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异小杆线虫的一株不发光共生细菌

戴冠群 唐依霖
.

( 植保 系 )

提 要

异小杆线虫是一种 昆虫病原线虫
,

多年以来一直认为它的共生细菌都具有荧光的特性
。

我们从广东阳江海陵岛上所采集的异小杆线虫86 H ,的标本中
,

分离出一株不 发 光 的 共生

小杆菌
。

它与发 光共生小杆菌一样
,

亦具备抗生性
,

其初生型亦有利于宿主线虫的大量繁 殖
。

用 E M B 琼脂可区别该菌的初生型和次生型
。

根据其形态及培养特征
、

生理生化和血 清学

反应的特点
,

该菌在分类上可属于发光共生小杆菌 X e n o r九a bd u s : u川`n 。 : e邵 5 .

关 . 询
:
发 光共生小杆菌 ( x e o o r九a b d “ 5 l u 阴 i o e s e e e s )

,

异小杆线虫 (衬 e t e r o r人o b a “ i。

即
·

) ,

共生细菌
。

畏 I 侣旨
J . 已口

异小杆线虫 ( H et er or 九的 d衬沁 sP
.

) 是 昆 虫病原线虫中的一个独特类 群
。

近 年来

的研究表明它是一类很有希望的害虫生物防治因子
` ’ ` ’ 。 目前巳知所有的异 小 杆 线 虫

均与发光共生小杆菌共生
` 。 ’ t ’ . ’ 。

这种共生细菌能抑制其它微生物的生长
,

为 线 虫的

发育繁殖提供适宜的环境条件 “ 。 ’ , 因而它在异小杆线 虫的人工大里繁殖中起着重要的

作用
` , I “ 3 ’ 占所 以

,

了 解 共 生细菌的特性
,

无疑对线 虫的繁殖及应用研究有 相 当的

价值
。

国外对共生细菌的研究已有较为系统的报道
` ” ` . ] ! ` 3 ’ “ . ’ ` ’ “ ’ , 最近还发现了

不发光的异小杆线虫共生细菌 “ “ ’ 。

国内这方面的工作亦巳开展
` “ ] , 但对不发 光 的共

生细菌尚未见有报道
。

因此
,

本文就采自我国的一株不发光的共生细 菌 (暂定为86 H :
)

生物学特性做了初步研究
,

并与发光共生小杆菌 H b一
,

品系进行了对比观察
。

材 料 和 方 法

( 一 ) 共生细菌的来派

发光共生小杆菌 H b一
,

品系由广东省昆虫所提供
。

不发光共生细菌 86 H
:

则从异小

杆线虫H e才e r o r h a b d￡t 葱̀ S p
.

8 6 H `中分离得到 (线虫由王国汉
、

李小峰同志从广东 阳江

. 本校研究生
,

现在广 州师 范学院 生物 系
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海陵岛土壤中分离获得 )
,

具体方法如下
:

把感染期线虫置于 0
.

1%硫柳汞 中表面消毒 2 小时左右或于 0
.

3%新洁尔灭中消毒 20

分钟
,

然后吸去消毒液
,

用无菌水冲洗三次
,

随后把线虫吸到灭菌的研磨器内
,

反复研

磨
,

把研磨液适当稀释后
,

取少量于 N B T A 平板上涂布
,

置 28 ℃恒温箱中培 养 48 ~ 72

小时后
,

挑取可能的共生细菌菌落反复培养纯化
,

然后进行柯赫氏定律验证
,

从而证实

所获得可能的共生细菌是该线虫真正的共生细菌
。

由此分离的共生细菌为初生型菌
。

次

生型菌则是从初生型菌的老培养物中观察并分离得到
,

其亦经柯赫氏定律验证
。

( 二 ) 共生细 , 的形态
、

培养特征
、

生理生化特性及血清学反应

所有试验除特别说明外
,

方法的均按 《一般细菌常用鉴定 方 法》 【” 在 27 ~ 29 ℃进

行
。

1
.

形态特征
:

取在 N A培养基上培养了 24 小时的共生细菌
,

水浸片法 观 察 其运动

性
,

进行革兰染色
、

鞭毛染色及简单染色
,

并以此测定菌体的大小和形态观察
。

此外
,

挑取共生细菌的老培养物进行芽抱染色
,

观察芽抱产生与否
。

2
。

培养特征
:

观察共生细菌在 N A
、
5 5

、

N B T A
、

E M B 及麦康凯培养基上 的 菌落

形态
,

并于暗室中观察其发光性
。

N A
、

5 5
、

E M B和麦康凯均为卫生部上海生物制品 研

究所生产的干粉培养基
。

N B T A 的配方为
: N A 培养基 1。。。m l

,

嗅百里 酚 蓝 0
.

