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大分舌蜂巢穴病原微生物的鉴定
*
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(重庆师范大学 重庆市媒介昆虫重点实验室,重庆401331)

摘要:【目的】明确大分舌蜂(Colletesgigas)巢穴病原微生物的种属及系统发育学特征。【方法】从江西省新余市采集大分

舌蜂巢穴样品,采用稀释涂布平板法进行病原微生物分离,通过形态特征观察,结合核糖体内转录间隔区(Internal

transcribedspacer,ITS)和16SrDNA基因序列分析相结合的方法对病原微生物进行鉴定。【结果】从虫室样品中分离出

4株细菌(CS1,CS2,CS3和CS4),从土壤样品中分离1株真菌(TR1)。TR1在电子显微镜下可见菌丝间有球状孢子囊,

孢子呈现圆形,TR1的ITS序列与卷枝毛霉(Mucorcircinelloides)的相似度为100%。CS1和CS3均能产生粉红色次生

代谢物,CS1和CS3聚为一支,它们的16SrDNA序列与粘质沙雷氏菌(Serratiamarcescens)的相似度达到99%;CS2的

16SrDNA序列与少见无色杆菌(Achromobacterspanius)的相似度为99%;CS4的16SrDNA序列与紫金牛叶杆菌

(Phyllobacteriummyrsinacearum)的相似度为95%。【结论】从大分舌蜂巢穴虫室样品分离出的病原细菌分别属于沙雷

氏菌属(Serratia)、无色杆菌属(Achromobacter)和叶杆菌属(Phyllobacterium),从土壤样品分离出的病原真菌属于毛霉

属(Mucor)。
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大分舌蜂(Colletesgigas)作为中国主要的油茶传粉蜜蜂之一,主要分布在中国湖南、江西、浙江等南方油茶

主要生产区[1],在分类学上属于膜翅目(Hymenoptera)分舌蜂科(Colletidae)分舌蜂属(Colletes)。大分舌蜂体

型为中型;雄蜂长14~16mm,负责交尾,基本不具有授粉作用,有明显的雄性先熟现象;雌蜂长18~20mm[2],
具有特定采粉器官,承担筑巢、产卵等任务。大分舌蜂舌端部较宽、分叉,这种结构与它的巢穴构建密切相关[3]。
大分舌蜂的筑巢习性为地下筑巢类型[4]。研究表明,大分舌蜂的虫室一般在深度为60~120cm的土壤中,土壤

类型主要以红壤为主,伴生植物主要是油茶(Camelliaoleifera)、马尾松(Pinusmassoniana)等。大分舌蜂巢穴

由1个主道和相连虫室组成,虫室只分布在主道水平部分的两侧斜下方;虫室是由玻璃纸状的外膜包被,内膜共

3层封闭虫室,虫道和未封闭的部分被土壤填充;大分舌蜂还有重新使用旧巢穴的习性[5-6]。已有学者对大分舌

蜂线粒体DNA进行了测序[7],还有学者制作了高质量的大分舌蜂基因组草图,从生物信息学的角度为大分舌蜂

的分类、系统发育、生物学及行为学提供更多的信息[8]。目前,对大分舌蜂巢穴的基础研究仍然较为薄弱,已有

研究主要集中在巢穴结构、室内容物等方面,还未有对巢穴中病原微生物进行鉴定的研究。而在过去的数十年

中,由于环境污染、栖息地丧失和病原体的综合作用,自然界中蜜蜂数量已有所减少,依赖它们授粉的植物数量

也相应地减少[9-10]。因此,本研究对大分舌蜂巢穴进行了病原微生物鉴定,研究结果有望为大分舌蜂栖息地的保

护提供思路,也为改善该蜂种的巢穴环境奠定理论基础。

1材料与方法

1.1大分舌蜂巢穴的采集

大分舌蜂巢穴样品于2018年10月采自江西省新余市(东经114°54′36″、北纬27°48′36″)。将采集到的大分
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舌蜂腐败巢穴样品置于冻存管中,立即带回实验室分离备用。

