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摘要　为探明广东果蔗宿根矮化病发生情况，为果蔗健康种苗生产及推广应用提供科学依据，本研究采用常规

ＰＣＲ与巢式ＰＣＲ技术分别对广东韶关和广州南沙果蔗产区的主栽品种‘黑皮果蔗’（‘Ｂａｄｉｌａ’）及华南农业大学甘

蔗育种基地新引进的果蔗品种‘内江蜜蔗’、‘甜城２１号’、‘甜城２２号’和‘甜城９９号’等进行宿根矮化病菌的检测。

结果表明，巢式ＰＣＲ检测的阳性检出率达８８．６％，明显高于常规ＰＣＲ检测（４０．４％）；广东韶关果蔗产区‘黑皮果

蔗’宿根矮化病阳性率为８６．８％；广州南沙果蔗产区‘黑皮果蔗’宿根矮化病阳性率为９２．７％；华南农业大学甘蔗育

种基地新引进的果蔗品种除‘甜城２２号’外，其他３个品种‘内江蜜蔗’、‘甜城２１号’和‘甜城９９号’均感染宿根矮

化病菌。甘蔗宿根矮化病已在广东主要果蔗产区普遍发生，健康种苗研究与应用十分必要。
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　　甘蔗宿根矮化病（ｒａｔｏｏｎｓｔｕｎｔｉｎｇｄｉｓｅａｓｅ，

