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摘要：【目的】为研究 137Cs 辐照前后橘小实蝇雄虫肠道菌群多样性和丰度的变化及其肠道菌群在不同分

类阶元上的显著差异物种。【方法】本研究利用 Illumina HiSeq 高通量测序技术对辐照组和对照组共 6

个样品进行测序分析。【结果】变形菌门和厚壁菌门分别以 60.38%、24.33%的比例作为橘小实蝇肠道中

的优势菌门和次优势菌门，肠杆菌科和肠球菌科分别以 60.38%和 15.69%作为优势菌科和次优势菌科。

米勒氏菌属（Moellerella）、摩根氏菌属（Morganella）、Cosenzaea 属、链球菌科未知属和酸热菌属

（Acidothermus）是组间显著差异的菌属。【结论】本研究发现橘小实蝇在辐照后的肠道菌群多样性和

丰度均有显著性降低，并在目至属等 3 个分类阶元上找到辐照后具有显著差异的物种，为后期利用差异

菌群来改善辐照对橘小实蝇的消极影响及修复辐照损伤提供理论基础。 

关键词：橘小实蝇，肠道菌群，辐照，Illumina HiSeq 高通量测序 

 

橘小实蝇 Bactrocera dorsalis (Hendel)，属双

翅 目 Diptera， 实 蝇科 Tetriphitidae， 果实蝇 属

Bactrocera，又名东方果实蝇，俗称果蛆，是一种

非常重要的钻蛀性害虫，能危害约 46 科 270 余种

果蔬和花卉[1]。对于经济水果，该害虫主要以幼虫

钻蛀为害，雌虫将卵产在果实内部，孵化后的幼

虫取食果肉，被蛀食的果实会出现未熟先黄、脱

落和腐烂的症状，严重影响经济作物的产量和质

量[2–4]。目前实蝇的综合防治方法(integrated pest 

management, IPM)主要包括田园清理、蛋白饵剂诱

杀 、 性 诱 灭 雄 、 昆 虫 不 育 技 术 (sterile insect 

technique, SIT)和释放天敌寄生蜂等[5–6]。因雄性不

育技术对害虫防治具有专一性且无公害，该技术

已经成功广泛应用于实蝇科害虫的防治中，并成

功防治包括橘小实蝇在内的多种实蝇[7–9]。 

昆虫体内的微生物在昆虫生长、繁殖、适应
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环境及进化的过程中起重要作用[10]。Yao 等 [11]利

