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研究报告 

九香虫(椿象)体内可培养细菌的多样性分析 
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摘  要：【目的】认识药用昆虫九香虫(Aspongopus chinesis Dallas)成虫体内可培养细菌资源多

样性。【方法】运用纯培养法、反转录重复因子扩增(BOXA1R-PCR)分析技术、16S rRNA 基因

测序和系统发育分析对样品中可培养细菌进行多样性研究，测定了分离菌株的抗菌特性、吲哚

乙酸(IAA)含量和产淀粉酶活性等指标。【结果】通过 6 种不同培养基共分离得到 52 株菌落特

征不同的细菌菌株。基于菌落特征和 BOXA1R-PCR 图谱选取 12 株代表菌株用于 16S rRNA 基

因序列测定。16S rRNA 基因序列系统发育分析显示，52 株菌株分属于芽孢杆菌属(Bacillus)、

假单胞菌属(Pseudomonas)、寡养单胞菌属(Stenotrophomonas)和伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia)   

4 个属，其中芽孢杆菌属(Bacillus)为优势菌属。分离到的 52 株细菌有 44 株(占总分离菌株的 84.6%)

表现出对供试病原菌具有较好的抑制作用，高达 94.2%的分离菌株能产 IAA，有 43 株(占总分

离菌株的 82.7%)表现出淀粉酶活性。【结论】九香虫内细菌种群较为多样，具有潜在应用价值。 

关键词：九香虫，可培养细菌，生物多样性，16S rRNA 基因 

Diversity of the culturable bacteria isolated from Aspongopus 
chinesis Dallas (Pantatomidae) 

LUO Li-Hua1,2  LU Sheng-E1  LIANG Yu-Huan1  ZHANG Xiao-Ping1  GU Yun-Fu1* 

(1. Department of Microbiology, College of Resources, Sichuan Agricultural University, Chengdu, Sichuan 611130, China) 
(2. Rice Research Institute, Sichuan Agricultural University, Chengdu, Sichuan 611130, China) 

Abstract: [Objective] To obtain an overview of the diversity of culturable bacteria inside the imago 
Aspongopus chinesis Dallas. [Methods] Pure culture, reverse transcription factor amplification 
(BOXA1R-PCR), 16S rRNA gene sequencing and phylogeny analysis were used to analyze the 
diversity of culturable bacteria inside the Aspongopus chinesis Dallas. Moreover, the antimicrobial 
activities, indole-3-acetic acid (IAA) production and amylase activities of the isolates were also 
monitored. [Results] Totally, 52 bacteria strains with different colony phenotype were isolated from 
six different culture media. Based on the colony phenotype and BOXA1R-PCR patterns, 12 typical 
strains were selected for 16S rRNA gene sequencing. According to the phylogeny analysis based on 
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the 16S rRNA gene sequence, the isolates were affiliated to 4 genera including Bacillus, 
Pseudomonas, Stenotrophomonas and Burkholderia. Bacillus comprised the most dominant genus 
among all the isolates. 84.6% (44/52) of the isolates exhibited antimicrobial activities against the 
tested pathogens, 94.2% of the isolates showed abilities in producing IAA, and 43 strains (accounting 
for 82.7%) had amylase activities. [Conclusion] Diverse populations of bacteria were existed in the 
Aspongopus chinesis Dallas, and showed a potential application prospect. 

Keywords: Aspongopus chinesis Dallas, Culturable bacteria, Biodiversity, 16S rRNA gene 

