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摘要：本研究从田间采集的菜青虫 Pieris rapae L.中肠分离获得可培养的、菌落形态有显著差异的细菌菌落

53个。将这些菌落接种至新鲜的 LB培养基中培养 3 d后，用于浸泡人工饲料并饲喂草地贪夜蛾 Spodoptera

frugiperda Smith 2龄幼虫，其中 9株对草地贪夜蛾幼虫展现出一定的胃毒活性。针对杀虫活性最高的一株

——克雷伯氏菌 Klebsiella pneumoniaeA7株进行了进一步的检测，发现其在培养后 1 d、2 d和 3 d 后对草

地贪夜蛾 2龄幼虫处理 96 h的致死率分别为 26.39% ± 11.98%、8.33% ± 3.73%、和 56.25% ± 10.26%，均显

著高于对照组试虫的死亡率（P<0.05）。全基因组测序的结果表明，A7 基因组总长度为 8.55 Mb，GC 含

量 51.78%，可编码 8 148个基因，另含有 3大小分别为 190 495 bp、89 806 bp和 77 436 bp的质粒。进一步

的分析结果表明，A7株编码的 748种基因中，有 214种毒力基因的检出率在 70%以上，306种毒力基因的

检出率低于 50%，其余 228种毒力基因的检出率在 50%~70%之间；进一步利用 VFDB 数据库对 214 种毒

力基因检出率在 70%以上的基因进行注释，分别注释到 13类毒力相关基因。可以观察到 A7在 16S rDNA

系统发育树上与其他克雷伯氏菌属 Klebsiella sp.的亲缘关系。本研究报道了一种对草地贪夜蛾幼虫具有杀

虫活性的克雷伯氏菌，结合基因组学的分析，为草地贪夜蛾的生物防治奠定了基础。
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Abstract: Fifty-three cultivable bacterial colonies with significant differences in colony

morphology were isolated from the midguts field collected Pieris rapae L. in this study. After

being cultured in fresh liquid LB medium for 3 days, the artificial diet dots smeared with these

bacterial-containing LB medium were fed to 2nd instar Spodoptera frugiperda Smith larvae, 9 of

the isolated bacterial colonies showed insecticidal activity. Further bioassays were conducted on

the Klebsiella pneumoniae A7 strain, which had the highest insecticidal activity among all the

tested bacterial strains. The mortality of 2nd instar S. frugiperda was 26.39 ± 11.98%, 8.33 ±

3.73%, and 56.25 ± 10.26% with the serve of A7 cultured for 1, 2, and 3 days, respectively, which

were significantly higher than those of the control group (P<0.05). The results of whole genome

sequencing showed that the total length of the A7 genome was 8.55 Mb, with a GC content of

51.78%, which could encode 8148 genes. A7 contains three plasmids with the sizes of 190 495 bp,

89 806 bp, and 77 436 bp, respectively. Further analysis results showed that among the 748 genes

encoded by A7 strain, the detection rate of 214 virulence genes was over 70%, the detection rate

of 306 virulence genes was below 50%, and the detection rate of the remaining 228 virulence

genes was between 50~70%. With the detection of VFDB database, 214 virulence related genes

that had detected rate of virulence genes over 70% were annotated into 13 categories.This study

reports a K. pneumoniae bacterium with insecticidal activity against the S. frugiperda larvae.

Combined with genomic analysis, it lays the foundation for the biological control of S. frugiperda.

Key words: Insect gut isolated bacteria; Spodoptera frugiperda; insecticidal activity bioassay;

Klebsiella pneumoniae; bacterial genomic DNA analysis

草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda Smith隶属于鳞翅目 Lepidoptera夜蛾科 Noctuidae，是

