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安安宁思茅松毛虫 6 龄幼虫肠道
可培养细菌的多样性研究

*
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摘要: 为给思茅松毛虫的综合防治提供参考措施, 以安宁地区思茅松毛虫 (Dendrolimu kikuchii) 6 龄幼虫为对

象, 采用纯培养法对其肠道细菌进行分离纯化, 并进行形态特征观察及生理生化指标测定, 对菌株进行初步鉴

定, 再结合 16S rDNA 分子鉴定技术进行分析, 初步判定细菌的分类学地位, 研究其肠道细菌的多样性。 结果显

示: 从 6 龄思茅松毛虫幼虫肠道中共分离到 104 株细菌, 初步鉴定隶属于 10 个属 14 个类群, 分别为 55 株芽孢

杆菌属 (5 个类群)、 9 株类芽孢杆菌属 (1 个类群)、 2 株苍白杆菌属 (1 个类群)、 5 株短芽孢杆菌属 (1 个类

群)、 4 株微球菌属 (1 个类群)、 6 株莫拉菌属 (1 个类群)、 8 株栖水菌属 (1 个类群)、 2 株土壤芽孢杆菌属

(1 个类群)、 7 株葡萄球菌属 (1 个类群)、 6 株普罗威登斯菌属 (1 个类群)。 其中芽孢杆菌属具有最高的相对

分离率, 为 53郾 00% 。 6 龄幼虫肠道细菌的 Shannon 多样性指数、 Simpson 优势度指数、 Margalef 丰富度指数分别

为 2郾 521 7、 0郾 912 9、 2郾 799 1。 思茅松毛虫 6 龄幼虫肠道细菌的多样性丰富, 芽孢杆菌属为优势菌属, 这些菌种

为研究思茅松毛虫综合防治奠定了基础。
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Abstract: In order to provide reference measures for the comprehensive control of Dendrolimus kikuchii,by taking
6 th instar larvae of D郾 kikuchii as the object,the pure culture method was used to isolate and purify the 6 th instar lar鄄
vae of D郾 kikuchii collected from the Anning area. The morphology of the isolated strains was observed and the physi鄄
ological and biochemical index were determined. The strains were initially identified by combing with 16S rDNA mo鄄
lecular identification technology,their taxonomy status was preliminarily determined,and studied the diversity of in鄄
testinal bacteria. The results showed that a total of 104 strains of bacteria were isolated from 50 6 th instar larvae and
belonged to 10 genera and 14 groups,i郾 e郾 55 strains of Bacillus sp郾 (5 groups),9 strains of Paenibacillus sp郾 (1
group),2 strains of Ochrobactrum sp郾 (1 group),5 strains of Brevibacillus sp郾 (1 group),4 strains of Micrococcus
sp郾 (1 group),6 strains of Moraxella sp郾 (1 group),8 strains of Enhydrobacter sp郾 (1 group),2 strains of Solibacil鄄
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lu sp郾 (1 group),7 strains of Staphylococcus sp郾 (1 group)and 6 strains of Providencia sp郾 (1 group). Among them,
Bacillus has the highest relative isolation rate of 53郾 00% 郾 The Shanno diversity index,Simpson dominance index
and Margalef richness index of intestinal culturable bacterial from 6 th instar were 2郾 521 7,0郾 912 9,and 2郾 799 1,re鄄
spectively. The diversity of the 6 th instar larvae of D郾 kikuchii are rich and the Bacillus is the dominant bacteri鄄
a郾 These strains lay a research foundation for the comprehensive prevention of D郾 kikuchii.
Key words: Dendrolimus kikuchii; intestinal bacteria; diversity; 16S rDNA