ＲＳＤ）是由一种寄居甘蔗木质部的细菌———木质部

赖氏菌木质部亚种犔犲犻犳狊狅狀犻犪狓狔犾犻ｓｕｂｓｐ．狓狔犾犻

（Ｌｘｘ）引起的病害
［１２］。该病造成甘蔗产量损失达



２０１７

２９％，在干旱等不良环境条件下引起的损失则更为

严重［３］。甘蔗ＲＳＤ是一种种苗传播的病害，主要通

过带菌蔗种和收获工具如蔗刀传播，其病原菌可在

蔗种及宿根蔗头中存活较长时间［４］。由于感病的蔗

株一般不表现典型的外部症状［５］，单从外观上难以

诊断，使得病害发生较为隐蔽，极易造成病原菌任意

传播扩散，严重危害甘蔗生产［６］。

ＲＳＤ的诊断方法经历了剖茎检视
［７］，相差显微

镜镜检［８］，免疫学检测［９］和ＰＣＲ检测
［１０］等阶段。

ＰＣＲ检测技术具有快速、灵敏等优点，现已广泛应

用于甘蔗宿根矮化病菌的检测。Ｌｏｐｅｓ等
［１０］、

Ｆｅｇａｎ等
［１１］及Ｐａｎ等

［１２］分别建立了检测ＲＳＤ致病

菌的ＰＣＲ体系，并对引物的特异性及灵敏度进行了

研究；周丹等［１３］对检测甘蔗宿根矮化病菌的ＰＣＲ

方法进一步优化，使其检测灵敏度、效率及稳定性比

优化前更高，更加适合于快速检测田间大批量样品；

沈万宽等［１４］利用细菌１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡ内转录间隔区

（ＩＴＳ）通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ２及甘蔗ＲＳＤ特异引物

Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２，建立了检测ＲＳＤ致病菌的巢式ＰＣＲ技

术，其灵敏度更高，检测更加准确。２０１３年，Ｐｅｌｏｓｉ

等［１５］建立了ＲＳＤ病原菌Ｌｘｘ的实时荧光定量ＰＣＲ

检测技术。

果蔗即鲜食水果型甘蔗，皮薄、茎脆、汁多，富含

人体所需的多种维生素和氨基酸，具有生津解渴，消

除疲劳的功效。广东韶关、广州南沙区是广东传统

果蔗产区，年种植面积８０００～１００００ｈｍ２，占广东

果蔗种植面积的７０％。近年来，随着市场需求和种

植效益的提高，果蔗生产发展迅速，种植面积不断扩

大。然而，我国果蔗品种单一（以热带原种‘Ｂａｄｉｌａ’，

即‘黑皮果蔗’为主），且种植年代久，品种抗性较差，

较容易感染宿根矮化病、花叶病等种苗传播病害，导

致果蔗产量和品质下降，种植效益降低［１６］。生产、

推广和应用脱毒健康种苗是防治甘蔗ＲＳＤ的主要

措施，种植脱毒健康种苗不仅可以有效地脱除ＲＳＤ

致病菌，还有利于提高甘蔗单产和蔗糖分［１７］。探明

蔗区ＲＳＤ发生危害情况，是科学防控甘蔗ＲＳＤ的

关键。目前，有关我国糖蔗ＲＳＤ检测及调查分析的

报道不少［１８２０］，但有关果蔗ＲＳＤ的检测及调查分析

鲜有报道［２１］。基于此，本研究应用常规ＰＣＲ和巢

式ＰＣＲ检测技术分别对广东两大果蔗产区主栽果

蔗品种及新引进的果蔗品种进行宿根矮化病菌的检

测，对比分析两种ＰＣＲ技术检测结果，明确病害发

生情况，为果蔗ＲＳＤ的诊断及健康种苗的推广应用

提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料

２０１６年１０月－１１月，分别在广东韶关和广州

南沙果蔗主产区随机采集株龄８个月以上的‘黑皮

果蔗’主茎，同时在华南农业大学甘蔗育种基地采集

新引进自四川省内江农科院的果蔗或糖果兼用品种

‘内江蜜蔗’、‘甜城２１号’、‘甜城２２号’和‘甜城９９

号’等株龄８个月以上的主茎，共１１４份样品（表１）。

阳性对照为Ｌｘｘ的基因组ＤＮＡ，由本实验室保存。

１．２　主要试剂及仪器

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）、

ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ及ＥＢ替代物均购自ＴａＫａＲａ

宝生物工程（大连）有限公司；琼脂糖购自广州健阳

生物科技有限公司。ＰＣＲ仪为ＢＩＯＲＡＤ热循环

仪；凝胶成像系统为Ｔａｎｏｎ１６００。

１．３　样品处理与总犇犖犃的提取

参照沈万宽等［２２］的方法，取样品蔗茎基部１个

或２个节，用利刀削去蔗皮，用手持蔗汁压榨器压

汁，每个样品取３００μＬ以上蔗汁于１．５ｍＬ离心管

中，每取完１个样后，要用清水反复冲洗刀和压榨

器，防止样品交叉污染，取汁后的离心管及时放入

－２０℃冰箱保存，蔗汁用于提取总ＤＮＡ。

采用ＣＴＡＢ法提取蔗汁总ＤＮＡ，每个样品取

３００μＬ蔗汁于１．５ｍＬ灭菌离心管中，加入６００μＬ

２％ＣＴＡＢ提取缓冲液（含０．２％β巯基乙醇），６５℃

温浴４５ｍｉｎ，其间不时摇动；加入６００μＬ的氯仿／异

戊醇（２４∶１），剧烈振荡３０ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心

１０ｍｉｎ；转移上清到一个新的１．５ｍＬ灭菌离心管

中，加入等体积的氯仿／异戊醇（２４∶１），轻缓多次颠

倒混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ；将上层水相

转入一个新的１．５ｍＬ灭菌离心管中，加入１／１０体

积３ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＡｃ（ｐＨ５．２）和等体积冷的异丙

醇，混匀，－２０℃下静置３０ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离

心１０ｍｉｎ；弃上清，沉淀分别用７０％乙醇和无水乙

醇各洗１次；风干后用５０μＬ的ＴＥ缓冲液溶解，

－２０℃保存。

１．４　常规犘犆犚检测

采用Ｐａｎ等
［１２］报道的甘蔗宿根矮化病菌特异
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引物Ｌｘｘ１：５′ＣＣＧＡＡＧＴＧＡＧＣＡＧＡＴＴＧＡＣＣ３′

和Ｌｘｘ２：５′ＡＣＣＣＴＧＴＧＴＴＧＴＴＴＴＣＡＡＣＧ３′进

行检测。引物委托生工生物工程（上海）有限公司合

成。以总ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，反应体系

２０．０μＬ：模板１．０μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ
２＋）２．０μＬ，

ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ，引物Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２（５μｍｏｌ／

