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摘要! !目的"分析比较饲喂玉米M.$ ($95C6秸秆的白星花金龟23'#$.#+$ @3.?+#$35+5幼虫中肠%后肠

中细菌群落结构$挖掘肠道细菌在白星花金龟消化秸秆中的功能# !方法"分别提取健康白星花金

龟 * 龄幼虫 '& 个样品&E 个中肠内含物%E 个后肠内含物'肠道细菌总bYG$利用_BB";.#J].\$M 技

术对白星花金龟幼虫中肠和后肠细菌的 ')\ PbYGgD 区序列进行测序$统计样品操作分类单元

&-R$PJS.-#JBSJ5-#-;.4"#.SQ$ <c̀Q'数量$分析物种丰度%

"

多样性和
'

多样性$并将细菌群落信息

映射到?IZZ基因组数据库$进行细菌群落功能挖掘# !结果"共获得白星花金龟 * 龄幼虫肠道细

菌 ' &)% 09( 高质量P$J,Q$聚类为 % DD' 个 <c̀Q$总共注释到 %( 个门$E' 个纲$(( 目$')0 科$*%)

属# 在属的分类阶元上$中肠中以假单胞菌属 25.7/'('&$5为最优势属$后肠中以脱硫弧菌属

<.57);'?+@3+'为最优势属#

"

多样性分析表明$后肠群落多样性更丰富(

'

多样性分析结果显示$后

肠微生物群落更稳定# 细菌群落功能分析结果显示$中肠%后肠细菌群落都含有降解秸秆相关的酶

系$其中$中肠降解木质素相关的通路更丰富$后肠降解纤维素的酶更多# !结论"采用 _BB";.#J

].\$M测序技术明确了饲喂玉米秸秆的白星花金龟幼虫中肠%后肠细菌群落结构与特点$进一步发

现了肠道细菌在白星花金龟秸秆消化过程中发挥的作用$相关研究结果将为白星花金龟消化秸秆

的机制深入研究提供参考$为我国秸秆资源化利用提供新思路#
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77作物秸秆是农作物生产系统中一项重要的生物

资源!如何合理化利用这一资源是目前引起人们关

注的重要问题) 据统计!随着粮食产量增加!我国秸

秆年产量已经超过 0 亿S!可转化利用秸秆在 E 亿 S

左右"!.J#L.#$)8! %&'%% OT$#! %&')#) 目前!秸秆

不合理的处理方式!不仅浪费资源!而且带来了严重

的大气污染与水体污染) 近年来!围绕秸秆的合理

高效利用!国内外学者不断进行新的探索)

土栖昆虫等无脊椎动物在转化有机质"包括植

物残体#中起着重要作用"[-BS$PQ! %&&&#) 白星花

金龟23'#$.#+$ @3.?+#$35+5C$d.Q是鞘翅目"O-B$-RS$PJ#

金龟甲科"\4JPJ6J$.,J$#昆虫!其幼虫腐食性!可取

食植物秸秆(腐烂落叶(发酵木屑(菌糠(牛粪等!不

为害植物!并且其消化上述废弃物产生的粪便对植

物生长有较好的促进作用!在秸秆资源化利用方面

有巨大的前景) 目前!国内外已经有不少利用白星

花金龟转化秸秆等废弃物的研究报道!结果显示!白

星花金龟幼虫具有较好的秸秆转化效率!除了其粪

便可以作为肥料之外!其虫体还含有大量优质的蛋

白(脂肪以及对部分疾病有效的活性分子"X$-.#

$)8! %&'*% 杨诚! %&'D% C$$.#$)8! %&')#) 上述研

究结果显示!与堆肥等其他秸秆利用技术相比!利用

白星花金龟处理秸秆可以产生更多有价值的产品!

然而白星花金龟消化秸秆的机制尚不清楚)

昆虫的中肠(后肠是主要消化器官!之前研究显

示!肠道微生物对其昆虫的食物消化等生命活动有

重要的作用!包括提供必要的营养"=P$U#J3! %&&%%

=$#HX-Q$a.#$)8! %&'& #!提供消化酶 "[JP#$43$!

