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福建三明地区柑橘病毒类病原种类的鉴定及检测
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摘要!为了明确福建省三明地区柑橘病毒类病原$病毒和类病毒&种类#利用GQ*̀ Ĝ技术对其进行了鉴定和检

测#并对其检出率进行了分析'结果表明#从!"C份柑橘叶片样品中检出柑橘衰退病毒$9-D54SD5-SD0/,8-54S#

Q̂_&%柑橘黄化脉明病毒$9-D54SK0..7@80-19.0,5-128-54S#̂ %_̂ _&%柑橘叶斑驳病毒$9-D54S.0,]A.7D9B8-54S#

ÔV_&和蚜虫致死麻痹病毒$,IB-P.0DB,.I,5,.KS-S8-54S#>Ò _&等(种病毒以及柑橘曲叶类病毒$9-D54SA01D.0,]

8-57-P#̂ VO_P&%啤酒花矮化类病毒$B7ISD41D8-57-P#b=_P&%柑橘矮化类病毒$9-D54SP@,5]-128-57-P#̂ '_P&%柑

橘类病毒0 $9-D54S8-57-P0#̂ _P0&和柑橘类病毒1 $9-D54S8-57-P1#̂ _P1&等:种类病毒'其中#̂Q_%

%̂_̂ _%̂OV_和>Ò _的检出率分别是C#E"#F%;;E;CF%"E$CF和;E!?F#̂VO_P%b=_P%̂'_P%̂_P0和

_̂P1的检出率分别是CE!:F%!?E:"F%#<E"(F%$E#?F和;EC;F'同时发现#̂Q_和 %̂_̂ _复合侵染的检出

率为:(E:$F#而品种*大分#号+的病毒检出率相对较低'本研究首次在柑橘叶片中检测到>Ò _'

关键词!柑橘(!病毒(!类病毒(!检出率
中图分类号!!=(<;6;;#6#!!文献标识码!!>!!'()!!#"6#;;??"36/@AB6!"!!#!$

I,0%*'1'("*'$%"%,,0*0(*'$%$1('*-+)='-+)0)"%,='-$',)'%C"%&'%:"-0"$
>+K'"%4-$='%(0$5/'%"

.K#$)(+'$$!H#$)G+,$$!J#P47,-4&0,$!M"O+,-<40,$!M"L)&7D&,$!O"$)G+,9&,"$!HL.&@+0,

!D&2#$#:#-%<;'"&#M$*%'%)@$P:8$"&()*$.:'#:*-"&3P%*-2#*@I&$5-*2$#@$4#"#-?-@A"B%*"#%*@%<0.%'%)$."';-2#
6%&#*%'<%*P:8$"&"&3,"$N"&6*%=2$P:K/%:!<:"""!$6/$&""

6.)*-"(*!Q+6&<0,=;+67+=<5'2+'<C'6'+=',3+:+'=0,=='3'23'=>*UB?RPU7,2+36&<+,10,8+,-$S&@+0,$0,=34'

='3'23+7,603'<C'6'0,09*E'=AB4'6'<&93<<47C'=34032+36&<36+<3'E0;+6&<!PBQ"$2+36&<*'997C;'+,29'06+,-
;+6&<!P%QPQ"$2+36&<9'0:>97324;+6&<!PM!Q"0,=054+=9'340950609*<+<;+6&<!#MRQ"$0<C'990<2+36&<>',3

9'0:;+67+=!P!MQ="$475<3&,3;+67+=!K1Q="$2+36&<=C06:+,-;+67+=!POQ="$2+36&<;+67+=0 !PQ=0"0,=

2+36&<;+67+=1 !PQ=1"C'6'+=',3+:+'=:678!"C<0859'<A#87,-34'8$34'='3'23+7,603'<7:PBQ$P%QPQ$

PM!Q0,=#MRQ C'6'C#E"#W$;;E;CW$"E$CW 0,=;E!?W$6'<5'23+;'9*$0,=347<'7:P!MQ=$K1Q=$

POQ=$PQ=00,=PQ=1 C'6'CE!:W$!?E:"W$#<E"(W$$E#?W0,=;EC;W$6'<5'23+;'9*AJ76'7;'6$34'

='3'23+7,603'7:PBQ0,=P%QPQ8+F'=+,:'23+7,C0<:(E:$W$0,=34';+6&<='3'23+7,603'7,4O0:',$7E#5

C0<6'903+;'9*97CA",34+<<3&=*$#MRQC0<='3'23'=7,2+36&<:7634':+6<33+8'A

7089$-,)!2+36&<'!;+6&<'!;+67+='!='3'23+7,603'

