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氟化物对家蚕肠道微生物菌群的影响
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摘要:【目的】 探讨氟化物对家蚕肠道微生物菌群的影响ꎬ开发具有潜在应用价值的益生菌以提高家蚕对氟

化物的抗性ꎮ 【方法】 ＰＣＲ 扩增家蚕肠道内细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因并构建克隆文库ꎻ用核糖体 ＤＮＡ 限制性分析

(Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＡＲＤＲＡ)方法对克隆子进行分型ꎮ 从家蚕 Ｔ６ 和 ７３４ 肠道样品

中共获得 １４ 种分类操作单元(Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔꎬ ＯＴＵｓ)ꎬ以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因为基础构建系统发育树

进行分析ꎮ 再经巢式 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 技术检测家蚕肠道内优势菌群的变化ꎮ 【结果】 结果表明:家蚕氟中毒后

肠道内肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 和芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 细菌菌群减少ꎬ而葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 的细菌增

多ꎮ 【结论】 氟化物能通过改变家蚕肠道内细菌的多样性和比例ꎬ从而破坏家蚕肠道微生物菌群平衡ꎬ且对

家蚕 ７３４ 的影响作用大于 Ｔ６ꎮ
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　 　 家蚕饲养在中国有五千年的悠久历史ꎬ传统的

养蚕业以生产蚕丝为主[１]ꎮ 近年来ꎬ由于蚕蛹具有

高蛋白、多种氨基酸和不饱和脂肪酸可满足人体对

日常蛋白质的需求ꎬ已成为养蚕业另一重要的经济

生产点[２]ꎮ 由于工业发展迅速ꎬ某些地区空气中氟

化物污染严重ꎬ氟化物随桑叶以离子形式进入蚕体ꎬ
在家蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ)中肠内累积之后进入血液和

组织器官ꎬ能削弱家蚕体质并且高浓度中毒时会导

致家蚕大量死亡ꎬ对蚕业生产造成严重破坏[３]ꎮ
昆虫肠道居住着广泛多样的微生物ꎬ这些微生

物组成了昆虫肠道的微生态系统ꎮ 研究表明肠道微

生物菌群能够抵御外源致病微生物并且维持肠道微

生态系统的平衡ꎮ 此外ꎬ昆虫肠道内的微生物菌群

能参与昆虫的消化吸收和协助宿主免疫系统以抵御

感染[４￣５]ꎮ 还有研究指出在家蚕肠道内的微生物菌

群能够产生多种酶ꎬ如:蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶、纤
维素酶、脲酶、明胶酶和木聚糖酶等等ꎬ这些酶在家

蚕肠道内对消化和免疫起着重要的作用[６￣７]ꎮ 肠道

微生物菌群可能受食物营养成分、饮食环境和其它

微生物的改变而发生变化[８￣１０]ꎬ其中食物环境的改

变是导致昆虫生理活力和肠道菌群改变的最重要因

素之一ꎮ
中肠是氟化物主要的吸收场所和直接受损器

官ꎬ并有研究表明氟中毒会对家蚕肠道内的产酶菌

组成产生影响[１１]ꎮ 但有关氟化物对家蚕肠道微生

物菌群动态变化的研究尚未见报道ꎮ 本研究以家蚕

Ｔ６ 和 ７３４ 为试验材料ꎬ利用家蚕肠道内细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因构建克隆文库ꎬ结合扩增核糖体 ＤＮＡ 限
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制 性 分 析 ( Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬＡＲＤＲＡ)方法分析不同品种家蚕肠道内菌

群在氟离子胁迫下发生的变化ꎬ再经巢式 ＰＣＲ￣
ＤＧＧＥ 技术检测家蚕肠道内微生物菌群变化后的优

势菌群ꎮ 利用多种分子技术方法能更真实的分析检

测氟离子胁迫下不同品种家蚕肠道内微生物菌群的

变化ꎬ为研究肠道菌群变化与家蚕耐氟性的相互关

系和开发蚕用耐氟益生菌提供理论参考依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 供试家蚕:家蚕品种选用耐氟品种 Ｔ６ 和氟

敏品种 ７３４ꎬ由中国农业科学院蚕业研究所提供ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器和试剂:ＤＣｏｄｅＴＭ ｓｙｓｔｅｍ 变性梯度凝

胶电泳系统和 １６４ －５０５０ 基础电源电泳仪(美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司)ꎻＳｙｎｇｅｎｅ Ｇｅｎｅ Ｇｅｎｉｕｓ 凝胶成像系统[基因

科技(上海)有限公司]ꎻＰＣＲ 仪(美国 ＡＢＩ 公司)ꎮ 细

菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、质粒小提试剂盒、感受态

细胞 ＤＨ５α 和 Ｇｅｎｅ Ｇｒｅｅｎ 染色液(天根生化科技有

限公司ꎬ北京)ꎻＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶套装、限制性性内切

酶 ＡｆａⅠ和 ＭｓｐⅠ、质粒 ｐＭＤ１９￣Ｔ(宝生物工程有限公

司ꎬ大连)ꎻ琼脂糖凝胶回收试剂盒和聚丙烯酰胺凝胶

回收试剂盒(美国 ＯＭＥＧＡ 公司)ꎻ特异性引物、ＤＮＡ
分子量标记和基因测序(上海生工生物工程股份有限

公司)ꎮ 其他为实验室常用设备和试剂ꎮ
１􀆰 ２　 家蚕饲养

蚕种按常规方法催青饲养至 ４ 龄起蚕ꎬ两个品

种家蚕共分为 ４ 区ꎬ两区对照组喂食清水浸泡 １５
ｍｉｎ 后自然晾干的新鲜桑叶ꎬ另外两区试验组喂食

２００ ｍｇ / ｋｇ ＮａＦ 溶液浸泡 １５ ｍｉｎ 后自然晾干的新鲜

桑叶ꎬ每 ８ ｈ 喂食 １ 次ꎬ一天 ３ 次ꎮ 到 ５ 龄 ３ 天每区

各取 １０ 头蚕ꎬ饥饿 ３６ ｈ 备用ꎮ
１􀆰 ３　 肠道细菌基因组 ＤＮＡ 提取和细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ
序列扩增

