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The species and distribution of viruses in the garlic 
germplasm resources of China 
YANG Wenlong1#, WANG Yang1#, SONG Jiangping1, ZHANG Xiaohui1,  
Hassan H.A. Mostafa2, FU Yan1, WANG Haiping1*, LI Xixiang1* 
1 Institute of Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China 
2 Central Laboratory of Organic Agriculture, Agricultural Research Center, Giza 12619, Egypt 

Abstract:Virus infection leads to severe yield reduction and quality deterioration in garlic production. 
It is of great significance to collect, monitor, and conserve garlic germplasm resources for genetic 
improvement of garlic yield, virus resistance, and quality. [Objective] To reveal the virus-carrying 
status and distribution of garlic resources in China. [Methods] We employed two multiplex reverse 
transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR) methods to evaluate the distribution of seven virus 
species among 689 garlic germplasm accessions. [Results]Allexivirus [GarV-A, GarV-B, GarV-C, 
GarV-D, GarV-E, GarV-X, and shallot virus X (ShVX)] had the highest detection rate (98.69%), 
followed by onion yellow dwarf virus (OYDV, 90.13%), garlic mite-borne filamentous virus (GMBFV, 
71.12%), leek yellow stripe virus (LYSV, 50.65%), shallot latent virus (SLV, 49.20%), potato Y virus 
(PVY, 41.94%), and garlic common latent virus (GarCLV, 32.08%). Among these garlic accessions, 27 
(3.92%), 122 (17.71%), 190 (27.58%), 150 (21.77%), 129 (18.72%), 62 (9.00%), and seven (1.02%) 
accessions carried seven, six, five, four, three, two, and one virus species, respectively, while two 
(0.29%) accessions did not carry any virus. In addition, there was a significantly positive correlation 
between the planting generations of garlic resources and the number of virus species (P<0.05). Shoot 
tip culture can effectively reduce or eliminate viruses. [Conclusion] This study reveals the distribution 
of seven main virus species in garlic germplasm resources in China, providing a theoretical basis for the 
safe preservation of garlic germplasm resources and enriching the gene resources for the breeding of 
antiviral garlic germplasm. 

Keywords:garlic; germplasm resources; virus; multiplex RT-PCR; shoot tip virus-free culture 
 

大蒜(Allium sativum L.)是最古老的栽培植

物之一，也是一种重要的商业作物，在世界范

围内用作食品和药物[1–2]。目前，中国拥有世界

上最大的大蒜产区，其产量远远领先于其他国

家。从 2006–2016 年，大蒜消费量每年增长 3.2%，

2016 年达到 2650 万 t[3]。预测显示，到 2030 年，

中国的大蒜消费量将进一步增加到 3110 万 t 
[ 中 国 商 务 部 的 全 球 市 场 报 告 ： 大 蒜

(MOFCOM.Gov.cn)]。然而，由于耕地有限，进

一步扩大种植面积是不现实的。因此，满足大

蒜预期需求的最佳可行方法是培育高产和抗性

品种。 
植物种质资源是作物产量、品质和抗性遗

传改良的重要基础[4]。因此，我们从全国和世

界各地收集了近千份大蒜资源，并将它们保存

在国家无性繁殖及多年生蔬菜资源圃中。目前

大蒜种质安全保存面临的最大挑战是突发的自

然灾害和田间病毒感染。大蒜是一种无性繁殖
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作物，在大蒜的繁殖和生产过程或在种质资源