思茅松毛虫 (Dendrolimu kikuchii) 隶属于鳞

翅目 (Lepidoptera) 枯叶蛾科 (Lasiocampidae) 松

毛虫属 (Dendrolimus), 最早在云南思茅发现而命

名[1], 主要分布在云南、 四川、 湖南、 湖北、 贵

州等省[2]。 思茅松毛虫是我国危害松树最为严重

的 6 种松毛虫之一, 具有繁殖潜能大、 数量波动明

显、 迁移能力强、 暴食性明显等特征[3]。 当其大

面积爆发时, 会使大量松科 (Pinaceae) 植物枯萎

死亡, 状如火烧, 严重影响相关地区的生态环境和

林业产业, 给当地人们的生产生活带来极大不

便[4]。 2000 年江西省萍乡市莲花县, 爆发过一次

思茅松毛虫灾害, 导致湿地松 (Pinus elliottii) 的

受灾面积达到 522 hm2[5]。
近年来, 对思茅松毛虫的防治方法主要为营林

措施[6]、 物理防治[6]、 化学防治[7-8] 以及生物防

治[9]。 但随着化学药品的使用, 在思茅松毛虫体

内产生了一定的抗药性, 因此, 白僵菌 (Beauvria
bassiana) [9]、 苏云金杆菌 (Bacillus thriengiensis)、
病毒[10]等生物防治成为了新型的防治方式。 随着

研究的进展, 昆虫肠道微生物越来越成为研究的热

点[11], 越来越多种类的昆虫肠道内微生物的多样

性及其对寄主的生理功能也逐渐显现, 能够应用于

害虫防治、 昆虫资源的开发以及生物能源的生产等

领域[12]。 昆虫肠道作为昆虫重要的组成器官, 承

担着昆虫生长发育等重要的生命活动。 寄居在昆虫

肠道的微生物, 一方面依赖昆虫肠道提供能量, 另

一方面又参与了昆虫的生命活动[13-14]。
研究表明, 大多数昆虫肠道微生物包括了细

菌、 真菌和古细菌, 而细菌是其中的优势菌群[15]。
鳞翅目作为昆虫中的第二大目, 分布范围极为广

泛, 其数量约占昆虫总量的 16% , 大多以农林业

害虫为主, 也包括少数具有传粉能力和经济效益的

昆虫[16]。 鳞翅目昆虫食性多样, 肠道菌群会受到

地域、 气候差异以及食物所携带的微生物的影响,
从而导致肠道微生物种类与数量的差异[17-18]。 林

晓丽以小菜蛾 (Plutella xylostella) 为研究对象,
采用传统纯培养法和 DGGE 电泳法研究其肠道微

生物的多样性, 发现幼虫肠道中分离到的细菌最

多, 且 沙 雷 氏 菌 属 ( Serratia ) 和 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas) 占优势地位[18]。
本实验以安宁地区采集回来健康的思茅松毛虫

6 龄幼虫为材料, 采用纯培养技术、 形态学和 16S
rDNA 序列对 6 龄幼虫肠道细菌进行初步的分离鉴

定, 探索思茅松毛虫 6 龄幼虫肠道细菌资源及其多

样性, 为研究昆虫肠道微生物的功能及对于思茅松

毛虫的防治提供参考。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

思茅松毛虫 6 龄幼虫样本 (图 1) 采自云南省

安宁市草铺镇的云南松 (Pinus yunnanensis) 林内

(24毅31忆 ~ 25毅6忆 N, 102毅8忆 ~ 102毅37忆 E, 海拔 1 913
m)。 根据安宁市森林的情况, 以安宁市权甫派出

所为圆点, 在方圆 1 km2范围内随机挑选 10 个样品

点, 每个样品点采集 7 头健康的思茅松毛虫 6 龄幼

虫, 总计 70 头, 并连同 6 龄幼虫所在的树枝带回

实验室饲养, 为后续实验做准备。

图 1摇 思茅松毛虫 6 龄幼虫

Fig郾 1摇 6 th instar larvae of D郾 kikuchii

1郾 2摇 分离培养基与试剂、 仪器

牛肉膏蛋白胨培养基 (NA) [19]: 牛肉膏 3 g,
蛋白胨 10 g, NaCl 5 g, 琼脂 15 ~ 20 g, 蒸馏水定

容至 1000 mL, pH 7郾 0 ~ 7郾 2, 121 益灭菌 20 min。
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培养基及生理生化鉴定所用分析纯、 化学纯试

