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摘要#2目的3为了鉴定植原体 .X3*异戊烯基焦磷酸转移酶基因!#D?!Q&2#"的表达及蛋白功能&探索植原体
致病机理% 2方法3对泡桐丛枝’桑萎缩’长春花绿变及苦楝丛枝植原体 #D?!Q&2#基因完整序列进行 Y5X扩
增和生物信息学分析% 对泡桐丛枝植原体 #D?!Q&2#基因进行原核表达并制备抗体% 利用 WG-.G<= R?;.和
J1F5间接免疫荧光显微镜检测其在植原体中的表达% 使用分光光度计分析该基因对大肠杆菌生长的影响&
用 LT12*测定转化菌株细胞分裂素含量% 2结果3首次发现泡桐丛枝’桑萎缩’长春花绿变及苦楝丛枝植原
体中完整 #D?!Q&2#基因&大小为 $%4 R9&编码 /(& 个氨基酸&且 3端均含有 *FY6bFY结合位点保守序列
!bYF*2bDF"% ) 种植原体 .X3*I1YF之间的氨基酸序列相似率为 ((]&e ’((]"e&与同组植原体同源性在
("])e ’((]#e&与其他组植原体同源性低于 %0e% 2‘2IY*bL结果显示 .X3*I1YF蛋白在大肠杆菌中得到
表达% 首次获得泡桐丛枝植原体 .X3*I1YF抗体并检测到该蛋白在泡桐发病组织中的特异表达% 经过对转
化菌株生长曲线及玉米素含量的测定&发现该基因能促进大肠杆菌后期生长和玉米素核苷的积累% 2结论3
) 种植原体 #D?!Q&2#基因编码相同特性的功能蛋白&泡桐丛枝植原体 .X3*I1YF蛋白能够在植原体中表达&
根据该基因对异源菌株生长速率和激素合成的影响推断该蛋白可能参与植原体的细胞分裂素合成&在致病
过程中起到重要作用%
关键词!.X3*异戊烯基焦磷酸转移酶& 序列分析& 原核表达& 生长曲线
中图分类号!7(##!!文献标识码!*!!文章编号!000&I4/0( !/0&#"0$I0$#/I&0

! ! 植 原 体 ! Y8O.;9?>-B>"& 原 称 类 菌 原 体
!BOC;9?>-B>I?AdG;<,>=A-B&简称 PTQ" (&) &是一类无
细胞壁的原核微生物 (/) &其细胞被单位膜包裹&易
受到外力影响而呈现出不同的形态% 植原体主要分
布于植物韧皮部以及刺吸式介体昆虫的肠道’淋巴’
唾液腺等组织内&能够通过筛板间的胞间连丝移动%

植原体侵染后&发病植株的主要症状为丛枝’黄化’
花变绿或变叶’衰退’干枯’矮化’白叶等% 植原体主
要依靠叶蝉和飞虱等从韧皮部取食的刺吸式昆虫及
植物营养繁殖材料传播&也可由菟丝子和人工嫁接
传播 (#) %
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泡桐!3$5*(G-&$ -9@"属落叶乔木&用途极为广
泛&经济价值极高% 泡桐丛枝病!Y>+?;[=A>[A.C8G-gI
R<;;B&Y>W "̂是一种由泡桐丛枝植原体引起的侵染
性病害&症状主要表现为丛枝’褪绿’花变叶’绿变
等% 除泡 桐 外& 由 植 原 体 引 起 的 苦 楝 ! %.*&$
$P.9$’$"/ T" 丛 枝 病 ! 5W "̂ ()) ’ 桑 树 萎 缩 病
!P‘" (" ’4) ’ 长 春 花 ! @$#/$’$-#/51’(1.51" 绿 变
!YGh" (%)等均造成严重经济损失%

迄今&关于植原体的致病机制尚未完全揭示%

近年来对植原体效应子的研究为阐明植原体的致病
机制奠定了良好的基础 ($) &但对其具体的作用方式
以及与症状之间的关系尚不明确% 根据之前的许多
研究推测由植原体侵染引起的丛枝和花器变态!花
变叶和绿瓣症 " 与激素代谢失调有着密切的关
系 (( ’&4) %

