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柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶基因CLasPrx的
克隆及功能分析

左溪如 王 淘 陈 烨 闫亚娜 黄桂艳* 李瑞民*

（赣南师范大学生命科学学院，江西 赣州 341000）

摘要：为解析柑橘黄龙病菌亚洲种Candidatus Liberibacter asiaticus（CLas）逃逸活性氧伤害的机理，

通过克隆其过氧化物还原酶（peroxiredoxin，Prx）编码基因的全长序列，对CLasPrx蛋白序列进行生

物信息学分析、多重比对及系统发育分析，采用实时荧光定量PCR方法检测CLasPrx基因在柑橘不

同组织中的表达模式，并在本氏烟Nicotiana benthamiana叶肉细胞瞬时表达CLasPrx分析其编码蛋

白的亚细胞定位，利用碘化钾法测定 CLasPrx 蛋白清除 H2O2 的活性。结果显示，克隆得到的

CLasPrx基因序列全长为534 bp，编码177个氨基酸；CLasPrx蛋白包含1个Redoxin保守结构域；多

重比对分析发现 CLasPrx 蛋白活性位点含有保守基序 PGAFTPTC；系统发育分析表明 CLasPrx 蛋

白与近缘物种的同源蛋白聚为一类；CLasPrx基因在感染黄龙病柑橘树秋梢中的表达水平显著高

于在春梢中的表达水平；CLasPrx定位于本氏烟叶肉细胞的细胞质基质中；过表达CLasPrx蛋白能

够显著降低本氏烟叶肉细胞内H2O2的含量。表明CLasPrx可能参与柑橘黄龙病菌清除H2O2的过程。
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Cloning and functional analysis of a peroxiredoxin gene, CLasPrx, from huanglongbing

pathogen Candidatus Liberibacter asiaticus
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Abstract: To gain insights into the process of the huanglongbing pathogen Candidatus Liberibacter asi-

aticus (CLas) avoiding oxidative damage, the full-length sequence of the peroxiredoxin (Prx) gene

CLasPrx was cloned and the encoded protein of the CLasPrx gene was analyzed through sequence anal-

ysis, multiple sequence alignment, and phylogenetic analysis. Additionally, the expression of the

CLasPrx gene in various tissues was observed by real-time quantitative PCR, and its subcellular local-

ization was determined by transient expression in mesophyll cells of Nicotiana benthamiana; the activi-

ty of CLasPrx in eliminating H2O2 was measured using potassium iodide method. Results showed that

the CLasPrx gene was 534 bp in length and could encode a protein of 177 amino acids. A Redoxin do-

main was observed to be conserved in the CLasPrx protein, and multiple sequence alignment analysis

indicated that the active site of the CLasPrx protein carries the conserved motif PGAFTPTC. Phyloge-

netic analysis indicated that the CLasPrx was clustered with the orthologous proteins of closely related

species. The expression level of CLasPrx in the autumn shoots was significantly higher than in the

spring shoots. Subcellular localization analysis indicated that CLasPrx localized in the cytoplasm of me-

基金项目：国家自然科学基金（32260659），赣南师范大学2023年大学生创新创业训练计划项目（CX230074）

* 通信作者（Authors for correspondence），E-mail：huangguiyan@gnnu.edu.cn，liruimin@gnnu.edu.cn

收稿日期：2023-11-20



3期 左溪如等：柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶基因CLasPrx的克隆及功能分析 655