取饥饿后的家蚕用 ７５％ 的酒精体表消毒ꎬ并在

酒精灯下轻轻灼烧ꎮ 无菌条件下解剖家蚕ꎬ取家蚕

肠道内肠液和内容物ꎬ收集到已灭菌的离心管中ꎮ
细菌基因组提取具体操作详见天根生化科技(北
京)有限公司细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ３０２)
说明书ꎬ基因组经 １％的琼脂糖凝胶电泳检测(约 ２３
ｋｂ)后于 － ２０℃ 冰箱保存ꎮ 以提取的细菌基因组

ＤＮＡ 作为模板ꎬ利用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通用引物

２７Ｆ (５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′) 和 １４９２Ｒ
( ５′￣ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′) 进 行 扩 增ꎮ
５０ μＬ扩增体系:４ μＬ ＤＮＡ 模板ꎬ正向和反向引物

(１０ ｍｏｌ / Ｌ) 各 １ μＬꎬ１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ (Ｍｇ２ ＋ ｐｌｕｓ)
５ μＬꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ(各 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)４ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ
聚合酶(５ Ｕ / μＬ)０􀆰 ３ μＬꎬ灭菌超纯水补足至５０ μＬꎮ
反应程序为:９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ４０ ｓꎬ５５℃
退火 ４０ ｓꎬ７２℃ 延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２℃ 延伸

１０ ｍｉｎꎻ４℃保存ꎮ 扩增产物经 １􀆰 ２％ 琼脂糖凝胶电

泳检测(约 １􀆰 ５ ｋｂ)ꎬ并用琼脂糖凝胶回收试剂盒进

行纯化后于 － ２０℃冰箱保存备用ꎬ作为克隆文库的

构建和后续巢式 ＰＣＲ 的模板ꎮ
１􀆰 ４　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 文库的构建与分型

将 １􀆰 ３ 纯化后的 ＰＣＲ 产物ꎬ用 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体进

行连接后转入到感受态细胞 ＤＨ５α 中ꎬ分别构建

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库ꎮ 每个文库筛选含重组质粒的

阳性克隆子 ４０ 个ꎬ经质粒小提后ꎬ以提取质粒作为

模板用 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到产

物约 １􀆰 ５ ｋｂꎮ 用限制性内切酶 ＡｆａⅠ和 ＭｓｐⅠ对

ＰＣＲ 扩增产物进行双酶切(３７℃酶切 １ ｈ) [１２]ꎬ酶切

产物经过 ３％琼脂糖凝胶电泳检测得到克隆的酶切

图谱ꎮ 根据该图谱分别对每个文库中的所有克隆子

进行 分 型ꎬ 每 一 种 类 型 即 为 一 个 操 作 单 元

(ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔꎬ ＯＴＵ) [１３]ꎬ属于同一个

ＯＵＴ 的克隆即使不是完全一样ꎬ在系统分类学上也

十分接近ꎬ所以选一个代表进行测序ꎮ 测序结果用

ＢＬＡＳＴ 和 ＲＤＰ ( ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｄａｔａｂａｓｅ ｐｒｏｊｅｃｔ )
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ[１４] 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库比对ꎬ并用 Ｒｉｏ￣ＤＡＰ
软件计算细菌多样性指数ꎮ
１􀆰 ５　 巢式 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ

将 １􀆰 ３ 纯化后的 ＰＣＲ 产物ꎬ使用上游引物

３４３Ｆ￣ＧＣ ( ５′ ￣ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧ
ＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ
Ｇ￣３′) 和 下 游 引 物 ５３４Ｒ ( ５′ ￣ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧ
ＣＴＧＧ￣３′)对细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ３ 可变区进行扩

增[１５]ꎮ 扩增体系同 １􀆰 ３ꎬ降落 ＰＣＲ 反应程序[１６￣１７]:
９４℃ ５ ｍｉｎꎻ９４℃ ４０ ｓꎬ６５ － ５５℃ １ ｍｉｎ( － ０􀆰 ５℃ /
Ｃｙｃｌｅ)ꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ２０ 个循环ꎻ９４℃ ４０ ｓꎬ５５℃ １ ｍｉｎꎬ
７２℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎻ４℃ 保存ꎮ
目的片段约为 ２００ ｂｐꎬ经 ２％ 琼脂糖凝胶电泳检测

后ꎬ于 － ２０℃ 冰 箱 保 存ꎮ 采 用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公 司 的

７２９
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ＤＣｏｄｅＴＭ通用突变检测系统进行 ＤＧＧＥ 电泳ꎮ 取巢

式 ＰＣＲ 产物 １５ μＬ 与 ３ μＬ ６ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混合

加入到点样孔中ꎬ聚丙烯酰胺变性凝胶浓度为 ８％ ꎬ
变性梯度范围为 ３０％ －６０％ ꎮ 电泳在恒温 ６０℃、恒
压 １５０ Ｖ 下进行 ４ ｈꎮ 电泳结束后ꎬ将胶取出放入

２００ ｍＬ Ｇｅｎｅ Ｇｒｅｅｎ 染色液中浸染 ２５ ｍｉｎꎬ之后使用

Ｓｙｎｇｅｎｅ Ｇｅｎｅ Ｇｅｎｉｕｓ 凝胶成像系统拍照ꎮ 切胶回收

明显条带放入 ２０ μＬ 灭菌超纯水中ꎬ４℃ 过夜后

－ ２０℃保存ꎮ 将回收条带纯化后与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体

进行连接ꎬ挑取阳性克隆送至上海生工进行测序ꎮ
测序结果在 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ)
中搜索与已知序列最相近的序列ꎮ
１􀆰 ６　 系统发育分析

序列对比完成后ꎬ取 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中检索出

的相似性最高的序列ꎬ用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件进行多序列

比对ꎬ用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０５ 软件中的邻接法(Ｎ￣Ｊ 法)构建

聚类进化树进行系统发育分析[１８]ꎮ 并使用 ＲＤＰ
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 进行分类ꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 家蚕肠道细菌多样性的克隆文库分析

