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［摘要］ 通过对 &株普可尼亚厚垣菌（!"#$"%&’ #$(’)*+",-".&/)）的产厚垣孢子能力、在植物根际的定殖能力、分

生孢子对土壤抑菌作用的敏感性及真菌对线虫 !’%’0.1((/, .1+&2&2/, 的固定率等 %#项评价指标的测定，初步评估

了这 &株普可尼亚厚垣菌对线虫的生物防治潜力 ’结果表明 (!!及 )&*菌株各项指标均优于其它菌株，可以作

为研制线虫生防制剂的出发菌株 ’此外，对普克尼亚厚垣菌的室内生防评估方法进行了分析 ’
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线虫的生物防治由来已久，目前，世界上许多国家正致力于生防菌的研究与开发 ’能够寄生或捕食根
结线虫的微生物有很多种［%］，如病毒、细菌、捕食线虫真菌和寄生真菌等 ’普可尼亚厚垣菌（ !"#$"%&’
#$(’)*+",-".&/)）能够寄生胞囊线虫及其虫卵，对植物根结线虫具有良好的防治效果，是目前研究和开发线
虫生防菌制剂的主要生防菌之一 ’其作为线虫生防菌替代化学农药已经开始在一些国家应用，并取得了一
些成绩［)—*］’但由于土壤生态系统的复杂性，特别是土壤抑菌作用，导致生防菌的应用受到限制；同时在菌
剂开发过程中，从生防菌的筛选到大田示范应用的周期较长，投入的人力物力也较多，这些都成为发展线

虫生物防治产业的制约因素［"］’还没有一个统一标准的生防菌评估系统能够有效地评估根结线虫生防菌
应用价值，研究生防菌风险评价的理论，并建立统一的评估标准，客观地评价线虫生防菌，减少不必要的

人力物力的浪费，因此有着重要的实践意义 ’
目前，在线虫生物防治方面研究得比较多的是 F<==8等人［0］，他们通过对应用 !"#$"%&’ #$(’)*+",-".&/)

防治根结线虫的研究，认为实验室初步筛选生防菌的过程包括：菌株在半无菌状况下的定殖能力、产生厚

垣孢子的能力以及对虫卵的感染力 ’本文侧重考察 ! ’ #$(’)*+",-".&/) 的培养特征、定殖能力、以及对线虫
感染力之间的内在联系，一方面验证应用这三条标准进行筛选的可靠性；另一方面，由于本试验室原本用

于生物防治的生产菌株已经退化，因而有必要筛选一株应用价值比较大的生产用出发菌株 ’

! 材料和方法

!"! 材料
实验菌株：! ’ #$(’)*+",-".&/) 菌株 /F0、%!*、)%(、)&*、()(、()"、("!、(!!，均由本室提供 ’
培养基：.G,；麦芽糖 硝酸钠培养基（麦芽糖 %# E，H4HI( ) E，GEJI*·0K)I #L" E，FK)MI* #L" E，

H4)KMI*#L!" E，F.6 #L" E，水 %### 3N，;K !L"，固体平板加琼脂 )# E）；沙子 玉米粉培养基（等体积沙子和玉
米粉混合）；O, P抗性固体培养基（琼脂 %& E，水 %### 3N，硫酸链霉素、氯霉素、孟加拉红、涕必灵、多菌灵
各 (0L" 3E）’
宿主植物：小麦、番茄 ’
土壤：采自实验室苗圃 ’
线虫：!’%’0.1((/, .1+&2&2/ ’
分生孢子悬液制备：用灭菌 !层擦镜纸将培养液过滤，离心收集分生孢子，用无菌水反复清洗，然后用

无菌水将孢子浓度调节至 %#! 个 Q 3N 备用 ’
线虫虫卵收集：将根结线虫（31("&+"0*%1 7;’）接种于室温花盆内，栽种 )株番茄幼苗，常规管理，待感
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病番茄苗根部产生线虫卵块时，用水洗去根部泥土，放入三角瓶内，倒入 !"" #$ "%&’()*+,溶液，用力振
荡 - #./后倒入双层筛中（上层筛孔径 !&"!#，下层筛孔径 -0!#），用无菌水冲洗后收集下层筛中的卵，制
备成 1 """粒 2 #$的卵悬液备用 3
!"# 方法
1%!%1 菌株生长状况测定
用直径为 & ##的打孔器分别接种 *45平板 !06培养 7 8的待测菌块于麦芽糖 9硝酸钠培养基平板