一种原发生于美洲的多食性害虫，具有适生区域广、迁飞速度快、繁殖能力强等特点（Sparks，



1979）。草地贪夜蛾可危害包括玉米 Zea mays L.、水稻 Oryza sativa L.在内的 76 个科、超

过 350种植物，是一种世界范围内的重要的农业害虫（Lima et al.，2010；Day et al.，2017；

Montezano et al.，2018）。草地贪夜蛾具有较强的迁飞能力，已于 2019年 1 月入侵中国云

南省（张磊等，2019），据全国农技中心预测分析，2024年全国草地贪夜蛾预计发生面积 4

500万 667 m2次，西南、华南、江南地区发生代次多、程度重（全国农业技术推广服务中心

病虫害测报处，2024）。化学农药是防治草地贪夜蛾的主要方法，但入侵我国的草地贪夜蛾

种群背景复杂，携带有不同类型的对农药的抗性水平基因，这些对我国草地贪夜蛾防治造成

了不少麻烦，同时也呼吁积极开展针对草地贪夜蛾的绿色防控材料的开发和策略的实施（李

永平等，2019；吴孔明，2020）。

对于鳞翅目害虫的生物防治技术形式多样，包括利用微生物制剂（如细菌、真菌、病毒

制剂）、植物源生物农药以及通过保护和增殖当地天敌或引入外来天敌等方式。有报道指出

茧蜂科和姬蜂科寄生蜂是草地贪夜蛾的重要天敌（丁奎婷等，2023），寄生在幼虫体内，汲

取其营养物质，最终杀死幼虫。利用捕食性昆虫也可以有效控制草地贪夜蛾数量，减少其对

农业作物的为害，例如利用叉角厉蝽 Eocanthecona furcellata，捕食草地贪夜蛾幼虫，可以

有效控制草地贪夜蛾数量，减少其对农业作物的为害（王瑞玲，2024）。另外有研究表明，

球孢白僵菌 Beauveria bassiana对草地贪夜蛾具有较好的室内活性和田间防效（程东美等，

2020；温绍海等，2022；邹春华等，2023；毕思佳等，2023），叶峻豪等从土壤中分离纯化

出一株白僵菌菌株 QB10，检测出其对草地贪夜蛾幼虫具有较强的致病性，菌液处理后 1、3、

5、7和 10 d，草地贪夜蛾 2龄幼虫的致死中浓度（LC50）分别为 8.87×107、4.98×107、0.63×107、

0.29×107和 0.19×107 cfu/mL（叶峻豪等，2024）。而在生物防治剂中，微生物农药苏云金杆

菌 Bacillus thuringiensis毒蛋白，与化学农药相比毒性低，对环境安全，在植物病虫害防治

中发挥重要作用，其占据了微生物农药 95%以上的市场，一直吸引着世界生物防治工作者

的关注（Jisha et al.，2013）。但是随着 Bt的不断使用，有研究表明包括小菜蛾 Plutella xylostella、

草地贪夜蛾、谷实夜蛾 Helicoverpa zea Boddie和红铃虫 Pectinophora gossypiella Saunders在

内的几种鳞翅目害虫对芽孢杆菌产生了抗性（Tabashnik et al.，1990；Zago et al.，2014；Naik

et al.，2018；Yang et al.，2019；Yang F et al.，2020）。因此，寻找新的杀虫菌株，探索新

的杀虫活性物质，开发新的生物杀虫剂值得更加关注。

自然界本就是一个庞大的资源库，已有报道从昆虫的寄主植物分离获得了具有杀虫活性

的昆虫病原细菌（Zhang et al.，2023），亦有报道从死亡的、濒死的、甚至健康的昆虫体内

分离获得了具有杀虫活性的昆虫病原细菌（房云，2010；牟亚妮等，2016；Bidari et al.，2018）。



昆虫肠道中栖息着真菌、病毒、细菌等种类繁多、数量庞大的微生物，总称为肠道微生物群。

肠道微生物具有协助宿主消化、合成重要营养物质、保护宿主、影响宿主生长发育等功能（石

章红和侯有明，2020）。例如，沙雷氏菌 Serratia可以在蚊子的中肠等地方定殖和种群中迅

速传播，从而分泌抗疟原虫的效应蛋白抑制疟原虫在体内生长（Gao et al.，2021）。当然，

并非所有的肠道微生物都对宿主有益，部分肠道微生物也会对寄主产生不利影响，在昆虫的

肠道内还存在着许多的致病菌。埃及伊蚊 Aedes argypti和冈比亚按蚊 Anopheles gamniae的

中肠定殖着一种细菌，它会增加宿主对病毒的敏感性，从而致其死亡（Apte-Deshpande et al.，

2012）。这也为本研究筛选可利用菌株、开展绿色防控提供了思路。

本研究从菜青虫肠道分离获得一株对草地贪夜蛾具有明显杀虫活性的克雷伯氏菌 A7，

并对其基因组序列进行了报道和分析，为草地贪夜蛾的生防制剂开发与应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 试虫采集及饲养

