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　　　快速简单组织定位甘蔗犚犛犇致病菌

犔狓狓的原位犘犆犚方法
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摘要：　提出对甘蔗冰冻切片中甘蔗宿根矮化病（ＲＳＤ）致病菌Ｌｘｘ（犔犲犻狊狅狀犻犪狓狔犾犻ｓｕｂｓｐ．狓狔犾犻）进行定位的原

位多聚酶链式反应（犻狀狊犻狋狌ＰＣＲ）方法，为Ｌｘｘ与甘蔗互作致病机理研究提供有效的实验手段．以染ＲＳＤ甘蔗

品种Ｂａｄｉｌａ及其健康株为材料取样制作冰冻切片，切片经溶菌酶消化后，利用病原菌Ｌｘｘ１６Ｓ～２３ＳｒＤＮＡ内

部转录间隔区（ＩＴＳ）特异性引物进行原位ＰＣＲ扩增，并对随机参入扩增片段的与地高辛?１１?ｄＵＴＰ进行免疫

组化，建立甘蔗样品冰冻切片中直接原位ＰＣＲ方法．结果表明：直接原位ＰＣＲ对ＲＳＤ蔗株茎样品切片显色

为阳性，阳性信号出现于甘蔗茎部的木质部、韧皮部，而健康蔗株茎样品无信号，方法特异性较好．

关键词：　甘蔗宿根矮化病；革兰氏阳性苛养致病菌；冰冻切片；原位多聚酶链式反应
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甘蔗宿根矮化病（ＲＳＤ）是由致病菌Ｌｘｘ（犔犲犻狊狅狀犻犪狓狔犾犻ｓｕｂｓｐ．狓狔犾犻）引起的，遍及世界各个蔗区的

一种病害，Ｙｏｕｎｇ
［１］推测Ｌｘｘ菌来源于２０世纪２０年代印尼爪哇岛甘蔗种间杂交．染病蔗株发育阻滞，

宿根发株少，蔗株矮化，蔗茎纤弱，生长不良．由于ＲＳＤ没有明显的外部和内部症状，单从外观难以鉴

定，加上病原细菌特别小，难以分离、培养和检测，传统的诊断方法准确性差，使得ＲＳＤ诊断极其困难，

其诊断技术经历了剖茎检视、相差显微镜检查、免疫技术和原位多聚酶链式反应（ＰＣＲ）快速检测４个阶

段．相关研究人员先后用电子显微镜在甘蔗木质部细胞
［２?４］、叶片细胞［５］中观察到 Ｌｘｘ，２０１６年，

Ｑｕｅｃｉｎｅ等
［６］利用基因工程改造的带有绿色荧光蛋白突变菌株对Ｌｘｘ的定植生态位进行荧光检测，发

现Ｌｘｘ主要富集于叶肉细胞和导管系统周围的维管束鞘细胞．ＰＣＲ是目前较灵敏准确也是应用最多的

ＲＳＤ感病性检测方法
［７?９］．Ｆｅｇａｎ等

［１０］、Ｐａｎ等
［１１］、邓展云等［１２］、Ｆａｌｌｏｎ等

［１３］、沈万宽等［１４］、周凌云

等［１５］、Ｃａｒｖａｌｈｏ等
［１６］分别利用 Ｌｘｘ１６Ｓ～２３ＳｒＤＮＡ基因间隔区特异性引物，建立了Ｌｘｘ病原菌的

ＰＣＲ快速检测体系，并对ＰＣＲ扩增获得的目的片段核苷酸序列进行测定与分析，均获得了Ｌｘｘ的特异

扩增片段．由于Ｌｘｘ体外培养困难，工程菌构建、转化效率低、消耗高，技术要求高等问题，本文在甘蔗

冰冻切片上，提出不涉及分子杂交的直接原位原位多聚酶链式反应（ＰＣＲ）方法．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　甘蔗品种　ＢａｄｉｌａＲＳＤ病株和健康株种植于福建省亚热带植物研究所内．

１．１．２　试剂　固定液为６３％的乙醇，５％的冰醋酸，２％为甲醛．洗脱液Ⅰ为６３％的乙醇，５％的冰醋酸．

洗脱缓冲液Ⅱ为０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１Ｔｒｉｓ?Ｃｌ，０．１５ｍｏｌ·Ｌ

－１ＮａＣｌ，ｐＨ 值为９．５．组织冰冻包埋剂购于Ｌｅｉｃａ

公司，１０×封闭液为１０ｍｇ的ＢＳＡ溶于１ｍＬ１０×ＰＢＳ（ｐＨ＝７．５）．溶菌酶溶液购于天根生化科技（北

京）有限公司．１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋），ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ，ｒＴａｑ购于宝日医生物技术（北京）有限公司．脱