的保存过程中，各种病毒会持续感染并存 
在于种质材料中，导致在繁殖世代中病毒积累

增加[5]。感染大蒜的病毒种类主要有马铃薯 Y

病毒(PVY)、洋葱黄矮病毒(OYDV)、韭菜黄条

病毒(LYSV)、大蒜普通潜伏病毒(GarCLV)、葱

潜伏病毒(SLV)、Allexivirus(GarV：GarV-A、

GarV-B、GarV-C、GarV-D、GarV-E、GarV-X、

SHVX)、大蒜螨传丝状病毒(GMBFV)等[6–14]。

病毒感染使大蒜品种逐渐失去优良特性和降低

产量[15–16]。据报道，一些病毒降低了大蒜鳞茎

的质量，也有一些病毒降低了大蒜的品质[15–17]。

随着时间的推移，病毒在大蒜材料中积累的增

加可能会导致产量和品质的严重丧失[17]。因此，

了解大蒜种质资源中病毒的多样性对于种质资

源的安全保存和抗病品种的选育是十分必要的。 

大蒜病毒的检测方法主要包括血清学检测、

电镜检测和反转录聚合酶链式反应(RT-PCR)[18]。

酶联免疫印迹试验(ELISA)和斑点 ELISA 等血

清学方法通常用于检测大蒜病毒指数[7,19–20]。但

是该方法中抗体不容易获得，并且每次只能检

测一种病毒。而电子显微镜的检测方法也存在

成本高、技术难度大的问题。与血清学检测和

电镜检测方法相比，RT-PCR 方法具有较高的灵

敏度和检测速度。如果使用多重 PCR，一次可

以检测到多种病毒[6,8–9,17,21–25]。为此，我们使用

2 套多重 PCR 引物，对 689 份大蒜种质中

Allexivirus、OYDV、LYSV、SLV、PVY、GarCLV
和 GMBFV 等 7 种病毒的携带情况进行了检测，

并对收集的大蒜种质资源在资源圃中保存的时

间与检测到的病毒种类数进行了相关性分析。

此外，我们还探索了从受感染的品种/种质中去

除病毒的可能解决方案，为大蒜的安全生产和

种质的长期有效保存提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  植物材料 

植物材料采用国家无性繁殖及多年生蔬菜

资源圃在 2003–2020 年收集的 689 份大蒜种质

资源(相关数据已上传至国家微生物科学数据

中心 NDMC，编号 SUB1669016203500，其中有

540 份分别收集于 2003–2020 年，包括 2003 年

26 份，2004 年 30 份，2005 年 30 份，2006 年

10 份，2007 年 28 份，2008 年 13 份，2009 年

10 份，2010 年 14 份，2011 年 44 份，2012 年

11 份，2013 年 33 份，2014 年 145 份，2015 年

22 份，2016 年 12 份，2017 年 39 份，2018 年

51 份，2019 年 21 份，2020 年 1 份。另外有 22 份

为育成品种)。将材料种植在中国农业科学院蔬

菜花卉研究所温室内的育苗盆中，每个材料种

植 2 盆，每个盆中种植 8–10 个大蒜蒜瓣。在

(22±2) °C、相对湿度(relative humidity，RH)

为 60%–80%、光照(L)/黑暗(D)=14 h/10 h 的条

件下，培养大蒜到三叶期，随机采集 5 个植株

的幼嫩叶片混合在一起，用于总 RNA 的提取。 

为了检测种质繁殖方法对大蒜中存在的病

毒是否有影响，通过茎尖脱毒培养获得的 124 份

材料(根据 Vieira 等和 Taşkın 等[5,26]的方法，

NDMC 编号，SUB1669016203500)，使用传统

的鳞茎繁殖方法在田间种植 5 代。第 5 代材料

的样本采集和总 RNA 提取的方法同上。 

1.2  多重 PCR 引物 
Allexivirus、OYDV、LYSV 和 SLV 4 种病毒

的检测采用 Hu 等[22]的专利文献报道的引物组合

(表 1)。GarCLV、PVY 和 GMBFV 3 种病毒中，

GarCLV 和 PVY 病毒采用文献报道的引物[21,27]，

GMBFV 病毒的检测引物根据 GenBank 获得的病

毒序列用 Primer Premier 5.0 软件设计得到(表 2)。 
 
 
 
 



 

 

 

阳文龙等 | 微生物学报, 2022, 62(12) 4871 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

表 1  四重 PCR 引物 
Table 1  Primer sequences of quadruple PCR 
Virus Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) Product size/bp 
Allexivirus Allexivirus-F CCTGCTAAGCTATATGCTGA 180 
 Allexivirus-R GTAAGTTTAGCGATATCAAC 
OYDV OYDV-F TAATGGCACATTTCAGTGATGC 265 
 OYDV-R TCCGTGTCCTCTTCCGTTGT 
LYSV LYSV-F TGCAGAACTGAGCATGGGTA 404 
 LYSV-R GTAAGGTTGGTTGTGCGTGT 
SLV SLV-F GAGCGAAAGTAGATTCAACAAAC 592 
 SLV-R CCTTATCAGACCCTCAAGTGGT 

