
　!"#$% &&'!()#"" #"+ 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１７ ０８０３　　　修订日期：　２０１７ ０９ １１
基金项目：　国家自然科学基金青年科学基金（３１２０１４９５）；福建省教育厅中青年项目（ＪＡ１５７５９）
联系方式 Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｓｈｕｌｉｎｇ０７２７２８＠１６３．ｃｏｍ

花生茎线虫犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪狉犪犮犺犻狊在真菌上的

培养条件研究

章淑玲１，　林谷园２，　肖　顺３

（１．福建农业职业技术学院园艺园林系，福州　３５０１１９；２．福建出入境检验检疫局，福州　３５０００１；

３．福建农林大学植物保护学院，福州　３５０００２）

摘要　花生茎线虫犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪狉犪犮犺犻狊是危害花生的重要病原线虫。本研究通过测试不同真菌和培养温度对花生

茎线虫繁殖力的影响，以探讨该线虫在室内的培养条件。研究结果表明：花生茎线虫在长柄链格孢、茄镰孢、尖镰孢

和灰葡萄孢上均能完成生活史并进行繁殖，但不同真菌上培养线虫的效果不同。其中长柄链格孢的培养效果最好，

培养３０ｄ后的总虫量和繁殖系数分别为３７２９２条和１２４３倍；灰葡萄孢的培养效果最差，３０ｄ后的总虫量和繁殖

系数仅为１５１４条和５０倍。２５～３０℃是花生茎线虫的适宜培养温度，３０℃时为最佳温度；当温度低于２０℃或高于

３５℃时线虫繁殖效果差。此方法繁殖的线虫可用于花生茎线虫生物学、遗传学等方面的研究。
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　　花生茎线虫病于１９８７年在南非的德兰士瓦省

（Ｔｒａｎｓｖａａｌ）的花生荚果上首次发现，其后在南非所

有的花生主产区普遍发生，受侵染的花生通常减产

２０％～５０％，是南非花生上最重要的线虫病害，病原

经鉴定为非洲茎线虫犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪犳狉犻犮犪狀狌狊
［１４］。

２０１４年本实验室在我国山东、河北两省的多个花生

主产区首次发现了花生茎线虫病害，病原经形态学、

分子生物学及致病性测定，确定为一种茎线虫新

种———花生茎线虫犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪狉犪犮犺犻狊
［５］。该线虫

可侵染花生的根系、胚栓、果荚和种粒，致使受害后

的花生根系减少、腐烂，结荚少，固氮根瘤菌减少，果

荚外壳变黑、腐烂，种皮褐变、皱缩，严重降低了花生
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的产量和品质［５６］。因此，花生茎线虫是继根结线虫

犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲　ｓｐｐ．后又一个对中国花生生产造成重

要影响的病原线虫［７］。为了进一步研究该线虫的生

物学、致病机理、种群间的遗传特性及防治技术，需

要快速获得大量的、具有较强生命力的病原线虫群

体。目前常用于线虫培养的方法有寄主接种法、离

体组织培养法和真菌培养法等［８］。本研究采用真菌

培养线虫的方法，分别测试不同真菌和培养温度对

花生茎线虫繁殖力的影响，以探讨花生茎线虫人工

培养的最适条件。

１　材料与方法

１．１　材料来源

供试的花生茎线虫６个地理种群（编号Ｄａｒ０１～

Ｄａｒ０６）分别来自河北邢台、河北迁安、山东莱芜、山

东费县、山东聊城和江苏宿州的花生茎线虫病果荚，

病果荚中的茎线虫经改良贝尔曼漏斗法分离取得［９］。

供试的长柄链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犾狅狀犵犻狆犲狊、尖镰

孢犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿、茄镰孢犉．狊狅犾犪狀犻及灰葡

萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪采用组织分离法从福建的烟

草、香蕉、山药及番茄上分离获得［１０］。

１．２　线虫的消毒

分离出的线虫悬浮液经沉降后收集于１．５ｍＬ

ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，去上清液；

加入０．１％硫酸链霉素溶液，进行表面消毒１０ｍｉｎ；

再用无菌水清洗２～３次，备用。

１．３　真菌培养基的制备

ＰＤＡ试管斜面的制备：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，

琼脂２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ。

在超净工作台内将不同真菌分别接种于灭菌后

的ＰＤＡ斜面试管中，置于２８℃的恒温培养箱中培

养５～７ｄ，待用。

１．４　真菌培养花生茎线虫

１．４．１　不同真菌对花生茎线虫培养的影响

分别吸取已消毒并清洗的３０条河北邢台花生

茎线虫（Ｄａｒ０１）雌虫接种到长满真菌的ＰＤＡ斜面试

管中，每种菌设２０个重复，置于２８℃的恒温培养箱

中进行黑暗培养３０ｄ。３０ｄ后分离计数试管中培养

的花生茎线虫数。

１．４．２　不同培养温度对花生茎线虫的影响

挑取已消毒并清洗的３０条河北省邢台花生茎

线虫（Ｄａｒ０１）雌虫接种于长满长柄链格孢的ＰＤＡ斜

面试管中，分别置于１５、２０、２５、３０℃和３５℃的恒温

黑暗培养箱中培养３０ｄ，每处理设２０个重复，测定

不同培养温度下花生茎线虫的繁殖力。

１．４．３　不同地理种群间花生茎线虫的繁殖力测定

分别挑取已消毒并清洗的３０条６个不同地理种

群的花生茎线虫，按１．４．１的方法接种于长满长柄链

格孢的ＰＤＡ斜面试管中，每个地理种群设２０个重

复。培养３０ｄ后分离计数其中的花生茎线虫数。

１．５　线虫的分离与统计

往培养到期的真菌斜面试管中加入无菌水进行

反复冲洗，将试管壁及真菌中的花生茎线虫尽可能

地洗出。洗出的线虫悬浮液经沉降后收集到１０ｍＬ

的离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，最后定容至

１ｍＬ。用１００μＬ移液管吸取２０μＬ线虫悬浮液于

载玻片上，在体视显微镜下分别统计卵、幼虫、雄虫、

雌虫的数量，重复３次取平均值。最后根据定容的

体积计算出每个接种重复的总虫数。线虫的繁殖系

数（犚ｒ）＝最终线虫量（犘ｆ）／起始线虫量（犘ｉ）。

１．６　数据分析

采用ＳＰＳＳＰＡＳＷＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｖ１８．０软件对获得

的数据进行方差分析，并采用Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法

进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　不同种类的真菌对花生茎线虫繁殖力的影响

从图１可看出，花生茎线虫（Ｄａｒ０１）接种于４

种不同真菌于２８℃黑暗培养３０ｄ后，均可见斜面

试管中的菌丝相比接种前（图１ａ，ｃ，ｅ，ｇ）已被线虫

大量取食（图１ｂ，ｄ，ｆ，ｈ），用体视显微镜观察可见

试管壁上有大量的线虫团（图１ｉ），说明供试的４种

真菌均可用于花生茎线虫的人工室内培养。但在

不同种类真菌上花生茎线虫的繁殖力表现出显著

的差异（表１）：花生茎线虫在长柄链格孢上培养的

效果最好，３０ｄ后各虫态数量分别为卵７０４个、幼

虫３４５９２条、雌虫９７２条、雄虫１０２４条，虫口总

数达３７２９２条，繁殖系数为１２４３倍；其次是茄镰

孢和尖镰孢，其繁殖系数分别为５４１倍和４２９倍；

灰葡萄孢培养的效果最差，３０ｄ后花生茎线虫的

总虫数仅１５１４条，繁殖系数为５０倍，与以上３种

真菌的繁殖力存在显著差异。

·１０１·
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图１　不同真菌培养的花生茎线虫

犉犻犵．１　犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪狉犪犮犺犻狊狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳狌狀犵犻

表１　花生茎线虫（犇犪狉０１）在不同真菌上的繁殖力１
）

犜犪犫犾犲１　犚犲狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲犮犪狆犪犫犻犾犻狋狔狅犳犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪狉犪犮犺犻狊（犇犪狉０１）狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳狌狀犵犻

