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　　摘要：金银花尺蠖是近年来新发现的金银花主要食叶害虫之一，在河南、山东、安徽等地均有分布。为了解金银花
尺蠖幼虫肠道环境中的细菌种类，对金银花尺蠖幼虫肠道中的细菌进行分离、纯化和培养，获得３个细菌菌株，对菌株
的培养性状、染色反应、菌体形态、生理生化反应进行系统研究。结果表明，它们分别属于葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。这３种菌株在金银花尺蠖幼虫肠道中存
在的数量差别很大，其中葡萄球菌属的数量最大，为６．５９×１０１１个／ｍＬ。
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　　动物的肠道系统内寄居着数量巨大的微生物群，动物的
生长发育除受温度、湿度、光照等环境因素影响外，还受其肠

道系统内的微生物群影响［１－２］。这些微生物群是在与宿主动

物协同进化过程中形成的，含有多种酶系统，能参与寄主动物

能量和物质代谢，以及遗传信息运转等一系列生理过程［３］，

因此，对寄主动物的健康生长是有益的。昆虫是动物界中数

量最大的类群，在昆虫肠道系统中寄居的正常微生物群，是昆

虫机体的生理组成部分，与昆虫营养生理活动有着密切关

系［４］。如有些昆虫不能直接利用食物中的某些营养成分，必

须依靠肠道内微生物的作用才能消化食物，从而促进营养物质

的代谢和转化。肠道微环境发生改变，可引起微生物群发生变

化，从而影响昆虫的生命活动。因此，对昆虫肠道微生物菌群

进行研究，可以通过人为调控打破其肠道微生态平衡，影响昆

虫的营养生理活动，使其不能正常发育，从而控制害虫的发生

危害，对害虫防治具有十分重要的理论和实践意义。目前，国

内对昆虫肠道微生物的研究只涉及少数昆虫［４－７］，昆虫是动物

界中种类最大的类群，不同种类昆虫甚至同种昆虫不同虫态肠

道微生物的种类会存在差异。因此，还必须选择更多的昆虫种

类加以系统研究，以明确不同种类昆虫肠道微生物的类群。

金银花尺蠖（Ｈｅｔｅｒｏｌｏｃｈａｊｉｎｙｉｎｈｕａｐｈａｇａ）属鳞翅目尺蛾
科昆虫，别称拱腰虫，是近年新发现的金银花主要食叶害虫之

一，在河南、山东、安徽等地已有报道［８－１１］。该虫常将金银花

叶片咬成缺刻或孔洞，甚至将叶片全部吃光，造成金银花大面

积减产，给金银花生产带来严重损失。目前，国内对金银花尺

蠖的研究主要是关于其生物学特性及防治方面［８－１２］，而对其

肠道微生物的研究尚未见报道。本试验对金银花尺蠖幼虫的

肠道细菌进行分离及鉴定，以了解其幼虫肠道细菌的种类，为

进一步探讨肠道细菌对其生命活动的影响奠定基础，从而为

更好地利用微生态调控技术防治该虫提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试虫源与培养基
金银花尺蠖幼虫采集于安徽省明光市三界镇，在室内人

工气候箱［光—暗周期为１４ｈ—１０ｈ、温度为（２５±１）℃、相对
湿度为（７０±７）％］中用新鲜的金银花叶片饲养，选取大小一
致的健康老熟幼虫作为试验材料。培养基：ＮＡ培养基、ＮＢ
培养基、金氏Ｂ培养基、ＰＤＡ培养基等［１３］。

１．２　试验方法
１．２．１　肠道细菌的分离与纯化　取１０头金银花尺蠖５龄老
熟幼虫，浸泡在７５％的乙醇中将其杀死，１５ｓ后取出虫体放
在０．１％氯化汞液中消毒２ｍｉｎ，再用灭菌水清洗，然后在无
菌条件下取出消化道称其质量后用灭菌研钵研磨成匀浆，研

磨液用灭菌水稀释至１０－１～１０－１０。取１０－８、１０－９、１０－１０等３
个稀释度用平板稀释法和涂抹法进行分离，各稀释度重复３
次，分别置于生化培养箱中，在３０℃下培养７２ｈ。挑取表征
各异菌落在ＮＡ培养基平板上划线、纯化，然后分别移植斜面
培养，并按出现数量依次编号。

