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果蔗脱毒种苗甘蔗花叶病、黄叶病和宿根矮化病

分子检测
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摘要　为监测２０１６－２０１７年种植的果蔗脱毒种苗脱毒效果，分别采集广州市南沙区和增城区、湛江市麻章区及华

南农业大学甘蔗育种基地共８３份果蔗脱毒种苗样本，进行甘蔗花叶病毒（ＳＣＭＶ）、高粱花叶病毒（ＳｒＭＶ）和甘蔗黄

叶病毒（ＳＣＹＬＶ）ＲＴＰＣＲ检测。结果表明ＳＣＭＶ的阳性样本数为３个，阳性检出率３．６１％；ＳｒＭＶ的阳性样本数

为０；ＳＣＹＬＶ的阳性样本数为７８个，阳性检出率９３．９８％。采用常规ＰＣＲ和巢式ＰＣＲ技术对采集于广州市增城

区和华南农业大学甘蔗育种基地的３０份果蔗脱毒种苗样本进行宿根矮化病菌（Ｌｘｘ）检测，常规ＰＣＲ检测阳性样本

数为０，巢式ＰＣＲ检测疑似阳性样本数为８，疑似阳性检出率２６．６７％。本研究采用茎尖组织培养脱毒技术培育的

果蔗脱毒种苗能有效脱除果蔗种苗内的ＳＣＭＶ、ＳｒＭＶ和Ｌｘｘ，但ＳＣＹＬＶ的脱除效果有待进一步研究。

关键词　果蔗脱毒种苗；　甘蔗花叶病；　甘蔗黄叶病；　甘蔗宿根矮化病；　分子检测
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　　果蔗是我国南方优势特色经济作物，广东是我

国主要果蔗产区，生产基地主要分布在广州、湛江、

江门、清远、韶关等地区。２０１２年广东省果蔗种植

面积达１．９９万ｈｍ２，总产量１８９．９１万ｔ，占全省当

年甘蔗（含糖蔗）总种植面积的１２．０３％和总蔗茎产

量的１２．９３％
［１］。果蔗生产投入高于糖蔗，但平均



２０１８

单产也明显高于糖蔗，蔗茎产量可达到１２０～１５０ｔ／

ｈｍ２，经济效益较好
［２］。我国种植的果蔗品种主要

以黑皮果蔗‘Ｂａｄｉｌａ’为主，蔗汁味道清甜可口，具有

丰富的营养价值和药用价值，深受广大消费者喜爱。

但由于果蔗品种单一，多年无性繁殖，易受甘蔗花叶

病ｓｕｇａｒｃａｎｅｍｏｓａｉｃｄｉｓｅａｓｅ（ＳＭＤ）、甘蔗黄叶病

ｓｕｇａｒｃａｎｅｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｄｉｓｅａｓｅ（ＳＹＬＤ）和宿根矮化