菜青虫幼虫采自湖南省长沙市芙蓉区油菜田（113°E，28°N）。草地贪夜蛾虫卵购自河

南科云生物有限公司，于人工气候养虫室用人工饲料饲养得到实验种群。生长温度 27℃ ±

0.5℃，相对湿度 70% ± 5%，光照条件 L﹕D=12﹕12，每天定时更换饲料。

1.2 宿主昆虫肠道细菌的分离及培养

于冰块上解剖菜青虫幼虫，用磷酸缓冲液（pH7.8）将中肠内含物进行梯度稀释，从 100

稀释到 10-2，共稀释 3个梯度。取中肠磷酸混合液涂布于 LB（Luria-Bertani）固体培养基于

30℃培养箱培养 12~24 h。根据菌落形状和颜色等选择不同类型的菌落，重复 3~5次划线纯

化，直到形成形态一致的菌落。纯化结束后挑取单菌落细菌到 LB液体培养基中，放置于 30℃，

200 rpm摇床中活化，之后分别吸取 750 μL的 50%甘油和 750 μL的菌液加入到 1.5 mL的离

心管中，于−80℃备用。

1.3 对小菜蛾杀虫活性测定

取 A7培养菌株的新鲜菌落，转移到液体 LB培养基中，在 30℃、200 rpm的摇床上培

养 3 d，将菌液用于进行杀虫活性的测定。将人工饲料切成 0.5~0.8 cm3的方块，在室温下加

入上述新鲜菌液中浸泡 30 min。然后将饲料取出，在室温下风干 1 h，转移到 24 孔的昆虫

培养盒中（每孔的长度、宽度和高度分别为 2 cm、2 cm、2.5 cm）。以 LB培养基浸泡饲料

块作为空白对照。分别将小菜蛾 2龄幼虫放入养虫盒中，进行 3 个重复，每个重复中包含

24头幼虫，每天观察并记录死亡的幼虫，直到所有的幼虫都死亡或化蛹。计算幼虫化蛹前



的幼虫死亡率，采用 SPSS v22.0进行独立样本 t检验（Independent Samples t-test）分析不同

处理下的每个幼虫的死亡率，使用 GraphPad Prism（v9.0.0，GraphPad Software 公司）绘制

图表，标注差异显著性。

1.4 对草地贪夜蛾杀虫活性检测及初步筛选

取每个培养菌株的新鲜菌落，转移到液体 LB培养基中，在 30℃、200 rpm的摇床上培

养 1 d、2 d、3 d，将菌液用于进行杀虫活性的测定。将人工饲料切成 0.5~0.8 cm3的方块，

在室温下加入上述新鲜菌液中浸泡 30 min。然后将饲料取出，在室温下风干 1 h，转移到 24

孔的昆虫培养盒中（每孔的长度、宽度和高度分别为 2 cm、2 cm、2.5 cm）。以 LB培养基

浸泡饲料块作为空白对照。分别将草地贪夜蛾 2龄幼虫放入养虫盒中，进行 3个重复，每个

重复中包含 24头幼虫，每天观察并记录死亡的幼虫，直到所有的幼虫都死亡或化蛹。计算

幼虫化蛹前的幼虫死亡率，在反正弦转换后，采用单因素方差分析（Analysis of Variance,

ANOVA）分析不同处理下的每个幼虫的死亡率，采用 SPSS v22.0进行最小显著差数法（Least

significant difference，LSD）比较。使用 GraphPad Prism（v9.0.0，GraphPad Software公司）

绘制图表，标注差异显著性。

1.5 总 DNA提取

细菌基因组 DNA的提取参照 SteadyPure通用型基因组 DNA提取试剂盒（AG，Accurate

biotechnology，Hunan）提供的说明书对培养 3 d的菌液进行细菌基因组 DNA提取，将提取

的 DNA于−20℃保存。

1.6 菌株的生理生化的特性检测

参照《伯杰式细菌鉴定手册》（第 8版）（布坎南和吉本斯，1984）和《常见细菌系统

鉴定手册》的有关实验方法进行 5项生理生化的鉴定（东秀珠等，2001）。革兰氏阴性细菌

记为“-”，革兰氏阳性细菌记为“+”；观察到大量气泡，为过氧化氢酶反应阳性细菌，记

为“+”；没有观察到气泡，为过氧化氢酶反应阴性细菌，记为“-”。出现红色为 V-P实验

阳性细菌，记为“+”；没有变化为 V-P实验阴性细菌，记为“-”。菌落周围有透明圈，其

他地方呈现蓝色为淀粉水解阳性细菌，记为“+”，培养基全部呈现蓝色为淀粉水解阴性细

菌，记为“-”。观察培养液呈红色为吲哚检测阳性细菌，记为“+”；没有变化为吲哚检测

阴性细菌，记为“-”。

1.7 基于 16S rDNA基因序列的菌株鉴定

提 取 完 DNA ， 以 27F （ 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ） 和 1492R

