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摘  要：在中国，引起槟榔黄化病（areca palm yellow leaf disease, AYLD）的植原体主要有 16SrI 组、16SrII 组及 16SrXXXII

组 3 个种群，但目前的检测技术主要针对 16SrI 组或 3 个种群的共同检测，缺乏对 16SrII 组植原体的特异性识别手段。

为了对 16SrII 组槟榔黄化植原体进行特异性检测，本研究基于 16SrII 组植原体核糖体蛋白（rp）基因序列，设计并筛

选特异性巢式 PCR 引物，并对该方法的特性及其应用效果进行评估。结果显示，在准确性方面，该方法能准确区分出

阳性和阴性样品；在敏感性比较中，该方法敏感性高于 16S rRNA 和 tuf 基因的通用巢式 PCR 检测；在特异性评估中，

16SrI 组和 16SrXXXII 组植原体、供试的槟榔病原及内生菌均对本方法未造成干扰；在应用中，从海南文昌采集的 22

份槟榔样品检测出 4 份阳性样品，并且可检测出属于 16SrII 组的银胶菊丛枝植原体、皱子鸟足菜丛枝植原体及花生丛

枝植原体，表现出较好的适用性。综上，本研究建立的基于 rp 基因的巢式 PCR 方法对 16SrII 组槟榔黄化植原体检测

具有较好的特异性，可为 16SrII 组槟榔黄化植原体的田间诊断、病情监测提供技术参考。 
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Establishment of a Nested PCR Detection Method for 16SrII Phyto-
plasma Associated with Areca Palm Yellow Leaf Disease 
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Abstract: In China, areca palm yellow leaf disease (AYLD) is primarily attributed to infection with phytoplasmas from 
the 16SrI, 16SrII and 16SrXXXII groups. Currently, detection methods predominantly target the 16SrI group or 

non-specifically detect all three groups, lacking specific identification methods for the 16SrII group phytoplasmas. To 
achieve specific detection of 16SrII group phytoplasmas, specific nested PCR primers were designed and screened in 

this study based on the ribosomal protein (rp) gene sequence of 16SrII group phytoplasmas, and the characteristics and 
application efficacy of this method were subsequently evaluated. Results showed that the method could accurately dis-

tinguish positive samples from healthy ones. In the sensitivity comparison, the sensitivity of the method was higher than 
that of the universal nested PCR targeting the 16S rRNA and tuf genes. In the specificity evaluation, it showed no 

cross-reactivity with phytoplasmas from the 16SrI or 16SrXXXII groups, or with other tested areca palm pathogens and 
endophytic bacteria. In practical application, among 22 areca palm samples collected from Wenchang, Hainan Province, 

4 samples were detected as positive; additionally, the method could detect 16SrII group phytoplasmas includ-
ing Parthenium hysterophorus witches’-broom phytoplasma, Cleome rutidosperma witches’-broom phytoplasma, and 

peanut witches'-broom phytoplasma, demonstrating good applicability. In conclusion, the nested PCR method estab-
lished in this study based on the rp gene has good specificity for the 16SrII group areca palm yellow leaf phytoplasmas, 

and could provide technical reference for field diagnosis and disease monitoring of the 16SrII group areca palm yellow 
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leaf phytoplasmas. 
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槟榔（Areca catechu L.）是棕榈科（Arecaceae）

