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摘  要：【目的】探究泡桐丛枝和枣疯病植原体 tuf 基因上游序列结构、功能差异及其遗传多样

性。【方法】利用热不对称交错式 PCR (TAIL-PCR)扩增枣疯病植原体 tuf 基因上游未知序列，

利用启动子探针载体 pSUPV4 构建了泡桐丛枝和枣疯病植原体 tuf 基因上游序列的大肠杆菌异

源表达体系，分析泡桐丛枝、苦楝丛枝、莴苣黄化、桑萎缩、长春花绿变等 16SrI 组和枣疯病、

樱桃致死黄化、重阳木丛枝等 16SrV 组株系 tuf 基因上游调控序列的遗传变异特征和启动子活

性。【结果】泡桐丛枝等 16SrI 组植原体株系 tuf 基因和其上游 fusA 基因之间的间区序列长

129−130 bp，预测有完整的启动子保守结构。泡桐丛枝植原体 tuf 基因上游 130 bp 片段具有启

动子活性，此间区序列在 5 种 35 株 16SrI 组株系中存在 4 种变异类型；枣疯病植原体等 16SrV

组株系 fusA 和 tuf 基因间区长 53−54 bp，未预测到完整启动子结构。枣疯病植原体 tuf 基因上

游 144 bp 和 346 bp 片段均未检测到启动子活性，fusA 和 tuf 基因间区序列在 3 种 20 株 16SrV

组株系中存在 2 种变异类型。fusA-tuf 基因间区序列相对保守，基于此序列构建的进化树可清

晰区分不同组别的植原体株系。【结论】研究方法和结果为深入研究植原体基因表达与调控、

揭示植原体生长繁殖规律及其致病机理等奠定了良好的基础。 
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Abstract: [Objective] Exploring the difference of structure, function as well as the genetic diversity of 
upstream sequences adjoining tuf gene in paulownia and jujube witches’-broom phytoplasmas. 
[Methods] Thermal asymmetric interlaced PCR (TAIL-PCR) was used to amplify the upstream 
unknown sequence adjoining tuf gene in jujube witches’-broom phytoplasma. Recombinant expression 
system was successfully constructed with promoter-probe vector pSUPV4 and tuf gene upstream 
sequences from paulownia and jujube witches’-broom phytoplasma. Genetic variation and promoter 
activity of tuf gene upstream regulatory sequences from 16SrI group phytoplasma strains including 
paulownia witches’-broom, chinaberry witches’-broom, lettuce yellows, mulberry dwarf and 
periwinkle virescence phytoplasma strains and 16SrV group strains including jujube witches’-broom, 
cherry lethal yellow, Bischofia polycarpa witches’-broom phytoplasma strains were analyzed and 
identified. [Results] The sequence length of intergenic region between tuf and its upstream gene, fusA, 
in 16SrI group strains was 129 to 130 bp, with putative complete promoter conservative structure.   
130 bp upstream sequence of tuf gene in paulownia witches’-broom phytoplasma had promoter activity. 
There were four variation types in the intergenic region sequences from five kinds of 16SrI group 
phytoplasmas including 35 strains; the sequence length of intergenic region between fusA and tuf in 
16SrV group strains was 53 to 54 bp, with predicted incomplete promoter structure. No promoter 
activity was found in 144 bp and 346 bp upstream sequence of tuf gene in jujube witches’-broom 
phytoplasma. There were two variation types in the intergenic region sequences from three kinds of 
16SrV group phytoplasmas including 20 strains. The fusA-tuf intergenic region sequences were 
comparatively conservative, and the phytoplasma strains belonging to different groups were 
distinguished clearly by the phylogenetic tree constructed based on the sequences. [Conclusion] The 
methods and results of the study would lay a beneficial foundation in further investigating phytoplasma 
gene expression and regulation, revealing phytoplasma regularity of growth and propagation as well as 
its pathogenicity mechanism. 

