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摘要：【目的】象甲是栎属植物橡子中主要的寄生昆虫，但其适应高单宁食物(橡子)的肠道微生物基础

尚待揭示。本研究分析了蒙古栎和辽东栎橡子中两种柞栎象(Curculio arakawai 和 C. dentipes)幼虫的肠

道菌群结构和多样性，试图阐明柞栎象幼虫适应高单宁食物的肠道微生物基础。【方法】分别提取蒙古

栎和辽东栎橡子中象甲幼虫各 50 头的肠道 DNA，利用 Illumina MiSeq 技术对肠道菌群的 V3–V4 区序

列进行 16S rRNA 测序，统计样品操作分类单元(OTU)数量，分析物种组成丰度、α 多样性和 β 多样性。

【结果】结果表明，可用于物种分类的 OTU 分别有 2054 和 2308 个，C. arakawai 和 C. dentipes 共有的

OUT 481 个。在两种柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群中，共注释到的主要分类阶元有 27 个门、

145 个科和 274 个属。变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和厚壁菌门(Firmicutes)在两种

象甲肠道菌群中占优势；假单胞菌属 Pseudomonas (63.8%)、沙雷氏菌属 Serratia (6%)和不动杆菌属

Acinetobacter (5.2%)是 C. arakawai 肠道中的主要类群，而沙雷氏菌属 Serratia (32%)、拉恩菌属 Rahnella 

(24.2%)、气单胞菌属 Aeromonas (6.8%)和立克次体属 Rickettsia (6.6%)在 C. dentipes 肠道菌群中占主导

优势。C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群 α 多样性无显著差异，β 多样性则差异显著。具有单宁酶活性

的肠道细菌，如粘质沙雷菌 Serratia marcescens、乳球菌 Lactococcus lactis、假单胞菌 Pseudomonas spp.

在 C. arakawai 和 C. dentipes 之间差异不显著。【结论】寄生在蒙古栎和辽东栎橡子中的 C. arakawai 和

C. dentipes 肠道菌群组成迥异，这可能与遗传因素和食物特点有关。具有单宁酶活性的粘质沙雷氏菌

Serratia marcescens 和乳球菌 Lactococcus lactis 等菌类可能是两种象甲幼虫适应高单宁食物的肠道微生

物基础。 
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栎属(Quercus)植物在全世界约有 450 余种，

中国约有51 种[1]，广泛分布于北温带至热带山地[2]。

由于栎属植物的橡子个体较大且营养丰富，因而

成为许多动物(如鼠类、鸟类和昆虫等)捕食的对

象。象甲(Curculio)是寄生在栎属植物橡子中一类

常见的植食性昆虫，其幼虫的取食活动显著降低

了橡子的活力，已成为栎林天然更新的重要限

制因素。与此同时，栎属植物橡子进化出了高单

宁的化学防御机制抵御象甲幼虫的蛀食。在长期

的协同进化过程中，植食性昆虫又发展出丰富的

肠道微生物类群。这些微生物直接或间接对宿主

发挥着重要的作用，对许多植物次生代谢物质

具有较强的抵抗作用 [3–9]，从而维持昆虫的生存

和繁衍。 

蒙古栎(Quercus mongolica)为我国落叶栎中

分布最北的一个种，同时也是我国东北和华北地

区 针 阔 叶 混 交 林 的 主 要 建 群 种 。 辽 东 栎 (Q. 

liaotungensis)是 我 国 暖 温 带 落 叶 阔 叶 林 主 要 优  

势种之一，遍布于黄河流域和辽东半岛等广大地

区[10]。研究表明，两种植物橡子中象甲幼虫维持

较高的寄生率[11–12]。柞栎象 Curculio arakawai 是

蛀 食 蒙 古 栎 橡 子 的 主 要 昆 虫 种 类 [11] ， 而 C. 