剂均购自西陇化工股份有限公司, Ezup 柱式细菌

基因组 DNA 抽提试剂盒购自天根生化科技 (北
京) 有限公司, PCR 扩增体系试剂购自硕擎生物

科技有限公司。
1郾 3摇 肠道细菌的分离纯化

选取 50 头健康的思茅松毛虫 6 龄幼虫, 在恒

温 22 ~ 24 益、 恒湿 80% ~ 85%条件下, 无菌水喂

养幼虫, 40 h 后待其排空体内食物残渣后进行实

验。 将思茅松毛虫幼虫置于冰上 3 ~ 5 min, 待其昏

迷; 采用 70 %酒精擦拭虫体表面 30 s, 0郾 25% 次

氯酸钠冲泡 1 min, 无菌水冲洗 3 次; 将体表消毒

好的虫子固定于无菌蜡盘上, 在无菌环境下操作,
使用灭菌后的细尖钳将昆虫腹部剖开, 取出整个肠

道, 并立即用 0郾 9%无菌 NaCl 溶液冲洗表面 2 次,
然后将肠道取出后置于无菌离心管中, 向离心管中

加入 1 mL PBS 缓冲液研磨成匀浆, 备用。
将上述肠道匀浆吸取 1 mL 置于 9 mL PBS 缓冲

液中, 稀释成 10-1, 按照 10 的倍数梯度稀释, 制

成 10-2、 10-3、 10-4、 10-5 的稀释液, 吸取每个浓

度稀释液 100 mL 分别涂布于 NA 培养基中, 每个

梯度涂 3 个平板, 作为实验组。 取最后一次清洗的

无菌水 100 mL 涂布于 NA 培养基上, 作为空白对

照。 涂板均匀后将培养平板倒置于 37 益培养箱中,
培养 3 d 后观察空白对照是否有菌落形成, 若无菌

落长出, 则选择单菌落数在 30 ~ 300 株的培养皿,
根据涂有肠道内容物悬液培养皿上的单菌落的不同

特征, 挑取单菌落至新的 NA 培养基平板上, 采用

分区划线法进行纯化, 直至菌株形态基本一致, 得

到纯菌株。 将得到的菌种保藏于 NA 斜面培养基

中, 4 益保存备用。
1郾 4摇 6 龄幼虫肠道可培养菌株的形态观察

将经分离纯化得到的纯菌株用平板划线法接种

于新的 NA 平板上, 在 37 益下培养 24 ~ 48 h, 待

菌落长成后, 参考黄秀梨等[20] 的方法对菌落进行

染色, 并在显微镜下观察菌株的形态, 依据东秀珠

等[21]的方法对其特征进行描述鉴定。
1郾 5摇 6 龄幼虫肠道可培养菌株的生理生化鉴定

按照朱旭芬[22]、 周德庆等[23] 微生物生理生化

鉴定的方法, 对 6 龄幼虫肠道细菌进行生理生化鉴

定。
1郾 6摇 6 龄幼虫肠道细菌 16S rDNA 分子鉴定

1郾 6郾 1摇 肠道细菌基因组 DNA 提取及 PCR 扩增

将 1 mL 过夜培养的细菌菌液按照 Ezup 柱式细

菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取 6 龄幼虫肠道细菌

基因组 DNA。 提取出的细菌基因组 DNA 用 1郾 0%
的琼脂糖凝胶检测, 得到的片段符合细菌基因组

DNA 大小后, 将检测合格的 DNA 产物作为 16S rD鄄
NA 序列扩增模板。 扩增引物[24] 选择: 正向引物

27F (5忆-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3忆) 和反向

引物 1492R (5忆 -GGTTACCTTGTTACGACTT -3忆)。
PCR 扩增体系为: 25郾 0 滋L 的 2伊 Tap PCR Master鄄
Mix; 3郾 0 滋L 的模板 DNA; 10郾 0 滋mol / L 正向引物

