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摘要 运用线虫比较形态学和rDNA-ITS-RFLP及rDNA-ITS序列分析技术,对采自广东省的伞滑刃线虫

进行鉴定。在广东番禺小叶榕(Ficusmicrocarpa)的栽培介质中和东莞木包装上分别发现了食菌伞滑刃线虫

(Bursaphelenchusfungivorus)和豆伞滑刃线虫(B.doui),其中食菌伞滑刃线虫是中国的新记录种,豆伞滑刃线

虫是中国大陆的新记录种。
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  伞滑刃属(Bursaphelenchus)线虫包括了许多

重要的植物病原线虫,如松材线虫(B.xylophilus)、
椰子红环腐线虫(B.cocophilus),其分类鉴定是近

年发展最快、最热门的研究内容之一。伞滑刃线虫

的描述最早可追溯到20世纪30年代[1],目前报道

的伞滑刃线虫有100多种[2-14],其中在2000年后至

今不到10年的时间里,报道的伞滑刃属线虫新种就

达到40余种[2-14]。在我国,自从程瑚瑞等[15]1983
年报道发现松材线虫后,伞滑刃线虫的鉴定越来越

受到人们的重视。目前从我国松树上或木包装上分

离报道的伞滑刃线虫约有15种[10-13,16-18]。2005-
2010年,笔者结合形态学和分子生物学技术对采自

中国广东省的伞滑刃线虫进行了鉴定,旨在明确广

东省伞滑刃线虫的最新分布情况。现已鉴定出包括

松材线虫在内的8种伞滑刃线虫,其中食菌伞滑刃

线虫(B.fungivorus)为首次在中国发现,而豆伞滑

刃线虫(B.doui)则是首次在中国大陆发现。

1 材料与方法

1.1 供试虫源

2005-2010年在广东省的广州、东莞、番禺等

地共采集了533份松木样品、259份木包装样品和

322份花卉培养介质样品。采用贝曼漏斗法[18]分离

线虫,挑取分离到的伞滑刃线虫单条成熟雌虫,置于

已长满拟盘多毛孢(Pestalotiopsissp.)真菌的PDA
上纯化培养,待用。
1.2 线虫形态观察

观察雄虫和雌虫的形态特征,线虫的杀死、固定

和形态鉴定方法详见文献[18]。交合刺的长度沿中

弧线进行测量。形态测量值的计算采用DeMan公

式,测量与统计采用的英文及缩略词参详见文献

[19]和[20]。
1.3 线虫 DNA 提取

采用微量DNA提取法提取线虫DNA,操作方

法详见文献[21]。
1.4 rDNA-ITS 区扩增

采用引物5′-CGTAACAAGGTAGCTGTAG-
3′[22]和5′-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3′[23]

对rDNA-ITS区进行扩增。PCR反应体系为:DNA
模板10~20ng,ExTaq(5U/μL)0.125μL,10×
PCR缓冲液2.5μL,dNTP(2.5mmol/L)2μL,引
物(10μmol/L)各1μL,加无菌水至25μL。扩增条

件为:94℃3min;接着94℃1min,50℃1min,

72℃2min共35个循环;最后72℃10min;扩增

产物在1%琼脂糖凝胶中电泳分离,每100mL琼脂

糖凝胶加入5μLEB替代物GoldView。电泳缓冲

液为0.5×TBE,以5V/cm 电压电泳约30min。
用凝胶图象分析系统照相并储存到电脑中。
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1.5 RFLP 分析

