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基于 ＤＮＡ 复合条形码技术的蝗虫肠道共生真菌多样
性研究

杨丽平，常会会，李　 杰，张智斌，黄　 原∗
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摘要：利用 ＤＮＡ 复合条形码技术，研究了 １１ 个样本的蝗虫肠道共生真菌的多样性。 结果显示：ＩＴＳ 在所研究的物种中鉴定了

５ 门１６ 纲 ２９ 目 ４０ 属 ２７８６ ＯＴＵ 真菌。 肠道真菌群落组成分析结果显示：所有物种肠道真菌类群中含量最高的是木耳菌目和银

耳目，其中斑翅蝗科的真菌类群多样性相对最高，斑腿蝗科的真菌类群多样性相对最低，表明各蝗虫肠道之间存在着明显的菌

群多样性变化。 α 多样性分析结果显示：斑翅蝗科的共生真菌群落丰富度和多样性最高，斑腿蝗科的则最低。 β 多样性分析结

果显示：（１）同科的各个种的肠道真菌群落结构差异性较小，不同科的种的肠道真菌群落结构差异性较大；（２）剑角蝗科的肠道

真菌群落结构与其他物种的相似性均相对较低，而且在两个不同取样地得到的中华剑角蝗的真菌群落结构相似性也相对较低。
聚类分析结果显示：（１）同科的蝗虫肠道真菌首先聚到一起，且群落相似性也相对较高；（２）布勒掷孢酵母属、内疣衣属和外瓶

霉属 ３ 个属在蝗虫肠道真菌中是优势菌属。
关键词：ＤＮＡ 复合条形码；蝗虫；肠道共生真菌；真菌多样性
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ＤＮＡ 复合条形码是指利用高通量测序技术同时获得很多物种的条形码序列以进行群落分类单元组成的

鉴定方法［１］。 该技术可以对大量混合样本快速地进行物种鉴定，避免了单物种 ＤＮＡ 条形码鉴定的低效率，其
快速、可重复、高效等特点让更多的科研人员和项目管理者能够轻松进行生物多样性评估。 随着高通量测序

技术的发展、条形码数据库的完善和生物信息学软件的开发，ＤＮＡ 复合条形码技术已成为微生物多样性检测

的常用技术。
ＤＮＡ 复合条形码从诞生以来已普遍应用于微生物群落的多样性研究，在共生真菌多样性研究方面，

Ｓｃｈｍｉｄｔ［２］通过对德国弗勒斯海姆的 １６ 个土壤样本的真菌进行内转录间隔区 ＩＴＳ１（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ）
区域的 ＰＣＲ 扩增，将扩增产物进行高通量第二代测序，结果得到 ３３２０ 个操作分类单元 ＯＴＵ（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ），同时表明群落相似性随着地理位置的疏远逐渐降低；Ｓｉｄｄｉｑｕｅ［３］ 采用复合条形码技术，对 ３
个不同地区设有梯度海拔的欧洲桦木树叶的真菌群落多样性进行了分析，总结出一个关于真菌全长 ＩＴＳ 的双

末端测序的准确且有效的数据处理流程；燕勇等［４］通过对 ３ 株真菌的 ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 序列进行分析，探讨基于 ＩＴＳ
多态性的序列分析在真菌鉴定中的应用；隋心等［５］ 利用 Ｔｉａｎｇｅｎ ＤＰ３３０ 土壤提取试剂盒对土壤总 ＤＮＡ 进行

提取并对真菌的 ＩＴＳ⁃ＰＣＲ 体系进行优化，建立了最佳 ＩＴＳ⁃ＰＣＲ 扩增体系。 此外，ＤＮＡ 复合条形码在动物多样

性［６］、植物多样性［７］、动物食性分析和排泄物［８］等方面都有广泛的应用。
蝗虫是世界性的农业害虫，在我国分布范围广、种群数量大。 近年来，受异常气候及生态环境恶化等因素

的影响，我国蝗虫灾害的发生逐年加重，严重影响农业、畜牧业的可持续发展和农田、草原生态环境质量［９］。
了解蝗虫肠道内共生真菌，掌握共生菌与宿主的关系以及肠道真菌群落组成，对于利用寄生真菌或真菌代谢