昆虫是世界上种类最多的生物类群，现存种类

已超过 100万种，且许多昆虫本身具有极高的药用

价值，被认为是人类未来最大的生物资源[1]。有研

究表明，昆虫体内含有众多微生物群体，形成了复

杂的微生物群落，这些微生物对宿主昆虫消化吸收

营养物质和抵御致病微生物入侵具有重要作用[2-3]。

刘娟等采用传统的分离纯化方法从中华蜂体内分离

到 180株放线菌，分属于 3个目、4个科中的 4个属，

其中 6株为潜在新种，有力地说明了昆虫体内微生

物菌群具有多样性 [4]。Poulsen 等从 33 只黄蜂

(Chalybion californicum和 Sceliphron caementarium)头

胸腹 3 个部位中共分离到 200 多株放线菌，有     

11株能产生不同的次级代谢产物，并且大部分菌株

表现抗菌活性，可能具有帮助宿主昆虫抵御病原微

生物入侵的作用[5]。目前，昆虫体内微生物研究较

为详细的主要集中在白蚁[6]、粉虱[7]等农作物害虫，

而对药用昆虫九香虫(Aspongopus chinesis Dallas)的

研究主要针对其药用价值和食用价值，尚无关于其

体内微生物的研究报道。 

九香虫在分类学上属于昆虫纲(Insecta)、半翅

目 (Hemiptera)、兜蝽科 (Dinidoridae)、兜蝽属

(Coridius)，又称黑兜虫、瓜黑蝽、屁巴虫等。九香

虫含脂肪、蛋白质、甲壳质，尿嘧啶、黄嘌呤、次

黄嘌呤、维生素，以及 Fe、Cu和 Zn等微量元素，

具有较高的药用和营养价值，并且有研究表明从九

香虫中分离纯化到的抗菌肽 CcAMP1 对金黄色葡

萄球菌等革兰氏阳性菌和大肠杆菌等革兰氏阴性

菌都有抗菌活性[8-9]。内(共)生微生物在与药用植

物、药用昆虫长期协同进化过程中，会产生与宿主

植物、昆虫药用成分相似的物质，对促进植物生长、

防治病虫害有潜在作用[10]。本文以九香虫成虫为分

离材料，通过纯培养方式进行虫体内部可培养细菌

的分离，结合 BOXA1R-PCR 和 16S rRNA 基因测

序分析分离菌株的多样性和系统发育特征，并测定

了菌株的抗菌活性、IAA含量和产淀粉酶活性等指

标，以期为充分认识九香虫体内细菌资源并开展相

关应用提供基础理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品：九香虫成虫，购于四川荣县某养殖场。 

1.1.2  培养基[11-14]：选择 6 种分离培养基：NA、

LB、TSA、TSB、ISP4、淡薄培养基。 

1.1.3  指示菌株：稻瘟病菌(Magnaporthe grisea)与

玉米纹枯病菌(Maize rhizoctonia solani) 2种病原菌

由四川农业大学植物病理实验室提供。 

1.1.4  主要试剂和仪器：ClO2、色氨酸、FeCl3、

KI 等化学试剂均为国产分析纯试剂；细菌基因组

提取试剂盒、PCR 扩增相关试剂及引物测序等，

上海生工生物工程技术有限公司。PCR 仪、凝胶

成像系统、电泳仪等，美国 Bio-Rad公司。 

1.2  菌株分离 

选取九香虫成虫 60只，随机均分成 3组，24 h

饥饿排空体内食物残渣，具体消毒方法参考刘娟等[4]

