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摘 要：马铃薯帚顶病毒（potato mop-top virus，PMTV）是马铃薯重要的检疫性病毒，严重危害马铃薯的产量和品

质。为高效、灵敏地检测马铃薯中的 PMTV，本研究基于 PMTV 编码复制（RNA1）、外壳蛋白（RNA2）和移动

（RNA3）的三条独立基因组 RNA，针对 RNA1 设计特异性引物，筛选 RNA2 与 RNA3 已发表引物，并优化反应条

件，成功构建 PMTV 的三重逆转录聚合酶链式反应即 RT-PCR 检测体系。该检测体系对 PMTV 具有高灵敏度和强

特异性，最低检测限为 0.1 ng·μL-1 cDNA，且可同时检测到 RNA1（265 bp）、RNA2（460 bp）和 RNA3（769 bp）3 段目

的基因，无交叉反应。利用该检测体系对来自云南、广东、贵州等地的 200 份马铃薯样品进行检测，共发现 24 份阳

性样本，阳性率为 12%。该体系可稳定检测不同组织类型（叶片、试管苗、块茎）样品，适用于田间样本快速筛查与种

薯质量监测。此外，基于 9 份阳性样本的 3 段目的基因序列构建的系统进化树显示，我国 PMTV 分离株分布于多个

进化分支，提示其可能存在不同来源或本地适应性演化。本研究建立的三重 RT-PCR 检测体系为 PMTV 的快速检

测、分子流行病学调查及种薯健康认证提供了可靠技术手段。
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Establishment and application of triple RT-PCR detection method for po-
tato mop-top virus
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Abstract: Potato mop-top virus（PMTV）is an important quarantine virus of potato, causing severe damage to both yield

and quality. For efficient and sensitive detection of PMTV in potato, this study developed a triple RT-PCR assay based on

the three independent genomic RNAs of PMTV, which encode the replication（RNA1）, coat protein（RNA2）, and move-

ment（RNA3）. Specifically, specific primers were designed targeting RNA1, while previously published primers for

RNA2 and RNA3 were screened. Following optimization of the reaction conditions, a triple reverse transcription poly-

merase chain reaction（RT-PCR）detection system for PMTV was successfully established. The developed assay exhibited

high sensitivity and strong specificity for PMTV detection, with a detection limit of 0.1 ng · μL- 1 cDNA. It successfully

