 

1.1ASPV CP 基因的 RT-PCR 扩增 

以感染 ASPV 的库尔勒香梨 KL1、KL9、鸭梨

Y3 及砀山梨的枝条韧皮部为试材，将提取的总

RNA 反转录合成 cDNA 第一链后，利用设计的引

物 PS/PA 进行 RT-PCR 扩增，KL1、L9、鸭梨 Y3

分别扩增出了预期片段，大小为 1 392 bp，包含了

完整的 CP 基因。感染 ASPV 的砀山梨没有扩增出

目的片段(图 1)。 

1.2 ASPV 外壳蛋白基因的克隆与鉴定 

RT-PCR 产物经回收纯化后连接到 PMD19-T

带有抗氨苄青霉素(Amp
r
)抗性的载体上，热击转化

大肠杆菌 DH5α。通过含有 Amp、X-gal 和 IPTG 的

LB 培养基 37℃培养 12 h~16 h，进行蓝白斑筛选。

挑取白色菌落，振荡培养后，用裂解法小量提取重

组质粒DNA，做重组质粒的 PCR及酶切鉴定(图 2)。

将鉴定正确的质粒菌液送往上海生工生物技术有

限公司测序。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 ASPV CP 基因的 RT-PCR 检测 

注: M: DNA 分子标量; 泳道 1: KL1; 泳道 2: KL9; 泳道 3: 

Y3; 泳道 4: 阴性对照 

Figure 1 Detection of ASPV CP gene by RT-PCR 

Note: M: DNA marker; Lane 1: KL1; Lane 2: KL9; Lane 3: Y3 

RT-PCR product; Lane 4: Negative control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 重组质粒的 PCR, 酶切鉴定 

注: M: Mark; 泳道 1: KL1; 泳道 2: KL9; 泳道 3: Y3; 泳道

4: KL1单酶切; 泳道5: KL1双酶切; 泳道6: KL9单酶切; 泳

道 7: KL9 双酶切; 泳道 8: Y3 单酶切; 泳道 9: Y3 双酶切 

Figure 2 Identification of recombined plasmid by PCR and 

Restriction enzyme 

Note: M: Mark: Lane 1: KL1; Lane 2: KL9; Lane 3: Y3; Lane 

4: KL1 signal enzyme-digested; Lane5: KL1 double enzyme- 

digested; Lane 6: KL9 signal enzyme-digested; Lane 7: KL9 

double enzyme-digested; Lane 8: Y3 signal enzyme-digested; 

Lane 9: Y3 double enzyme-digested 

1.3 ASPV 外壳蛋白基因的序列测定 

测序分析结果表明，3 个分离物(KL1、KL9、

Y3)的 ASPV 外壳蛋白基因片段大小均为 1 194 bp，

编码 397 个氨基酸，分子量约为 42 kDa。将序列提

交至 GenBank，登录号分别为 JF946775、JF946773、

JF946774。ASPV CP-KL1 中含有 316 个 A，292 个

T，293 个 G 和 293 个 C，各碱基在 CP 基因中的百

分含量分别为 26.3%、24.5%、24.5%和 24.5%；ASPV 

CP-KL9 中含有 314 个 A，291 个 T，296 个 G 和
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293 个 C，各碱基在 CP 基因中的百分含量分别为

