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不同地区黄秋葵根结线虫的 ＳＣＡＲ鉴定及其防治
练冬梅，赖正锋，姚运法，林碧珍，洪建基

（福建省农业科学院亚热带农业研究所，福建漳州３６３００５）

　　摘要：根结线虫病是黄秋葵生产中的重要地下病害，危害黄秋葵植株的生长，降低其产量。采用序列特异性扩增
区聚合酶链反应（ＳＣＡＲ－ＰＣＲ）技术鉴定不同地区黄秋葵上根结线虫的种类，并通过４种不同措施防治黄秋葵根结线
虫。结果表明，在福建省漳州市龙文区、福建省三明市永安市和福建省莆田市秀屿区，黄秋葵根结线虫的种类为南方

根结线虫，１０．２％阿维噻唑膦颗粒剂的防治效果最好，为今后黄秋葵根结线虫病的防治研究提供了理论参考。
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　　黄秋葵（ＡｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓＬ．）属锦葵科
（Ｍａｌｖａｃｅａｅ）秋葵属（Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ）［１］，别称秋葵
（ｏｋｒａ）、补肾草、咖啡葵等，为一年或多年生草本植
物，原产于非洲，２０世纪 ２０年代初从印度引入我
国，现在国内各地均有栽培。黄秋葵作为一种特色

的保健型蔬菜，在广东、福建、山东等地区均有大规

模种植［２］，在福建省不同地区，每年的黄秋葵种植

面积累计达到２０００ｈｍ２，在福建建宁、泰宁和将乐
等地区，黄秋葵品种洋辣、痴椒的种植历史已有百

年之久［３］。由于黄秋葵生产的规模化、设施化和连

作化且绝大部分黄秋葵易受根结线虫侵染［４］，根结

线虫病已经成为世界上黄秋葵分布最广、危害最大

的植物寄生线虫之一，严重影响了黄秋葵的生长和

产量［５］。因此，黄秋葵根结线虫病防控技术的研究

受到越来越多的关注，研究内容包括黄秋葵嫁接玫瑰

茄砧木［６］、筛选抗病品种［４－５，７－８］等手段。本研究采

用序列特异性扩增区聚合酶链反应（ＳＣＡＲ－ＰＣＲ）快
速检测技术鉴定黄秋葵根结线虫种类，并研究不同技

术措施对黄秋葵根结线虫的防治效果，以期为今后黄

秋葵根结线虫病的防治研究提供理论参考。
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１　材料与方法

１．１　ＳＣＡＲ－ＰＣＲ鉴定
１．１．１　样品采集　于２０１９年７月分别采集福建省
漳州市龙文区、三明市永安市、莆田市秀屿区黄秋

葵生长后期的根样。采样方法以５点式为主，剪去
植株地上部后将５～１０株黄秋葵的根系放在１个塑
料袋中作为根样。

１．１．２　线虫的分离　在解剖镜下直接用挑针挑出发
病根样中的雌虫，用液氮处理后于－７０℃冰箱中保存。
１．１．３　单条线虫 ＤＮＡ的提取　线虫 ＤＮＡ提取参
考王江岭等的方法［９］。将单条根结线虫雌虫放入

含有 ８μＬｄｄＨ２Ｏ、１μＬ１０×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋

ｆｒｅｅ）的２００μＬＰＣＲ管中，在液氮中冷冻１ｍｉｎ后，
于９５℃处理 ２ｍｉｎ，重复 ３次，向 ＰＣＲ管中加入

１μＬ１ｍｇ／ｍＬ蛋白酶 Ｋ，于 ６５℃温育 １ｈ后，于
９５℃ 静置１０ｍｉｎ。用掌上离心机瞬时离心，上清
液即可用于ＰＣＲ扩增或置于－２０℃冰箱中备用。
１．１．４　ＰＣＲ引物　本研究采用的 ＳＣＡＲ标记引物
见表１。
１．１．５　ＰＣＲ扩增与电泳　ＰＣＲ扩增反应采用
２５μＬ体系，包括５μＬＤＮＡ模板，１μＬＦ引物，１μＬ
Ｒ引物，１２．５μＬ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含染料），
４．５μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，退火３０ｓ（温度参照表１），７２℃延
伸１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ，４℃保存。
取５μＬＰＣＲ扩增产物在浓度为１．２％的琼脂糖凝
胶上检测扩增片段的大小，以 ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００
作为分子量对照。电泳完毕后在溴化乙锭（ＥＢ）染
液中染色１０ｍｉｎ，用凝胶成像仪观察并拍照。

表１　根结线虫特异性ＰＣＲ引物

根结线虫种类 引物 序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
产物长度

（ｂｐ）

南方根结线虫 ＭＩ－Ｆ ＧＴＧＡＧＧＡＴＴＣＡＧＣＴＣＣＣＣＡＧ ６２ ９５５［１０］

（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ） ＭＩ－Ｒ ＡＣＧＡＧＧＡＡＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＣＧＴＣＣ

爪哇根结线虫 ＭＪ－Ｆ ＧＧＴＧＣＧＣＧＡＴＴＧＡＡＣＴＧＡＧＣ ６４ ６７０［１１］

（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｊａｖａｎｉｃａ） ＭＪ－Ｒ ＣＡＧＧＣＣＣＴＴＣＡＧＴＧＧＡＡＣＴＡＴＡＣ

象耳豆根结线虫 ＭＥ－Ｆ ＡＡＣＴＴＴＴＧＴＧＡＡＡＧＴＧＣＣＧＣＴＧ ６２ ２３６［１２］

（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｅｎｔｅｒｏｌｏｂｉｉ） ＭＥ－Ｒ ＴＣＡＧＴＴＣＡＧＧＣＡＧＧＡＴＣＡＡＣＣ

花生根结线虫 ＭＡ－Ｆ ＴＣＧＧＣＧＡＴＡＧＡＧＧＴＡＡＡＴＧＡＣ ６１ ４２０［１１］

（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅａｒｅｎａｒｉａ） ＭＡ－Ｒ ＴＣＧＧＣＧＡＴＡＧＡＣＡＣＴＡＣＡＡＣＴ

北方根结线虫 ＭＨ－Ｆ ＴＧＡＣＧＧＣＧＧＴＧＡＧＴＧＣＧＡ ６０ ６１０［１３］

（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｈａｐｌａ） ＭＨ－Ｒ ＴＧＡＣＧＧＣＧＧＴＡＣＣＴＣＡＴＡＧ

１．２　防治技术研究
１．２．１　材料与药剂　供试黄秋葵品种闽秋葵３号
由福建省农业科学院亚热带农业研究所选育［１４］。

淡紫拟青霉颗粒剂（含 ５亿活孢子／ｇ，处理 １）、
１０％阿维菌素颗粒剂（处理２）、１０．２％阿维噻唑膦
颗粒剂（处理３）、生菜（处理４）种子均为市售。
１．２．２　试验方法　２０１９年８月，选择根结线虫发
生较重的福建省漳州市龙文区朝阳镇登科村福建

省农业科学院亚热带农业研究所蔬菜种植基地进

行试验，设３次重复，每个重复设１个小区，每个小
区面积为２４ｍ２。处理１～３的施药方法严格按照说
明进行，处理４为黄秋葵幼苗定植前２０ｄ，在栽培垄
两侧条播诱集根结线虫的生菜种子，黄秋葵定植

３５ｄ后，将生菜连根拔除。黄秋葵移栽６０ｄ后，采
用５点随机取样法，每个点取３株，每个小区共取样

１５株，取样后记录发病级数。ＣＫ为清水处理。
１．２．３　根结线虫病分级标准　０级，无根结；１级，
仅有少量根结，１％ ≤根结百分率＜１０％；２级，根结
明显，１０％ ≤根结百分率 ＜２５％；３级，２５％≤根结
百分率 ＜５０％；４级，５０％≤根结百分率 ＜７５％；５
级，根结百分率≥ ７５％。

根结线虫病病情指数 ＝［（病级数 ×该级病株
数）／（调查总株数×最高病级数）］×１００；

防治效果＝（对照病情指数 －处理病情指数）／
对照病情指数×１００％。
１．２．４　根结线虫虫口密度调查　采用５点取样法，
每点取０～４０ｃｍ土层的病土，将５点取到的土样混
匀后从中称取１００ｇ，用贝尔曼漏斗法分离土壤中的
二龄幼虫，将二龄幼虫悬浮液充分混匀后，取２ｍＬ
液体定容，从中吸取 １００μＬ于皿底打格的培养皿
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中，在解剖镜下对二龄幼虫进行计数，重复３次，取
平均值。每个处理小区的二龄幼虫总量统一换算

成１ｋｇ土样中的幼虫总量。
１．２．５　数据分析　用ＤＰＳ进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　ＳＣＡＲ分子鉴定结果
利用５种常见根结线虫的特异性引物（表１）对

福建省漳州市龙文区、福建省三明市永安市、福建

省莆田市秀屿区所采集样本中分离得到的根结线

虫进行扩增与电泳观察，得到的片段均为１０００ｂｐ
左右（图１），与前人所得扩增产物大小一致［１０］，确

定根结线虫的种类为南方根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ
ｉｎｃｏｇｎｉｔａ），但未检出其他根结线虫种类。

２．２　防治效果分析
２．２．１　病情指数和防治效果统计　试验结果表明，
４种不同措施对黄秋葵根结线虫病均有一定的防治
效果（表２），其中淡紫拟青霉（含５亿活孢子／ｇ）颗
粒剂、１．０％阿维菌素颗粒剂、１０．２％阿维噻唑膦颗
粒剂、种植诱集根结线虫的生菜的防治效果分别为