Ｌ）各１．０μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，用

ｄｄＨ２Ｏ补足至２０．０μＬ。扩增程序为：９４℃预变性

２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，

进行３５个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增产物经

１．２％琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成像系统中观察结果

并拍照保存。

１．５　巢式犘犆犚检测

参照沈万宽等［１４］的巢式ＰＣＲ检测方法，利用

细菌ＩＴＳ通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ２（ＩＴＳ１：５′ＡＧＴＣＧ

ＴＡＡＣＡＡＧＧＴＡＧＣＣＧＴ３′；ＩＴＳ２：５′ＧＴＧＣＣＡＡ

ＧＧＣＡＴＣＣＡＣＣ３′）和特异引物Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２进行检

测。引物委托生工生物工程（上海）有限公司合成。

以总ＤＮＡ为模板，以ＩＴＳ１／ＩＴＳ２ 为引物进行第一

轮ＰＣＲ扩增，反应体系及扩增程序参见１．４，其中退

火温度为５６℃，循环３０次。以第一轮扩增产物为

模板，利用引物Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２进行第二轮ＰＣＲ扩增，

反应体系及扩增程序均同１．４。扩增产物经１．２％

琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成像系统中观察结果并拍

照保存。

１．６　序列测定与分析

ＰＣＲ产物核苷酸序列委托生工生物工程（上海）

有限公司测定，同源性比较在ＮＣＢＩ数据库中通过

ＢＬＡＳＴ程序进行，序列分析应用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行。

２　结果与分析

２．１　常规犘犆犚检测

利用引物Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２对１１４份样品的蔗汁总

ＤＮＡ进行常规ＰＣＲ检测，阳性样品的ＰＣＲ产物电

泳后可见单一的扩增条带，大小与预期一致，为

４３８ｂｐ，且空白对照（无菌水）无扩增条带（图１）。

ＰＣＲ产物经测序，ＢＬＡＳＴ比对及ＤＮＡＳｔａｒ软件分

析，其序列与来自澳大利亚、美国和中国福建等地的

Ｌｘｘ株系或分离物（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＡＦ０３４６４１，

ＡＦ０５６００３，ＥＵ７２３２０９）相应核苷酸序列的同源性为

９９％～１００％，确认该扩增序列为Ｌｘｘ基因组片段

序列。表明具有该目的条带的样品为感染甘蔗宿根

矮化病菌的样品。

图１　部分果蔗样品常规犘犆犚检测结果

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狆犪狉狋犻犪犾犳狉狌犻狋犮犪狀犲狊犪犿狆犾犲狊犫狔

犮狅狀狏犲狀狋犻狅狀犪犾犘犆犚

２．２　巢式犘犆犚检测

利用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ２和Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２对１１４份

样品的蔗汁总ＤＮＡ进行巢式ＰＣＲ检测，经过两轮扩

增，产物电泳后，可见单一明亮条带，大小与预期一

致，为４３８ｂｐ，且空白对照（无菌水）无扩增条带（图

２）。对第二轮ＰＣＲ产物进行测序，通过ＢＬＡＳＴ比对

及ＤＮＡＳｔａｒ软件分析，其序列与来自巴西、澳大利亚

和美国等地的Ｌｘｘ株系或分离物（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＡＥ０１６８２２，ＡＦ０３４６４１，ＡＦ０５６００３）相应核苷酸序列同

源性为９９％～１００％的一致性，确认该扩增序列为

Ｌｘｘ基因组片段序列。表明具有该目的条带的样品

为感染甘蔗宿根矮化病菌的样品。

图２　部分果蔗样品巢式犘犆犚检测结果

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狆犪狉狋犻犪犾犳狉狌犻狋犮犪狀犲狊犪犿狆犾犲狊犫狔狀犲狊狋犲犱犘犆犚

