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　　摘要：马铃薯病毒病是我国马铃薯作物常见病害之一，是影响马铃薯生产的重要因子。内蒙古自治区是我国最大
的马铃薯种植区。目前，内蒙古自治区引起马铃薯病毒病的病原种类尚不清楚。利用反转录 －聚合酶链式反应
（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称ＲＴ－ＰＣＲ）技术对内蒙古自治区马铃薯主要种植产区几种常见的
病毒病进行检测。结果表明，在２７份样品中有１１份样品为复合侵染，１５份为单独侵染。其中，６个样品为马铃薯 Ｙ
病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＹ，简称ＰＶＹ）和马铃薯卷叶病毒（ｐｏｔａｔｏｌｅａｆｒｏｌｌｖｉｒｕｓ，简称ＰＬＲＶ）的复合侵染；２份样品为ＰＶＹ和马
铃薯Ｍ病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＭ，简称ＰＶＭ）的复合侵染；１份样品为ＰＶＹ、ＰＬＲＶ和马铃薯Ｓ病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＳ，简称ＰＶＳ）
的复合侵染；１份样品为ＰＶＹ、ＰＬＲＶ和 ＰＶＭ的复合侵染；１份样品为 ＰＶＹ、ＰＬＲＶ、ＰＶＭ和马铃薯 Ａ病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓ
Ａ，简称ＰＶＡ）的复合侵染。１５份单独侵染的样品中均检测到 ＰＶＹ。２７份样品中均未检测到马铃薯 Ｘ病毒（ｐｏｔａｔｏ
ｖｉｒｕｓＸ，简称ＰＶＸ）。由此可见，无论复合侵染还是单独侵染均检测到ＰＶＹ。说明ＰＶＹ是引起当地马铃薯病毒病的主
要病原之一。
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　　马铃薯（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）原产于南美洲
安第斯山地区［１］，属于一年生茄科茄属作物，是世

界第四大粮食作物，具有很高的营养价值和商品价

值。马铃薯病毒病是导致马铃薯退化的根本原因，

被病毒侵染后一般减产 ２０％ ～５０％，严重的达
８０％［２］，病毒病长期以来是制约马铃薯生产的重要

因素。目前，尽管生产上多采用的脱毒种薯能够在

一定程度上减轻病毒病的危害，但生长中后期田间

的病毒再次侵染也可导致产量的大幅度降低。因

此，无论在脱毒种薯生产，还是大田栽培中，马铃薯

病毒病的检测对保证马铃薯稳产、高产至关重要。

目前，已报道的感染马铃薯的病毒多达３５种以上，
其中危害严重的有 ６～７种，包括马铃薯 Ｙ病毒
（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＹ，ＰＶＹ）、马铃薯卷叶病毒（ｐｏｔａｔｏｌｅａｆ
ｒｏｌｌｖｉｒｕｓ，ＰＬＲＶ）、马铃薯 Ｍ病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＭ，
ＰＶＭ）、马铃薯Ｓ病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＳ，ＰＶＳ）、马铃薯

Ａ病毒（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＡ，简称 ＰＶＡ）、马铃薯 Ｘ病毒
（ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＸ，简称 ＰＶＸ）等。随着病毒检测技术
的发展，发现几乎所有的马铃薯品种均受到一种或

几种病毒的复合侵染［３］。黄遵锡等对田间几种较

严重的病毒病害进行了免疫电镜鉴定，分别观察到

ＰＶＸ、ＰＶＹ、烟草花叶病毒（ＴＭＶ）、烟草蚀纹病毒
（ＴＥＶ）病毒粒体及其上的套环结构［４］。分子生物

学检测技术从核酸水平检测植物病毒，灵敏度高、

特异性强，能克服血清学及其他检测方法中的缺

点，可以进行大批量的样本检测，是目前发展最快、

最有发展前景的病毒检测技术［５］。反转录 －聚合
酶链式反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，简称ＲＴ－ＰＣＲ）检测快速、灵敏度高、特异
性强，在病毒检测中越来越显示出强大的优势，在

