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摘要!苹果锈果类病毒3DD5;<?3O<N48T4O746%F,,a6'引起苹果锈果病#是限制我国苹果生产的重要因素之一!然而#
目前对F,,a6全球种群的组成及遗传变异仍缺乏足够的了解!为此#本研究对\;8E38N中登录的!#!条基因组序列
进行了比较"变异分析以及系统发育分析!确认F,,a6的种群符合准种模式#由#$+种序列相似但不相同的变体组
成!以来自我国苹果的 ZU%#+&"&和 ZU%"!%!J为代表的两种变体的数量最多#是主流变体!依据参考序列
%b)""#%*"'分析碱基变异#发现碱基变异偏好于某种碱基#并且偏好于基因组上的一些特定位点!变异不仅发生在
基因组二级结构的左末端区"致病区"中央区#也发生在可变区和右末端区!值得指出的是#基因组上有*个区域极少
发生变异#为保守区!其中的两个保守区%末端保守区和中央保守区'是已知的#而在可变区与右末端区交界处的两个
保守区是新发现的#它们对F,,a6的复制和移动可能具有重要作用!这些结果不仅有助于掌握F,,a6的发生及流
行#而且为研发GH1S)G,CS)G检测技术提供了参考#为研究F,,a6与寄主的相互作用提供了线索!
关键词!苹果$!类病毒$!种群$!遗传变异$!变异
中图分类号!!,*%$R$##R#!!文献标识码!!F!!'()!!#"@#$$JJ#K@ALM=@!"!#$+$
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!!苹果锈果类病毒!3DD5;<?3O<N48T4O746%F,,1
a6"是苹果锈果病的病原&#'(侵染苹果后可在果实
上引起锈果和花脸等症状%使果实产量下降%品质变
劣(除苹果外%还可侵染梨&!')杏&%')桃&*'和樱桃&+'

等果树(F,,a6是限制我国苹果主产区%尤其是北
方产区苹果生产的主要因素之一&#%$'(近年来%其发
生面积不断扩大%危害也日趋严重&I'(山东&J#"')陕
西&##'和河北&I'等地常有发生及危害的报道(在陕
西咸阳%3富士4苹果上 F,,a6的检出率高达
$+R!W&$'(在山东烟台%!""I年s!""J年约有

##W的果园发生F,,a6&#!'#!"#J年的检测发现%病
株率为!IRIW&#"'(F,,a6引起的锈果病已成为烟
台苹果种植区的主要病害&#"%#!#%'(因此%需要重视
对F,,a6的防控(

F,,a6的防控需要明确其种群组成及遗传变
异(同马铃薯纺锤形块茎类病毒科!'.3*=*&'*;#(
的其他成员类似&#*'%F,,a6在复制过程中易产生
变异(这意味着F,,a6种群由多种基因组序列互
不相同的个体%即变体组成(这些变体在种群中的
数量不同(数量多%在种群中比例高的变体通常被
称为主流变体%是防控的重点(明确了主流变体后%
需要进行快速)准确地检测(最常用的技术是GH1
S)G*CS)G&#+#I'%其关键是引物设计(引物要尽可
能匹配种群的不同变体%尤其是主流变体%这就需要
了解变体的遗传变异(

虽然已有许多F,,a6种群和遗传变异分析的报
道%但是仍无针对全球种群的分析(早期的一些研
究&#J!!'受测序技术和成本的限制%样本数量少%获得
的基因组序列也较少(随着测序技术的发展%虽然获
得的基因组序列数量有所增加&+%!%!*'%多的达!#"
条&!+'%但序列大多来自一个国家或地区的一个寄主%
难以从全球层面了解F,,a6的种群组成和遗传变
异(本研究基于\;8E38N中来自不同国家和地区)不
同寄主的F,,a6的基因组序列%进行了序列比对)变
异分析和系统发育分析%明确了全球F,,a6的种群组
成)主流变体)遗传变异的特征及规律%为F,,a6的防
控和基础研究提供了重要参考(