dentipes 是寄生辽东栎橡子的重要类群[13]。作为

植物重要的化学防御物质之一，单宁在栎属植物

橡子内的含量高达 3%–10%。但是，以橡子为单

一食物的象甲幼虫适应高单宁食物的肠道微生

物基础还有待于揭示。近年来，随着高通量测序

技术的发展，许多昆虫的肠道微生物作用机制得

到阐明。因此，本研究采用高通量测序技术 16S 

rRNA 对蒙古栎和辽东栎象甲幼虫肠道菌群的多

样性和组成进行分析，试图阐明两种象甲幼虫适

应高单宁食物的肠道微生物基础。 

1  材料和方法 

1.1  象甲幼虫采集 

于 2016 年 9 月，分别在辽宁省抚顺市清原县

以及北京东灵山小龙门采集蒙古栎和辽东栎橡子

各 2000 粒。将橡子放置在室温下，使内部的象甲

幼虫自由逃出。每天收集逃出的活体象甲幼虫，

液氮冷冻后保存于−80 °C 冰箱内。待收集的象甲

幼虫数量分别达到 50 头时，在无菌条件下解剖并

挑取 C. arakawai 和 C. dentipes 幼虫的肠容物，分

别混合形成 3 个待测样本，干冰封装后送到上海

伯豪生物技术有限公司进行测序分析。 

1.2  肠道细菌 16S rRNA 高通量测序 

象甲肠道菌群 DNA 以 QIAGEN QIAamp 

DNA Stool Mini Kit 进行提取，用 AxyPrep DNA 

纯化试剂盒(Axygen Biosciences，Union City，CA，

U.S.)纯化。用 0.8%琼脂糖凝胶电泳定性检测和质

控后(QuantiFluor™ -ST，Promega，U.S.)，每个样

品用总 DNA 作为模板，进行 16S rDNA 的 V3–V4

区 PCR 扩增，引物为 338F (5′-barcode- ACTCCTAC 

GGGAGGCAGCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACHV 

GGGTWTCTAAT-3′)。PCR 反应体系：4 μL 5× 

FastPfu 缓冲液，2 μL 2.5 mmol/L dNTPs，上下游

引物各 0.8 μL (5 μmol/L), 0.4 μL FastPfu 聚合酶，

10 ng 模板 DNA。扩增条件：95 °C 2 min；95 °C 

30 s，55 °C 30 s，72 °C 30 s，25 个循环；72 °C 5 min，

4 °C 保温。PCH 产物经 2%凝胶电泳检测合    

格，将所提取的 16S rRNA V3–V4 扩增产物按照

Miseq (Illumina 公司)建库说明完成建库。经 Qubit

定量，将样品等量混合后，完成 Miseq 双末端   

测序。 
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1.3  序列数据分析 

原始数据在 QIIME (version 1.17)中去噪，删

除质量差(低于平均质量 20)和短序列(<50 bp)，并

使 用  USEARCH (v1.8.0)工 具 去 除 嵌 合 体 。 用

UQIIME (version 7.1 http://drive5.com/uparse/)在

97%的相似水平下划分分类操作单元(operational 

taxonomic units， OTU)，将得到的干净序列用

UCHIME 筛选嵌合体并去除嵌合体序列。每个操

作分类单元中丰度最高的序列被选为 OTU 的代表

序列，代表序列使用 RDP 数据库(http://rdp.cme. 

msu.edu/)进行注释和分类。将 OTU 和物种注释结

合，从而得到样品的 OTU 和分类谱系的基本分析

结果。再对 OTU 进行丰度、α 和 β 多样性指数等

分析，最后对物种注释到各个分类水平上并统计

各样本中的群落组成。 

1.4  肠道细菌群群落多样性分析 

用 α 多样性分析单个样本内部的细菌群落多

样 性 ， 按 照 QIIME (Quantitative Insights Into 

Microbial Ecology)的分析流程进行物种分类地位

的确定，并进行稀疏曲线(rarefaction curve)的绘

制、计算测定物种指数(Chao 1 指数、Shannon 指

数、observed_species 以及 goods_coverage)等。计

算结果用 R (Version 3.1.3)进行作图。根据差异

OTU 的丰度利用 R(Version 3.1.3)进行丰度聚类热

图的绘制。用 α 多样性分析样本间的细菌群落组

成差异，做 PCoA (principal co-ordinates analysis)

