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Molecular Variation and Identification of Potato Virus Y Strains
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Abstract: Strain differentiation of potato virus Y(PVY) is obvious, and it is difficult to be identified. The complete genome,
cp and p1 genes of different PVY strains were analyzed with informatics tools, and the molecular variation characters among
different PVY strains were proved up. It was confirmed that the nucleotide at 50 nt sites and 86 nt sites in cp gene was different
among the strains which belong to PVYN serotype (PVYN, PVYNTN) and PVYO serotype (PVYO, PVYN : O, and PVYNW ). It was
confirmed that the PVY strains could be identified with the analyses of combined nucleotide sequence of p1 and cp genes,
and the identification method was established.
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摘 要：马铃薯 Y 病毒（Potato virus Y, PVY） 株系分化现象明显，难于准确鉴定。本研究利用核酸序列分析工具

对 PVY 主要株系的全基因组序列、cp 基因序列和 p1 基因序列进行了系统分析，探明了 PVY 主要株系的分子特征。结

果表明，具有 PVYN 株系血清型的 PVYN、PVYNTN 株系与具有 PVYO 株系血清型的 PVYO、PVYN:O、PVYNW 株系间在 cp 基

因第 50 位和第 86 位核苷酸处存在特异性分子变异；将 p1 基因与 cp 基因联合进行序列分析可对 PVY 各主要株系进行

准确的鉴定，并建立了具体的分析方法。
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马铃薯 Y 病毒（Potato virus Y, PVY）是马铃薯

上最常见、危害最重的病毒之一。PVY 是 RNA 病

毒，具有明显的株系分化现象。已被广泛认同的

株系类型包括：PVYO 株系、PVYN 株系和 PVYC 株

系。近年来，PVY 在欧洲、美洲等地区陆续发现

了一系列的具有高致病性的 PVY 新株系。主要包

括：PVYNTN 株系 [1]，PVYNW 株系 [2]，PVYN:O 株系 [3]、
PVYNA-NTN 株系[4]等。

PVYNTN 株系具有 PVYN 株系的血清型，在烟草和

马铃薯地上部引起的症状特点与 PVYN 株系相似[5]。
但是，该株系还可引起马铃薯块茎坏死环斑病

（Potato tuber necrotic ringspot disease，PTNRD），在

块茎的内部或外部引起环状、弧状坏死斑，严重影

响马铃薯的品质和经济价值，这是 PVYO 株系和

PVYN 株系不具有的。PVYNW 株系和 PVYN:O 在烟草

和马铃薯上可产生与 PVYN 株系相似症状，但该株

系却具有 PVYO 株系典型的外壳蛋白基因，具有

PVYO 的血清型[6]。现在普遍认为这两个株系可能是

同一株系，近来有研究表明一些 PVYN:O 株系分离物

也可引起非典型的马铃薯块茎坏死症状，与 PVYNTN

株系相比症状较轻[7]。
PVY 不同株系间可能具有相同的血清型或生物
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学特性，单独利用免疫学技术和接种鉴别寄主等方

