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相似穿孔线虫消毒方法筛选及其
对线虫繁殖量的影响①
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摘要:通过比较不同消毒方法对相似穿孔线虫的消毒效果和对其活力的影响,筛选出5种消毒方法,再通过接种

胡萝卜愈伤组织繁殖线虫的方法,测定了这些消毒方法对相似穿孔线虫繁殖量的影响.结果表明:供试的5个相似

穿孔线虫种群,用硫酸链霉素进行消毒后的雌虫平均繁殖量最大,用次氯酸钠处理后的雌虫平均繁殖量最小,而用

氯化汞、洗必泰+氯化汞和硫酸链霉素+氯化汞进行处理后的雌虫平均繁殖量介于上述两者之间,综合消毒效果

和对繁殖量的影响2个因素,其中洗必泰+氯化汞是最合适的消毒方法.
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相似穿孔线虫Radopholussimilis是一种危害极大的植物病原线虫,是中国和其他许多国家的植物检

疫性有害生物[1-2].相似穿孔线虫寄主范围非常广泛,已报道能在超过250种植物上寄生繁殖[3],能为害

单子叶植物,也能为害许多双子叶植物,给种植业造成严重损失[2],因此世界上许多国家非常重视对该线

虫的研究和防治.
植物寄生线虫的大量培养繁殖是开展相关研究的重要基础之一,对线虫表面消毒则是进行各种接种培

养繁殖的前提.对植物寄生线虫人工接种培养时的表面消毒,已报道有很多消毒剂,如短体线虫Pratylen-
chusvulnus在接种培养前用甲氧乙氯汞和双氢硫酸链霉素进行消毒[4];氯化汞和洗必泰用于对针线虫Pa-
ratylenchusprojectus进行消毒处理以接种愈伤组织进行培养繁殖[5];茎线虫Ditylenchusdestructor 的人

工培养繁殖使用次氯酸钠和青霉素、氯霉素进行消毒[6];松材线虫Bursaphelenchusxylophilus用双氧水

和硫酸链霉素进行接种前的消毒[7-8].在相似穿孔线虫人工培养繁殖中使用的消毒剂,已报道的有氯化

汞[9-11]、洗必泰[12]、甲氧乙氯汞[10]以及庆大霉素[12]、四环素[12]和硫酸链霉素[10,13-15].目前接种胡萝卜片

愈伤组织是相似穿孔线虫培养繁殖的最常用方法,相似穿孔线虫的消毒通常使用0.1%~0.5%硫酸链霉素

浸泡2~18h[13-15],但该方法杀菌不彻底,经其消毒处理的相似穿孔线虫在胡萝卜愈伤组织培养过程中,
易引起胡萝卜愈伤组织腐烂,影响繁殖量和培养保存期,培养繁殖出的相似穿孔线虫也通常携带细菌,不
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能用于与无菌化相关的研究.而不同消毒方法对相似穿孔线虫的消毒效果及其对线虫活力和繁殖量的影

响,尚未有研究报道.
本研究参考已报道的不同消毒剂,采用不同处理方式和时间对相似穿孔线虫进行消毒处理,研究不同

消毒处理方法的无菌消毒效果以及对相似穿孔线虫活力和繁殖力的影响,以获得优化的相似穿孔线虫消毒

条件,为相似穿孔线虫的生物学、病理学以及与微生物互作等方面的研究,提供相应的、更合适的相似穿

孔线虫消毒方法.

1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 供试相似穿孔线虫

供试相似穿孔线虫种群(表1),均由华南农业大学植物线虫研究室分离和鉴定,并保存在胡萝卜愈伤

组织上.
表1 供试相似穿孔线虫种群

序号 种群编号 寄  主  植  物

1 bxj 巴西蕉 MusaAAAGiantCavendishcv.Baxi.
2 hg 红果Stranvaesiasp.
3 dbsr 大巴水榕 Anubiasbarteri
4 hz 红掌 Anthuriumandraeanum
5 xinj 生姜Zingiberofficinale

1.1.2 试 剂

次氯酸钠NaClO、氯化汞HgCl2、洗必泰和硫酸链霉素,使用前配制相应体积质量分数(w/v).

