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摘要：［目的］探明白蜡虫二龄雌雄若虫共生菌的种类和结构。［方法］利用高通量测序技术，对白蜡虫二龄雌雄

虫１６ＳｒＲＮＡ的Ｖ３－Ｖ４区进行高通量测序，使用 Ｕｐａｒｓｅ软件对有效标签进行聚类，使用 Ｍｏｔｈｕｒ方法与 ＳＩＬＶＡ
的ＳＳＵｒＲＮＡ数据库进行物种注释，分析雌雄间共生菌物种丰度及多样性的差异。［结果］共得到了１７９８６４６条
有效标签，以９７％相似度为标准进行聚类分析，得到１３３４个 ＯＴＵｓ，其中，有１４个门，２９个纲，６０个目，１０９个
科，１６５个属，５５个种得到注释。与其他昆虫明显不同，白蜡虫二龄若虫中立克次氏体属为优势菌（雌８５．７４０％，
雄９５．４６２％），缺乏布赫纳氏菌和沃尔巴克氏体。［结论］白蜡虫与其它昆虫的共生菌有很大差异，立克次氏体
在白蜡虫二龄若虫中占绝对优势，具有固氮作用的根瘤菌目和芽孢杆菌目、能合成类胡萝卜素的鞘脂单胞菌目

为次优势菌，在共生菌中占有一定比例。白蜡虫若虫共生菌独特的现象可能与白蜡虫独特的生物习性、生态学

特征和营养相关。
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　　白蜡虫（ＥｒｉｃｅｒｕｓｐｅｌａＣｈａｖａｎｎｅｓ）属于半翅目
（Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ）蜡介科（Ｃｏｃｃｉｄａｅ）白蜡蚧属（Ｅｒｉｃｅｒｕｓ），
寄居于女贞（ＬｉｇｕｓｔｒｕｍｌｕｃｉｄｕｍＡｉｔ）和白蜡树（Ｆｒａｘｉ
ｎｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＲｏｘｂ）等植物，其二龄雄若虫分泌天然
的脂类物质，在现代工业广泛的应用于化工、食品、

医药、信息技术、化妆品等，是中国独有的具有重要

经济价值的资源昆虫［１］。它在我国分布广泛，北至

辽宁南至海南均有分布［２］。白蜡虫一龄若虫分布在

寄主植物叶片上，二龄若虫分布在寄主植物枝条上。

二龄雌若虫暴露在空气中，雄若虫会在枝条上分泌

蜡层覆盖虫体，雄虫泌蜡消耗较多的能量。它们主

要以吸食寄主植物的韧皮部汁液来获取生长发育所

需的能量和营养，而刺吸式昆虫吸取的寄主植物汁

液常常缺乏一些必须氨基酸等营养，其体共生菌在

营养供给方面为宿主昆虫的生长发育提供了有力的

支撑［３］。

昆虫体内存在着大量的共生菌，在昆虫的生长、

发育中发挥着不可替代的作用。如布赫纳氏菌

（Ｂｕｃｈｎｅｒａ）可以为其宿主蚜虫提供多种必需氨基
酸［４］和维生素［５］，参与宿主昆虫的能量代谢［６］和嘌

呤代谢［７］；立克次氏体（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）对宿主昆虫有杀
雄作用、影响宿主孤雌生殖、发育速度、提高环境适

合度等［８－１１］，还可以提高宿主对病原菌与天敌的抵

抗力［１２－１３］；沃尔巴克氏体菌属（Ｗｏｌｂａｃｈｉａ）与立克
次氏体同属立克次氏体目（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ），它与立克
次氏体有类似的功能，如通过诱导细胞质不亲和、孤

雌生殖、雌性化和杀雄作用来影响后代雌雄比

例［１４－１７］，影响宿主昆虫的营养代谢［１８］，为宿主提供

保护作用等［１９］。研究还证明，蜜蜂的肠道共生菌可

以合成一些酶帮助蜜蜂降解、消化碳水化合物［２０］；

果蝇肠道共生菌群通过调节宿主激素信号来促进果

蝇的系统增长和发育［２１］，提高宿主免疫力等［２２］。
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目前为止，关于白蜡虫共生菌的研究较少。刘

