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摘要　采用形态学鉴定、特异性引物鉴定及ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析方法，对采自陕西省洛南县白菜的根结线虫进行了

种类鉴定，并结合构建系统发育树，确定了感染洛南县白菜的根结线虫为象耳豆根结线虫。切片观察发现，其会阴

花纹整体呈圆形至卵圆形，线纹较密且平滑，背弓较高，为方形或近圆形，无明显侧线。利用象耳豆根结线虫特异性

引物进行ＰＣＲ扩增，得到大小约２３６ｂｐ的目的条带，说明所鉴定线虫为象耳豆根结线虫。系统发育树结果显示，

所鉴定根结线虫与已知的不同地区象耳豆根结线虫聚为同一进化分支，进一步确定陕西省洛南县采集的根结线虫

为象耳豆根结线虫。本文首次发现并报道了陕西省有象耳豆根结线虫为害，为该线虫的扩散及防治研究奠定了

基础。
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　　全世界线虫种类估计在５０万种以上，其种类数

量仅次于昆虫，位居第二，其中植物寄生线虫是为害

作物的一大类重要生物灾害，仅根结线虫就达９０多

种，可为害３０００多种植物
［１２］。在我国广泛分布的

根结线虫主要包括南方根结线虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀

犮狅犵狀犻狋犪、北方根结线虫犕．犺犪狆犾犪、花生根结线虫犕．

犪狉犲狀犪狉犻犪及爪哇根结线虫犕．犼犪狏犪狀犻犮犪等，陕西分布

的主要种类和全国其他地区基本一致，优势种为南

方根结线虫。近几年，另一种根结线虫逐渐受到人

们重视，即象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻。

象耳豆根结线虫最早在我国海南省儋州市的青

皮象耳豆树根部发现［３］，该线虫具有极强的致病力，

危害性大，寄主范围也很广泛，能克服抗根结线虫的

犕犻基因，对农作物造成毁灭性的灾害
［４］，已被国际上

公认为是最具危害性的植物病原线虫之一，被欧洲和

地中海植物保护组织列为检疫性有害生物Ａ２名

录［５］。象耳豆根结线虫多分布于我国热带及亚热带

地区，在海南省、广东省、福建省等多个省份均有报
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道［６７］。设施大棚与日光温室内冬天土壤温度仍可保

持在０℃以上，使得象耳豆根结线虫的分布逐渐向北方

蔓延，甚至可以越冬［８］。我们对采自陕西省洛南县白菜

根部的根结线虫进行了分离鉴定及分子生物学分析，

确定了在洛南县白菜上危害的根结线虫种类为象耳豆

根结线虫，为准确防治白菜根结线虫病提供了依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集

线虫侵染的白菜采自陕西省洛南县，染病苗放

入封口袋，做好标记带回实验室做进一步鉴定。

１．２　形态学鉴定

会阴花纹切片的制作与观察：将白菜根冲洗干

净后，在体视镜下挑取２０头雌成虫，单头雌成虫移

至滴有４５％乳酸固定液的载玻片上，显微镜下用解

剖刀从虫体后部约１／４处轻轻切下，制作会阴花纹

切片。清水将杂质冲干净后，加上盖玻片［９１０］，

Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜下观察会阴花纹形态并拍照保存。

１．３　分子生物学鉴定

１．３．１　线虫ＤＮＡ提取

从根系挑出的卵及雌成虫先用７５％乙醇消毒，再

用灭菌水清洗３遍后转移至ＰＣＲ管中；每管加去

Ｍｇ
２＋的ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ１６μＬ，２ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ４μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ４０μＬ，液氮冷冻研磨３遍；置于ＰＣＲ仪，６５℃

９０ｍｉｎ，８５℃１０ｍｉｎ，即得到线虫的ＤＮＡ，可直接用于

下一步的ＰＣＲ扩增或－２０℃保存备用。

１．３．２　ＰＣＲ鉴定

采用象耳豆根结线虫特异性引物 ＭｅＦ／ＭｅＲ

进行ＰＣＲ扩增，ＭｅＦ：５′ＡＡＣＴＴＴＴＧＴＧＡＡＡＧＴ

ＧＣＣＧＣＴＧ３′，ＭｅＲ：５′ＴＣＡＧＴＴＣＡＧＧＣＡＧＧＡＴ

ＣＡＡＣＣ３′，ＰＣＲ反应条件为９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

６２℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ
［１１］。

采用ＩＴＳ区引物Ｖ５３６７／２６Ｓ对根结线虫的ｒＤ

ＮＡＩＴＳ进行扩增。Ｖ５３６７：５′ＴＴＧＡＴＴＡＣＧＴＣＣＣＴ

ＧＣＣＣＴＴＴ３′，２６Ｓ：５′ＴＴＴＣＡＣＴＣＧＣＣＧＴＴＡＣＴＡ

ＡＧＧ３′，ＰＣＲ反应条件为９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ
［５］。

１．４　系统发育树构建

将扩增的ｒＤＮＡＩＴＳ区ＰＣＲ产物送至上海生

工生物科技有限公司进行测序（双脱氧核苷酸终止

法Ｓａｎｇｅｒ测序）。测序结果通过ＢＬＡＳＴ与Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中的序列进行同源性比较。下载世界不同地

