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植物罹病组织中南方、爪哇、花生根结线虫的
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摘要: 【目的】建立一种基于环介导等温扩增(ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＬＡＭＰ)技术ꎬ从植物罹病组织中直接检测 ３
种常见的根结线虫ꎬ为根结线虫的监测和防治提供技术支持ꎮ 【方法】分别采用 ３ 种根结线虫的种类特异性引物对所选择的

根结线虫的 ＤＮＡ 片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物纯化、回收并测序ꎮ 根据 ３ 种根结线虫的测序结果ꎬ针对种类特异区段ꎬ采用

ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒＶ４ 软件ꎬ分别设计 ３ 种根结线虫的 ＬＡＭＰ 引物ꎮ 设计的引物组人工合成后ꎬ以提取的纯化种群线虫 ＤＮＡ 为模

板ꎬ分别进行引物组的特异性测试ꎬ筛选出分别针对 ３ 种根结线虫的最佳引物组ꎮ 【结果】研究设计的 ３ 种根结线虫的 ＬＡＭＰ
特异性引物能够直接从植物根结中检测出南方、花生、爪哇 ３ 种常见根结线虫ꎬＬＡＭＰ 快速检测体系为:ｄＮＴＰＳ 浓度为 １
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬＭｇ２＋的浓度为 ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ不添加甜菜碱ꎬ反应时间为 ４５ ｍｉｎꎮ 【结论】本实验建立的南方、花生、爪哇根结线虫

ＬＡＭＰ 快速分子检测方法ꎬ具有特异性强、灵敏度高、简单、快速、经济等特征ꎬ能够从罹病植物组织中快速准确地检测出南方、
花生和爪哇根结线虫ꎬ具有极高的实践应用价值ꎮ
关键词: 环介导等温扩增ꎻ 根结线虫ꎻ 特异性ꎻ 快速检测
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南方 根 结 线 虫 Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａ ( Ｋｏｆｏｌｄ ＆ Ｗｈｉｔｅ )
Ｃｈｉｔｗｏｏｄ、花生根结线虫Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ Ｎｅａｌ 和爪哇根结

线虫 Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａ Ｔｒｅｕｂ 由于寄主植物多和分布较广

的特点ꎬ成为温带、亚热带和热带地区的优势种群ꎬ
也是当前中国最重要的农作物病原线虫(孟庆鹏等ꎬ
２００４)ꎮ 由根结线虫引起的病害遍布全国大部分地

区ꎬ每年给农业生产造成巨大的经济损失(刘维志ꎬ
２０００ꎻ 赵鸿等ꎬ２００３)ꎮ 根结线虫病为土传病害ꎬ显症

晚ꎬ危害重ꎬ极难防治ꎮ 关于根结线虫的防治ꎬ目前

主要采用选育抗性品种、农业防治、物理防治、化学

防治和生物防治等手段(孔祥义和陈锦才ꎬ２００６ꎻ 文

廷刚等ꎬ２００８)ꎮ 由于在作物种植中长期使用化学药

剂会使作物生产的可持续发展和安全性降低ꎬ在我

国大部分地区已开始限制使用化学药剂ꎮ 因此ꎬ选
用抗性品种以及生物防治逐渐成为主要手段ꎮ

各种根结线虫之间存在显著的致病差异ꎬ因此

对病害发生区域的有效防治依赖于对根结线虫种类

准确的检测和诊断ꎮ 传统的根结线虫的分类鉴定主

要是形态学鉴定和同工酶电泳技术(武扬等ꎬ２００５)ꎬ
其中ꎬ形态学鉴定方法主要依靠观察根结线虫的外

部形态ꎬ包括体长、口针、尾部和会阴花纹等外部可

见特征来鉴别ꎮ 但是ꎬ由于许多根结线虫在外部形

态上相似ꎬ要求鉴定者有丰富的经验ꎮ 同工酶电泳

技术虽然可以准确地鉴定根结线虫的种类ꎬ但并不

适合土样当中的根结线虫的检测ꎮ 反转录—环介导

等温扩增技术 ( ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎꎬＬＡＭＰ)是一种新的核苷酸扩增技术(Ｎｏｔｏｍｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０００)ꎬ与传统的 ＰＣＲ 技术相比ꎬＬＡＭＰ 不需要热