!!柑橘属于芸香科G4D,90,0植物$在世界农产品
生产中占有重要地位*柑橘香气怡人$味道甜美$
营养丰富$深受消费者的喜爱$再加上柑橘易于栽
培#产量可观#种植效益优异等诸多优点$使之成
为我国栽培面积广#产量高的果树之一*然而柑橘

病毒类病害不断出现(#)$我国已报道的柑橘病毒主

要有柑橘衰退病毒!9-D54SD5-SD0/,8-54S$̂ Q_"(!)#

温州蜜柑萎缩病毒!S,DS4+,P@,5]8-54S$='_"(<)#

柑橘碎叶病毒!9-D54SD,DD05.0,]8-54S$̂ QO_"(()#
柑橘黄化脉明病毒!9-D54SK0..7@80-19.0,5-128-*
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54S$ %̂_̂ _"(:)#柑橘叶斑驳病毒!9-D54S.0,]
A.7D9B8-54S$̂ OV_"(;)#柑橘鳞皮病毒!9-D54SIS7*
57S-S8-54S$^̀S_"(C)#柑橘脉突病毒!9-D54S80-1
01,D-718-54S$̂ _)_"(?)和柑橘褪绿矮缩病毒!9-D*
54S9B.757D-9P@,5]*,SS79-,D0P8-54S$̂ '̂,_"($)等?
种'已报道的类病毒主要有柑橘裂皮类病毒!9-D54S
0Y7975D-S8-57-P$ )̂_P"#柑橘树皮裂纹类病毒
!9-D54SA,5R95,9R-128-57-P$̂ V̂ _P"#柑橘曲叶类
病毒!9-D54SA01D.0,]8-57-P$̂ VO_P"#啤酒花矮化
类病毒!B7ISD41D8-57-P$b=_P"#柑橘矮化类病
毒!9-D54SP@,5]-128-57-P$̂ '_P"#柑橘类病毒0
!9-D54S8-57-P0$̂ _P0"和柑橘类病毒1 !9-D*
54S8-57-P1$̂ _P1"(#")等C种*其中 %̂_̂ _
引起的柑橘黄脉病是我国一种新发病害$自从

!""$年在云南瑞丽发现以来(:)$几乎遍布所有柑
橘产区(##)*另外$柑橘黄化斑驳相关病毒!9-D54S
K0..7@+7DD.0*,SS79-,D0P8-54S$̂ -%J,_"!"!"年
首次在巴基斯坦的柑橘上报道(#!)$与 %̂_̂ _同
属于甲型线性病毒科F"01#8"(?*9*&*-#(印度柑
橘病毒属=#$-#&*9*&:/$我国柑橘上尚未发现该
病毒(#!)*而蚜虫致死麻痹病毒!,IB-P.0DB,.I,*
5,.KS-S8-54S$>Ò _"首次从南非的禾谷缢管蚜

I1'0#"'/*01:<0#-*中分离$属于双顺反子病毒科

D*)*/%&'9*&*-#(蟋蟀麻痹病毒属B&*0#9*&:/(#<#()*近
年来$随着大规模测序技术的发展$>Ò _在多种植
物中被检测到(#:#;)*

福建省三明市拥有悠久的柑橘种植历史$目前
该地区的柑橘种植面积和年产量均位列福建省前

茅$是福建省重要的柑橘生产地区*近几年$该地区
多处柑橘果园出现了黄化#树势减弱等疑似病毒病
症状$对当地柑橘产业造成了严重威胁*本研究利
用GQ*̀ Ĝ技术对该地区柑橘的多种病毒和类病
毒进行了检测分析*

*!材料与方法

*+*!材料
柑橘叶片样品采集于福建省三明市莘口镇及其

周边地区*采用随机取样法$不同地块及不同品种
等共采集!"C份样品$主要为温州蜜柑的不同品种
!含4大分#号5!"份#4大浦5!?份#4宫川5#C份#
4肥之署5$份#4市文5?份#4宫本5;份#4由良5(份#

4大分(号5<份#4山川5<份以及未知品种$!份"和
少量其他柑橘类品种!#C份"*样品及时放入液氮
速冻并置于超低温冰箱中保存备用*

*+,!方法

*6,6*!总GH>的提取
参照姜娟等(#C)的方法并加以改进$使用

Q,d,G,' GH>-S7 .̀4S(宝日医生物技术!北京"有
限公司)进行总GH>的提取*步骤简述如下&取

<"+2柑橘叶片用液氮研磨'加入#+OGH>-S7
G0,201D$振荡混匀后室温静置$#!"""51+-1离心

:+-1$取上清液加入!""*O氯仿$振荡混匀后室温静
置$#!"""51+-1离心#:+-1'取上清液加入等体积
异丙醇$a!"j静置$#!"""51+-1离心#"+-1$弃
上清液并保留沉淀$加入C:F乙醇洗涤沉淀$随后
加入!"*OGH,S0*&500PPb!W溶解$即得总GH>$
置于超低温冰箱中保存*

