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高通量测序在柑橘病毒鉴定与种群

多样性分析中的应用
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摘 要：中国柑橘产业在全球占据至关重要的地位，然而，柑橘病毒病却给该产业带来了严重的经济损失。随着病毒

种类的不断增多，快速、准确地对病毒进行鉴定及遗传多样性分析变得愈发关键。高通量测序（High-Throughput Se-

quencing，HTS）技术，具有高通量、高效快速以及效益高的优势，逐渐成为了鉴定柑橘病毒的核心技术手段。HTS技术

的应用不仅成功揭示了多种新病毒的存在，还深入挖掘了已知病毒的全基因组信息，提供了大量的基因序列数据，极

大地推动了柑橘病毒在遗传变异、进化关系以及生态系统作用等方面的研究。展望未来，随着技术的发展和优化，

HTS将在柑橘病毒鉴定与种群多样性分析中发挥更为重要的作用，为柑橘产业的可持续发展提供坚实的支撑。综述

了HTS技术在柑橘病毒检测与鉴定，以及种群多样性分析方面的最新进展，并深入探讨了当前面临的挑战、未来的发

展前景及其意义。

关键词：柑橘；高通量测序技术；柑橘病毒；种群多样性分析

中图分类号：S666 文献标志码：A 文章编号：1009-9980(2025)03-0651-11

收稿日期：2024-11-05 接受日期：2025-01-16

基金项目：国家自然科学基金项目（32160625）

作者简介：李向，女，在读硕士研究生，研究方向为植物病害防控。E-mail：X18317513414@163.com

*通信作者 Author for correspondence. E-mail：yilongswu@163.com

Application of high- throughput sequencing in citrus virus identification
and analysis of population diversity
LI Xiang1, YANG Jin1, HUANG Aijun1, 2, ZHOU Jun1, 2, YI Long1, 2*

(1College of Life Sciences, Gannan Normal University, Ganzhou 341000, Jiangxi, China; 2National Navel Orange Engineering Research

Center, Ganzhou 341000, Jiangxi, China)

Abstract: Citrus, as an important component of global economic crops, is the world’s largest category

of fruit. However, citrus is also a host for many viruses and bacterial pathogens, and its production condi-

tions are threatened by various viral diseases. These diseases are widely distributed worldwide, causing

severe impacts on the yield and quality of citrus, resulting in significant economic losses. The viruses

that severely affect the citrus industry mainly include: citrus tristeza virus (CTV), citrus chlorotic dwarf-

associated virus (CCDaV), citrus tatter leaf virus (CTLV), citrus yellow vein clearing virus (CYVCV),

citrus psorosis virus (CPsV), citrus vein enation virus (CVEV), citrus exocortis viroid (CEVd), citrus

leaf blotch virus (CLBV), citrus sudden death- associated virus (CSDaV), and satsuma dwarf virus

(SDV), etc. Among them, CTV is one of the most destructive viral diseases in the citrus industry, lead-

ing to reduced citrus yield and quality, weakened tree vigor, and even death. CTV, a positive single-

stranded RNA virus in the Closteroviridae family, exhibits significant genetic diversity and strain differ-

entiation, resulting in varying pathogenicity. Based on symptoms and genomic sequences, it can be clas-

sified into quick decline, stem pitting, and yellow shoot strains. CYVCV, belonging to the Mandarivirus

genus of the Alphaflexiviridae family, has a positive single-stranded RNA genome. Transmitted among

citrus plants by citrus mealybugs, contaminated tools, it causes leaf wrinkling, chlorosis mottling, and
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中国果树资源丰富，各类水果的总产量稳居世

界首位[1]。柑橘作为世界第一大类水果，在全球超

过 140个国家种植，中国是主要生产国之一。在中

国，柑橘的种植面积和产量均居各类水果之首 [2]。

柑橘是芸香科（Rutaceae）多年生木本植物，起源于

喜马拉雅山脉的东南丘陵地带，包括印度东北部、缅

甸北部和中国云南西北部地区。作为喜马拉雅生物

多样性热点的一部分，云南山区是世界上植物多样

性最丰富的地区之一[3]。在云南山区，峰顶和深谷

构成的物种传播障碍以及气候、地质和地形的多样

yellow vein clearing in lemons, posing a global threat. CTLV, a Capillovirus genus virus in the Betaflex-

iviridae family, is an ASGV strain, seriously harming citrus production. CLBV, a Betaclosteroviridae

family Citrivirus genus member, is a positive single-stranded RNA virus with filamentous, wavy parti-

cles, infecting diverse hosts mainly via grafting and seeds. Lately, citrus viral diseases are on the rise,

