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利用植原体
'"+,4-.

基因通用引物对新疆轮台县疑似杏褪绿卷叶病植株总
4-.

进行巢氏
$%&

检测$扩

增出大小约
'5# Ǹ

的特异性条带%对扩增产物克隆和测序$确定特异片段大小为
'#!0N

J

%序列同源性比较和系

统进化分析表明$新疆杏褪绿卷叶植原体不同分离株
'"+,4-.

基因序列同源性极高$达到
1150d

%

'((d

%与

'"+,

(

组成员的同源性达到
105#d

以上$其中与
'"+,

(

F<

亚组的枣疯病植原体山东宝山分离株$甜樱桃绿化植原

体山东分离株同源性最高$达到
115!d

%

115"d

%进一步虚拟
&[3$

分析$结果表明该植原体属于榆树黄化组

!

'"+,

(

#的一个新的亚组$与其相似性最高的是
'"+,

(

F<

亚组$相似系数为
(51!

%本研究首次报道了新疆杏褪绿

卷叶植原体
'"+,4-.

的序列$确定了其分类地位$为杏褪绿卷叶病的早期诊断和检测提供了基础%
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卷第
#

期 艾克热木'买买提等!杏褪绿卷叶植原体新疆分离物
'"+,4-.

基因克隆与序列分析

!!

杏
.,PIBDAMAV@Q

H

A,DR

为蔷薇科杏属植物"是

中国栽培历史最悠久的果树之一%新疆作为杏的原

生起源中心"拥有丰富的杏种质资源"其栽培面积和

产量均居中国各省)区*之首%杏褪绿卷叶病)

A

J

,DF

MKCMOQK,KCDMQIAE,KQQLDRIARI

*是危害杏树的一种高

致死性植原体病害%该病害于
'1/)

年首次在法国

杏树上发现"之后陆续在欧洲其他核果类树种如扁

桃&欧洲李&樱桃&桃和油桃等多种果树上发现"成为

影响欧洲核果类果树商业化栽培的主要病害%中

国"欧洲和北美均将其列入进境植物检疫危险性病

害名录#

'#

$

%

'11)

年"赵京民对北京&河北&山西等

地出现严重早期落叶的杏树植株的组织切片进行了

电镜观察"初步判断可能是由类菌原体所致#

)

$

%

#((/

年李文慧等#

!

$首次在新疆轮台县的杏园中发

现了杏褪绿卷叶病疑似病株"症状主要表现为叶片

褪绿斑驳&变红"树冠中&下部甚至全株叶片沿主脉

向上翻卷成筒状"早衰落果"果小味差"轻者产量降

低"重者
!

%

*A

内整株死亡"通过电镜观察确定引

起新疆杏褪绿卷叶病的病原为植原体%

本研究于
#('"f#('0

年连续
)

年对新疆轮台

县&托克逊县杏褪绿卷叶病发生情况进行调查%发

现该病害从零星&局部发生到范围逐渐扩大&发病程

度逐年加重"部分杏园的发病率已超过
)(d

"严重

的超过
"(d

"患病果园减产可达
#(d

%

*(d

"严重

影响杏果品质%该病害对近年来蓬勃发展的新疆经

济支柱林果产业带来巨大隐患%本研究对新疆杏生

产区杏褪绿卷叶病疑似病株进行植原体
'"+,4-.

$%&

扩增&克隆和序列测定"获取病原菌的分子信

息"确定其分类地位和系统发育关系%

!

!

材料与方法

!(!

!

供试材料

#('"

年
0

月至
#('0

年
0

月在新疆轮台县国家

果树资源圃采集表现为叶片上卷&叶肉有不规则褪

绿斑的疑似杏褪绿卷叶病样品%将采集的叶片&枝

条&叶柄等组织"保存于保鲜袋内"带回实验室后保

存于
!e

和
f!(e

冰箱中%同时采集健康植株枝叶

作为对照%

试剂及仪器!新型植物基因组
4-.

