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拟松材线虫纤维素酶活性与其致病性关系
薛美静＋ꎬ 李　 英＋ꎬ 张　 靖 ꎬ 高泽文ꎬ 吴文涛ꎬ 王　 扬∗ꎬ 喻盛甫

云南农业大学植物保护学院ꎬ云南 昆明 ６５０２０１

摘要: 【目的】研究拟松材线虫是否分泌纤维素酶以及纤维素酶与其致病力的关系ꎮ 【方法】对拟松材线虫的不同致病性种

群以及松材线虫的虫体蛋白提取液、分泌液的纤维素酶活性进行定量测定ꎬ比较群体间纤维素同工酶谱型差异ꎮ 【结果】拟
松材线虫也含有纤维素酶ꎬ并向体外分泌ꎻ且不同致病性种群的纤维素酶活性与其致病性有一定相关性ꎬ致病性越强纤维

素酶活性越强ꎮ 【结论】纤维素酶活性大小是导致拟松材线虫不同种群间致病性差异的重要原因ꎬ这对于全面认识松树线

虫萎蔫病的致病机理有重要意义ꎮ
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　 　 拟松材线虫 Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ Ｍａｍｉｙａ
＆ Ｅｎｄａ 是松材线虫 Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ 的近缘种ꎬ两者的

遗传背景十分相似ꎬ形态上很难区分ꎬ且生活习性、
生活史和侵染循环等都相近(杨宝君等ꎬ２００３)ꎮ 长

期以来ꎬ松材线虫被认为是松树萎蔫病的唯一病原

(Ｆｕｋｕｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９２ꎻ Ｋｉｙｏｈａｒａ ＆ Ｔｏｋｕｓｈｉｇｅꎬ１９７１ꎻ
Ｔａｍｕｒａꎬ１９８３)ꎮ 研究表明ꎬ用无菌松材线虫及带菌

松材线虫接种ꎬ均能使赤松和湿地松无菌苗发生萎

蔫ꎬ而松材线虫体表细菌单独接种未能使无菌苗发

病ꎬ这为松材线虫是引起松树萎蔫的唯一病原提供

了直接证据 (叶建仁和黄麟ꎬ ２０１２ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１２)ꎮ 作为松材线虫的近缘种拟松材线虫ꎬ学术

界长期以来认为其致病力极弱或根本不致病(汤勤

和昌世翠ꎬ １９８９ꎻ 吴广超等ꎬ ２００６ꎻ Ｆｕｔａｉｋꎬ １９８０ꎻ
Ｍａｍｉｙａ ＆ Ｅｎｄａꎬ１９７９)ꎮ 魏素珍等(２０１０)认为ꎬ拟
松材线虫的致病性易受环境影响ꎬ一定条件下也能

造成大片松树的死亡ꎬ且分布范围比松材线虫更

广ꎬ在同一地区常常是拟松材线虫先出现ꎬ然后才

有松材线虫出现ꎮ 因此ꎬ拟松材线虫的致病性问题

及其致病机制值得进一步探索ꎮ 近年来ꎬ对云南、
贵州等地的拟松材线虫的研究发现ꎬ拟松材线虫种

群间存在明显的致病性分化ꎬ室内接种中部分拟松

生物安全学报 ２０１９ꎬ ２８(３): １８１－１８８
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材线虫对 ３ 年生松苗的致死速度甚至接近松材线

