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伴生细菌在入侵种桉树枝瘿姬小蜂
克服桉树抗性中的作用
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摘要: 【目的】桉树枝瘿姬小蜂是我国近年来发现的一种主要危害桉属树种的外来有害生物ꎮ 本研究旨

在通过探究中国桉树枝瘿姬小蜂主要伴生细菌在桉树枝瘿姬小蜂成功定殖中的作用ꎮ 【方法】测定不同

抗性品系桉树的次生代谢物质黄酮和单宁的含量以及易感品系桉树在枝瘿姬小蜂危害前后的含量变化ꎮ
通过体外抑菌和化学物质降解实验ꎬ探究桉树枝瘿姬小蜂主要伴生细菌对抗虫性物质黄酮和单宁的耐受

性及降解能力ꎮ 【结果】抗性品系桉树的黄酮和单宁的含量明显高于易感品系ꎬ易感品系在桉树枝瘿姬

小蜂危害后黄酮和单宁的含量显著提高ꎻ高浓度的黄酮和单宁会抑制桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌的生长ꎬ
在中低浓度黄酮和单宁的条件下ꎬ主要伴生细菌能够适应ꎬ并继续繁殖ꎻ桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌具有一定的降解黄酮和

单宁的能力ꎬ其中细菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃｏｈｎｉｉ 降解黄酮的能力比 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｇｅｎｉｃｕｌａｔｅ 稍强ꎬ而 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄａｎｎｉｉ、Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａ￣
ｃｅｓｃｅｎｓ 对单宁具有较强的降解能力ꎮ 【结论】桉树枝瘿姬小蜂侵染桉树后ꎬ可以诱导桉树产生抗性ꎬ桉树产生大量的次生代

谢物质来抵御桉树枝瘿姬小蜂的危害ꎬ而桉树枝瘿姬小蜂部分伴生细菌可降解桉树次生代谢物质来帮助小蜂克服植物抗

性完成定殖ꎮ
关键词: 桉树枝瘿姬小蜂ꎻ 桉树ꎻ 伴生细菌ꎻ 次生代谢物质ꎻ 寄主抗性
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　 　 桉树 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ 属桃金娘科 Ｍｙｒｔａｃｅａｅꎬ原产于

澳大利亚和印度尼西亚及其附近岛屿ꎬ是世界上著

名的速生丰产树种之一(祁述雄ꎬ２００２)ꎮ 我国自

１８９０ 年起先后引进 ３００ 多个树种(含变种和杂交

种)ꎬ广泛分布在全国的 ２０ 多个省市以及 ６００ 多个

自治区、县ꎬ总种植面积 １７０ 万 ｈｍ２ (王豁然等ꎬ
１９９９ꎻ 徐建民等ꎬ２００１)ꎮ 桉树枝瘿姬小蜂 Ｌｅｐｔｏｃｙｂｅ
ｉｎｖａｓａ Ｆｉｓｈｅｒ ＆ Ｌａ Ｓａｌｌｅ 是近年来新发现的一种主

要危害桉属树种外来有害生物ꎬ隶属于膜翅目 Ｈｙ￣
ｍｅｎｏｐｔｅｒａ 小蜂总科 Ｃｈａｌｃｉｄｏｉｄｅａ 姬小蜂科 Ｅｕｌｏｐｈｉ￣
ｄａｅ 啮小蜂属 Ｔｅｔｒａｓｔｉｃｈｉｎａｅꎬ原产于大洋洲的澳大利

亚昆士兰州(Ａｙｔａｒꎬ２００６)ꎮ ２００７ 年桉树枝瘿姬小

蜂首次扩散到中国ꎬ并给广西壮族自治区东兴县的

桉树资源造成了危害ꎬ随后该虫开始陆续出现在广

西、广东、海南、福建、江西、湖南、云南等省(自治

区)的桉树商品林区ꎬ严重影响了桉树产业的正常

发展ꎬ仅广西ꎬ从 ２００７ 年首次发现至 ２００９ 年就有

６５００ ｈｍ２ 桉树受害(常润磊和周旭东ꎬ２０１０)ꎮ
植物在面对昆虫进攻时ꎬ可以通过很多防御手

段对其抵抗ꎮ 植物的抗虫性可分为组成抗性和诱

导抗性ꎮ 前者是植物的固有特性ꎬ因基因型的不同

而有差别ꎬ始终存在于植物体内并起作用ꎬ但会因

环境条件的改变而改变抗性程度ꎻ而后者则是在遇

到外界伤害ꎬ如机械损伤、植食者取食和病原菌侵

染时植物影响植食者行为或降低其嗜好性的反应

(Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８ａꎻ Ｔｈｉｂｏｕｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３)ꎬ是一种类