%&&(% c-,J3J! %&&(% [JSJ#J6$J#, c-3",J! %&'&#!

增强昆虫的防御能力"<B.W$P.#$)8! %&&E#以及加快

昆虫解毒能力"=J6$#,P$.$P.#$)8! %&&(#等) 白星花

金龟肠道微生物相关研究较少!杨诚"%&'D#在白星

花金龟中分离了 ( 株肠道微生物!其中 E 株分别为

坚强芽孢杆菌1$"+))75;+3(75(环状芽孢杆菌1$"+))75

"+3")$&5(侧孢芽孢杆菌 1$"+))75)$#.3'54'375(浸麻芽

孢杆菌 1$"+))75($".3$&5和巨大芽孢杆菌 1$"+))75

(.*$#.3+7(!另外 % 株较新的细菌分别属于韦荣氏球

菌属 L.+))'&.))$ 和明串球菌属 =.7"'&'5#'") 而这些

研究数据对全面了解白星花金龟肠道微生物群落结

构及其在秸秆中的消化所用尚显不足) 随着测序技

术(分子生物信息技术的迅速发展!微生物基因组的

迅速积累!近年来高通量测序技术在微生物群落与

功能研究方面的应用日益得到人们重视"GQQTJ"$P

.#$)8! %&'E#) 本研究利用_BB";.#J].\$M 测序技术

对饲喂玉米 M.$ ($95C6秸秆的白星花金龟

23'#$.#+$ @3.?+#$35+5* 龄幼虫中肠(后肠微生物群落

进行了分析%进一步利用微生物群落注释信息映射

已发表的基因组数据!对秸秆主要成分"纤维素(木

质素#降解相关的酶或代谢通路进行了统计分析!

以期为进一步研究白星花金龟消化秸秆的机制提供

参考)

(?材料与方法

(@(?供试虫源

白星花金龟幼虫在室温 %0 A'h!相对湿度

)&i A'&i和光周期 ')Cj0b条件下饲养!以风干

的玉米M6($95C6秸秆加水湿润作为饲料!在恒温

培养箱中培养!选取饲养获得的 * 龄幼虫作为供试

昆虫)
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(@A?白星花金龟中$后肠分离和肠道细菌总 ED<

提取

取虫体大小一致(健康的白星花金龟 * 龄幼虫

E 头!先用无菌水漂洗 *& Q!再用 (Ei酒精进行虫体

表消毒!最后用无菌水清洗掉体表残留酒精!无菌操

作条件下两侧剪开幼虫体表!仔细取出完整肠道后!

分别将中肠(后肠剪下!取出肠道内含物!使用

kJQSbYG

)

\R.# ?.Sa-P\-.B":>=.-;$,.4JBQ! \̀G#对

'& 个样品"E 个中肠内含物(E 个后肠内含物#分别

提取肠道细菌总 bYG!利用 'i琼脂糖凝胶电泳检

测抽提的基因组 bYG) bYG样品于 +%&h保存!

备用)

(@B?肠道细菌 (HS-ED<扩增和'OC产物纯化

以 '8% 节提取的肠道细菌总bYG为模板!采用

细菌 gD 高变区通用引物对 ')\ PbYG进行 >OV)

所用引物为 E'Ek"EmHZcZOOGZO:ZOOZOZZcGGH

*m# 和 0&)V" EmHYYYYYYZZGOcGOg\ZZZcGcOc

GGcH*m# "YYYYYY是用于区分样品的 6JP4-,$#

"=-3"B.4T .#$)8! %&'%#!>OV反应体系"E&

!

C#$% l

cJM ;.5%E

!

C!浓度为 '&

!

;-B1C的上下游引物各 '

!

C!bYG模板 '&& #L!,,]

%

<%%

!