２．３　常规犘犆犚与巢式犘犆犚检测结果比较分析

对１１４份样品分别进行常规ＰＣＲ和巢式ＰＣＲ

检测，常规ＰＣＲ有４６份呈阳性反应，阳性检出率为

４０．４％；巢式ＰＣＲ有１０１份呈阳性反应，阳性检出

率为８８．６％。４６份常规ＰＣＲ检测为阳性的样品，

巢式ＰＣＲ检测均为阳性；有５５份常规ＰＣＲ检测为

阴性的样品，巢式ＰＣＲ检测为阳性；仅１３份样品常

规ＰＣＲ和巢式ＰＣＲ检测均为阴性（表１～表２）。

结果表明，相较于巢式ＰＣＲ，常规ＰＣＲ漏检率为

５４．５％。
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２．４　广东果蔗宿根矮化病发生情况

１１４份样品宿根矮化病检测结果显示，广东韶关

果蔗产区‘黑皮果蔗’宿根矮化病阳性率为８６．８％；广

州南沙果蔗产区‘黑皮果蔗’宿根矮化病阳性率为

９２．７％；华南农业大学甘蔗育种基地的５个果蔗品

种中有４个感染宿根矮化病，阳性率为８０％，其中

新引进的果蔗品种除‘甜城２２号’外，其他３个品种

‘内江蜜蔗’、‘甜城２１号’和‘甜城９９号’均感染宿

根矮化病（表１～表２）。

表１　新引进果蔗品种宿根矮化病菌检测结果

犜犪犫犾犲１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犔犲犻犳狊狅狀犻犪狓狔犾犻狊狌犫狊狆．狓狔犾犻（犔狓狓）犳狉狅犿

犻狀狋狉狅犱狌犮犲犱犳狉狌犻狋犮犪狀犲犮狌犾狋犻狏犪狉狊

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

常规ＰＣＲ检测结果

Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ

ＰＣＲ

巢式ＰＣＲ

检测结果

ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ

内江蜜蔗Ｎｅｉｊｉａｎｇｍｉｚｈｅ ＋ ＋

甜城２１号ＴｉａｎｃｈｅｎｇＮｏ．２１ ＋ ＋

甜城２２号ＴｉａｎｃｈｅｎｇＮｏ．２２ － －

甜城９９号ＴｉａｎｃｈｅｎｇＮｏ．９９ ＋ ＋

表２　广东果蔗宿根矮化病菌检测结果

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犔犲犻犳狊狅狀犻犪狓狔犾犻狊狌犫狊狆．狓狔犾犻（犔狓狓）犳狉狅犿犳狉狌犻狋犮犪狀犲犮狌犾狋犻狏犪狉狊犻狀犌狌犪狀犵犱狅狀犵

采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

样品数

Ｔｏｔａｌ

ｓａｍｐｌｅｓ

常规ＰＣＲ　ＣｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＰＣＲ

阳性样品数／份

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

阳性检出率／％

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

巢式ＰＣＲ　ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ

阳性样品数／份

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

阳性检出率／％

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

华南农业大学甘蔗育种基地ＳｕｇａｒｃａｎｅｂｒｅｅｄｉｎｇｂａｓｅｏｆＳＣＡＵ ５ ３ ６０．０ ４ ８０．０

广东韶关Ｓｈａｏｇｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ６８ ３０ ４４．１ ５９ ８６．８

广州市南沙区Ｎａｎｓｈａ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ４１ １３ ３１．７ ３８ ９２．７

