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亮斑扁角水虻卵携带细菌的分离鉴定

及其对成虫产卵行为影响
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摘要! !目的"分离鉴定对亮斑扁角水虻:12(1#+$ +))5"1&/产卵具有诱导作用卵携带细菌#探索提高

亮斑扁角水虻人工繁育过程中卵收集效率途径$ !方法"使用脑心浸出液肉汤&I[\'培养基对亮

斑扁角水虻卵携带细菌分离纯培养%以灭菌 I[\液体培养基为对照#使用筛选到的单菌株摇瓶发

酵液对亮斑扁角水虻成虫进行产卵诱导试验$ !结果"筛选纯培养到 */ 株细菌#编号分别为

EE@bB*# EE@bB(# EE@bB.# EE@bB/# EE@bB,# EE@bB+# EE@bB4# EE@bB:# EE@bB*)@#

EE@bB*)I# EE@bB**# EE@bB*(# E@bB*.# EE@bB*L 和EE@bB*/$ 经发酵液产卵诱导试验#发现

有 / 株能显著提高亮斑扁角水虻成虫产卵量的菌株#分别为 EE@bB.# EE@bB,# EE@bB+# EE@bB

*)@和 EE@bB*)I$ 经菌落培养特征(菌体形态比较(*,O $F?@序列测定和发育树比对分析鉴定

这 / 株细菌分别为)特基拉芽孢杆菌>$"+))5/#1L5+)1&/+/(粘质沙雷氏菌 ,122$#+$ ($2"1/"1&/(粪肠球菌

%&#12'"'""5/@$1"$)+/(短杆菌属>21B+8$"#12+5(WGR和甲基营养芽孢杆菌 >$"+))5/(1#.0)'#2'-.+"5/$ 其

中#EE@bB+ 粪肠球菌 %7@$1"$)+/发酵液诱导的亮斑扁角水虻成虫产卵量最高#是对照组的 +RL))

倍%其次为EEb@B*)I甲基营养芽孢杆菌 >7(1#.0)'#2'-.+"5/#诱导的产卵量是对照组的 ,R/.* 倍%

再次是EEb@B, 粘质沙雷氏菌 ,7($2"1/"1&/(EE@bB*)@短杆菌 >21B+8$"#12+5(WGR和 EEb@B. 特基

拉芽孢杆菌>7#1L5+)1&/+/#诱导的产卵量分别是是对照组的 /R*))# LR*4+ 和 (R,., 倍$ !结论"亮斑

扁角水虻卵携带细菌能显著影响繁殖期成虫产卵量#为建立稳定水虻人工养殖体系提供理论依据$
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#$1XYW1_>7(1#.0)'#2'-.+"5/"EEb@B*)I#! ,7($2"1/"1&/"EEb@B,#! >21B+8$"#12+5(WGR"EE@bB

*)@# &H0 >7#1L5+)1&/+/"EEb@B.# a"$",R/.*B! /R*))B! LR*4+B&H0 (R,.,B_1<0 &WY2MY &WXY&X1_XY"

81HX$1<M$1%G! $"WG"8X2="<'R&D1H8<%W21H' AY"$"W%<XW2H028&X"XY&XXY""MMB&WW182&X"0 _%H8X21H&<#&8X"$2&

1_:7+))5"1&/&__"8XXY"_"8%H02X'1_:7+))5"1&/&0%<XWRAY2WWX%0'a2<<G$1=20"&XY"1$"X28&<#&W2W_1$

"WX&#<2WY2HMXY"WX&#<"_""02HMW'WX"U1_:7+))5"1&/R

9). :#,(-$ :12(1#+$ +))5"1&/% #&8X"$2&% _"$U"HX&X21H #$1XY% 1=2G1W2X21H% *,O $F?@

TT亮斑扁角水虻 :12(1#+$ +))5"1&/是一种大型双

翅目水虻科扁角水虻属昆虫!起源于南美洲热带草

原!呈世界性分布!是重要的环保资源昆虫"杨森!

()*)#( 所产虫卵初期呈淡黄色!后期逐渐加深!

.)i条件下孵化需 .R/ 0 "OY"GG&$0 1#$)R! ())(#!

在我国海南地区全年都可生长发育与繁殖!孵化周

期在 ( p, 0"李志刚等! ()**#( 孵化后幼虫以猪

粪)牛粪)鸡粪)餐厨垃圾等有机固体废弃物为食!生

长 *L 0 左右可进入蛹期 "F28<&$1&H0 J&%_U&H!

