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1. 有害生物信息 

柑橘溃疡病菌（Xanthomonas citri subsp. Citri）是柑橘细菌性溃疡病的主要致
病因子。它对在亚洲、南美洲、大洋洲和非洲很多国家，以及美国佛罗里达州广泛
存在的热带和亚热带条件下种植的（CABI，2006：EPPO，2006），以柑橘属
（Citrus spp.）、金橘属（Fortunella spp.）和枳属（Poncirus spp.）为主的很多芸

香科（Rutaceae）栽培种造成危害（EPPO，1979）。一些寄主范围有限的非典型柑
橘溃疡病菌菌株已被鉴定并命名为菌株 A*和 A

w（Sun 等，2004；Vernière 等，
1998）。菌株 A*自然条件下在亚洲危害墨西哥莱檬（Citrus aurantiifolia）。菌株
A

w自然条件下在美国佛罗里达引起墨西哥莱檬和大叶莱檬（Citrus macrophylla）溃
疡（Cubero 和 Graham，2002，2004）。均有报道称这两个菌株在实验条件下会在
其他柑橘种类上引起非典型病变（Escalon 等，2013）。 

在多数柑橘种植区，柑橘细菌性溃疡病一般发生在感病寄主的苗木、幼树和成
年树上，这些寄主从夏末到秋天都有大量旺盛生长的嫩枝和叶片。感病寄主的叶
片、嫩梢、细枝和果实上形成溃疡病斑。风、刺、昆虫，以及物理或机械伤害造成
的伤口会加重成熟组织的侵染。柑橘潜叶蛾（Phyllocnistis citrella）的为害会提高

叶片对柑橘溃疡病的感病性（Hall 等，2010）。 

柑橘溃疡病菌可以作为寄主或非寄主植物的表生菌在病变组织中存活，也可以
作为腐生菌在稻草覆盖物或土壤中生存。然而，越冬病斑，尤其是在嫩梢上形成的
病斑是下一季最重要的侵染源。近距离扩散的主要机制是风雨和植株内、植株间的
飞溅的水花：细菌随流经病斑表面的雨水传播，并飞溅到健康枝梢上（CABI，
2006）。染病植物材料，包括接穗、砧木苗和带梢植株的运输与远距离扩散密切相
关。没有证据显示该病菌能种传（CABI，2006）。 

2. 分类信息 

学名： Xanthomonas citri subsp. citri （Gabriel 等，1989） Schaad 等，2007 

异名： Xanthomonas smithii subsp. citri Gabriel 等，1989，Schaad 等， 2007  

Xanthomonas axonopodis pv. citri （Hasse) Vauterin 等，1995 

Xanthomonas citri （ex Hasse， 1915) Gabriel 等，1989  
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Xanthomonas campestris pv. aurantifolii Gabriel 等，1989  

Xanthomonas campestris pv. citri （Hasse) Dye，1978 

Xanthomonas citri f.sp. aurantifoliae Namekata and Oliveira，1972 

Pseudomonas citri Hasse，1915 

分类地位： 细菌域，变形菌门，γ-变形菌纲，黄单胞菌目、黄单胞菌科 

通用名： 柑橘溃疡病，柑橘细菌性溃疡病、亚洲溃疡病 

注：柑橘溃疡病菌是最近从地毯草黄单胞菌柑橘致病变种（X. axonopodis pv. 

citri）（野油菜黄单胞菌柑橘致病变种 A 菌系 (X. campestris pv. citri group A 

strains)）重新分类确定的。Gabriel 等（1989）的命名法被再次提起，现在柑橘细菌

性溃疡病病原的接受名是柑橘黄单胞菌柑橘亚种（X. citri subsp. Citri）（Bull 等，

2010；Schaad 等，2006）。野油菜黄单胞菌柑橘变种另一菌系已被重新分类为褐色

黄单胞菌莱檬亚种（Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii）（B、C、D 组）和苜

蓿黄单胞菌枳柚亚种（Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis）（E 组）（Schaad 

等，2006）。 

3. 检测 

3.1 有症状植株的检测 

柑橘溃疡病可通过观察营养培养基上菌落的形态特征、血清学检测（通过免疫

荧光法（IF））、分子检测（通过聚合酶链式反应（PCR））和对叶碟或离体叶片

进行生测来诊断。所有检测必须包含阳性和阴性对照（参考对照见 4 节）。 

3.1.1  症状 

该病害一般在果皮、叶片、枝干和嫩梢上引起病痂或火山口状病变。柑橘溃疡

病症状全年可在苗木上发生，夏末至秋天嫩梢大量抽出的时候在幼树上发生

（CABI，2006）（图 1-4）。在橘树长至盛果期时，该病零星发生，因为其时很少

有新梢抽出，而老叶片组织和成熟果实在自然条件下对柑橘溃疡病具有较强的抗

性。病害的严重程度还取决于寄主植物种类和栽培品种的感病性（Goto，1992）。 

果实上的症状。果实表面形成火山口状病变；可能单个散布在果实上，或几个

病变一起发生，具不规则形状。在被侵染的幼果上可以见到树脂状溢出物。病变不

会深透外果皮。 

枝条上的症状。在干燥条件下，溃疡病斑木栓化或呈海绵状，隆起，表面开

裂。在潮湿条件下，病斑快速扩大，表面不开裂，边缘油渍状。在不太感病的品种

上，病健组织之可能形成一层病痂。溃疡病斑可用小刀片刮除粗糙表面，去掉表面

木栓化层，用光线投射到健康绿色树皮组织中深褐色病变来确认。取决于寄主植物

的感病程度，褪色区域形状可能不同，大小介于 5 至 10 mm 之间。 

叶片上的症状。叶片背面最先出现亮黄色斑点，随后叶片两面出现大量浅棕色

病变，并逐渐变粗糙、开裂和木栓化。溃疡周围可能有水浸状黄色或褪绿晕圈。 

柑橘溃疡病在枝条、叶片和果实上形成的症状可能与侵染柑橘的其他细菌、真

菌或生理病害造成的病痂或叶斑类症状混淆。其他可引起与柑橘溃疡病类似症状的
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细菌有苜蓿黄单胞菌枳柚亚种和褐色黄单胞菌莱檬亚种。这两种细菌寄主范围都很

