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1. 有害生物信息 

柑橘衰退病毒（Citrus tristeza virus，CTV）所引起的衰退病是柑橘生产中危

害最为严重的病害之一，该病害的毁灭性流行曾一度改变了柑橘产业的发展进程 

（Moreno 等，2008）。“tristeza” 这一词汇在葡萄牙语中意为悲哀或者忧郁，意

指许多柑橘属植物在嫁接到酸橙（Citrus aurantium）或柠檬（Citrus limon）等砧

木上之后所显现的衰退现象。尽管柑橘衰退病主要是一种芽接位病害，但  CTV 某

些株系可诱发其它综合症，如引起许多商业栽培品种的茎痘（陷）、矮化、果品

产量和 质量下降，即便是将这些商业品种嫁接到耐衰退病的砧木上也无法避免。 

CTV 可能起源于马来西亚和其它东南亚国家，同时这些地区可能也是柑橘的  

发源地，之后 CTV 随着带病苗木的运输传播到几乎所有柑橘种植国。最终，蚜虫

介体对 CTV 在当地的传播造成了柑橘衰退病的流行。 

20 世纪早期，南非首次报道了酸橙砧木的衰退；1930 年代，阿根廷和巴西也发现

了此现象，而这可能是由于引入了被橘蚜（Toxoptera citricida Kirkaldy， CTV 最有效

的传播介体）侵害并携带有 CTV 的苗木所致。CTV 诱发的衰退病已经 导致了嫁接在

酸橙砧木上的柑橘树的死亡或不结实（Bar-Joseph 等，1989；Cambra 等，2000a）。

CTV 曾在美国及一些加勒比海国家或某些地中海沿岸国家（尤其是 意大利和摩洛哥）

爆发流行。迄今为止，受 CTV 侵染为害的柑橘已超过 1 亿株，其中美洲约为 3800 万

株(主要分布于阿根廷、巴西、委内瑞拉和美国的加利福尼亚州)地中海盆地约为 6 000 

万株（尤其是西班牙，受损约 5000 万株），其它地区约受损 500 万株。柑橘衰退病可

使用耐病砧木进行防控，即便如此，CTV 的某些强毒株系仍可引起一些柑橘品种的茎

痘症状。目前，除地中海盆地尚未发现 CTV 强毒株系或强毒株系占主导地位外，CTV

强毒株系存在于全世界大多数柑橘产区，它们的侵染 严重损害果品质量和产量。为了

防控茎痘病害，一些柑橘生产商采用 CTV 弱毒株系 对树木进行预防接种的策略以达到

抵御强毒株系侵染的效果，这种方法被称之为交叉保护（Broadbent 等，1991；da 

Graça and van Vuuren，2010）。 

CTV 是长线形病毒属中基因组最大最复杂的病毒（Moreno 等，2008）。其病毒

粒体呈弯曲丝状，长约 2000 纳米、直径约 11 纳米，其中包含一条未分节的正义单链

RNA 基因组。CTV 基因组包含 12 个开放读框（ORFs）和两个非翻译区（UTRs），

编码至少 17 个蛋白质。CTV 的两种外壳蛋白为 P27（分子量为 27.4kDa）和 P25（分

子量为 24.9kDa），分别由 ORF 7 和 ORF 8 编码。CTV 的多样性远超预估，新基因型

产生于祖先群体的分化或者已有株系的重组（Harper 等，2008）。CTV 群体在柑橘树

中实际是以准种（quasi-species）的性质存在，它们是由病毒优势基因型和来自于苗木

嫁 接 过 程 中 长 期 无 性 增 殖 的 病 毒



DP 15  限定有害生物诊断规程 

DP 15-4 国际植物保护公约 

分离物和蚜传病毒分离物所形成的复杂混合物群体。这就导致了包含序列变异群体的 

CTV 分离物的形成，而它们也是 CTV 的主要存在形式（Moreno 等，2008）。 

CTV 很容易在实验条件下通过嫁接从带毒植株传播到无毒健康柑橘植株。在自然

条件下，CTV 主要通过某些蚜虫以半持久性方式进行传播。最有效的 CTV 传播介体

是橘蚜，其主要存在于亚洲、澳大利亚、撒哈拉沙漠南部非洲地区、 美洲中部和南部、

加勒比海地区、佛罗里达（美国）、西班牙和葡萄牙北部大陆以及马德拉群岛

（Ilharco 等，2005；Moreno 等，2008）。然而，在西班牙、以色列和美国加利福尼亚

州的部分柑橘种植区以及其它所有没有橘蚜的地区，棉蚜（Aphis gossypii Glover）是

传播 CTV 的主要介体（Yokomi 等，1989；Cambra 等，2000a； Marroquín 等 ，

2004） 。Gottwald 等报道了不同蚜虫种类对于 CTV 传播的影响（Gottwald 等，1997）。

除上述两种蚜虫外，其它一些蚜虫种类也可传播 CTV，包括梨绿蚜（Aphis spiraecola 

Patch）、橘二叉蚜（Toxoptera aurantii）、桃蚜 （Myzus persicae）、豆蚜 （Aphis 

craccivora Koch）和 矢车菊蚜 （Uroleucon jaceae），尽管它们传播 CTV 的效率在实

验条件下不及橘蚜和棉蚜，但充足的群体数量弥补了它们在传播效率上的劣势，使其

成为某些地区传播 CTV 的主要蚜虫种类（Marroquín 等，2004）。世界上不同地区都

研究了 CTV 在柑橘园中的时空传播模式（Gottwald 等，2002）。这些研究提供的证据

解释了从 CTV 初侵染源的引入到柑橘衰退病流行需要 较长一段时间的这件事实的原

因（Garnsey 和 Lee，1988） 

2. 分类学信息 

名称： 柑橘衰退病毒（Citrus tristeza virus，英文缩写为 CTV） 

别名： 衰退病毒（Tristeza virus） 

分类学地位： 长线形病毒科（Closteroviridae），长线形病毒属（Closterovirus） 

通用名： 衰退病毒，柑橘衰退病毒 

3. 检测和鉴定 

CTV 的检测可通过生物学、血清学或分子扩增方法来实现（图 1 和图 2）。检

测 和鉴定 CTV 至少需要用到上述方法之一（例如在 CTV 广泛存在的国家进行有害生

物的 常规检测）。而在国家植物保护组织（NPPO）需要明确鉴定 CTV 是否存在时

（如在衰退病未曾发生的地区或申明来自于不存在 CTV 传播介体的地区的苗木中检 

测 CTV 时），则需要使用多种方法检测。当用分子扩增方法初步鉴定了 CTV 之后， 

需要再用血清学方法进行确认，反之亦然。进一步地检测可能需要鉴定所存在的 CTV 

株系，在这种情况下，可能需要将聚合酶链式反应（PCR）扩增子进行测序。在所有的
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情况下，为使检测结果有效，检测时务必同时加入阳性对照和阴性对照。以上提到的