柑橘黄龙病是柑橘产业中最具毁灭性的病害之

一，其病原菌为柑橘黄龙病菌亚洲种Candidatus Li-

beribacter asiaticus（CLas），属于韧皮部专性寄生细

菌，目前尚无法离体培养（Bové，2006）。该病害主

要通过柑橘木虱 Diaphorina citri 进行田间传播，

CLas能够在柑橘木虱体内扩繁，柑橘木虱取食嫩梢

时 CLas 随唾液传递到植株的韧皮部筛管细胞内

（Hall et al.，2013；杜一民等，2023）。CLas能够侵染

柑橘植株的茎、叶、果实和根部等组织，引起韧皮部

阻塞，导致植株生长迟缓、果实变小、果汁变酸甚至

树木死亡（Gottwald，2010；姚廷山等，2020）。由于

CLas无法离体培养，柑橘黄龙病的致病机理研究进

展缓慢，Ma et al.（2022）研究表明CLas侵染导致柑

橘韧皮部组织内活性氧含量迸发，使组织处于持续

的高浓度活性氧水平，最终引发细胞死亡。那么，

CLas如何躲避高浓度活性氧的伤害，进而实现多组

织的侵染是解析黄龙病的致病机理关键之一。

生物体内存在复杂的清除活性氧的酶系统，包

括超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、过

氧化氢酶（catalase，CAT）、硫氧还蛋白（thioredoxin，

Trx）、过氧化物还原酶（peroxiredoxin，Prx）、谷胱甘

肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GPX）、抗坏

血酸过氧化物酶（ascorbate peroxidase，APX）和谷胱

甘肽还原酶（glutathione reductase，GR）等（Zhang et

al.，2020；Yang et al.，2021；Zhang et al.，2023）。Prx

是一种巯基过氧化物酶，参与过氧化物清除及信号

转导，在细胞内行使分子伴侣、酶激活剂、蛋白质结

合伴侣和氧化还原传感器等功能（Sevilla et al.，

2015）。Prx 在多种亚细胞中存在，如细胞质基质、

线粒体、叶绿体和细胞核等（Dietz，2011）。

CLas 基因组大小约 1.23 Mb，有 1 136 个基因

（Duan et al.，2009），含多个与活性氧清除相关的蛋

白编码基因，如Lasprx5为Prx基因，Lasbcp为Trx依

赖的硫醇过氧化物酶基因（Jain et al.，2018）。然而，

这些基因的功能目前仍不清楚。为探究CLas中清

除活性氧相关酶的功能，本研究从CLas基因组克隆

获得CLasPrx基因，对其进行序列测定及生物信息

学分析，使用实时荧光定量PCR技术分析其在感染

CLas不同时期的柑橘样品中的表达模式，利用亚细

胞定位技术分析CLasPrx在植物细胞内的定位，通

过瞬时表达法分析CLasPrx清除H2O2的活性，以期

为深入解析CLas的致病机制提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物材料及质粒：2年生纽荷尔脐橙Citrus

sinensis cv. Newhall植株购自江西友华农业科技发

展有限公司，种植于赣南师范大学柑橘种质资源圃

隔离温室内，从感染黄龙病植株上采集斑驳黄化的

成熟叶片，同时从健康植株上采集健康成熟叶片，带

回实验室于-80 ℃保存供试。本氏烟Nicotiana ben-

thamiana种子由本实验室保存并提供，种植于人工

气候培养室内，培养温度为（22±2）℃、相对湿度为

（60±10）%、光周期为16 L/8 D、光照强度为5 000 lx，

培养25 d后供试。根据柑橘黄龙病树的“红鼻子”果

及斑驳黄化叶片症状，在2022年11月于江西省赣州

市信丰县果园采集感染黄龙病的纽荷尔脐橙春梢和

秋梢样品，带回实验室在-80 ℃保存供试。含绿色

荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）的植物表

达质粒pCAMBIA2300-GFP由赣南师范大学国家脐

橙工程研究中心提供。

供试培养基：LB（Luria-Bertani）液体培养基配

方为胰蛋白胨 10 g、氯化钠 10 g、酵母提取物 5 g，

ddH2O定容至 1 L；在LB液体培养基配方中加入琼

脂粉18 g即制得LB固体培养基。

试剂：EasyPure®植物基因组DNA提取试剂盒、

EasyPure® 植物总 RNA 提取试剂盒、PerfectStart®

Green qPCR SuperMix 实时荧光定量 PCR 预混液、

EasyScript® One-Step gDNA Removal and cDNA

Synthesis SuperMix 反转录试剂盒、pEASY®-T1 克隆

试剂盒、pEASY®-Basic SeamLess 同源重组试剂盒，

北京全式金生物技术有限公司；Marker III DNA

Ladder，上海源叶生物科技有限公司；2×Easy Taq

PCR SuperMix PCR预混液、凝胶清洁回收试剂盒、

质粒小提试剂盒，浙江易思得生物科技有限公司；

PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 高保真扩增酶，

sophyll cells of N. benthamiana. The level of H2O2 was significantly decreased due to the overexpres-

sion of the CLasPrx in N. benthamiana. This study revealed that CLasPrx might play an important role

in the H2O2 scavenging process in CLas.
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日本TaKaRa公司；Xba I、Sac I限制性内切酶，美国

