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一株高毒力致病杆菌 !"#的鉴定

庞在堂 杨怀文 杨秀芬" 简 恒 刘 峥
（中国农业科学院生物防治研究所 北京 0###20）

摘 要：从北京郊区果园采集的小卷蛾斯氏线虫（!"#$%#&%#’( )(&*+)(*,(#）肠道内分离到一株具有较强杀虫和抑菌活
性的致病杆菌菌株 IJ3。形态特征及生理生化特征测定结果表明，IJ3菌株与致病杆菌属（-#%+&.(/01,）中的嗜线
虫致病杆菌（- ’ %#’("+*.$2(）种的特征基本一致。测定了该菌株的 03K *L,(序列并根据 03K *L,(序列构建了系统
发育树；在系统发育树中，IJ3菌株与嗜线虫致病杆菌其他 !个菌株形成一个类群，序列同源性大于 11M。但 IJ3
菌株的酪氨酸酶、脂酶（蛋黄）的产生、核糖产酸等生化特征与嗜线虫致病杆菌种内的其他菌株存在一定的差异，且

具有更强的杀虫和抑菌活性。因此认为 IJ3菌株是嗜线虫致病杆菌的一个变种，命名为嗜线虫致病杆菌北京变种
（- ’ %#’("+*.$2( A9* ’ *#3$%4#%,$,）。
关键词：嗜线虫致病杆菌，03K *L,(，系统发育树，鉴定
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致病杆菌属（ -#%+&.(/01, 4H%89@ O P%+=9*，
01.1）［0］细菌是一类与昆虫病原线虫斯氏线虫属
（!"#$%#&%#’(）互惠共生的细菌，属肠杆菌科（7=G5*6
%Q9BG5*+9B595）。在自然界，此类细菌存在于侵染期线
虫肠道内，随线虫侵入寄主昆虫而进入昆虫血腔，

导致昆虫患败血症而死亡。在此侵染过程中，共生

菌产生具有广谱抑菌作用的活性物质，为线虫的生

长提供良好的环境［"］。

近年来，随着对昆虫病原线虫共生菌研究的不

断深入，共生细菌的多种生物学功能亦不断被发现。

共生菌产生的多种抗生素，对多种植物及人类病原

菌有广泛的抑菌活性［- R 3］；产生的杀虫毒素对许多

害虫有较强的致死作用，尤其是蛋白毒素的发现，为

生物农药的开发和抗虫基因工程提供了新的微生物

杀虫资源和杀虫基因［.，2］。由于共生菌具有广阔的

开发利用前景，世界各国对共生菌菌株的资源以及

分类研究亦日趋重视。菌株 IJ3 是从北京郊区果
园采集的小卷蛾斯氏线虫肠道内分离的新菌株，其

代谢产物具有很高的杀虫、抑菌以及抑制癌细胞生

长等活性［1，0#］。本文采用形态和生理生化特征以及

03K *L,(序列分析等方法，对该菌株进行分类鉴定。

$ 材料和方法

$%$ 菌株和培养条件
菌株 IJ3 由本室从被小卷蛾斯氏线虫 IJ3 品

系感染致死的大蜡螟血淋巴中分离获得。在鉴别培

养基 ,J4(［营养琼脂（,(）S #T##"/M溴麝香百里
酚兰（J4J）S #T##!M氯化三苯基四氮唑（44I）］［00］

平板上表现蓝色菌落者为!型，记为 IJ36!；红色
菌落者为"型，记为 IJ36"。
$%& 形态特征的观察
将菌株 IJ3 接种在 ,(、,J4( 和麦康凯（U9B6

I%=V5>）营养培养基上，在 "2W下培养 "!H后开始观
察其菌落形态及色素吸收。利用光学显微镜和电镜

观察在 ,(培养基上生长 -3H 的菌体形状、革兰氏
染色和鞭毛。

菌体在 4KJ培养液（每升含胰蛋白胨 0/D，大豆
蛋白胨 /D，氯化钠 /D，)X.T"）中振荡培养 "#H，收集
菌体细胞，测量 /#个细胞的大小。
$%’ 生理生化特征的测定
各项生理生化指标的测定均参照参考文献

［0"，0-］以及《常见细菌系统鉴定手册》［0!］的方法。
$%( 对大蜡螟幼虫的注射致病力
分别将!、"型细胞悬浮液 0##Y注射到老龄健

康大蜡螟（ 5(22#&$( ’#22+%#22(）幼虫体内，每处理 "#
头，重复 -次，以无菌水做对照，注射后的幼虫置于
"/ Z 0W人工温室内，!2H后统计死亡率并计算致死
中浓度 67/#，实验重复 -次。
$%) 抑菌活性
单菌落接种到 "#8Y 4KJ 培养液中，02#*[8+=，