1.2微生物的分离和纯化

以采集的大分舌蜂巢穴中的土壤和虫室作为分离材料。于无菌条件下,在三角瓶中将10g待测土壤样品和

虫室样品与90mL无菌水混合,振荡30min后,倍比稀释成不同浓度悬液,吸取100μL悬液接种到PDA(含氯

霉素)和LB培养基上,分别放入28℃和37℃恒温培养箱,观察菌落生长状况。经3次划线培养,分离获得单菌落。

1.3微生物菌落的初步鉴别

细菌培养1d后,在Keyence-VEX-5000型超景深显微系统和 OLYMPUS-IX71型电子显微镜下观察细菌

菌落质地、透明度、光滑度、颜色等;真菌培养3~5d后,在上述型号电子显微镜下观察真菌的菌丝、孢子形态等。

1.4微生物的分子生物学鉴定

真菌基因组DNA的提取采用CTAB法,以真菌通用引物核糖体内转录间隔区(Internaltranscribedspacer,

ITS)引物ITS1/ITS4(ITS1:5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′/ITS4:5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3′)对供试菌株基因组DNA进行PCR扩增[11]。反应体系含有24μLPremixExTaqTM酶、4μL基因组DNA和

2μL上下游引物,并加双蒸水至50μL。反应条件为:95℃预变性5min,35个循环的95℃变性40s、56℃退火

40s、72℃延伸1min,最后72℃延伸10min,于4℃保存扩增产物。使用AxyPrePTMDNAGelExtractionKit
回收目的片段扩增产物,与pMD19-T载体相连接、转化至DH5α感受态细胞,通过PCR鉴定阳性菌株,并送至

生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。
细菌基因组 DNA 的提取采用 DNA 提取试剂盒,以细菌通用引物16SrDNA 引物7F/1540R(7F:5′-

CAGAGTTTGATCCTGGCT-3′/1540R:5′-AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′)或27F/1492R(27F:5′-AGTT-
TGATCMTGGCTCAG-3′/1492R:5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)对供试菌株基因组DNA进行PCR扩

增。反应体系含有2μLDreamTaq-TMDNAPolymerase酶、0.5μL模板、0.5μL上下游引物、2.5μL10×
Buffer和1μLdNTPs,并加双蒸水至25μL。反应条件为:94℃预变性4min,30个循环的94℃变性45s、

55℃ 退火45s、72℃延伸1min,最后72℃延伸10min,于4℃保存扩增产物。扩增产物送至生工生物工程

(上海)股份有限公司进行纯化回收及测序。
上述测序结果均提交NCBI的核酸数据库中进行Blast比对,选取E 值大于或等于1×10-5且一致性大于或

等于95%的基因序列作为候选序列,使用 MEGA7.0软件构建系统进化树以明确病原微生物的分类学地位。
细菌部分的分析采用邻接法[12],Bootstrap值设为5000;真菌部分的分析采用最大似然法[13],Bootstrap值设为

10000;其余参数均不变。

2结果与分析

2.1大分舌蜂巢穴中微生物的形态观察

经单菌落纯化培养,从虫室样品分离出4株细菌,分别称为CS1(图1),CS2(图2),CS3(图3)和CS4(图4);
从土壤样品分离出1株真菌,称为TR1(图5)。CS1和CS3在LB培养基上形成圆形、淡黄色、不透明、表面光滑

带有点臭味的菌落,边缘整齐,在低温环境下均能产生红色和淡粉色的次生代谢产物;CS2在LB培养基上形成

黄色、半透明并连接紧密的菌落;CS4在LB培养基上形成淡黄色、半透明、表面湿润的菌落,培养一段时间后会

产生大量粘液,菌落颜色偏浅灰色。TR1在PDA培养基上产生了丰富的菌丝,菌落呈灰褐色,在电子显微镜下,
可见菌丝间有球状孢子囊,孢子呈现圆形。

2.2大分舌蜂巢穴中微生物的分子生物学鉴定

为了鉴定病原微生物的种属,以16SrDNA作为鉴定细菌种类的依据,CS1,CS2,CS3和CS4细菌基因组

DNA作为模板,经PCR扩增得到4条大小分别为1473,1460,1467和1411bp的片段(图6)。以ITS引物作

为鉴定真菌种类的依据,TR1真菌基因组DNA作为模板,经PCR扩增得到1条大小为683bp的片段,将它连

接至pMD19-T。重组质粒PCR电泳结果显示,获得ITS特异性扩增条带和2000bp左右的pMD19-T质粒条

带(图7),说明重组质粒构建成功。由图8可知:CS1和CS3与粘质沙雷氏菌(Serratiamarcescens)聚为一支,相
似度为99%;CS2与少见无色杆菌(Achromobacterspanius)聚为一支,相似度为99%;CS4与紫金牛叶杆菌

(Phyllobacteriummyrsinacearum)聚为一支,相似度为95%。同时,TR1与卷枝毛霉(Mucorcircinelloides)聚
为一支,相似度为100%(图9)。

