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摘 要$柑橘裂皮病是由柑橘裂皮病类病毒’!"#$%& ’()*)$#"& +"$)",!@(AB(引起的一种重要的柑橘病害% 分别采用快
速微量核酸提取法和 CDC)EF9 抽提法在表现症状的 (GH71 香橼中提取核酸! 采用一步 IJ)K@I 法对 @(AB 进行检
测!结果显示 CDC)EF9 法可以消除带毒样品中非特异性条带% 从嫁接接毒的铜水 "%)’ 锦橙植株的接穗部取嫩叶)
老叶)皮!从砧木部茎杆上取老皮以及根皮分别提取总核酸进行 IJ)K@I 检测!分析 @(AB 在甜橙体内的分布情况*
初步检测结果表明在接穗的嫩叶+老叶)皮!砧木部茎杆的老皮和根皮上都可以检测到 @(AB!以接穗部叶和皮检出
稳定性高,
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柑橘裂皮病是由柑橘裂皮病类病毒’7"#$%& 0()!
*)$#"& +"$)",!@(AB# 引起的一种世界范围的重要柑
橘病害[>\!在我国分布广泛!可以通过嫁接或修剪用
的工具机械传播!主要危害以枳)枳橙和兰普来檬
作砧木的柑橘!引起砧木部树皮纵裂!导致树势衰
弱)植株矮化和严重减产 [%!]\,
目前! 无毒化生产是防治柑橘裂皮病的主要措

施!无毒化生产要求一种准确)灵敏)简便)快速的检
测方法, 虽然已有应用 IJ)K@I 方法检测 @(AB 的
报道[#! \̂!但是仍然存在操作繁琐!取样量大!灵敏度
不高等问题, 本文对嫁接接毒后的毒源保存苗铜水
"%)> 锦橙不同部位采样分别提取总核酸进行一步
IJ)K@I 法检测! 分析 @(AB 在寄主体内的分布情
况!明确应用一步 IJ)K@I 法检测技术的最佳检测

部位和时期,

> 材料和方法
EFG 毒源
感病的柑橘材料’@(AB 毒源#由中国农业科学

院柑橘研究所’保存于网室#提供!寄主品种是 # 号
脐橙)眉山 _ 号脐橙)锦橙)脐血橙)宽皮柑橘!无毒
品种亦由柑橘研究所提供,

%??% 年 _ 月 % 日毒源植株上的单芽和无芽枝
段腹接于枸头橙砧木主干的下部! 再在砧木的较上
方接铜水 "%)> 锦橙芽形成耐病的砧穗组合来繁殖
毒源!每个毒源繁殖 ] 株毒源保存苗!以不接种的甜
橙作为负对照,
GFH 生物学鉴定



!""# 年 $ 月 % 日在不同毒源保存苗上采接穗
分别嫁接到 &’()* 香橼 +,-./.- 选系上进行生物学
鉴定!每个毒源材料接 -" 株指示植物!置网室内观
察症状表现"
!"# 取样

!""# 年 -" 月 + 日和 !""$ 年 $ 月 + 日 ! 次在
毒源保存苗上取样!在接穗部分取嫩叶#老叶#嫩皮!
在砧木茎杆取老皮及根皮分别提取总核酸"
!"$ 核酸的提取
参照周常勇等0,1的微量快速提取法" 参照 23(4567
等081的 /9/.:;<法"
!"% 试剂
一步法 =>.?@= 所用的酶和缓冲液采用 A4BC’!

()*64 公司的 /DE6(/<(CE’>F 带 ?G3’C4DH= !"# 酶的一
步法试剂盒! 其余所用的化学试剂均为国产或进口
分析纯"
!"& 引物
参考 /C6ID(’J 等0+1的 @&KL 同源引物 9%M98!9%

与 -,$.-+% 4’ 互补!98 与 #!NO#$+ 4’ 同源!上海生
工合成"

9% %"$ ;@2;2@>@@>2>>>@>@@2@>2 $ #"
98 %"$ @@222@2;222>2;;;2@@@ $ #"

!"’ 一步法 ()*+,(
=>.?@= 反应在 PC)H6’(3 ?@= 仪 %德国 QJ3’!

H34公司&上进行"
一步法 =>.?@= 总反应体积 -" !R’ 抽提样品

- !R! 超纯水 - !R 混合!N$#变性 # HC4 后立即置
冰浴中!$$冷冻离心后加入 + !R 的反应混合液!其
组分为’"S+ !R 超纯水!% !R ! 倍缓冲液 TLU>?5 -"

HH)GMR!F*/V$-W! HH)GXRY!-S, !R F*/V$ T"S+ HH)GX
RY!引物各 "S! !RT"S! !H)GXRY!"S! !R =>X!"# 酶 TA4!
BC’()*64公司Y"
反应程序’$!$反转录 #" HC4(N$$变性 #" 5!

