
马铃薯是世界性高产作物，我国种植面积居世

界第一位，但是各种马铃薯病毒病害可导致马铃薯

退化，降低产量和品质，严重时可减产 80%以上[1]。
在马铃薯的诸多病毒中，马铃薯 Y 病毒（PVY）由于

蚜虫和机械接触都能传播，在田间扩散速度快，因

此该病毒能引起马铃薯严重减产，对马铃薯生产造

成较大危害[2]。
PVY 属 Y 病毒科，马铃薯 Y 病毒属是植物病

毒中最大的属，能侵染茄科、藜科、豆科、葫芦科

等多种植物[3]。PVY 侵染植物后，表现症状有所不

同，依据症状的不同被分成不同的株系：PVYO 为

普通株系，该株系可以引起花叶，严重时甚至能引

起落叶和脉坏死症状；PVYC 为条痕花叶株系，蚜

虫不能传毒，发现于澳大利亚和英国[4]；PVYN 为叶

脉坏死株系，19 世纪 50 年代在欧洲和南美国家首

次被发现[5]，近年来，PVYO 和 PVYN 全球范围内发

生普遍，且比例较高。
PVY 的鉴定技术经历了生物学检测技术、免

疫学检测技术和核酸分子检测技术三个阶段。生物

学鉴定技术专化性强，但周期长, 而且费时费工，

受环境条件影响大。免疫学中的酶联免疫技术自建

立以来不断改进，已形成多种测试方法，其中主要

包括双抗夹心法、间接法等 [6]。Ellis 等[7]采用双抗

夹心技术进行了 PVY 鉴定和 PVY 血清型地理分

布工作。目前 RT- PCR 技术广泛应用于 RNA 病

毒的鉴定和检测。Barker 等[8]应用 RT- PCR 技术检

测马铃薯块茎的 PVY。李浩戈等[9]也采用 RT- PCR
技术检测了马铃薯块茎中的 PVY。这三种鉴定技

术各有优缺点，互为补充，通常植物病毒采用多

种技术进行大量的特异性实验，相互验证，科学

鉴定。
黑龙江省是我国马铃薯主产区，目前还没有关

于 PVY 株系鉴定的任何报道，本文旨在对黑龙江

省马铃薯 Y 病毒株系进行鉴定，为明确黑龙江省

马铃薯 Y 病毒的起源，发生，发展进化等提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料来源于黑龙江省红旗农场感病的马铃

薯品种早大白，被命名为 H2-1；指示植物种子、
病毒血 清检测 试 剂 盒、三 重 PCR 所 用 PVYN 和

PVYO 阳性对照均由黑龙江省农科院植物脱毒苗木

所提供；其它生物学试剂购自大连宝生物工程有限

公司。
1.2 引物

本研究涉及多对引物。引物序列来自 2002 年

Nie 等[10]分析 PVY 株系的引物，所有引物均委托上

海生工生物工程有限公司合成（表 1）。
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摘 要：通过生物学方法、血清学方法、RT-PCR 方法对黑龙江省一个马铃薯 Y 病毒分离物进行株系鉴定。
该病毒侵染洋酸桨产生枯斑，在黄苗榆烟上表现系统花叶，并伴有坏死症状，血清学反应强烈，三重 PCR 特异性

