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苹果锈果类病毒实时荧光定量反转录PCR检测
及其在苹果树体内的扩散转移规律

郗娜娜 李紫腾 张静怡 孟祥龙 王亚南* 曹克强*

（河北农业大学植物保护学院，保定 071001）

摘要：为明确苹果锈果类病毒（apple scar skin viroid，ASSVd）在苹果树体内的转移规律，本研究建

立高灵敏度的实时荧光定量反转录 PCR（real-time fluorescence quantitative reverse transcription

PCR，RT-qPCR）方法，利用此方法检测该病毒在树体内的转移规律以及苹果果实上病毒积累量与

症状的相关性。结果表明，本研究所建立的RT-qPCR检测技术能针对枝皮、果实、根组织中的ASS‐

Vd进行准确、灵敏的检测，检测灵敏度下限为41.00 fg/μL（相当于5.95×105 copies/μL RNA）；在嘎拉

苹果树上接种ASSVd，2个月后植株各组织部位病毒积累量均较高，尤其是接种枝先端和树冠下层

枝组，根部病毒积累量很少；接种4个月后，各组织部位病毒积累量下降，病毒在植株上部、下部和

根部均匀分布；接种6个月后，在接种枝中下部和根部病毒积累量相对较高；接种8个月后，地上部

各组织部位病毒积累量很低，主要集中在根部。在花脸症果实着色不同的果皮中ASSVd积累量差

异显著，未着色果皮病毒积累量是着色果皮的4~40倍。表明ASSVd自果树枝干嫁接接种后，病毒

先在接种枝中增殖，然后向根部转移，病毒的增殖和转移可能主要受寄主生长发育时期的影响,花

脸病症状表现与病毒积累量密切相关。
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Detection of apple scar skin viroid by real-time fluorescence quantitative reverse

transcription PCR and its movement in an apple tree

XI Nana LI Ziteng ZHANG Jingyi MENG Xianglong WANG Yanan* CAO Keqiang*

（College of Plant Protection, Hebei Agricultural University, Baoding 071001, Hebei Province, China）

Abstract: To clarify the movement of apple scar skin viroid (ASSVd) in apple trees, a detection method

based on real-time fluorescence quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR) with high sensitivity

was established. The correlation between viroid accumulation and symptoms was also explored. The re‐

sults showed that the detection method could be used to accurately and sensitively detect ASSVd in sev‐

eral parts of apple tree including branch bark, fruit and roots. The detection sensitivity for each part was

above 41.00 fg/μL (5.95×105 copies/μL RNA). After inoculation of gala apple tree with ASSVd, viroid

accumulation was relatively high in all tissues of the plant in two months post inoculation (mpi), espe‐

cially in the apex of inoculated branch and the lower branches of the canopy. The viroid accumulation in

the root was the lowest. In 4 mpi, the viroid accumulation of each tissue site was generally lower than

that in June, and the viroid was evenly distributed in the upper, lower, and root parts of the plant. In 6 mpi,
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the viroid accumulation was relatively high in the lower part and root ofinoculated branches. In 8 mpi,

the viroid accumulation was very low in all tissues of the above-ground parts and mainly accumulated

in the roots during the dormant period. The expression levels of viral genomes in fruit peels with differ‐

ent pigmentations were significantly different. The accumulation of ASSVd in uncolored peels was 4 to

40 times that in colored peels. The results showed that after inoculation, ASSVd first proliferated in in‐

oculated branches, then transferred to roots. The proliferation and movement of the viroid might be re‐

lated to the growth and developmental period of the host. The symptoms of the disease were highly cor‐

related with the accumulation of viroid.

