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　 　 摘要:　 昆虫病原线虫共生菌是一类重要的生物防治资源ꎮ 为明确本单位分离自小卷蛾斯氏线虫共生菌

ＹＺ０１１ 对鳞翅目害虫的杀虫活性及机制ꎬ本研究在测定菌株 ＹＺ０１１ 对小菜蛾和草地贪夜蛾血腔注射毒性的基础

上ꎬ进一步对其进行全基因组测序和比较基因组学分析ꎮ 结果表明ꎬ血腔注射 １００ ｎＬ １.０×１０６ ＣＦＵ / ｍＬ菌株 ＹＺ０１１
２４ ｈ 后ꎬ小菜蛾幼虫和草地贪夜蛾幼虫的死亡率分别为 ７５􀆰 ０％和 ５６􀆰 ７％ꎬ均显著高于血腔注射磷酸盐缓冲液

(ＰＢＳ)对照ꎮ 全基因组测序结果显示菌株 ＹＺ０１１ 为嗜线虫致病杆菌ꎬ其基因组含有 １９ 个次级代谢产物基因簇ꎻ与
其同源性最高的嗜线虫致病杆菌菌株 ＹＬ００１ 和菌株 ＳⅡ相比ꎬ菌株 ＹＺ０１１ 含有 ２９ 个特异基因簇ꎮ 菌株 ＹＺ０１１ 基

因组中共注释到 ５８６ 个毒力因子相关基因ꎮ 本研究结果从基因组层面解析了嗜线虫致病杆菌 ＹＺ０１１ 的分子特征ꎬ
对菌株 ＹＺ０１１ 的综合利用具有重要意义ꎮ
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　 　 昆虫病原线虫是广泛存在于自然环境中的一类

寄生性线虫ꎬ它与体内共生菌互惠共生ꎬ具有天敌昆

虫兼病原微生物双重特点ꎬ能通过感染害虫ꎬ并利用

其作为寄主进行繁殖和生存ꎬ最终导致昆虫死亡[１]ꎮ
昆虫病原线虫共生菌存在于昆虫病原线虫肠道ꎬ属革

兰氏阴性菌ꎬ包括与斯氏线虫科(Ｓｔｅｉｎｅｒｎｅｍａ)线虫共

生的致病杆菌属(Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ)菌和与异小杆线虫科

(Ｈｅｔｅｒｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ)线虫共生的发光杆菌属(Ｐｈｏｔｏｒｈａｂ￣
ｄｕｓ)菌[２￣３]ꎮ 昆虫病原线虫共生菌与线虫专一性共

生ꎬ线虫入侵昆虫血腔后致病杆菌由线虫肛门排出ꎬ
发光杆菌被线虫反刍从口腔吐出ꎮ 共生菌进入昆虫

血腔后ꎬ产生的一系列次级代谢产物能导致昆虫死

亡ꎬ分解昆虫组织ꎬ为线虫的生长与繁殖提供营养物

质[２ꎬ４]ꎮ 作为一种重要的潜在生物杀虫资源ꎬ越来越

多具有生物活性的昆虫病原线虫共生菌菌株被发现ꎮ
截至 ２０２４ 年 ７ 月ꎬ美国国家生物技术信息中心

(ＮＣＢＩ)分类数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｔａｘｏｎｏｍｙ / Ｂｒｏｗｓｅｒ / ｗｗｗｔａｘ.ｃｇｉ)中共收录了 ３２ 个分类

