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were essential to the study on classification, identification and characteristics of the plant nematode.
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植物寄生线虫标本制作方法因工作性质尧 研究目
的和要求的不同而不同遥 在调查虫口密度及观察一般
形态结构时袁 常采用临时制片法制作标本遥 需要进
一步观察或进行分类鉴定袁 则需要经过脱水制成永
久玻片标本并长期保存遥 石蜡切片常用来观察线虫
在植物体内的寄生和危害情况袁 以及植物组织发生的
病理改变等咱1暂遥

1 临时玻片标本的制片方法

临时玻片标本的制作方法简单快速袁 不需要特殊
的仪器设备及药剂袁 有利于快速鉴定线虫的种类遥
在制作临时玻片标本时袁 目前常用的浮载剂是

水尧 3豫甲醛或其他合适的固定剂如三乙醇胺鄄甲醛固
定液 渊TAF冤尧 甲醛鄄冰醋酸固定液 渊FA冤尧 甲醛鄄冰醋
酸鄄乙醇固定液 渊FAA冤 等均可遥 所用支撑物是 5 mm
长的细玻璃纤维袁 最理想的支撑物直径应与所观察的
线虫直径相近袁 以防止盖玻片压扁虫体遥 常用封片剂
有亚麻子油鄄火棉胶等封片剂 渊Glyceel袁 英国商品
名冤尧 指甲油尧 中性树胶尧 阿拉伯树胶或快干搪瓷等遥
也有用石蜡凡士林混合剂袁 该封片剂最早由 Don鄄
caster 使用袁 配方为 愿份石蜡与 猿份凡士林袁 65 益下
充分混匀后即可使用遥 石蜡凡士林混合剂具有固化速

度快的优点遥 从带光源的双目体视显微镜下挑取线虫
需要用挑针袁 挑针通常有毛针袁 可用竹签尧 细的尼龙
丝等制成袁 也有现成的金属针咱2暂遥
竹签针的制作方法院 截一段长 15 cm尧 宽 2耀3 cm

的竹片袁 一端用刀削成细的尖头袁 然后把这尖头在体
视显微镜低倍镜下用刀细心削尖袁 直至末端尖头仅有
几根纤维遥
毛针的制作方法院 织毛衣的竹针一端袁 在解剖镜

下小心再削尖尧 削细袁 取眉毛一根袁 竹针尖端沾少许
Zut 渊亚麻子油鄄火棉胶等封片剂袁 美国商品名冤 封固
剂袁 将眉毛根部粘在竹针上袁 眉毛的末端部露出袁 干
燥后即成遥
1.1 已经杀死与固定的线虫临时玻片标本的制作

A援 用吸管汲取一滴浮载剂滴于洁净载玻片标本
中央遥 液滴要小袁 使加盖玻片后浮载剂恰好铺满盖
玻片所占的空间袁 而不溢出太多曰

B援 将固定好的线虫移入浅培养皿中袁 而后移至
体视显微镜下袁 用挑针将数条线虫 渊一般为 5耀10
条冤 逐条挑至载玻片中央的浮载剂中曰

C援 将载玻片置于体视显微镜下观察袁 用挑针小
心排匀沉于浮载剂底部的线虫曰

D. 选取与线虫虫体直径相似的 3根 3耀5 mm左
右的支撑物袁 均匀置于浮载剂边缘曰

E. 细心将烤热的盖玻片盖于浮载剂上袁 应避免
产生气泡曰
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F. 在体视显微镜下用裁成小条的滤纸吸去多余
的浮载剂遥 操作时应小心袁 避免线虫的移动;

G. 用封片剂封片遥 待封片剂干后袁 贴上标签袁
即可用于形态观察遥
1.圆 活线虫临时玻片标本的制作

A. 用吸管吸取一小滴水至洁净载玻片中央曰
B. 将盛有线虫的培养皿移至体视显微镜下袁 用

挑针挑取若干条线虫至水滴中曰
若线虫游动过快袁 可用麻醉剂麻醉或将玻片在小

火焰的酒精灯上方轻烤 缘 s 即可使线虫暂时停止游
动遥 以后程序同上 C耀G遥
用已固定的线虫制成的临时玻片标本保存时间可

从几天至数周遥 这与线虫种类尧 使用的固定剂及封片
剂有关遥 若将制成的临时玻片标本置于铺好潮湿滤纸
的培养皿内袁 放置在冰箱内或低温处可保存较长时
间袁 并且虫体形态十分清晰遥 但对于用活线虫制成的
临时玻片标本必须在数小时内使用袁 最长不超过 24 h袁
否则线虫虫体的变形将影响观察遥