产生的有机物防治蝗虫有潜在的应用价值。
目前对昆虫肠道共生真菌的研究有限。 国内有文献报道了取食不同品种茶叶的茶尺蠖幼虫肠道真菌［１０］

和黑翅土白蚁（Ｏｄｏｎｔｏｔｅｒｍｅｓ ｆｏｒｍｏｓａｎｕｓ）肠道中分离得到了一株产漆酶内生真菌［１１］；国外有文献报道了在哥

斯达黎加的热带雨林中以木质为生的甲虫肠道中的细菌和真菌，得到真菌 ３ 门 １６ 目 ２４ 科 ４０ 属，且木霉属是

最丰富的真菌属［１２］。 关于蝗虫肠道共生真菌多样性的研究就比较少。
本文选择真菌核糖体 ＲＮＡ 基因簇的内转录间隔区（ＩＴＳ）作为条形码标记，用 ＤＮＡ 复合条形码技术对蝗

虫肠道共生真菌组成和群落结构进行了初步研究，用 α 和 β 多样性以及聚类分析比较了不同蝗虫肠道中真

菌多样性组成的差别，初步揭示了蝗虫肠道真菌的多样性。
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１　 材料与方法

１．１　 样品采集

研究使用的蝗虫标本于 ２０１５ 年 ９—１１ 月间采自秦岭南五台山和陕西师范大学校园﹙表 １）。 实验前使

蝗虫饥饿过夜，排空体内食物残渣，用已灭菌的镊子从蝗虫的头胸部背间膜将肠道轻轻取出并立即浸泡在提

前已装 ２ ／ ３ 无水乙醇的 ５０ ｍＬ 的离心管中，同时将虫体一并放入管中等待鉴定，保存于－２０℃ 冰箱中用于

ＤＮＡ 的提取。
１．２　 总 ＤＮＡ 的提取

将浸泡在无水乙醇中的蝗虫肠道用已灭菌过的镊子取出，轻放在吸水纸上，此过程需在无菌操作台进行，
待无水乙醇挥发干净后，采用酚⁃氯仿方法［１３］ 对其进行总 ＤＮＡ 提取，得到 １１ 个 ＤＮＡ 样品，样品标号如表 １
所示：

表 １　 研究标本信息和真菌鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｕｄｉｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｆｕｎｇｉ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

采样地
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

样本编码
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ

数量
Ｑｕａｎｔｉｔｙ

采样时间
Ｄａｔｅ

鉴定结果
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔ

斑翅蝗科 疣蝗 Ｔｒｉｌｏｐｈｉｄｉａ ａｎｎａｌａｔａ 南五台 Ｎ⁃Ａ ３ ０９⁃１３ ９ 纲 １２ 目

Ｏｅｄｉｐｏｄｉｄａｅ 校园　 Ｘ⁃Ａ ３ ０９⁃２１ １０ 纲 １２ 目

锥头蝗科 短额负蝗 Ａｔｒａｃｔｏｍｏｒｐｈａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ 南五台 Ｎ⁃Ｂ ３ ０９⁃１３ ６ 纲 ８ 目

Ｐｙｒｇｏｍｏｒｐｈｉｄａｅ 校园　 Ｘ⁃Ｂ ３ ０９⁃２１ ７ 纲 ９ 目

剑角蝗科 中华剑角蝗 Ａｃｒｉｄａ ｃｉｎｅｒｅａ 南五台 Ｎ⁃Ｃ １ ０９⁃１３ ６ 纲 ８ 目

Ａｃｒｉｄｉｄａｅ 校园　 Ｘ⁃Ｃ １ ０９⁃２１ ８ 纲 ９ 目

网翅蝗科 中华雏蝗 Ｃｈｏｒｔｈｉｐｐｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 南五台 Ｎ⁃Ｄ ３ ０９⁃１５ ４ 纲 ５ 目

