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摘要:【目的】明确有机挥发物诱吸线虫的土壤细菌种群多样性及其活性挥发物，有助于了解线虫与土壤微

生物间的互作关系，为利用诱吸性物质与杀线虫剂配合使用，提高防治寄生线虫效果奠定基础。【方法】通

过双培养皿倒扣法筛选我国 26 个省市的 187 份农业土壤中挥发性诱吸线虫的细菌资源、测定其诱吸活性，

并结合 RFLP-16S rRNA 方法分析活性细菌的系统亲缘关系;采用 SPME-GC /MS 方法鉴定其挥发物的类型，

并通过纯品进行诱吸功能验证。【结果】从 分 离 自 187 份 土 样 的 3800 株 细 菌 中，筛 选 出 诱 吸 活 性 (AN)≥
30% 的细菌共 196 株，占总数的 5. 16%。其中，66 株显示强诱吸线虫活性(AN)≥70% ，占总数的 1. 74% ;62
株显示中等活性 (50% ≤AN ＜ 70% ) ，占 总 数 的 1. 63% ;68 株 显 示 弱 活 性 (30% ≤AN ＜ 50% ) ，占 总 数 的

1. 79%。系统发育分析结果表明，196 株挥发物诱吸线虫的细菌分属于芽胞杆菌纲、γ-变形菌纲、α-变形菌

纲、鞘脂杆菌纲和放线菌纲，芽胞杆菌属(Bacillus) 的种类最多，共 13 种。通过 SPME-GC /MS 分析及纯品验

证，确定了细菌产生的 11 种诱吸线虫的挥发性物质:苯甲醛，2-庚酮，苯甲 酸 苄 酯，十 六 酸 乙 酯，长 叶 烯，苄

醇，对甲氧基苯甲醛，4-羟基苯丙酮，丁酸乙酯，3-羟基-4-甲氧基苯甲醛，D-氨基丙醇。【结论】在农业土壤中

存在某些细菌可以产生特定的有机代谢挥发物诱吸线虫。
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线虫 是 土 壤 中 的 重 要 物 种 之 一，其 中 植 物 寄

生线虫给 农 业 带 来 了 巨 大 危 害，仅 根 结 线 虫 全 球

每年损失在 1000 亿 美 元 以 上
［1］。土 壤 微 生 物 的

代谢产物 中 蕴 藏 着 丰 富 的 功 能 性 有 机 挥 发 物，其

中包括多种杀线 虫 物 质 和 抗 菌 物 质。细 菌 有 机 挥

发物在细 菌 与 线 虫 的 相 互 作 用 中 扮 演 重 要 角 色，

其功能 之 一 是 直 接 对 线 虫 的 毒 杀 作 用。Gu 等
［2］

在随机测定 的 360 株 细 菌 中，273 株 ( 占 75. 3% )

细 菌 有 机 挥 发 物 对 松 材 线 虫 ( Bursaphelenchus
xylophilus) 有杀虫活性，其中 14 株( 占 3. 9% ) 对多
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种线虫 显 示 了 100% 的 活 性。Huang 等
［3］