()):% 平磊! ()*)% 李武等! ()*L#( 亮斑扁角水虻

成虫只采食少量清水!繁殖力强!但寿命较短!一般

不会滋扰人类生活( 幼虫具有较高营养价值!含有

丰富脂肪和蛋白质!是一种比较理想的替代性动物

蛋白饲料来源之一"D%<<"$"1#$)R! ()*,#(

亮斑扁角水虻规模化人工繁育一直是研究热

点!但普遍存在交配率低!产卵不稳定!虫卵收集效

率低等问题"A1U#"$<2H &H0 OY"GG&$0! ())*% 靳任任

和刘杰! ()*,#( 成虫产卵地点或基质种类的选择

是影响卵产量和收集效率的重要因素( 成虫产卵行

为属于昆虫寄主选择行为!对于完全变态发育昆虫

来说!成虫只有正确选择适合的产卵地点或基质!幼

虫才能正常生长发育传代( 双翅目食腐性昆虫如蝇

类和亮斑扁角水虻等!产卵一般具有聚集特点!产卵

地点或基质的选择行为主要由其嗅觉或味觉决定(

目前研究较多的是对成虫产卵具有正趋向性影响化

学信号物质!即引诱剂"&XX$&8X&HX#!这些引诱剂既可

以来源于产卵基质)寄主本身或幼虫等!也可以来源

于成虫自身所产的新鲜卵块( 比如!大头金蝇

?.20/'(0$ (1*$"1-.$)$更趋向于在含有鱼粉的基质

上产卵!而家蝇 G5/"$ <'(1/#+"$ 更趋向于以麸皮为

主的基质上产卵!大头金蝇雌性成虫还更喜欢将卵

产在含有同类新鲜卵块的基质上"王争艳和莫建

初! ()*)% N2U&&H0 Z%#"H! ()*,#%从家蝇卵分离的

产酸克雷伯菌 S)18/+1))$ ';0#'"$ 能产生二硫化物来

调节家蝇产卵行为"N&U1#$)R! ())+#%从亮斑扁角

水虻虫卵携带的细菌中筛选到了一个由 L 种菌"戈

登氏菌属 ='2<'&+$ WGR! 纤维单胞菌属 ?1))5)'('&$/

WGR! 微杆菌属 G+"2'8$"#12+5( WGR和微球菌 属

G+"2'"'""T/WGR#组成的复合体!对成虫产卵有明显的

诱导作用"ZY"HM1#$)R! ()*.#( 进一步研究发现!低

浓度 )R*P的乳酸对亮斑扁角水虻有显著的引诱作

用!浓度升高则引诱效果明显下降!但无显著差异!不

同浓度的碳酸氢铵虽然对成虫具有明显引诱作用!但

所产虫卵孵化率显著下降"徐柳等! ()*/#(

本研究通过对亮斑扁角水虻卵携带微生物进行

筛选分离)纯培养!选出对亮斑扁角水虻成虫产卵可

能有诱导作用的微生物菌株!通过对有诱导作用的

微生物进行鉴定!确定有诱导效果微生物的种类和

培养特征( 期待筛选出既对亮斑扁角水虻幼虫生长

具有促进作用!又可以作为成虫产卵引诱剂的生产

原材料!为下一步亮斑扁角水虻专用的幼虫微生态

制剂和成虫产卵生物引诱剂的规模化生产提供原始

菌种!更为进一步实现亮斑扁角水虻成虫的集中定

向产卵!减轻人力与物力的负担!提高收集效率和种

虫繁育质量!有助于亮斑扁角水虻的大范围推广

应用(

;<材料与方法

;=;<亮斑扁角水虻饲养

亮斑扁角水虻种虫卵购自广州无两生物科技有

限公司!(+i条件下孵化 . 0!使用含水量为 +/P的



( 期 杨T森等$ 亮斑扁角水虻卵携带细菌的分离鉴定及其对成虫产卵行为影响 *,/TT

人工饲料"麸皮 +)P!鱼粉 .)P#在塑料周转箱内

饲养幼虫( 幼虫变黑进入前蛹期后!用 ( UUm(

UU的钢网筛筛掉虫粪!.)i条件下自然化蛹%进而

将 * 万头蛹放入 * Um* Um/ U的蚊帐中羽化产

卵!蚊帐放在 4 Um*/ Um(R/ U的河南农业大学试

验田温室大棚中!温度控制在 .) h.i!空气相对湿

度 +/P h*)P!自然光照( 使用 . 层 / 8Um4 8U的

包装箱瓦楞纸制作收卵板!瓦楞纸上提供产卵的每

孔大小为 ( UUm( UUm. UU!进行人工饲养传代(

具体方法参考文献 OY"GG&$0等"())(#(

;=><主要设备和培养基

仪器$恒温培养箱)电热鼓风干燥箱)恒温摇床)