Keywords: Phytoplasma, Promoter, TAIL-PCR, Upstream sequence, Genetic variation 

泡桐丛枝病和枣疯病是我国常见的两种由植

原体引起的植物病害，长期以来对我国泡桐和枣

树两大经济树种造成严重危害。植原体寄主范围

广、导致的植物病害多、影响地理区域大，除泡

桐和枣树外，对我国樱桃、桑树、苦楝等经济作

物、绿化树种也影响较大。植原体通过对某些关

键基因的调控代谢控制自身的生长繁殖及其与寄

主植物的相互作用和对环境的适应性，进而干扰

寄主植物的正常代谢途径而使其表现出不正常的

生理状态[1]。随着分子生物学和基因组学的发展，

通过对植原体与生长繁殖相关的关键基因表达调

控分析，从分子水平上明确植原体致病机理，无

论从理论上还是病害防治上都有较为重要的意

义。而细菌功能基因表达和代谢调控主要体现在

基因的转录和翻译水平上[2]。 

启动子是基因调控在转录水平上的一个关键

结构，含有 RNA 聚合酶特异性结合和转录起始所

需的保守序列[2]。迄今为止，关于植原体启动子的
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研究报道很有限。Palmano等首次将西方 X病植原

体 16S rDNA上游的启动子序列构建到含无启动子

报道基因 cat 的质粒上，发现该启动子能在芽孢杆

菌中启动 cat 基因的表达[3]。Ishii 等预测植原体质

粒序列上的启动子，推断 ORF3编码蛋白在变异株

系OY-NIM中不表达可能是由于启动子的缺失或突

变造成的[4]。胡佳续等预测了桑树萎缩、苦楝丛枝

和长春花绿变等植原体质粒上可能的启动子，并

定位了可能的核糖体结合位点[5]。Oshima 等认为

虽然植原体和支原体很少编码参与启动子识别的 σ

因子，但从洋葱黄化植原体中至少鉴定出编码两

种 σ因子的基因 rpoD和 fliA[6]。 

蛋白延伸因子直接影响功能基因的翻译水

平。蛋白延伸因子编码基因 tuf 编码延伸因子

EF-Tu，fusA 编码延伸因子 EF-G。其中，tuf 基因

在革兰氏阴性菌中为双拷贝，在革兰氏阳性菌中

为单拷贝。1997 年以来，国外陆续报道了翠菊黄

化组、僵顶病组以及 X-病组植原体的 tuf基因序列

测定结果，tuf 基因在植原体中为单拷贝[7-8]，并在

蛋白生物合成与植原体进化过程中起着重要的作

用，被认为是一种进化标签。tuf和 16S rRNA基因

相比保守性略低，可在 16S rRNA基因分组的基础

上进一步区分亚组[7-8]。Malembic-Maher等利用 tuf

基因对 16SrV植原体株系进行分类，使组内进化关

系较近的各株系得到清晰区分[9]。Streten 和 Gibb

利用 tuf 基因序列将 16SrXII-B 中的 Candidatus 

Phytoplasma australiense 株系细分为 16SrXII-B 

(tuf-Australia I)、16SrXII-B (tuf-New Zealand I)、

16SrXII-B (tuf-New Zealand II)[10]。Wang等研究发

现泡桐丛枝植原体 tuf基因抗血清与 16SrI组株系有

特异免疫反应，与 16SrV 组株系无免疫反应[11]。

目前，关于植原体 tuf 基因的研究主要集中于遗传

变异、系统进化、免疫反应等方面，关于该基因

表达和调控的相关研究较少[12]。Miyata 等对洋葱

黄化植原体(Onion yellows phytoplasma) tuf基因及

其上游 rps12、rps7、fus 等基因结构进行分析，推

测它们共同组成一个 str 操纵子 (Streptomycin 

operon)[12]。此外，已有研究表明基因启动子序列

的变异会影响启动子的活性从而改变相应基因的

表达及代谢效率[13-14]。 

研究采用热不对称交错式 PCR 技术(Thermal 

asymmetric interlaced PCR，TAIL-PCR)扩增枣疯病

植原体 tuf基因上游未知序列，利用直接 PCR扩增

泡桐丛枝植原体 tuf 基因上游序列，推测和比较分

析两种植原体 tuf 基因上游序列可能存在的启动子

结构。启动子探针载体 pSUPV4由四川大学生命科

学学院构建并得到大量应用[15-17]，通过该启动子

探针载体构建的融合表达体系是否表现出卡那霉

素抗性，验证两种植原体 tuf 基因上游序列是否存

在启动子活性。为探究不同地区不同寄主植原体

tuf 基因上游序列的遗传变异状况，根据已获得序

列设计引物扩增了来自我国不同地区泡桐丛枝植

原 体 (Paulownia witches’-broom phytoplasma ，

PaWB)及同为 16SrI 组的苦楝丛枝植原体

(Chinaberry witches’-broom phytoplasma，CWB)、

桑萎缩植原体 (Mulberry dwarf phytoplasma，

MD) 、 莴 苣 黄 化 植 原 体 (Lettuce yellows 

phytoplasma，LY)、长春花绿变植原体(Periwinkle 

virescence phytoplasma， PeV)和枣疯病植原体

(Jujube witches’-broom phytoplasma，JWB)及同为

16SrV 组的重阳木丛枝植原体(Bischofia polycarpa 

witches’-broom phytoplasma，BiWB)、樱桃致死黄

化植原体(Cherry lethal yellow phytoplasma，CLY)