生物学、血清学和分子扩增技术会在下文详细介绍。关于 CTV 株系鉴定的具体流程见

于图 2。 

在本诊断规程中，根据已发表的文献描述了具体检测方法（包括提到的商品 

名称）并限定了检测敏感性、特异性和/或者可重复性的原始标准）。在诊断方案中

所提到试剂、化学试剂或实验设备的名称并不意味同意排斥采用其他同样适用的试

剂、化学试剂或实验设备等。在经过充分验证的前提下，本规程中的实验室操作步

骤也可以调整为独立实验室的标准。 

 

3.1 寄主范围 

在自然条件下，CTV 容易侵染柑橘属（Citrus）和金橘属（Fortunella）的大多

数种；此外，芸香科（Rutaceae）柑橘近缘属中的一些种也是 CTV 的感病寄主，

如木橘属（Aegle）、拟硬皮橘属（Aeglopsis）、Afraegle、酒饼簕属（Atalantia）、

樱桃橘属（Citropsis）、黄皮属（Clausena）、沙橘属（Eremocitrus）、Hespertusa、

美莉橘属（Merrillia）、指橘属（Microcitrus）、单叶藤橘属（Pamburus）、榆橘

属（Pleiospermium）及菲律宾木桔属（Swinglea）（Duran-Vila and Moreno，2000；

Timmer 等，2000）。而枳（Poncirus trifoliata）的大多数无性繁殖苗木和杂交种、

金弹（金橘属）（Fortunella crassifolia）和葡萄柚（柚子）（Citrus grandis）对

很多 CTV 株系都表现出抗性（Moreno 等，2008）。因此，在这些植物种中，CTV 的

病毒浓度很低甚至完全不能侵染。在自然侵染的条件下，柑橘（Citrus reticulata）、甜

橙（Citrus sinensis）和莱檬（Citrus latifolia）都属于最易感 CTV 的品种，其次是葡萄

柚（Citrus paradisi）、温州蜜柑（Citrus unshiu）和莱檬的栽培品种。在用作砧木的柑

橘品种中，大翼莱檬（Citrus macrophylla）、伏尔卡默 柠檬（Citrus volkameriana） 、

印度酸橘（Citrus reshni） 和中国柠檬（ 藜檬）（Citrus limonia）在自然条件下极易受

到 CTV 的侵染，然而卡里佐（Carrizo）和 特洛伊（Troyer）枳橙（甜橙和枳的杂交种）

及酸橙（C. aurantium）却很少受到 侵染。枳和枳柚（C. paradise × P. trifoliata）砧木

对大多数 CTV 株系表现抗性。 细柱西番莲（Passiflora gracilis）和西番莲（Passiflora 

coerulea）在实验条件下可 感染 CTV 的非柑橘类寄主植物。 

3.2 症状 

CTV 侵染柑橘属寄主植物后所表现出的症状高度变异，受环境条件、寄主品种

以及 CTV 毒力的影响而有很大差异，且可以潜隐多年。CTV 的一些弱毒株系对

大多数商品化的柑橘品种及以酸橙为砧木的嫁接柑橘没有明显影响。通常情况下，

柑 橘 对 CTV 的 侵 染 表 现 出 很 强 的 耐 受 性 ， 甜 橙 （C. sinensis） 、 酸 橙
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（C. aurantium）（作为实生苗而非嫁接用的砧木）、粗柠檬（Citrus jambhiri）以

及藜檬（C. limonia）被 CTV 侵染后通常不表现出症状，但可能对一些强毒株系有

症状表现。可能有症状表现的柑橘属植物包括酸橙、葡萄柚、一些柚子栽培品种、

大翼莱檬、甜橙以及一些柑橘属杂交种和 3.1 中提到的芸香科柑橘属的近缘属种。 

依据 CTV 的株系、寄主品种以及接穗-砧木搭配类型的不同，CTV 在寄主植物

上不引起症状或者引起三种综合症状中的一种：衰退（tristeza）、茎痘（陷点）

（stem pitting）或实生苗黄化，这三种症状常见于温室培养条件下，下文将对其加

以详细描述。图 1 列出了 CTV 引起的主要症状。 

CTV 侵染在经济上造成最显著的产量影响之一是衰退（一种芽接病害），

表现为嫁接到酸橙或者柠檬上的树势衰退，以酸橙或者柠檬为砧木的甜橙、柑橘和

葡萄柚的接穗上也会表现出矮化、褪绿，通常在数月或数年之后死亡（缓慢衰退），

有些接穗则在症状显现几天后快速衰退或者坏死。衰退症状的产生是由于 CTV 的

侵染影响了嫁接口下部感病砧木韧皮部的生理功能。缓慢衰退的植株通常在嫁接口

上方有个凸起，靠近嫁接口的芽上有棕色线条，在酸橙砧木茎皮的内表面有反向

针孔陷点（蜂窝裂）。感病寄主上常见的症状包括矮化、杯状叶（leaf cupping）、

明脉、叶片褪绿、茎痘以及果实变小。但一些病毒分离物侵染多年才可能引起衰退

症状，即使在嫁接到酸橙的植株上也是如此，这种现象在地中海沿岸盆地柑橘产业

中尤其明显。 

强毒 CTV 株系对树木造成严重影响，可引起酸橙、葡萄柚以及甜橙树干和枝条

上的茎痘。茎痘有时表现为成年树木树干和主枝上凹凸不平或者有粘稠物，树皮

扁平处有深度凹陷，造成果实品质和产量降低。大多数 CTV 株系会对大翼莱檬砧木

造成严重影响，砧木上产生茎痘导致树势衰弱。 

实生苗黄化症状主要表现是在温室条件（20－26℃）下以酸橙、葡萄柚以及

柠檬实生苗为砧木的植株矮化、叶片褪绿或发白、根系受损及生长缓慢。  

3.3 生物学检测 

生物学检测目的是检测引进的植物、选择的植物或者抽样的待检疫植物上

是否含有 CTV，以及用墨西哥莱檬（Citrus aurantifolia，Mexican）、大翼莱檬

（C. macrophylla）、葡萄柚（Citrus paradisi）（邓肯葡萄柚）的实生苗作为指示

植物评估 CTV 分离物的毒力。根据传统方法在标准条件下（Roistacher，1991）

将指示植物嫁接到 4-6 株待检植株上（若没有较多的待测样本，2-3 株亦可）。敏

感指示植物上的幼嫩叶片出现明脉、杯状叶或叶片畸形、节间缩短、茎痘或实

生苗黄化等症状都是嫁接后被 CTV 侵染的表现。症状表现可与指示植物嫁接到
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CTV 阳性和阴性对照植株上的表现作比较。CTV 在指示植物上引起的症状图可参考