27F 和反向引物 1492R 各 1郾 0 滋L; 双蒸水补充至

50郾 0 滋L。 PCR 扩增程序为: 94 益 预变性 5 min;
94 益 变性 1 min, 56 益 退火 1 min, 72 益 延伸 3
min, 30 个循环; 72 益终延伸 5 min, -20 益保存。
取 4郾 0 滋L PCR 扩增后的产物用 1% 琼脂糖凝胶进

行电泳检测, 将检测合格的 PCR 扩增产物送生工

生物工程 (上海) 股份有限公司测序。
1郾 6郾 2摇 6 龄幼虫肠道细菌系统发育树构建

测得的序列通过 DNA MAN6郾 0 软件进行矫正

及拼接, 拼接完成后的 16S rDNA 序列在 http: / /
www郾 ncbi郾 nlm郾 nih郾 gov /中与 GenBank 数据库中的

序列进行 BLAST 同源性比对, 选出与菌株相似度

最高的序列, 运用软件 MEGA 7郾 0 构建 Neighbor-
Joining 系统发育树, 判定其分类学关系。
1郾 7摇 分离率与群落结构多样性分析

(1) 分离率与相对分离率, 分别衡量 6 龄幼

虫肠道细菌丰富度和某种 6 龄幼虫肠道细菌的优势

度。 分离率[25]指从样品中分离得到的菌株数与全

部样本虫数的比值; 相对分离率指分离到的某种 6
龄幼虫肠道细菌株数占分离到的总菌株数的百分

率。
(2) 群落结构多样性分析

多样性指数[26]的计算公式如下:

Shannon 指数摇 H忆=移
k

i = 1
P i lnP i 淤

Simpson 优势度指摇 DJ = -移
k

i = 1
P i

2 于

Margalef 丰富度指数摇 Ma= (S-1) / lnN 盂
式中, S 表示某个 6 龄幼虫肠道细菌的种类

数, N 表示某个 6 龄幼虫肠道细菌的总量, P i 表

示某种 6 龄幼虫肠道细菌的相对分离率。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 幼虫肠道细菌的种类及数量

从 50 头 6 龄思茅松毛虫的幼虫肠道中共分离
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得到 104 株细菌, 分离率达 208郾 00% 。 根据菌落

的形态特征共有 14 个类群, 整理编号得: N601 ~
N614。
2郾 2摇 幼虫肠道细菌的形态特征

对分离得到的 14 株细菌的菌落特征 (图 2)
与革兰氏染色结果 (图 3) 进行观察, 结果见表

1。 14 株菌株中多数菌株的革兰氏染色结果呈阳

性, 仅有 4 株呈阴性。 且大部分菌株为杆状, 仅有

N608、 N613 为球状; 大部分菌株边缘整齐, 只有

N601、 N610、 N612 的边缘呈锯齿状; N606 和

N607 在固体培养基上半透明, 其他菌株的菌丝体

都是不透明的。

表 1摇 6 龄幼虫肠道细菌的菌落形态特征

Tab郾 1摇 Morphological characteristics of intestinal bacteria in 6 th instar larvae

