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柑桔衰退病毒(Ci tru : tris te za vi 。 : ,

CT V )广

泛分布于世界各柑桔产区
,

迄今已经摧毁了一亿株

柑桔
,

目前仍然严重威胁着以酸橙作砧木的柑桔产

区和对茎陷点型 CT V 敏感的葡萄袖
、

袖类和某些

甜橙的安全川
。

我国广泛分布着 c T v 的多种强毒

株
,

随着近年来柑桔产业结构调整的深人
,

茎陷点

型 C T V 对袖类和某些甜橙的危害正变得 日益严

峻 [ 2 〕
。

国外的经验表明
,

弱毒株交叉保护(MSC P )

是 目前防治茎陷点型 C T V 最有效手段〔3〕
。

C T V 属于长线形病毒属 (曰
口ste ro vi ru ,

)
,

基因

组为 19 29 6 个核昔酸组成的正义单链 R N A
,

具有

12 个开放读码框 (ORF )
,

可 以编码 17 种蛋白质
,

其中 25 切
a 和 27 kD

a
外壳蛋 白分别包裹着约

95 % 和 5 % 的病毒区域风
5 〕

。

c T v 存在着复杂的

株系分化现象
,

不同的 C T V 分离株能够引起包括

茎陷点
、

酸橙砧木的快速死亡在内的多种症状 [e]
。

在弱毒株筛选时
,

除传统的指示植物鉴定外〔’〕
,

还

有单克隆抗体检测 [“了
、

反转录 一 多聚酶链式反应

(RT
一

Pc R ) 分 析 [0]
、

限 制性 片 段 长度 多 态 性

(R FLP )分析〔‘o 〕
、

单链构象多态性 (sse P )分析 [川

和序列分析 [”〕等快速检测方法
。

国外广泛运用

C T V 的 P2 5 / 万认f 1 R FLP 组群分析
,

以及对位于 3
‘

端比较保守的如决定寄主范围的 P2 3
、

与内含体形

成有关的 PZ O 以及与移动相关的 p18 等致病相关

基因进行序列分析
,

从而加快对 C T V 弱毒株的筛

选速度仁“
一 ’4 〕

。

由于 目前尚未建立适合我国国情的

C T V 致病力快速检测体系
,

因此在本研究中对 n

个国内外 C T V 分离株进行了 P2 5 / 刀艺刀 f l组群分

析
,

并结合 4 个国外代表性分离株进行了 P2 3 和

P1 8 基因序列 比对
。

材料与方法

,
.

1 实验材料

CT3
、

C劝 采自四川
,

CT4
、

C T 10 和 C T 14 采自

重庆
,

C T 15 采自湖北
,

Jan l
、

Jan Z 和 Jan 3 (暂命名)

来自日本
,

珑
r吐A C 由巴西 C en tr o d e C itri c u ltru

a

Sylv io Mere ira 研究院的 Mare
o s A

.

Mac h ad o
教授

赠送
,

PB 61 由澳大利亚 SMA T 实验室的 Pa tri ci a

Bar kle y 赠送
。

C钩
、

CT 10 在指示植物上不表现症

状
,

Jan l
、

Ja n Z
、

Pe
raI A C 和 PB 61 为国外保护株

,

其

余 5 个分离株在指示植物上都表现严重症状
。

以

上毒源保存在中国农科院柑桔研究所病毒组
。

1
.

2 P2 5
、

P2 3 和 P1 8 基因的合成和扩增

按照周常勇等〔’S J的方法提取样品总核酸
,

并

分别依据 Gi lli ng s 等 [ ’“〕和周常勇等【‘“]的方法合成

特异性引物 CPI (A T G G A c G A c G A A A c A A A G )
、

CP3 (T C A A CG T G T G TT G A A T I, T )
、

P2 3 f (A T G
-
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G A T AA T A CT A G C G G A C A )
、

P2 3r ( TC A G A T

G A A G T G G T G TT CA C )
、

P18 f(A T G T CA G G C A G
-

CTT G G G A A A )和 plBr (C T A A G T C A CG CT A A A
-

CA AA G )
,

在 T

~ ~ 型 PC R 仪 (w h atMan )上进

行扩增
。

PC R 产物经 1
.

5 % 琼脂糖凝胶电泳后
,

用

G ez D o e翔 E Q 型凝胶成像系统 (B io
一

R ad )观察

结果
。

1
.

3 RFLP分析

将 P2 5 扩增产物 与限制性 内切 酶 Hi nf l

(R ℃me ga) 反应体系相混合
,

37 ℃下酶切 l h 后进

行 3 % 超纯琼脂糖凝胶电泳仁‘“」
。

澳乙锭染色后观

察酶切图谱
。

1
.

4 序列分析

P2 3 和 pls 基因的扩增产物经 PC R 产物纯化

试剂盒 (R O m eg a
)纯化后

,

使用升级后的 BEC K
-

M A N CE QZ O以〕型测序仪进行测序
,

测序结果用

D N A sta r
整理测序峰值后

,

经 CL IJS TAL W 处理
,

最后分别利用 BIO E d it 7
.

0 中 se q u e n ee

Ide
n ti玄y

加纽tri x
进行最大相似性分析洲田G A 3

.

0 中 N七igh bor
-

Jni ni n g T ree 进行系统进化树分析
,

T re e

vie w 1
.

6
.

6

生成进化树
。

测序工作在中国农科院柑桔研究所

脱毒中心进行
。

且 P2 3 序列之间的最大相似性都高于 0
.

99 1 ; c邪

与来源四力}的另一 C T V 分离株 C和 最大相似性

最高
,

达 0
.

