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土壤食细菌线虫的原位富集培养方法
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摘要：采用两种孔径的尼龙网袋（6II 和 8!I），将盆钵供试土壤分成内外两层，内层土壤混合猪粪或稻草，并以不添加猪粪和

稻草的供试土壤作为空白；外层直接接入供试土壤，进行培养，以获取土著食细菌线虫大量富集的试验土壤。结果表明：添加基

质（猪粪和稻草）显著地促进了土壤线虫的繁殖，大量繁殖的线虫通过 6II 网袋迁移至外层未加基质的土壤，而采用 8!I 网袋

则限制了线虫向外层土壤的迁移。添加猪粪的 6II 网袋处理经过 !7B 培养后，外层土壤线虫数是空白处理的 <1 6 倍；添加稻

草的 6II 网袋处理经过 58B 培养后，外层土壤线虫数是空白处理的 81 < 倍。添加两种基质的 8!I 网袋处理，外层土壤线虫数

和空白处理差异不大。添加基质主要是促进了食细菌线虫的繁殖，在培养结束时，添加猪粪的 6II 网袋处理的食细菌线虫比

例达到 <71 ![，添加稻草的 6II 网袋处理的食细菌线虫比例达到 <#1 8[，两个处理食细菌线虫的总数分别是空白处理的 6;1 7

倍和 71 < 倍，并且主要是 !"#$#"%&’()$)* ?@1 线虫的增加。
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线虫是土壤中最为丰富的后生动物，据估计其数量约有 6, 7 8 9:;条 < *=（沙漠）到 =, > 8 9:6 条 < *= （混交

阔叶林）［9，=］。土壤中的线虫大约有 =:? @ ;:? 为食细菌线虫，而在一些微生物活性强的区域（如根际），甚

至可占 >:? @>>? ［A，B］。土壤食细菌线虫因其个体小、世代短、代谢活性高，可通过其自身代谢周转释放出

有效养分；并且土壤食细菌线虫对微生物的选择性取食能够改变土壤微生物的群落结构，提高微生物活性，加

快微生物周转，从而能够促进土壤氮素矿化，并促进植物生长［; @ >］。因此，自 C1#$’3+ 和 D3.#*#+ 等人率先利

用微宇宙（*%&$3&3’*），研究食细菌线虫与微生物的相互作用及其对土壤生态系统能量传递和养分动态的影

响［9:，99］以来，该领域受到广泛关注。

利用线虫进行微宇宙土培试验时，通常是采取向土壤中直接接种线虫的方式。所接种的线虫一般是通过

在培养基上富化培养获得［9=］，这就带来如下几个问题：（9）这些富化培养的线虫可能并不一定是该土壤的土

著优势种群；（=）在接种线虫的时候会将微生物同时接种到土壤中；（A）接种的线虫可能有一部分会死亡。

本试验的目的就是希望通过原位培养，在添加有机物料促进线虫繁殖的同时，配以不同孔径的网袋允许

或限制线虫的迁移，从而能够获得土著食细菌线虫大量富集的土壤及对照土壤，为今后进一步开展线虫试验

提供更为理想的富集培养方法以获得试验材料。

)* 材料与方法

), )* 试验材料

), ), )* 供试土壤

土壤采自南京雨花台区板桥镇长江南岸冲积地的潮土（美国制土壤质地分类为砂质壤土），种植制度为

稻麦轮作。土壤取样深度为 : @ =:&*，鲜土采集后，剔除石块、大中型土壤动物及根茬等残体，备用。土壤有

机碳含量为 >, =: 2 D < E2，全氮 :, F> 2 G < E2，GH I
B /G 7, FB !2 < 2，GJ K

A /G =, A> !2 < 2，5H 为 7, A=。

), ), +* 供试基质

猪粪（D < G 比为 9F, 7）和稻草（D < G 比为 7B, 6）晒干磨细过 =** 筛，备用。

), +* 试验设计

试验采用盆钵培养，首先在 9** 或 ;!* 尼龙网袋内装入 B::2 混合了 9B2 基质（猪粪或稻草）的新鲜土

壤，或直接装入 B::2 新鲜土壤（空白对照，处理见表 9）。将装好土壤的网袋放在盆钵中央，外层装入 7;:2 新

鲜土壤。土壤装盆后，调节土壤含水量到田间持水量，并于 =:L培养。对于添加基质的处理，网袋内层土壤

由于混合了基质，土壤线虫得到大量富化，并且内层富化的线虫能够穿过 9** 网袋迁移到外层土壤，而 ;!*
的网袋则阻止了线虫的迁移（一般食细菌线虫的幼虫体大于 ;!*，并且成虫虫体小于 9**）。每周对添加基

质的 9** 网袋处理（MN9 和 MO9）各破坏性采样 A 个盆钵，检测内层、外层土壤线虫数量，直到外层线虫数量

达到预期要求时结束培养（本次试验选择外层线虫数达到原土中线虫数量的 7 倍以上）。培养结束时，检测

各个处理盆钵外层土壤线虫数量，并进行功能类群鉴定。

表 )* 试验处理!

