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摘   要：【目的】本研究对比饲喂正常饲料和棉粕饲料下棉铃虫(Helicoverpa armigera)肠道中可

培养微生物的异同，并对筛选菌株进行棉酚耐受及降解作用的研究，为棉铃虫肠道微生物在棉源

饲料中的脱毒作用提供理论和实验支持。【方法】通过饲喂不同饲料、醋酸棉酚单一碳源微生物

选择性培养，分离饲喂正常饲料和棉粕饲料下棉铃虫肠道可培养棉酚耐受性内生菌，并进行 16S 

rRNA 基因序列分析鉴定；在一定浓度的醋酸棉酚液体中培养，对菌株进行脱毒作用分析，复合

配比后，研究棉铃虫肠道复合菌在棉酚降解中的效果。【结果】共计分离得到的 32 株菌株，其中 17

株细菌可能是新分类单元，其中 14 株为潜在新种，3 株为可能的新属。饲喂正常饲料组棉铃虫肠道

中分离出 17 株分属于 3 个门、10 个属，饲喂棉粕饲料组棉酚虫肠道中分离出 15 株属于 2 个门、

8 个属。随着选择性培养基醋酸棉酚浓度的升高，饲喂棉粕饲料组肠道菌耐受 100、300、500、      

1 000 mg/kg 醋酸棉酚的菌株数均比饲喂正常饲料组高。在所有的耐受菌株中棉酚降解率达到 50%

以上的有 15 株，对棉酚最高降解率达 90.83%。在肠道菌复合降解棉酚实验中，棉铃虫肠道内生菌实

验组对棉酚的降解率显著高于对照组(P<0.05)，棉酚降解率最高为 87.04%。【结论】本研究证明了棉

铃虫肠道内生细菌中存在对棉酚具有较高降解能力的菌株，丰富了棉酚降解菌的菌种资源，并对复

合菌在棉源饲料开发应用的潜力进行了初步研究，为棉源饲料中棉酚的生物降解提供了一条新途径。 

关键词：棉酚；棉铃虫；肠道内生菌；分离鉴定；脱毒  
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Abstract: [Objective] This study compared the differentiation of endophytes in the intestines of 

Helicoverpa armigera under feeding normal diet and cottonseed meal diet, and studied gossypol 

tolerance and degradation effects of the screened strains, which provided theoretical and experimental 

support for further research on the detoxification of Helicoverpa armigera intestinal microorganisms in 

cotton-derived feed. [Methods] The gossypol tolerant endophytic bacteria were isolated in the intestinal 

tract of Helicoverpa armigera under different feeding conditions, selective culture of gossypol acetate 

single carbon source microorganism, and 16S rRNA gene sequence were analyzed and identified. The 

detoxification effect of the strains was analyzed by cultivated in a certain concentration of gossypol 

acetate liquid, and the compound ratio was used to study the effect of the compound bacteria on 

gossypol degradation. [Results] A total of 32 strains were isolated from Helicoverpa armigera, of 

which 17 strains were potential new taxon, and 14 were potential new species, and 3 were possible 

potential new genera. 17 strains were isolated from the intestinal tract of Helicoverpa armigera under 

feeding normal diet, belonging to 10 genera in 3 phyla of bacteria, 15 strains were isolated from the 

intestinal tract of Helicoverpa armigera under feeding cottonseed meal diet, belonging to 8 genera in  

2 phyla of bacteria. With the increase of the concentration of gossypol acetate in the selective medium, 

the number of intestinal bacteria resistant to 100, 300, 500, 1 000 mg/kg gossypol acetate in the 

cottonseed meal feed groups were higher than those in the normal feed groups. Among all the tolerant 

strains, 15 strains had a degradation rate of more than 50%, and the highest degradation rate of gossypol 

was 90.83%. In the experiment of compound degradation of gossypol by intestinal bacteria, the 

degradation rate of gossypol in the experimental group were significantly higher than that in the control 

group (P<0.05), and the highest degradation rate of gossypol was 87.04%. [Conclusion] It was proved 

that there were some higher ability of degrading gossypol strains in the intestinal endophytic bacteria of 

Helicoverpa armigera, which enriches the resource of the strains degrading gossypol, and preliminary 

research on the potential of compound bacteria in the development and application of cotton-derived 

feed was conducted, which provided a new way for the biodegradation of gossypol in cotton-derived 

feed. 

Keywords: gossypol; Helicoverpa armigera; intestinal endophytic bacteria; isolation and identification; 
detoxification 
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棉酚是棉花体内重要的次生代谢物，一定