虫ꎬ在云南和贵州的部分林区也发现了拟松材线虫

单独危害引起松树萎蔫枯死的现象 (李丹蕾ꎬ
２００５)ꎮ 但拟松材线虫的致病力弱于松材线虫却是

一个勿庸置疑的事实ꎮ 因此ꎬ研究拟松材线虫和松

材线虫的致病性差异ꎬ对于全面认识松树线虫萎蔫

病的致病机理有重要意义ꎮ
线虫对植物的致病性主要体现在 ２ 个方面:一

是线虫在植物组织内移动时引起植物的机械损伤ꎬ
二是线虫通过口针注入植物细胞的食道腺分泌物

诱发植物生理代谢改变ꎮ 线虫食道腺分泌物被认

为是植物线虫致病的关键因素ꎬ其中包含的物质除

碳水化合物外ꎬ主要是一些高浓度的蛋白ꎬ如各种

水解酶类(纤维素酶、果胶酶、蛋白酶和木质素酶

等)ꎮ 酶被认为是松材线虫病的主要致病因子ꎬ它
直接参与树木薄壁组织细胞死亡过程ꎬ影响整个形

成层ꎬ导致树木枯萎死亡(吴云和程柳ꎬ２０１８)ꎮ 这

些酶的种类和数量在不同寄生阶段和不同食道腺

中均有差别ꎬ对植物细胞及其内含物具有修饰作

用ꎬ有利于线虫的取食与移动(Ｄａｖｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００ꎻ
Ｈｕｓｓｅｙꎬ１９８９)ꎮ 纤维素酶具有分解纤维素的能力ꎬ
能破坏松树的细胞壁ꎬ使松树内部水分无法传输ꎬ
从而导致松树死亡(武琼ꎬ２０１６)ꎮ 已有研究证明ꎬ
线虫食道腺分泌的纤维素酶在根结线虫和胞囊线

虫的侵入和诱导取食点的形成中起了关键作用

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ Ｄａｖｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４ꎻ Ｖａｎｈｏｌｍｅ ｅｔ

ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ 松材线虫的致病力也与虫体分泌的纤

维素酶活性相关(Ｋｏｊｉｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９４)ꎮ 在树木早期

出现病害阶段ꎬ松材线虫分泌出来的纤维素酶在其

中起到决定性作用(王敏敏等ꎬ２００６)ꎮ 从松材线虫

的提取液中也发现了纤维素酶的存在ꎬ且线虫的毒

性越强ꎬ纤维素酶的活性就越强ꎮ
拟松材线虫是否分泌纤维素酶ꎬ以及纤维素酶

与其致病力是否有关至今仍不清楚ꎮ 已有研究表

明拟松材线虫的遗传多样性高于松材线虫ꎬ但松材

线虫和拟松材线虫的致病力与地理距离和遗传距

离之间没有必然的联系(谢艳丽ꎬ２０１３)ꎬ这也间接

表明拟松材线虫致病力差异是由其他因素造成ꎮ
鉴于此ꎬ本文在前期拟松材线虫种群致病性测定的

基础上ꎬ以松材线虫为对照对具有不同致病力的拟

松材线虫种群进行纤维素酶活性测定ꎬ以期为拟松

树线虫的致病机理研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试线虫

供试线虫采自云南、贵州林区萎蔫枯死松树

上ꎬ经过纯化培养保存的 ７ 个拟松材线虫种群和 １
个松材线虫种群(表 １)ꎬ其中 ７ 个拟松材线虫种群

对 ５ 种 ４ 年生松苗的致病力强弱排序为 ＹＬＸ(云南

泸西)>ＧＹ(贵州贵阳) >ＹＥＳ(云南峨山) >ＹＳＬ(云
南石林)>ＹＬＰ(云南罗平) >ＹＪＣ(云南江川) >ＹＸＰ
(云南新平)(李丹蕾ꎬ２００５)ꎮ

表 １　 供试线虫及来源
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔｅｄ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ａｎｄ ｓｏｕｒｃｅｓ

代号 Ｃｏｄｅｓ 虫种 Ｎｅｍａｔｏｄｅ ｓｐｅｃｉｅｓ 来源 Ｓｏｕｒｃｅｓ 寄主 Ｈｏｓｔｓ

ＹＪＣ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ 云南江川 Ｊｉａｎｇｃｈｕａｎꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｉｎｕｓ ｙｕｎａｎｅｎｓｉｓ
ＹＸＰ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ 云南新平 Ｘｉｎｐｉｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐ. ｙｕｎａｎｅｎｓｉｓ
ＹＥＳ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ 云南峨山 Ｅｓｈａｎꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐ. ｙｕｎａｎｅｎｓｉｓ
ＹＬＰ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ 云南罗平 Ｌｕｏｐｉｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐ. ａｒｍａｎｄｉｉ
ＹＬＸ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ 云南泸西 Ｌｕｘｉꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐ. ｙｕｎａｎｅｎｓｉｓ
ＹＳＬ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ 云南石林 Ｓｈｉｌｉｎꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐ. ｙｕｎａｎｅｎｓｉｓ
ＧＹ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ 贵州贵阳 Ｇｕｉｙａｎｇꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐ. ｍａｓｓｏｎｉａｎａ
ＹＷＤ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ 云南畹町 Ｗａｎｄｉｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐ. ｋｅｓｉｙａ ｖａｒ. ｌａｎｇｂｉａｎｅｎｓｉｓ

