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基于p23基因的野生柑橘和栽培柑橘上
衰退病毒分离株间的遗传特征分析

易 龙 1,2，周常勇 2

（1赣南师范大学生命与环境科学学院，江西赣州 341000；2中国农业科学院/西南大学柑桔研究所，重庆 400712）
摘 要：【目的】比较分析野生柑橘与栽培柑橘上衰退病毒（CTV）分离株间的分子遗传特征，为深入解析CTV的遗传

进化提供相关依据。【方法】运用RT-PCR对我国云南、广西、四川、湖南、江西等省（区）的11个野生柑橘上的CTV分离

株和4个国内栽培甜橙及柚上的CTV强弱毒代表株分离株的 p23基因进行扩增、测序，所获序列与GenBank收录的具

有代表性的国外CTV分离株的相应基因序列进行比对分析。【结果】野生柑橘与国内外栽培柑橘上CTV分离株的 p23

基因序列相似率为 87.7%~99.3%；密码子中碱基含量GC%<AT%，密码子转换数多于颠换数，第 3位的碱基替换数最

多，其次为第1位，最少是第2位；非同义突变与同义突变的比值（dN /dS）小于1，表明p23基因在进化过程中承受着净化

选择。系统聚类分析表明，来自于野生柑橘上的11个CTV分离株在构建的系统发育树中分属不同的簇支，与不同来

源地具有较高相似性和较低遗传距离的栽培柑橘上的CTV分离株构成同一组群。【结论】野生柑橘与栽培柑橘上的

CTV分离株在碱基含量、密码子转换和颠换率及非同义突变与同义突变比值（dN /dS）等遗传特征方面均表现出一致性，

系统发育分析表明，野生柑橘上CTV分离株基于p23基因序列的聚类关系与其地理来源之间无明显相关性。
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Genetic characterization between the Citrus tristeza virus isolates in wild
and cultivated citrus on the basis of p23 gene sequences
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Abstract:【Objective】This study focused on comparative analysis of the genetic evolution characteristics
of the Citrus tristeza virus (CTV) isolates between wild citrus and cultivated citrus, which provided the the⁃
oretical basis for further study on the genetic evolution of CTV.【Methods】A total of 11 CTV isolates in
this study were collected from naturally wild citrus in Yunnan (isolates CT-W1, CT-W2, CT-W3, CT-
W4, CT-W5), Sichuan (isolates CT-W6, CT-W7), Hunan (isolates CT-W8, CT-W9), Jiangxi (isolate CT-
W10), Guangxi (isolate CT-W11) provinces of China. The severe isolate CT3 and the mild isolate CT9
from cultivated pummelos, together with the severe isolate CT4 and the mild isolate CT21 from cultivated
sweet oranges were kindly provided by the Citrus Research Institute, Chinese Academy of Agricultural
Sciences as being representative of CTV isolates from cultivated citrus in China. The nucleic acids of the
samples with 11 CTV isolates from wild citrus and 4 CTV isolates from cultivated citrus in China were
each extracted. The primer pairs of p23f and p23r were used as a specific primer for amplifying the p23

gene, the sense primer was p23f：5’-ATGGATAATACTAGCGGACA-3’，and the anti-sense primer was
p23r：5’-TCAGATGAAGTGGTGTTCAC-3’. The cDNA of CTV was amplified and performed in a 25 μL
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柑橘衰退病是由柑橘衰退病毒（Citrus tristeza