（5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3）为引物对基因片段进行聚合酶链式反应（Polymerase



Chain Reaction, PCR）扩增。反应总体系 25 μL：PCR Buffer（AG）2.50 μL，dNTP（AG）

0.50 μL，上下游引物各 1.00 μL，rTaq DNA polymerase（AG）0.15 μL，模板 DNA 2.00 μL，

dd H2O 17.85 μL。反应程序：94℃预变性 5.0 min，变性 50 s；在 45~60℃下退火 50 s、72℃

延伸 10 min，27个循环，最后将产物送往湖南擎科生物公司进行测序。将测序结果在 NCBI

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）上进行 BLAST分析，辅助判断细菌分离物所属分类地位。

进一步从 NCBI 数据库中选取同源性较高的 10 个菌株的 16S rDNA 序列、并以 1 个同源性

较低的菌株作为外群，进行系统发育树分析。使用 MEGA11（v10.01）软件，采用

Neighborjoining 法，选用 P-distance模型构建进化树，进化树用 Bootstrap analysis 法进行检

验，重复 1 000次。

1.8 A7菌株全基因组测序及功能注释

将 A7菌株的 DNA样品送至华大基因有限公司进行 Illumina NovaSeq 6000系统测序，

将得到的基因组序列用于生物信息学分析。通过 BLAST将基因蛋白序列与多个数据库进行

比 对 ， 获 得 功 能 注 释 信 息 ， 使 用 的 数 据 库 包 括 ： GO （ Gene Ontology,

https://www.geneontology.org/ ） 、 KEGG （ Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,

https://www.genome.jp/kegg/ ） 、 COG （ National Center for Biotechnology Information,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/cog/）。利用毒力基因数据库（Virulence Factor Database,

VFDB, http://www.mgc.ac.cn/VFs/）预测 A7菌株基因组中存在的毒力基因。

2 结果与分析

2.1 菌株的分离及初步筛选

经过分离纯化后得到了菜青虫肠道分离细菌共 53种，而初步筛选后仅有 9株对草地贪

夜蛾 2龄幼虫有明显的生长抑制作用或有致死性。这 9株编号细菌分别为 A7、A34、B18、

B21、B22、B27、B29、B37、B42，置于体视镜下观察其颜色及其具体形态（图 1）。

https://www.genome.jp/kegg/


图 1 9株菜青虫肠道菌落在体视镜下的形态

Fig. 1 Morphology of 9 bacteria colonies isolated from the guts of Pieris rapae with stereoscopy

2.2 菌株的鉴定及生理生化特性的研究

对 9种编号的细菌在体视镜中进行菌落颜色、形状及边缘的观察（表 1），并进行了生

理生化的特性研究（表 2）。

表 1 9种编号细菌菌落的基本特征

Table 1 Colony characteristics of 9 bacterial isolates

细菌编号 Bacterium number 菌落颜色 Colony color 菌落形状 Cell shape 菌落边缘 Colony shape

A7 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

A34 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

B18 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

B21 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

B22 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

B27 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

B29 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

B37 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

B42 白色 White 圆形 Circular 光滑 Smooth

表 2 9种编号细菌的生理生化特性鉴定结果

Table 2 Physiological and biochemical characteristics of 9 bacterial isolates

细菌编号

Bacterium number

革兰氏反应

Gram reaction

过氧化氢酶反应

Catalase reaction

V-P反应

V-P reaction

淀粉水解

Starch hydrolysis

吲哚反应

Indole reaction



A7 - + - - +

A34 - + - + +

B18 - + - + +

B21 - + - - +

B22 - + - - +

B27 - + - - +

B29 - + - - +

B37 - + - - +

B42 - + - - +

注：表中“+”表示阳性，“-”表示阴性。Note: In the table “+” meant positive reaction, “-” meant negative position.

2.3 菌株 A7的 16S rDNA基因序列分析

基于菌株A7全基因组序列中 16S rDNA基因序列在NCBI上查找同源序列并进行比对，

发现 A7的 16S rDNA序列与克雷伯氏菌属中的肺炎克雷伯氏菌、其他的克雷伯氏菌多个菌

株的相似性均高于 99%，构建 16S rDNA序列的系统发育树（图 2），进一步展示了 A7的

分类地位。

图 2 基于 16S rDNA序列的系统发育树



Fig. 2 Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences

2.4 A7菌株对小菜蛾杀虫活性测定

将 A7菌液饲喂小菜蛾 2龄幼虫，并检测试虫在暴露后 24 h、72 h、120 h的死亡率（图

3）。A7菌液处理组试虫在暴露 24 h、72 h、120 h的死亡率分别为 48.61% ± 2.41%、51.39%

± 2.41%和 54.17% ± 7.22%，都显著高于对照组 CK（P<0.05），由此可见，A7菌株对于小

菜蛾也有一定的致病力。

图 3 A7菌液对小菜蛾的致死率

Fig. 3 The mortality of A7 bacterial suspension to Plutella xylostella

注：星号表示基于独立样本 t测验后，A7处理组与对照组（CK）之间存在显著差异（P<0.05）。Note: The asterisk indicated a significant