图。用 R 语言 Vegan 软件包分析不同样本 OTU 

(97%相似性)组成，反映样本间的差异和距离。 

1.5  统计分析 

组 间 各 分 类 水 平 上 的 差 异 使 用 Metastats  

进行显著性检验；单因素方差 ANOVA 用 α 多  

样性的差异检验；群落相似性检验 (analysis of 

similarities ANOSIM)采用 R 语言的 ANOSIM 函

数进行比较。 

2  结果和分析 

两种柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌

群的 OTU 数分别为 2054 和 2308 个，二者共有

OTU 为 481 个(图 1)。所有 OTU 可归入 27 个门

(图 2)，其中变形菌门(Proteobacteria)是两种柞栎

象 肠道中的优势菌门，分别占到了总序列数的

96.7%和 90.4%。拟杆菌门(Bacteroidetes)次之，分

别占 0.9%和 3.2%。硬壁菌门(Firmicutes)、放线菌

门(Actinobacteria)和蓝细菌门(Cyanobacteria)等比

例均较低。 

在 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群已知属

信息的 OTU 中，按丰度排序的前 20 个属分布比

例如图 3 所示，二者组成差异明显。在 C. arakawai

的肠道中，占优势地位的为假单胞菌属 Pseudomonas 

 
 

 
 
 

图 1.  柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群的韦

恩图 

Figure 1.  Venn diagram of gut bacteria of C. 
arakawai and C. dentipes. 
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图 2.  柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群门水平上的比例分布和热图 

Figure 2.  Proportion and heat map of gut bacteria of C. arakawai and C. dentipes at phylum level. 
 

(63.8%)、沙雷氏菌属 Serratia (6.0%)、不动杆菌属

Acinetobacter (5.2%)、拉恩菌属 Rahnella (4.8%)和

寡养单胞菌属 Stenotrophomonas (1.6%) 。 在 C. 

dentipes 的肠道菌群中，占优势为沙雷氏菌属

Serratia (32.0%)、拉恩菌属 Rahnella (24.2%)、气

单胞菌属 Aeromonas (6.8%)、立克次体属 Rickettsia 

(6.6%) 、 Curculioniphilus (5.0%) 、 假 单 胞 菌 属

Pseudomonas (4.7%)、不动杆菌属 Acinetobacter 

(1.0%)、肠杆菌属 Enterobacter (1.0%)和水杆菌属

Aquabacterium (1.0%)。C. arakawai 肠道菌群内假

单 胞 菌 属 Pseudomonas 的 比 例 显 著 高 于 C. 

dentipes (P=0.014)，但沙雷氏菌属 Serratia、拉恩

菌属 Rahnella 和立克次体属 Rickettsia 显著低于

C. dentipes (P=0.003，P=0.008，P=0.033)。两种柞

栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群的差异还

可 从 属 水 平 上 的 聚 类 热 图 上 看 出 ( 图 3) 。 C. 

arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群样本分别有 7.7%

和 10.3%的 OTU 无法确定到属的水平。 

图 4 所示为两种柞栎象 C. arakawai 和 C. 

dentipes 肠道菌群中按丰度排序的前 20 个种分布

比例，二者组成差异明显。C. arakawai 的肠道中

丁香假单胞菌 Pseudomonas syringae、黄杆菌

F la vo ba c te r i u m r i vu l i、 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌

Gluconobacter oxydans、肠球菌 Enterococcus 

gallinarum、哈氏噬纤维菌 Cytophaga hutchinsonii 

ATCC_33406、粘液杆菌 Mucilaginibacter sp.、粘

土杆菌 Pelobacteraceae bacterium、麦芽香肉杆菌

Carnobacterium maltaromaticum 的比例均显著高 
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图 3.  柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群属水平上的比例分布和热图 

Figure 3.  Proportion and heat map of gut bacteria of C. arakawai and C. dentipes at genus level. 
 

 

于 C. dentipes (P<0.05)。柞栎象 C. arakawai 和

C. dentipes 肠道菌群的差异还可从种水平上的热

图看出(图 4)。通过与已有文献比对，我们在 C. 

