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根结线虫放线菌及其生物防治活性研究
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摘 要：从感染植物根部的根结线虫卵和雌虫中，分离得到放线菌 #$株。形态、细胞壁氨基酸组分和 )"A BCD*基
因序列分析表明：分离菌株分属于链霉菌属（!"#$%"&’()$*）、诺卡氏菌属（+&),#-.,）和假诺卡氏菌属（/*$0-&1&),#-.,），
其中链霉菌占 %$E$F。分离菌株对根结线虫 2$3&.-&4(1$ -GG<卵的平均寄生率、卵的孵化率、幼虫死亡率分别为
&!E)F、!$E!F和 #"E#F。根据体外测试的结果，选择具有高致病力的 /株链霉菌（)4)0，#4"，’4!0）和 )株诺卡氏菌
（&4)）进行温室番茄防效测试，其生防效率分别为 /)E!F、/0E0F、&"E!F和 !#E!F。
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根结线虫（2$3&.-&4(1$ -GG<）是一类广泛寄生于
植物根部的病原生物，对蔬菜、果树和药用植物等经

济农作物造成严重危害［)］。过去对根结线虫的防治

多采用化学杀虫剂［#］，不但生产成本高，而且毒性

大、残留多，对环境造成了极大污染［/］。

放线菌被认为是抗生素的主要产生菌。近几十

年来，陆续发现了由放线菌产生的莫比霉素

（I83J26>=89）、南昌霉素（D79=:79,6>=89）和阿维菌素
（*K2B62=.89-）等高活性杀线虫抗生素，其中阿维菌
素的应用已取得良好效果［!，&］。但较高的生产成本

和线虫对其产生的抗药性问题引起了人们的关注，

因此寻找一类理想的杀线剂，将是一项相当必要的

工作。一直以来，对于控制植物寄生线虫的研究主

要集中在真菌，对放线菌的研究仅仅在其代谢产生

的活性物质方面，真正把放线菌作为活体菌剂来防

治植物寄生线虫的研究却很少，且尚未见成功报

道［" ( %］。本文从根结线虫放线菌的分离、鉴定到生

防测试作了比较系统的工作，以期探索放线菌在根

结线虫中的种群分布并找寻有应用前景的生防菌

株。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 采样：从北京、河北、山东、湖北、云南、海南
的 ’个不同地点，采集被根结线虫寄生的植物根部，
塑料袋密封于 !L保藏，一周内处理样品（表 )）。

表 ! 根结线虫采集样品概况
17J32 ) A76G389, M2-=B8G.8@9 @N B@@.4O9@. 9267.@M2-

A76G32 D@< A76G389, -8.2 PB@G4:@-. G379.
D+6J2B @N 8-@37.2-

QB@6 2,, QB@6 N26732

) Q29,.78，R28S89, P+=+6J2B $ )
# T79U:@+，V78979 R279 $ )
/ W2M@9,，V78979 1@67.@ ) $
! W2M@9,，V78979 P+=+6J2B ) $
& A:79>7，V78979 R73-76 G27B $ )
" A:8S87U:+79,，V2J28 X279+. / $
0 Y@9,9879，V2J28 P+=+6J2B / $
% Y@9,9879，V2J28 1@67.@ ) $
’ H89,U:@+，A:79M@9, X279+. / $
)$ H89,U:@+，A:79M@9, 1@J7==@ # $
)) 5-:79，Y+9979 1@J7==@ ! $



! "! "# 培养基：!"#$培养基每升水含 %&葡萄糖、%&
酵母提取物、’(&麦芽提取物、$& )*)+, 和 ’-&琼脂。
液体培养基每升水含 ’(&葡萄糖、’(&可溶性淀粉、
’-&大豆粉、’& .$/#+%、(0-& 1&"+%、(0-& 2*)3、(0(’&
45"+% 和 ’& )*)+,。

! "! "$ 主要试剂和仪器：#)6试剂购于上海申能
博彩公司，倒置显微镜。

! "# 病根采集和卵、雌虫收集
根据植物地上部分的症状，将采集的病根和土

一起放入塑料袋中。用 ,(!7、$((!7孔径筛网分别
收集病根中的卵和雌虫，用 ’8的次氯酸钠（2*)3+）
处理 ’79:后，无菌水冲洗 ,次去掉残留的 2*)3+［;］。
经过以上消毒步骤，附生在虫卵或幼虫上的细菌或

真菌均不能存活。

! "$ 菌株的分离、纯化和保藏
将一定浓度的卵悬液涂布于 #<=（ #>?*?>

@5A?B>C5 *&*B）培养基上（约 ,(( 个D皿）；将消毒的雌
虫夹碎，在 #<=平板上多处点接，$EF培养。待长
出放线菌落后，将其挑至 !"# $（G5*C? 5A?B*H?I7*3?
5A?B*H? *&*B）培养基上纯化，并刮取纯培养物于 $(8
甘油中 J $(F保藏。
! "% 形态培养特征观察
使用 !"#$培养基和插片法。显微镜观察形态，