difference (P<0.05) between the A7 treatment group and the control group (CK) based on independent t-test.

2.5 不同培养时期的 9株菌株对草地贪夜蛾杀虫活性测定

将培养 1 d、2 d、3 d后的 A7菌液分别饲喂 2龄草地贪夜蛾幼虫，并检测试虫在暴露后

24 h、72 h、120 h的死亡率（图 4）。9株菌液在活化 1 d 后都与 CK组出现了不同程度的

显著性差异（P<0.01）。对于活化 1 d和 2 d的菌株而言（图 4-B、E），A7菌株从 72 h（F1d,

B21=4.35，P1d, B21<0.05；F1d, A34=7.042，P1d, A34<0.05；F1d, B18=5.192，P1d, B18<0.05；

F1d, B37=3.971，P1d, B37<0.05；F2d, B21=4.355，P2d, B21<0.05；F2d, A34=7.042，P2d,A34<0.05；

F2d, B18=5.192，P2d, B18<0.05；F2d, B37=3.971，P2d, B37<0.05）开始对草地贪夜蛾幼虫的死

亡率显著高于 B21、A34、B18、B37菌株，在 120 h（图 4-C、F）（F1d, B21=3.902，P1d, B21<0.05；

F1d, A34=6.516，P1d, A34<0.05；F1d, B18=4.384，P1d, B18<0.05；F2d, B21=3.902，P2d, B21<0.05；

F2d, A34=5.548，P2d, A34<0.05；F2d, B18=4.558，P2d, B18<0.05）对草地贪夜蛾幼虫的死亡率

显著高于 B21、A34、B18菌株。在菌液活化 3 d的情况下，A7菌株相较于其他菌株表现出



了更高的致死率，在第 72小时之后对幼虫的死亡率显著高于其他 8株菌株（P<0.05）（图

4-H），其最高致死率为 56.25% ± 10.26%，可以看出 A7菌株的杀虫活性也是这 9株细菌中

最高和最稳定的。所以在后续实验中对 A7进行了全基因组分析。

图 4 菌液培养 1 d、2 d、3 d时各菌株的致死率

Fig. 4 The mortality of each strain during 1, 2, 3 days of bacterial incubation

注：A、B、C分别为试虫暴露在 1 d的菌株培养后，24 h、72 h、120 h的死亡率；D、E、F分别为试虫暴露在 2 d的菌株培养

后，24 h、72 h、120 h的死亡率；G、H、I分别为试虫暴露在 3 d的菌株培养后，24 h、72 h、120 h的死亡率；误差棒上的小写

字母表示基于单因素方差分析后，由最小显著差数法标注出的差异显著性（α=0.05）。Note: In the figure, A, B, and C were the

mortality of larvae after exposed to the 1 d bacterial cultivation for 24 h, 72 h, and 120 h; D, E, and F were the mortality of larvae after

exposed to the 2 d bacterial cultivation for 24 h, 72 h, and 120 h; and G, H, and I were the mortality of larvae after exposed to the 3 d

bacterial cultivation for 24 h, 72 h, and 120 h; the lowercase letters on the error bars represent the significance of the differences based on

one-way ANOVA, as indicated by the least significant difference (LSD) method (α=0.05).

