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摘要：【目的】本研究通过对不同PVY分离物基因的测序及分析，从而了解PVY株系的多样性，进而对

PVY病毒的分子检测及防治提供重要的资料和参考。【方法】本研究针对黑龙江15个马铃薯Y病毒样品

的P1基因进行克隆测序和进化树分析。【结果】经比对分析，样品被分成两组，有10个样品的基因类型

高度同源，且相对保守，是本地区的优势群组，无论是与国内其它地区样品比较还是与国外样品比较，

其亲缘关系都有一定距离；而另一组中的5个样品的P1基因与本地优势组群有较大差异，且这5个样品间

也有一定的差异，并与国内其它地区和国外一些样品的P1基因序列比较接近。通过比对GenBank中已上

传的序列提供的PVY株系的信息，得知本次试验的P1基因与PVYNTN-NW株系是相似的，且这15个样品与国

内其他样品一样都是由PVYN株系演变而来。【结论】由P1基因分析表明，PVY受环境影响较大，黑龙

江10个样品的PVY在长期的进化中产生了具有地方特点的变化，而后来的5个样品说明中国大部分

PVY有可能是跟随国外品种资源的引进进入，同时PVY也随国内不同区域间资源交流和种薯调运而

传播。
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马铃薯病毒病对马铃薯质量和产量所造成的

危害是极为严重的[1]，其中马铃薯Y病毒(Potato

virus Y，PVY)是最常见且危害性最大的病毒之一[2–4]。

PVY是1种单链正义RNA病毒，其基因组长约9.7 kb，

属于马铃薯Y病毒属(Potyvirus)。侵染马铃薯的

PVY病毒主要可分为PVY O、PVY C、PVY N、

PVYZ和PVYE 5个株系[5]。PVY病毒引起的症状主

要有花叶和坏死，最初报道认为引起坏死的株系

为PVYN，但通过对病毒进化及PVYN株系的基因

序列研究发现，PVYN株系已经发生很多变化，进
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一步被分为欧洲型(PVYN)及北美型(NA-PVYN)两

类[6]。近年来的研究普遍认为，马铃薯生产中主

要有PVYO和PVYN，以及二者重组衍生的新的株

系，并且危害较重[4]，而PVYC、PVYZ和PVYE株

系发生鲜有报道，在生产中几乎消失，所以其对

生产的危害较小[5,7–9]。

基因重组在PVY的进化过程中是一种重要而

有效的手段，现已经发现了多种经基因重组后

产生的新的PVY株系，如PVY N T N，PVY N - W i，

PVYN T N - N W [ 1 0 – 1 2 ]。从目前田间检测及研究来看，

PVYN-Wi株系可以侵染很多的马铃薯品种，但在症

状的表现上却没有PVYN严重，有些受侵染的植株

甚至没有症状表现[13–14]。而PVYNTN则可以导致具

有PVY敏感性的马铃薯品种产生块茎坏死症状[15]。

PVYNTN及PVYN-Wi分别发现于匈牙利和波兰[16]，但

在很短的时间内，在其它地区的地块中，2种株系

已能被同时检出[9,11,14,17–20]，这表明许多因素能导

致这2个株系的病毒传播，并且病毒的传播速度极

快。PVY基因组中不同基因的遗传变异呈现多样

化，如：突变、缺失、插入、重组等，PVY常发

生重组区域为P1、NIb、HC-Pro和CP等。P1在基

因组中是变异性较大的蛋白，其只有C端相对保

守[21]，研究表明，P1可能参与病毒的运动[22]，与

病毒复制相关蛋白(CI、VPg、NIa-Pro和NIb)存在

互作 [ 2 3 ]，并且与寄主症状表达相关 [ 2 4 ]。目前，

P1基因区的重组可分为2类，一类为由PVYO和

PVYN株系重组而来[16]，另一类为P1基因区发生连

续几个基因的移位或突变[25]。PVYNTN和PVYNTN-NW

2种类型的重组株系中，均按其基因序列中含有

PVYN或PVYO株系的P1段重组序列而被分为A型

或B型[16]。

黑龙江省是我国马铃薯主产区之一，且是重

要的种薯输出省份，种薯质量对全国马铃薯生产

有直接的影响。虽然近年来在马铃薯生产中对

PVY的防控措施在逐步提升，但由于PVY病毒可

以通过蚜虫非持久性快速传毒，从而导致PVY在

田间依然大量存在。本试验通过对马铃薯PVY的

P1基因区进行研究，通过对PVY的P1基因区域序

列的扩增，可进一步地了解黑龙江省马铃薯PVY

株系的类型和分布，进一步为马铃薯PVY的对症

防控和抗病育种提供重要的理论支持。

1    材料和方法

1.1    主要试剂

试验所用的各种酶制剂、dNTPs、样品中总

RNA提取试剂(Trizol)分别购自宝生物工程(大连)