virus，CTV）引起的一种严重危害柑橘产业的病毒

病害，广泛分布于世界各柑橘产区，主要通过接穗和

蚜虫进行传播，对全世界的柑橘产业造成严重威

胁[1-2]。据研究CTV不仅在栽培柑橘上发生普遍[3-5]，

随着研究领域的扩展，近年发现在与外界相对隔绝

的野生生境中生存的野生柑橘也携带CTV，并且其

上的CTV分离株主要以CP/HinfⅠRFLP单一组群构

成[6]。

CTV属于长线形病毒属（Closterovirus），为正义

单链RNA病毒，其基因组大小约20 kb，具有12个开

放阅读框（ORF），可以编码17种以上蛋白质[7]，其中

reaction volume. PCR products were separated by electrophoresis in a 1.2% agarose gel and detected by
ethidium bromide staining, and the amplified products of approximately 630 bp for the complete p23 gene
were gel purified and the nucleotide sequences were determined in both directions by means of an ABI
Prism DNA sequencer 377 (Sangon Biological Engineering & Technology and Service, Shanghai, China).
Other CTV nucleotide sequences used in this study were obtained from the indicated GenBank entries:
American isolates T36, T30 and SY568, Israel isolate VT, Spain isolates T385 and T318A, Japanese iso⁃
late NuagA, Egypt isolate Qaha, Mexico isolate Mexic-ctv. Multiple alignments of the nucleotide sequenc⁃
es were realized using the BioEdit program. The version 6.0 of the MEGA program was used to estimate
the base content, the transition and transversion, and their ratio (Ts/Tv), the rates of non-synonymous(dN)
and synonymous(dS) substitutions and their ratios were determined by the Nei & Gojobori methods, the sta⁃
tistic for differentiation using the Z-test (P<0.05). Based on the neighbor-joining method, phylogenetic re⁃
lationships were inferred taking the homologous sequences of Beet yellow virus (BYV) as the outgroup, and
the reliability of the clusters was evaluated by using the bootstrap analysis base on 1 000 repetitions.【Re⁃
sults】The sequences of p23 genes of the 11 wild CTV isolates were found having a similarity ranging from
88.1 to 99.8%, the identity of the sequence ranged from 87.7 to 97.9% and 88.0 to 99.3% when compared
with 4 Chinese CTV isolates of cultivated citrus and 9 exotic cultivated citrus, respectively. In this investi⁃
gation, the GC base contents of the p23 gene were less than the AT base contents, the base A content was
the highest and the base C was the lowest among the four bases in the p23 genes in the 11 CTV isolates
from wild type citrus, which was the same as that from cultivated citrus. More transitions were found in the
p23 genes than transversions with the transitions/transversions ratio ranging from 3.4 to 5.3 among the spe⁃
cies; the substitution frequency was the highest at the third codon, followed by the first and the second co⁃
don. The significant difference was found among the rates of non-synonymous mutations(dN) and of synony⁃
mous mutations(dS) in the p23 genes (P=0.000<0.05). The ratio of non-synonymous (dN) to synonymous(dS)
substitutions is far lower than 1, suggesting that the p23 gene might have experienced a purifying selection
in the CTV evolution process. Phylogenetic analysis revealed that the 11 CTV isolates from wild citrus be⁃
longed to different phylogenetic clusters regardless of their geographic origins, and shared higher homolo⁃
gy and lower genetic distance with other CTV isolates of cultivated citrus from different geographic ori⁃
gins, for example, isolates CT-W1, CT-W2, CT-W3, CT-W4, CT-W5 were from Yunnan province in
China, but dropped into different clusters, the same as the isolates CT-W6, CT-W7 from Sichuan prov⁃
ince and the isolates CT-W8, CT-W9 from Hunan province.【Conclusion】Comparative analysis found
that the genetic characteristics of the base content, transition and tranversion, non-synonymous and synon⁃
ymous substitutions of CTV isolates from wild citrus were similar to those of CTV isolates from cultivated
citrus. Phylogenetic analysis showed that there was no significant correlation between the geographical ori⁃
gins of Citrus tristeza virus isolates from wild citrus and its clustering relationship of p23 gene sequences.
Key words:Wild citrus；Cultivated citrus；Citrus tristeza virus；p23 gene；Genetic characterization
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p23基因处于CTV基因组的 3’端，在保持病毒的致

