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摘要　根结线虫病是严重危害湖南柑橘生产的主要病害，快速准确地进行病原线虫鉴定，从而制定针对性的防治措

施，对柑橘产业的稳定发展至关重要。运用形态学和分子生物学技术对湖南永州地区柑橘根结线虫进行病原种类

鉴定，确定其为番禺根结线虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲狆犪狀狔狌犲狀狊犻狊。通过引物设计与筛选，建立了番禺根结线虫特异性ＰＣＲ检

测技术。结果表明，该检测方法特异性好，灵敏度高，操作简单，能有效地从多种根结线虫中特异性检测出番禺根结

线虫，为柑橘病原线虫的快速检测鉴定提供技术支撑。

关键词　柑橘根结线虫；　种类鉴定；　番禺根结线虫；　特异性ＰＣＲ检测
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　　根结线虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲ｓｐｐ．是植物病原线虫中

寄主范围最广、危害最严重的一类线虫，在世界各地

都有分布，是全球性的重要植物病原物，每年造成的

经济损失超过８０亿美元
［１］。根结线虫种类繁多，目

前国际上已报道的根结线虫种类已超过１００种。我

国地处温带和亚热带，线虫种类多，对农林业生产危

害严重。近年来，随着线虫鉴定技术特别是分子生

物学检测技术的快速发展，越来越多的根结线虫种

类被发现。迄今为止，在中国有记载的根结线虫种

类已经超过３０种
［２３］。由于不同根结线虫种类对作

物危害特性不同，开展根结线虫病原种类鉴定和建

立特异性的快速检测方法，有助于明确其发生发展

规律，为有效防治根结线虫病害提供技术支撑。

柑橘是湖南地区重要经济作物，其生产过程中
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会受到多种植物线虫危害［４６］，根结线虫就是其中

