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杏褪绿卷叶植原体新疆分离物核糖体
蛋白基因的克隆与序列分析
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摘要: 【目的】了解杏褪绿卷叶植原体新疆分离物的系统发育关系及遗传分化ꎬ确定其分类地位ꎮ 【方
法】利用植原体核糖体蛋白( ｒｐ)基因的特异性引物 ｒｐＦ１ / ｒｐＲ１ 对新疆轮台县托克逊县杏褪绿卷叶病植株

总 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ并对部分扩增片段克隆、测序及序列分析ꎮ 【结果】获得杏褪绿卷叶植原体新疆

分离物 ｒｐ 基因片段大小为 １１９６ ｂｐꎬ该片段包含部分 ｒｐＳ１９ 以及 ｒｐＬ２２ 和 ｒｐＳ３ 基因的全部序列ꎮ 序列相

似性和系统进化分析表明ꎬ杏褪绿卷叶植原体新疆分离物与 １６ＳｒⅤ￣ｒｐ 亚组中的各代表性植原体的 ｒｐ 基

因核苷酸序列相似性达到 ９５.７％~９９.３％ꎬ其中与 ｒｐⅤ￣Ｃ 亚组的甜樱桃绿化植原体和枣疯病植原体的相

似性最高ꎬ核苷酸及氨基酸相似性分别达到 ９９.２％~９９.３％和 ９８.３％~９８.４％ꎮ 进一步虚拟 ＲＦＬＰ 分析ꎬ发现杏褪绿卷叶植原

新疆分离物 ｒｐ 基因的酶切图谱与 ｒｐⅤ￣Ｃ 亚组成员相似性最高ꎬ但在 ＭｓｅⅠ、ＳｓｐⅠ和 ＴａｑⅠ的酶切位点上存在差异ꎮ 综上初

步判断其可能属于 １６ＳｒⅤ组(榆树黄化组)中的一个新 ｒｐ 亚组ꎮ 【结论】本研究首次报道了杏褪绿卷叶植原体新疆分离物

的 ｒｐ 基因序列ꎬ确定了其分类地位ꎬ为杏褪绿卷叶病的早期诊断和检测提供了基础ꎮ
关键词: 杏ꎻ 杏褪绿卷叶病ꎻ 植原体ꎻ 核糖体蛋白基因ꎻ 序列分析
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ａｐｒｉｃｏｔꎻ ａｐｒｉｃｏｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｌｅａｆ ｒｏｌｌꎻ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａꎻ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 杏 褪 绿 卷 叶 病 ( ａｐｒｉｃｏｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｌｅａｆ ｒｏｌｌꎬ
ＡＣＬＲ)是危害杏树 Ａｒｍｅｎｉａｃａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌａｍ.的一种

高致死性植原体病害ꎮ 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(Ｂｅｒｔａｃｃｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４ꎻ Ｎｅｃ̌ａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ 其寄主范围广泛ꎬ可侵

染杏、李 Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ Ｌｉｎｄｌ.、桃 Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ
Ｌ.、樱桃 Ｃｅｒａｓｕｓ ｓｐｐ.、扁桃 Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌ.和
油桃 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ｖａｒ. ｎｅｃｔａｒｉｎａ 等 多 种 果 树

(Ｔｒａｎｄａｆｉｒｅｓｃｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 研究证明ꎬ该病害传

染性极强ꎬ病原通过嫁接传染ꎬ随无症带菌苗木远

距离传播ꎬ介体昆虫(木虱、叶蝉)在感病树上取食

后终生带菌保持感染力ꎬ还可经卵传播 ( Ｔｕｒｋ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 赵京民(１９９３)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电

镜观察ꎬ初步判断可能是由类菌原体所致ꎬ但未对

病原进行鉴定和分类ꎮ 李文慧等(２００７)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ꎬ
并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ꎮ 韩冰(２０１２)利用植原体 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基

因通用引物对新疆杏褪绿卷叶病病株进行检测ꎬ从
分子水平证明新疆杏褪绿卷叶病的病原是植原体ꎮ

由于植原体至今无法分离培养ꎬ难以采用纯培

养的表型特征分类鉴定ꎬ主要依据其基因组核酸序

列和分子特征进行系统发育关系分析ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ
基因是植原体分类体系中的首选分子标记ꎬ但大量

