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摘要　在西藏自治区色季拉山高寒草甸土壤线虫群落调查期间,从高山嵩草(Kobresiapygmaea)根际土壤

中分离得到一种根腐线虫.通过形态特征观察和分子序列比对,将其鉴定为刻痕短体线虫(PratylenchuscrenaＧ
tus).其主要特征:唇环３个,口针长１５．６~１６．２μm,口针基部球前缘略凹,侧线６条,V 值为８２．５~８３．２,尾圆

柱形,末端环纹清晰.对该线虫rDNA的３个区段(１８S部分序列、２８SD２D３区和ITS区)进行特异性扩增和测

序,分别得到９０２、７７４和１０１３bp的序列.将所获得的序列在 GenBank数据库上进行BLAST比对,结果显示:

此线虫群体与刻痕短体线虫群体的相似度分别为９７．４％~９９．８％、９７．４％~９７．８％和９０．２％~９９．８％.贝叶斯推

断法构建的系统进化树显示:本研究的线虫群体与刻痕短体线虫聚为高度支持的分支,进一步确定此线虫群体

为刻痕短体线虫.本研究获得刻痕短体线虫中国群体的分子数据.该刻痕短体线虫是西藏自治区的新纪录种.

高山嵩草是刻痕短体线虫的新寄主.
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　 　 高 山 嵩 草 (Kobresiapygmaea)为 莎 草 科

(Cyperaceae)嵩草属(Kobresia)垫状草本植物,分
布于西藏、新疆南部、青海、云南、四川、甘肃、山西、
内蒙古和河北等地,生长于海拔３２００~５４００m 的

高山草甸.高山嵩草是喜马拉雅山区和青藏高原草

甸带的常见建群种,同时也是优良牧草[１].
短体线虫可以造成寄主植物根部腐烂,还能与

土壤中其他植物病原物形成复合病害,加重病变部

位腐烂程度,因此,又称短体线虫为根腐线虫[２].国

内已有许多有关短体线虫的鉴定工作的报道[３Ｇ６].
我们在西藏自治区林芝市色季拉山高寒草甸进行土

壤线虫群落调查,从高山嵩草根围发现一种根腐线

虫,综合分析后将其鉴定为刻痕短体线虫(PratyＧ
lenchuscrenatusLoof,１９６０)[７].现报告如下.

1　材料与方法

1.1　种群来源

样品采自西藏自治区林芝市色季拉山高寒草甸

东坡(２９°４８′N,９４°４９′E),样地主要建群植被为高

山嵩草,另有蕨麻委陵菜(Potentillaanserina)和野

草莓(Fragariavesca)等地被植物.用土壤采样器

在高山嵩草根围０~２０cm 土层深处采集根系及土

壤约５００mL.将混有根系的土壤样品装入自封袋,
共采集样品２４个,记录样品采集信息.
1.2　形态学鉴定

将全部根系取出,剪成约０．５cm 碎段,然后将

土壤充分混匀,量取２００mL,采用贝曼漏斗法分离

线虫,时间为２４~４８h.所分离２４个样品中,仅１
个样品分离到少量根腐线虫.在体式显微镜下,将
根腐线虫从混合线虫中挑出.经杀死(６５℃水浴３
min)、固定(４％甲醛)和脱水(甘油乙醇法)等步骤

后,将线虫制作成玻片标本[８].使用尼康ECLIPSE
９０i显微镜观察玻片标本、拍照,并测量线虫形态

数据[９].
1.3　分子生物学鉴定

线虫DNA抽提采用蛋白酶 K 裂解液法[１０],裂
解液成分:１６μLddH２O,２μL１０×PCR缓冲液和

２μL２０mg/mL 蛋白酶 K,裂解程序:６５℃ １h,
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９５℃１５min.裂解产物可立即用于PCR扩增或者

放入－２０℃冰箱保存备用.１８S部分序列扩增引物

为 G１８SU (５′ＧGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCＧ３′)
和 R１８Tyl１ (５′ＧGGTCCAAGAATTTCACCTCTCＧ
３′)[１１],扩增２８SrDNAD２D３区的通用引物为 D２A
(５′ＧACAAGTACCGTGAGGGAAAGTＧ３′)和 D３B
(５′ＧTCGGAAGGAACCAGCTACTAＧ３′)[１２],ITS区

