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摘要：为有效利用弱毒株系交叉保护（mild strain cross protection，MSCP）防控柑橘衰退病，分别采

用限制性片段长度多态性（restriction fragment length polymorphism，RFLP）、双向逆转录-聚合酶链

式反应（bi-directional reverse transcription polymerase chain reaction，BD-PCR）及多重分子标记对四

川省眉山市 6 个柑橘品种 30 个样品上的柑橘衰退病毒（citrus tristeza virus，CTV）分离株进行组群

构成、基因型、遗传特征和系统发育树分析。结果表明，在 30 个柑橘样品中，70.0%的样品为多种

CTV组群混合侵染，且多为强毒和弱毒株系混合侵染；6个柑橘品种上CTV组群构成存在差异，温

州蜜柑品种主要为组群1和组群3混合侵染，纽荷尔脐橙品种均为组群3和组群5混合侵染，其他4个

品种主要为组群3和组群5混合侵染和组群3单一侵染。6个柑橘品种上CTV分离株均由3~5种基

因型构成，构成较相似，均包括T3、T30、T36三种基因型，而不知火品种上未检出B165基因型。6个

柑橘品种上CTV分离株的核苷酸序列相似性较高，介于92.4%~99.8%之间；遗传分化系数介于-0.114~

0.467，基因流介于-35.89~52.92之间，其中纽荷尔脐橙CTV种群与除沃柑外其他品种的CTV种群

的分化系数均大于0.281，基因流均小于1.00，表明这6个柑橘品种CTV种群之间存在基因交流，但

纽荷尔脐橙CTV种群与其他品种交流不频繁；所有CTV分离株均被聚为3个不同的类群，其中春

见、蜜柑、爱媛品种上大部分CTV分离株被聚为类群 I，纽荷尔脐橙品种上所有CTV分离株被聚为

类群 II，而沃柑、不知火品种上大部分 CTV 分离株被聚为类群 III；CTV 种群间变异百分比为

80.86%，表明寄主品种是CTV分离株p25基因遗传分化的重要因素。
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Abstract: In order to effectively use the mild strain cross protection (MSCP) to prevent and control the

citrus tristeza virus (CTV) disease, and to understand the differences in the group composition, geno‐

type and genetic characteristics of CTV isolates from different citrus varieties in the same area, the p25

gene of 30 CTV isolates from six citrus varieties in Meishan, Sichuan were analyzed with restriction

fragment length polymorphism, multiple molecular markers, genetic diversity, and phylogenetic analy‐

sis in this study. Group composition analysis showed that 70.0% of CTV isolates in 30 citrus samples

were infected by multiple CTV groups, showing mixed infection of virulent and mild strains. There



were differences in the CTV group composition among the six citrus varieties. Satsuma mandarin variet‐

ies were mainly mixedly infected with Groups 1 and 3, and Newhall navel orange varieties were mixed‐

ly infected with Groups 3 and 5, while the other four varieties were mainly mixedly infected with

Groups 3 and 5 or singly infected with Group 3. Genotyping analysis showed that 30 CTV isolates from

six citrus varieties were composed of 3-5 genotypes, all of which included T3, T30 and T36 genotypes,

while no virulent strain B165 was detected in Shiranui varieties. The genetic diversity analysis of CTV

p25 gene showed that the nucleotide sequence similarity among the six varieties was 92.4%-99.8%.

The genetic differentiation coefficient was -0.114-0.467 and the gene flow was -35.89-52.92. The ge‐

netic differentiation coefficients of Newhall navel orange CTV populations with other varieties (except

Orah CTV population) were greater than 0.281, with the gene flows less than 1.00, indicating that there

was gene exchange between CTV isolate populations of the six varieties, but the gene exchange be‐

tween Newhall navel orange CTV populations and other varieties was not frequent. Phylogenetic analy‐

sis showed that the all isolates were clustered into three different groups. Most of the CTV isolates from

the varieties Harumi, Satsuma mandarin, and Aiyuan and five representative stem pitting virulent strains

were clustered in group Ⅰ, and all CTV isolates from Newhall navel orange and T3 virulent strains were

clustered in group Ⅱ , while most CTV isolates from the varieties Orah and Shiranui and virulent and

mild strains were clustered in group Ⅲ . The variation between CTV populations on different varieties

accounted for 80.86%, indicating that the differentiation of CTV populations in the same area was main‐

ly affected by the different host varieties.
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柑橘衰退病是柑橘产业中最严重的病害之一，

