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3 株生防真菌发酵液防治大豆孢囊线虫的效果测定
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中国农业科学院植物保护研究所/植物病虫害生物学国家重点实验室,北京１００１９３

摘要　为了获得更多的防治大豆孢囊线虫的微生物资源,在室内对３株生防真菌黑曲霉 NBC００１、草酸青霉

NBC００８和草酸青霉 NBC０１２进行大豆孢囊线虫的毒力测定和盆栽防治效果测定.结果表明,NBC００１、NBC００８
和 NBC０１２发酵液均有杀线虫活性,２倍稀释液处理,线虫校正死亡率约９０％,孵化抑制率在６８％ 以上.盆栽

试验结果发现,NBC００１、NBC００８ 和 NBC０１２ 发酵原液能使孢囊数分别降低 ５０．０７％、５９．８８％ 和 ５７．４５％;

NBC００１和 NBC０１２发酵液使株高分别增加１１．３％和１８．６％,NBC００８使大豆根长增加２６．７％.表明菌株

NBC００１、NBC００８和 NBC０１２可用来防治大豆孢囊线虫.
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　　大豆孢囊线虫(soybeancystnematode,SCN)
是危害大豆生长的一种世界性植物寄生线虫,现已

在日本[１]、中国[２]、美国[３]、意大利[４]、巴西[５]等１５
个国家和地区发现报道,我国安徽[６]、北京[７]、黑龙

江[８]、河北[９]、甘肃和宁夏[１０]等１６个省市(自治区)
有发生.大豆孢囊线虫病的流行一般造成大豆减产

１０％~２０％,重者达 ５０％,甚至绝产[３].大豆孢囊

线虫的防治手段主要有选育抗病品种、与非寄主轮

作、化学药剂防治和生物防治.随着人们环境意识

的加强,生物防治的研究显得尤为重要.
生防真菌是防治大豆孢囊线虫的重要微生物资

源,其中研究较多的有厚垣孢普可尼亚菌 (PoＧ
choniachlamydosporium)、淡紫拟青霉 (PaeciloＧ
myceslilacinus)、蜡蚧轮枝菌 (VerticilliumlecaＧ
nii)、被 毛 孢 (Hirsutellarhossiliensis)和 镰 刀 菌

(Fusariumspp．)等.淡紫拟青霉不仅能够寄生孢

囊线虫,其代谢产物对线虫也有一定抑制作用[１１],
现已开发商品制剂.用食线虫真菌洛斯里被毛孢霉

(Hirsutellarhossiliensis)孢子液处理接种二龄幼

虫的大豆植株,能使线虫种群数量降低７９％,使大

豆增产５５％[１２].根内益生菌印度梨形孢(PiriforＧ
mosporaindica)能够降低大豆孢囊线虫卵的密

度[１３].赵晓辉等[１４]分离的镰刀菌发酵原液能够抑

制孢囊孵化并且有极强的杀线虫活性,处理１h线

虫死亡率高达９０％.
为了获得更多有效的大豆孢囊线虫生防资源,

我们从小麦孢囊线虫上分离了３株真菌,利用其发

酵液进行了室内生物测定和温室盆栽实验,测定其

对大豆孢囊线虫的防治效果,以期为发展大豆孢囊

线虫综合防治技术奠定基础.

1　材料与方法

1.1　供试线虫及菌株

大豆孢囊线虫４号生理小种采自中国农业科学

院廊坊科研中试基地.
供试菌株采用笔者所在实验室从挪威小麦孢囊

线 虫 上 分 离 的 黑 曲 霉 (Aspergillus niger)

NBC００１、草 酸 青 霉 (Penicillium oxalicum )