#D?!Q&2#基因所编码的 .X3*异戊烯基焦磷酸
转移酶!L5/]"]&]$"&催化二甲烯二磷酸!‘P*YY"

上的异戊烯基转移到前体 .X3*分子反密码子邻位
的腺嘌呤上&异戊烯基化的 .X3*被水解&会产生有
活性的细胞分裂素!5FD-"% 该基因在生物有机体
中普遍存在&在人类 !R(6(1$2&.-1"’酿酒酵母
!,$""/$’(60".1".’.&1&$."和大肠杆菌中均已被鉴定%
.X3*可以降解产生多种细胞分裂素!5FD-"&其中
顺式玉米素最丰富 (&%) % 目前&全基因组已测序的洋
葱黄化!Q=A;= OG??;[-&Qa" (&$) ’翠菊黄化丛枝!*-.G<
OG??;[-[A.C8G-gIR<;;B&*aW "̂ (&() ’澳大利亚葡萄黄
化!@$-9&9$#51Y8O.;9?>-B>>+-.<>?AG=-G"和苹果簇叶
! >99?G 9<;?AZG<>.A;=& @$-9&9$#51 Y8O.;9?>-B>
B>?A" (/0)植原体中均含有 #D?!Q&2#基因完整可读框
!QXJ"%

本研究测定了翠菊黄化组!&42<1组"的泡桐丛
枝’桑萎缩’苦楝丛枝和长春花绿变 ) 个植原体的完
整 #D?!Q&2#基因序列$并用生物信息学软件对该基
因编码的蛋白进行了结构与功能预测&对该基因进
行了原核表达分析&异源表达菌株中的细胞分裂素
含量测定等试验% 研究进一步明确了植原体 .X3*I
1YF的结构和功能’及其与植原体病害症状的关系&

并推测泡桐丛枝植原体侵染泡桐后&#D?!Q&2#基因
影响了植原体和寄主植物细胞分裂素!玉米素"合
成&进而影响植原体的致病过程&为进一步研究植原
体致病机制提供了参考依据%

!"材料和方法

!#!"材料
泡桐丛枝植原体株系为北京株系!Y>W^̂:"&保存

在泡桐组织培养苗上&并表现典型丛枝症状(/&) $长春花
绿变植原体海南株系!YGhV="材料采自海南琼海&保
存于长春花组织培养苗上&表现小叶’黄化’丛簇等病
症$苦楝丛枝植原体福清株系!5W Ĵf"感病鲜材料采
自福建福清&桑萎缩植原体濮阳株系!P‘YO"带病鲜材
料采自河南濮阳市&低温冷冻保存(//) %
!#%"主要试剂和仪器

‘3*提取试剂盒和 ‘3*凝胶回收试剂盒购自
天根生物技术有限公司&>$E‘3*聚合酶&F$6V1’
,$*1限 制 性 内 切 酶 和 9P‘FP &$IF hGC.;<购 自
F>D>X>&氨苄青霉素购自 2A,B>’其它试剂均为国产
分析纯%
!#."序列 KQ0扩增与测定

利 用 引 物 对 A9.ZÎ>BV16A9.<I2>?1 ! "kI
5bbb*F55*Fb******bF**F5b5F*FI#k和 "kI
*5b5bF5b*5*F5*bFFFF******F5bFI#k"&分别
以 Y>W^̂ :侵染的泡桐’5W Ĵf 侵染的苦楝’P‘YO
侵染的桑树’YGhV= 侵染的长春花的总 ‘3*为模
板&扩增并克隆 #D?!Q&2#完整基因&Y5X扩增为 #"
个循环条件 ! ()m& ) BA=$ ()m& #0 -$ "/m& #0 -$
%/m&& BA="&反应结束后 %/m延伸&0 BA=% 将 Y5X
产物纯化后直接克隆到 9P‘&$IF克隆载体上&连接
反应条件参照 F>D>X>9P‘FP&$IFhGC.;<说明书
!‘&0&*"% 经 Y5X检查验证&将阳性克隆送北京华
大基因公司测序%
!#F"序列比对和蛋白质特征预测