似于免疫反应的抗性现象(Ａｇｒａｗａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ
虽然植物具有强大复杂的防御体系ꎬ但是植食性昆

虫在与植物的长期协同进化中演化出多种反防御

措施来维持种群的发展ꎮ 除了在同种昆虫不同个

体间的协同作用中出现外ꎬ植食性昆虫的反防御还

出现在不同种昆虫之间的交互作用中(Ｂｒｕｉｎｓｍａ ＆
Ｄｉｃｋｅꎬ ２００８ꎻ Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ｂꎻ Ｋｅｓｓｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)ꎬ包括行为防御(Ｂｅｒｎａｙꎬ１９９８)、生理防御与

生物化学防御机制等(刘芳华等ꎬ２０１７ꎻ Ｑｎｇｓｍａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９５ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ 昆虫伴生细菌是指栖

息在昆虫肠道、体表、口腔等部位的一些与昆虫关

系密切的微生物ꎬ它们在昆虫的生活史中扮演着重

要的角色(Ｅｎｇｅｌ ＆ Ｍｏｒａｎꎬ２０１３)ꎮ 如红脂大小蠹肠

道细菌可以帮助昆虫降解寄主油松的单萜(Ｘｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１６)ꎬ肠道细菌可以促进玉米根虫对植物的适

应力(Ｃｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ
近年来ꎬ有关桉树与桉树枝瘿姬小蜂的互作研

究取得了一些突破性进展ꎬ但主要集中在桉树抗虫

生理生化机理方面 (刘慧清ꎬ ２０１２ꎻ 吕文玲等ꎬ
２０１２ꎻ 王伟等ꎬ２０１２ꎻ 吴耀军等ꎬ２０１０)ꎮ 这些研究

结果表明ꎬ在遭受桉树枝瘿姬小蜂危害后ꎬ桉树能

够通过大量合成植物防御性次生代谢物和激活防

御酶活性来抵御桉树枝瘿姬小蜂的持续危害ꎮ 而

桉树枝瘿姬小蜂如何克服寄主桉树抗性的研究还

未见报道ꎮ
现已报道的植食性昆虫克服寄主抗性主要集

中在以下 ２ 个方面:自身解毒酶系统和伴生微生物

代谢系统(Ｊｅｓｃｈｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ Ｓｕｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｚｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 本研究拟测定桉树

次生代谢物质黄酮和单宁的含量ꎬ研究分离得到的

桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌对桉树抗性物质的耐受

性和代谢能力进行分析ꎬ旨在揭示桉树枝瘿姬小蜂

伴生细菌在其寄主定殖过程中是否有协同作用ꎬ是
否可帮助其寄主克服桉树次生代谢物质的毒害作

用ꎬ进而为桉树枝瘿姬小蜂的微生物生态研究奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试植物和细菌

供试桉树:ＤＨ２０１￣２(巨园桉 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｇｒａｎｄｉｓ×
Ｅ. ｔｅｒｅｔｉｃｏｒｎｉｓ)和 Ａ１０７(Ｅ. ｕｒｏｐｈｙｌｌａ)来自广西林业

科学研究院和广西东口林场ꎮ
供试细菌:Ｂ１(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃｏｈｎｉｉ)、Ｂ２(Ｃｕｒ￣

ｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｏｃｅａｎｏｓｅｄｉｍｅｎｔｕｍ)、Ｂ３(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄａｎ￣
ｎｉｉ)、Ｂ４(Ｐｅｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｇｅｎｉｃｕｌａｔｅ)、Ｂ５(Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｃ￣
ｅｓｃｅｎｓ)和 Ｂ６(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｑｕａｓｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ)来自中国

