
应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 2011，48(1):95—98

从白蚁中分离到具有纤维素酶活的贪噬菌
*

吴 燕 迟绍丽 倪金凤


(山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 250100)

摘 要 以黄胸散白蚁 Reticulitermes flaviceps 后肠为材料，分离培养具有降解纤维素能力的微生物，以进一步

了解白蚁后肠微生物的种类。通过以羧甲基纤维素钠(CMC-Na)为唯一碳源的富集及选择培养基培养、筛选，

获得一株具有纤维素酶活的菌株 R3063。形态学鉴定、革兰氏染色观察及 16S rDNA 基因序列分析表明该菌株

属于贪噬菌 (Variovorax sp. )。目前尚未见贪噬菌具有纤维素酶活的报道。
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Abstract A bacterial strain with cellulase activity was cultured from the hindgut suspension of the termite

Reticulitermes flaviceps using a medium with sodium carboxymethyl cellulose ( CMC-Na) as the sole carbon source.

Phenotypic characterization，including morphology，gram-staining and growth and 16S rDNA gene sequence analysis

indicate that the strain belongs to the genus Variovorax.
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纤维素是一种丰富的可再生资源，地球上每

年光合作用可产生大于 100 亿吨的植物干物质，

其中一半以上是纤维素和半纤维素 ( Leschine，
1995)。纤维素酶将纤维素降解为葡萄糖，进而发
酵生产生物乙醇，能够缓解人类能源紧缺问题，也

是解决化石能源危机，发展可再生能源重要途径

之一。纤维素酶已广泛用于医药、饲料加工、果汁
制取、造纸及纺织等多个领域，它的应用前景广阔
( Ögel et al.，2001;李西波等，2006)。扩大纤维素
酶产生菌的筛选范围，对纤维素酶的应用有重要

意义。目前分离的纤维素降解菌多来自真菌(木
霉、曲霉)、细菌等 (Wilson and Wood，1992; Li，
1997)。

白蚁以木质纤维素为食，是热带和亚热带地

区木质纤维素的重要分解者 ( Yamada et al.，
2005)。当前对白蚁的研究，多数集中于白蚁作为
害虫的防治技术，关于白蚁超强降解纤维素机制

和功能的研究较少。白蚁后肠含有 300 多种共生
微生物，包括原生动物、细菌、古菌等( Leadbetter
and Breznak，1996;陈虹等，2005)。白蚁依赖内源
性纤维素酶和外源纤维素酶共同分解食入的木质

材料，其中内源性纤维素酶主要由白蚁唾液腺和

前肠上皮细胞分泌，外源纤维素酶由共生微生物

产生( Breznak and Brune，1994;Nakashima et al.，
2002;Hongoh et al.，2008; Ohkuma，2008)。共生
微生物在白蚁降解纤维素中发挥着重要作用，目

前从白蚁中分离到的木质纤维素降解菌有芽孢杆

菌 (Bacillus) (König，2006)、螺旋菌( Spirochaeta)
(Dröge et al.，2006 )、链 霉 菌 ( Streptomyces )
(Tamburini et al.，2004)、葡萄球菌( Streptococcus)
(余金勇等，2002;何刚强等，2009)等。本文首次
报道从黄胸散白蚁 Reticulitermes flaviceps 中分离到
具有降解纤维素能力的贪噬菌。



· 96 · 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 48 卷

1 材料与方法

1. 1 材料
1. 1. 1 白蚁 黄胸散白蚁取自浙江大学华家池
校区，采集的白蚁放置在有盖的塑料器皿中，1 周
左右喷洒 1 次水，实验室内饲养。
1. 1. 2 仪器和试剂 江南新兴解剖镜，OLYMPUS
显微镜，TaKaRa PCR 仪，E. Z. N. A. TM Bacterial
DNA Kit (OMEGA)，Taq 酶( TRANS)，刚果红，引
物合成、PCR 产物测序(上海博尚生物科技)。
1. 1. 3 培养基 富集培养基 ① CMC1:KH2PO4

