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摘要：【目的】解析广西蚕沙中细菌群落组成与多样性，为蚕沙中菌种资源发掘和蚕沙的综合利用提供

科学依据。【方法】通过高通量测序技术研究细菌群落组成特征，同时利用常规稀释涂布平板法和基于

复苏促进因子(Rpf)的 MPN 培养系统解析并筛选蚕沙中可培养和活的非可培养 (VBNC) 状态的优势菌

群，并经 16S rRNA 基因测序对筛选得到的菌株作初步分类鉴定。【结果】高通量测序表明，广西蚕沙

样品中细菌归属于 10 个门、18 个纲、27 个目、57 个科、96 个属，其中 4 个属的丰度达 1%以上，优

势菌群为变形菌门(Proteobacteria)肠杆菌属(Enterobacter)；通过稀释涂布平板法共获得 14 个属的 33 株

可培养细菌，其中 4 个属(Citrobacter、Weissella、Chitinophaga、Pseudoclavibacter)在高通量测序中未被

检测到；而在 MPN 培养系统中，基于复苏促进因子的处理组细菌总数最大检出丰度提高了 100 倍，并

从中共检出 21 株对 Rpf 敏感的 VBNC 菌株，其中 6 个属(Paenibacillus、Caulobacter、Roseomonas、Pantoea、

Erwinia、Acinetobacter)为传统分离法中未能获得的菌属，2 个属(Paenibacillus 和 Caulobacter)在高通量

测序中未被检测到。【结论】蚕沙细菌多样性丰富，不同方法解析蚕沙细菌组成多样性存在一定差异，

而且通过添加 Rpf 首次发现了蚕沙中存在大量过去未被认知的 VBNC 状态细菌，其中从 16S rRNA 基因

序列同源性推测有 3 个 VBNC 菌株为潜在新种。此研究结果为深入挖掘蚕沙中微生物资源提供了新的

视角与途径，为蚕沙的综合处理提供了研究基础。 

关键词：复苏促进因子，活的非可培养状态，高通量测序，蚕沙，细菌多样性 

 
 
 
 



张艳军等 | 微生物学报, 2020, 60(5) 1037 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