Roistacher（1991）及 Moreno 等（2008）。 

生物学检测广泛应用于认证体系中，据认为是检测病毒新株系或者异常株系

灵敏而可靠的方法。但是，该方法也有一些缺点：该方法不是一种快速检测方法

（症状在接种后三至六个月的时间才显现），仅用于检测接穗（budwood）；也需 要

专门的设备条件如可控温和防虫的温室；同时需要专业人员种植能够表现适宜症 状、

健康而有活力的指示植物，也需要有经验的工作人员能够准确说明观察到的病害症状，

与其他一些同样可以通过嫁接传播的病原物所产生的类似症状区分开来。 此外，不诱

导症状产生的 CTV 株系（潜隐株系）在指示植物上检测不到（例如 Albertini 等 (1988) 

描述的 CTV K 株系）。 

关于嫁接指示植物（鉴定）进行 CTV 检测、诊断或者鉴定的生物学试验方法

的特异性、灵敏度、其它诊断指标以及可信度方面，已有一些发表的数据资料。

Cambra 等（2002）在欧洲诊断标准项目（DIAGPRO）中以及 Vidal 等（2012）都比 

较了直接组织印迹－酶联免疫吸附测定（ELISA）（3.5.1 节）（使用 3DF1＋3CA5 单

克隆抗体）和组织印迹－实时反转录（RT）-PCR（3.6.5 节）对墨西哥酸橙的生 物学

检测，结果发现两者都能准确地替代传统生物学检测方法对酸橙上 CTV 的检测。 

3.4 取样以及用于血清学和分子检测的样品制备 

3.4.1 取样 

取样方法的通用说明在 ISPM 31（装运货物的取样方法）中有描述，针对 CTV 的

取样，在 Cambra 等（2002）中也有说明。无论是用生物学、血清学还是分子扩增 的

方法进行 CTV 的检测和鉴定，正确的取样方法都是至关重要的。改变已接受的取 样方

法可能会导致在一个有效的诊断规程中产生假阳性和假阴性的结果。成年树木的采样

标准是五个嫩枝或者果实-的果梗，或 10 片完全展开叶，或从每棵树树冠周围伸展出的

不同枝条上取得的 5 个花或果实。生长在温带地中海气候的甜橙、柑橘、柠檬和葡萄

柚（嫩枝或者完全展开叶和花梗）在一年中的任何时段都可以取样，但在热带和亚热

带气候，春季和秋季是取样的最适季节，这两个季节取样可以获得高滴度的 CTV。在

这样的气候条件下，夏季（温州）蜜橘上 CTV 的滴度下降；因此，建议取样时间是夏

季炎热时期（35-40℃）以外的全部生长季。但如有需要，可在炎热时期采集根部样品。

花和果实（若可获得）也是合适的取样材料（Cambra 等，2002）。果梗与果实连接处

内果皮区域的果梗组织或者轴柱（columela）组织是最适宜的果实样品。苗期植物的标

准取样要求是从每棵植株上采集两个嫩枝或者四片叶子。在一年中的任意季节（最好

在生长季），可从 CTV 侵染的植株上采集至少一年生的嫩枝或树枝，切取其非芽

部位（不带芽的一小部分茎皮）甚至叶片，用于检测的嫩枝或树枝的选择请参考
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Roistacher（1991）。 

嫩枝、叶柄、果梗和花处理前最多可在 4℃保存七天，果实可在 4℃保存一个月。 

如果超过保存期限会导致诊断中 CTV 滴度下降，产生假阴性结果的可能性增加。 

作为单一样本检测的混合样品可以一起收集（通常包括取自 1-10 株苗圃植物 上

的两片叶子或一个嫩枝或者取自每棵成年树木树冠周围的 10 片叶子或者 5 个嫩枝）用

于血清学和分子扩增检测。在某一些情况下（如在一个国家或者地区已广泛定殖 的 

CTV 的常规筛检），多株植物的同时检测可用采集自若干植株上的混合样品进行。 用

血清学或者分子扩增的方法检测单株植物还是混合植物样品取决于待检植物中病毒的

浓度，该地区预期的 CTV 发病率（Vidal 等，2012），所用检测方法的检测限点，以

及国家植物保护组织所需的置信水平。 

蚜虫（新鲜的或者保存于 70%乙醇中的）可用来单独检测是否含有 CTV。蚜虫 

可直接从已定殖的种群中收集或诱捕：推荐使用吸入式诱捕器、经典的默里克黄水 

诱捕器和粘虫板。收集的样本最好用压片（squash）实时 RT-PCR（Bertolini 等，

2008）或其它分子扩增方法检测（Marroquín 等，2004）。 

3.4.2 制备组织印迹样品 

3.4.2.1 制备血清学检测的组织印迹样品 

将嫩梢、叶柄、果梗和花的子房干净地切下，仔细将新鲜的切片压印在硝酸

纤维素膜或者纤维素酯膜（0.45 mm）上，印迹需要干燥 2-5 分钟。对于常规的血

清学检测，选择的每个嫩梢（每个枝条的末端）、花梗、每片叶子的叶柄以及花的子

房，都需要制备至少两个组织印迹样品。印迹膜可在干燥、黑暗环境中保存数月。 

3.4.2.2 制备用于分子扩增检测的组织印迹样品和蚜虫压片样品 

采集植物样品时建议用手而非剪刀以避免交叉污染。在树冠周围收集具有完全

展开叶或成熟叶的嫩芽。将两片叶或芽的叶柄直接压印在厚 3 mm 的硝酸纤维素膜

或 Whatman 1 3MM 纸（0.45 mm）上或带正电荷的尼龙膜上。按照 Bertolini 等

（2008）介绍的方法，在大约 0.5 cm2 的滤纸或膜上制备来自不同叶的几个部分重

叠的印迹。压印完成后需要将痕迹或印迹干燥 2－5 min。对于常规的分子扩增检测，

应对选择的每个叶柄做一个印迹。对于蚜虫则是借助于圆底 Eppendorf 管将单个

蚜虫直接压在 Whatman1 3MM 纸（0.45 mm）上或带正电荷的尼龙膜上，以使样本

（蚜虫）完全破碎（Bertolini 等，2008）。含有印迹或压片的膜可以在干燥、黑暗

的环境中保存数月。 

                                                      
1 在本诊断规程中，各种方法（包括引用的商品名）的描述和发表时一样，因为它们决定了最初获得的灵敏度、

特异性和/或重现性水平。本诊断规程对试剂、化学品或设备名称的使用，并不意味对它们的认可，而排斥可

能同样适用的其他品牌。只要经过充分验证，本规程提供的实验室程序可根据各个实验室的标准进行调整。  
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无需制备提取物的，直接的样品制备方法（组织印迹或压片）是简便的样品 处

