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摘要! 落叶松八齿小蠹
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严重危害落叶松
:&$-; 088-

林! 造成了巨大的经济和生态损失! 被列为中国

林业危险性有害生物% 长喙壳类真菌"

*89+*0:*;<:*+) =>1?+

&是小蠹虫伴生菌中的最主要类群! 在小蠹虫危害寄主甚

至导致寄主死亡的过程中起到了重要作用% 一些长喙壳类真菌是重要的植物病原物! 具有强致病力% 实现病原菌

的特异性和快速检测是明确病害分布和评估其危害的前提条件% 为克服传统组织分离受多种因素制约的缺陷! 对
!

种病原菌进行快速特异性聚合酶链式反应'

@AB

&检测! 以内源转录间隔区"

CDE

&为目标序列! 对比
<%=">"%-=-"8*"$&

属和
?8*-"45"@&

属的
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个近缘种! 分别筛选出可以从目标真菌类群以及寄主组织中扩增出特异性片段的种特异性
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引物对
FG&.FG!

和
AHI&.AHI!

% 引物对
FG&.FG!

可以从
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中特异性扩增出
&

条
!($ J8

的清晰

明亮条带! 引物对
AHI&.AHI!

可以从
<B (#,-+%4-4

中特异性扩增出
&

条
!4& J8

的清晰明亮条带% 使用特异性引物能

够直接从感病韧皮部组织中检测出
?B "'.+%4-4

和
<B (#,-+%4-4

% 图
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落叶松八齿小蠹
9', ,5:20$"1*-5,

给东北以落叶松
;*)&< ),,;

为建群树种的森林生态系统带来了巨大

的经济和生态损失#

#"@

$

% 被列为中国林业危险性有害生物& 在森林生态系统中% 小蠹虫与真菌能够形成

稳定的伴生关系% 这种关系某种程度上属于互惠共生& 长喙壳类真菌!

',5*')&'47&'*( .6+$*

"为小蠹虫伴

生真菌的主要类群#

!""

$

& 许多情况下小蠹虫危害寄主甚至导致寄主死亡的过程中% 长喙壳类真菌起到关

键作用#

M"N

$

& 一些长喙壳类真菌是重要的林木病原物% 具有强致病力& 如
8"#$%$"&#&$'($)* '$0$"&%*

在人

工接种条件下可以将
8O

年生云杉
=&%2* *:&2,

致死#

H

$

% 而且伴生菌的侵染还可以增加小蠹的危害性#

P

$

& 近

年来% 中国也对落叶松八齿小蠹伴生真菌有一些研究和报道#

#O"#@

$

% 主要集中在对伴生菌的鉴定和系统发

育分析上#

#!"#8

$

% 发现了多种落叶松八齿小蠹伴生长喙壳真菌种类& 野外落叶松成熟林接种实验表明'

+'(&$,-$.* $012",&,

和
8">$%$"&#&$'($)* 456&2",&,

等
@

个优势种表现出显著的致病性% 这
@

种真菌可以在

内韧皮部和形成层形成明显坏死斑#

#OQ#"

$

& 由于该类病害发生隐蔽% 一般很难早期发现和诊治& 为了达到

早发现早治疗的目的% 摸清病害的分布并评估其危害% 需要实现对病原菌的快速和准确检测% 从而为病

害和虫害的防治提供科学基础& 快速检测技术已经广泛应用于植物病原物和害虫的检测% 如线虫( 病原

真菌( 枣实蝇
?*)'$.@* A2,5A&*"*

和细菌等#

#M"@#

$

& 针对不同物种检测所用方法也不同% 特异引物聚合酶

链式反应!

