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寄生加勒比松松材线虫的鉴定及其致病性测定 

方天松 余海滨 卓 侃 罗 梅。 

李迅东 尹成江 廖金铃 
(1．广东省森林病虫害防治与检疫总站 广州 510173；2．华南农业大学植物线虫研究室) 

摘要 运用线虫比较形态学和 rDNA—ITS—PCR RFLP方法对采 自广东省广州市白云山加勒比松上的伞 

滑刃线虫进行鉴定，结果确定该线虫为松材线虫。致病性测定表明该松材线虫种群对加勒比松苗有较强的 

致病力，接种的松苗均出现不同程度的枯萎，而且从枯死木中可重新分离到该线虫。 
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Identification of Bursaphelenchus xylophilus from 

Pinus caribaea and Pathogenicity Assay 
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Abstract Bursaphelenchus xylophilus，collected from Pinus caribaea in Guangzhou city，Guangdong prov— 

ince，was confirmed by morphology and rDNA—ITS—PCR—RFLP．Host seedlings of P．caribaea were inoculated with 

the isolated nematodes．The nematodes displayed pathogenicity in the host seedlings．All seedlings inoculated with 

the nematodes wilted and B．xylophilus could be recovered from the seedlings． 
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2005年秋冬季，广东省广州市白云山风景名胜区一片40 hm。的 10年生加勒比松林(Pinus caribaea)陆 

续有植株发生枯死，当年累计枯死56株。枯死植株外观症状近似松材线虫病，对枯死木进行分离，得到 1种 

伞滑刃属(Bursaphelenchus)线虫。伞滑刃属中的松材线虫(B．xylophilus)引起的萎蔫病是国际公认的林业 

特大毁灭性病害。松材线虫的准确鉴定是防治该病的一个重要前提条件。传统的鉴定方法主要根据形态 

学，但近年来研究发现，松材线虫与伞滑刃属松材线虫组(xylophilus—group)中的多种伞滑刃线虫在形态上十 

分相似，例如拟松材线虫(B．mucronatus)、假伞滑刃线虫(B．fraudulentus)、锥尾伞滑刃线虫(B．conicauda— 

tus)等  ̈，无法仅根据形态特征对松材线虫进行鉴定，因此 EPPO(European Plant Protection Organization)提 

出松材线虫的准确 诊断应在形态鉴定的基础上结合分子生物学数据，并且制定了一套松材线虫诊断程 

序 。本文根据 EPPO的松材线虫诊断标准，采用形态学和 rDNA—ITS—PCR—RFLP方法对该线虫种群进行鉴 

定。同时，为了明确该种群与加勒比松萎蔫死亡的关系，本研究还测定了该松材线虫种群对加勒比松的致病 

性。 

本文由省科技计划项 目(2004B20501005)资助。通迅作者：余海滨，E-mail：yhb@gdf．gov．Crl。 
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1 材料与方法 

