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华北大黑鳃金龟幼虫肠道菌的分离及对农药的降解

孙　勇１，曹小迎１，蒋继宏１，张先道２

（１．江苏师范大学江苏省药用植物生物技术重点实验室，徐州２２１１１６；２．江苏师范大学生命科学学院，徐州 ２２１１１６）

　　摘要：采用４种培养基对金龟幼虫肠道内微生物进行分离培养，并通过１６ＳｒＲＮＡ测序进行初步鉴定，将分离获得
的菌株接种于含辛硫磷和毒死蜱的基础盐培养基上，初步测定对肠道内微生物降解农药的能力。结果表明，选用的４
种培养基中，淀粉－酪素培养基获得的微生物数量最多，羧甲基纤维素钠培养基次之，甘油天门冬氨酸培养基最差。
对１３株有代表性的菌株进行测序分析，初步鉴定这些微生物分属９个属，在分离筛选的菌株中随机挑选供试的２８株
菌株中，在以毒死蜱（浓度１００ｍｇ／Ｌ）为唯一碳源的基础盐培养基中，能形成菌落的菌株为８株，在以辛硫磷为唯一碳
源的基础盐培养基中，能形成菌落的菌株为１９株，表明肠道中有一些微生物对农药有降解作用，其中对辛硫磷降解作
用优于毒死蜱，说明在防治华北大黑鳃金龟时，毒死蜱防治效果可能优于辛硫磷。
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　　我国农药使用技术水平和农药的利用率都比较低，而更
多的农药在施用后则进入了土壤、水体和空气中，对非靶标生

物和各个生态因子产生了严重影响，最终导致了农产品品质

低劣和农药残留超标［１－２］。长期大量使用农药使害虫产生一

定的抗药性，因此要想杀死害虫就得加大药量，害虫的抗药性

不断增强，农药使用量不断加大，就会形成恶性循环，环境污

染问题日益严重，国家环保局也发布：农药残留污染已被列为

环境污染重点治理的工程之一，因此解决农药污染问题势在

必行。生活在这些农药环境中的微生物，为了自身生存，与这

些污染源一直在进行着斗争，随着时间的推移，它们之间形成

了一种协同进化关系，这些微生物具备了降解和利用这些污

染源的机制。农药生物修复是利用特定的生物吸收、转化、清

除或降解农业生态环境中农药污染，实现农业生态环境净化、

生态功能恢复的生物措施。而且已有大量研究表明细菌、真

菌、放线菌、藻类等微生物对农药有很好的降解作用［３－１０］，它

们大多数来自土壤微生物类群。华北大黑鳃金龟为鞘翅目鳃

金龟科昆虫，分布在我国东北、华北、西北等地区，主要危害

杨、柳、榆、桑、核桃、苹果、刺槐、栎等林木叶片，幼虫危害阔、

针叶树根部及幼苗；幼虫栖息在土壤中，取食萌发的种子，造

成缺苗断垄；将根茎、根系咬断，使植株枯死，且伤口易被病菌

侵入，引起其他病害发生。华北大黑鳃金龟幼虫生活在土壤

中，且长期接触化学农药（辛硫磷和毒死蜱是常见的用来杀

灭大黑鳃金龟的化学农药），肠道内可能含有一些能降解农

药的微生物，因此我们分离了华北鳃金龟幼虫肠道中微生物，

采用１６ＳｒＲＮＡ序列分析进行了初步鉴定，并就农药降解能
力进行了初步筛选。

１　材料与方法

１．１　供试材料
华北大黑金龟鳃幼虫：取冬眠期幼虫。

１．２　培养基
ＴＮＹＥ培养基：酵母膏 ０．２５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ｇ，琼脂

１５．０ｇ，ｐＨ值为７．２，ＮａＣｌ１０％，水１Ｌ，ｐＨ值７．２。
淀粉－酪素培养基：葡萄糖５ｇ，可溶性淀粉５ｇ，蛋白胨

２ｇ，酵母膏１ｇ，ＣａＣＯ３２ｇ，琼脂１５ｇ，ｐＨ值 ７．２，ＮａＣｌ１０％，
水１Ｌ，ｐＨ值７．２。

甘油天门冬氨酸培养基：甘油 １０ｇ，Ｌ－天冬氨酸 １ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．１ｇ，琼脂１５ｇ，ｐＨ值７．２，ＮａＣｌ１０％，水
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１Ｌ，ｐＨ值７．２。
羧甲基纤维素钠培养基：羧甲基纤维素钠２０．０ｇ，磷酸氢

