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摘要　为明确河南省温县铁棍山药病原线虫种类，在温县铁棍山药种植区采集有明显症状的块茎进行线虫分离，观

察线虫的雌、雄成虫的形态特征，并扩增ｒＤＮＡ的２８ＳＤ２Ｄ３序列对其进行分子生物学鉴定。结果表明，从山药块

茎中分离出的根腐线虫形态学特征及测量指标与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基本一致，其２８ＳＤ２Ｄ３序

列与犘．犮狅犳犳犲犪犲相似性达９９．８７％～１００％。本研究明确了河南省温县地区铁棍山药根腐线虫为咖啡短体线虫，为

山药线虫病的鉴别及防控提供了科学依据。
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产于河南怀区（温县、沁阳、武陟等地），是山药中的

优良品种［１２］，在河南、河北、山东等山药主产区广泛

种植，是我国种植面积最大的山药品种。铁棍山药

地下块茎的营养成分和药用成分含量很高，品质极

佳，深受广大消费者青睐［３］，市场前景广阔。

目前，我国发现的危害山药的线虫主要分为

两个属，分别是根结线虫属犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲和短体

线虫属犘狉犪狋狔犾犲狀犮犺狌狊
［４］。根结线虫主要危害山药

的根系和块茎，受害植株前期地上部分无明显症

状；中后期叶片变小，严重时叶片变黄脱落。在

线虫侵入点周围凸起，产生如米粒大小的根结，

严重时多个根结愈合形成疙瘩，块茎生长点受到

损伤，影响其膨大及发育。短体线虫也被称为根

腐线虫（ｒｏｏｔｒｏｔｎｅｍａｔｏｄｅ），初期危害山药的种薯

和幼根，在侵染点附近可形成小的枯斑，严重时

联合形成黑色复合病斑，导致根系死亡；后期主

要危害山药块茎，先形成浅褐色小点，随后转变

为近圆形或不规则形的褐色病斑，受害的块茎病

斑形成大片黑褐色斑块，引起山药块茎的腐烂，
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严重影响山药的产量与品质。