法均无法对各株系进行准确鉴定。以 PCR 技术、核

酸杂交技术为核心的分子鉴定技术可能由于所选择

的分子标记与 PVY 的生物学特性无关而导致在株系

鉴定中出现误判。要实现对 PVY 不同株系进行准确

的分析与鉴定、更好的理解 PVY 不同株系产生的原

因，必须在全基因组水平上对发生重组（或突变）的

基因进行详细研究，明确不同株系间的分子变异情

况[8]。本研究利用核酸序列分析工具对PVY 主要株

系的全基因组序列、cp 基因序列和 p1 基因序列进

行了系统分析，旨在探明 PVY 主要株系的分子特

征，建立更为准确的 PVY 株系鉴定方法。

1 材料与方法

1.1 PVY 基因序列的获得与整理

从 Genbank 中查询已知株系类型的 PVY 不同分

离物的全基因组序列、cp 基因序列和 p1 基因序列，

分别将全基因组序列、cp 基因序列和 p1 基因序列

以Fasta 格式保存在 3 个文本文件中。然后利用

Clustal X、BieEdit 等软件进行序列比对分析。
1.2 依据核苷酸序列建立 PVY 系统进化树

分别依据 PVY 全基因组序列、cp 基因序列和

p1 基因序列，利用 Clustal X 软件建立 PVY 的系统

进化树，通过各系统进化树对 PVY 各株系的分类

效果比较，分析获得可对 PVY 不同株系进行准确

鉴 定 的 最 佳 核 苷 酸 序 列 区。 Clustal X 软 件 是

Clustal 多重序列比对程序的 Windows 版本，它为

进行多重序列对比、轮廓对比和结果分析提供了

一个综合环境，是目前公认的效果最好的多重序列

比对软件。
1.3 株系特异性的 PVY 核苷酸变异位点分析

采用 BioEdit 软件对所有已知株系的 PVY 的全

基因组、cp 基因和 p1 基因进行多序列比对，从中

分析出不同株系间各基因的分子变异情况，分析找

出具有明显株系特异性的核苷酸变异位点，以用于

PVY的分子鉴定。具体操作流程：打开 BioEdit 软

件，从“File”菜单中选择“Open”打开待比对序列的

文件。然后在“Alignment”菜单中选择“Plot identities
to first sequence with a dot”即可将所有分析序列与第

一条序列进行比对，对于同一位点上具有相同序列

的以“.”来表示，对于与第一条序列同一位点出现变

异的显示该序列该位点的核苷酸。

2 结果与分析

2.1 不同株系间全基因组的分子变异情况分析

通过对 Genbank 的查询，获得了已株系类型的

PVY全基因序列 30 条。利用 BioEdit 软件对 30 个

PVY分离物的全基因组序列进行比对。通过分析探

明了各分离物基因组的主要结构特征，结果表明：

①PVY 基因组 UTR 上游 0~42 bp 核苷酸序列在各

株系间均保持高度保守性。②来自欧美的PVYO 株

系和 PVYN 株系间存在明显的分子差异，具有各自

不同的分子序列特征。③来自中国山东 PVYN 株系

（N3）在 2 404~6 261 bp、7 035~8 567 bp 间重组了

PVYO 株系的序列，其 3′非编码区序列与其他任何分

离物均不同，具有明显的我国地域特征。④PVYC 株

系和 PVYO 株系总相似性较高，但与 PVYO 株系和

PVYN 株系均有不同。⑤PVYNW 株系与 PVYO 株系高

度相似，但在不同的区段重组了部分 PVYN 株系的

序列，NW1 无明显的重组区，NW2 分离物和 NW3
分离物分别在 640~2 385 bp 和 490~2 385 bp 间重组

了 PVYN 株系序列，NW4 分离物在 490~2 388 bp间

和 5 835~6 712 bp 间、NW5 分离物在 490~2 388 bp
间和 5 835~85 67 bp 间分别重组两段PVYN 株系的

序列。⑥PVYN:O 株系与 PVYO 株系更为接近，但在

50（42）~2 404 bp 间重组了 PVYN 株系的序列。⑦
PVYNTN 株系中 NTN1-2 和 NTN5-8 等6 个分离物均

与 PVYN 株系相似，并分别在 2 385~5 835 bp、5
835~9 177 bp 间重组了 PVYO 株系序列。NTN3 分离

物 42~492 bp、2385~5 835 bp 和 9177~9 698 bp 间重

组了PVYO 株系的序列，NTN4 分离物在0~492 bp、
2170~5 835 bp 和 9 177~9 698bp 间重组了 PVYO 株

系的序列（图 1）。
2.2 不同株系间 cp 基因的分子变异情况分析

从 Genbank 中检索获得已明确株系类型的 PVY
cp 基因序列 87 条，利用 Bioedit 软件对 87 条 cp 基

因进行多序列比对，证明具有 PVYO 株系血清型的

PVYO、PVYN:O、PVYNW、PVYC 株系在 cp 基因5′端第

50 位和 86 位核苷酸均不是 A，而具有 PVYN 株系血

清型的 PVYN、PVYNTN 株系在 cp 基因 5′端第 50 位

或第 86 位为 A。PVYC 株系 cp 基因第 312 位核苷酸

为 G，而其他株系均为 A。PVYN 株系 cp 基因在第

645 位为 G，其余株系均为A，上述分子特征在 87
条 cp 基因中符合度达 100%。
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利用 Clustal 软件建立 PVY 系统进化树，该系

统进行树对 PVYN 株系、PVYNTN 株系和 PVYC 株系

可进行准确的分类，但分析发现 PVYO、PVYN:O、
PVYNW 株系 cp 基因均保持高度相似性，采用系统

进化树和核苷酸位点分析均无法准确将 3 个株系

分开。

2.3 PVY 不同株系 p1 基因的分子变异情况分析

通过 Genbank 查询，获得已知株系类型的 p1
基因 70 条，并建立PVY 系统进化树（图 2）。该系统

进化树可将 PVYO 株系、PVYN:O 株系、PVYNW 株系

进行有效的区分。核苷酸位点分析发现 PVYN:O 在 p1
基因区与 PVYO 株系间存在明显的分子变异，与

注： ：代表在各株系均高度保守的序列； ：代表 PVYN 株系特征序列； ：代表 PVYO 株系特征序列； ：代表 PVYC 株系

特征序列； ：代表我国 N3 分离物的特征序列。编号中 C、O、NW、NO、NTN、N 分别代表该分离物为 PVYC、PVYO、PVYNW、PVYN : O、
PVYNTN、PVYN 株系。图中各基因组核苷酸序列编号对应的 Genbank 序列号（The Genbank numbers of the codes in figure）： C1: PVU09509; C2:
AJ890348; O1: EF026074; O2: AJ58519; O3: AJ585196; NW1: EF558545; NW2: AM113988; NW3: AJ890350; W4: AJ889868; W5: AJ889867; NO1:
DQ157178; NO2: DQ157179; NO3: EF026076; NO4: AY884985; NO5: AY745492; NO6: AY745491; NTN1: AJ585342; NTN2: AY884982; NTN3:
AJ899866; NTN4: AJ890343; NTN5: AJ890344; NTN6: AJ890345; NTN7: AJ890347; NTN8: AY884982; N1: AY166867; N2: AY884983; N3:
EU182576; N4:AJ585197; N5: X97895; N6: DQ157180。

Note: represents the high conservative sequence; represents the feature sequence of PVYN; represents the feature sequence of PVYO;
represents the feature sequence of PVYC; represents the feature sequence of N3 isolate in China. The code name of "C, O, NW, NO, NTN, N"
represent "PVYC, PVYO, PVYNW, PVYN : O, PVYNTN, PVYN".