的报道。将研磨液稀释成 8个梯度 10–1−10–8，吸取

稀释度为 10–6、10–7、10–8的稀释液各 0.1 mL涂于

上述 6种分离培养基平板上，以最后一遍的洗涤水

作对照，以检测表面消毒是否彻底。在 28 °C倒置

培养 4−5 d，根据菌落大小、形态和色泽等表观特

征挑取单菌落并进行划线纯化。纯化后的菌株转接

至 25%的甘油管中，于−70 °C保藏于四川农业大学

微生物实验室。 
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1.3  吲哚乙酸含量测定 

采用 Salkowski 比色法[15]测定分离菌株产吲哚

乙酸(IAA)能力。取在牛肉膏液体培养基中培养到

对数期的菌液 50 μL于含 0.5 g/L色氨酸的牛肉膏液

体培养基中，每株细菌接 3支试管，然后 28 °C、

140 r/min培养 36 h到对数期，每支试管取 50 μL于

洗净的白瓷板中，加入 100 μL Salkowski 显色剂 

(4.5 g/L FeCl3，57.6% H2SO4)，25 °C下避光 30 min，

如果出现粉红色，表明产 IAA，以未接菌的含0.5 g/L

色氨酸的牛肉膏液体培养基为对照。产吲哚乙酸菌

株的 IAA定量测定：8 000 r/min离心 5 min获得培

养物上清液 2 mL，再加入 4 mL Salkowsi显色剂，

在 25 °C下避光 30 min后，530 nm下比色测定其吸

光度 OD值。实验重复 3次。以空白培养基作对照，

并以 IAA的标准样品对应的光密度做标准曲线，计

算 IAA的产量(mg/L)=(OD530−固定值 B)/系数 K。 

1.4  产胞外淀粉酶能力鉴定 

将纯化后的菌株单菌落点种到淀粉筛选培养

基上[16]，37 °C培养 48 h，在菌落周围滴加卢戈氏

碘液，测定水解圈直径(HD)和菌落直径(CD)，每株

菌重复 3 次，通过比较 HD/CD 的比值来筛选产酶

能力强的菌株。 

1.5  抗菌活性测定 

采用 Bascom-Slack 等[17]使用的平板对峙法测

定分离菌株对上述 2株病原菌指示菌的抑菌作用。

测定抑菌圈直径(HD)与菌落直径(CD)，通过计算

HD/CD的比值来筛选出有抑菌效果的菌株。 

1.6  DNA 提取及 BOXA1R-PCR 分析 

将镜检纯化的菌株接种到 LB 液体培养基中，

28 °C、140 r/min振荡培养 3 d，8 000 r/min离心    

5 min 收集菌体。利用生工细菌基因组提取试剂盒

提取 DNA，琼脂糖凝胶检测后于−20 °C 保存。选

取 BOXA1R 单引物 (5′-CTACGGCAAGGCGAC 

GCTGACG-3′)进行 PCR扩增[18]。PCR反应条件：

95 °C 4 min；95 °C 1 min，53 °C 1 min，65 °C 8 min，

35个循环；65 °C 16 min。扩增产物以 2 000 bp DNA 

ladder作分子量标准，在 90 V电压下经 1.0%琼脂

糖凝胶电泳 1 h，用凝胶成像系统拍照检测。 

1.7  16S rRNA 基因测序及系统发育树构建 

基于菌落特征和 BOXA1R-PCR 图谱分析结

果，选取代表菌株以 P1 (5′-AGAGTTTGATCCTGG 

TCAGAACGCT-3′)和 P6 (5′-TACGGCTACCTTGTA 

CGACTTCACCCC-3′)为引物扩增 16S rRNA 基因

片段，反应体系(20 µL)：2×PCR Mix 10 µL；引物

P1 (50 µmol/L)和 P6 (50 µmol/L)各 1.0 µL；模板

DNA (50 mg/L) 2.0 µL；双蒸水补足至 20 µL。PCR

反应条件：94 °C 4 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，

72 °C 2 min，35个循环；72 °C 10 min；4 °C保存。

扩增产物送上海生工公司测序。测序结果提交到

NCBI 上进行 BLAST 检索，从 GenBank 数据库中

下载相似度较高的参比菌株序列，利用 ClustalX软

件进行多序列比对[19]，用MEGA 5.0软件按照邻接

法(Neighbor-Joining)聚类，选择 1 000 个重复做

Bootstrap值分析，构建系统发育树。序列信息查询号

为：KT601040−KT601049，KT601051−KT601052。 

2  结果与分析 

2.1  九香虫体内细菌分离 

采用 6种分离培养基从九香虫成虫体内共分离

到 52 株菌落形态不同的细菌菌株(图 1)。其中从

NA、LB、TSA培养基中分别分离得到 6、6、7株； 

 

 
 
 

图 1  九香虫体内部分可培养细菌的菌落形态图 
Figure 1  Colony morphology of partial culturable 
bacteria from Aspongopus chinensis Dallas 
注：A：采用组织研磨法在 LB培养基上分离到的细菌菌落形态；

B：L5菌株的菌落特征. 

Note: A: Colony morphology of bacteria from LB medium with 
organization grinding method; B: Colony characteristic of strain L5. 
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分离得到菌株数目较多的培养基为淡薄培养基   

(18株)和 ISP4 (11株)；而从 TSB培养基中分离到

菌株数目较少，为 4株。 

2.2  菌株产 IAA、淀粉酶活性和抗菌特性 

对供试 52 株菌株进行产 IAA、淀粉酶活性和抗

菌特性测定(表 1)。促生长指标结果表明：有 51株 

菌在产 IAA能力或淀粉酶活性上表现良好，占供试菌

株的 98.1%；能产 IAA的有 49株，占总分离菌株的

94.2%，产量在 2.39−25.93 mg/L之间；43株(占 82.7%)

