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摘要: 【目的】基于广东和广西地区柑橘木虱内生细菌的分离培养及分子鉴定ꎬ明确柑橘木虱可培养内生

细菌的多样性ꎬ为研究内生细菌与柑橘木虱互作、筛选潜在的共生控制候选细菌提供基础ꎮ 【方法】采用

虫体捣碎和涂布平板法分离柑橘木虱内生细菌ꎬ在线 ＢＬＡＳＴ 分析菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ鉴定内生细菌

的种属ꎬ并构建优势菌群的系统发育进化树和韦恩图ꎮ 【结果】共获得 １１４ 株柑橘木虱内生细菌ꎬ归为细

菌界的 ３ 个门的 １５ 个属ꎬ其中芽孢杆菌属 ５９ 株为优势菌群ꎬ占分离细菌总数的 ５１.７５％ꎻ假单胞菌属 １４ 株ꎬ
占分离细菌总数的 １２.２８％ꎻ泛菌属 １０ 株ꎬ占分离细菌总数的８.７７％ꎻ其他细菌占分离细菌总数的２７.１９％ꎮ
【结论】芽孢杆菌属细菌广泛分布在两广地区的柑橘木虱体内ꎬ值得作为潜在的候选细菌进行共生控制柑橘木虱的研究ꎮ
关键词: 柑橘木虱ꎻ 内生细菌ꎻ 分离鉴定ꎻ 多样性ꎻ 共生控制
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　 　 柑橘黄龙病 Ｃｉｔｒｕｓ Ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ 是一种毁灭

性病害ꎬ能侵染各种柑橘类植物ꎬ对我国柑橘产业

造成极大的威胁ꎮ 柑橘木虱 Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ Ｋｕｗａｙ￣
ａｍａ 不仅是柑橘上的一种重要害虫ꎬ也是柑橘黄龙

病的重要传播虫媒(杜丹超等ꎬ２０１１ꎻ Ｃｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 目前对柑橘黄龙病尚缺乏有效的防治药剂

和抗病品种(宋晓兵等ꎬ２０１６)ꎮ 加强对柑橘木虱的

防治ꎬ对控制柑橘黄龙病的流行ꎬ降低害虫本身对

生物安全学报 ２０２０ꎬ ２９(３): ２０９－２１６
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柑橘的危害都具有重要意义(宋晓兵等ꎬ２０１８)ꎮ
细菌和昆虫之间除了少数属于病原菌与寄主

的关系外ꎬ存在着广泛的非致病性关系ꎬ某些细菌

则是寄主生长繁殖所必需的(Ｂｒｕｍｍｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４ꎻ
Ｄｉｌｌｏｎ ＆ Ｃｈａｒｎｌｅｙꎬ２００２)ꎮ 如昆虫肠道内生细菌在

食物消化、营养吸收、繁殖及信息素的合成中发挥

重要作用(Ｃａｍｐｂｅｌｌꎬ１９９０ꎻ Ｄｉｌｌｏｎ ＆ Ｃｈａｒｎｌｅｙꎬ２００２ꎻ
Ｔｏｋｕｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 内生细菌不仅能够为寄主的

生长发育提供营养ꎬ还能合成多种生物活性物质、
调节寄主的免疫、抵御病原生物的入侵和定殖等

(魏舸等ꎬ２０１８)ꎮ 柑橘木虱主要以吸食植物韧皮部

汁液为主ꎬ其本身没有合成胆固醇、必需氨基酸和

维生素的能力ꎬ而柑橘木虱体内普遍存在着内生细

菌ꎬ为其提供生长发育所需的脂类化合物、维生素

和必需氨基酸ꎬ内生细菌与木虱长期共存、互惠互

利、协同进化(徐红星等ꎬ２００９)ꎮ 目前ꎬ国外已提出

一种创新性的病虫害管理策略———共生控制(ｐａｒａ￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎬ即利用寄主的共生细菌控制昆