槟榔属（Areca）多年生木本作物，广泛种植在亚

洲热带地区。槟榔在我国作为重要的热带经济作

物，主要分布于海南省、台湾省及云南省等地。

它不仅具有经济价值，还是一味传统中药，现代

研究揭示其具有抗寄生虫、抗抑郁、抗氧化及抗

高血压等作用[1]。在栽培过程中，槟榔常面临多

种病原的威胁，包括细菌 [2]、真菌 [3]、病毒 [4]及

植原体 [5]等。其中，由植原体侵染引起的槟榔黄

化病（areca palm yellow leaf disease, AYLD）是最

具破坏性的病害之一，其症状表现为下层叶片叶

边缘黄化、树冠缩小、束顶至死亡[6]。该病在海

南省槟榔种植区普遍发生，发病率一般为 10%~ 

30%，重病区发病率可达 90%，造成减产 70%~ 

80%，甚至绝产[7]。 

植原体是一类无细胞壁、难以人工培养的原

核生物，专性寄生于植物韧皮部。基于 16S rRNA

的分子鉴定显示，槟榔黄化植原体（areca palm 

yellow leaf phytoplasma, AYLP）在不同地区的类

群分布存在差异：印度已报道 3个组，分别为 16SrI

组、16SrXI 组和 16SrXIV 组[8~10]；在斯里兰卡仅

发现 16SrXIV 组[11]；在中国海南则鉴定出 3 个组，

即 16SrI 组、16SrII 组和 16SrXXXII 组[12~14]。本

研究组在前期的病害调查与病原鉴定中发现，

16SrII 组植原体在海南文昌、儋州等槟榔种植区

具有一定的感染率。CHE 等 [15]研究发现，在海

南岛 16SrII 组植原体宿主范围广、遗传变异更

丰富、致病类型多样，成为海南省植原体病害

中的优势类群，与其他在海南发现的植原体类

群相比，16SrII 组植原体对海南热带农业安全威

胁更大。  

鉴于 16SrII 组植原体在海南的重要地位，其

在槟榔上进行准确监测是评估其流行风险、制定

有效防控策略的重要前提。目前，分子检测技术

已成为 AYLD 诊断的主要手段。尽管传统的巢式

PCR（基于 16S rRNA）[16-17]及后续开发的环介导

等温扩增技术[18]、微滴式数字 PCR 技术[19]、荧

光定量 PCR 技术[20]已应用于 AYLD 检测，但仍

存在一定的局限性，即这些检测方法主要针对

16SrI 组或多个 AYLP 类群的共同检测，对 16SrII

组植原体的检测特异性不足，无法精准量化

16SrII 组的田间流行态势，导致难以针对性开展

该类群的防控研究。 

植原体核糖体蛋白（ribosomal protein，rp）
基因在植原体类群内高度保守、类群间差异显著，

已广泛用于植原体的检测、鉴定以及遗传变异的

靶标[21-24]。因此，为填补 16SrII 组槟榔黄化植原

体特异性检测的技术空白，本研究以 16SrII 组植

原体的 rp 基因为靶标，设计特异性巢式 PCR 引

物，并评估该方法的特异性、敏感性及田间样品

应用效果，旨在建立精准的 16SrII 组槟榔黄化植

原体检测技术，为槟榔黄化病的科学防控提供关

键技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试材料  槟榔阳性样品采集自海南文昌

（ 19°33′9″N， 110°48′5″E），对应菌株编号为

HNDZ1、HNDZ3、HNDZ6、HNWC5，这些样品

均测序验证为 16SrII 组槟榔黄化植原体阳性[13]。

槟榔病原包括：槟榔长线形病毒 1（areca palm 

velarivirus 1，APV1）QZ255 株系和 QZ256 株系、

槟榔坏死环斑病毒（areca palm necrotic ringspot 

virus，ANRSV）WC1 株系和 WC2 株系、槟榔炭

疽菌（Colletotrichum sp.）DZ1 菌株和 DZ2 菌株、

奇异根串珠霉菌（Thielaviopsis paradoxa ）、须芒

草伯克霍尔德氏菌（Burkholderia andropogonis）
DNA（或 cDNA），均由中国热带农业科学院椰子

研究所提供。槟榔内生菌包括：槟榔内生菌有菠

萝泛菌（Pantoea ananatis）、盐亭鞘氨醇单胞菌

（ Sphingomonas yantingensis）、白色短小杆菌

（ Curtobacterium albidum ）、 蜡 样 芽 孢 杆 菌

（ Bacillus cereus ）及叶居菌（ Frondihabitans 
australicus），其样品 DNA 由中国热带农业科学院

椰子研究所提供。健康槟榔叶片样品采自中国热

带农业科学院椰子研究所槟榔苗圃。银胶菊丛枝

植原体（16SrⅡ-A 亚组）DNA 由中国热带农业科

学院环境与植物保护研究所惠赠；竹子丛枝植原

体（16SrI-B 亚组）、苦楝黄化植原体（16SrI-B 亚

组）、细圆藤丛枝植原体（16SrⅠ-B 亚组）、山黄
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麻丛枝植原体（16SrXXXⅡ-D 亚组）、花生丛枝

