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摘   要：【目的】摇蚊是水生生态系统中重要的昆虫种类之一，其肠道微生物与个体生长发育、

环境适应等过程密切相关，本研究旨在探究抗生素处理对摇蚊幼虫肠道微生物群落结构及功能的

潜在影响。【方法】利用 16S rRNA 基因扩增子测序技术对利福平处理的红裸须摇蚊(Propsilocerus 
akamusi)幼虫肠道内容物中的菌群进行分析和比较，应用 Tax4Fun 法对其肠道菌群功能进行预测。

【结果】利福平处理能够改变红裸须摇蚊幼虫肠道群落结构和多样性，宿主肠道菌群中拟杆菌门

(Bacteroidota) (P<0.05)以及脱铁杆菌门(Deferribacterota) (P<0.001)的相对丰度显著上升，而变形菌

门(Proteobacteria)与厚壁菌门(Firmicutes)相对丰度有所下降。在属水平上，利福平处理使耶尔森

菌属(Yersinia)、假单胞菌属(Pseudomonas)、脱硫弧菌属(Desulfovibrio) 的相对丰度有所降低，其

中脱硫弧菌属(Desulfovibrio)显著降低。与此同时，共线性网络分析表明利福平处理后细菌群落稳

定性大幅下降，菌种之间关联性显著减弱。通过京都基因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of 
genes and genomes, KEGG)通路注释预测出红裸须摇蚊幼虫肠道菌群基因与基因信息处理、新陈代

谢、人类疾病等功能相关，利福平处理可以使肠道菌群基因的抗药性功能显著上升，而内分泌和

代谢疾病功能显著下降。【结论】研究结果揭示了抗生素利福平对红裸须摇蚊幼虫肠道细菌群落

结构及功能的潜在影响，为进一步探索摇蚊肠道菌群发挥的必要作用奠定理论基础。 

关键词：利福平；红裸须摇蚊；肠道微生物；多样性  
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Tianjin Key Laboratory of Conservation and Utilization of Animal Diversity, College of Life Sciences, Tianjin 
Normal University, Tianjin 300387, China 
 
Abstract: [Objective] Propsilocerus akamusi is one of the most important insects in aquatic 
ecosystem, and its gut microbiota is closely related to individual growth and development, 
environmental adaptation, and other physiological processes. This study aimed to investigate 
the potential effects of antibiotic treatment on the structure and the function of gut microbiota 
in P. akamusi larvae. [Methods] The microbes in the gut content of P. akamusi larvae treated 
by rifampin were analyzed and compared by using the 16S rRNA amplicon sequencing, and the 
functional prediction of gut microbial genes was conducted by using Tax4Fun method. 
[Results] Rifampin altered the structure and the diversity of gut microbiota in P. akamusi 
larvae. After rifampin treatment, the relative abundance of the bacterial phylum Bacteroidota 
(P<0.05) and Deferribacterota (P<0.001) was up-regulated, while that of Proteobacteria and 
Firmicutes was down-regulated. At the genus level, treatment with rifampin resulted in a 
significant decrease in the relative abundance of Yersinia, Pseudomonas, and Desulfovibrio 
(P<0.05). At the same time, the co-occurrence network showed that the stability of the 
microbiota coupled with the correlation between bacterial species were significantly weakened 
after rifampin treatment. Additionally, the Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) 
pathway enrichment analysis predicted that genes in the gut microbiota of P. akamusi larvae 
were mostly involved in the genetic information processing, metabolism, and human disease. 
Rifampin significantly increased the expression level of genes involved in drug resistance, 
while decreased those participating in endocrine and metabolic disease function. [Conclusion] 
The above-mentioned results reveal the potential effects of rifampin on the structure and the 
function of the gut microbiota in P. akamusi larvae, which build a fundamental basis to further 
explore the essential roles of the gut microbiota in P. akamusi. 
Keywords: rifampin; Propsilocerus akamusi; gut microbiota; diversity 
 
 

昆虫肠道内含细菌、古菌、病毒、真菌等

多种微生物，其中栖息细菌具有提供消化酶、

降解杀虫剂产生的有毒次生代谢物、改变昆虫

摄取方式及效率、保护宿主免受不利因子侵害、

增强种内以及种间交流等重要功能[1]。因此，

肠道细菌与昆虫宿主的发育、进化等生理过程

存在密切关系。此外，研究表明昆虫肠道微生

物群落结构和多样性受物种类别、系统发育、

饮食、生活阶段以及环境条件动态影响[2-3]，并

在个体应对环境污染过程中发挥关键作用。例

如，当环境中存在高浓度重金属铅时，家蝇

(Musca domestica)肠道中的波氏杆菌(Bordetella 
sp.)、海氏普罗威斯登菌(Providencia heimbachae)
和松鼠葡萄球菌(Staphylococcus sciuri)可以通
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过转运重金属来降低其带来的生物毒性[4]。埃