26.5%、24.4%、24.6%和 24.5%；ASPV CP-Y3 中含

有 320 个 A，291 个 T，288 个 G 和 295 个 C，各

碱基在CP基因中的百分含量分别为 26.8%、24.4%、

24.1%和 24.7%；三条序列的碱基变化显示，A 和 G

的变异较大，从而引起编码的氨基酸序列发生变化。 

1.4 ASPV 外壳蛋白基因的序列分析 

到目前为止，已经报道的 ASPVCP 基因完整编

码序列 25 条(表 1)。通过 DNAMAN、Clustalx 及

MEGAR 4.0 等软件分析，对本研究得到的 3 个

ASPV CP 基因的分离物(KL1, KL9, Y3)同已报道的

ASPV CP 基因分离物的全序列进行同源性、系统进

化及分子变异分析。 

1.4.1 同源性分析 

KL1 与 KL9、Y3，KL9 与 Y3 的核苷酸序列同

源率分别为 90.5%、90.2%和 96.7%；氨基酸序列的

同源率分别为 93.0%、92.7%和 97.3%；与 GenBank

上公布的 20 多个 ASPV 分离物的 CP 基因氨基酸

序列进行比对分析，不论按其地理分布还是根据寄

主范围，三个分离物与其比对的同源率均为

68.2%~74.4% (表 2)。 

氨基酸序列多重比对结果表明，aa1-177 出现

较大变异，为高变区，其中在 aa28-46，NC_003462

多了 18个氨基酸，HM352767 在 aa37-50多了 14个

氨基酸，KL1、KL9 及 Y3 在 aa129-130 处发生缺

失(图 3)。而后 130 个氨基酸则为高度保守区域。研

究结果表明，ASPV CP 基因的变异在每个分离物中

普遍发生，没有呈现一定的规律性。对 CP 基因的

氨基酸序列位点扫描分析发现，CP 基因识别位点主

要分布在高度保守区，位点分别为：Cys 位于 aa292，

ProProXXTrp 位于 aa309-313，AryXPheAspPhe 位

于 aa325-329 和 Pro 位于 aa349，这些位点是外壳蛋

白基因的活性和识别位点。

表1 ASPV CP基因分离物登录号及地理来源 

Table 1 Accession number and geographical origin of the isolate of ASPV CP gene 

序列号 

Accession No. 

分离物 

Isolate name 

寄主 

Host 

国家 

Country 

序列号 

Accession No. 

分离物 

Isolate name 

寄主 

Host 

国家 

Country 

NC_003462 

 

PA66 

 

苹果 

Apple 

德国 

Germany 

AY572458 

 

br1 

 

梨 

Pear 

巴西 

Brasil 

AB045371 

 

IF38 

 

苹果 

Apple 

日本 

Japan 

EU314950 

 

WS 

 

苹果 

Apple 

中国 

China 

DQ003336 

 

MHczAp 

 

苹果 

Apple 

捷克 

Czech Republic 

EU708018 

 

p1 

 

梨 

Pear 

中国 

China 

AF438521 

 

MT32 

 

苹果 

Apple 

波兰 

Poland 

HM352726 

 

VY1 

 

梨 

Pear 

中国 

China 

AF438522 

 

MT24 

 

苹果 

Apple 

波兰 

Poland 

HM125156 

 

PV11 

 

苹果 

Apple 

中国 

China 

AF345892 

 

ST54 

 

梨 

Pear 

波兰 

Poland 

HM125157 

 

PV2 

 

苹果 

Apple 

中国 

China 

AF345893 

 

GNKVII/34 

 

梨 

Pear 

波兰 

Poland 

HM125158 

 

PV7 

 

苹果 

Apple 

中国 

China 

AF345894 

 

ST132 

 

梨 

pear 

波兰 

Poland 

HM125159 

 

PV5 

 

苹果 

Apple 

中国 

China 

AF345895 

 

ST113 

 

梨 

Pear 

波兰 

Poland 

FJ619187 

 

38 

 

苹果 

Apple 

中国 

China 

AF491929 

 

GNKVIII/45 

 

梨 

Pear 

波兰 

Poland 

FJ619188 

 

24 

 

苹果 

Apple 

中国 

China 

AF491930 

 

J335 

 

苹果 

Apple 

波兰 

Poland 

FR694922 

 

Palampur  

 

苹果 

Apple 

印度 

India 

AF491931 

 

N1 

 

苹果 

Apple 

波兰 

Poland 

FN433599 

 

Rohru 

 

苹果 

Apple 

印度 

India 

AF495382 

 

ST181 

 

苹果 

Apple 

波兰 

Poland  
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图 3 ASPV CP 基因氨基酸序列多变区多重比对 

Figure 3 Alignment of the amino acid sequences of high high variability domain of coat protein ASPV 
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表 2 KL1, KL9, Y3 CP 基因与 ASPV 其它分离物氨基酸同源率比对 

Table 2 Identities of CP amino acid sequences KL1, KL9 and Y3 with other isolates 

序列号 

Accession No. 