有限，引起的症状发展较慢，且很少在果实上产生病变（ Schaad 等，2005，

2006）。据报道，柑橘疮痂病菌（Elsinoë fawcettii）引起的柑橘疮痂与柑橘溃疡病

症状相似，特别是在对柑橘疮痂病具有抗性的寄主种类上（Taylor 等，2002），但

一般而言，疮痂病斑比柑橘溃疡病的病斑更加干燥，也更不规则，而且有时候没有

特异性的黄色晕圈。柑橘疮痂病没有菌脓，可与柑橘溃疡病相区别。 

3.1.2  分离 

新鲜制备的样品提取物对从有症状的植物材料中成功分离出柑橘溃疡病菌至关

重要。植物材料应在采集后尽快分析；也可在 4–8 
o
C 下储存待处理。当症状已经非

常明显或环境条件不利时，可培养的柑橘溃疡病菌细胞的数量可能很少，分离过程

中平板可能布满大量的腐生或拮抗细菌。应特别注意不要混淆柑橘溃疡病菌和成团

泛菌（Pantoea agglomerans）的菌落，后者也经常可以从溃疡病斑上分离到，并在

标准细菌培养基上产生形态相似的菌落。成团泛菌通常生长更快，菌落比柑橘溃疡

病菌的浅黄色/柠檬色菌落更显亮黄。 

对致病生物进行分离时，可用病斑提取物在适宜的培养基平板上划线培养，柑

橘溃疡病菌菌落在此类平板上具有典型的特征。目前还没有柑橘溃疡病菌专一的选

择性培养基。 

将病斑在 0.5–1.0 ml 盐液（0.85% NaCl 无菌蒸馏水溶液，pH 7.0）中浸软，必

要时可事先用 1% NaClO 消毒 1 min，用无菌蒸馏水冲洗三次并粉碎。取少量提取

物在营养培养基上划线。适宜的分离培养基是加入 0.1%葡萄糖的营养琼脂

（NGA）、酵母蛋白胨葡萄糖琼脂（YPGA）（酵母提取液，5g；Bacto 蛋白胨，

5g；葡萄糖，10g；琼脂，20g；蒸馏水，1 l；pH7.0）和 Wakimoto 培养基（马铃薯

肉汤，250ml；蔗糖，15g；蛋白胨，5g；Na2HPO4.12H2O，0.8 g；Ca（NO3)2·7 

H2O，0.5 g；Bacto™琼脂，20g；蒸馏水，1 l；pH7.2）。必要时，可在培养基高压

灭菌后加入过滤灭菌后的放线菌酮（100 mg/l）作为杀菌剂。 

菌落在三种培养基上都呈圆形、凸出且边缘光滑，粘质，乳黄色。在 25–28 ºC

下培养 3 至 5 天后对生长进行评估。在商品果样品中，细菌可能因受挤压而不易培

养；因此，可能需要更长的培养时间，或者按照 3.1.6.2.节所述，用生测方法从样品

中提取细菌。在培养基中加入春雷霉素和头孢菌素（半选择性 KC 或 KCB 培养基）

会抑制几种腐生细菌，从而有利于病原菌的分离（Graham 等，1989；Pruvost 等，

2005）。 

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

它们决定了最初所获得的灵敏度、特异性和可重复性。化学药品名称（例如商标

名）的使用并不意味着对它们的认可，而排斥可能同样适用的其他产品。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，只要它们经过了充分的验证。 

 

3.1.3  血清学检测：间接免疫荧光法 

对血清学检测（IF 和酶联免疫吸附分析）而言，适当的对照对确保检测结果可

靠至关重要。每个检测都应包括一个阳性和阴性对照。阳性对照可包括将一个柑橘
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溃疡病菌参考菌株重新悬浮到健康寄主植物提取物中（用于植物材料的检测）或磷