用瓜实蝇 Bactrocera cucurbitae 肠道优势菌肠杆菌

属来强化幼虫饲料并喂食瓜实蝇，增强了瓜实蝇

健康适合度，以此改善辐照对瓜实蝇的消极影响。

另外，王洪秀[12]发现数种橘小实蝇肠道优势菌发

酵液对橘小实蝇具有显著的引诱作用。但是，有

研究表明实验室大量饲养的不育雄虫在存活率、

健康和交配竞争力方面都不如野生雄虫，这使得

SIT 防治效果大打折扣，这可能与辐照损伤或长期

饲养在实验室等相关[13–14]。另有研究表明辐照会对

实蝇雄虫造成一定的影响，例如破坏地中海实蝇

Ceratitis capitata (Wiedemann) 和 墨 西 哥 按 实 蝇

Anastrepha ludens (Loew)雄虫的中肠组织、肠道微

生物以及中肠蛋白酶等[15]。目前，国内外尚无关

于辐照对橘小实蝇肠道微生物的影响的研究。因

此，本研究从肠道菌的角度研究辐照对昆虫的影

响，利用 Illumina HiSeq 高通量测序技术分析辐照

前后橘小实蝇雄虫肠道菌群的多样性和丰度的变

化，并通过 T-test 检验寻找目(Order)、科(Family)、

属(Genus)各个分类阶元下，辐照后有显著差异菌

群，以期为进一步研究橘小实蝇辐照损伤机理提

供理论依据，为应用 SIT 防控橘小实蝇改善不育

雄虫的质量打下基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试虫源 

供试橘小实蝇为福建农林大学益虫研究所人

工饲养敏感品系。饲养条件：室温 25 °C±2 °C，

相对湿度 65%±5%，光周期 L:D=12 h:12 h。 

1.2  蛹期橘小实蝇辐照 

有研究结果表明，用于橘小实蝇雄虫不育技

术的雄蛹最适宜蛹龄为羽化前 2 d，最佳辐照剂量

为 100 Gy。因此，本研究取适量羽化前 2 d 橘小实

蝇蛹，以 100 Gy 的 137Cs 进行辐照，辐照剂量率为

1.00 Gy/min。辐照源由浙江省农业科学院作物与核

技术利用研究所提供。同时选取同日龄的橘小实蝇

蛹作为对照，但不进行辐照，将辐照及未辐照的蛹

置于养虫室。羽化后的成虫饲喂无菌饲料(蔗糖 3:

酵母 1)及无菌水至性成熟，饲养条件同 1.1。 

1.3  橘小实蝇成虫肠道解剖及高通量测序 

待辐照后的橘小实蝇蛹和未辐照蛹正常羽化

后，然后分别选取 12 日龄(性成熟)的雄虫各 90 头，

分为辐照组 YI1、YI2、YI3 和正常对照组 NI1、

NI2、NI3，每组各 30 头雄虫，3 个重复。在灭菌

的超净工作台上进行肠道解剖操作。用 75%酒精

进行体表消毒处理 2–3 min，然后在灭菌 PBS  

(pH 7.4)中漂洗 3 次，再用无菌水冲洗 3–5 次。最

后一次漂洗完的无菌水通过涂布法检测，以保证

实蝇体表达到完全灭菌的效果。将消毒后的虫体

放在含有 1 mL 无菌水的培养皿中，在体视显微镜

(SMZ-B4，重庆奥特光学仪器有限公司)下解剖，

取出完整肠道置于 1.5 mL EP 试管中。以上解剖操

作中所用实验器具、仪器等均已提前做好灭菌处

理。将样品封存于干冰中，送往北京诺禾致源科技

股份有限公司利用 Illumina HiSeq 高通量测序平台

对辐照组和对照组各 3 个重复一共 6 个肠道样品

(表 1)进行 16S rDNA V3–V4 区多样性测序分析。 
 

表 1.  橘小实蝇肠道解剖样品信息表 

Table 1.  Information of dissected intestinal samples 
from Bactrocera dorsalis 

Code Irradiation/Non-irradiation 

NI1 Non-irradiation 
NI2 Non-irradiation 
NI3 Non-irradiation 
YI1 Irradiation 
YI2 Irradiation 
YI3 Irradiation 
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1.4  辐照对橘小实蝇肠道菌群多样性的影响分析 