马铃薯病毒检测中应用广泛［６］。

本研究利用ＲＴ－ＰＣＲ技术对内蒙古自治区马
铃薯主要种植产区６种病毒病进行检测。研究结果
可为马铃薯脱毒种薯生产过程中病毒病的检测以

及马铃薯病毒病的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０１８年在内蒙古呼和浩特市、乌兰察布市等地
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区采集疑似马铃薯病毒病病株叶片，共２７份 （表１）， 液氮速冻后保存于－８０℃超低温冰箱中备用。

表１　供试马铃薯样品

采样地点 采样时间
样品数

（份）

内蒙古呼和浩特市武川县哈乐镇 ２０１８年７月 １４

内蒙古乌兰察布市中加农业生物科技有限公司试验田 ２０１８年７月 ４

内蒙古呼和浩特市内蒙古农业大学教学农场 ２０１８年７月 ９

１．１．１　主要试剂和仪器　主要试剂有 ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ
提取试剂、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、６×ＤＮＡｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，均购
自天根生化科技（北京）有限公司；随机引物、反转

录试剂、ＰＣＲｍｉｘ，均购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｒＴａｑ酶、１０
×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，均购自 ＴａＫａＲａ
公司。

主要仪器包括 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液器、ＢＩＯ－ＲＡＤ
ＭｙＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪、ＢＩＯ－ＲＡＤ凝胶成像系统等。
１．１．２　引物的设计与合成　根据文献报道相应病
毒基因序列设计引物（表２），引物均由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成。

表２　用于检测６种病毒的引物序列

病毒 上游引物－Ｆ（５′～３′） 下游引物－Ｒ（５′～３′） 目标片段

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＰＶＹ ＧＧＣＡＴＡＣＧＧＡＣＡＴＡＧＧＡＧＡＡＡＣＴ ＣＴＣＴＣＴＧＴＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＧＴＧＴ ４５６ ６５

ＰＬＲＶ ＡＴＧＡＧＴＡＣＧＧＴＣＧＴＧＧＴＴＡＡ ＣＴＡＴＴＴＧＧＧＧＴＴＴＴＧＣＡＡＡＧ ６００ ５３

ＰＶＳ ＴＧＧＧＴＧＡＴＴＣＡＡＣＧＡＡＧＡＡＧＣＴ ＧＣＴＴＧＣＧＡＣＣＴＴＧＣＡＡＡＡＴＡＧＣ ６４２ ６３

ＰＶＡ ＣＡＴＧＴＴＧＧＴＴＡＴＧＡＧＣＴＴＧＡＴＧ ＣＣＡＧＧＣＴＡＴＣＴＴＧＣＴＴＡＣＡＣＴＧ ５０１ ５９

ＰＶＭ ＡＴＧＣＡＣＴＣＧＴＧＧＧＡＣＴＧＴＧ ＣＡＧＴＡＣＴＣＣＣＡＴＣＡＧＴＧＴＴＣＴ ３３９ ５７

ＰＶＸ ＡＴＧＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＴＡＧＣＡＣ ＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＡＧ ７２０ ５９

１．２　试验方法
１．２．１　植物总ＲＮＡ提取　以感染马铃薯病毒病植
株的叶片和健康叶片为试验材料，称取０．１ｇ植物
组织，采用ＴＲＩｚｏｌ法提取植物总ＲＮＡ。
１．２．２　ＲＴ－ＰＣＲ检测　反转录体系：以提取的总
ＲＮＡ为模板，用 Ｐｒｏｍｅｇａ试剂盒，合成第１条链，反
应体系在 ０．２ｍＬ的 ＰＣＲ管中进行，依次加入
０．５μＬＲａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒｓ、１μｇＲＮＡ，用 Ｎｕｃｌｅａｓｅ－
ＦｒｅｅＷａｔｅｒ补足至５μＬ，混匀，在６５℃ ＰＣＲ仪中温
育５ｍｉｎ；之后加 ４μＬ５×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，３．８μＬ
ＭｇＣｌ２，１μＬＰＣＲＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＭｉｘ，０．５μＬＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＲＮａｓｉｎ＠ Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，１ μＬ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，４．７μＬＮｕｃｌｅａｓｅ－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ；混匀，在
ＰＣＲ仪中２５℃、５ｍｉｎ，３７℃、１ｈ，７０℃、１５ｍｉｎ合
成ｃＤＮＡ，直接进行ＰＣＲ扩增或置于－２０℃冰箱中
保存。