33第3期               李 颜,等:大分舌蜂巢穴病原微生物的鉴定



a 在LB培养基上的菌落形态 b 在超景深显微系统下的菌落观察结果 c 在电子显微镜500μm下的单菌落观察结果

图1 虫室样品细菌CS1分离株菌落形态

Fig.1 ColonymorphologyofCS1isolatedfromthebroodcellssamples

a 在LB培养基上的菌落形态 b 在超景深显微系统下的菌落观察结果 c 在电子显微镜500μm下的单菌落观察结果

图2 虫室样品细菌CS2分离株菌落形态

Fig.2 ColonymorphologyofCS2isolatedfromthebroodcellssamples

a 在LB培养基上的菌落形态 b 在超景深显微系统下的菌落观察结果 c 在电子显微镜500μm下的单菌落观察结果

图3 虫室样品细菌CS3分离株菌落形态

Fig.3 ColonymorphologyofCS3isolatedfromthebroodcellssamples

a 在LB培养基上的菌落形态 b 在超景深显微系统下的菌落观察结果 c 在电子显微镜500μm下的单菌落观察结果

图4 虫室样品细菌CS4分离株菌落形态

Fig.4 ColonymorphologyofCS4isolatedfromthebroodcellssamples
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a 在PDA培养基上的

菌落形态

b 在电子显微镜200μm下的

菌丝观察结果

c 在电子显微镜50μm下的孢子囊和

孢子形态观察结果

图5 土壤样品真菌TR1分离株菌落和孢子形态

Fig.5 ColonymorphologyandsporeofTR1isolatedfromthesoilsamples

  注:M:Marker;1~4分别为CS1,CS2,CS3和CS4的PCR

扩增产物

图6 虫室分离细菌的16SrDNAPCR扩增产物电泳图

Fig.6 ElectrophorogramofthePCRproductof

16SrDNAinfourbacteriaisolatedfromthebroodcells

注:M:Marker;1,2分 别 为ITSPCR 扩 增 检 测、阳 性

pMD19-T载体质粒PCR扩增检测

图7 土壤分离真菌TR1的PCR扩增产物电泳图

Fig.7 ElectrophorogramofthePCRproductof

TR1isolatedfromthesoilsample

3讨论

受栖息地的片段化、全球气候变化、病原微生物等多种因素的影响,当前中华蜜蜂(Apisceranacerana)、意

大利蜜蜂(Apismellifera)以及野生蜜蜂的种群数量不断下降。在采集大分舌蜂巢穴的过程中,发现该蜂种的

大量巢穴遭到破坏,由此导致幼虫死亡,蛹也未能羽化,严重影响了蜂群数量。因此,本研究通过对大分舌蜂巢

穴虫室和土壤样品进行病原微生物的分离筛选、形态特征和分子生物学序列分析,鉴定出虫室样品中的CS1和

CS3属于沙雷氏菌属(Serratia),CS2属于无色杆菌属(Achromobacter),CS4属于叶杆菌属(Phyllobacterium);

土壤样品中分离出的TR1属于毛霉属(Mucor)。由于大分舌蜂1年内只发生1代,幼虫发育比较迟缓,从卵期

到成虫出巢活动需历经300多天,整个发育过程均在地下虫室中完成。现虽有研究人员对大分舌蜂栖息地环境

进行了研究,但它的虫室适应温度、湿度等培养条件都未有报道,这给实验室培养及体外接种带来了巨大挑战。

因此,本研究分离鉴定出的病原微生物是否对大分舌蜂幼虫存在致病性还需依赖后续体外培养体系的建立。
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    注:括号内编号为GenBank登录号,下同

图8 基于细菌16SrDNA序列采用邻接法构建的系统发育进化树

Fig.8 Phylogenetictreeconstructedbyneighborjoiningmethodbasedon16SrDNAgenesequenceofbacterial

图9 基于真菌ITS序列采用最大似然法构建的系统发育进化树

Fig.9 PhylogenetictreeconstructedbymaximumlikelihoodmethodbasedonITSgenesequencesoffungi
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粘质沙雷氏菌为肠杆菌科(Enterobacteriaceae)沙雷氏菌属细菌,与其他肠道菌相比形态较小,菌落光滑、圆
形、不透明,带有些许恶臭气味,培养温度较低时可产生一种红色、粉红色的次生代谢产物灵菌红素[14-15]。粘质

