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山东省小麦禾谷孢囊线虫的分布及其 rDNA-ITS 分析
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摘要 采用随机抽样的方法,对中国山东省7个地区19个乡(镇)的小麦孢囊线虫的分布和发生情况进行

调查,并根据形态和rDNA-ITS分子特征对病原线虫种类进行鉴定。结果表明:在山东省临沂、莱芜、淄博、潍
坊、东营、威海、烟台等7个地区发生的孢囊线虫均为禾谷孢囊线虫(HeteroderaavenaeWollenweber),其检出率

为70.9%,且以东营市和潍坊市的孢囊数及卵量最高,烟台市的孢囊数及卵量最低。
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  小麦禾谷孢囊线虫(Heteroderaavenae Wolle-
nweber,俗称cerealcystnematode,CCN)是小麦孢

囊线虫病的重要病原线虫,已在全世界40多个国家

和地区发生[1],可寄生小麦、大麦、燕麦等27属禾本

科作物和黑麦草、鹅冠草、苇状羊茅等10多种禾本

科杂草,严重影响禾谷类作物的产量和品质。中国

于1989年7月在湖北省天门县岳口镇首次发现小

麦孢囊线虫病,随后在河南、河北、北京、山西、江苏、
甘肃、宁夏、陕西、天津、新疆和西藏等地区均发现禾

谷孢 囊 线 虫 危 害 小 麦,发 生 面 积 超 过 400 万

hm2[2-4]。随着全球气候的变化,干旱缺水的年份不

断增多,受旱地区面积将不断扩大。了解小麦孢囊

线虫病的发生分布及危害情况,对保障粮食生产安

全具有重要意义。
山东省的小麦种植面积位居中国第二,常年种

植面积约350万hm2[5]。2005年在山东省荷泽地

区首次报道有小麦孢囊线虫病发生,随后在济南、济
宁、枣庄、德州、滨州等地区也相继发现[6]。笔者对

山东省以前未曾发生小麦孢囊线虫病的临沂、莱芜、
淄博、潍坊、东营、威海和烟台等7个地区小麦田孢

囊线虫的发生与危害情况进行了抽样调查,并通过

形态学和分子生物学方法对小麦禾谷孢囊线虫群体

进行了种类鉴定与系统发育进化分析,旨在为有效

控制病害和制定综合防治策略提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 调查地点和取样方法

在2012年4-5月的小麦抽穗扬花期,对山东

省临沂、莱芜、淄博、潍坊、东营、威海、烟台等7个地

区19个乡(镇)79块麦地进行了随机抽样调查。

2个相邻的乡(镇)取样田间隔20km以上,每个取

样点调查3~13块麦田,每块麦田采用随机5点取

样法,即每块麦田随机选取5点 ,每点拔取小麦植

株,观察根系上是否有雌虫存在。采集小麦的根系

和根际土壤1kg左右,将5个点的土样放在一起混

合均匀后,从中取出2kg左右土样装入塑料袋中,
作为1个混合样品,编号后带回实验室。

利用GPS定位系统详细记录采集地的经度、纬
度、海拔等地理信息,并记录当地作物种植情况。在

山东省调查区域中,莱芜市苗山镇的经纬度最低

(117°43.83′,36°20.535′)、海拔最高(350m);威海

市崮山镇的经纬度最高(122°13.638′,37°26.070′)、
海拔为69m。

在实验室将混合土样自然风干,捣碎土块并再

次混匀后,每混合样品取200g,参照郑经武等[7]的

悬浮过筛法分离孢囊,每个混合土样重复3次。在

OLYMPUS解剖镜下,用毛笔和挑针将定性滤纸上

的孢囊全部挑出,分别统计3次重复中饱满孢囊与
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空瘪孢囊的数量。再从饱满孢囊中随机挑取5个孢

