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摘要 以带毒柑橘品种为试材,采用植物中药制剂处理与热处理结合、茎尖微芽嫁接与植物中药制剂处理

结合,用RT-PCR法检测病原带毒情况,并在药剂处理后1、3、5、7、9d取样,检测抗性相关酶活性的含量变化,

结果表明:采用板蓝根和黄芩混合中药制剂处理8次,结合热处理,在PC板制成的温室(白天40℃(6h/d),晚
上25℃,处理50d)中,可有效地脱除试验苗木中柑橘衰退病和柑橘碎叶病复合感染病原;对柑橘茎尖微芽嫁接

苗进行板蓝根和黄芩混合中药制剂脱毒处理后苗木经RT-PCR法检测表明:85.7%植株可以脱除柑橘衰退病和

柑橘碎叶病病毒;药剂处理后PPO、POD、SOD酶活性与对照相比均有所提高。
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  柑橘为多年生常绿果树,通常采用无性繁殖的

方法繁殖后代,伴随着国内外品种引进和交流的频

繁进行,树体极易感染柑橘黄龙病(CitrusHuan-
glongbing)、柑 橘 衰 退 病 (Citrustristezavirus,

CTV)、柑 橘 碎 叶 病 (Citrustatterleafvirus,

CTLV)等病害。柑橘黄龙病是目前柑橘生产上致

命的病害。近些年来,柑橘衰退病和柑橘碎叶病病

原复合感染日趋严重。推行无病毒苗木繁育制度仍

然是新时期柑橘品种结构调整和大规模基地建设的

重要环节,建立一套操作简便、成本低、效果好的脱

除柑橘复合感染病原的程序十分必要。
传统的脱毒方法主要有茎尖微芽嫁接、热处理

和珠心胚培养等。茎尖微芽嫁接可以脱除柑橘黄龙

病病原[1],但不能完全脱除柑橘衰退病病原。热处

理是一种操作简便且实用性强的脱除病毒的方法,
由Grant在1967年脱除衰退病和鳞皮病毒中首先

提出,后续的研究表明热处理还可以脱除柑橘囊胶

病、黄龙病等,但是包括裂皮病、碎叶病在内的病害

在单独的热处理时不能脱除病毒[2]。骆学海[3]用

49℃的湿热空气处理50~60min,或用50℃的湿热

空气处理50min,都可使病树恢复健康,但处理后

的苗木和接穗的成活率较低。宋瑞林等[4]报道,

44℃下处理16h、30~34℃ 下处理8h,交替处理

8~9周,可除去柑橘的茎陷点型衰退病毒。Mu-
hammad等[5]通过35/30℃(白天35℃16h,晚上

30℃8h)处理2周,40/35℃ 处理1周,然后50/

40℃处理1周,成功脱除了CTV,但是有大约50%
的柑橘苗在处理过程中死亡。上述方法单独使用难

以彻底和安全地脱除柑橘衰退病毒与碎叶病复合感

染病原,脱毒方法面临着新的挑战。
前人研究表明,来源于植物的抗病毒剂可以提

高植株抗病性、抑制病毒的扩增繁殖、减少病毒的含

量和病毒侵染。植物抗病毒剂因来源广泛、毒性低、
无残留等优点而日益受到研究者的重视。第1个植

物源病毒抑制物是1914年 Allard报告的商陆属

(Phytolaccaacinosa)植物叶子中存在的植物病毒

抑制剂。此后,为了寻找有效的植物源抗病毒剂,研
究人员进行了大量的研究[6]。在烟草花叶病毒(to-
baccomosaicvirus)、罗汉果花叶病毒(Luohanguo
mosaicvirus)、印 度 柑 橘 环 斑 病 毒 (Indiacitrus
ringspotvirus)的防治中都取得了良好效果[7]。朱

