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湖南省永州地区柑橘慢衰病与黄龙病病原

鉴定及分布调查

宋志强１，２，　成飞雪２，　程菊娥２，　张德咏１
，２，　何代进３，　刘　勇１

，２

（１．湖南农业大学植物保护学院，长沙　４１０１２８；２．湖南省农业科学院植物保护研究所，园艺作物病虫害

综合治理湖南省重点实验室，长沙　４１０１２５；３．湖南生物机电职业技术学院，长沙　４１０１２７）

摘要　为明确湖南省柑橘黄化症状与柑橘慢衰病和柑橘黄龙病的相关性，应用形态学和分子生物学方法对湖南省

永州地区表现黄化症状的柑橘进行了两种病原的鉴定及分布调查。结果表明，造成该地区柑橘黄化现象的主要原

因为柑橘半穿刺线虫和黄龙病菌对柑橘的侵染。所检样本中，柑橘慢衰病平均发生率为８２．１％，土壤中的半穿刺

线虫群体密度最高达到３０７７条／１００ｍＬ。永州地区柑橘黄龙病病菌属于韧皮部杆菌属类细菌亚洲种，平均检出率

为６４．３％。柑橘半穿刺线虫和黄龙病菌在柑橘园存在混合侵染现象，混合侵染率为５３．６％。柑橘半穿刺线虫在永

州地区柑橘产区分布广泛，是造成柑橘黄化症状的重要病因，重视并有效防控柑橘半穿刺线虫已迫在眉睫。

关键词　柑橘慢衰病；　柑橘黄龙病；　柑橘半穿刺线虫；　病原鉴定；　分布调查
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引起的柑橘慢衰病（ｃｉｔｒｕｓｓｌｏｗｄｅｃｌｉｎｅｄｉｓｅａｓｅ）是