有限公司、Promega公司和Invitrogen公司。

1.2    样品来源

本研究所使用的样品由田间采集于黑龙江地

区带有如脉坏死、重度花叶、斑块等明显PVY症

状的马铃薯样品，经ELISA鉴定PVY为阳性，筛

选出15份提供用于本试验，置于–80 °C冰箱中保

存(表1)。

1.3    PVY检测引物及P1基因扩增引物的选择

由于PVY的CP基因在不同的PVY株系中具有

高度保守性，所以根据GenBank已公布的PVY常

见株系CP基因的序列保守区，设计用于扩增CP基

因的引物，引物预期扩增的目的片段大小为427 bp。

马铃薯PVY的P1基因区重组及突变较多，对P1基

因区的扩增使用的引物[26]，位于5′-UTR(5′端非编

码区)区中的保守区域。PCR扩增目的片段为1097 bp，

包含5′-UTR区和完整的P1基因区域(表2)。

1.4    样品的总RNA提取及cDNA的制备

使用Trizol试剂法提取马铃薯病叶中的总

RNA，提取方法参照试剂盒说明书。总RNA提取

完成后，利用Promega公司生产的M-MLV进行逆

转录合成cDNA第一链。

1.5    PCR扩增及PVY检测

利用双重RT-PCR方式进行PVY检测及cDNA

质量检测使用的引物见表2。PCR扩增采用25 μL
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反应体系：10×PCR Buffer 2.5 μL，MgCl2 (2.5 mol/L)
2 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 0.25 μL，PVY-CP-F
(10 μmol/L) 1 μL，PVY-CP-R (10 μmol/L) 1 μL，

ddH2O 16 μL，rTaq (5 U/μL) 0.25 μL，cDNA 2 μL。
PCR 反应条件为：94 °C 5 min；94 °C 30 s，55.5 °C
30 s，72 °C 45 s，共30个循环；72 °C 7 min。PCR

反应结束后取反应产物5 μL，利用1.2%的琼脂糖

凝胶电泳检测。

1.6    P1基因区的扩增及克隆

PCR扩增采用Touch down PCR方法，使用25 μL
反应体系：10×PCR Buffer 2.5 μL，MgCl2 (2.5 mol/L)
2 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2.5 μL，PVY-CP-F
(10 μmol/L) 1 μL，PVY-CP-R (10 μmol/L) 1 μL，

rTaq (5 U/μL) 0.25 μL，ddH2O 13.75 μL，cDNA 2 μL。
PCR反应条件为：94 °C 5 min；94 °C 30 s，62 °C
30 s，72 °C 90 s，5个循环；94 °C 30 s，60 °C 30 s，
72 °C 90 s，5个循环；94 °C 30 s，58 °C 30 s，
72 °C 90 s，10个循环；94 °C 30 s，55 °C 30 s，
72 °C 90 s，共10个循环；最后一轮循环后72 °C
10 min。PCR反应结束后取反应产物5 μL，利用

