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蟋蟀后肠纤维素降解细菌的分离与鉴定

张 科 1，2，苏智鹏 1，许 阳 1，李清利 2，王 瑜 1，刘 丽 1，李冰洁 1，周云霞 1，夏西超 1
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摘要：近年来，具有农业、能源和环保价值的昆虫微生物种类和基因得到了开发，昆虫肠道微生物展示了其巨大的应用潜

力，本研究旨在从蟋蟀后肠分离和鉴定纤维素降解细菌。首先采用羧甲基纤维素钠液体培养基对蟋蟀后肠中的微生物进行富

集培养，然后使用羧甲基纤维素钠固体培养基分离和筛选单菌落，再通过 16S rRNA测序对纤维素降解细菌进行分子鉴定，最

后通过刚果红染色来进一步分析细菌降解纤维素的能力。从蟋蟀后肠中共分离出 20株纤维素降解细菌，16S rRNA基因测序

结果显示来自肠杆菌属（Enterobacter）9株，不动杆菌属（Acinetobacter）7株，克雷伯氏菌属（Klebsiella）2 株，鞘氨醇杆菌属

（Sphingobacterium）1株和葡萄球菌属（Staphylococcus）1株。刚果红染色试验结果显示，克雷伯氏菌属两株 PDSCDXS_2B和

8B，鞘氨醇杆菌属 PDSCDXS_7C和不动杆菌属 PDSCDXS_12C具有较高的纤维素降解能力。这是首次从蟋蟀后肠分离和筛

选出来具有纤维素降解能力的细菌，为昆虫源纤维素降解细菌的研究提供了微生物资源。
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Abstract：In recent years，insect microbial species and genes with agricultural，energy and environmental values
have been developed，and insect intestinal microorganisms have demonstrated their great potential for application. Our
purpose is to isolate and identify cellulose⁃degrading bacteria from the posterior intestine of crickets. First，carboxymethyl
cellulose sodium liquid medium was used to enrich and cultivate microorganisms in the posterior intestine，then carboxy⁃
methyl cellulose sodium solid medium was used to separate and screen monophyletic colonies，and the cellulose degrada⁃
tion bacteria were identified by 16S rRNA sequencing. Finally，the ability of bacteria to degrade cellulose was further ana⁃
lyzed by congolese red staining. In our research，20 cellulose⁃degrading bacteria were isolated from the posterior intestine
of crickets. The sequencing results of the 16S rRNA gene showed that 9 strains were from Enterobacter，7 from Acineto⁃
bacter，2 from Keleiboshi，1 from Sphingobacterium and 1 from Staphyloccus. The results of the congo red stain test
showed that Keleiboshi has two PDSCDXS_2B and 8B strains，Schwannosin is PDSCDXS_7C，and Acetobacter is PD⁃
SCDXS_12C have high cellulose degradation ability. For the first time，we isolated and screened cellulose⁃degrading bac⁃
teria from the posterior intestine of crickets，which provided clues and scientific basis for the study of insect⁃derived cellu⁃
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0 引 言

