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低温及其信息素蛔甙对松材线虫睡眠的影响
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摘要: 【目的】温度作为生态环境的重要组成因子ꎬ深刻影响松材线虫的生态分布ꎬ本研究旨在探讨松材线虫对温度的响应

及其生态适应机制ꎬ为松材线虫防治提供依据ꎮ 【方法】分别测定了不同龄期松材线虫在 ２５ 和 ４ ℃条件下处理 ４８ ｈ 后静息

率、糖醇含量和蛔甙的变化ꎬ以及蛔甙常温处理 １８ ｈ 后对线虫成虫静息率的影响ꎮ 【结果】与 ２５ ℃对照处理相比ꎬ４ ℃条件

下 Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４ 和成虫的静息率大幅提升ꎻ４ ℃条件下海藻糖含量显著高于 ２５ ℃对照处理ꎬ约为对照处理的 ２.３２ 倍ꎬ而山梨糖

醇、葡萄糖和甘油含量与对照处理均无明显差异ꎻ蛔甙测定结果显示ꎬＣ５、Ｃ６ 和 ΔＣ６ 含量均下调ꎬＣ７ 和 ΔＣ９ 停止分泌ꎬ而
Ｃ９ 在 ４ ℃条件下开始分泌ꎻ生物测定表明ꎬ粗提物、Ｃ６、Ｃ７ 和 Ｃ９ 能大幅增加线虫在 ２５ ℃条件下的静息率ꎮ 【结论】几种蛔

甙共同参与了松材线虫低温压力诱导睡眠的调控ꎮ
关键词: 松材线虫ꎻ 低温ꎻ 蛔甙ꎻ 睡眠
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萎焉病( ｐｉｎｅ ｗｉｌｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＰＷＤ)的主要致病因子

(Ｍａｍｉｙａꎬ１９８３)ꎮ 松材线虫传播到欧亚国家后便迅
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速蔓延ꎬ大面积危害松林 (Ｗｉｎｇｆｉｅｌｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８２ꎬ
１９８４)ꎬ现已成为 ４０ 多个国家的植物检疫对象

(Ｄｗｉｎｅｌｌꎬ１９９７ꎻ Ｒａｕｔａｐａａꎬ１９８６ꎻ Ｓｍｉｔｈꎬ１９８５)ꎮ
目前ꎬ对睡眠机制的研究主要集中于秀丽隐杆

线虫 Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ(Ｒａｉｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ 相

关研究发现ꎬ秀丽隐杆线虫的静息行为符合判断睡

眠的标准:拥有静息行为、觉醒阈值增高、特定的姿

势、睡眠剥夺促进入睡、由分子时钟调控的片段化

睡眠等(Ｎｅｌｓｏｎ ＆ Ｒａｉｚｅｎꎬ２０１３)ꎮ 秀丽隐杆线虫的

静息行为分为两类:发育阶段睡眠( ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｓｌｅｅｐꎬ ＤＴＳ)和压力诱导睡眠( ｓｔｒｅｓｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｌｅｅｐꎬ
ＳＩＳ)(Ｔｒｏｊａｎｏｗｓｋｉ ＆ Ｒａｉｚｅｎꎬ２０１６)ꎮ 其中ꎬ引起细胞

应激的环境因素也可以促进 ＳＩＳꎬ包括热应激、感
染、饥饿、毒性物质等 ( Ｌｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｊｏｎｅｓ ＆
Ｃａｎｄｉｄｏꎬ １９９９ꎻ Ｒａｉｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｙｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎬ其睡眠历期也取决于环境因素作用的强度

(Ｈｉｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 秀丽隐杆线虫在应对环境应激

压力时ꎬ除采取 ｄａｕｅｒ 滞育转型措施外ꎬＳＩＳ 对线虫

适应应激压力也很重要( Ｆｒｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 类似

的ꎬ松材线虫遇到长期的干燥、低温、食物缺乏、种
群密度增大等不利环境条件时ꎬ会形成 ＬⅢ滞育虫

态(赵莉蔺ꎬ２００７)ꎬ在突然施加的短期环境压力下ꎬ
可以观察到松材线虫采取了另一种“假死”策略ꎬ而
此现象研究甚少ꎮ

蛔甙(ａｓｃａｒｏｓｉｄｅｓ)是一类重要的信息素(Ｖｏｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１２)ꎬ可诱导 ｄａｕｅｒ 形成并影响线虫聚集、交
配等其他复杂行为ꎮ 研究发现ꎬ秀丽隐杆线虫处于

