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摘要:为进一步了解重庆地区玉米叶内生细菌的组成以及这些内生细菌与入侵重庆地区草地贪夜蛾肠道微生态的相

互关系,
 

以采集自巫山地区被草地贪夜蛾入侵的玉米地里的玉米嫩叶为材料,
 

运用传统微生物培养方法尝试对其内

生细菌进行初步的分离培养,
 

并通过16S
 

rDNA测序开展了优势菌的属水平鉴定.
 

此次共分离获得了22个细菌分离

株,
 

经16S
 

rDNA序列同源性分析,
 

将它们归类到11个分类单元,
 

分属克雷伯氏菌属(Klebsiella)、
 

不动杆菌属(Acin-

etobacter)、
 

寡养单胞菌属(Stenotrophomonas)、
 

芽孢杆菌属(Bacillus)、
 

肠球菌属(Enterococcus)、
 

微杆菌属(Microbacte-

rium)、
 

鞘氨醇杆菌属(Sphingobacterium)、
 

金黄杆菌属(Chryseobacterium)、
 

无色杆菌属(Achromobacter)和丛毛单胞菌

属(Comamonas).
 

与前期研究得到的该地区草地贪夜蛾肠道微生物菌群数据比较可以发现,
 

玉米内生细菌中包括克雷

伯氏菌属(Klebsiella)、
 

不动杆菌属(Acinetobacter)、
 

肠球菌属(Enterococcus)、
 

鞘氨醇杆菌属(Sphingobacterium)和金黄

杆菌属(Chryseobacterium)在内的5个属可以在草地贪夜蛾肠道中分离到,
 

表明草地贪夜蛾肠道微生物多数可能源自

其食物,
 

但是草地贪夜蛾肠道微生物中常见的假单胞菌属(Pseudomonas)、
 

肠杆菌属(Enterobacter)、
 

类芽孢杆菌属

(Paenibacillus)、
 

短波单胞菌属(Brevundimonas)和气单胞菌属(Aeromonas)并未在玉米嫩叶中分离到,
 

说明它们可能

是主要存在于草地贪夜蛾肠道中的微生物.
 

该研究对草地贪夜蛾所取食的玉米叶中内生细菌的种类进行了初步分析,
 

为后续研究玉米叶内生细菌和草地贪夜蛾肠道微生物的相互关系奠定了基础.
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植物内生菌(Endophyte)指在生活史的部分阶段或全部阶段生活在植物的根、
 

茎或者叶片等组织内,
 

但不会引起病害症状的一类微生物[1].
 

常见的植物内生菌包括真菌、
 

放线菌和细菌等,
 

它们是植物微生物

态系统的重要组成部分,
 

几乎每一种植物体内都能发现内生菌,
 

这些内生菌通过产生对植物具有保护或者
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促进作用的代谢产物促进植物生长并最终有利于自身的生长[2-3].
 

植物内生菌还能产生各种具有生物活性

的次级代谢产物,
 

例如紫杉醇等[4].
 

部分植物内生菌产生的次级代谢产物被发现在医药工业与病虫害防控

上具有潜在的应用价值,
 

使得植物内生菌成为了近年来研究的热点[5].
许多研究已经证实昆虫的共生肠道微生物对宿主的生长产生着有利的作用,

 

例如通过调节微生物的代谢,
 

提升消化食物的效率使得昆虫能够从食物中获得更多的营养,
 

以及保护宿主抵抗病原菌的感染等[6-8].
 

昆虫肠

道微生物也与昆虫的农药抗性相关,
 

小菜蛾肠道微生物中的肠球菌可以提升宿主的农药耐药性,
 

而另一种微

生物沙雷氏菌则会降低宿主的农药抗性[9].
 

许多昆虫以采食植物组织为生,
 

在这个过程中必然会摄入大量植

物内生菌进入昆虫肠道中,
 

而这些植物内生菌与昆虫肠道微生物组的关系较为复杂,
 

人们对此还缺乏深入的

了解.
 

