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摘要：昆虫肠道作为一种特殊生境，生存着多种多样的共生微生物，并且肠道内的很多微生物与自然界

其他生境的微生物种类显著不同。基于对纯培养微生物的研究，科学家们发现，肠道微生物与昆虫营养、

生长发育及免疫等功能密切相关。因此，分离培养是发现微生物新种类、新基因和新功能的基础。然而，

自然界可培养的微生物大约只占总数的 1%。为了能够对更多的微生物进行分离和培养，近二十年来，

微生物学家们发展了诸多新的培养技术和策略并利用它们从昆虫肠道分离出了很多新的难培养微生物。

这些新的微生物种类极大地丰富了我们对肠道共生微生物生理作用与功能的认识。以此为基础，本文综

述了昆虫肠道微生物分离培养的策略及研究进展，并对未来该领域的发展进行了展望。 
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昆虫是自然界种类最为丰富、数量最大的一

类动物，已知种类达一百多万种，它们能在多种

生态环境中生存和繁衍，并且能够快速适应多变

的环境条件，在生态系统中发挥着重要的作用。

昆虫的外骨骼、肠道、血体腔乃至细胞内都分布

着很多微生物。据统计，微生物的总量能够占到

昆虫生物量的 1%–10%，是昆虫身体不可或缺的

重要组成部分[1]，其中肠道内微生物的种类和数

量最多。近年来的研究发现，肠道共生微生物在

昆虫的食物消化和营养利用、生长发育和生殖调

控及抵御病原物和有害物质的过程中发挥着重要

的作用。例如，很多微生物被前中肠分泌的酶消

化为昆虫提供了营养；木食性白蚁和蟑螂后肠的

共生微生物帮助宿主固氮、转化含氮废弃物尿酸

为可利用的氮源，参与纤维素的降解等[2]；按蚊

肠道内的肠杆菌产生的活性氧能够抑制疟原虫的

动合子发育为卵囊，从而降低了按蚊传播疾病的

可能性[3]。不同昆虫肠道微生物的种类和数量差

异极大，很多昆虫肠道微生物的种类和数量都很

丰富，其中很多微生物与自然界其他生境中的微

生物都不同，迄今为止，只有极少数肠道微生物

的功能得到了阐释。 
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虽然近年来高通量测序技术的快速发展促进