二钠２．５ｇ，磷酸二氢钾１．５ｇ，蛋白胨２．５ｇ，酵母膏０．５ｇ，琼
脂１５．０ｇ，水１Ｌ，ｐＨ值７．２。

ＩＳＰ２培养基：酵母提取物４ｇ，麦芽提取物１０ｇ，葡萄糖
４ｇ，水１Ｌ，琼脂１５ｇ，ｐＨ值７．２。

ＬＢ培养基：胰化蛋白胨１０ｇ，酵母膏５ｇ，ＮａＣｌ１０ｇ，琼脂
１５ｇ，ｐＨ值７．０。

ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，２０ｇ琼脂，
１Ｌ水。　

基础盐培养基：

ＮａＣｌ１．００ｇ，ＮＨ４ＮＯ３１．００ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．５０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
０．５０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１０ｇ，水１Ｌ，ｐＨ值７．０。
１．３　金龟幼虫肠道微生物的分离

清洗５支试管，每支试管注入１０ｍＬ蒸馏水，加上试管
塞，用高温灭菌锅１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，取出后使其冷却至室
温，并标上编号为１、２、３、４、５。打开无菌操作台进行紫外灭
菌。选取冬眠的金龟幼虫放入７５％的乙醇中浸泡２ｍｉｎ，在
无菌操作台上取出虫体放在培养皿中无菌解剖。取少量肠道

里白色物质，放入标号为１的试管，然后盖上试管塞摇晃使微
生物分布均匀，取出后在无菌操作台上进行梯度稀释。从稀

释１０３倍和１０４倍的菌液中取５０μＬ，分别滴入供分离用的培
养基中（分离培养基：ＴＮＹＥ培养基，淀粉－酪素培养基，甘油
天门冬氨酸培养基，羧甲基纤维素钠培养基），涂布均匀，把

培养皿倒置放入恒温保温箱内３０℃培养８ｄ。观察菌落生长
情况，统计菌落数，并挑取部分菌株转接于试管中保存。

１．４　部分分离菌株的初步鉴定
通过测定１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行初步鉴定，分离菌株

总ＤＮＡ的提取参照文献［１１］的方法进行，ＰＣＲ扩增采用细
菌１６ＳｒＲＮＡ通用引物（２７Ｆ：５′－ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－
３′；１４９２Ｒ：５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）。ＰＣＲ反应
条件为：９４℃５ｍｉｎ；９５℃ １ｍｉｎ，５５℃ １ｍｉｎ，７２℃ ９０ｓ，共

３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用经ＥＢ染色的０．８％的
琼脂糖凝胶电泳检测后测序。依照测序结果，从 ＮＣＢＩ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）数据库中调出相似性
较高相关菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列，进行序列比对分析。
１．５　降解辛硫磷和毒死蜱菌株的筛选

配制含辛硫磷和毒死蜱有效成分１００ｍｇ／Ｌ基础盐培养
基，将分离获得的菌株接种于培养基上，置于２８℃ 恒温培养
箱中培养，生长状况良好（能形成菌落）的即定为可降解菌。

２　结果与分析

２．１　各培养基菌株分离情况
由表１可知，选用的４种培养基培养微生物，淀粉－酪素

培养基获得的微生物数量最多，０．５ｇ湿样／ｍＬ在稀释１０３倍
下平板菌落数１６２个，稀释１０４倍下获得菌落数３６个，羧甲
基纤维素钠培养基次之，甘油天门冬氨酸培养基最差，在稀释

１０３倍下平板菌落数为３０个。

表１　各供试培养基中微生物生长数量

稀释

倍数

ＴＮＹＥ培
养基生长

数量（个）

淀粉－酪素
培养基生长

数量（个）

甘油天门冬氨

酸培养基生长

数量（个）

羧甲基纤维素

钠培养基生长

数量（个）

１０３ ５６ １６２ ３０ １０６
１０４ ９ ３６ ２ １６

２．２　分离获得的菌株种类情况
从各种培养基中共挑取菌株６５株，细菌保存于含 ＬＢ培

养基斜面试管中，放线菌保存于含 ＩＳＰ２培养基斜面试管中，
从６５株菌株挑取了１３株有代表性的菌株进行测序分析，由
比对结果（表２）可知，幼虫肠道微生物至少包括原小单孢菌
属（Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ）、纤维微菌属（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）、寡
养单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、冢村氏菌属（Ｔｓｕｋａｍｕｒｅｌｌａ）、
壤霉菌属（Ａｇｒｏｍｙｃｅｓ）、糖多孢菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ）、詹森
菌属（Ｊａｎｔｈｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、小单孢菌属（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ）、链霉
菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）等９个属。

