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用 "#$ 及 $%&" 方法分析支原体与

植原体的同源性
!

邓兆群# ’ 胡勤学$ ’ 柳 ’ 晟$ ’ 王 ’ 瑶$ ’ 林木兰$!!

#（ 湖北医科大学微生物及免疫学教研室，’ 武汉 ’ =3%%>#）

$（ 中国科学院武汉病毒研究所，’ 武汉 ’ =3%%>#）

摘 ’ 要 ’ 将猪鼻支原体和泡桐丛枝病植原体的 #?+ 9.)@ 进行 A&0 扩增，分别得到一条 # B8 左 右 的 扩

增片段。A&0 扩增产物用限制性内切酶 !"#0!、$%&’"、()*’!、+),!和 +*)!进 行 06CA（ 限 制 性 片

段长度多态性）分析，发现用 06CA 分析猪鼻支 原 体 和 泡 桐 丛 枝 病 植 原 体 #?+ 9.)@ 序 列 同 源 性 的 相 关

系数为 %D >$。

关键词 ! 支原体，植原体，A&0，06CA
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支原体（G<HFIJ;KG;）是引起人类及动物疾病的一类重要微生物，植原体（ IN<OFIJ;KG;）则

为导致植物病害的病原体，由于它们缺乏细胞壁和基因组中低 Z [ & 含量等共性而同归于柔

膜体纲（XFJJQH:O7K）（CQG 7O ;JS ，#\"\），但因感染宿主不同及植物植原体不能人工培养而显示

出明显差异（]Q9BI;O9QHB 7O ;JS ，#\">）。A<:LT^-] CQG 等通过对支原体和植原体 #?+ 9.)@ 的

克隆分析阐述了它们间的相关性（CQG 7O ;JS ，#\"\）。我们选用人工培养的猪鼻支原体和患丛

枝病泡桐中含植原体的粗提物为材料，提取总 .)@ 后进行 #?+ 9.)@ 的 A&0 扩增及 06CA 分

析。

#! ! 材料与方法

<Q <’ 材料与试剂

猪鼻支原体由湖北医科大学微生物及免疫学教研室提供，A&0 扩增试剂盒及限制性内切

酶等购自华美公司，A&0 扩增引物由上海生工生物工程公司合成，其它试剂为国产分析纯。

<Q K’ 支原体的培养和 .)@ 的抽提

用支原体常规培养方法培养猪鼻支原体。取培养物 $%% #J，离心 5 GQL（#% %%% 9 _ GQL），
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沉淀溶于 !"" !# 无菌蒸馏水中。

!" #$ 植原体 $%& 的抽提（ 朱新产等，’(()）

患丛枝病泡桐枝叶 ’* " +，液氮冷冻磨碎，用 ’" ,# 抽提缓冲液将其移入 -" ,# 离心管，加

入 ’* . ,# ’"/ 0$0，混匀后于 1.2 温育 !" ,34。加入 !* . ,# . ,5# 6 7 8&9，冰浴 !" ,34，离心

’" ,34（’""""" : 6 ,34），酚氯仿抽提，上清加 "* 1 ; ’ 体积异丙醇，< ="2 放置 !" ,34 以上，离

心 ’. ,34（’""""" : 6 ,34），沉淀经 -"/ 乙醇洗涤，溶于 ’"" !# >? 中。

!" %$ @AB 引物设计合成

根据 0C3+DE5F %F,GH 等的报道（%F,GH DE H#I ，’((!），选取通用引物并在上海生工生物工

程公司合成。@’：.JKL>>>L&>AA>LLA>A&LL&>>K!J；@=：.JK&&AAAAL&L&&AL>&>>A&AAK
!J。
!" &$ @AB 扩增

在 ." !# 反应体系中分别加入：’ !# 上述抽提的 $%& 为模板，"* . !, 的引物 @’ 、@= ，=."
!, 的 M%>@，. !# ’"N@AB 反应缓冲液，’* . O !"# $%& 聚合酶，按下面程序进行反应：(P2 变

性 ’* . ,34，1"2 退火 = ,34，-=2 延伸 ! ,34，一个循环；(P2 变性 = ,34，1"2 退火 = ,34，-=2
延伸 ! ,34，=( 个循环；最后体系在 -=2 延伸 - ,34。反应结束后，取 ’" !# 进行 ’/ 琼脂糖凝

胶电泳，紫外灯下观察电泳结果。

!" ’$ @AB 产物 BQ7@ 分析

@AB 扩增的支原体和植原体 ’10 :$%& 进行 BQ7@ 分析，将支原体和植原体的 @AB 扩增

产物 $%& 1 !# 用 $%&B"、’()*#、+",R"、-".!和 -,""进行酶切，酶切产物 ’* ./ 琼脂糖

凝胶电泳，紫外灯下观察电泳结果，支原体和植原体间的相关系数（/）用公式 / 0 =1" 2（1’ 3
1= ）求出（7DD DE H#I ，’((!）。1" 为 . 种限制性内切酶酶切后支原体和植原体共有的酶切片段

总和；1’ 、1= 分别为 . 种限制性内切酶酶切后支原体和植原体各自的酶切片段。

$ $ $ $ 图 !$ & 种限制性内切酶对支原体和植原体 ()* 产物 !’+ ,-./ 的 *01( 分析
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S 注：’，=，!，P，.，为植原体样品。’J，=J，!J，PJ，.J为 支 原 体 样 品。’ 和 ’J为 -,""酶 切；= 和 =J为 -"."酶

切；! 和 !J为 +",R"酶切；P 和 PJ为 ’()*#酶切；. 和 .J为 $%&B"酶切；1 为 $$%& [H:\D:。
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!" " 结果

!" #$ 以支原体和植原体 #$% 为模板，通过引物 &’、&! 进行 &() 扩增，分别得到一条 ’ *+ 左

右的扩增片段，即按预期设计扩增出的支原体和植原体的部分 ’,- .#$% 序列。

!" ! " 用 / 种限制性内切酶对支原体和植原体的 &() 扩增产物进行酶切，’,- .#$% 的 )01&
分析见图 ’。/ 种限制性内切酶酶切后支原体和植原体共有的酶切片段总和 !2 为 ’2，支原体

酶切总片段 !’ 为 ’’，植原体酶切总片段 !! 为 ’3。" # !!2 $（!’ % !! ）# ! 4 ’2 $（’’ 5 ’3）# 2 &
6!。

7" " 讨论

我们利用 )01& 分析比较支原体和植原体的相关性，得到二者相关系数为 28 6!（ 即相关性

为 6!9 ），结合 &:;<=>?@ 1AB 等（1AB CD EFG ，’H3H）对覃状支原体和植原体 ’,- .#$% 序列分析

得出的同源性 6!9 ，说明支原体和植原体 ’,- .#$% 的 )01& 分析与序列分析结果一致，使得

应用 )01& 进行支原体与植原体间的同源性分析成为可能，同时说明支原体与植原体在进化

上存在较高的亲缘关系，可能由于某种原因，在进化过程中使得支原体和植原体在寄主特异性

和培养特性显出多样性。在目前植原体尚不能人工培养的情况下，将有助于借鉴支原体的人

工培养方法，进行植原体代谢研究及人工培养介质组成的选择。从微生物系统发育和起源的

角度考虑，既然二者同缘性较高，但又在寄主范围和可培养性等重要特性上存在本质差别，如

果能做进一步的工作，将为动物支原体及植原体致病机理和进化关系提供证据。
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