 
表 2  三重 PCR 引物 
Table 2  Primer sequences of triple PCR 
Virus Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) Product size/bp 
GarCLV GarCLV-F AAATGTTAATCGCTAAACGACC 450  
 GarCLV-R CWRCCATTAAAACGTAGCAGC 
PVY PVY-F GGCACATTTCTCAGATGTTGCA 272 
 PVY-R GTGGTGTGCCTCTCTGTGT 
GMBFV GMBFVF GACCCTGTTGACCCAAGC 625  
 GMBFVR GTGCGAGAATTTCAGCATCT 

 

1.3  大蒜样品总 RNA 的提取和第一链

cDNA 的合成 
大蒜材料叶片总 RNA 的提取采用 Trizol

法(天根公司，按试剂生产商的说明书进行操作)。
通过电泳检测 RNA 的质量和浓度，然后将 RNA
样品用液氮速冻后保存于–80 °C 超低温冰箱，

或者直接使用试剂盒 FastKinggDNA Dispelling 
RT SuperMix (天根公司)合成第一链 cDNA。以

50 ng–2 μg 总 RNA 为模板，按照试剂盒说明书

进行操作，获得的 cDNA 用于后续 PCR 实验或

保存于–20 °C 冰箱。 

1.4  单一 PCR 和多重 PCR 
以上述合成的 cDNA 为模板，用表 3 和表

4 中的引物分别进行单一 PCR 和多重 PCR 扩增。

PCR 反应体系为：cDNA 2 μL、单独一对引物

或多对引物混合物(4 μmol/L) 2 μL、10×PCR 缓

冲液 2 μL、dNTPs 混合物(2.5 mmol/L) 1.6 μL、

DNA 聚合酶(2.5 U/μL) 0.4 μL，用灭菌蒸馏水补

至最终体积为 20 μL。PCR 循环参数为：94 °C  
3 min；94 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 1 min，    
40 个循环；72 °C 5 min。PCR 产物(6 μL)用 2%
琼脂糖凝胶电泳检测，并用凝胶成像系统

(Bio-Rad 公司)拍照。 

1.5  大蒜材料的种植世代与病毒携带种类

数的相关性分析 
采用 SPSS 17.0 软件包的双变量协方差法对

大蒜材料的种植世代数与病毒携带种类数进行

相关分析，显著水平(双侧检验)设定为 P≤0.05。 

2  结果与分析 
2.1  大 蒜 资 源 携 带 病 毒 情 况 的 多 重

RT-PCR 检测 
四重 PCR 检测 Allexivirus、OYDV、LYSV

和 SLV 4 种病毒的引物组合已经被证实有效[22]。

为了检测三重 RT-PCR 引物对检测 GarCLV、

PVY 和 GMBFV 3 种病毒的有效性，首先分别
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使用单独一对引物对随机挑取的大蒜样品 cDNA
进行 PCR，然后用相同的大蒜样品进行三重 PCR
扩增，结果发现单一 PCR 和三重 PCR 的扩增产

物条带一致(图 1A)，克隆测序表明扩增片段确实

为目标病毒的基因片段 (GenBank 登录号：

OL505403–OL505418)。这些结果表明，这 2 套

多重PCR引物可用于检测大蒜资源中的7种病毒。 
分别用四重 PCR 引物组合(表 1)和三重

PCR 引物组合(表 2)检测大蒜资源的病毒携带

情况。四重 PCR 扩增产物的电泳结果显示，4
条清晰的条带分别对应于 Allexivirus (180 bp)、

OYDV(265 bp)、LYSV(404 bp)和 SLV(592 bp)
的特异条带(图 1B)。三重 PCR 扩增产物的电泳

结果显示，3 条主带分别对应于 PVY(272 bp)、
GarCLV(450 bp)和 GMBFV(625 bp)的特异产物

(图 1C)。根据 2 组多重 PCR 的电泳图谱，有条

带的位置标记为“+”(表示含有相应的病毒)，没

有条带的位置标记为“–”(表示不含该病毒)。用

同样的方法对 689 份大蒜资源 (NDMC 编号

SUB1669016203500)和 124 份茎尖脱毒培养的

大蒜后代材料(NDMC 编号 SUB1669016203500)
进行了检测和记录。 

 