··203



中 国 瓜 菜 第39卷试验研究

马铃薯（Solanum tuberosum L.）作为世界第四

大粮食作物，因具有生育期短、产量高、适应性强、

营养价值高等特点，在我国东北、西北、华北、西南、

南方等地区广泛种植。2017—2021 年，我国马铃薯

种植面积和产量均有增加，5 年中马铃薯产量增长

了 8.75%、面积增长了 2.23%[1]。在耕地面积无法扩

增的条件下，产量与面积都实现增长，更加证明了

马铃薯的重要地位。马铃薯病毒病严重危害马铃

薯的产量和品质，是制约中国马铃薯产业健康持续

发展的重要因素之一。其中，马铃薯帚顶病毒（po-

tato mop-top virus，PMTV）是马铃薯的重要检疫性

病毒[2]，侵染马铃薯后，在叶片上形成不规则的黄色

斑纹或褪绿“V”形斑；导致植株节间缩短，叶片簇

集，形似笤帚顶；块茎内部呈铁锈色环状或弧形坏

死斑，发病严重时造成薯块畸形，表皮产生网状开

裂与褐斑，严重影响马铃薯的商品价值[3-4]。PMTV

最早于 1996 年在苏格兰被鉴定并报道，随后其分

布范围扩展至北美、南美、亚洲、欧洲以及非洲部分

地区的马铃薯种植区[5]。迄今为止，在中国 PMTV

未见大规模流行，得益于国内针对该检疫性病害的

严格管控，仅有零星地区检测到 PMTV 的存在 [6]。

PMTV 主要依赖马铃薯粉痂菌（Spongospora subter-

ranea）进行传播，粉痂菌是 PMTV 最重要的传播介

体[7]。同时，由于粉痂菌偏好冷凉环境，PMTV 的地

理分布也与之高度重叠，多发生于气候凉爽、土壤

疏松的砂质土地区[8]。

PMTV 是帚状病毒科（Virgaviridae）马铃薯帚

顶病毒属（Pomovirus）的模式种，其病毒颗粒为直杆

状或杆菌状，长度为 100~300 nm，直径为 18~

20 nm。PMTV 基因组由 3 个正义单链 RNA 组成，

分别为 6.1 kb 的 RNA1、3.1 kb 的 RNA2、2.9 kb 的

RNA3[9]。其中 RNA1 编码 RNA 复制酶，RNA2 编

码 20 kDa 的外壳蛋白（coat protein，CP）和 67 kDa

的通读蛋白（read-through protein，CP-RT），其中 CP

与 PMTV 的症状产生有关，CP-RT 是依赖土传真菌

传播的病毒的共同特征 [10]，Reavy 等 [11]研究发现

RNA2 编码的 CP-RT 的缺失，致使 PMTV 不能通过

粉痂菌传播。RNA3 编码三重基因块（triple gene

block，TGB）和富半胱氨酸蛋白（cysteine-rich pro-

tein，CRP），TGB 由 3 个部分重叠的 TGB1、TGB2

和 TGB3 组成，TGB1 蛋白介导 PMTV 细胞间移动

和长距离运输，同时 TGB1 依赖于 TGB2 和 TGB3

蛋白的协同作用，任何一个运动蛋白的缺失都会严

重损害病毒的移动能力[12-14]，CRP 具有 RNA 沉默抑

制功能，在 PMTV 侵染过程中能够降低寄主的

RNA 沉默能力[15]。

目前，针对 PMTV 的检测方法主要有指示植物

鉴定法、透射电子显微镜镜检法、酶联免疫吸附法

以及 PCR 检测技术[16]。其中指示植物鉴定法受限

于 PMTV 侵染过程对环境的高度敏感性，导致试验

重复性差，进而造成该方法的诊断准确率低。透射

电子显微镜镜检法对相似粒体形态的病毒难以区

分，仅可以作为检测 PMTV 的辅助方法。此外，由

于 PMTV 在寄主体内分布不均匀，且并非所有感染

部位均存在完整的病毒粒子，致使酶联免疫吸附法

常出现假阴性结果[17]。与其他方法相比，PCR 检测

技术基于对病毒核酸序列的检测，具有更高的特异

性和灵敏度，在 PMTV 的检测应用中表现优异。

Xu 等[17]基于 PMTV 的 CP 基因序列设计引物，建立

了相应的分子检测体系，并通过酶联免疫吸附法、

指示植物鉴定法以及透射电子显微镜观察进行综

合验证，结果表明该检测体系具有高度的准确性。

然而，基于 PMTV 单条 RNA 特定区域构建的检测

体系存在一定的局限性，当该区域发生自然变异或

缺失时，会导致检测体系失效，从而产生假阴性结

果，对 PMTV 田间监测和防控构成潜在风险。因

此，本研究首次基于 PMTV 基因组的 3 条单链

RNA 设计特异性引物，构建了 PMTV 的三重

and simultaneously amplified the three target genes: RNA1（265 bp）, RNA2（460 bp）, and RNA3（769 bp）, without any

cross-reactivity. Using this detection system, a total of 200 potato samples collected from Yunnan, Guangdong, Guizhou

and other regions were tested, revealing 24 positive samples with a positive rate of 12%. The developed assay demonstrat-

ed reliable detection across various tissue types, including leaves, in vitro plantlets, and tubers, making it suitable for rapid

field screening and seed potato quality monitoring. Furthermore, phylogenetic analysis based on three target nucleotide se-

quences of nine positive samples revealed that Chinese PMTV isolates were distributed across multiple evolutionary

clades, suggesting possible diverse origins or local adaptive evolution. The triplex RT-PCR detection system established

in this study provides a reliable technical tool for rapid detection of PMTV, molecular epidemiological surveillance, and

seed potato health certification.