魏魏等［２３］与徐冬丽等［２４］分别对白蜡虫体内杀雄菌

属（Ａｒｓｅｎｏｐｈｏｎｕｓ）和立克次氏体进行了分子检测，王
雪庆等［２５］研究了白蜡虫不同发育阶段分泌的蜡花

中微生物的多样性，孙涛等［２６］研究了长春与昆明白

蜡虫越冬时共生菌多样性的异同［２６］。白蜡虫二龄

雄若虫分泌大量的白蜡，具有极高的经济价值，但目

前为止还没有白蜡虫泌蜡期共生菌的研究。本研究

利用ＤＮＡ克隆文库法对二龄白蜡虫的共生菌进行
测序、鉴定和统计，探明白蜡虫二龄雌雄虫中共生菌

的种类和结构，比较二者多样性的异同，并对其中重

要共生菌进行功能分析。

１　材料和方法
１．１　实验虫源

本实验使用的白蜡虫采自于云南省昆明市官渡

区小哨村。采集时将白蜡虫二龄若虫连同枝条一并

采下带回实验室，放入－８０℃冰箱中速冻，将白蜡虫
虫体作为待测样品。收集完成后，将以上虫体样品

约３００头送至诺禾致源公司，进行１６ＳｒＲＮＡＶ３、Ｖ４
区的测序，每个样品做３个生物学重复。
１．２　样品的测序及数据处理
１．２．１　白蜡虫１６ＳｒＤＮＡ的提取与含量测定　样品
的基因组ＤＮＡ使用ＣＴＡＢ方法提取，用琼脂糖凝胶
电泳检测ＤＮＡ的纯度和浓度，然后取一定量的样品
置于离心管中，无菌水稀释至１ｎｇ·μＬ－１。利用得
到的该ＤＮＡ模板，用引物３４１Ｆ：５′ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧ
ＣＡＳＣＡＧ３′和 ８０６Ｒ：５′ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡ
ＡＴ３′扩增共生菌１６ＳｒＲＮＡ的Ｖ３和Ｖ４区。将得到
的ＰＣＲ产物用２％浓度的琼脂糖凝胶进行电泳检
测，根据ＰＣＲ产物浓度进行等量混样，并用 Ｑｉａｇｅｎ
公司提供的胶回收试剂盒回收产物。最后，利用

ＴｒｕＳｅｑＤＮＡＰＣＲＦｒｅｅＳａｍｐｌｅＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＫｉｔ建库试
剂盒和ＨｉＳｅｑ２５００ＰＥ２５０完成文库的构建和上机测
序工作。

１．２．２　测序信息的分析　
１．２．２．１　测序数据处理　对下机数据中每个样品
的ｒｅａｄｓ进行拼接，得到原始 Ｔａｇｓ数据（ＲａｗＴａｇｓ）
后过滤处理，最终获得高质量的 Ｔａｇｓ数据（Ｃｌｅａｎ
Ｔａｇｓ），并使用 Ｑｉｉｍｅ（Ｖ１．９．１）对其进行质量控制。
对以上的Ｔａｇｓ数据与数据库进行比对，检测、去除
嵌合体序列，最终得获取有效标签（ＥｆｆｅｃｔｉｖｅＴａｇｓ）。
１．２．２．２　ＯＴＵ聚类和物种注释　使用 Ｕｐａｒｓｅ软件

（Ｕｐａｒｓｅｖ７．０．１００１），以９７％相似度作为一个 ＯＴＵ
（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔ）的划分标准，对有效标
签进行聚类。用 Ｍｏｔｈｕｒ方法与 ＳＩＬＶＡ的 ＳＳＵｒＲＮＡ
数据库进行物种注释分析（设定阈值为０．８ １），
获得分类学信息并分别在各个分类水平统计各样品