部分植物内生真菌可以赋予宿主一定的抗虫能力,
 

例如定植在玉米中的白僵菌可以减少欧洲玉米螟的

危害[10].
 

韩国学者的一项研究表明昆虫肠道微生物群的主要影响因素包括栖息地、
 

食物、
 

发育阶段和昆虫的

种类等[11].
 

中国学者发现在采食桑叶的不同昆虫(家蚕、
 

桑剑纹夜蛾和桑螟)肠道中,
 

微生物的多样性存在较

大的差异[12].
 

而另一项研究则发现,
 

5种采食苏铁的昆虫具有相似的肠道核心微生物组[13].
草地贪夜蛾是一种危害巨大的迁飞性农林害虫,

 

可采食玉米、
 

水稻、
 

高粱和甘蔗等重要农作物.
 

该害

虫自2019年1月入侵中国以来,
 

已经蔓延至全国21个省份,
 

严重威胁我国粮食生产.
 

本课题组前期对草

地贪夜蛾肠道优势细菌进行了初步的分离鉴定工作,
 

并对取食不同植物的草地贪夜蛾肠道微生物群也进行

了比较,
 

对研究草地贪夜蛾核心肠道微生物提供了重要的理论支持[14-15].
 

鉴于草地贪夜蛾的肠道微生物中

必然有一些源自于其取食植物的内生菌,
 

因此研究其食材中的内生菌就成为了进一步解析草地贪夜蛾肠道

微生物群的基础.
 

基于此,
 

本研究以采集自重庆巫山地区爆发草地贪夜蛾虫害的玉米田内的玉米嫩叶为样

本,
 

通过传统培养法以及16S
 

rDNA测序对其中的植物内生细菌进行了初步分离鉴定,
 

以期为后续的研究

奠定基础.

1 材料与方法

1.1 样本材料

草地贪夜蛾幼虫和玉米茎叶由巫山县植保站在野外玉米地中采集后送至西南大学.
1.2 实验用的培养基

马铃薯琼脂培养基(PDA):
 

马铃薯200.0
 

g,
 

葡萄糖20.0
 

g,
 

琼脂15.0
 

g,
 

用蒸馏水定容至1
 

000
 

mL.
LB培养基:

 

胰蛋白胨10
 

g,
 

酵母提取物5
 

g,
 

NaCl
 

10
 

g,
 

用蒸馏水定容至1
 

000
 

mL.
牛肉膏蛋白胨培养基(NA):

 

牛肉膏
 

5.0
 

g,
 

蛋白胨
 

10.0
 

g,
 

NaCl
 

5
 

g,
 

用蒸馏水定容至1
 

000
 

mL.
1.3 主要试剂

SDS,CATB,NaCl,Tris,EDTA、
 

蛋白酶K、
 

蔗糖和溶菌酶均购自生工生物工程(上海)有限公司;
 

苯

酚、
 

氯仿和异戊醇购自重庆川东化工(集团)有限公司;
 

PCR扩增引物27F:
 

5'-AGAGTTTGATCCTG
 

GCTCAG-3';
 

1492R:
 

5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3',
 

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成;
 

1×Taq
 

MasterMix(purple)购自北京博迈德基因技术有限公司.
1.4 玉米叶的初步处理

在超净台中,
 

将玉米嫩叶以75%的乙醇进行表面消毒.
 

表面消毒完成后,
 

取出适量叶片组织进行研磨

匀浆后作为原液备用.
1.5 植物内生细菌的分离

取100
 

μL制备的匀浆液于新的1.5
 

mL离心管中,
 

加入900
 

μL灭菌PBS溶液配制成10-1 组,
 

随后递

次稀释为10-2 至10-6 备用.
 