植原体（16SrⅡ-A 亚组）、皱子鸟足菜丛枝植原

体（16SrⅡ-A 亚组）的样品 DNA，以及其对应的

健康样品 DNA，均由中国热带农业科学院椰子研

究所提供。 

1.1.2  主要试剂与仪器   植物基因组 DNA 提取

试剂盒、2×Hot Master Taq PCR 预混试剂购自天

根生化科技（北京）有限公司。实验仪器包括

DYCP-31DN 型 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 仪 、 Thermo 

ND2000 型超微量分光光度计、耶拿 Biometra 

Tone 96G 型 PCR 仪、KZ-III-F 型高速低温组织研

磨仪、AP20R-30-ARY 型水浴锅、Universal 320R

型离心机。 

1.2  方法 

1.2.1  巢式 PCR 引物设计  利用 DNAMAN 软件

比对 16SrII-A 亚组的 peanut witches'-broom phy-

toplasma 的 rp 基因（EF193375）与 16SrII-E 亚组

（ EF193380 ）、 16SrII-D 亚组（ EF193371 ）、

16SrII-B 亚 组 （ EF186815 ）、 16SrII-C 亚 组

（EF186818）、16SrI-B 亚组（AY264855）、16SrIII

亚组（JQ360962）、16SrV 组（EU651838）、16SrV

组（AY197678）、16SrVII 组（EF183492）、16SrVI

组（AY197683）、16SrIV 组（DQ318239）中的 rp
基因，选择在 16SrII 组内保守而在其他组间存在

差异的区域设计引物（图 1、表 1）。引物由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。 
 

 

图 1  16SrII 组植原体特异性引物设计 
Fig. 1  Design of specific primers for 16SrII group phytoplasmas 

 
表 1  本研究巢式 PCR 检测方法的引物信息 

Tab. 1  Primer information of nested PCR detection 
method in this study 

引物名称 
Primer  
Name 

序列（5–3） 
Sequence (5–3) 

扩增片段大小
Amplified frag-

ment size/bp 

II-rp-1F CAAGGTGTTAGAATGAAACG 

II-rp-1R TACCCCATGAATAGTTTTAGC 

727 

II-rp-2F TGGGTCAAAAGAGTAGTCCTATT 

II-rp-2R GCATAATCAATTTTAGAACGA 

565 

 
1.2.2  DNA 提取  使用植物基因组 DNA 提取试

剂盒，参照制造商提供的说明书提取样品总

DNA。采用琼脂糖凝胶电泳和超微量分光光度计

对提取的总 DNA 质量进行检测，合格的样品

DNA 于–20 ℃条件下保存备用。 

1.2.3  准确性验证  以 3 份 16SrⅡ组槟榔黄化植

原体样品为阳性对照，健康槟榔样品作为阴性对

照，无菌无酶 ddH2O 作为空白对照，进行巢式 PCR。

第一轮 PCR 反应体系（25μL）为：2×Hot Master Taq 

PCR 预混液 10 μL，上/下游引物（10 μmol/L）各

1 μL，基因组 DNA 2 μL，无菌无酶 ddH2O 补足

至 25 μL。PCR 循环条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃

变性 45 s，48.5 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，

共 35 个循环。将第一轮扩增产物按 1∶20（体积

比）稀释后作为第二轮 PCR 的模板（循环参数调

整为：退火温度 46 ℃，延伸时间 1 min，其余参

照同第一轮）。PCR 扩增产物通过 1%琼脂糖凝胶

电泳并在紫外光下观察分析，条带大小符合的产

物由生工生物工程（上海）股份有限公司进行双

向测序，测序结果采用软件拼接。经测序获得的

目的基因通过 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov）数据库的在线 blastn 程序进行同源性检索分

析；使用 DNAMAN 软件和 NCBI ORF Finder 程

序分析目的片段核苷酸序列，将序列信息提交至

GenBank 数据库。 

1.2.4  敏感性比较  将阳性样品 HNDZ6 基因组

DNA 按梯度稀释，分别稀释 2.5 倍、5 倍、7.5 倍、
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10 倍、12.5 倍、15 倍浓度作为 PCR 模板。利用

