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2株昆虫病原线虫共生菌的分离与初步分类鉴定
Ξ

王永宏,张　兴
(西北农林科技大学 无公害农药研究服务中心,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　从陕西杨凌采集的昆虫病原线虫S teinernem a sp. YL 001和S teinernem a sp. YL 002肠道内分别分离

到1株具有较高杀虫和抑菌活性的共生菌菌株YL 001和YL 002,并对其从形态特征、培养特性及生理生化特征等方

面进行了鉴定。结果表明, YL 001和YL 002菌株分别为嗜线虫致病杆菌 (X enorhabd us nem atop h ila)和伯氏致病杆

菌 (X enorhabd us bov ien ii)。
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　　昆虫病原线虫共生菌是寄生于昆虫病原线虫肠

道内的一种革兰氏阴性细菌,属肠杆菌科[1 ] ,包括致

病杆菌 (X enorhabd us)和光杆菌 (P hotorhabd us) 2个

属, 分别与斯氏线虫 (S teinernem a )和异小杆线虫

(H eterorhabd itis)共生。线虫携带共生菌通过气门、

肛门、节间膜等自然孔口进入昆虫体内,将共生菌释

放到昆虫血腔中,并在其中大量繁殖,产生毒素和抑

菌物质,使昆虫患败血症死亡。昆虫病原线虫共生菌

一方面可直接作为线虫营养源,同时可分解其他营

养物质满足线虫繁殖发育所需; 另一方面共生菌可

产生大量抑菌物质,抑制其他杂菌的污染,为线虫的

生长发育繁殖提供理想的环境。

致病杆菌和光杆菌的次生代谢产物具有抑菌、

杀虫和抗肿瘤等多种活性,在医疗卫生和农业领域

具有广阔的应用前景和较大的商业潜力[2 ]; 其中光

杆菌产生的毒素蛋白具有较高的杀虫活性,毒力与

苏云金芽孢杆菌 (B t)相当[3 ]。毒素蛋白的发现拓展

了共生菌单独作为生防剂的应用范围,如可将毒素

蛋白的基因转入植物的基因组中,提高植物的抗虫

性。因此,昆虫病原线虫共生菌已成为具有极大开发

潜力和应用前景的一类新型生物资源,对共生菌菌

株资源及其分类研究亦日益受到重视。

目前,昆虫病原线虫共生菌的分类鉴定主要采

用表型及生理生化特征分析[4 ]、DNA öDNA 杂交[526 ]

和16 S rDNA 分析[729 ]等方法。尽管分子生物学分类

等方法得到广泛的应用,但表型特征对于新分离菌

株的鉴定仍是重要的分类指标,是菌株鉴定不可缺

少的部分,特别是对共生菌产生的脂肪酶、蛋白酶、

胞内晶体蛋白、色素、抗生素以及其他某些特征的研

究,会进一步加深对共生菌的了解和认识,而且对编

码上述物质的功能基因结构的研究,有利于从分子

生物学水平上揭示其差异。生理生化特征在种间的

某些差异,可以作为种间的分类依据,如根据某些特

异的生理生化特征可以将菌株进行归类。本研究从

陕西杨凌采集的昆虫病原线虫 S teinernem a sp.

YL 001 和S teinernem a sp. YL 002 的肠道内分别分

离到 1 株具有较高杀虫和抑菌活性的共生菌菌株

YL 001和YL 002,并采用表型及生理生化特征分析

法对这 2 个菌株进行初步分类鉴定,以明确其分类

学地位,为进一步深入研究奠定基础,并为其他共生

菌株的分类鉴定提供参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　供试线虫和昆虫　供试昆虫病原线虫为

S teinernem a sp. YL 001 和 S teinernem a sp. YL 002,

供试昆虫为大蜡螟 (Ga lleria m ellonella ) ,均由西北

农林科技大学无公害农药研究服务中心提供。

1. 1. 2　供试病原菌　烟草赤星菌 (A lterna ria a lter2
na ta)、番茄早疫菌 (A lterna ria solan i)、辣椒疫霉菌

(P hy top h thora cap sici)、南瓜枯萎菌 (M elon f usa ri2
um W ilt)、西瓜枯萎菌 (F usa rium oxy sp orum f. sp.