,-./" )* ,0" 1&"-12"31( %4 10" "56"&72"31
处理编号 D31#’ 30 !"# !$#(!*#+!’ 内层 P++#$ 30 !"# 53! 网袋 N#’" 外层 J4!#$ 30 !"# 53!

MN9 土壤 I 猪粪 M3%. I 5%2 *(+4$# 9** 土壤 M3%.
MN; 土壤 I 猪粪 M3%. I 5%2 *(+4$# ;!* 土壤 M3%.
MO9 土壤 I 稻草 M3%. I $%&# ’!$() 9** 土壤 M3%.
MO; 土壤 I 稻草 M3%. I $%&# ’!$() ;!* 土壤 M3%.
M 土壤 M3%. 9** 土壤 M3%.

Q Q !下同 !"# ’(*# -#.3)
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!! "# 线虫鉴定

线虫分离采用浅盘法［"#］，称取 $%& 土样，室温下分离 ’() 后，收集线虫悬液，对所有线虫在体视镜下进行

记数。线虫记数后在 *%+下杀线 $,-.，并保存在 ’/的福尔马林中［"’］。每个样本随机对 "%% 条线虫进行鉴

定，分为：（"）食细菌（012345-1678449-.&）；（$）食真菌（8:.&1678449-.&）；（#）植食（;61.3 < 8449-.&）；（’）杂食 = 捕食

线虫（>,.-?>5>:@ = ;54913>5@）’ 个功能类群［"A，"*］。对于线虫数少于 "%% 条的样本，对所有线虫进行鉴定划分。

仅在培养结束时，对外层土壤作此分析。

!! $# 数据分析

数据统计采用 BCBB 统计软件。

%# 结果与讨论

D 图 "D 添加猪粪或稻草 ",, 网袋处理线虫数量动态变化

E-&! "D FG.1,-2 >8 .4,13>94 ;>;:613->.@ -. @>-6@ 1,4.949 H-3) ;-&

,1.:54 >5 5-24 @351H 2>.31-.49 H-3)-. 1 ",, 9-1,4345 ,4@) 1.9 -.

@:55>:.9-.& @>-6

%! !# 线虫数量动态变化

添加猪粪和稻草显著（! I %! %A）促进了线虫的繁

殖，在添加猪粪和稻草的 ",, 网袋处理（BJ" 和 BK"）

中，在第 L 天，内层线虫数量就已经显著增加，并且从第

"’ 天开始，BJ" 处理外层线虫也快速增加，但 BK" 处理

外层线虫的增加相比 BJ" 处理显得较为缓慢（图 "）。

外层线虫的增加主要是由于内层添加基质增加的线虫

向外层的迁移。F4 M:-51. 等［"L］发现向土壤中添加猪

粪后 $’) 就检测到线虫数量的增加，E: 等［"(］在向土壤

中添加玉米秸秆后，在第 ( 天采样也发现了线虫数量的

显著增加。而线虫在土壤中迁移非常迅速［"N］，尤其是

由添加基质区域向外迁移［$%］，因为在这些区域线虫大

量繁殖，彼此对空间以及资源不断地竞争［$"］。比较两

种基质，猪粪对线虫繁殖的促进作用优于稻草。在培养结束时（猪粪处理是培养 $(9，稻草处理 #A9），猪粪处

理外层的线虫数要高于稻草处理（图 "），各自分别是新鲜土样起始线虫数的 "%! ’ 倍和 *! ( 倍（新鲜土样起始

线虫数为 ""! *L 条线虫 = & 干土）。这可能和猪粪的分解更快有关，因为猪粪的 O：P 比较小（见材料和方法）。

线虫的繁殖，尤其是食细菌线虫的繁殖，和有机物料的分解速度直接相关［$$］。

%! %# 线虫种群变化

对于添加基质的 A!, 网袋处理（BJA 和 BKA），外层的线虫数与空白处理（B）比较，虽然有所增加，但未

达到显著水平，但它们与各自对应的 ",, 网袋处理相比，线虫数却显著地减少了（! I %! %A）（表 $），这主要是

由于网袋内层富化的线虫无法通过 A!, 网袋向外层迁移（线虫的幼虫体大于 A!,）。而对于 BJ" 和 BK" 处

理，如前所述，添加猪粪和稻草促进线虫繁殖并向外层迁移，在培养结束时，外层线虫数分别是空白处理的

NQ " 和 A! N 倍。添加猪粪和稻草促进线虫繁殖并向外层迁移的同时，还改变了外层线虫的营养结构组成：主

要是显著增加了食细菌线虫数量并显著减少了其他营养类群线虫数量。BJ" 处理的食细菌线虫比例达到

N(! $/，BK" 处理的食细菌线虫比例达到 N%! A/，食细菌线虫的比例分别比未加基质处理（B）提高了 "! * 倍

和 "! A 倍，而 两 个 处 理 食 细 菌 线 虫 的 总 数 则 又 分 别 是 B 处 理 的 "’! ( 倍 和 (! N 倍，并 且 其 中 主 要 是