KL1 同源率 

Identity (aa) 

KL9 同源率 

Identity (aa) 

Y3 同源率 

Identity (aa) 

序列号 

Accession No. 

KL1 同源率 

Identity (aa) 

KL9 同源率 

Identity (aa) 

Y3 同源率 

Identity (aa) 

NC_003462 70.3 71.0 71.3 AF438522 71.7 71.0 71.0 

AB045371 71.9 71.4 71.4 EU314950 72.2 71.4 71.7 

DQ003336 71.4 70.9 70.7 EU708018 72.2 72.7 72.9 

AY572458 69.9 71.2 71.2 HM352726 71.2 72.0 72.0 

AF345892 70.2 71.2 70.9 HM125156 70.4 70.2 70.4 

AF345893 68.2 68.2 68.4 HM125157 72.9 72.2 72.2 

AF345894 71.4 71.2 71.2 HM125158 70.2 70.4 70.4 

AF345895 71.7 71.0 70.9 HM125159 71.7 70.9 70.9 

AF491929 72.9 74.2 74.4 FJ619187 70.8 70.9 71.3 

AF491930 73.7 72.9 72.9 FJ619188 72.7 72.7 73.2 

AF491931 72.2 71.4 71.4 FR694922 70.4 70.2 70.2 

AF495382 71.2 70.4 70.4 FN433599 70.9 70.7 70.7 

AF438521 71.9 71.7 71.7     

 

1.4.2 系统进化分析 

我们对 3 个 ASPV 新疆分离物 CP 基因和

GenBank上发布的 25个ASPV分离物CP基因的氨

基酸序列构建了系统进化树(图 4)，结果显示 25 个

ASPV 分离物分成明显的 3 个类群，Ⅰ类群是以苹

果为寄主，在该类群中有 4 个进化分支，AB045371 

(日本 Japan)、HM125157 (中国 China)、AF491931 

(波兰 Poland)、DQ003336 (捷克 Czech Republic)及

AF491930 (波兰 Poland)形成紧密的一簇，构成一个

分支；FJ619188 (波兰 Poland)与 HM125156 (中国

China)构成第二个分支；AF438521 (波兰 Poland)、

FJ619187 (中国 China)、HM125158 (中国 China)、

FN430678 (印度 Indian)、FR694922 (印度 Indian)形

成一簇，构成第三分支，EU314950 (中国 China)、

AF438522 (波兰 Poland)和 AF495382 (波兰 Poland)

构成了第四分支。Ⅱ类群是以梨为寄主，由四个分

支构成，第一分支由 HM352762 (中国 China)和

AF345892 ( 波兰 Poland) 构成；第二分支由

EU708018 (中国 China)和 AF491929 (波兰 Poland)

构成；第三分支由 AF345893 (波兰 Poland)和

NC_003462 (德国 Germany)构成；AY572458 (巴西

Brasil)、AF345894 (波兰 Poland)和 AF345895 (波兰

Poland)形成一簇，构成第四分支。ASPV-KL1、

ASPV-KL9 及 ASPV-Y3 构成第Ⅲ类群，寄主为新疆

栽培的梨品种。 

2 讨论 

本研究扩增的 ASPV 分离物的 CP 基因分别来 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 基于 ASPV CP 基因氨基酸序列构建系统树 

