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图 ４　 不同药剂对小菜蛾海藻糖酶的体外抑制率
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ｅｔ ａｌ. ꎬ１９７５ꎻＬｅｅ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００１)的研究结果有一定的

差异ꎮ 海藻糖酶的最适温度一般比较高ꎬ实验测

得小菜蛾海藻糖酶最适温度是 ５０℃ꎮ Ｐａｒｋ 等

(２００８)对家蝇的研究发现最适温度在 ４０℃ꎻ鼻白

蚁 Ｔｒｉｎｅｒｖｉｔｅｒｍｅｓ ｔｒｉｎｅｒｖｏｉｄｅｓ 海藻糖酶的最适温度

为 ５２℃(Ｒｅｔｉｅｆ ａｎｄ Ｈｅｗｉｔｔꎬ１９７３)ꎮ 本研究结果与

其他学者研究结果存在一定的差别ꎬ这可能与酶

的来源不同及测定条件的差异有关ꎮ 在不同底物

浓度与海藻糖酶的反应中ꎬ得到的 Ｋｍ为(１２􀆰 ５７ ±
０􀆰 ９９)ｍｍｏｌ / Ｌꎬ比前人报道的家蚕海藻糖酶作用于

海藻糖的 Ｋｍ(２７􀆰 ８ｍｍｏｌ / Ｌ)低(王春辉等ꎬ２００３)ꎬ
造成这种差别可能与酶分子结构间的差异有关ꎬ
当然ꎬ影响酶与底物结合的速度常数的许多因素

也能改变 Ｋｍ值ꎬ例如 ｐＨꎬ温度和离子强度等ꎮ
海藻糖酶是昆虫体内与糖代谢有关的一种重

要的酶ꎬ是碳水化合物分解时不可缺少的酶ꎬ可有

效调节进入糖酵解与三羧酸循环的底物流量ꎬ以
此为体内能量供应提供保障(Ｂｅｃｋｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９６ꎻ
Ｎａｔｈꎬ２００３)ꎮ 除了参与能量代谢ꎬ在昆虫生殖腺

和生殖细胞发育等也起着非常重要的作用(Ｏｇｉｓｏ
ａｎｄ Ｔａｋａｈａｓｈｉꎬ１９８４)ꎬ而杀虫剂能够对昆虫海藻糖

酶的活性产生一定的影响ꎮ 测定海藻糖酶等相关

碳水化合物关键代谢酶的研究中发现ꎬ植物源 β￣
葡萄糖苷类化合物七叶灵与皂角苷能显著抑制棉

铃虫幼虫中肠海藻糖酶的活性ꎬ饲喂 ３０ ｇ / Ｌ 七叶

灵和 ４０ ｇ / Ｌ 皂角苷处理组棉铃虫海藻糖酶比活力

分别是对照组的 ８３􀆰 ７３％ 、５４􀆰 ２１％ (于彩虹等ꎬ
２０１１)ꎮ 高效氯氰菊酯处理亚洲玉米螟卵、１ ~ ５ 龄

幼虫和蛹后ꎬ其海藻糖酶活性均低于对照(于彩虹

等ꎬ２００９)ꎮ 用拟除虫菊酯类杀虫剂溴氰菊酯处理

雄性东亚飞蝗 １ ｈꎬ血淋巴中海藻糖的浓度升高

５０％ ꎬ其浓度的短期上升可能正是由于海藻糖酶

的活性受到抑制ꎬ使海藻糖不能被分解为葡萄糖

(Ａｌａｏｕｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９４)ꎮ 本实验所选用的几种杀虫

剂ꎬ对海藻糖酶活性都有一定程度的抑制作用ꎬ其
中丙溴磷的抑制率最高ꎬ在浓度为 ４０ ｍｇ / Ｌ 时抑

制率达到 ２５􀆰 ８３％ ꎮ 这说明这些药剂与他人研究

的结果一样ꎬ同样可以通过对海藻糖酶的抑制作

用来影响小菜蛾体内的一系列生理变化ꎮ
海藻糖酶作为昆虫体内最为重要的酶系之

一ꎬ一直以来我们对其知之甚少ꎬ但随着农作物栽

培中高频度、高剂量使用化学杀虫剂防治小菜蛾ꎬ
使得小菜蛾长期处于较高的药剂选择压下ꎬ小菜

蛾对多种杀虫剂已产生了不同程度的抗药性ꎬ致
使许多作用靶标对杀虫剂敏感性下降ꎬ所以近年

来海藻糖酶及海藻糖酶抑制剂作为新的开发对

象ꎬ越来越受到人们的关注ꎮ 目前ꎬ对于小菜蛾海

藻糖酶及其抑制剂的研究尚鲜有报道ꎬ本实验就

海藻糖酶的酶学特性以及常见抑制剂对海藻糖酶

的影响做了初步研究ꎬ目的是将小菜蛾的海藻糖

酶作为研究新型害虫控制剂的“靶标”ꎬ为以后进

一步研究提供了基础ꎮ
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学性质的研究. 中国食品学报ꎬ (ｚ１):６ － ９.
王荫长ꎬ ２００４. 昆虫生物化学. 北京:中国农业出版社. ５３

－ ９０.
于彩虹ꎬ 赵飞ꎬ 卢丹ꎬ 王晓军ꎬ 姜辉ꎬ 林荣华ꎬ ２００９. 高效

氯氰菊酯对亚洲玉米螟汰选及海藻糖酶活性的影响.
植物保护学报ꎬ ３６(３):２５７ － ２６０.