C) >OV反应条

件$9Eh预变性 '& ;.#%9Dh变性 ' ;.#!E)h退火 '

;.#!(%h复性 ' ;.#!*& 个循环%(%h延伸 E ;.#)

扩增产物 'D& g!%i琼脂糖凝胶电泳检测!>OV仪

采用日本 cJ?JVJ公司 c>)&&% >OV产物采用

G5K>P$R bYG凝胶回收试剂盒"G5KL$# G>HZfH%E&#

纯化!切胶回收的>OV目的片段用 '& ;;-B1CcP.QH

]OB洗脱!%i琼脂糖电泳检测)

(@F?肠道细菌文库构建及测序

将 '8* 节>OV产物进行荧光定量后!按照每个

样品的测序量要求进行相应比例的混合) 文库构建

采用 cP"\$M

)

bYG>OVHkP$$\J;RB$>P$RJPJS.-# 试

剂盒!具体步骤包括$"'#连接-X.字形接头%"%#使

用磁珠筛选去除接头自连片段%"*#利用 >OV扩增

进行文库模板的富集%"D#氢氧化钠变性!产生单链

bYG片段!经过 F"6.S和 FH>OV定量!文库合格后!

使用 _BB"#.;J].\$M %E&& "% l%E& 6R#进行上机

测序)

(@G?数据优化和%JQ聚类

].\$M 测序得到的是双端序列数据!使用

>GYbG\IF软件进行数据过滤$"'#过滤 P$J, 尾部

质量值 'E 以下的碱基!设置 D 6R 的窗口!如果窗口

内的平均质量值低于 'E!从窗口开始截去后端碱

基%"%#根据 >IP$J,Q之间的 -W$PBJR 关系!将成对

P$J,Q拼接 ";$PL$#成一条序列% "*#根据序列的

6JP4-,$和引物区分样品!并调整序列方向!6JP4-,$

允许的错配数为 &!最大引物错配数为 %!统计各样

品的优质序列)

每个样品中随机选取E& &&&个优质序列进行

<c̀ 构建!使用 \̀IGVO]"版本 08&8'E'(#流程

"I,LJP! %&'*#对高质量的 ')\ PbYG序列进行操作

分类单元"-R$PJS.-#JBSJ5-#-;.4"#.SQ! <c̀Q#聚类$

"'#去除重复序列%"%#去掉 Q.U$@' 的序列"去除没

有重复的序列#%"*#9(i的相似度进行聚类%"D#使

用 Ò]_:I"I,LJP.#$)8! %&''#的 -Z-B,. ,JSJ6JQ$

去除嵌合体序列!生成<c̀ 代表序列%"E#将每个样

品的所有序列映射到 <c̀ 代表序列!生成 <c̀ 表

及其相对丰度表!统计各样品可用的 P$J,Q数目(

<c̀ 数目!代表序列分别使用 Vb>"版本 %8%#

"[J#L! %&&(#和ZP$$#L$#$Q"版本 '*80 #"b$\J#S.Q

.#$)8! %&&)#数据库注释和分类!可信度设置为 &8E!

最后在界(门(纲(目(科(属分类水平上统计各测试

样品中的群落组成)

(@H?肠道细菌群落多样性分析

在门和属分类水平上用 I54$B软件的条形图统

计并比较中肠和后肠内的优势群落结构和组成的差

异) 用
"

多样性"JBRTJ,.W$PQ.SK#分析单个样品内

部的细菌物种多样性!使用 :-ST"P"版本 '/*)/'#

"\4TB-QQ.#$)8! %&&9#计算每个样品的菌群丰度

"4-;;"#.SKP.4T#$QQ#指数"OTJ-和 G4$#和菌群多

样 性 " 4-;;"#.SK ,.W$PQ.SK# 指 数 " \TJ##-# 和

\.;RQ-##!并作出相应的稀释曲线图用来评价测序

量是否足以覆盖所有类群) 用
'

多样性 " 6$SJ

,.W$PQ.SK#分析样品之间在物种多样性的差异!本文

使用 V软件 "g$PQ.-# %/'E/* # 基于 #̀d$.LTS$,

#̀.kPJ4([$.LTS$, #̀.kPJ4距离进行 >O-G分析!利

用?<丰度表进行 >OG分析!并选取贡献率最大的

主坐标组合进行作图展示!图中样品的距离越接近!