Figure 4 Phylogenetic tree of ASPV isolates constructed with 

the complete coat protein-coding aa sequences 

自库尔勒香梨和鸭梨。由于ASPV存在复杂的变异，

会对 ASPV CP 基因的扩增造成一定困难。本实验
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使用的 PS/PA 是有效扩增 CP 基因完整编码区的引

物。通过大量样品扩增发现，库尔勒香梨、鸭梨、

砀山梨这三个品种的样品中，库尔勒香梨和鸭梨均

扩增出了预期目的片段，测序结果证明是 ASPV CP

基因。本研究扩增出了库尔勒香梨 KL1 和 KL9 及

鸭梨 Y3 的 3 个分离物 CP 基因，基因片段大小均

为1 194 bp，编码397个氨基酸，分子量约为42 kDa。

将序列提交至 GenBank，登录号分别为 JF946775、

JF946773、JF946774。而砀山梨的 6 个样品均没有

扩增出目的片段，但用 ASPV 复制酶保守区引物扩

增出了目的片段，并通过目的片段测序证明这些样

品均感染了 ASPV。因此，应该在不同生态环境和

地理区域采集更广泛的寄主研究外壳蛋白基因的

分子变异，以便能系统的了解 ASPV 外壳蛋白的变

异特征及株系分化情况。 

实验结果显示，我们扩增得到的 3 个 ASPV 分

离物的 CP 基因与 GenBank上登录的序列的氨基酸

的同源率一般均在 70%左右。aa1-177 氨基酸序列

出现较大变异，为高变区，而后 130 个氨基酸高度

保守。外壳蛋白在保护病毒核酸的同时，在病毒侵

染过程中还起着识别寄主的作用，而蛋白质功能位

点往往是由较短的序列片段组成，此区域序列一般

具有较强的保守性(Meng et al., 1998; Hull, 2001)。

对其氨基酸序列位点扫描发现，CP 基因的识别位

点主要分布在高度保守区，分别为：Cys 位于 aa292，

ProProXXTrp 位于 aa309-313，AryXPheAspPhe 位

于 aa325-329 及 Pro 位于 aa349，这些位点是外壳蛋

白基因的活性和识别位点，可能还执行其它重要的

生理功能。因此，有关位点及变异区域的研究，对

搞清 ASPV CP 基因的结构功能及其变异特征具有

重要的意义。 

分子生物学技术在植物病毒分类及病毒株系

鉴定中的应用，使得界定植物病毒的地位或株系种

类更具准确性和科学性(Li et al., 2006)。随着分子生

物学技术的不断进步，利用病毒序列来研究病毒的

演化已成为可能，用其构建系统进化树可以准确了

解病毒株系的亲缘关系及演化趋势(Chachulska et 

al., 1997)。对 ASPV 来说，由于目前报道的全长基

因组序列仅有 4 条，对该病毒的分类及株系分化带

来了一定困难，而病毒的 CP 基因在寄主症状、病

毒长距离和细胞间运转、病毒的介体传播等方面起

着重要作用，同时，病毒间 CP 基因的同源性比较

分析是病毒株系划的主要依据之一，因此，本实验

对 3 个新疆分离物的 CP 基因与 GenBank 上登录的

25 个完整的 CP 基因氨基酸序列进行了系统进化分

析，结果显示，这些分离物分类聚集的趋势十分明

显，呈现一定的寄主相关性，该结果与李丽丽等

(2010)报道的结果相同。本试验研究结果显示，28

个分离物共分为 3 个类群，一是以苹果为寄主的类

群，二是以梨为寄主的类群，三是以新疆栽培的梨

品种为寄主的类群。图 4 显示，新疆栽培的梨品种

自成一个类群，第一和第二类群中小的进化分支的

形成并不具有一定的规律性，这可能是由于生态环

境的改变，引起了病毒外壳蛋白基因的变异。从表

1可以看出，25个分离物大多为中国和波兰分离物，

这给进化关系的分析带来一定局限性。病毒也同其

它生物一样，由于自然选择压力的存在，当自然环