1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测。PCR产物纯化后克

隆至pMD18-T载体上，并转化至DH5α感受态细胞

中。经菌落PCR鉴定获得阳性重组质粒，随机选

择其中阳性克隆子并委托华大基因测序，通过测

序峰图及序列比对分析排除由PCR扩增引起的

突变。

表1.  样品的PVY P1基因序列与GenBank中参照序列

Table 1.  The PVY P1 sequence of samples and
reference in GenBank

GenBank
ID From Year This study

isolate
R051220 Harbin, China(哈尔滨) 2009 7-2
KR051219 Keshan, China(克山) 2009 8-8
KR051218 Keshan, China(克山) 2010 9-4
KR051217 Harbin, China(哈尔滨) 2010 30-2
KR051209 Harbin, China(哈尔滨) 2008 C-239
KR051221 Harbin, China(哈尔滨) 2011 C-429
KR051210 Harbin, China(哈尔滨) 2011 C-433
KR051214 Ningan, China(宁安) 2008 NA3
KR051207 Keshan, China(克山) 2009 32-8
KR051208 Keshan, China(克山) 2013 32-18
KR051212 Keshan, China(克山) 2012 C-827
KR051213 Keshan, China(克山) 2012 C-860
KR051215 Binxian, China(宾县) 2013 XJ 6-4
KR051216 Gannan, China(甘南) 2010 ZS5
KR051211 Huma, China(呼玛) 2012 C-533
GU074001 Heilongjiang, China(黑龙江)2008 –
EU675327 Shanxi, China(陕西) 2008 –
EU675325 Xinyang, China(贵阳) 2008 –
KF722821 Fujian, China(福建) 2011 –
JF911803 Guizhou, China(贵州) 2010 –
KF722841 Fujian, China(福建) 2011 –
FJ766536 Keshan, China(克山) 2008 –
EU675326 Zhengzhou, China(郑州) 2008 –
FJ423030 Caohai, China(草海) 2008 –
FJ423029 Guiyang, China(贵阳) 2008 –
GU074002 Dalian, China(大连) 2008 –
FJ423028 Lushi, China(卢氏) 2008 –
AJ315746 Russia 2001 –
AJ315741 Canada 2001 –
AJ315745 Canada 2001 –
AY745495 Canada 2005 –
AJ315744 USA 2001 –
AJ315742 USA 2001 –
AY166867 Canada 2003 –
X97895 Swiss 1996 –
AF401609 North America 2002 –
AF401607 North America 2002 –
AF401600 North America 2002 –
AF401604 Slovenia 2002 –
AJ315739 Slovenia 2001 –
AB461455 Syria 2002 –
KF184653 Serbia 2011 –
AJ315738 Denmark 2001 –
AJ315747 England 2001 –
AJ315740 Ukraine 2001 –
EF026074 USA 2006 –
AJ315743 Scotland 2001 –
AB461487 Syria 2004 –
AB461459 Syria 2006 –
JQ924288 Brazil 2007 –

表2.  本研究中使用的引物

Table 2.  The primers used in this study

Primer Sequences (5′→3′) Size/bp References
M40-5′ GGATCCAATTAAAACAA

CTCAATA 1097 [26]NTN-R CATTTGTGCCCAATTGCC

NAD5-F CTCCAGTCACCAACATTG
GCATAA 140 [27]

NAD5-R GATGCTTCTTGGGGCTTC
TTGTT

PVY-F GGCATACGGACATAGGA
GAAACT 427 [19]PVY-R CTCTTTGTGTTCTCCTCTT
GTGT
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1.7    序列分析及系统进化树的绘制

通过克隆测序后得到的序列，使用Bio Editer、

DNAMAN等软件进行进一步的序列分析，从而了

解序列的多态性差异。另外，从GenBank选取目

前已知株系的PVY P1基因序列作为参考，利用

ClustalX进行建树序列多重比对，得到的结果使用

Gblock裁去冗余序列，利用MrModeltest 软件进行

建树序列最适合的核苷酸替换模型的分析，使用

MAGA 6.0 软件进行进化树分析，以确定样品与

已知各个不同PVY株系间的遗传关系。使用ML方

法对所得的序列进行进化树分析，以确定不同样

品中马铃薯PVY之间的相互关系。

1.8    序列重组检测

测序获得的序列，经过BioEdit和ClustalX比

对分析，去除gap，进而通过RDP 4.46软件中的

RDP、GENECONV、BOOTSCAN、MAXCHI

SISCAN、CHIMAERA、3SEQ等方法进行重组

分析。

2    结果和分析

2.1    PCR检测结果

用针对CP基因的序列引物和仅针对马铃薯

NAD5基因的引物对15份样品进行RT-PCR检测，

并对产物进行测序，测序结果表明，受PVY侵染

的样品可以同时扩增出约400 bp和150 bp的产物，

而阴性对照样品只能扩增出约150 bp的产物(图1)，

初步说明样品感染了PVY。

2.2    P1基因的扩增

使用Touch down PCR方法对样品中PVY P1部

分基因序列进行扩增，扩增后的PCR产物大小约

为1100 bp (图2)，扩增后的PCR产物使用胶回收试

剂盒进行回收，对回收产物进行克隆测序。

2.3    P1基因的序列分析

测序和序列比对表明，样品的基因序列可被

分为2组，其中一组为7-2、8-8、9-4、30-2和

2011-C-433等5个样品，占试验所用样品数量的三

图 1.   PVY病毒的PCR检测结果

Figure 1.   The results of PCR detection for PVY. M: DNA Marker; lane 1: negative control; lane 2–16: detection of
PVY samples.