鉴 定 了

巨大芽胞杆 菌 ( Bacillus megaterium) 的 5 种 杀 线 虫

挥发 物。其 功 能 之 二 是 作 为 线 虫 嗅 觉 趋 化 性 物

质，诱吸 线 虫 靠 近 或 使 线 虫 避 让 细 菌。嗅 觉 趋 化

性是线虫中常见 的 一 种 行 为
［4］。这 些 气 味 性 物 质

被认为与线虫的趋 化 行 为 以 及 线 虫 对 食 物 的 选 择

和对其天敌 的 感 知 有 关
［5 － 6］。细 菌 与 其 宿 主 线 虫

如何相遇 并 发 生 侵 染 作 用，是 阐 明 微 生 物 侵 染 线

虫过程的重要 问 题 之 一。Niu 等
［7］

从 土 壤 中 筛 选

出 1 株具有较强杀线虫活性的细菌 B16，该菌株 能

释放苯甲醛和 2-庚酮 等 芳 香 挥 发 性 物 质 引 诱 线 虫

靠近，进而分 泌 毒 力 极 强 的 胞 外 蛋 白 酶 Bace16 和

Bae16 侵染线虫，证实了肠道损 伤 是 导 致 线 虫 死 亡

的主要原 因，胞 外 蛋 白 酶 很 可 能 降 解 一 些 维 持 线

虫生 命 的 蛋 白 质，如 肌 球 蛋 白、ATP 酶 相 关 蛋 白

等，加速了线虫的死亡。
前人的上述研究结果显示挥发性物质在微生物

与线虫间的互作关系中有着特殊的功能，阐明微生

物的类群及其产生的功能性挥发物有助于揭示微生

物与宿主间的相互作用关系，然而目前这方面的系

统性研究相对匮乏。本文针对挥发物诱吸线虫的土

壤细菌及其活性挥发物进行研究，以期为揭示挥发

物介导的细菌与线虫的相互作用奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 样品采集:于 2007 年采集了国内 26 个省市

不同农作物的土壤样本 187 份。对每一样 地，在 约

5 m2
的 范 围 内 取 表 层 2 cm － 10 cm 深 度 土 壤 约

1 kg，记录采样 地 点、作 物 类 型，室 内 凉 干 后 用 广 口

瓶盛装，室温保藏备用。
1. 1. 2 主 要 试 剂 和 仪 器: 细 菌 DNA 提 取 试 剂 盒

(DP2001) 购自北京百泰克生物技术有限公司，引物

27F、1492R 由上海生工生物工程有限公司合成，Taq
酶、dNTP，限制性内切酶购自 TaKaRa 公司( Japan) ，

PCR 仪 (Eppendorf) ，电 泳 仪 ( Bio-Rad) ，凝 胶 成 像

仪(Bio-Rad) ，气-质 联 用 仪 (GC:HP6890A，MS:HP
5973) ，其他试剂均为国产分析纯试剂。
1. 2 土壤细菌的分离纯化

用牛肉膏蛋白胨培养基，按常规的稀释平板涂

布法进行。

1. 3 挥发物诱吸线虫的细菌筛选

在直径 60 mm 的 牛 肉 膏 蛋 白 胨 培 养 基 平 板 上

划线培养供筛细菌，36 ℃ ，培 养 48 h。另 取 同 样 大

小的无菌培养皿，在皿底内放入一无菌小棉球，并在

棉 球 上 滴 加 3 mL 全 齿 复 合 线 虫 ( Panagrellus
redivivus) 悬液( 含线虫幼虫约 200 条)。把细菌平板

的皿底倒 扣 在 含 线 虫 的 平 皿 皿 底 之 上，用 parafilm
封口膜密封两皿底缝隙。以无菌牛肉膏蛋白胨培养

基为空白对照，每个样品设置三个重复。室温放置

24 h 后，统计由下一皿底趋化运动到上一皿底的线

虫数量，并计算诱吸率。
诱吸率 (% ) = 到 达 上 部 皿 底 的 线 虫 数 ÷ 加 入

下部皿底的线虫数 × 100%
1. 4 挥发物诱吸线虫的细菌系统亲缘关系分析

将诱 吸 率≥ 30% 的 所 有 细 菌 菌 株 用 于 16S
rRNA 基因的序列测定与系统亲缘关系分析。
1. 4. 1 16S rRNA 基因的 PCR 扩增:用试剂盒提取

细 菌 基 因 组 DNA 后，采 用 通 用 引 物 27F: 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 和 1492R: 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3' 进行扩增。PCR 反应

程序:95 ℃ 5 min;95 ℃ 50 s，53 ℃ 1 min，72 ℃
2 min，35 个循环;72 ℃ 10 min。1% 琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 扩增产物。
1. 4. 2 16S rRNA 基 因 的 RFLP 分 析: 将 回 收 纯 化