真菌种类

Ｆｕｎｇａｌｓｐｅｃｉｅｓ

卵／个

Ｅｇｇ

幼虫／条

Ｌａｒｖａ

雌虫／条

Ｆｅｍａｌｅ

雄虫／条

Ｍａｌｅ

总虫数／条

Ｔｏｔａｌ

繁殖系数

犚ｒ

灰葡萄孢犅．犮犻狀犲狉犲犪 （３２±３．０）ｃ （１３５２±６８．３）ｄ （６４±５．１７）ｃ （６６±４．５６）ｄ （１５１４±６８．８）ｄ　 （５０±２．２）ｄ

尖镰孢犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿 （８４±５．３）ｃ （１２３２０±４８２．９）ｃ （２２８±２５．１）ｂ （２４４±３９．６）ｃ （１２８７６±５００．４）ｃ　 （４２９±１６．６）ｃ

茄镰孢犉．狊狅犾犪狀犻 （２１６±９．２）ｂ　 （１５２１６±５６３．１）ｂ （３４４±３６．０）ｂ （４８０±４０．２）ｂ （１６２５６±５６６．２）ｂ　 （５４１±１８．８）ｂ

长柄链格孢犃．犾狅狀犵犻狆犲狊 （７０４±４４．３）ａ （３４５９２±４６１．９）ａ （９７２±７８．７）ａ （１０２４±４２．４）ａ　 （３７２９２±４０４．１）ａ　（１２４３±１３．４）ａ　

　１）表中数值为２０个重复的平均值±标准误，同列数据后的小写字母表示在０．０５水平上的差异显著性，字母相同者表示差异不显著，不同则

显著。下同。

Ｔｈｅｄａｔａａｒｅｍｅａｎ±ＳＥａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．２　不同培养温度对花生茎线虫繁殖力的影响

从表２可以看出，温度对花生茎线虫在长柄链格

孢上的繁殖有很大的影响。１５℃下培养３０ｄ后虽可见

少数幼虫和雄虫，但卵和雌虫的数量为０，说明当温度

≤１５℃时花生茎线虫不能顺利地完成生活史。在２５～

３０℃的培养温度之间，随着温度的升高，花生茎线虫的

幼虫、成虫数量在不断增加，说明其繁殖力在不断地升

高，尤其当温度达到３０℃时花生茎线虫的总数达到了

最高值４３１２０条，繁殖系数也达到了１４３７倍，说明

３０℃是花生茎线虫繁殖的最佳温度。温度高于３０℃后

花生茎线虫的繁殖能力随之下降，当温度升高到３５℃

时，花生茎线虫的繁殖力与１５℃和２０℃时差异不显著。

·２０１·
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表２　不同培养温度下花生茎线虫（犇犪狉０１）在长柄链格孢上的繁殖力

犜犪犫犾犲２　犚犲狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲犮犪狆犪犫犻犾犻狋狔狅犳犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪狉犪犮犺犻狊（犇犪狉０１）狅狀犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犾狅狀犵犻狆犲狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

培养温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

卵／个

Ｅｇｇ

幼虫／条

Ｌａｒｖａ

雌虫／条

Ｆｅｍａｌｅ

雄虫／条

Ｍａｌｅ

总虫数／条

Ｔｏｔａｌ

繁殖系数

犚ｒ

１５ 　（０±０）ｄ 　（１２±０．５）ｃ （０±０）ｃ 　（０．４±０．２）ｃ （１２±０．６）ｃ 　（０．４１±０．０２）ｃ

２０ 　（５４±１．８）ｃ 　（８１±１．４）ｃ 　（１３±０．８）ｃ 　（１９±０．６）ｃ （１７０±１．９）ｃ （５．６７±０．０６）ｃ

２５ （１７２８±２２．９）ａ （２３４４８±４２７．７）ｂ 　（３８４±１４．８）ｂ 　（８１６±１８．９）ｂ （２６３７６±４３７．２）ｂ （８７９．２０±１４．５７）ｂ

３０ （１１０４±５５．８）ｂ （３９７１２±８８３．５）ａ （１０８０±６０．５）ａ （１２２４±５１．３）ａ （４３１２０±８８７．６）ａ （１４３７．３３±２９．５８）ａ