氧三磷酸尿苷相连的地高辛标记、连着碱性磷酸酶的地高辛抗体、碱性磷酸酶底物均为罗氏公司产品．

正向引物Ｌｘｘ１，反向引物Ｌｘｘ２委托英潍捷基（上海）贸易有限公司引物合成．

１．２　切片样品犚犛犇感病性鉴定

提取染病与未染病甘蔗蔗汁基因组ＤＮＡ，将每一株蔗茎削去蔗皮，用钳子榨取局部蔗茎蔗汁于两

管２ｍＬ离心管中，并立即放入冰盒中，以减少蔗汁褐变，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，取上清．将取自同

株的蔗汁以５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ后，弃上层取下层合并，获得浓缩蔗汁．将浓缩蔗汁当作菌液，参

照ＴＩＡＮａｍｐＢａｃｔｅｒｉａＤＮＡＫｉｔ细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取．ＰＣＲ引物用Ｐａｎ等
［１１］报道

的Ｌｘｘ１６Ｓ～２３ＳｒＤＮＡ内部转录间隔区（ＩＴＳ）特异引物Ｌｘｘ１：５′?ＣＣＧＡＡＧＴＧＡＧＣＡＧＡＴＴＧＡＣＣ?

３′，Ｌｘｘ２：５′?ＡＣＣＣＴＧＴＧＴＴＧＴＴＴＴＣＡＡＣＧ?３′及４３９ｂｐ产物．ＰＣＲ反应体系为０．２５μＬ的ｒＴａｑ，１

μＬ的ｄＮＴＰ，２μＬ的１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋），１μＬ的正向引物Ｌｘｘ１，１μＬ的反向引物Ｌｘｘ２，１３．７５

μＬ的ｄｄＨ２Ｏ．ＰＣＲ扩增程序为９５℃，５ｍｉｎ；９５℃，３０ｓ；５５℃，３０ｓ；７２℃，３０ｓ；４０个循环；７２℃延伸

５ｍｉｎ．

１．３　冰冻切片

１．３．１　样品的准备和固定　在取材前，先制备好固定液，置于冰上，每个２ｍＬ的离心管加入１．８ｍＬ

新鲜的固定液，置于冰上．使用解剖刀取样，蔗茎（长×宽×高）为３ｍｍ×３ｍｍ×５ｍｍ，切的时候保持

垂直．使用柔软的刷子将样品放入固定液，保证样品自由晃动，充分接触固定液．抽真空，５３．２ｋＰａ，１．５

ｍｉｎ两次，管子开盖．固定４ｈ，每小时换一次固定液．固定后，用洗脱缓冲液Ⅰ洗３次，１．８ｍＬ洗３次，

每次１０ｍｉｎ，４℃，一直在摇床上进行．

１．３．２　包埋和切片　用组织冰冻包埋剂在冰冻切片机的样品盘中包埋固定好的样品，常规切片，蔗茎

切片厚４０μｍ．
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１．４　犔狓狓直接原位犘犆犚方法

技术方法参考文献［１７］，进而改进．ＲＳＤ致病菌Ｌｘｘ原位ＰＣＲ示意图，如图１所示．

图１　ＲＳＤ致病菌Ｌｘｘ原位ＰＣＲ示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆ犻狀狊犻狋狌ＰＣＲｆｏｒＲＳＤｐａｔｈｏｇｅｎＬｘｘ

１．４．１　切片预处理　在低温下，将组织切片置于载玻片上，用含有体积分数为０．１５％ Ｔｒｉｔｏｎ?Ｘ１００，

ｐＨ 值为７．５的１×ＰＢＳ缓冲液５０μＬ冰上浸没１０ｍｉｎ．用１×ＰＢＳ洗３遍，再用溶菌酶消化处理中，溶

菌酶质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ
－１［１８］．溶菌３７℃ 浸没处理切片１０～１５ｍｉｎ，用１×ＰＢＳ洗３次．

１．４．２　原位ＰＣＲ　将载玻片置于金属浴，４℃，每片切片样品上滴加４５μＬＰＣＲ体系，一个载玻片上

放４片切片，共１８０μＬＰＣＲ体系，盖上盖玻片，盖玻片周围用透明指甲油封住．每片载玻片上ＰＣＲ反

应体系如下：１８μＬ的１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋），１６μＬ的２．５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ，０．８μＬ的２５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１地高辛?１１?ｄＵＴＰ，４μＬ的１０ｐｍｏｌ·Ｌ
－１正向引物Ｌｘｘ１，４μＬ的１０ｐｍｏｌ·Ｌ