水方等[8]从112个材料中发现连翅(Forsythiasus-
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pensa)、大黄(Rheumofficinalle)和板蓝根(Isatis
tinctoria)对黄瓜花叶病毒引起的辣椒花叶病具有

较好的防效。丁群等[9]研究表明大黄酸和板蓝根乙

醇提取物对 TMV的抑制率可达51% 和90%。刘

学端等[10]报道利用商陆、甘草、连翘等几种中草药

自制 复 配 MH11-4 的 可 湿 性 粉 剂,对 TMV 和

CMV有较强体外钝化作用。林纬等[11]在寻找有效

防治罗汉果花叶病毒病的方法中发现,板蓝根、贯
众、大 黄 和 黄 芩 的 粗 提 取 物 的 防 治 效 果 分 别 为

73.10%、46.20%、46.20% 和57.60%。
植物对自身的保护是通过酶催化的生理反应实

现的,保护性酶与植物的抗病性具有密切联系,抗性

相关酶活性的高低通常可以反映植物抗病性的强

弱[12]。本试验探讨中药抗病毒剂与热处理结合、微
芽嫁接与中药抗病毒剂处理结合对柑橘衰退病和碎

叶病病毒的脱毒效果,以期筛选到成本低、使用简

便、安全的抗病毒剂,并观察中药处理后3种抗性相

关酶的变化,旨在建立一套有效的脱毒程序,为柑橘

优良品种的推广和规模化发展奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

引入的带毒柑橘品种有:处红柚(Citrusgran-
disOsbackcv.chuhong)、翡翠柚(Citrusgrandis
Osbackcv.feicui)、稻叶蜜柑(Citrusunshiu Marc.
cv.yinba)、市 文 蜜 柑(Citrusunshiu Marc.cv.
shibben)、江西蜜柑(Citrusunshiu Marc.),在华中

农业大学微生物农药国家工程中心院内隔离保存,
材料经RT-PCR病毒检测。

植物中药处理柑橘材料为华中农业大学果树脱

毒种质资源室内保存中心隔离间中保存的带毒母本

材料:瓯柑(Citrussuavissima Hort.exTanaka)、
江西蜜柑(Citrusunshiu Marc.)、芦柑(Citrusre-
ticulataBlancocv.ponkan)。阳性对照为检测并测