囊放在载玻片上的水滴中,用挑针压破孢囊,使孢囊

中的虫卵全部释放后,统计单孢囊的卵量。所有数

据运用SPSS软件进行统计方差分析。计算饱满孢

囊量(每200g土样中的个数,下同)、空孢囊率和卵

量(粒/孢囊),公式分别为

饱满孢囊量=3次重复中饱满孢囊之和的平均值

空孢囊率=
平均空孢囊数

空孢囊数与饱满孢囊之和×100%

卵量=5个饱满孢囊卵量之和的平均值

1.2 线虫形态观察

随机挑取样品中分离到的单个饱满孢囊,用无

菌水清洗后将其置于1.5mLeppendorf管中,在

eppendorf管中放入无菌水浸润的滤纸以保持孢囊

的水分。在4℃恒温培养箱下低温处理10周后,将
孢囊移入带有无菌水和纱网的培养皿中,置于16℃
恒温培养箱孵化2龄幼虫;再随机挑取部分孢囊用

水浸泡24h以上,在体视显微镜下,用解剖刀切下

孢囊的阴门锥部分,将其放在灭菌水中用解剖针仔

细清除阴门锥内附着物,用70%、95%、100%乙醇

依次脱水后,用甘油明胶制成永久玻片,在显微镜下

观察并拍照。按照陈品三等[8]的方法,通过孢囊阴

门锥和幼虫的形态特征等进行鉴定。
1.3 分子特征分析

线虫DNA提取参照彭德良等[9]的方法进行。
各样品随机挑取单个饱满孢囊,放入有10mL灭菌

双蒸水的PCR管中,在液氮中速冻,用灭菌玻璃棒

研磨转动至冰融化,将孢囊研碎,释放卵和幼虫;加

入8mL的10×PCRbuffer和2mL蛋白酶K溶液

(600mg/mL)后,置于-80℃条件下冷冻2h;将

PCR管取出,置65℃下温育1.5h后,再置于95℃
下10min,经1000r/min离心1min,取上清DNA
液于-20 ℃ 保 存 备 用。采 用 线 虫 通 用 引 物 对

TW81和AB28扩增孢囊线虫核糖体DNA的内转

录间隔区(rDNA-ITS)[10]。扩增获得的ITS片段经

回收纯化后,连接到pMD18-T载体上,4℃连接过

夜后转化DH5α感受态细胞。选择阳性克隆的重组

质粒送北京六合华大基因科技有限公司进行双向序

列测定。用 DNAMAN 软件对序列进行拼接,用

MEGA5.0的UPGMA方法进行系统聚类分析。

2 结果与分析

2.1 禾谷孢囊线虫的分布和发生危害

在山东省中东部7个地区19个乡(镇)采集的

79个样品中,有56份检出了禾谷孢囊线虫,检出率

达70.9%。其中东营市大王镇的13个样品中都检

出了孢囊,潍坊市5个镇24份土样检出22份有孢

囊,淄博市4个镇12份土样中检出了11份,烟台市

2个镇6份土样中检出3份,威海市2个镇6份土

样中检出2份,莱芜市孝义镇6份土样检出4份孢

囊,临沂市沂水县3份土样中检出1份。调查结果

表明,除莱芜市的苗山镇以及临沂市的石门镇和店

头镇未调查到小麦孢囊线虫外,其他调查乡镇均有

发生,分布范围自山东省南部的临沂市至北部的东

营市、自中部的莱芜市至东部的威海市(图1)。

 ●发现CCN的取样点PlaceswhereCCNwasfound;○未发现CCN的取样点PlaceswhereCCNwasnotfound.

图1 山东省中东部地区小麦禾谷孢囊线虫病发生情况

Fig.1 OccurrenceofH.avenaeinMiddleandEasternShandongProvince
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  调查结果表明,有CCN分布的56份样品平均

