






园艺学报，2018，45 (11)：2121–2128. 
Acta Horticulturae Sinica   
doi：10.16420/j.issn.0513-353x.2018-0317；http：//www. ahs. ac. cn                                                 2121 

收稿日期：2018–07–30；修回日期：2018–10–24 

基金项目：科技部国家重点研发计划专项（2018YFD0201500）；重庆市基础科学与前沿技术研究项目（cstc2017jcyjBX0020）；国家现代

农业产业技术体系建设专项资金项目（CARS-26）；重庆市社会事业与民生保障科技创新专项项目（cstc2016shms-ztzx80001） 

* 共同第一作者 
** 通信作者 Author for correspondence（E-mail：zouxiuping@cric.cn） 

柑橘黄龙病病原菌 Las 在叶圆片嫁接接种的‘锦

橙’中早期扩散研究 
吴  柳*，白晓晶*，文庆利，谢  竹，何永睿，王丽娟，陈善春，邹修平** 
（西南大学柑桔研究所，中国农业科学院柑桔研究所，国家柑桔品种改良中心，重庆 400712） 

摘  要：为了探究黄龙病（Citrus Huanglongbing，HLB）病原菌在柑橘韧皮部的早期运动情况，以柑

橘黄龙病亚洲致病种 Candidatus Liberibacter asiaticus（Las）为毒源，黄龙病高感品种‘锦橙’实生苗为

受体材料进行叶圆片嫁接传毒。利用定量 PCR 技术对嫁接口处近端主脉、远端主脉、叶柄以及缘周叶组

织进行了为期 84 d 的菌量测定。结果发现，病原菌在近端主脉中积累最快，其次是远端主脉、叶柄和缘

周叶组织。以近端主脉为原初侵染部位，Las 在嫁接叶片中 1 ~ 84 d 的早期运动可分为潜伏期（1 ~ 42 d）、

指数期（43 ~ 70 d）和稳定期（71 ~ 84 d）。在早期侵染过程中，Las 病原菌主要沿叶主脉从原初侵染部位

由近向远扩散，其扩散趋势与症状从原初侵染部位向外扩散紧密相关。证实叶圆片嫁接法可作为柑橘 HLB

一种有效的传毒方式。 
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Abstract：To understand the spread characteristics of HLB pathogen in citrus at early infection stage，

the populations of the Candidatus Liberibacter asiaticus（Las）pathogen，the symptom development in the 

susceptible‘Jincheng’Orange（Citrus sinensis Osbeck）were investigated using leafdisc grafting during the 

first eighty-four days of infection. Quantitative real-time PCR（qPCR）analysis showed that the presence of 

Las was firstly detected in the proximal midrib 49 days after grafting，and until 77 days after grafting，the 

pathogen was found in the distal midrib，petiole and the marginal tissue around the leafdisc. Using the 

proximal midrib as the primary infection tissue，the early spread of Las pathogen in the leafdisc-grafted 

leaf can be grouped into three phases from one to eighty-four days after Las inoculation：lag phase（1–42 

                     



Wu Liu，Bai Xiaojing，Wen Qingli，Xie Zhu，He Yongrui，Wang Lijuan，Chen Shanchun，Zou Xiuping. 
Early spread characteristics of Candidatus Liberibacter asiaticus in Jincheng orange（Citrus sinensis Osbeck）by leafdisc grafting. 

2122                                                                   Acta Horticulturae Sinica，2018，45 (11)：2121–2128. 

 

days），logarithmic phase（43–70 days）and stationary phase（71–84 days）. The results showed that the 

pathogen spreads mainly along the midrib from the proximal tissue to the distal tissue in the grafted 

leaves，which was in accordance with HLB symptoms spread out from the proximal midrib. The study also 

displayed that leaf-disc grafting was a powerful tool for the transmission of HLB pathogen in citrus. 