境改变时，为了适应环境而不断地发生变异，基因

组结构和序列能真实反映植物病毒的变异及进化

关系(古勤生等, 2008)，如能将不同地理来源，不同

气候条件的分离物的 CP 基因与基因组的其它序列

信息结合起来分析，则会使 ASPV 分类更加全面。 

3 材料与方法 

3.1 材料 

3.1.1 植物材料 

本实验所用植物材料均采自新疆库尔勒沙依

东园艺场香梨园，采集库尔勒香梨、鸭梨和砀山梨

的一、二年生枝条，并放入 4℃保存备用。 

3.1.2 主要试剂和菌株 

Taq DNA 聚合酶购自广东东盛生物科技有限

公司；Ribonuclease Inhibior、dNTPs、IPTG、X-Gal

购自上海生工生物技术有限公司；DNA Marker 

D514A、PMD19-T vector 均购自大连宝生物有限公

司；反转录酶M-MLV、限制性内切酶购自 Fermentas；

其它常规试剂均为国产分析纯。菌株 E. Coli DH5α

由石河子大学农学院果树生物技术实验室保存。 

3.1.3 引物设计 

根据GenBank上已提交的ASPV全长基因组序

列(登录号: NC_003462)，通过Primer 5.0软件设计扩

增CP基因的全序列引物。引物序列为：上游引物(PS) 

5'-CCCATTAGGTTAGGGTGTAGTTGCT-3' (位于

nt7829-7853)；下游引物 (PA) 5'-ATGAAAGAA 

ACACACACATAGCCGC-3' (位于nt9249-9273)。引

物由上海生工生物技术有限公司合成。 
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3.2 方法 

3.2.1 总 RNA 的提取 

利用皮层为材料提取总 RNA，具体参考何梅等

(2004)库尔勒香梨总 RNA 快速提取方法。 

3.2.2 苹果茎痘病毒的 RT-PCR 扩增 

cDNA第一链的合成：反转录体系为 25 μL，含

总 RNA 5 μL、DEPC 水 9.5 μL、反向引物 1 μL；70℃

水浴 5 min，冰浴 5 min；再依次加入 M-MuLV 5× 

buffer (Mg
2+

 40 mmol/L) 5 μL、dNTPs (10 mmol/L) 

2.5 μL、RNasin (40 U/μL) 1 μL；42℃水浴 5 min，最

后加入 M-MuLV 1 μL。反应条件为 42℃水浴 1 h，

92℃灭活 4 min，然后置于冰上进行 PCR 反应或

-20℃保存待用。 

PCR 扩增 PCR 反应体系：10× Buffer 2.0 μL 

(含 Mg
2+

)、dNTP 0.4 μL、引物 PS/PA (20 μmol/L)

各 1 μL、cDNA 2.0 μL、Taq 聚合酶 0.2 μL，总体积

20 μL。PCR 扩增程序为：94℃预变性 4 min，32

次循环：94℃ 45 s，57℃ 45 s，72℃ 1 min，最后

72℃ 延伸 7 min。 

3.2.3 PCR 产物电泳检测 

取上述 PCR 产物 5 µL，用 1.2%的琼脂糖凝胶，

溴化乙锭(EB)染色，进行电泳鉴定，电泳缓冲液为

1× TAE，电压 150 V，紫外灯下观察实验结果并

照相记录。 

3.2.4 目的片段克隆、测序和序列分析 

PCR 产物经切胶回收纯化后与 PMD19-T 载体

连接，转化大肠杆菌 DH5α，通过抗性筛选，将质

粒 PCR、酶切鉴定都正确的插入片段的菌液寄往上

海生工生物技术有限公司进行测序。测序结果同源

性分析采用 DNAMAN 软件，氨基酸的多重比对使

用 CLUSTAL-X (version 1.81)分析软件，系统进化

树采用 CLUSTAL-X (version 1.81)和MEGA (version 

4.1)分析软件。 
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