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摘要  昆虫中肠微生物在其食物消化、生长发育以及抵御病原菌等方面都具有重要作用。为了深入研究小菜蛾Plutella xylostella (L.)幼虫中肠微生物的群落结构组成和功能，本文利用传统的微生物培养方法从饲养的小菜蛾3龄幼虫中肠分离得到8株细菌，经16S rDNA分子鉴定，分属于Serratia（3株），Enterobacter（3株），Stenotrophomonas（1株）和Myroides（1株）4个属，与分离自污水、土壤、植物、白蚁和甜菜夜蛾肠道以及人类肠道中的细菌具有很高的同源性，其中，7株菌均归类于γ-变形菌门gamma-proteobacteria，表明小菜蛾幼虫中肠可培养细菌的优势菌群为gamma-proteobacteria。本研究为进一步探讨小菜蛾中肠细菌的群落结构及其功能提供了菌株材料和工作基础。
关键词  小菜蛾；中肠；细菌；16S rDNA；γ-变形菌门
Isolation and identification of bacteria from the larval midgut of diamondback moth, Plutella xylostella (L.)
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Abstract: Microbiota inhabiting in insect midguts play important roles in food digestion, development of insects, and even preventing from infestation by pathogens. In order to study the composition, structure and function of bacteria in the midgut of diamondback moth (DBM), Plutella xylostella (L.), eight strains of bacteria were isolated from the 3rd-instar larval midgut using the traditional culture method . These bacteria were classified into four genus of Serratia(3 strains), Enterobacter(3 strains), Stenotrophomonas(1 strain) and Myroides(1 strain) identified by 16S rDNA sequence, and seven strains were identified to be the phylum of gamma-proteobacteria, indicating that the DBM larval midgut may be dominated by this taxon of bacteria. Our work provides a foundation for further studies on the structure and function of microbiota in the DBM larval midgut.
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小菜蛾(Plutella xylostella (L.))是危害十字花科蔬菜的世界性害虫，可取食甘蓝、大白菜、萝卜等经济作物，造成严重的经济损失。农药的大量使用致使小菜蛾对所有的杀虫剂，包括生物农药Bt均产生了抗性，每年由小菜蛾引起的产量损失和防治费用高达10亿美元以上( Talekar and Shelton, 1993)。
目前，对小菜蛾的研究主要集中在其生物学和生态学( Wakisaka et al.，1993; 杨峰山等，2006；江丽辉和王栋，2003)、综合治理( Reddy and Guerrero, 2000; Shelton and Nault, 2004)及其基因突变引起的农药抗性（Lee et al.，2007）等方面，然而对小菜蛾中肠细菌的研究却鲜有报道。昆虫中肠是一个重要的器官，是昆虫分泌消化酶，进行食物消化吸收的重要场所，同时由于中肠的特殊生态环境，其中栖息着大量的共生微生物，这些共生微生物对昆虫的生长发育、繁殖（Sharon et al.，2010）、食物消化吸收、抵御外来抗原（Dillon et al.，2005）、提高免疫力、甚至对杀虫剂的抗性均发挥着重要的作用（Broderick et al.，2006）。昆虫中肠微生物与宿主昆虫间有着非常密切的相互影响和制约的关系。一方面，昆虫中肠的微环境影响甚至决定着其肠道内细菌的群落结构及其代谢活动，另一方面，中肠细菌的群落组成及其代谢也反过来作用于宿主，影响宿主的生理代谢（相辉和黄勇平，2008）。
近年来，随着高通量测序技术的快速发展，昆虫肠道细菌的研究也日益深入，并取得了较传统的微生物分离纯化方法更为丰富的群落结构信息。但新的测序技术只能解析肠道菌群的组成以及初步的代谢途径预测，要想用生物学实验来证明中肠微生物对宿主的作用，仍然需要借助传统的微生物学纯培养方法来获得菌株材料。本研究的目的就是利用传统微生物培养方法从小菜蛾中肠分离细菌，研究小菜蛾中肠可培养细菌的结构组成，同时为下一步利用生物学实验验证小菜蛾中肠微生物的功能提供菌株材料。
1 材料与方法

1.1 小菜蛾的饲养
从福州郊区菜地里采集小菜蛾幼虫，并于实验室萝卜苗上继代饲养100代以上，饲养条件为温度25 ± 2°C，相对湿度70%~80%，光照周期为16L:8D。
1.2 中肠内含物的提取

随机选取50头生长健康的3龄幼虫， 75%酒精体表消毒90 s，蒸馏水漂洗后，无菌条件下解剖小菜蛾幼虫中肠，将中肠内含物溶解于1 mL无菌水中混匀备用。
1.3 小菜蛾中肠细菌的分离培养 