序的瓯柑、江西蜜柑和芦柑带毒母本,阴性对照为试

管中保存的健康的柑橘愈伤组织。中药抗病毒剂材

料来源于板蓝根(IsatisindigoticaFort.)和黄芩

(ScutellariabaicalensisGeorgi)干燥的根,用粉碎

机研成粉末,提取待用。
1.2 试剂和仪器

RT-PCRKit(AMV)Ver3.0试剂盒(北京博

大泰克生物有限公司)。主要仪器包括:超速冷冻离

心机(BIO-RAD公司)、PCR仪(BIO-RAD公司)、

凝胶成像系统(Segrate公司)、核酸蛋白 检 测 仪

(Amersham公司)、旋转蒸发仪(上海爱朗仪器有限

公司)、超声处理器(上海浦超超声波仪器设备有限

公司)、控温加热器等。
1.3 抗病毒剂的提取程序

称取中药板蓝根粉末50g置于1000mL烧杯

中,加入500mL水浸泡1h,分2次在480W 微波

条件下,将药材处理6min后过滤,再加400mL水

在同样的条件下用微波处理,合并2次所得的滤液,
在旋转蒸发器上减压浓缩,直至呈浸膏状,然后加入

乙醇进行沉淀,将乙醇体积分数调节为80%,静置

过夜、过滤,将沉淀减压浓缩,60℃恒温烘干成浸膏

状,定容到250mL,即得中药制剂粗品Ⅰ(1g/5mL)。
称取中药黄芩干燥根粉末50g,置于1000mL

烧杯中,加500mL水,分别用40kHz2500W 超

声波处理40min后过滤,再加约8倍水在同样的条

件下处理,合并2次所得的滤液,滤液加盐酸调至

pH1~2,80℃水浴保温0.5h,待黄色沉淀完全析

出后过滤,沉淀用蒸馏水洗至中性,60℃干燥,定容

到250mL,即得中药制剂粗品Ⅱ(1g/5mL)。试

验所用的水杨酸质量浓度为40mg/L。
1.4 热处理和中草药制剂处理结合脱毒

采用中药制剂Ⅰ、Ⅱ处理结合缓冲间热处理,其
中缓存间为PC板建成,处理时间为9月10日至10
月30日,采用自然温度与控温器结合,白天40℃
(6h/d),晚上最低温25℃,温度达不到要求时,用
加热器补充热量,处理50d。

药剂处理方法设为4组:①药剂Ⅰ处理,叶面喷

施(0.3g中药粉提取的制剂Ⅰ)和灌根(0.7g中药

粉提取的制剂Ⅰ);②药剂Ⅱ处理,叶面喷施(0.3g
中药粉提取的制剂Ⅱ)和灌根(0.7g中药粉提取的

制剂Ⅱ);③药剂Ⅰ与Ⅱ各1g/株结合处理,叶面喷

施(0.3g中药粉提取的制剂Ⅰ+0.3g中药粉提取

的制剂Ⅱ)和灌根(0.7g中药提取的制剂Ⅰ+0.7g
中药提取的制剂Ⅱ);④40mg/L水杨酸处理,每株

喷施50mL,灌根100mL,每5d处理1次,共处理

8次,从开始处理到取样时间为80d,提取柑橘叶片

总RNA。
1.5 茎尖微芽嫁接与中草药制剂结合脱毒

对微芽嫁接柑橘苗,采用中药抗病毒剂Ⅰ和Ⅱ
结合处理,药剂处理方法同本文“1.4”中③,共处理

8次,处理后80d时,提取柑橘叶片总 RNA,采用

RT-PCR法进行病毒检测。
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1.6 引物设计与合成

参考Avijit等[12]的方法设计柑橘衰退病的检

测引物 (Q3、Q4),根据CTV的p18基因设计,预计

扩增片段长度511bp。参考 Takao等[13]的方法设

计引物(Q7、Q8),扩增CTLV基因序列中的6019~
6474bp片段,预计扩增长度为456bp,见表1。所

用引物均由上海生物工程有限公司合成。采用RT-
PCR进行病毒检测。反转录的条件为:37℃ 孵育

2h,95℃变性5min,5℃ 冷浴5min,-20℃ 保存

或立即进行 PCR反应;CTV检测PCR循环条件:

94℃ 预变性2min,94℃变性30s,56℃复性30s,

72℃延伸1min,共31个循环。CTLV病毒检测循

环条件:94℃ 预变性2min,94℃变性30s,59℃复

性30s,72℃ 延伸1min,共33个循环。PCR反应

结束后,用凝胶成像仪观察记录结果。每样品进行

3次重复检测。
表1 柑橘衰退病、碎叶病病毒检测所用引物

Table1 Theprimersforthedetectionof

CTVandCTLVwithRT-PCR

病毒

Viruses

引物编号

Primer
number

序列

Nucleotidesequence(5′to3′)
产物长度/bp
Productsize

CTV

455-1(+) cgtatctagagatgaagtggtgttcacgg 455
455-2(-) gctaggtaccaaacacgataaggcatcg
Q3(+) atgtcaggcagcttgggaaatt 511
Q4(-) ttcgtgtctaagtcrcgctaaaca