!"#培养 $!%。采用牛津杯法测定其发酵上清液对
细菌的抑菌活性，毒板法测定对植物病原真菌抑菌

效果。

!"# （$% &）’()*含量的测定
采用熔点测定法［&’］，以 !"#$%&’#$’( #)*’ ()&*+,-

为参比对照菌株。

!"+ !#, -./0的扩增和测序
&,) ./0( 的扩增参照文献［&-］描述的方法，

12/产物连接到 3456 7 89:; <8=>?.:（1.?@8A9）上，序
列测定由上海生工（)9B@?B）生物技术服务有限公司
完成。

!"1 系统发育树的构建
将菌株 2C, 的 &,) ./0(序列与从 48BC9BD 等

核酸序列数据库中获取的 &+株致病杆菌属和光杆
状菌属 +$),)&$(-./" 的 &,) ./0(全序列进行比较，
采用 E0(6(0 ’*F 软件的 6GH>I3H8 )8JG8B=8 (HI@BK
A8B>进行多序列同源性分析，并构建系统发育树
（C??>:>.93值 L &FFF）。

2 结果

2"! 形态特征
菌株 2C,革兰氏染色为阴性，兼性厌氧，长杆

状，不产生芽孢，周生鞭毛（图 &K(）；在细胞内可观
察到着色较深的颗粒（图 &KC）。细胞大小变化较
大，液体培养 !F%，!型菌的菌体大小为（F*- M &*F）

"AN（!*& M $*+）"A，平均长度为 +*O,"A；#型菌的
菌体大小为（F*- M &*F）"A N（&*& M ’*!）"A，平均长
度为 !*-""A。在两型菌中均可观察到 !F"A的细丝
状细胞。

图 ! 菌株 &3#的电镜照片
PI@Q& 5H8=>.?B AI=.?@.93% ?R :>.9IB 2C,

(Q 18.I>.I=%?G: RH9@8HH9 ?R 2C,K!（"FFF N）；

CQ CI.8R.IB@8B> S?TI8:（&FFFF N）Q

在 0( 上培养 ’"% 后，2C,K!可以形成直径为
& M !AA菌落，菌落圆形、凸起、灰白色或浅黄色，有

光泽，边缘稍不整齐。2C,K#菌落直径为! M +AA，
扁平、灰白色。在 0C7(平板上，2C,K!培养 !’%见
透明的浅灰色菌落，$!%形成边缘为蓝色、中间为暗
蓝色的菌落，菌落周围的培养基为浅蓝色。2C,K#
不吸收 C7C，可还原 772，形成红色菌落。2C,K!在
69=2?BD8;培养基上吸收中性红，形成褐色菌落；
2C,K#不能吸收中性红，形成透明无色菌落。
2"2 生理生化特征

2C,菌株的!、#型均不能还原硝酸盐，不产生
生物荧光。6/和 U1反应为阴性，不能产生 V!)和
吲哚；七叶灵水解阴性；精氨酸双水解酶阴性，不能

产生磷酸酶、V!W! 酶和脲酶；不水解淀粉；不产生苯

丙氨酸脱氨酶和色氨酸脱氨酶。明胶水解阳性，可

水解三丁酸甘油酯。可利用葡萄糖、麦芽糖、甘露糖

和纤维二糖产酸，不能利用果糖、肝糖、甘油、水杨苷

和七叶苷产酸。利用甲酸盐、乙酸盐、丙酸盐和乳酸

盐为惟一碳源生长，不能利用丙二酸盐、柠檬酸盐和

葡萄糖酸盐。2C,K!产生卵磷脂酶；2C,K#不产生
卵磷脂酶。2C,菌株的主要生理生化特征与嗜线虫
致病杆菌的比较见表 &。

表 ! &3#菌株!、"型的主要生理生化特征
79SH8 & CI?=%8AI=9H =%9.9=>8.I:>I=: ?R >%8 :>.9IB 2C,（3%9:8 !，#）

2%9.9=>8.I:>I=:
/8:GH>:

2C,K! 2C,K#
0 Q 1%2(,)3$’*(

4.?X>% 9> +’# Y Y Y
+$# Z X Z

C7C 9S:?.3>I?B Y Z Y
69=2?BD8; Y Z Y
7;.?:IB9:8 X Z Z
[8=I>%IB9:8 Y Z Y
1%?:3%9>9:8 Z Z Z
1.?>89:8 ：:DIA AIHD 9@9. Y X Y
\>IHI]9>I?B（W^ A8TIGA）?R：

