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粗茎秦艽根结线虫病的病原鉴定
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摘要　粗茎秦艽犌犲狀狋犻犪狀犪犮狉犪狊狊犻犮犪狌犾犻狊Ｄｕｔｈｉｅ犲狓Ｂｕｒｋ．是一种重要的中药材，近年来根结线虫病发生严重。为明确

粗茎秦艽根结线虫病病原种类，对其病原线虫进行种类鉴定，以期为该病的防治提供理论依据，采用雌成虫、２龄幼

虫、会阴花纹形态特征及形态测量值进行形态学鉴定，结合分子鉴定方法（比对ｒＤＮＡＩＴＳ和ｍｔＤＮＡ犆犗Ⅰ序列、

构建系统进化树，序列特异性扩增区段比对）对病原线虫进行种类鉴定。结果表明，该病原线虫雌成虫和２龄幼虫

形态特征及测量值与北方根结线虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犺犪狆犾犪极为相似；该病原线虫ｒＤＮＡＩＴＳ序列和ｍｔＤＮＡ犆犗Ⅰ序

列均与ＮＣＢＩ数据库中登录的北方根结线虫相似性达１００％；采用北方根结线虫特异性引物，该病原线虫能扩增出

１５００ｂｐ的特异性条带，与北方根结线虫特异性条带大小相同。上述结果表明，云南省丽江市鲁甸乡粗茎秦艽根结

线虫病的病原为北方根结线虫，为首次发现北方根结线虫危害粗茎秦艽，研究结果为进一步制定有效防治策略提供

了理论依据。
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Ｂｕｒｋ．为龙胆科秦艽组植物，是一种重要的中药材，