菌株
编号

菌体
特征

形状 颜色 边缘 透明度 其他特征
菌株数

/株
相对分离
率 / %

N601 G+,杆状 椭圆形扁平 灰白色 不整齐 不透明 表面粗糙,有褶皱摇 摇 摇 摇 摇 13 12郾 50
N602 G+,杆状 不规则凸起 白色摇 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 9 8郾 65
N603 G+,杆状 圆形凸起摇 白色摇 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 14 13郾 46
N604 G+,杆状 圆形扁平摇 白色摇 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 9 8郾 65
N605 G-,杆状 圆形微凸起 白色摇 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 2 1郾 92
N606 G+,杆状 圆形凸起摇 白色摇 整齐摇 半透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 5 4郾 81
N607 G+,杆状 圆形凸起摇 奶白色 整齐摇 半透明 表面光滑,富有粘性摇 摇 摇 摇 10 9郾 62
N608 G+,球状 圆形凸起摇 黄色摇 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 4 3郾 85
N609 G-,杆状 圆形凸起摇 灰白色 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 6 5郾 77
N610 G-,杆状 不规则扁平 白色摇 不整齐 不透明 表面光滑湿润,富有粘性摇 摇 8 7郾 69
N611 G+,杆状 圆形凸起摇 白色摇 整齐摇 不透明 表面光滑,向培养基内部生长 2 1郾 92
N612 G+,杆状 椭圆形扁平 浅黄色 不整齐 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 9 8郾 65
N613 G+,球状 圆形凸起摇 白色摇 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 7 6郾 73
N614 G-,杆状 圆形微凸起 奶白色 整齐摇 不透明 表面光滑湿润摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 6 5郾 77

图 2摇 6 龄幼虫部分肠道细菌菌落形态特征

注: a 为 N602, b 为 N605, c 为 N607, d 为 N608,
e 为 N610, f 为 N611。

Fig郾 2摇 Colony morphology observation of some intestinal
bacteria in 6 th instar larvae

图 3摇 幼虫部分肠道细菌的显微形态 (100伊)
注: a 为 N602, b 为 N607, c 为 N605, d 为 N610,

e 为 N608, f 为 N611。

Fig郾 3摇 Micromorphology of some intestinal bacteria
in larvae (100伊)

2郾 3摇 幼虫肠道细菌生理生化鉴定及多样性分析

幼虫肠道细菌生理生化鉴定及多样性分析见表 2。
经过对生理生化指标的聚类分析可知, 在欧式

距离 4 左右处, 可将 14 个细菌类群划分为 2 个遗传

聚类组, N613 自成一类, 其他 13 个细菌类群为一

类, 其中 N614、 N610、 N609、 N606、 N611、 N604
属 于 一 类, N608、 N607、 N612、 N603、 N602、
N605、 N601 属于一类, 见图 4。

34摇 第 2 期摇 摇 摇 摇 摇 李选文等: 安宁思茅松毛虫 6 龄幼虫肠道可培养细菌的多样性研究



表 2摇 6 龄幼虫肠道可培养细菌的生理生化特征

Tab郾 2摇 Physiological and biochemical results of insect intestinal bacteria in 6 th instar larvae

生理生化
指标

菌株编号

N601 N602 N603 N604 N605 N606 N607 N608 N609 N610 N611 N612 N613 N614
淀粉水解 + - - + + + + + - - + - - +
蛋白水解 + + + - + - + + + - + + - +
油脂利用 + + - + - + + - + - + + -
纤维素分解 - - - - - - - - - - - - - +
耐盐性 5% - - - - - - - - - - - - - -
明胶水解 + - - - + - + + - - - - - -
M-R - - - - - - - - + - - + + -
V-P - - - - - - - + - - - - + +
氧化酶 + + + + + + - - + + + + - +
过氧化氢酶 + + + + + + + + + + + + + +
石蕊牛奶 - - - - - - + - - - - - - -
柠檬酸盐 + + + - + - - + - - - + + -
产酸葡萄糖 + + + + + + + + + + + + + +
乳糖 - - - - - - - - - - - - + -
蔗糖 + + + - + - + + + + - + + +
甘露醇 - - - + - - - + - - - - + +
甘露糖 + + + + + - + + - - + + - +
鼠李糖 - - - - - - - - - - - - - +
麦芽糖 - - - - - - - - - + - - - -
肌醇 - - - - - - - - - - - - - -
纤维二糖 - - - + - + - - + + - - - +
果糖 + + + + + + + + - + + + + +
木糖 - - - + - - - - - - + - + -
山梨醇 - - - - - + - - - - - - + -
半乳糖 - - - - - - - - - + - - - -
产气葡萄糖 - - - - - - - + - - + - - -
乳糖 - - - - - - - - - - - - - -
蔗糖 - - - - - - - + - - - - - -
甘露醇 - - - - - - - - - - - - - +
甘露糖 + + + - + - + + - - - + - -
鼠李糖 - - - - - - - - - - - - - -
麦芽糖 - - - - - - - - - + - - - -
肌醇 - - - - - - - - - - - - - -
纤维二糖 - - - - - - - + - - - - - -
果糖 + + + + + - + - - + - + - +
木糖 - - - + - - - - - - + - - +
山梨醇 - - - - - + - - - - - - - -
半乳糖 - - - - - - - - - - - - - -
硝酸盐还原 + + + + + - + + + + + + + +
亚硝酸盐 + + + - + - + - - + - + - -
苯丙氨酸 - - - - - - - - - - - - + -
脲酶 + + + - + - + - + - - + + +
卵磷脂酶 + + + + + + + - - - - + + -
吲哚 + + + - + - + - - - - + - -
pH 3 - - - - - - - - - - - - - -
pH 12 - - - - - - - - - - - - -
3-酮基乳糖 - - - - - - - - - - - - - -
H2S + + + - + - + + - - - + - +

