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(拟 )松材线虫耐久型四龄幼虫 (LⅣ )

的形态及其分化变异
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摘　要 :本文对浙江省宁波市松材线虫病疫区内的松材线虫和拟松材线虫的耐久型四龄幼虫 (L IV )的形态及其分化

变异作了观察研究。结果表明 ,松墨天牛成虫体内携带的松材线虫和拟松材线虫的 L IV在形态上完全相同 ;同一来

源的 (拟 )松材线虫的 L IV既可发育形成松材线虫 ,也可形成拟松材线虫。它的分化变异结果受寄主等环境因子影

响 ,规律是 :带尾尖突的 L IV离开松墨天牛成虫进入黑松多变为无尾尖突的松材线虫 ;进入马尾松多变为带尾尖突的

拟松材线虫。
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Abstract: The morphology and differential va riations of B ursaphelenchus xy loph ilus and B. m ucrona tus dauerlarvae in

N ingbo of Zhejiang Province were investigated. The results showed that the dauerlarvae of both the B ursaphelenchus

xy loph ilus and B. m ucrona tus carried byM onocham us a lterna tus had the same morphological characteristics, and the

dauerlarvae com ing from the same origin could develop and become either B ursaphelenchus xy loph ilus or B.

m ucrona tus. The differential variation was affected by hosts and other environmental factors. It was found that the

L IV with distinct mucro often turned into B ursaphelenchus xy loph ilus when leaving M onocham us a lterna tus and

entering into P inus thunberg ii without distinct mucro or turned into B u rsaphelenchus m ucrona tus with distinct mucro

when entering into P inus m asson iana.
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松材线虫 [ B ursaphelenchus xy lophilus ( Stainer &

Buhrer)N ickle, 1970 ]的耐久型四龄幼虫 (LⅣ )是松材

线虫生活史中一个特殊阶段 ,存在于松墨天牛

(M onocham us alternatus Hope)成虫 (媒介昆虫 )体内 ,

不存在于松树 ( Pinus spp. )木质部中 [ 1 ]。松材线虫的

生活史分繁殖周期和分散周期 ,在繁殖周期经历卵、

一龄幼虫 L1、二龄幼虫 L2、三龄幼虫 L3、四龄幼虫 L4、

成虫 ;在分散周期即传播阶段 ,一部分 L2蜕皮成为分

散型 3龄幼虫 LⅢ , LⅢ蜕皮进入松墨天牛成虫形成耐

久型幼虫 LⅣ ,在松墨天牛成虫补充营养时 , LⅣ离开媒

介昆虫又进入松树 (寄主 )体内再蜕皮形成成虫 [ 1 - 4 ]。

松材线虫成虫形态特征已被详细描述报道 [ 5 - 9 ]
; L1～

L4幼虫形态由于不稳定 ,稀见研究报道 ; LⅣ存在于媒

介昆虫———松墨天牛成虫体内 [ 1, 10 - 11 ] ,形态研究较为
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困难 ,国内少有关注 ,日本学者有过初步研究 ,描述的

