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萝卜花变叶病病原鉴定及赤霉素合成与

代谢途径中关键酶基因的表达*

刘俊男1，  王柱华1，  万琼莲2，  许杏萍1，  苏　帆1，  蔡银枫1，  蔡　红1 **

(1. 云南农业大学 植物保护学院，云南省植物病理重点实验室，云南 昆明 650201；
2. 玉溪师范学院 资源与环境学院， 云南 玉溪 653100)

摘要: 【目的】明确云南元谋地区发生的萝卜花变叶病病原以及赤霉素合成途径中关键酶基因表达量的变化。

【方法】对自然表现花变叶、丛枝和节间缩短的萝卜感病植株总 DNA 进行植原体 16S rRNA 基因扩增、克

隆、测序及系统进化树构建，并采用实时荧光定量 PCR 技术分析赤霉素合成及代谢途径中关键酶基因

(GA20ox1、GA3ox1 和 GA2ox1) 表达量的变化。【结果】该植原体株系与 16SrII-A 亚组相似性最高 (0.98)，并

与 16SrII-A 亚组中的其他植原体株系明显形成一个进化支。【结论】萝卜花变叶植原体 (Raphanus sativus
phyllody，RsPh-YNym) 为植原体 16SrII-A 亚组成员，且与候选种 Candidatus Phytoplasma aurantifolia 相关，明

确了该株系的分类地位；感病植株茎中 3 种关键酶基因 GA20ox1、GA3ox1 和 GA2ox1 表达水平发生了变化，

表达量均下调，说明植原体的侵染造成了植株赤霉素稳态被破坏，从而导致植株表型改变。
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Pathogen Identification of Raphanus sativus Phyllody Disease and
the Expression Level of Key Enzyme Genes in Gibberellin

Synthesis and Metabolism Pathway
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Abstract: ［Purpose］To figure out the causal agent of Raphanus sativus phyllody disease occurred
in Yuanmou of Yunnan Province and changes of expression level of key enzymes genes in gibberel-
lin  synthesis.［ Method］ The  phytoplasmal  16S  rRNA  gene  sequence  was  amplified  from  total
DNAs extracted from natural R. sativus plant showing phyllody, witches broom and shortened inter-
nodes symptoms. Then the amplicons were cloned, sequenced and phylogentic tree were constructed.
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Real-time fluorescence qualification RT-PCR was performed to detect changes of the expression level
of key enzyme genes (GA20ox1, GA3ox1, GA2ox1) of gibberellin synthesis and metabolism pathway
in  this  experiment.［Result］The  phytoplasma  strain  had  the  highest  similarity  of  0.98  with  the
phytoplasma subgroup 16SrII-A, and formed an evolutionary branch with other phytoplasma stranis
which  were  classified  in  16SrII-A  subgroup.［Conclusion］The R.  sativus phyllody  phytoplasma
(RsPh-YNym) strain belongs to phytoplasma 16SrII-A subgroup and is related to Candidatus phyto-
plasma  aurantifolia.  Meanwhile,  we  found  that  the  expression  levels  of GA20ox1, GA3ox1 and
GA2ox1 genes  in  the  susceptible  plants  were  down-regulated  compared  with  the healthy  plants  and
showed  that  the  phytoplasma  infection  destroyed  the  homeostasis  of  gibberellin  and  changed  the
phenotypes of Raphanus sativus.
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植原体 (phytoplasma) 是一种无细胞壁、寄生