酸缓冲液（PBS）中（用于细菌培养物的鉴定）。阴性对照应包括健康寄主植物提

取物（用于植物材料的检测）或非目标细菌种类的悬浮物（用于细菌培养物的鉴

定）。 

对细菌细胞的血清学检测而言，从平板上取一菌环新鲜培养物，重新悬浮在

1 ml PBS（NaCl，8 g；KCl，0.2 g；Na2HPO4·12H2O，2.9 g；KH2PO4，0.2 g；加

蒸馏水至 1 l；pH 7.2），制备约 10
8 克隆形成单位（cfu)/ml （EPPO，2009）。 

对植物组织的血清学检测而言，应选择有症状的样品 – 带有坏死病变的嫩梢、

幼枝、叶片和果实，或幼枝、枝条、树干上溃疡部位的组织。样品应按照建议用于

所采用的特定血清学检测方法的通用程序处理。一般而言，植物组织在用于血清学

检测前应在新制备的抗氧化剂浸软缓冲液（聚乙烯吡咯烷酮（PVP)-10，20 g；甘露

醇，10 g；抗坏血酸，1.76 g；还原型谷胱甘肽，3 g；PBS，10 mM，1 l；pH 7.2）

或 PBS（NaCl，8 g；KCl，0.2 g；Na2HPO4·12H2O，2.9 g；KH2PO4，0.2 g；加蒸

馏水至 1 l；pH 7.2）中研磨。两种溶液都使用无菌的 0.22 µm 薄膜进行过滤灭菌。 

用移液管取待检测的每种细菌制备液或植物样品 25 µl，加入用塑料膜包被的

多窗口显微镜载玻片上，在空气中干燥后在火苗上稍微加热固定。每一种待检测的

细菌或样品使用单独的玻片，用于 ELISA 检测的阳性和阴性对照同样如此。用 PBS

（pH 7.2）稀释购买到的抗血清或单克隆抗体，取 25 µl 适当的稀释液，加入每片玻

片的各个窗口中。阴性对照可包含同样稀释倍数的正常（未免疫）血清和 PBS。玻

片室温下在保湿箱中培养 30 min。甩掉玻片上的液滴，用 PBS 冲洗，然后在 PBS

中清洗 3 次，每次 5 min。轻轻吸干玻片，然后用移液管取 25 µl 适宜的抗性 r 球蛋

白荧光异硫氰酸盐共轭物（FITC）的适当倍数稀释液，加到每个窗口。室温下将玻

片置于黑暗中培养 30 min，冲洗，洗涤并吸干。最后，在每个窗口中添加 10 µl 0.1 

mmol/l 加有抗变色剂的甘油磷酸缓冲液（pH 7.6），然后盖上盖玻片。 

用荧光显微镜放大 600×或 1 000×检查放在浸镜油下的玻片。FITC 在显微镜紫

外光下发出亮绿色荧光。如果带有已知细菌的阳性对照显示出发荧光的棒状细菌细

胞，而普通血清和 PBS 的阴性对照没有荧光，则可以检测样品窗口是否存在符合柑

橘溃疡病菌大小和形状的发荧光的细菌细胞。本方法可以检测约 10
3
 cfu./ml。 

3.1.4  分子检测 

3.1.4.1  分子检测的对照 

为了保证获得可靠的检测结果，取决于所采用的检测类型和所要求的确定性水

平，适当的对照至关重要。对 PCR 而言，最少应使用一份阳性核酸对照、一份内对

照和一份阴性扩增对照（无模板对照）。针对来自检测样品的每组核酸提取物都应

考虑到的此类及其他对照描述如下。 

阳性核酸对照。提前制备（储存）的核酸，全基因组 DNA 或合成对照（例如

一种 PCR 克隆产品）可用作对照，以监测 PCR 扩增效率。 

内对照。对常规和实时 PCR 而言，PCR 操作方法应包含诸如 COX（Weller

等，2000)、16S 核糖体（r）DNA（Weisberg 等，1991）或 GADPH（Mafra 等，

2012）的一种植物管家基因（HKG）作为对照，以排除核酸提取失败或降解，或存

在 PCR 抑制剂导致的假阴性。 
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阴性扩增对照（无模板对照）。对常规和实时 PCR 而言，在扩增阶段加入用

于制备反应混合液的 PCR 级水，以排除反应混合液制备过程中污染导致的假阳性。 

阳性提取物对照。本对照用于确保来自目标物的核酸质量足够好，可用于 PCR

扩增。考虑到 PCR 操作方法的检测极限，核酸要从受侵染寄主组织，或接种一定浓

度目标物的健康植物组织中提取。 

阳性对照应是用于 DNA 提取的每株植物的叶片组织量的十分之一左右。对

PCR 而言，应注意避免阳性对照或阳性样品中雾滴扩散引起的交叉污染。如有必

要，应对实验室内使用的阳性对照进行测序，以便与具有正确大小的 PCR 扩增子中

获得的序列进行对比。或者，可制备具有已知序列的合成阳性对照，此对照也可与

具有正确大小的 PCR 扩增子进行比较。 

阴性提取物对照。本对照用于监测核酸提取过程中的污染，以及与寄主组织的

交叉反应。本对照包括自未受侵染的寄主组织中提取并扩增的核酸。检测大量阳性

样品时，建议使用多重对照。 

3.1.4.2  从受侵染的柑橘组织中提取 DNA  

从受侵染柑橘组织中提取 DNA 最初由 Hartung 等（1993）用溴化十六烷基三

甲铵（CTAB）方法完成，但还有很多商业化方法和一种异丙醇方法（不需要苯

酚）已被广泛评估（Llop 等，1999）。已使用商业化 DNA 提取试剂盒（例如

Promega Wizard 基因组 DNA 纯化试剂盒）从柑橘组织中成功提取出 DNA

（Coletta-Filho 等，2006）。 

在异丙醇方法中，将病斑或疑似受侵染的植物材料切成小片，用 PBS 浸泡并在

室温下放入旋转式摇床上震荡 20 min。过滤上清液（去除植物材料），然后以

10 000 g 离心 20 min。将沉淀物重新悬浮在 1 ml PBS 中： 500 µl 保存供进一步分

析或用于在琼脂平板上直接分离，另 500 µl 以 10 000 g 离心 10 min。将沉淀物重新

悬浮在 500 µl 提取缓冲液（200 mM Tris-HCl， pH 7.5： 250 mM NaCl： 25 mM 乙

二胺四乙酸（EDTA）： 0.5%十二烷基硫酸钠（SDS）： 2% PVP）中，在室温下

持续震荡搅拌 1 h。悬浮液以 5 000 g 离心 5 min，随后将 450 µl 上清液转移到一个

新试管中，混入 450 µl 异丙醇。轻轻混合悬浮液，在室温下保存 1 h。可使用 Pellet 

Paint 沉淀剂加快沉淀（Cubero 等，2001）。悬浮液以 13 000 g 离心 10 min，倒掉

上清液，干燥沉淀物。将沉淀物重新悬浮在 100 µl 水中。取 5 µl 样品用于 50 µl 

PCR。 

3.1.4.3  常规 PCR 

有几个引物对可用于对柑橘溃疡病菌的诊断。Hartung 等（1993）的引物 2

和 3 以柑橘溃疡病菌特异性的 BamHI 限制性片段长度多态性 DNA 片段的为目标，

因其良好的特异性和灵敏度（约 10
2
 c.f.u/ml），它们是植物材料分析中最常用的引

物。引物 J-pth1 和 J-pth2 以引起柑橘溃疡症状的黄单胞菌系致病基因 pthA 中含 197

个碱基对（bp）的核定位信号片段作为目标。这些菌系包括柑橘溃疡病菌、褐色黄

单胞菌莱檬亚种和在佛罗里达发现的非典型柑橘溃疡病菌 A
*和 A

w 菌系（Cubero 和

Graham，2002）。这些引物是通用的，但它们比 Hartung 等（1993）的引物灵敏度

低（植物材料中 10
4
 cfu/ml）。然而，Hartung 的引物不能检测柑橘溃疡病菌 A

w 和

所有 A
*菌系或褐色黄单胞菌莱檬亚种。在疑似存在柑橘溃疡病菌 A

*和 A
w 菌系的
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情况下 – 例如在墨西哥莱檬（C. aurantiifolia）和大叶莱檬（C. macrophylla）上发现

柑橘溃疡病症状时 – 两种引物组合都应使用。 

Hartung 等（1993）的 PCR 法 

引物为： 

2（反向）：5′-CAC GGG TGC AAA AAA TCT-3′ 

3（正向）：5′-TGG TGT CGT CGC TTG TAT-3′. 

PCR 混合液在无菌试管中制备，含 PCR 缓冲液（50 mM Tris-HCl，pH 9；

20 mM NaCl；1% Triton X-100；0.1%凝胶；3 mM MgCl2）、引物 2 和 3 各

1 µM、每种脱氧核糖核苷酸（dNTP）各 0.2 mM，以及 Taq DNA 聚合酶 1.25 U。

将 5 µl 提取到的 DNA 样品加入 45 µl PCR 混合液中，获取每份反应液 50 µl。反应

条件为： 95 ºC 下 2 min 变性开始，继以 35 个循环的 95 ºC 下 60 s、58 ºC 下 70 s 和

72 ºC 下 75 s，以及最后 72 ºC 下 10 min 的延伸。扩增子的大小为 222bp。 

Cubero 和 Graham（2002）的 PCR 法 

引物为： 

J-pth1（正向）：5′-CTT CAA CTC AAA CGCC GGA C-3′ 

J-pth2（反向）：5′-CAT CGC GCT GTT CGG GAG-3′. 