分别取10-2 组至10-6 组溶液100
 

μL涂布于不同的固体培养基上,
 

37
 

℃培养

箱中培养72
 

h,
 

每24
 

h观察一次并随机挑选单菌落,
 

在分离培养基上进行划线获得纯培养.
1.6 分离菌株的初步鉴定

1.6.1 细菌总DNA的提取

1)
 

取适量菌液离心收集菌体后,
 

以500
 

μL
 

TE25S缓冲液(25
 

mmol/L
 

Tris-HCl,
 

25
 

mmol/L
 

EDTA,
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0.3
 

mol/L蔗糖)重悬.
2)

 

加入10
 

μL
 

溶菌酶溶液(100
 

g/L),
 

在37
 

℃温度下静置30~60
 

min.
3)

 

加入5
 

μL
 

蛋白酶K溶液(20
 

g/L)和30
 

μL
 

10%
 

SDS,
 

55
 

℃水浴60
 

min.
4)

 

加入100
 

μL
 

5
 

mol/L
 

NaCl,
 

上下颠倒混匀.
5)

 

加入65
 

μL
 

CTAB/NaCl(0.7
 

mol/L
 

NaCl,
 

10%
 

CTAB)混合液,
 

混合均匀后在55
 

℃温度下静

置10
 

min.
6)

 

取出冷却至室温,
 

加入400
 

μL
 

酚/氯仿/异戊醇混合液(各组分体积比为25∶24∶1),
 

震荡混匀5~
10

 

min.
7)

 

以
 

12
 

000
 

r/min的转速离心10
 

min.
8)

 

将上清液转移至新的1.5
 

mL离心管中,
 

重复步骤6-7.
9)

 

将上清液转移至新的1.5
 

mL离心管中,
 

加入等体积异丙醇,
 

上下颠倒混匀.
10)

 

以12
 

000
 

r/min的转速离心10
 

min,
 

弃去上清液,
 

加入70%乙醇后颠倒混匀,
 

再以12
 

000
 

r/min
的转速离心10

 

min,
 

重复该操作1次.
11)

 

弃去上清液,
 

打开离心管盖静置5~10
 

min,
 

晾干基因组DNA,
 

加入50~100
 

μL
 

ddH2O溶解

DNA.
1.6.2 菌株的分子生物学鉴定

1)
 

用细菌通用引物27F和1492R对上述模板进行PCR扩增细菌16S
 

rDNA序列.
 

反应体系(50
 

μL)
如下:

 

模板5
 

μL,
 

引物27F/1492R各1
 

μL,
 

1×Taq
 

MasterMix(purple)
 

43
 

μL.
 

反应程序为:
 

96
 

℃预变性
 

10
 

min;
 

96
 

℃变性30
 

s,
 

55
 

℃退火30
 

s,
 

72
 

℃延伸1
 

min
 

30
 

s,
 

30个循环;
 

72
 

℃延伸10min.
 

将扩增产物

送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序.
2)

 

将获得的16S
 

rDNA基因序列在GenBank(http:
 

//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)与数据库已

登录基因序列进行同源比对,
 

下载
 

GenBank中同源性较高序列,
 

利用
 

MEGA
 

6.0
 

软件[16],
 

使用
 

N-J法进

行1
 

000
 

次步长计算,
 

构建系统发育树.
 

同时将获得的16S
 

rDNA基因序列在RDP数据的Classifer程序

(https:
 

//rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp)进行比对,
 

获得同源性较高序列的相关信息.

2 结果与分析

采用PDA培养基、
 

LBG培养基和NA培养基分离获得了22个分离株.
 

通过细菌通用引物27F/1492R
对22个分离株进行PCR扩增测序获得其16S

 

rDNA序列.
 