基于 Illumina HiSeq 测序，根据所扩增的 16S

区域特点，利用双末端测序(Paired-End)的方法，

构建小片段文库进行双末端测序。利用 Uparse 

(Uparse v7.0.1001)软件[16]对 6 个样品的全部高质

量序列进行聚类，默认以 97%的一致性将序列聚

类成为 OTUs，同时选取 OTUs 的代表性序列，依

据相应的算法原则，以 OTUs 中出现频数最高的

序列作为 OTUs 的代表序列，并对 OTUs 代表序

列进行物种注释。 

利用 Qiime 软件(Version 1.7.0)计算 Chao1、

Shannon、Simpson 等指数，指数值的高低可反映

6 个样品群落内的复杂度大小。Chao1 指数高说明

肠道菌群丰富度高，Shannnon 和 Simpson 指数高

说明肠道菌群多样性高。对 OTUs 进行 Alpha 多

样性计算，以物种多样性曲线图展示，以得到样

品内物种丰富度和均匀度信息[17]。筛选辐照组和

对照组中最大相对丰度前 10 的属，进行物种分类

树统计，利用分类树状图展示两组样品中不同分

类阶元上的优势物种。 

通过 beta 多样性分析，比较辐照组(YI)和对

照组(NI)样品间的物种群落结构差异。通过 PCoA

主坐标分析(principal co-ordinates analysis)，进行

物种组成结构相似性检测。PCoA 分析使用 R 软

件的 WGCNA、stats 和 ggplot2 软件包。PCoA 分

析图可以二维方式展示这种群落结构的差异，以

图中不同组样品之间的分散聚合情况来评价两组

样品间群落结构的差异程度。选用 T-test 统计分析

方法对两组物种组成和群落结构进行差异显著性

检验。从目、科、属不同层级分别做两组间物种

差异显著性分析，寻找不同分类阶元上辐照后具

有差异显著的菌群。 

2  结果和分析 

2.1  橘小实蝇肠道共生菌群 16S rDNA 基因测序

数据分析 

利用 Illumina HiSeq 测序和 16S rDNA V3–V4

可变区基因扩增技术对辐照组和对照组肠道样品

进行测序分析，一共得到 493617 条原始序列，其

中可用于后续分析的高质量序列一共 256182 条，

平均每条序列的碱基对长度为 370 bp。据表 2 中

辐照组和对照组橘小实蝇肠道样品的 Shannon 指

数对比可知，辐照组 Shannon 多样性指数均低于

对照组。同样，辐照组的 Simpson 优势度指数和

Chao1 丰富度指数均低于对照组。初步说明在辐

照后，橘小实蝇的肠道菌多样性及优势度和丰富

度均有所降低。 
 

表 2.  辐照组和对照组橘小实蝇肠道菌群 16S rDNA 基因文库测序信息 

Table 2.  16S rDNA gene libraries information of intestinal samples from Bactrocera dorsalis 

Simple ID Raw tags Effective tags Avlength/bp Shannon index Simpson index Chao1 index 

NI1 75158 35440 366 3.522 0.854 186.043 

NI2 88872 46619 373 3.654 0.843 218.903 

NI3 82998 44627 365 3.444 0.815 206.034 

YI1 84798 44481 372 2.794 0.769 167.714 

YI2 85156 46173 375 3.387 0.840 195.125 

YI3 76635 38842 370 2.984 0.789 157.086 

Total 493617 256182 ---- ---- ---- ---- 
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2.2  物种多样性曲线 

稀释曲线(rarefaction curve)和等级丰度曲线

(rank abundance)是常用于描述微生物种群组内样

品多样性的曲线。其中稀释曲线可直接反映测序

数据量的合理性，同时间接反映了样品中物种的

丰富度。以 97%相似形水平以上的序列聚类成为

一个 OTU 的序列，并绘制 OTUs 稀释曲线(图 1)。

从图 1 可以看出，随着测序深度的增加，辐照组

和对照组的稀释曲线的斜率逐渐减小并趋近平

缓，但并未到达平缓期。这说明继续增加测序数

量也可能只会产生少量的 OTUs，因此测序数据量

渐进合理。而且从图中曲线间接证明了辐照组橘

小实蝇肠道样品丰度明显低于对照组。进一步证

明了辐照影响了橘小实蝇肠道菌群多样性。 

等级丰度曲线(图 2)可直观反映辐照组和对照

组橘小实蝇肠道样品中菌群的丰富度和均匀度。在

水平方向上，等级曲线的宽度反映了样品中菌群

的丰富度，曲线在水平方向的跨度越大，则说明

菌群的丰富度越高；在垂直方向上，等级曲线的平

滑程度反映了样品中菌群的均匀程度，曲线越平

滑，则说明菌群分布越均匀。图 2 中，在水平方向 

 

 
 

图 1.  辐照组与对照组肠道样品菌群的稀释性曲线 

Figure 1.  The rarefaction curve of bacterial 
communities in NI and YI gut samples. 

 
 

图 2.  辐照组与对照组肠道样品菌群的等级丰度曲线 

Figure 2.  The rank abundance of bacterial communities 
in NI and YI gut samples. 
 

