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食线虫性真菌弯孢节丛孢菌的分离及

捕食线虫过程的观察

王逢会１，王波波２，蔡葵蒸２

（１延安大学 医学院，陕西 延安 ７１６０００；２西北民族大学 生命科学与工程学院，甘肃 兰州 ７３００３０）

摘要：【目的】从牛羊相关联的基质中分离食线虫性真菌弯孢节丛孢菌 Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｍｕｓｉｆｏｒｍｉｓ并进一步观察该分离
株对捻转血矛线虫Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓｃｏｎｔｏｒｔｕｓ３期幼虫和秀丽隐杆线虫Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ的捕食过程。【方法】用诱
饵平板技术分离弯孢节丛孢，然后借助扫描电镜观察弯孢节丛孢对捻转血矛线虫３期幼虫和秀丽隐杆线虫作用的
动态过程。将该菌分离株ＮＰＳ０４５接种在表面铺有纤维素膜的２０ｇ·Ｌ－１水琼脂平皿中培养４ｄ后并加入试验线
虫，于２种线虫捕捉后不同时间段取样观察。【结果】电镜观察结果显示，加入试验线虫后５ｈ该菌产生捕食结构
并开始捕捉２种线虫；弯孢节丛孢对捻转血矛线虫３期幼虫于捕捉后２２ｈ刺入角质层，５６ｈ虫体有侵入性菌丝长
出，６８ｈ消化完全；秀丽隐杆线虫于捕捉后１４ｈ刺入并明显皱缩，１９ｈ虫体严重皱缩，２４ｈ消化完全。【结论】从
１５０２份与牛羊相关的样品中分离出１７株弯孢节丛孢菌，其在总样品中的检出率为１１３％。

关键词：弯孢节丛孢菌；捻转血矛线虫；秀丽隐杆线虫；生物防治
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　　家畜的寄生线虫病是全世界普遍发生且严重影
响着家畜生产性能的疫病之一。长期以来，线虫病

的防治主要依赖于化学驱虫药，如阿维菌素（Ａｂａｍ
ｅｃｔｉｎ）、苯并咪唑（Ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ）、左旋咪唑（Ｌｅｖａｍｉ
ｓｏｌｅ）等，但随着化学药物的长期使用，它们的副作用
如寄生虫抗药性增强、畜体内药物残留等问题都不

可小觑。目前人们在寻找其他的替代防治方法来减

少化学驱虫剂的使用，如划区轮牧、清除牧场粪便以

及开发疫苗等［１２］，而利用食线虫真菌对家畜寄生线

虫的自由生活阶段的幼虫进行生物防治是人们所期

望的最有应用前景的方法之一。捕食线虫真菌可以

通过菌丝特化形成具有特殊结构的捕食器官，如黏

性球、黏性分枝、非收缩性环、收缩性环、黏性网及冠

囊体捕捉线虫，不同捕食器官有它自身所特有的捕

食机制，其中能形成三维黏性网的菌占了捕食线虫

真菌的绝大部分［３］。鞭式达丁屯菌Ｄｕｄｄｉｎｇｔｏｎｉａｆｌａ
ｇｒａｎｓ是典型的能够产生三维黏性网的菌之一，该菌
由于能够产生大量的厚垣孢子，厚壁的厚垣孢子对

酸碱和消化酶有强耐受性，在通过动物的胃肠道时

能够存活，并且随粪便中的虫卵一起排出体外；当温

度适宜时虫卵发育孵化成幼虫，厚垣孢子也随之萌

发成菌丝产生三维黏性网来捕捉线虫。

国外已将鞭式达丁屯菌作为家畜线虫生物防治

制剂的候选菌种，分别在绵羊、山羊、牛、马等家畜上

进行试验，在实验室阶段对减少弯孢节丛孢对捻转

血矛线虫Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓｃｏｎｔｏｒｔｕｓ３期幼虫有良好的效
果［４６］。然而，除鞭式达丁屯菌外，从当地分离捕食

线虫性真菌对进一步筛选有生物防治潜力的菌种是

十分必要的，因为只有当地的真菌才能更好适应当

地的气候和环境且无生态学风险。关于弯孢节丛孢

菌Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｍｕｓｉｆｏｒｍｉｓ，国内从茶园、橘子园的土
壤［７］以及从牛、羊、马、驴、猪粪便中曾得到分离［８］。

