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我国蔗区甘蔗宿根矮化病发生情况的分子检测

沈林波1，吴楠楠1，2，冯小艳1，王文治1，熊国如1，赵婷婷1，张树珍1

( 1．中国热带农业科学院 甘蔗研究中心 /热带生物技术研究所 /农业部热带作物生物学与
遗传资源利用重点实验室，海口，571101; 2．南京农业大学 生命科学学院，南京，210095)

摘 要: 为明确我国甘蔗产区( 简称蔗区) 甘蔗宿根矮化病( Sugarcane Ｒatoon Stunting Disease ，ＲSD) 的发生
情况，从我国甘蔗主产区的 12 个蔗区收集甘蔗叶片样品 598 份，采用特异性引物通过聚合酶链反应( poly-
merase chain reaction，PCＲ) 方法进行宿根矮化病的分子检测。结果表明，598 份甘蔗样品中有 99 份能检测到
ＲSD，平均检出率为 16． 56%。12 个蔗区的 ＲSD检出率各不相同，临沧蔗区的 ＲSD检出率最高，为 27． 78% ;
南宁蔗区的 ＲSD检出率最低，为 4． 88%。15 个主要甘蔗栽培品种均能检测到 ＲSD，阳性检出率为 15． 38% ～
44． 44%，其中新台糖 22 号 ＲSD发病最严重，阳性检出率为 44． 44%，海蔗 22 号 ＲSD 发病最轻，阳性检出率
为 15． 38%。可见，宿根矮化病在我国甘蔗栽培品种中普遍发生。
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甘蔗宿根矮化病( Sugarcane Ｒatoon Stunting Disease ，ＲSD) 是影响甘蔗产量和品质的一种细菌性病
害，1944 年，在澳大利亚蔗区的甘蔗品种 Q28 上首次发现该病害［1］，目前，该病害在全球各个蔗区均广泛
分布［2 － 4］。甘蔗宿根矮化病在发病初期没有典型的外部症状，在发病严重时才表现出明显症状，表现为蔗
株矮化、分蘖减少、蔗茎变细、节间缩短、生长不良、田间植株高矮不齐等［5］，这些症状与甘蔗在干旱、养分
不足时的表现相似，因此，从外观上很难判断蔗株是否发病。甘蔗宿根矮化病有时会表现出内部症状，感
病的幼嫩蔗株的生长点变成淡粉色，成熟蔗株近基部节部维管束变色，出现橘红色或红褐色的小圆点、逗
点、短线状病变，但是这些症状有时不会表现出来［6］。甘蔗宿根矮化病的病原菌是木质部赖氏菌木质部
亚种( Leifsonia xyli subsp． xyli，Lxx) ［7］，一种专性寄生于木质部维管束中的革兰氏阳性菌，菌体呈直或微
弯的细长棒状，有的中部或一端膨大，内有间体，菌体大小为 0． 25 ～ 0． 5μm × 1． 0 ～ 4． 0μm。Lxx 主要通过
带菌蔗种、收获机具和砍种刀具等媒介进行传播［8 － 9］。甘蔗在宿根时，随着宿根年数的增长，宿根矮化病
所造成的病蔗的蔗汁稀释至 10 000 倍仍具有传染力，传染性极强［10］。此外，动物在咀嚼带病甘蔗后咬食
健康的甘蔗也会传播该病菌［11］。甘蔗宿根矮化病会造成有效茎数、单茎重、蔗糖分量的减少，从而影响甘
蔗的产量和品质［12 － 13］，可使甘蔗产量减产 10% ～ 30%［13 － 16］。在干旱缺水的条件下，宿根矮化病发病严
重时，甘蔗产量减产可高达 60%［7］，蔗糖分降低 0． 5%，经济损失巨大。目前，种植甘蔗脱毒种苗是预防
甘蔗宿根矮化病的最有效措施，巴西、印度、古巴等甘蔗生产大国均采用种植甘蔗脱毒种苗的途径来防治
甘蔗宿根矮化病［4］。甘蔗宿根矮化病在发病不严重时没有明显的外部症状，难以从外观上进行诊断，同
时病原菌 Lxx的分离培养较困难，因此聚合酶链反应( polymerase chain reaction，PCＲ) 检测法是目前检测
ＲSD使用最广泛和准确的方法［17 － 18］。笔者从我国甘蔗主产区的 12 个甘蔗产区( 简称蔗区) 收集甘蔗样
品 598 份，利用 PCＲ方法对 ＲSD的病原菌 Lxx 进行分子检测，旨在明确我国蔗区甘蔗宿根矮化病的发生