昆虫是自然界数量最多、进化历史最悠久、分布

最广泛的动物类群之一。昆虫肠道微生物在与昆虫

宿主长期共进化的过程中，也形成了极为多样的种

群结构和生物学功能，对昆虫宿主的发育、生殖、抗

逆、抗药、行为乃至生存等方面都产生重要的影

响［1］。并且，昆虫肠道微生物群落结构往往具有一

定的宿主物种稳定性，表现出协同进化的特征。因

此，昆虫肠道微生物是十分理想的研究材料［2］。

蟋蟀隶属于直翅目（Orthoptera），蟋蟀总科（Gr⁃
ylloidea），油葫芦属（Teleogryllus）［3］，它是食用昆虫、

药用昆虫和文化昆虫，也是农业害虫，同时它善于打

斗，食性繁杂，具有丰富的肠道微生物资源，是人类

的微生物资源宝库［4］。前期我们采用宏基因组测序

的手段解析了蟋蟀的前中肠和后肠的细菌群落结

构，发现蟋蟀的后肠中含有大量未分类的瘤胃菌球

科的成员［5］，也就是说作为杂食性昆虫的蟋蟀，其后

肠是分解代谢纤维素的场所。蝗虫是植食性的昆

虫，曾献春等［6］在蝗虫肠道内分离和筛选出有良好

纤维素降解能力的细菌。然而，作为杂食性的蟋蟀，

其肠道纤维素降解细菌的分离和鉴定方面的研究却

未见报道。

本研究采用富集和分离培养的手段从蟋蟀后肠

筛选出具有降解纤维素能力的细菌，并进行了分子

鉴定和刚果红染色试验。本研究首次从蟋蟀肠道分

离出来纤维素降解细菌，为探索昆虫源纤维素降解

细菌的多样性提供了科学依据。

1 材料与方法

1. 1 样品采集

2016年 9月，在河南省平顶山市白龟湖国家湿

地公园的路灯下采集蟋蟀成虫，带回平顶山学院医

学院微生物与免疫实验室，−80 ℃保存备用。

1. 2 样品处理

于−80 ℃冻箱中取形态相似的 6 只蟋蟀，在超

净工作台中，用 75%酒精将蟋蟀浸泡 3次进行体表

消毒，每次 1 min。然后，用无菌生理盐水冲洗 3遍，

解剖蟋蟀，取其后肠的内容物。于预冷的无菌研钵

内，加 2 mL预冷（4 ℃）的无菌生理盐水（0. 9%）进行

研磨。一部分组织用于进行分子鉴定［3］。

1. 3 细菌分离与纯化

将研磨好的蟋蟀后肠内容物加 2 mL的生理盐

水，制备成菌悬液，取 0. 5 mL接种于羧甲基纤维素

液体培养基［7］（CMC⁃Na液体培养基）（羧甲基纤维

素 10 g/L，KH2PO4 4 g/L，Na2HPO4 4 g/L，MgSO4 ‧
7H2O 0. 2 g/L，CaCl2 0. 001 g/L，FeSO4 ‧ 7H2O
0. 004 g/L，胰蛋白胨 2 g/L）中进行富集培养，37 ℃
培养 24~48 h。待液体培养基变浑浊后，取 2 mL培

养液加入新的 CMC⁃Na液体培养基中再富集培养

24~48 h。然后，取 1 mL菌液进行 10倍梯度稀释，

（分别为 10‒1，10‒2，10‒3，10‒4，10‒5，10‒6），取 0. 2 mL不

同稀释浓度的菌液涂布到羧甲基纤维素固体培养

基［5］（CMC⁃Na固体培养基）（羧甲基纤维素 10 g/L，
KH2PO4 4 g/L，Na2HPO4 4 g/L，MgSO4 ‧7H2O 0. 2
g/L，CaCl2 0. 001 g/L，FeSO4 ‧7H2O 0. 004 g/L，胰
蛋白胨 2 g/L，琼脂粉 15 g/L），37 ℃培养 24~48 h。
最后，对长出的单菌落进行反复划线分离，直至出现

单菌落。

1. 4 细菌产纤维素酶活性大小的鉴定以及统计

分析

将纯化的细菌菌落用枪头点种于 CMC⁃Na培
养基平板上，37 ℃培养 48 h。在 CMC⁃Na培养基平

板中加入刚果红溶液进行染色，在长出菌落的培养

基上，覆盖质量浓度为 1 mg/mL的刚果红溶液，1 h
后，倒去刚果红溶液，加入 l mol/L的 NaCl溶液，30
min后倒掉 NaCl溶液。此时，产生纤维素酶的菌落

周围将会出现透明圈。在染色结束后，测量水解圈

的直径（D）以及菌落的直径（d）。以水解圈直径与

菌落直径之比（D/d）的大小为参考依据，判断细菌

产纤维素酶的能力，即比值越大，表示该菌株的产纤

维素酶的能力越大，反之越小［8］。

1. 5 纤维素降解细菌 16S rRNA基因的 PCR扩

增与测序

本次 PCR扩增以细菌 DNA为模板，采用细菌

鉴 定 通 用 引 物 27F（5′ ⁃ AGAGTTTGATCC TG⁃
GCTCAG⁃3′）和 1492R（5′⁃TACGGTTACCTTGT⁃
TACGACTT⁃3′）。PCR反应体系（30 μL）：15. 0 μL
的 2*TaqPCRMix（天根，KT201⁃02），0. 2 μL的引物

27F，0. 2 μL 的引物 1492R，2. 0 μL 的模板 DNA，

12. 6 μL的 ddH2O。PCR反应条件：95 ℃预变性 5
min；95 ℃变性 40 s，55 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 2 min，
运行 35个循环；72 ℃延伸 7 min，之后 4 ℃保存。1%
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琼脂糖凝胶电泳分析 PCR结果，PCR产物合格即送