上可以看出，辐照组的橘小实蝇肠道样品丰富度

明显低于对照组。而在垂直水平上可以看出，辐

照组的橘小实蝇肠道菌均匀度同样低于对照组。 

2.3  不同分类阶元的优势菌种分析 

从辐照组和对照组橘小实蝇肠道样品中共检

测到 9 个菌门，包括变形菌门(Proteobacteria)、厚

壁菌门(Firmicutes)、酸杆菌门(Acidobacteria)、拟

杆菌门(Bacteroidetes)、放线菌门(Actinobacteria)、

绿弯菌门(Chloroflexi)、疣微菌门(Verrucomicrobia)

和两个未能确定其分类地位的门。选择最大相对丰

度前 10 的属为标准进行物种分类树统计并制作树

状图(图 3)。由图 3 可知变形菌门和厚壁菌门所有

样品中所占比例分别为 60.38%、24.33%，可见变

形菌门和厚壁菌门分别是橘小实蝇肠道中的优势

菌门和次优势菌门。肠杆菌科(Enterobacteriaceae)

和 肠 球 菌 科 (Enterococcaceae) 分 别 以 60.38% 和

15.69%作为优势菌科和次优势菌科，肠杆菌属

(Enterobacter)和 漫 游球菌 属 (Vagococcus)分 别以

33.84%和 12.53%作为优势菌属和次优势菌属。其

中对照组中乳杆菌科(Lactobacillaceae)、乳酸菌属

(Lactobacillus)占比远远高于辐照组。 
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图 3.  各分类阶元的优势菌种占比树状图 

Figure 3.  The tree map of dominant bacterial communities in different level. 
 

2.4  辐照前后橘小实蝇在不同分类阶元的种群丰

度和多样性的变化 

2.4.1  群落差异性分析：基于 Unweighted Unifrac

距离来进行 PCoA 分析，选取贡献率最大的主坐

标组合并使用 R 软件绘制 PCoA 图。若是图中样

品之间距离越接近，则表示物种组成结构越相

似，因此群落结构相似度高的样品倾向于聚集在

一起，群落差异很大的样品则会远远分开。从  

图 4 可以看出，辐照组和对照组之间的菌群都存

在不同程度的差异性。从图中可知辐照组和对照

组样品中肠道菌群的种类产生最大两大主成分是

PC1 (60.13%)和 PC2 (15.87%)，并且辐照组样品的

分布范围远大于对照组。两组样品中的 OTU 都均

匀分布，完全分离，但相对含量存在差异，这说

明，辐照显著影响橘小实蝇肠道菌 OTU 的多样性

和丰度。 
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图 4.  辐照对橘小实蝇肠道菌群多样性和结构的影响 

Figure 4.  Effect of irradiation on symbiotic bacterial 
diversity and structure component of Bactrocera 
dorsalis. The PC1 and PC2 respectively represents two 
different principal component, The percentage 
represents the contribution of the principal component 
to the sample difference. 

 