将所有测序结果利用Blastclust进行同源性聚

类分析,
 

同源性阈值97%,
 

共获得11个分类单元———OTU
 

1-11(表1).
表1 巫山地区爆发草地贪夜蛾玉米地中玉米叶的内生细菌分离株种属统计

OTU
 

ID 菌株名 NCBI
 

ID RDP
 

ID

OTU1 WSma3
 

WSma4
 

WSma5
 

WSma11
 

WSma12 Acinetobacter Acinetobacter

OTU2 WSma10
 

WSma14
 

WSma16 Microbacterium Microbacterium

OTU3 WSma6
 

WSma7 Bacillus Bacillus

OTU4 WSma8
 

WSma20 Enterococcus Enterococcus

OTU5 WSma18
 

WSma19 Sphingobacterium Sphingobacterium

OTU6 WSma1
 

WSma2 Klebsiella Klebsiella

OTU7 WSma21
 

WSma22 Chryseobacterium Chryseobacterium

OTU8 WSma9 Enterococcus Enterococcus

OTU9 WSma15 Stenotrophomonas Stenotrophomonas

OTU10 WSma17 Achromobacter Achromobacter

OTU11 WSma13 Comamonas Comamonas
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  将测序结果分别在GenBank和RDP两个数据库比对获得相关信息.
 

比对结果显示,
 

本次从巫山地区

的玉米叶中分离的22个分离株中,
 

WSma3,WSma4,WSma5,WSma11和 WSma12属于不动杆菌属(Acin-
etobacter),

 

WSma8,WSma9和 WSma20属于肠球菌属(Enterococcus),
 

WSma1和 WSma2属于克雷伯氏

菌属(Klebsiella),
 

WSma6和 WSma7属于芽孢杆菌属(Bacillus),
 

WSma10,WSma14和 WSma16属于微

杆菌属(Microbacterium),
 

WSma18和 WSma19属于鞘氨醇杆菌属(Sphingobacterium),
 

WSma21和 WS-
ma22属于金黄杆菌属(Chryseobacterium),

 

WSma17属于无色杆菌属(Achromobacter),
 

WSma13属于丛

毛单胞菌属(Comamonas),
 

WSma15属于寡养单胞菌属(Stenotrophomonas);
 

在所有分离株中,
 

不动杆菌

属的相对丰度最高(表1).
为进一步了解巫山地区玉米叶内生细菌的遗传多样性,

 

对22个植物内生细菌的分离株进行了系统发育分

析.
 

对分离株16S
 

rDNA序列进行BLAST比对分析,
 

采用MEGA
 

6.0软件N-J法构建系统发育树(图1).

图1 重庆巫山地区玉米叶内生细菌分离株基于16S
 

rDNA序列的N-J法系统发育分析

由图1可见,
 

22个分离株在进化发育树上分属10个属,
 

分别为不动杆菌属(Acinetobacter)、
 

肠球菌属

(Enterococcus)、
 

克雷伯氏菌属(Klebsiella)、
 

芽孢杆菌属(Bacillus)、
 

微杆菌属(Microbacterium)、
 

鞘氨醇

杆菌属(Sphingobacterium)、
 

金黄杆菌属(Chryseobacterium)、
 

无色杆菌属(Achromobacter)、
 

丛毛单胞菌

属(Comamonas)和寡养单胞菌属(Stenotrophomonas).
 

其中5株属于不动杆菌菌属(Klebsiella),
 

占整体的

27%.
 

WSma8,
 

WSma9和 WSma20都属于肠球菌属,
 

但聚类为 OTU4的 WSma8和 WSma20与聚类到

OTU8的 WSma9在进化关系上存在一定的差异.
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3 讨 论

本研究通过纯培养的方法,
 

分离培养并初步鉴定了巫山地区爆发草地贪夜蛾虫害的玉米地中玉米叶的

内生细菌,
 

共鉴定到了10个属的细菌,
 

分别为不动杆菌属(Acinetobacter)、
 

肠球菌属(Enterococcus)、
 

克雷

伯氏菌属(Klebsiella)、
 

芽孢杆菌属(Bacillus)、
 

微杆菌属(Microbacterium)、
 

鞘氨醇杆菌属(Sphingobac-

terium)、
 

金黄杆菌属(Chryseobacterium)、
 

无色杆菌属(Achromobacter)、
 

丛毛单胞菌属(Comamonas)和寡

养单胞菌属(Stenotrophomonas),
 

这些属的微生物均有报道证明其是常见的玉米内生菌[17].
 