0 2 5 9,

P H 6
。

9士 0
。

1
。

高压 灭菌后加入 4 0m g T T C
。

3
.

生理生化特性
:

进行过氧化氢酶
、

苯丙氨酸脱氨酶
、

脱氧 核糖 核酸酶 【心 ’ 、

卵磷

颖酶
、

氧化酶与细胞色素氧化酶
、

脂酶 Twe en 80 (把 T w ee n 80 减少到 。
.

4% )
` . ’ 、

酪

氨酸酶
` 2 ’ 、

尿酶
、

精氨酸双水解酶
、

K C N 耐性
、

三糖铁琼 脂
, ` ”

、

v
。
P

。 、

M
。
R

、

硝酸盐还原
、

马铃薯斜面上生长与色素
、

淀粉水解
、

明胶水解
、

七叶普水解
、

酪蛋白水

解
、
H透 L氧化发酵

、

石蕊牛奶
、

糖还原及有机酸利用
` . ’ 、 jS m m on

s
琼脂和搪发酵等项

目的测定
。

4
.

血清学反应
:

制备共生细菌 86 H : 初生型 及 H b一 l 品系初生型的抗血清
,

然 后

进行效价测定及交叉凝集反应
` “ ’ 。

(三 ) 初生型与次生型菌对线虫偏班的影响

把共生细菌初生型和次生型菌液分别接种到装有人工培养基“ 吕 ’
的大试管内

,

培养

2 ~ 3 天
,

然后每管接入 1 0 0 0条表面消毒的感染期线虫
,

咒于25 ℃的培养 箱 中培 养
,

12 ~ 14 天后
,

观察记录线虫繁殖情况和产量
,

并检查线虫的感染力
。

(四 ) 共生细菌的抗菌作用

倾注含 86 H : 初生型与次生型菌量和琼脂厚度基本一致的 N A 平板
,

培 养 24 小时

后
,

用 口径为 9
.

5 m m 的打孔器在平板上打孔
,

取出含菌琼脂圈分别放于含有藤黄微球

菌 M i c r o c o e e u S 王u t e u s ,

金黄 色葡萄球 菌 S t a户川
o e o e c u s a u r e u s 及 苏 云 金 杆 菌

川
a C 不l u s t h u r 落” `京e ” 5 15 的 N A 平板上

,

培养 4 8小时
,

观察并测量共生细菌 初生 型与
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次生型抑菌圈大小
。

试 验 结 果

(一 )共生细菌的形态
、

培养特征
、

生理生化特性及血清学反应

1
。

形态特征
:
8 6H ;

初生型和次生型菌体均为杆状
,

革兰氏阴性
,

运动
,

周身鞭毛
,

无芽抱
,

大小分别为2
.

4 x 0
.

6卜和 2
.

5 x o
.

6 。 。

H b一 l 初生型和次生型菌体大小分别 为

2
。

o x o
。
7 卜和 2

。

l x o
。

6 “ ,

其余形态特征与 s 6 H
、

菌株相同
。

2
.

培养特征
:
86 H :

共生细菌在所测试的五种培养基上均未见到荧光
,

而发 光共生

小杆菌有明显荧光
。

两株细菌的培养特征见表 l
。

3
.

生理生化特性
:
所有的试验结果见表 2

。

4
.

血清学反应
:
抗 86 H ,初生型血清和抗发光共生小杆菌 H b一 1 初生型 血 清 凝集

效价分别为 2 0 4 8和 1 02 4
。

两者次生型的凝集效价与其初生型菌一样
。

此外
,

发光共生小

杆菌 H b一 l 与抗 86 H : 初生型血清进行交叉凝集反应的效价为 2 56 ~ 5 1.2

衰 i 两 株 细 菌 的 给 养 特 征 比 较

又之、
卜
声 株 l 石丁二

\ 多金红
.

二~
、 ~ ~ 1 O U l l l

义 稼
J

.

一 }

—
--

一
培养塞嘴叫

初 生 型
}

H b一 1

次 生 型 初 虫 型 初 生 型

N人

圆
,

直径 I ln m左

右
,

凸
,

浅黄色
,

粘
,

半透明
。

直径大于 l m m ,

微凸
,

粘性小
。

其余同左
。

乳黄色
,

其余

同 8 6 H I初生型

直径约 3m m ,

边缘

不规则扁平
,

粘性

小
。

其余同“ H l初

生型
。

同 8 6 H I初生型 同8 6 H : 次生型

E M B

圆
,

直径 2~ 3川 m ,

浅紫棕色
,

半透明
。

麦 康 凯

圆
,

直径约 l m m ,

紫黑色或具一紫

黑色中心
,
不透明

。

圆
,

直径 1一 Zm m ,

微凸
,

棕红色
,

粘
,

半透明
。

直径 1~ 3 m 口 ,

扁

平
,

橙黄色
,

粘

性小
。

其余同左
。

凸
,

红色
,

不透

明
。

其余同8 6 H :

初生型
。

棕黄色
,

其余

同 86 H : 次生型
。

N B T A

团
,

直径 l m ln 左右
,

凸
,

有一蓝绿色中

心
,

外圈浅蓝色
,
透

明
,

粘
,

平板变蓝色
.