以干燥根入药，味辛、苦，性平，入肝、胆、胃经，具有

祛风湿、清湿热、退虚热、抑菌、抗炎镇痛、健胃促消



２０２２

化的功效［１２］。粗茎秦艽主要分布于云南、贵州、四

川、西藏等海拔２３００～３８００ｍ的高山草甸、山坡草

地、灌丛及林缘［３４］。云南省丽江市为粗茎秦艽的道

地产区，是我国最大的粗茎秦艽种植基地，种植面积

近１０００ｈｍ２
［５］。

根结线虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲ｓｐｐ．是一类重要的植物

病原物，分布于世界各地、适应能力和繁殖能力强，

寄主范围广，超过３０００种，可侵染粮食、油料、纤

维、烟草、茶叶、果蔬、花卉、药用植物等［６］，据报道

人参、三七、西洋参、黄芪、桔梗、麦冬、栀子、灯盏

花、罗汉果、地黄等百余种药用植物受根结线虫危

害［７８］，目前，根结线虫病是影响药用植物生产的

主要因子之一，已经严重影响高价值药用植物栽培

的发展。广西永福的罗汉果种植面积在２０１０年达

３３５０ｈｍ２，其中８０％的地块受根结线虫危害，受害

较轻者减产２０％～３０％，严重者可减产５０％以

上［９］。根结线虫病的发生不仅降低了药用植物的产

量，还影响着药用成分的累积，根结线虫侵染越严重

越不利于单株三七主根和须根皂苷的合成和累

积［１０］，陕西商洛４０％以上的桔梗成品因根结线虫病

失去了商品和药用价值，给该地区的桔梗产业造成

了严重的经济损失［１１］。

我们在调查过程中发现，种植于云南省丽江市

的粗茎秦艽受到根结线虫病严重危害，且发生普遍，

由于粗茎秦艽多年连作，其根结线虫病害呈逐年加

重趋势，该病害现已成为制约丽江市粗茎秦艽产业

发展的主要因素之一。迄今尚未见丽江粗茎秦艽根

结线虫病研究的相关报道，为明确粗茎秦艽根结线

虫病病原线虫种类，于２０２０年６月至１０月３次到

丽江市鲁甸乡调查采样，采用形态学和分子生物学

方法鉴定粗茎秦艽根结线虫病病原种类。本研究结

果将为制定有针对性的防治措施提供理论依据，对

保持丽江粗茎秦艽产业健康发展具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　病害标本采集

２０２０年６月至１０月在云南省丽江市鲁甸乡采

集具有明显根结的粗茎秦艽植株，该时段粗茎秦艽

处于分蘖期，采集完整植株及根际土，做好标注后带

回实验室进行观察、分离与鉴定，共采集６个标本，

编号为ＱＪ１～ＱＪ６。

１．２　病株田间症状观察

用自来水将病根冲洗干净，纸巾吸干水分后，在

体视显微镜下观察根部症状，并拍照记录。

１．３　根结线虫的分离

２龄幼虫：将病根冲洗干净，在体视镜下挑取单

卵块放入装有１ｍＬ蒸馏水的１．５ｍＬ离心管中，

２８℃恒温培养箱中孵化得到２龄幼虫，一部分２龄

幼虫人工接种到空心菜上保种扩繁，另一部分置于

６５℃水浴锅中２～３ｍｉｎ杀死，用４％的甲醛溶液固

定保存［１２］，用于形态指标测量。

雌成虫：解剖根结，挑取雌成虫，用于形态学鉴

定和分子生物学鉴定。

１．４　形态学鉴定

２龄幼虫：在显微镜下进行形态观察、形态指

标［１３］测量和拍照。

雌成虫：在显微镜下观察雌成虫的形态并拍照、

测量其形态指标［１３］。

会阴花纹制作与观察：参照谢辉［１４］的方法进

行，将单条雌成虫放在滴有４５％乳酸的有机玻璃板

上，用解剖刀切取会阴花纹部分，用细小柔软毛刷将

附着在角质层上的组织清理干净，将会阴花纹移入

滴有纯甘油的载玻片上，外侧朝上，盖上盖玻片在显

微镜下观察会阴花纹形态并拍照。

１．５　分子生物学鉴定

１．５．１　ＤＮＡ提取

根结线虫ＤＮＡ的提取参照Ａｄａｍ等
［１５］的方法

稍做改进：挑取单条雌成虫放入加有５μＬｄｄＨ２Ｏ

的２００μＬＰＣＲ管中，用灭菌枪头刺破虫体，加入

５μＬ细胞裂解液（１μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋，

ｆｒｅｅ）、０．８μＬＭｇＣｌ２、０．０５μＬ蛋白酶Ｋ、３．１５μＬ

ｄｄＨ２Ｏ），短暂离心，放入液氮中冷冻２０ｍｉｎ，加入

１０μＬ石蜡油，短暂离心，置于ＰＣＲ仪中５６℃反应

８０ｍｉｎ，９５℃反应１５ｍｉｎ，得到根结线虫ＤＮＡ提

取液。

１．５．２　ｒＤＮＡＩＴＳ区、ｍｔＤＮＡ犆犗Ⅰ区序列扩增

得到的ＤＮＡ提取液选用引物Ｆ１９５／Ｖ５３６７扩

增ｒＤＮＡＩＴＳ序列，Ｆ１９５：５′ＴＴＴＣＡＣＴＣＧＣＣＧＴ

ＴＡＣＴＡＡＧＧ３′，Ｖ５３６７：５′ＴＴＧＡＴＴＡＣＧＴＣＣＣＴＧＣ

ＣＣＴＴＴ３′
［１６］，用引物ＣＯＸ１Ｆ／ＣＯＸ１Ｒ扩增ｍｔＤＮＡ

犆犗Ⅰ序列，ＣＯＸ１Ｆ：５′ＧＧＣＴＧＡＧＣＡＴＡＧＴＡＧＡＴ

ＧＡＴＧＴＴ３′，ＣＯＸ１Ｒ：５′ＣＴＡＣＡＡＣＡＴＡＡＴＡＡＧ
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ＴＡＴＣＡＴＧ３′
［１７］，２５μＬＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋，ＰＬｕｓ）２．５ μＬ、ｄＮＴＰｓ ２μＬ、

１０μｍｏＬ／Ｌ上、下游引物各１μＬ、ＤＮＡ模板２．５μＬ、

犜犪狇酶０．２５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１５．７５μＬ。ＰＣＲ反应程

序：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃或５４℃退

火３０ｓ（Ｆ１９５／Ｖ５３６７退火温度为５５℃，ＣＯＸ１Ｆ／

ＣＯＸ１Ｒ退火温度为５４℃），７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循

环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，电泳检

测ＰＣＲ反应产物，取５μＬ扩增产物、１μＬ６×ＤＮＡ

Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀后点入１．２％琼脂糖凝胶胶孔，

１１０Ｖ、１８０ｍＡ条件下电泳３０ｍｉｎ，使用凝胶成像

系统观察拍照。

回收ＰＣＲ扩增产物，回收产物连接到ｐＭＤＴＭ１８

Ｔ载体，连接产物转入大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，

转化后的细胞液中加入５０μＬＳＯＤ培养基，３７℃，２００

ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｈ。取１５０μＬ菌液涂布在ＬＢ（氨苄

青霉素）固体培养基上，过夜培养，挑取单菌落进行

ＰＣＲ鉴定，将阳性克隆委托擎科生物科技有限公司测

序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ中ＢＬＡＳＴ比对分析
［１２］。

１．５．３　ＳＣＡＲ特异性片段扩增

使用北方根结线虫的特异性引物 ＭｈＦ／ＭｈＲ

扩增，ＭｈＦ：５′ＧＧＣＴＧＡＧＣＡＴＡＧＴＡＧＡＴＧＡＴ

ＧＴＴ３′，ＭｈＲ：５′ＡＣＣＣＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＧＴＴＴＴ

ＧＣ３′
［１８］。ＰＣＲ反应体系同１．５．２。ＰＣＲ反应程

序：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６１℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃再延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，取５μＬ扩增产物、１μＬ