在植物韧皮部、难培养的细菌性病害[1]，主要通

过具有刺吸式口器的昆虫，如叶蝉和木虱等进行

传播[2]。在世界范围内广泛分布，造成多种经济

作物严重减产[3]。目前在云南省已发现多种植原

体病害，尤其在元谋县干热河谷地区，植原体病

害频繁发生[4-5]。2015 年在该地区发现大面积自然

表现花变叶、节间缩短等疑似植原体感染的萝卜

(Raphanus sativus L.) 植株，感病植株后期不能正

常结荚。

目前植原体的分类主要采用两种方式：一种

是基于 16S rDNA 基因 (16S rDNA)，通过分析该

基因的全长或近全长序列来划分主要的组，以代

表具有明显差异的植原体[6]；另一种是 MURRAY
等[7]提议的采用暂定种 Candidatus phytoplasma 来

记述不能培养、核酸序列分析和形态鉴定均为同

属、但对其合格命名还缺乏足够描述的一类原核

生物。国际系统细菌学委员会 (International Com-
mittee on Systematic Bacteriology, ICSB) 柔膜菌纲

分类组织 (Subcommittee on  Taxonomy  of  Molli-
cutes) 同意并建议采用上述两种分类方式 [8]。早

在 1987 年，SAITOU 等[9]就提出了采用邻接法构

建系统进化树用以辅助分类，目前植原体的分类

过程也借助该方法。

植原体侵染植株后会导致感病植株内源激素

失衡进而造成表型变化。赤霉素 (gibberellin，GAs)
是一类基于赤霉烷 (ent-gibberellane) 骨架结构的

双萜酸化合物，在植株的生长发育过程中，赤霉

素生物合成基因在特定的组织或细胞中表达，并

且它们的转录水平在快速生长部位通常比较高[10]。

研究发现：赤霉素途径在植物整个生长周期中对

调节植株的生长发育起着核心作用，其中 2-酮戊

二酸依赖性双加氧酶 GA20oxidase  (GA20ox)、
GA3oxidase (GA3ox) 和 GA2oxidase (GA2ox)，在

生物合成途径中催化后续步骤和调节赤霉素活性

水平极为重要[11-12]。GA20ox 和 GA3ox 合成具有

生物活性的赤霉素，GA2ox 通过分解代谢和赤霉

素响应途径中的反馈调节来调控赤霉素水平，这

些酶在赤霉素生物合成的调节、器官特异性的表

现及生理功能的分化方面具有重要意义。赤霉素

的感知和信号传导途径将赤霉素信号转化成信号

表达和植物表型的改变[13]。DING 等[14]发现感染

马铃薯紫顶植原体 (potato purple top，PPT) 的番

茄植株表现出“巨芽”症状，经检测其内源赤霉素

水平显著下降，进一步分析表明是活性赤霉素合

成关键酶基因 (GA20ox1 和 GA3ox1) 下调所致。

此外，研究表明 GA20ox 的过表达会造成拟南

芥、番茄和烟草植株中赤霉素含量增加，并且导

致茎伸长[15]。

本研究首先利用分子生物学的方法对萝卜花

变叶病进行植原体的检测和鉴定，明确植原体株

系的分类地位，然后通过比较萝卜感病植株和健

康植株中与赤霉素合成与代谢相关的 3 种关键酶

基因 GA20ox1、GA3ox1 和 GA2ox1 在 mRNA 水平

上的表达差异，检测萝卜感病后关键酶基因表达

量的变化，了解植原体致萝卜花变叶中植原体与

赤霉素的关系，为植原体致病机理的研究奠定基

础。初步明确植原体对赤霉素途径的影响，为萝

卜植原体病害的防治提供理论支持。
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1   材料和方法

1.1    试验材料和主要试剂

萝卜健康植株和感病植株均采自云南省元谋

县。将采集到的样品置于−80 ℃ 冰箱保存。

新型快速植物基因组 DNA 提取试剂盒购自

百泰克生物技术有限公司；引物合成由硕擎生物

科技有限公司提供；试剂 EasyTag® DNA Poly-
merase 来自 Transgen 公司；克隆载体 pMD19-T
Vector、RNAiso Plus 采用 TaKaRa 公司的产品。

