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1. 有害生物信息 

植原体最初由 Doi 等（1967）在寻找紫苑属植物黄化因子时发现。由于在形态

上与动物支原体相似，而且对四环素类抗生素敏感，这些单细胞生物被称为类支原

体生物（Ishiie 等, 1967）。植原体是专性原核植物病原物，没有细胞壁，它们形态

多变，平均直径为 200–800 nm。它们定殖在寄主植物的韧皮部筛管细胞中。植原体

基因组大小介于 550 至 1 500 kb 之间-基因组和其他原核生物相比相对较小 – 它们不

具备几种生物合成功能（Marcone 等，1999；Davis 等，2005；Bai 等，2006；

Oshima 等，2013）。 

植原体和不同种类寄主植物的很多症状有关（Lee 等，2000）。与植原体侵染

有关的独特症状包含绿变（形成绿色花朵，失去正常的花色素）、花变叶（花器发

育成叶状结构）、簇叶或丛枝（副梢或腋生枝增多）以及其他枝条与根系的不正常

增多、叶片黄化、变红和其他类型的变色、叶片和果实变小、韧皮部坏死，以及整

株衰退与矮化（Davis 和 Sinclair，1998）。一些种类的植物可耐受或抵抗植原体

侵染；这些植物受侵染后可能不表现症状或仅表现出轻微的症状（Lee 等，2000）。 

Seemüller 等（2002）估计约有 1000 种植物可受植原体危害。多数植原体寄主

为双子叶植物。在单子叶植物中检测到的植原体比较少；此类寄主主要来自棕榈科

（Palmae）和禾本科（Poaceae）（Seemüller 等，2002）。 

植原体在世界范围内普遍发生。植原体病害的地理分布与影响取决于植原体的

寄主范围，以及昆虫媒介的存在与否和取食行为。一些植原体具有很广的寄主范围

和多食性媒介，因而具有广泛的分布。其他一些植原体具有有限的寄主范围和寡食

性或单食性昆虫媒介，这会限制其地理分布。对主要植原体分类群的地理分布的

综述可参阅 Foissac 和 Wilson（2010）。 

植原体可由昆虫媒介、菟丝子和嫁接传播，也可通过受侵染植物部位的无性

繁殖扩散。引起植原体多数自然传播的昆虫媒介仅限于取食韧皮部的叶蝉、飞虱和

木虱（半翅目（Hemiptera）、头喙亚目（Auchenorrhyncha））。它们持续传播病

原。Weintraub 和 Beanland（2006）列出了 90 种已知媒介，其中一些能携带一种以

上植原体。植原体其他的传播方式包含菟丝子和接穗传播。菟丝子（菟丝子属

（Cuscuta）和无根藤属（Cassytha spp.）各种植物）是寄生性藤本植物，它们通过

吸器与寄主植物建立维管束连结。一旦在健康植物和受植原体侵染的植物之建立起

“桥梁”，植原体就会通过韧皮部的连结因子传播给健康植物。接穗传播和植物

通过组织培养进行的微体繁殖可用于保存植原体，用于参考目的（IPWG，n.d.）。 

有关植原体的进一步信息，包括病害症状的照片、昆虫媒介的清单和植原体分

类数据库等，可从以下网站获取：COST 行动 FA0807 不同作物系统中植原体病害

的 综 合 治 理 （ http://www.costphytoplasma.ipwgnet.org/ ） 与 植 原 体 资 源 中 心

（http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/phytoplasma.html）。 

http://www.costphytoplasma.ipwgnet.org/
http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/phytoplasma.html
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2. 分类信息 

学名：  Phytoplasma 

异名：  Mycoplasma-like organism（MLO）、 mycoplasma  

分类地位：  细菌界（Bacteria），硬壁菌门（Firmicutes）， 

柔膜菌纲 (Mollicutes)，非固醇菌原体目（Acholeplasmatales），

非固醇菌原体科（Acholeplasmataceae）， 

“植原体暂定种”（‘Candidatus Phytoplasma’） 

比较支原体学国际研究项目（IRPCM）植原体/螺原体工作组 – 植原体分类小组

已经发表了“植原体暂定种”的种描述指南（IRPCM，2004）。对“植原体暂定种”