２􀆰 １􀆰 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 文库构建和 ＡＲＤＲＡ 分析:对双

酶切图谱进行分析后ꎬ可筛选出家蚕 Ｔ６ 和 ７３４ 样品

的 ＯＵＴｓ 数共 １４ 种ꎬ其中肠道内有 ６ 种 ＯＵＴｓ 相同

(表 １)ꎮ 操作单元 ＯＴＵ１、ＯＴＵ２ 和 ＯＴＵ３ 为肠道内

的优势菌群ꎬ次优势菌群为操作单元 ＯＴＵ４、ＯＴＵ５
和 ＯＴＵ６ꎮ 氟中毒后家蚕 Ｔ６ 和 ７３４ 肠道内操作单元

ＯＴＵ１ 和 ＯＴＵ４ 所代表的菌群的克隆数量比例降低ꎬ
所占比例分别为 ２５％ / １５％ 、３０％ / ５％和 １０％ / ５％ 、
１７􀆰 ５％ / ５％ ꎬ而操作单元 ＯＴＵ２ 所代表菌群的克隆

数量比例升高为 １２􀆰 ５％ / １７􀆰 ５％ 、１０％ / ３０％ ꎮ

表 １.家蚕肠道内细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 克隆文库结果

Ｔａｂｌｅ １. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｇｕｔ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ

ＯＴＵ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ. (Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ)

Ｃｌｏｎｅ Ｎｏ. (Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ)
Ｔ６￣Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｔ６￣Ｔｅｓｔ ７３４￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ７３４￣Ｔｅｓｔ

Ｓｔｒａｉｎ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ

ＯＴＵ１ ＫＪ７８４８４５􀆰 １
(９７％ ) １０(２５􀆰 ０％ ) ６(１５􀆰 ０％ ) １２(３０􀆰 ０％ ) ２(５􀆰 ０％ ) Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. ＳＭＧ１３７ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

ＯＴＵ２ ＫＣ３１０８１５􀆰 １
(９９％ ) ５(１２􀆰 ５％ ) ７(１７􀆰 ５％ ) ４(１０􀆰 ０％ ) １２(３０􀆰 ０％ ) Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ａ９ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

ＯＴＵ３ ＡＦ４０７７４２􀆰 １
(９９％ ) ７(１７􀆰 ５％ ) ８(２０􀆰 ０％ ) ９(２２􀆰 ５％ ) ７(１７􀆰 ５％ ) Ｔｈｅｒｍｕｓ ｓｐ. Ｂ７０￣０５ Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ Ｔｈｅｒｍｕｓ

ＯＴＵ４ ＫＪ７３３９４５􀆰 １
(９９％ ) ４(１０􀆰 ０％ ) ２(５􀆰 ０％ ) ７(１７􀆰 ５％ ) ２(５􀆰 ０％ ) Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＫＴ１２ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

ＯＴＵ５ ＨＭ１３２１０３􀆰 １
(１００％ ) ４(１０􀆰 ０％ ) ４(８􀆰 ０％ ) ２(５􀆰 ０％ ) ５(１２􀆰 ５％ ) Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ＢＳ６ γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ６ ＫＪ１７４５０６􀆰 １
(１００％ ) ３(７􀆰 ５％ ) ４(１０􀆰 ０％ ) ２(５􀆰 ０％ ) ４(１０􀆰 ０％ ) Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.

ＴＣＩ ６６２１１ α￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ７ ＫＪ５２４４９２􀆰 １
(９９％ ) １(２􀆰 ５％ ) ３(７􀆰 ５％ ) １(２􀆰 ５％ ) － Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. ＥＧＹ￣ＷＣＪ２ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ８ ＫＦ８２６８８５􀆰 １
(１００％ ) １(２􀆰 ５％ ) － － － Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. Ｂ１４ γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ９ ＫＦ４４２７８５􀆰 １
(９９％ ) － － － １(２􀆰 ５％ ) Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＢＡＳ２１１ｉ α￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ１０ ＫＣ７５９３９８􀆰 １
(９９％ ) ２(５􀆰 ０％ ) － １(２􀆰 ５％ ) １(２􀆰 ５％ ) Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ ｓｕｂｓｐ.

ＳＢ３０１３ γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ１１ ＡＢ２４４４４０􀆰 １
(９９％ ) １(２􀆰 ５％ ) － １(２􀆰 ５％ ) １(２􀆰 ５％ ) Ｐａｎｔｏｅａ ｓｐ. Ａｎ４￣１ γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ１２ ＫＪ７２２４７５􀆰 １
(９９％ ) １(２􀆰 ５％ ) ２(５􀆰 ０％ ) － － Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ａｕｒａｎｔｉａｃｕｍ １０４ＮＥ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

ＯＴＵ１３ ＫＦ８４３３０９􀆰 １
(１００％ ) １(２􀆰 ５％ ) － １(２􀆰 ５％ ) ３(７􀆰 ５％ ) Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｂ６７１ γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＯＴＵ１４ ＪＱ４２７２７３􀆰 １
(９９％ ) － ４(１０􀆰 ０％ ) － ２(５􀆰 ０％ ) Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＡＮ１４Ｃ１ＡＣ０１ γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

－ : Ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ ( ＯＴＵ) ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙ.
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２􀆰 １􀆰 ２　 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 分类和肠道细菌多样性分

析:所有 ＯＵＴｓ 代表序列经过 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 在线软

件分析后ꎬ可归于 １２ 个细菌属(表 １)ꎬ包括肠球菌

属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、栖热菌属

Ｔｈｅｒｍｕｓ、 芽 孢 杆 菌 属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、 不 动 杆 菌 属

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ、甲基杆菌属Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、短小杆菌

属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 假 黄 单 胞 菌 属

Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ、叶杆菌属 Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ、肠

杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、泛菌属 Ｐａｎｔｏｅａ、微小杆菌属

Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎮ 由表 １ 可知ꎬ在家蚕氟中毒后肠球

菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 和芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 的细菌有减

少趋势ꎬ而葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 的细菌有增多

趋势ꎮ
利用 Ｂｉｏ￣ＤＡＰ 生物多样性计算软件ꎬ计算出

各个样品中克隆子的香农 ￣维尔指数和均匀度指

数ꎬ再计算出覆盖度等 ( 表 ２ ) ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ４
个样品的覆盖率值最小的为 ８７􀆰 ５％ ꎬ说明克隆

