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摘要　柑橘黄龙病是世界范围具有毁灭性危害的柑橘细菌性病害，在我国大部分柑橘产区发生，严重制约了我国

柑橘产业的发展。本文根据黄龙病病原物亚洲韧皮杆菌核糖体１６ＳｒＲＮＡ基因设计了１对ＰＣＲ引物ＨＬＢＦ４６８／

ＨＬＢＲ８７７，并以此为基础建立了常规ＰＣＲ反应体系，确定了检测体系的特异性和灵敏度。结果表明该体系的检

测灵敏度比先前报道的常规ＰＣＲ方法有了明显提高。利用建立的ＰＣＲ体系完成了对广东和广西两省区果园柑

橘黄龙病的抽样检测。本研究建立的常规ＰＣＲ方法可以作为一种简便、准确、灵敏的检测技术应用于柑橘黄龙

病的早期诊断。
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　　柑橘黄龙病（ｃｉｔｒｕｓＨｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ，ＨＬＢ）是世

界范围具有毁灭性危害的柑橘细菌性病害，在我国

大部分柑橘产区发生，并造成巨大损失，严重制约了

我国柑橘产业的生存与健康发展［１２］。柑橘黄龙病

的病原物已于１９９４年被确定为韧皮部杆菌属类细

菌“犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒｓｐｐ．”，是一种限于筛

管组织内寄生的革兰氏阴性细菌。根据耐热性和地

理分布分为三个种：亚洲种犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔ

ｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ，非洲种犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｆｒｉｃａ

ｎｕｓ和美洲种犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｍｅｒｉｃａｎｕｓ。

在我国分布的是亚洲韧皮部杆菌 犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊

Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ。柑橘黄龙病的传播与症状

表现具有较长的潜伏期（一般为３至８个月），这使

得该病的防治和早期诊断工作变得十分困难［３５］，

为此，建立成本低廉、操作简便、结果稳定且可靠

的快速的柑橘黄龙病早期诊断技术，对于防止柑橘

黄龙病进一步扩散传播，减少果农经济损失具有重

大意义。

ＰＣＲ检测灵敏度和可信度高，可批量进行，除

了能对显症的植物组织中的病原进行定性和定量分

析外，还能对未显症的植物材料、媒介昆虫中的病原

物进行检测，目前已成为植物病虫害诊断的可靠方

法之一［４］。近年来，国内外研究人员利用常规ＰＣＲ

检测方法开展了对柚、柑、橙、橘等果园主要栽培的
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芸香科果树品种的柑橘黄龙病诊断工作，一般情况

下可以完成对黄龙病的快速准确检测［６１４］。但由于

黄龙病病原菌在柑橘植株体内含量较低且分布不均

匀，常规ＰＣＲ检测结果会出现假阴性，影响了其在

黄龙病早期诊断中应用的可靠性。本研究通过设计

筛选黄龙病病原物特异性引物对，优化常规ＰＣＲ体

系与反应条件，以提高常规ＰＣＲ检测方法的灵敏

度，以期为黄龙病早期诊断提供一种简便可靠的常

规ＰＣＲ检测方法。

１　材料与方法

１．１　供试材料

黄龙病阳性样品：采自广东康士生物科技股份

有限公司江门市新会果园内具有典型黄龙病斑驳症

状的柑橘树叶片。

黄龙病阴性样品：为广州市齐美植物保护有限

公司提供的柑橘脱毒苗叶片。

特异性测试对照样品：包括笔者从柑橘叶面分

离培养的腐生菌，以及由中国农业大学植物保护学

院提供的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌。

空白对照样品：ＤＮａｓｅ／ＲＮａｓｅＦｒｅｅ去离子水

（ＲＴ１２１），购自天根生化科技（北京）有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　引物设计

在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中检索亚洲韧皮部杆菌犆犪狀

犱犻犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ及其同属其他菌种序列

长度大于１０００ｂｐ的１６ＳｒＲＮＡ基因同源序列（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号分别为：ＤＱ４３２００５．１、ＡＢ０３８３６９．１、ＡＹ