用RsaⅠ、HaeⅢ、MspⅠ、HinfⅠ和AluⅠ(大
连宝生物)5种限制性内切酶对rDNA-ITS区的

PCR扩增产物进行酶切,酶切程序按说明书进行。
酶切产物在2%琼脂糖凝胶中电泳分离,每100mL
琼脂糖凝胶加入5μLEB替代物GoldView。电泳

缓冲液为0.5×TBE,以5V/cm 电压电泳约30
min。用凝胶图象分析系统照相并储存到电脑中。
1.6 序列分析

将rDNA-ITS的PCR产物直接送交上海英骏

生物技术有限公司,用3730全自动测序仪测定序

列。序列 结 果 在 NCBI(http://www.ncbi.nlm.
nih.gov)上进行核酸同源性检索。检索程序采取

nucleotideblast,即核酸序列对核酸序列数据库的

检索。序列相似性分析采用软件DNAStar进行。

2 结果与分析

2.1 食菌伞滑刃线虫(图 1)

BursaphelenchusfungivorusFranklin& Hoop-
er,1962

形态测量值及与文献记述的比较见表1。

雄虫:热杀死后虫体呈“J”形;体环细,侧区具

4条侧线;唇区高2.5~4.0μm,宽7.0~8.0μm,与
体部缢缩显著;口针细弱,基部略增厚,杆部约占口

针长的2/3;食道前体部圆柱形;中食道球发达,卵
圆形,瓣门位于中食道球中部;食道腺长叶状,从背

部覆盖肠,长度约为体宽的3~4倍;排泄孔位于神

经环水平处;单精巢,前伸,少数精巢前端向后转折,
精母细胞多行排列;交合刺中等大小,喙突尖,踝突

较高,钝圆;交合刺的喙突、踝突、背面上部及腹面

明显骨化,远端无刺帽;尾端腹弯,具1小的长卵

形端生交合伞;尾乳突7个,1个位于泄殖腔前,

1对位于泄殖腔区,2对位于泄殖腔后近交合伞起

始处。
雌虫:虫体热杀死后向腹面弯曲;虫体前部与雄

虫相似;阴门位置较后,无阴门盖,阴门唇略突起;单
生殖腺,前伸,约占体长的40%~70%,卵母细胞多

行排列;后阴子宫囊占肛阴距的48.9%~70.2%;
尾细长,末端细圆,强烈腹弯,呈钩状。

样品来源:2010年4月从采自广东省番禺培

养小叶榕(Ficusmicrocarpa)的栽培介质中分离

得到。

 A.雄虫体前部 Maleanteriorregion;B,C.雄虫精巢,箭头表示精巢前端 Maletestis,arrowsshow

frondendoftestis;D.雌虫阴门区Femalevulvalregion;E,F.雌虫尾Femaletail;G.雄虫尾和交合

刺 Maletailandspicule;H.交合伞Bursa;标尺均为10μmAllscalebarsare10μm.

图1 食菌伞滑刃线虫

Fig.1 BursaphelenchusfungivorusFranklin&Hooper,1962

2.2 豆伞滑刃线虫(图 2)

BursaphelenchusdouiBraasch,Gu,Burgermei-
ster&Zhang,2004

形态测量值及与文献记述的比较见表2。
雄虫:热杀死后虫体呈“J”形;体环细,侧区具

4条侧线;唇区高3.3~4.5μm,宽7.5~8.8μm,与
体部缢缩显著;口针细弱,基部略增厚,杆部约占口

针长的2/3;食道前体部圆柱形;中食道球发达,卵

圆形,瓣门位于中食道球中部;食道腺长叶状,从背

部覆盖肠,长度约为体宽的2~3倍;排泄孔位于中

食道球水平处;单精巢,前伸,精母细胞多行排列;交
合刺大,弓形,中部直,喙突尖,基顶钝圆,远端具刺

帽;尾端腹弯,具1小的端生交合伞,交合伞末端平

或凹陷或呈锯齿状;尾乳突7个,1个位于泄殖腔

前,1对位于泄殖腔区,2对位于泄殖腔后近交合伞

起始处。
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表1 食菌伞滑刃线虫中国种群测量值及与文献记述的比较

Table1 MorphometriccomparisonofBursaphelenchusfungivorusfromChinawithliteraturedescriptions

形态指标
Diagnostic
character

中国种群
PopulationofChina

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

文献Literature[26]

