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摘要　通过透射电子显微镜，在从宁夏回族自治区固原市彭阳县红河镇采集的表现叶片上卷、红叶、气生薯症状的

马铃薯样品叶脉韧皮部筛管细胞内观察到大量直径为５００～７００ｎｍ的球形植原体粒子。以提取的感病和健康马铃

薯叶片总ＤＮＡ为模板，应用植原体１６ＳｒＲＮＡ基因和狉狆基因通用引物进行ＰＣＲ扩增，从感病样品中扩增得到了

长度均约为１．２ｋｂ的片段。对获得基因核酸一致性比较分析表明，马铃薯僵顶植原体宁夏株系１６ＳｒＲＮＡ基因与

‘犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｆｒａｇａｒｉａｅ’槭树株系（ＭＫ５０１６４２）１６ＳｒＲＮＡ基因核酸一致性最高，为９９．７％，狉狆基因与

‘犆犪．Ｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ’云南马铃薯ＹＮ２Ｇ株系（ＫＪ１４４８８９）狉狆基因核酸一致性最高，为１００％；基于１６ＳｒＲＮＡ基因和

狉狆基因构建系统进化树发现，马铃薯僵顶植原体宁夏株系与１６ＳｒⅫＥ亚组成员聚在一起。基于透射电镜观察和

基因序列比较分析，证明宁夏发生的马铃薯僵顶病与植原体侵染相关，该植原体在分类地位上属于植原体１６ＳｒⅫ

Ｅ亚组。
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　　马铃薯犛狅犾犪狀狌犿狋狌犫犲狉狅狊狌犿Ｌ．是我国主要粮食作

物之一，是世界上仅次于水稻、玉米、小麦之后的第四

大粮食作物，对我国粮食安全具有重要战略意义［１］。

我国马铃薯种植区主要划分为西北、西南、内蒙古和
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东北四大优势产区。宁夏属于西北马铃薯优势产区，

