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摘  要：葡萄卷叶相关病毒 7（grapevine leafroll-associated virus 7，GLRaV-7）是与葡萄卷叶病相关

的重要病原物之一。为明确中国 GLRaV-7 分离物的基因序列变异，采用 RT-PCR 方法对采自中国 15 个省

（市）、自治区的 188 份葡萄样品进行检测，检出率为 24.5%（44/188）。对来源于 42 个 GLRaV-7 分离物

的外壳蛋白（coat protein，CP）和 15 个分离物的热休克蛋白 70（heat-shock protein 70，HSP70）基因进

行克隆、测序。序列分析结果显示，来源于国内外 GLRaV-7 分离物的 CP 和 HSP70 基因的核苷酸和氨基

酸序列同源性分别为 89.12% ~ 100.00%和 88.94% ~ 100.00%、85.33% ~ 100.00%和 88.97% ~ 100.00%。基

于 CP 和 HSP70 基因序列构建的进化树，分别将 GLRaV-7 分离物划分为 6 个和 5 个明显区分的组群。Gp3、

Gp4 和 Gp5 仅由中国分离物组成。本研究中初次分析国内外 GLRaV-7 分离物的 CP 和 HSP70 基因序列变

异，可为进一步开展 GLRaV-7 分子检测的研发及不同变种的致病性研究提供依据。 
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Abstract：Grapevine leafroll disease（GLD）is a virus disease widely distributed in the world and 

causes great damage on grapevine. Grapevine leafroll-associated virus 7（GLRaV-7） is one of its 

pathogens. To investigate the genetic variation of GLRaV-7 isolates，42 positive samples were screened out 

by reverse transcription-PCR（RT-PCR）from 188 grapevine samples which were collected from 15 

Chinese provinces and regions. The detection rate of GLRaV-7 was 24.5%. The coat protein（CP）genes of 

42 isolates and heat-shock protein 70（HSP70）genes of 15 isolates were sequenced and analyzed 

respectively，and the results showed identities ranging 89.12%–100.00% and 88.94%–100.00%，85.33%–

100.00% and 88.97%–100.00% at the nucleotide and amino acid sequences respectively. Phylogenetic 

analysis of CP and HSP70 gene sequences showed that all of GLRaV-7 isolates can be divided into six and 

five groups，respectively. Gp3，Gp4 and Gp5 only included GLRaV-7 Chinese isolates obtained in this study.  
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This is the first report on the genetic variation of CP and HSP70 genes of GLRaV-7 isolates in China，and 

this study will be helpful for pathogenicity studies and development of reliable diagnostic methods. 

Keywords：grapevine；grapevine leafroll-associated virus 7；RT-PCR detection；CP gene；HSP70 

gene；phylogenetic analysis 

 