中央及 &" #$液体培养基中，固体平板于 !06培养 1周后测量菌落大小；液体于摇床上 !06、17" : 2 #.:培
养 & 8后用血球计数板计数分生孢子的量，并将液体培养物过滤收集菌丝体烘干至恒重，称量菌体干重 3
每个处理各三个重复 3
1 %!%! 厚垣孢子的形成能力测定
用直径为 & ##的打孔器接种 *45平板 !06培养 7 8的待测菌块于灭菌沙子 玉米粉培养基内（湿度

0&’），于 !&6培养 -周（培养前 & 8每天摇 1次使接种体尽量分散），然后将培养物经过双层筛（上层孔径
-0!#，下层筛孔径 1&!#），并用水轻轻冲洗，收集下层筛上的厚垣孢子，定容至 1" #$3用血球计数板计数
厚垣孢子产量 3
1 %!%- 根际的定殖能力测定
将麦粒及番茄籽放入 "%&’的 ()*+,溶液中浸泡 ;& #./进行表面消毒，然后用无菌水漂洗至少 &次，

种子放入分生孢子悬液中浸润后置于无菌培养皿内自然干燥 3种子分别接种于土壤、灭菌蛭石的试管中
（湿度约 <"’），温室中培养 1" 8后取出根系，用无菌水轻轻冲洗，无菌滤纸吸干根表水分，用电子天平称
量根系鲜重，再将根剪成约 1 =#长的根段，放置到 >5抗性固体平板，于 !&6培养 ! ? - 8后在 ;"倍镜下
检查，统计有普克尼亚厚垣菌定殖的根段数，并计算定殖率 3
定殖率’ @定殖根段数 2总根段数 A 1""’

1%!%; 杀线虫能力的测定
用平板测定法测定线虫固定能力［<］：

在 *45平板中央接种直径 & ##的 ! 3 "#$%&’()*+),-.& 菌块，于 !&6培养 7 8待菌落长满平板后在菌
落中央加入线虫悬液（约 &""条），放在超净工作台内打开培养皿盖 -" #./使多余水分蒸发，然后加盖培
养 3 - 8后用 & #$ "%1’土温 !"将线虫洗出后，在显微镜下随机观察 !""条左右的线虫，分别记录死、活线
虫数，统计固定率’ 3

固定率 @死线虫数 9总的线虫数 A（1 9对照杀线率）
总的线虫数

A 1""’

1%!%& 对根结线虫虫卵的相对抑制率
加入 - #$无菌水到六孔培养皿中，加入 1 #$孢子悬液及 1 #$卵悬液（约 1"""粒）3 7 8后于倒置显微

镜下检查孵出的死、活幼虫数及未孵出的死、活卵数，设无菌水为对照，每个处理三个重复，计算相对抑制

率’ 3

相对抑制率 @对照活的幼虫及卵数 9加入孢子悬液后活的幼虫及卵数
对照活的幼虫及卵数

A 1""’

1%!%< 对土壤抑菌作用的抗性
称取 ;" B土置于直径 C" ##培养皿中，加入 1" #$蒸馏水搅拌均匀，室温下放置 ! 83在布氏漏斗中放

置 ! =#! 滤纸，取 !""!$上述孢子悬液（1"
< 个 2 #$）到滤纸上，稍微抽滤，盖上相应大小的玻璃纸后埋入上

述土壤中，室温培养 !; D后，用胶带粘取滤纸上的孢子制片，显微镜下统计萌发与未萌发的孢子数，测定
萌发率’ 3

萌发率 @ 已萌发孢子数
已萌发孢子数 E未萌发孢子数 A 1""’