中的群落组成。

１．２．２．３　α多样性分析　使用 Ｑｉｉｍｅ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ
１．９．１）ａｌｐｈａ＿ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ．ｐｙ命令对 Ｃｈａｏ１，Ｓｈａｎｎｏｎ，
Ｓｉｍｐｓｏｎ，ＡＣＥ指数进行计算，该命令包括 ｓｉｎｇｌｅ＿ｒａｒ
ｅｆａｃｔｉｏｎ．ｐｙ，ａｌｐｈａ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ．ｐｙ，ｃｏｌｌａｔｅ＿ａｌｐｈａ．ｐｙ，
ｍａｋｅ＿ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ＿ｐｌｏｔｓ．ｐｙ四个脚本。

２　结果与分析
２．１　序列的拼接组装及ＯＴＵ分析

白蜡虫细菌１６ＳｒＲＮＡ高通量测序信息处理后，
所有样品共得到１８６９１９１个原始标签，拼接优化后
有效标签为１７９８６４６条。以９７％相似度为标准进
行聚类分析，得到１３３４个ＯＴＵｓ（表１）。

表１　白蜡虫二龄雌雄虫共生菌１６ＳｒＤＮＡ
高通量测序基本信息

Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１６ＳｒＲＮＡｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｎｓｔａｒ

ｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅｏｆＥｒｉｃｅｒｕｓｐｅｌａ

样品名称

ＳａｍｐｌｅＮａｍｅ
原始标签数

Ｒａｗｔａｇｓ
拼接后标签数

Ｃｏｍｂｉｎｅｄｔａｇｓ
有效标签数

Ｑｕａｌｉｆｉｅｄｔａｇｓ
ＯＴＵ数
ＯＴＵｓ

ＳＦ１ ５３９５９ ５１８６１ ３７４１４ １２８

ＳＦ２ ５５４８０ ５２８０２ ３７１１９ ２０５

ＳＦ３ ５８６１８ ５６８５１ ４１９６２ １８７

ＳＭ１ ５９２７８ ５７５１５ ４２５３１ １６４

ＳＭ２ ６４９３６ ６１８２９ ４４４３１ １９８

ＳＭ３ ６８５６１ ６６７６０ ５３７１４ ７９

　　注：ＳＦ白蜡虫二龄雌虫，ＳＭ白蜡虫二龄雄虫；１、２、３分别表示
该组３个重复的样品编号。

Ｎｏｔｅｓ：ＳＦｓｅｃｏｎｄｉｎｓｔａｒｆｅｍａｌｅｏｆＥｒａｃｅｒｕｓｐｅｌａ，ＳＭｐｅｌａｓｅｃｏｎｄｉｎ
ｓｔａｒｍａｌｅｏｆＥｒａｃｅｒｕｓ；１，２，３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｓａｍｐｌｅｎｕｍ
ｂｅｒｓｏｆｔｈｅｇｒｏｕｐ．

对白蜡虫二龄雌雄虫中全部 ＯＴＵｓ进行注释
后，进行统计分析。在门分类单元，共注释到了变形

菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、酸杆
菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）等共１４个门，其中，变形菌门为
优势菌，占９７％（图１Ａ）；在纲分类单元水平，共注
释到了α变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌纲
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、纤维粘网菌纲（Ｃｙｔｏｐｈａｇｉａ）、杆菌
纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）、梭菌纲（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）等２９个纲，优势菌为

５３
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α变形菌纲，占９７％（图１Ｂ），其中，还包括了与松
树叶绿体部分基因相似度极高的一段序列；在目分

类单元水平，共注释到立克次体目、根瘤菌目、鞘脂

单胞菌目（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）、Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ、噬纤维
菌目（Ｃｙｔｏｐｈａｇａｌｅｓ）等６０个目，其中，立克次体目为
优势菌，占９１％（图１Ｃ）；在科分类单元水平，共注
释到了立克次氏体科（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ）、未鉴定的某
科、甲基杆菌科（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、鞘酯菌科
（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）、微杆菌科（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）
等共１０９个科，其中，立克次氏体科为优势菌，占