Ａｒｃｙｐｔｅｒｉｄａｅ 素色异爪蝗 Ｅｕｃｈｏｒｔｈｉｐｐｕｓ ｕｎｉｃｏｌｏｒ 南五台 Ｎ⁃Ｇ ３ １０⁃２１ ５ 纲 ７ 目

斑腿蝗科 秦岭小蹦蝗 Ｐｅｄｏｐｏｄｉｓｍａ ｔｓｉ ｎｌｉｎｇｅｎｓｉｓ 南五台 Ｎ⁃Ｅ １ ０９⁃１５ ２ 纲 ３ 目

Ｃａｔａｎｔｏｐｉｄａｅ 峨眉腹露蝗 Ｆｒｕｈｓｔｏｒｆｅｒｉｏｌａ ｏｍｅｉ 南五台 Ｎ⁃Ｆ １ １０⁃２１ ２ 纲 ２ 目

短角外斑腿蝗 Ｘｅｎｏｃａｔａｎｔｏｐｓ ｂｒａｃｈｙｃｅｒｕｓ 南五台 Ｎ⁃Ｈ １ １０⁃２１ ５ 纲 ５ 目

１．３　 ＰＣＲ 扩增以及测序

根据 Ｗｈｉｔｅ［１４］ 等 类 似 研 究 所 采 用 的 引 物， 实 验 扩 增 真 菌 ＩＴＳ 的 正 向 引 物 为 ＩＴＳ５： ５′⁃
ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ⁃ ３′，反向引物为 ＩＴＳ４：５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴ ＧＣ⁃ ３′，扩增长度约为

７５０ｂｐ。 为了能够同时对多个样品进行测序，以及在后续分析中区分每个样品序列，在每个样品的 ５′端都加了

一个 ７ｂｐ 的标签序列。
实验中 ＰＣＲ 体系为 ２０ μＬ，包括 １０ μＬ 的 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ ｗｉｔｈ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｄｙｅ，１．０ μＬ 的 ＤＮＡ 模版，上游

引物（１０ μＭ）和下游引物（１０ μＭ）各 １ μＬ，７ μＬ 的双蒸水。 ＩＴＳ 的扩增循环程序是：９８℃ ５ ｍｉｎ 预热，２７ 个循

环：９８℃ ３０ ｓ，４７．６℃ ４５ ｓ，７２℃ ６０ ｓ，７２℃ ５ ｍｉｎ 延伸，４℃保温。
ＰＣＲ 产物送往上海派森诺生物科技有限公司进行高通量测序，ＩＴＳ 采用 ４５４ ＦＬＸ＋平台进行测序。

２　 数据处理和分析

２．１　 原始序列处理：质量过滤和嵌合体的去除

首先，将测序得到的原始数据以 ｓｆｆ 格式保存，ｓｆｆ 文件是一种二进制文件，用 ｍｏｔｈｕｒ［１５］软件中的 ｓｆｆｉｎｆｏ 命

令从中提取 ｆａｓｔａ 序列文件和 ｑｕａｌ 质量文件，这一过程就已经对原始数据进行了初步的质量过滤。 然后，根据

序列中用于区分样品的一段碱基序列信息提取每个样品的有效序列。
由于 ＰＣＲ 扩增可能会产生嵌合体序列，测序过程中会产生点突变等测序错误，为了保证结果的准确性，
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htt
p:/

/w
ww.ec

olo
gic

a.c
n

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

需要对有效序列进一步的过滤和去除嵌合体。 实验用 Ｑｉｉｍｅ［１６］ 软件进行序列过滤，用 ｍｏｔｈｕｒ 软件去除嵌合

体序列。
２．２　 ＯＴＵ 分类和注释

使用 Ｑｉｉｍｅ 软件中的 ｕｃｌｕｓｔ［１７］对所得到的优质序列按照 ０．９７ 的相似度进行 ＯＴＵ 聚类，选取每个 ＯＴＵ 中

最长序列为代表序列；将 ＩＴＳ 的代表序列与数据库 Ｕｎｉｔｅ 比对，获得每个 ＯＴＵ 分类学信息。 然后，根据注释得

到的精简 ＯＴＵ 列表，用 ｅｘｃｅｌ 和 ｍｏｔｈｕｒ 软件做目水平上的群落百分比堆积图和样品间 Ｖｅｎｎ 图。
２．３　 群落多样性分析

根据物种丰度，用 ｍｏｔｈｕｒ 软件中的 ｓｕｍｍａｒｙ．ｓｉｎｇｌｅ 命令，求出每个样品的 Ｃｈａｏ１，ＡＣＥ，Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数。 其中 Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ 指数是群落丰富度指数，二者的值越大，说明群落丰富度越高；Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数是群落多样性指数，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数越大，说明群落多样性越低，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数越大，说明群落多样性越高。

