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Abstract:Abstract: Potato virus Y (PVY) is one of the main viruses which restricts potato production in China. In this study, 124 leaf

samples were collected in potato field according to the foliar symptoms. RNAs were extracted and RT-PCR methods were used

for the strain analysis of those PVYpositive samples.The results showed that 60.2% PVYN/NTN/N:O and 20.4% PVYOwere detected

in 93 PVY positive samples, while 18 samples (19.4%) were infected by both. Furthermore, 83.8% PVYNTN, 12.2% PVYN:O and

4.0% PVYN were detected among PVYN/NTN/N :O group samples, respectively. Meanwhile, PVYO group samples were consisted of

70.3% PVYO-FL and 29.7% PVYO-RB, respectively. The investigation revealed that PVYNTN and PVYO-FL were the epidemic

PVYstrains/isolates insamplescollected in thisstudy,whichmight provide importantanduseful information forPVYcontrol.
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摘 要：马铃薯Y病毒（PVY）是严重危害我国马铃薯生产的主要病毒之一。本研究通过RT-PCR的方法，对依

据症状采集的124份马铃薯叶片样品进行了病毒检测，并对其中PVY阳性样品进行了株系类型分析。结果显示，在

93份PVY阳性样品中，PVYN/NTN/N􀏑O类型株系占60.2%，而PVYO普通株系占20.4%，还有18个样品（19.4%）显示受到

两种类型PVY的混合侵染。进一步分析表明，在PVYN/NTN/N􀏑O类型株系中，PVYNTN、PVYN􀏑O 和PVYN三种株系分别占

83.8% 、12.2% 和4.0%；而PVYO普通株系中，PVYO-FL和PVYO-RB两种变异型各占70.3% 和29.7%。本研究结果

显示，PVYNTN和PVYO-FL是检测样品中主要的PVY株系，该结果为指导马铃薯PVY的防治提供一定的依据。

关键词：马铃薯；马铃薯Y病毒；多样性；RT-PCR
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马铃薯是仅次于水稻、小麦和玉米的世界

第四大粮食作物，在全世界耕地面积减少和谷物

类增产幅度下降的形势下，作为最大的块茎作

物，马铃薯成为未来发展中国家粮食安全的重要
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保障 [1,2]。马铃薯是无性繁殖作物，病毒病尤其严

重，也是导致马铃薯种薯退化的主要原因[3]。据报

道，有近 40种病毒和 2种类病毒能侵染马铃薯，

其中9种病毒和1种类病毒被认为分布广泛且危害

严重，其中马铃薯Y病毒（PVY）造成的产量损失可

达80%[4,5]。

PVY 有丰富的株系多样性，包括普通株系

（PVYO），烟草叶脉坏死株系（PVYN），重组株系

（PVYN : O和 PVYNTN）等 [6,7]。近些年，PVYNTN在世界

许多国家和地区相继出现，由于它能导致块茎发生

环状坏死而受到广泛关注[6,8]。而PVYO的一种致病

性更强的变异型PVYO-FL也超过原有的PVYO成为

加拿大东部地区主要 PVYO类型 [9]。表明 PVY的株

系组成不仅复杂，而且在发生变化。

常规的 ELISA病毒检测通常不能区分 PVY的

各个株系，因此国内鲜有 PVY株系分析的报道。

本研究对武汉地区马铃薯田间收集的 PVY样品进

行了基因型分析，初步了解了 PVY的株系类型的

组成，对 PVY的防治和新品种选育都有重要的意

义。

1 材料与方法

1.1 样品收集和总RNA的提取

2012年春季，在武汉市华中农业大学马铃薯

田间依据 PVY引起的植株花叶、失绿和坏死等常

见症状，采集了124份叶片样品，并用Na2SO3法提

取总RNA[10]，具体步骤如下：用叶汁提取仪榨取 6

滴叶片汁液加入 300 μL 抽提缓冲液（含 0.1M
Tris-HCl, 2.5 mM MgCl2, 0.65%的Na2SO3，20 μL/mL
的DNase I），在37℃水浴中孵育10 min。加入200 μL
水饱和酚充分摇匀，在4℃、12 000 r/min离心15 min
（下同）。取上清液加入 400 μl苯酚/氯仿/异戊醇

