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摘 要 旨在鉴定陕西不同地区马铃薯腐烂茎线虫生物型,为其防治提供理论依据。对陕西不同地区马铃薯

腐烂茎线虫进行分离,对其形态进行观察并测量特征值,通过茎线虫线粒体COⅠ通用引物、ITS区通用引物

及A、B生物型的特异性引物对不同地区采集马铃薯腐烂茎线虫进行PCR检测及序列分析,利用 MEGA6.0
进行系统发育树构建及种群同源性分析。结果表明,陕北地区腐烂茎线虫的生物型为B型,关中地区为 A
型。形态特征值数据显示雌成虫体长、体宽均大于雄成虫,A型的体长、体宽均大于B型。系统发育树结果

显示,陕北不同地区的B型马铃薯腐烂茎线虫聚为一支,合阳、兴平的A型马铃薯腐烂茎线虫聚为一支,与分

子鉴定结果相一致。
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  马铃薯俗称土豆,作为全球第四大粮食作物

在农业生产中具有举足轻重的地位[1]。但中国马

铃薯产业一直饱受病害困扰,马铃薯病害严重制

约国内马铃薯单位面积产量的提升以及马铃薯产

业的进一步发展,目前陕西省马铃薯产业面临着

同样问题。甘薯已经成为中国许多省(区)调整农

业产业结构,促进农村产业发展的重要作物,甘薯

在陕西省也逐步成为重要经济作物,对于带动区

域农业经济发展具有重要意义。马铃薯腐烂茎线

虫(Ditylenchusdestructor)也 被 称 为 Potato
nematode,最初发现于马铃薯上,是其贮藏期一

种重要病害[2],也是严重为害马铃薯的重要病原

之一[3]。在中国,马铃薯腐烂茎线虫首次在甘薯

上被分离出来,发生严重时可造成80%以上的减

产,甚至绝收[4-5]。此外,腐烂茎线虫还可为害蚕

豆、小麦、当归、三七等几十种农作物及中药材[6]。
马铃薯腐烂茎线虫目前主要分为2类基因

型,有文献[7]报道这2个基因型在尾长、C值、V
值等形态特征值上存在显著差异。2007年,有学

者[8]对多个马铃薯腐烂茎线虫种群的核糖体ITS
区序列进行比对,发现在中国不同地理种群明显

分为2个生物型,即 A型和B型这两种。此外,

还有多篇文献也证实马铃薯腐烂茎线虫种群中存

在2类基因型这一结论[9-11]。有国外学者将不同

寄主作物上的马铃薯腐烂茎线虫群体分为A型、

B型、C型、D型、E型、F型和G型这7个不同生

物型[12-13]。A型仅在中国发现,且只为害甘薯,B
型和E型主要为害甘薯和马铃薯,C型寄主为马

铃薯、甘薯及大蒜,D型可侵染大蒜,F型在甘薯

和黄芪上有分离出来,G型为害马铃薯。

1925年,马铃薯腐烂茎线虫首次在美国甘薯

上被发现[14],传入中国后,在北京、山东、河北等

甘薯生产区均造成严重为害[15]。马铃薯腐烂茎

线虫在国外主要为害马铃薯,在国内主要为害甘

薯,但近几年,在甘肃等地也发现此线虫为害马铃

薯[16-18]。因此,明确该病原线虫的生物型及系统

发育地位,可为其致病性研究奠定基础,同时为马铃

薯及甘薯生产区腐烂茎线虫的防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

2018年3月至12月期间,马铃薯腐烂茎线

虫采自陕西省榆林市定边县、靖边县、神木县及榆

阳区的马铃薯发病田,及陕西省渭南市合阳县及



兴平市的甘薯发病田。

1.2 试验方法

1.2.1 线虫的分离 将不同地区采集病薯的典

型病块区切下,切成1cm×1cm小块,清水冲洗

干净,取双层面巾纸将其包住,采用漏斗分离线

虫。收集到的线虫用0.5%次氯酸钠浸泡、消毒5
min,无菌水冲洗3遍,保存,备用。

1.2.2 形态学鉴定、线虫标本制作及特征值测量

 将分离得到的腐烂茎线虫悬浮液,置于65℃水

浴处理0.5min热力杀死[19-21],并制成玻片以供

观察。应用EZcam软件,在显微镜下对腐烂茎线

虫的主要形态特征进行观察、测量及拍照。主要

测量数据包括线虫的体长(L)、体宽(W)、口针长

度(S)、头长(H)、尾长(T)等[22],对比不同生物