的种的描述基于 16S 核糖体（r）RNA 基因序列，以及生物学特征。一般而言，种内

植原体 16S rRNA 基因的数量≥1 200 个的核苷酸中相同者≥97.5%。当一种“植原体”

包含具有不同生物学特性（媒介与寄主植物）的植原体时，它们可根据 IRPCM

（2004）发布的具体规则进行分类鉴别。“植原体暂定种”的种的描述发表于国

际微生物分类进化学杂志，自 2015 年 3 月以来“植原体暂定种”已描述了 37 个种。 

3. 检测与鉴定 

聚合酶链式反应（PCR）技术是植原体检测的选定方法。成功的植原体分子

检测取决于对植物组织适当的取样方式和可靠的核酸提取方法（Palmano，2001；

Firrao 等，2007）。植原体在植物体内可能分布不均且浓度不匀，在木本寄主中尤其

如此，表现出症状的组织最适合用于植原体检测（Constable 等，2003；Garcia-

Chapa 等，2003；Christensen 等，2004；Necas 和 Krska，2006）。一些寄主植物

可能发生无症状的侵染，如怀疑存在这种情况，则对植物不同组织进行全面取样就

变得十分重要。 

植物寄主中植原体浓度会影响 PCR 检测的可靠性（Marzachì, 2004）。植原体

浓度可受植原体株系或种类、寄主植物种类、侵染时期及气候条件影响。对植物组

织进行取样的时间非常重要，因为植原体在植株中的位置和浓度可能会受季节变化

的影响（Seemüller 等，1984；Jarausch 等，1999；Berges 等，2000；Constable 等，

2003；Garcia-Chapa 等，2003；Prezelj 等，2012）。 

对多数植原体病害而言，表现出症状的叶片是最好的诊断用样品来源。植原体

存在于受侵染植物的韧皮部筛管组织中，因此叶柄和中脉、茎或内皮常用于 DNA

提取。在一些情况下（例如 X-病植原体），果柄中植原体浓度最高（Kirkpatrick，

1991）。尽管可以在休眠树木的根部和树皮刮屑中检测到植原体，但一般而言最好

在夏末对植原体进行检测。采集到的植物样品检测前可在−20°C 下保存 6 个月。

要保存更长时间，可置于−80°C 下，或对植物材料进行冻干，或用氯化钙干燥并

保存在 4°C 下。 
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已报道植原体 PCR 检测可使用不同的核酸提取方法。一些方法在提取核酸前