饥饿和繁殖交配期等不同状态时分泌的蛔甙的种

类、浓度和不同种类蛔甙比例有很大区别(Ｋａｐｌａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ )ꎮ Ｂｕｔｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ.
(２００７)研究发现ꎬ秀丽隐杆线虫在不同温度下分泌

蛔甙的浓度不同并可诱导不同的行为反应ꎮ 蛔甙

在秀丽隐杆线虫中研究较多ꎮ
葡萄糖、海藻糖、山梨糖醇和甘油等小分子抗

冻物质常被线虫用来作为抗寒保护剂ꎬ其中海藻糖

是最重要的一类(Ａｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８６ꎻ Ｇｒｅｗａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)ꎮ 然而ꎬ迄今为止ꎬ有关蛔甙在松材线虫中的

功能作用仅有与松墨天牛 Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ
Ｈｏｐｅ 互作的少量报道( Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎬ ２０１６)ꎮ
温度作为生态环境的重要组成因子ꎬ深刻影响松材

线虫的生态分布ꎬ其世代时间随着适温区温度的下

降而延长(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 线虫采取耐冻型和

避冻型 ２ 种耐寒策略应对低温胁迫作用ꎬ如马铃薯

腐烂线虫 Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ 以幼虫形式在土壤

中越冬(林茂松ꎬ１９９９)、海藻糖等低分子量抗冻保

护物质在线虫体内聚集(Ａｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８６ꎻ Ｇｒｅｗａｌ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ 本研究探讨了低温环境应激压力下ꎬ松
材线虫的静息行为、糖醇含量变化和线虫蛔甙分泌

种类及含量的变化ꎬ研究了不同种类、浓度的蛔甙

对松材线虫静息行为的作用ꎬ以期为进一步阐明松

材线虫种内互作的化学与分子机制提供基础依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试松材线虫来源与培养方法

供试松材线虫均取自浙江省富阳市的疫木ꎬ通
过贝尔曼漏斗法(Ｂａｅｒｍａｎｎꎬ１９１７)分离线虫ꎬ并在

中国科学院动物研究所农业虫鼠害综合治理研究

国家重点实验室使用常规马铃薯葡萄糖 ( ｐｏｔａｔｏ
ｄｅｘｔｒｏｓｅ ａｇａｒꎬＰＤＡ)培养基接种灰葡萄孢菌 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ
ｃｉｎｅｒｅａ 并进一步扩大培养ꎮ

同步化繁殖型线虫样品制备:待灰葡萄孢菌长

满 ９０ ｍｍ ＰＤＡ 培养基时ꎬ接入混合龄松材线虫ꎬ置
于 ２５ ℃黑暗条件培养 ４~５ ｄꎮ 采用 １５ ｍＬ 磷酸盐

吐温缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳＴ)冲洗

ＰＤＡ 培养基 ２~３ 遍ꎬ制得混合龄松材线虫悬液ꎬ并
收集于 ９０ ｍｍ 玻璃培养皿内静置 ４ ~ ６ ｈꎮ 待松材

线虫虫卵粘附在培养皿上ꎬ将含松材线虫的悬浮液

丢弃ꎬ并用 ＰＢＳＴ 缓冲液温和冲洗 ２ ~ ３ 次ꎬ取适量

ＰＢＳＴ 缓冲液于培养皿内ꎬ以水位不超过 ３ ｍｍ 为

宜ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ３０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２ ｍｉｎ 即得到同步

