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柑橘黄龙病 PCR 检测技术研究 
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摘要：以柑橘黄龙病病原亚洲菌系 β-操纵子的特异引物 fA2/rJ5 进行 PCR 扩增，依据是否有目标 DNA 片段的产

生来检测柑橘黄龙病菌的存在与否。该检测技术，具有快速、简便、灵敏等特点，可用于柑橘黄龙病的早期诊断，

对控制该病害的传播具有重要意义。 
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Abstract：Specific primer pairs fA2/rJ5 based on the β-operon of Candidatus Liberobacter asiaticum was 
used for PCR detection of citrus Huanglongbing bacterium, The result was depended on whether the target DNA 
fragment was existed. This PCR protocol is efficient, convenient and sensitive for early detection of citrus 
Huanglongbing bacterium, which was very important for the control of the spread of the disease. 
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柑橘黄龙病是柑橘上的一种侵染性病害，引起

柑橘产量、品质下降，甚至导致整株橘树枯死，橘

园毁灭，给世界柑橘的生产造成极大威胁。20 世纪

初，在我国的华南地区首先发现了黄龙病，以后在

福建、广西、江西、浙江、湖南、四川、云南、海

南和台湾相继发现[1]。目前柑橘黄龙病在亚洲、非

洲和美洲地区都有发生，存在三种菌系，即亚洲菌

系（Candidatus liberobacter asiaticus）；非洲菌系

（Candidatus liberobacter africanus）和美洲菌系

（Candidatus liberobacter amercanus）[2]。柑橘黄龙

病菌是一种韧皮部杆菌（Liberobacter），其病原菌

难以得到分离和提纯，主要是通过木虱、接穗和苗

木等途径传播。柑橘黄龙病表现的典型症状有 3 种，

即黄化型、系统斑驳型和缺素型，使叶片变黄，影

响果实发育，使柑橘产量降低，品质下降，病情严

重时使根系腐烂，影响地上植株的生长，最终导致

橘树死亡[3]。近年来随着柑橘产业的发展，柑橘苗

木调用混乱导致该病发生面积有逐年扩大的趋势；

同时由于全球气候变暖影响，传病虫媒越冬范围扩

大，也使得该病害的发病范围不断扩大。控制本病

害的传播主要有三种措施：一.实行严格检疫，防止

带病接穗和苗木的传播。二.建立无病苗木基地，选

种无病苗木。三.铲除病株，防治虫媒介体。这些防

治方法的有效实施，需要一套快速、灵敏、准确的

检测技术相配合[4]。而以往的一些检测方法，灵敏

度不高，在一些未显症状的病株体内病原物极低，

不能检测出这样低的浓度，只有寻找新的检测技术。

通过 PCR 扩增技术，可以将微量的目标 DNA 片段
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进行特异性扩增、放大，既可以检测植株是否感染

病原，又能获取大量的纯病原 DNA，有利于柑橘黄

龙病原的分子生物学研究，这也为防治柑橘黄龙病

提供了理论和事实依据。 

1  材料和方法  

1.1  植物材料 
纽荷尔脐橙（Citrus.sinensis），表现为斑驳症状，

经检测为阳性，在试验中作阳性对照，采自江西赣

州；温州蜜柑（C. nushiu. cv.），为健康柑橘植株叶

片，采自华中农业大学柑橘园，在试验中作阴性对

照。待检样品均采集于广州萝岗农业技术推广中心

柑橘园，品种分别为甜橙（C. sinensis）和椪柑（C. 
reticulata），叶片都变现为黄化、缺素症状，疑似感

染黄龙病。以上实验材料，清理干净后分装于塑料

带中，于-4 ℃冰箱中保存，备用。 
1.2  引物来源 

根据柑橘黄龙病菌亚洲菌系 β-operon 基因序列

设计特异引物 fA2/rJ5，同源引物 fA2 碱基序列为

5’-TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3’，互补引

物 rJ5 碱基序列 5’-ACAAAAGCAGAAATAGCAC 
GAA-3’，扩增片段大小为 703bp。由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。 
1.3  方法 
1.3.1  总核酸的提取  总核酸的提取方法主要过程