程度上可以促进植物的生长发育 [1]，主要储存

在根、茎、叶、花和种子等器官的色素腺体中，

但是它的存在增加了综合开发利用棉花副产品

饲料的难度和饲用价值。因为棉酚在植物体内

有两种形式存在——结合棉酚(boundgossypol，

BG)和游离棉酚(freegossypol，FG)，其中游离

棉酚是一种黄色结晶的有害物质，作为一种饲

料抗营养因子具有肝毒性和生殖毒性[2]；对动

物消化系统造成影响，抑制消化道中蛋白水解

酶活性[3]；引起公畜尿结石、生育功能等[4]，导

致母畜早产、流产或产畸形胎[5]；严重影响畜

禽生产及生产产品的质量[6]；棉源饲料饲喂过

量时，可以导致动物死亡。 

近年来，新疆养殖业发展迅速，由于饲料

的匮乏，丰富的棉源性副产物广泛地成为当地

替代反刍动物粗饲料的资源。利用有效技术手

段抑制棉酚毒性，成为当前开发棉源性饲料急

需解决的问题。鉴于无抗养殖新时代的来临，

对棉酚降解功能微生物资源的挖掘是饲用微生

物及相关微生物技术在棉酚脱毒利用中的最佳

途径。 

昆虫肠道是宿主与外部环境之间的重要交

界面[7]，昆虫肠道微生态系统栖息着大量的微

生物[8]，从昆虫体内分离、鉴定细菌，有可能

挖掘到具有特殊功能的细菌资源 [9]，它们能够

参与宿主代谢，提供营养物质[10]，参与有害物

质降解[11]。棉铃虫(Helicoverpa armigera)是棉花

蕾铃期重要的钻蛀性害虫，主要蛀食蕾、花、

铃和嫩叶。用含游离棉酚(FG)的饲料饲喂棉铃

虫幼虫后，肠道会产生糖基化过程，可能是棉

铃虫体内一种重要的 FG 脱毒机制[12]。有研究

表明，棉铃虫肠道细菌或代谢产物[13]可以帮助

宿主昆虫解除或抵御棉酚毒素的伤害[14]。鉴于

棉铃虫对环境的强适应力和利用价值，以及微

生物与昆虫存在的密切关系，研究棉铃虫肠道

微生物及脱毒功能，对棉酚降解菌株资源开发

意义重大。 

本研究通过给棉铃虫饲喂一定量具有棉酚

毒性的棉粕饲料，利用可培养方式分离、鉴定

棉铃虫肠道中的内生细菌，对比饲喂正常饲料

和棉粕饲料下棉铃虫肠道可培养细菌分布的不

同，初步掌握棉酚对棉铃虫肠道微生物的影响，

并对筛选菌株的棉酚耐受性和脱毒作用进行研

究，为后续挖掘棉铃虫肠道微生物资源以及研

究虫肠道内生菌在棉源饲料中的开发利用提供

理论和实验支持。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 
从乌鲁木齐花卉市场科云生物购买室内饲

养敏感品系棉铃虫 1–2 龄幼虫作为虫源，饲养

条件为：温度 27–28 °C，相对湿度 50%，光周

期 14L:10D，根据实验需要饲喂正常饲料或棉

粕等。 

1.2  供试菌种  
粪肠球菌 w13-7、J-4，枯草芽孢杆菌 w7-1、

ht4-2、J-1，植物乳杆菌 J2-2，为新疆农业科学

院微生物应用研究菌种保藏库所保存(保藏号

分别为 XJTR No.1004、XJTR No.1006、XJTR 

No.2011、XJTR No.1989、XJTR No.1981、XJTR 

No.1233) 

1.3  培养基 
1.3.1  分离(种子)培养基 

MRS 培养基、高氏 1 号培养基、LB 培养

基、NA 培养基见《微生物学实验技术》[15]。 

1.3.2  以醋酸棉酚为唯一碳源的固体培养基 

0.2% (NH4)2SO4， 0.02% MgSO4·7H2O，

0.05% NaH2PO4·H2O，0.01% CaCl2·2H2O，0.05% 

K2HPO4，0.15%琼脂，去离子水定容至 1 L。
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7×104 Pa (表压)(115 °C) 20 min，待温度低于