了对生态环境中未知微生物种群的鉴定和认识，

但对微生物生理功能和生态作用的解析还是有赖

于传统的分离和培养技术。迄今为止，由于分离

培养技术的局限，自然界可培养的微生物大约只

占总数的 1%，99%的微生物尚不能培养，因此，

也称它们为难培养微生物。据统计，应用传统的

培养技术在不同生境中可培养微生物的比率是：

海 水 中 约 为 0.001%–0.100%， 淡 水 中 约 为

0.25%，土壤中约为 0.3%，活性污泥中约为

1%–15%[4–5]。究其原因，主要是人们对不同微生

物的特性认识不足，传统的培养方法和技术无法

满足微生物在自然生态条件下对环境因子、营养

要素、物种间相互作用等方面的要求[6]，尤其是对

与动植物之间具有复杂共生关系的微生物的认识

则更加困难[7]。由于对共生机制认识不足，无法

模拟共生环境的自然因素，因而导致很多微生物

很难被分离培养出来。近二十年来，得益于微生

物学家们建立和发展的很多新的培养技术和策略

并应用于昆虫共生微生物的培养，才成功分离出

了很多难培养微生物。这些有益的尝试极大地促

进了人们对昆虫共生微生物生理功能及其与宿主

互作关系的研究。 

1  昆虫肠道栖息的主要微生物类群 

昆虫肠道主要由前肠、中肠和后肠 3 个部分

构成。绝大多数昆虫，如鳞翅目、双翅目、膜翅

目、半翅目等食物消化主要在中肠进行，但有些

种类如蜚蠊目的白蚁中肠细长，后肠膨大，食物

消化主要场所为后肠[8]。昆虫肠道的理化特性及

不同部位的微生态条件对微生物群落组成有很大

影响。大多数昆虫肠道接近中性，但鳞翅目昆虫

中肠则为碱性(pH 11–12)，蚊幼虫中肠后部也为

碱性。土食性或木食性高等白蚁肠道的理化性质

比较复杂，肠道不同部位 pH、氢氧浓度和氧化

还原电位均不同 [1–2]。一般来说，微生物种群随

肠道纵向微生态环境的不同而分布各异[1]。昆虫

肠道内栖息的微生物对肠道生理条件影响也很

大。例如，甲虫 Pachnoda ephippiata 肠道细菌发

酵产生乙酸、甲酸和乳酸等，对微生态环境中的

pH产生了直接影响[9]。 

不同昆虫肠道内微生物的种类、数量、分布

及功能等均不同。很多昆虫肠道内细菌的种类多

且具有可变性，其来源可能与栖息地环境及摄取

的食物有关。与微生物之间形成典型共生关系的

昆虫，如白蚁和木食性蟑螂，同属不同种类的昆

虫肠道微生物的种群结构十分相似[10]。昆虫肠道

微生物包括细菌、古菌、原生生物、真菌等。一

般昆虫肠道内均栖息着细菌。常见细菌有变形菌

(Proteobacteria)、拟杆菌(Bacteroidetes)、厚壁菌

(Firmicutes)、放线菌 (Actinomycetes)、螺旋体

(Spirochetes)、和疣微菌(Verrucomicrobia)等[11]。

在以木材及其碎屑为食的白蚁和甲虫等肠道内发

现有不同种类的古菌和真菌，而木食性白蚁和蟑

螂肠道内还有多种多样的原生动物(图 1)。 

应用多种培养技术和手段，研究者们已经从

昆虫肠道分离出部分共生菌并对其功能进行了探

讨。变形菌是昆虫肠道细菌中最大的一个门类，

其中肠杆菌、柠檬酸杆菌、粘质沙雷氏菌、假单

胞菌和伯克氏菌等从很多昆虫肠道里均被分离出

来[1,13]。拟杆菌也是昆虫肠道常见的分离菌。从

多种昆虫肠道人们分离到了厚壁菌门的乳球菌、

链球菌、乳杆菌、芽胞杆菌、梭菌等。从白蚁、

蚂蚁、蝗虫、美洲大蠊等昆虫肠道均有分离 
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图 1.  低等木食性白蚁肠道及其共生微生物 

Figure 1.  The gut of wood-feeding lower termites and their symbiotic microorganisms. A: The gut of Reticulitermes 

chinensis; B: Flagellates in the hindgut fluid of R. chinensis; C: Methanogens attached to the hindgut epithelium of R. chinensis; D: 
Bacteria on the hindgut wall of R. flaviceps[12]; E: Pyrsonympha vertens and long chain bacteria attached to the hindgut wall of R. 
santonensis; F: Hindgut section of R. santonensis. Green signals, bacteria hybridized with Probe EUB338 that targets all bacteria; 
Orange signals, Elusimicrobia hybridized with specific probes.  

 