%$$退火 -" 5!8!$延伸 -" 5! 共 #% 个循环( 最后
8!$延伸 -" HC4"
!"- +,(产物分析

?@= 反应结束后!取上述 ?@= 扩增产物 % !R!
加入 #S" !R 上样缓冲液! 在 !S"Z的琼脂糖凝胶上
电泳! -%" K 预电泳 -" HC4!-"" K 电泳 - J 后在 -
!*XHR 的溴化乙锭%&P&中染色 !" HC4!用凝胶成像
仪%[KA?J)’)&观察结果"

! 结果和分析
."! 生物鉴定
将不同毒源保存苗的新梢分别嫁接到 &’()* 香

橼 +,-./.- 选系 # 个月后!大多数植株发病!症状
表现为嫩叶反卷和老叶叶背主脉局部变成褐色坏死

枯斑!说明毒源苗都带有柑橘裂皮病类病毒"
.". .种抽提方法的比较
以生物学鉴定中表现症状的 &’()* 香橼叶片为

正对照%\@:&!未接毒的 &’()*香橼为负对照%O@:&!
分别采用微量快速提取法 0,1和 /9/O:;< 提取法 081提

取总核酸!一步 =>O?@= 法扩增\@: 样品都可以检
测到预期的 !!+ IE特征条带%图 -&"
微量快速提取法提取的样品扩增后均有 #"" IE

的非特异性条带%图 - 样孔 -O%&!用 /9/O:;< 法抽
提核酸后!基本上可以消除\@: 样品中的非特异性
条带!但是O@: 中的 #"" IE 的非特异性条带没有得

图 ! ,/01 不同提取方法的 ()*+,( 扩增结果
样品 -O% 采用微量快速法提取!样品 ,O-! 采用 /9/O:;<法提取

"] 水对照(F]9U;标准分子量%-"" IE 梯度!中部最浓带为 ,"" IE&(-!,] &’()*香橼M$号脐橙毒源(!!8] &’()*香橼M眉山 N 号脐橙毒源(
#!+] &’()*香橼M锦橙毒源($!N] &’()*香橼M脐血橙毒源(%!-"] &’()* 香橼M柑橘毒源(--]O@:(-!]\@:

234"! ,567893:5; 5; ()*+,( 7951<=>: <:3;4 13??@9@;> @A>98=>35; 6@>B51:
/3HEG65 U)W-O% 6^’(3<’6L I7 _35’ FC<().6^’(3<’C)4 H6’J)L! 34L U)S,.-! I7 /9/.:;< H6’J)L

"] Q3’6( <)4’()G(F’9U; F3(‘6( aC’J -"" IE G3LL6(5 T’J6 HCLLG6 C4’645CB6 I34L C5 ,"" IEY( -!,] &’()* <C’()4X 43B6G )(34*6 U)S$ aC’J @&KL(!!8] &’()*
<C’()4 X F6C5J34 U)SN 43B6G )(34*6 aC’J @&KL(#!+] &’()* <C’()4 X bC4<J64* 5a66’ )(34*6 aC’J @&KL( $!N] &’()* <C’()4 X Q35JC4*’)4 /34*DC46 aC’J

@&KL(%!-"] &’()* <C’()4 XH34L3(C4 aC’J @&KL(--].@:(-!]\@:
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图 ! "##$ 年 $ 月 % 日对 &’() 在铜水 *"+, 锦橙
不同部位分布的检测结果

!"#$% 标准分子量! &"水对照! ’(嫩叶! )(老叶! *(嫩皮!

+(砧木皮! ,(根皮! -"./0! 1(2/0

-./0 ! 123243.56 7289:38 5; &’() ).837.<93.56
.6 ).;;27263 =>738 5; ?56/8@9. *"+, A.6/4@26 8B223 57>6/2

<C D62+832= E?+F&E 56 G=7H %3@""##$
3" 45678 9:;68:;! !( #$% !58<78 =>6? ’33 @A B5CC78D!

’( E:F;G B75H! )" !56F87 B75H! *" E:F;G @58<! +" I58< :H 8::6D6:9<!
," I58< :H 8::6! -" ./0! 1" 2/0

图 $ "##I 年 ,# 月 % 日对 &’() 在铜水 *"+, 锦橙
不同部位分布的检测结果

!" J$% 标准分子量! K#嫩叶")$老叶%*$嫩皮"+$砧木皮",$根皮

-./H $ 123243.56 7289:38 5; &’() ).837.<93.56
.6 ).;;27263 =>738 5; ?56/8@9. *"+, A.6/4@26 8B223 57>6/2

<C D62+832= E?+F&E 56 D43H %3@""##I
!" J$L !58<78 =>6? K&& @A B5CC78D! K( E:F;G B75H! )( !56F87 B75H! *(

E:F;G @58<! +( I58< :H 8::6D6:9<! ,( I58< :H 8::6 M -"./0! 1"2/0

图 I 一步 E?+F&E 法检测的灵敏度
!" J$L 标准分子量&K&& @A 梯度"最浓带为 -&& @A’!
样孔 K.1 稀释比例为 K&"%K&)"%K&*"%K&+"%K&,"%K&-"%K&1"

-./H I 123243.56 8268.3.J.3C <C D62+832= E?+F&E
!" J$L !58<78 =>6? K&& @A B5CC78D N6?7 >;67;D>O7 @5;C >D -&& @APM

’.1&C>BF6>:;D((’3"%’3)"%’3*"%’3+"%’3,"%’3-"%’31"

图 " ! 种 &’() 毒源繁殖于铜水 *"+,锦橙中的
一步 E?+F&E 法检测结果

3( 水对照! !(#$% 标准分子量&’33 @A 梯度%最浓带为 -33 @A(!

