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摘要：【目的】利用非培养法对黑胸散白蚁（./#&"0*&#/’1/2 "3&-/-2&2 0;JM)-）肠道共生古菌进行系统发育分析。

【方法】采用古菌 #%0 -(1N 通用引物以黑胸散白蚁全肠 (1N 为模板扩增共生菌的 #%0 -(1N 并建立基因文

库，对得到的基因序列进行系统发育分析。【结果】从黑胸散白蚁肠道得到 & 个不同的 #%0 -(1N 序列，它们

之间的相似性为 "AO$P Q ""O$P，系统发育分析表明这 & 个 #%0 -(1N 序列代表的克隆分别与来源于黑胸散

白蚁近缘种，栖北散白蚁和北美散白蚁肠道中的甲烷短杆菌克隆或分离株的亲缘关系最近。【结论】黑胸散

白蚁肠道共生古菌为甲烷短杆菌。
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白蚁是节肢动物中少数几种能向环境中释放甲

烷的昆虫，这些甲烷是由白蚁肠道内的共生甲烷菌

产生的。不同种类白蚁向体外释放的甲烷量不同。

一般来说，土食性和培菌类白蚁比木食性和草食性

白蚁释放的甲烷量大［#］。考虑到自然界有 $... 多

种白蚁分布于从南纬 !&R到北纬 !&R的广大地区，尤

其在热带和亚热带森林白蚁群体的数量极其庞大，

人们估测白蚁每年向自然界释放的甲烷占大气中甲

烷总量的 &P Q !.P［# ’ A］。尽管精确的数据有待考

证，白蚁释放的甲烷和二氧化碳仍被认为是温室气

体的重要来源之一。

无论是高等白蚁还是低等白蚁肠道内均存在着

不同梯度的氢分压，说明氢是白蚁代谢中的重要中

间产物［!］。在不同白蚁体内，参与 S$ 的消耗和 2T$

还原的既有甲烷菌，也有同型乙酸菌［&］。甲烷菌在

不同种类白蚁中均有发现。已有的研究结果表明，

低等白蚁中的共生古菌大都属于甲烷杆菌目的甲烷

短杆菌属（%/#3$-()’/4&)$"#/’）；而高等白蚁体内的共

生古菌大都属于产甲烷菌，如甲烷八叠球菌目的甲

烷微球菌属（%/#3$-&1&"’("(""02），仅有少数属于非产

甲烷 古 菌，如：广 古 菌 门 热 原 体 纲 的 热 原 体 属

（53/’1(6*$21$ ）和 泉 古 菌 门 （7’/-$’"3$/(#$ ）的 古

菌［%］。从 低 等 白 蚁，北 美 散 白 蚁 （./#&"0*&#/’1/2
8*$4&6/2）肠道中分离的三株甲烷菌均能以氢为电子

供体将二氧化碳还原为甲烷［B ’ E］。以基于 #%0 -U1N
基因的系统发育分析也表明在其它几种低等白蚁如

栖北 散 白 蚁 （./#&"0*&#/’1/2 26/’$#02）和 高 山 原 白 蚁

（9(:(#/’1(62&2 2;(/2#/:#&）肠 道 中 均 存 在 着 甲 烷 短 杆

菌，这些甲烷短杆菌与自然界其它环境中的甲烷短

杆菌在系统发育上明显不同［" ’ #.］。作为低等木食性

白蚁肠道共生微生物，甲烷菌在白蚁代谢过程中的

作用尚待进一步研究。

黑胸散白蚁（./#&"0*&#/’1/2 "3&-/-2&2 0;JM)-）是广

泛分布于我国的一种低等木食性白蚁，有关其肠道



内共生微生物多样性的研究尚未见报道。本文报道

了用非培养法对其肠道内古菌多样性进行分析的初

步结果，为进一步阐明共生古菌在白蚁体内的生理

作用奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 白蚁的采集和饲养：黑胸散白蚁采自武汉市

狮子山树林内，实验室条件下避光饲养于盛有松木

的塑料盒中，盒盖上留有通风孔。选取工蚁为实验

材料。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：磷 酸 缓 冲 液 !"#
（$%& ’’()*+ ,-.)；/0& ’’()*+ 1.)；$2 ’’()*+
,-/3!45；/ ’’()*+ 13/!45，!3&05）；!.6 引物的合