CTLV
Q7(+) tagaaaaaccacactaacccggaaatgc 456
Q8(-) cctgaattgaaaacctttgctgccactt

1.7 中药制剂处理对抗性相关酶 SOD、POD 和

PPO 活性的影响

  取长势一致带病毒的瓯柑母本苗,统一修剪后,
采用植物中草药与水杨酸处理,在第8次处理完成

后的1、3、5、7、9d,自新发枝条顶端展开的第3片叶

取样,测定PPO、POD和SOD酶活性,检测药剂处

理对抗性相关酶活性的影响[13]。

2 结果与分析

2.1 微芽嫁接对 CTV 的脱毒效果

对瓯柑、稻叶蜜柑、市文蜜柑、翡翠柚、处红柚等

6个品种的母株和茎尖嫁接苗的RT-PCR检测结果

(图1)表明:所有样品的母株均扩增出了特异性条

带;而STG嫁接苗的无毒率为46.7% ~61.1%
(表2),方差分析表明,品种间脱毒率差异不显著,
说明茎尖嫁接方法并不能完全脱除柑橘衰退病病原

(表2)。

 1.阴性对照 Negativecontrol;2.阳性对照 Positivecontrol;

A:3~6.瓯柑CitrussuavissimaHort.exTanaka;7~11.翡翠柚

CitrusgrandisOsbackcv.feicui;12~16.稻叶蜜柑 Citrusunshiu
Marccv.yinba;B:3~9.瓯柑CitrussuavissimaHort.exTana-
ka;C:3~17.瓯柑 Citrussuavissima Hort.exTanaka;D:3,市
文蜜柑 Citrusunshiu Marc.cv.shibben.4~9.稻叶蜜柑 Citrus
unshiu Marc.cv.yinba;E:3~14.市文蜜柑CitrusunshiuMarc.
cv.shibben;11~15.翡翠柚 CitrusgrandisOsbackcv.feicui;F:

3~5.处红柚CitrusgrandisOsbackcv.chuhong;6~10.市文蜜

柑Citrusunshiu Marc.cv.shibben;G:3~7.翡翠柚Citrusgran-
disOsbackcv.feicui;8~12.处红柚 CitrusgrandisOsbackcv.
chuhong;H:3~8.稻叶蜜柑 Citrusunshiu Marc.cv.yinba;9~
12.处红柚CitrusgrandisOsbackcv.chuhong.

 A-3、5、6、8~11、14,B-3、5、7、9,C-4,5、7、11、12、14、17、D-5、6,

E-3、4、6~8、10~15,F-3、5、7、10,G-8、11,H-3、5、7、8、10、11均未

检测到特异扩增谱带 Nospecialamplificationbandweredetected.

图1 茎尖微芽嫁接脱除CTV病原的效果

Fig.1 Effectoferadicatingthepathogen
ofCTVbyshoot-tipgrafting

表2 茎尖嫁接苗的衰退病脱毒效果

Table2 Effectoferadicatingthepathogen

ofCTVbyshoot-tipgrafting

品种

Varieties

检测株数

Number
ofdetected
plants

脱毒株数

Number
offree-virus
plants

脱毒率/%
Percentage
offree-virus
plants

瓯柑

Citrussuavissima
Hort.exTanaka

31 18 58.1

翡翠柚

Citrusgrandis
Osbackcv.feicui

15 9 60.0

处红柚

Citrusgrandis
Osbackcv.chuhong

12 7 58.3

稻叶蜜柑

Citrusunshiu
Marc.cv.yinba

15 7 43.8

市文蜜柑

Citrusunshiu
Marc.cv.shibben

18 11 61.1

平均 Average 91 52 57.1
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2.2 药剂处理与热处理结合的脱毒结果

