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植物检疫措施委员会  
 

第十二届会议  

2017 年 4 月 5－11 日，韩国仁川 

注意植检委第十一届会议（2016 年）通过的  

国际植物检疫措施标准的译文调整  

议题 9.4 

国际植保公约秘书处起草  

 

 

I. 引 言 

1. 植检委第五届会议（2010 年）通过了语言审查小组程序，纠正所通过的国际

植检措施标准各语言版本中的编辑错误。  

2. 国际植保公约秘书处在国际植检门户网站上提供有关该语言审查小组的设立

和工作流程情况1。 

II. 语言审查小组的设立 

3. 需要为俄文语言审查小组配备协调员。  

  

                                                 
1 https://www.ippc.int/core-activities/governance/standards-setting/ispms/language-review-groups 

http://www.fao.org/
https://www.ippc.int/core-activities/governance/standards-setting/ispms/language-review-groups
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III. 对植检委第十一届会议（2016 年）所通过标准的审查  

4. 秘书处收到了阿拉伯文、中文和西班牙文语言审查小组提交的对植检委

第十一届会议（2016年）所通过国际植检措施标准做出的修改建议。秘书处将修改

建议提交粮农组织翻译服务部门，由其进行审核。拟议修改已纳入经修订的国际

植检措施标准并以跟踪方式标示，提交植检委第十二届会议（2017 年）。 

5. 对于每一种语言，粮农组织翻译服务部门与语言审查小组就所有拟议修改

都达成了一致意见。  

6. 秘书处没有收到有关国际植检措施标准法文版本的修改意见。  

7. 忆及由于是标准委员会代表植检委通过诊断规程，因此诊断规程是在一年中

的不同时间得到通过，而且可能无法在植检委会议之后把各语言版本提交至语言

审查小组常规程序。诊断规程的其他语言版本一旦完成，秘书处将提交给相应语言

审查小组。 

8. 植检委第十一届会议（2016 年）通过的国际植检措施标准，包括植检处理

方法和诊断规程，仅以具体的语言版本作为本文附件：  

 第 5号国际植检措施标准《植物检疫术语表》修正案（参阅附件 1） 

 第 37 号国际植检措施标准《水果实蝇（Tephritidae）寄主地位的确定》

（参阅附件 2） 

 作为第 28 号国际植检措施标准《限定性有害生物植检处理方法》附件的

第 20 号植检处理方法《欧洲玉米螟（Ostrinia nubilalis）的辐照处理》

（参阅附件 3） 

 作为第 28号国际植检措施标准附件的第 21号植检处理方法《针对库克果实蝇

（Bactrocera melanotus）和黄侧条果实蝇（Bactrocera xanthodes）的番木瓜

（Carica papaya）蒸汽热处理》（参阅附件 4） 

 作为第 27 号国际植检措施标准《限定性有害生物诊断规程》附件的第 7 号

诊断规程《马铃薯纺锤形块茎类病毒（spindle tuber viroid）》（参阅附件 5） 

 第 8号诊断规程《马铃薯鳞球茎线虫与（Ditylenchus dipsaci）与腐烂茎线虫

（Ditylenchus destructor ）》（参阅附件 6） 

 第 9号诊断规程《按实蝇属（Genus Anastrepha Schiner）》（参阅附件 7） 

 



CPM 2017/21 3 

 

IV. 决 定 

9. 提请植检委：  

1) 注意到阿拉伯文、中文和西班牙文语言审查小组及粮农组织翻译服务部门

已审查下列内容：  

 第 5号国际植检措施标准《植物检疫术语表》修正案  

 第 37号国际植检措施标准《水果实蝇（Tephritidae）寄主地位的确定》  

 作为第 28 号国际植检措施标准《限定性有害生物植检处理方法》附件的

第 20号植检处理方法《欧洲玉米螟（Ostrinia nubilalis）的辐照处理》  

 作为第 28号国际植检措施标准附件的第 21号植检处理方法《针对库克果实蝇

（Bactrocera melanotus）和黄侧条果实蝇（Bactrocera xanthodes）的番木瓜

（Carica papaya）蒸汽热处理》  

 作为第 27 号国际植检措施标准《限定性有害生物诊断规程》附件的第 7 号

诊断规程《马铃薯纺锤形块茎类病毒（spindle tuber viroid）》 

 作为第 27 号国际植检措施标准附件的第 8 号诊断规程《马铃薯鳞球茎线虫

与（Ditylenchus dipsaci）与腐烂茎线虫（Ditylenchus destructor ）》 

 作为第 27 号国际植检措施标准附件的第 9 号诊断规程《按实蝇属（Genus 

Anastrepha Schiner）》 

2) 同意一旦秘书处采用附件 1至附件 7中（以相关语言版本作为本文附件）以

跟踪方式标示的修改，则国际植检措施标准先前的版本废除，由新加注的

版本取代。  

3) 注意到俄文语言审查小组由于没有任命协调员而在目前无法运作。  

4) 鼓励缔约方为俄文语言审查小组提名一位协调员。  

5) 感谢参加语言审查小组工作的缔约方、区域植物保护组织以及粮农组织翻译

服务部门，感谢他们为改进国际植检措施标准各语言版本付出的努力和辛勤

劳动。 

 

 



 

[1] 第 5 号国际植检措施标准（2014 年）：  

植物检疫术语表修正案草案（1994-001）  

[2] 

文件日期 2015 年 11 月 25 日 

文件类型 第 5 号《国际植检措施标准》（植物检疫术语表）的修正

2014 年（1994-001） 

文件当前阶段 2015 年 11 月标准委提交植检委 

主要阶段 植物检疫措施专家委员会（1994 年）添加主题：1994-001， 

第 5 号国际植检措施标准：植物检疫术语表的修正 

2006 年 5 月 标准委员会（标准委）批准技术小组 5 技术规格 

2012 年 10 月 植物检疫术语表技术小组修订技术规格 

2012 年 11 月 标准委修订并批准经过修订的技术规格，撤销 

技术规格 1 号 

2014 年 2 年 术语表技术小组审议第 5 号国际植检措施标准 

修正案草案（2014 年） 

2014 年 5 月 经标准委审查和批准提交成员磋商 

2014 年 7-11 月 成员磋商 

2014 年 12 月 术语表技术小组修订修正案并回复成员的评论 

意见 

2015 年 5 月 7 人标准委批准进入实质性关切评议期 

2015 年 6-9 月 实质性关切评议期 

2015 年 10 月 术语表技术小组审查实质性关切评议期的评论 

意见；修正案草案未做任何修改 

2015 年 11 月 标准委撤销“标记”（2013-007），批准将 

第 5 号国际植检措施标准修正案 2014 年草案提交通过 

说明 2014 年 5 月 标准委撤销：标识（货物的）（2011-001）， 

植物检疫安全（货物的）（2013-008），完整性 (货物的)，

窑内烘干（2013-006）， 
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2014 年 5 月 19 日 秘书处编辑 

2015 年 5 月 7 人标准委撤销：树皮（2013-005）和 

直观检查（2013-010） 

2015 年 5 月 25 日 管理员审查。 

2015 年 11 月 16 日 秘书处更新修正案草案，反映植检委 

第十届会议（2015 年）注意到对“商品类别”表达方式的 

文字修改 

说明：有关各项提案的解释仅在提交成员磋商和提交标准委的

修正案草案版本中提供。仅向植检委提交提案本身。 

 

 

[4] 1. 修订 

[5] 1.1附加声明（2010-006） 

[10] 原有定义 

[11] 

附加声明 输入国要求填入植物检疫证书上的、提供有关限定有害生物的

货物的具体补充情况声明。[粮农组织，1990 年；植检临委 

2005 年修改] 
 

 

[12] 建议修订 

[13] 

附加声明 输入国要求填入植物检疫证书上的、提供有关限定有害生物或

限定物的货物的具体补充情况声明。[粮农组织，1990 年；

植检临委 2005 年修改] 
 

 

[14] 1.2谷物（2013-018），籽实 

[24] 原有定义 
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[25] 

谷物（作为一个

商品类别） 

供加工或消费而非种植用的籽实（见种子）[粮农组织，1990；

植检临委 2001 年修改；植检委 2015 年修改] 

种子（作为一个

商品类别） 

供种植或打算用于种植而非消费或加工用的籽实（见谷物）

[粮农组织，1990 年；植检临委 2001 年修改；植检委 2015 年

修改] 
 

 

[26] 建议修订 

[27] 

谷物（作为一个

商品类别） 

供加工或消费但而非种植用的（植物学意义上的）籽实  

（见种子） [粮农组织，1990 年；植检临委 2001 年修改； 

植检委 2015 年修改] 

种子（作为一个

商品类别） 

供种植或打算用于种植而非消费或加工用的[植物学意义上的]

籽实（见谷物） [粮农组织，1990 年；植检临委 2001 年修改；

植检委 2015 年修改] 
 

 

[38] 1.3木材（2013-011） 

[46] 原有定义 

[47] 

木材（作为一个商品

类别） 

带树皮或不带树皮的圆木、锯木、木片或垫木 [粮农组织， 

1990 年；植检临委 2001 年修改；植检委 2015 年修改] 

 

 

[48] 建议修订 

[49] 

木材（作为一个商品

类别） 

带树皮或不带树皮的圆木、锯木、木片或垫木和木废料等

商品，不包括木质包装材料、加工木制品和竹制品 [粮农组

织，1990 年；植检临委 2001 年修改；植检委 2015 年修

改] 
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非另有说明，可拷贝、下载和打印材料，供个人学习、研究和教学所

用，但必须恰当地说明粮农组织为信息来源及版权所有者，且不得以

任何方式暗示粮农组织认可使用者的观点、产品或服务。 

复制本国际植物检疫措施标准时，应提及国际植物检疫措施标准

当前批准的版本可从 www.ippc.int 网站下载。 
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应 通 过 www.fao.org/contact-us/licence-request 提 交 ， 或 发 送 至

copyright@fao.org。 
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农业组织（粮农组织）对任何国家、领地、城市或地区或其当局的法

律或发展状态、或对其国界或边界的划分表示任何意见。提及具体的

公司或厂商产品，无论是否含有专利，并不意味着它们得到粮农组织的

认可或推荐，优于未提及的具有类似性质的其它公司或产品。本出版

物中表达的观点是作者的观点，不一定反映粮农组织的观点或政策。 

 

 

 

 

出台背景 

这部分不属于本标准的正式内容 

2006 年 11 月，标准委将“实蝇 Tephritidae寄主易感性的确定”列为主题

（2006-031） 

2009 年 5 月，标准委批准将规格草案提交成员磋商 

2010 年 2 月，成员磋商 

2010 年 4 月，标准委批准了第 50 号标准规格 

2010 年 10 月，实蝇非疫区和系统方法技术小组起草了 ISPM 

2011 年 5 月，标准委审议了 ISPM 草案并返回给实蝇技术小组 

2011 年 8 月，实蝇技术小组修改了 ISPM 草案 

2012 年 4 月，标准委批准将 ISPM 草案提交成员磋商 

2012 年 7 月，成员磋商 

2013 年 5 月，标准委 7 人小组批准于 2013 年 7 月进入实质性关切评议阶段 

2013 年 11 月，标准委批准将 ISPM 草案提交植检委第九届会议通过 

2014 年 4 月，植检委第九届会议前 14 日收到正式反对意见 

2014 年 4 月，管理员修改了 ISPM 草案，对正式反对意见做出回应 

2014 年 5 月，标准委审议并请实蝇非疫区和系统方法技术小组审议 

2014 年 5 月，实蝇非疫区和系统方法技术小组审议 

2014 年 11 月，标准委批准将 ISPM 草案提交植检委第十届会议通过 

2015 年 3 月，植检委第十届会议（2015 年）提出关切，草案退回标准委 

2015 年 4 月，管理员修改了 ISPM 草案 

2015 年 5 月，标准委批准进入实质性关切评议阶段 

2015 年 10 月，实蝇非疫区和系统方法技术小组修改了 ISPM 草案 

2015 年 11 月，标准委审议批准提交植检委第十一届会议通过 

2016 年 4 月，植检委第十一届会议通过本标准 

国际植检措施标准第 37号，2016 年。确定水果的实蝇（Tephritidae） 

寄主地位。罗马，国际植保公约，粮农组织。 

出台背景最后更新于 2016 年 4 月。 
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ISPM 37 确定水果的实蝇（Tephritidae）寄主地位 

ISPM 37-4 国际植物保护公约 

 

批 准 

本标准由植物检疫措施委员会第十一届会议于 2016 年 4 月通过。 

引 言 

范 围 

本标准为判确定水果的实蝇（Tephritidae）寄主地位提供准则，并描述了水果

作为实蝇寄主地位的三种类别。 

本标准所指的水果涵盖了植物学意义上的水果，包括那些有时被称为蔬菜的水果

（例如番茄和瓜类）。 

本标准包含用于在当寄主地位不确定的情况下时，为判确定未受损害水果的实

蝇寄主地位而在自然条件下进行监视，和在半自然条件下进行田间实验的方法。本

标准不涉及保护植物免于实蝇传入和扩散的要求。 

参考资料 

本标准参考了国际植物检疫措施标准（ISPMs）。ISPMs 可从国际植物检疫门

户网站（IPP）获取：https://www.ippc.int/core-activities/standards-setting/ispms。 

ISPM 26（《建立实蝇 Tephritidae 非疫区》）附录 1 和附录 2 也适用于本标准。 

定 义 

本标准中采用的植物检疫术语定义可参见 ISPM-5（《植物检疫术表》）。除

ISPM-5 中的定义外，本标准使用了以下术语： 

寄主地位（水果对实蝇） 将某种植物种或某个品种归类为一种实蝇的自然 

寄主、条件寄主或非寄主。 

自然寄主（水果对实蝇） 科学研究发现在自然条件下可被一种目标实蝇 

侵染，且可支持其正常发育成成虫发育成可育个

体的某种植物种或某个品种。 

条件寄主（水果对实蝇） 不是自然寄主的某种植物种或某个品种，但科学 

研究显示，在从本标准设定的田间半自然条件 

总结出的下，其可被一种目标实蝇侵染，且能支

持目标实蝇正常发育成成虫发育成可育个体。 

非寄主（水果对实蝇） 某种植物种或某个品种，从未发现可被目标实蝇 

侵染，或在自然条件或本标准设定的田间半自然

条件下不能支持目标实蝇正常发育成成虫发育成
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可育个体。 

要求概要 

本标准描述了判确定一种特定水果是一种特定实蝇的寄主的要求，并阐明了三

类寄主地位：自然寄主、条件寄主和非寄主。 

判确定寄主地位的要求包括： 

- 准确鉴定实蝇种类、待测试水果以及对田间实验而言，中用作内参水果的

来自已知自然寄主的对照水果。 

- 明确实蝇成虫和幼虫的监视参数，以及田间半自然条件下的实验设计（即

田间网笼、温室或挂果枝条套袋），以判确定寄主地位并描述待评估的水

果状态条件（包括生理学）。 

- 观察每个发育阶段实蝇的存活情况。 

- 建立水果寄主地位判定过程中的控制固定和处理程序用于确定寄主地位的

水果的程序。 

- 评估实验数据并解读实验结果。 

背 景 

实蝇是具有经济重要性的有害生物，常要求采取植物检疫措施以允许其寄主果

实贸易流通（ISPM 26；ISPM 30 (建立实蝇 (Tephritidae) 低度流行区) ；ISPM 35 

(实蝇 (Tephritidae) 有害生物风险管理系统方法) ）。水果的寄主地位是有害生物风

险分析（PRA）的一个重要因素（ISPM 2 (有害生物风险分析框架) ；ISPM 11 (检

疫性有害生物风险分析) ）。因此，应统一确定寄主地位的类别和判定程序。 

值得注意的是，因为生物学条件的改变，寄主地位可能随时间改变。  

在寄主地位不确定时，特别需要为国家植物保护机构（NPPOs）提供判确定水

果的实蝇寄主地位的统一指导。历史证据、有害生物截获记录和科学文献一般可提

供有关寄主地位的充分信息，而不需要更多的幼虫田间监视或田间实验。然而，历

史记录和已发表的报道有时候可能并不可靠，例如： 

- 可能错误鉴定了实蝇种类和植物种类或品种，且没有参考标本可以验证。  

- 采集记录可能错误或值得怀疑（例如寄主地位基于(1) 来自于安放在水果植

株上的诱捕器的捕获物；(2) 被损坏的果实；(3) 只是在果实内部发现了幼

虫；或(4) 样品的交叉污染）。 

- 可能忽略了重要的细节（例如品种、成熟阶段、采集时果实的物理条件、

果园的卫生条件）。 

- 可能没有验证幼虫能否正常发育成成虫发育成可育个体。 
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科学文献记录了判确定实蝇寄主地位的规程和综合实验。然而，术语和方法

的不一致会导致在判确定实蝇寄主地位时出现差异。统一判用于确定实蝇寄主地位的

术语、规程及评估标准可增进不同国家间和科学界的一致性。 

通过果实抽样进行监视是判确定自然寄主地位最可靠的方法。通过果实抽样监

视自然侵染不会干扰实蝇的自然行为，同时考虑到了水果、实蝇行为以及活动时期

的高度易变性。果实抽样包括果实的采集和在果实上饲养实蝇，以确定该水果是否

是实蝇的一种寄主（即：如果水果能支持实蝇正常发育成可育个体成虫）。 

半自然条件下的田间实验可使实蝇表现出自然的产卵行为，因为果实保留在

植株上，它在实验过程中不会很快腐烂。然而，半自然条件下的田间实验可能需要

很多资源，也可能受到环境因素的影响。 

如果目标实蝇种类和果实的生理条件相似，在某一地区所做的田间实验的结果

可类推到其他具有可比性的地区。因此，在一个地区已经确定的实蝇寄主地位不需

要在另一个相似区域重复进行。 

一般要求 

可通过流程图（图 1）概述的以下步骤判确定一种水果归于三类寄主地位（自

然寄主、条件寄主和非寄主）中的哪一类： 

A. 在现有生物学或历史信息能充分证明一种水果不支持侵染1和正常发育成成虫发育

成可育个体时，不需要进一步的调查或田间实验，该植物应归类为非寄主。 

B. 在现有生物学和历史信息能充分证明一种水果支持侵染和正常发育成成虫发育成

可育个体时，不需要进一步的调查或田间实验，该植物应归类为自然寄主。 

C. 在现有生物学和历史信息不能确定是非决定性时，应酌情通过果实抽样进行田

间监视，以判确定寄主地位。监视和实验可能产生以下结果之一： 

C1. 如果通过果实抽样进行田间监视后发现，侵染能正常发育成成虫发育成可育个

体，则该植物应归类为自然寄主。 

C2. 如果通过果实抽样进行田间监视后未发现侵染，而且没有进一步信息显示该果

实可能被侵染，同时考虑到商品进行交易的条件，如其生理条件、品种和成熟阶段，

则该植物可被归类为非寄主。 

C3. 在通过果实抽样进行田间监视后未发现侵染，但有生物学和历史信息显示该果

实可能被侵染时，可能需要在半自然条件下做更多的田间实验来评估目标实蝇能否

在特定的水果种类或品种上正常发育成成虫发育成可育个体。 

C3a. 如果目标实蝇不能正常发育成成虫发育成可育个体，则该植物应归类为非寄

                                                      
1 后文中“侵染”指一个果实被一种目标实蝇侵染。 
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主。 

C3b. 如果目标实蝇正常发育成成虫发育成可育个体，则该植物应归类为条件寄主。 
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图 1. 判确定水果实蝇寄主地位的步骤 

 

C 

不能正常发育成可育

个体成虫 

自然寄主 

能正常发育成可育个

体成虫 

发现侵染 未发现侵染 

条件寄主 非寄主 

A 

C2 C3 C1 

C3a C3b 

B 

收集现有信息 

在半自然条件

下进行实验 

开展幼虫田间

监视 

其他证据 

无 有 
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具体要求 

可通过显示有自然侵染的历史生产记录、贸易或截获资料来判确定寄主地位。

在历史资料不能明确判确定寄主地位的情况下，应通过果实抽样开展监视，以收集

自然侵染并正常发育成成虫发育成可育个体的证据，或者需要在田间半自然条件下

开展实验。在通过监视未能科学判确定寄主地位的情况下，或者特别需要判确定一

种水果是条件寄主还是非寄主时，可能要求在田间半自然条件下进行实验。  

人工条件是实验室实验的固有特点，在此条件情况下为实蝇提供的是因生理变

化很快，而因此可能更容易被侵染的采摘下的果实。因此，在判确定寄主状态的实

验室实验中发现侵染可能产生误导。另外，已广泛报道在人工条件下，多食性实蝇

的雌虫会将卵产在提供给它们的几乎任何一种水果上，而且在多数情况下，幼虫能

正常发育成成虫发育成可育个体。因此，实验室检测可用于能足以说明非寄主地位

的判定位，而不适于说明自然或条件寄主地位的判定。 

在计划田间实验时要重点考虑以下因素： 

- 植物种类（酌情包括品种）和目标实蝇种类的确定 

- 产区内水果在产区的物理性状和生理性状的可变度差异 

- 水果产区以往的农药使用情况 

- 目标实蝇在整个生长季以及相关的收获与输出时期的发生情况 

- 有关水果和实蝇种类的相关信息，包括文献与记录，以及对此类信息的严

格审查 

- 所使用的实蝇品系的来源与饲养情况 

- 用作对照的已知的自然寄主种类和品种 

- 酌情为需要判确定其寄主地位的每种实蝇安排单独的田间实验 

- 如果据说品种差异是寄主受侵染差异性的来源，为每个水果品种安排单独

的田间实验 

- 田间实验在水果产区的布局 

- 采用可靠的统计方法。 

1. 通过果实抽样进行监视来判确定自然寄主地位 

果实抽样是判确定自然寄主地位的最可靠的方法。以通过收获期果实抽样来确

认自然侵染和能够正常发育成成虫发育成可育个体为依据，可判确定自然寄主地

位。 

水果样品应具代表性，要考虑到所有产区极及其和环境条件，以及水果的生理

和物理阶段。 
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2. 在半自然条件下用田间实验判确定寄主地位 

田间实验的目的是在一种已确定不是自然寄主的水果的特定条件下判确定其寄

主地位。实验可包括田间网箱、温室（包括玻璃温室、塑料温室和网室），以及挂

果枝条的套袋。 

半自然条件下田间实验的任一重复中出现一只可育正常羽化的成虫即表明该水

果是一种条件寄主。 

以下各小节概述了设计田间实验时应考虑的一些因素： 

2.1 果实抽样 

以下要求适用于田间实验时的果实抽样： 

- 可能的情况下，抽样应以怀疑受侵染的果实为目标。另外，抽样规程应基

于随机和重复的原则，并适用于所作的任何统计分析。 

- 抽样时期、每个生长期的实验次数，以及重复的次数应能满足目标实蝇和

水果在不同时间和不同产区间的变异。它们还应能满足早收获和晚收获条

件，并代表将有水果运出的拟议地区。应明确为决定有效性所需的果实数

量和重量，每个实验的重复数量，以及适宜的置信水平。 

2.2 实 蝇 

以下要求适用于与田间实验所用实蝇有关的操作程序： 

- 应对用于田间实验的实蝇进行分类鉴定，并保存凭证标本。 

- 应收集目标实蝇的基本信息，包括正常发育时期和特定地区内的已知寄主

在内的与目标实蝇有关的基本信息。 

- 田间实验最好使用野生种群。如果无法获取足够数量的野生实蝇，在可能的

情况下，实验开始时尽量使用所使用的品系不得老于五代以内的实蝇。可

使用培养基保持实蝇种群，但实验中使用的那代实蝇在田间实验前应用需在

自然寄主上进行一段时间的饲养，以确保正常的产卵行为。各实验重复使用

的实蝇应全部来源于同一种群和代次（即均一群体）。 

- 只要有可能，实蝇品系应来自与目标水果相同的地区。 

- 应在田间实验前确定产卵前期、产卵期和交配期，以便让已交尾的雌蝇在

其产卵高峰期接触到果实。 

- 应在交配日期和田间实验开始时记录雌、雄成蝇的虫年龄。 

- 应根据果实大小、雌蝇繁殖力和田间实验条件确定每个果实所要求的交配

过的雌蝇数量。应根据实蝇生物学、可用的果实数量和其他田间实验条件

来确定每个实验重复使用的实蝇数量。 
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- 目标实蝇接触到果实的时间应以实蝇产卵行为为依据。 

- 一头雌蝇只能使用一次。 

- 应记录田间实验过程中死亡的成虫数量，并用来自同一种群和代次的成活

成虫（即均一群体）替代。很高的成虫死亡率可能意味着不利的条件（例

如过度的温度）或田间实验水果被污染（例如农药残留）。在此情况下，

这些实验应在更为有利的条件下重做。 

重做田间实验时，应使用具有相似生理年龄且在相同条件下饲养的实蝇。  

2.3 水 果 

以下要求适用于田间实验所用的水果。水果应： 

- 和将要流通的水果属于同一种类或品种 

- 和将要流通的水果来自同一产区，或其代表性区域 

- 基本没有对实蝇有害的农药，没有引诱剂、污垢、其他实蝇和有害生物  

- 没有任何机械或自然损伤 

- 在颜色、大小和生理条件方面属于特定的商品级别 

- 处于一个适当的特定的成熟阶段（例如干重或糖分含量）。 

2.4 对 照 

所有田间实验需要使用处于已知成熟阶段的已知自然寄主的果实作为对照。这

些可与目标水果属于不同的种或属。果实以前未被侵染过（例如通过套袋或来自非

疫区）。对照和实验重复（包括对照）使用的实蝇应来自同一种群和代次（即均一

群体）。 

对照用于： 

- 确定雌蝇已性成熟、成功交配并具有正常的产卵行为 

- 说明在自然寄主中可能发生的侵染水平 

- 说明在田间实验条件下在自然寄主中发育至成虫阶段的时间框架 

- 确认具有适宜侵染的环境条件。 

2.5 田间实验设计 

就本标准而言，田间实验使用的是田间网笼、温室或套袋的挂果枝条。实验应

适于评估水果的物理和生理条件如何影响寄主地位。 

将实蝇释放进套住整株挂果植物的大网笼或套住结有果实的部分植株的网袋。

或者，将挂果植物放进温室，并在其中释放实蝇。用于实验的挂果植物可在封闭状

态下种植，或盆栽后移入。值得注意的是，因为雌实蝇被人工封闭在特定的封闭物
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内进行观察，它们可能被强制将卵产在条件寄主的果实上。 

田间实验应在与实蝇行为，尤其是产卵行为相适应的条件下进行，具体如下：  

- 田间网笼和温室应大小适度，其设计应确保封闭住成虫和实验植物，有充

分的空气流通，同时具备有利于自然产卵行为的条件。 

- 应为实蝇成虫提供其喜爱且充足的食物和水。 

- 应有最适环境条件，并在田间实验期间加以记录。 

- 如果有利于增加产卵，应将雄蝇和雌蝇一起放在网笼或温室中。 

- 在实验开始前应清除网笼中目标实蝇的自然天敌，并防止天敌再次进入。  

- 网笼应保护果实免受其他取食者（例如鸟类和猴子）的破坏远离果实的其

他取食者（例如鸟类和猴子）。 

- 作为对照，可将来自已知自然寄主的果实挂在植株枝条上（不是结有待测

试果实的枝条）。必须使对照和待测试果实分开放置（在单独的田间网

笼、温室或套袋的挂果枝条上），以确保该实验不是一种选择性实验。  

- 待测试果实应自然保留在植株上，在田间网笼、网袋或温室中接触到实蝇。 

- 植株的种植条件应尽可能排除对实蝇有害的化学农药的影响。 

- 一个重复应是一个套袋或一个网笼，最好在实验单元的同一植株上。  

- 应监控并记录实蝇死亡率，并立即用来自同一种群和代次（即均一群体）

的成活实蝇替代死亡实蝇，以保持相同的实蝇密度。 

- 水果应种植在商业条件下或封闭物大小能保证植株和果实正常发育的条件

下。 

- 在规定的产卵接触时期后，应从植株上摘下果实并称重，记录果实的数量

和重量。 

应使用科学参考文献提前确定用于获得所需置信水平的样本大小。 

3. 利于实蝇发育和羽化的果实处理措施 

自然条件（通过果实抽样进行监视）、半自然条件（田间实验）下采集到的  

果实和对照果实应保存至幼虫完成发育。这一时期的长短可能随温度和寄主地位而

变。果实的处理和保存条件应尽可能有利于实蝇成活，并在抽样规程或田间实验的

设计方案中予以明确。 

应在能够确保虫蛹成活的条件下将果实保存在防虫的设施或容器内，具体包括： 

- 适宜的温度和相对湿度 

- 适宜的化蛹介质。 

另外，条件应有利于准确收集幼虫和蛹，以及果实中正常羽化出的成虫。 
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应记录的数据包括： 