成和测序由北京利嘉泰成科技有限公司完成；7-8
酶、9,7! 均购自天源公司；克隆载体为 :;<=>7 ?-@A
B?CD(E（!E(’?F- 公司）；限制性内切酶 !"#!和 $%&!
为 7-1-6- 公司产品。显微镜为 ,GH(I 公司的 <>522
型 荧 光 显 微 镜，!.6 仪 为 "G(E-9 公 司 的 !?)DG?E
7J?E’-) .AC)?E。
!"# 甲烷菌的荧光原位显微观察

黏附在黑胸散白蚁后肠上皮甲烷菌的观察，参

考 +?-9K?DD?E［&］的实验方法但略有改进：用尖头镊子

将白蚁肠道拉出并放在滴有 !"# 的载玻片上，用刀

片纵向切开后肠。解剖开的后肠用 !"# 冲洗 % 次，

再把后肠放入含 $ ’+ !"# 的 $0L ’+ 离心管中，漩

涡振荡 % 次，共 %2 秒。然后，把洗过的后肠浸泡到

含新鲜 !"# 的 $0L ’+ 离心管中，5M冰箱过夜。从

离心管中取出一条后肠置于载玻片上，使后肠的肠

腔面向上，盖上盖玻片，用 ,N14, <>522 荧光显微镜

（O5/2）观察。

!"$ 白蚁全肠 %&’ 的提取

白蚁全肠 P,Q 的抽提方法如下：选取工蚁 /L
条，表面依次用 &2R乙醇、无菌蒸馏水清洗，用尖头

镊子拉出白蚁肠道，放入含有 $ ’+ 裂解液（含 20$R
#P#的 7< 缓冲液）的 <! 管中，然后用匀浆棒将肠

道组织匀浆，将匀浆液在 SLM水浴和液氮之间进行

L 次 冻 融 循 环，加 入 $2 "F 6,Q 酶，%&M 下 温 浴

/2 ’GI，再加入蛋白酶 1 （终浓度为 $22"F*’+），L2M
水浴过夜。次日，用等体积的酚*氯仿*异戊醇（体积

比为 /L T/5 T $）和氯仿*异戊醇（体积比为 /5 T $）进行

P,Q 抽提，经异丙醇沉淀和 &2R冰乙醇洗涤后加入

/2"+ 的超纯水溶解 P,Q。

!"( 甲烷菌 !)* +%&’ 的扩增

采用古菌 $S# E6,Q 基因通用引物 QE$2UO（LV>Q.>

1;.7.Q;7QQ.Q.;7>%V）和 QEU$/6（LV>.7.....;.>
.QQ77..777Q>%V）［$$］进行 !.6 扩增。!.6 采用 L2

"+ 反应体系，反应条件：U5M L ’GI；U5M $ ’GI，L/M $
’GI，&/M $0L ’GI，%2 个循环；&/M & ’GI。

!", 甲烷菌 !)* +-&’ 基因文库的建立

!.6 产 物 纯 化 后 连 接 到 载 体 :;<=> 7 ?-@A
B?CD(E 上，甲烷菌 $S# E6,Q 基因文库的建立和重组

子的筛选参照文献［$L］。对含有正确插入序列的克

隆用限制性内切酶 $%&!和 !"#!进行核糖体 P,Q
扩增 片 段 限 制 性 内 切 酶 分 析 （Q’:)GWG?9 6GK(@(’-)
P,Q 6?@DEGCDG(I QI-)A@G@，Q6P6Q），两种酶切后显示