６×ＤＮＡＬｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀后点入１．２％琼脂糖

凝胶胶孔，１１０Ｖ、１８０ｍＡ条件电泳３０ｍｉｎ，使用凝

胶成像系统观察拍照。

１．６　系统发育树构建

将测序结果提交至 ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）核酸数据库进行

ＢＬＡＳＴ比对。采用 ＭＡＧＡ６．０软件的邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）以１０００进行ｂｏｏｔｓｔｒａｐ校

验，构建基于ｒＤＮＡＩＴＳ和ｍｔＤＮＡ犆犗Ⅰ的系统发

育树，分析病原线虫的亲缘关系［１９］。

２　结果与分析

２．１　粗茎秦艽根结线虫病田间症状

被线虫侵染的粗茎秦艽叶片黄化，长势不良，根

部膨大，形成根结，侵染严重时，根上形成串珠状根结

及大根结，主根也出现根结，根结处有白色卵块溢出，

部分卵块在溢出根表皮前有浅红色胶状物包裹（图１）。

图１　粗茎秦艽根结线虫病田间症状

犉犻犵．１　犉犻犲犾犱狊狔犿狆狋狅犿狊狅犳犌犲狀狋犻犪狀犪犮狉犪狊狊犻犮犪狌犾犻狊狉狅狅狋犽狀狅狋狀犲犿犪狋狅犱犲犱犻狊犲犪狊犲

　
２．２　病原线虫形态学特征

２龄幼虫头冠狭小，头区无环纹，透明尾有明显

界限，尾端通常无纹，少数尾端有缢缩，尾尖阔圆或

尖（图２ａ～ｃ），形态测量数据见表１。雌成虫虫体梨

形，颈短，颈部与体分界不明显，口针纤细，口针基部

球球形或扁球形，中食道球卵圆形或圆形，中食道球

瓣卵圆形（图２ｄ、ｅ），形态测量数据见表１。雌成虫

会阴花纹整体呈卵圆形，背弓中等高或低平，线纹平

滑至波浪形，侧线不明显，背线与腹线相遇呈一定角

度，从而露出侧线的痕迹，有时线纹向一侧或两侧形

成翼，尾区有刻点（图２ｆ），故将其初步鉴定为北方根

结线虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犺犪狆犾犪。

·３６２·
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图２　粗茎秦艽根结线虫病病原形态特征

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狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮狀犲犿犪狋狅犱犲狅犳犌犲狀狋犻犪狀犪犮狉犪狊狊犻犮犪狌犾犻狊

　
２．３　分子生物学鉴定

使用通用引物Ｖ５３６７／Ｆ１９５对粗茎秦艽病原线

虫ｒＤＮＡＩＴＳ区进行ＰＣＲ扩增，６份标本中分离到

的根结线虫均能扩增出约７７０ｂｐ的目的条带，使用

通用引物ＣＯＸ１Ｒ／ＣＯＸ１Ｆ扩增粗茎秦艽病原线虫

ｍｔＤＮＡ犆犗Ⅰ区，６份标本中分离到的根结线虫均

能扩增出大小约４１０ｂｐ的目的条带（图３）。使用北

方根结线虫的特异引物ＭｈＦ／ＭｈＲ扩增６份标本

图３　６份粗茎秦艽样本中根结线虫狉犇犖犃犐犜犛序列、犿狋犇犖犃犆犗Ⅰ序列扩增片段电泳结果

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狅犳狉犇犖犃犐犜犛犪狀犱犿狋犇犖犃犆犗Ⅰ狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿狉狅狅狋犽狀狅狋狀犲犿犪狋狅犱犲

狅狀狊犻狓狊犪犿狆犾犲狊狅犳犌犲狀狋犻犪狀犪犮狉犪狊狊犻犮犪狌犾犻狊
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中分离到的根结线虫均能扩增出约为１５００ｂｐ的特

