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摘  要：【目的】揭示双叉犀金龟(Trypoxylus dichotomus)幼虫肠道微生物群落的结构组成和功能

特征，挖掘纤维素降解细菌资源。【方法】通过宏基因组测序，对肠道细菌的结构组成和功能进

行分析。以羧甲基纤维素(sodium carboxymethyl cellulose, CMC)为唯一碳源从幼虫肠道分离筛选纤

维素降解细菌，进一步采用形态学观察和分子生物学方法对菌株进行鉴定。【结果】肠道微生物

以细菌为主，占比为 81.3%，门水平分布上，厚壁菌门(Firmicutes, 45.8%)和拟杆菌门(Bacteroidota, 
20.3%)为优势菌门，丰度排名前三的菌属为梭菌属(Clostridium, 3.90%)、拟杆菌属(Bacteroides, 
3.52%)、营发酵单胞菌属(Dysgonomonas, 2.41%)。宏基因组功能水平分析显示，肠道微生物基因

主要与碳水化合物、氨基酸和能量代谢相关，在 KEGG 数据库注释中，碳水化合物代谢相关基因

占据主导地位。CAZy 注释结果表明，48 856 个(7.43%)基因成功注释到 344 个碳水化合物代谢酶

家族，糖苷水解酶(glycoside hydrolase, GH) (48.67%)是肠道细菌中占最大优势的酶家族，相对丰

度前十的功能酶类有 6 个属于 GH 家族。此外，从肠道中分离获得 3 株纤维素降解细菌 TRC-3 
(Bacillus subtilis)、TRC-5 (Bacillus subtilis)和 TRC-6 (Bacillus safensis)，其中 TRC-3 的滤纸酶、内

切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶活性更强。【结论】双叉犀金龟幼虫肠道微生物群落

具有较高的多样性和复杂性，拥有大量编码碳水化合物活性酶的基因，存在丰富的纤维素降解细

菌资源。 
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cellulose-degrading bacteria in the gut of Trypoxylus dichotomus 
larvae 
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Abstract: [Objective] To elucidate the structural and functional characteristics of the gut 
microbiota of Trypoxylus dichotomus larvae and isolate cellulose-degrading bacteria. 
[Methods] Metagenomic sequencing was employed to analyze the structure and functions of 
the gut microbiota. Cellulose-degrading bacteria were isolated and screened from the larval gut 
with carboxymethyl cellulose (CMC) as the sole carbon source. The strains were identified 
based on morphological characteristics and molecular evidence. [Results] The gut microbiota 
was dominated by bacteria, which accounted for 81.3%. At the phylum level, Firmicutes 
(45.8%) and Bacteroidota (20.3%) were the dominant phyla. The top three abundant genera 
were Clostridium (3.90%), Bacteroidia (3.52%), and Dysgonomonas (2.41%). The functional 
analysis of metagenome data revealed that the genes of the gut microbiota were mainly 
associated with carbohydrate, amino acid, and energy metabolism. The annotation in the Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) revealed that the genes related to carbohydrate 
metabolism were predominant. The annotation in the carbohydrate-active enzyme database 
(CAZy) indicated that 48 856 (7.43%) genes were successfully annotated to 344 carbohydrate 
metabolism enzyme families, with glycoside hydrolase (GH, 48.67%) being the most dominant 
enzyme family in the gut bacteria. Among the top ten functionally abundant enzymes, six 
belonged to the GH family. Additionally, three strains of cellulose-degrading bacteria, TRC-3 
(Bacillus subtilis), TRC-5 (B. subtilis), and TRC-6 (B. safensis), were isolated from the gut. 
TRC-3 exhibited stronger activities of filter paper enzyme, endoglucanase, exoglucanase, and 
β-glucosidase. [Conclusion] The gut microbiota of Trypoxylus dichotomus larvae exhibits high 
diversity and complexity, carrying a large number of genes encoding carbohydrate-active 
enzymes and harboring rich cellulose-degrading bacteria. 
Keywords: Trypoxylus dichotomus; metagenome; gut microbiota; cellulose degradation 
 
 
 

双叉犀金龟(Trypoxylus dichotomus)，属鞘

翅目(Coleoptera)金龟子科(Scarabaeidae)，因其

雄性成虫头部的独特双叉状犄角而得名。T. 
dichotomus 最早是由 Linnaeus 从东南亚收集的
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标本中发现的，在中国、朝鲜半岛、日本、泰