用 Ｑｉｉｍｅ 软件，根据各样品的物种进化和丰度信息，进行 Ｕｎｉｆｒａｃ［１８⁃１９］分析，得到样品间差异距离矩阵，然
后进行非度量多维尺度法 ＮＭＤＳ（ｎｏｎ⁃ｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ）分析。
２．４　 聚类分析

根据精简后的 ＯＴＵ 列表，用 Ｒ 软件中的 ｐｈｅａｔｍａｐ 程序包进行属水平上的聚类分析，并绘制出

ｈｅａｔｍａｐ［２０⁃２１］图。

３　 结果

３．１　 测序质量评价

经最初的质量过滤与拼接后真菌 ＩＴＳ 得到的有效序列有 １３１２０７ 条，根据序列质量控制标准，经优化处理

后共获得 １３０６００ 条序列，优质序列所占比例为 ９９．５４％。 各个样本的序列数及所占比例见下表 ２。

表 ２　 各个样本的序列及其比例结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

有效序列
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

优质序列
Ｈｉｇｈ ｑｕａｌｉｔｙ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

％ 样本
Ｓａｍｐｌｅ

有效序列
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

优质序列
Ｈｉｇｈ ｑｕａｌｉｔｙ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

％

Ｎ⁃Ａ １０７８６ １０５３９ ９７．７１ Ｎ⁃Ｇ １４４９９ １４４９４ ９９．９７

Ｎ⁃Ｂ １１１８７ １１１８１ ９９．９５ Ｎ⁃Ｈ １２５９２ １２５１８ ９９．４１

Ｎ⁃Ｃ １４２５８ １４２２８ ９９．７９ Ｘ⁃Ａ １３１３０ １３０５７ ９９．４４

Ｎ⁃Ｄ １３３５７ １３３３９ ９９．８７ Ｘ⁃Ｂ ７４１５ ７３５５ ９９．１９

Ｎ⁃Ｅ １２２５１ １２１６７ ９９．３１ Ｘ⁃Ｃ １１８３６ １１８２９ ９９．９４

Ｎ⁃Ｆ ９８９６ ９８９３ ９９．９７ 合计 Ｔｏｔａｌ １３１２０７ １３０６００ ９９．５４

３．２　 类群组成和群落结构

将 ＩＴＳ 鉴定所得的优质序列与数据库比对，共鉴定了 ５ 门 １６ 纲 ２９ 目 ４０ 属，其中各样本组成情况见表 １。
在总层次上 ＯＴＵ 的分类情况如图 １ 所示，ＩＴＳ 鉴定得到 Ｎ⁃Ａ 和 Ｎ⁃Ｂ 的共有 ＯＴＵ 是 ２８２，特有 ＯＴＵ 分别是 ４７８
和 ２６８；Ｎ⁃Ｃ 和 Ｎ⁃Ｄ 的共有 ＯＴＵ 是 ６，特有 ＯＴＵ 分别是 ２２０ 和 ８５；Ｎ⁃Ｅ 和 Ｎ⁃Ｆ 的共有 ＯＴＵ 是 ６，特有 ＯＴＵ 分别

是 １０１ 和 ８８；Ｎ⁃Ｇ 和 Ｎ⁃Ｈ 共有 ＯＴＵ 是 １，特有 ＯＴＵ 分别是 ２１４ 和 １０５；Ｘ⁃Ａ 和 Ｘ⁃Ｂ 的共有 ＯＴＵ 是 １，特有 ＯＴＵ
分别是 ９３３ 和 ５４４；Ｘ⁃Ｂ 和 Ｘ⁃Ｃ 的共有 ＯＴＵ 是 １９，特有 ＯＴＵ 分别是 ５２６ 和 １８６，同时还可以看出，各样本之间

存在着明显的菌群多样性变化。
根据 ＯＴＵ 列表，可以用样品在各分类水平（门、纲、目、科、属）上的物种组成比例情况，来反应样品在不同

分类水平上的群落结构。 对不同样本的真菌群落组成比较可知（图 ２），真菌银耳目（Ｔｒｅｍｅｌｌａｌｅｓ）在 Ｎ⁃Ａ、Ｎ⁃
Ｂ、Ｎ⁃Ｇ、Ｎ⁃Ｈ、Ｘ⁃Ａ 和 Ｘ⁃Ｂ 样本中微生物群落结构所占比例最高，均约 ５０％，而在 Ｎ⁃Ｅ、Ｎ⁃Ｆ 和 Ｘ⁃Ｃ 样本中所占