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

文献Literature[27]

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

文献Literature[27]

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

n 20 20 25 25 6 7 10 10

L/μm
658±45
(585~716)

676±60
(608~790)

850
(570~1030)

980
(770~1160)

677±67
(553~732)B

637±94
(431~700)

637±92
(523~859)

737±65
(589~800)

a 30.6±1.8
(26.7~33.1)

30.7±1.3
(28.6~32.1) 36(31~45) 36(28~43) 33.0±1.9

(30.6~35.3)
31.0±2.4
(29.0~35.0)

34.8±4.7
(27.6~40.5)

34.1±3.4
(29.3~41.6)

b 7.9±0.4
(7.3~8.6)

8.3±0.6
(7.2~9.2)

10.8
(8.1~12.4)

12.3
(9.8~14.2)

8.3±0.3
(7.8~8.7)

7.0±1.1
(5.2~7.8)

7.0±1.1
(5.7~9.1)

8.9±3.3
(6.5~17.5)

c 22.9±1.2
(20.1~24.5)

12.1±0.5
(11.6~13.1)

22.4
(17.9~25.4)

13.0
(10.1~15.2)

23.7±2.7
(18.9~26.2)

13.4±1.3
(11.9~16.0)

19.4±1.9
(16.4~22.9)

13.4±1.2
(11.6~15.5)

c′ 2.2±0.2
(1.9~2.4)

5.6±0.5
(4.7~6.3) 2.5 6~7 2.2±0.14

(2.1~2.5)
5.3±0.54
(4.4~5.9)

2.4±0.2
(2.2~2.6)

5.8±0.6
(4.9~6.6)

Stylet/μm
13.9±1.1
(12.5~15.0)

14.8±1.7
(12.5~17.5)

14.5
(14.0~15.0)

15.5
(14.0~16.0)

14.9±0.8
(13.4~15.6)

14.0±1.9
(10.3~15.6)

17.6±1.5
(16.4~20.9)

17.9±1.9
(15.8~22.0)

Tail/μm
28.8±1.8
(25.0~30.0)

55.8±4.4
(52.5~65.0) 40.2* 67.1* 28.6±1.8

(25.2~30.2)
38.6±7.1
(33.6~54.8)

32.8±3.4
(29.4~38.9)

55.0±4.1
(50.8~62.1)

T 69.7±3.3
(65.6~74.5) - 68

(62~78) - - - - -

Spicule/μm
19.1±1.4
(17.5~21.3) - 18.3* - 19.2±1.4

(17.3~21.2) - 19.6±1.7
(17.0~23.7) -

V/% - 72.9±1.0
(71.7~74.4) - 70

(67~73) - 71.8±1.4
(69.0~80.0) - 71.6±1.07

(68.7~72.7)

PUS/μm - 77.3±13.1
(57.5~100.0) - 117.5* - - - -

PUS/VA(%) - 60.6±7.3
(48.9~70.2) - 50 - - - -

 *:根据文献的形态图测量所得。Measuredfromillustrationinliterature.

 A.雄虫体前部 Maleanteriorregion;B.雄虫尾和交合刺 Maletailandspicule;C~E.交合伞Bur-
sa;F.雌虫阴门区Femalevulvalregion;G~H.雌虫尾Femaletail;标尺均为10μmAllscalebars

are10μm.

图2 豆伞滑刃线虫

Fig.2 BursaphelenchusdouiBraasch,Gu,Burgermeister&Zhang,2004
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表2 豆伞滑刃线虫中国种群测量值及与文献记述的比较

Table2 MorphometriccomparisonofBursaphelenchusdouifromChinawithliteraturedescriptions

形态指标
Diagnostic
character

中国种群
PopulationofChina

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

文献Literature[25]

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

文献Literature[28]

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

文献Literature[28]

雄虫♂♂ 雌虫♀♀

n 20 20 15 15 20 20 20 20

L/μm
798±36
(730~855)

