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摘要:首次用改进的染色方法对松材线虫携带的细菌进行了光镜观察 , 表明细菌存在于松材

线虫的体表及线虫生活的环境中;同时采用平板计数法统计了线虫虫体上携带的细菌数量 ,

平均每头线虫为 170 ～ 280个细菌。这进一步证实了松树的萎蔫是由松材线虫及其携带的细

菌造成的。图 2参12
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松材线虫病是由松材线虫 Bursaphelenchus xylophilus 引起的松树 Pinus sp.萎蔫性病害 , 1982年在

我国首次发现以来 , 至今已在江苏 、浙江 、 山东 、广东 、 湖北 、台湾和香港等地发生 , 累计枯死松树

2×10
7
株

[ 1]
, 造成巨大经济损失及森林生态和自然景观的严重破坏 。尽管该病害早在上世纪初就被发

现
[ 2]
, 而且松材线虫也早在 1934年在美国长叶松 Pinus palustris 上被观察到

[ 3]
, 但当时并不认为它是

一种病原。直到 70年代以后 , 线虫的病原性才逐步得到证实 , 明确松材线虫为松材线虫病的病原
[ 4]
,

并得到认同 , 但因为该病的发病症状与其他线虫病的发生有许多不同之处 , 并且病树的生理学和组织

学的病变发生在线虫数量增长之前
[ 5]
, 所以人们怀疑线虫以外的其他致病物质参与了病理活动。80

年代初 , Oku
[ 6]
推测松材线虫病发生时存在的毒性物质可能与细菌有关 , Kusunoki

[ 7]
曾无意中观察到病

组织的树脂道内和薄壁组织中有大量细菌存在 , 赵博光等
[ 8]
证实线虫与细菌复合侵染造成了病害的发

生 , 单独无菌线虫或单独细菌接种松苗都不能致使其发病 , 应用抗菌素可以抑制病害的发生 , 而且还

用电镜观察到线虫携带细菌的情况
[ 9]
。为了进一步探讨松材线虫携带细菌的部位和数量 , 我们对线虫

携带细菌的情况用光学显微镜进行了观察 , 对线虫携带的细菌数量进行了调查 。

1　材料与方法

1.1　线虫来源

病木取自南京市郊区铁心桥乡当年自然发病死亡的 8 ～ 15年生黑松 Pinus thunbergii 的木材中间小

块 , 表面有 75%乙醇擦拭消毒 , 切成火柴梗大小 , 贝曼漏斗法
[ 10]
分离线虫 , 所得线虫 1 500 s

-1
离心

5 min , 无菌水换洗 2次 , 备用。以上操作在无菌室中进行 , 离心管 、 纱布等 121 ℃, 6.81 kg 湿热灭

菌 , 刀具 、镊子或用同样方法或在酒精灯上灼烧灭菌 , 工作台面等用75%乙醇擦拭 2次消毒。

1.2　细菌观察

将清水洗净的载玻片干燥后 , 浸于 75%乙醇中 。使用时 , 取向载玻片 , 酒精灯火焰上烧干残余



乙醇 , 冷却 , 滴加 10%蛋清溶液少许 , 使其分散在载玻片上成一薄层 。在体视显微镜下 , 用 1号昆

虫针挑取经预处理的线虫数头于载玻片上 , 自然风干 , 酒精灯火焰上通过 2 ～ 3次固定 , 分别用 20.0

g·kg
-1
草酸铵结晶紫混合液或 5.0 g·kg

-1
番红混合液染色 2 min , 水洗风干 , Olympus VANOX型万能显

微镜油镜观察 , 拍片 。显微镜接目镜 5倍 , 物镜 100倍 , 36 mm柯达胶卷 ISO200 , 曝光时间自动 , 冲

洗成 12.7 cm照片。

1.3　线虫携带的细菌数量

用1号昆虫针挑取 25头经处理的线虫 , 置于内含 100μL的灭菌水的植物组织匀浆器中充分碾磨

匀浆 , 加无菌水至 5 mL , 混匀后作为母液 。取 500μL于 4.5 mL无菌水中 , 依次稀释成系列浓度 , 以

肉汁胨培养基平板计数法
[ 10]
取平板上 30 ～ 300个左右的细菌数量的稀释度计数 , 统计细菌数量 , 设置

3个重复 。上述试验重复 2次。

采用上述方法挑取线虫 , 先在 100μL无菌水中洗涤 , 再次挑取后用上述方法统计细菌数量。

1.4　细菌大小测量

在油镜下 , 用刻度为 0.01 mm的Olympus物镜测微尺校调目镜测微尺后 , 测量细菌大小 , 再换算

成细菌菌体的实际大小。

2　结果与分析

2.1　细菌观察

细菌观察试验的结果 (图 1)表明 , 细菌存在于线虫体表 , 这些细菌大多呈短杆状 , 单个或成对

出现 , 同时 , 在线虫周围也存在着细菌 。

经测量 , 细菌为短杆菌 , 大小为 0.5 ～ 0.6 μm×1.0 ～ 1.7μm 。

图 1　线虫虫体上的细菌
Figure 1　Bacteria carried by nematode

2.2　细菌计数

从试验所得的细菌平板上观察 , 细菌菌落外观比较单一 , 特征比较一致。细菌数量的统计结果见

图2 。在直接挑取法中 , 处理 1和 2分别为 2次试验的 3个重复 , 处理 3为处理 1和处理 2的平均值 ,

图 2　细菌数量的统计
Figure 2　The number of bacteria carried by per nematode
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可见每头线虫携带的细菌为 230 ～ 280个 , 平均每头线虫 260个 。在挑取后用无菌水洗涤的方法中 ,