出放线菌门链霉菌的报道[2,14]。这些共生细菌在

昆虫的营养、发育、免疫等方面发挥了重要作

用。尽管如此，迄今为止，绝大多数昆虫肠道共

生菌还没有被分离出来，尤其是螺旋体门和疣微

菌门等门类的细菌。不断发展新的培养技术和策

略，是研究昆虫肠道共生微生物的重要途径。 

2  目前主要采用的分离培养方法 

传统的微生物分离方法主要有平板划线法以

及稀释涂布法，二者的原理相似，都是在对菌液

进行稀释之后，通过连续划线或是平板涂布的方

法，使菌细胞分开，最后在平板上形成单个菌

落。根据所分离微生物的种类，可以选择不同的

培养基。如常用的 LB 培养基和 TSB 培养基等细

菌培养基，马铃薯葡萄糖培养基和麦芽汁培养基

等真菌培养基。采用传统培养方法，人们从家

蚕、蜜蜂和果蝇等昆虫肠道分离培养出了很多微

生物[1]。在不同培养条件下，能利用培养基中营

养物质的微生物生长速度很快，因而很容易被分

离纯化出来。而原始接种物中不能有效利用培养

基营养物质的微生物生长速度很慢，因而很难得

到分离。难培养微生物也被称之为未培养微生物 

(uncultured microorganisms)，指在实验室未能获

得培养生长的微生物[5]。20 世纪末以来，科学家

们尝试建立了一些新的培养技术和策略，使不同

环境中很多未培养微生物被成功地分离出来，其

中一些技术和策略被成功应用于昆虫肠道微生物

的分离培养。 

2.1  稀释培养法 

传统的微生物分离培养基一般营养丰富，很

多寡营养且生长慢的微生物在培养中受到抑制，

比如海洋环境中含量丰富的寡营养微生物。应用

稀释培养法(dilution culture)即稀释的寡营养培养

基或将海水中的微生物稀释至痕量进行培养，大
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大增加了这些微生物的可培养几率[15–16]。常用的

寡营养培养基是将常规培养基进行稀释，如 1/10 

LB培养基、1/10 TSB培养基等。也有些寡营养培

养基是重新设计的、营养成分含量较低的培养基，

如 AM-4培养基、MM-4培养基[17]、R2A培养基[18]