循环ꎬ实验结果肉眼即可观察ꎬ具有方便快捷、高效

和特异性强等特点ꎬ目前已在植物线虫的检测中得

到广泛应用ꎮ Ｋｉｋｕｃｈｉ ｅｔ ａｌ.(２００９)、Ｎｉｕ ｅｔ ａｌ.(２０１２)、
Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.(２０１２)分别建立了松材线虫 Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎ￣
ｃｈｕｈ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ、象耳豆根结线虫 Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｐ.、香
蕉穿孔线虫 Ｒａｄｏｐｈｏｌｕｓ ｓｉｍｉｌｉｓ 的 ＬＡＭＰ 检测体系ꎮ
也有研究表明ꎬ利用 ＳＣＡＲ 引物扩增出的多态性

ＤＮＡ(ＲＡＰＤ)片段可以鉴定根结线虫的种类ꎬ这些

ＲＡＰＤ 片段可能代表着物种特异性基因并用于

ＬＡＭＰ 检测(Ｎｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ
本研究根据 ３ 种根结线虫的 ＳＣＡＲ 特异性引物

对所选择的根结线虫的 ＤＮＡ 片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩
增产物纯化、回收并测序ꎮ 根据 ３ 种根结线虫的测

序结果ꎬ针对种类特异区段ꎬ分别设计 ３ 种根结线虫

的 ＬＡＭＰ 引物ꎬ并对 ３ 种根结线虫进行检测ꎬ验证引

物的特异性和灵敏度ꎬ从而建立一种从罹病植物组

织中检测 ３ 种根结线虫的 ＬＡＭＰ 快速检测方法ꎬ以
期为田间样本的直接检测提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试线虫

南方根结线虫从云南永胜的油橄榄上采集ꎬ花
生根结线虫从云南建水的烟草上采集ꎬ爪哇根结线

虫从云南普文的油藤上采集ꎬ３ 种根结线虫由本实验

室分类纯化ꎬ在温室扩繁保存ꎮ
１.２　 试剂

ｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(宝生物

工程)ꎻＢｓｔ ＤＮＡ 聚合酶大片段(ＮＥＢ 公司)ꎻＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ蛋白酶 Ｋ(Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎮ
１.３　 线虫 ＤＮＡ提取

在显微镜下挑取单头供试线虫放入装有 １０ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ 的 ０.２ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ８ μＬ 的 １０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ 溶液(ＴａＫａＲａ)、２ μＬ 蛋白酶 Ｋ 溶液ꎬ采用冻融

法反复冻融 ６~７ 次ꎬ－８０ ℃下保存 ３０ ｍｉｎꎬ６５ ℃温育

９０ ｍｉｎꎬ ９５ ℃ 反 应 １０ ｍｉｎꎬ 反 应 完 成 后ꎬ １２０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １ ｍｉｎꎬ上清液作为线虫 ＤＮＡ 模板直接

用于 ＬＡＭＰ 和 ＰＣＲ 反应(万新龙等ꎬ２００７)ꎮ
１.４　 ３种根结线虫种类特异性区段扩增

分别采用 ３ 种根结线虫的 ＳＣＡＲ 特异性引物

(Ｚｉｊｌｓｔｒａ ＆ Ｄｏｎｋｅｒｓꎬ２０００)ꎬ以基因组 ＤＮＡ 为模版ꎬ对
所选择的根结线虫进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物纯化、回
收并测序ꎮ ＰＣＲ 反应体系:１０×Ｂｕｆｆｅｒ (含 Ｍｇ ２＋) ５
μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄＮＴＰ ４ μＬꎬ引物ｒＤＮＡ１和 ｒＤＮＡ２
(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各 １ μＬꎬｒＴａｑ 酶(５ Ｕ􀅰μＬ－１ꎬＴａＫａＲａ)
２.５ Ｕꎬ模板 ＤＮＡ ５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０ μＬꎮ 爪哇和