葡萄卷叶病是世界上广泛分布、危害严重的一种葡萄病毒病，能导致一些葡萄品种产量下降和

品质降低（Lee & Martin，2009；Atallah et al.，2012；Martelli，2014）。与该病相关的葡萄卷叶相关

病毒（grapevine leafroll-associated virus，GLRaV）有 6 种，即 GLRaV-1、GLRaV-2、GLRaV-3（王

建辉 等，2011；范旭东 等，2012）、GLRaV-4（包括 GLRaV-5、GLRaV-6、GLRaV-9、GLRaV-Pr

和 GLRaV-Car 等几个变种）、GLRaV-7 和 GLRaV-13（Martelli et al.，2012；Ito & Nakaune，2016）。

GLRaV 均属于长线型病毒科（Closteroviridae），其中，GLRaV-1、GLRaV-3、GLRaV-4、GLRaV-13

属于葡萄卷叶病毒属（Ampelovirus），GLRaV-2 属于长线型病毒属（Closterovirus），GLRaV-7 属于

新确立的 Velarivirus 属（Al Rwahnih et al.，2012a）。 

GLRaV-7 最早于 1996 年从阿尔巴尼亚 1 株无症状的白色酿酒葡萄品种中被发现，通过嫁接传

染至‘赤霞珠’上，可诱导‘赤霞珠’植株产生轻微的卷叶病症状（Choueiri et al.，1996）。之后被

美国、希腊、匈牙利等 10 多个国家相继报道（Al Rwahnih et al.，2012b；Lyu et al.，2013）。目前，

登录 GenBank 数据库的仅有 2 个 GLRaV-7 分离物的全长基因组，即阿尔巴尼亚分离物 AA42 和美

国分离物 Swi，其基因组全长为 16 404 nt，包含 9 个开放阅读框（Jelkmann et al.，2012）。除基因组

全长序列外，GenBank 上已登录的有关 GLRaV-7 的序列主要为 CP、HSP70 及 61-kDa（p61）等功

能基因的序列。关于 GLRaV-7 的介体昆虫尚未见报道。有研究表明该病毒可通过菟丝子传播至草本

植物上（Mikona & Jelkmann，2010）。 

明确病毒基因序列的变异，有利于其分子检测方法的建立及不同变种的致病性研究。目前关于

GLRaV-7 中国分离物的功能基因 CP 和 HSP70 的基因变异尚未见报道。因此，对来自中国 15 个省

（市）、自治区的 188 株葡萄样品进行了 GLRaV-7 检测，并对来源于 42 个 GLRaV-7 中国分离物的

CP 和 HSP70 的基因序列变异进行了分析，以期为进一步开展中国 GLRaV-7 不同分离物的分子检测

和致病性研究提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

2012—2015 年从全国 15 个省（市）、自治区随机采集葡萄休眠枝条 188 份，密封保湿后于 4 ℃

冰箱保存。按照葡萄种群划分，包括 128 份欧亚种葡萄（Vitis vinifera L.）、19 份欧美种葡萄（V. 

vinifera × V. labrusca）、14 份山欧葡萄（V. vinifera × V. amurensis）、11 份美洲种葡萄（Vitis labrusca）、

1 份刺葡萄（V. davidii）及 15 份不清楚种群类型的葡萄样品。按照葡萄用途分为 88 个鲜食品种、

76 个酿酒品种、11 个砧木品种及 13 个其他品种。 

1.2  引物 

根据 GenBank 已报道的 GLRaV-7 分离物的 CP 和 HSP70 基因的保守序列，分别设计用于扩增

GLRaV-7 的 CP 和 HSP70 基因的 PCR 和巢氏 PCR（nPCR）引物（表 1）。其中，引物 L7CP-F/R 和
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L7HSP-F/R 分别用于 GLRaV-7 分离物 CP 和 HSP70 基因序列的常规 PCR 扩增，引物 L7CPn-F/R 和

L7HSPn-F/R 用于第 2 轮的巣式 PCR 扩增。 

 
表 1  用于 GLRaV-7 分离物 PCR 扩增的 PCR 和巢式 PCR 引物 

Table 1  Primers used for the PCR 和 nPCR amplification of GLRaV-7 

扩增区域 
Genomic region 

引物 
Primer 

序列（5′–3′） 
Sequences  

产物大小/bp  
Size 

CP L7CP F：GGRAATAGGWCRCAAAGTGAA；R：CTCYTRTTYAATGTRCGTCC 844 
L7CPn F：GAATTACACCGAGAAGTCTG；R：TGTTGCCGCAAGTTGAGAAGT 709 

HSP70 L7HSP F：GGGTTTGATTTTGGTACTACTTTTA；R：ACCACCTCCTTGTAAGCT 450 

L7HSPn F：GAATTAAATATGAACGGATCAC；R：CCTTCAAGAGAGATTTCTGATA 409 

 

1.3  总 RNA 提取及 RT-PCR 

总 RNA 提取采用柱式提取方法（范旭东 等，2014）。反转录在 1.5 mL 灭菌离心管中进行，依

次加入灭菌纯水 7.0 µL、50 µmmol · L-1 6 碱基随机引物（5′-NNNNNN-3′，上海生工）1.0 µL，总

RNA 2.0 µL，离心混匀，95℃水浴 5 min，冰上放置 2 min；加入 5× M-MLV buffer 5.0 µL、10 

mmol · L-1 dNTPs 1.5 µL、200 U · mL-1 M-MLV 逆转录酶 0.8 µL、灭菌纯水 2.7 µL，37 ℃ 10 min，

42 ℃ 50 min，70 ℃ 5 min。合成的 cDNA 立即用于 PCR 扩增或放–20 ℃冰箱保存。 

常规 PCR反应体系为 25 μL，含 10× Taq DNA聚合酶缓冲液 2.5 μL、10 mmol · L-1 dNTPs 0.5 μL、

10 mmol · L-1 引物各 0.5 μL、5 U · mL-1Taq 酶 0.5 μL、模板 cDNA 2.5 μL、灭菌纯水 18 μL。PCR 反

应程序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 40 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，循环 35 次；72 ℃ 7 min；4 ℃

终止反应。巢式 PCR 以第 1 轮 PCR 产物 10 倍稀释物为模板，反应体系及 PCR 程序基本相同，仅

改变循环次数为 30 次。 

1.4  PCR 产物克隆、测序 

PCR 扩增获得的 DNA 片段采用琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒（北京艾德莱生物科技有限公司）

