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松材线虫病研究进展 (综述)
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摘　要: 主要就松材线虫 (B u rsap helenchus x y lop h ilus) 的遗传学、分子生物学及松材线虫病的防治等方面

进行综述。松材线虫与拟松材线虫 (B . m ucrona tus) 在试验条件下能够种间杂交, 但绝大多数杂交后代无繁殖能

力, 有些松材线虫种下水平杂交后代的宿主特异性及侵袭力会发生改变。用分子生物学方法研究表明, 松材线

虫可分为美国、日本和加拿大三种亚型, 日本亚型和美国亚型具有更近的亲缘关系。已筛选出一些具有鉴别特

征的分子标记。对松材线虫病这一顽症, 目前还只能“以防为主”, 发展快速分离和早期诊断的检疫检验技术对

预防该病具有一定的实用意义。
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松材线虫 (B u rsap helenchus x y lop h ilus) 病是松树上一种毁灭性病害。由于它能使大量松树迅速死亡, 造成巨大经济

损失, 所以引起了国内外的高度重视。目前该病在日本、美国、韩国、加拿大、墨西哥、希腊、葡萄牙和中国均有分布。

我国于 1982年发现该病, 目前该病已扩展到江苏、浙江、安徽、广东、山东、湖北、香港和台湾等地。基于经典生物学

的研究已基本阐明了松材线虫的形态结构、生活史、传播媒介、寄生范围等问题, 本文不再详述。但到目前为止, 松材线

虫病的致病机理尚未研究清楚, 该病的防治也没有取得突破性进展。分子生物学技术的发展, 使得从分子水平上研究松材

线虫病成为可能。由于分子生物学在研究松材线虫的遗传多态性方面可以和遗传学的研究相互补充, 相互印证, 因此本文

在概述分子生物学及防治的研究进展的同时, 对遗传学的研究也作了简要概述。至于松材线虫病致病机理方面的研究进

展, 杨宝君已作了综述[1 ] , 本文不再赘述。

1　遗传学研究概述

由于松材线虫与拟松材线虫在形态特征上极为相似, 且两者都存在不同地理型的分化, 因此松材线虫与拟松材线虫是

否会通过种间杂交及种下水平的交配而扩大疫区引起了人们的关注。许多学者对松材线虫与拟松材线虫种间杂交及种下

水平的交配潜力及其后代的致病性、宿主特异性等方面进行了大量研究。

松材线虫与拟松材线虫在试验条件下种间杂交成功的例子很多 [2～ 6 ]。一种西伯利亚拟松材线虫株系与一种北美有尾

尖突型松材线虫株系、德国拟松材线虫株系与日本松材线虫株系、日本松材线虫株系与法国拟松材线虫株系具有很高的杂

交潜力, 杂交后代数量大, 其中德国拟松材线虫株系与日本松材线虫株系杂交能产生有繁殖能力的后代 [4, 6 ]。我国刘伟等[3 ]

用中国不同株系的松材线虫和拟松材线虫与其他国家的松材线虫和拟松材线虫进行种间杂交试验, 其杂交后代数量少, 有

的崎形, 且均无繁殖能力。

无论是松材线虫还是拟松材线虫, 其不同株系间的交配均能产生有繁殖能力的后代 [2, 5～ 8 ]。日本松材线虫 S10株系与

美国松材线虫株系交配所产生的后代没有保持亲代的宿主特异性 [6 ], 而M 型松材线虫与R 型松材线虫的交配后代比亲代

具有更广泛的侵袭力[8 ]。

以上研究表明, 种间杂交虽能产生后代, 但子代数量有限且多数不育, 所以通过种间杂交而扩大疫区的可能性不大,

虽然在有些试验中种间杂交能产生较多数量的后代, 甚至能产生具有繁殖能力的后代, 但后代是否保持了亲代的侵袭力和

宿主特异性, 还有待进一步研究。目前尚没有有关在自然条件下通过种间杂交而扩大疫区的证据。但值得注意的是, 由于

松材线虫其不同株系间交配后代的宿主特异性及侵袭力均有可能发生改变, 因此那些在某一地区对松材线虫具有抗性的

针叶树种可能会因此而失去抗性, 成为感病树种。
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2　分子生物学研究进展