2 永久玻片标本的制片方法

永久玻片标本的制作手续较复杂袁 但保存时间
长袁 是线虫标本的重要保存方式遥
2.1 线虫的脱水 用乳酚油或丙三醇作浮载剂袁 首先
要将线虫脱水袁 并在浮载剂中充分浸透遥 这些过程一
定要仔细袁 以免由于浸透作用而使线虫虫体扭曲变形遥
固定好的线虫常由于肠内的颗粒使体内一些形态

结构 渊特别是腺体冤 变得模糊不清遥 经过乳酚油处理
或丙三醇脱水后袁 线虫标本的一些特征又变得清晰可
见遥 乳酚油脱水所需时间较短袁 处理后的标本可保存
数年曰 但若置于光下袁 标本将容易被破坏遥 Esser
渊1974冤 报道保存于乳酚油中的线虫标本经 16年后与
保存于丙三醇中的标本一样完好遥 Hooper 渊1986冤 报
道在英国洛桑试验站用乳酚油保存的线虫虽有 30多
年的历史袁 但是仍然完好无损遥 丙三醇脱水后袁 线虫
标本几乎可以在丙三醇中无限期保存袁 且制成的玻片
线虫标本光学质量比乳酚油脱水制成的线虫标本更

佳遥 但丙三醇脱水所需时间较长遥 目前大多数线虫永
久玻片标本均是用丙三醇脱水制成遥
2.1.1 乳酚油快速脱水法 Franklin与 Goodey渊1949冤
发现用乳酚油脱水袁 可以得到优质的线虫标本遥 该方
法虽然在操作中有一定的危险性袁 但是袁 只要谨慎使
用袁 可以保证虫体形态及消化系统完整与清晰遥
乳酚油的配制与保存: 苯酚 渊液体冤 500 ml袁 乳

酸 500 ml袁 丙三醇 1 000 ml袁 水 500 ml遥
除纽带科渊Hoplolaimidae冤及环科渊Criconematidae冤

的一些线虫外袁 通常在乳酚油中加入少量染剂袁 增强
背衬袁 以利观察遥 常用的染剂为棉蓝或甲基蓝遥 配制
时袁 先将所需的染料溶于水中袁 再将各组份均匀混
和遥 染料的浓度为 0.002 5%耀0.01豫遥 配制好的乳酚
油应保存于棕色瓶中袁 并置避光处遥

乳酚油脱水法操作步骤院 淤 取一洁净凹玻片袁
在凹穴内加满乳酚油曰 于 将凹玻片置于加热板上袁
加温至 65耀70 益曰 盂 在体视显微镜下用挑针将已至

少固定 1 d以上的线虫移至热的乳酚油中曰 榆 继续

加热 2耀3 min袁 而后在体视显微镜下观察线虫标本是
否清晰遥 若仍不清晰袁 在 65耀70 益下继续加热片刻
直至清晰为止遥

操作过程中袁 应避免过度加热袁 否则会损坏标
本遥 经上述处理后的线虫即可直接用于制作永久玻片
标本遥 Esser渊1973冤对乳酚油作了改进袁 使固定脱水时
间缩短至 4 min遥 苯酚为强毒性化学试剂袁 在配制及
使用乳酚油时袁 应避免苯酚溶液与皮肤接触袁 以免引
起损伤遥
2.1.2 丙三醇脱水法 经丙三醇脱水制成的线虫标本

清晰袁 易长久保存袁 至今已报道多种丙三醇脱水方
法遥 Seinhorst渊1959冤发明的丙三醇鄄乙醇脱水法能获得
高质量的线虫标本袁 耗时较少 渊需 1耀1.5 d冤遥 Baker
渊1953冤的快速丙三醇脱水法虽需时间极短 渊员h 左
右冤袁 但需要多次挑取线虫遥 目前袁 常用的是丙三醇
缓慢脱水法遥 该方法虽耗时数天至几周袁 但获得的线
虫标本质量最佳遥 Garber等渊1982冤认为袁 脱水时间越
长袁 获得的标本质量越佳遥 而 Malcevschi 及 Zulliui
渊1973冤 认为袁 在 20豫的丙三醇液中 50耀60 益 时加热