科学院动物研究所森林化学生态实验室ꎮ
１.２　 桉树次生代谢物质黄酮和单宁的含量测定

１.２.１　 黄酮含量测定　 选取不同品系和易感品系

危害前后的桉树枝条ꎬ烘干至恒重ꎬ粉碎过 ４０ 目筛
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备用ꎮ
测定方法:使用植物类黄酮含量检测试剂盒

(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｃｈｉｎａ)测定桉树枝条中黄酮的含量ꎮ
１.２.２　 单宁含量测定　 选取不同品系和易感品系

危害前后的桉树枝条ꎬ烘干至恒重ꎬ粉碎过 ６０ 目筛

备用ꎮ
测定方法:称取样品 ０.０５ ｇ (３ 个重复)ꎬ放入 ５

ｍＬ 离心管内ꎬ加水 ４ ｍＬꎬ摇匀ꎬ放置在 ８０ ℃水浴上

提取 ３０ ｍｉｎꎬ每隔约 １０ ｍｉｎ 摇匀一次ꎮ 然后迅速置

于冷水浴中冷却ꎬ加水定容到 ５ ｍＬꎬ摇匀ꎬ过滤ꎮ 若

滤液浑浊ꎬ重复过滤一次ꎮ 吸取滤液 ０.１ ｍＬ 到试

管中ꎬ加入 ４.９ ｍＬ 的水稀释ꎬ然后加入 ０.２ ｍＬ 福林

酚试剂ꎬ摇匀ꎬ５ ｍｉｎ 后加 １ ｍＬ 的饱和碳酸钠溶液ꎬ
摇匀ꎬ此时溶液显示蓝色ꎮ 室温静置 ３０ ｍｉｎꎬ用酶

标仪于 ７６０ ｎｍ 处测定其光密度ꎮ 同时以蒸馏水作

空白调零ꎮ
１.３　 黄酮和单宁对桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌的生

长影响

１.３.１　 黄酮和单宁对伴生细菌的毒性 　 黄酮和单

宁最低抑菌浓度(ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ
ＭＩＣ)测定实验用来检验次生代谢物质黄酮和单宁

是否对桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌有利ꎮ ２ 种化学物

质的 最 低 抑 菌 浓 度 实 验 参 考 Ｃｏｓｅｎｔｉｎｏ ｅｔ ａｌ.
(１９９９)的培养基液体微稀释法ꎮ 具体操作如下:
(１)所有待测的 ６ 株细菌在 ＬＢ 培养基中过夜培养ꎻ
(２)将黄酮和单宁分别溶解于二甲基亚砜和无菌水

中ꎬ并加到含有 ＬＢ 培养基的 ９６ 孔板(Ｇｒｅｉｎｅｒꎬ Ｇｅｒ￣
ｍａｎｙ)中ꎬ黄酮按照 ２０、４０、６０ 、８０、１００、１２０、１４０、
１６０ ｎｇμＬ－１ 的浓度稀释ꎬ单宁按照 ５００、 １０００、
１５００、２０００、３０００、４０００、５０００、６０００ ｎｇμＬ－１的浓度

稀释ꎻ(３) 过夜培养的 ６ 株细菌调整其 Ｄ６００ ｎｍ 为

０.５ꎬ并稀释 １００ 倍于 ９６ 孔板中ꎻ(４)将 ９６ 孔板放于

２５ ℃恒温培养箱中培养 １２ ｈꎻ(５)１２ ｈ 后ꎬ检查每

个孔ꎬ看是否有菌长出(裸眼观察)ꎬ可以抑制细菌

生长的浓度为最低抑菌浓度ꎮ 以上每种细菌的每

个浓度做 ３ 个重复ꎮ
１.３.２　 黄酮和单宁对伴生细菌的生长影响 　 黄酮

对伴生细菌的生长影响:２ 种细菌(Ｂ１ 和 Ｂ４)在

ＭＲＳ 肉汤培养基上培养ꎮ 首先ꎬ３０ ℃恒温摇床 １８０
ｒｍｉｎ－１条件下培养 ２４ ｈꎬ调整细胞密度 Ｄ６００ ｎｍ ＝
０.５左右ꎬ并将菌液稀释 １００ 倍至 ４ ｍＬ ＭＲＳ 肉汤培