211　蛋白质、酶及免疫学的研究

K iyohara等[9 ]在对来自美国和日本的一些能感染针叶树的伞滑刃属线虫的分离物进行研究时发现, 根据对天冬氨酸

转酰基酶谱的分析, 可区分松材线虫和拟松材线虫。Guiran 等[10 ]用酶解电泳图谱法将松材线虫与拟松材线虫鉴别开, 在

对松材线虫病致病机理的研究中, 发现松材线虫能分泌多种酶, Ko jim a [11 ]在对松材线虫的分泌物进行电泳分析时发现, 松

材线虫分泌的纤维素酶的谱带类型与拟松材线虫分泌的不同, 而松材线虫的弱毒株系和强毒株系, 其所分泌的纤维素酶的

谱带类型十分一致, 但酶的活性不同。H iggins等[12 ]用 PCR 扩增松材线虫和拟松材线虫的 cDNA 片段, 通过对扩增产物的

分析发现存在一定数量的几丁质酶同工酶, 可能正是由于这些同工酶表达的差异而导致松材线虫与拟松材线虫之间致病

性的差异。松材线虫其致病型和非致病型的碳水化合物经历不同的代谢途径, 而这正是因为乙醇脱氢酶基因的不同造成

的[13, 14 ]。上述研究表明, 利用分子生物学手段, 通过对线虫蛋白质及酶的研究可将松材线虫与其他线虫鉴别开。这些研究

将有助于进一步揭示松材线虫病的致病机理。

免疫学方法很早就被用来作为鉴别线虫种类的辅助手段之一。L aw ler等[15 ]用酶联免疫吸附 (EL ISA ) 法检测来自海

关的已剥皮烘干的松树样品中的松材线虫和拟松材线虫, 可检测出木材表面 014 m g 线虫蛋白质量, 但未能将这两种线虫

区分开。随后L aler等[16 ]又用 EL ISA 和蛋白质印迹 (W estern b lo t)技术来检测分析松材线虫的多克隆抗体, 结果用 EL ISA

