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南方 5 省区柑橘黄龙病病原 16S rDNA
片段的克隆与序列分析

单振菊1,2, 冯 震1, 周 根1, 邓晓玲1

(1华南农业大学 资源环境学院, 广东 广州 510642; 2 广州市天河出入境检验检疫局, 广东 广州 510620)

摘要:采集了广东、广西、贵州、福建、云南 5省区的 8个柑橘黄龙病样品,利用黄龙病病原的特异引物对其 16S rD-
NA片段进行 PCR扩增,将其扩增产物纯化、回收,并与 pMD18 -T Vector 连接,转化大肠杆菌(Esherichia coli)
DH5α,筛选含有黄龙病病原16S rDNA片段的阳性克隆,进行序列测定.利用生物信息学软件对所克隆的序列进行
同源性分析和聚类分析.结果表明:来自我国南方 5 省区的柑橘黄龙病病原 16S rDNA的序列与亚洲种(L22532)
的同源性为 96.9%～98.6%,与非洲种(L22533)的同源性为 94.5% ～97.1%,与美洲种(AY742824)的同源性为
92.5%～94.2%.表明我国南方 5省区柑橘黄龙病均属于亚洲种,但在亚洲种内部不同地区的黄龙病病原也发生
了微小的变异,其中福建厦门和云南个旧的 2个菌株变异较大.
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Cloning and Sequence Analysis of 16S rDNA of Citrus Huanglongbing
Agents Collected from Five Provinces in South China

SHAN Zhen-ju1,2 , FENG Zhen1 , ZHOU Gen1 , DENG Xiao-ling1
(1 College of Resources and Environment, South China Agricultural University, Guangzhou 510642,China;

2 Tianhe Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau of Guangzhou,Guangzhou 510620,China)

Abstract:In the study, eight samples of Citrus Huanglongbing(HLB) trees showing typical mottle symp-
toms were collected from Provinces of Guangdong, Guangxi, Guizhou, Fujian, and Yunnan in China.
The HLB agent specific primer sets, OI1 /OI2c was used to amplify DNA from the loci of 16S rDNA.Am-
plicons were collected, purified, ligated to pMD18-T and transformed into Escherichia coli DH5α.The
cloned DNAs were sequenced and compared to all published DNA sequences in GenBank through BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) for phylogenetic analyses.The single nucleotide polymorphisms
(SNPs) were identified by using BioEdit sofeware.The cluster analyses were performed by MEGA soft-
ware.It were concluded that eight of 16S rDNA sequences from these provinces were phylogentically most
closely related to those of the published HLB agents.The similarities between the eight sequences to that
of Candidatus Liberibacter asiaticus were 98.6% to 98.9%, to that of Ca.L.africanus were 95.4% to
97.4%, and to that of Ca.L.americanus were 92.5% to 94.5%.The results indicated that the HLB a-
gents collected from these provinces in southern China were Ca.L.asiaticus.
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  柑橘黄龙病(Citrus Huanglongbing)是世界性的
毁灭性病害,对柑橘生产造成严重的为害[1-3].该病
害是由一种限制于韧皮部筛管细胞内的的革兰氏阴

性细菌所引起的,由于其病原目前尚未能进行人工
培养,分类地位不能正式确定,暂定为原核生物薄壁
菌门变型菌纲 Proteobacteriaα-亚纲中的韧皮部杆
菌属 Candidatus Liberibacter ssp.,一旦病原人工培养
获得成功,才能把(Candidatus)去掉[2,4].该病害最
早在我国广东省汕头地区开始发生[5] ,在 2004 年以
前,黄龙病仅在亚洲东南部、非洲南部的国家和地区
发生

[6].2004 年 5 月在巴西圣保罗地区发现黄龙
病
[7-8] ,次年 9 月在美国佛罗里达州也发现了黄龙

病
[9] ,目前黄龙病的研究工作受到了这 2 个国家的

高度重视.我国在 20 世纪 60 年代以后,随着柑橘生
产的发展,该病害逐渐严重起来,在广东、广西、福
建、海南及台湾等省区的柑橘产区广泛蔓延,摧毁了
大量的柑橘树[10].80年代以后,又在江西、浙江、四
川、云南、贵州和湖南等省的部分柑橘产区陆续发现
黄龙病,目前还有不断扩展蔓延的趋势[11].在柑橘
黄龙病病原的多样性方面,最初一些学者根据柑橘
黄龙病发生的地域条件、气候条件和传播介体,认为
柑橘黄龙病病原存在亚洲种(Candidatus Liberibacter
asiaticus , Las)和非洲种(Candidatus Liberibacter af-
ricanus, Laf )[2].后来,Garnier 等[12]利用血清学方

