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植原体（DE0F’G(/HI/）（原称类菌原体 J0K’G(/HI/B(L>+ M-N/<LHI，简称 JOM）是一类无细胞壁、存在于植

物筛管细胞内的原核生物。植原体自 #47@ 年被日本学者土居养二首次发现后，迄今为止，世界上报道

的植物植原体病害多达 "%% 余种，早期对植原体的鉴定主要是通过生物学特性，如症状特征、与昆虫介

体的相互关系等进行的。这些方法费时费力，结果往往也不是很可靠。5% 年代，随着血清学、分子探针

以及 D29 技术的发展应用，为植原体的检测提供了一种相对简单、灵敏、可靠的方法。通过对 #78 -91:
基因或核糖体蛋白基因 D29 扩增产物的直接测序或扩增产物的 9*OD 分析，可对植原体进行鉴定和分

类，同时也建立了植原体的分类体系［#］。

长春花（!"#$"%"&#$’( %)(*’(）为夹竹桃科园艺观赏草本植物。由于植原体可通过具有迁飞性的韧皮

部饲食的昆虫，如叶蝉、飞虱等介体进行传播，所以在自然条件下，长春花很可能感染不同种类的植原体

株系。

为搞清采集到的自然表现黄化症状的长春花植株所感染的植原体株系的种类，本研究采用分子生

物学方法对该植株总 P1: 进行植原体 #78 -91: 基因及核糖体蛋白基因片段扩增，并对扩增片段进行克

隆、测序，通过核酸序列同源性比较对该株系进行鉴定。

# 材料和方法

#$# 材料

自然显症的长春花（!"#$"%"&#$’( %)(*’(）采自云南农业大学校园内。质粒 G;QJBR Q/H0 &+KF’-、SLT/-U#9

D29 D-+GH P1: D.-LVLK/FL’< 80HF+I 纯化试剂盒为 D-’I+N/ 公司产品；泡桐丛枝病阳性对照、+ ) ,)-. WJ#%4 菌

株为本室保存；限制性内切酶及其它酶类均为 R/X/9/ 公司产品。

#$% 植株总 &’(提取

植株总 P1: 提取方法参照 :E-+<H 和 8++IY((+-［$］的方法进行。

#$) 引物及 !*+条件

参照 O++［"，!］所报道的植原体 #78 -91: 基因通用引物及 OLI Z 8+/-H［?］报道的植原体核糖体蛋白基因

引物合成下列引物：

9#7*$：?[B:2;:2R;2R;2R::;:2R;;B"[
9#79$：?[BR;:2;;;2;;R;R;R:2:::2222;B"[



!"#$：%&’(()*)+))(++)((+())+++’,&
!"-$：%&’)*()+)+++)(++*+++++((’,&
反应体系为 %.!/，含有 $ 0 1*- 缓冲液，2..!3456/ 78+1，29 .33456/ :;2 < ，.9 =!3456/ 引物，29 %> +?@

酶，%.A; 模板 B8)。反应循环为 C%D预变性 % 3EA，C%D变性 ,.F，%%D退火 $3EA（扩增核糖体蛋白基因

时，退火温度为 %GD $3EA），G2D延伸 C.F，共 ,% 个循环，最后于 G2D保温 $. 3EA。分别取 $.!/ 1*- 产物

在 $H 琼脂糖凝胶中电泳，经溴化乙锭染色后，在紫外透射台上观察。

!"# $%& 产物纯化、克隆及序列测定

1*- 产物纯化采用 IEJ?!7!- 1*- 1!K"F B8) 1L!EMEN?OE4A PQFOK3 纯化试剂盒进行。纯化后的 1*- 产物

与 "(R:’+ R?FQ SKNO4! 于 TD 连接过夜。将连接产物加到 2..!/ ! 9 "#$% U:$.C 感受态细胞中，冰浴

,.3EA，T2D水浴热击 C.F，冰浴 23EA，加入 G..!/ /V 液体培养基，,GD，22.!63EA，轻摇 ,. W T.3EA，菌液

,...!63EA，离心 %3EA，留沉淀及少量上清，混匀，涂布于含 %.3;63/ )3" 的 X’;?5 筛选平板上，倒置培养皿

于 ,GD培养 $2 W $=Y。挑选筛选平板上的白色菌落，采用碱裂解法提取少量重组质粒 B8)，经 1*- 鉴定

筛选出含有正确插入片段的重组克隆后送大连 +?Z?-? 公司进行序列测定。

!"’ 序列同源性比较

根据 /KK 和 (LA7K!FKA 等［$］$CC[ 年重新修订的植原体新的分类体系，通过软件（B8):)8，SK!FE4A T9
.），将测定到的序列分别与植原体 $=P! 组中各个代表性植原体的 $=P !-8) 基因核酸序列和核糖体蛋白

基因序列进行比较。

( 结果

("! $%& 扩增及重组质粒鉴定结果

1*- 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，分别得到约 $92\] 和 $9,\] 的特异片段（图 $），大小与引物设