Key words: Potato; PMTV; Triple; RT-PCR detection
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RT-PCR 检测体系，该体系可同步检测 PMTV 的 3

个基因组片段，通过多靶标互证，显著提高了 PM-

TV 检测的准确性。同时，应用该检测体系可以明

确我国 PMTV 的发生情况，并通过国内外分离株的

基因组序列，追溯其地理起源与传播路径，为我国

马铃薯产业的健康可持续发展提供强有力的保障。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究于 2017－2018 年在黑龙江省农业科学

院克山分院进行。通过自主采集及不同企业和科

研单位提供，共获得 200 份马铃薯样品，分别来自

中国云南、广东、贵州、内蒙古、四川、河北等马铃薯

产区，样品类型包括马铃薯植株、块茎、试管苗等。

块茎样品筛选标准为具有弧（环）状坏死、圈纹等疑

似 PMTV 侵染症状的块茎。试验阴性对照为经酶

联免疫吸附法（ELISA）和 RT-PCR 验证的健康马铃

薯块茎，PMTV 阳性对照样品以及马铃薯 X 病毒

（PVX）、马铃薯 M 病毒（PVM）、马铃薯 A 病毒

（PVA）、马铃薯 S 病毒（PVS）、马铃薯 Y 病毒

（PVY）、马铃薯卷叶病毒（PLRV）等 6 种病毒阳性

样品均由黑龙江省农业科学院克山分院提供。

1.2 检测引物的设计与筛选

从 GenBank 下载 PMTV 不同分离株的基因组

序列，利用 BioEdit 软件进行多序列比对，识别

RNA1 的保守区域。使用 Oligo 7.0 软件在 RNA1

保守区设计 14 对引物，片段大小范围为 150~400 bp，

退火温度为 52~60 °C。针对 RNA2 和 RNA3，筛选

已 发 表 的 引 物 （H360/C819[17]、 pmt3- S1/

pmt3-A769[18]），要求 3 对引物的扩增产物长度可区

分、退火温度较一致，且无非特异性扩增及交叉反

应。最终优化形成单一引物的单重、2 对引物的双

重及 3 对引物的三重 RT-PCR 体系。

1.3 总RNA提取

参照北京艾德莱生物科技有限公司生产的植物

总 RNA 提取试剂盒（RN3301）说明书提取总 RNA。

1.4 总RNA质量检测

采用微量分光光度计（NanoDrop 2000，Ther-

mofisher Scientific）测定总 RNA 浓度（A260/A280 比值

在 1.8~2.1 之间）。通过 1%琼脂糖凝胶电泳（电压

100 V，20 min）检测 RNA 完整性。

1.5 cDNA第一链的获得

使用 ImProm-II 逆转录酶（普洛麦格生物技术有

限公司）合成 cDNA第一链，反应体系如表1所示。反应

程序：37 ℃孵育 10 min（引物退火），42 ℃延伸 30min

（cDNA 合成），70 ℃灭活 5 min，产物保存于 4 ℃。

表 1 cDNA 合成所需试剂与反应体系

Table 1 Reagents and reaction systems required for

cDNA synthesis

试剂名称

Reagent name

总 RNA

Total RNA

25 μmol·L-1随机引物

25 μmol·L-1 random primer

10 mmol·L-1脱氧核苷三磷酸

10 mmol·L-1 dNTP

RNasin RNA 酶抑制剂

RNasin RNase inhibitor（40 U·μL-1）

M-MLV 逆转录酶

M-MLV Reverse Transcriptase（200 U·μL-1）

5× M-MLV 反转录酶缓冲液

5× Reverse Transcriptase M-MLV buffer

无 RNase 水

RNase free H2O

总计 Total

用量

Volume/μL

4.0

1.0

1.0

0.5~1.0

0.4~1.0

5.0

补充至 20.0

Add to 20.0

20.0

1.6 三重RT-PCR体系的建立

分别以 PMTV 阳性及阴性对照 cDNA（2.0 μL）

为模板，建立 25.0 μL 三重 RT-PCR 体系：12.5 μL 2×

Taq PCR Premix（含染料，宝生物工程有限公司），3

对引物（终浓度 0.2 μmol ·L-1，上下游各 0.5 μL），由

生工生物工程（上海）股份有限公司合成，ddH2O 补

至 25.0 μL。扩增程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循

环；72 ℃终延伸 8 min，产物保存于 4 ℃。PCR 产

物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳（电压 120 V，30 min）检

测。PMTV 阳性目标条带送生工生物工程（上海）

股份有限公司进行双向测序。

1.7 引物特异性验证

为验证所设计引物对 PMTV 检测的特异性，首

先将引物序列在 NCBI 数据库中进行 BLASTn 比

对，以确认其理论特异性。随后，以 PVX、PVM、

PVA、PVS、PVY、PLRV 等 6 种常见病毒的马铃薯植

株 RNA 为模板进行交叉检测[19]，以评估引物的广谱

特异性。

1.8 RT-PCR检测体系灵敏度测试

将逆转录获得的 PMTV 阳性样品 cDNA

（100 ng · μL- 1），进行 10 倍梯度稀释（10- 1~10- 5 稀

释度）。分别采用筛选到的 PMTV 基因组 RNA1、

RNA2、RNA3 的特异性引物建立单一引物的单重、

双重（RNA2+RNA3）及三重（RNA1+RNA2+RNA3）

孙旭红，等：马铃薯帚顶病毒PMTV三重RT-PCR检测体系的建立及应用
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RT-PCR 检测体系。对各稀释度模板进行扩增后，