１．２．２　肠道细菌的鉴定　将分离纯化得到的各细菌菌株进
行形态染色，观察其培养性状，并进行生理生化测定，根据文

献［１４－１５］进行鉴定。
１．２．３　肠道细菌的数量测定　将肠道细菌悬浮液定量稀释
后，取一定量不同稀释度的细菌悬浮液，在琼脂平板上培养

７２ｈ，选取菌落生长稀疏、适当稀释度计算菌落数，求出３个
重复的平均值。按照以下公式计算出肠道中的细菌数［４］：肠

道中的细菌数（个／ｍＬ）＝平板上菌落数（个）×稀释倍数／平
板上加菌液的量（ｍＬ）。

２　结果与分析

通过对金银花尺蠖幼虫肠道细菌进行分离纯化，获得３
个细菌菌株，对３个菌株进行鉴定试验。
２．１　菌体形态和培养性状

在ＮＡ培养基上将供试菌株培养２４ｈ，经革兰氏染色法
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和３％ ＫＯＨ简易法鉴别，均呈阳性。油镜下观察发现，１个菌
株呈球状，２个菌株呈杆状。用ＮＡ、ＮＢ培养基将分离纯化的

供试菌株经２８℃培养４８ｈ后观察，３个菌株在２种培养基各
呈不同的表现（表１）。

表１　金银花尺蠖幼虫肠道细菌形态特征及培养性状

菌株 菌体形状 革兰染色 鞭毛 芽孢 需氧情况 培养形状

１ 球状 Ｇ＋ 无 无 需氧 菌落圆形，边缘整齐，表面光滑，稍凸起，湿润，不透明，乳白色，底部沉淀

２ 杆状 Ｇ＋ 周生 有 兼性厌氧 菌落表面粗糙，波纹状，透明，土黄色，生菌膜，有沉淀

３ 杆状 Ｇ＋ 周生 有 兼性厌氧 菌落圆形，边缘整齐，表面粗糙，不透明，奶油色，生菌膜，浑浊

２．２　供试菌株生理性状
从表２可知，经不同温度、ｐＨ值、ＮａＣｌ浓度下培养，所有

供试菌株均在１５～４２℃、ｐＨ值５～９、ＮａＣｌ浓度２％ ～７％条
件下生长良好。在１０℃低温下只有３号菌株能够正常生长；

在５５℃高温下，只有１号菌株能够正常生长；ｐＨ值 ＝１１条
件下只有１、２号菌能正常生长；在１０％ ＮａＣｌ浓度条件下只
有１号菌株可以正常生长。

表２　金银花尺蠖幼虫肠道细菌生理性状

菌株
不同温度下菌株生理性状 不同ｐＨ值下菌株生理性状 不同ＮａＣｌ浓度下菌株生理性状

１０℃ １５℃ ３０℃ ３７℃ ４２℃ ５５℃ ３ ５ ７ ９ １１ ２％ ５％ ７％ １０％
１ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
２ － ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ －

　　注：“＋”表示该条件下菌株扩繁；“－”表示该条件下菌株死亡。

２．３　供试菌株生化性状
３种菌株均产生氧化酶和过氧化氢酶，能进行淀粉水解

和硝酸盐还原，均能分解利用葡萄糖、麦芽糖、乳糖、半乳糖、

阿拉伯糖、海藻糖、果糖、甘露糖、甘露醇、山梨醇、肌醇，甲基

红试验均呈阴性，都不产生吲哚，其他生化项目各异（表３）。
表３　金银花尺蠖幼虫肠道细菌生化反应

项目
生化反应结果

菌株１ 菌株２ 菌株３ ＣＫ
氧化酶 ＋ ＋ ＋ －
过氧化氢酶 ＋ ＋ ＋ －
鸟氨酸脱羧酶 － ＋ － －
赖氨酸脱羧酶 － － － －
精氨酸双水解酶 ＋ ＋ － －
葡萄糖 ＋ ＋ ＋ －
蔗糖 － － ＋ －
麦芽糖 ＋ ＋ ＋ －
乳糖 ＋ ＋ ＋ －
纤维二糖 － ＋ ＋ －
半乳糖 ＋ ＋ ＋ －
木糖 － － ＋ －
阿拉伯糖 ＋ ＋ ＋ －
海藻糖 ＋ ＋ ＋ －
甜醇 ＋ ＋ － －
鼠李糖 － ＋ ＋ －
果糖 ＋ ＋ ＋ －
甘露糖 ＋ ＋ ＋ －
甘露醇 ＋ ＋ ＋ －
山梨醇 ＋ ＋ ＋ －
七叶灵水解 － ＋ ＋ －
淀粉水解 ＋ ＋ ＋ －
柠檬酸钠 － － ＋ －
丙二酸钠 － － － －
硝酸盐还原 ＋ ＋ ＋ －
Ｈ２Ｓ产生 ＋ ＋ － －
吲哚产生 － － － －
甲基红试验 － － － －
Ｖ－Ｐ试验 － － ＋ －
明胶液化 ＋ － ＋ －
肌醇 ＋ ＋ ＋ －