型的马铃薯腐烂茎线虫在形态上的差异。每组测

量20条线虫,计算平均值。
扫描电镜观察:将线虫置于装有5%戊二醛

的离心管中于4℃下固定3h,在3000r/min下

离心2min,弃上清,留下层的线虫,用0.2mol/L
磷酸盐缓冲液进行冲洗之后,在3000r/min下

离心2min,弃上清,留下层的线虫,用超声波清

洗仪将线虫于30℃条件下清洗30min,经体积

分数依次为10%、20%、30%、40%、50%、60%、

70%、80%、90%、100%乙醇梯度脱水,每级脱

8min,离心2min。再依次用乙酸异戊酯与无水

乙醇体积比分别为1∶2、1∶1、2∶1、1∶0的乙酸

异戊酯与无水乙醇混合液置换,每步置换6min,
离心2min,EMITECH-K850型临界点干燥仪干

燥,MSP-1S型离子溅射仪喷金镀膜,在 HITA-
CHI-3400N型扫描电子显微镜下观察并照相。

1.2.3 分子生物学鉴定提取线虫DNA 向1.5
mL离 心 管 内 加 入 16μL×PCR Buffer(去

Mg2+)、4μL蛋白酶K、40μLddH2O,再将线虫

放入混合液中;将离心管置于液氮中研磨,反复研

磨3次;离心管水浴65℃保温90min;再放置

85℃金属浴10min,取出放至室温即可用于

PCR扩增。

PCR扩增条件:反应选取腐烂茎线虫线粒体

COI通用引物、核糖体ITS通用引物及A型生物

型及B型生物型的特异性引物(表1)。
表1 用于鉴定马铃薯腐烂茎线虫的引物

Table1 PrimersofDitylenchusdestructor
引物名称
Primer

引物序列(5'→3')
Sequence(5'→3')

目标片段大小/bp
Fragmentsize

线粒体COI通用引物 TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT 480
UniversalprimerofmtDNACOI TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG

核糖体ITS通用引物 CGTAACAAGGTAGCTGTAG 760/950
UniversalprimerofrDNAITS TTTCACTCGCCGTTACTAAGG

A型特异性引物 TCGTAGATCGATGAAGAACGC 252
SpecificprimersoftypeA ATTATCTCGAGTGGGAGCGC

B型特异性引物 TTGTGTTTGCTGGTGCGCTTGT 485
SpecificprimersoftypeB GAGTGAGAGCGATGTCAACATTG

  PCR反应体系为2×TaqMix25μL(上海生

工),20μmol/L上游引物2μL,20μmol/L下游

引物2μL,DNA模板2μL,H2O补充总体积至

50μL。PCR 扩增反应为95 ℃预变性4min,

94℃变 性30s,50 ℃退 火 30s,72 ℃ 延 伸

2min,35个循环;72℃最后延伸7min,PCR产

物4℃保存。PCR反应结束后,1%琼脂糖凝胶

电泳检测。

1.2.4 系统发育树构建 将PCR产物送至上海

生工生物工程有限公司,进行测序(Sanger测

序)。利用 MEGA6.0软件,采用邻接法(Neigh-
bour-Joining,NJ)分别对线粒体COⅠ及核糖体

ITS序列进行系统发育树的构建。

2 结果与分析

2.1 腐烂茎线虫形态学鉴定

在40倍显微镜下观察可见,雌性腐烂茎线虫

温热死亡后虫体略向腹部弯曲,虫体表角质膜上

有细环纹,环距1μm ,唇区低且平滑,稍突出于

体外,头区与体躯之间有一轻微的溢缩。虫体侧

宽约占整体宽的1/5,侧线6条(图1)。食道属

垫刃型,口针细小,长10~13μm ,口针基球小而

明显,呈圆形(图2)。中食道球卵圆形,肌肉质,
具瓣门。狭部窄,其上环绕神经环。后食道腺体
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从背面或侧面交盖肠的前端,约交盖半个体宽至