进行回收纯化。取 4 μL 纯化 DNA 与零背景 TOPO TA 克隆试剂盒（北京艾德莱生物科技有限公司）

中的 10× Enhancer buffer 0.5 μL 和 pTOPO-T 载体 0.5 μL 混匀，室温连接 5 min 后，转化大肠杆菌

DH5ɑ感受态细胞，均匀涂布于含氨苄青霉素的 LB 培养皿上，放置于 37 ℃的培养箱培养过夜。挑

取单克隆菌落进行菌液培养，并通过 PCR 鉴定获得阳性的重组质粒，每个 GLRaV-7 分离物至少选

3 个阳性的重组质粒送北京诺赛基因组研究中心进行测序。 

1.5  序列分析 

采用在线工具 ClustalW2 program（http：//www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/）对获得的克隆序

列进行同源性比对。如来源于同一样品中 3 个独立的单克隆序列同源性 ≥ 98%，则认为是一致的

序列，仅用其中 1 个进行后续的序列分析。当 3 个独立的单克隆序列同源性 < 98%，则选择差异的

克隆序列进行后续分析。采用 MEGA6.0 软件（Tamura et al.，2013）的 Neighbor-joining 方法对本研

究中获得的及 GenBank 已报道的 HSP70 和 CP 基因序列分别构建系统进化树。采用重组分析软件

RDP3.0（Martin et al.，2010）对 GLRaV-7 分离物 HSP70 和 CP 基因序列中可能存在的重组事件进

行分析。 
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2  结果与分析 

2.1  RT-PCR 检测 

采用引物 L7CP-F/R 和 L7HSP-F/R 对 188 个葡萄样品进行了常规 RT-PCR 检测，引物 L7CP-F/R

检出率为 5.3%（10/188），引物 L7HSP-F/R 未检测到阳性样品。采用引物 L7CPn-L/R 和 L7HSPn-F/R

对其进行第 2轮巢式PCR检测，检出率分别为 23.4%（44/188）和 8.5%（16/188）。采用引物L7HSPn-F/R

检测为阳性的样品，引物 L7CPn-F/R 也可检测为阳性。采用这些引物对 188 个葡萄样品总的检出率

为 23.4%。 

6 个省（市）、自治区的样品检测出 GLRaV-7，包括河北（50%，4/8）、新疆（46.2%，6/13）、

天津（33.3%，2/6）、辽宁（28.7%，25/87）、山东（21.1%，8/38）和北京（6.3%，1/16）；宁夏、上

海、广西、甘肃、云南、安徽、广西、四川和福建等地的葡萄样品中未检到 GLRaV-7。美洲种葡萄

GLRaV-7 检出率最高，为 36.7%，其次为欧美种葡萄（26.3%）、欧亚种葡萄（25.8%）和山欧葡萄

（7.1%）。砧木的检出率较高，为 36.4%，鲜食葡萄和酿酒葡萄检测率分别为 30.7%和 18.4%。 

2.2  MP 和 CP 基因序列分析 

对 PCR 产物进行回收、克隆及测序，除去克隆内部同源性 ≥ 98%的序列，共获得来源于 42

个 GLRaV-7 分离物的 CP 基因序列为 45 条，及来源于 15 个 GLRaV-7 分离物的 HSP70 基因序列 16

条。其中，LN-SDHN2 和 LN-ZF 分离物的 CP 基因克隆之间及 LN-ZSX 分离物内的 HSP70 基因克

隆之间存在同源性 < 98%的序列。这些序列已提交至 GenBank 数据库，登录信息见表 2。将获得的

序列与已报道的序列进行同源性比较，CP 基因序列的核苷酸和氨基酸同源性分别为 89.12% ~ 

100.00%和 88.94% ~ 100.00%，HSP70 基因序列的分别为 85.33% ~ 100.00%和 88.97% ~ 100.00%。 

 
表 2  本研究中获得的 GLRaV-7 分离物信息 

Table 2  Details of GLRaV-7 isolates generated and analyzed in this study 

来源 

Location 
样品 

Sample 
分离物编号 

Isolate ID 
扩增区域 

Genomic region 
GenBank 登录号 

GenBank accession number 
北京 Beijing 品丽珠 Cabernet Franc BJ-CaF CP KT306553 
河北 Heibei 巨峰 Kyoho HB- Kyoho1 CP KT306560 
  HB- Kyoho2 CP KT306561 
 马瑟兰 Marselen HB- MSL CP KT306562 
  HB-MSL2 CP KT306563 
辽宁 Liaoning 阿尔曼玫瑰 Aerman Meigui LN-AEMMG CP，HSP70 KT306566，KT306603 
 贝达 Beda LN-BD1 CP KT306567 
  LN-BD2 CP KT306568 
  LN-BD3 CP KT306569 
 白塞涅 Baisenie LN-BSN CP KT306570 