总计Ｔｏｔａｌ １１４ ４６ ４０．４ １０１ ８８．６

３　讨论

与常规ＰＣＲ相比，巢式ＰＣＲ对靶标ＤＮＡ进行

两轮扩增，可显著提高检测灵敏度。沈万宽等［１４］报

道的甘蔗ＲＳＤ致病菌巢式ＰＣＲ检测技术可检测出

１０ｆｇＬｘｘ基因组ＤＮＡ，较常规ＰＣＲ检测灵敏度提

高１００倍。Ｌｉｕ等
［２３］报道的油茶炭疽病菌巢式ＰＣＲ

检测技术，灵敏度可达１０ａｇ，较常规ＰＣＲ检测灵敏

度提高至少１万倍。鹿连明等
［２４］设计８对引物比

较分析柑橘黄龙病菌常规ＰＣＲ检测与巢式ＰＣＲ检

测技术的灵敏度，发现巢式ＰＣＲ检测的灵敏度均比

常规ＰＣＲ检测至少高１０００倍。李本金等
［２５］建立的

荔枝霜疫霉巢式ＰＣＲ检测技术，灵敏度可达１００ｆｇ，

较常规ＰＣＲ提高１０００倍。本研究分别利用常规

ＰＣＲ和巢式ＰＣＲ技术对果蔗宿根矮化病菌进行检

测，常规ＰＣＲ检测的阳性检出率为４０．４％，而巢式

ＰＣＲ检测的阳性检出率达８８．６％，这与巢式ＰＣＲ

较常规ＰＣＲ检测灵敏度更高相一致。

据报道，甘蔗宿根矮化病已广泛发生于广东、广

西及云南等糖蔗产区，黄孟群等［１８］对广东甘蔗宿根

矮化病进行调查，共抽查１６２片蔗田，发现只有１３．５％

的田块不发病，‘粤糖５７／４２３’、‘粤糖７１／２１０’和‘台

糖１３４’的感病率分别达到７７．３％、９２％和９５．５％；

邓展云等［１９］对广西部分蔗区进行抽查，主栽品种

‘桂糖１１号’ＲＳＤ阳性率达８６％；王晓燕等
［２０］对云

南省１８个蔗区的ＲＳＤ发生危害情况进行系统调

查，１８个蔗区均检测出甘蔗宿根矮化病菌，阳性检

出率为５６．４％～８８％；张荣跃等
［２６］对广西和云南几

个甘蔗主产区主栽糖蔗品种ＲＳＤ发生情况进行调

查，阳性率达到５９．５４％，检测的２０个主栽糖蔗品

种中有１９个品种感病。杨湛端等
［２１］对番禺果蔗宿

根矮化病进行初步调查，发现大田种植的‘黄皮果

蔗’和‘黑皮果蔗’ＲＳＤ阳性率分别为９５％和９３％。

本研究对广东韶关、广州南沙果蔗产区的主栽品种

‘黑皮果蔗’检测发现，其ＲＳＤ阳性率分别达８６．８％

和９２．７％；华南农业大学甘蔗育种基地的５个果蔗

品种中有４个感染宿根矮化病，阳性率为８０％。虽

然，果蔗宿根矮化病调查仍处于起步阶段，但从上述

已有的调查结果可以看出果蔗宿根矮化病发生率普

遍高于糖蔗，可能的原因是果蔗为热带原种（主要为

‘Ｂａｄｉｌａ’，即‘黑皮果蔗’），未经过杂交改良，品种抗性

较差；而糖蔗品种为甘蔗属种间杂交种，导入了甘蔗

野生种的优良抗性基因，具有较强的抗逆性。同时，

在实际生产中，果蔗品种单一、连续种植年代久、农民

长期无性繁殖自留种茎造成病菌逐年累积，也是果蔗

宿根矮化病发病率高的原因之一。

本调查表明宿根矮化病已在广东果蔗产区普遍

发生，严重影响果蔗产量和品质，阻碍果蔗产业可持

续发展。因此，有必要及时研究和推广应用果蔗健

康种苗，促进果蔗产业健康发展。
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信息公告
２０１７曾士迈张树榛奖励基金评选结果公告

为弘扬曾士迈、张树榛先生的奉献、爱国、科学精神，促进植物病理学发展而设立的“曾士迈张树榛奖励基金”已于２０１７年

初启动，每年奖励一名做出突出贡献的科技人员以及两名优秀青年工作者。现已圆满完成２０１７年的评奖工作。经基金管理

委员会评审，决定将“曾士迈张树榛未来之星奖”授予梁俊敏和曹学仁两位同志，并奖励每人２万元人民币，以表彰他们在植物

病害流行学研究中的工作，激励他们在未来的工作中大胆创新，积极进取，做出更大贡献。

曾士迈张树榛奖励基金管理委员会

二一七年十一月十日

秘书处联系人：吴波明　　电话：１８５１００８１８９２　　Ｅｍａｉｌ：ｂｍｗｕ＠ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
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