894±45
(810~963)

811±84
(629~948)

876±113
(634~1143)

718±78
(556~886)

820±63
(722~1019)

731±87
(608~920)

863±152
(660~1226)

a 32.9±2.0
(30.2~37)

35.2±3.1
(30.7~42.8)

28.8±4.5
(25~33)

32.6±3.5
(26.6~37.3)

31.6±3.4
(21.8~37.5)

33.3±3.7
(24.9~36.7)

33.4±2.0
(29.1~36.5)

32.4±2.7
(26.1~37.3)

b 8.6±0.4
(8.1~9.2)

9.8±0.8
(8.1~11.0)

8.4±0.8
(6.3~9.7)

9.5±1.8
(6.5~12.9)

10.2±0.7
(8.5~11.4)

11.3±0.7
(10~12.9)

9.4±0.8
(8.3~11.1)

10.8±1.6
(8.5~14.5)

c 22±1.7
(19.8~24.5)

23.3±1.8
(21.2~27.5)

21.9±3.4
(17.5~30.7)

23.4±2.2
(19.7~28.6)

21.1±1.5
(18.4~24.6)

20.2±1.5
(18~22.5)

22.2±2.2
(19.4~27.4)

23.2±3.6
(18.4~30.5)

c′ 1.9±0.2
(1.7~2.4)

3.6±0.2
(3.3~4.0)

1.9±0.2
(1.5~2.3)3.6±0.3

(2.8~4.2) 2±0.1(1.7~2.2)
4.3±0.4
(3.6~5)

2±0.1
(1.8~2.1)

3.8±0.3
(3.4~4.4)

Stylet/μm
15±0.8

(13.8~16.3)
15.3±1.0
(13.8~17.5)

15.2±0.7
(14.1~15.9)

15.1±0.8
(13~16.2)

15±1.1
(13~17)

16.5±0.7
(15~18.5)

15.5±0.5
(14.5~16.5)

16±1.1
(15~20)

Tail/μm
36.5±2.5
(32.5~40)

38.5±3.2
(32.5~42.5) 40* 42* 34±3.6

(26~40)
41±2.5
(37~45)

33±2.3
(29~38)

37±2.4
(34~44)

T 73.2±4.2
(68.2~80.5) - 50~75 - 43±8.6

(31.2~64.2) - 59±6.2
(41.4~66.6) -

Spicule/μm
35±1.8

(32.5~37.5) - 39.6±2.5
(33.8~43.3) - 37±2.9

(30~42) - 35±1.4
(32~38) -

V - 75.0±0.5
(73.9~75.4)

74.9±1.7
(72.1~78.3) - 73.1±1.1

(70.3~74.8) - 73.9±1.4
(70.8-77.1)

PUS/μm - 131.8±12.6
(112.5~150)

111.2±10.7
(100~120.4) - 119±11.0

(93~136) - 120±17.0
(92~147)

PUS/VA(%) - 71.1±4.7
(64.8~78.9) 80 - 66.2±6.3

(51.3~76.2) - 64.6±5.3
(53.7~74.4)

 *:根据文献的形态图测量所得。Measuredfromillustrationinliterature.

  雌虫:虫体热杀死后向腹面弯曲;虫体前部与雄

虫相似;阴门位置较后,具1大的阴门盖,长12.5~
19.0μm;单生殖腺,前伸,约占体长的60%~85%,
卵母细胞多行排列;后阴子宫囊占肛阴距的65%~
79%;尾圆锥形,略向腹面弯,末端腹面通常具1短