国、老挝等亚洲国家和地区分布广泛[1]。在中

国分布于东南部的主要亚种为 T. dichotomus[2]，

其对生态环境几乎不会产生危害。作为受国家

保护的“三有动物”即具有重要经济、科学研究

价值的昆虫，在具有观赏作用的同时也具有较

高的药用价值，在中药材中被命名为独角蜣螂，

具有息风镇惊、破瘀止疼等功效[3]。在 1976 年

已有人从其体内提取出具有一定抗癌作用的独

角仙素(dicotastin)。双叉犀金龟不仅具有重要的

药用价值，还因其在生态系统中分解有机质和

循环养分的作用而受到关注。成虫与幼虫的食

性具有较大差异，成虫主要以肉质厚实、水分

和糖分含量高的瓜果为食[3]；其幼虫则主要以

腐木及落叶为主要食物来源[4]，因其可以分泌包括

纤维素酶、聚糖酶和糖苷酶等多种消化酶，能够

有效分解复杂的木质纤维素，其这一特性已被工

业化用于生物转化食用菌生产中产生的菌渣[5]。 
木质纤维素是生物质主要的组成部分，是

最为丰富的可再生有机资源，约占光合作用所

产生有机质的 50%。其主要由纤维素(通常占细

胞壁的 40%−50%)、半纤维素(通常占细胞壁

15%−25%)及木质素(通常占细胞壁 13%−30%)
组成，各组分之间通过共价键和非共价力紧密

交织在一起[6]，3 种成分构成复杂的网络，造成

了木质纤维素难降解的特性[7]。由于木质纤维

素分子结构的复杂性，其降解需要多种酶的协

同作用。自然界中，许多微生物通过分泌多种

酶类实现木质纤维素的降解。昆虫肠道被认为

是木质纤维素降解微生物的一个重要来源，特

别是以植物为食的昆虫，其肠道内含有丰富且

多样的微生物群落，这些微生物在木质纤维素

含量丰富的食物消化过程中起着至关重要的作

用[8]。白蚁作为广为人知的食木昆虫，已有大

量研究对其肠道微生物群落结构和功能基因进

行了深入的分析[9-12]。白蚁肠道共生细菌在纤维

素和木聚糖水解中起直接作用，宏基因组分析

揭示了大量参与纤维素和木聚糖水解的基因。

研究者们已从白蚁肠道微生物中分离鉴定出多

株具有纤维素降解能力的细菌[13]。除此之外，

蝗虫[14]、蟑螂[15]、甲虫[16]等昆虫的肠道微生物

也被发现具有高度特化的纤维素和木质素降解

能力。这些食木昆虫通常依赖于肠道共生菌对

木质纤维素进行降解，但也可以从自身肠道组

织(唾液腺和中肠)产生木质纤维素酶协助木质

纤维素的消化[17-18]。 
近 3 年来，鞘翅目昆虫在纤维素降解领域

受到了很大的关注。 Takeishi 等 [19] 发现 T. 
dichotomus 可以产生与纤维素降解相关的多种

酶类，如纤维素酶、木聚糖酶和糖苷酶等。通

过对 T. dichotomus 的全基因组和肠道转录组分

析，发现多个编码纤维素酶基因[20]。从双叉犀

金龟幼虫肠道内分离到具有纤维素及半纤维素

分解能力的微生物[21-22]，而基于细菌相对丰度

构建的人工微生物体系显示出最高的木质纤维

素降解能力。因此，为了进一步了解 T. dichotomus
幼虫肠道微生物群落的结构和功能，本研究通

过高通量测序技术分析双叉犀金龟幼虫肠道微

生物的多样性，系统揭示其微生物群落的组成

和结构特征。此外，通过培养筛选方法，分离

并鉴定具纤维素降解能力的菌株，筛选具有木

质纤维素降解能力的目标菌株，不仅为深入理

解双叉犀金龟幼虫的生态角色提供了科学依

据，也为探索昆虫肠道微生物的多样性及其潜

在应用价值开辟了新的方向。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品来源 

样品双叉犀金龟 3 龄幼虫购自广东养殖商
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户。经分子生物学鉴定为 Trypoxylus dichotomus，
适应性培养 2 周后进行实验，适应性培养过程