危害严重的病原线虫之一［７］。柑橘根结线虫病主

要分布在澳大利亚、印度、中国、以色列和苏里南

等国家。在国内，湖南、湖北、广东、广西、四川、浙

江、江西、福建和台湾等省（自治区）均有发生和危

害。柑橘根结线虫主要侵染柑橘新根，使新根尖端

膨大或变成大小不等的根结，不能正常伸长，严重

受害的甚至形成须根团，交错扭曲形成“根饼”。

地上部分表现出植株矮小或树势衰退，叶片短小、

逐渐黄化、脱落，顶端嫩枝凋萎。侵染柑橘的根结

线虫种类多，据报道目前已发现有１４种根结线虫

危害柑橘［８］。

不同地区柑橘根结线虫病原种类存在一定的差

别，廖月华报道江西地区危害柑橘的根结线虫主要

为南方根结线虫犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪和爪哇根结线虫犕．

犼犪狏犪狀犻犮犪，除此之外，还报道有东海根结线虫 犕．

犱狅狀犵犺犪犻犲狀狊犻狊、简阳根结线虫犕．犼犻犪狀狔犪狀犵犲狀狊犻狊和柑

橘根结线虫犕．犮犻狋狉犻等
［９１１］。周志军等［１２］曾报道湖

南衡东地区柑橘根结线虫病发生危害严重，但并未

对其病原种类进行鉴定。近年来，随着柑橘种苗的

调运，湖南地区柑橘根结线虫病害发生面积逐年增

加，根结线虫严重危害到很多新建果园及苗圃。开

展柑橘根结线虫病原种类鉴定，研发其特异性快速

检测鉴定技术，对开展柑橘根结线虫病的抗病育种、

植物检疫以及制定相应的防治策略都具有非常重要

的意义。

１　材料与方法

１．１　供试虫源

番禺根结线虫犕．狆犪狀狔狌犲狀狊犻狊种群从湖南省永

州市农科所柑橘园采集的感病柑橘根中分离获得。

根结线虫采用浅盘法［８］分离。取带根结的柑橘根组

织，剪成２～３ｃｍ长度，包在纱布内，放在不锈钢线

虫筛网中，放置于浅盆中，加水至淹没根。２５℃保持

３～４ｄ，去掉筛网，浅盆内的线虫悬浮液通过４０目

和６００目线虫筛，小流水冲洗并收集８００目筛网上

的线虫形成线虫浓集液。分离纯化的线虫部分放置

于４℃冰箱中保存备用，用于ＩＴＳＰＣＲ扩增与序列

测定。其余接种到预先培养在灭菌土中的花生苗

上，温室扩繁保存。

１．２　病原线虫形态观察

观察雌虫、雄虫及２龄幼虫（Ｊ２）的形态特征，并

测量特征值，共测量２０条。拔取采集的感病柑橘

根，以清水轻洗根，在解剖镜下用解剖针剖开根结，

挑出雌虫置于装有无菌水的培养皿中。同时观察卵

囊周围，将黏附的雄虫挑出置于装有无菌水的培养

皿中。２龄幼虫采用卵囊孵化法，从病根上收集卵

囊，将其放置在自制的钢丝网中，钢丝网放于装有无

菌水的培养皿中，室温放置１～２ｄ，收集新孵化的２

龄幼虫。收集的雌虫、雄虫和２龄幼虫用于形态学

鉴定。线虫鉴定都采用活体观察，观察头部特征、尾

部特征等，并制作成临时玻片标本。并参照冯志新

等［１３１５］的方法制作会阴花纹，做成临时装片，利用

Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜（ＢＸ５１型）观察雌虫会阴花

纹。主要计测指标为体长、口针长、口针基部球宽、

背食道腺开口至口针基部球的距离（ＤＥＧＯ）、尾长。

根据线虫的形态特征及测量数据，核对有关文献资

料，初步判断其种类。

１．３　犐犜犛犘犆犚序列分析

利用ＩＴＳＰＣＲ技术对采集到的柑橘上的病原线

虫进行分子鉴定。ＩＴＳ区序列扩增引物参考Ｖｒａｉｎ

等［１６］及ＧｅｎＢａｎｋ中根结线虫序列进行设计，Ｆ：５′

ＴＴＧＡＴＴＡＣＧＴＣＣＣＴＧＣＣＣＴＴＴ３′和Ｒ：５′ＴＴＴ

ＣＡＣＴＣＧＣＣＧＴＴＡＣＴＡＡＧＧ３′扩增线虫的ｒＤＮＡ

ＩＴＳ区，扩增片段大小约８７０ｂｐ。

采用单条２龄幼虫ＰＣＲ扩增，单条线虫ＤＮＡ

的提取参照Ｓｏｎｇ等
［１７］的方法并稍加改进。挑取消

毒清洗后的单条病原线虫Ｊ２ 放入内盛有８μＬ

ｄｄＨ２Ｏ和１μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋ｆｒｅｅ）的灭菌

０．２ｍＬＰＣＲ管中，放入液氮中冷冻１ｍｉｎ，置于

８５℃下２ｍｉｎ，重复４～５次；加入蛋白酶Ｋ，使蛋白

酶终浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ。混匀后，６５℃温育６０ｍｉｎ，

９５℃灭活１０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，取上清

液为模板进行ＰＣＲ扩增。２５μＬ反应体系中其他

试剂参照萨姆布鲁尔等［１８］。扩增条件为：９４℃

５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３５个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物用１．０％琼

脂糖凝胶电泳检测。割胶回收ＰＣＲ产物并进行连

接、转化，筛选阳性克隆，提取质粒送至上海生工

公司测序。测得的序列ＧｅｎＢａｎｋ进行在线ＢＬＡＳＴ

和聚类分析。

１．４　番禺根结线虫犕．狆犪狀狔狌犲狀狊犻狊特异性检测

１．４．１　特异性引物设计

根据获得的ＩＴＳ序列，从ＧｅｎＢａｎｋ选用不同种
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类根结线虫ＩＴＳ序列，利用ＤＮＡＭＡＮ软件进行比

对分析，设计番禺根结线虫ＩＴＳ区特异性检测引物，

ＭｐＦ：５′ＧＴＴＴＴＣＧＧＣＣＣＧＣＡＡＣＡＴＧＴ３′，Ｍｐ

Ｒ：５′ＣＡＣＣＧＣＣＴＴＧＣＧＴＡＡＡＣＴＣＣ３′，预期扩增

片段大小为４０９ｂｐ。利用设计的特异性引物，采用单

条线虫ＰＣＲ扩增，扩增条件：９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５８℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，