柑橘上最重要的病害之一，广泛分布于全世界柑橘

产区，造成极大的经济损失［１］。柑橘半穿刺线虫是

一种专化性强的定居型半内寄生线虫，能够寄生５０

多种柑橘品种及其杂交种，也可在葡萄、草莓、荔枝、



２０１６

苹果、柿、杉木等植物上繁殖［２３］。柑橘被侵染后活

力减退，叶片褪绿黄化，长势衰弱似缺肥、缺水、生长

不良症状，严重时叶片脱落，果实变小，甚至枯死［４］。

此外，柑橘半穿刺线虫侵染柑橘根部造成的伤口有

利于真菌、细菌等病原物的入侵，加重对柑橘的危

害［５］。柑橘受害后一般减产３０％～５０％，严重时达

１００％
［６］；福建省５个重要柑橘产区柑橘半穿刺线虫

果园发病率为 ７４．６％，果园株发病率为 ５％

～１００％
［７］。

柑橘黄龙病（ｃｉｔｒｕｓＨｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ，ＨＬＢ）是世

界柑橘生产中的一种极具毁灭性的病害，其病原为韧

皮部杆菌属类细菌（犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒｓｐｐ．），根

据病原对热的敏感性、传播媒介和地理分布，可分为

亚洲种（犆犪．Ｌ．ａｓｉａｔｉｃｕｓ）、非洲种（犆犪．Ｌ．ａｆｒｉｃａｎｕｓ）

和美洲种（犆犪．Ｌ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｓ）
［８９］。目前在我国仅

发现亚洲种，在田间主要通过柑橘木虱（犇犻犪狆犺狅狉犻狀犪

犮犻狋狉犻）传播，还可借助嫁接、菟丝子传播。田间典型症

状为叶片斑驳型黄化、均匀型黄化及缺素性黄化，果

实呈“红鼻果”或“斜肩果”，一般会造成３０％～

１００％的产量损失
［１０］；我国广西柑橘黄龙病年平均

发生率超过５％，每年造成的直接经济损失超过

８．０５亿～９．６２亿元
［１１］。

湖南省是全国柑橘主产区之一，面积、产量、产

值均稳居全国第一。近年来，湖南省特别是永州地

区柑橘黄化衰退现象日趋严重，极大地威胁了柑橘

产业的发展。由于柑橘慢衰病及黄龙病都会引起柑

橘出现黄化症状，在多数情况下，柑橘慢衰病所表现

的黄化症状常被基层误诊为柑橘黄龙病，造成防控

措施不当，防治效果低下，而进行抛荒、砍伐或挖除，

给柑橘产业造成了巨大的经济损失。福建省长泰县

因将柑橘慢衰病误诊为黄龙病，每年挖除的病树约

占果树总数的１０％
［１２］。因此，准确了解造成柑橘黄

化现象的病因，对其防控具有极其重要的意义。本

研究团队于２０１４－２０１５年对湖南省永州地区表现

黄化症状的柑橘进行了柑橘半穿刺线虫和黄龙病病

原鉴定及分布调查，以期为柑橘慢衰病和黄龙病的

有效防控提供科学指导。

１　材料与方法

１．１　样品采集

２０１４年６月－２０１５年１１月对湖南省永州市冷

水滩区、零陵区、道县和江永县柑橘园中表现黄化症

状的柑橘进行了取样调查。采用五点取样法分别采

集柑橘植株的叶片、根系及根际土壤，进行柑橘慢衰

病和柑橘黄龙病病原检测。

１．２　柑橘半穿刺线虫形态学鉴定

柑橘慢衰病最主要的诊断方法是鉴定柑橘根系

及根际土壤中是否存在柑橘半穿刺线虫。柑橘根组

织中的雌虫在体视显微镜下用细解剖针直接剥离；

土壤中２龄幼虫和雄虫采用浅盘法分离。将雌虫以

及分离获得的２龄幼虫和雄虫经缓慢加热杀死后用

ＴＡＦ固定液固定，制成临时玻片，于光学显微镜下

进行形态观察、拍照。采用ｄｅＭａｎ公式进行形态测

计，其中：狀＝样本数；犔 ＝体长；犛狋狔犾犲狋＝口针长；

犜犪犻犾＝尾长；犛狆犻犮狌犾犲＝交合刺长度；犪＝体长／最大

体宽；犫＝体长／头端至食道与肠连接处的距离；犮＝

体长／尾长；犮＇＝尾长／肛门或泄殖腔处体宽；犞＝阴

门至头端的距离／体长×１００；犇犌犗＝背食道腺开口

至口针基部球的距离。

１．３　柑橘半穿刺线虫分子生物学鉴定

１．３．１　柑橘半穿刺线虫ＤＮＡ提取

单条线虫ＤＮＡ的提取参照王江岭等的方法并

稍作修改［１３］。挑取单条线虫放入含有８μＬｄｄＨ２Ｏ

和１μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋ｆｒｅｅ）的２００μＬＰＣＲ

管中，放入液氮中冷冻１ｍｉｎ，置于９５℃下２ｍｉｎ，重复

５次；向ＰＣＲ管中加入１μＬ１ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ，

６５℃温育１５ｍｉｎ，９５℃反应１０ｍｉｎ，获得的ＤＮＡ提

取液直接进行ＰＣＲ扩增。

１．３．２　柑橘半穿刺线虫ＰＣＲ检测

分别以柑橘半穿刺线虫的雌虫、雄虫和２龄幼

虫的ＤＮＡ为模板，采用Ｌｉｕ等报道的特异性引物

ＴｓＳＦ（５′ＴＡＣＣＡＧＧＴＴＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴＣＴＴ３′）

和ＴｓＳＲ（５′ＴＣＣＴＡＣＣＣＴＴＣＣＡＣＡＧＣＧ３′）进行

ＰＣＲ扩增
［１４］，片段大小为２９７ｂｐ。ＰＣＲ反应体系

为２５μＬ：１０×犈犪狊狔犜犪狇ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ正反向引物各１μＬ，５Ｕ／

μＬ犈犪狊狔犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ，模板ＤＮＡ５

μＬ，补足ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。反应程序：９４℃预变性４

ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，

共３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增结束后，

取５μＬ扩增产物于１．５％琼脂糖凝胶中电泳。

１．４　土壤中柑橘半穿刺线虫群体密度调查

将采集的柑橘土壤样品充分混匀后，分别取

１００ｍＬ，采用浅盘法分离土壤样品中的２龄幼虫，

在倒置显微镜下统计柑橘半穿刺线虫２龄幼虫的数

量。每样品重复３次，计算每１００ｍＬ土壤样品中的

柑橘半穿刺线虫群体密度。

１．５　柑橘黄龙病分子生物学检测

以黄梢或叶片黄化作为田间诊断柑橘黄龙病依
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据的同时，采用分子生物学技术对其进行准确诊断。