为：取 0.3 g 的柑橘叶片中脉（或完整叶片），剪碎

后放入研钵中加液氮迅速研磨成粉末状，转入预冷

的 1.5 mL 的 Eppedorf 离心管中，加入 800 μL 的

2%CTAB 抽提缓冲液（预热 65 ℃），轻轻振荡摇匀；

放入水浴箱中 65℃水浴 60~90min，每隔 10min 轻

摇 1 次。12 000 r/min 瞬时离心 2 min 取上清液，加

入等体积的苯酚/氯仿/异戊醇（25︰24︰1），充分

混匀 5 min。室温下，12000r/min 离心 10min，取上

清液加等体积的氯仿/异戊醇（1︰1），轻轻混匀。

室温下，12 000 r/min 离心 5min，取上清液加入 1/10
体积的 3M/L NaAc 和 2 倍体积的无水乙醇（预冷）。

-20 ℃冰箱中放置 4 h，在 4 ℃下 16 000 r/min 离心

20 min，弃上清液，沉淀用 95%和 75%的乙醇各清

洗两次，晾干；视 DNA 量的多少加入适量的无菌

ddH2O 溶解[5]。 
1.3.2  核酸的检测和凝胶电泳分析  取 1µl DNA
溶解液，加入 69µl ddH2O 稀释 70 倍，用核酸蛋白

质检测仪(Amersham sciences, ULTROSTES 2100 
PRO)分析总核酸的浓度和纯度；1%的琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 的完整性。 
1.3.3  PCR 的扩增和凝胶电泳分析  PCR 反应体

系包括：10×PCR 反应缓冲液 2.5 μL，同源引物和

互补引物各 1 μL，10 mMoldNTPs 0.5 μL，模板 DNA 
1μL，TaqDNA 聚合酶 0.2 μL（5U/μL），灭菌 ddH2O
补足总体积 25μL，混合后置于 PCR 仪（Bio-Rad，
PTC-200）上进行扩增反应。PCR 扩增反应程序：

95℃预变性 3 min；95 ℃变性 30s，55 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 1min（最后一次 10 min），进行 35 次循

环。反应完毕后，取 PCR 的扩增产物 5 μL 和

10×LoadingBuffer 1μL 混匀，用 1%的琼脂糖凝胶进

行电泳，经溴化乙锭（EB）染色后，在凝胶成像系

统（Bio-Rad，GelDoc2000）下观察结果、拍照。 

2  结果与分析 

2.1  不同材料抽提的总 DNA 的浓度、纯度和完整

性 
核 酸 蛋 白 检 测 仪 (Amersham sciences, 

ULTROSTES 2100 PRO)检测叶片中脉或叶片提取

的总 DNA 的浓度、纯度结果如表 1。 

表 1  不同材料提取的总 DNA 浓度、纯度比较 
纯度 

抽提样品 DNA 浓度 
（ng/μL） A260/A230 A260/A280 

纽荷尔脐橙，中脉 1648 1.87 1.95 
温州蜜柑，中脉 1042 1.76 1.86 
甜橙，中脉 676 1.99 1.80 
椪柑，中脉 935 2.06 1.83 

纽荷尔脐橙，叶片 1325 1.78 1.85 
温州蜜柑，叶片 862 1.83 1.96 
甜橙，叶片 856 1.98 1.86 
椪柑，叶片 1003 1.85 1.7 

中脉或叶片不同材料提取的 DNA 进行比较分 析，两者浓度值接近，A260/A230 和 A260/A280 均
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在 1.85 左右，说明纯度很高，符合 PCR 的扩增的

