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基因片段序列分析
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［摘　要］　【目的】利用分子生物学方法分析采自海南儋州的苦楝丛枝病植原体核糖体蛋白（ｒｐ）基因，从亚组水

平上确定苦楝丛枝病植原体的分类地位。【方法】利用植原体核糖体蛋白基因通用引物对ｒｐＦ１／ｒｐＲ１，应用 ＰＣＲ技

术对苦楝丛枝病植原体的核糖体蛋白基因进行扩增，对其核苷酸序列进行测定并分析。【结果】通过ＰＣＲ扩增得到

约１．２ｋｂ的特异片段，测序结果表明该片段长１２４０ｂｐ，包括狉狆狊１９基因的３′区域，狉狆犾２２和狉狆狊３基因的全部区域。

进一步分析发现，该片段与苦楝丛枝病贵州株系（Ｃｈｉｎａｂｅｒｒｙｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍ，ＣＷＢＧＺｈ）的亲缘关系最近，核苷酸同源

性达９９．９％。基于核糖体蛋白基因核苷酸序列，构建了海南苦楝丛枝病植原体与其他１８个已知分类地位植原体的

系统分类树状图，结果表明，引起海南苦楝丛枝病的植原体与１６ＳｒⅠＢ亚组植原体越南苦楝黄化、苦楝丛枝贵州株系

和苦楝丛枝云南株系在同一条进化枝上。【结论】报道了海南苦楝丛枝病植原体的核糖体蛋白基因序列，海南苦楝丛

枝病植原体属于１６ＳｒⅠＢ。
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　　苦楝（犕犲犾犻犪犪狕犲犱犪狉犪犮犺Ｌ．）是我国南方优良的

用材树种之一，也可作为绿化树种。苦楝丛枝病

（Ｃｈｉｎａｂｅｒｒｙｗｉｔｃｈｅｓ′ｂｒｏｏｍ，ＣＷＢ）在我国８０年代

初就有相关的报道［１３］，在广东、海南、福建、浙江、江

西、安徽等省的苦楝种植区均有发生，严重林段发病

率达５０％以上，常造成苦楝大量死亡，已成为部分

地区发展苦楝种植及成片造林的严重阻碍［４］。

在国内，张景宁［１］早在１９８０年就通过电镜观察

及传毒试验证明，苦楝簇顶病是由类菌原体引起的，

可通过叶蝉和嫁接传播，并不是病毒所致。邱并生

等［５］根据１６ＳｒＤＮＡＲＦＬＰ将采自广东的ＣＷＢ植

原体归入翠菊黄化组中；李永［６］通过１６ＳｒＤＮＡ的

异源双链迁移率分析（Ｈｅｔｅｒｏｄｕｐｌｅｘｍｏｂｉｌｉｔｙａｓ

ｓａｙ，ＨＭＡ）和序列分析，认为江西苦楝丛枝病植原

体株系应归属于翠菊黄化组１６ＳｒＩＢ亚组；和志

娇［７］对采自云南和贵州两个省份的苦楝丛枝病样品

进行研究，结果表明，这两种植原体株系均属于翠菊

黄化组Ｂ亚组（１６ＳｒＩＢ，ｒｐＢ）。

关于苦楝感染植原体相关的研究国外也有报

道。Ｇａｌｄｅａｎｏ等
［８］和 Ａｒｎｅｏｄｏ等

［９］等分别对阿根

廷的苦楝黄化和衰退病进行了研究，表明二者均属

于１６ＳｒⅩⅢ　组；Ｈａｒｒｉｓｏｎ
［１０１１］等的研究表明，南美

州玻利维亚的苦楝黄化衰退病和越南的苦楝黄化病

植原体分别属于１６ＳｒⅩⅢ　Ｃ亚组和１６ＳｒＩＢ亚

组。目前，有关从亚组水平确定苦楝丛枝病植原体

分类地位的研究较少。

为进一步从亚组水平确定苦楝丛枝海南株系

（Ｃｈｉｎａｂｅｒｒｙｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍｓｔｒａｉｎＨａｉｎａｎ，ＣＷＢ

