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　　摘要：为了解湖南省不同地区柑橘溃疡病菌遗传多样性，从湖南省黔阳、祁阳、衡山、道县、茶陵、永兴、沅江、零陵
８个柑橘主产区采集样本，分离病原菌，ＰＣＲ扩增其 ｇｙｒＢ基因和１６ＳｒＲＮＡ序列，阳性样品送样测序。利用生物信息
学软件，将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中柑橘溃疡病菌相近的黄单胞杆菌构建系统发生树，对比２个不同序列扩增的分辨
率。结果表明，ｇｙｒＢ基因比１６ＳｒＲＮＡ序列分辨率高；利用ｇｙｒＢ基因除了能分析亲缘较近的外源菌株，还能对同属但
是生长地区有异的菌株进行更深入的区分。
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　　柑橘溃疡病（ｃｉｔｒｕｓｃａｎｋｅｒ）１９１２年首次在美国发现［１］，

中国相关最早的报道出现在１９１８年［２］。至今全球已有３０多
个国家和地区报道发现了该病害，占世界柑橘种植国家和地

区的５０％以上［３－４］。柑橘溃疡病对我国柑橘产业有较大影

响，不仅降低了全国柑橘产量和品质，还制约了我国柑橘产业

的发展［５］；其中发病严重的地区包括湖南、福建、广东、广西

等。柑橘溃疡病是一种细菌性病害，病原菌为地毯草黄单胞

柑橘致病变种（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｃｉｔｒｉ），病菌主要通
过自然孔口和伤口感染健康植株。该病菌在叶、枝梢及果实

的病斑中越冬，翌年春条件适宜时从病部溢出，借风雨、昆虫

传播，经寄主的气孔、皮孔和伤口侵入，使叶片、嫩梢和果实发

病［６］。叶片受害，开始在叶背产生针头大小的黄色、油渍状

小点，后逐渐扩大。同时，在叶片正反两面逐渐隆起成圆形病

斑，病部表皮破裂，病斑木栓化如海绵状，表面粗糙，灰褐色。

其后中央凹陷并有细微轮纹，周围有黄色晕圈，在晕圈的内侧

常有褐色釉光边缘，后期病斑中心开裂并且凹陷，呈火山口

状。柑橘溃疡病自然条件下传播距离较近，主要途径是风雨、

虫害和农作时造成的伤口以及植株间摩擦等［７］。

ｒＲＮＡ是细菌系统分类学研究中最常用的“分子钟”，其
种类少，含量大，可占到细菌ＲＮＡ总量的８０％［８］。由于其大

小适中且保守性很好，所以广泛应用于物种间的遗传分化距

离和亲缘关系的研究中。１６ＳｒＲＮＡ是一种常用核糖体ＲＮＡ，
其高度的保守性［９］使之成为分子生物学研究的一个热点。

促旋酶（ｇｙｒａｓｅ）Ｂ亚单位基因简称为 ｇｙｒＢ，是一种细菌
共有的蛋白质编码基因［１０］。随着分子生物学的发展，ｇｙｒＢ基
因序列扩增技术在细菌亲缘关系及系统发育研究中的作用越

来越明显［１１］，可以用其作为分子标记来研究细菌的系统发育

水平，还可区分近源种和菌株。已知的 ｇｙｒＢ序列，包括其相
关产物的ｇｙｒＢ数据被存放于由日本建立的ＩＣＢ［１２］数据库中，
用于细菌分类鉴定方面的研究和细菌亲缘种的鉴定。Ｄａｕｇａ
等研究表明，比较肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）不同属的系
统进化关系时，ｇｙｒＢ基因比１６ＳｒＲＮＡ更加适用于种属内或
种属间的精确遗传距离分析和发育关系比较［１３］。

中国柑橘溃疡病研究表明，部分地区的菌种中仍然存在

更细致的分化［１４］，本研究采集湖南省主要柑橘产区的柑橘溃

疡病样本，分离致病菌进行纯化培养及致病性检测，提取病原

菌ＤＮＡ选取多种引物进行 ＰＣＲ扩增，最终选出自行设计的
ｇｙｒＢ基因片段的特异性引物［１５］和１６ＳｒＲＮＡ引物［１６］来分析

湖南柑橘溃疡病的遗传多样性。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料取自于湖南省黔阳、祁阳、衡山、道县、茶陵、永