表２　１３株菌株比对结果

菌株号 比对菌株名 匹配度（％） 相似度（％） 比对菌株ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＣＨ１７ Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｕｋｕｍｏｅ １００ １００ ＫＦ０４０９８４．１
ＣＨ２２ Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍｃｅｌｌｕｌａｎｓ １００ ９９ ＫＣ５８１６７３．１
ＣＨ３６ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ １００ ９９ ＫＦ７３２９７７．１
ＣＨ５０ Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｕｋｕｍｏｅ １００ ９９ ＫＦ０４０９８４．１
ＣＨａ Ｔｓｕｋａｍｕｒｅｌｌａｓｐｕｍａｅ １００ ９９ ＫＦ４１０３６７．１
ＣＨｅ Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｐａｃｈｎｏｄａｅ １００ ９９ ＡＪ６２９０７０．１
ＣＨｊ Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃａ １００ ９９ ＡＢ９２３９２８．１
ＣＨｌ Ａｇｒｏｍｙｃｅｓｈｕｍａｔｕｓ ９９ ９７ ＫＣ４９３９８７．１
ＣＨｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｔｈｉｏｌｕｔｅｕｓ １００ ９８ ＮＲ＿０４１２０３．１
ＣＨ６ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｐｕｒｐｕｒｅｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ １００ ９９ ＪＮ６２７１９０．１
ＣＨ４７ Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｇｌｏｒｉｏｓａｅ １００ ９９ ＪＸ００７９６５．１
ＣＨｉ Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｉ １００ ９９ ＦＪ２１４３６４．１
ＣＨ２６ Ｊａｎｔｈｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｉｖｉｄｕｍ １００ ９７ ＫＦ１５０３９５．１

２．３　肠道微生物对２种农药的降解情况
挑选部分获得的菌株，进行降解毒死蜱和辛硫磷的试验，

结果见表３。
　　供试的２８株菌株中，在以毒死蜱（浓度１００ｍｇ／Ｌ）为唯

一碳源的基础盐培养基中，能形成菌落的菌株为８株，占供试
菌株２８％，在以辛硫磷为唯一碳源的基础盐培养基中，能形
成菌落的菌株为１９株，占供试菌株６７．８％，对毒死蜱和辛硫
磷都能降解的有ＣＨ１、ＣＨ１９、ＣＨ３２、ＣＨ３３、ＣＨ４４、ＣＨ４７（Ｓａｃ
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表３　不同菌株对２种农药的降解情形

菌株 毒死蜱 辛硫磷

ＣＨａ － －
ＣＨｂ － ＋
ＣＨｄ － ＋
ＣＨｅ － －
ＣＨｆ － －
ＣＨｃ － －
ＣＨｌ － －
ＣＨ１ ＋ ＋
ＣＨ２ － －
ＣＨ１２ － －
ＣＨ１７ － ＋
ＣＨ０３ － ＋
ＣＨ１９ ＋ ＋
ＣＨ２６ － －
ＣＨ２７ － ＋
ＣＨ３２ ＋ ＋
ＣＨ３３ ＋ ＋
ＣＨ３４ － ＋
ＣＨ３６ － ＋
ＣＨ３７ － ＋
ＣＨ４４ ＋ ＋
ＣＨ４５ － ＋
ＣＨ４７ ＋ ＋
ＣＨ５０ ＋ ＋
ＣＨ５１ － ＋
ＣＨ５２ － ＋
ＣＨ１０１ ＋ ＋
ＣＨ１０２ － －

　　注：“－”表示不能形成菌落，“＋”表示能形成菌落，对农药能利
用（降解）。

ｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｇｌｏｒｉｏｓａｅ）、ＣＨ５０（Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｕｋｕｍｏｅ）、
ＣＨ１０１，共８株菌；能降解毒死蜱都能降解辛硫磷。

３　讨论

华北大黑鳃金龟幼虫肠道微生物的分离试验选用的４种
培养基中，淀粉－酪素培养基分离效果最好，甘油天门冬氨酸
培养基分离效果最差。因此，在做肠道微生物分离试验时建

议使用淀粉－酪素培养基。
通过研究表明，一些肠道微生物对农药有降解作用，本试

验中，华北大黑鳃金龟幼虫肠道微生物对辛硫磷降解作用优

于毒死蜱，说明在防治华北大黑鳃金龟时，毒死蜱防治效果可

能优于辛硫磷，肠道微生物的降解作用可能是昆虫产生抗药

性的原因之一。在农药降解上，微生物菌剂的使用也可能导

致害虫获得有分解农药的菌株，为防止用药量上的恶性循环，

建议使用具有降解农药菌株的代谢产物进行农药降解，而不

应直接使用微生物菌体。
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