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摘 要 为明确陕西省西洋参根结线虫病病原,采用常规形态鉴定结合分子生物学方法,对在陕西省留坝县

严重发生的西洋参根结线虫病进行病原鉴定。结果表明:二龄幼虫蠕虫形,口针基部球小而圆,尾部透明区明

显,尾尖钝圆;雌虫虫体梨形或近椭圆形,口针杆部后部稍宽,口针基部球近圆形较小有缢缩。雌虫会阴花纹

呈近圆形,线纹平滑呈波浪状,尾端区有刻点,背弓较为低平。结合特异性PCR扩增及根结线虫属rDNA-
ITS序列系统发育树构建结果,该病原鉴定为北方根结线虫 Meloidogynehapla。
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  根结线虫(Meloidogynespp.)是世界上危害

最严重的植物病原线虫之一,其寄主范围极为广

泛,且为害过程中易与其他病原物发生交互影响,
从而加剧危害,世界范围每年因此造成的经济损

失超过数十亿美元[1-2]。根结线虫种类繁多,现已

报道的世界范围有效种有89个,中国现有根结线

虫有效种39个[3-4]。在已报道的根结线虫种类

中,分布最为普遍,危害最为严重的有南方根结线

虫(M.incognita)、北方根结线虫(M.hapla)、花
生根结线虫(M.avenaria)以及爪哇根结线虫

(M.javanica),数量占总群体数量的95%以上,
且在中国均有分布[2,5]。

西洋参(Panaxquinquefolium L.)也称花旗

参,是五加科人参属多年生草本植物,原产于加拿

大与美国。中国于1975年进行生产性引种后,逐
渐形成吉林省抚松县、山东省文登市和陕西省留

坝县三大主要西洋参优势栽培区,目前中国已经

成为世界西洋参第一大消费国和第二大生产

国[6-8],特别是2021年西洋参进入药食同源的名

贵作物序列试点后,其市场需求量将会进一步提

高。西洋参的根、茎、叶和果实均可入药,性寒、味
甘微苦,具有补气养阴、清热去津、保护心脏、降血

糖、降血脂、增强免疫功能和记忆、抑制血小板凝

集、抗疲劳、抗休克、抗缺氧等功效,具有极高的药

用和保健价值[9]。西洋参为典型的收根植物,在
长达4~5a的生长发育过程中,土传病害的发生

和危害尤为严重,特别是西洋参根结线虫病的发

生,不但直接影响西洋参参根的产量和品质,同时

加重西洋参根腐病、锈腐病和菌核病等多种病害

的危害,增加防治难度和成本[10-13]。

2019年,陕西省汉中市留坝县西洋参产区普

遍出现西洋参地上部植株生长势衰弱,叶片褪绿

变黄且失水凋零,茎秆瘦弱黄化易折等现象。经

多次现场踏查发现,罹病西洋参根部具有大量肉

眼可见的结节,尤以须根部明显,部分地块发生严

重,根部结节率为100%,初步判定该病为西洋参

根结线虫病。西洋参生产和加工是留坝县支柱产

业,也是当地农户脱贫致富的主要途径,基于根结

线虫病对西洋参产量和品质的潜在威胁,加之不

同种类的根结线虫对不同作物的种类或品种具有

较强专化性,故准确鉴定病原种类、明确田间根结

线虫优势种对预防和防治根结线虫病具有重要意

义。因此,2020年至2021年笔者对留坝县西洋

参根结线虫病作了系统调查,并采集样本进行室

内鉴定。



1 材料与方法

1.1 样品采集

2020年7月至2021年10月,多次对陕西省

留坝县西洋参种植区不同地块西洋参根结线虫病

进行调查,记录发病情况。随机采取带根结病根

及根际5~15cm深处土壤共同装袋,记录采样时

间、地点等信息并编号。

1.2 西洋参根结线虫的分离与保存

