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不同寄主上南方根结线虫的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ鉴别
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　　摘要：以南方根结线虫雌虫ＤＮＡ为基础，通过 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ分子标记鉴别出寄生在黄瓜和番茄上的南方根结线
虫。本试验中ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系２５μＬ，各因素的最佳浓度分别为：ｄＮＴＰｓ０．２４ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｍｇ２＋２．１ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶
１０．４Ｕ、引物０．３μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ１４０ｎｇ。通过对５０个ＩＳＳＲ引物的筛选，得到１个引物８４１，该引物能将寄生在不同寄主
上的南方根结线虫加以鉴别。
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　　南方根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ）是一种分布广、危
害严重的植物寄生线虫［１］，通过其在侵染的寄主植物上的寄

生行为直接引起作物的产量损失。传统方法主要根据根结线

虫形态学进行鉴定和分类，但由于其较大的变异性导致有时

结果不够准确［２］。本试验将南方根结线虫形态学和

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ分子标记的方法相结合，研究了贺兰山军马场不
同寄主上南方根结线虫中种群的种类，为今后宁夏地区南方

根结线虫病害的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　南方根结线虫样本的采集
２０１２年１月在贺兰山军马场温棚采集有大量根结的黄

瓜根部组织；２０１２年７月分别在贺兰山军马场露天采集有大
量根结的番茄根部组织。

１．２　南方根结线虫的形态学鉴定
依据参考文献［２］，分别观察黄瓜和番茄根结中的根结

线虫雌虫会阴花纹。

１．３　２种寄主根部南方根结线虫ＤＮＡ的提取
提取方法根据参考文献［３］

１．４　２种不同寄主上南方根结线虫的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增
利用单因素试验与正交设计试验相结合的方法，建立并

优化了根结线虫 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的体系。适用于南方根结线虫
的２５μＬＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中各因素的最佳浓度分别为：
ｄＮＴＰｓ０．２４ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｍｇ２＋２．１ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶 １０．４Ｕ、引物
０．３μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ１４０ｎｇ。
１．５　黄瓜与番茄根部南方根结线虫的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ鉴别

将取自黄瓜和番茄根部的南方根结线虫采用ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
分子标记，利用５０个引物进行筛选。

２　结果与分析

２．１　形态学鉴定结果
依据参考文献［２］的方法，鉴别出所采黄瓜和番茄的根

部样本中的根结线虫均为南方根结线虫。同时前人的研究结

果也显示该地区的根结线虫为南方根结线虫。

２．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增结果分析
由图１可知，以不同寄主上的南方根结线虫 ＤＮＡ为模

板，利用 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ分子标记的方法，使用不同的引物对其
进行扩增反应，结果显示，虽然形态学上雌虫的会阴花纹观察

发现寄生在黄瓜和番茄根部的根结线虫均为南方根结线虫，

但是利用ＩＳＳＲ－ＲＣＲ分子标记发现，南方根结线虫在不同寄
主上却存在差异性。本试验中筛选了５０个引物，发现１个引
物对不同寄主上的南方根结线虫扩增后存在差异性。

２．３　鉴别结果
在筛选的５０个ＩＳＳＲ引物中，其中有１个引物８４１扩增

的结果显示两者之间存在差异性（图２）。来自不同寄主的南
方根结线虫，其会阴花纹均具背弓较高的特点，但其 ＤＮＡ水
平上却存在差异。Ａ泳道均为黄瓜根部的南方根结线虫，Ｂ
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泳道均为番茄根部的南方根结线虫，而引物８４１能将二者鉴
别开来。

３　讨论

一直以来，会阴花纹在鉴定根结线虫的种的效果方面是

值得肯定的；但是，很多研究显示，会阴花纹存在较大的变异

性，而ＩＳＳＲ－ＰＣＲ能够帮助弥补会阴花纹变异所带来的鉴定

局限性。与此同时，南方根结线虫具有４个生理小种，也有可
能在不同的寄主上寄生的是不同的生理小种。而本次试验采

集黄瓜和番茄根部样品的季节不同，黄瓜是在冬季蔬菜温棚

中采集的根部样本，而番茄却是在７月份的露天大田里采集
的根部样本，所以，笔者推断 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果之所以有差异
性，可能是不同的生理小种造成的。以往对南方根结线虫生

理小种的鉴别依据是鉴别寄主，本试验结果提示以后可以考

虑利用ＩＳＳＲ－ＰＣＲ鉴别南方根结线虫的生理小种；并且本试
验结果也可为今后宁夏地区根结线虫病害的防治提供一定的

理论依据。
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　　摘要：以吉富罗非鱼的外周血细胞为样本、小鼠淋巴细胞ＤＮＡ为标准（７．０ｐｇ／２Ｃ），采用流式细胞术结合内标法
测定血细胞的核ＤＮＡ含量。结果显示：吉富罗非鱼的核ＤＮＡ含量为小鼠淋巴细胞的０．３３９２±０．００９０倍，绝对含量
为（２．３７４５±０．０６３０）ｐｇ／２Ｃ。
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　　罗非鱼（Ｔｉｌａｐｉａ），俗称非洲鲫鱼，以其生长快、食性杂和
适应性强等优势成为国际上养殖最广泛的品种之一，是国际

贸易第三大水产品。中国的罗非鱼产量占全球总产量的一

半，其出口量高居世界第一位［１］。吉富品系尼罗罗非鱼

（ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｆａｒｍｅｄＴｉｌａｐｉａＯｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ，
ＧＩＦＴ，简称吉富罗非鱼）是中国主要养殖的罗非鱼品种（系）
之一，也是中国养殖的罗非鱼品种中生长最快的品种（系）之

一。吉富罗非鱼是由国际水生生物资源管理中心、挪威水产

养殖研究所和菲律宾的一些国家级研究机构通过对４个非洲
原产地（埃及、加纳、肯尼亚、塞内加尔）直接引进的尼罗罗非

鱼品系和４个在亚洲地区（以色列、新加坡、泰国、中国台湾）
广泛养殖的尼罗罗非鱼品系进行混合选育进而获得的优良品

系［２］。经过近２０年的种内群体间杂交和选育，该品系已经显
示出优越的生长优势和潜能［３－４］，引起了亚太地区的广泛兴

趣和关注，多个国家进行了引种并启动了对其进一步改良和

推广的国家育种计划［５］。为了促进中国罗非鱼养殖持续稳

定的发展，２００６年８月世界渔业中心向中国水产科学研究院
淡水渔业研究中心输送了６０个家系的吉富罗非鱼，以期在中
国进行吉富罗非鱼的选育和推广工作，这是中国第一次引进

如此多家系的吉富罗非鱼。目前研究人员已经对该群体进行

了连续 ３代的家系选育，同时开展了对不同家系的生长性
能［６－７］、遗传多样性［８－９］等方面的评估工作。

脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）是绝大多数生物体内的遗传物质，
一个细胞核中所含的 ＤＮＡ总量对于某物种是一定的。生物
ＤＮＡ含量的研究不但是研究物种间差别的重要方法，而且对
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