化 ２ 龄幼虫 (Ｌ２)ꎮ 分别将同步化 Ｌ２ 幼虫置于灰葡

萄孢 ＰＤＡ 培养基培养 １、２、３ ｄꎬ采用贝尔曼漏斗法

收集并离心即得到同步化 ３ 龄幼虫 (Ｌ３)、４ 龄幼虫

(Ｌ４)和成虫ꎮ
１.２　 线虫分泌粗提物的制备

使用 ５０ ｍＬ 锥形瓶大麦培养基接种灰葡萄孢

菌ꎬ待菌生长 １７ ｄ 后ꎬ接种松材线虫悬液 ２００ μＬꎬ
２５ ℃人工气候箱培养 ８ ~ １０ ｄꎬ此时大量线虫转移

到锥形瓶壁上ꎮ 用 ３０ ｍＬ 蒸馏水将线虫冲出后ꎬ将
洗脱 液 收 集 到 １５ ｍＬ 离 心 管 中ꎬ 室 温 １３３００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液于新 １５ ｍＬ 离心

管中ꎬ用旋转蒸发仪浓缩至蒸干ꎬ加入 １ ｍＬ 乙醇重

溶ꎬ室温 １３３００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液于

０.２２ μｍ 针式过滤器(ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ)过滤后ꎬ－８０ ℃ 保

存备用ꎮ
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１.３　 低温胁迫处理

ＰＢＳＴ 缓冲液清洗同步化 Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４ 和成虫３~４
遍后ꎬ分别取各龄期线虫 １００ 头置于含 ３ ｍＬ ＰＢＳＴ
缓冲液的培养皿中(直径 ３５ ｍｍ)ꎬ并放到 ４ ℃人工

气候箱中ꎬ作为处理组ꎻ取相同处理的各龄期线虫

放到 ２５ ℃人工气候箱中ꎬ作为对照组ꎮ 每组 １０ 次

重复ꎮ 处理 ４８ ｈ 后置于体视显微镜下观察计数ꎬ
ＤＰ７２ 摄像拍照记录ꎮ
１.４　 松材线虫糖及多元醇含量测定

样品制备:采用蔗糖悬浮法将接种灰葡萄孢菌

的 ＰＤＡ 培养基中冲出的松材线虫与其他杂质分离

后(Ｆｒｅｃｋｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９７５)ꎬ混匀ꎬ分为 ３ 份ꎬ其中 １
份用旋转蒸发仪蒸干后称线虫干重ꎬ其余 ２ 份分别

作为低温胁迫处理和对照ꎬ每组设置 ５ 个重复ꎮ 处

理 ４８ ｈ 后ꎬ３０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １ ｍｉｎ 收集线虫于 ２
ｍＬ 离心管中ꎬ自动研磨仪破碎 ９０ ｓꎬ加入色谱纯甲

醇 ７００ μＬ 后ꎬ 充 分 震 荡 ３０ ｓꎬ 加 入 ８０ μＬ ２
ｍｇ􀅰ｍＬ－１核糖醇内标后充分震荡 ６０ ｓꎬ７０ ℃ 水浴

２０ ｍｉｎ 后ꎬ１１０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎꎻ取上清 １５０
μＬ 置于 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ旋转蒸发仪蒸干ꎬ加入

４０ μＬ ｍｅｔｈｏｘｙａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ ( ２０ ｍｇ 􀅰 ｍＬ－１ꎬ
Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)ꎬ３７ ℃、１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床震荡 ３ ｈꎬ
再加入 ７０ μＬ 三氟乙酰胺ꎬ３７ ℃、１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床

震荡 １. ５ ｈꎬ待样品充分衍生化后ꎬ加入 ３００ μＬ
ｄｄＨ２Ｏꎬ ５００ μＬ 色谱纯异辛烷ꎬ充分震荡后离心ꎬ
取上清液用无水硫酸钠过滤后置于样品瓶中ꎬ－８０
℃ 保存备用ꎮ

上机检测:使用气相色谱质谱 ( ＧＣ: Ａｇｌｉｅｎｔ
６８９０Ｎꎬ ＭＳＤ: ５９７３)进行定性定量ꎮ 具体色谱条

件:载气为氦气ꎬ流速设置为 １ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ色谱柱

(型号 ＨＰ￣５ꎬ６０ ｍ×０.２５ ｍｍꎬ０.２５ μｍ)自动进样ꎬ进
样量 １ μＬꎬ无分流进样ꎬ进样口温度 ２３０ ℃ꎮ 升温

程序为:７０ ℃ 保持 ５ ｍｉｎꎬ５ ℃ 􀅰ｍｉｎ－１ 升温至 ３１０
℃ꎬ保持 １２ ｍｉｎꎬ快速降温至 ７０ ℃后保持 ５ ｍｉｎꎮ
１.５　 松材线虫蛔甙含量测定

