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#是一种分泌蛋白$参与细菌菌毛的组装$表达量高'本研究

以感染柑橘黄龙病的海南琼海市绿橙叶片为材料提取总
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$用其菌毛装配蛋白基因!

9=9

#的特异引物进行

_:]

扩增$获得该基因的目的片段$序列分析表明海南琼海柑橘黄龙病菌
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基因与柑橘黄龙病菌亚洲种 !
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登录号"
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载体转化
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#
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UN_GM

诱导$目的蛋白主要以包涵体形式表达'目的蛋白经
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层析柱纯
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分析表明$
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多克

隆抗血清特异性强(以田间样品总蛋白做抗原时$能特异性检测染病样品'本研究为
_F_

蛋白功能研究和开发柑

橘黄龙病菌的蛋白检测产品提供研究基础'
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&是柑

橘类作物一种毁灭性病害(严重威胁着世界各地柑

橘类作物的生产#
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*目前该病害已相继在亚洲+非

洲+大洋洲和美洲的
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多个国家和地区报道(给柑

橘产业造成巨大的经济损失#
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*中国
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*近年来(随

着海南绿橙等柑橘类产业的快速发展(柑橘黄龙病

也随之而来并快速传播#
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*柑橘黄龙病的病原是一

种专性寄生于植物韧皮部的革兰氏阴性菌(属韧皮
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细菌分泌蛋白在其侵染宿主(引起宿主病变等

方面起到重要作用#
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&的蛋白分泌系统#
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柑橘黄龙病菌含有完整的类型
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蛋白分泌系统和不

完整的类型
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和类型
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蛋白分泌系统#
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前期(我们从感染
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&与菌毛组装有关#
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*本研究从感

染
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的海南绿橙中扩增出
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蛋白基因(序列

分析表明(
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基因与柑橘黄龙病菌亚洲种%
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*对该蛋白进行原核表达及抗血清制备(得到

了特异性强的
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抗血清(工作效价在
;k"CC

!

;k

;CCC

之间*以田间样品总蛋白做抗原时(能特异性

检测染病样品*本研究制备的
_F_

多抗血清为
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蛋白的功能研究和开发柑橘黄龙病菌的蛋白

检测产品提供重要基础*
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基因的克隆

以感染
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的绿橙叶片为材料(参照天根植物

基因组
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提取试剂盒操作说明书提取总
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表达载体的构建
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载体同时进行
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肠杆菌
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的固体
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平板上(

HAg

培养箱过夜培养进行抗性

筛选*挑取平板上的单克隆菌落(利用
_F_3Q

和

_F_3]

引物进行菌液
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鉴定(随机选取
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个片

段大小正确的单克隆菌落送往赛默飞世尔科技%中

国&有限公司进行双向测序*对测序正确的单克隆

菌落提取重组载体(进行双酶切验证*将经过测序

和双酶切验证的重组载体命名为
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蛋白的诱导表达及可溶性分析
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凝胶电泳检测*将纯化后的蛋白于
i/Cg

保存*

M>!>T

!

抗血清的制备

取纯化后溶于
;"C99$(

.

U

咪唑的
_F_

蛋白溶

液
/C

"

U

与
EC

"

U;l_O0

缓冲液混合(再与
;CC

"

U

弗氏不完全佐剂混匀(腹腔免疫小白鼠
;

次)而后每

隔
A2

腹腔免疫小白鼠
;

次(共
!

次%使用弗氏完全佐

剂&*最后
;

次免疫
!2

后(对小白鼠进行眼球取血(

室温放置
HC9*1

后(于
!g

静置过夜*

"CCC%

.

9*1

离

心
;C9*1

(取上层血清(分装后于
iECg

保存*同

时(使用
;l_O0

缓冲液作为对照免疫小白鼠(即对

照血清*

M>!>U

!

