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摘要：［目的］了解白蜡虫越冬时体内微生物的多样性，比较昆明与长春越冬虫体内微生物种类和数量的差异，为了

解白蜡虫低温适应机制提供有用信息。［方法］采用Ｍｉｓｅｑ高通量测序方法对昆明越冬雌成虫（ＫＭ）和长春越冬雌
成虫（ＣＣ）体内细菌１６ｓｒＲＮＡ及真菌ＩＴＳ基因进行测序，利用Ｕｓｅａｒｃｈ软件进行细菌和真菌ＯＴＵ（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏ
ｎｏｍｉｃＵｎｉｔ）划分，并利用Ｍｏｔｈｕｒ软件对ＯＴＵ进行分类学分析和多样性指数分析。［结果］细菌ＫＭ和ＣＣ样品中共
得到３４４个ＯＴＵ，真菌ＫＭ和ＣＣ样品中共得到２３０个ＯＴＵ。细菌共鉴定到１５门、１３７属，在ＫＭ中乳球菌属占主要
比例（２９．７８％），而在ＣＣ中立克次氏体占主要比例（５５．７７％），真菌中共鉴定到６门、８３属，在 ＫＭ中仅鉴定到４１
个属，而ＣＣ中鉴定到７５个属，其中线虫草科无法归类的属在２个样品中均为优势菌群，但 ＣＣ中含量远低于 ＫＭ。
［结论］昆明与长春越冬虫体内细菌及真菌种类和数量均不相同，与昆明越冬虫不同，需要应对极端低温的长春越

冬虫体内立克次氏体为优势菌群。
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　　白蜡虫（ＥｒｉｃｅｒｕｓｐｅｌａＣｈａｖａｎｎｅｓ）是我国传统的
资源昆虫，其２龄雄幼虫分泌的白蜡具有重要的经
济价值，被广泛应用于医药、食品、航天等领域［１－２］。

白蜡虫分布广泛，在我国其自然种群主要分布在１８°
Ｎ到４２°Ｎ地区［３］。李健等在最冷月日均最低气温

－１８．０℃的吉林省四平市发现白蜡虫依然能够生长
发育繁衍后代［４］，说明白蜡虫对极端低温环境具有

很强的适应能力。白蜡虫以雌成虫虫态越冬，对白

蜡虫越冬过程中生理状态等方面的研究将有助于了

解其低温适应机制，并对扩大白蜡产区具有参考

意义。

共生微生物在昆虫生长发育、繁衍进化以及环

境适应等方面具有重要作用。例如，在对美洲大蠊

（ＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａＡｍｅｒｉｃａｎａＬ．）内共生菌的研究中发现
其共生菌中含有可抑制病原细菌生长的共生菌，并

且存在着能够降解多糖的真菌［５］。研究发现豌豆蚜

（ＡｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎｐｉｓｕｍＨａｒｒｉｓ）的共生菌布赫纳氏菌属
（Ｂｕｃｈｎｅｒａ）能够帮助其抵御极端温度［６］。研究表明

共生真菌也具有抵御极端温度侵害的作用，如在对

德州切叶蚁（ＡｔｔａｔｅｘａｎａＢｕｃｋｌｅｙ）进行研究时发现，
其所携带的 Ａｔｔａｍｙｃｅｓ共生菌株能够帮助切叶蚁抵
御低温侵害提高适应性［７］。在对白蜡虫低温适应机

制的研究中，发现长春和昆明越冬虫在代谢等方面

存在很多差异［８－９］，我们推测白蜡虫内共生微生物

也可能在越冬以及抵御极端低温过程中具有重要

作用。

本研究将对白蜡虫越冬虫态体内共生微生物进

行１６ｓｒＲＮＡ和ＩＴＳ基因高通量测序，研究白蜡虫越
冬过程体内微生物多样性，并将昆明与长春越冬雌

成虫体内微生物进行比较分析，以了解在极端低温

条件下越冬雌成虫体内微生物种类及数量的变化，

分析微生物和白蜡虫越冬及抗冻可能的相关性。

１　材料和方法
１．１　试验材料

所用白蜡虫分别为昆明和长春越冬雌成虫。昆

明越冬雌成虫（ＫＭ）采自云南昆明（１０２．７３°Ｅ；
２５．０４°Ｎ）；长春越冬雌成虫（ＣＣ）采自于吉林省长春
市（１２５．３２°Ｅ；４３．９０°Ｎ）。采集时将白蜡虫从女贞
树上迅速剥离放入液氮中储存。