的目的片段( 约 1. 5 kb) 用内切酶 Msp I 酶切。酶切

体系(10 μL) :PCR 产物 4 μL，T × Buffer 1 μL，Msp I
(10 U /μL)1 μL，ddH20 4 μL。酶切产物用 3% 的琼

脂糖凝胶电泳检测，用紫外凝胶成像分析系统进行

观察并拍照，应用凝胶分析软件 UV photo 对照电泳

照片进 行 RFLP 谱 带 分 析，用 Excel 2007 对 酶 切 结

果进 行 整 理，最 后 用 NTSYS-pc 聚 类 软 件 ( 版 本

2. 11a) 进行聚类分析。
1. 4. 3 基于细菌 16S rDNA 序列的系统发育分析:

将测序获得的 16S rRNA 基因序列利用 BLAST 软件

与 GenBank 数据库中的序列进行同源性比对，下载

最相似序列，并用 MEGA 4. 1 软 件 进 行 分 析。按 照

最大同源性原则，采用软 件 Clustal W 进 行 排 序，利

用 Kimura-2 计算核苷酸差异值，然后利用 Neighbor-
Joining 法构建系统发育树

［8］，设定 1000 次重复。
1. 5 诱吸线虫的细菌挥发物组份分析

细菌接种于牛肉膏蛋白胨液体培养基，36 ℃ 摇

床(200 r /min) 培养过夜，取 9 mL 细 菌 培 养 液 加 到
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15 mL 的顶空收集瓶中。挥发物收集、GC /MS 检测

和挥发物 组 份 分 析 按 照 文 献
［9］

所 述 方 法 进 行。用

无诱吸活性的烟酸芽胞杆菌(Bacillus niacini) M_39
菌株和培养基 BEPB 作对照。
1. 6 细菌挥发物诱吸线虫的功能验证

依据 GC /MS 分析结果，购买候选挥发物的纯品

试剂，用浓度为 200 mg /L 的纯品试剂按上述的平板

倒扣法测试其对线虫的诱吸活性。

2 结果

2. 1 挥发物诱吸线虫的细菌筛选

从全国 26 个省市不同农 作 物 的 187 份 土 样 随

机分离了 3800 株细菌用于其挥发物诱吸线虫的活

性筛选，结果表明这些细菌对全齿复活线虫表现出

不同程度的诱吸活性 ( 图 1)。在 196 株 ( 占供试细

图 1 土壤细菌对全齿复活线虫的不同诱吸活性的菌株数统计

Fig． 1 Number of soil bacteria with different attractive activities to Panagrellus redivivus．

菌总数的 5. 16% ) 诱吸率≥30% 的细菌中，66 株的

诱吸率≥70% ，62 株 的 诱 吸 率 在 50% － 70% 之 间，

68 株的诱吸率在 30% － 50% 之间。
2. 2 挥发物诱吸线虫的细菌系统亲缘关系分析

选取诱吸率≥30% 的 196 株细菌用于 RFLP 分

析，共产生 27 种 酶 切 带 型，每 种 带 型 选 取 1 － 3 株

( 共 42 株) 进行 16S rRNA 序列测定并进 行 系 统 亲

缘关系分析。结果显示，挥发物诱吸线虫的菌株分

属于 11 属的 26 种细菌( 图 2) ，相似性在 98. 01% －
100% 之 间: Arthrobacter crystallopoietes，A． oxydans，
Bacillus acidiceler，B． cereus，B． cibi，B． infantis，B．
idriensis，B． jeotgali，B． megaterium，B． niacini，B．
novalis， B． pumilus， B． stratosphericus， B．
thuringiensis， B． psychrodurans， Brevibacterium
frigoritolerans， Brevundimonas diminuta， Ensifer
adhaerens，Lysinibacillus fusiformis，L． sphaericus，
Microbacterium oxydans，Paenibacillus barcinonensis，
Pseudomonas aeruginosa， P． panipatensis，
Staphylococcus sciuri subsp． sciuri，Sphingobacterium
composti。其中，芽胞杆菌属 (Bacillus) 的种类 最 多，