法鉴别松材线虫与拟松材线虫的多克隆抗体效果不佳, 但用蛋白质印迹技术可鉴别松材线虫和拟松材线虫。由于血清的交

叉反应, 用多克隆抗体来鉴别线虫种类效果并不理想, 因此人们又在积极探索利用杂交瘤技术来发展一种有效的血清学诊

断方法[17 ]。

212　基于基因的研究

尽管蛋白质图谱、酶解电泳图谱及免疫学方法已被用来作为线虫种类鉴别的辅助手段, 但由于线虫基因在生活史的不

同阶段表达有差异以及受诸如环境条件等外在因素的影响, 使得上述方法有很大局限性。基于基因技术提供了一个更有希

望的选择, 这些技术应用于线虫的虫种鉴别和种系发生研究等方面已取得了一定的成功。

21211　松材线虫的鉴定及其与伞滑刃属其他线虫的鉴别　要从分子水平上鉴别线虫, 就要筛选出具有鉴别特征的基因片

段。H arm ey等[18, 19 ]筛选出引物X14作为虫种特异性探针, 能从种间及种下水平鉴别伞滑刃线虫及松材线虫的不同株系,

X14能和松材线虫的DNA 杂交产生一个 4 kb 的特异性片段, 而在拟松材线虫和假伞滑刃线虫 (B . f raud u len tus) 的DNA

中却不能产生这种特异性片段, 但当H arm ey等将这一方法用来检测接种于松树中的松材线虫、拟松材线虫和假伞滑刃线

虫的DNA 时, 没有得到预期结果。B raasch 等[20 ]筛选出O PY21、O PB27和O PPZ208三种引物, 能有效地将松材线虫、拟

松材线虫及假伞滑刃线虫相互区分开。我国郑经武等 [21 ]筛选出的引物 P235能在松材线虫与拟松材线虫间产生有鉴别特征

的特异性RA PD 扩增片段, 这种产物在不同株系的松材线虫分离物中均能产生约 700 bp 的特异性片段, 在拟松材线虫分

离物中产生 1 300 bp 和 1 900 bp 的两种特异性片段, 但由于试验所用的拟松材线虫只有一个株系, 在其他株系的拟松材

线虫分离物中是否能产生同样的具有鉴别特征的特异性片段, 有待进一步研究。L ao 等[22 ]设计了 2种虫种特异性引物作为

探针, 直接用 PCR 从 9种不同株系的松材线虫DNA 中扩增得到 220 bp 和 330 bp 的特异性片段, 而在 5种拟松材线虫株

系中均不能产生这些特异性片段, 同时他们通过对 PCR 扩增产物的R FL P 分析, 认为H inf I和M sp I基因片段可以用来区

分松材线虫与拟松材线虫。 Iw ho ri等[5 ]用 PCR 扩增 rDNA 的 518S、 IT S1、 IT S2及 18S和 28S部分区域的基因片段, 经

R FL P 分析可明确地区分松材线虫与拟松材线虫, 在对松材线虫不同株系的 R FL P 分析中, 可以将日本致病型松材线虫、

中国松材线虫及美国松材线虫相互区别开, 而日本非致病型松材线虫和加拿大松材线虫差别不明显。Hoyer等[24 ] , A bad

等[25 ]用类似的方法将伞滑刃属更多的虫种区分开。

对尚未发生松材线虫病的地区, 发展一项有效、快捷、灵敏的检测方法尤为重要。利用卫星DNA 作为虫种特异性探

针, 可直接用来快速检测微量的线虫分离物。T ares[26 ] , A bad [27 ]曾先后用M sp I卫星DNA 作为虫种特异性探针, 成功地

检测出压碎在滤纸上的单条松材线虫; 这种方法如果结合 PCR 扩增来检测松材线虫将更为有效。此外 Iw aho ri等[28 ]和

L iao 等[22 ]通过对 rDNA 特定基因片段的 PCR 扩增, 利用R FL P 分析也能成功地检测出单条线虫, 并能将松材线虫与拟松

材线虫区分开。

21212　种系发生　W ebster等[29 ]用来自松材线虫的 pBx6基因片段和来自拟松材线虫的 pBm 4基因片段作为种特异性探

针, 可检测出松材线虫和拟松材线虫, 经进一步分析后, W ebster等认为拟松材线虫至少存在 2种亚型, 并将分离物分为

3个种下群体: 北美群体、欧洲群体和亚洲群体。随后 T ares等[30 ]用同源性DNA 探针对松材线虫进行研究, 认为松材线

虫至少可分为 3个亚型, 即美国亚型、加拿大亚型和日本亚型, 而美国亚型和日本亚型有较近的亲缘关系, 这支持了传入

日本的松材线虫起源于美国的假说。此后, T ares[31 ] , Irdan i等[32, 33 ]和 Iw aho ri等[34, 35 ]的试验结果也都支持了这一假说。

Kanzak i等[36 ]以松材线虫、拟松材线虫、假伞滑刃线虫、B 1con icaud a tus和B . abrup tus 5种伞滑刃线虫为对象来研究它们

的种系发生, 通过对这 5种线虫的 rDNA 的 18S、518S、 IT S1和 IT S2基因片段的碱基系列和部分CoÉ基因的比较分析,
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首先将后者从这一种团中剔除, 认为前四者的共同祖先起源于一种自由生活线虫, 这种自由生活线虫当时生活于欧亚大陆