蚕沙是由蚕排出的粪便、幼虫蜕皮物和食剩

的残桑等组成的混合物。随着国家“东桑西移”的

战略调整，浙江、江苏等传统蚕茧主产区逐步向

广西等西部地区转移，蚕桑业已成为西部地区农

村脱贫致富的主要产业之一。2018 年我国蚕茧产

量高达 67.9 万吨，但每年产生的大约几百万吨的

新鲜蚕沙，大多被焚烧或随意弃置，加重环境污

染负荷，同时也造成严重的资源浪费。探究蚕沙

中菌群组成可为蚕沙的资源化利用及资源微生物

开发提供理论基础。目前对于环境样品大多采用

传统分离方法分析研究其微生物组成，但是研究

报道表明多数自然环境样品中真正能分离到的可

培养微生物大约只有 0.01%–10%，绝大部分微生

物因处于活的但非可培养状态 (viable but non- 

culturable，VBNC)未被有效分离获得并鉴定，从

而限制了人们对生态环境中微生物多样性组成的

认识与科学应用 [1–2]。有研究表明，藤黄微球菌

(Micrococcus luteus)在对数生长后期分泌的复苏

促进因子(Resuscitation-promoting factor，Rpf)可

恢复多种生态环境中处于 VBNC 状态细胞的复

苏生长能力[3–5]。课题组曾利用 Rpf 从制药废水中

成功筛选到 1 株降解农药毒死蜱效果达 70%的荧

光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)菌株，可见

利用 Rpf 在各种不同环境中发掘 VBNC 菌是当今

发现新菌种资源与开发环境功能菌的行之有效

的途径[6–8]。 

迄今为止，对于蚕沙中微生物的研究报道甚

少，尤其是蚕沙中是否存在 VBNC 状态菌的研究

尚未见报道。此外，高通量测序因高精度、高通

量等特点，正被广泛应用于环境样品中微生物群

落多样性的解析[9–11]。因此本研究采用高通量测序

技术对蚕沙细菌群落及多样性进行分析，并通过

常规稀释涂布平板分离法和基于 Rpf 的 MPN 培养

系统分离获取蚕沙中可培养细菌和 VBNC 优势菌

群，以期为蚕沙中菌种资源发掘和蚕沙的综合利

用提供科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要材料：(1) 蚕沙样品：桂蚕二号五龄期

新 鲜 蚕 粪 ， 采 自 广 西 靖 西 市 武 平 乡 (23°14′ N, 

106°22′ E)，收集于 50 mL 无菌离心管内，置冰盒

带回实验室，保存至–80 °C 冰箱，备用。(2) 菌种：

藤黄微球菌(Micrococcus luteus) IAM14879T，由东

京大学分子细胞生物学研究所生物资源研究室横

田明教授提供。 

1.1.2  分离培养基：(1) 弱营养细菌培养基(g/L)：

蛋白胨 5，酵母浸膏 0.5，葡萄糖 5，NaCl 2.5，琼

脂 20，pH 7.0–7.2。(2) 弱营养 MRS 培养基(g/L)：

蛋白胨 5，牛肉膏 5，酵母提取物 2.5，K2HPO4 2，

柠檬酸二铵 2，乙酸钠 5，葡萄糖 10，吐温 80 1，

MgSO47H2O 0.5，MnSO44H2O 0.25，琼脂 20，

pH 6.2–6.6。(3) 弱营养高氏一号培养基(g/L)：可溶

性淀粉 10，KNO3 1，K2HPO4 0.5，FeSO4 0.01，

MgSO47H2O 0.5，NaCl 0.5，琼脂 20，pH 7.2–7.4。

(4) 藤黄微球菌复苏培养基、LMM 液体培养基参见

文献[12]，其他培养基参见文献[13]。 

1.1.3  主要试剂和仪器：E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil 

DNA Kit 试剂盒(Omega，美国)；Qubit3.0 DNA 检

测试剂盒[赛默飞世尔科技(中国)有限公司，美国]；

Agencourt AMPure XP 试剂盒(Beckman coulter，美

国)；Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒(生

工生物工程(上海)股份有限公司，上海)。 
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PCR 仪(BIO-RAD，美国)；凝胶成像系统