通过琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，以出现清晰可

辨目标条带的最高稀释度作为各检测体系的检出

限，并比较不同体系间的检测灵敏度差异。

1.9 田间样品的检测应用及块茎分离株的分子鉴定

应用本研究建立的三重 RT-PCR 检测体系，对

收集的 200 份马铃薯田间样品进行系统性筛检。

将块茎中筛检获得的 PMTV 阳性样品委托生工生

物工程（上海）股份有限公司进行双向测序，测序结

果通过 NCBI BLAST（https://blast.ncbi.nlmbi.gov/）

与 GenBank 数据库中已登录的 PMTV 参考序列进

行核苷酸序列比对，验证本研究建立的三重

RT-PCR 检测体系的准确性。

1.10 数据分析

从 NCBI 数据库下载世界各地 PMTV 代表性

分离株的基因组序列，采用 MEGA X 软件基于邻接

法（Neighbor-Joining，NJ）[15]分别构建 RNA1、RNA2

及 RNA3 的系统进化树，并通过 Bootstrap 检验

（1000 次重复）评估各分枝节点的置信度，以明确块

茎样品分离株与国内外参考株间的亲缘关系。

2 结果与分析

2.1 引物的确定

通过 BLAST 比对和退火温度梯度优化，最终筛

选出 3 对特异性引物：RNA1 的 S1-2266/S1-2530（本

研 究 设 计）、RNA2 的 H360/C819 及 RNA3 的

pmt3-S1/pmt3-A769。三重 RT-PCR 体系中，3 对引物

扩增产物大小分别为 265 bp、460 bp 和 769 bp，无交

叉反应或非特异性条带，引物序列及来源详见表 2。

2.2 总RNA提取质量检测

提取的总 RNA 经 NanoDrop 检测显示，A260/

A280为 1.9~2.1，表明无蛋白质或有机溶剂污染。1%

琼脂糖凝胶电泳（电压 100 V，20 min）显示清晰的

28S 和 18S rRNA 条带（图 1），证明 RNA 完整性良

好，适用于后续试验。

2.3 建立PMTV的PCR检测体系

单重、双重及三重 RT-PCR 检测结果显示，PM-

TV 阳性样品中 3 对引物均能特异性扩增目标条带

（图 2-A），阴性对照无扩增。三重（泳道 7）和双重

体系（泳道 4~6）可同时检测三条和两条 RNA 片段，

与单重体系（泳道 1~3）相比，未出现引物间干扰现

象。此外，PMTV 阳性样品中未检出 PVX、PVM、

PVA、PVS、PVY、PLRV 等 6 种常见病毒（图 2-B 和

图 2-C），证明该体系特异性良好。上述结果表明，

单独使用 1 对引物时，能够成功检测到 PMTV。当

使用 2 对或全部 3 对引物时，PMTV 阳性样品中能

够同时检测到 PMTV 的 2 条或 3 条 RNA 序列，进

一步验证了该检测体系的高效性和准确性。

2.4 RT-PCR检测体系的灵敏度测试

将逆转录得到的 PMTV 阳性样品的 cDNA

（100 ng·μL-1）连续稀释 10 倍（10-1~10-5稀释度），灵

敏度测试结果如图 3 所示，单重（图 3-A~C）与三重

图 1 部分马铃薯块茎总 RNA 凝胶电泳

Fig. 1 Gel electrophoresis of some potato tuber total RNA

表 2 PMTV 三重 RT-PCR 检测引物

Table 2 Primers used in the PMTV triplex RT-PCR assay

基因组

Genome

RNA1

RNA2

RNA3

引物名称