兴、沅江、零陵等地的柑橘主要种植区，大部分为叶片，少部分

为发病果实。采用的致病菌标准菌由湖南农业大学国家柑橘

改良中心长沙分中心提供。

表１　供试柑橘溃疡病菌采样信息

编号
采集

地点

地理

位置
采集品种

样品

标记

１ 黔阳 湖南西部 大红橙、甜橙 ＱＹ１
２ 祁阳 湖南中部 甜橙、蜜橘、 ＱＹ２
３ 衡山 湖南中部 大红橙、脐橙、冰糖橙、甜橙 ＨＳ
４ 道县 湖南南部 大红橙、蜜橘、冰糖橙、 ＤＸ
５ 茶陵 湖南东部 甜橙、大红橙、纽荷尔 ＣＬ
６ 永兴 湖南南部 赣南脐橙、蜜橘、冰糖橙 ＹＸ
７ 沅江 湖南北部 朱红桔、冰糖橙 ＹＪ
８ 零陵 湖南南部 甜橙、大红橙 ＬＬ

１．２　方法
１．２．１　柑橘溃疡病菌分离、鉴定　按稀释分离法对采集的柑
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橘溃疡病样本进行病原菌分离［１７］，得到的病原物经 ＪＹＦ５／
ＪＹＲ５引物进行 ＰＣＲ扩增、验证。ＪＹＦ５／ＪＹＲ５引物序列为：
ＪＹＦ５：５′－ＴＴＣＧＧＣＧＴＣＡＡＣＡＡＣＣＴＧ－３′，ＪＹＲ５：５′－ＡＡＣＴＣ
ＣＡＧＣＡＣＡＴＡＣＧＧＧＴＣ－３′，目标片段长度在４１０左右，基本
都扩增到了目标条带，从８个地区的样品中经过分离和鉴定
共获得了２２个病原菌的菌株。
１．２．２　ｇｙｒＢ引物　ｇｙｒＢ序列引物是通过 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件［１８］设计的引物 ＧＧＳ１Ｆ／ＧＧＳ２Ｒ，其序列为 ＧＧＳ１Ｆ：５′－
ＣＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＴＣＴＴＣＴ－３′和 ＧＧＳ２Ｒ：５′－ＧＧＴＴＧＡＣ
ＣＧＴＧＧＴＴＴＣＣＣＡＴＡ－３′。反应参数：预变性９５℃ ４ｍｉｎ；变
性９５℃３０ｓ，退火６２℃３０ｓ，延伸７２℃３０ｓ，３５个循环；延
伸７２℃７ｍｉｎ，４℃保存。
１．２．３　１６ＳｒＲＮＡ序列　１６ＳｒＲＮＡ序列的引物为２７Ｆ：５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和１４９２Ｒ：′－ＴＡＣＧＧＨＴＡＣ
ＣＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。反应参数：预变性 ９５℃ ４ｍｉｎ；变性
９５℃３０ｓ，退火５８℃３０ｓ，延伸７２℃ ３０ｓ，４０个循环；延伸
７２℃７ｍｉｎ，４℃保存。
１．２．４　序列分析和系统发育树的构建　ｇｙｒＢ及１６ＳｒＲＮＡ
序列引物ＰＣＲ扩增产物送至上海生工测序，测序结果用软件
ＭＥＧＡ４．０的非加权平均数聚类法（ＵｎｗｅｉｇｈｔｅｄＰａｉｒＧｒｏｕｐ
ＭｅｔｈｏｄｗｉｔｈＡｒｉｔｈｍａｔｉｃｍｅａｎ，ＵＰＧＭＡ）构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　ｇｙｒＢ引物的ＰＣＲ扩增结果
通过ＧＧＳ１Ｆ／ＧＧＳ２Ｒ引物对２２个已经鉴定的柑橘溃疡

病病原菌进行ＰＣＲ扩增，目标片段的大小约为７６０ｂｐ，扩增
产物进行凝胶电泳，结果见图１。
２．２　１６ＳｒＲＮＡ序列ＰＣＲ扩增结果

１６ＳｒＲＮＡ序列引物ＰＣＲ扩增２２个经过鉴定的菌株，目
标片段的大小约为１．５ｋｕ，ＰＣＲ扩增产物进行凝胶电泳，结果
见图２。
２．３　构建ｇｙｒＢ和１６ＳｒＲＮＡ序列的系统发育树
２．３．１　ｇｙｒＢ序列系统发育树　ｇｙｒＢ序列引物扩增产物序列
建树结果（图３）表明，不同地区的病原菌样品间的遗传距离
比较明显。在遗传距离大于０．１８时２２个供试菌株为同一