病ｒａｔｏｏｎｓｔｕｎｔｉｎｇｄｉｓｅａｓｅ（ＲＳＤ）等种苗传播病害

的危害［３５］，造成植株变矮，品质变差，产量降低等严

重问题。甘蔗花叶病主要由甘蔗花叶病毒犛狌犵犪狉

犮犪狀犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＳＣＭＶ）和高粱花叶病毒犛狅狉

犵犺狌犿犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＳｒＭＶ）引起
［６］。甘蔗黄叶病病

原为甘蔗黄叶病毒犛狌犵犪狉犮犪狀犲狔犲犾犾狅狑犾犲犪犳狏犻狉狌狊

（ＳＣＹＬＶ）
［７］。甘蔗宿根矮化病由木质部限制性病

原菌犔犲犻犳狊狅狀犻犪狓狔犾犻ｓｕｂｓｐ．狓狔犾犻（Ｌｘｘ）引起，是甘蔗

主要的细菌病害之一［８］。

近年来，甘蔗花叶病在广西、云南等果蔗产区普

遍发生，其中主栽品种‘黑皮果蔗’发病率高达

１００％，产量下降１２．３％～３３．５％，糖分下降６％～

１４％
［９１１］。甘蔗黄叶病于２００３年首次在广西南宁

的果蔗上发现［１２］，之后李海明等［１３］、周国辉等［１４］

调查发现福建、广西、广东和海南等果蔗主产区普

遍存在果蔗被ＳＣＹＬＶ侵染的情况。本实验室于

２０１６年对采集于广东蔗区的１０６份果蔗样本进

行了ＳＣＭＶ、ＳｒＭＶ和ＳＣＹＬＶ检测，发现ＳＣＭＶ、

ＳｒＭＶ和ＳＣＹＬＶ的阳性检出率分别为９８．１％、９７．２％

和９５．３％。在我国果蔗生产区，甘蔗宿根矮化病的

发生也十分严重。吴夏明等［１５］对６个果蔗品种进

行了Ｌｘｘ检测，结果表明，‘广东黄皮’感染率为

７５％，‘云南红皮’、‘黔蔗０８ ６８８’、‘黔糖３号’和

‘Ｂａｄｉｌａ’检出率均为１００％。杨湛端等
［１６］对广州番

禺１２０个果蔗样本进行了调查，表明‘黑皮果蔗’的

Ｌｘｘ检出率为９３％，‘广东黄皮’的 Ｌｘｘ检出率

为９５％。

脱毒种苗是防治上述种传病害的主要措施，李

松等［１７］报道甘蔗茎尖脱毒苗，甘蔗花叶病病原去

除率为７５％，甘蔗宿根矮化病菌去除率为７０％。

１９９１年我国台湾糖业研究所开始利用组织培养脱

毒技术进行果蔗脱毒种苗的研究，但主要集中在脱

毒种苗的培养及田间生长试验［１８］，而对田间种植

的果蔗脱毒种苗目的病害的跟踪检测却鲜有报道，

因此，难以评估脱毒种苗对各种目标病害的脱除效

果。近年来，本课题组利用茎尖组织培养技术（经

检测原果蔗植株带有甘蔗花叶病、甘蔗黄叶病、宿

根矮化病）培育了一批果蔗脱毒种苗，并在广东蔗

区建立苗圃扩繁。为了监测这批果蔗脱毒种苗的

脱毒效果，我们跟踪取样并对主要目标病害（花叶

病、黄叶病、宿根矮化病）进行分子检测，为客观评

价该批果蔗脱毒种苗的脱毒效果及脱毒技术提供科

学依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集

２０１７年３月－６月分别在广东湛江假植苗圃、

增城一级苗圃、南沙二级苗圃和广州华南农业大学

甘蔗育种基地一级苗圃随机采集果蔗脱毒种苗新叶

下第一片叶，共８３份样本，放于－８０℃储存，用于甘

蔗花叶病和黄叶病检测。

２０１７年５月在广东增城一级苗圃和广州华南

农业大学甘蔗育种基地一级苗圃随机选取１０个月

株龄果蔗脱毒种苗主茎３０份样本，参照沈万宽

等［１９］的方法提取样品蔗汁放于－８０℃储存，用于甘

蔗宿根矮化病检测。

１．２　总犚犖犃和犇犖犃的提取

参照Ｘｉｅ等
［２０］的方法，用改进的ＣＴＡＢ法提取

蔗叶总ＲＮＡ。参照沈万宽等
［１９］的方法，用ＣＴＡＢ

法提取蔗汁总ＤＮＡ。

１．３　甘蔗花叶病和黄叶病的犚犜犘犆犚检测

采用Ｘｕ等
［２１］和许东林等［２２］报道的ＳＣＭＶ、

ＳｒＭＶ和ＳＣＹＬＶ特异性引物（表１），委托上海生工

生物工程有限公司合成。以提取的蔗叶总ＲＮＡ为

模板，使用南京Ｖａｚｙｍｅ生物有限公司的ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ

ＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ进行ＲＴＰＣＲ扩增。扩增体系

为２５．０μＬ：２×ＯｎｅＳｔｅｐＭｉｘ１２．５μＬ，上下游引物

（５μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ１．０μＬ，模板

１．５μＬ，加ＲＮａｓｅｆｒｅｅｕｌｔｒａｐｕｒｅＨ２Ｏ至２５．０μＬ。扩

增程序为：５０℃反转录３０ｍｉｎ；９４℃预变性２ｍｉｎ；

９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个

循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。反应程序结束后，扩增

产物经１％琼脂糖凝胶电泳，在Ｔａｎｏｎ１６００凝胶成

像系统中观察结果并拍照保存。
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表１　犛犆犕犞、犛狉犕犞和犛犆犢犔犞检测所用引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狌狊犲犱犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犛犆犕犞，犛狉犕犞犪狀犱犛犆犢犔犞犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