从RT-PCR检测结果可知(图2):药剂处理

Ⅰ、Ⅱ、Ⅰ+Ⅱ分别与热处理结合没有扩增到CTV
的455bp特异性条带,但是水杨酸处理与热处理

结合后仍能扩增到CTV的455bp的特异性条带,
这表明,药剂Ⅰ和Ⅱ单独处理和组合处理与热处

理结合可以脱除柑橘衰退病毒,水杨酸与热处理

结合可以降低病毒浓度,但是不能完全脱除柑橘

衰退病毒。
对柑橘碎叶病检测结果表明,经中药制剂Ⅰ、

Ⅱ、Ⅰ+Ⅱ处理与热处理结合,4株瓯柑、4株江西蜜

柑均没有扩增到CTLV特异性条带456bp,表明药

剂Ⅰ和Ⅱ单独处理和组合处理与热处理结合可以脱

除柑橘碎叶病毒。

 M.Marker(DL2000);A:1.阳性对照455bpCTV特异性谱带被扩增Positivecontrol,thespecialCTVbandof455bpwasampli-
fied;2.阴性对照 Negativecontrol;3~6.瓯柑CitrussuavissimaHort.exTanaka;3.药剂Ⅰ+Ⅱ结合处理 DealwithChinese

medicineagentⅠandⅡ;4.药剂Ⅱ处理DealwithagentⅡ;5.药剂I处理DealwithagentⅠ;6.水杨酸处理,在455bp扩增出

CTV特异性谱带 Dealwithsalicylicacid;

 B:1.阳性对照Positivecontrol;2.阴性对照 Negativecontrol;3~6.江西蜜柑Citrusunshiu Marc.cv.jiangxiunshiu.3.药剂Ⅰ处

理 DealwithagentⅠ;4.药剂Ⅱ处理 DealwithagentⅡ;5.药剂Ⅰ+Ⅱ处理 DealwithagentⅠ+Ⅱ;6.水杨酸处理,在455bp
扩增出特异性谱带455bpbandwasamplifiedwhentheplantweredealwithsalicylicacid;

 C:1.阳性对照Positivecontrol;2.阴性对照 Negativecontrol;3~5.瓯柑CitrussuavissimaHort.exTanaka;3.药剂Ⅰ处理 Deal

withagentⅠ;4.药剂Ⅱ处理 DealwithagentⅡ;5.药剂Ⅰ和Ⅱ处理 DealwithagentⅠandⅡ.D:1.阳性对照Positivecontrol;

2.阴性对照 Negativecontrol;3~5.江西蜜柑Citrusunshiu Marc.cv.jiangxiunshiu;3.药剂Ⅰ处理DealwithagentI;4.药剂

Ⅱ处理 DealwithagentⅡ;5.药剂Ⅰ和Ⅱ处理 DealwithagentⅠandⅡ.

图2 中药制剂处理与热处理相结合脱除衰退病毒和柑橘碎叶病的检测

Fig.2 DetectiononeliminatingCTVvirusfrominfectedCitruswithbothChinesemedicineandheattreatment

2.3 微芽嫁接与药剂处理相结合的脱毒效果

先进行茎尖微芽嫁接脱毒,当微芽嫁接苗移栽

并长到20~30cm后,采用中药制剂处理,检测结果

显示(图3):经药剂Ⅰ和Ⅱ处理后,被检测的7株芦

柑微芽嫁接苗有6株没有扩增到CTV特异性条带

511bp和CTLV特异性条带456bp,1株能扩增到

CTV的511bp特异性条带和碎叶病456bp条带,表
明微芽嫁接与药剂Ⅰ和Ⅱ组合处理对柑橘衰退病毒和

碎叶病毒具有一定比例的脱除率,可达85.7%。
2.4 中药制剂处理对柑橘 PPO、POD 和 SOD 酶活

性的影响

  酶活性分析结果显示(表4):药剂处理后,柑橘

叶片PPO活性先增加后降低,其中水杨酸处理活性

在处理1d后开始增加,药剂Ⅰ、Ⅱ和Ⅰ+Ⅱ处理在

3d开始增加,到5d时达到最大值,之后开始降低,
活性增加最高的是Ⅰ+Ⅱ结合处理组。药剂处理

后,柑橘叶片POD活性都有增加趋势,3d达到最

 M:Marker(DL2000);A:CTV的检测结果Detectionresultsof

CTV;1.阳性对照 Positivecontrol;2.阴性对照 Negativecon-
trol;3~9.芦柑 Ponkan,A-9扩增到特异的条带,其他样为没有

扩增到特异的条带511bpbandwasamplifiedinA-9,theothers

werehealth.B:CTLV 的检测结果 DetectionresultsofCTLV;

1.阳性 对 照 Positivecontrol;2.阴 性 对 照 Negativecontrol;

3~9.芦柑Ponka;B-9扩增到特异的条带,其他样为健康植物,没

有扩增到特异的条带456bpbandwasamplifiedinB-9,theothers

werehealth.