文库中所含的细菌种类比较全面ꎮ 通过计算香

农 ￣维尔指数结果表明:氟中毒后家蚕 Ｔ６ 的肠

道内微生物菌群多样性略有降低但变化不大ꎬ
而家蚕 ７３４ 的肠道内微生物菌群多样性则明显

增加ꎮ

表 ２. １６Ｓ ｒＲＮＡ 克隆文库的覆盖度和多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｖｅｒａｇｅ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ

Ｌｉｎｅ Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃ / ％ Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

Ｔ６￣Ｃｏｎｔｒａｌ １２ ０􀆰 ８８ ８７􀆰 ５ ２􀆰 １８

Ｔ６￣Ｔｅｓｔ ９ ０􀆰 ９５ １００ ２􀆰 １０

７３４￣Ｃｏｎｔｒａｌ １０ ０􀆰 ８３ ９０ １􀆰 ９０

７３４￣Ｔｅｓｔ １１ ０􀆰 ８７ ９２􀆰 ５ ２􀆰 ０８

２􀆰 １􀆰 ３　 序列对比与发育分析:经 ＢＬＡＳＴ 序列比对ꎬ
将所得结果用邻近相接法(Ｎ￣Ｊ 法)构建系统发育进

化树(图 １)ꎮ ８ 条 ＯＴＵｓ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列归为变形

菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ其中 ６ 条属于 γ￣Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ
分别 为 不 动 杆 菌 属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ、 假 单 胞 菌 属

Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ、肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、泛菌属

Ｐａｎｔｏｅａ 和 无 法 培 养 细 菌ꎬ 另 ２ 条 属 于 α￣
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ为甲基杆菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和叶

杆菌属 Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅꎻ４ 条 ＯＴＵｓ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序

列归为厚壁菌门ꎬ分别为肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、葡
萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和微小

杆菌属 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎻ１ 个 ＯＴＵ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列

归为异球菌栖热菌门ꎬ为栖热菌属 Ｔｈｅｒｍｕｓꎻ１ 个

ＯＴＵ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列归为放线菌门ꎬ为短小杆菌

属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎮ 由表 １ 和图 １ 可知ꎬ家蚕肠道内

主要的优势菌群为变形菌门和厚壁菌门ꎬ且受氟化

物影响最大的肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、芽孢杆菌属

Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 细菌均归属于

厚壁菌门ꎮ
２􀆰 ２　 家蚕肠道内微生物菌群的 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 分析

２􀆰 ２􀆰 １　 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 图谱分析:从家蚕肠道内细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ 区序列的 ＤＧＧＥ 图谱(图 ２)上共获得

１６ 条明显条带ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ１ － ６ 号条带为共有条

带ꎬ７ － １６ 号条带为差异条带ꎮ 其中家蚕 Ｔ６ 肠道内

优势菌群在氟中毒前后相对保持不变ꎻ而家蚕 ７３４
在氟中毒后除共有条带外ꎬ肠道内优势菌群由 ９ －
１２ 号转变为 １３ － １６ 号条带ꎬ这也说明家蚕 ７３４ 肠

道内优势菌群受氟化物影响较大ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＤＧＧＥ 条带的序列对比分析:切取 ＤＧＧＥ
图谱上的明显条带经测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库比

对(表 ３)ꎮ 由表 ３ 可知:１、７ 和 １１ 号条带为不动杆

菌 属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒꎬ ２ 和 ６ 号 条 带 为 栖 热 菌 属

Ｔｈｅｒｍｕｓꎬ３ 号为短小杆菌属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ４ 和 ５ 号

条带为甲基杆菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ８、１２ 和 １３ 号

条带为芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓꎬ９、１０ 号条带为肠球菌

属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓꎬ１４ 号条带为无法培养细菌ꎬ１５ 号条

带为假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓꎬ１６ 号条带为叶

杆菌属 Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅꎬ这些条带在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库比对中均有较高同源性ꎮ ＤＧＧＥ 检测出家蚕肠道

内共有的优势菌群为栖热菌属 Ｔｈｅｒｍｕｓ、不动杆菌属

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ、甲基杆菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和短小杆

菌属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ表明这几属细菌对氟化物的影

响不敏感ꎮ 而图 ２ 中明显改变的为 ９、１０ 号肠球菌

属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 细菌ꎬ和 ８、１２ 号芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
细菌ꎬ说明氟化物可能对此两属的细菌产生抑

制作用ꎮ
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Ｇｕａｎｎａｎ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

图 １. 家蚕肠道内细菌基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列构建的邻接法系统发育进化树

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｇｕｔ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｗｉｔｈ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ １６Ｓ
ｒＲＮＡ. “ＯＴＵ１￣ＯＴＵ１４” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｎｄ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ ｉｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ. Ｂａｒꎬ ５％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.

３　 讨论

所有已知昆虫的肠道都定居着大量复杂的微生

物菌群ꎬ这些微生物参与了昆虫从发病机制到专性

共生等多种类型的相互作用[１９]ꎮ 本试验通过克隆

文库法比较了家蚕在氟中毒后肠道内微生物菌群的

改变和多样性的变化(表 １ 和 ２)ꎬ结果表明:肠球菌

属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 和芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 在家蚕氟中毒

后肠道内微生物菌群中所占比例降低ꎬ而葡萄球菌

属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 所占比例升高ꎬ并且氟中毒后家蚕

肠道菌群多样性发生改变ꎮ 说明氟化物能明显改变

家蚕肠道内的菌群结构ꎮ
克隆文库共获得家蚕肠道内菌群的 １４ 个 ＯＴＵｓ

类型ꎬ其中 ６ 个 ＯＴＵｓ 为共有ꎬ另外 ８ 个 ＯＴＵｓ 为差

异类型ꎮ 其中肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、 栖热菌属

Ｔｈｅｒｍｕｓ 和不动杆菌属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ 这几类家蚕肠道

内优势菌群与相辉等[２０] 的研究结果一致ꎮ 栖热菌

０３９



李冠楠等: 氟化物对家蚕肠道微生物菌群的影响. /微生物学报(２０１５)５５(７)

图 ２. 家蚕肠道内细菌 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 图

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｇｕｔ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ.