－１反向引物

Ｌｘｘ２，２μＬ的８３．３５ｎｋａｔ·（μＬ）
－１ｒＴａｑ酶，１８０μＬ双蒸水．反应程序如下：９８℃预变性，５ｍｉｎ；９８℃

变性，３５ｓ，５５℃退火，３５ｓ；７２℃延伸，３５ｓ，４０个循环；７２℃延伸，５ｍｉｎ．使用的是普通ＰＣＲ仪器，为使

载玻片受热均匀，将锡箔纸垫平铺放进普通ＰＣＲ仪插孔上，盖子温度设置为５５℃（防止普通ＰＣＲ仪的

１０５℃高温盖子影响ＰＣＲ反应）．

１．４．３　免疫组化　加１×封闭液（０．１５％ Ｔｒｉｔｏｎ?Ｘ１００）冰上孵育３０ｍｉｎ，加Ａｎｔｉ?ＤＩＧ?ＡＰ抗体，稀释

５００倍，室温孵育１ｈ，移除抗体，加入洗脱缓冲液，洗片．加入５０μＬ的碱性磷酸酶底物置于暗盒中，不

加盖玻片（用之前将底物溶液上下颠倒混匀），置于室温中，每隔１０ｍｉｎ，观察一次，约４０～５０ｍｉｎ着色．

一旦着色吸掉碱性磷酸酶底物，洗脱缓冲液Ⅱ，５ｍｉｎ洗３次，无菌水洗一次，２００μＬ枪头吸掉所有的

水，加４０μＬ４０％甘油封片．

１．４．４　镜检　在光镜下进行拍照，阳性部位或者细胞呈现蓝紫色．

表１　直接原位条件缺失对照试验设计表

Ｔａｂ．１　Ｄｅｓｉｇｎｆｏｒｍｏｆｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｍｉｓｓｉｎｇ

ｃｏｎｔｒｏｌｔｒｉａｌｉｎｄｉｒｅｃｔ犻狀狊犻狋狌ＰＣＲ

样品 实验组别 ＰＣＲ反应

±ｒｔａｑ酶
免疫组化

±抗体

ａ ＋ －

ＲＳＤ阳性 ｂ － ＋

ｃ ＋ ＋

ｄ ＋ －

ＲＳＤ阴性 ｅ － ＋

ｆ ＋ ＋

１．５　直接原位犘犆犚特异性试验

对常规ＰＣＲ分子鉴定后的ＲＳＤ阳性／阴性蔗株茎部

样品冰冻切片进行直接原位，每组样品分别在对ＰＣＲ反

应、免疫组化反应中，均设置条件缺失的对照试验，如表１

所示．表１中：＋表示在反应中有加ｒｔａｑ酶、抗体Ａｎｔｉ?Ｄｉｇ

ｏｘｉｇｅｎｉｎ?ＡＰ；－表示反应中的ｒｔａｑ酶、抗体 Ａｎｔｉ?Ｄｉｇｏｘｉ

ｇｅｎｉｎ?ＡＰ被无菌水代替．

２　结果与分析

２．１　蔗茎组织样品犚犛犇感病性犘犆犚鉴定

从对蔗茎组织样品的ＲＳＤ感病性ＰＣＲ检测的结果可知：甘蔗蔗茎样品中７，８，９，１０，１１号样品呈

ＲＳＤ阳性．将各部位的有无染病的样品区分开，以便后续检测冰冻切片中Ｌｘｘ直接原位ＰＣＲ方法的建

立．甘蔗样品ＰＣＲ产物电泳图，如图２所示．

　　图２中：Ｍ为ＤＮＡ标准参照物；１～１２为甘蔗蔗茎样品；Ｐ为阳性对照；Ｎ为阴性对照．

３２２第２期　　　　　　　　胡敏，等：快速简单组织定位甘蔗ＲＳＤ致病菌Ｌｘｘ的原位ＰＣＲ方法
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图２　甘蔗样品ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｓｕｇａｒｃａｎｅｓａｍｐｌｅｓ

２．２　直接原位犘犆犚特异性试验

对常规ＰＣＲ分子鉴定后的ＲＳＤ阳性／阴性蔗株茎部样品冰冻切片进行直接原位，每组样品分别在

对ＰＣＲ反应、免疫组化反应中均设置条件缺失对照试验，如图３所示．图３中：图３（ａ），（ｃ）分别为ＲＳＤ

阳性样品蔗茎切片图；图３（ｄ），（ｆ）分别为ＲＳＤ阴性性样品蔗茎切片图．由图３可知：无论是ＲＳＤ阴性

组还是阳性组蔗茎样品冰冻切片Ｌｘｘ检测，在缺失ＤＮＡ聚合酶或者抗体条件下，切片镜检图均无阳性

信号（图３（ａ），（ｂ），（ｄ），（ｅ），（ｆ）），证明直接原位ＰＣＲ特异性较好．

（ａ）＋ｒＴａｑ?Ａｎｔｉ?Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ?ＡＰ （ｂ）－ｒＴａｑ＋Ａｎｔｉ?Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ?ＡＰ （ｃ）＋ｒＴａｑ＋Ａｎｔｉ?Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ?ＡＰ