情况，为甘蔗脱毒健康种苗的推广应用及有效防控甘蔗宿根矮化病提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 2017 年从广西、云南、广东和海南等省份 12 个代表性蔗区采集显症或不显症的甘蔗叶片样
品 598 份。以本实验室保存的经过鉴定感染甘蔗宿根矮化病的甘蔗叶片为阳性对照，灭菌双蒸水为空白
对照。
1． 2 试剂 甘蔗 DNA提取相关试剂( Sigma) ，PCＲ相关试剂( TaKaＲa) ，AxyPrepTM DNA Gel Extraction Kit
( Axygen) ，琼脂糖( Sigma) ，引物合成及测序均由生工生物工程( 上海) 股份有限公司完成，其他常用的化
学试剂均为国产分析纯。
1． 3 甘蔗叶片总 DNA的提取 甘蔗叶片总 DNA 的提取采用 CTAB 法［19］，取 200 mg 甘蔗叶片，剪碎后
用液氮研磨成粉末，装入 2． 0 mL的离心管中，加入 1 mL 65 ℃预热的 CTAB 裂解缓冲液( 0． 1 mol·L －1

Tris-Cl pH8． 0，1． 4 mol·L －1 NaCl，0． 02 mol·L －1 EDTA pH8． 0，2% CTAB，2% PVP，3% β －巯基乙
醇) ，混匀后于 65 ℃温浴 1 h。加入 1mL的 V氯仿 ∶ V异戊醇 = 24∶ 1，颠倒混匀，常温 10 000 r·min －1离心 10
min。转移上清液至新的离心管，加入 0． 6 倍体积的异丙醇，于 － 20 ℃放置 10 min，常温 10 000 r·min －1

离心 10 min，弃上清液，用 75%的乙醇洗涤沉淀 2 次，常温 10 000 r·min －1离心 2 min; 弃上清，用 80 μL
ddH2O溶解沉淀，于 － 20 ℃保存备用。取 1μL DNA进行 1%琼脂糖凝胶电泳。
1． 4 PCＲ检测 引物采用 Lxx的 16S ～ 23S rDNA基因间隔区特异引物 Lxx1: 5'-CCGAAGTGAGCAGAT-
TGACC-3'，Lxx2: 5'-ACCCTGTGTTGTTTTCAACG-3'，目的片段大小为 438 bp，PCＲ 反应体系为: 10 × buffer
2． 0 μL，dNTP 1． 6 μL，Lxx1 和 Lxx2( 10 μmol·L －1 ) 各 1μL，DNA模板 1μL，rTaq酶 0． 14 μL，加 ddH2O补
足 20 μL 。扩增程序为: 95 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35 个循环，72 ℃ 10 min［20 － 21］。
扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测。
1． 5 PCＲ产物序列分析 对部分 PCＲ阳性扩增产物用 AxyPrepTM DNA Gel Extraction Kit ( Axygen) 试剂
盒进行凝胶回收，回收产物连接 19T 载体上，转化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，挑取单克隆，将菌液
检测结果呈阳性的样品送到生工生物工程 ( 上海) 股份有限公司测序，测序结果在 NCBI 数据库中进行
Blast同源性分析。
1． 6 分析 12 个蔗区甘蔗宿根矮化病的发病情况 统计分析 12 个蔗区收集的甘蔗样品中 ＲSD检测呈阳
性的样品数，并计算 12 个蔗区甘蔗宿根矮化病的发病率。

2 结果与分析

2． 1 PCＲ检测结果 用 Lxx 的特异性引物对 Lxx1 和 Lxx2 进行 ＲT-PCＲ检测，结果显示:阳性对照及部
分样品( 图 1) 可以扩增得到大小约为 438 bp 目的条带，空白对照无目的条带。随机挑选部分阳性样品
PCＲ的产物进行测序，测序结果经 Blast 同源性分析显示，与已报道的 Lxx 的 16S ～ 23S rDNA 核酸序列
( EU723209． 1，AF034641． 1) 有高达 99%的同源性，表明它们是 Lxx 基因组的部分序列，这些样品中存在
Lxx细菌，说明样品已感染了宿根矮化病。

