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摘要: 从采自贵州感染了啤酒花矮化类病毒 (H op stunt viroid, HSVd) 的柑桔植株中抽提总核酸, 通过一对鉴

别引物, 经 RT-PCR扩增初步筛选出柑桔木质陷孔病类病毒 (Citrus cachex ia viroid, CCaVd)。扩增该类病毒的

全长核苷酸片段, 通过克隆和测序, 结果发现, 该片段全长 298 bp, 与 GenBank中报道的木质陷孔病类病毒

分离物同源性达到 96%以上。这是中国发生的木质陷孔病类病毒的分子生物学特征的首次报道。
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Abstract: C itrus cachex ia viroid ( CCaVd) w as detected from hop stunt viroid (HSVd) infected citrus

co llected from Gouzhou by RT- PCR w ith a discrim ination primer pair. The ful-l leng th fragment of the

CC aV d iso late w as amplif ied by a pa ir o f spec ific prim er. C lon ing and sequenc ing o f the fragment re-

vealed it w as 298 bp long w ith above 96% identity compared w ith repo rted sequences of CCaVd in

GenBank. This is the first report on the molecu lar characteristics of CCaVd in Ch ina.
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  柑桔木质陷孔病类病毒 ( C itrus cachex ia vir-

oid, CCaVd) 是引起柑桔病害的一类重要病原因

子, 主要为害宽皮柑桔、宽皮柑桔的某些杂交种

(桔橙和桔柚 )、阿来檬、兰普来檬和金柑, 引起

植株矮化、褪绿, 严重时甚至全株死亡
[ 1, 2 ]
。

柑桔木质陷孔病类病毒属于啤酒花矮化类病

毒 (H op stunt viroid, HSVd) 核苷酸序列变异株中

的一类, 主要包括柑桔类病毒-IIb ( CVd-IIb) 和

柑桔类 病 毒-IIc ( CVd-IIc )
[ 2, 3]
。 CCaVd 与非

CCaVd的 HSVd变异株在可变区 ( V ariab le do-

m ain, V区 ) 上有 5~ 6个核苷酸的差异, 这些核

苷酸位点的差异在很大程度上决定了 HSVd变异

株的致病力强弱
[ 4, 5]
。木质陷孔病主要分布在地

中海地区, 在其它不少地区亦有发生。 RIZZA



等
[ 6]
首次检测到我国湖南省有该病发生, 但未见

进一步研究报道。本研究应用鉴别引物, 利用

RT-PCR技术, 从收集的 90个 HSVd毒源中检测

到一个 CCaVd分离物, 将其命名为 Ca-GZ-01, 并

对其分子生物学特征进行初步分析。

1 材料与方法

111 材料

HSVd分离物采自四川省眉山市、重庆市北

碚区、贵州省罗甸县和江西省赣州市, 寄主为甜

橙、宽皮柑桔及其杂交种。所有分离物嫁接接种

于甜橙实生苗, 保存于西南大学柑桔研究所网室。

CCaV d阳性对照由土耳其 µukurova大学 ; NELGE

博士提供。

112 引物设计

根据 YANG 等
[ 7]
设 计 的 引 物 H SVd-R:

CCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGT 和 HSVd-F:

GGCAACTCTTCTCAGAATCCAGC, 扩增 HSV d的

全长序列, 片段大小约为 302 bp。参照 BERNAD

和 DURAN-V ILA
[ 8]
设计的 HSV d株系鉴别引物

CCaV d-R: GGGGCTCCTTTCTCAGG TAAGTC和

CCaV d-F: GAATCCAGCGGGGGCGTG, 来区分

木质陷孔病和非木质陷孔病, 扩增片段大小约

为 283 bp。引物由上海生工生物工程有限公司

合成。

113 总核酸提取和一步法 RT-PCR

总核酸的提取参照周常勇等
[ 9]
的微量快速提

取法。扩增反应总体积为 10 LL, 取 1 LL总核酸

94 e 变性 5m in, 立即冰浴, 之后加入 9 LL的反

应混合液: 118 LL水, 5 LL 2 X缓冲液, 116 LL
M gSO4 ( 5mmo l/L ) , 引物各 012LL ( 10 Lmo l/L )

和 012 LL RT-Taq酶 ( Inv itrogen公司 )。RT-PCR

反应在 B iometra PCR扩增仪 (德国 W hatman公

司 ) 上进行, 50 e 反转录 30 m in 后, 94 e

2m in; 然后 94 e 30 s, 58 e 30 s, 72 e 45 s,

共 35个循环; 最后 72 e 延伸 7m in。取 4 LL扩

增产物进行 115%琼脂糖电泳检测。
114 克隆和序列分析

用 B iosp in G el Ex traction K it ( B ioflux公司 )

