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　　摘要：以云南安宁地区思茅松毛虫（Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｋｉｋｕｃｈｉｉ）２龄幼虫为研究对象，研究其肠道细菌多样性，以期为思
茅松（Ｐｉｎｕｓｋｅｓｉｙａｖａｒ．ｌａｎｇｂｉａｎｅｎｓｉｓ）等植物保护奠定基础，并为思茅松毛虫的生物防治提供数据。试验采用纯培养法
对思茅松毛虫２龄幼虫肠道细菌进行分离纯化，通过对菌株形态特征观察和生理生化测定进行初步鉴定，然后结合
１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定技术判定细菌的分类学地位。结果显示，从２龄幼虫肠道中分离得到１１５株细菌，隶属于４个属，８
个类群，分别为Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．，其中２３株肠杆菌属分为２个类群，
５５株葡萄球菌属分为３个类群，２７株芽孢杆菌属分为２个类群，１０株棒状杆菌属有１个类群。优势菌群葡萄球菌属
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）相对分离率最高（４８．００％），２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２．０５２６、０．８６８２、１．４７５３，说明思茅松毛虫２龄幼虫肠道细菌具有丰富的多样性。
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　　我国松毛虫可分为７个属８２种，分别是松毛虫
属（Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ）、云毛虫属、大毛虫属、小毛虫属、
丫毛虫属、杂毛虫属、栎毛虫属，而思茅松毛虫属于

松毛虫属（Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ）［１］，因最早在云南思茅地区
发现而被命名为思茅松毛虫［２］，主要分布在我国四

川、云南、广东、江西、台湾、安徽等省份［３］，一年发

生１～２代，以幼虫危害最大，是我国南方重要松树
害虫，主要危害松树有思茅松、云南松、海南松、云

南油杉、马尾松和短叶松等［４］，严重时可造成毁灭

性灾害［５］。

思茅松毛虫的防治方法主要包括：生物防治、

物理防治、化学防治等［６］。生物防治是近年常用效

果较好的方法，主要是利用微生物、激素等方法进

行防治［７］；万鹰等利用白僵菌粉喷洒于有思茅松毛

虫的树上，研究白僵菌对思茅松毛虫的防治效果，

结果显示，白僵菌的防治效果相对于其他３种药剂
要慢，但防治效果持久［８］。物理防治是利用灯光诱

集成虫使其接触高压电而死亡，或利用人工摘茧除

卵等的方法［６］。化学防治是指利用化学药剂杀灭

害虫的方法，通常使用的化学药剂有５０％马拉硫磷
乳剂、杀螟松乳剂等，每年的４—６月在大面积防治
中使用浓度为２０％杀灭菊酯较为适用［９］。

微生物研究一直是人们研究的热点，其中，昆

虫肠道微生物也是人们的研究焦点之一，且随着测

序技术的不断提升和发展，对于微生物的识别更加

迅速和准确［１０］。昆虫肠道微生物的数量和种类均

非常多，且肠道微生物对机体的发育、生理、营养吸

收等均有巨大影响［１１］。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验时间：２０１８年１０月至２０１９年５月。试验

地点：云南省安宁市草铺镇森林地区（２４°３１′～
２５°６′Ｎ，１０２°８′～１０２°３７′Ｅ），平均海拔１９６８ｍ。

试验样本为思茅松毛虫２龄幼虫，根据安宁市
森林的情况在采集地方圆１ｋｍ２范围内随机挑选１０
个样品点，每个样品点采集１０头健康的２龄幼虫，
总计１００头，采集样本的同时将样本所在的树枝带
回实验室，用于２龄幼虫饲养，为后续研究做准备。
１．２　分离培养基与试剂、仪器

分离培养基：牛肉膏蛋白胨培养基（ＮＡ）：牛肉
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膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，氯化钠５ｇ，琼脂１５～２０ｇ，蒸馏
水定容至 １０００ｍＬ，ｐＨ值 ７．０～７．２，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ。

主要试剂：培养基及生理生化鉴定所用分析

纯、化学试剂（西陇化工股份有限公司），Ｅｚｕｐ柱式
细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒［天根生化科技（北
京）有限公司］，ＰＣＲ扩增体系试剂（硕擎生物科技
有限公司）。