图 1 部分样品 ＲSD的 PCＲ检测

M: MarkerDL2000; 1:阳性对照，2:无菌双蒸水; 3 ～ 24:甘蔗样品

Fig． 1 PCＲ detection of ＲSD in partial samples

M: MarkerDL2000; 1: Positive control; 2: Sterile double distilled water; 3 － 24: Sugarcane samples
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2． 2 我国 12 个蔗区甘蔗宿根矮化病的发病情况 对我国 12 个蔗区的 ＲSD检测结果进行统计分析，结
果( 表 1) 显示，来源于 12 个蔗区的 598 个样品中有 99 个样品的检测结果为阳性，平均检出率为 16． 56%。
12 个蔗区的 ＲSD检出率各不相同，其中 ＲSD在临沧蔗区的检出率最高，为 27． 78%，其次是德宏蔗区，检
出率为 25． 00%，南宁蔗区的检出率最低，4． 88%，百色、柳城、崇左、保山、湛江和临高等蔗区的 ＲSD 检出
率均较低，在 5． 45% ～9． 76%之间。
2． 3 不同甘蔗栽培品种 ＲSD发生情况 对 15个甘蔗栽培品种 ＲSD的检测结果进行统计( 表 2) ，结果显
示，15个甘蔗栽培品种均能检测到 ＲSD，阳性检出率为 15． 38% ～44． 44%，其中新台糖 22 号 ＲSD发病最严
重，阳性检出率为 44． 44%，新台糖 16 号和粤糖 93 － 159 ＲSD发病较严重，分别为 42． 86%和 40． 00%，海蔗
22号 ＲSD发病最轻，阳性检出率为 15． 38%，其余 11个甘蔗品种的 ＲSD阳性检出率为 16． 67% ～37． 75%。

表 1 我国 12 个蔗区甘蔗宿根矮化病的发生情况
Tab． 1 The occurrence of sugarcane ratoon stunting disease ( ＲSD) in sugarcane planting areas in China

蔗区
Sugarcane area

样品数 /个
Number of samples

阳性样品数 /个
Number of positive samples

阳性检出率 /%
Positive rate

广西 Guangxi

来宾 59 14 23． 73
百色 62 4 6． 45
北海 38 4 10． 53
南宁 41 2 4． 88
桂林 39 7 17． 95
柳城 39 24 6． 15
崇左 55 3 5． 45

云南 Yunnan
保山 41 4 9． 76
临沧 36 10 27． 78
德宏 64 16 25． 00

广东 Guangdong 湛江 68 6 8． 82
海南 Hainan 临高 56 5 8． 93
全国 Whole country 合计 598 99 16． 56

表 2 不同甘蔗栽培品种 ＲSD发生情况
Tab． 2 The occurrence of ＲSD infecting different sugarcane cultivars

品种
Variety

样品数 /个
Number of samples

阳性样品数 /个
Number of positive samples

阳性检出率 /%
Positive rate

新台糖 22 号 36 16 44． 44
新台糖 16 号 14 6 42． 86
新台糖 25 号 11 2 18． 18
柳城 05 － 136 22 7 32． 82
桂糖 42 号 16 3 18． 75
桂糖 43 号 12 4 33． 33
桂糖 29 号 12 2 16． 67
粤糖 93 － 159 15 6 40． 00
粤糖 00 － 236 8 3 37． 50
粤糖 83 － 88 10 3 30． 00
粤糖 86 － 368 8 2 25． 00
粤糖 94 － 128 7 2 28． 57
云蔗 05 － 51 10 2 20． 00
福农 41 号 8 2 25． 00
海蔗 22 号 13 2 15． 38
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3 讨 论

通常 PCＲ检测 ＲSD使用的材料多为甘蔗汁，但是由于甘蔗汁取样过程繁琐、易污染，且组培苗和处
于苗期的甘蔗无法取汁，因此，使用甘蔗汁作为检测材料具有局限性，而使用甘蔗叶片作为检测材料可避
免上述情况［22］。赵婷婷等［20，23］使用甘蔗植株不同位置的叶片及叶片的不同部位作为材料来检测 ＲSD，
发现 PCＲ检测效率差异不明显。因此，本研究采用甘蔗叶片作为材料，通过 PCＲ法进行 ＲSD的检测。

