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三株杀粘虫放线菌的分类鉴定

吴文龙 段淑蓉 李文均 段若玲 徐丽华"

（云南大学 云南省微生物研究所 教育部微生物资源重点实验室 昆明 4"$$9%）

摘 要：菌株 HIJ3%33%、HIJ3%333、HIJ3%3"" 是从云南省丽江、中甸采集的土壤样品中分离得到的具有产杀粘虫活

性物质菌株。根据其形态学特征、生理生化特性及 %4K /L0M 序列分析结果，认为菌株 HIJ 3%33% 属于链霉菌属的

!"#$%"&’()$* *+,#+"-.+*，HIJ3%333 属于指孢囊菌属 /0)"(.&*%&#012-+’ 0+#01"-0)+’，HIJ3%3"" 属于链孢囊菌属 !"#$%"&*%&#3
012-+’ 4+.20#$。
关键词：粘虫，链霉菌属，指孢囊菌属，链孢囊菌属，多相分类
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粘虫属鳞翅目，夜蛾科，是一种为害水稻、小麦、

玉米、甘蔗等禾本科作物及牧草的主要害虫。幼虫

取食稻、麦叶片，能大部或全部吃光叶片，严重影响

植株的生长发育；在稻、麦抽穗后则咬断小穗，落粒

满田，造成减产或绝收，给农业生产造成巨大损失。

目前粘虫防治以化学防治为主，通常防治用敌百虫、

甲敌粉、杀螟松粉、辛硫磷、杀螟松西维因等。化学

农药用量大，残留量高、毒性高、对环境和人体健康

都有不良影响。长期使用不仅会使粘虫的耐药性增

强，也会造成生态环境的污染。尽快改变我国农药

用药结构，开发新型替代生物农药具有重大意义。

从云南丽江、中甸采集的土壤样品中分离得到

菌株 HIJ3%33%、HIJ3%333、HIJ3%3""，我们在农用抗

生素筛选研究过程中，发现它们产具有杀粘虫活性

化合物，其发酵液杀虫活性均很高，而且药效持久、

稳定，具有从中开发新型微生物农药的巨大潜力。

本文报道了通过多相分类，所确定的这 3 株菌的分

类地位。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株来源：从云南丽江、中甸采集土壤样品，

风干土样后，以 %#$O预处理 %>，用添加 "$;PQR 重

铬酸钾的 S& 琼脂培养基［%］进行菌种分离，#7O培

养 3 T ! 周。经纯化后，用 IK2# 琼脂培养基培养。

编号为 HIJ3%33%、HIJ3%333、HIJ3%3""。

!"!"# 试剂：21U 所用的 L0M 聚合酶和 D062 购自

6<V<U< 公司；测序反应用 W=P LB.6J ,./;=C<,’/ +B+(.
G.X@.C+=CP /.<DB /.<+,=’C Y=,（2:UVI0 :RJ:U）试剂