利用 ‘3*P*34]0 分析软件对测得序列进行整
理$序列同源性比较采用 T̂*2F工具! 8..9#66[[[@
=CRA@=?B@=A8@,;_6R?>-.6"$ 序 列 多 重 比 对 采 用
‘3*P*3$序列相似性通过 bG= >̂=d 比对以后&利
用 PLb*)]& 软件构建进化树&本研究中所应用序
列保存于 bG= >̂=d 数据中$由 Y1Y<GUAC.;<! 8..9#66
BG=UG?@AB9@+=A_AG@>C@>."软件预测 bY1锚定位点$
跨膜区预测采用 FPVPP-G<_G<_@/]0 程序!8..9#66
[[[@CR-@U.+@Ud6-G<_ACG-6FPVPP6"$亚细胞定位
预测采用 F><,G.Y软件 ! 8..9#66[[[@CR-@U.+@Ud6
-G<_ACG-6.><,G.Y"%
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!#G"泡桐丛枝植原体 #?@01+>#基因原核表达及抗
血清的制备

将泡桐植原体 #D?!Q&2#基因用限制性内切酶
,$*1和 F$6V 1双酶切&并与同样酶切的质粒
9LF/$>! H" 连接& 连 接 产 物 转 化 到 大 肠 杆 菌
!I1"/.’&"/&$ "(*&"‘V"!% 经Y5X扩增和提取质粒酶
切验证&对筛选阳性克隆的重组质粒测序并验证可
读框的正确性% 将读框正确的重组质粒 9LFIA9.及
9LF/$>! H" 空 载 体 分 别 转 化 到 I;"(*&X;--G..>
!3;_>,G="&挑取单菌落于# BTT̂ 液体培养基中
!含氨苄青霉素 40 %,6BT和氯霉素 #) %,6BT"&
#%m振动培养过夜后&按 &u&00 稀释到新鲜的液体
培养 基 中 !含 氨 苄 青 霉 素 40 %,6BT和 氯 霉 素
#) %,6BT"&振荡培养至 <=400达到 0]) ’0]4&加入
1YFb至终浓度为& BB;?6T&继续于 #%m培养4 8%
离心收集菌体&加入&00 %T样品缓冲液!"0 BB;?6T
F<A-IV5?&/ BB;?6TL‘F*&9V$]0"&震荡悬浮&加入
等体积即&00 %T的 / p凝胶上样缓冲液!0]& B;?6T
F<A-IV5?& 9V4]$&0]/ B;?6T‘FF&)e2‘2&0]/e溴
酚蓝&/0e甘油"&&00m沸水变性" BA=&&/e 2‘2I
Y*bL鉴定表达结果%

将凝胶用染色液 !0]0/" B;?6TD5?&& BB;?6T
‘FF"染色&切下所需条带&加入等体积 0]$"e的生
理盐水冰浴研磨&&#/00 p,离心& BA=&上清液即为
纯化蛋白% 向回收的纯化蛋白加入等体积的不完全
佐剂% 采用皮下注射和肌肉注射相结合的方法免疫
德国大白兔&每次免疫剂量为0]/ B,&% U注射 & 次&
注射 ) 次后收集血清在 ’/0m保存%
!#)"Y12A1+9D@7A分析

制备健康泡桐和植原体侵染泡桐的总蛋白用于
WG-.G<= R?;.分析% 将健康和发病组织液氮研磨&分
别称取0]" ,分装到&]" BT离心管&加入/00 %T植物
总蛋白提取液 ! )0 BB;?6TF<A-IV5?9V 4]$& "e
2‘2&$ B;?6T尿素&0]& BB;?6TL‘F*&&0 BB;?6T巯
基乙醇& " BB;?6TYP2J"&剧烈振荡充分混匀&在
加入等体积的 / p2‘2 样品缓冲液&沸水或 &00m恒
温 水 浴 处 理 " BA=% ’/0m 冷 却 " BA=% )m&
&#/00 p,离心&0 BA=&取上清备用% WG-.G<= R?;.分
析方法按照林彩丽!/00$"方法操作 (/#) %
!#T"间接免疫荧光显微镜观察 A0-(HLK’蛋白的
表达