及伊蚊(Aedes aegypti)肠道内的梭状芽孢杆菌

(Pseudomonas viridiflava)和大田根瘤菌(Rhizobium 

daejeonense)等菌株能够提高个体对氯氟氰菊

酯的耐受性 [5]。橘小实蝇(Bactrocera dorsalis)
肠道内的柠檬酸杆菌属(Citrobacter freundii)可
以通过将有机磷农药敌百虫降解为水合氯醛

和亚磷酸二甲酯的方式增强果蝇对于该农药

的抗性[6]。 
底栖动物是水生态系统的重要组成部分，

与水体环境相互影响。摇蚊是淡水生态系统中

丰富度极高的无脊椎动物类群之一[7]，是水生

昆虫群落的重要组成，隶属于双翅目长角亚目

摇蚊总科，广布于全球各大生物地理分布区，

已记述的种类超过 5 000 种[8]。该物种可以促进

水生生态系统碳循环，对水体环境中污染物变

化极为敏感，其分布格局和生理形态变化等指

标多应用于水质监测和水生生态评价[9]。有研

究发现，蚊虫肠道微生物群落在与宿主的互利

共生过程中，对宿主的生命活动能够产生重要

影响 [10] 。红裸须摇蚊 (Propsilocerus akamusi 
Tokunaga)为摇蚊科优势种，广泛分布于我国华

北地区淡水环境中，在水生生态系统食物链中

占有关键地位。该种具备适应性强、饲养容易、

生活周期短的特点，是良好的水生昆虫供试对

象[11]。在前期研究中我们发现红裸须摇蚊幼虫

肠道菌群在重金属铜或有机磷农药毒死蜱的胁

迫下可以快速响应，导致肠道菌群结构发生改

变[12]。但有关肠道微生物在摇蚊幼虫生长发育、

消化吸收、解毒代谢等方面发挥的具体作用未

见详细报道，因此探究摇蚊幼虫肠道共生菌对

宿主的潜在功能及其机制显得极为重要。 
近年来通过使用抗生素处理来扰乱甚至去

除昆虫肠道内共生菌已经成为评估肠道微生物

功能的重要技术手段。褐飞虱 (Nilaparvata 
lugens)肠道中沃尔巴克氏菌(Wolbachia)在四环

素处理后大量减少，使得机体细胞色素 P450 基

因 CYP4CE1 显著下调，造成虫体代谢吡虫啉能

力受到干扰[13]。咖啡螟虫(Hypothenemus hampei)
经混合抗生素处理后，肠道组织微生态中假单

胞菌属(Pseudomonas)相对丰度显著降低，导致

该菌属咖啡因去甲基化酶基因表达量显著下

降，个体代谢外源咖啡因过程受阻，产卵量显

著降低[14]。由此可见，抗生素一方面作为环境

胁迫因子破坏昆虫肠道菌群生态平衡，间接影

响宿主代谢，从而对个体健康产生不利影响；另

一方面，抗生素可以抑制肠道内特定菌株的生长

和繁殖，为进一步了解不同细菌发挥的直接作用

提供思路。目前，通过使用抗生素处理来评估双

翅目昆虫肠道微生态功能的研究尚未见报道。 
共生菌对不同种类抗生素的敏感性存在差

异，如革兰氏阳性菌能够被万古霉素和青霉素

去除，革兰氏阴性菌对链霉素和庆大霉素高度

敏感[15]。利福平作为广谱抗生素，是国际上通

过抑制昆虫内共生菌而深入研究其功能的通用

且有效的方法。例如，利福平通过降低白蚁

(Reticulitermes flavipes)体内革兰氏阳性菌的相

对丰度而使体内沙雷氏菌属(Serratia)等革兰氏

阴性菌占据主导地位，进而抑制个体免疫造成

宿主寿命、产卵量以及体重的下降[16]。使用利

福平处理 Q 型烟粉虱(Bemisia tabaci)后，其卵

期、若虫期及伪蛹期的发育历期均显著延长[15]。

因此，本研究以 16S rRNA 基因为分子标记，

通过高通量测序技术比较分析利福平处理前后

红裸须摇蚊幼虫肠道菌群差异变化，旨在揭示

抗生素对于摇蚊幼虫肠道群落结构及相关功能

的潜在影响，为后续精确研究肠道细菌及其对

应的功能提供更加明确的方向。 



 

 

 

孙文雯等 | 微生物学报, 2023, 63(7) 2851 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