要求。但相比而言，从中脉中提取的 DNA 比叶片

高。电泳结果分析：图 1.a 显示表明，从叶脉中提

取的总 DNA 电泳带明显、清晰，不含有杂质，没

有发生降解现象，DNA 结构完整；图 1.b 中显示表

明，从叶片中提取的总 DNA 电泳带也比较明显，

但含有少量的杂质，DNA 有轻微的降解现象。这与

叶片中富含有酚类、多糖和盐离子有关，对提取的

DNA 造成了一定的污染。其中甜橙叶片中提取的

DNA（泳道 7）电泳后出现拖带，含有较多的杂质，

DNA 也呈现降解；而从甜橙中脉中提取的 DNA（泳

道 3）电泳后没有出现这种结果。经分析，这与叶

片老化有关，叶肉组织中色素沉积，累积大量的杂

质，核酸结构也不稳定，影响提取的 DNA 质量。

因此，在实验中宜选择中脉作试验材料，且样品不

要出现老化现象。 

 

M.DNA LadderMarker Ⅲ  1、纽荷尔脐橙；2、温州蜜柑；3、甜橙；4、椪柑； 

5、纽荷尔脐橙；6、温州蜜柑；7、甜橙；8、椪柑 

图 1  不同材料提取的总 DNA 电泳检测结果 

2.2  PCR 扩增产物的电泳分析 
以纽荷尔脐橙作阳性对照，温州蜜柑为阴性对

照，分别甜橙和椪柑进行了 PCR 检测。在 1%的琼

脂糖凝胶中进行电泳分检测，结果如图 2，其中图

2.a 中泳道 1 为阳性对照，扩增片段大小为 703bp。
泳道 2 和泳道 5 分别为阴性对照和空白清水对照，

无扩增条带形成。泳道 3 没有特异条带产生，表明

甜橙为阴性，没有感染柑橘黄龙病。泳道 4 中有特

异条带形成，与阳性对照的电泳带一致，表明该片

段为目标片段，椪柑检测为阳性，感染了柑橘黄龙

病菌。图 2.b 中，泳道 1 和泳道 4 均有特异条带形

成，泳道 2 和泳道 3 都没有产生特异条带，结果与

图 2.a 相同，说明甜橙样品为阴性，椪柑为阳性。

图 2 中两组不同材料的总 DNA 进行 PCR 扩增后，

中脉提取的 DNA 扩增后电泳带较叶片清晰，而叶

片提取的 DNA 扩增后仍有少量杂质，形成模糊的

阴影，说明中脉中提取物纯度高，PCR 扩增质量比

叶片提取物好。其中椪柑提取的总 DNA 经 PCR 扩

增后，经电泳得到的特异条带，中脉 DNA 的条带

清晰，叶片 DNA 的条带弱，比较模糊，同时也证

明柑橘黄龙病病原 DNA 适宜在叶片中脉中提取，

PCR 扩增的效果很好。在四种实验材料中，纽荷尔

脐橙和椪柑有特异条带产生，而温州蜜柑和甜橙没

有电泳带出现，说明 PCR 检测技术具有特异性。2
种待检柑橘叶片中脉抽提的总 DNA 的浓度和纯度

如表 2 所示，浓度值均在 2800 ng/uL 左右，纯度很

好，由于 DNA 浓度太高，对 DNA 溶解液进行简单

的倍数稀释，分别稀释 10 倍，总计 4 份。在相同

PCR 反应体系中进行扩增，结果如图 3；椪柑样品

总 DNA 经 10 倍稀释后有目标片段（泳道 3）产生，

扩增条带清晰，扩增片段大小为 703bp，检测为阳

性；而同样材料的椪柑总 DNA（泳道 1）却没有扩

增产物形成。甜橙样品提取的总 DNA 和稀释 10 倍

后的 DNA（泳道 2 和泳道 4）为模板进行扩增后，
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均无目标片段产生，结果显示为阴性。经分析，由

于 DNA 浓度过高，抑制 PCR 扩增反应过程的进行，

最终导致没有目标产物形成，而浓度偏低的 DNA
溶液却有目标产物生成。因此，在柑橘黄龙病检测

中，注意试验设计要严谨，模板 DNA 的浓度要适

中，避免浓度过高导致假阴性现象的发生，防止漏

检误检。 

 
(M. DNA Ladder MarkerⅡ 1、纽荷尔脐橙；2、温州蜜柑；3、甜橙；4、椪柑；5、灭菌水（CK） 

图 2  不同材料 DNA PCR 扩增产物的电泳结果 

表 2  两种材料中脉提取的总 DNA 浓度和纯度 

纯度 
样品材料 

DNA 浓度 

（ng/μL） A260/A230 A260/A280 

椪柑 3013 1.9 2 

甜橙 2537 1.87 1.94 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M. DNA Ladder Marker Ⅲ 1、椪柑（3013ng/μL）；2、甜橙（2537ng/μL）； 

