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日本仙人掌中仙人掌孢囊线虫形态和分子鉴定
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摘要: 【背景】近年来ꎬ种苗等植物通过邮寄包裹进入我国的数量越来越多ꎬ有害生物随之入侵的风险与日俱增ꎮ 深圳口岸

曾多次从入境包裹中截获孢囊线虫、根结线虫等ꎮ 【方法】２０１５ 年 １０ 月 １２ 日ꎬ深圳口岸在对日本邮寄来的仙人掌进行检疫

时ꎬ从其根部发现了一种孢囊线虫ꎮ 对该线虫进行分离ꎬ结合形态学和２８Ｓ ｒＤＮＡ序列扩增并测序的方法ꎬ对截获的线虫进

行鉴定ꎮ 【结果】分离到了一种孢囊线虫ꎬ其形态特征与仙人掌孢囊线虫基本吻合ꎬ２８Ｓ ｒＤＮＡ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中登

录号为 ＤＱ３２８７０２ 的德国群体的同源性高达 ９９％ꎮ 因此ꎬ判定截获的线虫为仙人掌孢囊线虫ꎮ 【结论与意义】入境包裹检

疫需要引起口岸检疫部门的高度重视ꎮ 采用形态学和分子生物学相结合的方法对植物寄生线虫进行鉴定ꎬ可以得到更加

准确的结果ꎮ
关键词: 仙人掌孢囊线虫ꎻ 邮检ꎻ 形态学ꎻ 分子鉴定
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ｔｏｄａ 侧尾腺纲 Ｓｅｃｅｒｎｅｎｔｅａ 垫刃目 Ｔｙｌｅｎｃｈｉｄａ 异皮科

Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒｉｄａｅ 异皮亚科 Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒｉｎａｅꎬ是植物根系的

一类固定性内寄生线虫(谢辉ꎬ２０００)ꎬ目前已报道 １４
个种(罗诺德佩里和莫里斯莫恩斯ꎬ２０１１)ꎬ可通

过种苗进行远距离传播ꎮ 仙人掌孢囊线虫最早在荷

兰的仙人掌中被发现ꎬ并被描述为甜菜孢囊线虫Ｈｅｔ￣
ｅｒｏｄｅｒａ ｓｃｈａｃｈｔｉｉꎬ１９４１ 年 Ｆｉｌｉｐｊｅｖ 和 Ｓｃｈｕｕｒｍａｎｓ Ｓｔｅｋ￣
ｈｏｖｅｎ 把该种线虫命名为 Ｈｅｔｅｒｏｄｅｒａ ｃａｃｔｉꎬ１９７８ 年又

更名为 Ｃａｃｔｏｄｅｒａ ｃａｃｔｉ(Ｅｓｓｅｒꎬ１９９２)ꎮ 该线虫在五大

洲都有分布ꎬ我国曾在厦门(潘沧桑等ꎬ１９９７)和辽宁

(Ｄｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)发现该线虫ꎮ
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２０１５ 年 １０ 月 １２ 日ꎬ深圳口岸在对日本邮寄来

