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摘要： 柑橘黄龙病 （Ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ） 是柑橘生产上最具毁灭性的病害， 及时快速地进行早期检测和诊断是防控黄

龙病的关键措施之一。 本文利用掌上纳米孔测序仪 ＭｉｎＩＯＮ 对携带黄龙病菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒ ａｓｉａｔｉｃｕｓ 的 ＤＮＡ
样品进行测序， 并利用 Ｂｌａｓｔ、 ＧｒａｐｈＭａｐ、 ｍｉｎｉｍａｐ２ 以及两种 ｂｗａ 的比对方法将测序结果比对到黄龙病菌基因组

上， 比对结果均匀的比对到黄龙病菌基因组上， 并未发现严重的偏倚现象， 验证了其测序结果的可靠性。 本技术

可弥补因柑橘木虱 Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ （Ｋｕｗａｙａｍａ） 虫体过小或损坏难以进行光学识别的不足， 并可同时检测虫体是

否携带有黄龙病菌， 对有黄龙病发生风险但尚未有黄龙病实际发生的柑橘种植区提供实时实地的监控与预警。
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柑橘黄龙病 （Ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ） 是最具毁灭性

的柑橘病害 （ Ｈａｌｌ ａｎｄ ＭｃＣｏｌｌｕｍ， ２０１１； Ｗａｎｇ，
２０１９）， 在全球的分布超过 ５０ 多个国家和地区

（Ｂｏｖé， ２００６； 黄爱军， ２０１４； Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ
Ａｕｔｈｏｒｉｔｙ （ＥＦＳＡ）， ｅｔ ａｌ. ， ２０１９）， 是全球柑橘产业

健康发展的瓶颈。 由于目前无法选育出抗病树种，
除了防治其媒介昆虫 － 柑橘木虱以外， 及时移除

病树， 避免感染扩散， 是防控黄龙病的关键措施

之一， 其中最重要的就是要及时快速地对柑橘黄

龙病进行早期检测和诊断 （郑正， ２０１７）。 近年

来， 分子生物学检测、 高光谱检测等技术， 越来

越普遍地用于柑橘黄龙病的识别与监测 （许美容

等， ２０１５）， 但仍然达不到生产要求。 多聚酶链反

应 （Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ） 是目前应用

于柑橘黄龙病识别的一种较为可靠且普遍的技术，
但该方法存在的问题是难以实现实时在线检测

（陆健强等， ２０２１）。 高光谱检测可实现实时实地

快速识别， 但只对有明显症状的染病树有用， 难

以做到早期诊断。
随着高通量测序方法的快速发展， 测序成本

的不断降低， 高通量测序被广泛应用于各种病原

的测序或检测中 （陈大嵩等， ２０２１）。 牛津纳米孔

技术公司 （Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， ＯＮＴ） 的

掌上纳米孔测序仪 ＭｉｎＩＯＮ 是一款新研发的便携式

测序仪， 它能够直接进行 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 测序， 拥有

超长的读长、 实时测序、 随时终止等特性， 被广

泛应用于多种病原体的检测 （Ｗｏｎｇｓｕｒａｗａｔ ｅｔ ａｌ. ，
２０１９； Ｗａｒｗｉｃｋ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９； 陈大嵩等， ２０２１）。 本