的 tuf 基因上游序列。本研究对于揭示植原体关键

基因结构特征和表达调控机制、阐明其遗传变异

规律和系统进化关系、探究其与寄主植物和昆虫

介体间的互作关系、生境多样性和适应性、致病

性等问题具有较为重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

不同病害植原体材料于 2013至 2015年采集，

每个采样地采集健康泡桐、枣树等植物枝叶作为

健康对照。研究收集的不同病害植原体株系的具

体信息如表 1所示。 

染色体步移、DNA纯化、质粒提取等试剂盒，

分子克隆所用的限制性内切酶、T4 DNA连接酶、 
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表 1  研究收集的不同植原体株系信息 
Table 1  Information of the different phytoplasma strains collected in the study 

序号 

No. 

植原体名称 

Phytoplasmal name 

组别 

Group 

采样地和株系编号 

Sampling sites and strain codes 

株系数量

Number 
of strains

1 泡桐丛枝植原体 16SrI 山东兖州(PaWB-sdyz)，江苏南京(-jsnj)、苏州(-jssz1、-jssz2)，北京怀柔(-bjhr)，

河南郑州(-hnzz)、濮阳(-hnpy)、洛阳(-hnly)，湖南长沙(-hncs)，安徽合肥

(-ahhf)，江西南昌(-jxnc)，福建福州(-fjfz)，河北保定(-hbbd)，辽宁大连(-lndl1、

-lndl2)，山西太原(-sxty1、-sxty2)，陕西西安(-sxxa1、-sxxa2)、渭南(-sxwn) 

20 

2 苦楝丛枝植原体 16SrI 海南三亚(CWB-hnsy1、-hnsy2)，福建福州(-fjfz1、-fjfz2、-fjfz3)、永安(-fjya)，

江苏南京(-jsnj)，湖南长沙(-hncs)，江西南昌(-jxnc)，广东广州(-gdgz) 

10 

3 莴苣黄化植原体 16SrI 福建永安(LY-fjya1、-fjya2) 2 

4 桑萎缩植原体 16SrI 安徽合肥(MD-ahhf)，浙江淳安(-zjca) 2 

5 长春花绿变植原体 16SrI 海南海口(PeV-hnhk) 1 

6 枣疯病植原体 16SrV 江苏南京(JWB-jsnj)、镇江(-jszj)，北京海淀(-bjhd)，辽宁大连(-lndl1、-lndl2、

-lndl3)、葫芦岛(-lnhld1、-lnhld2)、建昌(-lnjc)，河南周口(-hnzk)、濮阳(-hnpy)、

洛阳(-hnly)，安徽合肥(-ahhf)，陕西渭南(-sxwn1、-sxwn2、-sxwn3)，重庆武

隆(-cqwl1、-cqwl2) 

18 

7 樱桃致死黄化植原体 16SrV 四川西昌(CLY-scxc) 1 

8 重阳木丛枝植原体 16SrV 安徽合肥(BiWB-ahhf) 1 

 

pMD18-T 克隆载体、大肠杆菌感受态细胞 DH5

等均购自 TaKaRa公司；PCR反应所用试剂购自北

京博迈德生物技术有限公司；DNA 提取试剂购自

北京艾德莱生物科技有限公司；启动子探针载体

pSUPV4 由四川大学生命科学学院王海燕副教授

提供；其它试剂为国产分析纯试剂。引物由北京赛

百盛基因技术有限公司合成；DNA 序列由生工生

物工程(上海)股份有限公司测定。 

1.2  样品总 DNA 提取和检测 

样品总 DNA 提取参照艾德莱植物基因组提取

试剂盒提供方法。植原体 16S rRNA 基因用

R16mF2/R16mR1[18]通用引物 PCR 扩增后测序检

测。PCR 反应设阳性对照(实验室组培的部分感染

植原体植物)和阴性对照(健康植物)。 

1.3  tuf 基因上游序列获取 

根据已知洋葱黄化植原体 (Onion yellows 

phytoplasma，OY-M，GenBank 登录号 AP006628)