属 Ｔｈｅｒｍｕｓ 细菌能产生木聚糖酶和淀粉酶ꎬ从而能

够 利 用 纤 维 素 和 直 连 淀 粉[２１￣２２]ꎻ 不 动 杆 菌

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ 能产生酪蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶ꎬ这
些酶有助于家蚕对桑叶中营养的消化和吸收ꎮ 泛球

菌 Ｐａｎｔｏｅａ 和微小杆菌 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 均能产生淀

粉酶ꎬ能帮助家蚕消化多糖ꎻ而肠杆菌 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ

不产生消化酶[４]ꎮ 推测其在家蚕肠道内的主要作

用是维持肠道菌群平衡ꎬ但该属细菌的具体功能还

需要进一步研究ꎮ ＤＧＧＥ 图谱上与克隆文库中均出

现的细菌还有甲基杆菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、短小杆

菌属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ
和叶杆菌属 Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅꎬ这些细菌广泛的存在

于自然界中ꎮ 甲基杆菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 能够广泛

的利用一碳化合物从而参与自然界中的碳循环过

程[２３￣２４]ꎮ 萎蔫短小杆菌 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｌａｃｃｕｍｆａｃｉｅｎｓ
是植物的一种病原菌ꎬ能够导致植物叶斑病[２５]ꎮ 这

两属细菌可能是随桑叶一起进入家蚕肠道内ꎬ但其

在 肠 道 内 的 作 用 尚 不 清 楚ꎮ 假 单 胞 菌 属

Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ 的某些菌株能够分解有机物和

降解 ＤＤＴ[２６]ꎬ但该属细菌只出现在 Ｔ６￣Ｃｏｎｔｒａｌ 和

７３４￣Ｔｅｓｔ 样品中ꎮ 可能是某些桑叶表面有农药残留

为该菌株提供了良好的生长环境ꎬ从而在家蚕食桑

时 进 入 其 肠 道ꎮ Ｓｏｐｈｉｅ 等[２７] 发 现 叶 杆 菌 属

Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 细菌能利用硝酸盐中的氮元素促

进植物的生长ꎬ此属细菌仅在 ７３４￣Ｔｅｓｔ 样品中ꎬ表明

该属细菌能够适应氟中毒后的家蚕肠道微生态系统

并成为优势菌群ꎮ
受氟化物影响最大的为肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、

芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 的
微生物菌群ꎮ 先前的研究表明ꎬ当地家蚕品种肠道

中的芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ( 短小芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　 　 　 　

表 ３. ＤＧＧＥ 条带与 ＮＣＢＩ 数据库比对结果

Ｔａｂｌｅ ３. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＧＧＥ ｂａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｇａｉｎｓｔ ＮＣＢＩ ｄａｔａｂａｓｅ
Ｂａｎｄ Ｎｏ. Ｃｌｏｓｅｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ. Ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％
１ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ ＨＧ００８８１０􀆰 １ ９９
２ Ｔｈｅｒｍｕｓ ｓｃｏｔｏｄｕｃｔｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＳＲ５５￣１ ＫＦ２７９３６３􀆰 １ ９７
３ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｌａｃｃｕｍｆａｃｉｅｎｓ ＫＦ００３４１５􀆰 １ ９９
４ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. ＪＣ２５９ ＨＧ９７４５５０􀆰 １ １００
５ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｏｄｅｓｉａｎｕｍ ｃｌｏｎｅ ＹＢ０１０ ＧＵ４３０６７１􀆰 １ ９９
６ Ｔｈｅｒｍｕｓ ｓｐ. ＴＣ１０ ＧＵ１１９８８９􀆰 １ ９９
７ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ ｓｔｒａｉｎ ＳＷ０７４ ＫＣ１７８８８２􀆰 １ ９９
８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ａ１￣４ ＫＦ２２０４２７􀆰 １ ９７
９ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ ｓｔｒａｉｎ Ｂａｌ １２ ＦＪ６１９７０８􀆰 １ ９９
１０ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. ＪＦ４２７７３７􀆰 １ ９８
１１ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ＰＵＣＭ１０１８ ＦＪ８１６０６５􀆰 １ ９９
１２ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＨＮＩ１０９ ＫＦ９３３６４０􀆰 １ ９７
１３ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＤＶ９￣８ ＧＱ４０７１５３􀆰 １ ９８
１４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ ＡＮ１４Ｃ２ＢＨ０９ ＪＱ４２８６４３􀆰 １ ９９
１５ Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. Ｂ１４ ＫＦ８２６８８５􀆰 １ １００
１６ Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＢＡＳ２１１ｉ ＫＦ４４２７８５􀆰 １ ９９
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Ｇｕａｎｎａｎ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

ｐｕｍｉｌｕｓ、萎缩芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ、地衣芽孢

杆 菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ 和 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ)是家蚕肠道内发挥着重要

功能的有益微生物ꎬ这些微生物能开发为新型的益

生菌制剂以提高家蚕的生长发育[２８￣２９]ꎮ 此外ꎬ芽孢

杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 还能够分解利用木聚糖、阿拉伯半乳

糖、酪蛋白、淀粉、纤维素和脂肪等ꎬ可以为家蚕提供

多种营养物质ꎬ因此芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 可能与家蚕

的营养和能量吸收密切相关[３０￣３１]ꎮ 但因氟化物可

能对其有抑制作用ꎬ导致了家蚕对营养吸收能力的

降低从而大大削弱了家蚕的生理活力ꎮ 有研究报道

肠球菌 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 是家蚕肠道中的高频微生物ꎬ其
能够抑制家蚕微孢子虫 Ｎｏｓｅｍａ ｂｏｍｂｙｃｉｓꎬ并对蚕病

