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从日本进境邮寄物中截获伤残短体线虫
闫世艳１ꎬ２ꎬ 陈　 艳１∗ꎬ 边　 勇３∗ꎬ 高文娜３ꎬ 简　 恒２ꎬ 李倞平３ꎬ 张继军３

１北京农学院ꎬ北京 １０２２０６ꎻ ２中国农业大学ꎬ北京 １００１９３ꎻ
３ 北京出入境检验检疫局ꎬ北京 １０００２６

摘要: 【背景】２０１５ 年北京出入境检验检疫技术中心植物实验室从日本邮寄进境的鸡爪槭中检出一种短体线虫ꎮ 【方法】
通过采用形态学鉴定、ｒＤＮＡ 序列测定及系统进化分析ꎬ对该线虫进行鉴定ꎮ 【结果】将该线虫的形态特征和测计值与已知

种群比较ꎬ与 Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｖｕｌｎｕｓ 最为接近ꎻ系统进化分析表明ꎬ其 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区序列特征与 Ｐ. ｖｕｌｎｕｓ 序列相似度为 ９９％ꎻ系
统发育树表明ꎬ其与 Ｐ. ｖｕｌｎｕｓ 聚为一组ꎬ证实该线虫为伤残短体线虫 Ｐ. ｖｕｌｎｕｓꎮ 【结论与意义】伤残短体线虫是一种重要的

植物寄生线虫ꎬ我国进出境检疫部门曾多次从入境货物中检出该线虫ꎬ但从入境邮寄物中检中尚属首次ꎮ
关键词: 邮寄物检疫ꎻ 伤残短体线虫ꎻ 鸡爪槭ꎻ ｒＤＮＡ￣ＩＴＳꎻ 系统发育ꎻ 鉴定
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　 　 短体属 Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｓｐ.线虫又称根腐线虫ꎬ是
一种寄生于植物根部的内寄生线虫ꎬ已报导的该属

线虫有近百种ꎬ多数能寄生多种植物ꎬ可造成作物

根系大面积腐烂和坏死(Ｃａｓｔｉｌｌｏ ＆ Ｖｏｖｌａｓꎬ２００７)ꎮ
近年来ꎬ我国口岸曾多次从进境观赏植物中截获咖

啡短体线虫 Ｐ. ｃｏｆｆｅａｅ、穿刺短体线虫 Ｐ. ｐｅｎｅｔｒａｎｓ、
朱顶红短体线虫 Ｐ. ｈｉｐｐｅａｓｔｒｉ 等(刘筱嘉等ꎬ２０１３ꎻ
马以桂等ꎬ２００３ꎻ 叶为民等ꎬ１９９８)ꎬ可见短体线虫

传入我国的风险很高ꎮ 随着网上购物、网上交易等

新型贸易方式的发展ꎬ越来越多的商品通过邮件以

及快递的形式进入我国ꎬ国际邮件已逐渐成为外来

有害生物和外来物种传入的重要渠道ꎮ １９６６ 年ꎬ南
京动植物检疫局首次从荷兰邮寄进境的郁金香种

球中检出检疫性有害生物———鳞球茎茎线虫 Ｄｉｔｙ￣
ｌｅｎｃｈｕｓ ｄｉｐｓａｃｉ (ｋüｈｎ) Ｆｉｌｉｊｅｖ(万晓泳等ꎬ２０１２)ꎮ 近

几年不断有新的检疫性有害生物从邮寄进境的植

物中被检出ꎬ其中包括大量检疫性线虫ꎬ由于其个

体微小ꎬ不易被发现ꎬ因此具有较高的检疫风险ꎮ
近日ꎬ北京出入境检验检疫局对日本邮寄进境

的鸡爪槭 Ａｃｅｒ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｔｈｕｎｂ.盆栽样品进行检疫

时ꎬ分离到一种短体属线虫ꎮ 该虫数量较多ꎬ通过

显微镜观察、形态测量、ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区序列扩增、测序

生物安全学报 ２０１６ꎬ ２５(４): ２９１－２９４
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比对分析ꎬ鉴定为伤残短体线虫 Ｐ. ｖｕｌｎｕｓꎬ这是我