１.２　 供试线虫虫体的蛋白提取液及分泌液的制备

将表 １ 中 ８ 个线虫种群经纯化后ꎬ依据严东辉

和杨宝君(１９９７)的方法在灰葡萄孢 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒａ
Ｐｅｒｓ.上扩大繁殖ꎬ收集线虫并对其反复冲洗ꎬ最后

浓缩成约 １０５ 条线虫悬浮液ꎬ置于 Ｍ９ 液体培养基

中ꎬ２５ ℃培养 ５ ｈ 后ꎬ用 Ｍ９ 液体培养基冲洗 ３ 次ꎬ

所得的线虫悬浮液分成 ２ 份ꎮ 一份放入 ２ ｍＬ 的离

心管中ꎬ加入 １ ｍＬ Ｍ９ 液体培养ꎬ放入－８０ ℃冰箱

中保存ꎬ低温处理 ５ ｈ 后放入冷冻干燥器中干燥 ７ ｈ
制成干粉ꎬ用少量 ０.０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｐＨ７.２ 的磷酸盐缓

冲液(含 ０.１５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１氯化钠)稀释制成匀浆液ꎬ匀
浆液在 １２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１下离心 １５ ｍｉｎꎬ上清液即为
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虫体蛋白提取液ꎻ另一份线虫液重悬浮在 １ ｍＬ Ｍ９
液体培养液中ꎬ室温下培养 ４８ ｈ 后在 １２０００ ｒ􀅰
ｍｉｎ－１下离心 １５ ｍｉｎꎬ上清液即为分泌液ꎮ 上述虫体

蛋白提取液和分泌液存贮于－２０ ℃冰箱内备用ꎮ
１.３　 纤维素酶活性测定

１.３.１　 线虫提取液及分泌物中的蛋白质含量测定

　 　 用分光光度计测出松材线虫及拟松材线虫提

取液和分泌液在波长 ２８０ ｎｍ 处的光密度值ꎬ根据

光密度值从标准曲线中查对应的蛋白值含量ꎬ做
ＢＡＳ 蛋白质标准曲线图ꎮ
１.３.２　 琼脂扩散法比较纤维素酶活性 　 依据 Ｍａ￣
ｔｅｏｓ ｅｔ ａｌ.(１９９２)的方法用 ０.２％的羧甲基纤维素

(ＣＭＣ)、１％的琼脂和磷酸盐缓冲液制成大约 ７ ｍｍ
厚的反应板ꎬ待反应板冷却后用打孔器打直径为 ９
ｍｍ 的 ５ 个孔ꎬ并编号按顺序加入相同蛋白质量的

提取液、分泌液或 １０００ 条活虫ꎬ将反应板入 ２８ ℃
温箱中保温反应 ４８ ｈꎬ取出反应板ꎬ用 ０.１％的刚果

红(８０％的乙醇配制)染色 ６ ｍｉｎꎬ用 １ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的氯

化钠漂洗 ３０ ｍｉｎꎬ拍照比较晕圈大小ꎮ 透明圈直径

越大ꎬ则表明其纤维素分解能力越强ꎬ即纤维素酶

活性越高(张宇昊等ꎬ２００４)ꎮ
１.３.３　 ＤＮＳ 法测定纤维素酶活性　 依据索风梅等

(２００４)的方法ꎬ以 １％羧甲基纤维素作底物测定内

切 β￣ｌꎬ４￣葡聚糖酶(Ｃｘ 酶)的活性ꎬ底物均用柠檬

酸缓冲液(ｐＨ 值 ５.６ꎬ０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)配制ꎮ 取上述

底物 ０.２ ｍＬ、酶液 ０.０１ ｍＬ 混匀ꎬ在 ４５ ℃水浴保温

１ ｈ 后ꎬ加入 ＤＮＳ 显色剂 ０.２ ｍＬꎬ立即在沸水浴中

显色 ５ ｍｉｎꎬ流水冷却ꎬ稀释定容至 ２.５ ｍＬꎮ 于 ４９０
ｎｍ 处测 Ｄ 值ꎬ每处理重复 ３ 次ꎬ同时设空白对照ꎮ
以实验条件下单位虫体数量(条)、单位时间(ｍｉｎ)
酶促反应生成的还原糖(葡萄糖)量(ｍｇ)计算 Ｃｘ
酶活性ꎬ即:Ｃｘ＝葡萄糖含量(ｍｇ) /线虫量(条) ×时
间(ｈ)ꎮ
１.４　 纤维素酶同工酶分析

