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摘要：【目的】柳树黄化病是一种重要的植原体病害，本研究旨在明确柳树黄化病植原体（P?<<9J QD<<9J
7*K697<’=@’，PQ）的分类地位，为进一步开展致病性和防治研究奠定基础。【方法】采用植原体特异引物通过

R2S 方法从患病植株 T/U 中扩增植原体 01. (T/U 基因和核糖体蛋白基因（(?V9=9@’< 7(96D?;= OD;D，’.），对所

得的序列进行分析，构建同源进化树，并用限制性片段长度多态性（SGWR）对巢式 R2S 产物进行分析。【结

果】首次从柳树黄化病植原体中分离出了 01. (T/U 基因和 ’. 基因，大小分别为 0+!1 V7 和 0+0+ V7。通过对

植原体 01. (T/U 和 ’. 基因的核苷酸同源性比较和 SGWR 分析，发现该分离物与 01. (- 组的核苷酸同源性均

在 ""X以上，与 01. (-F2 亚组中的小麦蓝矮病植原体同源性高达 ""Y$X（01.( T/U）和 ""Y1X（ ’.），且 SGWR
分析与 01.(-F2 亚组的植原体有相同的酶切条带。【结论】柳树黄化植原体应划分于 01.(-F2 亚组。

关键词：柳树黄化；植原体分类；SGWR 分析；01. (T/U；核糖体蛋白；巢式 R2S
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柳树（,$*&/ )$)0*(-&"$ 1&--）是我国重要的阔叶

树种，是防护林、水土保持林、风景林及用材林的重

要组成树种，集观赏价值、生态价值和经济价值于一

体［0F#］。并且分布广，用途多，各省、市、自治区都有

自然 分 布［!］。 柳 树 黄 化 病 由 柳 树 黄 化 植 原 体

（P?<<9J QD<<9J R*K697<’=@’，PQ）引起的病害，由过

去的零星发病逐渐蔓延开来，近年来在华北、西北地

区成片发生，柳树感病后叶片发黄树干逐渐枯死，造

成了巨大的经济损失。由于柳树黄化植原体严格寄

生于韧皮部，不能进行人工培养，因而，对病原的特

性、本质及其病原的分类地位都研究的很少。到目

前为止，除田国忠对该病害的发生情况及防治对策

的文献报道［3］以及 01. (T/U 的带病检测的报道外，

对 01. (T/U 和 ’. 基因的序列尚无正式报道，对病

原的分类地位尚不明确。

本研 究 首 次 对 我 国 柳 树 黄 化 病 病 株 的 01.
(T/U 基因和 ’. 基因进行克隆和序列测定，并进行

了 SGWR 分析，首次确定了该植原体的分类地位。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要材料：柳树黄化病病株和健康柳树采自

陕西杨凌，阳性对照泡桐丛枝病（R’PB）及小麦蓝矮

病株（PBT）为本实验室保存。

!"!"# 主要试剂和仪器：2$3 T/U 聚合酶、N/CR、

T/U 标准分子量、C(?=F苯酚等均购自北京鼎国生物

技术有限责任公司；限制性内切酶 2$3!、4.-!，

56$!，5&- L!等购自 &B- 公司。Z> 5> [> 5> 质粒



微量抽提试剂盒购于 !"#$%$ 生物工程有限公司。

!"# 样品总 $%& 的提取与 ’() 反应条件

采用 &’() 法从病株和健康柳树叶片中提取基

因组 *+(，参照顾沛雯等［,］的方法。

参照 -$$ 和 ./%0$12$%［3 4 5］所 报 道 的 植 原 6,7
1*+( 基因通用引物 86,9:;<86,986 进行 =&8 扩

增，然后以此扩增产物为模板用 86,:;<86,8; 进行

巢式 =&8 。引 物 序 列 如 下 86,9:;<86,986 ：>?"
&(’.&((.’&.((&..("@?<>?"&’’((&&&&
((’&(’&.(&"@?， 86,:;<86,8;： >?".(((&.(&
’.&’((.(&’.." @?<>?" &..’.’.’(&(((&&&&."
@?。反应条件为：ABC @ 9D%，变性温度 ABC，复性温

度 >;C，延伸温度 3;C，共 @E 次循环。其中前 > 个

循环变性 6 9D%，复性 6 9D%，延伸 ; 9D%；后 ;> 个循环

变性 @E 2，复性 6 9D%，延伸 ; 9D%，最后 3;C 延伸

6E 9D%。%$2F$0"=&8 和直接 =&8 反应条件相同。

根据 -D9 和 7$G12［A］报道的用于检测 6,7 1H 组核

糖体蛋白基因的引物对 !":6< !"86，!"（H）:6< !"（H）
86，分别进行 =&8 扩增和 %$2F$0"=&8 扩增。引物对

序 列 如 下： !":6< !"86： >?"..(&(’((.’’(..
’.((’’’"@?<>?"(&.(’(’’’(. ’’&’’’’’.."@?， !"