Ｈｎ）的分类地位，本研究采用ＰＣＲ技术对ＣＷＢＨｎ

基因组中，用于亚组分类的核糖体蛋白（ｒｐ）基因片

段进行扩增，并对扩增产物进行了克隆测序及分析，

现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　苦楝丛枝病植原体样品的来源

表现典型丛枝病症状（叶片变小、丛生）和健康

的苦楝样品，均采自海南省儋州地区。

１．２　苦楝丛枝病植原体总ＤＮＡ的提取

参照顾沛雯等［１２］的方法提取植物样品总

ＤＮＡ，于－２０℃冰箱保存备用。

１．３　ＰＣＲ扩增、克隆及序列测定

根据Ｌｉｍ等
［１３］报道的引物对ｒｐＦ１／ｒｐＲ１扩增，

苦楝丛枝病植原体的核糖体蛋白基因，引物对序列

如下，ｒｐＦ１：５′ＧＧＡＣＡＴＡＡＧＴＴＡＧＧＴＧＡＡＴＴＴ

３′；ｒｐＲ１：５′ＡＣＧＡＴＡＴＴＴＡＧＴＴＣＴＴＴＴＴＧＧ

３′。引物由上海英骏生物技术有限公司合成。

ＰＣＲ 反应体系为 （２５μＬ）：１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含

Ｍｇ
２＋）２．５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０

μＬ，引物ｒｐＦ１（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，引物ｒｐＲ１（２０

μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．１２５

μＬ，无菌双蒸水１８．３７５μＬ；ＰＣＲ反应条件如下：９４

℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，

循环３５次；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。以健康苦楝植

株总ＤＮＡ和无菌双蒸水为对照。

ＰＣＲ扩增出的目标产物均由ＴａＫａＲａＡｇａｒｏｓｅ

ＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．２．０纯化回收，克隆

入ｐＭＤ１８ＴＳｉｍｐｌｅ载体中，利用ＰＣＲ反应筛选阳

性克隆，序列测定委托上海英骏生物技术有限公司

完成。

１．４　苦楝丛枝病植原体核糖体蛋白基因的核苷酸

序列分析

利用国际基因数据库 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＢＬＡＳＴ

程序，对测序结果进行同源性检索，通过ＤＮＡＭＡＮ

６．０软件进行同源性比较并构建进化树。

２　结果与分析

２．１　感丛枝病苦楝植株样品的ＰＣＲ检测结果

从表现丛枝病症状的海南苦楝植株样品总

ＤＮＡ中扩增到大小约１．２ｋｂ的特异片段，片段大

小与Ｌｉｍ等
［１３］报道的相符，而健康苦楝植株和双蒸

水对照均未出现特异扩增带（图１）。
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图１　苦楝丛枝病株样品的ＰＣＲ检测结果

１．健康苦楝植株；２．感丛枝病苦楝植株；

ＣＫ．双蒸水空白对照；Ｍ．ＤＬ２０００分子标记

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｄ犕犲犾犻犪犪狕犲犱犪狉犪犮犺Ｌ．

１．Ｈｅａｌｔｈｙ犕犲犾犻犪犪狕犲犱犪狉犪犮犺Ｌ．；２．Ｄｉｓｅａｓｅｄ犕犲犾犻犪犪狕犲犱犪狉犪犮犺Ｌ．

ｓａｍｐｌｅ；３．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ

２．２　苦楝丛枝病植原体核糖体蛋白基因片段的序

列分析

对２．１扩增到的特异片段经纯化、克隆、测序，

结果表明，苦楝丛枝病植原体核糖体蛋白基因扩增

片段含有 １２４０ 个核苷酸 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＥＵ３４８７８１），Ｇ＋Ｃ含量为４７．２％。该序列包括