主要仪器：ＹＸＱ－ＬＳ立式压力蒸汽灭菌器（上
海博讯实业有限公司医疗设备厂）、ＡＬ２０４电子天
平（Ｍｅｔｔｌｅｒ－ＴｏｌｅｄｏＧｒｏｕｐ）、ＳＷ－ＣＩ超净工作台（上
海博讯实业有限公司医疗设备厂）、ＨＨＢ１１电热恒
温培养箱（上海跃进科技仪器厂）、Ｈａｉｅｒ冷藏柜、
ＨＨ－２数显电子恒温水浴锅（金坛市丹瑞电器厂）
ＤＨＧ－９０５３Ａ型、电热恒温鼓风干燥箱（上海一恒
科学仪器有限公司）、ＺＨＷＹ－２００Ｂ恒温培养振荡
器（上海智城分析仪器制造有限公司）、Ｇａｌａｎｚ微波
炉、Ｍｉｄｅａ电磁炉、７０型离子交换纯水器（上海南华
医疗器械厂）、ＳＺ－９６自动纯水器（上海亚荣生化仪
器厂）、ＦＭ１３０制冰机（ＧＲＡＮＴ）、微量移液器（２．５、
１０．０、５０．０、２００．０、１０００μＬ）（芬兰 Ｆｉｎｎｐｉｐｅｔｔｅ）、
ＨＢＡ－１９６０ＰＣＲ扩增仪（ＭＪＲＥＳＥＡＲＣＨ）、ＤＹＹ－
８Ｃ电泳仪及电泳槽（北京市六一仪器厂）、凝胶成
像分析仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司，Ｇｅｌ－ＤｏｃＸＲ＋）。
１．３　肠道细菌的分离纯化

选取１００头健康的２龄幼虫，试验前饥饿处理
４０ｈ即在恒温２２～２４℃、恒湿８０％ ～８５％条件下，
无菌水喂养幼虫，４０ｈ后待其排空体内食物残渣后
进行试验。将试验幼虫置于冰上３～５ｍｉｎ，待其昏
迷；采用７０％乙醇擦拭幼虫体表３０ｓ，无菌水冲洗
２～３遍，０．１％ＨｇＣｌ２棉球擦拭幼虫体表１０ｓ，无菌
水冲洗４～５次，在超净工作台中将体表消毒好的幼
虫固定于无菌蜡盘上，使用灭菌后的细尖钳将幼虫

腹部剖开，取出整个肠道，并立即用０．９％无菌ＮａＣｌ
溶液冲洗表面２次，然后将肠道取出放入无菌离心
管中，并向离心管中加入１ｍＬＰＢＳ缓冲液研磨成匀
浆，备用。

吸取上述肠道匀浆１ｍＬ置于９ｍＬＰＢＳ缓冲液
中，稀释成１０－１，按照１０倍梯度稀释至１０－５，吸取
每个浓度稀释液１００μＬ分别涂布于 ＮＡ培养基中，
每个梯度涂３个平板，作为试验组。取最后一次清
洗的无菌水１００μＬ涂布于ＮＡ培养基上，作为试验
空白对照组。将涂布均匀的培养平板倒置于３７℃

培养箱内，培养７２ｈ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的培
养皿，根据涂有肠道内容物悬液培养皿上单菌落的

不同形态特征，挑选单菌落移至新的 ＮＡ培养基平
板上，采用分三区的划线法进行菌株纯化，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℃保存备用。
１．４　２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℃下培养２４～４８ｈ，待
菌落长成后，对菌落进行染色［１２］并参考《常见细菌