根腐线虫病引起的我国山药损失主要是由穿刺

短体线虫犘．狆犲狀犲狋狉犪狀狊
［５］、薯蓣短体线虫犘．犱犻

狅狊犮狅狉犲犪犲
［６］、咖啡短体线虫犘．犮狅犳犳犲犪犲

［７］造成。由于

根腐线虫存在种内变异、种间形态相似等特点，常造

成形态鉴定结果不准确［８１０］，需结合分子标记技术

对其进行进一步鉴定。线虫的ｒＤＮＡＬＳＵＤ２Ｄ３

区作为种间相对稳定的序列，已广泛应用于线虫的

种类鉴定［１１］。从广西淮山［１２］、瑞昌山药［１３］及山西

省窖藏薯蓣［１４］块茎中分离鉴定出寄生病原咖啡短

体线虫至今，未见其他有关山药根腐线虫病的报道。

２０２０年１１月我们对温县铁棍山药种植区的山药根

腐线虫病害进行了发病症状观察以及病原鉴定，旨

在明确铁棍山药根腐线虫病的病原种类，为根腐线

虫的防治提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

供试病样：２０２０年１１月在河南温县中西部的

张寺村、祥云镇村、韩郭作村的三块山药种植地采集

具有典型根腐线虫病症状的山药块茎，其中每块种

植地取样各２份，共采集样本６份，编号为 ＷＸ１～

ＷＸ６。收获时，每块地随机选择５个区域，每个区

域共５０株山药进行调查，观察并统计其根腐线虫发

病率。样品带回实验室进行线虫分离。

１．２　根腐线虫病的田间症状观察

将采集的山药样本 ＷＸ１～ＷＸ６用自来水冲

洗后稍微晾干，观察其块茎症状并拍照（索尼ＩＬＣＥ

７ＲＭ３）。

１．３　根腐线虫分离及固定

取根腐线虫病害山药块茎用清水洗干净，切成

小块后，采用改良贝曼漏斗法分离线虫，将得到的线

虫提取液置于６５℃水浴中２ｍｉｎ，后放在室温自然

冷却。随后用甲醛 冰醋酸（ＦＡ）固定液（４０％甲醛

１０ｍＬ，冰醋酸１ｍＬ，加蒸馏水至１００ｍＬ）将线虫固

定［１５］。

１．４　根腐线虫的形态学鉴定

在载玻片上加一滴水，将固定好的线虫用解剖

针挑取１～２条置于水中，封盖盖玻片后，小心吸取

多余的水，贴上标签后用于普通光学显微镜观察拍

照（ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５１），并对虫体相关部位进行测

量和记录，采用德曼氏公式（ＤｅＭａｎ）计算形态测量

值，比对有关文献资料鉴定其种类［１５１７］。

１．５　根腐线虫种类的分子鉴定

线虫ＤＮＡ的提取：病原线虫ＤＮＡ的提取方法

参照黄金玲等［１２］。在显微镜下，吸取线虫１条至具

有１００μＬ去离子水的载玻片上，反复漂洗３次，而

后将线虫转移至含有１６μＬ去离子水的１．５ｍＬ离

心管中，加入２μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，放入液氮中

１ｍｉｎ，转入９５℃水浴锅中加热２ｍｉｎ，反复冻融

３次后，加入１μＬ１ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶Ｋ，置于６５℃

水浴锅中１～２ｈ，９５℃条件下保温１０ｍｉｎ，使蛋白酶

失活。取出后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ取上清液用

于ＰＣＲ扩增或者置于－２０℃保存备用。

特异片段扩增：引物委托生工生物工程（上海）

股份有限公司合成，引物对分别为 Ｄ２Ａ／Ｄ３Ｂ和

ＰＣ２８ｓＦ／ＰＣ２８ｓＲ。反应体系及扩增条件如下：

２５μＬ体系包括ＤＮＡ提取物２μＬ，上下游引物各

０．５μｍｏｌ／Ｌ，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，

１．５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ 以及０．７５Ｕ犜犪狇ＤＮＡ 酶。

Ｄ２Ａ（５′ＡＣＡＡＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＧＧＡＡＡＧＴＴＧ３′）／

Ｄ３Ｂ（５′ＴＣＧＧＡＡＧＧＡＡＣＣＡＧＣＴＡＣＴＡ３′）对根

腐线虫核糖体ＤＮＡ的２８ＳＤ２Ｄ３区进行扩增
［１１］，

扩增条件为９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃

１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃５ｍｉｎ。选用Ｂｅｌｌ等
［１８］设计

的根腐线虫特异性引物ＰＣ２８ｓＦ（５′ＣＣＧＴＧＡＧＧ

ＧＡＡＡＧＴＴＧＡＡＡＡ３′）／ＰＣ２８ｓＲ（５′ＧＣＴＣＣＴＡ

ＡＣＧＧＡＡＡＣＧＴＴＣＡ３′）对线虫基因组 ＤＮＡ 的

２８ＳｒＤＮＡ进行扩增，扩增条件为９４℃５ｍｉｎ；９４℃

１０ｓ，６２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环；７２℃５ｍｉｎ。

取５μＬＰＣＲ产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，

剩余产物于－２０℃保存备用。

２８ＳｒＤＮＡ目的片段测序：ＰＣＲ产物用凝胶回

收试剂盒（ＴａＫａＲａ９７６２）进行纯化回收后，连接至

ｐＭＤ１９Ｔ克隆载体（ＴａＫａＲａ６０１３），再将连接产物

转入感受态细胞ＤＨ５α中，得到阳性克隆后，使用

ＴＩＡＮＧＥＮＤＰ１０３试剂盒提取质粒，送往生工生物

工程（上海）股份有限公司进行测序，将所得目的片

段序列在ＮＣＢＩ进行ＢＬＡＳＴ比对。

系统进化分析：测序结果于 ＧｅｎＢａｎｋ进行

ＢＬＡＳＴ相似性分析后，从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载

同源性较高的相关根腐线虫种群的ｒＤＮＡ２８ＳＤ２

Ｄ３区序列，使用 ＭＥＧＡ软件中的ＣｌｕｓｔａｌＷ 工具

对序列进行比对分析［１９］，选用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ
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ｊｏｉｎｉｎｇ）构建供试病原线虫与其他根腐线虫ｒＤＮＡ