NBC００８和 NBC０１２.
1.2　大豆孢囊线虫的采集、卵悬浮液的制备和二龄

幼虫(J2s)悬浮液的制备

　　孢囊采集:从农科院廊坊中试基地采集大豆孢

囊线虫病土,用漂浮法将孢囊与土壤分离,强水冲洗

将土壤打散搅拌,过孔径０．９mm/０．２mm 网筛,重
复３次,将孔径０．２mm 筛上的残余物用水冲至烧

杯中,解剖镜下观察,挑取沉在底部的孢囊,４℃保



　第１期 李　婷 等:３株生防真菌发酵液防治大豆孢囊线虫的效果测定 　

存备用.
卵悬浮液的制备:用０．５％ 次氯酸钠溶液将孢

囊表面消毒３min,灭菌水洗净后,用橡胶塞磨破孢

囊,收集卵悬浮液,调节浓度至５００个/mL.
二龄幼虫(J２s)悬浮液的制备:用０．５％ 次氯酸

钠溶液将孢囊表面消毒３min,灭菌水洗净后,置于

孔径为０．２mm 的网筛上,将网筛放在一个干净的

培养皿内,向培养皿内加水至浸没孢囊,２６℃,黑暗

条件下孵化.３~５d后收集J２s,调节浓度至２００
头/mL.
1.3　真菌的分离及真菌发酵液的制备与处理

真菌的分离:从土壤中分离到孢囊后,用０．５％
次氯酸钠溶液将孢囊表面消毒,磨破孢囊制成悬浮

液,涂布在马铃薯固体培养基(PDA)上,２６℃黑

暗条件下培养５d后挑取菌丝在新的 PDA 培养

基上培养并纯化,参照«真菌鉴定手册»[１５]进行

形态鉴定,同时扩增ITS片段测序鉴定(结果未

发表).
真菌发酵液的制备:用直径为１cm 的打孔器取

培养１０d的真菌边缘菌丝,将菌饼接种在３００mL
灭菌PDB 培养基中(５００ mL 锥形瓶),２６℃,１５０
r/min振荡培养１２０h.４层灭菌纱布除去菌体后,
过０．２２μm 细菌过滤器除菌.经上述处理后作为发

酵原液,同时用灭菌水制备５倍稀释液和１０倍稀释

液,４℃保存备用.
1.4　3 株真菌发酵液杀线虫活性的测定

向２４孔板中分别加入发酵原液、５倍稀释液、

１０倍稀释液０．５ mL,再加入０．５ mLJ２s悬浮液

(２００头/mL),最终稀释倍数为２倍、１０倍和２０倍.
设置 NBC００１、NBC００８、NBC００１２ 三个处理,以发

酵培养基PDB为对照,每处理重复４次,室温放置

２４h后统计线虫死亡数,线虫死亡情况用氢氧化钠

刺激法判断[１６],并计算线虫死亡率和校正死亡率.
试验重复２次,线虫死亡率＝１００％×死亡线虫数/
线虫总数,校正死亡率＝１００％×(处理组死亡率－
对照组死亡率)/(１００－对照死亡率).
1.5　3 株真菌发酵液对大豆孢囊线虫卵孵化的影响

向９６孔板中分别加入发酵原液、５倍稀释液、

１０倍稀释液１００μL,再加入大豆孢囊线虫卵悬浮液

１００μL(约５０个),则最终稀释倍数为２倍、１０倍和

２０倍.将９６孔板置于２６℃恒温箱中孵化,１２d后

统计孵化的线虫数,并计算孵化率和孵化抑制率.
孵化率＝１００％ ×(孵化的线虫数/卵总个数),孵

化抑制率＝１００％×(对照组孵化率－处理组孵化

率)/对照组孵化率.
1.6　真菌发酵液防治大豆孢囊线虫的盆栽实验

大豆种子表面用１％次氯酸钠消毒,灭菌水清

洗３遍后,置于一次性培养皿中发芽.２d后将发芽

的种子种在装有灭菌土的塑料杯中,每杯３颗种子.