2.6 菌株 A7的基因组序列组装及基本信息

菌株 A7的基因组 DNA经过 PacBio Reads平台的测定、质控分析和组装，其基因组包

含 1 条环状双链染色体（表 3）和 3 个环状质粒（表 4），基因组总长度为 7 510 074 bp，

GC含量 51.78%，含有 8 148个编码基因；3个环状质粒总长度分别为 190 495 bp、89 806 bp

和 77 436 bp。



表 3 A7基因组 DNA PacBio Reads 数据统计

Table 3 Statistics of A7 genomic DNA PacBio Reads

样品名称

ID name

基因组大小

Genome size

总数

Total number

总长度（bp）

Total length

长度/基因组长度（%）

Length / Genome length

GC 含量（%）

GC content

A7 8 550 846 8 148 7 510 074 87.83 51.78

表 4 A7基因组质粒 PacBio Reads 数据统计

Table 4 Statistics of A7 genomic plasmid PacBio Reads

样品名称

ID Name

序列拓扑结构

Sequence Topology

总长度（bp）

Total Length

GC 含量（%）

GC Content

质粒 1 Plasmid 1 圆形 Circular 190 495 49.57

质粒 2 Plasmid 2 圆形 Circular 89 806 49.73

质粒 3 Plasmid 3 圆形 Circular 77 436 54.35

2.7 菌株 A7的基因功能注释

2.7.1 GO数据库注释

A7编码基因在 GO数据库中注释结果中发现，A7编码基因在 GO数据库中注释的基因

数目总共有 17 575个，与生物过程相关的基因种类和数量都是最多的，有 20类 9 064个，

其中数量最多的是细胞过程类基因，为 3 223个；其次是代谢过程类基因，为 2 913个；其

余数量较多的有本地化相关基因 944 个，生物学调控类基因 655 个，生物过程调控类基因

637个，刺激反应类基因 324个。与细胞成分相关的基因有 3类 2 358个，其中数量最多的

是细胞解剖实体类基因，有 1 743个；其次为细胞内基因，有 398个；含有复合物蛋白类基

因有 217个。与分子功能相关的基因有 10类 6 153个，其中催化活性和结合基因最多，分

别有 2 888个和 2 051个；其次是转运活性和转录调节活性基因，分别有 637个和 275个（图

5）。



图 5 A7的 GO功能注释分类

Fig. 5 GO function classification of strain A7

2.7.2 KEGG数据库注释

A7编码基因在 KEGG数据库中注释结果发现，A7编码基因在 KEGG数据库中注释的

基因数目总共有 6 286个，与代谢相关的基因有 4 275个，其中氨基酸代谢相关基因 475个，

其他次生代谢的生物合成的基因 88个，糖代谢基因 525个，能量代谢基因 309个，全局和

总览图基因 1 688个，多糖合成和代谢相关基因 139个，脂类代谢相关基因 169个，辅助因

子和维生素代谢基因 351 个，其他氨基酸代谢基因 141个，萜类和聚酮类代谢物合成基因

76个，核苷酸代谢相关基因 174个，外源物质生物降解和代谢相关基因 140个。与细胞过

程相关的基因有 1 163个，其中膜运输相关基因 424 个，信号转导基因 283 个，细胞群落-

原核生物基因 277个（图 6）。



图 6 A7的 KEGG功能注释分类

Fig. 6 KEGG function classification of strain A7

2.7.3 COG数据库注释

A7编码基因在 COG数据库中注释结果发现，注释的基因数目总共有 7 210个，其中氨

基酸转运与代谢基因最多，有 647个；其次为碳水化合物转运与代谢基因和转录基因分别为

589个和 576个；一般功能预测相关基因 490个，翻译、核糖体结构和生物合成基因 489个，

细胞壁/膜/包膜的生物合成基因 488个，无机离子转运与代谢基因 415个，能量生产与转化

基因 398个，信号转导机制基因 356个，脂质转运与代谢基因 347个（图 7）。

宅欣
横轴轴题英文只需首字母大写，注意与轴的距离



图 7 A7的 COG功能注释分类

Fig. 7 COG function classification of strain A7

2.8 748种毒力基因的检出率结果

748种毒力基因中，有 214种检出率在 70%以上，306种检出率低于 50%，其余 228种

基因检出率在 50%~70%之间（图 8）。毒力基因的检出率分布图呈现出随着检出率升高，

基因数量越少的特点。

图 8 毒力基因检出率与种数之间的关系

Fig. 8 The relationship between virulence gene detection rate and the number of species

2.9 A7菌株毒力基因功能分类



对检出率大于 70%的毒力基因进行分析（表 5）。基于 VFDB数据库对基因的功能注释

结果，所有的 214种毒力基因被分为 14类。其中粘附性、效应因子传递系统、免疫调节、

运动性和营养/代谢因子 5类功能基因合计占比为 76.64%。粘附类基因主要涉及与定殖密切

相关的菌毛和粘附蛋白编码基因。在效应因子传递系统类中，编码 T6SS 的基因所占比例最

大，它们有的编码分泌系统组成的结构蛋白，有的编码分泌系统的效应因子被运送到宿主细

胞中，协助菌株入侵宿主环境并在宿主细胞中生存。免疫调节类主要是编码表面抗原的毒力

基因，以抵抗宿主的免疫防御，促进全身传播。鞭毛是运动类的主要毒力因子，具有促进运

动和趋化的作用。编码铁转运蛋白以及生物合成相关酶的毒力基因在营养和代谢类中占很大

比例，其编码产物保证了 A7菌株在宿主中的正常生存。此外，还有编码调节因子、细胞外

毒素、生物膜和应激反应等相关的基因。

表 5 对 214种毒力基因的功能分类

Table 5 Functional classification of 214 virulence genes

类别

Type

毒力基因数量（种）

Number of virulence

genes (piece)