中饲喂发酵杂木屑。采样前禁食 24 h。 

1.1.2  培养基 
CMC 培养基(g/L)：CMC 20.00，K2HPO4 

1.00，NaNO3 3.00，FeSO4 0.01，KCl 0.50，MgSO4 
0.50，琼脂 15.00。SDY 培养基(g/L)：蛋白胨

10.00，酵母粉 10.00，葡萄糖 40.00。发酵产酶

培养基(g/L)：CMC 20.00，蛋白胨 3.00，酵母

膏 0.50，(NH4)2SO4 2.00，KH2PO4 4.00，CaCl2 
0.30，MgSO4·7H2O 0.30，Tween-80 0.20。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

E.Z.N.A.® Stool DNA Kit，Omega Bio-Tek
公司。 

超声波破碎仪，Covaris 公司；Qubit 2.0 
Fluorometer、PCR 仪、NanoDrop，Thermo Fisher 
Scientific 公司；生物分析仪，Agilent 公司；测

序仪，Illumina 公司；凝胶成像仪、电泳仪，

Bio-Rad 公司。 

1.2  样品采集 
将幼虫用无菌水反复冲洗后用 75%乙醇对

幼虫表面进行消毒，置于无菌操作台中在紫外

光下照射 5−10 min。用灭菌后的剪刀剪掉幼虫

头部，将幼虫从尾部剖开，分离出肠道，取后

肠内容物，置于无菌离心管于−80 ℃保存，用

于提取 DNA 进行测序。 

1.3  DNA 提取及测序 
使用 E.Z.N.A.® Stool DNA Kit 提取肠道内

容物的 DNA，琼脂糖凝胶电泳分析 DNA 的纯

度和完整性，使用 NanoDrop 进一步检测 DNA
纯度，Qubit 对 DNA 浓度进行精确定量。检测

合格的 DNA 样品用 Covaris 超声波破碎仪随机

打断成长度约为 350 bp 的片段，经末端修复、

加 A 尾、加测序接头、纯化、PCR 扩增等步骤

完成文库构建。库检合格后，按照有效浓度及

目标下机数据量的需求 pooling 后进行 Illumina 
PE150 测序。 

获得的原始数据(raw data)使用 readfq 对原

始的测序数据进行预处理，去除含低质量碱基

(质量值≤38)的 reads、N 碱基达到 10 bp 的 reads
以及与 adapter 之间 overlap 超过 15 bp 的 reads，
获取用于后续分析的有效数据(clean data)。使

用 MEGAHIT 软件对过滤后的有效数据进行拼

接组装，得到的 scaffolds 从 N 连接处打断，获

得不含 N 的 scaftigs[23]，过滤掉 500 bp 以下的片

段，进行统计分析和后续基因预测。 

1.4  生物信息学分析 
用 MetaGeneMark 对 各 样 品 的 scaftigs 

(≥500 bp)进行开放阅读框预测 (open reading 
frame, ORF) [24]，并过滤掉预测结果中长度小于

100 nt 的序列 [25]。对 ORF 预测结果，采用

CD-HIT 软件进行去冗余[26]，以获得非冗余的

初始 gene catalogue。采用 Bowtie2 将各样品的

有效数据比对至初始 gene catalogue，计算得到

基因在各样品中比对上的 reads 数目，过滤掉各

个样品中 reads 数目≤2 的基因[27]，获得最终用

于后续分析的 uigenes。 
利 用 Diamond 软 件 [28] 将 unigenes 与

KEGG、eggNOG 和 CAZy 数据库进行比对，得

到相关基因的注释结果。使用 Diamond 软件将

unigenes 与从 NCBI 的 NR 数据库中抽提出的细

菌(bacteria)、真菌(fungi)、古菌(archaea)和病毒

(viruses)序列进行比对。对于每一条序列的比对

结果，选取 E value≤最小 E value×10 的结果，

由于每一条序列可能有多个比对结果，采取最

近 公 共 祖 先 算 法 (least common ancestors, 
LCA)[29]，将出现第一个分支前的分类级别，作

为该序列的物种注释信息。 

1.5  纤维素降解细菌的富集培养及筛选 
将上述肠道内容物置于 5 mL 生理盐水中
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匀浆，将 1 mL 肠道匀浆接种至含 100 mL LB
培养基的锥形瓶中，32 ℃、200 r/min 富集培养