具有产淀粉酶能力；41 株在产 IAA 和淀粉酶活性上

表现良好。测定分离菌株的抗菌活性，拮抗效果见图

2。拮抗结果显示：84.6%的分离菌株对指示病原菌有

抑制效果。抑制稻瘟病菌的菌株有 43 株，占分离菌

株的 82.7%；25株(占 48.1%)对玉米纹枯病菌有拮抗 

 
表 1  九香虫体内可培养细菌产 IAA、淀粉酶活性及抗菌特性测定结果 

Table 1  IAA production, amylase activities and antimicrobial properties of the culturable bacteria from Aspongopus 
chinesis Dallas 

菌株 

Strain 

促生长指标 

Index of growth promotion 

指示菌株 

Indicate strain 
菌株 

Strain 

促生长指标 

Index of growth promotion 

指示菌株 

Indicate strain 

IAA (mg/L) AP (HD/CD) 1 2 IAA (mg/L) AP (HD/CD) 1 2 

N1 6.24 ++ + + I4 4.20 ++ ++ − 

N2 13.93 + ++ + I5 9.86 ++ +++ − 

N3 6.16 + ++ − I6 14.84 + +++ + 

N4 19.29 + ++ ++ I7 5.71 ++ +++ + 

N5 10.69 + ++ − I8 4.58 + ++ − 

N6 8.57 ++ + − I9 3.67 + + − 

L1 Nd − − + I10 7.07 ++ + − 

L2 9.86 − ++ + I11 2.46 ++ +++ − 

L3 9.33 + − − D1 3.90 + ++ + 

L4 11.52 − + + D2 7.59 ++ ++ − 

L5 19.06 ++ ++++ + D3 6.84 + ++ + 

L6 18.38 + + + D4 2.99 + − − 

S1 Nd + − − D5 4.50 + +++ + 

S2 9.48 + ++ + D6 6.16 + − − 

S3 4.65 ++ ++ + D7 3.29 + ++ − 

S4 5.71 − +++ − D8 3.22 + ++ − 

S5 8.12 + +++ − D9 2.39 + + − 

S6 15.67 + + − D10 4.80 + ++ + 

S7 10.39 ++ ++ + D11 7.52 − − − 

T1 10.54 + ++ + D12 16.35 − − − 

T2 25.93 + + + D13 15.82 − ++ − 

T3 10.54 + ++ + D14 18.98 − ++ − 

T4 11.44 ++ ++ + D15 16.35 − − − 

I1 10.23 + ++ + D16 5.63 ++ + + 

I2 8.73 + ++ + D17 3.97 + − − 

I3 Nd ++ ++ + D18 8.80 ++ +++ − 

注：IAA：吲哚-3-乙酸产量；AP：淀粉酶产量；Nd：未测定. 指示菌株：1：稻瘟病菌；2：玉米纹枯病菌. ++++：HD/CD值大于 4；

+++：HD/CD值介于 3−4；++：HD/CD值介于 2−3；+：HD/CD值介于 1–2；−：HD/CD值小于 1. 

Note: IAA: Indole-3-acetic acid production; AP: Amylase production; Nd: Not detected. Indicate strain: 1: Magnaporthe grisea; 2: Maize 
rhizoctonia solani. ++++: HD/CD value is above 4; +++: HD/CD value ranges from 3−4; ++: HD/CD value is from 2−3; +: HD/CD value 
varies from 1−2; −: HD/CD value is below 1. 
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效果；24株菌株对稻瘟病菌和玉米纹枯病菌都具有抑

制作用；大多数能抑制玉米纹枯病菌的菌株同时也对

稻瘟病菌有抗菌效果。并且有 21 株菌表现出产 IAA

能力、淀粉酶活性和抗菌特性，占供试菌株的 40.4%。 

2.3  BOXA1R-PCR 分析与系统发育分析 

为认识九香虫成虫体内可培养细菌的遗传多

样性，以BOXA1R引物对供试细菌基因组进行 PCR

扩增，遗传图谱类型见表 2，52 株菌被分成 12 种

不同的遗传图谱类型。 

基于 BOXA1R 遗传图谱和菌落特征，选取   

12株代表菌株进行 16S rRNA基因片段测序，长度约

1 500 bp。所得序列提交 NCBI数据库，用 ClustalX

软件进行多序列比对，MEGA 5.0软件构建系统发

育树(图 3)。结果表明，代表菌株分为革兰氏阳性菌

和革兰氏阴性菌。革兰氏阳性菌仅有 Bacillus 1 个

属，共 9株菌，是九香虫成虫体内优势菌属，占代

表菌株的 75%。而革兰氏阴性菌有 3株，占代表菌

株的 25%，分属于 Stenotrophomonas、Burkholderia  
 

 
 