n iveum )、棉花枯萎菌 (V erticillium d ah liae)、苹果炭

疽 菌 (C lom erela ciny u la te )、黄瓜炭疽菌 (Col2
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letotrichum lag ena rium )、番茄灰霉菌 (B otry tis cir2
erea )、小麦赤霉菌 (F usa rium g ram inea rum )、杨树

溃 疡 菌 (D oth iorella g reg a ria )、苹 果 干 腐 菌

(B otry osp haeria bereng eriana)、稻瘟菌 (Py ricu la ria

ory z ae)、小麦纹枯菌 (R h iz octon ia cerea lis)、水稻白

叶枯菌 (X an thom onas cam p estris)、金黄色葡萄球菌

(S tap hy lococcus au reus)、蜡状芽孢杆菌 (B acillus

cereus)、大肠杆菌 (E schericha i coli ) 和沙门氏菌

(S a lm onella typ h i) ,均由西北农林科技大学无公害

农药研究服务中心提供。

1. 1. 3　培养基　 (1)斜面及平板培养基。NA 培养

基 (牛肉膏3. 0 g,蛋白胨5. 0 g,营养琼脂20 g,蒸馏

水1 000 mL , pH 7. 2～ 7. 4)。

(2)共生菌鉴别培养基。NBTA 培养基 (NA 培

养基+ 氯化三苯基四氮唑 (T TC) 0. 040 g+ 溴麝香

百里酚兰 (BTB ) 0. 025 g) ; 麦康凯培养基 (M aCon2
key)。

(3)摇瓶发酵培养基。YS 培养基 (N H 4H 2PO 4

0. 5 g, K2H PO 4 0. 5 g,M gSO 4·7H 2O 0. 2 g, N aC l

5. 0 g, 酵母提取物 5. 0 g, 蒸馏水 1 000 mL , pH

7. 0)。

1. 2　昆虫病原线虫共生菌的分离

用体积分数 0. 1%甲醛溶液将侵染期线虫 ( IJ s)

浸泡消毒 3 次, 30 m inö次,每次消毒完后用无菌水

冲洗。随后用1 göL 乙汞硫代水杨酸钠将线虫浸泡
30 m in,消毒完后用无菌水冲洗3次,最后将侵染期

线虫接种到NBTA 培养基平板上,在 28 ℃、黑暗条

件下培养3～ 5 d,线虫释放出共生菌,形成蓝绿色菌

落, 经反复纯化, 得到昆虫病原线虫共生菌菌株

YL 001和YL 002。共生菌4 ℃下保存于NA 斜面培

养基中,每隔2周继代1次。

1. 3　昆虫病原线虫共生菌的培养

取菌种管保存的共生菌,划线接种于NA 培养

基平板上, 28 ℃培养 24～ 48 h 后,挑取单菌落划线

接种于NBTA 培养基平板上, 28 ℃培养 24～ 48 h,

观察菌落的颜色变化,区分初生型和次生型共生菌。

菌落为蓝色,周围培养基中的染料被吸收变为黄色

的为初生型共生菌;菌落为红色,周围培养基中的染

料不被吸收而保持蓝色的为次生型[6 ]。用接种环挑

取初生型共生菌,接种于摇瓶发酵培养基中, 28 ℃、

180 röm in 振荡培养 16 h; 按体积分数 5%的接种量

转接于含40 mL 发酵培养基的250 mL 三角瓶中, 28

℃、18 0 röm in 培养48～ 72 h。

1. 4　昆虫病原线虫共生菌的鉴定

1. 4. 1　形态及培养特征观察　将菌株 YL 001 和

YL 002接种在NA , NBTA 和麦康凯 (M acConkey)