提取试剂

盒&

$%&

产物回收试剂盒&标准分子量
6A,̀I,

购自

天根生化科技)北京*有限公司%克隆载体
J

64

'1;

以及其他酶类等分子生物学试剂购自大连宝生

物工程有限公司)

;A>A&A

*%

!(8

!

样品总
<=>

提取

采用新型植物基因组
4-.

提取试剂盒和改良

%;.<

法#

*

$提取杏树叶中脉及韧皮部总
4-.

%

!(?

!

植原体
!NS5<=>

的巢式
"#$

扩增

!5?5!

!

引物

参照
3II

等#

"

$根据植原体
'"+,4-.

序列设计

的通用引物对%

&'"P[#

(

&'"P&#

为外侧引物对"

&'"[#B

(

&'"&#

为内侧引物对%
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%引物由上海生工生物工程技术股份有限公司合成%

!5?58

!

巢氏
$%&

扩增

以提取的供试样品总
4-.

为模板"用外侧引物

&'"P[#

(

&'"P&#

进行扩增%反应体系)

#*

#
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4-.

模板
#5(

#
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"引物)
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#
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*各
'5(
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"
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)
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#5* PPKQ
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#5*
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聚合酶

)

#5*2

(

#

3

*

(5)

#

3

"灭菌超纯水
'/5#

#

3

%反应条

件!

1!e

预变性
!PDB

-

1!e

变性
!*R

"

*(e

复性

!*R

"

/#e

延伸
'PDB

"

)*

个循环-

/#e

延伸
'(PDB

%

如外侧引物扩增出目的条带"则将
'

#

3$%&

产物稀释
)(

倍后取
'

#

3

作为模板-如未扩增出目

的条带"则直接取
'

#

3$%&

产物作为模板"以内侧

引物
&'"[#B

(

&'"&#

进行第二轮扩增%

$%&

反应

体系和条件与第一轮
$%&

相同%

!5?5?

!

$%&

产物电泳分析

取
$%&

产物在添加
8KQLVDIW

染料的琼脂糖

)浓度为
'(

H

(

3

*中进行电泳)

'g;.9

缓冲系统*"

使用凝胶成像系统观察并拍摄图片%

!(E

!

"#$

产物的回收与克隆

将巢式
$%&

产物中的特异性条带切下"采用琼

脂糖凝胶回收试剂盒回收"纯化%回收的
$%&

产物

与载体
J

64'1;

在
'"e

下连接
#O

%将连接产物转

化至
4X*

!

感受态细胞中"在含有
ZF

H

AQ

)
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(

3

*&
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*(

H

(

3
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.P

J

)

'((P

H

(

3

*的
3<

琼脂平板

上
)/e

培养
'!

%

'"O

"形成单菌落%将筛选出的阳

性单菌落接种于含
.P

J

)

'((P

H

(

3

*

3<

液体培养

基中"在
)/e

培养过夜"提取质粒"用
&'"[#B

(

&'"&#

进行
$%&

扩增&酶切鉴定%

!(J

!

序列测定与分析

将筛选获得的含有目的片段的重组质粒送上海

生工生物工程股份有限公司进行序列测定%所得序

列在
-%<:

数据库)
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(*中进行
<3.+;

检索"通过
4-.6.-*5#5#

将

测得序列与植原体
'"+,

各组中的代表性植原体的

'"+,4-.

序列进行核酸同源性比较"利用
698.
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软件#

/

$的邻接法)
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*构建系统发育

树%并利用植原体分类鉴定在线工具
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$和
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4&.=)#

软件对杏褪绿卷叶植原体新疆分离

物及植原体
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组各亚组参考株系
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$的
'"+,4-.

序列)

&'"[#B

(
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扩增片段*进行
+)-

)

等
'/

种限制性内切酶的虚拟酶

切分析"根据限制性片段长度多态性分析结果鉴定出

褪绿卷叶植原体新疆分离物所在组为
'"+,

组(亚组%

8

!

结果与分析

8(!

!