已固定的线虫直至完全脱水也可以获得质量高的标

本袁 并且可以缩短脱水时间遥
2.1.3 丙三醇鄄乙醇脱水法渊Seihorst袁 1959冤 丙三醇乙

醇溶液的配制院 Seihorst发明的丙三醇鄄乙醇脱水液由两
种脱水液组成院 脱水液玉 渊100 ml冤袁 含 96豫乙醇 20 ml袁
丙三醇 1 ml袁 蒸馏水 79 ml曰 脱水液域 渊100 ml冤袁 含
96豫乙醇 95 ml袁 丙三醇 5 ml 咱3暂遥 将配好的 2种脱水
液分贮于试剂瓶内遥
丙三醇鄄乙醇脱水法操作步骤院
粤援 取一洁净染色皿或一小培养皿袁 加入脱水液玉

0.5耀1 ml曰
月援 用吸管吸取已固定的线虫至盛有脱水液玉的

染色皿中曰
悦援 在干燥器内注入 96豫的乙醇至器积的 1 辕 10左

右曰 再把染色皿置于干燥器内袁 盖上干燥器盖曰
阅援 将上述干燥器放于 35耀40益温箱内袁 保持 12 h

以上曰
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耘援 打开干燥器盖袁 吸去染色皿中部分液体袁 再
加入脱水液域至染色皿满为止曰

云援 在 40 益下脱水 3 h 以上袁 使乙醇慢慢蒸发袁
直至线虫完全处于丙三醇液中遥

Grisse 渊1969冤 提出用 4颐1固定液替换脱水液玉袁
可以减少乙醇对标本的影响遥 该固定剂 渊100 ml冤 配
方为院 40豫甲醛液 8 ml袁 丙三醇 2 ml袁 蒸馏水 90 ml遥
要获得高质量的线虫标本袁 脱水过程所有使用的

器皿尧 吸管及脱水液必须干净遥
2.1.4 丙三醇缓慢脱水法 不同研究者所用的丙三醇

缓慢脱水法略有不同遥 一般而言袁 从脱水开始至线虫
体内水份完全被纯丙三醇替代约需 4 周时间袁 如果
脱水过快会引起线虫虫体变形遥 从目前来看袁 要获得
好的线虫标本袁 主要依靠经验遥 值得注意的是由于该
方法耗时较长袁 因此一般在脱水液中加入 1滴饱和
CuSO4 液或溴百里酚液体或其他试剂袁 以免霉菌生
长遥 一些研究者在 30耀60 益的温箱内进行脱水袁 但
必须在盛有线虫的器皿上加盖袁 以免蒸发过快引起线
虫扭曲遥
2.1.5 Golden法 查阅文献袁 大多数线虫学家采用
Golden的方法遥 具体操作步骤如下院

粤. 用吸管将已固定的线虫移至一洁净的染色皿
内袁再在染色皿上加盖一空的染色皿渊以免蒸发过快冤曰

月. 将染色皿置于 40耀50 益的温箱内袁 保持数
分钟曰

悦. 在染色皿内加入已预热的 4颐1的 FG固定液袁
用量一般占染色皿体积的 2 辕 3曰

阅. 经 24 h后袁 滴加 圆滴饱和苦味酸 渊苦味酸的
作用是防止霉菌生长袁 避免口针褪色或变形冤曰

耘. 视蒸发情况袁 及时加入预热的 FG固定液遥 通
过不断的野蒸发鄄添加冶袁 线虫体内的水份逐渐为丙三
醇取代袁 以致获得完全脱水的线虫曰

云. 待线虫完全脱水后袁 加入数滴预热的纯甘
油液遥
上述 月耀云均在温箱内进行遥 操作过程中必须保

证所有器材及试剂干净遥 完成该脱水过程一般需 5耀
6 周遥 脱水后的线虫即可用于制作永久玻片标本或在
丙三醇液中长久保存遥
现在大量材料制片采用更简单的作法院 在贝氏小

皿中或小的玻璃器皿中放入 1.5%耀2.0% 的丙三醇袁
将已固定好的线虫标本转移入其中袁 然后将小皿放入
干燥器内袁 缓慢干燥袁 直至全部水分蒸发袁 线虫体内
被纯丙三醇浸透为止遥
2.2 永久玻片标本的制作程序 Hooper 渊1986袁
1987冤比较了保存于英国洛桑试验站各种来源的线虫