Primer name

S1-2266

S1-2530

H360

C819

pmt3-S1

pmt3-A769

序列

Sequence

GACTCTGCTTCCGCTCAAGTG

CGCTACCGACCGCTACCA

CATGAAGGCTGCCGTGAGGAAGT

CTATGCACCAGCCCAGCGTAACC

GTATTTCAACTCTACCTAGCCGAG

TCCCGAGGTAGTTCGCTGACCC

产物大小

Product size/bp

265

460

769

来源

Reference

本研究

This study

[17]

[18]

28S

18S
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注：A 为 PMTV 阳性样品单重、双重及三重检测结果，M. 3000 bp Marker，N. 阴性对照，泳道 1~3 分别为 RNA1、RNA2、RNA3 引物的单重

检测结果，泳道 4 为 RNA1+RNA2 引物的双重检测结果，泳道 5 为 RNA1+RNA3 引物的双重检测结果，泳道 6 为 RNA2+RNA3 引物的双重

检测结果，泳道 7 为三重检测结果；B 为 PMTV 阳性样品 PVX、PVM、PVA 3 种病毒检测结果，M. 2000 bp Marker，泳道 1 为 PVX、PVM、PVA

三重阳性对照，泳道 2 为阴性对照，泳道 3 为 PMTV 阳性样品；C 为 PMTV 阳性样品 PVS、PVY、PLRV 3 种病毒检测结果，M. 2000 bp Marker，泳

道 1 为 PVS、PVY、PLRV 三重阳性对照，泳道 2 为阴性对照，泳道 3 为 PMTV 阳性样品。

Note: A. Singleplex, duplex and triplex RT-PCR detection result of PMTV positive sample, M. 3000 bp Marker, N. negative control lanes 1-3,

singleplex detection using primers for RNA1, RNA2, and RNA3, respectively; lane 4, duplex detection with RNA1+RNA2 primers; lane 5, duplex

detection with RNA1+RNA3 primers; lane 6, duplex detection with RNA2+RNA3 primers; lane 7, triplex detection; B. PVX, PVM, PVA RT-PCR

detection result of PMTV positive sample, M. 2000 bp Marker, lane 1 is the triplex positive control of PVX, PVM, and PVA, lane 2 is the negative

control, and lane 3 is the PMTV positive sample; C. PVS、PVY、PLRV RT-PCR detection result of PMTV positive sample, M. 2000 bp Marker, lane 1

is the triplex positive control for PVS, PVY, and PLRV, lane 2 is the negative control, and lane 3 is the PMTV positive sample.