0. 2%，MgSO4 0. 015%，酵 母 粉 0. 2%，CMC-Na
1% ;② CMC2: KH2PO4 0. 2%，MgSO4 0. 015%，
KNO3 0. 1%，CMC-Na 1%。选择培养基 ① 选择平
板 1: 牛肉浸膏 0. 15%，蛋白胨 0. 5%，CMC-Na
0. 3%，NaCl 0. 5%，刚果红 0. 1%，琼脂 1. 5% ;②
选择平板 2: 牛肉浸膏 0. 15%，蛋白胨 0. 5%，
CMC-Na 0. 1%，NaCl 0. 5%，琼脂 1. 5%。
1. 2 解剖白蚁及白蚁后肠菌悬液制备
选取 2 头工蚁，放置冰上稍微冷冻使其活动

性减弱，以便于操作。用 70% 的酒精擦拭解剖镜
的载物台，然后在载物台上滴一滴 0. 9% 生理盐
水，用解剖镊子夹一头白蚁放在上面。按住头部，
在尾部用镊子轻轻的往外拉，整个肠道即被拉出，

截取后肠部分置于盛有无菌水的灭菌 Eppendorf
管中。经无菌水冲洗 2 次后，转入含约 200 μL 富
集培养基 CMC1 或 CMC2 的 Eppendorf 管中，用无
菌的解剖针搅动后肠使其内容物溢出，然后转入

10 mL 富集培养基 CMC1 或 CMC2 中混匀，此为白
蚁后肠菌悬液。
1. 3 纤维素降解菌的富集培养
取以上白蚁后肠菌悬液 5 mL 转入无菌的玻

璃试管中，分别于 30 ℃、37 ℃条件下振荡培养，培
养 1 ～ 3 d 后，按 2%的接种量，取 0. 1 mL 菌液转
接至5 mL新的富集培养基 CMC1 或 CMC2 中进行
第 2 次富集培养。
1. 4 用选择平板筛选纤维素降解菌
将富集培养后的菌液做系列稀释，选取合适

倍数(本实验中稀释到 104 ～ 105
倍)涂布于 CMC

选择平板，以平板上出现均匀的单菌落为准。平
板分别于 30 ℃、37 ℃恒温培养 1 ～ 3 d。待长出单
菌落后，用牙签点种在 CMC 选择平板上，每个单
菌落点种两个平板，一个平板用于刚果红染色观

察，另一个作为保存平板。两个平板置于同样条
件，分别于 30 ℃或 37 ℃恒温培养 1 ～ 3 d。
刚果红染色方法:用 70%乙醇将菌落洗掉，然

后用 0. 1%刚果红浸染 30 min，再用 1M NaCl 水溶
液脱色(20 ～ 30 min)，观察菌落周围的透明圈有
无，若有透明圈，则可初步断定具有纤维素降解活

性。
1. 5 纤维素降解菌的分离纯化
将选择平板上有透明圈的克隆划线分离，得

到的单克隆进行刚果红染色，再重复上述划线分

离步骤，直至得到稳定降解纤维素的单克隆。
1. 6 菌株的鉴定
1. 6. 1 形态鉴定 菌落、菌体形态观察及革兰氏
染色(杨革，2005)相结合进行形态学鉴定。
1. 6. 2 提取基因组 DNA 及 16S rDNA 序列分析
基因组 DNA 的提取按照 E. Z. N. A. TM Bacterial

DNA Kit (OMEGA)说明书操作，采用引物 27f 5′-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 和 1492r 5′-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3′ 扩 增 目 的 克 隆
( R3063 ) 的 16S rRNA 基 因。 PCR 反 应 体 系
(50 μL):10 × Taq buffer 5 μL，2. 5 mM dNTP 4
μL，基因组 DNA 1 μL，5U /μL Taq 0. 5μL，2 μM
27f 1 μL，2 μM 1492r 1 μL，ddH20 37. 5 μL。PCR
反应条件:94 ℃ 预变性 5 min，94 ℃ 40 s，52 ℃
1 min，72 ℃ 1 min 30 s，30 个循环，72 ℃ 延伸
5 min。PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳确认，得
到约 1. 5 kb 的产物送上海博尚生物技术有限公司
测序。获得的序列在 NCBI / blast 中进行同源性比
对(http: / / blast. ncbi. nlm. ni h. gov / blast. cgi)。