全基因组设计引物 Pf1和 Pr1，序列及 Tm值如表 2

所示。通过 PCR方法扩增泡桐丛枝及其它 16SrI组

植原体株系的 tuf 上游序列。为保证所得序列准确

性，每条所得序列均测 3次。PCR反应体系及条件

参照博迈德公司 PCR 反应试剂说明。PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶检测后送公司测序。根据

FDTUF-F1/R1[19]扩增 JWB-jsnj植原体株系 tuf序列

测序，所得序列通过BLAST验证为 JWB植原体 tuf

序列，根据所得序列设计 3 条特异性巢式

TAIL-PCR引物 SP1、SP2、SP3，如表 2所示。简

并引物 AP 来自 TaKaRa 染色体步移试剂盒，第一

轮 PCR反应以 SP1和 AP为引物，第二轮 PCR反

应以 SP2 和 AP 为引物，第三轮 PCR 反应以 SP3

和 AP 为引物，PCR 反应体系和条件参照 TaKaRa

染色体步移试剂盒提供的方法。第三轮 PCR 产物

经 1%琼脂糖凝胶检测后切胶回收，纯化产物与

pMD18-T 载体连接后转化大肠杆菌感受态细胞

DH5，37 °C培养 24 h后挑选单菌落测序。通过

引物 Jtf-1 和 SP2 扩增枣疯病及其它 16SrV 组植原

体株系的 tuf 上游序列，每条所得序列均测 3 次，

所用引物序列及 Tm值见表 2。 

1.4  序列分析 

通过 DNAStar、DNAMAN 5.0 等软件对所得

序列进行拼接和多重比对，通过在线分析软件

iPhyClassifier (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/  
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表 2  研究所用引物 
Table 2  Primers used in the study 

引物 

Primer 

引物序列 

Primer sequences (5′→3′) 

引物大小 

Primer size (bp) 
Tm (°C) 

引入酶切位点 

Restriction site added 
Pf1 TACCATGATGTCGATTCTTCC 21 55 − 
Pr1 ATCCATTTGAGCAGCACCAG 20 55 − 
FDTUF-F1 ATTGGTCATGTAGACCATGG 20 55 − 
FDTUF-R1 GTTCTTCCGCCTTCACGTAC 20 55 − 
SP1 GCAACAGTTCCTCTTCCTTTTACG 24 65 − 
SP2 GGCATTACTCCATCTACAGCAGAAAC 26 65 − 
SP3 TAATCTGCATGCCCAGGACAATC 23 65 − 
TPf cccaagcttACAACCTTACACTAAAAAAC 29 45 Hind III 
TPr cgcggatcCATTTTTCAAAGGCCTC 25 45 BamH I 
Jtf cccaagcttACAAGGCAGAGCGAGTT 26 50 Hind III 
Jtr cgcggatcCATTTTAAAAGGCCTCC 25 50 BamH I 
Jtf-1 cgaagcttATGGTGGTTTAGTTCTTT 26 50 Hind III 
Jtr-1 cgcggatcCATTTTAAAAGGCCTC 24 50 BamH I 

 

cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi)和 16S rRNA基因

序列对不同植原体株系进行分析鉴定。通过

Softberry (http://linux1.softberry.com/berry.phtml)在

线分析工具并参考相关分子生物学资料[2]推测不同

植原体株系 tuf 基因上游序列可能存在的启动子及

其 结 构 。 用 MEGA 4.0 软 件 基 于 邻 接 法

(Neighbor-Joining，NJ)构建系统进化树，Bootstrap

值设为 1 000。 16SrI 组的洋葱黄化植原体

(Onionyellows phytoplasma，OY-M) (GenBank登录

号 AP006628)和翠菊黄化丛枝植原体(Aster yellows 

witches’-broom phytoplasma，AYWB) (CP000061)，

16SrXII 组 的 澳 大 利 亚 葡 萄 黄 化 植 原 体

(CandidatusPhytoplasma australiense ， PAa) 

(AM422018)和草莓致死黄化植原体 (Strawberry 

lethal yellows phytoplasma，SLY) (CP002548)，

16SrX 组的苹果簇生植原体 (Ca. P. mali，AT) 