天平)离心机和CD>仪等(

试剂$脑心浸出液肉汤"I[\!青岛海博生物#配

方"M5N#$蛋白胨 *)!脱水小牛脑浸粉 *(R/!脱水牛

心浸粉 /!氯化钠 /!葡萄糖 (!磷酸氢二钠 (R/!G[

值调节为 +RL h)R(( 溶菌酶"@U$"W81!美国#)蛋白

酶 J"b"$7!美国#)无水乙醇"国药!分析纯#)A&c

F?@聚合酶和 0?ACW"上海金穗生物#等(

;=?<亮斑扁角水虻卵携带微生物分离纯培养

将收集到的约 )R/ M新鲜虫卵"生产时间 Q4

Y#置于无菌研钵中!加入 ( UN无菌水!研磨均匀(

取 / 支无菌试管"*4 UUm*4) UU#!分别加入 : UN

无菌水!用移液枪取研磨液 * UN!进行 *)! *)

(

!

*)

.

! *)

L 和 *)

/ 倍梯度稀释!分别用 ())

"

N移液枪

取不同浓度梯度菌液 *))

"

N!均匀涂布在I[\固体

培养基平板上!每个梯度 . 个重复!同时涂布 *))

"

N无菌水作为空白对照( 使用封口膜封好!放置于

(4i恒温培养箱中倒置培养 L4 Y( 在无菌条件下!

挑选培养基上具有代表性的单一菌落!用平板画线

法在I[\固体培养基上反复划线!倒置放入 (4i恒

温培养箱中培养!每天查看菌落生长情况!观察记录

菌落特征( 挑选单菌落!进行革兰氏染色并记录结

果( 将得到的每一种单一菌株分别进行斜面保藏和

甘油管冷藏!标明编号(

;=H<亮斑扁角水虻卵携带细菌发酵液对亮斑扁角

水虻产卵诱导效果测定和分析

将 4)) UN的I[\液体培养基分装在 *, 个 *))

UN的三角瓶中!*(*i灭菌 () U2H 备用( 分别将

*3. 节中筛选到的 */ 株细菌接种到三角瓶液体I[\

培养基中!留一瓶培养基不接任何微生物作为对照

组!标记好后放入恒温摇床培养箱 (4i */) $5U2H!

培养 +( Y后 Li冷藏备用( 选取洁净的瓦楞纸包装

箱板!剪成整齐的 / 8Um4 8U的 . 块纸板!并使用

透明胶带粘在一起!中间位置挖空 ( UUm(L UU!

并用填充相应大小!之前清洗干净)烘干的海绵块制

作成收卵纸盒( 同样的收卵纸盒制作 *,* 个!使用

一周( 为提高试验准确性!试验分 4 组进行!分别设

置 4 个虫笼"* Um* Um/ U#!每个笼子中约有 *

万头成虫"雌雄比约为 /,jLL#!每个笼子中各放置

一个收卵盆"L) 8Um*/ 8Um*) 8U#( 使用含水量

为 +/P的人工饲料"麸皮 +)P!鱼粉 .)P#自然发

酵 * 0制成收卵料!在收卵盆中平铺约 . 8U( 收卵

盆上方覆盖一层纱网( 其中 + 个笼子中!每个收卵

盆纱网上等距离放置 . 个收卵纸盒!收卵纸盒中分

别加入两株细菌发酵液和空白对照!剩余 * 个笼子!