理方法，可以作为一种替代传统样品制备方法加以应用（Vidal 等，2012）。 

3.4.3 制备用于血清学检测及分子扩增检测的植物提取物 

为避免样品间的交叉污染，用一次性刀片或消毒处理的剪刀将每份 0.2－0.5 g

的新鲜植物样品切碎，装入合适的管或塑料袋中。用于血清学检测的样品可以置于

管或塑料袋中，而用于分子扩增检测的样品则只能放于单独的塑料袋中避免样品间

污染。使用电组织匀质器、手动研磨辊、研磨棒或类似的工具，在 4-10 mL (1:20 w/v，

除非仪器制造商另有说明) 提取缓冲液中将样品彻底研磨成匀浆。提取缓冲液为磷

酸盐缓冲液 PBS（pH 7.2－7.4；NaCl2，8 g；KCl，0.2 g；Na2HPO4·12H2O，2.9 g；

KH2PO4，0.2 g；蒸馏水定容至 1L），使用前需加入 0.2%的二乙基二硫代氨基甲酸

钠（DIECA）或 0.2%的巯基乙醇，或其他合适的有效缓冲液。 

3.5 血清学检测 

强烈推荐使用已经验证过的单克隆抗体或多克隆抗体进行 ELISA，以便对大批

量的样本进行 CTV 筛选检测和鉴定。针对于 CTV（Vela 等，1986；Permar 等，

1990）和其他一些病毒（Nikolaeva 等，1996）所制备的单克隆抗体解决了多克隆

抗体在检测过程中出现的非特异性问题（Cambra 等，2011），从而增加了血清学检

测的灵敏度。两个单克隆抗体 3DF1 和 3CA5 或其重组抗体（Terrada 等，2000）

的混合物，能够识别来自不同国家地区的样品上所有的 CTV 分离物（Cambra 等，

1990）。这些单克隆抗体的详细说明、特征和验证可参考 Cambra 等（2000a）。

据报道摩洛哥制造的单克隆抗体 4C1 和 1D12 的混合物，可检测广谱的 CTV 株系

（Zebzami 等，1999），但目前还没有相关的验证数据。 

3.5.1 直接组织印迹－ELISA 

直接组织印迹－ELISA，也称为免疫印迹 ELISA 或直接组织印迹免疫测定

（DTBIA），可通过下述方法来完成（Garnsey 等，1993；Cambra 等，2000b）。

基于 CTV 特异性单克隆抗体 3DF1＋3CA5 的整套试剂盒（已在一些性能测试报告

和发表的研究中得以验证）（Vela 等，1986），包括一些阳性和阴性对照的印染膜、

试剂、缓冲液和底物，可以从 Plant Print Diagnòstics SL1 公司购得。另外一个类似

的但未经验证的试剂盒是基于 Zebzami 等（1999）描叙的 C1 和 1D12 抗体制备的

（Zebzami 等，1999），可以从 Agdia1 公司购得。 

将已含有组织印迹的膜（推荐尺寸：约 7×13 cm）放置在一个合适的容器中

（托盘、密封容器或塑料袋），加 1%的牛血清白蛋白（BSA）在室温条件下孵育

1 h 或在 4℃条件下过夜孵育（约 16 h）（更推荐后者），在孵育过程中加以温和振
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荡效果更好。之后弃掉 BSA 溶液，将膜保留。准备等浓度的碱性磷酸酯酶标记的

CTV 特异性单克隆抗体 3DF1 和 3 CA5（每种单克隆抗体在 PBS 中的浓度约为 0.1 

μg/mL）或等浓度的在大肠杆菌（E. coli）中表达的 3 DF1 scFv-AP/S 和 3CA5 

scFv-AP/S 融合蛋白（在 PBS 中适当稀释）（Terrada 等，2000）作为结合液。之后

将结合液加到膜上，将膜覆盖，在室温下将膜于摇床上孵育 3 h。然后弃掉结合液。

用洗涤缓冲液（PBS，pH 7.2－7.4，0.05% Tween 20）对膜和容器振荡（手动或机

械）洗涤 5 min，弃掉洗涤缓冲液，洗涤过程重复两次。之后将碱性磷酸酶底物

（Sigma1Fast 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium 

(BCIP/NBT) 缓冲液（终浓度分别至 0.33 mg/mL 和 0.175 mg/mL））加到膜上进行

孵育，直到阳性对照中出现紫色（约 10－15 min）。用自来水洗膜终止反应，将膜

铺展到吸水纸上进行干燥。低倍显微镜放大（10×~20×）检测印迹。若在检测的植

物材料维管系统中出现紫色，则说明存在 CTV。 

3.5.2 双抗夹心（DAS）－ELISA 

双抗体夹心（DAS）－ELISA 可通过 Garnsey 和 Cambra（1991）所描述的操

作步骤完成。基于已经验证过的 CTV 特异性单克隆抗体 3DF1+3CA5（Plant Print 

Diagnòstics SL 公司 1）和各种不同的多克隆抗体完整试剂盒（Agdia1、Agritest1、

Bioreba1、Loewe1、或 Sediag1 公司产品）均已商品化。 

每个样本需要使用酶联板中的两个孔，并且还至少有两个孔分别作为阳性和阴

性对照。首先需要对多克隆或单克隆抗体（3DF1+3CA5）在 pH 9.6 的碳酸盐缓冲

液（Na2CO3，1.59 g；NaHCO3，2.93 g；蒸馏水定容至 1L）中进行适当的稀释

（免疫球蛋白终浓度通常为 1－2μg /mL），每孔加 200μl。之后将酶联板置于 37℃

孵育 4 h 或 4℃孵育过夜（约 16 h）。孵育完成后，用洗涤缓冲液（PBS，pH 7.2-

7.4， 

加 0.05%的 Tween 20）洗板三次。之后向每孔中加入 200μl 植物提取液（3.4.3 节），

4℃条件下继续孵育 16 h，之后按照直接组织印迹－ELISA（3.5.1 节）中的描述洗

板三次。将带有碱性磷酸酯酶标记的特异性多克隆抗体或单克隆抗体（3DF1＋

3CA5）混合物在 PBS 中稀释到合适浓度（约 0.1μg /mL，含 0.5% BSA），之后向

每孔加 200μl，37℃孵育 3 h。孵育完成后按照直接组织印迹－ELISA（3.5.1 节）中

的描述再次洗板三次。制备 1mg/mL 的碱性磷酸酯酶[磷酸对硝基苯酯（p-

nitrophenyl phosphate）]底物缓冲液（向 800 mLddH2O 中加 97mL 二乙醇胺，用浓

盐酸调 pH 值到 9.8，之后用蒸馏水定容至 1000 mL），向每个样品孔中加 200 μL。

最后将酶联板置于室温条件下，在 405 nm 波长下 120 min 内间隔读数，或参照多克

隆抗体生产厂家给出的说明进行检测。 
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若每个样本的两个孔的平均 OD 值< 0.1 或< 2×阴性对照即为健康植物提取物的