2.4.2  组间不同分类阶元上显著差异物种分析：

辐照后橘小实蝇肠道菌群的物种多样性曲线图、

测序样品 OTU 数量和肠道菌群 PCoA 分析等，皆

证明了辐照对橘小实蝇肠道菌群的丰富度和多样

性产生了影响，因此，为寻找橘小实蝇辐照后其

肠道菌在目、科、属水平下组间的差异物种，进

行了组间 T-test 检验，以 P 值<0.05 为显著差异标

准。测序数据表明，辐照前后橘小实蝇肠道菌群

在门水平没有显著差异。从目一级水平开始，科、

属水平上皆有显著差异的物种。图 5-A–C 分别为

目、科、属 3 个分类阶元上显著差异物种 T-test

分析图。 

在目一级水平上，Frankiales 目在组间具有显

著差异(P=0.028)，辐照后，该菌目菌群丰度显著

降低(图 5-A)。在科一级水平上，DA111 科(P= 

0.039)和酸热菌科(Acidothermaceae) (P=0.028)是

组间具有显著差异的菌科。同样在辐照后，其菌

群丰度均显著降低(图 5-B)。在属一级水平上，米

勒 氏 菌 属 (Moellerella) (P=0.023) 、 摩 根 氏 菌 属

(Morganella) (P=0.016)、Cosenzaea 属(P=0.032)、

链球菌科(Streptococcaceae)未知属(P=0.016)和酸

热菌属(Acidothermus) (P=0.028)是组间显著差异

的菌属。其中米勒氏菌属和链球菌科未知属在辐

照 后 的 丰 度 均 高 于 对 照 组 ； 而 摩 根 氏 菌 属 、

Cosenzaea 属和酸热菌属在辐照后的丰度均低于

对照组(图 5-C)。 

3  讨论 

本研究利用 Illumina HiSeq 测序分析辐照后

橘小实蝇肠道菌群的多样性变化和在不同分类阶

元上的显著差异物种。结果表明：以 97%相似性

水平以上的序列聚类成为一个 OTU 的序列，辐照

后的肠道菌群的全部 OTUs 和特有 OTUs 均少于

对照组，且辐照组橘小实蝇肠道样品的 Shannon

指数、Simpson 指数和 Chao1 指数都低于对照组，

这说明辐照降低了橘小实蝇肠道菌的多样性和丰

富度。姚明燕[18]等研究发现，辐照同样降低了瓜

实蝇肠道微生物的多样性和优势菌的丰度。 

在辐照组和对照组所有样品中，变形菌门和

厚壁菌门分别以 60.376%、24.330%的比例作为橘

小实蝇肠道中的优势菌门和次优势菌门，肠杆菌

科和肠球菌科分别以 60.376%和 15.694%作为优

势菌科和次优势菌科，肠杆菌属和漫游球菌属分

别以 33.840%和 12.530%作为优势菌属和次优势

菌属。在实蝇科的其他几种实蝇肠道中，如地中

海实蝇[19]、南亚实蝇 Bactrocera tau (walker)[20]、

番石榴果实蝇 Bactrocera correcta (Bezzi)[21]、柑橘

大实蝇 Bactrocera minax[22]等，肠杆菌科同样为优

势菌群。本研究对橘小实蝇肠道优势菌分析结果 
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图 5.  不同分类阶元中 T test 组间菌群差异分析图 

Figure 5.  Analysis diagram of symbiotic bacterial differences on two treatments in different level using T test 
(order level, family level and genus level). The left figures presents that the abundance of differential species 
among different treatments, and the bar means that the mean of bacterial species that have significant difference in 
abundance; The right figures means that 95% confidence intervals among different treatment, and the left and right 
point of circle means that the lower bound and upper bound of mean difference mean in 95% confidence intervals. 
The color of circle means that the group in this color has highest value. The numbers in right edge means that the 
P-value of significance test. A: in order level, B: in family level, C: in genus level. 
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与王洪秀[23]等研究的橘小实蝇成虫肠道可培养细