*6,6,!GQ*̀ Ĝ
使 用 T01=D,5' =D,5=95-ID ' &-5SD*SD5,1P

9'H>=K1DB0S-SJ-Y!北京康润诚业生物科技有限
公司"进行第一链9'H>的合成$反应体系为&总

GH>#*2$!kGQ G0,9D-71 J-Y!@-DB 5̀-+05"

#"*O$=D,5=95-ID' GQ J-Y#*O$')̀ *̂PPb!W
补足至!"*O*反应程序为&(!j <"+-1$?:j
:+-1$(j保存$得到的第一链9'H>置于a!"j冰
箱中保存*

使用 B̀,1D,' J,Y=4I05*&-P0.-DK'H>聚合
酶!南京诺唯赞生物科技股份有限公司"进行 `̂ G
反应!引物序列见表#"$反应体系为&!k B̀,1D,
J,YV4]]05!:*O$PHQ̀ J-Y!#"++7.1O"#*O$
上#下游引物!#"*+7.1O"各!*O$̀B,1D,J,Y=4*
I05*&-P0.-DK'H> 7̀.K+05,S0#*O$第一链9'H>
(*O$PPb!W#:*O*反应程序为&$:j预变性

<+-1'$:j#:S$退火温度#:S$C!j<"S1RA$<"
个循环'C!j:+-1'#;j保存*`̂ G产物经#F琼
脂糖凝胶电泳后$目的条带使用 b-̀450T0. 4̀50
'H>J-1-试剂盒!广州美基生物科技有限公司"进
行产物回收*

*6,6-!克隆载体连接
使用X057V,9R25741PIQẀ W*Q>=-+I.0克

隆试剂盒!北京艾德莱生物科技有限公司"进行Q>
克隆&纯化的'H>片段("12$IQẀ W*Q>=-+I.0

/C;!/



!"!<

_09D75#*O$#"k)1B,1905#*O$PPb!W补足至

#"*O$室温静置: +-1$得到的连接产物使用

QG>H=' Q5,1S#*Q# B̀,20G0S-SD,1D化学感受态

细胞!北京全式金生物技术有限公司"进行大肠杆菌
转化*̀ Ĝ筛选的阳性克隆菌株由铂尚生物技术
!上海"有限公司进行测序*

表*!本文所用到的引物

/567"*!J9$="9&:&"@$;8?$&&8:@G

名称

H,+0
序列!:m*<m"
=0Z40190

片段大小1AI
=-/07]

]5,2+01D

退火温度1j
>110,.-12

D0+I05,D450

病毒或类病毒

_-54S758-57-P
参考文献

G0]050190

Q̂_*'0D09D*& >QT̂ T>T̂ QQ>̂ QQQ>TQ ::< (?6" Q̂_ (#!)

Q̂_*'0D09D*G Q̂>̂ >̂ T̂ >>T>QTT>T>
%̂_̂ _*'0D09D*& Q>̂ T̂̂ >T̂ Q>Q̂ >̂QQQ̂ ^ ;#( :!6" %̂_̂ _ (:)

%̂_̂ _*'0D09D*G T̂ >T>>>Q̂ ^̂ T>>̂ >̂̂ Q>
ÔV_*'0D09D*& >T̂ >̂Q>TQQT>>̂ >̂QQ̂ Q̂̂ (!: :!6; ÔV_ (#!)

ÔV_*'0D09D*G T̂ >T>Q̂ >QQ̂ >̂ >̂̂ >QT̂
>Ò _*'0D09D*& >T̂ T̂Q>QQ>TQQTT>TQQQ #<?? ($6C >Ò _ 本研究

>Ò _*'0D09D*G Q̂Q̂ >TTTTQ>T̂ >TQ>T>Q
V̂O_P*'0D09D*& Q̂ ^̂ Q̂Q̂ >̂ ^̂ T>T̂ T̂ QT̂ !<< ;"6" V̂O_P (#?)