采用一个富集步骤来提高植原体浓度（Kirkpatrick 等，1987；Ahrens 和 Seemüller，

1992；Prince 等，1993）。这些技术对诸如多年生木本植物等植原体浓度低的寄主，

或富含经常和核酸同时提取到抑制 PCR 反应的多糖、多酚等化合物的寄主很有用。

在一些简化的方法中，植物组织可直接在市场上购买的裂解缓冲液中，或十六烷基

三甲基溴化铵（CTAB）的缓冲液中研磨。通常使用 2% CTAB 缓冲液（3%溶液对

葡萄藤更有效）（Daire 等，1997；Angelini 等，2001）。随后可直接用市场上购买

的硅离心柱（Green 等，1999；Palmano，2001），或磁珠（Mehle 等, 2013），或

有机溶剂（Daire 等，1997；Zhang 等，1998）从裂解液中提取 DNA。使用磁珠的

方法一般在一个自动化核酸提取设备（例如 Thermo Scientific1生产的 KingFisher）

上完成。多数提取方法已通过多种寄主植物得到充分验证。方法的选择取决于待检

测的寄主和可供使用的设施设备。实际工作中可针对多年生木本植物使用一种含植

原体富集步骤的方法，对草本寄主则可使用一种简化的方法。就常规诊断和一个特

定寄主而言，对一种提取方法进行验证对确保可靠性非常重要。 

目前已设计了多种通用 PCR 引物，可对任何已知植原体的 16S rRNA 基因

进行扩增。最常用的引物是 P1/P7（Deng 和 Hiruki，1991；Schneider 等，1995）

和 R16F2n/R16R2（Lee 等，1993；Gundersen 和 Lee，1996）引物对，它们可在巢

式 PCR 规程中使用。P1/P7 引物对扩增的 PCR 产物包含完整的 16S rRNA 基因和

16S/23S rRNA 间隔区。有报道认为，取决于寄主 – 植原体组合，实时 PCR 和巢式

PCR 相比具有相同或更高的灵敏度（Christensen 等，2004），而且因其不要求进行

扩增后处理，因而更适用于高通量分析。和常规 PCR，尤其是巢式 PCR 相比，使用

TaqMan 探针的实时 PCR 还有更高的特异性，而且不太可能发生交叉污染。使用本

规程推荐的 PCR 分析方法可能因密切相关的细菌产生假阳性 – 这是通用分析方法必

须做出的妥协（Fránová，2011；Pilotti 等，2014）。也有可能进行特异性更强的

PCR 分析，或在结果非常重要（例如输入后的检疫样品、新寄主记录、新分布）时，

应对常规 PCR 产物进行测序。 

与利用对 16S rRNA 基因进行扩增一样，也可使用 PCR 方法扩增基因组的其他

区域来对植原体进行检测和鉴定，包含核糖体蛋白基因（Lim 和 Sears，1992；

Jomantiene 等，1998；Lee 等，1998；Martini 等，2007）、tuf 基因（Schneider 等，

1997；Makarova 等，2012）、23S rRNA 基因（Guo 等，2003）和 secY 基因（Lee

等，2010；Davis 等，2013；Quaglino 等，2013）。在要求有植原体基因组的第二

个独立区域时，这些引物可能会有用。 

取决于寄主种类和组织的类型、年龄，样品中可能含有对 PCR 有抑制作用的化

合物。因此，要使用可扩增寄主植物一段基因的内对照引物来检验 DNA 提取物是

                                                      
1 在本诊断规程中，各种方法（包含引用的商标名）的描述和发表时一样，因为它们决定了最初获得的灵敏度、

特异性和/或再现性水平。此类诊断规程对试剂、化学品或设备名称的使用不意味对它们认可而排斥可能同样

适用的其他品牌。只要经过充分验证，本规程提供的实验室程序可根据各个实验室的标准进行调整。 
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否适用于 PCR 扩增反应是非常重要的。寄主的抑制问题可通过使用 sephacryl 离心