48 h。将菌液梯度稀释从 10−3 至 10−8。将 100 μL
梯度稀释后的菌液涂布至刚果红纤维素培养基，

每个梯度做 3 个平行。置于 32 ℃恒温培养箱孵

育 72 h，观察具有降解圈的菌落，将其挑取接种

于 LB 固体培养基，通过反复划线进行纯化，将

纯化菌株于 32 ℃、200 r/min 富集培养 24 h 后与

50%甘油 1:1 混合，储存于−80 ℃。 
将保存的菌液活化后接种于 CMC 培养基

中央，每个菌株接种 3 个平板，32 ℃培养 3−7 d。
取 1%刚果红染色液铺满平板，染色 30 min 后

用 1 mol/L NaCl 溶液洗涤 30 min。用游标卡尺

对菌落直径(d)和水解圈直径(D)进行测量。D/d
比值越大，相应菌株纤维素降解能力越强。 

1.6  纤维素降解细菌的鉴定 
将分离得到的纤维素降解细菌划线接种于

LB 固体培养基，32 ℃恒温培养 24 h，观察菌

落形状、大小、颜色、边缘、透明等形态特征，

并通过革兰氏染色和芽孢染色结合形态学特征

对菌株进行初步鉴定。使用细菌 DNA 提取试剂

盒提取各菌株的 DNA，细菌通用引物 27F 
(5′-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492F 
(5′-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3′)扩增细菌

16S rRNA 基因。 PCR 反应体系 (50 μL)：
1×TSE101 金牌 Mix 45 μL，上、下游引物     
(20 μmol/L)各 2 μL，DNA 模板 1 μL。PCR 反应

条件：98 ℃预变性 3 min，98 ℃变性 10 s，55 ℃
退火 15 s，39 个循环；72 ℃延伸 5 min。PCR
产物由北京擎科生物科技股份有限公司进行测

序，用 ContigExpress 拼接测序结果，使用 BLAST
将菌株 16S rRNA基因的拼接序列与 NCBI数据

库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中已知序列进行

比对。在 MEGA 11.0 软件中采用近邻相接法

(neighbor-joining method, NJ)构建系统发育树。 

1.7  酶活测定 
将菌株接种至 SDY 培养基中，32 ℃、   

200 r/min 活化 48 h，之后按 10%接种量接种至

100 mL 产酶培养基中，32 ℃、200 r/min 摇瓶

培养 3 d，每株菌设 3 个重复。取 10 mL 发酵液

于 4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min，所得上清液

即为粗酶液。采用 3,5-二硝基水杨酸 (3,5- 
dinitrosalicylic acid, DNS)法[30]，以滤纸、羧甲

基纤维素钠、脱脂棉、水杨苷为底物分别测定

滤纸酶、内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β-葡
萄糖苷酶的活性。具体操作步骤：取 0.5 mL 粗

酶液加入 1.5 mL 含不同底物的柠檬酸缓冲液

(0.05 mol/L, pH 4.5)，混合均匀后于 50 ℃水浴孵

育 30 min。加入 1.5 mL DNS 试剂，沸水浴 10 min
后冷却至室温，定容至 10 mL，测定 OD540。以

高温灭活的粗酶液为空白对照。所测吸光值在

葡萄糖标准曲线(y=6.697 1x+0.033 9, R2=0.991)
中计算葡萄糖含量，酶活性的定义为 1 mL 粗酶

液在 1 min 内水解底物产生 1 μmol 葡萄糖的所

需酶量为 1 个酶活单位，单位为 U/mL，计算如

公式(1)所示。 
1 000(U / mL) A n

T V
× ×=

×
酶活性                 (1) 

式中：A 为样品吸光值在标准曲线上相应葡萄糖

含量(mol)；n 为稀释倍数；1 000 为 mg 到 μg 的转

换系数；T 为反应时间(min)；V 为酶液体积(mL)。 

1.8  统计分析 
使用软件 SPSS 26.0 进行数据的统计分析，

所有描述性数据用 mean±SD 表示。采用单因素方

差分析(one-way ANOVA)和 Duncan’s 多重极差

检验进行组间比较，P<0.05 代表差异显著。 

2  结果与分析 
2.1  宏基因组数据质量评估 

从 T. dichotomus 后肠肠道内容物中共获得

6 308.76 Mb 的原始数据，经处理后得到有效数 
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据为 6 270.77 Mb，经质控后有效数据占原始数