比例较低，不超过 ３０％；真菌木耳目（Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａｌｅｓ）在 Ｎ⁃Ｄ 样本中群落结构所占比例最高达 ５０％，其余目在各
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图 １　 ＩＴＳ 在总层次上组间 ＯＴＵ 的 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｔｅｒｂｌｏｃｋ ｆｏｒ ＩＴＳ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌ

图中 Ｎ⁃Ａ—Ｎ⁃Ｈ 分别代表南五台每个样本的总和，Ｘ⁃Ａ—Ｘ⁃Ｃ 分别代表学校每个样本的总和

个样本中所占比例相对较少。 由此可见，真菌中银耳目和木耳菌目在蝗虫肠道中微生物群落结构最丰富。

图 ２　 不同蝗虫肠道真菌在目水平上的群落结构组成

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｎｇｉ ａｔ ｔｈｅ Ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｓｓｈｏｐｐｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

３．３　 α 多样性分析

根据 ＯＴＵ 聚类分析结果， 采用 Ｃｈａｏ１，ＡＣＥ，Ｓｉｍｐｓｏｎ， Ｓｈａｎｎｏｎ 评估指数分别对样本进行多样性分析［２２］。
Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ 指数表明 Ｎ⁃Ａ 和 Ｘ⁃Ａ 的群落丰富度相对最高，Ｎ⁃Ｅ、Ｎ⁃Ｆ 和 Ｎ⁃Ｈ 的群落丰富度则相对最低；
Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数表明 Ｎ⁃Ａ 和 Ｘ⁃Ａ 的群落多样性相对最高，而 Ｎ⁃Ｄ、Ｎ⁃Ｅ 和 Ｎ⁃Ｆ 的则相对最低。 综合以

上可以得出：Ｎ⁃Ａ 和 Ｘ⁃Ａ 的群落丰富度和群落多样性相对最高，而 Ｎ⁃Ｅ 和 Ｎ⁃Ｆ 的则相对最低。 各样本多样性

指数见表 ３。
３．４　 群落相似性分析

用样品之间物种进化和丰度信息，进行 Ｕｎｉｆｒａｃ 分析，得到样品间差异距离矩阵，然后用差异距离矩阵进

行 ＮＭＤＳ 分析，得到 ＮＭＤＳ 图，如图 ３ 所示，图中两点之间的距离越近说明两者之间的微生物群落差异性越
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小，即二者的相似性越大。 ＮＭＤＳ 图显示：群落差异较小的组别为 Ｎ⁃Ａ （－１．０４）和 Ｘ⁃Ａ （－１．０５），其次为 Ｎ⁃Ｂ
（０．９７）和 Ｘ⁃Ｂ （０．９０）、Ｎ⁃Ｅ（－０．８０）和 Ｎ⁃Ｆ （－０．７６）、Ｎ⁃Ｄ（－０．２４）和 Ｎ⁃Ｇ（－０．０６），群落差异较大的组别为 Ｘ⁃Ｃ
（０．３９）和 Ｎ⁃Ｃ（０．２７）。

表 ３　 各样本真菌多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

样本
Ｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

样本
Ｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｎ⁃Ａ ９０７．８８ ８９６．９７ ０．９９ ８．２３ Ｎ⁃Ｇ ２７５．６４ ２７５．７０ ０．９８ ６．３１

Ｎ⁃Ｂ ６５２．４３ ６６１．５９ ０．９９ ７．６１ Ｎ⁃Ｈ １６３．３３ １２８．７８ ０．９８ ５．６９

Ｎ⁃Ｃ ２８３．２３ ２６０．５５ ０．９８ ６．２７ Ｘ⁃Ａ １１２４．４５ １１２７．５９ ０．９９ ８．３０

Ｎ⁃Ｄ ２１３．００ １９９．５２ ０．９０ ５．０６ Ｘ⁃Ｂ ６６６．２８ ６５９．８８ ０．９９ ７．９０

Ｎ⁃Ｅ １２１．２５ １１４．８８ ０．９５ ５．０１ Ｘ⁃Ｃ ２７０．１８ ２５４．４０ ０．９６ ５．７５

Ｎ⁃Ｆ ９７．００ ９７．１７ ０．９６ ５．４２

图 ３　 各样品在对群落结构影响最大两因素下的 ＮＭＤＳ 图

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ＮＭＤＳ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｓｔ

ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｈａｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

３．５　 聚类分析

在属水平上对 １１ 个样本 ＯＴＵ 分类进行聚类，如图

４ 所示。 由图可知，Ｎ⁃Ｂ 和 Ｘ⁃Ｂ 聚为一类，说明不同环

境下短额负蝗肠道共生真菌在属水平上群落相似性较

高；而 Ｎ⁃Ｄ 和 Ｎ⁃Ｆ 聚为另一类，表明中华雏蝗和峨眉腹

露蝗两物种的肠道共生真菌群落相似性较高。 从属的

丰富度分布来看，布勒掷孢酵母属（Ｂｕｌｌｅｒａ）、铁艾酵母

属 （ Ｔｉｌｌｅｔｉｏｐｓｉｓ）、油脂酵母属 （ Ｌｉｐｏｍｙｃｅｓ）、内疣衣属

（Ｏｃｈｒｏｌｅｃｈｉａ）、外瓶霉属（Ｅｘｏｐｈｉａｌａ）在 １１ 个样本间所

占比例较高，相对丰度在 ２—３ 之间，为优势菌属；而青

霉菌属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏ）和镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）这两个属

是劣势菌属。 从青霉菌属中可以筛选到对昆虫有明显

杀虫活性的物质，如桔青霉素、红青霉素和青霉酸等；从

镰刀菌属中也可筛选到对昆虫有明显杀虫活性的物质，如 Ｔ⁃ ２ 霉素、玉米赤霉烯酮和单端孢素等。 但是这两

种劣势菌属在用传统培养法研究结果中却是优势菌属［２３］，其主要原因可能是蝗虫肠道中的真菌很多不能以

常规培养方法所培养，或者因为丰度太低或生长太慢没有被分离纯化，从而使得培养法所获得的种类远低于

高通量方法获得的种类。

４　 分析与讨论

目前，对昆虫肠道微生物区系的研究大多是针对细菌多样性研究，而对肠道真菌多样性的研究报道还比

较少［２４］。 本文以复合条形码方法研究了蝗虫成虫肠道真菌多样性，从以下几方面来进行结果分析与讨论。
（１）肠道微生物与蝗虫生活环境的关系

从类群组成和群落结构来看，校园中的疣蝗、短额负蝗和中华剑角蝗要比分布在南五台山的相应蝗虫的

真菌类群多些；且斑翅蝗科的真菌类群要比锥头蝗科及剑角蝗科类群多，从总层次上也可以得出相似的结论。
这表明环境的变化会对同种蝗虫的真菌多样性造成一定影响。 有研究表示，根据栖息地多样性与昆虫的肠道

微生物以及昆虫本身的多样性呈正相关。 这说明昆虫肠道内的微生物多样性以及它们的功能与昆虫所生活

的栖息地有密切关系，这些结果对如何减少栖息地生物多样性可能会影响生活的物种可以发挥的生态功能具
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图 ４　 各样品肠道真菌在属水平上的热图

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｈｅａｔｍａｐ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ Ｆｕｎｇｉ ａｔ ｔｈｅ Ｇｅｎｅｒａ ｌｅｖｅｌ