于彩虹ꎬ 梁晓贺ꎬ 卢丹ꎬ 王晓军ꎬ 姜辉ꎬ 林荣华ꎬ ２０１１. 几

种植物源化合物对棉铃虫海藻糖酶活性及相关碳水化

合物含量的影响. 昆虫学报ꎬ ５４(１):４１ － ４９.
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小菜蛾幼虫中肠细菌的分离鉴定∗

夏晓峰１ꎬ ２∗∗　 郑丹丹１∗∗　 林海兰１ 　 尤民生１∗∗∗

(１. 福建农林大学应用生态研究所　 福州　 ３５０００２ꎻ ２. 福州市疾病预防控制中心　 福州　 ３５０００４)

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ꎮ 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ꎬ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ꎬ经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分子鉴定ꎬ分属于 Ｓｅｒｒａｔｉａ (３ 株)ꎬ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ (３ 株)ꎬ
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ(１ 株)和 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ(１ 株)４ 个属ꎬ其中ꎬ７ 株菌均归类于 γ￣变形菌门 Ｇａｍｍａ￣ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ表明小菜

蛾幼虫中肠可培养细菌的优势菌群为 Ｇａｍｍａ￣ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎮ 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ꎮ
关键词　 小菜蛾ꎬ 中肠ꎬ 细菌ꎬ １６Ｓ ｒＤＮＡꎬ γ￣变形菌门

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌａｒｖａｌ ｍｉｄｇｕｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｄｉａｍｏｎｄｂａｃｋ ｍｏｔｈꎬ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

ＸＩＡ Ｘｉａｏ￣Ｆｅｎｇ１ꎬ２∗∗　 ＺＨＥＮＧ Ｄａｎ￣Ｄａｎ１∗∗　 ＬＩＮ Ｈａｉ￣Ｌａｎ１ 　 ＹＯＵ Ｍｉｎ￣Ｓｈｅｎｇ１∗∗∗

(１. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕ　 ３５０００２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｆｕｚｈｏｕ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬ Ｆｕｚｈｏｕ　 ３５０００４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ｍｉｄｇｕｔｓ ｐｌａｙｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｂｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎꎬ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｉａｍｏｎｄｂａｃｋ ｍｏｔｈ (ＤＢＭ)ꎬ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ (Ｌ. )ꎬ ｅｉｇｈｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｄｇｅｔｓ ｏｆ ３ｒｄ￣ｉｎｓｔａｒ
ｌａｒｖａｅ ｕｓｉｎｇ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｇｅｎｅｒａ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ: Ｓｅｒｒａｔｉａ (３ ｓｔｒａｉｎｓ)ꎬ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ (３
ｓｔｒａｉｎｓ)ꎬ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ (１ ｓｔｒａｉｎ) ａｎｄ Ｍｙｒｏｉｄｅｓ (１ ｓｔｒａｉｎ)ꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓｅｖｅｎ
ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｏ ｂｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｏｆ Ｇａｍｍａ￣ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ 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.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａꎬ ｍｉｄｇｕｔꎬ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ １６Ｓ ｒＤＮＡꎬ ｇａｍｍａ￣ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

∗ 资助项目:国家“９７３”项目(２０１１ＣＢ１００４０４)ꎮ
∗∗同等贡献ꎬＥ￣ｍａｉｌ: ｂｉｏｘｘｆ＠ １６３. ｃｏｍ
∗∗∗通讯作者ꎬＥ￣ｍａｉｌ: ｍｓｙｏｕ＠ ｉａｅ. ｆｊａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
收稿日期:２０１２￣０９￣２３ꎬ接受日期:２０１２￣１１￣２９

　 　 小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ (Ｌ. )是危害十字花

科蔬菜的世界性害虫ꎬ可取食甘蓝、大白菜、萝卜

等经济作物ꎬ造成严重的经济损失ꎮ 农药的大量

使用致使小菜蛾对所有的杀虫剂ꎬ包括生物农药

Ｂｔ 均产生了抗性ꎬ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
Ｓｈｅｌｔｏｎꎬ１９９３)ꎮ

目前ꎬ对小菜蛾的研究主要集中在其生物学

和生态学(Ｗａｋｉｓａｋａ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９３ꎻ江丽辉等ꎬ２００３ꎻ

杨峰山等ꎬ２００６)、综合治理(Ｒｅｄｄｙ ａｎｄ Ｇｕｅｒｒｅｒｏꎬ
２０００ꎻＳｈｅｌｔｏｎ ａｎｄ Ｎａｕｌｔꎬ２００４)及其基因突变引起

的农药抗性(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００７)等方面ꎬ然而对小菜

蛾中肠细菌的研究却鲜有报道ꎮ 昆虫中肠是一个

重要的器官ꎬ是昆虫分泌消化酶ꎬ进行食物消化吸

收的重要场所ꎬ同时由于中肠的特殊生态环境ꎬ其
中栖息着大量的共生微生物ꎬ这些共生微生物对

昆虫的生长发育、繁殖(Ｓｈａｒｏｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)、食物

消化吸收、抵御外来抗原(Ｄｉｌｌｏｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)、提
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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. ꎬ２００６)ꎮ 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ꎮ 一方面ꎬ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ꎬ另一方

