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摘要  [ 目的] 了解河北省张家口市马铃薯病毒病害发生情况并对马铃薯S 病毒( PVS) 进行鉴定。[ 方法] 对采自河北省张家口市的46 份
马铃薯样品进行生物学测定和血清学及分子生物学检测。[ 结果] 46 份样品中有35 份为马铃薯Y 病毒( PVY) 侵染,其中有6 份是PVY 与
PVS 混合侵染 ,其余29 份为PVY 单独侵染。用特异性引物扩增PVS 外壳蛋白基因的部分序列,获得685 bp 的目的产物 ,该序列与已报道
的PVS 核苷酸序列同源性在80 %以上 ,编码227 个氨基酸 ,与已报道的PVS 外壳蛋白的氨基酸同源性均在90 %以上。证明该样品中确
实携带PVS。[ 结论] 该研究为今后该地区马铃薯病毒病害的控制及防治提供了依据。
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Epidemic Survey on Potato Virus and Detectionand Identification of Potato Virus Sin Zhangjiakou City of Hebei Province
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Abstract  [ Objective] The ai mwas to understand the occurrence condition of the potato virus disease in Zhangjiakou City of Hebei Provi nce and i dentify
the potato virus S( PVS) .[ Method] 46 potato samples collected fromZhangjiakou City of Hebei Province were detectedthrough biological determinationand
serological and molecular biological detection .[ Result] Among the 46 potato samples ,35 samples were infected by potato virus Y( PVY) ,of which 6 sam-
ples were mixed infection of PVY and PVS,the rest of 29 samples were single i nfection of PVY.The partial sequence of coat protein gene of PVS was am-
plified by using specific pri mers andthetarget product of 685 bp was obtained .The sequence shared above 80 % nucleotide homology withthe reported PVS
and it encoded 227 amino acid .The amino acid homology of the sequence was more than 90 % compared with that of the reported PVS coat protein,which
confirmed that the sample was taking PVS .[ Concl usion] The research provi ded the basis for the control of potato virus disease inthe area in the future .
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  马铃薯病毒病害达20 多种, 成为很多地区马铃薯生产

的重要制约因素。马铃薯S 病毒( Potato virus S,PVS) 是危害

马铃薯的主要病毒之一 ,该病毒单独侵染时症状不明显, 往

往与其他病毒混合侵染 ,可通过机械传播, 也可通过蚜虫以

非持久方式传播, 一般可使马铃薯减产10 %～20 % 。该病毒

目前在我国的福建、浙江及四川等地区已有报道[ 1 - 4] 。笔者

对河北省张家口市马铃薯主产区田间进行取样调查, 了解该

地区马铃薯病毒病害发生情况, 发现并分离鉴定了马铃薯S

病毒, 旨在为今后该地区马铃薯病毒病害的控制及其针对性

防治工作提供依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 疫情调查样品采自河北省张家口市的张北和鱼