２０１６年，我国马铃薯种植面积为５５４．５２万ｈｍ２，宁

夏马铃薯种植面积为１６．８８万ｈｍ２
［２］，马铃薯种植

业已经发展成为当地农民脱贫致富的主导产业。随

着马铃薯种植面积的扩大，病害的发生已经发展成

为制约我国马铃薯高产、优产的主要因素，除传统的

晚疫病犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犻狀犳犲狊狋犪狀狊、黑胫病犘犲犮狋狅犫犪犮狋犲

狉犻狌犿ｓｐｐ．、环腐病犆犾犪狏犻犫犪犮狋犲狉犿犻犮犺犻犵犪狀犲狀狊犻狊ｓｕｂ

ｓｐ．狊犲狆犲犱狅狀犻犮狌狊和病毒病外，由植原体引起的马铃

薯僵顶病（ｐｏｔａｔｏｓｔｏｌｂｕｒ）日益发展成为主要

病害［３］。

马铃薯僵顶病是一种植原体病害，发生普遍、传

播迅速、危害严重。其症状主要表现为叶片上卷、红

叶或紫叶、节点膨大、节间缩短、芽增殖、气生薯和早

衰，部分发病轻的植株地下薯块虽然无肉眼可见症

状，但质地蓬松（海绵薯），在加工过程中品相变差，

如制作炸薯片时，会出现薯片褐变，丧失食用和经济

价值［３４］。马铃薯僵顶病的流行主要有以下两方面

原因，第一，由介体昆虫甜菜叶蝉犆犻狉犮狌犾犻犳犲狉狋犲狀犲犾

犾狌狊传播
［５］，散布迅速；第二，通过薯块营养繁殖传

播［６］。据报道，该病害在北美［５，７］、南美［８］、欧洲［４，９］、

新西兰［１０］、俄罗斯［１１］和伊朗［１２］均有发生，并且引起

严重的马铃薯减产。已经确认马铃薯僵顶病可由

１６ＳｒⅠ、１６ＳｒⅡ、１６ＳｒⅢ、１６ＳｒⅥ、１６ＳｒⅩ、１６ＳｒⅫ、

１６ＳｒⅩⅢ和１６ＳｒⅩⅧ组植原体引起
［９，１３１４］。在我国

云南和内蒙古个别马铃薯种植区内，马铃薯僵顶病

的发生率达８０％～１００％，由１６ＳｒⅠ和１６ＳｒⅫ组植

原体引起［３］。

宁夏作为我国马铃薯的主产区之一，是否有马

铃薯僵顶病发生，其病原的分类地位等尚不清楚。

为此，我们开展了宁夏马铃薯僵顶病调查和病原鉴

定，以期为马铃薯僵顶病的预测及病原菌研究奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料

２０１８年９月１０日－１７日自宁夏回族自治区固

原市彭阳县红河镇采集表现叶片上卷、红叶、节间缩

短、气生薯、根系坏死等症状的马铃薯样品，马铃薯

品种为‘费乌瑞它’。用于分子检测的样品采样方法

如下：每株取５～８片新叶，以锡箔纸包裹后迅速液

氮冷冻，通过干冰运回实验室，保存于超低温冰箱

（－８６℃）备用，其中有症状样品１０个，无症状样品

３个。用于透射电镜观察的样品采样方法如下：取

１０～１５ｃｍ有症状植株茎尖，用打湿的报纸迅速包

起来，保存在泡沫塑料盒中，带回实验室。在分类上

属于１６ＳｒⅠＢ亚组的苦楝丛枝样品为本实验室

保存。

Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、

克隆载体ＰＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ、ＤＨ５α感受态细

胞均购自宝生物工程（大连）有限公司。琼脂糖凝胶

回收试剂盒、高纯度质粒小量快速提取试剂盒购自

艾德莱生物技术有限公司。１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ购自

北京天根生化科技有限公司。

１．２　透射电子显微镜观察

从显症马铃薯叶脉取２ｍｍ×２ｍｍ大小的韧

皮部组织，将样品先用３％的戊二醛和４％的多聚甲

醛混合物固定４ｈ，然后用１％锇酸再次固定２ｈ，

１０％～７０％的乙醇和０～１００％的丙酮逐级脱水，用

８１２环氧树脂包埋，在烘箱内烘干７２ｈ后取出修块，

修块完成后切半薄切片，定位到韧皮部组织后进行超

薄切片，将超薄切片以醋酸铀酰及柠檬酸铅进行双重

染色，用ＪＥＭ１２００Ｘ透射电镜观察并拍照
［１５１６］。

１．３　总犇犖犃提取

采用ＣＴＡＢ法提取冻存的１３个马铃薯叶片样

品总ＤＮＡ
［１７１８］，溶解于５０μＬ灭菌双蒸水中，采用

ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒＤ３０核酸蛋白测定仪测

定ＤＮＡ浓度，通过琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ的完

整性后将总ＤＮＡ保存于超低温冰箱（－８６℃）中备

用。苦楝丛枝样品ＤＮＡ提取方法同上。

１．４　马铃薯僵顶病的犘犆犚检测

１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增：以提取的总ＤＮＡ

为模板，用植原体１６ＳｒＲＮＡ基因通用引物Ｐ１（５′

ＡＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＴＴ３′）和 Ｐ７

（５′ＣＧＴＣＣＴＴＣＡＴＣＧＧＣＴＣＴＴ３′）
［１９２０］进行扩增。

扩增程序为：９８℃预变性３ｍｉｎ；９８℃１ｍｉｎ，５０℃

２ｍｉｎ，７２℃３ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。将第一

轮ＰＣＲ产物稀释３０倍作为模板，用引物Ｒ１６Ｆ２ｎ

（５′ＧＡＡＡＣＧＣＴＧＣＴＡＡＧＡＣＴＧＧ３′）和Ｒ１６Ｒ２（５′

ＴＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＡＣＣＣＣＧ３′）
［２１］进 行
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第二轮ＰＣＲ，扩增程序为：９８℃预变性３ｍｉｎ；９８℃