去除病根表面土粒杂物,置于适量无菌水中,
体视显微镜下用眼科手术刀与镊子挑取根结表面

乳白色梨形雌虫、雄虫和卵囊,卵囊用1%的次氯

酸钠消毒,用无菌水漂净,置于装有50μL无菌水

的1.5mL离心管中,25℃光照培养箱内孵化

72h,得到2龄幼虫,雄虫和2龄幼虫在60~
65℃水浴锅内温热杀死,4%甲醛溶液固定用于

形态学鉴定。采用贝尔曼漏斗法分离、富集样品

土壤中线虫,单卵囊接种番茄植株根部进行纯化、
扩繁用以分子鉴定及回接。

1.3 线虫形态观察

雌虫形态观察参考方中达[14]方法并加以改

良。挑取20头雌虫分别置于体积分数为45%的

乳酸中,用眼科手术刀切下雌虫尾端后部约1/4
处,使其切口向下,轻轻地按压去除尾端组织内容

物,转移至纯甘油滴中,使其表面朝上,用眼科手

术刀修整至会阴花纹部分平整制片,在显微镜下

观察、拍照及记录形态特征。观察2龄幼虫形态,
记录头部特征、口针特征,测量体长、最大体宽、口
针长和DEGO(背食道腺开口至口针基部球的距

离)等形态指标,每样品测量不少于20头,数值用

以统计分析。

1.4 西洋参根结线虫的分子生物学鉴定

1.4.1 DNA提取 采用微量提取法,参照王江

岭等[15]的方法稍作修改提取样本 DNA。挑取

ddH2O清洗后的单头供试线虫雌虫于200μL
PCR管中,加入8μLddH2O与1μL10×PCR
Buffer(Mg2+free),用眼科手术刀将管中雌虫破

碎,瞬时离心后置于液氮1min,85℃加热2min,
重复4次。加入1μL蛋白酶 K(1mg/mL),

58℃加热1h,95℃加热10min,得到样品DNA
用于进行PCR扩增。

1.4.2 病原线虫rDNA-ITS序列的扩增 采用

根结线虫ITS扩增通用引物[16](V5367:5'-TT-
GATTACGTCCCTGCCCTTT-3' 和 26S:5'-

TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3')以及北方

根结 线 虫 特 异 性 引 物[17](Mh-F:5'-CGAAT-
AGTCTCAACGTTTATC-3'和 Mh-R:5'-AT-
GTGACAGCGAAAAGAATT-3')进行供试根结

线虫rDNA的ITS序列特异性PCR扩增,引物

均委托北京擎科生物技术有限公司西安分公司合

成。25μLPCR扩增反应体系:12.5μLPrime-
STAR MaxPremix(2×),上、下 游 引 物 (10

μmol/L)各 1μL,2μL DNA 模 板,8.5μL
ddH2O。PCR反应条件为:95℃预变性3min;

98℃变性10s,56℃或53℃退火15s(引物

18S/26S退火温度56℃,引物 Mh-F/Mh-R退火

温度为53℃),72℃延伸30s,35个循环;最后

72℃延伸5min。16℃保存,备用。用1×TAE
作为电泳缓冲液,PCR产物在1%的琼脂糖凝胶

130V 电泳20min,凝胶成像系统观察、拍照。

PCR产物由DNA胶回收试剂盒(Magen)回收、
纯化,具体操作步骤参照试剂盒操作说明。

1.4.3 rDNA-ITS序列的克隆、测序及数据分析

 将 纯 化 后 的 PCR 产 物 克 隆 至 质 粒 载 体

pEASY○R-BluntZeroCloningVector上,选取2
个阳性克隆委托北京擎科生物技术有限公司西安

分公司测序。测序结果登录 NCBI进行BLAST
比对分析,以秀丽隐杆线虫(Caenorhabditisele-
gans)(X03680)的ITS 序 列 作 为 外 群。利 用