等，由于培养基中所含的营养物质不足以支持富

营养细菌大量且快速地增殖，导致快速生长的细

菌到一定程度即由于营养不足而几乎停止生长，

从而使部分生长较慢的寡营养细菌得以生长起

来，并在平板上形成单菌落。使用寡营养培养基

分离细菌一般要求培养较长时间，比如半个月甚

至更长的时间，以便生长缓慢的细菌能够形成单

菌落。 

田贞华等用 1/10 LB培养基对家蚕肠道细菌

进行分离，发现从稀释培养基上分离得到几种

普通培养基上无法分离到的细菌类群，更能反

映出家蚕肠道菌群的多样性[19]。陈文用 1/5 LB

培养基、1/3 TSB培养基和 MM-4培养基等从黑

胸散白蚁(Reticulitermes chinensis)肠道中分离出

了 17个属的细菌，其中异常球菌(Deinococcus)和

Gryllotalpicola 属的细菌均首次从白蚁中分离出

来，有 4 个菌株已鉴定为细菌新种[20–22]。与常规

培养基相比，寡营养培养基从白蚁肠道中分离出

的细菌多样性更高，新种更多[23]。应用寡营养培

养基，Yang等从象白蚁 Nasutitermes sp.、须白蚁

Hospitalitermes sp.和尖唇散白蚁 (Reticulitermes 

aculabialis)等白蚁肠道分离鉴定出多株共生细菌

新种[24–26]。 

2.2  选择培养法 

选择培养法是根据不同微生物对营养、理化

条件等需求的差异设计培养基或培养条件，以达

到筛选分离某一类微生物的目的。利用不同的选

择培养基可以从自然生态环境中富集筛选出特定

的微生物，联合使用多种培养基可以提高分离培

养微生物的多样性。选择培养基是指根据某种微

生物的特殊营养要求或其对某化学、物理因素的

抗性而设计的培养基。其功能是富集环境样品混

合菌群中的某一类菌，使其变成优势菌，从而提

高该类菌的筛选效率。比如，常用于筛选和分离

放线菌的高氏一号培养基。 

白蚁、蟑螂和甲虫等昆虫中有很多种类是木

食性的。利用以纤维素、木糖等为唯一碳源的选

择培养基人们从这些昆虫肠道分离出了多种纤维

素、半纤维素降解菌。在厌氧条件下，Hethener

等以纤维素为唯一碳源从象白蚁 Nasutitermes 

lujae 肠道分离出一株细菌——白蚁梭菌(Clostridium 

termitidis)，该菌能有效降解纤维素[27]。以羧甲基

纤维素、甘蔗渣碎屑和微晶纤维素为底物，

Manfredi 等从鳞翅目昆虫草地贪夜蛾(Spodoptera 

frugiperda)和一种甘蔗螟虫 Diatraea saccharalis、

鞘翅目昆虫幼虫蛴螬和白蚁体内分离到 233 株纤

维素降解菌，其中梭菌门的芽孢杆菌(Bacillus)、

类芽孢杆菌(Paenibacillus)等占明显优势[28]。利用

分离酵母的培养基酵母膏 -麦芽膏琼脂培养基

(yeast extract-malt extract agar) Hui等、Ren、Liu

等从鞘翅目昆虫幼虫蛴螬和成虫肠道内分离到

Wickerhamomyces属、Candida baotianmanensis和

Wickerhamiella 属酵母菌[29–31]；Wang 等从双叉犀

金龟(Allomyrina dichotoma)成虫分离到一株能够

发酵木糖的酵母菌新种 Spathaspora allomyrinae 

sp. nov.[32]。利用含有 D-木糖或木聚糖的酵母氮源

液体培养基(liquid yeast nitrogen base，YNB)，Ali

等从黑胸散白蚁肠道分离到 18 种酵母菌，其中

7 株为新种。这些酵母菌能够发酵 D-木糖，有些

酵母菌具有较高的木聚糖降解活性[33]。 



梅承等 | 微生物学报, 2018, 58(6) 989 

 

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

根据 NCBI 数据库中微生物分类的信息，结

合对德国微生物菌种保藏中心 DSMZ中 18049株

纯菌的 3335种培养基的分析，Oberhardt等建立了

一个根据未培养微生物 16S rRNA序列的系统发育

分析预测最佳培养基的平台，KOMODO (Known 

Media Database)[34]，该分析平台的建立对针对性

地选择培养基分离环境中已知种类的微生物具有

积极的意义。 

3  改进的分离培养方法和策略 

3.1  先富集后筛选 

3.1.1  利用培养基富集：富集培养法指利用特定

培养基和培养条件使混合微生物菌群中某种或某

类特定微生物比例激增从而分离目标微生物的培

养方法。在选择培养基中加入能够抑制其他微生

物生长繁殖的因子也可以促进目标微生物的分

离。针对共生细菌的特征先富集培养，再筛选，

有利于分离到一些难培养的共生菌。 

在厌氧条件下 Paul 等用不含氮源的 AM5 培

养基(Headspace：N2-CO2 (80:20 [V/V]))从高等白

蚁 Cubitermes ugandensis和马陆 Anadenobolus sp.