虫媒介或病原体(Ｂｅｘｔｉｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４ꎻ Ｋｏｌｏｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 如基于胞质不相容性( ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｉｎｃｏｍ￣
ｐａｔｉｂｉｌｉｔｙꎬＣＩ)的原理ꎬ将携带 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ 的雄蚊与不

携带或者携带不同 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ 体型的雌蚊交配ꎬ雌
蚊产的卵将不会孵化(潘晓玲等ꎬ２０１４ꎻ 周丽丽等ꎬ
２０１０ꎻ Ｄｕｔｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ

本研究通过分离培养及鉴定不同地区柑橘木

虱内生细菌ꎬ一方面明确柑橘木虱可培养内生菌的

区域多样性ꎬ为研究内生细菌与柑橘木虱之间的互

作提供基础ꎻ另一方面探讨内生细菌在柑橘木虱生

命活动中所起的作用ꎬ对利用潜在的候选细菌通过

共生控制防治柑橘木虱或黄龙病具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试柑橘木虱

柑橘木虱成虫分别采集自广东省广州市白云

区钟落潭镇(默科特)、广州市天河区五山大丰街

(九里香)、惠州市龙门县永汉镇(沙糖橘)、肇庆市

德庆县九市镇(贡柑)、肇庆市高要区新桥镇(贡
柑)、阳江市阳西县儒洞镇(马水橘)、河源市紫金县

蓝塘镇(春甜橘)和广西桂林市灵川县大圩镇(蜜
橘)共 ８ 个地区ꎬ每个地区采集成虫 ２０ 头ꎬ重复采

集 ２ 次ꎮ 采集的柑橘木虱成虫(雌雄随机)连同其

寄主嫩梢枝叶置于塑料瓶中带回实验室ꎬ室温保存

１~２ ｄ 内进行分离ꎮ

１.２　 试剂和引物

２×ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
购自全式金生物技术(北京)有限公司ꎻＤＮＡ 提取

试剂盒、凝胶回收试剂盒购自爱思进生物技术(杭
州)有限公司ꎮ ＰＣＲ 引物对 ２７Ｆ / １４９２Ｒꎬ由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ
１.３　 培养基

ＹＥＢ 液体培养基:胰蛋白胨 １０ ｇ、酵母浸出粉 ５
ｇ、蔗糖 ５ ｇ、氯化钠 ５ ｇ、七水硫酸镁 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１、蒸
馏水定容至 １０００ ｍＬ、ｐＨ 为 ７.０ꎮ

ＹＥＢ 固体培养基:胰蛋白胨 １０ ｇ、酵母浸出粉 ５
ｇ、蔗糖 ５ ｇ、氯化钠 ５ ｇ、七水硫酸镁 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１、琼
脂粉 １５ ｇ、蒸馏水定容至 １０００ ｍＬ、ｐＨ 为 ７.０ꎮ
１.４　 内生细菌的分离