1.2 方 法

1.2.1 胡萝卜愈伤组织的制备

胡萝卜愈伤组织制备参照文献[13]、[16]的方法进行.
1.2.2 相似穿孔线虫的接种培养

按照文献[9]的方法在胡萝卜愈伤组织上接种和培养供试的5个相似穿孔线虫种群.
1.2.3 相似穿孔线虫的消毒处理

用无菌水洗下在胡萝卜愈伤组织上培养繁殖的线虫,转到1.5mL无菌离心管中,将获得的线虫悬浮

液定容至1mL,取100μL统计线虫的数量,重复3次,以3次的平均值×10作为离心管中的总线虫量,

然后配成每个离心管含有约1000条相似穿孔线虫的悬浮液.在超净台内用无菌水洗涤每个离心管中的线

虫3次,5000r/min离心2min沉淀线虫,吸去上清液,分别进行如下处理:① 用硫酸链霉素(百分比分

别为0.1%,0.3%,0.5%,0.7%,0.9%)浸泡处理3h,6h,9h,12h,18h;② 用 NaClO(百分比分别为

0.2%,0.3%,0.4%,0.5%,0.75%,1.0%)浸泡处理2min,3min,4min,5min,10min;③ 用0.01%
HgCl2 浸泡处理2min;④ 用0.001%洗必泰浸泡处理1h后再用0.001% HgCl2 浸泡处理7min;⑤ 用

0.3%硫酸链霉素浸泡处理12h后再用0.005% HgCl2 浸泡处理2min.处理后的线虫5000r/min离心

2min,吸去上清液,再用无菌水洗涤线虫3次.每种消毒方法处理1个供试香蕉穿孔线虫种群为1个试验

处理,每个试验处理重复3次.
1.2.4 不同消毒处理对相似穿孔线虫的活力影响和抑菌效果测定

吸取处理后的线虫悬浮液滴至凹玻片上,在体视镜下观察线虫活动情况.若线虫处于僵直状态则放弃

线虫细菌检测试验,若线虫处于活动状态则吸取100μL处理后的线虫悬浮液至NA(营养琼脂培养基:牛

肉粉3.0g,氯化钠5.0g,蛋白胨10.0g,琼脂15g,蒸馏水1000mL;pH=7.0±0.1)平板,重复3次,

并设置无菌水对照.放入25℃恒温箱中黑暗培养72h后检查线虫表面是否携带细菌.
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1.2.5 不同消毒处理后相似穿孔线虫种群繁殖力和胡萝卜愈伤组织培养状况检测

根据1.2.4试验结果,选择对相似穿孔线虫的活力影响小和抑菌效果好的消毒处理方法,并以相似穿

孔线虫消毒最常用的方法0.3%硫酸链霉素处理12h作为对照处理,测定经不同消毒方法处理后相似穿孔

线虫繁殖量.在超净台内,将供试的相似穿孔线虫用选定的消毒方法处理后,挑取15条雌虫接种到胡萝卜

愈伤组织上,1个线虫种群经1种消毒方法处理后接种到胡萝卜愈伤组织上为1个试验处理,每个处理设

置7个重复,并置于25℃培养箱中黑暗培养50d后,观察接种线虫的胡萝卜片是否出现软腐,然后参照

Kaplan等[12]的方法分离在胡萝卜愈伤组织上培养繁殖的线虫和卵.将分离得到的线虫悬浮液定容至

45mL,每次取1mL分别对虫和卵进行计数,重复3次,以3次的平均值乘以45作为从每个胡萝卜愈伤

组织中分离获得的虫量和卵量.
1.2.6 数据分析

采用SAS软件(TheSASSystemforWindows9.0)对所得试验数据进行方差分析,用DMRT法在显

著水平p=0.05上进行多重比较,计算标准误.

2 结 果

2.1 相似穿孔线虫经消毒处理后的活力和带菌情况

对经不同的方法消毒处理后的相似穿孔线虫活动力和带菌情况进行观察和检测的结果表明(表2),

用0.1%,0.3%,0.5%,0.7%,0.9%的硫酸链霉素分别处理线虫3h,6h,9h,12h,18h后,线虫能保持

很好的活动能力,但线虫表面仍带菌,因此这些处理都达不到有效消毒目的;供试的各百分比NaClO处

理不同时间后,仅0.5%的NaClO浸泡线虫5min的处理能在保证线虫活动的情况下达到有效的消毒效

果;用0.01% HgCl2 处理2min、0.001%洗必泰处理1h再用0.001% HgCl2 处理7min、0.3%硫酸链

霉素浸泡处理12h后再用0.005% HgCl2 浸泡处理2min后,线虫均能保持很好的活动能力并且在NA
平板上无菌长出.