收卵盆纱网上放置 ( 个收卵纸盒!分别加入一株细

菌发酵液和空白对照( 将 */ 株细菌发酵液分为 4

组!两两为一组!最后剩余一株细菌单独为一组!分

别加入对应的 4 个笼子中收卵盆上的收卵纸盒里(

每天 4$)) 时使用移液器和无菌枪头分别将 */ 株菌

发酵液和对照的I[\液体培养基各取 )R/ UN!加入

收卵纸盒上海绵内!*+$)) 时收集称重虫卵量( 试

验具体设置如下$* 号虫笼!I[\培养基!EE@bB* 和

EE@bB( 发酵液%( 号虫笼!I[\培养基!EE@bB. 和

EE@bB/ 发酵液%. 号虫笼!I[\培养基!EE@bB, 和

EE@bB+ 发酵液%L 号虫笼!I[\培养基!EE@bB4 和

EE@bB: 发酵液%/ 号虫笼!I[\培养基!EE@bB*)@

和 EE@bB*)I发酵液%, 号虫笼!I[\培养基!EE@bB

** 和 EE@bB*( 发酵液% + 号虫笼!I[\培养基!

EE@bB*.和 EE@bB*L 发酵液%4 号虫笼!I[\培养

基!EE@bB*/发酵液(

放置时间为成虫羽化后的第 . 天!收卵时间持

续 * 周!期间对照组和试验组每天各换一次收卵纸

盒!将换下的收卵纸盒中得到的新虫卵解剖出来!在

电子天平上称重( 记录各个笼子对照组和试验组每

天的卵重!最后计算收卵期间平均每天的卵重!采用

方差分析"@?dg@#和独立样本 #检验分析!所有数

据分析和作图使用;$&GYC&0 C$W2U软件完成(

;=B<;IK,@A7基因扩增与细菌系统发育分析

根据 *RL 节中收卵数据分析结果!选择出对亮

斑扁角水虻成虫产卵具有明显促进作用的 / 株细菌

EE@bB.!EE@bB,!EE@bB+!EE@bB*)@和 EE@bB

*)I!进行基因组 F?@提取和 *,O $F?@扩增( 将

上述各菌株!在 (4i */) $5U2H 条件下培养 . 0!分

别取 * UN于 *R/ UN离心管中!室温 / ))) mM条件

下离心 *) U2H!弃上清液!加入 *()

"

N*R(/ m溶菌

酶I%__"$和 .)

"

N溶菌酶"*/) UM5UN#!充分悬浮
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沉淀后!.+i水浴 .) U2H( 加入 /

"

N蛋白酶 J和

.))

"

N缓冲液剧烈震荡!+)i水浴 *) U2H!*( ))) m

M离心 ( U2H!转移上清液!加入 (.)

"

N无水乙醇!

进而转移至F?@吸附柱中!*( ))) mM离心 * U2H!

加入 /))

"

N洗涤I%__"$!*( ))) mM离心 * U2H!重复

洗涤 . 次!最后向硅胶膜中央加 /)

"

N的去离子水

"G[

$

+R)#!室温静置 ( U2H!*( ))) mM离心 * U2H!

获得基因组总F?@(

以提取总 F?@为模板!*,O $F?@通用引物

(+!"/lB@;@;AAA;@ADDA;;DAD@;B.l# 和 *L:(>

" /lB;;AA@DDAA;AA@D;@DAAB.l# " 夏 晓 峰 等!

()*.#!扩增 EE@bB.! EE@bB,! EE@bB+! EE@bB

*)@和 EE@bB*)I/ 株细菌的 *,O $F?@( CD>反

应体系 */

"

N$去离子水 *)R./

"

N!*) m缓冲液 *R/

"

N!F?@模板"/) HM5

"

N# *R)

"

N!引物"*) UU1<5

N#各 )R/

"

N!0?ACW*R)

"

N!A&c 酶"/ ]5

"

N#)R*/

"

N( 扩增条件$:/i / U2H% :Li.) W! /,i.) W!

+(i * U2H! .) 个循环%+(i延伸 *) U2H! *R)P 琼

脂糖凝胶电泳检测扩增产物!将CD>扩增产物委托

上海生工测序公司进行测序(

将测序得到的 *,O $F?@序列与?DI\;"HI&H7

数据库进行IN@OA序列比对!选取每个菌株近亲序

列( 使用D<%WX&<k进行序列比对!利用bE;@/R)/

软件 "A&U%$&&H0 ?"2! *::. #!采用最大似然法

"U&92U%U <27"<2Y110!bN# 算法构建系统发育树

"A&U%$&1#$)R! ()**#(

><结果

>=;<亮斑扁角水虻卵携带微生物的分离培养

通过亮斑扁角水虻卵携带微生物的分离纯化试

验!一共分离出了 */ 株微生物!分别编号为 EE@bB

*! EE@bB(! EE@bB.! EE@bB/! EE@bB,! EE@bB

+! EE@bB4! EE@bB:! EE@bB*)@! EE@bB*)I!

EE@bB**! EE@bB*(! EE@bB*.! EE@bB*L 和

EE@bB*/( 这 */ 种菌的发酵液对亮斑扁角水虻的

产卵诱导试验结果如表 * 所示(

由表 * 可知!一共有 / 株细菌对亮斑扁角水虻

虫卵的收集效率有明显的提高!从高到低分别是

EE@bB+! EE@bB*)I! EE@bB,! EE@bB*)@ 和

EE@bB. 发酵液( 其中!EE@bB+ 在相同条件下平均

每天收卵量是对照组无菌 I[\培养基的 +RL)) 倍!

增加量十分明显( 诱导效果如图 * 所示!说明本试

验方法是行之有效的(

图 *T亮斑扁角水虻卵携带细菌对亮斑扁角水虻成虫产卵行为影响

!2MR*TE__"8XW1_#&8X"$2&<WX$&2HW2W1<&X"0 _$1U:12(1#+$ +))5"1&/"MMW1H 1=2G1W2X21H #"Y&=21$1_&0%<XW

>=><亮斑扁角水虻卵分离细菌对成虫产卵的诱导

效果

为进一步比较 EE@bB+!EE@bB*)I!EE@bB,!

EE@bB*)@和EE@bB. 这 / 种菌株发酵液对亮斑扁

角水虻产卵诱导的效率差异!我们对亮斑扁角水虻

产卵高峰期平均每天的产卵量"成虫羽化后的第 .