田间采集的柑橘木虱成虫置于无菌离心管中

带回实验室ꎬ将木虱置于－ ２０℃ 冰箱中冷冻 ３ ~ ５
ｍｉｎꎬ降低木虱的活动能力ꎬ然后分装于 １.５ ｍＬ 离

心管内ꎬ每管 ５ 头ꎬ重复 ４ 次ꎮ 在超净工作台上进

行分离操作ꎬ将木虱置于 ７０％乙醇中浸泡 ３０ ｓꎬ随
后用无菌水漂洗 ３~４ 次ꎬ最后一次漂洗液涂平板验

证灭菌效果ꎮ 将柑橘木虱于无菌滤纸上晾干后置

于灭菌离心管中ꎬ加入 ５００ μＬ ＹＥＢ 液体培养基ꎬ然
后用一次性组织研磨杵将虫体完全捣碎ꎬ分别吸取

１００ μＬ 混合液涂布到 ＹＥＢ 平板培养基上ꎬ每管涂

布 ５ 个平板ꎬ２８ ℃倒置培养 ２ ~ ３ ｄ 后观察菌落形

态ꎮ 根据菌落形态(大小、形状、颜色、表面光泽、透
明度和质地等)分别挑取培养基表面不同种类的细

菌菌落ꎬ在相应培养基平板上纯化ꎬ纯化内生细菌

接种于 ＹＥＢ 培养基斜面上ꎬ４ ℃保存备用ꎮ
１.５　 内生细菌分子鉴定

１.５.１　 ＤＮＡ 提取　 将平板上长出的所有不同形态

细菌挑出ꎬ并将其进一步纯化ꎬ得到单菌落ꎮ 然后

将接种单菌落至 ＹＥＢ 液体培养基振荡培养 ２４ ｈꎬ
２８ ℃ꎬ１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ꎮ 取适量菌液于 １.５ ｍＬ 离心管

中ꎬ１００００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ３０ ｓꎬ弃去上清液ꎬ采用

ＤＮＡ 提取试剂盒提取菌株的总 ＤＮＡꎮ
１.５. ２ 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增 　 根据 Ｌａｎｅ
(１９９１ ) 的 方 法ꎬ 采 用 引 物 对 ２７Ｆ / １４９２Ｒ ( ５′￣
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′ / ５′￣ＴＡＣＧＧＴＴＡＣ￣
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′)扩增细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

Ｖ１~ Ｖ９ 区ꎮ ＰＣＲ 反应体系:模板 １. ０ μＬꎬ２ ×Ｅａ￣
ｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ １２. ５ μＬꎬ上下游引物各 １. ０
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μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ９.５ μＬꎮ 扩增程序:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５４ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５
个循环ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物ꎬ采用

１％琼脂糖凝胶电泳进行检测ꎬ检测后剩余的 ＰＣＲ
产物用于后续实验ꎮ
１.５.３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序及比对　 于琼脂糖凝胶

上割取 ＰＣＲ 产物的目的条带ꎬ利用 Ａｘｙｇｅｎ 胶回收

试剂盒回收纯化ꎬ然后送至 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司利用引

物 ２７Ｆ / １４９２Ｒ 进行两端测序ꎮ 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件

(ＤＮＡＳＴＡＲ Ｉｎｃꎬ ＭａｄｉｓｏｎꎬＵＳＡ)对所获得的目的基

因序列进行拼接ꎬ然后利用 ＢＬＡＳＴ 程序进行序列

相似性比对ꎬ从而鉴定所分离的柑橘木虱内生细菌

的种属ꎮ
１.５.４　 系统发育分析　 选取所有地区的优势菌株

序列ꎬ利用软件 ＭＥＧＡ ６.０ 进行聚类分析ꎬ采用邻近

相接法(ＮＪ)构建系统进化树ꎮ 对分离优势菌株数

量居多的几个地区采用 Ｖｅｎｎｙ ２.１ 在线软件(ｈｔｔｐｓ:

∥ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ.ｃｎｂ.ｃｓｉｃ.ｅｓ / ｔｏｏｌｓ / ｖｅｎｎｙ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)制作

韦恩图ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 柑橘木虱内生细菌的分离

对采集自广东、广西 ８ 个地区的柑橘木虱进行

内生细菌的分离培养ꎬ共分离保存形态特征各异的

柑橘木虱内生细菌 １１４ 株ꎬ其中ꎬ广州市白云区钟

落潭镇(ＢＹ)１７ 株ꎬ广州市天河区五山大丰街(ＴＨ)
１２ 株ꎬ广东省德庆县九市镇(ＤＱ)１１ 株ꎬ广东省高

要市新桥镇(ＧＹ)２０ 株ꎬ广西省桂林市灵川县大圩

镇(ＧＸ)１０ 株ꎬ广东省龙门县永汉镇(ＬＭ)１７ 株ꎬ广
东省阳西县儒洞镇(ＹＸ)１２ 株ꎬ广东省紫金县蓝塘

镇(ＺＪ)１５ 株ꎮ 部分内生细菌的形态如图 １ꎮ 根据

菌落形态(大小、形状、颜色、表面光泽、透明度和质

地等)分别挑取培养基表面不同种类的细菌菌落ꎬ
在相应培养基平板上划线纯化ꎬ接种于 ＹＥＢ 培养

基斜面上ꎬ４ ℃保存ꎮ

图 １　 柑橘木虱部分内生细菌的菌落形态
Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｄ. ｃｉｔｒｉ