分别取各线虫种群的虫体蛋白提取液、分泌

液、各 １００ 条成虫和幼虫的虫体蛋白提取液ꎬ采用

聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳进行纤维素同工酶分

析(５％积层胶ꎬ分离胶 １０％ꎬ含 ０.２％羧甲基纤维

素)(Ｒｏｓｓｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ 电泳时积层胶电压 ８０ Ｖ
分离胶电压 １５０ Ｖꎮ 然后将胶放入 ３０ ℃的温箱中

保温反应 ７ ｈꎬ再用 ０.１％的刚果红(去离子水配制)
染色 ３０ ｍｉｎ(胡凯基和杨宝君ꎬ１９９５)ꎬ最后用 １ ｍｏｌ

􀅰Ｌ－１的氯化钠漂洗退色至适当ꎬ拍照ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 线虫虫体提取液、分泌液纤维素酶活性的琼

脂扩散反应

在反应板上松材线虫及拟松材线虫虫体蛋白

提取液、分泌液和 １０００ 条线虫样点周围出现了典

型的反应透明圈ꎬ其余部分呈现底物的红色 (图

１)ꎬ表明 ２ 种线虫虫体都含有纤维素酶并向体外分

泌ꎮ 测量发现ꎬ松材线虫虫体蛋白提取液、分泌物

的样点周围出现的透明圈比拟松材线虫分泌物的

透明圈大ꎬ且具有显著差异ꎬ说明相同单位体积的

松材线虫(ＹＷＤ)虫体蛋白提取液和分泌液中的纤

维素酶活性高于拟松材线虫ꎮ ７ 个不同致病性的拟

松材线虫虫体蛋白提取液、分泌物的样点周围出现

的透明圈大小也存在差异ꎬ同样致病力最强的的

ＹＬＸ 种群的透明圈显著大于其他拟松材线虫种群ꎬ
致病力最弱的 ＹＸＰ 种群产生的透明圈最小(表 ２)ꎮ
２.２　 线虫虫体蛋白提取液、分泌物纤维素酶活性

的 ＤＮＳ 法定量测定

取相同蛋白质含量的线虫虫体蛋白提取液、分
泌物测定对羧甲基纤维素的内切活性ꎬ结果如图 ２
所示ꎮ 松材线虫种群 ＹＷＤ 的虫体蛋白提取液、分
泌物中的纤维素酶活性均远高于对应所有的拟松

材线虫种群ꎻ各拟松材线虫种群间纤维素酶活性差

异较小ꎬ７ 个拟松材线虫种群虫体蛋白提取液中纤

维素酶活性的强弱顺序依次为:ＹＬＸ>ＧＹ>ＹＥＳ >
ＹＳＬ>ＹＬＰ>ＹＪＣ>ＹＸＰꎬ其中致病性最强的 ２ 个拟松

材线虫种群 ＹＬＸ 种群和 ＧＹ 种群在拟松材线虫中

表现出最强的纤维素酶活性ꎬ致病力最弱的 ＹＸＰ
种群纤维素酶活性最弱ꎮ
２.３　 纤维素酶同工酶分析

松材线虫 (ＹＷＤ) 和拟松材线虫 ( ＧＹ、ＹＬＸ、
ＹＸＰ)虫体蛋白提取液和分泌液的纤维素酶同功酶

电泳结果显示ꎬ２ 种线虫均有 ３ 条迁移率不同的谱

带 Ｃ１、Ｃ２ 和 Ｃ３ꎬ其种内同工酶谱型一致ꎬ而种间则

有一定差异ꎬ拟松材线虫的 Ｃ２ 谱带宽于松材线虫

(图 ３)ꎮ 对不同虫态的纤维素同工酶分析发现ꎬ松
材线虫和拟松材线虫的成虫和幼虫间均表现出一

致的谱型(图 ３Ｂ)ꎬ表明 ２ 种线虫纤维素酶基因的

表达无阶段性差异ꎬ纤维素酶基因的表达为各虫态

所必需ꎮ
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图 １　 琼脂扩散法测定线虫纤维素酶活性
Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ａｇａｒ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ

Ａ、Ｂ:不同线虫种群虫体蛋白提取物ꎬ其中 Ａ１、Ｂ１ 为灰葡萄孢对照ꎬＡ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ｂ２、 Ｂ３、Ｂ４ 和 Ｂ５ 分别为 ＹＥＳ、ＹＷＤ、ＹＬＸ、ＧＹ、ＹＪＣ、
ＹＬＰ、ＹＸＰ 和 ＹＳＬ 种群ꎻＣ、Ｄ:不同线虫种群分泌物ꎬ其中 Ｃ４、Ｄ４ 为灰葡萄孢对照ꎬＣ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ５、Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ５ 分别为 ＹＥＳ、ＹＳＬ、

ＹＷＤ、ＹＪＣ、ＹＬＸ、ＹＬＰ、ＹＸＰ 和 ＹＳＬ 种群ꎻＥ、Ｆ:不同线虫种群 １０００ 条活虫ꎬ其中 Ｅ５、Ｆ５ 为灰葡萄孢对照ꎬ
Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４、Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３ 和 Ｆ４ 分别为 ＹＸＰ、ＹＥＳ、ＹＷＤ、ＹＪＣ、ＹＬＰ、ＹＬＸ、ＹＳＬ 和 ＧＹ 种群ꎮ

Ａꎬ Ｂ: Ｗｏｒｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ Ａ１ꎬ Ｂ１ ａｒｅ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎬ Ａ２ꎬ Ａ３ꎬ Ａ４ꎬ Ａ５ꎬ Ｂ２ꎬ Ｂ３ꎬ Ｂ４ ａｎｄ Ｂ５
ａｒｅ ＹＥＳꎬ ＹＷＤꎬ ＹＬＸꎬ ＧＹꎬ ＹＪＣꎬ ＹＬＰꎬ ＹＸＰ ａｎｄ ＹＳＬ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎻ Ｃꎬ Ｄ: Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ Ｃ４ꎬ Ｄ４

ａｒｅ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ Ｃ１ꎬ Ｃ２ꎬ Ｃ３ꎬ Ｃ５ꎬ Ｄ１ꎬ Ｄ２ꎬ Ｄ３ꎬ Ｄ５ ａｒｅ ＹＥＳꎬ ＹＳＬꎬ ＹＷＤꎬ ＹＪＣꎬ ＹＬＸꎬ ＹＬＰꎬ ＹＸＰ ａｎｄ ＹＳＬ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎻ
Ｅꎬ Ｆ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ １０００ ｌｉｖｅ ｎｅｍａｔｏｄｅｓꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ Ｅ５ꎬ Ｆ５ ａｒｅ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎬ Ｅ１ꎬ Ｅ２ꎬ Ｅ３ꎬ

Ｅ４ꎬ Ｆ１ꎬ Ｆ２ꎬ Ｆ３ ａｎｄ Ｆ４ ａｒｅ ＹＸＰꎬ ＹＥＳꎬ ＹＷＤꎬ ＹＪＣꎬ ＹＬＰꎬ ＹＬＸꎬ ＹＳＬ ａｎｄ ＧＹ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ.

表 ２　 琼脂糖扩散反应对不同致病性线虫种群形成的透明圈大小
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｃｉｒｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

