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区域比对分析，确定引起甘肃省苹果果实炭疽病的病原为胶

孢刺盘孢（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ），有关甘肃省苹果炭
疽病病原菌的多样性有待进一步研究。
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云南松毛虫肠道中产脂肪酶菌的研究

安曼云１，焦丽丽１，伊　炜２，崔立华１

（１．云南经济管理学院工程学院，云南昆明６５０１０６；２．云南省林业职业技术学院，云南昆明６５０２０５）

　　摘要：采用微生物筛选培养和酶学方法，研究了云南松毛虫肠道内产脂肪酶菌群及产酶特性，为松毛虫的综合开
发利用提供理论依据。结果表明，从云南松毛虫幼虫肠道内共分离筛选获得１９３株产脂肪酶的菌株，涉及３个菌属：
８２株假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、６７株芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和４４株克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）；其中，假单胞菌属为优
势菌群，占总菌株数量的４２．４９％；供试的９株菌株表现出不同的产脂肪酶活性，并从中筛选得到了１株高产脂肪酶菌
株Ｐ－５０，最适作用温度为３５℃，ｐＨ值为８，经发酵至６０ｈ时生长量达到最大，在４８ｈ左右时酶活性达到最高；Ｐ－５０
初步确定为中温产碱性脂肪酶菌。
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　　近年来，随着胃肠道微生态理论的深入研究，有关昆虫肠
道微生物的研究已成为新热点［１－２］。脂肪酶是一类特殊酯键

水解酶，广泛存在于动植物组织微生物体中，其中发现能产脂

肪酶的细菌约有２８个属［３－４］。目前，已在多种昆虫肠道中发

现各类产酶菌群，并对酶学性质进行了研究，昆虫肠道中存在

不同功能的菌群［５－８］。由于微生物脂肪酶作用的温度和 ｐＨ

值范围比动植物脂肪酶的更宽，易获得较高纯度酶制剂，适合

于工业上大规模生产［９－１０］。因此，不断筛选出具有新特性和

高活性的脂肪酶是一项非常有意义的工作。

云南松毛虫（ＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉＬａｊｏｎｑｕｉｅｒｅ）属鳞翅目
（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）枯叶蛾科（Ｌａｓｉｏｃａｍｐｉｄａｅ），是林业的重大害虫
之一，但是从营养学和资源学的角度来看，它又具有极大的开

发利用价值［１１－１２］。目前国内外对松毛虫的研究主要集中在

防治方面，且在相关产酶微生物资源研究时，多从土壤、淤泥

中分离筛选，但对松毛虫的利用以及肠道微生物的研究报道

较少［１３］。由于松毛虫长期食用多种松类针叶，对松油脂有着

特殊的消化体系，可能肠道内存在着特殊的微生物菌群资

源［１４－１５］。因此，本研究拟以云南松毛虫为试验材料，研究松
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毛虫肠道内产脂肪酶菌株及酶学特性，为松毛虫的综合利用

及产脂肪酶微生物新资源的开发提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　云南松毛虫　采自云南省楚雄州永仁县云南松母树
林，共计６０只幼虫。
１．１．２　培养基　试验培养基名称及配方［１６］。分离培养基：

肉膏５．０ｇ／Ｌ、蛋白胨１０．０ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ５ｇ／Ｌ、琼脂１５．０ｇ／Ｌ，
ｐＨ值＝７．０；脂肪酶筛选培养基：牛肉膏 ５．０ｇ／Ｌ、蛋白胨
１０．０ｇ／Ｌ、橄榄油２０．０ｍＬ、琼脂１５．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ＝７．０；活化
培养基：牛肉膏５．０ｇ／Ｌ、蛋白胨１０．０ｇ／Ｌ、橄榄油２０．０ｍＬ、
琼脂１５．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ＝７．０；高产脂肪酶菌株筛选培养液：酵
母膏５．０ｇ／Ｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４５．０ｇ／Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４２．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ３．０ｇ／Ｌ、橄榄油２０．０ｍＬ、云南松节油
２０ｍＬ，ｐＨ值＝７．０；发酵培养基：酵母膏５．０ｇ／Ｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４
５．０ｇ／Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４ ２．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ
３．０ｇ／Ｌ、云南松节油２０ｍＬ，ｐＨ值＝８．０。
１．２　试验方法
１．２．１　产脂肪酶菌株的分离筛选及分子鉴定　用无菌水饲
养云南松毛虫１ｄ后，解剖虫体取其肠道，经研磨、稀释后涂
布于分离培养基上，３７℃培养４８ｈ。挑取形态各异的纯菌落
接种到脂肪酶筛选培养基进行培养，筛选能产生透明圈的菌

株。对菌株进行ＤＮＡ提取［细菌ＤＮＡ提取试剂盒，生工生物
工程（上海）股份有限公司］，采用１６ＳｒＤＮＡ通用引物进行
１６ＳｒＤＮＡ序列的扩增和测序分析。计算分离率及分离频率。