新疆杏褪绿卷叶病症状表现

与健康植株相比"感病植株树冠中&下部甚至全

株叶片从叶柄到叶尖边缘沿主脉向上翻卷成筒状"

叶片表面呈不规则褪绿斑驳"感病株果实的生长发

育受到抑制"果实成熟期推迟"品质变劣"产量严重

下降"随着感病年数的增加"病情逐渐加深"直至整

株干枯&死亡)图
'

*%

图
!

!

新疆杏褪绿卷叶病症状
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'
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!

新疆杏褪绿卷叶植原体
!NS5<=>

巢式
"#$

扩

增结果

!!

利用植原体通用引物对
&'"P[#

(

&'"P&#

对

杏褪绿卷叶病&枣疯病病株和健康杏树植株总
4-.

进行
$%&

扩增"电泳结果显示"枣疯病病株总

4-.

可以扩增出
'

条约
'5* Ǹ

的特异性片段"而

杏褪绿卷叶病病株&健康杏树植株和灭菌超纯水空

白对照均未出现特异性条带)图
#A

*%进一步以杏

褪绿卷叶病病株第一轮
$%&

产物为模板"利用内

侧引物对
&'"[#B

(

&'"&#

进行第二轮
$%&

扩增"

结果扩增出约
'5# Ǹ

的特异性片段"同时枣疯病

植原体也扩增出相同的特异性条带"而健康植株和

灭菌超纯水均未出现特异性条带)图
#N

*%结果表

明"所用引物对具有特异性"可从疑似病样中扩增

到与目的基因片段大小相符的条带%疑似病样中

存在植原体%

图
8

!

杏褪绿卷叶植原体
!NS5<=>

巢式
"#$

扩增结果

%&

'

(8

!

=+62+;"#$,-

.

/&0&1,2&3430!NS5<=>053-,

.

5&1321*/3532&1/+,053//

.

*

K

23

.

/,6-,

'

00'

'



!"

卷第
#

期 艾克热木'买买提等!杏褪绿卷叶植原体新疆分离物
'"+,4-.

基因克隆与序列分析

8(?

!

杏树褪绿卷叶植原体
!NS5<=>

片段的序列分析

随机选取
"

个杏褪绿卷叶病病样的巢氏
$%&

扩

增产物进行回收&纯化&克隆"提取质粒"经
$%&

和酶

切鉴定后"选取阳性克隆进行测序%结果表明"从
"

个

病样中获得的片段大小均为
'#!0N

J

"

8k%

含量为

!*51'd

%

!*511d

"符合植原体
'"+,4-.

基因
8k%

含量)

!*d

%

!1d

*"命名为
.%3&FZS('

%

.%3&F

ZS("

"登录号分别为)

6X*0//(#

%

6X*0//(/

*%

同源性比较结果表明"新疆杏褪绿卷叶植原体

不同分离株
'"+,4-.

基因片段核苷酸序列无明显

差异"相似性达到
1150d

%

'((d

%与植原体
'"+,

各组代表性植原体比较结果表明"杏褪绿卷叶植原

体新疆分离物
.%3&FZS('

%

.%3&FZS("

与植原体

'"+,

(

组成员的相似性达到
1/5"d

以上"与
'"+,

(

F<

亚组的枣疯病植原体山东宝山分离物
<+'

)

92111/)/

*"甜樱桃绿化植原体山东分离物
+%\F

S-F#(')

)

6[0!01"*

*相似性最高"均达到
115!d

%

115"d

%其中
<+'

和
+%\FS-F#(')

与
.%3&FZS('

%

.%3&FZS(!

仅有
*

个碱基的差异"与
.%3&FZS(*

和

.%3&FZS("

有
0

个碱基的差异%

表
!

!

与
!NS5

各组代表性植原体
!NS5<=>

基因片段的核苷酸同源性比较

),G/+!

!

#3-

.

,5&63430471/+32&;+30!NS5<=>05,

'

-+42053-2

K.

&1,/

.

*

K

23

.

/,6-,30!NS5

'

537

.