面ꎬ中肠细菌的群落组成及其代谢也反过来作用

于宿主ꎬ影响宿主的生理代谢 (相辉和黄勇平ꎬ
２００８)ꎮ

近年来ꎬ随着高通量测序技术的快速发展ꎬ昆
虫肠道细菌的研究也日益深入ꎬ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ꎮ 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ꎬ要想用生物学实验来证

明中肠微生物对宿主的作用ꎬ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ꎮ 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ꎬ研究小菜蛾中肠可培养细菌的结构

组成ꎬ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ꎮ

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ꎬ并于实

验室萝卜苗上继代饲养 １００ 代以上ꎬ饲养条件为

温度(２５ ± ２)℃ꎬ相对湿度 ７０％ ~ ８０％ ꎬ光照周期

为 Ｌ∶ Ｄ ＝ １６∶ ８ꎮ

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ꎬ ７５％酒

精体表消毒 ９０ ｓꎬ蒸馏水漂洗后ꎬ无菌条件下解剖

小菜蛾幼虫中肠ꎬ将中肠内含物溶解于 １ ｍＬ 无菌

水中混匀备用ꎮ

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 － ３ꎬ１０ － ４ꎬ
１０ － ５进行稀释涂平板ꎬ平板培养基分别为 ＬＢ 培养

基: １０ ｇ 蛋白胨ꎬ５ ｇ 酵母抽提物ꎬ１０ ｇ ＮａＣｌꎬ１５ ｇ
琼脂ꎬ溶于 １ Ｌ 无菌水中ꎬ调 ｐＨ 至 ７􀆰 ０ꎻ营养琼脂

平板 ＮＡ: ３ ｇ 牛肉膏ꎬ１０ ｇ 蛋白胨ꎬ５ ｇ ＮａＣｌꎬ１５ ｇ
琼脂ꎬ溶于 １ Ｌ 无菌水中ꎬ调 ｐＨ 至 ７􀆰 ０ꎻ无机盐培

养基 ＭＳＭ: １􀆰 ０ ｇ Ｋ２ ＨＰＯ４ꎬ０􀆰 ３ ｇ ＫＨ２ ＰＯ４ꎬ０􀆰 １ ｇ
ＭｇＳＯ４􀆰 ７Ｈ２Ｏꎬ１􀆰 ０ ｇ ＮａＣｌꎬ１􀆰 ０ ｇ ＮＨ４ ＮＯ３ꎬ１５ ｇ 琼

脂ꎬ添加 ０􀆰 １ ｇ 毒死蜱ꎬ溶于 １ Ｌ 无菌水中ꎬ调 ｐＨ
至 ７􀆰 ０ꎮ 将上述稀释液平板置于 ２８℃培养箱中培

养 ７２ ｈꎬ每 ２４ ｈ 观察一次ꎮ 根据菌落的颜色ꎬ大小

和形态分离纯化单菌落ꎬ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ꎬ纯化得到

的菌株于 － ８０℃冰箱保存于 ２５％的甘油水溶液中

备用ꎮ

１􀆰 ４　 １６Ｓ 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 ＤＮＡꎬ以提取的总 ＤＮＡ 为模板ꎬ１６Ｓ
ｒＤＮＡ 通用引物 ２７Ｆ (５′￣ＡＧＡＧ￣ＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧ￣
ＣＴＣＡＧ￣３′) 和 １４９２Ｒ (５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ￣
ＣＴＴ￣３′)克隆细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡꎮ ＰＣＲ 反应体系为

１５ μＬ: ｄｄＨ２Ｏ １０􀆰 ５ μＬꎬ１０ × ＰＣＲ ＥｘＴａｑ Ｂｕｆｆｅｒ
１􀆰 ５ μＬꎬＤＮＡ 模板 (５０ ｎｇ / μＬ) １􀆰 ０ μＬꎬ２７Ｆ (１０
ｍｍｏｌ / Ｌ) 和 １４９２Ｒ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ５ μＬꎬｄＮＴＰ
１􀆰 ０ μＬꎬ ＥｘＴａｑ (５ Ｕ / μＬ) ０􀆰 １５ μＬꎮ ＰＣＲ 条件:
９５℃ ５ ｍｉｎꎬ(９４℃ ３０ ｓꎬ５６℃ ３０ ｓꎬ７２℃ １ ｍｉｎ) ×
３０ 个循环ꎬ７２℃ １０ ｍｉｎꎬ１􀆰 ０％ 的琼脂糖凝胶电泳

检测扩增产物ꎬ使用 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ３７３０ 对扩增产物

进行测序ꎮ

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ꎬ选取各个菌株的

近缘序列ꎬ使用 ｃｌｕｓｔａｌＸ１􀆰 ８３ 进行序列比对ꎬ利用

ＭＥＧＡ５􀆰 ０ 软件(Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎬ采用邻位相

连(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)算法构建系统进化树(Ｓａｉｔｏｕ
ａｎｄ Ｎｅｉꎬ１９８７)ꎬ使用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验进化树的可靠

性ꎮ

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ꎬ得
到 ８ 株单一的细菌菌落(图 １)ꎬＬＢ 纯化平板中ꎬ
ＰＸＧ５、ＰＸＧ８、ＰＸＧ１１ 的菌落形态和颜色相近ꎬ均为