交华大基因研究院测序。

1. 6 纤维素降解细菌的遗传进化分析

将所得细菌的 16S rRNA基因序列，在NCBI数
据库中进行 BLAST比对分析，选择同源参考序列

（表 1）。最后使用MEGA 6. 0［9］软件中，对序列进行

同源比对，计算序列差异，采用邻接法（neighbor ⁃
joining，NJ）［10］，系 统 树 各 分 支 置 信 度 Bootstrap
1 000次检验，构建蟋蟀源纤维素降解细菌的系统发

育树。

2 实验结果

本实验一共分离到 20株具有纤维素降解能力

的细菌，分子鉴定的结果显示它们分布在 5个属：9
株为肠杆菌属（Enterobacter），7株为不动杆菌属

（Acinetobacter），2株为克雷伯氏菌属（Klebsiella），1
株为鞘氨醇杆菌属（Sphingobacterium），1株为葡萄

球菌属（Staphylococcus）。刚果红染色试验的结果

显示，纤维素降解能力较强的是鞘氨醇杆菌属的

7C，克雷伯氏菌属的 2B和 8B，以及不动杆菌属的

12C。
2. 1 纤维素降解细菌 16SrRNA序列及比对分析

将测得细菌的 16S rRNA序列与 NCBI核酸序

列数据库中的序列进行比对获取相似片段并进行分

析。使用Mega 6. 0构建遗传进化树（图 1），可以发

现，菌株 12A、1C、3C、11C、5A和 10C，以及 3B、7B
和 8A与肠杆菌属的成员聚类在一起；菌株 8B和 2B
与克雷伯菌属的成员聚类在一起；菌株 11A、2A、

6A、3A、4A、4C和 12A与不动杆菌属的成员聚类在

一起；菌株 7C与菌菌株 9A与鞘氨醇杆菌属的成员

聚类在一起；菌株 7C与葡萄球菌属的成员聚类在

一起。

2. 2 蟋蟀后肠道中产纤维素酶细菌的产酶能力

分析

将 20株菌株经培养和刚果红染色，并测量菌株

产水解圈的直径和自身菌落直径。结果，其中有 16
株多次染色结果都不明显，有 4株细菌的染色结果

很明显。我们对这四株细菌的水解圈直径和菌落直

径进行了测量，这些菌株有较明显的水解圈直径大

小在（0. 97±0. 09）cm到（1. 35±0. 29）cm之间，水

解圈直径和菌落直径比值的范围为在 2. 01±0. 25
到 3. 11±0. 22之间（表 2）。

3 讨 论

昆虫肠道微生物种类繁多、数量巨大。近年来，

具有农业、能源和环保价值的微生物种类和基因得

到了开发，展示了巨大的应用潜力［2］。蟋蟀作为一

种常见的杂食性昆虫，纤维素很可能是其摄入的重

要营养成分之一。前期研究也发现，在其后肠有着

纤维素降解的菌群［5］。因此，本研究通过羧甲基纤

维素选择性培养从蟋蟀后肠内容物中分离并鉴定出

能够降解纤维素的细菌。

我们分离到的纤维素降解能力比较强的是克雷

伯氏菌属（ Klebsiella）、不动杆菌属（Acinetobacter）
和鞘氨醇杆菌（Sphingobacterium）。这三类细菌在

物质降解方面都有良好的表现。虽然克雷伯氏菌属

的一些成员是重要的条件致病菌，对人类有很强的

致病性，然而该菌属的另外一些成员具有降解黄曲

表 1 蟋蟀后肠道纤维素降解细菌 16SrRNA序列比对结果

Table 1 Comparison of 16SrRNA sequence alignment of post⁃intestinal cellulose⁃degrading bacteria