yet some pathogens remain undetermined, such as citrus cristacortis disease. Citrus-infecting viruses of-

ten have latency and are hard to detect directly. Therefore, accurate detection and identification of citrus

viruses play a central role in the disease control system. In recent years, with the rapid advancement of

molecular biology technology, rapid and accurate virus identification and in-depth study of their genetic

diversity have become key to ensuring the healthy development of the citrus industry. citrus virus detec-

tion and identification are mainly based on the biological characteristics, physical characteristics of vi-

rus particles, protein characteristics, and nucleic acid characteristics to establish some methods. At pres-

ent, the conventional detection and identification methods for citrus viruses mainly include biological

indexing, electron microscopy, serological detection, and molecular biological detection. The above

methods are well- suited for known viruses and can be combined with multiple methods for detection

and identification. However, when it is necessary to accurately identify unknown viruses or newly

emerging viruses, the above methods are difficult to work. With the emergence of high-throughput se-

quencing (HTS) technology in recent years, the above problems have been solved. This technology uses

the principle of sequencing by synthesis, which can sequence a large number of RNA and DNA mole-

cules in a short time without prior knowledge of the virus's biological characteristics or genome struc-

ture, thus obtaining its nearly complete genomic sequence. This capability solves the limitations of tradi-

tional methods when facing unknown viruses and greatly accelerates the discovery and identification

process of new viruses. Through HTS technology, researchers have revealed many previously unknown

virus types and deepened the understanding of the genetic diversity of known viruses, providing a scien-

tific basis for targeted control strategies. HTS technology also shows great potential in population diver-

sity analysis. By sequencing a large number of virus samples, researchers can obtain rich genetic se-

quence data, thereby analyzing the genetic variation of viruses, evolutionary trajectories, and their inter-

actions in the ecosystem. This provides a powerful tool for understanding the mechanisms of viral dis-

eases, predicting virus variation trends, and assessing the effectiveness of control measures. Although

HTS has achieved significant results in citrus virus research, it still faces some challenges. For example,

the complexity of data analysis and the need for bioinformatics knowledge limits its popularization and

application in some areas; the high cost of sequencing is still a major obstacle for resource-limited ar-

eas. In the future, with the continuous development and optimization of technology, HTS will play a

more important role in the identification of citrus viruses and population diversity analysis, providing

strong support for the sustainable development of the citrus industry. This article reviews the latest prog-

ress of HTS in the detection and identification of citrus viruses, as well as the challenges and future

prospects in citrus virus research.
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性，不仅为植物区系的形成和发展提供了理想的环