1  材料与方法 
1.1  供试虫体采集及实验设计 

2022 年 4–8 月，在天津独流减河流域下游

各采样点约 5–10 cm 深处随机采集摇蚊幼虫运

送至实验室，基于 Saether 的研究[17]依据头壳中

上颚齿和颏板的特征鉴定物种为红裸须摇蚊，

以头壳宽度鉴定龄期，选取活性较高、体长一

致的 4 龄红裸须摇蚊幼虫作为实验材料。将样

品置于温度为(24±1) ℃的通氧透明塑料盒中，

光/暗周期设定为 16 h/8 h。所有样品在实验前

均先置于无菌脱氯自来水中经历 24 h 驯化期，

并在实验过程中保持饥饿状态。利福平试剂

(CAS:13292-46-1；上海麦克林生化科技股份有

限公司)用 10%乙醇作助溶剂的无菌二级水溶

解，配置成 1 g/L 实验浓度待用。 
在预实验的基础上，采用净水染毒法进行

试验，将摇蚊幼虫放入盛有 20 mL 1 g/L 利福平

溶液[12]的培养皿中(直径为 90 mm)，设置添加

等量无菌脱氯自来水的培养皿为空白对照组，

每个处理组包含 30 只供试虫体，实验组与空白

对照组各设置 6 组重复，实验过程中每 12 h 更

换一次溶液，并及时挑出死亡幼虫，处理 48 h
后观察染毒现象并进行测定分析。将经抗生素

处理后的摇蚊幼虫设定为肠道菌群缺失幼虫个

体(gut microbiota deficient, GD)，在无菌脱氯自

来水中培养 48 h 后的摇蚊幼虫为肠道菌群正常

个体(conventional microbiota, CV)。 

1.2  红裸须摇蚊幼虫肠道剖离及基因组

DNA 提取 
取 CV 与 GD 两组各 15 只红裸须摇蚊幼虫

用无菌二级水冲洗 3 遍以充分去除体表残留

物，并用 75%的酒精棉片轻轻擦拭幼虫体表约

30 s 去除幼虫体表细菌，随后把虫体置于浓度

为 0.25%的 NaClO 溶液中浸泡 1 min，最后用

无菌磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline, 
PBS)冲洗 3 次后备用。在无菌环境下，使用灭

菌后的手术刀将昆虫头部以及生殖节切掉，用

无菌细尖手术镊从虫体剩余部分中取出整个肠

道及其内容物，去除马氏管等组织后立即用无

菌 PBS溶液冲洗后迅速转移至装有 0.5 mL无菌

PBS 溶液的离心管中备用。 
将取得的肠道组织使用已灭菌的 1 mL 玻

璃匀浆器制成匀浆，在 8 000 r/min 下离心 1 min
后，使用 180 μL 溶菌酶溶液(20 mg/mL)重悬沉

淀，在 3 h 后使用 Ezup 柱式基因组 DNA 抽提

试剂盒 [生工生物工程 (上海 )股份有限公司，

B518251]完成基因组 DNA 的提取，并使用

Denovix DS-11 分光光度计检测抽提DNA的浓度

以及纯度，测得的 DNA 浓度范围在 15–20 ng/μL
之间，OD260 与 OD280 的比值均在 1.8–2.0 之间，

为合格样品，置于–20 ℃保存。 

1.3  细菌 16S rRNA 基因高通量测序 
将合格样品送至北京百迈客生物科技有限

公司，基于 Illumina NovaSeq 测序平台进行高通

量测序，样品测序长度均值为 424 bp。使用 16S 
rDNA 基因序列的通用引物(338F: 5′-ACTCCTA 
CGGGAGGCAGCAG-3′, 806R: 5′-GGACTACH 
VGGGTWTCTAAT-3′)对 V3–V4 区[18]进行扩增。

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)扩
增程序设定为：95 ℃ 3 min；95 ℃ 40 s，64 ℃ 30 s，
72 ℃ 90 s，35 个循环；72 ℃ 7 min。随后对 PCR
扩增产物进行纯化回收，最终得到符合 Illumina 
NovaSeq 6000 测序要求的 DNA 样品。利用双末

端测序的方法，构建小片段文库进行测序得到原

始图像数据文件，经碱基识别分析转化为原始测

序序列，结果以 FASTQ 文件格式存储，其中包

含测序序列的序列信息以及其对应的测序质量信

息。原始数据已上传至美国国立生物技术信息中

心(National Center for Biotechnology Information, 
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NCBI)序列读取存档(sequence read archive, SRA)
数据库(BioProject ID：PRJNA855558)。 