图3 微芽嫁接与药剂处理结合脱除衰退病毒和

碎叶病毒的RT-PCR检测

Fig.3 Eliminatingvirusfrominfectedcitrus
bySTGcoupledwithChinesetraditionalmedicine

anddetectionCTVandCTLVwithRT-PCR
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表3 处理后PPO、POD和SOD酶活性测定结果1)

Table3 TheactivityoftheresistantrelativeenzymePPO,PODandSODaftertreatment

时间/d
Time

酶活性/(U/g)
Activityofenzymes

Ⅰ Ⅱ Ⅰ+Ⅱ SA CK

POD 450.89a 437.50a 428.57a 441.96a 437.50a
1 PPO 550.22a 542.36a 550.22a 542.36a 534.50a

SOD 778.38a 792.79a 785.59a 792.79a 778.38a
POD 808.04a 758.93a 821.43a 732.14a 361.61b

3 PPO 652.40b 636.68b 644.54b 935.37a 597.38b
SOD 1088.29b 821.62c 1261.26a 980.18bc 785.59c
POD 758.93b 696.43c 816.96a 620.54d 330.36e

5 PPO 1438.43b 1147.60c 1517.03a 1179.04c 573.80d
SOD 1023.42b 720.72d 1210.81a 843.24c 713.51d
POD 549.11a 517.86a 571.43a 455.36b 232.14c

7 PPO 896.07b 620.96c 1013.97a 636.68c 455.90d
SOD 792.79b 821.62b 1282.88a 691.89c 468.47d
POD 321.43a 321.43a 325.89a 325.89a 250.00b

9 PPO 644.54a 652.40a 683.84a 660.26a 534.50b
SOD 792.79a 857.66a 864.86a 706.31b 641.44c

 1)表中的数值为平均值,具有不同字母的数据无显著性差异(P<0.05),下同。Themeanvalueswithinfollowedbythedifferentlet-
tersaresignificantlydifferent(P<0.05).Thesameasbelow.

