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摘要  对泡桐丛枝病病原、症状、分子检测技术等国内外现状和进展进行了论述和评价 , 并对泡桐丛枝病分子研究中存在的主要问题和
对策作了总结和展望。
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Abstract  The current situations and advances of the research onthe pathogen, symptom, molecular detectiontechnology of Paulownia Witches broom
disease and so on at home and abroad were discussed and evaluated . The main existing problems and countermeasures inthe molecular researchof witches
broomdisease were summarized and prospected .
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  泡桐( Paulowni a fort unei ( seem.) Hemsi) 是我国重要的速

生用材树种, 兼有农田防护、园林绿化等多种用途。目前, 由

于我国林木育种中普遍采用无性系育种, 特别是杨树和泡桐

的育种, 从而使品种单一化, 必然会造成遗传基础变窄, 树种

基因资源迅速减少 , 对不良环境的适应能力和对病虫害的抗

性降低。泡桐丛枝病( Paul owni a Witches Broom) 已成为泡桐最

主要的病害, 我国虽然对泡桐丛枝病的分子生物学研究与应

用做了大量工作, 取得了一些成果, 但目前该病仍未得到有

效的控制[ 1] 。如何对泡桐苗木和无性繁殖材料在发病早期

进行快速准确地检测显得尤为重要。当今分子检测方法相

对于生物学、电镜等检测技术更为快速、灵敏、准确, 越来越

得到广泛的应用。笔者对泡桐丛枝病病原的分子检测方法

的研究进展进行了综述。

1  泡桐丛枝病的症状

泡桐丛枝病的症状主要表现为正常的生理紊乱、内源激

素平衡失调、叶片黄化、腋芽萌生、丛枝、带化、巨芽、花变叶

等[ 2] 。一般从局部枝条开始, 腋芽和不定芽大量萌发, 生出

许多细弱小枝, 节间变短, 叶序紊乱 , 叶片黄化且小, 并有花

叶状。病枝上小枝又可重复抽出小枝 , 导致枝叶丛生, 形似

鸟巢。根孽苗表现为丛枝状, 有的当时表现不明显 , 在第2

年萌芽时即表现为丛枝。另外, 一年生苗和平茬苗发病时 ,

全株叶片皱缩, 边缘下卷 , 叶色黄绿相间, 发病的苗木和幼树

当年枯死。大树感病后, 逐年发病加重, 最终全株呈丛枝状 ,

随后枯死。

2  泡桐丛枝病的病原及病原分布

2 .1 病原  泡桐丛枝病从1880 年发现于日本九州到目前

已有100 多年历史, 在这漫长历程中, 曾出现过生理病害说、

真菌病原说、病毒病原说等。这些学说在以后的研究中都相

继被否定, 直至1967 年日本土居养二才通过电子显微镜确认

了该病病原为类菌原体( Mycoplasma like Organism, MLO) [ 3] 。

1967～1992 年,300 多种植物的黄化和丛枝病害被鉴定为

MLO, 直到1992 年, 类菌原体才被正式俗名植原体( Phytoplas-

ma) [ 4] 。最近有人报道了泡桐丛枝病病原的电子显微镜研究

结果, 表明在泡桐丛枝病病株叶脉韧皮部筛管细胞中有形态

多样的 MLO, 多数圆形或椭圆形, 质粒大小为100 ～670 nm,

没有细胞壁, 外部由3 层单位膜、2 层蛋白膜和中间1 层脂肪

膜组成 , 厚度为10 nm, 内部有核糖核蛋白颗粒和脱氧核糖核

酸的核质样纤维。电镜下还观察到有的类菌原体正处于二

均分裂状态 , 认为它的繁殖主要是二均分裂, 其次是出芽繁

殖和从细胞内释放新生体[ 5 - 7] 。

2 .2  病原分布 1984 年La Y J 观察到泡桐类菌原体主要分

布在病树的病枝和根中 , 病树的健康枝中没有 , 且病原在树

体内的分布是不均匀的。植原体侵入寄主后, 通过韧皮部的

筛管先下行到根部, 在根部进行繁殖, 然后向上运行引起泡

桐发病 , 才表现出泡桐丛枝病症状。病原越冬时, 在地上部

分分布很少, 几乎不能在地上部分越冬。

3  泡桐丛枝病的发病过程及机理

3 .1 发病过程的物质变化 泡桐受到丛枝病类菌原体侵染

后, 寄主体内的物质随之发生明显的变化。至今人们还没有

对泡桐的整个免疫机制进行研究, 目前主要是通过对比健、

病植株的生理生化指标, 获得与泡桐丛枝病发生相关的某些

生化特征的变化, 以反映泡桐丛枝病发病时免疫系统的变

化。研究表明, 这种变化主要集中在激素、氨基酸蛋白质

( 酶) 、酚类物质、DNA、无机离子含量上[ 8] 。以上5 种主要成

分的变化与泡桐丛枝病的发生有一定的相关性, 但这些变化

是否是引起病症的根本原因以及这种活性成分变化的产生

机制有待于进一步研究。

3 .2 发病机理  丛枝病类菌原体侵入泡桐体内后, 泡桐免

疫系统会根据信号物质反馈产生大量的胼胝质, 堵塞发病部

位的筛管孔和周围组织细胞的胞间连丝, 阻挡菌原体向其他

细胞和组织转移。对于寄主细胞来说, 这是一种积极的自我

保护反应, 但是胼胝质在筛管细胞中的大量积累, 也使蔗糖、

酶、激素等的运输受到阻碍, 树木的协调生长受到破坏, 导致

某些感病部位和组织畸形生长而表现病症, 从而造成某些器

官和组织的生长受到抑制。胼胝质具有调节筛管成分的渗

透性梯度的作用, 大量胼胝质堵塞筛管使皮层细胞维持正常
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渗透压的功能遭到破坏 , 病皮层电解质外渗率升高, 病木质