图 2 马铃薯 PMTV 病毒三重 RT-PCR 检测体系凝胶电泳

Fig. 2 Gel electrophoresis of PMTV triple RT-PCR detection system

注：A. 基于 PMTV 基因组 RNA1 的单重检测灵敏度分析；B. 基于 PMTV 基因组 RNA2 的单重检测灵敏度分析；C. 基于 PMTV 基因组

RNA3 的单重检测灵敏度分析；D. 基于 PMTV 基因组 RNA2+RNA3 的双重检测灵敏度分析；E. 基于 PMTV 基因组 RNA1+RNA2+RNA3 的

三重检测灵敏度分析。A~E 中各泳道依次为 3000 bp Marker、阴性对照、PMTV 阳性样品 100~10-5稀释度。

Note: A. Sensitivity analysis for singleplex detection of PMTV RNA1; B. Sensitivity analysis for singleplex detection of PMTV RNA2; C. Sensitiv-

ity analysis for singleplex detection of PMTV RNA3; D. Sensitivity analysis for duplex detection of RNA2+RNA3; E. Sensitivity analysis for triplex de-

tection of RNA1+RNA2+RNA3. Lanes A to E are, in order: 3000 bp marker, negative control, and PMTV positive samples at dilutions of 100 to 10-5.

图 3 不同稀释度灵敏度检测

Fig. 3 Sensitivity detection at different dilutions
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（图 3-E）RT-PCR 法的检出限均为 10- 3 稀释度

（0.1 ng · μL- 1），RNA2 引物（H360/C819）的 cDNA

在 10- 4 稀释度时仍可检测到微弱条带（图 3-B）。

RNA2 引物（H360/C819）与 RNA3 引物（pmt3-S1/

pmt3-A769）组成的双重体系（图 3-D）检出限为 10-4

稀释度（0.01 ng·μL-1），灵敏度较高。

2.5 应用RT-PCR检测体系检测马铃薯田间样品

利用 PMTV 三重检测体系对采集自中国云南、

广东、贵州、内蒙古、四川、河北等地的 200 余份马

铃薯主产区的植株叶片、试管苗及块茎样品进行检

测验证，结果如图 4 所示，共筛选出 24 份 PMTV 阳

性样品，其中，针对植株叶片和试管苗样品的 PCR

扩增效果较好，扩增成功率均为 100%。块茎样品

中的 2 份样品（泳道 22、23），因 RNA1 或 RNA3 浓

度过低导致对应的引物条带扩增效果欠佳。

2.6 阳性田间样品PMTV序列系统进化分析

从 24 份 PMTV 阳性样品中，综合考虑来源地、

序列相似度、多样性等因素，最终选取 9 份有代表

性的 PMTV 自然侵染的马铃薯块茎样品，将扩增后

得到的 PCR 产物送检测序，分别得到 RNA1、RNA2

和 RNA3 三段产物序列。从 GenBank 数据库中下

载 13 份已发布的 PMTV 序列（表 3），采用 NJ 法构

注：1~5 为植株叶片，6~14 为试管苗，15~24 为块茎。M. 3000 bp Marker，N. 阴性对照。

Note: 1-5 are plant leaves, 6-14 are tissue culture plants, and 15-24 are tubers. M. 3000 bp Marker, N. Negative control.

