
关。这些机能对于黄绿绿僵菌的防虫效果会有不利

的影响。因此, 应该在马铃薯瓢虫体内的免疫和抵

抗菌丝体侵入的机能方面作进一步研究, 从而为克

服其体内的免疫机能, 更好地用真菌防治和调节其

种群水平奠定基础。
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运用一步法RT-PCR检测柑橘鳞皮病毒

及其在橘橙不同部位中的全年分布

吕婵娟
1
,  周常勇1, 2 *

,  周  彦1, 2
,  唐科志2

( 1. 西南大学植物保护学院, 重庆  400716;  2. 中国农业科学院柑橘研究所, 重庆  400712)

摘要  2005 年 5 月到 2006 年 4 月逐月采样 , 运用一步法 RT-PCR 检测 Citrus p sor osis vir us ( CPV )在 Dw eet 橘

橙苗木叶片和枝皮中的分布。保存在控温温室中的 Dw eet橘橙病株中老叶、老皮、嫩叶和嫩皮全年都可以检

测出 CPV; 保存在网室中的 Dw eet橘橙病株中老叶、老皮全年均能检测到 CPV , 而夏梢的嫩叶、嫩皮不能稳定

地检测出 CPV, 春、秋梢的嫩叶、嫩皮均可检测到 CPV , 表明一步法 RT-PCR检测 CPV 最佳取样部位为老叶

和老皮。

关键词  柑橘鳞皮病毒;  一步法 RT- PCR;  全年分布检测
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Detection of Citrus psorosis virus by one-step RT-PCR and

its annual distribution in different parts of Dweet tangor

Lô Chanjuan1,  Zhou Changyong 1, 2 ,  Zhou Yan1, 2 ,  Tang Kezhi2

( 1. Colleg e o f Plant P rotection , S outhw est Univer sity , Chongqing  400716, China;       

2. Citrus R esearch Ins titute, Chines e A cademy of A gr icultural S ciences , Chongqing  400712, China)

Abstract  From May 2005 to April 2006, annual distr ibution of Citrus p sor osis vir us ( CPV) on the leaves and shoots

of Dweet tango r seedling s w as detected by using one- step RT-PCR once a mont h. CPV w as constant ly det ected in all

leav es and barks of the infected plants in g r eenhouses and in old leaves and barks of the infected plant s in screenhous-

es all the year r ound. Young leaves and barks of both summer and aut umn shoo ts expect some summer shoot s in

screenhouses w ere consist ently detected positive fo r CPV . These results suggested that the most suitable pa rts o f cit-

rus plant fo r sampling for diagnosis by one- step RT-PCR are old leaves and barks.

Key words Citrus p s oros is vir us ( CPV) ;  one- step RT-PCR;  annual distr ibution

  柑橘鳞皮病毒( Ci tr us p sor osis vi rus , CPV)属

蛇形病毒属( Ophiov ir us) ,是一种多分体单链 RNA

病毒, 主要危害甜橙、宽皮柑橘和葡萄柚, 尚未发现

抗病品种[ 1- 2] ,引起寄主主干和大枝典型的树皮鳞
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片状开裂症状, 并常伴随春秋梢嫩叶呈现橡形叶症