（H）:6< !"（H）86：>?"’’’ ’&&&&’(&(&.’(&’’("@?<>?"
.’’&’’’’’..&(’’((&(’"@?。 反 应 条 件 为 ABC
6E 9D%；ABC 6 9D%；>EC ; 9D%，3;C @ 9D%，共 @> 个

循环；最后 3;C延伸 3 9D%。将 =&8 扩增产物稀释

@E 倍后分别作为 *+( 模板进行 %$2F$0"=&8 反应。

反应条件同上。

以上引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成，扩增产物于 6I 琼脂糖凝胶中电泳分析。

!"* 基因的克隆与序列分析

将 =&8 产物回收后与 JK*65"’ 连接，连接产物

转化大肠杆菌 LK6EA 感受态细胞，挑取筛选平板上

的白色菌落培养、提取质粒、经 =&8 和酶切鉴定为

阳性的重组质粒送上海英骏生物技术有限公司测

序。将所得 *+( 序列输入 .$%)G%M 进行 )NG2F 检

索，采用 *+(K(+ 软件对所得到的核苷酸序列与

.$%)G%M 中收录的相应基因的核苷酸序列进行比较

和分析，并构建同源进化树。

!"+ 病原 !,- .$%& 基因与 !" 基因的 )/0’ 分析

将 6,7 1*+( 基因与 !" 基因的巢式扩增产物分

别进行 8:-= 分析，选用的酶为 6,7 1*+(（#"$!，

%&’"，()*8!，%+$ O!，,!&!，%-&!，.&/!），

!"（012!，.&/!），酶切反应在 6E#- 体系中进行，

加 3#-（含 BEE P 5EE %# *+( ）=&8 产物，在 @3C（

.&/! ,>C）水浴中酶切 B P , Q。酶切产物在 5I聚

丙烯酰胺凝胶和 6 R ’) S 缓冲体系中电泳，每孔上

样 > #-，电 泳 后 在 紫 外 灯 下 观 察 并 摄 影 记 录。

KG1M$1 为 *-;EEE（购自鼎国生物有限公司）。

# 结果和分析

#"! 柳树黄化植原体 !,- .$%& 和 !" 基因的扩增

与核苷酸序列分析

用 6,7 1*+( 基因通用引物对 86,:;<86,8; 进

行了巢式 =&8 扩增，从陕西杨凌的柳树黄化病样品

中均扩增出了约 6T; MU 左右的特异性片段，用 !" 引

物对 !"（H）:6< !"（H）86 也扩增出了约 6T; MU 的片段，

片段大小与 -$$ 等［6E 4 66］报道的植原体 6,7 1*+( 和

!" 基 因 相 符，而 健 康 柳 树 总 *+( 未 扩 增 出 6,7
1*+( 和 !" 基因（图 6）。

图 ! 柳树黄化病植原体 !,- .)%&（&）和 !" 基因（1）的

2345367’() 扩增果
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测序结果表明，陕西杨凌的柳树黄化病植原体

（]^"^-）6,7 18+( 扩增片段长 6;B, UJ，. _ & 的含

EA@ ’D%# ]$D $F GN V <0)3& 4+)!*5+*1*6+)& 7+$+)&（;EEA）BA（@）
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量为 !"#$!%，符合植原体 &"’ ()*+ 基因 , - . 含

量（!/%（!0%）。通过同源性比较可知，我国 123
24（,567869 登录号 :;&$0&""）与 &"’ (< 植原体 &"’
()*+ 基因序列的同源性均达 00%以上（表 &），其中

与 &"’(3. 亚组的同源性最高，与小麦蓝矮植原体

（17)）同源性达 00#=%。而与其它组的同源性均

低于 0>%。 !" 基因扩增片段长 &>&> ?@（,567869

登录号 :;&$0&"$）。用 74+’A 在 ,567869 中搜索同

源序列，通过同源性比较可知，柳树黄化植原体 123
24 与 &"’ (< 组中的各亚组代表植原体 !" 基因核苷

酸同源性均达到 0"% 以上，其中与 &"’ (<3. 亚组

17)序列亲缘关系最近，核苷酸同源性达 00#"%
（表 &）。故将柳树黄化植原体归属于翠菊黄化 &"’
(<3. 亚组。

表 ! 柳树黄化植原体与 !"#$!组相关植原体的 !"# $%&’ 与核糖体蛋白基因的同源性比较
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()( 柳树黄化病植原体同源进化关系