通过间接免疫荧光显微镜观察 .X3*I1YF蛋白

在植物组织中的表达% 按照田国忠等 !&((4"方法
操作 (/)) &对待测组织!茎’叶柄或叶脉"进行徒手切
片&迅速将组织薄片放入盛有 ("e的预冷!)m"乙
醇的离心管中&固定&" ’#0 BA=&然后用0]0/ B;?6T
Ŷ 2 漂洗 # 次&每次&0 BA=% 用生理盐水适当稀释
抗血清!&u/00"&加至离心管淹没样品&搅拌均匀&
#%m温育& 8% Ŷ 2F漂洗 # 次&每次&0 ’/0 BA=% 加
入异硫氰酸荧光素 !J1F5"标记的羊抗兔 1,b!&u
&00"&于 #%m温育 & ’/ 8% Ŷ 2F漂洗 # 次&每次
&0 ’/0 BA=% TGAC>‘P4000^显微镜上观察 J1F5特
异性 荧 光 ! J1F5 荧 光 素 最 大 吸 收 光 谱 为
)(0 =B’)(" =B&发射光谱为"/0 =B’"#0 =B"%
!#/"转化菌株生长测定及细胞分裂素(玉米素)含
量测定

分别 将 泡 桐 丛 枝 植 原 体 #D?!Q&2#基 因 与
%#D?!Q&2#!基因突变型&该基因由于点突变无法正
常表达 " 与质粒连接&将 9LFIA9.’空载体 9LF/$’
9LFI%A9.!突变型"分别转化到I;"(*&‘V"!&培养
" 8后&将菌液稀释至 <=400 \0]4&然后按 &u&000 的
比例接种于"0 BTT̂ 液体培养基&#%m&&$0 <6BA=
培养/ 8后&用 1YFb诱导 9LFIA9.菌株并与未处理的
9LFIA9.菌株’空载体 9LF/$ 菌株和 9LFI%A9.菌株
继续培养&每隔& 8利用紫外可见光分光光度计测 &
次吸光度 !<=400 "&直到细菌的生长进入稳定期为
止%

利用激素的酶联免疫吸附测定法!LT12*"测定
菌液中玉米素浓度 (/") % 将 9LFIA9.’空载体 9LF/$
分别转化到大肠杆菌 ‘V"!&培养 " 8 后&将菌液稀
释至 <=400 \0]4&然后按 & u&000 的比例接种于
"0 BTT̂ 培养基 #% m培养&每隔& 8收集# BT菌液
用液氮速冻&共收集 ) 次% 利用固相萃取柱层析的
方法提取待测菌液激素&利用游离抗原和吸附抗原
与游离抗体进行竞争&在酶联免疫分光光度计上依次
测定标准物各浓度和各样品)(0 =B处的 <=值&待测
样品可根据其显色值在 ?;,A.曲线中查出其所含激素
浓度!=,6BT"的自然对数&再经过反对数即可知其激
素的浓度!=,6BT"% 每一菌株重复测定 # 次%

%"结果和分析

%#!"植原体 #?@01+>#基因的 KQ0扩增
以 Y>W^̂ :侵染的泡桐’5W Ĵf 侵染的苦楝’

)#$
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P‘YO侵染的桑树及 YGhV= 侵染的长春花总 ‘3*
为模板&利用引物 A9.ZÎ>BV16A9.<I2>?1进行 Y5X扩
增&电泳结果显示感病植物材料中分别在$%4 R9处
有单一条带&与 bG= >̂=d 中报道洋葱黄化植原体相
应的 &2#基因序列大小一致&而健康对照未扩增出特
异性条带!图 &"%

图 !$F 种植原体 #?@01+>#基因的 KQ0扩增结果
JA,+<G&@Y5X >B9?AZAC>.A;= ;Z#D?!Q&2#Z<;B Z;+<98O.;9?>-B>-@P#