抗体效价检测及特异性检测

使用间接
PUN0F

法测定
_F_

多抗血清的效

价#

;"

$

*将获得
_F_

多抗血清分别按
;k"CC

+

;k

;CCC

+

;k"CCC

+

;k;CCCC

+

;k"CCCC

+

;k;CCCCC

的比

例进行稀释*将纯化后的
_F_

蛋白%用包被液
;k

;CCC

稀释&

;CC

"

U

加入到
LD

孔板中(

HAg

孵育
/'

)

;l_O0G

缓冲液洗涤
H

次(加入
/CC

"

U

的
;RO0F

封闭液(

HAg

封闭
/'

)重复洗涤
H

次(加入
;CC

"

U

稀释后的血清(

HAg

孵育
;'

)重复洗涤
H

次后加入

;CC

"

UI]_

标记的羊抗小鼠
N

)

M

%

;kHCCC

&(

HAg

孵育
HC9*1

)重复洗涤
H

次(随后加入
;CC

"

UG#O

底物显色液(避光条件显色
;"9*1

(最后加入
"C

"

U

的浓盐酸终止反应(使用酶标仪测定
<K

!"C

*

取纯化后溶于
;"C99$(

.

U

咪唑的
_F_

蛋白

溶液
/C

"

U

与等量体积的
/l0K0($,2*1

)

?688.%

混

合(

;CCg

煮沸
;C9*1

变性(进行
;/R0K03_FMP

凝胶电泳*电泳结束后(将蛋白凝胶和硝酸纤维素

膜%

W:

膜&预先用转膜液浸泡
"9*1

(放入半干转膜

仪中(电流
;F

转膜
/"9*1

*转膜完成后用
;l

GO0G

缓冲液清洗
W:

膜
H

次)

"R

脱脂奶粉封闭液

进行封闭
/'

)

;lGO0G

缓冲液清洗
H

次后置于

_F_

多抗血清%

;k;CCC

&孵育
;'

)

;lGO0G

缓冲液

清洗
H

次(将其置于碱性磷酸酯酶%

F_

&标记山羊抗

小鼠
N

)

M

稀释液%

;k/CCC

&孵育
HC9*1

)

;lGO0G

缓冲液清洗
H

次(最后使用
O:N_

.

WOG

显色试剂盒

显色(拍照保存*

采用
0$(,%?*$

公司植物蛋白提取试剂盒提取感

染
IUO

的绿橙和对照样品蛋白*将提取的蛋白稀

释
;CCC

倍%

;k;CCC

&和
/CCC

倍%

;k/CCC

&作为抗

原(以
;k;CCC

稀释的
_F_

多抗血清为一抗(按照

上述方法(进行
PUN0F

检测*

!

!

结果与分析

!0M

!

=3=

基因的克隆及其序列分析

以感染
IUO

的绿橙总
KWF

为模板进行
_:]

扩

增(得到大小为
;!CC?

&

左右(与目的基因大小一致

的
KWF

条带%图
;,

&*测序结果经
W:ONOUF0G1

分

析表明(该基因为柑橘黄龙病菌的
_F_

分泌蛋白基

因(与
K6,1

等#

;!

$报道的柑橘黄龙病菌亚洲种%

M.13

O,1X

登录号!

:_CC;DAA>"

&的
9=9

基因序列一致(

大小为
;!/"?

&

(编码
!A!

个氨基酸(分子量大小为

";>ADXK

*

'

D;/

'
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图
M

!

=3=

基因扩增及
7

R"9!#:QBQ

质粒酶切验证

.+

/

0M

!

B3

7

%+8+4#*+()(8=3=

/

&)&#)-

7

R"9!#:QBQ-(,$%&-+

/

&6*+()

氨基酸比对分析表明(本研究获得的
_F_

蛋白

与柑橘黄龙病菌亚洲种的
_F_

蛋白同源性在
LL>"R

!

;CCR

)与番茄+辣椒和胡萝卜等分离的黄龙病新

种%

!)7'-')/0,U*?.%*?,+-.%4$(,1,+.,%69

&的
_F_

蛋白同源性在
DE>!R

!