*!材料与方法

*+*!材料
\;8E38N中登录的 F,,a6全基因组序列共

!#+条!截至!"!#年$月!!日"(其中%Z\+*$!&J
未说明来源%只表明实验室寄主为动物细胞#

-SII!$JI和-SII!$J+与其余序列的序列相似性低
于I"W%不符合类病毒种划分的标准&!$'%不是F,,a6
的序列(去除这%条序列%剩余!#!条序列%其中参
考序列为b)""#%*"(
*+,!方法

*@,@*!序列比对及相似性分析
使用软件,YH#R!比较两两序列之间的相似

性&!I'(虽然该软件不计算碱基的插入缺失对相似
性的影响%但是使用YFbZFb验证发现%F,,a6
基因组中插入缺失的碱基数量少%不影响计算
结果(

*@,@,!种群组成分析
为找出相同的序列%根据大小将!#!条序列分

类%然后使用,YH#R!计算各类序列相互之间的相
似性(相同的序列记为同一种变体%主流变体用Z#
和Z!表示%由此可得出!#!条序列的变体种类及
每种变体包含的序列数量%即种群组成(

*@,@-!碱基变异分析
以参考序列b)""#%*"为依据%使用软件)5>̂1

P35]!比对这!#!条序列(利用软件E47064P&!J'分

析碱基变异(为保证变异的真实性%只选择至少在
两条序列中重复出现的变异(碱基的位置以参考序
列为准(变异分析包括$#"变异的种类及其数量(
种类包括碱基替换!包括转换和颠换"和插入缺失%
数量指在所有序列中出现的次数%或包含该变异的
序列的数量#!"变异的频率%指包括该变异的序列的
数量与所有序列数量的百分比#%"变异的选择%主要
是F,,a6二级结构!见#R!R*"对变异的选择作用(
将变异逐一标注在F,,a6的二级结构上%看其分布
情况(

*@,@.!二级结构预测
根据最小自由能!/K"原理%使用GbF:756!=PPD$#

LLL@>83:756@7O9*2:756*3DD54?3P478<*O831:7564891
:7O2@D=D"预测F,,a6参考基因组!b)""#%*""的
二级结构(使用软件G83T4A!R"R%%并参考\49>;O;
等通过,VFS0!<;5;?P4T;!x1=B6O7̂B53?B53P478381
35BA;6MBDO42;O;̂P;8<478"技术测定的F,,a6!来
源于日本的Z%$$*$"的二级结构&!&'%对预测的结构
进行编辑(

*@,@/!系统发育树构建
采用邻接法%使用软件Z0\F]&%"'构建系统发

育树%并用自展法!重复#"""次"评估构建的系统发
育树(使用最大似然法计算遗传距离(将与F,,a6

+*"#+
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同属的苹果凹果类病毒!3DD5;642D5;:O>4PT4O746%
FY(a6"的参考序列!b)""%*$%"作为外类群(

,!结果与分析

,+*!HGGU9的基因组序列
本研究使用的!#!条F,,a6基因组序列来自

J个国家!表#"(中国的最多%为##!条%随后依次
为印度%+条#希腊%"条#韩国#J条#伊朗#%条#日

本!条#美国与加拿大各#条(寄主主要是苹果
!##%条"%随后依次为樱桃!#J条")海棠!#I条"和
梨!#+条"(另外%寄主未知的有#"条序列(

序列长度为%#+"%*"8P%主要是%%"8P和
%%#8P%数量分别为 I* 条和 $$ 条%占总数的
$$R"W(%!&8P和%%*8P的序列数量较少%分别有
!%条和#!条(其余大小的数目均不足#"条(说
明F,,a6的基因组大小较稳定(

