
第３６卷　第１２期 西北农林科技大学学报（自然科学版） Ｖｏｌ．３６ Ｎｏ．１２

２００８年１２月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｏｒｔｈｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔ．Ｓｃｉ．Ｅｄ．） Ｄｅｃ．２００８

昆虫病原线虫共生细菌的分子鉴定及其

培养特性的初步研究
�

方香玲ａ，ｂ，郭　琪ｂ，易晓华ｂ，王永宏ｂ，张　兴ｂ

（西北农林科技大学ａ．生命科学学院，ｂ．无公害农药研究服务中心，陕西 杨凌７１２１００）

［摘　要］　【目的】确定昆虫病原线虫共生细菌ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的分类及其系统进化地位，并为该类生物

资源的后续研究及开发应用奠定基础。【方法】对 ＹＬ００１和 ＹＬ００２菌株进行分子鉴定，ＰＣＲ扩增并克隆其１６Ｓ

ｒＲＮＡ全序列，对其全序列进行了序列测定及系统进化分析，并采用参数测定法对其培养特性进行了初步研究。【结

果】ＹＬ００１和 ＹＬ００２菌株与嗜线虫致病杆菌（犡犲狀狅狉犺犪犫犱狌狊狀犲犿犪狋狅狆犺犻犾犪）种内菌株形成一个类群，序列同源性大于

９９％，与发光杆菌（犘犺狅狋狅狉犺犪犫犱狌狊）属内菌株的序列同源性大于９４％。２菌株的延缓期、对数生长期、稳定期和衰亡期

分别为０～６，６～１８，１８～６６和６６ｈ；培养１２ｈ后，ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株发酵液的ｐＨ值分别降低至５．７０和５．５６，此

后逐渐上升，至发酵结束时其ｐＨ值分别为７．７４和８．０７；培养０～１８ｈ时２菌株发酵液中还原糖含量迅速降低，此后

保持稳定；１２ｈ时氨基氮含量达到最低，此后开始缓慢上升；ＹＬ００１菌株培养５４ｈ后及ＹＬ００２菌株培养４２和６６ｈ

后，其对番茄灰霉病菌和枯草芽孢杆菌的抑制作用最强。【结论】ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株属于嗜线虫致病杆菌种内的

菌株；ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的培养特性符合细菌生长和代谢的一般规律，其适宜的发酵周期分别为５４和６６ｈ。
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　　昆虫病原线虫共生细菌是寄生于昆虫病原线虫

肠道内的一种革兰氏阴性细菌，包括致病杆菌（犡犲

狀狅狉犺犪犫犱狌狊）和发光杆菌（犘犺狅狋狅狉犺犪犫犱狌狊）属，分别与

斯氏线虫 （犛狋犲犻狀犲狉狀犲犿犪）和异小杆线虫 （犎犲狋犲狉

狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊）共生。肠杆菌科（Ｅｎｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）
［１］