共 13 种。
2. 3 细菌诱吸线虫的挥发物鉴定

根据细菌挥发物诱吸线虫活性，选取 22 株强诱

吸线虫活性 ( ＞ 50% ) 的 细 菌 用 于 诱 吸 线 虫 的 挥 发

物鉴定( 表 1)。以 无 诱 吸 线 虫 活 性 的 细 菌 Bacillus
niacini M_39 和牛 肉 膏 蛋 白 胨 液 体 培 养 基 BEPB 的

挥发物作对照。通过 GC /MS 分析，在测定的 22 株

细菌中，每个菌株产生 19 － 39 种挥发物，对照菌株

M_39 产生 24 种挥发物，而 BEPB 中检出 17 种挥发

物。挥发物种类的多少与菌株诱吸线虫活性之间无

显著的相关性，说明仅是其中的部分挥发物对线虫

有 诱 吸 活 性。例 如 巨 大 芽 胞 杆 菌 ( Bacillus
megaterium) M_20 产生 24 种挥发物，对线虫的诱吸

活 性 为 89. 83% ，而 耐 寒 短 杆 菌 ( Brevibacterium
frigoritolerans)M_29 产生 39 种化合物，对线虫的诱

吸活性仅为 52. 86%。
在这 22 株细菌和 2 个对照中共检出挥发性化

合物 97 种，分别属于醛类、酮类、烷烃类、烯烃类、炔
类、醇类、酯类、酸类、醚类、杂环类和酚类、胺类、硝

基类物质( 表 1)。扣除对照中出现的挥发物以及峰
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图 2 基于 16S rDNA 基因序列的有机挥发物诱吸线虫的细菌分子系统发育树
Fig． 2 16S rDNA-based dendrograms showing phylogenetic relationships of bacteria producing nematodes attractive volatiles． ◆ represents the
strains included in this study． Letter and number in［］ are the RFLP patterns． Numbers in parentheses represent the sequences accession number
in GenBank． The numbers at each branch points are the percentage supported by bootstrap． Bar，5% sequence divergence． Pyrococcus glycovorans
and P． horikoshii are the outgroups．
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表 1 GC /MS 分析诱吸线虫的细菌及对照的挥发物组份

Table 1 Analysis on the volatiles of nematode-attracting bacteria and the controls by GC /MS

Bacteria and controls
peak
value

volatile group

aldehyde ketone alkyl alcohol alkene ester alkene acid phenol ether
hetero-
cylic

amine nitryl

BEPB 17 2 3 2 2 1 1 2 4
Bacillus niacini M_39 24 1 4 1 2 1 2 1 6 2 4
Arthrobacter oxydans M_11 25 3 5 2 3 2 3 2 1 4
Bacillus acidiceler M_8 30 2 5 2 2 3 1 4 3 3 4 1
Bacillus cereus M_21 20 1 6 2 1 1 2 2 1 1 3
Bacillus cibi M_42 25 1 4 3 2 3 1 3 2 6
Bacillus idriensis M_34 24 2 3 4 4 2 1 1 2 2 3
Bacillus infantis M_22 22 1 1 5 1 1 2 1 2 1 4 1 2
Bacillus jeotgali M_48 25 4 4 2 1 1 3 4 1 2
Bacillus megaterium M_20 24 3 2 1 3 1 2 2 1 2 5 1 1
Bacillus psychrodurans M_40 19 1 2 4 2 1 4 1 3 1
Bacillus pumilus M_33 24 1 3 1 2 2 2 5 3 3 1
Bacillus soli M_7 20 1 2 1 1 2 1 2 3 3 4
Bacillus stratospheric M_37 25 2 4 3 2 1 1 7 4 1
Bacillus thuringiensis M_43 21 6 5 1 1 3 1 2 1 1
Brevibacterium frigoritolerans M_29 39 1 6 2 2 6 1 8 1 10 1 1
Brevundimonas diminuta M_2 24 1 1 3 3 3 2 2 1 1 3 4
Ensifer adhaerens M_9 33 2 1 3 2 1 6 1 1 8 1 7
Lysinibacillus fusiformis M_24 23 2 5 2 2 3 2 2 4 1
Microbacterium oxydans M_28 28 2 3 1 2 2 1 2 7 3 2 3
Pseudomonas aeruginosa M_36 21 1 2 3 2 3 1 6 1 3 2
Pseudomonas panipatensis M_10 30 1 2 6 1 1 5 2 2 3 3 2 2
Sphingobacterium composti M_1 31 3 5 4 1 1 5 2 2 3 3 2
Staphylococcus sciuri M_27 28 2 3 1 1 2 1 2 6 2 5 2 1