线虫种群
Ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

透明圈直径 Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｃｉｒｃｌｅ / ｃｍ

Ａ、Ｂ Ｃ、Ｄ Ｅ、Ｆ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０.００ ０.００ ０.００
ＹＷＤ ２.８７±０.０６ａ ２.３０±０.１０ａ ２.７０±０.１０ａ
ＹＬＸ ２.６０±０.１０ｂ ２.０７±０.０６ｂ ２.３３±０.１５ｂ
ＧＹ ２.３７±０.０６ｃｄ ２.００±０.１０ｂｃ ２.１７±０.０６ｃｄ
ＹＥＳ ２.５３±０.０６ｂｃ １.７０±０.１０ｅ ２.２３±０.０６ｂｃ
ＹＪＣ ２.２０±０.１０ｄ １.７７±０.０６ｄｅ ２.０３±０.０６ｄｅ
ＹＬＰ ２.２７±０.２５ｄ １.９０±０.１０ｃｄ ２.０７±０.０６ｄ
ＹＳＬ ２.４０±０.１０ｂｃｄ １.９３±０.１２ｂｃ ２.３０±０.１０ｂｃ
ＹＸＰ １.９０±０.１０ｅ １.６７±０.０６ｅ １.９０±０.１０ｅ

　 　 同列数据(平均值±标准误)后不同小写字母者表示在 ５％水平上差异显著ꎮ Ａ、Ｂ:不同线虫种群虫体蛋白提取物ꎻＣ、Ｄ:不同线虫种群
分泌物ꎻＥ、Ｆ:不同线虫种群 １０００ 条活虫ꎮ

Ｔｈｅ ｄａｔａ (ｍｅａｎｓ±ＳＤ) ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ. Ａꎬ Ｂ: Ｗｏｒｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎻ Ｃꎬ Ｄ: Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎻ Ｅꎬ Ｆ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ １０００ ｌｉｖｅ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ.

３　 讨论
关于纤维素酶在松材线虫致病过程中的作用ꎬ

国内外已有较多的研究ꎮ Ｏｄａｎｉ ｅｔ ａｌ.(１９８５)首先

证明松材线虫可以产生纤维素酶ꎬ并认为松材线虫

产生的纤维素酶在松树发病的早期至关重要ꎻ另研

究证实ꎬ松材线虫的体外分泌物中可以检测到蛋白

酶、过氧化物酶、淀粉酶和纤维素酶的活性(严东辉

和杨宝君ꎬ１９９７)ꎻ在此基础上ꎬ汪来发等(２００５)分

别用市售的上述 ４ 种酶和松材线虫分泌物接种 ３
年生的黑松苗ꎬ发现只有纤维素酶和松材线虫分泌

物能够导致松苗产生类似松树萎蔫病的症状ꎻＫｏｊｉ￣
ｍａ ｅｔ ａｌ.(１９９４)也发现松材线虫强致病性株系的纤

维素酶含量及活性比弱致病性株系的高ꎮ 根据上

述研究结果可以初步认为ꎬ松材线虫分泌酶中最主

要的是纤维素酶ꎬ是纤维素酶导致了松树萎蔫病ꎮ
而有关纤维素酶在拟松材线虫致病过程中的作用
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研究较少ꎬ蒋丽雅和王晓芸(１９９５)用纤维素酶扩散

法进行纤维素酶的定性检测ꎬ结果表明ꎬ松材线虫

虫体含纤维素酶ꎬ并向体外分泌ꎻ拟松材线虫不含

纤维素酶ꎬ且不向体外分泌ꎬ因此认为可以用检测

纤维素酶活性的方法来区分松材线虫和拟松材线

虫ꎮ 而张奇等(２００６)对松材线虫分泌的纤维素酶

进行了分离纯化ꎬ并制备了其特异性抗体ꎬ通过免

疫学方法研究纤维素酶的生产和线虫到松树的入

侵途径ꎬ但是得到的纤维素酶特异性抗体对拟松材

线虫也存在一定的交叉反应ꎬ其特异性还需进一步

证实ꎮ
本文通过对拟松材线虫的虫体蛋白提取物、分

泌液和 １０００ 条活虫的纤维素酶琼脂扩散实验ꎬ证
实拟松材线虫不仅体内组织中含有纤维素酶ꎬ而且

向体外分泌ꎻ同时ꎬ拟松材线虫虫体蛋白提取液和

分泌液的纤维素酶 ＤＮＳ 法定量测定也显示ꎬ拟松

材线虫的纤维素酶活性与致病性呈现正相关关系ꎬ
即致病性越强的拟松材线虫种群其纤维素酶活性

也越强ꎮ 因此可以推测与松材线虫一致ꎬ纤维素酶

也参与了拟松材线虫的致病过程ꎬ可以初步认定纤

维素酶是松材线虫和拟松材线虫主要的致病相关

酶类ꎬ会导致松树萎蔫ꎮ

图 ２　 ＤＮＳ 法测定线虫虫体提取液、分泌液纤维素酶活性
Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｂｙ ＤＮＳ