培养基上,在28 ℃下培养24 h 后观察菌落形态及色

素吸收情况。利用显微镜观察NA 培养基上生长36

h 的菌体形状、革兰氏染色结果和鞭毛。菌体在YS

培养基中振荡培养20 h,收集菌体细胞,测量细胞大

小。

1. 4. 2　生理生化指标的测定　各项生理生化指标

的测定均参照文献[ 6, 10213 ]的方法。

1. 4. 3　对大蜡螟幼虫的致病性　取昆虫病原线虫

共生菌培养48 h 的发酵液,在14 000 röm in、4 ℃离

心10 m in,上清液经0. 22 Λm 滤膜过滤除菌,得发酵

液无菌滤液。将大蜡螟幼虫低温 (4 ℃)处理30 m in,

从第1对腹足之间,用微量注射器 (10 ΛL )将共生菌

无菌滤液注射到血腔内,每处理3个重复,每重复注

射20头试虫,每头注射10 ΛL。对照组试虫注射相同

剂量的无菌培养基。处理后将试虫置于26 ℃培养室

饲养,每隔24 h 检查试虫的死亡情况,连续观察3 d,

计算死亡率。

1. 4. 4　抑菌活性　取昆虫病原线虫共生菌培养 72

h 的发酵液,分别采用琼脂扩散法和生长速率法测

定其对病原细菌和植物病原真菌的抑菌活性。

2　结果与分析

2. 1　昆虫病原线虫共生菌的形态与培养特征

2. 1. 1　形态特征　YL 001和YL 002菌株的形态特

征见表1。由表1可知, 2种昆虫病原线虫共生菌均为

阴性G - ,细胞呈杆状,不产生芽孢;初生型和次生型

的形态特征有一定差异,初生型均有周生鞭毛和内

含体,而次生型无鞭毛和内含体。

2. 1. 2　培养特征　YL 001 和 YL 002 菌株在NA ,

NBTA 和麦康凯 (M cConkey)培养基上的培养特征

见表2。由表2可见,在NA 培养基上, 2种共生菌初

生型的菌落颜色分别为灰白色和浅黄色, 说明

YL 001菌株不能产生色素,而YL 002菌株可产生黄

色色素; 2 种共生菌的初生型在鉴别培养基NBTA

上均为蓝绿色,菌落周围有透明圈,次生型为红色,

菌落周围无透明圈,表明初生型可以吸收NBTA 中

的溴麝香百里酚兰,而次生型不能;在麦康凯培养基

上, 2种共生菌初生型的菌落为红褐色或红色,表明

初生型可以吸收麦康凯培养基中的中性红。两种共

生菌的初生型和次生型均不产生荧光, 且与S tein2
ernem a 属线虫共生, 故这 2 株共生菌不属于 P ho2
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torhabd us属。2种共生菌的初生型可在穿刺线周围

观察到明显的云雾状扩散,次生型的穿刺线较清晰,

说明初生型具有较好的运动性,而次生型不具运动

性。

表 1　昆虫病原线虫共生菌YL 001和YL 002株的形态特征

T able 1　M o rpho logical characterist ics of YL 001 and YL 002 stra in associa ted w ith

S teinernem a sp. YL 001 and S teinernem a sp. YL 002

共生菌株
Sym bio tic
bacteria

分型 革兰氏染色
Gram

菌体形状
Shape

大小öΛm
Size

鞭毛
F lagellum

芽孢
Spo re

内含体
P ro top lasm ic

rystalline
inclusions

YL 001

初生型
Phase É varian t

阴性
G-

杆状
Rod 0. 5×1. 3～ 1. 7×9. 5 周生

Peritrichous
无

N one
有

H ave

次生型
Phase Ê varian t

阴性
G-

杆状
Rod

0. 6×1. 1～ 1. 0×6. 7 无
N one

无
N one

无
N one

YL 002

初生型
Phase É varian t

阴性
G-

杆状
Rod

0. 8×1. 9～ 2. 0×7. 6 周生
Peritrichous

无
N one

有
H ave

次生型
Phase Ê varian t

阴性
G-

杆状
Rod 0. 6×1. 5～ 1. 6×5. 3 无

N one
无

N one
无

N one

表 2　昆虫病原线虫共生菌YL 001和YL 002株的培养特征

T able 2　Cultu re characterist ics of YL 001 and YL 002 stra in associa ted w ith

S teinernem a sp. YL 001 and S teinernem a sp. YL 002

培养基
Cultu re

YL 001 YL 002

初生型 Phase É varian t 次生型 Phase Ê varian t 初生型 Phase É varian t 次生型 Phase Ê varian t