乳白色菌落ꎬ而 ＰＸＧ２ 则为黄色菌落ꎬ较为粘稠ꎬ不
易挑取ꎬＰＸＧ１ 和 ＰＸＧ４ 为淡黄色菌落ꎬＰＸＧ９ 菌落

形态类似 ＰＸＧ１１ꎬＰＸＧ６ 则能产生水溶性的色素ꎬ形
成红色菌落ꎬ菌体生长后期形成中心红色ꎬ外围变

成乳白色的菌落ꎮ 此外ꎬＰＸＧ１ꎬＰＸＧ６ꎬＰＸＧ９ 均能在

以毒死蜱为唯一碳源的无机盐培养基 ＭＳＭ 上生

长ꎬ提示该 ３ 株菌具备降解毒死蜱的能力ꎮ
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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

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 ２ꎬ图 ３)ꎬＰＣＲ 产物经纯化后送交上海生

物工 程 技 术 公 司 测 序ꎬ 得 到 ８ 条 不 同 序 列

(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ: ＪＱ３９６３８５￣ＪＱ３９６３９１ꎬ
ＪＱ３９６３９３)ꎬ将序列同 ＮＣＢＩ 数据库进行 ｂｌａｓｔ 比对

(表 １)ꎮ Ｂｌａｓｔ 比对结合 Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｄａｔａｂａｓｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ

(ＲＤＰ)数据库 Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 分析显示ꎬ从小菜蛾中肠

分离的 ７ 株 细 菌 ( ＰＸＧ１ꎬ ＰＸＧ４ꎬ ＰＸＧ５ꎬ ＰＸＧ６ꎬ
ＰＸＧ８ꎬＰＸＧ９ꎬ ＰＸＧ１１) 属于 γ￣变形菌门 Ｇａｍｍａ￣
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ其中 ＰＸＧ５ꎬＰＸＧ８ꎬＰＸＧ１１ 属于肠杆

菌属 ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒꎬＰＸＧ１ꎬＰＸＧ９ꎬＰＸＧ６ 属于沙雷氏

菌 属 Ｓｅｒｒａｔｉａꎬ ＰＸＧ４ 属 于 寡 养 单 胞 菌 属

ＳｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓꎬＰＸＧ２ 属于香味菌属 Ｍｙｒｏｉｄｅｓꎮ

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
Ｍ: λＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ 分子量标准物 λＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎻ１ － ８:分别分离自 ＰＸＧ１ꎬＰＸＧ２ꎬＰＸＧ４ꎬＰＸＧ５ꎬ
ＰＸＧ６ꎬＰＸＧ８ꎬＰＸＧ９ 和 ＰＸＧ１１ 的菌株基因组 ＤＮＡ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＰＸＧ１ꎬＰＸＧ２ꎬＰＸＧ４ꎬＰＸＧ５ꎬ
　 　 　 　 　 ＰＸＧ６ꎬＰＸＧ８ꎬＰＸＧ９ ａｎｄ ＰＸＧ１１ꎬ 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
Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准物(５００ － １２ ０００) ｗｉｄｅ ｒａｎｇｅ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ (５００ － １２ ０００)ꎻ １ － ８: 菌株 ＰＸＧ１ꎬＰＸＧ２ꎬ
ＰＸＧ４ꎬＰＸＧ５ꎬＰＸＧ６ꎬＰＸＧ８ꎬＰＸＧ９ 和 ＰＸＧ１１ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＰＸＧ１ꎬＰＸＧ２ꎬＰＸＧ４ꎬ
　 　 　 　 　 ＰＸＧ５ꎬＰＸＧ６ꎬＰＸＧ８ꎬＰＸＧ９ ａｎｄ ＰＸＧ１１ꎬ 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 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)
蚂蚁肠道

Ｔｅｒｍｉｔｅ ｇｕｔ

ＰＸＧ２ (ＪＱ３９６３８６)
Ｍｙｒｏｉｄｅｓ ｏｄｏｒａｔｉｍｉｍｕｓ ｓｔｒａｉｎ １ＣＫ５８

(ＪＱ２２９８０５) (９９)
水稻内生细菌

Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ

ＰＸＧ４ (ＪＱ３９６３８７)
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ＳｅＮＡ４

(ＨＭ３５２４１１) (９９)
甜菜夜蛾幼虫肠道

Ｇｕｔ ｏｆ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ ｌａｒｖａｅ

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

污水

Ｓｅｗａｇｅ

ＰＸＧ６ (ＪＱ３９６３９３)
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ｂｋ＿４６

(ＨＱ５３８６８４) (１００)
活性污泥

Ｂｕｌｋｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｓｌｕｄｇｅ

ＰＸＧ８ (ＪＱ３９６３８９)
Ｃｅｄｅｃｅａ ｄａｖｉｓａｅ ｉｓｏｌａｔｅ ＰＳＢ５

(ＨＱ２４２７１８) (９９)
富磷土壤

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｉｃｈ ｓｏｉｌ

ＰＸＧ９ (ＪＱ３９６３９０)
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＨＵＢ￣１０７
(ＦＪ８６２０３７) (１００)

美国扁柏韧皮部

Ｃｈａｍａｅｃｙｐａｒｉｓ ｌａｗｓｏｎｉａｎａ ｐｈｌｏｅｍ

ＰＸＧ１１ (ＪＱ３９６３９１)
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ １６ｓｌｐ１０１￣１ｆ１０. ｑ１ｋ

(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ) (ＧＱ１５７２１８) (９９)
人肠道粘膜

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)ꎬ进化树进一

步 支 持 了 ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 分 类 结 果ꎬ Ｓｅｒｒａｔｉａ、

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. 以及 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ 分

别 在 进 化 树 上 形 成 独 立 分 枝ꎬ 且 Ｓｅｒｒａｔｉａ、
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. 形成了一个以