的仙人掌进行检疫时ꎬ从其根部发现了一种孢囊线

虫ꎬ本试验对其形态学和分子生物学特征进行鉴

定ꎬ以期为该线虫的检疫与防控提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 样品采集与线虫分离

取仙人掌的根和根际土壤约 ５００ ｇꎬ放入封口袋

中ꎬ做好标签ꎬ送至实验室ꎮ 取约２５０ ｇ 样品ꎬ用双层纱

布包好ꎬ置于漏斗中ꎬ加入清水至刚好没过样品ꎬ２５ ℃
放置 １２~２４ ｈ(毛小芳等ꎬ２００４)ꎮ 用凹面皿接取线虫

悬浮液 １０ ｍＬꎬ在体式显微镜下检查ꎬ发现 ２ 龄幼虫

后ꎬ用直接过筛法分离其孢囊(Ｓｕｂｂｏｔｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ

１.２　 形态学鉴定

挑取线虫制成临时玻片ꎬ在光学显微镜(Ｚｅｉｓｓ
Ｚｍａｇｅｒ ＭＩ)下观察ꎬ用Ｚｅｉｓｓ ＡｘｉｏＣａｍ ＨＲＣ 数码相机对

线虫进行拍照ꎬ并用 ＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎ ４.８.２ 自带的测量软件

和 ｄｅ Ｍａｎ 公式法(ｄｅ Ｍａｎꎬ１８８４)对雌虫进行测计ꎮ

１.３　 分子生物学检测

提取单条 ２ 龄幼虫的 ＤＮＡꎬ方法参见 Ｌｏｎｇ ｅｔ
ａｌ.(２００６)ꎬ２８Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增参见顾建锋等

(２０１３)ꎮ ＰＣＲ 扩增产物送深圳华大基因有限公司

测序ꎬ用 ＢｉｏＥｄｉｔ ７.０ (Ｈａｌｌꎬ１９９９)对序列进行编辑ꎬ
在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库 (ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)中进行

ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ用 ＭＥＧＡ ４.０(Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)构

建系统发育树ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 形态描述

２ 龄幼虫:虫体蠕虫状ꎬ唇区轻微缢缩ꎻ口针基

部球圆形ꎬ头架明显(图 １Ａ)ꎻ侧区有 ４ 条刻线ꎬ食
道腺充满体腔(图 １Ｂ)ꎻ尾呈细长圆锥形ꎬ末端钝

圆ꎬ具明显的透明区(图 １Ｃ)ꎮ
雌虫:虫体呈柠檬形到近球形ꎬ珍珠白色、黄色

或金色ꎻ颈部缢缩ꎬ阴门锥凸出ꎮ
孢囊:通常为柠檬形ꎬ有时圆形ꎬ颈和阴门凸

出ꎬ浅褐色或中等褐色(图 １Ｄ)ꎮ 阴门凸位于膜孔

下面紧接膜孔的位置ꎬ有时不明显ꎻ阴门锥无囊泡

和下桥ꎬ有阴门小齿和环膜孔ꎮ
卵:椭圆形ꎬ长度约为宽度的 ２ 倍ꎬ卵壳刻点明

显(图 １Ｄ)ꎮ
雄虫:未见ꎮ

图 １　 孢囊线虫形态
Ｆｉｇ.１　 Ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｙｓｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ

Ａ:２ 龄幼虫虫体(标尺:５０ μｍ)ꎻＢ:２ 龄幼虫前体部(标尺:１０ μｍ)ꎻＣ:２ 龄幼虫尾部(标尺:１０ μｍ)ꎻＤ:孢囊和卵(标尺:５０ μｍ)ꎮ
Ａ: Ｗｈｏｌｅ ｂｏｄｙ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ｓｔａｇｅ ｊｕｖｅｎｉｌｅ (Ｊ２) (ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ５０ μｍ)ꎻ Ｂ: Ｈｅａｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｊ２ (ｓｃａｌｅ ｂａｒ: １０ μｍ)ꎻ

Ｃ: Ｔａｉｌ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｊ２ (ｓｃａｌｅ ｂａｒ: １０ μｍ)ꎻ Ｄ: Ｃｙｓｔ ａｎｄ ｅｇｇｓ (ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ５０ μｍ).

２.２　 形态测量值

２ 龄幼虫形态测量值如表 １ 所示ꎮ
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　 　 依据行业标准«仙人掌孢囊属线虫检疫鉴定方

法»(国家质量监督检验检疫总局ꎬ２０１５)ꎬ本试验分

离到的孢囊线虫日本群体形态特征及 ２ 龄幼虫测

量值与文献记述的仙人掌孢囊线虫基本一致ꎮ

２.３　 分子生物学特征分析

用引物 Ｄ２Ａ / Ｄ３Ｂｒ 对单条 ２ 龄幼虫进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ结果见图 ２ꎬ扩增产物长 ７５０ ｂｐ 左右(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登 录 号 分 别 为 ＫＸ２３０４６７ － ＫＸ２３０４７３ )ꎮ
ＢＬＡＳＴ 分析结果表明ꎬ孢囊线虫日本群体的 ２８Ｓ
ｒＤＮＡ 基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＤＱ３２８７０２ 的