图 4 应用 PMTV 三重 RT-PCR 体系检测马铃薯田间样品

Fig. 4 Application of PMTV triplex RT-PCR system for potato field sample detection

3000 bp
2000 bp
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500 bp
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265 bp

表 3 已发布的 PMTV 分离株及本研究分离株来源

Table 3 Sources of published PMTV isolates and isolates from this study

序号

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

分离株名称

Isolate name

Guangdong

Canada-Ch20

Canada-Ch10

Canada-Ch9

Yunnan

Colombia-CO1

Colombia-CO2

Colombia-CO3

Colombia-CO4

Colombia-CO5

Sweden-Sw

USA-1

USA-2

PMTV1

17-4

17-392

17-N-308

17-N-335

17-N-377

17-N-500

17-N-551

17-T-238

来源

Origin

中国 China

加拿大 Canada

加拿大 Canada

加拿大 Canada

中国 China

哥伦比亚 Colombia

哥伦比亚 Colombia

哥伦比亚 Colombia

哥伦比亚 Colombia

哥伦比亚 Colombia

瑞典 Sweden

美国 USA

美国 USA

中国内蒙古 Inner Mongolia, China

中国贵州 Guizhou, China

中国河北 Hebei, China

中国云南 Yunnan, China

中国云南 Yunnan, China

中国云南 Yunnan, China

中国云南 Yunnan, China

中国云南 Yunnan, China

中国云南 Yunnan, China

序列号 No.

RNA1

KM822695.1

KM822698.1

KM822697.1

KM822709.1

KM822696.1

KR857349.1

KR857352.1

KR857355.1

KR857358.1

KR857361.1

AJ238607.1

KP420026.1

KY275269.1

RNA2

KM822699.1

KM822703.1

KM822702.1

KM822701.1

KM822700.1

KR857350.1

KR857353.1

KR857356.1

KR857359.1

KR857362.1

AJ243719.1

KP420027.1

KY284863.1

RNA3

KM822704.2

KM822708.1

KM822707.1

KM822706.1

KM822705.1

KR857351.1

KR857354.1

KR857357.1

KR857360.1

KR857363.1

AJ277556.1

KP420028.1

KY284862.1
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注：A~C 分别为本研究中 PMTV RNA1、RNA2、RNA3 的 3 段目的基因序列基于 DJ 法构建的系统进化树。分支上的数字表示 1000 次自

展重复的百分支持率。黑色圆点表示本研究中涉及的分离株的位置。进化树的根与哥伦比亚马铃薯土传病毒同为马铃薯帚顶病毒属。

Note: A-C show adjacency phylogenetic trees are constructed with 3 target nucleotide sequences of PMTV RNA1, RNA2, and RNA3 in this

study respectively. The number on the branch represents the percentage support rate for 1000 self expanding repetitions. The black dots indicate the

positions of the isolates involved in this study. Trees are rooted with Colombian potato soil-borne virus（CPSbV）of the genus Pomovirus.

图 5 PMTV 分离株 NJ 系统进化树

Fig. 5 NJ phylogenetic tree of PMTV isolates
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建 RNA1、RNA2 以及 RNA3 的系统进化树（图 5）。

由图 5-A~B 可知，基于 RNA1 和 RNA2 分别

构建的系统发育树的拓扑结构高度一致，均将供试

分离株划分为两个主要进化支（I 和 II）。其中，来

自哥伦比亚的 3 个参考分离株（Colombia-CO1、Co-

lombia-CO2、Colombia-CO5）在 2 个系统发育树中均

独立聚为一支（II），而本研究所涉及的全部分离株则

与其他地理来源的参考分离株共同聚类于进化支 I，

提示本研究分离株与哥伦比亚参考分离株在进化关

系上存在明显分化。RNA3 的系统发育分析（图

5-C）进一步揭示了 3 个进化分支：进化支 I 包含本研

究的内蒙古分离株 PMTV1、河北分离株 17-392 以

及我国广东参考分离株 Guangdong，显示出我国不

同地区部分分离株之间的遗传同质性；进化支 II 同

样仅含 3 个哥伦比亚分离株，与 RNA1 和 RNA2 树

的聚类结果相吻合；进化支 III 则包含了瑞典 Swe-

den-Sw 参考分离株、Yunnan（云南）参考分离株以及

本研究所获得的 6 个云南分离株和 1 个贵州分离株

孙旭红，等：马铃薯帚顶病毒PMTV三重RT-PCR检测体系的建立及应用
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（17- 4），其中云南分离株（17- T- 238、17- N- 308、