(UVP，美国)；Qubit® 3.0 荧光计[赛默飞世尔   

科技 (中国 )有限公司，美国 ]；酶标仪 (Tecan，

瑞士)。  

1.2  高通量测序法分析蚕沙中细菌群落组成 

称取 200 mg 蚕沙样品于 2 mL 离心管中，加

入 1 mL 70%乙醇，混匀后 10000 r/min 离心 3 min，

弃上层液体；加入 PBS 溶液，混匀后 10000 r/min

离心 3 min，弃上层液体后，倒置离心管于吸水纸

上 1 min，再将样品管放入 55 °C 烘箱 10 min。预

处理后的样品，使用 E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil 

DNA Kit 试剂盒抽提蚕沙细菌基因组 DNA，并用

1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 完整性。采用引物

341F(5′-CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCC

TACGGG NGGCWGCAG-3′)和 805R(5′-GACTG 

GAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCAGACTA

CH VGGGTATCTAATCC-3′)扩增 16S rRNA 基因

的 V3+V4 区，选用 Agencourt AMPure XP 试剂盒

以 0.6 倍的磁珠对 PCR 产物进行 DNA 纯化回收，

并利用 Qubit3.0 DNA 检测试剂盒对回收的 DNA

精确定量。样品送寄生工生物工程(上海)股份有限

公司，在 Illumina Miseq PE 300 平台进行高通量

测序。测序获得的 reads 经过滤优化处理后，以序

列相似度 97%为标准，使用 Usearch 软件根据 RDP 

classifier 贝 叶 斯 算 法 进 行 OTUs (Operational 

Taxonomic Units)聚类，对序列进行分类学分析，

统计样品的菌群组成。 

1.3  利用稀释涂布平板法分离常规可培养细菌 

将蚕沙样品进行梯度稀释，选择不同稀释度

的稀释液分别涂布至 LB 培养基、MRS 培养基、

高氏一号培养基平板上，每个平皿接种 100 µL

稀释液，每种培养基选择 3 个不同的稀释梯度，

每处理 3 个重复。将上述培养皿置于 30 °C 恒温

培养箱中培养，定期观察菌落生长情况。挑取单

菌落至相应培养基平板上获得纯培养。纯培养菌

液混匀在终浓度 10%甘油管中，–80 °C 保藏。 

1.4  基于 Rpf 复苏促进因子的 MPN 培养系统解析

与检出可培养化 VBNC 状态菌 

含 Rpf 活性蛋白的培养上清液的制备参照本

实验室工作流程[1,12]，上清液用 0.22 μm 滤膜过滤，

保存于–20 °C 冰箱备用。采用基于 Rpf 的 MPN 培

养系统和稀释平板涂布法，分别用弱营养细菌培

养基、弱营养 MRS 培养基和弱营养高氏一号培养

基等 3 种分离培养基，设培养基中含活性 Rpf 的

处理组与灭活 Rpf 的对照组，利用 96 孔板为培养

容器进行梯度稀释(10–1–10–10)，每梯度 3 个重复，

30 °C 恒温培养，用酶标仪定期测定培养液的

OD600 值，查对 MPN 表，计算出实验组(含活性

Rpf 组)与对照组(含灭活 Rpf 组)的含菌量，以实验

组微生物总量/对照组微生物总量的结果(VR)评价

Rpf 活性丰度，以(处理组细菌总数–对照组细菌总

数)/处理组细菌总数×100%计算 VBNC 菌的复活

率。取实验组与对照组中存在浑浊现象的稀释倍

数最大的培养液进行稀释涂布培养，定期观察菌

落生长情况，挑取单菌落至相应培养基平板上获

得纯培养，于–80 °C 冰箱保藏。 

1.5  菌株 DNA 提取与分子生物学鉴定 

利用 Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒

提取菌株 DNA，采用通用引物 27F (5′-AGAGTTT 

GATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R (5′-GGTTACC 

TTGTTACGACTT-3′) 进行 16S rRNA 基因扩增。

扩增产物送至北京擎科新业生物技术有限公司进

行测序。将测序结果与 Ezbiocloud 数据库中已知

序列进行 BLAST 比对，确定其近缘种属关系。 
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2  结果和分析 

2.1  蚕沙细菌群落基本结构组成 

样品中共测得有效序列 70439 条，序列平均

长度为 429.77 bp，聚类共获得 1893 个 OTUs。测

序覆盖率为 98%，表明样品中序列被检测出的概

率高；Shannon 指数稀疏曲线(图 1)趋于平坦，说

明测序数据量合理。Alpha 多样性指数统计结果显

示 样 品 的 Chao1 指 数 26963.75 ， Ace 指 数

75995.25，Shannon 指数 1.01，Simpson 指数 0.72，

表明菌群丰度高，但多样性不高。 

高通量测序结果表明，从样品中共检出 10 个

门、18 个纲、27 个目、57 个科、96 个属。在细

菌门水平上，变形菌门(Proteobacteria)的丰度达

9 6 . 9 6 % ， 为 绝 对 优 势 门 ； 其 次 是 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)，丰度为 2.86%；其余 8 个门占比低， 

还有一些未定门的细菌(图 2)。在属水平上，丰度在

1%以上水平的细菌属有肠杆菌属(Enterobacter)、欧

文氏菌属(Erwinia)、乳球菌属(Lactococcus)和泛生

菌属(Pantoea)，分别为 84.49%、4.89%、2.10%和

1.22%，肠杆菌属占绝对优势，另有 4.11%的种属

于未分类种群(图 3)。 

 

图 1.  Shannon 指数稀疏曲线 

Figure 1.  Shannon rarefaction curve. 