２８ＳＤ２Ｄ３区序列进化树，分析根腐线虫亲缘性，发

育树中以禾谷孢囊线虫犎犲狋犲狉狅犱犲狉犪犪狏犲狀犪犲作为属

外种参考。

２　结果与分析

２．１　铁棍山药根腐线虫病症状

在温县铁棍山药种植区，根腐线虫病在山药整

个生育期均可发病，一般近收获期１１月中下旬发病

最为严重，且连作地块较新种植地块发病更重。三

块山药种植地中，祥云镇村为一年连作（１２００ｍ２），

张寺村（３３３３ｍ２）和韩郭作村（６６６７ｍ２）为首次

耕种。经调查统计，三地区的根腐线虫发病率分别

为２０．４％，６．０％和８．８％。发病植株地上部表现

为部分叶色偏淡，严重时叶片发黄，植株矮化。地

下部分表现为发病初期根系表面出现黄褐色伤口，

并逐渐缢缩为黑褐色斑点，后期受害山药块茎部分

呈现浅黄色斑点，后蔓延为不规则形状的深褐色病

斑，且块茎外表伴有大小不等的瘤状物，表面有龟

裂，块茎上的病斑从外向里由黄褐色变为深褐色

（图１）。

图１　铁棍山药根腐线虫病块茎症状

犉犻犵．１　犜狌犫犲狉狊狔犿狆狋狅犿狊狅犳犇犻狅狊犮狅狉犲犪狆狅犾狔狊狋犪犮犺狔犪狉狅狅狋

犾犲狊犻狅狀狀犲犿犪狋狅犱犲犱犻狊犲犪狊犲

　
２．２　形态学鉴定

对分离自温县地区铁棍山药病样中的线虫进行

显微观察，发现从所有样本中分离的根腐线虫形态

特征基本一致，对供试线虫进行纯培养，获得１个纯

种群。

种群形态特征：１）雌虫：加热杀死的虫体略弯呈

字母Ｃ状或僵直（图２ａ），头架角质化，唇区有环纹，

口针粗短，长度１６．４２～１８．４４μｍ，口针基部球发达

呈椭圆形（图２ｄ，ｅ）。中间食道球为卵圆形（图

２ｂ），阴门在虫体后部，卵巢向前伸展，具有后阴子宫

囊（图２ｃ），尾端钝圆，尾长为肛门处虫体直径的

１．２４～１．９４倍（图２ｆ，ｇ）。２）雄虫：体前端与雌虫特

征基本类似，与雌虫相比，雄虫体型略短且纤细一些

（图２ｎ）。唇区及口针基部球较雌虫略弱（图２ｈ，ｉ），

虫体尾部的交合刺细长，并且略向内侧弯曲，尾部较

尖（图２ｊ，ｋ，ｍ）。测量值（表１）与短体线虫属中咖

啡短体线虫犘狉犪狋狔犾犲狀犮犺狌狊犮狅犳犳犲犪犲的形态特征和相

关测量数据一致，故从形态上将其初步鉴定为咖啡

短体线虫。

图２　温县铁棍山药根腐线虫的形态特征

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犇犻狅狊犮狅狉犲犪狆狅犾狔狊狋犪犮犺狔犪

狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮狉狅狅狋犾犲狊犻狅狀狀犲犿犪狋狅犱犲犱犻狊犲犪狊犲犻狀犠犲狀狓犻犪狀
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表１　温县铁棍山药根腐线虫种群与咖啡短体线虫形态测量值比较１
）

犜犪犫犾犲１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犇犻狅狊犮狅狉犲犪狆狅犾狔狊狋犪犮犺狔犪狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮狉狅狅狋犾犲狊犻狅狀狀犲犿犪狋狅犱犲犪狀犱犘狉犪狋狔犾犲狀犮犺狌狊犮狅犳犳犲犪犲

特征值

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｖａｌｕｅ

雌虫

Ｆｅｍａｌｅ（狀＝１８）

雄虫

Ｍａｌｅ（狀＝１７）

雌虫

Ｆｅｍａｌｅ［１３］
雄虫

Ｍａｌｅ［１３］

犔／μｍ ６２３．４９±８８．３２９（４５１．３１～７４４．６７） ６２２．８５±５２．３２（５０８．８８～７２０．１） ６７４．５（５８９．３～７１４．２）５９６．５４（４７８．８～６７３．１）

犪 ２３．４２±４．７１（１８．４５～３３．４７） ２６．３９±４．０６（２０．２２～３５．７７） ２４．６（１６．４～２８．３） ２６．５３（２０．７～３０．９）