系统鉴定手册》［１３］对菌落特征进行描述。

１．５　２龄幼虫肠道可培养菌株的生理生化鉴定
按照《现代微生物学实验技术》［１４］、《微生物学

实验教程》［１５］等微生物生理生化鉴定的方法，对２
龄幼虫肠道细菌进行生理生化鉴定。

１．６　２龄幼虫肠道细菌１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定
１．６．１　肠道细菌基因组 ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ扩增　
在ＮＡ培养基上活化分离得到的纯菌株，然后接种
至液体培养基扩大培养、离心、收集菌体，利用 Ｅｚｕｐ
柱式细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒提取２龄幼虫肠
道细菌基因组ＤＮＡ。用１．０％的琼脂糖凝胶检测提
取出的细菌基因组ＤＮＡ，得到的片段大小符合细菌
基因组 ＤＮＡ后，再将检测合格的 ＤＮＡ产物作为
１６ＳｒＤＮＡ序列扩增模板。扩增引物选择：正向引物
２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和反向
引物１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）。
ＰＣＲ扩增体系为：２５．０μＬ的 ２× ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ；３．０μＬ的模板 ＤＮＡ；１０．０μｍｏｌ／Ｌ正向
引物２７Ｆ和反向引物１４９２Ｒ各１．０μＬ；双蒸水补充
至５０．０μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，
３０个循环；７２℃终延伸 ５ｍｉｎ，－２０℃保存。取
４．０μＬＰＣＲ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。

１．６．２　２龄幼虫肠道细菌系统发育树构建　通过
ＤＮＡＭＡＮ６．０软件进行矫正及拼接测得的序列，然
后将拼接完成的 １６ＳｒＤＮＡ序列在 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．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 ＭＥＧＡ７．０构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ系
统发育树，判定其分类学关系。
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１．７　分离率与群落结构多样性分析
（１）分离率与相对分离率，分别衡量的是２龄

幼虫肠道细菌丰富度和某种２龄幼虫肠道细菌的优
势度。分离率指从样品中分离纯化得到的菌株数

与全部样本虫数的比值；相对分离率指分离到的某

种２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［２５］的计算公式如下：

　　①Ｓｈａｎｎｏｎ指数：Ｈ′＝－∑
ｋ

ｉ＝１
ＰｉｌｎＰｉ；

②Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指：Ｄｊ＝－∑
ｋ

ｉ＝１
Ｐ２ｉ；

③Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数：Ｍａ＝（Ｓ－１）／ｌｎＮ；
上述３个公式中，Ｓ表示某个２龄幼虫肠道细

菌的种类数，Ｎ表示某个２龄幼虫肠道细菌的总量，

Ｐｉ表示某种２龄幼虫肠道细菌的相对分离率。

２　结果与分析

２．１　２龄幼虫肠道细菌的分离结果
从１００头２龄幼虫肠道中共分离得到１１５株细

菌，分离率达１１５．００％。根据菌落的形态特征共有
８个类群，整理编号得：Ｎ２０１～Ｎ２０８。
２．２　２龄幼虫肠道细菌形态特征

对分离得到的８株细菌的菌落特征与革兰氏染
色结果进行观察，结果（表１）表明，８株菌株中多数
菌株的革兰氏染色结果呈阳性，仅有 １株呈阴性。
且大部分菌株为杆状，仅有 Ｎ２０７、Ｎ２０８为球状，
Ｎ２０２为拟球状；大部分菌株边缘整齐且不透明，只
有Ｎ２０６、Ｎ２０７半透明；多数菌株表面光滑湿润。

表１　２龄幼虫肠道细菌的菌落形态特征

菌株编号 菌体特征 形状 颜色　 边缘 透明度 其他特征
数目

（株）

相对分离率

（％）

Ｎ２０１ Ｇ－，杆状 圆形微凸起 灰白色 整齐 不透明 表面光滑湿润 １２ １０．４３

Ｎ２０２ Ｇ＋，拟球状 圆形微凸起 乳白色 整齐 不透明 较干燥无光泽 １８ １５．６５

Ｎ２０３ Ｇ＋，杆状 圆形凸起 乳白色或微黄色 不整齐 不透明 表面褶皱无光泽 １４ １２．１７

Ｎ２０４ Ｇ＋，杆状 圆形凸起 黄色 整齐 不透明 表面光滑湿润 １０ ８．７０

Ｎ２０５ Ｇ＋，杆状 圆形平坦 微黄色 整齐 不透明 表面光滑湿润 １３ １１．３０

Ｎ２０６ Ｇ＋，杆状 圆形凸起 白色 整齐 半透明 表面光滑湿润 １１ ９．５７

Ｎ２０７ Ｇ＋，球状 圆形凸起 乳白色 整齐 半透明 表面光滑湿润 ２０ １７．３９

Ｎ２０８ Ｇ＋，球状 圆形凸起 白色或柠檬色 整齐 不透明 表面光滑 １７ １４．７８

２．３　２龄幼虫肠道细菌生理生化鉴定及多样性
分析

　　经过对生理生化指标（表２）的聚类分析可知，
在欧氏距离４．８左右处，可将８个细菌类群划分为
２个遗传聚类组，Ｎ２０４自成一类，其他７个细菌类
群为一类，其中，Ｎ２０１、Ｎ２０６属于一类，Ｎ２０２、Ｎ２０３、
Ｎ２０５、Ｎ２０７、Ｎ２０８属于另一类（图１）。