采用ＣＴＡＢ法提取柑橘叶脉总ＤＮＡ。参照 Ｈｏｃ

ｑｕｅｌｌｅｔ等报道的柑橘黄龙病菌特异性引物Ａ２（５′

ＴＡＴＡＡＡＧＧＴＴＧＡＣＣＴＴＴＣＧＡＧＴＴＴ３′）和 Ｊ５

（５′ＡＣＡＡＡＡＧＣＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＣＧＡＡＣＡＡ３′）

进行ＰＣＲ扩增
［１５］，亚洲种和非洲种片段大小分别

为７０３ｂｐ和６６９ｂｐ。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：１０×

ＥａｓｙＴａｑｂｕｆｆｅｒ３μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，１０

μｍｏｌ／Ｌ正反向引物各１μＬ，５Ｕ／μＬＥａｓｙＴａｑＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，补足ｄｄＨ２Ｏ

至２５μＬ。反应程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，６２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物于１．０％琼脂糖凝

胶中电泳分析，然后将ＰＣＲ产物回收、转化、克隆并

送至生工生物工程（上海）股份有限公司测序。将获

得的序列与ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库中已知序列进行

同源性比较。

２　结果与分析

２．１　柑橘半穿刺线虫形态鉴定

２．１．１　测计值

雌虫：狀＝２０；犔 ＝３７９．２（３５０．１～４１０．５）μｍ；

犪＝４．７（４．０～５．３）；犫＝３．０（２．７～３．４）；犞＝９０．１

（８７．３～９３．０）；犛狋狔犾犲狋＝１２．１（１０．５～１３．３）μｍ。

图１　柑橘半穿刺线虫的形态特征图

犉犻犵．１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉狊狅犳犜狔犾犲狀犮犺狌犾狌狊狊犲犿犻狆犲狀犲狋狉犪狀狊
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２０１６