３６．４％、３３．１％、６７．５％、３９．５％，其中 １０．２％阿维
噻唑膦颗粒剂的防治效果最好。

表２　４种不同措施对黄秋葵根结线虫病的防治效果

编号 处理 病情指数
防治效果

（％）

１ 淡紫拟青霉（含５亿活孢子／ｇ）
颗粒剂

４８．６ａｂ ３６．４

２ １．０％阿维菌素颗粒剂 ５１．１ａｂ ３３．１

３ １０．２％阿维噻唑膦颗粒剂 ２４．８ｂ ６７．５

４ 种植诱集根结线虫的生菜 ４６．２ａｂ ３９．５

ＣＫ 清水处理 ７６．４ａ —

　　注：表中数据为３次重复的平均值。同列数据后标有不同小写

字母代表在０．０５水平上差异显著。下表同。

２．２．２　根结线虫虫口密度统计　由表３可以看出，
４种不同措施对黄秋葵根结线虫虫口密度均有一定
的降低作用，淡紫拟青霉（含 ５亿活孢子／ｇ）颗粒
剂、１．０％阿维菌素颗粒剂、１０．２％阿维噻唑膦颗粒
剂、种植诱集根结线虫的生菜的二龄幼虫虫口下降

效果分别为３７．４％、３６．０％、６０．７％、４０．６％，其中
１０．２％阿维噻唑膦颗粒剂对根结线虫虫口密度的下
降效果最佳。

表３　根结线虫虫口密度

编号 处理

土样中的

虫口密度

（头／ｋｇ）

虫口下降

效果

（％）

１ 淡紫拟青霉（含５亿活孢子／ｇ）
颗粒剂

５６７２ｂ ３７．４

２ １．０％阿维菌素颗粒剂 ５７９７ｂ ３６．０

３ １０．２％阿维噻唑膦颗粒剂 ３５５９ｃ ６０．７

４ 种植诱集根结线虫的生菜 ５３８２ｂ ４０．６

ＣＫ 清水处理 ９０５４ａ —

３　讨论

我国已报道的根结线虫种类为５７种，其中能引
起蔬菜发生根结线虫病的主要为南方根结线虫（Ｍ．
ｉｎｃｏｇｎｉｔａ）［１５］、象耳豆根结线虫（Ｍ．ｅｎｔｅｒｏｌｏｂｉｉ）［１６］、
爪哇根结线虫（Ｍ．ｊａｖａｎｉｃａ）［１７］、北方根结线虫（Ｍ．
ｈａｐｌａ）［１８］、花生根结线虫（Ｍ．ａｒｅｎａｒｉａ）［１９］。常规
的根结线虫种类鉴定方法主要有形态学鉴定法、寄

主及生化鉴定法。近十几年来，分子生物学技术的

发展，为根结线虫的准确鉴定提供了重要手段。其

中，序列特异性扩增区 （ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｇｉｏｎ，简称ＳＣＡＲ）是一种新型分子标记，
结果稳定性好、可重复性强，已被广泛应用于植物根

结线虫的种类鉴定中［２０－２２］。本研究通过 ＳＣＡＲ－
ＰＣＲ方法，从分子水平对不同地区根结线虫的种类进
行了准确检测和鉴定。世界范围内发现的危害黄秋

葵的根结线虫主要是南方根结线虫（Ｍ．ｉｎｃｏｇｎｉｔａ）和
象耳豆根结线虫（Ｍ．ｅｎｔｅｒｏｌｏｂｉｉ）［６，２３－２５］。我国黄秋
葵以南方根结线虫为主要种群，黄英凯鉴定得出，

福建漳平地区黄秋葵的根结线虫病原为南方根结

线虫［２４］；姚玉荣等鉴定得出，天津地区黄秋葵的根

结线虫病原为南方根结线虫［２５］。本研究结果显示，

危害福建省漳州市龙文区、福建省三明市永安市、

福建省莆田市秀屿区黄秋葵的根结线虫种类与我

国黄秋葵上主要根结线虫种类相符，研究暂未发现
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其他根结线虫。

目前，防治根结线虫的方法有轮作、药剂防治、

生物防治、抗病品种等。本试验发现，采用田间不

同措施对黄秋葵根结线虫病均有一定防治效果，能

够减轻根结线虫的危害，降低病情指数和虫口密

度，其中１０．２％阿维噻唑膦颗粒剂的防效最好，具
有速效性好、残留毒性低、对环境友好等优点，可作

为当前黄秋葵根结线虫防治的最佳药剂选择，但防

治成本偏高，而１．０％阿维菌素颗粒剂、淡紫拟青霉
（含５亿活孢子／ｇ）颗粒剂和种植诱集根结线虫生
菜的防效一般，但防治成本低，其中诱集根结线虫

的生菜连根拔除后可出售，从而增加生产效益。淡

紫拟青霉颗粒剂在可持续农业发展中的作用仍然

十分重要，其高效防治技术还需不断提升。
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