国首次从入境邮寄物中截获该线虫ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 样品来源

鸡爪槭盆景系从日本邮寄入境时被截获ꎬ其根

部带有介质ꎮ

１.２　 线虫分离

采用贝曼漏斗法(谢辉ꎬ２０００):取一个连接乳

胶管的漏斗ꎬ下部用止水夹控制胶管关闭ꎬ漏斗内

注入 ７００ ｍＬ 清水ꎬ用纱布将根部及介质包好后缓

慢置于漏斗中ꎬ使水浸透ꎬ２５ ℃左右静置 ２４ ｈ 后ꎬ
用凹面皿接取分离液 １０ ｍＬꎬ体视显微镜镜检ꎮ

１.３　 形态学鉴定

在洁净的载玻片上滴一滴无菌水ꎬ用挑针在体

式显微镜下挑取形态大小大致相同的线虫置于载

玻片上ꎬ在酒精灯火焰上来回移动加热几秒钟至线

虫死亡ꎬ盖上盖玻片ꎬ用凡士林涂抹四周封片(刘维

志ꎬ２００４)ꎮ 将载玻片置于光学显微镜下ꎬ对线虫的

整体形态及内部构造仔细观察ꎬ同时测量及拍照ꎬ
最后随机选取 ５ 条线虫使用 Ｄｅｍａｎ 公式进行形态

测试(Ｒｅｄｄｙꎬ１９８３)

１.４　 线虫的分子鉴定

１.４. １ 　 单条线虫 ＤＮＡ 的提取 　 参照王金成等

(２０１２)和王江岭等(２０１１)的方法并适当改进ꎬ取
洁净的载玻片ꎬ滴一滴无菌水ꎬ将线虫挑入无菌水

中漂洗 ３ 次后挑入内置 ５ μＬ １０ × ＰＣＲ￣ｂｕｆｆｅｒ 的

２００ μＬ ＰＣＲ 管中ꎬ加入 １０ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ置于离心机

离心 １２０ ｓ 后ꎬ于－８０ ℃冰箱中存放 ３０ ｍｉｎꎬ取出后

用液氮冷冻 ＰＣＲ 管底 １ ｍｉｎꎬ重复冻融过程 ２~３ 次ꎬ然
后迅速转移到 ８５ ℃水浴锅中加热 ２ ｍｉｎꎬ使细胞充分

裂解ꎬ向管中加入 １ μＬ 的蛋白酶 Ｋ(１ ｍｇｍＬ－１)ꎬ置
于 ＰＣＲ 仪中 ５６ ℃ 温浴 ３０ ｍｉｎ 以降解脱氧核糖ꎬ
９５ ℃加热 １０ ｍｉｎꎬ使蛋白酶 Ｋ 失活ꎬ最后将 ＰＣＲ 管

置于离心机 １２０００ ｒｍｉｎ－１离心 １２０ ｓꎬ 离心后取上

清液用于 ＰＣＲ 扩增ꎮ
１.４.２ 　 ＰＣＲ 扩增 　 采用引物对上游 ＩＴＳ１:５′￣ＴＴ￣
ＧＡＴＴＡＣＧＴＣＣＣＴＧＣＣＣＴＴＴ￣３′和下游 ＩＴＳ２:５′￣ＧＣＴ￣
ＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴ￣３′(王扬等ꎬ２００７)进行扩增ꎮ

ＰＣＲ 的反应体系 ５０ μＬꎬ包括 １０ ×ＰＣＲ￣ｂｕｆｆｅｒ
５ μＬꎬ５ ＵμＬ－１ ＴａｑＤＮＡ ０. ２５ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌＬ－１

ｄＮＴＰ １μＬꎬ１０ μｍｏｌＬ－１上下游引物各 ３ μＬꎬ线虫粗

提取液 ５ μＬꎬ加入纯水定容至 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程

序参照 Ｍａａｆｉ ｅｔ ａｌ. (２００３) 的方法ꎬ９４ ℃ 预变性

４ ｍｉｎꎬ９４ ℃ ４０ ｓꎬ５２ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １.５ ｍｉｎꎬ３６ 个循

环ꎬ最后 ７２ ℃保温 ８ ｍｉｎꎬ使反应物充分延伸ꎮ
１.４.３　 ＰＣＲ 产物的检测、测序及序列分析　 取５ μＬ
ＰＣＲ 产物于 １.５％的琼脂糖凝胶电泳 ２０ ｍｉｎꎬ采用