孢囊量达26.9个,其中以潍坊市古城镇的孢囊量最

高(134.7个),东营市大王镇,潍坊市高柳镇、黄楼

镇、化龙镇和朱良镇,淄博市双杨镇、城南镇和临淄

区的平均孢囊量大于40个,而淄博市张店区、莱芜

市孝义镇、临沂市沂水县、威海市崮山镇和羊亭镇、
烟台市姜格庄镇和大窑镇的平均孢囊量为1.0~
12.7个(表1)。调查的16个乡镇其孢囊饱满程度

也存在较大差别,潍坊市朱良镇的空孢囊率最高,为

74.4%,烟台市大窑镇的空孢囊率最低,为40.0%。
单孢囊卵量以潍坊市古城镇最高,显著高于大王镇、
高柳镇、化龙镇、黄楼镇、双杨镇、临淄区、朱良镇和

城南镇这8个镇单孢囊卵量(P<0.05),张店区、孝
义镇、沂水县、羊亭镇、大窑镇、姜格庄镇和崮山镇等

7个镇单孢囊卵量较低,且没有 显 著 差 异(P>
0.05)。由表1可知,东营和潍坊2个地区孢囊群体

密度较大、单孢囊卵量高,小麦孢囊线虫病发生较为

严重,而其他5个地区小麦田间的孢囊群体密度较

下,单孢囊卵量也相对较少,病害发生较轻。
调查发现土壤质地为沙壤土时,禾谷孢囊线虫

的发病较为严重;同时还发现在这7个地区的所有

调查点,常年采用小麦与玉米、小麦与花生、小麦与

辣椒进行轮作或套作的栽培方式,但在各种轮作或

套作地中,均不同程度地检出了孢囊线虫(表1)。
表1 山东省中东部地区小麦禾谷孢囊线虫的发生情况1)

Table1 OccurrenceofH.avenaeinMiddleandEasternShandongProvince

城市
City

乡镇或县
Townorcounty

饱满孢囊量/个
Numberofalive
cystsper200gsoil

空孢囊率/%
Emptycystrate

卵量(粒/孢囊)
Numberof
eggspercyst

GenBank登录号
GenBankaccession

威海市 Weihai 崮山镇 Gushan (2.0±0.6)a 66.7 (27.0±4.7)ab KC428092
羊亭镇 Yangting (2.7±0.7)a 50.0 (76.8±8.5)cd KC428093

烟台市 Yantai 大窑镇 Dayao (1.0±0.0)a 40.0 (41.6±5.5)bc KC428094
姜格庄镇Jianggezhuang (1.3±0.3)a 50.0 (31.6±4.4)ab KC428095

潍坊市 Weifang 黄楼镇 Huanglou (48.7±1.5)b 67.3 (130.2±17.4)ef KC428088
高柳镇 Gaoliu (63.3±5.5)cd 47.9 (147.8±14.3)f KC428087
朱良镇Zhuliang (41.7±3.3)b 74.4 (118.2±9.7)ef KC428089
化龙镇 Hualong (46.3±2.9)b 69.1 (132.8±19.5)ef KC428091
古城镇 Gucheng (134.7±5.4)e 43.7 (223.4±13.6)g KC428090

东营市 Dongying 大王镇 Dawang (75.0±8.9)d 47.7 (148.6±10.2)f KC428084
淄博市Zibo 临淄区Linzi (42.7±4.4)b 56.3 (120.8±15.3)ef KC428097

城南镇Chengnan (47.7±8.5)b 70.6 (116.4±15.2)ef KC428096
双杨镇Shuangyang (53.7±13.2)bc 64.1 (119.4±13.1)ef KC428098
张店区Zhangdian (12.7±1.8)a 65.8 (99.8±21.2)de KC428099

临沂市Linyi 石门镇Shimen 0 0 0 -
店头镇 Diantou 0 0 0 -
沂水县 Yishui (3.7±0.7)a 72.5 (77.8±12.8)cd KC428086

莱芜市Laiwu 孝义镇 Xiaoyi (4.7±0.9)a 71.4 (95.6±18.1)de KC428085
苗山镇 Miaoshan 0 0 0 -

 1)表中数据为平均值±标准差,同列数据小写字母不相同者表示差异显著(P<0.05)。

Valuesinthetablearemean±standarderror.Differentlowercaseswithinaarraymeansignificantdifference(P<0.05).