图 2.   PVY分离物P1基因PCR扩增产物

Figure 2.   Detection of PCR product of P1 gene from PVY isolates. M: DNA Marker; lane 1–15: the P1 genes of
different samples were amplified by PCR.

1082 Shuxin Han et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(7)

actamicro@im.ac.cn



分之一，它们的基因序列一致率较高，而由剩余

三分之二的样品组成的第2组，它们的基因一致率

同样较高，仅有部分单个碱基发生突变。两组组

间基因一致率为95.79%。

2.4    与已报道马铃薯PVY P1基因序列的进化分析

利用ClustalW进行建树序列多重比对，经比

对后序列长度为823 bp。将比对后的序列，使用

Gblock 裁去冗余序列后得到长度为794 bp的序列

保守区。使用MrModeltest 软件进行建树序列最适

合的核苷酸替换模型的分析，AIC标准中模型

为G T R + I + G。使用M L法建立的系统发育树

(bootstrap为1000)如图3所示，将15个样品与

GenBank中筛选的23个其他国家和国内已报道的

12个明确地点的PVY病毒P1基因序列一同构建进

化树相比较，进一步对测序样品进行分析。将

GenBank中已知分离物P1序列，与本次实验中测

定的分离物P1序列进行进化树分析，得到的进化

树如下，从其中我们可以发现，所有的分离物序

列被分为2个大的组，我们将它们称为S1，S2组，

S1组中的分离物数量要远大于S2组中。这2个组

中，S1组内又可分为3个亚组(亚组A，B，C)，而

来自于中国的高度集中于亚组A，C中，亚组B中

来自于我国的分离物仅有1个，其中8-8、30-2、

2011-C-433等5个样品与陕西、贵州、福建、河南

等地的样品分在A组，而其余样品与福建和辽宁

样品则被分在C组，两组距离较远。B组样品仅有

英国、加拿大、美国、俄罗斯和一个中国贵州的

样品。C组样品同源性，说明黑龙江样品具有明

显的地域特征。中国马铃薯跨省引种和种薯调运

自由度很高，以及PVY本身易变异的特性，所以

会有8-8、30-2、2011-C-433等少量样品P1基因比

本研究大部分样品具有更复杂的变化的情况存

在。另外，所有试验中检测的样品均与PVYN株系

相关A组的序列被分为一类，B组没有本试验样

品，说明试验样品的株系更接近PVYN，与SYR-

III和PVYO无关。其中8-8、30-2、2011-C-433等

5个样品被分到A组，其余分在C组，与序列比对

结果一致。进化树进一步分析证明了，中国PVY

P1基因的丰富性，同时又有很明显的地域特征。

2.5    重组分析

通过RDP 4.46软件的重组分析，结果发现在

15个PVY分离物中共检测到5个显著的重组体，

4个重组位点，分别位于P1基因的277、312、

329和662处(图4)。这5个重组体可形成4种重组模

型，且其参考亲本相同，一个来源于本实验分离

的2012-C-827，另一个来源于GenBank中的N-Jg

(AY166867)分离物(图4)。其中，2012-C-433为代

表的在277 bp处有一个重组位点的O:N型，以9-

4和7-2为代表的在312bp处有一个重组位点的

O:N型，以8-8为代表的在329bp处有一个重组位点

的O:N型，以及以30-2为代表的312 bp和662 bp处

2个重组位点N:O:N型。

3    讨论

近年来，我国对PVY株系的研究随国际相关

研究的发展而引起一些科研人员的兴趣，中国国

土面积大，环境资源丰富，气候多样，PVY是公

认的遗传多样化的病毒种类，各产区PVY是否有

共性的研究是非常有必要的。国内针对PVY的研

究报道很多，取得了一些有意义的结果，张帅等

对贵州1株PVY坏死株系的全序列进行了分析，发

现其与PVYNTN-NW株系亲缘关系较近[28]。郭兴启和

李鹏对我国的PVYN株系进行了鉴定，并通过克隆

其CP基因，研究了转CP基因的烟草对PVY产生的

抗病性[29–30]。P1基因研究是PVY研究比较重要的

内容，大部分PVY株系的重组和突变都发生在

P1基因区域，不同的株系或者相同株系的不同亚

型，其在基因水平上的差异也主要来源于P1基因
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图 3.   不同地区PVY P1基因的进化树分析