3、椪柑样品 DNA 10 倍稀释（300ng/μL）；4、甜橙样品 DNA 10 倍稀释（250ng/μL） 

图 3  两种材料抽提的 DNA 浓度稀释 PCR 分析 

3 讨论 
试验中，引物 fA2/rJ5 是针对柑橘黄龙病菌

β-operon 设计的一对特异性引物，可对目标 DNA
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片段进行特异性 PCR 扩增，依据是否有扩增产物生

成来检测柑橘黄龙病菌存在与否[6]。若有目的扩增

产物生成，则在凝胶电泳分析时有反应带形成，即

可以判定该样品为阳性；如果没有反应带形成，则

这个样品为阴性。这样，可以快速、准确地检测植

株是否感染柑橘黄龙病病菌。 
柑橘黄龙病菌是一种韧皮部杆菌，在感病植物

体内分布不均匀，主要分布于韧皮部筛管中，在中

脉中提取的总 DNA 浓度含量高；叶片组织中富含

有盐离子、酚类、蛋白质和多糖，容易造成 DNA
污染，因此，从中脉中抽提的 DNA 进行 PCR 扩增

后特异条带较其他部位更为明显，检测准确率也更

高[7]。如图 1 中，中脉 DNA 的电泳条带比叶片 DNA
的要清楚，含有的杂质低，纯度高，DNA 的质量好。

同时在叶片 DNA 的电泳图中，泳道 7（图 1.b）的

DNA 污染严重，含有的杂质高，且出现 DNA 降解，

主要是因为叶片老化有关，叶肉组织中沉积大量色

素，DNA 也不稳定，容易降解，含有的杂质多。因

而，在样品的采集上，应选择新鲜的叶片，同时应

该从中脉中抽提总 DNA，这样能使 DNA 的质量提

高，有利于更准确的得出实验结果。图 2 中，虽然

两组实验检测结果一致，但是，从叶片中提取的

DNA 扩增后电泳产生的特异条带模糊，结果不明

显。从 DNA 扩增电泳结果比较分析来看，以叶片

为材料提取的 DNA 含有少量杂质，这与叶片富含

有酚类、多糖、蛋白质等物质有关，研磨后在进行

水浴过程中易释放污染 DNA，经有机溶剂抽提不容

易完全剔除，进行 PCR 扩增时特异条带模糊甚至产

生假阴性，可导致 PCR 检测结果不稳定。 
图 3 中，从两种不同的实验样品椪柑和甜橙中

脉里，抽提的总 DNA 浓度达到 2500ng/μL 以上，

纯度很好，含有的杂质低，适宜作 PCR 扩增。经

PCR 扩增后电泳分析，甜橙样品（泳道 2 和泳道 4）
检测为阴性；而椪柑总 DNA 直接为模板进行 PCR
扩增后，没有产生特异条带（泳道 1），稀释 10 倍

后却产生了特异条带（泳道 3）。经分析，两者虽然

为同一材料来源的 DNA，且在相同的 PCR 反应体

系，只存在浓度上的差异，显然由于浓度太高，导

致 PCR 过程中没有扩增产物生成。因此在 PCR 反

应体系中，模板 DNA 的浓度不宜太高，否则进行

PCR 检测过程中会造成目标 DNA 片段无法正常扩

增。 
为了提高检测灵敏度和检测检测准确性，不仅

要求试验材料要新鲜，保存方式要恰当，同时对整

个反应体系要进行更合理的优化，科学的设计各个

试验步骤，缩短试验过程的周期，这样更有利于有

利于黄龙病的早期快速诊断，为柑橘黄龙病的预防

提供重要的预警信号。 
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