柱来进一步纯化 DNA，或在 PCR 混合液中加入最终浓度为 0.5 mg/ml 的牛血清白蛋

白来解决（Kreader，1996）。 

在本诊断规程中，各种方法（包括引用的商标名）的描述和发表时一样，因为

它们决定了最初获得的灵敏度、特异性和/或再现性水平。此类诊断规程对试剂、化学

品或设备名称的使用不意味对它们的认可，而排斥可能同样适用的其他品牌。只要

经过充分验证，本规程提供的实验室程序可根据各个实验室的标准进行调整。 

3.1 常规巢式 PCR 

本方法第一阶段 PCR 使用的引物为的 P1（Deng 和 Hiruki，1991）和 P7

（Schneider 等，1995）： 

P1（正向）：5′-AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T-3′ 

P7（反向）：5′-CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3′ 

第二阶段 PCR 引物为 R16F2n（Gundersen 和 Lee，1996）和 R16R2（Lee 等，

1993）： 

R16F2n（正向）：5′-GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG-3′ 

R16R2（反向）：5′-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3′ 

20 μl 反应混合液的成分含 1.5 mM MgCl2 的 1× Taq DNA 聚合酶缓冲液、

0.5 μM 各引物、200 µM 脱氧核糖核苷三磷酸（dNTPs）、1 U Taq DNA 聚合酶和

2 μl DNA 模板。扩增条件为一个 94°C 2 min 的预变性步骤，随后 40 个循环的

94°C 30 s、53°C(P1/P7 引物)或 50°C(R16F2n/R16R2 引物)30 s 与 72°C 1 min，

以及一个 72°C 10 min 的最后延伸步骤。对巢式 PCR 而言，使用 1 μl 未经稀释或按

1:30 比例稀释的第一阶段产物作为第二阶段 PCR 的模板。PCR 产物用凝胶电泳

分析。P1/P7 和 R16F2n/R16R2 引物分别产生 1800 个碱基对（bp）和 1250 bp 的扩

增片段。 

可使用 Werren 等（1995）的通用真核生物 28S rRNA 基因引物来确认提取物中

含有适用于 PCR 的 DNA： 

28Sf（正向）：5′-CCC TGT TGA GCT TGA CTC TAG TCT GGC-3′ 

28Sr（反向）：5′-AAG AGC CGA CAT CGA AGG ATC-3′ 

28S rRNA 分析法所用的反应混合液含有和植原体分析法同样的成分，而且在

同样的条件下循环，因此两种分析可以在不同的试管内同时进行。28Sf/28Sr 引物对

产生一个 500–600 bp 的扩增片段。 

其他引物对也可用于检查提取的 DNA 是否适用于 PCR 反应。 
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3.2 实时 PCR 

实时 PCR 采用 Christensen 等（2004）设计用于 16S rRNA 基因的 TaqMan

分析法来进行： 

正向引物：5′-CGT ACG CAA GTA TGA AAC TTA AAG GA-3′ 

反向引物：5′-TCT TCG AAT TAA ACA ACA TGA TCC A-3′ 

TaqMan 探针：5′-FAM-TGA CGG GAC TCC GCA CAA GCG-BHQ-3′ 

也可采用 Hodgetts 等（2009）设计用于 23S rRNA 基因的实时 PCR： 

JH-F 1（正向引物）：5′-GGT CTC CGA ATG GGA AAA CC-3′ 

JH-F 全部（正向引物）：5′-ATT TCC GAA TGG GGC AAC C-3′ 

JH-R（反向引物）：5′-CTC GTC ACT ACT ACC RGA ATC GTT ATT AC-3′ 

JH-P 通用（TaqMan 探针）：5′-FAM-MGB-AAC TGA AAT ATC TAA GTA 

AC-BHQ-3′ 

25 μl 反应混合液含 1×TaqMan 实时 PCR 预混合液、300 nM 正向引物、300 nM

反向引物、100 nM FAM 探针和 2 μl DNA 模板。所有样品均重复检测。扩增条件为：

一个 95°C 3 min 的预变性步骤，随后进行 40 个循环的 95°C 15 s 与 60°C 1 min。这

些循环条件可根据所使用的预混液的类型而改变（例如一些预混液要求有一个 95°C 

10 min 的聚合酶激活步骤，又如含尿嘧啶 DNA 糖基化酶（UDG）的预混液要求一

个最初的 50°C 2 min 保持步骤）。实时 PCR 的结果使用设备附带的生产商软件进

行分析。 

Christensen 等（2004）的实时 PCR 分析法使用 900 nM 反向引物，后来的报道

（Christensen 等，2013）将其更新为 300 nM。本分析法使用任一浓度的反向引物

都可以同样正常地工作。 

通过检测来自 18 个亚群的植原体已对 16S rRNA 实时 PCR 方法进行评估，结

果显示取决于不同的寄主 – 植原体组合，该方法和常规巢式 PCR 同样灵敏，或比后

者灵敏 10 倍（Christensen 等，2004）。一项 22 个实验室参与的检测果树植原体的

环形试验显示，Christensen 等（2004）和 Hodgetts 等（2009）的方法在灵敏度和特

异性方面相近（EUPHRESCO FruitPhytoInterlab Group，2011）。 

可使用 Werren 等（2000）的 COX 分析法来确认提取物中含有适用于 PCR 的

DNA，它扩增细胞色素氧化酶基因： 

COX-F（正向）：5′-CGT CGC ATT CCA GAT TAT CCA-3′  

COX-R（反向）：5′-CAA CTA CGG ATA TAT AAG AGC CAA AAC TG-3′ 

COX-P（TaqMan 探针）：5′-FAM-TGC TTA CGC TGG ATG GAA TGC CCT-

BHQ-3′ 
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另外，Christensen 等（2004）的 18S rRNA 基因分析法也可用于确认 DNA 是否