９１％（图１Ｄ）；在属分类单元水平，共注释到了立克
次体属（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）、甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、Ａｍｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ、薄
层菌属（Ｈｙｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ）等１６５个属，其中，立克次体
属为优势菌，占９１％（图１Ｅ）；在种分类单元水平，
共注释到了吉氏芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｇｉｂｓｏｎｉｉＮｉｅｌｓ
ｅｎ）、ＭｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｈａｅｓｉｖｕｍＧａｌｌｅｇｏ、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍｋｏｍａｇａｔａｅＫａｔｏ、Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｄｅｆｌｕｖｉｉ、维氏假单胞
菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ）、ＰｓｅｕｄａｎａｂａｅｎａｇａｌｅａｔａＢｏｃ
ｈｅｒ等５５个种（图１Ｆ）。

注：Ａ：门分类水平中物种比例饼状图；Ｂ：纲分类水平中物种比例饼状图；Ｃ：目分类水平中物种比例饼状图；

Ｄ：科分类水平中物种比例饼状图；Ｅ：属分类水平中物种比例饼状图；Ｆ：种分类水平中物种比例饼状图。

Ｎｏｔｅｓ：Ａ：Ｔｈｅｐｉｅｃｅｃｈａｒｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｒａｔｉｏｉｎｓａｍｐｌｅａｔｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌ；Ｂ：Ｔｈｅｐｉｅｃｅｃｈａｒｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｒａｔｉｏｉｎｓａｍｐｌｅａｔｃｌａｓｓ

ｌｅｖｅｌ；Ｃ：Ｔｈｅｐｉｅｃｅｃｈａｒｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｒａｔｉｏｉｎｓａｍｐｌｅａｔｏｒｄｅｒｌｅｖｅｌ；Ｄ：Ｔｈｅｐｉｅｃｅｃｈａｒｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｒａｔｉｏｉｎｓａｍｐｌｅａｔｆａｍｉｌｙ

ｌｅｖｅｌ；Ｅ：Ｔｈｅｐｉｅｃｅｃｈａｒｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｒａｔｉｏｉｎｓａｍｐｌｅａｔｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ；Ｆ：Ｔｈｅｐｉｅｃｅｃｈａｒｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｒａｔｉｏｉｎｓａｍｐｌｅａｔｓｐｅｃｉｅｓ

ｌｅｖｅｌ．

图１　白蜡虫二龄雌雄若虫共生菌在不同分类等级上的物种比例
Ｆｉｇ．１　ＳｐｅｃｉｅｓｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｎｓｔａｒｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅｏｆＥｒｉｃｅｒｕｓ

ｐｅｌａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔａｘｏｎｏｍｉｃｌｅｖｅｌｓ

　　对二龄雌雄白蜡虫共生菌相对含量前 ３０的
ＯＴＵ序列进行处理、统计后发现：在二龄若虫中，立
克次氏体相对含量最高，其中，雌虫为８５．７４０％（表
２），雄虫为９５．４６２％（表３）。此外，雌虫体内根瘤菌
目（ＯＴＵ１３、ＯＴＵ８）的含量也较高，分别为３．４２６％
与１．８９１％，其次为 Ａｍｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ与鞘氨醇单胞菌
属，分别为１．３８４％与１．０５８％。在雄虫中，次优势
菌为芽孢杆菌纲的吉氏芽孢杆菌（０．７４７％），根瘤
菌目（ＯＴＵ１３，含量 ０．７０８％；ＯＴＵ８，含量 ０．６００％）
和鞘氨醇单胞菌（ＯＴＵ２１，含量０．３６０％）。
２．２　白蜡虫共生菌的多样性分析

物种的多样性通常以环境中的物种数、Ｓｈａｎ
ｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ进行描述，其值越高，说明

样品的多样性越高。分析结果表明：无论物种个数、

Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ等指数，二龄雌虫均
大于二龄雄虫（表４），因此，认为二龄雌虫共生菌的
多样性高于二龄雄虫。