儿山地区田间自然发病的马铃薯叶片, 根据症状及来源地区

共分为46 份。

马铃薯X 病毒( Potato virus X ,PVX) 、马铃薯Y 病毒( Pota-

to virus Y,PVY) 、马铃薯 A 病毒( Potato virus A,PVA) 、马铃薯

M病毒( Potato virus M,PVM) 、马铃薯卷叶病毒( Potato leaf roll

virus ,PLRV) 、马铃薯黄矮病毒( Potato yellow dwarf virus ,PY-

DV) 、PVS 抗体为美国ACD 公司产品;马铃薯帚顶病毒( Potato

mop-top virus ,PMTV) 抗体为BI OREBA 公司产品。

核酸提取试剂盒 TRNzol 为 TIANGEN 公司产品; M- MLV

反转录酶、RNA 酶抑制剂、dNTP mix 购自 Promega 公司; Ex

Taq DNA 聚合酶、克隆载体pMD18- T vector kit 购自 Takara 公

司;DNA 凝胶回收试剂盒为OMEGA 公司产品。

1 .2 方法

1 .2.1 生物学测定。将症状明显的样品摩擦接种到三生烟

( Nicotina t abacu m Samsunnn) 、白肋烟( Nicotina tabacum White-

Burley) 、昆藜( Chenopodium quinoa) 和苋色藜( Chenopodium a-

maranticol or) 上, 置24 ℃温室中观察症状。并对苋色藜上出

现的枯斑进行单斑分离。

1 .2 .2 血清学检测。取46 份马铃薯样品各0 .2 g 按照1∶10

( W/ V) 的比例在样品抽提缓冲液中充分研磨,将研磨所得汁

液以4 000 r/ min 离心3 min 去除残渣, 取上清液进行双抗体

夹心( DAS)- ELISA 检测, 操作按试剂盒说明书进行。所用的

抗体包括PVX、PVY、PVA、PVM、PVS、PLRV、PYDV 和PMTV 共

8 种。

1 .2.3 分子生物学检测。取经过单斑分离的苋色藜叶片 ,

用TRNzol 核酸提取试剂盒提取植物总 RNA, 以此为模板用

特异性引物[ 1]PVSf :5′CCT CAA AAA GGC ACA ATT CAA C3′和

PVSr :5′AAT CTC AGC GCC AAG CAT C 3′进行 RT- PCR 扩增

PVS CP 基因的部分序列。RT- PCR 反应体系及条件 :0 .2 ml

PCR 管中加入2 .5 μl DEPC 水、2μl 5×M- MLV Buffer、1 μl dNTP

( 浓度10 mmol/ L) 、0 .5μl 下游引物PVSr( 浓度20μmol/ L) 、0 .5

μl RNasin ( 40 U/ μl) 、3 μl 总 RNA、0 .5 μl M- MLV Reverse Tran-

scriptase ( 200 U/ μl) , 总体系10 μl ,42 ℃水浴50 min。取上述

反应产物2 μl 作模板, 加入36 μl DEPC 水、5 μl 10×Buffer、2

μl dNTP、上下游引物各1 μl 、1 μl Ex Taq DNA 聚合酶( 5 U/

μl ) ,总体系50 μl 。94 ℃5 min ;94 ℃30 s ,58 ℃30 s ,72 ℃45

s ,30 个循环;72 ℃10 min。

扩增结束后将全部 PCR 产物进行1 % 的琼脂糖凝胶电

泳并用凝胶成像系统观察结果。目的条带在紫外灯下切胶

回收后连接到pMD18- T 载体上克隆。阳性克隆经 Ba mHⅠ和

Hi ndⅢ双酶切和PCR 验证后送北京三博远志公司测序。用

软件 DNAMAN6 .0 .40 和BLAST 工具对测序结果进行分析[ 2] 。

2  结果与分析

2 .1 生物学检测结果  三生烟和白肋烟在接种后4～5 d , 叶
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片上出现明显的花叶症状, 随后叶片逐渐变黄并萎蔫脱落。

苋色藜在接种4～5 d 后接种叶片出现枯斑。

2 .2 血清学检测结果  样品经 DAS- ELISA 反应后, 在酶标

仪405 nm下读数,样品 OD405值与阴性对照 OD405值之比≥2

者判为阳性。检测结果表明, 该批样品对PVX、PVA、PVM、

PLRV、PYDV 和PMTV 6 种抗体均为阴性反应, 大部分样品对

PVY 和PVS 呈阳性反应。46 份样品中有35 份经检测为马铃

薯Y 病毒侵染,其中有6 份是PVY 与PVS 混合侵染, 其余29

份为PVY 单独侵染。

 注 : M为 Marker( DL- 2000) ;1～2 为PVS 阳性样品 ;3 为阴性对照。

 Note : M. Marker( DL- 2000) ;1 - 2 .PVS positive samples ;3 . Negative

control .

图1 PVS 扩增产物凝胶电泳结果

Fig.1 Gel electrophoresis result of PVSamplificationproduct

2.3 分子生物学检测结果 PCR 扩增结束后,经1 %的琼脂

糖凝胶电泳显示( 图1) , 在680 bp 左右出现预期的目的条带。

目的条带克隆测序结果显示, 扩增的片段为685 bp ,位于基因

组的7 380～8 064 位置, 属于外壳蛋白的编码基因( 7 211～

8 095) 的部分序列。BLAST 比对结果显示, 该序列与PVS 病

毒同源性最高,利用BLAST 工具根据核酸同源性作进化树分

析, 结果显示, 该序列与 Vltava 分离物( AJ863510 .1) 和 Andean

( Peruvian) 分离物( D00461 .1) 亲缘关系较近, 序列一致性均为

88 % ,与我国报道的PVS 杭州分离物( AY687337 .1) 和PVS 河

北分离物( DQ315387) 的序列一致性均为84 %。氨基酸序列

分析结果显示,该序列编码的227 个氨基酸与已报道的PVS

外壳蛋白的氨基酸同源性均在90 % 以上,证明该样品中确实

携带马铃薯S 病毒。

3  结论与讨论

(1) 试验结果表明, 河北张家口市田间马铃薯的带毒率

较高, 尤其是PVY 的带毒率高达76 % , 而PVS 则是与PVY 混

合侵染。由于所采样品大部分为田间自然发病的样品 ,发病

率高一方面由于所用的种薯多为自留种薯, 未经脱毒或脱毒

不彻底 ;另一方面种植的马铃薯品种不具有抗病毒特性或抗

性不高, 另外发病率较高与田间栽培管理也有很大关系。这

说明目前我国马铃薯生产中植物病毒尚未得到有效控制。

另外, 马铃薯纺锤块茎类病毒也是引起马铃薯退化和产量损

失的主要病害之一, 目前对其主要检测方法包括生物学检

测、聚丙烯酰胺电泳及基于核酸特性的 RT- PCR 及核酸杂交

技术等[ 3] 。该试验检测的均为马铃薯上重要的病毒病害, 对

类病毒的检测鉴定未涉及,而这部分也应成为常规疫情调查

的内容之一,拟在下一步工作中展开。

(2) 马铃薯S 病毒在我国的马铃薯主产区发生较为普

遍, 而由于其往往与其他病毒混合侵染在田间不易识别, 并

且该病毒脱毒困难, 因此建立一套快速准确的PVS 检测鉴定

体系, 不仅可以为脱毒种薯和种苗的健康检测和鉴定提供技

术支持 ,而且可为该病毒病害的防治及进一步进行抗病毒研

究奠定基础。
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质。土豆组织中除细胞外,还有细胞外基质等成分。细胞作

为电解质具有导电和绝缘的双重特性。当外加电场作用于

细胞时, 界面限制电荷的转移, 界面上的电荷聚集导致了不

连续性, 在电性不相同的两种介质界面发生极化现象, 称为

Maxwell- Wagner 效应,通过测量极化细胞的输出电压可以了

解细胞对交流电场的频率响应特性。从本质上讲,土豆组织

属于混浊介质,不同的成分、不同分子在相同频率的电场中 ,

其行为和极化特征具有很大区别 ,这是生物组织与无机材料

在电学性质方面的根本区别。
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