松材线虫 LⅣ尾尖形态与松材线虫成虫的尾部形态不

一致 ,而与后来发现和报道的在枯死松树体内普遍存

在的并且经常与松材线虫混生的拟松材线虫 (B. m u2
cronatus Mam iya and Kiyohara)尾尖一致 [ 10, 12 ]。拟松

材线虫与松材线虫形态极其相似 ,主要区别特征为雌

成虫尾尖突的有无及其长短 [ 12～13 ]
,为此 ,作者进而探

讨二者与其 LⅣ幼虫分化之间的关系。从 1999年起 ,

笔者通过发病林地采样观察和贮藏含有纯松材线虫、

纯拟松材线虫和该两种线虫混生的三类枯死松木 ,并

捕获解剖从中羽化的松墨天牛成虫 ,研究了松墨天牛

成虫体内的 LⅣ形态及其分化变异 ,发现同一来源的

LⅣ既可发育形成拟松材线虫也可形成松材线虫 ,这种

分化变异的结果受寄主等环境因子的影响 ,现把结果

报道如下。

1　材料与方法

1. 1　供试 LⅣ幼虫来源

在宁波市松材线虫病流行的北仑区 [ 14 - 15 ]选择

当年枯死的黑松 ( P inus thunberg ii Parl. )和马尾松

( P. m asson iana Lamb. )数株 ,通过对枯死松树木质

部采样、分离和镜检 ,在室内分别贮藏 3种含松墨天

牛幼虫但没有羽化孔的病死松木 : A为木质部含有

纯松材线虫 , B为既含有松材线虫又含有拟松材线

虫 , C为含有纯拟松材线虫。其中 ,松材线虫为雌成

虫尾部钝圆的典型的松材线虫 ,拟松材线虫为雌成

虫尾尖突 > 3. 5μm的虫株。次年春夏时捕获羽化

的松墨天牛成虫 ,并与木材相对应标上 a、b、c 3种

标签。这些松墨天牛成虫所携带的 LⅣ即为本研究

的供试幼虫。

1. 2　LⅣ的形态观察

在体视镜 ( SMZ22)下解剖 a、b、c三类松墨天牛

成虫 ,寻找体内携带的 LⅣ幼虫 ;同时把找到的线虫

移到载玻片 ,在显微镜 (N ikon YSZ202)下观察并比

较松墨天牛成虫体内的 LⅣ形态特征 ,并用数码相机

(N ikon coolp ix700)摄取 LⅣ幼虫照片。

1. 3　LⅣ在松枝内的分化变异

挑取 a、b、c三类松墨天牛成虫体内 LⅣ幼虫 ,模

拟成虫补充营养 ,接种至 6根 2年生新鲜黑松枝条

内 , 30 d后用“枝条解剖 +显微镜”和“松枝 +培养

皿”法分离镜检枝条内线虫形态 [ 16 - 17 ]。此外在无病

松林内采集生长旺盛的黑松、马尾松枝条木段 (直径

1. 5～2. 0 cm ,长 8 cm ) ,各取 3段 ,分别接入 a、b、c

三类松墨天牛成虫携带的 LⅣ幼虫 (每头天牛携带的

LⅣ一半放入黑松 ,另一半放入马尾松 ) ,让线虫在松

枝内增殖。2. 5月后把这些松枝木段切成小块 ,置

培养皿 ,用水浸泡分离线虫 ; 24 h后取线虫悬浮液 ,

挑取线虫并在显微镜下观察线虫形态。

1. 4　LⅣ分化变异的野外跟踪调查

从 2000年起连续 3 a在浙江余姚丈亭镇真壁山

的两片松林 (马尾松纯林和马尾松 +黑松混交林 )