由柑橘衰退病毒（citrus tristeza virus，CTV）引起

（Bar-Joseph et al.，1989；Ghosh et al.，2014；Read &

Pietersen，2015），严重威胁着世界各地柑橘产业的

发展（Folimonova，2020）。芸香科植物韧皮部组织

被 CTV 侵染后，感染植株可能无症状或表现速衰

型、茎陷点型和幼苗黄化型等症状，甚者可导致其衰

退和死亡（Hančević et al.，2018）。CTV危害症状和

严重程度主要取决于被感染的物种或品种、嫁接接

穗的砧木品种及 CTV 分离株的株系构成（Moreno

et al.，2008；Biswas et al.，2012；Scott et al.，2013）。

基于病毒基因组进行遗传演化研究是理解病毒

进化机制、推定病毒起源、明确其发生流行规律和制

定防治策略的基础。目前除了葡萄叶卷病毒 III

(grapevine leafroll associated virus 3，GLRaV-3）外，

CTV是长线型病毒科长线型病毒属唯一具有多种

系统发育模式的病毒（Moreno et al.，2008）。为明确

CTV基因与柑橘衰退病表现症状之间的关系，Gill‐

ings et al.（1993）根据CTV p25基因的酶切图谱将其

分离株分成7个组群，其中组群4和组群5为弱毒株

系，其他5个组群均为强毒株系，该检测方法大大缩

短了 CTV 分离株的株系鉴定时间和成本（Atta et

al.，2011；唐萌等，2016）；Harper（2013）和 Harper et

al.（2010）通过基因组测序先后将CTV株系鉴定为

速衰型强毒株系T36、茎陷点强毒株系VT、弱毒株

系T30、强毒株系T3和茎陷点强毒株系B165五种；

Hilf et al.（1999）、Roy et al.（2010）和Roy & Brlansky

（2010）通过对CTV不同株系基因组的差异区域进

行多重分子标记来区分基因型；Harper（2013）根据

全基因组系统发育分析将CTV分离株划分为T36、

VT、T30、T3、B165、RB和HA七个株系，建立了CTV

基因型的区分标准；Yokomi et al.（2018）根据此标准

鉴定出了S1株系；Wang et al.（2020）鉴定出了L1和

M1株系。CTV株系复杂的分化现象导致筛选防治

柑橘衰退病毒强毒株系的特异弱毒株系变得非常困

难（Lee & Keremane，2013），并且弱毒株系交叉保护

（mild strain cross protection，MSCP）的防治效果又

取决于当地寄主品种中 CTV 基因型组成信息和

CTV 强、弱毒株系的遗传特性（Scott et al.，2013）。

因此明确同一地区不同柑橘品种中CTV分离株的

组群构成、基因型组成和遗传演化特性等分子特征，

对于深入研究 CTV 以及利用 MSCP 来防控柑橘衰

退病具有重要意义。CTV p25基因编码的主要外壳

蛋白是RNA沉默抑制因子之一（Benítez-Galeano et

al.，2015），其通过抑制寄主的基因沉默来影响病毒

在寄主体内的复制和表达（Burgyán & Havelda，
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2011）。Wu et al.（2015）对p25基因进行系统发育树

和重组分析，结果发现我国CTV种群结构与地理位

置无关，主要受基因长距离流动、负选择和频繁重组

的影响。目前我国主要集中在不同地理区域之间

CTV种群的比较（Wu et al.，2015；Xiao et al.，2017），

而关于同一区域不同寄主品种上CTV分子特征分

析的报道较少。

四川省眉山市是我国晚熟柑橘的主产区之一，

也是晚熟杂柑品种最丰富的产区。截至到 2019年

底，眉山市柑橘面积已超过 7万 hm2，其中晚熟柑橘

面积超过 4 万 hm2，品种主要包括脐橙、不知火、青

见、春见、沃柑、爱媛等。为明确同一地区不同柑橘

品种上CTV分离株的分子特性，本研究对四川省眉

山市6个柑橘品种上CTV分离株p25基因的组群构

成、基因型以及遗传特征进行分析，以期为CTV流

行以及利用MSCP防控柑橘衰退病提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试样品：2019年从四川省眉山市爱媛 28号、