本研究从与牛羊生活相关的基质中分离该菌，重点

通过扫描电子显微镜观察该菌与动物胃肠道的捻转

血矛线虫 ３期幼虫、自由生活线虫秀丽隐杆线虫
Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ的相互作用及捕食的动态过
程。为进一步研究捕食线虫性真菌的杀虫机理提供

科学依据。

１　材料与方法
１．１　样品采集

于２０１２年１０月—２０１４年８月，从全国２０个省
（直辖市、自治区）的 ４８个县、８７个采样点采集了
１５０２份样品，包括粪便１１４１份（其中羊粪７９３份、
牛粪３４８份）、牛羊放牧草地土壤１１８份、粪堆１４７份、
厩舍土壤９６份。其中粪便样品采集于直肠中或排出
后０５ｈ内未被土壤粘污的粪便，土壤样品从地表下
５～１０ｃｍ处采取，粪堆样品从堆积粪便表面下５～１０
ｃｍ处分点采取；样品每份１５～２０ｇ，装在经消毒后洁
净的塑料袋中密封置于４℃冰箱中保存直至接种。
１．２　真菌分离、纯化和电镜中所用的诱饵线虫

用先前实验室分离保存的绵羊捻转血矛线虫３
期幼虫接种３月龄已驱虫的羔羊，人工感染３周后，
经粪便检查排出大量虫卵以确定感染，将粪便搓碎

并置于搪瓷盒中，并加入适量灭菌锯末和蒸馏水于

２６℃培养７ｄ，用蒸馏水将爬到搪瓷盒盖上的捻转血
矛线虫３期幼虫洗下，加无菌蒸馏水１０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心洗涤３次，每次５ｍｉｎ。培养秀丽隐杆线虫时将
其接种于有ＯＰ５０大肠埃希菌的 ＮＧＭ培养基上，置
于２０℃培养７ｄ，用存放于４℃冰箱的 Ｍ９缓冲液
冲洗虫体，离心洗涤方法同捻转血矛线虫３期幼虫。
电镜中使用的幼虫如果离心过程中不够洁净，在倒

置显微镜下用一特制的吸管挑出幼虫后再用无菌蒸

馏水离心１次备用。
１．３　真菌分离

土壤样品压碎以“Ｙ”字形撒在水琼脂培养基
（ＷＡ）上［９］，粪便样品采用三点接样法接种于 ＷＡ
上［１０］，样品接种量每个平皿２～５ｇ，每份样品３个平
行。接种后当天至第２天，每个培养皿加入约２０００
条捻转血矛线虫３期幼虫作为诱饵。为了防止培养
基失水，培养皿用封口胶密封，然后置于２５℃培养６
周。在加入捻转血矛线虫３期幼虫１周内，在倒置
显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＩＸ２ＳＬＰ，Ｊａｐａｎ）下用４倍和１０倍
的物镜每天检查或隔天检查１次，以后每隔１周检
查１次。在此过程中一旦发现线虫被捕捉，就用接
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种针或解剖针将捕食的线虫、捕食结构或分生孢子