- 果实保存设施中每天的物理条件（例如温度、相对湿度） 

- 从待测试果实和对照果实中采集幼虫和蛹的日期及数量，注意： 

 在保存期末可将介质过筛 

 在保存期末，应在丢弃前将果实切开，以确定是否有成活或死亡的幼虫或

蛹；取决于果实的腐烂程度，可能有必要将幼虫转移到足够的化蛹介质上 

 应称量所有或部分虫蛹并记录不正常者 

- 各种实蝇所有成虫的羽化日期和数量，包括不正常的成蝇。 

4. 数据分析 

可对幼虫监视和田间实验获取的数据进行定量分析以确定，例如： 

- 特定置信水平下的侵染水平（如每个果实的幼虫数量、每公斤果实的幼虫

数量、受侵染果实的百分比） 

- 幼虫和蛹的发育时间，以及正常成虫的数量 

- 成虫羽化的百分比。 

5. 记录的保存和发表 

国家植物保护组织应妥善保存判确定寄主地位的幼虫田间监视和田间实验记

录，包括： 

- 目标实蝇的学名 

- 植物种类的学名或品种名 

- 水果产区的位置（包括地理坐标） 

- 目标实蝇凭证标本的位置（例如保存在正规收藏中） 

- 田间实验使用的实蝇品系的来源与饲养情况 

- 用于测试实蝇侵染情况的水果的物理和生理条件 

- 实验设计、所作的实验、日期、地点 

- 原始数据、统计计算和结果分析 

- 使用的主要的科学参考文献 

- 其他信息，包括该实蝇、水果或寄主地位的特定照片。 

应要求应向输入国国家植物保护机构提供记录。 

应尽可能邀请同行专家对研究工作进行审议，并在科学杂志上发表或通过其他

渠道公开。 
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本植物检疫处理由植物检疫措施委员会第十一届会议于 2016年通过。 

本附件是 ISPM 28标准规定的一部分。 

国际植物保护公约 PT 20-1 

第 28号国际植物检疫措施标准 
限定性有害生物植物检疫处理 

PT20：欧洲玉米螟（Ostrinia nubilalis）的辐照射射处理 

处理范围 

本处理适用于在 289 Gy 最低吸收剂量下对水果和蔬菜进行辐射辐照辐射，阻止

欧洲玉米螟（Ostrinia nubilalis）（欧洲玉米螟）F1代发育至超过 5 龄幼虫，或在 343 

Gy 最低吸收剂量下阻止经过辐射辐照辐射的亲本蛹（最具耐受力的生命阶段）的 F1

代卵孵化1。 

处理说明 

处理名称：  欧洲玉米螟（Ostrinia nubilalis）的辐射辐照辐射处理 

有效成分：  不详 

处理类型：  辐射辐照辐射 

目标有害生物： 欧洲玉米螟（Ostrinia nubilalis Hübner）（鳞翅目：草螟科） 

目标限定物： 欧洲玉米螟的所有寄主水果和蔬菜 

处理方案 

289 Gy 的最低吸收剂量以阻止欧洲玉米螟末期蛹的 F1 代卵发育至超过 5 龄幼

虫。 

在 95%置信水平下，采用本处理方案能阻止不少于 99.987%的欧洲玉米螟末期

蛹的 F1 代发育至超过 5 龄幼虫。 

343 Gy 的最低吸收剂量以阻止欧洲玉米螟末期蛹的 F1 代卵孵化。 

在 95%置信水平下，采用本处理方案能阻止不少于 99.9914%的欧洲玉米螟末期

蛹的 F1 代卵孵化。 

处理操作应符合 ISPM 18（辐射用作植物检疫措施的准则）的有关要求。 

这些辐射辐照辐射处理方案不可应用于在气调条件下想储存的水果和蔬菜，否

则处理效果会受到影响。 

其他相关信息 

辐射辐照辐射有可能不会导致害虫立即死亡，所以检疫员在检验过程中可能会发

现存活、但不能正常发育的欧洲玉米螟（幼虫、蛹或成虫）。这种情况不意味处理失

败。 

                                                      
1 植物检疫处理方法的范围不包括与农药登记或缔约方批准处理方法的其他国内要求相关的问题。植物检疫措施

委员会批准的处理方法不提供对人类健康或食品安全具体影响的信息，此种影响应在处理方法获得缔约方批准

之前通过国内程序解决。此外，应在国际采用之前审议处理方法对某些寄主商品产品质量的可能影响。然而，

可能需要进行更多审议，以评价某些处理方法对商品质量的可能影响。缔约方没有义务在其境内批准、登记或

采用这些处理方法。 
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在对本处理的评估过程中，植检处理技术小组考虑了与不育成虫可能存活有关的

问题。如果从辐射辐照辐射后的寄主水果和蔬菜中逃离的不育成虫足够多，并且飞

入了有害生物监测诱集装置，就有可能触发检疫应对措施，进而导致经济损失和贸

易限制。基于 Hallman 和、Hellmich（2009），和 Hallman 等人（2010）的研究工作，

植检处理技术小组认为，健康存活的成虫数量会足够少，上述情况不可能发生。 

参考文献 

本附件引用了国际植物检疫措施标准（ISPMs）。ISPMs 可从国际植物检疫门户

网站（IPP）获取：https://www.ippc.int/core-activities/standards-setting/ispms. 

Hallman, G.J. & Hellmich, R.L. 2009. Ionizing radiation as a phytosanitary treatment 

against European corn borer (Lepidoptera: Crambidae) in ambient, low oxygen, and 

cold conditions Journal of Economic Entomology, 102(1): 64–68. 

Hallman, G.J., Levang-Brilz, N.M., Zettler, L. & Winborne, I.C. 2010. Factors 

affecting ionizing radiation phytosanitary treatments, and implications for research 

and generic treatments. Journal of Economic Entomology 103(6): 1950–1963. 

 

 

 

出台背景 

这部分不属于本标准的正式内容 

2012 年，提交处理文本（2012-009） 

2012 年 12 月，植检处理技术小组（TPPT）审议处理文本，并要求

提供更多信息 

2013 年 2 月，植检处理技术小组通过秘书处与提交人信件沟通 

2013 年 5 月，提交人做出回应 

2013 年 7 月，植检处理技术小组向标准委建议进行成员磋商 

2013 年 9 月，植检处理技术小组批准处理方案（虚拟会议） 

2013 年 9 月，植检处理技术小组着手起草关于辐射处理后成虫羽

化的文稿 

2014 年 2 月，植检处理技术小组批准关于辐射处理后成虫羽化的

文稿，并提交至秘书处 

2014 年 2 月，标准委通过电子决策批准提交成员磋商 

2014 年 3 月，秘书处接受讨论会的修改建议，并公开征求意见 

2014 年 3 月，标准委通过电子表决（2014_eSC_May_06）批准将

处理草案提交成员磋商 

2015 年 2 月，植检处理技术小组审议成员磋商意见 

2015 年 5 月，植检处理技术小组 5 月份虚拟会议审议 

2015 年 9 月，植检处理技术小组 9 月份会议审议 

2015 年 10 月，标准委批准将处理草案提交植检委审议

（2015_eSC_Nov_06） 

2016 年 4 月，植检委第十一届会议通过本植物检疫处理 

MK256/Rev2/Ch.  
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PT 20-3 国际植物保护公约 

国际植检措施标准第 28号。附件 20。玉米螟（Ostrinia nubilalis）

的辐射辐照辐射处理。罗马，国际植保公约，粮农组织。 

出台背景最后更新于 2016 年 4 月。 
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本植物检疫处理由植物检疫措施委员会第十一届会议于 2016 年通过。 

本附件是 ISPM 28 标准规定的一部分。 

国际植物保护公约 PT 21-1 

第 28 号国际植检标准 
限定性有害生物植物检疫处理 

PT21：针对库克果实蝇（Bactrocera melanotus）和 
黄侧条果实蝇（Bactrocera xanthodes）的 
番木瓜（Carica papaya）蒸汽热处理 

处理范围 
本处理适用于在高温强制通风强制热空气处理室内对番木瓜（Carica papaya）

果实进行处理，按规定的效能导致库克果实蝇（Bactrocera melanotus）或黄侧条果

实蝇（Bactrocera xanthodes）（太平洋果蝇）卵和幼虫死亡 1。 

处理说明 

处理名称： 针对库克果实蝇（Bactrocera melanotus）和黄侧条果实蝇

（Bactrocera xanthodes）的番木瓜（Carica papaya）蒸汽热处理

（2009-105） 
有效成分： 不详 
处理类型： 物理（蒸汽热处理） 
目标有害生物： 库克果实蝇（Bactrocera melanotus Coquillett）（双翅目：实蝇科）

或黄侧条果实蝇（Bactrocera xanthodes Broun）（双翅目：实蝇科） 
目标限定物： 番木瓜（Carica papayaL.）果实 

处理方案 
暴露在强制通风热空气处理室内： 

- 最小相对湿度为 60% 
- 至少经过 3.5 小时使气温从室温升至 48.5℃或更高 
- 使气温在 48℃或更高至少保持 3.5 小时 
- 处理气室、箱中所有果实中心体核温度在 47.5℃或更高至少保持 20 分钟。 

一旦处理完成，果实中心体核温度需降至（例如通过水冷却）30°C，冷却时间

不应少于 70 分钟。 

在 95%置信水平下，采用本处理方案能达到库克果实蝇（B. melanotus）和或黄

侧条果实蝇（B. xanthodes）卵和幼虫致死率不低于 99.9914%。 

其他相关信息 
植检处理技术小组在评估本处理时，考虑了将最初提交的处理说明中包含的其他

实蝇类有害生物（墨西哥按实蝇（Anastrepha ludens Loew）、加勒比按实蝇
                                                      
1 植物检疫处理方法的范围不包括与农药登记或缔约方批准处理方法的其他国内要求相关的问题。植物检疫措施

委员会批准的处理方法不提供对人类健康或食品安全具体影响的信息，此种影响应在处理方法获得缔约方批准

之前通过国内程序解决。此外，应在国际采用之前审议处理方法对某些寄主商品产品质量的可能影响。然而，

可能需要进行更多审议，以评价某些处理方法对商品质量的可能影响。缔约方没有义务在其境内批准、登记或

采用这些处理方法。 

MK250/Rev2/Ch. 
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（Anastrepha suspensa Loew）、瓜实蝇（Bactrocera cucurbitae Coquillett）、桔小实

蝇（Bactrocera dorsalis Hendel）、汤加果实蝇（Bactrocera facialis Coquillett）、柯

克氏果实蝇 （Bactrocera kirki Froggatt）、斐 济实 蝇（Bactrocera passiflorae 
Froggatt）、新喀里多尼亚果实蝇（Bactrocera psidii Froggatt）、昆士兰实蝇

（Bactrocera tryoni Froggatt）和地中海实蝇（Ceratitis capitataWiedemann）和其他

水果类作物（实蝇类的所有水果寄主）纳入处理范围的技术合理性。但是，植检处

理技术小组基于Waddell等（1993）的研究，建议仅包含库克果实蝇（B.melanotus）
和黄侧条果实蝇（B. xanthodes）这两种实蝇类有害生物和番木瓜（C.papaya）这一

种水果作物。 

用于本处理方案研究的水果作物是番木瓜 C.papaya .Waimanalo Solo 品种。 

参考文献 
本附件参考了国际植物检疫措施标准（ISPMs）。ISPMs 可从国际植物检疫门户

网站（IPP）获取：https://www.ippc.int/core-activities/standards-setting/ispms。 

Waddell, B.C., Clare, G.K.,Maindonald, J.H. &Petry, R.J.1993. Postharvest 
disinfestations of BactroceramelanotusandB. xanthodesin the Cook Islands. Report 
3. Wellington, New Zealand  Ministry of Agriculture and Fisheries  – Regulatory 
Authoritypp.44 PP. 

 

 

出台背景 
这部分不属于本标准的正式内容 
2009 年，提交“针对部分实蝇种类（双翅目：实蝇科）的水果高温

强制通风强制热空气处理”（2009-105）主题 
2010 年 7 月，植检处理技术小组评审议处理文本，并要求提供更多

信息。 
2012 年 12 月，植检处理技术小组要求增加评估时间 
2013 年 7 月，植检处理技术小组将名称变更为“针对库克果实蝇

（Bactroceramelanotus）和黄侧条果实蝇（Bactroceraxanthodes）
的番木瓜（Carica papaya）高温强制通风强制热空气处理
（2009-105）”，并建议标准委提交成员磋商。 

2013 年 9 月，植检处理技术小组批准了处理方案（虚拟会议） 
2014 年 2 月，标准委通过电子决策批准提交成员磋商 
2014 年 3 月，秘书处采用论坛修改建议，并开放供表决。 
2014 年 3 月，标准委通过电子表决（2014_eSC_May_02）批准将处

理草案提交成员磋商 
2015 年 2 月，植检处理技术小组审议成员磋商意见 
2015 年 5 月，植检处理技术小组 5 月份虚拟会议 
2015 年 9 月，植检处理技术小组 9 月份会议 
2015 年 10 月，标准委批准将处理草案提交植检委审议

（2015_eSC_Nov_07） 
2016 年 4 月，植检委第十一届会议通过本植物检疫处理 
国际植检措施标准第 28 号。附件 21。针对库克果实蝇（Bactrocera 

melanotus）和黄侧条果实蝇（Bactrocera xanthodes）的番木瓜
（Carica papaya）蒸汽热处理 
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ISPM 28 附件草案 2009-105 

国际植物保护公约 PT 21-3 

罗马，国际植保公约，粮农组织 
出台背景最后更新于 2016 年 4 月。 
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本诊断规程于 2015年 1月由标准委代表植检委通过。 

本附件是 ISPM 27号标准规定的一部分。 

 

《国际植物保护公约》 DP 7-1 

ISPM 27号标准 

限定有害生物诊断规程 

DP 7：马铃薯纺锤形块茎类病毒 

（spindle tuber viroid） 

2016年通过；2016年出版 
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1. 有害生物信息 

类病毒是没有蛋白质外壳，共价闭合的单链环状 RNA 分子，长度为 239－401

个碱基对核苷酸，由寄主酶复制（Hammond & Owens，2006）。马铃薯纺锤形块茎

类病毒（PSTVd；马铃薯纺锤形块茎类病毒属（Pospiviroid））通常长 359 个碱基对

核苷酸，但有报道称有的 PSTVd 分离物含有 341－364 个碱基对核苷酸

（Wassenegger 等，1994；Shamloul 等，1997；Jeffries，1998）。根据易感病的番茄

品种产生的症状，例如番茄（Solanum lycopersicum L.）的卢特格（Rutgers）品种

（Fernow，1967），人们对其弱株系和强株系进行了描述。 

PSTVd 的自然寄主范围相对较窄。主要的自然寄主是产生匍匐茎和块茎的茄属

植物；例如马铃薯（Solanum tuberosumL.）和番茄（S. lycopersicum）。PSTVd 在辣

椒（Capsicum annuum）、鳄梨（Persea americana）和南美香瓜茄（S. muricatum）

中也有发现。PSTVd 主要在无性繁殖的茄科观赏植物种类中发现－即木曼陀罗属

（Brugmansia spp.）、夜香树属（Cestrum spp.）、曼陀罗属（Datura sp.）、蓝花茄

（Lycianthes rantonetti）、矮牵牛属（Petunia spp.）、灯笼果（Physalis peruviana）、

茄属（Solanum spp.）和果酱木（Streptosolen jamesonii），也见于菊科（Asteraceae）

的菊茼蒿属（Chrysanthemum sp.）和大丽花（Dahlia × hybrida）（有关自然寄主的

详细情况，见 CABI（n.d.））。PSTVd 的实验寄主范围很宽，包含茄科的各个种，以

及至少其他 9 个科的部分种。多数寄主很少表现或不表现病害症状（Singh，1973；

Singh 等，2003）。 

已发现 PSTVd 在非洲、亚洲、东欧、北美洲（EPPO/CABI，1997），、中美洲

（Badilla 等，1999），、南美洲和中东（Hadidi 等，2003）一些国家侵染马铃薯。然而，

它在观赏植物和其他寄主植物上有更广泛的地理分布（地理分布见 CABI (n.d.) ）。 

在马铃薯中，PSTVd 的主要传播方式是无性繁殖。它也通过接触传播，主要是

田间机械和种薯块茎切分（Hammond & Owens，2006）。PSTVd 可以通过真正的马

铃薯种子传播－多达 100%的种子可被侵染（Fernow 等，1970；Singh，1970）－也

可以通过花粉传播（Grasmick & Slack，1985；Singh 等，1992）。De Bokx 和 Pirone

（1981）报道马铃薯长管蚜（Macrosiphum euphorbiae）低比率传播 PSTVd，但桃

蚜（Myzus persicae）和茄沟无网蚜（Aulacorthum solani）不能会传播。然而，有报

道称，实验条件下桃蚜可从受 PSTVd 和马铃薯卷叶病毒（Potato leafroll virus 

（PLRV））联合侵染的植株中获得并传播 PSTVd（Salazar 等，1995；Singh & Kurz，

1997）。随后发现 PSTVd 被异源包被在马铃薯卷叶病毒颗粒体中（Querci 等，1997），

这一现象可能对田间条件下 PSTVd 的流行学和传播具有重要意义。 
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在番茄中，PSTVd 易于通过接触传播，且已证明可经花粉和种子传播

（Kryczynski 等，1988；Singh，1970）。已证明通过番茄种子传播加速了 PSTVd 在

国际上的扩散（van Brunschot 等，2014）。PSTVd 也可能随受侵染的辣椒种子传播

（Lebas 等，2005）。 

如果在处理受侵染的观赏植物后，又接触其他感病植物前对其进行过处理，受

侵染的观赏植物则前者可以起到接种源的作用，已证明它们是 PSTVd 国际传播的一

个路径（Navarro 等，2009；Verhoeven 等，2010）。尚未发现 PSTVd 随西方蜜蜂

（Apis mellifera）、熊蜂（Bombus terrestris）、西花蓟马（Frankliniella occidentalis）

或烟蓟马（Thrips tabaci）传播（Nielsen 等，2012）。 

PSTVd 是唯一已知可自然侵染茄属栽培种的类病毒。然而，墨西哥心叶茄类病毒

（Mexican papita viroid（MPVd）） 侵 染 野 生 种 马 铃 薯 （S. cardiophyllum）

（Martinez-Soriano 等，1996）。在实验条件下，马铃薯纺锤形块茎类病毒属中的其

他类病毒可侵染马铃薯（Verhoeven 等，2004）。 

除 PSTVd 外，已证明其他马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒可自然侵染番茄，

包含柑橘裂皮病类病毒（Citrus exocortis viroid（CEVd）；Mishra 等，1991）、金鱼

花潜隐类病毒（Columnea latent viroid（CLVd）；Verhoeven等，2004）、墨西哥心叶

茄类病毒（Ling & Bledsoe，2009）、辣椒小果类病毒（Pepper chat fruit viroid

（PCFVd）；Reanwarakornet al.，2011）、番茄顶缩类病毒（Tomato apical stunt 

viroid（TASVd）；Walter，1987））、 番茄 褪绿矮 缩 萎 黄矮 化 类病毒 （Tomato 

chlorotic dwarf viroid （TCDVd；Singh 等，1999）），以及番茄整株结节类病毒

（Tomato planta macho viroid （TPMVd；Galindo 等，1982）。 

2. 分类信息 

学名：Potato spindle tuber viroid（简称 PSTVd） 

异名：potato spindle tuber virus，potato gothic virus，tomato bunchy top virus 

分类地位：马铃薯纺锤形块茎类病毒科（Pospiviroidae），马铃薯纺锤形块茎类病毒

属（Pospiviroid） 

通用名：马铃薯纺锤块茎病 

3. 检测 

PSTVd 的症状表现和严重程度取决于其株系、栽培品种和环境。在马铃薯中，

侵染可能不表现症状，或产生轻微到严重的症状（植株变小，从上部看叶片直立且

叶序呈顺时针方向；叶片呈暗绿色且皱缩）。块茎可能变小、畸形，呈纺锤形或哑铃
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形，带有均匀分布且明显突出的芽眼（EPPO，2004）。在番茄中，症状包括矮化、

新叶有明显的偏上性、皱缩且边缘扭曲、叶片黄化、变红、变脆、坏死，果实变小

且不能完全成熟（Mackie 等，2002；Hailstones 等，2003；Lebas 等，2005）。在辣

椒上，症状轻微，植株近顶部叶片表现出波浪状边缘（Lebas 等，2005）。到目前为

止，调查过的各种观赏植物均不表现症状（Verhoeven, 2010）。 

因为 PSTVd侵染可能不显症，需要通过检验来检测和鉴定该类病毒。可选用图 1

提供的生物学和分子检验方法来检测 PSTVd，但鉴定时必须对多聚酶链式反应

（PCR）产物进行测序，这是由于这些检验方法对 PSTVd 不具特异性，可能检测出

其他类病毒。测序还有助于防止报告假阳性。如果认为致病性很重要，可使用生物

学指示法。如果 PSTVd 的鉴定代表的是在一个国家首次发现，鉴定实验室可请另一

个实验室对其诊断结果予以确认。 

所有检验均应包含适宜的对照，以尽可能减少出现假阳性或假阴性结果的风险。 
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图 1. 马铃薯纺锤形块茎类病毒（PSTVd）检测和鉴定的最低要求 

* 在某些情况下，鉴定对每一个类病毒阳性样品可能并非必须；例如，在应对 PSTVd 突发时。 

注：如果怀疑一个样品中有一种类病毒（即存在典型症状），但检验给出了阴性结果，需进行另一种检测以验

证该结果。 

 

本附件用于检测 PSTVd；它的制定并非为了检测和鉴定马铃薯纺锤形块茎类病

毒属其他种类的类病毒。然而，在选定检测和鉴定方法时，需要考虑可能存在其他

类病毒。因此，本附件描述了能检测出所有已知类病毒的非特异性检测方法；其中

包含马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒，例如PSTVd。为了鉴定，PCR产物需要测序。 

本规程描述了叶片、块茎和植物学（真正的）种子组织中 PSTVd 的检测方法，

然而对种子组织进行可靠的检测特别具有挑战性。 

在本诊断规程整中，各种方法（包含引用的商标名）的描述和发表时一样，因

为它们决定了最初获得的规定了最初的灵敏度、特异性和/或再现性水平。本诊断规

程对试剂、化学品或设备名称的使用，并不意味对它们的认可，而排斥可能同样适

用的其他品牌。只要经过充分验证，本规程提供的实验室程序可根据各个实验室的

标准进行调整。有关植物诊断学方法验证的建议由 EPPO（2014）提供。 

分子检验的效果由待检验的材料基质和选定的后续样品制备、核酸提取，以及

检测与鉴定方法共同决定。表 1 概述了不同基质材料和方法组合可以使用的验证数

据。这些方法在相应段落或引用的参考文献中有详细描述。 

鉴定 

常规 RT-PCR（如果以前未做） 

与测序分析（4 节） 

疑似类病毒 
检测出类病毒* 

生物学检测 

（3.2 节） 

马铃薯纺锤形块茎类病毒属的 

通用分子检验（3.3.3 节） 

R(eturn)-PAGE 

杂交 DIG cRNA 探针 

常规与实时 RT-PCR 

典型症状 

检测出类病毒* 

马铃薯纺锤形块茎类病毒检测的

高度特异性分子方法（3.3.4 节） 

常规与实时 RT-PCR 

（也能检测一些其他的类病毒） 

方法 3 

选择性 
阳性检测 阳性检测 

方法 2 

显症与不显症样品的检测 

 

方法 1 
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3.1 抽样 

ISPM 31 号标准（货物抽样方法）提供了有关抽样方法的一般性指导。 

马铃薯微型植株与温室栽培的马铃薯植株 对微型植株而言，整个植株全部取样

应用作样品，或在无菌条件下对植株上部 2/3 的部位进行取样，以确保植株的其他

部分可继续生长。微型植株应是 4 至 6 周大小，茎长约 5cm，有发育良好的叶片。

对温室栽培的植株而言，每一植株应采集一片完全展开的嫩叶。类病毒浓度在低温

和低光照水平下较低，因此植物应在最低为 18℃的温度和至少为 14h 的光周期下生

长。微型植株或叶片可混合使用，但混合比例取决于所使用的检验方法，且必须经

过验证。 

大田栽培的马铃薯植株 应在每一植株顶部采集一片完全展开但未衰老的嫩叶。

叶片可混合用于检测；混合比例取决于所使用的检测方法，且必须经过验证。  

马铃薯块茎 PSTVd 在受侵染的马铃薯块茎中系统分布（Shamloul 等，1997）。

在初次侵染和再次侵染块茎中，不同部位的发生数量都近乎相同（Roenhorst 等，

2006）。发现刚收获时浓度最高。块茎在 4℃下储藏时，浓度在长达 3 个月的时间内

不会显著下降，但储藏 6 个月后，它可能下降 104倍以上。块茎任何部位的一块中心

组织都可以用作一个样品，也可以混合使用；混合比例取决于所使用的检测方法，

且必须经过验证。 

其他作物和观赏植物叶片 使用完全展开的嫩叶。叶片可混合用于检测；混合比

例取决于所使用的检测方法，且必须经过验证。需注意的是，类病毒浓度会受植株

年龄/成熟度影响，而且通常有季节性波动。另外，一些种类含有生化物质，可能抑

制受检植物（例如木曼陀罗属）的接种或逆转录反转录 PCR（RT-PCR)（例如小花

矮牵牛花属（Calibrachoa spp.）、素馨叶白英（Solanum jasminoides）和果酱木。 

种子 类病毒浓度在种子间变化很大，侵染水平也可能在不足 1%到 100%之间变

化。这导致很难建议样本大小和混合比例（EUPHRESCO，2010）。对番茄而言，单

一检测曾用过 100－1 000 的混合比例。混合比例取决于所使用的检测方法，且必须

经过验证。 

马铃薯种子可种植在装有栽培介质（例如堆肥）的托盘中，而且可以采用针对

温室栽培植株所描述的同一程序对幼苗/植株进行非毁灭性检测（EPPO, 2006）。 

3.2 生物学检测 

对番茄（栽培品种 Rutgers 卢特格、Mmoneymaker 或 Sheyenne 栽培品种）植株

进行接种，可以检测多种但非所有类病毒（例如番茄不是血苋类病毒 1 号 (Iresine 
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viroid 1，rVd-1) 的寄主 (Spieker，1996；Verhoeven 等，2010) ），并产生可见的致病

性症状。然而，由于缺少症状，一些分离物可能无法检测。另外，症状可能不足以诊

断 PSTVd。生物指示可能需要大量的温室空间，要付出大量劳动，而且在检测完成

前可能需要几个星期甚至更多时间。尚未对本方法和本规程描述的其他方法的灵敏度

做过比较研究。如果它的灵敏度比分子学方法低，它可能就不太适合用于检测种子。

然而，类病毒可能在生物指示过程中得到扩增，从而达到可以采用其他方法进行检

测的水平。 

将大约 200－500 mg 叶片、根或块茎组织放在含金刚砂（400 目）的少量 0.1 M

磷酸盐接种缓冲液（1:1 稀释即可）中研磨。磷酸盐缓冲液（pH 7.4）使用 80.2 ml 

1 M K2HPO4 和 19.8 ml 1 M KH2PO4 混合制备，并用蒸馏水调配至 1 升。 

对有 1 或 2 片完全展开的叶片的番茄幼株进行接种。将带手套的手指、棉签或

棉棒浸入接种液，沾上接种液后轻轻擦拭叶片表面，然后立即用清水冲洗叶片，直

至金刚砂被全部清除。植株在 24－39℃昼夜周日温度变化和约 650 μE/m2/s 钠蒸汽

照明补光的 14h 光周期条件下生长（Grassmick & Slack，1985）。较低温度和较少光

照可能降低本检测方法的灵敏度。接种后每周调查植株症状，持续 6 周。PSTVd 侵

染的症状包括矮化、新叶具偏上性、皱缩且边缘扭曲，叶片黄化、变红、变脆、坏

死。 

番茄的生物检测可以检测出很多种马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒（除 IrVd-1

外，见上文）；因此应从显症的指示植物中提取核酸，对其实施 RT-PCR，并对 PCR

产物进行测序和鉴定。 

3.3 分子检测 

3.3.1 样品制备 

微型植株、叶片材料和根 已成功使用研钵研杵或匀浆器（例如Homex 6 (Bioreba) ）

和提取袋（Bioreba）对材料进行研磨。加入少量水或裂解缓冲液（其成分取决于用

于所采用的核酸提取方法），或对样品进行冷冻（例如在液氮中）有助于匀浆。 

以下程序已和使用磁珠提取法 2 进行核酸提取，以及本附件描述的实时 RT-PCR 

GenPospi 检测一起经过了验证（见表 1）。将约 1 g 组织和 3.5 ml（范围 1:2－1:5 

(w/v) ）GH plus 裂解缓冲液（6 M 盐酸胍；0.2 M 乙酸钠，pH 5.2；25 mM 乙二胺四

乙酸 (EDTA) ；2.5%聚乙烯吡咯烷酮 (PVP) -10）一起放进提取袋中，使用 Homex 6

或手持匀浆器（Bioreba）匀浆。核酸提取前，将样品放在恒温混匀仪中，65C 下以

850 r.p.m.培养 10 min（或通过摇晃 (倒置试管 3 次) ，并以 16 000 g 离心 2 min）。 

马铃薯块茎 块茎中心组织在水或裂解缓冲液（其成分取决于所采用的核酸提取
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方法；每 g 块茎中心组织用 1 ml）中充分匀浆。Homex 6 等研磨器和提取袋已成功