（25􀏑24􀏑1），充分摇匀后离心。收集上清液加入50 μL
3 M醋酸钠和500 μl异丙醇，震荡摇匀，-70℃放置

40 min，离心倾去上清液。用 70%的乙醇洗涤沉

淀，干燥后用无菌水溶解 RNA沉淀，于-20℃存

储。

1.2 PVY病毒的RT-PCR检测

反转录反应（RT）用2.5 μL RNA（400 ng）在68℃
孵育 8 min，在冰上冷却 3 min使RNA变性。加入

7.5 μL RT反应混合液，使最终各组分浓度达到要

求（20 ng/μL 6-9 bp 随机引物, 50 mM Tris-HCl, pH
8.3, 75 mM KCl, 10 mM DTT, 2.5 mM MgCl2, 1.5 mM4
种 dNTPs, 20 URNasin以及 200 UMMLV-RT），然后

在42℃孵育60 min，最后95℃ 3 min终止反应。

PVY以及COX1基因（BA000042）检测的PCR反

应用 2 μL的样品 cDNA模板在 25 μL体系中进行

（含1×PCR buffer，3 mM MgCl2, 0.625 U Taq，4 mM
每种dNTPs，1 μM各引物）。PCR反应：94.0℃变性

1.5 min，接着94.0℃变性45 s；57℃退火45 s；72℃延

伸 1 min；36个循环，最后 72℃延伸 10 min。8 μL
PCR产物在 1.5%琼脂糖凝胶上电泳检测并拍照。

PVY及COX1基因检测引物分别产生480 bp和500 bp
的特征条带[11]。所用引物见表1。

编号

Number
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

株系类型

Strain/isolate
PVY
COX

PVY all
PVYN/NTN/N:O

PVYO

PVY RJ1
PVY RJ2
PVY RJ3
PVYO-FL
PVYO-RB
PVYO all

正向引物

Forward primer
5'-ACGTCCAAAATGAGAATGCC-3'
5'-CTAATTCTGGGCTAGACATTGC-3'
5'-AAGCTTCCATACTCACCCGC-3'
5'-GGTGAAGCTAATCATGTCAAC-3'
5'-GACAGTTGGACTTTTGCAACG-3'
5'-CATGATGGATCTGGCTACA-3'
5'-GATCTCAAGTTGAAGGGGAC-3'
5'-CGTAATCTGCGCGATGGAA-3'
5'-AAGCAGCAAGAAAGATGCAAG-3'
5'-ATAAAGATGTGAATGCCGGCA-3v
5'-GCAACTCAATCACAGTTTGA-3'

反向引物

Reverse primer
5'-TGGTGTTCGTGATGTGACCT-3'
5'-CTTCACATAGCTTTTCGTCTCC-3'
5'-CATTTGTGCCCAATTGCC-3'
5'-CATTTGTGCCCAATTGCC-3'
5'-CATTTGTGCCCAATTGCC-3'
5'-AGTGGGGTACGTTAGATGTAGG-3'
5'-TTGCGGACATCACTAAAGCG-3'
5'-GCCACTGCATATGTAAATACT-3'
5'-AGAAATGTGCCATGATTTGCCT-3'
5'-AGAAATGTGCCATGATTTGCCT-3'
5'-AGAAATGTGCCATGATTTGCCT-3'

产物 (bp)
Product
480
500
856
443
281
641
448
290
464
399
238

表1 马铃薯PVY病毒检测和分型的PCR引物

Table 1 Primers for PCR detection and differentiation for potato virus Y
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M - + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
A

PVY 480 bp

COX1 500 bp
B

A: PVY的RT-PCR检测；B: 马铃薯内参基因COX1的RT-PCR检测; 泳道1~17: 田间采集马铃薯样品；‘－’: 健康植株；‘+’: PVY阳性对

照；M: 分子量标记，从上到下依次为2000，1000，750，500，250和100 bp。
A: PVY detection by RT-PCR assay; B: COX1 gene detection by RT-PCR assay; Lanes 1~17: RNA samples of potato leaves;‘－’: healthy potato

leaf sample;‘+’: PVY positive control; M: DNA ladder (from top to bottom: 2000, 1000, 750, 500, 250, and 100 bp).