B><dG<111$ ?>=G&# Y>W^̂ :&?>=G/# VG>?.8OC;=.<;?$ ?>=G## 5W Ĵf$

?>=G)# VG>?.8OC;=.<;?$ ?>=G"# P‘YO$ ?>=G4# VG>?.8OC;=.<;?$ ?>=G

%# YLhV=$ ?>=G$# VG>?.8OC;=.<;?@

%#%"植原体 #?@01+>#和编码蛋白氨基酸序列分析
泡桐丛枝’桑萎缩’长春花绿变及苦楝丛枝植原

体的 #D?!Q&2#基 因& bG= >̂=d 登 录 号 分 别 为#
E7(""%#(’E7(""%)0’E7(""%)&’E7(""%)/&皆由 $%(

个核苷酸组成&编码 /(& 个氨基酸% ) 种植原体的
#D?!Q&2#基因编码氨基酸序列同源性较高& 在
("]"e ’((]$e之间&与 &42<1组其它植原体的
.X3*I1YF同源性也很高&均大于 ("e&而与其它组
的序列同源性为 40e左右% 比如 Y>W^植原体与
&42<j11组 的 澳 大 利 亚 葡 萄 黄 化 ! @$-9&9$#51
Y8O.;9?>-B>>+-.<>?AG=-G"和 &42<j组的苹果簇叶植
原体!@$-9&9$#51Y8O.;9?>-B>B>?A"的同源性分别为
"%])e和 4$]/e&与无胆甾原体 !!"/(*.2*$16$"的
同源性为 "$]4e% #D?!Q&2#氨基酸序列的邻位连接
!3E"法系统进化树结果显示&所有已知氨基酸序列
的 ( 个植原体 .X3*I1YF共聚为一大支% 同时可以
看出&依据此基因进化分析结果&在 % 种 &42<1组植
原体中&我国的 ) 种植原体之间关系最近&与洋葱黄
化植原体关系较近&与 *aW^的关系较远% 所有植
原体与无胆甾原体共聚为一个大的进化支&它们作
为菌原体中的亲缘关系最近的成员&这与其它基因
的进化分析结果相吻合!图 /"%

图 %$基于不同物种 +>#基因蛋白序列构建的系统进化树(Pâ (F#!)
JA,+<G/@Y8O?;,G=G.AC.<GGZ;<1YF9<;.GA= -Gf+G=CG-;ZUAZZG<G=.-9GCAG-C;=-.<+C.GU [A.8 PLb*)]& +-A=,.8G=GA,8R;<:;A=A=,BG.8;U@L+d><O;.AC.X3*
1YFZ<;B<’0P$ 1$#&8$ ! *̂L)%)"/" >=U !’$)&9(21&1#/$*&$-$ ! *̂̂ "(0)" $ 9<;d><O;.AC.X3*1YFZ<;B 9>+?;[=A>[A.C8G-gIR<;;B!Y>W "̂ $ B+?RG<<O
U[><Z&58A=>RG<<O[A.C8G-gIR<;;B!5W "̂ &9G<A[A=d?G_A<G-CG=CG!YGh" & ;=A;= OG??;[[A?U .O9G-.<>A= ! *̂J%#)(4" &@$-9&9$#51Y8O.;9?>-B>B>?A!aYI
00/00)&4"" &@$-9&9$#51Y8O.;9?>-B>>+-.<>?AG=-G!aYI00&%((//&" $ >̂C.G<A>?.X3*I1YF>=U *PYI1YFZ<;B!+’()$#.’&56#56.B$"&.-1!3Y#""00% >=U
Y/"0&$" $ Q.8G<R>C.G<A>?.X3*1YF-! *̂D&"(4$& 00&4(%#$$& LVP0"00/& 3Y%4)"#4"@
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%#."A0-(HLK’蛋白结构分析
利用 FPVPP软件对 ) 种植原体 1YF蛋白进行

跨膜区分析&结果显示该蛋白不存在跨膜区% 用
2A,=>?1Y软件预测 ) 种 1YF蛋白是否带有信号肽&结
果显示切割几率小于 0]&&推断不存在信号肽% 利
用 F><,G.Y程序&预测该蛋白应分布在细胞质内%