样品制备:与 １.４ 中类似ꎬ采用蔗糖悬浮法清洗

线虫后ꎬ混匀ꎬ分为 ３ 份ꎬ其中 １ 份用旋转蒸发仪蒸

干后称线虫干重ꎬ其余 ２ 份分别作为低温胁迫处理

和对照(以 ｄｄＨ２Ｏ 替代 ＰＢＳＴ 缓冲液)ꎮ 处理 ４８ ｈ
后ꎬ３０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２ ｍｉｎꎬ收集上清液于 １.５ ｍＬ
离心管中ꎬ弃线虫ꎬ旋转蒸发仪蒸干后ꎬ加入 ７００ μＬ
色谱纯乙醇重溶ꎬ－８０ ℃ 保存备用ꎮ

上机检测:样品先经 ＺＯＲＢＡＸ＿ＳＢ￣Ａｑ 液相色

谱柱(２.１ ｍｍ×１００ ｍｍꎬ３.５ μｍ)分离后ꎬ进入 ＬＴＱ
Ｏｒｂｉｔｒａｐ 系统分析ꎮ 样品在色谱柱上的洗脱梯度是

８％~１００％甲醇(另一相为 ２％甲醇、０.１％甲酸)洗

脱 １５ ｍｉｎꎬ洗脱速度为 ２５０ μＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎮ 质谱参数:
一级质谱 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 扫描范围是 ９０ ~ ４００ ｍ􀅰ｚ－１ꎬ一
级质谱里选取 １４１、１５５、１５３、１６９、１９７、１９５ ｍ􀅰ｚ－１进

行二级质谱 ＬＴＱ￣ＣＩＤ 碰撞模式ꎬ标准化碰撞能量

５０％ꎬ活化 ｑ 值 ０.２５ꎬ活化时间 １０ ｍｓꎮ
１.６　 生物测定

在 ２５ ℃条件下ꎬ以 ７００ μＬ １％ 琼脂( ａｇａｒ)为
载体ꎬ将粗提物、蛔甙 Ｃ５、Ｃ６、ΔＣ６、Ｃ７、Ｃ９ 和 ΔＣ９
涂抹于 ａｇａｒ 载体表面ꎬ超净台吹干后加入约 ５０ 头

松材线虫成虫ꎬ同时以蒸馏水涂抹 １％ ａｇａｒ 作对照ꎮ
蛔甙 Ｃ５、Ｃ６、ΔＣ６、Ｃ７、Ｃ９ 和 ΔＣ９ 浓度分别为 １００、
１０、１ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ１０ ｐｍｏｌ􀅰Ｌ－１、１０ ｆｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 和 １０
ａｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎮ 每组设 ３ 个重复ꎮ 蛔甙处理 １８ ｈ 后置

于体视显微镜下计数ꎬ并用 ＤＰ７２ 拍照记录ꎮ
１.７　 数据处理

数据采用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件进行统计分析ꎬ采用

Ｔｕｒｋｅｙ 多重比较法进行差异显著性检验ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 低温对松材线虫静息率的影响