ＹＷＤ、ＹＬＸ、ＹＥＳ、ＹＪＣ、ＧＹ、ＹＳＬ、ＹＬＰ 和 ＹＸＰ 分别表示云南畹町、云南泸西、云南峨山、云南江川、贵州贵阳、
云南石林、云南罗平和云南新平的线虫采集地ꎮ

ＹＷＤꎬ ＹＬＸꎬ ＹＥＳꎬ ＹＪＣꎬ ＧＹꎬ ＹＳＬꎬ ＹＬＰꎬ ａｎｄ ＹＸＰ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｗａｎｄｉｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｌｕｘｉꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｅｓｈａｎꎬ
Ｙｕｎｎａｎ Ｊｉａｎｇｃｈｕａｎꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｇｕｉｙａｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｓｈｉｌｉｎꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｌｕｏｐｉｎｇ ａｎｄ Ｙｕｎｎａｎ Ｘｉｎｐｉｎｇ.

图 ３　 松材线虫及拟松材线虫纤维素酶同工酶电泳
Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ａｎｄ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ

Ａ:不同线虫种群虫体蛋白提取液、分泌液电泳图谱ꎬ其中 １~１０ 分别为 ＹＷＤ 提取液、ＹＷＤ 分泌液、ＧＹ 提取液、ＧＹ 分泌液、ＹＬＸ 分泌液、
ＹＬＸ 提取液、ＹＸＰ 提取液、ＹＸＰ 分泌液、灰葡萄孢、蒸馏水ꎻＢ:不同虫态电泳图谱ꎬ其中 １~１０ 分别为 ＹＷＤ 成虫、ＹＷＤ 幼虫、

ＧＹ 成虫、ＧＹ 幼虫、ＹＬＸ 成虫、ＹＬＸ 幼虫、ＹＸＰ 成虫、ＹＸＰ 幼虫、灰葡萄孢、蒸馏水ꎻＣ:松材线虫纤维素同工酶电泳

图谱示意图ꎻＤ:拟松材线虫纤维素同工酶电泳图谱示意图ꎮ
Ａ: Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬ １ ｔｏ １０ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ＹＷＤ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ＹＷＤ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓꎬ

ＧＹ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ＧＹ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓꎬ ＹＬＸ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ＹＬＸ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓꎬ ＹＸＰ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ＹＸＰ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓꎬ Ｂ.ｃｉｎｅｒｅａꎬ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒꎻ
Ｂ: Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｓｔａｇｅｓꎬ １ ｔｏ １０ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ＹＷＤ ａｄｕｌｔｓꎬ ＹＷＤ ｌａｒｖａｅꎬ ＧＹ ａｄｕｌｔｓꎬ ＧＹ ｌａｒｖａｅꎬ

ＹＬＸ ａｄｕｌｔｓꎬ ＹＬＸ ｌａｒｖａｅꎬ ＹＸＰ ａｄｕｌｔｓꎬ ＹＸＰ ｌａｒｖａｅꎬ Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａꎬ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒꎻ Ｃ: Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ
ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓꎻ Ｄ: Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ Ｂ. ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ.
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　 　 另外ꎬ对松材线虫和拟松材线虫的纤维素酶活