　　雄虫：狀＝２０；犔＝３６０．０（３１７．９～４１０．１）μｍ；

犪＝３３．９（２９．２～４５．６）；犫＝３．２（２．９～３．５）；犮＝８．７

（７．７～１０．１）；犮＇＝４．９（４．０～５．６）；犛狋狔犾犲狋＝１０．２（９．４～

１１．１）μｍ；犛狆犻犮狌犾犲＝１９．１（１６．８～２１．５）μｍ；犇犌犗＝

６．０（５．２～６．９）μｍ。

２龄幼虫：狀＝２０；犔 ＝３７９．６（３３７．１～４１４．５）

μｍ；犫＝３．４（３．１～３．７）；犛狋狔犾犲狋＝１３．８（１３．０～１４．７）μｍ。

２．１．２　形态描述

雌虫：成熟雌虫与雄虫异型，虫体前部潜入根组

织内，后部外露于根表面，膨大呈囊状（图１ａ）。头

部骨化弱，口针中等发达，基部球大而圆（图１ｂ）。

具两个弯曲的卵巢，阴门向腹面斜裂，近尾端，产卵

于胶质卵囊中。排泄孔位于阴门前，无直肠和肛门。

尾端有一指形突起（图１ｃ）。

雄虫：虫体蠕虫形，纤细（图１ｄ）。唇区圆形。

口针纤细，有基部球。食道细长，中食道球退化，食

道腺呈洋梨形，与肠交界明显（图１ｅ）。交合刺细，

无交合伞。尾圆锥形，末端稍钝（图１ｆ）。

２龄幼虫：虫体蠕虫形（图１ｇ）。头部骨质化，口

针较发达，有基部球。中食道球大，食道腺与肠基本

平接或略覆盖肠（图１ｈ）。尾渐细，末端钝圆（图１ｉ）。

２．２　柑橘半穿刺线虫分子生物学鉴定

利用柑橘半穿刺线虫特异性引物分别对雌虫、

雄虫和２龄幼虫的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，结果显示，

雌虫、雄虫和２龄幼虫均扩增出２９７ｂｐ大小的特异

性片段（图２），表明分离得到的线虫为柑橘半穿刺

线虫，其结果与形态学鉴定结果一致。

图２　不同龄期柑橘半穿刺线虫犘犆犚产物

犉犻犵．２　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犳狉狅犿

犜狔犾犲狀犮犺狌犾狌狊狊犲犿犻狆犲狀犲狋狉犪狀狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犾

狊狋犪犵犲狊狌狊犻狀犵狋犺犲狊狆犲犮犻犲狊狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊

２．３　柑橘黄龙病病菌检测

利用柑橘黄龙病菌特异性引物Ａ２和Ｊ５对采集

的２８份样品的叶脉ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，结果显

示，共有１８份样品扩增出一条７０３ｂｐ的特异性条

带，而阴性对照未扩增出相应的条带（图３）。所得

序列与ＧｅｎＢａｎｋ公布的柑橘黄龙病菌亚洲种序列

（ＣＰ００４００５．１和ＣＰ００１６７７．５等）同源性为１００％。

图３　利用特异性引物犃２和犑５检测湖南永州地区

柑橘样品中的柑橘黄龙病菌

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犎犔犅

狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿犢狅狀犵狕犺狅狌犆犻狋狔，犎狌狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲，

狌狊犻狀犵狆狉犻犿犲狉狊犃２犪狀犱犑５

２．４　柑橘半穿刺线虫和柑橘黄龙病分布

在所采集的２８份柑橘土壤样品中，有２４份样

品检出了柑橘半穿刺线虫，冷水滩区、零陵区、道县

和江永县均有柑橘半穿刺线虫的分布，平均发生率

为８２．１％，土壤中的线虫群体密度最高达到３０７７

条／１００ｍＬ，冷水滩区和零陵区发生率较高，均为

１００％，其次是江永县，发生率为９１．７％，而道县发

生率相对较低，为２０％（表１）。

从表１中可以看出，永州地区所采集的柑橘叶片

样品中，柑橘黄龙病的平均检出率为６４．３％，其中江永

县检出率最高，为８３．３％，道县、零陵区和冷水滩区检

出率分别为６０．０％、５７．１％和２５．０％，所检测到的１８个

柑橘黄龙病分离物均为韧皮部杆菌属类细菌亚洲种。

３　结论与讨论

目前，已在我国湖南、湖北、广东、广西、福建等

１５个省（市、自治区）的柑橘产区中发现有柑橘半穿

刺线虫的分布和危害［３，１６］。由于柑橘半穿刺线虫在

柑橘根部侵染危害，虫体细小，无法用肉眼观察到，

虽发生普遍，危害严重，但其引起的柑橘慢衰病在柑

橘生产中却得不到重视，基层技术人员和种植户基

本不认识或不了解该病害，所表现的黄化症状常被

误诊为柑橘黄龙病，而进行抛荒、砍伐或挖除，造成

重大经济损失。本研究利用形态学和分子生物学相

结合的方法，明确了湖南省永州地区柑橘主要病原

线虫为柑橘半穿刺线虫，平均发生率为８２．１％，其

中冷水滩区、零陵区和江永县发生率比较高，土壤中

的线虫群体密度最高达到３０７７条／１００ｍＬ，表明柑

橘半穿刺线虫在永州地区柑橘产区发生普遍且严

重，是引起柑橘黄化症状的重要病因之一。
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表１　采集样品中柑橘半穿刺线虫２龄幼虫群体密度及黄龙病病菌检测１
）

犜犪犫犾犲１　犘狅狆狌犾犪狋犻狅狀犱犲狀狊犻狋狔狅犳犜狔犾犲狀犮犺狌犾狌狊狊犲犿犻狆犲狀犲狋狉犪狀狊狊犲犮狅狀犱狊狋犪犵犲犼狌狏犲狀犻犾犲狊犪狀犱犎犔犅狆犪狋犺狅犵犲狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犮狅犾犾犲犮狋犻狀犵狊犪犿狆犾犲狊

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｐｌａｃｅ

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

２龄幼虫群体密度／条·（１００ｍＬ）－１

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｄｅｎｓｉｔｙｏｆｓｅｃｏｎｄｓｔａｇｅｊｕｖｅｎｉｌｅｓ