1.4  序列数据分析 
使用 Trimmomatic v 0.33 软件[19]，对测序

得到的原始数据进行过滤。使用 cutadapt 1.9.1
软件[20]进行引物序列的识别与去除，得到不包

含引物序列的 clean reads。利用 Usearch v10 软

件 [21]，通过重叠(overlap)对每个样品的 clean 
reads 进行拼接，然后根据不同区域的长度范围

对拼接后数据进行长度过滤；使用 UCHIME 
v4.2 软件[22]鉴定并去除嵌合体序列，得到最终

有效数据。将有效数据照最小样品序列数对数

据抽平后，使用Usearch软件[21]对 reads在 97.0%
的相似度水平下进行聚类并获得分类操作单元

(operational taxonomic unit, OTU)。 
以 Silva.138 为参考数据库 [23]使用 Naive 

Bayes classifiers 结合比对的方法对特征序列进

行分类学注释，可得到每个特征对应的物种分

类信息，进而在各分类水平下(门、纲、目、科、

属、种、OTU)统计各样品群落组成，利用 QIIME
软件[24]生成不同分类水平上的物种丰度表，在

R 语言工具协助下绘制成样品各分类学水平下

的群落结构图，并以样品 α 多样性指数评估肠

道细菌组成的均匀性和丰富度，其中包括 Sobs、
Shannon、Simpson、ACE、Chao1、Coverage
等指数。利用 Mothur 软件[25]和 R 语言工具依据

各样品的测序量在不同测序深度时的 Shannon 指

数绘制稀释曲线，以反映各样本在不同测序数

量时的微生物多样性。使用 QIIME 软件[24]进行

Beta 多样性分析，比较不同样品在物种多样性

方面存在的相似程度，并基于 Bray-Curties 算法

进行主坐标分析以比较样品间物种的相关性与

差异性。收集各组相对丰度大于 0.1%的 OTU
进行 Spearman 相关性分析，筛选出相关系数大

于 0.8 且 P 值小于 0.05 的 OTU，利用 Cytoscape

软件 [26]绘制群落可视化相关性网络。利用

Tax4Fun 程序包[27]对利福平处理前后的红裸须

摇蚊幼虫肠道组织内的原核微生物群落功能进

行预测。将前期测序获得的数据进行整理和分

析，获得 OTU 物种丰度表，进而与 KEGG 数据

库[28]中已有类群进行比对分析。 

1.5  统计学分析 
使用 GraphPad Prism 8.0 软件对 2 组多样性指

数、各分类水平下细菌的相对丰度以及 2 组 KEGG
数据库中功能基因的相对丰度进行 Student’s-t 检
验。若 2 组间差异有显著性意义，分别表示为

P<0.05 (*)、P<0.01 (**)和 P<0.001 (***)。 

2  结果与分析 
2.1  样品测序信息概况 

通过对利福平处理前后红裸须摇蚊幼虫肠

道样品的 16S rRNA 基因 V3–V4 区序列进行测

定，共获得 956 824 条高质量的读取条目，每

个样品至少能够产生 79 423 条高质量有效序

列，测序长度主要分布在 400–440 bp 范围内。

将相似度为 97%有效序列进行操作分类单元聚

类得到 820 个 OTU。在不同分类学水平对细菌

群落组成进行统计，发现正常红裸须摇蚊幼虫

肠道(CV)组 6 个样品在门(phylum)、纲(class)、
目(order)、科(family)、属(genus)、种(species)、
OTU 各分类水平上细菌种类要明显高于利福平

处理后幼虫肠道细菌群落(GD)组(表 1)。 

2.2  物种多样性与丰富度分析 
2.2.1  α 多样性分析 

本研究采用 α 多样性分析正常红裸须摇蚊

幼虫肠道(CV)及利福平处理后幼虫肠道细菌群

落(GD)多样性趋势，所有检测样品的 Coverage
指数(样品文库覆盖率)均在 99%以上，说明序列

未检出可能性小，测序结果可以准确且真实地反

映微生物群落多样性。ACE 及 Chao1 指数反应
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了样品中群落的丰富度，在被测样品中，CV 组

ACE 平均值为 710.65，GD 组 ACE 平均值为

360.73；CV 组 Chao1 平均值为 715.24，GD 组

Chao1 平均值为 314.86；Shannon 指数用于反

应群落的多样性，CV 组样本平均值高达 6.67，
而 GD 组样本平均值仅有 2.76。使用 Wilcoxon
秩和检验方法对 CV 与 GD 组 3 种 α 多样性指

数分析得出，1 g/L 利福平处理能够使肠道内细

菌 物 种 数 量 及 相 对 丰 度 均 显 著 下 调 (** ：

P<0.01，图 1)。 

2.2.2  β 多样性分析 

采用 PCoA 方法对正常红裸须摇蚊幼虫肠

道组织及利福平处理后肠道组织内的微生物组

成差异进行聚类分析，结果如图 2 所示。基于

Bray-Curtis 距离矩阵的 PCoA 主坐标分析表明，

主坐标轴 PC1、PC2 的解释度分别为 49.45%及

17.01%。利用 Anoism 分析 PCoA 分析中 CV 组

与 GD 组各样本点间的差异性，得到 R=0.998，
P=0.008，说明组间差异显著，即利福平处理后

摇蚊幼虫肠道菌群结构发生了显著性改变。 
 
表 1  红裸须摇蚊幼虫肠道菌群不同分类水平数据统计 
Table 1  Sequencing information about gut microbiota derived from Propsilocerus akamusi larvae 
Sample Phylum Class Order Family Genus Species OTU 