arakawai 和 C. dentipes 肠道中发现具有单宁酶活

性的肠道菌，如粘质沙雷菌 Serratia marcescens 

(0.0024%和 0.0550%)、乳球菌 Lactococcus lactis 

(0.0380%和 0.0024%)、假单胞菌 Pseudomonas_ 

spp. (0.014%和 0.014%)等。尽管寄主有所不同，

但 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道中单宁菌的   

丰度差异不显著(P>0.05)(图 4)。另外，我们还   

在 2 种柞栎象肠道中发现具有固氮能力的水拉  

恩氏菌 Rahnella aquatilis 以及栎属植物的专性  

寄 生 菌 Gibbsiella quercinecans ， 且 比 例 较 高   

(图 4)。 

尽管 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群组成

在属和种的水平上存在明显差异，但经 Wicox 检

验后，α 多样性指数之间并无明显差异：Chao 1

指 数 (P=0.3827)、 observed_species (P=0.1904)、

Shannon 指数(P=1.0)和 goods_coverage (P=0.6625) 

(图 5)。β 多样性分析表明，C. arakawai 和 C. 

dentipes 肠道菌群在群落组成上存在明显差异

(ANOSIM，P<0.05)(图 6)。 
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图 4.  柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群种水平上的比例分布和热图 

Figure 4.  Proportion and heat map of gut bacteria of C. arakawai and C. dentipes at species level. 
 

 
 

图 5.  柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群的 α多样性比较 

Figure 5.  Alpha diversity of gut bacteria of C. arakawai and C. dentipes. 
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图 6.  柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道菌群的 unweighted 和 weighted UniFrac 聚类图 

Figure 6.  Principal coordinates analysis of unweighted and weighted UniFrac distances between the gut bacteria 
of C. arakawai and C. dentipes.  
 

3  讨论 

大量研究表明，植食性昆虫肠道内的微生物

具有一系列重要的生理功能[5,7]。譬如，Rinke et 

al.[6]从甘蔗象甲 Sphenophorus levis 幼虫体内分离

出具有降解纤维素能力的肠道微生物。Berasategui 

et al.[3–4]对松树象甲 Hylobius abietis 进行宏基因组

测定，发现了分解萜类化合物的肠杆菌科的种类。

国内学者 Xu 等[8–9]发现红脂大小蠹 Dendroctonus 

valens 肠道微生物具有催化分解 α-蒎烯的能力。

近年来，一些研究对象甲属 Curculio 昆虫进行了

肠道微生物组成分析，发现了一些重要的微生物

类群(如伴蝇菌属 Sodalis，沃巴赫体属 Wolbachia，

立克次体属 Rickettsia，螺原体属 Spiroplasma 和沙

雷氏菌属 Serratia)[14–17]，但尚未将肠道微生物组

成与其生物学功能联系起来进行分析。尽管 2 种

柞栎象 C. arakawai 和 C. dentipes 

的单一食物橡子富含单宁，但其肠道微生物组成

在门水平上与其他植食性昆虫差异不大，均以变

形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)

和硬壁菌门(Firmicutes)为主[3–4, 6–9]。本研究还发

现，C. arakawai 和 C. dentipes 肠道微生物组成与

已报到的象甲属昆虫具有较大差别[14–17]。如在属

的水平上，C. arakawai 和 C. dentipes 肠道微生物

分别以假单胞菌属 Pseudomonas (63.8%)和沙雷氏

菌属 Serratia (32.0%)为主。假单胞菌属和沙雷氏

菌属内通常包括众多具有单宁降解活性的菌群。另

外，我们在 C. arakawai 和 C. dentipes 肠道中发现

Curculio 属昆虫专有的共生菌属 Curculioniphilus[15]。

在种的分类水平上，我们还在 C. arakawai 和

C. dentipes 肠道中鉴定出具有固氮能力的水生拉

恩氏菌 Rahnella aquatilis。由于单宁可与蛋白质发

生缩合反应产生收敛性，水生拉恩氏菌的存在可

能与象甲虫单一的食物来源有关，可补充氮源的
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不足[18]。C. arakawai 和 C. dentipes 幼虫肠道中还