９１９３１１．１、ＡＪ５４２５４５．１、ＫＦ９２６８１７．１和ＫＴ２７３２８０．１），

对获得的所有基因片段序列用ＤＮＡＭＡＮ软件进

行多序列比对，寻找亚洲韧皮部杆菌的保守位点，同

时该保守位点又能特异地区分同属其他种类，在该

位点人工设计引物，利用Ｏｌｉｇｏ７．０软件对引物进行

评估。通过预试验筛选出最佳引物对 ＨＬＢＦ４６８／

ＨＬＢＲ８７７（ＨＬＢＦ４６８：５′ＧＣＧＡＴＴＡＡＧＴＴＡＧＡＧ

ＧＴＧＡ３′；ＨＬＢＲ８７７：５′ＴＡＣＣＡＴＣＴＣＴＧＡＴＡＴ

ＣＧＴＣＣＴＡＴＡ３′），预期扩增片段长度为４３３ｂｐ。

引物由上海生工生物工程有限公司合成。

１．２．２　ＤＮＡ提取

柑橘叶片组织：分别称取０．１ｇ柑橘叶中脉及叶

柄置于２．０ｍＬ的离心管中，使用ＢｕｌｌｅｔＢｌｅｎｄｅｒ

ＧＯＬＤ２４组织细胞破碎仪进行样品粉碎，然后使用

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒［ＤＰ３０５，天根生化科

技（北京）有限公司］进行基因组ＤＮＡ提取，具体操

作流程参照试剂盒说明书。

菌液：分离培养的柑橘叶面腐生菌、大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌，使用细菌基因组ＤＮＡ提取试剂

盒［ＤＰ３０２，天根生化科技（北京）有限公司］进行基

因组ＤＮＡ提取，具体操作流程参照试剂盒说明书。

１．２．３　ＰＣＲ扩增和产物测序

使用筛选出的引物对 ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７进

行ＰＣＲ扩增，通过不断调整ＰＣＲ反应试剂用量以

及退火温度、时间等，最终确定ＰＣＲ反应体系总体

积为３０μＬ，具体包括：２×犜犪狇ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

［ＫＴ２０１，天根生化科技（北京）有限公司］１５．０μＬ，

１０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１１μＬ，模

板２．０μＬ。反应条件为９５℃预变性３ｍｉｎ后进行

４０次ＰＣＲ循环：９５℃变性３０ｓ，５５℃退火延伸３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ；最后７２℃延伸３ｍｉｎ，ＰＣＲ产物保存