南方根结线虫的扩增条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６１
℃ ３０ ｓꎬ ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３７ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 花生根

结线虫的扩增条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５４ ℃ ３０ ｓꎬ
７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３７ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ
１.５　 ＬＡＭＰ 引物设计

根据 ３ 种根结线虫的测序结果ꎬ针对 ＳＣＡＲ 特

异性引物扩增的种类特异区段ꎬ采用 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒ￣
ｅｒＶ４ 软件ꎬ分别设计 ３ 种根结线虫的 ＬＡＭＰ 引物ꎮ
设计的引物组人工合成后ꎬ以提取的纯化种群线虫

ＤＮＡ 为模板ꎬ分别进行引物组的特异性测试ꎬ筛选

出分别针对 ３ 种根结线虫的最佳引物组ꎮ
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１.６　 ＬＡＭＰ 反应体系的建立

反应体系包括外引物 Ｆ３ 和 Ｂ３ 各 ０.２ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１、
内引物 ＦＩＰ 和 ＢＩＰ 各 １.６ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１、ｄＮＴＰｓ(１ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ－１)、２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ (ｐＨ ８.８)、１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＫＣｌ、 ＭｇＳＯ４ ( ５. ０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ )、 １０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１

(ＮＨ４) ２ＳＯ４、０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ ｘ￣１００ꎬ８ Ｕ Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶

大片段、１ μＬ ＤＮＡ 模板ꎬ用灭菌双蒸馏水补全到 ２５
μＬꎮ 混合均匀后ꎬ置于 ６０ ~ ６５ ℃恒温水浴中保温

４５ ｍｉｎꎬ８２ ℃保温 ５ ｍｉｎ(魏洪岩等ꎬ２０１６)ꎮ
１.７　 ＬＡＭＰ 扩增产物的检测

ＬＡＭＰ 扩增产物检测采用 ２ 种方法ꎮ ( １)
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ显色法:ＬＡＭＰ 反应结束后ꎬ加入 ２
μＬ １００×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰꎬ混匀后紫外照射下观察颜

色变化ꎮ (２)琼脂糖凝胶电泳法:取 ２ μＬ 扩增产物

在 ２％的琼脂糖凝胶上电泳ꎬ染色ꎬ结果在凝胶成像

系统中观察ꎮ
１.８　 罹病根组织的 ＬＡＭＰ 直接检测

从人工接种南方、花生和爪哇根结线虫的番茄

根系分别取 １０ 个根结ꎬ将上述罹病根系的根结放

入装有 １７.５ μＬ 的 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ 的离心管中ꎬ加

入 ７.５ μＬ 的蛋白酶 Ｋ(６００ μｇ􀅰ｍＬ－１)和 ２５ μＬ 无

菌水ꎬ混合均匀后离心ꎬ放入液氮中速冻ꎬ用研磨棒

充分捣碎ꎬ点动离心后ꎬ将离心管放入 ６５ ℃条件下

温育 ９０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ 下反应 １０ ｍｉｎꎬ冷却至室温ꎬ
１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 １ ｍｉｎ 后的上清液即可作为

ＤＮＡ 模板进行 ＬＡＭＰ 试验和常规 ＰＣＲ 检测(何旭

峰等ꎬ２０１３)ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ３ 种根结线虫的特异性引物 ＰＣＲ 及测序结果