状以及沿叶脉褪绿斑纹, 少数春梢会表现较轻的休

克症状等症状[ 3- 7] ,主要分布于美国、西班牙、意大

利、巴西以及阿根廷等国家,对柑橘产业造成严重危

害
[ 8- 9]
。该病害主要通过柑橘种子、苗木等繁殖材

料进行传播。鉴于目前我国大量引种, 增大了该病

传入我国的可能, 所以建立一种快速、准确的 CPV

检测方法, 对加强检疫、保证我国柑橘产业免受

CPV的危害,保持我国柑橘产业的可持续发展显得

尤为重要。

Garcia等首次利用 RT-PCR方法检测 CPV [ 8] ,

随后 Barthe、Legarr eta 和 Mart in 等也有类似报

道[ 10- 12] , 但尚未有 CPV 在寄主体内全年分布的报

道。本研究对中国农业科学院柑橘研究所保存的

CPV毒源进行 RT- PCR 检测, 并利用一步法 RT-

PCR对 2005年 5月到2006年 4月逐月采集的样品

进行检测,以期明确检测 CPV 的适宜采样时间与采

样部位。

1  材料和方法

1. 1  试验材料

本试验所用苗木 Dweet 橘橙是以卡里佐枳橙

为砧木,于 2004年 11月将中国农业科学院柑橘研

究所保存的来自澳大利亚的柑橘鳞皮病毒源澳鳞 A

嫁接到卡里佐枳橙砧木上, 嫁接成活且经一步法

RT-PCR检测带 CPV 的 Dweet 橘橙病苗共有 6株,

其中 2株保存于中国农业科学院柑橘研究所脱毒中

心温室( 17~ 27 e ) , 4株保存在网室中; 负对照无病

材料来自脱毒中心网室保存的 Dweet 橘橙无病苗;

正对照材料来自脱毒中心温室保存的 Dweet 橘橙

病苗。

1. 2  试验试剂

按照 Susana Mart in等[ 6] 的方法合成引物 PS66

( 5. - TCGAAGCT GTAT GA TGGT GA - 3. ) 和

PS65( 5. - TGCCA TCT GGAGTGAGGCT - 3. ) ,

引物在上海生工合成, 其余试剂均为 Pr omega 公司

产品。

1. 3  试验方法

1. 3. 1  取样方法

从 2005年 5月至 2006 年 4 月, 每月中旬使用

无菌刀片从 Dweet橘橙苗木取样, 取样部位分别为

老叶、嫩叶、老皮、嫩皮,每份取样量 5~ 15 mg ,样品

经一步法 RT-PCR检测。

1. 3. 2  总核酸提取

参考周常勇的微量核酸提取方法提取总核

酸
[ 13]
。使用 SmartSpec3000 型核酸蛋白分析仪

( Bio-Rad)分析提取液中核酸的浓度。

1. 3. 3  RT- PCR反应体系

经优化后建立的一步法 RT- PCR反应体系为:

10 LL 体系包括 RNA 样品 1. 0 LL, 2 @ buf fer

5. 0 LL, Mg
2+

1. 6 LL, Pr imer 10. 1 LL, Primer

20. 1 LL, RT/ T aq 1. 0 LL。PCR 反应条件如下:

42 e 反转录45 min, 94 e 变性 15 s, 45 e 退火15 s,

72 e 延伸 30 s, 40 个循环;最后, 72 e 延伸 5 m in。

扩增产物进行 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳, 经溴乙锭

染色后观察结果。

1. 3. 4  RT- PCR体系特异性检测

取 CPV、温州蜜柑萎缩病毒 ( SDV )、柑橘碎叶

病毒( CT LV)、柑橘裂皮病类病毒( CEVd)、柑橘衰

退病毒( CTV)的总核酸提取液各 1 LL 进行一步法

RT-PCR扩增,产物经琼脂糖电泳 EB 染色后分析

结果。

1. 3. 5  PCR体系灵敏度检测

取核酸提取液 1 LL, 分别用超纯水稀释至 10、

102、103、104、105、106、107 倍, 各设一个重复, 取稀

释产物按 1. 3. 3的方法进行一步法 RT-PCR 扩增,

产物经琼脂糖电泳 EB染色后分析结果。

2  结果与分析

2. 1  一步法 RT-PCR体系特异性检测

5 种柑橘病毒和类病毒 CPV、SDV、CTLV、

CEVd和 CTV 的核酸提取液经本研究室建立的一

步法 RT-PCR 反应体系扩增后, 只有 CPV 能扩增

出明显条带,其余病毒 RNA 无扩增,说明该体系具

有很好的特异性,结果如图 1。

2. 2  一步法 RT-PCR体系灵敏度检测

经核酸蛋白分析仪测定分析可知核酸提取液中

总核酸浓度为 92. 7 Lg /LL。取提取液 1 LL,分别用

超纯水稀释至 10、10
2
、10

3
、10

4
、10

5
、10

6
、10

7
倍,设 1

个重复, 取各稀释液经一步法 RT-PCR 扩增, 产物

经电泳分析,检测结果表明该方法的灵敏度可达 3

个数量级, 检测核酸浓度最低约为 92. 7 pg/LL, 结

果如图 2。
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图 1  一步法 RT-PCR 体系特异性检测结果