 
图 1  RT-PCR 检测大蒜种质资源的病毒 
Figure 1  Virus detection of garlic germplasm resources by RT-PCR methods. A: single RT-PCR and triple 
RT-PCR products of Gar0125; B: quadruple RT-PCR electrophoretic patterns of target viruses in 24 garlic 
resources amplified with primers in table 1; C: triple RT-PCR electrophoretic patterns of target viruses in24 
garlic resources amplified with primers in table 2. M: DNA marker Ⅲ, from the bottom to the top, the bands 
represent 200, 500, 800, 1 200, 2 000, 3 000, 4 500 bp, respectively. 
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2.2  大蒜资源的病毒携带和分布情况 
对 689 份大蒜种质资源的病毒携带情况的

分析表明，Allexivirus 病毒的携带率最高，

98.69%的资源含有该病毒；GarCLV 的携带率

最低，32.08%的资源含有该病毒；其他病毒的

携带率分别为 OYDV 90.13%、LYSV 50.65%、

SLV 49.20%、PVY 41.94%和 GMBFV 71.12% 

(图 2A)。在 689 份材料中，27 份(3.92%)携带    

7 种病毒，122 份 (17.71%)携带 6 种病毒，    

190 份(27.58%)携带 5 种病毒，150 份(21.77%)

携带 4 种病毒，129 份(18.72%)携带 3 种病毒，

62 份(9.00%)携带 2 种病毒，7 份(1.02%)携带   

1 种病毒，2 份(0.29%)不含病毒(图 2B)。 

2.3  大蒜种质资源种植时间与携带病毒种

类数的相关性 
为探讨大蒜种质资源种植时间(NDMC 编

号 SUB1669016203500，2003–2020 年)与携带

病毒种类数的关系，我们进行了相关分析。结

果表明，大蒜种质资源种植时间与病毒种类数

呈显著正相关(相关系数为 0.107，P=0.013)。

随着种植时间的增加，大蒜资源中的病毒种类

数也显著增加。 

2.4  茎尖脱毒培养对大蒜资源携带病毒的

影响 
通过茎尖脱毒培养，获得了无病害症状、

发芽力强的 124 份大蒜材料 (NDMC 编号

SUB1669016203500)。经田间种植一年后，大

多数材料仅含有 1–4 种病毒(图 3：泳道 1–11 为

茎尖脱毒后种植一年的材料，泳道 12 为含有 7 种

病毒的阳性对照大蒜材料)。在田间种植 5 年后，

脱毒培养材料的病毒种类(3.52±0.98)仍显著低

于 保 存 在 资 源 圃 中 的 相 应 种 质 (4.34±1.38) 

(P<0.001)。对 124 份脱毒培养大蒜后代的病毒

携 带 率 分 析 表 明 ， 病 毒 携 带 率 最 高 的 是

Allexivirus (98.39%)，其次是 OYDV (87.90%)

和 GMBFV (84.68%)，GarCLV (5.65%)和 PVY 

(6.45%)的携带率最低(图 4A)。在 124 份材料中，

只有 1 份材料(0.81%)携带 6 种病毒，16 份材料

(12.9%)含有 5 种病毒(图 4B)，表明茎尖脱毒培养

是获得较少病毒大蒜幼苗的有效方法。 

 
 

 
 

图 2  689 份大蒜资源的病毒携带率(A)和病毒种类的分布情况(B) 
Figure 2  The virus carrying rates of 689 garlic germplasm resources (A) and the distribution of virus 
species in different garlic germplasm resources (B). 
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图 3  茎尖脱毒培养的大蒜材料种植 1 年携带病毒情况的 RT-PCR 检测 
Figure 3  The virus carrying status of garlic samples planted for one year after virus-free culture by 
multiples RT-PCR detection. A: quadruple RT-PCR products; B: triple RT-PCR products. Lane 1–11: the 
offspring of garlic stem tip virus-free culture material planted for one year, they are T141, JX, T167, 
Gar0141a, Gar0141b, T141-0, T141-40, JX-0, JX-40, T167-0, T167-40, respectively. Lane 12: Gar0125, 
positive control. M: DNA marker Ⅲ, from the bottom to the top, the bands represent 200, 500, 800, 1 200,  
2 000, 3 000, 4 500 bp, respectively. 