存在于侵染期线虫的肠道内，在昆虫血腔内繁殖，产

生毒素并分解昆虫的营养物质，使其患败血症而死

亡［２３］。该共生菌可直接作为线虫营养源，并分解其

他营养物质且产生大量抑菌成分，为线虫提供理想

的生长发育和繁殖环境［１］。由于共生菌具有多种生

物学功能，如能产生抑菌物质［４５］、杀虫物质［６］、抗癌

物质［７］及胞外酶、胞内晶体蛋白、色素和荧光素［１］

等，故其在农业和医药卫生领域具有广阔的应用前

景。

随着细菌分类学的发展，以生理生化为主的分

类体系已被以生理生化为基础结合分子生物学技术

的多相分类所取代。１６ＳｒＲＮＡ作为一个分子指标

已被广泛应用于共生菌的遗传特征和分子差异研

究［８１０］。大量已知共生菌的１６ＳｒＲＮＡ序列已输入

到国际基因数据库，成为该类共生菌鉴定和分类的

非常有用的参照系统。

昆虫病原线虫共生菌ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株是

从陕西杨凌采集的昆虫病原线虫的肠道内分离得到

的，王永宏等［１１］已对其生理生化等特征进行了初步

研究，认为 ＹＬ００１和 ＹＬ００２菌株分别为嗜线虫致

病杆菌（犡．狀犲犿犪狋狅狆犺犻犾犪）和伯氏致病杆菌（犡．犫狅狏犻

犲狀犻犻）种内的菌株。为进一步确定其分类及系统进化

地位，本研究进一步对 ＹＬ００１和 ＹＬ００２菌株进行

了分子鉴定，并对其培养特性进行了初步研究，以期

为共生细菌这一生物资源的后续研究及开发应用奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　供试菌株　昆虫病原线虫共生菌ＹＬ００１和

ＹＬ００２菌株，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　番茄灰霉病菌（犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狉犲

狉犲犪）和枯草芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊），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）菌种活化培养基。ＮＢ培养基

（牛肉膏３．００ｇ，蛋白胨５．００ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ）。

（２）鉴别培养基。ＮＢＴＡ培养基（ＮＢ培养基，氯化

三苯基四氮唑（ＴＴＣ）０．０４ｇ，溴麝香百里酚兰

（ＢＴＢ）０．０２５ｇ，琼脂１２．００ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ）。

（３）发酵培养基。葡萄糖６．１３ｇ，蛋白胨２１．２９ｇ，

ＭｇＳＯ４１．５０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４２．４６ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．８６

ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．１１ｇ，Ｎａ２ＳＯ４１．７２ｇ，蒸馏水１０００

ｍＬ。以上３种培养基的ｐＨ为７．２～７．４。（４）病原

真菌培养基。ＰＤＡ培养基。

１．２　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的分子鉴定

１．２．１　共生菌的培养　挑取共生菌单菌落于 ＮＢ

培养基，在２８℃１８０ｒ／ｍｉｎ活化２４ｈ后划线于ＮＢ

ＴＡ平板，２８℃培养４８ｈ，取蓝色初生型单菌落置于

含有２０ｍＬＮＢ培养液的三角瓶中，同样条件下振

荡培养１６ｈ。

１．２．２　总ＤＮＡ的提取及１６ＳｒＲＮＡ的ＰＣＲ扩增

　总ＤＮＡ的提取参照Ｂｒｕｎｅｌ等
［８］描述的方法进

行。引物对为Ｐ１（５′ＧＧＡＧＡＧＴＴＡＧＡＴＣＴＴ

ＧＧＣＴＣ３′）和Ｐ２（５′ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧ

ＣＣＧＣＡ３′）。引物由上海生工生物工程技术有限

公司合成。反应体系为２５μＬ：４０ｎｇ模板ＤＮＡ２．０

μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋）２．５μ／Ｌ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ２．０μ／Ｌ，２μｍｏｌ／Ｌ引物对５．０μ／Ｌ，１Ｕ

犜犪狇酶０．２μ／Ｌ。扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃９０ｓ，共３５个循环，

最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ扩增产物的电泳、回收、克隆及测序　

扩增产物用１０ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳检测，用

Ｈ．Ｑ．＆．Ｑ．凝胶回收试剂盒回收目标片段，回收产

物与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体连接过夜。４２℃热击法转

化ＪＭ１０９感受态细胞，与Ｘｇａｌ和ＩＰＴＧ一同涂于
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含氨苄青霉素的ＬＢ平板上。３７℃培养８～１２ｈ。