PCR 混合液在无菌试管中制备，含 1× Taq 缓冲液、3 mM MgCl2、J-pth1 和

J-pth2 引物各 1 µM、每种脱氧核糖核苷酸各 0.2 mM，以及 Taq DNA 聚合酶 1 U。

将 2.5 µl 提取到的 DNA 样品加入 22.5 µl PCR 混合液中，获取每份反应液 25 µl。

反应条件为：94 ºC 下 5 min 变性开始，继以 40 个循环的 93 ºC 下 30 s、58 ºC 下

30 s 和 72 ºC 下 45 s，以及最后 72 ºC 下 10 min 的延伸。扩增子大小为 198 bp。 

已开发出对植物上柑橘溃疡病菌进行直接和灵敏检测的巢式 PCR、免疫捕捉，

以及对巢式 PCR 产品进行比色检测的方法（Hartung 等，1993）。已发表了有关不

同方法与引物对检测纯培养物和果实提取物的相对灵敏度的综述（Golmohammadi

等，2007）。 

3.1.4.4 实时 PCR 

使用 Llop 等（1999）此前描述的方法从植物材料中提取 DNA 后，将沉淀物重

新悬浮在 100 μl 无菌超纯水中，在–20 °C 下保存备用。 

已经基于其他研究用于特异性检测柑橘溃疡病菌系的一个主要致病基因 pth 的

序列设计出一套引物，J-pth3（5'-ACC GTC CCC TAC TTC AAC TCA A-3'）和 J-

pth4（5'-CGC ACC TCG AAC GAT TGC-3'），以及相应的 5′端用 6 - 羧基荧光素

（FAM）和 3′端用四甲基罗丹明标记的 TaqMan 探针（J-Taqpth2）（5'-ATG CGC 

CCA GCC CAA CGC-3'）（Cubero 和 Graham，2005）。这些菌系包括柑橘溃疡病

菌、褐色黄单胞菌莱檬亚种，以及在佛罗里达发现的非典型的柑橘溃疡病菌 A*和

Aw 菌系。 

实施实时 PCR 时，将 2 µl 模板 DNA 加入含有 12.5 µl QuantiMix Easy Kit

试剂盒的反应混合液中，试剂盒含有 QuantiMix Easy Master Mix 混合液和
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MgCl2（50 mM），1 µl 10 µM 正向引物（J-RTpth3），1 µl 10 µM 反向引物

（J-RTpth4），以及 0.5 µl 10 µM TaqMan 探针（J-Taqpth2），并加入无菌蒸馏水

制备成 25µl 最终反应容量。本实时 PCR 方法使用 ABI PRISM 7000 序列测定系统

建立。其他设备也产生了相似结果（María Lopez，pers. comm.，2013）。引物和探

针的扩增条件为最初 95 °C 下 15 min 的激活，继以 40 个循环的 95 °C 下 15 s 和

60 °C 下 1 min。可从 Plant Print Diagnostics （http://www.plantprint.net）获取基于

本方法的一整套实时 PCR 试剂盒，包括反应混合液和酶。 

实时 PCR 提供了与常规 PCR 方法所用的 pth 基因引物相似的特异性（Cubero 

和 Graham，2002，2005），可确保准确检测出染病叶片病斑和培养细胞稀释液中

约 10 cfu 的柑橘溃疡病菌（Mavrodieva 等，2004）。本方法最近与标准和巢式 PCR

进行过比较（Golmohammadi 等，2007），据报道其在果实病斑中检测柑橘溃疡病

菌的灵敏度为 10 cfu/ml。 

3.1.5  常规与实时 PCR 结果的解读 

常规 PCR 

只有满足以下条件时，病原菌特异性 PCR 才可视为有效： 

- 阳性对照产生细菌的大小正确的扩增子 

- 阴性提取物对照与阴性扩增对照不产生细菌的大小正确的扩增子。 

如果还使用了 16S rDNA 内参引物，阴性（健康植物组织）对照（如果有使

用）、阳性对照，以及每一份检测样品将产生约 1.6 千碱基对（kb）的片段（扩增

子大小取决于使用了何种 16S rDNA 引物(Weisberg 等，1991)）。要注意到，合成

和质体阳性对照不会产生 1.6 kb 片段。使用内参引物不能对样品进行扩增表明，例

如，DNA 提取失败，反应液中没有核酸，DNA 提取物中含有抑制 PCR 的化合物，

或 DNA 已降解。 

一个样品可被视为阳性，如果它能产生大小正确的扩增子。 

实时 PCR 

只有满足以下条件时，实时 PCR 才能被视为有效： 

- 阳性对照使用病原菌特异性引物产生扩增曲线 

- 使用阴性提取物对照和阴性扩增对照看不见扩增曲线（即循环阈值（Ct）

为 40）。 

如果同时使用了 COX 内参引物，则阴性对照（如有使用）、阳性对照和每一

检测样品都应产生扩增曲线。如样品使用内参引物不能产生扩增曲线，则表明 DNA

提取失败，反应液中没有核酸，DNA 提取物中含有抑制 PCR 的化合物，或 DNA 已

降解。 

一个样品可被视为阳性，如果它能产生典型的扩增曲线。第一次进行检测时，
每个实验室都需要验证循环临界值。 

http://www.plantprint.net/
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3.1.6  通过生测进行检测 