AC>;R

)与柑橘黄龙病菌非

洲种的
_F_

蛋白同源性在
DD>DR

)与柑橘黄龙病

菌美洲种的
_F_

蛋白同源性在
!">ER

!

!D>ER

%图
/

&*

W:ON

保守结构域%

W:ON+$14.%7.22$3

9,*1

&预测分析表明(本研究获得的
_F_

蛋白含有

/

个高度可信的与分泌功能相关的结构域(即
:

&

,:

结构域%

FF

//i!A!

&和
0.+%.-*1

结构域%

FF

/D/i!;L

&)另

外(该蛋白还预测含有
/

个可能结构域%可信度不

高(有待进一步确认&(即
-

@&

.

3

NN

3

)

4

&

结构域

%

FF

;L!i!/E

&和
Na

结构域%

FF

/H/i!/C

&%图
H

&*

!0!

!

原核表达载体的构建

测序结果表明(

H

个单克隆菌中的
9=9

基因插

入片段大小正确(碱基无缺失+突变发生(且编码框

无移位*双酶切验证如图
;?

所示(特异性获得酶切

后的
9=9

基因和
&

PGH/,

载体片段*将经过测序

和双酶切验证的重组载体命名为
&

PGH/,3_F_

(作

为后续原核表达的重组质粒*

!09

!

QBQ

蛋白的原核表达及可溶性分析

将
&

PGH/,3_F_

重组载体转化
OU/;

%

KPH

&表

达菌(挑取转化平板上的单克隆菌落接种到含氨苄

的
UO

液体培养基进行诱导表达(分离上清和沉淀

进行可溶性分析*

;/R0K03_FMP

凝胶电泳表明(

与未诱导的重组菌相比(经
;99$(

.

UN_GM

诱导

D'

后的重组菌在分子量大小约
ACXK

处(出现一条

清晰的蛋白条带%图
!,

&(与预测的
_F_

融合蛋白

AC>AHXK

大小基本一致(即
_F_

融合蛋白*可溶

性分析结果表明(

_F_

目的蛋白主要以沉淀形式

%包涵体&表达%图
!?

&*

!0=

!

融合蛋白纯化

由于
_F_

融合蛋白含有
I*4

标签(可经过
W*

/̂

3

WGF

亲和层析柱纯化*将含有
_F_

融合蛋白的包

涵体沉淀溶解(用不同咪唑浓度的洗脱液洗脱纯化(

最后用
0K0l_FMP

分析该蛋白在不同咪唑浓度洗

脱液中的分布情况*结果如图
"

所示(经
"C99$(

.

U

咪唑的洗脱液洗脱后(

W*

/̂

3WGF

亲和层析柱上的杂

蛋白可除去大部分)再经
;CC99$(

.

U

和
;"C99$(

.

U

咪唑的洗脱液洗脱后(大部分
_F_

融合蛋白从

W*

/̂

3WGF

亲和层析柱中洗脱下来(而在
/CC99$(

.

U

和
/"C99$(

.

U

咪唑的洗脱液中分布很少*由此可

见(经不同咪唑浓度的洗脱液洗脱后(

_F_

融合蛋

白主要分布在
;CC99$(

.

U

和
;"C99$(

.

U

咪唑的

洗脱液中(且在
;"C99$(

.

U

咪唑的洗脱液中浓度

更高(于
i/Cg

保存(备用*

!0I

!

QBQ

多抗血清效价及特异性

以纯化后的
_F_

融合蛋白%

;k;CCC

稀释&为抗

原(对不同
_F_

多抗血清进行稀释(通过
PUN0F

方

法对
_F_

多抗血清进行效价测定*结果%图
D

&表

明(与对照血清相比(

_F_

多抗血清在稀释
"CC

倍

和
;CCC

倍时(

_F_

多抗血清呈明显的阳性反应%判

断标准为
_F__+F?

的
<K

!"C

.

_O0_+F?