病毒名称

Ｖｉｒｕｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段大小／ｂｐ

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ

甘蔗花叶病毒 ＳＣＭＶＦ ＧＡＡＧＡＷＧＴＹＴＴＣＣＡＹＣＡＡＫＣＷＧＧＡＡＣ
９０６

ＳＣＭＶ ＳＣＭＶＲ ＡＧＣＴＧＴＧＴＧＴＣＴＣＴＣＴＧＴＡＴＴＣＴＣ

高粱花叶病毒 ＳｒＭＶＦ ＡＣＡＧＣＡＧＡＷＧＣＡＡＣＲＧＣＡＣＡＡＧＣ
８６０

ＳｒＭＶ ＳｒＭＶＲ ＣＴＣＷＣＣＧＡＣＡＴＴＣＣＣＡＴＣＣＡＡＧＣＣ

甘蔗黄叶病毒 ＳＣＹＬＶＦ ＡＡＴＣＡＧＴＧＣＡＣＡＣＡＴＣＣＧＡＧ
６３４

ＳＣＹＬＶ ＳＣＹＬＶＲ ＧＧＡＧＣＧＴＣＧＣＣＴＡＣＣＴＡＴＴ

１．４　甘蔗宿根矮化病菌的犘犆犚检测

１．４．１　常规ＰＣＲ检测

采用Ｐａｎ等
［２３］报道的甘蔗宿根矮化病菌特异性

引物Ｌｘｘ１：５′ＣＣＧＡＡＧＴＧＡＧＣＡＧＡＴＴＧＡＣＣ３′和

Ｌｘｘ２：５′ＡＣＣＣＴＧＴＧＴＴＧＴＴＴＴＣＡＡＣＧ３′进行ＰＣＲ

扩增。引物委托上海生工生物工程有限公司合成。

预期扩增产物长度为４３８ｂｐ。以蔗汁总ＤＮＡ为模板

进行ＰＣＲ扩增，反应体系２０．０μＬ：模板１．０μＬ，１０×

Ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）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，用超纯Ｈ２Ｏ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。ＰＣＲ反应结束后，扩增产物经１．２％琼

脂糖凝胶电泳，在Ｔａｎｏｎ１６００凝胶成像系统中观察

结果并拍照保存。

１．４．２　巢式ＰＣＲ检测

参照沈万宽等［２４］的方法。第一轮扩增采用细

菌ＩＴＳ通用引物ＩＴＳ１：５′ＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ

ＴＡＧＣＣＧＴ３′和 ＩＴＳ２：５′ＧＴＧＣＣＡＡＧＧＣＡＴＣ

ＣＡＣＣ３′进行ＰＣＲ扩增。引物委托上海生工生物

工程有限公司合成，反应体系及扩增程序同１．４．１，

其中退火温度为５６℃，循环３０次。以第一轮扩增

产物为模版，采用宿根矮化病菌特异性引物Ｌｘｘ１／

Ｌｘｘ２进行第二轮ＰＣＲ扩增，反应体系及扩增程序

均同１．４．１。反应结束后，扩增产物经１．２％琼脂糖

凝胶电泳，在Ｔａｎｏｎ１６００凝胶成像系统中观察结果

并拍照保存。

１．５　序列测定与分析

ＲＴＰＣＲ和ＰＣＲ产物核苷酸序列委托上海生

工生物工程有限公司测定，一致性比较在ＮＣＢＩ数据

库中通过ＢＬＡＳＴ程序进行，应用ＤＮＡｓｔａｒＶ７．１软

件进行序列分析。

２　结果与分析

２．１　甘蔗花叶病和甘蔗黄叶病犚犜犘犆犚检测结果

采用ＳＣＭＶ、ＳｒＭＶ和ＳＣＹＬＶ的特异引物对

８３份果蔗脱毒种苗样本进行ＳＣＭＶ、ＳｒＭＶ 和

ＳＣＹＬＶ的ＲＴＰＣＲ检测。结果表明，ＳＣＭＶ的阳

性样本数为３个，阳性检出率为３．６１％，且３个阳性

样本均来自广州市南沙区的二级苗圃，其他苗圃均

未检出阳性样本。ＳＣＹＬＶ的阳性样本数为７８个，

阳性检出率为９３．９８％。本批样本中未检测出

ＳｒＭＶ阳性样本（表２，图１）。

表２　８３份果蔗脱毒种苗犛犆犕犞、犛狉犕犞和犛犆犢犔犞的犚犜犘犆犚检测结果

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犛犆犕犞，犛狉犕犞犪狀犱犛犆犢犔犞犳狉狅犿８３狊犪犿狆犾犲狊狅犳狏犻狉狌狊犳狉犲犲犳狉狌犻狋犮犪狀犲狊犲犲犱犾犻狀犵狊犫狔犚犜犘犆犚