012

"检测方法是设计特异性引物来实现对待检目标的特异性检测% 国外已有一些长喙壳真菌

种类利用该方法实现检测的报道#

#P"@#

$

% 但对中国北方落叶松林内分布的病原菌的快速检测一直是空白&

传统组织分离法是进行病害鉴定的首要方法% 然而受人为和环境因素% 以及病原菌的生长特点等影响%

往往不能对病原菌实现有效分离& 尝试直接从感病寄主组织中提取
RST

进行病原菌的特异性检测% 是

本项研究希望解决的问题&

#

材料与方法

*+*

实验材料

#;#;#

试验菌株 试验菌株为分离自中国北方的兴安落叶松
;*)&< 1.20&"&

% 长白落叶松
;/ $012",&,

% 华北

落叶松
;/ ')&"%&'&,!)5'')2%(-&&

和日本落叶松
;/ B*2.'42)&

林中的落叶松八齿小蠹伴生真菌% 包括
8"#$!

%$"&#&$'($)* 456&2",&,

等% 分布于欧洲落叶松
;/ #2%&#5*

林内的近缘种欧洲落叶松八齿小蠹
9', %2.:)*2

和

欧洲云杉
=&%2* *:&2,

林内的近缘种云杉八齿小蠹
9', -@'$1)*'(5,

伴生的长喙壳真菌种类% 包括
8"#$!

%$"&#&$'($)* 0*)&%&%$0*

等% 以及其他长喙壳真菌近缘种% 如分离自山东( 浙江的松材线虫病
C5),*'(2!

02"%(5, <@0$'(&05,

伴生长喙壳真菌% 菌株详细信息见表
#

& 除分离自中国的长喙壳类真菌外% 其余菌株

购自荷兰乌得勒支菌种保藏中心!

1U/

"% 或交流自南非林业和农业生物技术菌种保藏中心!

1VW

"% 加拿

大国家真菌标本和菌种保藏中心!

RT=V

"和日本筑波大学植物病理与真菌学( 生命与环境科学实验室

!

X11

"& 上述菌株保存在中国林业科学研究院菌物保存中心!

1A11

"与森林生态环境与保护研究所森林

病理实验室!

1YX

"&

#I#I@

主要仪器与试剂
012

仪!

U*'4%&37

% 德国"%

V*Z%3CV*:: HOOO

高能量球磨机!

/0[Y 1%3&*03%,

% 美

国"%

RXX!8

型稳压稳流电泳仪!北京六一仪器厂% 中国"%

T:,57 *47$%3 [0

凝胶成像系统!

03'&%*+/*4!

,:%

% 美国"% 天根植物基因组
RST

提取试剂盒!离心柱型"% 核酸染料&

*+,

实验方法

#I@I#

样本的采集 在北方
!

种落叶松林内进行落叶松八齿小蠹虫体样本与坑道组织样本的采集% 每个

刘学伟等' 落叶松八齿小蠹伴生致病菌的特异性快速检测
#@P
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特异性引物设计与检测所用长喙壳真菌菌株信息

&'()* + !"#$%&'%() ',- *+,%-%+$,$%".%/) ./*01*. 2.*- 345 -*6*)4/1,7 ./*01*.!./*01310 .*82*,0*. /519*5.

种名 菌株编号 寄主植物
:

伴生昆虫 采集地
;&<

序列登录号

*+,%-%+$,$%".%/) 012$3+&$& =><+""!"$?

日本落叶松
:

落叶松八齿小蠹 日本
@A!BBCD$

=EF+CG!

日本落叶松
:

落叶松八齿小蠹 日本
@A!BBC!D

=HA+G"I?

兴安落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国内蒙古
J=KI!GK$

=HA+G+G?

华北落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国内蒙古
J=KI!GKD

=HA+G!"?

长白落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国黑龙江
J=KI!G$!

*4 5)/$-$-%5) =><+""!"K?

欧洲落叶松
:

欧洲落叶松八齿小蠹 苏格兰
@A!BBC+"

=><+"C!I"?

欧洲落叶松
:

欧洲落叶松八齿小蠹 奥地利
@A!BBC+$

=EFDG!!