图 ! 长春花黄化植株总 )*+

!,- .&*+ 基因及核糖体蛋白

基因 $%&扩增结果

:：B/’2... 分子量标准；$9 $=P!-8) 基因

扩增产物；29 核糖体蛋白基因扩增产物；

,9 *Z9

计相符，将此植原体株系命名为长春花黄化（1K!E^EA\5K QK554^F，
1_）。重组质粒经 1*- 扩增后均得到与植株总 B8) 扩增片段

大小相同的产物，说明重组子中均含有目的外源片段。

("( 序列测定及同源性比较结果

("( "! $=P !B8) 序列及同源性比较：对 )_ 株系的 $=P !-8) 基

因重 组 质 粒 进 行 序 列 测 定，结 果 表 明，1_ 株 系 $=P !B8) 长

$2,C ]"，(< *含量为 TG9%H；同源性比较结果（表 $）表明，该株

系与植原体 $=P!‘ 组中的各植原体同源率均达到 C[9 %H以上，

其中又与 P)_（$=P!‘’V 亚组）的同源率最高，达到 C[9 CH；与

P+a/（$=P!X‘‘ 组）的同源率为 C%9 =H，而与其它 $=P! 组的同源

率却为 [[9.H W [C9CH。

("( "( 核糖体蛋白基因序列及同源性比较：对 )_ 株系的核糖

体蛋白基因重组质粒进行序列测定，结果表明：1_ 株系核糖体

蛋白基因片段长 $2TT ]"，序列同源性比较结果显示（表 $）：该株

系 &’ 基因片段核酸序列及所含 &’$ 22 和 &’( , 基因编码的氨基

酸序列与已在 (KAV?A\ 中登录的 $=P!‘ 组中的植原体株系同源

率均达到 CG9.H以上，而与其它 $=P! 组的同源率均低于 [.H。

/ 讨 论

由于长春花在自然条件下很容易通过菟丝子或韧皮部饲食的昆虫传播而感染植原体，所以从表现典

型植原体病害症状的植株中可能分离到不同分类地位的植原体株系。目前研究报道的自然侵染长春花
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的植原体株系主要有长春花小叶（!"#$%$&’(" ($))(" ("*+，,-.）［/，0］、马里兰翠菊黄化（1*#2(*&3 *4)"# 2"((5%4，

67.）［0］、美洲翠菊黄化（68"#$9*& *4)"# 2"((5%4，667）［:］，长春花褪绿（!"#$%$&’(" ;$#"49"&9"，<= >?@<6）［A，.B］

及墨西哥长春花褪绿（1"C$9*& D"#$%$&’(" ;$#"49"&9"，1!<）［..］等，这些株系在目前的植原体分类体系中分

别属于不同的 ./E#FG6 组、./E#FG> 组、./E#<F 组和 ./E#HFFF 组［.］。

表 ! "#与部分植原体 !$% &’()和核糖体蛋白基因片段序列及所含基因编码

的氨基酸序列同源性比较

!I2)5D(*48* 4)#*$&
./E# J#5KDG4KLJ5KD

（#DG4KLJ#5KD）

M585(5J2NO

./E #=-6 J"&"
&K9("5)$3"

=$L5458*( D#5)"$& J"&"

-K9("5)$3" !"#.A !"$PP !"#Q

R"&" *99"44$5&
-5S

1*#2(*&3 *4)"# 2"((5%4（67.） ./E#FG>（#DG>） A:S: N N N N ?QQ0/0

T"4)"#& *4)"# 2"((5%4（E67） ./E#FG>（#DG>） A:SA N N N N 1:/QUB

@58*)5 L$J LK3（@>>） ./E#FG6（#DG6） A:SV AA S: .BB A0S: N ?QQ0/BN?P0BBU

E@=6T>P ./E#FGW（#DGX） A:S/ A0 S: .BB A:SU A0 SP YA//./NYA//.0

HG3$4"*4"（,H） ./E#FFFG6（#DG6） :ASV 0P SP 0: S/ /U S: N ?QQ0QQN?P0B./

HG3$4"*4"（TH） ./E#FFFG6（#DG>） :ASV 0. SA 0: S/ /V SA N ?BU/:PN?P0BU0

Z(8 2"((5%4（Z7.） ./E#<G6（#DG6） :ASA 0. S/ /B SB /B SB N ?QQ0/QN?P0BPP

,(5;"# D#5($+"#*)$5&（,!） ./E#<F :A SU /: S: // S0 V0 S0 N ?QQ0/.N?P0B..

64I 2"((5%4（64I7） ./E#<FF :A S0 /A SV ./ S0 V0 S: N H/:QQAN?P/AAA

?55+*I %$)9I"4’L#558（?+T>） ./E#<FFF :A SV 0B S/ // S0 // S0 N ?QQ0/UN?P0BP0

!$J"5& D"* %$)9I"4’L#558（!!T>） ./E#FH ::S. 0B S/ U. S0 // S0 N Y.:0/QN?P0BQ/

6DD(" D#5($+"#*)$5&（6@） ./E#H ::SB 0P S. 0V SB /. SV N H/:Q0VN?P0AAU

E)5(LK#（E@[?） ./E#HFF AV S/ N N N N H0/UP0

通过对 !7 株系 ./E #=-6 基因及核糖体蛋白基因扩增片段的序列比较分析，表明该株系与植原体

./E#F 组中各株系同源率均最高。从 ./E #\-6 序列同源性比较结果，!7 株系又与 ./E#FG> 亚组株系同源

率最高。比较 !7 株系和已登录的两个植原体 ./E#F 组的核糖体蛋白基因片段序列，!7 株系与 @>>
（./E#FG6 组）、E@=6T>P（./E#FGW 组）株系 !" 基因核酸序列同源关系分别为 AAS :O和 A0S :O，序列所含

!"(PP 基因编码的氨基酸序列同源性分别为 A0S :O和 A:S UO。由于目前在 R"&>*&’ 中没有或还没有释

放出 ./E#FG> 亚组 !" 基因的序列，所以在此无法根据序列同源性比较结果对 !7 株系进行亚组水平上的

分类，但是通过本实验可确定该株系为 ./E#F 组（翠菊黄化组）的成员之一。
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