Keywords：citrus HLB；early spread；leafdisc grafting；qPCR 

 

柑橘黄龙病（Citrus Huanglongbing，HLB）是柑橘生产中危害最严重的检疫性病害之一（Bové，

2014），黄龙病病原属于韧皮部杆菌属（Jagoueix et al.，1994；Garnier et al.，2000）的一种革兰氏

阴性菌，其中亚洲种 Candidatus Liberibacter asiaticus（Las）是全世界柑橘的主要致病菌种。 

病原菌致病机理的研究是有效开展病害防治和基因工程育种的基础和关键。近年来科学家们从

分子进化学、生理生化、生物学、病理学、组学等不同角度对柑橘黄龙病菌致病和寄主感病机理进

行了广泛的研究（许美容 等，2015）。然而，（1）柑橘黄龙病病原 Cadidatus Liberibacter 培养困难，

无法进行人工接种；（2）木虱或人工嫁接传毒无法控制病原菌的含量和纯度，且潜育期和发病周期

长，接种成功率低；（3）Cadidatus Liberibacter 在植株体内分布极不均匀，且受到其他植原体的影

响（Lopes et al.，2009）。这些因素制约了柑橘黄龙病菌与寄主互作分子机理的研究，也是目前柑橘

抗黄龙病育种和防控研究进展十分缓慢的一个主要原因。 

黄龙病病原菌通过柑橘木虱、嫁接等传播方式进入柑橘植物体，特异性驻留在韧皮部组织并通

过韧皮部在植物体内扩散，引起柑橘系统性病害（Vojnov et al.，2010；Hershkovitz et al.，2012）。

解析这种系统性扩散机制是阐明病原菌致病机理的重要内容。有研究认为黄龙病菌可能从入侵部位

（如叶片、新梢）优先向根部扩散，并定殖在根中，然后迅速向其他叶片等组织扩散，根部病症先

于叶片出现（Johnson et al.，2014）。植物碳水化合物的分配是碳同化物从源（叶）向库（如茎、根

和种子）运输的过程；黄龙病病原 Las 为营养缺陷型细菌，需从宿主获取营养才能生存，并偏好韧

皮部筛管中的特定糖类（Duan et al.，2009；樊晶，2010）。这种对糖的偏好性可能影响病原的扩散

趋势，比如病原菌可能沿着韧皮部中糖的运输方向扩散（Wang et al.，2017）。然而，目前人们仍然

无法确认黄龙病病原是优先向根中扩散还是随光合产物从源到库随机扩散，或者两种机制同时存在。 

病原菌从木虱叮咬、嫁接部位的韧皮部（即原初侵染部位）在植株中的早期扩散行为是形成系

统扩散和危害的关键（Martinelli et al.，2013）。基于此，运用叶圆片嫁接的方式（Flavia et al.，2017），

以柑橘黄龙病亚洲致病种 Las 为毒源，采用实时荧光定量 PCR 法追踪病原菌侵染早期在叶片主脉中

的扩散特征，探讨其早期的运动规律，为深入研究黄龙病病原韧皮部运动机制和早期黄龙病的防治

提供理论依据和方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

试验于 2016 年 10 月—2017 年 3 月在中国农业科学院柑桔研究所国家柑桔品种改良中心完成。

黄龙病高感品种‘锦橙’实生苗取自中国农业科学院柑桔研究所改良中心温室；感染黄龙病亚洲种

‘锦橙’病株取自广西感病果园。 

新型植物 DNA快速提取试剂盒购自 Adela 公司，iQ SYBR Green Supermix试剂盒购自BIO-RAD

公司，引物由成都擎科梓熙生物技术有限公司合成。 
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1.2  病原材料的鉴定 

取疑似黄龙病病株的成熟叶片，分离靠近叶柄的部分中脉，提取总 DNA，利用 Las 病原 16S 基

因特异鉴定引物 OI1/OI2C 引物（白晓晶 等，2017），PCR 鉴定毒源，确保用于试验的材料带有黄

龙病病原菌。PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃ 30 s，63 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，35 个循