犫 ５．４７±０．７６（３．９９～６．４８） ５．６６±１．０９（４．１５～７．９９） ６．１（５．８～６．７） ７．３７（６．６～８．３）

犫′ ４．３４±０．６（３．４７～５．６７） ４．７±０．７２（３．７７～６．１３） ４．９（４．３～５．８） ５．３（４．９～６．３）

犮 ２１．７２±３．１９（１６．９～３０．３２） ２２．２１±２．５６（１８．０３～２８．１３） １７．６（１３．８～２２．７） １６．６（１５．４～２１．３）

犮′ １．５９±０．３５（１．１１～２．３） １．６０±０．３０（１．２～２．５３） ２．０（１．７～２．８） ２．３（１．６～２．７）

尾长／μｍ

Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ
２９．０６±４．６２（２１．６５～３４．７２） ２８．２６±２．９５（２３．６４～３２．９７） Ｎ／Ａ ２８．８（１９．８～３３．４）

口针长／μｍ

Ｓｔｙｌｅｔｌｅｎｇｔｈ
１６．５３±１．９１（１２．８１～１８．８９） １５．５７±１．９３（１２．８～１８．８９） １６．８（１６．２～１７．９） １５．２（１４．２～１８．８）

犞 ８４．９２±５．３３（７６．５７～９２．１９） － ７４．５（７１．５～８３．２） －

交合刺长／μｍ

Ｓｐｉｃｕｌｅｌｅｎｇｔｈ
－ １８．１０±１．１５（１６．５４～２０．８６） － １８．３７（１７．７～２１．３）

　１）狀：测量样本数；犔：体长；犪：体长／体宽；犫：体长／唇至食道腺与肠交界处的长度；犫′：体长／唇到食道腺末端的长度；犮：体长／尾长；犮′：尾长／肛

门尾径；犞：外阴距唇距离×１００／体长。

狀：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｍｅａｓｕｒｅｄ；犔：Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ；犪：Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｇｒｅａｔｅｓｔｂｏｄｙｗｉｄｔｈ；犫：Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｌｅｎｇｔｈｆｒｏｍｔｈｅｌｉｐｔｏｔｈｅｊｕｎｃ

ｔｉｏｎｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌｇｌａｎｄａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；犫′：Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｌｅｎｇｔｈｆｒｏｍｔｈｅｌｉｐｔｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｇｌａｎｄｅｎｄ；犮：Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ；犮′：Ｔａｉｌ

ｌｅｎｇｔｈ／ｔａｉｌｄｉａｍｅｔｅｒａｔａｎｕｓ；犞：Ｄｉｓｔａｎｃｅｏｆｖｕｌｖａｆｒｏｍｔｈｅｌｉｐ×１００／ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ．

２．３　分子生物学鉴定

对铁棍山药病害组织中提取的根腐线虫的

ｒＤＮＡ２８ＳＤ２Ｄ３区段进行扩增并测序，６份样本

均能扩增出大小为７８１ｂｐ的片段（图３ａ）。经

ＢＬＡＳＴ比对分析显示，６份样本的根腐线虫

ｒＤＮＡ２８ＳＤ２Ｄ３序列一致（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为

ＭＺ１８８９１５．１、ＯＬ６１６０９８．１、ＯＬ６２９１６３．１、ＯＬ６２９１７６．１、

ＯＬ６３５１６７．１、ＯＬ６３５１６６．１），均与咖啡短体线虫

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＭＴ５８６７５４．１）的序列相似性

最高，相似度为９９．８７％～１００％。基于ｒＤＮＡ２８Ｓ

Ｄ２Ｄ３区序列构建系统发育树，本研究得到的序列

与已知咖啡短体线虫序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为

ＭＴ５８６７５４．１、ＨＱ６８８６８１．１和ＫＣ８５７６５９．１）聚为

一个分支，且与其他种的１３条序列明显区分开（图

４），因此将其认定为咖啡短体线虫。

利用咖啡短体线虫特异性引物 ＰＣ２８ｓＦ／

ＰＣ２８ｓＲ
［１８］进行ＰＣＲ检测，６个样本均能获得长度

为５３０ｂｐ的特异性条带（图３ｂ），进一步证明了寄生

铁棍山药的根腐线虫为咖啡短体线虫。

图３　６份样品中根腐线虫狉犇犖犃的２８犛犇２犇３序列（犪）及犘犆２８狊序列（犫）犘犆犚扩增片段电泳图

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺犲狉狅犵狉犪犿狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狉犇犖犃２８犛犇２犇３（犪）犪狀犱犘犆２８狊（犫）狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿狉狅狅狋犾犲狊犻狅狀

狀犲犿犪狋狅犱犲狊犻狀狊犻狓狊犪犿狆犾犲狊
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图４　基于２８犛狉犇犖犃犇２犇３区域构建的短体线虫属系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犘狉犪狋狔犾犲狀犮犺狌狊狊狆狆．犫犪狊犲犱狅狀２８犛狉犇犖犃犇２犇３狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　