’(+ 号脐橙毒源! )( 眉山 Q 号脐橙毒源! *( 锦橙毒源! +( 脐血橙毒
源! ,( 宽皮柑橘毒源

-./H " 123243.56 7289:38 5; ! &’() 728597428 .6 ?56/8@9.
*"+, A.6/4@26 8B223 57>6/28 <C D62+832= E?+F&E

3(45678 9:;68:B! !R J$% !58<78 =>6? K33 @A B5CC78D N6?7 >;67;D>O7
@5;C >D -33 @AP! K( /STC 87D:F897 H8:U $5O7B :85;G7 $:R +! )(VSTC
87D:F897 H8:U !7>D?5; $:RQ ;5O7B :85;G7! *( VSTC 87D:F897 H8:U

W>;G9?7; D=776 :85;G7! +( VSTC 87D:F897 H8:U 45D?>;G6:; X5;GF>;7!

,( VSTC 87D:F897 H8:U !5;C58>;

到消除&图 ’样孔 -.’)()
"HI 毒源保存苗的 E?+F&E检测
在 + 号脐橙*眉山 Q 号脐橙*锦橙*脐血橙*宽

皮柑橘毒源保存苗的新梢上采样% X#X.0%9法提取
总核酸进行一步 YZ.[/Y 法检测%均可以扩增得到
特异性条带% 检测结果与其生物鉴定结果相一致
+图 )(" 说明一步 YZ.[/Y 法可以特异性检出感病
植株中的 /STC)

"H$ E?+F&E检测的灵敏度
通过检测提取液的 \J)-3" 估算总核酸量并按

’3 倍系列稀释抽提的样品为模板进行一步 YZ.
[/Y 法扩增"电泳后分析显示"在本实验条件下核
酸提取液稀释到 ’3-倍 +即 * AG( 后仍可以检测到
/STC特征性条带+图 *()

"H! &’()在甜橙体内分布的检测
在柑橘生长季节" 分别于 )33*年 ’3月 ] 日和

)33+ 年 + 月 ] 日对毒源保存苗不同部位的核酸提
取液进行一步 YZ.[/Y 法检测"每个取样部位重复

*次) 经反复检测")33*年 ’3月 ]日在保存苗铜水
1).’ 锦橙新梢上的嫩叶*老叶*皮以及根部取样均
可检测到 /STC" 在砧木皮上取样检测不到 /STC
+图 +(")33+ 年 + 月 ] 日在接穗部和砧木部的皮和
根都可以检测到 /STC+图 ,(") 次对砧木部主干上
皮的检测结果不一致)

* 讨 论
YZ.[/Y 方法较多地被应用于柑橘类病毒的检

测) 本研究采用灵敏度高的一步 YZ.[/Y 法 ^]_检测

/STC"适合于直接对田间甜橙类品种的带毒情况进
行检测"克服了早期 YZ.[/Y 检测灵敏度不高的问
题N&RK ;GP)
田间 /STC 侵染常常是多种变异株的混合感

1+-



! 期

染!目前报道的株系有 ""种#$%" 胡勤学#"%参考国外的

&’()*+ 株系设计 , 个引物对我国的 &’() 进行检
测!由于国外的株系与我国的株系存在一定的差异!
只有 -个引物可以检测到作者选用的克拉斯特脐橙
样品上的 &’()! 由于提取是用柑橘和香橼叶片混
合后提取的!在本实验条件下未能重复出胡勤学等#"%

的结果"
./012345 等 #6%采用引物 7,879!可以从感病的组

织中扩增出 ::6 1; 的特异性条带!负对照没有扩增
条带"本研究采用 ./012345的 :个引物!先采用快速
微量提取法 #!%提取核酸!经一步 <=*>&< 法既可扩
增出特征性 ::6 1;条带!同时均带有 -?? 1;的非特
异性条带!改用 .7.*@+A 方法 #9%抽提后!基本上可
以消除非特异性条带!专化性提高!可以稳定进行田
间品种的直接检测!但*&@ 仍有 -?? 1;的非特异性
条带!原因不明" : 种抽提方法提取的核酸!应用于
一步 <=*>&< 法均可稳定快速检出田间甜橙植株
中的 &’()"
张奇亚等 #B?%研究表明 &’() 在瓜哇三七植株体
内是周身分布! 但是分布是不均一的#C/DD/EFG 等 #BB%

研究 &’()在 ’43HF香橼上的分布是周身性的"本研
究的结果表明 &’() 在甜橙上的分布也是周身性
的!但是含量与季节相关!在秋季!砧木部分类病毒
的含量较低" 由于接穗部分样品易采集且检测结果
稳定!建议使用接穗部分的叶和皮进行检测"
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