表*!T"AV2AX中来自不同国家不同寄主的HGGU9基因组序列

1234"*!T"A7=$8&"P;"A8"&7>HGGU9>67=9$>>"6"A<B7&<&$A9$>>"6"A<87;A<6$"&$AT"AV2AX

寄主

V7<P

F,,a6基因组序列的数量*条
b>2M;O7:9;8724?<;C>;8?;<7:F,,a6

中国

)=483
韩国

-7O;3
印度

Q8643
伊朗

QO38
希腊

\O;;?;
美国

F2;O4?3
加拿大

)38363
日本

3̀D38
总计

H7P35
苹果!FDD5; I! & #* & I s s ! ##%
海棠!)O3M3DD5; #I s s s s s s s #I
梨!S;3O ! # s * I # s s #+
桃!S;3?= #" s s s s s s s #"
樱桃!)=;OOB s s ! s #$ s s s #J
杏!FDO4?7P #" s s s s s s #"
菊花!)=OB<38P=;2>2 s s * s s s s s *
竹子!E32M77 s s + s s s s s +
番茄!H723P7 s s # s s s s s #
烟草!H7M3??7 s s # s s s s s #
黄瓜!)>?>2M;O s s * s s s s s *
藜!S49L;;6 s s ! s s s s s !
豌豆!S;3 s s # s s s s s #
菜豆!E;38 s s # s s s s s #
未知!c8N87L8 # J s s s s # s #"
总计!H7P35 ##! #J %+ #% %" # # ! !#!

,+,!HGGU9序列的相似性
这!#!条序列两两之间的相似性绝大部分大于

J"W(进一步分析可知%这!#!条序列中%有些序列
相同(如以 ZU%#+&"&为代表的##条序列%记为

变体Z##以ZU%"!%!J为代表的&条序列%记为变
体Z!!表!"(此外%分别比较不同国家的序列%发
现同一国家的序列之间的相似性与不同国家的序列

之间的相似性没有明显的差异(

表,!HGGU9种群中的,个主流变体包含的序列

1234",!G"P;"A8"&7><B"<%7=2&<"6#26$2A<&7>HGGU9@7@;42<$7A

变体

a3O438P
序号

b7@

登录号

\;8E38N
3??@87@

引物位置*8P
.7?3P4787:DO42;O

地理位置

\;79O3D=4?57?3P478
寄主

V7<P
年份

';3O
参考文献

G;:;O;8?;

Z#!%%"8P" # ZU%#+&"& %"!s%!&*#s!!%I%s&I*&Js#!# 中国山东 苹果 !"!# s
! ZU!&I#*# %"!s%!&*#s!!%I%s&I*&Js#!# 中国山东 苹果 !"!# s
% -SII!$J$ s 中国辽宁 苹果 !"#+ s
* -SII!$J* s 中国辽宁 苹果 !"#+ s
+ VZ%$I"II %#"s%!&*#s!"%#!&s#*I*#*Js#$J 中国山东 苹果 !"#" &%#'

$ 0c"%#*++ +JsJ"*J#s&I 中国新疆 苹果 !""I &!#'

I Y_%$!&"$ %#"s%!&*#s!"%#!&s#*I*#*Js#$J 中国新疆 苹果 !""$ &!"'

J F'&I!"J! %#"s%!&*#s!"%I%s&I*#*Js#$I 中国辽宁 苹果 !""+ &!!'

& (̀&I*"&& J!s&I*&Js#!!%J%s#"!*&Js##J 希腊 野苹果 !""& &%!'

#" (̀&I*"&J J!s&I*&Js#!!%J%s#"!*&Js##J 希腊 野苹果 !""& &%!'

## (̀&I*"&I J!s&I*&Js#!!%J%s#"!*&Js##J 希腊 梨 !""& &%!'

++"#+
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续表,!1234",$M7A<$A;"9%

变体

a3O438P
序号

b7@

登录号

\;8E38N
3??@87@

引物位置*8P
.7?3P4787:DO42;O

地理位置

\;79O3D=4?57?3P478
寄主

V7<P
年份

';3O
参考文献

G;:;O;8?;

Z!!%%#8P" # ZU%"!%!J s 中国山东 苹果 !"!" s
! Zb*J!!** s 中国河南 苹果 !"#& &%%'

% ZV#"+"%* #s#&*%"Js%!& 中国河南 苹果 !"#J &!+'

* ZV*!I+%& s 中国山东 苹果 !"#J s
+ ZV*!I+%I s 中国山东 苹果 !"#J s
$ -'&$%$$I J!s#"#*#"!s#!! 中国山东 苹果 !"#I &#"'

I F(*!##&+ s 韩国 苹果 !""* &%*'