 

图 2.  多级物种组成图 

Figure 2.  Multistage species composition. 



1040 Yanjun Zhang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(5) 

actamicro@im.ac.cn 

 

图 3.  属分类水平菌群分布图 

Figure 3.  Distribution of microflora at genus classification level. 

2.2  常规稀释涂布平板法分离与可培养细菌鉴定 

3 种不同分离培养基分离得到的可培养细菌，

经纯化去重复后共获得 33 个菌株(表 1)，经 16S 

rRNA 基因测序与比对，菌株归属于 4 个门、4 个

纲、8 个目、10 个科、14 个属，其中厚壁菌门为

优势门，共 15 株，占分离菌株的 45.45%，其次

为变形菌门(8 株)，放线菌门(9 株)，拟杆菌门(1

株)。在 14 个属中，芽孢杆菌属(Bacillus)和链霉菌

属(Streptomyces)各分离到 5 株纯培养物，为相对

优势菌属。 

表 1.  蚕沙可培养细菌分离结果 

Table 1.  Isolation results of culturable bacteria from silkworm excrement 
Phylum Class Order Family Genus Strain 

Proteobacteria Gammaproteo- Enterobacteriales Enterobacteriaceae Citrobacter 2 

 bacteria   Enterobacter 3 

    Klebsiella 1 

  Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 1 

  Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 1 

Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus 4 

   Bacillaceae Bacillus 5 

  Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 3 

    Lactococcus 2 

   Leuconostocaceae Weissella 1 

Actinobacteri Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae Microbacterium 3 

    Pseudoclavibacter 1 

  Streptomycineae Sterptomycetaceae Streptomyces 5 

Bacteroidete Sphingobacteria Sphingobacteriales Chitinophagaceae Chitinophaga 1 
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2.3  基于 Rpf 的 MPN 培养系统分离与可培养化

VBNC 菌鉴定 

基于添加 Rpf 的 MPN 培养系统，在 3 种培养

基的培养结果如表 2 所示。在培养基中添加 Rpf，

其活性丰度(VR)大于 5，细菌总数检出丰度是相应

对照组的 14–100 倍，VBNC 菌的复活率在 92.9%

以上，说明在蚕沙中存在大量的对 Rpf 敏感能复

苏生长成为可培养化的 VBNC 状态菌。 

取基于添加 Rpf 的 MPN 培养系统获得的培养

液进行稀释涂布培养，共分离纯化得到 29 个菌株，

分别归属于厚壁菌门和变形菌门，其中加 Rpf 的

实验组获得 21 株 VBNC 菌，而加灭活 Rpf 的对照

组获得 8 株可培养细菌，结果见表 3。这 21 株

VBNC 菌归属于 3 个纲、6 个目、7 个科和 9 个属， 

其中优势菌群为 γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria)

的肠杆菌目(Enterobacteriales)。而对照组的可培养

细菌分布在 2 个纲、3 个目、5 个科、5 个属。16S 

rRNA 基因测序结果表明，处理组与对照组只出现

2 个相同的属，分别为外杆菌属(Exiguobacterium)

和肠球菌属(Enterococcus)。外杆菌属的 VBNC 菌

株有 2 株，分别是 Ex. enclense 和 Ex. indicum，对

照组的可培养细菌有 3 株，分别是 1 株 Ex. 

acetylicum 和 2 株 Ex. indicum 的近缘种；肠球菌

属的 VBNC 菌株有 3 株，都是 En. faecalis 的近缘

种，而对照组的可培养细菌为 2 株，分别是 En. 

lactis 和 En. faecium 的近缘种，其他分离到的菌株

均为非同属种的异质菌株。 

表 2.  基于 MPN 培养系统添加 Rpf 的 3 种培养基中 VBNC 菌复活率比较 

Table 2.  Comparison of reactivation rate of VBNC bacteria in three media added with Rpf based on the MPN 
culture system 