物种的致病杆菌菌株和 ２４ 个分类物种的发光杆菌菌

株ꎬ目前尚有 １６６ 个致病杆菌菌株和 １１６ 个发光杆菌

菌株有待分类[５]ꎮ
共生菌产生的次级代谢产物主要为聚酮合成酶

(ＰＫＳ)、非核糖体肽合成酶(ＮＲＰＳ)和其他类似酶合

成的非核糖体衍生肽、聚酮化合物和杂合天然产物ꎬ
合成 这 些 化 合 物 的 基 因 占 共 生 菌 基 因 组 的

７􀆰 ５％[６￣９]ꎮ 由于共生菌次级代谢产物的抗菌和杀虫

潜力ꎬ其在药品和生物农药的研制中广受关注ꎮ
Ｐａｌｍａ 等[１０]对分离自斯氏线虫的 １４ 株致病杆菌进

行生物活性测定和基因组分析ꎬ发现 １４ 株致病杆菌

均对大蜡螟具有毒杀作用ꎬ基因组生物信息分析获

得 １１０ 种杀虫蛋白ꎬ包括 Ｔｃ、Ｔｘｐ、Ｍｃｆ、Ｐｒａ / Ｐｒｂ 和

Ａｐｐ 同系物等ꎬ以及其他毒力因子ꎬ如杀线虫蛋白、
几丁质酶和用于合成不同生物活性化合物的次级代

谢产物ꎮ Ｗａｎｇ 等[１１]分离的 １２２ 株共生菌对玉米螟

幼虫均有口服杀虫活性或生长抑制作用ꎬ其中ꎬ致病

杆菌菌株 ＳＹ５ 对小菜蛾、甜菜夜蛾、玉米螟、黏虫和

黄粉虫有较强的杀虫活性ꎮ 共生菌产生的具有杀虫

活性的蛋白类毒素根据其作用方式可分为血腔注射

活性和胃毒活性两类ꎮ 血腔活性毒素蛋白包括 Ｍｃｆ
毒素[１２]、 Ｔｘｐ４０ 毒素[１３]、 ＸａｘＡＢ 毒素[１４]、 ＸｈｌＡ 毒

素[１５]、Ｐｉｒ 毒素[１６￣１７] 和 ＲＴＸ 毒素[１８] 等ꎬ胃毒活性杀

虫蛋白主要有 Ｔｃ 毒素[１９]、几丁质酶[２０] 和 ＸｎＧｒｏＥＬ
毒素[２１]等ꎮ

刘琴等[２２]从罹死二化螟虫体中分离获得对二化

螟、小菜蛾、草地贪夜蛾等具有广谱寄生活性的小卷蛾

斯氏线虫及其共生菌 ＹＺ０１１ꎮ 为明确菌株 ＹＺ０１１ 功能

基因、基因簇及杀虫活性物质ꎬ本研究在测定共生菌

ＹＺ０１１ 对小菜蛾幼虫和草地贪夜蛾幼虫杀虫活性的基

础上ꎬ进一步对其进行全基因组测序及生物信息学分

析ꎬ注释菌株 ＹＺ０１１ 基因功能ꎬ预测菌株 ＹＺ０１１ 的次级

代谢产物基因簇及毒力因子ꎬ以期为菌株 ＹＺ０１１ 在害

虫生物防治中的应用提供基础和依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

共生菌菌株 ＹＺ０１１ 分离自罹死二化螟幼虫体

内的小卷蛾斯氏线虫ꎬ以甘油－８０ ℃保存于江苏里

下河地区农业科学研究所[２２]ꎮ 小菜蛾为扬州种群ꎬ
室内用油菜苗饲养繁殖多代[２３]ꎮ 草地贪夜蛾虫源

引自中国农业科学院植物保护研究所ꎬ人工饲料室

内多代饲养繁殖[２２]ꎮ
１.２　 菌株 ＹＺ０１１对小菜蛾、草地贪夜蛾的杀虫毒力

取甘油保存的 ＹＺ０１１ 菌株 １０ μＬ 转接至 １ ｍＬ
胰酪大豆胨液体培养基 ( ＴＳＢ) [２２] 中ꎬ ２８ ℃、２２０
ｒ / ｍｉｎ振荡培养 １６ ｈ 后ꎬ取 ５００ μＬ 培养液转接至 ５０
ｍＬ ＴＳＢ 培养基再在 ２８ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养 ２４ ｈꎬ
利用平板计数法测定菌液中菌体含量ꎮ 菌液离心后

用磷酸盐缓冲液 ( ＰＢＳ) 重新悬浮菌体至１.０× １０６

ＣＦＵ / ｍＬꎮ 选取 ４ 龄小菜蛾幼虫和草地贪夜蛾幼

虫ꎬ于解剖镜下ꎬ利用 Ｎａｎｏｊｅｃｔ Ⅲ显微注射器(美国

Ｄｒｕｍｍｏｎｄ 公司产品)向虫体倒数第 ２ ~ ３ 腹节间分

别注射 ５０ ｎＬ 和 １００ ｎＬ １.０×１０６ ＣＦＵ / ｍＬ共生菌ꎬ以
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注射 １００ ｎＬ 无菌 ＰＢＳ 为对照ꎮ 小菜蛾饲养于直径

为 ９􀆰 ０ ｃｍ 盛有卷心菜的培养皿中ꎬ草地贪夜蛾单头

饲养于盛有人工饲料的 ２４ 孔细胞培养板内ꎬ每个处

理 ２０ 头幼虫ꎬ重复 ３ 次ꎬ生化培养箱 ２５ ℃培养ꎬ光
照时间为 １６ ｈ / ｄꎬ２４ ｈ 后进行存活小菜蛾和草地贪

夜蛾计数ꎬ计算死亡率ꎮ 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５.０
和 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２１ 软件进行数据统计和处理

间差异显著性分析(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
１.３　 菌株 ＹＺ０１１ 全基因组测序及组分与功能分析

取菌株 ＹＺ０１１ 培养液 ５０ μＬ 转接至 ５ ｍＬ ＴＳＢ
培养基中ꎬ培养 １６ ｈ 离心收集菌体ꎬ采用细菌 ＤＮＡ
提取试剂盒(美国 Ｏｍｅｇａ 公司产品)制备 ＤＮＡ 样

本ꎬ委托南京集思慧远生物科技有限公司进行菌株

的全基因组测序ꎮ
采用 Ｕｎｉｃｙｃｌｅｒ ｖ０.４.８ 软件组装测序数据ꎬ获得基

因组序列ꎮ 使用软件 Ｐｒｏｋｋａ ｖ１.１２ 软件进行基因组组

分分析ꎬ包括编码基因和非编码基因的注释ꎬ参数使

用￣￣ｒｆａｍ￣￣ａｄｄｇｅｎｅｓꎬ其余参数取默认值ꎮ 使用 Ｒｅｐｅａｔ￣
Ｍａｓｋｅｒ ４.１.０ 软件进行重复序列预测ꎮ 采用综合抗生

素耐药性数据库(ＣＡＲＤ)、碳水化合物活性酶数据库

(ＣＡＺｙ)、病原与宿主互作数据库(ＰＨＩ)进行基因功能

注释ꎮ 利用 ＥｆｆｅｃｔｉｖｅＴ３ 软件预测Ⅲ型分泌系统效应蛋

白ꎬ利用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ 软件进行分泌蛋白信号肽预测ꎮ
利用 ＢＬＡＳＴ 软件将预测的基因序列与非冗余蛋白质