3.1.6.1  叶牒接种检测 

在本检测中，用染病样品提取物接种对柑橘溃疡病菌感病的柑橘叶片组织，在

适宜条件下进行培养以便细菌繁殖，产生病害的初始溃疡。 

本生测程序开始时，先在微波炉中对酶标板进行 15 min 消毒，室温下在层流室

中往每个孔中加入 200 µl 1.5%琼脂无菌水溶液。用 1% NAClO 对葡萄柚 Duncan 品

种（Citrus paradisi var. Duncan），或墨西哥莱檬（Citrus aurantifolia）和枳壳

（Poncirus trifoliata）等其他感病寄主的嫩叶表面消毒 1 min。叶片应已经充分展

开，但未成熟和变硬。叶片用无菌蒸馏水冲洗 3 次，室温下放入层流室中进行表面

干燥。叶牒用打孔器（用 95%乙醇消毒）打出，正面向下放置在每个孔内水琼脂

上。加入 50 µl 柑橘溃疡病病斑浸软液（每一植物样品重复 4 个孔）。 

使用 10
5
 cfu/ml 柑橘溃疡病菌悬浮液作为阳性对照，使用无菌盐水作为阴性对

照（各 4 个重复）。密封酶标板（例如 Parafilm）以获取近 100%的相对湿度，

28 ºC 下在持续光照中培养 12 天，定期检查变化情况。从第三天开始，用立体显微

镜和 3.1.2 节所描述的柑橘溃疡病菌分离技术检查每个叶牒上浅白色初始溃疡的形成

情况。无症状叶牒可用半选择性培养基进行分离，以进一步分析是否有成活的细菌

（Verdier 等，2008）。12 天后，如果发现有柑橘溃疡病菌，则细菌细胞已在植物

组织上大量繁殖，可用培养基进行分离。本生测方法是具有高度特异性和灵敏度

（10
2
 cfu/ml）的诊断方法（Verdier 等，2008）。 

3.1.6.2  离体叶片富集 

柑橘溃疡病菌也可以在葡萄柚 Duncan 品种或墨西哥莱檬、枳壳等其他高度感

病的寄主受伤的离体叶片上进行选择性富集。将温室栽培的植物的顶端嫩叶在自来

水下冲洗 10 min，用 1% NAClO 表面消毒 1 min，在无菌操作条件下用无菌蒸馏水

充分清洗。在无菌操作条件下用解剖针轻刺或用解剖刀轻划，使每片叶片的下表面

受伤，将整片叶背面向上放置在酶标板孔中 1%琼脂无菌水溶液上。取 10–20 µl 柑

橘溃疡病斑浸软液加到伤口上。同时使用叶牒生测法所采用的阳性和阴性对照。

25 ºC 下在光照培养箱中培养 4 – 12 天后，对溃疡的形成进行评估，并如上所述，

从溃疡部位或无症状的受伤叶片组织中分离柑橘溃疡病菌（EPPO，1998）。 

3.2 无症状植株的检测 

无症状植株上的柑橘溃疡病菌可通过半选择性培养基（见下文）分离富集、血

清学技术（IF（3.1.3 节））与分子检测（3.1.4 节）来进行检测。 

用半选择培养基从无症状植株分离柑橘溃疡病菌时，可以在蛋白胨缓冲液中清

洗叶片或果实样品，离心上清液，然后将其涂抹在培养基上（Verdier 等，2008）。

10 片叶片或 1 个果实构成 1 个样品。 

室温下将样品加入 50 ml 蛋白胨缓冲液（NaCl，8.5 g；蛋白胨，1 g；Tween 

20，250 µl：蒸馏水，1 l；pH 7.2）中震荡 20 min。对大量样品而言，可以将 100

片叶加入 200 ml 蛋白胨缓冲液中。单个果实可放入装有 50 ml 蛋白胨缓冲液的无菌

袋中，在室温下震荡 20 min。 
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悬浮液随后以 6 000 g 离心 20 min。倒掉上清液，将下部沉淀重新悬浮在

10 ml 0.85%盐液中。每种悬浮液按 1：100 和 1：1000 比例稀释后，取少量

（100 µl）在 XOS 半选择性培养基（蔗糖，20 g；蛋白胨，2 g；谷氨酸钠，5 g；

Ca（NO3)2，0.3 g；K2HPO4，2 g；EDTA-Fe，1 mg；放线菌酮，100 mg；头孢菌

素，20 mg；春雷霉素，20 mg；甲基紫 2B，0.3 mg；Bacto 琼脂，17 g；蒸馏水，

1 l；pH 7.0）上划线 3 次（Monier，1992）。在 28 ºC 下培养 5-6 天后，对菌落生

长情况，以及类型与形态进行评估（3.1.2 节）。 

4. 鉴定 

对疑似柑橘溃疡病菌菌落的鉴定应通过几种技术加以验证，因为褐色黄单胞菌

莱檬亚种和苜蓿黄单胞菌枳柚亚种等其他种类的黄单胞菌也能从柑橘上分离到。除

观察培养基上形态特征外，检测技术还包括血清学检测、分子检测、叶牒或离体叶

片生测，以及致病性检测等。 

鉴定一个纯培养物的最低要求是以下 3 中技术中每一种都产生阳性结果：

（1）使用两套引物的 PCR（4.1 节）；（2）使用特异性单克隆抗体的一种血清学

技术（ IF，双抗体夹心法（DAS） - ELISA 或间接 ELISA，4.2、4.2.1 与 4.2.2

节）；以及（3）接种柑橘寄主并按照科赫法则的要求对致病性进行检测（4.3 与

3.1.6 节）。可以采用更多的检测方法（4.4 与 4.5 节）来进一步鉴定所发现的菌株。

所有检测方法都必须包括阳性和阴性对照。以下几节对推荐的技术进行了描述。 

除其他外，以下收藏库可以提供柑橘溃疡病菌参考菌株（提供建议用作阳性对

照的柑橘溃疡病菌分离物）： 

- 位于英国约克的中央科学实验室的国家植物病原细菌收藏库的 NCPPB 3234 

- 位于法国昂热的国家农业技术研究所（INRA）植物细菌学实验站的法国植物

病原细菌收藏库的 CFPB 2911（此系柑橘溃疡病菌 A*菌系） 

- 位于新西兰奥克兰的新西兰土地保护研究所（Manaaki Whenua）的国际植物

微生物收藏库的 ICMP 24 

- 位于美国弗吉尼亚马纳萨斯的美国模式培养物收藏库的 ATTC 49118 

- 位于巴西坎皮纳斯的生物学研究院中央实验中心生物学研究所的植物病原细菌

培养物收藏库的 IBSBF 1594。 

只有直接从这些培养物收藏库获取菌株，其真实性才能得到保证。 

4.1 PCR 法 

建议除了 3.1.4.3 节所描述的 PCR 法外，疑似菌株的纯培养物鉴定应使用两套

不同的引物加以确认。其中一套应为 J-pth1/J-pth2 或 J-Rxg/J-Rxc2 引物（Cubero 和

Graham ， 2002 ） ， 另 一 套 为 Xac01/Xac02 （ Coletto-Filho 等 ， 2005 ） 或

XACF/XACR 引物（Park 等，2006）（表 1）。这是因为发现多数发表的引物对缺

少特异性（Delcourt 等，2013）。可通过对获得的 PCR 扩增子进行测序，并和

GenBank 数据库国家生物技术信息中心（NCBI）保存的柑橘溃疡病菌菌株的序列进

行比较，来进一步确认鉴定结果。 
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Cubero 和 Graham 的 PCR 法（2002）提供了柑橘溃疡病菌内转录间隔区