γ￣变形菌门(Ｇａｍｍａ￣ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)为家族的大分
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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
菱形标记的序列分离自小菜蛾 ３ 龄幼虫中肠ꎬ所有序列比对过程中产生的空隙都被去除ꎬ分支间的数值是基于 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
　 　 　 　 　 验证的自展检验值(１ ０００ 次重复)ꎬ刻度标尺表示 ０􀆰 ５％的进化差异ꎮ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ３ｒｄ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｌ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｄｉａｍｏｎｄ ｓｙｍｂｏｌ. Ａｌｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｇａｐｓ ａｎｄ ｍｉｓｓｉｎｇ ｄａｔａ ａｒｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｔｅｓｔ (１ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ) ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｎｅｘｔ ｔｏ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ
　 　 　 　 　 ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ０􀆰 ５％ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.

枝ꎬ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ꎮ

３　 讨论

伴随着测序技术的飞速发展ꎬ微生物学研究ꎬ
特别是环境群体微生物学的研究取得了长足进

步ꎬ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ꎮ 只有通过微生

物的分离纯化才能获得纯的菌株材料ꎬ以便鉴定

其种属组成并进一步验证其功能ꎬ为后续的理论

研究和技术应用奠定基础ꎮ 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ꎬ 分 属 于 Ｓｅｒｒａｔｉａ、 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 以及 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ ４ 个属ꎬ其中 ７ 株菌

(ＰＸＧ１ꎬＰＸＧ４ꎬＰＸＧ５ꎬＰＸＧ６ꎬＰＸＧ８ꎬＰＸＧ９ꎬＰＸＧ１１)

均归类于 γ￣变形菌门 Ｇａｍｍａ￣ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ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ꎬ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ꎮ 在很多鳞翅目昆虫ꎬ如家蚕(相辉

等ꎬ２００７)、棉铃虫 ( Ｘｉａｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６)、舞毒蛾

(Ｂｒｏｄｅｒｉｃｋ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)的中肠优势菌群均为厚壁

菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)和变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ表
明这两类细菌在鳞翅目昆虫中肠中广泛存在ꎬ并
对宿主具有重要作用ꎮ 本文并没有从小菜蛾中肠

中分离到厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)细菌ꎬ可能是因为

小菜蛾的中肠较直ꎬ结构比较简单ꎬ这种肠道结构

比较均质ꎬ里面的微环境变化较小ꎬ此外小菜蛾中

肠属于高碱性环境ꎬ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ꎬ２００８)ꎬ也可能是
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受到培养基以及分离条件的限制ꎬ后续研究中可

以通过增加培养基的种类ꎬ优化培养基以及培养

条件ꎬ从而分离出更多的细菌种属ꎮ
昆虫肠道微生物通过与宿主的互惠共生ꎬ相

互依存ꎬ促进和提高了昆虫的生命活动ꎮ 肠道微

生物在与其宿主长期的协同进化过程中ꎬ形成了

共同的进化机制(相辉和黄勇平ꎬ２００８)ꎮ 本文从

小菜蛾中肠分离到 ８ 株细菌ꎬ优势菌群为变形菌

门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ主要由 Ｓｅｒｒａｔｉａ 和 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
两个属组成ꎮ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ 能够参与碳的代谢ꎬ其
大量存在可能与食物消化吸收有关ꎬ而作为条件

性致病菌 Ｓｅｒｒａｔｉａ(被认为是致病菌)ꎬ大量存在于

小菜蛾中肠中ꎬ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. ꎬ
２００４ꎻＷａｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎬ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ꎬ并对昆虫的

生命活动发挥着作用ꎮ 此外ꎬ本文中分离到的 ３
株细菌(ＰＸＧ１ꎬＰＸＧ６ꎬＰＸＧ９)均能在以毒死蜱为唯

一碳源的无机盐培养基上生长ꎬ表明这 ３ 株菌具

备降解毒死蜱的能力ꎮ 这 ３ 株菌均属于沙雷式菌

属 Ｓｅｒｒａｔｉａꎬ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ꎬ但同

时也提示昆虫肠道微生物可能参与农药的代谢降

解ꎬ而且昆虫肠道可以作为分离筛选农药降解菌

的环境资源ꎮ 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 ｓｐ. ꎮ 香味

类香味菌 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ ｏｄｏｒａｔｉｍｉｍｕｓ ｓｐ. 是一种革兰氏

阴性需氧细菌ꎬ能够降解多种多糖ꎬ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ꎬ ２００９ )ꎮ 寡 养 食 单 胞 菌

Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. 是一种革兰氏阴性细菌ꎬ具备

降解角蛋白的能力(王晶等ꎬ２００７)ꎬ估计对于小菜

蛾的食物消化和生长发育发挥着作用ꎮ
基于中肠微生物对宿主昆虫的重要作用ꎬ其

研究日益受到关注ꎮ 由于受到细菌分离培养的限

制ꎬ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ꎬ高通量测序虽然能够

很好的解决这个问题ꎬ但肠道菌的功能验证依然

要基于细菌分离培养的基础上ꎮ 因此ꎬ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ꎬ结合传统的微生物分离操作技术ꎬ有助于提高

中肠微生物的研究效率和水平ꎮ 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ꎬ并分析其肠道菌群结构组成ꎬ为后续的

