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摘 要：枣疯病是枣树上的一种具有毁灭性的植原体病害，几乎分布于国内所有的枣树栽培区，造成了巨大

的经济损失。对我国陕西、宁夏、甘肃3省枣疯病样品植原体核糖体蛋白基因进行克隆和测序，获得枣疯病植原体

的核楷体基因片段为1 196bp，包含部分rpsl9，rpl22和r／n3三个基因，其中rp／22和rps3大小分别354bp和753bp，分

别编码118和251个氨基酸，且这两个基因为非重叠基囡。序列同源性比较结果表明：我国陕西、宁夏、甘肃的枣疯

病植原体的核糖体蛋白巾基因大小一致，归属于植原体16S rV—B组；该植原体核糖体蛋白基因特性与樱桃致死

黄化(CLYS)和桃树黄化印度分离株系(PY—111)植原体相似。首次报道了我国枣疯病核糖体蛋白基因巾基因的序

列，把枣疯病植原体归到16S rV—B组，为枣疯病植原体提供了新的分类依据。
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枣树(Ziziphus厨曲口Mill．)起源于我国，是我国

的特色和优势果树，种植普遍，已有7 000余年的栽

培历史，目前世界上98％以上的枣树资源集中在我

国。由于其适应性强，抗旱，耐盐碱，耐瘠薄，枣果营

养丰富，富含糖类、维生素C和铁等，经济效益和生

态效益显著等独特优势，已经成为我国西北干旱地

区果树发展中的热点之一⋯。枣疯病(Jujube witch-

鹤7 broom，阿B)是由植原体(Phytoplasma)引起的一
种毁灭性检疫病害，现有枣主栽品种普遍对其敏感，

在中国和韩国均危害严重，一旦发生产量将下降

30％一80％，给枣农带来严重的经济损失，严重制约

了枣树产业的可持续发展【2J。

国内外从20世纪50年代就开始对枣疯病进行

研究，且在病原鉴定、田间传播、病害流行及病害防

治等方面取得了很大进展【3J，王海妮等【4J已经用

16SrDNA基因保守序列从组水平上确定了我国陕西

武功、宁夏中宁、甘肃省临泽县的枣疯病植原体组的

分类地位，属于16SrV组，但对亚组没有研究。Lee

等人【5】发现，用16SrDNA基因片段、核糖体蛋白(ri．

bosomal protein，rp)基因分析能够确定16Sr各组中亚

组之间的系统发育关系【6】。本研究首次对我国枣疯

病病株进行植原体rp基因进行序列测定和分析，取

得了新的研究进展，现将结果报道如下。

1材料与方法

1．1材料

枣疯病材料采自陕西武功、宁夏中宁、甘肃省临

泽县，每个地区10份样品。pMDl8一T simple vector、

HQ&Q凝胶回收试剂盒为优晶生物工程有限公司产

品，E eoli JMl09菌株为本室保存。 ‘

1．2植株总DNA提取与PCR扩增

总DNA提取方法参照Ahrerm和Seem_lluer[7】的

方法进行，于一20℃冰箱中保存备用。参照榆树黄

化组核糖体蛋白基因序列设计合成3条特异性引

物。rpFl：5’一TCGCGGTCATGCAAAAGGCG一3 7，

rpF2：5’一TIl{GCCTCGTITAT兀ICCGAGAG一3’，rpRl：5’

一ACGATATrrAGVI?CTITrl'C池一3’，由上海基康公司

合成。核糖体蛋白基因序列采用半巢式扩增，第一

次扩增以植物总DNA为模板，以rpFl／rpRl为引物；

第二次扩增以第一次扩增产物为模板，以rpF2／rpRl

引物。PCR产物于1％琼脂糖凝胶中电泳观察。

PCR反应以健康枣树样品为阴性对照，以樱桃致死

黄化病样品为阳性对照。Marker为DL一2000，Mark．

el"3(大连TaKaRa公司)。

1．3核苷酸序列测定及分析

PCR产物的纯化、连接、转化、筛选、酶切鉴定参
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考岳红妮等人的方法【引，把含有目标外源片段的重