于４℃。扩增反应结束后，取５μＬＰＣＲ扩增产物在

１．０％琼脂糖凝胶（已加入ＳＹＢＧｒｅｅｎ荧光染料）上

进行电泳检测，在紫外灯下观察结果。将出现条带

的ＰＣＲ产物委托上海生工生物工程有限公司纯化

并进行双向测序，返回的测序结果进行ＢＬＡＳＴ比

对，以确定扩增产物是否为目的基因片段。

１．２．４　引物ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７的特异性检测

分别以黄龙病阳性样品、黄龙病阴性样品、柑橘

叶面腐生菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的ＤＮＡ

为模板，以ＤＮａｓｅ／ＲＮａｓｅＦｒｅｅ去离子水为空白对

照，利用引物对 ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７，按照１．２．３

的反应体系进行特异性检测。

１．２．５　引物对ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７的灵敏度检测

使用大量琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒

［ＤＰ２１０，天根生化科技（北京）有限公司］回收纯化

目的条带，具体操作流程参照说明书。用ＮａｎｏＤｒｏｐ

ＮＤ１０００分光光度计检测ＤＮＡ浓度，得到的ＤＮＡ

浓度为１１．７ｎｇ／μＬ，用于后续的灵敏度检测。

将浓度为１１．７ｎｇ／μＬ的ＤＮＡ用ＤＮａｓｅ／ＲＮａｓｅ

Ｆｒｅｅ去离子水按照１０倍梯度依次稀释为１．１７、

０．１１７、１．１７×１０－２、１．１７×１０－３、１．１７×１０－４、１．１７×

１０－５、１．１７×１０－６、１．１７×１０－７、１．１７×１０－８和１．１７

×１０－９ｎｇ／μＬ。以每种稀释液为模板，水为阴性对

照，用引物对ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７分别对不同浓度

的模板ＤＮＡ按照１．２．３中的反应体系和反应程序

·０５１·
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进行ＰＣＲ扩增。

１．２．６　引物对ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７与ＣＱＵＬＡ０３Ｆ／

ＣＱＵＬＡ０３Ｒ
［１５］的灵敏度对比

　　胡浩等
［１５］利用引物对ＣＱＵＬＡ０３Ｆ／ＣＱＵＬＡ０３Ｒ

进行黄龙病常规ＰＣＲ检测，该引物对的灵敏度为

４．３９×１０－１ｐｇ／μＬ，为国内记载的最高灵敏度。将

ＣＱＵＬＡ０３Ｆ／ＣＱＵＬＡ０３Ｒ和本研究筛选出的引物

对ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７进行灵敏度检测比较。

按１．２．２的方法提取黄龙病阳性柑橘树叶片的

基因组ＤＮＡ，并将其按１０倍梯度进行稀释，以各感

病叶片组织基因组ＤＮＡ稀释液为模板，分别用引

物对 ＣＱＵＬＡ０３Ｆ／ＣＱＵＬＡ０３Ｒ按照胡浩等
［１５］的

ＰＣＲ反应体系和本研究的引物对 ＨＬＢＦ４６８／ＨＬ

ＢＲ８７７按照１．２．３的ＰＣＲ反应体系进行扩增。

１．２．７　检测体系的应用

２０１６年６月，在广西恭城陈德全果园选取具有

明显黄龙病红鼻子果症状，已确诊感染柑橘黄龙病

的２株砂糖橘老树作为应用效果检验的阳性样本；

在广西恭城新建无黄龙病疫情的金燕子合作社和广

东新会果园，分别选取２株红心柚树和１株柠檬树

作为应用效果检验的阴性样本。检测时分别选取２

株感病砂糖橘树上未表现柑橘黄龙病症状的新生叶

和其他３株作为阴性样本的果树新生叶提取样本的

ＤＮＡ，然后应用本研究建立的ＰＣＲ检测方法进行

柑橘黄龙病早期诊断，验证本研究建立体系的检测

效果。

２　结果与分析

２．１　犘犆犚产物测序与相似性比对结果

委托上海生工生物工程有限公司对预期位置出

现特异性条带的ＰＣＲ产物进行纯化和双向测序，反

馈回来的测序文件经过ＤＮＡＭＡＮ进行正反向序

列拼接后所得序列信息在ＮＣＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ比

对（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）。比对结果显

示扩增片段序列与ＧｅｎＢａｎｋ中登记的亚洲韧皮部杆

菌１６ＳｒＲＮＡ基因片段（ＤＱ４３２００５．１、ＡＢ０３８３６９．１、

ＡＹ９１９３１１．１）信息相似度为１００％，证明扩增出来

的基因片段即为预期扩增的目的基因片段。

２．２　引物对 犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７的特异性检测

结果

　　ＰＣＲ产物经凝胶电泳检测后黄龙病阳性样品

在４３３ｂｐ位置出现特异片段；阴性样品、其他菌种

样品和空白对照未出现该特异片段（图１），表明设

计的引物ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７特异性好。

图１　引物对犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７的特异性检测结果

犉犻犵．１　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳狆狉犻犿犲狉狊犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７