盒。

!"# 形态观察

用酵母浸汁一麦芽浸汁琼脂和甘油天门冬酰胺

琼脂埋片培养，#7O培养 5 T #7D，取埋片。用光学

显微镜和扫描电子显微镜观察形态特征。

!"$ 培养特征和生理生化特性

按 K>=/(=CP 和 Z’,,(=.-［#］的方法观察并记录培养

特征和生理生化特性，碳源的利用。用 IK11 1$R$U
1SMU6K 色谱［3］记录颜色。

!"% 细胞壁化学组成分析

全细胞水解液化学组分分析以 S<G.P<F<［!］和王

平［"］改进的 6R1 方法进行。

!"& !’( )*+, 序列分析

L0M 的 提 取 按 徐 平 等［4］的 方 法。21U 引 物：

2/=;./ M："[8MZMZ666ZM6116ZZ161MZ83[； 2/=;./
W："[8MMZZMZZ6ZM611MZ11Z1M83[。21U 所使 用

的引物由 6<V<U< 公司合成。21U 反应体系（总体积

"$!R）：%$ \ W@]]./ "^$!R，D062（#;;’(QR）!^$!R，

2/=;./ M（%$_;’(QR）%^$!R，2/=;./ W（%$_;’(QR）%^$!R，

506 酶（#‘Q!R）$^!!R，L0M 模 板（"$CP T %!P）

%^$!R，去 离 子 水 35^!!R。21U 扩 增 条 件：9"O
";=C；9"O %;=C，""O %;=C，5#O 3;=C，3" 个循环；

5#O ";=C。测序用的 3 个引物为：2M："[8MZMZ6668



!"#$$#!!$#$"!%&’； ()： *’%##""!!#!"#$%
$"!$$!$"%&’；($：*’%"!!!##!$!$#$!##!%&’，用

")+ (,+-.#. &//01" 234536738 全自动测序仪测序。

根据测序结果，利用 )9"-# 搜索软件从 !36%
):6; 与 <.)9 等数据库中调出的相关放线菌菌株的

=>- 801" 序列，随后用 $9?-#"9@ =AB［/］进行多序

列比对，并采用 13CDEFG8%HGC6C6D 法［B］进行系统进化

树的构建和同源性比较。

! 结果

!"# 形态和培养特征

菌株 I+.&=&&= 基内菌丝分枝不断裂、黄褐色，

气生菌丝丰富、浅黄色，孢子链长、波曲，孢子表面光

滑、短棒状；菌株 I+.&=&&& 基内菌丝分枝不断裂、橙

黄色，基丝上着生大单孢子状球体，有指状孢囊（燕

麦片琼脂培养基），无气丝；菌株 I+.&=&** 气生菌

丝稀少，气丝上着生球形孢囊，基内菌丝不断裂、红

褐色，孢子球形、表面光滑（图 =）。

!"! 生理生化特性

菌株 I+.&=&&= 的生理生化特性结果为：明胶液

化呈阳性，牛奶凝固和胨化以及硝酸还原、淀粉水

解、纤维素分解呈阴性，产黑色素、不产硫化氢 J 能

利用大部分供试碳源；代谢产物对粘虫具有很强的

杀虫活性，致死率为 *KAB*L。

图 # 菌株在酵母膏$麦芽膏琼脂培养基及燕麦片琼脂培养基培养 #%& 的电镜照片

MCDJ= .G8NEGOGDC7:O 7E:8:7P38C2PC72 GQ 2P8:C62 G6 R3:2P%S:OP 3TP8:7P :D:8 S3UC5S :6U G:PS3:O :D:8 S3UC5S QG8 =V U:R2

"J I+.&=&&=（I3:2P%S:OP 3TP8:7P :D:8，*KKK W ）；)JI+.&=&&&（X:PS3:O :D:8，/*KK W ）；$JI+.&=&**（I3:2P%S:OP 3TP8:7P :D:8，YKKK W ）J

菌株 I+.&=&&& 的生理生化特性结果为：明胶液

化、硝酸还原均呈阳性，牛奶凝固和胨化以及淀粉水

解、纤维素分解呈阴性，产黑色素、不产硫化氢 J 能

利用所有供试碳源；代谢产物对粘虫有很强的杀虫

活性，致死率为 /YL。

菌株 I+.&=&** 的生理生化特性结果为：黑色素

的产生呈阳性，牛奶凝固和胨化以及明胶液化、硝酸

还原、淀粉水解、纤维素分解呈阴性，产硫化氢 J 能

利用大部分供试碳源；代谢产物对粘虫有很强的杀

虫活性，致死率为 BYL）。

!"’ 胞壁分析

菌 株 I+. &=&&= 细 胞 壁 含 有 9，9%0"( 和

!OR7C63，胞壁!型，全细胞水解物含有核糖和葡萄

糖，糖型 $；菌株 I+. &=&&& 细胞壁含有 S32G%0"( 和

!OR7C63 胞壁"型，全细胞水解物含有阿拉伯糖和木

糖，糖型 0；菌株 I+. &=&** 细胞壁含有 S32G%0"(，

胞壁#型，全细胞水解物含有马杜拉糖，葡萄糖，核

糖，糖型 )。

! (% #)* +,-. 序列分析

菌株 I+.&=&&=、I+.&=&&& 与 I+.&=&** 的 =>-
801" 核 苷 酸 序 列 全 长 分 别 为 =V>KFN、=V&VFN 和

=V/V FN，将其与 !36):6; 等数据库调集的链霉菌属、

指孢囊菌属、链孢囊菌属的相关菌株 =>- 801" 序列

进行比较。采用 $9?-#"9@ =AB 软件［/］进行多序列

匹配排列，通过 #833ZC3[ 软件进行系统进化树的构

建。所构建的系统进化树见图 Y，是根据 13CDEFG8%
\GC6C6D 法［B］和 ]CS58:［^］双参数矫正模型建立起来

的。

’ 讨论

菌株 I+.&=&&= 具有典型的链霉菌属的特征、

I+.&=&&& 具有典型的指孢囊菌属的特征，I+.&=&**
具有典型的链孢囊菌属的特征，=>- 801" 序列分析

结果显示，菌株 I+.&=&&= 与 !"#$%"&’()$* *+,#+"-.+*
聚在进化树的同一个分支上，其相似性为 ^^AYL，

这表明菌株 I+.&=&&= 应属于 !"#$%"&’()$* *+,#+"-.+*
相同种。I+.&=&&& 与 /0)"(.&*%&#012-+’ 0+#01"-0)+’
相似性为 ^^A*L，并聚在进化树的同一个分支，我