采用碱裂解法提取少量重组质粒ＤＮＡ，经ＰＣＲ鉴

定，筛选出含有目标外源片段的重组质粒，送上海英

俊生物技术有限公司测序。

１．２．４　序列分析及系统进化树的构建　将ＹＬ００１

和ＹＬ００２菌株的１６ＳｒＲＮＡ 序列，与从 ＧｅｎＢａｎｋ

核酸序列数据库（ＮＣＢＩ）中经Ｂｌａｓｔ比对获取的１１

株致病杆菌属菌株的１６ＳｒＲＮＡ进行比较，以３株

发光杆菌属菌株为外群种。用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件

进行多序列同源性分析，并构建系统发育树。

１．３　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的培养特性

将１．２．１培养好的共生菌以９％的接种量转接

于装有２００ｍＬ发酵培养基的５００ｍＬ三角瓶中，同

样条件下连续培养７２ｈ，每隔６ｈ取样，置４℃冰箱

备用。

１．３．１　生长曲线的绘制　将不同培养时间的发酵

液稀释１０倍后，用分光光度计测其在６２０ｎｍ波长

处的吸光值，以培养时间为横坐标，以吸光值为纵坐

标绘制生长曲线。

１．３．２　ｐＨ值的测定　用ｐＨ计测定不同培养时间

发酵液的ｐＨ值。

１．３．３　培养液中主要营养成分的测定　采用３，５

二硝基水杨酸法［１２］，测定不同培养时间发酵液中的

还原糖含量，采用甲醛滴定法［１２］测定不同培养时间

发酵液中的氨基氮含量。

１．３．４　抑菌活性的测定　采用生长速率法
［１３１４］测

定不同培养时间菌株发酵液对番茄灰霉病菌的抑制

作用。用融化的ＰＤＡ培养基将不同培养时间的菌

株发酵液稀释１０倍，分别取１０ｍＬ倒入直径９０

ｍｍ的灭菌培养皿内，制成平板，每处理３次重复，

以发酵培养基为对照。在培养３ｄ的番茄灰霉病菌

菌落周围打直径４ｍｍ的菌块，置于平板中央，于２５

℃黑暗条件下培养７２ｈ，测量菌落直径，计算抑制

率。

采用琼脂扩散法［４］测定不同培养时间的菌株发

酵液对枯草芽孢杆菌的抑制作用。在带菌平板上打

３个直径７．５ｍｍ的孔，每孔加入１００μＬ发酵液，每

处理３次重复，以发酵培养基为对照，２８℃培养４８

ｈ，用十字交叉法测量抑菌圈直径。

２　结果与分析

２．１　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的分子鉴定

２．１．１　总ＤＮＡ的提取、１６ＳｒＲＮＡ序列ＰＣＲ扩增

及胶回收产物　从ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株提取的总

ＤＮＡ约为２３ｋｂ（图１Ａ）。对其１６ＳｒＲＮＡ序列进

行ＰＣＲ扩增后，均可扩增出１条约１５００ｂｐ的片段

（图１Ｂ）。将得到的ＰＣＲ产物纯化后可得到明亮且

单一的目标条带（图１Ｃ）。

图１　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的总ＤＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ

序列ＰＣＲ扩增和胶回收产物

Ｍ１．λＤＮＡ／犎犻狀ｄⅢ；Ｍ２．ＭａｋｅｒⅦ；１．ＹＬ００１；２．ＹＬ００２

Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌＤＮＡ，１６ＳｒＲＮＡＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｇｅｌ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２

Ｍ１．λＤＮＡ／犎犻狀ｄⅢ；Ｍ２．ＭａｋｅｒⅦ；１．ＹＬ００１；２．ＹＬ００２

图２　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的１６ＳｒＲＮＡ

重组质粒及其鉴定

Ｍ２．ＭａｋｅｒⅦ；Ｍ３．ＭａｋｅｒⅢ；１．ＹＬ００１；２．ＹＬ００２

Ｆｉｇ．２　１６ＳｒＲＮＡｒｅｃｏｍｂｉｎｅｐｌａｓｍｉｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２

Ｍ２．ＭａｋｅｒⅦ；Ｍ３．ＭａｋｅｒⅢ；１．ＹＬ００１；２．ＹＬ００２

２．１．２　ＰＣＲ扩增产物的克隆、鉴定及测序　纯化

后的ＰＣＲ产物与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体连接后，可得

到约４０００ｂｐ的条带（图２Ａ）。重组质粒经ＰＣＲ

扩增鉴定后，均可得到与总ＤＮＡ１６ＳｒＲＮＡ扩增产

物相同的片段（图２Ｂ），说明该克隆含有目标外源

片段。将双向测序后的序列用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件

进行拼接，去掉引物区后可得到１６ＳｒＲＮＡ全序列。

ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株１６ＳｒＲＮＡ序列的大小分别

１４９６和１４９７ｂｐ，在 ＧｅｎＢａｎｋ的注册号分别为

ＥＵ１２４３８１和ＥＵ１２４３８３。
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２．１．３　参比菌株的系统发育分析及１６ＳｒＲＮＡ序