全长扩增引物为１８S (５′ＧTTGATTACGTCCCTGCＧ
CCTTTＧ３′)和２６S(５’TTTCACTCGCCGTTACTAＧ
AGGＧ３’)[１３].PCR反应体系参照 ExTaq 酶说明

书(ExTaq􀆾,TAKARA,日本).PCR扩增产物结

果检测、纯化回收、克隆和测序,以及序列分析参考

王宏洪等[１４]方法.最终序列上传至 GenBank数据

库,序 列 号 分 别 为 MH９７３６４６、MH９７３６４７ 和

MH９７３６４８.
1.4　系统发育关系分析

根据近年来发表的短体线虫系统进化方面的文

献[９,１５Ｇ１７],下载GenBank数据库中短体线虫１８SrDＧ
NA、２８SrDNA D２D３ 和 rDNAＧITS 序 列.使 用

MEGA６．０软件携带的 ClustalW 工具分别进行多

重序列比对[１８].结合 PAUP４．０ 软件和 ModeltＧ
est３．７软件分析多重比对后的文件,并选择核酸替

代模型[１９Ｇ２０].系统发育树的构建利用 MrBayes３．２
软件[２１].系 统 发 育 树 的 打 开 和 编 辑 应 用 TreeＧ
view１．６ 软件[２２].基于 １８SrDNA 和 ２８SrDNA
D２D３区构建的系统进化树参考 Subbotin等[１５]选

择外类群,基于rDNAＧITS区的系统进化树选择玻

利 维 亚 短 体 线 虫 [Pratylenchus bolivianus
(FR６９２３２８)]作为外类群.

2　结果与分析

2.1　形态学鉴定

光学形态图片见图１;形态测量值见表１.
雌虫 (图 １):虫 体 热 杀 死 后 向 腹 面 弯 曲

(图１A).体环清晰,宽１．０~１．１μm(图１B).体中

部６条侧线(图１G),侧区约占相应体宽的三分之

一.头部低平,唇环３个(图１B、１C和１E).口针

强壮,基部球大,前缘略凹陷(图１B、１C和１E).阴

门相对较后,V＝８２．５~８３．２(图１A).卵母细胞单

行排列,受精囊圆形,不含精子(图１F).后阴子宫

囊略长于阴门处体宽(图１D).尾圆柱形,尾环２１~
２４个,末端宽圆具粗糙的清晰环纹(图１H 和１I).

侧尾腺开口孔状,位于尾的前半部.

雄虫:未发现.

寄主:高山嵩草(Kobresiapygmaea).

采集地:西藏自治区林芝市色季拉山.

本研究中西藏种群其他的形态特征和测量数据

与刻痕短体线虫原始报道[８]基本一致,故定为该种.

与国内云南种群相比[２３],本研究中西藏种群包括体

长和口针长在内的多数形态测量值都略小些,b 值

偏大.

2.2　分子序列特征分析

本研 究 中 西 藏 种 群 １８SＧrDNA 、２８SＧrDNA

D２D３区和ITSＧrDNA 序列长度分别为９０２、７７４和

１０１３bp,PCR 扩增产物电泳结果如图２.所获得

序列在 NCBI网站 GenBank数据库上进行BLAST
比对,结果表明该西藏种群１８SrDNA 部分序列与

数据库中刻痕短体线虫种群的相似性为９７．４％~

９９．８％;而２８SrDNAD２D３区序列与数据库中刻痕

短体线虫种群相似性为９７．４％~９７．８％;rDNAＧITS
序 列 与 数 据 库 中 刻 痕 短 体 线 虫 种 群 相 似 性 为

９０．２％~９９．８％.该结果进一步表明该西藏种群为

刻痕短体线虫.