养基ꎮ 然后将黄酮溶解于二甲基亚砜 ( ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ)中ꎬ每只摇菌管中加入 ４０ μＬ 黄

酮 / ＤＭＳＯ 溶液于培养基内ꎬ最终使微生物悬浮液

浓度分别为 １０、３０、５０、６０、７０、８０ ｎｇμＬ－１ꎬ每一浓

度设置 ５ 个重复ꎮ 然后在 ３０ ℃恒温摇床 １８０ ｒ
ｍｉｎ－１条件下培养 ２４ ｈꎮ 之后在 ６００ ｎｍ 可见光条件

下检测不同黄酮浓度条件下细菌悬浮液的光密度ꎮ
对照组中不含黄酮ꎬ只含有等量的 ＤＭＳＯꎬ每种细

菌都设置一个对照ꎬ对照也设置 ５ 个重复ꎮ
单宁对伴生细菌的生长影响:３ 种细菌(Ｂ３、Ｂ５

和 Ｂ６)在 Ｍ９ 矿物质盐培养基上培养ꎮ 首先ꎬ３０ ℃
恒温摇床 １８０ ｒｍｉｎ－１条件下培养 ２４ ｈꎬ调整细胞

密度 Ｄ６００ ｎｍ ＝ ０.５ 左右ꎬ将菌液稀释 １００ 倍至 ４ ｍＬ
Ｍ９ 矿物质盐培养基ꎮ 然后将单宁溶解于无菌水

中ꎬ每只摇菌管中加入 ４０ μＬ 单宁水溶液于培养基

内ꎬ使微生物悬浮液浓度分别为 １０００、２０００、３０００、
４０００、５０００、６０００ ｎｇμＬ－１ꎬ每一浓度设置 ５ 个重

复ꎮ 在 ３０ ℃恒温摇床 １８０ ｒｍｉｎ－１条件下培养 ２４
ｈꎮ 在 ６００ ｎｍ 可见光条件下检测不同单宁浓度条

件下细菌悬浮液的光密度ꎮ 对照组中不含单宁ꎬ每
种细菌都设置一个对照ꎬ对照也设置 ５ 个重复ꎮ
１.４　 桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌对黄酮和单宁的降

解能力测定

１.４.１　 伴生细菌对黄酮的降解能力 　 黄酮降解实

验在 １４ ｍＬ 摇菌管内进行ꎮ 向每只摇菌管内加入

４.９ ｍＬ 的 ＭＲＳ 肉汤培养基ꎬ加入 ５０ μＬ 的黄酮 /
ＤＭＳＯ 溶液(终浓度为 ５０ ｎｇμＬ－１)ꎬ各用 ５０ μＬ
的细菌 Ｂ１ 和 Ｂ４ 接种ꎬ３７ ℃恒温摇床 １８０ ｒｍｉｎ－１

恒温摇床培养ꎮ 在 ０、２、１２ 和 ２４ ｈ 分别吸取混合液

４００ μＬꎬ１２０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 ４００ μＬ 的

甲醇溶解沉淀ꎬ涡旋混匀后ꎬ１２０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取
上清液 １００ μＬ 于样品瓶内ꎬ储存于 － ２０ ℃ 用于

ＨＰＬＣ 上机检测ꎮ 每种细菌设置 ６ 组重复ꎬ空白对

照未接种细菌ꎬ只加入黄酮 / ＤＭＳＯ 溶液ꎬ也设置 ６
组重复ꎮ 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ ｓｅｒｉｅｓ 高效液相色谱仪

检测样品中黄酮的含量ꎮ 具体方法如下:流动相 Ａ
色谱级甲醇ꎻ流动相 Ｂ２‰乙酸水溶液ꎮ 流动相以

０.８ ｍＬｍｉｎ－１的流速运行ꎬ２０ ｍｉｎ 甲醇上升至 ５％
~３０％ꎬ５ ｍｉｎ 内甲醇上升至 ３０％ ~５０％ꎬ５ ｍｉｎ 内甲

醇上升至 ５０％~ ６５％ꎬ６５％的甲醇保持 ５ ｍｉｎꎬ甲醇

在 ７ ｍｉｎ 内上升至 ６５％~１００％ꎮ 色谱分离柱为 Ａｇ￣
ｉｌｅｎｔ Ｃ３０ 柱(２５０ ｍｉｎ×４.６ ｍｍＬ.Ｄ.)ꎬ每次进样 ２０
μＬꎬ每次在样品检测前先运行同样体积的标准品ꎬ
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做出标准曲线用于计算样品浓度ꎮ
１.４.２　 伴生细菌对单宁的降解能力 　 单宁降解实