研究表明ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列过于保守ꎬ不足以对于亲

缘关系较近的植原体作进一步划分(Ｄｕｄｕｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ 核糖体蛋白( ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｒｐ)基因是

植原体进化演变过程中一个重要的基因ꎬ其在植原

体株系间关系以及系统发育的研究中能够揭示更

多有价值信息以及系统发育的标记ꎬ能用于 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因不易被区分的近缘株系的分类研究ꎮ
Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ. (２０００)通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ｒｐ 基因相结合

的 ＲＦＬＰ 分析ꎬ将当时的植原体株系详尽地划分为

１９ 个组 ４６ 个亚组ꎮ Ｍａｒｔｉｎｉ ｅｔ ａｌ.(２００２)基于 ｒｐ 基

因进行系统发育研究ꎬ将榆树黄化组(１６ＳｒＶ)划分

为 １２ 个 ｒｐＶ 亚组ꎬ表明 ｒｐ 基因在划分亲缘关系更

近的植原体株系中是一个有效的分子标记ꎮ 在我

国ꎬ蔡红等(２００３)首次报道了长春花黄化植原体的

ｒｐ 基因ꎬ并将其用于植原体系统分类研究ꎮ 随后ꎬ
利用 ｒｐ 基因序列对枣疯病植原体 (王利平等ꎬ
２０１４)、泡桐丛枝病植原体(和志娇等ꎬ２０１４)、花生

丛枝植原体(万琼莲等ꎬ２０１４)等进行系统分类的研

究也陆续被报道ꎮ 目前ꎬ国内尚未见关于杏褪绿卷

叶植原体 ｒｐ 基因的研究报道ꎮ 本研究对杏褪绿卷

叶植原体新疆分离物 ｒｐ 基因进行克隆和序列分析ꎬ
以期获取其分子特征信息ꎬ分析其分子变异ꎬ在亚

组水平上确定其分类地位ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料与试剂

供试样品:２０１８—２０１９ 年在新疆轮台县和托克

逊县采集表现为叶片上卷、叶肉有不规则褪绿的疑

似杏褪绿卷叶病样品 １１２ 份ꎬ将采集的叶片、枝条

组织保存于保鲜袋内ꎬ带回实验室后保存于 ４ 和

－２０ ℃冰箱中ꎮ 经植原体 １６Ｓ ｒＤＮＡ 检测ꎬ有 ５４ 份

样品确定为感病样品ꎮ 普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收

试剂盒、标准分子量 Ｍａｒｋｅｒ 购自天根生化科技(北
京)有限公司ꎮ 克隆载体 ｐＭＤＴＭ１９Ｔ 以及其他酶类

等分子生物学试剂均购自大连宝生物工程有限公

司(ＴａＫａＲａ)ꎮ
１.２　 方法

１.２. １ 　 杏树枝条韧皮部总 ＤＮＡ 的提取 　 采用

ＣＴＡＢ 法(Ｇｒｅｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎬ提取杏树多年生枝条

韧皮部总 ＤＮＡꎬ经 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 的

质量后ꎬ置于－４０ ℃冰箱中保存备用ꎮ
１.２.２　 ｒｐ 基因的 ＰＣＲ 扩增　 参照 Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.(１９９８)
报道的植原体 ｒｐ 基因引物对序列进行 ＰＣＲ 扩增:
ｒｐＦ１(５′￣ＧＧＡＧＴＡＡＧＧＴＧＡＡＴＴＴ￣３′)ꎬｒｐＲ１(５′￣ＡＣＧ￣
ＴＡＴＴＴＡＣＴＴＴＴＴＧＧ￣３′)ꎮ ＰＣＲ 扩增反应体系 ( ２５
μＬ):ＤＮＡ 模板 ２.０ μＬꎬ １０ μｍｏｌＬ－１ ｒｐＦ１ / ｒｐＦ２ 各

１.０ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌＬ－１ ｄＮＴＰｓ １.５ μＬꎬ１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ
(２.５ ｍｍｏｌＬ－１ ＭｇＣｌ２) ２.５ μＬꎬ２.５ ＵμＬ－１ ＴａｑＤ￣
ＮＡ 聚合酶 ０.５ μＬꎬ补足灭菌超纯水至 ２５ μＬꎮ 反应