王晓燕等［13］在 2012—2014 年，对云南省 18 个蔗区宿根矮化病的发生情况进行了检测，发现 18 个蔗
区都检测到 ＲSD，检出率为 75． 62%，28 个主栽品种均感染 ＲSD，检出率 51． 2% ～100%，粤糖 93 － 159、粤
糖 00 － 236 等 10 个甘蔗品种感病严重，ＲSD在云南省各蔗区普遍发生且危害严重。韦金菊等［12］在 2013—
2014年，对广西蔗区 9个主产区的宿根矮化病的发生情况进行检测，发现 9 个主产区均检测出 ＲSD，阳性检
出率为 71． 22% ; 27个甘蔗品种均能检测到 ＲSD，其中主栽品种新台糖 22 号发病严重，检出率达 80． 8% ;新
植蔗的 ＲSD检出率为 36． 0%，宿根蔗的 ＲSD检出率为 75． 7%，宿根时间越长，ＲSD检出率越高，宿根矮化病
在广西蔗区发生严重。本研究共收集了 598 份甘蔗样品，其中 99 份能检测到宿根矮化病，全国蔗区平均检
出率为 16． 56%，全国 12个蔗区均能检测到 ＲSD，云南蔗区的 ＲSD检出率为 21． 28%，广西蔗区的 ＲSD检出
率为 17． 42%。收集到的 15个主要甘蔗栽培品种均能检测到 ＲSD，阳性检出率为 15． 38% ～44． 44%，其中新
台糖 22号 ＲSD发病最严重，阳性检出率为 44． 44%，海蔗 22号 ＲSD发病最轻，阳性检出率为 15． 38%。对比
前人的报道，发现云南蔗区和广西蔗区甘蔗宿根矮化病的检出率均大幅度下降，云南蔗区的 ＲSD检出率降
低了 54． 34%，广西蔗区的 ＲSD检出率降低了 53． 80%。结果表明，虽然宿根矮化病在我国蔗区仍然普遍存
在，但是由于我国近年采取推广种植甘蔗脱毒健康种苗等防治措施，宿根矮化病的发生已得到了很大程度的
控制。目前，预防宿根矮化病发生的最有效措施就是种植甘蔗脱毒健康种苗。虽然我国蔗区现在宿根矮化
病的发生比 2012—2014 年有所降低，但是其在我国蔗区仍然普遍存在，而且在 15 个甘蔗主要栽培品种上
均有检测到了 ＲSD，说明目前对宿根矮化病的预防还需重视，在今后的甘蔗生产中应加大力度推广种植
甘蔗脱毒健康种苗。
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Molecular Detection of Sugarcane Ｒatoon Stunting Disease
in Sugarcane Producing Areas of China

SHEN Linbo1，WU Nannan1，2，FENG Xiaoyan1，WANG Wenzhi1，
QIONG Guoru1，ZHAO Tingting1，ZHANG Shuzhen1

( 1． Sugarcane Ｒesearch Center，Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences / Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology，

Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences / Ministry of Agriculture and Ｒural Affairs Key Laboratory of Tropical Crop Biology and

Genetic Ｒesources，Haikou，Hainan 571101，China; 2． College of Life Sciences，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China)

Abstract: In order to clarify the occurrence of sugarcane ratoon stunting disease ( ＲSD) in sugarcane plantations
in China，598 sugarcane leaf samples were collected from 12 sugarcane plantations in the main sugarcane produ-
cing areas like Guangxi，Yunnan，Guangdong and Hainan in China，and the pathogen of ＲSD was identified by
using specific primers through polymerase chain reaction ( PCＲ) ． The results showed that 99 out of 598 sugar-
cane samples were detected to contain bacteria of ＲSD，with an average detection rate of 16． 56% ． ＲSD detec-
tion rates varied in 12 sugarcane plantations，the highest in Lincang sugarcane plantations ( 27． 78% ) and the
lowest in Nanning sugarcane plantations ( 4． 88% ) ． ＲSD was detected in 15 main sugarcane cultivars，with pos-
itive detection rates ranging from 15． 38% to 44． 44% ． Among the sugarcane cultivars，sugarcane cultivar ＲOC
22 was most seriously infected with ＲSD，and its ＲSD positive detection rate was 44． 44%，while sugarcane cul-
tivar Haitang 22 was less infected with ＲSD and its ＲSD positive detection rate was 15． 38% ． It can be seen that
sugarcane ratoon stunting disease is common in sugarcane cultivars in China．
Keywords: sugarcane; ratoon stunting disease; molecular detection; detection rate
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