境，还为柑橘病毒及其宿主的共同进化创造了复杂

的研究背景[4]。柑橘在长期进化和栽培过程中积累

了多种病原体，包括病毒和类病毒，而病毒病严重影

响了柑橘果实的质量和产量，造成巨额的经济损

失。随着时间的推移，柑橘病毒病的种类不断增加，

截至目前已有30多种[5]。不同病毒在同一柑橘品种

或同一病毒在不同柑橘品种上呈现的症状均存在差

异[6]。目前少量柑橘病毒性病害的病原尚未明确，随

着柑橘产业的不断扩大，这些未知病毒引发新病害

的潜在风险将会加剧。因为尚无治疗柑橘病毒病的

有效药剂，所以前期的预防工作成为控制病毒发生

和流行的主要手段。高效检测与准确鉴定病毒，深

入理解病毒遗传多样性是构建有效的柑橘病毒防控

体系的前提[7]，是保障柑橘产业健康发展的关键。

基于病毒生物学特性、病毒粒体物理特性、病毒

蛋白质特性及核酸特性，建立了多种病毒检测和鉴

定的方法[8]。传统的检测方法，包括指示植物鉴定

法、电镜观察法、血清学方法以及聚合酶链式反应检

测法（polymerase chain reaction，PCR）等，需预先了

解目标病毒的生物学特性、血清学特性、基因组结构

和核酸序列，属于针对特定病毒的特异性检测手

段。然而，在面对未知病毒的非特异性检测时，传统

检测方法往往表现出较低的敏感性和特异性，且检

测周期长，这极大地阻碍了对病毒病害的及时防控

和后续深入研究 [9]。近年来，高通量测序（high-

throughput sequencing，HTS）技术蓬勃发展，在柑橘

已知或未知病毒病害的鉴定中均展现出巨大的潜

力，为柑橘病毒研究开辟了新的道路。笔者全面综

述HTS技术在柑橘病毒鉴定与种群多样性分析领

域的最新进展，深入探讨其技术原理、应用现状、所

面临的挑战以及未来的发展趋势。

1 高通量测序技术

HTS技术又称为第二代测序技术（next-genera-

tion sequencing，NGS）或深度测序技术（deep se-

quencing）[10]。HTS 技术基于边合成边测序（se-

quencing by synthesis，SBS）原理，能够一次性对数

十万至数百万个DNA分子进行测序，实现对物种基

因组或转录组的详尽分析。此外，HTS技术无需预

先了解病毒的生物学特性、血清学特征、基因组结构

或序列信息，即可解析出大部分基因组序列 [11]。

HTS 技术主要包括：基因组重测序（genome rese-

quencing，GR)、外显子测序（whole exon sequencing，

WES）、从头测序（de novo genome sequencing，De

Novo）、转录组测序（RNA sequencing，RNA-seq）、小

RNA测序（small RNA sequencing，sRNA）、染色质免

疫 共 沉 淀 技 术（chromatin immunoprecipitation，

ChIP）、染色质分离测序（CHIRP-Seq）以及宏基因组

测序（metagenomic sequencing，mNGS）技术，其中

RNA-seq、sRNA和mNGS已广泛应用于生化、医学、

食品等领域的研究[12]。根据测序原理不同，HTS主

要包括瑞士罗氏（Roche）公司的 454 焦磷酸测序

（454 Pyrosequencing）、美国因美纳（Illumina）公司的

Solexa 聚合酶合成测序（Solexa polymerase synthe-

sis sequencing）和美国应用生物系统（Applied Bio-

systems，ABI）公司的Solid连接酶测序技术（solid li-

gase sequencing technology）[13]。454 测序系统的读

长最长，运行速度快，适合未知基因组的从头测序；

Solexa测序系统的测序通量高，价位低，适合基因组

测序和重测序；Solid测序系统的读长最短，但测序

精度高，适合单核苷酸多态性（single nucleotide

polymorphism，SNP）检测 [14]。目前 Illumina 机器因

各个方面具有优势，主导着HTS市场[15]。Illumina目

前生产的MiSeq、NextSeq500、HiSeq系列、NovaSeq

系列等测序仪，针对不同通量需求与时间限制进行

了专门优化；其中HiSeq系列和NovaSeq系列平台

最为成熟，兼具极高的测序通量与准确性，且运行速

度快、成本低，展现出卓越的性价比[16]。

2 高通量测序技术在柑橘病毒检测中

的应用

HTS技术的出现极大地提高了研究人员全面探

究柑橘病毒病的能力，显著加速了病毒发现、鉴定、

基因组测序流程，并推动了基于HTS技术的新病毒

病原体常规检测技术的研发与应用[17]。在柑橘病毒

病的研究领域，运用HTS技术对已知及未知病毒进

行检测成为首要步骤。传统植物病毒鉴定所采用的

经典步骤，包括双链RNA（dsRNA）的提取、病毒相

关核酸的制备、随机互补DNA（cDNA）的合成、克隆

操作以及桑格测序等，长期以来已被证明具有可靠

性。但在柑橘黄脉相关病毒（CYVaV）的发现历程

中，HTS 技术提供了一种更先进的替代解决方

案 [18-20]。近年来，通过对小RNA、总RNA及 dsRNA
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的高通量测序分析，已成功鉴定了众多柑橘病毒物

种（表1）。

2.1 HTS技术在CTV中的应用

柑橘衰退病是柑橘产业中的关键病害，主要由

表 1 近年来通过高通量测序所鉴定到的柑橘病毒

Table 1 The citrus viruses identified through high-throughput sequencing in recent years