４℃保存。用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，

是否出现预期的单一条带，以检测引物的扩增效率。

１．４．２　引物特异性检测

分别提取实验室保存的南方根结线虫犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪、

北方根结线虫犕．犺犪狆犾犪、象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉

狅犾狅犫犻犻、爪哇根结线虫犕．犼犪狏犪狀犻犮犪、拟禾本科根结线

虫犕．犵狉犪犿犻狀犻犮狅犾犪、柑橘半穿刺线虫犜狔犾犲狀犮犺狌犾狌狊

狊犲犿犻狆犲狀犲狋狉犪狀狊、咖啡短体线虫犘狉犪狋狔犾犲狀犮犺狌狊犮狅犳犳犲犪犲、

松材线虫犅狌狉狊犪狆犺犲犾犲狀犮犺狌狊狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊、矮化线虫

犜狔犾犲狀犮犺狅狉犺狔狀犮犺狌狊ｓｐｐ、双宫螺旋线虫犎犲犾犻犮狅狋狔犾犲狀

犮犺狌狊犱犻犺狔狊狋犲狉犪和燕麦真滑刃线虫犃狆犺犲犾犲狀犮犺狌狊犪狏犲

狀犪犲的基因组ＤＮＡ，将其与番禺根结线虫的基因组

ＤＮＡ分别作为扩增模板进行ＰＣＲ扩增，验证所设

计引物的特异性。同时加入内标引物 Ｄ２Ａ：５′

ＡＣＡＡＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＧＧＡＡＡＧＴＴＧ３′，Ｄ３Ｂ：５′

ＴＣＧＧＡＡＧＧＡＡＣＣＡＧＣＴＡＣＴＡ３′扩增线虫的

２８ＳｒＤＮＡＤ２／Ｄ３区序列，验证线虫ＤＮＡ的提取质

量。扩增结果利用琼脂糖凝胶电泳进行检测，观察

是否只有番禺根结线虫获得特异性扩增条带。

１．４．３　引物灵敏度检测

分别提取１５、１０、５、１条番禺根结线虫２龄幼虫

（Ｊ２）的ＤＮＡ，并将１条Ｊ２的ＤＮＡ按１０倍浓度梯度

稀释成５个梯度，进行引物灵敏度检测。

１．４．４　多重ＰＣＲ反应特异性验证

将１条番禺根结线虫与１条南方根结线虫或象

耳豆根结线虫进行混合，分别提取混合线虫的

ＤＮＡ，利用番禺根结线虫特异性引物ＭｐＦ／ＭｐＲ，

南方根结线虫特异性引物 ＭＩＦ／ＭＩＲ（ＭＩＦ：ＧＴ

ＧＡＧＧＡＴＴＣＡＧＣＴＣＣＣＣＡＧ 和 ＭＩＲ：ＡＣＧＡＧ

ＧＡＡＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＣＧＴＣＣ）或象耳豆根结线虫

特异性引物 ＭｅＦ／ＭｅＲ（ＭｅＦ：５′ＡＡＣＴＴＴＴＧＴ

ＧＡＡＡＧＴＧＣＣＧＣＴＧ３′和 ＭｅＲ：５′ＴＣＡＧＴＴＣＡ

ＧＧＣＡＧＧＡＴＣＡＡＣＣ３′）进行多重ＰＣＲ特异性检

测验证。

２　结果与分析

２．１　柑橘根结线虫形态观察

对湖南永州柑橘上分离的根结线虫群体显微观

察结果表明：雌虫白色，球形至梨形，有明显的颈部，

颈部环纹清晰，体后部环纹不明显，排泄孔位于近中

食道球处，口针发达，基部球粗大，会阴花纹卵圆形，

线纹平滑，背弓较低，无明显侧线（图１ａ、ｂ）。雄虫

蠕虫状，头部稍缢缩，体表环纹明显，具有较大的唇

盘，唇区无环纹，口针发达，椎体部、杆状部和基部球

界限明显，中食道球大，椭圆形。尾部短而钝圆，向

腹部弯曲，交合刺强壮，稍向前弯曲（图１ｃ、ｄ）。２龄

幼虫蠕虫形，两端较细，体表具明显细纹，头部与体

部界限明显，口针细长，椎体部与基部分界明显，尾

部渐细，端部较尖，透明区明显（图１ｅｇ）。雌虫、雄

虫及２龄幼虫主要形态测量值见表１，每种虫态测

量标本数为２０个（狀＝２０）。

表１　柑橘病原线虫主要形态测量值

犜犪犫犾犲１　犕犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狊狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮狀犲犿犪狋狅犱犲狅狀犮犻狋狉狌狊