Key words: apple scar skin viroid; real-time fluorescence quantitative RT-PCR; viroid movement;

difference in symptoms

近年由苹果锈果类病毒（apple scar skin viroid，

ASSVd）引起的苹果花脸病已上升为苹果生产中的

主要病害（郝璐等，2015），可引起果实的花脸、锈果

和畸形，明显降低了苹果的商品价值，是目前苹果生

产中难以解决的问题。ASSVd是感染苹果的最小

病原体之一（Daròs et al.，2006），属于马铃薯纺锤块

茎类病毒科Pospiviroidae马铃薯纺锤块茎类病毒属

Pospiviroid（Flores et al.，1998），存在于细胞核内，有

中央保守序列且不具有核酶活性，非对称滚式复制，

由330个左右的核苷酸组成的单链共价闭合环状的

裸露RNA 分子（López-Carrasco & Flores，2017），主

要依靠宿主提供的酶和必须物质来完成其感染周期

（Flores et al.，2005）。ASSVd主要侵染苹果和梨，对

海棠、桃、杏、石榴等也可侵染（Hadidi et al.，1991；赵

英和牛建新，2008a，b），该病毒寄主范围广，侵染力

强，潜育期长（廖明安等，1993；王际轩等，2000），症

状表现受环境影响大，因此早期检测显得尤为重要

（徐志华，2000）；另外组培脱毒的成功与否取决于检

测方法的灵敏度，加之类病毒不表达蛋白质，不能采

用血清学方法检测，开发准确、灵敏的分子检测技术

是苹果花脸病有效预防的前提。

植物病毒需要在植株体内经过一段时间的增

殖、扩散和转移才能显症（Desvignes et al.，1999），了

解病毒在寄主中的扩散、转移和显症规律，有助于找

到病毒防控的关键时期和有效措施。病毒通过植株

韧皮部实现长距离运输（Palukaitis，1987）。Samuel

（1934）研究发现番茄叶片接种烟草花叶病毒（tobac‐

co mosaic virus，TMV）后，该病毒先扩散到根部，再

由根部扩散到心叶；Singh（1977）阐明了植株接种马

铃薯纺锤块茎类病毒（potato spindle tuber viroid，

PSTVd）后病毒增殖量有上升-高峰-下降的规律；

张祥林和赵冰梅（1994）揭示了莱豆黄花叶病毒

（bean yellow mosaic virus，BYMV）侵染寄主时先在

侵染部位不断增殖，然后向植株上部转移，而且只有

当病毒增殖到一定浓度时，才能引起寄主发病；朱水

芳等（1992）明确了黄瓜花叶病毒（cucumber mosaic

virus，CMV）叶绿体中外壳蛋白（coat protein，CP）的

浓度和花叶症状严重程度呈正相关；袁媛等（2012）

发现甜瓜感染瓜类褪绿黄化病毒（cucurbit chlorotic

yellows virus，CCYV）后，症状轻度的甜瓜叶片中的

CP相对表达量显著高于重度和中度的叶片；Bani-

Hashemian（2015）研究表明类病毒从最初侵染的细

胞经胞间连丝进行胞间移动，在韧皮部进行远距离

移动，然后再通过胞间移动侵染包括叶肉在内的远

端组织。目前果树病毒相关研究报道相对较少，

ASSVd在寄主体内如何转移以及症状表现与病毒

积累量的相关性还有待揭示。

因此，本研究拟构建高灵敏度的实时荧光定量

反转录 PCR（real-time fluorescence quantitative re‐

verse transcription PCR，RT-qPCR）检测体系，以揭示

ASSVd侵染苹果树体后，由接种点在植株体内扩散

转移的规律，并分析苹果果实不同症状区域病毒积

累量的差异，以期为苹果花脸病的早期诊断以及无

毒苗木的繁育提供了更精确的检测手段，也将为

病毒侵染机理的揭示、有效防控措施的制定提供

新线索。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物：具有典型苹果花脸病症状信侬红、富

士、粉红女士的 8 年生苹果树，携带苹果花叶病毒

（apple mosaic virus，ApMV）、苹果坏死花叶病毒

（apple necrotic mosaic virus，ApNMV）和苹果凹果

类病毒（apple dimple fruit viroid，ADFVd）的 8 年生

富士苹果树，经检测不携带ASSVd的8年生嘎拉苹

果树，所有植物材料均为河北农业大学植物保护学
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院植物病害流行与综合防治研究室苹果实验园中的