凝胶成像系统成像ꎬ观察电泳结果ꎬ拍照并记录ꎬ如
条带清晰明显即送至北京天一辉远公司测序ꎮ 将

测序结果做 ＢＬＡＳＴ 相似性比对ꎬ从比对结果中选

取同源性较高的 １３ 种短体属线虫的 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区

序列进行系统发育分析ꎬ 选取美洲剑线虫 Ｘｉｐｈｉｎｅ￣
ｍａ ａｍｅｒｉｃａｎｕｍ Ｃｏｂｂ 的部分 ＩＴＳ 序列作为外群

(ｏｕｔｇｒｏｕｐ)对照ꎮ 通过软件 ＭＥＧＡ ４.０ 对所测序列

以及下载的短体线虫 ＩＴＳ 序列进行比对分析ꎬ选用

临接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)距离模型构建系统发育树

并做自展检验(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)以获得分支的支持率ꎬ自
展检验重复抽样次数 １０００ 次(陈晓玲等ꎬ２００９)ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 形态学鉴定

在显微镜下观察鸡爪槭中分离出的线虫形态

(图 １)ꎬ雌虫虫体细长ꎬ唇区有 ３ 条环纹ꎬ口针发

达ꎬ长 １５ ~ １８ μｍꎻ基球宽圆形ꎬ中食道球卵形ꎬ较
窄ꎬ排泄孔位于食道与肠交界处相对的位置ꎻ食道

腺从腹面以一长叶状覆盖肠的前端ꎬ侧区具 ４ 条侧

线ꎮ Ｖ 值 ８０％ ~ ８２％ꎬ 尾锥形ꎬ尾尖亚锐尖ꎮ 见少

量雄虫ꎮ
２.２　 形态测计值

从日本进境邮寄鸡爪槭中分离的短体线虫ꎬ形
态特征和测计值与 Ｄｏｕｃｅｔ ＆ Ｌａｘ (１９９７)和 Ｌｏｏｆ ｅｔ
ａｌ. (１９８５)的描述最为接近(表 １)ꎮ 故初步将其定

为伤残短体线虫ꎮ

２.３　 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区序列特征

经过 ＰＣＲ 扩增、测序(魏亚东等ꎬ２０１３)ꎬ通过

比对ꎬ除去 １８Ｓ 和 ２８Ｓꎬ得到大小为 ８００ ｂｐ 的 ２ 条

序列ꎬ将序列与 ＮＣＢＩ 数据库中的序列比对后发现ꎬ
这 ２ 条线虫的 ＩＴＳ 序列与编号为 ＦＲ６９２３２１. １、
ＬＣ０３０３４０.１、ＦＲ６９２３２０. １、 ＪＱ００３９９０. １ 的 Ｐ. ｖｕｌｎｕｓ
序列相似度为 ９９％ꎮ 系统发育树也可看出ꎬ该线虫

与 Ｐ. ｖｕｌｎｕｓ 聚为一组(图 ２)ꎬ与其他线虫差异明

显ꎮ 综合上述形态学及所分子水平的分析结果ꎬ将
截获的短体线虫鉴定为伤残短体线虫ꎮ
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图 １　 鸡爪槭上截获的短体线虫雌虫显微照片
Ｆｉｇ.１　 Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｏｆ Ｐ. ｖｕｌｎｕｓ ｏｎ Ａ. ｐａｌｍａｔｕｍ

Ａ:受精囊ꎻＢ:尾部ꎻＣ:食道腺ꎻＤ:口针ꎻＥ:后阴子宫囊ꎻＦ:雌虫成虫ꎮ
Ａ: Ｓｐｅｒｍａｔｈｅｃａꎻ Ｂ: Ｔａｉｌꎻ Ｃ: Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｇｌａｎｄꎻ Ｄ: Ｓｔｙｌｅｔꎻ Ｅ: Ｐｏｓｔ￣ｖｕｌｖａｒ ｕｔｅｒｉｎｅꎻ Ｆ: Ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔ.

表 １　 Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ 样本与已报道种群测计值比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅｓ Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｕｒｆｇｒａｓｓ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

Ｌ
(ｍｍ) ａ ｂ ｂ′ ｃ ｃ′ Ｖ Ｓｔ

(μｍ)

本试验 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ５ ０.６６~０.７０ ３１.２~３８.３ ５.８~６.４ ４.３~５.１ １７.３~２０.４ ２.３~２.６ ８０~８２ １５~１８
已报道种群Ⅰ Ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎⅠ① ８０ ０.４３~０.６１ ２４.９~３７.３ ４.７~７.０ ３.２~５.２ １６.２~２５.１ ２.０~３.０ ７７~８４ １４~１６
已报道种群Ⅱ Ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎⅡ② １４ ０.４７~０.７２ ２７.８~３７.６ ５.７~７.７ － １８.４~２４.７ － ７７~８２ １３~１９