6

'"+,

组及亚组

'"+,

H

,K@

J

ABL

R@N

H

,K@

J

植原体病害及相关菌株

$O

G

CK

J

QARPALDRIARIABLRC,ADB

登录号

8IB<AB̀

AMMIRRDKBBK5

核苷酸相似性(
d

-@MQIKCDLI

RDPDQA,DC

G

'"+,

)

F4

翠菊黄化
.RCI,

G

IQQKWR

)

$A=<

*

.U#"*#(" 1(5(

%

1(5'

'"+,

)

F[

杏褪绿卷叶
.

J

,DMKCMOQK,KCDMQIAE,KQQ

)

.%3&F.U

*

.U#"*#'' 1(5(

%

1(5'

杏褪绿卷叶
.

J

,DMKCMOQK,KCDMQIAE,KQQ

)

.%3&

*

Z"0))0 1(5#

%

1(5!

'"+,

*

花生丛枝
$IAB@CWDCMOIR

,

N,KKP

)

$B=<

*

3))/"* 005/

%

0150

'"+,

&

西方
Z

病
=IRCI,BZLDRIARI

)

=Z

*

4?)*(//! 1)5)

%

1!5!

'"+,

+

可可致死黄化
%KMKB@CQICOAQ

G

IQQKWDB

H

)

%3U

*

2'0/!/ 1!50

%

1*5(

'"+,

(

F.

榆树黄化
9QP

G

IQQKWR

)

9U'

*

.U'1/"** 105*

%

105/

榆树黄化
9QP

G

IQQKWR

)

9UF'#*

*

.U'1/"*" 105*

%

105/

'"+,

(

F<

枣疯病
S@

a

@NIWDCMOIR

,

N,KKP

)

S=<F8'

*

.<(*#0/" 115)

%

115*

枣疯病
S@

a

@NIWDCMOIR

,

N,KKP

)

<+'

*

92111/)/ 115!

%

115"

枣疯病
S@

a

@NIWDCMOIR

,

N,KKP

)

_U'

*

92111/!( 115)

%

115*

枣疯病
S@

a

@NIWDCMOIR

,

N,KKP

)

XINID

*

82'0!'0) 115#

%

115!

甜樱桃绿化
$,@B@RAVD@PVD,IRMIBMI

)

+%\FS-F#(')

*

6[0!01"* 115!

%

115"

'"+,

(

F%

葡萄金黄化
[QAVIRMIBMILK,yI

)

[4F%

*

.U'1/"!* 105*

%

105/

葡萄金黄化
[QAVIRMIBMILK,yI

)

[4/(

*

.U'1/"!) 105#

%

105!

桤木黄化
.QLI,

G

IQQKWR

)

.3U00#

*

.U'1/"!# 105!

%

105"

'"+,

(

F4

葡萄金黄化
[QAVIRMIBMILK,yI

)

[4F4

*

.U'1/"!! 105#

%

105!

'"+,

(

F9

悬钩子矮化
&@N@RRC@BC

)

&@+

*

.U'1/"!0 105#

%

105*

悬钩子矮化
&@N@RRC@BC

)

&@+&'1

*

.U'1/"*' 105#

%

105*

'"+,

(

F[ <AQABDCIRWDCMOIR

,

N,KKP

)

<QC=<

*

.<"01"/0 1/50

%

105'

'"+,

(

F8

枣疯病
S@

a

@NIWDCMOIR

,

N,KKP

)

S=<F>K

*

.<(*#0/1 1/5"

%

1/50

'"+,

(

FX

重阳木丛枝
<DRMOKEDA

J

KQ

G

MA,

J

AWDCMOIR

,

N,KKP

)

$A=<FSZ

*

>S!*#*!/ 1050

%

115(

'"+,

(

F:

黑莓丛枝
<QAM̀NI,,

G

WDCMOIR

,

N,KKP

)

<QAM̀$K,C

*

>&#))!/) 105)

%

105"

'"+,

,

F.

马铃薯丛枝病
$KCACKWDCMOIR

,

N,KKP

)

$=<

*

4?#*"(01 1"5"

%

1"5/

'"+,

-

F.

桉树黄化
.RO

G

IQQKWR

)

.ROU

*

3))/*1 1"5#

'"+,

.

F.

丝瓜丛枝
3KKEAOWDCMOIR

,

N,KKP

)

3E=<

*

3))/"! 1*5"

%

1*50

'"+,

/

F.