NA

菌落乳白色到灰白色, 凸起, 不
透明, 有粘性 W h ite to off -

w h ite, bu lge, opacity, w ith vis2
co sity

菌落灰白色,扁平,半透明状,无
粘 性 O ff2w h ite, flat, translu2
cence,w ithou t visco sity

菌落灰白色到浅黄色, 凸起, 有
粘性 O ff2w h ite to buff, w ith
visco sity

菌落灰白色,微凸,半透明,无粘
性 O ff2w h ite, translucence,

w ithou t visco sity

NBTA

菌落为蓝绿色到暗绿色; 菌落周
围有蓝色的透明圈, 凸起, 有粘
性 Cyan to sap green; w ith b lue
clarity ring around co lony,

bu lge, w ith visco sity

菌落颜色由浅灰色逐渐变为红
色、暗红色,扁平,菌落周围无透
明圈 F rench grey to red o r dark
red, flat, w ithou t clarity ring
around co lony

菌落为蓝绿色,菌落周围有蓝色
的透明圈, 凸起, 有粘性 Cyan;

w ith b lue clarity ring around
co lony, bu lge,w ith visco sity

菌落中间为深红色,四周颜色较
浅,不透明,微凸,无粘性 C rim 2
son in the cen ter of co lony,

sligh ty bu lge, opacity, w ithou t
visco sity

麦康凯
M acConkey

菌落中间为红褐色,四周有黄白
色晕圈,圆形凸起,不透明,有粘
性 T he cen ter of co lony henna,

w ith buff frait ring around
co lony, bu lge, opacity, w ith vis2
co sity

菌落为无色透明,无粘性W ith2
out co lo r, clarity, w ithou t vis2
co sity

菌落为红色,凸起,不透明 R ed,

bu lge, opacity

菌落浅黄色,微凸,微粘,半透明
Buff, sligh ty bu lge, w ith sligh ty
visco sity, translucence

2. 2　昆虫病原线虫共生菌的生理生化特征

YL 001和YL 002 菌株的主要生理生化特征见

表3。由表3可以看出,两种共生菌初生型和次生型

的过氧化氢酶、氧化酶、脲酶、硝酸还原酶和苯丙氨

酸还原酶反应均为阴性,不能产生H 2S和吲哚,不水

解淀粉和七叶苷,可水解三丁酸甘油酯,可利用柠檬

酸盐; 初生型的卵磷脂酶、蛋白酶均为阳性,次生型

卵磷脂酶均为阴性, YL 001菌株次生型的蛋白酶为

弱阳性, 而 YL 002 菌株次生型的蛋白酶为阴性。

YL 001菌株的初生型不能产生脂酶,而次生型可以

产生; YL 002 菌株的初生型可以产生脂酶, 而次生

型无脂酶活性或脂酶活性很弱。YL 001和YL 002菌

株的生理生化特征分别与嗜线虫致病杆菌 (X . ne2
m a top h ila)和伯氏致病杆菌 (X . bov ien ii)种的特征

基本一致[4, 10211 ] ,只是YL 002与X . bov ien ii在脂酶产

生等方面存在某些差异,其原因可能是由不同地域

来源的菌株之间的差异造成的。

2. 3　昆虫病原线虫共生菌的致病性

由表 4可见, YL 001和YL 002菌株的初生型对

大蜡螟幼虫均具有较强的注射活性, 2 菌株培养不

同时间的发酵液无菌滤液对大蜡螟 48 h 的死亡率

均为100%。次生型对大蜡螟幼虫均无致病性。
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表 3　昆虫病原线虫共生菌YL 001和YL 002株主要生理生化特征

T able 3　B iochem ical characterist ics of YL 001 and YL 002 stra in associa ted w ith

S teinernem a sp. YL 001 and S teinernem a sp. YL 002

特征
B iochem ical characterist ics

YL 001 YL 002

初生型
Phase É varian t

次生型
Phase Ê varian t

初生型
Phase É varian t

次生型
Phase Ê varian t

过氧化氢酶 Catalase — — — —

氧化酶O xidase — — — —

脲酶U rease — — — —

卵磷脂酶 L ecith inase + — + —

蛋白酶 P ro tease + w + —

明胶水解 Gelatin + — + —

脂酶 L ipase: egg yo lk agar — + + —

Tw een 80 — w + w

硝酸还原酶N itrate reduction — — — —

吲哚产生 Indo le p roduction — — — —

H 2S产生 H 2S p roduction — — — —

伏2普反应V oges2P rokauer test — — — —

H ugh & L eifson开管 H ugh & L eifson open tube + + + +

H ugh & L eifson闭管 H ugh & L eifson clo sed tube + + + +

淀粉水解 Starch hydro lysis2so lub le — — — —

苯丙氨酸还原酶 Phenylalan ine deam inase — — — —

色氨酸还原酶 T ryp tophan deam inase — — + —

七叶苷水解A escu lin hydro lysis — — — —

三丁酸甘油酯D , L 2Glycerate + + + +

柠檬酸盐 Simmonπs citrate + + + +

　　注: + . 阳性反应; - . 阴性反应;w. 弱阳性反应。

N o te: + . po sit ive reaction; - . negative reaction; w. a w eak reaction.