部分内生细菌

可以为植物生长提供有利因素,
 

例如芽孢杆菌属微生物可以产生抗真菌物质并促进玉米植株抗性基因表

达,
 

提升植物的抗病能力[18];
 

克雷伯氏菌属微生物具有一定的固氮功能,
 

可以为植物提供一定程度的营

养[19].
 

本课题组研究发现巫山玉米地中采集到的草地贪夜蛾肠道中存在多种微生物,
 

包括克雷伯氏菌属

(Klebsiella)、
 

不动杆菌属(Acinetobacter)、
 

肠杆菌属(Enterobacter)、
 

气单胞菌属(Aeromonas)、
 

短波单胞

菌属(Brevundimonas)、
 

金黄杆菌属(Chryseobacterium)和肠球菌属(Enterococcus)[14-15,20],
 

后续研究还进

一步鉴定到了鞘氨醇杆菌属(Sphingobacterium)和类芽孢杆菌属(Paenibacillus)(数据未发表).
 

通过比较

可以发现在草地贪夜蛾肠道中分离纯化得到的微生物很多也同样可以在玉米叶中分离得到,
 

例如鞘氨醇杆

菌属(Sphingobacterium)、
 

不 动 杆 菌 属(Acinetobacter)、
 

克 雷 伯 氏 菌 属(Klebsiella)和 金 黄 杆 菌 属

(Chryseobacterium)等,
 

表明草地贪夜蛾的肠道微生物有很多都可能源自其取食的植物内生菌.
 

不过也有

一些微生物在两者之间存在差异,
 

例如我们仅在玉米叶中分离得到芽孢杆菌属(Bacillus)、
 

寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas)、
 

丛毛单胞菌属(Comamonas)、
 

微杆菌属(Microbacterium)和无色杆菌属(Achro-

mobacter)细菌,
 

并未在草地贪夜蛾的肠道微生物群中发现这些属的细菌.
 

推测这些微生物可能并不适应草

地贪夜蛾肠道环境,
 

因此我们在草地贪夜蛾肠道微生物群中未能分离到相应的微生物.
 

而相对地,
 

在玉米

叶内生菌中未发现草地贪夜蛾肠道中常见的类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、
 

肠杆菌属(Enterobacter)、
 

气单

胞菌属(Aeromonas)、
 

短波单胞菌属(Brevundimonas)和假单胞菌属(Pseudomonas)微生物,
 

表明这些微生

物不是源于植物内生菌,
 

而是为草地贪夜蛾所独有,
 

可能源自环境中摄入或者孵化后取食卵壳.
类芽孢杆菌属(Paenibacillus)是一种常见于玉米根部以及周围土壤环境中的植物内生菌[21],

 

本研究从

草地贪夜蛾肠道微生物群中分离到了类芽孢杆菌属细菌,
 

而在玉米叶片中则未分离到该菌.
 

最近有学者认

为取食叶片昆虫的肠道微生物组更多地受到土壤微生物组的影响[22],
 

本研究结果从一定程度上支持了该

研究的论点.
 

有研究表明不动杆菌属(Acinetobacter)的微生物可以降解杀虫剂进而改变宿主的农药抗药

性[23],
 

在玉米叶与草地贪夜蛾中均分离到了不动杆菌属的微生物,
 

在后续的研究中我们将分析玉米叶与草

地贪夜蛾肠道中分离得到的不动杆菌属微生物是否也具有相应的能力.
前期研究发现以高粱为食的草地贪夜蛾肠道细菌与以玉米为食的草地贪夜蛾肠道细菌中均存在不动杆

菌属(Acinetobacter)和假单胞菌属(Pseudomonas)的微生物[15],
 

说明这些微生物可能对草地贪夜蛾具有重

要的意义,
 

而本研究证实玉米叶中假单胞菌属微生物相对数量较少,
 

进一步支持了该结论.
 