部电解质外渗率降低, 皮层细胞差别透性增大 , 木质部细胞

差别透性减小, 从而导致组织抗逆性降低。

胼胝质的积累可能是泡桐细胞对外源有害物质侵入的

一种应激反应, 由丛枝病类菌原体合成物质所激发, 但对类

菌原体不具有专一性 , 不能完全阻挡类菌原体的转移。而胼

胝质的积累, 反过来却使细胞和组织受到很大伤害。弄清胼

胝质的积累在丛枝病类菌原体引起发病的过程中处于何种

地位以及它与丛枝病发生的直接关系等问题将会对揭示丛

枝病的致病机理有帮助。

4  泡桐丛枝病病原的分子生物学检测

4 .1  单克隆抗体 ELISA 检测  林木兰等[ 9] 以部分纯化的

泡桐 MLO 为抗原, 取免疫6 周龄 BALB/ C 雌鼠脾细胞与鼠骨

髓瘤细胞SP2/ 0 融合, 从4 次融合产生的459 个杂交瘤细胞

克隆中, 用部分纯化的泡桐 MLO 和同样方法制备的健康泡

桐抽提物分别为检测抗原, 以间接 ELISA 法双重筛选, 获得

稳定分泌抗泡桐丛枝病 MLO 的杂交瘤细胞2 株。用奥氏琼

脂双扩散法检测2 个抗体分别属于IgG2a 和IgG3a ,2 个杂交

瘤细胞腹水抗体效价用间接 ELISA 法测定均超过1 .6 ×104 ,

用斑点酶联免疫法检测抗原时, 最小检出量为10 ng ; 对样品

检测结果表明, 所有的病症植株全部阳性, 并还检测出带毒

的隐性植株, 从而证实2 个单克隆抗体确系泡桐丛枝病 MLO

的单抗。PWB- MLO 单克隆抗体对于PWB- MLO 具有高度的

特异性, 可以采用多种血清学技术( 免疫荧光、ELISA) 进行检

测, 这些方法具有灵敏、简便、特异等特点 , 有条件的地方均

可用于泡桐丛枝病检测, 为诊断鉴定泡桐丛枝病开辟了新的

领域。

4 .2  分子杂交技术检测 张春立等[ 10] 首次进行了泡桐丛

枝病( PWB) MLO 的分子克隆。以部分纯化的泡桐 MLO 为材

料, 抽提 DNA 进行 EcoR Ⅰ- Hi nd Ⅲ双酶切后用0 .8 % 琼脂糖

凝胶电泳分离, 并回收0 .5～6 .6 kb 片段, 将回收的DNA 片段

插入到载体PGEM-32f ( + ) 中, 转化Escherichicl coli DH5a。经

双重杂交初步筛选以及 Dot blot 和Southern blot 杂交的回交

确证, 获得2 个与患丛枝病泡桐总核酸有杂交而与健康对照

无杂交的克隆( A4 ,1 .69 kb ;C42 ,2 .08 kb) 。由此可鉴定 A4 和

C42 为具备PWB- MLO DNA 专性的阳性克隆。分别以 A4 和

C42 的插入片段为模板, 以 Universal farward pri mer 为引物, 从

EcoRⅠ插入位点开始进行部分测序, 结果表明 ,A4 和C42 插

入片段中 A+ T 含量分别为72 .5 % 和67 .9 % , 具有典型支原

体属微生物的碱基组成特征。用 A4 和 C42 克隆的插入片段

制标记探针 , 对多种植物材料进行检测, 从而为核酸杂交技

术或PCR 技术检测PWB- MLO 创造了有利条件。