图 2  部分代表菌株对病原真菌的拮抗效果 
Figure 2  The antagonism of partial representative strains to pathogen fungi 

Note: A: Magnaporthe grisea; B: Maize rhizoctonia solani. 
 

表 2  九香虫体内代表菌株的鉴定结果 
Table 2  Identification of the representative strains inside the Aspongopus chinesis Dallas 

种属 

Genus 

代表菌株 

Representative strain 
(accession No.) 

谱带类型

rDNA type

16S rRNA基因比对分析 

16S rRNA gene BLAST analysis 

近缘菌株 

Nearest type strain (accession No.) 

相似性 

Similarity (%)
Bacillus I10 (KT601047) 6 Bacillus subtilis strain PPL-SC9 (KM226924) 99 

D2 (KT601052) 3 Bacillus aryabhattai strain EC6 (KP334987) 100 

N6 (KT601044) 7 Bacillus subtilis strain CU12 (JX489167) 99 

D17 (KT601041) 11 Bacillus aryabhattai isolate PSB57 (HQ242770) 99 

S1 (KT601045) 12 Bacillus sp. 7B-579 (KF441687) 98 

S4 (KT601046) 8 Bacillus megaterium strain B-21 (KJ126915) 98 

L1 (KT601042) 4 Bacillus cereus (AF176322) 99 

D9 (KT601049) 2 Bacillus subtilis strain Z-10 (KP318826) 98 

L5 (KT601043) 1 Bacillus subtilis strain M15-10-1 (HM030749) 99 

Burkholderia D14 (KT601040) 5 Burkholderia sp. B64 (JN975060) 99 

Stenotrophomonas D7 (KT601048) 9 Stenotrophomonas maltophilia strain KS 46 (JX262392) 98 

Pseudomonas I6 (KT601051) 10 Pseudomonas sp. SCU-B112 (KJ000868) 100 

注：图谱类型根据 BOXA1R-PCR扩增条带片段来划分. 

Note: rDNA types were defined based upon the amplification fragment of BOXA1R-PCR. 
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图 3  九香虫体内代表菌株 16S rRNA 基因序列的系统发育分析 
Figure 3  Phylogenetic analysis of 16S rRNA gene sequences of representative strains inside the Aspongopus chinesis Dallas 
注：节点的数字表示基于 1 000重取样数据集的 Bootstrap支持率(%)；只有超过 50%才显示出来. 比例栏对应于每个核苷酸位置的

0.02个替换. 

Note: The number at the nodes indicate the level of bootstrap support (%) based on 1 000 resampled data sets; only values above 50% are 
given. The scale bar corresponds to 0.02 substitutions per nucleotide position. 
 

和 Pseudomonas 等 3 个属。革兰氏阴性菌的 D7 与

Stenotrophomonas 中的 Stenotrophomonas maltophilia 

strain KS 46相似性为98%；另外2株菌株 I6和D14，

分别与 Pseudomonas sp. SCU-B112和 Burkholderia 

sp. B64相似，相似性为 100%和 99%。 

3  讨论 

九香虫是一种富含粗蛋白、粗脂肪、多种维生

素及矿质元素的药用食用昆虫，能提高紫芝胞内多

糖物质等有效成分产量、抑制多种病原菌和抗肿瘤 

等[8]。有研究表明，从昆虫体壁、肠道或者体腔内

分离到的微生物具有较强的纤维素分解能力、对多

种致病病原菌有良好拮抗效果以及能产生良好的

次级代谢产物等，具有潜在应用价值[20-22]。因此，

本实验以九香虫为对象，对其体内可培养细菌资源

多样性和应用特点进行分析。 

Hirose等发现南部绿椿象 Nezara viridula的前

肠、中肠和后肠中存在着多样性明显的细菌，且大

多数可培养细菌存在于肠道消化系统前端[23]；随
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后，科研人员对采自不同地域的 N. viridula中肠微

