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摘 要:利用 Illumina MiSeq高通量测序技术,对广粪蚊不同发育阶段体内细菌 16S rDNA的 V3~V4变异区
进行分析,探究其细菌的群落多样性。7个样本共获得 548 058条有效序列,它们聚类为 870个操作分类单元
(operational taxonomic unit, OTU), 注释到 24 门、51 纲、92 目、175 科、346 属。广粪蚊体内细菌的赵氏指数
(Chao index)、艾斯指数(Ace index)和香农指数(Shannon index)分别为 485.00~885.03、485.09~877.55和 2.90~4.31。
其中,优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)和放线菌门(Actinobacteria),优势菌目为根瘤菌目(Rhizobiales)和放
线菌目(Actinomycetales),优势菌属为黄色杆菌科未知属(unclassified Xanthobacteraceae)、假单胞菌属(Pseudo-
monas)和无色杆菌属(Leucobacter)。但各样本的优势菌属有所不同,如假单胞菌属在卵中的占比最高,黄色杆菌
科未知属在 1~3龄幼虫和成虫中的相对丰度最高,棒状杆菌属(Corynebacterium)在 4龄幼虫中的占比最高,普
罗威登斯菌属(Providencia)在蛹中的占比最高。主成分分析(principle component analysis, PCA)表明,广粪蚊体
内细菌的群落组成在不同发育阶段存在一定的差异。研究结果为广粪蚊体内微生物资源的开发提供了相关信

息,也为广粪蚊的生物防治工作提供了参考依据。
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Diversity Analysis of Bacteria in Cobolidia fuscipes (Meigen) at
Different Development Stages (Diptera: Scastopsidae)
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Abstract: To explore the diversity of bacterial community in Cobolidia fuscipes (Meigen), the V3~V4 regions
of bacterial 16S rDNA in this insect species at different development stages were sequenced using Illumina
MiSeq high-throughput sequencing platform. A total of 548 058 reads and 870 operational taxonomic units
(OTUs) were obtained and annotated into 24 phyla, 51 classes, 92 orders, 175 families and 346 genera. The
Chao, Ace and Shannon indices were 485.00~885.03, 485.09~877.55 and 2.90~4.31, respectively. The domi-
nant bacterial phyla were Proteobacteria and Actinobacteria, dominant orders were Rhizobiales and Actino-
mycetales, and dominant genera were unclassified Xanthobacteraceae, Pseudomonas and Leucobacter. However,
the dominant genus in each sample was different. Pseudomonas occupied the highest proportion in eggs, unclas-
sified Xanthobacteraceae had the highest relative abundance in the 1st to 3rd instar larvae and adults, Cory-
nebacterium had the highest relative abundance in the 4th instar larvae, and Providencia had the highest rela-
tive abundance in pupae. Principle component analysis (PCA) demonstrated that the composition of bacterial
community in C. fuscipes (Meigen) was different at different development stages. This study provides a theoreti-
cal basis for exploitation of microbial resources in C. fuscipes (Meigen) and also for biocontrol of the pest species.
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广粪蚊[Cobolidia fuscipes (Meigen)]隶属于昆
虫纲(Insecta)、双翅目(Dipertera)、粪蚊科(Scastopsi-
dae), 是食用菌的主要害虫之一, 寄主为平菇、金
针菇、香菇和灰树花等, 它主要以幼虫为害培养料,
影响子实体的产量, 致使食用菌减产甚至绝收[1]。
广粪蚊的防治措施包括化学防治、物理防治、农业

防治和生物防治等, 其中化学防治仍为主要的手
段,但化学药剂难以降解且容易残留[2], 因此, 绿色
无害措施的研究与应用成为了广粪蚊防治工作的

重心。

昆虫体内含有多种微生物, 它们在昆虫的生
命活动中发挥着不可替代的作用, 例如:协助宿主
进行营养代谢、促进生长发育[3], 提高昆虫的免疫
代谢[4]、降解有毒物质[5-7], 影响宿主的交配能力[8-9],
等等。近些年来, 利用昆虫微生物防治害虫的新
策略得到了广泛的关注, 并且已有部分成功应用
于害虫防治实践[10], 例如: 苏云金芽孢杆菌制剂是
最常见的生物防治药剂, 可用于防治眼蕈蚊的幼
虫[11]; 从柑橘大实蝇[Bactrocera minax (Enderlein)]
中获取的异常汉逊酵母菌(Hansenula anomala), 其
发酵产物对宿主具有强烈的引诱活性, 能用作新
型的引诱剂[12]。此外, 有研究将在灰飞虱(Laodel-
phax striatellus)体内提取到的异常毕赤酵母(Pichia
anomala)用于不同杀菌剂的敏感性试验,证实了杀
菌剂能显著降低灰飞虱体内细菌活力, 可研发为
杀菌剂与杀虫剂的混合剂型生物农药[13]。
现阶段, 很多微生物难以实现体外培养, 但

