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摘要　从辽宁沈阳 、黑龙江伊春 、山东青岛 、山西汾阳等地采集的大豆胞囊线虫土样 ,经分离获得定

殖于胞囊上的真菌菌株 128株 。通过测定菌株对胞囊的寄生率 ,筛选出 6株对大豆胞囊线虫有强

寄生能力的胞囊内寄生真菌 , 经鉴定为 Aspergi llus niger , Paecilomyces li lacinus , Fusarium

sem itectum , Vert ici llium chlamydosporium , Vertici llium sp., Acremonium sp., 其中 Aspergil lus

niger , Fusarium sem itectum 为国内首次报道定殖于大豆胞囊线虫胞囊上的真菌。通过 6株胞囊内

寄生真菌对大豆胞囊线虫二龄幼虫毒性作用的研究 , 结果表明 Vertici llium chlamydosporium 和

Verticil lium sp.两株菌的发酵液对大豆胞囊线虫二龄幼虫有较强毒杀作用 。
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　　大豆胞囊线虫病害(Heterodera glycines)是世

界大豆产区的一种重要病害 ,在美国 、巴西 、加拿大

和中国等大豆主产国 ,大豆胞囊线虫病引起的损失

(3 ,025 ,400t/年)比任何一种单一病害所造成的损

失都大[ 1] 。近二十年来 ,随着可持续农业和有机农

业的发展 ,人们已将该线虫防治工作的重点转向了

生物防治 。生物防治中研究最深入且最具生防潜力

的线虫天敌是真菌。过去二十年间 ,人们研究最多

的是捕食线虫的真菌 ,但它们对靶标线虫是非选择

性的 ,能够“捕获”大多数种类的线虫 ,而且还能在土

壤中腐生存活 ,但它们不能有效地阻止土壤中线虫

群体的增加 ,由此人们开始转向对寄生真菌和细菌

的研究
[ 2 ～ 3]

。

目前从大豆胞囊线虫的卵 、二龄幼虫(J2)、胞囊

上分离到的真菌全世界已有 115个属 ,232个种 ,我

国也已报道了 30个属 , 51种真菌[ 4-10] ,但对其寄生

性的研究很少。本文对分离自大豆胞囊线虫胞囊的

内寄生真菌进行研究 ,主要从其对胞囊的寄生性和

这类真菌的代谢产物对 J2的毒性作用角度加以研

究 ,以便获得更优良的大豆胞囊线虫的生防菌株。

1　材料和方法

1.1　供试菌株

从辽宁沈阳 、黑龙江伊春 、山东青岛 、山西汾阳

等地大豆田采集大豆根际土 ,采用过筛法分离获得

胞囊 ,经分离纯化 ,共获得 128株真菌 。

1.2　供试线虫

1.2.1　大豆胞囊线虫的胞囊

室内无菌土花盆中种植接种大豆胞囊线虫 3号

生理小种的感病品种 ,无菌水进行浇灌 ,一个月后分

离产生的新鲜胞囊(即为无菌胞囊),冰箱中(4℃)保

存备用 。

1.2.2　大豆胞囊线虫二龄幼虫(J2)

大豆胞囊线虫3号生理小种胞囊 , 0.5%NaOCl

消毒 5min ,无菌水冲洗 3 次 。在无菌水中进行孵

化 ,一周后收集孵化出的 J2 ,冰箱中(4℃)保存备

用 。

1.3　菌株对大豆胞囊线虫胞囊寄生性的测定

无菌胞囊 , 0.5% NaOCl表面消毒 3min ,转至

菌落直径长至培养皿 1/2-3/4的 PSA 平板培养基

上 ,每皿 5个 ,三次重复 ,培养 10d后 ,将接种胞囊轻

轻挑出(注意不要弄破胞囊 ),0.5% NaOCl表面消

毒 5min ,每个胞囊放于一个灭菌滤纸片上 ,保湿培
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养。每天定时观察长菌情况 ,记载不同菌株对胞囊