注: “+冶 表示阳性, “-冶 表示阴性。
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图 4摇 菌株生理生化聚类

Fig郾 4摇 Clustering of physiology and biochemistry of strains

结合生理生化指标 (表 2、 图 4)、 细菌的形态

特征 (图 2)、 菌落 (图 3) 及显微形态特征 (表
1), 查询细菌鉴定手册后, 将分离到的 14 种细菌形

态, 初 步 鉴 定 为: N601、 N602、 N603、 N607 和

N612 均属于芽孢杆菌属 (Bacillus sp. ), N604 为类

芽孢杆菌属 (Paenibacillus sp郾 ), N605 为苍白杆菌

属 (Ochrobactrum sp郾 ), N606 为 短 芽 孢 杆 菌 属

(Brevibacillus sp郾 ), N608 为微球菌属 (Micrococcus
sp郾 ), N609 为莫拉菌属 (Moraxella sp郾 ), N610 为

栖水菌属 (Enhydrobacter sp郾 ), N611 为土壤芽孢

杆菌属 ( Solibacillu sp郾 ), N613 为葡萄球菌属

( Staphylococcus sp郾 ), N614 为普罗威登斯菌属

(Providencia sp郾 )。 部分菌株因为菌种形态过于相

似, 需进一步进行后续分子生物学鉴定。
从思茅松毛虫 6 龄幼虫肠道细菌的相对分离比

率 (表 1) 可以看出, 104 株 6 龄幼虫肠道细菌中,
芽孢杆菌属 (Bacillus sp郾 ) (N601、 N602、 N603、
N607 和 N612) 相对分离率为 53郾 00%, 是思茅松毛