 白瓦沙 Baiwashaka LN-BWSK CP，HSP70 KT306571，KT306604 
 瑰宝 Guibao LN-GB1 CP KT306572 
  LN-GB2 CP KT306573 
 红丹 Hongdan LN-HD CP KT306574 
 琥珀 Hupo LN-HP CP KT306575 
 李子香 Lizixiang LN-LZX CP KT306576 
 牛心 Niuxin LN-NX CP KT306577 
 巧保 2 号 Qiaobao 2 LN-QB2 CP，HSP70 KT306578，KT306605 
 秋蜜 Qiumi LN-QM CP KT306579 
 秋无核 Qiuwuhe LN-QWH1 CP，HSP70 KT306580，KT306606 
  LN-QWH2 CP，HSP70 KT306581，KT306607 
 桑多哈尼 Santos Hani LN-SDHN1 CP，HSP70 KT306582，KT306608 
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续表 2     
来源 

Location 
样品 

Sample 
分离物编号 

Isolate ID 
扩增区域 

Genomic region 
GenBank 登录号 

GenBank accession number 
  LN-SDHN2 CP，HSP70 KT306583 ~ 84，KT306609 
 乌兹别克玫瑰 Uzbekistan Rose LN-WZBKMG CP KT306585 
 紫峰 Zifeng LN-ZF CP KT306586 ~ 88 
 着色香 Zhaosexiang LN-ZSX CP，HSP70 KT306589，KT306611 ~ 12 
 102459 LN-102495 CP，HSP70 KT306590，KT306613 
 228 LN-228 CP，HSP70 KT306591，KT306610 
山东 Shandong 北冰红 Beibinghong SD-BBH CP KT306592 
      贵人香 Italian Riesling SD-GRX5 CP KT306593 
  SD-GRX1 CP KT306594 
  SD-GRX2 CP KT306595 
  SD-GRX3 CP KT306596 
  SD-GRX4 CP KT306597 
天津 Tianjin 赤霞珠 Caberbet Sauvignon TJ-CaS CP KT306565 
 贵人香 Italian Riesling TJ-GRX CP KT306564 
新疆 Xinjiang 克瑞森无核 Crimson Seedless XJ-KRS CP，HSP70 KT306559，KT306602 
 无核白 Thompson Seedless XJ-WHB1 CP，HSP70 KT306558，KT306601 
  XJ-WHB2 CP KT306554 
  XJ-WHB3 CP，HSP70 KT306555，KT306598 
  XJ-WHB4 CP，HSP70 KT306556，KT306599 
  XJ-WHB5 CP，HSP70 KT306557，KT306600 

 

首先利用 Datamonkey 软件（http：//www.datamonkey.org/）中的 SBP（single breakpoint scanning）

和 GARD（genetic algorithm recombination）方法对所有 GLRaV-7 分离物的 CP 和 HSP70 基因核苷

酸序列进行内部重组事件分析，结果表明 CP 基因序列中存在重组事件，HSP70 基因序列无重组事

件发生（结果未列出）。同时，也采用重组分析软件 RDP V.4.22 对 CP 基因序列的重组事件进行分析，

结果表明 LN-ZF clone 9 为 1 个重组序列（6 种重组分析方法支持），它的两个亲本分别为 Gp2 中的

LN-QWH1 和 Gp3 中的 LN-228（表 3）。 

 
表 3  GLRaV-7 分离物 LN-ZF CP 基因序列重组事件分析 

Table 3  Putative intragenic recombination events in CP gene sequences of GLRaV-7 

重组序列 
Recombinant 
Sequences 

亲本序列（major × min） 
Parental  
sequences 

重组区域 
Breakpoints
（begin-end） 

重组分析方法 
RDP-implemented method  

P 值 
P value 

LN-ZF clone 9 LN-228 × LN-QWH1 59 ~ 415 GeneConv  4.885 × 10–03 

Bootscan 3.031 × 10–07 

MaxChi 8.660 × 10–08 

CHIMAERA 2.498 × 10–07 

SiScan 1.422 × 10–07 

3SEQ 1.471 × 10–14 

 