表2 不同消毒处理后香蕉穿孔线虫的活动和染菌情况

处理 处理时间 线虫活动情况 细菌检验结果

0.1%硫酸链霉素 3h + +
6h + +
9h + +
12h + +
18h + +

0.3%硫酸链霉素 3h + +
6h + +
9h + +
12h + +
18h + +

0.5%硫酸链霉素 3h + +
6h + +
9h + +
12h + +
18h + +

0.7%硫酸链霉素 3h + +
6h + +
9h + +
12h + +
18h + +
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 续表2

处理 处理时间 线虫活动情况 细菌检验结果

0.9%硫酸链霉素 3h + +
6h + +
9h + +
12h + +
18h + +

0.2% NaClO 2min + +
3min + +
4min + +
5min + +
10min - \

0.3% NaClO 2min + +
3min + +
4min + +
5min + +
10min - \

0.4% NaClO 2min + +
3min + +
4min + +
5min + +
10min - \

0.5% NaClO 2min + +
3min + +
4min + +
5min + -
10min - \

0.75% NaClO 2min - \
3min - \
4min - \
5min - \
10min - \

1.0% NaClO 2min - \
3min - \
4min - \
5min - \
10min - \

0.01% HgCl2 2min + -
0.001% 洗必泰+0.001% HgCl2 1h+7min + -
0.3% 硫酸链霉素+0.005% HgCl2 12h+2min + -

  注:表2中“+”表示消毒处理后线虫仍活动或NA平板有细菌生长,“-”则表示线虫僵直或无细菌生长,“\”表示无该

处理.每个处理重复3次.

2.2 消毒处理后相似穿孔线虫的繁殖量和接种线虫的胡萝卜愈伤组织培养状况

用上述试验选定的能达到消毒效果的4种方法及作为对照的方法(用0.3%硫酸链霉素处理12h),处

理供试的相似穿孔线虫5个种群的雌虫,然后将这些雌虫接种在胡萝卜愈伤组织上置于25℃ 黑暗条件下

培养50d后的检测结果表明,对照处理的胡萝卜愈伤组织,多数重复有不同程度的软腐状况,有2个重复

严重腐烂,次氯酸钠和洗必泰+氯化汞处理的胡萝卜愈伤组织未出现软腐,氯化汞和硫酸链霉素+氯化汞
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处理的胡萝卜愈伤组织,有个别重复出现轻微腐烂的情况;线虫数量检测结果表明,所有被处理的线虫均

能进行繁殖,但是每一种处理对不同种群后代虫量、卵量和总虫量的影响有差异(表3).
对于所有供试种群,用对照方法处理后的线虫,培养繁殖总虫量都是最大,卵量和虫量也是最大;

用0.5%次氯酸钠处理5min后的线虫,培养繁殖的总虫量、虫量和卵量均最小.而用氯化汞、洗必泰+
氯化汞和硫酸链霉素+氯化汞进行处理后的线虫,培养繁殖总虫量、虫量和卵量介于上述两者之间,并

且三者差异多数不显著,仅其中的巴西蕉种群经0.3%硫酸链霉素浸泡处理12h后再用0.005% HgCl2
浸泡处理2min,虫量显著大于其他2种处理,而大巴水榕种群经该方法处理后的总虫量和虫量均显著