将上述提取的中肠内含物按照10-3，10-4，10-5进行稀释涂平板，平板培养基分别为LB培养基: 10 g 蛋白胨，5 g 酵母抽提物，10 g NaCl，15 g 琼脂，溶于1 L无菌水中，调pH至7.0；营养琼脂平板NA: 3 g 牛肉膏，10 g 蛋白胨，5 g NaCl，15 g 琼脂，溶于1 L无菌水中，调pH至7.0，无机盐培养基MSM: 1.0 g K2HPO4，0.3 g KH2PO4，0.1 g MgSO4.7H2O，1.0 g NaCl，1.0 g NH4NO3，15 g 琼脂，添加0.1 g毒死蜱，溶于1 L无菌水中，调pH至7.0。将上述稀释液平板置于28℃培养箱中培养72h，每24h观察一次。根据菌落的颜色，大小和形态分离纯化单菌落，每个单菌落至少在LB平板上纯化5次以得到纯的单克隆菌株，纯化得到的菌株于-80°C冰箱保存于25%的甘油水溶液中备用。
1.4  16 S rDNA基因的扩增
使用上海生物工程有限公司生产的细菌基因组DNA提取试剂盒提取小菜蛾中肠细菌单克隆菌株基因组DNA，以提取的总DNA为模板，16S rDNA通用引物27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)克隆细菌的16S rDNA。PCR反应体系为15 μL: ddH2O 10.5 μL，10 × PCR ExTaq Buffer 1.5 μL，DNA 模板(50 ng/μL) 1.0 μL，27F(10 mmol/L) and 1492R(10 mmol/L)各 0.5 μL，dNTP 1.0 μL，ExTaq(5 U/μL) 0.15 μL. PCR条件：95℃ 5 min，(94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 1 min) × 30个循环，72℃ 10 min，1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，使用ABI PRISM 3730对扩增产物进行测序。
1.5 小菜蛾中肠细菌系统发育分析
将测序得到的16S rDNA序列与NCBI GenBank数据库进行blast比对，选取各个菌株的近缘序列，使用clustalX1.83进行序列比对，利用MEGA5.0软件（Tamura et al.，2011），采用邻位相连（Neighbor-Joining）算法构建系统进化树（Saitou and Nei，1987），使用bootstrap检验进化树的可靠性。
2 结果与分析

2.1 小菜蛾中肠细菌的分离纯化
分别从LB、NA和MSM培养平板上挑取大小、形态、颜色不一致的菌落于LB平板中分离纯化，得到8株单一的细菌菌落（图1），LB纯化平板中，PXG5、PXG8、PXG11的菌落形态和颜色相近，均为乳白色菌落，而PXG2则为黄色菌落，较为粘稠，不易挑取，PXG1和PXG4为淡黄色菌落，PXG9菌落形态类似PXG11，PXG6则能产生水溶性的色素，形成红色菌落，菌体生长后期形成中心红色，外围变成乳白色的菌落。此外，PXG1，PXG6，PXG9均能在以毒死蜱为唯一碳源的无机盐培养基MSM上生长，提示该3株菌具备降解毒死蜱的能力。

图1 小菜蛾3龄幼虫中肠细菌菌落
Fig. 1 Bacteria strains isolated from the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
2.2 分离株16S rDNA克隆及测序

以提取的细菌基因组DNA为模板扩增16S rDNA（图2-3）, PCR产物经纯化后送交上海生物工程技术公司测序，得到8条不同序列 (GenBank Accession Number: JQ396385-JQ396391，JQ396393), 将序列同NCBI数据库进行blast比对（表1）。Blast比对结合Ribosomal Database Project(RDP)数据库Classifier分析显示，从小菜蛾中肠分离的7株细菌（PXG1，PXG4，PXG5，PXG6，PXG8，PXG9，PXG11）属于γ-变形菌门gamma-proteobacteria，其中PXG5，PXG8，PXG11属于肠杆菌属Enterobacter，PXG1，PXG9，PXG6属于沙雷氏菌属Serratia，PXG4属于寡养单胞菌属Stenotrophomonas，PXG2属于香味菌属Myroides。

图2 小菜蛾3龄幼虫中肠细菌基因组DNA的提取
Fig. 2  Genomic DNA isolated from the bacteria of the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
M: λHindⅢ DNA分子量标准物, λHindⅢ DNA ladder marker; 1-8：分别分离自PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9和PXG11的菌株基因组DNA，Genomic DNA isolated from PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9 and PXG11 respectively.