虫 6 龄幼虫肠道中细菌的优势菌群。 另外, 思茅松

毛虫 6 龄幼虫肠道细菌的 Shannon 多样性指数、
Simpson 优势度指数、 Margalef 丰富度指数分别为

2郾 521 7、 0郾 912 9、 2郾 799 1, 说明思茅松毛虫 6 龄幼

虫肠道中的细菌具有丰富的多样性。
2郾 4摇 6 龄幼虫肠道可培养细菌 16S rDNA PCR 扩增

结果

分离纯化的思茅松毛虫 6 龄幼虫肠道细菌的基

因组 DNA, 检测合格后, 通过 1郾 0%琼脂糖凝胶电

泳检测, 其 PCR 扩增条带均在 1 500 bp 左右, 条

带清晰 (图 5)。
2郾 5摇 幼虫肠道中可培养细菌 16S rDNA 序列

将所获 14 种细菌形态 6 龄幼虫肠道细菌 16S
rDNA 序列在 GenBank 中注册, 获得 GenBank 登录

号 (表 3), 分离到的 6 龄幼虫肠道细菌与相应菌

株的 16S rDNA 序列相似度在 97% -100%之间。 从

表 3 看, 这 104 株细菌隶属于 10 个属, 14 个类

群, 初步鉴定为: N601 为枯草芽孢杆菌 (Bacillus
subtilis), N602 为空气芽孢杆菌 (Bacillus aerius),
N603 为高地芽孢杆菌 (Bacillus altitudinis), N604
为帕萨迪娜类芽孢杆菌 (Paenibacillus pasadenen鄄
sis), N605 为人苍白杆菌 (Ochrobactrum anthro鄄
pi), N606 为土壤短芽孢杆菌 (Brevibacillus agri),
N607 为甲基营养芽孢杆菌 (Bacillus methylotrophi鄄
cus), N608 为藤黄微球菌 (Micrococcus luteus),
N609 为奥斯陆莫拉菌 (Moraxella osloensis), N610
为栖水菌属 (Enhydrobacter sp郾 ), N611 为森林土

壤芽孢杆菌 (Solibacillus silvestris), N612 为短小芽

孢杆菌 (Bacillus pumilus), N613 为头状葡萄球菌

(Staphylococcus capitis), N614 为雷氏普罗威登斯

菌 (Providencia rettgeri)。 这些思茅松毛虫 6 龄幼

虫肠道细菌均不能够确定其真正的种属地位, 还需

要做进一步的实验以鉴定其分类学地位。

图 5摇 思茅松毛虫幼虫肠道中可培养细菌

16S rDNA PCR 的电泳条带

注: M 为 DL 2000 Marker

Fig郾 5摇 16S rDNA sequences of intestinal cultivable bacteria
from larvae of D郾 kikuchii
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表 3摇 思茅松毛虫幼虫肠道中细菌 GenBank 登录号及最大相似菌株

Tab郾 3摇 The GenBank accession numbers and the best similar strains of intestinal bacteria from larvae of D郾 kikuchii

菌株编号 GENBANK 登录号 最大相似菌株 相似度 / %
N601 FHDZB2BB016 Bacillus subtilis(KX427026郾 1) 99郾 0
N602 FHEDWAMA016 Bacillus aerius (MH260934郾 1) 97郾 0
N603 FJKC4DN4014 Bacillus altitudinis(MH497615郾 1) 99郾 0
N604 FJKERNKD014 Paenibacillus pasadenensis(KC955126郾 1) 99郾 0
N605 FJKGY068014 Ochrobactrum anthropi(KX774373郾 1) 99郾 0
N606 FJKK9E6C014 Brevibacillus agri(MF925213郾 1) 99郾 0
N607 FJKNSDVS016 Bacillus methylotrophicus(KC172004郾 1) 99郾 0
N608 FJKSRV53014 Micrococcus luteus(LT548971郾 1) 99郾 0
N609 FJKUNRS4016 Moraxella osloensis(JQ762446郾 1) 99郾 0
N610 FJKWN5PJ016 Enhydrobacter sp郾 (MG254791郾 1) 99郾 0
N611 FJKYM717016 Solibacillus silvestris(KC345026郾 1) 99郾 0
N612 FJM0DVKW01 Bacillus pumilus(MG594850郾 1) 99郾 0
N613 FJM2GUDT016 Staphylococcus capitis(FJ357608郾 1) 100郾 0
N614 FJM69F29016 Providencia rettgeri(KC456547郾 1) 99郾 0

2郾 6摇 系统发育树

将 6 龄幼虫肠道细菌的 16S rDNA 序列进行系

统发育进化分析, 构建系统发育树 (图 6)。 思茅

松毛虫 6 龄幼虫肠道可培养细菌归属于 3 个大类,
第一大类为厚壁菌门 (Firmicutes), 分别为: 芽孢

杆菌属、 葡萄球菌属、 短芽孢杆菌属、 类芽孢杆菌

属、 土壤芽孢杆菌属; 第二大类为放线菌门 (Ac鄄
tinobacteria), 为微球菌属; 第三大类为变形菌门

(Proteobacteria), 分别为: 苍白杆菌属、 莫拉菌

属、 栖水菌属、 普罗威登斯菌属。

图 6摇 基于 16S rDNA 序列构建 6 龄幼虫肠道细菌的系统发育树 (邻接法)
Fig郾 6摇 Phylogenetic tree inferred of intestinal bacteria from 6 th instar larvae 16S rDNA sequences (neighbor-joining method)
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3摇 讨论与结论