中文名

Chinese name

柑橘褪绿矮缩病毒

柑橘麻风病毒质型2

柑橘坏死斑点病毒

柑橘荆门类似病毒；

柑橘杆状类似病毒

柑橘麻风双分体病毒核型

柑橘褪绿斑点病毒

柑橘凹胶伴随病毒

柑橘病毒A

柑橘树皮裂纹类病毒

柑橘黄脉伴随病毒

柑橘黄斑病毒

柑橘 jivivirus相关病毒1

柑橘黄化脉明病毒

英文名

English name

Citrus chlorotic dwarf-associated virus

Citrus leprosis virus 2

Citrus necrotic spot virus

Citrus jingmen-like virus；Citrus virga-like virus

Citrus leprosis N dichorha virus

Citrus chlorotic spot virus

Citrus concave gum-associated virus

Citrus virus A

Citrus bark cracking viroid

Citrus yellow vein-associated virus

Citrus yellow spot virus

Citrus jivi-related virus 1

Citrus yellow vein clearing virus

基因组

Genome

单链DNA
ssDNA

单链RNA
+ssRNA

负单链RNA
-ssRNA

单链RNA
+ssRNA

负单链RNA
-ssRNA

负单链RNA
-ssRNA

负单链RNA
-ssRNA

负单链RNA
-ssRNA

环状RNA
Circular RNA

单链RNA
+ssRNA

单链RNA
+ssRNA

单链RNA
+ssRNA

单链RNA
+ssRNA

病毒科或目

Viaceae or order

双生病毒科

Geminiviridae

北岛病毒科

Kitaviridae

弹状病毒科

Rhabdoviridae

马尔特里病毒目

Martellivirales

弹状病毒科

Rhabdoviridae

弹状病毒科

Rhabdoviridae

白纤病毒科

Phenuiviridae

白纤病毒科

Phenuiviridae

马铃薯纺锤块茎类病毒科

Pospiviroidae

番茄丛矮病毒目

Tolivirales

乙型线形病毒科

Betaflexiviridae

植物杆状病毒科

Virgaviridae

甲型线形病毒科

Alphaflexiviridae

年份

Year

2012

2013

2014

2017

2017

2018

2018

2018

2020

2021

2022

2023

2024

文献

Reference

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

柑橘衰退病毒（citrus tristeza virus，CTV）引发，该病

毒借助受感染的苗木以及多种蚜虫广泛传播[34]。在

中国，CTV主要分布在南方和沿海地区，有研究表

明CTV起源于湖南、江西等地的野生柑橘，随后在

四川、重庆、湖北、福建、浙江、广西、广东等地的栽培

柑橘中扩散传播[35]。

HTS技术在柑橘衰退病鉴定与种群多样性分

析方面的应用，为植物病毒研究带来了革命性创

新 [36]。2021年，Da Cunha等 [37]运用HTS技术，通过

大规模并行测序，结合RT-PCR和RNA-seq方法，从

非洲安哥拉柑橘属植物中高效提取并扩增双链

RNA，从混合样品中成功鉴定出多个CTV株系，并

分析种群多样性。在无需序列信息的条件下，借助

随机引物RNA-seq，全面捕捉到了病毒基因组的变

异情况，实现了对CTV高灵敏度、高准确性的早期

检测。该研究还全面揭示了CTV株系在安哥拉柑

橘种植点中广泛存在的现象，且这些株系与已知的

严重致病株系以及其他地区新出现的株系高度相

似，这为了解CTV的地理分布、遗传变异及种群结

构提供了数据支撑。HTS技术克服了传统测序方法

的局限性，以更低成本和更短时间完成了对大量样

品的处理，也推动了测序技术与多分子标记扩增

（multimolecular marker amplification，MMM）等其他

技术的融合应用[38]，为安哥拉及非洲其他国家制定

植物病毒防控策略提供了科学依据，有力推动了植

物病毒研究领域的深入发展。

2021年，Bester等 [39]建立了详尽的HTS生物信

息学分析流程，用于鉴定CTV在单一或混合感染状

态下的基因型。该流程的核心在于，它设定了基因

型特异性的基因组覆盖率阈值，其中 50%和 92%这

两个阈值在区分非目标基因型与潜在新型基因型时

发挥了至关重要的作用。具体而言，当某个基因型

的基因组覆盖率超过 50%时，它被视为一个可能的

候选基因型；而当覆盖率达到或超过92%时，该基因
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型则被高度确信为目标基因型。此流程有效地区分