程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５１ ℃退

火 ３０ ｓꎬ７２℃ 延伸 ９０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０
ｍｉｎꎮ 反应结束后取 ＰＣＲ 扩增产物在添加 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ
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染料的琼脂糖(浓度为 １０ ｇＬ－１)中进行电泳(１×
ＴＡＥ 缓冲系统)ꎬ使用凝胶成像系统观察并保存拍

摄图片ꎮ
１.２.３　 ＰＣＲ 产物的回收及克隆　 将 ＰＣＲ 产物中的

特异性条带切下ꎬ采用琼脂糖凝胶回收试剂盒回

收ꎬ纯化ꎮ 回收的 ＰＣＲ 产物与载体 ｐＭＤＴＭ １９Ｔ 在

１６ ℃下连接 ２ ｈꎮ 将连接产物转化至 ＤＨ５α 感受态

细胞中ꎬ在含有 Ｘ￣ｇａｌ (２０ ｇＬ－１)、ＩＰＴＧ (５０ ｇ
Ｌ－１)、Ａｍｐ (１００ ｍｇＬ－１)的 ＬＢ 琼脂平板上 ３７ ℃
培养 １４~１６ ｈꎬ形成单菌落ꎮ 将筛选出的阳性单菌

落接种于含 Ａｍｐ (１００ ｍｇＬ－１) ＬＢ 液体培养基

中ꎬ在 ３７ ℃培养过夜ꎬ提取质粒ꎬ用 ｒｐＦ１ / ｒｐＲ１ 进行

ＰＣＲ 扩增、酶切鉴定ꎮ
１.２.４　 序列测定与分析　 随机选取 ４ 个含有目的

片段的重组质粒送上海生工生物工程技术服务有

限公司进行序列测定ꎮ 将所得序列在 ＮＣＢＩ 数据库

(ｈｔｔｐｓ: ∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )中进行 ＢＬＡＳＴ 检

索ꎬ通过 ＤＮＡｓｔａｒ 软件将所得 ｒｐ 基因序列进行相似

性比较ꎬ利用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件分析ꎬ邻接法构建系统

进化发育树ꎬ同时利用 ｐＤＷＡＲ ３２ 软件模拟实验室

的 ７ 种限制性内切酶(ＡｌｕⅠ、ＤｒａⅠ、ＨａｅⅢ、ＨｈａⅠ、
ＭｓｅⅠ、ＳｓｐⅠ、ＴａｑⅠ)对本研究获得的杏褪绿卷叶

植原体和已报道的 １６ＳｒＶ￣ｒｐ 亚组参考株系(Ｍａｒｔｉｎｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)的 ｒｐ 基因序列( ｒｐＦ１ / ｒｐＲ１ 扩增片段)
片段进行 ＲＦＬＰ 虚拟酶切分析ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 新疆杏褪绿卷叶病危害现状及症状特点

本研究于 ２０１７—２０１９ 年连续 ３ 年对新疆轮台

县、托克逊县等杏树生产区杏褪绿卷叶病发生情况

进行调查ꎮ 发现该病害有范围扩大、加重的趋势ꎬ
目前在新疆轮台县、托克逊县、乌鲁木齐市周边均

发现疑似病株ꎬ通过分子检测和嫁接传病试验确定

为植原体病原ꎮ 部分杏园的发病率已超过 ３０％ꎬ患
病果园减产可达 ２０％ ~ ５０％ꎬ严重影响杏果品质ꎮ
调查发现ꎬ不同地区、不同品种的杏树中表现的症

状基本相似ꎬ表现为叶片边缘沿叶脉向上卷ꎮ 发病

初期ꎬ感病植株的部分叶片会呈现卷叶症状ꎬ严重

的整株叶片卷成筒状呈失水状ꎬ叶片表面呈现不规

则的褪绿现象ꎮ 发病植株果实的生长发育受到抑

制ꎬ果实成熟期推迟ꎬ品质变劣ꎬ产量严重下降ꎬ并
伴有落叶落果现象ꎮ 发病植株随着发病年数的增

长ꎬ病情逐渐加深ꎬ直至整株干枯、死亡(图 １)ꎮ

图 １　 新疆杏褪绿卷叶病症状图
Ｆｉｇ.１　 Ａｐｒｉｃｏｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ ｉｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ａ、Ｂ:健康杏树ꎻＣ、Ｄ:杏褪绿卷叶病植株ꎮ

Ａꎬ Ｂ: Ｈｅａｌｔｈｙ ａｐｒｉｃｏｔꎻ Ｃꎬ Ｄ: Ａｐｒｉｃｏｔ ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ.