1%!%7 数据分析方法
所有统计数据均进行方差分析，并采用 $FG法进行多重比较 3统计软件使用 FHFF11%" 3

# 结果与讨论

#"! 菌株生长能力比较
根据相关资料，菌株的最适生长温度为 !06 3!06时各菌株在葡萄糖 硝酸钠平板上的生长速度在置
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南京师大学报（自然科学版） 第 !7卷第 1期（!"";
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
年）

  万方数据



信期间为 !"!#时差异不显著，只有 $#% 和 &’( 比其他菌株的生长速度略快，而 $%% 生长最慢，并且由于
$%%形成大量的砖格厚垣孢子使其菌落表面呈淡黄色 )液体培养 # *后测定各株菌的分生孢子浓度及菌体
干重，结果表明置信期间为 !"!#时差异性水平较显著，$%%分生孢子浓度最高，为 +!("# , +!- 个 . /0；12-
次之，为 (# , +!- 个 . /0)菌体干重最大的为 &’(（!"#+ 3），12-最小（!"!4 3）)本实验各株菌产生分生孢子的
数量普遍都比较少，这可能是由于采用的葡萄糖 硝酸钠培养基内含有丰富的碳氮源，利于营养菌丝的形

成，而不利于分生孢子的产生 )但也可能与培养时间较短有关 )
厚垣孢子是一种抗逆性的休眠结构，比较容易在不利于生长的环境中产生，很难在液体培养基中产

生，参考相关文献，本文采用玉米 5沙石培养基［(］，在湿度为 2#6的时候能产生大量的厚垣孢子 )对试验
数据进行方差分析的结果表明，各菌株产生厚垣孢子的能力各不相同，$%%、12-所产生的砖格厚垣孢子数
量最多，分别为 +4# , +!- 个 . /0和 +!! , +!- 个 . /0，其它的菌株形成的厚垣孢子相对较少（表 +），1+$的厚
垣孢子浓度最低，没有超过 +!# 个 . /0)本实验室用于生物防治的菌株 &’(原来能够产生大量的厚垣孢子，
由于在营养丰富的培养基上传代次数较多导致 &’(严重退化，在培养过程中能够形成大量的气生菌丝而
不容易产生厚垣孢子，分生孢子浓度仅为 + , +!# 个 . /0)

表 ! 菌株生长能力比较

菌株 菌落直径 . 7/ 菌体干重 . 3 分生孢子浓度 .（+!- 个 . /0） 厚垣孢子浓度 .（+!- 个 . /0）

+%- 1"#2 !"1$ #"# +!
1+$ 1"%- !"+$ +$"# #!

12- 1"(2 !"!4! (#"! +!!
$1$ 1"(4 !"1# 4"! +!
$1# 1"%( !"+( 1"# (#
$#% $"+! !"1- $("# (#
$%% 1"14 !"1$ +!("#! +4#!

&’( $"!1 !"#+! 4"1 +!
89:;< $ ! !"1+ $1"# #!
0=>!!"!# !"!1# !"!-4 #"4 -"-!
注：!为置信期间为 !"!#显著性差异 )

"#" 定殖能力及线虫固定能力
所有供试菌株在无菌状况下的定殖能力均在 2!6以上（表 1），但各株菌之间的定殖能力差异并不显

著，说明小麦、番茄的根部与生防菌亲和能力较强，原因可能是：其一，种子经过表面消毒，蛭石经过高压灭

菌，生防菌在蛭石中生长时不受其它杂菌的影响，只要植物与真菌之间没有相互的抑制作用，普可尼亚厚

垣菌就能很好地在植物根部定殖 )其二，无菌蛭石几乎不含有机营养成分，植物根系可能会分泌一些物质
有利于菌株的生长 )与无菌状况相比，供试菌株在非无菌状况的定殖率较低，但统计结果表明各菌株的定
殖能力差异显著（! ? !"!#）)如表 1所示：12-定殖率最高为 #-6，而 1+$定殖能力最弱，仅为 +(6 )生防菌
在非无菌状况下定殖能力除了于菌株本身特性有关以外还可能与生长环境有关，在非无菌状况下，土壤中