欧洲落叶松
:

欧洲落叶松八齿小蠹 苏格兰
@A!BBC"$

*4 "%5%+$-) =><+BBLB$?

欧洲云杉
:

云杉八齿小蠹 波兰
@A!BB$C$

=><#%C!IB?

欧洲云杉
:

云杉八齿小蠹 奥地利
@A!BBC%D

=EF!!$D

日本鱼鳞云杉
6$-3) 237%3+&$& :

云杉八齿小蠹 日本
@A!BB$CD

8".$%&'%() )9$3'$+1( =><#!GM$C

冷杉
:9$3& 0)9/$:

平海小蠹
;&31,%.<53&$+1& &=)$+

墨西哥
@ND$DDGB

=HA#GGGO

长白落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国黑龙江
JAGCBB!!

!4 9$-%5%/ =><DC!MKK?

白云杉
;$-3) >5)1-):

白云杉齿小蠹
?"& "3/'1/9)'''&

美国
PQ!I$I%D

!4 034 9$-%5%/ =HA+G!D?

华北落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国内蒙古
JAGCBB!+

!4 9/1++3%!-$5$)'1( =HA+D+I?

兴安落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国内蒙古
JAGCBB!B

=EFG!+D

落叶松
@A/$B ./M

苏格兰
RE%B+G%+

84 C35'%$C3%&"%/1( =HA+I!D?

黑松
6$+1& '.1+D3/>$$:

松材线虫病 中国山东
JA%CD%IC

84 05%--%&1( =EF+!I!!

欧洲赤松
6$+1& &<5E3&'/$&

奥地利
NSDB%DK!

=HA+D+!?

兴安落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国内蒙古
JAGCBB!%

84 $"& =EFC%%G

欧洲赤松
:

松六齿小蠹
?"& A-1($+A'1&

瑞典
@AGDIIC$

=HA+I!$?

黑松
:

松材线虫病 中国山东
JAGCBB!D

84 F/<"'1( P@TE !!CK%G?

欧洲落叶松
:

欧洲落叶松八齿小蠹 奥地利
@AB%DD!I

84 ($+1& =EF!I!GD

红脂大小蠹
G3+,/%-'%+1& EA53+&

中国
UVK$GDD!

A==IG$

日本落叶松
:

落叶松八齿小蠹 日本
WV#BD#K!

84 +%E%!15($ =EF#DI#

英国榆
H5(1& "/%-3/A

美国
NSDB%DKI

84 %5>3+&$& =HA#D%I?

兴安落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国内蒙古
JVGG#B%#

=HA#D##?

长白落叶松
:

落叶松八齿小蠹 中国黑龙江
JVGG#B%D

84 034 %5>3+&$& =HA#ID!?

马尾松
:

松材线虫病 中国浙江
JA%CD%KD

84 "$-3A3 =EF B%CC

云杉
6$-3A ./M

加拿大
NSDB%D$D

说明!

?

表示特异
X=Y

检测所用菌株"

虫体单独保存于灭菌
#MG 9Z

的离心管内# 坑道标本分装于干净牛皮纸信封内$ 自然通风保存% 尽快带

回实验室用于真菌的分离和
P[@

的提取"

#M!M!

真菌分离及鉴定 伴生真菌的分离采用组织分离法$ 用剪刀将坑道标本切成
G 99 " G 99

大小

的组织块$ 用质量分数为
#MG\

次氯酸钠溶液进行表面消毒处理
G% .