50 °C，将醋酸棉酚溶解于少量的 70%丙酮溶液

中，加入培养基中，去离子水定容至 1 L，分别

配置成分棉酚浓度为 100、200、300、400、500、

600、700、800、900、1 000 mg/kg 醋酸棉酚    

培养基。以上培养基在超净台里均匀倒入无菌

9 cm 培养皿内，厚度约 4 mm，冷却凝固后，

存放于 4 °C 冰箱，备用。 

1.3.3  以醋酸棉酚为唯一碳源的液体培养基 

0.2% (NH4)2SO4， 0.02% MgSO4·7H2O，

0.05% NaH2PO4·H2O，0.01% CaCl2·2H2O，0.05% 

K2HPO4，去离子水定容至 100 mL。7×104 Pa (表

压)(115 °C) 20 min，待温度低于 50 °C，将醋酸

棉酚溶解于少量的 70%丙酮溶液中，加入培养

基中，去离子水定容至 1 L，分别配置成分棉酚

浓度为 400 mg/kg 醋酸棉酚培养基，备用。 

1.4  饲喂材料 
棉铃虫专用饲料购于乌鲁木齐市花卉市

场，棉粕购于昌吉米东区。 

1.5  试验仪器 
培养箱、养虫盘(35 cm×20 cm×12 cm)、电

子天平(0.000 1 g)、镊子、玻璃培养皿(90 mm、

120 mm)、量筒(100 mL)、搅拌棒、三角瓶、摇

床等。 

1.6  饲喂试验 
供试棉铃虫，选取色泽鲜亮，个体健康，

发育良好，活力强，龄期(1–2 龄)和体型相近的

个体，于试验前一天进行饥饿处理，24 h 不予

喂食饥饿处理，使用 60 目分离筛筛除虫粪。称

取 1 g 粉碎棉籽粕，加 30% H2O 搅拌成粘稠状，

置于养虫盘中，投入 20 头供试棉铃虫幼虫进行

试验，对照组饲喂正常的棉铃虫饲料。将虫卵

置于(28±1) °C 人工气候箱中饲养至 5–6 龄，相

对湿度 (60±10)%，光照 14:10 (L:D)，培养   

10–15 d。选大小一致的活虫 1 只作为 1 组，设

3 组重复，分别进行涂板，用于内生细菌的分

离、培养。 

1.7  棉铃虫肠道内生细菌的分离 
取 1 头 6 龄(老熟期)棉铃虫置于 2 mL 试管

中，饥饿 24 h 后，移于无菌培养皿内，进行体

表消毒，75%酒精浸泡 30 s，无菌条件下取出

虫体，至 1%次氯酸钠浸泡 5 min，无菌水漂洗

10 次。将表面消毒的虫体放在灭菌研钵中研磨，

灭菌水稀释至 10–1–10–4，取 10–3 和 10–4 浓度的

稀释液，分别涂布在 MRS 培养基、高氏 1 号培

养基、LB 培养基、NA 培养基上，重复 3 次。

将最后一次清洗过的无菌水涂板后放在 30 °C

培养 2 d，检验表面消毒效果，检验该样品得到

的可信度。涂布好的平板置于培养箱内，28 °C

下培养 2–5 d。记录不同形态菌落的数量，将每

种形态的菌落挑到相应的平板上划线、纯化、

培养、标记菌株号。将纯化的菌落再移植到相

应的斜面培养基上，编号保存，供 16S rRNA

基因序列分析。 

1.8  棉铃虫肠道内生细菌 16S rRNA 基因

序列分析 
从斜面培养基上，分别挑取纯化的内生菌

株，采用 TRIS 饱和酚提取 DNA 模板。采用细

菌 16S rRNA 基因序列通用引物 27F (5′-CAGA 

GTTTGATCCTGGCT-3′)和 1492R (5′-AGGAG 

GTGATCCAGCCGCA-3′)进行 PCR 扩增、测序。

通用引物合成及 PCR 扩增产物测序均由上海生

工完成。获得菌株 16S rRNA 基因序列后，通

过 NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)，

将其与 GenBank 数据库中进行核苷酸同源性比

对，获取相似度高的序列 [16]，确定各菌株的   

系统发育地位，根据 16S rRNA 基因序列相似

度小于 98.65%时，就可以认定为可能的新种或

新属[17]。 
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1.9  降解棉酚菌株筛选   
1.9.1  耐受菌株筛选 

将单菌落在浓度为 100 mg/kg 醋酸棉酚培养

基上划线培养，28 °C 恒温培养箱培养 1–2 d，观

察菌株生长状态。继续在 100 mg/kg 醋酸棉酚培

养基上挑取单菌落，在 200 mg/kg 醋酸棉酚培

养基上划线培养 1–2 d。照此方法，依次在 300、

500、1 000 mg/kg 醋酸棉酚培养基上，观察菌

株的生长状态。 

1.9.2  耐受菌株对醋酸棉酚的降解效果 

挑选耐受菌株，取一环接 100 mL 种子液体

培养基中，28 °C，培养 24 h，取 1 mL 接入以醋

酸棉酚为唯一碳源的液体培养基中，醋酸棉酚浓

度为 400 mg/kg，28 °C、120 r/min，发酵 10 d，

测定棉酚含量。 

1.10  棉铃虫肠道棉酚降解菌组合降解效果 
将实验室前期对醋酸棉酚有耐受、降解效

果的菌株，进行组合，与棉铃虫肠道棉酚降解

菌组合进行对比。取混合菌液 1 mL 接入以醋

酸棉酚为唯一碳源的液体培养基中，醋酸棉酚

浓度 400 mg/kg，28 °C、120 r/min，发酵 10 d，

测定棉酚含量。对照组分组分为 5 组，分别为：

对照组 1： w13-7+w7-1， 1:1；对照组 2：

w7-1+w13-7+ht4-2，1:1:1；对照组 3：J-4+J2-2，

1:1；对照组 4：J-4+J2-2+J-1，1:1:1；对照 5：

J-4+J2-2+J-1+ht4-2，1:1:1:1。 

1.11  棉酚含量的测定 
按国标 GB13086-91《饲料中游离棉酚的测

定方法》测定。 

1.12  数据处理与统计分析 
数据分析使用 SPSS 13.0 统计软件，采用单

因素方差分析(one-way ANOVA)程序，LSD 法

多重比较，不同处理对棉酚降解率结果以“平均

值±标准差”表示，P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  棉铃虫肠道可培养细菌的分离、纯化