值较弱的挥发物种类，选定了 24 种挥发物作为诱吸

线虫的候选 挥 发 物，用 其 纯 品 进 行 功 能 验 证。除 7
种未获得纯品试剂外，验证了 17 种挥发物的诱吸线

虫活性，其中 6 种无活性:甲苯酸丁酸酯、L-丙氨酸、
正十六烷、2-甲 基 戊 醛、2，5-二 甲 基 苯 甲 醚、正 十 三

烷;11 种化合物表现出诱吸线虫活性:苯甲醛、2-庚
酮、苯甲酸苄酯、十六酸乙酯、长叶烯、苄醇、对甲氧

基苯甲 醛、4-羟 基 苯 丙 酮、丁 酸 乙 酯、3-羟 基-4-甲 氧

基苯甲醛、D-氨基丙醇( 表 2)。

表 2 诱吸线虫的细菌挥发物纯品验证

Table 2 Confirmation of the nematode-attracting function of bacterial volatiles by using pure agents
volatile nematode-attracting activity volatile nematode-attracting activity

Benzaldehyde + L-alanine －

2-heptanone + n-hexadecane －

Benzyl benzoate + 2-methyl valeraldehyde －

Ethyl palmitate + 2，5-dimethylanisole －

( + )-longifolene + n-tridecane －

Benzyl alcohol + Tetrahydrofurfuryl propionate ×

p-anisaldehyde + 4，6-di-tertbutyl-o-cresol ×

Vanatone + Brallobarbital ×

Ethyl butyrate + Phytone ×

Isovanilin + Tebucarb ×

d-alaninol + 2，6，10-trimethyltetradecane ×

Butyleret hydroxytoluen － Cembrene ×

“ +”: active; “ －”: inactive; “ ×”: not confirmed．
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3 讨论

线虫和细菌均是土壤环境中的重要生物类群。
在自然界中，细菌和线虫的关系因种类不同而非常

复杂
［10］。对 于 某 些 线 虫，细 菌 是 其 很 好 的 食 物 来

源;对于某些线虫，细菌是其侵染真核宿主所必须的

伙伴;对于某些线虫，细菌是其致病菌。本研究着重

对具挥发性诱吸线虫的土壤细菌进行研究。研究表

明，分离到的 3800 株 细 菌 中，5. 16% 的 细 菌 对 全 齿

复活线虫显示 出 30% 以 上 的 挥 发 物 诱 吸 活 性，16S
rRNA 系统亲缘关系分析表明，诱吸率≥30% 的 196
株 细 菌 归 属 于 10 个 属 的 25 种 细 菌，其 中，除

Bacillus 属 细 菌 诱 吸 线 虫 曾 被 报 道 过 外
［11］，另 外 9

个 属 ( Arthrobacter、Brevibacterium、Brevundimonas、
Ensifer、Lysinibacillus、Microbacterium、Paenibacillus、
Pseudomonas、Staphylococcu) 为本研究首次报道。这