２．３　引物对犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７的灵敏度检测结果

灵敏度检测结果表明，本研究确定的ＰＣＲ反应

体系可检测出稀释１０８倍的ＰＣＲ纯化产物，即目的

片段浓度达到１．１７×１０－７ｎｇ／μＬ的情况下，可以检

测出黄龙病阳性样品（图２）。

图２　引物对犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７的灵敏度检测结果

犉犻犵．２　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋狅犳狆狉犻犿犲狉狊犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７

２．４　犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７与犆犙犝犔犃０３犉／犆犙犝犔犃０３犚
［１５］

的灵敏度对比结果

　　按照胡浩等
［１５］的ＰＣＲ反应体系和本研究确定

的ＰＣＲ反应体系分别进行反应，扩增产物电泳结果

见图３和图４。结果显示前者在感病叶片组织基因

组ＤＮＡ稀释１０倍的情况下出现特异性条带；后者可

在感病叶片组织基因组ＤＮＡ稀释１０００倍的情况下

出现特异性条带。

·１５１·



２０１８

图３　引物对犆犙犝犔犃０３犉／犆犙犝犔犃０３犚的检测结果

犉犻犵．３　犜犲狊狋狅犳狆狉犻犿犲狉狊犆犙犝犔犃０３犉／犆犙犝犔犃０３犚

图４　引物对犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７的检测结果

犉犻犵．４　犜犲狊狋狅犳狆狉犻犿犲狉狊犎犔犅犉４６８／犎犔犅犚８７７

２．５　检测体系应用效果验证结果

应用本研究建立的柑橘黄龙病检测方法对广西

恭城、广东新会等地果园的果树进行柑橘黄龙病早

期诊断。结果如图５所示，检测结果与被测５株果

树实际情况一致，初步说明本检测方法能够从未表

现症状的感染黄龙病的果树的新生叶组织中检测出

柑橘黄龙病病原物，从而实现对柑橘黄龙病的早期

诊断和监测预警。同时根据我们的检测结果建议当

地果园负责人及时对感病树进行防治，防止柑橘黄

龙病的传播蔓延，以减少经济损失。

３　结论与讨论

本研究针对我国柑橘黄龙病，通过对病原物亚

洲韧皮杆菌特异性引物的设计筛选、常规ＰＣＲ反应

体系的优化，结合使用适当的植物基因组ＤＮＡ提

取方法，建立了一种能够高效检测柑橘黄龙病菌的

常规ＰＣＲ检测技术体系，为柑橘黄龙病的早期诊断

提供了一种简便、准确、可靠的检测方法。

图５　果园柑橘黄龙病抽样检测结果

犉犻犵．５　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犎犔犅犳狉狅犿狋犺犲狊犪犿狆犾犲狊犻狀狅狉犮犺犪狉犱犫狔犘犆犚