表 4　昆虫病原线虫共生菌YL 001和YL 002株初生型对大蜡螟的致病性

T able 4　Pathogen ity of the phase É varian t of YL 001 and YL 002 stra in fo r Galleria m ellonella

菌株
Strain

培养时间öh
Cultu re

tim e

死亡率ö% M o rtility

24 h 48 h

菌株
Strain

培养时间öh
Cultu re

tim e

死亡率ö% M o rtility

24 h 48 h

YL 001

24 100. 0

48 0. 0 100. 0

72 0. 0 100. 0

YL 002

24 100. 0

48 60. 0 100. 0

72 33. 0 100. 0

CK 0. 0 0. 0

2. 4　昆虫病原线虫共生菌的抑菌活性

YL 001和YL 002 菌株初生型对植物病原真菌

和细菌的抑菌活性见表5和表6。

表 5　昆虫病原线虫共生菌YL 001和YL 002株初生型的抗细菌活性

T able 5　A ntib io tic activity of the phase É varian t of YL 001 and YL 002 stra in

供试细菌
Bacteria

抗细菌活性
A ntibacterial activity

YL 001 YL 002

供试细菌
Bacteria

抗细菌活性
A ntibacterial activity

YL 001 YL 002

金黄色葡萄球菌 S tap hy lococcus au reus + + + + + + + 大肠杆菌 E. coli + +

水稻白叶枯菌 X an thom onas camp estris + + + + + + + 沙门氏菌 S a lm onella typ h i + +

蜡状芽孢杆菌B acillus cereus + + + +

　　注: + + + + . 抑菌圈直径> 25mm; + + + . 25 mm≥抑菌圈直径> 20 mm; + + . 20 mm≥抑菌圈直径> 15 mm; + . 15 mm≥抑菌圈直径。

N o te: + + + + . D iam eter of the zone by an tib io tic activity > 25 mm; + + + . 25 mm≥diam eter of the zone by an tib io tic activity > 20 mm;

+ + . 20 mm≥diam eter of the zone by an tib io tic activity > 15 mm; + . 15 mm≥diam eter of the zone by an tib io tic activity.

　　由表5可以看出, 2株菌初生型对所测定的病原

细菌均有不同程度的抑制作用,其中对金黄色葡萄

球菌和水稻白叶枯菌的抑菌活性最高。由表6可知,

YL 001菌株初生型对黄瓜炭疽菌、苹果干腐菌和小
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麦纹枯菌无抑制作用, YL 002菌株初生型对黄瓜炭

疽菌、小麦赤霉菌和小麦纹枯菌无抑制作用; 2株菌

对其余供试植物病原真菌均具有不同程度的抑制作

用,其中对辣椒疫霉菌的抑制作用最强。YL 001 和

YL 002 次生型共生菌对供试病原细菌和植物病原

真菌均无抑制作用。
表 6　昆虫病原线虫共生菌YL 001和YL 002株初生型的抗真菌活性

T able 6　A ntifungi activity of the phase É varian t of YL 001 and YL 002 stra in

供试植物病原真菌
Pathogen ic fungi

抗真菌活性
A ntifungi

activity

YL 001 YL 002

供试植物病原真菌
Pathogen ic fungi

抗真菌活性
A ntifungi

activity

YL 001 YL 002

烟草赤星菌A lternaria a lterna ta + + + 黄瓜炭疽菌 Colletotrichum lag enarium - -

番茄早疫菌A lternaria solan i + + + + 番茄灰霉菌 B otry tis cirerea + +

辣椒疫霉菌 P hy top h thora cap sici + + + + + + + + 小麦赤霉菌 F usarium g ram inearum + -