性的比较发现ꎬ相同蛋白含量的松材线虫虫体蛋白

提取液和分泌液中的纤维素酶活性远高于对应的

拟松材线虫ꎬ这一结果也似乎暗示松材线虫和拟松

材线虫的致病性差异可能与纤维素酶活性相关ꎬ但
无法判断纤维素酶活性的差异是由于 ２ 种线虫分

泌的纤维素酶本身分解纤维素的效率不同还是由

于分泌的纤维素酶数量不同引起的ꎮ 采用聚丙烯

酰胺电泳对 ２ 种线虫的纤维素同工酶进行分析ꎬ发
现松材线虫和拟松材线虫的纤维素酶同工酶谱型

略有差异ꎬ这与胡凯基和杨宝君(１９９５)的结果一

致ꎮ 但董娜(２００３)认为ꎬ松材线虫与拟松材线虫分

泌的纤维素酶在活性和酶谱带上无种间区别ꎬ这与

前两者的研究结果是相冲突的ꎬ而成幼虫的纤维素

酶的谱带在迁移率和量上均无明显区别ꎬ各株系间

也无区别ꎬ这与本实验结论一致ꎮ 故仅凭同工酶电

泳谱型的细微差异判断 ２ 种线虫纤维素酶的功能

存在差异还显得证据不足ꎬ因此有必要在下一步的

研究中分别纯化 ２ 种线虫的纤维素酶后测定其单

位质量的酶活性ꎬ或通过更多的技术和手段测定和

验证 ２ 个近缘线虫种分泌的纤维素酶的活性ꎮ
此外ꎬ关于纤维素酶组分的研究和报道也屡见

不鲜ꎮ 纤维素酶最初被认为是动物依赖于与其共

生的微生物产生的ꎬ而自身不能产生和分泌(Ｗａ￣
ｔａｎａｂｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ 后来研究发现ꎬ白蚁和线虫可

以分泌内源性的内切￣β￣１ꎬ４￣葡聚糖酶ꎬ且相关基因

已经得到分离和克隆( Ｓｍａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ Ｍａ ｅｔ ａｌ. (２００９)证实松材线虫和拟松

材线虫分泌的纤维素酶均包括完整的 ３ 类酶:内
切￣β￣１ꎬ４￣葡聚糖酶、外切￣β￣１ꎬ４￣葡聚糖酶和 β￣葡
萄糖苷酶ꎬ且内切￣β￣１ꎬ４￣葡聚糖酶活性最高ꎮ 随着

分子技术的伸延ꎬＲＮＡ 干扰(ＲＮＡｉ)也被用在线虫

体外基因功能的分析中(Ｆｉｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎬ已成为

研究控制植物寄生线虫致病基因功能的有效生物

学工具(Ｄｕｔｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｌｉｌｌｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ已有

研究使用 ＲＮＡｉ 来调查 Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ 的基因功能

(Ｃａｒｄｏｓｏ ＆ Ｆｏｎｓｅｃａꎬ２０１３ꎻ Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎬ２０１２ꎻ
Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 在通过浸泡法对 Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ 的内切￣β￣１ꎬ
４￣葡聚糖酶致病性相关基因进行 ＲＮＡ 干扰沉默时ꎬ
纤维素酶活性结果显示ꎬ内切￣β￣１ꎬ４￣葡聚糖酶基因

的表达受到抑制且酶的活性显著降低(Ｃｈｅｎｇ ｅｔ

ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 但由于浸泡法具有不

持续性和干扰效果逐步衰退的劣势ꎬ仅限遗传给子

一代ꎬ子二代又恢复至原来的野生型ꎬ其应用受到

很大限制ꎬ因此有必要从其他途径寻找高效、稳定

的 ＲＮＡｉ 干扰体系(牛宝龙等ꎬ２００３ꎻ 杨谦和赵惠

贤ꎬ２００５ꎻ 叶建仁和黄麟ꎬ２０１２)ꎮ 对此ꎬ也可以通

过体外注射 ｄｓＲＮＡ 至松树树干或通过转基因植物

表达 ｄｓＲＮＡ 进而起到对线虫的 ＲＮＡ 干扰反应ꎬ但
这些方面的研究工作到目前为止较少ꎬ有待进一步

研究ꎮ
本实验中研究拟松材线虫分泌的纤维素酶与

致病性的关系ꎬ验证了纤维素酶活性与致病性呈正

相关ꎮ 周立峰(２０１７)的研究结果表明ꎬ拟松材线虫

群体间的致病差异受生长环境、因长期的地理隔离

导致的生殖隔离、与适应寄主体内生活以及脂肪酸

与视黄醇结合蛋白等因素有关ꎮ 拟松材线虫和松

材线虫 ２ 个近缘种除了诸多相似方面ꎬ其种间的致

病性差异却很大ꎬ推测这是由多种复杂的因素引起

的ꎬ纤维素酶可能只是引起致病性差异中的一个关

键因素ꎬ因此还需要更多的证据来寻找致病机制和

引起致病差异的原因ꎮ
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