本研究引物、16S rRNA 通用引物（P1/P7[16]与

R16F2n/R16R2[17] ）、 tuf 基 因 的 通 用 引 物

（fTuf1/rTuf1 和 fTufu/rTufu[25]）进行巢式 PCR。

PCR 扩增体系与程序参照 1.2.3 节，16S rRNA 巢

式 PCR 体系与程序参照 SCHNEIDER 等 [16]和

GUNDERSEN 等[17]的方法，tuf 基因巢式 PCR 体

系与程序参照 SCHNEIDER 等[25]。PCR 产物通过

1%琼脂糖凝胶电泳进行分析，并在紫外光下观察

条带，比较 3 组巢式 PCR 的检测敏感性。为避免

条带可能为假阳性，PCR 产物送至生工生物工程

（上海）股份有限公司进行测序。 

1.2.5  特异性验证  以 16SrⅡ组槟榔黄化植原体

HNWC5 菌株 DNA 为阳性对照，健康槟榔叶片

DNA 为阴性对照，无酶无菌 ddH2O 为空白对照；

APV1 病毒 QZ255 株系、APV1 病毒 QZ256 株系、

槟榔坏死环斑病毒 WC1 株系、槟榔坏死环斑病毒

WC2 株系的 cDNA，槟榔黄化植原体 16SrI 组、

山黄麻丛枝植原体 16SrXXXⅡ组、Colletotrichum 

sp. DZ1、Colletotrichum sp. DZ2、T. paradoxa、
B. andropogonis、P. ananatis、S. yantingensis、C. 
albidum、B. cereus、F. australicus 的 DNA 为模板