总 RNA 提取试剂 RNAiso Plus，反转录试剂盒

PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser、实

时荧光定量 PCR 试剂 SYBR® Premix Ex TaqTM II
均为 TaKaRa 公司产品。

1.2    试验方法

1.2.1   DNA 的提取和 PCR 扩增

健株、病株分别混合取样后用液氮研磨，按

照快速植物基因组 DNA 提取试剂盒使用说明

提取植株总 DNA。采用巢式 PCR 扩增植原体

的 16S  rDNA，扩增引物采用通用引物，参照

SCHNEIDER 等[16]设计的 P1/P7 (5′-AAGAGTTTG-
ATCCTGGCTCAGGATT-3′/5′-CGTCCTTCATCG-
GCTCTT-3′) 以及 LEE 等[17]设计的 R16F2n/ R16R2
(5 ′-GAAACGACTGCTAAGACT-3 ′/5 ′-TGACGG-
GCGGTGTGTACAAACCCCG-3′) 序列合成。预

期目标片段分别约为 1 800 bp 和 1 250 bp。阳性

对照 DNA 来自实验室保存的蔓草虫豆丛枝植

原体。两次 PCR 的扩增体系均为 25  µL：10×
EasyTag® Buffer 2.5 μL，2.5 mmol/L dNTP 2 μL，
EasyTag® DNA Polymerase  0.25 μL，Forward Pri-
mer (10 μmol/L) 1 μL，Reverse Primer (10 μmol/L)
1  μL，ddH2O  17.25  µL，反应模板 1  µL。直接

PCR 扩增条件：94 ℃，5 min；94 ℃，1 min，48 ℃，

1 min，72 ℃，2 min，30 个循环；72 ℃，10 min。
巢式 PCR 扩增条件：95 ℃，5 min；95 ℃，30 s，
55 ℃，1 min，72 ℃，1.5 min，35 个循环；72 ℃，

10 min。扩增后的 PCR 产物用 1% 的琼脂糖凝胶

电泳检测。
1.2.2   克隆及分类鉴定

选取有条带的 PCR 产物进行纯化，与 pMD19-
T Vector 连接，转化到大肠杆菌并克隆，经蓝白斑

筛选，利用菌落 PCR 筛选出阳性克隆后将含有目

的条带的菌液送昆明铂尚生物技术有限公司测序。

将测序得到的 16S rDNA 序列去载体，通

过 BLAST 在 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
中在线比对，并通过植原体在线分析网站 iPhy-
Classifier (https://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-
bin/resource/iphyclassifier.cgi) 进行相关植原体株

系候选种的确定和基于相似系数分析的 16Sr 组/
亚组的确定。同时利用 MEGA 软件，用邻接法

构建基于 16S rDNA 的系统进化发育树，明确该

植原体株系的组/亚组的分类地位以及与已知候

选种的相关性。基于相似性系数分类的发育树

中，其他植原体 16S rDNA 均为 16SrII 组；明确

候选种分类的发育树中，用 38 个植原体候选种

与萝卜植原体的 16S rDNA 基因序列进行构建。

外群均选用莱氏不需固醇菌原体 (Acholeplasma
laidlawii，GenBank 登录号：M23932)。
1.2.3   RNA 的提取和反转录

分别提取健康和感病植株叶片总 RNA，检测

RNA 的质量浓度，并使各样品的质量浓度统一

到 500  ng/µL。然后采用 PrimeScript  RT  reagent
Kit with gDNA Eraser 去除基因组 DNA 以及进行

Real Time RT-PCR 反转录。去除基因组 DNA 反应

体系为 10 µL：5×gDNA Eraser Buffer 2 μL，gDNA
Eraser 1 μL，总 RNA 1 μL，RNase Free dH2O 6 μL，
将配好的体系放入 PCR 仪中，42 ℃，2  min，
4 ℃ 保存。反转录总体系为 20 μL，去除基因组

的反应液 10  μL，包括 PrimeScript  RT  Enzyme
Mix I 1 μL，RT Primer Mix 1 μL，5×Prime Script
Buffer 2 4 μL，RNase Free dH2O 4 μL。将反应混

合液放入 PCR 仪中，37 ℃，15 min；85 ℃，5 s，
置−20 ℃ 冰箱长期保存。
1.2.4   赤霉素合成关键酶基因实时荧光定量 PCR
及数据分析

利用实时荧光定量 PCR (quantitative real-time
PCR，Q-PCR) 扩增以下基因GA20ox1 (AB771709)，
GA3ox1 (AB771710)，GA2ox1 (AB771711)，内参