OD 值，则推定酶联免疫检测结果为阴性。若每个样本两孔重复的平均 OD 值≥2×阴

性对照的 OD 值，则检测结果为阳性。当使用多克隆抗体时，关键是要尽可能的将

阴性对照与待测样品置于同一个酶联板中。 

DIAGPRO 成环试验验证了使用 3DF1＋3CA5 单克隆抗体的这种方法（Cambra

等，2002）。关于该方法与其他检测技术的对比及相应的诊断参数参见 3.7 节内容。 

尽管一些单克隆抗体的混合物可以特异、灵敏、可靠地检测所有的 CTV 株系，

但一些多克隆抗体的检测并不特异且灵敏度有限（Cambra 等，2011）。因此，在

CTV 鉴定中如果用了多克隆抗体并且国家植物保护组织需要额外的置信度的情况下，

建议同时使用一些其他方法进行检测。 

3.6 分子检测 

在获得 CTV 基因组 RNA 的核苷酸全序列之后，许多基于病毒 RNA 特异性检

测的诊断程序已经建立起来，包括用互补 DNA（cDNA）或 cRNA 为探针进行分子

杂交以及基于 RT-PCR 的一些方法（Moreno 等，2008）。这些基于 RT-PCR 的方法

显著提高了检测的灵敏度，从而能够在感染病毒的柑橘组织或携带 CTV 的蚜虫中定

量检测病毒 RNA 的拷贝数量（Bertolini 等，2008）。使用高通量技术，例如实时

反转录 PCR，可以不再需要采用扩增后的处理步骤（例如：凝胶电泳），因而比常

规 PCR 更快速并且可降低交叉污染的几率。 

除了免疫捕获 (IC) RT-PCR （不需要提取 RNA）以外，都需使用合适的已得到

验证的方法提取 RNA。在提取过程中，不同样品需在塑料袋里单独保存以避免提取

过程中的交叉污染。此外，对于点印迹植物提取物、组织印迹切片或植物材料压片，

则可以将其固定在印迹纸或尼龙膜上并通过实时 RT-PCR 进行分析。不推荐用常规

PCR 来检测点印或组织印迹的样品，因为相比实时 RT-PCR，常规 PCR 灵敏度较低，

可能会导致假阴性检测结果。 

 

3.6.1 RNA 纯化、免疫捕获和 cDNA 合成 

3.6.1.1 RNA 纯化 

RNA 纯化应当采用切实可行的已得到验证的实验方案，或者使用 RNA 纯化试

剂盒并根据厂家说明书操作。所提取的 RNA 在作为检测样本使用之前应保存于-70℃

（较好）或-20℃且不应超过一年。为避免反复冻融所导致的 RNA 降解，应当将其

分装成小份保存。 
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3.6.1.2 免疫捕获 

免疫捕获是纯化 RNA 的另一种可供选择的替代方法。在实验时，先准备好稀

释的抗体混合液，包括 1 μg/ml 的 CTV 特异性多克隆抗体或单克隆抗体（3DF1＋

3CA5，0.5 μg/ml＋0.5 μg/ml）稀释在 pH 9.6 的碳酸盐缓冲液中（碳酸盐缓冲液的

组分请参考 3.5.2 节）。然后将抗体混合液分装到小离心管中（100 μl 每管），于

37℃孵育 3 h。接着将抗体包被后的离心管用 150 μl 无菌洗涤缓冲液（PBS，pH 7.2

－7.4，含有 0.05% Tween 20；PBS 的组分参照 3.4.3 节）洗涤 2 次。然后将植物粗

提液（100 μl）等量分装到包被有抗体的离心管中，也可将提取液离心或用滤纸过

滤至澄清后再行分装。将离心管置于冰上孵育 2 h 以上或者于 37℃中孵育 2 h。完成

免疫捕获阶段后，用 150 μl 无菌洗涤缓冲液将离心管洗涤三次。之后，这些离心管

就可以用来进行 cDNA 合成和 PCR 扩增。 

3.6.1.3 cDNA 合成 

由于在贮存中保存 RNA 存在问题（RNA 在存储中容易降解），因此建议合成

cDNA 进行保存，因为相比于 RNA，cDNA 对温度的要求不苛刻，能够在低温下

进行长时间保存。有多个商业化试剂盒可用于 cDNA 的合成。 

3.6.2 IC-RT-PCR 

根据 Olmos 等（1999），引物是： 

PIN1: 5′-GGT TCA CGC ATA CGT TAA GCC TCA CTT-3′ 

PIN2: 5′-TAT CAC TAG ACA ATA ACC GGA TGG GTA -3′ 

RT-PCR 反应体系：ddH2O，14.3 μl；10 × Taq DNA 聚合酶缓冲液，2.5 μl；25 

mM MgCl2，1.5 μl；5 mM dNTPs，1.25 μl；4% Triton X-100，2 μl；25 μM 引物

PIN1，1 μl；25 μM 引物 PIN2，1 μl；DMSO，1.25 μl；10 U/μl AMV 反转录酶

，0.1 μl；和 5 U/μl Taq DNA 聚合酶，0.1 μl。反应混合物（25 μl）直接加到洗涤过

的包被有抗体的离心管中。 

RT-PCT 的反应参数：42℃，45 min；92℃，2 min；之后 40 个循环（92℃，30 s；

60℃，30 s；72℃，1 min）；最后延伸 72℃，10 min；8℃冷却。预期的扩增子

片段大小是 131 bp。 

此方法在 DIAGPRO 成环试验中得到了验证（Cambra 等，2002）。与其它技术

的比较和检测参数见 3.7 节。 
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3.6.3 独立封闭的离心管内进行免疫捕获巢式 RT-PCR 