(CU469464)等 5个已完成全基因组测序的株系作为

参照，相关序列通过NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov)获取。 

1.5  tuf 基因上游序列启动子活性验证 

将启动子探针载体 pSUPV4 用 Hind III 和

BamH I 限制酶酶切后回收大片段。根据已知序

列，设计引物 TPf和 TPr扩增 PaWB-sdyz植原体株

系 tuf上游 130 bp序列，设计引物 Jtf和 Jtr、Jtf-1

和 Jtr-1 分别扩增 JWB-jsnj 植原体株系 tuf 上游   

144 bp和 346 bp序列，引入酶切位点 Hind III和

BamH I，将各 PCR扩增产物用 Hind III和 BamH I

双酶切后回收片段，将回收片段与酶切的载体片

段用 T4 DNA连接酶连接，连接产物通过热激法转

化大肠杆菌感受态细胞 DH5，涂布于含有卡那霉

素(Kan) (Kan浓度分别为 30 mg/L和 50 mg/L)的LB

平板上，37 °C培养 24 h，挑取单菌落通过酶切和

测序验证转化子中目的片段。 

2  结果与分析 

2.1  泡桐丛枝和枣疯病植原体 tuf 基因上游序列

扩增和结构解析 

通过 PCR 方法扩增泡桐丛枝植原体株系

PaWB-sdyz tuf上游片段，测序获得 782 bp序列，

经 BLAST比对分析，发现 355 bp片段为 fusA基因

的 3′末端，编码蛋白延伸因子 EF-G 的 C 端；后 

297 bp 为 tuf 基因的 5′前端，编码蛋白延伸因子

EF-Tu 的 N端，fusA和 tuf 两个基因间区序列长度

为 130 bp。所得序列已上传至 GenBank 数据库，

PaWB-sdyz 株系 tuf 基因及其上游部分序列

GenBank登录号为 KU095823。经 Softberry软件在

线分析工具分析表明：fusA 和 tuf 两个基因间区序

列具有明显完整的启动子结构特征。 

通过 TAIL-PCR 方法扩增枣疯病植原体株系

JWB-jsnj tuf基因上游未知序列，对TAIL-PCR第三

次 PCR 产物测序获得 561 bp 序列，将其与引物

FDTUF-F1/R1扩增获得的 937 bp片段经DNAMAN

组装，共获得 1 414 bp长度的序列，其中有 84 bp
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的序列完全吻合。经 BLAST 比对分析发现，前