天开始以后的 . 0时间#进行了方差分析"@?dg@#

和独立样本 #检验分析"图 (#!在亮斑扁角水虻产

卵高峰期!这 / 株细菌发酵液处理组与对照组相比

差异显著( 其中!EE@bB. 菌株 "6o)R)*.( #)

EE@bB, 菌株"6o)R)(44#和EE@bB*)@菌株"6o

)R)L*L#发酵液处理组与对照组相比!差异显著%而

EE@bB*)I菌株"6o)R))L.#和 EE@bB+ 菌株"6o

)R)):.#发酵液处理组与对照组相比!差异极显著!
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表 ;<亮斑扁角水虻卵分离细菌对成虫产卵的诱导效果

D'8");<R$(G4%$& )//)42-#/23)8'42),%'"-2,'%$-%-#"'2)(/,#1=-41-9(0 (..56-,))&&-#$%2-'(G"2#O%+#-%2%#$

虫笼编号

D&M"H1R

菌株编号

OX$&2H H1R

平均每天卵收集量"M#

F&2<'"MM81<<"8X21H U&WW

与对照组差异"M#

F2__"$"H8"#"Xa""H XY"81HX$1<

M$1%G &H0 XY"X$"&XU"HXM$1%G

与对照组差异"倍数#

F2__"$"H8"#"Xa""H XY"81HX$1<

M$1%G &H0 XY"X$"&XU"HXM$1%G

"_1<0#

*

I[\培养基I[\U"02%U )R+()

EE@bB* 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB*

)R:*/ )R*:/ *R(+*

EE@bB( 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB(

*R.(/ )R,)/ *R4L)

(

I[\培养基I[\U"02%U )R.4/

EE@bB. 发酵液!

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB.

*R)*/ )R,.) (R,.,

EE@bB/ 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB/

)R,4) )R(:/ *R+,,

.

I[\培养基I[\U"02%U )R*))

EE@bB, 发酵液!

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB,

)R/*) )RL*) /R*))

EE@bB+ 发酵液!

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB+

)R+L) )R,L) +RL))

L

I[\培养基I[\U"02%U )R.4)

EE@bB4 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB4

)R44) )R/)) (R.*,

EE@bB: 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB:

)R/+) )R*:) *R/))

/

I[\培养基I[\U"02%U )R*,)

EE@bB*)@发酵液!

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB*)@

)R,+) )R/*) LR*4+

EE@bB*)I发酵液!

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB*)I

*R)L/ )R44/ ,R/.*

,

I[\培养基I[\U"02%U *R)()

EE@bB** 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB**

)R/:) B)RL.) -)R/+4

EE@bB*( 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB*(

)RL+) -)R//) -)RL,*

+

I[\培养基I[\U"02%U )R/()

EE@bB*. 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB*.

)R(:) -)R(.) -)R//4

EE@bB*L 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB*L

)R(,) -)R(,) -)R/))

4

I[\培养基I[\U"02%U )R.4/

EE@bB*/ 发酵液

!"$U"HX&X21H #$1XY 1_EE@bB*/

)R+/) )R.,/ *R:L)

!经 *,O $F?@测序鉴定的菌株I&8X"$2&<WX$&2HW20"HX2_2"0 #'*,O $F?@R

具有潜在应用价值!值得进一步深入研究!这一结果

也与表 ( 的收卵趋势相符合(

值得注意的是!还有一部分卵携带微生物菌株

对收卵效率具有负面的效应!比如$ EE@bB**!

EE@bB*(! EE@bB*. 和 EE@bB*L 这 L 株细菌发酵

液处理组与对照组相比明显降低!特别是 EE@bB*(

菌株发酵液!收卵量只有对照组的 )RL,* 倍(

>=?<具有诱导作用的卵携带菌株的形态观察

将筛选到的 /种菌株在I[\平板上进行培养和革

兰氏染色!菌落特征和革兰氏染色结果如图 .所示!除

EE@bB,革兰氏染色呈阴性外!EE@bB+! EE@bB*)I!

EE@bB*)@和 EE@bB. 均为阳性%从形态上看!只有

EE@bB+为球状!其余均为杆状( 结合表 (进一步比较

表明!菌株EE@bB*)I菌落较大!挑起时有发粘现象!

