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摘要 分子生物技术迅速地发展
,

它 已被广泛地应用 于生 物学各个领域
.

该文对国 内外线虫

学研究者在从事植物线虫种类鉴定研究中常用的一些分子生物技术作一归纳
,

并展望 了这一技

术在该领域中的应用前景
。
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在过去的 20 多年中
,

分子生物学的发展而产生的分子生物技术 已成为研究生物学许多

基本问题的重要手段
。

对于植物线虫学来说也不例外
,

近年来
,

研究者成功地将分子生物技术

引人植物线虫鉴定中
.

对于植物线虫的鉴定
,

传统的方法是根据线虫种间的形态差异
,

而形

态学特征受环境和地理等条件影响较大
,

而且有时也很难找到亲缘种 间显著的形态 区别特

征
。

在实际工作 中常难以准确地鉴定而产生错误
。

运用同工酶电泳
、

D N A 标记
、

多 聚酶链

式反应
、

限制性片段长度多态性和随机扩增多态性 D N A 等分子生物技术
,

直接检测线虫 的

基因组
,

排除了基因表达产物中阶段性的特异性和随环境变化而变化的多型性对种类鉴定的

影响
,

从而快速
、

准确地鉴定出线虫的种类
。

迄今
,

有关分子生物技术在植物线虫鉴定 中应用 的综述文章 (陈其文
,

19 93 ; 周 弘等
,

199 3)
,

都是某一技术在某一方面的应用
。

本文在此基础上结合近几年有关文献
,

对国 内外

研究者在该领域中常用的一些分子生物技术作一全面的归纳
。

1 应用现状

L l 同工酶电泳

一些亲缘关系较近的线虫种
,

用形态学特征来鉴定有时比较困难
,

所以研究者试着应用

分子生物技术来鉴定这些种类
。

sE be ns ha de 等 ( 19 8 5; 1990) 利用单个雌虫的醋酶和苹果酸脱

氢酶的 同工 酶电泳 图谱 区分了花生根结 线虫 (M
e ot 边go y ne

a

洲
a

iar )
、

爪哇根结线虫 (M
.

aj v a n 如 )
、

北方根结线虫 (M
.

h a夕al )
、

南方根结线虫 (M
.

i o co g o ir a )
、

奇 特伍 德根 结线 虫 (M
.

ch iwt o
do i)

、

纳 西根 结 线 虫 (M
.

n
aa 动

、

短 小 根 结 线 虫 (M溉幼g au ) 和禾 草 根 结 线 虫 (M
.

gr an 动。 al)
。

胡凯基 ( 19 8 8) 利用醋酶电泳图谱也成功地区分 了北方根结线虫
、

爪哇根结线

虫
、

花生根结线虫和象耳豆根结线虫 (M
.

en ter 0 lob ii)
。

oT
n u s z e

姚 ik 等 ( 1994) 用醋酶的同工酶

电泳图谱鉴定出在埃及爪哇根结线虫寄生花生
。

世界上一些实验室已开始利用这一技术来

帮助鉴定根结线虫的种类
。

当然
,

同工酶的分析法具有其局限性
,

酶的表达与环境以及线虫生活阶段变化相关 ; 单
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个线虫所含用于鉴定的酶量常不足 ; 在进行种 内或地理种间的鉴定时
,

利用同工酶电泳也还

未获得成功
。

L Z D N A 标记

生物的性质决定于其遗传物质 D N A
,

D N A 是相对稳定的
,

不会因为生物生活阶段或环

境条件变化而改变的
。

所以
,

一种线虫的 D N A 确定了其分类地位
。

因此可以用稳定的 D N A

标记 (即 D N A 探针 )来鉴定线虫
。

所谓 D N A 标记
,

即利用放射性 同位 素 (如 ’干
、 ’平

、

’污等 )作 为一种示踪物
。

它具有用量

少
、

灵敏度高和具 有 一定 的特 异性 等 优点
。

H y anr
n 等 ( 19 9 1 )

