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摘要：采用PCR扩增和核苷酸序列测定技术，对分别采自江西省大余县青龙镇郭屋坝果园和丰顺果园的各5份疑似

柑橘黄龙病样品进行病原检测。结果表明：2个青龙郭屋坝果园样品中检测到柑橘黄龙病菌，分别命名为DY-LAS01

和DY-LAS02，其他8份样品中则未检测到该病菌。此结果表明大余县已有柑橘黄龙病发生，希望引起当地有关部

门的高度重视。  
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PCR Detection of Citrus Huanglongbing Pathogen in Dayu County of Jiangxi 
Province 
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Abstract: Pathogenic detection of ten suspected citrus huanglongbing (HLB) leaf samples from 

Qinglongguowuba orchard and Fengshun orchard in Dayu County of Jiangxi Province was performed using PCR 

and nucleotide sequencing technology. Candidatus Liberibacter asiaticus was detected from two samples of 

Qinglongguowuba orchard, and they were given the name of DY-LAS01 and DY-LAS02, respectively, while Ca. 

Liberibacter asiaticus was not detected from the other eight samples. The results showed that HLB has occurred in 

Dayu County, which should be paid attention by the local government. 
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柑橘黄龙病(Citrus Huanglongbing，HLB)是全

球柑橘生产最具毁灭性的病害之一。柑橘发病后，

整株黄化，长势衰退[1]，轻者影响柑橘产量和品质，

重者则造成树体死亡。已有的研究表明，柑橘黄龙

病菌属于寄生于韧皮部的原核变形菌门韧皮部杆

菌属细菌，该细菌不能进行人工培养，主要通过柑

橘木虱、接穗和苗木传播[2]。长期以来，该病在我

国广东、广西、福建及台湾等地发生严重，江西、

浙江、四川、贵州、云南等省亦有部分地区发生[3]。

近年来在巴西和美国也相继发现了黄龙病。根据

16S rRNA基因及16S／23S rRNA基因区间的DNA

序列差异，该病原菌可分为3个种，即亚洲种

(Candidatus Liberibacter asiaticus) 、非洲种 (Ca. 

Liberibacter africanus)和美洲种 (Ca. Liberibacter 

americanus)[4-7]，我国柑橘黄龙病病原属于亚洲种
[8]。本试验采用PCR扩增和核苷酸序列测定技术对

江西省大余县青龙镇郭屋坝果园和丰顺果园的柑

橘黄龙病疑似病株进行检测，以确证当地是否有黄
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龙病发生。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2012年3月从江西大余县青龙镇郭屋坝果园和