２.２　 内生细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增

分别提取柑橘木虱内生细菌的总 ＤＮＡꎬ采用引

物对 ２７Ｆ / １４９２Ｒ 扩增细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ１￣Ｖ９

区ꎬ产物长度 １５００ ｂｐ 左右ꎮ 电泳结果显示ꎬ分离获

得的柑橘木虱内生细菌均扩增到明亮条带ꎬ与预期

的 ＰＣＲ 产物长度相同(图 ２、图 ３)ꎮ

图 ２　 柑橘木虱(白云)内生细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增分析
Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｄ. ｃｉｔｒｉ ｆｒｏｍ Ｂａｉｙｕｎ

Ｍ:Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１~１７:模板为 １７ 个内生细菌的基因组 ＤＮＡꎮ
Ｍ: Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－１７: Ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ １７ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ.
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图 ３　 柑橘木虱(天河)内生细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增分析
Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｄ. ｃｉｔｒｉ ｆｒｏｍ Ｔｉａｎｈｅ

Ｍ:Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１~１２:模板为 １２ 个内生细菌的基因组 ＤＮＡꎮ
Ｍ: Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－１２: Ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ １２ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ.

２.３　 柑橘木虱内生细菌多样性分析

对获得的目的基因序列进行拼接ꎬ获得 １１４ 个

细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ利用 ＢＬＡＳＴ 程序进行序列相

似性比对ꎬ将所分离的内生细菌归为细菌界的 ３ 个

门的 １５ 个属ꎬ分别为厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 杆菌纲

Ｂａｃｉｌｌｉ 芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ、乳球菌属 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ、芽孢八叠球菌属 Ｓｐｏｒｏｓａｒ￣
ｃｉｎａ 和喜氨菌属 Ａｍｍｏｎｉｐｈｉｌｕｓꎻ变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃ￣
ｔｅｒｉａ γ￣变形菌纲 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的假单胞菌

属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、泛菌属 Ｐａｎｔｏｅａ、肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒ￣
ｏｂａｃｔｅｒꎬα￣变形菌纲 Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的副球菌属

Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ、短波单胞菌属 Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ 和赤杆菌

属 Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒꎬβ￣变形菌纲 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的代

尔夫特菌属 Ｄｅｌｆｔｉａꎻ放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 微球菌

纲 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ 的微球菌属 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ、考克氏菌

属 Ｋｏｃｕｒｉａ 和短小杆菌属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎮ 选取有代

表性的特异性菌株序列 １５ 个上传到 ＧｅｎＢａｎｋ 中

(表 １)ꎮ
在 １１４ 个柑橘木虱可培养内生细菌中ꎬ芽孢杆

菌属 ５９ 株为优势菌群ꎬ占分离细菌总数的５１.７５％ꎻ
假单胞菌属 １４ 株ꎬ占 １２. ２８％ꎻ泛菌属 １０ 株ꎬ占
８.７７％ꎻ其他细菌占 ２７.１９％ꎬ在各个地区的柑橘木

虱中不稳定存在、仅在某些地区存在的细菌可能来

源于自然环境或植物寄主ꎬ并未与柑橘木虱之间形

成真正的共生关系ꎬ属于过路菌群ꎮ 不同地区柑橘

木虱可培养内生细菌种类和数量存在明显差异ꎬ其
中白云采集的木虱获得的细菌种类最多ꎬ归为 ８ 个

属 １７ 株ꎻ阳西采集的木虱获得的细菌种类最少ꎬ归
为 ２ 个属 １２ 株(表 ２)ꎮ

表 １　 １５ 株代表性柑橘木虱内生细菌的鉴定情况
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １５ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｄ. ｃｉｔｒｉ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