1．1 线虫来源 

2007年分离自广东省广州市白云山加勒比松，经纯化后培养在盘多毛孢菌(Pestalotia sp．)上。 

1．2 线虫的形态学鉴定 

将线虫置于水浴锅中，60～65℃处理 2～3 min，杀死线虫；杀死的线虫用 TAF液固定保存。将已固定的 

线虫制成临时玻片或永久玻片，在 OLYMPUS显微镜下对线虫进行观察 、拍摄，并用De Man公式法进行形态 

特征测量计算。 

1．3 DNA方法鉴定 

1．3．1 线虫DNA提取 采用微量 DNA提取法，主要参照 Liao等 的方法，略加改动。在载玻片上滴 l6 

预冷的WLB液(2．5 mmoL／L DTT，1．125％吐温20，0．025％ 明胶，2．5倍 PCR缓冲液)，挑入3～5条松材 

线虫，用手术刀将线虫切成多段，迅速吸取含尽量多的线虫片段悬浮液 8 L，加到含 10 L无菌水的 Eppen— 

doff管中，再向管中加入2 预冷的 1 mg／mL蛋白酶 K，迅速放入 一70~C冰箱 10 min以上。接着将 Eppen． 

doff管置于65℃恒温6O min，95℃恒温 10 min，12 000 g离心0．5 min。此时即得到DNA悬浮液，可直接用于 

PCR，也可保存于 一20℃。 

1．3．2 PCR扩增 对 rDNA—ITS区进行扩增。试验采用引物为： 

5 一CGTAACAAGGTAGCTGTAG一3“ 和 5 一 I ITCACTCGCCG IYI1ACTAAGG一3“51； 

PCR反应体系为：DNA模板 l0～20 ng，Ex Taq(5 U／IxL)0．125 I．zL，10 x PCR缓冲液 2．5 L，dNTP 

(2．5 mmoL／L)2 L，引物(10 txmol／L)各 1 txL，加无菌水至25 txL； 

扩增条件为：94~C 3 rain；接着94℃ 1 rain，50℃ 1 min，72℃ 2 min共35个循环；最后 72℃ 10 rain； 

扩增产物经 1％琼脂糖凝胶电泳分离。每 100 mL琼脂糖凝胶加入 5 L EB替代物 GoldView。电泳缓 

冲液为 0．5 X TBE，以5 V／CIII电压电泳约 30 rain。用凝胶图象分析系统照相，并储存到电脑中。 

1．3．3 RFLP分析 参照 EPPO程序 ，用 Rsa I、Haem、Msp I、胁 I和Alu I(大连宝生物)5种限制性内 

切酶对PCR扩增产物进行酶切，酶切程序按说明书进行。酶切产物在2％琼脂糖凝胶中电泳分离，每 

100 mL琼脂糖凝胶加入5 I~LEB替代物 GoldView。电泳缓冲液为 0．5 x TBE，以5 v／cin电压电泳约 30 rain。 

用凝胶图象分析系统照相，并储存到电脑中。 

1．4 致病性测定 

1．4．1 线虫接种 采用柴希民等。。 的“截枝套管法”，在封闭的温室内，对健康的3年生加勒比松进行线虫 

接种。接种时选择松树的任一侧枝，用枝剪剪下树枝，使伤口呈朝上的斜面，套上一粗细和侧枝直径相适的， 

长约5～8 cin的乳胶管，套叠部分用封口膜封好，用移液器将试验备好的松材线虫液注入乳胶管，然后用浸 

有无菌水的湿棉球封住管口，以保持乳胶管内的湿度。接虫量为每株 10 000条，共接种 5株，以清水作对 

照。连续观察并记录植株变化。 

1．4．2 发病后加勒比松树内线虫的分离、鉴定及无害化处理 松苗(枝)刚枯死后 ，去掉针叶，剪成约 1 cin 

长的片段，用改良的贝曼漏斗法室温分离线虫并鉴定。实验结束后将所有松苗(枝)残体及器具 120~C消毒 

20 rain 

2 结果与分析 

2．1 形态鉴定 

2．1．1 形态描述 雌虫：虫体细长，热杀死后向腹面弯；唇区高，缢缩显著；口针长，基部稍膨大；中食道球卵 

圆形，占体宽2／3以上，瓣膜清晰；排泄孔开口大致和食道与肠的交界处平行；食道腺细叶状，背覆盖肠。单 

卵巢，前伸；后阴子宫囊长，长度约为肛阴距的3／4；阴门具宽的阴门盖，尾部近圆筒形，末端宽圆。 

雄虫：热杀死后虫体后部向腹面弯，虫体呈“J''形。虫体前体部与雌虫相似；单精巢，前伸；交合刺大，弓 

形，基顶钝圆，基喙尖，顶端具1盘状的顶喙；尾部向腹面弯曲呈鸟爪状；有1个小的端生交合伞；有7个尾乳 

突，1个位于泄殖腔前，1对位于泄殖腔区，2对位于泄殖腔后近交合伞起始处。 
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种群 类型 测量值 n L(Ixm) a b c st(Ixm) v sp(Ixm) 

注：n为测量虫数，L为体长，a为体长／最大体宽，b为体长／自头前端至食道与肠交界处，C为体长／尾长 ，st为口针长， 

v为头顶至阴门长度／体长 ×100，sp为交合刺长。 

2．2 分子生物学特征 

rDNA—ITS区扩增获得一条约 950 bp的亮带 ，5种 限制性 内切酶对该 PCR扩增产物的酶切结果见表 2， 

rDNA—ITS—PCR图谱和酶切图谱见图 1。该结果与 EPPO 报道的松材线虫结果一致。 

表2 寄生加勒比松供试线虫 rDNA—ITS扩增及酶切结果 单位：bp 

500 500 

M：Takara 100 bp ladder 1：ITS 2：Rsa I 3：HaelU 4：Msp I 5：ninfI 6：Alu I 

图 1 寄生加勒比松供试线虫 rDNA—ITS扩增及酶切图谱 
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2．3 线虫对松树的致病力 