表示样品的物种组成结构越相似 "C-U"R-#$J#,

?#.LTS! %&&E% >JP3 .#$)8! %&'D#)

(@I?肠道细菌群落功能分析

在完成<c̀ 序列物种注释的基础上!直接或者

间接映射到与之相关的 ?IZZ"?K-S-I#4K4B-R$,.J

-aZ$#$QJ#, Z$#-;$Q#已注释的微生物基因组!结

合注释到的细菌在样品中的丰度信息(基因组中

')\ PVYG基因拷贝数以及功能基因"使用 ?IZZ

<PST-B-L!?<表征#!进一步获得样品的包含的部分

已知细菌的功能基因数据及其丰度!对样品中的代
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谢途径及秸秆代谢参与的酶进行分析"GQQTJ"$P.#

$)8! %&'E#)

A?结果

A@(?白星花金龟肠道细菌 (HS-ED<序列拼接与

组装

从白星花金龟 * 龄幼虫的中肠和后肠样品中共

获得' &)% 09(条高质量的细菌 ')\ PbYG序列!每

个样品随机选取的E& &&&个序列通过质量控制后可

用的序列按 9(i的相似度进行<c̀ 聚类"表 '#!基

于<c̀Q的注释结果显示!'& 个样品合并的总体样

品共获得% DD'个 <c̀Q!总共注释到 %( 个门!E' 个

纲!(( 目!')0 科!*%) 属)

A@A?白星花金龟幼虫中$后肠微生物种类及其丰度

比较

图 '"G#显示!中肠和后肠中物种丰度排名前 9

的门分类单元为厚壁菌门"k.P;.4"S$Q#(变形菌门

">P-S$-6J4S$P.J#(放线菌门"G4S.#-6J4S$P.J#(拟杆菌

门"=J4S$P-.,$S$Q#(浮霉菌门">BJ#4S-;K4$S$Q#(疣微

菌门"g$PP"4-;.4P-6.J#(广古菌门"I"PKJP4TJ$-SJ#(

迷 踪 菌 门 " IB"Q.;.4P-6.J# 和 酸 杆 菌 门

"G4.,-6J4S$P.J#!为优势类群!但是比例有所不同)

中肠中厚壁菌门占 %(/09i A9/09i!变形菌门占

*'/&%i AD/((i!放线菌门占 %*/9'i A0/*'i!

拟杆菌门占 D/D9i A&/0*i!浮霉菌门占 D/E&i A

*/&*i!疣微菌门占 */&*i A%/EDi!广古菌门占

&/%Ei A&/')i!迷踪菌门占 &/&(i A&/&%i!酸

杆菌门占 &/)&i A&/*Ei! 其他为 D/%*i A

&/9%i%后肠中厚壁菌门占 *9/*(i A*/'0i!变形

菌门占 '9/E%i A%/99i!放线菌门占 (/(0i A

%/&9i!拟杆菌门占 %/%Ei A%/0)i!浮霉菌门占

&/)Ei A&/'9i!疣微菌门占 &/EDi A&/'%i!广

古菌门占 '/E'i A&/)(i!迷踪菌门占 &/(9i A

&/DEi!酸杆菌门占 &/%0i A&/&0i! 其他为

(/&0i A%/'%i)