了真实的基因型信号与非目标读段所产生的噪声信

号，攻克了混合感染样本中基因型难以区分的难题，

也深入揭示了不同基因型之间复杂的相互作用机

制。通过HTS技术与生物信息学分析的有机结合，

Bester等[39]利用该流程成功鉴定了已知的CTV基因

型，还发现了新的基因型变体或重组序列，这充分展

示了 HTS 技术在病毒多样性探索领域的独特优

势。为CTV基因型的准确鉴定提供了坚实的技术

支撑，有力推动了基于基因组覆盖率阈值系统的完

善与发展，提高了鉴定准确性和效率，为植物病毒学

研究领域带来了新的研究视角和方法论革新，同时

强调了持续研究CTV多样性和开发准确参考数据

库的重要性，以定义基因型边界，推动进一步的生物

学特征和病毒群体进化研究，并可能提高对交叉保

护的理解，这一成果无疑是植物病毒学研究领域的

一项重大突破。

2023年，Ghorbani等[40]在伊朗北部的萨里地区，

利用HTS技术，首次完成了CTV Sari株系的全基因

组测序工作。他们的研究不仅精确剖析了Sari病毒

株的遗传特征及进化关系，而且有力证明了Sari株

系与其他基因型之间的独立性和独特性。通过探究

病毒基因在感染植株中的表达差异，特别是聚焦于

P13基因所展现出的高表达特性，为深入理解CTV

的致病机制开辟了新的视角[41]。此外，借助HTS技

术，研究人员还进一步揭示了特定基因变异与病毒

功能特性之间的内在联系，为精准防控CTV以及促

进柑橘产业的健康发展带来了重大的突破。

2.2 HTS技术在CYVCV鉴定中的应用

HTS技术应用于柑橘黄化脉明病毒（citrus yel-

low vein clearing virus，CYVCV）的鉴定及种群多样

性分析领域，实现了对病毒病原体的精确识别与基

因组深度解析，极大地推动了病毒与植物相互作用

研究的发展，为将现代科技手段运用于柑橘病毒病

研究领域奠定了坚实基础[42]。2017年，Yu等[43]运用

sRNA测序技术，从患病柠檬树中快速、准确地鉴定

出CYVCV-CQ重庆分离株，并成功测定其全长基因

组序列。CYVCV-CQ是重庆市首次发现的CYVCV

分离株，亦是中国第二个已知全长基因组的

CYVCV分离物，它的发现极大地提升了对病毒病

原体的精准识别能力。基于 sRNA测序技术的从头

组装能力，能够揭示植物体内复杂的基因沉默机制

与病毒防御之间的联系，为病毒-植物相互作用研究

开辟全新路径。另外，通过系统进化树分析，精准呈

现不同地理来源CYVCV分离株之间遗传关系与地

理分布的一致性，为理解病毒种群多样性和进化动

态提供有力的数据支撑。

2023年Bin等[44]利用HTS技术深入研究了柠檬

植物在感染CYVCV后的全转录组响应，通过比较两

组样本的基因表达情况，鉴定到3691个差异表达基

因，这些差异基因在苯丙素、油菜素类固醇、类黄酮生

物合成及光合作用等关键代谢途径中广泛分布。通

过HTS技术，研究者发现CYVCV感染对柠檬植物中

生长素、细胞分裂素、茉莉酸和乙烯的生物合成和信

号传导途径具有显著的调节作用。同时，水杨酸信号

传导途径受到抑制。这些变化可能促进了CYVCV

的系统性感染，并影响了柠檬植物对病毒的防御反

应；HTS数据还显示，所有与光合作用相关的差异表

达基因在CYVCV感染的柠檬植物中均下调，揭示了

植物激素代谢与光合作用途径在CYVCV侵染过程

中的核心作用，为深入理解CYVCV的致病机制及

其与柠檬植物的相互作用提供了新的视角。为了验

证HTS结果的准确性，研究者选择了12个随机基因

进行了实时荧光定量PCR（RT-qPCR）实验。实验结

果表明，mRNA表达分析的结果与RNA-Seq的结果

一致，进一步巩固了HTS技术在植物病毒研究中的

可靠性。这项研究不仅展示了HTS技术在揭示复

杂生物系统中基因表达模式变化方面的强大能力，

还为理解CYVCV感染后柠檬植物症状发育的分子

基础提供了新的见解，为未来柑橘产业的病害防控

提供重要理论依据，充分展示了HTS技术在植物病

毒研究领域的创新应用与巨大潜力。

2024年，Park等[45]运用HTS技术，针对从韩国6

个省 9个地区采集的 118份柑橘类植物叶片样品开

展病毒诊断工作，成功地从样品中鉴定出了 4种病

毒，分别为CTV、柑橘叶斑驳病毒（citrus leaf blotch

virus，CLBV）、柑橘脉突病毒（citrus vein enation vi-

rus，CVEV）和 CYVCV，其中，CYVCV 在韩国是首

次被报道的病毒种类。这些病毒种类的成功鉴定不

仅扩充了当前已知的柑橘病毒库，还为后续开展针

对性的柑橘病毒防控研究提供了宝贵的目标对象，

有助于提升柑橘产业的健康与可持续发展。

2.3 HTS技术在CTLV中的应用

在植物病毒研究领域，HTS技术的应用为柑橘
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碎叶病（citrus tatter leaf virus，CTLV）的研究带来创