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

种苗类型

Ｓｅｅｄｌｉｎｇｔｙｐｅ

阳性检出率／％　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

甘蔗花叶病毒

ＳＣＭＶ

高粱花叶病毒

ＳｒＭＶ

甘蔗黄叶病毒

ＳＣＹＬＶ

广州市南沙区Ｎａｎｓｈａ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ 二级苗圃 １８．７５（３／１６） ０（０／１６） ９３．７５（１５／１６）

广州市增城区Ｚｅｎｇｃｈｅｎｇ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ 一级苗圃 ０（０／３２） ０（０／３２） ９６．８８（３１／３２）

广州市华南农业大学ＳＣＡＵ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ 一级苗圃 ０（０／１５） ０（０／１５） ８０．０（１２／１５）

广东湛江Ｚｈａｎｊｉａｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ 假植苗圃 ０（０／２０） ０（０／２０） １００（２０／２０）

合计Ｔｏｔａｌ － ３．６１（３／８３） ０（０／８３） ９３．９８（７８／８３）

　　选取的代表性阳性样本经测序及比对，采自广

州市南沙区的‘黑皮果蔗’２号样本的ＳＣＭＶ扩增产

物核苷酸序列（ＭＦ９５７２０２）与ＧｅｎＢａｎｋ中已报道的

中国广东（ＥＦ４１９１７４）、云南（ＦＭ９９７８９０）和阿根廷

（ＥＵ１９６４４８）的ＳＣＭＶ株系或分离物相应区域核苷

酸序列一致性高达９７％～９９％，确认该产物为ＳＣ
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２０１８

ＭＶ核苷酸片段。广州市南沙区的‘黑皮果蔗’１号

样本扩增出的ＳＣＹＬＶ核苷酸序列（ＭＦ９５７２０３）与

ＧｅｎＢａｎｋ中已报道的来自印度（ＫＦ６８００９８）、哥伦比

亚（ＡＦ３６９９２８）的ＳＣＹＬＶ分离物相应区域核苷酸

序列有９９％的一致性，由此证实该产物为ＳＣＹＬＶ

核苷酸片段。

图１　部分果蔗脱毒种苗病毒检测结果

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狏犻狉狌狊犳狉狅犿狊狅犿犲狏犻狉狌狊犳狉犲犲狊犲犲犱犾犻狀犵狊狅犳犳狉狌犻狋犮犪狀犲

图２　部分果蔗脱毒种苗样本宿根矮化病菌巢式

犘犆犚与常规犘犆犚检测结果

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犔狓狓犳狉狅犿狊狅犿犲狏犻狉狌狊犳狉犲犲狊犲犲犱犾犻狀犵狊

狅犳犳狉狌犻狋犮犪狀犲犫狔狀犲狊狋犲犱犘犆犚狅狉犮狅狀狏犲狀狋犻狅狀犪犾犘犆犚

２．２　甘蔗宿根矮化病犘犆犚检测结果

采用引物Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２对３０份果蔗脱毒种苗样

本进行常规ＰＣＲ检测，产物电泳未检测到目的条

带。采用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ２和Ｌｘｘ１／Ｌｘｘ２对３０份果

蔗脱毒种苗进行巢式ＰＣＲ检测，除了阳性对照外，有

８个样本出现与预期目的片段大小一致的条带（条带

极弱，约４３８ｂｐ），且空白对照（无菌水）未出现条带

（图２）。由于目的条带极弱，测序未成功，故将检测出

的８个样本定为疑似宿根矮化病阳性样本，ＲＳＤ疑似

样本阳性检出率为２６．６７％ （表３）。

表３　３０份果蔗脱毒种苗甘蔗宿根矮化病菌犘犆犚检测结果

犜犪犫犾犲３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犔狓狓犳狉狅犿３０狊犪犿狆犾犲狊狅犳狏犻狉狌狊犳狉犲犲

犳狉狌犻狋犮犪狀犲狊犲犲犱犾犻狀犵狊犫狔犘犆犚犪狀犱狀犲狊狋犲犱犘犆犚

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

种苗类型

Ｓｅｅｄｌｉｎｇ

ｔｙｐｅ

阳性检出率／％　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

常规ＰＣＲ

ＣｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＰＣＲ

巢式ＰＣＲ

ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ

广州市华南农业大学

ＳＣＡＵ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ

一级

苗圃
０（０／１５） ２０（３／１５）

广州市增城区

Ｚｅｎｇｃｈｅｎｇ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ

一级

苗圃
０（０／１５） ３３．３３（５／１５）

合计Ｔｏｔａｌ － ０（０／３０） ２６．６７（８／３０）
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３　讨论