病性、寄主范围等方面具有重要功能。前人对其进

行了大量的研究，发现 p23是RNA沉默抑制和致病

性决定因子，诱导寄主产生衰退病症状，增强对寄主

的系统感染，对保持病毒的致病性及遗传特性等功

能发挥着重要作用[8-9]；而且 p23是CTV侵染寄主植

物必不可少的基因，一旦敲除掉后即失去侵染能

力 [10]；同时 p23蛋白控制着CTV非对称性的RNA积

累 [11]；另外从进化的角度分析发现 p23基因可能是

CTV与柑橘寄主相互作用共同进化的产物，在长线

形病毒属中为 CTV所特有 [12- 13]。因此分析 CTV的

p23基因对于解析柑橘衰退病毒种群间的遗传进化

特征具有重要意义。

笔者通过对收集自我国野生柑橘和国内外栽培

柑橘上CTV分离株的 p23基因进行分子遗传特征及

系统发育比对分析，明确野生柑橘和栽培柑橘上

CTV分离株间的遗传特征及聚类关系，为解析CTV
的遗传进化和生产中制定柑橘衰退病综合防控策略

提供相关依据。

1 材料和方法

1.1 CTV分离株

从云南、四川、广西、湖南、江西等野生柑橘主要

分布地区采集到的野生柑橘上的 11个 CTV 分离

株[6]，以及由中国农业科学院柑桔研究所国家柑桔苗

木脱毒中心提供的我国栽培品种上的CTV分离株：

甜橙上的强毒分离株CT4、弱毒分离株CT21，柚上

的强毒分离株CT3、弱毒分离株CT9。
1.2 总核酸提取及p23基因扩增

参照周常勇等[14]的方法提取总核酸，p23基因特

异性引物[15]由上海生工公司合成。在TGRADIENT型PCR
仪（Biometra）上进行RT-PCR逆转录和扩增，PCR产

物用 1.2%（ω）琼脂糖凝胶进行电泳，在溴乙锭染色

后，置于Gel DocTMEQ型凝胶成像系统（Bio-Rad）中

观测、拍照。

1.3 序列测定及遗传特征分析

将扩增产物纯化并交由上海生工公司进行序列

测定，测序结果与GenBank中 9个国外具有代表性

的 CTV分离株 p23基因序列用 BioEdit软件进行比

对，MEGA6.0软件计算碱基组成、转换与颠换比率

（Ts/Tv）、以Nei & Gojobori法计算序列中的同义（dS）

和非同义（dN）突变率，用Z-检验法进行显著性检验

（P<0.05），以Kimura双参数模型计算序列间的遗传

距离，以同属的甜菜黄化病毒（Beet yellows virus，

BYV）相应基因序列作为外群，自展检验重复 1 000
次的邻近法（neighbor-joining，NJ）构建p23基因的系

统发育树[16]。

2 结果与分析

2.1 p23基因扩增

野生柑橘上11个CTV分离株、国内栽培品种上

4个CTV分离株和阳性对照经RT-PCR扩增，均能

扩增出一个大小约 630 bp的DNA片段（图 1），与已

知CTV的 p23基因大小一致。阴性对照和水对照均

0 1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

0.水对照；1~11. CT-W1~11；12. CT4；13. CT21；14. CT3；15. CT9；16.阴性对照；17.阳性对照；M. 100 bp 梯度 DNAmarker（无 400、1 100、1 300 bp）。
Lane 0. Water control；Lanes 1-11. CT-W1 - 11；Lane 12. CT4；Lane 13. CT21；Lane 14. CT3；Lane 15. CT9；Lane 16. Negative control；Lane 17.

Positive control；M. DNA marker with 100 bp ladder (without 400, 1 100, 1 300 bp).
图 1 15个 CTV分离株 p23基因 RT-PCR扩增

Fig. 1 RT-PCR detection of p23 gene of 15 CTV isolates

630 bp

不能检测到该扩增产物。

2.2 p23基因遗传进化分析

测序结果与GenBank数据库收录的具有代表性

的 9个国外CTV分离株（包括美国茎陷点型强毒株

SY568、速衰型强毒株T36、弱毒株T30、西班牙茎陷

点型强毒株T318A和弱毒株T385、以色列茎陷点型

830
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2.2.2 转换和颠换 从分析的 24个CTV分离株密