肉眼观察培养特征，记录气丝、基丝和色素情况［’(］。

! "& 细胞壁氨基酸分析
采用 /*C5&*K* 的薄层层析法［’’］（ LM9: 3*G5B

HMB>7*?>&B*NMG）进行细胞壁二氨基庚二酸（<=#）组
分分析。

! "’ !’( )*+,的 -.*扩增和序列分析
按 )MO: 等［’$］报道的方法提取总 <2= 和 #)6

扩增 ’P" B62= 基因，引物为通用保守引物 $QR 和
’%;-B。测序由北京诺赛基因组研究中心完成。测
序结果与 S5:T*:U 数据库中的已知序列进行
TV="L，确定分离菌株的分类地位。
! "/ 分离菌株对虫卵的致病力试验
! "/ "! 菌株孢子悬液的制备：将平板上生长的菌落
移入装有 -7V无菌 (0(-8 LK55:IE(的离心管内，漩
涡震荡 ’79:即得孢子悬液。使用显微镜和血球计
数板调整孢子浓度为 ’(-个D7V。
! "/ "# 虫卵悬液的制备：从被 !"#$%&$’()" *+,#+（北
方根结线虫）感染的温室盆栽烟草根部收集虫卵，并

悬浮于蒸馏水中，浓度约为 P(((个D7V。
! "/ " $ 放线菌孢子对根结线虫卵的作用：取

(0(-7V卵悬液和 ’7V孢子悬液，滴入 $%孔细胞培
养板中，$EF共培养 %@后，在倒置显微镜下随机观
察 ’((个卵，将从卵里或卵外长出菌丝的卵再培养
,@后，确定卵的孵化率和幼虫死亡率。
! "0 室温盆栽试验
! "0 " ! 生防试剂（T9>H>:?B>3 =&5:?C，T)=C）的制备：
选出卵寄生率和幼虫死亡率相对较高的 % 株菌（’I
’Q，$IP，-I’，;I%Q），制成 ’(-个D7V 的孢子悬液，取
-7V接种于 ’-(7V的液体培养基中，$EF培养 , W Q@
后，加入吸附剂（草炭 X硅藻土 Y ’ X ’）与液体培养基
等体积混合，室温避光干燥制成粉末。

! "0 "# 盆栽试验：将 T)=C加入无菌土壤（(0(E7&D&
土）混合均匀后，装入 Q$孔塑料盘中。将两粒番茄
种子撒入每个小孔培育 ,周后，幼苗移栽到"’(H7
塑料钵里，其内装有 -((( 个 !"#$%&$’()" *+,#+ 卵和
-& T)=C混合的土壤，,(F培养两月后，取出植物根
部确定病情指数。

# 结果

# "! 分离菌株的形态特征
从 ’’份根部样品中共分离得到形态或培养特

征各异的放线菌 $(株。其中 ’P株具有柔曲或螺旋
的孢子链，基丝无横隔、不断裂；, 株气丝稀少不形
成孢子链，或基丝、气丝断裂；’株顶向出芽、气丝缢
缩断裂形成孢子。

# "# 胞壁氨基酸分析
分离菌株有两种不同的二氨基庚二酸组成：#

’P株（’I%，’IP，’I’$，’I’P，’I’Q，’I’E，’I’;，’I$-，$I’，
$I$，$IP，$IE，,I%，PI’%，;I%Q，’$I;$）只含 VVI<=#；$%
株（’I’，$I%，$I’’，-I’）只含 -".$I<=#。结合形态和
<=#组成，可以确定#为链霉菌$为稀有放线菌。
# "$ !’( )*+,基因序列分析
序列分析结果显示（表 $），分离菌株中 ’P株为

链霉菌、,株为诺卡氏菌、’株为假诺卡氏菌。
# "% 分离菌株对根结线虫卵的致病力测试
选取 ’%株分离菌进行卵寄生率、卵孵化率、幼

虫死亡率测试。结果表明：绝大多数分离菌株对卵

表现出了较高的寄生率并抑制了卵的孵化，所有菌

株对幼虫都有致死作用（表 ,）。
# "& 分离菌株的防效
所有分离菌株中，,株链霉菌（’I’Q，$IP，;I%Q）和

’ 株诺卡氏菌（-I’）具有较高的防效，分别为
,’0%8、,Q0Q8、-P0%8和 %$0%8（表 ,）。
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表 ! 分离菌株的分类从属关系
!"#$% & ’()$*+%,%-./ "00.$."-.*,1 *0 .1*$"-%1 #"1%2 *, 345 6789 +%,% 1%:;%,/%