验在摇菌管内进行ꎮ 向每只摇菌管中加入 ４.９ ｍＬ
的 Ｍ９ 矿物盐培养基ꎬ加入 ５０ μＬ 的单宁水溶液(终
浓度为 １０００ ｎｇμＬ－１)ꎬ各用 ５０ μＬ 的细菌 Ｂ３、Ｂ５
和 Ｂ６ 接种后ꎬ２８ ℃ 恒温摇床 １８０ ｒｍｉｎ－１ 培养ꎮ
在 ０、１２、２４ 和 ４８ ｈ 各吸取混合液 １ ｍＬꎬ加入 ２.４
ｍＬ 乙醇洗涤ꎬ手动摇匀 ５ ｍｉｎꎬ然后 ５０００ ｒｍｉｎ－１

离心 １０ ｍｉｎꎬ重复洗涤一次ꎬ将 ２ 次提取液混合在

一起ꎬ放入超声波浴中 ３０ ｍｉｎꎬ充分溶解沉淀ꎬ吸取

上清液于样品瓶中储存于－２０ ℃用于 ＨＰＬＣ 上机

检测ꎮ 每种细菌设置 ６ 组重复ꎬ对照组只加入单

宁ꎬ不接菌ꎬ也设置 ６ 组重复ꎮ 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ ｓｅ￣
ｒｉｅｓ 高效液相色谱仪检测样品中单宁的含量ꎮ 具体

方法如下:流动相 Ａ２‰乙酸水溶液ꎻ流动相 Ｂ(超
纯水 /乙腈 /乙酸ꎬ ７８ / ２０ / ２ꎬ Ｖ / Ｖ / Ｖ)ꎻ流动相以 １
ｍＬｍｉｎ－１的流速运行ꎬ０ ~ ５５ ｍｉｎ 内乙腈 /乙酸水

溶液增加至 ８０％ꎬ５５ ~ ５７ ｍｉｎ 内乙腈 /乙酸水溶液

增加至 ８０％~９０％ꎬ５５~５７ ｍｉｎ 内乙腈 /乙酸水溶液

保持 ９０％ꎬ７０ ~ ８０ ｍｉｎ 内乙腈 /乙酸水溶液增加至

９０％~９５％ꎬ甲醇在 １０ ｍｉｎ 内增加至 ９５％ ~ １００％ꎬ
９０~１２０ ｍｉｎ 使用甲醇清洗ꎮ 色谱分离柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｃ３０ 柱(２５０ ｍｉｎ×４.６ ｍｍＬ.Ｄ.)ꎬ每次样品进样 ２０
μＬꎬ每次在样品检测前先运行同样体积的标准品ꎬ
做出标准曲线用于计算样品浓度ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 桉树次生代谢物质黄酮和单宁的含量

实验结果显示ꎬ不同品系(Ａ１０７ 和 ＤＨ２０１￣２)
健康的桉树次生代谢物质黄酮和单宁的含量与高

感品系(ＤＨ２０１￣２)桉树遭受小蜂危害后黄酮和单

宁的含量差异显著ꎮ 在高抗品系 Ａ１０７ 中类黄酮和

单宁含量均显著高于高感品系 ＤＨ２０１￣２(独立样本

ｔ 检验ꎬＰ<０.００１)ꎮ 其中ꎬＡ１０７ 中黄酮、单宁含量分

别为(４.３２±０.１２)、(６２.６２±１.５７) ｍｇｇ－１ꎻＤＨ２０１￣２
中黄酮、单宁含量分别为(１. ４３ ± ０. ２３)、(４５. ７５ ±
２.４２) ｍｇｇ－１ꎮ 高感品系桉树 ＤＨ２０１￣２ 在遭受桉