们认为 I+.&=&&& 应属于 /0)"(.&*%&#012-+’ 0+#01"-03
)+’ 相 同 种。I+.&=&** 与 !"#$%"&*%&#012-+’ 4+.20#$
相似性为 ^BA=L，聚在进化树的相同分支，根据这

个结果我们认为 I+.&=&** 应属于 !"#$%"&*%&#012-+’

B>* 微 生 物 学 报 VV 卷



图 ! 基于 "#$ %&’( 序列构建的系统进化树状图

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 0’*1",# -’+ /+)2-"*,0’"30 24*,# -(3+ 0-/2",0 2,5 +63+/"4+,-2) 7-/2",0 820+5 *, 9:7 /;<= 0+>?+,.+0

@?)#2/+ 相同种。综合对 A 菌株的形态学、培养特征、

生理生化特征和 9:7/;<= 序列分析结果，我们认为

BCDA9AA9 应属于 !"#$%"&’()$* *+,#+"-.+*，BCDA9AAA 应

属于 /0)"(.&*%&#012-+’ 0+#01"-0)+’，BCDA9AEE 应 属

于 !"#$%"&*%&#012-+’ 3+.20#$。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

《细胞生物学导学》

主 编：李先文、张苏锋、袁正仿、陈世锋

KJJL 年 : 月出版

D;*= M X JF X J9FF9Q X :YZ[9L9K
*G 开，定价：KP[JJ 元

本书是高等院校细胞生物学专业的教学辅导书。本书

以当今最有影响的几部《细胞生物学》教科书的知识体系为

基本框架，首先用简洁的文字概括地介绍了细胞生物学各个

领域的基本知识及其研究状况。进而，站在学科发展与专业

人才培养的高度上拟订了学习要求、重点难点等学习指导性

纲要。然后，在明确基本概念的基础上，提出有启发性的问

题并给予解答，尤其对有歧义的问题作出了合理的分析。每

章都配有要点提示及强化练习。书末还配有自测题和研究

生招生模拟试题，所有题目均备有参考答案。

本书适合作为高等院校生命科学专业的初学者及考研

生的参考书，也适合教师教学参考。

《组织工程》（影印）

KJJL 年 : 月出版

D;*= M X JF X J9FLJM X QYZ[9LKG
大 9: 开，定价：\ GG[JJ

本书是 !"(&.%’( ]+11 出版社新近推出的生物工程原理与

应用丛书之一，全面阐释了主要生理组织的当前生物医学工

程研究，包括心血管、内分泌、神经、视觉、听觉、消化和呼吸

系统。主要分为四部分：定量细胞和组织生物学，包括组织

块、组织动力学、形态发生、干细胞、细胞程序与调和等；细胞

和组织分化，包括高通量生物学数据、细胞和组织特性、细胞

和组织培养和基因转移等；工程学方法与设计，包括时间常

数、缩放比例、细胞分离、生物材料成型与制作等；临床应用，

包括常规方式、宿主适应和治疗性组织的生产等。

本书为读者提供了众多实用的定义、生理基础数据表格

以及参考书目、索引，同时，还介绍了骨髓、骨骼肌和软骨等

组织器官的组织工程。此外，还提出了组织工程研究中的一

些难点和重点问题。通过阅读本书，读者会对组织工程及其

细胞生物学基础有一个全面清晰的了解，也会获得更多创新

的想法来进一步探索这一日益发展并且壮大的研究领域。

本书适合生物工程、生物材料、生物医学、生物化学、分

子生物学以及医学等相关研究领域的高年级本科生、研究生

以及教学科研人员参考使用。

《用于蛋白质组学的蛋白质纯化实验指南》（影印）分子克隆

实验指南系列

I#1- ;0"%&4 ]+"6#" W+6（I;]W）!"(,,
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本书详细论述了用于蛋白质组学研究的蛋白质纯化实

验技术。
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