应用于此。在加水或裂解缓冲液之前，对中心组织进行冷冻（例如在–20oC 下）有

助于匀浆。 

种子 少量种子（<100）可使用组织研磨仪（例如 RetschTissueLyse (Qiagen) ）。

大量种子可使用一种桨式搅拌器（例如 MiniMix（Interscience））或匀浆器（例如

Homex 6），以及尽可能少的裂解缓冲液（其成分取决于所采用的核酸提取方法）。

种子也可以用锤子（Bertolini 等，2014b）或研钵研杵粉碎。由于交叉污染可能难以

控制，后者可能并不适于日常使用。另外，也可以使用液氮对样品进行冷冻，随后

在细胞研磨器中研磨（此方法也可用于其它类型的植物组织）。 

以下程序已和使用磁珠提取法 2 进行核酸提取，以及本附件描述的 Boonham 等

（2004）的实时 RT-PCR 检测一起经过了验证（见表 1）。核酸提取前，将 3 个各含

1 000 粒种子的子样品分别放进一个 100 ml BagPage 均质袋（Interscience）中，室

温下用 20 ml GH plus 裂解缓冲液浸泡 30－60 min，使用一个 BagMixer 均质器

（Interscience）均质 90 s 并进行培养（或采用针对微型植株、叶片材料和根所描述

的方法进行摇晃和离心）。 

组织挤压 将叶柄或离体嫩芽挤压在尼龙膜上。根据 Bertolini 等（2008，2014a），

在大约为 0.5 cm2的尼龙膜上可以挤压来自不同叶片和/或离体嫩芽的几个部分重叠的

挤压物。切下附有固定样品的薄膜，装入微型管中。固定样品应使用干净的镊子处

理。室温下组织挤压样品可以在黑暗和干燥的环境中至少保存 3 个月。为了从薄膜

上提取目标 RNA，在每个装有一个固定样品的微型管中加入 100 μl 甘氨酸缓冲液，

随后进行涡旋混合并放在冰块上，保存至 PCR 扩增。 

3.3.2 核酸提取 

有很多核酸提取方法可供使用，包括商业化试剂盒和科学期刊发表的一些方法。

以下核酸提取试剂盒、缓冲液和程序已成功用于 PSTVd 检测。 

商业化试剂盒 可按照生产商的说明使用RNeasy（Qiagen）、MasterPure（Epicentre）

和 Sbeadex maxi plant kit（LGC Genomics）等商业化试剂盒。作为欧洲植物检疫研究

与协调网络（EUPHRESCO）马铃薯纺锤形块茎类病毒属检测与流行病学（DEP）

项目的一个部分，已对 RNeasy 从不同基质中提取 PSTVd RNA 的情况进行了评估

（EUPHRESCO, 2010）。 

Mackenzie 等（1997）描述的方法 植物组织在裂解缓冲液（使用前加入 4 M 异

硫氰酸胍、0.2 M 乙酸钠、25 mM EDTA、和 2.5% PVP-40（w/v），和使用前加入 1% 

2-巯基乙醇 (v/v) ）中均质（1:10 (w/v) ）。取 1 ml 均质物，与 100 μl 20%十二烷基

肌氨酸钠（w/v）混合，在恒温混匀仪中以 70 oC、1 200 r.p.m.震荡培养 10 min。本
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方法可用于从很多种植物中提取高质量 RNA。 

使用 EDTA缓冲液的方法 植物组织可以在一种简单的裂解缓冲液（50 mM NaOH、

2.5 mM EDTA）中均质（1:4 (w/v) ），随后进行培养（约 25℃下 15 分钟）或离心

（4℃下 12 000 g 15 min）。取决于所要求的灵敏度，随后可将上清液直接用于 RT-PCR

（较低灵敏度），或点到硝化纤维素膜上并用无菌蒸馏水洗脱（较高灵敏度）（Singh

等，2006）。尽管 EDTA 法提取到的类病毒浓度比描述的其他提取方法低，但当本方

法和 RT-PCR 或异羟基洋地黄毒甙元（DIG）探针一起使用时，这不应成为一个限制

因素。本方法已用于番茄、马铃薯和很多种观赏植物。 

苯酚－氯仿和两步 PEG提取法 按照 EPPO（2004）描述的方法对植物组织进行

均质并提取核酸。本方法已和本诊断规程描述的双向往返聚丙烯酰胺凝胶电泳 

（R-PAGE）、DIG-RNA 探针及常规 RT-PCR 等方法一起用于多种植物和组织类型

（例如叶片和马铃薯块茎）。 

CTAB提取法 按照 EPPO（2004）描述的方法对植物组织进行均质并提取核酸。

十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）法已和实时 RT-PCR 一起用于多种植物和组织类型

（例如叶片和番茄种子；EUPHRESCO，2010）。 

磁珠提取法 1 以下自动化程序基于 KingFisher mL 磁珠提取仪（Thermo 

Scientific）。对容量进行适当调整后，也可使用 KingFisher 其他型号。 

对每一样品而言，至少要浸软 200 mg 叶片或块茎组织，或 100 粒种子，随后按

照 1 g 叶片或块茎组织对 10 ml 缓冲液和 1 g 种子对 20 ml 缓冲液的比例，立即加入

提取缓冲液。持续浸软，直至获取尽可能没有完整组织碎屑的清澈细胞裂解物。提

取缓冲液含 200 μl 8.39%（w/v）焦磷酸钠（TNaPP）溶液（pH 10.0－10.9）、100 μl 

B 型消泡剂乳液（Sigma）和 9.8 ml 胍裂解缓冲液（GLB）。GLB 含：764.2 g 盐酸

胍、7.4 g 脱水 EDTA 二钠、30.0 g PVP-10、5.25 g 一水柠檬酸、0.3 g 柠檬酸三钠、

5 ml 聚乙二醇辛基苯基醚（Triton X-100）、250 ml 无水乙醇和 750 ml 水。 

将大约 2ml 裂解物倒入一个新微量离心管中，约 5 000 g 离心 1 min。取 1 ml 上

清液，加入 KingFisher mL 托架上第一个离心管（A）中，同时加入 50 µl 涡旋震荡

的 MAP 溶液 A 磁珠（Invitek）。离心管 B 加入 1 ml GLB ；离心管 C 和 D 加入 1 ml 

70%乙醇；离心管 E 加入 200 µl 水或 1× Tris-EDTA 缓冲液。 

将排管放入 KingFishermL 磁珠提取仪并运行程序（见图 2）。20 分钟后，暂停

提取仪运行，实施加热步骤。将排管移入烘箱，65－70℃保持 5 min，然后放回

KingFishermL 磁珠提取仪，恢复程序运行。其他型号可能有内置的加热或控制蒸发

步骤。完成后，将洗脱的核酸移入一个新的微型离心管。 

本方法已用于很多种植物，以及马铃薯块茎和番茄种子。本方法和本附件描述的
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两种实时 RT-PCR 检测一起使用（见 3.3.3.4 和 3.3.4.2 节）。使用磁珠提取方法 1 时，

循环阈值（Ct）可能比本附件描述的其他提取方法要多几个循环，但样品处理数量

的增加使其成为一种有价值的提取方法（Roenhorst 等，2005）。 

Plate layout Default: Plate type = KingFisher tubestrip 1000 µl; Plate change message = Change Default  

A: volume = 1000, name = Cell lysate or tissue homogenate; volume = 50, name = Magnetic particles;  

B: volume = 1000, name = Washing buffer 1 (Various); C: volume = 1000, name = Washing buffer 2 (Various); 
D: volume = 1000, name = Washing buffer 3 (Various); E: volume = 200, name = Elution buffer (Various)  

STEPS COLLECT BEADS Step parameters: Name = Collect Beads; Well = A, Default; Beginning of step: 
Premix = No; Collect parameters: Collect count = 1. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default; 
Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time = 4min 
0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default; 
Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix Bind; Bind parameters: Bind time = 
4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, 
Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time 
= 4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = Yes, count = 4. WASH Step parameters: Name = 
Washing, Well = B, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters: 
Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. WASH Step 
parameters: Name = Washing, Well = C, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; 
Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. 
WASH Step parameters; Name = Washing, Well = D, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, 
speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = 
Yes, count = 3. ELUTION Step parameters; Name = Elution, Well = E, Default; Beginning of step: Release = 
Yes, time = 10s, speed = Fast; Elution parameters: Elution time = 20s, speed = Bottom very fast; Pause 
parameters: Pause for manual handling = Yes, message = Heating, Post mix time = 30s, speed = Bottom very 
fast; Remove beads: Remove beads = Yes, collect count = 4, disposal well = D  

 

图 2. KingFisher mL 磁珠提取仪（Thermo Scientific）程序 

 

磁珠提取方法 2 本自动程序使用 Sbeadex maxi plant kit（LGC Genomics）和

KingFisher 96 系统（Thermo Scientific）。除使用 GH plus 裂解缓冲液代替试剂盒中

的 PN 裂解缓冲液外，应按照生产商的说明进行操作。 

3.3.3 马铃薯纺锤形块茎类病毒属的通用分子检测方法 

3.3.3.1 R-PAGE 

R-PAGE 被推荐作为侵染马铃薯叶片的 PSTVd的一种检测方法（EPPO，2004），

但其在以 DIG 标记的 cRNA 探针、用 Shamloul 等（1997）引物的两步常规 RT-PCR

和 Boonham 等（2004）的实时方法所做的环形试验中，灵敏度（检测极限（LOD）

87 893 pg PSTVd）比接受评估的其他分子方法（LOD 至少为 17 pg PSTVd）低

（Jeffries & James，2005；同样见表 1）。 

本方法已成功用于其他寄主植物；例如辣椒、马铃薯（块茎）和番茄。由于其

灵敏度低，需要混合样品来进行验证。 

R-PAGE 能检测出所有已知的马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒；因此，为了

鉴定 PSTVd，必须对核酸进行 RT-PCR，并对 PCR 产物进行测序。 

3.3.3.2 用 DIG标记的 cRNA探针杂交 
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本方法被推荐用于检测侵染马铃薯叶片的 PSTVd（EPPO, 2004）。对马铃薯叶

片中 PSTVd 的检测灵敏度至少为 17 pg PSTVd（Jeffries & James，2005）。还成功检

测过其他寄主，包含矮牵牛属、素馨叶白英、番茄和马铃薯（块茎）。 

该探针基于Agdia, Inc.9生产的一个 PSTVd 全长度单体（编号DLP 08000/0001）。

探针应按照生产商的说明使用，或参考 EPPO（2004）有关本方法的详细信息。除

Ames 缓冲液（EPPO，2004）外，聚乙二醇（PEG）和其他提取缓冲液也可用于核

酸提取。 

本 DIG 标记的 cRNA 探针法可检测所有已知的马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病

毒，因此，为鉴定 PSTVd，必须对核酸进行 RT-PCR，并对 PCR 产物进行测序。 

3.3.3.3 使用 Verhoeven等（2004）引物的常规 RT-PCR 

本检测所用引物是 Verhoeven 等（2004）的 Pospi1 和 Vid 引物。Pospi1 引物可

检测 CEVd、菊矮化类病毒（Chrysanthemum stunt viroid（CSVd））、IrVd-1、MPVd、

PCFVd、PSTVd、TASVd、TCDVd 和 TPMVd。Vid 引物可检测 PSTVd、TCDVd，

以及 CLVd。在两个独立的反应中使用 Pospi1 和 Vid 引物可检测出所有马铃薯纺锤

形块茎类病毒属类病毒。然而，引物目标区关键位点的序列匹配错误可能会妨碍对

一些马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒分离物的检测（例如，用这些引物未能检测

出 CLVd 的一个 CLVd 分离物；Steyer 等，2010），因而要使用其他引物来检测这些分

离物。计算机模拟研究显示，因为关键位点的引物序列匹配错误，可能无法检测以

下 PSTVd 分离物：Pospi1 引物：EU879925、EU273604、EF459697、AJ007489、

AY372398、AY372394、FM998551、DQ308555、E00278；Vid 引物：EU2736042。

Pospi1 引物在检测 PSTVd 时要比 Vid 引物灵敏得多。 

引物 

Pospi1-正向：5´-GGG ATC CCC GGG GAA AC-3´ （核苷酸（nt）86－102） 

Pospi1-反向：5´-AGC TTC AGT TGT（T/A）TC CAC CGG GT-3´ （nt 283－261） 

Vid-正向：5´-TTC CTC GGA ACT AAA CTC GTG-3´ （nt 355－16） 

Vid-反向：5´-CCA ACT GCG GTT CCA AGG G-3´ （nt 354－336） 

反应条件 

已证明 1步法 RT-PCR试剂盒（Qiagen）能可靠用于检测单个样品中的 PSTVd、

CEVd、CLVd、CSVd、TASVd 和 TCDVd（EUPHRESCO，2010），以及本节起首

部分列出的其他马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒。没有必要使用 EUPHRESCO

（2010）描述的 Q-溶液。尽管可以采用不同的 RT-PCR 试剂盒和反应条件，还是应

使用所有拟检测的相关马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒对其进行验证，以确认它
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们适用于预期目的。 

取 2 ml 模板，加入 23 μl 反应混合母液，其中含正向和反向引物（10 µM）各

1.0 μl、5 μl 5×一步法 RT-PCR 缓冲液、1.0 μl 一步法 RT-PCR 酶混合液、1.0 μl 脱氧

核糖核苷三磷酸（dNTPs）（每种 dNTP 各 10 mM），以及 14 μl 水。热循环程序如下：

50℃ 30 min；95℃ 15 min；94℃ 30 s，62℃ 60 s 和 72℃ 60 s，35 个循环; 以及最后

一步 72℃ 延伸 7 min。 

凝胶电泳 

RT-PCR 后，PCR 产物（Pospi1 和 Vid 引物分别约为 197 bp 和 359 bp）应用凝

胶电泳（2%琼脂糖凝胶）进行分析，并对大小正确的 PCR扩增子进行测序，以确定

类病毒种类。在实际工作中，对 197 bp 产物进行测序总会获得与类病毒全基因测序

相同的鉴定结果。 

3.3.3.4 使用 GenPospi检测的实时 RT-PCR（Botermans等，2013） 

GenPospi 检测使用 TaqMan 实时 RT-PCR 来检测马铃薯纺锤形块茎类病毒属各

种已知类病毒。它包含平行运行的两个反应：第一个（反应混合液 1）以除 CLVd 之

外的所有马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒为目标（Botermans 等，2013）；第二个

（反应混合液 2）则专门以 CLVd 为目标（Monger 等，2010）。为了监测 RNA 提取，

引入了一个以 Menzel 等（2002）设计的引物为基础的 nad5 内对照，来扩增植物线

粒体 mRNA（线粒体 NADH 脱氢酶基因）。对番茄叶片的方法验证（见表 1）显示，

GenPospi 检测能在相对侵染率仅为 0.13%的情况下（相当于 1：770 的稀释比例）检

测出各种已知的马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒分离物。由于未观察到它与其他

类病毒、病毒或寄主植物核酸间有交叉反应，本分析具有特异性。在一项实验室间

比较中，重复性和再现性达 100%，本分析表现得非常可靠。已证明 GenPospi 检测

是对马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒进行大规模筛选的一个适宜工具。对番茄叶

片以外的其他基质而言，本分析仍然需要经过验证。 

引物 

TCR-正向 1-1：5´-TTC CTG TGG TTC ACA CCT GAC C-3´（Botermans 等，2013） 

TCR-正向 1-3：5´-CCT GTG GTG CTC ACC TGA CC-3´（Botermans 等，2013） 

TCR-正向 1-4：5´-CCT GTG GTG CAC TCC TGA CC-3´（Botermans 等，2013） 

TCR-正向 PCFVd：5´-TGG TGC CTC CCC CGA A-3´（Botermans 等，2013） 

TCR-正向 IrVd：5´-AAT GGT TGC ACC CCT GAC C-3´（Botermans 等，2013） 

TR-反向 1：5´-GGA AGG GTG AAA ACC CTG TTT-3´（Botermans 等，2013） 

TR-反向 CEVd：5´-AGG AAG GAG ACG AGC TCC TGT T-3´（Botermans 等，2013） 
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TR-反向 6：5´-GAA AGG AAG GAT GAA AAT CCT GTT TC-3´（Botermans 等，2013） 

 

CLVd-正向：5´-GGT TCA CAC CTG ACC CTG CAG-3´（Monger 等，2010） 

CLVd-正向 2：5´-AAA CTC GTG GTT CCT GTG GTT-3´（Monger 等，2010） 

CLVd-反向：5´-CGC TCG GTC TGA GTT GCC-3´（Monger 等，2010） 

nad5-正向：5´-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3´（Menzel 等，2002） 

nad5-反向：5´-CTC CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3´（Menzel 等，2002） 

探针 

pUCCR：6FAM-5´-CCG GGG AAA CCT GGA-3´-MGB（Botermans 等，2013） 

CLVd-P：6FAM-5´-AGC GGT CTC AGG AGC CCC GG-3´-BHQ1（Monger 等，2010） 

nad5-P：VICr-5´-AGG ATC CGC ATA GCC CTC GAT TTA TGT G-3´-BHQ1 

（Botermans 等，2013） 

两种反应混合液均基于 TaqMan RNA to Ct 1 步法试剂盒（Applied Biosystems）。 

反应混合液 1（除 CLVd外所有马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒+ nad5） 

反应混合液含 12.5 µl 2× TaqMan RT-PCR 混合液、0.6 µl 1× TaqMan RT 酶混合

液、0.75 µl（10 µM）正向引物（TCR-正向 1-1、TCR-正向 1-3、TCR-正向 1-4、

TCR-正向 IrVd、TCR-正向 PCFVd 和 nad5-正向）与反向引物（TR-反向 1、TR-反

向 CEVd、TR-反向 6 和 nad5-反向）（最终浓度分别为 0.3 µM），0.25 µl（10 µM）

TaqMan 探针 pUCCR（最终浓度为 0.1 µM），以及 0.5 µl（10 µM）TaqMan 探针

nad5-P（最终浓度为 0.2 µM）。加入分子级水和 2 µl RNA 模板，形成最终容量 25 µl。 

反应混合液 2（CLVd + nad5） 

反应混合液含 12.5 µl 2× TaqMan RT-PCR 混合液、0.6 µl of 1× TaqMan RT 酶混

合液、0.75 µl（10 µM）正向引物（CLVd-正向、CLVd-正向 2 和 nad5-正向）与反

向引物（CLVd-反向和 nad5-反向）（最终浓度分别为 0.3 µM）、0.25 µl（10 µM）

TaqMan 探针 CLVd-P（最终浓度为 0.1 µM），以及 0.5 µl（10 µM）TaqMan 探针

nad5-P（最终浓度为 0.2 µM）。加入分子级水和 2 µl RNA 模板，形成最终容量 25 µl。 

两种反应混合液的热循环条件均为 48℃ 15 min，95℃ 10 min，继以 40 个循环

（95℃ 15 s 和 60℃ 1 min）。 

关于本方法，Botermans 等（2013）认为 Ct 值<32 为阳性；介于 32 和 37 之间

为不确定，需要进一步确认；≥37 为阴性。然而，这些值可能检测不出一些组织中

的低水平感染，因而需要由各个实验室自行确定。 
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3.3.4 具有较高特异性的 PSTVd分子检测方法 

3.3.4.1 使用 Shamloul等（1997）引物的常规 RT-PCR 

本检测所用 RT-PCR 引物由 Shamloul 等（1997）设计，Weidemann 和 Buchta

（1998）也做过描述。这些引物可以检测 MPVd、PSTVd、TCDVd 和 TPMVd。计

算机模拟研究显示，因为关键位点的引物序列匹配错误，可能无法检测以下 PSTVd

分离物：反向引物时 AY372394、DQ308555、EF459698。如果 RNA 不是使用这些

引物进行扩增，则可使用 Vid 引物。 

引物 

3H1-正向：5´-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGC GAA C-3´ （nt 89－113） 

2H1-反向：5´-CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG-3´ （nt 88－69） 

方法 1（使用 Platinum Taq (Invitrogen) 的 SuperScript一步法 RT-PCR） 

每一反应，取 1 µl 模板 RNA 加入 24 µl 反应混合母液，其中含正向和反向引物

（15 µM）各 1.7 µl、12.5 µl 2×反应缓冲液、0.5 µl RT/Platinum Taq，以及 7.6 µl 水。

热循环程序如下：43℃ 30 min；94℃ 2 min；随后 94℃ 30 s，68℃ 90 s 和 72℃ 45 s，

10 个循环；继以 94℃ 30 s，64℃ 90 s 和 72℃ 45 s，20 个循环；以及最后 72℃ 

10 min 和 20℃ 1 min 延伸。 

方法 2（二步法 RT-PCR） 

使用二步法 RT-PCR，对马铃薯中 PSTVd 的检测灵敏度至少为 17 pg PSTVd－

可检测的最低浓度，但不同实验室可达到的灵敏度并不相同，大多数实验室至少可

以检测出 89 pg PSTVd（Jeffries & James，2005）。有关方法 2 的描述见 EPPO

（2004）。 

RT-PCR 后，应按说明对 PCR 产物（约 360 bp）进行凝胶电泳分析，并对大小

正确的 PCR 扩增子进行测序，以确定类病毒种类。 

已在一个单一（独立）反应中和本方法配合使用过一种以 nad5 为引物的内对照

分析（Menzel 等，2002）。所用引物的最终浓度为 0.2 μM。扩增子为 181 bp。 

nad5正义链：5´-GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT-3´（nt 968－987和 1836－1838） 

nad5 反义链：5´-CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA-3´（nt 1973－1995） 

3.3.4.2 使用 Boonham等（2004）引物的实时 RT-PCR 

本检测所用引物和探针由 Boonham 等（2004）描述。然而，本检测方法或其他

任何已经发表的实时检测方法都不能对 PSTVd 进行特异性鉴定。如果实时 RT-PCR 

获得阳性结果，还需要通过常规 RT-PCR 和测序来确定类病毒种类。 

附件 05



DP 7  限定有害生物诊断规程 

DP 7-16 《国际植物保护公约》 

本检测法可检测 PSTVd、MPVd、TCDVd 和 TPMVd。用 CTAB 提取法从马铃

薯中提取时，对 PSTVd 的检测灵敏度最低为 17 pg PSTVd，即检测出的最低浓度

（Jeffries & James, 2005）。通过检测 PSTVd 变异株和合成寡核苷酸，已证明本检测

方法可检测出所有已知的序列变异。这些变异由计算机模拟研究确定，其引物序列

匹配错误可能导致检测失败（Boonham 等，2005）。然而，由于探针结合位点插入

了（一个）多余的碱基，可能无法检测出 Owens 等（2009）最近描述的异常分离物

VIR-06/7L 和 VIR-06/10L（W. Monger，个人通讯，2011）1。 

引物 

PSTV-231-正向：5´-GCC CCC TTT GCGCTG T-3´ （nt 232－247） 

PSTV-296-反向：5´-AAG CGG TTC TCG GGA GCT T-3´（nt 297－279） 

PSTV-251T：FAM-5´-CAG TTG TTT CCA CCG GGT AGTAGC CGA-3´ TAMRA

（nt 278－252） 

内对照 COX 引物扩增植物线粒体细胞色素氧化酶 1 基因（Weller 等，2000）。 

COX-正向：5´-CGT CGC ATT CCA GAT TAT CCA-3´ 

COX-反向：5´-CAA CTA CGG ATA TAT AAG RRC CRR ACC TG-3´ 

COXsol-1511T：VIC-5´-AGG GCA TTC CAT CCA GCG TAA GCA-3´ TAMRA 

反应混合液适用于 96 孔板，是对 EPPO 方法（EPPO，2004）的一个修订，其

中包含了可检测 PSTVd 和 COX 的一个复合反应，以及检测 PSTVd 的一个单一反应

（Roenhorst 等，2005）。 

反应混合液含 13.75 µl 水、25 µl 2× 反应混合母液（Applied Biosystems）、

1.25 µl 40× MultiScribe 逆转录反转录酶（Applied Biosystems）、PSTV-231-F 和 PSTV-

296-R 引物（10 μM）各 1.5 µl，以及 1.0 µl PSTV-251T 探针（5 µM）。反应混合液

均匀分为容量为 22 µl 的两等份，即 A 和 B。A 中加入 2 µl 水，B 中加入每种 COX

引物（10 µM）各 0.75 µl 和 0.5 µl COXsol-1511T 探针（5 µM）。A 和 B 中各加入 1 µl

目标 RNA，使反应板每个孔中的反应混合液最终均为 25 µl。使用反应混合液 A 可以

检测出 PSTVd，使用反应混合液 B 则可以在一个复合反应中同时检测出 PSTVd 和

COX。 

热循环条件为 48℃ 30 min；95℃ 2 min；95℃ 15 s 和 60℃ 1 min，40 个循环。 

3.3.4.3 实时 RT-PCR（Plant Print Diagnòstics 试剂盒 kit） 

本检测所用引物和探针由 Bertolini 等（2010）描述，它们作为一个试剂盒可从

                                                      
1 截至 2010 年 3 月 1 日（W. Monger，个人通讯，2011） 
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Plant Print Diagnòstics 购得（编号 PSTVd/100）。本检测可检测 CLVd、PSTVd 和

TCDVd。计算机模拟研究表明，所有引物序列匹配错误都发生在非关键位点，因此

GenBank 中保存的所有 327 份 PSTVd 分离物应该都可以进行检测（N. Duran-Vila，

个人通讯，2014）。 

表 1 提供了验证数据。 

引物 

PSTVd-正向：5’-CCT TGG AAC CGC AGT TGG T-3’（nt 339－357） 

PSTVd-反向：5’-TTT CCC CGG GGA TCC C-3’（nt 87－102） 

PSTVdP：FAM-5’-TCCTGTGGTTCACACCTGACCTCCTGA-3’ TAMRA（nt 19－45） 

PCR组合包含冻干的引物和探针（试剂盒中提供），其中可加入任何商业化RT-PCR

反应混合母液。每一反应，取 3 µl 模板 RNA，加入 9 µl PCR 混合物中，其中含 6 µl 

商业化 2× RT-PCR 缓冲液、正向和反向引物（10 µM）各 0.6 µl、0.36 µl TaqMan 探针

（5 µM）、0.5 µl 25× RT-PCR 酶混合液，以及 0.94 µl 水，形成最终反应容量 12 µl。 

热循环条件为 45℃ 10 min；95℃ 10 min；95℃ 15 s和 60℃ 1 min，40个循环。 

使用本方法产生的 Ct 值<40 且阴性对照为阴性（无扩增）时，样品可视为阳性。

产生的 Ct 值≥40 且阳性对照有扩增时，样品可视为阴性。 

3.4 分子检测的对照 

为了获得可靠的检测结果，取决于所使用的检测类型和所要求的确定性水平，

应考虑为每一组核酸分离物、目标有害生物或目标核酸扩增物设置适宜的对照。对

RT-PCR 而言，最少应使用一个阳性核酸对照、一个内对照，以及一个阴性扩增对照

（无模板对照）。 

阳性核酸对照 本对照用于监测检测方法（不包括提取）的效率。可使用预先制备

（储存）的类病毒核酸、全基因扩增 DNA，或使用与检测所用引物相同的引物对生

成一个合成对照（例如克隆的 PCR 产物）。也可使用一个检测对照限量（非必须）。 

内对照 对常规和实时 RT-PCR 而言，RT-PCR 规程应包含诸如 COX 或 NAD 的

一个植物管家基因（HKG），以排除因核酸提取失败或降解，或存在 PCR 抑制剂而

可能引起的假阴性。内对照引物最好应在一个复合反应中和马铃薯纺锤形块茎类病

毒属类病毒/PSTVd 引物一起使用。然而，由于可能难以在不降低类病毒检测灵敏度

的情况下做到这一点，建议在可行的情况下运行马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒

/PSTVd 引物和 HKG 引物的复合反应，以及只有马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒

/PSTVd 引物的单一反应。 

已证明 nad5 线粒体 NADH 脱氢酶 5 基因片段是判断提取程序和常规 RT-PCR 的
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RT 步骤的效果的可靠指标（Menzel 等，2002）。这一点已经很多种植物测试，包含

马铃薯和其他多种茄属植物（S. bonariensis、欧白英（S. dulcamara）、素馨叶白英

（ S. jasminoides ）、 龙 葵 （S. nigrum）、 珊 瑚 樱 （S. pseudocapsicum）、 蓝 花 茄

（S. rantonnetii）和拟刺茄（S. sisymbrifolium））、巴西野烟（Acnistus arborescens）、

颠茄（Atropa belladonna）、木曼陀罗属（Brugmansia spp.）、辣椒属（Capsicum 

spp.）、夜香树属（Cestrum spp.）、Lochroma cyanea、烟草属（Nicotiana spp.）和酸

浆属（Physalis spp.）（Seigner 等,，2008）。nad5 引物含有一个内含子，因此不能从

DNA 扩增。内含子切除后就可以扩增出 RNA。 

尽管COX在本规程中被用作一个内对照，但COX引物可以扩增 RNA和DNA。

因此，它只能作为可扩增的 DNA 而非仅仅是 RNA 的质量指标，因此不能控制反转

录（RT）步骤。 

当一种 PCR 方法的说明未提及内对照 COX 或 nad5 时，实验室应选择一种内对

照并对其进行验证。 

阴性扩增对照（无模板对照）常规和实时 RT-PCR 有必要设置本对照，以排除

反应混合液制备过程中污染引起的假阳性。在扩增阶段加入制备反应混合液所使用

的 PCR 级水。 

阳性提取对照 本对照用于确保所提取的目标类病毒核酸的数量和质量可以满足

RT-PCR 的需要，从而能检测到目标类病毒。类病毒核酸提取自受侵染的寄主组织或

用类病毒接种过的健康植物组织。 

阳性对照应约为每株植物用于 RNA 提取的叶片组织数量的 1/10。如果对样品进

行了混合，应相应调整阳性对照的数量（例如 10 批次 20 mg 的样品混合用于提取

RNA，2 mg 受侵染叶片+ 198 mg 健康马铃薯组织）。如果这种情况下未能检测到，

应重新进行检测或降低混合比例，直至获得可靠的检测。 

对 RT-PCR 而言，应注意避免由阳性对照或阳性样品的气溶胶雾引起的交叉污

染。应对实验室所用的阳性对照进行测序，以便对该序列和从大小正确的 PCR 扩增

子获取的序列作出比较。或者，可以合成已知序列的阳性对照，该对照同样可以与

大小正确的 PCR 扩增子进行比较。 

阴性提取对照 本对照用于监测核酸提取过程中的污染和/或与寄主组织的交叉反

应。本对照包含提取自未受侵染的寄主组织，并随后进行扩增的核酸。预期有大量

阳性样品时，建议引入多重对照。 
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3.5 常规和实时 RT-PCR结果的解释 

3.5.1 常规 RT-PCR 

类病毒特异性 PCR 可判为有效，如果： 

- 阳性核酸对照产生该类病毒基因组大小正确的产物；且 

- 阴性提取物对照和阴性扩增对照中未产生该类病毒基因组大小正确的扩增子。 

如同时使用了 COX 和/或 nad5 内对照引物，则阴性（健康植物组织）对照（如

有使用）、阳性核酸对照，以及每个检测样品都要产生一个 181 bp 的条带（nad5）。

样品使用内对照引物不能扩增样品则说明，例如，核酸提取失败、反应混合液不含

核酸、RT 步骤失败、核酸提取物中有抑制 PCR 的化合物存在，或核酸已经降解。 

一个样品可判为阳性，如果它产生大小正确的扩增子。为鉴定类病毒种类，必

须对 PCR 产物测序。 

3.5.2 实时 RT-PCR 

实时 RT-PCR 可判为有效，如果： 

- 阳性核酸对照可使用类病毒特异性引物产生一条扩增曲线；且 

- 阴性提取物对照和阴性扩增对照未见扩增曲线（即 Ct 值为 40 或实验室验证后

确定的其他 Ct 值）。 

如果同时使用了 COX 和 nad5 内对照引物，则阴性对照（如有使用）、阳性核酸

对照，以及每个检测样品都要产生一条扩增曲线。样品使用内对照引物不能产生一

条扩增曲线则说明，例如，核酸提取失败、反应混合液不含核酸、核酸提取物中有

抑制 PCR 的化合物存在，或核酸已经降解。 

一个样品可判为阳性，如果它产生一条典型的扩增曲线。3.3.3.4 和 3.3.4.3 节提

供了有关两种方法 Ct 临界值的具体信息。 

4. 鉴定 

根据 3.3.4.1 和 3.3.3.3 节的描述，通过使用 Shamloul 或 Vid 引物的常规 RT-PCR

方法获得的产物应分别进行测序，并在公开的基因序列数据库中找到一个匹配序列

来鉴定 PSTVd。可能需要由序列分析专家来协助鉴定。如果 PCR 产物扩增得很少，

或者样品被一种以上马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒侵染，对 PCR 产物进行克隆

可有效保证能够获得一个序列。 

如需确认，一个由实时 RT-PCR 检测出的阳性样品应使用常规 RT-PCR 重新进行

检测，以确保对产物进行测序和鉴定。实时 RT-PCR 产物直接测序产生的序列信息

不能保证作出可靠的鉴定。它可将 PCR 产物鉴定为一种类病毒，但不能鉴定到种，
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也不能与所用的阳性对照相区分。然而，由于实时 RT-PCR 的灵敏度越来越高，一

种产物可能无需通过常规 RT-PCR 获得。在对样品进行混合的情况下，重新检测更

小的子样品可能会提高常规 RT-PCR 扩增的可靠性。或者，可以将样品接种到番茄

植株上，使叶片中类病毒的浓度提高到常规 RT-PCR 可以检测到的水平。然而，该

方法尚未经过评估，如果结果不具确定性，则可能需要重新进行取样和检测。 

4.1 测序与序列分析 

序列分析只能由富有经验的人员来完成。如果没有进行内部测序的设备，应使

用一个商业化公司。该公司会明确提出他们对 PCR 产物进行测序的要求。将纯化后

的产物（以及必要的正向和反向引物）交由公司测序。如有要求，一些公司也可能

会对产物进行纯化。 

如果测序在内部进行，则应建立并遵循测序方法。应使用 PCR 引物作为测序引

物，对 PCR 产物的每一单链进行测序。两个独立测序的 DNA 单链（来自正向和反

向引物）应组装成一个整体，以确认对每一个核苷酸位点的识别。最好使用基因组

组装软件（例如 Geneious、CLC Genomics Workbench 或 Lasergene 软件）对电泳图

谱（跟踪文件）进行分析。两条单链间不一致的部分应在序列编辑时标记为不确定

的碱基对。编辑后的一致序列（通过比较两条单链来确定）随后可以与相关数据库

中马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒的序列进行比对。在复合侵染的情况下，色谱

可能无法读取，需对 PCR 产物进行克隆和测序。 

在只有少数几个核苷酸差异对将类病毒鉴定为限定或非限定有害生物具有关键

作用的情况下，需要对马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒进行认真的比较。对

PSTVd 进行最初鉴定时，可以保留一致序列中的引物序列（Shamloul或 Vid引物），

这是由于这些引物位于类病毒基因组中最保守的区域，不太可能影响鉴定。如有发

现，就必须切割掉延伸阶段通过聚合酶植入的 A-悬垂片段尾。为了鉴定，建议使用

始于类病毒基因组位点 1 的编辑后的一致序列，与一个综合性核酸数据库进行比较。

应使用基本的局部相似性比对搜索工具（BLAST），在国家生物技术信息中心

（NCBI）网站的 GenBank 去冗余核苷酸数据库或欧洲分子生物学实验室（EMBL）

的欧洲核苷酸档案中进行搜索。另外，鉴定应基于树状视图中特异性簇状 BLAST 相

似性片段（邻接法）。 

根据国际病毒分类委员会（ICTV）规则，种鉴定的主要标准是序列一致性要在

90%以上（Owens 等，2011）。然而，如果所获得的序列表现出接近 90%的一致性，

则应考虑生物学特性等更多参数。ICTV 类病毒研究组目前正在讨论类病毒分类和界

定种的标准。 
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当要求 100%的序列准确度时，例如一个序列要提交到数据库或怀疑是一个类病

毒新种时，有必要进行第二次 PCR。此 PCR应涵盖首次 PCR所用引物序列的区域，

以及首次 PCR 中任何不确定的碱基对核苷酸。为此目的，可能需要设计从最初序列

开始的一对新引物，但使用 Shamloul 和 Vid 引物对也可能能够满足需要。 

5. 记录 

应按照 ISPM 27（限定有害生物诊断规程）的要求保存记录和证据。 

在其他缔约方可能受到诊断结果影响的情况下，特别是在违规或一个地区首次

发现 PSTVd 时，应妥善保存以下其他材料，以保持完整的可追溯性： 

- 最初的样品（如果仍然存在）应在−80oC 下冷冻保存，或冻干后在室温下保存。 

- 如有必要，RNA 提取物应在−80oC 下保存 

- 如有必要，RT-PCR 扩增产物应在−20oC 至−80oC 下保存 

- 用于生成样品鉴定所用一致序列的 DNA 序列跟踪文件。 

如果分离物表现出与此前已有记录的分离物不同的分子或生物学特性，应将其

提交给一个公认的植物有害生物库/档案（例如 Q-bank (检疫性植物有害生物综合数

据库 (Comprehensive Database on Quarantine Plant Pests and Diseases) )、DSMZ 

(Leibniz 研究所－德国微生物与细胞培养物保藏中心 (Leibniz Institute-German 

Collection of Microorganisms and Cell Cultures) ) ）。 

如有证据表明任何所描述的检测方法不能检测出一种 PSTVd 分离物，应将该分

离物的详细情况（最好有 GenBank 序列号）提交给国际植物保护公约秘书处。 

6. 获取进一步信息的联系点 

有关本诊断规程的进一步信息可获自： 

苏格兰农业科学与咨询研究院（SASA），英国苏格兰爱丁堡 EH12 9FJ，

Roddinglaw 路（C.J. Jeffries 博士，电子邮件：colin.jeffries@sasa.gsi.gov.uk）。 

国家植物保护机构，荷兰瓦赫宁根 6700 HC，邮政信箱 9102（J.W. Roenhorst

博士，电子邮件：j.w.roenhorst@nvwa.nl；J.Th.J. Verhoeven 博士，电子邮件：

j.th.j.verhoeven@nvwa.nl）。 

环境与初级产业部生物科学研究处农业生物组，澳大利亚维多利亚州 3083，

Bundoora 区 La Trobe 大学 5 Ring 路（B. Rodoni 博士，电子邮件：

brendan.rodoni@depi.vic.gov.au）。 

加拿大食品检验局（CFIA）夏洛特镇实验室，加拿大 C1A 5T1，爱德华王子

岛夏洛特镇 Mt Edward 路 93 号（H. Xu 博士，电子邮件：

huimin.xu@inspection.gc.ca）。 

Conselleria de Agricultura de la Generalitat Valenciana，Centro de Proteccion 

Vegetal y Biotecnologia (IVIA)，46113 Moncada （Valencia），Spain （N. Duran-

Vila 博士，电子邮件：duran_nur@gva.es）。 
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美国农业部动植物检疫局（USDA-APHIS）植物种质资源检疫项目 BARC-E，

美国马里兰州 20705，Beltsville 市 Powder Mill 路 580 号楼（J.A. Abad 博士，电子

邮件：jorge.a.abad@aphis.usda.gov）。 

Laboratorios Biológicos，Dirección General de Servicios Agrícolas，Ministerio 

de Ganadería，Agricultura y Pesca，Millán 4703，Montevideo，Uruguay 

（A. Etchevers 博士，电子邮件：anitaetchevers@hotmail.com）。 

国家植物保护机构（NPPOs）、区域植物保护组织（RPPOs）或植物检疫措施委

员会（CPM）附属机构可通过国际植物保护公约秘书处（ippc@fao.org）提出对诊

断规程进行修订的申请，此类申请会被转交给诊断规程技术小组（TPDP）。 
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DP 7  限定有害生物诊断规程 

DP 7-28 国际植物保护公约 

表 1. 用于检测不同类型寄主材料中马铃薯纺锤形块茎类病毒的规程的验证资料概述  

基质 样品量 样品制备 核酸提取 检测方法 验证情况 

番茄叶片 1 g 3.5 ml（1:2－1:5

（w/v））GH plus 裂解

缓冲液和 Homex 6

（Bioreba） 

在 96 孔 KingFisher 系统

（Thermo Scientific）上

使用 RNeasy Plant Mini 

Kit（Qiagen）或 Sbeadex 

maxi plant kit（LGC 

Genomics） 

实时逆转录反转录多

聚酶链式反应（RT-

PCR）：GenPospi 检

测，Botermans 等

（2013） 

检测极限：在99.7%的确定性下，对用健康番茄稀释后的受侵染番茄叶片中各种马铃薯

纺锤形块茎类病毒属类病毒的检测可达到 0.13%的相对侵染率 1（等于 770倍稀释） 

分析特异性：对各种马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒具有高度特异性 

选择性：番茄叶片无影响 

重复性和再现性：100% 

（Naktuinbouw，2012a；Botermans 等，2013；NPPO-NL，2013d） 

番茄叶片 1 g 3.5 ml（1:2－1:5

（w/v））GH plus 裂解

缓冲液和 Homex 6 

RNeasy Plant Mini Kit 实时 RT-PCR：

Boonham 等（2004） 

检测极限：可检测用健康番茄稀释 10 000 倍的受侵染番茄叶片 

分析特异性：可检测墨西哥心叶茄类病毒（MPVd）、马铃薯纺锤形块茎类病毒

（PSTVd）、番茄萎黄矮化类病毒（TCDVd）、番茄整株结节类病毒（TPMVd） 

（部分分离物） 

选择性：番茄叶片无影响 

重复性和再现性：100% 

（Naktuinbouw，2012b） 

番茄叶片 1 g 3.5 ml（1:2－1:5

（w/v））GH plus 裂解

缓冲液和 Homex 6 

RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR：Pospi1－ 

正向/Pospi1－反向 

引物，Verhoeven 等

（2004） 

检测极限：对用健康番茄稀释后的受侵染番茄叶片中各种马铃薯纺锤形块茎类病毒

属类病毒（金鱼花潜隐类病毒 (CLVd) 除外）的检测最低可达到 2.5%的相对侵染率 

分析特异性：可检测啤酒花潜隐类病毒（Hop latent viroid (HpLVd) ，椰子死亡类

病毒属 (Cocadviroid) ）和 PSTVd 

选择性：番茄叶片无影响 

重复性和再现性：100% 

（NPPO-NL，2013a） 

番茄叶片 1 g 3.5 ml（1:2－1:5

（w/v））GH plus 裂解

缓冲液和 Homex 6 

RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR：Vid-正向

/Vid-反向引物，

Verhoeven 等

（2004） 

检测极限：对用健康番茄稀释后的受侵染番茄叶片中 CLVd、PSTVd 和 TCDVd 的

检测最低可达到 100%的相对侵染率（CLVd*为 10%） 

* 引物最初设计用于和 Pospi1－正向/Pospi1－反向 RT-PCR 配套用于检测 CLVd

（Verhoeven 等，2004） 

分析特异性：可检测 CLVd、PSTVd 和 TCDVd 

选择性：番茄叶片无影响 

重复性和再现性：100% 

（NPPO-NL，2013b） 
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限定有害生物诊断规程 DP 7 

国际植物保护公约 DP 7-29 

基质 样品量 样品制备 核酸提取 检测方法 验证情况 

番茄叶片 1 g 3.5 ml（1:2－1:5(w/v) ） 

GH plus 裂解缓冲液和

Homex 6 

RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR：Shamloul

等（1997） 

检测极限：对用健康番茄稀释后的受侵染番茄叶片的检测最低可达到 10%的相对 

侵染率 

分析特异性：可检测 MPVd、PSTVd、TCDVd、TPMVd（部分分离物） 

选择性：番茄叶片无影响 

重复性和再现性：100% 

（NPPO-NL，2013c） 

番茄种子 3 000 粒种子

（1 000 粒检

测 3 次） 

20 ml（1:2－1:5

（w/v））GH plus 裂解

缓冲液和 BagMixer

（Interscience） 

在 96 孔 KingFisher 系统

上使用 Sbeadex maxi 

plant kit 

实时 RT-PCR：

Boonham 等（2004） 

效果特性分析同番茄叶片 

对各含 1 000 粒种子的 3 个子样品进行检测时，在 1 个 1 000 粒种子的样品中检测

出 1 粒受侵染种子的概率>95% 。由于在种子处理过程（使用发酵和果胶酶处理）

中 PSTVd 可很快从受侵染果实对健康种子产生交叉污染，一个样品中很可能存在

更多的受污染种子（Naktuinbouw，2012c） 

马铃薯叶片 

（生长室生长）

及马铃薯试管 

植株 

200 mg 20 µL 10%十二烷基硫

酸钠（SDS）、180 µL

氯化锂提取缓冲液、

400 µL苯酚-氯仿，以

及研钵研杵 

苯酚－氯仿和两步法聚乙

二醇（PEG）提取 

双向往返（R）聚丙

烯酰胺凝胶电泳

（PAGE）2 

检测极限：2 465 pg PSTVd；这是本分子方法在一项国际环形试验中的最低灵敏度 

分析特异性：可检测已知各种马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒 

选择性：马铃薯品种、马铃薯叶片或试管植株无影响 

重复性和再现性：再现性在 87 893 pg PSTVd（检测的最高 PSTVd 浓度）时为

51%，在检测极限时为 42% 

马铃薯叶片 

（生长室生长）

及马铃薯试管 

植株 

200 mg 1:1.5（w/v）Ames缓冲

液（EPPO，2004）和

研钵研杵 

薄膜（Agdia, Inc.）固定

苯酚－氯仿和两步法聚乙

二醇（PEG）提取 

Digoxigenin（DIG）

探针 2 

检测极限：最少 17 pg PSTVd（检测的最低浓度） 

分析特异性：可检测各种已知的马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒 

选择性：马铃薯品种、马铃薯叶片或试管植株无影响 

重复性和再现性：再现性在 87 893 pg PSTVd 时为 100%，在 17 pg PSTVd 时为 23% 

马铃薯叶片 

（生长室生长）

及马铃薯试管 

植株 

50－500 mg 1:9（w/v）RH 缓冲液

（Qiagen）、微型离心

管，以及微型小杵或

Homex 6 

RNeasy Plant Mini Kit 使用 Shamloul 等

（1997）引物的两步

法 2常规 RT-PCR 

检测极限：最少 17 pg PSTVd 

分析特异性：可检测 MPVd、PSTVd、TCDVd 和 TPMVd 

选择性：马铃薯品种、马铃薯叶片或试管植株无影响 

重复性和再现性：再现性在 87 893 pg PSTVd（检测的最高 PSTVd 浓度）时为

78%，在 17 pg PSTVd 时为 44% 

马铃薯叶片 

（生长室生长）

及马铃薯试管 

植株 

1 g 3.5 ml（1:2－1:5(w/v) ） 

GH plus 裂解缓冲液和

Homex 6 

在 96 孔 KingFisher 系统

上使用 Sbeadex maxi 

plant kit 

实时 RT-PCR：

GenPospi 检测，

Botermans 等

（2013） 

效果特性分析同番茄叶片 

分析特异性：和马铃薯中常发生的病毒没有交叉反应 

选择性：马铃薯叶片和试管植株无影响 

对高达 100 的混合比例进行过验证（在 1 片受侵染叶片和 99 片健康叶片构成的 

样品中检出率达 100%；NAK，2011） 
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DP 7  限定有害生物诊断规程 

DP 7-30 国际植物保护公约 

基质 样品量 样品制备 核酸提取 检测方法 验证情况 

马铃薯叶片 

（生长室生长）

及马铃薯试管 

植株 

1.5 g 叶片或

5 g 块茎 

叶片使用约 600 μl 

缓冲液，块茎使用约

3 ml 缓冲液（缓冲液的

选择取决于所使用的 

提取方法） 

RNeasy Plant Mini Kit，

十六烷基三甲基溴化铵

（CTAB）提取，或

Purescript RNA 分离试剂

盒（Gentra Systems；注

意本试剂盒不再有售） 

实时 RT-PCR：

Boonham 等（2004） 

检测极限：可检测用健康组织稀释 10 000 倍的受侵染组织 

分析特异性：可检测 MPVd、PSTVd、TCDVd、TPMVd（部分分离物）；和马铃薯

中常发生的病毒无交叉反应 

选择性：马铃薯叶片、试管植株或块茎无影响 

重复性和再现性：100%（四个实验室的环形试验） 

对高达 100 的混合比例进行过验证（在 1 片受侵染叶片和 99 片健康叶片构成的样

品中检出率达 100%；Roenhorst 等，2005，2006） 

各种观赏植物

（叶片） 

1 g 3.5 ml（1:2－1:5 (w/v) ） 

GH plus 裂解缓冲液和

Homex 6 

在 96 孔 KingFisher 系统

上使用 RNeasy Plant 

Mini Kit 或 Sbeadex maxi 

plant kit 

实时 RT-PCR：

GenPospi 检测，

Botermans 等

（2013） 

效果特性分析同番茄叶片 

分析灵敏度：叶片汁液中马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒的浓度和选择性（抑制

性化合物）取决于植物种类 

混合比例达 25 时对木曼陀罗属、小花矮牵牛花属、夜香树属、大丽花属

（Dahlia）、金鱼草属（Nematanthus）、矮牵牛属、素馨叶白英和果酱木进行过验

证。值得注意的是，对小花矮牵牛花属、素馨叶白英和果酱木基质而言，稀释倍数

超过 100 时仍能观察到效果。对一些作物而言，例如大丽花属，似乎只有夏季适于

进行（可靠）检测（Naktuinbouw，2012a）。 

各种观赏植物

（叶片） 

1 g 3.5 ml（1:2－1:5 (w/v) ） 

GH plus 裂解缓冲液和

Homex 6 

在 96 孔 KingFisher 系统

上使用 RNeasy Plant 

Mini Kit 或 Sbeadex maxi 

plant kit 

实时 RT-PCR：

Boonham 等（2004） 

效果特性分析同番茄叶片 

分析灵敏度：叶片汁液中马铃薯纺锤形块茎类病毒属类病毒的浓度和选择性（抑制

性化合物）取决于植物种类 

混合比例达 25 时对木曼陀罗属、小花矮牵牛花属、大丽花属、矮牵牛属、素馨叶

白英和果酱木进行过验证。值得注意的是，对花小花矮牵牛花属、素馨叶白英和果

酱木基质而言，稀释倍数超过 100 时仍能观察到效果。对一些作物而言，例如大丽

花属，似乎只有夏季适于进行（可靠）检测（Naktuinbouw，2012b）。 
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限定有害生物诊断规程 DP 7 

国际植物保护公约 DP 7-31 

基质 样品量 样品制备 核酸提取 检测方法 验证情况 

番茄叶片，马铃

薯叶片、块茎和

种子，以及各种

观赏植物 

（叶片） 

1 g 叶片， 

或尼龙薄膜

上马铃薯 

块茎或叶片

挤压物 

10 ml（1:10 (w/v) ） 

磷酸盐缓冲盐水

（PBS）和 Homex 6 

直接方法（组织挤压），

RNeasy Plant Mini Kit 或

PowerPlant RNA 提取试

剂盒（Mo Bio） 

实时 RT-PCR：

Bertolini 等（2010） 

检测极限：可检测用素馨叶白英和番茄健康叶片稀释 10 000 倍的受侵染素馨叶白

英叶片 

分析特异性：可检测 CLVd、PSTVd 和 TCDVd 

选择性：马铃薯叶片、块茎或番茄种子无影响 

重复性和再现性：100%（3 个实验室的环形试验） 

检测灵敏度为 100%，检测特异性为 100%，和一种分子杂交方法（Murcia et al.，

2009）相比的相对准确度为 100%。对 208 个素馨叶白英、木曼陀罗属、曼陀罗

属、矮牵牛属、菊属（Dendrathema spp.）、马铃薯和番茄的大田样品进行过检测验

证。在 208 个样品中，两种技术均是 43 个真阳性，150 个真阴性。使用杂交方法

时，有 15 个样品为假阳性，其中检测出番茄顶缩类病毒（TASVd）和柑橘裂皮病

类病毒（CEVd）。没有样品为假阴性。 
 

1 由于最初检测材料中类病毒浓度未知，一些检测方法的检测极限（灵敏度）以相对值表示。未稀释的叶片汁液视为 100 受侵染（以 1 g 叶片材料：3 ml 缓冲液的比例）。通过

检测健康叶片汁液对受侵染叶片汁液的 8 个系列稀释比例的稀释物来确定相对检测极限。相对检测极限定义为可检测出的每个分离物的平均最低相对侵染率（循环阈值（Ct）

<32），而且增加了 3 个标准差，以获得确定性达 99.7%的保守测算（Botermans 等，2013）。 

2 R-PAGE、 DIG 探针和使用 Shamloul 等（1997）引物的两步法常规 RT-PCR 等三种方法在一项国际环形试验中进行过比较（Jeffries 和 James，2005）。 

 

 

附件 05



DP 7  限定有害生物诊断规程 

DP 7-32 《国际植物保护公约》 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

出台背景 

这部分不属于本标准的正式内容 

2007 年 3 月，植检委第二届会议在工作计划中增列了主题（2006-002） 

2012 年 11 月，诊断规程技术小组修改了规程草案 

2013 年 3 月，标准委通过电子表决程序批准提交成员磋商

（2013_eSC_May_10） 

2013 年 7 月，成员磋商 

2014 年 7 月，诊断规程技术小组审查了规程草案 
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限定有害生物诊断规程 DP 7 

国际植物保护公约 DP 7-33 

2014 年 9 月，诊断规程技术小组通过电子表决程序批准提交给标准委审议

通过（2014_eTPDP_September_01） 

2014 年 11 月，标准委通过电子表决程序批准进入诊断规程通报期

（2014_eSC_Nov_13） 

2014 年 12 月，通报期 

2015 年 1 月，标准委代表植检委批准诊断规程（未收到正式反对意见） 

ISPM 27. 2006：附件 7. 马铃薯纺锤形块茎类病毒（2016）。罗马，

国际植物保护公约，粮农组织. 