码子第 1、2、3位的碱基替换情况看，具有编码序列

的共同特点，密码子第3位的碱基替换数最多，其次

为第1位，最少是第2位。转换数多于颠换数，其中

野生柑橘上CTV分离株的转换与颠换比值为5.0，国
内栽培品种上4个CTV分离株的转换与颠换比值为

5.3，国外 9个 CTV分离株的转换与颠换比值为 3.4
（表2）。
2.2.3 同义突变与非同义突变 野生柑橘 11 个

CTV分离株，国内栽培品种4个CTV分离株、国外栽

培品种上9个CTV分离株的非同义突变远低于同义

突变，其 dN/dS 值分别为 0.230、0.268、0.229，3 个

CTV 种群非同义突变均显著低于同义突变（P＝

0.000<0.05），表明同义突变和非同义突变之间存在

明显的差异（表2）。
2.2.4 遗传距离 野生柑橘11个CTV分离株间 p23

基因遗传距离为0.002~0.133，与国内和国外栽培柑

橘CTV分离株间的遗传距离分别为 0.017~0.137和

0.007~0.133；序列两两间遗传距离最小的是美国的

速衰分离株T36、埃及的强毒分离株Qaha和墨西哥

的强毒分离株Mexico-ctv（遗传距离为 0.000），遗传

距离最远的是来自于四川野生宜昌橙上的CTV分

离株 CT-W6和我国栽培柚上的 CTV 强毒分离株

CT3（遗传距离为0.137）（表3）。

2.3 p23基因系统发育树构建

使用MEGA 6.0以甜菜黄化病毒（BYV）的相应

基因序列为外群构建的 p23基因序列的邻近树见图

2。在系统发育树的拓扑结构中，野生柑橘上的 11
个 CTV分离株分聚在不同的分支上，分离株 CT-

表 1 3个 CTV种群中 p23基因碱基组成百分含量

Table 1 Percentages of the base composition in the p23 gene of 3 CTV species

种群
Species
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

密码子位点 Location of codon
T
24.7
24.9
24.9

C
19.4
19.5
19.3

A
30.2
29.8
30.0

G
25.6
25.8
25.9

T1
17.4
17.5
17.4

C1
14.5
14.5
14.4

A1
33.7
33.2
34.0

G1
34.4
34.8
34.2

T2
26.2
26.4
26.2

C2
23.4
23.6
23.2

A2
34.1
34.2
34.3

G2
16.3
15.8
16.3

T3
30.7
30.9
31.0

C3
20.4
20.4
20.2

A3
22.8
22.1
21.8

G3
26.2
26.7
27.1

Ⅰ. 野生柑橘上 11 个 CTV 分离株；Ⅱ. 国内栽培品种上 4 个 CTV 分离株；Ⅲ. 国外栽培品种上 9 个 CTV 分离株；T1、C1、A1、G1. 密码子第

1 位碱基；T2、C2、A2、G2. 密码子第 2 位碱基；T3、C3、A3、G3. 密码子第 3 位碱基。下同。

Ⅰ. 11 CTV isolates from wild citrus；Ⅱ. 4 CTV isolates from Chinese cultivated citrus；Ⅲ. 9 CTV isolates from foreign cultivated citrus；T1, C1, A1,
G1. Codon first base；T2, C2, A2, G2. Codon second base；T3, C3, A3, G3. Codon third base. The same below.

%

表 2 3个 CTV种群 p23基因的转换和颠换、同义突变

和非同义突变率

Table 2 Transition and tranversion, non-synonymous and
synonymous substitutions in the p23 gene of 3 CTV species

种群
Species
Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

密码子位点
Location of
codon

P1
P2
P3

P1
P2
P3

P1
P2
P3

Ts

35
6
5

24
42
8
7

27
34
7
3

24

Tv

7
1
2
4
8
1
3
4

10
2
3
5

dN

0.040±0.007

0.051±0.010

0.041±0.007

dS

0.174±0.021

0.190±0.026

0.179±0.021

P

0.000

0.000

0.000

Ts. 转换；Tv. 颠换；dN. 非同义突变；dS. 同义突变；P1、P2、P3. 第 1、
2、3 位密码子。

Ts. Transition；Tv. Transversion；dN. Non-synonymous substitutions；
dS. Synonymous substitutions；P1, P2, P3. The first, second and third co⁃
don.

强毒株VT、埃及的强毒株Qaha、墨西哥茎陷点型和

速衰型强毒株Mexico-ctv、日本苗黄型强毒株Nua⁃
gA）的 p23基因序列进行比对分析，发现 11个野生

柑橘上CTV分离株p23基因序列的相似率为88.1%~
99.8%，与国内栽培品种上 4个CTV分离株和国外 9
个 CTV 分离株序列相似率分别为 87.7%~97.9%、