V̂O_P*'0D09D*G Q̂ T>̂ T>̂ T>̂ >̂TQ̂ >T̂ Q
b=_P*'0D09D*& Q̂TTTT>>QQ̂ Q̂ T>TQQT̂ ^ <#; :?6" b=_P 本研究

b=_P*'0D09D*G >TTTT̂ Q̂ >>T>T>TT>Q̂ T̂
'̂_P*'0D09D*& >̂ Q̂ Q>̂ T̂Q̂ QQQ>̂ Q̂ >̂ !$C :;6" '̂_P (#$)

'̂_P*'0D09D*G Q̂̂ T̂̂ Q>TQ̂ TT>>>T>̂ Q̂ T̂̂
_̂P0*'0D09D*& >̂̂ ^̂ T̂̂ ^̂ Q̂ >TT>>Q>> #$" :$6( _̂P0 本研究

_̂P0*'0D09D*G ^̂ >̂ >̂>̂ TQ̂ T̂̂ Q̂ T>̂ Q
_̂P1*'0D09D*& >QT>>>>T>>>TT̂ >>TT>T !<; :(6C _̂P1 本研究

_̂P1*'0D09D*G T̂Q>T>>>>Q>TTT̂ >TT>T
)̂_P*'0D09D*& TT>>>̂ Q̂TT>TT>>TQ̂ T>T <C# :;6" )̂_P (!")

)̂_P*'0D09D*G ^̂ TTTT>Q̂ ^̂ QT>>TT>̂ QQ
-̂%J,_*'0D09D*& Q>>>TTT>>>Q̂ TT̂ >̂ ^ ;"( ::6: -̂%J,_ (#!)

-̂%J,_*'0D09D*G QQTTQQTT̂ Q>QT̂ TQQ̂
Q̂O_*'0D09D*& ^̂ Q̂̂ Q̂ >T̂ Q>T>>QQT>> ?$" ($6; Q̂O_ (!#)

Q̂O_*'0D09D*G >T>TQTT>̂ >>>̂ Q̂ Q>T>̂
^̀S_*'0D09D*& QT̂ >̂Q̂ QTT>TQT>TT̂ Q (<< :"6( ^̀S_ (!!)

^̀S_*'0D09D*G Q̂ T>>T̂ QTQ>QT>QTTQT>
='_*'0D09D*& T>̂ >>̂ >T̂ >̂̂ Q̂ ^̂ Q̂ >Q ;!# :<6C ='_ 本研究

='_*'0D09D*G ^̂ >>>Q̂ >Q̂ ^̂ >T>̂ >>̂ >
V̂̂ _P*'0D09D*& ^̂ TTTT>>>Q̂ Q̂ QQ̂ >T>̂ Q̂ !$C :;6" V̂̂ _P (#!)

V̂̂ _P*'0D09D*G TT>Q̂ ^̂ Q̂ QQ̂ >TTQ>QTQ

,!结果与分析

,+*!柑橘病毒类病原的检测
本研究利用特异性引物!表#"对柑橘上常见的

病毒和类病毒分别进行GQ*̀ Ĝ扩增$结果如图#
所示$有(种病毒和:种类病毒扩增得到特异性条
带$分别是 %̂_̂ _!;#(AI"#̂Q_!::<AI"#̂OV_
!(!:AI"#>Ò _!#<??AI"#b=_P!<#;AI"#̂'_P
!!$CAI"#̂VO_P!!<<AI"#̂_P1!!<;AI"和 _̂P
0!#$"AI"$经由测序分析后确认为目的病毒或类
病毒片段*而对 -̂%J,_#̂ QO_#̂ S̀_#='_#

V̂̂ _P和 )̂_P的GQ*̀ Ĝ检测均未得到特异性
条带!图片未示出"*

,+,!柑橘病毒类病原的检出率分析
为了明确三明地区柑橘病毒和类病毒的侵染情

况$对采集的!"C份样品进行GQ*̀ Ĝ扩增$并对其
检出率进行计算*结果显示$̂Q_和 %̂_̂ _两种
病毒的检出率较高$分别达C#E"#F和;;E;CF'

b=_P和 '̂_P两种类病毒的检出率分别为

!?E:"F和#<E"(F'其他病原的检出率由高到低分
别是 _̂P 0 $E#?F#̂ VO_PCE!:F#̂ _P 1
;EC;F#>Ò _;E!?F和 ÔV_"E$CF!图!"*

/?;!/
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图*!柑橘病毒和类病毒的!/LJ2!扩增

A$B+*!!/LJ2!5=H7$<$>58$0;0<>$89:&#$9:&"&5;@#$90$@&

!