丰顺果园的各5株柑橘黄龙病疑似病树上分别采集

病叶样品，样品带回预处理后于-20 ℃保存备用。

实验中以已检测到黄龙病菌的江西省万安县柑橘病

叶为阳性对照，以采自江西农业大学科技园的健康

柑橘叶片为阴性对照。 

1.2  DNA提取 

采用CTAB法[4]提取样品总DNA。(1)取柑橘病

叶中脉剪成小段放入预冷研钵中，加入液氮快速研

磨成粉末；(2)取0.05 g粉末于灭菌离心管中，加入

0.6 mL CTAB抽提缓冲液，充分振荡，65 ℃水浴45 

min，每隔5 min颠倒混匀一次；(3)加入等体积的氯

仿：异戊醇(24:1)混匀，12 000 rpm离心10 min，抽

提2次；(4)上清液转移至新的灭菌离心管中，加入

等体积异丙醇，12 000 rpm离心10 min；(5)弃上清

液，加70%乙醇1 mL混匀，12 000 rpm离心5 min；

(6)DNA沉淀用20 L去离子水溶解，-20 ℃冰箱保存

备用。 

1.3  引物设计 

根据Genbank中柑橘黄龙病菌亚洲种特异性序

列设计引物A2/J5[5]，5’端引物（A2）序列为：

5’-TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3’，对应于

模板序列的第1~24 nt；3’端引物（J5）序列为：

5’-ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA -3’，与

模板序列的第679~703 nt反向互补。扩增片段长度

预计703 bp，为部分核糖体蛋白基因。 

1.4  PCR扩增 

PCR反应体系总体积为25 L，包括4 L DNA

模板，12.5 L 2×Pfu PCR MasterMix，引物各1 L 

(10 M)，6.5 L去离子水，混匀后进行PCR扩增。

反应条件为94 ℃预变性4 min；94 ℃变性1 min，60 

℃退火1 min，72 ℃延伸1 min，35个循环；72 ℃补

平10 min。PCR扩增完成后进行0.8%的琼脂糖凝胶

电泳检测。 

1.5  目的片段的克隆及序列测定 

将扩增得到的大小约700 bp的目的片段进行回

收、纯化后，导入pGEM-T Easy Vector进行重组，

重组质粒转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，经蓝白斑

显色，筛选阳性克隆，阳性克隆经PCR和酶切鉴定

后提取重组质粒，送至天根生化科技有限公司测序

部（北京）进行测序，得到的序列经DNAStar软件

拼接后递交NCBI数据库进行序列鉴定，并用

DNAStar软件对两个样品的序列进行同源性比较及

分析。 

2  结果与分析 

2.1  DNA提取及PCR扩增 

采用CTAB法从待测的10个样品及阴性、阳性

样品中，均提取到较高质量的基因组总DNA。以此

DNA为模板，用设计的亚洲黄龙病菌特异性引物

A2/J5进行PCR扩增，结果从阳性对照和青龙镇郭屋

坝果园4号和5号两个样品中扩增到符合预期大小

(703 bp)的条带，而从其他8个样品和阴性对照中均

未扩增到相应的条带（图1）。 

2.2  序列测定及同源性分析 

对青龙郭屋坝果园4号和5号样品中的目的片段

进行克隆测序，测序结果经DNAStar拼接得到长度

均为703 bp的序列（包含两端引物序列），经

DNAStar比对，DY-LAS01和DY-LAS02两个样品的

序列完全相同，序列已递交GenBank，登录号分别

为JX122406和JX122405。将此序列递交NCBI数据

库中进行序列比对，发现与柑橘黄龙病菌亚洲种对

应序列 (基因登录号：CP001677)的同源性均为

100%。 

3  讨论 

青龙郭屋坝果园和丰顺果园是江西大余县两个

栽培面积均达千亩以上的脐橙园，近年来，植株陆

续出现黄梢、叶片黄化或斑驳等疑似黄龙病的症状
[8-9]。为了明确该疑似症状是否确为柑橘黄龙病，本

文从上述两果园各随机采集5份病叶样品，应用PCR

扩增和序列测定技术对其病原进行了检测。根据

PCR扩增的特异性条带的大小及100%的核苷酸序

列同源性比对结果，我们认为青龙郭屋坝果园4号和

5号样品无疑属于柑橘黄龙病样品。柑橘黄龙病属于

国内外检疫对象，带有毁灭性，该病在大余县青龙

郭屋坝果园的出现，对该县柑橘产业是一个潜在的

威胁，希望引起当地有关部门高度重视。其他8个样

品在本试验中并未检测到柑橘黄龙病菌，这8个样品

在黄龙病症状表现上不如青龙郭屋坝果园4号和5号
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样品典型，即便如此，我们还是不能轻易排除它们

是否真的不含柑橘黄龙病菌，需要采用更为灵敏的

检测方法如巢氏PCR等对其进行进一步确诊。 
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1: DNA ladder；2: 空白对照；3: 阴性对照；4: 阳性对照；5~9: 丰顺果园1~5号； 

10~12: 青龙郭屋坝果园1~3号；13~14: 青龙郭屋坝果园4~5号。 

图1  PCR产物0.8%的琼脂糖凝胶电泳图 
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