NEB公司；大肠杆菌Escherichia coli Top10感受态细

胞、根癌农杆菌 Agrobacterium tumefaciens GV3101

感受态细胞，上海唯地生物技术有限公司；硫酸卡那

霉素、利福平、庆大霉素，北京酷来搏科技有限公司；

其他试剂均为国产分析纯。

仪器：DYCP-44P型快速凝胶电泳仪，北京六一

生物科技有限公司；TL2010S组织研磨仪，北京昊诺

斯科技有限公司；C1000 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公

司；ABI StepOneTM荧光定量PCR仪，美国ABI公司；

NanoDrop One 超微量紫外分光光度计，美国 Ther-

moFisher公司；ProteinSimple AlphaImager Mini凝胶

成像系统，美国 ProteinSimple 公司；Leica TCS SP8

X共聚焦显微镜，德国徕卡公司；UV-6100S紫外可

见分光光度计，上海元析仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 脐橙叶片中脉基因组DNA提取及CLas检测

取 2~3片纽荷尔脐橙斑驳黄化成熟叶片，用手

术刀切除叶片叶肉组织，保留叶片中脉，随后将其切

成长1~2 mm的碎块，放入2 mL离心管中，放入研磨

钢珠，液氮速冻后利用组织研磨仪研磨均匀，使用

EasyPure®植物基因组DNA提取试剂盒参照说明书

提取中脉基因组 DNA，经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检

测基因组DNA的质量，用超微量紫外分光光度计测

定基因组DNA的浓度，取合格的DNA供试。以提

取的叶片中脉基因组DNA为模板，用CLas检测引

物CQULA03-F（5′-CAAGGAAAGAGCGTAGAA-3′）

和CQULA03-R（5′-CCTCAAGATCGGGTAAAG-3′）

进行实时荧光定量PCR检测（Wang et al.，2006），本

研究所有引物均由北京擎科生物科技股份有限公司

合成。25 μL 反应体系：PerfectStart® Green qPCR

SuperMix 12.5 μL、基因组DNA 100 ng、CQULA03-F/

CQULA03-R各 0.8 μL，ddH2O补齐至 25 μL；反应条

件：98 ℃反应10 min；98 ℃变性15 s，60 ℃退火15 s，

72 ℃延伸 15 s，40个循环；98 ℃变性 1 min，降温至

60 ℃，以 0.15 ℃/s 梯度升温至 98 ℃。根据本课题

组前期构建的CLas浓度标准曲线（Liu et al.，2024）

计算纽荷尔脐橙叶片中脉CLas浓度。

1.2.2 CLasPrx基因扩增及序列分析

以1.2.1制备的感染CLas纽荷尔脐橙叶片中脉

DNA 为模板，以健康脐橙叶片中脉 DNA 为阴性

对照（提取方法同 1.2.1），使用特异扩增引物 T-

CLasPrx-F（5′-ATGATCCGATTTCAAATACCTCAA-

G-3′）和 T-CLasPrx-R（5′-CTATTTTTTACTTTCTC-

GAATAACTTTTAAAAC-3′）采用 PCR 技术扩增