有一定的抵抗作用[３２￣３３]ꎮ 表 １ 和图 ２ 均显示出该属

细菌在家蚕氟中毒后明显减少或消失ꎬ也说明氟化

物对该属细菌有某种抑制作用导致了家蚕更易患病

致 死ꎮ 有 研 究 指 出 家 蚕 肠 道 内 的 葡 萄 球 菌

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 主要产脂肪酶[４]ꎬ而家蚕氟中毒后该

属细菌明显增多ꎬ使家蚕不能充分利用桑叶中的淀

粉和纤维素等营养成分ꎬ这也可能进一步导致了家

蚕体质的削弱ꎮ
综上所述ꎬ氟化物能改变家蚕肠道内微生物菌

群多样性并破坏了肠道内微生态系统平衡ꎮ 这种变

化降低了肠道内消化酶的活性和家蚕的生理活力ꎬ
使养蚕业受到严重破坏ꎮ 解决此问题的方法之一是

筛选家蚕肠道内耐氟的有益微生物ꎬ开发成新型蚕

用微生态制剂ꎬ以提高家蚕的健康性从而促进养蚕

业的发展ꎮ 有研究指出芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和肠球

菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 的某些菌株对猪具有益生作

用[３４￣３５]ꎬ是潜在开发的益生菌ꎬ因此筛选家蚕肠道

内芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 的耐

氟菌株是可行的ꎮ 针对益生菌能提高家蚕耐氟性的

理论和筛选蚕用耐氟益生菌的相关试验正在进一步

深入研究之中ꎮ
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Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｒｖａ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍꎬ Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ.
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｉｎｓｅｃｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９９４ꎬ
１５(４): ４９９￣５０２.

[ ７ ]　 Ａｎａｎｄ ＡＡꎬ Ｖｅｎｎｉｓｏｎ ＳＪꎬ Ｓａｎｋａｒ ＳＧꎬ Ｐｒａｂｈｕ ＤＩꎬ
Ｖａｓａｎ ＰＴꎬ Ｒａｇｈｕｒａｍａｎ Ｔꎬ Ｇｅｏｆｆｒｅｙ ＣＪꎬ Ｖｅｎｄａｎ ＳＥ.
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｕｔ ｏｆ
Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｔｈａｔ ｄｅｇｒａｄｅ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅꎬ ｘｙｌａｎꎬ ｐｅｃｔｉｎ ａｎｄ
ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｓｅｃｔ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１０ꎬ １０(１０７): １￣２０.

[ ８ ]　 Ｂｕｔｌｅｒ ＪＬꎬ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＭＡꎬ Ｂｏｔｔｏｍｌｅｙ ＰＪꎬ Ｍｙｒｏｌｄ ＤＤ.
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｙｎａｍｉｃｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｃａｒｂｏｎ ｆｌｏｗ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ ６９(１１): ６７９３￣６８００.

[ ９ ]　 Ｋｉｏｒｂｏｅ Ｔꎬ Ｔａｎｇ Ｋꎬ Ｇｒｏｓｓａｒｔ ＨＰꎬ Ｐｌｏｕｇ Ｈ. Ｄｙｎａｍｉｃｓ
ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｎ ｍａｒｉｎｅ ｓｎｏｗ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ:
ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｇｒａｚｉｎｇ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
ｏｆ ａｔｔａｃｈｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ ６９(６): ３０３６￣３０４７.

[１０]　 Ｍｉｌｉｔｚａ ＣＣꎬ Ｎａｋａｔｓｕ ＣＨꎬ Ｋｏｎｏｐｋａ Ａ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ
ｐｅｒｉｏｄｉｃｉｔｙ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｙｎａｍｉｃｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ
ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ７２ ( ５ ):
３１７５￣３１８３.

[１１]　 Ｌｉ Ｇꎬ Ｘｉａ Ｘꎬ Ｚｈａｏ Ｈꎬ Ｌｏｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ Ｊꎬ Ｚｈｕ Ｙ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｔａｉｎｅｄ
ｅｎｚｙｍｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ
(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ). Ａｃｔａ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１４ꎬ ５７
(２): １８７￣１９３. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
李冠楠ꎬ夏雪娟ꎬ赵欢欢ꎬ隆耀航ꎬ李姣蓉ꎬ朱勇. 氟化

物对家蚕耐氟和氟敏感品种肠道中留存产酶菌群落

组成和多样性的影响. 昆虫学报ꎬ ２０１４ꎬ ５７ (２):

２３９
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１８７￣１９３.
[１２]　 Ｗａｎｇ Ｄꎬ Ｗｕ Ｗꎬ Ｆｕ Ｙ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ

Ａｌｅｕｒｏｄｉｃｕｓ ｄｉｓｐｅｒｓｅｓ ( Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ: Ａｌｅｙｒｏｄｉｄａｅ )
ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ａｎｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ. Ａｃｔａ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１２ꎬ ５５ ( ７ ):
７７２￣７８１. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
王甸洪ꎬ吴伟坚ꎬ符悦冠. 螺旋粉虱成虫体内细菌群

落多样性的 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 文库序列分析.
昆虫学报ꎬ ２０１２ꎬ ５５(７): ７７２￣７８１.

[１３]　 Ｍｏｙｅｒ ＣＬꎬ Ｔｉｅｄｊｅ ＪＭꎬ Ｄｏｂｂｓ ＦＣꎬ Ｋａｒｌ ＤＭ. Ａ
ｃｏｍｐｕｔｅｒ￣ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｍａｌｌ￣ｓｕｂｕｎｉｔ ｒＲＡＮ
ｇｅｎｅｓ: ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｅｔｒａｍｅｒｉｃ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ
ｆｏｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｎａｔｕｒｅ. Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９６ꎬ ６２(７): ２５０１￣２５０７.

[１４]　 Ｗａｎｇ Ｑꎬ Ｇａｒｒｉｔｙ ＧＭꎬ Ｔｉｅｄｊｅ ＪＭꎬ Ｃｏｌｅ ＪＲ. Ｎａｉｖｅ
Ｂａｙｅｓｉａｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｒＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｎｅｗ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔａｘｏｎｏｍｙ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ７３ ( １６ ):
５２６１￣５２６７.

[１５]　 Ｎａｋａｔｓｕ ＣＨꎬ Ｔｏｒｓｖｉｋ Ｖꎬ Ｏｖｒｅａｓ Ｌ. Ｓｏｉｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ＤＧＧＥ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｓｏｉｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａ
Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０００ꎬ ６４(４): １３８２￣１３８８.