88.0%~99.3%。

2.2.1 碱基组成 从表1可见11个野生柑橘上CTV
分离株 p23基因序列中碱基A含量最高，为 30.2%，

最低为C（19.4%），GC%<AT%；栽培柑橘的4个国内

CTV分离株和9个国外CTV分离株也发现同样的结

果，碱基A含量最高，碱基C含量最低，GC含量均低

于AT含量；4种碱基在密码子第1、2、3位含量不同，

以T或G结尾的密码子使用频率较高。
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，等：衰退病毒分离株间的遗传特征分析第7期

W1、CT-W2、CT-W4、CT-W7 与 CT3、CT21、T30 和

T385聚类为第一组群，T36、Qaha和Mexico-ctv聚类

为第二组群，CT-W6与 CT9聚类为第三组群，CT-
W8与 CT4聚类为第四组群，CT-W3、CT-W5、CT-
W9、CT-W10、CT-W11 与 T318A、SY568、NuagA 聚

类为第五组群，来自于以色列茎陷点型强毒株VT单

处为第六组群，位于所有组群的最外群，所有组群均

受74%以上的自展值支持。

3 讨 论

通过对株系序列间的碱基含量、核苷酸替代（转

换和颠换）、同义替换（dS）和非同义替换（dN）以及株

系间的遗传距离等遗传特征进行分析，以便进一步

解析物种的生物进化特点。很多研究发现一段序列

的GC含量在一定程度上会影响该区域的突变率[17]；

转换与颠换比值高，序列变异程度大，反之亦然；而

估计 dS和 dN之间的差异是理解分子进化的重要手

段[18]，dN/dS值显著大于1，是正选择的有力证据；等于

1，基因处于中性进化；显著小于1，是净化选择的结

果[17，19]。24个 p23基因序列中碱基含量GC%<AT%，

GC%含量较低，说明序列的突变率较低，同基因片

段中转换与颠换比值在3.4以上，非同义突变（dN）均

显著低于同义突变（dS），dN/dS比值远小于1，说明 p23

基因在CTV的进化过程中受净化选择。对于一个

编码蛋白质的基因而言，功能越重要的区域，其dN值

越低，非同义突变越容易被自然选择清除。p23基

因是 CTV 的致病性决定因子 [9]，净化选择是影响

CTV p23基因进化的一个重要因素，对于保持其侵

染性具有重要意义。

在 p23基因序列构建的系统发育树上24个CTV
分离株聚类为 6个组群，来自我国的野生柑橘上的

CTV分离株分属不同的组群，还发现来自同一地区，

如云南野生柑橘上的 5个CTV分离株CT-W1、CT-
W2、CT-W3、CT-W4、CT-W5，以及四川野生柑橘上

的CT-W6、CT-W7分离株，湖南野生柑橘上的CT-
W8、CT-W9分离株，均未聚类在系统发育树的同一

分支上，与前期对野生柑橘上CTV分离株的外壳蛋

白基因的研究结果 [6]相一致，表明野生柑橘上CTV
分离株间的亲缘关系与样品采集地之间无直接联

系。来自美国的分离株 T36、T30和 SY568，西班牙

的分离株 T385和 T318A都未因来自同一地区而聚

在同一分支上，表现出相同的结果。本研究野生柑

橘上11个CTV分离株在p23基因构建的系统发育树

中分别与不同地区的CTV分离株聚在同一分支，分

析结果表明野生柑橘上CTV分离株基于 p23基因序

列的聚类关系与其地理来源之间无明显相关性，与

Martin等[20]对栽培柑橘上CTV分离株的研究结果一

致，进一步表明不同地理来源CTV分离株间可能存

在基因流和基因重组现象，因此柑橘生产中衰退病

的防控难度大，需进一步加强CTV分离株变异和扩

散传播监测来保障柑橘产业的健康持续发展。

4 结 论

野生柑橘的CTV分离株与栽培柑橘的CTV分

离株的遗传特征分析结果相一致，均表明 p23是

CTV一个重要的功能基因，净化选择是影响 CTV
p23基因进化的一个重要因素；系统发育分析结果

表明野生柑橘上CTV分离株基于 p23基因序列的聚

类关系与其地理来源之间无明显相关性。

分支上的数值代表平均距离大于 0.01，分支下的数值代表大于

50%的自展支持率。

Number above branches indicate the mean distance above 0.01，num⁃
bers below branches indicate bootstrap values above 50%.
图 2 24个 CTV分离株 p23基因序列构建的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of p23 gene sequences of
the 24 CTV isolates
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