　 　 ①参见 Ｄｏｕｃｅｔ ＆ Ｌａｘ (１９９７)ꎻ②参见 Ｌｏｏｆ ｅｔ ａｌ. (１９８５)ꎻＬ＝体长ꎻａ＝体长 / 最大体宽ꎻｂ＝体长 / 体前端至食道与肠连接处的距离ꎻｂ′＝体前
端至食道腺末端的距离ꎻｃ＝体长 / 尾长ꎻｃ′＝体长 / 肛门处体宽ꎻＶ＝体前端至阴门的距离×１００ / 体长ꎻ Ｓｔ ＝口针ꎮ

① ｒｅｆｅｒ ｔｏ Ｄｏｕｃｅｔ ＆ Ｌａｘ (１９９７)ꎻ ② ｒｅｆｅｒ ｔｏ Ｌｏｏｆ ｅｔ ａｌ. (１９８５)ꎻ Ｌ＝Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈꎻ ａ ＝Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ / ｍａｘｉｍｕｍ ｂｏｄｙ ｗｉｄｔｈꎻ ｂ ＝ Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ / ｔｈｅ
ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｂｏｄｙ ｆｒｏｎｔ ｔｏ ｅｓｏｐｈａｇｕｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｊｕｎｃｔｉｏｎꎻ ｂ′＝Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｆｒｏｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｏｐｈａｇｕｓ ｇｌａｎｄꎻ ｃ＝ Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ / ｔａｉｌ
ｌｅｎｇｔｈꎻ ｃ′＝ Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ / ａｎｕｓ ｂｏｄｙ ｗｉｄｔｈꎻ Ｖ＝Ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｆｒｏｎｔ ｔｏ ｖｕｌｖａ×１００ / ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ. Ｓｔ ＝Ｓｔｙｌｅｔ.

３　 讨论
由于短体线虫形态差异大ꎬ且一种样品中可能

存在多种短体线虫ꎬ因此鉴定时必须选取大量样本

(顾建锋等ꎬ２０１３)ꎮ 随着分子技术的发展ꎬ以核糖

体 ＩＴＳ、１８Ｓ ｒＲＮＡ、２８Ｓ ｒＲＮＡ￣Ｄ２Ｄ３ 区序列作为分子

标记在短体线虫的鉴定中起到了重要的作用ꎬ分类

鉴定也从形态学鉴定发展为形态学和分子生物技

术相结合(王金成等ꎬ２０１２)ꎮ 本研究通过形态特征

及测量值初步将截获的线虫鉴定为伤残短体线虫ꎬ
为确保准确性ꎬ通过构建系统发育树进一步确认ꎮ

伤残短体线虫目前主要分布在美国、欧洲、澳

大利亚、古巴、埃及等地ꎬ在我国云南省曾有报道ꎮ
该线虫寄主范围广泛、易迁移ꎬ且世代短、繁殖快ꎬ
对植物危害严重ꎬ在田间可引起病株地上部叶片发

黄、植株矮小ꎬ受害严重时造成死苗、缺苗、断垄等

现象ꎮ 伤残短体线虫曾为我国三类检疫性有害生

物(中华人民共和国农业部ꎬ１９９３)ꎬ２００７ 年我国发

布«中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名

录»ꎬ将全部短体线虫非中国种列为检疫对象(刘
刚ꎬ２００７)ꎮ 由于该线虫在我国一些地区已有分布ꎬ
按照名录规定ꎬ已不属于我国对外检疫性有害生

物ꎬ但鉴于伤残短体线虫的危害性ꎬ目前仍属我国

官方管制的非检疫性有害生物(ＲＮＱＰ)ꎮ
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图 ２　 基于 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 区序列的临接法(ＮＪ)构建系统发育树
Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｔｒｅｅ ｂｙ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ (ＮＪ) ｕｓｉｎｇ ＩＴＳ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ꎬ２:基于 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 区序列所获得的线虫序列编号ꎮ
１ꎬ２: ｔｈｅ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ′ ｎｕｍｂｅｒ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＩＴＳ ｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ.

　 　 本研究通过形态学与分子生物学相结合的方

法弥补了伤残短体线虫传统形态鉴定的不足ꎬ为其

他种类线虫的单条分子鉴定提供了参考ꎬ对线虫的

检疫鉴定工作具有重要意义ꎮ
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