组克隆送上海捷瑞生物技术有限公司进行序列测

定。用BLAST软件进行检索。

1．4基因序列同源性分析和结构预测

通过DNAMAN6．0．3软件，将巾基因序列及其

编码的氨基酸序列与已知的16S r各组代表植原体

的rp基因序列及其相关氨基酸序列进行同源性比

较，并得出同源进化树状图。利用瑞士生物信息学

研究所http：／／au．expasy．org提供的Prot—Scale软件

分别对WBD的rpl22和rps3基因进行蛋白质亲／疏

水性的在线分析。利用分析软件ANTHEPROT5．0

对蛋白进行理化特征及潜在信号肽切割位点进行分

析，并预测二级结构。利用网站http：／／www．predict．

protein．com对WBD核糖体蛋白rpl22和rps3基因跨

膜区也进行了分析预测【9J。

2结果与分析

2．1核糖体蛋白基因的序列分析

对陕西武功、宁夏中宁、甘肃省临泽县3个枣区

的枣疯病样品总DNA进行了半巢式PCR扩增，结果

表明来自3个枣区的枣疯样品的PCR产物均为1．2

kb左右，而健康植株未扩增出特异性条带(图1)。

序列测定结果表明枣疯病植原体核糖体蛋白基因片

段长l 196bp(EU651838)，DNAMAN5．2．2软件分析

表明，该序列包括部分rpsl9基因片段和叫22和

rps3基因，其中rp／22和rps3基因均使用柔膜菌纲

原核生物标准的AUG作为起始密码子，分别编码

129和252个氨基酸。在所含的3个基因中均以

UAA作为终止密码子，这些特性均与其它植原体核

糖体蛋白基因序列相似。序列比较表明该核酸序列

与16Sr V组中的植原体甲序列同源率均达到

96．0％以上，其中与16SrV—B亚组的樱桃致死黄

化(CLY5)和桃树黄化印度分离株系(PY—III)的亲

缘关系最近，分别达到99．2％和99．4％。而与16Sr

其它组的植原体同源率低于86％。分别比较叫22

和rps3基因编码的氨基酸序列，聊B株系与CLY5
和PY—In的同源性分别达到99．8％和99．6％。枣

疯病植原体最接近于16SrV—B亚组植原体。

2．2 rpl22基因编码蛋白的理化特性曲线

利用PretSeale软件的Kyte and Doolittle算法对

各蛋白进行亲／疏性分析。该软件分析结果正值越

大表示蛋白疏水性越强，负值越大表示蛋白亲水性

越强，介于+0．5—0．5之间的主要为两性氨基酸。

分析结果显示rpl22和rps3的大部分位于正值区

域，为疏水性蛋白(图3)。利用蛋白分析软件AN．

THEPROT5．0对JWB核糖体蛋白耐22和rps3基因

编码的氨基酸等电点进行分析。结果表明，其等电

点分别为11．135和10．505。理化特征曲线包括：抗

原性曲线一Antigenicity profile，亲水曲线一Hydropho．

bicity profile，疏水曲线一Hydmphilicity profile，跨膜区

域曲线一Transmembranous regions profile和易溶性曲

线一Solvent accessibility profile等。分析结果显示

rpl22和rps3基因编码的蛋白疏水，易溶，具有良好

的抗原性(图4)。

M：DL．2000 DNAmarker．1：樱桃致死黄化；2：含印基因质粒：

3：健康枣树；4：陕西JWB：5：宁夏JWB：6：甘肃JWB
M：DL-2000 DNAmarker．Lane l：Cherry lethal yellows；
Lane 2：Constructed plasmid ofrp gene；Lane 3：Healthyjujiube；
Lane 4．Lane 5 and Lane 6：JWB rp gene ofsamples from