"#$%$#&’()*%*+ @; 线虫的增加。BJ" 处理的食细菌线虫比例高于 BK" 处理，但未达到显著水平。

这种添加有机物质对线虫种群的促进作用和许多研究结果一致。M5-88-3)@ 等人发现：添加家禽粪显著促

进了线虫种群并且主要是促进了食细菌线虫的繁殖［$$］。R-664.1?4 等人通过田间试验发现畜禽肥料促进线虫

种群增加了 LA/ ［$#］。S;;45,1. 等人在田间和室内试验中都发现，将牛粪添加到不同的土壤中都促进了线虫

种群的增长，并且这种增长主要是由于添加牛粪区域自由生活的食细菌线虫的繁殖［$’］。向土壤中添加基质

后，线虫种群结构的这种变化主要是由于基质的分解释放养分，促进细菌的生长及活性，从而促进了食细菌线
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虫的繁殖，并且食细菌线虫的繁殖又能进一步促进细菌的活性，加快对基质的分解［!!，!"］。

表 !" 培养结束时，各处理外层土壤的线虫种群（线虫 # $ 干土）以及各类群的百分比（% ）

#$%&’ !" (’)$*+,’ $%-.,$./’ （&’(&)&(*+,- # $ (.&/( -0&,） $., 01+0+1*2+. （% ） （! 1 2） +3 2.,242,-$& *$5$ 2. +-*’1 6+2&6 $* *7’ ’., +3

*7’ 2./-%$*2+.

项目 34/5
处理 6./+45/’4-

789 78" 7:9 7:" 7

线虫总数 ;<*’(+’=/ （&’(> # $ (.&/( -0&,） 9!9> ?"+ !?> 9@= AB> 29< 9A> ?C=( 92> 22=(

食细菌线虫比例 D+=4/.&+,EF//(/.-（% ） BG> !+ A"> @< BC> "+ @!> 9= @C> 2=

H/IJ+,0<*- !> 2 2> G G> @ 9"> B 9@> 2

K*=/IJ+,0<*- C C> ? 9> " A> B 2> !

L.040.J+<(&4&- B2> ! @G> " GC> ! !2> ! !?> !

:J+<(&4&- !> A !> B C> ! 9"> 9 9@> @

食真菌线虫比例 M*’$+,EF//(/.-（% ） 9> 2( 92> !<= "> @=( !C> 2< !C> G<

;IJ/,/’=J0&(/- 9> 2 92> ! "> " !C> 9 9G> @

;IJ/,/’=J*- C C C> 9 C> ! !> !

植食线虫比例 L,+’4EF//(/.-（% ） C> "= A> B< !> @= 99> "+< 92> !+

6N,/’=J*- C> 9 9> G C> " !> 2 !> @

6N,/’=J0.JN’=J*- C> ? "> 2 !> 9 B> ! @> ?

6/4N,/’=J*- C C> G C C ?> !

杂食 # 捕食线虫比例 O5’&)0./- # L./(+40.-（% ） C 2> 2+< 9> 2< @> 9+ "> A+

80’0’=J*- C !> " 9> 2 ?> ! ?> G

P0.N,+&5*- C C> G C 9> B C> B

Q Q 同一行内字母不同表示有显著性差异 （" R C> C"）Q S+,*/- T&4J 4J/ )+.&0*- ,/44/.- &’ /+=J .0T 5/+’- 4J/./ +./ -&$’&F&=+’4 (&FF/./’=/ （" R C> C"）>

8" 结论

以往利用线虫进行土培试验时，通常是采取向土壤中直接接种从培养基上富化培养获得的线虫的方式，

但这种方式存在一些问题：接种的线虫可能不是土著优势种群，或接种线虫时会将微生物同时接种到土壤中，

并且接种的线虫可能有一部分会死亡，这些都会对研究结果产生一定的影响。本试验通过用两种不同孔径的

网袋将盆钵分成内外两层，内层添加基质促进土著食细菌线虫的大量繁殖，内层富化繁殖的食细菌线虫通过

955 网袋迁移到外层，而同时 "!5 网袋阻止了线虫的迁移，从而获得土著食细菌线虫大量富集的土壤及对照

土壤。研究结果为进一步开展食细菌线虫土培试验提供了获得试验材料的更理想的线虫原位富集培养方法。
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