处理 1和 2分别为 2次试验的 3个处理 , 处理 3为处理 1和处理 2的平均值 , 每条线虫携带的细菌数

量分别170 ～ 210个 , 平均为 190个 。

3　结论与讨论

由于在松材线虫数量大量增长之前 , 病树的生理学和组织病理学变化应发生了 , 至病树死亡时 ,

树体内线虫数量爆炸
[ 12]
, 因此 , 线虫以外的其他病原物对树木的发病起着十分重要的作用 。继用电

镜观察到线虫携带细菌的情况后
[ 9]
, 我们采用光学显微镜的方法 , 经过多次试验和改进 , 成功观察了

线虫体表上携带的细菌情况 , 应用光学显微镜直接观察松材线虫携带细菌 , 尚属首次。

线虫携带的细菌为短杆菌 , 大小为 0.5 ～ 0.6μm×1.0 ～ 1.7μm 。

线虫伴生细菌数量由于处理方法不同 , 存在一定的差异。采用平板计数 , 得到直接挑取的线虫上

所携带细菌的数量为每头线虫 230 ～ 280个 , 若挑取后在无菌水中洗涤 1次 , 则数量为 170 ～ 210个。

利用平板法统计得到的是线虫所有伴生细菌的总活菌数 , 每次测定的结果是多头线虫伴生细菌的活菌

总数的平均值 , 所以处理间每头线虫体表携带细菌平均值的差异较小 , 而每头线虫实际携带的细菌数

量差异应该比本试验测定的每头线虫携带的细菌数量差异要大 。洗涤后线虫上携带的细菌数量减少 ,

这可能是由于在处理过程中线虫上细菌脱落 , 从而使观测到的细菌数量下降。另外 , 我们用染色方法

观察线虫上细菌存在的情况。根据观察到的细菌数量并经初步推算 , 每头线虫上细菌数量在数十至

200头之间 , 如果考虑处理过程中细菌脱落 , 这个数字与平板计数法得到的每头线虫携带的细菌数量

相一致。

观察线虫携带的细菌过程中 , 还在线虫周围看到许多细菌 。这些细菌可能是在处理过程中从线虫

上落下的 , 也可能是本来应存在于线虫生活的环境中 , 随线虫一起携带过来的 。

本试验结果表明 , 线虫体表携带较多数量的细菌 。由于在发病松树死亡之后 , 线虫数量才迅速增

长 , 并且单独无菌线虫和单独细菌接种松苗都不能使细菌致病
[ 7]
, 结合发病松树迅速死亡的现象 , 可

以初步推测 , 在松材线虫病传播和发病过程中 , 线虫携带的细菌随天牛取食侵入松树后 , 细菌在树体

内增殖 , 导致松树死亡。因此 , 我们认为:线虫与其携带的致病细菌导致了松材线虫病的发生与松树

的死亡。
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Observation on the bacteria carried by pine wood nematode

through optical microscope and its number measurement
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Abstract:The bacteria carried pine wood nematode was observed using improved stained methods through optical

microscope for the first time.It was found that bacteria exist on the surface and in environment of nematode.The

amount of bacteria carryed by nematode was counted with bacterial nutrient troth agar medium.About 170 ～ 280

bacterial cells were found on each nematode.This result further confirmed that pine wood nematode and its carrying

bacteria cause the pine wilt.

Key words:pine wood nematode (Bursaphelenchus xylophilus);bacteria;observation

我校多项科研项目获得资助

近期 , 生命科学学院徐秋芳副教授的 “强度经营笋用林土壤微生物生态演变与恢复机制研究” 和

经济管理学院高新和副教授申请的 “农作物秸秆人造板技术产业化支撑体系的研究” 获国家自然科学

基金立项资助。生命科学学院黄坚钦副教授申请的 “山核桃品质 、 产量遗传基础及优化控制” 获浙江

省自然科学基金重点重大项目立项资助 。这是浙江省自然科学基金设立此类项目来 , 全省林业类项目

的首次立项 。外语系方丽青副教授申报的 “汉英思维模式的文化归因对比研究” 被批准列为 2002年

浙江省哲学社会科学规划课题年度课题 。工程学院孙芳利讲师申报的 “竹材防腐防霉研究” 获斯德哥

尔摩国际科学基金的资助 , 属我校首次在国际科学基金中自主争取到课题 。另外已被批准立项的有全

国教育科学规划课题 1项 , 浙江省教育厅 16项 , 浙江省林业局 8项 (含 2项重点招标项目), 临安市

科技局10项等 。
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