永久玻片标本袁 发现许多标本由于制作过程中选用不
适当的支撑物或封片不妥导致标本干瘪或压扁虫体遥
用蜡环支撑并仔细封片的永久玻片标本能保持很长时

间遥 Maesener等渊1963冤提出用蜡环不仅可以用作支撑
物袁 而且可部分地起到封片剂的作用遥
2.2.1 永久玻片标本的制作程序

粤. 将一干净的打孔器渊直径为 1.5 cm冤在酒精灯
火焰上加热袁 立即蘸取少量石蜡凡士林混合体 渊配方
见临时玻片标本制作部分冤袁 并在一洁净载玻片中央
轻按袁 待冷却后载玻片上即有一蜡环曰

月. 在蜡环内滴上一小滴纯丙三醇遥 注意袁 纯丙
三醇的用量宜少袁 以加上盖玻片后不致外溢为宜遥 操
作过程中应避免产生气泡遥 若用乳酚油脱水袁 可以用
乳酚油液作浮载剂曰

悦. 在体视显微镜下用挑针将已完全脱水的线虫移
至载玻片上纯丙三醇滴的中央袁 用针排匀线虫并将其
沉底遥

阅. 用挑针蘸 猿根与线虫粗细相似的玻璃纤维小
段袁 呈三角形排列在线虫的边缘曰

耘. 取一洁净的盖玻片袁 置于加热板渊65 益冤上数
分钟或在酒精灯小火焰上轻烤数秒后盖于纯丙三醇滴

上方袁 注意避免产生气泡及线虫的移动曰
云. 将此载玻片移至加热板加热 渊65耀70 益冤袁 随

着石蜡凡士林混合剂的熔化袁 用挑针或玻棒轻压盖玻
片使蜡环与盖玻片紧密接触曰

郧. 将载玻片移至实验台上冷却袁 再用封片剂封
片袁 封片剂分两次使用遥 当前一次封片剂封片完全干
燥后袁 再用封片剂加封一次遥 最后用体视显微镜检查
封固是否完善遥 注意院 适用于永久玻片标本的封片剂
为中性树胶尧 阿拉伯树胶及 Zut渊Glyceel冤等曰

匀. 待封片剂干燥后袁 贴上标签遥 标签内容要
规范遥

在线虫的永久玻片标本制作中袁 有时用薄的铝片
渊12耀13号袁 厚度为 0.3 mm冤代替载玻片袁 铝片大小为
渊80伊33冤 mm袁 中央有一直径为 22 mm的圆孔袁 两侧卷
边 3.5 mm遥 载玻片实际宽度为 26 mm遥 将渊25伊25冤 mm
的方形盖玻片插在铝片中央袁 上面加浮载剂和线虫袁
然后再加直径为 20 mm的圆形盖玻片袁 封固遥 盖玻片
两侧用前缘略呈倾斜的硬纸板压住袁 硬纸板则用铝片
两侧的卷边压紧遥 在硬纸板上贴上标签遥 铝片载玻片
的优点是可以从正反面观察线虫特征遥 玻片标本可以
叠在一起而不致磨损袁 跌落在地上也不会破碎咱2暂遥

3 植物线虫的染色

植物线虫的鉴定主要依靠线虫的形态特征袁 但由
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于线虫虫体透明袁 一些内部结构较难观察清楚袁 因此
常需要对线虫进行染色袁 增强反差袁 更好地区分线虫
的内部细微结构遥 如固定的线虫经过多色蓝染色后袁
线虫的肠呈绿色袁 生殖器官与卵原细胞或精原细胞呈
蓝紫色袁 细胞核为浅红色袁 染色体为蓝紫色袁 其他器
官如神经环尧 神经细胞等呈深蓝或深紫色袁 性器官及
阴门周围的特征也能清晰地显示遥 另外袁 染色对有些
工作是十分必需的袁 如观察植物体内的线虫袁 有时不
易看清楚袁 将植物组织与线虫染成不同的颜色袁 就很
容易区别遥 研究过程中应依据线虫的不同生存状态选
择不同的染色方法遥
线虫的死体染色多采用多色蓝尧 醋酸地衣红与丙

酸地衣红尧 甲苯胺蓝或尼罗蓝 月尧 氯化金渊AuCl3冤等
染色方法遥 线虫的活体染色通常采用硝酸银染色法
渊主要用于观察线虫的外周神经系统尧 下皮层组织及
表皮组织特征冤尧 苏木精地衣红染色等方法遥 植物组

织内线虫的染色袁 常用次氯酸钠鄄酸性品红染色法袁
或者乳酚油鄄棉蓝液或乳酚油鄄酸性品红染色袁 乙醇鄄酸
性品红染色法和弗来明染色法也比较常用遥 具体的染
色方法参见刘维志教授主编的 叶植物线虫研究技术曳
一书咱1暂遥
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