是仅依靠传统的分离培养技术不能完全揭示昆虫

微生物的真实状况, 高通量测序技术的发展为昆
虫微生物多样性的探究提供了便利, 其具有可操
作性强、快速准确等优势[14]。当前, 国内对广粪蚊
的研究集中于生物学特性和防治方面[15-16], 其体内
蕴藏的丰富微生物资源亟待开发, 但相关研究尚
未见报道。鉴于此, 本研究利用 Illumina MiSeq高
通量测序技术, 分析了广粪蚊不同发育阶段体内
细菌的结构和多样性, 为探究体内细菌与广粪蚊
的关系提供了理论基础, 也为利用细菌防治广粪
蚊提供了新思路和新方向。

1 材料与方法

1.1 试验材料

受试昆虫采集于沈阳市铁西区彰驿平菇基地。

实验室内, 温度为(25依3) 益, 相对湿度为(75依5)%,
光照周期为 14 h︰10 h (光照︰黑暗)。用高压灭

菌锅将质量分数为 2%的琼脂液铺于广口瓶内,
冷却后使用, 并以薄纱封住瓶口, 每 5~7 d添加新
鲜平菇饲料。

选取广粪蚊的不同发育阶段为研究对象, 即
卵 40枚, 1龄幼虫 100头, 2~4龄幼虫、蛹及成虫
各 50头, 并将样本依次命名为 CMA~CMG。使用
75%乙醇对样本体表消毒 90 s, 再用无菌水漂洗
3次, 以去除体表的杂质。
1.2 主要试剂和仪器

E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil DNA Kit (Omega 公
司,美国); Qubit 3.0 DNA检测试剂盒(Life公司,美
国); 2伊 Hieff誖 Robust PCR Master Mix、Hieff NGSTM

DNA Selection Beads (上海翌圣生物科技股份有限
公司)。
台式离心机(Thermo Fisher公司, 美国); 漩涡

混合器(海门市其林贝尔仪器制造有限公司);混匀
型干式恒温器(深圳拓能达科技有限公司); 电泳仪
电源、电泳槽(北京市六一仪器厂); 凝胶成像系统
(上海复日科技有限公司); Qubit誖 3.0荧光计(In-
vitrogen公司,美国); PCR仪(北京东胜创新生物科
技有限公司)。
1.3 DNA提取和 PCR扩增
按照 E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil DNA Kit说明

书提取样本的 DNA。以此 DNA作为模板, 采用上
游引物 341F (5忆-CCTACGGGNGGCWGCAG-3忆)和
下游引物 805R (5忆-GACTACHVGGGTATCTAAT-
CC-3忆)对 16S rDNA 的 V3~V4区域进行 PCR扩
增。采取两轮 PCR扩增反应。第一轮 PCR反应体
系(30 滋L): 2伊 Hieff誖 Robust PCR Master Mix 15 滋L,
上游引物 1 滋L, 下游引物 1 滋L, 模板 DNA 10~
20 ng, H2O 9~12 滋L。反应条件: 94 益 3 min; 94 益
30 s, 45 益 20 s, 65 益 30 s, 5个循环; 94 益 20 s,
55 益 20 s, 72 益 30 s, 20个循环; 72 益 5 min。第
二轮 PCR反应体系(30 滋L): 2伊 Hieff誖 Robust PCR
Master Mix 15 滋L,上游引物 1 滋L, 下游引物 1 滋L,
模板DNA 20~30 ng, H2O 9~12 滋L。反应条件: 95 益
3 min; 94 益 20 s, 55 益 20 s, 72 益 30 s, 5个循
环; 72 益 5 min。
1.4 高通量测序与数据处理

通过 2%琼脂糖凝胶电泳检测文库大小, 使
用 Hieff NGSTM DNA Selection Beads对 PCR产物
进行纯化, 利用 Illumina MiSeq 测序平台进行双
末端测序。