MEGA7.0软件通过最大似然法(Maximumlike-
lihood)构建系统发育树,分析样品亲缘关系。构

建的系统发育树作自展检验(Bootstrap)以获得分支

的支持率,自展检验中重复抽样次数为1000次。

1.5 线虫致病性检测

前期扩繁、纯化得到的西洋参根结线虫二龄

幼虫用于回接,接种浓度为1000头/mL,接种方

法采用灌根法,无菌水接种为对照,接种植物材料

为沙培健康3a生西洋参植株。接种后连续观

察,记录发病情况,对发病植株上的根结线虫进行

再分离与鉴定。

2 结果与分析

2.1 西洋参根结线虫症状及发病情况

田间观察及室内回接结果表明,根结线虫侵

染西洋参后,植株地上部长势衰弱矮小,叶片萎

蔫,发黄褪绿(图1-A~1-D);根部膨大形成根,根
结大小不等且多发生在支根和须根上(图1-E,1-
F),侵染严重时根结呈念珠状,后融合在一起形
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成较大根结,大量乳白色到浅褐色卵囊暴露在根

结表面(图2-A);将带根结的支根剪断,用水洗净

表面土粒,在体视显微镜下可以观察到埋藏在根

部表皮中的雌虫和雄虫,剖开卵囊可以观察到卵

圆形透明虫卵(图2-B)。

根结线虫病为典型土传病害,病原以卵囊、成
虫在田间土壤、病残体上越冬,加之西洋参为宿根

植物,田间种植期达4~5a,目前生产上缺乏对根

结线虫病发生规律的了解,也缺乏针对性防治措

施,该病存在进一步加重和蔓延趋势。

  A.健康西洋参田块;B.受西洋参根结线虫危害田块;C.健康西洋参植株地上部分;D.受根结线虫危害的西洋参地上部分;E、F.带有

根结的西洋参根部;G.受根结线虫危害西洋参根部;H.健康西洋参根部

A.healthyAmericanginsengplot;B.theAmericanginsengfieldinfectedwithRKNs.C.theleavesofhealthplants;D.theleavesof

plantinfectedwithRKNs;EandF.RKN-infectedrootsofAmericanginsengplant;G.thehealthyAmericanginsengroot;H.theAmeri-

canginsengrootinfectedwithRKNs

图1 西洋参根结线虫病田间症状

Fig.1 FieldsymptomsofAmericanginsengplantsinfectedwithroot-knotnematodes

2.2 西洋参根结线虫形态学鉴定

线虫形态观察结果表明,西洋参根结线虫卵

囊浅褐色到白色,附着在西洋参根表皮外,卵椭圆

形,无色透明(图2-A,2-B);二龄幼虫体长329.10
~427.87μm,头部钝圆光滑,尾部尖细;口针明

显,长9.59~13.41μm,口针基部球小而圆,背食

道腺开口到口针基部球距离(DEOG)为3.28~
4.12μm;尾尖钝圆有明显透明区,长度为47.77
~67.63μm(图2-E~2-G,表1);雌虫虫体梨形

或近椭圆形,白色或乳白色,颈短不明显;口针发

达,口针杆部后部稍宽,口针基部球较小,有缢缩,
近圆形(图2-C);雌成虫会阴花纹整体外观呈近

圆形,背弓较为低平,线纹平滑至波浪状,侧区一

侧或两侧延伸形成翼状,部分样本背腹线在侧线

处相交,但无明显侧线,尾端区有刻点(图2-D)。
根据以上形态特征,参照文献[18]初步鉴定西洋

参根结线虫为北方根结线虫。

2.3 西洋参根结线虫分子生物学鉴定

利用根结线虫ITS通用引物 V5367和26S
对西洋参根结线虫的rDNA-ITS区域进行PCR
扩增,扩增产物经回收、克隆与序列测定,得到

768bp大小的目的片段。测序结果登录 Gene-
Bank(MW019969.1 与 MT951634.1)进 行

BLAST比对,结果显示,供试根结线虫ITS序列

与北方根结线虫(MT249016.1与 KJ572385.1)
相似,相似度达100%。

基于ITS序 列 利 用 MEGA7.0软 件 中 的

Maximumlikelihood法构建系统发育树(图3),
结果显示,供试西洋参根结线虫(4-1,4-2)与北方

根结线虫位于同一分支,支持率为100%,同时与

其他常见根结线虫明显区分开,分支间系统发育

关系清晰。使用北方根结线虫特异性引物 Mh-F
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与 Mh-R对样品DNA进行PCR扩增,琼脂糖凝