不知火、春见、沃柑4个杂柑品种，纽荷尔1个脐橙品

种和温州蜜柑1个蜜柑品种上共采集具有柑橘衰退

病症状的叶片样品123个。

试剂及仪器：CTV 单克隆抗体，美国 Agdia 公

司；碱性磷酸酯酶显色试剂、TRIzol Reagent，北京索

莱宝科技有限公司；RNA酶抑制剂RRI、RNA反转

录酶 M-MLV、5×反转录 Buffer、10×PCR Buffer（含

Mg2+）、2.5 mmol/L dNTP Mixture 、Taq DNA聚合酶、

Hinf Ⅰ限制性内切酶、100 bp DNA Marker、2000 bp

DNA Marker，日本 TaKaRa 公司；M5 Gelred 核酸染

料，北京聚合美有限公司；AxyPrep DNA 凝胶回收

试剂盒，美国Axygen公司；其他试剂均为进口或国

产分析纯。Centrifuge 5254R台式高速冷冻离心机，

德国艾本德股份公司；NANODROP 2000c超微量核

酸蛋白测定仪，美国赛默飞世尔科技公司；S1000TM

Thermal cycler PCR 仪、Universal Hood Ⅱ凝胶成像

仪，美国Bio-Rad公司；DYY-8C型电泳仪，北京六一

生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 柑橘样品总RNA提取及CTV p25基因的扩增

采取直接组织印记免疫法（宋震等，2005）对

123个样品进行检测，分别从每个柑橘品种中选取

检测呈阳性的样品 5个，编号分别为爱媛 28号 1~5

（AY1~AY5）、纽荷尔脐橙 1~5（QC1~QC5）、不知火

1~5（BZH1~BZH5）、温州蜜柑 1~5（MG1~MG5）、春

见1~5（CJ1~CJ5）、沃柑1~5（WG1~WG5），液氮处理

后于-80℃保存备用。

每个样品取0.2 g新鲜供试叶片，采取TRIzol法

（苏华楠等，2014）提取30个样品的总RNA。提取的

总RNA置于-80℃保存备用。取1 μg总RNA，用随

机六聚体引物 6N 和 M-MLV 反转录酶按说明书操

作步骤在 37℃条件下反应 60 min 合成 cDNA。以

cDNA 为模板，参照 CTV 的 p25 基因引物 CP1（5′-

ATGGACGACGAAACAAAG-3′）/CP3（5′-TCAAC‐

GTGTGTTGAATTT- 3′）（Gillings et al.，1993）进行

PCR扩增，引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成。25 μL PCR 反应体系：cDNA 模板 1 μL、

10×PCR Buffer（含 Mg2+）2.5 μL、2.5 mmol/L dNTPs

1 μL、10 μmol/L上下游引物各0.5 μL、5 U/μL Taq酶

0.25 μL，加 ddH2O 定容至 25 μL。PCR 反应程序：

94℃预变性5 min；94℃变性30 s，52℃退火30 s，72℃

延伸45 s，35个循环；72℃再延伸10 min。PCR产物

经 1.2%琼脂糖凝胶电泳分离，M5 Gelred核酸染料

染色后在Universal Hood Ⅱ凝胶成像系统上成像。

1.2.2 柑橘品种上CTV分离株的组群构成分析

采用限制性片段长度多态性（restriction frag‐

ment length polymorphism，RFLP）（Gillings et al.，

1993）和双向逆转录-聚合酶链式反应（bi-direction‐

al reverse transcription polymerase chain reaction，

BD-PCR）2种方法（Cevik et al.，1996）分析每个样品

上CTV分离株的组群构成。RFLP法：以限制性内

切酶Hinf I在37℃酶切p25基因1 h，产物经3%超纯

琼脂糖凝胶电泳 3~4 h 后再经 M5 Gelred 核酸染料

染色后在凝胶成像系统上成像，根据酶切后条带的

大小和数量确定其组群类型，组群1、2、3、6和7为强

毒株系，组群 4 和 5 为弱强毒株系（Gillings et al.，

1993）。BD-PCR法：以1.2.1反转录获得的 cDNA为

模板、以 p25 基因的末端引物 CP1/CP3 以及内部

引 物 CN218（5′-TTTGGACTGACGTCGTGTT-3′）/

CN219（5′-TTACCAATACCCTTAGAATTAT-3′）同时

进行PCR扩增，引物由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成。25 μL反应体系：cDNA模板1 μL、10×

PCR Buffer（含Mg2+）2.5 μL、2.5 mmol/L dNTPs 1 μL、

10 μmol/L引物CP1、CP3、CN218和CN219各0.5 μL、

5 U/μL Taq酶 0.25 μL，加ddH2O定容至25 μL。PCR

反应程序：94℃预变性5 min；94℃变性30 s，57℃退

火30 s，72℃延伸45 s，35个循环；72℃再延伸10 min。

扩增产物经8%非变性聚丙烯酰胺凝胶于4℃、200 V
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下电泳 3 h、银染后观察条带的大小和数量，确定强