据比例达到 99%以上，G+C 含量约为 46%。有

效数据中测序错误率小于 0.01 的碱基数目的百

分比超过 98%，95%以上的碱基测定准确率超

过 99.9%。研究表明本次测序数据有较高可靠

性，可以进行后续分析。通过预处理后的数据

经过组装总共得到 210 126 条 scafitigs，总长度

为 262 246 232 bp，N50 长度超过 1 400 bp，N90
长度超过 570 bp。 

2.2  肠道微生物结构组成 
通过注释结果可知肠道微生物在各分类水

平的组成结构和丰度分布。双叉犀金龟幼虫肠

道微生物在界水平主要分布于细菌 (bacteria, 
81.3%)、真菌(eukaryota, 0.3%)、病毒(viruses, 
2.0%)和古细菌(archaea, 0.3%)，部分分布于未

知微生物 (unknown, 14.1%)和未分类微生物

(unclassified, 2.0%)。在细菌界门水平上，主要

以厚壁菌门 (Firmicutes, 45.8%) 和拟杆菌门

(Bacteroidota, 20.3%) 2 个门类为主，少量分布

于放线菌门(Actinomycetota, 2.6%)、假单胞菌门

(Pseudomonadota, 1.9%)、Uroviricota 门(1.4%)
等其他门类(图 1)。厚壁菌门和拟杆菌门存在大

量能够降解木质纤维素的微生物。在属水平上，

相 对 丰 度 前 10 位 的 菌 属 依 次 为 梭 菌 属

(Clostridium, 3.90%)、拟杆菌属 (Bacteroides, 
3.52%) 、 营 发 酵 单 胞 菌 属 (Dysgonomonas, 
2.41%)、Massilibacteroide 属(1.07%)、木聚糖单

胞菌属 (Xylanimonas, 0.97%)、类芽孢杆菌属

(Paenibacillus, 0.89%)、 Lachnoclostridium 属

(0.65%)、分支菌酸小杆菌属(Mycolicibacterium, 
0.64%)、Anaeropeptidivorans 属(0.59%)、厌氧

棍状菌属(Anaerotruncus, 0.57%)。梭菌属、拟杆

菌属、营发酵单胞菌属等均具有纤维素降解能

力，Kato 等[31]分离出具有纤维素降解能力的梭

菌解草秸梭菌 (Clostridium straminisolvens sp. 
nov.)；Weiss 等[32]通过宏基因组学在甘蔗渣中

发现拟杆菌属具有降解纤维素潜力；营发酵单

胞菌属中大多菌株分离自白蚁肠道内，如黄翅

大白蚁(Macrotermes barneyi)中分离出大白蚁营

发酵单胞菌(Dysgonomonas macrotermitis)[33]、自

白蚁(Reticulitermes speratu)中分离出的白蚁营

发酵单胞菌(Dysgonomonas termitidis)[34]。这些

均说明 T. dichotomus 后肠中存在丰富的纤维素

降解菌资源。 
 

 
图 1  双叉犀金龟肠道微生物门和属水平上的分布 
Figure 1  Diversity of the microbiota in Trypoxylus dichotomus guts at phylum and genus level. A: Phylum 
level; B: Genus level. 
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2.3  基因预测及功能注释分析 
基于 KEGG[35-36]数据库，共有 186 585 个

(27.03%) 基 因 注 释 到 细 胞 过 程 (cellular 
processes)、环境信息处理(environmental information 
processing)、遗传信息处理 (genetic information 
processing)、人类疾病(human diseases)、新陈代

谢 (metabolism) 、 生 物 体 系 统 (organismal 
systems)六大类生物代谢通路中。其中注释到新

陈代谢通路相关的基因数目最多(89 945 个)，其
次是遗传信息处理(33 121 个)，生物体系统的基

因数目最少(6 452 个)。在二级水平上相对丰度

前 10 的功能中，大部分基因与代谢通路相关，

注释到碳水化合物代谢(carbohydrate metabolism)
的基因数目最多(30 266 个)，约占新陈代谢通路

的 33.65%，氨基酸代谢(amino acid metabolism)
和能量代谢(energy metabolism)也占据了较大

的比重，注释的基因数目分别为 24 567 个和  
16 935 个(图 2A)。基于 eggNOG[37]数据的注释

结果显示，在已知基因功能分类中，注释基因数

目最多的类别是复制、重组和修复(replication, 
recombination and repair)，其次是碳水化合物转

运与代谢(carbohydrate transport and metabolism)，
相关的基因数目为 42 649 个。转录(transcription)、
细胞壁/膜/包膜的生物发生(cell wall/membrane/ 
envelope biogenesis)和氨基酸转运和代谢(amino 
acid transport and metabolism) 3 个类别的注释数