簇，当遗传距离为０．０５５时，所有的菌株可以分成７个不同的
簇，其分布情况基本与菌株采样地点在湖南省的地理位置

相关。

２．３．２　１６ＳｒＲＮＡ序列系统发育树　１６ＳｒＲＮＡ引物扩增产
物序列建树结果（图４）表明，所采用的菌株样品之间的遗传
距离非常小。遗传距离为０．００４６左右时，所有的菌株一共
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可以分为３个不同的簇，其分布规律基本与地域的差距有很
大关系。

３　讨论

通过１６ＳｒＲＮＡ及ｇｙｒＢ序列引物 ＰＣＲ扩增结果建树可
以明显看到湖南省中部、东部及北部部分样品，西部和部分北

部样品，南部、部分西部样品分成了３个遗传距离相对大一点
的３部分。其分布与病原菌来源地的位置有着较大联系，而
且寄主植物差异也是造成遗传差距的主要因素之一，且 ｇｙｒＢ
基因序列分辨率要明显高于１６ＳｒＲＮＡ序列。１６ＳｒＲＮＡ序列
分析仅能在属的水平区分这些菌株，ｇｙｒＢ序列分析还可将区
分程度扩展到属内小种。

１６ＳｒＲＮＡ序列在目前使用比较广泛，但其不足之处也逐
渐显露。１６ＳｒＲＮＡ基因序列相比ｇｙｒＢ基因序列所携带的信
息量多，长度适中，但其分辨率较低。ｇｙｒＢ引物扩增序列在
菌株分类程度上有了进一步的提高，在湖南省柑橘溃疡病的

小种分析中ｇｙｒＢ基因序列的分辨率较前者高，效果比较好；
但是由于ｇｙｒＢ基因的序列较短，鉴定细菌的准确度依然不
够。目前，ｇｙｒＢ基因序列在分子生物学中应用不多，还需要
进一步开发利用。
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ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｒＲＮＡｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＤＮＡＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，２１：２１７－２２７．

［１０］ＫｉｒｂｙＢＭ，ＥｖｅｒｅｓｔＧＪ，ＭｅｙｅｒｓＰＲ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｇｅｎｕｓＫｒｉｂｂｅｌｌａｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｇｙｒＢｇｅｎｅ：ｐｒｏｐｏｓａｌｏｆａｇｙｒＢ－ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄｆｏｒｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｎｅａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｇｅｎｕｓＫｒｉｂｂｅｌｌａ［Ｊ］．
ＡｎｔｏｎｉｅＶａｎＬｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，２０１０，９７（２）：１３１－１４２．

［１１］ＣａｒｒａｓｃｏＧ，ＶａｌｄｅｚａｔｅＳ，ＧａｒｒｉｄｏＮ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｙｐｉｎｇ，ａｎｄ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｔｈｅｍａｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｎｏｃａｒｄｉａｓｐｅｃｉｅｓｉｎ
ＳｐａｉｎａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｒｇｙｒＢａｎｄｒｐｏＢｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，５１（１１）：３６０２－３６０８．

［１２］ＴｅｎｇＬＪ，ＨｓｕｅｈＰＲ，ＨｕａｎｇＹＨ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ
ｔｈｅｔａｉｏｔａｏｍｉｃｒｏｎｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆａｎｕｎｅｘｐｅｃｔｅｄｓｐｅｃｉｆｉｃａｍｐｌｉｃｏｎｏｆ
ｕｎｉｖｅｒｓａｌ１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡ ＰＣＲ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００４，４２（４）：１７２７－１７３０．

［１３］ＤａｕｇａＣ．ＥｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｙｒＢｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙｏｆ
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ：ａｍｏｄｅｌｍｏｌｅｃｕｌｅｆｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓｔｕｄ
ｉｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，５２（２）：５３１－５４７．

［１４］彭耀武．中国柑橘溃疡病病原菌多态性研究［Ｄ］．重庆：西南大
学，２０１４．

［１５］安　然，易图永，肖启明，等．ｇｙｒＢ基因在细菌分类和检测中的
应用［Ｊ］．江西农业学报，２０１０，２２（４）：１８－２０，２４．

［１６］李　霞，高　谦．１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析在临床微生物学中的
应用［Ｊ］．微生物与感染，２００６，１（３）：１８４－１８６．

［１７］董玉兰．湖南省柑橘溃疡病菌系分化及拮抗菌筛选［Ｄ］．长沙：
湖南农业大学，２０１２．

［１８］张新宇，高燕宁．ＰＣＲ引物设计及软件使用技巧［Ｊ］．生物信息
学，２００４，２（４）：１５－１８，４６．
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