进行巢式 PCR。PCR 产物通过 1%琼脂糖凝胶电泳

进行分析，并在紫外光下观察条带大小。评估引物

特异性，反应体系及检测程序参照 1.2.3 节。 

1.2.6  槟榔样品的检测应用  样品采集地为文昌

市文城镇槟榔黄化病原监测点（19°33′14″N，

110°47′15″E），该槟榔园黄化率约为 5%，属于轻

病园。随机采集叶片表现黄化的样品 22 份，提取

样品总 DNA 作为模板，健康样品为阴性对照，

无酶无菌 ddH2O 为空白对照，进行巢式 PCR。PCR

产物通过 1%琼脂糖凝胶电泳分离后，在紫外光下

观察条带结果，评估引物的田间应用效果，反应

体系及检测程序参照 1.2.3 节。将扩增出目的片段

的 PCR 产物送至生工生物工程（上海）股份有限

公 司 进 行 双 向 测 序 ， 并 将 序 列 信 息 提 交 至

GenBank 数据库。 

1.2.7  不同寄主植物植原体病害检测  以银胶菊

丛枝植原体（16SrⅡ-A 亚组）、皱子鸟足菜丛枝

植原体（ 16SrⅡ-A 亚组）、花生丛枝植原体

（16SrⅡ-A 亚组）、竹子丛枝植原体（16SrI-B 亚

组）、苦楝黄化植原体（16SrI-B 亚组）、细圆藤丛

枝植原体（16SrⅠ-B 亚组）、山黄麻丛枝植原体

（16SrXXXⅡ-D 亚组）样品 DNA 为模板，以对

应的健康样品 DNA 为阴性对照，无酶无菌 ddH2O

为空白对照，进行巢式 PCR。PCR 产物通过 1%

琼脂糖凝胶电泳进行分析，并在紫外光下观察条

带结果。评估引物在不同植物上的适用性，反应

体系及检测程序参照 1.2.3 节。PCR 产物送至生

工生物工程（上海）股份有限公司进行双向测序，

并将序列信息提交至 GenBank 数据库。 

2  结果与分析 

2.1  准确性评估 

由图 2 可知，3 份 16SrⅡ组槟榔黄化植原体

阳性样品均扩增出与靶标片段大小一致的条带，

而 3 份健康槟榔样品（阴性对照）及空白对照均

未扩增出条带。将阳性样品的目的片段经过测序

与序列组装后，获得目的片段序列。结果显示，

从样品 HNDZ1、HNDZ3、HNWC5 的 DNA 中扩

增获得植原体相关序列（GenBank 登录号：

PX406222，PX406221，PX406223），长度均为

565 bp， 3 条序列的碱基一致，G+C 含量为

27.43%，双链分子质量为 348.19 kDa，该片段中

3~563 nt 共编码 187 个氨基酸，序列比对其编码

产物为植原体核糖体蛋白 S3（ribosomal protein 

S3）。经 NCBI blastn 同源性检索显示，样品

HNDZ1、HNDZ3、HNWC5 的 rp 基因序列与 16Sr

Ⅱ组植原体的 Peanut witches’-broom phytoplasma

（登录号：JQ900570）、Pigeon pea witches’-broom 

phytoplasma （ 登 录 号 ： FJ560598 ）、 Cajanus 
scarabaeoides witches’-broom phytoplasma （登录

号：MF488706）等 30 个株系的 rp 基因序列相似

性为 100%，说明扩增片段为 16SrⅡ组植原体的

rp 基因片段。 
 

 

M：DL2000 DNA marker；1~3 分别为阳性对照 

（HNDZ1 菌株、HNDZ3 菌株、HNWC5 菌株）； 

4~6 为阴性对照；7 为空白对照。 
M: DL2000 DNA marker; Lanes 1–3 correspond to positive con-

trols (strains HNDZ1, HNDZ3, and HNWC5, respectively); Lanes 
4–6 represent negative controls; Lane 7 indicates the blank control. 

图 2  准确性评估 
Fig. 2  Accuracy evaluation 



698 热 带 作 物 学 报  第 47 卷 

2.2  敏感性比较 

利用本研究设计的特异性引物组与 16S 

rRNA、tuf 基因通用引物组分别进行巢式 PCR，

比较 3 组引物的敏感性。结果显示，本研究引物

组的敏感性最高，可检测稀释 12.5 倍的阳性模板；

其次是 16S rRNA 通用引物组，可检测稀释 7.5 倍

阳性模板；最后是 tuf 基因通用引物组，仅能检测

到未稀释原液（图 3）。以上扩增产物经测序，均

为植原体目的条带，无假阳性扩增。说明本研究

引物组检测在敏感性上显著优于 16S rRNA 和 tuf
基因通用引物组，更适用于田间样本的检测。 

 

 
M：DL2000 DNA marker；1~7：阳性样品梯度稀释液 

（依次为稀释 0 倍、2.5 倍、5 倍、7.5 倍、10 倍、 

12.5 倍、15 倍）；8~9：ddH2O。 

M: DL2000 DNA marker; Lanes 1-7: serial dilutions of positive 

sample (undiluted, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15）; Lane 8-9: ddH2O. 
图 3  巢式 PCR 方法与 16S rRNA、tuf 通用巢式 PCR 的

敏感性比较 
Fig. 3  Sensitivity comparison between nested PCR method 
and universal nested PCR targeting 16S rRNA and tuf genes 

 

2.3  特异性评估 

利用本研究设计的特异性引物组，对槟榔相

关微生物（包括病原微生物和内生菌）及槟榔黄

化植原体 16SrI 组和 16SrXXXII 组菌株进行巢式

PCR 检测，分析该引物组对 16SrII 组槟榔黄化植

原体检测的特异性。结果显示，仅 16SrII 组槟榔

黄化植原体菌株扩增出与靶标片段大小一致的

条带，其余样品未扩增出条带，或仅扩增出非靶

标大小的杂带（图 4）。上述结果说明本研究引物

组对 16SrII 组槟榔黄化植原体具有较好的检测

特异性。 

 