虫态

Ｓｔａｇｅ

体长／μｍ

Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ

最大体宽／μｍ

Ｍａｘｉｍｕｍｂｏｄｙｄｉａｍｅｔｅｒ

口针长／μｍ

Ｓｔｙｌｅｔｌｅｎｇｔｈ

ＤＧＯ／μｍ

Ｄｏｒｓａｌｇｌａｎｄｏｒｉｆｉｃｅｔｏｓｔｙｌｅｔ

尾长／μｍ

Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ

雌成虫

Ｆｅｍａｌｅ

６１７±８５

（４７６～７２１）
４５６±３５

（４３０～５２５）
１３．１±０．７

（１２．８～１４．９）
１０．３±１．５

（８．６～１３．２）
－

雄成虫

Ｍａｌｅ

１８９７±９１　
（１７３０～２０２３）

４５．５±１．９

（４４．５～５０．５）
２４．７±１．３

（２２．０～２７．５）
５．８±０．９

（４．９～６．８）
－

２龄幼虫

Ｓｅｃｏｎｄｓｔａｇｅｊｕｖｅｎｉｌｅｓ

４１０±１７

（３５５～４５３）
１６．８±１．３

（１５．５～１８．６）
１４．５±０．８

（１３．６～１５．２）
４．０±０．４

（３．２～４．５）
５４．４±４．８　
（４８．０～５８．５）

２．２　柑橘根结线虫狉犇犖犃犐犜犛序列扩增与种类鉴定

２．２．１　ＰＣＲ扩增与电泳检测

利用线虫通用引物对柑橘根结线虫的ｒＤＮＡ

ＩＴＳ区进行ＰＣＲ扩增和电泳检测，结果表明扩增条

带在８７０ｂｐ左右，与预期片段大小一致（图２）。

２．２．２　序列测定与系统发育分析

将扩增的产物进行割胶回收、克隆与序列测定，

并将测定结果在ＧｅｎＢａｎｋ上进行在线ＢＬＡＳＴ，结
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果显示与番禺根结线虫同源性最高，达９９．９％。从

其聚类分析图也可以看出，其与番禺根结线虫亲缘

关系最近（图３），结合线虫形态学鉴定结果，表明柑

橘根中分离到的病原线虫为番禺根结线虫犕犲犾狅犻犱

狅犵狔狀犲狆犪狀狔狌犲狀狊犻狊。

图１　柑橘病原线虫形态

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狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮

狀犲犿犪狋狅犱犲狅狀犮犻狋狉狌狊

图２　待鉴定线虫犐犜犛区犘犆犚扩增产物

１％琼脂糖电泳结果

犉犻犵．２　１％犪犵犪狉狅狊犲犲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

狉犇犖犃犐犜犛狉犲犵犻狅狀犳狉狅犿狌狀犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱狀犲犿犪狋狅犱犲狊

图３　基于根结线虫狉犇犖犃犐犜犛区序列构建的系统发育树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲狊狆犲犮犻犲狊

犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊

２．３　番禺根结线虫特异性检测

２．３．１　引物特异性检测

以番禺根结线虫和１１种其他植物线虫ＤＮＡ为

模板进行ＰＣＲ扩增，验证所设计引物ＭｐＦ／ＭｐＲ的

特异性，以内标引物Ｄ２Ａ／Ｄ３Ｂ检测线虫的提取质量，

ｒＤＮＡＩＴＳ区的特异性扩增片段大小为４０９ｂｐ，２８Ｓ

ｒＤＮＡＤ２／Ｄ３区的片段扩增大小为７７０ｂｐ，检测结

果表明，２个番禺根结线虫样本经特异性引物扩增

均获得约４０９ｂｐ大小的特异性条带，而其他线虫只

扩增得到约７７０ｂｐ大小的条带（图４）。

图４　番禺根结线虫犘犆犚特异性检测

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犘犆犚犪狊狊犪狔犳狅狉犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲狆犪狀狔狌犲狀狊犻狊
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２．３．２　引物灵敏度检测

分别以１５条、１０条、５条、１条、１０－１条、１０－２条、

１０－３条、１０－４条、１０－５条Ｊ２的ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ

扩增，结果显示当扩增模板ＤＮＡ大于１条线虫时，

能扩增到明亮的条带，将单条Ｊ２的ＤＮＡ稀释１０倍

后也能检测到目的条带（图５），表明引物具有较高

的灵敏度。

２．３．３　多重ＰＣＲ检测验证

多重ＰＣＲ检测结果表明：利用不同引物组合物

进行ＰＣＲ扩增，不管模板中是否含有其他种类线虫

ＤＮＡ，只要ＤＮＡ模板中含有番禺根结线虫ＤＮＡ，

能扩增到明亮的目的条带（图６）。表明建立的番禺

根结线虫特异性检测鉴定方法能有效的对番禺根结

线虫进行特异性检测鉴定。

图５　番禺根结线虫特异性犘犆犚的灵敏度检测

犉犻犵．５　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狊狊犲狊狊犿犲狀狋狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳

犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲狆犪狀狔狌犲狀狊犻狊

图６　多重犘犆犚检测鉴定番禺根结线虫

犉犻犵．６　犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲狆犪狀狔狌犲狀狊犻狊

３　结论与讨论

柑橘是湖南主要经济作物，种植过程中病虫害

危害严重，植物寄生线虫是柑橘上的重要病原物，一

些重要植物寄生线虫会引起果树生产迟缓、衰退，导

致产量和品质严重下降。全球范围内发现侵染危害

柑橘的线虫有４０多种，其中危害最严重的有柑橘半

穿刺线虫犜．狊犲犿犻狆犲狀犲狋狉犪狀狊、香蕉穿孔线虫犚犪犱狅狆

犺狅犾狌狊狊犻犿犻犾犻狊、根腐线虫犘狉犪狋狔犾犲狀犮犺狌狊ｓｐｐ．和根结线

虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲ｓｐｐ．。在我国，柑橘根结线虫危害

严重，种类多。已报道的侵染柑橘的根结线虫有１４

种，其中１３种根结线虫在中国有分布
［５］。随着农业

结构的调整和机械化生产的发展，根结线虫病害扩

散蔓延迅速，发生逐年加重，情况复杂多变，往往多

种病害、多种线虫混合侵染危害。而植物线虫病原

种类鉴定是从事线虫病害研究的前提和基础。如何

快速准确地进行病原线虫鉴定，从而制定有针对性

的防治措施，以确保柑橘产业的稳定发展至关重要。

本研究针对采自湖南永州地区柑橘上的根结线虫病

原种类进行鉴定。经形态学和分子生物鉴定表明该

病原线虫为番禺根结线虫。番禺根结线虫最早在广

东省番禺县的花生上分离获得［１９］，此后，该线虫在

海南的番石榴和胡椒上也被检测到［２０２１］。这是首次

在湖南地区发现该线虫危害柑橘，之前未见有番禺

根结线虫侵染柑橘的相关研究报道。

传统的根结线虫鉴定方法主要是根据形态特征

测量值、雌虫会阴花纹、鉴别寄主反应等。然而由于

环境条件和寄主的不同，形态测量值会有较大变化，

不同种间根结线虫形态测量值重叠现象严重，同种

根结线虫雌虫会阴花纹也有较大差异，所以，单纯通

过形态特征鉴定很容易出现错误诊断。寄主鉴别反

应对４种常见的根结线虫十分可靠，但是不能用于

其他种的鉴定，且工作量大，鉴别寄主试验周期长，

也未能对混合种群作出直接的判断。特别是随着根

结线虫的新寄主和新种类的不断发现，使得常规形

态学鉴定和诊断变得越加困难，已经不能满足现在

快速而准确鉴定的要求。同工酶电泳分析是一种快

速准确的鉴定方法，但是由于细胞中的蛋白表达受

线虫发育和环境因素的影响较大，给鉴定带来一定

的困难，此外，同工酶鉴定技术很难实现单条Ｊ２ 的
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准确鉴定。随着分子生物学技术的发展，基于ＤＮＡ

差异和ＰＣＲ技术的分子生物学鉴定方法目前已经

成为植物线虫新种鉴定与揭示种间差异的重要手

段［２２］。ＩＴＳ是核糖体ＤＮＡ中内转录间隔区，拷贝

数多，同时包含保守和变异序列，并且受外界环境因

素的影响较小，具有种内高度保守而种间具有不同

程度变异的特点，是植物线虫ＰＣＲ分类鉴定中广泛

应用的理想遗传靶标。采用ＰＣＲ方法对根结线虫

某段具有种特异性的ＤＮＡ进行序列分析，能快速

准确地鉴定根结线虫种类。本研究建立了番禺根结

线虫ＩＴＳ区特异性ＰＣＲ快速检测技术体系，采用了

线虫ｒＤＮＡ的内转录间隔区序列设计引物，能够高

效地从多种根结线虫中特异性扩增出番禺根结线虫

ＩＴＳ区序列片段。该特异性ＰＣＲ检测技术与传统

的形态学或同工酶电泳技术方法相比，具有操作简

单、特异性强以及灵敏度高的特点，其灵敏度甚至达

到了０．１条Ｊ２，完全实现了单条番禺根结线虫特异

性快速检测。该方法的建立有效弥补了传统鉴定方

法的不足与缺陷，为柑橘根结线虫病的检测及防治

预警提供有效的技术支撑。
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