的微生物对外来生物存在一定的抑制作用，同时由于土壤中含有一些化学物质能够抑制普可尼亚厚垣菌

分生孢子的萌发，从而导致生防菌不能在植物根部很好地定殖［2］)
表 " 定殖能力及线虫固定能力

菌株 无菌状态定殖率 . 6 非无菌状态定殖率 . 6 根重 . 3 卵寄生率 . 6 线虫固定率 . 6 孢子萌发率 . 6

+%- 4% -+ !"!-# #4"$ #+ 1$"1
1+$ +!! +(! !"!$ (! #1"( $2"+
12- +!! #!! !"!$1 4- #4"(! +%"%
$1$ 4- -2! !"!$# 2! #$"$ 11"$
$1# 2! $2 !"!1( %%"% $+"% 11"(
$#% 2+ $# !"!$1 1! -!"$ $!
$%% 4! $! !"!$( 2%"% %+"#! 12
&’( 2( 1!! !"!$# 5 -#"1 $%"(
89:;< 4+ $# !"!$ %4"#% $"# 1("1
0=>!!"!# !"!## !"++ !"!+- — +- 4"2
注：!为置信期间为 !"!#显著性差异 )

从表 1中还可以看出，各株菌对线虫的固定率均远高于空白对照 )表明这些菌株对线虫均有一定程度
—(2—
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的固定能力，统计分析说明在 !"!#水平上各株菌之间的差异性水平显著，其中 $%&和 ’((对线虫的固定率
较高，分别为 #)"*+和 (,"#+；’$#和 ’#(较低，仅为 ’,"(+和 &!"’+ -此外，对线虫固定能力强的菌株，卵
寄生率也比较高，如，$%&为 )&+，’((为 %("(+ -
采用本实验室苗圃中的土壤对供试菌株进行分生孢子萌发试验，发现分生孢子萌发率差异性并不显

著，其中 $%& 分生孢子萌发率最低，仅为 ,("(+；而 ./*、$,’ 孢子萌发率相对较高，分别为 ’("*+和
’%",+，但都没有超过 &!+ -这说明大多数菌株的分生孢子在土壤中萌发受到很强的抑制，故以分生孢子
作为菌剂防治根结线虫有时效果不明显 -
普可尼亚厚垣菌在植物根部定殖时能够分泌一些物质促进植物根的生长，使植物的根系加粗变

长［,,］，但在本实验中，与对照相比，植物的根重差别不大，各株菌所定殖的植物根系的鲜重均约为 !"!’ 0
（表 $），这可能与培养的时间较短有关 -
!"# 相关性分析及结果
采用 123法进行多重比较进行相关性分析发现，普可尼亚厚垣菌产生厚垣孢子的能力和产生分生孢

子的能力各不相同，二者之间的 4565789:指数为 !"(%(，在 !"!,水平显著正相关，除 $%&外其余各株菌厚垣
孢子浓度越大分生孢子的浓度也比较高 -产生厚垣孢子的能力与菌体干重呈负相关性，相关性系数为
; !"#(, -气生菌丝产量越大的菌株厚垣孢子浓度较低，如 ./*能产生大量的气生菌丝，气生菌丝产量比较
丰富，但形成的厚垣孢子较少，而 ’((和 $%&产生少量的气生菌丝，却能产生大量的厚垣孢子 -本实验结果
表明菌株产厚垣孢子能力与菌株在非无菌状况的定殖能力的相关性指数为 !"$#*，并没有显著相关 -原因
可能是由于本文用分生孢子接种，分生孢子与厚垣孢子的对环境的抗逆能力并不相同，分生孢子对不良环

境的抵抗能力较差，不易在土壤中定殖，依照 <9=7: > ?及 <97@ABB9 > >的实验［%，,!］，用厚垣孢子接种土壤，接
种量越大，菌株在土壤中的定殖能力越强，还能长期保持较高的 CDE值 -比较菌株产厚垣孢子的能力与
! - "#$%&%&’( 固定率的关系发现二者呈明显的正相关性，在 !"!,水平正相关，相关性指数为 !"#,&，$%&和
’((具有相对比较高的卵寄生率及 ! - "#$%&%&’( 固定率，它们产厚垣孢子的能力也比较强；’$#产厚垣孢子
的能力比较低，它对线虫的固定能力也比较弱 -这可能是由于真菌在产生厚垣孢子的时候形成一些特殊的
代谢产物能够很好地固定线虫 -
生防菌在农业生产上应用价值的大小首先应取决于该菌株对线虫固定能力的强弱，因此在实验室内

