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　　摘要：采用玉米琼脂粉培养基对祁连县、共和县和泽库县４个地区的不同土壤样品进行捕食线虫性真菌的分离，
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　　真菌是一类具有真正细胞核、能产生孢子的微小生物，一
般都进行有性繁殖和无性繁殖。捕食线虫性真菌是自然界的

宝贵资源，广泛分布于土壤、动物粪便、动植物残体、苔藓及植

物根中，营腐生或寄生生活。捕食线虫性真菌在土壤中处于

低代谢状态，初期营腐生生长，后期由于营养竞争进入捕食阶

段，把线虫作为主要营养来源或作为腐生生活的补充。目前，

已发现杀线虫性真菌２００多种，可分为３种类型：第１类是捕
食线虫性真菌，这类真菌能产生捕食线虫性结构（器官）如黏

性菌环（收缩或不收缩）、黏性菌丝、黏性菌网、黏性菌结

等［１］，通过捕食性器官捕获并杀死线虫幼虫［２－３］，其最大优点

是对人和动物安全无害［４－５］；第２类是内寄生性真菌，这类真
菌借助分生孢子来感染线虫，在线虫体内生长形成菌体，消化

吸收掉线虫；第３类是包囊体和根瘤线虫寄生性真菌，主要利
用营养菌丝来进攻线虫虫卵或雌虫。捕食线虫性真菌在自然

界中分布最广泛，其特有的捕食线虫性结构特征明显，较其他

２种类型易于在培养基上进行观察、分离和培养。
寄生虫病严重危害着畜牧业的发展，而胃肠道线虫病又

是其中一种主要的寄生虫病，分布广、危害大，造成的畜牧业

经济损失巨大。目前，对线虫病的防治主要依赖于化学药物。

反复使用同一种化学药物易产生抗药性虫株，还会造成动物

性食品的药物残留，对人身体健康带来危害，另外，药物代谢

的某些有害成分排出家畜体外，也会对环境造成污染。生物

防治因其节能、环保、低毒的特点而被人们广泛研究，国内外

普遍重视利用杀线虫性真菌对寄生虫性线虫病的防治［６－８］，

其中，利用线虫天敌———捕食线虫性真菌［９］进行生物防制研

究是最多的。近年来，我国在动物寄生虫病的生物防治领域

研究取得一定的进展，杨晓野等对捕食线虫性真菌的分离、鉴

定及生物防治等进行了大量研究［２－４］。但是，对于高原地区

捕食线虫性真菌的研究及生物防治尚未见报道。现对青海省

祁连县、共和县和泽库县３个高原地区的不同土壤样品，开展
捕食线虫性真菌的分离和鉴定，为青海省牛羊线虫病的防制

提供基础数据，达到生物控制牛羊寄生虫病的目的。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　设备及药品　隔水式恒温培养箱；普通显微镜；搪瓷
盘；直径９０ｍｍ、高６０ｍｍ的玻璃培养皿。琼脂粉（北京奥博
星生物技术责任有限公司，批号：２０１２１３０８）；青霉素（华北制
药股份有限公司，批号：ｓ１１１０６０９）；盐酸（白银良友化学试剂
有限公司，批号：０５０３１５）；氢氧化钠（天津市化学试剂三厂，
批号：８５０６２９）；氯化钠（北京化工厂，批号：８２１２１２）；新鲜玉
米粉（超市购买）。

１．１．２　玉米粉琼脂培养基（ＣＭＡ）　称取新鲜玉米粉４０ｇ，
加蒸馏水１０００ｍＬ，微火煮沸１ｈ，补蒸馏水至１０００ｍＬ，多层
纱布过滤；取滤液５ｍＬ，加蒸馏水４９５ｍＬ，调 ｐＨ值至６．０～
６．２，加琼脂粉２０ｇ，经０．６８ＭＰａ高压灭菌２０ｍｉｎ后倾注于灭
菌玻璃培养皿。