树枝瘿姬小蜂危害前后体内黄酮和单宁含量发生

明显变化ꎬ危害后黄酮、单宁含量分别为 ( ４.１１ ±
０.０７)、(８２.０６±１.７６) ｍｇｇ－１ꎮ
２.２　 桉树次生代谢物质黄酮和单宁对伴生细菌的

毒性

最低抑菌实验结果显示ꎬ黄酮的抑菌范围从 ４０
ｎｇμＬ－１到 ８０ ｎｇμＬ－１ꎬ而单宁的抑菌范围则从

１０００ ｎｇμＬ－１到 ６０００ ｎｇμＬ－１(表 １ 和表 ２)ꎮ ６
株细菌对黄酮和单宁的耐受存在差异:Ｂ２、Ｂ３、Ｂ５
和 Ｂ６ 对黄酮比较敏感ꎬ而 Ｂ１ 和 Ｂ４ 对黄酮耐受能

力较强ꎻＢ１、Ｂ２ 和 Ｂ４ 对单宁较为敏感ꎬ而 Ｂ３、Ｂ５ 和

Ｂ６ 对单宁耐受能力较强ꎮ

表 １　 ６ 株伴生细菌对黄酮和单宁的
最低抑菌浓度(ｎｇμＬ－１)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ(ｎｇμＬ－１) ｏｆ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔａｎｎｉｎｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｓｉｘ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ

菌株代号
Ｉｓｏｌａｔｅ
ｎｕｍｂｅｒｓ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

黄酮
Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ

单宁
Ｔａｎｎｉｎ

Ｂ１ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃｏｈｎｉｉ ８０ １５００
Ｂ２ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｏｃｅａｎｏｓｅｄｉｍｅｎｔｕｍ ４０ １０００
Ｂ３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄａｎｎｉｉ ４０ ５０００
Ｂ４ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｇｅｎｉｃｕｌａｔｅ ８０ １０００
Ｂ５ Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｃｅｓｃｅｎｓ ４０ >６０００
Ｂ６ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｑｕａｓｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ４０ ６０００

表 ２　 ６ 株伴生细菌对黄酮和单宁的最低抑菌浓度(ｎｇμＬ－１)的描述性统计
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (ｎｇμＬ－１) ｏｆ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔａｎｎｉｎｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｓｉｘ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ

抗菌剂
Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ

ａｇｅｎｔ
ｎ

最低抑菌浓度
的中位数
Ｍｅｄｉａｎ

抑制待测菌株数 ５０％
的最低抑菌浓度

ＭＩＣ５０

抑制待测菌株数 ９０％
的最低抑菌浓度

ＭＩＣ９０

出现次数最多的
最低抑菌浓度

Ｍｏｄｅ∗

最低抑菌
浓度范围
ＭＩＣ ｒａｎｇｅ

敏感性
Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ /

％

黄酮 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ６ ４０ ４０ ８０ ４０ ２０~１８０ １００
单宁 Ｔａｎｎｉｎ ６ ３２５０ １５００ ５０００ １０００ ５００~ >６０００ ８３.３３

２.３　 桉树次生代谢物质黄酮和单宁对伴生细菌的

生长影响

７ 种浓度 ０、１０、３０、５０、６０、７０ 和 ８０ ｎｇμＬ－１的

黄酮对桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌 Ｂ１ 和 Ｂ４ 的生长

影响见图 １Ａꎮ 其中ꎬ１０ ｎｇμＬ－１的黄酮对 ２ 种细

菌均无明显的抑制作用ꎬ在其余浓度下ꎬ随着黄酮

浓度的升高ꎬ其对细菌的抑制作用越明显ꎮ 在高浓

度 ８０ ｎｇμＬ－１黄酮的条件下ꎬ２ 种细菌生长受到完
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全抑制ꎮ
７ 种浓度 ０、 １０００、 ２０００、 ３０００、 ４０００、 ５０００ 和

６０００ ｎｇμＬ－１的单宁对桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌

Ｂ３、Ｂ５ 和 Ｂ６ 的生长影响见图 １Ｂꎮ 在低浓度 １０００
ｎｇμＬ－１单宁条件下ꎬ３ 种细菌生长均不受影响ꎻ在

单宁浓度超过 ２０００ ｎｇμＬ－１开始ꎬ各种细菌的生

长均会受到抑制ꎬ细菌 Ｂ３ 在超过 ５０００ ｎｇμＬ－１单

宁条件下则完全不能生长ꎬ细菌 Ｂ６ 在 ６０００ ｎｇ
μＬ－１单宁条件下生长受到完全抑制ꎮ

图 １　 伴生细菌在不同浓度黄酮和单宁条件下的生长情况
Ｆｉｇ.１　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔａｎｎｉｎｓ

２.４　 伴生细菌对黄酮和单宁的降解能力

２ 种细菌 Ｂ１ 和 Ｂ４ 在不同时间降解黄酮的能

力见图 ２Ａꎮ 其中ꎬ在 ２４ ｈ 处 ２ 种细菌对黄酮的降

解率分别达到了 ２７.３５％和 ２１.１４％ꎬ说明 ２ 种细菌

具有一定的降解黄酮的能力ꎮ
３ 种细菌 Ｂ３、Ｂ５ 和 Ｂ６ 在不同时间降解单宁的

能力见图 ２Ｂꎮ 其中ꎬＢ６ 在 １２、２４ 和 ４８ ｈ 单宁浓度

没有显著差异ꎬ说明该细菌对单宁降解能力一般ꎮ
而 Ｂ３、Ｂ５ 在 ４８ ｈ 时单宁的降解率分别达到了

４４.８２％和 ４８.３６％ꎬ２ 种细菌均具有较强的降解单宁

的能力(单因素方差分析ꎬＰ<０.０５)ꎮ

图 ２　 伴生细菌在不同时间降解黄酮和单宁的浓度变化
Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｂａｃｔｅｒｉａ Ｂ１ ａｎｄ Ｂ４ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

不同小写字母表示在 ５％水平上差异显著ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ.

３　 讨论
在植物与昆虫的长期协同进化过程中ꎬ植物为

避免植食性昆虫的危害ꎬ形成或诱导产生多种特有

的次生化合物ꎬ这些化合物对大多数昆虫起着化学

防御作用(冼继东等ꎬ２００３)ꎮ 这些植物次生物质虽

非营养物质ꎬ但具有防御和保护植物免受昆虫危害

的功能ꎮ 有研究表明ꎬ植物在抵御病虫侵害中ꎬ次
生代谢产物比任何其他自然因素都更为重要和有

效ꎮ 随着植食性昆虫的取食ꎬ许多次生代谢产物在

昆虫体内不断积累ꎬ从而使昆虫生长发育减缓或繁

殖率降低ꎬ甚至导致昆虫死亡(吕蔷ꎬ２０１０ꎻ 薛英伟

等ꎬ２００９ꎻ 张彦广等ꎬ２００１ꎻ 周丹丹ꎬ２００８)ꎮ 桉叶中
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黄酮类化合物的研究较早ꎬ２０ 世纪 ６０ 年代 Ｈｉｌｌｉｓ
(１９６６)研究了 ２００ 余种桉叶中的黄酮类化合物ꎬ发
现大多含有槲皮素、杨梅素和山奈酚ꎮ 近年来ꎬ研
究者从桉属植物中得到了 ３８ 个黄酮类化合物ꎬ其
结构为黄酮或黄酮醇及其苷类、二氢黄酮或者二氢

黄酮醇及其苷类(Ａｍａｋｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ Ｈｏｕ ｅｔ ａｌ.
(２０００)从桉叶中分离出一种没食子单宁酸成分和