的尾尖突,尾尖突锐尖或呈发状,长1~4μm。
样品来源:2005年9月从采自广东省东莞的木

包装材料上分离得到。
2.3 rDNA-ITS-RFLP 图谱

对2种伞滑刃线虫的rDNA-ITS扩增后,采用

5种限制性内切酶对该产物进行酶切,所获得的rD-
NA-ITS-RFLP图谱见图3-A和图3-B。这2个图

谱分别与前人报道的食菌伞滑刃线虫RFLP图谱

(图3-C)[24]和豆伞滑刃线虫的 RFLP图谱(图3-
D)[25]一致。
2.4 rDNA-ITS 序列分析

对扩增获得的2种伞滑刃线虫的rDNA-ITS进

行测序,结果表明2条序列分别为1058bp(Gen-

Bank登录号为 HQ402559)和982bp(GenBank登

录号为FJ520230)。
在NCBI上进行BLAST比对,结果表明与序

列HQ402559同源性最高的是1条食菌伞滑刃线

虫 的 rDNA-ITS 序 列 (GenBank 登 录 号 为

AM179516),两者序列相似性高达100%;与序列

FJ52023同源性最高的有3条豆伞滑刃线虫的rD-
NA-ITS序列(GenBank登录号分别为AM157743、

AB299224和 AB299223),相似性分别为98.9%、

99.1%和98.6%。

3 讨 论

笔者运用比较形态学和分子生物学相结合的方

法,在中国广东省发现了2种伞滑刃属线虫(Bur-
saphelenchus):食菌伞滑刃线虫(B.fungivorus)和
豆伞滑刃线虫(B.doui)。食菌伞滑刃线虫的形态

特征、形态测量值、rDNA-ITS-RFLP图谱及rDNA-
ITS序列与前人报道的完全一致[24,26-27],而豆伞滑
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 A.食菌伞滑刃线虫中国种群B.fungivorusfromChina;B.豆伞滑刃线虫中国种群B.douifromChina;C.食菌伞滑刃线虫文献

[24]B.fungivorusliterature[24];D.豆伞滑刃线虫文献[25]B.douiliterature[25];泳道 M.100bpDNA分子标记 DNAmarker
(100bpladder);泳道1:rDNA-ITS区的PCR产物 Lane1:uncleavedrDNA-ITS-PCRproduct;泳道2~6分别为RsaⅠ、HaeⅢ、

MspⅠ、HinfⅠ、AluⅠ5种限制性内切酶的酶切产物 Lanes2-6:restrictionfragmentsobtainedwithRsaⅠ,HaeⅢ,MspⅠ,HinfⅠ

andAluⅠ .

图3 食菌伞滑刃线虫和豆伞滑刃线中国种群rDNA-ITS-RFLP图谱及与文献记述的比较

Fig.3 rDNA-ITS-RFLPpatternsofB.fungivorusandB.douifromChinaandcomparisonswithliteraturedescriptions