氨基酸序列数据库(ＮＲ)、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ 蛋白氨基酸序列

数据库、京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)、同源蛋

白质簇(ＣＯＧ)数据库、真核生物同源基因组(ＫＯＧ)数
据库、基因本体(ＧＯ)数据库、蛋白质家族(Ｐｆａｍ)数据

库进行比对ꎬ获得预测基因的注释信息ꎮ 利用 Ｃｉｒｃｏｓ
ｖ０.６９￣５软件(ｈｔｔｐｓ:/ / ｃｉｒｃｏｓ.ｃａ)及 ＣＯＧ 注释绘制菌株

ＹＺ０１１ 基因组的全基因组圈图ꎮ
１.４　 进化分析和比较基因组学分析

上传菌株 ＹＺ０１１ 全基因组序列至 Ｔｙｐｅ Ｓｔｒａｉｎ
Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｒｖｅｒ(ＴＹＧＳ)平台(ｈｔｔｐｓ: / / ｔｙｇｓ.ｄｓｍｚ.ｄｅ)ꎬ
分别以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和全基因组构建系统发育树以确

定菌株 ＹＺ０１１ 所属物种ꎮ 基于系统发育树分析结

果ꎬ从 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )获取具

有全基因组序列的嗜线虫致病杆菌菌株基因组ꎬ上
传至 ＴＹＧＳ 平台ꎬ分别以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和全基因组构建

系统发育树ꎬ分析获得同源性高的菌株ꎮ 利用 Ｇｅ￣
ｎｅｉｏｕｓ ９.０.２ 和 ＯｒｔｈｏＶｅｎｎ３ 软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｏｒｔｈｏｖｅｎｎ３.
ｂｉｏｉｎｆｏｔｏｏｌｋｉｔｓ. ｎｅｔ / ｓｔａｒｔ / ｕｐｌｏａｄ) 分别对菌株 ＹＺ０１１

及其同源性高的菌株进行全基因组基因共线性分析

和直系同源核心基因簇及特异基因簇分析ꎮ
１.５　 次级代谢产物基因簇分析

将菌株 ＹＺ０１１ 基因组上传至 Ａｎｔｉ￣ＳＭＡＳＨ[２４](ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ａｎｔｉｓｍａｓｈ. ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ. ｏｒｇ / ＃! / ｓｔａｒｔ )ꎬ
对其进行次级代谢产物基因簇分析ꎮ
１.６　 毒力因子分析

采用病原菌毒力因子数据库(Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ Ｆａｃｔｏｒ Ｄａ￣
ｔａｂａｓｅꎬ ＶＦＤＢ) (ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｗｗ.ｍｇｃ. ａｃ. ｃｎ / ＶＦｓ)对菌株

ＹＺ０１１ 进行毒力因子基因鉴定ꎮ 利用 Ｂｌａｓｔａｌｌ ２.２.２６ 软

件对基因序列进行注释ꎬ期望域值(Ｅ)设置为１×１０－１０ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 菌株 ＹＺ０１１ 对小菜蛾和草地贪夜蛾幼虫的杀

虫活性

　 　 菌株 ＹＺ０１１ 对鳞翅目害虫小菜蛾和草地贪夜蛾

幼虫均具有感染致死作用ꎬ显微注射 ５０ ｎＬ 和 １００ ｎＬ
的１.０×１０６ ＣＦＵ / ｍＬ共生菌 ２４ ｈ 后ꎬ小菜蛾幼虫的死

亡率分别为６０.０％和７５.０％ꎬ均显著高于注射 ＰＢＳ 对

照ꎻ显微注射 ５０ ｎＬ 和 １００ ｎＬ 的１.０×１０６ ＣＦＵ / ｍＬ共
生菌 ２４ ｈ 后ꎬ草地贪夜蛾幼虫的死亡率分别为 ３５.０％
和５６.７％ꎬ亦显著高于注射 ＰＢＳ 对照(图 １)ꎮ 且注射

１００ ｎＬ １.０×１０６ ＣＦＵ / ｍＬ共生菌 ２４ ｈ 后ꎬ小菜蛾和草

地贪夜蛾幼虫的死亡率均显著高于注射 ５０ ｎＬ １.０×
１０６ ＣＦＵ / ｍＬ共生菌处理ꎮ

同一害虫图柱上不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 血腔注射共生菌菌株 ＹＺ０１１ 对小菜蛾幼虫和草地贪夜蛾

幼虫死亡率的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｍｏｃｏｅｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒａｉｎ ＹＺ０１１
ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｌａｒｖａｅ ａｎｄ Ｓｐｏｄｏｐｔ￣
ｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｌａｒｖａｅ

２.２　 菌株 ＹＺ０１１ 全基因组

菌株 ＹＺ０１１ 的全基因组图谱如图 ２ 所示ꎮ 从
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图中可以看出ꎬ共生菌菌株 ＹＺ０１１ 基因组大小为