１．２　越冬雌成虫内微生物总ＤＮＡ提取
按照 ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ试剂盒（ＱＩＡ

ＧＥＮ，Ｇｅｒｍａｎｙ）方法提取越冬雌成虫内微生物总
ＤＮＡ，将提取出的微生物总 ＤＮＡ进行１％的琼脂糖
凝胶电泳检测，并用超微量紫外分光光度计（Ｔｈｅｒ
ｍｏ，美国）测定 ＤＮＡ浓度。将抽提后的总 ＤＮＡ置
于－２０℃保存。
１．３　ＰＣＲ扩增白蜡虫越冬雌成虫微生物的１６Ｓ和
ＩＴＳ基因
　　以提取的越冬雌成虫内微生物总 ＤＮＡ为模板，
使用通用引物３３８Ｆ和８０６Ｒ扩增细菌１６ｓｒＲＮＡ基
因片段［１０］，使用通用引物１７３７Ｆ和２０４３Ｒ扩增真
菌ＩＴＳ基因片段［１１］。ＰＣＲ扩增体系如下：总 ＤＮＡ
０．４μＬ、上下游引物各０．４μＬ、５×ＦａｓｔＰｆｕＢｕｆｆｅｒ４
μＬ、２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ２μＬ、ＦａｓｔＰｆｕＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（ＴａＫａＲａ，日本）０．４μＬ以及双蒸无菌水１０．３μＬ。
扩增程序为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃
退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ４５ｓ，２８个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。

将ＰＣＲ产物进行１％的琼脂糖凝胶电泳检测，
使用ＡｘｙｇｅｎＤＮＡ胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ，美国）进
行回收。回收产物使用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭＳＴ定量系统
（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）定量，按照上机测序要求跟据测序
量计算样本上机量。

１．４　Ｍｉｓｅｑ测序
首先将“Ｙ”字形接头连接到片段上，通过磁珠

筛选将接头自连片段剔除，然后利用 ＰＣＲ技术扩增
已加入“Ｙ”字形接头的目的片段，经氢氧化钠变性
后得到单链ＤＮＡ片段上机测序文库。使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＭｉＳｅｑ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国）测序仪对获得的上机测序文
库进行测序分析。

１．５　Ｍｉｓｅｑ测序结果数据分析
根据ｒｅａｄｓ的重叠关系，使用 ＦＬＡＳＨ软件（Ｖｅｒ

ｓｉｏｎ３＋；ｈｔｔｐ：／／ｇｎｕ．ｏｒｇ／ｌｉｃｅｎｓｅｓ／ｇｐｌ．ｈｔｍｌ）将 Ｍｉｓｅｑ
双端测序得到的序列拼接得到一条序列，同时对

ｒｅａｄｓ质量以及拼接效果进行质控和有效数据的过
滤，将接头和无重复单序列剔除获得有效序列。利

用 Ｕｓｅａｒｃｈ软件 （Ｖｓｅｓｉｏｎ７．１；ｈｔｔｐ：／／ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／
ｕｐａｒｓｅ／）在９７％相似度水平下对有效序列进行ＯＴＵ
（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔ）划分，并将聚类过程中
产生的嵌合体剔除。

根据 ＯＴＵ划分结果，利用 ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ软件
（Ｖｅｒｓｉｏｎ２２；ｈｔｔｐ：／／ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｒｄｐｃｌａｓ
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ｓｉｆｉｅｒ／）进行分类学分析，在域、界、门、纲、目、科、属、
种等不同分类阶元统计其群落组成。利用 Ｍｏｔｈｕｒ
软件（Ｖｅｒｓｉｏｎｖ．１．３０．１；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ／ｗｉ
ｋｉ／Ｓｃｈｌｏｓｓ＿ＳＯＰ＃Ａｌｐｈａ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）进行 Ｃｈａｏ（Ｃｈａｏ指
数）、Ａｃｅ（Ａｃｅ指数）、Ｓｈａｎｎｏｎ（香农指数）以及
Ｓｉｍｐｓｏｎ（辛普森指数）等多样性指数分析，其中，Ａｃｅ
指数和Ｃｈａｏ指数代表了群落的丰富程度，香农指数
和辛普森指数表明了群落多样性，同时辛普森指数