ＰＣＲ扩增程序与凝胶电泳：根据不同引物调整
退火温度，主要采用以下 ＰＣＲ扩增程序：在２５μＬ
反应体系中，加入２μＬｃＤＮＡ，１μＬ引物 －Ｆ，１μＬ

引物－Ｒ，０．５μＬｒＴａｑ酶，２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，
２μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１６μＬｄｄＨ２Ｏ，反应条件为
９４℃ 预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，Ｔｍ（不同引物
的退火温度）退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取３μＬ扩增产物用２％琼
脂糖进行凝胶电泳，在凝胶成像仪上检测并照相。

１．２．３　ＰＣＲ产物测序及分析　将扩增出ＰＶＹ特异
性条带的样品送至生工生物工程（上海）股份有限

公司进行测序。

用ＭＥＧＡ６．０进行相关序列系统进化树分析，
采用相邻法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，简称 ＮＪ）构建系统
发育树。

２　结果与分析

２．１　马铃薯病毒病发病症状
在内蒙古农业大学教学农场马铃薯田、内蒙古呼

和浩特市武川县哈乐镇和内蒙古乌兰察布市中加农

业生物科技有限公司的试验田进行采样。马铃薯植

株症状表现有花叶、卷叶、矮化、变色等症状（图１）。
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２．２　ＲＴ－ＰＣＲ检测结果
对２７个样品进行提取总 ＲＮＡ后，获得 ｃＤＮＡ，

以ｃＤＮＡ为模板，用引物 －Ｆ和引物 －Ｒ进行 ＰＣＲ
扩增，结果（表３、图２）显示，在２７份样品中，１１份
样品为复合侵染，１５份为单独侵染，而第１１号样品
未检测到病毒侵染情况。其中，６份样品为 ＰＶＹ和
ＰＬＲＶ的复合侵染；２份样品为 ＰＶＹ和 ＰＶＭ的复合

侵染；１份样品为 ＰＶＹ、ＰＬＲＶ和 ＰＶＳ的复合侵染；１
份样品为ＰＶＹ、ＰＬＲＶ和ＰＶＭ的复合侵染；１份样品
为ＰＶＹ、ＰＬＲＶ、ＰＶＭ和 ＰＶＡ的复合侵染。１５份单
独侵染的样品中均检测到 ＰＶＹ。２７份样品中均未
检测到ＰＶＸ。由此可见，无论复合侵染还是单独侵
染均检测到了 ＰＶＹ。说明 ＰＶＹ是引起当地马铃薯
病毒病的主要病原之一。

表３　马铃薯病毒病的ＲＴ－ＰＣＲ检测结果

检测病毒

各样点样品的ＲＴ－ＰＣＲ检测结果

武川县哈乐镇 中加公司试验田 内蒙古农业大学教学农场

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１ ２２ ２３ ２４ ２５ ２６ ２７

ＰＶＹ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＰＬＲＶ － ＋ ＋ － ＋ － － － － － － － － － － － － － ＋ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋

ＰＶＳ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － ＋ － －

ＰＶＡ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － ＋

ＰＶＭ － － － － － － － － ＋ － － － － － － － － － － － － － － ＋ － ＋ ＋

ＰＶＸ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － －

　　注：“＋”表示检测到特异性扩增；“－”表示未检测到特异性扩增。

２．３　进化树分析
为进一步分析ＰＶＹ与已报道的序列的一致性，

对１～１８号中有特异性扩增的１７个样品进行测序
（其中，１３号样品测序时显示不合格，测序失败）。
将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的 ＰＶＹ序列进行
比对，构建进化树，以李痘病毒分离物 ＡｎＭｒＰＩ５３３
（ＭＧ６８６９５４）作为外参。结果（图３）表明，所扩增
获得的 ＰＶＹ片段的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的
ＰＶＹ序列相似性很高，其中 Ｙ－Ｈ－６和 Ｙ－Ｈ－７
样品在同一分支上，Ｙ－Ｈ－３和Ｙ－Ｈ－８样品在同
一分支上，他们的亲缘关系最近；Ｙ－Ｈ－２样品与
ＰＶＹ－Ｊｅｓｓｏｒｅ（ＭＦ５８９７６４）亲缘关系较近。
２．４　序列一致性分析

应用 ＳＤＴｖ．１．０软件分析 ＰＶＹ测序序列与
ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的 ＰＶＹ序列核酸一致性（图４），
以李痘病毒分离物 ＡｎＭｒＰＩ５３３（ＭＧ６８６９５４）作为外

参。结果表明，１６个样品测序序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已
登录的ＰＶＹ序列的一致性达到９５％以上。

３　讨论

马铃薯病毒病是我国马铃薯作物重要病害之

一，是制约马铃薯产业发展的一大难题。目前，生

产上脱毒种薯的广泛应用虽然能够在一定程度上

解决马铃薯种薯退化问题，但脱毒种薯质量和大田

生产中病毒病的再侵染仍是马铃薯生产中尚待解

决的首要问题。为进一步明确内蒙古自治区马铃

薯病毒病的病原是由哪些病毒组成的，本试验利用

ＲＴ－ＰＣＲ技术在内蒙古自治区马铃薯主要种植产
区进行了采样和６种病毒病的检测研究。

秦亚南曾在内蒙古呼和浩特市周边６个旗县（清
水河县、察右中旗、四子王旗、和林县、卓资县、武川

县）进行马铃薯病毒检测，通过ＰＣＲ法检测了ＰＶＸ、
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ＰＶＹ、ＰＬＲＶ、ＰＶＡ、ＰＶＳ、ＰＶＭ、马铃薯帚顶病毒
（ｐｏｔａｔｏｍｏｐ－ｔｏｐｖｉｒｕｓ，简称ＰＭＴＶ）７个病毒［７］。结

果表明，６个地区的病叶样品中均能检测到ＰＶＹ，且
检出率较高，为８５．６％。ＰＶＸ、ＰＬＲＶ总检出率分别
为４．８％、２６．４％。ＰＶＡ、ＰＶＭ、ＰＶＳ总检出率分别为
１２．０％、１．６％、２４．８％。ＰＭＴＶ在 ６个地区的样品
中检出率为０。董代幸在新疆马铃薯种薯、商品薯
的重要生产基地乌鲁木齐检测马铃薯病毒，结果表

明侵染乌鲁木齐地区马铃薯的主要病原病毒有

ＰＶＸ、ＰＶＹ、ＰＶＡ、ＰＬＲＶ，类病毒为马铃薯纺锤块茎类
病毒（ＰＳＴＶｄ）［８］。其中 ＰＶＹ、ＰＬＲＶ的侵染率最高，
其次为ＰＶＸ、ＰＶＡ，ＰＳＴＶｄ的侵染率较低。颜谦等调
查贵州省不同海拔地区马铃薯病害发生情况，结果

表明，危害贵州省马铃薯较重的病毒种类依次为

ＰＶＳ、ＰＶＹ、ＰＶＸ、ＰＬＲＶ［９］。
与已有研究结果相似，本研究发现在内蒙古自

治区的马铃薯病毒病主要是 ＰＶＹ与其他几种病毒
如ＰＬＲＶ、ＰＶＭ、ＰＶＳ、ＰＶＡ的混合侵染。在供试样品
中未检测到ＰＶＸ病毒。

很多学者的报道中显示，无论在脱毒种薯还是

大田植株上都很难检测到 ＰＶＳ病毒。但本研究在

内蒙古农业大学教学农场的２５号样品中检测到了
ＰＶＳ病毒。
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