３５ 　 （２０±０．５）ｃｄ （１４６±５．７）ｃ 　（１８±１．８）ｃ 　（２７±２．６）ｃ （２１２±６．２）ｃ （７．０９±０．２０）ｃ

２．３　不同地理种群间花生茎线虫的繁殖力测定

将６个不同地理种群的花生茎线虫各３０条

接种于长柄链格孢上，于２８℃的恒温培养箱中黑

暗培养，从表３可以看出，３０ｄ后各个地理种群

都能成功繁殖并顺利完成生活史，６个地理种群

的花生茎线虫在各个不同虫态上发育数量虽存

在一定差异，但其总虫数及其繁殖系数不存在显

著差异。

表３　花生茎线虫不同地理种群在长柄链格孢上的繁殖力

犜犪犫犾犲３　犚犲狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲犮犪狆犪犫犻犾犻狋狔狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犪狉犪犮犺犻狊狅狀犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犾狅狀犵犻狆犲狊

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

卵／个

Ｅｇｇ

幼虫／条

Ｌａｒｖａ

雌虫／条

Ｆｅｍａｌｅ

雄虫／条

Ｍａｌｅ

总虫数／条

Ｔｏｔａｌ

繁殖系数

犚ｒ

Ｄａｒ０１ （８４０±２８．４）ｃｄ （３８１２０±５３１．４）ａ （９２８±６１．７）ｂ （８４０±６９．６）ｃ （４０７３８±５７９．４）ａ （１３５７±１７．５）ａ

Ｄａｒ０２ （２６４０±５０．９）ａ （３７０４０±４１６．６）ａ （１５３６±１３３．０）ａ （１２００±１３０．３）ｂ （４２４１６±３７７．１）ａ （１４１３±１２．４）ａ

Ｄａｒ０３ （６８６±２７．８）ｄ （３６０４０±６９３．９）ａ （９６０±４８．４）ｂ （２２８０±１７４．３）ａ （３９９６６±７９４．５）ａ （１３３２±２６．５）ａ

Ｄａｒ０４ （１２３６±９７．７）ｂ （３８０８０±７１９．３）ａ （１０８０±８４．５）ｂ　 （１０８０±１０６．７）ｂｃ （４１４７６±８８０．６）ａ （１３８２±４２．９）ａ

Ｄａｒ０５ （７９６±３９．５）ｃｄ （３８２８０±４９２．３）ａ （１０２０±６０．４）ｂ　 （８４０±４８．４）ｃ （４０９３４±５３２．３）ａ （１３６４±１７．７）ａ

Ｄａｒ０６ （８７８±４６．３）ｃ （３７７６０±６０２．１）ａ （９７４±４４．９）ｂ （９１２±５７．０）ｂｃ （４０５３２±５２０．０）ａ （１３５１±３６．７）ａ

３　结论与讨论

茎线虫属线虫是一类十分重要的植物寄生线

虫，其中的多个种已被证实对作物造成了重大的危

害，如腐烂茎线虫犇．犱犲狊狋狉狌犮狋狅狉、鳞球茎茎线虫犇．

犱犻狆狊犪犮犻、巨大茎线虫犇．犵犻犵犪狊、水稻茎线虫犇．犪狀

犵狌狊狋狌狊和非洲茎线虫犇．犪犳狉犻犮犪狀狌狊
［３４，１１１３］。花生茎

线虫犇．犪狉犪犮犺犻狊是在我国花生生产上发现的重要新

病原。本试验首次探讨花生茎线虫在真菌上的培养

条件，以此快速获取大量线虫样本，为后续开展花生

茎线虫的相关特征研究提供基础保障。

本研究结果表明，花生茎线虫在长柄链格孢、茄

镰孢、尖镰孢和灰葡萄孢这４种真菌上均能完成各

自的生活史并进行有效的繁殖。但在不同种类真菌

上的培养效果有较大的差异，其中在长柄链格孢上

繁殖的效果最好，最适合用于花生茎线虫的大量快

速培养，同时该菌也可用于腐烂茎线虫犇．犱犲狊狋狉狌犮

狋狅狉和水稻干尖线虫犃狆犺犲犾犲狀犮犺狅犻犱犲狊犫犲狊狊犲狔犻的大量

培养［１４１５］；其次是茄镰孢和尖镰孢；灰葡萄孢作为常

用的线虫培养菌［１６１８］在本研究中的培养效果最差，

其原因是否为该分离菌株存在分化变异还有待进一

步研究。不同的培养温度对花生茎线虫的繁殖同样

有较大的影响，３０℃是真菌培养花生茎线虫的最佳

温度，温度低于２０℃或高于３５℃都不利于该线虫的

繁殖。不同地理种群的花生茎线虫在繁殖力上不存

在显著差异，这可能也说明我国花生茎线虫在种群

间比较保守而不存在明显的地理变异，这一研究结

果对今后进一步研究花生茎线虫的种群遗传多样性

有一定的参考价值。
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［１０］朱弘复，王林瑶．长沙马王堆一号汉墓中出土的昆虫尸体［Ｊ］．