可以通过测定菌株对线虫作用力来进行初筛 -由于各供试菌株在非无菌状况的定殖率与产厚垣孢子能力
没有显著相关性，而生防菌能否广泛应用于田间生产就取决于菌株能否在耕作植物的根际定殖，故而在初

步筛选时还应同时测定菌株的定殖能力，确定菌株与植物是否有很好的相容性 -总的来说，在实验室内进
行线虫生防菌初步的筛选时，应该以菌株对线虫的固定能力、在植物根际的定殖能力，参照菌株产厚垣孢

子的能力作为筛选指标来对出发菌株进行初步筛选 -本实验以这三项指标为主，同时综合其它参数，挑选
出 $%&、’((菌株用于下一步的盆栽试验，以进一步评估其应用价值 -

# 讨论
对线虫固定能力强的菌株如果要应用于生产，其繁殖体就必须保持长时间的生命力，并且还能在土壤

中定殖 -目前应用于线虫生物防治的真菌菌剂主要有捕食线虫真菌和寄生真菌，捕食线虫真菌以节丛孢属
的 )"*+",-,*".( %""#/010"%( 为代表通过捕食线虫达到防治线虫目的［,,］，在评估其应用价值时主要考虑的是线
虫捕食率 -大多数寄生真菌如：!0#2%1,3.2#( 1%102%4’( 及 5#"*%2%11%’3 - (6 -大多数都能寄生根结线虫虫卵或胞囊
线虫，由于主要的繁殖结构为菌丝和分生孢子，在评估时也以分生孢子为主 -而普可尼亚厚垣菌的生长繁
殖结构包括分生孢子、气生菌丝和厚垣孢子 -普可尼亚厚垣菌的分生孢子较易产生，且产量较大，但分生孢
子由于受到土壤的抑制作用萌发率很低，必须添加某些特定的额外碳源才能正常萌发，定殖 -而厚垣孢子
对土壤抑菌作用的抗性较强，可以在不添加额外的营养物质的条件下，在土壤中正常萌发［,$］-因此用厚垣
孢子作为菌剂应用，其定殖能力及防效必然会高于目前主要以分生孢子作为菌剂的产品 -但普可尼亚厚垣
菌在液体培养的过程中几乎不产厚垣孢子，而固体培养在生产上很难控制，不容易实现大规模生产 -因此，
如何实现大规模生产厚垣孢子可能是线虫生物防治的一个突破口 -
在普可尼亚厚垣菌生防菌的开发过程中，高效地筛选出有价值的出发菌株，同时参照一个标准的可操

—%%—

南京师大学报（自然科学版） 第 $*卷第 ,期（$!!&
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
年）

  万方数据



作性生防评估模型有效地评估出发菌株的应用价值至关重要 ! "#$$%等人认为［&］，无菌状况时 ’()的根段
能够被定殖、厚垣孢子产量不低于 * + ,(* 个 - ./的菌株以及卵寄生率大于 0()的菌株可以作为初步筛选
的条件 !本实验结果证明：采用这三项指标初步筛选生产用出发菌株时，在实验室内可以快速地筛选出应
用潜力比较大的菌株 !从而大大降低了盆栽实验或田间实验所需耗费的人力财力 !但这三条标准仅仅是作
为初步筛选的指标，生防菌能否应用于生产还需要进行盆栽，田间试验 !另外，但是从提高评估体系的准确
性与可重复性看，一个标准的筛选模型还应该明确所采用的线虫、虫卵、植物的种类、生长时期，土壤类别

成分，同时考察菌株的生长特性，由于条件限制所采用的菌株不多，本研究只是在生防菌评估模型的建立

方面做出了一点尝试，而一个标准模型的建立仍需大量的工作 !
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