肠道分别富集到一个能产甲烷的混合菌群，菌群

中古菌热原体(Thermoplasmatales)含量很高。尽

管最终没有分离纯化出单一的热原体菌株，通过

对混合菌群中热原体 16S rRNA 基因和产甲烷菌 

mcrA 基因的系统发育分析和比较，揭示了在象

白蚁肠道中存在的热原体是一类新的产甲烷古

菌，命名为甲烷原体(Methanoplasmatales)，这类

甲烷菌是古菌中能够产甲烷的第 7 个目[35]。在黑

翅土白蚁(Odontotermes formosanus)、黄翅大白蚁

(Macrotermes barneyi)和象白蚁 Nasutitermes sp.等

高等白蚁肠道内均发现有很多热原体古菌[36]，其

功能一直不明确。该研究首次证实了热原体的产

甲烷活性，阐明了这类共生古菌的功能，具有重

要的理论意义。 

在很多研究中，人们往往可以从肠道微生物

的富集培养中进一步分离筛选到一些难培养的微

生物。例如，李丹红等以滤纸为唯一碳源在好氧

条件下从象白蚁 Nasutitermes sp.肠道富集到一个

能高效降解纤维素的混合菌群，进一步优化培养

基之后从该菌群中成功分离到一株能够降解纤维

素的类芽胞杆菌[37]。 

3.1.2  利用昆虫富集：在自然条件下，昆虫由于

受到农药、抗生素等有害化合物的选择压力而产

生抗性。一些能够降解农药、抗生素等有害化合

物的共生细菌随之在肠道中得到富集。Almeida

等从 5 龄抗性草地贪夜蛾肠道分离到能够降解高

效氯氟氰菊酯、溴氰菊酯、毒死蜱、多杀菌素和

氯芬奴隆的细菌[38]。杨军等用聚乙烯(PE)塑料喂

食印度古螟(Plodia interpunctell)幼虫，在 PE塑料

被幼虫取食之后，对幼虫进行解剖，以 PE 塑料

为唯一碳源，从肠液中筛选出了两株能够降解 PE

塑料的细菌，肠杆菌 Enterobacter asburiae YT1

和芽胞杆菌 Bacillus sp. YP1[39]。这项研究首次发

现自然界存在着能够降解聚乙烯塑料的微生物，

为全球白色污染的治理带来了希望。 

3.2  模拟肠道微生境 

昆虫肠道从前到后不同微生境(microniche)的

生理条件如 pH、氢氧分压和氧化还原电位等均

有差异。以氧分压为例，前肠和后肠的直肠氧分

压较高，而中肠和后肠前部氧分压较低，很多微

生境为厌氧状态，因此，昆虫肠道内栖息着大量

的厌氧和兼性厌氧微生物。根据昆虫肠道微生境

的特点，在好氧、严格厌氧和不同氧分压条件下
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培养肠道微生物，可以大大增加分离多种共生微