３　讨论
本试验中，将白蜡虫共生菌的数据与其它已研

究的昆虫数据做对比，发现白蜡虫共生菌群落结构

与其它昆虫相比，存在着极大的差异，具有独特性。

有１４个门，２９个纲，６０个目，１０９个科，１６５个属，５５
个种在二龄雌雄白蜡虫中被注释。在门分类单元水

平，优势菌是变形菌门，与已研究的大部分昆虫的优

势菌相同；在纲和目分类单元中，α变形菌纲的立克
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表２　白蜡虫二龄雌虫中共生菌前２０含量及分类地位
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｔａｘｏｎｏｍｉｃｓｔａｔｕｓｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄ－ｉｎｓｔａｒｆｅｍａｌｅｏｆＥｒａｃｅｒｕｓｐｅｌａ

ＯＴＵ
Ｎｏ．

分类地位 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃｓｔａｔｕｓ
纲 Ｃｌａｓｓ 目 Ｏｒｄｅｒ 科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ 种 Ｓｐｅｃｉｅｓ

含量／％
Ｃｏｎｔｅｎｔ

１ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ ８５．７４０

１３ α－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ ３．４２６

８ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １．８９１

２２ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ａｍｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ １．３８４

２１ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ １．０５８

３１ Ｃｙｔｏｐｈａｇｉａ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｌｅｓ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｃｅａｅ Ｈｙｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ ０．６３０

１１ α－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ａｄｈａｅｓｉｖｕｍ

０．５８０

２５ α－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ａｃｉｄｉｐｈｉｌｉｕｍ ０．４１１
４０ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ０．３５７
５３ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ ０．２５０
７５ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｂｒｙｏｃｅｌｌａ ０．２４３
２ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ ＳＲｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ ０．１８８
１１０ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｔｅｒｒｉｇｌｏｂｕｓ ０．１７０
１２３ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｆｒａｎｋｉａｌｅｓ ０．１５９
１２７ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ Ｄｅｒｍａｃｏｃｃａｃｅａｅ ０．１５３
９３ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｌｅｓ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｃｅａｅ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｃｅａｅ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｄｅｆｌｕｖｉｉ ０．１５２
１３９ Ｃｙｔｏｐｈａｇｉａ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｌｅｓ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｃｅａｅ Ｈｙｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ ０．１４１
１０３ Ｃｙｔｏｐｈａｇｉａ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｌｅｓ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｃｅａｅ Ｈｙｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ ０．１１８

１６８ α－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｋｏｍａｇａｔａｅ

０．１１７

１１５ α－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ ０．１０２

表３　白蜡虫二龄雄虫中共生菌前２０含量及分类地位
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｔａｘｏｎｏｍｉｃｓｔａｔｕｓｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄ－ｉｎｓｔａｒｍａｌｅｏｆＥｒａｃｅｒｕｓｐｅｌａ

ＯＴＵ
Ｎｏ．

分类地位 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃｓｔａｔｕｓ
纲 Ｃｌａｓｓ 目 Ｏｒｄｅｒ 科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ 种 Ｓｐｅｃｉｅｓ

含量／％
Ｃｏｎｔｅｎｔ

１ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ ９５．４６２

４８ Ｂａｃｉｌｌｉ Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ Ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓｇｉｂｓｏｎｉｉ ０．７４７

１３ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ ０．７０８

８ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．６００

２１ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ０．３６０

２ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ ０．１７１

２０ γＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ ０．１３５

１５ Ｂａｃｉｌｌｉ Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ０．１３２

４２２ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ ０．０８４

２２ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ａｍｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．０７１

１０３ Ｃｙｔｏｐｈａｇｉａ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｌｅｓ Ｃｙｔｏｐｈａｇａｃｅａｅ Ｈｙｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ ０．０６５