相同酶切图谱的克隆视为相同的 Q6P6Q 型［$/］。从

具有相同 Q6P6Q 型的克隆中选取 $ X / 个克隆测

序。本研究得到的甲烷菌 $S# E6,Q 基因在 ;?I"-IH
的登录号为：OYZ5/SU%>OYZ5/SU&。

!") 序列分析与系统发育树的构建

将得到的序列输入到 6P! 数据库（JDD:：**E9:[
C’?[’@\[ ?9\*JD’+），利用 .3<.1 .3N=<6Q 程序对

所测得的序列进行在线检测，除去嵌合体序列。然

后在 ,."N 中利用 ")-@D, 搜索同源性较高的已知序

列，将得到的甲烷菌序列和搜索到的同源序列用

.)\@D-)] $0Z% 进行多重比对［$%］。再用 =<;Q 502 中

的邻接法（I?GFJK(E>^(GIGIF ’?DJ(9）［$5］构建系统发育

树，数据自展重抽样次数 L22 次，以 !’()&*+"&,-.*&
/&,0’,. 为系统发育树的根。

# 结果和分析

#"! 甲烷菌的荧光原位显微观察

据报道，甲烷菌能在荧光显微镜（_B）O5/2 滤片

下产生蓝绿色自发荧光［&］。显微观察表明，在黑胸

散白蚁后肠肠壁上皮分布有大量的短杆状菌，还有

少量呈稍微弯曲的杆状，如图 $ 所示。它们在荧光

显微镜 _B O5/2 激发下自发产生蓝绿色荧光。黑胸

散白蚁肠壁上皮这些能产生自发荧光的共生菌的形

态与分布于其它几种散白蚁如：北美散白蚁［&］，桑特

散白蚁（1 [ "&*(+*’*"."）［$L］以及栖北散白蚁后肠甲烷

菌的形态相类似［$S］，据此推测这些肠壁共生菌为甲

烷菌。

#"# 古菌 !)* +%&’ 的 ./- 扩增

利用古菌 $S# E6,Q 基因通用引物，以黑胸散白

蚁肠道总 P,Q 为模板进行古菌 $S# EP,Q 的 !.6 扩

增，得到的产物约为 Z22 K:，与预期的大小一致。

#"$ 古菌 !)* +%&’ 文库的建立与克隆的限制性酶

切分析

古菌 $S# E6,Q 基因的 !.6 产物经纯化后连接

SLS$ ‘\ #JG ?D -) [ *$-(& !.-,+/.+2+3.-& 4.*.-&（/22U）5U（$/）



图 ! 黑胸散白蚁后肠肠壁上皮表面能产生自发荧光的

共生菌（荧光显微镜 "#$%）

!"#$ % &’()*+’),-./-0( /-++. 1((1/2-3 () (2- 2"03#’( -4"(2-+"’5 )*
!"#$%&’$#"()"* %+$,",*$* 6073-,，1. .2)80 97 !:;< -4"*+’),-./-0/-
5"/,)./)47$

到 4=>?@ A -1.7 载体上构建基因文库。从文库中随

机挑取了 BC 个白色菌落。以 ?%D 为引物对随机挑

取的克隆进行 EFG 扩增，经电泳检测，共有 H< 个为

含有正确插入序列的克隆。用限制性内切酶 -./!
（图 ;@&）和 0*1!（图 ;@I）分别对这 H< 个阳性克隆

进行酶切，根据核糖体 JK& 扩增片段限制性内切酶

分析 （&GJG&），将这 H< 个阳性克隆分为 L 个不同

的 &GJG& 型。

$&# 黑胸散白蚁肠道共生古菌的系统发育分析

从这 L 种 &GJG& 型中随机挑取 %@; 个克隆测

序，其中有的克隆所得到的序列相似性大于 LLMCN
视为相同克隆。最终得到 C 个不同的古菌 %H6 ,GK&
基因，相似性为 LDM;N O LLM;N。I+1.( 分析显示，