目也较多(图 2B)。 
为了进一步了解肠道微生物菌群在木质纤

维素食物消化中的功能，基于 CAZy[38]数据库

对碳水化合物酶类进行分析。48 856 个(7.43%)
基 因 成 功 注 释 到 糖 苷 水 解 酶 (glycoside 
hydrolase, GH) 、 糖 基 转 移 酶 (glycosyl 
transferase, GT)、多糖裂合酶 (polysaccharide 
lyase, PL) 、 碳 水 化 合 物 酯 酶 (carbohydrate 
esterase, CE) 、 辅 助 氧 化 还 原 酶 (auxiliary 
activity, AA) 和 碳 水 化 合 物 结 合 模 块

(carbohydrate-binding module, CBM)六大功能

类的 344 个酶家族。GH、PL、CE 和 AA 主要

负责催化碳水化合物和多糖复合物的分解或修

饰，这对于木质纤维素的降解和利用非常重要。

GH 是双叉犀金龟肠道菌群中占最大优势酶家

族，基因数目 23 779 个(48.67%)，分别注释到

143 个 GH 家族，占据已知 GH 功能酶类的

75.66%。其次是 GT (15 198 个)、CBM (6 964 个)、
CE (2 031 个)，基因数目最少的是 AA (200 个) 
(图 3)。GT 催化糖苷键的形成，对生物发育和

环境适应至关重要。CBM 作为非催化模块，是

纤维素酶中的一个重要组成部分，能特异性地

调节纤维素酶的生物学活性。在二级水平上，

GT2 和 GT4 是肠道菌群中丰度最高的酶家族，

相对丰度前 10的功能酶类有 6个属于 GH家族，

包括 GH13、GH2、GH3、GH43、GH28 和 GH23。 

2.4  T. dichotomus 幼虫纤维素降解细

菌的分离与鉴定 
从 T. dichotomus 幼虫后肠中分离得到 3 株

纤维素降解细菌，分别命名为 TRC-3、TRC-5、
TRC-6。3 株细菌均能降解微晶纤维素，在刚果

红染色的纤维素培养基上显示不同大小的透明

圈(表 1)，通过刚果红培养基透明圈大小(D)与
菌落直径(d)比值初步判断纤维素降解能力的强

弱。其中，细菌 TRC-3 产纤维素酶的能力最强，

D/d 值高达 5.05，与其余 2 株细菌有显著差异

(P<0.05)，TRC-6 的 D/d 值最小。使用 DNS 法

对 3 株纤维素降解细菌的内切葡聚糖酶、外切

葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和滤纸酶的活性进行

定量分析，结果发现，TRC-3 的内切葡聚糖酶、

外切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和滤纸酶活性均

高于 TRC-5 和 TRC-6 (P<0.05)。特别是，TRC-3
内切葡聚糖酶的活性高达 16.64 U/mL，远高于

其余 2 株细菌。TRC-5 和 TRC-6 的内切葡聚糖

酶、外切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和滤纸酶活

性无明显差异。 
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图 2  KEGG 和 eggNOG 基因功能分类对非冗余基因集的注释数目 
Figure 2  The annotation number for non-redundant gene sets based on the functional classification KEGG 
and eggnog. A: KEGG; B: eggNOG. 
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图 3  CAZy 注释基因数目统计图 
Figure 3  The gene number of CAZy annotation. 
AA: Auxiliary activity; CBM: Carbohydrate- 
binding module; CE: Carbohydrate esterase; GH: 
Glycoside hydrolase; GT: Glycosyl transferase; PL: 
Polysaccharide lyase. 