１．１．３　玉米粉琼脂单抗培养基（ＳＡＣＭＡ）　配制方法同玉米
粉琼脂培养基，经０．６８ＭＰａ高压灭菌２０ｍｉｎ后，冷却至５０～
６０℃，每１ｍＬ玉米粉培养基中加入青霉素２００ＩＵ，混匀后再
倾注于灭菌玻璃培养皿中，备用。

１．１．４　土壤样品及绵羊粪便的采集　土壤采于青海省祁连
县、共和县、湟源县和泽库县４个地区，共４０份土样。其中，
祁连县采集１０份土样，土质湿润；湟源县采集３份土样，土质
较湿润；日月山采集４份土样，土质干燥；青海大学农牧学院
动物房依次在树根、圈口、墙根采集３份土样，墙根土质干燥，
其他２份土质较湿润；共和县采集１０份土样，土质较湿润；泽
库县采集１０份土样，土质较湿润。线虫幼虫培养物质使用采
自青海大学农牧学院试验动物房饲养的绵羊粪便，利用线虫

幼虫培养法得到第３期幼虫备用。
１．１．５　分生孢子洗脱液　取蒸馏水５００ｍＬ，加入４．５ｇＮａＣｌ
配成生理盐水，分装于２５０ｍＬ盐水瓶中，经０．６８ＭＰａ高压灭
菌２０ｍｉｎ。
１．２　方法
１．２．１　第３期线虫幼虫的培养　取新鲜羊粪，捏碎后加入少
量蒸馏水混匀，捏成山丘状，放在大平皿中将平皿盖压紧，加

蒸馏水至平皿２／３处，于２５～２７℃通风温箱中培养５～７ｄ。
从绵羊真胃中挑取马歇尔属或奥斯特属线虫雌虫，从子宫中

—２２２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第８期



挤出虫卵，置于每平皿加２～４粒盐的蒸馏水中，于２５～２７℃
通风温箱中培养７～１０ｄ，每隔２～４ｈ搅动１次虫卵。
１．２．２　捕食线虫性真菌的分离鉴定　土壤样品以“十”字形
撒在玉米粉琼脂平板培养基中，每份土样接种３皿，并在每个
玉米粉琼脂平板培养基内加入约５０条线虫第３期幼虫；将培
养皿置于搪瓷盘

!

，保持一定湿度，在（２０±１）℃温箱内培
养，每周用普通显微镜观察１次，并加１次幼虫，诱导真菌捕
食器官；在３～５ｄ后若出现捕虫现象，利用显微镜（１０×、
４０×）观察并拍摄照片，根据出现捕食线虫的特征性结构菌
环及菌网，参照李天飞等资料［１０］进行分类鉴定。

１．２．３　菌株的纯化　对具有捕虫现象的分离菌株，在显微镜
下用接种环钩取，接种到玉米粉琼脂培养基上，２７℃通风温
箱培养３～５ｄ，观察真菌生长情况。

２　结果与分析

２．１　菌株形态学特征
分离菌株的菌丝发达，呈较密集的丝状体，菌丝无色有

隔；线虫幼虫存在时，菌丝上形成菌环；分离菌株分生孢子梗

细长、无色、直立、不分枝，分生孢子围绕着分生孢子梗轮状排

列生长，一般在２轮以上，分生孢子在孢子梗顶部密集成簇
状；分生孢子呈倒卵形，形态丰满，无色双胞，双胞分隔处向内

收缩，远端（上端）细胞较大，孢子基部（下部）较尖（图１）。

２．２　菌株捕食器官特征
由图２可见，分离菌株产生的捕食器官为菌环，线虫幼虫

被套住后，在菌环和菌丝内不断挣扎，并只能在原地蠕动，而

不能脱出菌环和菌网，有的幼虫躯体上套有１个菌环，而有的
则被菌网中的几个菌环套住；幼虫被套４ｈ后失去运动能力，
继续观察数日，可见幼虫躯体一天比一天小，内容物逐渐稀