菌株鉴定
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

菌株鉴定
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

ＢＹＭＳ０３ 假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ＫＵ８９１８３７ ＴＨＭＳ０１ 副球菌属 Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ ＫＵ８９１８４６
ＢＹＭＳ０４ 芽孢八叠球菌属 Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ ＫＵ８９１８３８ ＴＨＭＳ０７ 泛菌属 Ｐａｎｔｏｅａ ＫＵ８９１８４８
ＢＹＭＳ０５ 芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ＫＵ８９１８３９ ＧＹＭＳ１０ 考克氏菌属 Ｋｏｃｕｒｉａ ＫＸ９２５５６２
ＢＹＭＳ０９ 葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ＫＵ８９１８４０ ＤＦＭＳ０３ 代尔夫特菌属 Ｄｅｌｆｔｉａ ＫＸ９２５５６３
ＢＹＭＳ１０ 微球菌属 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ＫＵ８９１８４１ ＧＹＭＳ２０ 赤杆菌属 Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ＫＸ９２５５６４
ＢＹＭＳ１６ 肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ＫＵ８９１８４２ ＤＱＭＳ０４ 短小杆菌属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＫＸ９２５５６５
ＢＹＭＳ２０ 短波单胞菌属 Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ ＫＵ８９１８４３ ＧＹＭＳ１９ 喜氨菌属 Ａｍｍｏｎｉｐｈｉｌｕｓ ＫＸ９２５５６６
ＢＹＭＳ２１ 乳球菌属 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ＫＵ８９１８４４

􀅰２１２􀅰 生物安全学报　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ２９ 卷　



 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

表 ２　 柑橘木虱可培养内生细菌的鉴定分类
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｄ. ｃｉｔｒｉ

属 Ｇｅｎｕｓ 白云 ＢＹ 天河 ＴＨ 德庆 ＤＱ 高要 ＧＹ 龙门 ＬＭ 阳西 ＹＸ 紫金 ＺＪ 广西 ＧＸ 合计 Ｔｏｔａｌ

芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ６ ０ ５ １４ ９ １１ ６ ８ ５９
假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ １ ０ ４ ２ ０ ０ ７ ０ １４
泛菌属 Ｐａｎｔｏｅａ ０ ５ ０ ０ ４ ０ １ ０ １０
葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ２ ２ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ７
微球菌属 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ３ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ５
肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ １ ２ ０ ０ １ ０ ０ ０ ４
芽孢八叠球菌属 Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ３
乳球菌属 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ２
副球菌属 Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ２
考克氏菌属 Ｋｏｃｕｒｉａ ０ ０ ０ ２ ０ ０ ０ ０ ２
短小杆菌属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ２
代尔夫特菌属 Ｄｅｌｆｔｉａ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １
短波单胞菌属 Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １
赤杆菌属 Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １
喜氨菌属 Ａｍｍｏｎｉｐｈｉｌｕｓ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １
总计 Ｔｏｔａｌ １７ １２ １１ ２０ １７ １２ １５ １０ １１４

２.４　 优势内生细菌聚类分析

选取所有地区的芽孢杆菌属菌株序列ꎬ采用软

件 ＭＥＧＡ ６.０ 进行聚类分析ꎬ构建系统进化树ꎮ 聚

类结果表明ꎬ柑橘木虱芽孢杆菌属 ５９ 个菌株ꎬ主要

为巨大芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ ２１ 株、短小芽

孢杆菌 Ｂ. ｐｕｍｉｌｕｓ １９ 株、蜡状芽孢杆菌 Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ １４
株和吉氏芽孢杆菌 Ｂ. ｇｉｂｓｏｎｉｉ ５ 株(图 ４)ꎮ ７ 个地

区芽孢杆菌的聚类结果显示ꎬ４ 个种类的芽孢杆菌

在 ７ 个地区的分布存在差异ꎬ巨大芽孢杆菌、短小

芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌在多数地区(均为 ６ 个)均
有分布ꎬ吉氏芽孢杆菌仅在广西、德庆、白云 ３ 个地