胶电泳检测得到约462bp大小的片段(图4),与
冯光泉等[17]描述一致,表明西洋参根结线虫为北

方根结线虫。

  以上形态学特征以及ITS系统发育树以及

特异性扩增产物等分子生物学鉴定结果表明,在
陕西省留坝县发生的西洋参根结线虫病病原为北

方根结线虫(Meloidogynehapla)。

2.4 西洋参根结线虫致病力检测

回接检测结果表明,接种4周后,病株地上部

分出现部分长势衰弱,植株矮小,叶片褪绿变黄

(图5-A)。参根上须根减少,且出现明显根结(图

5-C),从 根 结 上 分 离 出 根 结 线 虫 经 鉴 定 为

M.hapla。

  A.西洋参根结线虫卵;B.西洋参根结线虫单卵块;C.西洋参根结线虫雌虫;D.西洋参根结线虫雌虫会阴花纹;E.西洋参根结线虫二

龄幼虫;F.二龄幼虫尾部;G.二龄幼虫头部

A.InfectedtenderrootsofAmericanginsengplantwithgallsandeggmasses;B.Eggs;C.Adultfemale;D.Perinealpatternmorpholo-

gy;E.Second-stagejuvenile;F.Second-stagejuveniletail;G.Anteriorendofsecond-stagejuvenile

图2 西洋参根结线虫病病原的形态特征

Fig.2 MorphologicalcharacteristicsofpathogenofPanaxquinquefoliumroot-knotnematodedisease
表1 西洋参根结线虫形态测量值

Table1 MorphometricsofrootknotnematodeinAmericanginseng

虫态
Stage

体长/μm
Bodylength

口针长/μm
Styletlength

背食道腺口距/μm
DEGO

尾长/μm
Taillength

二龄幼虫
Second-stagejuvenile(n=20)

373.3±28.4
(329.10~427.87)

11.5±1.05
(9.59~13.41)

3.8±0.25
(3.28~4.12)

60.5±6.53
(47.77~67.63)

注:数据为平均值±标准差。

Note:Datainthetablearemean±SD.

3 结论与讨论

针对近年来陕西留坝县西洋参根结线虫病的

发生情况,本研究采用田间调查结合实验室分析

的方法,对该病进行了系统研究。结果表明,当地

西洋参根结线虫病发生较为普遍,2020年至2021

年田间发病率达40%~60%,且有进一步蔓延加

重趋势。同时,利用形态学鉴定结合分子生物学

方法,对采集自陕西省留坝县西洋参种植区的西

洋参根结线虫病样品进行了病原鉴定。鉴定结果

表明,侵染当地西洋参的根结线虫为北方根结线

虫,鉴定结果准确可靠。北方根结线虫是分布最
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图3 基于rDNA-ITS序列构建的样品西洋参根结线虫系统发育树

Fig.3 Phylogenetictreeofroot-knotnematodesonPanaxquinquefoliumbasedonrDNA-ITSfragmentsequences

  M.DL5000;1-4.西洋参根结线虫;CK.阴性对照

M.DL5000Marker(Takara,Japan);1-4.individualfemale

genomicDNAastemplate,respectively;CK.thenegativecontrol

图4 北方根结线虫特异性引物

Mh-F/Mh-RPCR扩增结果

Fig.4 Species-specificPCRamplificationresults
ofroot-knotnematodesonPanaxquinquefolium

inspecificprimersMh-F/Mh-R

广泛的根结线虫之一,是冷凉作物产区最主要的

植物病原线虫,主要分布在北纬34°~43°及南纬

45°以南的低海拔地区[19]。在中国内蒙古、辽宁、

山东、安徽、福建、云南、河南、江苏、河北、北京、吉
林、山西、陕西等地均有北方根结线虫发生危害的

报道[20-23]。北方根结线虫寄主广泛,是经济作物

根结线虫病的主要病原之一,目前,国内报道的人

参属药用植物,如人参、三七等根结线虫病的病原

均为北方根结线虫[17,23-24]。1997年,莫明和等[21]