基因为 actin (KC751568)。通过在线引物设计工

具  Primer-BLAST  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/) 设计引物 (表 1)。反应混合液

体系为 20 μL，SYBR Premix Ex TaqII (2×) 10 μL，
PCR Forward Primer 0.8 μL，PCR Reverse Primer
0.8  μL， ROX  Reference  Dye  II  (50×)  0.4  μL，
cDNA 2 μL，ddH2O 6 μL。反应条件：预变性 95 ℃，

30 s；变性 95 ℃，5 s，退火 52 ℃，30 s，延伸

72 ℃，30 s，共 40 个循环。健康和感病植株的
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每个样本均做 3 个生物学重复和 3 个技术重复。

与健康植株相比，病株的相对表达量采用平均倍

数相对变化 (ΔΔCt) 法进行数据处理。最终柱形图

结果采用 2−ΔΔCt 呈现。

2   结果与分析

2.1    感病植株症状表现

如图 1 所示：感病植株的花瓣变为绿色叶片

状，且大量丛生成簇状，叶片变得细小，颜色变

深。茎长度较正常植株变短。田间大面积发病，

后期花变叶的花无法正常结荚。

2.2    萝卜花变叶植原体株系的分类鉴定

萝卜花变叶感病植株总 DNA 经巢式 PCR
扩增后，均得到 1.2 kb 左右的特异条带，大小

与阳性对照一致。表型健康的植株和双蒸水对

照没有扩增出特异条带，可初步判断感病植株

中含有植原体。克隆测序的序列经 BioXm 处理

后得到大小为 1 248 bp 的 16S rDNA 序列。通过

BLAST 在线比对，该序列与新诺顿豆小叶植原

体 (Neonotonia wightii little leaf，NeoWLL-YNym，

GenBank 登录号：KJ735778) 序列相似性最高。

经 iPhyClassifier 在线分析，表明该植原体与

16SrII-A 亚组 (GenBank 登录号：L33765) 相似

性最高，相似系数为 0.98，可确定该病害由植

原体引起。将该植原体株系命名为萝卜花变叶

植原体 (Raphanus sativus phyllody，RsPh-YNym，

GenBank 登录号：MH187866)。构建基于 16S
rDNA 的系统发育树，可看到该株系与其他 16SrII
组各植原体株系聚为一个稳定进化支，其中又

与16SrII-A 亚组中的SEPN、SEPT 和PnWB-YNym
等 8 个株系明显形成一个进化支 (图 2)，表明RsPh-
YNym 与 16SrII-A 亚组株系遗传进化关系最近，

说明 RsPh-YNym 为 16SrII-A 亚组成员。从与 38
个植原体候选种构建的系统发育树可看出：该

株系与 Ca. Phytoplasma australasiae  (GenBank 登
录号：Y10097) 和Ca. Phytoplasma aurantifolia (Gen-
Bank：登录号 U15442) 形成一个亚枝 (图 3)。由

于萝卜为非番木瓜属植物，根据植原体候选种

的命名规则[18-19]，本文报道的萝卜花变叶植原体

应属于候选种 Candidatus Phytoplasma aurantifolia。
2.3    赤霉素合成关键酶基因实时荧光定量测定

通过 Q-PCR  (实时荧光定量 PCR) 测定萝

卜中赤霉素生物合成和代谢关键酶合成基因

GA20ox1、GA3ox1 和 GA2ox1 的 mRNA 相对水

平。健康与感病植株的 Ct 值和 ΔΔCt 值如表 2 所

示。与健康植株相比，表现花变叶、丛生的感病

植株茎部的 GA20ox1 和 GA3ox1 基因表达水平分

别为 34% 和 22%，而 GA2ox1 的表达水平为

56%，均表现降低 (图 4)。根据赤霉素合成与代

谢途径推测萝卜感染植原体后，由于茎中 GA20
ox1、GA3ox1 和 GA2ox1 基因下调，推测可能导致

植物赤霉素含量降低，从而引起植株节间缩短、

丛枝、花叶化等症状[14]。

 