2.2 禾谷孢囊线虫的形态鉴定

根据陈品三等[8]对禾谷孢囊线虫鉴别特征的描

述,本调查所采集的小麦孢囊线虫群体,依据孢囊阴

门锥和2龄幼虫的形态特征,都鉴定为禾谷孢囊线

虫。孢囊为柠檬形,未成熟的雌虫乳白色,成熟的雌

虫黄褐色至暗褐色;阴门锥为双膜孔,无阴门下桥,
膜孔椭圆至近圆形,阴门裂短小,有明显的泡状突

(图2-A);二龄幼虫体长约为504~557μm,头部骨

架发达,口针粗壮,长21~24μm,口针基部球稍凹

(图2-B);二龄幼虫尾部透明区长33~37μm,有缢

缩和明显的环纹(图2-C)。

2.3 禾谷孢囊线虫的分子鉴定

对小麦孢囊线虫16个山东群体rDNA-ITS区

扩增产物的测序结果表明,ITS片段长度为1045~
1046bp。序列比对结果揭示,它们与GenBank中

小麦禾谷孢囊线虫(H.avenae)的ITS序列同源相

似性高达99.9%,部分群体的序列同源性达100%
(表1)。从 GenBank中下载小麦孢囊线虫组复合

种群及其近源种的ITS序列,与16个山东群体的

ITS序列进行多重比对,用 MEGA5.05软件的

UPGMA法 构 建 系 统 发 育 树,以 马 铃 薯 金 线 虫

(Globoderarostochiensis)为外群。从图3的系统发
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 A.阴门锥 Vulvalcone(×100);B.2龄幼虫头部 Headandtailofofsecondstagejuvenile(×250);C.尾部 Tail(×250).

图2 禾谷孢囊线虫的形态

Fig.2 MorphologyofH.avenae

图3 用UPGMA法构建的禾谷孢囊线虫群体及近源种rDNA-ITS区的系统发育树

Fig.3 PhylogenetictreeofH.avenaeandthecloserelatedspeciesbasedonrDNA-ITSsequencesusingUPGMAmethod
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育树可以看出,所有山东群体均与Subbotin等[11]

报道的 H.avenaecomplex9个种群中的禾谷孢囊

线虫(H.avenae)、草地孢囊线虫(H.pratensis)、澳
洲孢囊线虫(H.australis)、稀少孢囊线虫(H.ma-
ni)、奥克兰孢囊线虫(H.aucklandica)、蚤缀孢囊线

虫(H.arenaria)和菲利普孢囊线虫(H.filipjevi)
处于同一个大的进化分支簇,置信度达到了97%,
且这一分支与禾谷孢囊线虫(H.latipons)种群聚在

一起,构成了异皮孢囊属下的禾谷孢囊线虫组(H.
avenaegroup)[12]。从发育树上看,所有山东线虫群

体均处于 H.avenaecomplex分支上,与异皮孢囊

属(Heterodera)其他线虫组,如甜菜孢囊线虫组

(schachtiigroup)和 大 豆 孢 囊 线 虫 组 (glycines
group)的遗传距离相对较远。聚类分析结果表明,
小麦禾谷孢囊线虫(H.avenae)可明显划分为2个