2015 年 7 月，植保公约秘书处整合纳入编辑性修订并依据植检委第

十届会议（2015 年）的标准撤销程序重新调整了标准格式。 

2016 年 5 月，依据所提供的文献参考（Weller 等，2000）（“3.3.4.2 

使用 Boonham 等（2004）引物的实时 RT-PCR”章节），标准委通

过了对本诊断规程 COX-F 引物序列内对照的技术修正

（2016_eSC_May_15）。诊断规程技术小组注意到，本诊断规程上一

版本的序列以及依据 Weller 等（2000）的当前序列，均有效。 

出台背景最后更新：2016 年 5 月。 
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本诊断规程于 2015 年 8 月由标准委代表植检委通过。 

本附件是 ISPM 27 号标准（限定有害生物诊断规程）规定的一部分。 
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附件 8 

国际植物检疫措施标准 

ISPM 27 诊断规程 

DP 8： 

鳞球茎茎线虫（Ditylenchus dipsaci）与 

腐烂茎线虫（Ditylenchus destructor） 

2015 年通过；2015 年出台 
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1. 有害生物信息 

茎线虫属（Ditylenchus Filipjev, 1936）很大，其中各种线虫在全球广泛分布，

大多数种类取食菌类。然而，该属有少数种类是高等植物的重要有害生物（Sturhan 和

Brzeski，1991）。应说明的是，尽管有一些植物（例如甜菜、紫花苜蓿、三叶草）既可

被鳞球茎茎线虫（Ditylenchus dipsaci）又可被腐烂茎线虫（Ditylenchus destructor）

侵染，但两种线虫在同一植株上很少同时发生（Andrássy 和 Farkas，1988）。 

1.1 鳞球茎茎线虫（Ditylenchus dipsaci） 

鳞球茎茎线虫（广义）为害 1 200 多种野生和栽培植物。很多杂草和草坪草是

该线虫的寄主，在缺少栽培植物的情况下对其存活起着重要作用。对鳞球茎茎线虫

不同种群和小种的形态学、生物化学、分子学和细胞核研究表明，它至少是 30 个寄主

小种的复合体，各具有限的寄主范围。Jeszke 等（2013）将该复合体分成两组，第一组

包含双倍体种群，以“正常”大小为典型特征，被命名为鳞球茎茎线虫（狭义）。

该组包含了目前已记录的大多数种群。第二组是多倍体，目前包含巨大茎线虫（

Ditylenchus gigas Vovlas 等，2011）（寄生蚕豆（Vicia faba）的鳞球茎茎线虫的“巨

大小种”）、维氏茎线虫（D. weischeri Chizhov 等，2010）（寄生丝路蓟 (Cirsium 

arvense) ），以及三种未描述的茎线虫属线虫，称为 D、E 和 F，它们分别和豆科（

Fabaceae）、菊科（Asteraceae）及车前草科（Plantaginaceae）有关（Jeszke 等，

2013）。所有上述种类中，只有鳞球茎茎线虫（狭义）及其体型较大的变种巨大茎线

虫是具有经济重要性的植物有害生物。本规程包含了区分鳞球茎茎线虫（狭义）和

巨大茎线虫的信息。 

鳞球茎茎线虫在大多数情况下是植物地表以上部分（茎、叶和花）的内寄生线虫，

但也为害鳞茎、块茎和根茎。该线虫在蚕豆、紫花苜蓿（Medicago sativa）、洋葱

（Allium cepa）、车轴草属（Trifolium spp）（三叶草）、川续断属（Dipsacus spp.）

（起绒草）和甜瓜（Cucumis melo）中由种子传播（Sousa 等，2003；Sikora 等，

2005）。很重要的是，四龄幼虫可以长时间忍受干燥，有时长达 20 年甚至更多（

Barker 和 Lucas，1984）。在植物组织开始变干燥时，这些线虫聚集在一起进入休

眠状态，形成“虫绒”（图 1）。在严重受侵染的豆荚内的种子上和干燥的植物碎

屑（例如收获后的田间残留物）中常常可以观察到虫绒。种子和干燥植物材料中存

在的具有侵染能力的四龄幼虫在该线虫长距离的被动传播中具有重要意义。在受侵

染种子表面或内部的处于干燥状态的线虫在经历猪和牛取食消化后仍可存活（

Palmisano 等，1971）。 

尽管鳞球茎茎线虫被视为高等植物的一种有害生物，Viglierchio（1971）报道，

从大蒜（Allium sativum）中分离到的一个鳞球茎茎线虫加利福尼亚种群，实验室条
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件下可以在土壤真菌（轮枝孢属 (Verticilium) 和枝孢属 (Cladosporium) ）上繁殖。 

已知鳞球茎茎线虫可在体表携带植物病原细菌（即苜蓿萎蔫病菌（Clavibacter 

michiganensis subsp. insidiosus（异名 Clavibacter michiganensis subsp. Insidiosum、

Corynebacterium insidiosum）），引起苜蓿萎蔫病）。 

根据 EPPO（2013a），鳞球茎茎线虫分布在以下区域（不包含截获）：欧洲、

亚洲、非洲、北美洲、中美洲与加勒比地区、南美洲及大洋洲。 

1.2 腐烂茎线虫（Ditylenchus destructor） 

腐烂茎线虫，或称马铃薯腐烂线虫，几乎专门为害植物的地下部分（例如块茎

、根茎和茎状地下部分）。它是一个近乎全球分布的物种，在温带地区常见，在马

铃薯和啤酒花生产中造成严重损失（EPPO，2013a）。该线虫的寄主范围广泛，包

含 90 多种植物，涉及观赏植物、农作物和杂草。马铃薯（Solanum tuberosum）是

主要寄主，储藏期间湿腐或干腐的块茎会将病害传播给其他块茎。在某些条件下，

湿腐微生物会大量为害块茎，也会杀死线虫。腐烂茎线虫只有在干腐微生物侵染块

茎时才能存活。Rojankovski 和 Ciurea（1986）发现马铃薯块茎中有 55 种细菌和真

菌与腐烂茎线虫相关，其中镰刀菌属最为常见。 

其他常见寄主有由甘薯（Ipomoea batatas）、球根鸢尾（选自西班牙鸢尾 

 (Iris xiphium) 和英国鸢尾 (Iris xiphioides) 的杂交种）、西洋蒲公英（Taraxacum 

officinale）、啤酒花（Humulus lupulus）、郁金香属（Tulipa spp.）（郁金香）、

流苏风信子（Leopoldia comosa）（葡萄风信子）、风信子（Hyacinthus orientalis）、

唐菖蒲属（Gladiolus spp.）（唐菖蒲）、大丽花属（Dahlia spp.）（大丽花）、绣球

小冠花（Coronilla varia）和绒毛花（Anthyllis vulneraria）、甜菜（Beta vulgaris，

糖用甜菜、饲料甜菜和根甜菜）、金盏花（Calendula officinalis）、胡萝卜（

Daucus carota）、欧芹（Petroselinum crispum）及车轴草属（红、白和杂三叶草）

（Sturhan and Brzeski, 1991）。在没有高等植物时，腐烂茎线虫可以在近 70 种真菌

的菌丝体上繁殖，据知也可以破坏栽培蘑菇的菌丝体（Sturhan and Brzeski，1991）

。该线虫能够在干燥和低温条件下存活，但不会象鳞球茎茎线虫一样形成“虫绒”

。该线虫以卵越冬，这使它的卵比鳞球茎茎线虫的卵更为重要。种薯和花卉鳞茎中

的腐烂茎线虫在很多国家是一种限定有害生物（Sturhan 和 Brzeski, 1991）。有报道

称在南非花生（Arachis hypogaea）上发生腐烂茎线虫，但这些记录现在被认为是另

一个种，非洲茎线虫（Ditylenchus africanus Wendt，Swart，Vrain 和 Webster，

1995），其形态和形态测量值与腐烂茎线虫相近。 

根据 EPPO（2013a），腐烂茎线虫分布在以下区域（不包含截获）：欧洲、亚
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洲、南部非洲、北美洲、南美洲和大洋洲。 

2. 分类信息 

学名：Ditylenchus dipsaci（Kühn，1857）Filipjev，1936 

异名：Siddiqi（2000）列出了鳞球茎茎线虫模式种的异名 

分类地位：线虫门（Nematoda），泄管纲（侧尾腺纲）（Secernentea），双胃亚纲

（Diplogasteria），垫刃目（Tylenchida），垫刃亚目（Tylenchina），垫刃总科（

Tylenchoidea），粒科（Anguinidae） 

通用名：茎线虫、茎与鳞茎线虫（英文）（Sturhan 和 Brzeski，1991）  

注：鳞球茎茎线虫目前被认为是一个复合种，由主要在寄主选择方面存在差异

的大量生理小种和种群构成。因此，共有 13 个定名种为鳞球茎茎线虫的异名，其中

已区分出多达 30 个生理小种，它们的主要区别在于寄主范围，并且通常以其主要寄

主植物命名。 

学名：Ditylenchus destructor Thorne，1945 

异名：无 

分类地位：线虫门（Nematoda），泄管纲（侧尾腺纲）（Secernentea），双胃亚纲

（Diplogasteria），垫刃目（Tylenchida），垫刃亚目（Tylenchina），垫刃总科（

Tylenchoidea），粒科（Anguinidae） 

通用名：块茎腐烂线虫、马铃薯腐烂线虫（英文）（Sturhan 和 Brzeski，1991） 

De Ley 与 Blaxter（2003）已结合形态学观察、分子学发现和分支分析建立了

最新的分类系统。 

3. 检测 

鳞球茎茎线虫和腐烂茎线虫具有以下共同的识别症状：膨大、变形、变色、植

株地上部分矮化，以及鳞茎和块茎坏死或腐烂（Thorne，1945）。 

鳞球茎茎线虫 

鳞球茎茎线虫在其侵入紧密的薄壁组织的能力方面表现出寄生适应性，先以酶

降解相邻细胞壁间的果胶或中间薄层，使细胞变圆、四周分离。这引起典型的发亮

症状或受侵染组织的粒状结节，让人想起过熟苹果的果肉（Southey，1993）。 

根据 Vovlas 等（2011），巨大茎线虫（巨大茎与鳞茎线虫）侵染蚕豆引起茎部

组织膨大和变形或病变，变成红褐色，最后黑色。严重侵染时，种子发黑、变形，
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比未受侵染的种子小，表面有斑点状病斑。除蚕豆外，其他寄主还有紫花野芝麻（

Lamium purpureum）、短柄野芝麻（Lamium album）、宝盖草（Lamium 

amplexicaule）、田野毛茛（Ranunculus arvensis）、田旋花（Convolvulus arvensis）

和不实野燕麦（Avena sterilis）。ss 

腐烂茎线虫 

腐烂茎线虫通常侵染植株的地下部分（马铃薯的块茎和匍匐茎、薄荷的根茎，

以及啤酒花和丁香的根），引起变色和植物组织腐烂。地上部分有时也受侵染，引

起矮化、变厚、茎部分叉和矮化、叶片卷曲及变色（例如在马铃薯中）（Sturhan 和

Brzeski，1991）。然而，多数情况下植株的地上部分看不到侵染症状。 

3.1 寄主与症状 

3.1.1 鳞球茎茎线虫 

根据 Sturhan 和 Brzeski（1991），鳞球茎茎线虫的主要寄主是禾本科（

Gramineae）植物：燕麦（Avena sativa）、黑麦（Secale cereale）、玉米 

（Zea mays）、小麦（Triticum aestivum）；百合科（Liliaceae）植物：洋葱、大蒜

、郁金香属；豆科（Leguminosae）植物：紫花苜蓿、野豌豆属（Vicia spp.）、豌

豆（Pisum sativum）、车轴草属；茄科（Solanaceae）植物：马铃薯、烟草属（

Nicotiana spp.）；十字花科（Cruciferae）植物：油菜（Brassica campestris），以

及石蒜科（Amarillidaceae）：水仙属（Narcissus spp.）。其他寄主包含胡萝卜、草

莓属（Fragaria spp.）（草莓）、甜菜、风信子、韭菜（Allium ampeloprasum）、小

天蓝绣球（Phlox drummondii）、天蓝绣球（Phlox paniculata）、石竹属（Dianthus 

spp.）（康乃馨）、芹菜（Apium graveolens）、绣球属（Hydrangea spp.）、兵豆（Lens 

culinaris）、欧洲油菜（Brassica napus）、欧芹、向日葵 

sss（Helianthus annuus）。 

不同代次鳞球茎茎线虫可在一个生长季中存在于一株寄主植物中，代代相接。

如果植物受侵染部分因有害生物为害引起死亡，线虫会在其彻底死亡之前离开寄主

。在缺少寄主植物时，线虫可以进入非寄主植物，在其中取食一段时间，但它们不

能在非寄主植物中繁殖（Andrássy 和 Farkas，1988）。鳞球茎茎线虫侵染最常见的

症状是植株矮化、黄化；茎、叶柄和花变厚、变短、含有虫瘿且变形；鳞茎和根茎

上有坏死病斑和腐烂，鳞茎切开时常见环形褐变。鳞球茎茎线虫也可以侵染菜豆（

Phaseolus vulgaris）（芸豆、青豆或四季豆）、蚕豆、葱属（Allium spp.）和紫花

苜蓿等植物的种子。小种子一般不表现出明显的侵染症状，但大种子可能种皮皱瘪

且带有变色病斑。 
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3.1.1.1 禾本科植物的特异性症状 

燕麦和黑麦（McDonald 和 Nicol，2005）。叶片变形，茎秆增厚，产生分蘖数

量不正常，植株矮小、丛生。在黑麦栽培中，鳞球茎茎线虫主要发生在腐殖质少的

轻质土壤中和经常种植黑麦的区域。晚秋时节可以观察到最初的侵染迹象，但它们

在春季最为明显。黑麦田中生长迟缓的植株上出现一些病斑，表明受到了该有害生

物为害。由于受侵染的燕麦植株生长更为缓慢，它们的绿色在黄熟的作物中尤为显

眼。小麦受侵染后具有与其他禾谷类作物相似的症状，而且只在中东欧受鳞球茎腐

烂茎线虫为害（Rivoal 和 Cook，1993）。 

玉米不是鳞球茎茎线虫喜欢的寄主，但幼小植株茎秆组织受侵染后会产生坏死

，并导致玉米植株在收获前死亡或倒伏（Rivoal 和 Cook，1993）。受侵染植株的

叶片变脆，像开瓶器一样扭曲。较大植株剥开时，节间变短，茎秆基部中空。 

3.1.1.2 百合科植物的特异性症状 

洋葱、大蒜和分葱（Allium cepa var. aggregatum）。在多数葱属植物中，其受

鳞球茎茎线虫侵染的特征是叶片和鳞茎变形（图 2、3 和 4）。幼小植株基部膨大，

叶片变形。较老的受侵染鳞茎的鳞瓣膨胀，鳞茎基部鳞茎盘常会开裂（Potter 和

Olthof，1993）。洋葱受鳞球茎茎线虫为害时，因线虫取食导致细胞分离，其表面

呈霜粒状（Ferris 和 Ferris，1998）。受侵染鳞茎在储藏期间很容易腐烂（Bridge 和 

Hunt，1986）。鳞茎内部鳞瓣通常比外部鳞瓣受害更重。随着时间推移，鳞茎变软

，切开后鳞瓣上可见褐色同心圆。相反的是，鳞球茎茎线虫不会引起大蒜叶片变形

或膨大，但会引起叶片黄化和死亡（Netscher 和 Sikora，1990）。Mollov 等（2012

）首次报道在美国明尼苏达州大蒜上发现鳞球茎茎线虫。地上部分的症状为矮化和

变色，而鳞茎的症状则是坏死、发育不良和变形。葱属可能会有叶疱（叶片上水泡

状突起）。受侵染的葱属种子观察不到侵染症状。 

郁金香属（Southey，1993）。鳞球茎茎线虫侵染郁金香的症状，无论是在生长

的植株还是鳞茎上，都与水仙属的症状的有很大差别。田间花期最容易发现侵染。

最初第一个症状是紧挨花下的茎部一侧有白色或淡紫色病斑，并向病斑一侧弯曲。

病斑变大，表皮开裂－其下面显示出典型的组织松软－受害部向下扩展，通常也会

向上扩展至花瓣。在更为严重的侵染中，相似的病斑自叶片主脉向茎下方扩展，生

长可能变形。侵染自新鳞茎的底部开始，被侵染部它们随后成长为从原来茎基部发

出的侧补偿芽。去除外部褐色鳞瓣后，就可以看见并摸到外层肉质鳞瓣上灰色或褐

色松软的块状侵染。受侵染鳞茎没有和水仙或风信子一样的褐色环状斑。 
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3.1.1.3 豆科植物的特异性症状 

紫花苜蓿。鳞球茎茎线虫是紫花苜蓿上最重要的线虫类有害生物。在比较黏重

的土壤中且降雨多时，或在喷灌区域容易发生侵染。在水分胁迫的情况下，受侵染

作物常表现出和叶绿素丧失有关的“叶尖白化”特征（Griffin，1985）。受侵染田

块常有不规则的稀疏生长区。线虫为害的典型症状包含基部膨大，茎秆和叶片矮化

、扭曲，节间变短，并形成很多腋生芽，产生数量不正常的分裂，使植株表现出丛

生状（McDonald 和 Nicol，2005）。受侵染植株有时不能长高作为干草使用（

Ferris 和 Ferris，1998），它们通常不能产生花穗（McDonald 和 Nicol，2005）。

紫花苜蓿受鳞球茎茎线虫侵染后易于感染疫霉根腐病（Phytophtora megasperma）

。在感病、破裂的植株上发生的其他腐生线虫（各种小杆线虫属（Rhabditis）、头

叶属（Cephalobus）和盆咽属（Panagrolaimus）的种类线虫）会加重鳞球茎茎线虫

的危害，也会加速植株的死亡（Andrássy 和 Farkas，1988）。苜蓿种子未观察到侵

染症状。 

车轴草属（Cook 和 Yeates，1993）。除红三叶草和白三叶草外，症状与紫花苜

蓿的描述极为相似。该有害生物特别在冷凉、多雨天气下侵染红三叶草。田间出现

大片圆形的病株区，发病区中部区域朝中部方向的植株发病更重，中心部位通常枯

萎。植株基部通常有球茎状膨大，叶片变脆，皱缩且叶脉明显变厚。花苞膨大似虫

瘿，一个花部虫瘿可以包含 5 000 头线虫（Courtney，1962）。受鳞球茎茎线虫侵

染后，白三叶草茎部变短并膨大，花蕾丛生，受侵染部位在夏季或秋季变成褐色。

叶片较正常的变窄，然而叶柄变厚变短。花蕾基部膨大（Andrássy 和 Farkas，1988

）。 

3.1.1.4 茄科植物的特异性症状 

马铃薯。鳞球茎茎线虫在块茎上产生漏斗形腐烂，会向块茎内部进一步扩展，

与腐烂茎线虫引起的表层腐烂不同。茎叶受该线虫侵染，由此引起植株的典型矮化

，并伴有茎和叶柄的严重变形（Evans 和 Trudgill, 1992）。 

烟草属（Johnson, 1998）。侵染性幼虫（4 龄）在湿润天气下侵入烟草种苗的

叶片和茎中，形成小型黄色膨大物（虫瘿），可扩展至地面以上 40 cm 甚至更多。

随着虫瘿数量的增加，植物组织在未成熟时就开始死亡。下部叶片可能脱落，上部

叶片可能变黄。虫瘿最终腐烂，受侵染植株停止生长。最后，特别是在冷凉、湿润

的天气下和黏重的土壤中，受侵染的茎会开裂，植株倒伏。 

3.1.1.5 十字花科植物的特异性症状 

受鳞球茎茎线虫侵染的成熟油菜可能产生严重的褐色腐烂。 
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3.1.1.6 石蒜科的特异性症状 

水仙属（Southey，1993）。典型症状是叶片上有白黄色、疱状肿大（叶疱），

鳞茎横切时可以看到褐色的同心圆环（图 5 和 6）。鳞茎纵切时，可见坏死始于颈部，

向下延伸。开花前，叶片快速生长时最容易看到肿大。在轻微侵染时，用食指和大

拇指捋过叶片可感觉到肿大，比目察更为明显。紧挨着颈部以下切开，在干燥鳞茎

中可以观察到造成极小鳞茎损危害的鳞球茎茎线虫侵染。在侵染的早期阶段仔细观

察，可以看到明亮的海绵状区域，此处细胞已经分离。随后很快会出现褐色坏死。 

3.1.1.7 其他寄主的特异性症状 

草莓属。鳞球茎茎线虫被认为是茎线虫属中唯一一种草莓病原物（Brown 等，

1993）。为害后可见叶片畸小变形，叶柄短粗扭曲。 

天门冬科（Asparagacae）、Sciloideae 亚科（风信子）及其他球茎植物（

Southey，1993）。球茎症状和水仙属一样，但植株叶片上通常看不到清晰的肿大。

叶子可能表现出白黄色条纹、变形，并常见轻微肿大。其他百合科球茎一般表现出

和风信子一样的症状。石蒜科的侵染症状与水仙属的相似；例如雪花莲属（

Galanthus spp.）和娜丽花属（Nerine spp.）均表现出叶片肿大，鳞茎中有褐色同心

圆环。 

甜菜和胡萝卜（Cooke，1993）。鳞球茎茎线虫取食引起种苗生长点死亡（导

致形成多个冠部）；子叶和叶片可能扭曲、肿大和变形；稍老植株上的叶片或叶柄

上可能产生虫瘿。生长后期取食冠部可引起腐烂，被称为冠溃疡、冠腐或颈腐。最

初通常在叶片伤痕中可以看见隆起的浅灰色脓疱。腐烂随后向外、向下发展，扩展

到植株整个肩部，使冠部在拔起时断裂。在胡萝卜上，其他症状可能包含叶片开叉

和主根头部变色。症状主要发生在地面上下 2－4 cm 的根和茎上。严重侵染引起叶

片死亡和褐腐，秋季尤其如此（图 7）。 

天蓝绣球和其他观赏植物（Southey，1993）。在福禄考上，受侵染的嫩枝表现

出典型的茎部变粗和易碎症状，节间变短，易于开裂。该寄主独特的症状是上部叶

片卷曲变小，其中最上部叶片可能退化成细丝。具有畸形生长、肿大等症状，有记

录的寄主植物的例子包含各种和各品种银莲花属（Anemone）、蒲包花属（

Calceolaria）、桂竹香属（Cheiranthus）、石头花属（Gypsophila）、堆心菊属（

Helenium）、矾根属（Heuchera）、剪秋罗属（Lychnis）、珍珠菜属（Lysimachia

）和钓钟柳属（Penstemon）植物（Roberts，1981）。Edwards（1937）报道报春花

属（Primula spp）矮化、叶片变形、腐烂和不能开花。木本植物一般不受为害，但

绣球属可受鳞球茎茎线虫侵染，引起未木质化新枝畸形、叶柄和主脉肿大，以及叶
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片明显的皱缩。叶片皱缩通常是侵染的最初表现。另一种木本植物，Yucca smaliana

，则表现出叶片畸形和疱状肿大。 

3.1.2 腐烂茎线虫 

根据 Sturhan 与 Brzeski（1991），腐烂茎线虫主要寄生块茎（例如马铃薯和大

丽花）、鳞茎（例如球根鸢尾、郁金香和唐菖蒲），以及块根作物（例如甜菜和胡

萝卜）。它可以为害圆生蘑菇（Agaricus hortensis）（栽培蘑菇）的菌丝体。其他

寄主包括甘薯、大蒜、菜豆、当归（Angelica sinensis）（“女人参”）、人参（

Panax ginseng）、西洋蒲公英、秋海棠属（Begonia spp.），以及欧洲狗牙菫（

Erytronium denscanis）（狗牙紫罗兰）的鳞茎。 

马铃薯和大丽花属。生长阶段无可见症状。线虫通常通过匍匐茎进入马铃薯块

茎。多数线虫位于褐变和未受害部位交界处。如果从块茎的这一部位采集一个小样

品，放入水中，即使只使用一个简单的放大镜也可以看到明显的小线虫团。腐烂茎

线虫侵染的初期最早症状是很小的白色或浅色病斑，在块茎表皮下即可看见（

Brodie，1998）。这些病斑随后变大，颜色逐渐变深（从灰色、深褐色至黑色），

并形成海绵状组织（图 8）。这主要是细菌、真菌和腐生线虫次生侵染的结果（

Brodie，1998）。在严重侵染的块茎上，一般有典型的略微凹陷区域，其表皮破裂

、皱缩，呈纸状。表皮未受危害，但在其下受侵染组织干燥和皱缩的过程中会变薄

并破碎（Brodie，1998）。最后，整个块茎可能脱水变干。此类被彻底危害的块茎

可浮于水面（图 9）。相对而言，受鳞球茎茎线虫侵染的马铃薯表皮通常不会破裂

。收获后线虫继续在块茎内繁殖，并可能形成很大数量。储藏后症状可能更加明显

。受侵染的块茎上一般会发生真菌、细菌和自由生活的线虫的次生侵染。 

甜菜。侵染在根和根状茎上引起黑色坏死病斑。Dallimore 和 Thorne（1951）

报道其症状与褐腐相近。在甜菜中，除了引起产量损失外，糖分含量也会降低。 

胡萝卜。侵染引起胡萝卜表皮横向破裂，皮层组织中形成白色斑块。真菌和细

菌在这些部位的次生侵染也可能引起腐烂。此类为害在胡萝卜横切面上很容易看到

。在冬季天储藏期，线虫继续其为害行为，使胡萝卜变得不宜食用。 

鸢尾属（Iris spp.）和郁金香属（Southey，1993）。侵染引起浅灰色线性斑点

，在外层肉质鳞瓣上从基部向上延伸。伴随侵染进程，受损部位遍布并深入鳞茎组

织，引起次生干燥、纤维状腐烂，导致鳞茎崩解。对受侵染鳞茎进行横切时，可以

看见明显的环状褐斑。叶片黄化和顶端枯死是鳞茎受害以及最终根部功能丧失引起

的次生症状。 
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在南非低温储藏期间，观赏植物蛇鞭菊（Liatris spicata）的球茎受腐烂茎线虫

侵染后表现出浅黑色腐烂，与腐烂部位相邻的组织中有不同龄期的成活线虫（Van 

der Vegte 和 Daiber，1983）。 

3.2 线虫分离 

3.2.1 从鳞茎和大蒜瓣中分离 

为了分离线虫，将受侵染的鳞茎瓣（主要是内层瓣）或蒜瓣切成小块，在室温下

和自来水一起放入一个装有自来水的容器（例如培养皿）中。为了获得清澈的悬浮

液，可将切块放在覆有滤纸的 200－250  μm 孔径的筛子上作为支撑（Oostenbrink 浅

盘技术）。1 h 或更长时间后，可使用一台立体视显微镜（至少 40X 放大率）对线

虫进行观察。 

3.2.2 从土壤和植物材料中分离  

贝尔曼漏斗法是从土壤和植物材料（鳞茎、根、马铃薯皮和种子）中分离线虫

的参考技术。在漏斗颈部末端接一段橡皮管，用弹簧或螺纹夹夹紧。将漏斗放在支

架上，基本加满自来水。将土壤或切成小片的植物组织放在经折叠可以装入这些材

料的纱布或滤纸上，轻轻浸入漏斗里的水中。活动线虫穿过纱布并沉到漏斗颈部底

端。经过几个小时后，或隔夜，放出含有线虫的少量自来水，在显微镜下进行观察

（Flegg 和 Hooper，1970）。 

在该技术的一项改进中，用一个盘子替换漏斗。将一块土壤打碎，清理掉其中

的石子和植物残体。将土壤（50 ml）均匀放在一张圆形的单层纸巾上，纸巾放在置

于一个塑料容器中的粗孔塑料筛子上。在容器中加水，至土壤充分湿润但未浸没时

止。用一个大培养皿盖盖住容器，以减少水分的蒸发。该装置至少保持 24 小时，然

后倒掉土壤，并将线虫悬浮液从容器中倒进一个盘子中，在解剖镜下进行观察。可

以使用切得很小的植物组织代替土壤（Kleynhans，1997）。 

用于鳞茎和根的 Seinhorst mistifier 技术与贝尔曼漏斗法的不同之处在于，前者

冲洗掉了植物汁液和有毒分解物。对水仙属等植物而言，本方法比贝尔曼漏斗法更

为合适。在本方法中，将一个贝尔曼漏斗或 Oostenbrink 浅盘放在水汽或水雾中，

以避免氧气耗尽。用喷头将水喷洒在植物材料上，或用喷头往上喷水，使水滴轻轻

掉落到植物材料上，从而产生水雾。活线虫离开植物组织，被冲进漏斗或盘子里，

并沉淀其中。每隔 24 或 48 小时收集一次线虫，打开漏斗颈部的螺纹夹将其收集在

一个玻璃烧杯中，或者在 20－25 µm 的筛子上收集标本。分离最多可持续 4 周时间

。本技术由 Hooper（1986）描述。 

从植物材料中分离茎线虫属线虫的另一种方法源自 Oliveira 等（2013）的描述
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。将植物材料切成 1 cm 的小块，放进装满自来水的 500 ml 杯子中。在杯盖上打两