４ ４０８ ３８７ ｂｐ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＣＰ１５８１０８)ꎬＧ＋Ｃ 碱

基含量为 ４３􀆰 ９％ꎬ预测得到３ ９８５个编码基因、２２ 个

ｒＲＮＡ、７６ 个 ｔＲＮＡ、１１０ 个 ｍｉｓｃ＿ＲＮＡ 和 １ 个 ｔｍＲＮＡꎮ

从外到内的 ７ 个圈依次为基因组大小的标识、正链上的编码序列(ＣＤＳ)、负链上的 ＣＤＳ、正链上的 ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ、负链上的 ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ、
Ｇ＋Ｃ 碱基含量和 ＧＣ 偏移值ꎮ

图 ２　 菌株 ＹＺ０１１ 全基因组圈图

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｏｍｅ ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＺ０１１

２.３　 功能基因数

基于 ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＧＯ 和 ＫＯＧ 等数

据库注释得到的功能基因较多ꎬ分别为３ ９３３个、
２ ９０７个、２ ８７１个、２ ６７８个和１ ０２７个ꎬ占基因总数的

９９􀆰 ３７％、７３􀆰 ４５％、７２􀆰 ５４％和 ６７􀆰 ６６％和 ２５􀆰 ９５％ꎻ基
于 ＣＡＲＤ 数据库注释得到的基因有 ２５４ 个ꎬ占基因

总数的 ６􀆰 ４２％ꎬ而基于 ＣＡＺｙ 数据库注释得到的基

因最少ꎬ仅 ６８ 个ꎬ占基因总数的 １􀆰 ７２％ꎮ
２.４　 菌株 ＹＺ０１１ 进化和全基因组比对

以菌株 ＹＺ０１１ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和全基因组构建的

系统发育树如图 ３ 所示ꎮ ２ 个系统发育树均显示ꎬ
菌株 ＹＺ０１１ 与嗜线虫致病杆菌(Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ ｎｅｍａ￣
ｔｏｐｈｉｌａ)处于同一分支ꎬ因此ꎬ本研究认为共生菌菌

株 ＹＺ０１１ 属于嗜线虫致病杆菌ꎮ
２.５　 比较基因组

从 ＮＣＢＩ 获得 ４ 株具有全基因组序列的嗜线虫

致病杆菌菌株ꎬ菌株 ＳⅡ(Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ ｎｅｍａｔｏｐｈｉｌａꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＣＰ０６０４０１)、菌株 ＹＬ００１(Ｘｅｎｏｒｈａｂ￣
ｄｕｓ ｎｅｍａｔｏｐｈｉｌａꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＣＰ０３２３２９)、菌株

ＡＮ６ / １(Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ ｎｅｍａｔｏｐｈｉｌａꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:
ＬＮ６８１２２７)和菌株 ＡＴＣＣ １９０６１(Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ ｎｅｍａ￣
ｔｏｐｈｉｌａꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号: ＦＮ６６７７４２ )ꎮ 将 菌 株

ＹＺ０１１ 的基因组序列与上述 ４ 株嗜线虫致病杆菌

的基因组序列构建系统发育树(图 ４)ꎬ从图中可

见菌株 ＹＺ０１１ 与菌株 ＹＬ００１ 同源性最高ꎬ其次为

菌株 ＳⅡꎮ
　 　 菌株 ＹＺ０１１ 与 ４ 株嗜线虫致病杆菌基因组的

ＤＮＡ 同源性值、平均核苷酸一致性、基因组大小和

Ｇ＋ Ｃ 碱基含量见表 １ꎮ 从表中可以看出ꎬ菌株

ＹＺ０１１ 与 ４ 个同源菌株的 ＤＮＡ 同源性指数值 ｄ０、ｄ４

和 ｄ６均在 ８８.４％以上ꎬ表明菌株 ＹＺ０１１ 与 ４ 株同源

菌株基因组的同源性均较高ꎮ 菌株 ＹＺ０１１ 与 ４ 株

同源 菌 株 的 平 均 核 苷 酸 一 致 性 值 为 ９９.４６％~
９９􀆰 ９８％ꎬ其中菌株 ＹＺ０１１ 与菌株 ＹＬ００１ 的平均核

苷酸一致性最高(９９􀆰 ９８％)ꎬ与菌株 ＳⅡ的平均核苷

酸一致性次之(９９􀆰 ９６％)ꎮ 这一结果也与图 ４ 结果

相吻合ꎮ 菌株 ＹＺ０１１ 与 ４ 株同源菌株的基因组大

小和 Ｇ＋Ｃ 碱基含量亦基本接近ꎮ
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Ａ:基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 构建的系统发育树ꎻＢ:基于全基因组构建的系统发育树ꎮ
图 ３　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和全基因组构建的系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｎｄ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ

Ａ:基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 构建的嗜线虫致病杆菌系统发育树ꎻＢ:基于全基因组构建的嗜线虫致病杆菌系统发育树ꎮ
图 ４　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因和全基因组构建的嗜线虫致病杆菌系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ ｎｅｍａｔｏｐｈｉｌａ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｎｄ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ
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表 １　 菌株 ＹＺ０１１ 与同源的 ４ 株嗜线虫致病杆菌的基因组比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＹＺ０１１ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ ｎｅｍａｔｏｐｈｉｌａ