菌群落的分析结果有所不同，他们的研究结果表

明，在实验室种群(lab-reared LR)中，放线菌纲

(Actinobacteria) 为 次 优 势 菌 群 ， 而 在 野 生 种 群

(field-collected FC)中，厚壁菌门同为次优势菌群。

这可能与实验选用不同品系的橘小实蝇有关，该

试验所用橘小实蝇来自于湖北武汉武昌区橘园，

而本实验所用橘小实蝇来源于福建漳洲番石榴果

园，且不同的饲养条件对橘小实蝇肠道菌的影响

也有很大关系[24–25]。 

昆虫的肠道微生物能够维持昆虫的生长发育

和生理平衡、昆虫的行为调节、影响昆虫对病原

菌和寄生虫的免疫和抵抗力以及影响昆虫的种群

动态等[26–28]。值得一提的是，昆虫的一些肠道菌

还具有潜在的引诱活性以及增强宿主健康的作

用。如骆米娟[29]对南亚实蝇性成熟的雌、雄成虫

肠道共同的 13 株细菌进行室内外引诱效果测定，

结果表明所选细菌发酵液和高压灭菌的发酵上清

液对南亚实蝇均有一定的引诱作用。Ami 等[30]喂

食 地 中 海 实 蝇 添 加 产 酸 克 雷 伯 菌 (Klebsiella 

oxytoca)的饲料后，能显著地增加辐照的地中海

实蝇的交配竞争力。Behar 等[13]在饲料中分别加

入杓兰果胶杆菌(Pectobacterium cypripedii)、弗

氏柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii)、肠杆菌属、

产酸克雷伯菌、成团泛菌属(Pantoea)任一种肠杆

菌科细菌时，地中海实蝇的寿命明显延长。洪静

芳 [31]等研究发现，辐照显著影响到橘小实蝇成

虫飞出率、羽化率，且赵菊鹏 [32]发现辐照后的

橘小实蝇雄虫的竞争交配能力低于正常雄虫。本

研究结果表明，在属一级水平上，米勒氏菌属

(Moellerella)、摩根氏菌属(Morganella)、Cosenzaea

属、链球菌科(Streptococcaceae)未知属和酸热菌属

(Acidothermus)是组间显著差异的菌属。且米勒氏

菌属和链球菌科未知属在辐照后的丰度均高于对

照组。目前对于米勒氏菌属对橘小实蝇生长发育

等方面的影响鲜见报道。因此，本研究中，对于

辐照前后具有显著差异的菌群与橘小实蝇雄虫生

理功能之间的关系需进一步深入探索。 

本研究利用 Illumina HiSeq 高通测序技术分

析了辐照前后橘小实蝇雄虫肠道菌群的多样性及

丰度变化。分析结果表明，辐照导致橘小实蝇雄

虫肠道菌群的多样性和丰度显著降低。并在目至

属 3 个分类阶元上寻找到辐照后具有显著差异的

菌群，对于显著差异物种与橘小实蝇交配竞争力、

寿命等之间的关系有待进一步研究讨论，以期为

改善辐照对橘小实蝇的消极影响及修复辐照损伤

提供研究方向。 
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Effects of 137Cs radiation on the diversity of bacterial 
communities in male Bactrocera dorsalis (Hendel) 

Qiwen Zhang1,2,3,4, Pumo Cai1,2,3,4, Hehe Zhang1,2,3,4, Ruohan Hua1,2,3,4, Qing’e Ji1,2,3,4*, 
Jiahua Chen1,2,3,4 
1 UN (China) Center for Fruit Fly Prevention and Treatment, Fuzhou 350002, Fujian Province, China 
2 Institute of Beneficial Insects, College of Plant Protection, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, Fujian 
Province, China 
3 State Key Laboratory of Ecological Pest Control for Fujian and Taiwan Crops, Fuzhou 350002, Fujian Province, China 
4 Key Lab of Biopesticide and Chemical Biology, Ministry of Education, Fuzhou 350002, Fujian Province, China 

Abstract: [Objective] The aim of this research was to analyze the change of diversity and species abundance of 

bacterial communities in male Bactrocera dorsalis (Hendel) after 137Cs radiation treatment. [Methods] We used 

Illumina HiSeq high-throughput sequencing technology to sequence 6 intestinal samples of Bactrocera dorsalis. 

[Results] Proteobacteria (60.38%) and Firmicutes (24.33%) were the dominant phylum and subdominant phylum in 

the intestinal microflora of Bactrocera dorsalis respectively, and Enterobacteriaceae (60.38%) and Enterococcaceae 

(15.69%) were the dominant family and subdominant family. Moellerella, Morganella, Cosenzaea, 

unidentified-Streptococcaceae and Acidothermus have significant difference after irradiation. [Conclusion] 

Irradiation treatment significantly reduced the diversity and abundance of intestinal microflora in Bactrocera 

dorsalis. And we found significant differential species in different taxonomic level. This result provides a 

theoretical basis to improve the irradiated-induced damage to Bactrocera dorsalis. 

Keywords: Bactrocera dorsalis, intestinal microflora, irradiation, Illumina HiSeq 
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