M：DL2000 DNA marker；1：16Sr I 组槟榔黄化植原体； 

2：16Sr XXXⅡ组山黄麻丛枝植原体；3：APV1 病毒 QZ255 株

系；4：APV1 病毒 QZ256 株系；5：槟榔坏死环斑病毒 WC1 株

系；6：槟榔坏死环斑病毒 WC2 株系；7：槟榔炭疽菌 DZ1 菌株；

8：槟榔炭疽菌 DZ2 菌株；9：奇异根串珠霉菌；10：须芒草伯

克霍尔德氏菌；11：菠萝泛菌；12：盐亭鞘氨醇单胞菌； 

13：白色短小杆菌；14：蜡样芽孢杆菌；15：叶居菌； 

16：阴性对照；17：空白对照；18：阳性对照。 
M: DL2000 DNA marker; Lane 1: 16SrI group Areca palm yellow 

leaf phytoplasma; Lane 2: 16SrXXXII group Trema tomentosa 
witches'-broom phytoplasma; Lane 3: APV1 QZ255 strain; Lane  

4: APV1 QZ256 strain; Lane 5: ANRSV  WC1 strain; Lane  
6: ANRSV  WC2 strain; Lane 7: Colletotrichum sp. DZ1 strain; 

Lane 8: Colletotrichum DZ2 strain; Lane 9: T. paradoxa; Lane  
10: B. andropogonis; Lane 11: P. ananatis; Lane 12:  

S. yantingensis; Lane 13: C. albidum; Lane 14: B. cereus;  
Lane 15: F. australicus; Lane 16: Negative control; Lane  

17: Blank control; Lane 18: Positive control. 

图 4  特异性评估 
Fig. 4  Specificity evaluation 

 

2.4  槟榔黄化样品的应用检测 

采用本研究巢式 PCR 引物，对采自海南文昌

槟榔园的 22 份槟榔样品进行检测。结果显示，其

中 4 份槟榔样品的 PCR 扩增产物均出现与靶标片

段大小一致的条带，其余样品未扩增出条带，或

仅扩增出非靶标大小的杂带（图 5）。将这 4 份阳

性样品的扩增条带进行测序，结果显示：所有含

目的条带的样品均检测到 16SrⅡ组植原体的 rp
基因（登录号：PX406224~PX406227）。进一步序

列比对分析表明，这 4 份样品的 rp 基因核苷酸序

列相似性为 99.87%，其编码的氨基酸序列相似性

达 100%。 
 

 

M：DL2000 DNA marker；1~22：槟榔样品；23：阴性对照； 

24：空白对照。 
M: DL2000 DNA marker; Lanes 1–22: Areca palm samples;  

Lane 23: Negative control; Lane 24: Blank control. 

图 5  槟榔黄化样品的应用检测 
Fig. 5  Applied detection of areca palm yellowing samples 

 

2.5  不同寄主植物植原体病害检测 

16SrI 组、16SrII 组及 16SrXXXⅡ组植原体样

品与对应健康寄主样品的巢式 PCR 检测结果（图

6）显示，16SrⅡ组的银胶菊丛枝植原体、皱子鸟

足菜丛枝植原体及花生丛枝植原体均扩增出与靶
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标片段大小一致的条带，均为 16SrII 组植原体 rp
基因（登录号：PX523482、PX523483、PX523481）；

而其对应健康寄主样品未扩增出目的条带；

16SrⅠ组竹子丛枝植原体、苦楝黄化植原体、细

圆藤丛枝植原体，16SrXXXⅡ组山黄麻丛枝植原

体，及各相应的健康寄主样品均未扩增出目的条

带。表明本研究引物对不同植物的 16SrⅡ组植原

体检测具有一定的适用性。 
 

 

M：DL2000 DNA marker；1、3、5：16SrⅡ组植原体（分别为

银胶菊丛枝植原体、皱子鸟足菜丛枝植原体、花生丛枝植原体）；

2、4、6：对应健康对照（分别为银胶菊、皱子鸟足菜、花生）；

7、9、11：16SrI 组植原体（分别为竹子丛枝植原体、苦楝黄化

植原体、细圆藤丛枝植原体）；8、10、12：对应健康对照（分

别为竹子、苦楝、细圆藤）；13、14：分别为 16SrXXXⅡ组山黄

麻丛枝植原体、其健康对照；15：空白对照。 
M: DL2000 DNA marker; Lanes 1, 3, 5: 16SrII group phytoplasmas 

(Parthenium hysterophorus witches'-broom, Cleome ruti-
dosperma witches'-broom, peanut witches'-broom）; Lanes 2, 4, 6: 