区分布(图 ４)ꎮ 对芽孢杆菌属细菌分离数量居多

的高要、龙门、阳西和广西 ４ 个地区ꎬ利用 Ｖｅｎｎｙ ２.１
在线软件制作韦恩图ꎮ 结果显示ꎬ巨大芽孢杆菌和

短小芽孢杆菌是 ４ 个地区共有的芽孢杆菌属细菌

(图 ５)ꎬ说明这 ２ 种细菌在柑橘木虱体内有更广泛

的适用性ꎮ

３　 讨论与结论
柑橘木虱内生细菌菌群是一个复杂敏感的生

物系统ꎬ不同的地理区域条件下的内生细菌的菌群

结构不尽相同ꎮ 本研究中源自 ８ 个地区的柑橘木

虱可培养内生细菌 １１４ 株ꎮ 以柑橘为寄主的 ７ 个

地区采集的木虱上均分离到芽孢杆菌ꎬ而天河九里

香上采集的柑橘木虱未分离到芽孢杆菌ꎬ这可能与

寄主差异有关ꎬ推测柑橘木虱的内生细菌有一部分

来源于寄主植物ꎬ可能是柑橘木虱取食寄主汁液ꎬ
将细菌从寄主植物转移到体内ꎬ其种群结构会随着

寄主植物的改变而变化ꎮ 聚类进化分析表明ꎬ优势

菌群芽孢杆菌属主要归为 ４ 个种类ꎬ本研究未分离

到对昆虫具有致死效果的苏云金芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎮ 巨大芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、蜡状

芽孢杆菌均能产生细菌素(王伟等ꎬ２０１９)ꎬ芽孢杆

菌细菌素具有较高的应用价值ꎬ可用于多种作物病

虫害的生物防治 (李依韦等ꎬ ２０１９ꎻ 杨得强等ꎬ
２０２０ꎻ 张玉栋ꎬ２０１６)ꎮ 本研究筛选到的芽孢杆菌

是否对植物病原菌有抑制效果有待下一步研究ꎮ
杨金霞(２０１３)利用 ＴＳＢ 培养基添加柞蚕蛹血

淋巴分离柑橘木虱培养内生细菌ꎬ获得 ８ 种内生细

菌:木糖葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ、葡萄球菌

属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.、枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ、
肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.、短小杆菌属的 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉｕｍ ｏｃｅａｎｏｓｅｄｉｍｅｎｔｕｍ、砖红色微杆菌 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ ｔｅｓｔａｃｙｅｕｍ、嗜麦芽寡养单胞菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ、柠檬色短小杆菌 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｉｆｒｅｕｍꎬ
与本研究结果较一致ꎬ除嗜麦芽寡养单胞菌外的 ７
种内生细菌都能归到本研究所分离的 １５ 个细菌属

中ꎮ 孙丽琴(２０１４)对不携带黄龙病菌的柑橘木虱

进行分离鉴定ꎬ共获得 １４ 株菌株ꎬ分属于芽孢杆菌

属、欧文氏菌属 Ｅｒｗｉｎｉａ、克雷伯氏杆菌属 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ、
葡萄球菌属、节杆菌属 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、泛菌属、果胶杆

菌属 Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、沙门氏菌属 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、链霉菌

属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、Ｍａｓｓｉｌｉａ ｂｒｅｖｉｔａｌｅａ 等 １０ 个细菌属ꎬ
与本研究所分离的 １５ 个属存在较大差异ꎬ可能是

由于地域、寄主差异及分离培养条件不同所致ꎮ
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图 ４　 柑橘木虱优势内生细菌多样性聚类
Ｆｉｇ.４　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｄ. ｃｉｔｒｉ

图 ５　 基于 ４ 个地区芽孢杆菌属细菌的韦恩图
Ｆｉｇ.５　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ４ ｒｅｇｉｏｎｓ

　 　 王爱华等(２０１０)采用常规方法分离培养柑橘

内生细菌ꎬ共获得 ２１ 株可培养内生细菌ꎬ分别归为

芽孢杆菌属、假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 和葡萄球菌

属等ꎬ其中芽孢杆菌属细菌为优势菌属ꎬ共有 １１
株ꎬ与本研究分离到的优势菌属相一致ꎮ 殷幼平等

(２０１１)从柑橘木虱中发现了大量的条件致病菌成

团泛菌 Ｐａｎｔｏｅａ ａｇｇｌｏｍｅｒａｎｓꎬ已有研究报道成团泛

生菌属和木糖氧化产碱菌属 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ
细菌被认为是共生控制的候选细菌(Ｂｌａｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４ꎻ Ｒｉｅｈｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ成团泛菌与柑橘木虱的