2.3　系统发育分析结果

１８SrDNA 部分序列比对数据集包含３０条序

列,比对后的长度为９１３bp,其中保守位点６１８个,
简约信息位点１９５个.图３为基于１８SrDNA部分

序列在 TrN＋I＋G 模型下的贝叶斯一致树.２８S
rDNAD２D３区序列比对数据集包含３４条序列,比
对后的长度为８２２bp,其中保守位点３９０个,简约信

息位点３１８个.图４为基于２８SrDNAD２D３区序

列在 GTR＋I＋G模型下的贝叶斯一致树.rDNAＧ
ITS区序列比对数据集包含３１条序列,比对后的长

度为１１０５bp,其中保守位点２５４个,简约信息位点

７６７个.图５为基于rDNAＧITS序列在 TVM＋I＋
G模型下的贝叶斯一致树.后验概率(PP)超过

５０％的数值显示在合适的分支上,３个系统发育树

都证明本研究获得的刻痕短体线虫序列与 NCBI网

站 GenBank序列库中刻痕短体线虫其他种群的序

列聚为一个高度支持的分支(PP＝１００).进一步证

明西藏嵩草根围分离到的短体线虫种类为刻痕短体

线虫.

０６
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图１　光学显微下的刻痕短体线虫西藏种群形态特征图片

Fig．１　FemaleofP．crenatuspopulationinTibetunderlightmicrographs

　A:１８SrDNA;B:２８SrDNAD２D３;C:rDNAＧITS;M:DL２０００DNA 分子标记.A:１８SrDNA;B:２８SrDNAD２D３;C:rDNAＧITS;

M:DL２０００DNAmarker．

图２　 刻痕短体线虫西藏种群不同rDNA区段PCR扩增产物的电泳结果

Fig．２　AgrosegelelectrophoresisofPCRproductsofP．crenatusinTibet

１６
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表１　刻痕短体线虫西藏种群雌虫的形态测量值

Table１　MorphometricsoffemalesofP．crenatusinTibet

形态特征

Characteristics

刻痕短体线虫西藏种群

Tibetpopulationof
P．crenatus

刻痕短体线虫原始描述

Origionaldescription
ofP．crenatus[８]

刻痕短体线虫云南种群

Yunnanpopulation
ofP．crenatus[２３]

数量 Numberofspecimens ２ １３１ ２０
体长/μmBodylength ４７２．２~５２５．１ ３２３．０~５９６．０ ５８０．６~６３１．５
体长比最大体宽a∗ ２２．５~２５．７ １９．７~２９．９ ２７．０~３０．９
体长比体前端至食道腺与肠瓣距离b∗ ７．０~７．５ ４．９~７．９ ４．８~６．４
体长比尾长c∗ １９．４~２３．３ １６．４~２６．８ １７．７~２４．７
尾长比肛门处体宽c′∗ １．８~１．９ — １．７~２．６
阴门至体前端距离占体长比例V∗ ８２．５~８３．２ ７８．２~８６．３ ７８．５~８７．０
口针长/μmStyletlength １５．６~１６．２ １４．０~１８．０ １７．５~１８．２
口针基部球宽/μmStyletknobwidth ４．１~４．３ — ３．３~３．６
口针基部球高/μmStyletknobheight ２．０~２．１ — １．８~２．９
背食道腺开口至口针基部距离/μmDGO∗ ３．２~３．３ — ４．０~４．４
体前端至:Anteriorendto:
　　中食道球中心/μmCentreofmetacorpus ４４．２~４５．５ — ６０．１~６５．５
　　食道与肠瓣膜/μmCardia ６７．６~７０．４ — ９１．０~１２０．１
　　排泄孔/μmExcretorypore ７７．０~７９．７ — ８７．４~９８．３
最大体宽/μm Max．bodydiam． ２０．４~２１．０ — —
阴门处体宽/μm Vulvalbodydiam． １７．６~１８．８ — １８．９~２１．８
肛门处体宽/μm Analbodydiam． １１．７~１３．５ — １２．７~１４．６
生殖腺长度/μmGenitaltractlength １１４．５~１６８．４ — —
生殖腺长度占体长比 例/％G∗ ２１．８~３５．７ ２６．０~４８．０ —
尾长/μmTaillength ２２．５~２４．３ — ２３．７~３２．８
尾环数 No．oftailannuli ２１~２４ —
肛阴距/μm Vulvatoanusdistance ５６．９~６６．１ ３９．０~８４．０
后阴子宫囊长度/μmPostＧuterinesac １９．５~２２．２ — １８．２~２５．５
侧区宽/μmLateralfieldwidth ６．６~７．４ —
侧尾腺孔至尾末端距离/μm
Phasmidsfromtailterminus