报道北方根结线虫可以侵染西洋参引起根结线虫

病,但受当时鉴定技术的局限,仍缺乏科学的鉴定

证据。由于北方根结线虫对不同作物的种类或品

种具有较强专化性,故准确鉴定病原种类、明确田

间为害根结线虫优势种对预防和防治根结线虫病

具有重要意义。

  目前,国内外研究者普遍采用形态学特征结

合分 子 生 物 学 方 法 对 根 结 线 虫 进 行 分 类 鉴

定[25-26],摆脱了单纯依赖雌虫会阴花纹特征的局

限,大大提高了鉴定结果的准确性和可靠性。本

研究中,供试根结线虫的会阴花纹尾区有明显的

刻点结构,与谢辉[18]描述的北方根结线虫会阴花

纹特征相似,且2龄幼虫指标的测量值均与北方

根结线虫相应指标相符,但形态鉴定对研究者的

操作技能与经验有较高要求,且根结线虫雌虫会

阴花纹存在一定程度的种内变异而不精确,因此,
本研究利用分子生物学方法,结合rDNA-ITS序
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  A.接种后发病植株;B.健康对照;C.回接发病植株根结

A.Chlorosisofleavesafterbeinginoculated;B.Thenegativecontrol;C.RootgallsofAmericanginsengplantsafterbeinginoculated

图5 供试线虫回接西洋参后症状表现

Fig.5 SymptomsofAmericanginsengplantsinoculatedbyMeloidogynehapla.
列特异性PCR扩增及系统发育树构建,进一步明

确鉴定西洋参的根结线虫病病原为北方根结线

虫,鉴定结果准确、可靠。
西洋参从栽培到收获至少需要生长3~5a,

由于栽培时间过长,使得其根系长期暴露于各种

土壤环境中病原物的威胁下,特别是西洋参根结

线虫病地上部症状不典型,在西洋参栽培过程中

很难及时发现并采取措施,且根结线虫虫体小,群
体增加速度快,可能导致土壤中根结线虫的虫口

密度的迅速累积,分布面积急剧扩大,对西洋参连

作或后茬作物种植具有极大的潜在威胁,可能成

为西洋参连作障碍形成的又一重要原因。因此,
准确鉴定病原种类、研发快速鉴定技术以及筛选

低毒高效的防治药剂,可以为预防和防治西洋参

根结线虫病以及消减西洋参连作障碍提供必要的

技术支撑。
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PathogenIdentificationofPanaxquinquefolium Root-knot
NematodeDiseaseinShaanxiofChina

GENGYingjie1,CHENDejing2andSHANGWenjing1
(1.CollegeofPlantProtection,NorthwestA&FUniversity,KeyLaboratoryofIntegratedPestManagementonCrops

inNorthwesternLoessPlateau,MinistryofAgriculture,YanglingShaanxi 712100,China;2.StateKey

LaboratoryofQinbaBiologicalResources,EcologicalEnvironment,SchoolofBioscienceandEngineering,

ShaanxiUniversityofTechnology,HanzhongShaanxi 723001,China)

Abstract InordertoclarifythepathogenspeciesofPanaxquinquefoliumroot-knotnematodedisease
inShaanxi,therootsampleswithobviousroot-knotsofPanaxquinquefoliumwerecollectedforisola-
tingroot-knotnematodesfromP.quinquefolium plantingareainLiubaCounty,ShaanxiProvince.
Thepathogenicnematodeswereidentifiedbyobservingmorphologicalcharacteristicsoffemales,sec-
ond-stagejuvenilesandperinealpattern,sequencealignments,phylogeneticanalysisandspecificPCR
amplification.TheresultsshowedthatthepathogenspeciesofP.quinquefoliumroot-knotnematode
diseaseinShaanxiwasM.hapla.
Keywords Americanginseng;Meloidogynehapla;Pathogenidentification
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