图3 小菜蛾中肠细菌16S rDNA PCR产物

Fig. 3 Electrophoresis of the 16S rDNA PCR products of the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
M: DNA分子量标准物（500-12000）, Wide Range DNA Marker (500-12,000), 1-8: 菌株PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9和PXG11的16S rDNA, 16S rDNA amplification from PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9 and PXG11 respectively.
表1 小菜蛾3龄幼虫中肠细菌16S rDNA序列的blast比对结果
Table 1 Blast-based alignment of 16S rDNA from the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.) with the GenBank Database

	菌株编号

Clone No.
	GenBank登录号
GenBank Accession Number
	Blast结果中一致性最高的菌株（GenBank登录号）（%）

Blast sequences with highest identity(GenBank Accession Number) (%)
	同源菌株的来源

The origin of homologue strain

	PXG1
	(JQ396385)
	Serratia sp. PT2 (GU458282) (99)
	Termite gut

	PXG2
	(JQ396386)
	Myroides odoratimimus strain 1CK58 (JQ229805) (99)
	Endophytic bacteria in rice

	PXG4
	(JQ396387)
	Stenotrophomonas sp. SeNA4 (HM352411) (99)
	Gut of Spodoptera exigua larvae

	PXG5
	(JQ396388)
	Enterobacter sp. KK1 (GQ871449) (99)
	Sewage

	PXG6
	(JQ396393)
	Serratia sp. bk_46 (HQ538684) (100)
	Bulking activated sludge

	PXG8
	(JQ396389)
	Cedecea davisae isolate PSB5 (HQ242718) (99)
	Phosphate rich soil

	PXG9
	(JQ396390)
	Serratia sp. HUB-107 (FJ862037) (100)
	Chamaecyparis lawsoniana phloem

	PXG11
	(JQ396391)
	Uncultured bacterium clone 16slp101-1f10.q1k, (Enterobacter.sp) (GQ157218) (99)
	Mucosal biopsy from human intestinal


2.3 系统发育分析
将测序得到的小菜蛾3龄幼虫中肠细菌16S rDNA序列进行系统进化分析（图4），进化树进一步支持了RDP Classifier分类结果， Serratia、Enterobacter、Stenotrophomonas以及Myroides分别在进化树上形成独立分枝，且Serratia、 Enterobacter和Stenotrophomonas形成了一个以γ-变形菌门（gamma-proteobacteria）为家族的大分枝，表明gamma-proteobacteria为小菜蛾3龄幼虫肠道可培养细菌中的优势类群。

图4 小菜蛾3龄幼虫中肠细菌16S rDNA系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequences from the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
菱形标记的序列分离自小菜蛾3龄幼虫中肠，所有序列比对过程中产生的空隙都被去除，分支间的数值是基于bootstrap验证的自展检验值（1000次重复），刻度标尺表示0.5% 的进化差异。Sequences isolated from the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.) are marked with a diamond symbol. All positions containing gaps and missing data are eliminated. The bootstrap test (1000 replicates) is shown next to the branches. The scale bar represents 0.5% estimated phylogenetic divergence.
3 讨论