J (Z!"J#*! J%s#"!*&Js##J 印度 苹果 !""J &%+'

& (Z#IJ!J* J%s#"!*&Js##J 印度 苹果 !""J &%+'

,+-!全球HGGU9的种群结构
根据序列相似性分析结果%将相同序列归入同

一种变体%共得到#$+种变体(由它们的频率!每
种变体包含的序列数量占序列总数量的百分率"分
布可知%全球F,,a6的种群结构符合准种模式(
绝大部分变体!#*&种"的频率较低!"R*IW"%即只
有#条序列#仅有#$种变体的频率高于"R*IW%
即至少含有!条序列(频率最高的!种变体分别
含有##条和&条序列%来自于中国)希腊)印度和
韩国的苹果或梨!表!"%是全球范围内流行的主流
变体(

,+.!中国HGGU9的种群结构
这!#!条 F,,a6序列有一多半!##!条%占

+!RJW"来自中国(来自中国的序列包含&%种变
体%种群结构与全球F,,a6的种群结构类似(绝大
多数变体!J$种"的频率很低!"RJ&W"%即只有#条
序列#仅有I种变体的频率高于"RJ&W%即至少含
有!条序列(频率最高的!种变体分别包含J条和

$条序列%均来自苹果!表!"%但来自不同地区%包括
山东)辽宁)新疆和河南%是中国流行的主流变体(
值得指出的是%这两种变体与全球流行的两种主流
变体相同(

,+/!HGGU9种群中的变异
与#$*种变体相比%参考序列中有多半的位点发

生了变异%包括碱基插入!#%个位点"%碱基缺失!%+
个位点"以及碱基替换!#IJ个位点"!表%"(碱基转
换的*种类型发生的位点数量无明显差异%为#J"
!#(而碱基颠换的不同类型发生的位点数量差异较
大%为I"#J()F颠换发生最多%H\颠换发生最少(
表明F,,a6种群中的变异具有明显的偏好性(

计算F,,a6种群!!#!条序列"中不同变异发
生的次数发现%碱基转换中的嘧啶间转换的次数

!%I*次"稍多于嘌呤间转换的次数!%%&次"(碱基
颠换中的\H颠换和FH颠换的次数较多%分别为

!%$次和#I$次#而H\颠换和)\颠换的次数较
少%分别只有!&次和%J次(进一步说明F,,a6种
群中的变异具有碱基偏好性(

表-!HGGU9种群中发生的碱基转换和颠换*%

1234"-!162A&$<$7A&2A9<62A&#"6&$7A788;66$A:
$AHGGU9@7@;42<$7A

变异类型

Z>P3P478PBD;
碱基变异

Z>P3P478

发生变异的

位点的数量3

b>2M;O7:
2>P3P;6D7<4P478<

碱基变异发生

的次数M*次
H42;<7:
2>P3P478

碱基转换

HO38<4P478
F\ #J #+I

\F !# #J!

)H #& !"$

H) #J #$J
碱基颠换

HO38<T;O<478
FH #* #I$

HF #! #"*

)\ J %J

\) #+ #"!

H\ I !&

\H #$ !%$

F) #! $I

)F #J #%I

!#"3$将参考序列!b)""#%*""与#$*种变体基因组进行比较%参考
序列中发生碱基变异的位点数量#M$!#!条基因组序列中含有
同类型变异的变体数量(
3H=;8>2M;O7:9;8724?D7<4P478<48O;:;O;8?;<;C>;8?;
!b)""#%*""P=3P7??>OO;62>P3P478<L=;8?72D3O489L4P=P=;
#$*T3O438P<#M$H=;8>2M;O7:T3O438P<?78P348489P=;<32;
PBD;7:2>P3P478<48!#!9;872;<;C>;8?;<@

,+0!变异在HGGU9基因组上的分布及其频率
从图#可知%变异在F,,a6基因组上的分布不

均匀(有的连续#"多个位点均产生了变异%如*"
s++8P和!+"s!I"8P#也有连续多个位点严格保
守%如#J"s#&%8P(这应该是选择的结果(选择压

+$"#+
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力可能来自与寄主的相互作用或者来自基因组的二