存在引起栎属植物感染导致种群退化的种类栎类

赤霉菌 Gibbsiella quercinecans[19–20]。因此，象甲

虫寄生不仅造成橡子营养和生活力的下降，还可

能引起致病微生物在栎属植物种群内部的扩散。 

大量研究表明，许多肠道微生物可产生单宁

酶 ， 具 有 降 解 单 宁 的 能 力 。 比 如 乳 球 菌 属

Lactococcus[21]、假单胞菌属 Pseudomonas[22–23]、

链球菌 Streptococcus spp.[24]、肠杆菌 Enterobacter 

spp.[25]、葡萄球菌 Staphylococcus lugdunensis[26]、

沙 雷 氏 菌 Serratia marcescens[27] 以 及 乳 杆 菌 属

Lactobacillus[28–29]。本研究中，我们在 C. arakawai

和 C. dentipes 肠道中发现几种与单宁降解有关的

菌群，如沙雷氏菌 Serratia marcescens 和乳球菌

Lactococcus lactis。尽管我们未对它们进行分离提

纯和功能鉴定，但先前的研究表明这两种肠道菌

具有较强的分解单宁的能力，有助于动物对高单

宁食物的摄取[21, 30–33]。由于单宁广泛存在于栎属植

物的橡子中[11–12, 34]，且具有生理毒害作用[35–39]，肠

道中分解单宁的菌群对于 C. arakawai 和 C. dentipes

取食高单宁的橡子具有积极意义，有助于象甲幼

虫在橡子内的取食和生存。 

尽管蒙古栎和辽东栎属于近源种，橡子化学

组成相近[40]，但寄生在橡子中的 C. arakawai 和

C. dentipes 的肠道微生物组成存在较大差异。先前

的研究分析了多种寄生于栎属植物橡子中的象甲

的肠道微生物组成，也发现明显的种间差异[14–17]。

这种差异可能与遗传因素以及寄主(橡子)的营养

成分和单宁含量有关[40]。尽管两种象甲的肠道微

生物组成存在较大差异，具有分解单宁功能的沙

雷氏菌 Serratia marcescens 和乳球菌 Lactococcus 

lactis 在 C. arakawai 和 C. dentipes 之间差异不大。

这些共有单宁菌的存在有助于象甲幼虫取食和利

用高单宁食物——栎属植物橡子，是象甲幼虫适

应高单宁食物的基础。由此看来，象甲幼虫与栎

属植物橡子之间的博弈与肠道微生物组成和功能

息息相关。 
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Gut bacterial composition of two Curculio species and their 
adaptation to high-tannin food 

Shuhua Guo1, Xianfeng Yi2* 
1 School of Biological and Agricultural Engineering, Weifang University, Weifang 261061, Shandong Province, China 
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Abstract: [Objective] Curculio beetles are major parasitic insects of oak acorns, but the mechanism of their 

adaptation to high-tannin food (e.g., acorns) is not clear. In this study, we compared the structure and diversity of 

gut bacteria of the larvae of Curculio arakawai and C. dentipes infested in Mongolian oak (Quercus mongolica) and 

Liaodong oak (Q. liaotungensis), to elucidate the adaptive mechanisms of weevil larvae to high-tannin food. 

[Methods] We collected gut samples of weevil larvae for DNA extraction. V3–V4 areas were sequenced using the 

Illumina MiSeq technology 16S rRNA sequencing. We carried out sequence statistics of Operational Taxonomic 

Units (OTUs), analysis of species abundance,  and  diversity. [Results] There were 2054 OTUs and 2308 OTUs 

of the high quality sequences obtained from the guts of the 2 weevil species, in which 481 OTUs were shared. In 

the gut bacterial community of C. arakawai and C. dentipes, 27 phyla, 145 families and 274 genera were identified 

as the major taxonomic groups. At the phylum level, Proteobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes were dominant in 

the guts of C. arakawai and C. dentipes. At the genus level, Pseudomonas (63.8%), Serratia (6%) and 

Acinetobacter (5.2%) were the main groups in the gut of C. arakawai, while Serratia (32%), Rahnella (24.2%), 

Aeromonas (6.8%) and Rickettsia (6.6%) were dormant in the gut of C. dentipes. Our  diversity analyses showed 

no significant differences between the gut bacteria of C. arakawai and C. dentipes; however,  diversity showed 

significant difference between the gut bacteria of C. arakawai and C. dentipes. [Conclusion] Differences in gut 

bacterial community may be related to differences in species of weevils and host tannin content. We also found 

several bacteria related to the degradation of tannins, e.g., Serratia marcescens and Lactococcus lactis, which may 

reflect the adaptive basis for two weevil species to use high tannin food. 

Keywords: Quercus mongolica, Q. liaotungensis, Curculio weevil, 16S rRNA, gut bacteria, community diversity, 

tannin-degrading bacteria 
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