２.２　 杏褪绿卷叶植原体新疆分离物 ｒｐ 基因 ＰＣＲ
扩增结果

以 ５４ 份杏褪绿卷叶病阳性样品总 ＤＮＡ 为模

板ꎬ利用引物 ｒｐＦ１ / ｒｐＲ１ 对植原体 ｒｐ 基因进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ电泳结果表明ꎬ部分样品获得了约 １.２ ｋｂ 的

特异性条带ꎬ同时ꎬ枣疯病植原体也扩增出相同的

特异性条带ꎬ而健康植株和灭菌超纯水均未出现特

异性条带(图 ２)ꎮ 结果表明ꎬ所用引物对具有特异

性ꎬ可从病样中扩增到与目的基因片段大小相符的

条带ꎮ
２.３　 新疆杏褪绿卷叶植原体 ｒｐ 基因的克隆及序列

分析

随机选取 ４ 个杏褪绿卷叶病病样(轮台县和托

克逊县病样各 ２ 个)的 ＰＣＲ 扩增产物进行回收、纯
化、克隆ꎬ提取质粒、酶切鉴定ꎬ选取阳性克隆进行

测序ꎮ 测序结果表明ꎬ新疆杏褪绿卷叶植原体核糖

体蛋白基因片段长 １１９６ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为 ２７.２６％ꎬ
包含部分 ｒｐＳ１９ 基因以及完整的 ｒｐＬ２２ 基因和 ｒｐＳ３
基因ꎮ 其中ꎬｒｐＬ２２ 基因以 ＡＴＧ 为起始密码子ꎬ由
３５４ 个核苷酸组成的开放阅读框编码 １１７ 个氨基
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酸ꎻｒｐＳ３ 基因以 ＡＴＧ 为起始密码子ꎬ由 ７５３ 个核苷

酸组成的开放阅读框编码 ２５０ 个氨基酸ꎬ在所含的

３ 个基因中均以 ＴＡＡ 作为终止密码子ꎬ这些特性均

与其他植原体核糖体蛋白基因序列相似ꎮ 分别命

名为 ＡＣＬＲ￣ＸＪ０１ ~ ＡＣＬＲ￣ＸＪ０４ꎬ 登 录 号 分 别 为

(ＭＷ３６６８２７~ＭＷ３６６８３０)ꎮ
将杏褪绿卷叶植原体新疆分离物的 ｒｐ 基因核

苷酸序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中经 ＢＬＡＳＴ 比对检索ꎬ并利

用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件对核苷酸及氨基酸序列进行相似

性比较ꎮ 结果表明ꎬ杏褪绿卷叶植原体新疆分离物

ＡＣＬＲ￣ＸＪ０１~ ＡＣＬＲ￣ＸＪ０４ ｒｐ 基因片段核苷酸序列

无差异ꎬ相似性达到 １００％ꎮ 杏褪绿卷叶植原体新

疆分离物 ＡＣＬＲ￣ＸＪ０１ ~ ＡＣＬＲ￣ＸＪ０４ 与 １６ＳｒⅤ￣ｒｐ 亚

组各代表性植原体的 ｒｐ 基因核苷酸序列相似性达

到 ９５.７％~ ９９.３％ꎬ其中与 １６ＳｒⅤ组 ｒｐⅤ￣Ｃ 亚组的

甜樱桃绿化植原体 ＳＣＶ￣ＪＮ￣２０１３ (ＭＦ８４８９５４)和枣

疯病植原体分离物 ＪＷＢ (ＡＹ１９７６８１)、 ＪＷＢ￣Ｚｈａｎ￣
ｇｑｉｕ(ＦＪ１５４８５６)的亲缘关系最近ꎬ序列相似性分别

达到 ９９.３％和 ９９.２％ꎬｒｐＬ２２ 和 ｒｐＳ３ 基因编码的氨

基酸相似性分别达到 ９８.３％和 ９８.４％(表 １)ꎮ

图 ２　 杏褪绿卷叶植原体 ｒｐ 基因 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｐ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ａｐｒｉｃｏｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ

Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎻ１~４:杏褪绿卷叶病样品ꎻ５:枣疯病样品ꎻ６:健康杏树ꎻ７:双蒸水空白对照ꎮ
Ｍ: １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎻ １－４: Ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ＡＣＬＲꎻ ５: Ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｊｕｊｕｂｅ ｗｉｔｃｈｅｓ′￣ｂｒｏｏｍꎻ

６: Ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ａｐｒｉｃｏｔꎻ ７: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｄｄＨ２Ｏ).

表 １　 杏褪绿卷叶植原体新疆分离物与其他植原体 ｒｐ 基因核苷酸和氨基酸同源性比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｐ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ

ＡＣＬＲ￣Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ｓｔｒａｉｎｓ

１６Ｓ ｒ 组￣亚组(ｒｐ 亚组)
１６Ｓｒ ｇｒｏｕｐ￣ｓｕｂｇｒｏｕｐ

(ｒｐ￣ｓｕｂｇｒｏｕｐ)

植原体病害及相关菌株
Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ｄｉｓｅａｓｅ

ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ

登录号
ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ.

核苷酸相似性
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｈｏｍｏｌｏｇｙ / ％

氨基酸相似性
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｈｏｍｏｌｏｇｙ / ％

ｒｐＬ２２ ｒｐＳ３

１６ＳｒⅠ￣Ａ (ｒｐⅠ￣Ａ) 番茄巨芽 Ｔｏｍａｔｏ ｂｉｇ ｂｕｄ (ＢＢ) ＡＹ１８３６８６ ６１.０ ５１.７ ５４.６
１６ＳｒⅢ￣Ａ (ｒｐⅢ￣Ａ) 桃 Ｘ 病 Ｐｅａｃｈ Ｘ￣ｄｉｓｅａｓｅ (ＣＸ) ＥＦ１８６８１３ ６９.２ ６１.９ ４９.４
１６ＳｒⅤ￣Ｃ (ｒｐⅤ￣Ｌ) 鹰爪豆丛枝 Ｓｐａｒｔｉｕｍ ｗｉｔｃｈｅｓ′￣ｂｒｏｏｍ (ＳｐａＷＢ２２９) ＡＹ１９７６７２ ９５.７ ９１.５ ９７.２
１６ＳｒⅤＶＥ (ｒｐⅤ￣Ｉ) 悬钩子矮化 Ｒｕｂｕｓ ｓｔｕｎｔ (ＲＵＳ) ＡＹ１９７６６８ ９５.８ ９１.５ ９７.２
１６ＳｒⅤ￣Ａ (ｒｐⅤ￣Ａ) 榆树黄化 Ｅｌｍ ｙｅｌｌｏｗｓ (ＥＹ１) ＡＹ１９７６７５ ９５.９ ９３.２ ９４.８
１６ＳｒⅤ￣Ｃ (ｒｐⅤＶＨ) 桤树黄化 Ａｌｄｅｒ ｙｅｌｌｏｗｓ (ＡＬＹ) ＡＹ１９７６６６ ９５.９ ９１.５ ９６.８
１６ＳｒⅤ￣Ｃ (ｒｐⅤ￣Ｆ) 葡萄金黄化 Ｆｌａｖｅｓｃｅｎｃｅ ｄｏｒéｅ (ＦＤ７０) ＡＹ１９７６６３ ９６.０ ９０.７ ９６.８
１６ＳｒⅤ￣Ｃ (ｒｐⅤ￣Ｄ) 葡萄金黄化 Ｆｌａｖｅｓｃｅｎｃｅ ｄｏｒéｅ (ＦＤ￣Ｃ) ＡＹ１９７６６５ ９６.１ ９０.７ ９７.２
１６ＳｒⅤ￣Ｃ (ｒｐⅤ￣Ｊ) 红麻黄化 Ｈｅｍｐ ｄｏｇｂａｎｅ ｙｅｌｌｏｗｓ (ＨＤ１) ＡＹ１９７６７４ ９６.２ ９０.７ ９６.８
１６ＳｒⅤ￣Ｃ (ｒｐⅤ￣Ｋ) 桤树黄化 Ａｌｄｅｒ ｙｅｌｌｏｗｓ (ＡＬＹ８８２) ＡＹ１９７６６２ ９６.２ ９０.７ ９６.８
１６ＳｒⅤ￣Ｄ (ｒｐⅤ￣Ｅ) 葡萄金黄化 Ｆｌａｖｅｓｃｅｎｃｅ ｄｏｒéｅ (ＦＤ￣Ｄ) ＡＹ１９７６６４ ９６.２ ９０.７ ９７.６
１６ＳｒⅤ￣Ｂ (ｒｐⅤ￣Ｂ) 樱桃致死黄化 Ｃｈｅｒｒｙ ｌｅｔｈａｌ ｙｅｌｌｏｗｓ (ＣＬＹ５) ＡＹ１９７６７９ ９８.６ ９７.４ ９８.０
１６ＳｒⅤ￣Ｂ (ｒｐⅤ￣Ｍ) 桃树黄化 Ｐｅａｃｈ ｙｅｌｌｏｗｓ (ＰＹ￣Ｉｎ) ＡＹ１９７６７９ ９８.８ ９７.４ ９８.０
１６ＳｒⅤ￣Ｂ (ｒｐⅤ￣Ｃ) 枣疯病 Ｊｕｊｕｂｅ ｗｉｔｃｈｅｓ′￣ｂｒｏｏｍ (ＪＷＢ) ＡＹ１９７６８１ ９９.２ ９８.３ ９８.４
１６ＳｒⅤ￣Ｂ (ｒｐⅤ￣Ｃ) 枣疯病 Ｊｕｊｕｂｅ ｗｉｔｃｈｅｓ′￣ｂｒｏｏｍ (Ｚｈａｎｇｑｉｕ) ＦＪ１５４８５６ ９９.２ ９８.３ ９８.４
１６ＳｒⅤ￣Ｂ (ｒｐⅤ￣Ｃ) 樱桃绿化 ′Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ′ ｖｉｒｅｓｃｅｎｃｅ (ＳＣＶ￣ＪＮ￣２０１３) ＭＦ８４８９５４ ９９.３ ９８.３ ９８.４