伴随着测序技术的飞速发展，微生物学研究，特别是环境群体微生物学的研究取得了长足进步，但是传统的微生物分离纯培养技术依然是微生物学研究中最重要的工具之一。只有通过微生物的分离纯化才能获得纯的菌株材料，以便鉴定其种属组成并进一步验证其功能，为后续的理论研究和技术应用奠定基础。本文借助传统的微生物分离纯培养技术从小菜蛾3龄幼虫中肠分离到了8株细菌，分属于Serratia、Enterobacter、Stenotrophomonas以及Myroides四个属，其中7株菌（PXG1，PXG4，PXG5，PXG6，PXG8，PXG9，PXG11）均归类于γ-变形菌门gamma-proteobacteria，表明gamma-proteobacteria在小菜蛾3龄幼虫中肠可培养细菌中占据了统治地位，同时也提示该门细菌可能对小菜蛾的生长发育、食物消化等方面发挥着重要的作用。在很多鳞翅目昆虫，如家蚕（相辉等，2007）、棉铃虫（Xiang et al.，2006）、舞毒蛾（Broderick et al.，2004）的中肠优势菌群均为厚壁菌门（Firmicutes）和变形菌门(Proteobacteria)，表明这两类细菌在鳞翅目昆虫中肠中广泛存在，并对宿主具有重要作用。本文并没有从小菜蛾中肠中分离到厚壁菌门（Firmicutes）细菌，可能是因为小菜蛾的中肠较直，结构比较简单，这种肠道结构比较均质，里面的微环境变化较小，此外小菜蛾中肠属于高碱性环境，决定了小菜蛾中肠微生物多样性可能比较低（相辉和黄勇平，2008），也可能是受到培养基以及分离条件的限制，后续研究中可以通过增加培养基的种类，优化培养基以及培养条件，从而分离出更多的细菌种属。
昆虫肠道微生物通过与宿主的互惠共生，相互依存，促进和提高了昆虫的生命活动。肠道微生物在与其宿主长期的协同进化过程中，形成了共同的进化机制（相辉和黄勇平，2008）。本文从小菜蛾中肠分离到8株细菌，优势菌群为变形菌门(Proteobacteria)，主要由Serratia和Enterobacter两个属组成。Enterobacter能够参与碳的代谢，其大量存在可能与食物消化吸收有关，而作为条件性致病菌Serratia（被认为是致病菌），大量存在于小菜蛾中肠中，而且在其它一些昆虫（如舞毒蛾和蚊子）肠道中也都发现了Serratia（Broderick et al.，2004；Wang et al.，2011），表明该类细菌可能是在与昆虫的共进化过程中被保存下来，并对昆虫的生命活动发挥着作用。此外，本文中分离到的三株细菌(PXG1，PXG6，PXG9)均能在以毒死蜱为唯一碳源的无机盐培养基上生长，表明这三株菌具备降解毒死蜱的能力。这三株菌均属于沙雷式菌属Serratia，该属细菌具备毒死蜱降解能力是否与小菜蛾的农药抗性相关还需要进一步验证，但同时也提示昆虫肠道微生物可能参与农药的代谢降解，而且昆虫肠道可以作为分离筛选农药降解菌的环境资源。本研究中还分离到了另外两株菌PXG2香味类香味菌Myroides odoratimimus和PXG4 寡养食单胞菌Stenotrophomonas。香味类香味菌Myroides odoratimimus是一种革兰氏阴性需氧细菌，能够降解多种多糖，其所含的氨基酸、脂肪酸以及维生素B3能够促进家蝇幼虫的生长发育（苏志坚，2009）。寡养食单胞菌Stenotrophomonas是一种革兰氏阴性细菌，具备降解角蛋白的能力（王晶等，2007），估计对于小菜蛾的食物消化和生长发育发挥着作用。
基于中肠微生物对宿主昆虫的重要作用，其研究日益受到关注。由于受到细菌分离培养的限制，单纯利用传统微生物纯培养方法不能很好的阐述肠道细菌的群落结构，高通量测序虽然能够很好的解决这个问题，但肠道菌的功能验证依然要基于细菌分离培养的基础上。因此，在近年来高通量测序技术广泛应用于肠道微生物研究的同时，结合传统的微生物分离操作技术，有助于提高中肠微生物的研究效率和水平。本文通过传统的微生物分离纯培养技术从小菜蛾3龄幼虫肠道中分离细菌，并分析其肠道菌群结构组成，为后续的生物学功能验证提供了理论支持和菌体材料。
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图1 小菜蛾3龄幼虫中肠细菌菌落
Fig. 1 Bacteria strains isolated from the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
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图2 小菜蛾3龄幼虫中肠细菌基因组DNA的提取
Fig. 2  Genomic DNA isolated from the bacteria of the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
M: λHindⅢ DNA分子量标准物, λHindⅢ DNA ladder marker; 1-8：分别分离自PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9和PXG11的菌株基因组DNA，Genomic DNA isolated from PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9 and PXG11 respectively.
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图3 小菜蛾中肠细菌16S rDNA PCR产物

Fig. 3 Electrophoresis of the 16S rDNA PCR products of the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
M: DNA分子量标准物（500-12000）, Wide Range DNA Marker (500-12,000), 1-8: 菌株PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9和PXG11的16S rDNA, 16S rDNA amplification from PXG1, PXG2, PXG4, PXG5, PXG6, PXG8, PXG9 and PXG11 respectively.
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图4 小菜蛾3龄幼虫中肠细菌16S rDNA系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequences from the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.)
菱形标记的序列分离自小菜蛾3龄幼虫中肠，所有序列比对过程中产生的空隙都被去除，分支间的数值是基于bootstrap验证的自展检验值（1000次重复），刻度标尺表示0.5% 的进化差异。Sequences isolated from the 3rd-instar larval midgut of Plutella xylostella (L.) are marked with a diamond symbol. All positions containing gaps and missing data are eliminated. The bootstrap test (1000 replicates) is shown next to the branches. The scale bar represents 0.5% estimated phylogenetic divergence.
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