东部的阔叶树体内, B . con icaud a tus首先从这一祖先中分化出来, 然后假伞滑刃线虫和拟松材线虫再分化出来, 拟松材线

虫重新选择了针叶树种作为其寄主并因此扩散到欧亚大陆和北美的针叶树林中, 北美的拟松材线虫再次发生分化, 其中的

一支便分化为现今的松材线虫。

在对不同株系松材线虫的同源性研究中, 由于松材线虫的来源不同, 其试验结果也不尽相同, 这正说明松材线虫存在

不同的亚型。Kusano 等[37 ] , Zhang等[39 ]用随机扩增多态性技术对不同株系的松材线虫分离物的基因组进行DNA 随机扩

增, 其扩增片段的共享度为 60%～ 90% , 郑经武等[21 ]用同样的方法分析得出不同株系松材线虫分离物基因组扩增片段的

共享度为 60%～ 84% , Zhang等[39 ]用 SSCP 分析 4个不同株系的松材线虫的核 rDNA 的 IT S1扩增产物, 它们之间仅存在

1 bp 的差别。这些试验说明不同株系的松材线虫既具有高度的同源性又存在着一定的分化。Iw aho ri等[34 ]的试验进一步说

明了这一问题, 他们用R FL P 分析 rDNA 和 rDNA 的 IT S基因片段的扩增产物, 结果显示日本、中国和美国致病型松材

线虫分离物的DNA 序列高度同源, 说明它们来源于共同的祖先, 日本非致病型松材线虫和致病型松材线虫的DNA 存在

5～ 9 bp 的差异,加拿大的 4个不同株系的松材线虫分离物的DNA 序列与其他国家的松材线虫分离物的DNA 序列差别多

达 15～ 19 bp , 说明加拿大松材线虫与中国松材线虫、日本松材线虫及美国松材线虫的亲缘关系较远。

分子生物学技术在有关种系发生方面的研究表明: 首先, 松材线虫与拟松材线虫是两个独立的种, 但两者具较近的亲

缘关系, 这一点在遗传学的研究中也得到证实; 其次, 松材线虫不同株系存在着分型, 多数学者赞同将松材线虫分为美国

亚型、加拿大亚型和日本亚型, 其中美国亚型和日本亚型亲缘关系最近, 而传入日本的松材线虫很可能起源于美国; 第三,

中国、日本和美国致病型松材线虫具有高度同源性, 它们可能来源于共同的祖先。分子生物学在松材线虫鉴别检测等方面

的研究表明, 由于供试材料及所使用方法的不同, 结果也异彩纷呈, 这些试验基本都处于实验室阶段。例如在筛选具有鉴

别特征的基因片段作为分子标记以鉴别线虫时, 各人所使用的供试线虫的株系数量有限, 来源不同, 所筛选的分子标记是

否具有代表性还需进一步研究。

3　防治

由于松材线虫病传播快, 一旦发生则很难控制, 所以在防治上要贯彻“以防为主, 防治并举, 防重于治”的方针。

311　松材线虫病的治疗

目前对松材线虫病的治疗主要是利用高效内吸性杀虫剂进行树干打孔注射或根部浇灌, M atsuura K [40 ]试验表明, 丰

索磷 (fensu lfo th ion )、治线磷 ( th ionazin )、嘧啶2酒石酸 (mo ran tel2tartra te)、m esulfeno s、 carbo su lfan、 cyanopho s、

m eth iodath ion、dioxazenzofo s和 fen th ion 作树干注射剂治疗松材线虫病均有不同程度的效果, 其中, 治线磷和丰索磷的疗