１周后,向塑料杯中加入真菌发酵原液２０mL.设

置 NBC００１、NBC００８、NBC００１２３个处理,PDB 作

为对照.每个处理设置４个重复,每组实验重复２
次.经发酵原液处理２４h后,在大豆根附近接种

SCN二龄幼虫３００条/株,２d后第２次接种 SCN
二龄幼虫３００条/株,接种３０d后,统计每杯根系土

壤中的孢囊数量,并计算孢囊减少率,孢囊减少率＝
１００％ × (处理组孢囊数－对照组孢囊数)/对照组

孢囊数,同时测量大豆植株的根长和株高.
1.7　数据分析

用SPSS２０．０进行数据分析,Duncan’s新复极

差法进行差异性显著分析,Excel２０１０作图.

2　结果与分析

2.1　3 株真菌发酵液杀线虫活性的测定

室内测定不同稀释倍数真菌发酵液的杀线虫活

性,结果表明,随着稀释倍数的增加,发酵液处理后,
线虫的校正死亡率逐渐降低.比较３株不同发酵液

的杀线虫效果发现,稀释２倍时,３株真菌发酵液的

杀线虫效果差异不显著,线虫校正死亡率约９０％;
稀释１０倍和２０倍发酵液处理后,则出现较大差异,
表现为NBC００８和NBC０１２稀释１０倍发酵液处理,
杀线虫活性显著好于NBC００１处理;而稀释２０倍处

理,则与之相反(图１).

　不同字母表示处理间 Duncan’s新复极差法分析差异显著,

P＜０．０５DifferentlettersinthegraphmeansignificantlydifferＧ

ent(P＜０．０５)．

图１　３株真菌发酵液对大豆孢囊线虫毒杀活性测定

Fig．１　Nematicidalactivityofdifferent
fungalfermentationonSCN

３４
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2.2　3 株真菌发酵液对大豆孢囊线虫卵孵化的影响

经发酵液 NBC００１、NBC００８和 NBC０１２处理

后,卵孵化率显著低于对照组,表明这３种发酵液均

能抑制大豆孢囊线虫卵的孵化.其中NBC００１发酵

液处理卵孵化抑制率在７３％之上,稀释１０倍抑制

作用最好,抑制率达９１．０５％;NBC００８发酵液处理,
卵孵化率随着稀释倍数的增加而逐渐降低,孵化抑

制率最高达９１．３４％;NBC０１２处理卵孵化抑制率在

６８％以上,最高抑制率为８０．０２％(表１).
2.3　 3 株真菌发酵液对大豆植株生长的影响

大豆经发酵液NBC００１、NBC００８和NBC０１２处

理后接种线虫,３０d后,测量大豆的根长和株高.
结果表明,NBC００１、NBC００８和 NBC０１２能够促进

大豆植株的生长,NBC００８促进根伸长,增长率为

２６．７％,NBC００１和 NBC０１２促进株高的增加,增长

率分别为１１．３％和１８．６％.
表１　真菌发酵液对大豆孢囊线虫卵孵化的影响

Table１　EffectsoffungalfermentationbrothonSCNeggs ％

最终稀
释倍数

Final
dilutionratio

NBC００１

孵化率

Hatchability

孵化抑制率

Inhibitionpercentage
ofhatchability

NBC００８

孵化率

Hatchability

孵化抑制率

Inhibitionpercentage
ofhatchability

NBC０１２

孵化率

Hatchability

孵化抑制率

Inhibitionpercentage
ofhatchability

２× ４．３９±１．１１c ８４．７７ ３．１５±０．６０b ９１．３４ １３．５３±２．６２b ６８．７５

１０× ２．５８±０．５９d ９１．０５ ３．３７±０．７９b ９０．７４ ８．６５±１．２４c ８０．０２

２０× ７．７６±１．８８b ７３．０７ ４．３７±０．９１b ８７．９９ １２．５９±２．４６b ７０．９２

CK ２８．８２±１．７９a － ３６．３８±１．０５a － ４３．２９±０．５８a －

　注:值为均值±标准误;表中不同字母表示处 理 间 Duncan’s新 复 极 差 法 分 析 差 异 显 著 (P＜０．０５),下 表 同.Note:Valueis

mean± SE;Differentlettersinthegraphmeansignificantlydifferent(P＜０．０５),thesameastablesbelow．