分离频率＝ａ／ｂ×１００％。
式中：ａ为分离到的某一指定类型真菌的菌株数量，株；ｂ为分
离的真菌菌株数量，株。

分离率＝ａ／ｃ×１００％。
式中：ａ为分离到的某一指定类型真菌的菌株数量，株；ｃ为分
离样品总数，６０只。
１．２．２　高产脂肪酶菌株筛选　从假单胞菌属、芽孢杆菌属、
克雷伯氏菌３个菌属中分别选取３株供试菌株筛选高产脂肪
酶，分别为Ｐ－１３、Ｐ－５０、Ｐ－１０６；Ｐ－０３、Ｐ－１９、Ｐ－１５４；Ｐ－
０６、Ｐ－２８、Ｐ－６７。将这９株供试菌株分别接种于高产脂肪酶
菌株筛选培养液中培养（以云南松节油为底物，橄榄油作对

照底物），４８ｈ后测定脂肪酶活性（采用醋酸铜比色法［１７］）。

１．２．３　高产菌株酶解特性、生长量、产酶特性确定　设置５
个反应温度梯度（２５、３０、３５、４０、４５℃）和 ５个 ｐＨ值梯度
（５０、６．０、７．０、８．０、９．０）测定酶活性，确定最适温度以及在
最适温度下的最适ｐＨ值。将高产脂肪酶菌株接种于发酵培
养液中继续培养，２４ｈ后每隔 １２ｈ测定菌株生长量及酶
活性。

２　结果与分析

２．１　云南松毛虫肠道中产脂肪酶菌株的筛选
从云南松毛虫幼虫肠道内共分离筛选获得１９３株产脂肪

酶的菌株，涉及３个菌属：８２株假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、６７
株芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和 ４４株克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）
（表１）。产脂酶菌在云南松毛虫肠道中的分离率较高，最低

的为７３．３３％，说明云南松毛虫肠道中存在有大量的产脂酶
菌群。在这３个菌属中，假单胞菌属为优势菌群，占总菌株数
量的４２．４９％；克雷伯氏菌属最少，为２２．８０％。

表１　云南松毛虫肠道产脂肪酶菌群组成

属名 拉丁名
菌株数

（株）

分离率

（％）
分离频率

（％）

假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ８２ １３６．６７ ４２．４９
芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ６７ １１１．６７ ３４．７２
克雷伯氏菌属 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ４４ ７３．３３ ２２．８０

２．２　云南松毛虫肠道中高产脂肪酶菌株的筛选
９株产脂肪酶菌株对橄榄油和云南松节油２种底物的水

解活性不同。由图１可知，当以松节油为底物时的酶活性大
于对照橄榄油为底物时的酶活性（菌株 Ｐ－１５４除外），菌株
Ｐ－１５４的酶活性表现最低，而且偏向于底物橄榄油。以松节
油为底物时，云南松毛虫肠道中产脂肪酶菌群的酶活性表现

为假单胞菌属（酶活性平均值４．８０Ｕ／ｍＬ）＞克雷伯氏菌属
（２．９４Ｕ／ｍＬ）＞芽孢杆菌属（２．６５Ｕ／ｍＬ），其中假单胞菌属
中菌株Ｐ－５０的酶活性最大，为５．０６Ｕ／ｍＬ，初步确定为高产
脂肪酶菌株。

２．３　高产脂肪酶菌株酶学性质分析
由图２可知，Ｐ－５０的最适宜温度为３５℃，其酶活性达

４．７Ｕ／ｍＬ（图２－ａ）。在最适温度３５℃条件下，Ｐ－５０的最
适ｐＨ值为 ８时，酶活性达到最大值（图 ２－ｂ），说明菌株
Ｐ－５０为中温产碱性脂肪酶菌。
２．４　高产脂肪酶菌株生长及产酶特性

以Ｄ６００ｎｍ值来衡量菌株Ｐ－５０的生长量，Ｐ－５０的生长量
是随着培养时间的延长而增加，当培养６０ｈ左右时，生长量
达到最大值，随后不再增加（图３－ａ）。而在Ｐ－５０生长对数
时期，培养 ４８ｈ时 Ｐ－５０表现出较高的酶活性，为
５．８Ｕ／ｍＬ，随后缓慢下降（图３－ｂ）。

３　结论与讨论

昆虫肠道中蕴含丰富的微生物资源，从中筛选出具有新

特性和高活性的脂肪酶是一项非常有意义的工作。本研究首

次从云南松毛虫幼虫肠道内共分离获得１９３株产脂肪酶的菌
株，涉及３个菌属：假单胞菌属、芽孢杆菌属和克雷伯氏菌属，
其中假单胞菌属为优势菌群，占总菌株数量的４２．４９％。结
果表明，长期寄生于松毛虫肠道中的产脂酶菌群种类丰富多