1.?3I?B9>8 Y Y Y
2I>.9>8 Z Z Y
4HG=?B9>8 Z Z _

[I39:8：8@@ ;?HD 9@9. Z Y Y
7X88B ,F Y Y Y
7X88B "F Z X Z
7.ISG>;>IB Y Y _

(=IT R.?A：
28HH?SI?:8 Y Y _
69H>?:8 Y Y X
‘B?:I>?H X Y _
E8a>.IB Y Y X
EK.IS?:8 Z Z X
‘B?:?:8 Z Y Z
V2HK$K@HG=?:9AIB8 Z Y Z
Y Q 1?:I>I<8；Z Q 08@9>I<8；XQ b89D .89=>I?B；_ Q 1?:I>I<8 ?. B8@9K

>I<8，<9.I8T XI>% TIRR8.8B> :>.9IB:Q
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!"# （$% &）’()*
菌株 !"#的 $%值为 &’()*，对照菌株 ! + "#$%

,-.(/#0的 $%值为 &1*，根据公式（2 3 !）%45 6 7
0’(1 3 8(’)（$% 9 $! + "#$%）计算其（2 3 !）%45 6含量
为 1/(&6。
!"+ 构建系统发育树
测得菌株 !"#:!的 .#- ;<=,序列有 .1>#个碱

基，在 2?@"A@B中的登记注册号为 ,C0888>1。
根据 .#- ;<=,序列同源性构建系统发育树（图

8）。以与共生菌同源性最高的 &’#()*+ ,*$-.’%+ 作为
外群种（DEFG;4EH），其中 !"#和嗜线虫致病杆菌（/ +
0)1.(#23%$.）的 1个菌株亲缘关系最近，序列同源性
大于 >>6，形成一个簇群。

图 ! 根据 ,-. /012序列同源性构建的系统发育树
CIG+8 JKL54G?@?FIM F;?? NAO?P 4@ .#- ;<=, O?QE?@M?O K4%454GL

RS45EFI4@A;L PIOFA@M?O T?;? MA5ME5AF?P NL UE5FIH5? -?QE?@M? ,5IG@%?@F 4V W=,U,= 1(’，N44FOF;AH 7 .’’’(

"A;，’(’. OENOFIFEFI4@ H?; @EM5?4FIP?+

表 ! 菌株 &3-4!的抑菌活性
$AN5? 8 $K? A@FINI4FIM AMFISIFL 4V OF;AI@ !"#:!

"AMF?;IA ,@FINAMF?;IA5 AMFISIFL! JAFK4G?@IM VE@GI ,@FIVE@GI AMFISIFLX

4(.235$#"#""*+ .*’)*+ 3 3 3 3 6$()’0.’%. +#$.0% 3 3 3

7 + (3*’%0-%)0+%+ YW:. 3 3 3 &35+.$#+2#’. 2%’%"#$. 9

7 + 1)-.()’%*1 3 3 3 8.%+. 1.$% 9

7 + +*9(%$%+ 3 3 3 3 7#(’5#+23.)’%. ’%9%+ 3 3

:#’50)9."’%*1 2);%0)0+) 3 3 3 <*+.’%*1 -’.1%0).’*1 9

=%"’#"#"*+ $*()*+ 3 3 >)$1%0(3#+2#’%*1 +.(%,*1 3 3 3

7 + ")’)*+ 3 3 6$()’0.’%. "%(’% 9

!’?%0%. ".’#(#,#’. 3 3 3 3 &35(#23(3#’. 1)$#0%+ 3 3 3 3

/.0(3#1#0.+ #’5@.) 3 3 3 & + 9)#31)’%.) 3 3 3 3

!：3 3 3 3，PIA%?F?; 4V FK? MI;M5? NL A@FINI4FIM AMFISIFL Z 80%%；3 3 3，80%%"PIA%?F?; 4V FK? MI;M5? NL A@FINI4FIM AMFISIFL Z 8’%%；3 3，8’%%"
PIA%?F?; 4V FK? MI;M5? NL A@FINI4FIM AMFISIFL Z .0%%+

X：3 3 3 3，.[1 M454@L M4@F;AOF?P TIFK M4@F;45；3 3 3，.[/ M454@L M4@F;AOF?P TIFK M4@F;45；3 3，.[8 M454@L M4@F;AOF?P TIFK M4@F;45；3，T?AB A@FI:

VE@GI AMFISIFL；9，@4 A@FIVE@GI AMFISIFL +
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!"# 致病性
菌株 !"#的!、"型对大蜡螟老龄幼虫均具有