大值,保持最高活性水平一段时间,到5d后开始下

降,活性增加最高的是Ⅰ+Ⅱ结合处理组。药剂处

理后第3天,柑橘叶片的SOD活性都有增加,活性

增加最高的是Ⅰ+Ⅱ结合处理组。药剂Ⅰ和Ⅱ处理

SOD活性分别在7d降低,Ⅰ+Ⅱ处理组SOD活性

在9d时降低。方差分析表明:2种中药抗病毒剂分

别处理和混合处理后5h时,PPO、POD酶活性比

对照有显著差异(P<0.05);处理7h时,SOD活性

比对照都有显著差异(P<0.05)。

3 讨 论

将中药抗病毒剂和热处理结合,能有效去除柑

橘衰退病和碎叶病病原。前人发展了热处理脱毒方

法,认为合适的温度使病毒的生长、运动、繁殖受到

抑制,而植物体的正常生长不受大的影响。近几年

研究表明:温度能显著影响植物与病毒之间的相互

作用,这种作用是通过影响 RNA沉默来实现的,在
低温条件下,病毒介导的和转基因引发的基因沉默

都受到抑制,植株对于病毒的敏感性较强,相反升高

温度可以相应增加植物体内siRNAs的量,从而激

活RNA沉默,使病毒侵染受到抑制。同时,通过热

处理使病毒 RNA沉默抑制子功能降低,增强 RNA
沉默,植物体内病毒浓度相应降低[14-16],提高植物的

抗病能力。本研究结果表明,抗病毒剂处理可以升

高植物体内抗病相关酶的活性。在热处理和抗病毒

剂的双重作用之下,病毒得到有效控制。
本试验使用板蓝根、黄芩和特定条件的热处理

后,利用RT-PCR没有检测到柑橘衰退病和碎叶病

病毒,但病原与药物有效成分的作用方式还有待进

一步研究。多酚氧化酶,过氧化物酶和超氧化物歧

化酶是植物体抗病性相关的主要酶类,其活性的高

低反映了植株的抗病性强弱[11],本试验在药剂处理

完成后,测定了抗病相关酶PPO、POD、SOD活性,
结果显示酶活性与对照组相比均升高,其中药剂

I+Ⅱ结合处理组效果最明显,酶活性增加最高,说
明2种药剂结合是最理想的处理方法。但本研究对

中药抗病毒制剂抗柑橘病毒的具体机制没有深入研

究,没有确定具体的活性成分;关于中药抗病毒制剂

对柑橘衰退病、碎叶病病毒的影响机制还缺乏了解,
还需要做更深入的研究。

本研究是在湖北省武市于9-10月进行的,只
需要稍加温,便可达到最佳的节能效果和脱毒效果。
在气温较低的季节,需要提供室内玻璃温室配合加

温装置辅助加温,以达到良好的脱毒效果。因此,在
武汉的气候条件下,5-10月均能方便地进行脱毒

操作。茎尖微芽嫁接具有一定的脱毒效果,但需要

植物组织培养的全套设备和技术,且嫁接成活率有

限,茎尖材料还受到季节的影响,如果省去茎尖微芽

嫁接程序,可以简化操作,提高工作效率。热处理和

抗病毒剂结合的方法对于苗期感病植株的脱毒是行

之有效的方法,但对于成年树的治疗效果还有待进

一步证实。
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EradicatingdoubleinfectedpathogenofCTVandCTLVinCitrus

QIAOFen QIPeng-zhi FUHui ZHANGPeng WUShan JIANGLing

CollegeofHorticultureandForestry,HuazhongAgriculturalUniversity/
NationalIndoorConservationCenterofVirus-freeGemplasmsofFruitCrops/
MinistryofEducationKeyLaboratoryofPlantBiology,Wuhan430070,China

Abstract AnewmethodforeradicatingthedoubleinfectedpathogenofCTVandCTLVincitrus
wasexploredinthisexperiment.Thecitrusplantswereselectedfromthoseconservedinnetgreenhouse
ofNationalIndoorConservationCenterofVirus-freeGermplasmsofFruitCrops,HuazhongAgricultural
University.TheinfectionofpathogenwasdetectedwithreversetranscriptsPCR (RT-PCR).Results
showedthatthesuitableprotocolwasusingthetreatmentoftheantiviralmedicamentwithChinesemed-
icines(eighttimes)andcombinatedwithheattreatmentofthehighesttemperatureat40℃duringthe
day(6h/d),thetemperatureat25℃intheeveningkeptforfiftydaysinthePCmadegreenhouse.The
protocolmentionedabovewasprovedtocompletelyeradicatedoubleinfectedpathogenofCTVand
CTLV;Furthermore,thecombinedtreatmentofshoot-tipgraftingandtheantiviralChinesemedicines
wasidentified85.7%eradicationofthedoublepathogen.Inaboveexperiments,theleavesweresampled
at1,3,5,7,9daftertheChinesemedicinestreatment.Theresultsshowedthattheactivityoftheresist-
ancerelatedenzymesPPO,POD,SODwereincreasedcomparedwiththecontrol.

Keywords Chinesemedicines;heattreatment;shoot-tipgrafting (STG);complexinfected;

pathogen;RT-PCR
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