[１６]　 Ｈｏｕ Ｙꎬ Ｍａ Ｚꎬ Ｄｏｎｇ ＳＺꎬ Ｃｈｅｎ ＹＨꎬ Ｙｕ Ｘ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｙｅａｓｔ￣ｌｉｋｅ ｓｙｍｂｉｏｔｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎ ｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒ
(ＢＰＨ)ꎬ Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ Ｓｔåｌꎬ ｕｓｉｎｇ ａ ｎｏｖｅｌ ｎｅｓｔｅｄ
ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ｐｒｏｔｏｃｏｌ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ６７
(３): ２６３￣２７０.

[１７]　 Ｌｅｆｅｂｖｒｅ Ｔꎬ Ｍｉａｍｂｉ Ｅꎬ Ｐａｎｄｏ Ａꎬ Ｄｉｏｕｆ Ｍꎬ Ｌｅｆèｖｒｅ
ＣＲ. Ｇｕｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｏｏｄ￣ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｅｒｍｉｔｅ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ Ｎａｓｕｔｉｔｅｒｍｅｓｃｏｒｎｉｇｅｒ (Ｍｏｔｓｃｈｕｌｓｋｙ) ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ
ｂｙ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｉｎｓｅｃｔｅｓ Ｓｏｃｉａｕｘꎬ ２００９ꎬ
５６(３): ２６９￣２７６.

[１８]　 Ｈａｌｌ ＢＧ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｉｅｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２００５ꎬ ２２ ( ３ ):
７９２￣８０２.

[１９]　 Ｄｉｌｌｏｎ Ｒ Ｊ ａｎｄ Ｄｉｌｌｏｎ Ｖ Ｍ. Ｔｈｅ ｇｕｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔｓ:
ｎｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ. Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ
Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ ４９: ７１￣９２.

[２０]　 Ｘｉａｎｇ Ｈꎬ Ｌｉ Ｍꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ Ｚｈａｏ Ｌꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｈｕａｎｇ Ｙ.
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｍｉｄｇｕｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ
ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ. Ａｃｔａ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２００７ꎬ ５０ ( ３ ):

２２２￣２３３. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
相辉ꎬ李木旺ꎬ赵勇ꎬ赵立平ꎬ张月华ꎬ黄勇平 . 家

蚕幼虫中肠细菌群落多样性的 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 和 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 文库序列分析 . 昆虫学报ꎬ ２００７ꎬ ５０ (３) :
２２２￣２３３.

[２１]　 Ｃｈｉｒｓｔｏｐｈ ＷꎬＷｏｌｆｇａｎｇ Ｌ. Ｔｗｏ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ
ｘｙｌａｎａｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ ｂａｃｔｅｉｒｕｍ
Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｍａｒｉｔｉｍａ ＭＳＢ８. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９５ꎬ ６１(５): １８１０￣１８１５.

[２２]　 Ｋｏｃｈ Ｒꎬ Ｓｐｒｅｉｎａｔ Ｋꎬ Ｌｅｍｋｅ Ｋꎬ Ａｎｔｒａｎｉｋｉａｎ Ｇ.
Ｐｕｒｉｉｆｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｖｅ α￣
ａｍｙｌａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｒｃｈａｅｏｂａｔｅｉｆｕｍ Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ ｗｏｅｓｅｉ.
Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９１ꎬ １５５(６): ５７２￣５７８.

[２３]　 Ｈａｎｓｏｎ ＲＳꎬ Ｈａｎｓｏｎ ＴＥ. Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ.
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ １９９６ꎬ ６０
(２): ４３９￣４７１.

[２４]　 Ｃｈｉｓｔｏｓｅｒｄｏｖａ Ｌꎬ Ｌａｐｉｄｕｓ Ａꎬ Ｈａｎ Ｃꎬ Ｇｏｏｄｗｉｎ Ｌꎬ
Ｓａｕｎｄｅｒｓ Ｌꎬ Ｂｒｅｔｔｉｎ Ｔꎬ Ｔａｐｉａ Ｒꎬ Ｇｉｌｎａ Ｐꎬ Ｌｕｃａｓ Ｓꎬ
Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ ＰＭꎬ Ｌｉｄｓｔｒｏｍ ＭＥ. Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ
Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｌａｇｅｌｌａｔｕｓꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｏｂｌｉｇａｔｅ
ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｙꎬ ａｎｄ ｐｏｌｙｐｈｙｌｅｔｉｃ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｙ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ １８９(１１): ４０２０￣４０２７.

[２５]　 Ｃｏｌｌｉｎｓ ＭＤꎬ Ｊｏｎｅｓ Ｄ. Ｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｌａｃｃｕｍｆａｃｉｅｎｓꎬ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｅｔａｅꎬ
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｏｏｒｔｉｉ ａｎｄ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｏｉｎｓｅｔｔｉａｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ ａｓ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｆｌａｃｃｕｍｆａｃｉｅｎｓ ｃｏｍｂ. ｎｏｖ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｄ
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９８３ꎬ １２９(１１): ３５４５￣ ３５４８.

[２６]　 Ｗａｎｇ ＧＬꎬ Ｂｉ Ｍꎬ Ｌｉａｎｇ Ｂꎬ Ｊｉａｎｇ ＪＤꎬ Ｌｉ ＳＰ.
Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ ｓｐ. Ｎｏｖ. ꎬ ａ ＤＤＴ￣
ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ＤＤＴ￣
ｐｏｌｌｕｔｅｄ ｓｏｉｌ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ６２ ( ６ ):
１７６０￣１７６６.

[２７]　 Ｓｏｐｈｉｅ Ｍꎬ Ｄｅｓｂｒｏｓｓｅｓ Ｇꎬ Ｌａｒｃｈｅｒ Ｍꎬ Ｔｒａｎｂａｒｇｅｒ ＴＪꎬ
Ｍａｒｅｌ ＪＣＣꎬ Ｔｏｕｒａｉｎｅ Ｂ. Ｎｉｔｒａｔｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ｒｏｏｔ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｎ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｒｅ ａｌｔｅｒｅｄ ｂｙ ａ ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. Ｐｌａｎｔａꎬ ２００６ꎬ
２２３(３): ５９１￣６０３.