306 bp序列为 fusA基因的 3′末端，编码蛋白延伸因

子 EF-G的 C端；后 1 055 bp为 tuf基因序列，编码

蛋白延伸因子 EF-Tu 的 N 端；fusA 和 tuf 两个基因

间区序列长度为53 bp。所得序列已上传至GenBank

数据库，JWB-jsnj 株系 tuf 基因及其上游部分序列

GenBank 登录号为 KU095824。预测分析发现：  

tuf 基因上游序列存在启动子保守结构特征，部分

保守结构位于 fusA基因的 3′末端，fusA和 tuf两个

基因间区未预测到完整的启动子保守的结构区域。 

2.2  不同植原体株系 fusA和 tuf基因间区序列多

态性和系统进化分析 

扩增来自我国不同地区的 16SrI组和 16SrV组

植原体株系的 tuf 基因上游序列，多重序列比对发

现：研究所采用的 16SrI 组植原体株系 fusA 和 tuf

基 因 间 区 长 度 为 129−130 bp ， 相 似 性 为

97.7%−100%。PaWB-sdyz 株系与 OY-M 株系本段

序列相似性为 100%，与 AYWB相似性为 94.6%。

35 条基因间区序列存在 4 种变异类型。变异类型  

1 (TP1)包括泡桐丛枝植原体株系 PaWB-sdyz、

-jsnj、 -jssz1、 -jssz2、 -bjhr、 -hnzz、 -hnpy、

-hnly、 -hncs、 -ahhf、 -jxnc、 -hbbd、 -lndl1、

-lndl2、-sxty1、-sxty2、-sxxa1、-sxxa2、-sxwn 和

长春花绿变植原体株系 PeV-hnhk等共 20个株系；

变异类型 2 (TP2)包括苦楝丛枝植原体株系

CWB-hnsy1、 -hnsy2、 -fjfz1、 -fjfz2、 -fjfz3、

-fjya、-jsnj、-hncs、-jxnc、-gdgz 和桑萎缩植原体

株系 MD-ahhf、-zjca 等共 12 个株系；变异类型   

3 (TP3)包括莴苣黄化植原体株系 LY-fjya1、-fjya2

等 2 个株系；变异类型 4 (TP4)包括泡桐丛枝植原

体株系 PaWB-fjfz一个株系。 

所测定的 16SrV组植原体株系 fusA和 tuf基因

间区长度在 53−54 bp之间。以 JWB-jsnj株系本段

基因间区为参照进行多重比对，结果发现

JWB-hnpy 株系存在一个碱基 A 的插入，CLY-scxc

和 BiWB-ahhf 株系与之完全一致。20 条基因间区

序列存在 2种变异类型。变异类型 1 (TJ1)包括枣疯

病植原体株系 JWB-jsnj、 -jszj、 -bjhd、 -lndl1、

-lndl2、 -lndl3、 -lnhld1、 -lnhld2、 -lnjc、 -hnzk、

-hnly、-ahhf、-sxwn1、-sxwn2、-sxwn3、-cqwl1、

-cqwl2，樱桃致死黄化植原体株系CLY-scxc和重阳

木丛枝植原体株系BiWB-ahhf；变异类型 2 (TJ2)包

括 JWB-hnpy一个株系。16SrI和V组不同植原体株

系 fusA和 tuf基因间区的具体变异细节如图1所示。 
 

 
图 1  16SrI 和 V 组植原体株系 fusA 和 tuf 基因间区序列变异类型分析 

Figure 1  Analysis of variation types in fusA and tuf intergenic sequences from 16SrI and V group phytoplasma strains 
注：不同植原体株系 fusA和 tuf基因间区序列变异位点用坚框标出；序列中的“.”表示碱基缺失. 

Note: Variable sites of fusA and tuf intergenic sequences of different phytoplasma strains were shown in column; “.” in the sequences 
represented base deletion. 
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基于不同植原体株系 fusA和 tuf基因间区序列

构建 NJ 树，系统进化分析表明：同为 16SrV 组的

JWB、CLY和BiWB植原体株系形成一个独立的分

支，支持率为 86%；16SrI 组的 PaWB、MD、LY

和 PeV 植原体株系与同组别的参考株系 OY-M、

AYWB 聚在一起，支持率为 63%；16SrX 组的 AT

株系与 16SrXII 组的 PAa、SLY 株系分别形成独立

的进化分支。不同植原体株系系统进化关系如图 2

所示，不同组别的植原体株系可以清晰地形成不

同的分支。 
 

 
图 2  基于不同植原体株系 fusA 和 tuf 基因间区序列构建的系统树 

Figure 2  Phylogenetic tree constructed based on fusA and tuf intergenic sequences from different phytoplasma strains 
注：植原体株系编号如表 1所示；参考植原体株系序列号在括号中列出；系统树分支点处的数字代表系统树的自展值 (1 000次重

复)；标尺长度代表遗传距离. 
Note: The codes of the phytoplasma strains were shown in Table 1; Accession numbers of the reference phytoplasma strains were listed in 
parentheses; The numbers on the branch points of the phylogenetic tree represented bootstrap values of the tree (1 000 replicates); Scale 
length represented genetic distance. 
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2.3  泡桐丛枝和枣疯病植原体 tuf 基因上游序列