使用 Cutadapt 1.18[17]、PEAR 0.9.8[18]等软件对
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测序后的数据进行质控拼接, 获得有效序列。利
用 Usearch 11.0.667软件[19]对样本的非重复序列
进行聚类, 按 97%的相似性将序列聚类为操作分
类单元(operational taxonomic unit, OTU)。使用mo-
thur 1.43.0软件[20]进行赵氏指数(Chao index)、艾斯
指数 (Ace index)和香农指数 (Shannon index)等 琢
多样性指数分析。利用 R 3.6.0软件绘制等级聚类
曲线图、热图, 并通过绘制 Circos图来分析各样本
优势细菌间的组成及分布比例。利用 RDP clas-
sifier 2.12软件[21]对物种进行分类, 统计样本在属
水平的菌群组成。通过主成分分析(principle com-
ponent analysis, PCA)对不同样本的数据进行可视
化操作。

2 结果与分析

2.1 序列拼接与 OTU聚类分析
利用 Illumina MiSeq高通量测序平台对广粪

蚊不同发育阶段体内细菌 16S rDNA的 V3~V4区
进行测序, 7个样本共获得原始序列 559 723条,经
优化及拼接处理后,有效序列共 548 058条(表 1)。
从表 1可知, 不同发育阶段体内细菌注释的条带
数存在差异, 其中, 1龄幼虫的有效序列数目最
多, 为 112 376条; 2龄幼虫的有效序列数目最少,
为 46 041条。聚类所得的 OTU数目共计 870个,

按照分类阶元可分为 24门、51纲、92目、175科、
346属(表 1)。
2.2 广粪蚊不同发育阶段体内细菌的 琢多样性
分析

琢多样性指数可用于分析样本菌群的多样
性。从表 2可知, 广粪蚊不同发育阶段体内细菌
的多样性有所不同, 其中 1龄幼虫的各项指数均
高于其他样本, 赵氏指数、艾斯指数、香农指数依
次为 885.03、877.55、4.31, 表明 1 龄幼虫体内细
菌的丰富度和多样性最高; 赵氏和艾斯指数最小
的为 4龄幼虫, 分别为 485.00、485.09, 其香农指
数相对较小, 为 3.03, 综合来看 4龄幼虫体内细
菌的丰富度和多样性是最低的。此外, 各样本的
覆盖率(coverage)均大于 99%, 证明了本次研究数
据的可靠性。等级聚类曲线可用于分析物种的丰

富度和均匀度, 如图 1所示, 曲线在水平方向上
的跨度都较大, 而垂直方向上 1龄幼虫的曲线较
为平坦, 表明该样本的均匀度较高。
2.3 广粪蚊体内细菌的群落结构分析

Circos图不仅可反映每个样本的优势物种组
成比例, 还能反映各样本间优势物种的分布比例
关系。本研究共注释了变形菌门(Proteobacteria)、
放线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、
厚壁菌门(Firmicutes)、未分类细菌(unclassified Bac-

表 1 广粪蚊不同发育阶段体内细菌的测序信息
Table 1 Sequencing information of bacteria in C. fuscipes (Meigen) at different development stages

Sample
CMA
CMB
CMC
CMD
CME
CMF
CMG
Total

Raw read
85 138

117 649
47 701
64 391
66 349
75 276

103 219
559 723

Valid read
83 826

112 376
46 041
63 929
65 825
74 787

101 274
548 058

OTU number
411
870
507
418
384
456
515
870

Phylum
13
22
17
18
16
17
17
24

Class
31
49
39
37
33
36
37
51

Order
48
87
65
60
56
58
64
92

Family
101
161
121
116
105
114
119
175

Genus
190
310
215
198
179
199
223
346

Number of different taxonomic categories

表 2 广粪蚊不同发育阶段体内细菌的 琢多样性指数
Table 2 Alpha diversity index of bacteria in C. fuscipes (Meigen)

Sample
CMA
CMB
CMC
CMD
CME
CMF
CMG

Chao index
510.60
885.03
707.48
524.05
485.00
575.40
602.55

Ace index
492.17
877.55
667.70
505.29
485.09
563.40
601.15

Shannon index
3.92
4.31
3.12
2.90
3.03
2.99
4.04

Coverage/(%)
99.56
99.63
99.80
99.80
99.66
99.69
99.81
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图 1 等级聚类曲线
Fig.1 The rank-abundance curves

teria)、疣微菌门(Verrucomicrobia)、绿弯菌门(Chlo-
roflexi)、浮霉菌门(Planctomycetes)、Ignavibacteriae
等 24个门, 它们与各样本的关系如图 2所示。其
中, 2龄幼虫在门水平上的群落结构最丰富, 物种