菌株　 　 基因组大小
(ｂｐ)

Ｇ＋Ｃ 碱基含量
(％)

与菌株 ＹＺ０１１ 的 ＤＮＡ 同源性及平均核苷酸一致性

ＤＮＡ 同源性 ｄ０(％) ＤＮＡ 同源性 ｄ４(％) ＤＮＡ 同源性 ｄ６(％) 平均核苷酸一致性(％)

ＹＬ００１ ４ ２８８ ８９２ ４３.８ ９８.６ ９９.８ ９９.４ ９９.９８

ＳⅡ ４ ２７５ ６４２ ４３.８ ９８.６ ９９.６ ９９.３ ９９.９６

ＡＴＣＣ １９０６１ ４ ４３２ ５９０ ４４.２ ８８.４ ９２.８ ９１.８ ９９.４６

ＡＮ６ / １ ４ ４３２ １０３ ４４.２ ８８.４ ９２.８ ９１.８ ９９.４７
ｄ０:２ 个菌株基因组基于局部比对算法的搜索工具计算后所有高得分片段的长度与总基因组长度的比值ꎻｄ４:高得分片段中相同基因的长度与
高得分片段基因总长度的比值ꎻｄ６:高得分片段中相同基因的长度与总基因组长度的比值ꎮ

　 　 将菌株 ＹＺ０１１ 与同源性较高的菌株 ＹＬ００１ 和

菌株 ＳⅡ进行共线性分析ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 从图

中可以看出ꎬ菌株 ＹＺ０１１ 与菌株 ＹＬ００１ 和菌株 ＳⅡ

有较多大片段的共线性ꎬ也存在基因颠倒重排和共

线性较低的区域ꎮ

每一个彩色区代表一个共线区ꎬ白色部分代表共线性程度较低ꎮ
图 ５　 菌株 ＹＺ０１１ 与菌株 ＹＬ００１ 和菌株 ＳⅡ的共线性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＺ０１１ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＹＬ００１ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ＳⅡ

　 　 菌株 ＹＺ０１１ 与菌株 ＹＬ００１ 和菌株 ＳⅡ的全基因

组直系同源基因簇分析结果如图 ６ 所示ꎮ 菌株

ＹＺ０１１ 与菌株 ＹＬ００１ 和菌株 ＳⅡ的核心基因簇有

３ ２５４个、非必须基因簇有 ２６９ 个以及特异基因簇 ４２
个(菌株 ＹＺ０１１ ２９ 个、菌株 ＹＬ００１ １３ 个)ꎮ ＧＯ 分

析发现菌株 ＹＺ０１１ 的 ２９ 个特异基因簇涉及 ２ 个条

目 ( ＧＯ: ０００６３１３ 和 ＧＯ: ００３２１９６ )ꎬ 其 中 ＧＯ:
０００６３１３ 的基因簇数量为 ２０ 个ꎬＧＯ:００３２１９６ 基因

簇数量为 ９ 个ꎬ主要参与转座和 ＤＮＡ 介导ꎮ
２.６　 菌株 ＹＺ０１１ 次级代谢产物合成基因簇

菌株 ＹＺ０１１ 基因组次级代谢产物基因簇分析

结果如表 ２ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬＹＺ０１１ 基因组

含有 １９ 个次级代谢产物基因簇ꎬ包括 ８ 个非核糖体

合成酶基因簇(ＮＲＰＳ)、２ 个类非核糖体合成酶基因

簇(ＮＲＲＳ￣ｌｉｋｅ)、１ 个 Ｉ 型聚酮化合物合酶基因簇

图 ６　 菌株 ＹＺ０１１、ＹＬ００１ 和 ＳⅡ全基因组直系同源基因簇的韦

恩图

Ｆｉｇ.６ 　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＹＺ０１１ꎬ ＹＬ００１ ａｎｄ ＳⅡ

３６２林曼曼等:嗜线虫致病杆菌 ＹＺ０１１ 对鳞翅目昆虫杀虫活性及比较基因组学分析



(Ｔ１ＰＫＳ)、１ 个独立于 ＮＲＰＳ 的铁载体基因簇(ＮＩ￣
ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ)、 １ 个吩嗪生物合成基因簇 ( Ｐｈｅｎａ￣
ｚｉｎｅ)、１ 个丁内酯生物合成基因簇(Ｂｕｔｙｒｏｌａｃｔｏｎｅ)、１
个含有 β￣内酯的蛋白酶抑制剂生物合成基因簇

(Ｂｅｔａｌａｃｔｏｎｅ)、１ 个核苷生物合成基因簇 (Ｎｕｃｌｅｏ￣

ｓｉｄｅ)和 ３ 个未知功能的基因簇ꎮ Ｒｅｇｉｏｎ １１ 的 ＮＲＰＳ
基因簇和 Ｒｅｇｉｏｎ １２ 未知功能基因簇位于菌株

ＹＺ０１１ 与菌株 ＹＬ００１ 和菌株 ＳⅡ共线性较低的区

域ꎮ

表 ２　 菌株 ＹＺ０１１ 次级代谢产物合成基因簇

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ＹＺ０１１

基因簇所在区域 基因簇类型　 　 　 最相似的已知基因簇 基因相似度(％)