菌落稍大
,

其余同左
。

有一红棕色中心
,

外圈绿色
,

不透明
.

其余同86 H :

初生型

直径 1~ s m m ,

扁

平 , 有一红 色 中

心
,

无粘性
。

其

余同 86 H : 初生型
。

S S
圆

,

直径 l m m左

右
,

橙黄色
,

圆
,

直径 l~ Zm m ,

浅橙红色

同 8 6一初生型

1
同吕6一次生型

.

除在 N A培养基上培养24 小 时外
,

其余均培养48 ~ 7 2, 卜时
。

(二 ) 初生型与次生型菌对线虫萦殖的影响

初生型菌能使线虫大量繁殖
,
次生型菌不能

。

用 86 H : 初生型菌繁殖线虫 86 H : ,线
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虫产量达 5 9 9 9 0 0条 /管
。

而其次生型菌却不能使线虫繁殖起来
。

另外
,

用 H b一 l 初生型

菌亦能培养线虫 86 H , ,

线虫产量达 6 4 2 3 2。条 /管
,

且子代线虫带上了发光 共 生 小 杆 菌

H b一 1
,

但反过来则不行
。

繁殖出来的线虫感染力未见减退
。

(三 ) 共生细菌的抗菌作用

86 H : 初生型菌只对藤黄微球菌有抑制作用
,

抑菌圈为 15
.

5 m m
。

但其次生型菌则

除藤黄微球菌外
,

还能抑制苏云金杆菌
,

抑菌圈分别为 16
.

0 m m和 13
.

5 m m
。

夕 J L鱼夕典
一

生 _化炎多
_

熊J 忆

卜嗯
\ 株

侧 试 现 曰 、 \ 、 司
一

“
{
初

巨

沙

++++++

+十+++

++十

一+
”卜

++++十十+++++一+一+一+门川少

+Jōé卜
`̀

过氧化氢酶

笨丙氨酸脱氨酶

脱氧核搪核酸酶

卵碑醋酶

氧化酶与细胞

色素氧化酶

脂酶 ( T w e e n 8 0 )

酪氮酸酶
尿酶
精氨酸双水解酶

箱还原

三塘铁琼脂 (产 H :

)S

K C N耐性

V
。

P
。

M
。

R
。

N O * ` N O :

枯发酵

水杨普

七叶普

葡萄塘

木榕

山梨搪

乳塘

阿拉伯糖

肌醇

麦芽糖

鼠李搪

蔗塘

孟孟请哭
\\\\\ H b一 111

初初初初 次次 初初 次次

过过氧化氢酶酶

笨笨丙氨酸脱氨酶酶

脱脱氧核搪核酸酶酶

卵卵碑醋酶 }}}
氧氧化酶与细胞 一一

色色素氧化酶酶

脂脂酶 ( T w e e n 8 0 )))

酪酪氮酸酶酶
尿尿酶酶
精精氨酸双水解酶酶

箱箱还原原

三三塘铁琼脂 (产 H :

5)
...

KKK C N耐性性
vvv

.

P
. ’’

MMM
。

R
。

一一

NNN O s
伟 N O , {{{

枯枯发酵 {{{

水水杨普 {{{

七七叶普 {{{

葡葡萄塘 111

木木榕 {{{

山山梨搪 {{{

乳乳塘 }}}

阿阿拉伯糖 }}}

肌肌醇 {{{

麦麦芽糖 {{{

鼠鼠李搪 ……
蔗蔗塘塘

淀粉水解

明胶水解

七叶普水解

酪蛋白水解

H 及 L氧化发酵
:

开管

闭管

石蕊牛奶
.

产酸

膝化

叼J噪产生

有机酸利用

乙酸钠

苯甲酸钠

柠檬酸钠

甲酸钠

延胡索酸钠

乳酸钠

萍果酸钠

草酸钠

珑拍酸钠

酒石酸钠

葡萄糖酸钠
.