植株。携带苹果褪绿叶斑病毒（apple chlorotic leaf

spot virus，ACLSV）、苹 果 茎 沟 病 毒（apple stem

grooving virus，ASGV）、苹果茎痘病毒（apple stem

pitting virus，ASPV）的苹果组培苗由河北农业大学

植物保护学院植物病害流行与综合防治研究室继代

保存并提供。

试剂及仪器：RNAprep Pure 多糖多酚植物总

RNA 提取试剂盒，天根生化科技（北京）有限公司；

DiaSpin柱式DNA胶回收试剂盒，生工生物工程（上

海）股份有限公司；Trans109 化学感受态细胞、

pEASY®-T1 Simple 克隆载体、TransScript® Fly First-

Strand cDNA Synthesis SuperMix，北京全式金生物

技术有限公司；PurePlasmid Mini Kit，北京康为世纪

有限公司；FastStart Essential DNA Green Master，罗

氏诊断产品有限公司；限制性内切酶，宝生物工程

（大连）有限公司；T7 RNA polymerase，New England

Biolabs（Beijing）公司；RNasin® Ribonuclease Inhibi‐

tor，美国Promega公司；其它试剂均为国产分析纯。

LightCycler® 96 实时荧光定量 PCR 仪，瑞士 Roche

公司；S1000TM Thermal Cycler 型 PCR 仪、Gel DocTM

XR+凝胶成像系统，美国 Bio-Rad 公司；DYY-6C 型

电泳仪，北京六一仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 RNA提取及质粒标准品的制备

参照多糖多酚植物总RNA提取试剂盒说明书

提取携带 ASSVd 的苹果组织总 RNA，按照 Trans

Script® Fly FirstStrand cDNA Synthesis SuperMix 说

明书合成第一链 cDNA。参照杨金凤等（2015）方法

利用引物ASSVdQxin3-F和ASSVdQxin3-R（表1）扩

增ASSVd基因组序列，本试验所有引物均由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。25 μL PCR扩增

体系：cDNA模板 0.5 µL、20 pmol/µL正反向引物各

1.0 µL、ddH2O 10 µL、2×Es Taq MasterMix 12.5 µL。

反应程序：94℃预变性2 min；94℃变性45 s，64.4℃退

火45 s，72℃延伸30 s，35个循环；72℃再延伸10 min。

利用DNA凝胶回收试剂盒对330 bp特异性扩增产物

进行胶回收，连接至pEASY®-T1 simple载体上，送至

深圳华大基因股份有限公司进行测序，将经鉴定正确

的阳性重组质粒作为后续试验的标准品。

表1 本研究中ASSVd引物序列

Table 1 Sequences of ASSVd primers in this study

引物名称
Primer name

ASSVd-F
ASSVd-R

ASSVdR1-F

ASSVdR1-R

ASSVdR2-F

ASSVdR2-R

ASSVdR3-F

ASSVdR3-R

ASSVdQxin3-F

ASSVdQxin3-R

ASSVdInvitro-pF

ASSVd(Stu I)-R

引物序列（5'-3'）
Primer sequence（5'-3'）

ACGAGGAGAAGAAGGGACTCAC
AACCCACAGCGGAACTGGT

GGTAAACACCGTGCGGTTCC

TTTCTCACCGGCCTTCGTCG

TGTGGGTTCGCCTACAAGAA

AAAGAGCGTGAGAGAACAGG

TTCGCCCCGCCAACGCTAAA

TAGGCGAACCCACAGCGGAACT

GGTGAGAAAGGAGCTGCCAG

TTCGTCGACGACGACAGGTGA

AGAGTAATACGACTCACTATAggtaaacaccgtgcggttcc

AGGCCTgggaaacaccaattgtgtttta

片段大小/bp
Product size

106

109

122

144

330

357

来源
Source

吴然等，2015
Wu et al.，2015
自行设计
Design in this study

自行设计
Design in this study

自行设计
Design in this study

杨金凤等，2015
Yang et al.，2015

自行设计
Design in this study

ASSVdInvitro-pF中斜体字母表示T7启动子；下划线字母表示酶切位点。The italic letters indicate the T7 promoter, and the

underlined letters indicate the digestion site of restriction enzyme in the primer ASSVdInvitro-pF.