CLasPrx 基因全长。25 μL 反应体系：PrimeSTAR®

Max DNA Polymerase 高保真酶预混液 12.5 μL、T-

CLasPrx-F/T-CLasPrx-R各1 μL、基因组DNA 100 ng，

ddH2O补齐至 25 μL；反应条件：95 ℃预变性 5 min；

95 ℃变性30 s，60 ℃退火45 s，72 ℃延伸45 s，30个

循环。获得的PCR扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳

检测，利用凝胶清洁回收试剂盒回收扩增产物，连接

到pEASY-T1载体上，转化至大肠杆菌Top10感受态

细胞中，涂布于含 50 μg/mL硫酸卡那霉素的LB固

体平板上，于37 ℃恒温过夜培养后挑取单克隆菌落

进行PCR检测，反应体系和反应程序同上述基因克

隆方法，检测正确的阳性单克隆送北京擎科生物科

技股份有限公司测序。

基于测序所得序列，通过Compute pI/Mw在线

工具（Bjellqvist et al.，1994）预测其编码的 CLasPrx

蛋白的分子量和等电点，使用 SignalP 6.0 软件

（Teufel et al.，2022）和 DeepTMHMM 1.0.24 软件

（Hallgren et al.，2022）分别预测CLasPrx蛋白是否具

有信号肽和跨膜结构，使用SMART在线工具（Letu-

nic et al.，2021）预测 CLasPrx 蛋白序列的保守结构

域，并利用 IBS 1.0.3 软件（Liu et al.，2015）绘制

CLasPrx蛋白保守结构域模式图。另外，通过SOP-

MA 在线工具（Geourjon & Deleage，1995）和 Phyre2

在线工具（Kelley et al.，2015）分别预测 CLasPrx 蛋

白的二级和三级结构，参数设置均为默认，并通过

Swiss-PDB Viewer 4.0.1软件对三级结构进行展示，

参数设置为默认。

1.2.3 CLasPrx蛋白序列比对及系统发育分析

利用在线 BLAST 程序获得 CLasPrx 在其他物

种基因组中的同源蛋白，下载相应蛋白序列，使用

CLC Sequence Viewer 8.0.0 软件进行多序列比对，

分析 CLasPrx 与其他物种同源蛋白的系统发育关

系，比对参数Gap open cost设为 10.0，Gap extension

cost 设为 1.0，Alignment 选择 Very accurate（slow）模

式。利用 MEGA 11 软件（Tamura et al.，2021）进行

系统发育分析，使用邻接法构建系统发育树，Boot-

strap值设为1 000次。

1.2.4 CLasPrx基因表达模式分析

为探究脐橙感染黄龙病后不同时期的CLasPrx

基因的时序表达模式，使用 EasyPure®植物总 RNA

提取试剂盒参照说明书提取采集的脐橙春梢和秋梢

叶片的总RNA，经1%琼脂糖凝胶电泳检测合格后，

用超微量紫外分光光度计测定总RNA的浓度，随后
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通过 EasyScript® One-Step gDNA Removal and cD-