Ｒｅｇｉｏｎ １ ＮＲＰＳ￣ｌｉｋｅ Ｓａｆｒａｃｉｎ Ａ、Ｓａｆｒａｃｉｎ Ｂ ２０

Ｒｅｇｉｏｎ ２ ＮＲＰＳ Ｔｉｌｉｖａｌｌｉｎｅ、 ９￣ｄｅｏｘｙ ｔｉｌｉｖａｌｌｉｎｅ、 Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ ｔｉｌｉｖａｌｌｉｎｅ、 Ｄｅｈｙｄｒｏ ｔｉｌｉｖａｌｌｉｎｅ、 Ｄｉ￣
ｈｙｄｒｏｘｙ￣ｄｅｈｙｄｒｏ ｔｉｌｉｖａｌｌｉｎｅ

５０

Ｒｅｇｉｏｎ ３ Ｂｕｔｙｒｏｌａｃｔｏｎｅ Ｇａｍｅｘｐｅｐｔｉｄｅ Ａ、Ｇａｍｅｘｐｅｐｔｉｄｅ Ｂ、Ｇａｍｅｘｐｅｐｔｉｄｅ Ｅ、 Ｌｕｍｉｎｍｉｄｅ Ｂ、Ｌｕｍｉｎｍｉｄｅ Ｄ、
Ｌｕｍｉｎｍｉｄｅ Ｅ、Ｌｕｍｉｎｍｉｄｅ Ｆ、Ｌｕｍｉｎｍｉｄｅ Ｇ

５

Ｒｅｇｉｏｎ ４ Ｂｅｔａｌａｃｔｏｎｅ Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ５

Ｒｅｇｉｏｎ ５ ＮＩ￣ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ Ｐｕｔｒｅｂａｃｔｉｎ、Ａｖａｒｏｆｅｒｒｉｎ １００

Ｒｅｇｉｏｎ ６ ＮＲＰＳ Ｘｅｎｏａｍｉｃｉｎ Ａ、Ｘｅｎｏａｍｉｃｉｎ Ｂ ２５

Ｒｅｇｉｏｎ ７ ＮＲＰＳ Ｘｅｎｅｍａｔｉｄｅ １００

Ｒｅｇｉｏｎ ８ ＮＲＰＳꎬ ＮＲＰＳ￣ｌｉｋｅ Ｅｎｄｏｐｙｒｒｏｌｅ Ｂ、Ｅｎｄｏｐｙｒｒｏｌｅ Ａ ５０

Ｒｅｇｉｏｎ ９ ＮＲＰＳ Ｏｄｉｌｏｒｈａｂｄｉｎ ＮＯＳＯ￣９５Ａ、Ｏｄｉｌｏｒｈａｂｄｉｎ ＮＯＳＯ￣９５Ｂ、Ｏｄｉｌｏｒｈａｂｄｉｎ ＮＯＳＯ￣９５Ｃ ８８

Ｒｅｇｉｏｎ １０ ＮＲＰＳ Ｎｅｍａｔｏｐｈｉｎ ２６

Ｒｅｇｉｏｎ １１ ＮＲＰＳ Ｎｅｍａｔｏｐｈｉｎ １００

Ｒｅｇｉｏｎ １２ ＮＲＰＳꎬ ＮＲＰＳ￣ｌｉｋｅꎬ Ｔ１ＰＫＳ － －

Ｒｅｇｉｏｎ １３ ＮＲＰＳ Ｘｅｎｏａｍｉｃｉｎ Ａ、Ｘｅｎｏａｍｉｃｉｎ Ｂ ５４

Ｒｅｇｉｏｎ １４ Ｔ１ＰＫＳꎬ ＮＲＰＳ￣ｌｉｋｅꎬ ＮＲＰＳ Ｘｅｎｏｃｏｕｍａｃｉｎ １、Ｘｅｎｏｃｏｕｍａｃｉｎ ＩＩ １００

Ｒｅｇｉｏｎ １５ ＮＲＰＳ￣ｌｉｋｅꎬ Ｔｈｉｏｐｅｐｔｉｄｅ Ｏ￣ａｎｔｉｇｅｎ １４

Ｒｅｇｉｏｎ １６ ＮＲＰＳ￣ｌｉｋｅ － －

Ｒｅｇｉｏｎ １７ Ｐｈｅｎａｚｉｎｅ Ｇｒｉｓｅｏｌｕｔｅｉｃ ａｃｉｄ、Ｄｅｍｅｔｈｏｘｙｇｒｉｓｅｏｌｕｔｅｉｃ ａｃｉｄ、 Ｐｈｅｎａｓｚｅｎｔｉｎｅ Ａ、Ｐｈｅｎａｓｚｅｎｔｉｎｅ Ｃ、
Ｐｈｅｎａｓｚｅｎｋｅｔｉｄｅ Ｃ、Ｐｈｅｎａｓｚｅｎｋｅｔｉｄｅ Ｄ