表 1   实时荧光定量 PCR 引物

Tab. 1    Primers for real-time PCR
 

gene 基因 forward primer 正向引物 reverse primer 反向引物

actin 5′-TTCTCGGGTATTGCAGACCG-3′ 5′-TCTGCTGGAATGTGCTGAGG-3′

GA20ox1 5′-GTATCGCCTAGCATCACTTACTC-3′ 5′-TGGTCTGGGATATTGGGTTGG-3′

GA3ox1 5′-TCCACATCCTATCCAACGG-3′ 5′-GAGGCGATTCAACAAGACTAAC-3′

GA2ox1 5′-AAATGGGAGGTTCAAGAGCG-3′ 5′-CAAAGAAGGTCCAGCGAAGTAA-3′

 

a)

b) c) 
注：a) 健康植株；b) 感病植株；c) 萝卜植株田间大面积发病，表现
为花变叶、丛生和节间缩短。

Note: a) healthy R. sativus; b) infected R. sativus; c) large area of R. sat-
ivus infected in the field. Sensitive plants show obvious phyllody, witches
broom and shortened internodes symptoms compared with healthy plants.

图 1    萝卜花变叶病田间症状表现

Fig. 1    Symptoms of R. sativus phyllody disease in the field
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3   讨论

经查阅相关文献资料，这是中国首次发现并

报道植原体在野外自然侵染萝卜植株并造成萝卜

花变叶病。该地区在之前曾报道过多种植原体病

害，如：刀豆花变绿病、豇豆丛枝病、番茄丛枝

病、番茄巨芽病、花生丛枝病、银胶菊花变绿病

和花椰菜花变绿病等，经鉴定这些病害均为植原

体侵染所致。尽管寄主植物和病害表现的症状不

尽相同，但所感染的植原体株系均与候选种 Can-
didatus phytoplasma  aurantifolia 相关，且均属于

16SrII-A 亚组成员[5, 19-20]，说明该植原体株系在云

南元谋地区广泛存在，且自然侵染的寄主范围较

广。由于植原体主要由韧皮部取食的刺吸式口器

昆虫传播，因此在当地开展可能的介体昆虫的调

查与鉴定，可为该类病害的防治奠定基础。

赤霉素通过调节生物合成和信号传导成分来

介导环境对植物生长发育的影响[21]。赤霉素作为

与其他植物激素相互作用的分支点极为重要，在

植物的生长和对环境的响应、影响作物的产量和

质量方面起着举足轻重的作用。大量研究表明：

植原体侵染后会引起植株体内赤霉素水平的变

化，从而使植株表型异常。枣疯病病株小枝丛

生，赤霉素含量明显高于抗病枣树[22]。感染翠菊

黄化 (AY) 植原体的长春花植株表现出矮化症

状，同时赤霉素水平下降[23]。感染马铃薯紫顶植

原体的番茄植株，表现出巨芽症状，赤霉素水平

下降[14]。健康萝卜植株感染植原体后，丛生出大

量腋芽，叶片变得细小，同时节间缩短、花叶

化，与赤霉素缺乏的症状一致。

根据赤霉素生物合成途径可知：第 3 阶段的

关键酶 RsGA20ox1 和 RsGA3ox1 促进赤霉素的

合成，而 RsGA2ox1 通过 2-β 羟化作用使活性赤

霉素失活[24]。试验检测结果显示：花变叶的萝卜

中 GA20ox1、GA3ox1 和 GA2ox1 均下调，推测萝

卜感染植原体后，由于 GA20ox1 和 GA3ox1 的表

达水平降低，导致活性赤霉素的含量减少。在正

常植株中，赤霉素的稳态通过反馈调节维持。本

研究中，GA2ox1 表达量降低可能是因为活性赤

霉素含量减少，为保持赤霉素的含量，因而调节

GA2ox1 的表达水平使活性赤霉素不再进一步减

少；还有可能是因为植原体的侵染造成基因的敏

感性降低，所以导致这 3 个基因均下调，无法维

持赤霉素的正常水平，从而表现出症状。

花叶化是植原体感染的典型症状之一，这种

花器官转变为营养生殖器官的现象，称为返祖现

象[25]。在本试验中感染植原体的萝卜植株，花变

成绿色、似叶片，植株返回到营养生长，无法正

常结荚。由于赤霉素涉及调节植株幼态和成熟态

的转换，花变叶这一典型症状与赤霉素含量的改