（ITS）特异性 16S 和 23S 核糖体 DNA 的 PCR 引物。ITS 序列的差异可用于设计柑

橘溃疡病的特异性引物，以及检测非典型菌系 A*和 A
w 的引物（Cubero 和

Graham，2002）。引物为： 

J-Rxg：5′-GCGTTGAGGCTGAGACATG-3′ 

J-RXc2：5′-CAAGTTGCCTCGGAGCTATC-3′。 

PCR 在 25 μl 反应混合液中进行，含 1× Taq 缓冲液、1.5 mM MgCl2、0.04 μM 

引物 J-RXg、0.04 μM 引物 J-RXc2、每种脱氧核糖核苷酸各 0.2 mM，以及

Taq DNA 聚合酶 1 U。PCR 扩增条件与 3.1.4.3 节描述的 pthA 引物所用的一样。 

Coletta-Fiho 等的 PCR 法（2006）提供了基于 rpf 基因簇的引物。引物为： 

Xac01：5′-CGCCATCCCCACCACCACCACGAC-3′ 

Xac02：5′-AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA-3′。 

PCR 在 25 μl 反应混合液中进行，含：1× Taq 缓冲液、2.0 mM MgCl2、每种引

物各 0.36 μM、每种脱氧核糖核苷酸各 0.25 mM，以及 Taq DNA 聚合酶 1 U。PCR

扩增条件为最初 94 ºC 下 3 min 变性，继以 36 个循环的 94 ºC 下 45 s，60 ºC 下 45 s

和 72 ºC 下 45 s，以及最后 72 ºC 下 5 min 延伸。扩增子大小为 582 bp。 

Park 等的 PCR 法（2006）提供了基于 hrpW 基因序列的引物。引物为： 

XACF：5′- CGTCGCAATACGATTGGAAC-3′ 

XACR：5′- CGGAGGCATTGTCGAAGGAA-3′。 

PCR 在 25 μl 反应混合液中进行，含 1× Taq 缓冲液、1.5 mM MgCl2，每种引

物各 0.10 μM、每种脱氧核糖核苷酸各 0.25 mM、0.01%明胶，以及 Taq DNA 聚合

酶 2 U。PCR 扩增条件为最初 94 ºC 下 5 min 变性，继以 30 个循环的 94 ºC 下

15 s，60 ºC 下 30 s 和 72 ºC 下 30 s，以及最后 72 ºC 下 7 min 延伸。扩增子大小为

561 bp。 
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表 1. 本诊断规程中描述的 PCR 法总结 

特异性数据取自 Delcourt 等（2013)。*非特异性检测指致病黄单胞菌和检测为阳性的

腐生细菌的比例。**腐生菌株未检测出阳性。 

引物对 参考文献 扩增子大小

（bp） 

柑橘溃疡病菌

菌株检测 

非特异性检测

（%）* 

植物材料中的 

检测极限 

 

2/3 Hartung 等 

（1993) 

224 未检测 A
w
和 

所有 A*菌系 

17 10
2
 cfu/ml 

J-pth1/J-pth2 Cubero 和 

Graham 

（2002） 

198 所有菌系 51 10
4
 cfu/ml 

J-Rxg/J-
Rxc2 

Cubero 和 

Graham  

（2002） 

179 所有菌系 30 10
4
 cfu/ml 

Xac01/Xac02 Coletto-Filho 

等（2005） 

582 所有菌系 16 10
4
 cfu/ml 

XACF/XACR Park 等 

（2006） 

561 所有菌系 6** 未见报道 

4.2 血清学检测 

建议除 3.1.3 节所描述的 IF 法外，应使用不同抗体来鉴定纯培养物。也可以使用

DAS - ELISA 或间接 ELISA 作为纯培养物鉴定的替代血清学检测方法。 

4.2.1  双抗体夹心法（DAS）- ELISA 

对 DAS-ELISA 而言，微滴定板用 100 µl/孔含适当稀释的抗柑橘溃疡病菌的免疫球蛋

白（IgG）的碳酸盐包被缓冲液（Na2CO3，1.59 g；NaHCO3，2.93 g；NaN3，0.2 g；蒸馏

水，1 l；pH 9.6）包被，在 4 ºC 下培养过夜。微滴定板用 PBS-Tween（NaCl，8 g；

KH2PO4 ， 0.2 g ； Na2HPO4·12H2O ， 2.9 g ； KCl ， 0.2 g ； NaN3 ， 0.2 g ； Tween 20 ，

0.25 ml；蒸馏水，1 l；pH 7.4）冲洗 3 次后，加入检测样品、阴性对照（健康植物材料）

或阳性对照（柑橘溃疡病菌参考菌株）（200 µl/孔）。微滴定板在 37 °C 下培养 2 h。冲洗

后，加入用 PBS-Tween 适当稀释的抗柑橘溃疡病菌免疫球蛋白与碱性磷酸酶共轭物

（200 µl/孔），微滴定板在 37 °C 下培养 2 h。清洗后，加入对硝基苯磷酸盐底物缓冲液

（1 mg/ml）（200 µl/孔），微滴定板在室温下培养 30 – 60 分钟。使用装有 405 nm 滤光片

的分光光度计测定吸光度。确定样品为阳性的标准是，其光密度（OD）值为健康植物材料

对照的 2 倍。DAS-ELISA 的检测极限是 10
4
–10

5
 cfu/ml（Civerolo 和 Fan，1982）。本方法

不建议用于植物组织的直接检测。 

有单克隆抗体可供 ELISA 使用，但建议只用于纯培养物鉴定，因为它们在检测植物组

织时灵敏度很低。可以获取对柑橘溃疡病菌进行 ELISA 检测的商品试剂盒（如从 Agdia 公

司）。关于特异性数据，可查阅生产商提供的技术信息。有报道称一些单克隆抗体会和地

毯草黄单胞菌菜豆变种（X. axonopodis pv. phaseoli）、X. campestris pv. zinnea、苜蓿黄

单胞菌枳柚亚种和野油菜黄单胞菌天竺葵致病型（Xanthomonas hortorum pv. pelargonii）

交叉反应；然而，这些致病变种不太可能在柑橘上发生。 
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4.2.2  间接 ELISA 