鸽子豆丛枝
$D

H

IKB

J

IAWDCMOIR

,

N,KKP

)

$$<=

*

3))/)* 1)50

%

1!5(

'"+,

0

F.

苹果丛枝
.

JJ

QI

J

,KQDEI,ACDKB

)

+$.&/('

*

.S!)(("/ 015'

%

015)

'"+,

0

F.

欧洲核果类黄叶
9@,K

J

IABRCKBIE,@DC

G

IQQKWR

J

O

G

CK

J

QARPA

)

9+[UF8#

*

.S*!#*!* 1(5/

%

1(51

'"+,

1

F.

水稻黄矮
&DMI

G

IQQKWRLWA,E

)

&U4FS

*

4'#*0' 1!5*

%

1!5/

'"+,

2

F.

僵化植原体
+CKQN@,

)

\AB4)

*

6[*/"#") 005)

%

005*

'"+,

0&

F.

墨西哥长春花绿变
6ITDMAB

J

I,DWDB̀QIVD,IRMIBMI

)

6$\

*

.[#!01"( 015)

%

015*

'"+,

0+

F.

百慕大群岛草白叶
<I,,B@LA

H

,ARRWODCIQIAE

)

<8=3

*

U'")00 1#51

%

1)5#

'

10'

'



#(#(

8(E

!

系统进化及虚拟
$%W"

分析

将本研究获得的
"

个杏褪绿卷叶植原体新疆分

离物
'"+,4-.

序列与
8IB<AB̀

中已公布的部分

'"+,

组代表性植原体
'"+,4-.

基因序列进行比较"

利用
698.*5(

软件的邻接法)

BID

H

ONK,F

a

KDBDB

H

*构

建系统发育树%系统进化树显示)图
)

*"杏褪绿卷

叶植原体新疆分离物
.%3&FZS('

%

.%3&FZS("

与

'"+,

(

组各亚组代表性植原体成员聚在同一进化分

枝上"属于
'"+,

(

组成员%同时与
'"+,

(

F<

亚组各

株系的亲缘关系最近"聚在一个分枝上"但又单独聚

为一簇%进一步利用植原体在线分类系统
2$O

G

%QAF

RRDEDI,

对
"

个杏褪绿卷叶植原体新疆分离物进行虚

拟
&[3$

分析"结果表明"本研究获得的植原体
'"+

,4-.

基因片段的限制性片段长度多态性不同于已

有的
'"+,

组(亚组%其中与
'"+,

(

F<

亚组分离物

)

8IB<AB̀

登录号!

.<(*#0/"

*的相似性最高"相似

系数为
(51!

"在限制性内切酶
,"*2:

和
<"%:

的酶

切位点上存在明显的差异"因此系统推测本研究获

得的杏褪绿卷叶植原体新疆分离物可能属于
'"+,

(

组的一个新亚组%

图
?

!

用邻接法构建的新疆杏褪绿卷叶植原体
!NS5<=>

系统发育树

%&

'

(?

!

=+&

'

*G35F

H

3&4&4

'

;+4;53

'

5,-G,6+;34!NS5<=>6+

X

7+41+6302*+

.

*

K

23

.

/,6-,30,

.

5&1321*/3532&1/+,053//&4V&4

H

&,4

'

'

(1'

'



!"

卷第
#

期 艾克热木'买买提等!杏褪绿卷叶植原体新疆分离物
'"+,4-.

基因克隆与序列分析

?

!

讨论

依托特殊生态地理环境所赋予的丰富光热资

源"新疆杏有着优异的品质%近年来"新疆杏生产规

模快速扩大和迅猛发展"形成了环塔克拉玛干沙漠

独特的杏生态品种群和杏产业带"对于地处极端干

旱荒漠区&生态环境极为脆弱的南疆地区防风固沙&

生态环境保护和促进地区经济发展都有着重要的意

义%杏褪绿卷叶病自
#((/

年首次在新疆出现以来"

已从零星发生转为成片发生"发生面积不断扩大"部

分成年果园的发病率呈逐年升高的趋势"给新疆杏

生产带来严重隐患%本研究利用巢式
$%&

扩增&序

列分析&同源性比较等分子生物学方法对杏褪绿卷

叶植原体新疆分离物进行分子检测鉴定"获得了其

'"+,4-.