前期研究在取

食高粱叶的草地贪夜蛾肠道中未分离出克雷伯氏菌属(Klebsiella),
 

而在取食玉米的草地贪夜蛾肠道中分

离到了克雷伯氏菌,
 

本研究发现玉米叶中亦存在克雷伯氏菌,
 

这表明该差异可能源于取食植物的不同,
 

但

该观点需要分析高粱叶中微生物组成来进一步验证.
综上,

 

我们报道了重庆巫山地区暴发草地贪夜蛾玉米地中玉米叶的内生细菌分离株,
 

发现其组成与取

食该玉米叶的草地贪夜蛾肠道微生物群存在一定的相似性与差异性,
 

这有助于进一步阐明草地贪夜蛾的核

心微生物群.
 

至于这些植物内生菌在草地贪夜蛾肠道的活跃程度如何,
 

它们是否会影响着宿主的抗性、
 

生

长发育和迁飞等问题,
 

仍有待进一步研究.
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

understand
 

the
 

composition
 

of
 

endophytic
 

bacteria
 

in
 

the
 

maize
 

leaf
 

which
 

were
 

found
 

in
 

fall
 

armyworm
 

(FAW,
  

Spodoptera
 

frugiperda),
  

the
 

dominant
 

bacteria
 

from
 

the
 

samples
 

collected
 

from
 

maize
 

fields
 

in
 

Wushan
 

of
 

Chongqing
 

were
 

isolated
 

with
 

the
 

traditional
 

culture
 

method
 

and
 

identified
 

with
 

16SrDNA
 

sequencing.
 

A
 

total
 

of
 

22
 

isolates
 

of
 

endophytic
 

bacteria
 

were
 

obtained,
  

and
 

were
 

clustered
 

in
 

16SrDNA
 

homology
 

analyses
 

into
 

11
 

taxa,
  

i.e.
 

Klebsiella,
  

Acinetobacter,
  

Stenotrophomonas,
  

Bacil-

lus,
  

Enterococcus,
  

Microbacterium,
  

Sphingobacterium,
  

Chryseobacterium,
  

Achromobacter
 

and
 

Co-

mamonas.
 

In
 

comparison
 

with
 

our
 

previous
 

study
 

about
 

gut
 

bacteria
 

of
 

FAW,
  

5
 

genera
 

including
 

Klebsiel-

la,
  

Acinetobacter,
  

Enterococcus,
  

Sphingobacterium
 

and
 

Chryseobacterium
 

were
 

also
 

isolated
 

from
 

the
 

gut
 

or
 

feces
 

of
 

FAW,
  

suggesting
 

that
 

a
 

large
 

amount
 

of
 

the
 

gut
 

bacteria
 

may
 

come
 

from
 

bacterial
 

endophytes
 

of
 

maize.
 

However,
  

we
 

failed
 

to
 

isolate
 

genera
 

like
 

Pseudomonas,
  

Enterobacter,
 

Paenibacillus,
 

Bre-

vundimonas
 

and
 

Aeromonas,
  

indicating
 

that
 

these
 

bacteria
 

may
 

mainly
 

exist
 

in
 

the
 

gut
 

of
 

FAW.
 

In
 

conclu-

sion,
  

our
 

study
 

has
 

identified
 

the
 

generic
 

composition
 

of
 

the
 

endophytic
 

bacteria
 

in
 

maize
 

leaf
 

and
 

deter-

mined
 

their
 

abundance,
  

which
 

may
 

serve
 

as
 

a
 

basis
 

for
 

future
 

work
 

on
 

understanding
 

the
 

interaction
 

be-

tween
 

FAW
 

core
 

intestinal
 

microorganisms
 

and
 

maize
 

endophytes.

Key
 

words:
 

Chongqing
 

area;
 

fall
 

armyworm
 

(FAW,
  

Spodoptera
 

frugiperda);
 

gut
 

bacteria;
 

endophytic
 

bacteria;
 

maize
 

leaf
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