个孔，一个用于穿过鱼缸泵软管，另一个用作通气孔。材料在鱼缸泵连续通风的过

程中保持 72 h。最后的悬浮液倒在 1 000 µm 的筛子上去除植物残体，随后用 38 µm

的筛子从悬浮液中分离出线虫。这种对悬浮液进行通风的方法是为了防止植物材料

腐烂，从而最大限度地减少细菌和真菌寄生物的增长，使很多线虫保持存活。通过

通风搅动含有植物材料的悬浮液，可使更多线虫从根组织中分离出来，从而更准确

地估算植物材料的侵染情况。 

也可以采用 Coolen 和 D’Herde（1972）的方法从植物材料中分离线虫。将植物

材料清洗干净，切成约 0.5 cm 见方的小块，取 5 g 放入装有 50 ml 自来水的家用搅

拌器中浸软，以最低速度搅拌 1 min。本方法的缺点是大线虫标本，例如鳞球茎茎

线虫成虫会被搅拌器切成碎段。将线虫悬浮液和组织碎片倒入放在 45 µm 筛子上的

750 µm 筛子中。收集 45 µm 筛子上的残留物，倒进两个 50 ml 离心管中。每个管中

加入约 1 ml 高岭土，混合物充分混匀，随后以 3 000 r.p.m.离心 5 min。倒掉上清液，

往离心管中加入蔗糖溶液（浓度 1.13 g/cm3）。混合物充分混匀，以 1 750 r.p.m.离心

1 min。将上清液倒入 45 µm 筛子中，收集残留物，对线虫进行研究。 

对干豆子以及其他豆类作物是否带有鳞球茎茎线虫的检测是一个两步程序，包

括：(1) 将一定数量的种子放在通风的水中浸泡过夜，以及(2) 将一部分浸泡过的种

子在水雾中分离 3 天。将两步中每一步的液体部分过筛，继以显微镜检测鉴定，以

确定浸泡水和水雾分离物中是否有线虫。本方法耗时约 7 天，但可以通过省略步骤

(2)（即水雾分离）将时间压缩至 3 天。改进后的程序包含：将豆子在通气的水中浸

泡过夜，继以过筛和显微镜观察、鉴定。 

可以采用以下方法（根据 Kleynhans，1997）来分离土壤中的线虫。将土壤（

250 ml）通过粗网筛（2 mm）冲洗进 5 升桶中。加自来水至 5 升。搅拌悬浮液，让

其沉淀 30 s，随后倒入 45 µm 筛子中。用桶中的土壤重复上述步骤 2 次，但将沉淀

时间缩短至 20 s 及随后的 10 s。将残留物从 45 µm 筛子上转移进 50 ml 离心管中。

如果离心管中的溶液非常浑浊，加入 5 ml 高岭土（并充分混匀），以促进线虫沉淀

。离心管以 1 750 r.p.m.离心 7 min。倒掉每个离心管中的上清液。往离心管中加入

蔗糖溶液（450 g/l 水），充分搅拌蔗糖和土壤混合物，随后以 1 750 r.p.m.离心 3 

min。将上清液倒入 45 µm 筛子中，将带有线虫的残留物收集在一个烧杯中，用于

检测。这是一项基本技术，取决于技术人员的技能和土壤类型，可能会丢失多达

40%的线虫。可用于从土壤中分离线虫的其他方法包含 Flegg－改进型 Cobb 技术和

Oostenbrink 淘析器方法（EPPO，2013c）。Hooper 等（2005）描述了经过调整的

，可充分利用线虫大小、密度和运动能力的不同的分离方法。 
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4. 鉴定 

通过形态学方法鉴定茎线虫属线虫仅限于成虫标本，而且最好能使用高倍显微

镜检验一种线虫的雄虫和雌虫。高质量的玻片制备应可保证只用形态学检验方法就

能准确鉴定出鳞球茎茎线虫和腐烂茎线虫成虫。一个样品中茎线虫幼虫的形态学鉴

定应只用于确认样品中存在该种线虫。由于食菌性茎线虫经常污染腐烂的植物材料

，在对植物和土壤样品中的标本进行鉴定时应特别小心。 

4.1 形态学鉴定 

鳞球茎茎线虫和腐烂茎线虫的鉴定最好应基于形态学方法。为鉴定这些种类而

建立起来的分子方法可用于低度侵染水平，或在仅有幼虫时使用。分子方法可用于

不完整和非典型的成虫，以及各个虫龄，包括幼虫阶段，它们用形态学方法不可能

鉴定到种。 

4.1.1 标本制备 

用于快速鉴定或研究未固定标本中最好观察的特征的临时制备方法如下（

Kleynhans，1997）： 

- 将活标本转移到载玻璃玻片上的小水滴中。 

- 在酒精灯上轻微加热玻片，经常检查是否有线虫移动。标本停止颤动时应立即

停止加热。 

- 盖上盖玻片，并用指甲油密封四周。指甲油干燥后，带有标本的玻片即可用于

研究。 

对光学显微镜而言，从土壤或植物材料中分离出活线虫，温和热（65－70℃）

杀死，用 FAA（35%的蒸馏水、10%的 40%福尔马林、5%的冰醋酸、50%的 95%乙

醇）固定（Andrássy，1984），转移至甘油中（Hooper 等，2005），按照 Seinhorst

（1959）和Goodey（1963）描述的方法用无水甘油将其封装在盖玻片和载玻片之间。 

对光学显微镜鉴定工作而言，建议以 500x 至 1 000x（油镜）放大倍数与微分

干涉相差显微镜结合使用。 

4.1.2 形态学诊断特征 

茎线虫属各种线虫的诊断检索表可参看 Viscardi 与 Brzeski（1993），以及

Brzeski（1998）。下列表 1 提供了区分茎线虫属与其他垫刃目和、滑刃目其他各属

的一个检索表。 
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表 1. 区分茎线虫属与其他垫刃目和、滑刃目其他各属的检索表 

1 

背食道腺开口近口针基部；中食道球圆形、卵形或缺失 垫刃目－2 

背食道腺开口于中食道球中；中食道球特征突出，通常椭圆形 滑刃目 

2 

食道前部（前部食道前体部）和中食道球未结合成单一体；口针从不特别

通常较短长 

3 

前部食道前体部逐渐变宽，并且和中食道球融合；口针很长，基部常位于

中食道球的前部 

其他属 

3 

雌成虫蠕虫状 4 

雌成虫为根部固着的囊状或梨形寄生物 其他属 

4 

中食道球有瓣门 5 

中食道球无瓣门 1 其他属 

5 

食道腺位于后食道球内，不覆盖或略覆盖肠；鲜有明显的头骨架；口针弱

至中等发达 

6 

食道腺耳垂状，覆盖肠；头骨架发达；口针粗壮 其他属 

6 

单一前卵巢型卵巢；阴门位于虫体后部 7 

双卵巢，前后伸展两卵巢型；阴门位于中部稍后 其他属 

7 

雌虫不膨大；雌虫子宫柱状部 4 排，每排 4 个细胞；雄虫交合伞包裹尾部

1/3 或更多 

茎线虫属 

雌虫膨大；子宫柱状部有超过 20 个细胞 其他属 

来源：改编自 Heyns（1971）和 Siddiqi（2000）。 

1 少数几种非植物寄生性茎线虫没有具瓣门的中食道球。 

 

非洲茎线虫、腐烂茎线虫、鳞球茎茎线虫、巨大茎线虫和食菌茎线虫（

D. myceliophagus）在形态学和形态测量学方面很相似，但只要同时有雄虫和雌虫标

本供测量和研究，就可以通过以下方法（表 2）来区分彼此。 

4.1.2.1 鳞球茎茎线虫的描述 

参考 Sturhan 与 Brzeski（1991）、Wendt 等（1995），以及 Brzeski（1998）

。详情和图示见图 10。 

测量值（标准描述见 EPPO (2013b) ）。（除燕麦外，参考 Blake，1962，收录

于 Hooper，1972）（n＝48♀♀）：L＝1.3 mm ± 0.009；a＝62 ± 5.6；b＝15 ± 1.4

；c＝14 ± 2.1；V＝80 ± 1.5。（n＝23♂♂）：L＝1.3 mm ± 0.017；a＝63 ± 11.3；b
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＝15 ± 1.7；c＝14 ± 2.1；T＝72。 

一般形态。静止松弛放松时虫体直或几乎直。侧区具侧线 4 条。头部和相邻虫

体连续（图 10B）。雌虫口针长 10－13 µm，雄虫口针长 10－12 µm。口针锥体约

为口针长度一半，基部球圆形，发育良好。中食道球肌肉发达，有 4－5 µm 的腔壁

增厚（图 10A）。后食道球分叉缢缩，或覆盖肠几微米。排泄孔位于峡区后部或食

道腺球的对面应部位。后阴子宫囊约占肛阴距的一半或略多（图 10D）。雄虫交合

伞包裹尾部的 3/4。交合刺长 23－28 µm。两性尾圆锥形尾，端尖。 

形态学诊断特征。侧线数量（4 条）（图 10F），相对较长的口针，后阴子宫

囊长度及尖状尾（图 10D）是本种的鉴别性特征（Andrássy，2007）。鳞球茎茎线

虫可通过雌虫较短的虫体型（1.0－1.7 对 1.6－2.2 mm）和较长的肛阴距（202－

266 对 132－188 µm）与巨大茎线虫加以区别（Vovlas 等，2011）。从侧面观察，

鳞球茎茎线虫的交合刺比腐烂茎线虫的更为弯曲（图 10C）。有关交合刺的更多信

息及其在鳞球茎茎线虫和腐烂茎线虫鉴定方面的应用可参看 Karssen 与 Willemsen（

2010）。必须注意的是，蚕豆种子主要包含 4 龄幼虫。 

4.1.2.2 腐烂茎线虫的描述 

参考 Sturhan 与 Brzeski（1991），以及 Brzeski（1998）。详情和图示见图 11。 

测量值（参考 Goodey，1952，采自多种高等植物寄主）（n＝237♀♀）：L＝1.07

（0.69－1.89）mm；a＝32（18－49）；b＝7（4－12）；c＝17（9－30）；V＝80

（73－90）。（n＝231♂♂）：L＝0.96（0.76－1.35）mm；a＝35（24－50）；b＝7

（4－11）；c＝14（11－21）；T＝65（40－84）。 

一般形态。腐烂茎线虫成虫为微小的蠕虫形生物，长 0.8－1.4 mm，宽 23－

47 µm，略向腹面弯曲。因寄主和虫龄不同，成虫具有显著的形态测量学差异。雄虫

和雌虫总体上外表相似。侧区具侧线 6 条（图 11F），在颈部和尾部区域退化为 2 条。

表皮和头部有很细的环纹，头部较相邻虫体常缢缩，通过扫描电子显微镜可以辨别

出大约 4 个头部体环（Wendt 等，1995）。口针长 10－12 µm，偶见描述具 14 µm

长口针的标本。口针锥体为口针长度的 45－50%，基部球清晰、圆形，向后方倾斜

。中食道球肌肉发达，有 3 µm 的腔壁（瓣门）增厚。后食道球在虫体背侧覆盖一

小段肠，偶尔可见食道腺球缢缩分叉的标本（图 11A）。排泄孔位于食道腺对面应

部位。后阴子宫囊延伸至肛阴距约 3/4 处（图 11E）。卵长度为宽度的 2 倍（

Andrássy，2007）。阴门唇厚，突起（图 11B）。前卵巢前延伸，有时伸至食道区

域。后阴子宫囊占肛阴距 40－98%，不起受精囊的作用（图 11E）。雄虫交合伞包

裹尾部长度的 50－90%。交合刺长 24－27 µm。鳞球茎茎线虫的交合刺形态不同于

腐烂茎线虫，区别在于后者宽大处有腹侧突起（图 12）（Karssen and Willemsen，

附件 06



DP 8  限定有害生物诊断规程 

DP8-16 《国际植物保护公约》 

2010）。精巢延伸直达食道基部。两性尾圆锥形尾，尾长为肛门处体宽的 3－5 倍，

通常向腹面弯曲，端圆。 

形态学诊断特征。腐烂茎线虫和鳞球茎茎线虫相似，但与后者的区别在于侧区

具侧线 6 条（图 11F）、后阴子宫囊更长，以及细浑圆的尾端部（图 11D）。形态

学上腐烂茎线虫与非洲茎线虫主要区别于可能略有重叠的口针长度，以及交合刺长

度，这意味着鉴定时种群中必须有雄虫存在。由于聚合酶链式反应（PCR）技术有

足够的灵敏度来辨明密切相关的几个属之间的区别，Wendt 等（1995）使用限制性

片段长度多态性（RFLPs）来区分腐烂茎线虫和非洲茎线虫。侧面观察时，鳞球茎

茎线虫交合刺的弯曲度比腐烂茎线虫小（图 11C）。 

注意。上述特征可能发生变化，几乎不可能将单个标本鉴定到种的水平。建议

至少要检验 1 条雄虫和 1 条雌虫标本。例如，雄虫侧线偶尔会在尾部附近退化为 4

条，形成与鳞球茎茎线虫相近的模式。 

表 2. 非洲茎线虫、腐烂茎线虫、鳞球茎茎线虫、巨大茎线虫和食菌茎线虫的诊断特征对比 

特征 

腐烂茎线虫 

（参考 Hooper，

1973） 

非洲茎线虫（

参考 Wendt

等，1995） 

食菌茎线虫 

（参考 Hesling， 

1974） 

巨大茎线虫 

（参考 Vovlas

等，2011） 

鳞球茎茎线虫（

参考 Hooper， 

1972） 

雌虫体长（mm） 0.8–1.9 0.7–1.1 0.6–1.4 1.6–2.2 1.0–1.7 

侧线数量 6 6–15 6 4 4 

尾端形状 圆形 圆形 圆形 尖形至细浑圆

形 

尖形 

雌虫 C 值（体长/尾长

） 

14–20 8.8–16.9 8.2–17 15.7–27.6 11–20 

后食道球 短，背部覆盖 短，背部覆盖 短，背部覆盖 略覆盖 不覆盖 

雌虫口针长度（µm） 10–14 8–10 7–8 10.5–13.0 10–12 

PUS/阴门－肛门长度

（%）1 

53–90 37–85 30–69 约 502 40–70 

交合刺长度（µm） 24–27 17–21 15–20 23.5–28 23–28 

交合伞长度（尾长%） 50–70 48–66 20–55 72–76 40–70 

寄主选择性 3 高等植物和真菌

菌丝 

花生和真菌 真菌菌丝 高等植物 高等植物和真菌

i 

1 PUS，子宫囊后阴部分。 

2 计算自种的描述。 

3 在形态学标准混淆时可用。 
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4.2 分子鉴定 

必要时，可对鳞球茎茎线虫或腐烂茎线虫进行分子鉴定，可能有易于混淆的种

类（例如食菌茎线虫、非洲茎线虫或巨大茎线虫）发生，以及不能通过形态确切地

将其与目标种类区分开时尤其如此。 

此情况下，在提取 DNA 前，最好将含有线虫个体的溶液放在低温条件下（即

冷藏）少储存少数几天。 

在本诊断规程整中，各种方法（包含引用的商标名）的描述和发表时一样，因

为它们规决定了最初获得的灵敏度、特异性和/或再现性水平。本诊断规程对试剂、

化学品或设备名称的使用不意味对它们的认可，而排斥可能同样适用的其他品牌。

只要经过充分验证，本规程提供的实验室程序可根据各个实验室的标准进行调整。  

4.2.1 鳞球茎茎线虫 

已建立用于鉴定鳞球茎茎线虫的多种分子方法。 

Southern 杂交（Wendt 等，1993）和电泳（Tenente 和 Evans，1997；Palazova

和 Baicheva，2002）被用于研究鳞球茎茎线虫中的小种概念，以及茎线虫属的各种

线虫间的遗传多样性。 

用于特异性鉴定的分子方法也已得到充分研究，主要是通过 PCR 或 PCR-RFLP，

以及通过序列分析检测种群变异（Leal-Bertioli 等，2000；Zouhar 等，2002）。 

已有 6 种分子检测方法（PCR、PCR-RFLP）发表，可用于鉴定鳞球茎茎线虫

；这些方法的描述见 4.2.4 至 4.2.9 节。描述包含了每种检测方法的特异性，即每种

检测方法已对照评估过的线虫属和种类。 

线粒体(r) DNA 序列的分子分析，包含不同区域（内转录间隔区（ITS）ITS1-

5.8S-ITS2 区域、s8S 基因的 D2－D3 片段、18S 小亚基、细胞色素 c 氧化酶 I 的部

分线粒体基因（线粒体 (mt) DNA），以及 hsp90 基因序列（核酸 (n) DNA）），可

明确区分巨大茎线虫和鳞球茎茎线虫（狭义）（Vovlas 等，2011）。 

4.2.2 腐烂茎线虫 

腐烂茎线虫的分子诊断是基于 rRNA 基因 ITS 区域的 PCR-RFLP 或测序。 

Wendt 等（1993）表明 ITS 区域的 PCR-RFLP 可将寄生马铃薯的腐烂茎线虫与

鳞球茎茎线虫的两个小种，以及食菌茎线虫区分开。他们发表了这三个种的 RFLP

诊断概况。非洲茎线虫和腐烂茎线虫可通过以下组合特征加以区分：rDNA 的 ITS

区域上 7 个限制性酶产生的 RFLP。 
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Ji 等（2006）获得了采自甘薯的几个腐烂茎线虫种群的 RFLP 概况，并揭示了

其 RFLP 概况中的一些区别。 

Powers 等（2001）首先对鳞球茎茎线虫的 ITS1 区域进行了测序，GenBank 数

据库目前可提供 50 多个从腐烂茎线虫中提取的 rRNA 片段的编号序列，这些腐烂茎

线虫采自不同地点和寄主植物。 

4.2.3 DNA 提取 

将几头幼虫或成虫转移到一个微型管中，从其中提取 DNA。Webster 等（1990

）描述了 DNA 提取方法。 

4.2.4 鳞球茎茎线虫和腐烂茎线虫的 ITS-rRNA PCR-RFLP 检测 

本检测方法由 Wendt 等（1993）建立。 

方法 

本检测使用的 ITS rRNA 通用引物（如 Vrain 等 (1992) 所描述）为： 

18S：5′-TTG ATT ACG TCC CTG CCC TTT-3′ 

26S：5′-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3′ 

鳞球茎茎线虫和食菌茎线虫的扩增子扩增产物均为 900 个碱基对 (bp) ，腐烂茎

线虫为 1 200 个碱基对。 

按照生产商对含 Taq DNA 聚合酶、核苷酸和反应缓冲液的 PCR 试剂盒的使用

建议进行扩增。 

PCR 循环参数1包含：1.5 min 96℃、30 s 50℃和 4 min 72℃，第 1 个循环；

45 s 96℃、30 s 50℃和 4 min 72℃，40 个循环；以及 45 s 96℃、30 s 50℃和

10 min 72℃，最后一个循环。DNA 扩增后，取 2－5 µl 产物在 1%琼脂糖凝胶上进

行电泳。将剩余产物在–20℃下储存，用于 RFLP。有几个限制性酶可用于区分腐烂

茎线虫、鳞球茎茎线虫和其他种类的茎线虫属线虫；例如 HaeIII、HpaII、HinfI 和

RsaI（Wendt 等，1993）。这些诊断酶产生的限制性片段长度见表 3。 

表 3. 四种限制性酶产生的茎线虫属几种线虫 ITS-rRNA 的 RFLP 片段的大约长度 (bp) 

酶 腐烂茎线虫 食菌茎线虫 鳞球茎茎线虫 巨大茎线虫 1 非洲茎线虫 

非限制性 PCR

产物 

1 200  900  900  900  1 000  

HaeIII 450, 170  450, 200  900  800, 200  650, 540  

                                                      
1 这些 PCR 循环参数由最早的文献描述（Wendt 等，1993）。用于 PCR 的热循环仪和试剂的改进可能导致对

这些循环参数进行修改。 

附件 06



限定有害生物诊断规程 DP 8 

《国际植物保护公约》 DP 8-19 

HpaII 1 000  900  320, 200, 180  600, 200  950  

HinfI 780, 180  630, 310  440, 350, 150  350, 150  450, 340, 150, 

130, 100  

RsaI 600, 250, 170  900  450, 250, 140  490, 450  690, 450  

来源：Wendt 等（1993，1995）。 

Bp，碱基对；ITS，内转录间隔区；PCR，多聚酶链式反应；RFLP，限制性片段长度多态性；rRNA，核糖体 RNA。 

1 在最初的文献中被称为鳞球茎茎线虫巨大小种。 

4.2.5 鳞球茎茎线虫的 SCAR PCR 检测 

本序列特异性扩增区（SCAR）PCR 检测由 Esquibet 等（2003）建立，是设计

用于区分鳞球茎茎线虫正常和巨大小种的一种种特异性检测方法。该方法曾用食菌

茎线虫（1 个种群）、鳞球茎茎线虫正常小种（采自不同寄主和地点的 11 个种群）

和鳞球茎茎线虫巨大小种，即 Vovlas 等（2011）描述的巨大茎线虫（从不同地点蚕

豆上分离出的 11 个种群）进行评估。 

方法 

所使用的鳞球茎茎线虫特异性引物为： 

鳞球茎茎线虫（正常小种）： 

H05：5′-TCA AGG TAA TCT TTT TCC CCA CT-3′  

H06：5′-CAACTG CTA ATG CGT GCT CT-3′ 

鳞球茎茎线虫（巨大小种，Vovlas 等（2011）描述为巨大茎线虫）： 

D09：5′-CAA AGT GTT TGA TCG ACT GGA-3′ 

D10：5′-CAT CCC AAA ACA AAG AAA GG-3′ 

鳞球茎茎线虫（正常小种）的扩增子扩增产物约为 242 个 bp，鳞球茎茎线虫（

巨大小种）则为 198 个 bp。就两个引物对而言，对非目标种和非目标小种均未见扩

增（Esquibet 等，2003）。 

10 µl PCR 混合液包含：1.5 mM MgCl2、每种脱氧核糖核苷酸各 250 µM、对双

重 PCR（H05-H06）或（D09-D10）而言每种引物各 690 nM，或对多重 PCR（

H05-H06-D09-D10）而言每种引物各 500 nM ，以及 Taq DNA 聚合酶 0.5 U。循环

参数为：3 min 94 ºC 变性开始；1 min 94℃、1 min 59℃和 1 min 72℃，30 个循环

；以及 10 min 72℃最后延伸。PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳分析。 

4.2.6 鳞球茎茎线虫的 18S 和 ITS1 特异性 PCR 检测 

本检测由 Subbotin 等（2005）建立，是设计用于鳞球茎茎线虫（狭义）（仅正

常小种）的一种种特异性检测方法。该方法曾用腐烂茎线虫（1 个种群）、鳞球茎
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茎线虫正常小种（来自不同寄主和地点的 18 个种群）和茎线虫属（来自不同寄主和

地点的 12 个种群）进行评估。 

方法  

所使用的鳞球茎茎线虫特异性引物为： 

rDNA2：5′-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3′（Vrain 等，1992） 

DitNF1：5′-TTA TGA CAA ATT CAT GGC GG-3′  

鳞球茎茎线虫（狭义）（巨大小种，后来称为巨大茎线虫的未包含在内）的扩

增子扩增产物约为 263 个 bp。非目标种未见扩增。 

25 µl PCR 引物包含：1× 从 10× PCR 缓冲液包含 15 mM MgCl2、每种脱氧核

糖核苷酸各 0.2 mM 、每种引物各 60 nM，以及 Taq DNA 聚合酶 1 U。PCR 在 96

孔 Peltier 型热循环仪（PTC100，MJ Research2）中进行，循环参数如下：4 min 

94 ºC 开始；15 s 94℃、30 s 57℃和 30 s 72℃，35 个循环；以及 10 min 72℃最后延

伸。PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳分析。 

4.2.7 鳞球茎茎线虫的 5.8S rDNA 特异性 PCR 检测 

本检测由 Marek 等（2005）建立，是设计用于鳞球茎茎线虫的一种种特异性检

测方法。该方法曾用鳞球茎茎线虫（来自不同寄主的 3 个欧洲种群）和非目标属种

群（马铃薯白线虫（Globodera pallida）、松材线虫（Bursaphelenchus xylophilus）

和小杆线虫属）进行评估。 

方法 

为鳞球茎茎线虫的鉴定设计了两对特异性引物，其中最灵敏的（可检测出

10 pg 目标 DNA）是： 

PF1：5′-AAC GGC TCT GTT GGC TTC TAT-3′ 

PR1：5′-ATT TAC GAC CCT GAG CCA GAT-3′ 

用本对引物产生的鳞球茎茎线虫扩增子扩增产物约为 327 个 bp。 

25 µl PCR 混合液包含：1× Taq 缓冲液、1.5 mM MgCl2、每种脱氧核糖核苷酸

各 200 µM、每种引物（PF1-PR1 引物对）各 10 pmol，以及 Taq DNA 聚合酶（

Fermentas2）1.5 U。PCR 在 96 孔 Peltier 型热循环仪（PTC200, MJ Resarch2）上进

行，循环参数如下：3 min 94℃；2 min 94℃、30 s 62℃和 2 min 72℃，30 个循环

；以及 10 min 72℃最后延伸。PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳分析。 

                                                      
2 在本诊断规程中，各种方法（包含引用的商标名）的描述和发表时一样，因为它们决定了最初获得的灵敏度

、特异性和/或再现性水平。本诊断规程对试剂、化学品或设备名称的使用不意味对它们的认可，而排斥可能

同样适用的其他品牌。只要经过充分验证，本规程提供的实验室程序可根据各个实验室的标准进行调整。  
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4.2.8 鳞球茎茎线虫的 5.8S rDNA 和 ITS 特异性 PCR 检测 

本检测由 Kerkoud 等（2007）建立，是设计用于鳞球茎茎线虫的一种种特异性

检测方法。该方法曾用鳞球茎茎线虫（来自不同寄主和地点的 10 个种群）、非洲茎

线虫、腐烂茎线虫、食菌茎线虫、菊花滑刃线虫（Aphelenchoides ritzemabosi）（

每种 1 个种群），以及茎线虫属（根据文献，目前描述为巨大茎线虫）（从不同地

点蚕豆上分离到的 10 个种群）进行评估。 

方法 

使用两对特异性引物，其中一对只用于鉴定鳞球茎茎线虫，另一对用于鉴定巨

大茎线虫和鳞球茎茎线虫。同时使用两对引物可将巨大茎线虫和鳞球茎茎线虫区分

开来。引物为： 

第一对引物： 

DdpS1：5′-TGG CTG CGT TGA AGA GAA CT-3′ 

rDNA2：5′-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3′（Vrain 等，1992） 

鳞球茎茎线虫的扩增子扩增产物约为 517 个 bp。非目标种未见扩增，其中包含巨

大茎线虫。 

第二对引物： 

DdpS2：5′-CGA TCA ACC AAA ACA CTA GGA ATT-3′  

rDNA2：5′-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3′ （Vrain 等，1992） 

鳞球茎茎线虫和巨大茎线虫的扩增子扩增产物约为 707 个 bp。 

20 µl PCR 混合液包含：含最终浓度为 5 mM 的 MgCl2 的 1.5 mM 扩增缓冲液、

每种脱氧核糖核苷酸各 200 µM、每种引物各 0.5 µM（在单一 PCR 中使用 DdpS1-

rDNA2 或 DdpS2-rDNA2；在双重 PCR 中，DdpS1 引物的最终浓度为 0.5 µM，

DdpS2 和 rDNA21 则为 1 µM），以及 Taq DNA 聚合酶（MP Biomedicals2）1 U。

PCR 在 96 孔 Peltier 型热循环仪（GeneAmp 9600 PCR 系统，Perkin Elmer2）上进

行，循环参数如下：1 min 94℃；30 s 94℃、30 s 60℃和 45 s 72℃，40 个循环；以

及 10 min 72℃最后延伸。PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳分析。 

4.2.9 鳞球茎茎线虫的 SCAR PCR 检测 

SCAR PCR由 Zouhar 等（2007）建立，是设计用于鳞球茎茎线虫的一种种特异性

检测方法。该方法只用鳞球茎茎线虫（来自不同寄主的 10 个欧洲种群）进行过评估。 

方法 

为鳞球茎茎线虫的鉴定设计了两对特异性引物： 

第一对引物： 
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DIT_2 正向：5′-GCA ATG CAC AGG TGG ATA AAG-3′ 