世界上已报道的甘蔗花叶病病原有ＳＣＭＶ、

ＳｒＭＶ、ＳＣＳＭＶ（甘蔗线条花叶病毒）、ＭＤＭＶ（玉米

矮花叶病毒）、ＪＧＭＶ（约翰逊草花叶病毒）和ＺｅＭＶ

（玉米花叶病毒）［２５］，但引起我国蔗区甘蔗花叶病的

病原主要为ＳＣＭＶ、ＳｒＭＶ和ＳＣＳＭＶ，且引起糖蔗

和果蔗的花叶病优势病原有所差异，糖蔗上花叶病

的优势病毒为ＳｒＭＶ和ＳＣＳＭＶ
［６，２６２８］，而果蔗上花

叶病的优势病毒为ＳＣＭＶ
［２９３０］，即糖蔗和果蔗进行

花叶病病原脱除时目的病原不同。本研究对８３份

果蔗脱毒种苗进行ＳＣＭＶ、ＳｒＭＶ检测，ＳＣＭＶ阳性

检出率为３．６１％（３／８３），ＳｒＭＶ未检出阳性样品，且

３个ＳＣＭＶ阳性样本均采自广州市南沙区的二级苗

圃，其他采样点均未检测出阳性样品。这３个阳性

样本所携带的ＳＣＭＶ极有可能是外源病毒通过蔗

刀或蚜虫传播至脱毒种苗，种苗自身携带ＳＣＭＶ的

可能性较小。由此说明本批采用茎尖组织培养脱毒

技术培育的果蔗脱毒种苗对果蔗种苗内的ＳＣＭＶ、

ＳｒＭＶ的脱除是有效的。

本研究中，ＳＣＹＬＶ阳性样本检出率高达９３．９８％

（７８／８３），且假植苗圃、一级苗圃、二级苗圃阳性检出

率均较高。相关研究表明，植物病毒基因能够整合

入寄主植物基因组中，如Ｂｅｎｎｅｔｚｅｎ
［３１］指出反转录

功能蛋白可以把 ＲＮＡ 反转录为 ＤＮＡ，从而使

ＰＲＶｓ（植物拟逆转录病毒）整合入寄主植物基因组

中。且当ＰＲＶｓ基因片段侵入含有反式激活蛋白转

基因的植物，此病毒可以利用基因产物来完成侵染

循环［３２］。由于ＳＣＹＬＶ与甘蔗杆状病毒犛狌犵犪狉犮犪狀犲

犫犪犮犻犾犾犻犳狅狉犿狏犻狉狌狊（ＳＣＢＶ）的寄主均为甘蔗，因此怀

疑ＳＣＹＬＶ是否同ＳＣＢＶ一样，能将ＳＣＹＬＶ全部

或部分基因组整合入甘蔗基因组内，和甘蔗基因组

同步进行复制表达，并且利用这种方式进行侵染。

如果推断成立，则ＳＣＹＬＶ是无法应用植物组织培

养技术脱除的。另外，Ｍｉｓｈｒａ等
［３３］研究表明，当以

１．５ｍｍ以下甘蔗茎尖分生组织作为外植体进行组织

培养时，能有效脱除ＳＣＹＬＶ，而当以超过１．５ｍｍ茎

尖分生组织作外植体时，所获得的甘蔗组培苗不能

有效脱除ＳＣＹＬＶ。本研究也有可能在进行甘蔗组

织培养时，所取外植体茎尖分生组织过大，造成不能

有效脱除ＳＣＹＬＶ。建议今后进行果蔗组培脱毒时，

所取外植体不超过１．５ｍｍ。

甘蔗宿根矮化病菌Ｌｘｘ寄生于甘蔗木质部维

管束中，成熟蔗茎的木质部维管束发达，Ｌｘｘ含量较

高，而幼嫩的茎尖分生组织木质部尚未分化形成或

极不发达，因此，Ｌｘｘ不存在或含量极低
［３４］。选取

较小的甘蔗茎尖分生组织作为外植体较易脱除甘

蔗宿根矮化病菌（Ｌｘｘ）。本研究采用常规ＰＣＰ方

法未检测出Ｌｘｘ阳性样本，而应用较常规ＰＣＲ检

测灵敏度大幅度提高的巢式ＰＣＲ技术
［３５３６］，也仅

检测出８个样本有疑似目的条带（测序未成功），假

如这８个均为Ｌｘｘ阳性样品，其携带的Ｌｘｘ的含

量也是极低的。可见本批采用茎尖组织培养脱毒

技术培育的果蔗脱毒苗对种苗内的Ｌｘｘ的脱除是

有效的。
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