环；72 ℃延伸 10 min；4 ℃保存；预期扩增产物为 1 160 bp。 

1.3  叶片病原嫁接传毒及嫁接叶片表型观察 

选 2 年生‘锦橙’健康实生苗叶片和已验证感染 Las 的相同成熟度叶片，均用无菌水冲洗数遍

后自然晾干，在距离叶尖端约 1.5 cm 处打孔，孔径大小为 7 mm。将带 Las 的叶圆片嫁接到健康实

生苗叶片圆孔处，使叶圆片的中脉与实生苗叶片的中脉对齐，且侧脉保持一致的生长趋势，用透明

胶带将正反面粘贴固定。对照的嫁接圆片为健康叶圆片，其余处理同上。 

嫁接黄龙病和对照实生苗分别 12 株，每株嫁接 12 片叶，于 22 ℃玻璃温室中光照培养，水肥

施用周期为 14 d，表型观察周期为 7 d。每 7 d 对植株拍照记录 1 次，对比不同时期叶片和嫁接口表

型变化。 

1.4  黄龙病病原菌菌量测定 

叶圆片嫁接传毒后，每隔 7 d，从 12 株植株中各取 1 片嫁接叶，随机分成 3 份，作为 3 次生物

学重复。根据距嫁接口的位置，用手术刀片将叶片分为近端主脉（离叶圆片 3 cm）、远端主脉、叶

柄、缘周叶组织（离叶圆片 1 cm 左右）4 个样本，分别提取 DNA，稀释到相同浓度，进行实时荧

光定量 PCR（qPCR）。植物基因组 18S DNA 和柑橘黄龙病病原 16S rDNA 定量用引物、PCR 反应体

系和程序参见 Zou 等（2017）的报道进行。参见 Li 等（2006）的方法，采用本实验室前期建立的公

式（Zou et al.，2017）计算叶片组织中 Las 病原菌的含量，以每 µg 柑橘 DNA 中的病原菌拷贝数表

示（copies · µg-1）。采用 Excel 软件进行数据统计作图。 

2  结果与分析 

2.1  Las 病原叶片的鉴定 

为了确保用于嫁接的每一片叶均带有 Las 病原，嫁接前对每一片叶进行 PCR 检测，扩增靶标基

因为 Las 病原菌的 16S 基因，片段大小为 1 160 bp。如图 1 所示，检测出 16S 基因特异片段的叶片

为 Las 病原叶片，将用于叶圆片嫁接传毒。 
 

 

图 1  Las 病原叶片的 PCR 检测 

M：DL2000 DNA marker；CK+：阳性对照；CK-
：阴性对照；1 ~ 7：待测叶片。 

Fig. 1  PCR determination results of the Las pathogens in leaf 

M：DL2000 DNA marker；CK+：Positive control；CK-：Negative control；1–7：Leaf tested. 
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图 3  定量 PCR 检测 Las 病原菌含量取材示意图 

Fig. 3  Schematic diagram of tissues used to analyze bacterial 

populations in leaf 

2.2  嫁接传毒 28 ~ 84 d 后叶片表型变化 

嫁接后 28 d，大部分嫁接的叶圆片与周围的叶片组织结合紧密（图 2），在接口可见一圈较厚的

愈伤组织，说明 28 d 时叶圆片与叶片已完全融合。 

嫁接后 84 d，愈伤组织逐渐木质化，叶圆片在整个试验期间保持绿色，说明叶圆片通过形成愈

伤组织促进维管束的连接，基本恢复圆片与叶片之间的物质相互供应，但是嫁接毒源的叶片并未表

现出患黄龙病的症状。 

 

 

图 2  接种 Las 后 28、56 和 84 d 的叶片表型变化 

Fig. 2  Phenotypic observation of leaves with Las after 28，56 and 84 days 

 