从丰度排名前 '& 属水平"图 '$ =#上比较中肠

和后肠中各属所占比例!分别为芽孢杆菌属 1$"+))75

"'%/(0i AE/E)i ?5D/'(i A'/90i#(假单胞菌

属 25.7/'('&$5" 'D/)9i A(/'9i ?5%/*'i A

&/%9i#(脱硫弧菌属 <.57);'?+@3+'"&/((i A&/'Di

?59/((i A*/E'i#(K73+"+@$"#.3"%/&'i A*/D*i ?5

&/%'iA&/&0i#(产乙酸嗜蛋白质属 23'#.+&+48+)7(

" &/%'i A&/&%i ?5D/9%i A&/9(i#( !)+5#+4.5

"&/%Ei A&/&Ei ?5*/09i A&/0%i#(拟杆菌属

1$"#.3'+/.5"&/'Di A&/&)i ?5%/D*i A'/%(i#(藤

黄单胞菌属 =7#.+('&$5"'/E)i A'/DEi ?5&/*'i A

&/&Di#(K.33+(+"3'@+7("'/&)iA&/*(i ?5&/'Di A

&/&)i#(2)$&"#'(+"3'@+7("'/&(iA&/DEi ?5&/''i

A&/&%i#和其他")E/D(i AD/9&i ?5('/(0i A

'/%*i#!综上可知!总体来说中肠和后肠在门(属

水平上优势菌物种类别一致!但丰度大小比例不同)

表 (?白星花金龟 B 龄幼虫肠道细菌 (HS-ED<序列分析

J:57#(?S#TK#1;#:1:79./.02(HS-ED<026K35:;3#-/: /134#B-$/1.3:-7:-N:#020$%(-+("- 5$+6"(-$)")

样品

\J;RB$Q

有效序列数目!

Y";6$P-aWJB., Q$M"$#4$Q

!

<c̀ 数目

Y";6$P-a<c̀Q

不同分类阶元归类数目Y";6$P-a,.aa$P$#SSJ5-#-;.44JS$L-P.$Q

门>TKB"; 纲OBJQQ 目<P,$P 科kJ;.BK 属Z$#"Q

]&' *) 0** ' )%* %D D* )E '*9 %*E

]&% D' E%) ' )*9 %E D* )* '*0 %*'

]&* *0 D0* ' )&* %D DD )* '*) %*9

]&D *% 9E& ' )%' %E D) )( '*( %*)

]&E *% &0* ' )%* %E DE )0 'D% %*9

:&' *D ('( ' E'( %D D% )9 'D0 %)*

:&% *0 E0D ' D0' %) DE )0 'D0 %E)

:&* *E D9) ' DED %E DE )9 'D0 %E)

:&D *( )*% ' ED0 %* D* )E 'D* %)E

:&E *( %D% ' )'E %D DE )D 'D% %E9

总数c-SJB *)E ED) % DD' %( E' (( ')0 *%)

]&' +]&E$ 后肠样品].#,L"SQJ;RB$Q% :&' +:&E$ 中肠样品:.,L"SQJ;RB$Q8下同 cT$QJ;$6$B-d8星号表示每个样品随机抽取 E& &&& 个序列

进行分析!通过拼接(过滤得到的有效数据的数量) cT$JQS$P.Q3 .#,.4JS$QST$#";6$P-aST$WJB., ,JSJJaS$PJ#JBKQ.Q! JQQ$;6B.#LJ#, a.BS$P.#L-a

E& &&& Q$M"$#4$QPJ#,-;BKQ$B$4S$, aP-;$J4T QJ;RB$8
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图 '7白星花金龟 * 龄幼虫肠道细菌优势门"G#和属"=#相对丰度

k.L8'7V$BJS.W$J6"#,J#4$-a,-;.#J#SRTKB";"G# J#, L$#"Q"=# -aL"S6J4S$P.J.# ST$*P, .#QSJPBJPWJ$-a23'#$.#+$ @3.?+#$35+5

A@B?白星花金龟幼虫中肠和后肠细菌
!

