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摘要：开展了松萎蔫病疫木（枯死木、包装板）不同温度、时间保湿培养，以真菌为培养基培养松材线虫分散型 ３ 龄

幼虫对松材线虫鉴定率影响的研究。 结果表明：随着培养温度提高、时间的延长，松材线虫鉴定率随之升高。 疫木

保湿培养，４８ ｈ 之前，鉴定率呈缓慢上升趋势，４８ ｈ 之后鉴定率快速上升；疫木保湿 ３０ ℃培养 ７２ ｈ 或 ２５ ℃培养 ９６
ｈ，真菌 ３０ ℃培养 ７２ ｈ 或 ２０－２５ ℃培养 ９６ ｈ，松材线虫分散型 ３ 龄幼虫样本的松材线虫鉴定率达 １００％，２ 种培养

方法均适宜在松萎蔫病疫木松材线虫鉴定中应用。
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　 　 松材线虫病（Ｂｕｒｓａｐｈｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ）又名松

材线虫萎蔫病、松树萎蔫病，由于其危害严重和防

治困难受到世界各国的重视。 我国于 １９８２ 年在南

京中山陵的黑松上首次发现该病，目前已蔓延至南

方多个省［１］。
松材线虫是松材线虫病的主要病原［２，３］，快速

准确鉴定松材线虫是该病研究的关键。 松材线虫的

鉴定主要是根据其成虫外部形态和内部结构的特

征确定［１，４］，这种方法简单易行，无需复杂的设备，
至今依然在松萎蔫病的研究中普遍使用。 在研究

过程中，会出现疫木中仅有少量松材线虫的分散型

３ 龄幼虫［５－７］，没有成虫，缺乏鉴定松萎蔫病的主要

组织结构特征，不能对病情做出正确的判断，需要

将这些分散型 ３ 龄幼虫培养成成虫，才能进行准确



的形态鉴定。 为此，作者进行了疫木保湿直接培养

与分离线虫用盘多毛孢（Ｐｅｓｔａｌｏｔｉａ ｓｐ）培养分散型 ３
龄幼虫的比较研究，以期为松萎蔫病的进一步研究

提供借鉴。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

①林间松萎蔫病枯死木（直径 １５－３０ ｃｍ）、截获

的松萎蔫病包装板，采用贝尔曼（ Ｂａｅｒｍａｎｎ） 漏斗

法［１，４，８］获取松材线虫分散型 ３ 龄幼虫；②ＰＤＡ 平板

（直径 ７５ ｍｍ）、盘多毛孢；③冷藏箱、培养箱、显微

镜、漏斗等。
１．２　 试验方法

１．２．１　 培养基的制备 　 用直径 ７５ ｍｍ 培养皿制成

平板 ＰＤＡ，冷却后分别接种盘多毛孢，２５ ℃恒温培

养；待盘多毛孢铺满 ＰＤＡ，移入 ４ ℃冰箱冷藏待用。
１．２．２　 样本的检测 　 在松萎蔫病枯死木的上、中、
下各截取 １ 段长约 ３０ ｃｍ 的木段，带回室内，去掉树

皮及相连部分边材，各取厚 ２ ｃｍ 左右圆盘，经过圆

心按扇形取其中的一小部分（２０ ｇ 左右），剪碎，称
重，用贝尔曼漏斗法浸泡 ２４ ｈ 获取线虫，在显微镜

下进行形态学观测鉴定（虫态、数量），剩余部分即

刻放入 ４ ℃冰箱，以保持样本中线虫虫态及密度。
将包装板切割成长条形，取其中的 １ 小块（２０ ｇ 左

右），检测方法同上；对于只有松材线虫分散型 ３ 龄

幼虫（无成虫）的圆盘及包装板，作为试验材料备

用， 计 数 其 中 的 线 虫 密 度， 分 别 编 号 为 １，
２ （见表 １）。

表 １　 试验材料来源及基本情况

样本编号 样本来源 试验时虫态 备注

１ 马尾松枯死木 松材线虫分散型
３ 龄幼虫 检测后 ４ ℃冷藏

２ 松木包装板 松材线虫分散型
３ 龄幼虫 检测后 ４ ℃冷藏

１．２．３　 疫木保湿培养松材线虫 　 将只有松材线虫

分散型 ３ 龄幼虫的圆盘、包装板在水中浸湿一下，并
在其上用脱脂棉保湿（保持水不流失），置密封袋

中；分别放入 ２０，２５，３０ ℃ 恒温培养箱中培养 ２４，
４８，７２，９６，１２０ ｈ 后，分别从各圆盘、包装板上，按样

本检测方法要求剪取不少于 ２０ ｇ 的木块，测定其内

松材线虫繁殖发育情况，比较在不同温度、时间下

疫木保湿培养对促进松材线虫幼虫发育成成虫之

间的差别。

１．２．４　 真菌培养松材线虫 　 将上述分离到的松材

线虫分散型 ３ 龄幼虫，按 ２０ 条 ／皿的线虫量，滴入到

盘多毛孢靠近中心的位置，分别放入 ２０，２５，３０ ℃恒

温培养箱中培养 ２４，４８，７２，９６，１２０ ｈ 后，用贝尔曼

漏斗法分离线虫，比较在不同温度、时间下真菌培

养对促进幼虫发育成成虫之间的差别。

２　 结果与分析

２．１　 不同时间、温度条件下疫木保湿培养对松材线

虫鉴定率的影响

　 　 不同时间、温度疫木直接保湿培养对分散型 ３
龄幼虫生长发育的影响，结果见图 １－２。 从图 １－２
中可知：随着培养时间的延长及培养温度的提高，
松枯死木、包装板的松材线虫鉴定率（相同温度，时
间下有松材线生雌虫出现的样本数与总重复数的