及形态鉴定 
将棉铃虫肠道样品进行处理，梯度稀释后涂

布，培养 2–5 d，根据菌落形态、湿润度、是否凸

起，从饲喂正常饲料和棉粕饲料下棉铃虫肠道样品

中共分离纯化细菌 32 株，其中正常饲喂虫肠道中

分离出 17 株，饲喂棉粕的虫肠道中分离出 15 株。 

从棉铃虫肠道中分离得到菌体和菌落的形

态特征丰富多样的细菌(表 1)，其中饲喂正常饲

料棉铃虫肠道中分离的细菌 (编号从 1-1 至 

1-17)菌落多较大；多呈白色，少数为黄色或红

色，质地均匀，表面多光滑湿润，易挑起；菌

体多为杆状和棒状，部分为球状和椭圆形；大部

分为革兰氏阳性菌，少数为革兰氏阴性菌。饲喂

棉粕虫肠道中分离的细菌(编号从 2-1 至 2-15)，

菌落大的较多，菌落小的菌株较正常饲喂的菌株

有所增加；多呈黄色或浅黄色或黄绿色，少数为

白色或红色，质地均匀，表面多光滑湿润，易挑

起；菌体大多为棒状，极少为球状和椭圆形；革

兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌各占约一半。 

2.2  菌株 16S rRNA 序列和系统发育学分析 
利用细菌16S rRNA通用引物进行PCR扩增，

扩增产物长度为 1 500 bp 左右，对所分离的 32 株

菌株进行 16S rRNA 基因 PCR 产物测序，将各序

列提交至 GenBank，并利用 BLASTn 软件搜索与

之具有最高匹配率的模式标准菌株序列。统计结

果表明，16S rRNA 基因序列相似度小于 98.65%

的菌株有 17 株，其中饲喂正常饲料组有 9 株，

饲喂棉粕饲料组有 8 株，这些菌可能是新种或新

属，总新种属的比例高达 53.1%。其中菌 1-1、

1-11、2-2 最相似模式菌株的相似度均小于 95%，

可能代表潜在的新属[18]，其他 14 株菌为潜在的

新种(表 2)。 
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表 1  细菌分离株的表型特征 

Table 1  The phenotypic characteristics of the isolated bacteria 

Strains Gram Cell morphology  Colony characteristics 

1-1 – Rod  Moist, larger, raised, brick red, edge extended, opaque 

1-2 + Rod Dry, larger, wrinkled, white, regular edges, opaque 

1-3 + Circular or elliptic Moist, smaller, raised, milky white, regular edges, opaque 

1-4 + Circular or elliptic Moist, smaller, raised, milky white, regular edges, opaque 

1-5 + Rod  Dry, larger ,wrinkled, white, opaque 

1-6 + Short rod-like  Moist, cheesy, raised, red, regular edges, opaque 

1-7 + Rod Wax drop like, raised, light yellow, irregular edges, opaque 

1-8 + Spherical or elliptic  Moist, smaller, raised, edge neat, white, smooth, opaque 

1-9 + Rod Dry, larger, wrinkled, white, regular edges, opaque 

1-10 + Spherical or elliptic  Small, milky white, regular edge, opaque 

1-11 + Rod  Moist, raised, milky white, regular edges, opaque 

1-12 – Sphere  Raised, red, irregular edge, opaque 

1-13 + Rod Dry, larger, wrinkled, white, regular edges, opaque 

1-14 + Rod Dry, larger, wrinkled, white, regular edges, opaque 

1-15 + Rod Dry, larger, wrinkled, white, irregular edges, opaque 

1-16 + Rod Moist, larger, raised, milky white, regular edges, opaque 

1-17 + Rod Moist, larger, milky white, regular edges, opaque 

2-1 + Short rod Moist, smaller, raised, regular edges, transparent 

2-2 – Rod  Moist, larger, raised, brick red, opaque 

2-3 – Rod  Moist, larger, raised, red, extended edges, opaque 

2-4 + Spherical or elliptic Moist, smaller, grayish white, smooth surface, regular edges, opaque 

2-5 – Rod  Moist, larger, yellowish green, regular edges, opaque 

2-6 – Rod  Moist, larger, yellowish green, regular edges, opaque 

2-7 + Circular or elliptic Moist, smaller, raised, milky white, regular edges, opaque 

2-8 – Rod  Moist, yellow, regular edges, opaque 

2-9 – Rod  Moist, larger, raised, yellow, regular edges, opaque 

2-10 + Rod  Moist, smaller, raised, milky white, regular edges, opaque 

2-11 – Rod  Moist, larger, raised, yellow, regular edges, opaque 

2-12 + Rod Wax drop like, raised, light yellow, irregular edges, opaque 

2-13 + Rod Dry, larger, wrinkled, white, irregular edges, opaque 

2-14 – Rod Moist, smaller, raised, light yellow, regular edges, translucent 

2-15 + Rod Dry, larger, wrinkled, white, regular edges, opaque 

 

表 2  不同样品中分离细菌的数目及多样性情况 

Table 2  The number and diversity of bacteria isolated from samples 

Samples The number of isolates 
The number of isolates identified  
by 16S rRNA gene sequencing 

The number of genera 
The number of potential 
novel strains 

Stress 
feeding 

15 17 8 8 

Normal 
feeding 

17 19 10 9 

 



 

 

 

侯敏等 | 微生物学报, 2022, 62(1) 311 

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

 