的
<K

!"C

+

/>;

&)而
_F_

多抗血清在稀释
"CCC

倍以上均无

阳性反应*

S.4-.%1?($-

结果分析表明(

_F_

多抗

血清能与纯化后的融合蛋白起特异性反应(无其他

明显杂带%图
A

&*田间样品
PUN0F

检测结果显示(

_F_

多抗血清能特异性区分染病绿橙和对照样品

%表
;

&*

表
M

!

田间样品
R1F>B

检测M

"

"#$%&M

!

R1F>B-&*&4*+()(88+&%-6#3

7

%&6

蛋白提取液稀释倍数

K*(6-.2

&

%$-.*1.=-%,+-

!"C19

吸光度
<K

!"C

7,(6.

绿橙病样

N18.+-.24,9

&

(.

对照样品

:$1-%$(4,9

&

(.

;k;CCC H>/EH C>/D;

H>//A C>/AD

H>HLL C>/EC

;k/CCC H>HC; C>/DL

H>/H/ C>/AE

H>H;L C>/A;

!

;

&染病样品
<K

!"C

.对照样品
<K

!"C

+

/>;

*

N18.+-.24,9

&

(.<K

!"C

.

+$1-%$(4,9

&

(.<K

!"C

+

/>;>

'

A;/

'



/C;L

图
!

!

柑橘黄龙病菌
QBQ

同源蛋白的多重序列比对

.+

/

0!

!

K,%*+

7

%&6&

X

,&)4&#%+

/

)3&)*(8!)4'-')25,1+$&5+$#4*&5#6+#*+4,6QBQ#)-6&%&4*&-2(3(%(

/

(,6

7

5(*&+)6

'

E;/

'
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图
9

!

柑橘黄龙病菌
QBQ

蛋白结构域预测

.+

/

09

!

@(3#+)

7

5&-+4*+()(8!)4'-')25,1+$&5+$#4*&5#6+#*+4,6QBQ

7

5(*&+)

图
=

!

QBQ

融合蛋白的原核表达及可溶性分析

.+

/

0=

!

Q5(\#5

H

(*+4&Z

7

5&66+()#)-6(%,$+%+*

H

#)#%

H

6+6(8QBQ8,6+()

7

5(*&+)

图
I

!

不同浓度咪唑溶液对
QBQ

融合蛋白的洗脱

.+

/

0I

!

QBQ8,6+()

7

5(*&+)

7

,5+8+4#*+()$

H

-+88&5&)*

4()4&)*5#*+()6(8+3+-#Y(%&6(%,*+()

9

!

讨论

前期(

U*

等通过
_:]

(

e

_:]

和
]G3

e

_:]

的方

法从感染
IUO

的海南绿橙样品中筛选出
/

个表达

量高的柑橘黄龙病菌分泌蛋白(

!CE

和
_F_

*这两

个蛋白均参与菌毛的组装#

;H

$

*将
_F_

蛋白基因构

建到
Ma;HCC

植物双向表达载体(通过农杆菌注射

烟草进行瞬时表达(共聚焦显微镜观察表明(在烟草

保卫细胞的微纤维丝观察到绿色荧光(说明
_F_

蛋

白可能与调控保卫细胞的宿主蛋白相互作用(帮助病

原菌穿过保卫细胞以达到入侵植株的目的*但是(柑

橘黄龙病菌具体的侵染过程和机理有待进一步研究*

图
T

!

QBQ

多抗血清效价检测

.+

/

0T

!

"+*&5-&*&4*+()(8QBQ#)*+6&5,3

图
U

!

P&6*&5)$%(*

检测
QBQ

抗体的特异性

.+

/

0U

!