法,认为黄龙病存在不同的血清型,可能存在亚洲或
非洲 2个株系或种.随着分子生物学的发展,通过对
16S rDNA核苷酸序列进行分析已成为原核生物分
类的一个重要依据.1996 年,Jagoueix 等[13]

通过对

柑橘黄龙病病原 16S rDNA部分序列的分析,进一步
证实柑橘黄龙病存在亚洲种和非洲种.2005 年,
Teixeira等[6]

又利用同样的方法在巴西圣保罗发现

了美洲种(Candidatus Liberibacter americus).Garnier
等[14]通过对非洲 1 种感染了黄龙病的 Calodendrum
capense的 16S rDNA进行克隆与序列分析,发现非洲
种的 1个新亚种.在我国,廖晓兰等[11]

曾报道福建

可能存在柑橘黄龙病亚洲种下的 1 个新的亚种.
近年来,随着全球气候持续变暖,木虱活动的范

围不断扩大,加上带病的柑橘苗木、接穗的调运,使
黄龙病呈现逐渐扩大蔓延的趋势,而且为害越来越
严重

[15].我国各地气候条件不同,地形多样,各地柑
橘黄龙病病原是否完全相同,是否存在新的亚种等
问题,迄今鲜见报道.本研究从我国南方 5省区采集
了 8 个表现柑橘黄龙病样品,并对这些样品的 16S
rDNA序列进行克隆和测序,利用生物信息学的手段
进行序列分析,对于我国柑橘黄龙病病原的分类研

究具有重要意义.

1 材料与方法
1.1 黄龙病病原标本来源

黄龙病病原标本分别采自广东(中山、连山、廉
江)、广西(北海)、贵州(从江)、云南(建水、个旧)、
福建(厦门)等表现典型黄龙病症状的甜橙叶片,检
测有黄龙病病原后,备用.
1.2 柑橘叶脉总 DNA的提取

分别选取以上 8个表现黄龙病典型斑驳症状的
叶脉0.5 g,采用 CTAB法[16]

提取叶脉总DNA ,在 10
g/L的琼脂糖凝胶上电泳,紫外灯下观察 DNA 的纯
度,其余置-20 ℃保存备用.
1.3 柑橘叶脉总 DNA的 PCR扩增

采用 Jagoueix 等[17]
报道的柑橘黄龙病病原 16S

rDNA的引物 OI1 /OI2c,由上海英竣生物工程公司合
成,引物序列如下:
OI1: 5′—GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA—3′;
OI2c: 5′—GCCTCGCGACTTCGCAACCCA T—3′.

PCR 的反应体系:10 ×PCR 缓冲液 2.5 μL,
dNTP 2 μL,OI1 1 μL, OI2c 1 μL,模板 DNA1 μL,
TaqDNA聚合酶0.2 μL,加双蒸灭菌水17.3 μL使总
体积为 25 μL,放到 PCR 仪(GeneAmp PCR System
9 700)上扩增,设置反应条件,94 ℃变性 5 min后,35
个循环(94 ℃变性 30 s, 56 ℃退火 1 min,72 ℃延伸
1 min),最后 72 ℃再延伸 5 min.PCR反应结束后,用
10 g/L的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR扩增结果.
1.4 柑橘黄龙病病原 16S rDNA基因的克隆

采用 Omega公司的胶回收试剂盒,对柑橘黄龙
病病原 16S rDNA的 PCR产物进行纯化、回收,将纯
化的片段连接到 pMD18-T Vector,并转化大肠杆菌
(Esherichia coli)DH5α感受态细胞,通过 PCR 扩增
和酶切筛选,获得含有柑橘黄龙病病原 16S rDNA片
段的阳性克隆.
1.5 柑橘黄龙病病原 16S rDNA基因的序列分析

柑橘黄龙病病原 16S rDNA 的阳性克隆菌液测
序在英竣工程技术服务有限公司 3730 测序仪上进
行.测得序列利用 DNAstar 软件进行同源性分析.
利用 MEGA3.0 软件和 BioEdit5.0 软件进行系统发
育分析.

2 结果与分析
2.1 柑橘黄龙病病原 DNA的 PCR扩增

以 8 个地区表现典型黄龙病症状叶片的 DNA
为模板,用 OI1 /Ol2c引物进行 PCR 扩增反应.如图
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1a所示,可见有长 1 167 bp的特异带被扩增出,说明
所采集的样品均感染了黄龙病.
2.2 柑橘黄龙病病原 16S rDNA片段的克隆

对黄龙病病原16S rDNA的 PCR产物进行克隆,
利用柑橘黄龙病特异引物 OI1 /OI2c,通过常规 PCR
方法对克隆菌液进行阳性克隆的筛选,所挑选的单

菌落均能扩增到相应条带,通过 BamⅠ和 Hind Ⅲ进
行双酶切,每个克隆的质粒均切出了预期的目的条
带,证明已经成功克隆了 16S rDNA 片段,PCR 扩增
结果见图 1b.各选取 3个阳性重组克隆送往上海博
亚生物有限公司进行测序.