文尝试利用 ＭｉｎＩＯＮ 测序仪对感染黄龙病的柑橘

ＤＮＡ 样品进行测序， 对比不同软件的比对结果，
优化分析手段， 从而实现利用高通量测序技术对

黄龙病菌进行有效监控和高效测定。

１　 材料与方法

１. １　 ＤＮＡ 提取

４ 个柑橘叶片 （砂糖桔 Ｃｉｔｒｕｓ ｔｒｔｉｃｕｌａｔａ， 典型

黄龙病斑驳叶片） 标本均取自广东省科学院动物

研究所环境昆虫研究中心养虫室， 叶片总 ＤＮＡ 提

取方法： 采用 Ｂｉｏｓｐｉｎ 植物基因组试剂盒， 实验步

骤参照说明书进行调整： 称取 ０. １ ｇ 植物叶片叶

脉， 用灭菌剪刀剪碎， 置于 ２. ０ ｍＬ 离心管中， 加

入 １００ μＬ ＬＰ Ｂｕｆｆｅｒ， 并放入研磨珠， 将离心管放

入研磨机内研磨， 研磨后在加入 ３５０ μＬ ＬＰ Ｂｕｆｆｅｒ，

并混合均匀； 于 ６５℃下温浴 １５ ｍｉｎ， 每 ５ ｍｉｎ 颠倒

混匀； 加入 １５０ μＬ ＤＡ 缓冲液， 混合均匀， 放置

冰浴中 ５ ｍｉｎ； 将管中混合物全部转移至 Ｓｈｒｅｄｄｅｒ
ｓｐｉｎ ｃｏｌｕｍ， 于 １４ ０００ ｘｇ 离心 ３ ｍｉｎ； 将上述滤液

转移到一个灭菌后的 １. ５ ｍＬ 离心管； 加 ７５０ μＬ 或

上述滤液体积 １. ５ 倍的 Ｐ Ｂｉｎｄｉｎｇ 缓冲液， 并混合

均匀； 将上述混合液体转移至 Ｓｐｉｎ ｃｏｌｕｍ， 然后

６ ０００ ｘｇ 离心 ６０ ｓ， 并弃去接液管中液体； 加入

５００ μＬ Ｇ Ｂｉｎｄｉｎｇ 缓冲液至 Ｓｐｉｎ ｃｏｌｕｍ， 于 １０ ０００ ｘｇ
离心 ３０ ｓ， 并弃去接液管中液体； 加入 ６００ μＬ
Ｗａｓｈ 缓冲液， 于 １０ ０００ ｘｇ 离心 ３０ ｓ， 并弃去接液

管中液体； 空管离心 Ｓｐｉｎ ｃｏｌｕｍ， １０ ０００ ｘｇ 离心

１ ｍｉｎ， 并将 Ｓｐｉｎ ｃｏｌｕｍ 转移 至 一 个 新 灭 菌 的

１. ５ ｍＬ 离心管； 加入 １００ ～ ２００ μＬ Ｅｌｕｔｉｏｎ 缓冲液，
室温温育 １ ｍｉｎ； １２ ０００ ｘｇ 离心１ ｍｉｎ， 并弃去 Ｓｐｉｎ
ｃｏｌｕｍ， １. ５ ｍＬ 离心管中液体含有 ＤＮＡ。
１. ２　 黄龙病病原菌检测

参照许美容等 （２０１６） 检测方法， 用基于柑

橘黄 龙 病 菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基 因 的 ＯＩ１ ／ ＯＩ２ｃ （ ５′⁃
ＧＣＧＣＧＴＡＴＣＣＡＡ⁃ＴＡＣＧＡＧＣＧＧＣＡ⁃３′ ／ ５′⁃ＧＣＣＴＣＧＣ
ＧＡＣＴＴＣＧＣＡＡＣ⁃ＣＣＡＴ⁃３′） 引物扩增目的 ＤＮＡ 样

品， 以健康柑橘材料提取的 ＤＮＡ 分别作为阴性对

照， 以感染黄龙病的柑橘 ＤＮＡ 为阳性对照。 ＰＣＲ
扩增反应完成后， 取 ６ μＬ ＰＣＲ 产物和６ × Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 相混合， 于室温下进行 １％琼脂糖凝胶电泳，
电压为 １２０ Ｖ， 时间为 ３０ ｍｉｎ， 在凝胶成像系统下

观察结果， 如在 １ １６７ ｂｐ 处出现条带， 则为阳性

样品。
１. ３　 纳米孔测序文库构建

参考纳米孔测序连接测序试剂盒说明书进行

纳米孔测序文库构建。 首先， 利用微量分光光度

计测量溶液中 ＤＮＡ 含量， 并保证 １ μｇ 以上的 ＤＮＡ
用于下一步实验； 其次利用试剂盒 ＮＥＢＮｅｘｔ Ｅｎｄ
ｒｅｐａｉｒ ／ ｄＡ⁃ｔａｉｌｉｎｇ Ｍｏｄｕｌｅ （ＮＥＢ： Ｅ７５４６） 对打断

的 ＤＮＡ 进行末端修复； 第三步， 利用磁珠 ＡＭＰｕｒｅ
ＸＰ ｂｅａｄｓ （Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ） 对 ＤＮＡ 文库进行回收； 第

四步， 利用末端连接试剂盒 ＮＥＢ Ｂｌｕｎｔ ／ ＴＡ Ｌｉｇａｓｅ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ＮＥＢＺ： Ｍ０３６７） 与连接测序试剂盒１ Ｄ
Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｂｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ （ Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ： ＳＱＫ⁃ＬＳＫ１０８） 进行 ＤＮＡ 末端测序接

头的连接， 完成 ＤＮＡ 测序文库的构建； 最后， 参

照试剂盒说明书的方法进行对测序芯片进行质检

（陈大嵩等， ２０２１）。
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１. ３　 纳米孔测序与分析