根据 Olmos 等（1999），引物是： 

PEX1: 5′-TAA ACA ACA CAC ACT CTA AGG-3′ 

PEX2: 5′-CAT CTG ATT GAA GTG GAC-3′ 

PIN1: 5′-GGT TCA CGC ATA CGT TAA GCC TCA CTT-3′ 

PIN2: 5′-TAT CAC TAG ACA ATA ACC GGA TGG GTA-3′ 

将 0.5 ml 的微离心管分区的装置需根据 Olmos 等（1999）的报道，微离心管用于

在独立的密闭离心管中进行的巢式 RT-PCR 反应。RT-PCR 母液包含两个反应混合物： 

A（置于微离心管底部）：蒸馏水，15.8 μl；10 × Taq DNA 聚合酶缓冲液，3 

μl；25 mM MgCl2，3.6 μl；5 mM dNTPs，2 μl；4% Triton X-100，2.2 μl；25 μM

引物 PEX1，0.6 μl；25 μM 引物 PEX2，0.6 μl；DMSO，1.5 μl；10 U/μl AMV 反转

录酶，0.2 μl；5 U/μl Taq DNA 聚合酶，0.5 μl。 

B（置于微离心管盖的圆锥型孔（cone）中）：蒸馏水，2.6 μl；10×Taq DNA

聚合酶缓冲液，1 μl；25 μM 引物 PIN1，3.2 μl；25 μM 引物 PIN2，3.2 μl。 

RT-PCR 的反应条件：42℃，45 min；92℃，2 min；之后 25 个循环（92℃，

30 s；45℃，30 s；72℃，1 min）。完成这第一步反应之后，将离心管涡旋振荡后

离心（6 000 rpm，5s）来使混合液 B 与第一次的扩增子混合。然后将离心管再次置

于热循环仪中继续反应：40 个循环（92℃，30 s；60℃，30 s；72℃，1 min），最

后 72℃延伸 10 min，8℃冷却。预期扩增子大小为 131 bp。 

此方法在 DIAGPRO 成环试验中得到了验证（Cambra 等，2002）。与其他技术

的比较和诊断参数见 3.7 节。 

3.6.4 RT-PCR 和巢式 RT-PCR 的一般注意事项 

在使用不同的试剂和 PCR 仪时，RT-PCR 实验方案可能需要改进和优化。 

若使用常规 RT-PCR 检测 CTV，推荐使用 IC-RT-PCR。常规 RT-PCR 并不灵敏，

可能会产生假阴性结果。这可能是由于抑制剂的存在而影响常规 RT-PCR 的灵敏度。 

若在某个待检样品中检测不到预期大小的 CTV 特异性扩增产物，但在阳性对照

中可以检测到时，说明此样品是阴性。而如果在待检样品中检测到预期大小的

CTV 特异性扩增子，且阴性对照中没有扩增到时，说明样品为阳性。 
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3.6.5 实时 RT-PCR 

Bertolini 等（2008）和 Saponari 等（2008）分别描述了两种实时 RT-PCR 试验。 

根据 Bertolini 等（2008）报道，引物和探针如下： 

3′UTR1: 5′-CGT ATC CTC TCG TTG GTC TAA GC-3′ 

3′UTR2: 5′-ACA ACA CAC ACT CTA AGG AGA ACT TCT T-3′ 

181T: FAM-TGG TTC ACG CAT ACG TTA AGC CTC ACT TG-TAMRA 

反应体系（25 µl）：蒸馏水，0.95 µl；2×AgPath-ID 一步法 RT-PCR 母液混合

物（Applied Biosystems1），12.5 µl；25 × RT-PCR 酶混合物，1 µl；10 µM 引物

3′-UTR1，2.4 µl；10 µM 引物 3′-UTR2，2.4 µl；5 µM FAM 标记的探针 181T，

0.75 µl；然后将 5 µl 从膜中提取或释放的 RNA 加入到 20 µl 的实时 RT-PCR 混合液

中。反应条件是：45℃，10 min；95℃，10 min；然后 45 个循环（95℃，15 s；60℃，

1 min）。预期扩增产物大小为 95 bp。 

对于组织印迹实时 RT-PCR，预计其诊断灵敏度为 0.98，特异性为 0.85，且阳

性和阴性的概率比分别为 6.63 和 0.021（Vidal 等，2012）。这些诊断参数显示，相

比于直接组织印迹 ELISA，组织印迹实时 RT-PCR 是最灵敏的技术，其用于常规

CTV 检测和诊断十分有效，且强烈推荐其用于检测评估任何没有携带 CTV 的植物

材料。该技术的高灵敏度使得在一年中的任何季节都可以像检测单个样本那样对混

合样品（多达十组树木或苗圃植物）进行精确分析，并且其还可以用来检测蚜虫所

携带的低浓度 CTV。有关组织印迹实时 RT-PCR 验证的其它检测参数，请参考 3.7

节。 

根据 Saponari 等（2008）报道，所用的引物和探针如下： 

P25F: 5′-AGC RGT TAA GAG TTC ATC ATT RC-3′ 

P25R: 5′-TCR GTC CAA AGT TTG TCA GA-3′ 

CTV-CY5: CY5-CRC CAC GGG YAT AAC GTA CAC TCG G 

反应体系（25 µl）：2× iScript 一步法 RT-PCR 探针试剂盒（Bio-Rad1），

12.5 µl；iScript 反转录酶混液，0.5 µl；10 µM 引物 P25F，1 µl；10 µM 引物 P25R，

2 µl；5 µM 探针 CTV-CY5，0.4 µl；然后将 2 µl 从膜中提取或释放的 RNA 加入到

23 µl 的实时定量 RT-PCR 混合液中。反应循环条件是：55℃，2 min；95℃，5 min；

然后 40 个循环（95℃，15 s；59℃，30 s）。预期扩增产物大小为 101 bp。该实时

RT-PCR 方案的诊断参数（即灵敏度，特异性，准确性，阳性和阴性概率比和测试

后发病率）均未见报道。 
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3.6.7 常规和实时 RT-PCR 结果分析 

3.6.1 分子试验的对照 

考虑到实验结果的可靠性，靶标害虫或者目标核酸的核酸分离和扩增都需设置

合适的对照，对照的设计取决于试验类型和所需确定性水平。对于 RT-PCR，至少

需要设置含有核酸模板的阳性对照和阴性对照（没有核酸模板）等两种以上的对照。 

阳性核酸对照。这个对照主要是用来检测试验方法的效率（提取除外）以及

RT-PCR 的扩增效果。该对照可使用前期准备（存储）的 RNA 或者已经压印到膜上

的受 CTV 侵染的植物材料。对这些存储的 RNA 或者 CTV 材料应该随着储存时间的

延长，定期检测用作对照的样品的质量。 

内参对照。根据 Saponari 等（2008）描述的 RT-PCR 的实验方法，将线粒体中

的 NADH 脱氢酶 5 基因（nad5）的 mRNA 作为 RT-PCR 体系中的内参对照，主要

目的是减少由于核酸提取失败、或者由于核酸降解、或者存在 RT-PCR 抑制剂所造

成的 RT-PCR 检测的假阴性。因为该基因是寄主基因，所以要特别小心 nad5 DNA

对实验室的污染，否则会导致我们对内参对照反应的盲目自信。 

阴性扩增对照（无模板对照）。该对照无论对于常规 RT-PCR 还是实时 RT-

PCR 都是必不可少的，它可以排除在配制反应体系的过程中因污染所造成的假阳性。

用于制备反应体系所需的无 RNA 酶的 PCR 级别的水在扩增阶段加入。 

阳性提取对照。该对照主要是用来确认目标核酸的提取无论是质还是量都能够

达到病毒 RT-PCR 检测的要求，同时确保目标病毒能被检测到。核酸从 CTV 侵染的

寄主组织，携带 CTV 的植物或是介体昆虫组织中提取。 

RT-PCR 过程中需特别小心，避免阳性对照或者阳性样品中气溶胶分子所造成

的交叉污染。 

阴性提取对照。该对照用于监测在核酸提取过程中的污染或/和与寄主组织的交

叉污染。该对照从未感染病毒的寄主组织中提取核酸然后进行扩增。当预测会有大

量阳性样品时建议设置多组阴性对照。 

3.6.7.1 常规 RT-PCR 和 IC-RT-PCR 

病原物特异性 RT-PCR 结果的可信度仅取决于以下两个条件： 

(1) 在阳性对照组中扩增到大小正确的病毒序列片段； 

(2) 在阴性提取对照和阴性扩增对照中没有扩增到与病毒序列片段大小一致的片段。 

如果使用根据线粒体 NADH 脱氢酶基因（nad5）mRNA 设计的内参引物（正

向引物：5′-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3′，反向引物：5′-CTC 
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CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3′；产物大小：181 bp）进行扩增，在阴性提