也可以呈现优势种的集中程度。

利用 Ｍｏｔｈｕｒ软件 （Ｖｅｒｓｉｏｎｖ．１．３０．１；ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ）和Ｒ软件进行稀释曲线（ｒａｒ
ｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ）和 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ曲线（Ｓｈａｎｎｏｎ
Ｗｉｅｎｅｒｃｕｒｖｅ）分析，其中，稀释曲线用于比较测序数
量不同的样本中物种的丰富程度，而 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅ
ｎｅｒ曲线则用于反映各样本在不同测序量时的微生
物多样性。除此之外两种曲线均被用于说明样本测

序数量的合理性。

２　结果
２．１　ＯＴＵ数目统计

细菌 １６ＳｒＲＮＡ：ＫＭ内共检测到 １２５３８条
ｒｅａｄｓ，ＣＣ内共检测到２７５７５条 ｒｅａｄｓ；真菌 ＩＴＳ：ＫＭ
内共检测到１４４８３条ｒｅａｄｓ，ＣＣ内共检测到２１６５０
条ｒｅａｄｓ。ＫＭ和ＣＣ两个样品细菌一共检测到３４４
个ＯＴＵ：包含ＫＭ１７７个和ＣＣ１６７个；真菌共有２３０
个ＯＴＵ：包含ＫＭ１６８个和ＣＣ６２个。

ＫＭ和 ＣＣ的细菌、真菌稀释曲线均趋于平坦
（图１：Ａ，Ｂ），继续增加测序量将不会产生更多的
ＯＴＵ，说明数据量合理可以用于其他分析。同时，
ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ曲线也均趋于平坦（图１：Ｃ，Ｄ），进
一步说明数据量足够大，可以反映样本中绝大部分

微生物信息。

图１　ＫＭ和ＣＣ稀释曲线及ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ曲线

Ｆｉｇ．１　ＲａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅａｎｄＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒｃｕｒｖｅｏｆＫＭａｎｄＣＣ

Ａ：细菌稀释曲线Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａ；Ｂ：真菌稀释曲线Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｆｕｎｇｉ；

Ｃ：细菌ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ曲线ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒｃｕｒｖｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａ；Ｄ：真菌ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ曲线ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒｃｕｒｖｅｏｆｆｕｎｇｉ

２．２　昆明长春越冬雌成虫内细菌种类及变化
基于Ｍｉｓｅｑ测序结果，在细菌中共鉴定到１５门

２８纲５４目８４科１３７属。
鉴定到的门水平中主要有：变形菌门、厚壁菌

门、拟杆菌门、放线菌门，这４个门的总和在 ＫＭ和
ＣＣ中分别占９８．２９％和９８．８６％，是越冬雌成虫内
细菌的主要成分，其中变形菌门在越冬雌成虫内细

菌中占主要比例。将 ＫＭ和 ＣＣ中这４个门所占比
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例进行对比后发现，除了变形菌门从４１．５７％（ＫＭ）
升高至７２．２５％（ＣＣ），其它３个门在 ＣＣ中所占比
例均下降（图２：Ａ）。

在ＫＭ中共鉴定到１１５个属细菌，其中乳球菌
属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）占主要比例（２９．７８％），其次为假单
胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）占１５．０５％、鞘氨醇单胞菌属
（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）占５．３８％、薄层菌属（Ｈｙｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ）
占５．３１％。而在 ＣＣ中共鉴定到１２５个属细菌，其
中立克次氏体（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）占主要比例（５５．７７％），其
次为乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）占１７．９６％、假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）占８．０９％。对比 ＫＭ与 ＣＣ发现，占
主要比例的菌属发生了改变，ＫＭ中的大多数较高
丰度的菌属在 ＣＣ中所占比例较低（图２：Ｂ），立克
次氏体在ＫＭ中仅占０．０３％。
２．３　昆明长春越冬雌成虫内真菌种类及变化