1.2.2 RT-qPCR检测体系的引物筛选及其特异性验证

采用 Vector NTI 11.5.1 软件设计 ASSVdR1-F/

R、ASSVdR2-F/R、ASSVdR3-F/R 及 ASSVd-F/R（吴

然等，2015）（表 1），扩增田间携带ASSVd的信侬红

果树组织样本，25 μL扩增体系：cDNA模板 0.5 µL、

20 pmol/µL 正反向引物各 1.0 µL、ddH2O 10 µL、2×

Es Taq MasterMix 12.5 µL。PCR 反应程序为：94℃

预变性 2 min；94℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延

伸 30 s，35 个循环；72℃再延伸 10 min。筛选条带

特异且亮度较高的引物。然后以携带ACLSV、AS‐

GV、ASPV 三种潜隐性病毒的苹果组培苗及携带

ApMV、ApNMV、ADFVd 的田间样本为检测对象，

验证引物的特异性。最后分析 RT-qPCR 检测中引

物的熔解曲线确定引物。

1.2.3 RT-qPCR检测体系的优化及标准曲线的建立

检测体系的优化：本研究所建立的 20 μL RT-
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qPCR体系包括模板 1 μL、上下游引物各 1 μL、Fast‐

Start Essential DNA Green Master 10 μL、ddH2O 7 μL。

使用20、10、5、2.5、1.25、0.625 μmol/L六种浓度引物

扩增同一阳性样本，每种引物浓度3个重复，筛选最

适引物浓度。在95℃预变性300 s，三步法95℃变性

15 s，退火15 s，72℃延伸10 s共40个循环的扩增程序

基础上筛选退火温度。以引物的退火温度Tm值为基

础，退火温度根据仪器自动生成不同温度，分别为

56.0、56.5、57.3、58.0、58.4、59.6、60.8、62.0、63.1、

64.0、64.7 和 65.0℃，每种温度 3 个重复，筛选最适

退火温度。

以ASSVdInvitro-pF、ASSVd（Stu I）-R引物引入

的方法在 ASSVd 基因组序列中引入 T7 启动子和

Stu I酶切位点，然后将线性化的阳性重组质粒作为

模板，进行体外转录，测得体外转录产物的浓度，

以健康组织提取的RNA溶液将体外转录产物进行

10 倍梯度稀释，通过公式计算病毒RNA的拷贝数，

病毒 RNA 的拷贝数=（6.02×1023 copies/mol）×病毒

RNA浓度/（RNA长度×340），得到RNA标准品的拷

贝浓度分别为 3.27×1011、3.27×1010、3.27×109、3.27×

108、3.27×107、3.27×106、3.27×105、3.27×104、3.27×

103copies/μL，然后按照本试验建立的最适合反应体

系和程序进行RT-qPCR扩增，每个浓度3次重复，以

每个浓度得到的Cq值的平均值和已知拷贝数浓度

的对数构建标准曲线。在标准曲线中，Cq为实时荧

光定量仪检测的数值，以Cq值为纵坐标，C为初始模

板中 RNA 的拷贝浓度，以其对数 lgC 为横坐标，进

行线性回归分析，得到标准曲线和线性回归方程，线

性回归方程为Cq=-blgC+a。

1.2.4 RT-qPCR检测体系的特异性及灵敏度测定

对携带 ASSVd、ACLSV、ASGV、ASPV、Ap‐

MV、ApNMV 和 ADFVd 的苹果组织进行检测，根

据本试验所建立的检测体系及反应程序测定验证

检测体系的特异性，以健康果树组织为空白对照

（CK）；在果实成熟期，采集病树同一枝条上的果

皮、须根、枝皮，参照多糖多酚植物总 RNA 提取试

剂盒说明书提取总 RNA，以健康组织 RNA 溶液进

行梯度稀释，果皮的稀释浓度分别为 4.10×104、

4.10×103、4.10×102、41.00、4.10 和 0.41 fg/μL，侧根

稀释浓度分别为 5.11×102、1.02×102、20.44、4.10、

0.82 和 0.16 fg/μL，枝皮的稀释浓度分别为 3.74×

102、74.80、14.94、2.99、0.59、0.118 和 0.02 fg/μL，根

据本试验所建立的检测体系及反应程序测定该体

系的灵敏度。

1.2.5 ASSVd在树体中转移的测定

在2019年4月初采用芽接方式对多年不显症且

经 RT-qPCR 检测不携带 ASSVd 的 8 年生嘎拉苹果

树树体中部接种ASSVd，在接种 2、4、6和 8个月分

别在树冠上层主枝枝组（图 1-A）、树冠次上层主枝

枝组（图 1-B）、病毒接种枝接种点近端（图 1-C）、病

毒接种枝接种点远端（图 1-D）、树冠下层主枝枝组

（图1-E）、树冠最下层主枝的枝组（图1-F）、侧根（图