（ｄ）＋ｒＴａｑ?Ａｎｔｉ?Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ?ＡＰ （ｅ）－ｒＴａｑ＋Ａｎｔｉ?Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ?ＡＰ （ｆ）＋ｒＴａｑ＋Ａｎｔｉ?Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ?ＡＰ

图３　直接原位条件缺失对照试验结果

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｍｉｓｓｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｔｒｉａｌｉｎｄｉｒｅｃｔ犻狀狊犻狋狌ＰＣＲ

３　讨论

病原菌的检测与定植生态位的探究是探索病原菌对寄主的致病机理的重要开端，原位ＰＣＲ的优势

之一是能够直观地应用光学显微镜观察病原核酸在组织器官内细胞水平的确切分布和定位，是研究病

原致病机理的有效手段．原位ＰＣＲ在医学上应用较多，主要用于疾病中外源性基因检测、诊断和某些相

应基因的定位，如ＨＩＶ，ＨＢＶ，ＥＢ等病毒的检测
［１９］．在动物方面的研究主要应用于流行病毒的检测，如

在猫肾Ｆ８１细胞中检测犬细小病毒
［２０］、蛋鸡Ｊ亚群禽白血病病毒

［２１］、鸡传染性法氏囊病病毒［２２］等．在

动物样品中进行原位ＰＣＲ的阐述和实验较为广泛，详细具体的实验方案也已被提供
［２３］，而关于植物材

料的原位ＰＣＲ研究文献中对于组织样品的制备等实验方案均不够具体
［２４?２８］．在植物冰冻切片上建立不

涉及分子杂交的直接原位ＰＣＲ方法，解决ＲＳＤ病原菌Ｌｘｘ的组织定位，是甘蔗与Ｌｘｘ互作研究的一

个创新点．在现有较多的针对Ｌｘｘ鉴定所设计的特异性引物中，选择的引物扩增产物为４００～１５００ｂｐ

较合适．如果太短，易发生非特异性扩增和胞外扩散；太长，则影响扩增效率
［１７］．文中选择Ｐａｎ等

［１１］报

道的Ｌｘｘ１６Ｓ～２３ＳｒＤＮＡ内部转录间隔区（ＩＴＳ）特异引物Ｌｘｘ１，Ｌｘｘ２，以及４３９ｂｐ的扩增产物．采用

的反应程序如下：９８℃ 预变性，５ｍｉｎ；９８℃ 变性，３５ｓ；５５℃ 退火，３５ｓ；７２℃ 延伸，３５ｓ；４０个循环；７２

℃ 延伸，５ｍｉｎ．

４２２ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１８年
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文献报道在原位ＰＣＲ中，循环数不宜过高，一般为２０～３０，以减少热循环中反复升降温对细胞的

破坏［２９］，但在实验中，由于甘蔗冰冻切片制样较厚，组织结构在４０个循环后仍然清晰，故采用常规ＰＣＲ

中的４０个循环．通过ＰＣＲ特异性扩增病原菌Ｌｘｘ１６Ｓ～２３ＳｒＤＮＡ内部转录间隔区（ＩＴＳ）实现Ｌｘｘ定

植位点信号的一级放大，通过ＰＣＲ参入的地高辛?１１?ｄＵＴＰ、连接着碱性磷酸酶的地高辛抗体、碱性磷

酸酶底物实现免疫组化，达到Ｌｘｘ位点的信号的二级放大，间接实现定位Ｌｘｘ病原菌．该方法与构建

ＧＦＰ工程菌探索Ｌｘｘ分布的技术手段相比，规避了现阶段Ｌｘｘ体外培养困难且周期较长的ＲＳＤ研究

困境．由于绿色荧光蛋白基因需要翻译后加工，相较于ＰＣＲ捕捉Ｌｘｘ生态位的灵敏性较低，并且不能

确定工程菌与野生菌相比是否存在侵染压力．这一方法的建立，既能快速地检测甘蔗ＲＳＤ的染病状况，

又能观测Ｌｘｘ不同侵染时期的定植位点，该方法为揭示Ｌｘｘ的侵染机制和途径的基础研究提供了便捷

的手段．
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