结合生理生化指标、细菌的形态特征、菌落及

显微形态特征，查询细菌鉴定手册后，将分离到的８
种细菌形态，初步鉴定为，Ｎ２０１、Ｎ２０６均属于肠杆
菌属Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．，Ｎ２０２、Ｎ２０７、Ｎ２０８为葡萄球菌
属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．，Ｎ２０３、Ｎ２０３为芽孢杆菌属
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．，Ｎ２０４为棒状杆菌属 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ．，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。

由表１可知，１１５株２龄幼虫肠道细菌中，葡萄
球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．（Ｎ２０２、Ｎ２０７和 Ｎ２０８）相

对分离率为４８．００％，是思茅松毛虫２龄幼虫肠道
细菌的优势菌群。另外，思茅松毛虫２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２．０５２６、０．８６８２、１４７５
３，说明思茅松毛虫２龄幼虫肠道细菌具有丰富的多
样性。

２．４　２龄幼虫肠道可培养细菌１６ＳｒＤＮＡ分析结果
将所获 ８种细菌形态 ２龄幼虫肠道细菌 １６Ｓ

ｒＤＮＡ序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中注册，获得 ＧｅｎＢａｎｋ登录
号。由表３可知，分离到的２龄幼虫肠道细菌与相
应菌株的 １６ＳｒＤＮＡ序列相似度在 ９７％ ～９９％。
１１５株细菌隶属于４个属、８个类群，初步鉴定为，
Ｎ２０１为阿氏肠杆菌Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｓｂｕｒｉａｅ，Ｎ２０２为木
糖葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｘｙｌｏｓｕｓ，Ｎ２０３为枯草芽孢
杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ｎ２０４为嗜甘氨酸棒状杆菌
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｌｙｃｉｎｉｐｈｉｌｕｍ，Ｎ２０５为阿氏芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓａｒｙａｂｈａｔｔａｉ，Ｎ２０６为肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
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表２　２龄幼虫肠道可培养细菌的生理生化特征

菌株编号 Ｎ２０１Ｎ２０２Ｎ２０３Ｎ２０４Ｎ２０５Ｎ２０６Ｎ２０７Ｎ２０８
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值３ － － － － － － － －
ｐＨ值１２ － － － － － － － －
３－酮基乳糖 － － － － － － － －
Ｈ２Ｓ － － ＋ － － － － －

　　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性。

ｓｐ，Ｎ２０７为科氏葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃｏｈｎｉｉ，Ｎ２０８
为表皮葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ，这些思
茅松毛虫２龄幼虫肠道细菌均不能确定其真正的种
属地位，需要做进一步研究以鉴定其分类学地位。

２．５　系统发育树
将２龄幼虫肠道细菌的１６ＳｒＤＮＡ序列进行系

统发育进化分析，构建系统发育树。由图２可知，思
茅松毛虫２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，分别为：芽孢杆菌属

Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．；第二大
类为变形菌门，为肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．；第三大
类为放线菌门，为棒状杆菌属Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．。

３　结论与讨论

思茅松毛虫对思茅松等松科植物有严重危害，

由于对松科植物的危害而对林业造成巨大的损失，

对生态环境和人类生产生活造成巨大影响。本研

究以思茅松毛虫２龄幼虫为研究材料，通过对２龄
幼虫肠道中的可培养细菌进行菌落观察、生理生化

实验和１６ＳｒＤＮＡ同源性分析，共分离得到１１５株肠
道可培养细菌，初步推测隶属于４个属、８个类群。
通过对肠道细菌的相对分离率进行分析，葡萄球菌

属的相对分离率最高，为４８．００％，是２龄幼虫肠道
细菌的优势菌属。通过对其多样性做一步分析，得

到肠道可培养细菌具有丰富的多样性。

不同地域的思茅松毛虫肠道细菌种类存在一

定差异。本次试验样品２龄思茅松毛虫幼虫采集地
为云南安宁地区，结果显示２龄思茅松毛虫肠道可
培 养 细 菌 有 １１５ 株，属 于 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．；
张武先等利用传统培养法从采自云南思茅地区的