转移到０４ｇ·Ｌ－１的玉米粉琼脂（ＣＭＡ）培养基上，
２５℃培养２～３ｄ，然后加入约４０００条秀丽隐杆线
虫直至获得纯培养物。培养过程中，对该菌菌落特

征，分生孢子形态及大小、产孢方式、分生孢子梗大

小、捕食结构等进行观察，并按照李飞天等［１１］、Ｚｈａｎｇ
等［１２］所列检索表和描述进行鉴定。

１．４　扫描电镜样品的制备和观察
参照 ＮｏｒｄｂｒｉｎｇＨｅｒｔｚ［１３］介绍的方法并加改进。

首先将透析膜（相对质量分数为８０００～１４０００）剪
裁成直径６ｃｍ的小圆块，置于２５０ｍＬ烧杯中，加入
１００ｍＬ蒸馏水，１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ；灭菌后取出
透析膜置于 ９个 ＷＡ培养基上，边缘用少量 ２０
ｇ·Ｌ－１的灭菌琼脂密封。然后，用直径５ｍｍ的打孔
器取事先培养在 ０４ｇ·Ｌ－１ ＣＭＡ上的分离株
（ＮＰＳ０４５）菌块接入透析膜中央，２６℃培养４ｄ，移
去透析膜中央的接种块，并在透析膜中央加入２０μＬ
（约１００００条）秀丽隐杆线虫或捻转血矛线虫３期幼
虫虫体悬液。同时，设不加线虫的对照组为３个平
皿。加线虫后，每隔１ｈ在倒置显微镜下观察，当观
察到虫体被菌丝捕捉时记为０ｈ，并在培养皿底部做
出标记，以后在捕捉后６、１４、１９、２４、３２ｈ观察秀丽隐
杆线虫的变化过程及６、１２、２２、３２、４８、５６、６８ｈ观察
捻转血矛线虫３期幼虫的变化过程并做出标记。每
一监测时间点下用手术刀和镊子取１块约１ｃｍ２的
透析膜，放入２５ｇ·Ｌ－１的戊二醛中，４℃固定５ｄ，其
后用０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ７２）冲洗３次；用系列
体积分数梯度（３０％、５０％、６０％、７０％、８５％、９５％和
１００％）乙醇溶液依次脱水，每次１０ｍｉｎ，最后用体积
分数为１００％的乙醇溶液重复脱水１次。为防止残
留乙醇对冷冻效果的影响，先将样品置于３ｍＬ叔丁
醇中２ｍｉｎ，取出后再放入１ｍＬ叔丁醇中４℃作用
１０ｍｉｎ，立即放入真空干燥箱（ＤＺＦ型，上海森信公
司生产）在真空度００８ＭＰａ下干燥４０ｍｉｎ。样品干
燥后用双面胶带粘贴在样品台上，离子溅射仪（日立

Ｅ１０１０型）喷金后，用扫描电镜（Ｓ３４００Ｎ型）观察
拍照。

２　结果与分析
２．１　弯孢节丛孢菌的分离

从１５０２份样品中，共分离出１７株弯孢节丛孢
菌，在总样本中的检出率为１１３％（１７／１５０２），其中
新鲜粪便中３株，分离率０２６％（３／１１４１）；粪堆中２
株，分离率１３６％（２／１４７）；草场土壤中８株，分离率
６７８％（８／１１８）；厩舍土壤中 ４株，分离率 ４１７％

（４／９６）。在地理分布上，以云南、贵州检出最多，其
次为四川、内蒙古，其他采样点未检出。该菌形态学

特点：菌丝无色，分枝，分隔，排布密集；分生孢子梗

无色，直立，不分枝，顶端有小齿梗较离散似烛台状

分枝（图１Ａ），在短而小的齿梗上产生３～１２个分生
孢子，稀疏，呈头状排列；分生孢子无色，呈椭圆形，

直或稍弯，顶端阔圆，向基部逐渐收缩，１个分隔（图
１Ａ和１Ｂ）。所分离菌的上述特点与记载的弯孢节
丛孢菌相一致［１１１２］。

　Ａ：分生孢子着生在分生孢子梗顶端（黑色箭头所指）；Ｂ：２个成熟
的分生孢子。

图１　弯孢节丛孢分离株（ＮＰＳ０４５）分生孢子及孢子梗的扫

描电镜照片

Ｆｉｇ．１　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｃｏｎｉｄｉａａｎｄｃｏｎｉｄｉ
ｏｐｈｏｒｅｏｆＡｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｍｕｓｉｆｏｒｍｉｓ（ｉｓｏｌａｔｅＮＰＳ０４５）

２．２　分离株对捻转血矛线虫３期幼虫和秀丽隐杆
线虫捕食作用的动态观察

　　弯孢节丛孢菌分离株 ＮＰＳ０４５在透析膜上呈放
射性生长，培养４ｄ达平皿的２／３，此时加入秀丽隐
杆线虫和捻转血矛线虫３期幼虫作用５ｈ后，营养菌
丝上分化出较原菌丝粗的三维黏性网（图２Ａ）。起
初，菌丝上的捕食结构是单环，单环形成时菌丝上会

出现一段侧生分支，该分支弯曲向下与原菌丝融合，

如此反复构成复杂的三维黏性网（图２Ｂ），这时部分
虫体被捕捉。秀丽隐杆线虫被捕捉后的第１４ｈ菌丝
刺入整个表皮层出现不规则的褶皱（图２Ｂ），１９ｈ后
已经严重皱缩，表明虫体内部器官大多被菌丝消化