组成最多; 变形菌门在卵中占明显优势, 在 4龄
幼虫中则表现出劣势; 放线菌门在 4龄幼虫中占
据绝对优势; 拟杆菌门在 4龄幼虫和成虫中的含
量略高于其他样本。总体来看, 变形菌门为优势
菌门, 各个样本比例均在 30.00%以上, 且卵中的
比例高达 79.83%;放线菌门、拟杆菌门和厚壁菌门
作为样本的次优势菌门 , 其平均占比分别为
19.17%、17.39%、3.25%; 其他样本的平均比例均
小于 1.00%。
本研究共注释了根瘤菌目(Rhizobiales)、放线

菌目(Actinomycetales)、假单胞菌目(Pseudomonada-
les)、鞘脂杆菌目(Sphingobacteriales)、伯克氏菌目
(Burkholderiales)、肠杆菌目 (Enterobacteriales)、红
细菌目(Rhodobacterales)、黄杆菌目(Flavobacteria-
les)、拟杆菌目(Bacteroidales)、乳杆菌目(Lactobacil-
lales)等 92个目, 它们与各样本的关系如图 3所
示。优势菌目和丰度随样本发育阶段的变化而不

同。其中, 卵以假单胞菌目和伯克氏菌目为主; 1

图 2 在门水平上细菌物种丰度与样本的关系(Circos图)
Fig.2 The relationship between bacterial species abundance and samples at the phylum level (Circos)
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图 3 在目水平上细菌物种丰度与样本的关系(Circos图)
Fig.3 The relationship between bacterial species abundance and samples at the order level (Circos)

龄幼虫以根瘤菌目和拟杆菌目为主; 2~4龄幼虫
以根瘤菌目和放线菌目为主; 蛹以肠杆菌目和放
线菌目为主; 成虫以根瘤菌目和假单胞菌目为
主。从平均水平来看, 根瘤菌目在广粪蚊体内占
据的比例最大, 为 23.40%, 其次为放线菌目、假单
胞菌目、鞘脂杆菌目和伯克氏菌目, 占比分别为
18.17%、8.58%、8.00%和 7.31%。
本研究共注释到黄色杆菌科未知属(unclassi-

fied Xanthobacteraceae)、假单胞菌属(Pseudomonas)、
无色杆菌属(Leucobacter)、鞘氨醇杆菌属(Sphingo-
bacterium)、普罗威登斯菌属(Providencia)、棒状杆
菌属 (Corynebacterium)、食酸菌属 (A cidovorax)、芽
殖杆菌属(Gemmobacter)、丛毛单胞菌属(Comamo-
nas)和类香味菌属(Myroides)等 346个属, 它们与
各样本的关系如图 4所示。从图中可知, 广粪蚊
不同发育阶段体内细菌的优势菌属存在差异, 其
中, 卵的优势菌属为假单胞菌属(占比 27.28%),

1~3龄幼虫和成虫的优势菌属均为黄色杆菌科未
知属(占比 14.78%~39.46%), 4龄幼虫的优势菌属
为棒状杆菌属(占比 22.00%),蛹的优势菌属为普罗
威登斯菌属(占比 33.02%)。根据样本在属水平上
的物种注释和丰度信息, 进行聚类热图分析(图 5),
以考察样本不同发育阶段体内细菌群落组成的相

似性和差异性。在图 5中, 每小格的颜色代表细
菌在样本中的相对丰度, 颜色越红则表示相对丰
度越高。聚类结果显示, 1龄幼虫与 2龄幼虫、蛹
和成虫的菌群内部结构较相似,可分别聚为一类。
2.4 主成分分析

通过 PCA分析不同样本的群落组成, 以反映
样本间的差异和距离, 其中样本点距离越相近,
则物种组成越相似。本研究中, 第一主成分(PC1)
的贡献率为 41.71%, 第二主成分(PC2)的贡献率
为 25.71% (图 6),累计贡献率为 67.42%, 说明它们
是造成广粪蚊体内细菌物种组成差异的主要来

40CMD
80

Sphingobacteriales
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图 4 广粪蚊不同发育阶段体内细菌在属水平上的相对丰度
Fig.4 Relative abundances of bacteria at the genus level in C. fuscipes (Meigen) at different development stages