１３．２~１４．９ —

排泄孔至体前端距离占体长比例/％ E．P．∗ １５．２~１６．３ —
唇区宽/μmLipwidth ７．８~８．０ — ７．３~７．６
唇区高/μmLipheight ２．０~２．２ — １．８~３．６

∗注 Note:a:Overallbodylength/Greatestbodywidth;b:Overallbodylength/EsophaguslengthfromthelipstotheesophagealintesＧ

tinalvalve;c:OverallbodyLength/LengthofTail;c′:Taillength/Taildiameteratanus;V:(Distanceofvulvafromthelips×

１００)/Overallbodylength;DGO:Distanceofdorsalesophagealglandopeningfromstyletknobs;G:(Overalllengthofovaryfrom

vulva×１００)/Overallbodylength;E．P．:(Excretoryporedistancefromanteriorend×１００)/Overallbodylength．

3　讨　论

嵩草线虫病害鲜有报道,李惠霞等[２４]在甘肃省

高寒草原矮嵩草的根部发现燕麦孢囊线虫.本研究

在西藏自治区色季拉山高山嵩草根围发现刻痕短体

线虫.刻痕短体线虫是西藏自治区线虫新纪录种,
高山嵩草是刻痕短体线虫的寄主新纪录.

西藏自治区土壤线虫群落结构特征研究已有一

些报道,但都是鉴定到属的水平[２５Ｇ２８].西藏植物线

虫调查仅有少量报道[２９Ｇ３０].赵文霞等[２９]在«中国植

物线虫名录»中仅收录了４种.金惺惺[３０]在硕士论

文«西藏主要耕作区植物线虫的调查与鉴定»中记录

了２４种.２０１２年李惠霞等[３１]报道了禾谷孢囊线虫

在西藏的分布.加上本研究发现的刻痕短体线虫,
西藏自治区一共记录了仅３０种植物线虫.这一结

果与西藏自治区辽阔的地域和丰富的植被很不相

符.因此,西藏自治区植物线虫种类的调查还很不

充分,有待进一步研究.
刻痕短体线虫广泛分布于北温带,主要寄生轻

砂质土壤上的谷物和禾草,另外,此线虫对胡萝卜和

豆科牧草有一定程度的危害[２].在我国,段玉玺[３２]

１９９４年从山东莱阳和河南开封的番茄和玉米上分

离到刻痕短体线虫.周银丽等[２３]１９９９年报道了云

南蒙自石榴根际的刻痕短体线虫.另外,在湖北烟

草[３３]和黑龙江哈尔滨大豆[３４]上也有发现此线虫.
此线虫对高山嵩草的危害程度有待进一步研究.至

此,西藏自治区共记录了４种短体线虫,另外３种短

体线虫分别是落选短体线虫[P．neglectus (Rensch,
１９２４)FilipjevandSchuurmansStekhoven,１９４１]、卢
斯短体线虫(P．loosiLoof,１９６０)和斯克里布纳短

２６
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图３　基于１８SrDNA序列在TrN＋I＋G模型下的贝叶斯一致树(新获得的序列标记为黑体)

Fig．３　Bayesianconsensustreeinferredfrom１８SrDNAsequenceunderGTR＋I＋Gmodel
(Newlyobtainedsequencesareindicatedinbold)

体线虫(P．scribneriSteiner,１９４３)[３５].
短体线虫非中国种被列入«进境植物检疫性有

害生物名录»,非中国种被定义为“中国未有发生的

种”[３６].我国已报道的短体线虫种类超过３０种,其
中一些种类缺乏详细的形态学数据和图片,大多数

种类缺乏分子序列信息[３６].如何确定短体线虫非

中国种一直困扰着检疫部门[３６].刻痕短体线虫有

两个近似种,分别为草地短体线虫[P．pratensis
(deMan,１８８０)Filipjev,１９３６]和 铃 兰 短 体 线 虫

(P．convallariaeSeinhorst,１９５９)[２].与后两者相

比,刻痕短体线虫受精囊不含精子(vs 存在充满精

子的受精囊),侧线６条(vs 侧线４条),阴门相对靠

后[V＝８２．５~８３．２vsV＝７６~８０(草地短体线虫);