1-G）定点取样，每个取样点取样3份，每次重复2棵

树，共 6棵树。利用上述建立的RT-qPCR方法定量

测定ASSVd积累量，共设3次重复。根据RNA拷贝

数计算公式，将其换算成ASSVd积累量，即每克植

物组织中病毒RNA的拷贝数=每份植物样品所得到

的 RNA 体积×10(a - Cq ) /b /植物组织样品质量×参与定

量的RNA体积。

五角星表示取样检测位点；箭头表示接种ASSVd位点。

A：树冠上层主枝的枝组；B：树冠次上层主枝的枝组；

C：病毒接种枝接种点近端；D：病毒接种枝接种点远

端；E：树冠下层主枝的枝组；F：树冠最下层主枝的枝

组；G：侧根。图片引自网络资源（https://zhidao.baidu.

com/question/18280862071329-4604? sharesource=qzo-

ne）。 Asterisk indicates sampling sites；arrows indicate

ASSVd inoculation sites. A：The branch group of the

main branch above the canopy；B：the branch group of

the upper main branch of the canopy；C：near site of vi‐

rus-inoculated branches；D：distant site of virus-inoculat‐

ed branches；E：the main branch group of the lower cano‐

py；F：the main branch group of the lowest canopy；G：

lateral root. The picture is from the network (https://zhid‐

ao. baidu. com/question/182808620713294604? Share‐

source=qzone).

图1 果树嫁接接种ASSVd的位置及检测部位示意图

Fig. 1 Schematic diagram of the locations and detection sites

of healthy fruit trees grafted with ASSVd
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1.2.6 显症果实不同着色果皮ASSVd积累量的测定

选取有典型苹果花脸病症状的信侬红、富

士、粉红女士的苹果果实各 5 个，在每个果实果柄

洼、果实中部、果实萼洼的未着色区域（凹陷部位）

和着色区域（凸起部位）表皮各取 5 份样品，使用

上述优化建立的 RT-qPCR 检测体系和反应程序检

测未着色区域和着色区域中的 ASSVd 积累量，方

法同 1.2.5。

1.3 数据分析

利用SPSS 18.0软件进行数据统计分析，采用 t

测验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 ASSVd RT-qPCR检测体系的建立

2.1.1 引物的选择及检测体系和程序的优化

选取 4 对引物进行常规 RT-PCR 扩增，其中以

ASSVdR2-F/R扩增出的条带特异且亮度较高；以携

带ACLSV、ASGV、ASPV三种潜隐性病毒的苹果组

培苗及携带ApMV、ApNMV、ADFVd的田间样本为

检测对象，验证该引物具有特异性；且在荧光定量检

测中只出现单特异峰，最后选定ASSVdR2-F/R作为

RT-qPCR检测引物。通过引物浓度的选择、退火温

度的筛选，最终确定最优的 RT-qPCR检测体系：cD‐

NA 1 μL、10 μmol/L ASSVdR2-F/R 引物各 1 μL、2×

FastStart Essential DNA Green Master 10 μL、ddH2O

7 μL。反应程序为 95℃预变性 30 s；95℃变性 5 s，

58℃退火30 s，72℃延伸10 s，40个循环。

2.1.2 标准曲线的建立

对以线性化的质粒为模板体外转录得到的

RNA 进行梯度稀释，然后反转录，用引物 ASSV‐

dR2-F/R 进行 RT-qPCR 扩增，扩增曲线中荧光增加

值对应的循环数与模板初始浓度基本呈线性关

系，去除线性误差较大的点，得到标准曲线方程为

y=-2.646x+65.170，相关系数 R2=0.991（图 2），说明

标准曲线重复性好。

Cq：实时荧光定量仪检测的数值；C：初始模板中病毒

RNA 的量。Cq：detection value from the real time fluores‐

cence quantitative analyzer；C：the copy concentration of

the viral RNA in the initial template.