CV 1 21 43 113 200 378 541 750 
CV 2 21 44 112 196 371 523 734 
CV 3 21 44 114 205 395 568 785 
CV 4 21 45 114 206 393 569 785 
CV 5 20 39 97 170 309 444 569 
CV 6 19 34 83 152 284 422 547 
GD 1 13 18 46 81 137 176 229 
GD 2 12 19 45 73 126 160 211 
GD 3 14 20 45 74 129 159 193 
GD 4 17 25 56 98 170 227 293 
GD 5 15 20 47 86 142 178 218 
GD 6 11 17 40 67 110 137 170 

 

 
 
图 1  利福平处理后红裸须摇蚊幼虫肠道菌群 α 多样性分析 
Figure 1  The alpha diversity of gut microbiota in chironomid larvae collected from wild (CV) and those 
challenged by 1 g/L rifampin solution (GD). *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 2  肠道菌群的 PCoA 聚类分析 
Figure 2  PCoA clustering analysis of the intestinal 
microbiota derived from two groups based on 
Bray-Curtis distance matrix. 
 
2.3  利福平处理前后红裸须摇蚊肠道菌群

的群落组成 
2.3.1  基于门水平肠道内主要共生菌组成与结

构分析 
在去除掉丰度小于 1%的 OTU 后，在 CV

与 GD 组鉴定到包括变形菌门(Proteobacteria)、
厚壁菌门(Firmicutes)及拟杆菌门(Bacteroidota)
的 3 种共有优势菌门，经利福平处理后，拟杆菌

门(Bacteroidota)丰度显著上升(P<0.05)，其相对丰

度占比由 18.99%上升至 30.87%；脱铁杆菌门

(Deferribacterota)的相对丰度由0.37%变化为14.61%，

呈现显著上调的趋势(P<0.001) (图 3A、3B)。 
2.3.2  基于属水平肠道内主要共生菌组成与结

构分析 
为了进一步比较 2 组幼虫肠道内优势菌属

的差异，选取丰度排名前 15 的类群在属的分类

阶元水平上进行后续分析。分类结果表明，CV
组中透明颤菌属 (Vitreoscilla)、耶尔森菌属

(Yersinia)、假单胞菌属(Pseudomonas)、理研菌

科 RC9 肠道群(Rikenellaceae_RC9_gut_group)、

unclassified_Muribaculaceae 为优势菌属，其相

对丰度分别为 7.58%、6.01%、5.67%、4.89%、

4.18%，其余为肠杆菌属(Enterobacter)、乳杆菌

属(Lactobacillus)、脱硫弧菌属(Desulfovibrio)、
沙 雷 氏 菌 属 (Serratia) ， 其 相 对 丰 度 均 在

1.27%–2.97%之间。GD 组理研菌科 RC9 肠道群

(Rikenellaceae_RC9_gut_group) 为绝对优势菌

属，其相对丰度为 30.50%，其次为芽孢杆菌属

(Brevibacillus)、粘螺旋菌属(Mucispirillum)、寡

单胞菌属(Stenotrophomonas)，其相对丰度分别

为 21.40%、14.55%、7.05%，其余为泰泽雷拉

菌属(Tyzzerella)、从毛单胞菌属(Comamonas)、
透明颤菌属(Vitreoscilla)、未分类的伯克氏菌属

(unclassified_Burkholderiales)，其相对丰度在

2.76%–3.63%之间。 
对比发现绝大多数菌属的相对丰度都呈现

出了下降的趋势，其中耶尔森菌属(Yersinia)、假单

胞菌属(Pseudomonas)、脱硫弧菌属(Desulfovibrio) 
(P<0.01)的相对丰度显著下降，理研菌科 RC9
肠道群(Rikenellaceae_RC9_gut_group) (P<0.001)、
芽孢杆菌属(Brevibacillus) (P<0.05)、粘螺旋菌