DIT_2 反向：5′-CTG TCT GTG ATT TCA CGG TAG AC-3′ 

使用本对引物的鳞球茎茎线虫扩增子扩增产物约为 35 个 bp。 

第二对引物： 

DIT_5 正向：5′-GAA AAC CAA AGA GGC CGT AAC-3′ 

DIT_5 反向：5′-ACC TGA TTC TGT ACG GTG CAA-3′ 

使用本对引物的鳞球茎茎线虫扩增子扩增产物约为 245 个 bp。 

25 µl PCR 混合液包含：1× PCR 缓冲液（Fermentas2）、1.5 mM MgCl2、每种

脱氧核糖核苷酸各 200 µM、每种引物各 10 pmol（DIT_2 或 DIT_5 引物对）、Taq 

DNA 聚合酶（Fermentas2）1.5 U，以及 50 ng DNA 作为模板。PCR 在 96 孔 Peltier 

型热循环仪（PTC200, MJ Research2）上进行，循环参数为：3 min 94℃；1 min 94

℃、30 s 60℃ 和 1 min 72℃，30 个循环；以及 10 min 72℃最后延伸。PCR 产物用

琼脂糖凝胶电泳分析。 

4.2.10 分子检测的对照 

为确保获得可靠的检测结果，应考虑为每个系列的核酸分离、目标有害生物核酸

或目标核酸的扩增设置适宜的对照，该对照取决于所采用的检测类型和所要求的确

定程度。至少应采用一个阳性核酸对照、一个阴性扩增对照和一个阴性提取对照。 

阳性核酸对照。本对照用于监测扩增（提取除外）的效率。可使用提前制备（

储存）的目标线虫的核酸。 

阴性扩增对照（无模板对照）。常规 PCR 必须采用本对照，以排除制备反应混合

液过程中污染引起的假阳性。在扩增阶段加入制备反应混合液时使用的 PCR 级水。 

阴性提取对照。本对照用于监测核酸提取过程中的污染。本对照包含核酸提取

和随后仅仅对提取缓冲液所做的扩增。预期会得到大量阳性样品时，建议采用多重

对照。 

4.2.11 常规 PCR 结果的解释 

只有在以下两项标准均得到满足时，病原特异性 PCR 才可被视为有效： 

- 阳性对照产生目标线虫种类的大小正确的扩增子扩增产物 

- 阴性提取对照和阴性扩增对照不产生目标线虫种类的大小正确的扩增子扩增产

物。 

5. 记录 
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应按照 ISPM 27（限定有害生物诊断规程）的要求保存记录和证据。 

在其他缔约方可能受到诊断结果负面影响的情况下，记录和证据（酌情，特别

是保存或玻片封装的标本、具有明显形态特征的照片、DNA 提取物和凝胶照片）应

至少保存 1 年。 

6. 获取进一步信息的联系点 

有关本诊断规程的进一步信息可获自： 

ARC-PPRI 生物分类学处，南非共和国 0121，昆斯伍德市私人邮箱 X134（

Antoinette Swart；电子邮件：SwartA@arc.agric.za）。 
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加利福尼亚食品与农业部植物有害生物诊断中心，美国加利福尼亚州 95832-

1448，Sacramento 市 Meadowview 路 3294 号（Sergei Subbotin；电子邮件：

subbotin@ucr.edu）。 

加拿大食品检验局夏洛特镇实验室马铃薯病害组，加拿大 C1A 5T1，爱德华王

子岛夏洛特镇 Mount Edward 路 93 号（Harvinder Bennypaul；电子邮件：

bennypaulhs@inspection.gc.ca）。 

国家植物保护机构（NPPOs）、区域植物保护组织（RPPOs）或植物检疫措施

委员会（CPM）附属机构可通过国际植物保护公约秘书处（ippc@fao.org）提出对诊

断规程进行修订的申请，此类申请会转交给诊断规程技术小组（TPDP）。 

7. 致谢 

本规程由 Antoinette Swart（南非共和国 ARC-PPRI 生物分类学处线虫组）、

Eliseo Jorge Chaves（阿根廷 INTA-Estación Experimental de Balcarce，Laboratorio 

de Nematología）和 Renata C.V. Tenente（巴西 EMBRAPA，Recursos Genéticos e 

Biotecnología）起草。 

分子技术的描述由 Sergei Subbotin（加利福尼亚食品与农业部植物有害生物诊

断中心，美国加利福尼亚州 95832-1448，Sacramento 市 Meadowview 路 3294 号）

完成。 

以下线虫专家对完善本规程提出了有价值的建议： 

- Harvinder Bennypaul（加拿大食品检验局） 

- Johannes Hallmann（德国 Julius Kühn-Institut） 

- Mikhail Pridannikov（俄罗斯 A.N. Severtsov 生态与进化研究所寄生虫学中心） 

- P. Castillo （西班牙 Instituto Agricultura Sostenible ， Consejo Superior de 

Investigaciones Cientificas）。 
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9. 图 

 

图 1. 受鳞球茎茎线虫侵染的蚕豆种子（显示虫绒） 

照片由 G. Caubel，Nemapix（1999）提供。 

 

 

图 2. 受鳞球茎茎线虫侵染的大蒜 

照片由 G. Caubel，Nemapix（1999）提供。 
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图 3. 受鳞球茎茎线虫侵染的洋葱幼苗 

照片由位于波兰托伦的国家植物检疫与种子检验局的 E. Hennig 提供。 
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图 4. 受鳞球茎茎线虫侵染的大蒜鳞茎 

照片由 G. Caubel，Nemapix（2002）提供。 

 

图 5. 受鳞球茎茎线虫侵染的水仙属 

照片由 G. Caubel，Nemapix（1999）提供。 
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图 6. 受鳞球茎茎线虫侵染的水仙属鳞茎横切面 

照片由 C.W. Laughlin，Nemapix（2002）提供。 

 

图 7. 受鳞球茎茎线虫侵染的甜菜横切面 

照片由 C. Hogger，Nemapix（1999）提供。 
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图 8. 受腐烂茎线虫侵染马铃薯和未受侵染的马铃薯横切面对比 

照片由 S. Ayoub，Nemapix（2000）提供。 

 

图 9. 受腐烂茎线虫不同程度侵染的马铃薯 

照片由 H. Andersen 提供。 
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图 10. 鳞球茎茎线虫（Kühn，1857）Filipjev，1936（参考 Sturhan 和 Brzeski，1991）。(A) 雌虫，食道区域； 

(B) 雌虫头部；(C) 雄虫，交合刺区域；(D) 雌虫，后部区域；(E) 雌虫部分生殖系统；以及(F) 虫体中部侧区。 

比例尺上每一单位＝10 µm。 
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图 11. 腐烂茎线虫 Thorne, 1945（参考 Sturhan 和 Brzeski，1991）。(A) 雌虫，食道区域；(B) 雌虫，头部； 

(C) 雄虫，交合刺区域；(D) 两只雌虫的尾端；(E) 雌虫，后部区域；以及(F) 虫体中部侧区。比例尺上每一 

单位＝10 µm。 
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图 12. 茎线虫交合刺：(A) 鳞球茎茎线虫和(B) 腐烂茎线虫。箭头＝突起。比例尺＝12 µm 

照片由 Karssen 与 Willemsen（2010）提供。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

出台背景 

这部分不属于本标准的正式内容 

2006 年 4 月，植检委第一届会议（2006）在工作计划中增列了主题（线虫，

2006-008） 

2004 年 11 月，标准委增列专题：腐烂茎线虫/鳞球茎茎线虫（2004-017）  

2010 年 7 月，草案提交给诊断规程技术小组会议 

2013 年 4 月，专家磋商  

2013 年 6 月，草案提交给诊断规程技术小组会议 

2014 年 5 月，标准委批准提交成员磋商（2014_eSC_May_11） 

2014 年 7 月，成员磋商 

2015 年 4 月，诊断规程技术小组批准草案提交标准委（2015_eTPDP_Apr_03） 

2015 年 6 月，标准委批准进入诊断规程通报期（2015_eSC_Nov_02） 

2015 年 8 月，标准委代表植检委批准诊断规程（未收到正式反对意见） 

ISPM 27. 附件 8. 鳞球茎茎线虫与腐烂茎线虫（2015）。 

罗马，国际植物保护公约，粮农组织. 

出台背景最后更新：2015 年 9 月 
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1. 有害生物信息 

实蝇科（Tephritidae）包含约 500 个属 4 450 个种（Norrbom 等，1999a，1999b；

Norrbom，2004b）（2014 年该数字是大约 4 700 个种 (A.L. Norrbom，个人通讯，

2014) ）。实蝇科在世界范围内广泛分布于温带、热带和亚热带地区。按实蝇属

（Anastrepha Schiner）（实蝇科：长尾实蝇族 (Toxotrypanini) ）是美洲实蝇科中最大的

一个属，代表性的种超过 250 个，从美国南部（德克萨斯和佛罗里达）到阿根廷北部

之间都有发生（Hernández-Ortiz，1992；Foote 等，1993；Hernández-Ortiz 和 Aluja，

1993；Norrbom，2004b；Norrbom 等，2012）。因对受其危害的栽培水果（例如芒果和

柑橘）高度重要且其寄主范围广泛，至少有 7 种按实蝇被认为是重大的经济害虫。

这 7 种是南美按实蝇（A. fraterculus (Wiedemann) ）、南美瓜按实蝇（A. grandis 

(Macquart) ）、墨西哥按实蝇（A. ludens (Loew) ）、西印度按实蝇（A. obliqua 

(Macquart) ）、山榄暗色按实蝇（A. serpentina (Wiedemann) ）、中美美洲番石榴

按实蝇（A. striata Schiner），以及加勒比按实蝇（A. suspensa (Loew) ）。南美按

实蝇被认为是一个隐存复合种（Hernández-Ortiz 等，2004，2012；Selivon 等，

2004，2005；Vera 等，2006；Cáceres 等，2009）。本按实蝇诊断规程涵盖了该属

及其中具有重大经济重要性的种的形态学鉴定。有关实蝇科各种实蝇更详细的一般

信息，参看 Norrbom（2010）。 

取决于每个种及其所处的环境和气候条件，实蝇科实蝇的生命周期长短不同

（Basso，2003）。雌性按实蝇将卵产在果实中。每个果实中所产卵的数量不相同，

主要取决于寄主果实的特征，诸如大小和成熟度等（Malavasi 等，1983），但每种

按实蝇的对产卵数量也似乎也有其内在的限制（Aluja 等，1999）。几天内，所产的

卵就会孵化出幼虫。幼虫通常取食果肉，但有时也取食，甚至专门取食种子。成熟幼

虫通常脱离果实，在地上化蛹，但在某些情况下化蛹也可能在果实内进行。成虫通

常经 16－25 天的蛹期后羽化，羽化后需要 5－20 天的性成熟时间。在此期间，实蝇

从同翅目昆虫分泌物、鸟粪和成熟果实产生的汁液中获取食物（ Prokopy 和

Roitberg，1984）。 

很少了解各种对按实蝇种类和其寄主之间的关系了解得很少。共有 48 个科 330

多种寄主植物，据报道其中很多是少数几种广适按实蝇的寄主（Norrbom 和 Kim，

1988；Norrbom，2004a），然而很多其他种类按实蝇的食源植物仍然不为人知。不
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仅如此，现有资料还包含很多存疑记录，以及只是在实验室条件下诱导侵染的报

道。如果将寄主清单限制在自然侵染范围内，只有约 39.8%的按实蝇种类已知其寄

主（Hernández-Ortiz 和 Aluja，1993）。 

芒果（Mangifera indica）和柑橘属（Citrus spp.）等外来栽培物种的引进，已

经使按实蝇属中一些有害生物种类拓展了其最初的分布范围，并增强了其繁殖能

力。然而，它们对某些当地寄主仍然有明显偏好，这可能说明了其最初的寄主关

系。在此方面，加勒比按实蝇、南美按实蝇和美洲番石榴中美按实蝇主要取食桃金

娘科（Myrtaceae）寄主，墨西哥按实蝇主要取食芸香科（Rutaceae），西印度按实

蝇 主 要 取 食 漆 树 科（ Anacardiaceae ） ， 暗 色 山 榄 按 实 蝇主 要 取 食 山 榄 科

（Sapotaceae），南美瓜按实蝇则主要取食葫芦科（Cucurbitaceae）（Norrbom，

2004a）。 

在美洲热带地区的当地寄主中，似乎与能产生乳汁的植物，特别是山榄科植物

有遗传性联系。山榄科果实是箭齿按实蝇（ A. dentata ）、山榄按实蝇（ A. 

leptozona）、暗色实蝇山榄按实蝇（A.serpentina）、异型按实蝇（A. daciformis）、A. 

robusta 和 A. cryptostrepha 等按实蝇种类经常取食的寄主。桃金娘科果实也是非常重

要的寄主。已报道大约有 26 种按实蝇取食该科植物，其中多数属于南美按实蝇复合

种（Norrbom 和 Kim，1988；Norrbom 等，1999c）。 

2. 分类信息 

学名：Anastrepha Schiner，1868 

异名：Acrotoxa Loew， 1873；Pseudodacus Hendel， 1914；Phobema Aldrich，

1925；Lucumaphila Stone，1939 

分类地位：昆虫纲（Insecta），双翅目（Diptera），实蝇科（Tephritidae），实蝇

亚科（Trypetinae），长尾实蝇族（Toxotrypanini） 

通用名：见表 1 
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表 1. 几种具有重大经济重要性的按实蝇的通用名和异名 

通用名 按实蝇种类  异名 

南美按实蝇 

Anastrepha fraterculus

（Wiedemann，1830）

复合种  

Tephritis mellea Walker，1837 

Trypeta unicolor Loew，1862  

Anthomyia frutalis Weyenbergh，1874  

Anastrepha fraterculus var. soluta Bezzi，1909  

Anastrepha peruviana Townsend，1913  

Anastrepha braziliensis Greene，1934  

Anastrepha costarukmanii Capoor，1954  

Anastrepha scholae Capoor，1955  

Anastrepha pseudofraterculus Capoor，1955  

Anastrepha lambayecae Korytkowski and Ojeda，1968  

瓜按实蝇  
Anastrepha grandis 

（Macquart，1846）  

Anastrepha schineri Hendel，1914  

Anastrepha latifasciata Hering，1935  

墨西哥按实蝇  
Anastrepha ludens 

（Loew，1873）  
Anastrepha lathana Stone，1942  

西印度按实蝇  
Anastrepha obliqua 

（Macquart，1835）  

Anastrepha fraterculus var. mombinpraeoptans Sein，1933  

Anastrepha fraterculus var. ligata Lima，1934  

Anastrepha trinidadensis Greene，1934  

山榄按暗色实蝇  
Anastrepha serpentina 

（Wiedemann，1830）  
Urophora vittithorax Macquart，1851  

番石榴按实蝇  
Anastrepha striata 

Schiner，1868  
Dictya cancellaria Fabricius, 1805（见 Norrbom 等, 1999b）  

加勒比按实蝇  
Anastrepha suspensa 

（Loew，1862）  

Anastrepha unipuncta Sein，1933  

Anastrepha longimacula Greene，1934  

 

3. 检测 

实蝇可通过检验水果中幼虫，以及检验运输对水果运输所用包装物中的蛹来进

行检测，也可以通过诱集系统在室外诱集成虫。 
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3.1 水果的检验 

可以在输入或输出货物、包裹，甚至是飞机或陆上运输工具中找到受侵染的水

果。带有雌虫产卵或幼虫取食引起的发软部位、暗色斑点、腐烂、孔眼或伤痕的水

果是检验的目标物。为了检测到雌性实蝇的产卵孔，应由专业人员在显微镜下进行

目检。如果观察到幼虫脱果孔，应在水果包装物中检查蛹。水果未成熟时即被采摘

和包装，不太可能发生 2、3 龄幼虫和蛹；然而，此类水果可能携带卵和 1 龄幼虫，

它们更加难以检出。对可能受侵染的带有雌性实蝇典型产卵孔的水果，应切开寻找

其中的卵或幼虫。检测的成功取决于对水果的认真取样和检查。 

3.2 诱集装置的检验 

ISPM 26（建立果蝇（实蝇科）非疫区）附录 1 提供了有关按实蝇诱集的指导。

一般而言，为调查果树中实蝇成虫而设置的监测系统，无论是在水果种植区还是在

国家之间的边境区域，都需要使用以食物饵料或合成引诱物为诱剂的McPhail诱捕器。

通常含有大量铵化合物的诱剂应在国际上得到认可和批准（例如 ISPM 26）。诱集

装置设置的独特方法及其维护时间应与各个国家的植物检疫法规保持一致。 

4. 鉴定 

按实蝇属的分类以成虫外部形态和雌虫尾器特征为依据（Stone，1942；

Hernández-Ortiz，1992；Zucchi，2000；Norrbom 等，2012）。因为多数种类按实

蝇未成熟阶段的形态特征未曾得到很好的记录，和成虫形态相比，这些特征在种类

识别方面作用有限（White 和 Elson-Harris，1992）。然而，科学文献中能查到有关

卵结构和 3 龄幼虫的一些信息，它们对某些种类有诊断价值（Steck 和 Wharton，

1988；Steck 等，1990；Frías 等，2006，2008，2009；Dutra 等，2011a，2011b，2012，

2013；Figueiredo 等，2011）。已有具有重大经济重要性的 7 种按实蝇（1 节；列于

表 1）的幼虫鉴定检索表（Steck 等，1990；Carroll 等，2004），但使用时应考虑其

局限性。 

尽管已能非常清楚地识别一些按实蝇种类按实蝇的 3 龄幼虫（Berg，1979；

Steck 和 Wharton，1988；Carroll 和 Wharton，1989；Steck 等，1990；White 和 Elson-

Harris，1992；Carroll 等，2004；Frías 等，2006；Hernández-Ortiz 等，2010），但对

所描述的多数种类而言，现有资料依据的只是非常有限的取样。对尚未描述特征的其

他高度相关的种类进行研究，可能也会降低本方法的可靠性。正因为如此，专家应

进行诊断，并评估所有能够获得的信息。最可靠的鉴定方法是将幼虫饲养至成虫阶

段。 

几种按实蝇类有害生物被认为包含多个形态上无法区分，或需要借助形态测量
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学分析才能识别的隐存种（尚未描述）（Hernández-Ortiz 等，2004，2012）。 

为进一步研究这一观点，国际原子能机构（IAEA）已协调了一个国际研究项目，

描述南美按实蝇复合种中的隐存种。作为该项目的一部分，已研究了一些分子方法

对该属的诊断作用。基于现有资料，使用细胞色素氧化酶 I基因的 DNA 条形码等方法

还不能可靠地鉴定一些双翅目种类，包含几种重要的有害生物（Will 等，2005；Meier

等，2006；Virgilio 等，2010；Lopes 等，2013）。通过内转录间隔区（ITS）1 分析

已取得一些进展（例如 Sonvico 等，2004，基因库序列号 AY686689）。此类信息

与标本的形态特征和核型分析，以及杂交交配研究有关（Basso，2003）。 

因此，本诊断规程所包含的鉴定方法以形态特征为依据。 

4.1 准备用于鉴定的成虫 

4.1.1 饲养幼虫以获得成虫 

将水果放置在盖有布或细纱网的笼子中，底部放上消过毒的化蛹介质（例如湿

蛭石、沙子或锯末）。一旦幼虫离开从水果中羽化出来，它们就会进入底层介质中

化蛹。建议每个水果单独培育。必须每天观察每个样品，并收集虫蛹。将虫蛹放入

装有化蛹介质的的容器中，容器盖有严密的盖子，但要有适当的通风。一旦成虫羽

化，它们应保持存活 48－72 h，以确保其体壁和翅具有硬度和该种类特有的颜色。

随后杀死成虫，放入 70%乙醇（96%乙醇用于分子研究（DNA））中保存，或者用

乙酸乙酯或其他药剂杀死成虫，并将其固定在大头针上。对雌实蝇而言，杀死后

（在其变硬之前）立即用镊子轻轻挤压其前腹部末端部分非常有用，随后挤压产卵

管基节的基部和端部，以露出其产卵管刺针突端梢部（因此以后不需要另行解

剖）。 

4.1.2 准备用于镜检的成虫 

为了能将成虫阶段识别到种，完整的标本应干燥保存（大头针固定）或保存在

70%乙醇中。翅膀和产卵管刺针突的检验尤其重要。产卵管刺针突的检验必须在大

约 400×的放大倍数下进行。每头标本的翅膀和产卵管刺针突可封固在同一载破片的

两个不同的盖玻片下。解剖和封固应由有经验的人员完成。解剖按实蝇雌虫尾器非

常困难，很容易损坏有用部位。 

4.1.2.1 产卵管刺针突 

最好切下一头雌虫的整个腹部，以解剖其产卵管基节（合并背腹片 7）、翻转

膜和产卵管刺针突。对保存的干燥（大头针固定）标本而言，建议使用精巧的解剖

剪分离腹部。腹部需要清洗。为此目的，将腹部放进 10%氢氧化钠（NaOH）或
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10%氢氧化钾（KOH）溶液中，沸水浴加热 10－15 min，用蒸馏水冲洗腹部结构，

随后在立体显微镜下用解剖镊清除内部物质。应露出产卵管刺针突和翻转膜。在此

步骤，可以将产卵管刺针突放入 1 到 2 滴甘油中，在显微镜下直接检验。随后，可

以将腹部结构移入一个装有甘油的微量瓶中，并固定在干标本下方。至于永久玻

片，要按照 4.1.2 节描述的方法制作。以腹向位置永久封固产卵管刺针突。会妨碍对

侧面观时更易看到的一些特征的观察。正因为如此，用甘油保存在微量瓶中通常更

为可取。 

4.1.2.2 翅 

翅部特征常常不需封固即可观察，因此不建议将封固作为一种常规操作。形态

测量学研究时可能必须如此，但在观察 4.3.2 节检索表中使用的特征时并非必须。如

果制作永久封固标本，建议从基部切下双翅之一（最好是右翅，因为这样便于和文

献及本诊断规程提供的图片进行比较）。 

4.2 准备用于鉴定的幼虫 

4.2.1 生物学样品的处理 

正如 4 节所强调，确定无误的鉴定可能必须要观察成虫特征。如果找到的是未

成熟虫态龄期，建议取保存少量幼虫用于形态学检验，用热水处理（4.2.2 节），随

后放置在 70%乙醇中用于形态学检验。饲养剩余的其他幼虫和蛹，以获取鉴定用的

成虫标本（4.1.1 节）。 

对幼虫进行形态学检验（4.2.2 节）时，针对未封固幼虫可使用立体显微镜，玻

片封固的幼虫可使用复式显微镜，而经临界点关键部位干燥的幼虫则使用扫描电子

显微镜（SEM）。对幼虫进行玻片封固可能会妨碍以后对形态特征的分析。对玻片

封固的幼虫，使用配备 20×、40×或更高倍数的光学显微镜，有可能检验其外部形态

（例如前气门和后气门、口脊），以及头咽骨等内部结构（图 21－44）。使用扫描

电子显微镜时，才有可能对幼虫外部形态进行详细和高分辨率的观察（图 45－

61）。因此不建议用玻片封固代表一个样品的所有标本或可用于诊断的唯一幼虫；

应保存未封固的幼虫，用于将来的分析。 

4.2.2 准备用于镜检的幼虫 

为制作用于检验的标本，必须用热水处理幼虫，具体可将成活幼虫在大约 65℃

的水中放置 2－4 分钟。幼虫冷却至室温，随后在 50%酒精中浸泡 15－30 分钟。将

标本移入装有 70%酒精的密封玻璃瓶（15－25 ml）中。建议在玻璃瓶上加贴含有所

有取样信息的标签。这些样品可当即用于立体显微镜检验，或者以后用于制作封固

玻片或扫描电子显微镜检验。 
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为了制备用于玻片封固的标本，必须清除（清理干净）所有内部物质，以便观

察表皮、口腔口、头咽骨和前气门，以及后气门板和臀叶。为此可以在幼虫上横向

切开两个口子，一个在头部和前气门之间，另一个在尾节前。随后需要将切开后的

幼虫浸入一个装有 10% NaOH 或 10% KOH 溶液的试管中，并在沸水浴中加热 10－

15 min。最后可以在立体显微镜下（45×或更大的放大率）用镊子和蒸馏水小心地清

除掉标本的内部物质。 

可以用加拿大树胶或优巴拉尔（Euparal）对玻片进行永久封固。在此之前，必

须将清理干净的虫体结构放入 50%、75%和 100%乙醇中，各脱水 25 min。用加拿

大树胶封固时，应将标本移入薰衣草精油中并保持 15 min，对其进行清洗，随后立

即用 1－2 滴加拿大树胶封固在载玻片上。使用优巴拉尔作为封固剂时，应将虫体构

造从 100%乙醇中移入丁香油中，保持约 30 min，以在封固前对其进行清洗。在两

种情况下，玻片都必须干燥数天（使用烘箱可以缩短时间），但它们封固后也可以

直接在低倍显微镜下进行检验。玻片应加贴标签。 

使用扫描电子显微镜观察时，必须首先在小玻璃瓶中用蒸馏水把标本（保存在

酒精中）清洗干净，清洗前加 1 滴肥皂液作为表面活性剂。随后应用蒸馏水充分冲

洗，并按以下顺序通过一系列乙醇浴脱水：70%,、80%和、95%和 100%（该浓度需

3 次），并且更换 3 次纯乙醇（每次浸泡 15 min）。随后使标本的关键部位进行临

界点干燥，并用金钯离子溅射镀膜（Carroll 和 Wharton，1989）。在其他文献中也

可以看到类似的技术（例如 Frías 等，2006，2008，2009）。 

4.3 成虫的形态学鉴定 

4.3.1 按实蝇属的鉴定 

成虫（图 1）。头部（图 2-A）：通常黄色，具 2－8 根额鬃和 1－2 根上眶

鬃，有时后上眶鬃缺如；单眼鬃通常非常纤细或不明显；具单眼后鬃、中及侧顶

鬃。胸部（图 2-B、3）：胸部大刚毛通常黑色、红褐色或橘色，少金黄色；盾片通

常黄色至橘色，偶尔以深褐色为主，或有时具深褐色或者黑色条纹或斑点，通常具

2－5 条黄色条纹；中胸背板具以下刚毛：1 根肩鬃、2 根背侧片鬃、1 根沟前翅上

鬃、1 根沟后翅上鬃、1 根翅后鬃、1 根翅内鬃、1 根背中鬃、1 根中鬃（很少缺

如），以及 2 根小盾鬃。 

翅（图 4）：具亚前缘脉缺刻；R-M 横脉位于中室（dm）末端至中部之间；基

肘室（bcu）具发育良好的后尖部扩展；翅脉 M 末端通常明显向前弯曲（所有有害

种类尤其如此），不以 90° 角与前缘脉相交。翅纹带有橘色至褐色条带，形成以下

典型模式：基前缘区前缘（C）带包含整条 R1 脉、亚前缘室和翅痣；S 带从基肘室
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端部开始延伸，穿过中室和 R-M 横脉，到达前缘，并继续延伸至翅尖；V 带形成一

个倒 V 字形，包含沿 DM-Cu 脉的近臂（端前横亚端带）和发自 m 室的端臂（后端

横带），两者相汇于 r4+5 室；端臂通常不完整或缺如。在一些具有经济重要性的种类

中，典型翅纹会有所改变（见 4.3.2 节的种检索表）。 

雄虫尾器（图 5）：侧面观第九背板宽，侧背针突短或延长；中背针突较侧背

针突短，端部具 2 个粗壮的黑色前叶；载肛突膜状，侧面和腹面轻微骨化；阳具

长，常长于雌虫产卵管基节。阳茎头轻微骨化，端部具 T 形骨片，非有害种类有时

阳茎头缺如。 

雌虫尾器（图 6）：产卵管器基节管状，长度不确定。翻转膜（常翻入产卵管

器基节）顶端背侧具一组钩状骨片（亦称锉器）；产卵管刺针突（常翻入翻转膜和

产卵管器基节内）充分骨化，末端边缘有时呈锯齿状。 

4.3.2 几种具有重大经济重要性的按实蝇的成虫检索表 

检索表改编自 Hernández-Ortiz 等（2010）。有关形态结构和其他按实蝇种类的

更多信息参看 Norrbom 等（2012）。有关按实蝇属的诊断形态特征见表 2 和 4。 

1. 翅具 C 带，在 R1 脉末端 r1 室中一个边界清晰的透明斑点处中断；具前、后上眶

鬃；V 带端臂通常存在，至少部分存在，如缺如，翅纹深褐色至黑色 ...................... 2 

– 翅具 C 带，翅基至翅尖间不中断，有时消失于 r1 室；后上眶鬃常缺如；V 带端臂

缺如。必须具有以下全部特征：S 带基半部连续，始于 bcu 室端部，穿过 R-M 横脉

并连结 C 带。r2+3 室全长有颜色 ；R2+3 脉全长近平直；br 室在 BM-Cu 和 R-M 脉间

近乎透明（图 7）；腹部背片黄色；盾片具深褐色背中条纹；雌虫产卵管刺针突特

别长（5.3－6.2 mm），宽度通常大于 0.10 mm，端梢部具 V 形脊，边缘不呈锯齿状

（图 14）；雄虫具阳茎头（幼虫侵染瓜类）……………. ..................... 南美瓜按实蝇 

2. 盾片主要为深褐色，具褐色至黑色条纹 .................................................................. 3 