毒株系和弱毒株系。p25基因完整片段、强毒株系

和弱毒株系相关片段大小分别为 672、320 和 392

bp，计算每个组群CTV阳性的检出率。

1.2.3 多重分子标记分析CTV分离株的基因型

采用多重分子标记方法对6个柑橘品种上CTV

分离株的基因型进行分析。以cDNA为模板、分别以

5 对引物 VT-F（5′-TTTGAAAATGGTGATGATTTC‐

GCCGTCA-3′）/VT-R（GACACCGGAACTGCYTG-

AACAGAAT-3′）、T3-F（5′-GTTATCACGCCTAAA-

GTTTGGTACCACT-3′）/T3-R（5′-CATGACATCGA-

AGATAGCCGAAGC-3′）、T30-F（5′-TGTTGCGAA-

ACTAGTTGACCCTACTG-3′）/T30-R（5′-TAGTGG-

GCAGAGTGCCAAAAGAGAT-3′）、T36-F（5′-TTC-

CCTAGGTCGGATCCCGAGTATA-3′）/T36-R（5′-C-

AAACCGGGAAGTGACACACTTGTTA-3′）和 B16

5-F （5′-GTTAAGAAGGATCACCATCTTGACGTT-

GA-3′）/B165-R（5′-AAAATGCACTGTAACAAGA-

CCCGACTC-3′）对 VT、T3、T30、T36、B165 基因型

鉴定，VT、T3、T30、T36和B165基因型 PCR扩增产

物大小依次为 302、409、206、836 和 510 bp（Roy et

al.，2010；Roy & Brlansky，2010），引物由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成。25 μL反应体系：