图1 RT-PCR检测马铃薯田间样品的PVY和内参基因COX1
Figure 1 RT-PCR assay for detection of PVY and COX1 gene in RNA samples of field collected potato leaves

1.3 PVY株系类型分析

PVY阳性样品的株系类型分析分为三步：1）P1
基因分析[12]，用一个三重PCR区分PVYO与PVYN/N:O/NTN

类型，其中856 bp为共有带型，443 bp为PVYN/N:O/NTN

类型的特征带，281 bp为PVYO特征带；2）重组位

点检测 [6]，以区分 PVYN、PVYN:O 和 PVYNTN 三种株

系，其中 PVYN株系没有重组位点，PVYN:O株系含

有 641 bp的重组位点 1（RJ1），而 PVYNTN株系含有

所有三个重组位点（RJ1、RJ2 和 RJ3）；3）三重

RT-PCR分析鉴定 PVYO的强毒 （PVYO-FL） 和弱

毒（PVYO-RB）变 异 型 [9]， 其 中 464 bp 为 强 毒

PVYO-FL类型的特征带，399 bp为弱毒 PVYO-RB
类型的特征带，238 bp为两种PVYO类型的共有条

带。上述RT-PCR反应引物见表1。

2 结果与分析

2.1 PVY病毒的RT-PCR检测

对样品PVY以及内参基因COX1的检测结果如

图1所示。124个样品中93个样品中检出PVY 480 bp
的特征带，占总数的75.0%（图1A），内参基因500 bp
的特征条带均十分明显（图1B）。由此可见，根据植

株叶片症状来采集PVY病毒样品的方法是高效、可

行的。

2.2 PVY病毒株系类型分析

对上述 93个PVY阳性样品进行进一步基因型

的分析以调查PVY的株系组成。首先进行P1基因

分析。如图2A所示，所有PVY阳性样品均扩增出

856 bp 的共有条带，而其中 56 个样品仅扩增出

443 bp特征带，其 P1基因为 PVYN/NTN/N:O类型，占

60.2%；19个样品只扩增出281 bp的特征带，其P1
基因为PVYO类型，占 20.4%；还有 18个样品具有

443 bp和281 bp 两条特征带，推断为上述两种类型

PVY的混合侵染，占19.4%。

继续对74个PVYN/N:O/NTN类型PVY样品进行重组

位点分析，部分样品电泳结果如图2B所示。3个样

品没有扩增出任何特征带，推断它们是没有重组位

点的 PVYN，占总数的 4.0%；有 9个样品扩增出一

条641 bp的特征条带，推断它们是具有一个重组位

点的PVYN:O，占 12.2%。其余 62样品扩增出了RJ1

（641 bp）和RJ2（448 bp）两个重组位点，比阳性材

料PVYNTN少了一个RJ3（290 bp）重组位点，推断它

们可能是PVYNTN，占83.8%。

对另外 37个PVYO类型样品进行了CP基因分析

以区分它们可能的致病力强弱，部分样品电泳结果如

图2C所示。所有样品都含有238 bp的 PVYO共有的条

带，其中有26个样品具有464 bp特征带，属于强毒

的PVYO-FL变异型，占PVYO总数的70.3%。其余样

品与阳性对照PVYO-RB一样，只有一条238 bp的共

有条带，虽然缺少299 bp的特征带，推断为弱毒的

PVYO-RB变异型，占PVYO总数的29.7%。

武汉地区马铃薯Y病毒株系的类型——陈汝豪，王靖惠，姚妮娜，等 39
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A

B

C

M - YO YN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M - YO-RBYO-FL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M - YN YNTN YN:O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

856 bp for all PVY443 bp PVYN/N:O/NTN
281 bp PVYO

641 bp RJ1448 bp RJ2290 bp RJ3

464 bp PVYO-FL
238 bp for all PVYO

A: P1基因的三重RT-PCR分析区分PVYO与PVYN/N:O/NTN； B: 重组位点的三重RT-PCR检测，以区分PVYN、PVYN:O和PVYNTN三种株系；C:
CP基因的三重RT-PCR分析鉴定PVYO的强毒（PVYO-FL）和弱毒（PVYO-RB）类型。‘－’: 健康植株；‘YO，YN，YNTN，YN:O，YO-RB和YO-FL’: 各
种PVY株系分离物阳性对照；M: 分子量标记，从上到下依次为2000，1000，750，500，250和100 bp。

A: P1 gene-based triplex RT-PCR assay for discrimination of PVYO from PVYN/N:O/NTN; B: Recombinant joint (RJ)-based triplex RT-PCR assay for
discrimination of PVYN, PVYN:O and PVYNTN; C: CP gene-based triplex RT-PCR assay for discrimination of PVYO-FL and PVYO-RB isolates of PVYO.