狉狆狊１９基因的３′区域（１ｎｔ～８１ｎｔ），狉狆犾２２（１０２ｎｔ～

４９１ｎｔ）和狉狆狊３基因（４７５ｎｔ～１２３３ｎｔ）的全部区

域。狉狆犾２２基因使用 ＡＵＧ作为起始密码子，编码

１２９个氨基酸；狉狆狊３基因使用 ＧＵＧ作为起始密码

子，编码２５２个氨基酸，且狉狆犾２２和狉狆狊３基因为重

叠基因，所含的３个基因均以 ＵＡＡ作为终止密码

子。这些特性均与其他植原体核糖体蛋白基因序列

相似。利用国际基因数据库ＧｅｎＢａｎｋ中的ＢＬＡＳＴ

程序，对测序结果进行同源性检索，结果表明，海南

苦楝丛枝病植原体与ｒｐⅠ组中的各植原体核苷酸

同源性均达到９７％以上，其中与和志娇
［７］报道的

１６ＳｒＩＢ 亚组的苦楝丛枝贵州株系（Ｃｈｉｎａｂｅｒｒｙ

ｗｉｔｃｈｅｓ′ｂｒｏｏｍ，ＣＷＢＧＺｈ）的亲缘关系最近，核苷

酸同源性达９９．９％（表１）。

表１　海南苦楝丛枝病植原体与ｒｐⅠ组中代表性植原体核糖体蛋白基因核苷酸序列同源性的比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｂｅｔｗｅｅｎ

ＣＷＢＨｎａｎｄｔｙｐｉｃａｌｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｏｆｒｐｇｒｏｕｐ

ｒｐⅠ组

ｒｐⅠｇｒｏｕｐ

植原体

Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｄｉｓｅａｓｅ

基因登录号

ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

同源性％

Ｈｏｍｏｌｏｇｙ

翠菊黄化ＢＢ株系（ＢＢ）

ＡｓｔｅｒｙｅｌｌｏｗｓｓｔｒａｉｎＢＢ
ＡＹ１８３６８６ ９７．７

绣球变叶（ＨＹＤＰ）

Ｈｙｄｒａｎｇｅａｐｈｙｌｌｏｄｙ
ＡＹ２６４８６９ ９７．５

Ａ
菊花黄化（ＣＨＲＹＭ）

Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｙｅｌｌｏｗｓ
ＡＹ２６４８６８ ９７．７

毛车前绿变（ＰＶＭ）

Ｐｌａｎｔａｇｏｖｉｒｅｓｃｅｎｃｅ
ＡＹ２６４８６７ ９７．７

翠菊黄化Ｃｈｒｙ株系（Ｃｈｒｙ）

ＡｓｔｅｒｙｅｌｌｏｗｓｓｔｒａｉｎＣｈｒｙ
ＡＹ１８３６９６ ９７．７

苦楝丛枝贵州株系（ＣＷＢＧＺｈ）

Ｃｈｉｎａｂｅｒｒｙｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍｓｔｒａｉｎＣＷＢＧＺｈ
ＤＱ６４８４６１ ９９．９

Ｂ
苦楝丛枝云南株系（ＣＷＢＷＳｈ）

Ｃｈｉｎａｂｅｒｒｙｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍｓｔｒａｉｎＣＷＢＷＳｈ
ＤＱ６４８４６０ ９９．８

越南苦楝黄化（ＶＣＹ）

Ｖｉｅｔｎａｍｃｈｉｎａｂｅｒｒｙｙｅｌｌｏｗｓ
ＤＱ３２１８２３ ９９．８

小麦蓝矮（ＷＢＤ）

Ｗｈｅａｔｂｌｕｅｄｗａｒｆ
ＥＦ４１７５９１ ９７．３

Ｃ
三叶草变叶ＫＶＧ株系（ＫＶＧ）

ＣｌｏｖｅｒｐｈｙｌｌｏｄｙｓｔｒａｉｎＫＶＧ
ＡＹ２６４８６０ ９７．５

三叶草变叶ＣＰｈ株系（ＣＰｈ）

ＣｌｏｖｅｒｐｈｙｌｌｏｄｙｓｔｒａｉｎＣＰｈ
ＡＹ２６４８６２ ９７．４

Ｄ
泡桐丛枝（ＰａＷＢ）

Ｐａｕｌｏｗｎｉａｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍ
ＡＹ２６４８５７ ９９．７

Ｅ
蓝莓矮化（ＢＢＳ３）

Ｂｌｕｅｂｅｒｒｙｓｔｕｎｔ
ＡＹ２６４８６３ ９８．３

Ｆ

叶蝉传（ＣＶＢ）

Ｌｅａｆｈｏｐｐｅｒｂｏｒｎｅ
ＡＹ２６４８６５ ９７．２

杏褪绿卷叶（ＡＣＬＲＡＹ）

Ａｐｒｉｃｏｔａｓｔｅｒｙｅｌｌｏｗｓ
ＡＹ２６４８６６ ９７．３

Ｋ
草莓衰退（ＳＴＲＡＷＢ２）

Ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｄｅｃｌｉｎｅ
Ｕ９６６１７ ９８．１

Ｎ
细花牵牛丛枝（ＩｏＷＢ）

Ｉｐｏｍｏｅａｏｂｓｃｕｒａｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍ
ＡＹ２６４８５ ９８．６