利用 )*+T+* /#>#> 软件对柳树黄化病植原体

&"’ ()*+ 和 !" 序列进行分析，构建柳树黄化病植原

体（12）与其他相关植原体株系的同源进化树状图

（图 >、图 V）。由图可知，柳树黄化病植原体与 &"’
(<3. 亚组 17) 关系最近，其次为三叶草变叶病植原

体 ZY[ 株系、.UQ 株系和 ZY,，所以应与这几种植

原体同属 &"’ (< 3. 亚组。

()* +,-. 分析结果

柳树黄化植原体 &"’ ()*+ 巢式 U.S 扩增片段

的 $ 种限制性内切酶酶切图谱结果表明（图 !3+）：

柳树黄化植原体和 &"’ (<3. 亚组的 17)［&>］的酶切

图谱都一致，且与 455 等［&^］对 V! 种植物的植原体

&"’ ()*+ S:4U 分析图谱进行比对，发现与 455 酶切

结果中的 &"’ (<3. 亚组条带完全一致，说明 12 应

属于 &"’ (<3. 亚组。而与 &"’ (<3) 亚组泡桐丛枝植

原体［&V］用 #$%"和 #&$!酶切的结果不同，说明柳

树黄化植原体与泡桐丛枝植原体分属于不同亚组。

’()!和 *$+!对 !" 基因的酶切条带显示（图

!37）12 与 17) 的酶切结果一致，且与 455 酶切结

果中的 &"’ (<3. 亚组条带完全一致，但与 U817 不

同，也说明了 12 为 &"’ (<3. 亚组植原体。

* 讨论

>^ 世纪 /^ 年代以来，我国许多研究单位先后

采用生物学、电镜观察方法初步确定了柳树黄化病

的病原，观察了症状演变过程与发病规律，探索了防

治对策，但是从分子水平上对柳树黄化病的研究国

内外还比较少，国内的研究只是停留在柳树黄化病

树木的分子检测研究上。

本研究用植原体 &"’ ()*+ 基因的通用引物，通

过巢式U.S的方法从柳树黄化病的感病植株中扩

&0V魏婷等：柳树黄化病植原体的分子分类 R ‘微生物学报（>^^0）!0（V）



图 ! 基于已报道的 "# 种植原体 "$% &’() 基因片段核
苷酸序列分析的同源进化树状图
!"#$ % &’()*+#*,- +./,"(’) .0 ,(,102"2 +3 456 *&78 (9:1’+/")’
2’;9’(:’2 3*+- 4< =>0/+=1,2-,2，?>’ 2:,1’ .,* *’=*’2’(/2 />’ >+-+1+#0
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H"11+G 0’11+G =>0/+=1,2-,（ !J4K<455 ），HE&：H>’,/.19’ )G,*3
（&L@KMN@O），PC>：P1+B’* =>011+)（8!%%%@55），8I：82/’* 0’11+G2
（8I%5Q%@5），?EE：?+-,/+ ."# .9)（8!%%%@5O），EE6：E19’.’**0
2/9(/（8I%5Q%%@），C,HE：C,91+G(", G"/:>’2’R.*++-（8I5OKO54），

6?ST： 6/+1.9*（ 8IK%Q%N@）， UCV： U’W":,( =’*"G"(F1’ B"*’2:’(:’
（8!%OM<5@），8?：8==1’ =*+1"3’*,/"+(（8JON@@5K），82>I：82> 0’11+G2
（TNNKQ<），XI：X1- 0’11+G2（8I4<K5QQ），CHE：C+/,/+ G"/:>’2’R.*++-
（&L%Q5@M<），T3HE：T++3,> G"/:>’2’R.*++-（TNNK5O），PTI P+:+(9/
1’/>,1 0’11+G"(#（Y4MKOK），EDHT：E’*-9), #*,22 G>"/’ 1’,3（I45NMM），

ZI&：Z":’ 0’11+G )G,*3（&4%QM4），H[：H’2/’*( [（&LNQ@KKO），

CCEH：C"#’+( =’, G"/:>’2’R.*++-（TNNKNQ），C(HE：C’,(9/ G"/:>’2’R
.*++-（TNNK5Q ）$

图 * 基于已报道的 "# 种 "$%& + 组植原体 !" 基因片段核
苷酸序列分析的同源进化树状图
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（&LOM<QNQ），\VD：P1+B’* =>011+)0（8I%5OM5@），PC>：P1+B’* =>011+)0
（8I%5OM5%），\VX：P1+B’* =>011+)0（8I%5OM54），8V%4<%：82/’*
0’11+G2（ 8I4MNK@M）， P,.&N： P,..,#’ =*+1"3’*,/"+(（ 8I4MNK4K ），