饲喂正常饲料组棉铃虫肠道 17 株细菌分属

于 10 个属(表 3)：假单胞菌属(Pseudomonas)、芽

孢杆菌属(Bacillus)、肠球菌属(Enterococcus)、红

球 菌 属 (Rhodococcus) 、 葡 萄 球 菌 属

(Staphylococcus)、乳球菌属(Lactococcus)、棒杆菌

属(Corynebacterium)、沙雷氏菌属(Serratia)、普罗

威 登 斯 菌 属 (Providencia) 、 乳 杆 菌 属

(Lactobacillus)。各属细菌所占比例(图 1)，其中芽

孢杆菌属为优势属，有 7 株，占分离细菌总数的

41%；其次是肠球菌属，有 2 株，占分离细菌总 
 
 

 

 

表 3  饲喂正常饲料与饲喂棉粕饲料棉铃虫肠道细菌 16S rRNA 的序列分析 

Table 3  Sequence analysis of 16S rRNA in intestinal bacteria of Helicoverpa armigera fed normal diet and 
cottonseed meal diet 
Strains Closest match GenBank accession No.  Similarity/% 

1-1 Pseudomonas fluorescens MW555629 90.75 

1-2 Bacillus amyloliquefaciens MW555630 99.79 

1-3 Enterococcus casseliflavus MW555631 99.75 

1-4 Enterococcus faecium  MW555632 96.81 

1-5 Bacillus megaterium MW555633 97.20 

1-6 Rhodococcus pyridinivorans MW555634 95.69 

1-7 Bacillus thuringiensis MW555635 97.34 

1-8 Staphylococcus epidermidis MW555636 96.25 

1-9 Bacillus amyloliquefaciens MW555637 99.53 

1-10 Lactococcus lactis MW555638 99.50 

1-11 Corynebacterium nuruki MW555639 90.65 

1-12 Serratia marcescens MW555640 98.83 

1-13 Providencia alcalifaciens MW555641 99.41 

1-14 Bacillus amyloliquefaciens MW555642 96.37 

1-15 Bacillus cereus MW555643 99.33 

1-16 Lactobacillus plantarum MW555644 99.34 

1-17 Bacillus megaterium MW555645 97.17 

2-1 Weissella paramesenteroides MW555646 98.11 

2-2 Pseudomonas fluorescens MW555647 87.99 

2-3 Pseudomonas fluorescens MW555648 98.32 

2-4 Enterococcus casseliflavus MW555649 99.06 

2-5 Pseudomonas aeruginosa MW555650 99.72 

2-6 Pseudomonas aeruginosa MW555651 99.07 

2-7 Enterococcus faecium MW555652 99.90 

2-8 Microbacterium esteraromaticum MW555653 99.11 

2-9 Sphingomonas paucimobilis MW555654 95.66 

2-10 Lactobacillus plantarum MW555655 96.31 

2-11 Sphingomonas paucimobilis MW555656 99.62 

2-12 Bacillus thuringiensis MW555657 96.17 

2-13 Bacillus cereus MW555658 98.02 

2-14 Massilia timonae MW555659 95.16 

2-15 Bacillus subtilis MW555660 99.07 
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数的 12%；假单胞菌属、红球菌属、葡萄球菌属、

乳球菌属、棒杆菌属、沙雷氏菌属、普罗威登斯

菌属、乳杆菌属各有 1 株。所有细菌共分成 3 个

分类单元：变形菌门(Proteobacteria)、厚壁菌门

(Firmicutes)和放线菌门(Actinobacteria)。放线菌

门有 2 个属；厚壁菌门有 5 个属；变形菌门共有

3 个属。 

饲喂棉粕饲料组棉铃虫肠道 15 株细菌分

属于 8 个属(表 3)：魏斯氏属(Weissella)、假单

胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 肠 球 菌 属

(Enterococcus)、微杆菌属(Microbacterium)、鞘

氨 醇 单 胞 菌 属 (Sphingomonas) 、 乳 杆 菌 属

(Lactobacillus)、马赛菌属(Massilia)、芽孢杆菌

属(Bacillus)。各属细菌所占比例(图 2)，其中假

单胞菌属为优势属，有 4 株，占分离细菌总数

的 26.7%、其次是芽孢杆菌属，有 3 株，占分

离细菌总数的 20%；肠球菌属和鞘氨醇单胞菌

属各有 2 株，占分离细菌总数的 13.3%，其余，

魏斯氏属、微杆菌属、乳杆菌属、马赛菌属各有

1 株。所有细菌共分成 2 个分类单元：变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)，厚壁菌

门有 4 个属；变形菌门有 4 个属。 

2.3  不同饲喂条件下棉铃虫肠道内生细菌

棉酚耐受性及棉酚降解率 
将不同饲喂条件下的 32 株菌接种于醋酸

棉酚为唯一碳源的无机盐培养基中，进行梯度

醋酸棉酚耐受性生长实验，28 °C 条件下培养

1–2 d，观察菌株的生长状态。饲喂正常饲料组

17 株菌中，12 株对不同浓度醋酸棉酚具有耐受

能力(表 4)。其中，1-1、1-2、1-3、1-8、1-16

对醋酸棉酚没有耐受能力，在醋酸棉酚为碳源

的平板上几乎不生长；1-10、1-12、1-13、1-14、

1-15 对醋酸棉酚的耐受能力较弱；1-4、1-5、

1-6、1-7、1-9、1-11、1-17 对醋酸棉酚的耐受

能力相对较强，在不同浓度醋酸棉酚平板上生

长良好。饲喂棉粕饲料组 15 株菌对不同浓度醋

酸棉酚均具有耐受能力。2-7、2-8、2-11、2-13、

2-14、2-15 在不同梯度的醋酸棉酚平板上生  

长良好，说明它们对醋酸棉酚有很好的耐受

性；2-6、2-10、2-12 在醋酸棉酚平板上生长相

对较弱。 

 