$ 后用无菌水冲洗干净" 将冲洗干

净的组织块放在无菌滤纸上$ 待表面水分吸干后接种质量分数为
!\

的水琼脂培养基上$ 将培养皿封口

后置于
!G #

恒温培养箱黑暗培养" 培养
D -

后挑取菌落外端的菌丝块进行分离纯化$ 将纯化后的真菌

接种到质量分数为
!\ EU@

培养基&麦芽浸粉
+% 7

$ 琼脂粉
+% 7

$ 加蒸馏水配制
G%% 9Z

'进行培养% 基

于形态学和
P[@

片段系统发育分析鉴定为
8".$%&'%(A %5>3+&$&

和
*1,%-%+$,$%".%/A 012$3+&$&

(

+D$+G

)

%

+L!LB P[@

提取 从菌丝块和韧皮坑道组织样本中提取
P[@

% 菌丝块
P[@

提取! 首先用无菌接种针挑

取收集菌丝组织$ 将菌丝块放入
+LG 9Z

的离心管中$ 放在
$!% #

冰箱中冷冻$ 采用北京天根公司植物基

因组
P[@

提取试剂盒推荐的方法来提取
P[@

% 在分别分离到病原菌
84 %5>3+&$&

和
*4 012$3+&$&

的感病韧

皮部组织样本中提取总
P[@

$ 方法如下! 将样本切成
D 99 % D 99

大小的组织块$ 放入
+LG 9Z

的离心

管中$ 放在
$!% &

冰箱中冷冻
+

晚$ 然后将其放在高能量球磨机中研磨
K 91,

$ 余下步骤与菌丝组织

P[@

提取方法相同%

+B%
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#$%$&

引物设计及
'()

扩增条件 分别以
!"#$%&'%() %*+,-&$&

和
./0%1%-$0$%"2%34 5/6$,-&$&

的
*+,

序列为

目标序列!

%%!%!

"

# 通过
-./01

在基因库$

234-/45

%上搜索与之亲缘关系较近的菌种已发表的
*+,

序列$表
#

%#

用
6788+

在线进行序列比对分析& 针对目标菌种的特殊序列区域人工设计引物# 之后针对引物是否存

在发夹结构和二聚体等使用
'9:;39 '93;:39 "$<

进行检查& 将设计好的引物序列在
234-/45

中检查序列

同源性& 针对
78 %*+,-&$&

设计引物
#"

对# 针对
98 :/6$;-&$&

设计引物
#<

对# 并分别对目标菌种纯培养物

=>7

进行扩增反应# 用琼脂糖凝胶进行电泳检测# 通过观察扩增条带的宽度和大小进行筛选# 各获得

特异引物
#

对# 用于上述菌丝和寄主组织
=>7

的扩增& 引物由北京宝锐通生物科技有限公司合成&

'()

扩增反应体系如下'

#<< ;;?.

(

@

!#氯化钾#

%"<=> '() 6/01396:A

!

"<< !;?.

)

@

!# 三磷酸碱基脱氧核苷酸

$

B>+'

%#

<$# C

$

# CD#E$EF 45/1

%

?=>

聚合酶#

! ;;?.

)

@

!#氯化镁#

%< ;;?.

)

@

!#三羟甲基氨基甲烷盐酸盐

$

+9:0#G(.

#

HG I$!

%"

#%$" !@

# 双蒸水
J$" !@

# 模板
#$< !@

# 引物$浓度
# !;?.

)

@

!#

%各
#$< !@

& 针对
78

%*+,-&$&

和
78 @3A"'/(

的反应条件为
J& $ ! ;:4

*

J& $ # ;:4

#

E! $ &" 0

#

F% $ # ;:4

# 循环
!"

次*

F%

$ & ;:4

+ 针对
98 5/6$,-&$&

的反应条件为
J& $ ! ;:4

*

J& $ #;:4

#

E& $ &" 0

#

F% $ # ;:4

# 循环
!"

次*

F% $ & ;:4

&

'()

扩增产物用琼脂糖凝胶$

%$%K

%进行电泳检测$

#!< LM E< ;:4

%# 拍摄电泳照片# 观

察扩增条带的宽度和大小&

%

结果与分析

!"#

引物特异性检测

筛选获得针对
78 %*+,-&$&

特异性检测的引物
#

对'