源。此外, 图 6的结果显示, 2龄幼虫和 3龄幼虫
的细菌群落组成最相似, 而 1龄幼虫和蛹的细菌
群落组成差异最明显。

3 讨论

本文利用 Illumina MiSeq 平台对 16S rDNA
的 V3~V4可变区进行测序, 初步探究了广粪蚊不
同发育阶段体内细菌的组成和多样性, 共注释到
24门、51纲、92目、175科、346属(表 1)。琢多样性
的分析结果(表 2)显示, 在不同发育阶段广粪蚊体
内细菌的多样性存在差异, 特别体现在幼虫阶段,
多样性指数会随龄期的增加而降低, 其中 1龄幼
虫的细菌丰富度和多样性最高, 4龄幼虫的最低,
推测与其发育阶段和取食有关。有研究显示,昆虫
在生长发育的过程中, 其体内的微生物会随着发
育阶段、食物及环境等因素的改变而有所差异[22-23]。
Wang等[24]研究表明, 冈比亚按蚊(Anopheles gam-
biae)的幼虫、蛹及成虫的体内微生物会随饮食而
发生变化, 且多样性随着年龄的增长呈现降低的
趋势。寇若玫等[25]对大分舌蜂(Colleles gigas)不同
龄期幼虫肠道微生物的 琢多样性分析也表明, 随
着幼虫龄期的增加, 其肠道微生物的多样性呈现
降低的趋势。此外, 翟小战[26]对中华按蚊(Anophe-

les sinensis)的研究显示, 随着按蚊取食量和龄期
的增加, 其体内细菌的多样性指数呈上升趋势。
从广粪蚊体内细菌的分类学鉴定可知, 在门

水平上(图 2), 样本共有的主要优势菌门为变形菌
门, 此结果与某些昆虫的优势菌相同, 如白纹伊
蚊 (Aedes albopictus) [27]、泽兰实蝇(Procecidochares
utilis)[28]、小贯小绿叶蝉(Empoasca onukii Matsuda)[29]、
茶尺蠖(Ectropis obliqua Prout)[30]和白蜡虫(Ericerus
pela Chavannes)[31]等。在属水平上(图 4), 样本的体
内细菌主要由黄色杆菌科未知属、假单胞菌属和

无色杆菌属组成, 且不同发育阶段的优势菌属存
在差异, 其中, 卵的优势菌属为假单胞菌属, 1~3
龄幼虫和成虫的优势菌属为黄色杆菌科未知属,
4龄幼虫的优势菌属为棒状杆菌属, 蛹的优势菌
属为普罗威登斯菌属。研究表明, 假单孢菌属具
有极强分解有机物的能力, 可协助家蝇分解有机
物使其成为能量来源[32];部分假单胞菌株具有杀虫
作用, 例如: 类产碱假单胞菌(Pseudomonas pseo-
doalcaligenes)通过产生杀虫蛋白,对草地蝗虫和竹
蝗等具有致死作用[33]; 绿针假单胞菌(Pseudomonas
chlororaphis)的代谢产物对病原菌、昆虫等有拮抗
作用,可用于病虫害的生物防治[34];假单胞菌(Pseu-
domonadaceae)抗生素具有抑菌活性, 可被研发为
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图 5 广粪蚊体内细菌群落的热图分析(属水平)
Fig.5 Heatmap analysis of bacterial community in C. fuscipes (Meigen) (at the genus level)

图 6 不同样本细菌群落组成的主成分分析
Fig.6 Bacterial community composition of different samples analyzed by PCA
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农用杀菌剂[35]。另外, 无色杆菌属细菌常与昆虫病
原线虫结合使用, 人们通过制成线虫制剂防治农
林害虫[36];在家蝇体内分离得到的普罗威登斯菌属
产生的木聚糖酶能分解木聚糖, 可能为其生长发
育供给能量[37]。
在长期协同进化的过程中, 昆虫与其体内细

菌形成了紧密的共生关系, 体内细菌不仅可为宿
主提供必需的营养物质, 还能协助宿主消化食物,
抵抗外界物质侵扰, 以及调控宿主的生殖代谢
等。本文对广粪蚊不同发育阶段体内细菌的群落

组成和多样性差异进行了研究, 在丰富广粪蚊体
内细菌基础资料的同时, 也为探究广粪蚊体内细
菌资源以开发新型生物防治药剂提供了相关的理

论依据。
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