４０ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ０．０６２

１６８ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｋｏｍａｇａｔａｅ ０．０６１

１１５ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ ０．０５０

１４７ αＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ ０．０５０

９８ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ０．０４０

３１９ βＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ｍａｓｓｉｌｉａ ０．０４０

１８０ Ｂａｃｉｌｌｉ Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ ０．０３７

３３ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ Ｃｅｒｃｉｓｇｉｇａｎｔｅａ ０．０３５

１９０ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．０３５
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表４　白蜡虫二龄幼虫共生菌多样性分析
Ｔａｂｌｅ４　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅ

ｓｅｃｏｎｄｉｎｓｔａｒｌａｒｖａｅｏｆＥｒｉｃｅｒｕｓｐｅｌａ

分组

Ｇｒｏｕｐ
物种个数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｅｃｉｅｓ
Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ ＳｈａｎｎｏｎＳｉｍｐｓｏｎ

二龄雌虫（ＳＦ） ２６５ １６８．３６１１７３．８４４１．２２８ ０．２６２

二龄雄虫（ＳＭ） ２５５ １５３．１７３１６６．６５１０．４７３ ０．０８８

次氏体目为优势菌，与泽兰实蝇（Ｐｒｏｃｅｃｉｄｏｃｈａｒｅｓｕｔｉ
ｌｉｓＳｔｏｎｅ）相同［３５］，而在灰飞虱（Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ
Ｆａｌｌéｎ）、烟粉虱（ＢｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉＧｅｎｎａｄｉｕｓ）、茶尺蠖
（ＥｃｔｒｏｐｉｃｏｂｌｉｑｕｅＰｒｏｕｔ）中作为次优势菌被发
现［２９－３０，３８］；当具体到下面的分类单元中（科与属）发

现，即便在半翅目，白蜡虫与其它昆虫的共生菌也存

在着巨大的差异：如豌豆长管蚜（Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎｐｉｓｕｍ
Ｈａｒｒｉｓ）与黑豆蚜（ＡｐｈｉｓｆａｂａｅＳｃｏｐｏｌｉ）的优势菌布赫
纳氏菌，烟粉虱中的优势菌 Ｈａｍｉｌｔｏｎｅｌｌａ，点蜂缘椿
象（ＲｉｐｔｏｒｔｕｓｃｌａｖａｔｕｓＴｈｕｎｂｅｒｇ）与中华稻缘蝽（Ｌｅｐｔｏ
ｃｏｒｉｓａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＤａｌｌａｓ）中的伯克氏菌属均没有在白
蜡虫中被发现［２７，３０－３１］；扶桑绵粉蚧（Ｐｈｅｎａｃｏｃｃｕｓｓｏ
ｌｅｎｏｐｓｉｓＴｉｎｓｌｅｙ）中的优势菌不动杆菌属、灰飞虱中
的醋酸杆菌科（Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）在白蜡虫中含量极
低［２８－２９］，其中，不动杆菌属在白蜡虫二龄雌虫中的

相对含量约为万分之一，雄虫亿分之一，醋酸杆菌科

在雌若虫中０．６３％，雄若虫中０．０４％。白蜡虫的次
优势菌与其他昆虫相比也有巨大的差异，如根瘤菌

目、芽孢杆菌目、鞘脂单胞菌目在其他的昆虫中均没

有作为优势菌或次优势菌被发现。白蜡虫共生菌群

落结构的独特，原因可能与其特殊的生活史、生活环

境密不可分。

此外，孙涛等曾对昆明与长春的越冬白蜡虫的

雌虫共生菌做过研究［２６］。将本次实验得到的数据

与之相比发现，它们之间既有相似，又有差异（图

２）。如在门分类单元，昆明与长春越冬雌虫变形菌
门相对含量分别为４１．５７％、７２．２５％，为主要共生
菌。在属分类单元，白蜡虫二龄若虫与长春越冬雌

虫的优势菌均为立克次氏体，但后者的相对含量

（５５．７７％）低于前者，然而昆明越冬雌虫的优势菌
乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）未在白蜡虫二龄若虫中发现；
昆明越冬雌虫中的次优势菌假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ）、鞘氨醇单胞菌属、Ｈｙｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ在本实验中
均被发现，且含量较高（表２、３），长春越冬雌虫的次
优势菌仅有假单胞菌属在白蜡虫二龄若虫中存在。