条带清晰，鉴定该分离物为 PVYN。
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1.3 试验方法

1.3.1 血清学鉴定

采用 PVX、PVS、PVA、PLRV、PVM 和 PVY
的 DAS-ELISA 检测试剂盒检测 H2-1。
1.3.2 生物学鉴定

设置两次重复，H2-1 分别接种到洋酸浆和黄

苗榆烟上，每种植物接两株，另外设阴性对照，在

所有条件均一致的条件下进行试验。洋酸浆于 4 叶

期接种，黄苗榆烟于 4～6 叶期接种。
均采用机械接种法接种，待 3～5 d 后可逐日观

察症状反应。自然光下 18～25℃培养，每天 12 h 暗

处理。
1.3.3 分子生物学鉴定

（1）总 RNA 的提取：对接种发病的黄苗榆烟

进行植物总 RNA 的提取，具体方法参照加拿大马

铃薯研究中心 Nie 等[10]的提取方法。
（2）反转录合成病毒 cDNA 第一条链：以带毒

植物总 RNA 为模板，用反向引物在 M-MLV 反转录

酶的作用下合成 cDNA 第一条链，反应体系见表 2。

混匀后，放入 PCR 仪中，95℃变性 5 min，42℃
运行 60 min 后，直接用于 PCR 反应。

（3）PCR 扩增：以总 RNA 合成的 cDNA 为模

板，PCR 反应体系如表 3。

PCR 反应条件为：92℃反应 2 min 后，92℃变

性 30 s，62℃退火 45 s，72℃延伸 90 s，共进行 5
个循环；92℃变性 30 s，60℃退火 45 s，72℃延伸

90 s，共进行 5 个循环；92℃变性 30 s，58℃退火

45 s，72℃延伸 90 s，共进行 5 个循环；92℃变性

30 s，58℃退火 45 s，72℃延伸 90 s，共进行 5 个

循环；循环结束后 72℃延伸 10 min。

2 结果与分析

2.1 血清学结果

DAS-ELISA 检测 H2-1， PVY 试剂盒的检测

结果呈阳性，其他均为阴性，初步确定 H2-1 为

PVY。
2.2 指示植物结果

该毒源接种到洋酸浆 10 d 后，在洋酸浆叶片

上产生大小均匀的褐色斑点；接种 15 d 后，叶片

下垂，生长缓慢，最后系统落叶，而阴性对照则叶

片舒展，生长旺盛。
该毒源接种到黄苗榆烟，接种 7 d 后，新叶出

现花叶；9 d 后，背部叶脉有坏死现象；15 d 后，

叶柄坏死病斑面积扩大；21 d 后，底部叶片枯萎

并逐渐脱落，长势缓慢。
生物学鉴定为 PVYN 典型症状见图 1~5。

表 1 引物名称和序列

注：PVY a、PVY b 和 PVY c 均为上游引物，PVY A 为下游引

物，其中 PVY a 为 PVY 的通用引物，PVY b 为 PVYN 的特异性引

物，PVY c 为 PVYO 的特异性引物。

引物名称 引物序列 引物位置 扩增长度

PVY A 5’-catttgtgcccaattgcc-3’ 1068bp-1085bp

PVY a 5’-aagcttccatactcacccgc-3’ 213bp-248bp 856bp

PVY b 5’-ggtgaagctaatcatgtcaac-3’ 642bp-661bp 443bp

PVY c 5’-gacagttggacttttgcaacg-3’ 805bp-825bp 280bp

表 2 cDNA 反应体系

反应试剂 用量（μL）

RNA
dNTP

DEPC-H2O
三个反向引物

5×反转录buffer
RNasin

M-MLV tase
合计

2.5
1.5
1

各 0.5
2
0.5
1
10

反应试剂 用量（μL）

反转录产物

一个下游引物

dNTP
DEPC-H2O

三个反向引物

10×PCR buffer r
RNasin Mg2+

TaqDNA 聚合酶

合计

2
0.5
1.0

14.375
各 0.5
2.5
3

0.125
2 5

表 3 PCR 反应体系

图 1 左为接种洋酸浆矮化植株，右为健康植株
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2.3 三重 PCR 检测结果

采用三重 PCR 对 H2-1 进行株系鉴定（图 6）。
H2-1 在 443 bp 和 856 bp 处均产生特异性条带，

与 PVYN 对照特异性条带位置一致；PVYO 对照在

281 bp 位置产生特异性条带，而 H2-1 在该位置无

带；水对照和阴性对照无目的条带，证明该分离物

是 PVYN。

3 讨 论

世界范围内，已分离出多种 PVY 病毒分离物，

被划分为三个株系，为 PVYO、PVYN 和 PVYC。近

年来，很多文献报道 PVY 株系变异。马铃薯块茎

表现环形坏死，Beczner 等 [11]将其命名为 PVYNTN，

研究表明，PVYNTN 又有重组型[10]和非重组型[12]。中

国相继出现了一些关于 PVY 株系研究的报道，王

秀芳等[13] 调查了山东 PVY 株系发生情况，并明确

了马铃薯 Y 病毒山东分离物 PVY-SD 属于 PVYO 株

系；吴志明等 [14]对河北省马铃薯 Y 病毒分离物

PVY -HBEI 的外壳蛋白序列进行氨基酸序列分析，

证明归属于 PVYO 株系。储瑞根 [15] 对马铃薯 Y 病

毒的外壳蛋白基因进行了克隆 , 表明该株系属于

PVYN；孙琦等[16]对 PVYN 与 PVYO 的基因序列进行

比较，建立了可鉴定 PVYN 与 PVYO 的复合 RT-
PCR 体系，初步推断，中国马铃薯生产上主要有

PVYN 和 PVYO 两株系，目前还没有关于 PVYC 的报

道。
黑龙江省是我国马铃薯主产区，目前还没有关

于 PVY 株系鉴定的任何报道，本研究对黑龙江省

马铃薯 Y 病毒的一个分离物通过生物学方法、血

清学方法和分子生物学进行株系检测，不同方法从

不同角度鉴定，相互验证，确定黑龙江 PVY 分离

物 H2-1 归属于 PVYN。

泳道 1：核酸标准分子量；泳道 2：水对照；泳道3：阴性对照；

泳道 4： H2-1 样品；泳道 5：PVYO 阳性对照，泳道 6：PVYN 阳

性对照。

图 6 三重 PCR 检测 H2-1

1 2 3 4 5 6

图 5 感病植株系统落叶

图 2 PVY 侵染洋酸浆产生枯斑

图 3 黄苗榆烟花叶

图 4 黄苗榆烟脉坏死
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Identification of a Potato Virus Y Isolate from Heilongjiang
Gao Xiuyan1,2, Gao Yanling2, Geng Hongwei2, Zhang Wei2, Fan Guoquan2,

Bai Yanju2, Lu Wenhe1, Jiang Xifeng2

( 1. Northeast Agricultural University, Harbin, Heilongjiang 150030, China;

2. Heilongjiang Academy of Agricultural Sciences, Harbin, Heilongjiang 150086, China )

Abstract: A Potato Virus Y isolate collected from Heilongjiang was identified using host plants, serology and
RT-PCR. The virus could infect Physalis floridana and produce necrotic ringspot. Serological reaction to this virus
was very strong. Specific bands were obvious when the isolate was tested by Multiplex RT-PCR. Therefore, the
isolate was considered to be PVYN.

Key Word: PVYN; biology; serology; RT-PCR; mosaic; necrosis
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