Culture medium Rpf activity abundance (VR) VBNC bacteria resurrection rate/% 

Weak nutrient bacteriaculture medium 
Weak nutrition MRS medium 
Weak nutrition Gao’s No.1 medium 

1.5×108/7.3×106=20.55 
2.1×108/1.5×107=14 
9.3×106/9.3×104=100 

95.1 
92.9 
99.0 

表 3.  基于 Rpf 在 MPN 培养系统中检出的 VBNC 菌和可培养细菌分离结果 

Table 3.  Isolation results of VBNC and culturable bacteria in Rpf-based MPN culture system 
Category Class Order Family Genus Strains 

+Rpf Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Caulobacter 2 

  Rhodospirillales Acetobacteraceae Roseomonas 1 

 Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea 5 

    Enterobacter 4 

    Erwinia 2 

  Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 1 

 Bacilli Bacillales Exiguobacteriaceae Exiguobacterium 2 

   Paenibacillaceae Paenibacillus 1 

  Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 3 

–Rpf Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylobacteriaceae Methylobacterium 1 

   Rhizobiaceae Rhizobium 1 

 Bacilli Bacillales Exiguobacteriaceae Exiguobacterium 3 

   Bacillaceae Bacillus 1 

  Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 2 
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在分离获取的 29 株细菌中，其中有 8 株

VBNC 菌与 1 株可培养菌的 16S rRNA 基因序列与

近缘模式菌株的相似度大于 97%、低于 99%，如

表 4 所示。其中 CSCXZR6-1 与 CSCXZR6-4 的近

缘 模 式 菌 株 均 为 Erwinia aphidicola DSM 

19347(T) ， 相 似 度 分 别 为 98.96% 与 98.77% ；

CSCFZR3-2 与 CSCRZN7-1 的近缘模式菌株都是

Enterococcus gallinarum NBRC 100675(T)，相似度

分 别 为 98.97% 与 98.90% ； CSCFZR4-1 、

CSCXZR6-2 与相应的近缘模式菌株的相似度分

别 为 98.75% 、 98.80% 。 而 CSCXZR8-1 、

CSCXZR6-3、CSCXZR7-10 与相应的近缘模式菌

株的相似度分别为 98.61%、98.47%、97.97%，根

据 16S rRNA 基因序列相似度小于 98.65%，可以

认定为可能的新种或新属的标准[14]，这 3 株 VBNC

菌株显示为潜在的新物种。 

实验中采用了 2 种分离方法，即常规稀释涂

布分离法、基于 MPN 培养系统中添加失活 Rpf

对照组分离获得的可培养细菌和添加活性 Rpf 实

验组分离得到的可培养化 VBNC 细菌，菌株组成

在属水平上的分布情况如图 4 所示。结果表明所

采用的分离方法均能获得肠球菌属(Enterococcus) 

表 4.  分离菌株与近缘种模式菌株的 16S rRNA 基因序列相似性比较 

Table 4.  Comparison of 16S rRNA gene sequence similarity between isolated and related species 
Category Strains Login number of DDBJ The closest type strains Similarity/% 

VBNC CSCFZR4-1 LC484735 Paenibacillus tylopili MK2(T) 98.75 

VBNC CSCXZR6-2 LC484722 Exiguobacterium enclense NIO-1109(T) 98.80 

VBNC CSCXZR8-1 LC500798 Caulobacter segnis ATCC 21756(T) 98.61 

VBNC CSCXZR6-3 LC484723 Enterobacter huaxiensis 090008(T) 98.47 

VBNC CSCFZR3-2 LC484734 Enterococcus gallinarum NBRC 100675(T) 98.97 

VBNC CSCXZR6-1 LC484721 Erwinia aphidicola DSM 19347(T) 98.96 

VBNC CSCXZR6-4 LC484724 Erwinia aphidicola DSM 19347(T) 98.77 

VBNC CSCXZR7-10 LC500466 Acinetobacter soli CIP 110264(T) 97.97 

Culturable CSCRZN7-1 LC484786 Enterococcus gallinarum NBRC 100675(T) 98.90 
 

 
图 4.  常规分离法和 Rpf+MPN 分离法菌株在属水平上的比较 

Figure 4.  Comparison of strains isolated by conventional method and Rpf+MPN method at genus level. 
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细菌；常规法与加 Rpf 实验组均能分离到肠杆菌