1个体宽。后阴子宫囊明显,其长度一般为阴门

到肛门距离的2/3。卵母细胞在近子宫处单行排

列。后阴子宫囊长约达阴门至肛门距离的3/4位

置处。尾圆锥形,略向腹部弯,尾端细圆(图2)。
雄虫虫体前端形态与雌性虫形态相似,尾略

窄,尾端细圆;交合刺略向腹部弯曲。交合伞始于

交合刺 前 端 相 对 应 的 位 置,向 后 伸 约 尾 长 的

75%,基部膨大,其宽处有2个指状突起;引带简

单且短(图2)。

2.2 不同生物型腐烂茎线虫特征值测量

对不同生物型的马铃薯腐烂茎线虫雌、雄成

虫各测量20头,测量结果见表2。

  A.6面辐射状唇片;B.交合伞始于交合刺前端;C.体中侧区6条侧线

A.Sixradiallabrum;B.Copulatorybursabeginsatthefrontofspeculum;C.Sixlaterallinesofmiddlebodyside

图1 马铃薯茎线虫扫描电镜照片

Fig.1 StereoscanphotographofDitylenchusdestructor

  A.雄虫交合刺侧面及交合伞;B.交合刺腹面及指状;C.雌虫阴门及尾部;D.头部溢缩及口针;标尺:A/B/C=25μm,D=10μm

A.Spiculumlateralsurfaceandcopulatorybursaofmale;B.Segmentalventerandfingerofspeculum;C.Cunnusandtailoffemale;

D.Excessiveshrinkageandlancetofhead;scaleplate:A/B/C=25μm,D=10μm

图2 马铃薯腐烂茎线虫显微镜下特征形态

Fig.2 CharacteristicmorphologyundermicroscopeofDitylenchusdestructor
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表2 不同生物型马铃薯腐烂茎线虫种群与其他种群形态测量值比较

Table2 MorphometricvaluecomparisonofdifferentDitylenchusdestructor
地点
Location

生物型
Bio-type

性别
Gender

体长(L)/μm
Length

体宽(W)/μm
Width

口针(S)/μm
Lancet

尾长(T)/μm
Tail a b c V

陕北
Northern
Shaanxi

B型
TypeB

雌
Female 972.78±70.03a 24.13±9.85a 11.05±2.31ab 64.02±6.44a 41.81±11.12a 8.73±1.44ab 15.20±0.74ab80.11±5.31ab

雄
Male 943.20±129.38a 24.03±11.35a 10.28±3.89a 69.25±8.89ab 40.25±3.54a 8.65±2.67ab 13.61±0.57a /

合阳
Heyang

A型
TypeA

雌
Female 1121.8±192.63ab 29.06±7.57a 11.13±2.58a 64.78±6.85a 35.42±5.22a 8.99±2.91a 15.56±0.91a 81.27±3.63ab

雄
Male 1053.94±117.52ab 32.53±8.14a 10.59±2.39a 71.71±7.94ab 30.24±4.42a 8.67±1.93a 13.60±0.49ab /

兴平
Xingping

A型
TypeA

雌
Female 1009.55±155.72ab 29.62±9.78a 11.09±3.72a 64.65±7.72ab 34.19±5.13a 8.71±2.05a 15.62±1.15a 80.58±3.19ab

雄
Male 974.56±108.29a 28.93±10.15a 10.51±3.28a 69.83±7.89ab33.69±7.51ab 8.64±1.38a 14.16±0.55a /