级结构!见!RI"(此外%不同变异的频率!种群中含
有该变异的序列的数量所占的百分比"差异较大(多
数变异的频率低于!+W%即含有该变异的序列少于

+"条#而个别变异的频率较高%频率最高的两个变异
!第#!+位和#!$位之间插入\%!#&位和!!"位之间
插入c"的频率分别为&IR!W和+IR+W%即含有这两
个变异的序列分别有!"$条和#!!条!图#"(

图*!变异在HGGU9基因组上的分布

L$:+*!'$&<6$3;<$7A7>=;<2<$7A&7A<B":"A7="7>HGGU9

!
!!含有上述频率最高的两个变异的序列%除来自
苹果外%还有桃)杏)海棠和樱桃等(说明这两个变
异具有广泛的寄主适应性(此外%有些变异表现出
寄主特异性(如第!位点的\变为c和第#I%位
点的F变为\的变异只出现在梨树的序列中%第++
位点的F变为\)第#*+及#*$位点间插入)以及
第#&$位点的)变为c的突变仅出现在樱桃的序
列中(

,+N!二级结构对变异的选择

F,,a6基因组!参考序列b)""#%*""的二级结
构整体上呈棒状!图!"%左末端的上)下两侧各有一
个凸出的小发夹(由双链结构!连续的碱基对"和环
状!上下两侧均有未配对碱基"或凸起!仅上侧或下
侧有未配对碱基"结构相互间隔构成(基因组中的
一多半碱基!共!!"个%占$$R&W"互补配对(对变
异在二级结构上的分布进行了分析%发现双链结构
对变异具有明显的选择作用(首先%双链结构中变
异发生的频率明显低于环状结构(互补配对的碱基
发生变异的次数为#%!$次%未配对碱基发生变异
的次数为##+$次%各自除以相应的碱基数目!分别
为!!"个和#"&个"可知%互补配对碱基发生变异的
频率为$R"!次*碱基%明显低于未配对碱基!#"R$#
次*碱基"(其次%保持碱基互补配对的变异更易于

被保留下来(例如第#$I位碱基F%虽然可变为\)

c或)中的任意一个%但只有变为\才不改变与第

#+$位c的配对(实际上%F变为\的频率最高%
为#*RIW!%#*!##"%F变为c和F变为)的频率
分别只有%R%W!I*!##"和#R*W!%*!##"(类似的
变异也发生在第*%)*J)$#)I*)!**)!$*)!II等位
置(此外%存在共突变(如第%!位的)变为c%与
此同时%与其配对的第!&%位的\变为了F(这一
共突变存在于&条序列中!V_%!$"JI%V_%!$"JJ%

V_%!$"&"sV_%!$"&!%V_%!$"&*%V_%!$"&+%

V_%!$"&J%-Z!#%%&I"(第#+&位!\变为c"和
第#$%位!)变为F"的共突变出现于另外*条序列
!(̀&I*#""%(̀&I*"I%%(̀&I*"&#%(̀&I*"&!"中(

除碱基互补配对的双链结构外%二级结构中的
一些结构功能区对变异也有选择作用(从图!可
知%二级结构上存在*个变异较少的区域%即保守
区(其中%两个是已知的%分别为末端保守区!P;O1
24835?78<;OT;6O;9478%H)G"和中央保守区!?;81
PO35?78<;OT;6O;9478%))G"%它们在类病毒复制过
程中具有重要功能#另外两个是新发现的%在#"$s
##&位点处和#I&s#&J位点处%分别命名为可变保
守区!T3O43M5;?78<;OT;6O;9478%a)G"和右端保守
区!O49=P?78<;OT;6O;9478%G)G"(

