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柑橘麻风病是由柑橘麻风病毒 (Ci trus ler ro
:15 vio s

,

ci
Lv

) 引起的一类重要柑橘病毒病害
,

于 20 世纪 20 年代首次在巴拉圭发现
,

主要由短须蜗 (B re
v
iP a加us sP p

.
)传播川

。

感病叶片
、

果

实和枝干上表现典型褪绿斑症状
,

严重时落叶落果
,

病树产量下降
,

进而枯萎
;
当很多病斑出

现 时可相互接合
,

最后导致嫩枝死亡
,

严重时导致植株死亡即]
。

CI

Lv
属棒状病毒科

(R ha bdo vi
r
ida

。
) 暂定成员

,

CI

LV
颗粒可分为两种类型

:
核型 (CI LV- N ) 和细胞质型(CI Lv‘C )

,

绝大部分发生的CI Lv 属于细胞质型[4]
。

目前该病主要分布于巴西
、

阿根廷
、

巴拿马
、

委内瑞拉等南美洲国家
,

严重威胁到北美和

加勒比地区的柑橘产业
,

最近在美国佛罗里达州已检测到该病
。

在亚洲和非洲也曾报道发现有

类似柑橘麻风病症状的植株
,

但实验证实均不是 CI LV 引起的
。

近年来由于各国柑橘种质资源

交流日益频繁
,

加大了 CI LV 传入我国的可能性
。

建立快速
、

准确的 CI LV 分子检测体系
,

对确

保我国柑橘的安全生产具有重要意义
。

本研究在国内首次建立 了检测 CI LV 的 R下PC R 技术体

系
,

以期为 CI LV 快速诊断提供依据
。

中

基金项目
:
国家科技支撑计划 (加06 B A D 08 A 14)

”通讯作者
:
周常勇

,

研究员
,

主要从事柑桔病毒学研究;介l:023
一

6 5 3 4 9 0 0 7

,

E

一

m
a
i l

: z
h
o u e

h an 罗ong@ vip
.sina eom



中国植物病理学会2009 年学术年会论文集

1 材料与方法

川 供试核酸抽提物

CI LV 病原核酸提取物由巴西圣保罗州柑橘基金会 (Fun dec itru s) N el
son A m o W ulff 博士惠

赠
。

1

.

2 引物设计

参照 Loc ali 等ls]设计的扩增 ci Lv 假定运动蛋白区段的引物
:

M PR :5
’一

T G T A T A C C A A G C C G C C T G T G A A C T- 3

’

M P F
:
5

’一

G C G T A’TT G G C G T T G G A 1
,

T T
C

T
G

A C

一

3
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1
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3 R T
一
P C R 扩增

反转录体系
:
模板 l林l;超纯水 l林l

,

9 4 oC 变性sm i
n ,

立即冰浴
,

再加入 s
xA M v bu ffe

r 1
.
25

林l; 10
mm

o F L
dN
T p 0

.
5 林l;

MP
R 0
.
25 林l; R N A 抑制剂 0

.
15 林l; A M V o

.
15 林l; 超纯水 0

.
7 林l

,

总体积 5 林l
。

混合后42oC 3om in
,

合成 en N A
。

P e R 反应体系为
: loxbu价r2

.
5林l; 2 5

nun

o F L

M g C I
: l 林l; M p R 0

.
7 5 林l; M p F I 林I

;
Ta q 酶 0

.
35拼l; eD N A S 林l

,

加水 14
.
4 拼l至 25林l后进行

Pe R 反应
: 94 oC 305

,

s s oC 3 0
5

,

7 2 oC 4 5
5

,

共 35 个循环
;
最后 72℃延伸 7m in

。

取 5林l 扩增产

物进行 1
.
5% 琼脂糖电泳检测

。

2 结果与分析

2.1 CILV的 RT一P C R 扩增

利用引物 M PR 和 M PF
,

对来源于巴西的 CI Lv 阳性样品进行扩增
,

检测到 339bP 的特异

性条带
,

负对照无扩增条带 (图 1)
。
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2 C 1 L V 扩增体系的灵敏度与特异性

对所提取的 CI Lv 总核酸进行 10 倍梯度稀释
,

RT-

P c R 扩增结果表明稀释到 10
一

, 仍有较明

显的扩增条带 (图 2 )
。

利用该引物和反应体系
,

扩增 C TLV 和 C TV 阳性对照
,

均无靶标条带
,

而 CI LV 阳性样品

均有非特异条带 (图 3)
。
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Fig.2Sensitivity testofRT- PCR fo rCILV
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3 讨论

柑橘麻风病是一种危险性病害
,

目前该病主要在南美和北美的部分地区发生
,

对巴西柑橘

产业构成巨大威胁
。

据统计
,

巴西每年投入用于防治短须瞒的杀蜗剂经费达到 7500 万美元
,

约

占其柑橘产业总产出的 21 %
。

我国尚未见柑橘麻风病发生的相关报道
,

但国内存在其传播媒介
,

一旦病原传入
,

存在扩散流行的巨大风险
,

因此有必要建立针对 CI LV 的快速检测体系
。

本研究在国内首次建立了检测 CI LV 的 R T- PC R 技术体系
,

并对该体系的灵敏度和特异性

进行了评估
,

表明该方法快速
、

稳定
、

可靠
,

为监控和防止该病传入我国提供技术支撑
。
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