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研究报告 

黄翅大白蚁后肠几丁质降解微生物的分离与鉴定 

孙新新  李净净  宁娜  谭慧军  倪金凤* 
(山东大学 微生物技术国家重点实验室  山东 济南  250100) 

 
 

摘  要：【目的】从培菌白蚁——黄翅大白蚁后肠微生物菌群中分离能降解几丁质的细菌。【方法】

以胶体几丁质为唯一碳源，根据胶体几丁质水解透明圈的大小进行筛选。通过形态学、生理生化

以及 16S rRNA 基因序列分析进行菌株鉴定。【结果】从黄翅大白蚁肠道中筛选到 8 株能够降解

胶体几丁质的细菌，它们分别属于芽孢杆菌属(Bacillus)、短芽孢杆菌属(Brevibacillus)、纤维单胞

菌属(Cellulomonas)、指孢囊菌属(Dactylosporangium)、黄杆菌属(Flavobacterium)、类芽孢杆菌属

(Paenibacillus)、鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)和寡养单胞菌属(Stenotrophomonas)。8 株菌均具

有几丁质酶、β-葡萄糖苷酶和内切葡聚糖酶活性。【结论】从黄翅大白蚁后肠中获得 8 株能够降

解胶体几丁质并具有其他碳水化合物降解酶活性的细菌，这一研究为了解白蚁肠道微生物协助白

蚁消化食物机制提供了依据。 

关键词：黄翅大白蚁，分离，几丁质降解，肠道微生物 

Isolation and identification of chitin-degrading bacteria from the 
hindgut of Macrotermes barneyi 

SUN Xin-Xin  LI Jing-Jing  NING Na  TAN Hui-Jun  NI Jin-Feng 

(State Key Laboratory of Microbial Technology, Shandong University, Jinan, Shandong 250100, China) 

Abstract: [Objective] This study aims to isolate and identify chitin-degradation bacteria from the 
hindgut of a fungus-growing termite Macrotermes barneyi. [Methods] Using an oligotrophic 
medium containing chitin as the only carbon source, chitin-degradation bacteria were screened and 
identified based on the transparent zone around the clone and morphological, physiological and 
biochemical properties as well as 16S rRNA gene sequence analysis. [Results] Eight 
chitin-degradation strains, which belong to Bacillus, Brevibacillus, Cellulomonas, Dactylosporangium, 
Flavobacterium, Paenibacillus, Sphingomonas and Stenotrophomonas, were isolated from the gut of 
M. barneyi. In addition to chitinase activity, the strains also exhibit β-glucosidase and endoglucanase 
activities. [Conclusion] Eight chitin-degradation strains, which also have other carbohydrate-active 
degradation activities, were obtained from the hindgut of M. barneyi. The study can help us 
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understanding how gut symbionts facilitate termite in its food digest. 

Keywords: Macrotermes barneyi, Isolation, Chitin-degrading, Symbiotic microorganism 