南瓜枯萎菌M elon f usarium W ilt + + + + 杨树溃疡菌D oth iorella g reg aria + +

西瓜枯萎菌 F usarium oxy sp orum f. sp. n iveum + + 苹果干腐菌 B otry osp haeria bereng eriana - +

棉花枯萎菌V erticillium d ah liae + + 稻瘟菌 Py ricu la ria ory z ae + +

苹果炭疽菌 C lom erela ciny u la te + + 小麦纹枯菌 R h iz octon ia cerea lis - -

　　注: - . 无抑菌作用; + . 抑菌率在0～ 25% ; + + . 抑菌率在25%～ 50% ; + + + . 抑菌率在50%～ 75% ; + + + + . 抑菌率在75%～ 100%。

N o te: - . N o inh ib it ion; + . inh ib it ion rate w as 0- 25% ; + + . inh ib it ion rate w as 25% - 50% ; + + + . inh ib it ion rate w as 50% - 75% ; +

+ + + . inh ib it ion rate w as 75% - 100%.

2. 5　YL 001, YL 002菌株与X enorhabd us属共生菌

的比较

　　目前, 致病杆菌属 (X enorhabd us ) 包括 5 个

种[11 ]。YL 001和YL 002菌株与X enorhabd us属不同

种的形态及生理生化特征的比较见表 7。YL 001和

YL 002 菌株分别是从 S teinernem a sp. YL 001 和

S teinernem a sp. YL 002 线虫中分离的共生菌, 2 菌

株均可产生型态变异,其初生型革兰氏反应均为阴

性, 细胞呈杆状, 周生鞭毛, 不产生芽抱, 不产生荧

光,细胞内具有内含体;硝酸盐还原酶、氧化酶、过氧

化氢酶、脲酶反应均为阴性,可产生卵磷脂酶、蛋白

酶; 不能水解七叶苷; 可利用柠檬酸盐; 对大蜡螟

(G. m ellonella)幼虫均具有较强的注射活性,且有较

强的抑菌活性。YL 001和YL 002菌株之间有一定差

异, YL 001 菌株初生型不能产生色素、脂酶和色氨

酸还原酶,而YL 002 菌株初生型可产生黄色素、脂

酶和色氨酸还原酶。YL 001和YL 002菌株的这些主

要特征分别与嗜线虫致病杆菌X . nem a top h ila 和伯

氏致病杆菌X . bov ien ii的特征基本一致。

综上所述,从形态特征、培养特征及生理生化特

征等多方面分析, YL 001菌株应是嗜线虫致病杆菌

种内的一个菌株; YL 002菌株是伯氏致病杆菌种内

的一个菌株。

表 7　昆虫病原线虫共生菌YL 001和YL 002株初生型与X enorhabd us属不同种特征的比较

T able 7　Characterist ics comparison betw een the iso la ted stra in and differen t stra in of X enorhabd us

特征
Characterist ics YL 001 YL 002

嗜线虫
致病杆菌

X . nem a to2
p h lia

伯氏
致病杆菌

X . bov ien ii

波氏
致病杆菌

X . p oinarii

贝氏
致病杆菌

X . bed d ing ii

日本
致病杆菌

X . jap on ica

共生线虫N em atode:

S teinernem a sp. YL 001 + -

S teinernem a sp. YL 002 - +

S. carp ocap sae + — — — —

S. f eltiae, S. in term ed ium ,
S. af f ine, S. k raussei

— + — — —

S. g laseri, S. cubanum — — + — —

S teinernem a spp. — — — + —

S. kush id a i — — — — +

最高生长温度ö℃U pper th resho ld fo r grow th 37 35 35 32 40 39 35

致病性 Pathogen icity + + + + + + +

色素 P igm entation
灰白色

O ff
w h ite

黄色
Yellow

灰白色
O ff

w h ite

黄色
Yellow

褐色
B row n

浅褐色
L igh
brow n

黄褐色
Yellow ish

brow n

鞭毛 F lagellum + + + + + + +
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续表 7　Continued of T ab le 7