６６

Ｒｅｇｉｏｎ １８ ＰｐｙＳ￣ＫＳ － －

Ｒｅｇｉｏｎ １９ Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ Ｂｅｒｎｉｎａｍｙｃｉｎ Ｋ、Ｂｅｒｎｉｎａｍｙｃｉｎ Ｊ、Ｂｅｒｎｉｎａｍｙｃｉｎ Ａ、 Ｂｅｒｎｉｎａｍｙｃｉｎ Ｂ ２２

２.７　 菌株 ＹＺ０１１ 毒力因子

基于 ＶＦＤＢ 数据库ꎬ菌株 ＹＺ０１１ 基因组序列中

共注释到 ５８６ 个毒力因子相关基因ꎬ如大多数革兰

氏阴性病原细菌感染宿主的重要分泌系统Ⅲ型分泌

系统(Ｔ３ＳＳ)、Ⅵ型分泌系统(Ｔ６ＳＳ)、脂多糖、抗菌物

质、溶血素、毒力增强因子、穿孔毒素、毒素重复序列

ＲＴＸ 等类型的基因ꎮ 部分毒力因子与其他革兰氏

阴性昆虫病原菌的杀虫蛋白具有一定的相似性ꎬ如
溶血素 ＨｌｙＡ 与嗜水气单胞菌溶血素 ＡｈｌＡ[２５] 的相

似度为 ５９􀆰 ６％ꎬ穿孔毒素与耶尔森氏菌 ＹａｘＡＢ 毒

素[２６]的相似度为 ５３􀆰 ８％ꎮ

３　 讨论与结论

嗜线虫致病杆菌是与小卷蛾斯氏线虫共生的昆

虫病原细菌ꎬ其产生的次级代谢产物具有抗真菌、抗
细菌和杀虫等活性[２７]ꎮ 本团队从二化螟罹死虫体

中分离获得的小卷蛾斯氏线虫 Ｎ￣Ｙｚ１ 对二化螟幼虫

和草地贪夜蛾幼虫均有较高感染致死作用[２８]ꎬ进一

步从小卷蛾斯氏线虫体内分离获得了共生菌菌株

ＹＺ０１１ꎬ生物活性测定结果表明菌株 ＹＺ０１１ 对小菜
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蛾幼虫和草地贪夜蛾幼虫均具有较高的毒力ꎮ 在全

基因组测序基础上ꎬ基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和全基因组序

列构建的系统进化树均表明菌株 ＹＺ０１１ 属于嗜线

虫致病杆菌ꎬ且该菌株基因组大小、Ｇ＋Ｃ 碱基含量

与其他已报道的嗜线虫致病杆菌菌株一致ꎮ 通过与

４ 株已有全基因组序列的嗜线虫致病杆菌进行基因

组比较分析发现ꎬ菌株 ＹＺ０１１ 与嗜线虫致病杆菌菌

株 ＹＬ００１ 相似度最高ꎮ 菌株 ＹＬ００１ 不仅对马铃薯

晚疫病病原菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｉｎｆｅｓｔａｎｓ)、玉米大斑病

病原菌(Ｅｘｓｅｒｏｈｉｌｕｍ ｔｕｒｃｉｃｕｍ)、水稻纹枯病病原菌

(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ)等具有较强抗菌活性[２９]ꎬ其发

酵上清液中还含有水溶性苯并芘类化合物 Ｘｅｎｏｃｏｕ￣
ｍａｃｉｎｓ 和酰胺类化合物 Ｎｅｍａｔｏｐｈｉｎ 等杀虫活性物

质ꎬ而在其他嗜线虫致病杆菌中亦分离得到 Ｘｅｎｏ￣
ｃｏｕｍａｃｉｎｓ、Ｎｅｍａｔｏｐｈｉｎ、ＰＡＸ 肽(Ｐｅｐｔｉｄｅ￣ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉ￣
ａｌ￣Ｘｅｎｏｒｈａｂｄｕｓ)、Ｂｅｎｚｙｌｉｄｅｎｅａｃｅｔｏｎｅ、Ｘｅｎｏｍａｔｉｄｅｓ 和