思茅松毛虫严重危害云南松等松科 (Pinaceae)
植物, 对林业造成巨大的损失, 对人畜造成伤害,
对生态环境和人类生活造成了巨大的影响。 本研究

以 6 龄思茅松毛虫幼虫为材料, 通过对其肠道可培

养细菌进行一系列的菌落观察、 生理生化实验和

16S rDNA 同源性分析, 共分离得到 104 株肠道可

培养细菌, 初步推测隶属于 10 个属, 14 个类群。
通过对肠道细菌的相对分离率进行分析, 芽孢杆菌

属的相对分离率最高为 53郾 00% , 是 6 龄思茅松毛

虫幼虫肠道细菌的优势菌属。 通过对其多样性进一

步分析, 得到思茅松毛虫肠道可培养细菌具有丰富

的多样性。
昆虫肠道是昆虫重要的发育部分, 承担起昆虫

生长发育等重要活动[12]。 而寄居在昆虫肠道中的

微生物对昆虫肠道提供营养, 参与了昆虫的生长代

谢; 通过增强昆虫的免疫和提高定殖抗力, 保护昆

虫不受外界侵害[14]。 另一方面, 昆虫为微生物提供

了一个生存环境, 当寄居在肠道中的某种微生物的

数量发生变化后, 宿主内的肠道微生态环境也会发

生改变, 从而导致宿主健康受到影响[13], 二者是相

互联系的, 这为研究微生物杀虫剂奠定了基础。
课题组前期已对采自普洱市宁洱县磨黑镇健康

的思茅松毛虫 6 龄幼虫做了关于肠道细菌的研

究[27], 研究表明, 采自宁洱县的 6 龄幼虫肠道细菌

共分离得到 6 种细菌, 隶属于芽孢杆菌属 (Bacillus
sp郾 )、 克雷伯氏杆菌属 (Klebsiella sp郾 ) 2 个属, 而

采自安宁地区的 6 龄幼虫分离到 104 株肠道细菌,
隶属于 10 个属, 14 个类群。 2 个地点采集的 6 龄幼

虫都分离到了芽孢杆菌, 这说明其可能是思茅松毛

虫 6 龄幼虫的肠道优势菌属, 说明不同地区的思茅

松毛虫具有相同的优势菌种, 但也有不同的菌种。
细菌最适生长 pH 在 6 ~ 7 之间, 但鳞翅目幼

虫中肠 pH 却高达 11 ~ 12[27], 极端碱性条件不利

于绝大多数细菌的生长[29], 肠球菌 (Enterococcus
sp郾 ) 却能在此生长, 说明肠球菌可能以某种方式

降低了 pH, 能缓冲肠道极端 pH[30], 以适合肠道

中大部分的肠道细菌生存。 本研究通过对 6 龄幼虫

的肠道细菌分离得到了 14 个类群的细菌 (包含球

菌), 这为防治思茅松毛虫提供了依据。
近年来, 随着分子生物学技术的发展, 可以通

过宏基因学技术[31-32] 不依赖纯培养直接对肠道细

菌的总 DNA 进行提取, 进而分析出整个肠道的细

菌种类, 为研究昆虫的肠道微生物资源库提供全面

的研究基础。 因此, 通过纯培养技术分离得到的 6
龄幼虫肠道细菌只是其中很少的一部分, 需要结合

宏基因组技术, 才能得到较为全面的细菌类群。
思茅松毛虫是林业重要的害虫, 对其肠道微生

物的研究, 不仅可以补充昆虫肠道微生物资源库,
还可以据此进一步分析肠道细菌对昆虫生长发育的

影响, 最终得到防治思茅松毛虫的生物制剂, 从而

减少林业害虫的危害。
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