进行跟踪调查 ,研究 LⅣ在松树体内分化变异规律。

两片松林分布于海拔 350 m真壁山的上坡位 ,中龄

林 ,平均树高 6. 5 m,平均胸径 8 cm, 2000年发生马

尾松枯死现象 ,从而对该片松林开始疫情监察调查。

方法是采集新鲜枯死的松木样本 ,分离镜检内含的

线虫种类。每年对枯死马尾松和黑松各取 3株 ,每

株取 1个树干圆盘。第 1年 ,只有马尾松枯死 ,只取

3个马尾松树干圆盘 ;第 2年起 ,马尾松、黑松均有

枯死 ,共采 6个树干圆盘。

2　结果与分析

2. 1　3种松墨天牛成虫携带的 LⅣ幼虫的形态

解剖镜检 a、b、c 3种不同来源的松墨天牛成

虫 ,发现虫体内均能检到大量 LⅣ幼虫 ,尤其集中在

松墨天牛成虫的气管或雄生殖器内 [ 18 ]
,表明松木质

部内的线虫分散转移到松墨天牛成虫 [ 10 - 11 ]。形态

观察结果表明 , 3类不同来源的松墨天牛所携带 LⅣ

幼虫的形态完全一致。它的主要特征为 :头顶圆丘

形 ;口针、食道和食道球退化不明显 ;体长 L 0. 6 mm

左右 ,体宽 a 0. 025 mm左右 ,由于虫体充满脂肪颗

粒 ,虫体显得较胖 ;尾部带有尾尖突 (图 1) ,与典型

的拟松材线虫成虫的尾部和日本报道的松材线虫

L IV幼虫的尾部形态一致
[ 19 ]。这说明松木质部内带

尾尖突和不带尾尖突的 2种分散型三龄幼虫 LⅢ ,进

入松墨天牛成虫后都变为一种带尾尖突的 L IV线虫。

图 1　示 LⅣ幼虫形态 (400X)
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2. 2　LⅣ幼虫在松枝内蜕皮又可分化出尾型不同的

两种线虫
把 LⅣ幼虫接入黑松枝条 , 1个月后对枝条进行

解剖、分离镜检发现 1种形态的 LⅣ又分化出尾形不

同的两种成虫 ,即拟松材线虫和松材线虫 (表 1)。

由表 1可见 , a类松墨天牛携的 LⅣ幼虫进入黑松枝

条后 ,全部发育成雌虫尾部钝圆的典型松材线虫 ; b

类松墨天牛携的 LⅣ幼虫进入黑松枝条后 ,却分化出

29. 0%的圆尾松材线虫 , 51. 6%的带尾尖突 (长 <

3. 5μm)的松材线虫和 19. 4%的拟松材线虫 ; c类松

墨天牛携的 LⅣ幼虫进入黑松枝条后 ,分化出 8. 3%

的圆尾松材线虫 , 70. 8%带尾尖突的松材线虫和

20. 9%的拟松材线虫。上述现象表明了 LⅣ幼虫在

黑松体内发育时 ,出现 3种分化变异 ,来源于圆尾松

材线虫的 LⅣ仍然全部发育为圆尾松材线虫 ,但是来

源于拟松材线虫的 LⅣ除了产生拟松材线虫外还分

化出带尾尖突的和圆尾的松材线虫。

表 1　LⅣ幼虫接入黑松枝条形态变异

松枝

组号

接种

根数

天牛

类型

接入

线虫

镜检结果

雌虫
条数 圆尾

3 % 短尾 3 3 % 长尾 3 3 3 %

1 2 a LⅣ 15 15 100 0 0 0 0
2 2 b LⅣ 31 9 29. 0 16 51. 6 6 19. 4
3 2 c LⅣ 24 2 8. 3 17 70. 8 5 20. 9

　　3表示线虫成虫无尾尖突 ; 3 3表示尾尖突长度 > 0, < 3. 5μm;