沙雷氏菌能感染昆虫等节肢动物并导致它们患上致病性败血症[16],具体致病机制是由于它的代谢产物之一几丁

质酶可直接和间接水解昆虫幼虫体表和围食膜结构,最终导致后者被感染乃至死亡[17-18]。Burritt等人[19]发现

粘质沙雷氏菌可攻击意大利蜜蜂的血细胞,从而导致血细胞损失,引起败血症,最终导致蜂群数量减少。
少见无色杆菌属于肠杆菌科无色杆菌属[20],为寄生于昆虫病原线虫肠道中的一种共生细菌,对鳞翅目

(Lepidoptera)的大多数害虫均有毒杀作用[21]。该菌种主要通过线虫携带进入昆虫食道,然后在体腔或血腔内释

放,并分泌毒素蛋白使昆虫中肠中的酶失活,破坏血淋巴细胞,引发败血症从而导致昆虫死亡[22-24]。
紫金牛叶杆菌为叶杆菌科(Phyllobacteriaceae)叶杆菌属细菌,主要分布在植物根表[25]。该菌种主要用于修

复有机物污染的土壤和水体,对它的致病性研究非常少[26-27],但 Hughes等人[28]报道了人类感染紫金牛叶杆菌

将导致严重的炎症和脓毒症的事例。
卷枝毛霉属于毛霉科(Mucoraceae)毛霉属,菌丝发达,生长繁密,在腐殖质富集的土壤以及植物内生、腐烂

的瓜果蔬菜中较为常见[29-30]。目前对卷枝毛霉的产油机制及应用方面有较多研究,对它的病原性研究还比较薄

弱[31-32],袁孟娟等人[33]在研究中指出天南星(Araceae)根腐病是由卷枝毛霉引起的一种土传病害。另外有研究

表明在某些条件下卷枝毛霉具有感染人和动物的潜力[34]。
本研究从大分舌蜂腐烂巢穴中分离鉴定出的细菌和真菌均为致病菌,大分舌蜂作为地下筑巢的野生蜜蜂,

巢穴中幼虫死亡和蛹未能羽化极有可能与上述病原微生物相关———后者作为病害感染了虫室中的幼虫,进而不

断传播至其他虫室,最终导致大分舌蜂巢穴被大量破坏。对大分舌蜂巢穴病原微生物的深入研究不仅有利于防

控大分舌蜂巢穴的病原感染,同时也为大分舌蜂种群的保护提供了新的研究思路,这对于地下筑巢型野生蜜蜂

的种质资源保护同样具有重要意义。
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AnimalSciences

IdentificationofthePathogenicMicroorganismsintheNestingSiteofColletesgigas

LIYan,LIXiaobing,HUANGDunyuan,DANGXiaoqun
(ChongqingKeyLaboratoryofVectorInsects,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toclarifythespeciesandmultigenephylogeneticcharacteristicsofthepathogenicmicroorganismsinthenesting
siteofColletesgigas.[Methods]CorruptionnestsofC.gigaswerecollectedfromXinyucity,Jiangxiprovince.Byusingspread

platemethod,thepathogenicmicroorganismswereisolatedfromthesamples.Observingitsmorphologicfeaturesandsequencingof
internaltranscribedspacer(ITS)regionsand16SrDNAgenewerecombinedtoidentifythepathogenicmicroorganisms.[Findings]

Theresultsshowedthatfourbacterialspecies(CS1,CS2,CS3,andCS4)wereisolatedfromthebroodcellssamplesandonefungal
species(TR1)wasisolatedfromthesoilsample.Throughtheelectronmicroscope,theTR1sporangialocatedinthehyphaewere
sphericalandspores wereround.The molecularidentificationshowedthatITSofTR1had100% similarity with Mucor
circinelloides.BoththebacteriaCS1andCS3samplescouldproducepinksecondarymetabolites.PhylogeneticanalysisrevealedCS1
andCS3werefellintoonecladeandtheir16SrDNAsequencehad99%similaritywithSerratiamarcescens,the16SrDNAofCS2
showed99% similarity withAchromobacterspanius,the16SrDNA ofCS4showed95% similarity withPhyllobacterium
myrsinacearum.[Conclusions]Thepathogenicbacteriaisolatedfrom thebroodcellsintheC.gigasnestwereSerratia,

Achromobacter,Phyllobacterium,andthefungusisolatedfromthesoilsampleswasMucor.
Keywords:Colletes gigas;nest;Serratia marcescens;Achromobacterspanius;Phyllobacterium myrsinacearum;Mucor
circinelloides
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