列相似性的比较　以１１株致病杆菌属菌株为参比

菌株，以３株发光杆菌属菌株为外群种，用 ＤＮＡ

ＭＡＮ６．０软件构建的系统发育树见图３（所用参比

菌株的信息均来自ＧｅｎＢａｎｋ）。由图３可见，ＹＬ００１

和ＹＬ００２菌株与嗜线虫致病杆菌种内的菌株

ＡＴＣＣ１９０６１和ＤＳＭ３３７０的亲缘关系最近，形成

了１个族群，序列同源性为９９．１％～９９．５％；与致

病杆菌属内其他９个种的代表菌株的序列同源性为

９５．１％～９８．１％；与发光杆菌属内３个种的代表菌

株的序列同源性为９４．２％～９５．６％。

图３　利用１６ＳｒＲＮＡ序列构建的菌株ＹＬ００１和ＹＬ００２与致病杆菌属和发光杆菌属各种间的系统发育树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｙｏｆ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄ

ＹＬ００２ａｎｄｍｅｍｂｅｒｓｏｆ犡犲狀狅狉犺犪犫犱狌狊ａｎｄ犘犺狅狋狅狉犺犪犫犱狌狊

２．２　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的培养特性

２．２．１　菌株生长曲线分析　由图４可见，２菌株呈

现出相似的生长趋势，延缓期为０～６ｈ，对数生长期

为６～１８ｈ，于培养２４ｈ后２菌株的生长均达到稳

定期，６６ｈ后二者均进入衰亡期。培养１２ｈ后，

ＹＬ００１菌株的生长速度明显高于ＹＬ００２菌株。

图４　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的生长曲线

Ｆｉｇ．４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２

图５　ＹＬ００１和ＹＬ００２培养过程中ｐＨ的变化

Ｆｉｇ．５　ｐＨｖａｒｉｅｔｙｏｆｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２

２．２．２　培养过程中ｐＨ值的变化　由图５可知，培

养１２ｈ后，ＹＬ００１和 ＹＬ００２菌株发酵液的ｐＨ 值

分别降低至５．７０和５．５６，此后ｐＨ值开始上升；培

养４８ｈ后，ＹＬ００１菌株的ｐＨ值稳定在７．７左右；

培养６０ｈ后，ＹＬ００２菌株的ｐＨ 值稳定在８．０左

右。发酵结束时，ＹＬ００１和 ＹＬ００２菌株发酵液的

ｐＨ值分别为７．７４和８．０７。

２．２．３　培养过程中主要营养成分含量的变化　由
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图６可以看出，ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株发酵液中还原