采用 ＳＣＡＲ 特异性引物扩增获得南方根结线

虫 ＤＮＡ 序列长度为 ９９０ ｂｐꎬ爪哇根结线虫为 ７２０
ｂｐꎬ花生根结线虫为 ４２０ ｂｐ(图 １)ꎮ 将 ＳＣＡＲ 特异

性引物扩增的 ３ 种根结线虫的特异性序列通过

ｂｌａｓｔ 对比发现ꎬ本研究所用的南方根结线虫与已报

道的 南 方 根 结 线 虫 的 ＳＣＡＲ 标 记 特 异 区 段

(ＪＮ００５８４１、ＫＰ４１１８７３)的相似性为 ９９％ꎬ花生根结

线虫与已报道的花生根结线虫的 ＳＣＡＲ 标记特异

区段(ＫＰ２３４２６４)的相似性为 ９７％ꎬ爪哇根结线虫

与已报道的爪哇根结线虫的 ＳＣＡＲ 标记特异区段

(ＫＰ０８７９１６)的相似性为 ９９％ꎮ

图 １　 ３ 种根结线虫的特异性扩增
Ｆｉｇ.１　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｒｏｏｔ￣ｋｎｏｔ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ

Ａ、Ｂ、Ｃ 依次为南方、爪哇 和花生根结线虫 ＤＮＡ 电泳图ꎮ 电泳所用 Ｍａｒｋｅｒ 大小为 ２０００ ｂｐꎮ
Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ: Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａꎬ Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａꎬ ａｎｄ Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ. Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｍａｒｋｅｒ ｕｓｅｄ ｗａｓ ２０００ ｂｐ.

２.２　 ３ 种根结线虫的 ＬＡＭＰ 引物设计

根据 ３ 种根结线虫的测序结果ꎬ针对 ＳＣＡＲ 引

物扩增的种类特异区段ꎬ采用 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒＶ４ 软

件ꎬ分别设计 ３ 种根结线虫的 ＬＡＭＰ 引物ꎮ 每种线

虫各得到 ４ 条 ＬＡＭＰ 引物ꎬ包括 ２ 条外引物(Ｆ３ 和

Ｂ３)和 ２ 条内引物(ＦＩＰ 和 ＢＩＰ)ꎮ 具体见表 １ꎮ
２.３　 ３ 种根结线虫 ＬＡＭＰ 检测体系建立

采用优化的 ＬＡＭＰ 扩增体系ꎬ分别检测南方、

爪哇和花生 ３ 种根结线虫ꎮ ３ 种根结线虫种群的

ＬＡＭＰ 扩增产物采用 ２ 种方法均能够成功检测:
(１)向 ＬＡＭＰ 反应产物中加入 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ染料ꎬ
肉眼观察发现ꎬ阳性结果呈现绿色ꎬ阴性对照则呈

现橘红色(图 ２Ａ、Ｂ、Ｃ)ꎻ(２)ＬＡＭＰ 反应产物在 ２％
琼脂糖凝胶上分离ꎬ阳性结果可见 ＬＡＭＰ 扩增的特

异性的梯形条带ꎬ阴性结果则无条带(图 ２Ｄ、Ｅ、Ｆ)ꎮ
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表 １　 南方、花生和爪哇根结线虫引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａꎬ Ｍ.ａｒｅｎａｒｉａ ａｎｄ Ｍ.ｊａｖａｎｉｃａ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

　 序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

　 作用
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｍｉ￣Ｆ ￣ＧＴＧＡＧＧＡＴＴＣＡＧＣＴＣＣＣＣＡＧ￣ 南方根结线虫特异性检测

Ｍｉ￣Ｒ ￣ＡＣＧＡＧＧＡＡＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＣＧＴＣＣ￣ Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＭｉＦ３ ￣ＧＴＧＣＴＴＣＧＴＣＴＴＴＴＧＣＴＴ￣
ＭｉＢ３ ￣ＡＣＴＴＴＣＣＴＴＧＧＡＡＴＴＧＧＡＡＣＡ￣
ＭｉＦＩＰ ￣ＡＧＧＡＡＧＧＴＡＴＡＣＴＡＴＣＣＡＡＧＡＣＣＣＡ￣