小于其他2种处理.
表3 相似穿孔线虫经过不同方法消毒处理后,15条雌虫在胡萝卜愈伤组织上于25℃下培养50d后的繁殖量

种群 消毒方法 虫  量 卵  量 总 虫 量

bxj Ⅰ 33893±71.30a 28074±123.19a 61971±167.17a

Ⅱ 1686±55.56c 369±13.53b 2055±68.58b

Ⅲ 7110±75.16c 2085±61.81b 9195±93.99b

Ⅳ 1605±20.89c 2805±3.82b 4410±22.04b

Ⅴ 17145±138.40b 2040±76.16b 19185±168.46b

hg Ⅰ 32835±162.20a 11640±253.35a 44475±387.79a

Ⅱ 4117±61.18c 2664±45.31b 6781±88.91c

Ⅲ 20040±273.94b 9120±131.03a 29160±163.12b

Ⅳ 15927±150.21b 8094±126.14a 24021±207.45b

Ⅴ 19140±281.64b 8475±65.76a 27615±307.95b

hz Ⅰ 40035±581.09a 28230±255.98a 68265±741.89a

Ⅱ 3915±12.11c 1290±8.08b 5205±20.12c

Ⅲ 19650±487.84b 3975±58.62b 30105±246.16b

Ⅳ 27420±489.59b 5205±193.57b 32625±387.50b

Ⅴ 19245±183.10b 5595±87.03b 24840±211.85b

dbsr Ⅰ 23790±245.03a 20220±102.46a 44010±261.64a

Ⅱ 335±10.09c 155±5.25c 489±14.40d

Ⅲ 21315±474.99a 6998±176.87b 28313±453.80b

Ⅳ 25385±100.96a 7387±213.29b 32771±258.33b

Ⅴ 9405±84.40b 7470±19.20b 16875±88.55c

xinj Ⅰ 29520±419.97a 12075±256.68a 41595±182.70a

Ⅱ 517±10.04c 156±4.74b 672±13.65c

Ⅲ 16620±236.57b 6585±176.77a 23205±387.53b

Ⅳ 11700±362.84b 6270±107.97a 17970±404.28b

Ⅴ 10942±206.28b 7632±190.65a 18573±58.41b

  注:表3中数据为5次重复的平均值,同一种群不同消毒处理的同列数据后小写字母相同者表示在p≥0.05水平上差

异不显著(DMRT法).“Ⅰ”:0.3%硫酸链霉素浸泡处理12h;“Ⅱ”:0.5% NaClO浸泡处理2min;“Ⅲ”:0.01% HgCl2 浸

泡处理2min;“Ⅳ”:0.001%洗必泰浸泡处理1h后再用0.001% HgCl2 浸泡处理7min;“Ⅴ”:0.3%硫酸链霉素浸泡处理

12h后再用0.005% HgCl2 浸泡处理2min.

3 讨 论

本研究使用0.5%次氯酸钠(方法Ⅱ)、0.01%氯化汞(方法Ⅲ)、0.001%洗必泰+0.001%氯化汞
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(方法Ⅳ)和0.3%硫酸链霉素+0.005%氯化汞(方法Ⅴ)处理相似穿孔线虫均具有较好的表面杀菌效

果.而培养繁殖的过程显示,消毒效果最好的是次氯酸钠和洗必泰+氯化汞.用这些方法消毒处理的线

虫仍保持活动能力,但是与使用0.3%硫酸链霉素消毒方法(方法Ⅰ)相比,这些消毒方法对线虫繁殖力

均有明显的不良影响,不过除了0.5%次氯酸钠处理后线虫繁殖量很低外,其他几种方法处理的线虫仍

保持较高繁殖量.因此在对相似穿孔线虫进行生长、发育和繁殖等生物学特性以及致病力研究时,用传

统的0.3%硫酸链霉素进行消毒,可能更有利于获得准确的研究结果,而方法Ⅲ、方法Ⅳ和方法Ⅴ适用

于需要进行无菌培养繁殖相似穿孔线虫的相关研究.
Elsen等[11]使用0.01% HgCl2 浸泡处理相似穿孔线虫2min后,接种无菌的苜蓿愈伤组织获得了无

菌线虫.但本研究显示该方法(方法Ⅲ)处理相似穿孔线虫后,接种胡萝卜愈伤组织仍会出现少量污染情

况,消毒效果不如方法Ⅱ和方法Ⅳ,但是与方法Ⅰ处理后的相似穿孔线虫繁殖量相比,方法Ⅱ处理后的

相似穿孔线虫繁殖量显著降低,而用方法Ⅳ处理后的相似穿孔线虫繁殖量无显著差异.另外,本研究使

用方法Ⅱ和方法Ⅴ消毒,对相似穿孔线虫不同种群后代孵化的虫量、卵量和总虫量的影响存在一些差

异,这是否与相似穿孔线虫不同种群对消毒剂的耐受力有关,尚有待研究.而方法Ⅲ和方法Ⅳ这两种消

毒方法对所有供试种群的繁殖量影响较相似.因此,在供试的消毒方法中,方法Ⅳ(即0.001%洗必泰浸

泡1h+0.001%氯化汞浸泡7min)最适合应用于对相似穿孔线虫消毒处理进行无菌培养,此种对线虫

进行消毒的方法尚未见报道.
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ScreeningofSurface-SterilizingMethodsfor
RadopholussimilisandTheirInfluencesonItsReproduction

DING Sha, XUChun-ling, XIE Hui,
LI Jing, YU Lu, ZHANGJian-feng, YUAN Yue

LaboratoryofPlantNematology/ResearchCenterofNematodesofPlantQuarantine,

CollegeofResourcesandEnvironment,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China

Abstract:Bycomparingthesterilizingeffectsofdifferentsurface-sterilizingmethodsandtheirimpactson
thevitalityofRadopholussimilis,fivewerechosentostudytheirinfluencesonthereproductionofR.si-
milisculturedoncarrotdisks.Theresultsshowedthatofthe5similarnematodepopulationsusedforsur-
facesterilization,theonesterilizedwithstreptomycinsulfatehadthegreatestaveragereproductionamount

perfemaleandthatsterilizedwithsodiumhypochloritehadthesmallest,andtheaveragereproductiona-
mountperfemaleinthepopulationssterilizedwithmercuricchloride,hibitanepluswithmercuricchloride
orstreptomycinsulfateplusmercuricchlorideappearedinbetween.Thusconsideringthetwofactorsof
sterilizingeffectsandinfluencesonthereproductionamount,hibitanepluswithmercuricchlorideisthe
mostappropriatesterilizingmethodonR.similis.
Keywords:Radopholussimilis;carrotcallus;surfacesterilization;reproduction
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