辽宁等省
Liaoning
Provinceetc

雌
Female 1011±137 34.6±8.2 / 65.31±11 38.75±9.2 8±1.4 13±1.5 80.2±1.6

雄
Male 1020±65 24.25±4.25 / 75.5±10.5 40.25±7.75 7.8±1.2 5.7±1.5 /

张家口
Zhangjiakou

雌
Female 886±96 / / / 32±4 15±2 14±2 81±18

雄
Male 870±92 / / / 38±5 14±2 14±1 /

注:a=体长/体宽;b=体长/体前部至肠前端距离;c=体长/尾长;V=体前端至阴门距离×100/体长。

Note:a=Length/width;b=Length/distancefromanteriorbodytoanteriorintestine;c=Length/Tail;V=Distancefromanteriorendof

bodytovulva×100/length.

  从表2可以看出,无论B型还是A型腐烂茎

线虫的雌成虫均比雄成虫体长长,体宽也略宽,合
阳与兴平的A型马铃薯腐烂茎线虫雌成虫与雄

成虫在体长、a 值、b 值、c 值及V 值之间差异不

显著,B型腐烂茎线虫雌成虫与雄成虫的体长均

比A型的显著减小,雌成虫的V 值B型比 A型

小,但a 值B型高于A型,b值、c值差异不显著。
测量结果与郭全新等[19]、刘维志等[20]的测量结

果基本一致。

2.3 腐烂茎线虫分子鉴定

2.3.1 不同地区茎线虫线粒体COI及核糖体

ITS通用引物检测结果 通过马铃薯腐烂茎线虫

的线粒体通用引物扩增陕北及关中合阳、兴平的

线虫群体,从凝胶成像结果来看,所有样品都扩增

出480bp条带(图3)。用马铃薯腐烂茎线虫ITS
通用引物进行PCR扩增,结果显示,为害陕北马

铃薯的茎线虫均有约950bp的条带,关中合阳、
兴平甘薯上茎线虫均扩增出约760bp的条带(图

4)。因此可以确定所有这些线虫样品均为马铃薯

腐烂茎线虫。

2.3.2 不同地区腐烂茎线虫生物型鉴定结果 
为确定不同地区马铃薯腐烂茎线虫的生物型是否

相同,选取A型与B型的特异性引物扩增陕北、
合阳及兴平的马铃薯种群。从图5可以看出,榆
林地区靖边县、定边县、神木县及榆阳区为B型

马铃薯腐烂茎线虫,合阳县及兴平市采集的为A
型马铃薯腐烂茎线虫。

图3 ITS区通用引物扩增结果

Fig.3 UniversalprimeramplificationofrDNA-ITS

2.4 rDNA-ITS序列分析及系统发育树构建

对马铃薯腐烂茎线虫核糖体ITS通用引物

扩增产物测序结果在NCBI上BLAST比对后发

现,陕 北 B 型 种 群 与 登 录 号 为 JZ133363、

JZ133338的B型马铃薯腐烂茎线虫群体同源性

高达99.5%,关中A型种群与A型的MH992393的

同源性高达99.1%。

  使用腐烂茎线虫核糖体ITS通用引物对陕
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图4 线粒体通用引物扩增结果

Fig.4 UniversalprimeramplificationofmtDNA

图5 A型、B型特异性引物扩增结果

Fig.5 SpecificprimeramplificationoftypeAandB
北不同地区、合阳及兴平的种群进行扩增及测序,
利用 MEGA6.0软件,将这7个序列及NCBI上