适用于 PCR，而且建议用于 COX 分析法效率不高的单子叶植物： 

正向引物：5′-GAC TAC GTC CCT GCC CTT TG-3′ 

反向引物：5′-AAC ACT TCA CCG GAC CAT TCA-3′ 

TaqMan 探针：5′-FAM-ACA CAC CGC CCG TCG CTC C-BHQ-3′ 

COX 和 18S rRNA 基因分析法所用的反应混合液含有和植原体实时分析法同样

的成分，而且反应条件相同，因此两种分析可以在不同的试管内同时进行。另外，

如果探针用不同的报告荧光基团标记，而且对引物和探针的浓度进行过优化，可

防止低水平植原体被用作内对照的高水平植物 DNA 淹没时，内对照分析可和植原

体分析可在同一个试管内复合进行。 

3.3 分子检测的对照 

为确保获得可靠的检测结果，取决于所采用的检测类型和所要求的确定性水平，

应考虑为每组核酸分离和目标有害生物核酸的扩增设立适宜的对照。对 PCR 而言，

至少应使用一个阳性核酸对照、一个内对照和一个阴性扩增对照（无模板对照）。  

阳性核酸对照。本对照用于监测检测方法（提取过程除外），特别是扩增的

效率。可使用从受侵染植物中提取的 DNA、完整的基因组扩增 DNA 或一种合成对

照物（例如克隆的 PCR 产物）。 

内对照。对常规和实时 PCR 而言，应在诊断规程中采用一个诸如通用真核

生物 28S rRNA 基因（其在常规巢式 PCR 中的使用参看 3.1 节）或 COX 基因（其

在实时 PCR 中的使用参看 3.2 节）的植物管家基因，以排除因核酸提取失败或降解，

或存在 PCR 抑制剂而导致 PCR 假阴性的可能。 

阴性扩增对照（无模板对照）。常规和实时 PCR 必需采用本对照来排除制备反

应预混液过程中污染导致的假阳性。可在扩增阶段加入制备反应预混液所用的 PCR

级水。 

阳性提取对照。本对照用于确保植原体核酸的数量和质量足以满足 PCR 需要，

可以检测到病原物。从受侵染寄主组织或用植原体接种过的健康植物组织中提取

植原体 DNA。 

阳性对照应约为每株植物用于 DNA 提取的叶片组织数量的 1/10。如果混合

样品，阳性对照的数量应相应调整（例如 10 份 20 mg 样品混合用于 DNA 提取，

则使用 2 mg 受侵染叶片+ 198 mg 健康植物组织）。如果未检测到阳性对照，则应

重复进行检测，或降低混合率直至得到可靠的检测。 

对 PCR 而言，应注意避免阳性对照或阳性样品的气雾引起的交叉污染。应对

实验室使用的阳性对照进行测序，以便随时将该序列与来自具有正确大小的 PCR
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扩增片段的序列进行比较。另外，合成阳性对照可根据一个已知序列制作，因而也