图,!柑橘病毒和类病毒的检测结果

A$B+,!'"8">8$0;9"&:78&0<>$89:&#$9:&"&5;@#$90$@&

!
,+-!柑橘病毒类病原的复合侵染分析

为了明确病毒和类病毒复合侵染情况$对所有
样品单独和复合侵染的检出率进行统计*结果显
示$全部!"C份样品中$检出病毒!含所有病毒"的样
品有#C!份$检出类病毒!含所有类病毒"的样品有

#"<份$检出率分别为?<E"$F#($EC;F*而复合侵
染最多的组合是 Q̂_p %̂_̂ _$具有这种复合侵
染组合的样品数为(;份$检出率为!!E!!F'另外

Q̂_p %̂_̂ _pb=_P复合侵染组合的样品数为

!!份$检出率为#"E;<F'另有!份样品同时被;种
病毒或类病毒复合侵染$分别是 Q̂_p %̂_̂ _p
>Ò _p ÔV_pb=_Pp '̂_P和 Q̂_p %̂_̂ _

pb=_Pp '̂_Pp V̂O_Pp _̂P 1'所有含有

Q̂_和 %̂_̂ _ 的样品数为##<份$检出率为

:(E:$F!图<"*

,+.!不同温州蜜柑品种中病毒类病原的检出特征
分析

!!为了分析该地区主要种植的温州蜜柑品种与已
检出病毒类病原检出率之间的相关性$选择样品大
于;份的品种进行分析*结果显示$4大分#号5的
病毒检出率最低$为!:E""F'4宫川54宫本5和4市
文5的病毒检出率高达#""F'类病毒的检出率与病
毒检出率之间无明显关系$但4宫本5和4肥之署5的

!种病原检出率均较高!表!"*
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图-!柑橘样品中病毒和类病毒复合侵染分析

A$B+-!R;57G&$&0<#$9:&5;@#$90$@=$K"@$;<">8$0;$;>$89:&&5=H7"&

!
表,!不同温州蜜柑品种的病毒和类病毒检出率

/567",!'"8">8$0;958"&0<#$9:&"&5;@#$90$@&$;@$<<"9";8>$89:&#59$"8$"&

品种

_,5-0DK
样品数1份
=,+I.0

阳性样品数1份
7̀S-D-80S,+I.0

病毒!_-54S0S 类病毒!_-57-PS

检出率1F
'0D09D-715,D0

病毒!_-54S0S 类病毒!_-57-PS
大分#号!',]01H7E# !" : #" !:6"" :"6""
大浦!',I4 !? #$ #< ;C6?; (;6(<
宫川!T7129B4,1 #C #C : #""6"" !$6(#
宫本!T712A01 ; ; ; #""6"" #""6""
肥之署!&0-/B-SB4 $ ? ? ??6?$ ??6?$
市文!=B-@01 ? ? ! #""6"" !:6""

-!结论与讨论

本研究对福建三明地区柑橘病毒类病原进行了

鉴定$结果表明该地区柑橘病毒病发病率较高$尤其
是 Q̂_和 %̂_̂ _'病原物种类多$有(种病毒和:
种类病毒$并且复合侵染严重$其中 Q̂_ 和

%̂_̂ _的复合侵染较高* %̂_̂ _几乎遍布我国
所有柑橘产区(##)* Q̂_引起的柑橘衰退病对全世
界的柑橘产业都造成严重损失(!<)$在我国柑橘产区
也均有不同程度的发生(!!$!(!;)* Q̂_和 %̂_̂ _
复合侵染的情况已被多次报道(!C!$)$但二者复合侵

染对柑橘产业的影响有待进一步研究*而与
%̂_̂ _同属于印度柑橘病毒属的 -̂%J,_在本地
区未检测到$与前人的研究结果一致(#!)*

本实验室前期通过高通量测序发现柑橘样品中

可能存在>Ò _$本研究通过GQ*̀ Ĝ技术验证了
>Ò _的存在*研究表明$双顺反子病毒科的病毒$
比如>Ò _和禾谷缢管蚜病毒!5B7I,.7S-IB4+I,P-
8-54S$GB̀ _"$可利用非寄主植物!不能复制"作为
+载体,从而侵染新昆虫寄主!可复制"$而植物与该
类病毒互惠共生的关系$或可被植物用来作为天然
的生物农药(<")*>Ò _已在玉米(#;)#黄瓜(#:)#菜

/"C!/
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豆(<#)等植物中发现$本研究首次在柑橘上检测到该
病毒$而>Ò _与柑橘的关系有待进一步研究*

本研究结果发现4大分#号5的病毒检出率较
低$4宫本54宫川5和4肥之署5的检出率较高$这与胡
启镔的结果(<!)一致$与之略有差异的是本研究中
4市文5的病毒检出率为#""F$或许与该样品数量
较少并且检测病毒不只包括 %̂_̂ _有关*综上$
实际生产过程中$柑橘种植户或可因地制宜合理引
种4大分#号5*
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