并且在I[\固体培养基培养 ( 0 后能够产生淡黄色

色素!而其余菌株基本不产生色素%菌株 EE@bB+ 菌

落最小!且边缘整齐!表面光滑%其余 . 株细菌菌落基

本呈白色( 菌落培养特征比较典型!易于辨别(
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图 (T卵携带细菌I[\发酵液对亮斑扁角水虻成虫产卵高峰期产卵量影响

!2MR(TE__"8XW1_I[\_"$U"HX&X21H #$1XY 1_#&8X"$2&<WX$&2HW2W1<&X"0 _$1U

:12(1#+$ +))5"1&/"MMW1H 1=2G1W2X21H 1_&0%<XW0%$2HM1=2G1W2X21H G"&7

!处理组与对照组差异显著"6Q)R)/! CB检验#O2MH2_28&HX02__"$"H8"#"Xa""H &X$"&XU"HX&H0 XY"81HX$1<&XXY")R)/ <"="<"CBX"WX#%

!!处理组与对

照组差异极显著"6Q)R)*! CB检验#E9X$"U"<'W2MH2_28&HX02__"$"H8"#"Xa""H &X$"&XU"HX&H0 XY"81HX$1<&XXY")R)* <"="<"CBX"WX#R

图 .T从亮斑扁角水虻成虫卵分离的对其成虫产卵行为有诱导作用的菌株菌落形态和革兰氏染色结果

!2MR.TD1<1H2&<U1$GY1<1M'1_#&8X"$2&<WX$&2HW2W1<&X"0 _$1U:12(1#+$ +))5"1&/"MMWa2XY

2H0%82HM"__"8XW1H 2XW&0%<X1=2G1W2X21H #"Y&=21$&H0 XY"2$;$&U,W0'"2HM$"W%<XW

@-E$ 革兰氏染色结果;$&U,W0'"2HM$"W%<XW% !-e$ 菌落形态D1<1H2&<U1$GY1<1M'R
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表 ><亮斑扁角水虻卵分离细菌的菌落形态及培养形状

D'8")><!#"#$%'"1#,+3#"#&. '$(4G"2G,'"43','42),%-2%4-#/8'42),%' %-#"'2)(/,#1=-41-9(0 (..56-,))&&-

菌株编号

OX$&2H H1R

革兰氏染色

;$&U,W0'"2HM

菌体形状

I&8X"$2&<WY&G"

培养性状

D%<X%$&<8Y&$&8X"$2WX28W

EE@bB. ;n 短杆状>Y&#02X2_1$U

菌落呈乳白色!边缘不整齐锯齿状!表面湿润光滑

b2<72H"WW2H 81<1$! $&MM"0 "0M"&H0 W"$$&X"0! Y%U20 &H0 WU11XY W%$_&8"

EE@bB, ;- 短杆状>Y&#02X2_1$U

菌落呈米白色!圆形!边缘整齐!低凸!湿润光滑

>28"aY2X"2H 81<1$! $1%H0! $"M%<&$"0M"! <1a81H="9! Y%U20 &H0 WU11XY

EE@bB+ ;n 球状 OGY"$"WY&G"0

菌落呈圆形!奶白色!不透明!表面光滑!边缘整齐

>1%H0 81<1H'! U2<72H"WW2H 81<1$! 1G&c%"! WU11XY W%$_&8"! $"M%<&$"0M"

EE@bB*)@ ;n 短杆状>Y&#02X2_1$U

菌落较小!黄色!圆形!边缘整齐!表面光滑

OU&<<81<1H'! '"<<1a2H 81<1$! $1%H0! $"M%<&$"0M"! WU11XY W%$_&8"

EE@bB*)I ;n 短杆状>Y&#02X2_1$U

菌落呈米白色!圆形!凸起!表面蜡质光滑!边缘整齐

>28"aY2X"2H 81<1$! $1%H0! 81H="9! a&9'&H0 WU11XY W%$_&8"! $"M%<&$"0M"

;n$ 革兰氏染色阳性;$&UBG1W2X2="% ;-$ 革兰氏染色阴性;$&UBH"M&X2="R

>=H<细菌系统发育分析

根据 *,O $F?@测序结果并在 ?DI\网站进行

IN@OA比对"表 .#!分析对成虫产卵具有明显诱导

效果的 EE@bB+! EE@bB*)I! EE@bB,! EE@bB*)@

和EE@bB. 这 / 株菌!EE@bB. 的 *,O $F?@序列与

;"HI&H7中特基拉芽孢杆菌 >$"+))5/#1L5+)1&/+/参考

序列 Ĵ ,+.,., 具有很高的一致性%EE@bB, 与

;"HI&H7中粘质沙雷氏菌 ,122$#+$ ($2"1/"1&/的参考

序列;]*(LL:4R* 和 ;]4(,*/+R* 具有 ::P序列一

致性%而 EE@bB+ 属粪肠球菌 %&#12'"'""5/@$1"$)+/%

EE@bB*)@ 和 EE@bB*)I 分 别 与 短 杆 菌 属

>21B+8$"#12+5(WG7序列 J]((*),/ 和甲基营养型芽

孢杆菌 >$"+))5/(1#.0)'#2'-.+"5/序列 Jb,/:((+ 具

有 ::P和 *))P的序列一致性(

表 ?<亮斑扁角水虻卵中筛选到的菌株 ;IK,@A7鉴定结果

D'8")?<R()$2%/%4'2%#$#/23)8'42),%' /,#1=-41-9(0 (..56-,))&&-8. ;IK,@A7'$'".-%-

菌株编号

OX$&2H H1R

I<&WX结果中一致性最高序列来源菌株

d$2M2H WX$&2H 1_#<&WX"0 W"c%"H8"Wa2XY XY"Y2MY"WX20"HX2X'