有重要意义［２５］。
（２）肠道微生物与蝗虫食性的关系

α 多样性是在一个特定区域或生态系统内的多样性，常用微生物的群落丰富度（物种数）和多样性（均匀

度）来度量，也就是估计所鉴定的微生物类群中物种的数量以及各样本的均匀度。 在 α 多样性分析中，两地

的疣蝗的肠道微生物群落丰富度和多样性最高，秦岭小蹦蝗和峨眉腹露蝗的肠道微生物群落丰富度和多样性

最低，这可能是由于它们的食性差异造成的。 研究表明，食性对昆虫肠道微生物的影响是复杂的［２６］，每个蝗

虫都有属于自身的摄食特性，不同种蝗虫就会由于食性的不同而导致肠道真菌群落丰富度和多样性有所

差异。
（３）肠道微生物组成与分类系统的关系

β 多样性是不同生态系统之间的多样性比较，是物种组成在不同环境或群落间的变化，它是生物多样性

的重要组成部分，与许多生态学和进化生物学问题密切相关，常用相似性来度量。 在此，主要是用来说明不同

科和不同取样地的蝗虫肠道微生物群落组成的差异，群落差异越小即越相似，说明 β 多样性越低；反之，差异

越大即越不相似，说明 β 多样性越高。 从各样本之间的 ＮＭＤＳ 图来看，疣蝗和短额负蝗两个物种在不同环境

下，其肠道内共生真菌群落结构组成相似，不以取样地的改变而变化。 中华雏蝗和素色异爪蝗、秦岭小蹦蝗和

峨眉腹露蝗的真菌群落结构组成也很相似，但是中华剑角蝗却因为环境的不同两者之间的真菌群落组成相似

性较低，且中华剑角蝗的真菌群落组成与其他物种的相似性也较低。 由此可见，同科的蝗虫肠道真菌群落结

构相似，不同科的则不相似，中华剑角蝗除外。 对于以上这个结论，同科的蝗虫摄食习惯可能相近，而不同科

的蝗虫摄食习惯则不同，因此，会造成同科的蝗虫肠道真菌群落组成相似，不同科的则不相似。
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ＤＮＡ 复合条形码技术扩大了微生物多样性的研究范围，为水体和土壤环境中的微生物多样性研究打开

了一扇大门，尤其可以更加快速高效的用于研究动物肠道微生物多样性。 如 Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ Ｍｉｌａｎｉ 等［２７］ 通过扩增

１６ＳｒＤＮＡ 序列用 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ ＰＧＭ 技术研究人类肠道微生物多样性，结果显示通过设计 ＰＣＲ 引物组可以很好

地检测双歧杆菌以及人类肠道微生物群落的其他菌群，并且表明复条形码技术是一个快速、准确、便宜的方

法，适合于调查人类肠道微生物群落组成；Ｓｈｅｌｏｍｉ 等［２８］ 第一次将高通量测序技术和条形码相结合用于研究

两类竹节虫的脂肪体、唾液腺、前肠和后中肠的微生物多样性，结果显示大多数细菌属于螺旋体属（厚壁菌

门）的菌株，并且主要在孤雌生殖物种竹节虫的后中肠， 在 Ｒ． ａｒｔｅｍｉｓ 中肠段和 Ｐｅｒｕｐｈａｓｍａ ｓｃｈｕｌｔｅｉ
（Ｐｓｅｕｄｏｐｈａｓｍａｔｉｄａｅ）之间没有显著性差异；Ｚｈｕ 等［２９］通过对大熊猫新鲜粪便的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析，发现

梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）的 １３ 个 ＯＴＵ 中有 ７ 个是大熊猫肠道特有的菌群，宏基因组分析结果进一步证实了梭菌

能降解纤维素与半纤维素。 这些研究都表明 ＤＮＡ 复合条形码技术在肠道微生物鉴定的可行性和有效性，期
望此方法以后更广泛的应用到蝗虫肠道微生物的研究当中，有助于我们了解蝗虫肠道内真菌群落的差异、共
生真菌的功能作用和对蝗虫的生长发育和代谢造成的影响，找到蝗虫生物防治的新方法，达到预防和控制的

目的。

５　 结论

（１）从类群组成可知，ＩＴＳ 共鉴定了 ５ 门 １６ 纲 ２９ 目 ４０ 属 ２７８６ ＯＴＵ 真菌。
（２）从群落组成分析可知，在南五台和校园两个地区银耳目和木耳菌目属于侵入蝗虫体内的两种主要虫

生真菌。
（３）α 多样性分析结果可知斑翅蝗科的真菌群落丰富度和多样性最高，斑腿蝗科的真菌群落丰富度和多

样性最低。
（４）β 多样性分析结果可知同科的蝗虫肠道真菌群落结构相似，不同科的则不相似，中华剑角蝗除外。
（５）聚类分析结果可知两地的短额负蝗聚集到一起，网翅蝗科的中华雏蝗和斑腿蝗科的峨眉腹露蝗聚集

到了一起，表明它们两两之间的真菌群落相似性较高。 在此分析中发现布勒掷孢酵母属（Ｂｕｌｌｅｒａ）、内疣衣属

（Ｏｃｈｒｏｌｅｃｈｉａ）和 外瓶霉属（Ｅｘｏｐｈｉａｌａ）３ 个属是优势菌属；而青霉菌属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏ）和镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）这
２ 个属是劣势菌属。
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