白蚁主要分布于温带到热带地区，是木质纤维

素的主要降解者，有助于生态系统的碳循环[1]。根

据白蚁后肠是否含有共生原生动物，可以分为低等

白蚁(有共生原生动物)和高等白蚁(无共生原生动

物)两大类群，其中低等白蚁占白蚁总数的 25%，高

等白蚁占 75%[2]。白蚁取食范围极广，包括木材、

植物叶片、腐殖质、杂物屑以及食草动物粪便等。

低等白蚁主要以木为食，而高等白蚁中有些种类能

以土壤、真菌为食[3]。在低等白蚁肠道内，原生动

物在其降解木质纤维素的过程中起了极为重要的

作用[4]；高等白蚁肠道内不含原生生物，肠道微生

物在降解食物过程中起了主要作用[5]。 

高等白蚁中大白蚁亚科 Macrotermitinae 能够在

菌圃中培养鸡枞菌 Termitomyces，这类白蚁又称为

培菌白蚁，培菌白蚁的食物包括真菌菌丝体和木质

纤维素[6]。鸡枞菌帮助白蚁消化食物的同时也作为

其营养来源[7-8]。通过基因组分析发现，培菌白蚁利

用共生真菌和肠道共生细菌产生的酶降解食物[9-10]。

真菌的细胞壁主要由几丁质组成，几丁质酶可以水

解几丁质，具有抑制真菌生长的作用；同时几丁质

水解产生的几丁单糖及分子大小不等的几丁寡糖，

广泛参与碳源和氮源的代谢[11]。几丁质代谢在培菌

白蚁从真菌获得营养或者抵抗其他真菌在菌圃上

生长的过程中是必需的[12]，同时几丁质代谢对于白

蚁围食膜(主要成分为几丁质)的降解具有重要的作

用[13]。黄翅大白蚁是广泛分布于我国南方的高等培

菌白蚁，本研究以黄翅大白蚁后肠为材料，通过常

规的平板活性筛选方法，分离具有几丁质降解活性

的微生物，为了解共生微生物帮助白蚁降解食物机

制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

黄翅大白蚁取自湖南省耒阳市木兰村，采样后

立即冻存于−80 °C；所用感受态细胞为自制大肠杆

菌感受态 Escherichia coli DH5α；测序载体为质粒

pMD18-T (TaKaRa 公司)；几丁质购自 Sigma 公司；

厌氧袋购自青岛海博生物技术有限公司；引物合成

及 PCR 产物测序由北京六合华大基因科技股份有

限公司完成。 

改进的几丁质培养基(g/L)：几丁质培养基[12]，

胰蛋白胨 1.00。羧甲基纤维素钠培养基 (g/L)：

CMC-Na 10.00，KNO3 1.00，MgSO4·7H2O 0.50，

KH2PO4 0.50，FeSO4·7H2O 0.01；LB 培养基(含柠

檬酸铁铵和七叶苷) (g/L)：胰蛋白胨 10.00，酵母粉

5.00，NaCl 5.00，柠檬酸铁铵 5.00，七叶苷 2.00。 

PBS 缓冲液(g/L，pH 7.4)：NaCl 8.00，KCl 0.20，

Na2HPO4 1.44，KH2PO4 0.24。  

胶体几丁质的制备[14]：称取 10 g 几丁质粉加入

100 mL 浓盐酸，37 °C、150 r/min 振摇 1 h，使几丁

质完全溶解。4 °C 静置 24 h，加入 5 倍体积 50%乙

醇(体积比)醇沉 5 h，加 ddH2O 1 L，10 000 r/min

离心 10 min，取沉淀，去离子水反复洗至中性，

最后配制成浓度为 50 g/L 的胶体几丁质溶液，4 °C

保存备用。 

1.2  样品处理及菌株的分离 

1.2.1  样品处理：将采集的黄翅大白蚁大工蚁在无

菌水中清洗两次，然后用 75%酒精表面消毒 1 min，

最后用 PBS 缓冲液(pH 7.4)漂洗。200 只黄翅大白蚁

工蚁在超净台解剖获得后肠，将获得的后肠放置于

2.0 mL 离心管，加入 200 μL 无菌的 0.9% (质量体

积比)的 NaCl 溶液[15]，然后用灭菌的研磨棒研磨至

无可见颗粒，作为后肠微生物培养样品。 

1.2.2  菌株的分离与纯化：后肠样品用无菌的 0.9%

的 NaCl 进行梯度稀释，取稀释 104 和 105 倍的培养

液 200 μL 分别涂布于几丁质培养基平板上，在有氧

和无氧两种条件下培养，厌氧条件是置于厌氧袋中，

30 °C 培养 5 d。将具有水解圈的单克隆接种至新的

几丁质平板。用固体几丁质培养基进行多次划线培

养，均在 30 °C 好氧条件下培养，直到获得单克隆。 
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1.3  菌株鉴定  