ＴＴＴＡＡＡＡＴＣＴＧＴＴＴＣＧＧＣＡＣＡＣ￣ Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａ ＬＡＭＰ
ＭｉＢＩＰ ￣ＴＴＣＡＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＡＡＴＡＴＧＴＣＡＧＣ￣

ＣＧＡＴＡＴＣＴＡＧＧＧＧＴＧＴＴＴＧＡ￣
Ｍａ￣Ｆ ￣ＴＣＧＧＣＧＡＴＡＧＡＧＧＴＡＡＡＴＧＡＣ￣ 花生根结线虫特异性检测

Ｍａ￣Ｒ ￣ＴＣＧＧＣＧＡＴＡＧＡＣＡＣＴＡＣＡＡＡＣＴ￣ Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＭａＦ３ ￣ＴＧＣＴＴＴＣＡＡＣＧＣＧＧＴＡＴＧ￣
ＭａＢ３ ￣ＡＴＴＴＣＴＣＴＣＣＡＣＧＡＧＴＴＴＣＴ￣
ＭａＦＩＰ ￣ＣＣＡＣＴＴＴＧＣＣＴＣＡＧＣＧＡＡＡＴＴＴ￣ Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ ＬＡＭＰ

ＧＴＣＧＴＡＡＴＣＡＡＴＧＧＧＴＴＧＴＣ￣
ＭａＢＩＰ ￣ＧＴＧＧＣＴＴＴＴＣＧＡＴＧＴＴＣＧＣＴ￣

ＴＡＧＣＣＣＡＡＴＴＴＧＡＧＴＴＴＴＣＣ￣
Ｍｊ￣Ｆ ￣ＧＧＴＧＣＧＣＧＡＴＴＧＡＡＣＴＧＡＧＣ￣ 爪哇根结线虫特异性检测

Ｍｊ￣Ｒ ￣ＣＡＧＧＣＣＣＴＴＣＡＧＴＧＧＡＡＣＴＡＴＡＣ￣ Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＭｊＦ３ ￣ＴＣＧＧＡＡＡＴＧＡＣＧＡＡＧＧＴＧ￣
ＭｊＢ３ ＴＴＡＴＡＡＡＣＣＣＡＧＣＴＡＧＧＧＡＣ￣
ＭｊＦＩＰ ￣ＴＴＡＧＧＣＴＧＡＴＴＴＣＣＧＡＴＴＴＣＣＧＡＣ￣ Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａ ＬＡＭＰ

ＴＣＧＧＡＡＡＴＧＧＧＡＡＣＴＧＴＣ￣
ＭｊＢＩＰ ￣ＡＴＧＴＣＧＧＡＡＡＴＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＧ￣

ＣＣＣＣＡＴＴＴＡＴＴＣＧＣＡＡＧＡＣ￣

图 ２　 南方、花生和爪哇根结线虫 ＬＡＭＰ 体系建立及扩增产物检测
Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａꎬ Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａ ａｎｄ Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ ｂｙ ＬＡＭＰ

Ａ、Ｂ、Ｃ 依次为南方、花生和爪哇根结线虫的荧光染料检测结果ꎻＤ、Ｅ、Ｆ 依次为南方、
花生和爪哇根结线虫的凝胶电泳检测结果ꎮ 电泳所用 Ｍａｒｋｅｒ 大小为 １０００ ｂｐꎮ

Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ: Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｙｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａꎬ Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ ａｎｄ Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａꎻ Ｄꎬ Ｅꎬ Ｆ: Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａꎬ Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ ａｎｄ Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａ. Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｍａｒｋｅｒ ｕｓｅｄ ｉｎ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｓ １０００ ｂｐ.