白蜡虫二龄若虫与越冬虫态的内共生菌差异较大，

推测这可能是白蜡虫不同的采集地点、不同的发育

龄期、不同的生境等多方面原因造成的。

图２　白蜡虫二龄若虫与昆明、长春越冬雌虫共生菌对比
Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｔｒａｓｔｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｎｓｔａｒｎｙｍｐｈｓｏｆＥｒｉｃｅｒｕｓｐｅｌａａｎｄｏｖｅｒｗｉｎｔｅｒｉｎｇ

ＥｒｉｃｅｒｕｓｐｅｌａｉｎＫｕｎｍｉｎｇａｎｄＣｈａｎｇｃｈｕｎ

　　本研究中，立克次氏体属无论在雌虫还是雄虫
中含量均最高，分别为８５．７４０％和９５．４６２％，处于
绝对优势地位。立克次氏体常在脊椎动物中作为病

原菌存在，后在豌豆蚜、烟粉虱等昆虫中相继被发

现［４０－４１］。目前的研究发现，它对昆虫的作用主要有

影响宿主的生殖、提高适合度和增加抵抗力三个方

面。Ｍａｊｅｒｕｓ等［４２］发现，立克次氏体对日本瓢虫

（ＰｒｏｐｙｌｅａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂｅｒｇ）有杀雄作用；Ｈａｇｉｍｏｒｉ
等［４３］实验证明，立克次氏体可以影响芙新姬小蜂

（ＮｅｏｃｈｒｙｓｏｃｈａｒｉｓｆｏｒｍｏｓａＷｅｓｔｗｏｏｄ）卵母细胞的减数
分裂，进而完成孤雌生殖［４３］；Ｅｌａｄ等［４１］和 Ｈｉｍｌｅｒ
等［４４］的实验发现，立克次氏体对 Ｂ型烟粉虱（
ＭＥＡＭ１隐种）后代的存活率、产卵量以及发育速度
都有不同程度的提高；同时，对烟粉虱的一些实验也

８３



第５期 吕　品，等：基于１６Ｓ测序分析白蜡虫二龄雌雄若虫共生菌的多样性分析

表明，立克次氏体对宿主高温的忍耐性、对病原菌丁

香假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ）和寄生蜂（Ｅｒｅｔ
ｍｏｃｅｒｕｓｍｕｎｄｕｓＭｅｒｃｅｔ）抵抗能力都有显著提
升［１１－１３］。二龄白蜡虫雌虫生活在枝条上后终生不

再移动，直至死亡，二龄白蜡虫雄虫也一直生活在枝

条上，直至雄成虫羽化。这种不能移动的生长发育

模式使得白蜡虫在抵御天敌方面处于天然的劣势地

位，而立克次氏体可以提高宿主昆虫的环境适合度、

增强对天敌和病原菌的可抵抗能力，这可能是白蜡

虫体内立克次氏体含量异常高的原因之一。二龄雄

若虫更是如此，它会在其体表分泌一层厚而致密的

蜡层，虽然可以起到保温、保湿、防强光等作用，为白

蜡虫提供一个有利于生存的微环境。但是其维持的

微环境也有利于天敌的滋生，如白蜡虫花翅跳小蜂

（ＭｉｃｒｏｔｅｒｙｓｅｒｉｃｅｒｉＩｓｈｉｉ）、白蜡虫啮小蜂（Ｔｅｔｒａｓｔｉｃｈｕｓ
ｋｏｄａｉｋａｎｄｌｅｎｓｉｓＳａｒａｓｗａ）、白 蜡 虫 阔 柄 跳 小 蜂
（ＭｅｔａｐｈｙｃｕｓｅｒｉｃｅｒｉＸｕｅｔＪｉａｎｇ）等时刻威胁着白蜡虫
的生存［４５］。与同时期的雌虫相比，雄虫缺乏高度角