图2 ASSVd的RT-qPCR检测体系的标准曲线

Fig. 2 Standard curve of RT-qPCR detection system for ASSVd

2.1.3 检测体系特异性和灵敏度测定

为验证体系的特异性，对检测携带 ACLSV、

ASGV、ASPV的苹果组培苗及携带ASSVd、ApMV、

ApNMV和ADFVd的苹果枝皮进行扩增，由扩增的

荧光曲线可知只有携带ASSVd的样品才有荧光信

号（图3），说明该体系检测ASSVd的特异性高；用健

康组织RNA溶液对果皮、须根、枝皮提取的总RNA

进行系列稀释并进行RT-qPCR，结果显示检测灵敏

度分别为 41.00、20.44、14.94 fg/μL（图 4），根据公式

计算灵敏度分别相当于 5.95×105、2.97×105、2.17×

105 copies/μL RNA。

图3 ASSVd RT-qPCR检测体系的特异性测定

Fig. 3 Specificity of RT-qPCR detection system for ASSVd

2.2 ASSVd在树体中的移动情况

定量测定 ASSVd 的增殖和转移情况，结果显

示，接种2个月后，植株各组织部位病毒积累量均较

高，尤其是接种枝先端和树冠下层枝组，根部病毒积
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累量最少，为 2.5×1013 copies/g；接种 4个月后，各组

织部位病毒积累量与接种2个月后相比病毒积累量

有所降低，除了植株冠层最顶端和接种枝先端外，病

毒在植株上部、下部和根部均匀分布；接种 6 个月

后，在接种枝的中下部和根部病毒积累量相对较高；

接种8个月后，病毒主要集中在根部，与地上部位有

显著差异（图5）。

a：果皮；b：侧根；c：枝皮；A~F：4.10×104、4.10×103、4.10×102、41.00、4.10 和 0.41 fg/μL RNA；G~L：5.11×102、1.02×102、

20.44、4.10、0.82 和 0.16 fg/μL RNA；M~S：3.74×102、74.80、14.94、2.99、0.59、0.118 和 0.02 fg/μL RNA。a：Peel；b：lateral

root；c：branch bark；A-F：4.10×104，4.10×103，4.10×102，41.00，4.10 and 0.41 fg/μL RNA；G-L：5.11×102，1.02×102，

20.44，4.10，0.82 and 0.16 fg/μL RNA；M-S：3.74×102，74.80，14.94，2.99，0.59，0.118 and 0.02 fg/μL RNA.

图4 三种不同苹果组织部位的ASSVd RT-qPCR检测灵敏度

Fig. 4 Sensitivity of RT-qPCR detection for ASSVd using three different apple tissue parts as templates
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2.3 ASSVd基因组表达量与症状的相关性

取花脸症状的果实着色果皮和未着色果皮检

测病毒积累量，发现不同品种未着色果皮中的病毒

积累量与着色的果皮均有显著性差异（P=0.001<

0.05）（图6），未着色区域果皮中ASSVd积累量为着

色区域果皮的4~40倍。

A：树冠上层主枝的枝组；B：树冠次上层主枝的枝组；C：病毒接种枝接种点近端；D：病毒接种枝接种点远端；E：树冠下

层主枝的枝组；F：树冠最下层主枝的枝组；G：侧根。A：The branch group of the main branch above the canopy；B：the

branch group of the upper main branch of the canopy；C：near site of virus-inoculated branches；D：distant site of virus-inoculat‐

ed branches；E：the main branch group of the lower canopy；F：the main branch group of the lowest canopy；G：lateral root.