（图２Ｃ），２４ｈ已经消化完全（图２Ｄ）。捻转血矛线
虫３期幼虫被捕捉后的第２２小时未有明显皱缩，菌
丝刺入虫体，同时虫体与捕食结构接触位点处呈现

局部内陷（图３Ａ），５６ｈ后虫体与捕食结构接触部分
的角质层凹陷破裂有侵入性菌丝从体内长出，表明

此时虫体内部器官大部分被消化（图３Ｂ）；６８ｈ后整
个虫体留下表皮层，虫体消化完全（图３Ｃ）。此外，
扫描电子显微镜下，大约在捻转血矛线虫３期幼虫
捕捉后２０ｈ在捕食部位可发现大量的杆状细菌（助
食线虫真菌细菌，图３Ｄ）。
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　Ａ：捕食结构（三维黏性网）；Ｂ：捕捉后１４ｈ虫体明显皱缩并被菌
丝穿透；Ｃ：虫体严重皱缩并且内部器官大多被真菌消化（黑色箭头所
指虫体被捕捉的位点）；Ｄ：菌丝在纤维素膜上的分布以及捕捉２４ｈ
后虫体被完全消化（黑色箭头所指虫体被捕捉的位点）。

图２　弯孢节丛孢分离株（ＮＰＳ０４５）与秀丽隐杆线虫相互作
用过程的扫描电镜照片

Ｆｉｇ．２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｂｅｔｗｅｅｎＡｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｍｕｓｉｆｏｒｍｉｓ（ｉｓｏｌａｔｅ
ＮＰＳ０４５）ａｎｄＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ

　Ａ：捕捉后２２ｈ菌丝刺入虫体（黑色箭头所指穿透位点）；Ｂ：捕捉
后５６ｈ虫体内部器官大多被消化并有侵入性菌丝从体内长出（黑色
箭头所指）；Ｃ：捕捉后６８ｈ虫体被完全消化；Ｄ：捕捉后２０ｈ，在捕食
位点存在大量助食线虫真菌细菌（白色箭头）。

图３　弯孢节丛孢分离株（ＮＰＳ０４５）与捻转血矛线虫感染性
幼虫（３期幼虫）相互作用的扫描电镜照片

Ｆｉｇ．３　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｂｅｔｗｅｅｎＡｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｍｕｓｉｆｏｒｍｉｓ（ｉｓｏｌａｔｅ
ＮＰＳ０４５）ａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｖｅｌａｒｖａｅ（ｔｈｉｒｄｓｔａｇｅｌａｒｖａｅ）
ｏｆＨａｅｍｏｎｃｈｕｓｃｏｎｔｏｒｔｕｓ

３　讨论与结论
　　本研究结果表明，弯孢节丛孢菌在新鲜粪便中
的检出率为０２６％，粪堆中的检出率为１３６％，厩舍
土壤中的检出率为４１７％，草场土壤中的检出率为
６７８％。其中新鲜粪便中检出率最低，这与 Ｓａｕｍｅｌｌ
等［１４］的报道基本一致，他们在粪便（采集于牛直肠）