4 .3  PCR 检测 近几年,PCR 检测方法开始用于植物 MLO

检测[ 11 - 12] 。秦国夫等[ 13] 对泡桐丛枝病 MLO 进行了 PCR 检

测试验。按菜氏无胆甾原体和 MLO 的核糖体蛋白基因序列

的保守区域, 合成1 对寡核苷酸引物 , 用CTAB 法直接提取田

间发病的桑萎缩病和泡桐丛枝病树皮层的 DNA, 以健康树作

平行对照 , 进行PCR 扩增。结果表明, 以病树DNA 为模板成

功扩增出1 .26 Kb 左右的产物, 而对照样品均未出带, 证明该

项技术可检测 MLO, 同时也为研究菌原体的分子系统学奠定

了一定的理论基础。

4 .4  巢式PCR 试剂盒检测  为了克服PCR 扩增时出现的

非特异增幅, 秦国夫等[ 14] 从引物的筛选入手, 对 DNA 提取方

法和试剂进行了筛选, 合成了高严谨的巢式PCR 检测试剂

盒。巢式 PCR 中以扩 增 16S rDNA 的通用 引物 R16mF2/

R16mR1 或R16F2/ R16R2 加上暂定种特异引物 R16( I) F1/ R16

(I) R1 的检测灵敏度和稳定性最好。该试剂盒可以广泛用

于种根检测、无毒性检测、繁殖材料的进出境检疫检验、媒介

昆虫的鉴定、丛枝病林间带毒率调查和定量分析等。

5  存在的问题及对策

随着现代生物技术的发展, 人们对泡桐丛枝病的防治做

了大量的分子生物学方面的研究工作, 但是, 迄今为止还没

有真正地从根本上解决丛枝病问题, 对泡桐丛枝病防治研究

仍存在许多问题, 如生化特性、遗传特性和致病的分子机制

尚未清楚以及分子育种技术的不成熟等。今后对泡桐丛枝

病的分子生物技术方面的研究主要从以下几方面入手。

( 1) 通过对泡桐丛枝病病毒外壳蛋白基因进行克隆与表

达, 获得泡桐丛枝病病毒的外壳蛋白基因工程植株, 对抗病

毒基因的定位和转移进行研究, 利用杂交技术和基因转移进

行抗病基因的重组和转移, 获得抗性品系和植株进行泡桐品

种改良。

(2) 综合利用基因工程、细胞工程等现代生物技术方法

和手段对植原体进一步培养和研究 , 弄清其遗传本质、生化

特性、营养要求等, 同时研制并利用基因芯片快速检测和分

析, 从本质上掌握植原体的致病机理, 为预防和治疗泡桐丛

枝病提供充分的理论基础。

( 3) 植原体对寄主细胞的作用有多个层次: 细胞层次、代

谢产物及分子层次, 这是植原体致病研究的核心所在, 利用

分子生物学技术从分子水平揭示病毒—植物—介体间的相

互关系 , 弄清植原体对寄主细胞的作用方式和途径以及分子

机制, 从而建立和完善抗病毒理论与策略。

综上所述 , 泡桐丛枝病的研究应当借助于组织与细胞培

养、细胞融合、重组、外源基因导入等生物技术, 从分子水平

和细胞水平入手, 筛选出抗丛枝病的泡桐品种 , 解决长期以

来困扰我国泡桐发展的主要病害难题, 取得经济、生态和社

会效益 , 对于林业经济发展将具有重要的意义。
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本总计节约8 .69 %( 表2) 。施用有机追肥的1 号区的产出是