NO#

$

"%#(+(277((++++++++777((2+#!&

%和

NO%

$

"& #2((72(2(7(((7277#22++2(2(#!&

% & 对
78 %*+,-&$&

和从落叶松八齿小蠹上分离到的

7"2$%&'%(=

属真菌及与之亲缘关系较近的其他长喙壳类真菌一起进行
'()

扩增# 对扩增后的产物进行

琼脂糖凝胶电泳分离# 结果表明除了
78 %*+,-&$&

和
78 @3A"'/(

的菌株在
%&I PH

处有一条清晰明亮的条

带外# 其他菌株均无任何条带$图
#

%&

筛选获得针对
98 5/6$,-&$&

特异性检测的引物
#

对'

Q8C#

$

"&#(+727277+++7++++(7++2(+27#!&

%

和
Q8C%

$

"&#2(77727+7+2(#222+((+#!&

%& 对
98 5/6$,-&$&

和从落叶松八齿小蠹上分离到的
7"2$%&!

'%(=

属真菌及与之亲缘关系较近的其他
9-0%1%-$0$%"2%3=

属真菌一起进行
'()

扩增# 对扩增后的产物进

行琼脂糖凝胶电泳分离& 除了
98 5/6$,-&$&

的菌株在
%"# PH

处有
#

条清晰明亮的条带外# 其他菌株均无

任何条带$图
%

%&

!"!

感病韧皮部组织样本病原物特异性检测

提取感染
78 %*+,-&$&

真菌的韧皮部组织样本
=>7

# 以
78 %*+,-&$&

和
78 @3A"'/(

纯培养物
=>7

为对

照# 用特异性引物
NO#RNO%

进行
'()

扩

增# 对扩增后的产物进行琼脂糖凝胶电

泳# 均检测到
#

条
%&I PH

大小的条带$图

!7

%& 但韧皮部组织
=>7

的
'()

产物条

带与
78 %*+,-&$&

和
78 @3A"'/(

纯培养物

=>7

的
'()

扩增产物相比# 条带不够清

晰& 为了获取清晰条带# 以本次感病组

织
'()

扩增产物为模板 # 进行第
%

次

'()

反应# 反应条件为
J& ' ! ;:4

*

J&

' # ;:4

#

EI ' &" 0

#

F% ' # ;:4

# 循环

!"

次*

F% ' & ;:4

& 经琼脂糖凝胶电泳

检测到与纯培养物扩增产物一样清晰的

%&I PH

大小的条带$图
!-

%&

提取感染
98 5/6$,-&$&

真菌的韧皮部

组织样本
=>7

# 以
98 5/6$,-&$&

纯培养物

=>7

模板为对照# 用特异性引物
Q8C#R

刘学伟等' 落叶松八齿小蠹伴生致病菌的特异性快速检测

图
#

特异性引物检测
7"2$%&'%(= %*+,-&$&

和其他长喙壳真菌

纯培养物的凝胶图谱

8:ST93 # 7S/9?03 S3. :;/S30 ?U '() /;H.:V?40 ?P1/:43B W:1X 1X3 0H3V:U:V

H9:;390 ?U 7"2$%&'%(= %*+,-&$&

B

#!#
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&'(!

进行
)*+

扩增! 对扩增后的产物进行琼脂糖凝胶电泳分离" 韧皮部组织样本
,-.

的
)*+

产物与

!" #$%&'()&)

纯培养物
,-.

的
)*+

产物在
!/# 01

处都有
#

条较清晰的条带#图
2*

$%

2

结论与讨论

本研究针对落叶松八齿小蠹

在中国的优势伴生病原菌
*" +,!

-'()&)

和
!" #$%&'()&)

! 分别筛选出

!

对检测引物
34#534!

和
&'(#5

&'(!

! 能够实现从伴生菌区系和

其他长喙壳类真菌近缘种中特异

性检测到这
!

个种! 并且得以从

感病寄主组织中对病原菌进行直

接检测! 为实现这
!