– 盾片黄色或橙色，除偶沿盾间缝外无深褐色斑纹 .................................................... 4 

3. 翅纹主要为深褐色；V 带端臂完全缺如（图 8）；腹部背片主要为深褐色，具 T

形中白斑；胸部侧板主要为褐色，与黄色斑纹形成强烈对比；雌虫产卵管刺针突长

2.6－3.8 mm，端梢部长 0.37－0.46 mm，宽 0.14－0.17 mm，末端 0.5－0.7 边缘呈

小锯齿状（图 15）。（幼虫侵染山榄科水果）……………. .............. 山榄按暗色实蝇 

– 翅纹主要为橙色和中褐色；常具 V 带端臂（图 9）；腹部背片和侧板黄色或橙

色；盾片具两条宽背中条纹，在后缘连结形成 U 型斑纹，沿横缝的小区域内无小刚

毛，但具密集的白色微毛型感受器，与黑色小刚毛形成对比；雌虫产卵管刺针突长

1.95－2.30 mm，端梢部宽，长 0.24－0.31 mm，宽 0.17－0.20 mm（图 16）。（幼
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虫侵染番石榴）…………. ........................................................ 中美美洲番石榴按实蝇 

4. 翅前端带（＝S 带端臂）窄至中等宽度，从不伸至 M 脉端；V 带具前端分离的两

臂，如连结，则其与 M 脉间具大型透明斑纹；盾间缝中部具或不具褐色斑点；产卵

管刺针突不确定 ........................................................................................................... 5 

– 翅前端带（＝S 带端臂）特别宽，伸至 M 脉端；V 带宽且完整，具前端宽广连结

的双臂，其与 M 脉间透明斑纹小或缺如（图 10）；盾间缝中部常具大型圆褐斑；雌

虫产卵管刺针突长 1.4－1.6 mm，端梢部长 0.19－0.23 mm，宽 0.10－0.13 mm，末

端 0.50－0.65 边缘呈锯齿状（图 17）……………................................. 加勒比按实蝇 

5. 雌虫产卵管刺针突长度不足 2.0 mm（通常 1.4－1.9 mm），端梢部短且宽，边缘

具大锯齿；其他特征不确定 ........................................................................................ 6 

– 雌虫产卵管刺针突长度超过 2.5 mm（通常 3.3－5.8 mm）；产卵管刺针突端梢部

长 0.28－0.42 mm，近中部中等缢缩；末端边缘不呈锯齿状，或 0.55 或更短边缘具

小锯齿（图 18）；后小盾片边缘褐色斑纹明显，有时伸至中背片（图 3B）；翅纹

如图 11 所示。（幼虫通常侵染柑橘和芒果） ........................................ 墨西哥按实蝇 

6. 后小盾片全部黄色，只有中背片边缘具褐色斑纹（图 3C）；盾间缝无褐色斑点；

产卵管刺针突端梢部长 0.16－0.20 mm，末端 2/3 或 3/4 部位边缘具锯齿（图 19）；

翅纹如图 12 所示。（幼虫通常取食芒果或槟榔青属（Spondias）果实）西印度按实蝇 

– 中背片和后小盾片边缘均具深褐色至黑色宽斑纹（图 3A）；盾间缝常具褐色斑

点；产卵管刺针突长 1.4－1.9 mm，端梢部长 0.20－0.28 mm，末端 2/5－3/5 部位边

缘具齿 8－14 个（图 20）；翅纹不确定（图 13）……………. ..... 南美按实蝇复合种 

4.4 三龄幼虫的形态学鉴定 

4.4.1 美洲实蝇科具有重大经济重要性的属的三龄幼虫检索表  

检索表改编自 Frías 等（2006）。有关本属和相关种类幼虫形态的更多信息，

参看 White 与 Elson-Harris（1992）、Carroll 等（2004）及 Frías 等（2006，2008）。 

1. 上颚长度超过 0.3 mm。上颚腹内突宽且顶端圆形（图 26）。气门毛短于中气门

裂的宽度（图 49） ................................. 驮长尾实蝇属（Toxotrypana Gerstaecker） 

– 上颚长度不足 0.3 mm。上颚腹内突顶端尖（图 22－24）。气门毛长于中气门裂的

宽度（如图 50 所示） ................................................................................................. 2 

2. 下咽桥狭窄，位于舌悬骨近端部区域（图 21）。具口前齿和口齿（图 47）。口脊

通常不呈齿状（图 45、47）。背外侧感受器群距触角和下颚须等距。 .......................  

 ..................................................................................... 绕实蝇属（Rhagoletis Loew） 

– 下咽桥狭窄，位于舌悬骨中间部位（如图 27－32 所示）。口前齿和口齿缺如；口
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脊通常具齿状边缘（图 48）。背外侧感受器群距下颚须比触角近 ............................ 3 

3. 上颚后部无明显颈部（图 23）。尾脊缺如（图 59） ................................ 按实蝇属 

– 上颚后部具明显颈部（图 22、24）。具尾脊（图 60） .......................................... 4 

4. 口脊具较短圆齿（图 48） ............................... 蜡小条实蝇属（Ceratitis McLeay） 

– 口脊具尖锐长齿（与上不同）.......................... 果实蝇属（Bactrocera Macquart ） 

4.4.2 几种具有重大经济重要性的按实蝇的三龄幼虫检索表 

检索表改编自 Steck 等（1990）。几种按实蝇三龄幼虫的诊断形态特征见表 3。 

地理分布和寄主仅引用作为有关种类同一来源的补充信息。 

1. 后气门显著突出于身体表面；或多数体节具明显的刚毛或突丛；或后气门裂弯曲。 

 ....................................................................................................................... 非实蝇科 

– 后气门与体表几乎等平；指状突若有，仅见于尾节；后气门裂长或椭圆形（图 49

－50）（实蝇科） ....................................................................................................... 2 

2. 突出的几丁化口前齿（=气门板）邻近口腔口，或齿片明显（图 45、47）；以及/

或尾部指状突充分发育；或采自番木瓜的幼虫尾脊缺如，且尾部感受器显著退化. ....  

……………. ................................................................... 实蝇科其他属（非按实蝇属） 

– 口前齿（＝气门板）缺如，齿片缺如或不明显（图 48）；尾部指状突最多中等程

度发育.……………. ............................................................................... （按实蝇属）3 

3. 至少 2 个或多个腹节具背刺，分散，圆锥形，在 T2 和 T3 胸节上少于 5－6 行

（图 61）；后气门突丛 SP-I 和 SP-IV（图 46）平均有枝 6 条或更多，枝长为气门

裂长度的 1/3 或更多（图 40、44） ............................................................................. 4 

– 所有腹节背刺缺如，如有，仅见于 A1 腹节（墨西哥按实蝇的一些标本）............  5 

4. 前气门具指状突 28－37 个（图 43）；头咽骨如图 32 所示（主要寄主：幼虫取食

葫芦科果实；分布：巴拿马至阿根廷）…………….. ............................ 南美瓜按实蝇 

– 前气门具指状突 12－23 个（图 39）；头咽骨如图 31 所示。（主要寄主：幼虫取

食桃金娘科果实；分布：美洲热带地区） ............................... 美洲番石榴中美按实蝇 

5. T3 胸节具背刺（图 61） ......................................................................................... 6 

– T3 胸节无背刺（与上不同） .................................................................................... 7 

6. 口脊 11－17 条，常具完整边缘；前气门具指状突 12－20 个（图 33、51）；后气

门裂长度比宽度大 3.1－4.6 倍（图 34）。头咽骨如图 27 所示。（主要寄主：幼虫

取食柑橘属（芸香科）果实；分布：美国南德克萨斯至巴拿马） ........ 墨西哥按实蝇 

– 口脊 8－11 条，具粗壮、钝圆、稀疏齿；前气门具指状突 9－15 个（图 41）；后
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气门裂长度比宽度大 2.5－3.5 倍（图 42）。头咽骨如图 29 所示。（主要寄主：幼

虫取食桃金娘科果实；分布：美国佛罗里达和安的列斯） ................... 加勒比按实蝇 
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7. 后气门突丛 SP-I 和 SP-IV 有短主枝 5－11 条（平均 8 条）（图 36）；口脊通常

12－14 条；前气门具单行指状突 13－19 个（图 35）；肛叶通常为二裂片状（如图

57 所示）。头咽骨如图 30 所示。（主要寄主：幼虫取食山榄科果实；分布：美洲

热带地区）…………….. ..................................................................... 暗色山榄按实蝇 

– 后气门突丛 SP-I 和 SP-IV 有长主枝 8－18 条（平均 13 条）；口脊 7－10 条；前气门

具单行指状突 9－18 个（如图 34 所示）；肛叶完整或二裂片状（图 57、58） ........ 8 

8. 后气门突丛 SP-II 通常有主枝 3－6 条；后气门裂长度比宽度大 3.0－4.9 倍（图

38）。头咽骨如图 28 所示。（主要寄主：幼虫取食漆树科果实；分布：美洲热带地

区，包括安的列斯）……………. ........................................................... 西印度按实蝇 

– 后气门突丛 SP-II 通常有主枝 4－9 条；后气门裂长度比宽度大 2.5－4.0 倍（图

46）。（分布：美洲热带地区）……………. ................................. 南美按实蝇复合种 

表 2. 本规程检索表所使用的按实蝇属诊断形态特征 

生物阶段 结构 描述 

幼虫  

上颚  长度不足 0.3 mm；后部无明显颈部；端前齿缺如  

前气门  气门毛长于中气门裂的宽度 

下咽桥  狭窄，位于舌悬骨的中间部位  

口前齿和口齿  缺如  

口脊  常呈齿状  

气门感觉器官  变大  

成虫 

头部毛序  2－8 根额鬃和 1－2 根上眶鬃；单眼鬃非常纤细或不明显；单眼后鬃颜色单一 

中胸背板毛序  
1 根肩鬃、2 根背侧片鬃、1 根沟前翅上鬃、1 根沟后翅上鬃，1 根翅后鬃、1 根

翅内鬃、1 根背中鬃、1 根中鬃（很少缺如）及 2 根小盾鬃  

翅 

翅脉：M 脉末端通常明显向前弯曲（所有有害种类尤其如此），不以 90o 角与前

缘脉相交；r-m 横脉位于中室（dm）末端至中部之间；基肘室（bcu）具发育良

好的后尖部扩展  

翅纹：基前缘区具 C 带；S 带（从基肘室端部穿过中室和 r-m 横脉）；V 带形成

一个倒 V 形，包含沿 dm-cu 脉的近臂（端前横亚端带）和发自 m 室的端臂（后

端横带），两者相汇于 R4+5室  

雄虫外生殖器  
侧背针突短或延长；中背针突较侧背针突短，端部具 2 前叶；载肛突侧面和腹面

轻微骨化；阳茎头轻微骨化，端部具 T 形骨片，非有害种类有时阳茎头缺如  

雌虫外生殖器  
产卵管基节管状，长度不确定；翻转膜顶端背侧具钩状骨片（亦称锉器）；产卵

管刺针突充分骨化，长度不确定，末端边缘有时呈锯齿状  
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表 3. 几种按实蝇三龄幼虫的诊断形态特征 

种  结构  描述  

南美按实蝇

复合种 

口脊  7－10 条  

前气门 单行指状突 9－18 个  

背刺  
腹节无  

T3 胸节无  

后气门  
SP-I 和 SP-IV 有长枝 10－17 条；SP-II 通常有枝 6－9 条，气门裂长度比

宽度大 2.5－3.5 倍 

肛叶  一些种群完整，其他二裂片状  

南美 

瓜按实蝇 

口脊  8－13 条  

前气门  指状突 28－37 个  

背刺 
2 或多个腹节有  

T2 和 T3 胸节有  

后气门  SP-I 和 SP-IV 有枝 6 或更多条，枝长为气门裂长度的 1/3  

肛叶  二裂片状  

墨西哥 

按实蝇 

口脊  11－17 条，边缘完整  

前气门  指状突 12－20 个  

背刺  
A1 腹节有  

T3 胸节有  

后气门  气门裂长度比宽度大 3.1－4.6 倍  

肛叶  二裂片状 

西印度 

按实蝇 

口脊  7－10 条  

前气门  单行指状突 9－18 个  

背刺  
腹节无  

T3 胸节无  

后气门  
SP-I 和 SP-IV 有长枝 10－17 条，SP-II 通常有枝 3－6 条；气门裂长度比

宽度大 3－4.5 倍  

肛叶  完整  

山榄按暗色

实蝇  

口脊  12－18 条  

前气门  单行指状突 13－19 个  

背刺  
腹节无  

T3 胸节无  

后气门  SP-I 和 SP-IV 有短枝 6－9 条  

肛叶  通常二裂片状（很少完整）  
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种  结构  描述  

中美美洲番

石榴按实蝇 

口脊  5－8 条  

前气门  指状突 12－23 个  

背刺  2 或多个腹节有；T2 和 T3 胸节有  

后气门  SP-I 和 SP-IV 有枝 6 条以上，枝长为气门裂长度的 1/3 或更多  

肛叶  完整或部分二裂片状  

加勒比 

按实蝇 

口脊  8－11 条；边缘具粗壮、钝圆、稀疏齿  

前气门  指状突 9－15 个  

背刺  
腹节无  

T3 胸节有  

后气门  气门裂长度比宽度大 2.5－3.5 倍  

肛叶  – 
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表 4. 几种按实蝇成虫的诊断形态特征 

种 结构 描述 

南美 

按实蝇 

复合种 

头部毛序  具后上眶鬃  

胸部  中背片和后小盾片边缘具褐色宽斑纹；盾间缝中间部位常具褐色斑点  

翅  S 带端臂正常发育，从不伸至 M 脉端；V 带与 S 带前端连结或不连结  

雌虫 

外生殖器  

产卵管刺针突长 1.4－1.9 mm；产卵管刺针突端梢部长 0.20－0.28 mm；边缘具齿

8－14 个，占末端 2/5－3/5  

南美 

瓜按实蝇 

头部毛序  后上眶鬃常缺如  

胸部  盾片具深褐色背中条纹  

翅  

C 带沿前缘脉不中断；S 带基半部（中室上）连续，从基肘室（bcu）端部穿过 R-

M 横脉，连结上部 C 带；r2+3室全长有颜色；R2+3脉近平直；br 室在 bm-cu 和 r-

m 脉间近乎透明  

雌虫 

外生殖器  

产卵管刺针突特别长（5.3－6.2 mm），宽度通常大于 0.10 mm ；产卵管刺针突

端梢部具 V 形脊，边缘不呈锯齿状  

墨西哥 

按实蝇 

头部毛序  具后上眶鬃  

胸部  后小盾片边缘总有褐色斑纹，有时伸至中背片  

翅  V 带通常不与 S 带连结，前端两臂分离  

雌虫 

外生殖器  

产卵管刺针突通常长 3.3－5.8 mm ；产卵管刺针突端梢部长 0.28－0.42 mm，宽

0.12－0.14 mm，近中部中等缢缩；边缘不呈锯齿状，或 0.55 或更短边缘具小锯

齿  

西印度 

按实蝇 

头部毛序 具后上眶鬃  

胸部  后小盾片全部黄色，只有中背片边缘具褐色斑纹，盾间缝中间部位无褐色斑点  

翅  S 带端臂正常发育，从不伸至 M 脉端部；V 带通常在前端与 S 带连结  

雌虫 

外生殖器 

产卵管刺针突不足 2.0 mm 长；产卵管刺针突端梢部 0.16－0.20 mm 长，末端 2/3

－4/5 边缘有锯齿  

山榄按暗色

实蝇  

头部毛序  具后上眶鬃  

胸  
胸部主要为褐色或红棕色，与黄色斑纹形成对比；盾片主要为褐色，具 3 条黄色

条带  

翅  翅纹主要为深褐色；V 带端臂完全缺如  

雌虫 

外生殖器 

产卵管刺针突长 2.6－3.8 mm ；产卵管刺针突端梢部长 0.37－0.46 mm，宽 0.14

－0.17 mm，末端 0.5－0.7 边缘呈小锯齿状  

中美洲番石

榴按实蝇 

头部毛序  具后上眶鬃  

胸  盾片具两条宽背中条纹，在后缘连结形成 U 形斑纹，沿横缝的小区域内无小刚毛  

翅  翅纹主要为橙色和褐色；V 带端臂有或缺如  

雌虫 

外生殖器 

产卵管刺针突长 1.95－2.30 mm ；产卵管刺针突端梢部宽，长 0.24－0.31 mm，

宽 0.17－0.20 mm  

加勒比 

按实蝇 

头部毛序 具后上眶鬃  

胸 盾间缝中部具圆形褐色斑点；中背片全部黄色或边缘具褐色斑纹  

翅 
端前带（=S 带端部）特别宽，伸至 M 脉端；V 带宽且完整，具前端宽广连结的

双臂  

雌虫 

外生殖器 

产卵管刺针突长 1.4－1.6 mm ；产卵管刺针突端梢部长 0.19－0.23 mm，宽 0.10

－0.13 mm，末端 0.50－0.65 边缘呈锯齿状  
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5. 记录 

应按照 ISPM 27（限定有害生物诊断规程）2.5 节的要求保存记录和证据。 

在其他缔约方可能受到诊断结果负面影响的情况下，记录和证据（特别是酌情

保存或玻片封装的标本，以及特异性分类结构的照片）应保存在一家博物馆或其他

永久收藏库中。 

6. 获取进一步信息的联系点 

有关本诊断规程的进一步信息可获自： 

Instituto de Ecología A.C.，Red de Interacciones Multitróficas，Xalapa，

Veracruz，México （Vicente Hernández-Ortiz；电子邮件：

vicente.hernandez@inecol.mx）。 

美国农业部（USDA）系统昆虫学实验室，美国华盛顿 DC（Allen L. 

Norrbom；电子邮件：anorrbom@sel.barc.usda.gov）。 

Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz （ESALQ）/Universidade de 

São Paulo （USP） – Departmaneto de Entomologia，Piracicaba，Brazil （Roberto 

A. Zucchi；电子邮件：razucchi@usp.br）。 

Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educación，Instituto de 

Entomología，Santiago，Chile（Daniel Frías；电子邮件：daniel.frias@umce.cl）。 

佛罗里达农业与消费者服务部植物产业处，美国佛罗里达州 Gainesville 

（Gary Steck；电子邮件：gary.steck@freshfromflorida.com）。 

Universidad de Buenos Aires，Facultad de Agronomía，Buenos Aires，

Argentina （Alicia Basso；电子邮件： bassoalicia@yahoo.com）。 

美国农业部动植物检疫局（APHIS）Mission 实验室，美国德克萨斯州，

（Norman B. Barr；电子邮件：Norman.B.Barr@aphis.usda.gov）。 

Ministerio de Ganadería, Agricultura y Pesca，Dirección General de Servicios 

Agrícolas，Departamento Laboratorios Biológicos，Montevideo，Uruguay （Andrea 

Listre；电子邮件：allbme@gmail.com）。 

国家植物保护机构（NPPOs）、区域植物保护组织（RPPOs）或植物检疫措施

委员会（CPM）附属机构可通过国际植物保护公约秘书处（ippc@fao.org）提出对

诊断规程进行修订的申请，此类申请会被转交给诊断规程技术小组（TPDP）。 

7. 致谢 

本规程由 V. Hernández-Ortiz（墨西哥 Instituto de Ecología A.C.，Red de 

Interacciones Multitróficas (见前节) ）和 N. Vaccaro（阿根廷 Instituto Nacional de 

Tecnología Agropecuaria，Estación Experimental Concordia），以及 A. Basso（阿根

廷 Universidad de Buenos Aires，Facultad de Agronomía (见前节) ）共同起草。 
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A.L. Norrbom（美国农业部 (USDA) 系统昆虫学实验室，Smithsonian Institution (见

前节) ） 

R.A. Zucchi（巴西 Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz，Universidade de 

Sao Paulo (见前节)） 

D. Frías（智利 Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educación (见前节)） 

N.B. Barr（美国农业部动植物检疫局 (APHIS) (见前节)） 

G. Steck（美国佛罗里达农业与消费者服务部植物产业处 (见前节) ） 

A.L. Terra （乌拉圭 Ministerio de Ganadería ， Agricultura y Pesca ， Dirección 

General de Servicios Agrícolas） 

A. Listre（乌拉圭 Ministerio de Ganadería，Agricultura y Pesca，Dirección General 

de Servicios Agrícolas） 

O. Volonterio（乌拉圭 Ministerio de Ganadería，Agricultura y Pesca，Dirección 

General de Servicios Agrícolas） 
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9. 图 

 

图 1. 墨西哥按实蝇（Anastrepha ludens）雌成虫一般体型背面观。 

照片由 V. Hernández-Ortiz提供。 
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图 2－3. (2-A) 按实蝇头部形态，前侧面观：a-orb，前上眶鬃；fro，额鬃；gen，颊；pocl，单眼后鬃；pocu， 

眼后鬃；p-orb，后上眶鬃；vtl，侧顶鬃；vtm，中顶鬃。(2-B) 胸部背面观与毛序：Ac，中鬃；asa，沟前翅上鬃；

dc，背中鬃；in，翅内鬃；ntp，背侧片鬃；pa，翅后鬃；ppn，肩鬃；psa，沟后翅上鬃；sc，小盾鬃。(3) 中背片

与后小盾片，后背面观：(3-A) 南美按实蝇；(3-B) 墨西哥按实蝇及(3-C) 西印度按实蝇 

来源：图 1 (A) 仿自 Hernández-Ortiz等（2010）；图 2和 3仿自 Hernández-Ortiz（1992）。 
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限定有害生物诊断规程 DP 9 

《国际植物保护公约》 DP 9-25 

 

图 4－6. (4) 按实蝇翅纹及其翅脉与翅室命名（背面观）。(5) 按实蝇雄虫尾器：ae，阳茎；epa，第九背板； 

gla，阳茎头；lsur，侧背针突；msur，中背针突；pre，前叶；pro，载肛突。(6) 按实蝇雌虫尾器：acu， 

产卵管刺针突；em，翻转膜；ov，产卵管基节；sp，骨片（锉器） 

来源：图 4仿自 Hernández-Ortiz等（2010）；图 5和 6仿自 Norrbom等（2012）。 
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DP 9  限定有害生物诊断规程 

DP 9-26 《国际植物保护公约》 

 

图 7－13. 按实蝇翅纹：(7) 南美瓜按实蝇；(8) 暗色山榄按实蝇；(9) 美洲番石榴中美按实蝇；(10) 加勒比按实

蝇； 

(11) 墨西哥按实蝇；(12) 西印度按实蝇及(13) 南美按实蝇（巴西） 

来源：所有图仿自 Hernández-Ortiz等（2010）。 
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限定有害生物诊断规程 DP 9 

《国际植物保护公约》 DP 9-27 

 

图 14－20. 几种具有重大经济重要性的按实蝇的产卵管刺针突端梢部形态：(14) 南美瓜按实蝇；(15) 暗色山榄按

实蝇；(16) 美洲番石榴中美按实蝇；(17) 加勒比按实蝇；(18) 墨西哥按实蝇；(19) 西印度按实蝇及(20) 南美按实

蝇（巴西） 

来源：所有图仿自 Hernández-Ortiz等（2010）。 
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DP 9  限定有害生物诊断规程 

DP 9-28 《国际植物保护公约》 

 

图 21－26. (21) 三龄幼虫头咽骨形态。三龄幼虫上颚口钩，侧面观：(22) 地中海实蝇（Ceratitis capitata）； 

(23) 西印度按实蝇；(24) 橘小实蝇（Bactrocera dorsalis）；(25) 番茄绕实蝇（Rhagoletis tomatis）及(26) 驮长尾实蝇

属。At，端齿；DC，背角；DS，齿片；Hb，下咽桥；HS, 舌悬骨；MD，上颚；Mn，颚颈；PB，侧口骨；Pt，端前

齿；Va，腹内突；VC, 腹角 

来源：所有图仿自 Frías等（2006）。 
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限定有害生物诊断规程 DP 9 

《国际植物保护公约》 DP 9-29 

 

图 27－32. 几种按实蝇三龄幼虫头咽骨：(27) 墨西哥按实蝇；(28) 西印度按实蝇；(29) 加勒比按实蝇；(30) 暗色

山榄按实蝇；(31) 美洲番石榴中美按实蝇及(32) 南美瓜按实蝇 

来源：所有图仿自 Carrol等（2004）。 
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DP 9  限定有害生物诊断规程 

DP 9-30 《国际植物保护公约》 

 

图 33－34. 几种按实蝇三龄幼虫前、后气门：(33、34) 墨西哥按实蝇；(35、36) 暗色山榄按实蝇；(37、38) 西印

度 

按实蝇；(39、40) 美洲番石榴中美按实蝇；(41、42) 加勒比按实蝇及(43、44) 南美瓜按实蝇 

来源：所有图仿自 Carroll等（2004）。 
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限定有害生物诊断规程 DP 9 

《国际植物保护公约》 DP 9-31 

 

图 45－50. (45、47、48) 三龄幼虫头节；(46, 49, 50) 尾节气门板；(45) 绕实蝇属；(46) 南美按实蝇； 

(47) Rhagoletis brncici；（48）地中海实蝇；（49）驮长尾实蝇属；（50）西印度按实蝇。Ac，触角下颚复合

体；At，端齿；Lb，下唇；Or，口脊；Ort，口齿；Po，口前器官；Prt，口前齿；sl，气门裂。气门突丛 

（=气门毛）：背 SP-I，中 SP-II和 SP-III，后 SP-IV 

来源：图 45和 47－50仿自 Frías等（2006）；图 46仿自 Hernández-Ortiz等（2010）。 
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DP 9  限定有害生物诊断规程 

DP 9-32 《国际植物保护公约》 

 

图 51－56. 第 1胸节前气门，三龄幼虫：（51) 墨西哥按实蝇；（52) 南美按实蝇；（53) 番木瓜长尾实蝇

（Toxotrypana curvicauda）；（54) 茄绕实蝇（Rhagoletis conversa）；（55) 地中海实蝇及（56) 瓜实蝇

（Bactrocera cucurbitae） 

来源：图 52－55仿自 Frías等（2006）；图 51和 56仿自 Hernández-Ortiz等（2010）。 
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限定有害生物诊断规程 DP 9 

《国际植物保护公约》 DP 9-33 

 

图 57－61. (57) 肛叶，二裂片状，美洲番石榴按实蝇；(58) 肛叶完整，西印度按实蝇；(59) 尾脊缺如，加勒比 

按实蝇；(60) 具尾脊，杨桃实蝇（Bactrocera carambolae）；(61) 美洲番石榴中美按实蝇，三龄幼虫背面观， 

显示数行背刺 

显微照片由 G. Steck提供。 

 
 
 
 

出台背景 

这部分不属于本标准的正式内容 

2004 年 3 月，植检委第一届会议（2006）在工作计划中

增列了主题（按实蝇属，2004-015） 

2008 年 6 月，初稿提交诊断规程技术小组（会议） 

2013 年 4 月，专家咨询 

2013 年 6 月，草案提交诊断规程技术小组（会议） 

2014 年 5 月，标准委批准提交成员磋商

（2014_eSC_May_12） 

2014 年 7 月，成员磋商 
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DP 9  限定有害生物诊断规程 

DP 9-34 《国际植物保护公约》 

2015 年 3 月，诊断规程技术小组批准提交标准委审议通

过（2015_eTPDP_Apr_02） 

2015 年 6 月，标准委批准进入诊断规程通报期

（2015_eSC_Nov_05） 

2015 年 8 月，标准委代表植检委批准诊断规程（未收到

正式反对意见） 

ISPM 27. 附件 9. 按实蝇属（2015）。罗马，国际植物保

护公约，粮农组织。 

出台背景最后更新：2015 年 9 月 
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