2.3  嫁接传毒 49 ~ 84 d 后叶片各部位菌量变化 

前期研究表明，荧光定量 PCR 对甜橙中 Las 的检测阈值循环数 Ct 为 31.3（Zou et al.，2017）。

据此，当 Ct 大于 31.3，被认为无病原菌被检测到，其病原菌含量为 0。 

对如图 3 所示的嫁接口近端主脉、远端

主脉和叶柄、缘周叶组织等 4 个部位取样进

行分析，qPCR 分析表明，接种 Las 后 7 ~ 42 d，

4 个检测部位的 Ct 值与对照没有显著差异

（Ct 值均在 33 左右），无明显的病原菌扩散

发生。 

从 49 d 开始，在近端主脉检测到明显的病

原菌扩散，并随着时间推进病原菌含量（图 4）

逐渐升高，与细菌生长曲线中的指数期一致，

呈几何级数增长；到 77 d，在远端主脉、叶柄

和缘周叶组织中开始监测到明显的病原菌扩

散，病原菌生长曲线与近端主脉中相似。49 ~ 

84 d，近端主脉病原菌含量均显著高于其他部

位。 

试验表明，叶圆片嫁接处理早期（1 ~ 84 d）中，Las 病原菌主要沿主脉韧皮部自侵染部位由近

向远扩散。 
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图 4  接种后 84 d 内叶片不同组织 Las 菌量变化 

* 和 ** 分别表示近端叶脉与其他部位相比具有显著（t-test，P < 0.05）和极显著（t-test，P < 0.01）差异。 

Fig. 4  Las populations in different leaf tissues at 7–84 d after Las inoculation 
* and ** indicated significant（t-test，P < 0.05）and extremely significant（t-test，P < 0.01）difference between proximal midrib and  

other leaf tissues，respectively. 

 

2.4  嫁接传毒 180 d 后叶片症状 

叶片嫁接 180 d 后，对照组植株健康生长并未出现黄龙病相关症状（图 5，A），而嫁接 Las 的

植株开始出现黄龙病症状——叶片斑驳黄化、叶脉爆突木质化。有的只在嫁接株的未嫁接毒源叶片

出现斑驳黄化症状（图 5，B 黄色箭头所示），并且在嫁接植株的顶端出现黄龙病症状；有的植株只

在嫁接毒源的叶片上出现症状（图 5，C 黄色箭头所示），缘周叶肉部位黄化，叶脉凸起；而有的在

嫁接毒源的叶片和未嫁接毒源叶片均出现症状（图 5，D 黄色箭头所示）。 

 

图 5  叶圆片嫁接传毒 180 d 症状 

A：对照；B：仅在未嫁接毒源的叶片上显症；C：仅在嫁接毒源的叶片上显症；D：嫁接毒源和未嫁接毒源的叶片均显症。 

Fig. 5  Symptom observation of plants after 180 d of leafdisc grafting infection 

A：Control；B：HLB symptoms appear only in leaves without leafdisc；C；HLB symptoms appear only in leaves with leafdisc； 

D：HLB symptoms appear simultaneously in leaves with and without leafdisc. 
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3  讨论 