思茅松毛虫２龄幼虫肠道内分离出了５株好氧细菌
属于Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．［１６］。

同一区域不同龄期思茅松毛虫肠道微生物种

类不尽相同。李选文等从云南安宁采集的思茅松

毛虫６龄幼虫，从肠道内分离出１０４株菌，隶属于芽
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表３　２龄幼虫肠道细菌ＧｅｎＢａｎｋ登录号及最大相似菌株

菌株编号 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 最大相似菌株
相似度

（％）

Ｎ２０１ ＭＫ６２９７８６．１ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｓｂｕｒｉａｅ（ＫＣ５６８１４４．１） ９７

Ｎ２０２ ＭＫ６２９７８７．１ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｘｙｌｏｓｕｓ（ＫＴ３３９３３２．１） ９７

Ｎ２０３ ＭＫ６２９７８８．１ Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ（ＫＴ５８８６４３．１） ９７

Ｎ２０４ ＭＫ６２９７８９．１ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｌｙｃｉｎｉｐｈｉｌｕｍ（ＭＧ１９８６８１．１） ９９

Ｎ２０５ ＭＫ６２９７９０．１ Ｂａｃｉｌｌｕｓａｒｙａｂｈａｔｔａｉ（ＫＸ２３０１３７．１） ９９

Ｎ２０６ ＭＫ６２９７９１．１ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ（ＥＵ１９６７５５．１） ９９

Ｎ２０７ ＭＫ６２９７９２．１ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃｏｈｎｉｉ（ＫＴ２６１２５０．１） ９６

Ｎ２０８ ＭＫ６２９７９３．１ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ（ＥＵ８３４２４４．１） ９６

孢杆菌属、类芽孢杆菌属、苍白杆菌属、短芽孢杆菌

属、微球菌属、莫拉菌属、栖水菌属、土壤芽孢杆菌

属、葡萄球菌属、普罗威登斯菌属［１７］。康柳等从云

南昆明采集健康的松毛虫，实验室人工饲养至３龄
然后在其肠道内分离出 １１株细菌，分别属于
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．、
Ｋｌｅｂｓｓｉｅｌｌａｓｐ．、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ．［１８］。孙佑赫等从采自
普洱地区的４龄幼虫肠道内分离出１１株细菌，分别
属于 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｂｒｅｖｉｂｓｃｉｌｌｕｓｓｐ．、
Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｒａｏｕｌｔｅｌｌａ ｓｐ．、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ．［１９］。王金华等从采自普洱的５龄幼虫肠道内分
离出 １０株细菌，分别属于 Ｙｏｋｅｎｌｌａｓｐ．、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ

ｓｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．［２０］。孙佑赫等从采
自普洱市的６龄幼虫肠道内分离出６株细菌，分别
属于 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．，Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．［２１］。马艳芳等从采
自普洱市的７龄幼虫肠道内分离出１４株细菌，分别
属于 Ｌｅｃｌｅｒｃｉａｓｐ．、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．、Ｙｏｋｅｎｅｌｌａ
ｓｐ．、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．［２２］。

昆虫通常通过环境和食物获取各类微生物［２３］，

所以不同的生长环境及食物使幼虫摄入体内的细

菌不同，从而影响幼虫肠道细菌的种类。研究发现

极端碱性条件不利于绝大多数细菌的生长［２４］，也有

些细菌能在极端碱性条件下生活，如肠球菌能在ｐＨ
值却高达１１～１２的鳞翅目幼虫中肠里生活［２５］，说
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明肠球菌可能以某种方式缓冲肠道极端 ｐＨ值。本
研究通过对２龄幼虫的肠道细菌分离得到了包含球
菌在内的８个类群细菌，这为防治思茅松毛虫提供
了依据。

随着分子生物学技术的发展，可以通过宏基因

学技术直接提取肠道细菌的总 ＤＮＡ，进而分析出整
个肠道的细菌种类，使得对昆虫的肠道微生物的研

究更加方便。本次试验通过纯培养技术分离得到

的２龄幼虫肠道细菌只是肠道细菌中很少的一部
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，尤其是对松科