取对照（健康植物组织），阳性对照以及每一个测试样品中都会扩增出一个 115 bp

大小的扩增产物。如果样品用这对内参对照引物没有扩增出目的条带，那就表明

RNA 提取失败、或体系中没有 RNA 模板、或 RNA 提取过程中混入的抑制剂使得

RNA 被降解了。 

如果检测样品中扩增出大小正确的扩增产物，可认为该样品是阳性。 

3.6.7.2 实时 RT-PCR 

病原物特异性实时 RT-PCR 结果的可信度将取决于以下两个条件： 

(1) 使用病毒特异引物扩增的阳性对照中有一个扩增曲线；以及 

(2) 使用病毒特异性引物扩增的阴性提取对照和阴性扩增对照中没有扩增曲线。  

如果检测样品中有典型的指数型扩增曲线，就认为该样品是阳性，当每个实验

室首次使用实时 RT-PCR 时要对循环阈值进行实验确认。 

3.7 通过实验效果研究加以确认 

在 DIAGPRO 由 10 个实验室完成的成环试验中，使用 3DF1＋3CA5 单克隆抗

体的直接组织印迹 ELISA 方法的精确度可达 99%（技术诊断确定的实际阳性样品和

阴性样品的数量与检测样品数量的比值），该试验使用每组 10 个已编号的样品，这

些样品由巴伦西亚农业研究所收集，包含了受 CTV 侵染的和健康的组织。该方法的

精确度要优于 DAS-ELISA（98%）、IC-RT-PCR（IC-RT-PCR）（94%）以及在闭

合单管中进行的免疫捕获巢式 RT-PCR（89%）。直接组织印迹 ELISA 的灵敏度是

0.98，而上面提到的其他它技术的灵敏度分别是 0.96、0.96 和 0.93（Vidal 等，

2012）。直接组织印迹 ELISA 的诊断特异度（specificity）是 1.0，上述其它技术的

特异度分别是 1.0、0.91 和 0.82。直接组织印迹 ELISA 的阳性预测值（确实发生了

该病害的阳性测试，Sackett 等，1991）是 1.0，其它技术分别是 1.0、0.94 和 0.89。

直接组织印迹 ELISA 的阴性预测值是 0.97，其他技术分别是 0.95、0.94 和 0.88。 

与墨西哥酸橙生物学鉴定、ELISA、IC-RT-PCR 和免疫捕获巢式 RT-PCR 相比，

使用 3DF1＋3CA52 单克隆抗体的直接组织印迹 ELISA 对 CTV 侵染的常规植物材

料的检测更加可靠、简单和经济（Cambra 等，2002）。Ruiz-García 等（2005）经

过分析也证实了直接组织印迹 ELISA 和 DAS-ELISA（用阳性植株的四个叶柄进行

检测，灵敏度可达 97%）在灵敏度方面是相当的，但直接组织印迹更易使用，成本

更低。将使用 3DF1＋3CA52 单克隆抗体的直接组织印迹 ELISA 与墨西哥酸橙生物

学鉴定和组织印迹实时 RT-PCR 对 CTV 的检测进行比较（Vidal 等，2012），对多

个不同的诊断参数评估后发现，直接组织印迹 ELISA 是最特异、最准确的检测方法，
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该方法在任何 CTV 流行水平下对病害的检测率都是最高的。 