>

7

&4+8+4+*

H

*&6*(8QBQ

7

(%

H

4%()#%#)*+$(-

H

$

H

P&6*&5)$%(*

目前(柑橘黄龙病的有效检测方法包括
_:]

#

;D

$

+

环介导等温扩增技术%

UF#_

&

#

;A

$

+荧光定量

'

L;/

'



/C;L

_:]

#

;E

$

+重组酶聚合酶扩增方法%

]_F

&

#

;L

$等诊断

技术*虽然柑橘黄龙病菌相关蛋白基因的单克隆

和多克隆制备已有报道#

;/

(

/C//

$

(但是目前尚无商

业化的蛋白检测产品*

_F_

蛋白是柑橘黄龙病菌

的分泌蛋白(是菌毛蛋白的重要组成成分(它的含

量是病菌含量的几千甚至是几万倍以上*本研究

使用该蛋白进行抗体制备(不但丰富了制备
IUO

蛋白检测产品的选择(同时使用该蛋白制备的单克

隆抗体或多克隆抗体产品具有更高的效价和灵

敏度*

柑橘黄龙病病菌根据病原的传播媒介+序列特

征和热敏性等可分为亚洲种+非洲种和美洲种*根

据
_F_

蛋白基因的序列分析(感染海南绿橙的柑橘

黄龙病菌为亚洲种(与我国其他地区柑橘类作物上

报道的柑橘黄龙病菌属于一个种*因此(使用本研

究制备的抗体不但能用于海南绿橙黄龙病的检测(

也可用于我国其他柑橘类黄龙病的检测*

参考文献

#

;

$

!

F]]PK<WK<a]

(

KPUMFK<<]GNc[:

(

OPUG]fWO#

(

.-,(>F%.7*.J$8-.+'1*

e

6.48$%2.-.+-*1

)

I6,1

)

($1

)

?*1

)

%

)

%..1*1

)

&

*1+*-%64

#

[

$

>:,1,2*,1[$6%1,($8#*+%$?*$($

)@

(

/C;D

(

D/

%

;C

&!

ECH E;;>

#

/

$

!

:PaFUU<03:PaFUU<0[#

(

QVG:IKO

(

0INUG0G

(

.-,(>

M:3#09.-,?$($9*+2*88.%.1-*,-*$1$84.(.+-.2+*-%647,%*.-*.4

J*-'2*88.%.1-4.14*-*7*-

@

-$+*-%64I6,1

)

($1

)

?*1

)

#

[

$

>_(,1-

_'

@

4*$($

)@

,12O*$+'.9*4-%

@

(

/C;/

(

"H

%

!

&!

DL AD>

#

H

$

!

KFM[

(

K<VIFWM S

(

IFUOP]G0P

(

.-,(>I6,1

)

($1

)

3

?*1

)

!

F1$7.%7*.J$8,+$9

&

(.=

&

,-'$4

@

4-.9%,7,

)

*1

)

-'.

J$%(2

0

4+*-%64

#

[

$

>[$6%1,($8N1-.

)

%,-*7._(,1-O*$($

)@

(

/C;D

(

"E

%

!

&!

HAH HEA>

#

!

$

!

谭锦
>

中国柑橘黄龙病病原菌原噬菌体遗传多样性研究#

K

$

>

重庆!西南大学(

/C;H>

#

"

$

!

SV\6'6*

(

#PWM:'61(*,1

)

(

SFWMM6*'6,

(

.-,(>],

&

*2,12

e

6,1-*-,-*7.2.-.+-*$1$8+*-%64I6,1

)

($1

)

?*1

)

?,+-.%*69

/

!)75

'-')/0,

(

U*?.%*?,+-.%,4*,-*+64

0

?

@

%.,(3-*9.8(6$%.4+.1-($$

&

3

9.2*,-.2*4$-'.%9,(,9

&

(*8*+,-*$1,44,

@

*1:'*1,

#

[

$

>_'

@

4*$3

($

)

*+,(T #$(.+6(,%_(,1-_,-'$($

)@

(

/C;D

(

L!

!

; A>

#

D

$

!

M<GGSFUKG]

(

M]F

o

F[aK

(

OF00FWPcN]O>:*-%64

I6,1

)

($1

)

?*1

)

!

-'.