样，为脂肪酶菌资源的开发利用提供了新的来源途径。目前，

生产上常见的产脂肪酶菌株主要有假单胞菌属、芽孢杆菌属、
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无色杆菌属（Ｐｈｏｔｏｒｈａｂｄｕｓ）、色杆菌属（Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）和产
碱菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）５个菌属［３］。本研究中分离的假单胞菌

属和芽胞杆菌属为常见菌属，已在多种昆虫［桑天牛（Ａｐｒｉｐｏ
ｎａｇｅｒｍａｒｉ）、白蚁（Ｔｓａｉｔｅｒｍｅｓａｍｐｌｉｃｅｐｓ）、蝗虫（Ａｔｒａｃｔｏｍｏｒｐｈａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ）］中分离获得，但分离得到的克雷伯氏菌属的菌株研
究还较少，有待进一步研究。

云南松毛虫肠道中产脂肪酶菌群的酶活性表现不同，从

中筛选得到了１株高产脂肪酶菌株Ｐ－５０，属于假单胞菌属。
以松节油为专一底物时，该菌株表现出较高的脂肪酶活性，并

初步确定为中温产碱性脂肪酶菌（最适作用温度为３５℃，最
适ｐＨ值为 ８）这与鳞翅目昆虫碱性肠道（ｐＨ值为 ８．０～
１００）环境相关联。然而，Ｐ－５０与已有高产酶菌株的酶活性
相比还有很大的差距，有待进一步研究。

参考文献：

［１］郭　军，吴　杰，邓先余，等．昆虫肠道菌群的功能研究进展［Ｊ］．
应用昆虫学报，２０１５，５２（６）：１３４５－１３５２．

［２］黄　云，詹先进，蓝家样，等．昆虫肠道微生物的研究进展［Ｊ］．
湖北农业科学，２００９，４８（１１）：２８８８－２８９０．

［３］ＨａｓａｎＦ，ＳｈａｈＡＡ，ＨａｍｅｅｄＡ．Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｌｉｐａｓｅｓ［Ｊ］．ＥｎｚｙｍｅａｎｄＭｉｃｒｏｂｉａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，３９（２）：２３５－
２５１．　

［４］刘虹蕾，缪　铭，江　波，等．微生物脂肪酶的研究与应用［Ｊ］．
食品工业科技，２０１２，３３（１２）：３７６－３８１．

［５］袁秀洁．桑天牛成虫肠道优势细菌菌群研究［Ｄ］．保定：河北农
业大学，２０１０．

［６］袁志辉，蓝希钳，杨　廷．家蚕肠道细菌群体调查与分析［Ｊ］．微

生物学报，２００６，４６（２）：２８５－２９１．
［７］刘　航．白蚁和蝗虫肠道共生细菌群落结构研究［Ｄ］．郑州：河
南农业大学，２０１２．

［８］ＡｓｈｉｄａＨ，ＯｇａｗａＭ，ＫｉｍＭ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｈｏｓｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｉｎ
ｔｈｅｇｕｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｈｅｍｉｃａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１２，８（１）：
３６－４５．

［９］ＡｎｕｒａｄｈａＰ，ＲａｎｉＤＪ，ＶｉｊａｙａｌａｋｓｈｍｉＫ，ｅｔａｌ．Ｐａｓｈａｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｐａ
ｓｅｓ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｏｏｌｆｏｒｉｎｄｕｓｔｒｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｕｒｅａｎｄ
ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，３（１）：３０１－３０６．

［１０］董明奇，史　岩，姜春雷，等．脂肪酶高产菌株的筛选及酶学特
性研究［Ｊ］．四川大学学报（自然科学版），２００８，４５（４）：９８５－
９９０．　

［１１］刘高强，魏美才，王晓玲．松毛虫资源开发及其资源化管理的初
步设想［Ｊ］．西北林学院学报，２００４，１９（４）：１１９－１２２．

［１２］许国莲．云南省云南松毛虫研究进展［Ｊ］．西南林业大学学报，
２００８，２８（３）：４２－４４．

［１３］刘湘早．云南松毛虫生物学特性及综合治理［Ｊ］．西南林业大
学学报，２００６，２６（３）：５２－５４．

［１４］孙佑赫，周开艳，熊　智．云南松毛虫肠道产纤维素酶菌株的筛
选鉴定及酶学性质［Ｊ］．华北农学报，２０１２，２７（增刊１）：２５４－
２５８．　

［１５］王金华，李　彪，张武先，等．五龄恩茅松毛虫幼虫的肠道好氧
细菌多样性分析［Ｊ］．应用昆虫学报，２０１３，５０（１）：２３０－
２３４．　　

［１６］黄　晶，袁丽红，孙　镇．脂解麻疯树油脂肪酶产生菌的筛选鉴
定及其催化特性［Ｊ］．微生物学报，２０１１，５１（４）：４８８－４９４．

［１７］江慧芳，王雅琴，刘春国．三种脂肪酶活力测定方法的比较及改
进［Ｊ］．化学与生物工程，２００７，２４（８）：７２－７５．

—３９—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１０期