Shaanxi，Ningxia，Gansu respectively．

图l枣疯病檀原体巾基因的扩增

Fig．1 PER amplification of埘B rp gene
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图2基于榆树黄化组(16SrV)植原体各株系的

rp基因的同源进化树状图

Fig．2 Homology tree constructed by parsimony analysis of rp gene

nuelectide Sequence from every$lrsJ／l of Siberian elm yellows group(16SrV)

2．3 rpl22蛋白的二级结构分析

通过软件ANTHEPROT5．0(Gibrat算法)对和22

蛋白的二级结构进行了预测，获得蛋白质的二级结

构。结果表明该蛋白的二级结构中主要是螺旋，其次

为折叠和无规则卷曲，没有转角。叫22二级结构中
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●

螺旋占85％，折叠和无规则卷曲分别为2％和13％ (图5)。
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图3 rpl22蛋白的亲疏水性分析

Fig．3 Hydrophilie／Hydrophobie Profile of rpl22 protein

图4 rpl22蛋白物理化学特性分析

Fig．4 The physical and chemical properties analysis of rpL22 protein

围5 Antheprot 5．0对rpl22蛋白二级结构预测

Fig．5 The seeondary slrueture forecast analysis of rpl22 protein by Anthepmt 5．0

2．4，川22蛋白跨膜区和潜在信号肽切割位预测

用软件ANTHEPROT5．0对潜在信号肽切割位

点计算表明，叫22在肽链中部有很强的切割位点

(图6)。
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信号肽断裂位点Cleavage siteofsignalpeptide

图6 Antheprot 5．0对rpl22蛋白潜在信号肽断裂位点预测

Fig．6 The potential cleavage site of si铲lal peptide

forecast of rpl22 protein by Antheprot 5．0

3讨论

本研究通过对枣疯病植原体核糖体蛋白基因的

序列测定及同源性比较，发现我国枣疯病植原体与

榆树黄化组樱桃致死黄化(CLY5)和桃树黄化印度

分离株系(PY—In)的亲缘关系最近，与JuIlg H Y

等【lo】报道的日本、韩国的枣疯病植原体分离株系基

本一致。这个结果进一步支持中国枣疯病植原体应

属于16SrV—B组，这是首次从亚组的水平上确定

了我国枣疯病植原体的分类地位。结果表明，枣疯

病植原体rp基因也能作为对植原体分类系统中的

辅助分析，是对国内外用16S rDNA基因和核糖体蛋

白基因进行分类方法的一个补充，也是一种可靠而

又简便的方法。

通过对枣疯病植原体核糖体蛋白基因所编码的

蛋自理化性质分析，确定了枣疯病植原体核糖体蛋

白的亲／疏性、等电点、易溶性和抗原性。结构分析

表明了该蛋白的二级结构组成和潜在的切割位点。

这些结果为研究枣疯病植原体蛋白跨膜运输的分子

机理提供了可靠数据，为进一步探索枣疯病的防治

途径提供了一种新方法[10l。
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Bioinformatics analysis of ribosomal protein gene of肿
phytoplasma in the northwestern arid regiOIlS
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Abstract：Jujube witches’broom(JWB)is a destructive disease caused by phytopl88rfl8，that happened almost in

every cultural regions at home and abroad，bringing large economic loss．The ribosomal protein(rp)gene is cloned by

polymerase chain reaction from tlle samples of JWB which were collected from Shaanxi，Ningxia and Gansu．After 8e．

quenced，it is found that rp gene is 1 199 bp，which included panial rps 19，rpl22 and rps3．rpl22 and rps3 coded 129

and 252 amino acids respectively。and these two genes are not overlapped．The homologic analysis shows that pathogens

from Shaanxi，Ningxia and Gansu are same；and it is similar in character among JWB，cherry lethal yellows and peach

yellows isolate PY—In phytoplasmas．This study reports rp sequences of JWB phytoplasmas for the first time and identi—

ties that JWB phytoplasma belongs to 16S rV—B，which Cflll provide theory basis for l'esearch of the functional 8ec sys．

tern of唧B phytoplasma．

Keywords：jujube witches’broom；phytoplasma；ribosomal protein gene；sequence；bioinformatics
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