NA Synthesis SuperMix 反转录试剂盒反转录获得

cDNA备用。使用PrimerQuestTM Tool在线工具设计

CLasPrx基因的定量引物CLasPrx-q-F（5′-GGTTTA-

CGTTCTTGGCGTTATG-3′）和 CLasPrx-q-R（5′-TC-

ATAAGGATCTGTAGCGCAATTA-3′），以 CLas 的

16S rRNA 作为内参基因（Yan et al.，2013），引物为

CLas16srRNA-q-F（5′-GGATAACGCATGGAAACG-

TGTGCT-3′）和 CLas16srRNA-q-R（5′-AATCCAAC-

GCAGGCTCATCTCTCT-3′），PCR反应体系和扩增

及荧光检测反应条件同1.2.1，使用2-ΔΔCT法（Livak &

Schmittgen，2001）分析CLasPrx的时空表达模式，每

个时期样品各3个生物学重复。

1.2.5 CLasPrx蛋白亚细胞定位分析

为分析CLasPrx蛋白的亚细胞定位，使用同源

重组法将CLasPrx基因构建到 pCAMBIA2300-GFP

质粒上，扩增引物为 2300-CLasPrx-F（5′-AGAACA-

CGGGGGACGAGCTCATGATCCGATTTCAAATAC-

CTCAAG-3′）和 2300-CLasPrx-R（5′-ACCATGGTG-

TCGACTCTAGATTTTTTACTTTCTCGAATAACT-

TTTAAAAC-3′），下划线标注序列分别为限制性酶

Xba I和 Sac I酶切位点序列，PCR反应体系和扩增

条件同1.2.2，通过pEASY®-Basic SeamLess同源重组

试剂盒参照说明书进行重组反应，重组产物转化至

大肠杆菌Top10感受态细胞中，涂布于含 50 μg/mL

硫酸卡那霉素的LB固体平板上，于37 ℃恒温过夜培

养后挑取单克隆菌落进行PCR检测，PCR反应体系

和扩增条件同1.2.2，检测正确的阳性单克隆送北京

擎科生物科技股份有限公司测序。使用质粒小提试

剂盒提取正确阳性单克隆菌液的重组质粒，转入根

癌农杆菌GV3101感受态细胞中，涂布于含50 μg/mL

硫酸卡那霉素、20 μg/mL 利福平和 40 μg/mL 庆大

霉素的LB固体平板上，于28 ℃恒温培养2~3 d后挑

取单克隆菌落进行 PCR 检测，PCR 反应体系和扩

增条件同1.2.2，对PCR检测正确的阳性单克隆进行

扩繁，即将单克隆挑取至含 50 μg/mL 硫酸卡那霉

素、20 μg/mL利福平和 40 μg/mL庆大霉素的LB液

体培养基中，于 28 ℃恒温过夜后以 200 r/min 振荡

培养 8 h，再以5 000 r/min离心5 min收集菌体，加入

0.04 mol/L MES（4-morpholineethanesulfonic acid）重

悬液重悬，使用紫外可见分光光度计测定重悬液的

OD600 nm值，随后稀释至OD600 nm值为0.8，室温静置1 h

备用。利用一次性无菌注射器将 500 μL重悬液注

射入生长 25 d的 1片活体本氏烟叶片中，每次注射

3片叶片，试验设3次生物学重复，注射2 d后取样并

使用共聚焦显微镜观察荧光，在激发光波长488 nm

下观察细胞内绿色荧光蛋白（UV场）和叶绿体（叶

绿体自发光场），在激发光波长 405 nm下观察细胞

轮廓（明场），利用共聚焦显微镜软件叠加UV场、叶

绿体自发光场和明场组成叠加场。

1.2.6 CLasPrx蛋白清除H2O2活性分析

取生长25 d的本氏烟烟叶片，在叶片左右两侧

分别注射500 μL包含pCAMBIA2300-GFP空载体和

1.2.5制备的pCAMBIA2300-GFP-CLasPrx的根癌农

杆菌重悬液，试验设 6次重复，注射2 d后取样测定

叶片中H2O2含量。使用碘化钾法（Ma et al.，2022）测

定H2O2含量，将采集的本氏烟叶片迅速切成0.5 cm×

0.5 cm大小，置于1.5 mL预冷0.1% 三氯乙酸溶液中，

使用组织研磨仪研磨成匀浆，于4 ℃以12 000 r/min

离心 10 min后收集上清液，取 0.3 mL上清液，加入

K3PO4缓冲液1.7 mL和碘化钾溶液1.0 mL，室温孵育

5 min后在 390 nm处测定反应液的吸光度，通过标

准曲线计算叶片中H2O2的含量。

1.3 数据分析

使用SPSS 25.0软件对试验数据进行统计分析，

应用 t测验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 CLasPrx基因序列的克隆及生物信息学分析

克隆得到的 CLasPrx 基因序列全长为 534 bp，

编码 177个氨基酸（图 1），将该序列上传到NCBI数

据库，获得登录号为OQ024188。CLasPrx蛋白分子

量为 20.19 kD，等电点为 5.76，N端不含典型的信号

肽结构；DeepTMHMM预测结果显示CLasPrx蛋白

位于细胞内，无跨膜结构域。

M：Marker III DNA ladder；1：CLasPrx基因克隆产物；2：阴

性对照。M: Marker III DNA ladder; 1: amplification products

of the CLasPrx gene; 2: negative control.