 
将上述筛选的 3 株纤维素降解细菌划线接

种于 LB 固体培养基，培养 24 h 后对其进行革

兰氏、芽孢染色及形态观察。结果发现，3 株菌

均为杆状，革兰氏染色、芽孢染色均显示为阳

性(表 2)。3 株细菌在菌落形态上有明显的差异

(图 4)，TRC-3 的菌落不规则，有明显突起，表

面干燥有明显褶皱，边缘呈波浪形；TRC-5 的

菌落不规则，略微突起，表面干燥光滑；TRC-6
菌落圆形，有明显突起，表面湿润光滑。3 株

细菌的菌落颜色有略微差异，TRC-3 和 TRC-5
为米白色偏黄，TRC-6 为乳白色。 

将 3 株纤维素降解细菌的 16S rRNA 基因

序列提交到 NCBI 数据库，通过 BLAST 与

GenBank 中已知的 16S rRNA 基因序列进行比

对。结果发现，TRC-3 和 TRC-5 与枯草芽孢杆

菌 (Bacillus subtilis)的相似度最高，相似度达

99%，TRC-6 与沙福芽孢杆菌(Bacillus safensis)
相似度达 99%。结合菌株的形态特征和染色镜

检结果，确定分离到的纤维素降解细菌 TRC-3
和 TRC-5 均属于枯草芽孢杆菌，TRC-6 属于沙

福芽孢杆菌。使用 MEGA 11.0 软件对 16S rRNA
基因多重序列比较构建系统发育树，3 株分离

菌中，TRC-3 与 TRC-5 亲缘关系更近，TRC-6
在芽孢杆菌的另一个分支(图 5)。 

 
表 1  纤维素降解细菌的产酶能力 
Table 1  The enzyme production capability of cellulose-degrading bacteria 
Strain TRC-3 TRC-5 TRC-6 
Transparent circle diameter D (cm)  2.03±0.21a 2.31±0.03b 2.38±0.04b 
Colony diameter d (cm)  0.41±0.04a 1.15±0.14b 1.40±0.08b 
D/d ratio  5.05±0.13a 2.02±0.22b 1.71±0.12b 
Endoglucanase (U/mL) 16.64±2.94a 1.24±0.25b 0.31±0.14b 
Exoglucanase (U/mL)  2.40±0.57a 0.56±0.15b 0.69±0.27b 
β-glucosidase (U/mL)  9.80±1.53a 3.09±0.52b 2.36±0.39b 
Filter paper activity (U/mL)  1.52±0.29a 0.97±0.91b 1.14±0.08b 
Different letters denote significant disparities among different strains (P<0.05). 
 

表 2  菌株的形态特征 
Table 2  Morphological structure of strain 
Strain Strain morphology Colony color Gram staining Spore staining Strain morphology 
TRC-3 Irregularity; Rough Rice white to yellow + + Rod 
TRC-5 Irregularity; Smooth Rice white to yellow + + Rod 
TRC-6 Round; Smooth Milky white + + Rod 
+: Positive. 
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图 4  TRC-6、TRC-5、TRC-3 菌落的形态 
Figure 4  Morphology of TRC-6, TRC-5, TRC-3. A: TRC-6; B: TRC-5; C: TRC-3. 
 

 
 

图 5  利用 16S rRNA 多重序列比对构建纤维素降解细菌系统发育树 
Figure 5  Phylogenetic tree of cellulose degrading bacteria based on multiple sequence alignment of 16S 
rRNA. The value on the branch represents the confidence (%) of 1 000 bootstrap tests in the NJ algorithms 
for this node. 
 

3  讨论与结论 
腐食性昆虫的肠道微生物已成为挖掘木质

纤维素降解菌的重要来源。宏基因组显示 T. 

dichotomus 幼虫后肠肠道中的微生物群落具有

较高的多样性和复杂性，主要由细菌组成(占 

81.3%)，其次是病毒、古菌和真菌。厚壁菌门

(Firmicutes)和拟杆菌门(Bacteroidota)是幼虫肠

道中的两大主要类群，其中厚壁菌门通常与放

线菌门、疣微菌门和纤维杆菌门协同，在降解

残留植物的过程中发挥重要作用[39]。拟杆菌门

在低等白蚁肠道中尤为常见[40]，具有显著的纤
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维素降解能力[41]。T. dichotomus 幼虫肠道微生 
物的结构组成与其他金龟子科昆虫类似，厚壁