V＝７８~８１(铃兰短体线虫)],尾末端宽圆[vs 尾末

端不对称圆锥形或稍微呈尖突状(草地短体线虫);

尾末端平截(铃兰短体线虫)][２].本研究首次获得

刻痕短体线虫中国群体的分子数据,进一步确认了

刻痕短体线虫的中国种地位.
刻痕短体线虫原始报道中,后阴子宫囊短,不分

化,且受精囊缺失[４].而后来的报道认为刻痕短体

线虫后阴子宫囊长,约为体宽的２倍,存在小且不含

精子的受精囊[２].本研究中的刻痕短体线虫种群后

阴子宫囊长度不及体宽的２倍,也存在空的受精囊.
说明刻痕短体线虫的后阴子宫囊长度是一个可变特

征,容易受发育程度和固定脱水方法的影响,不可作

为刻痕短体线虫的鉴别依据.
短体线虫的ITSＧrDNA 区序列存在较大变异,

通常 为 １％ ~３％,而 且 不 同 种 类 变 异 程 度 不

同[１６Ｇ１７].文献中报道刻痕短体线虫的ITS变异最大可

达７％,玉米短体线虫ITS变异最大可达９．５％[８,１６Ｇ１７].

３６
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图４　基于２８SrDNAD２D３区序列在GTR＋I＋G模型下的贝叶斯一致树(新获得的序列标记为黑体)

Fig．４　Bayesianconsensustreeinferredfrom２８SrDNAD２D３fragmentunderGTR＋I＋Gmodel
(Newlyobtainedsequencesareindicatedinbold)

本研究中获得的ITSＧrDNA 序列与数据库中刻痕

短体线虫种群相似性为９０．２％~９９．８％,ITS变异

范围为０．２％~９．８％.如此大的ITS变异可能与地

理环境的差异有关.
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Identificationoflesionnematodeinalpinecold
meadowofColorGerahsMountain,Tibet

WANGHonghong１,２　ZHUOKan２　XUEHuiying３　LIAOJinling１,２

１．ResearchCenterofPlantPestManagementandBioenvironmentalHealthTechnology,

EcoＧEngineeringPolytechnic,Guangzhou５１０５２０,China;

２．CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China;

３．CollegeofResourcesandEnvironment,TibetAgriculture& AnimalHusbandryUniversity,

Linzhi８６００００,China

Abstract　DuringthesurveyofsoilnematodesinanalpinecoldmeadowofColorGerahsMountain,

Tibet,aspeciesofrootlesionnematodewasobtainedfromKobresiapygmaearhizospheresoil．Basedon
morphologicalcharacterizationandmolecularanalysis,thespecieswasidentifiedasPratylenchuscrenaＧ
tus．Thenematodewascharacterizedbyaflattenlipwith３annuli,styletlengthof１５．６Ｇ１６．２μm,stylet
knobswithconcaveanteriorface,lateralfieldswith６lines,vulvapositionat８２．５％Ｇ８３．２％ ofbody
length,andacylindricaltailwithdistinctstriatedterminus．Amplificationof３rDNAsegments(partial
１８S,２８SD２D３andITSsequences)generatedPCRfragmentswithsizesof９０２bp,７７４bpand１０１３bp,

respectively．Thesimilaritiesbetweenthe３rDNAsegmentsinthisstudyandthosedepositedinthe
GenBankdatabasewere９７．４％Ｇ９９．８％,９７．４％Ｇ９７．８％and９０．２％Ｇ９９．８％,respectively．Bayesianinference
methodwasusedtoconstructthephylogeneticrelationshipofP．crenatusinChinaandotherregions,as
wellasotherassociatedspecies．AllsequencesofP．crenatusincludingthatofthisstudyformedahighly
supportedclade,whichfurtherconfirmedthatthispopulationwasP．crenatus．Molecularinformationof
ChineseP．crenatuspopulationwasobtainedinthisstudy．P．crenatuswasanewrecordinTibet,southＧ
westChina,andK．pygmaeawasfoundedtobeanewhostplantofP．crenatus．

Keywords　Pratylenchuscrenatus;Kobresiapygmaea;morphologicalcharacterization;molecular
analysis;newrecord
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