基于Ｍｉｓｅｑ测序结果，在真菌中共鉴定到６门
２０纲３５目４６科８３属。

鉴定到的门水平中主要有：子囊菌门、担子菌

门，这２个门的总和在 ＫＭ和 ＣＣ中分别占９０．４２％
和９９．３７％，其中子囊菌门在越冬雌成虫内真菌中
占比最高，为７８．４５％ （图２：Ｃ）。

在ＫＭ中仅鉴定到４１个属真菌，其中线虫草科
无法归类的属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＯｐｈｉｏｃｏｒｄｙｃｉｐｉｔａｃｅａｅ）占
主要比例（３１．０６％），其次为微座孢属（Ｍｉｃｒｏｓｔｒｏｍａ）
占１３．９６％、红酵母属（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）占 １３．１４％、茎
点霉属（Ｐｈｏｍａ）占１０．３８％、横断孢属（Ｓｔｒｅｌｉｔｚｉａｎａ）
占８．４５％、枝孢霉属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）占５．２６％。而在
ＣＣ中共鉴定到７５个属真菌，其中线虫草科无法归
类的属（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＯｐｈｉｏｃｏｒｄｙｃｉｐｉｔａｃｅａｅ）占主要比
例（１４．７５％），其次为枝氯霉属（Ｒａｍｉｃｈｌｏｒｉｄｉｕｍ）占
１５．７６％、枝孢霉属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）占９．１１％、茎点霉
属（Ｐｈｏｍａ）占９．０３％。对比 ＫＭ与 ＣＣ发现，线虫
草科无法归类的属、微座孢属、红酵母属等菌属在

ＣＣ所占比例低于 ＫＭ，但 ＣＣ中枝孢霉属所占比例
高于ＫＭ，而且新鉴定到了诸如枝氯霉属等３４个菌
属（图２：Ｄ）。

图２　ＫＭ和ＣＣ微生物群落组成 此图为文章证据材料，根据占比多少不同已在文中有说明

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅＫＭａｎｄＣＣ

Ａ：ＫＭ和ＣＣ细菌门水平群落组成Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍ；Ｂ：ＫＭ和ＣＣ细菌属水平群落组成Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｔｔｈｅｇｅｎｕｓ；Ｃ：ＫＭ和ＣＣ真菌门水平群落组成Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍ；Ｄ：ＫＭ和ＣＣ真菌属水

平群落组成Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｔｔｈｅｇｅｎｕｓ
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２．４　昆明长春越冬雌成虫内细菌和真菌多样性
分析

　　 在两细菌样本中，ＣＣ的 Ａｃｅ指数和 Ｃｈａｏ指数
均稍高于ＫＭ，表明在ＣＣ细菌群落中其群落丰富度
相对高于ＫＭ；ＣＣ的香农指数低于 ＫＭ，而辛普森指
数高于ＫＭ，表明其群落多样性相对低于 ＫＭ，辛普
森指数高于ＫＭ同时也反映了 ＣＣ优势种的集中程
度要高于ＫＭ（表１）。

在两真菌样品中，ＣＣ的 Ａｃｅ指数、Ｃｈａｏ指数和
香农指数均高于ＫＭ，表明在ＣＣ真菌群落中其群落
丰富度以及多样性相对高于 ＫＭ，而辛普森指数低
于ＫＭ，说明 ＣＣ优势种的集中程度要低于 ＫＭ（表
１）。

表１　ＫＭ和ＣＣ内细菌和真菌多样性指数分析
Ｔａｂｌｅ１　ＤｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｆｕｎｇｉａｎｄｂａｃｔｅｒｉａｉｎＫＭ ａｎｄＣＣ

微生物

Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ
样本

Ｓａｍｐｌｅｓ
Ａｃｅ指数
Ａｃｅｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ指数
Ｃｈａｏｉｎｄｅｘ

