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摘  要:阐述了柑桔碎叶病在田间的表现症状以及利用生物学、血清学和分子生物学技术检测该病

的方法;简要介绍了该病的防治措施。
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  柑桔碎叶病毒( Cit rus tat ter leaf vir us, CTLV )

引起的柑桔碎叶病主要危害以枳及其杂种作砧木的

柑桔树,引起植株黄化、衰弱,甚至整株枯死, 是威胁

柑桔生产的重要病害之一。现已报道发生柑桔碎叶

病的国家有美国、日本、南非、澳大利亚和中国, 尤以

日本和中国发生最为普遍[1]。枳及枳橙砧的柑桔树

受害后,接口附近的接穗部肿大, 叶脉黄化, 类似环

状剥皮引起的黄化。植株矮化, 剥开接合部树皮可

见木质部间有一圈缢缩线,受强风等外力推动, 病树

砧穗接合处易断裂, 断裂面光滑。病毒是绝对寄生

物,在生产实践中缺少有效的防治药剂, 种植无病毒

苗木是防治柑桔碎叶病的一种非常重要的措施。因

此,对无性繁殖材料及在发病早期进行快速准确的

检测诊断十分重要。

1  检测方法

1. 1  生物学检测  生物学检测法又叫指示植物检
测法,通常在隔离温室或网室进行。该方法简单、易

行,不需要昂贵的设备, 且结果直观,鉴定结果可靠,

能准确地反映病毒的生物学特性。到目前为止, 指

示植物鉴定仍是 CTLV 鉴定的重要依据和手段之

一。常用的木本指示植物有腊斯克枳橙、特洛亚枳

橙、卡里佐枳橙和厚皮来檬等, 主要症状为叶片变

小, 产生黄白色斑点, 叶缘破碎和扭曲畸形; 常用的

草本指示植物有豇豆、昆诺藜、苋色藜和克里夫兰烟

等, 豇豆上表现为红褐色枯斑,昆诺藜和苋色藜上为

系统性坏死和花叶, 克里夫兰烟则为系统斑驳和轻

花叶。张天淼等用木本指示植物和草本指示植物检

测出浙江黄岩栽培的本地早、少核本地早、槾桔、早

桔、朱红、乳桔、椪柑、北京柠檬、兴津温州蜜柑和柳

橙等 10 个品种都感染了 CT LV [ 2]。谢佩华等用指

示植物检测显示柑桔碎叶病在浙江省南部的瓯海、

瑞安、平阳、苍南、永嘉和鹿城等地的一些柑桔园中

已有发生, 并造成危害柑桔区的发生情况[ 3]。何新

华等用指示植物鉴定了中国农业科学院柑桔研究所
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3  讨论

  试验结果表明,分离柑桔溃疡病菌时, 用酒精消

毒处理的时间控制在 9 秒钟左右较合适, 能够较快

得到目标菌株。另外, 用 70%酒精擦拭病斑后, 用

镊子夹住叶片,经酒精火焰消毒也可以分离到柑桔

溃疡病菌,但也容易得到较多杂菌。考虑到升汞对

人体有害,因此, 在以后的研究过程中, 建议用 70%

酒精消毒 9 秒钟左右来分离柑桔溃疡病菌。溃疡病

离体接种时,要注意保湿处理, 这样有利于接种部位

迅速产生病斑。在试验过程中, 笔者在室内用针刺

接种的方法,尝试将病菌接种给柑桔植株, 但植株未

产生病斑,可能是由于湿度不适所致, 具体原因还需

要进一步研究。
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从国外引进的 27 个柑桔品种, 发现其均不带

CT LV [ 4]。

1. 2 血清学检测  血清学方法是检测植物病毒最
为常用和有效的手段之一。王小凤等从草本寄主昆

诺藜中提纯了 ASGV , 制备了抗血清, 采用 ELISA

法检测该病毒[5]。

1. 3  分子生物学检测  通过 PCR检测病毒核酸来

证实病毒的存在,比血清学方法的灵敏度更高, 检测

病毒的范围更广,可以检测各种病毒、类病毒, 并且

可进行大批量的样本检测。PCR 检测方法是 20 世

纪 80 年代中期发展起来的体外核酸扩增技术, 具有

特异、敏感、产率高、快速、简便、重复性好、易自动化

等突出优点。Magome、Osvaldo、黄训才等成功地扩

增出 CTLV 的特异性片段[6- 8]。

  半巢式 PCR:利用两套 PCR 巢式引物进行了两

轮 PCR扩增反应,半巢式 PCR 降低了扩增多个靶

位点的可能性, 增加了检测的灵敏性和可靠性。

Hailstones 等建立的 CTLV 半巢式 RT- PCR体系的

灵敏度比 ELISA 至少高 500 倍, 可直接检测田间样

品[9]。唐科志等结合周常勇等建立的微量快速核酸

抽提法并对 H ailstones 等的方法加以改进, 进行了

感病植株的周年检测, 证明利用半巢式 RT-PCR 全

年均可检测出 CTLV[ 10]。

  多重 PCR: 可同时检测多种病原微生物, 大大

节约了检测时间,提高了检测效率。Ito 等建立的多

重 RT-PCR技术可同时检测 6 种柑桔类病毒和

CT LV [ 11]。Kakao 等应用该技术调查了柑桔类病毒

病害和柑桔碎叶病在日本的分布, 发现 CT LV 在日

本只有零星分布[ 12]。Menzal等及肖远辉等分别建

立了 检 测 CTLV 和 其 他 果 树 病 毒 的 多 重

RT-PCR[ 13, 14]。

  免疫捕捉 PCR: 是将 RT-PCR 与 ELISA 相结

合的检测方法, 在进行 RT-PCR 扩增反应前, 利用

病毒转化性抗体与病毒抗原相结合的原理, 将目标

病毒固定在微管或微板等固相上, 而不需要提取核

酸。Kusano Na rio 等建立了可用于检测 CT LV 的

一步法 IC-RT-PCR 技术[15]。

2  防治
柑桔碎叶病为病毒性病害, 目前尚无有效的防

治药物,选择与培育无病毒母株、定植无病毒苗木等

方法是防止该病害发生的有效途径。在苗圃, 为避

免人为造成汁液传播, 应注意工具消毒和免用手指

抹芽(梢)。对修枝剪和嫁接刀等工具可用 20% 家

用漂白粉溶液(含 1. 05%次氯酸钠)或 1%次氯酸钠

溶液(即安替福民)浸渍消毒, 并立即用清水冲洗后

擦干, 然后应用。对于已受柑桔碎叶病侵染且表现

嫁接部障碍的枳砧柑桔树, 采用靠接耐病砧木(如红

桔)的办法,可在一定程度上恢复树势。
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