黄龙病病原ＰＣＲ检测

ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨＬＢｐａｔｈｏｇｅｎ

１ 冷水滩区柑橘园 蒰柑 ２３ －

２ 冷水滩区柑橘园 蒰柑 １２７ －

３ 冷水滩区柑橘园 蜜橘 ２８７ ＋

４ 冷水滩区柑橘园 蜜橘 １７１ －

５ 零陵区柑橘园 蜜橘 ８０ ＋

６ 零陵区柑橘园 蜜橘 １６４ ＋

７ 零陵区柑橘园 蜜橘 ３８０ ＋

８ 零陵区柑橘园 蜜橘 ２０１ ＋

９ 零陵区柑橘园 蜜橘 １５１ －

１０ 零陵区柑橘园 蜜橘 ７８ －

１１ 零陵区柑橘园 蜜橘 ３６４ －

１２ 道县富塘街道柑橘园 沙糖橘 ０ ＋

１３ 道县富塘街道柑橘园 沙糖橘 ０ ＋

１４ 道县富塘街道柑橘园 沙糖橘 ０ －

１５ 道县清塘镇柑橘园 脐橙 ３０７７ －

１６ 道县清塘镇柑橘园 脐橙 ４ ＋

１７ 江永县允山镇柑橘园 脐橙 ０ ＋

１８ 江永县允山镇柑橘园 脐橙 １９０ －

１９ 江永县允山镇柑橘园 脐橙 １６８５ ＋

２０ 江永县允山镇柑橘园 香柚 １８３１ ＋

２１ 江永县允山镇柑橘园 香柚 ２９８５ ＋

２２ 江永县允山镇柑橘园 蜜橘 ９９９ ＋

２３ 江永县允山镇柑橘园 夏橙 ７３８ －

２４ 江永县允山镇柑橘园 夏橙 ２１４ ＋

２５ 江永县允山镇柑橘园 蜜橘 ６１４ ＋

２６ 江永县允山镇柑橘园 脐橙 ９ ＋

２７ 江永县允山镇柑橘园 夏橙 ２０８４ ＋

２８ 江永县允山镇柑橘园 香柚 １６６７ ＋

　１）“＋”ａｎｄ“－”分别代表阳性和阴性结果。

＂＋＂ａｎｄ＂－＂ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

　　柑橘黄龙病于１９１９年在我国广东省潮汕地区

首次被发现［１７］，目前已有１１个省（市、自治区）的柑

橘产区遭受其危害，受害面积占柑橘种植总面积的

８０％以上
［１８］。本研究利用分子生物学方法对永州

地区疑似柑橘黄龙病植株进行了检测，结果表明所

有表现黄化症状的柑橘样品中仅有６４．３％的样品

检测结果呈现阳性，说明表现黄化症状的柑橘植株

不一定都带有黄龙病病菌。

造成柑橘黄化症状的病因有多种，主要包括柑

橘黄龙病、柑橘线虫病、柑橘病毒病和生理性病害

等，单凭柑橘的田间黄化症状不易正确诊断出其病

因。所以，正确快速地诊断出柑橘黄化症的病因是

有效控制病害危害和蔓延的基础。本研究通过对表

现黄化症状的柑橘调查取样和检测发现，柑橘慢衰

病和柑橘黄龙病在永州地区柑橘产区发生普遍且严

重，并且存在着混合或复合侵染现象。因此，在重点

防控柑橘黄龙病的同时，也应重视并有效控制柑橘

半穿刺线虫的危害，从而保障柑橘生产安全，促进柑

橘产业发展和增加农民收入。
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生物活性，在日化等领域有广泛应用［９］。苦参碱高

效低毒、无污染、无残留、可促进作物生长［１０］，且为

一种传统的中药成分［１１］。因此，印楝素、苦参碱、烟

碱·苦参碱在沙葱萤叶甲绿色防控上具有很高的推

广价值。沙葱萤叶甲３龄幼虫食量最大，占幼虫期

总食量的６３．４５％～６７．４６％
［１］，因此，在生产实际

中，应在沙葱萤叶甲３龄幼虫始盛初期进行防治，建

议０．３％印楝素乳油、１．３％苦参碱水剂、１．２％烟碱

·苦参碱乳油制剂用量３０ｍＬ／６６７ｍ２，对沙葱萤叶

甲聚集区域采用大型喷雾机械、对分散区域采用背

负式喷雾器补充防治，效果更佳。
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