M:DNA marker DL2000; +:阳性对照(感病植株); -:阴性对照(健康植株);1 ～8:依次为广东中山、广东连山、广东廉江、广西北海、贵州从江、
云南建水、云南个旧、福建厦门的样品

M:DNA marker DL2000; +:positive control( infected tree); -:negative control(healthy tree);1 -8:DNA samples from Guangdong Zhongshan,Guang-
dong Lianshan,Guangdong Lianjiang,Guangxi Beihai,Guizhou Congjiang,Yunnan Jianshui,Yunnan Gejiu,Fujian Xiamen

图 1 柑橘黄龙病病原 16S rDNA片段(a)及重组质粒(b)PCR扩增电泳图
Fig.1 PCR amplification products of 16S rDNA genes from Candidatus Liberibacter and cloned productions

2.3 柑橘黄龙病病原 16S rDNA序列的同源性分析
利用 DNAstar 软件将本研究所克隆的南方 5 省

区 8 个柑橘黄龙病病原 16S rDNA 的序列与基因库
中的亚洲种 L22532、非洲种 L22533 和美洲种
AY742824进行同源性分析(表 1).由表 1 可见,所

克隆的 8 个地区的柑橘黄龙病病原与亚洲种的同源
性很高,而与非洲种和美洲种的同源性相对较低,并
且所克隆的 8个地区的柑橘黄龙病病原中福建厦门
和云南个旧病原的变异稍大.

表 1 克隆 16S rDNA的同源性比对
Tab.1 The identical ratio of 16S rDNA gene sequences among 8 samples from five provinces

序号

no.
菌株编号

no.of isolate
来源

source 1 牋2 牋3 @4 牋5 牋6  7 E8 唵9 热10  11 ^
1 TL.as-JS 云南建水 … 99 牋.9 99 +.7 99 m.9 100 牋.0 100  .0 99 1.9 99 r.6 98 牋.8 97 牋.3 94 6.5

2 TL.as-ZS 广东中山 0 牋.1 … 99 +.7 100 牋.0 99 牋.9 99 1.9 100 E.0 99 r.7 98 牋.9 97 牋.4 94 6.6

3 TL.as-XM 福建厦门 0 牋.3 0 种.3 … 99 m.7 99 牋.7 99 1.7 99 1.7 99 r.4 98 牋.6 97 牋.1 94 6.4

4 TL.as-BH 广西北海 0 牋.1 0 种.0 0  .3 … 99 牋.9 99 1.9 100 E.0 99 r.7 98 牋.9 97 牋.4 94 6.6

5 TL.as-CJ 贵州从江 0 牋.0 0 种.1 0  .3 0 Y.1 … 100  .0 99 1.9 99 r.6 98 牋.8 97 牋.3 94 6.5

6 TL.as-LJ 广东廉江 0 牋.0 0 种.1 0  .3 0 Y.1 0 殮.0 … 99 1.9 99 r.6 98 牋.8 97 牋.3 94 6.5

7 TL.as-LS 广东连山 0 牋.1 0 种.0 0  .3 0 Y.0 0 殮.1 0 圹.1 … 99 r.7 98 牋.9 97 牋.4 94 6.6

8 TL.as-GJ 云南个旧 0 牋.3 0 种.3 0  .5 0 Y.3 0 殮.3 0 圹.3 0  .3 … 96 牋.9 95 牋.4 92 6.5

9 TL.as(L22532) 亚洲种 0 牋.4 0 种.3 0  .6 0 Y.3 0 殮.4 0 圹.4 0  .3 2 ^.4 … 97 牋.0 93 6.8

10 牋L.af(L22533) 非洲种 1 牋.9 1 种.9 2  .1 1 Y.9 1 殮.9 1 圹.9 1  .9 3 ^.9 1 牋.8 … 93 6.7

11 牋L.am(AY742824) 美洲种 4 牋.0 3 种.9 4  .2 3 Y.9 4 殮.0 4 圹.0 3  .9 6 ^.0 4 牋.3 4 牋.5 …

2.4 柑橘黄龙病病原 16S rDNA片段的 SNPs分析
将所获得的8个地区柑橘黄龙病病原的16S rD-

NA 的序列进行 SNPs ( single nucleotide polymor-
phisms)分析,由分析结果(表 2)可见,云南个旧和福
建厦门黄龙病病原的变异位点稍多.
2.5 柑橘黄龙病病原 16S rDNA序列的聚类分析