( 5 1口过 o n 3 )

马铃薯斜面色素 泥黄
色

浅朱
红色

黄自
色

+ ` 一 娜阳性 : 初一初生型菌 ; 次一次生型菌
,
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讨 论

从本研究的结果看
,

不发光共生细菌 86 H ;
与发光共生细菌 H b一 i在形态

、

培养特征

以及生理生化特性方面绝大多数都是相同的
,

且两株细菌均具有抗原性
,

它们之间能发

生血清学 (交叉凝集 ) 反应
。

因此
,

可以确定不发光共生细菌 86 H :
亦为发光共生小杆

菌这个种
。

然而它们仍存在着差异 (表 3 )
。

这 此 差 异 是属于不同品系间还是属于不

同亚种间的还有待进一步探讨
。

斑 8 两株共生纽菌性胶差异

8 6 H I H b一 1

麦 康 凯 初 生 型 菌 落 棕 红 色

N B T A
初生型菌落中心

次生型菌落中心

红 色

红棕色

红 色

色上绿蓝同

脂阵 ( T甲 e e n 8 0 ) 次 生 型 菌 一 +

马 铃 薯 斜 面

上生长色素

浅棕红色

泥 黄 色

浅朱红色

黄 白 色

菌官型型生生初次

七 叶昔水 解
+ 即 , 一 +

十 ,

菌菌型型生生初次

+

+ , -

菌菌型型初次 生生
叫 噪 产 生

+ , 二徽弱反应

对于异小杆线虫亦有携带不发光共生细菌的
,
A kh ur st ( 1 9 8 6) “ : ’ 巳做了报 道

。

他 把

分离到的一株不发光的异小杆线虫共生细菌鉴定为 x en or h曲 d su 玩附 i彻
s
ce 舫

,

可以 说

我们的研究结果支持了 A k h ur st 的试验结论
。

同时进一步表明
:
此种现象既在 A k h ur st

那里有发现
,

在广东亦有发现
,

显然在其它地方也会是普遍存在的
。

初生型共生细菌对线虫繁殖有促进作用
,

次生型对线 虫繁殖不利
` 7 ’ 。

本研 究 的结

果亦说明这一点
。

因此
,

在人工大量繁殖线虫时
,

应力求应用纯的初生型共生细菌
。

很

显然
,
如果应用的初生型菌中杂有一些次生型

,

那么线虫产量会下降
, , ’ 。

另 外
,

尤 为

严重的是此种情况下
,

有些线虫可能带上次生型共生细菌
。

这样的线 虫感染力就低
,

不能

在昆虫体内繁殖
,

因而不能在 自然界中建立起自己的种群
` ’ “ ’ 。

故用这样的线虫来防治

害虫是很难或不会取得成功的
。

所以
,

进行线虫繁殖试验时
,

辩别挑选初生型菌是很关

键的
。

国外的研究和本文的结果均说明
,

初生型与次生型菌在形态
、

生理生化特性及血

清学反应方面几乎相同
。

其差异主要表现在培养特征上
。

一般地
,

发光共生细菌的初生
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型 与次生型的菌落较易区别
,

特别是在鉴别培养基 N B T A 平板上
。

然而本研究分离的

不发光的异小杆线虫共生细菌初生型与次生型菌落特征在多种培养基 (如 N A
、

N BT A )

上区别均不太明显
。

唯一区别较明显的是在 E M B 平板上
。

该培养基也适合 发光 异小杆

线虫共生细菌型的区别
。

此外
,

由于 E M B 培养基国内已有干粉商品出售
,

使 用 较 方

便
。

因此
,

作者认为
, E M B 培养基可代替 N B T A来区分异小杆线虫共生细菌 (发光的

和不发光的 ) 的初生型与次生型
。

共生细菌的专化性
,

在新线虫属 ( N eo aP l ce t砚a) 线虫中已有报道 ” 。 ’ :
大部分新

线虫属线虫可带上同种其它品系线虫的共生细菌
,

少数可带上同属其它种线虫的共生细

菌
。

但异小杆线虫属线虫是否也有同样情况 ? 在这之前还未见有正式报道
。

本 研究 表

明
,

异小杆线虫属线虫亦存在类似的情况
。

从实验结果看出
,

用不发光的共生细菌86 H :

初生型及发光共生小杆菌 H b一 1初生型菌来培养异小杆线虫 86 H , ,

其产量相差无几
。

这就为异小杆线虫与共生细菌之间的重新组合培养提供了基础和依据
。

即我们有可能通

过优良性状的线虫和共生细菌的适当组合
,

从而选育出性状更合需要的线虫
。

因此这方

面的工作有必要进一步探讨
。

对于异小杆线虫共生细菌的抗菌作用
,

一般认为
,

初生型菌能抑制许多微生物的生

长
,

次生型却不能
` . ’ 。

然而本研究结果表明
,

次生型亦具有抗菌作用
。

这种情 形 与格

氏
,

线虫共生细菌有点相似 “ ” 。

因此
,

光凭抗菌作用的有无来判定初生型与次生型是

不太可靠的
。

此外
,

这种次生型亦有抗菌作用的特性
,

是否有一定的积极意义倒是值得研

究的问题
。
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