 

 
 

图 4  124 份茎尖脱毒培养大蒜材料的病毒携带率(A)及病毒分布情况(B) 
Figure 4  The virus carrying rates of 124 virus-free cultured garlic offspring (A) and the distribution of virus 
species in the garlic offspring (B). 
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3  讨论与结论 
植物的繁殖方式一般分 2 种，即有性繁殖

和无性繁殖。如果母株本身携带病毒，当通过营

养器官或组织培养繁殖时，病毒会传给后代[5]。

大蒜是一种无性繁殖作物，大蒜鳞茎在生产中

通常被用作无性繁殖器官，因此，通过一年又

一年的无性繁殖，病毒会随着种植世代的增加

而积累越来越多，从而导致病毒在大蒜植株中

感染和积累。这是大蒜生产和种质保持中的一

个重要问题[28–29]。已有的研究表明，田间种植

的大蒜通常感染 2 种或 2 种以上的病毒(混合感

染)[6–11,30]。血清学方法，如酶联免疫印迹试验

(ELISA)、直接组织免疫印迹试验和斑点 ELISA，

通常用于大蒜相关病毒的检测，但并非所有病

毒的抗体都可用[15,19–20,31]。与 ELISA 等血清学

检测方法相比，RT-PCR 的灵敏度高出许多倍，

且获得结果的速度更快[32–34]。本研究应用多重

RT-PCR 方法检测了国家无性繁殖及多年生蔬

菜资源圃中保存的 689 份大蒜资源的病毒携带

情况。结果显示，近半数的材料携带 4–5 种病

毒，21.63%的材料携带 6–7 种病毒。约 98.69%
和 90.13%的大蒜资源中分别含有 Allexivirus 和
OYDV 病毒。类似地，Majumder 等也发现，在

来自印度不同地区的所有 21 份受试大蒜材料

中都观察到了 OYDV 和 Allexivirus 病毒，而使

用多重 RT-PCR 方法仅在少数材料中检测到

SLV和 GarCLV[9]。此外，随着保存时间的增加，

病毒的种类数也越来越多。这些研究结果表明，

大蒜种质在资源圃中的保存受到病毒病的严重

威胁。 
在生产实践中，无病毒大蒜可以通过以下

途径获得：大蒜茎尖脱毒培养、使用抗病毒   
药物、大蒜种子繁殖、培育抗病毒大蒜品种   
等。大蒜茎尖培养是生产大蒜脱毒苗的有效方

法[5,26–28,35–36]。但这种方法存在 2 个主要问题，

一是生产成本相对较高；其次，技术要求高，

不易实施。为了减少病毒病对大蒜生产和种质

资源保护的影响，采用茎尖脱毒培养与传统无

性繁殖相结合的方法是比较理想的。本研究表

明每 5 年通过茎尖脱毒培养生产大蒜可以显著

降低大蒜繁殖材料中的病毒载量。Conci 等也发

现，无病毒大蒜植株在田间种植时会很快被病

毒感染，在种植的第 1 年到第 5 年中，前 3 年

产量会逐渐下降，随后，在第 4 年和第 5 年产

量保持相对稳定，但仍高于未经脱毒培养的大

蒜的产量[15]。表明每隔 5 年进行茎尖脱毒培养

来保存大蒜是合适的。这些措施还可以通过在

防虫网内繁殖大蒜鳞茎来辅助。虽然使用抗病

毒药物可以抑制大蒜病毒，但其对环境和人类

的安全性尚不清楚。此外，这些药物比较昂贵，

大多数农民不易买到。种子繁殖，即指有性生

殖，是通过雌雄性生殖细胞的结合形成种子，

在这个过程中，母体细胞中的病毒一般不传给

生殖细胞。但是，由于大蒜在进化过程中失去

了有性生殖能力，因此，短时间内很难获得理

想的大蒜种子[37]。所以，生产无病毒大蒜材料

的最有效途径是培育抗病品种。本研究从 689 份

大蒜种质资源中鉴定得到 7 份含 1 种病毒和   
2 份无病毒的大蒜材料，可直接用于生产上培

育大蒜抗病毒品种或作为研究材料，用于研究

大蒜抗病机理、挖掘抗病基因，从而有效解决

大蒜的病毒病问题。这些还需要进一步的深入

研究。 
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