属(Enterobacter)细菌；常规法与加失活 Rpf 的对

照组均能分离到芽孢杆菌属(Bacillus)细菌；添加

活性 Rpf 和添加失活 Rpf 的培养基均能获得外杆

菌属细菌；而添加活性 Rpf 的实验组还分离得到

了 类 芽 孢 杆 菌 属 (Paenibacillus) 、 柄 杆 菌 属

(Caulobacter)、玫瑰单胞菌属(Roseomonas)、泛生

菌属(Pantoea)、欧文氏菌属(Erwinia)和不动杆菌

属(Acinetobacter)等 6 个属的菌株，表明在蚕沙中

存在较大比例的 VBNC 菌，同时也证实了这些

VBNC 菌无法在常规分离培养基和对照组培养基

中被检测分离。 

3  讨论 

蚕粪便中含有大量的蚕肠道菌，通过平板稀

释培养计数测得蚕沙细菌和放线菌数量达 105/g，

而真菌数量达 104/g[15]，已有研究者从蚕沙中分离到

能分解纤维素的短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)[16]，

在蚕沙高温堆肥中分离到对磷有显著溶解、能促

进小白菜生长和增产、并对桑椹镰刀菌等真菌也

有明显拮抗作用的枯草芽孢杆菌 SEM-9 菌株[17]。

可见，在蚕沙中存在具有潜在应用价值的益生菌。

然而要发掘更多更有价值的益生菌并加强蚕沙综

合利用的前提就需要全面解析蚕沙中的菌群多样

性。本研究利用高通量测序技术对采自广西靖西

市武平乡的蚕沙进行细菌菌群多样性分析，结果

表明该蚕沙中细菌归属 10 个门、18 个纲、27 个

目、57 个科、96 个属，变形菌门为绝对优势门

(96.96%)，其次是厚壁菌门(2.86%)，其余门类都

占比很低；在属水平上，肠杆菌属为优势菌属，

其次是欧文氏菌属、乳球菌属和泛生菌属。该结

果 与 郑 天 瑶 等 [18] 研 究 结 果 存 在 一 定 的 差 异 。

Yeruva 等[19]对 3 个品种的桑蚕中肠细菌群落多样

性研究发现不同桑蚕品种的细菌多样性和比例不

同，由此推测蚕沙中细菌组成可能因家蚕品种差

异而存在区别，同时地理位置、气候条件甚至饲

料[20]等对蚕沙细菌组成也会造成较大影响。 

高通量测序是目前较为准确反映环境样品中

微生物组成的有效技术手段，但其缺点是无法获

取用于后续研究的菌种资源。本研究通过常规稀

释涂布平板分离法共获得 33 株可培养细菌，其中

鉴定得到的柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、魏斯氏菌

属(Weissella)、噬几丁质菌属(Chitinophaga)与假棍

状杆菌属(Pseudoclavibacter)等在高通量测序技术

中未检测到，推测与蚕沙样品中这些非优势菌群

的丰度较低有关。 

虽然稀释平板涂布分离法是一种获取样品中

有用微生物、特别是优势菌种的良好方法，但研

究报道显示多种环境样品(土壤、污水、海洋底泥

等)可培养微生物数量只占其总量的 0.01%–10%。

样品中大量的微生物因处于 VBNC 状态而未被认

知，极大地限制了对微生物多样性的科学认知。

本研究利用复苏促进因子 Rpf，首度发现了在蚕沙

中存在大量的 VBNC 菌，可培养化细菌总量是常

规分离方法的 14–100 倍，共得到 21 株 VBNC 菌

株，其中类芽孢杆菌属、柄杆菌属、玫瑰单胞菌

属、泛生菌属、欧文氏菌属和不动杆菌属等 6 个

属细菌均未能在常规分离培养基和对照组培养基

上被分离到，同时类芽孢杆菌属和柄杆菌属在高

通量测序中也未被检测到，推测这些菌受 Rpf 的

复苏与生长促进作用，恢复了部分处于 VBNC 状

态菌的生长繁殖能力，从而成为可培养化的菌株。

此外，本研究共发现 3 株 VBNC 菌株的 16S rRNA

基因序列同源性低于 98.65%，而源自 VBNC 菌的
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发现是目前获得新种分类群的有效手段[12,21–22]，

因此后续拟将这 3 个菌株作为可培养化 VBNC 潜

在新种菌株，进行多相分类法鉴定和新物种资源

开发研究。 

综上所述，3 种方法均证实蚕沙中存在着丰

富的细菌多样性，不同方法解析蚕沙细菌总量丰

度比例、种群组成时存在显著差异，而且通过添

加 Rpf 首次在蚕沙中发现了高通量测序以及常规

分离方法均未能检测出的处于 VBNC 状态的菌

株，这为更科学地认知蚕沙中的微生物多样性组

成、挖掘更多潜在的菌种资源和蚕沙在多领域的

综合资源化利用提供更为科学详实的菌种生物多

样性信息与理论基础。 
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Bacterial diversity and VBNC bacteria in silkworm excrement 
from Guangxi 

Yanjun Zhang1#, Baoting Chen1#, Yumei Zhang1, Yifei Zhang1, Baolin Zhu1, Pan Su1, 