１ｍｉｎ，５２℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，先进行５个循环，然

后以９４℃３０ｓ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，进行２５个

循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

狉狆基因的ＰＣＲ扩增：使用植原体狉狆基因通用

引物ｒｐＦ１Ｃ（５′ＡＴＧＧＴＤＧＧＤＣＡＹＡＡＲＴＴＡＧＧ

３′）和ｒｐ（Ｉ）Ｒ１Ａ（５′ＧＴＴＣＴＴＴＴＴＧＧＣＡＴＴＡＡ

ＣＡＴ３′）
［２２］进行扩增。扩增程序为：９８℃预变性

１１ｍｉｎ；９８℃１ｍｉｎ，５０℃２ｍｉｎ，７２℃３ｍｉｎ，３８个

循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。

上述ＰＣＲ反应体系均为２５μＬ：灭菌双蒸水

１４．５μＬ，上下游引物分别０．５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），１０

×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，

ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４．０μＬ，犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）１μＬ。

取５μＬＰＣＲ产物，用１％琼脂糖凝胶电泳检

测，ＥＢ染色后在凝胶成像系统下成像。ＰＣＲ反应

以健康马铃薯总ＤＮＡ为阴性对照，采集自陕西省

杨凌区西北农林科技大学校园的苦楝丛枝样品

ＤＮＡ为阳性对照。

１．５　犘犆犚产物的纯化、克隆及序列测定

采用快捷型琼脂糖ＤＮＡ回收试剂盒纯化ＰＣＲ

产物，纯化产物与ＰＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ１６℃连

接１ｈ，将连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细

胞，经过蓝白斑筛选后，挑取筛选平板上的白色菌

落，在３ｍＬＡｍｐ抗性的ＬＢ液体培养基中培养过

夜，经过ＰＣＲ鉴定为阳性的菌液提取质粒，重组质

粒送上海生工生物技术有限公司进行测序。

１．６　序列一致性比较分析

采用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩＡｄｖａｎｃｅ１１（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐ．）软

件对测序结果进行校正和拼接；将获得的１６ＳｒＲＮＡ

和狉狆基因序列进行ＢＬＡＳＴｎ比对检索同源序列并提

交 ＧｅｎＢａｎｋ；通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件将测定的１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因和狉狆基因序列与同组植原体代表株系进

行核酸一致性比较；通过ＭＥＧＡ６．０软件分别构建

１６ＳｒＲＮＡ基因和狉狆基因系统发育进化树
［２３］。

２　结果与分析

２．１　马铃薯僵顶病症状

２０１８年９月１０日－１７日，对宁夏回族自治区

固原市彭阳县红河镇马铃薯僵顶病进行了调查，调

查标准主要是看马铃薯田里是否存在叶片上卷、红

叶、节间缩短、气生薯和根系坏死症状的植株。结果

发现，表现上述症状的马铃薯植株在薯田内零星发

生，共采集了１０株有症状的马铃薯叶片样品，３株

无症状马铃薯叶片样品（图１）。

图１　马铃薯僵顶病病株症状

犉犻犵．１　犃狊狔犿狆狋狅犿犪狋犻犮狆狅狋犪狋狅狆犾犪狀狋狑犻狋犺狆狅狋犪狋狅狊狋狅犾犫狌狉犱犻狊犲犪狊犲

　
２．２　电镜结果

通过透射电子显微镜在感病马铃薯韧皮部筛管

细胞内观察到大量球形的植原体粒子，大小在５００

～７００ｎｍ（图２）。
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图２　感病马铃薯叶脉韧皮部组织透射

电子显微镜观察结果

犉犻犵．２　犜犺犲犜犈犕狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆犺犾狅犲犿

狋犻狊狊狌犲狅犳犪狀犻狀犳犲犮狋犲犱狆狅狋犪狋狅

　
２．３　犘犆犚鉴定结果

利用植原体１６ＳｒＲＮＡ基因和狉狆基因通用引

物从有症状的１０个马铃薯样品和阳性对照中均扩

增出长度约１．２ｋｂ的１６ＳｒＲＮＡ基因和狉狆基因，

而３个无症状马铃薯样品中未扩增出特异性条带。

证明了表现叶片内卷、红叶、节间短缩、气生薯和根

系坏死症状的马铃薯中有植原体存在。

２．４　一致性分析和系统发育分析

从１０个ＰＣＲ鉴定为植原体阳性的马铃薯样品

中随机选择２、４、７、９号样品进行１６ＳｒＲＮＡ基因和

狉狆基因克隆，１６ＳｒＲＮＡ基因和狉狆基因均选择３个

阳性克隆进行测序，４个样品彼此间１６ＳｒＲＮＡ基

因和狉狆基因的一致性为１００．０％，我们将该植原体

命名为马铃薯僵顶植原体宁夏株系（ｐｏｔａｔｏｓｔｏｌｂｕｒ

ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｓｔｒａｉｎＮｉｎｇｘｉａ，ＰＳｐＮｘ），１６ＳｒＲＮＡ