刃线虫除交合伞形态有差异外,其余的形态特征、
形态测量值和rDNA-ITS-RFLP图谱均与前人的报

道一致[25,28],且rDNA-ITS序列与已报道的豆伞滑

刃线虫的ITS序列相似性也达到98.6%以上。原

始描述的豆伞滑刃线虫交合伞形态为卵圆形,末端

呈圆弧形或平[25];本研究发现的豆伞滑刃线虫除

具有上述类型的交合伞外,还具有末端凹陷和末端

呈锯齿状的交合伞。由于有些伞滑刃线虫的交合伞

形态具有种内变异的情况[5,7,11],因此,本研究中豆

伞滑刃线虫新的交合伞形态应属于种内变异,故将

这2种线虫分别鉴定为食菌伞滑刃线虫和豆伞滑刃

线虫。
食菌伞滑刃线虫最早是1962年在威尔士腐烂

的栀子花花芽上发现的[26],1999年从德国一温室天

竺葵(Pelargonium)的 栽 培 介 质 上 分 离 到 该 线

虫[29],其后又分别在捷克和俄罗斯输往德国的松树

皮上及西班牙的海岸松(Pinuspinaster)和松直缝

小 蠹 (Orthotomicuserosus)上 分 离 到 该 线

虫[27,30-31]。笔者在广东分离到的食菌伞滑刃线虫为

中国首次发现,是中国的新记录种。食菌伞滑刃线

虫是目前唯一一个既能在松树上又能在包含土壤的

介质中繁殖的伞滑刃属线虫种[27],而且 Braasch
等[29]通过接种试验表明该线虫能导致3年生的欧

洲赤松(P.ylvestris)死亡70%,并导致另外20%的

松树局部枯萎。本研究发现的食菌伞滑刃线虫是从

栽培介质中分离得到的,该线虫在我国的松树上是

否有分布及对松树是否有危害有待进一步研究。
豆伞滑刃线虫是伞滑刃线虫松材组(xylophi-

lusgroup)的一个成员,在形态上与我国广泛分布的

拟松材线虫(B.mucronatus)十分相似,该线虫是

Braasch等[25]2004年从韩国和我国台湾的木包装

上分离报道的一个新种,2008年Kanzaki等[28]从日

本 的 赤 松 (P.densiflora)和 东 亚 花 墨 天 牛

(Monochamussubfasciatus)上也分离到该线虫,并
通过接种试验证明该线虫对黑松(P.thunbergii)基
本无致病性。2009年Han等[32]在韩国死亡的鹅掌

楸 (Liriodendrontulipifera)上也发现了该线虫。
笔者在广东省发现的豆伞滑刃线虫是中国大陆的新

记录种,也是中国大陆发现的第3个伞滑刃线虫松

材组的成员。该线虫是从广东省东莞的木包装(材
种不详)上分离得到的,应深入调查和系统研究,以
明确该线虫在我国的自然分布情况,并了解其是否
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对林木具有危害性。
近年来,伞滑刃属线虫新种不断被发现,导致该

属线虫的鉴定越来越困难。由于仅根据形态特征定

种,有可能造成误定,尤其是对在形态上十分相似,
包括松材线虫(B.xylophilus)、拟松材线虫、豆伞滑

刃线虫等松材组线虫的鉴定,因此,越来越多的学者

已在形态学基础上结合rDNA-ITS-RFLP图谱对伞

滑刃属线虫进行准确鉴定。据统计,目前超过50种

的伞 滑 刃 线 虫 已 经 建 立 了rDNA-ITS-RFLP 图

谱[3,6-10,14,24],RFLP图谱已成为伞滑刃属线虫鉴定

的一个重要依据。
然而,近年来的研究结果表明,有的伞滑刃属线

虫种由于酶切位点处的碱基突变会导致RFLP图

谱产生种内变异[24,28],因此,采用直接测序分析比

对来进一步准确鉴定伞滑刃属线虫也越来越多地被

学者使用[7-9]。形态学结合分子生物学的方法在伞

滑刃属线虫鉴定上的客观性和准确性已得到国际公

认。笔者认为,我国在进行伞滑刃属线虫尤其是松

材组伞滑刃线虫鉴定时,应建立由形态学为基础并

结合分子生物学技术来鉴定的标准,以保证研究结

果的权威性。
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TwospeciesnematodesofthegenusBursaphelenchusinChina
(Nematoda:Parasitaphelenchidae)

ZHUOKan1 WANGHong-hong1 LIXun-dong2 LIAOJin-ling1

1.CollegeofNaturalResourceandEnvironment,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642,China;

2.InstituteofAgriculturalEnvironmentandResources,YunnanAcademyofAgriculturalSciences,

Kunming650205,China

Abstract NematodesofthegenusBursaphelenchuscollectedfromGuangdongProvincewereiden-
tifiedbyusingmorphology,rDNA-ITS-RFLPandrDNA-ITS-PCR-sequencing.B.fungivorusandB.
douiwereisolatedfromagrowingsubstrateforFicusmicrocarpainPanyuandwoodpackagingmaterial
inDongguanrespectively.B.fungivoruswasanewgeographicrecordspeciesinChina,andB.douiwas
anewgeographicrecordspeciesinChineseMainland.

Keywords Bursaphelenchusfungivorus;Bursaphelenchusdoui;newrecordspecies;China
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