Alvarez 等（1991）所描述的使用单克隆抗体的间接 ELISA 可用于培养物鉴定。用于

鉴定柑橘溃疡病菌的含所有必要成分的 ELISA 试剂盒可以购买（如从 Agdia 公司）。理论

上，所有柑橘溃疡病菌菌系都可以鉴定，但有报道称西南亚分离到的一些具有显著表型差

异的菌系不会与现有的单克隆抗体起反应（Vernière 等，1998）。 

纯培养物悬浮液以约 10 000 g 离心 2 min，倒掉上清液。加入 1 ml1× PBS，细胞通过

搅拌重新悬浮。该步骤重复 2 次。清洗 3 次后，将细胞重新悬浮在包被缓冲液中。在分光

光度计下将细胞浓度调整到 OD600 0.01（约 2.5 × 10
7
 cfu/ml）。取少量样品加入微滴定板

中（每样品 2 孔，100 µl/孔）。还应包括一个阳性对照（生产商提供的参考培养物或样

品）和带有另一种细菌的阴性缓冲液对照。微滴定板在 37 °C 培养过夜，直至干燥为止。

加入封闭液（5%脱脂奶粉 PBS 溶液）（200 µl/孔）。微滴定板在室温下培养 30 min，然

后用 1× PBS-Tween 清洗 2 次。加入用 2.5%奶粉 PBS-Tween 溶液适当稀释的第一抗体

（100 µl/孔）。微滴定板在室温下培养 1 h，然后用 1× PBS-Tween 清洗 5 次。加入用 2.5%

奶粉 PBS-Tween 溶液适当稀释的酶共轭物（100 µl/孔）。微滴定板在室温下培养 1 h，然

后用 1× PBS-Tween 清洗 5 次。加入用含 1 mg/ml 对硝基苯磷酸盐的二乙醇胺缓冲液新制备

的底物溶液（pH 9.8）（100 µl/孔）。微滴定板在室温下培养 30 – 60 分钟。用装有

405 nm 滤光片的分光光度计测定 OD 值。阳性样本的确定方法同 DAS-ELISA。 

4.3 致病性检测 

为确认诊断结果，应使用葡萄柚 Duncan 品种，Valencia 甜橙（Citrus sinensis）或墨西

哥莱檬等一组指示寄主来鉴定柑橘溃疡病菌的致病性。 

通过使用或不使用针注射进行渗透，对柑橘寄主感病品种进行叶片检测可以显示细菌

菌落的致病性。最好选用 50 - 70%伸展的未成熟叶片，因其具有高度感病性。在 25 ºC 高

湿条件下培养，接种 7 - 14 天后病斑在挂树或离体叶片上形成（Francis 等，2010：

Koizumi，1971）。通过此类检测，柑橘溃疡病菌引起的大量性茧状反应很容易被识别。将

液态培养基中生长的细菌或新划线琼脂平板上产生的菌落重新悬浮在无菌蒸馏水中，将浓

度调节到 10
6
–10

8
 cfu/ml，供接种寄主使用。总需要包含一个阴性和一个阳性对照。接种了

阳性对照菌株的植株应与检测植株分开放置。 

4.4 描述与生化特征 

柑橘溃疡病菌是革兰氏阴性、直杆状细菌，大小为 1.5–2.0 × 0.5–0.75 µm。极生单鞭

毛，能运动。它和黄单孢菌属中其他成员有很多共同的生理生化特性。它营有机化能营

养，专性好氧，对葡萄糖进行氧化代谢。黄色色素为黄单胞菌色素。表 2 列出了一些可用

于柑橘溃疡病菌鉴定的生化特征。 
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表 2. 柑橘溃疡病菌的主要生化特征 

检测 结果 

过氧化氢酶 + 

过氧化酶 – 或弱 

硝酸盐还原 – 

水解：  

淀粉 + 

酪蛋白 + 

Tween 80 + 

七叶苷 + 

明胶液化 + 

果胶凝胶液化 + 

天门冬素利用 – 

生长要求：  

蛋氨酸 + 

半胱氨酸 + 

0.02%氯化三苯四唑（TTC）（w/v） – 

4.5 分子鉴定 

侵染柑橘的包括柑橘溃疡病菌和整个黄单胞菌属在内的黄单胞菌分子水平的特征均已

确定，并建立了可用于重新分类和鉴定的快速准确的方法。这些方法包括 DNA–DNA 杂交

（Vauterin 等，1995），基因组指纹分析（Hartung 等，1987；Lazo 等，1987）；多位点

序列分析（Young 等，2008）和重复序列 PCR（rep-PCR）（Cubero 和 Graham，2002，

2004）。 

4.5.1  多位点序列分析 

多位点序列分析（MLSA）法已用于对柑橘溃疡病菌进行特异性鉴定（Almeida 等，

2010；Bui Thi Ngoc 等，2010；Young 等，2008）。使用 Almeida 等（2010）、Bui Thi 

Ngoc 等（2010）和 Young 等（2008）描述的引物及 PCR 条件可以对管家基因进行扩增。

MLSA 包括对多位点进行测序（一般 4 至 8 个管家基因），并将这些序列与核酸数据库中

保存的黄单胞菌属各个种类的参考序列进行比较；例如植物联合微生物数据库（PAMDB）

（http://genome.ppws.vt.edu/cgi-bin/MLST/home.pl）（Almeida 等，2010）和微生物基因

分型 MLVA 库（https://bioinfo-prod.mpl.ird.fr/MLVA_bank/Genotyping/）。 

4.5.2 Rep-PCR 指纹分析 

通过基于基因外重复回文系列（REP）片段，即肠杆菌基因间的重复共有序列

（ERIC）和 BOX 片段设计的引物（Louws 等，1994），可在特定 PCR 条件下使用

Rep-PCR 指纹分析对菌系进行鉴定和区分（Cubero 和 Graham，2002）。 

http://genome.ppws.vt.edu/cgi-bin/MLST/home.pl
https://bioinfo-prod.mpl.ird.fr/MLVA_bank/Genotyping/
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使用苯酚-氯仿-异戊醇法，可一步从细菌悬浮液中提取 DNA（600 nm 吸光度从 0.2 到