２.４　 罹病番茄根组织中 ３ 种根结线虫的 ＬＡＭＰ 直

接检测

从分别侵染南方、爪哇和花生 ３ 种根结线虫的

番茄中随机采 １０ 个根结进行 ＬＡＭＰ 检测ꎬ结果发

现ꎬ南方根结线虫 ＬＡＭＰ 检测的 ９ 个根结为阳性

(图 ３)ꎬ花生根结线虫 ７ 个根结显示阳性(图 ４)ꎬ爪
哇根结线虫 ５ 个根结显示阳性ꎬＰＣＲ 检测结果同步

(图 ５)ꎮ 由此确定本研究建立的 ３ 种 ＬＡＭＰ 检测

体系能够直接从根结中检测到南方、爪哇、花生根

结线虫ꎬ具有很高的实际应用价值ꎮ
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图 ３　 南方根结线虫的 ＬＡＭＰ 直接检测
Ｆｉｇ.３　 ＬＡＭＰ ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａ

Ａ:电泳检测结果ꎻ Ｂ:荧光染料检测结果ꎮ
Ａ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｙｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ.

图 ４　 花生根结线虫的 ＬＡＭＰ 直接检测
Ｆｉｇ.４　 ＬＡＭＰ ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ.ａｒｅｎａｒｉａ
Ａ:电泳检测结果ꎻ Ｂ:荧光染料检测结果ꎮ

Ａ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｙｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ.

图 ５　 爪哇根结线虫的 ＬＡＭＰ 直接检测
Ｆｉｇ.５　 ＬＡＭＰ ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ.ｊａｖａｎｉｃａ
Ａ: 电泳检测结果ꎻ Ｂ: 荧光染料检测结果ꎮ

Ａ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｙｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ.

３　 讨论与结论
根结线虫的鉴定主要分为形态学鉴定和分子

鉴定 ２ 种方法ꎬ其中形态学鉴定主要是会阴花纹和

同工酶电泳方法ꎬ而土壤当中大部分是幼虫ꎬ限制

了 ２ 种方法的应用ꎮ 国内外报道的分子鉴定方法

主要是ＰＣＲ￣ＰＦＬＰ分析法(王焱等ꎬ２００７ꎻ Ｐｏｗｅｓ ｅｔ

ａｌ.ꎬ１９９３)ꎬ但这种方法需要对 ＰＣＲ 产物进行酶切ꎬ
要耗费较多时间ꎬ对操作要求较高ꎬ不适合快速鉴

定ꎮ 另外一种分子鉴定方法是 ＲＡＰＤ￣ＰＣＲꎬＢｌｏｋ
ｅｔ ａｌ.(１９９７)利用此方法鉴定了南方、花生、爪哇 ３
种根结线虫ꎬ但 ＲＡＰＤ￣ＰＣＲ 鉴定过程中对反应条件

具有极高的要求(白万明等ꎬ１９９６ꎻ Ｏｒｕｉꎬ１９９９)ꎮ 而
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本研究建立的直接从植物根结中检测南方、花生、
爪哇根结线虫 ＬＡＭＰ 检测方法ꎬ具有快速、便捷、简
单、特异性等特点ꎮ 只需要 １ ｈ 即可完成反应ꎬ与常

规 ＰＣＲ 相比可以节省大量时间ꎬ实验过程中不需

要 ＰＣＲ 仪、凝胶电泳仪和照胶仪ꎬ仅使用水浴锅即

可完成检测ꎬ操作较为简单ꎬ通过加入荧光染料ꎬ直
接用肉眼观察即可判定结果ꎮ 但是在反应完成后

加入荧光染料的过程中ꎬ容易产生气溶胶ꎬ造成实

验室污染和假阳性ꎬ影响 ＬＡＭＰ 检测结果的准确

性ꎬ所以应在通风橱中进行实验ꎬ并在反应液中加

入少量石蜡油密封避免假阳性的出现ꎮ 该检测方

法对 ３ 种常见根结线虫的发生分布和监测具有重

要的意义ꎬ在农业生产中具有很大的应用前景ꎮ
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