2.3  进化树分析 

将本研究中获得的 CP 和 HSP70 基因序列与 GenBank 已登录分离物的 CP 和 HSP70 基因序列一

起进行系统进化树分析，结果（图 1）显示构建的 CP 基因系统进化树将 GLRaV-7 分离物划分为 6

个组群，HSP70 基因进化树将 GLRaV-7 分离物划分为 5 个组群。重组子 LN-ZF clone 9 在 CP 进化

树中形成了一个独立的进化分支（图 1）。由于 LN-ZF clone 9、日本分离物 Ru、阿富汗分离物

GLRaV-7-Afg 和智利分离物 CI-3473 在进化树中均未与其他分离物聚在一起，因此，暂未对其进行

分组。CP 和 HSP70 进化树分析结果显示，中国分离物分别被划分到 5 个组群中，组群 Gp1 和 Gp2

的中国分离物居多，Gp3、Gp4 和 Gp5 仅包含中国分离物，属于新的组群。 
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图 1  GLRaV-7 分离物 CP 基因（a）和 HSP70（b）基因的核苷酸序列的进化树分析 

GenBank 已登录的序列在图中显示为分离物名字、基因登录号及来源。进化树采用邻接法构建 

（置信值设为 1 000），70%以下的值未显示。 

Fig. 1  Phylogenetic analyses of GLRaV-7 isolates based on nucleotide sequences of the coat protein genes（a） 

and heat-shock protein 70 genes（b） 

The sequences available from GenBank are identified by their isolate names，followed by their GenBank accession numbers and source. The trees 

were constructed using the Neighbor-joining method. The numbers at the nodes indicate bootstrap support（1 000 replicates）.  

Values below 70% are not shown. 

3  讨论 

目前，果树病毒病主要以预防为主，及时清除田间带毒植株及栽植无病毒苗木是目前主要的防



范旭东，董雅凤，张尊平，任  芳，胡国君，张梦妍，李  晨. 
中国葡萄卷叶相关病毒 7 检测及基因变异分析. 
园艺学报，2021，48 (2)：347–354.                                                                                        353 

 

控措施。病毒检测在病毒病防控中占据重要地位（陈雅寒 等，2020；黄爱军 等，2020；Shi et al.，

2020；卜方迪 等，2021；陈玲 等，2021）。本研究中对来自中国不同地区不同品种的 188 份葡萄样

品进行了 GLRaV-7 检测，其中常规 RT-PCR 检测结果不理想。一方面可能是 GLRaV-7 在葡萄植株

体内浓度偏低，导致常规的 RT-PCR 方法很难检测出；另一方面也可能由于采用的引物是基于有限

的 GLRaV-7 分离物序列设计的，本身的扩增能力较差，从而导致扩增失败。采用巢式 PCR 方法改

善了 GLRaV-7 的检测，扩增获得了来源于 42 个 GLRaV-7 分离物的 CP 基因和 15 个 GLRaV-7 分离

物的 HSP70 基因序列，明确了 GLRaV-7 分离物 CP 和 HSP70 基因变异特点，为分子检测工具的研

发打下了基础。 

先前研究已对 GLRaV-7 的 p61 蛋白基因进行了系统进化树分析，其结果表明中国的 GLRaV-7

分离物属于 3 个组群中的 2 个（Lyu et al.，2014）。目前 GenBank 上已登录的国外 GLRaV-7 的 CP

基因和 HSP70 基因序列数量明显多于 P61 蛋白基因序列，且长线性病毒科的病毒分类及遗传多样性

通常依据 CP 基因和 HSP70 基因序列变异情况来划分，因此，基于 CP 和 HSP70 基因的遗传多样性

的分析更能全面了解 GLRaV-7 的整体变异情况。本研究中基于 CP 和 HSP70 基因的系统进化树分析

结果表明，中国的分离物属于 5 个明显区分的组群，其中，Gp3、Gp4 和 GP5 仅包含中国分离物，

是 3 个新的组群。研究的结果也显示一些 GLRaV-7 分离物，比如 CP 基因系统进化树中的日本分离

物 Ru 和中国分离物 LN-SDHN2，以及 HSP70 基因系统进化树中的 LN-BWSK，分别形成单一的进

化分支，这表明中国的 GLRaV-7 分离物具有更为复杂的基因变异和遗传多样性。另外，通过重组分

析软件发现，其中 1 个变种序列（LN-ZF clone9）为 CP 基因内部重组序列。本研究的结果丰富了

GLRaV-7 的基因多样性，为进一步揭示 GLRaV-7 分离物的遗传进化特点及不同变种的致病性研究

提供了依据。 

本研究中首次对 GLRaV-7 国内外分离物的 CP 和 HSP70 基因变异及系统进化进行了分析，明确

中国部分葡萄样品中 GLRaV-7 的分子变异特点，发现 3 个新的组群，这为下一步 GLRaV-7 不同分

离物分子检测和致病性差异的研究提供依据。 
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