考古，１９７３（１）：６２ ６４．

［１１］黄敏，陈志麟，方晋治．进境动物干产品带虫规律初探［Ｊ］．深

圳特区科技，１９９５（３）：２２ ２３．

［１２］何美长，洪树毅，瞿俊杰．皇岗口岸进境植检截获害虫概况

［Ｊ］．广东农业科学，１９９７（２）：４２．

［１３］陆凤良，卢中建，顾建飞，等．蚕茧仓库害虫种类调查及其熏蒸

剂筛选和处理试验［Ｊ］．植物检疫，１９９５，９（３）：１４８ １５１．

［１４］张生芳，刘永平，武增强．中国储藏物甲虫［Ｍ］．北京：中国农

业科技出版社，１９９８：１２６ １２７．

［１５］叶澄宇．皮蠹科蛀虫对蚕茧的危害及防治方法的调研报告

［Ｊ］．中国纤检，２００７（１２）：４５ ４７．

［１６］李俊，卓秋虹，黄令富，等．钩纹皮蠹的形态特征及耐受最高温

度的研究［Ｊ］．广西农学报，２０１５，３０（２）：２２ ２４，２９．

［１７］ＣＨＯＷＤＨＡＲＹＳＫ，叶静．大批量蚕茧内钩纹皮蠹的杀灭方

法［Ｊ］．国外农学 蚕业，１９９０（１）：６３ ６４．

［１８］中元直吉，高德三．皮蠹对蚕卵、蛹、茧、生丝及丝织品的为害

［Ｊ］．国外农学 蚕业，１９８９（１）：４９ ５１，５７．

［１９］段云，巩中军，李慧玲，等．黏虫幼虫和蛹过冷却点及结冰点的

测定［Ｊ］．植物保护，２０１６，４２（４）：１４７ １５０．

［２０］丁吉同，阿地力·沙塔尔，程晓甜，等．枣实蝇不同发育阶段过冷

却点及结冰点的测定［Ｊ］．西北农业学报，２０１４，２３（１１）：１６３ １６７．

［２１］韩兰芝，翟保平，张孝羲．甜菜夜蛾的抗寒力研究［Ｊ］．植物保

护学报，２００５，３２（２）：１６９ １７３．

［２２］郭俊杰，季清娥，王波，等．阿里山潜蝇茧蜂不同发育阶段过冷
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［２３］赵琦，张云慧，韩二宾，等．旋幽夜蛾各虫态的过冷却点测定
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［７］　中国农业百科全书编辑部．中国农业百科全书·植物病理学卷

［Ｍ］．北京：农业出版社，１９９６：２１２．

［８］　彭晓放，陈德强，王东伟，等．菊花滑刃线虫的培养条件和繁

殖特性［Ｊ］．华中农业大学学报，２０１５，３４（５）：４８ ５１．

［９］　张绍升．植物线虫病害诊断与治理［Ｍ］．福州：福建科学技术

出版社，１９９９：７１ ８９．
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［１４］李世通，肖顺，章淑玲，等．腐烂茎线虫的培养［Ｊ］．福建农林
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犫犲狊狊犲狔犻）人工培养研究［Ｊ］．植物保护，２００８，３４（３）：４６ ４８．

［１６］刘斌，郑经武．腐烂茎线虫单异活体繁殖方法研究［Ｊ］．浙江农

业学报，２００６，１８（６）：４４５ ４４７．

［１７］谢春芹，陈啸寅，潘以楼，等．水稻干尖线虫室内人工培养条

件研究［Ｊ］．植物保护，２００８，３４（５）：１４０ １４２．
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