17-N-335）与贵州分离株（17-4）进一步聚为亚支，显

示出一定的地理相关性。上述结果表明，PMTV 不

同基因组片段在进化上既存在一致性，也存在谱系

分化。

3 讨论与结论

在植物病毒检测技术研究中，检测体系的灵敏

度是衡量体系实用性与可靠性的关键指标。Zhou

等[20]通过采用 RT-PCR 方法对 PMTV 进行检测，结

果表明该方法的检测灵敏度仅为 5 ng ·μL-1。本研

究所建立的三重 RT-PCR 检测体系 cDNA 检出限

可达 10- 3 稀释度（0.1 ng ·μL- 1）。此外，相较于 Xu

等[17]仅针对 PMTV 基因组 RNA2 中的 CP 基因构建

的检测体系，本检测体系可同时靶向 PMTV 的三个

RNA 片段，显著提升了检测的准确性与可靠性，避

免了因病毒分布不均导致的漏检问题。同时，3 对

引物融合到单管的反应设计也减少了试剂消耗与

试验时间，适用于大规模样本筛查，尤其是在马铃

薯种薯生产与脱毒苗早期检测中具有重要应用价

值。尽管本体系在多数样本中表现良好，但在部分

块茎样本中，由于 RNA1 或 RNA3 浓度较低，引物

扩增效果不理想。这可能与病毒在块茎组织中分

布不均或降解有关。未来可通过优化 RNA 提取方

法或采用荧光定量 PCR 进一步提高对低浓度样本

的检测能力。

此外，利用本体系对 200 份来自我国多地区的

马铃薯样本进行检测，共发现 24 份 PMTV 阳性样

本，阳性率为 12%。2016 年 Hu 等[18]通过 RT-PCR 和

ELISA 在广东省首次报道了 PMTV 的侵染，本研究

也在广东省筛查到了 PMTV，与上述报道一致。同

时，本研究在内蒙古自治区也发现了 PMTV，但秦亚

南[21]对内蒙古自治区 6 个县的系统性筛查中未检出

PMTV，提示在种薯调运与检疫中应加强对 PMTV

的监测。同时，基于 RNA1、RNA2 和 RNA3 的 3 段

目的基因序列构建的系统进化树显示，我国 PMTV

分离株在进化上存在不同分支，其中本研究普查到

的内蒙古与河北分离株与广东参考分离株亲缘较

近，而本研究的云南与贵州分离株则与瑞典及我国

云南参考分离株聚为一支。此结果与刘野等[22]的研

究结论基本一致，印证了 PMTV 在我国可能存在多

来源引入或本地演化现象。这种地理分布与遗传结

构的相关性，进一步支持了病毒通过种薯或土壤传

播的复杂性。因此，本检测体系可为追溯 PMTV 病

毒传播路径、评估其局部适应性提供分子依据。

本研究成功建立了一种灵敏度高、特异性强、操

作简便的三重 RT-PCR 检测体系，适用于 PMTV 潜

伏期或低浓度感染样本的检测，并能兼容叶片、试管

苗和块茎等多种组织类型。该体系通过同时检测 3

种 RNA 片段，有效避免了因病毒分布不均造成的漏

检，在种薯生产及脱毒苗早期检测中具有重要应用

价值。我国 PMTV 分离株存在多个进化分支，提示

可能具有多源引入或本地演化特征。本检测体系为

我国马铃薯 PMTV 的分子监测与防控策略制定提

供了可靠工具。
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