回收目的 DNA片段, 将目的片段连接到 pGEM T-

easy vector ( Promega ), 转化大肠杆菌感受态细

胞。经蓝白斑筛选, 挑取白色菌落培养, 提取质

粒, 通过 PCR和酶切鉴定阳性克隆。测序在西南

大学柑桔研究所 Beckman 2000XL测序仪上进行,

测序结果用 DNAS tar整理测序峰值后, 提交到

GenBank。从 NCB I数据库中下载美国加利福尼亚

CCaVd 分 离 物 Ca902 ( GenBank 登 录 号:

AF213488)、Ca903 ( AF131251) 和 Ca905 (又名

CVd - IIc, AF131250), 法国科西嘉岛 X-701分

离物 ( AF213484 ), 西班牙 的 X-715 分离物

( AF213501) , 以及中国湖南的 CVdII- HN - 01

分离物 ( EU131154 ) 的核苷酸序列。序列用

B ioEdit710软件进行分析比对。

2 结果与分析

211 CCaVd的 RT- PCR鉴定

利用鉴别引物 CCaV d-R 和 CCaVd-F, 通过

RT-PCR对毒源库中保存的 HSVd毒源进行 RT-

PCR检测, 结果在来源于贵州罗甸的纽荷尔脐橙

和阳性对照中检测到 283 bp的特异性条带, 负对

照无扩增条带 (图 1)。

212 CCaVd的全长 RT-PCR扩增

利用引物 HSVd-R和 HSV d-F, 对所提取的

Ca-GZ-01分离物总核酸进行 RT-PCR全长扩增,

得到了 302 bp的预期条带, 负对照无扩增条带

(图 2)。
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213 全长 RT-PCR产物克隆及序列分析

经 PCR和酶切鉴定筛选重组阳性克隆进行测

序, 结果表明该插入片段为 298bp ( GenBank登

录号为 EU104682)。从 NCB I数据库中下载了来

自美国、法国、西班牙的代表性 CCaVd分离物

(分别属于 CVd-IIb和 CVd-IIc ), 以及湖南的非

CCaV d的 HSVd分离物的核苷酸序列, 与 Ca-GZ-

01分离物进行比对 (图 3)。结果表明 Ca-GZ-01

与 Ca902, C a903, X-701和 X-715的序列相似性

大于 9813%, 其中与 Ca902分离物的同源性达到

9913% ; 与 Ca905 ( CVd-IIc ) 的序列相似性为

9616% ; 与 CVdII-HN-01 的 序 列 相 似 性 为

9613%。其中阴影部分所示的 5个核苷酸位点的

差异是区分 CCaVd与非 CCaVd的主要依据。

3 讨论

柑桔木质陷孔病类病毒的分布较为广泛, 目

前在美国、西班牙、土耳其、澳大利亚和日本等

国家都有报道。我国在 2007年才报道有 CCaVd

的发生
[ 6]
, 针对该病在我国的发生、危害、流行

规律, 以及分子生物学特征的研究甚少, 因此对

该病开展研究显得尤为重要。
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HSVd序列变异株包括 CV d-IIa ( 302 nt )、

CVd-IIb ( 299 n t) 和 CVd-IIc ( 297 nt) , 其中 CVd-

IIb和 CV d-IIc属于 CCaVd变异株, 而 CVd-IIa则

为非 CCaVd 变异株
[ 10]
。 CCaVd 变 异株与非

CCaV d变异株在序列上的差异较小, 区分两者的

主要依据是 V区 5个核苷酸位点的差异 (从非

CCaV d到 CCaVd: A107 y G, -A 109, -A 115, -U 188,

U 193y C )。 CVd- IIb和 CVd- IIc存在相似的生物

学特性, 两者在序列上的差异主要集中在致病区

( Pathogenic doma in, P区 ) 的核苷酸上
[ 3]
。近年

来, 笔者从来源于 4个省的大量 HSVd毒源中鉴

定筛选到 1个 CCaVd分离物 ( Ca-GZ-01), 对其

扩增后克隆测序, 序列分析表明其与国外已报道

的部分 CVd-IIb分离物序列同源性达到 99%以上,

与 CVd- IIc的核苷酸差异主要在 P区, 且与非

CCaV d的湖南分离株在 V区的对应位点上有 5个

核苷酸的差异 (图 3) , 表明贵州分离物 Ca-GZ-01

属于 CVd-IIb。同时研究结果也证明我国除湖南外

其它地区亦有该病发生, 但其分布可能不广, 目

前在田间感染柑桔植株的类病毒中不属于优势

种群。

本研究是对中国的 CCaVd分离物分子生物

学特征的首次报道, 将为后续的工作提供研究

基础。
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