片段长度为１２４６ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为４６．７９％，登录

号为ＭＫ６９６０８７；狉狆基因长度为１１８２ｂｐ，登录号为

ＭＫ６９５９３９。通过ＢＬＡＳＴｎ程序，将获得的马铃薯

僵顶植原体宁夏株系１６ＳｒＲＮＡ基因序列和狉狆基

因序列在ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源序列搜索，分别搜索

到９９条同源序列，９９条序列均属于僵顶组（１６ＳｒⅫ

组）成员，其１６ＳｒＲＮＡ基因与‘犆犪．Ｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ’槭

树株系（ＭＫ５０１６４２）１６ＳｒＲＮＡ基因一致性最高，为

９９．７０％，狉狆基因与‘犆犪．Ｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ’云南马铃薯

ＹＮ２Ｇ株系（ＫＪ１４４８８９）狉狆基因一致性最高，达到

１００．０％。

利用ＭＥＧＡ６．０软件将马铃薯僵顶植原体宁

夏株系１６ＳｒＲＮＡ基因序列与僵顶组植原体１１个

亚组（ＡＫ）代表及其他各植原体组代表的１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列进行比较，构建系统发育进化树（图

３）。从图中可以看出马铃薯僵顶植原体宁夏株系与

僵顶组植原体１１个亚组代表株系聚集在一起形成

一个大的分支，其中又与１６ＳｒⅫＥ亚组的代表株系

‘犆犪．Ｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ’草莓株系（ＤＱ０８６４２３）聚集在一

起形成独立分支。马铃薯僵顶植原体宁夏株系狉狆

基因序列与僵顶组植原体５个代表及其他各植原体

组代表的狉狆基因序列进行比较，构建系统发育进化

树（图４）。从图中可以看出马铃薯僵顶植原体宁夏

株系与僵顶组植原体５个代表株系聚集在一起形成

一个大的分支，其中又与分类属于１６ＳｒⅫＥ亚组的

‘犆犪．Ｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ’云南马铃 薯 ＹＮ２Ｇ 株 系

（ＫＪ１４４８８９）聚集在一起。

基于对１６ＳｒＲＮＡ基因和狉狆基因的核酸一致

性分析和系统发育分析，均证明马铃薯僵顶植原体

宁夏株系属于１６ＳｒⅫ组，并且该分离物与１６ＳｒⅫＥ

亚组亲缘关系最近。

３　讨论

在本研究中透射电镜和分子检测结果均证明在

宁夏发生的马铃薯僵顶病与植原体有关；其１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因和狉狆基因的一致性分析和系统发育分

析证明该植原体属于１６ＳｒⅫ组，并且与１６ＳｒⅫＥ亚

组亲缘关系最近。

之前的研究表明在我国北方地区１６ＳｒⅠ组和

１６ＳｒⅤ组植原体发生最为普遍，南方地区１６ＳｒⅠ组

和１６ＳｒⅡ组植原体发生最为普遍
［２４］，但近年来越

来越多的研究报道僵顶组（１６ＳｒⅫ组）植原体在我国

的发生，其中Ｇａｏ等
［２５］报道了１６ＳｒⅫ组一个新的亚

组在山东牡丹上的发生，Ｙａｎｇ等
［２６］报道了１６ＳｒⅫ

Ａ亚组在陕西丹参上的发生，Ｗｕ等
［２７］报道了１６Ｓｒ

ⅫＣ亚组在云南黄槐树上的发生，Ｃｈｅｎｇ等
［３］报道

了１６ＳｒⅫＥ、１６ＳｒⅫＩ亚组在我国云南和内蒙古马铃
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图３　基于１６犛狉犚犖犃基因序列构建的马铃薯僵顶植原体宁夏株系（犘犛狆犖狓）和１６犛狉Ⅻ组犃犓亚组