德国群体的同源性高达 ９９％ꎮ 基于 ２８Ｓ ｒＤＮＡ 基因

序列的系统发育树(图 ３)表明ꎬ孢囊线虫日本群体

和德国群体位于一个进化枝上ꎬ亲缘关系最近ꎮ

　 　 综合形态学比较和分子生物学分析得出ꎬ从日

本邮寄的仙人掌中截获的孢囊线虫为仙人掌孢囊

线虫 Ｃａｃｔｏｄｅｒａ ｃａｃｔｉꎮ

图 ２　 ２ 龄幼虫 ＰＣＲ 扩增产物
Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｓｅｃｏｎｄ ｓｔａｇｅ ｊｕｖｅｎｉｌｅｓ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １~１１:２ 龄幼虫的扩增产物ꎻ１２:阴性对照(水)ꎮ
Ｍ: ＤＬ２０００ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ ｌｉｎｅｓ １~１１: Ｓｅｃｏｎｄ ｓｔａｇｅ ｊｕｖｅｎｉｌｅ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓꎻ ｌｉｎｅ １２: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｈ２Ｏ).

图 ３　 ２８Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的系统发育树
Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｕｐｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｄ２ / Ｄ３ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ２８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ

∗表示本试验分离的孢囊线虫ꎮ
∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｙｓｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ.

３　 讨论
通过形态描述和测量值比较ꎬ初步判断从日本

邮寄的仙人掌中截获的线虫为仙人掌孢囊线虫ꎮ
与其他地区群体 (潘沧桑等ꎬ１９９７ꎻ Ａｄａｍꎬ１９３２ꎻ

Ｇｏｌｄｅｎ ＆ Ｒａｓｋｉꎬ１９７７)相比ꎬ日本群体 ２ 龄幼虫的 ｂ
值、口针长和 ＤＧＯ 的变化较大ꎬ其余测量值的变化

相对较小ꎮ 为了对形态学鉴定结果进行验证ꎬ本试

验分析了 ２ 龄幼虫的 ２８Ｓ￣Ｄ２ / Ｄ３ 区的序列和系统发
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育关系ꎬ结果表明该日本群体与仙人掌孢囊线虫的

亲缘关系最近ꎬ因此将其鉴定为仙人掌孢囊线虫ꎮ
　 　 寄主植物被仙人掌孢囊线虫侵染后ꎬ地上部分

表现出生长缓慢、矮化、萎蔫、叶片褪绿等症状ꎬ地
下根组织出现短小、稀疏、分叉等症状ꎬ但不会形成

根瘤ꎮ 仙人掌孢囊线虫的寄主包括仙人掌科 Ｃａｃｔａ￣
ｃｅａｅ、伞形科 Ｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒａｅ、大戟科 Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ、景
天科 Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ、桑科 Ｍｏｒａｃｅａｅ、夹竹桃科 Ａｐｏｃ￣
ｙｎａｃｅａｅ、萝藦科 Ａｓｃｌｅｐｉａｄａｃｅａｅ、菊科 Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ 和

木犀科 Ｏｌｅａｃｅａｅ 的部分种、属(国家质量监督检验

检疫总局ꎬ２０１５)ꎮ 目前ꎬ有关该线虫对寄主植物的

危害程度还不清楚ꎬ暂未被列入我国进境植物检疫

性有害生物名录ꎮ
随着我国生态文明建设的推进ꎬ大量的种苗和

观赏植物通过货物进口、旅客携带和包裹邮寄等途

径进入我国ꎮ ２０１４ 年ꎬ我国进境邮检截获检疫性线

虫 ４ 种 ７ 批次(张静秋等ꎬ２０１５)ꎬ也多次从德国和

意大利的邮件中截获仙人掌孢囊线虫ꎮ 植物线虫

通过邮寄渠道入侵我国的风险日益严峻ꎮ 因此ꎬ口
岸除了做好进境种苗货检和旅客携带物的检疫外ꎬ
还需加强对邮寄包裹的检疫ꎮ
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