所占比例（%）

Proportion

粘附性 Adherance 24 11.21

抗菌活性/竞争优势

Antimicrobial

activity/competitive advantage

4 1.87

生物膜 Biofilms 4 1.87

效应因子传递系统

Effector delivery system

41 19.16

胞外酶 Exoenzyme 1 0.47

外毒素 Exotoxin 3 1.40

免疫调节 Immunomodulation 20 9.35

侵袭性 Invasion 3 1.40

运动性Motility 59 27.57

营养/代谢因子

Nutritional/Metabolic factor
20 9.35

翻译后修饰
2 0.93

http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/VFcategory.cgi?VFC0251
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/VFcategory.cgi?VFC0083
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/VFcategory.cgi?VFC0204
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/VFcategory.cgi?VFC0272


Post-translational modification

调节因子 Regulation 4 1.87

应激反应 Stress survival 5 2.34

其他 Others 26 11.21

3 结论与讨论

随着人们环保意识的提高，环境友好型生物杀虫剂因其专一、低毒、安全性强等特点被

广泛接受，其主要以昆虫病原细菌的研究应用为主（Lee and Brey，2013），细菌生物杀虫

剂占据了微生物杀虫剂大约 74%的市场份额，其中苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis的

应用最为广泛。然而，由于近年来一些鳞翅目害虫包括棉铃虫 Helicoverpa armigera、小菜

蛾等对 Bt制剂产生了抗性进化问题，开发新型安全有效的昆虫病原细菌替代 Bt用于害虫生

物防治成为了研究热点（Jisha et al.，2013；Mnif et al.，2015）。He 等（2019）从大蜡螟

Galleria mellonella中分离出克雷伯氏菌，并检验出克雷伯氏菌对粉纹夜蛾 Trichoplusia ni的

致病性；Bidari等（2018）从金龟子 Polyphylla olivieri幼虫中分离出一种红色素沉着的沙雷

氏菌 Serratia，采用细菌培养以及针对印度谷螟 Plodia interpunctella和地中海斑螟 Ephestia

kuehniella幼虫进行杀虫活性测定，结果发现显著降低了幼虫的存活率。本研究从菜青虫体

内分离到一株对草地贪夜蛾具有杀虫活性的克雷伯氏菌，为通过生物杀虫剂来防治草地贪夜

蛾提供了新思路。

克雷伯氏菌 Klebsiella sp.普遍存在于自然界中，除寄生于人和动物的上呼吸道和胃肠道，

还能在诸如昆虫、植物等环境中生存。（Huang et al.，2022）肺炎克雷伯氏菌 Klebsiella

pneumoniae是该属细菌的模式种，主要寄生于人体皮肤、鼻咽部、肠道、动物的粘膜表面，

几乎可引起身体任何部位的感染。因其具有多重抗生素抗性而被人们所熟知和研究，是仅次

于大肠杆菌 Escherichia coli的最重要的人和动物的条件致病菌（Craven，2006）。从现有的

研究报告中发现可以从大蜡螟中分离出克雷伯氏菌，并检验出克雷伯氏菌对粉纹夜蛾的致病

性（He et al.，2019）。克雷伯氏菌隶属于变形菌门Proteobacteria，肠杆菌科Enterobacteriaceae，

为革兰氏阴性菌。目前，对克雷伯氏菌的研究主要是在医院环境和临床病人方面（Cao et al.，

2014），克雷伯氏菌普遍存在于昆虫体内，且对昆虫具有一定的致病性。例如在以往的研究

中Mohanta等从家蚕 Bombyx mori中分离出的克雷伯氏菌在针对同一宿主 3龄幼虫进行试验

时显示出高杀虫活性（Cakici et al.，2014；Mohanta et al.，2015）；He 等（2019）从大蜡

螟幼虫中分离出的肺炎克雷伯菌也引起粉纹夜蛾幼虫的交叉致病性。本研究从菜青虫肠道分

http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/VFcategory.cgi?VFC0315
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/VFcategory.cgi?VFC0301
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/VFcategory.cgi?VFC0282