菌 门 和 拟 杆 菌 门 也 是 云 杉 树 皮 甲 虫 (Ips 
typographus L.)的肠道优势菌门[42]。金龟子科白

星花金龟(Protaetia brevitarsis)肠道微生物也以

厚壁菌门和拟杆菌门为主，这些微生物能够产

生多种纤维素酶和半纤维素酶，显著促进木质

纤维素的降解[43]。Huang 等[44]在对不同龄期、

不 同 地 理 区 域 的 暗 黑 鳃 金 龟 (Holotrichia 
parallela)幼虫的肠道菌群研究中发现，肠道菌

群的多样性和结构会随幼虫生长发育而变化，

早期幼虫中拟杆菌门占主导，而后期幼虫中厚

壁菌门逐渐成为主要类群。然而，在眉斑并脊

天牛(Glenea cantor)[45]和稻水象甲(Lissorhoptrus 
oryzophilus)[46]等昆虫中，变形菌门成为主导类

群，这可能与这些昆虫不同的饮食结构有关。 
在基因功能水平上，T. dichotomus 幼虫肠

道微生物反映出强大的代谢能力，特别是在碳

水化合物的代谢方面。通过 KEGG 数据库的注

释，发现与碳水化合物代谢相关的通路基因数

量最多，这与幼虫的腐食性密切相关。共生的

肠道细菌通过生产宿主无法合成的碳水化合物

活性酶，促进纤维素等难降解物质的消化，从

而为宿主提供代谢底物和能量[47]。CAZy 注释

结果发现，T. dichotomus 后肠中微生物木质纤

维素降解酶具有较高的多样性和丰度，与瘤胃

宏基因组相似[48]。在 344 个碳水化合物活性酶

类中，GH 是最占优势的酶家族，涵盖了一系列

纤维素和半纤维的水解酶类，这些酶主要由厚

壁菌门和拟杆菌门的肠道共生菌贡献[49]。肠道

细菌的功能显著富集于碳水化合物的代谢途

径，这也说明参与该功能的肠道细菌的丰度也相

应较高。在 T. dichotomus 后肠中，梭菌属

(Clostridium)和拟杆菌属(Bacteroides)是丰度最高

的菌属，其中多个物种被报道具有木质纤维素降解

能力 [50]。营发酵单胞菌属(Dysgonomonas)在 T. 
dichotomus 幼虫肠道中也占据了较大的比重，

作为黄翅大白蚁后肠的第二优势微生物，它被

发现具有多个木质纤维素降解酶基因，且具备

完整的木质纤维素降解通路[51]。 
基于对 T. dichotomus 幼虫肠道微生物群落

结构及功能基因分析，反映出其肠道内具有丰

富的纤维素降解细菌资源。从双叉犀金龟幼虫

后肠分离出的 3 株纤维素降解细菌，经鉴定均

属于芽孢杆菌属，包括 2 株枯草芽孢杆菌和    
1 株沙福芽孢杆菌。芽孢杆菌能够产生纤维素酶

和木聚糖酶等多种木质纤维素水解酶类，常被应用

在农业废弃物堆肥以及植物原料的降解中[52-53]。

Liu 等[54]从白蚁肠道中分离到一株枯草芽孢杆

菌，显示出内切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶、滤

纸酶和木聚糖酶活性，并在与麦秸共培养发酵

时能显著破坏木质纤维素的结构，增加还原糖

的含量。TRC-3 展示出更强的内切葡聚糖酶、

外切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和滤纸酶活力，

在木质纤维素的降解中展现出巨大的潜力。 
综上所述，本研究通过宏基因组技术揭示

了 T. dichotomus 幼虫肠道微生物的生态特征及

其在碳水化合物代谢中的功能，分离并鉴定了

3 株具有木质纤维素酶活性的芽孢杆菌菌株，

为未来木质纤维素生物质降解的研究和应用提

供了重要的微生物资源。这些发现不仅丰富了

对腐食性昆虫肠道微生物的认识，也为农业废

弃物的高效利用开辟了新的方向。未来的研究

应继续挖掘这些功能微生物资源，探索其实际

应用潜力，特别是在农业废弃物的堆肥处理和

可再生能源开发中的作用。需要注意的是，饲

料中的微生物群落可能对独角仙肠道微生物的

组成和功能产生影响，因此，后续研究应进一

步关注饲料微生物与肠道微生物的相互作用，

这将有助于更准确地揭示肠道微生物在木质纤
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维素降解过程中的实际作用。 
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