属 (Mucispirillum) (P<0.001)、泰泽雷拉菌属

(Tyzzerella) (P<0.05) 未 分 类 的 伯 克 氏 菌 属

(unclassified_Burkholderiales) (P<0.05) 的相对

丰度呈显著上升的趋势(图 3C、3D)。 

2.4  基于 OTU 的摇蚊幼虫肠道菌群相关

性网络分析 
为评估 2 组微生物群落种间的关系，根据

秩和检验得到基于 OTU 水平的差异物种绘制

种间相关性网络图。 
由图 4可知，CV组内共筛选出由 47个 OTU

组成的 100 个相关性关系，其中 74%呈正相关关

系，26%为负相关关系。网络中的节点主要属于

变形菌门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)
与放线菌门(Actinobacteriota)，占所有节点的66%， 
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图 3  基于门(A、B)和属(C、D)水平的物种分布柱状图 
Figure 3  Community bar-blot analysis presenting the relative abundance of microbial colonizers among 
tested samples at the phylum (A, B) and the genus level (C, D). *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 4  红裸须摇蚊幼虫肠道菌群的相关性网络图 
Figure 4  Network analysis of gut microbiota in normal Propsilocerus akamusi larvae (A) and those treated 
with rifampin (B). Co-occurrence network of the OTUs with relative abundance higher than 0.1% in CV 
group (A) and GD group (B). The node size is proportional to the relative abundance of each OTU. Links 
between nodes present a strong correlation between the source and the target OTU (Spearman’s 
correlation >0.8 or ≤0.8). Different node colors indicate different phylum to which the OTU belongs. Line 
color indicates direction, as shown in the legend. 
 
也是细菌群落的优势菌门。与此同时，GD 组内

共筛选出由 15 个 OTU 组成的 14 个相关性关系，

其中有 57%呈正相关关系，43%呈负相关关系。

筛选出的具强相关性关系的物种以变形菌门

(Proteobacteria)与厚壁菌门(Firmicutes)为主，占

所有节点的 73%。 
利福平处理后幼虫肠道内呈相关性的菌群

数量显著变少，菌群间相互关系显著变弱且呈

强正相关的比例显著变小，揭示肠道菌群稳定

型变弱，其中变形菌门(Proteobacteria)与厚壁

菌门(Firmicutes)可能对于肠道菌群的稳定起着

极重要的作用。 

2.5  基于 Tax4Fun 的摇蚊幼虫肠道菌群功

能注释及预测 
本研究对 2 组幼虫肠道菌群测序数据用

Tax4Fun 法进行菌群基因功能预测，实现了

SILVA 数据库注释的 OTU 物种分类与 KEGG
数据库中原核生物代谢功能的有机结合，从而

分析利福平在幼虫代谢过程中具有的潜在功

能，结果如图 5 所示。 
在 Level 1 水平上，2 组幼虫肠道菌群基因

与 6 类代谢通路相关，其中有 3 类通路具有显

著性差异，细胞过程(cellular processes)在利福

平处理后相对丰度显著上调(P<0.01)，而基因信 
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图 5  KEGG 代谢途径差异分析柱状图 
Figure 5  Relative abundance of gut microbial genes that exhibit significant difference at level 1 (A) and 
level 2 (B) in KEGG pathway annotation. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
息处理(genetic information processing) (P<0.05)、
新陈代谢(metabolism) (P<0.05) 2 类通路在利

福平处理后相对丰度均显著下降(P<0.05)。同

时我们发现该菌群基因与人类疾病 (human 
diseases) 、 环 境 信 息 处 理 (environmental 

information processing)、生物体系统(organismal 
systems)等功能均呈现一定相关性。 

在 Level 2 水平上，2 组幼虫肠道菌群基因

与 35 类代谢通路相关，其中有 11 类代谢通路

具有显著性差异，与新陈代谢相关的 3 类通路
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碳水化合物代谢(carbohydrate metabolism) (P<0.01)、
能量代谢(energy metabolism) (P<0.01)、核苷酸

代谢(nucleotide metabolism) (P<0.05)在利福平

处理后均显著下调，原核细胞群落 (cellular 
community-prokaryotes) (P<0.05) 、 信 号 转 导

(signal transduction) (P<0.01)通路显著上升，而

折叠分类和降解(folding, sorting and degradation) 
(P<0.05)、全局和概述图谱(global and overview 
maps) (P<0.05)、复制修复(replication and repair) 
(P<0.05) 、翻译 (translation)通路均显著下降