植物嫁接技术已广泛用于流行病学研究，例如植物病原体（细菌或病毒）的接种和繁殖（Kasrawi 

et al.，1988；Nie & Singh，2001；Damsteegt et al.，2007；Hilf & Lewis，2016）。芽接、皮接和枝接

是黄龙病传毒实验常用的方法（赵学源 等，1982；Hilf & Lewis，2016）。在育种试验中，这些嫁接

方法也是筛选抗性/耐性品种常用的方法（White et al.，1992；Zou et al.，2017）。上述方法通常选取

两年生以上较大植株作为受体，因为这样的树更易容纳带毒的侧芽、树皮或枝条，提高传毒效率

（Lopes et al.，2009）。然而这种嫁接技术存在以下不足（王辉，2011；Flavia et al.，2017）：（1）传

毒的周期较长（叶片显症需要 3 个月以上）；（2）培养大树需要占用大量空间，难以在实验室操作；

（3）传毒植株不同叶片、不同组织病原菌含量差异巨大，难以用于寄主与病原菌互作分子机制的研

究。最近，Flavia 等（2017）用带菌叶圆片对两月龄受体幼苗进行嫁接传毒，证明了幼苗能够成功

传毒，其 HLB 传染率为 80%，显著高于其他嫁接法，而且可以明显缩短试验周期，展示了叶圆片

嫁接传毒方法在研究黄龙病等维管束病害在寄主植物内运动趋势的试验中的应用前景。本研究进一

步表明，该方法同样可以用于两年生柑橘成熟叶片嫁接传毒试验。 

黄龙病病原菌从木虱叮咬或嫁接部位进入韧皮部后，在原初侵染部位筛管中复制、建立菌落生

态群并通过筛管扩散等早期行为依然不清楚。黄龙病病原菌难于离体培养，因而无法采用现有细菌

研究技术有效开展相关工作。如何在现有基础上创新方法探讨黄龙病侵染柑橘的早期行为一直受到

科学家的关注。叶圆片传毒技术能够清楚标识病原菌原初侵染部位（即带菌叶圆片），方便开展病原

菌扩散和症状发展的研究（Flavia et al.，2017）。本试验基于定量 PCR 分析发现，近端主脉病原菌

含量显著高于远端叶脉、叶柄和缘周叶组织，说明黄龙病病原菌在叶片中的扩散趋势是从原初侵染

部位通过韧皮部逐渐向远端组织扩散。同时，病原菌也沿原初侵染部位通过次脉进行扩散。一般而

言，黄龙病侵染早期叶片几乎无任何可见症状出现（Albrecht & Bowman，2008；Zheng & Zhao， 2013； 

Zhong et al.，2016）。症状观察发现，在叶圆片嫁接传毒 84 d 内，嫁接叶片无肉眼可见的症状发生，

据此将 Las 在嫁接叶片中 1 ~ 84 d 内的扩散行为划为早期行为。就本试验而言，以近端主脉为原初

侵染部位，参照病原菌的生长曲线，可以将 Las 的早期行为划分为 3 个阶段：1 ~ 42 d 为第 1 阶段，

即病原菌潜伏期，细菌繁殖极少，达不到 qPCR 检测水平；43 ~ 70 d 为第 2 阶段，即病原菌指数期，

病原菌只在近端主脉被检出；71 ~ 84 d 为第 3 阶段，为病原菌稳定期，病原菌迅速向周围扩散，在

远端主脉、叶柄和缘周叶组织中能检测到病原菌的存在。 

症状观察发现，180 d 后植株开始显症，本试验中观察到 3 种显症现象：只在嫁接叶片上显症、

只在非嫁接叶片显症和两者皆有，这些症状与其他传毒技术的症状相似（赵学源 等，1982；胡浩，

2007；Achor et al.，2010）。令人关注的是嫁接叶片的症状发展与病原菌扩散呈现一致的趋势：嫁接

部位周围最严重，叶脉暴突黄化，沿主脉方向症状逐渐减弱，症状的这种规律性变化趋势可能与病

原菌含量从原初侵染部位向叶脉递减导致筛管堵塞程度变化紧密相关。这种症状变化与病原菌扩散

的关系为进一步利用叶圆片嫁接技术开展黄龙病早期致病机制的研究提供了参考。有研究表明，Las

病原特异性寄生于柑橘韧皮部筛管分子细胞中，并通过韧皮部在植物体内扩散，且 Las 病原在柑橘

体内的分布极不均匀，叶片病原菌含量与其症状严重程度并无直接正相关性，比如未显症叶片病原

菌含量有可能高于显症叶片（胡浩，2007；Tatineni et al.，2008；Wang et al.，2017）。实际上，病原

入侵后寄主代谢平衡、激素调节的变化程度，以及寄主防卫反应等方面均会影响叶片症状的变化（许

美容 等，2015；胡燕 等，2016）。Johnson 等（2014）提出一些植株只在未嫁接叶片中显症可能暗
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示了根在介导病原菌扩散中起重要作用。根可以通过感知病原菌的扩散长距离调控叶片中光合产物、

矿质元素（如 Zn 等）运输，从而影响叶片症状的发展。但是其确切机制还有待深入研究。 

综上所述，本研究结果表明叶圆片嫁接传毒中，Las 在柑橘原初侵染部位的早期扩散中呈现与

其他细菌相似的潜伏期、指数期和稳定期生长曲线变化，而且与症状从原初侵染部位向外扩散趋势

一致。叶圆片嫁接传毒中 Las 侵染柑橘早期的这种运动规律和扩散的特征为进一步开展黄龙病与寄

主柑橘互作机制的研究提供了有价值的参考，也为柑橘黄龙病抗性育种的早期快速筛选和高效鉴定

提供了理论基础和新的评价技术。 
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