特征
Characterist ics YL 001 YL 002

嗜线虫
致病杆菌

X . nem a to2
p h lia

伯氏
致病杆菌

X . bov ien ii

波氏
致病杆菌

X . p oinarii

贝氏
致病杆菌

X . bed d ing ii

日本
致病杆菌

X . jap on ica

原生质内含体
P ro top lasm ic crystalline inclusions

+ + + + + + +

染料吸收D ye adso rp tion + + + + + + +

过氧化氢酶 Catalase — — — — — — —

氧化酶O xidase — — — — — — —

脲酶U rease — — — — — — —

卵磷脂酶 L ecith inase + + d d - d d

脂酶 L ipase — + d + + w + w —

蛋白酶 P ro tease + + + + + + +

硝酸还原酶N itrate reduction — — — — — — —

苯丙氨酸还原酶 Phenylalan ine deam inase — — d [ - ] [ - ] — dw

色氨酸还原酶 T ryp tophan deam inase — + - + - + w -

柠檬酸盐 Simmon’s citrate + + + + + + —

七叶苷水解A escu lin hydro lysis — — — — d + —

　　注: + . 90%～ 100%菌株为阳性反应; d. 26%～ 75%菌株为阳性反应; [ - ]. 11%～ 25%为阳性反应; - . 0～ 10%菌株为阳性反应。+ w 表

示弱阳性反应。

N o te: + . 90% - 100% of strains are po sit ive; d. 26% - 75% are po sit ive; [ - ]. 11% - 25% are po sit ive; - . 0- 10% are po sit ive. T he su2

perscrip t w indicates a w eak po sit ive reaction.

3　讨　论

致病杆菌和光杆菌属细菌仅存在于斯氏线虫

(S teinernem a)和异小杆线虫 (H eterorhabd itis)的肠

腔中,在自然环境中不能存活。昆虫病原线虫共生菌

的分离主要采用从线虫侵染致死的昆虫血淋巴中分

离的方法[14 ] ,这种分离方法虽然简单,但杂菌较多。

本研究采用从线虫中直接分离共生菌的方法,分离

时杂菌较少,且一般分离的是初生型共生菌。在线虫

和细菌的共生关系中,细菌仅寄生于侵染期线虫的

肠腔中,侵染期线虫处于休眠状态,其体表包被一层

外鞘,在表皮与外鞘之间可能存在其他细菌。Jack2
son 等[15 ]和Bab ic等[16 ]分别从异小杆线虫中分离出

雷氏普罗威登斯菌 (P rov id encia rettg eri)和苍白杆

菌 (O ch robactrum spp. ) ,推测这 2 种细菌可能存在

于侵染期线虫的表皮和外鞘之间。因而在利用该方

法时,应对线虫进行充分的消毒。

本研究采取表型及生理生化特征分析法对昆虫

病原线虫S teinernem a sp. YL 001和S teinernem a sp.

YL 002的共生菌YL 001和YL 002菌株进行了鉴定,

确定其分别为嗜线虫致病杆菌 (X . nem a top h ila )和

伯氏致病杆菌 (X . bov ien ii) ,结果与线虫和共生菌的

共生具有高度的专化性和特异性的特点相一致,即

致病杆菌属细菌只能和斯氏属线虫共生,光杆菌属

细菌与异小杆属线虫共生[11 ]。YL 001和YL 002菌株

具有致病杆菌和光杆菌的共同特征,特别是具有致

病杆菌属的显著特点 (即硝酸还原酶和过氧化氢酶

反应呈阴性) ,据此可将YL 001 和YL 002 菌株与光

杆菌属共生菌和其他肠杆菌区分开。这是由于光杆

菌所有菌株的过氧化氢酶阳性,初生型细胞能发光;