通过对低温条件下不同龄期的松材线虫的静

息率比较ꎬ结果显示ꎬ与 ２５ ℃对照相比ꎬ４ ℃条件

下ꎬＬ２、Ｌ３、Ｌ４ 和成虫的静息率大幅提升ꎬ具体表现

为活动减少、进食停止、形态上呈 Ｃ 型、对刺激的反

应降低等ꎮ 其中ꎬＬ３ 对低温最为敏感ꎬ低温处理后

的静息率最高ꎬ达到 ７３.７０％ꎬ而 Ｌ２ 和成虫对低温的

敏感度较 Ｌ３ 低ꎬ分别为 ５３.４３％和 ５５.８０％ꎻ但是ꎬ成
虫在 ２５ ℃条件下几乎不表现出静息状态ꎬ因此与

对照组相比ꎬ成虫的静息表型差异最大ꎬ为对照的

３０.０９ 倍ꎬ而 Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４ 在常温条件下仍有少量静息

虫态ꎬ所以与对照差异较小ꎬ分别为对照的 ５.２９、
５.６７、８.７３ 倍(图 １)ꎮ
２.２　 低温对松材线虫体内糖、醇含量的影响

如图 ２ 所示ꎬ低温胁迫处理能诱导松材线虫中

海藻糖合成ꎬ其海藻糖含量显著高于 ２５ ℃常温处

理组ꎬ约为对照的 ２.３２ 倍ꎻ而山梨糖醇、葡萄糖和甘

油含量与对照均无明显差异ꎮ
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图 １　 低温对松材线虫静息率的影响
Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅ

ｏｆ ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａｔｏｄｅ
　 　 ∗表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ

　 　 ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

图 ２　 低温对松材线虫糖、醇含量的影响
Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｆｒｅｅ ｓｕｇａｒｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｏｌｓ

ｏｆ ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａｔｏｄｅ
　 　 ∗表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ

　 　 ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

２.３　 低温对松材线虫蛔甙分泌的影响

通过测定 ６ 种蛔甙 ( Ｃ５、Ｃ６、ΔＣ６、Ｃ７、Ｃ９ 和

ΔＣ９)在常温下(２５ ℃)的分泌模式及在 ４ ℃低温

条件下分泌量的变化ꎮ 结果显示ꎬＣ５、Ｃ６、ΔＣ６、Ｃ７、
Ｃ９ 和 ΔＣ９ 中ꎬ Ｃ５ 含量最高ꎬ 浓度达到 ３７１. １４
ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１􀅰ｍｇ－１ꎬ Ｃ６、 Ｃ７ 和 ΔＣ６ 含 量 次 之ꎬ 为

７７.２１、１６.４５、８.１０ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１􀅰ｍｇ－１ꎬΔＣ９ 分泌的最

少ꎬ仅为 ０.３１ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１􀅰ｍｇ－１ꎬＣ９ 常温下几乎不分

泌ꎻ低温条件下ꎬ除 Ｃ９ 外ꎬ其余蛔甙的含量均大幅

下降ꎬ 其中ꎬ Ｃ５ 和 Ｃ６ 分别为对照的 ４. ３６％ 和

１５.３０％ꎮ 值得注意的是ꎬΔＣ６、Ｃ７ 和 ΔＣ９ 在低温胁

迫条件下停止分泌或者分泌含量低于仪器检测限ꎬ
几乎检测不到ꎻ而 Ｃ９ 在低温下开始分泌ꎬ可能与松

材线虫在低温条件下的滞育有关(图 ３)ꎮ
２.４　 粗提物对松材线虫静息率的影响

如图 ４ 所示ꎬ粗提物处理后ꎬ松材线虫的静息

率在 ６~９ ｈ 内较对照迅速升高ꎬ在 ９ ｈ 时静息率最

高ꎬ约为 １００％ꎻ之后在 ９ ~ １２ ｈ 中静息率维持在

１００％左右ꎻ约 ３ ｈ 之后ꎬ静息率逐渐下降ꎬ在 ２７ ｈ
时ꎬ达到最低值ꎬ仅为 １.１０％ꎮ 为了探究粗提物对

从静息状态恢复的线虫的影响ꎬ我们取 ２７ ｈ 时一部

分的恢复线虫再次进行粗提物处理ꎬ结果显示ꎬ其
静息率在 １ ｈ 内提升到最大值ꎬ但仅为初次粗提物

处理的一半ꎬ达到了 ５０. １５％ꎮ 之后ꎬ进入稳定时

期ꎬ松材线虫静息率随时间变化比较稳定ꎮ 本实验

也做了未加松材线虫的灰葡萄孢菌大麦培养基的

粗提物对松材线虫静息率的影响ꎬ结果显示ꎬ其静

息率维持在一个极低的水平ꎮ

图 ３　 低温对松材线虫蛔甙含量的影响
Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ａｓｃａｒｏｓｉｄｅｓ