３　讨论

根腐线虫为迁移性植物内寄生线虫，严重危害

植物地下根和块茎，对作物产生的危害仅次于根结

线虫和孢囊线虫［２０］。根腐线虫的种类繁多，形态多

样，寄主广泛，国内外均有其对山药危害的报道。在

非洲发现短尾短体线虫犘．犫狉犪犮犺狔狌狉狌狊、假草地短体

线虫犘．狆狊犲狌犱狅狆狉犪狋犲狀狊犻狊和苏丹短体线虫犘．狊狌

犱犪狀犲狀狊犻狊侵染危害山药
［１０，２１２２］。在中美洲、加勒比

海和太平洋地区均有咖啡短体线虫寄生危害山药的

报道［２３２５］。我国的山东、河南、河北、广西、江西、山

西和陕西等地发现穿刺短体线虫犘．狆犲狀犲狋狉犪狀狊、薯蓣

短体线虫犘．犱犻狅狊犮狅狉犲犪犲和咖啡短体线虫侵害山

药［４，１２１３］。山药主要以块茎进行营养繁殖。根腐线

虫可在带虫块茎内越冬，次年播种后在块茎内产卵

繁殖，并通过土壤及农事活动进行传播，造成的危害

极大。此外，铁棍山药被根腐线虫寄生，可导致土壤

中根腐线虫的虫口密度和分布面积加大，为土壤中

的病原菌侵入寄主提供了有利条件，在根腐线虫以

及致病菌的共同作用下，使寄主根部及块茎大面积

腐烂，形成更加严重的复合病害。

利用形态学特征结合分子生物学方法对根腐线

虫种类鉴定是国内外研究者常采用的研究方

法［１２１４］，本研究对河南温县铁棍山药病害块茎分离

得到的根腐线虫进行了形态学鉴定，与报道的根腐

线虫的特征［７］基本一致，仅个别测量数据稍有偏差，

这可能是由于地域、土壤、气候等环境因子以及寄

主不同造成的差异。从表１测量结果来看，咖啡短

体线虫种群的测量值与贺哲等［１３］的描述相比，雌

虫的体长及犫值均较小，雄虫的体长稍长及犫值偏

小，因此仅靠形态特征很难得出准确的鉴定结果。

本研究进一步采用分子生物学手段对目标根腐线虫

种类进行鉴定，线虫的ｒＤＮＡ２８ＳＤ２Ｄ３区是一个

种间相对保守的序列，通过扩增６份样本上根腐线

虫的２８ＳＤ２Ｄ３序列，获得长度为７８１ｂｐ的目的片

段，与夏艳辉等［２６］采用相同引物扩增的咖啡短体线

虫ｒＤＮＡ的２８ＳＤ２Ｄ３片段大小一致，ＢＬＡＳＴ比

对分析及系统发育树结果显示，该根腐线虫与咖啡

短体线虫亲缘关系最近。此外，本研究采用咖啡短

体线虫的特异性引物ＰＣ２８ｓＦ／ＰＣ２８ｓＲ对目标根腐

线虫ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，６份样本均能扩增出大

小为５３０ｂｐ的特异性条带，再次证明寄生铁棍山药

的根腐线虫为咖啡短体线虫，这与Ｂｅｌｌ等
［１８］的结果

一致。
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作为一种顽固的土传病害，山药根腐线虫病不

易根治，根腐线虫的抗逆性和繁殖能力都很强，因此

防治比较困难。目前，农业生产中对寄生线虫病的

防治仍以化学药剂为主，但其环境污染大、毒性强、

对人畜健康存在潜在威胁［２７］。生物防治主要是利

用线虫的天敌如真菌和细菌等进行防治，目前仍处

于试验阶段，应用于大田试验的防治效果不太稳定，

且成本较高。绿色、智能、精准、高效已成为农药研

究与应用的方向，筛选和设计获得具有拮抗或阻止

线虫病害特有生理过程的靶标抑制剂，进而开发特

异性的原创绿色分子靶标是研发山药根腐线虫新型

农药的关键。本研究明确了温县铁棍山药的根腐线

虫为咖啡短体线虫，这将为温县地区铁棍山药线虫

病害的防治提供一定的科学依据。对咖啡短体线虫

的特有生理过程及靶标抑制剂的筛选，将是下一步

的研究重点。
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