２.４　 系统进化及 ＲＦＬＰ 虚拟分析

将获得的杏褪绿卷叶植原体新疆分离物 ｒｐ 基

因序列与 １６ＳｒＶ 组及其他组代表性植原体 ｒｐ 基因

序列进行比较ꎬ共同构建系统进化树ꎮ 结果表明ꎬ
杏褪绿卷叶植原体新疆分离物与 １６ＳｒＶ￣ｒｐ 亚组各

株系聚在同一个大分支上ꎬ其中与 ｒｐＶ￣Ｃ 亚组的甜
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樱桃绿化植原体 ＳＣＶ￣ＪＮ￣２０１３ (ＭＦ８４８９５４)和枣疯

病植原体分离物 ＪＷＢ(ＡＹ１９７６８１)、ＪＷＢ￣Ｚｈａｎｇｑｉｕ
(ＦＪ１５４８５６)的亲缘关系最近ꎬ聚为单独的一个分支

(图 ３)ꎮ 进一步利用 ｐＤＲＡＷ ３２ 软件对杏褪绿卷

叶植原体新疆分离物 ＡＣＬＲ￣ＸＪ０１ 和 １６ＳｒＶ 组中 １２
个 ｒｐＶ 亚组代表性分离物的 ｒｐ 基因序列( ｒｐＦ１ /
ｒｐＲ１ 扩增片段)进行 ＡｌｕⅠ等 ７ 种限制性内切酶的

虚拟 ＲＦＬＰ 分析ꎬ结果显示ꎬ杏褪绿卷叶植原体新

疆分离物 ｒｐ 基因的虚拟酶切图谱不同于所有已建

立的 ｒｐ Ⅴ 亚组参考模型ꎬ 其中与 ｒｐＶ￣Ｃ 亚 组

(ＡＹ１９７６８１)相似性最高ꎬ但在 ＭｓｅⅠ、ＳｓｐⅠ和 Ｔａｑ
Ⅰ的酶切位点存在差异(图 ４)ꎬ因此ꎬ推测杏褪绿

卷叶植原体新疆分离物可能是 １６ＳｒⅤ组中的一个

新的 ｒｐ 亚组ꎮ

图 ３　 用邻接法构建的杏褪绿卷叶植原体新疆分离物 ｒｐ 基因系统发育树
Ｆｉｇ.３　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｐ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ｏｆ ａｐｒｉｃｏｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ ｉｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ

括号内为 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号ꎻ黑体为本文所获得的 ｒｐ 基因测序株系ꎻ标尺所示长度为 ５％核苷酸置换率ꎮ
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓꎻ ｔｈｅ ｂｏｌｄｆａｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｆｏｒ ｒｐ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎻ

Ｂａｒ ｍｅａｎｓ ０.０５ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｐｅｒ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ.

图 ４　 杏褪绿卷叶植原体新疆分离物与 ｒｐⅤ￣Ｃ 亚组代表性植原体 ｒｐ 基因虚拟 ＲＦＬＰ 酶切图谱
Ｆｉｇ.４　 Ｖｉｒｔｕａｌ ＲＦＬＰ ｍａｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｐ ｇｅｎｅ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ｏｆ ｒｐⅤ￣Ｃ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ａｎｄ

ａｐｒｉｃｏｔ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｉｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｍ: ФＸ１７４ＤＮＡ￣ＨａｅⅡ酶切分子质量ꎻ １~７: 在虚拟酶切中所用的 ７ 种限制性内切酶: ＡｌｕⅠ、ＤｒａⅠ、ＨａｅⅢ、ＨｈａⅠ、ＭｓｅⅠ、ＳｓｐⅠ和 ＴａｑⅠꎮ

Ｍ: ФＸ１７４ ＤＮＡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨａｅⅡꎻ １－７: Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ７ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ: ＡｌｕⅠꎬ ＤｒａⅠꎬ ＨａｅⅢꎬ ＨｈａⅠꎬ ＭｓｅⅠꎬ ＳｓｐⅠꎬ ＴａｑⅠ.
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３　 讨论
　 　 新疆作为杏的原生起源中心ꎬ拥有丰富的杏种

质资源ꎬ栽培面积和产量均居全国各省(区) 之首ꎬ
形成了环塔克拉玛干大沙漠独特的杏生态品种群

和杏产业带ꎮ 发展杏产业对于地处极端干旱荒漠

区、生态环境极为脆弱的南疆地区的防风固沙、生
态环境保护和地区经济发展都有着重要的意义ꎮ
笔者于 ２０１６—２０１９ 年连续 ４ 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ꎬ发现该病

害从零星、局部发生到范围迅速扩大、加重ꎬ表明新

疆的地理气候环境适宜该病害的发生ꎬ目前该病原

极有可能已成功定殖并逐渐进入流行期ꎬ给近年来

蓬勃发展的新疆经济支柱林果产业带来巨大隐患ꎮ
本研究首次获取了杏褪绿卷叶植原体新疆分离物

ｒｐ 基因分子信息ꎬ从亚组水平上确定了其分类地位

和遗传变异ꎬ为研究杏褪绿卷叶植原体新疆分离物

的来源、进化关系ꎬ建立杏褪绿卷叶植原体快速诊

断和检测技术奠定了基础ꎮ
韩冰(２０１２)首次对新疆轮台县杏褪绿卷病植

原体 １６Ｓ ｒＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增、测序和序列分析ꎬ
结果显示ꎬ杏褪绿卷叶植原体新疆分离物 １６Ｓ ｒＤ￣
ＮＡ 基因与 １６ＳｒＶ￣Ｂ 亚组枣疯病植原体的同源性最