可以与具有正确大小的 PCR 扩增片段进行比较。 

阴性提取对照。本对照用于监测核酸提取过程中的污染和/或与寄主组织的交叉

反应。本对照可以是提取缓冲液，或者含有从未受侵染的寄主组织中提取并随后

进行过扩增的核酸。在预期可能存在大量阳性样品的情况下，建议在检测样品中

包含阴性提取对照。 

3.4 PCR 结果 

3.4.1 常规巢式 PCR 

满足以下条件时，病原特异性 PCR 可判为有效： 

- 阳性对照产生目标病原正确大小的扩增片段 

- 阴性提取物对照和阴性扩增对照不产生目标病原正确大小的扩增片段。 

就以植物 DNA 为目标的内对照而言，健康对照（如有使用）、阳性对照和每

个检测样品必须产生预期大小的扩增片段。样品使用内对照引物不能扩增说明发生

了 DNA 提取失败、反应预混液未加入核酸、DNA 提取物中有抑制 PCR 的化合物，

或 DNA 已经降解等情况。 

如果产生了正确大小的扩增片段，样品检测可判为阳性。为鉴定阳性样品中

存在的植原体，需要对扩增片段进行测序（见 3.5 节）。在一些情况下，可采用更

具特异性的 PCR 分析法。 

3.4.2 实时 PCR 

实时 PCR 可确定一个样品是否含有植原体。为鉴定阳性样品中存在的植原体，

需要通过常规 PCR 获得产自 R16F2n/R16R2 引物对的至少长 1 250 bp 的 16S rRNA

基因，用于序列分析（见 3.5 节）。另外，对一些植原体而言，有可能使用特异性

实时 PCR 分析；例如 16SrX（苹果丛枝病）群（Torres 等，2005）和葡萄金黄化病

（flavescence dorée）（Pelletier 等，2009）。 

3.5 序列分析 

PCR 产物应直接或先将其克隆进一个 PCR 克隆载体来进行测序。序列数据可

使用国家生物技术信息中心（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）提供的基本局部相似性

比对搜索工具（BLASTN）进行分析。如果序列与其关系最近的种之间的一致性

小于 97.5%，则可认为该植原体是植原体暂定种的一个新种。在此情况下，应对

整个 16S rRNA 进行测序，并进行系统发育分析。最好还对一个诸如 16S/23S 

rRNA 间隔区、secY 基因、核糖体蛋白基因或 tuf 基因等的分离的基因组区域进行

测序。 
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4. 记录 

应按照 ISPM 27（限定有害生物诊断规程）的要求保存记录和证据。 

在其他缔约方可能受到诊断结果影响的情况下，特别是在出现违规或一个地区

首次发现一种植原体时，以下记录、证据和其他材料应至少妥善保存 1 年，以确保

可追溯性： 

- 原始样品，在−80°C 下冷冻、冻干或用氯化钙干燥并保存在 4°C 下。 

- 如有必要，DNA 提取物应在−20°C 或−80°C 下保存。滴加到膜上的植物提取物

应在室温下保存。 

- 如有必要，PCR 扩增产物应在−20°C 或−80°C 下保存。 

5. 获取进一步信息的联络点 

有关本诊断规程的进一步信息可获自： 

初级产业部植物健康与环境实验室，新西兰奥克兰 1140 号，2095 号邮政信箱

（Lia W. Liefting；电子邮件：lia.liefting@mpi.govt.nz； 

电话：+64 9 9095726；传真：+64 9 9095739）。  

维多利亚经济发展、就业、运输与资源部，澳大利亚，VIC 3083， Bundoora

区 5 环路农业生物学科学中心（AgriBio）（Fiona Constable；电子邮件：

fiona.constable@ecodev.vic.gov.au；电话：+61 3 9032 7326； 

传真：+ 61 3 9032 7604）。 

领土与可持续部，西班牙巴塞罗那 0829，Diagonal 大街 525 号 

（Ester Torres；电子邮件：ester.torres@gencat.net）。 

植物保护与水果类作物研究所联邦农业与林业生物研究中心，德国多森海姆市

D-69221，Schwabenheimer 大街 101 号（Wilhelm Jelkmann； 

电子邮件：wilhelm.jelkmann@jki.bund.de）。 

国家植物保护组织（NPPOs）、区域植物保护组织（RPPOs）或植物检疫措施

委员会（CPM）附属机构可通过国际植物保护公约秘书处（ippc@fao.org）提出对

诊断规程进行修订的申请，此类申请会被转交给诊断规程技术小组（TPDP）。 

6. 致谢 

本规程由 L.W. Liefting（新西兰初级产业部植物健康与环境实验室（参看前

节））、P. Jones（英国洛桑研究所植物病原互作部）、F. Constable（澳大利亚维

多利亚经济发展、就业、运输与资源部（参看前节））、E. Torres（西班牙巴塞罗

那领土与可持续部（参看前节））、W. Jelkmann（德国植物保护与水果类作物研究
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物保护局诊断部）起草。 
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2015 年 9 月，诊断规程技术小组虚拟会议 

2015 年 10 月，诊断规程技术小组分析正式反对意见并作出修改

（2015_eTPDP_Oct_03） 

2015 年 11 月，标准委批准进入诊断规程通报期并批准对正式反对意见

的反馈意见（2015_eSC_Nov_10） 

2016 年 1 月，标准委代表植检委批准诊断规程（未收到正式反对意见）  

ISPM 27. 附件 12. 植原体（2016）。罗马，国际植物保护公约，粮农组织。 

2018 年 1 月，中文语言审核小组和联合国粮农组织翻译服务审议了这项  DP，国际

植物保护公约秘书处合并了相应的修改。 

2018 年 4 月，植物检疫措施委员会第 13 届会议（2018）指出中文语言审查小组已

经审查了此附件。 

发布背景最后更新：2018 年 10 月 