植物危害十分严重，对其肠道微生物进行研究，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。

参考文献：

［１］侯陶谦．中国松毛虫防治研究进展［Ｊ］．中国森林病虫，１９９３

（２）：４０－４２．

［２］侯陶谦．中国松毛虫［Ｍ］．北京：科学出版社，１９８７：３２－３４．

［３］陈明树，孙松柏，汤显春．思茅松毛虫核型多角体病毒的初步研

究［Ｊ］．中国森林病虫，１９８５（４）：５－６．

［４］北京林学院昆虫教研组．思茅松毛虫的研究［Ｊ］．北京林业学院

学报，１９８１（１）：２５－３５．

［５］卢　斌，卜良高，舒卫奇．思茅松毛虫的发生与防治［Ｊ］．安徽林

业科技，２００３（１）：２９．

［６］卢　斌．思茅松毛虫生物学特性及防治方法［Ｊ］．安徽农学通

报，２００８（３）：９８．

［７］程克华．思茅松毛虫的发生及综合防治［Ｊ］．现代农业科技，

２０１８（９）：１５９．

［８］万　鹰，刘德波，徐晓丽，等．四种杀虫剂林间防治思茅松毛虫试

验［Ｊ］．中国森林病虫，２０１８，３７（２）：４６－４８．

［９］张荣超．思茅松毛虫的生物学特性及防治技术［Ｊ］．现代园艺，

２０１５（６）：６３．

［１０］周　帆，庞志倡，余小强，等．昆虫肠道微生物的研究进展和应

用前景［Ｊ］．应用昆虫学报，２０２０（３）：６００－６０７．

［１１］张振宇，圣　平，黄胜威，等．昆虫肠道微生物的多样性、功能及

应用［Ｊ］．生物资源，２０１７，３９（４）：２３１－２３９．

［１２］黄秀梨，辛明秀．微生物学实验指导［Ｍ］．２版．北京：高等教

育出版社，２００８：４８－５０．

［１３］东秀珠，蔡妙英．常用细菌鉴定手册［Ｍ］．北京：科学出版社，

２００１：３６４－３９７．

［１４］朱旭芬．现代微生物学实验技术［Ｍ］．浙江：浙江大学出版社，

２０１１：２６９－２７５．

［１５］周德庆，徐德强．微生物学实验教程［Ｍ］．北京：高等教育出版

社，２０１３：３５０－３５２．

［１６］张武先，王金华，熊　智，等．思茅松毛虫２龄幼虫肠道好氧细

菌的筛选及毒力测定［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，３９（２８）：

１７２８８－１７２９０．　

［１７］李选文，熊　智，黄雨云，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［Ｊ］．西部林业科学，２０２１，５０（２）：４０－

４７，７７．

［１８］康　柳，王金华，孙佑赫，等．３龄思茅松毛虫幼虫肠道好氧细

菌的分离及ＡＲＤＲＡ多态性分析［Ｊ］．湖北农业科学，２０１２，５１

（７）：１４８１－１４８３．

［１９］孙佑赫，熊　智，王金华，等．思茅松毛虫四龄幼虫肠道好氧细

菌的ＡＲＤＲＡ分析及鉴定［Ｊ］．应用昆虫学报，２０１２，４９（６）：

１６１８－１６２２．　

［２０］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．

［２１］佑　赫，熊　智，王金华，等．思茅松毛虫６龄幼虫肠道细菌的

ＡＲＤＲＡ分析与鉴定［Ｊ］．湖北农业科学，２０１２，５１（８）：１６８４－

１６８６．　

［２２］马艳芳，陈升富，王金华，等．思茅松毛虫７龄幼虫肠道好氧细

菌的筛选及毒力测定［Ｊ］．中国森林病虫，２０１２，３１（１）：１－４．

［２３］迎　新，刘彦群，李　群，等．昆虫肠道微生物多样性研究进展

［Ｊ］．河南农业科学，２０１６，４５（１１）：１－７．

［２４］ＥｎｇｅｌＰ，ＭｏｒａｎＮＡ．Ｔｈｅｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｏｆｉｎｓｅｃｔｓ－ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１３，３７

（５）：６９９－７３５．

［２５］蓝波妙．斜纹夜蛾肠道细菌多样性及其功能研究［Ｄ］．福州：

福建农林大学，２０１６：１－４．

—２０１— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１期