生物学功能验证提供了理论支持和菌体材料ꎮ

致谢:本研究在农业部亚热带农业生物灾害与治

理重点开放实验室、福建省昆虫生态重点开放实

验室和福建省高等学校农业生物多样性与生态安

全重点实验室完成ꎮ 感谢福建农林大学应用生态

研究所的白建林在小菜蛾幼虫中肠解剖实验中的

帮助及姚凤銮和胡桂萍在论文撰写上的帮忙和建

议ꎮ
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向日葵螟成虫种群消长动态和空间分布型∗

白全江１∗∗　 云晓鹏１ 　 徐利敏１ 　 黄俊霞２ 　 杜　 磊１ 　 曹丽霞１

(１. 内蒙古农牧业科学院植物保护研究所　 呼和浩特　 ０１００３１ꎻ２. 内蒙古自治区植保植检站　 呼和浩特　 ０１００００)

摘　 要　 为了科学指导应用播期避害、性诱剂诱捕成虫和田间释放天敌昆虫￣赤眼蜂防治向日葵螟ꎬ确定最佳防治

时期和选择最佳防治方法ꎬ２００９—２０１１ 年ꎬ在内蒙古巴彦淖尔市利用向日葵螟 Ｈｏｍｏｅｏｓｏｍａ ｎｅｂｕｌｅｌｌｕｍ (Ｄｅｎｉｓ ｅｔ
Ｓｃｈｉｆｆｅｒｍüｌｌｅｒ)性诱剂进行了向日葵螟田间种群动态和空间分布型的研究ꎮ 结果表明ꎬ向日葵螟成虫每年 ５ 月中

旬始见ꎬ直到 ９ 月底ꎬ一年有两个明显的成虫蛾峰期ꎬ第 １ 个蛾峰期出现在 ６ 月下旬至 ７ 月上旬ꎬ第 ２ 个蛾峰期在 ７
月下旬至 ８ 月中旬ꎬ当地向日葵 １ 年受到两代幼虫的危害ꎬ而且开花期与向日葵螟两个蛾峰期吻合度越高ꎬ向日

葵受葵螟幼虫的危害越重ꎻ通过应用 ５ 种聚集度指数测定和 Ｂｌａｃｋｉｔｈ 种群聚集均数 λ 分析ꎬ向日葵螟成虫在田间

呈聚集分布ꎬ聚集主要由向日葵螟自身行为及环境因素引起ꎮ 根据成虫动态和空间分布型ꎬ可以科学指导应用播

期避害、性诱剂诱捕器和释放天敌昆虫的最佳时期及方式ꎮ
关键词　 向日葵螟ꎬ 种群动态ꎬ 空间分布ꎬ 内蒙古
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∗ 资助项目:“国家现代农业产业技术体系建设项目￣向日葵产业技术研发中心”(ｎｙｃｔｘ￣２１￣ｂ０１)ꎮ
∗∗Ｅ￣ｍａｉｌ: ｑｊ＿ｂａｉ＠ ｙａｈｏｏ. ｃｏｍ. ｃｎ
收稿日期:２０１２￣０８￣０３ꎬ接受日期:２０１３￣０３￣０６

　 　 向日葵螟 Ｈｏｍｏｅｏｓｏｍａ ｎｅｂｕｌｅｌｌｕｍ ( Ｄｅｎｉｓ ｅｔ
Ｓｃｈｉｆｆｅｒｍüｌｌｅｒ) 又称葵螟ꎬ是一种隶属于鳞翅目螟

蛾科的害虫ꎬ其幼虫食性相对单一ꎬ在作物中仅危

害向日葵和茼蒿ꎮ 成虫产卵于筒状花ꎬ初孵幼虫

取食筒状花和花粉ꎬ幼虫从 ３ 龄开始蛀食籽仁ꎬ严

重影响葵花籽的产量和品质ꎮ 国内主要分布于黑

龙江(叶家栋和朱秀廷ꎬ１９６５)、吉林(李桓ꎬ１９８１)、
新疆(李安金ꎬ１９８３)以及内蒙古(徐利敏等ꎬ２００８)
等地ꎮ 国内叶家栋和朱秀廷(１９６５)及李桓(１９８１)
最早对向日葵螟发生危害进行了调查报道ꎬ向日



􀅰７７８　　 􀅰 应用昆虫学报 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙ ５０ 卷

葵螟在黑龙江一年发生 １ ~ ２ 代ꎬ新疆一年发生 ２
~３ 代ꎮ ２００６—２００７ 年向日葵螟在内蒙古巴彦淖

尔市大暴发ꎬ发生危害面积占播种面积的 ７０％ 以

上ꎬ产量损失 ３０％ 左右(张总泽等ꎬ２０１０ａ)ꎮ 通过

对当地向日葵螟生活史和种群动态研究ꎬ初步明

确了向日葵螟在巴彦淖尔地区一年发生 ２ 个世代

(张总泽等ꎬ２０１０ｂ)ꎮ
在我国ꎬ对昆虫空间分布型的研究已经覆盖

了多种重要的农林害虫ꎬ对于鳞翅目昆虫而言ꎬ由
于幼虫是为害的主要虫态和防治对象ꎬ因此绝大

部分对鳞翅目昆虫空间分布型的研究集中于对成

虫以前各个虫态(兰星平ꎬ１９９２ꎻ宗世祥等ꎬ２００４ꎻ
沈斌斌ꎬ２００５ꎻ张志春ꎬ２００６)ꎮ 张总泽等(２０１０ｃ)
曾应用 ６ 种聚集指标测定向日葵螟幼虫的空间分