类群,印度、以色列、德国的禾谷孢囊线虫可划分为

一个类群,中国山东、河南、河北、江苏、安徽等地区

的禾谷孢囊线虫可划分为另一个类群。这说明禾谷

孢囊线虫山东群体与国外种群的亲缘关系较远,而
与中国河南、江苏、安徽等地区的亲缘关系较近。

3 讨 论

禾谷孢囊线虫的主要传播途径是土壤和水

流[13],同时也通过农机具、农事操作、人及畜携带的

方式传播[14]。近几年来,随着耕作制度的改变和联

合收割机的推广应用,禾谷孢囊线虫病扩散迅速、发
生面积逐年扩大,中国已在16个省市发现孢囊线虫

危害小麦[4],对我国北部冬麦区、黄淮冬麦区、长江

中下游冬麦区及北部春麦区的小麦生产带来严重影

响。山东省联合收割机收割面积占90%以上,已成

为禾谷孢囊线虫远距离传播的另一重要途径[14]。
在本次调查中,山东省潍坊市和淄博市等地区的小

麦孢囊线虫平均检出率分别为93.3%和91.7%,且
这些地区孢囊群体密度大、孢囊中的卵量较高,有

报道在澳大利亚南部,每克土壤中禾谷孢囊线虫的

卵量达5粒时可使小麦减产10%[15],而调查的山东

部分地区的每克土的禾谷孢囊线虫卵量已高达15.5
粒,群体密度已经超过澳大利亚小麦禾谷孢囊线虫

的防治指标2倍以上。如果个别高密度地区的孢囊

线虫扩散速度和危害程度加剧,势必对山东省小麦

产量造成严重影响。
小麦孢囊线虫病是积年流行病害,具有逐年加

重的特性。山东省位于中国东部沿海、黄河下游、京

杭大运河的中北段,省内河湖众多,地形以丘陵、平
原为主,作物耕作制度比较复杂。在山东中东部地

区,主要以小麦与玉米的旱地轮作,利用河水进行灌

溉,采用联合收割机进行收割[16]。这样的耕作和管

理制度,在土壤质地为沙壤土的地区非常有利禾谷

孢囊线虫的大面积传播[17]。推测短期进行小麦/玉

米、花生、辣椒轮作或套作的栽培方式不一定能有效

地控制禾谷孢囊线虫的危害。
目前,许多农户对禾谷孢囊线虫缺乏认识,大部

分地区未开展禾谷孢囊线虫病的防治工作,加之禾

谷孢囊线虫危害后的地上部症状与缺水、缺肥等田

间症状相似,极易被农业技术人员和广大农户忽视,
这也是禾谷孢囊线虫发生面积逐年扩大、危害逐年

加重的主要原因之一[16]。在禾谷孢囊线虫发生较

重的地区,主要通过种植耐病品种、采用种衣剂拌种

和返青期使用化学药剂等方式进行防治[17-18]。由于

化学药剂防治成本高、操作比较繁杂,难以在小麦种

植区大面积推广,从而加剧了禾谷孢囊线虫的危害

程度[15]。通过对山东省主栽品种抗病性的鉴定,结
果表明山东省种植的大部分品种为感病品种,只有

部分品种表现中抗和耐病,缺少高产抗病的优良品

种,因此,加强抗病品种的筛选和推广工作,是保障

山东省小麦主产区粮食生产安全的一个重要途径。
禾谷孢囊线虫在土壤中可以存活10年甚至更长时

间,在40cm以下土壤中还有孢囊分布。山东省不

同地区可能存在不同致病型的类群,其致病力和毒

性表现有很大差异,这给抗病品种的应用提出了严

峻的挑战。山东省是中国粮食生产的大省,禾谷孢

囊线虫在山东省的发生和分布非常广泛,群体的数

量十分庞大,已经达到危害阈值水平,故应加强不同

地区小麦主栽品种抗病性与禾谷孢囊线虫致病型的

研究,有针对性地筛选出高产、优质、抗病品种,及时

采取安全、高效、低毒的药剂进行防治,有效地控制

禾谷孢囊线虫的扩散与危害,确保小麦增产丰收和

粮食安全。
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DistributionandrDNA-ITSanalysisofcerealcystnematode
inShandongProvince
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  Abstract Thecerealcystnematode(Heteroderaavenae Wollenweber)isthemostthreatening
nematodeonwheatandcerealcropsinChina.TheoccurrenceanddistributionofHeteroderaspp.were
investigatedbyrandomsamplingmethodfrom19townorcountiesofShandongProvince.Thespecies
wasidentifiedasHeteroderaavenaewiththemorphologicalandrDNA-ITSanalysis.Thecerealcyst
nematodewasdetectedfrom70.9percentsamplescollectedfromLinyiCity,LaiwuCity,ZiboCity,Wei-
fangCity,DongyingCity,WeihaiCityandYantaiCity.Thehighestcystandeggnumberappearedin
DongyingCityandWeifangCity,thelowestcystandeggnumberappearedinYantaiCity.

Keywords HeteroderaavenaeWollenweber;distribution;wheat;rDNA-ITS
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