(P<0.05)。同时还发现菌群中涉及内分泌和代谢

疾病(endocrine and metabolic diseases) (P<0.05)的
基因丰度在利福平处理后显著下降，而与抗生素

耐药性(drug resistance: antimicrobial) (P<0.001)相
关的基因丰度显著上升。 

3  讨论 
昆虫肠道微生物与昆虫个体具有密切且稳

定的协作共生关系，参与昆虫营养吸收、免疫

防御、生长发育、解毒代谢等相关生理过程[1]。

合适的抗生素能够从一定程度上干扰、抑制甚

至消除昆虫肠道内共生菌，为进一步研究“肠道

细菌-昆虫宿主”相互关系奠定技术基础。因此，

本研究选用代表性水生昆虫红裸须摇蚊为研究

对象，采用高通量测序技术对利福平处理前后

的幼虫肠道菌群 16S rRNA 基因片段 V3–V4 区

进行测序，揭示抗生素作为外源因子对摇蚊幼

虫肠道内细菌群落的直接影响。通过比较群落

组成、特定菌株丰度变化及预测相关功能，进

一步分析平衡且稳定的肠道微生态对摇蚊宿主

的潜在作用。 

3.1  红裸须摇蚊幼虫肠道菌群结构与组成

分析 
基于 OTU 注释结果分析，12 个样品共获得

21 门、45 纲、114 目、206 科、395 属、569 种、

820 个 OTU，测序深度达到 99%以上，其结果

可以有效反映出红裸须摇蚊幼虫肠道细菌群落

组成。在门水平上，利福平处理前后变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)以及拟

杆菌门(Bacteroidota)的丰度均占比较大，优势

明显，其余门类占比较小，这与早期研究中报

道的在摇蚊(Chironomus transvaalensis)与跳虫

(Proisotoma minuta)肠道中存在的核心菌门具

有一致性 [29]。变形菌门(Proteobacteria)是昆虫

肠道中的优势菌群，它们中某些特定细菌类群

可以通过去除污染物中的氨氮、硝酸盐以及亚

硝酸盐来达到净化有机物等污染物的目的，从

而使宿主对环境产生较强的适应能力[30-31]。 

3.2  利福平处理降低摇蚊幼虫肠道菌群多

样性且改变特定细菌组成 
α 与 β 多样性分析发现，与正常组对比，

利福平处理后的摇蚊幼虫肠道群落多样性及整

体丰度均呈现显著性下降趋势，证实利福平能

够降低红裸须摇蚊肠道群落多样性，抑制特定

菌株的生长繁殖。抗生素处理草地贪夜蛾

(Spodoptera frugiperda)、梨小食心虫(Grapholita 
molesta)、介体灰飞虱(Laodelphax striatellus)等
昆虫的研究均表明抗生素会改变宿主体内微生

物的群落结构，降低宿主肠道菌群的多样性水

平并促使微生物在个体间的差异减小，这与我

们的研究结果具有相似性[32-34]。 
在环境因子胁迫下，具有特殊功能的细菌种

类可能会加快繁殖以帮助宿主抵御环境变化，而

其他菌株相应减少，以达到群落平衡[35]。在门

水平上，抗生素处理后拟杆菌门(Bacteroidota)
和脱硫弧菌门(Desulfobacterota)的相对丰度显

著上调，分别从 18.99%上调至 30.87%以及从

0.37%上调至 14.61%，诸多研究曾报道这 2 个

门中含有部分利福平抗性菌群[34,36]。Kerry 等[35]

在研究中发现，投放抗生素后养殖池中具抗生



 

 

 

孙文雯等 | 微生物学报, 2023, 63(7) 2859 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

素抗性的细菌数量显著增加，这从侧面反映了

环境或底栖生物组织中存在抗生素耐受细菌，

可能是由于微生物存在内在抗性基因，或随机

突变表达潜在抗性基因而导致宿主耐受现象

的出现。与此同时，红裸须摇蚊幼虫肠道内不

动杆菌门(Actinobacteriota) (P<0.01)、梭杆菌门

(Fusobacteriota) (P<0.05)、酸杆菌门(Acidobacteiota) 
(P<0.05)的相对丰度呈显著下降的趋势。 

在属水平上，幼虫肠道菌群缺失样品中理

研菌科 RC9 肠道群 (Rikenellaceae_RC9_gut_ 
group) (P<0.001)、粘螺旋菌属 (Mucispirillum) 
(P<0.001)、泰泽雷拉菌属(Tyzzerella) (P<0.05)
显著上调，假单胞菌属(Pseudomonas)、耶尔森