代表及其他各植原体组代表的系统发育进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲狆狅狋犪狋狅狊狋狅犾犫狌狉狆犺狔狋狅狆犾犪狊犿犪狊狋狉犪犻狀

犖犻狀犵狓犻犪（犘犛狆犖狓），狋犺犲狉犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲狊狅犳１６犛狉Ⅻ犃狋狅犓狊狌犫犵狉狅狌狆狊犪狀犱犿犲犿犫犲狉狊狅犳狅狋犺犲狉１６犛狉犵狉狅狌狆狊

　

图４　基于狉狆基因序列构建的马铃薯僵顶植原体宁夏株系（犘犛狆犖狓）和１６犛狉Ⅻ组植原体５个代表及

其他各植原体组代表的系统发育进化树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲狉狆犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲狆狅狋犪狋狅狊狋狅犾犫狌狉狆犺狔狋狅狆犾犪狊犿犪狊狋狉犪犻狀

犖犻狀犵狓犻犪（犘犛狆犖狓），犳犻狏犲狉犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲狊狅犳１６犛狉Ⅻ犵狉狅狌狆狊犪狀犱犿犲犿犫犲狉狊狅犳狅狋犺犲狉１６犛狉犵狉狅狌狆狊

　

·０６·



４７卷第２期 李正男等：宁夏马铃薯僵顶植原体的分子鉴定

薯上的发生，由此，我们可以看到１６ＳｒⅫ组植原体在

我国不同地区正在广泛发生。由１６ＳｒⅫ组植原体引

起的病害已经发展成为北欧最严重的植原体病害［２８］，

因此１６ＳｒⅫ组植原体在我国的发生值得引起重视。

在我国西北马铃薯产区的陕西、西南马铃薯产

区的云南、内蒙古马铃薯产区分别有１６ＳｒⅠＢ、１６Ｓｒ

ⅥＡ、１６ＳｒⅫＥ、１６ＳｒⅫＩ亚组植原体侵染马铃薯引

起僵顶病的报道［３，２９３１］，但在宁夏和黑龙江等马铃

薯产区还没有马铃薯僵顶病发生的报道，本研究对

宁夏马铃薯产区进行了调查，并证明在宁夏有１６Ｓｒ

ⅫＥ亚组植原体引起的马铃薯僵顶病。结合上面

研究结果证明与植原体相关的马铃薯僵顶病在我国

马铃薯产区普遍发生。虽然在本研究中鉴定到的马

铃薯僵顶植原体宁夏株系与在云南和内蒙古鉴定到

的马铃薯僵顶植原体均属于１６ＳｒⅫＥ亚组，但马铃

薯僵顶植原体宁夏株系１６ＳｒＲＮＡ基因却与在比利

时发生的‘犆犪．Ｐ．ｆｒａｇａｒｉａｅ’槭树株系（ＭＫ５０１６４２）

一致性最高，为９９．７０％，说明马铃薯僵顶植原体宁

夏株系与云南和内蒙古株系存在一定变异。在世界

范围内已经有１６ＳｒⅠ、１６ＳｒⅡ、１６ＳｒⅢ、１６ＳｒⅥ、１６ＳｒⅩ、

１６ＳｒⅫ、１６ＳｒⅩⅢ和１６ＳｒⅩⅤⅢ组
［１０，１４１５］在马铃薯上引

起僵顶病的报道，结合我国的研究结果可以看出引起

马铃薯僵顶病的植原体病原多样，植原体由刺吸式口

器昆虫传播，这类昆虫食性广泛，它们可能会在感染

了不同组植原体或者同组不同亚组植原体的植株上

取食，这可能是导致马铃薯僵顶病植原体病原多样性

的原因，在油菜、葡萄、长春花等植物上也存在分类上

属于不同组的多个植原体组植原体侵染的报道。我

国不同马铃薯产区僵顶病的发生情况、病原多样性和

效应因子鉴定将是我们后续工作的重点。
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