图1 柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶基因CLasPrx的克隆

Fig. 1 Cloning of the peroxiredoxin CLasPrx gene from

Candidatus Liberibacter asiaticus
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2.2 CLasPrx蛋白保守结构域及二级结构分析

SMART 预测结果表明 CLasPrx 蛋白包含 1 个

Redoxin保守结构域，由第14~158位氨基酸组成，属

于典型的Prx（图2-A）。CLasPrx蛋白的二级结构由

α螺旋、β折叠、β转角和不规则卷曲组成，其中不规

则卷曲覆盖 85个氨基酸，占CLasPrx蛋白全长序列

的48.02%；α螺旋覆盖42个氨基酸，占CLasPrx蛋白

全长序列的 23.73%；β折叠覆盖 40 个氨基酸，占

CLasPrx蛋白全长序列的22.60%；β转角覆盖10个氨

基酸，占CLasPrx蛋白全长序列的5.65%（图2-B、C）。

图2 柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶CLasPrx蛋白保守

结构域（A）及二级结构（B~C）分析

Fig. 2 Analysis of the conserved domain (A) and secondary

structure (B-C) of the peroxiredoxin CLasPrx from

Candidatus Liberibacter asiaticus

2.3 CLasPrx蛋白的三级结构分析

基于同源建模法预测的CLasPrx蛋白的三级结

构由α螺旋、β折叠、β转角和不规则卷曲构成，四者

相间排列，在保守结构域中活性位点区域形成一个

空穴结构（图3）。

2.4 CLasPrx蛋白的多重序列比对结果

CLasPrx蛋白与近缘物种同源蛋白序列的多重

比对结果显示，Prx蛋白在不同物种中高度保守，Prx

蛋白特有保守基序为 PXXXTXXC，在本研究多重

序列比对结果中，保守基序序列为 PGAFTPTC（图

4），该基序是Prx的活性中心。

2.5 CLasPrx蛋白系统发育分析

系统发育分析结果表明，CLasPrx 蛋白与柑橘

黄龙病菌非洲种C. Liberibacter africanus、欧洲种C.

Liberibacter europaeus、美洲种C. Liberibacter ameri-

canus、马 铃 薯 斑 纹 片 病 菌 C. Liberibacter sola-

nacearum 及桉梳木虱相关韧皮部菌 C. Liberibacter

ctenarytainae的Prx蛋白聚为一类，而韧皮部杆菌属

细菌 Liberibacter crescens 与不同巴尔通体菌 Bar-

tonella spp.的Prx蛋白聚为一类（图5）。

螺旋状结构为α螺旋，箭头状结构为 β折叠，β转角位于 2个

β折叠结构之间，其他部分为不规则卷曲。 The helical struc-

tures are α-helix, the arrow-shaped structures are β-fold, the β-

turns are located between two β-fold structures, and the remain-

ing parts are irregularly coiled.

图3 柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶CLasPrx蛋白的

三级结构预测

Fig. 3 Tertiary structure prediction of the peroxiredoxin

CLasPrx from Candidatus Liberibacter asiaticus

2.6 CLasPrx基因表达分析

CLasPrx基因定量分析结果表明，CLasPrx在感

染CLas脐橙树秋梢中的相对表达量显著高于在春

梢中的相对表达量（图 6），说明 CLasPrx 在感染

CLas脐橙树的不同发育时期叶片中的表达量存在

差异，可能与其生物学功能有关。

2.7 CLasPrx蛋白亚细胞定位分析

利用本氏烟叶片瞬时表达CLasPrx蛋白，荧光

检测结果显示CLasPrx定位于细胞质基质，由于本

氏烟叶肉细胞有很大的中央液泡，所以CLasPrx蛋

白荧光信号被挤压到细胞膜附近（图7）。

2.8 CLasPrx蛋白清除H2O2活性分析

通过在本氏烟叶片中瞬时表达空载体和CLasPrx

蛋白，分析发现过表达CLasPrx的本氏烟叶片中H2O2

含量显著下降（图8），表明CLasPrx参与本氏烟叶片

中H2O2的清除过程。

3 讨论

植物与病原菌互作机制的解析可以为病原菌防

控提供理论支持（Dodds & Rathjen，2010）。由于不

同病原菌生存策略迥异（Velásquez et al.，2018），在

研究植物与病原菌互作机制过程中，需要深入分析
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植物细胞与病原菌在特定微环境下的应答方式