氨基酸序列比对结果显示&不同生物间 .X3*I
1YF蛋白氨基酸中发挥关键功能的 *FY和 bFY结
合序列 !*FYI>=U bFYIRA=UA=,B;.AZ"相对保守 !图

#"% 这一基序都为 .X3*I1YF起始氨基酸后!3端"
的第 $ 至 &" 位的 $ 个保守的多肽残基(b;<*)IK)I
bIDI(2 ;<F)&这一基序在所有已知的 &42<1组植原
体中均存在% 葡萄黄化植原体’球形赖氨酸芽孢杆
菌 ! J01&-&)$"&**5112/$.’&"51"’ 土 壤 芽 胞 杆 菌
!,(*&)$"&**511&*8.1#’&1"及大肠杆菌的此基序完全一
致&即甘氨酸I脯氨酸I苏氨酸I丙氨酸I丝氨酸I甘氨
酸I赖氨酸I苏氨酸!bYF*2bDF"%

图 .$不同生物 A0-(HLK’蛋白的 (’K和 ’̂K结合位点#^7+($H\FĤHEH#*7+’$
JA,+<G#@*FYI>=U bFYIRA=UA=,B;.AZ(b;<*)IK)IbIDI( 2 ;<F) ;ZUAZZG<G=..X3*I1YF9<;.GA=-Z<;B_><A;+-

;<,>=A-B-@

%#F"泡桐丛枝植原体 #?@01+>#基因原核表达产物
的检测和分析

2‘2IY*bL分析结果表明含有 &2#重组质粒的
大肠杆菌菌株表达了与预期的#" d‘>大小相符的目
的蛋白!图 )"%
%#G"Y12A1+9D@7A检测

WG-.G<= R?;.检测结果表明&所制备的抗血清与
染病泡桐总蛋白有免疫反应&反应条带大小与目标
蛋白一致&而抗血清与健康泡桐对照没有反应 !图
""% 因此证实植原体 .X3*I1YF蛋白已经在发病植
株中得到表达&#D?!Q&2#作为可编码蛋白的基因在
植原体代谢及与寄主植物互作过程中会行使特定的
功能%
%#)"间接免疫荧光显微镜检测结果

用所制备的抗血清采用间接免疫荧光显微镜技
术检查 .X3*I1YF在植物中的表达部位&结果显示&
泡桐丛枝病苗的横切面韧皮部筛管位置可以观察到

图 F$表达产物 *,*HK(̂ a分析
JA,+<G)@2‘2IY*bL>=>?O-A-<G-+?.-;ZGK9<G--GU 9<;U+C.-A= I;"(*&;

T>=G&& XGC;BRA=>=.9LFIA9.[A.8 .8GA=U+C.A;= ;Z&BB;?6T1YFb$

?>=G/& 5<+UGI;"(*&CG??GK.<>C..<>=-Z;<BGU [A.8 _GC.;<9?>-BAU

9LF/$>! H" [A.8 A=U+C.A;= ;Z&BB;?6?1YFb$?>=G#& XGC;BRA=>=.

9LFIA9.[A.8;+..8GA=U+C.A;= ;Z&BB;?6T1YFb$ P& 9<;.GA= B;?GC+?><

[GA,8.B><dG<@

大量的翠绿色 J1F5特异性荧光&在健康泡桐苗中观

4#$
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图 G$感病泡桐的 Y12A1+9D@7A分析
JA,+<G"@WG-.G<= R?;.>=>?O-A-;Z.8G .X3*I1YF 9<;.GA= A=

98O.;9?>-B>IA=ZGC.GU Y>+?;[=A>$ T>=G&& Y>+?;[=A>A=ZGC.GU [A.8

Y>W^ 98O.;9?>-B>$ ?>=G/& VG>?.8O9>+?;[=A>$ P& P;?GC+?><

[GA,8.B><dG<@

察不到!图 4"&表明 Y>W^.X3*I1YF蛋白抗体与感
病泡桐体内植原体定殖部位的蛋白抗原有明显’特
异性的血清学反应% 所以判断 Y>W^#D?!Q&2#基因
在植原体内大量表达% 此免疫荧光反应实验也与
WG-.G<= R?;.检测结果相吻合%