利用 MEGA软件采用邻近法对所克隆的序列和

基因库中登录的序列进行系统发育分析,所得的进
化树如图 2.图 2 中 Phyllobacterium myrsinacearum、
Sinorhizobium sp.、Aminobacter sp.、Ensifer adhaerens、
Agrobacterium tumefaciens、Mesorhizobium sp.、Rhizobi-
um sp.、Escherichia coli为从 GenBank 中下载的 8 个
alpha-Proteobacteria菌株的 16S rDNA 序列(作为比
对的参照菌株).研究表明,置信度小于50%时,进

72 第 2期      单振菊等:南方 5省区柑橘黄龙病病原 16S rDNA片段的克隆与序列分析    



表 2 克隆 8个序列的变异位点1)

Tab.2 The location of differentiation of 8 gene sequences from five provinces
样品 samples 来源 source 2 +3 26 97 @8 G9 M10 j11 q244 弿261 2657 9827 牋839 ǐ844 牋1166 牋

CL.XM 福建厦门 C G T A T C C A C A A A T G G
CL.LJ 广东廉江 C G T A T C C A T G G A C G G
CL.CJ 贵州从江 C G T A T C C A T G G A C G G
CL.JS 云南建水 C G T A T C C A T G G A C G G
CL.LS 广东连山 C G T A T C C A T G G A T G G
CL.BH 广西北海 C G T A T C C A T G G A T G G
CL.GJ 云南个旧 G T A C G A T T T G G G T A C
CL.ZS 广东中山 C G T A T C C A T G G A T G G

 1)加阴影的碱基为变异碱基

化树可靠性需慎重对待,只有置信度大于 70%时,进
化树才是可靠的

[18].从图 2可见,这些菌株被分成3
个类群,所克隆的 8 个柑橘黄龙病病原的菌株和基
因库中的柑橘黄龙病病原的菌株组成 1 个单系类群
(monophyletic group),其靴带支持率为 100%.而其
他的一些菌株(除 E.coli)则属于 alpha-Proteobacte-
ria,为另一平行枝,其靴带支持率为 99%.E.coli 作

为外类群引入,以生成整个系统发育树的树根.本研
究所克隆的 8个序列与柑橘黄龙病病原的亚洲种在
同一个分枝上,而与非洲种和美洲种在不同的分枝
上,其靴带支持率都在 95%以上.在亚洲种分枝里,
LJ、CJ、XM、JS 和 BH 的样品归于一类,而 ZS、GJ、和
LS的样品归于一类,其靴带支持率分别为 63%和
83%.

图 2 基于 16S rDNA基因序列构建的柑橘黄龙病病原的 NJ系统发育树
Fig.2 Phylogenetie tree generated from alignment of 16S rDNA gene sequences from Candidatus Liberibacter

3 讨论
16S rDNA存在于所有原核生物的细胞中,它是

研究细菌分类、进化和亲缘关系的重要指标,可用于
进化程度不同的生物系统发育研究

[19].特别对于不
能进行人工培养的细菌,利用其进行分类是一个有
力的工具.目前已知细菌和植原体16S rDNA基因只
要相差 3%以上则可定为不同的种[20].将本研究所
克隆的我国南方 5省区 8 个地区的柑橘黄龙病病原

16S rDNA基因序列与基因库中已登录的序列经同
源性比对,结果表明所获得的这 8 个地区的柑橘黄
龙病病原属于同一个种,为亚洲种.但在亚洲种内
部,云南个旧和福建厦门柑橘黄龙病病原在 16S rD-
NA部分与亚洲种(L22532)的同源性为 96.9% ～
98.6%,与非洲种( L22533)的同源性为 94.5% ～
97.1%,与美洲种(AY742824)的同源性为 92.5% ～
94.2%,同源性相对较低.因此,本研究所获得的云
南个旧和福建厦门地区的柑橘黄龙病病原可能属于
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亚洲种中的一个新亚种.真实情形是否如此,需要分
析更多的基因数据才能作出正确判断.

从柑橘黄龙病病原 16S rDNA 基因系统发育进
化树中可见,我国南方 5 省区 8 个地区的柑橘黄龙
病病原明显地被划分为亚洲种,与亲缘关系稍远的
非洲种和美洲种为姐妹群.但在亚洲种内部,LJ、CJ、
XM、JS和 BH的 16S rDNA序列归于一起,而 ZS,GJ,
和 LS的归于另一类,由此推断在我国同一个亚种内
可能存在着新的亚种.这需要一个比较大的群体分
析,即在大范围内收集感染黄龙病病原的柑橘样品,
分析其中病原物的变异情形.

以上结果说明所获得的 8 个地区的柑橘黄龙病
病原可能是由柑橘黄龙病发源地广东传播而来的,
但是有些地区的病原发生了微小变异,其原因是由
于测序的误差还是确实发生了变异还有待于进一步

研究.
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