Corresponding healthy controls (Parthenium hysteropho-
rus, Cleome rutidosperma, Arachis hypogaea）; Lanes 7, 9, 11: 

16SrI group phytoplasmas (bamboo witches'-broom, Melia azeda-
rach yellows, Pericampylus glaucus witches'-broom）; Lanes 8, 10, 

12: Corresponding healthy controls (bamboo, Melia azeda-
rach, Pericampylus glaucus）; Lanes 13–14: 16SrXXXII 

group Trema tomentosa witches'-broom phytoplasma and its 
healthy control; Lane 15: Blank control. 

图 6  不同寄主植物植原体病害的检测 
Fig. 6  Detection of phytoplasma diseases in  

various host plant species 

3  讨论 

植原体是寄主广泛的植物病原微生物，目前

已感染了 1000 多种植物及未知数量的昆虫[26]。

中国海南岛作为一个热带岛屿，拥有病害发展与

传播的得天独厚条件。CHE 等[15]在海南岛的调

查中发现 18 种寄主感染了植原体，而 16SrII 组

植原体可感染重要的热带经济作物，如木薯、椰

枣及甘蔗等。16SrII 组植原体寄主范围广泛，侵

染可造成花生丛枝 [27]、番木瓜小叶 [28]、槟榔叶

片黄化 [13]、柑橘黄化 [29]、辣椒小叶 [30]等多种经

济作物病害。另外，不同组植原体之间伴随着复

合侵染的情况[31-33]。本研究基于 rp 基因，建立了

针对 16SrII 组植原体的特异性巢式 PCR 检测方

法，该方法具有较好的特异性和敏感性，且可应

用于其他寄主植物的 16SrII 组植原体检测。因此，

本研究建立的检测方法可为 16SrII 组槟榔黄化植

原体及其他寄主植物植原体病害的诊断提供技术

支撑。 

自 2022 年首次发现 16SrII 组成员相关植原体

侵染槟榔[13]以来，本课题组曾使用多种巢式 PCR

引物组进行检测，如采用通用巢式 PCR 引物组

L15F1/MapR1 和 SecYF2（II）/SecYR1（II）[34]

及 rpF1C/rp（I）R1A 和 rp（II）F1/rp（II）R1[22]，

但均未获得目的条带。尽管巢式 PCR 引物组

fTuf1/rTuf1 和 fTufu/rTufu [25]可扩增出目的条带，

但其在槟榔植原体检测中的敏感性低于本研究建

立的引物组，这可能是该引物组在槟榔检测中受

槟榔基因组等背景影响，导致 PCR 扩增效率降低

所致。本研究建立的检测方法在应用中发现个别

样本出现非特异性扩增，推测可能受未知背景干

扰，但因非特异性扩增条带与靶标条带大小差异

明显，未影响琼脂糖凝胶电泳结果。另外，采集

的 22 份黄化样品中，仅 4 份检测出植原体。对于

未检出植原体的样品，原因可能包括 3 类情况：

一是部分样品中植原体含量低于本方法检出限，

导致未被捕获；二是可能存在 I 组或 XXXII 组植

原体，尤其是 I 组在槟榔黄化病中为优势类群[5]；

三是可能存在槟榔隐症病毒 1（areca palm ve-

larivirus 1，APV1）等其他致黄因子[35]。 

巢式 PCR 检测技术存在一定的局限性，即操

作耗时较长、交叉污染风险高、无法准确定量及

依赖专业设备等。后续可采用荧光定量 PCR技术、

环介导等温扩增技术、重组酶聚合酶扩增技术等

操作便捷、特异性强、灵敏度高的技术进行优化

改进。此外，本研究经氨基酸序列比对发现，目

的片段的氨基酸序列相似性达 100%。由于本研究

采集样品仅来自 1 个监测点，检测获得的阳性样

品数量较少，且 rp 基因本身具有较高的保守性，

因此无法基于基因序列差异开展遗传多样性分

析。后续研究将进一步扩大样本采集范围，探究

16SrII 组植原体在槟榔主产区的发生情况与遗传

多样性。 
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