生物的几率。 

以木食性白蚁为例，木食性白蚁膨大的后肠

是木质纤维素降解的主要部位，分布着大量的厌

氧和兼性厌氧微生物。在严格厌氧条件下，Yamin 

从 Zootermopsis 属湿木白蚁肠液中分离出鞭毛虫

Trichomitopsis termopsidis，证明鞭毛虫能够降解

纤维素产生乙酸、二氧化碳和氢[40]。Leadbetter 等

从黄肢散白蚁(Reticulitermes flavipes)和湿木白蚁

Z. angusticollis 后肠分别分离出了甲烷菌和螺旋

体[41–42]，阐明了这两类重要的肠道共生菌对白蚁

代谢中间产物氢和二氧化碳的转化和利用机制。 

Fang 等在好氧和厌氧条件下分别从黑胸散白

蚁肠道分离共生菌，所得到的细菌类群明显不

同。好氧条件下分离的优势菌是芽胞杆菌、乳球

菌(Lactococcus)和 Dyella 属细菌，而厌氧条件下

分离的优势菌是肠杆菌(Enterobacter)、柠檬酸杆

菌(Citrobacter)和乳球菌等 [23]。Köhler 对象白蚁

Nasutitermes corniger 的研究发现，其前肠、中

肠和后肠 P1 区–P5 区理化条件有明显差异[43]。

针对象白蚁肠道微生境的理化条件，杨书燕设计

不同 pH 的培养基在厌氧条件下从海南象白蚁

(Nasutitermes hainanensis)肠道不同部位分离到属

于 16个属的共生细菌 342株。其中，从前肠和中

肠分离到的优势共生菌为乳球菌，从P3区分离的

优势共生菌为梭菌 (Clostridium)和纤维单胞菌

(Cellulomonas)，从 P4 区分离的优势共生菌为梭

菌和芽胞杆菌[44]，与在厌氧条件下用一种培养基

从该白蚁全肠匀浆液分离的细菌相比，种类大大

增加，且获得了几株新菌。 

3.3  整合多种技术 

对于难培养的昆虫肠道共生微生物，整合使

用多种技术进行分离筛选是值得尝试的一种策

略。Stevenson等将分子生物学技术引入到传统细

菌分离培养过程中，从土壤和白蚁肠道中分离出

了一些新的未培养微生物。他们首先将稀释的土

壤样品和白蚁肠液接种于寡营养培养基琼脂平

板，在微氧条件下培养 30 d，以抑制富营养菌和

好氧菌的生长。待单菌落长出后，将其转移至

96 孔细胞培养板，同时以群特异性引物对菌落细

胞进行 16S rRNA 基因扩增，以初步鉴定菌落中

细菌的种类，然后根据鉴定结果针对性地设计培

养条件，将感兴趣的细菌分离纯化出来[45]。这种

新的培养策略可以有目的地筛选环境中的特定微

生物，具有很大的应用潜力。利用该策略，他们

首次成功地从黄肢散白蚁肠道分离到了 4 株疣微

菌，进一步研究表明疣微菌很可能参与了白蚁的

固氮作用[46]。 

在大多数昆虫肠道内共生菌的种类很多，形

态、大小及生理生态特性相差很大。针对共生细

菌的形态特征，可以用物理方法将它们初步分

开，再进行筛选，这种策略也有利于分离到一些

难培养的共生菌。例如，在木食性白蚁、蟑螂及

一些甲虫肠道内分布着的迷踪菌(Elusimicrobia)，

是这些昆虫肠道内的一种优势共生菌，形态为细

纺锤形、细杆状、球状或不定形，直径为 0.17– 

0.30 μm，其功能一直不明确。根据其形态大小，

Geisinger 用 0.22 μm 滤膜对甲虫 Pachnoda 

ephippiata 肠液匀浆进行过滤，从滤液中成功分

离到首株迷踪菌菌株 Elusimicrobium minutum 并

对其基因组进行了分析 [47–48]。用同样的策略，

Zheng 首次从桑特散白蚁肠液中分离到了一株迷

踪菌 Endomicrobia proavitum，研究表明该菌具有

IV型固氮酶，在无氨的培养基中可以固氮[49]。 
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4  展望 

昆虫不仅在自然界发挥着多种多样的作用，而

且与人类生活和生产活动密切相关。越来越多的证

据显示肠道共生微生物对昆虫的生命活动起着重

要的作用，其中许多微生物具有其他环境微生物所

不具备的特殊功能。因此，对昆虫肠道微生物分离

培养策略的研究显得格外重要。除了上述总结的培

养方法，还有一些很好的技术和策略可以进行尝

试。比如，基于单细胞培养技术原理发展而来的液

滴微流控技术(droplet microfluidics)[50]，该技术能

够将环境中微生物个体分离开来，用不同的培养

基进行高通量培养，大大提高了环境样品中未培

养细菌的可培养几率，在土壤、海水、深海沉积

物和人肠道等环境微生物分离培养方面得到广泛

应用[51–54]。2016年，Jiang等在该技术基础上建立

了一种微流控划线平板法(microfluidic streak plate，

MSP)，使液滴微流控技术可以在普通的琼脂平板

上应用，而不需要复杂的芯片设备，大大降低了使

用成本[55]，并成功地从富含多环芳烃(PAH)的土壤

中分离到了许多未培养微生物，包括一株能降解奈

蒽的芽生球菌(Blastococcus)新种。此外，将分离培

养技术与宏基因组技术结合起来，根据对特定环境

中微生物组的宏基因组测序结果，针对已知种类的

微生物利用 KOMODO平台或已有文献分析、选择

合适的培养基和培养条件，可以导向性地分离目标

微生物，提高分离培养的效率。 

综上所述，未来可以尝试和建立更多新的分离

方法及策略用于昆虫肠道微生物的培养，以期在难

培养肠道共生微生物的分离方面取得突破。在此基

础上深入研究昆虫肠道微生物的生理功能及其与宿

主的互作机制，充分利用共生微生物调控昆虫的生

长发育和代谢、免疫等重要生命过程，以提高资源

昆虫的经济效益和卫生及农林害虫的防治效果。 
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The strategies of isolation of insect gut microorganisms 
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China Normal University, Wuhan 430079, Hubei Province, China 

Abstract: Insects are the most diverse and abundant group of animals in nature. They are highly adaptive and play 

important roles in various ecological environments. As a special microbial niche, the intestinal tracts of insects offer 

habitats for diverse symbiotic microorganisms, many of which are different from those originated from the other 

environments. Studies based on pure cultures show that the symbiotic microbes are associated with insect nutrition, 

development and immunity, etc. Therefore, isolation pure cultures are the basis for the discovery of new 

microorganisms, new genes and new functions. However, up to now, only about 1% of microorganisms in nature 

are cultivable. To solve this problem, microbiologists have put great efforts to develop many new culture techniques 

and strategies during the past two decades. With the use of these new strategies, many uncultured microbes have 

been successfully isolated, which greatly enriched our understanding of the physiological functions of symbiotic 

microorganisms. In this paper we reviewed the latest advances of the novel strategies used for the cultivation of 

symbiotic microorganisms in insect guts, as well as the future perspective of this field. 
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