 
 

图 1  饲喂正常饲料组棉铃虫肠道内生细菌种类 

Figure 1  The group of fed normal diet of species of intestinal endophytic bacteria of Helicoverpa armigera. 
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图 2  饲喂棉粕饲料组棉铃虫肠道内生细菌种类 

Figure 2  The group of fed cottonseed meal diet of species of intestinal endophytic bacteria of Helicoverpa 
armigera. 

 

表 4  棉铃虫肠道内生菌细菌对醋酸棉酚的耐受性 

Table 4  Tolerance of endophytic bacteria in the intestine of Helicoverpa armigera to gossypol acetate 

Strains 
Gossypol acetate concentration/(mg/kg) 

Strains 
Gossypol acetate concentration/(mg/kg) 

100 300 500 1 000 100 300 500 1 000 

1-1 – – – – 2-1 ++ ++ ++ – 

1-2 – – – – 2-2 +++ +++ ++ – 

1-3 – – – – 2-3 ++ ++ ++ – 

1-4 +++ ++ ++ – 2-4 +++ ++ ++ – 

1-5 +++ ++ ++ – 2-5 ++ ++ ++ – 

1-6 +++ +++ +++ +++ 2-6 ++ ++ – – 

1-7 ++ ++ + – 2-7 +++ +++ +++ +++ 

1-8 – – – – 2-8 +++ +++ +++ +++ 

1-9 +++ +++ ++ – 2-9 +++ ++ + + 

1-10 ++ + – – 2-10 ++ + – – 

1-11 +++ +++ +++ +++ 2-11 +++ +++ +++ +++ 

1-12 ++ ++ – – 2-12 ++ + + – 

1-13 + – – – 2-13 +++ +++ +++ ++ 

1-14 ++ + – – 2-14 +++ +++ +++ +++ 

1-15 ++ + – – 2-15 +++ +++ +++ +++ 

1-16 – – – –      

1-17 +++ +++ +++ +++      

+++: grow well; ++: normal growth; +: weak growth; –: unable to grow. 
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随着醋酸棉酚浓度的升高，相对饲喂棉粕饲

料组，饲喂正常饲料组耐受醋酸棉酚菌株数量下

降(图 3)。醋酸棉酚浓度为 100 mg/kg 时，饲喂

正常饲料组有 12 株菌株耐受棉酚，饲喂棉粕饲

料组有 15 菌株耐受；醋酸棉酚浓度为 300 mg/kg

时，饲喂正常饲料组有 11 株耐受菌株，饲喂棉

粕饲料组有 15 株；醋酸棉酚浓度为 500 mg/kg

时，耐受菌株下降到 7 株，饲喂棉粕饲料组有

13 株；醋酸棉酚浓度为 1 000 mg/kg 时，饲喂正

常饲料组只有 3株耐受菌，它们是菌株 1-6、1-11、

1-17；而饲喂棉粕饲料组有 7 株耐受菌，分别是

2-7、2-8、2-9、2-11、2-13、2-14、2-15。 
 

饲喂正常饲料组棉铃虫肠道中 12 株耐受

棉酚菌株，其中对醋酸棉酚有降解效果的有 10

株，对棉酚的降解率在 19.87%–88.68%之间，

对棉酚降解率达到 50%以上的菌株有 5 株   

(图 4)。其中，菌株 1-6 对棉酚的降解率最高，

达到 88.68%；1-17 对棉酚的降解率为 70.1%， 

 

 

 
图 3  不同饲喂下棉铃虫肠道内生菌在不同浓度醋酸棉酚下生长菌株数对比图 

Figure 3  Comparison of the number of strains growing in the intestinal endophytes of Helicoverpa 
armigera under different concentrations of gossypol acetate under different feeding conditions. 
 