（Busby et al.，2014）。柑橘黄龙病是制约柑橘产业

发展的毁灭性病害，而CLas无法离体培养则为阐明

柑橘与CLas互作的分子基础带来了较大难度，因此

防治柑橘黄龙病的策略研究进展缓慢。

氨基酸背景颜色使用 RasMol 配色方案，不同颜色代表氨基酸极性不同（https://webmail. life.nthu.edu. tw/~fmhsu/rasframe/

SHAPELY.HTM）；柱状图纵轴代表每个氨基酸比对位点的一致性，横轴代表氨基酸比对位点的位置；WP_012778530、WP_

047263944、WP_076969053、WP_007557004、MBY7649289、WP_015273470、WP_004861151、WP_082251047、WP_241437460、

WP_183228982、WP_183194594、WP_208431573、WP_006924290和MBL0848521序列分别来自柑橘黄龙病菌亚洲种、柑橘黄

龙病菌非洲种、马铃薯斑纹片病菌、柑橘黄龙病菌美洲种、C. Liberibacter ctenarytainae、Liberibacter crescens、Bartonella tay-

lorii、B. henselae、B. machadoae、B. callosciuri、B. fuyuanensis、B. doshiae、B. washoeensis和柑橘黄龙病菌欧洲种；PXXXTXXC

所示为 Prx 蛋白特有基序。The amino acid background color uses the RasMol color scheme, different colors represent different

amino acid polarities (https://webmail.life.nthu.edu.tw/~fmhsu/rasframe/SHAPELY.HTM). The vertical axis of the bar chart repre-

sents the identity of each amino acid alignment position, and the horizontal axis represents the position of the amino acid align-

ment point. The sequences WP_012778530, WP_047263944, WP_076969053, WP_007557004, MBY7649289, WP_015273470,

WP_004861151, WP_082251047, WP_241437460, WP_183228982, WP_183194594, WP_208431573, WP_006924290, and

MBL0848521 are from C. Liberibacter asiaticus, C. Liberibacter africanus, C. Liberibacter solanacearum, C. Liberibacter america-

nus, C. Liberibacter ctenarytainae, Liberibacter crescens, Bartonella taylorii, B. henselae, B. machadoae, B. callosciuri, B. fuyuanen-

sis, B. doshiae, B. washoeensis, and C. Liberibacter europaeus, respectively. The sequence motif PXXXTXXC represents a specific

motif for Prx protein.

图4 柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶CLasPrx蛋白多重序列比对

Fig. 4 Multiple sequences alignment analysis of the peroxiredoxin CLasPrx from Candidatus Liberibacter asiaticus

柑橘基因组中存在多条编码 SOD、CAT、Trx、

Prx、GPX、APX 和 GR 等清除活性氧相关酶的基因

（Liu et al.，2022；Ma et al.，2022），而成熟的植物筛

管细胞没有细胞核，无法独立完成转录调控过程，所

需养分由伴胞提供（Matilla，2023）。在CLas侵染植

物筛管细胞后，筛管细胞内活性氧迸发，清除活性氧

的相关酶依赖于伴胞提供，考虑到SOD、CAT、Trx、

Prx、GPX、APX和GR等蛋白亚细胞定位情况，推测

以上清除活性氧的相关酶依赖于非经典分泌途径从

伴胞进入筛管细胞（Rabouille，2017）。而CLas定殖

于筛管细胞内，CLas从筛管细胞获取繁殖所需原料

和能量，进一步增强了筛管细胞活性氧的积累。本

研究结果表明，CLasPrx基因在脐橙春梢和秋梢中

的表达水平存在显著差异，秋梢为新生组织，CLas

侵染后处于前期增殖阶段，会导致CLas与柑橘筛管

细胞所处环境活性氧含量激增，因而高表达CLasPrx
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基因以帮助CLas逃避活性氧伤害。