分子信息"从亚组水平上确定了其分类

地位"为建立新疆杏褪绿卷叶植原体快速诊断和检

测提供技术支持%

近年来国际上对
.%3&

的病原&流行学&寄主范

围&检验检疫等方面开展了不少研究"取得了一定进

展#

'"F'/

$

%尽管不同国家所报道的杏褪绿卷叶病症状

相似"但各国所报道的
.%3&

病原包括分类地位不同

的多种植原体%如捷克&土耳其&比利时&白俄罗斯等

国发生的
.%3&

病原被鉴定为
'"+,

0

F<

亚组#

'0#'

$

"

黎巴嫩&德国发生的
.%3&

病原被鉴定为
'"+,

)

F[

亚

组#

###)

$

"伊朗发生的
.%3&

病原被鉴定为
'"+,

*

F%

亚

组#

#!

$

%还有研究发现"

.%3&

病原与苹果丛枝植原

体)

A

JJ

QI

J

,KQDEI,ACDKB

J

O

G

CK

J

QARPA

"

'"+,

0

F.

*&梨

衰退植原体)

J

IA,LIMQDBI

J

O

G

CK

J

QARPA

"

'"+,

0

F%

*

和翠菊黄化植原体)

ARCI,

G

IQQKW

J

O

G

CK

J

QARPA

"

'"+,

)

F.

*具有相似的
4-.

序列"序列相似度为
105"d

%

115'd

"差异部位在
'"+,4-.

第
'"

%

'1

位点"

但倾向于将杏褪绿卷叶植原体归于苹果丛枝病植原

体类群#

#*

$

%而本研究发现"引起新疆杏褪绿卷叶病

的植原体在系统分类上应归于
'"+,

(

组%由此可

见"杏树可被多种植原体侵染并引起相似的症状"而

新疆杏褪绿卷叶病株中是否还有其他不同分类地位

的植原体"是否存在混合侵染现象还有待进一步检

测证实%

植原体分类鉴定在线工具
2$O

G

%QARRDEDI,

在植

原体亚组及株系的分类研究中已得到广泛应用%本

研究利用该方法对患病杏树植株中植原体的
'"+

,4-.

序列进行
&[3$

分析"发现
'"+,4-.

基因

片段的限制性内切酶片段多态性不同于所有已建立

的
'"+,

组(亚组的参考模型%其中与
'"+,

(

F<

亚

组分离物)

8IB<AB̀

登录号!

.<(*#0/"

*的相似性最

高"相似系数为
(51!

)相似系数
(

(51/

建议该植原

体可代表新的植原体
'"+,

亚组#

0

$

*"因此推测本研

究获得的杏褪绿卷叶植原体新疆分离物属于
'"+,

(

组的一个新亚组%通过对
'"+,4-.

序列同源性

及系统发育分析"发现杏褪绿卷叶植原体新疆分离物

与
'"+,\F<

亚组的枣疯病植原体山东分离株&甜樱

桃绿化植原体山东分离株亲缘关系很近"序列相似性

达到
115!d

%

115"d

"最多有
0

个碱基存在差异"且

在同一条进化小分支上"在分子水平上未体现出不同

株系间的差异%随着植原体分类的深入研究"研究人

员发现仅依靠
'"+,4-.

序列对植原体进行分类鉴

定存在严重的局限性"因此"有必要进一步测定核糖

体蛋白基因)

1

#

*&延伸因子基因)

*-

B

*&运转蛋白基因

)

;&.U

*等较
'"+,4-.

具有较大变异性的基因或区

域以获取更加丰富的分子生物学信息"从而更加深入

了解杏褪绿卷叶植原体新疆分离物与其他植原体的

系统进化关系和分子水平差异"为植原体致病机制研

究与新疆杏褪绿卷叶病的防治奠定基础%
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