表２　真菌发酵液对大豆植株生长的影响

Table２　Effectoffungalfermentationbrothonsoybeangrowth

处理

Treatment
根长/cm

Lengthofroot
根长增长率/％

Increasedpercentageofrootlength
株高/cm
Height

株高增长率/％
Increasedpercentageofplantheight

NBC００１ １３．６９±０．７１b －０．６６ ３４．４１±１．３１b １１．３２

NBC００８ １７．４６±１．５３a ２６．７３ ３０．６７±２．２７c －０．７７

NBC０１２ １４．４０±０．５１b ４．５２ ３６．６５±０．９１a １８．５９

CK １３．７８±０．４０b － ３０．９１±１．０７c －

　注:数字前的负号代表减少.Note:“－”beforenumbermeansdecrease．

2.4　3 株真菌发酵液室内防治大豆孢囊线虫的效果

大豆经发酵液NBC００１、NBC００８和NBC０１２处

理后接种线虫,形成的孢囊数量显著少于对照组,平
均单株孢囊个数分别为４６．６、３７．４、３９．７,孢囊减少

率分 别 为 ５０．０７％、５９．８８％、５７．４５％ (表 ３).

NBC００８和NBC０１２的防治效果显著高于NBC００１,

NBC００８和 NBC０１２之间差异不显著.
表３　真菌发酵液室内防治大豆孢囊线虫的效果测定

Table３　ControlefficiencyoffungalfermentationonSCN

处理

Treatment
单株孢囊数/个

Cystnumberperplant
孢囊减少率/％

Cystdecreaserate

NBC００１ ４６．５８±２．１６b ５０．０７

NBC００８ ３７．４３±１．８４c ５９．８８

NBC０１２ ３９．６９±２．９４bc ５７．４５

CK ９３．２９±３．３１a －

3　讨　论

利用微生物代谢产生的有毒物质来防治线虫是

生物防治的手段之一.本研究利用的３株真菌黑曲

霉 NBC００１、草 酸 青 霉 NBC００８ 和 草 酸 青 霉

NBC０１２,对大豆孢囊线虫都有较好的杀线虫作用.
其２倍稀释液处理,线虫校正死亡率约９０％(图１).
黑曲霉代谢产物防治根结线虫的研究较多,但在大

豆孢囊线虫上的应用较少.朱晓峰等[１７]利用查氏

培养基制备黑曲霉snf００９菌株发酵液,发现它对南

方根结线虫有明显毒杀作用,校正死亡率在９０％ 以

上,略高于本试验用马铃薯液体培养基制备的黑曲

霉 NBC００１发酵液,可能的原因是这２种培养基不

影响发酵液的组分,只影响各组分的含量,其次孢囊

线虫和根结线虫本身存在很大差异,对试验结果也

４４
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有影响.snf００９的杀线虫物质主要有草酸和柠檬

酸[１８],但 NBC００１的杀线虫成分还需要进一步分离

鉴定.此后,李颂等[１９]还对snf００９的防治效果以

及可能的作用机制做了初步研究,结果表明黑曲霉

snf００９菌株发酵液能够显著降低根结指数和根结

线虫种群数量,在一定范围内能够促进番茄的生长,
提高番茄可溶性活性蛋白含量和防御酶活性.草酸

青霉孢子液不仅能抑制大豆孢囊线虫卵[２０],还能抑

制马铃薯孢囊线虫孵化,降低土壤中马铃薯孢囊的

数量[２１],但用草酸青霉发酵液防治线虫的相关报道

甚少.
卵孵化实验中,NBC００１和 NBC０１２发酵液处

理后,１０倍稀释液抑制孵化效果好于２倍稀释液,
可能与pH 值有关.本试验中制备的发酵液呈酸

性,稀释后,pH 升高.一方面,pH 可能影响发酵液

中有效物质的活性,随着pH 升高,活性增加,孵化

抑制率升高;同时pH 还可直接影响卵孵化.孙晶

双[２２]研究了几种不同酸对线虫孵化的影响,发现孵

化抑制作用随pH 升高逐渐降低.２种作用叠加后

出现了１０倍稀释液处理抑制孵化效果好于２倍稀

释液的结果,但其具体机制还需要进一步分析验证.
温室盆栽实验结果表明,NBC００８的防治效果

最 好,孢 囊 减 少 率 为 ５９．８８％,NBC０１２ 略 低 于

NBC００８,为 ５７．４５％,但 两 者 不 存 在 显 著 差 异,

NBC００１最低,为５０．０７％,都在５０％ 以上.盆栽实