4. 强毒力 CTV 株系鉴定 

CTV 株系的鉴定需要进行生物学、血清学或者分子扩增试验。 

因为 CTV 的毒力是根据其表型进行描述的，所以还没有基于核酸的，能根据

CTV 的毒力准确鉴定 CTV 株系的方法。CTV 高丰度生物学变异的遗传基础很大程

度上仍然未知（Moreno 等，2008）。对其多样性的生物学意义尤其是重组的影响也

知之甚少。此外，CTV 基因型的分组也没有标准化（Harper，2013）。多种不同的

分子方法已被用于区分 CTV 株系，包括分子杂交、双链 RNA 模式、扩增 CTV 

cDNA 的限制性片段分析、基因组不同区域的 PCR 扩增、实时 PCR（Moreno 等，

2008；Yokomi 等，2010）、基因组测序和再测序微阵列芯片。更近的时期内，酶

免疫测定法和毛细管电泳单链构型多态性已相继得以试用。然而，这些技术还没有

实际应用于对自然条件下传播的 CTV 株系进行可靠地分类，也没有被证实可以应用，

目前这些技术仅限于研究的目的。 

鉴于 CTV 的遗传和生物学变异，除了测序外，用其他技术来试图鉴定 CTV

株系时都有可能得到错误的结果。采用深度测序技术，也称之为下一代测序技术，

可以快速提供有关基因组序列的信息。但是，CTV 的核酸序列仍不能与其株系的生

物学特性和行为相联系起来（侵染性和传播性）。尽管通过 CTV 侵染植物产生的表

型、病毒的毒力、寄主范围、抗原表位的组成，以及更近的时期内的一个或者多个

基因序列鉴定（Moreno 等，2008），对 CTV 株系进行了分类和分组，但是还没有

发现这与其生物学行为有明显的相关性（Harper，2013）。 

建议参照以下方法获得某个具体 CTV 株系生物学特性相关的信息（图 2）。 

(1) 使用一定范围内的指示植物进行生物学鉴定，如采用莱檬、山槐、山茶、葡萄

柚（邓肯栽培品种）进行茎杆的茎痘评估，采用酸橙和柠檬的实生苗进行种苗

的黄化检测评估（Roistacher，1991；Ballester-Olmos 等，1993）。 

(2) 针对单克隆抗体 MCA13 的免疫反应（Permar 等，1990），它能很好地识别存

在于强毒 CTV 株系中的保守抗原决定簇，弱毒株系缺乏这类抗原决定簇（

Pappu 等，1993）。与 MCA13 强烈反应的病毒株系能够诱导嫁接在酸橙或者

柠檬砧木上的柑橘树的衰退。大多数在葡萄柚或者甜橙上引起茎痘的 CTV 株系

都能被 MCA13 识别为阳性。 
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4.1 生物学检测 

对 CTV 强毒性株系的生物学鉴定步骤已在 3.3 节详述。 

4.2 基于使用 MCA13 的血清学检测 

4.2.1 直接组织印迹 ELISA 

全套试剂盒可用 Plant Print Diagnòstics SL1 的产品，该试剂盒是基于对 CTV－

特异的 MCA13 单克隆抗体研发出来的。一套完整的检测试剂盒包括阳性对照和阴

性对照试验预制膜、全部试剂、缓冲液和反应底物。其使用方法如下：  

将预印膜按照 3.5.1 节所述的方法进行组织印迹处理并封闭，将提前准备好的偶

联有碱性磷酸酯酶、CTV 特异性的 MCA13 单克隆抗体的 PBS 溶液（浓度约为 

0.1 μg/ml）倒在膜上，使之覆盖该膜。之后将该膜在室温下轻微振荡孵育 3 小时，

按照 3.5.1 节的描述进行洗膜、显影、读取结果。通常植物材料维管区域产生了小型

紫色沉淀物，这就表明该植物材料中的 CTV 是强侵染性株系。 

4.2.2 DAS-ELISA 

DAS-ELISA 的操作根据下文中提到的 Garnsey 和 Cambra（1991）所述的方法，

基于 CTV－特异的 MCA13 单克隆抗体的试剂盒可从 Plant Print D Diagnòstics SL1

公司购买。 

包埋过程按照 3.5.2 节的描述进行操作。偶联碱性磷酸酯酶的 CTV 特异性的

MCA13 单克隆抗体稀释到合适的比例使用（PBS 中大约 0.1 μg/ml 抗体和 

0.5% BSA）。孵育，洗涤，底物加入，结果分析参考 3.5.2 节提到的方法。 

5. 记录 

应按照 ISPM 27（限定有害生物诊断规程）2.5 节的要求保存记录和证据。 

在其他缔约方可能受到诊断结果影响的情况下，特别是在违规或在一个地区

首次发现该病毒的情况下，下述相关附加材料应当予以妥善保存以确保可追溯性。 

- 原始样品材料应当在-80℃下保存，或者冷冻干燥后应在室温保存。 

- RNA 提取物应当于-80℃状态下保存，植物组织印迹部分、纸膜上或者尼龙膜

上的点印、植物提取物应在室温保存。 

- RT-PCR 扩增产物应该在-20℃保存。 
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6. 获取进一步信息的联系点 

有关本诊断规程的进一步信息可获自： 

西班牙植物保护与生物技术中心瓦伦西亚农业研究所（IVIA），Moncada (Valencia)

市 Carretera Moncada-Náquera km 4.5，46113（Mariano Cambra；电子邮箱：

mcambra@ivia.es or mcambra@mcambra.es）。 

巴西南大河州联邦大学（UFRGS）农学院植物保护系，Avenida Bento Gonçalves 

7712, 91540-000 Porto Alegre（Edson Bertolini：电子邮箱：

edson.bertolini@ufrgs.br；电话：+55 (51) 3308 8100）。 

美国农业部动植物检疫局植物保护及检疫处-CPHST 实验室，4700 River Road, 

Riverdale, MD 20737（Laurene Levy；电子邮箱：laurene.levy@aphis.usda.gov; 

电话：+1 301 851 2078；传真：+1 301 734 8724）。 

南非国际柑橘研究所（CRI），PO Box 28, 1200 Nelspruit, Mpumalanga（S.P. Fanie 

van Vuuren；电子邮箱：faniev@cri.co.za）。 
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Isabel Francis；电子邮箱：mfrancis@alicoinc.com；电话：+1 863 673 4774)。 

国家植物保护组织（NPPOs），区域植物保护组织（RPPOs）或植物检疫措施

委员会（CPM）附属机构可通过国际植物保护公约秘书处（ippc@fao.org）提出对诊

断规程进行修订的申请，此类申请会转交至诊断规程技术小组（TPDP）。 
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9. 图 

 

图 1. 柑橘衰退病毒（CTV）侵染的症状：（A）衰退综合征、嫁接于 CTV 侵染的酸

橙上的甜橙衰退症状（左）以及无症状的树（右）；（B）嫁接于酸橙上的西柚衰亡

及快速衰退症状；（C）嫁接于特洛亚枳橙上的西柚茎杆上由于 CTV 强侵染性株系引

致的茎痘；（D）在西柚枝干上的严重茎痘；（E）嫁接于卡里佐枳橙上的甜橙茎杆

上的茎痘：（F）嫁接于卡里佐枳橙（Carrizo citrange）上的甜橙树由于 CTV 的侵染

严重发育不良（右）；健康树（左）。 

此处图片由下列人士惠赠：(A) P. Moreno；（B、C、E）M. Cambra；（D）L. 

Navarro；（F）M. Cambra 和 J.A. Pina；他们均来自位于西班牙蒙卡达地区的巴伦西

亚农业研究院（IVIA）。 
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图 2. 柑橘衰退病毒（CTV）检测鉴定流程图。 

DAS：双抗夹心；ELISA：酶联免疫吸附测定；IC：免疫捕获；PCR：聚合酶链式

反应；RT：反转录。 
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图 3. 柑橘衰退病毒（CTV）强侵染性株系鉴定流程图。 

DAS：双抗夹心；ELISA：酶联免疫吸附测定。 
 

出台背景 

这部分不属于本标准的正式内容 

2004 年 11 月，标准委提出最初的主题：柑橘衰退病毒（2004-021）。 

2006 年 4 月，植检委第一届会议在工作计划（病毒和植原体）中增列主题

（2006-009）。 

2006 年 4 月，植检委第一届会议（2006）增列主题：线虫（2006-008）。 

2014 年 4 月，专家磋商。 

2015 年 1 月，标准委批准提交成员磋商（2015_eSC_May_02）。 

2015 年 2 月，成员磋商。 

2015 年 12 月，诊断规程起草小组审查草案并对成员评论进行答复。 

2015 年 11 月，将诊断规程提交标准委申请批准通报

（2016_eTPDP_Feb_02）。 

2016 年 3 月，标准委通过电子决策批准进入 45 天的诊断规程通报期

（2016_eSC_May_10）。 

2016 年 8 月，标准委代表植检委批准诊断规程（未收到反对意见）。 

ISPM 27 附件 15。柑 橘 衰 退 病 毒 （Citrus tristeza virus）(2016)。 

罗马，国际植保公约，粮农组织。 

2018 年 1 月，中文语言审核小组和联合国粮农组织翻译服务审议了这项 

DP，国际植物保护公约秘书处合并了相应的修改。 

2018 年 4 月，植物检疫措施委员会第 13 届会议（2018）指出中文语

言审查小组已经审查了此附件。 

发布背景最后更新：2019 年 01 月。 