启动子活性验证 

将泡桐丛枝植原体山东兖州株系 PaWB-sdyz 

tuf上游 130 bp序列与启动子探针载体 pSUPV4连

接构建融合表达体系，在含 30 mg/L 和 50 mg/L 

Kan的 LB平板上培养 24 h后，均有明显的转化子

产生，挑取单菌落测序发现转化子中含有目的片

段。因而判断该区域具有启动子结构和活性。为

确定 JWB-jsnj株系 tuf上游序列是否具有启动子活

性及其核心区域，试验分别截取了枣疯病植原体

江苏南京株系 JWB-jsnj tuf上游 144 bp和 346 bp序

列，分别与 pSUPV4启动子探针载体连接构建融合

表达体系，在含 30 mg/L和 50 mg/L Kan的 LB平

板上培养 24、48 h 后，含有 JWB-jsnj tuf 上游    

144 bp和 346 bp的融合表达体系均不能在含有Kan

的 LB 平板上生长，因此在 JWB-jsnj 株系 tuf 基因

上游 144 bp和 346 bp序列没有检测到启动子活性

(图 3)。 

3  讨论 

TAIL-PCR 技术是一种根据已知 DNA 序列扩

增相邻未知序列的方法。与其它克隆技术相比，

TAIL-PCR 技术具有操作相对简单、特异性较高等

特点[20]。结合枣疯病植原体自身特点，我们将此

技术用于扩增和测定 JWB tuf基因上游未知序列，

并成功获取目的片段。通过 PaWB 等 16SrI 组、

JWB 等 16SrV 组以及 OY-M、AYWB、PAa、

SLY、AT 等株系比较分析发现，不同株系间的

fusA 和 tuf 基因间区存在明显的差异和组间结构特

征。PaWB、CWB、LY、MD、PeV、OY-M、

AYWB 等 16SrI 组株系 fusA 和 tuf 基因间区在

129−134 bp范围，16SrXII组的 PAa、SLY间区序

列长为 118 bp，这些植原体在本段区域序列均能预

测到完整的启动子结构。而在 JWB、CLY、BiWB

等 16SrV组株系 fusA和 tuf基因间区为 53−54 bp，

16SrX组AT株系为 65 bp，两组植原体的此段序列 

 

 
 

图 3  融合表达体系在含 Kan 的 LB 培养基上的表达状况 
Figure 3  Expression of recombinant expression system on LB medium with kanamycin 

注：融合表达体系含有 PaWB-sdyz tuf上游 130 bp序列，培养基 Kan浓度分别为 30 (A)、50 (B) mg/L；融合表达体系含有 JWB-jsnj 

tuf上游 144 bp序列，培养基 Kan浓度分别为 30 (C)、50 (D) mg/L；融合表达体系含有 JWB-jsnj tuf上游 346 bp序列，培养基 Kan

浓度分别为 30 (E)、50 (F) mg/L，所有体系均在 37 °C条件下培养 24 h. 
Note: Recombinant expression system including 130 bp upstream sequence of tuf gene in PaWB-sdyz, the concentration of kanamycin in the 
medium was 30 (A), 50 (B) mg/L respectively; Recombinant expression system including 144 bp upstream sequence of tuf gene in JWB-jsnj, 
the concentration of kanamycin in the medium was 30 (C), 50 (D) mg/L respectively; Recombinant expression system including 346 bp 
upstream sequence of tuf gene in JWB-jsnj, the concentration of kanamycin in the medium was 30 (E), 50 (F) mg/L respectively. All 
recombinant systems were cultivated under 37 °C condition for 24 h. 
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均无完整启动子结构。我们采用启动子探针载体

pSUPV4 成功构建了植原体调控序列在大肠杆菌中

的异源表达检测体系。分析发现：PaWB-sdyz株系

fusA和 tuf基因间区 130 bp序列可启动探针载体抗

卡那霉素基因的表达，其融合表达体系可在含 Kan

的平板中生长。而通过顺序缺失突变分析发现由

JWB-jsnj株系 tuf基因上游长 144 bp和 346 bp序列

构建的融合表达体系均不能在含 Kan 的平板上生

长。从而率先揭示了我国重要植原体 tuf 基因上游

所存在的两大类调控序列的特征及在同种植原体的不

同地区来源株系间的遗传变异程度。 

已有的研究报道大肠杆菌 tuf 基因有两个拷

贝，一个拷贝单独表达，别一个 tuf基因与 fusA及

其上游的核蛋白编码基因 rps12、rps7 共同构成一

个 str 操 纵 子 ， 其 基 因 结 构 排 列 顺 序 为

5′-rps12-rps7-fusA-tuf-3′[21]。Miyata 等对洋葱黄化

植原体株系 str 操纵子分析发现其结构与枯草芽孢

杆菌更相似，tuf 基因只有一个拷贝，基因结构为

5′-rps12-rps7-fusA-tuf-3′[12] 。 我 们 对 PaWB 、

OY-M、AYWB、PAa、SLY、AT 等株系 rps12、

rps7、fusA、tuf 等基因结构排布进行分析发现它们

与大肠杆菌 str操纵子的排列一致，对 JWB株系已

有序列的分析发现，与大肠杆菌 str 操纵子的基因

结构基本吻合。本研究在泡桐丛枝植原体 fusA 和

tuf 基因间区序列检测到了启动子活性，因此推测

泡桐丛枝植原体 tuf基因可能单独表达，不是 str操

纵子的一部分。来自我国不同地区的 5 种 35 株

16SrI组植原体株系的 fusA和 tuf基因间区序列存在

4种变异类型，3种 20株 16SrV组植原体株系 fusA

和 tuf 基因间区存在 2 种变异类型，此段间区序列

相对保守。大量研究发现，生物体某些基因启动

子序列发生变异将会影响基因的表达及其表达效

率[13-14]。植原体某些关键基因启动子序列的缺失

和变异可能会导致其它相关的基因表达及效率发

生改变从而表现出不同的寄主(植物和昆虫)特异性

和致病性。Ishii等对洋葱黄化植原体质粒上的编码

基因预测分析发现，可虫传植原体株系 (OY-M) 