的寄生率 。

1.4　菌株的鉴定

筛选出寄生率大于 60%的菌株 ,采用菌物分类

系统[ 9～ 13]对其进行分类鉴定。

1.5　菌株代谢产物对大豆胞囊线虫 J2毒性作用的

测定

将筛选出的菌株接至 100ml查氏液体培养基

中 ,摇床 150r/min ,发酵培养一周 ,发酵液经定性滤

纸真空抽滤 , 滤出菌丝物及孢子 ,发酵液冰箱中

(4℃)保存备用 。

向 24孔细胞培养板中加入供试线虫 J2 , 每孔

加入 1ml线虫液(约 100-200条/ml),再向孔中加

入供试菌株发酵过滤液各 1ml ,留出空白对照分别

加入 1ml 空白发酵液和 1ml 无菌水 , 三次重

复[ 14-16] 。分别于 2h 、6h 、12h时观察 J2 对发酵滤液

的反应 ,并在 12h时采用 NaOH 刺激法判断线虫的

死活[ 17] ,计算线虫死亡率。

2　结果与分析

2.1　寄生性测定

从胞囊上分离到的真菌并非都是严格意义上的

寄生菌 。在已分离到的 128株真菌中 ,只有 30%的

菌株对胞囊的回接率达到 50%以上 ,分离到的真菌

有的可能只是定殖于胞囊上 ,利用卵的分泌物或死

卵营腐生生活 ,或者有些是存在于胞囊表面的有强

腐生能力的菌株。因此我们对分离到的菌株对胞囊

进行回接试验 ,从而来确定其对大豆胞囊线虫胞囊

寄生能力的强弱。由表 1可知 ,通过回接试验我们

可以筛选出大豆胞囊线虫的胞囊内寄生真菌 ,从而

再进一步研究其作为生防菌株的价值 。
表 1　部分胞囊内寄生真菌对胞囊的寄生率

Table 1　The parasitic ratio of some cyst entoparasitic fungi

菌株 St rains sf003 sf148 sf014 sf153 sf175 sf160

寄生率 T he parasitic rat io(%) 75.0 75.0 100 100 75.0 90.0

2.2　真菌鉴定

对筛选出的部分菌株进行了形态学分类鉴定:

Aspergi llus niger 和 Fusarium semitectum 两种

菌为国内首次报道定殖于大豆胞囊线虫胞囊上的

表 2　筛选出的六株胞囊内寄生真菌鉴定结果
Table 2　The identification results of the six selected entoparasitic fungi o f cyst

菌株号 Code of st rains sf003 sf148 sf014 sf153 sf175 sf160

国际名 Nomen usi tatum Aspergi llus niger
Paeci lomyces

lilacinus

Fusarium

semitectum

Verticillium

chlamydosporium
Vert icillium sp. Acremoniumsp.

中文名 Chinese name 黑曲霉 淡紫拟青霉 半裸镰刀菌 厚垣轮枝菌 轮枝菌 枝顶孢

采集地 Collect ing area 辽宁沈阳 辽宁沈阳 辽宁沈阳 辽宁沈阳 山东青岛 辽宁沈阳

图 1　黑曲霉

图 2　半裸镰孢菌
Fig.1　 Aspergil lus niger 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig.2　 Fusar ium senitectum 　　　

　　　　A.分生孢子头:B.成熟的分生孢子　　　　　　　　　A.大型分生孢子;B.小型分生孢子;C.厚垣孢子;D.分生孢子梗
　　　　　A.conidial head;B.mature conidia　　　　　　　　　A.macroplankton;B.microconidium;C.Chlamydosporic;D.conidiopgores
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真菌种类 。

Aspergillus niger Van Tieghem , 1867

　　分类地位:有丝分裂孢子菌类 ,丝孢纲 ,丝孢目 ,

淡色菌科 ,曲霉属 ,黑曲霉(见图 1)。

　　PDA 培养基上 4天菌落直径 2.6-3.5cm ,初期

肉色 ,后期呈黑色粉状 。分生孢子头灰黑色 ,黄褐

色 ,球形 ,辐射状 ,或边缘裂开呈辐射状的圆柱体。

分生孢子梗无色或顶部淡黄色 ,直立 ,无隔膜 ,200.0

-470.0μm ×8.70-15.0μm ,大型者长数毫米。顶

层孢梗长瓶形 ,分生孢子球形 ,褐色至黑色 ,初光滑

后变粗糙或具细刺 ,直径 2.5-5.0μm ,成链状串生 。

Fusarium sem itectum Berk.&Rav., 1875

分类地位:有丝分裂孢子菌类 ,丝孢纲 ,瘤痤孢

目 ,镰孢菌属 ,半裸镰刀菌(见图 2)。

PDA 培养基上 4天菌落直径 2.5-5.0cm ,气生

菌丝棉絮状 ,荷花白 ,粉色至浅驼色 ,培养基表层浅

驼色 ,培养基内部不变色;小型分生孢子数量少 ,纺

锤形 ,鞋底形 ,0-2隔 , 8.0-25.0×3.0-7.5μm;大

型分生孢子纺锤形 ,镰刀形 ,基孢突起 ,顶孢楔形 ,大

孢子 3-7隔 ,多数 3-5隔。3隔 ,16.3-33.0×3.8

-5.5μm ;4隔 ,23.8-36.3×3.8-5.8μm;5-6隔 ,

25.0-45.0×4.3-5.5μm 。厚垣孢子顶生或间生;