离并鉴定了一株可培养菌株 A7，通过对细菌的 16S rDNA 基因进行测序并构建系统发育进

化树，结果表明该菌株属于克雷伯氏菌属，使用饲料浸泡法饲喂幼虫测得菌株 A7在培养 3 d

后对草地贪夜蛾幼虫的致死率为 56.25% ± 10.26%。以上研究表明，克雷伯氏菌对昆虫的死

亡率具有一定影响，该菌在生物防治领域有着巨大潜力。

微生物种群的生长数据通常被记录为生长曲线，即在一定生长条件下细菌种群密度随时

间的变化（Maier and Pepper，2014）。实验室条件下一般利用特定的培养基在营养和生存

环境可控的条件下培养细菌，细菌的生长曲线一般可呈现近 S 型。苏云金芽胞杆菌之所以

能够对昆虫有活性，其主要杀虫活性成分是能够在芽孢期产生的伴孢晶体（张路路，2014）。

孔芳等（2014）在被污染的蝴蝶兰初代培养基中分离筛选苏云金芽孢杆菌伴胞晶体产生菌

BZ-1，该菌株从培养 2 d 芽孢形成后开始分泌相对分子质量约 130 000的晶体蛋白，4 d时

蛋白表达量增加，6 d后蛋白表达量基本达到稳定，表明不同培养时间会对伴孢晶体的产生

有影响。有研究通过对细菌质量检测发现，随着培养时间的增加，爱德华氏菌 Edwardsiella

的质量均呈先上升、再平缓、后下降的变化趋势，这可能与培养基是一个有限环境和细菌间

存在个体竞争有关（陈子强等，2024）。猪丹毒杆菌又称红斑丹毒丝菌 Erysipelothrix

rhusiopathiae，有研究发现将培养 24 h的丹毒强毒菌攻毒后的小白鼠保护百分数与培养 21 h

和 19 h 的丹毒强毒菌攻毒后的小白鼠保护百分数进行百分数差异显著性检验，P值均小于

0.01，差异极显著。最大可能是丹毒强毒菌在培养到 24 h时，其生命力最旺盛，从而对小白

鼠的毒力相应增强（陈天祥等，1986）。多杀性巴氏杆菌 Pasteurella multocida在通气培养

11 h即可达到高峰，11 h后菌数逐渐降低，可能是由于培养基营养消耗殆尽，细菌逐渐死亡

的缘故（刘春，1986）。在本研究中 A7菌在摇床中培养 1 d、2 d和 3 d时也呈现出不同杀

虫活性，但其具体杀虫活性机制研究还需进一步探讨和验证。

A7 菌株通过 VFDB 数据库中注释到 13类毒力因子，提供了该菌具有致病性的遗传基

础，其中粘附性、效应因子传递系统、免疫调节、运动性和营养/代谢因子 5类功能基因合

计占比为 76.64%。克雷伯氏菌 A7株的毒力因子中占比最高的是运动性毒力基因 27.57%，

鞭毛是运动类的主要毒力因子，具有促进运动和趋化的作用。而在粘附性的毒力因子种最引

人注目的就是菌毛，这些菌毛与生物膜形成能力、黏附能力、外源 DNA的摄取、蛋白分泌

能力、运动能力以及定殖和侵袭能力密切相关（Merz et al.，2000；Abby et al.，2001；

Sangermani et al.，2019）。这些菌毛在生命周期中选择性表达，显著促进了菌体的适应性，

增强了菌体的致病性（Li et al.，2001）。因此，进一步研究克雷伯氏菌属的毒力因子及其

作用机制对于深入了解克雷伯氏菌的致病机制和开发新的治疗策略非常重要。考虑到毒力作



用的复杂性，本研究还存在一些局限性。如未明确这些毒力基因的基因环境以及它们与致病

性之间的具体关联，因此需要通过进一步功能试验进行验证。

综上，本研究对从菜青虫体内分离出来的克雷伯氏菌 A7株进行了对于草地贪夜蛾的杀

虫活性分析研究、全基因组分析以及毒力基因检测，结果表明 A7株是菜青虫分离菌株中杀

虫活性最高、最稳定的菌株，在培养 3 d时杀虫活性最高，且 A7株携带不同类型毒力基因

并具有较强毒力。本研究为内生菌在生物防治中的应用提供了新材料，对其毒力发展和后续

深入研究提供了参考。
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