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性。

２．４　菌株鉴定
通过对３个细菌菌株的培养性状、菌体形态、染色反应、

生理生化性状等进行试验，结果表明它们分别属于葡萄球菌

属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）和枯
草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。由表４可见，金银花尺蠖幼虫
肠道中各菌株存在的数量差别很大，其中葡萄球菌属的数量

最大，为６．５９×１０１１个／ｍＬ。

表４　金银花尺蠖幼虫肠道细菌鉴定结果及存在数量

菌株编号 鉴定结果
存在数量

（个／ｍＬ）

１ 葡萄球菌属Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ６．５９×１０１１

２ 巨大芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ ７．３２×１０１０

３ 枯草芽孢杆菌属Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ ３．４７×１０９

３　讨论

与其他动物一样，昆虫与共生的肠道微生物之间建立了

复杂的协同进化关系，其肠道系统为各种微生物提供适宜的

生活环境，肠道微生物一方面帮助宿主昆虫消化食物，为昆虫

提供各种营养物质，另一方面可以起着益生素的作用，调控肠

道微生物区系本身之间的平衡，保证昆虫健康。肠道微生物

的类群和数量与昆虫所取食的食物性质存在密切的关系，不

同食性昆虫肠道环境中的微生物菌株的种类和数量存在差

别。如刺吸植物汁液的斑衣蜡蝉（Ｌｙｃｏｒｍａｄｅｌｉｃａｔｕｌａ）成虫消
化道内存在有多黏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）、地衣芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉ
ｕｍ）和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）４种细菌，其中多黏芽孢
杆菌数量最多［４］；取食动物性物品和食品的白腹皮蠹（Ｄｅｒｍ
ｅｓｔｅｓｍａｃｕｌａｔｕｓ）成虫消化道内分布有坚强芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｆｉｒｍｕｓ）、气微菌属（Ａｅｒｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）、浸麻芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍａｃｅｒａｎｓ）、葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、巨大芽孢杆菌和短
芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）６种细菌，以巨大芽孢杆菌数量最
多［７］；取食植物叶片或茎秆的沙漠蝗肠道中优势菌群为肠杆
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
菌属和链球菌属［１６］。本试验从金银花尺蠖幼虫肠道中分离

鉴定出３种细菌，分别为葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、巨大芽
孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ），
其中葡萄球菌属的数量最大。金银花尺蠖的食性单一，只取

食危害金银花等少数忍冬科植物，消化道对食物消化也比较

单一，可能导致肠道中的细菌种类比较少。另外，金银花是中

药材，含有抑菌作用的活性成分，其活性成分对金银花尺蠖肠

道细菌的影响还有待进一步研究。

为适应中药材无公害生产的要求，今后还需进一步分析

金银花尺蠖幼虫肠道主要细菌菌株的功能，并与食物的营养

成分进行关联分析，探讨细菌菌群与金银花尺蠖幼虫的共生

机制，从而通过人工方法改善和调节肠道微生物的微生态条

件，调控金银花尺蠖的生长发育，实现该虫的生态控制。
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　　辣椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．）是江苏省重要的蔬菜作物，
每年栽培面积近 ９．３万 ｈｍ２，其中设施栽培面积比例为
７３％［１］。２００１—２０１４年，江苏省将辣椒列为主要农作物，并
组织辣椒新品种进行中间试验（区域试验、生产试验），以鉴

定参试品种的区域适应性、熟性、果实商品性、丰产性、抗病性

和抗逆性等。以苏椒５号为代表的长灯笼形辣椒，具有熟性
早、耐低温弱光、膨果速度快、皮薄质脆、品质优良、前期产

量高等特点［２－３］，在江苏省辣椒栽培中占有重要的地位，具

有较高的市场占有率［１，４］，江苏省及周边许多科研院所、企

业广泛开展同类型新品种的选育，并参加江苏省辣椒新品

种的中间试验。本研究根据江苏省２００６—２０１５年长灯笼形
辣椒品种区域试验鉴定结果，分析参试品种的始花节位、单

果质量、果长、果宽、肉厚、前期产量、总产量等主要农艺性

状指标的变化，为长灯笼形辣椒新品种的选育和应用推广

提供参考。
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