 

 
 

图 4  饲喂正常饲料组与饲喂棉粕饲料组棉铃虫肠道耐受棉酚内生菌的棉酚降解率 

Figure 4  Gossypol degradation rate of gossypol endophytic bacteria in the group fed normal diet and 
cottonseed meal diet. 
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1-5、1-11 和 1-9 对棉酚降解率分别达到 69.82%、

67.85%和 54.86%；1-14 棉酚降解率最低，为

19.87% 。 经 鉴 定 ， 1-6 为 嗜 吡 啶 红 球 菌

(Rhodococcus pyridinivorans)，1-17 为巨大芽孢杆

菌(Bacillus megaterium)，16S rRNA 基因序列相

似度分别为 95.69%和 97.17%，可能是潜在新种。 

饲喂棉粕饲料组棉铃虫肠道中 15 株耐受

棉酚菌株，其中对醋酸棉酚有降解效果的有  

15 株，对棉酚的降解率在 20.82%–90.83%之间

(图 4)。对棉酚降解率达到 50%以上的菌株有

10 株，分别是 2-14 棉酚降解率 90.83%、2-15

为 85.1%、2-7 为 80.77%、2-8 为 75.79%、2-11

为 68.37%、2-1 为 64.57%、2-9 为 61.9%、2-13

为 61.18%、2-2 为 55.8%、2-3 为 52.38%。经

鉴定，它们分别为蒂莫内马赛菌 (Massilia 

timonae)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、粪

肠球菌 (Enterococcus faecium)、酯芳香微菌

(Microbacterium esteraromaticum)、少动鞘氨醇

单胞菌(Sphingomonas paucimobilis)、蜡样芽胞

杆 菌 (Bacillus cereus) 、 萤 光 假 单 胞 菌

(Pseudomonas fluorescens) 。 菌 株 2-14 16S 

rRNA 基因序列相似度为 95.16%，可能是潜在

新种。根据菌株对棉酚的降解作用，挑选菌株

进行下一步的实验。 

2.4  棉铃虫肠道棉酚降解菌组合对棉酚降

解的效果 
将得到的对醋酸棉酚降解效果较好的棉铃

虫肠道内生菌形成 2 种组合，如下：实验组 1：

2-15+2-7+2-10 ， 1 ︰ 1 ︰ 1 ； 实 验 组 2 ：

2-14+2-8+1-6，1︰1︰1。与实验室前期形成  

的棉酚降解菌组进行对比，2 组棉铃虫肠道内

生菌实验组对棉酚的降解率显著高于对照组

(P<0.05)，实验组 2 棉酚降解率最高，为 87.04%；

实验组 1 棉酚降解率为 84.33%。对照组对棉酚

的降解率相对较低，但都到达 70%以上，分别

为 76.6%、79.66%、75.22%、74.78%、81.79% (图

5)。实验组 1 菌剂组成为：枯草芽孢杆菌：粪

肠球菌：植物乳杆菌=1︰1︰1；实验组 2 菌剂

组成为：蒂莫内马赛菌：酯芳香微菌：嗜吡啶

红球菌=1︰1︰1。 

 
 

 
 
 

图 5  棉铃虫肠道棉酚降解菌组合降解效果 

Figure 5  Degradation effect of combination of gossypol-degrading bacteria in the intestine of Helicoverpa 
armigera. 
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3  讨论 

昆虫肠道是宿主与外部环境之间的重要交

界面，是一个庞大的微生物资源库[19]，这些细

菌参与昆虫肠道防御[20]及抑制有害物质[7]，直

接或间接地影响着宿主昆虫的生长发育[21]。有

实验证明，棉铃虫在取食棉酚后会产生一系列

的代谢酶来降解这些次生物质[22]，推测这可能

与肠道内生菌有关[23]。目前，对于棉铃虫肠道

内生菌的资源挖掘还不够深入，其对棉酚的降

解功能研究也鲜有报道。本文将棉铃虫经过空

腹排泄 24 h 后，幼虫的存活率和生长力没有发

生变化，饲喂非常规饲料棉粕和正常饲料，饲

养至 5–6 龄，培养 10–15 d，研究不同饲喂下肠

道内生菌的变化，然后对肠道微生物进行一定

的分离鉴定，这与骆伦伦[24]和胡亚楠等[16]给虫

体饲喂非常规饲料后分离肠道内生菌的方法一

致，通过空腹排泄后再饲喂，研究肠道微生物

的变化，对肠道微生物进行一定的分离鉴定。

本研究利用可培养方法[25]分离鉴定出的 32 株菌，

16S rRNA 基因序列相似度小于 98.65%的菌种

有 17 株，其中正常饲料喂组有 9 株，饲喂棉粕

饲料组有 8 株。为今后采用高通量技术持续了

解棉铃虫肠道内生细菌的种类、数量、分布，

收集新种、新属打下良好的基础。 

常 见 昆 虫 肠 道 内 生 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[26]。本研究以不同饲喂方式的棉铃虫为材料，

通过饲喂棉粕驯化，采用富集培养、选择性培

养等方法筛选可培养的肠道内生菌。饲喂正常

饲料虫肠道中分离出 17 株，饲喂棉粕的虫肠道

中分离出 15 株。16S rRNA 测序结果表明，本

研究饲喂正常饲料组的棉铃虫肠道分离出的细

菌 共 分 成 3 个 分 类 单 元 ： 变 形 菌 门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和放线