新与突破[46]。CTLV是一种严重危害柑橘生产的病

毒，它能引起柑橘砧木的芽体皱缩，且易于传播[47]。

然而，目前关于CTLV基因组的多样性特征，以及这

种多样性如何具体影响病毒检测过程，尚缺乏了

解。2019年，Tan等[48]借助HTS技术，对来自不同地

区、保存多年的 12种CTLV病毒样本展开研究，成

功获取了所有分离株的全长基因组序列。基于这些

全基因组序列，研究人员进行了系统发育分析，揭示

了CTLV的起源、进化路径及其在不同植物物种间

的溢出事件，并深入剖析了病毒基因组的多样性，为

确立 CTLV 分类学的地位提供了更坚实的数据支

撑。研究基于HTS数据的分析，开发了针对CTLV

的RT-qPCR测定法，该测定法具有高度的特异性和

灵敏度。HTS技术的应用克服了传统测序仅针对

少量分离株小基因组区域进行分析的局限，实现了

对多个病毒分离株全基因组序列系统性的分析，为

分子病毒检测方法的设计与验证提供了指引，突破

了时间和成本限制，极大地加速了对病毒基因组的

全面解析[49]。这一利用HTS技术进行的系统性研究

显著增强了CTLV检测的准确性和可靠性，为高价

值作物种质计划中的病原体检测提供了更为全面和

有力的技术支持，有助于减少病毒威胁，保障农业生

产安全。

2.4 HTS技术在CLBV中的应用

柑 橘 叶 斑 驳 病 毒（citrus leaf blotch virus，

CLBV）隶属乙型线形病毒科（Betaflexiviridae），拥

有约 8.7 kb的线性、正义、单链基因组RNA，能侵染

多种宿主，涵盖结果植物、观赏植物以及草本植

物[50]。CLBV主要通过嫁接方式进行传播，在中国

的发生较为普遍[51]。研究表明[52]，CLBV病毒可能经

由嫁接与播种两种途径扩散，导致来自不同柑橘种

类及地理区域的分离株展现出稳定的遗传结构特

征。对柑橘品种Haruka（C. tamuranua）进行基因组

测序，发现其分离株与已知分离株间存在显著的遗

传差异，暗示其可能代表了柑橘病毒的一种新型类

别[53]。2018年，Cao等[54]利用HTS技术，从表现出叶

片褪绿斑点症状的Haruka柑橘树中成功鉴定出一

种新型正链RNA病毒，命名为“柑橘叶斑病毒2型”

（CLBV-2）。HTS技术以快速且高效的方式实现了

对病毒基因组的从头组装，利用深度测序能够清晰

地揭示CLBV-2与已知CLBV分离株在基因组结构

维度上的相似性与差异性。尤为值得注意的是，与

已知CLBV分离株相比，CLBV-2在 5'非翻译区（5'-

untranslated region，5'- UTR）及 复 制 酶 多 蛋 白

（ORF1）区域展现出较低的序列相似性，而在运动蛋

白（ORF2）、外壳蛋白（ORF3）及 3'非翻译区（3'-un-

translated region，3'-UTR）区域则表现出高度的相似

性。基于全基因组序列分析，首次提出了CLBV-2

可能通过与其他未知柑橘病毒发生重组从而获取特

定基因片段的假说，为理解病毒进化的机制提供了

新的视角。依据国际病毒分类学委员会（Interna-

tional Committee on Taxonomy of Viruses，ICTV）所

制定的种划分标准，CLBV-2被正式认定为Betaflex-

iviridae科内的一个新种，这一成果标志着CLBV-2

在柑橘属中具有独特地位，也代表柑橘病毒分类学

领域取得了重要进展。

2022年，Kim等[55]运用HTS技术，从韩国济州岛

表现出斑点、变色症状的柠檬植株叶片中提取总

RNA，进而构建cDNA文库并实施深度测序，高效获

取了大量RNA测序数据。对这些数据进行质量过

滤和重新组装后，研究人员发现了与CLBV高度同

源的大片段重叠群，并通过序列比对和RT-PCR实

验验证了柠檬植株中CLBV的自然感染情况，这在

韩国属于首次报道柠檬植株自然感染 CLBV。此

外，分析HTS技术所得数据，评估柠檬植株中CLBV

的发病率，为后续开展流行病学研究、制定病害防控

策略提供了重要依据。应用HTS技术显著加快了

在柠檬中首次发现CLBV的进程，也为精准鉴定病

毒和分析病毒基因序列提供确凿的证据。

HTS技术已成功应用于柑橘主要病毒病的研

究，在柑橘病毒学领域发挥着不可估量的作用，持续

有力地推动着新病毒的发现与鉴定工作。2018年，

田欣等[56]运用宏转录组学技术，鉴定出一种新型柑

橘负链RNA病毒。由于该病毒在费纳・克列门丁

叶片上引发褪绿斑点症状，因此它被暂命名为柑橘

褪绿斑点相关病毒（citrus chlorotic dwarf-associated

virus，CCDaV）。2020年，张丽勍等[29]借助 sRNA深

度测序技术并结合RT-PCR分析手段，发现上海地

区的红美人柑橘普遍遭受CTV、CYVCV、柑橘树皮

裂纹类病毒（citrus bark cracking viroid，CBCVd）以

及其他柑橘类病毒（citrus viroids）的复合侵染。

2023年，廖睿玲[32]通过RNA-seq技术在柑橘中发现

一种至少具有6条链的多组分RNA新病毒，并通过
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生物学实验获取了其全长序列，分析基因组结构、序