2 结果与分析

2. 1 纤维素降解菌的富集与分离纯化
本实验实际操作时，首先在富集培养基 CMC1

中富集培养 2 次，观察到培养基由澄清变浑浊，说
明有微生物生长。然后涂布培养液于选择平板 1
上，待克隆长出再点种培养进行刚果红染色。不
论是 30 ℃还是 37 ℃培养，发现平板上的微生物
种类不多，说明尽管肠道内微生物很多，但多数不

能培养。刚果红染色法分析了约 400 个菌落，没
有观察到透明圈。分析可能原因有下面两点:①
所用的富集培养基 CMC1 中包含有机氮源酵母
粉，它也作为碳源，提供非纤维素降解菌生长，从

而纤维素降解菌不能优势富集，非目的菌也大量
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生长。②CMC 选择平板 1 中含有 0. 3%的 CMC 和
0. 1%的刚果红，CMC 浓度比较高，只有纤维素酶
活性很高时，才能将 CMC 完全分解从而观察到透
明圈。对于活性较低的纤维素降解菌可能不能观
察到透明圈。
鉴于上述结果分析，作者调整了培养基成分。

首先用无机氮源代替有机氮，配制以 CMC-Na 为
唯一碳源的富集培养基 CMC2，其次用选择平板 2
进行平板培养和筛选。在平板 2 中，CMC-Na 的浓
度由 0. 3%降至 0. 1%，培养基中不含刚果红。按
照调整后的培养基培养筛选，在 104 ～ 105

稀释倍

数下分离出单菌落，单菌落点种、刚果红染色后，
观察到透明圈，对产透明圈的克隆重复点种 2 次，
在 30 ℃培养条件下分离到 10 个纤维素降解克隆
(图 1)。经过多次划线分离，选取透明圈较大的
单克隆(命名为 R3063)，进行分析鉴定。另外在
37 ℃条件下培养的菌落，通过以上步骤没有分离
到具有纤维素酶活的微生物。

图 1 刚果红染色平板
Fig. 1 Gongo red staining of isolated strain

2. 2 菌株鉴定
2. 2. 1 形态学观察 平板上培养 3 d 的 R3063，
菌落边缘整齐、表面湿润，颜色呈淡黄色，直径约
0. 9 mm。革兰氏阴性，无芽孢，菌体为短杆状。
2. 2. 2 16S rDNA 序列分析 图 2 为 16S rDNA
的 PCR 电泳结果，扩增到约 1. 5 kb 长的片段。经
过序 列 同 源 性 比 对，发 现 R3063 与 贪 噬 菌
(Variovorax sp. )具有 100%的相似性，因此判定该
菌属于贪噬菌。

图 2 16S rDNA 的 PCR 结果
Fig. 2 PCR analysis of 16S rDNA

1:Marker 2 － 5:16S rDNA

3 讨论

白蚁后肠含 有 300 多 种 微 生 物 ( Hongoh
et al.，2008)，这些微生物对白蚁显著的纤维素降
解能力贡献着重要作用。目前从白蚁中分离到的
木质纤维素降解菌有芽孢杆菌(König，2006)、螺
旋菌 ( Dröge et al.，2006 )、链 霉 菌 ( Tamburini
et al.，2004)、葡萄球菌(余金勇等，2002;何刚强
等，2009)等。本文首次从黄胸散白蚁中分离到具
有降解纤维素能力的贪噬菌。据文献报道，贪噬
菌大多生活在土壤中，参与有机磷、硝基酪氨酸、

除草剂、三氯乙烯等的生物降解( Futamata et al.，
2005;Nishino and Spain，2006; Srensen et al.，
2008)，尚无贪噬菌具有纤维素降解能力的报道。

贪噬菌属于变形菌门( Proteobacteria)。宏基因组
学研究发现高等白蚁肠道菌群中有 9 种属于变形
菌门的细菌(Warnecke et al.，2007)。本研究中的
R3063 菌分离自白蚁后肠，但 R3063 是否确实来
源于白蚁后肠尚需进一步核实，因为在取白蚁后

肠进行富集培养时，无菌处理也可能不充分，白蚁

生长环境(如土壤、腐木等)中的微生物可能污染
后肠从而混入培养液里。尽管这种可能性较低，

但不能排除分离到的纤维素降解菌 R3063 来源于
白蚁生长环境。
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