1.3.1  形态学观察和生理生化鉴定：革兰氏染色、

氧化酶、过氧化氢酶、V-P 试验、MR 试验、淀粉

水解试验、酪素降解试验、酯酶试验、明胶液化试

验、吲哚试验均参照文献[16]。 

1.3.2  基因组 DNA 提取和 16S rRNA 基因扩增及

序列分析：用十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)法提取

基因组 DNA，具体步骤参考文献[17]。16S rRNA

基因扩增引物分别是 27F (5′-AGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGA 

CTT-3′)。PCR 反应体系：200−400 ng/μL 模板 DNA 

1 μL，10 μmol/L 上下游引物各 2.5 μL，10×PCR 

buffer 5 μL，2.5 mmol/L dNTPs 8 μL，5 U/μL Taq 酶

0.5 μL，加 ddH2O 至终体积 50 μL。PCR 反应条件：

95 °C 5 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 2 min，

共 30 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物通过 1%琼

脂糖凝胶电泳检测。序列测序并进行相似性比较

(http://old.ezbiocloud.net/eztaxon/identify)。用 MEGA 

6.0 软件计算进化距离，Neighbor-Joining 法构建系

统发育树。 

1.4  纤维素酶酶活的鉴定 

1.4.1  内切葡聚糖酶酶活的鉴定：将获得的单克隆

接种至 CMC-Na 培养基固体平板，30 °C 培养 3 d，

通过刚果红染色鉴定菌株是否产生内切葡聚糖酶。

刚果红染色方法具体为：70%乙醇洗去菌落，用

0.3%的刚果红溶液染色 20 min，然后用 1 mol/L 

NaCl 脱色 20 min。产生水解圈的菌株即可产生内

切葡聚糖酶。 

1.4.2  β-葡萄糖苷酶酶活的鉴定：将获得的单克隆接

种至含七叶苷和 Fe2+的固体 LB 培养基平板上，30 °C

培养 3 d，鉴定菌株是否产生 β-葡萄糖苷酶。如果

产生 β-葡萄糖苷酶，会出现棕褐色的水解圈。 

2  结果与分析 

2.1  白蚁后肠几丁质降解微生物的分离纯化 

黄翅大白蚁后肠样品稀释 104 和 105 倍后在几

丁质培养基上长出约 200 个菌落。根据几丁质降

解圈大小，筛选得到 8 个活性高的菌落，多次划

线后获得纯菌株。在选择培养基上生长 5 d 的菌落

可直接看到明显的降解圈(图 1)，水解圈直径(D)

和菌落直径(d)的比值(D/d)介于 2.28−10.69 之间

(表 1)。在有氧条件下纯化的菌株分别被命名为 chi-1、

chi-2、chi-3、chi-4 和 chi-5；厌氧袋中分离、有氧

条件纯化的菌株分别命名为 an-chi-1、an-chi-2 和

an-chi-3。 

2.2  菌株的分类鉴定 

2.2.1  形态学观察和生理生化特征：8 株菌在几丁

质培养基上培养 5 d，除 chi-2 均形成圆形菌落，大

小为 1 mm−6 mm，其中 chi-2 菌落不规则，表面有

褶皱。不同菌株的生理生化特征存在差异，8 株菌

的生理生化特征见表 2。 
 

 
 

图 1  几丁质培养基纯化的 8 株菌 
Figure 1  Eight strains growing in the chitin medium 
 

表 1  产几丁质酶菌落水解圈直径(D)和菌落直径(d)

的比值 
Table 1  D/d values of the chitinase producing strains 

Strains D/d 

chi-1 5.24 

chi-2 3.67 

chi-3 7.33 

chi-4 10.69 

chi-5 4.30 

an-chi-1 7.10 

an-chi-2 2.28 

an-chi-3 4.64 
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表 2  8 株菌的生理生化特征 
Table 2  Physiological and biochemical properties of eight strains 

Items chi-1 chi-2 chi-3 chi-4 chi-5 an-chi-1 an-chi-2 an-chi-3 
Shape Short rod Finger shaped 

sporangia 
Short 
rod 

Short rod Short rod Short rod Short rod Short rod 

Gram staining − − + − + − − + 
Type of catabolism Aerobic Aerobic Aerobic Aerobic Aerobic Facultatively 

anaerobic 
Facultatively 

anaerobic 
Facultatively

anaerobic 
Catalase + − + + + + W + 
Oxidase − − − − − − − − 
MR reaction − − + + + + − + 
V-P reaction + − + + + + − + 
Nitrite reduction − − + + − + − − 
Casein + − − + − W + + 
Tween 20 + − − − − + − + 
Tween 80 + − − − − − − + 
Starch + W + + + + − + 
Gelatin liquefaction − − − − − − − − 
Indole production − − − − − − − − 

Note: W: Weak reaction; +: Positive reaction; −: Negative reaction. 
 

2.2.2  菌株 16S rRNA 基因序列分析(图 2)：共分离

到 8 株可以降解几丁质的菌株，16S rRNA 基因序

列分析表明 8 株菌分别属于 Flavobacterium (黄杆菌

属)、Dactylosporangium (指孢囊菌属)、Brevibacillus 

(短芽孢杆菌属)、Sphingomonas (鞘氨醇单胞菌属)、

Paenibacillus (类芽孢杆菌属)、Cellulomonas (纤维

单胞菌属)、Stenotrophomonas (寡养单胞菌属)和

Bacillus (芽孢杆菌属)。8 株菌的 16S rRNA 基因序

列比对的最大相似性在 98.2%−99.7%之间(表 3)。其

中 chi-1、chi-2 和 an-chi-1 属于放线菌门，chi-3、

chi-5 和 an-chi-3 属于厚壁菌门，chi-4 和 an-chi-2 属

于变形菌门。 

2.3  纤维素酶酶活的鉴定 

通过刚果红染色鉴定 8 株菌是否产生内切葡聚

糖酶，由图 3A 可知，8 株菌均可产生内切葡聚糖

酶，其中 chi-5 和 an-chi-1 产生的内切葡聚糖酶酶活 
 

 
 

图 2  基于 8 株菌的 16S rRNA 基因序列构建的系统进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of eight bacterial strains 

注：利用 MEGA 6.0 软件中的 Neighbor-Joining 法构建系统发育树；括号内为菌株的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 中的登录号；分

支点上的数字表示构建系统树时 1 000 次计算时形成该节点的百分比. 