分离株

PDSCDXS_10C
PDSCDXS_11C
PDSCDXS_3B，7B，
2A，3A，4A，5A，8A，

PDSCDXS_12A，4C
PDSCDXS_6A，8B
PDSCDXS_11A
PDSCDXS_2B
PDSCDXS_9A
PDSCDXS_7C
PDSCDXS_12C
PDSCDXS_1C
PDSCDXS_3C

参考菌株登录号

KY264129.1
MG557815.1

MH368381.1

KM538690.1
MH211249.1
KJ806471.1
KJ806471.1
KY951361.1
MF353934.1
KY049895.1
KR476410.1
KX082881.1

相似度 /%
99
99

100

100
100
99
100
100
99
100
100
98

属

克雷伯氏菌

克雷伯氏菌

肠杆菌属

肠杆菌属

不动细菌属

不动细菌属

不动细菌属

不动细菌属

不动细菌属

不动细菌属

葡萄球菌

鞘氨醇杆菌
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霉素［11］ 、四环素［12］ 、联苯菊酯［13］ 、以及解磷［14］等的

能力。同样，不动杆菌属也是重要的机会致病菌，同

样对石油烃［15］、硝基苯［16］、磷［17］等具有较强的降解能

力。而鞘氨醇杆菌对多环芳烃［18］、丁草胺［19］等具有

降解能力。我们的研究发现，蟋蟀后肠的克雷伯氏

菌属、不动杆菌和鞘氨醇杆菌对纤维素具有较好的

降解能力。这些发现与该菌属在植食性动物铜绿丽

金龟蛴螬体内［20］、斜纹夜蛾幼虫肠道［21］、松墨天牛幼

虫肠道［22］等的发现比较一致，并且蟋蟀的肠道微生

物并未表现出更强的纤维素降解能力。另外，我们

还分离到了比例较高的肠杆菌属，但是它们的纤维

素降解能力较弱。这与王立秀等［23］在跳虫肠道微生

物中的研究结果比较一致。蟋蟀肠道的纤维素降解

细菌与植物食性昆虫肠道中的纤维素降解细菌类

似，这些结果表明，蟋蟀后肠具有较强的消化和吸收

纤维素的能力，另外也表明蟋蟀的饮食习惯更偏向

植物食性，可能是偶尔打斗才采食肉类。

先前的研究发现在蟋蟀后肠存在大量未分类的

瘤胃球菌科的成员，因此，我们推测其具有纤维素降

解的能力。然而，通过纤维素降解的分离培养试验，

我们并没有找到瘤胃菌科的细菌。这有可能是我们

采用的分离培养基在高压的过程中，琼脂和培养基

图 1 基于 16S rRNA基因序列构建的蟋蟀后肠道纤维素降解细菌的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequence of cellulose⁃degrading bacteria in the intestine.

表 2 蟋蟀后肠道中产纤维素酶细菌的降解能力（平均数±标准误差）

Table 2 Degradability of cellulase⁃producing bacteria in the intestine after sputum（mean ± standard error）

分离株

PDSCDXS_8B
PDSCDXS_7C
PDSCDXS_12C
PDSCDXS_2B

菌落直径（d）/mm
1.05±0.15
0.97±0.09
1.35±0.29
1.02±0.23

水解圈直径（D）/mm
2.59±0.47
1.95±0.54
4.04±0.58
2.14±0.27

D/d
2.46±0.79
2.01±0.25
3.11±0.22
2.12±0.23

注：其余 16株菌株菌落直径较小且形成的水解圈较小，因此没有测量成功。

Note：The remaining 16 strains had smaller colonies and formed smaller hydrolyzed circles，thus the diameters were not mea⁃
sured successfully.
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的其他成分发生了一些化学反应，产生了大量的过

氧化氢，制造了很强的有氧环境［24，25］，而瘤胃菌科的

成员是厌氧菌。另外，刘冰等［26］分别采用厌氧培养

和喜氧培养的方法从白蚁分离纤维素降解细菌，发

现获得的厌氧菌菌株是好氧菌菌株的两倍。也就是

说，蟋蟀后肠可能存在好氧与厌氧至少两种类型的

纤维素降解细菌，我们的结果仅包含了好氧的部分，

而通过厌氧培养来筛选纤维素降解细菌是我们将来

的研究方向。

4 结 论

本研究从蟋蟀后肠道内容物中分离到了 20株
能够降解纤维素的细菌，其中鞘氨醇杆菌属和不动

杆菌属各 1株，克雷伯氏菌属 2株，共计 4株细菌表

现出较好的纤维素降解能力。蟋蟀后肠纤维素降解

细菌的种属分布以及纤维素降解能力与植食性昆虫

类似，这一结果提示我们蟋蟀的食性可能更偏植物，

偶有打斗才进食肉类。另外，厌氧培养可以成为我

们下一步探寻微生物资源的研究方向。
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