3 3 3表示尾尖突长度 > 3. 5μm

此外 , L IV分化变异的结果受寄主松树种类的影

响 (见表 2)。由表 2可见 , 2002年 5月 30日接种后

到 2002年 8月 15第一次镜检 ,发现接入黑松的所

有 L IV都分化出松材线虫 ,接入马尾松的除 a类外都

分化出拟松材线虫 ;到 2002年 12月 15日第二次镜

检时 ,在 a组马尾松样本内检到了拟松材线虫 ,在 b

组马尾松样本内的松材线虫已消失 ,全部为拟松材

线虫 ,而 c组的黑松样本内则检到纯松材线虫 ;到

2003年 7月 15日第三次镜检时 ,除了 3个样本找不

到线虫外 ,黑松体内均为松材线虫 ,马尾松体内均为

拟松材线虫。

2. 3　LⅣ分化变异的野外调查结果

通过对在宁波余姚真壁山区枯死松树的连年监

测镜检 ,发现了两种线虫尾型随年份和树种发生变

化的规律 (见表 3)。由表 3可见 , 2000年大量枯死

松树出现在马尾松纯林内 ,经采样镜检发现有大量

拟松材线虫 ,未能检到松材线虫 ;到 2001年大量枯

死松树出现在邻近的马尾松 +黑松的混交林内 ,经

采样镜检 ,马尾松样本内仍为拟松材线虫而黑松样

本内检到松材线虫和拟松材线虫混合种群 ;到 2002

年再对马尾松 +黑松的混交林内的大量枯死松树采

样镜检 ,发现马尾松和黑松样本内均能检到松材

表 2　尖尾 L IV接入松枝后形态转化

天牛

编组

线虫

形态

接入

树种

样本

个数

接种

时间

镜检时间与结果

2002208215 2002212215 2003207230
备注

a 尖尾 LⅣ
黑松 3

马尾松 3

b 尖尾 LⅣ
黑松 3

马尾松 3

c 尖尾 LⅣ
黑松 3

马尾松 3

2002205230

松材线虫 松材线虫 0

松材线虫 松材线虫、拟松材线虫 拟松材线虫

松材线虫 松材线虫 松材线虫

松材线虫、拟松材线虫 拟松材线虫 0

拟松材线虫、松材线虫 松材线虫 0

拟松材线虫 拟松材线虫 拟松材线虫

少量其

他线虫

表 3　枯死松树发生林地逐年跟踪检测结果

年份 林种
采样
树种
采样
数
样本
号

线虫类型 /%

松材线虫 拟松材线虫 其他

2000
马尾

松林
马尾松 3

1 0 100 0
2 0 97 3
3 0 64 36

2001
马尾松

+黑松林

马尾松 3
1 0 95 5
2 0 87 13
3 0 95 5

黑松 3
1 25 65 10
2 5 80 15
3 40 35 25

2002
马尾松

+黑松林

马尾松 3
1 15 45 40
2 23 25 52
3 8 75 17

黑松 3
1 65 25 10
2 100 0 0
3 45 40 5

线虫和拟松材线虫混合种群 ,只是黑松内松材线

虫占绝对优势而马尾松内则拟松材线虫占优势。

对这一现象的可能原因分析是 : 2000年的拟松材

线虫在 2001年侵入黑松使黑松内分化出松材线

虫 ; 2001年黑松内的松材线虫在 2002年侵入马

尾松林使马尾松木质部内也能检到松材线虫和

拟松材线虫。这个现象进一步证实 :拟松材线虫

进入黑松后可以分化出松材线虫 ,松材线虫进入

马尾松后可以分化出拟松材线虫这一现象。
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3　结论与讨论

(1)由以上试验可见 ,松材线虫和拟松材线虫

进入天牛成虫后都转化为同一形态的 LⅣ ; LⅣ进入

松树蜕皮再分化为所谓的松材线虫和拟松材线虫 ,

这种分化变异受寄主种类和线虫定殖时间的影响。

此外 ,作者还发现 , 3种来源的雄成虫形态无差异 ,

尖尾 L4、圆尾 L4或尖尾 LⅣ ,蜕皮成为雄成虫时形态

均一致 (据报道拟松材线虫雄成虫与松材线虫雄成

虫交合伞形态稍有所差异 [ 7 ] ) ;雄成虫与两种尾形