区象耳豆根结线虫种群基因序列，利用 ＭＥＧＡ６．０

软件，采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统

发育树。

２　结果与分析

２．１　白菜根结线虫病症状

感染根结线虫的白菜生长缓慢，植株矮小，叶片

发黄甚至枯死。受害根系出现膨大的根结，根结呈

近圆形。一条根上出现形状不定、大小不一、表面粗

糙的念珠状根结。这一特征不同于其他根结线虫形

成的根结。根结内有乳白色纺锤状雌成虫，根结外

部附着有大量浅黄色卵囊（图１）。

图１　白菜根结线虫病症状
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２．２　形态学特征

从白菜根结内分离的根结线虫中随机挑选２０头

雌成虫进行形态特征观测。如图２所示，其会阴花纹

整体呈圆形至卵圆形，线纹较密且平滑，背弓较高，为

方形或近圆形，无明显侧线。这些特征与我们从陕西

不同作物上分离的南方根结线虫会阴花纹有差

异［１２１３］，与象耳豆根结线虫会阴花纹特征较吻合，初

步判断感染白菜的根结线虫种类为象耳豆根结线虫。

图２　侵染白菜的根结线虫代表性雌成虫会阴花纹形态
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２．３　分子生物学鉴定

２．３．１　特异性引物扩增结果

从白菜根部随机分离根结线虫的雌成虫，提取

其ＤＮＡ，利用特异性引物进行扩增，均得到大小约

２３６ｂｐ的条带（图３），与文献
［４］报道的大小一致，确

定侵染白菜的根结线虫为象耳豆根结线虫。

图３　根结线虫特异性引物扩增结果
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２．３．２　ＩＴＳ区扩增与系统发育树构建

对本试验分离的根结线虫ＤＮＡ采用ＩＴＳ区引

物扩增，得到大小约７７０ｂｐ的目的条带，将ＰＣＲ扩

增产物测序，序列简称为ＭＥＳＨＸ，在ＮＣＢＩ上进行

ＢＬＡＳＴ 比对，结果显示，与 ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＫＸ８２３３８０（福建象耳豆根结线虫）、ＫＰ４１１２２７（台湾

象耳豆根结线虫）等序列同源性高达９９．９％，因此

可以确认陕西洛南白菜上分离的根结线虫为象耳豆

根结线虫。

下载国内外不同地区象耳豆根结线虫序列（表

１）进行聚类分析，以南方根结线虫为外群，构建系统

发育树。

表１　象耳豆根结线虫种群系统进化分析中引用的其他序列信息

犜犪犫犾犲１　犗狋犺犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犻狀狋犺犲狆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犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

中文名及拉丁学名

ＣｈｉｎｅｓｅｎａｍｅａｎｄＬａｔｉｎｎａｍｅ

采集地

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

寄主植物

Ｈｏｓｔｐｌａｎｔ

ＭＫ８９４０２１ 象耳豆根结线虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 印度 番石榴

ＫＵ６６６３９４ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 墨西哥 仙人掌

ＭＫ３９６８４４ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 墨西哥 咖啡树

ＫＰ４１１２２７ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国台湾 番石榴

ＭＦ４６７２７８ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国福建 生姜

ＭＧ５２０１８４ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国安徽 栀子花

ＫＸ８２３３９７ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国福建 番石榴

ＫＴ３５４５７０ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国福建 香蕉

ＫＸ８２３３８０ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国福建 辣椒

ＧＱ８７０２５５ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国广东 花叶竹芋

ＫＹ３８６２９９ 象耳豆根结线虫犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻 中国海南 番茄

ＣＫ２３３９７８ 南方根结线虫犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪 美国 番茄

图４　基于犐犜犛序列构建的象耳豆根结线虫种群系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狊犪犿狅狀犵犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犐犜犛
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　　从图４可以看出，本试验分离的ＭＥＳＨＸ根结

线虫与南方根结线虫的遗传距离较大，分为两支，可

将两者区分。ＭＥＳＨＸ根结线虫与已知的不同地

区象耳豆根结线虫聚为同一进化分支，由此可以确

定，从陕西洛南采集的根结线虫为象耳豆根结线虫。

３　结论与讨论

根结线虫不同种类之间形态十分相似，鉴定难

度较大。在分子生物学鉴定方法出现之前，根结线

虫种类鉴定主要通过雌成虫会阴花纹的特征来进

行。根结线虫的会阴花纹不会发生明显变化，是一

种较为可靠的鉴别方法。但长时间的进化及生活环

境的变化，会阴花纹也可能会发生一定的变异，使得

鉴定结果不准确，因此就需要利用分子生物学方法

进一步确认。本文利用象耳豆根结线虫特异性引物

对白菜上根结线虫ＤＮＡ进行了ＰＣＲ扩增，结果得

到大小约２３６ｂｐ的目的条带，对ｒＤＮＡＩＴＳ序列与

ＧｅｎＢａｎｋ里已知象耳豆根结线虫的序列及南方根结

线虫序列做了系统发育树分析，可以看出陕西象耳

豆根结线虫与其他地区象耳豆根结线虫聚为一支，

而与南方根结线虫分为两支，进一步确定了侵染白

菜的根结线虫为象耳豆根结线虫。

象耳豆根结线虫多发生于我国广东、福建及海

南等地区，主要寄主作物为番石榴。２００８年首次

在广东省的南瓜上发现了该线虫［８］，２０１３年首次

报道了福建省番石榴上该线虫的发生与危害［１４］，

２０１５年云南省首次发现该线虫为害辣椒根系
［１５］，

２０１５年湖南省辣椒上首次发现象耳豆根结线

虫［１６］，可见象耳豆根结线虫由热带地区向亚热带

地区蔓延的速度在不断加快。本研究在陕西省发

现了象耳豆根结线虫，这是首次在我国亚热带及热

带地区之外的省份发现该线虫，并且十字花科

Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ的白菜是该线虫的寄主新记录。象耳

豆根结线虫对寄主植物具有极强的毒性，寄主范围

广，相关检疫检验部门及农业部门应给予高度重

视，加强该线虫的预警与监控工作。在此基础上，

了解该线虫的分布区域及潜在寄主，为采取有效的

防治措施提供理论依据。
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