高达到 ９９.８％以上ꎬ仅有 １~２ 个碱基的差异ꎮ 艾克

热木买买提等(２０２０)验证了杏褪绿卷叶植原体

新疆分离物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列的同源性ꎬ发现与

韩冰已报道的杏褪绿卷叶植原体新疆分离物亲缘

关系很近ꎬ同源性达到 ９９.６％ꎬ与 １６ＳｒＶ￣Ｂ 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

离株同源性最高ꎬ达到 ９９.４％ ~９９.６％ꎬ同样未能在

分子水平上体现出不同株系间的差异ꎮ 这说明植

原体在长期的进化过程中 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因十分保

守ꎬ并不适合亲缘关系较近的植原体株系的分类ꎮ
在植原体株系关系和系统发育研究中发现 ｒｐ 基因

能够揭示出更多有价值的信息和系统发育的标记ꎮ
Ｍａｒｔｉｎｉ ｅｔ ａｌ. (２００７)对植原体各代表株系进行系统

进化分析ꎬ结果显示翠菊黄化组(１６ＳｒＩ 组)和榆树

黄化组(１６ＳｒⅤ组)不同亚组间 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的序列相

似性为 ９８.４％ ~ ９９.２％和 ９８.６％ ~ ９９.５％ꎬｒｐ 基因的

相似性为 ９６.８％ ~ ９８.２％和 ９６.５％ ~ ９８.１％ꎬ说明植

原体 ｒｐ 基因较 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因具有更大的变异性ꎬ
更适合用于同一组内亲缘关系更近的株系间的分

类ꎮ 本研究通过对杏褪绿卷叶植原体新疆分离物

ｒｐ 基因的同源性分析发现ꎬ杏褪绿卷叶植原体新疆

分离物与 １６ＳｒＶ 组(ｒｐＶ￣Ｃ)亚组的樱桃绿化植原体

和枣疯病植原体亲缘关系最近ꎬ核苷酸相似性达到

９９.２％~９９.３％ꎬ在系统发育树上聚为一簇ꎬ并未表

现出明显的遗传分化ꎮ 但进一步利用 ＲＦＬＰ 虚拟

酶切分析发现ꎬ杏褪绿卷叶植原新疆分离物 ｒｐ 基因

的酶切图谱与已报到的 １２ 个 ｒｐＶ 亚组代表性分离

物之间均存在一定的差异ꎬ尽管与 ｒｐⅤ￣Ｃ 亚组代表

性植原体的酶切图谱最为相似ꎬ但在限制性内切酶

ＭｓｅⅠ、ＳｓｐⅠ和 ＴａｑⅠ的酶切位点上也存在明显差

异ꎬ因此推测杏褪绿卷叶植原体新疆分离物属于榆

树黄化组(１６ＳｒＶ)的一个新 ｒｐＶ 亚组ꎮ 该结果不但

证明了 ｒｐ 基因更适合亲缘关系较近的植原体株系

的分类ꎬ同时也表明 ＲＦＬＰ 分析更能有效地揭示植

原体 ＤＮＡ 水平上的遗传多样性ꎮ
杏褪绿卷叶病于 １９７３ 年首次在法国杏树上被

发现ꎬ之后陆续在欧洲多国相继发生ꎬ在亚洲国家

土耳其、伊朗、黎巴嫩也有报道ꎮ 研究发现ꎬ尽管不

同国家所报道的杏褪绿卷叶病症状相似ꎬ但所鉴定

的 ＡＣＬＲ 病原在分类地位上差异显著ꎮ 如捷克、比
利时、土耳其、白俄罗斯等国发生的 ＡＣＬＲ 病原被

鉴定为 １６ＳｒＸ￣Ｂ 亚组植原体(Ｎａｖｒａｔｉｌｅｔ ａｌ.ꎬ２００１ꎻ
Ｏｌｉｖｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ꎻ Ｓｅｒｔｋａｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ Ｖａｌａｓｅｖｉｃｈ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎻ德国、黎巴嫩发生的 ＡＣＬＲ 病原被鉴

定为 １６ＳｒＩ￣Ｆ 亚组植原体(Ａｂｏｕ￣ｊａｗｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ
Ｈｏｄｇｅｔｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎻ伊朗发生的 ＡＣＬＲ 病原被鉴

定为 １６Ｓｒ Ⅱ￣Ｃ 亚 组 植 原 体 ( Ｒａｓｏｕｌｐｏｕｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎻ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 １６ＳｒⅤ组ꎮ 由此可见ꎬ杏
树可被多种植原体侵染并引起相似的症状ꎬ不同分

类地位的植原体在杏树上为何能够引起相似的症

状ꎬ其致病机制如何ꎬ还有待深入的研究ꎮ
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