注：图中各基因组核苷酸序列编号对应的 Genbank 序列号同图 1。
Note: The Genbank numbers of the codes in figure 2 is the same as that in figure 1.

O1-3
C1
C2

NW1
NW2
NW3
NW4
NW5

NO1-6
NTN3
NTN4

NTN1-2
NTN5-8

N3
N1-2
N4-6

图 1 PVY 不同株系基因组结构

Figure 1 Genome structure of different PVY strains
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图 2 利用 p1 基因和 cp 基因联合组建的 PVY 系统进化树

Figure 2 The phylogenetic of the PVY constructed with the combined sequence of p1 and cp genes
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PVYN株系高度相似。PVYNW 株系中除 NW1 分离物

外，在 p1 基因上游与 PVYO 株系保持高度相似，

在 p1 基因下游则转向与 PVYN 株系保持高度相似，

具有一个明显的 PVYO 株系和 PVYN 株系的重组位

点。虽然 NW1 分离物的 p1 基因始终与 PVYO 株系

保持高度一致，但在第 780 位核苷酸处出现株系特

异性变异。分析结果表明利用 p1 基因序列分析对

PVYN 株系、PVYNTN 株系、PVYN:O 株系、PVYNW 株

系的区分效果不好。
2.4 利用 PVY p1 基因和 cp 基因联合分析建立了

PVY 不同株系的鉴定方法

通过上述研究可以看出，分别依据 cp 基因和

p1 基因对 PVY 不同株系的鉴定效果具有互补性。
因此，将两者联合分析建立了 PVY 不同间的株系

鉴定方法。
查询获得同时测定 p1 基因和 cp 基因序列的

PVY 分离物共 30 条，依据 p1 基因和 cp 基因联合

后的核苷酸序列建立 PVY 的系统进化树，该系统

进化树可将PVYN:O、PVYNW、PVYO、PVYN、PVYNTN

株系分开，分类效果较好（30 个分离物只有 PVYNW

株系的 NW1 和 PVYC 株系的 C1 出错，准确率为

93.3%）。

3 讨 论

目前对 PVY 株系的检测与鉴定技术主要有以

下几种方法：一是传统生物学鉴定，主要采用接

种普通烟后观察其症状表现而定，如果使普通烟

出现叶脉坏症状则为 PVYN 株系，如使普通烟叶

片出现花叶症状则为 PVYO 株系。第二种方法是

采用单克隆抗体进行，目前可见的 PVY 单克隆抗

体只有 PVYN 和 PVYO 株系的单克隆抗体。第三种

方法是通过 RT-PCR 方法结合对 PCR 产物序列分

析进行。
随着对 PVY 新株系的发现，单独采用上述检测

方法已无法对 PVY 的各株系类型其进行准确的鉴

定。例如，PVYNTN 株系、PVYN:O 株系、PVYNW 株系

都可以引起烟草叶脉坏死，与 PVYN 完全相同，单

纯利用接种普通烟的方法无法将其分开。PVYN:O 株

系、PVYNW 株系均可与 PVYO 株系的抗体产生免疫

学反应，PVYNTN 株系可与 PVYN 的抗体产生免疫学

反应，单独利用血清进行的株系鉴定（即使使用的是

单克隆抗体）是无法得出明确结论。利用 RT-PCR 技

术结合 PCR 核苷酸序列分析进行 PVY 鉴定中，我

国已报道的相关研究均采用 BLAST 软件通过对

Genbank 中相关基因序列的相似对比来判断所得

PVY 分离物的株系。目前 PCR 扩增的标序列以 cp
基因或其部分序列最多，p1 基因序列也有较多报

道。通过本研究所得成果可以看出，采用某条基因

在不同株系间进行的两两比对所得出的结论非常不

准确，例如：PVYN:O 株系、PVYNW 株系与 PVYO 株

系几乎具有完成相同的 cp 基因，采用 BLAST 单独

分析某一基因序列时无法确定其真正的归属。
本研究证实，利用 cp 基因和 p1 基因序列联合

分析可实现 PVY 所有株系的准确鉴定。所建立的

基于p1 基因和 cp 基因序列的 PVY 株系鉴定检索

表在知道 PVY 分离物的 p1 基因和 cp 基因序列的

条件下可准确确定其株系归属，为该病害的有效

防治提供了理论依据和技术支撑，目前尚未见此

方面的研究报道。
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