已知的5个序列号为JZ133363、JZ133338的B型

及 MH992393的A型马铃薯腐烂茎线虫种群分

别构建系统发育树(图6)。从结果来看,种群

DingB、JingB、ShenM及YuY的rDNA-ITS序列

与已 知 序 列 MK979365、JZ133411 聚 为 一 支。

XingP、HeY和 HeY2聚在一支。合阳的两个不

同样品遗传距离最近,与兴平种群亲缘性高,这3
个种群均为A型马铃薯腐烂茎线虫,陕北的定边

县及靖边县的种群遗传距离最近,与神木县及榆

阳区的茎线虫种群亲缘性较高,这4个种群均为

B型马铃薯腐烂茎线虫。同时,此系统发育树成

功将A型、B型两个种群的马铃薯腐烂茎线虫成

功区分开。此结果与分子鉴定结果较为一致。

图6 马铃薯腐烂茎线虫rDNA-ITS系统发育树

Fig.6 PhylogenetictreeofDitylenchusdestructorrDNA-ITS

3 结论与讨论

通过对中国马铃薯腐烂茎线虫rDNA-ITS
序列对比可以看出,其种群主要分为A型和B型

2个基因生物型[8,23],但关于这2个生物型群体

在形态特征、寄主范围、病理学上等方面差异的研

究较少[18]。本研究首次在陕西省发现该线虫为

害马铃薯及甘薯,并首次对陕西不同地区、不同寄

主上该线虫的生物型进行了形态学与分子生物学

鉴定。结果显示,侵染陕西省榆林马铃薯的为B
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型马铃薯腐烂茎线虫,侵染陕西省合阳及兴平甘

薯的为A型。形态特征值的测量结果显示,A型

马铃薯腐烂茎线虫比B型的体长长,体宽略宽,
雌成虫的V 值较大,但a 值B型马铃薯腐烂茎线

虫高于A型,b值、c值差异不显著。不同地区相

同生物型的茎线虫,在形态特征值上差异并不显

著。构建系统发育树,成功将 A型、B型2个种

群的马铃薯腐烂茎线虫区分开。
有研究[18,23-24]表明:中国山东、河北及江苏等

地甘薯上马铃薯腐烂茎线虫可分为 A型、B型2
个生物型;有学者[12]在此基础上将马铃薯腐烂茎

线虫种群分为A-G型7个单元型,A-F单元型均

在中国有发生,而G型并未发现。关于陕西省是

否还存在马铃薯腐烂茎线虫的其他生物型,及不

同生物型发生区域、侵染作物种类、生物特性及其

他分子生物学方面是否存在差异,还需进一步调

查研究,这将对有效预防及控制马铃薯腐烂茎线

虫的扩散提供理论依据。
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HomologyAnalysisandIdentificationofDitylenchus
destructorfromDifferentAreasofShaanxiProvince

LIUChen,YANGYiwei,WANGJiazhe,CHANGQing,
HONGBoandZHANGFeng

(Bio-AgricultureInstituteofShaanxi,Xi’an 710043,China)

Abstract InordertoprovidetheoreticalbasisforcontrollingDitylenchusdestructor,weidentifiedbi-
otypesofD.destructorfromdifferentareasofShaanxi.Inthisstudy,theD.destructorsfromdiffer-
entareasofShaanxiwereisolated,andtheirmorphologicalcharacteristicswereobservedandmeas-
ured.ThentheuniversalprimersofD.destructormitochondrialCOⅠandribosomesITSwereused
forPCRdetectionandsequenceanalysisofalltheD.destructorsamplesfromdifferentareasof
Shaanxi.Inaddition,thespecificprimersofbiotypeAandBwerealsousedforPCRdetectionandse-
quenceanalysisofallthesamples.MEGA6.0wasusedforphylogenetictreeconstructionandpopula-
tionhomologyanalysis.Theresultsshowedthat,thebiotypeofD.destructorsfromNorthernShaanxi
wastypeB,andthebiotypeofD.destructorsfromGuanzhongareawastypeA.Morphologicalchar-
acteristicvaluedatashowedthatfemaleadultswerelongerandwiderthanmaleadults,andtypeA
werelongerandwiderthantypeBinbothfemaleandmaleadults.Phylogenetictreeshowedthattype
BD.destructorsfromNorthernShaanxiclusteredinoneclade,andtypeAD.destructorsfromHey-
angandXingpingclusteredinoneclade,soitwasconsistentwiththeresultsofmolecularidentifica-
tion.
Keywords Ditylenchusdestructor;Morphologicalcharacteristics;Biotype;Phylogenetictree
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