少，最后形成空壳，时间再久则完全消失。

２．３　捕食线虫性真菌的种属鉴定
通过显微镜观察，根据分离菌株的主要形态学特点，即菌

丝无色有隔、分生孢子梗直立不分枝、分生孢子无色双胞、菌

丝经幼虫诱导可产生菌环，鉴定其为节丛孢属的少孢节丛孢

菌（Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓｏｌｉｇｏｓｐｏｒａ）。

３　结论与讨论

分离的高原地区捕食线虫性真菌菌丝无色有隔；幼虫存

在时，菌丝上形成菌环；分生孢子梗细长、无色、直立、不分枝；

分生孢子围绕着分生孢子梗轮状排列生长，分生孢子在孢子

梗顶部密集成簇状。这与杨晓野等研究结果［２－３］基本一致，

仅在生物学特性上稍有不同，可能与真菌株的地理分布有关。

寄生虫病的生物学防治因其节能、环保、低毒而被人们所

重视，这些优点都是化学药物防治所无法达到的。通过对高

原地区捕食线虫性真菌的分离鉴定和生物学特性研究，为开

发高效、稳定的生物杀线虫制剂提供理论基础，为捕食线虫真

菌的分子机制研究提供良好的试验基础数据。分离菌株（少

孢节丛孢菌）如果能正常通过动物体内酶、消化液对其的破

坏作用，能在体内随羊粪排出体外仍然保持活性，仍具有捕虫

活力，对该菌株制成药丸大量投服于动物体内，以防制动物线

虫病将大有益处，有必要进一步开展相关研究。

在真菌的分离培养过程中，必须加入活的线虫第３期幼
虫，这既可以诱导捕食线虫性真菌生长发育，又可以诱导菌株

产生捕食性器官———菌环，从而依据这些特征进行分离菌株

种属的鉴别。对于捕食线虫行真菌培养基，国际上普遍采用

玉米粉琼脂（ＣＭＡ）以１∶１０稀释制备而成，而这种玉米粉琼
脂国内没有。杨晓野等为寻找１种适宜捕食线虫性真菌生长
发育的培养基，进行了许多类似培养基的比较试验，确定出玉

米粉 ０．４ｇ／ＬＣＭＡ培养基为捕食线虫性真菌最佳培养
基［２－４］。本试验引用了此种培养基，真菌培养达到理想效果。

另外，土壤样品在进行真菌培养前要求充分碾碎，不应有

大颗粒的存在，以利于撒布于培养基上培养。土壤样品以

“十”字形分布于培养基的方法有利于真菌生长，而其他撒布

方法如随便倒撒或堆积的分布，真菌生长分布情况不好，试验

效果欠佳。

本试验中以祁连县土壤样品中分离出捕食线虫性真菌的

概率较高，这说明捕食线虫性真菌的分布可能受不同地方土

质、气候等理化因素的影响，主要存在于潮湿、阴暗、腐殖质较

多的环境中，在温暖季节，从树木下、花园、果园等地方的土壤

中也易获得菌株。
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４种中药复方对小鼠的免疫增强作用
管远红１，张家禾２，秦　枫１，周广生１，左伟勇１

（１．江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００；２．江西农业大学动物科学技术学院，江西南昌 ３３００４５）