ORF3 基因由两个启动子调控转录，而非虫传植原

体株系 (OY-NIM)仅有一个启动子序列且发生变

异，通过免疫反应发现 ORF3 在 OY-NIM 中不表

达，由此推测受启动子的缺失或突变影响的 ORF3

基因在植原体与昆虫互作过程起着重要作用[4]。并

推断 PaWB和 JWB株系 tuf上游序列结构特点、启

动子活性差异及 16SrI和 V组株系 fusA和 tuf基因

间区序列的变异可能与植原体的生长繁殖能力、

环境适应性和与寄主的互作关系相关，从而导致

其不同的寄主(植物和昆虫)特异性和致病性状。 

植原体的分类鉴定和遗传进化分析主要基于

16S rDNA 序列，这一序列是应用最为广泛的遗传

标记[18]。16S rRNA 基因序列高度保守，不能提供

足够的遗传变异信息。因此，一些相对保守的序

列如 16-23S rRNA基因间区、rp、tuf、secY等被应

用于植原体的遗传变异研究中，并揭示了植原体

更为丰富的遗传特征[19]。我们基于 fusA和 tuf基因

间区序列多态性和系统进化分析发现：不同组别

的植原体株系可以清晰地形成不同的分支。35 株

16SrI组株系存在 4个变异位点，PaWB (除福建福

州株系外)与 PeV株系变异类型相同，CWB与MD

株系变异类型相同，LY 株系和 PaWB-fjfz 株系分

别具有单独的变异类型；20 株 16SrV 组株系存在

两种变异类型，JWB (除河南濮阳株系外)、CLY、

BiWB 株系此段序列完全一致，JWB-hnpy 株系存

在一个碱基位点(A)的插入。fusA-tuf 基因间区序

列相对保守，可清晰区分不同组别的植原体株

系。但与下游编码基因区域相比，因片段较短和

变异位点相对较少，因而在同组内植原体株系的

鉴定能力较弱。与功能基因序列一样，基因间区

也可以反映植原体的遗传变异和分子进化特征，

目前在植原体分类鉴定研究中常用的基因间区主

要是 16-23S rRNA 基因间区序列。Lai 等利用

16-23S rRNA基因间区序列结合 16S rRNA、rp、

tuf 等功能基因片段，分析鉴定来自我国的重阳木

丛枝植原体株系代表一个新的亚组 16SrV-H[22]。基

于 fusA-tuf 基因间区相对保守的特征，可将其与

16-23S rDNA间区序列一样，或许可以作为一个新

的遗传标记用于植原体检测和分类鉴定研究中，
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以期揭示植原体更丰富的遗传变异规律和更细腻

的系统发育关系。 

总上所述，我们通过比较分析发现：PaWB 等

16SrI 组株系、JWB 等 16SrV 组株系以及 OY-M、

AYWB、PAa、SLY、AT等参考株系的 tuf基因上游

序列在结构和功能等方面存在明显差异。55 株

PaWB、JWB等 16SrI和 V组植原体株系的 fusA-tuf

基因间区序列存在多种变异类型，进一步探索这些

遗传特征及其对 tuf 基因表达可能引起的影响将有

助于我们对植原体种群特征、致病机制等的认识和

研究。fusA-tuf基因间区相对保守，可与 16–23S rRNA

基因间区序列一起作为植原体非编码区系统进化

分析的分子标记。此外，我们通过 TAIL-PCR方法

扩增并成功获取枣疯病植原体未知序列，利用启动

子探针载体 pSUPV4成功构建了植原体调控序列在

大肠杆菌中的异源表达检测体系，为今后植原体启

动子和非编码序列鉴定和功能基因的代谢调控分

析提供了新的手段。本研究结果为从分子水平揭示

植原体遗传变异规律、与寄主植物和介体昆虫间的

互作关系等问题奠定了一定的基础，有利于我们深

入了解和探究植原体的致病机制从而有效管理和

防治相关病害。 
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