布型ꎬ确定其幼虫在田间呈聚集分布ꎮ 然而对向

日葵螟而言ꎬ由于幼虫藏身于葵花籽粒内危害ꎬ化
学农药难以接触虫体发挥药效ꎬ同时对传粉昆虫

危害较大ꎬ所以目前防治措施主要包括调整播期

避害ꎬ应用性诱剂诱捕器和频振式杀虫灯诱杀成

虫以及应用天敌昆虫￣赤眼蜂等绿色防治技术ꎬ达
到防控向日葵螟的目的ꎮ 上述防治措施主要针对

向日葵螟的成虫期和卵期发挥作用ꎬ因此ꎬ成虫的

时间动态及空间分布特征在防治中变得更为重

要ꎮ 本研究通过对向日葵螟成虫进行多年、多点

观测ꎬ明确了向日葵螟成虫在巴彦淖尔市不同旗

县(区)田间不同生态环境条件下动态情况ꎬ同时ꎬ
在国内首次对向日葵螟成虫在田间的空间分布型

进行了研究ꎬ为向日葵螟预测预报和制定播期避

害、放置性诱剂诱捕器和释放天敌昆虫￣赤眼蜂选

择最佳时期ꎬ提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 种群田间消长动态调查

研究于 ２００９—２０１１ 年在巴彦淖尔市临河区、
杭锦后旗、五原县和乌拉特前旗进行ꎬ每年 ５ 月初

开始在各旗县(区)分别安放向日葵螟性诱剂诱捕

器 ４ ~ ６ 个ꎬ各诱捕器间距在 １００ ｍ 以上ꎮ 诱捕器

为水盆式诱捕器ꎬ水盆直径 ３５ ｃｍꎬ深 １５ ｃｍꎬ固定

在高 １５０ ｃｍ 左右的木制三脚架上ꎬ盆内盛有

０􀆰 ２％的洗衣粉水溶液ꎬ诱芯由北京中捷四方公司

生产ꎬ内含 ０􀆰 ５ ｍｇ 的向日葵螟性诱剂ꎬ诱芯以细

铁丝固于盆中央水面上方 １􀆰 ５ ｃｍ 左右ꎮ 调查时ꎬ
每天清晨检查并记录各诱捕器内的葵螟数量ꎬ清

理水盆中的虫体ꎬ根据水面高度补充洗衣粉溶液

并保持盆内清洁ꎬ诱芯 ３０ ｄ 更换 １ 次ꎮ 对 ４ 个旗

县(区)各诱捕器 ４ ｄ 诱蛾累积平均值进行统计ꎬ
绘制成虫动态图ꎮ

另外ꎬ２００９ 年 ５ 月中旬—８ 月下旬在五原县

分别选择向日葵、茼蒿和杂草地安放诱捕器ꎬ３ 块

地间隔距离 ２００ ｍ 左右ꎬ每种环境下放置 ２ 个诱

捕器ꎬ观测不同生境条件下向日葵螟雄蛾种群动

态ꎬ并绘制成虫动态图ꎮ 依据 ２００９ 年临河区向日

葵螟成虫动态ꎬ结合播期试验ꎬ在收获期调查葵盘

和籽粒受害率ꎬ明确向日葵螟蛾峰期与向日葵开

花期吻合度对向日葵危害情况的影响ꎮ

１􀆰 ２　 成虫空间分布型

２００９ 年 ７ 月 １２ 日—８ 月 ３０ 日向日葵螟成虫

发生期ꎬ在巴彦淖尔市杭锦后旗、临河区选择连片

种植感虫的当地常规品种向日葵地 ８ 块ꎬ每块

８ ０００ ｍ２左右ꎬ共计 ６􀆰 ４ ｈｍ２ꎮ 每块样地按照“４ ×
５”棋盘式放置 ２０ 个诱捕器ꎬ各诱捕器间隔 ２０ ｍꎮ
隔日调查各诱捕器诱蛾量ꎬ最终统计各诱捕器诱

蛾总数ꎬ利用指数法判断昆虫种群空间分布型(张
孝羲和张跃进ꎬ２００６)ꎮ

１􀆰 ３　 统计分析方法

１􀆰 ３􀆰 １　 空间分布型测定 　 统计 ３ 块样地中各诱

捕器的总诱捕量以及每次调查时的平均诱蛾数ꎬ
根据平均诱捕量计算扩散系数 Ｃ、Ｍｏｏｒｅ Ｉ 指标、Ｃａ
指标、Ｌｌｏｙｄ ｍ∗ / ｍ 指标、负二项分布参数 Ｋ ５ 种聚

集度指标ꎬ聚集度指标的计算公式以及判定标准

参见张孝羲和张跃进(２００６)、潘杰等(２０１０)的方

法ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 回归方程检验 　 将 ３ 块样地诱捕器调查

结果ꎬ以每次检查结果为一组ꎬ计算种群的平均数

ｍ、方差 Ｖ 以及平均拥挤度 ｍ∗ꎬ之后采用 Ｉｗａｏ
(１９６８)的 ｍ∗￣ｍ 回归分析法以及 Ｔａｙｌｏｒ 幂法则等

回归分析方法对空间分布型进行判定ꎬ回归分析

的计算公式参见张孝羲和张跃进(２００６)、兰兴平

(１９９７)等的方法ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 聚集原因分析　 应用 Ｂｌａｃｋｉｔｈ 种群聚集均