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图 2    基于萝卜花变叶植原体和 16SrII 组其他植原体菌株 16S rDNA 序列的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree based on 16S rDNA nucleotide sequences from R. sativus
phyllody and 16SrII phytoplasma strains
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变息息相关。赤霉素可以促进细胞伸长和分裂，

但通过该试验的结果推测赤霉素含量是减少的，

可能是由于细胞分裂素的含量产生了变化，诱导

侧芽生长。植株的表型是多种激素共同作用的结

果，要明确具体原因还需结合其他激素一起分析。

病原诱导植物的异常发育主要是由于植物激

 

表 2   赤霉素途径关键酶基因表达情况

Tab. 2    Gene expression of key enzyme genes in gibberellin pathway
 

项目 actin 健康/感病 GA20ox1 健康/感病 GA3ox1 健康/感病 GA2ox1 健康/感病

item actin healthy/infected GA20x1 healthy/infected GA30x1 healthy/infected GA20x1 healthy/infected

Ct 21.23/18.93 35.29/34.57 31.52/31.38 31.11/29.63

ΔCt — 14.06/15.64 10.29/12.45 9.87/10.70

ΔΔCt — 1.58 2.16 0.83

2 − ΔΔCt — 0.33 0.22 0.56
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图 3    基于萝卜花变叶植原体和 38 个候选种 16S rDNA 序列构建的系统发育树

Fig. 3    Phylogenetic tree based on 16S rDNA nucleotide sequences of R. sativus phyllody
phytoplasma and 38 Candidatus phytoplasmas
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素如茉莉酸、生长素、脱落酸和赤霉素等介导的

信号传导途径被破坏[26]。病原进入宿主细胞后，

分泌一系列的效应蛋白，改变植株正常的生长发

育过程，使植株产生的代谢产物有利于病原的生

长，而且这些效应物也影响激素的改变[27-28]。尽

管植原体中没有发现在其他植物病原细菌中发现

的效应基因，但是在植原体中发现了一些蛋白，

它们表现出与效应因子一样能导致植株不正常表

型的功能。TENGU 是洋葱黄化植原体编码的小

分泌肽，它通过抑制生长素相关途径，导致植株

出现矮化和丛生症状[29]；SPA11 (翠菊黄化丛枝植

原体分泌的效应物之一) 诱导卷叶和丛生表型，

并通过阻断植物中茉莉酸的生物合成来增强载体

昆虫的适应性[30]。将 SAP54 转入到拟南芥中，最

终与感染 AY-WB 植原体的拟南芥表现出相似的

症状：绿色的花并且花呈叶状，所有属性与表达

效应物的植原体一样[31]。这些研究均表明植原体

影响激素途径从而引起植株表型改变，但其分子

机制尚不清楚，且萝卜花变叶植原体是如何作用

于赤霉素途径造成表型改变还需要进一步研究。

赤霉素特定阶段发育作用的分子机制研究已

经取得了许多进展，而赤霉素具体如何调节植株

的生长和形态还尚不清楚。赤霉素信号传导与其

他信号传导途径密切相关，但相互作用的分子机

制还知之甚少[32-33]。植株表型的改变是多种激素

共同协作的结果，所以还需进一步的详细研究来

明确植原体与植物激素的互作关系，从而探索植

原体的致病机制。
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图 4    萝卜茎中赤霉素途径上 GA20ox1、GA3ox1 和

GA2ox1 相对表达水平

Fig. 4    The relative expression level of GA20ox1,
GA3ox1 and GA2ox1 in gibberellin pathway of R.

sativus in the stem
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