验防治效果显著低于室内生物测定结果,可能的主

要原因是土壤对发酵液液起了稀释作用,且稀释倍

数较高.但３种发酵液之间,室内生物测定结果和

盆栽实验防治效果的趋势基本一致,NBC００８ 和

NBC０１２ 优 于 NBC００１. NBC００１、NBC００８ 和

NBC０１２均能在一定程度上促进大豆植株的生长.

NBC００１和 NBC０１２发酵液使株高分别增加１１．３％
和１８．６％.NBC００８使大豆根长增加２６．７％,虽然

NBC００１使根长减少０．７％,NBC００８ 使株高下降

０．８％,但和对照相比差异不显著.比较３种发酵液

的效果发现,大豆根长和孢囊减少率呈现一致的趋

势,NBC００８ 孢囊减少率最高,相对应根长最长,

NBC０１２次之,最后是 NBC００１(表２和表３).而株

高则不呈现这样的趋势,可能原因是线虫侵染根部,
对根的影响直接且明显,而对株高的影响则主要是

通过根部起作用,在根部与株高的相互作用过程中

可能还存在其他的影响因素.
综合室 内 生 物 测 定 和 盆 栽 实 验 结 果,表 明

NBC００１、NBC００８和 NBC０１２在防治大豆孢囊线虫

上具有很大的应用前景,但它们能否防治其他线虫

以及发酵液中具体的杀线虫活性成分如何还需要开

展更多的试验研究.
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Controlefficiencyofthreefungalstrains＇fermentationbroth
onsoybeancystnematode(Heteroderaglycines)

LITing　HUANG Wenkun　PENGDeliang　KONGLingan　PENGHuan

StateKeyLaboratoryforBiologyofPlantDiseasesandInsectPests,

InstituteofPlantProtection,ChineseAcademyofAgriculturalSciences,Beijing１００１９３,China

Abstract　Inordertoobtain more microorganismresourcestocontrolsoybeancystnematodes
(SCN),controlefficiencyofthreefungalstrainsincludingAspergillusnigerNBC００１,PenicilliumoxaＧ
licum NBC００８andP．oxalicum NBC０１２onsoybeancystnematodeswereevaluated．Invivoanalyses
showedthatallthreefungifermentationwerelethaltonematodejuveniles．Therevisedmortalityof２
timesdilutionsagainstSCNjuvenileswasabout９０％,andtheinhibitionofegghatchabilitywas＞６８％．
ThepotexperimentshowedthatcystnumbertreatedwithNBC００１,NBC００８,NBC０１２fermentations
werereducedby５０．０７％,５９．８８％,５７．４５％,respectively,comparedwiththecontrol．Theheightofplant
increasedby１１．３％and１８．６％aftertreatedwithNBC００１andNBC０１２fermentations,whilethelength
ofrootincreasedby２６．７％aftertreatedwithNBC００８fermentations．ThepresentinvestigationsuggesＧ
tedthatfermentationsofNBC００１,NBC００８,NBC０１２couldbeusedtocontrolsoybeancystnematode．

Keywords　soybeancystnematode;biocontrolfungus;Aspergillusniger;Penicilliumoxalicum;

fermentationbroth
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