图 )$IL’Q间接免疫荧光检测植物组织横切面显微镜观

察结果
JA,+<G4@J1F5 ABB+=;Z?+;<G-CG=CGUG.GC.A;= ;Z.8G.X3*I1YF

9<;.GA= A= C<;---GC.A;=-;Z98O.;9?>-B>IA=ZGC.GU 9?>=.-$ *>=U 5#

9>+?;[=A>A=ZGC.GU [A.8 Y>W^ 98O.;9?>-B>$ ^ >=U ‘# 8G>?.8O

9>+?;[=A>$*<<;[8G>U A=UAC>.G-.8G?;C>?AM>.A;= ;Z.8G.X3*I1YF

9<;.GA=@

%#T"A0-(HLK’对转化大肠杆菌生长速率及细胞
分裂素(玉米素)产生的影响

在外界条件一致的情况下&测定不同转化 I;
"(*&的生长能力% 生长曲线测定结果!图 %"显示含
9LFIA9.菌株’空载体 9LF/$ 菌株’ 9LFI%A9.!突变

型"I;"(*&的生长速度在对数生长期差别不明显&
进入稳定期后&含空载体 9LF/$ 菌株和 9LFI%A9.
菌株生长逐渐变缓&而 9LFIA9.菌株在培养&0 8后生
长得到加速&菌群数量明显超过另外两种菌株% 而
经过了 1YFb诱导的 9LFIA9.菌株在前期生长相对
缓慢&但在培养&0 8后&生长速率逐渐加快&最终与
9LFIA9.菌株保持一致的生长能力和相差不大的菌
群数量% 推断经 1YFb诱导的 9LFIA9.菌株在前期
生长被抑制&但大量表达 .X3*I1YF后&其生长能力
得以迅速提高%

含异戊烯基腺嘌呤的 .X3*可以降解产生多种
细胞分裂素&其中玉米素类最丰富% 玉米素浓度测
定结果!图 $"显示 9LFIA9.菌株’空载体 9LF/$ 菌株
的玉米素核苷浓度在最初& 8差别不明显&进入约
/]" 8后&含空载体 9LF/$ 菌株的玉米素核苷浓度逐
渐降低&而 9LFIA9.菌株在培养 # 8 后玉米素核苷浓
度开始上升&最后明显超过 9LF/$ 菌株%

图 T$K3YR#?@01+>#基因转化大肠杆菌的不同生长曲线
JA,+<G%@F8GUAZZG<G=.,<;[.8 C+<_G;ZY>W^.X3*IA9.<GC;BRA=>=.

I;"(*&( 9LFIA9.[A.8;+.1YFbA=U+C.A;= >=U 9LFIA9.!1YFb" [A.8

1YFbA=U+C.A;= >-[G??>-9LFI%A9.[A.8 .8GB+.>.A;= ;Z.8G&2#,G=G

>=U C;=.<;?-.<>A= 9LF/$)@

图 /$大肠杆菌菌液玉米素核苷浓度动态变化
JA,+<G$@F8GUO=>BACC8>=,G-;ZMG>.A=I<AR;-AUG9<;U+C.A;= ;ZY>W^

#D?!Q&2#<GC;BRA=>=.I;"(*&!A9." >=U C;=.<;?-.<>A=! 9LF/$"@

%#$
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."讨论

本研究首次测定了我国发生的 &42<1组的泡桐
丛枝’桑萎缩’长春花绿变及苦楝丛枝植原体的
#D?!Q&2#基因的完整序列% 据对已测序的 ) 种植原
体!洋葱黄化’翠菊黄化’苹果簇叶和澳大利亚葡萄
黄化植原体"的全基因组分析结果显示&植原体仅
含有第一类 #D?!Q&2#基因&而无第二类 !%3Q&2#基
因% 基于 3E法对植原体 .X3*I1YF氨基酸序列构建
的进化树显示&&42<1组内植原体间的同源性最高&
聚为一个大的分支&与其他组植原体及无胆甾原体
的同源性次之&植原体与芽孢杆菌’大肠杆菌和土壤
杆菌关系较远&而与单子叶植物水稻和双子叶植物
拟南芥 #D?!Q&2#亲缘关系最远% 由于在植原体群体
中该基因的重要性和高度保守性&而且该基因的系
统进化关系与细菌的 &42<‘3*等保守基因分析结
果也比较吻合&所以通过设计更理想的通用引物&可
以成为检测和鉴定植原体的重要分子标记之一&而
且会有助于完善植原体的多指标’多基因分类系统%