异性片段（图４），综上，将危害粗茎秦艽的根结线虫

鉴定为北方根结线虫。

图４　６份粗茎秦艽样本中根结线虫犛犆犃犚扩增片段电泳结果

犉犻犵．４　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋犳狉狅犿犛犆犃犚

狉狅狅狋犽狀狅狋狀犲犿犪狋狅犱犲狅狀狊犻狓狊犪犿狆犾犲狊狅犳犌犲狀狋犻犪狀犪犮狉犪狊狊犻犮犪狌犾犻狊

　
２．４　病原线虫犘犆犚产物序列分析及系统发育树

构建

　　６份标本中分离到的根结线虫ｒＤＮＡＩＴＳ序列在

ＢＬＡＳＴ中比对，结果均与北方根结线虫（登录号为

ＭＴ２４９０１６．１、ＫＪ５７２３８５．１、ＭＴ９５１６３４．１）相似，相似

性为１００％，ｍｔＤＮＡ犆犗Ⅰ区序列在ＢＬＡＳＴ中比对，

结果均与北方根结线虫（登录号为 ＭＴ２５１１７７．１、

ＪＸ６８３７１８．１、ＡＹ２６８１１３．１、ＭＨ１２８５６７．１、ＭＨ３９９８０１．１、

ＪＸ６８３７１８．１）相似，相似性为１００％。

６份标本上分离到的根结线虫ｒＤＮＡＩＴＳ序列

以１００％的支持率与ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的北方根结

线 虫 （登 录 号 为 ＭＴ２４９０１６．１、ＫＪ５７２３８５．１、

ＭＴ９５１６３４．１）聚为一支，ｍｔＤＮＡ犆犗Ⅰ区序列以

９９％的支持率与ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的北方根结线虫

（登录号为 ＭＴ２５１１７７．１、ＪＸ６８３７１８．１、ＡＹ２６８１１３．１、

ＭＨ１２８５６７．１、ＭＨ３９９８０１．１、ＪＸ６８３７１８．１）聚为一

支，故将其鉴定为北方根结线虫（图５）。

３　结论与讨论

本研究通过形态学和分子生物学方法将粗茎秦

艽根结线虫病的病原鉴定为北方根结线虫，属国内

在粗茎秦艽上的首次报道，研究结果为制定粗茎秦

艽根结线虫病的防治方案提供了理论依据。

　　北方根结线虫是世界上最常见的４种根结线

虫之一［２１］，通常分布于北方冷凉地区。在云南，北

方根结线虫主要分布在海拔１７００ｍ以上的地区，

根据现有报道，昆明、蒙自、大理等地均发现有北

方根结线虫的分布［２２２３］。多数药用植物种植在高

海拔地区，气候冷凉，这些区域恰巧适合北方根结

线虫生存。前人调查研究发现附子、三七、人参、白

术、甘草、决明、党参等药用植物都受到北方根结线虫

危害［２４２６］；在河北省安国县有６２种药用植物被北方

根结线虫危害［２７］；据统计我国１４个省、市、自治区有

１００余种药用植物受到根结线虫的危害，其中７０余种

药用植物受到北方根结线虫危害［７］。丽江市鲁甸乡

海拔在２１００ｍ以上，年平均气温１１℃，霜期１８０ｄ

左右，年平均气温较低，该地区地理环境适宜北方根

结线虫生存，在调查研究中也仅发现北方根结线虫

危害，这和前人的研究报道是一致的。

是否存在其他种类根结线虫为害粗茎秦艽，是

一个值得探索的问题。本研究所采集的标本仅局限

于丽江市鲁甸乡粗茎秦艽种植区，要评估该病的发

生范围，还需扩大样本采集区域，进一步开展相应

工作。

根结线虫病的发生为害将严重影响粗茎秦艽的

生产，应加强粗茎秦艽根结线虫病的防控。鉴于粗

茎秦艽为药用植物，采用绿色综合防治策略是粗茎

秦艽产业可持续发展和环境保护的有效途径。建议

在粗茎秦艽种植过程中注重育苗地的选择及管理，

防止种苗携带根结线虫病；与菊科、禾本科等根结线

虫非寄主植物轮作，可明显降低土壤中根结线虫虫

口数量［２８］；施用淡紫拟青霉犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊犾犻犾犪犮犻狀狌狊

等微生物菌剂可通过改变根系微生态，促进植株生

长，抑制根结线虫的侵染，同时这些微生物还能寄生

在根结线虫卵和幼虫体内使其死亡［２９］；施用生物活

性有机肥可改良土壤，增加植株株高、茎粗和地上部

分生物量，并对根结线虫病有良好抑制效果［３０］。药

用植物的特殊性决定了粗茎秦艽的质量尤为重要，

为使粗茎秦艽达到高效、安全、绿色无污染的标准，

在粗茎秦艽根结线虫病防治方面，科学地将农业防

治、物理防治、化学防治和生物学防治等方法相结

合，以达到专一性强、操作简单并且对人畜环境无害

等要求。
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