ＰＣＲ技术具有操作简单、快速、准确、灵敏的特

点，在植物病原微生物的检测鉴定方面已得到广泛

应用。但柑橘黄龙病病原菌主要寄生于寄主植物的

维管束细胞中，在寄主体内含量较少且分布不均匀，

同时无法通过离体培养的方式进行繁殖，使得提取

到的病原微生物ＤＮＡ太少，造成ＰＣＲ检测结果出

现假阴性。因此，常规ＰＣＲ技术的灵敏度高低决定

了该方法检测柑橘黄龙病结果的可靠性，但目前国

内多数报道的黄龙病常规ＰＣＲ检测技术缺乏灵敏

度的检验［１６１８］，本研究设计筛选出的引物对

ＨＬＢＦ４６８／ＨＬＢＲ８７７对我国柑橘黄龙病病原物亚

洲韧皮杆菌具有较高的特异性及更高的灵敏度，检

测灵敏度比国内文献记载的黄龙病菌常规ＰＣＲ检

测方法的灵敏度有了明显的提高。灵敏度的提高将

有效避免应用常规ＰＣＲ检测出现假阴性的情况，能

够满足黄龙病早期诊断的需要。

虽然黄龙病的巢式ＰＣＲ和实时荧光定量ＰＣＲ

检测方法相较于常规ＰＣＲ的灵敏度更高
［１９２４］，但是

巢式ＰＣＲ完成一次检测需要进行两轮ＰＣＲ反应，

检测所用时间及成本至少为常规ＰＣＲ方法的２倍。

而实时荧光定量ＰＣＲ的检测过程涉及一些较高端

的仪器设备，检测成本也较高，更适合作为监测黄龙

病病原物动态变化的研究方法。我们认为基于基因

片段序列差异而设计的种特异性引物的常规ＰＣＲ

·２５１·
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检测方法，具有简便、快速、准确的特点，只要引物设

计合理，扩增片段长度适中，就能获得较好的效果，

更适于推广应用。

参考文献

［１］　陈凯男，李充壁．柑橘黄龙病研究概况［Ｊ］．浙江农业科学，

２０１５，５６（７）：１０４８ １０５０．

［２］　李雪燕，项宇，胡文召．中国柑橘黄龙病发生情况及防治现状

［Ｊ］．中国植保导刊，２０１１，３１（４）：１４ １６．

［３］　ＣＯＬＥＴＴＡＦＩＬＨＯＨＤ，ＣＡＲＬＯＳＥＦ，ＡＬＶＥＳＫＣＳ，ｅｔ

ａｌ．Ｉｎｐｌａｎｔａｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄｇｒａｆｔｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｏｆ‘犆犪狀犱犻

犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ’ｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ［Ｊ］．

ＥｕｒｏｐｅａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１０，１２６（１）：５３ ６０．

［４］　许美容，陈燕玲，邓晓玲．柑橘黄龙病症状与“犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊

Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ”ＰＣＲ检测结果的相关性分析［Ｊ］．植物

病理学报，２０１６，４６（３）：３６７ ３７３．

［５］　高玉霞，卢占军，钟八莲，等．柑桔黄龙病常规ＰＣＲ检测４对引

物的特异性和灵敏度［Ｊ］．中国南方果树，２０１４，４３（１）：５ ８．

［６］　欧阳冬梅，蒋军喜，宋水林，等．应用ＰＣＲ和测序技术诊断吉

安和抚州两地区的柑橘黄龙病［Ｊ］．江西农业大学学报，２００９，

３１（６）：１０３５ １０３８．

［７］　张利平，陈国庆，王海琴，等．浙江柑橘黄龙病病原β操纵子

核糖体蛋白基因的ＰＣＲ检测及其序列比对［Ｊ］．植物保护，

２０１０，３６（１）：８０ ８２．

［８］　王春梅，张秋明，王红．湖南岳阳地区柑橘黄龙病ＰＣＲ检测

［Ｊ］．中国农学通报，２０１４，３０（１０）：３０３ ３０６．

［９］　郭丽英，郭雁君，麦丽瑶，等．肇庆、云浮地区砂糖橘黄龙病ＰＣＲ

快速检测技术的建立［Ｊ］．广东农业科学，２０１４（６）：９６ ９８．

［１０］杨毅，车海彦，曹学仁，等．海南柑橘黄龙病ＰＣＲ检测分析

［Ｊ］．甘肃农业，２０１５（２４）：５０ ５１．

［１１］胡龙娇，伍建榕，叶维雁，等．云南普文葡萄柚黄龙病病原分

子检测及鉴定［Ｊ］．中国南方果树，２０１５，４４（２）：１４ １７．

［１２］王红，张秋明，王春梅．湘南地区柑橘黄龙病的ＰＣＲ检测［Ｊ］．

湖南农业大学学报（自然科学版），２００７，３３（２）：１６４ １６６．

［１３］ＤＯＣＡＲＭＯＴＥＩＸＥＩＲＡＤ，ＤＡＮＥＴＪＬ，ＥＶＥＩＬＬＡＲＤＳ，ｅｔ

ａｌ．ＣｉｔｒｕｓＨｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇｉｎＳａｏＰａｕｌｏＳｔａｔｅ，Ｂｒａｚｉｌ：ＰＣＲｄｅ

ｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ‘犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊’Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ，２００５，１９

（３）：１７３ １７９．

［１４］ＴＥＩＸＥＩＲＡＤＣ，ＬＯＰＥＳＳＡ，ＹＡＭＡＭＯＴＯＰＴ，ｅｔａｌ．ＰＣＲ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｔｒｕｓ

ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇｉｎＳｏＰａｕｌｏＳｔａｔｅ，Ｂｒａｚｉｌ［Ｃ］／／ＨＩＬＦＭＥ，

ＤＵＲＡＮＶＩＬＡＮ，ＲＯＣＨＡＰＥＡ Ｍ Ａ．１６ｔｈＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆＣｉｔｒｕｓ ＶｉｒｏｌｏｇｉｓｔＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ．

ＩＯＣＶ，Ｒｉｖｅｒｓｉｄｅ，ＣＡ．２００５：４３２ ４３８．

［１５］胡浩，殷幼平，张利平，等．柑桔黄龙病的常规ＰＣＲ及荧光定

量ＰＣＲ检测［Ｊ］．中国农业科学，２００６，３９（１２）：２４９１ ２４９７．

［１６］孟祥春，钟云，刘岩，等．柑桔黄龙病ＰＣＲ快速检测技术的建

立与应用［Ｊ］．西北植物学报，２００７，２７（７）：１４６１ １４６３．

［１７］张伟．柑橘黄龙病ＰＣＲ检测技术研究［Ｊ］．生物灾害科学，

２０１２，３５（２）：１６４ １６８．

［１８］王春梅，张秋明，王红．柑橘黄龙病ＰＣＲ检测技术研究［Ｊ］．

湖南农业科学，２０１３（１５）：１３ １５．

［１９］ＬＩＷｅｎｂｉｎ，ＨＡＲＴＵＮＧＪＳ，ＬＥＶＹＬ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊犔犻犫犲狉犻犫犪犮狋犲狉

ｓｐｅｃｉｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｔｒｕｓＨｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００６，６６（１）：１０４ １１５．

［２０］ＫＡＷＡＩＴ，ＫＩＫＵＫＡＷＡＫ，ＳＡＳＡＫＩＴ，ｅｔａｌ．Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇｕｓｉｎｇｎｅｓｔｅｄＰＣＲ ［Ｊ］．Ｒｅ

ｓｅａｒｃｈＢｕｌｌｅｔｉｎｏｆｔｈｅＰｌａｎｔＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎＳｅｒｖｉｃｅ（Ｊａｐａｎ），２００７

（４３）：２７ ３２．

［２１］ＤＥＮＧＸｉａｏｌｉｎｇ，ＺＨＯＵＧｅｎ，ＬＩＨｕａｐｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊ＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓｆｒｏｍＷａｍｐｅｅ（犆犾犪狌狊犲狀犪犾犪狀

狊犻狌犿Ｓｋｅｅｌｓ）ｂｙｎｅｓｔｅｄＰＣＲ ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＨｅａｌｔｈＰｒｏｇｒｅｓｓ，

２００７，１０：１０９４．

［２２］邓崇岭，陈传武，赵小龙，等．用ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ检测广西黄皮与九

里香黄龙病病原［Ｊ］．中国农学通报，２０１０，２６（１７）：２７３ ２７６．

［２３］肖远辉，陈国平，傅翠娜．柑橘黄龙病实时荧光ＰＣＲ鉴定技

术研究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，３９（６）：３３３９ ３３４０．

［２４］黄宏明，王茜，徐宁，等．广西砂糖橘黄龙病亚洲种的Ｎｅｓｔｅｄ

ＰＣＲ检测［Ｊ］．南方农业学报，２０１３，４４（１２）：１９９７ ２０００．
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