生物进行研究，发现来源不同的 N. viridula肠道微

生物种群表现高度的遗传相似性并且大多数属于 γ-

变形菌，且许多肠道内共生菌与幼虫的成活率和成

虫的健康状况相关[24-26]。由此可见，椿象体内分布

着多样的微生物种群并具有潜在应用价值，然而关

于药用昆虫九香虫体内微生物多样性的研究尚未

见报道。本试验从九香虫成虫体内分离到的菌株分

属于 Bacillus、Burkholderia、Stenotrophomonas、

Pseudomonas 4 个属。刘玉升研究表明芽孢杆菌是

药用昆虫斑衣蜡蝉(Lycorma delicatula)成虫肠道消

化道内的主要细菌类群，共分离鉴定了 4种兼性厌

氧芽孢杆菌，分别为多粘芽孢杆菌 (Bacillus 

polymyxa)、地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)、

巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)和枯草芽胞杆

菌(Bacillus subtilis)[27]。Bacillus sp.是九香虫体内的

优势细菌，测序的 12株代表菌株中有 9株(占 75%)

属于该属，这与刘玉升等的研究结果相符。芽孢杆

菌种类众多，可产生细菌素、酶类、脂肽等多种代

谢产物，且对多种病原微生物均表现出抑菌效   

果[28]，这些优势芽孢细菌是否有助于九香虫抵抗外

界环境尚需进一步研究。 

研究证明，微生物的次生代谢产物可能是抵抗

病原菌入侵的重要屏障[29]。本研究表明，52株分离

菌株中有 24株(占 46.2%)对供试稻瘟病菌和玉米纹

枯病菌都表现出拮抗特性，这些菌株分别属于

Bacillus、Pseudomonas 和 Bacterium 等属。假单胞

菌(Pseudomonas spp.)可产生多种抗生素化合物，能

有效防治由植物病原细菌、真菌引起的土传病害，

被称为植物病害生防菌[30]。测定微生物菌株产吲哚

乙酸能力和淀粉酶活性指标是评价菌株具有促生

长作用的重要参数[31]。从九香虫分离到的大多数菌

株(占 78.8%)都能产 IAA和淀粉酶，而 IAA的产生

与胞外淀粉酶的产生并不受限于单一的分离菌株。

12株测序菌株中有 9株产生淀粉酶活性，包括 7株

芽孢杆菌、1 株寡养单胞菌和 1 株假单胞菌；7 株

革兰氏阳性菌和 3 株革兰氏阴性菌具有产 IAA 能

力，显示出这些分离菌株的潜在应用特点。已有研

究表明 Burkholderia 能产生 1-氨基环丙烷-1-羧酸

(1-Aminocyclopropane-1-carboxylate，ACC)脱氨酶，

该酶通过催化分解乙烯前体 ACC 从而减少过量乙

烯形成，实现促进植物生长的作用[32]。本文从九香

虫体内分离到了 Burkholderia的近似菌株 D14，能

够产生相对较高量的 IAA，显示出较强应用价值。

此外，分离菌株中有 1 株与 Bacillus subtilis strain 

M15-10-1相似性为 99%的 L5菌株，在抗菌特性、

产 IAA能力和淀粉酶活性上都表现良好，并且抑制

稻瘟病菌的 HD/CD值大于 4和测定的 IAA含量高

达 19.06 mg/L，为后续应用研究提供了良好材料。 

本文对药用昆虫九香虫进行了体内可培养细

菌的多样性分析。获得的 52 株菌株可以划分为   

12种遗传图谱类型且分属于Bacillus、Burkholderia、

Stenotrophomonas、Pseudomonas 4个属，表现出一

定的遗传多样性。其中有 41株(占 78.8%)表现出产

IAA 能力和淀粉酶活性；84.6%菌株对供试病原菌

表现出明显拮抗效果，表现出潜在的应用价值。在

后续研究中，可以结合非培养手段(如 Illumina 

MiSeq 高通量测序技术)来全面深入认识药用昆虫

九香虫体内微生物资源多样性。 
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