Note: The tree was reconstructed by the NJ method using the MEGA 6.0 software. The GenBank accession number of each sequence is 
shown in parentheses. Numbers at nodes represent bootstrap values (based on 1 000 resamplings).  
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表 3  16S rRNA 基因系统发育分析参考序列 
Table 3  The reference sequences used in phylogenetic analyses based on 16S rRNA gene 

Strains Most similar strain in NCBI Accession No. Similarity (%) Remark 

chi-1 Flavobacterium oceanosedimentum EF592577 99.7 

Type strains 

chi-2 Dactylosporangium salmoneum FJ973607 99.5 

chi-3 Brevibacillus borstelensis D78456 98.2 

chi-4 Sphingomonas koreensis AF131296 98.3 

chi-5 Paenibacillus odorifer CP009428 99.5 

an-chi-1 Cellulomonas flavigena CP001964 98.3 

an-chi-2 Stenotrophomonas panacihumi GQ856217 99.6 

an-chi-3 Bacillus cereus AE016877 99.4 

 

 
 

图 3  内切葡聚糖酶(A)和 β-葡萄糖苷酶(B)活性的鉴定 
Figure 3  Endoglucanase (A) and β-glucosidase (B) activities assay on the agar plates 

 
较高；通过含 Fe2+和七叶苷的 LB 平板鉴定 8 株菌

是否产生 β-葡萄糖苷酶，由图 3B 可知 8 株菌均可

产生 β-葡萄糖苷酶，其中 chi-1、an-chi-2 和 an-chi-3

产生的 β-葡萄糖苷酶酶活较高。 

3  讨论 

本文从高等培菌白蚁——黄翅大白蚁后肠分离

到 8 株具有较强几丁质降解能力的细菌。其中 3 株

属于厚壁菌门，2 株属于变形菌门，3 株属于放线

菌菌门。由于 8 株菌为不同的微生物，对培养基的

营养需求不同，它们在几丁质培养基上菌落生长情

况有所不同。8 株菌均可降解几丁质，所产生的几

丁质酶可能与降解真菌孢子从中获得营养、抵抗其

他真菌在菌圃上的生长或者白蚁围食膜的降解有

关 [13 ]。有研究报道培菌白蚁肠道放线菌和芽孢 

杆菌可以产生次生代谢物而抑制菌圃杂菌生长[18-19]，

该次级代谢产物有可能是几丁质酶来抵抗其他真

菌在菌圃中的生长。培菌白蚁是一类体外与真菌共

生而体内与细菌共生的高等白蚁，培菌白蚁与其共

生真菌关系的模式可以概括为：高龄工蚁收集木质

碎屑带回巢内；低龄工蚁取食这些收集入巢的碎

屑，初步消化并迅速排便，以这些物质建立起菌圃

来培养真菌。低龄工蚁还取食主要由无性孢子组成

的菌丝节(Fungus nudoles)。高龄工蚁主要取食菌圃

较老的部分，是被真菌降解的植物材料[3]。体外真
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菌帮助白蚁消化木质纤维素[7]，同时也作为白蚁的

食物来源[8]。早期研究报道真菌给培菌白蚁提供

纤维素酶，最近研究发现培菌白蚁自身可分泌产

生纤维素降解酶，如内切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷

酶[20-21]，但尚未有白蚁自身分泌几丁质酶的报道。

目前已经在培菌白蚁肠道中分离到与木质纤维素

降解有关的微生物[17,22]，通过对培菌白蚁黑翅土白

蚁 Odontotermes formosanus 中分离的 Trabulsiella 

odontotermitis 基因组分析发现，该菌具有与几丁质

代谢有关的基因(CE9 和 GH23，www.cazy.org)[12]，

其他文献尚未报道从培菌白蚁中分离到与几丁质

降解有关的菌株。同时 8 株菌均可产生内切葡聚糖

酶和 β-葡萄糖苷酶，这可能有助于白蚁降解木质纤

维素，对 8 株菌的进一步研究有助于了解培菌白蚁

消化食物以及抵抗其他真菌在菌巢生长的机制。 

本研究在以胶体几丁质为唯一碳源的选择平

板上筛选出 8 株可以降解几丁质的细菌，目前从培

菌白蚁分离出能够降解几丁质菌株的研究甚少。未

来的工作中，将研究 8 株菌在黄翅大白蚁中具体的

作用，以期深入了解几丁质降解微生物在高等培菌

白蚁食物消化方面和抑制杂菌生长方面的作用或

潜能。 
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