而肠杆菌科的其他菌株硝酸还原酶和过氧化氢酶均

为阳性, 这进一步证实了YL 001 和 YL 002 菌株为

X enorhabd us 属共生菌。而YL 001和YL 002菌株之

间又具有明显的区别。在NA 培养基上, YL 001菌株

的菌落颜色为灰白色, YL 002 菌株为浅黄色, 这分

别与嗜线虫致病杆菌和伯氏致病杆菌的特征相一

致,据此可确定YL 001和YL 002菌株分别属于嗜线

虫致病杆菌和伯氏致病杆菌。

YL 001和YL 002 菌株的某些生理生化特征分

别与嗜线虫致病杆菌和伯氏致病杆菌存在一定的差

异。A khu rst [4 ]和Boem are等[10 ]报道,伯氏致病杆菌

初生型无脂酶活性,次生型可产生脂酶,这与本研究

的结果正好相反, 而本研究结果与Gaugler [11 ]的研

究结果一致,但在YL 001和YL 002菌株的最高生长

温度上与Gaugler [11 ]的研究结果不一致, 这些差异

可能是由于菌株的地理分布差异造成的,这种生化

上的微小差异在种内的分类上是允许的。

型态变异是昆虫病原线虫共生菌的普遍特征。

通过染料的吸收和抑菌素的产生,可以很容易的发

现共生菌的型态变化[17 ]。初生型共生菌仅从侵染期

线虫中分离得到,在离体培养过程中部分共生菌在

菌落和细胞形态[10 ] ,运动性[18 ] ,内源、外源酶的产生
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及呼吸酶的活性[19 ]和次生代谢物的产生[17, 20 ]上发

生了改变。本研究结果显示, YL 001和YL 002菌株

的初生型和次生型在培养基NA , NBTA 和M ac2
Conkey 上菌落颜色、形态和粘性明显不同。菌落形

态、培养特征的型变与抑菌能力相吻合, 即YL 001

和YL 002菌株的初生型具有较强的抑菌作用,而次

生型无抑菌能力,这与Boem are 等[10 ]的研究结果完

全一致。初生型和次生型共生菌生理生化特征的差

异可能使不同研究者得出不同的分类结果[1, 4 ]。Boe2
m are等[10 ]认为,对共生菌进行分类时应对菌株的初

生和次生型同时进行研究,尤其是形态和生理生化

特征,以获得更可靠的数据。本研究同时对YL 001

和YL 002 菌株初生型和次生型的生理生化特征进

行了测定,并将其应用到分类中。
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本研究结果表明,阿维菌素在田间枸杞上使用,在采

收前7 d 按推荐质量浓度6 m göL 施药,其残留量均

低于国际上制定的M RL 值, 说明阿维菌素在推荐

剂量下使用对枸杞果实的食用是安全的,但对其药

用有效成分的影响,还需要进一步试验验证。
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R esidues of abam ect in in w o lfberry by H PL C

ZHANG Y i, ZHANG Zong- shan ,W ANG Fang, ZHANG Rong
( Institu te of P lan t P rotection, A cad emy of N ing x ia A g ricu ltu ra l and F orestry S cience, Y ing chuan, N ing x ia 750002, Ch ina)

Abstract: T he studies on the final residue and dynam ic degradat ion of 1. 8% abam ect in EC in w o lfber2
ry w ere carried ou t by H PL C. and the resu lts show ed that abam ect in dissipated rap id ly in w o lfberry fru it.

Sp raying at 6 and 12 m göL w ith an in terval of 7 d, the residue w as 0. 008 and 0. 010 m gökg in w o lfberry

fru it, the half life of A bam ect in in w o lfberry fru it w as 1. 34- 1. 50 d. and abam ect in w as no t defected after

7 d of last sp ray at d ilu t ion of 6 m göL. T hu s, th is pest icide is safe w hen app lied on w o lfberry fru it a t rec2
omm ended ra tes.

Key words: abam ect in; w o lfberry; residue dynam ic; H PL C
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Iso la t ion and iden t if ica t ion of sym b io t ic bacteria associa ted

w ith en tom opathogen ic nem atodes

W ANG Y ong-hong, ZHANG X ing
(B iora tiona l P esticid es R esearch and S erv ice Cen ter,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he pheno types and b iochem ical characterist ics of the sym b io t ic bacteria associa ted w ith

S teinernem a sp. YL 001 and S teinernem a sp. YL 002 w ere studied to determ ine the taxonom ic classif ica t ion.

T hese characterist ics of bo th sym b io t ic bacteria w ere con sisten t w ith o ther st ra in s of X . nem a top h ila and

X . bov ien ii in mo rpho logica l and b iochem ical p ropert ies respect ively. O n the basis of the pheno types and

b iochem ical characterist ics analysis, bo th sym b io t ic bacteria shou ld belong to the species of X . nem a top h ila

and X . bov ien ii.

Key words: en tomopathogen ic nem atodes; sym b io t ic bacteria; iso la t ion of sym b io t ic bacteria; iden t if ica2
t ion of sym b io t ic bacteria
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