cDNA 模板 1 μL、10×PCR Buffer（含 Mg2+）2.5 μL、

2.5 mmol/L dNTPs 1 μL、10 μmol/L 上下游引物各

0.5 μL、5 U/μL Taq 酶 0.25μL，加 ddH2O 定容至

25 μL。PCR 反应程序：94℃预变性 5 min；94℃变

性 30 s，52℃退火 30 s，72℃延伸 45 s，35 个循环；

72℃再延伸 10 min。PCR 产物经 1.2%琼脂糖凝胶

电泳分离、M5 Gelred 核酸染料染色后在 Universal

Hood II 凝胶成像系统上成像。若各待测样品的

PCR扩增产物能检测到VT、T3、T30、T36或B165基

因型特异性目的片段，则说明该待测样品中含有其

对应基因型，反之则不含该基因型。

1.2.4 柑橘上CTV分离株序列测定及遗传特征分析

以 AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒回收纯化

CTV p25基因的PCR产物，将纯化后PCR产物送至

生工生物工程（上海）股份有限公司双向测序。应用

CExpress 6.0软件对测序序列进行拼接，并计算基因

序列的碱基组成，利用 MEGA 10 软件计算 30 个

CTV分离株的核苷酸遗传距离及核苷酸序列相似

性。采用DnaSP 5.0软件计算30个样品上CTV分离

株群体内的基因流Nm，当Nm>1.00时存在较频繁的

基因交流，当 Nm≤1.00 则交流不频繁（López-Farfan

et al.，2007）。用 DnaSP 5.0 软件计算 6 个柑橘品种

种群间的核苷酸差异数Kxy以及非同义突变率和同

义突变率比dN/dS，dN/dS=1表示基因在中性选择下进

化，dN/dS<1表示基因在纯化选择下进化，dN/dS>1则

表示基因在正向选择下进化（Cheng et al.，2014）。

用DnaSP 5.0软件计算 6个柑橘品种上CTV分离株

序列遗传分化系数Fst、遗传多样性分析Pi、核苷酸平

均差异数 K 和中性检验 Tajima’s D、Fu and Li’s D

及Fu and Li’s F，当3种中性检验结果均为正值时，

表明其正处于收缩或平衡状态；当 3种检测结果均

为显著负值时，表明其处在扩张状态，当3种检测结

果均为不显著负值时，表明其可能处在扩张状态；当

1~2种检测结果为显著负值时，表明其处于扩张的

趋势中（Wu et al.，2015）。利用软件Arlequin 3.1进

行分子变异分析（analysis of molecular variance，

AMOVA）。利用 RPD 5.0 软件中 RDP、Chimaera、

Maxchi、Bootscan、SiScan、GENECONV和3Seq七种

重组检测方法对p25基因核苷酸序列间的重组事件

进行检测，至少4种方法检测均显著（P<1.0×10-6）的

则重组事件有效。

1.2.5 柑橘品种上CTV分离株系统发育分析

对本研究获得的 30 个 CTV 分离株和从 NCBI

数据库中下载的印度茎陷点强毒株系 B165（Gen‐

Bank 登录号为 EU076703）、中国强毒株系 CT11A

（GenBank登录号为 JQ911664）、埃及强毒株系Qaha

（GenBank登录号为AY340974）、日本苗黄茎陷点强

毒株系 NUagA（GenBank 登录号为 AB046398）、以

色 列 茎 陷 点 强 毒 株 系 VT（GenBank 登 录 号 为

U56902）、澳大利亚弱毒株系PB61（GenBank登录号

为 AJ297702）、美国苗黄茎陷点强毒株系 SY568

（GenBank登录号为AF001623）、强毒株系T3（Gen‐

Bank登录号为KC525952）、弱毒株系T30（GenBank

登录号为 AF260651）和速衰型强毒株系 T36（Gen‐

Bank登录号为U16304）10个CTV代表性分离株的

p25 基因运用 MEGA 10 软件以邻接法构建系统发

育树，自展值检验重复1 000次。

2 结果与分析

2.1 柑橘品种上CTV分离株的组群构成

在 30 个柑橘样品中，除 BZH2 和 BZH4 样品上

CTV 外，其他样品上 CTV 分别属于 7 个分类组群

（表1）。其中被2个以上CTV组群混合侵染的样品

有 21个，被CTV单一组群侵染的样品仅 7个，所占

比例分别为70.0%和23.3%，表明四川省眉山市6个
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柑橘品种上 CTV 以多种组群混合侵染为主；在被

CTV组群混合侵染的21个样品中，2个组群混合侵

染的样品有 19个，其中以组群 3和组群 5混合侵染

为主；在被CTV单一组群侵染的7个样品中，仅包括

组群 3 和组群 5，其中以组群 3 为主；而 BZH2 和

BZH4样品上CTV无法与组群1~7中任一个组群对

应（表1）。

表1 基于p25基因的30个柑橘样品中CTV组群构成和基因型

Table 1 CTV group composition and genotypes in 30 citrus samples based on p25 gene

样品
Sample

AY1

AY2

AY3

AY4

AY5

QC1

QC2

QC3

QC4

QC5

BZH1

BZH2

BZH3

BZH4

BZH5

MG1

MG2

MG3

MG4

MG5

CJ1

CJ2

CJ3

CJ4

CJ5

WG1

WG2

WG3

WG4

WG5

组群构成
Group composition

3

3，5

3，5

3，5

3

3，5

3，5

3，5

3，5

3，5

3，5

未知Unknown

3，4

未知Unknown

1，3

1，3

1，3

1，3

1，3

1，3，6，7

3，5

2，3，7

3，5

3

3

3

3

5

3，5

3，5

株系Strain

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强，弱Virulent，mild

强，弱Virulent，mild

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强，弱Virulent，mild

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强，弱Virulent，mild

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强Virulent

强，弱Virulent，mild

强，弱Virulent，mild

强，弱Virulent，mild

基因型鉴定结果Genotyping result

VT

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

-
+

-
+

+

+

+

+

-
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

T3

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

T30

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
+
+
+
+
+
+
+

T36

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
+
+
+
+
+
+
+

B165

+

+

+

+

+

+

-
-
+

+

-
-
-
-
-
+

+

+

+

+

+

+

+
+
+
+
+
+
+
+

基因型Genotype

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36

VT，T3，T30，T36

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

T3，T30，T36

VT，T3，T30，T36

T3，T30，T36

VT，T3，T30，T36

VT，T3，T30，T36

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

VT，T3，T30，T36，B165

+、-：PCR扩增到和未扩增到目的片段。+/- : Target fragments amplified or not amplified by PCR.

在 7 个分类组群中，组群 3、组群 5 和组群 1 的

CTV阳性检出率分别为90%、47%和20%，其他组群

的检出率均低于7%，表明四川省眉山市6个柑橘品

种上CTV种群以组群 3为主（表 1）。另外，不同柑

橘品种上 CTV 组群组成存在差异，在纽荷尔脐橙

QC1~QC5 样品上 CTV 均为组群 3 和组群 5 混合侵

染，呈现强、弱毒株系混合侵染；在温州蜜柑

MG1~MG5 样品上 CTV 均为 2 种以上组群混合侵

染，其中以组群1和组群3混合侵染为主，其流行株

系均为强毒株系；在爱媛 28 号 AY1~AY5、春见

CJ1~CJ5 和沃柑 WG1~WG5 样品上 CTV 单一组群

和混合组群侵染均存在，且单一组群以组群3为主，

混合组群以组群3和组群5混合侵染为主；在不知火

品种上，除BZH2和BZH4样品外，其他 3个样品均
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为2种组群混合侵染。