菌属(Yersinia)、沙雷氏菌属(Serratia)和脱硫弧

菌属(Desulfovibrio) (P<0.01)相对丰度呈下降趋

势，说明它们的生长受利福平抑制。理研菌科

RC9 肠道群 (Rikenellaceae_RC9_gut_group)属
于拟杆菌门理研菌科，该类群含还原酶家族，

可以产氢以选择性中和细胞毒性，内源性氢可

以抑制促炎因子[37-38]。利福平处理后，理研菌

科 RC9 肠道群(Rikenellaceae_RC9_gut_group)
相对丰度在短期内上调，推测该变化能够辅助机

体应对肠道群落紊乱导致的急性氧化应激[39]。假

单胞菌属(Pseudomonas)、耶尔森菌属(Yersinia)
和沙雷氏菌属(Serratia)在正常组内平均丰度分

别为 5.7%、6.0%及 1.3%，而经利福平处理后

平均丰度均低于 0.01%。我们对于利福平处理

前后的红裸须摇蚊幼虫肠道菌群进行分离培

养，并对各单菌落进行测序以确定菌物，其中

包含假单胞菌属(Pseudomonas)、耶尔森氏菌属

(Yersinia)和沙雷氏菌属(Serratia)菌种。利福平

处理能够完全抑制筛选出的可培养细菌(未发

表数据)，这与本研究测序结果趋势吻合。假单

胞菌属 (Pseudomonas)在阿莫西林和庆大霉素

处理后丰度下降，家蝇(Musca domestica)发育进

程减缓[40]。耶尔森菌属(Yersinia)的相对丰度在

K2CrO4处理后相对丰度上升，使摇蚊(Chironomus 
transvaalensis)对重金属铬具有一定的抗性[41]。

与此同时，经利福平处理后的红裸须摇蚊幼虫

对于有机磷农药毒死蜱胁迫表现出抗性下降的

特点[42]，本研究发现脱硫弧菌属(Desulfovibrio)
相对丰度显著减少(P<0.01)，该菌种可以通过将

农药进行转化而使宿主具有耐农药的特征[43]，

提示其丰度变化可能与个体抗逆性相关。上述

菌株在摇蚊肠道群落内可能发挥相似作用，有

利于维持宿主个体的健康及环境适应性。 

3.3  利福平干扰红裸须摇蚊幼虫肠道细菌

群落内相互作用关系 
微生物群落通过其中的相互作用来维持生态

系统功能和结构的稳定性[44]。在我们的共线性网

络中，大多数节点属于变形菌门(Proteobacteria)、
厚壁菌门(Firmicutes)和拟杆菌门(Bacteroidota)，
也是红裸须摇蚊幼虫肠道中的优势菌群，表明

它们可能是影响微生物群落稳定性的重要因

素。已有研究证明，相对丰度较高的微生物通

过其数量的改变影响微生物群落的结构组成与

多样性[45]。红裸须摇蚊幼虫肠道菌群相关性网

络图表明，利福平处理之后红裸须摇蚊幼虫肠

道菌群间正相关比例增加，菌群间相互关系减

少，菌群结构稳定性大幅下降。我们的结果进

一步证明，环境可以通过改变微生物群落中微

生物间相关性的数量与具正相关关系的比例来

改变菌群的稳定性[46]。由此推断，环境引起的

微生物群落改变可能会通过间接引发宿主生理

状态的紊乱而导致不良后果的出现。 

3.4  利福平处理后细菌群落的代谢功能与

耐药性相关 
通过 Tax4Fun 对摇蚊幼虫肠道菌群基因的

KEGG pathway 注释发现菌群基因功能与碳水

化合物代谢和氨基酸代谢明显相关，这与陈建
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秀等[47]对于跳虫的研究结果具有高度相似性，

这可能与摇蚊幼虫主要以底泥中的藻类、真菌、

树叶、动植物残骸以及淤泥为食相关[48-49]。此外，

本研究样本中涉及内分泌和代谢疾病(endocrine 
and metabolic diseases)的基因丰度在利福平处

理后显著下降(P<0.05)，而与抗生素耐药性(drug 
resistance: antimicrobial)相关的基因丰度显著上

升(P<0.001)，这表明在红裸须摇蚊幼虫肠道内

很可能存在耐药性和致病性(或潜在致病性)菌
株[29]。然而想要进一步确定它们的肠道内是否

存在这些菌株，还需要结合传统培养法对这些

菌株进行进一步分离鉴定。这一结果再次有力

地证明了摇蚊幼虫肠道中的微生物群落可以在

抵御不利因素方面发挥关键作用。然而，基于

16S rRNA基因片段的 Tax4Fun分析并不能取代

全基因组来完全说明其中真正存在的功能，因

此，这些功能是否与利福平的外界影响存在直

接相关性以及肠道细菌是否在该过程中发挥着

具体作用还有待通过宏基因组学或其他技术手

段进一步研究。 

4  结论 
在本研究中，我们利用 16S rRNA 基因测

序技术首次对利福平处理前后红裸须摇蚊幼虫

肠道微生物群落进行了研究，确定了以变形菌

门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)以及

拟杆菌门(Bacteroidota)为主的核心菌群。1 g/L
利福平处理改变了摇蚊幼虫肠道菌群结构及多

样性，其中假单胞菌属(Pseudomonas)、耶尔森

菌属(Yersinia)、沙雷氏菌属(Serratia)和脱硫弧

菌属 (Desulfovibrio)相对丰度呈下降趋势。此

外，利福平处理使摇蚊幼虫肠道内群落相互关

系变弱，结构稳定性大幅降低。预测差异代谢

通路比较结果揭示抗生素处理后，红裸须摇蚊

幼虫肠道内与内分泌和代谢类疾病相关功能的

基因丰度显著下降，同时与抗生素抗药性相关

功能基因丰度显著上升。根据这些发现，我们

认为使用利福平干扰摇蚊幼虫肠道微生态环

境，为探寻水生昆虫肠道群落在个体生长发育、

营养吸收、免疫调节、解毒代谢等方面的潜在

功能提供更多的线索与思路。同时，研究外源

污染物胁迫下摇蚊幼虫肠道微生物环境可以促

进了解耐污种应对环境污染具有的抗性机制，并

为进一步研究机体的解毒过程提供理论依据。 
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