中对捕食线虫性真菌总体检出率为３８％，粪便中检
出低的原因可能是捕食线虫性真菌主要分布在自然

界中，即使动物吃进，但通过动物消化道后很大一部

分被灭活。本研究中粪堆中的检出率高于新鲜粪便

中的检出率，这与 Ｈａｙ等［１５］报道相一致，粪便排出

后几天，植被上的真菌以及携带真菌的土壤线虫就

会进入粪便，因此粪堆中的检出率明显升高。本试

验中在厩舍、草场土壤中该菌检出率相对较高，这也

与在果园、树下、花园等［１６］土壤中捕食线虫性真菌的

检出率相一致，因为这些栖息地的土壤潮湿、腐殖质

含量多利于捕食线虫性真菌生长、繁殖，因而更易分

离到。此外，据刘杏忠等［１７］报道，捕食线虫性真菌具

有一定的地域性，本试验结果表明弯孢节丛孢菌在

云南、贵州检出最多，四川、内蒙古次之，其他采样点

未检出，这可能与该菌所适应的环境如气候、温度、

海拔有关。然而，由于我们采的样品非常有限，此结

果并不能证明其他地区不存在该菌。

电镜观察结果表明，加入秀丽隐杆线虫和捻转

血矛线虫３期幼虫作用５ｈ后，弯孢节丛孢菌产生捕
食器并开始捕食，此结果与国外学者在其他真菌上

的报道结果有所差异。Ｄａｃｒｕｚ等［１８］用扫描电镜观察

了鞭式达丁屯菌与自然感染的绵羊毛圆科（主要是

血矛属）线虫３期幼虫和自由生活线虫———复活线
虫Ｐａｎａｇｒｅｌｌｕｓｓｐ．的相互作用，３０ｍｉｎ后产生捕食
器，７０ｍｉｎ开始捕食。Ｃａｍｐｏｓ等［１９］报道，用捻转血

矛线虫３期幼虫诱导９ｈ后鞭式达丁屯菌产生捕食
结构，１１ｈ后开始捕食。Ｍａｃｉｅｌ等［２０］用犬的钩口线

虫试验，经诱导６ｈ后鞭式达丁屯菌产生捕食结构，８
ｈ后开始捕食。由于不同试验所用真菌的种类不同，
故在捕食时间上有差异。本试验与 Ｃａｍｐｏｓ等［１９］的

试验所用线虫的种类相同，弯孢节丛孢菌在形成捕

食器和捕食虫体所需时间上比 Ｃａｍｐｏｓ等［１９］观察的

时间分别少４、６ｈ，说明该菌能更快地捕食捻转血矛
线虫３期幼虫。

菌丝刺入虫体的时间因线虫的种类不同而异。

本试验中，秀丽隐杆线虫被弯孢节丛孢菌捕捉后，１４
ｈ即可刺入虫体，而捻转血矛线虫３期幼虫大约３２ｈ
后刺入虫体。Ｃａｍｐｏｓ等［１９］指出，鞭式达丁屯菌菌丝

穿透捻转血矛线虫３期幼虫虫体的时间为捕捉后的
２４～３６ｈ。Ｆａｌｂｏ等［２１］报道，少孢节丛孢菌Ａｒｔｈｒｏｂｏｔ
ｒｙｓｏｌｉｇｏｓｐｏｒａ穿透血矛线虫属３期幼虫虫体的时间
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为捕捉后的３６ｈ之内。上述捻转血矛线虫３期幼虫
被菌丝穿透的时间大致相同。寄生线虫的３期幼虫
体壁具有双层的角质保护，主要由尾鞘和坚韧的角

质组成，相比之下秀丽隐杆线虫的体壁因只有一层

表皮层而更易被刺透。这就解释了为何秀丽隐杆线

虫在短时间内更易被弯孢节丛孢菌穿透和消化，也

验证了血矛线虫３期幼虫是依靠其双层角质层的保
护而更难被该菌穿透消化。此外，在本试验中发现

菌丝与虫体相互作用部位的表面皱缩内陷，并且捕

食结构会不断增多，这就为穿透时机械性压力理论

提供了依据［２０］。Ｍｕｒｒａｙ等［２２］认为，菌丝在相互作用

的部位穿透虫体是一个复杂的过程，在这个过程中

需要大量的侵入性结构为穿透过程提供压力，因为

穿透虫体时不仅需要穿透角质层还要克服虫体内部

组织器官的压力。

本研究中观察到菌丝刺入虫体后会继续生长和

消化虫体内部器官并破坏角质层，同时在黏着部位

还发现大量的杆状细菌。Ｄｕｐｏｎｎｏｉｓ等［２３］研究鞭式

达丁屯菌与线虫相互作用时也发现了同一现象，他

推测由于杆状细菌的存在使得具有捕食能力的真菌

菌丝数量增加，并且这些杆状细菌产生的物质可以

作为真菌与线虫间信号传递的纽带，增强真菌与线

虫之间的特异性联系，因而把这种杆状细菌叫做助

食线虫真菌细菌（Ｎｅｍａｔｏｐｈａｇｏｕｓｆｕｎｇｕｓｈｅｌｐｅｒｂａｃｔｅ
ｒｉａ，ＮＨＢ）。然而这些杆状细菌的发生、种类及确切
的功能有待进一步研究。
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