8VY?： 82/’* 0’11+G2（ 8I%5OMQQ）， CZ]VP： C*"- *+2’ B"*’2:’(:’
（8I%5OMQO），C,HE：C,91+G(", G"/:>’2 .*++-（8I%5OMQK），UE6：

U,"^’ .92>0 2/9(/（8I%5OMQM），#"$%$&’$()*+!’ ,-.*/&) (!$$%（]SHE），

D&4：D*’0 )+#G++) 2/9(/ （ 8I%5OM5O ）， EE6N：E19’.’**0 2/9(/
（8I%5OM5N），6?Z8HE%：6/*,G.’**0 )’:1"(’（C6Y<554K），P_ZI：

P>*02,(/>’-9- 0’11+G2（8I4MN5<5），P_ZIU：P>*02,(/>’-9- 0’11+G2
（8I%5OM5<），_I&C：_0)*,(#’, =>011+)0（8I%5OM5M），?EE：?+-,/+
."# .9)（8I4MN5M5），8PTZ：8=*":+/ :>1+*+/": 1’,3 *+11（8I%5OM55）$

增到了的 456 *&78 片段，长 4%O5 .=，通过对植原体

456 *&78 基因的核苷酸同源性分析，发现该分离物

与 456*] 组的核苷酸同源性均在 <<A以上，与 456*] R
P 亚组中的小麦蓝矮病植原体同源性高达 <<‘MA，

与其它组的同源性均低于 <%A。核糖体蛋白基因

的扩增片段长 4%4% .=，与 456*] 组中的各亚组代表

植原体 !" 基因核苷酸同源性均达到 <5A 以上，其

中与 456*]RP 亚组的小麦蓝矮病植原体（HE&）序列

亲缘关系最近，核苷酸同源性达 <<‘ 5A。故将柳

树黄化植原体归属于翠菊黄化 456 *] 组。

456 *&78 和 !" 基因都是是原核生物染色体基

因组中的 *&78 编码区序列，在进化中高度保守，常

作为原核生物系统发育及分类研究的标准方法。基

于这一方法，T’’ 等［4@］根据植原体 456 *&78 的全长

或近全长序列设计引物，并对扩增的 CPZ 产物进行

Z!TC 分析，形成了一个包括 4O 个组及 O4 个亚组的

分类系统，建立了 Z!T C 的模式图谱，通过与 Z!T C
的模式图谱进行比较，可以对未知的植原体进行初

步鉴定和分类。对柳树黄化的 456 *&78 和核糖体

蛋白基因进行 Z!TC 分析，这在国内尚属首次报道。

本文 的 酶 切 图 与 模 式 图 谱 比 对 的 结 果 显 示 其 与

456*]RP 条带完全一致。可以判定柳树黄化植原体

属于 456*] RP 亚组。
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图 ! 柳树黄化病植原体 "#$ %&’(和 !" 基因产物的 )*+, 分析
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科学出版社新书推介（MNN[GLL）

《土壤与环境微生物研究法》

李振高，骆永明，滕应 编著

W5@E XK[GKGN\GNMM[XVGX；b [XPNN；MNN[ 年 X 月出版

中国科学院南京土壤研究所李振高、骆永明、滕应编著的《土壤与环境微生物研究法》一书

已由科学出版社出版，该书基本涵盖了目前土壤和环境微生物研究领域所用的方法，以进一步

推动土壤和环境微生物学的发展，使它更好地为解决土壤环境实际问题和提高科学理论水平

服务。

本书是一本工具书，又是一本实验教材。书中除了常规方法外，对近年来国际上所采用的

土壤与环境微生物学研究新方法和新技术（包括分子生物学技术）作了较为全面、系统的介绍。图文并茂，内容丰富，实用性

强，主要包括实验室设置和基本设备、生物显微镜技术、洗涤与灭菌技术、培养基类别与配制、样品采集和保存处理、微生物接

种和纯培养技术、土壤微生物区系分析、根圈微生物分析、土壤微生物的传统分类鉴定、土壤微生物的现代分类方法、土壤微

生物分类检索系统、微生物菌种的保藏与选育、土壤微生物的原位观察和鉴别、土壤微生物生物量的测定、土壤微生物多样性

分析、土壤生物化学过程强度测定、土壤酶活性的测定以及数据生物统计分析等。全书 KMPQ 万字，VXN 页，共分十九章，每章均

包括基本理论、测定原理、实验材料、操作步骤和注意事项等，其中部分项目还介绍了几种方法，供读者根据需求和具体条件

选择使用。并附有常见微生物名称的拉汉对照，以便读者查阅。

本书适用于高等院校和科研院所土壤学、微生物学、环境科学、生态学、生物地球化学、农业化学、农学等专业的研究生和
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科学出版社发行，各地新华书店经销
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