、

p io ett 等 ( 19 9 2 )
、

P o

we
r
等

( 199 3) 分别报道用 D N A 标记鉴定出主要的根结线虫种类
。

B

~
w s
( 19 90) 从马铃薯白线虫

( 6 ;I’ 〕
bo de 旧 P a苗da ) 的 基 因 库 中 分 离 出 区 分 马 铃 薯 白 线 虫 和 马 铃 薯 金 线 虫 ( G

哪ot hC 元决冶 )的 2个特异的 D N A 片段
,

通过同位素标记 (即获得一 D N A探针 )
,

可有效地鉴别

出马铃薯 白线虫
。

在敏感性试验中
,

少至 80 mg 的马铃薯 白线虫的 D N A 或少于一条二龄幼

虫的量都可获得阳性试验结果
。

W eb st er 等 ( 199 0) 应用 D N A 标记对松材线虫 集合 种 16 个

品系进行研究
,

开发出二种专化性探针
,

能有效地区别伞滑刃线虫的种
。

D N A 放射标记技术 的缺点是
: 费用高而且有放射性危害

,

标记好的探针在几个星期 内

其放射活性就衰退到不能使用
。

所以人们又研究出用生物素来标记
.

用与同位素标记核昔酸相 同的方法可把生物素结合到探针中
。

生物素能通过特殊 的方

式与诸如碱性磷酸酶或辣根过氧化物酶等进行交换
,

这些酶和相应的底 物作用产生显 色反

应
,

从而检测到阳性杂交
.

B

~ 粥 (19 88) 成功地运用生物素标记的探针鉴定出马铃薯 白线

虫
。

虽然这种技术 比放射性 同位素标记敏感度差
,

但也可检测到相 当于单个马铃薯 白线虫

的卵或幼虫的 D N A 量
。

由于标记特异性生物素 D N A 探针费用少
,

对人体无放射性危 害
,

而且在 一 20 ℃ 下数月甚至数年仍很稳定
,

因而它是植物线虫种类鉴定中一种比较理想的工具
。

L 3 多聚酶链式反应 (R 二R )

自 19 8 5 年 K e

yrr M
u ill s 发 明 D N A 多聚酶链式反应技术 以来

,

它 已经基本上取代 了传

统的 D N A 克隆方法
。

利用 P C R 技术能够从复杂的 D N A 分子群体中选择性地复制某一段

特异的序列
,

使其得到扩增
。

因而
,

这一技术在分子生物学中得到广泛 的应用
.

对含少量生物量 的样 品
,

P C R 是 十分有效的
,

从而解决 了分 子生物学中有时受所得 到

D N A 量限制的问题
。

H盯 ir s
等 ( 199 0) 应用 P C R 技术对单个根结线虫幼虫的线粒 体 D N A

(m tD N A )进行鉴定
。

B e e k e n b a e h 等 ( 1 9 9 2 )应用 P C R 对松材线虫集合种 1 9 个品系进行研

究
,

根据 D N A 片段序列顺序型相互间的差异程度合并成 3 个组
。

P o w er 等 ( 19 9 3) 用 P C R

技术成功地区分了南方根结线虫
、

花生根结线虫
、

爪哇根结线虫
、

北方 根结 线虫和奇特伍德

根结线虫
.

1
.

4 限制性片段长度多态性 ( R F L矜 )

限制性片段长度多态性是 由于个体的等位基 因间碱基 的代换
、

重排
、

插人和缺失等引起

的
。

限性 内切酶能把 D N A 分子酶切成许多长短不等的片段
。

所产生的 D N A 片段 数 目和

长度又反映了限制性 内切酶切点 在 D N A 分子上的分布
。

对于每一 D N A / 限制性 内切酶组

合来说
,

所产生的片段是 特异的
,

它能作 为含这种 D N A 生物所特有 的
“

指纹
” 。

C u n a n 等

( 19 8 5) 首次应用这一技术
,

通过琼脂糖凝胶电泳
,

根据限制性 片段长度的差异成功地区别 了
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T r ic hmell a
、

Ca en
o r ha

bd isi t
、

Ro

ma
n o
me ~

、

S e tin em
ema s(”

.