30 个柑橘样品均能扩增出大小为 672 bp 的完

整 p25基因片段，同时也扩增出与强毒株系相关的

320 bp 片段，表明所有样品中均存在 CTV 强毒株

系；另外仅 QC2、QC3、BZH3、CJ3、WG3、WG4 和

WG5样品能扩增出与弱毒株系相关的392 bp片段，

综上表明纽荷尔脐橙、不知火、春见、沃柑品种上存

在CTV强毒株系和弱毒株系混合侵染的现象（表1）。

2.2 柑橘品种上CTV分离株的基因型

30个柑橘样品上CTV分离株均包含T3、T30和

T36这 3种基因型，其中 22个柑橘样品上CTV分离

株包含全部5种基因型，表明四川省眉山市6个柑橘

品种均混合感染了多种CTV基因型，且大部分样品

上CTV分离株基因型组成较相似。此外，5个不知

火BCH1~BCH5样品和2个纽荷尔脐橙QC2和QC3

样品上的CTV分离株中未检出B165基因型，而且2个

不知火BCH1、BCH2样品及1个温州蜜柑MG4样品

上CTV分离株中未检出VT基因型，表明部分品种

上CTV分离株基因型组成和同一品种内部分样品

上CTV分离株基因型组成之间均存在差异（表1）。

2.3 柑橘品种上CTV分离株p25基因遗传特征

2.3.1 碱基组成和遗传相似性分析

6个柑橘品种上CTV分离株p25基因序列长度

均为 672 bp，A、T、C 和 G 平均含量分别为 28.74%、

26.88%、18.78%和 25.60%，各品种碱基含量相差不

大，且所有CTV分离株p25基因序列的A+T平均含

量高于G+C平均含量，均无碱基插入和缺失，共含

82 个变异位点，占总长度的 12.20%，其中爱媛 28

号、不知火、春见、温州蜜柑、纽荷尔脐橙和沃柑品种

上 CTV 分离株 p25 基因序列变异位点分别为 43、

43、38、51、28和 56个；6个柑橘样品上CTV分离株

的 dN/dS介于 0.021~0.041 之间，表明 CTV 分离株均

处在纯化选择进化；核苷酸序列相似性介于92.4%~

99.8%之间，平均遗传距离介于0.033~0.054之间。

2.3.2 遗传分化与基因流分析

遗传分化与变异分析结果显示，6个柑橘品种

CTV种群遗传分化系数Fst在-0.114~0.476之间，其

中纽荷尔脐橙品种上CTV种群与其他品种上CTV

种群之间的遗传分化系数偏大，除与沃柑品种上

CTV 种群的遗传分化系数为 0.199 外，与其他品种

上 CTV 种群的遗传分化系数均大于 0.281，表明纽

荷尔脐橙品种上CTV种群发生了明显的种群分化；

不知火和春见品种上CTV种群之间的遗传分化系

数为0.365，表明这2个品种上CTV种群之间分化较

明显（表 2）。6 个柑橘品种 CTV 种群的基因流 Nm

在-35.89~52.92之间（表2），表明品种之间存在基因

交流现象，其中纽荷尔脐橙品种CTV种群除了与沃

柑的Nm略大于1以外，与其他品种间的Nm均小于1，

表明纽荷尔品种中CTV与其他品种交流不频繁（表

2）。AMOVA 分析结果显示，6 个柑橘品种上 CTV

种群内变异百分比为19.14%，种群间变异百分比为

80.86%，表明寄主品种是CTV分离株 p25基因遗传

分化的重要因素（表3）。

表2 6个柑橘品种上CTV组群p25基因序列的遗传分化系数与基因流

Table 2 Genetic differentiation coefficients and gene flow of p25 in CTV populations on six citrus varieties

品种
Variety

爱媛28号Aiyuan 28

不知火Shiranui

春见Harumi

温州蜜柑Satsuma mandarin

纽荷尔脐橙Newhall navel orange

沃柑Orah

爱媛28号
Aiyuan 28

-
2.00

-5.71

-2.45

0.64

2.92

不知火
Shiranui

0.111

-
0.44

1.63

0.28

2.47

春见
Harumi
-0.046

0.365

-
-35.89

0.29

0.72

温州蜜柑
Satsuma mandarin

-0.114

0.133

-0.007

-
0.57

52.92

纽荷尔脐橙
Newhall navel orange

0.281

0.476

0.461

0.303

-
1.01

沃柑
Orah
0.079

0.092

0.257

0.005

0.199

-
对角线以上为遗传分化系数，对角线以下为基因流。Genetic differentiation coefficients are shown above the diagonal,

while gene flow values are shown below the diagona.