香农指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

辛普森指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

细菌

Ｂａｃｔｅｒｉａ
ＫＭ １６８ １６８ ３．５８ ０．０８８９
ＣＣ １７８ １７８ ２．０５ ０．３４１２

真菌

Ｆｕｎｇｉ
ＫＭ ６９ ７４ ２．３９ ０．１５２８
ＣＣ １６９ １６８ ３．１４ ０．０７５７

３　讨论
昆虫在生理上主要是通过调节含水量、控制冰

核物质、改变代谢途径以及积累抗冻蛋白等耐寒物

质来提高自身适应能力降低低温伤害［１２］。许多研

究发现，微生物在昆虫适应低温等不良环境胁迫时

起到了重要作用［６－７，１２－１３］。前期在对白蜡虫耐寒性

的研究中，已经鉴定到了抗冻蛋白候选基因并对其

中部分基因进行了功能验证［８］。本研究基于 Ｍｉｓｅｑ
高通量测序技术对白蜡虫越冬雌成虫体内微生物进

行研究。

对比昆明长春白蜡虫越冬雌成虫体内微生物种

类和数量发现，无论是细菌还是真菌都发生了很大

的变化，群落丰富度相对提高，尤其是真菌样品，研

究发现有３４个属在ＣＣ中被鉴定到而ＫＭ中没有。
在昆明长春白蜡虫越冬雌成虫体内均鉴定到了

立克次氏体，并且其在长春样品 ＣＣ中所占比例高
达５５．７７％。立克次氏体能够广泛侵染植物、脊椎
动物以及无脊椎动物等。立克次氏体在昆虫营养、

对环境适应性等方面起到了一定的积极作用［１４］。

在Ｃｈｅｎ等２０００年的研究中发现立克次氏体能够在
不适宜温度条件下提高豌豆蚜繁殖能力［１５］，在对烟

粉虱（ＢｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉＧｅｎｎａｄｉｕｓ）中立克次氏体的研
究中发现立克次氏体能够提高寄主对于极端温度的

耐受能力［１６］。在对白蜡虫立克次氏体的研究中发

现 ，自然环境下并不是所有白蜡虫都被立克次氏体

寄生［１７］，但是本研究的样品 ＫＭ和 ＣＣ中均检测到
立克次氏体的存在，而且长春样品 ＣＣ中所占比例
很高，因此推测可能是和立克次氏体能够提高寄主

对环境适应性的特点有关。

假单胞菌属是目前国内外研究发现的具有生物

冰核活性的细菌属，其可以通过诱导结冰降低寄主

体温［１８］。研究发现，一些昆虫能够在其受到低温胁

迫时将具有生物冰核活性的物质排出体外，降低自

身过冷却点，抵御极端低温的侵害［１９］。从昆明长春

白蜡虫越冬雌成虫体内微生物高通量测序结果中，

我们发现相比昆明越冬雌成虫样品ＫＭ，假单胞菌属
在ＣＣ中所占比例降低，可能是白蜡虫为了适应更
低的温度环境，很可能将这些具有生物冰核活性的

假单胞菌从自身排出，以降低过冷却点。

除了寄主体内细菌具有提高寄主对于不良环境

的耐受能力，有的真菌也具有这种特征［７］。在对松

树蜂（ＳｉｒｅｘｎｏｃｔｉｌｉｏＦａｂｒｉｃｉｕｓ）与其共生真菌关系的
研究中发现，其共生真菌能够协助松树蜂卵抵御不

良环境保障其成功孵化［２０］。基于本研究高通量测

序结果，有３４个真菌属只在 ＣＣ中出现，可能是受
ＫＭ和 ＣＣ所处地理位置以及环境条件不同影响越
冬雌成虫生理和代谢状态改变所致。对于 ＫＭ和
ＣＣ内真菌的差异是否与极端低温环境有关，还需要
进一步研究。

４　结论
基于 Ｍｉｓｅｑ高通量测序结果，我们发现长春和

昆明越冬雌成虫体内微生物存在显著差异，在对长

春越冬雌成虫微生物检测中发现，有很多能够协助

昆虫适应不利环境因素的微生物种群相比昆明样品

变化很大，诸如立克次氏体、假单胞菌属等。
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