&

,-'$

)

.1,12*-4*9

&

,+-

#

[

$

>_(,1-I.,(-'

_%$

)

%.44

(

/CCA

!

CLCD C;>

#

A

$

!

O<aj[#>I6,1

)

($1

)

?*1

)

!

,2.4-%6+-*7.

(

1.J(

@

3.9.%

)

*1

)

(

+.1-6%

@

3

$(22*4.,4.$8+*-%64

#

[

$

>[$6%1,($8_(,1-_,-'$($

)@

(

/CCD

(

EE

%

;

&!

A HA>

#

E

$

!

FOOZ00

(

:V]Z[

(

MVMUNPU#NWN[

(

.-,(>N2.1-*8*+,-*$1$8

&

%$-.*14.+%.-*$14

@

4-.94*1?,+-.%*,(

)

.1$9.4

#

[

.

<U

$

>0+*.13

-*8*+].

&

$%-4

(

/C;D

(

D

!

; /;>

#

L

$

!

MVMUNPU#NWN[

(

Wj]<WO

(

FOOZ00

(

.-,(>Y.

@

+$9

&

$3

1.1-4$8-'..*

)

'-+(,44.4$8-

@&

.Na4.+%.-*$14

@

4-.94*17$(7.2

*1?,+-.%*,(+$1

5

6

)

,-*$1$%

&

%$-.*14.+%.-*$1

#

[

$

>W6+(.*+F+*24

].4.,%+'

(

/C;!

(

!/

%

L

&!

"A;" "A/A>

#

;C

$

:UF]YY

(

Q]FW:<[Z

(

0:ISNcP]0

(

.-,(>F1.88.+-$%

8%$9-'. I6,1

)

($1

)

?*1

)

3,44$+*,-.2

&

,-'$

)

.1-,%

)

.-4+*-%64

&

%$-.,4.4

#

[

$

>W,-6%.:$9961*+,-*$14

(

/C;E

(

L

%

;

&!

;A;E>

#

;;

$

:<0GFG]

(

QPUN0OP]G<3]<K]NMVP0:

(

#PN]F

(

.-,(>

0.+%.-*$14

@

4-.94*1

)

%,931.

)

,-*7.?,+-.%*,

!

4-%6+-6%,(,12

9.+',1*4-*+*14*

)

'-4

#

[

$

>W,-6%.].7*.J4#*+%$?*$($

)@

(

/C;"

(

;H

%

D

&!

H!H H"L>

#

;/

$侯卫真
>

柑橘黄龙病
0.%%,(

@

4*1

蛋白的表达纯化及两种重要病

原的分子检测#

K

$

>

武汉!华中农业大学(

/C;!>

#

;H

$李宾宾(杨毅(刘志昕(等
>

柑橘黄龙病菌%

!)7'-')/0,U*?.%*?,+-.%

,4*,-*+64

&分泌蛋白基因
KWF

含量及其
]WF

表达量关系分析

#

:

$

$

中国植物病理学会
/C;E

年学术年会论文集
>/C;E>

#

;!

$

KVFWZ$1

)&

*1

)

(

cI<VU*

5

6,1

(

IFUUKM

(

.-,(>:$9

&

(.-.

)

.1$9.4.

e

6.1+.$8+*-%64I6,1

)

($1

)

?*1

)

?,+-.%*69

(/

!)7'-5

')/0,U*?.%*?,+-.%,4*,-*+64

0

$?-,*1.2-'%$6

)

'9.-,

)

.1$9*+4

#

[

$

>

#$(.+6(,%_(,1-3#*+%$?.N1-.%,+-*$14

(

/CCL

(

//

%

E

&!

;C;; ;C/C>

#

;"

$余乃通(冯团诚(王健华(等
>

香蕉束顶病毒海口分离物
].

&

基

因的克隆+原核表达+抗血清制备及检测#

[

$

>

植物保护(

/C;;

(

HA

%

!

&!