投入的4 .35 倍,2 号区只有3 .62 倍( 表3) 。

在豆角的栽培过程中 , 施用有机基肥比化肥基肥节省成

本12 .30 % ; 追肥成本节省32 .46 % ; 农药成本节省35 .97 % ;

成本总计节约21 .78 %( 表2) 。施用有机追肥的1 号区的产

出是投入的3 .86 倍 ,2 号区只有2 .99 倍( 表3) 。

可见,2 种蔬菜栽培过程中施加生物有机肥和化肥会产

生不同的经济效应。施用生物有机肥的效益明显好于化肥 ,

栽培上海青和豆角施用生物有机肥产出/ 投入分别为4 .35

和3 .86 ; 而施用化肥的产出/ 投入为3 .62 和2 .99 。

表2 不同肥料处理下上海青、豆角栽培成本比较

Table 2 Comparison of thecultiavationcost under different fertilizer treatments between Shanghaiqing and snap bean 元

肥料种类
Fertilizer kinds

上海青Shanghaiqing

基肥成本
Base

fertilizer
cost

追肥成本Topdressing cost

叶面喷施
Foliage

spraying

根施
Root

fertilization

尿素
Urea

农药成本
Pesticide

cost

总计
Total

豆角Snap bean

基肥成本
Base

fertilizer
cost

追肥成本Topdressing cost

叶面喷施
Foliage
spraying

根施
Root

fertilization

尿素
Urea

农药成本
Pesticide

cost

总计
Total

有机肥(1 号)  38 .14 3 .30 1 .50 1 .04  4 .50 48 .48 32 .74 3 .30  1 .50 1.04 13 .56 52 .14

Organic fertilizer( No .1)

化肥( 2 号) 41 .57 6 .84 9 .12 57 .17 37 .00 8 .64 21 .02 66 .66

Chemical fertilizer( No .2)

1 号较2 号节省∥% 8 .30 9 .80 50 .60 15 .20 12 .30 12 .40 35 .97 21 .78

Saved cost of Fertilizer No .
1 than Fertilizer No .2

 注 : 表中数据以单位面积( 即小区面积7 .2 m2) 计算得出 , 下表同。

 Note :The data in the table were caculated by using the unit area ( plot area 7 .2 m2) .The same as below.

表3 不同处理下上海青和豆角投入和产出比较

Table 3 The input and output comparison of Shanghaiqing and snap bean

under different treatments

品种及区号
Cultivar and
its code

投入成本
Input cost

元

产出收益
Output profit

元

净收入
Net income

元

产出/ 投入
Output-input

ratio

上海青1 号 48 .48 211 .20 162 .72 4 .35

Shanghaiqing No .1

上海青2 号 57 .17 206 .70 149 .53 3 .62

Shanghaiqing No .2

豆角1 号 52 .14 201 .15 149 .01 3 .86

Snap bean No .1

豆角2 号 66 .66 199 .35 132 .69 2 .99

Snap bean No .2

3  结论

过对比试验发现, 生物有机肥的施用能减少农药的使用

和增加产量而提高经济效益, 作物栽培中施用生物有机肥的

经济效益明显好于施用化肥。栽培上海青和豆角施用生物

有机肥产出/ 投入比分别为 4 .35 和3 .86 ; 而施用化肥的

产出/ 投入比3 .62 和2 .99 。

生物有机肥的施用过程中, 农药的减少施用能节约能

源、减少污染并改善作物口感和口味[ 8] 。如在油菜和木薯的

生产中施用生物有机肥可以提高作物品质, 提高土壤有机质

含量, 培肥地力[ 9 - 10] ; 同时它能提高作物的产量, 产生较高的

经济效益, 又能够较好地防治病虫害 , 减少农药和化肥的用

量, 具有较好的生态效益。
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