数 λ 检验分析聚集的原因ꎬ公式为 λ ＝ ｍγ / ２ｋꎬ式
中 ｋ 为负二项分布参数ꎻγ 是当自由度为 ２ｋ、α ＝
０􀆰 ５ 时的 χ２分布的函数值ꎬ当 ２ｋ 自由度为非整数

时ꎬ利用等比例内插法计算 χ２的精确值ꎮ 当 λ < ２
时ꎬ聚集原因是由于某种环境因素所致ꎻ当 λ≥２
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时ꎬ其聚集原因可能是由于生物本身的聚集行为

或由于生物本身的聚集行为与环境的异质性共同

作用引起ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 田间种群消长动态

２００９—２０１１ 年向日葵螟雄蛾田间消长趋势如

图 １ꎮ 由图 １ 可见ꎬ３ 年总体动态基本一致ꎬ始发

期均在 ５ 月中旬ꎬ一直持续到 ９ 月底ꎬ期间有两个

明显蛾峰ꎬ越冬代雄蛾峰期在 ６ 月下旬—７ 月上

旬ꎬ高峰期在 ７ 月初ꎬ一代成虫雄蛾峰期在 ８ 月中

下旬ꎬ高峰期略有差异ꎮ ２００９ 年和 ２０１０ 年越冬代

成虫蛾峰值明显高于一代蛾峰值ꎬ而且蛾峰期较

长ꎻ２０１１ 年一代蛾峰值显著高于前两年ꎬ分别是

２００９ 年和 ２０１０ 年一代诱蛾量的 １􀆰 ８ 倍和 ４􀆰 ４ 倍ꎬ
而且还高于当年越冬代成虫高峰值ꎮ ２０１０ 年和

２０１１ 年一代成虫蛾峰期与 ２００９ 年相比有所推迟ꎬ
蛾高峰分别在 ８ 月 ２８ 日和 ８ 月 ２０ 日ꎮ

图 １　 巴彦淖尔市向日葵螟成虫动态(２００９—２０１１)
Ｆｉｇ. １　 Ａｄｕｌｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ Ｈｏｍｏｅｏｓｏｍａ ｎｅｂｕｌｅｌｌａꎬ Ｂａｙａｎｎｕｒꎬ ２００９ －２０１１

　 　 ２００９ 年临河区向日葵螟成虫始见于 ５ 月中

旬ꎬ到 ８ 月底前有两次明显蛾峰ꎬ由于向日葵螟低

龄幼虫在向日葵种子成熟之后即无法蛀入并进一

步危害ꎬ因此同一片向日葵田每年只会出现一次

幼虫危害高峰ꎬ本项研究结合了当年向日葵 ４ 月

３０ 日至 ６ 月 １４ 日 １０ 个不同播期试验来推测当地

幼虫的实际发生世代数ꎮ 结果表明ꎬ各处理播期

向日葵开花期集中在 ７ 月 ６ 日—８ 月 １１ 日ꎬ在此

期间开花越早的向日葵ꎬ葵盘和籽粒受越冬代成

虫即一代幼虫危害越重ꎬ其中 ５ 月 ２５ 日播种ꎬ即 ７
月 ２６ 日左右开花的向日葵ꎬ葵盘和籽粒受害最

轻ꎬ葵盘受害率仅为 ２６％ ꎬ籽粒受害率为 ０􀆰 ３％ ꎮ
但随着花期的进一步推迟ꎬ向日葵葵盘受一代成

虫即 ２ 代幼虫的危害再次逐渐加重ꎬ其中 ６ 月 １４
日最晚播期ꎬ即 ８ 月 １１ 日开花的向日葵ꎬ葵盘受

害率最高ꎬ达到 ８０％ ꎬ籽粒受害率也较前几个播期

相对较重ꎮ 说明蛾峰期与花期的吻合度越高ꎬ向
日葵受害越重ꎬ同时说明内蒙古自治区西部全年

受到两代向日葵螟幼虫的危害(图 ２)ꎮ
在不同生态环境条件下种群动态结果见图 ３ꎬ

从 ５ 月中旬—８ 月下旬ꎬ向日葵、茼蒿和草滩 ３ 种

不同生态环境下ꎬ向日葵螟发生时间和蛾峰期基

本相同ꎬ在 ６ 月下旬和 ８ 月上旬有两个明显的蛾

峰ꎬ而且在 ３ 种不同环境条件下诱蛾量和蛾峰大

致相同ꎬ仅仅是第 ２ 次蛾峰出现时间略有一些差

异ꎬ蛾峰出现时间依次为茼蒿地、杂草地和向日葵

地ꎬ其中茼蒿地蛾峰提前 ７ ｄ 左右ꎬ杂草地较向日

葵地提前 ４ ｄ 左右ꎮ 而且ꎬ诱蛾量也较向日葵田相

对高ꎬ向日葵田诱蛾量仅为茼蒿和杂草地的 ６０％
~７０％ ꎮ 其原因可能与向日葵花期已过ꎬ而茼蒿

属无限花序ꎬ花期较长ꎬ杂草因种类较多ꎬ开花期

较长ꎬ对向日葵螟有诱集作用ꎮ

２􀆰 ２　 向日葵螟的空间分布型

２􀆰 ２􀆰 １　 聚集度指数测定 　 通过分析向日葵螟成

虫聚集度指数 ５ 种计算方法测定结果(表 １)可以

看出ꎬ在 ３ 片样地中ꎬＣ > １ꎬ Ｉ > ０ꎬＣａ > ０ꎬｍ∗ /
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