‘－’: healthy potato leaf sample;‘YO, YN, YNTN, YN:O, YO-RB and YO-FL’: positve control of various PVY isolates; M: DNA ladder (from top to bottom:
2000, 1000, 750, 500, 250 and 100 bp).

图2 PVY阳性样品的基因型分析

Figure 2 RT-PCR based genotyping assay of PVY positive samples

3 讨 论

本研究用RT-PCR的方法对依据症状采集的马

铃薯叶片样品进行了 PVY检测。结果显示，根据

PVY在马铃薯上引起的花叶、失绿和坏死等常见

症状来进行取样，获得 PVY阳性样品的比率可达

75.0%。而那些PVY检测为阴性又表现出疑似症状

的样品，可能由其它病毒或其它原因导致。

通过对这些PVY阳性样品的P1基因、重组位

点以及CP基因的RT-PCR分析，进一步明确了这

些 PVY样品的株系类型。包含混合侵染，本研究

在 93份 PVY阳性样品中共检测出 111份阳性的各

株系分离物， 5 种 PVY 株系或分离物 PVYNTN、

PVYO-FL、PVYO-RB、PVYN:O和 PVYN出现的频度

和所占比例分别为 62（55.9%）、26 （23.4%）、11
（9.9%）、9（8.1%）和 3（2.7%）。表明样品中含有所

有检测的5种PVY株系或分离物，其中以PVYNTN和

PVYO-FL 为 主 要 流 行 的 PVY， 它 们 占 总 数 的

79.3%。

PVYNTN在本次检测中发生频率如此高并非偶

然，在北美、中国等地相继报道 PVYNTN正有流行

的趋势 [13,14]，而且本次对其重组位点的分析显示，

所有检查的 PVYNTN都只发现两个重组位点而不是

典型的三个重组位点，从中国湖南分离的 PVYNTN

也只检测出上述两个重组位点，进一步分析显示该

PVYNTN的第三个重组位点的位置发生了变化，导致

检测失败[8]。最近对PVYO株系进一步依据致病力的

强弱分为 PVYO-FL、PVYO-RB两个亚型，在加拿

大等地的检测分析显示，致病力更强的 PVYO-FL
正慢慢占据主要地位 [9,13]，本研究初步分析的结果

也显示，近七成PVYO为PVYO-FL类型。

PVY有复杂的株系类型，是侵染马铃薯的主要

病毒之一。本研究提供的PVY株系组成信息对本地

区的PVY防治和品种选育工作具有一定的指导意义。
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《中国马铃薯》杂志是目前全国唯一的马铃薯专业科技期刊，国际刊号：ISSN 1672－3635，国内刊

号：CN 23－1477/S，邮发代号：14－167，国内外公开发行。它以繁荣我国马铃薯产业为办刊宗旨，积

极报道国内外有关马铃薯的学术研究、科研动态和各种实用技术的最新消息。该刊由东北农业大学和中

国作物学会主管，由东北农业大学和中国作物学会马铃薯专业委员会主办。《中国马铃薯》（原名《马铃

薯杂志》）创刊于1987年。2000年经申请报国家新闻出版总署审批，更名为《中国马铃薯》，同年改为

大16开本，并增加彩色广告。2001年《中国马铃薯》经报黑龙江省科委及省新闻出版局批准，将原来的

季刊改为双月刊。

《中国马铃薯》立足国内，并刊登一些其他国家作者的英文稿件。它集学术性和技术性于一

体，是马铃薯科研、生产、经销单位和用户之间信息交流的一个平台。《中国马铃薯》不同于其他

园艺类期刊，刊登的文章全部是有关马铃薯的，主要栏目包括：遗传育种、栽培生理、病虫防治、

土壤肥料、产业开发、品种介绍、综述及其他。

该刊于2008年1月1日起开始执行作者在线投稿，进一步提高了工作效率和办公自动化水平，方便

作者查询。欢迎专业委员会各位委员及广大读者踊跃投稿，投稿时请登录《中国马铃薯》稿件远程处理

系统。

网址：http://mlsz.cbpt.cnki.net/WKA2/WebPublication/index.aspx?mid=mlsz。
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