糖含量的变化趋势基本相似。在培养的０～１８ｈ，二

者还原糖含量均迅速降低，这一阶段２菌株消耗了

８０％左右的总糖；培养１８ｈ后，还原糖含量保持稳

定；至发酵结束时，ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株发酵液中

残糖含量分别为０．８９和１．０５ｇ／Ｌ。由图７可见，

ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株发酵液中氨基氮含量的变化

也表现出相似的趋势，在培养０～１２ｈ，二者氨基氮

含量迅速降低，随后缓慢上升。培养后期随氮源分

解速度的下降，氨基氮利用速度降低，从而使培养液

中的氨基氮含量保持相对稳定。

图６　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株培养过程中

还原糖含量的变化

Ｆｉｇ．６　Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｂｒｏｔｈｏｆｓｔｒａｉｎｓ

ＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ

图７　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株培养过程中

氨基氮含量的变化

Ｆｉｇ．７　Ａｍｉｄｏｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｂｒｏｔｈｏｆ

ｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ

２．２．４　ＹＬ００１和ＹＬ００２不同培养时间发酵液的抑

菌活性　由图８，９可以看出，ＹＬ００１菌株培养５４ｈ

后，其对番茄灰霉病菌（抑制率９５．６％）和枯草芽孢

杆菌（抑菌圈直径２６．８ｍｍ）的抑制作用均最强。

ＹＬ００２菌株培养４２ｈ后，其对番茄灰霉病菌的抑制

作用最强，抑制率为１００％；培养６６ｈ后，其对枯草

芽孢杆菌的抑制作用最强，抑菌圈直径为２５．０

ｍｍ。

图８　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株不同培养时间

发酵液对番茄灰霉病菌的抑制作用

Ｆｉｇ．８　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｂｒｏｔｈｏｆ

ｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２ｏｎ犅．犮犻狉犲狉犲犪

图９　ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株不同培养时间

发酵液对枯草芽孢杆菌的抑制作用

Ｆｉｇ．９　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｂｒｏｔｈｏｆ

ｓｔｒａｉｎｓＹＬ００１ａｎｄＹＬ００２ｏｎ犅．狊狌犫狋犻犾犻狊

３　讨　论

昆虫病原线虫共生细菌的传统分类主要依靠其

生理生化等特征来进行，但共生菌菌株之间存在非

常相似的表型特征，同时在培养过程中的形态变异

亦会导致某些生理生化特征的改变，因此仅依靠生

理生化等特征准确区分不同菌株较为困难。基于

１６ＳｒＲＮＡ序列分析的系统发育学，对共生菌的鉴
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定具有很好的参考价值［８１０］。从本研究构建的系统

发育树和１６ＳｒＲＮＡ序列同源性分析可知，ＹＬ００１

和ＹＬ００２菌株属于嗜线虫致病杆菌种内的菌株，该

结果与王永宏等［１１］通过生理生化等特征对 ＹＬ００１

菌株的鉴定结果一致。王永宏等［１１］通过生理生化

等特征分析认为，ＹＬ００２菌株属于伯氏致病杆菌种

内菌株。而本研究表明，ＹＬ００２菌株与嗜线虫致病

杆菌种内的菌株形成一个类群且序列同源性大于

９９％，亦应属于该种内的菌株。这说明同一菌株，依

据１６ＳｒＲＮＡ序列的鉴定结果和依据生理生化等特

征的鉴定结果并不一定完全一致，因此应采用不同

的方法对菌种进行更为准确系统的鉴定。

ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株在培养１８ｈ后，其培养

液中还原糖和氨基氮含量保持稳定，这与２菌株的

稳定生长期基本吻合。在培养过程中，ｐＨ 均表现

出先下降后上升的趋势，这与李明华等［１５］、刘洪敏

等［１６］对共生细菌的研究结果相似。在培养前期，菌

体有一个适应过程，培养液中大量的碳源被共生菌

所利用，同时产生酸性物质，导致培养液ｐＨ下降；

适应期过后，培养液ｐＨ逐渐上升，过高的ｐＨ值既

影响了细菌的生长，又可能使抑菌成分降解，从而导

致培养后期２菌株的抑菌活性下降。ＹＬ００１菌株

培养５４ｈ后及ＹＬ００２菌株分别培养４２和６６ｈ后，

对番茄灰霉病菌和枯草芽孢杆菌的活性均可达到最

高。因此，ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的适宜发酵周期分

别为５４和６６ｈ，该研究结果为ＹＬ００１和ＹＬ００２菌

株的后续研究和开发应用奠定了基础，但关于其抑

菌机理及抑菌活性成分，将是下一步研究的主要内

容。

４　结　论

本研究利用分子生物学方法确定了 ＹＬ００１和

ＹＬ００２菌 株的分类地位，结果表明，ＹＬ００１ 和

ＹＬ００２菌株属于嗜线虫致病杆菌种内的菌株，这为

今后其他共生细菌的分类鉴定提供了技术资料。

ＹＬ００１和ＹＬ００２菌株的培养特性，符合细菌生长和

代谢的一般规律，其适宜发酵周期分别为５４和６６

ｈ。
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