5-6"., 8*< !(% /$*1%1- 1=%/.%1 5%:;%,/% 1.>.$"6.-)?@
3A3 !"#$%&’&()*%+) )’,)*(,+() BBC4
3A D -,*#.,&/0(#" ,1#*’&()*2&30%$" 3EECE
3A 4 - < *$2*&4*+"#$" BBC4
3A 3& - < (&#*$5#&*$2+%$" BBCE
3A 34 - < 4*+"#$" 3EECE
3A 3F - < 4*+"#$" BBCG
3A 3G - < 65)7&4*+"#$" 3EECE
3A 3B - < 65)7&4*+"#$" BBCH
3A &H - < ,)$*+($" BBCG
&A 3 - < 4*+"#$" 3EECE
&A & - < )52$" BBCG
&A D 8&()*%+) ’&7) 3EECE
&A 4 - < ().&)/$" BBC4
&A G - < 65)7&4*+"#$" 3EECE
&A 33 8&()*%+) ’&7) BGCF
IA D - < ()’#"(#’" BBCI
HA 3 8&()*%+) ()*’#) BGCB
4A 3D - < ().&)/$" BBCF
BA DF - < *$2*&4*+"#$" BGCB
3&A B& - < )52&4*+"#&5$" BBC&

表 " 分离菌株对虫卵致病力及生物防效测试
!"#$% I 8%>"-*2% ="-(*+%,./.-) ",2 #.*/*,-6*$ %00./"/) -%1-1 *0

"/-.,*>)/%-%1 .1*$"-%1 "+".,1- 9#5&+%&40’# 1).5)

5-6".,
8*<

J++ ="6"1.-.1>
?@

J++ ("-/(.,+
?@

K;L%,.$%
>*6-"$.-)?@

M*,-6*$
%00./"/)?@

3A3 &ECI F&CF 3&CH
3AD HHCG &4CG 33CH
3A4 4FCE I&CI IECH
3A3& &C3 &&CB &GC3
3A3F 3EECE D&CE DBC& I3CD
3A3G 4C3 3EECE 3DCI
&A& EECE BCF &ECE
&AD HGCE IDC& 3DCG
&A4 3EECE H4CB D&CF IFCF
&AG D3CG I&CE IICI
&A33 33CI DECG 3ECE
HA3 3EECE 3FCB &DC4 D&CD
4A3D BHCE I4CG 3ICH
BADF 3EECE D3C3 43CH H4CD

9L%6"+% @ HDC3 DECD &4C&
’M BDCG
’M（=%1-./.2% /*,-6*$）N 3CG@ "L%6>%/-., <

" 讨论
目前，对于定殖或寄生于根结线虫和胞囊线虫

雌虫和卵上的真菌进行了大量研究，但对于定殖或

寄生于线虫卵和雌虫的放线菌的研究还很少。我们

对其进行研究，一方面是为了了解放线菌在线虫和

虫卵中的种群分布情况，另外还希望从土壤以外的

生境中，找到产生新生物活性物质和具有生防潜能

的放线菌菌株。

放线菌在自然环境中的分布非常广泛，其中链

霉菌在许多生物环境中都是优势菌群。本实验从植

物病根的根结线虫中，分离得到 I个不同属的放线
菌 &E株，其中链霉菌的数量同样占绝对优势，但分
离菌株的数量和种类都不如自然环境多。推测这可

能与分离方法、培养时间和两类生物间的互作有一

定关系。

放线菌作为一类控制植物病原传播的重要微生

物资源，对病原生物有很高的拮抗作用和寄生

性［G，3I］。我们测定分离菌株对卵的寄生率、卵孵化

率和幼虫死亡率，是为了筛选生防效果较好的菌株。

研究结果表明：大多数链霉菌和诺卡氏菌对卵的寄

生率和幼虫死亡率都比较高，假诺卡氏菌较低。链

霉菌和诺卡氏菌都是重要生物活性物质的产生

菌［3D O 34］，所以我们认为：分离菌株与根结线虫的拮

抗机制可能与菌株的代谢产物有关。

放线菌作为根结线虫的生防菌株具有巨大的潜

能［&］，从温室盆栽试验结果看，和 -,*#.,&/0(#"
*$2*&4*+"#$"（红灰链霉菌）、-,*#.,&/0(#" ().&)/$"（上升
岛链霉菌）、-,*#.,&/0(#" 4*+"#$"（灰色链霉菌）和
8&()*%+) ()*’#)（肉色诺卡氏菌）D个种亲缘关系较近
的菌株生防效率相对较高。灰红链霉菌和肉色诺卡

氏菌的活性产物先前未见报道；灰色链霉菌和上升

岛链霉菌已报道产生多种活性物质，但我们的分离

菌株对线虫的防效并未达到预期结果。我们推测引

入的分离菌株对根结线虫进行生物防治受到诸多因

素的影响。一方面，作物、线虫和生防菌之间相互作

用，在很大程度上影响了生防菌对线虫的寄生；另一

方面，生防菌与土壤微生物间的拮抗作用、土壤的温

度、湿度和质地等外界因素也将制约生防效果。所

以进一步弄清生防菌株与影响因素的相互关系和作

用机制，将成为提高生防效率的关键。

致谢 感谢中国科学院微生物研究所刘杏忠研究员

对本文的建议和指正。
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