相互作用值得深入研究ꎮ Ｋｏｌｏｒａ ｅｔ ａｌ. (２０１５)采用

标准分离方法培养柑橘木虱内生细菌ꎬ分离出短小
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芽孢杆菌属 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、类芽孢杆菌属 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌ￣
ｌｕｓ、蜡状芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ、腐生葡萄球菌

属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ、链霉菌属、肠杆菌

属、成团泛生菌属、恶臭假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐｕｔｉｄａ、 木 糖 氧 化 产 碱 菌 属 和 无 色 杆 菌 属

Ｃｈｒｙｓｅｏｍｏｎａｓ ｌｕｔｅｏｌａꎬ与本研究所分离的内生细菌

的种类大致相同ꎮ 综上ꎬ芽孢杆菌目的细菌广泛分

布在各地柑橘木虱体内ꎬ值得作为潜在的候选细菌

进行共生控制柑橘木虱的研究ꎮ
内生细菌与宿主的免疫系统、外来病原、环境

变化、营养摄入ꎬ甚至内生细菌种群之间都相互影

响与相互适应ꎬ形成复杂的互作关系 (魏舸等ꎬ
２０１８)ꎮ 在昆虫内生细菌的功能研究中ꎬ分析微生

物的生物群落及多样性必不可少ꎬ分离、培养、鉴定

是研究昆虫内生细菌的经典方法ꎮ 然而ꎬ昆虫体内

的复杂环境难以在体外模拟ꎬ多数昆虫共生细菌都

无法在体外进行培养ꎮ 因此ꎬ长期以来有关昆虫共

生细菌的多样性及互作研究进展缓慢ꎮ 本研究仅

采用了 ＹＥＢ 培养基进行柑橘木虱内生细菌的分离

培养ꎬ对于一些难培养细菌可能存在没有分离出来

的情况ꎬ如柑橘木虱内共生菌 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ、Ｃａｒｓｏｎｅｌ￣
ｌａ、Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａ、Ａｒｓｅｎｏｐｈｏｎｕｓ、Ｐｒｏｆｆｔｅｌｌａ 等(李翌菡ꎬ
２０１６ꎻ 殷幼平等ꎬ２０１１ꎻ Ｂｌａｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４ꎻ Ｓｏｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１９ꎻ Ｓｕｂａｎｄｉｙａｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎬ下一步需要通过

高通量测序技术对柑橘木虱体内细菌组成及菌群

多样性进行分析ꎬ以进行柑橘木虱内生细菌的多样

性以及功能研究ꎮ
利用转基因技术改造昆虫内生细菌ꎬ用于共生

控制人类病害、害虫及植物病害虫媒等具有广阔的

应用前景ꎮ 如:通过改造猎蝽共生菌 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｒｈｏｄｎｉｉ 表达 ｃｅｃｒｏｐｉｎ Ａꎬ对引起美洲锥虫病的克氏

锥虫 Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ ｃｒｕｚｉ Ｃｈａｇａｓ 有良好的抑制效果

(Ｂｅａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９２)ꎻ通过改造按蚊共生细菌 Ｓｅｒｒａ￣
ｔｉａ ＡＳ１ 分泌表达多种抗疟活性蛋白ꎬ从而在按蚊体

内能高效特异杀灭恶性疟原虫(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎻ
通过改造叶蝉共生菌 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｓｐ.有效控制葡萄

皮尔斯病的传播(Ｂｅｘｔｉｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ 本研究对

于今后利用柑橘木虱内生细菌自身的特性ꎬ抑或通

过转基因技术改造内生细菌ꎬ在控制柑橘黄龙病和

阻断虫媒的传播上具有重要借鉴意义ꎮ
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