４ 种可水解的单宁酸、没食子酸及儿茶酚等ꎮ 张华

峰(２０１３)发现ꎬ桉树枝瘿姬小蜂产卵能明显影响桉

树叶黄酮、单宁和总酚等次生代谢物质的含量ꎮ 而

戴沿海(２００６)也发现ꎬ松树通过增加黄酮的合成量

来抵御松突圆蚧的危害ꎮ 此外ꎬ落叶松针叶中单宁

等物质含量与松毛虫危害程度呈负相关ꎬ说明了单

宁是一类可作为树种抗性的标志的化学防御物质

(王燕等ꎬ２００１)ꎮ 石媛媛等(２０１７)通过对混交林

和纯林中油松不同处理ꎬ发现松毛虫取食可诱导增

加油松针叶内的缩合单宁和黄酮含量ꎬ进而增强油

松的抗虫性ꎮ 本研究发现ꎬ高抗品系和被桉树枝瘿

姬小蜂危害后的高感品系中黄酮和单宁的含量显

著性高于健康高感品系ꎮ 以上结果表明ꎬ黄酮和单

宁是桉树低于桉树枝瘿姬小蜂危害的主要防御性

代谢物质ꎮ
在植物与植食性昆虫协同进化过程中ꎬ植物在

不断完善其防御反应ꎬ同时植食性昆虫也在选择压

下不断适应植物防御反应ꎮ 在植食性昆虫适应植

物防御反应的反防御策略也呈现多样性ꎮ 如昆虫

利用其唾液及伴生微生物抑制植物防御反应和降

解其次生代谢物等(Ｅｎｇｅｌ ＆ Ｍｏｒａｎꎬ２０１３ꎻ Ｈａｍｍｅｒ
＆ Ｂｏｗｅｒｓꎬ２０１５ꎻ Ｈａｎｓｅｎ ＆ Ｗｏｒａｎꎬ２０１４ꎻＬｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ Ｍａｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 黄酮类

化合物经人体摄入后ꎬ大部分不经降解而进入大

肠ꎬ经由肠道菌群酶的生物转化成简单酚酸后被吸

收或排泄(Ｓｅｒｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ 周锡钦等(２００９)研
究发现ꎬ从黄芩中提取的黄酮类化合物能够显著抑

制白色念珠菌 Ｍｏｎｉｌｉａ ａｌｂｉｃａｎ 的生长ꎮ 黄酮类化合

物对金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ 、大肠埃

希杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 和枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂ￣
ｔｉｌｉｓ 等的抑制作用较为明显ꎮ 单宁能够抑制多种革

兰氏阳性菌(如金黄色葡萄球菌、链球菌等)和革兰

氏阴性菌(如沙门菌、螺杆菌、大肠杆菌、梭菌、弯曲

杆菌和芽孢杆菌等)的生长ꎬ并且革兰氏阳性菌通

常比革兰氏阴性菌更敏感(Ｄａｇｌｉａꎬ２０１２)ꎮ 黄文和

石碧(２００３)和吕远平等(２００３)分别从堆放橡椀的

土壤中分离到能降解单宁的黑曲霉、内胞霉和假丝

酵母ꎮ 黄文等(２００３)从内胞霉菌丝体中不但检测

出单宁酶活性ꎬ还检测到多酚氧化酶(ＰＰＯ)活性ꎬ
并证实单宁的降解不仅与单宁酶有关ꎬ还与多酚氧

化酶有关ꎮ 本研究发现ꎬ一些桉树枝瘿姬小蜂伴生

细菌具有对黄酮和单宁的高耐受性和代谢能力ꎮ
进而推测其可能在桉树枝瘿姬小蜂克服桉树抗性

的过程中扮演了重要作用ꎮ 但其在自然环境中的

实际能力还需后续研究证明ꎬ同时其降解的机制也

值得进一步研究ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现高抗品系(Ａ１０７)桉树

体内次生代谢物质黄酮和单宁的含量均显著性高

于高感品系(ＤＨ２０１￣２)桉树ꎮ 同时ꎬ高感品系桉树

遭受桉树枝瘿姬小蜂危害后ꎬ体内次生代谢物质黄

酮和单宁的含量显著提高ꎬ２ 种物质是桉树抵御桉

树枝瘿姬小蜂侵害的主要防御物质ꎬ说明桉树枝瘿

姬小蜂诱导桉树产生了抗性ꎬ高浓度的黄酮和单宁

会抑制桉树枝瘿姬小蜂伴生细菌的生长ꎮ 在低浓

度情况下ꎬ伴生细菌可以适应ꎬ并继续繁殖ꎻ在高浓

度情况下ꎬ主要伴生细菌会被毒杀ꎬ而且黄酮的抑

制作用更为明显ꎮ 桉树枝瘿姬小蜂主要伴生细菌

在一定浓度的次生代谢产物黄酮和单宁条件下能

够生存ꎬ并且具有降解黄酮和单宁的能力ꎮ 在一定

的时间内ꎬ可以降解大部分次生代谢物质ꎬ帮助宿

主桉树枝瘿姬小蜂解除和适应桉树的黄酮和单宁

防御ꎮ
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