+I"#+
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图,!变异在HGGU9二级结构上的分布

L$:+,!'$&<6$3;<$7A7>=;<2<$7A&7A<B"&"87A926?&<6;8<;6"7>HGGU9

!
,+O!HGGU9的系统发育分析

构建由#$+种F,,a6变体的序列以及外类群

FY(a6组成的系统发育树%其中%包括两种主流变
体和参考序列!b)""#%*""在内的II条序列聚在一
起%且所在分支的自展值低于$"W(为便于呈现结
果%将这II条序列所在分支合并为一个分支%以黑
色圆点表示!图%"(其余的JJ种变体中%有些来自
某一个国家或某一种寄主的变体聚在一起%表现出
明显的地理特异性和寄主特异性(例如从中国的桃
和杏分离的变体(此外%也有来自不同国家或寄主
的变体聚在一起%如从印度苹果上分离的变体
!FZ&&%#$""与中国杏树上分离的变体聚在一起%
从中国苹果或海棠上分离的变体与从伊朗的梨或苹

果上的分离的变体也聚在一起(说明存在着地区间
以及寄主间的传播(

-!结论与讨论

本研究通过分析\;8E38N中来自于J个国家
的!#!条F,,a6基因组序列%明确了全球F,,a6
种群的组成结构以及遗传变异的特点和规律(种群
符合准种模式&%$'%由#$+种序列高度相似但不相同
的变体组成%有两个主流变体(种群中的变异明显
受到了选择%因为无论是碱基变异的类型%还是变异
在基因组及二级结构上的分布%均具有明显的偏
好性(

以我国苹果上的两条序列 ZU%#+&"& 和

ZU%"!%!J为代表的两种变体%是我国种群以及全
球种群的主流变体(其发生分布广泛%遍布于不同

国家%包括中国)韩国)印度和希腊%以及中国的不同
产区(需要指出的是%这两种变体并非是所有自然
种群的主流变体(例如%李紫腾等&!+'从I个不同品
种的苹果上获得#I种变体%除ZV#"+"%*外%都不
是这两种主流变体(遗传漂变)传播过程中的瓶颈
效应以及寄主的选择等均会影响自然种群的组成(
尽管如此%严密监测这两个主流变体的发生和分布%
可快速掌握F,,a6的流行和传播(

这两个主流变体与参考序列!b)""#%*""&#&'并

不相同(与参考序列相比%均在第#!+位和#!$位
之间插入了\#此外%一种主流变体在第!#&位和

!!"位之间插入了c%!*&位置的\变为了c(其
中%\和c插入的频率很高%出现在种群中的大多
数变体中(需要指出的是%这两个变异并非最近才
出现%因为与参考序列同时期被测定的日本分离物
的序列'""*%+和 Z%$$*$&%I'以及加拿大分离物的

序列]I#+&&&#J'%在第#!+位和#!$位之间也插入了

\%而日本的两条序列在第!#&位和!!"位之间也插
入了c(尽管如此%早期测定的序列在近几年出现的
频率很低%只分离到与加拿大分离物相同的%条序列

Zb+&J!"J&%J'%ZV#"+"!J和ZV#"+"!"&!+'%且均非主
流变体(说明一些变异的频率是动态变化的%而这种
变化可能与F,,a6对环境或寄主的适应性有关(

虽然朱慧&%J'%查富蓉&%&'%陈冉冉等&*"'和李紫腾

等&!+'的研究已发现了很多变异%但大多位于基因组
二级结构的左末端区)致病区和中央区(除上述%
个区%我们在可变区和右末端区也发现了很多变异(
一方面是因为我们使用了更多的序列%尤其是国外

+J"#+
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图-!HGGU9种群中*0/种变体的系统发育树
L$:+-!5B?47:"A$8<6""7>*0/#26$2A<&7>HGGU9@7@;42<$7A

!

的序列#再者是因为所用的参考序列不同%如查富
蓉&%&'和李紫腾等&!+'以分离物中的主流序列或共有

序列作为参考%我们则使用F,,a6的参考序列(
变异分析发现了两个新保守区!a)G和G)G"%

分别位于可变区以及可变区与右末端区的交界处(
如果不是GbF聚合酶的保真性在这两个区域具有
偏好性&*#'%那么就意味着这两个区域可能具有重要
功能%比如与类病毒的重组&*!**'或移动&*+'有关(这
两个新保守区的发现为研究F,,a6与寄主的相互
作用提供了线索%也为设计能够涵盖更多变体的

GH1S)G*CS)G检测技术提供了参考(
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