ｏｆ ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａｔｏｄｅ

图 ４　 粗提物对静息率的影响
Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅ

ｏｆ ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａｔｏｄｅ

２.５　 蛔甙对松材线虫静息率的影响

蛔甙静息率曲线(图 ５)表明:松材线虫对不同

浓度的蛔甙静息表现不同ꎮ 结果显示ꎬ线虫对 Ｃ６、
Ｃ９ 和 ΔＣ９ 的感受随着浓度变化具有基本相同的模

式ꎬ随着蛔甙浓度降低ꎬ松材线虫的静息率呈现先

上升后下降的趋势:在 １０ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１浓度时静息率

达到最高点ꎬ其中ꎬＣ６ 和 Ｃ９ 效果较明显ꎬ静息率为

４７.３６％和 ４９.９３％ꎮ 而 Ｃ７ 则呈现为另一种模式ꎬ随
着 Ｃ７ 浓度降低ꎬ松材线虫静息率持续升高:在 １０
ｆｍｏｌ􀅰Ｌ－１浓度时达到最大值 ６１.０８％ꎮ
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图 ５　 蛔甙对松材线虫静息率的影响
Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｓｃａｒｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａｔｏｄｅ

３　 讨论与结论
本研究表明ꎬＬ２、Ｌ３ 和 Ｌ４ 在常温条件下存在一

定数量的静息虫态ꎬ这可能与一些线虫正处于龄期

末的脱皮阶段(Ｒａｉｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)即 ＤＴＳ 静息状态

有关ꎬ使松材线虫幼虫的静息率存在一定的本底水

平ꎬ与此相对地ꎬ成虫在 ２５ ℃时几乎不存在静息虫

态ꎮ 研究表明ꎬ低温胁迫作为一类应激条件可以诱

导较多数量松材线虫进入 ＳＩＳ 静息状态ꎻ而糖醇测

定结果则表明ꎬ松材线虫通过增加海藻糖等抗冻物

质合成的策略来降低过冷却点ꎬ增强其耐寒性ꎮ
此外ꎬ本研究表明ꎬ松材线虫分泌粗提物中存在

诱导线虫进入静息状态的信息物质ꎮ 低温处理后ꎬ
松材线虫开始分泌 Ｃ９ꎬ表明 Ｃ９ 可能在诱导松材线

虫进入静息状态或在低温条件下诱导其他蛔甙含量

变化起着关键作用ꎻ其他 ５ 种蛔甙(Ｃ５、Ｃ６、ΔＣ６、Ｃ７
和 ΔＣ９)的含量均大幅下调ꎬ其中 Ｃ７ 和 ΔＣ９ 停止分

泌ꎬ可能在诱导静息信号传导中起重要作用ꎮ 而蛔

甙静息实验证明ꎬＣ６、Ｃ７、Ｃ９ 和 ΔＣ９ 为静息诱导信

号分子ꎬ松材线虫对 Ｃ５、Ｃ６、Ｃ９ 和 ΔＣ９ 的感受具有

基本相同的模式ꎬ在较高浓度作用较为明显ꎻ Ｃ７ 在

高浓度时诱导作用也较明显ꎬ但是在较低浓度时与

之相反ꎬ松材线虫静息率反而有增高的趋势ꎮ 值得

注意的是ꎬ任意单一一种蛔甙都无法解释低温下蛔

甙种类及浓度变化对 ＳＩＳ 的诱导现象ꎬ由此可见ꎬ可
能 Ｃ５、Ｃ６、Ｃ７ 和 Ｃ９ 与 Ｃ７ 共同参与了对松材线虫耐

寒性的调控ꎬＣ７ 与其他种类蛔甙在静息调控方面是

一种拮抗关系ꎬ而 Ｃ７ 在其中起主导作用ꎬ在低温胁

迫作用后ꎬＣ５、Ｃ６、Ｃ７ 和 Ｃ９ 含量大幅下调ꎬ解除了

对 Ｃ７ 的抑制作用ꎮ 结果 Ｃ７ 浓度虽然同样下降ꎬ但
其他蛔甙的抑制解除反而使松材线虫进入 ＳＩＳꎬ表现

出对低温的适应ꎮ 因此ꎬ有待进一步阐明蛔甙对松

材线虫压力诱导睡眠行为的作用ꎬ并揭示其内在分

子机制ꎮ
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