　　摘要：通过４种中药复方对小鼠的脾脏指数、体重、腹腔巨噬细胞吞噬指数和吞噬率、溶血素、溶血空斑、淋巴细胞
增殖、血清中一氧化氮（ＮＯ）、一氧化氮合酶（ＮＯＳ）、自然杀伤细胞（ＮＫ细胞）的影响作用，测得不同中药复方与对照组
的差异。结果表明，复方１对小鼠的脾脏指数、腹腔巨噬细胞吞噬率和吞噬指数、血液中溶血素水平差异显著，复方２对
小鼠的脾脏指数、腹腔巨噬细胞吞噬率、血液中溶血素和溶血空斑差异显著；复方３对小鼠吞噬指数、血液中溶血素和溶
血空斑、淋巴细胞增殖（ＣｏｎＡ）差异显著；复方４对小鼠的脾脏指数、腹腔巨噬细胞吞噬率和吞噬指数、血液中溶血素和
溶血空斑、淋巴细胞增殖（ＬＰＳ）、血液中ＮＯ和ＮＫ细胞均差异显著。不同中药复方中复方４的免疫增强作用最强。
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　　众所周知，在治疗多数疾病中，西药作为常选药物在治疗
重症、急症、疼痛性等疾病中发挥了不可替代的作用。但与中

药相比，西药也表现出许多不足，新药物的开发难度增加，对

机体的刺激作用和伤害也不容忽视，在治疗细菌性疾病时容

易产生细菌耐药性，在杀灭有害菌的同时对机体的有益菌也

造成了不同程度的伤害，在治疗病毒性疾病时表现力有所不

足，尤其对新出现的病毒性疾病常常会在一段时间内出现无

治疗药物时期，比如 ＳＡＲＳ、Ｈ１Ｎ１、Ｈ７Ｎ９等疾病，在初发现时
总是无特定的药物治疗，只有在一段时间后才有西药的研发

产品，这时人们往往想到的是中药，如对板蓝根的抢购。与西

药相比，中药复方被广泛用于病毒性传染病的预防和治

疗［１］。中国传统中药复方在数千年发展过程中，在保障人体

和动物机体健康的过程中发挥了不可替代的作用，但新药复

方的研发相对比较缓慢。中药复方除了有能够治疗慢性疾

病、毒副作用小等优点外，近年来相关学者提出中药思维模式

的研究，Ｌｕ等指出中药模式可能导致革新［２］。本试验根据中

药复方的组方原则，选取多味中药，制成４种复方制剂，研究
各中药复方的免疫增强作用。

１　材料与方法

１．１　试验药物
蒲公英、山银花、淡竹叶、山楂、连翘、党参、生姜、红芪、三

七、甘草、桔梗、黄连、栀子、丹皮、黄芪、赤芍、玄参、知母、石

膏、水牛角、生地、金银花、野菊花、紫花地丁、紫背天葵、黄芩、

黄药子、白药子、大黄、浙贝母、防风、蝉蜕、郁金、朴硝、喜炎

平、木蓝，试验药物均购自江苏泰州市同仁堂药店。

１．２　试剂与仪器
刀豆蛋白Ａ（ＣｏｎＡ）、脂多糖（ＬＰＳ）、瑞氏染液、细胞培养

板、小鼠淋巴细胞分离液、ＲＰＭＩ１６４０液体培养基、青链霉素
混合液、噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、苯酚红、酶标
条、水解乳蛋白、细胞计数板、无菌脱纤维羊血等购自江苏扬

州科能生物科技有限公司；一氧化氮（ＮＯ）试剂盒、一氧化氮
合酶（ＮＯＳ）分型试剂盒购于南京建成生物工程研究所；自然
杀伤细胞（ＮＫ细胞）酶免疫分析试剂盒购自上海桥杜商贸有
限公司。Ｕ－２９０１型紫外、可见及近红外分光光度计（日本
ＨＩＴＡＣＨＩ公司生产）、ＥＬＸ８００型酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ公司生
产）、ＮＵ－４７５０Ｅ型ＣＯ２培养箱（美国 Ｎｕａｉｒｅ公司生产）、ＲＥ
－３０００旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂生产）、ＤＷ－２０Ｋ
调温电热器（上海苏达实验仪器有限公司生产）。

１．３　试验动物
４～６周龄 ＩＣＲ小鼠，雌性各５０％，购于扬州大学试验动

物中心。
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