测序获得的 ｆａｓｔｑ 文件利用长序列比对软件

ＧｒａｐｈＭａｐ、 ｍｉｎｉｍａｐ２、 ｂｗａ 在 ｍｅｍ 模式下参数⁃ｘ
选择 ｏｎｔ２ｄ 以及 ｂｗａ 在 ｍｅｍ 模式下参数⁃Ａ 选择 ２、
参数⁃Ｂ 选择 ３ 比对到柑橘黄龙病亚洲种基因组序

列 （ ＧｅｎＢａｎｋ： ＮＺ ＿ ＣＰ０１０８０４. １ ）。 测序 获 得 的

ｆａｓｔｑ 文件转换成 ｆａｓｔａ 文件后， 利用 ｂｌａｓｔｎ 比对到

柑橘黄龙病亚洲种基因组序列 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＮＺ＿
ＣＰ０１０８０４. １）。 比较不同比对软件与比对方案之间

的差异。

２　 结果与分析

２. １　 病原菌检测结果

采集的 ４ 个样品中， 经常规 ＰＣＲ 检测显示，
样品编号 ４ 的柑橘 ＤＮＡ 扩增到 １ 条大小约 １ １６７ｂｐ
的条带， 确定为黄龙病菌 （图 １）， 以此 ＤＮＡ 样品

进行下一步的测序和分析。

图 １　 柑橘样品中黄龙病菌的 ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒ ａｓｉａｔｉｃｕｓ ｉｎ ｃｉｔｒｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ

注： Ｍ， ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； ＋ ， 阳性对照 （感染黄龙

病的柑橘 ＤＮＡ 样品）； － ， 阴性对照 （健康柑橘 ＤＮＡ 样

品）； １ ～ ４， 采自广东省科学院动物研究所实验室的柑橘

样品。 Ｎｏｔｅ： Ｍ， ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； ＋ ， Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
（ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｃｉｔｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＣＬａｓ）； ⁃， Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
（ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｃｉｔｒｕｓ ｕｎ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＣＬａｓ）； １ ～ ４， Ｃｉｔｒｕｓ
ｓａｍｐｌｅｓ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ.

２. ２　 纳米孔测序与分析

利用 ＭｉｎＩＯＮ 测序仪对确诊黄龙病菌感染的柑

橘叶片总 ＤＮＡ 进行测序， 获得约 ２５ Ｍ 条序列共

３. ７５ Ｇ 个碱基 （图 ２）。 序列最长 ２７ １４７ ｂｐ， 序列

长度的中位数为 １ ２３９ ｂｐ， 平均长 １ ４９２ ｂｐ。 利用

Ｂｌａｓｔ、 ＧｒａｐｈＭａｐ、 ｍｉｎｉｍａｐ２ 以及两种 ｂｗａ 的比对

方法将测序结果比对到黄龙病基因组上， 其中

Ｂｌａｓｔ、 ＧｒａｐｈＭａｐ、 ｍｉｎｉｍａｐ２、 ｂｗａ ＡＢ 与 ｂｗａ ｘ 分

别比对上 ５ ７０２、 ４２ ５５７、 ６ ２００、 ７ ２６９ 与 ５６ ７１２
条序列 （图 ３）， 其中 Ｂｌａｓｔ、 ｍｉｎｉｍａｐ２ 与 ｂｗａ ＡＢ
分析方法获得的结果比较接近。 将比对算法的软

件 ＧｒａｐｈＭａｐ、 ｍｉｎｉｍａｐ２ 以及 ｂｗａ 得到的结果利用

比对到黄龙病菌基因组的位置展示成圈图 （图 ４），
可见比对结果均匀地比对到黄龙病菌基因组上，
并未发现严重的偏倚现象。

图 ２　 ＭｉｎＩＯＮ 测序原始序列长度堆积图
Ｆｉｇ. ２　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｗ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｙ ＭｉｎＩＯＮ ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ
注： 横坐标， 序列长度； 纵坐标， 序列长度的频数， 即
每个序列长度区间内有多少个序列。 Ｎｏｔｅ： Ｘ⁃ａｘｉｓ，
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ； Ｙ⁃ａｘｉｓ， Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ， ｎａｍｅｌｙ ｔｈｅ
ｓｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｅａｃｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎｔｅｒｖａｌ.

图 ３　 比对结果的韦恩图
Ｆｉｇ. ３　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

注： ｂｗａ＿ｘ， ｂｗａ 在 ｍｅｍ 模式下参数 － ｘ 选择 ｏｎｔ２ｄ； ｂｗａ＿ＡＢ，
ｂｗａ 在 ｍｅｍ 模式下参数⁃Ａ 选择 ２、 参数⁃Ｂ 选择 ３。 Ｎｏｔｅ： ｂｗａ
＿ｘ， ｂｗａ ｍｅｍ ｍａｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅ ｗｉｔｈ － ｘ ｏｎｔ２ｄ； ｂｗａ＿ＡＢ， ｂｗａ ｍｅｍ
ｍａｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅ ｗｉｔｈ ⁃Ａ ２ ⁃Ｂ ３．
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图 ４　 分析软件比对到基因组的位置

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐｐｅｄ ｂｙ ｅａｃｈ ｓｏｆｔｗａｒｅ
注： 外环， 黄龙病菌基因组长度的示意图； 中环， 各软件比对到黄龙病菌基因组位堆积图， 高度表示比对到

该基因组位置的碱基数量； 内环， 黄龙病菌基因组的 ＧＣ 含量。 Ｎｏｔｅ： Ｏｕｔｅｒ， Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
Ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ； Ｃｅｎｔｒａｌ， Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｔｏ Ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ ｇｅｎｏｍｉｃ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ
ｓｕｍ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｍａｐｐｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｅ； Ｉｎｎｅｒ， ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ ｇｅｎｏｍｅ.

３　 结论与讨论

纳米孔测序技术 Ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 为近几年

兴起的第三代测序技术， 由牛津纳米孔技术公司

（Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， ＯＮＴ） 开发， 与以

往的测序方法不同， 该技术基于电信号的测序技

术， 通过电流信号的特征性改变， 来确定正在通

过该孔的 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 的碱基序列， 进行实时单分

子测序 （Ｓｅｎｏｌ Ｃａｌｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９； 陈大嵩等， ２０２１；
张皓博等， ２０２１）。 该技术能够边解链边测序， 无

需 ＰＣＲ 扩增和化学样品标记， 极大简化了测序试

验流程， 有效降低了假阳性， 而且不需要模板设

计引物， 甚至可以鉴定新病原等的特性， 可以与

ＰＣＲ 鉴定方法形成互补 （Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０１５； 陈大

嵩等， ２０２１）， 该技术具有高通量、 实时、 长片段

读长、 易集成、 时效性强、 体积较小便于携带等

优势， 可应用于动植物和微生物基因组测序、 宏

基因组测序、 ＲＮＡ 直接测序、 微生物检测、 ＤＮＡ
与 ＲＮＡ 甲基化检测、 ｍＲＮＡ 的 ｐｏｌｙＡ 长度定量等

研究 （Ｓｅｎｏｌ Ｃａｌｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９； 曹影等， ２０２０； 陈大

嵩等， ２０２１）。 杜宇等 （２０２１） 利用纳米孔技术构

建和注释了蜜蜂球囊菌的首个高质量全长转录组，
为探究球囊菌转录组的复杂性、 完善参考基因组

的序列和功能注释信息以及深入开展球囊菌可变

剪接体的功能研究提供了关键依据。 在人类疾病

检测中， 纳米孔测序也显示出明显的优势， 该技

术有着先前基因测序技术没有的优势， 其能够提

供动态、 实时的测序， 可在数小时或更短的时间

内获取和分析 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 序列， 且文库制备简

单， 不受环境限制， 便于携带， 使现场基因测序

成为可能， 从而进一步加快了检测时间， 有助于

迅速诊断疾病并及时进行针对性治疗 （Ｅｕｓｋｉｒｃｈｅｎ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１７； 张皓博等， ２０２１）。

柑橘黄龙病的实时实地早期检测和快速诊断

技术是防控黄龙病的关键措施之一， 目前尚无满
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足生产实际要求的技术和产品。 本文利用纳米孔

测序技术对携带黄龙病菌叶片样品的 ＤＮＡ 进行测

序， 并利用 Ｂｌａｓｔ、 ＧｒａｐｈＭａｐ、 ｍｉｎｉｍａｐ２ 以及两种

ｂｗａ 的比对方法将测序结果比对到黄龙病基因组

上， 比对结果均匀的比对到黄龙病菌基因组上，
并未发现严重的偏倚现象， 验证了其测序结果的

可靠性。 随着技术发展和产品成本的降低， 可以

为柑橘黄龙病的检测诊断提供一种新的技术方案。
由于本技术能够一次性地对同一样品中混和存在

的不同物种基因信息进行灵敏准确的检测识别，
在未来的病虫智能监控系统中整合这一技术， 对

收集 （如灯光诱集、 机械吸取或扫网采集等） 到

的害虫样本进行自动化检测， 以弥补因柑橘木虱

虫体过小或损坏难以进行光学识别的不足， 并可

同时检测虫体是否携带有黄龙病菌， 对有黄龙病

发生风险但尚未有黄龙病实际发生的柑橘种植区

提供实时实地的监控与预警， 同样也可用于对其

它危险性入侵害虫的监控。
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