效分别达 9417%和 9215%。治线磷的疗效在M atsuura T [41 ]的试验中得到证实, 嘧啶2酒石酸的疗效在O ku 等[42 ]的试验中

也得到证实。这种树干注射剂不仅能降低病害的发生率, 而且还能延缓发病进程 [43 ]。Am am ectin benzoate制成水溶性制剂

后, 以每立方米病木 20 g的剂量注射病松, 疗效明显 [44, 45 ]。另外, 用苦豆碱来防治松材线虫也有一定效果 [46, 47 ]。如能将

杀线剂和杀虫剂配合使用, 既防治松材线虫也防治媒介天牛, 则效果会更佳。随着松树化学研究的深入, 人们在树体内发

现了大量与松材线虫病有关的化学物质,许多物质的含量与树龄及感病性存在着一定的关系 [48 ]。这些物质的发现不仅为研

究松材线虫病的致病机理、抗病树种的抗性机制等打下基础, 同时也为进一步开发新的树干注射剂提供了丰富的研究材

料, 不过, 距离高效实用还有很长的路要走。以上研究表明, 有几种树干注射剂的疗效显著, 且还会不断有新的药剂出现,

但就目前情况看, 如果大面积应用成本太高, 所以只适用于小面积观赏树种和名贵树种。

在进行药物治疗的同时, 人们对松材线虫病的生物防治也做了大量研究, 试验表明许多真菌具有杀线虫活性, 如总状

共头霉 (S y ncep ha lastrum racem osum ) [49 ]　、日本亮耳菌 (L am p lerom y ces jap on icus) [50, 51 ]　　纤小指孢霉 (D acty lella

lep tosp ora) [52 ]　、节丛孢 (A rth robotry s spp. ) [53 ]等。这些真菌杀线虫的机制是不同的。另外周性恒等 [54 ]还发现一种捕食松

材线虫的矛线虫 (D ory la im us sp. )。这些都为松材线虫的生物防治提供了丰富的研究材料。

作者认为, 生物防治有诸多优点, 是需要积极开展研究的, 但是就松材线虫而言, 由于该线虫发育速度太快, 不可对

其生物防治寄予过多希望, 更不能夸大生物防治对松材线虫的作用。对于松材线虫这一顽症, 目前还只能以防为主, 发展

快速分离和早期诊断技术对预防该病具有一定的实用意义。

312　加强检疫

杜绝人为传播是防治松材线虫病最重要的一环, 所以加强检疫必须摆在首位。首先要严禁将病树、病苗、受侵染的木

质包装材料和木质铺垫材料等从疫区运到非疫区。其次, 对检疫中发现的病木、病林应及时彻底地处理。

为了更好地执行各项检疫措施, 发展一种高效、灵敏、快捷的检测方法是十分必要的。随着分子生物学技术在松材线

虫研究中的应用, 目前比较灵敏的检测方法已经初步建立, 不过, 这些技术只解决鉴定的准确性问题, 而不解决检验的速

度问题。然而, 在检疫检验实务中, 对检测速度的要求更为迫切。因此, 潘沧桑教授发明了松木线虫快速分离装置, 使先

前需 20小时以上的分离工作得以在半个小时内完成, 大大加快了检疫通关的速度, 也免除了劈木削片之苦, 方便了检查
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站和口岸的检疫工作。此外, 作者还创造了松材线虫病早期诊断的方法, 该方法利用培养的微生物将树体中的线虫诱入检

测管中加以鉴定, 以便在松树出现症状之前就能检出病原线虫, 同时避免因削皮取样而破坏松林景观。此两项技术已经申

请了专利。

313　媒介昆虫的防治

由于松材线虫的生活史与其媒介昆虫有密切的关系, 因此, 如能有效地控制媒介昆虫, 便可达到遏制松材线虫病扩散

蔓延的目的。松墨天牛是最重要的一种传播媒介, 目前防治松墨天牛一般采用喷洒化学药剂、不育剂, 薰蒸病死木, 诱杀

天牛, 烘干、水浸病死木, 生物防治等措施。用飞机喷撒化学药剂来杀死天牛, 虽有一定效果, 但污染环境, 同时也伤害

环境生物。薰蒸或焚烧病死木, 再结合其他措施能使病情得到有效控制, 这方面有不少成功的报道 [55～ 57 ]。这种措施不单

杀灭媒介昆虫, 也杀灭各种线虫, 在疫区不失为一种比较彻底的防治措施。但是, 如果砍除不彻底或处理不严格, 就得不

到应有的防治效果。

由于昆虫生物防治的优越性明显, 国内外均对松墨天牛的生物防治做了大量研究。通过释放寄生性天敌管氏肿腿蜂

(S clevod erm a g uan i) 结合诱杀天牛成虫等措施, 可有效地防治松墨天牛 [58, 59 ]。此外, 松墨天牛的寄生性天敌还有花绒坚

甲 (D astarcus long u lus) [60～ 62 ]、黑色枝跗瘿蜂 ( Iba lia leucosp osid es) [63 ]　、姬蜂 ( Icheum on id ae sp. ) 等[60 ]和一些寄生性线