图5 基于Prx蛋白序列采用邻接法构建的柑橘黄龙病菌及其他病原菌的系统发育树

Fig. 5 Phylogenetic tree of Prx proteins from Candidatus Liberibacter asiaticus and other pathogens constructed

using the neighbor-joining method

图6 柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶基因CLasPrx的表达分析

Fig. 6 Expression analysis of the peroxiredoxin gene CLasPrx

from Candidatus Liberibacter asiaticus

图中数据为平均数±标准差。**表示经 t测验法检验差

异显著（P<0.01）。Data are mean±SD. ** indicates significant

differences by t test (P<0.01).

Prx 含有保守的半胱氨酸残基，介导细胞内过

氧化物的清除（Dietz，2011）。CLasPrx 蛋白活性中

心具有保守基序PXXXTXXC，包含1个半胱氨酸残

基，与棉花的Prx序列（Feng et al.，2021）和烟曲霉菌

Aspergillus fumigatus 的 Prx 序列（Hillmann et al.，

2016）一致，说明 Prx 在不同生物中的功能相对保

守。Prx在细胞中定位差别较大，比如拟南芥Arabi-

dopsis thaliana 的 AtSrx 定位于叶绿体和线粒体中

（Liu et al.，2006；Rey et al.，2007），智人 Homo sapi-

ens的hPrx V定位于过氧化物酶体、细胞质基质、线

粒体和细胞核中（Woo et al.，2005）。本研究发现

CLasPrx定位于细胞质基质中，可能是由于CLas属

于原核生物，而原核生物进行催化反应的区室化程

度远低于真核生物，CLasPrx 游离在细胞质基质中

可参与活性氧的清除。

柑橘黄龙病菌侵染诱导柑橘韧皮部组织内活性

氧迸发，在持续高水平活性氧胁迫下柑橘代谢紊乱，

导致细胞死亡，树势衰退（Ma et al.，2022）。然而

CLas在柑橘韧皮部筛管细胞高浓度活性氧微环境

中可以生存，预示着CLas存在清除活性氧的能力。

CLas基因组编码1 136个基因，本研究中的CLasPrx

基因功能注释为Prx，可能与CLas清除活性氧的生

物学过程密切相关。本研究发现过表达CLasPrx蛋

白显著降低了本氏烟叶肉细胞内H2O2的含量，表明

CLasPrx 参与细胞局部环境活性氧稳态的调节，由

于CLasPrx属于胞内蛋白，不能分泌到胞外，因此推

测 CLasPrx 在维持 CLas 细胞内的活性氧平衡代谢

过程中发挥着重要作用。然而CLasPrx基因的分子

功能仍需利用原核表达或遗传转化技术进行深入

研究。



GFP：UV场，激发光波长488 nm；CHI：叶绿体自发光场，激发光波长488 nm；DIC：明场；Merge：叠加场。Free GFP：瞬时表

达空载体；CLas-PRX-GFP：瞬时表达CLasPrx融合GFP蛋白。GFP: UV field, the excitation wavelength is 488 nm; CHI: chloro-

plast auto-fluorescence field, the excitation wavelength is 488 nm; DIC: bright field; Merge: merged field. Free GFP: Transient ex-

pression of empty vector; CLas-PRX-GFP: transient expression of CLasPrx fused GFP protein.

图7 柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶CLasPrx蛋白的亚细胞定位分析

Fig. 7 Subcellular localization analysis of the peroxiredoxin CLasPrx from Candidatus Liberibacter asiaticus

FW：鲜重；CK：瞬时表达空载体；CLasPrx：瞬时表达CLasPrx。

FW: Fresh weight of samples; CK: transient expression of

empty vector; CLasPrx: transient expression of CLasPrx.

图8 柑橘黄龙病菌过氧化物还原酶CLasPrx清除H2O2活性

Fig. 8 Analysis of H2O2 scavenging activity of the peroxire-

doxin CLasPrx from Candidatus Liberibacter asiaticus

**表示经 t测验法检验差异显著（P<0.01）。** indicates

significant difference by t test (P<0.01).
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