黑胸散白蚁肠道共生古菌 %H6 ,GK& 基因与来自不

同低等白蚁肠道内甲烷短杆菌克隆或分离株的 %H6
,JK& 序列最为接近，相似性达到 LDM;N O LLMBN，

图 $ 黑胸散白蚁肠道共生古菌 !’( )*+, -./ 产物的 !"#!（,）和 $%&!（0）酶切图谱

!"#$; &GJG& 4,)*"+- )* 1,/21-1 /+)0-. *,)5 ! $ %+$,",*$* 3"#-.(-3 8"(2 -./!（&）103 0*1!（I）$

而与来自其它环境甲烷短杆菌 %H6 ,JK& 序列的相

似性为 L;N O LPN。初步确定在黑胸散白蚁肠道

内有甲烷短杆菌。在系统发育树上（图 D），黑胸散

白蚁甲烷短杆菌克隆与来源于不同低等白蚁肠道内

的甲烷短杆菌形成独立的簇，说明白蚁肠道内的甲

烷短杆菌与自然界其它环境如牛瘤胃中的甲烷短杆

菌明显不同。

1 讨论

在不同白蚁肠道内均发现有古菌共生，系统发

育分析表明，白蚁肠道中的古菌主要是产甲烷菌，隶

属于甲烷杆菌目，甲烷八叠球菌目和甲烷微菌目，仅

有少数是非产甲烷菌，如：在栖北散白蚁和土食性白

蚁 2&3$#"()"* 4(#+45,/#+&* 中曾发现有热原体纲的热

原体［:］。在土食性白蚁肠道中共生古菌的种类较

多。对土食性白蚁 2&3$#"()"* 4(#+45,/#+&* 的研究表

明，其肠道内大多数古菌属于甲烷八叠球菌目，甲烷

菌目，甲烷杆菌目和热原体目，其中甲烷杆菌目中有

甲烷短杆菌，它们随肠道 4Q 等生理条件的不同而

分布在不同部位，此外，在该白蚁中还首次发现有泉
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图 ! 基于 "#$ %&’( 的黑胸散白蚁肠道共生甲烷菌的系统发育分析
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古菌门（2(",.(%+."/#.）的古菌［2M］。对一种培菌类白

蚁，大白蚁 -.%(/#"()"* *&0+3.’$,&* 的研究发现，其肠

道内共生古菌主要为甲烷八叠球菌［2B］。对不同低

等木食性白蚁，如：栖北散白蚁［2N］，高山原白蚁［B］，

台湾乳白蚁（2/4#/#"()"* 5/()/*.,&*），和达尔文澳白

蚁（-.*#/#"()"* 6.(7$,$",*$*）［2H］的研究表明，它们肠

道中共生古菌大都属于甲烷杆菌目甲烷短杆菌属。

这些研究说明，白蚁肠道内共生古菌的种类与白蚁

的食性，营养特点，肠道生理条件等诸多因素有关。

本研究得到了 A 个古菌克隆约 MHH<D 的 234 5O78
基因序列，系统发育分析表明它们与来源于不同低

等木食性白蚁的甲烷短杆菌在系统发育上最为接

近，初步推断在黑胸散白蚁肠道内有甲烷短杆菌共

生。其中，克隆 O.@L，O.@N 与栖北散白蚁鞭毛虫

6$,",3)4+. 4.(8. 的共生甲烷菌克隆 PO06% 的 234
5678 相似性分别为 BBG2K和 BMGAK；克隆 O.@M 和

O.@CC 与栖北散白蚁肠壁上的甲烷菌克隆 O0Q2L 的

234 5678 相 似 性 达 到 BBG2K 和 BBGNK；而 克 隆

O.@LH 与北美散白蚁甲烷短杆菌 -"#+",/0("8$0.%#"(
5$’$5/()$* 分离株的 234 5678 相似性为 BNGCK。低等

木食性白蚁肠道内共生甲烷菌大多分布于肠壁，也

有的为鞭毛虫共生菌［23］，黑胸散白蚁肠道共生甲烷

菌在肠道内的分布与功能尚待进一步研究。

6"#’+ 等人根据对已知 2LH 个甲烷短杆菌的 AC
个代表克隆的 234 5678 系统发育分析，将甲烷短杆

菌属划分为 N 个群，其中 C 个群为白蚁肠道共生甲

烷菌，有几种甲烷短杆菌是从北美散白蚁肠道中分

离得到的。这些甲烷短杆菌在系统发育上区别于自

然界其它环境如瘤胃，动物粪便来源的甲烷短杆

菌［LH］，说明白蚁肠道是自然界一个重要的甲烷菌资

源库。进一步对白蚁肠道共生甲烷菌开展深入研究

对开发和利用甲烷菌资源具有积极的意义。
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