产孢细胞为多芽生产孢细胞(多瓶梗),也有单瓶梗 。

2.3　菌株代谢产物对大豆胞囊线虫 J2毒性作用的

测定

在12h的观察死亡率除 Acremonium sp.外 ,其

余发酵液中 J2均为不动或僵直 。然而 ,采用 NaOH

刺激法在 12h 时的实际死亡率仅达到 19.0%-

50.1%, 其 中 Vert icil lium chlamydosporium ,

Verticill ium sp.对线虫的致死率分别达到 50.0%和

50.1%(表 3)。可见 ,观察死亡率不能准确鉴定大豆

胞囊线虫 J2的死活 ,应采用更为可靠的方法来确定

线虫是否还有活性。

表 3　6株胞囊内寄生真菌代谢产物对大豆胞囊线虫 J2 毒性作用

Table 3　The results of the to xic effect on the culture filtrates of the six entoparasitic fung i to J2

菌株 St rains
Aspergillus

niger

Paeci lomyces

lilacinus

Fusarium

semitectum

Vert icillium

chlamydosporium
Vert icillium sp. Acremonium sp.

D' 2h% 36.3 61.7 61.3 ■ ■ 86.4

D' 6h% 93.4 ＊ 72.0 80.4 ＊ 55.6

D12h% 37.5 35.2 35.4 50.0 50.1 19.0

　　注:D' 2h:2h时观察死亡率;D' 6h:6h时观察死亡率;D12h:12h时死亡率;■:表示大部分活动性变弱;＊:表示全部不动或僵直

3　讨论

大豆胞囊线虫胞囊可以在土壤中越冬并存活数

年 ,是下一年大豆胞囊线虫发生的病源。本文从大

豆胞囊线虫胞囊内寄生菌研究入手 ,通过对定殖于

大豆胞囊线虫胞囊上的真菌进行寄生性的测定 ,筛

选出对胞囊有强寄生能力的菌株 ,为大豆胞囊线虫

的生物防治打下基础 。

本文研究了所筛选菌株的发酵过滤液对大豆胞

囊线虫 J2的毒性作用 ,结果表明 ,有强寄生能力的

胞囊内寄生菌对 J2有一定的毒杀作用。此项研究

可以作为优良的胞囊内寄生生防真菌筛选的辅助手

段。
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THE RESEARCHON THE CYST ENTOPARASITIC FUNGI OF SOYBEAN CYST NEMATIDE

Fan Shengchang　Duan Yuxi　Chen Lijie

(Nematological Laboratory , Shenyang Agricultural Universi ty , Shenyang 110161)

Abstract　One hunderd and tw enty-eight fungi st rains were isolated f rom the cysts of Heterodera glycines of

the soybean rhizosphere soil in Liaoning , Hilong jiang , Shanxi , Shandong provinces.Through determining the

parasi tic ratio , six st rains ident if ied as Aspergil lus niger , Paecilomyces lilacinus , Fusarium sem itectum ,

Verticill ium chlamydosporium , Vertici llium sp.and Acremonium sp.were st rong entoparasi tic fungi of the

cyst of H.glycines.Aspergil lus niger and Fusarium semitectum isolated from the cy st w ere first repo rted in

China.When the culture filt rates of six fungal strains w ere tested fo r thei r tox ic effect to Second-stage Juve-

niles(J2)of H .glycines , the tw o strains , Vert icil lium chlamydosporium and Vertici ll ium sp., had lethal ef-

fects on J2 of H.glycines , and their death rat ios reached to 50.1% and 50.0%.

Key words 　Soybean cyst nematode (Heterodera glycines);Entoparasitic fungi;Aspergillus niger;

Fusarium sem itectum
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EXTRACTION ON SOYBEAN ISOFLAVONE BY ULTROSONICWAVE

Xie Mingjie1＊　Lu Min2　Song Ming2　Zou Cuixia2　Liu Changjiang1　Jin Fengxie

(1.College of L ife Science , Liaoning Normal Universi ty ,Dalian ,116029;

2.College of Food , Shenyang Agriculture University , Shenyang ,110161;

3.College of Food and Fermentat ion Technology , Dalian Institute of Light Industry , Dalian ,116001)

Abstract　Soybean isoflavone w ere ext racted from defat ted soybean meal by ult rasonic w ave and compared w ith

heating ci rcumfluence method.The results show ed that ult rasonic method had lots of meri ts such as time-sav-

ing , energy-saving and high ef ficiency.The ext raction rate of soybean isof lavone by this method for 30min was

higher than that by heating-circumfluence for once , 120min about 46%and was equal to the rate of heating-

circumfluence for tw ice , 240min.

Key words　Ultrasonic ext raction ;Soybean isoflavone ;Ex traction rate
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