图5 田间嘎拉苹果树接种ASSVd 2~8个月不同部位病毒积累量

Fig. 5 Viroid accumulation in different tissues of Gala apple trees in two-eight months after inoculation of ASSVd in the field

图中数据为平均数±标准差。柱上不同小写字母表示经 t测验法检验在P<0.05水平差异显著。 Data are mean±SD. Differ‐

ent letters on the bars indicate significant difference at P<0.05 level by t test.

图6 果实着色部位和未着色部位果皮中ASSVd积累量

Fig. 6 ASSVd accumulation in the colored and uncolored

peels of the fruit

图中数据为平均数±标准差。柱上不同小写字母表示经

t 测验法检验在 P<0.05 水平差异显著。Data are mean±SD.

Different letters on the bars indicate significant difference at P<

0.05 level by t test.

3 讨论

本研究首先筛选了适宜的RT-qPCR检测引物，

然后测定了适宜的引物浓度和退火温度，以ASSVd

重组质粒为标准品构建了标准曲线，建立了能够准

确、灵敏检测枝皮、果皮、根 3 种不同组织部位的

ASSVd RT-qPCR 检测体系。由于植物组织中含有

一定的酚酸类物质和次生代谢产物，这些物质可能

会影响 RNA 的提取和 PCR 检测，各组织部位所含

抑制物的成分和含量有差异，因此，对不同组织部位

检测是很有必要的，经过验证，本研究建立的RT-qP‐

CR体系适用于枝皮、根、果皮的组织类型，检测灵敏

度均在41 fg/μL（5.95×105 copies/μL RNA）以上。多

项研究报道了ASSVd RT-qPCR检测体系（吴然等，

2015；Heo et al.，2019），本研究构建的检测体系进一

步丰富了ASSVd定量测定方法，而且灵敏度相对较



高，并且适用于不同组织类型。

目前，鲜有针对果树病毒在植株体内移动的研

究，本研究2019年4月在嘎拉苹果树中干上采用芽

接方法接种ASSVd，利用RT-qPCR检测技术对树体

不同部位病毒积累量进行了检测，明确了病毒接

种 2个月后，在接种枝先端有大量增殖，在其它各组

织部位病毒积累量也相对较高，这个时期果树正处

于春末夏初，植株叶、花、果处于养分竞争期，所以在

各组织部位病毒都比较活跃，尤其是在养分需求较

多的组织，在根部病毒积累量最少；接种 4个月后，

夏末秋初，嘎拉果树已经采收，果树处于养分均衡分

配时期，各组织部位病毒积累量与接种后 2个月相

比有所降低，病毒在植株上部、下部和根部均匀分

布；接种 6个月后，果树仍然处于养分均衡分配期，

但养分逐渐向下集中，所以病毒在接种枝中下部和

根部病毒积累量相对较高；接种8个月后，果树处于

冬季养分积累期，病毒也主要集中在根部。上述现

象基本明确了ASSVd在苹果植株中的移动与寄主

的生长发育期密切相关，这与TMV等多种草本植物

病毒的移动规律相似（Samuel，1934；王亚南等，

2009），Bani-Hashemian et al.（2015）对柑橘类病毒的

研究也表明木本植物类病毒的长距离运动模式与草

本寄主相似。在接种4个月以后病毒积累量与接种

2个月后相比有所下降，这可能与气候因素有关（许

仁林和易琼华，1989）。

病毒病的防控是难以攻克的问题，ASSVd 虽

为非潜隐性病毒，但从侵染到显症需要一定的时

间，通过检测明确病毒增殖的关键时间节点及分

布的关键组织位点，结合环割、环剥、施肥等农事

操作或化学防治等措施对病毒进行有效遏制，从

而减轻病害的发生，此试验结果为 ASSVd 的防控

提供了新的思路和线索。本研究结果还揭示了花

脸症状果实上未着色果皮中病毒积累量显著高于

正常着色的果皮，推测病毒积累可能影响了果实

的着色，但具体侵染和显症机制还有待进一步深

入研究。
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