菌门(Actinobacteria)，其中，放线菌门有 2 个属，

厚壁菌门有 5 个属，变形菌门共有 3 个属；饲

喂棉粕饲料组分成 2 个分类单元：变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)，其中，

厚壁菌门有 4 个属，变形菌门有 4 个属。本研

究饲喂正常饲料组和饲喂棉粕饲料组棉铃虫肠

道内生可培养微生物结构呈现一定的不同，这

跟外界的生存环境有一定的相关性[27]，取食可

能是造成肠道微生物组成结构存在差异的主要

影响因素[28]，饲喂正常饲料组棉铃虫肠道中芽

孢杆菌属为优势属，占分离细菌总数的 41%；

其次是肠球菌属，占分离细菌总数的 12%；其

余各属各 1 株。另有研究表明，在特定条件的

作用下分析棉铃虫肠道微生物有助于研究肠道

菌群与棉铃虫抗性的联系[29]，本研究饲喂棉粕

后，棉铃虫肠道微生物结构发生了变化，假单

胞菌属为优势属，占分离细菌总数的 26.7%，

芽孢杆菌属呈现了下降，占总菌数的 20%；肠

球菌属和鞘氨醇单胞菌属占 13.3%。研究结果

说明，假单胞菌、芽孢杆菌、肠球菌等在棉铃

虫饲喂棉粕饲料后，对维持其生长和保护肠道

起到一定作用[30]。 

昆虫可以适应各种生境的重要原因之一是

其肠道微生物在共同进化的过程中形成了复杂

多样的种群结构和生物学功能[31]，发掘和利用

关键微生物特定的生物学功能，具有重要的实践

价值。棉酚是锦葵科棉属植物分泌产生的一种多

酚二萘结构衍生物[32]，对动物机体健康产生各种

危害[33–35]，而且它也是制约棉源副产物成为优

质反刍动物粗饲料的制约因素[36]。现今，动物

饲料呈现绿色、安全、健康、无抗的发展趋势，

发掘微生物资源寻求安全经济的生物发酵技术

消除饲料中抗营养因子的毒害成为研究热点。
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利用微生物降解棉酚的研究始于 20 世纪 80 年

代，但研究进展缓慢。国内所筛选的降解棉酚菌

种主要集中在黑曲霉和产阮假丝酵母 2 类[37]，

地衣芽孢杆菌、植物乳杆菌、枯草芽孢杆菌等

益生菌也具有一定的脱毒功能[36]。有研究表明，

昆虫在一定代谢水平上可以对寄主植物次生物

质产生防御机制[38]，本研究通过可培养的方式

分离培养棉铃虫肠道内生微生物，经过不同程

度的胁迫适应性生长，分别在饲喂正常饲料组

和饲喂棉粕饲料组得到对不同浓度醋酸棉酚具

有耐受能力的菌株 27 株，饲喂棉粕饲料组虫肠

道中分离出的 15 株菌株几乎对棉酚都有一定

的 耐 受 性 ， 说 明 在 饲 喂 棉 粕 饲 料 的 过 程 

中，虫肠道内生菌对棉酚产生了一定的耐受性，

从而提高了棉铃虫对饲喂环境的适应性[20]。本

研究通过棉酚降解实验得到对棉酚降解效率达

50% 的菌株有 15 株，棉酚降解率最高达到

90.83%，是 1 株来自饲喂棉粕饲料组分离的蒂

莫内马赛菌(Massilia timonae)，属于变形菌门

(Proteobacteria)。杨恩东等 [39]在对蒂莫内马赛

菌 的 功 能 性 研 究 上 发 现 其 对 多 环 芳 烃

(polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs)具有降

解作用，本研究中蒂莫内马赛菌对多酚二萘结

构的棉酚毒性有抑制作用，但其降解机理还需

进一步研究。目前，对多环芳烃毒性物有降解

效 果 的 大 多 为 细 菌 ， 包 括 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)、红球菌属(Rhodococcus)、气单

胞菌属 (Aeromonas)、芽孢杆菌属 (Bacillus)[40]

等。在本研究中，筛选到的 1 株嗜吡啶红球菌

(Rhodococcus pyridinivorans)对棉酚降解率达到

88.68%，1 株来自饲喂棉粕饲料组的枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)对棉酚降解率达 85.1%，

说明在棉铃虫肠道中存在一定的多环芳烃毒性

物抑制细菌，后期应通过高通量技术做更深入

的挖掘。 

目前，具有高效生物降解性能的复合制剂

还很稀少。通过复配和组合，确实在一定程度

上可以加强降解棉酚菌株的功能性[41–42]。本研

究利用与多环芳烃毒性物有降解效果细菌进行

混合配比，与实验室已有的相关棉酚降解菌剂

对比，两组饲喂棉铃虫肠道内生菌实验组对棉

酚的降解率显著高于对照组(P<0.05)。这是首次

报道棉铃虫肠道可培养内生混合菌对棉酚的降

解效果，填补了昆虫肠道微生物在棉酚脱毒应

用上的研究空白。本研究结果证实，棉铃虫肠

道内存在棉酚降解细菌，为棉酚的生物降解菌

的发掘提供了一条新途径。在本研究筛选出棉

酚降解菌株的基础上，还要研究通过添加表面

活性剂、调整碳氮源、优化培养条件等措施来

提高降解效率，进一步研究降解的关键酶系，

探究降解机制，以深入挖掘降解菌株的降解潜

能，以期通过微生物及其发酵技术提高棉源副

产物饲料的利用率，提高营养价值，解决新疆

畜牧业饲料供应可持续发展的瓶颈问题。 
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