Figure 3.   Phylogenetic tree analysis of PVY P1 genes from different regions. ○: isolates from China; □: samples of
this study; S1, S2, A, B, C: group number.
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区域的差异。所以对P1基因区域的研究，对整个

PVY株系的进化有很大的作用及意义。本研究通

过对黑龙江省15个马铃薯Y病毒P1基因进行分

析，并与国内样品和国外样品相比较，发现B亚

组基因类型是本地区的优势群组，无论是与国内

其他地区样品比较还是与国外样品比较亲缘关系

都有一定距离；而A亚组中的5个样品的P1基因与

C亚组中样品有较大差异，且这5个样品间也有一

定的差异，并与国内其他地区和国外一些样品的

品P1基因序列比较接近(图3)。

试验从GenBank中选择了国内其它地区样品

和世界各地的PVY P1基因进行进化树分析，比较

中国PVY与国外的亲缘关系。由图3可以看出，所

有P1可分为S1、S2两大组，而本次试验所选取的

黑龙江地区的样品株系，均落在S1组，其中主要

在A亚组(5个)和C亚组(10个)。从已报道的分离物

P1来看，S1组的比例要大于S2组，说明含有这类

P1基因的PVY株系所占比例也较大。另外，根据

GenBank中已经上传的序列提供的PVY株系信

息，AB461455和AB461487两个P1基因确定为属

于PVYNTN-NW株系[16]，而本次试验选用的来自于黑

龙江地区的样品，其中8-8、30-2、2011-C-433等

5个样品与AB461455分为一组，其它样品则与

AB461487的亲缘关系较近，这就表明本次试验所

选用的样品其P1基因与PVYNTN-NW株系是相似的。

而PVYNTN-NW株系是由PVYNTN和PVYNW经重组而

形成的新的株系，这说明了黑龙江地区的PVY来

源也以重组株系为主，而不是以过去常见的

PVYN、PVYO等未经重组的纯株系。

黑龙江以及国内外的PVY病毒P1基因比较分

析说明，PVY受环境影响较大，黑龙江10个分在

C组中的PVY在长期的进化产生了具有地方特点

的变化，而后来A组的5个样品可以说明，中国大

部分PVY有可能是跟随国外品种资源的引进进

入，同时PVY也随国内不同区域间的资源交流和

种薯调运而传播。同时，从P1基因的分析还发

现，这1 5个样品与国内其他样品一样都是由

PVYN株系演变而来。迄今为止，由于PVY存在着

复杂的株系分化现象，并不停地被研究者们发现

和命名。目前已被报道的不同分子特征的PVY有

十几种，几乎覆盖了所有马铃薯生产地，我国也

已经报道了五种。由于P1基因与PVY病毒症状的

表达有密切关系，P1基因的变化会对PVY的致病

性有影响，PVY株系的多样性对于PVY的分子检

测及防治均有重要意义，所以对PVY株系的研究

还应该继续深入下去。

图 4.   15个分离物重组位点的检测

Figure 4.   Detection of recombination events in 15 PVY isolates.
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Characteristics of P1 gene of potato virus Y in Heilongjiang
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Abstract: [Objective] Based on different potato virus Y isolates gene sequencing, we studied the diversity of potato

virus Y strains, to provide information for molecular detection, prevention and control of the virus. [Methods] P1

gene of 15 samples of potato virus Y of Heilongjiang Province was cloned and then the sequences of genes were

analyzed by using phylogenetic tree. [Results] Samples were divided into two groups. According to a comparative

analysis, 10 samples have highly conservative and homologous genes. They are the dominant population in the

research area and have certain genetic distance to other domestic samples and foreign samples. In another group, 5

samples differ significantly with local dominant population in term of P1 gene. These 5 samples also have some

differences and their P1 genes are close to those of other domestic samples and foreign samples. By comparing PVY

strain data provided by uploaded sequences in GenBank, it found that P1 gene of test samples is similar with PVYNTN-NW

strains. These 15 samples as well as other domestic samples are evolved from PVYN strains. [Conclusions] The P1

gene analysis demonstrated that PVY is influenced by environment significantly and PVY of 10 samples in

Heilongjiang develops local characteristics in the long-term evolution. The later 5 samples reflect that most PVY in

China may be introduced by foreign cultivars. At the same time, PVY spreads through regional resource exchange and

tuber transportation in China.
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