Ｘｅｎｅｍａｔｉｄｅｓ 等[８ꎬ３０￣３１]杀虫活性物质ꎬ但嗜线虫致病

杆菌代谢产物中发挥杀虫作用的具体化合物还不明

确ꎮ
嗜线虫致病杆菌不能独立于其宿主长时间存

活ꎬ因此很难将共生菌直接用作生物农药ꎮ 基于全

基因组测序技术和生物信息学方法ꎬ对致病杆菌的

毒力因子进行分析对推进共生菌在害虫防控领域的

应用具有重要意义ꎮ 本研究对菌株 ＹＺ０１１ 次级代

谢产物合成基因簇及其毒力因子进行了分析ꎬ为后

续克隆相关基因获得对鳞翅目害虫具有杀虫活性的

毒素提供基础ꎮ 聚酮类化合物(Ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅꎬ ＰＫ)和

非核糖体多肽(Ｎｏｎｒｉｂｏｓｏｎｍａｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ＮＲＰ)是目前

研究最多的两类重要的次级代谢产物ꎬ其生物合成

需要 ＰＫ 和 ＮＲＰꎮ ＰＫ 合成多种聚酮化合物ꎬ包括抗

生素、抗肿瘤物质、免疫抑制剂等ꎬＮＲＰ 则合成多种

天然多肽ꎬ如免疫抑制剂、抗生素、抗癌和抗病毒因

子、杀虫剂、铁载体和生物表面活性剂等[６￣７]ꎮ 对菌

株 ＹＺ０１１ 预测得到的 １９ 个次级代谢产物基因簇中

ＮＲＰ 基因簇达 ９ 个ꎬ表明菌株 ＹＺ０１１ 中可能存在毒

素物质合成基因ꎮ 值得注意的是ꎬ次级代谢产物基

因簇中 Ｒｅｇｉｏｎ １１ 的 ＮＲＰ 基因簇位于菌株 ＹＺ０１１ 与

菌株 ＹＬ００１ 和菌株 ＳⅡ共线性较低的区域ꎬ该共线

性较低的区域还包括 Ｒｅｇｉｏｎ １２ 这一未知功能基因

簇ꎬ说明该区域可能存在新的潜在活性物质基因ꎮ
基于 ＶＦＤＢ 数据库ꎬ菌株 ＹＺ０１１ 基因组中注释到多

种毒素、胞外酶和抗菌剂基因ꎬ其中一些同源基因在

毒杀昆虫、营养获取和免疫逃避等方面发挥重要作

用[３２￣３３]ꎮ 毒力因子与特定的分泌系统有关ꎬ革兰氏

阴性菌特有的分泌机制可以将蛋白质直接从细胞质

分泌到细胞外或直接进入靶细胞ꎬ包括Ⅰ型分泌系

统(Ｔ１ＳＳ)、Ｔ３ＳＳ 和 Ｔ６ＳＳꎮ 其中ꎬＴ１ＳＳ 能产生相对

分子量较大的毒素蛋白ꎬ如 ＲＴＸ 蛋白家族的蛋

白[３４]ꎮ 菌株 ＹＺ０１１ 注释到 ９ 个由 Ｔ１ＳＳ 分泌的 ＲＴＸ
家族蛋白ꎮ Ｔ３ＳＳ 在致病杆菌侵染宿主过程中发挥

着重要作用ꎬ病原菌通过 Ｔ３ＳＳ 将效应蛋白注射到

宿主细胞中ꎬ进而调控其致病力ꎮ 目前已报道发光

杆菌菌株均编码至少 １ 个 Ｔ３ＳＳꎬ而致病杆菌却不一

定存在 Ｔ３ＳＳ[９ꎬ ３５￣３８]ꎮ 另外ꎬ致病杆菌通过 Ｔ６ＳＳ 分

泌系统将毒素分子直接递送到靶细胞ꎬ致病杆菌基

因组至少编码 １ 个 Ｔ６ＳＳꎬ具有多个 Ｔ６ＳＳ 的菌株在

与宿主的相互作用中更具有竞争优势[３５ꎬ３９]ꎮ 本研

究中ꎬ菌株 ＹＺ０１１ 基因组中预测得到 ５ 个 Ｔ３ＳＳ 效

应蛋白基因和 ３２ 个 Ｔ６ＳＳ 效应蛋白基因ꎬ说明菌株

ＹＺ０１１ 在害虫防控领域具有较高的应用潜力ꎮ
不同菌株的分泌系统存在一定差异ꎬ菌株分泌

的活性物质亦变化较大ꎬ甚至在相同物种的菌株之

间亦是如此[４０]ꎮ 菌株 ＹＺ０１１ 毒力因子注释结果表

明ꎬ菌株 ＹＺ０１１ 中含有多个已报道嗜线虫致病杆菌

毒力因子ꎬ同时也存在一定差异ꎮ Ｔｘｐ４０ 是一种在

昆虫病原线虫共生菌中普遍存在且高度保守的杀虫

毒素蛋白ꎬ可导致昆虫中肠肠壁细胞间排列紊乱ꎬ对
多种鳞翅目和双翅目昆虫具有毒杀作用ꎬＫｉｎｋａｒ
等[１３]研究结果表明重组 Ｔｘｐ４０ 对大蜡螟幼虫具有

致死毒性ꎮ 本研究在菌株 ＹＺ０１１ 没有注释到 Ｔｘｐ４０
毒素蛋白ꎬ但是菌株 ＹＺ０１１ 对小菜蛾和草地贪夜蛾

幼虫的血腔注射毒性预示其必然存在某些毒力物

质ꎬ对注释到的其他毒力因子 ＸｈｌＡ、Ｃｙｔｏｌｙｓｉｎ 等在

Ｃｏｗｌｅｓ 等[１５]、Ｍｃｑｕａｄｅ 等[４１]研究中已有报道ꎮ 共生

菌菌株 ＹＺ０１１ 对小菜蛾幼虫和草地贪夜蛾幼虫的

杀虫毒力受哪些毒力基因调控尚需进一步分析与验

证ꎮ
综上ꎬ本研究对分离自小卷蛾斯氏线虫的嗜线

虫致病杆菌 ＹＺ０１１ 进行了全基因组序列分析ꎬ对其

潜在的毒力基因进行了预测ꎬ后续将进一步克隆毒

力基因进行异源表达以及对靶标昆虫生物活性测

定ꎬ以期为害虫生物防治开发新型生物农药提供技

术支撑ꎮ

５６２林曼曼等:嗜线虫致病杆菌 ＹＺ０１１ 对鳞翅目昆虫杀虫活性及比较基因组学分析
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