较强的注射毒性，$%& 时 !"#’!的致死中浓度
（!"()）为 * + ,) 个菌体细胞，!"#’"的致死中浓度
（!"()）为 ,( + #)个菌体细胞。
!"$ 抑菌活性

!"#’!对病原真菌和细菌的抑菌活性见表 -。
!"#菌株对所测定的细菌均有较强的抑制作用，其
中对金黄色葡萄球菌的抑菌活性最高；对植物病原

真菌中的黄瓜疫霉和棉花疫霉的抑制作用最强。

% 讨论
昆虫病原线虫共生菌是研究较晚的一类特殊细

菌，-)世纪 #)年代才开始其分类研究，并将其归到
肠杆菌科，随着研究的深入和分类技术的应用，目前

共生菌已分为两个属：#$%&’()*+,- 和 .(&/&’()*0
+,-［,#］。
共生菌传统的分类主要是依靠生理生化等特

征，但作为一个比较独特的表型群体，共生菌菌株之

间存在非常相似的表型特征，同时在培养过程中产

生的型态变异亦会导致某些生理生化特征的改变，

因此仅依靠表型特征来区分不同菌株存在较大的困

难。早期的分类研究只注重!型菌各项指标的测
定，致使对同一种共生菌的特征描述存在一定的分

歧。本研究同时测定了!、"型菌株的形态、生理生
化及生物学特性，系统比较了 !"#菌株与已知种的
各项分类指标，提高了该菌株鉴定的准确性。

基于 ,#. /012序列分析的系统发育学和表型
特征存在较好的相关性［,3，,%］，系统发育学分析在共

生菌的分类中越来越得到广泛的应用。在构建的系

统发育树（图 -）中，菌株 !"# 与嗜线虫致病杆菌种
内的其他 $个菌株形成一个簇群，序列同源性均在
445以上。因此，从系统发育树和 ,#. /012序列同
源性进行分析，菌株 !"#应当属于嗜线虫致病杆菌
种内的菌株。但 !"# 也与嗜线虫致病杆菌种内的
其他菌株存在一定的差异，如酪氨酸酶、脂酶（蛋黄）

的产生，柠檬酸盐、葡萄糖酸盐的利用，核糖产酸等，

可能是由于该菌株的生态差异造成的。尤其是该钧

株有较强的杀虫和抑菌活性，次生代谢产物对多种

病原真菌具有较高的抑制作用［*，$］，目前文献描述

的该种内其他菌株还未见相似的菌株报道。综合形

态、生理生化以及 ,#. /012序列分析等实验结果，
我们将 !"#菌株命名为：嗜线虫致病杆菌北京变种
（#$%&’()*+,- %$1)/&2(34) 67/ 8 2$53%6$%-3-）。

我国有丰富的共生菌资源，目前已发现许多具

有开发应用价值的新菌株，但对其还尚未进行系统

地分类鉴定，不利于其进一步的开发研究。本文将

表型特征和分子分类方法应用到共生菌的分类中，

对菌株 !"#进行了系统的分类鉴定，确定了其分类
学地位，为以后其他共生菌的分类鉴定提供技术

资料。

致谢 本实验得到中国科学院微生物研究所东秀珠

研究员的热心帮助，在此特表感谢。
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《微生物学报》投稿要求

!a 投稿范围：凡有关微生物学基础研究、应用基础研究及其高技术创新等领域的研究成果，包括普通微生物学，工业、农
业、医学和兽医微生物学，免疫学以及与微生物学有关的生物工程等方面的研究报告、简报等，本刊均欢迎投稿。

Ca 应首次发表：所有来稿均应未在公开出版的刊物上发表过。要求论点明确、数据可靠、行文简练、用词规范、图表清晰、
结论合理。

"a 介绍信：所有来稿要求一式两份。论文是否涉及保密、署名是否无误，请出示第一署名单位的介绍信。若是与国外作
者合写的论文，应出示国外作者同意以中文形式发表及署名顺序的信函说明。

Aa 作者联系方式：请在投稿时提供通讯作者或第一作者的 -9;、I./和 TJ2.3; 地址。
Ba 审稿费：投稿时请随寄 !DD元审稿费，可通过邮局汇来（务请在汇款单上注明汇款单位和稿件第一作者，我们将开具正

式发票）。

Ma 投稿方式：本刊中英文稿件均收。采用邮寄投稿，要求五号宋体、#A纸单面打印稿 C份，提供电子版（附软盘或 TJ2.3;
传来）。

Pa 投稿及汇款地址：（!DDD?D）北京中关村中国科学院微生物研究所内 《微生物学报》编辑部
欲知更详细的投稿要求请登陆我刊的网址：R))=：bb<<<, 32, .4, 41b]0&’1.;(
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