[２８]　 Ｓｕｂｒａｍａｎｉａｎ Ｓꎬ Ｇａｄｈａｖｅ ＫＲꎬ Ｍｏｈａｎｒａｊ Ｐꎬ
Ｔｈａｎｇａｍａｌａｒ Ａ. Ｕｓｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ (Ｂｏｍｂｙｘ
ｍｏｒｉ Ｌ. ) ｂｒｅｅｄｓ. Ｋａｒｎａｔａｋａ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２００９ꎬ ２２(３): ４７６￣４７８.

[２９]　 Ｃｅｕｐｐｅｎｓ Ｓꎬ Ｂｏｏｎ Ｎꎬ Ｕｙｔｔｅｎｄａｅｌｅ Ｍ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｇｒｏｕｐ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓ ｒｅｆｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｂｒｏａｄ
ｒａｎｇｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｉｆｅｓｔｙｌｅｓ.

３３９



Ｇｕａｎｎａｎ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ８４(３): ４３３￣４５０.
[３０]　 Ｏｒｈａｎ Ｅꎬ Ｏｍａｙ Ｄꎬ ＧÜＶＥＮＩＬＩＲ Ｙ. Ｐａｒｔｉａｌ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｅｎｚｙｍｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ ａｎｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ １２１: １８３￣１９４.

[３１]　 Ｓｃｈäｆｅｒ Ａꎬ Ｋｏｎｒａｄ Ｒꎬ Ｋｕｈｎｉｇｋ Ｔꎬ Ｋäｍｐｆｅｒ Ｐꎬ Ｈｅｒｔｅｌ
Ｈꎬ Ｋöｎｉｇ Ｈ. Ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｅ￣ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ
ｙｅａｓｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｔｅ ｇｕｔ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９６ꎬ ８０(５): ４７１￣４７８.

[３２]　 Ｔａｋｉｚａｗａ Ｙꎬ Ｉｉｚｕｋａ Ｔ. Ｔｈｅ ａｅｒｏｂｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｔｈｅ
ｇｕｔ ｏｆ ｌａｒｖａｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｌｋｗｏｒｍ Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌ. ( Ｉ) Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌｓ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｅｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊａｐａｎｅｓｅꎬ １９６８ꎬ ３７: ２９５￣
３０５.

[３３]　 Ｌｕ ＸＭꎬ Ｗａｎｇ ＦＷ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｓｅｍａ ｂｏｍｂｙｃｉｓ

ｓｐｏｒｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ａｃｔａ Ｓｅｒｉｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２００２ꎬ ２８(２):
１２６￣１２８. (ｉｎ ｃｈｉｎｅｓｅ)
鲁兴盟ꎬ汪方炜. 家蚕肠球菌对微孢子虫体外发芽的

抑制作用. 蚕业科学ꎬ ２００２ꎬ ２８(２): １２６￣１２８.
[３４]　 Ｋｒｅｕｚｅｒ Ｓꎬ Ｍａｃｈｎｏｗｓｋａ Ｐꎬ Ａßｍｕｓ Ｊꎬ Ｓｉｅｂｅｒ Ｍꎬ Ｐｉｅｐｅｒ

Ｒꎬ Ｓｃｈｍｉｄｔ ＭＦꎬ Ｂｒｏｃｋｍａｎｎ ＧＡꎬ Ｓｃｈａｒｅｋ ＴＬꎬ Ｊｏｈｎｅ
Ｒ. Ｆｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｆａｅｃｉｕｍ ＮＣＩＭＢ １０４１５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｏｆ
ｅｎｔｅｒｉｃ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｐｉｇｓ. Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１２ꎬ ４３
(１): ５８.

[３５]　 Ｇｕｏ ＸＨꎬ Ｌｉ ＤＦꎬ Ｌｕ ＷＱꎬ Ｐｉａｏ ＸＳꎬ Ｃｈｅｎ ＸＬ.
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ａｎｄ
ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＭＡ１３９ ｉｎ ｐｉｇｓ. Ａｎｔｏｎｉｅ ｖａｎ
Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｄ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ９０(２): １３９￣１４６.

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｏｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ (Ｂｏｍｂｙｘ
ｍｏｒｉ)

Ｇｕａｎｎａｎ Ｌｉ１ꎬ Ｘｕｅｊｕａｎ Ｘｉａ２ꎬ Ｐａｒｆａｉｔ Ｓｅｎｄｅｇｅｙａ１ꎬ Ｈｕａｎｈｕａｎ Ｚｈａｏ１ꎬ
Ｙａｏｈａｎｇ Ｌｏｎｇ１ꎬ Ｙｏｎｇ Ｚｈｕ１∗

１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４００７１６ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｗｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｏｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ａｆｔｅｒ ＤＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＡＲＤＲＡ) ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ｅａｃｈ ｕｎｉｑｕｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｐａｔｔｅｒｎ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ａｓ ａｎ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ (ＯＴＵ). Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １４ ＯＴＵｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｂｏｔｈ Ｔ６ ａｎｄ ７３４. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｎｅｓｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ
ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＰＣＲ￣ＤＤＧＥ) ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ａｆｔｅｒ ｆｌｕｏｒｏｓｉｓꎬ ｔｈｅ ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ａｎｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｅｄｕｃｅｄ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｃａｎ ｄｅｓｔｒｏｙ ｔｈｅ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｉｎ
ｔｈｅ ｇｕｔ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｂｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｂｉｇｇｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ ７３４ ｔｈａｎ Ｔ６.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉꎬ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａꎬ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙꎬ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ

(本文责编:张晓丽)

Ｓｕｐｐｒｏｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ａｃｈｉｅｖｅｍｅｎｔｓ Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄａｔｉｏｎ(２０１２ＧＢ２Ｆ１００３７６) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｐｅｃｉａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (ＸＤＪＫ２０１４Ｄ０３９)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ: ＋ ８６￣２３￣６８２５１９３９ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｈｕｙ＠ｓｗｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
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