的雌成虫具有很高的亲和性 ,相互间能够自由交配

生殖 ,但子代的变异仍然受寄主的影响 ,在马尾松内

趋向于尾部尖化 ,在黑松内趋向于尾部圆化。镜下

偶见尖尾 L4幼虫脱皮变为圆尾的松材线虫成虫 ,但

尚未观察到圆尾 L4蜕皮变为尖尾的拟松材线虫成

虫过程 (图 2)。

图 2　松材线虫和拟松材线虫变化关系

(2)传统上把松材线虫分为圆尾和尾尖突 <

3. 5μm两类 ,尾尖突 > 3. 5μm归为拟松材线虫 [ 12 ]。

笔者发现尾尖突 < 3. 5μm类是圆尾类和尾尖突 >

3. 5μm类的交集 ,而且存在圆尾分化为尖尾时繁殖

代数越多尾尖突越长现象。这表明至少在宁波范围

内所见的松材线虫和拟松材线虫是同一物种的两种

不同分化 ,或以前把尖尾松材线虫误定为拟松材线

虫。这与欧美情况类似。因为 ,欧美学者认为松材

线虫和拟松材线虫仅凭尾尖突长短分种实为勉强 ,

应是复合物种 [ 21 ]。日本学者最早把拟松材线虫与

松材线虫分为两个物种 [ 12 ]。近几年 ,国内外许多学

者应用分子生物学、化学等方法有证明松材线虫与

拟松材线虫是两个物种 ,亦有证明是同一物种或同

源物种 [ 22～29 ]
;“M型松材线虫 (高致病性拟松材线

虫”)的存在与发现 ,使两者关系变得更为复杂 [ 33 ]
;

尖尾拟松材线虫与圆尾松材线虫杂交试验也证明能

杂交、不能杂交或部分能杂交等多种结果 [ 21, 31～33 ]。

虽然争论已久 ,但我国还是把松材线虫和拟松材线

虫视为 2个独立物种。本文研究发现了宁波市疫区

内的松材线虫和拟松材线虫的动态进化关系 ,进一

步表明二者的密切亲缘关系 ,但是这种现象是存在

所有的 (拟 )松材线虫种群之间 ,还是宁波市特殊的

生境因子诱导形成的 ,有待于进一步探索。

(3)作者在疫病监察上经常发现松材线虫发生

区往往是先有拟松材线虫的分布 ,夏秋季许多松林

会出现枯萎松树 ,对其取样镜检往往只见拟松材线

虫而不见松材线虫 , 75%的拟松材线虫 +松墨天牛

类型枯死树 [ 34 ]被认为是自然枯死而被忽略。经多

年检测 ,最终却检到了松材线虫 ,此时已经造成了重

大危害。因拟松材线虫不是检疫对象 ,日常工作中

时常检查到携带拟松材线虫的松木在自由流通 ,造

成扩散流行的严重后果。自 2000年起 ,宁波把拟松

材线虫纳入松材线虫管理和防治范畴 ,取得了发病

面积和病死树数量连年双下降的良好效果。而本研

究揭示了松材线虫与拟松材线虫的密切关系 ,表明

了马尾松群落中存在有拟松材线虫的风险性。因

此 ,为确保我国森林资源的安全 ,是否应将拟松材线

虫和松材线虫一样严加监察、检疫和防治 ,值得决策

部门慎重思考。
(4)松材线虫和拟松材线虫互变现象的遗传机

理值得进一步探索。这个现象表明 , (拟 )松材线虫互

变时存在环境影响基因 ,基因影响性状 (形态 ) ,性状

影响功能 (致病性 )的内在关系。环境中具体是何物

质影响了线虫基因 ,线虫的基因在环境因子作用下究

竟是发生了突变还是打开了开关 ,从而引起线虫尾尖

突长短变化是个很有意义的课题 ;线虫尾尖突变化导

致致病性的差异是自然界极为常见的现象。松材线

虫和拟松材线虫的尾尖突长度在不同的环境如树种 ,

和不同的食料如真菌所引起变异。不同树种引起线

虫尾尖突变异早在上世纪 80年代已被观察到 [ 35 ]
;松

材线虫用不同树种不同真菌培养引起尾尖突变异 ,国

内已有研究报道 [ 36 ]。在马尾松或黑松环境下 ,线虫

尾部形态表现出不同尾尖突长度———松材线虫型或

拟松材线虫型属于不同的生物型 ;不同的生物型往往

具有不同的致病性 [ 37 ]
,这是微小有害生物的一个普

遍性问题 ,拟松材线虫与松材线虫形态的微小变异可

能是致病性差异的重要原因。
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