一致性"P#

\0"HX2X'

S%"$'81="$

"P#

E值

EB=&<%"

;"HI&H7登录号

;"HI&H7 &88"WW21H H1R

EE@bB.

特基拉芽孢杆菌

>$"+))5/#1L5+)1&/+/

*)) *)) )R) Ĵ ,+.,.,

EE@bB,

粘质沙雷氏菌

,122$#+$ ($2"1/"1&/

:: :: )R) ;]4(,*/+R*

EE@bB+

粪肠球菌

%&#12'"'""5/@$1"$)+/

*)) *)) )R) ?>q**/+,/

EE@bB*)@

短杆菌属

>21B+8$"#12+5(WGR

:: *)) )R) J]((*),/

EE@bB*)I

甲基营养型芽孢杆菌

>$"+))5/(1#.0)'#2'-.+"5/

*)) *)) )R) Jb,/:((+

TT为进一步确认菌株的亲缘关系!我们从 ?DI\

数据库中选取了 *. 条现有菌株的 *,O $F?@参考序

列!与 / 株菌 "EE@bB.!EE@bB,!EE@bB+!EE@bB

*)@和EE@bB*)I#一起构建系统发育树!结果如图

L 所示( 与EE@bB*)I亲缘关系最近的是甲基营养

型芽孢杆菌 >7(1#.0)'#2'-.+"5/!其次为枯草芽孢杆

菌 >$"+))5//58#+)+/";"HI&H7 登录号$ eS/+:,()#和

解淀粉芽孢杆菌 >$"+))5/$(0)')+L51@$"+1&/";"HI&H7

登录号$ Je)):L./#!与EE@bB*)I亲缘关系较近的

是EE@bB.!但这两株菌并不属于同一进化分支!

EE@bB. 与特基拉芽孢杆菌 >7#1L5+)1&/+/";"HI&H7

登录号$ Ĵ ,+.,.,#具有更近的亲缘关系%EE@bB+

明显与粪肠球菌 %7@$1"$)+/";"HI&H7 登录号$ ?>q

**/+,/#共同属于一个进化分支%EE@bB*)@与序列

短杆菌属 >21B+8$"#12+5( WGR" ;"HI&H7 登录号$

J]((*),/# 具有很近亲缘关系!然而与同属的

>$"+))5//1&1*$)1&/1";"HI&H7 登录号$ ?>q**4((*#

和 >$"+))5/0'('*+<1&/1";"HI&H7 登录号$ ?>q

**..*)#亲缘关系相对较远%EE@bB, 明显和粘质沙

雷氏菌 ,7($2"1/"1&/";"HI&H7 登录号$ J>*..(4*3*#

具有较近亲缘关系!综合图 . 的革兰氏染色结果和

菌落培养特征的结果!基本可以支持 EE@bB, 属于

粘质沙雷氏菌的这一结果!但具体还有待于进一步

细菌生理生化实验分析(
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图 LT最大似然法分析菌株 *,O $F?@系统发育树

!2MRLTCY'<1M"H"X28X$""1_WX$&2HW#&W"0 1H *,O $F?@81HWX$%8X"0 #'U&92U%U<27"<2Y110 U"XY10

标尺表示遗传距离( O8&<"#&$2H028&X"WXY"M"H"X2802WX&H8"R

?<讨论

对于双翅目中很多种昆虫!蚊)家蝇)大头金蝇

或亮斑扁角水虻!卵携带或共生微生物对于抵抗外

界致病性真菌感染)促进幼虫肠道微生物区系形成)