虫[60, 64 ]。

周性恒等[65 ] , Sh im azu 等[66 ]从死亡的松墨天牛体内分离出对天牛幼虫具有毒性的球孢白僵菌 (B eauveria bassiana)、

布氏白僵菌 (B . brong n iartii)、金龟子绿僵菌 (M etarh iz ium anisop liae) 和枝顶孢菌 (A crem orium sp. )。其中毒力最强的是球

孢白僵菌, 其对松墨天牛幼虫的防治效果优于成虫 [66 ], 如果将白僵菌与轮枝霉混用 [60 ]或与粉质雷氏杆菌联合感染 [64 ] , 则

杀虫效果更明显。为了使菌剂能感染到树皮下面的天牛幼虫, Sh im azu 等[66 ]和N obuch i[67 ]将白僵菌的分生孢子粘附在黄色

梢小蠹虫体上后, 再将小蠹虫释放到林间, 让其寻找病死木, 从而感染天牛幼虫。此外松墨天牛的致病微生物还有黄僵菌

( Isa ria f a rinosa)、黄曲霉 (A sp erg illus f lavus)、粘质沙雷氏杆菌 (S erra tia m arcescens) 等。

松墨天牛的捕食性天敌种类更多, 如大斑啄木鸟 (D end rocop s m ajor)、日本大谷盗 (T em noch ila jap on ica)、蚊态郭公虫

(T hanasim us leiv isi) [61 ]　 等。

314　培育抗病树种

既然松材线虫存在着强毒株系和弱毒株系, 那么能否通过接种弱毒株系的松材线虫来诱导寄主产生抗性呢? K iyohara

等[68 ]对此做了研究, 其试验结果表明接种弱毒株系松材线虫的日本红松确实能产生抗性。

既然松树对松材线虫病的抗性有差异, 那么培育抗病树种是有可能的, 通过接种松材线虫来观察寄主的抗病性, 初步

筛选出一些抗病树种, 但在人工接种条件下, 树种抗病性会因供试树的树龄、接种体来源、接种条件、地理条件等的不同

而发生变化。用常规的遗传学方法育种时间长, 且幼苗的抗性不稳定, 因此在实践中有一定局限性。如果能结合分子生物

学技术, 筛选出松树的抗性基因, 利用转基因技术可大大缩短育种年限。由于致使松树萎蔫的病原不止松材线虫本身, 因

此在筛选抗性基因时, 不仅可筛选那些抗松材线虫的基因, 也可筛选那些抑制其他病原的基因, 比如抑制某些细菌的基因。

这有赖于松材线虫病致病机理的研究。

虽然自发现松材线虫病起, 国内外投入了大量的人力、物力和财力来防治该病, 但该病到目前为止还没有得到有效控

制, 且仍有继续蔓延的趋势。树干注射治疗成本高, 不宜大面积推广使用。用飞机喷撒化学药剂防治天牛效果也不太理想,

且具有负面效应, 只有在迫不得已 (紧急扑灭) 的情况下才考虑使用。生物防治虽具有明显的生态效益, 也进行了许多有

益的探索, 但目前的研究多处于试验阶段, 大面积推广应用还要克服诸多难关, 另外还有其他一些尚处于构想或试验阶段

的防治方法, 短期内也不可能有大的进展。看来, 人们只能寄希望于致病机理研究上的突破或许有助于防治上的推进。因

此, 就目前情况而言, 任何单一的防治措施都是难以奏效的。松材线虫病的防治是一项复杂的系统工程, 在继续加强科研

的同时, 还要运用行政、法律等多种手段, 调动各方积极性, 各有关部门密切配合, 将每一项措施都落到实处, 这样就可

以将松材线虫控制在一定范围内, 使病害造成的损失降低到最低限度。

致谢: 承B raasch、杨宝君教授和王宏毅、吴慧平副教授惠赠资料, 谨致谢忱。
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