Ｍ
灰狗木矮化（ＧＤ１）

Ｇｒｅｙｄｏｇｗｏｏｄｗｉｔｃｈｅｓ＇ｂｒｏｏｍ
ＡＹ２６４８６４ ９８．３
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２．３　苦楝丛枝病植原体系统发育树的构建与分析

基于核糖体蛋白基因核苷酸序列，采用ＤＮＡ

ＭＡＮ６．０软件构建了海南苦楝丛枝病植原体和其

他１８个已知分类地位植原体的系统分类树状图（图

２）。由图２可知，苦楝丛枝海南株系植原体与属于

１６ＳｒⅠＢ组植原体的越南苦楝黄化、苦楝丛枝贵州

株系和苦楝丛枝云南株系在同一条进化枝上。

图２　基于核糖体蛋白基因核苷酸序列构建的１９种植原体系统分类树状图

Ｆｉｇ．２　Ｈｏｍｏｌｏｇｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍ１９ｓｔｒａｉｎｓｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｓ

３　讨　论

由于植原体无法人工培养，传统生物学方法在

该类病原物的分类和鉴定中不能很好地发挥作用，

在很长的一段时间内限制了植原体病害的研究。随

着分子生物学技术的发展，植原体的分子分类学得

到了快速发展，１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，对于植原

体的分类具有重要意义，但随着植原体研究的不断

深入，研究者发现１６ＳｒＲＮＡ基因序列过于保守，难

以对植原体不同亚组，特别是包括众多成员的翠菊

黄化组的进行更一步划分。与１６ＳｒＲＮＡ基因相

比，核糖体蛋白（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｐ）基因序列的

变异较大，进化速率较快，是对亚组进行分类的有效

手段。２０００年，Ｌｅｅ等
［１４］建立了以１６ＳｒＲＮＡ和核

糖体蛋白基因为基础的植原体分类基本框架，这个

分类体系在最近一段时间内仍发挥着重要的作用。

由于植原体本身难以人工培养等特点，限制了人们

对其生物学特性和基因组的研究，仅仅依靠１６Ｓ

ｒＲＮＡ、ｒｐ等少数基因序列对植原体进行分类，存在

着一定的局限性。尽管目前只获得洋葱黄化植原体

（Ｏｎｉｏｎｙｅｌｌｏｗｓｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ，ＯＹＭ，１６ＳｒＩＢ）
［１５］和

翠菊 黄 化 丛 枝 植 原 体 （Ａｓｔｅｒｙｅｌｌｏｗ ｗｉｔｃｈｅｓ′

ｂｒｏｏｍ，ＡＹＷＢ，１６ＳｒＩＡ）
［１６］两个株系的全基因组

序列，但随着越来越多的植原体基因组序列的测定，

植原体分类体系将会进一步完善。

本研究中，海南苦楝丛枝病植原体与和志娇［７］

报道的１６ＳｒＩＢ亚组中的苦楝丛枝病贵州株系

（Ｃｈｉｎａｂｅｒｒｙｗｉｔｃｈｅｓ′ｂｒｏｏｍ，ＣＷＢＧＺｈ）的亲缘关

系最近，ｒｐ基因的核苷酸同源性达９９．９％，与１６Ｓｒ

ⅠＢ组植原体ＶＣＹ、ＣＷＢＧＺｈ和ＣＷＢＷＳｈ在同

一条进化枝上，故可认为苦楝丛枝植原体海南株系

应属于１６ＳｒＩＢ亚组。本研究进一步确定了引起海

南苦楝丛枝的植原体的亚组分类地位，为植原体病

害防治提供了理论依据。
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