表3 6个柑橘品种上CTV种群的分子变异分析

Table 3 AMOVA of CTV populations on six citrus varieties

变异来源
Source of variation

种群内Within population

种群间Among population

总数Total

自由度
df
5

24

29

平方和
Sum of square

111.533

245.200

356.733

变异组分
Variance component

2.418

10.217

12.635

变异百分比
Percentage of variation/%

19.14

80.86

100.00
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2.3.3 遗传多样性、选择压力及重组分析

6个柑橘品种上CTV分离株的核苷酸多样性介

于 0.021~0.038 之间，核苷酸平均差异数介于 13.8~

25.8之间，其中在沃柑品种上核苷酸多样性和核苷

酸差异数最高，分别为 0.038和 25.8，在纽荷尔脐橙

品种上的最低，分别 0.021 和 13.8（表 4）。爱媛 28

号、温州蜜柑和纽荷尔脐橙品种上 CTV 分离株的

Tajima’s D、Fu and Li’s D 及 Fu and Li’s F 均大于

0，表明这3个品种上CTV分离株处于平衡或收缩状

态；不知火和沃柑品种上的CTV种群分离株 p25基

因的 Tajima’s D、Fu and Li’s D 及 Fu and Li’s F 均

小于 0，但P值不显著，表明这 2个品种上CTV分离

株可能处于扩张状态；春见品种上CTV种群分离株

p25基因的Fu and Li’s D和Fu and Li’s F检测结果

为显著负值，而Tajima’s D为不显著负值，表明该品

种上 CTV 分离株处于扩张趋势中（表 4）。RDP、

Chimaera、Maxchi、Bootscan、SiScan、GENECONV

和 3Seq 七种检测方法在样品上 CTV 均未检测到

p25基因发生重组事件。

表4 6个柑橘品种上CTV分离株p25基因序列核苷酸多样性分析及中性检验

Table 4 Nucleotide diversity of p25 gene and neutrality test in CTV populations on six citrus varieties

寄主品种
Host variety

爱媛28号Aiyuan 28

不知火Shiranui

春见Harumi

温州蜜柑Satsuma mandarin

纽荷尔脐橙
Newhall navel orange

沃柑Orah

核苷酸多样性
Nucleotide

diversity

0.035

0.029

0.023

0.037
0.021

0.038

核苷酸平均差异数
Average number of
nucleotide difference

23.2

19.6

15.2

25.0
13.8

25.8

Tajima’s D

0.742（P>0.10）

-0.379（P>0.10）

-1.252（P>0.10）

0.012（P>0.10）
0.200（P>0.10）

-0.554（P>0.10）

Fu and Li’s D

0.813（P>0.10）

-0.379（P>0.10）

-1.252（P<0.05）

0.072（P>0.10）
0.200（P>0.10）

-0.445（P>0.10）

Fu and Li’s F

0.864（P>0.10）

-0.410（P>0.10）

-1.352（P<0.05）

0.066（P>0.10）
0.215（P>0.10）

-0.506（P>0.10）

2.4 柑橘品种上CTV分离株的系统发育分析

30个柑橘样品上CTV分离株被聚为3个类群，

其中爱媛AY1、AY2、AY3、不知火BZH1、春见CJ1、

CJ2、CJ3、CJ5 和蜜柑 MG1、MG2、MG4 样品上的

CTV分离株与茎陷点强毒株系B165、茎陷点强毒株

系CT11A、苗黄茎陷点强毒株系NUagA、苗黄茎陷

点强毒株系SY568及茎陷点强毒株系VT被聚为类

群I，该类群为CTV茎陷点强毒株系类群；纽荷尔脐

橙 QC1~QC5 和沃柑 WG1 样品上的 CTV 分离株与

强毒株系T3被聚为类群II；爱媛AY4、AY5、不知火

BZH2~BZH5、春见 CJ4、蜜柑 MG3、MG5 和沃柑

WG2~WG5样品上的CTV分离株与强毒株系Qaha、

强毒株系T36、弱毒株系PB61和弱毒株系T30被聚

为类群III，不知火和沃柑样品上的CTV分离株多聚

为类群III（图 1），进一步表明纽荷尔脐橙上CTV分

离株与其他品种上CTV分离株关系相对较远。

3 讨论

Atta et al.（2011）通过对 85个CTV分离株进行

CTV p25/Hinf Ⅰ RFLP组群分析发现，组群 3、组群 1

和组群6是巴基斯坦田间柑橘CTV流行组群，且多

个组群混合侵染的现象在田间比较普遍；Jiang et al.