成虫产卵行为和幼虫生长发育周期等都具有重要影

响"N&U1#$)R! ())+! ()):% 郑龙玉! ()*(% @$#&1%2

&H0 DY%&! ()*L#( 郑龙玉"()*(#在早期研究中指

出!亮斑扁角水虻卵携带微生物不仅对其成虫产卵

具有定点诱导作用!也有一部分微生物对其幼虫的

发育具有重要作用( 所以!亮斑扁角水虻卵携带微

生物的深入研究不仅有助于研究成虫产卵地点选择

行为!也有助于维持人工种群稳定!提高亮斑扁角水

虻饲料利用率等重要的应用价值(

然而!到底是哪种细菌!或者是哪几种细菌的协

同作用在亮斑扁角水虻的产卵地点选择行为和幼虫

生长发育中其主要作用/ 这些微生物种类和数量是

否稳定/ 在本研究中所筛选出的亮斑扁角水虻卵携

带细菌对成虫产卵既有明显的诱导作用!又有一部

分菌株"表 (#!如 EE@bB** 和 EE@bB*( 发酵液对

亮斑扁角水虻水虻的产卵具有明显的排斥作用!这

与郑龙玉"()*(#报道的结果相一致( 但是!本研究

所筛选得到的具有促进亮斑扁角水虻成虫产卵菌株

的种类和数量与先前研究也有一定差别( 比如!从

本实验得到数据上看!EE@bB+ 甲基营养型芽孢杆

菌>7(1#.0)'#2'-.+"5/对成虫产卵具有一定的诱导效

果!而之前文献中所报道的戈登氏菌属='2<'&+$ WGR!

纤 维 单 胞 菌 属 ?1))5)'('&$/WGR! 微 杆 菌 属

G+"2'8$"#12+5(WGR和微球菌属 G+"2'"'""T/WGR这 L

种菌株所组成的复合体在本实验中并未筛选到( 而

之前也没有报道类似菌株对亮斑扁角水虻具有诱导

效果( 已有研究表明!水虻第一代卵和次代卵携带

的细菌类群会有 */P的相同!说明卵携带近 4/P的

微生物种类和数量有可能受到饲养环境)饲料配方

等条件改变而改变"郑龙玉! ()*(#!本实验发现也

是对上述研究重要补充(

甲基营养型芽孢杆菌>7(1#.0)'#2'-.+"5/在自然

环境中广泛存在!从软体动物)灵长类动物和鱼类的

肠道中都有分离鉴定的报道"郝乐等! ()*.% 田良

和陈政强! ()*L% 李莲等! ()*,#( 它又称为甲基利

用菌!是一类能够利用非 DBD键低碳化合物"如甲

烷)甲醇)甲醛)甲酸)甲基胺类等#的微生物!具有

一些特殊的代谢途径!在发酵工业具有重要的商业

用途!可以进行单细胞蛋白)氨基酸)胞外多糖等产

品的发酵研究!具有比较成熟的发酵工艺!具备规模

化生产的潜力"向军等! ()*(#!部分甲基营养型芽

孢杆菌据报道还有拮抗真菌的能力 "刘利强等!

()*L#!这与亮斑扁角水虻虫卵孵化期内抗真菌能

力是否有关值得进一步深入验证( 另一株具有明显

诱导效果的菌株 EE@bB+ 粪肠球菌 %7@$1"$)+/!与之

前所报道"郑龙玉! ()*(#分离的卵表面分离微生物

的一种 !E). 菌株相同!但之前的研究并没有明确

指出这一株细菌对亮斑扁角水虻产卵地点选择行为



( 期 杨T森等$ 亮斑扁角水虻卵携带细菌的分离鉴定及其对成虫产卵行为影响 *+*TT

的具体影响(

粪肠球菌%7@$1"$)+/是肠球菌属代表种( 它分

布广泛!常在人类和其他动物的肠道内存在!在人体

粪便中的数量仅次于大肠菌群( 由于该菌鲁棒性优

良!对外界环境抵抗力强!生长营养要求低!而且能

够耐受多种抗生素!因此在自然界中存活较为持久(

部分粪肠球菌可以产乳酸!并作为动物饲料添加剂

使用"吴艳艳等! ()*)% 龚阿琼等! ()*(#( 很多昆

虫卵携带微生物经证实可以分解所处环境的底物从

而产生多样的挥发性化合物!来充当化学信息素调

控分子"J&21#$)R! ()):#( 人们还对乳酸)碳酸氢

铵)顺B:B二十三碳烯 . 种化学物质影响亮斑扁角水

虻产卵行为进行了研究!结果表明!乳酸和碳酸氢铵

对亮斑扁角水虻产卵地点的选择具有显著的引诱作

用"徐柳等! ()*/#( 是否是由甲基营养型芽孢杆菌

或粪肠球菌在培养基中产生了类似于碳酸氢铵或乳

酸具有诱导效果的物质还有待于更多的实验去验

证( 但是!值得注意的是!无论是甲基营养型芽孢杆

菌或粪肠球菌都具有鲁棒性强)易于规模化发酵的

特点!这对于开发生产出具有促进收卵效率的亮斑

扁角水虻微生态制剂具有十分重要的意义!在后续

的研究中!更应该验证上述细菌对亮斑扁角水虻幼

虫发育历期的影响!有助于亮斑扁角水虻人工繁育

技术关键性问题的解决(
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