列相似性及进化关系，确认其为柑橘 jivivirus相关

病毒，命名为柑橘 jivivirus相关病毒 1（citrus jivi-re-

lated virus 1，CJVV1）。

3 高通量测序技术在柑橘病毒种群多

样性分析中的应用

植物病毒依赖于生物媒介的迁徙或人类活动的

助力进行远距离扩散，它们的地理分布与时间出现

模式展现出显著的动态特征，并且这种动态性映射

到其潜在宿主范围的扩展或变迁上[57]。植物病毒对

栽培作物产业具威胁性，因此，利用病毒组学技术探

索病毒的物种多样性有一定的实际意义[58]。HTS技

术能够有效识别已知病毒、鉴定新型病毒，在柑橘病

毒种群多样性分析、基因表达模式探究以及流行病

学研究等多个科学领域扮演着至关重要的角色，

HTS技术的应用深化了对生物体遗传特性的认知，

也推动了疾病传播机制及预防策略的研究与发

展[59]。

近年来，通过HTS技术在柑橘种群内部及种群

之间的遗传变异、基因流、适应性进化以及种群结构

等方面有大量新的研究[60-62]。2018年，王亚飞[63]利用

HTS技术揭示了巴基斯坦柑橘中多种类病毒的全

基因组，其中CBCVd与已知序列差异显著，表现出

高度的遗传多样性，另创新性地通过一步法RT-PCR

获得CBCVd二聚体 cDNA，并证实其侵染性，进一

步证明了CBCVd的复杂性和变异性。

2020年，Wu等[64]借助HTS技术，从巴基斯坦旁

遮普省的柑橘树皮组织中鉴定出柑橘黄化斑驳相关

病 毒（citrus yellow mottle- associated virus，Ci-

YMaV），其基因组特征与曼达里病毒属（Mandari-

navirus）成员相似，并通过透射电子显微镜观察到病

毒颗粒的形态。基于数据分析和系统发育分析显

示，CiYMaV 与印度柑橘环斑病毒（indian citrus

ringspot virus，ICRSV）和CYVCV具有高度同源性，

但在血清学和生物学上可区分。流行病学调查发现

CiYMaV在巴基斯坦柑橘树中流行率较高，且常与

CYVCV及CTV混合感染，这表明病毒间存在潜在

的相互作用与协同进化现象，体现出病毒的遗传多

样性。在中国云南开展的初步高通量筛查中，并未

检测到CiYMaV，这一结果表明该病毒的地理分布

存在限制，或者生态适应性具有差异。研究还开发

了特异性RT-PCR检测方法，并证实了CiYMaV的

致病性，为防控该病毒的传播提供了重要依据。这

项研究不仅深化了对病毒种群多样性与地理分布特

征的高通量解析，还为人们理解柑橘病毒的进化、传

播机制及其对柑橘产业的潜在影响提供了新的视

角。

2021年，Liu等[65]利用HTS技术，对云南哀牢山

地区野生柑橘病毒的多样性和复杂性进行了研究，

并鉴定和表征了包括葡萄卷叶病毒属（Ampelovirus）

的柑橘相关葡萄卷叶病毒 1（citrus-associated am-

pelovirus1，CaAV-1）和柑橘相关葡萄卷叶病毒2（cit-

rus-associated ampelovirus2，CaAV-2）以及可能代表

长线形病毒科（Closteroviridae）新属的柑橘病毒 B

（citrus virus B，CiVB）。通过比较基因组结构及特

征分析、进化和重组分析，揭示了新病毒与已知病毒

种群内部的遗传变异和重组事件，发现频繁的水平

基因转移、基因重复和表达策略的改变塑造了Clo-

steroviridae病毒的基因组复杂性和多样化。以上发

现不仅拓宽了人们对Closteroviridae基因组和进化

可塑性的理解，还揭示了病毒的遗传多样性和适应

性，以及它们与真菌、细菌和植物等其他生物体之间

相互作用的复杂机制。

2023年，李双花 [66]和 Li等 [67]运用HTS技术，从

湖南道县野生柑橘中成功鉴定出一个新型CTV分

离株 JY-2。同源序列比对及系统发育分析结果表

明，该分离株代表一种新的CTV基因型-JY基因型，

其基因型全基因组序列差异超过7.5%，ORF1a的核

苷酸和氨基酸序列差异均超8%。通过对12个分离

株的ORF1b、p33、p25、p23基因序列进行分子序列