接种试验结果表明该松材线虫种群对加勒比松表现较强的致病力，接种 1个月后，接种线虫的5株松苗 

均表现不同程度的枯萎，其中2株枯萎死亡，3株下部侧枝枯萎。将枯萎松枝进行漏斗分离线虫，均分离到 

松材线虫。清水对照的松苗均不感病。 

3 讨论 

本研究从广州市白云山加勒比松上分离到 1种伞滑刃线虫，通过形态学和 rDNA—ITS—PCR—RFLP方法确 

证该线虫为松材线虫，而且通过致病性实验证明该松材线虫对加勒比松具有较强的致病力。据统计，我国松 

材线虫主要感染马尾松(P．massoniana)、黑松(P．thunbergii)、赤松(P．densiflora)、海岸松(P．pinaster)、火 

炬松(P．taeda)、湿地松(P．elliottii)、白皮松(P．bungeana)、黄松(P．thunbergii×P．massoniana(F ，F，))、 

琉球松(P．1uchuensis)、黄山松(P．taiwanensis)、台湾五针松(P．morrisonicola)、台湾果松(P．armandi)ElI6 J， 

这是国内首次在加勒比松上发现松材线虫。一般认为加勒比松是松材线虫病的抗性品种，但笔者不仅在自 

然条件下从加勒比松枯死木中分离到大量松材线虫，而且致病性实验结果也表明该松材线虫对加勒比松具 

有较强的致病力。该现象说明不同的松材线虫种群的致病性可能不同，或者松属树种对松材线虫的抗性只 

是相对的，环境的变化可能影响寄主的抗感性。 

加勒比松是继黑松和马尾松之后，广东省又一种在自然条件下感染松材线虫病的树种。由于加勒比松 

在我国有较大的分布范围，在广东省也有一定的分布面积，因此应进一步开展调查，了解松材线虫是否侵染 

其他地区的加勒比松及存在新的潜在寄主，同时防治上应予以重视，必须对马尾松林、黑松林及加勒比松林 
一 并进行治理；采取有效的检疫措施防止该线虫继续传播蔓延，以减少松材线虫对林业造成的经济损失。 

松材线虫的准确鉴定是防治该病的一个重要前提条件。松材线虫隶属于滑刃目(Aphelenchida)、寄生 

滑刃科(Parasitaphelenchidae)、伞滑刃属。由于松材线虫在林业生产上的重要性，近年来伞滑刃属的分类鉴 

定研究越来越受到人们的重视。传统的鉴定方法主要根据形态学，但近年来研究发现，松材线虫与伞滑刃属 

松材线虫组中的多种伞滑刃线虫在形态上十分相似。据统计，迄今报道的与松材线虫形态相似的松材组线 

虫达 11种，这给伞滑刃松材组线虫的鉴定带来困难。目前，人们主要对线虫的rDNA—ITS、SSU、LSU和 mtD— 

NA—COI进行 PCR扩增，然后采用 RFLP或直接测序等方法进行分析鉴定 。 。其中，rDNA—ITS—PCR—RFLP 

技术在伞滑刃线虫的鉴定中日趋成熟并发挥了重要的作用。Burgermeister等 建立了26种伞滑刃线虫的 

rDNA—ITS—PCR—RFLP图谱，近年来所发表的伞滑刃线虫新种也基本上建立了该图谱。rDNA—ITS—PCR—RFLP 

图谱已成为伞滑刃线虫鉴定的一个重要依据，越来越多的学者利用该方法对伞滑刃线虫进行了准确的鉴 

定  ̈ 。本研究所获得的松材线虫rDNA—ITS—PCR—RFLP图谱与国内外的报道一致，这进一步证实了它在鉴 

定上的价值，该方法在松材线虫鉴定上的客观性和准确性已得到国际的公认，因此笔者认为我国在进行松材 

线虫病疫区确定时，应该建立以形态学为基础的，并结合分子生物学技术来鉴定的标准，以保证有关结果的 

权威性。 
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