987
,

与来源于重庆的 CT4 和 CT 14 的

最大相似性也为 0
.

g n 和 0
.

9 18
,

三者都为强毒

株
,

而 CT3 与来源于湖北的强毒株 CT 15 的最大相

似性仅为 0
.

89 0
,

可见
,

来源相同的 C T V 分离株基

因序列同源性最高
,

生物学性状相似的 CT V 分离

株基因序列具有较高的同源性 ; 并且在进行 了

P2 5 / Hi nf 1 R FLP 组群分析的 n 个 CT V 分离株

中
,

具有相同 P2 5/ Hi nf 1 R FLP 组群的 c T v 分离

株之间比不同的 P2 5/ Hi nf 1 R FL p 组群也具有更

高的最大相似性 ;在对 p ls 进行最大相似性分析时

也得出了类似的结果 (表 1 )
。

在使用 Ne ig hbo
r 一Joi ni ng T re e 绘制的 p2 3 进化

树中
,

15 个 CT V 分离株分为了 3 个类群
,

CT3 和

C丁9 为第 l 类群
,

CT 10
、

T3 6
、

C T 15 和 PB 6 1 为第 2

类群
,

其余 9 个为第 3 类群 ;在根据 p ls 绘制的进

化树中也有 3 个类群
,

T3 6
、

cT 10 和 PB 61 为第 l

类群
,

口15
、

C刊 和 CT 3 为第 2 类群
,

其余为第 3

类群
。

从 2 个进化树 中可 以发现
,

来源相 同的
CT V 分离株在同一簇上

,

具有更为紧密的亲缘关

系 (图 1 )
。

2 结果与分析

2
.

1 R FLP 分析

根据 Gi ili ng
s
等仁’“〕对 c T v 的 R FLP 分群标

准
,

CT3
、

C , 和 Per aIA c 为 P2 5从叮
月f I R FLP 第 6

组群 ; CT1 4 和 3 个日本分离株为 P2 5/ 去儿n f l R FLP

第3 组群 ;CT 4
、

CT1 5 为P2 5/ Hi nf 1 R FLp 第 1 和 3

组群 ;
CT 10 与PB 61 分别为 p25 / 万动f 1 R FLp 第 4

、

5 组群
。

2
.

2 序列分析

测序结果与从 N CBI 数据库中下 载的苗黄型

CT V N u ag A (AB0 463 98 )
、

茎 陷 点 型 C T V V T

(U 56 90 2) 和 SY 5 6 8 (A R M〕1 623 )以及速衰型 CTV
鸦 6 (U 1 6 0 3 4 )这 4 个国外代表性 CT v 分离株的

P2 3 和 pls 序列进行最大相似性分析发现
,

这 15

个 CT v 分离株 P2 3
、

pls 的最大相似性分别约为
0

.

88 3 一 0
.

9 9 5 和 0
.

8 8 8 一 0
.

9 9 0
。

来源于 日本的 3

个 c T v 分离株都为 P2 5/ Hi nf 1 R FLP 第 6 组群
,

并

3 讨论

C T v 具有复杂的株系分化现象
,

传统的指示

植物筛选方法周期长
,

工作量大
,

因此需要运用分

子生物学方法对 CT v 进行快速筛选
。

由于 c T v

的核酸序列在 3
’

端具有较高的保守性
,

而 5
‘

端的

保守性不足 4 0 %
,

因此 3
‘

端 P2 5
、

P2 3 等基因往往

成为进行株系分析的对象〔”〕。 Gi lli ng
s
等仁叫 运用

P2 5 / Hi
n f 1 R FLP 组群分析将 CT V 分为了 7 个组

群
,

其中P2 5您打九f 1 R FLP 第 4 和 5 组群中存在潜

在保护株
。

K o n g 等〔‘, ] 利用不同 C T v 株系中 p is

和P2 0 基因上的差异从 中筛选 出弱毒株
。

Sam
-

ba de 等〔‘, 〕对 15 个 cT v 分离株的 P2 3 进行了系统

发育树分析
,

从而对 C T V 的生物学特性进行初步

评估
。

本研究通过 对 n 个 CT V 分离株进行 P2 5/

方动f 1 R FL P组群分析
,

以及与 4 个国外 C T v 分离

株进行 P2 3
、

p18 序列分析
,

结果表明
,

来源相伺或

具有相同 P2 5/ H i矛忿f 1 R FLP 组群的 CT V 分离株

具有较高的最大相似性
。

在本研究中序列分析的分
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类鉴定效果不如国外的报道原因可能是
,

本研究中

使用的 CT V 分离株不具备国外典型 C T V 分离株

的特点 ;或者是国内样品混合感染 C T v 的程度比

国外样品复杂
,

而在测序中只有主要株系被检测出

来所造成的
。

由于 M SC P 的防治效果与免疫株系

和强毒株的亲缘关系有关
,

因此在本研究中 c T v

分离株表现出的地域差异可能是造成 MsCP 存在

地域专化性的原因 ; 而强毒分离株 c T 3 与弱毒分

离株 C钩 具有很高的同源性
,

这意味着 C劝 可能

对 CT3 流行地区 的柑桔衰退病具有一定的防治

作用 〔‘6 ]
。

随着我国柑桔产业的迅猛发展
,

CT V 茎陷点

型强毒株对抽类和某些甜橙的危害已 日益严重
,

本

研究结果将有助于建立我国 自己的标准 c T v 检测

体系
,

从而为加快筛选具有潜在保护作用的 c T v

弱毒株
,

以及引进国外保护株提供技术支持
,

进而

最终运用 MS CP 防治茎陷点型柑桔衰退病
,

为我

国柑桔产业健康
、

持续的发展提供保障
。
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