百分比） 均呈 上 升 趋 势， 分 别 为 ０ － １００％， ０ －
６６􀆰 ６７％；４８ ｈ 之前，鉴定率呈缓慢上升趋势，４８ ｈ 之

后鉴定率快速上升。

图 １　 不同温度、时间马尾松枯死木保湿培养的松材线

虫鉴定率

图 ２　 不同温度、时间松木包装板保湿培养的松材线虫

鉴定率

枯死木在 ３０ ℃培养 ７２ ｈ 后，松材线虫鉴定率

高达 ８８􀆰 ８９％（其中 ７２，９６ ｈ 各有 １ 个重复中无线

虫，１２０ ｈ 有 ２ 个重复中无线虫）；在 ２５ ℃培养 ９６ ｈ
后，松材线虫鉴定率可达 １００％（２５ ℃培养 １２０ ｈ 的

重复中有 １ 个无线虫）；２０ ℃培养 １２０ ｈ，松材线虫

鉴定率高达 ８５􀆰 ７１％（１ 个重复中无线虫）。 包装板
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在 ３０ ℃ 培养 ７２ ｈ 后，松材线虫鉴定率最高为

５５􀆰 ５６％－６６􀆰 ６７％（７２，９６，１２０ ｈ 的重复中各有 ３，４，
３ 个没有线虫）；２５ ℃培养 ９６ ｈ 后，松材线虫鉴定率

最高为 ５５􀆰 ５６％－６６􀆰 ６７％（９６，１２０ ｈ 的重复中各有 ３，２
个无线虫）；２０ ℃培养 １２０ ｈ 后，松材线虫鉴定率最高

为 ５７􀆰 １４％（７ 个重复中有 ３ 个无线虫）。
以上结果表明，有松材线虫分散型 ３ 龄线虫的

样本，在 ３ 种情况下（３０ ℃ 培养 ７２ ｈ、２５ ℃ 培养

９６ ｈ、２０ ℃培养 １２０ ｈ）保湿培养，样本中均会有雌

成虫出现，鉴定率达 １００％。 ３ 种情况均适宜松萎蔫

病疫木保湿培养鉴定松材线虫。
２．２　 不同时间、温度条件下真菌培养对松材线虫鉴

定率的影响

　 　 不同时间、温度用真菌作为培养基培养对松材

线虫分散型 ３ 龄幼虫生长发育的影响，结果见表 ２。
从表 ２ 中可知：在每皿滴入 ２０ 条松材线虫分散型 ３
龄幼虫，３０ ℃培养 ７２ ｈ、２０－２５ ℃培养 ９６ ｈ，松材线

虫鉴定率达均为 １００％。
表 ２　 不同时间、温度下真菌培养中松材线虫的鉴定率

编号 重复数 接种
量 ／ 条

培养
时间 ／ ｈ

鉴定率 ／ ％

２０ ℃ ２５ ℃ ３０ ℃

Ⅰ ７ ２０ ２４ ０ １４．２９ ２８．５７
Ⅱ ７ ２０ ４８ ２８．５７ ４２．８６ ５７．１４
Ⅲ ７ ２０ ７２ ５７．１４ ７１．４３ １００
Ⅳ ７ ２０ ９６ １００ １００ １００
Ⅴ ７ ２０ １２０ １００ １００ １００

３　 结果与讨论

（１）在松材线虫检疫过程中，当疫木中仅有松

材线虫分散型 ３ 龄幼虫时，可直接进行保湿培养，
３０ ℃培养 ７２ ｈ、２５ ℃培养 ９６ ｈ、２０ ℃培养 １２０ ｈ，３

种情况均适宜疫木保湿培养鉴定松材线虫；培养结

果受疫木中松材线虫分散型 ３ 龄幼虫分布的影响，
因为样本中不同部位松材线虫的分布也不同，同一

块样本，有的部位有松材线虫，有的部位没有松材

线虫。
（２）用真菌培养疫木中分离出的松材线虫 ３ 龄

分散性幼虫，３０ ℃培养 ７２ ｈ 及 ２０－２５ ℃培养 ９６ ｈ，
均有成虫出现，且获得大量纯的松材线虫，可用于

松萎蔫病的进一步研究。
（３）在有松材线虫幼虫存在的情况下，疫木保

湿与真菌培养对松材线虫鉴定率影响不大；疫木保

湿培养省去了制备培养基、培养真菌、分离线虫、接
种线虫等程序，该方法适宜在松萎蔫病疫木松材线

虫鉴定中应用。
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