图 2  一步法 RT-PCR 体系灵敏度检测结果

2. 3  CPV在 Dweet橘橙苗木不同部位的全年分布

从 2005年 5月到 2006 年 4 月, 每月中旬用优

化后的一步 RT-PCR 法检测澳鳞 A 毒源在 Dweet

橘橙苗木不同部位的分布,结果表明: 温室中保存毒

源的老叶、老皮、嫩叶、嫩皮全年均可检测到CPV ;

网室中保存毒源的老叶、老枝皮全年均可以稳定检

测到 CPV, 嫩叶、嫩皮中除了 1、12月份没有嫩梢,

7、8月份有部分检测不到外, 其余时间也可以稳定

检测到 CPV(表 1,图 3,图 4) :

表 1  CPV在网室中 Dweet橘橙苗木不同部位的全年分布1)

日期/

月-日

阴性数量(检测数量) /株

老叶 嫩叶 老皮 嫩皮
月平均温度/ e

05-05 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 23. 3

05-06 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 25. 9

05-07 4( 4) 3( 4) 4( 4) 3( 4) 30. 0

05-08 4( 4) 3( 4) 4( 4) 3( 4) 27. 4

05-09 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 26. 9

05-10 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 18. 6

05-11 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 13. 9

05-12 4( 4) * 4( 4) * 9. 5

06-01 4( 4) * 4( 4) * 7. 8

06-02 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 9. 6

06-03 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 12. 8

06-04 4( 4) 4( 4) 4( 4) 4( 4) 18. 7

 1) * 表示该月无嫩叶、嫩皮。

图 3 2005 年 8 月温室中 Dweet橘橙 CPV的

RT-PCR检测结果

图 4  2005 年 8 月网室中 Dweet橘橙 CPV的 RT-PCR 检测结果

3  讨论

柑橘病毒病及其类似病毒病在寄主体内存在分

布不均的情况, 周常勇
[ 14]
等应用 ELISA 法发现在

甜橙老叶中全年检测不出 SDV, 而在 3~ 6 月以及

9、10月的嫩叶中 SDV的浓度较高
[ 16- 18]

。通过比较

锦橙、柚和椪柑新老枝叶中的 CT V 的检测结果, 发

现 CT V在嫩枝中检出率最高,依次是嫩叶、老枝和

老叶, CT V 在柚植株中尤其存在明显的不均匀分布

现象, 并接种后 3 个月才易在各部位被检测
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出
[ 15- 16]

。虽然可以利用 RT-PCR 对 CT LV 病株进

行全年检测, 但是在 7、8 月份的检测效果不理

想
[ 17]
。另外,有研究表明 CEVd 在寄主体内是系统

分布, 但存在分布不均性,且这种分布不均性与季节

相关[ 18] 。本研究检测了保存于温室( 17~ 27 e )和

网室中的 CPV 在Dweet橘橙不同部位的全年分布,

发现保存在温室中的 Dweet 橘橙病株中老叶、老

皮、嫩叶和嫩皮全年都可以检测出 CPV, 保存在网

室中的 Dweet 橘橙病株中老叶和老皮全年均能检

测到 CPV, 夏梢嫩叶和嫩皮部分检测不到 CPV, 春

秋梢的嫩叶和嫩皮均能检测到 CPV, 表明不同时期

CPV在 Dweet 橘橙苗木的不同部位存在一定的分

布不均匀性, CPV 在老叶中的分布率高于嫩叶, 在

老皮中的分布率高于嫩皮, 说明随着 Dweet 橘橙苗

木的生长, CPV 的分布和浓度有所增加, 在实际检

测 CPV 时,最佳取样部位为老叶和老皮, 全年均适

宜取老叶和老皮检测 CPV。全年温度最高的 7、8

月网室中保存的接毒苗木的嫩梢部分检测不到

CPV,可能温度对 CPV 在 Dweet 橘橙苗木的不同

部位的分布有一定的影响,高温可能抑制了 CPV 在

Dweet橘橙嫩梢中的病毒含量。

比较在本试验中使用的 3 种抽提方法, 微量快

速总核酸提取法提取的总核酸纯度较高, RT-PCR

效果好,并且提取速度快,适用于大批量样品总核酸

的快速制备。
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