HE !H>

#

;D

$

UNS.1?*1

(

IF]GVWM[0

(

UPaZU>b6,1-*-,-*7.%.,(3-*9.

_:]8$%2.-.+-*$1,12*2.1-*8*+,-*$1$8!)7'-')/0,U*?.%*?,+-.%

4

&

.+*.4,44$+*,-.2J*-'+*-%64I6,1

)

($1

)

?*1

)

#

[

$

>[$6%1,($8

#*+%$?*$($

)

*+,(#.-'$24

(

/CCD

(

DD

%

;

&!

;C! ;;">

#

;A

$

<YVKF#

(

#FG0V#<G<#

(

GFWFYFZ

(

.-,(>:',%,+-.%3

*d,-*$1$8-'./0

2

85,(;.570,H5"

$

+M=NG5"

$

&8

)

.1.+(64-.%$8

-'.+*-%64

)

%..1*1

)

$%

)

,1*49,122.-.+-*$1?

@

($$

&

39.2*,-.2*3

4$-'.%9,(,9

&

(*8*+,-*$1

#

[

$

>_(,1-K*4.,4.

(

/CCA

(

EL

%

A

&!

AC" A;;>

#

;E

$

F]]FGNF3:F0G]<FF

(

0FWG<03:P]aFWGP0#P

(

F]:P3

UPFUf_

(

.-,(>K.-.+-*$1,12

e

6,1-*8*+,-*$1$8

/

!)7'-')/0,

_'

@

-$

&

(,49,,4-.%*4

0

,12

/

!)7'-')/0,U*?.%*?,+-.%,4*,-*+64

0

,-.,%(

@

,12(,-.4-,

)

.4$8I6,1

)

($1

)

?*1

)

2*4.,4.2.7.($

&

9.1-

#

[

$

>:,1,2*,1[$6%1,($8_(,1-_,-'$($

)@

(

/C;D

!

HE

%

!

&!

!;; !/;>

#

;L

$

bNFW S.1

5

6,1

(

UVZ*1

)

(

#PWMZ$6

e

*1

)

(

.-,(>Q*.(22.-.+3

-*$1$8+*-%64 I6,1

)

($1

)

?*1

)

,44$+*,-.2 J*-'

/

!)7'-')/0,

U*?.%*?,+-.%,4*,-*+64

0

?

@

%.+$9?*1.4.

&

$(

@

9.%,4.,9

&

(*8*+,3

-*$1J*-'*1;"9*1

#

[

$

>[$6%1,($8F

)

%*+6(-6%,(,12Q$$2:'.93

*4-%

@

(

/C;E

(

DD

%

//

&!

"!AH "!EC>

#

/C

$高玉霞
>

柑橘黄龙病
_:]

检测引物比较及其外膜蛋白抗体的

研制#

K

$

>

赣州!赣南师范学院(

/C;">

#

/;

$

ZVFWb*1

)

(

[<]KFW]

(

O]UFW0YZ]I

(

.-,(>K.7.($

&

3

9.1-$84*1

)

(.+',*17,%*,?(.8%,

)

9.1-

%

4+Q7

&

,1-*?$2*.4

,

)

,*14-46%8,+.

&

%$-.*14$8

/

!)>U*?.%*?,+-.%,4*,-*+64

0#

[

$

>

[$6%1,($8#*+%$?*$($

)

*+,(#.-'$24

(

/C;D

(

;//

!

; A>

#

//

$

UNVI6,J.*

(

FGGF0

(

IF]GVWM[0>:',%,+-.%*d,-*$1,12

&

6%*8*+,-*$1$8

&

%$-.*1446*-,?(.8$%-'.

&

%$26+-*$1$8,1-*?$2*.4

,

)

,*14-

/

!)>U*?.%*?,+-.%,4*,-*+64

0#

[

$

>_%$-.*1P=

&

%.44*$1T

_6%*8*+,-*$1

(

/C;A

(

;HL

%

"

&!

HD !/>

!责任编辑"杨明丽#

'

C//

'