Linxian Ding2, Naijun Xie3, Pinghua Zhang1* 
1 College of Chemistry and Life Sciences, Zhejiang Normal University, Jinhua 321004, Zhejiang Province, China 
2 College of Geography and Environmental Sciences, Zhejiang Normal University, Jinhua 321004, Zhejiang Province, China 
3 Xinsheng Silk Technology, Ltd., Jingxi 533800, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China 

Abstract: [Objective] To analyze the composition and diversity of bacterial in silkworm excrement from Guangxi, 

and to explore microbial resource of silkworm excrement. [Methods] Through high-throughput sequencing 

technology, we analyzed the composition of bacterial communities in silkworm excrement. Meanwhile, we isolated 

culturable bacteria and those in viable but non-culturable (VBNC) state in silkworm excrement using spread-plate 

method and resuscitation promoting factor (Rpf)-based MPN method, and then classified and identified the isolated 

strains through 16S rRNA gene sequence analysis. [Results] The bacteria detected from silkworm excrement of 

Guangxi belonged to 10 phyla, 18 classes, 27 orders, 57 families and 96 genera, in which the bacteria abundance of 

4 genera was greater than 1% and the dominant microflora was Enterobacter (Proteobacteria). We obtained 33 

culturable bacteria from 14 genera through the spread-plate method, in which 4 genera (Citrobacter, Weissella, 

Chitinophaga, Pseudoclavibacter) were not detected by high-throughput sequencing. The detection abundance of 

bacteria increased by up to 100 times by Rpf-based MPN method. Also, we found 21 Rpf-sensitive and 

resuscitation-cultivable VBNC strains from the Rpf-treatment group, in which 6 genera (Paenibacillus, 

Caulobacter, Roseomonas, Pantoea, Erwinia, Acinetobacter) and 2 genera (Paenibacillus and Caulobacter) were 

not found through spread-plate method and high-throughput sequencing, respectively. [Conclusion] Our results 

provide a new perspective and a new approach for exploring and utilizing the microbial resources in silkworm 

excrement. 

Keywords: resuscitation-promoting factor, viable but non-culturable (VBNC) state, high-throughput sequencing, 

silkworm excrement, bacterial diversity 
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