各种生物 #D?!Q&2#基因表达产物 .X3*异戊烯
基焦磷酸转移酶除了参与修饰某些种类的 .X3*进
而影响蛋白合成’转录的保真度及其效率外&许多研
究证明 .X3*I1YF为细胞分裂素合成途径中的重要
限速酶% .X3*I1YF催化将二甲基烯丙基二磷酸
!UABG.8O?>??O?UA98;-98>.G&‘P*YY"的异戊二烯基转
移至前体 .X3*分子的腺嘌呤残基上&形成含有异
戊烯基腺嘌呤的一种成熟 .X3*分子% 这种 .X3*
的降解产物具有细胞分裂素的活性已被一些实验证
实 (/4) %

本实验用 Y>W^#D?!Q&2#基因的原核表达产物
作为抗原制备了特异性抗体并用于检测验证该基因
在发病泡桐韧皮部组织的特异性表达% 通过测定该
基因在异源大肠杆菌体内的表达’对菌株生长和繁
殖的促进作用及对菌体细胞分裂素的积累&间接证
实该蛋白所具有的催化合成含有异戊烯基腺嘌呤的
.X3*分子的生物活性%

根据已有的研究证据&推断植原体侵染泡桐后&
来源于植原体的 #D?!Q&2#基因编码 .X3*修饰酶-
.X3*I1YF催化二甲烯二磷酸!‘P*YY"的异戊烯基
转移到前体 .X3*分子反密码子的邻位腺嘌呤残基
上&此 .X3*的降解可能会产生植物细胞分裂素!玉

米素"&随着植原体细胞内细胞分裂素的大量合成&
会渗透或分泌到寄主的微管束内&从而导致维管束
形成层细胞内 5FD61**的比值升高&而诱发感病植
株顶端优势被打破&生芽较多&生根减少&而形成丛
枝症状% 这可能是植原体引致泡桐丛枝症状的原因
之一% 众多的遗传转化实验已经证明&当植物中导
入 &2#基因后具有抑制叶片衰老’引起丛生等作用%
有实验将根癌农杆菌的 &2#基因克隆并转化烟草&发
现该转基因烟草能提高愈伤组织诱导率 (/%) % 实验
结果显示&组成型过量表达 &2#的转基因植物中细胞
分裂素的含量明显增加&叶片的衰老被延迟&且转基
因植物的生长发育及形态均受到了明显的影响&表
现出花粉不育’叶片变小’侧枝增加’顶端优势丧失
和根生长受抑制等表型 (/$ ’/() % 之前关于感染泡桐
丛枝病植原体的泡桐组培苗激素代谢的研究结果已
表明细胞分裂素和生长素&以及酚类物质和相关的
氧化酶在植原体引致丛枝症状过程中的重要作
用 (&0 ’&&&#0) % 对植原体侵染病组织的细胞分裂素含
量的测定结果也显示了表现严重症状的发病组织内
细胞分裂素的增加现象 (&") &但此前对细胞分裂素增
加的机理一无所知% 本研究初步证实植原体 #D?!Q
&2#的基因功能&为进一步深入揭示 .X3*I1YF蛋白
在植原体生长’繁殖和代谢中的作用并阐明植原体
及其他病原菌的致病机制具有重要的意义和价
值 (#&) %

致谢!中国农业大学农学与生物技术学院王保民教
授帮助开展用 LT12*方法测定细胞分裂素,中国林
业科学研究院森林生态环境与保护研究所赵文霞研
究员和淮稳霞博士协助进行荧光显微镜观察)特此
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