Nco al P eC a tn a ) 和 Ml eo di o g yn e
线

虫
。

1986 年
,

C u l r a n 等又用 R F L sP 检测出根结线虫主要种 D N A 的差异
。

V ar in 等 ( 19 92) 也用

R F L sP 区分 T 美洲剑线虫 (龙尸h i
n e m a a m e r i c a n u m )组的 1 6个种群

。

W
e n d t等 ( 1 9 9 3 )应 用

R F L sP 分离了腐烂茎 线虫 ( D iylt 阴 ch us d es 如
c ot )r

、

食真菌茎线虫 ( D
.

m y cel io p h ag us )和起

绒草茎线虫 ( D
.

d i那aC i ) 5 个寄主小种
。

P F L sP 技术具有敏感性高
、

所需 D N A 量少
、

快速准确等优点
,

所 以在植物检疫方 面有

特殊的重要意义
。

1.5 随机扩增多态性 D N A皿A P D )

随机扩增多态性 D N A 是 19 90 年由 W iill
a

二 等发明的
,

是一种新奇的遗传标记
。

其方

法是用随机的 9 一 10 个核昔酸序列作引物
,

对靶子D N A 进行 P C R 扩增
,

再进行 电泳分离

和澳化乙锭染色
。

多态性的产生可以由 D N A 序列中与互补寡聚核昔酸引物中一个碱基 的

差别形成
。

R AP D 只产生显性标记
,

所 以仅适用于 自交系和 回交群体 的生物种类 鉴定
。

另外
,

R A PD 也不能单独地用来对没有基因标记的生物进行遗传 图谱分析
,

因为它所产生 的多态

性是随机的
.

然而
,

R A P D 比 R f
,

L sP 有一定的优点
,

人工合成的随机引物可在实验室 间交换
,

这 比克

隆 D N A 片段作为探针要容易和迅速得多 ; 可以免去 D N A 分子 杂交的过程 ; R AP D 对每个

分离群体 中的标记所进行的 P C R 扩增和电泳具有高度的重复性
,

所以 操作 一般采用 自动

化
。

同时
,

由于 RA P D 分析过程 中用 了 P C R 技术
,

对少量 的 D N A 也 同样有 效
,

因此
,

应用

R A P D 可对单个幼虫或单个胞囊进行研究
。

C as 认℃ 11 一 C h e n 等 ( 19 9 2) 用 R A P D 技术区分十

字花科胞囊线虫 (eH
t
eor d er a

翩
c

ifer
a e ) 和甜菜胞囊线虫 ( .H cs ha ch 爪 )

,

并检测到甜菜胞囊

线虫的 6 个地理种群间的差异
.

C e n is 等 ( 19 9 3) 用 R A P D 技术成功地 区分了花生根结线虫
、

南方根结线虫
、

爪哇根结线虫和北方根结线虫
。

2 展望

在植物线虫种类鉴定上
,

应用分 子生物技术
,

将会有许多令人激动的进展
。

以前用形态

特征来鉴定 亲缘关系较近的线虫种类 比较困难
,

应 用这些技术将会使这类 的间题得 以 解

决
.

目前
,

在线虫种类鉴定上
,

应用分子生物技术已经取得了可喜 的成绩
,

虽然 还局限于少

数几个属
,

但可以预言
: 在不久的将来

,

随着分子生物技术的发展和植物线虫研究者 的努 力
,

这些技术将会成为植物线虫种类鉴定的主要手段之一
,

其结果将会使植物线虫的种类鉴 定

更加准确
,

方法趋于标准化
。
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研究课题
“

特迟熟荔枝新品种 一 1 4 7 8 优系的选育研究
”

已按计划完成任务
,

并

于 1 9 9 5 年 12 月 27 日通过由农业部科技与质量标准司组织 的成果鉴定
。

该课题

是 农 业 部
“

八 五
”

重 点 研 究 项 目 (农 01 一 05 一 0 6) 专 题 中 子 专 题 (农

01 一 05 一 0 6 一 0 2 ) 的部分内容
。

鉴定专定一致认 为
“
1 4 7 8 优系

”

是我国目前选出的

最迟熟新系
,

具有早结
、

丰产
、

稳产的栽培特点和果大外观美
,

肉厚多汁
、

甜度适 中

的经济性状
,

有较高 的商品价值
,

对调节市场供应有一定的意义
。

该成果在国内迟

熟荔枝选种中居领先水平
.

(科研处 刘艳芹供稿 )