（2008）对中国南方 3 个柑橘产区 30 个样品上 CTV

分离株的组群构成进行分析，发现 9个样品为CTV

组群单一侵染，21 个样品为多种 CTV 组群混合侵

染，也表明CTV组群的混合侵染较普遍。本研究对

四川省眉山市6个柑橘品种上CTV组群构成进行分

析，结果显示在30个柑橘样品中，70.0%的柑橘样品

为多种CTV组群混合侵染，且多为强、弱毒株系混合

侵染，且6个柑橘品种上CTV分离株的组群构成存

在差异，温州蜜柑品种主要为组群1和组群3混合侵

染，纽荷尔脐橙品种均为组群3和组群5混合侵染，

而其他 4个品种主要为组群 3和组群 5混合侵染及

组群 3单一侵染，其差异的来源及其对症状的影响

需要进一步研究。Jiang et al.（2008）通过对中国分离

株S4的 p25基因分析发现 1个新的酶切位点，该酶

切位点将299 bp片段进一步酶切成184 bp和115 bp

两个片段，成为组群1~7外的新组群；本研究同样发

现不知火品种2个样品上的CTV分离株不能归类到

组群 1~7 中，而这 2 个样品上 CTV 分离株的 p25 基

因是否也存在特殊酶切位点，进而将其形成新组群，

这还有待进一步探究。此外4个样品经BD-PCR扩

增后同时出现强毒株系和弱毒株系对应的条带，与

RFLP 分析结果相符，但除温州蜜柑外的其他寄主

样品上 BD-PCR 技术均未检出弱毒株系对应的条

带，与RFLP分析结果不一致，究其原因可能是BD-
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PCR技术中弱毒株系的引物比较单一，无法识别部 分弱毒株系相关基因序列。

图1 基于p25基因序列的四川省眉山市30个柑橘品种样品上CTV分离株和其他株系的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic trees of CTV isolates from 30 citrus samples in Meishan City, Sichuan Province and other

related isolates based on p25 gene sequences

确定CTV预免疫源的基因型组成是利用CTV

弱毒株系进行MSCP的基础（Scott et al，2013）。本

研究结果发现 6 个柑橘品种上 CTV 分离株均包含

T3、T30、T36三种基因型，且包含了强、弱毒株系的

基因型；强、弱毒株系基因型在同一植株中混合侵染

的现象普遍存在，例如Scott et al.（2013）对墨西哥酸

橙、沼泽和星红宝石葡萄柚品种中的CTV分离株进

行基因型分析，发现同一植株中含有强、弱毒株系混

合侵染的现象；Wang et al.（2013）对保存在加州河

滨市柑橘克隆保护计划的检疫植物进行基因型分

析，也发现同一植株中含有强、弱毒株系混合侵染的

现象；Xiao et al.（2017）对中国湖南省的 19 个 CTV

样品进行的基因型分析，也发现同一植株中含有强、

弱毒株系混合侵染的现象。而不同基因型如何在同

一株系中共存，尤其是弱毒基因型 T30 未表现

MSCP 机制，均有待进一步研究（Dawson et al.，

2015）。此外，不知火品种样品中均未检测到B165

基因型，而其他 5个柑橘品种中大部分样品均检测

到 B165 基因型，不知火品种是否对 B165 基因型

CTV分离株存在抗性或其他原因有待进一步分析

确定。目前报道的 CTV 基因型有 T36、VT、T30、

T3、B165、RB、HA、S1、L1、M1共10种（Harper，2013；

Yokomi et al.，2018；Wang et al.，2020），本研究仅对

其中的T36、VT、T30、T3、B165基因型进行了鉴定，

其他5种基因型的鉴定及其在不同柑橘品种的发生

情况还有待进一步分析。
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本研究结果显示除纽荷尔脐橙品种上CTV种

群外，其他5个种群之间有较频繁的基因交流，并且

纽荷尔脐橙品种上CTV种群发生了明显的种群分

化；AMOVA 分析显示寄主品种是 CTV 分离株 p25

基因遗传分化的重要原因，所有纽荷尔脐橙样品上

CTV分离株均被聚为类群II，而其他品种上CTV分

离株分别被聚为类群I、类群III或类群II、III，进一步

表明纽荷尔脐橙品种上 CTV 种群与其他品种上

CTV种群存在明显的遗传差异。尽管基因重组在

CTV 的遗传演化中具有重要作用（Rubio et al.，

2001；Benítez-Galeano et al.，2015），但 6个柑橘品种

上CTV种群的 p25基因均未检测到重组事件，表明

纽荷尔脐橙与其他品种之间的CTV序列差异并不

是由基因重组引起的，推测纽荷尔脐橙品种上CTV

种群分化可能与寄主的相互作用有关（Dawson et

al.，2015；唐萌等，2016）。

本研究对四川省眉山市6个柑橘品种30个样品

上 CTV 分离株 p25 基因进行限制性片段长度多态

性、多重分子标记及基因遗传多样性和系统发育树

分析，发现这6个柑橘品种上CTV分离株种群间存

在基因交流现象，寄主品种是导致CTV分离株遗传

分化的重要因素。MSCP是防控柑橘衰退病最有效

的技术，其防控效果取决于CTV弱毒株系和强毒株

系的同源性（Lee & Keremane，2013），所以在田间应

用 MSCP 防控衰退病时应考虑不同柑橘品种对

CTV分离株遗传分化的影响。
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