质化的甲壳素，使得立克次氏体对雄虫来说更为重

要，这也可能是雄若虫立克次氏体含量高于雌若虫

的原因之一。雌虫没有白蜡的覆盖，直接暴露在环

境中，会受到风吹、阳光直射等自然环境的影响，相

对多样的共生菌菌群可能提高对环境、天敌的适合

度，保证雌虫的正常生长发育。

白蜡虫次优势菌方面，雌雄既有相似也存在着

差异（表２、３）。如根瘤菌目均在二者中被发现，且
含量相对较高；但雄若虫中还存在芽孢杆菌属，其在

短刀乳白蚁（ＣｏｐｔｏｔｅｒｍｅｓａｃｉｎａｃｉｆｏｒｍｉｓＦｒｏｇｇａｔｔ）、欧洲
散白蚁（ＲｅｔｉｃｕｌｉｔｅｒｍｅｓｌｕｃｉｆｕｇｕｓＲｏｓｓｉ）中被报道具有
固氮作用［４６－４７］。鞘氨醇单胞菌属在雌雄虫中也都

被发现，它的代谢具有多样性，可以降解多种化合

物，其中包括了除草剂和杀虫剂［４８－４９］，它的存在可

能提高白蜡虫对杀虫剂的抵抗力，而且没有致密蜡

层包被、裸露在外、更容易受到杀虫剂影响的雌虫中

含量（１．０５８％）高于雄虫（０．３６０％）也可以侧面印
证这一观点；此外，该菌的生长会产生类胡萝卜

素［５０］，类胡萝卜素既是一种天然的色素，又有抗氧

化作用，还是维生素Ａ的前体（β胡萝卜素），因此，
推测它与昆虫形成与树干相似的保护色、抗氧化、维

生素Ａ的合成等相关。除此之外，本次实验中还发
现了与松树属叶绿体部分基因（Ｇｅｎｅｂａｎｋ序列号：
ＮＣ＿０４１１０８．１）相似度极高的一段序列，且含量较
高，曾在茶尺蠖与白蜡虫幼虫肠道研究中出现类似

现象［３８，２４］，被认为是昆虫取食污染所致。然而，二

龄白蜡虫以韧皮部的汁液为食，造成样品污染的可

能性较小，且在本实验室其它实验中发现白蜡虫虫

卵中也有该片段的存在，所以基本排除样品污染的

可能，该序列的鉴定与功能有待进一步的探索。

与大多数的昆虫共生菌不同，白蜡虫中缺乏可

以提供营养、合成必须氨基酸的布赫纳氏菌，常见的

沃尔巴克氏体菌也未被发现。与之相反的，白蜡虫

体内立克次氏体相对含量高于８５％，其功能可能不
仅是提高宿主对环境适合度、天敌的防御能力，还可

能存在其它的功能，如是否可以协助白蜡虫吸收或

者提供营养？此外根瘤菌和芽孢杆菌是否可以通过

体内固氮来满足白蜡虫生长发育和泌蜡的营养需

求，还需要进一步研究。

４　结论
白蜡虫二龄若虫共生菌种类丰富，共有 １４个

门，２９个纲，６０个目，１０９个科，１６５个属得到注释。
立克次氏体为白蜡虫雌雄二龄若虫的优势菌，且含

量极高；雌雄若虫的次优势菌有所差异，二龄雌若虫

的次优势菌按丰度排序依次为根瘤菌目、甲基杆菌、

Ａｍｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ，而雄虫为吉氏芽孢杆菌、根瘤菌目、
甲基杆菌。此外，通过计算分析发现，白蜡虫二龄雌

若虫α多样性高于雄虫。
白蜡虫与其它昆虫的共生菌有很大差异，如立

克次氏体在白蜡虫二龄若虫中占绝对优势，其它昆

虫中常见的布赫纳氏菌和沃尔巴克氏体未在白蜡虫

中发现。白蜡虫二龄若虫共生菌独特的现象可能与

白蜡虫独特的生物习性、生态学特征和营养相关。
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