种病原菌的

检疫和早期监测提供了条件"

*" +,-'()&)

是中国最近发现

的一个新种 &

#/

'

! 与
*" ./012$3

的

亲缘关系十分接近! 这
!

个近缘

种的
678

一级结构差异仅在序列

两翼% 为了能够与其他更广泛的

长喙壳类真菌区分! 本研究筛选

出的特异性
)*+

引物#

34#534!

$

是选取
678

序列中间区段设计出

来的! 因此无法区分这
!

个种%

*" ./012$3

是欧洲落叶松八齿小

蠹伴生的病原菌种类 &

!9

'

! 目前未

发现在中国分布% 因此! 该引物

可以在中国落叶松林内实现对
*"

+,-'()&)

的特异性检测% 但由于欧

亚大陆的一体性以及落叶松林的

广泛分布!

*" ./012$3

有传入中

国的潜在威胁! 因此下一步工作

仍需针对区分这
!

个近似种进行

特异性引物设计和检测% 对包括

日本在内
9

个地区不同寄主的
!"

#$%&'()&)

菌株进行了检测! 均可得

到特异性扩增! 表明此方法对
!"

#$%&'()&)

的检测具有普遍适用性%

!" #$%&'()&)

是落叶松八齿小蠹伴

生菌区系中的先锋种和致病力最

强的病原菌 &

#9

'

! 对它实现特异性

快速检测将为制定防治病虫复合

危害的有效策略和措施提供科学依据%

近几年! 越来越多的分子生物学快速检测技术被运用到病原物和害虫的检疫检测当中! 如特异性

)*+

方法! 免疫层析法! 环介导等温扩增#

:.;)

$技术检测法等&

!/!!<

'

% 特异性
)*+

检测方法相对于传统

形态学检测方法优势明显( 采用特定序列扩增聚合酶链式反应#

8*.+")*+

$的方法研制松材线虫快速检

图
2

特异性引物直接在感病韧皮部组织中检测
*14&+)2+35

+,-'()&)

!

*" ./012$3

和
!(6+7+(&6&+14+/5 #$%&'()&)

的凝胶图谱

'=>?@A 2 .>B@CDA >AE =FB>AD CG )*+ BF1E=HCID C0JB=IAK L=JM D1AH=G=H 1@=FA@D GC@

*14&+)2+35 +,-'()&)N *" ./012$3 BIK !(6+7+(&6&+14+/5 #$%&'()&) G@CF

=IGAHJ=C?D 1MECAF J=DD?AD

(

图
!

特异性引物检测
!(6+7+(&6&+14+/5 #$%&'()&)

和其他长喙壳真

菌纯培养物的凝胶图谱

'=>?@A ! .>B@CDA >AE =FB>AD CG )*+ BF1E=HCID C0JB=IAK L=JM D1AH=G=H 1@=FA@D CG

!(6+7+(&6&+14+/5 #$%&'()&)

5

#2!
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测试剂盒" 对松材线虫的检测准确率达
#$$%

" 弥补了形态学鉴定的不足#

#&

$

% 利用枣实蝇
'()*+

的
,-.

基因片段设计并筛选出的特异性引物的
//!0,1

方法" 实现了对不同虫态枣实蝇的特异性快速检测#

#2

$

%

简单重复序列
!

聚合酶链式反应&

//!0,1

'技术也能够提升美洲斑潜蝇
!"#"$%&'( )*+",*-

的鉴定与检测效率

和准确性#

#3

$

( 目前国外对约
2

种长喙壳类伴生菌开展了基于
0,1

的特异性检测#

4#5!$"!!

$

( 鉴于长喙壳类真

菌的致病性及其与昆虫复合危害寄主的特殊性" 有必要进一步开展国内其他重要长喙壳类病原真菌的检

测研究( 本研究仅对感病寄主组织开展了病原菌的检测" 下一步仍需对虫体带菌) 人工接种等方式优化

检测反应体系和定量评估检测的灵敏度(

6
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