克隆与测序，并将所得序列与已知CTV基因型分离

株的基因序列进行比对分析，发现 JY基因型种群内

部的遗传变异程度较低，种群结构相对稳定，JY基

因型与其他 CTV 基因型之间存在显著遗传差异。

在系统发育树上，JY分离株形成独立的簇，与已知

的CTV基因型明显区分开来。CTV在野生柑橘与

栽培柑橘种群间的基因交流有限，差异明显。

2024年，Jin等[33]借助HTS技术，对从韩国地区

采集的柑橘类植物叶片样本展开病毒鉴定及遗传多

样性分析。结果显示，韩国各地及不同宿主来源的

CYVCV分离株的基因组序列高度一致，相似度为

95.2%~98.8%，且均归属于同一进化分支，表明这些

分离株虽遗传变异有限，却形成了独特的种群结
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构。通过比对韩国的CYVCV分离株与东亚及南亚

（中国、巴基斯坦、印度、缅甸）的分离株后发现，尽管

存在差异，但尚未达到界定新物种或亚种的显著程

度，也表明CYVCV在全球范围内广泛传播。不同

地理区域的病毒种群间存在紧密的遗传交流与联

系。上述发现为制定有效的病毒防控策略提供了科

学依据，有力推动了柑橘病毒学领域的发展。

4 高通量测序技术的优势和局限性

与传统的病毒检测方法相比，HTS技术的优势

主要体现在以下几个方面。其一，HTS技术具有快

速、灵敏的特性。在运用传统检测方法对未知病毒

进行检测时，由于对病毒的序列以及生物学特性缺

乏充分认知，检测过程耗时冗长，结果不理想。与之

相比，HTS技术测序反应本身通常可在短短数日内

完成，且数据的分析处理和结果验证工作亦能在较

短时间内完成，极大程度地提升了检测效率与准确

性[68]。其二，HTS技术拥有独特的样本处理能力，可

实现对多个样本的同步检测，展现出超高的样品检

测通量。在操作过程中，研究人员通过为每个样品

的 cDNA添加特异性标识序列，能够对来自不同地

域、不同寄主物种的病毒进行全面的种类甄别、分布

状况分析及变异进化特征研究[69]。

尽管HTS技术在柑橘病毒鉴定及种群多样性

分析中展现出巨大的潜力和优势，但其在实际应用

中仍面临着一系列挑战。其一，整体流程耗时较

长。虽然测序反应本身快速，但从样本采集、处理到

测序完成及数据获取和分析，整个流程耗时长达数

月，这限制了其在需要快速响应的病害诊断中的及

时应用；其二，微生物高通量测序数据量庞大，而处

理大量数据需要与更多学科交叉研究，这无疑增加

了数据分析的难度[70]；其三，存在核酸污染与序列拼

接难题。2019 年，Asplund 等 [71]对 7000 个公开的

HTS数据进行分析，发现其中存在大量病毒序列污

染现象。经推断，污染原因可能是测序过程中的交

叉污染[72]，这可能导致对低浓度病毒的错误鉴定，影

响研究结果的准确性。由于病毒（尤其是RNA病

毒）准种内的序列具有高度异质性，拼接HTS产生

的短读长（Reads）面临困难。例如，低丰度的植物病

毒 sRNA序列会致使拼接效率降低 [73]，同时引发人

为嵌合体（Chimeras）的产生 [74]。此外，对于易发生

自然重组的病毒而言，直接拼接的序列可能缺乏准

确性，需进行额外验证 [66]。虽然这些挑战限制了

HTS技术的进一步推广和应用，但也为柑橘病毒研

究领域规划出未来的发展路径与方向。

5 结 论

综上所述，尽管HTS技术在数据处理、技术实

现等方面面临挑战，但其具备低成本、超高通量、流

程简化、高灵敏度及高精度等显著优势，在柑橘病毒

鉴定与种群多样性研究中彰显出优越性。HTS技术

为病毒学研究，尤其是微生物群落研究开拓了全新

视角，深化了对微生物群落的构成、分类及其功能特

性的认知与探索，极大地推动了该领域研究向综合

化的方向发展。展望未来，HTS技术在柑橘病毒研

究领域将致力于解决现存问题、提升性能和拓展应

用场景。比对HTS技术在柑橘病毒与其他植物病

毒检测中的应用具有重要意义，有助于明确该技术

在不同植物病毒体系中的共性与特性，为优化检测

策略、推动植物病毒学的整体发展提供关键助力。
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