些结果揭示在土壤中有机挥发物诱吸线虫的细菌资

源非常丰富，且具有丰富的多样性，为今后研究挥发

物诱吸线虫细菌及其与线虫的相互作用提供了新资

源，为揭示挥发物介导的细菌与线虫的相互作用奠

定基础。
细菌代谢物的生物活性是由其化合物的结构和

性质所决定
［12 － 14］。土壤细菌产生的 诱 吸 线 虫 挥 发

物包括 醛 类、酮 类、烷 烃 类、烯 烃 类、炔 类、醇 类、酯

类、酸类、醚类、杂环类和酚类、胺类、硝基类等物质。
在本研究中，经过纯品验证，首次报道了 11 种具有

诱吸线虫活性的细菌挥发物:苯甲醛、2-庚酮、苯 甲

酸苄酯、十 六 酸 乙 酯、长 叶 烯、苄 醇、对 甲 氧 基 苯 甲

醛、4-羟 基 苯 丙 酮、丁 酸 乙 酯、3-羟 基-4-甲 氧 基 苯 甲

醛和 D-氨基 丙 醇。Bargmann［4］
等 曾 报 道 苯 甲 酸 苄

酯对秀 丽 隐 杆 线 虫 ( Caenorhabditis elegans) 具 有 逐

退作用。这可能是由于苯甲酸苄酯同许多化学试剂

一样，在某一浓度时具诱吸作用，而在另一浓度时具

逐退或 排 斥 作 用，或 由 于 线 虫 利 用 嗅 觉 去 尝 试 学

习———熟悉———识别某些 细 菌 产 生 的 挥 发 物，从 而

避开
［15 － 16］。所以，确定不同浓度的细菌挥发物发挥

不同作用和这些诱吸性挥发物是否被线虫熟悉后成

为排斥性挥 发 物 很 有 意 义，值 得 我 们 进 一 步 探 讨。
另外，本研究分离到的诱吸线虫细菌在土壤环境中

极有可能通过这些挥发性物质调控线虫种群，且细

菌产生的有机挥发性物质通常包含多种有效成分，

这些混合物可能对不同种类的线虫比单一的成分更

有效，也不易被线虫所熟悉成为排斥性挥发物。因

而，这些诱吸性挥发物若混合引诱线虫靠近，再通过

毒杀线虫的挥发性物质或蛋白进而杀死线虫，可达

到生物防治寄生线虫的目的。
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Phylogenetic diversity characteristics of soil bacteria
producing nematode-attracting volatiles and identification
of their active compounds
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Abstract:［Objective］ This study characterized the phylogenetic diversity of soil bacteria producing nematode-attracting
volatiles and their nematode-attracting compounds． Results would enhance our understanding on the interaction between
nematodes and soil microorganisms and potentially enhance the biocontrol efficiency when combined the attractants with
nemacides． ［Methods］Bacteria producing volatiles with functions of nematode-attracting activities were isolated from 187
agricultural soil samples collected in 26 provinces of China with the method of double-Petri dishes． The phylogenetic
diversity of these bacteria was characterized by RFLP-16S rRNA gene sequence analysis． The nematode-attracting volatiles
of bacteria were detected using the SPME-GC /MS，and volatile compounds with attractive activity were determined by
confirming with individual commercial compounds． ［Results］ Among the 3800 bacteria isolated from the 187 soil
samples，196 isolates(5. 16% of the total) showed attractive activity(AN)more than 30% to Panagrellus redivivus． Of the
196 isolates，66 (1. 74% ) showed AN≥70% ，62 isolates (1. 63% ) showed AN between 50% and 70% ，and 68
isolates (1. 79% ) showed AN less than 50% ． Phylogenetic analysis revealed that the 196 bacteria were clustered into 5
groups: Bacilli，Gammaproteobacteria，Alphaproteobacteria，Sphingobacteria and Actinobacteria． But，Bacillus were the
dominant，which covered 13 species． And 11 volatiles with nematode-attracting activity were determined， including
benzaldehyde，2-heptanone， benzyl benzoate， ethyl palmitate， ( + )-longifolene， benzyl alcohol， p-anisaldehyde，

vanatone，ethyl butyrate， isovanilin and d-alaninol． ［Conclusion］ Some species of bacteria in agriculture soil can
produce volatiles to attract nematodes．
Keywords: soil bacteria，nematode-attracting volatile
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