0.5），将其在乙醇中沉淀，并重新悬浮在超纯水中。DNA 储存在−20 °C 下备用。也可使

用 3.1.4.2 节描述的 DNA 提取程序。 

BOX PCR 在 25 µl 反应混合液中进行，含 1× Taq 缓冲液、 6 mM MgCl 2、

2.4 µM BOX1R 引物（5′-CTACG-GCAAGGCGACGCTGCAG-3′）（Louws 等，1994）、

每种脱氧核糖核苷酸各 0.2 mM、Taq DNA 聚合酶 2 U，以及从黄单胞菌菌株中提取的

DNA 5 µl。反应条件为最初 94 °C 下 5 min，继以 40 个循环的 94 °C 下 30 s、48 °C 下 30 s

和 72 °C 下 1 min，以及最后 72 °C 下 10 min。PCR 产品在 3%琼脂糖凝胶 1× Tris-acetate-

EDTA（TAE）缓冲液（40 mmol/l Tris-acetate；1 mmol/l EDTA；pH 8.0）中进行分析，

110V 电泳 2 h，用溴化乙锭染色。 

ERIC PCR 在 25 µl 反应混合液中进行，含 1× Taq 缓冲液、3 mM MgCl 2、

1.2 µM ERIC1R 引物（ 5′-ATGTAAGCTCCT-GGGGATTCAC-3′）和 ERIC2 引物

（5′-AAGTAAGTGACT-GGGGTGAGCG-3′）（Louws 等，1994）、各种脱氧核糖核苷酸

各 0.2 mM、Taq DNA 聚合酶 2 U，以及从黄单胞菌菌株提取的 DNA 5 µl。反应条件同

BOX PCR。对 PCR 产品的检查也与 BOX PCR 相同。 

指纹（带型）可通过目测来比较和分析相似性，也可使用 BioNumerics（Applied 

Maths）等计算机软件将带型转化为峰型，并对菌株进行比较。鉴定应基于与对照（参考）

菌株带型的相似性（4 节）。 

在有症状和无症状植物材料中检测和鉴定柑橘溃疡病菌的方案分别见图 5 和 6。 

5. 记录 

应按照 ISPM 27：2006 中 2.5 节描述的方法保存记录和证据。 

在其他缔约方可能受诊断结果影响的情况下，建议将有害生物最初的样品培养物（标

识供追溯）、保存或封装的标本，或检测材料（例如凝胶照片、ELISA 结果的打印输出、

PCR 扩增子）至少保存 1 年，当违规（ISPM 13：2001，违规和紧急行动通知准则）和有

害生物在一个国家或地区首次发现时尤要如此。 

6. 获取进一步信息的联系点 

生物实验室部农业指导总局，乌拉圭蒙得维的亚市 Millán 路 4703 号，CP 12900

（ Enrique F. Verdier ； 电 子 邮 箱 ： emvermar@adinet.com.uy ； 电 话 ：

+598 23043992）。 

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias（IVIA）植物保护与生物技术中心，

西 班 牙 Moncada （ Valencia ） 市 Carretera Moncada-N á quera km 4.5 ，

46113 （María M. López：电子邮箱：mlopez@ivia.es；电话：+34 963424000； 

传真：+34 963424001)。 

Instituto Nacional de Investigación Agraria y Tecnologia Alimentaria，INIA，西班牙

马德里市 Ctra de La Coruña km 6（Jaime Cubero；电子邮箱：cubero@inia.es；

电话：+34 913473900；传真：+34 913572293）。 

mailto:emvermar@adinet.com.uy
mailto:mlopez@ivia.es
mailto:cubero@inia.es
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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保公约秘书处（ippc@fao.org）提出对诊断规程进行修订

的申请，此类申请会被转交给诊断规程技术小组（TPDP）。 

7. 致谢 

本规程第一稿由乌拉圭生物实验室部农业指导总局的 E.F. Verdier 先生起草（详见

6 节），后由位于布宜诺斯艾利斯 Ing. Huergo 路 1001 号的阿根廷国家农业食品健康与质量

局 植 物 病 虫 害 实 验 室 的 R. Lanfranchi 女 士 （ Rita Lanfranchi ； 电 子 邮 箱 ：

ritalanfranchi@hotmail.com；电话：+5411 43621177 内线 118）、美国农业部 Ed Civerolo

先生（电子邮箱：emciv@comcast.net），以及西班牙 IVIA 的 M.M. López 女士（详见

6 节）修改。另外，西班牙 INIA 的 J. Cubero 先生（详见 6 节）大量参与了本规程的制订

工作。 
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9. 图  

 
图 1. 柚子（Citrus paradisi）叶片、枝条和果实上典型的柑橘溃疡病症状。 

 
图 2. 柑橘溃疡病在嫩枝上的症状：柚子（Citrus paradisi）上早期病斑。 
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图 3. 甜橙（Citrus sinensis）（左）和柚子（Citrus paradisi）（中和右）果实上柑橘溃疡病症状。  

 
图 4. 柑橘潜叶蛾为害加重后的柠檬（Citrus limon）叶片上的柑橘溃疡病症状。  
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图 5. 在有症状的植物材料上检测和鉴定柑橘溃疡病菌的方案。 

有症状的植物材料 

（3.1.1 节) 

DAS-ELISA/IF 
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分离培养基 
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所有/部分检测阳性 

PCR 
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具有典型形态的菌落 
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所有检测阴性 

是 

鉴定检测 

（ 4 节) 

使用两组不同 PCR 引物对的 PCR 和使用特

异性单克隆抗体的一种血清学检测出阳性

结果（4.2 节），继以致病性检测。可进行

MLSA等其他检测 – 见 4.5 节 

是
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否 

未检测到柑橘溃疡病菌  

阳性 

鉴定出柑橘溃疡病菌 
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图 6. 在无症状的植物材料上检测和鉴定柑橘溃疡病菌的方案。 

 

无症状的植物材料 

筛选检测：叶牒/离体叶片生测、半选择性培养基、

IF、PCR 检测（3 节） 

至少一个检测阳性 

直接分离（3.1.2 节） 

具有典型形态的菌落（3.1.2

节） 

所有检测阴性 

 

是 

否 

未检测到柑橘溃疡

病菌 

 

鉴定检测： 

（4 节) 

使用两组不同的 PCR 引物对的 PCR 和使用

特异性单克隆抗体的一种血清学检测出阳性
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