多样性

分析

稀释曲线"PJP$aJ4S.-# 4"PW$#可以用来评价测序

量是否足以覆盖所有类群!并间接反映样品中物种

的丰富程度) 当曲线趋于平缓时!说明测序数据量

合理!更多的数据量对发现新 <c̀ 的贡献很小!反

之则表明继续测序还可能产生较多新的 <c̀ !本研

究各样品的覆盖度都在 99i以上且各样品的物种

稀释曲线趋于饱和"图 %#!表明各样品测序深度足

够) 比较白星花金龟幼虫中肠和后肠细菌群落的

\TJ##-#指数(OTJ-指数和 \.;RQ-# 指数发现!中肠

和后肠微生物多样性都具有显著性差异%另外后肠

细菌群落的 \TJ##-# 平均指数和 OTJ-平均指数均

大于中肠!说明后肠微生物群落多样性(丰富度都高

于中肠%后肠细菌群落的 \.;RQ-# 平均指数低于中

肠!说明后肠优势微生物更集中"表 %#)

A@F?白星花金龟幼虫中肠和后肠细菌
"

多样性

分析

本 研 究 通 过 >O-G " RP.#4.RJB4-H-P,.#JS$Q

J#JBKQ.Q#可视化方法观察样品间的多样性差异!利

用微生物群落多样性进行 >O-G分析!发现样品的

组织来源是样品间差异的主要原因) 中肠 E 个样品

和后肠 E 个样品分别聚集在不同的椭圆内!之间没

有交集!表示中肠和后肠的细菌群落具有显著差异!

后肠椭圆内的 E 个样品之间的距离都小于中肠!可

见后肠样品间的微生物群落一致性更高) >O' 和

>O% 分别表示对样品差异贡献率最大的两个因素)

'

多样性分析"图 *#是用来研究样品之间在物种多

样性差异) 但是 "#d$.LTS$, >O-G与 d$.LTS$, >O-G

在>O' 上有较大差异!"#d$.LTS$, >O-G的 >O' 为

%*8&i!而d$.LTS$, >O-G的>O' 为 (98&i!说明物

种的丰度对这两组样品的差异贡献更大) 酶是降解
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图 %7白星花金龟 * 龄幼虫中肠和后肠中细菌群落香浓指数稀释曲线

k.L8%7VJP$aJ4S.-# 4"PW$-a\TJ##-# .#,$5-a6J4S$P.JB4-;;"#.S.$Q.# ST$;.,L"SJ#,

T.#,L"S-aST$*P, .#QSJPBJPWJ$-a23'#$.#+$ @3.?+#$35+5

表 A?白星花金龟幼虫中肠和后肠细菌多样性指数

J:57#A?<7,4: $/N#-./39 /1$/;#.0234#5:;3#-/: /134#"/$6K3:1$4/1$6K30234#B-$/1.3:-7:-N:#020$%(-+("- 5$+6"(-$)")

样品

\J;RB$

多样性指数b.W$PQ.SK.#,$5

OTJ-' \TJ##-#% \.;RQ-#

中肠:.,L"S ' E%D890 AEE8(9 E89( A&8D0 &8&9 A&8&*

后肠].#,L"S ' )%*8*% A''8%% (8( A&8&9 &8&% A&8&&%

2 &8&&9 &8&&& &8&&'

图中数据为平均值A标准差% 2r&8&' 表明组间存在极显著差异"单因素方差分析#) bJSJ.# ST$SJ6B$JP$;$J# A,<82r&8&' QT-dQ$5SP$;$BK

Q.L#.a.4J#S,.aa$P$#4$Q6$Sd$$# LP-"RQ"-#$HdJKGY<gG#8

秸秆的主要活性物质!进一步比较了各样品在酶种

类映射水平上的差异!结果显示"图 *#样品的组织

来源是同样是样品间差异的主要原因!>O' 为

0D/0i!说明中肠(后肠微生物群落差异进一步在消

化功能上反映出来)

A@G?白星花金龟幼虫中肠和后肠细菌群落功能

分析

通过 ')\ PbYG序列注释信息映射 ?IZZ基因

组数据!可以获得已测序细菌基因组编码的酶以及

代谢通路信息) 秸秆中的主要成分包括纤维素(半

纤维素以及木质素等) 其中纤维素(半纤维素属于

多糖!其降解主要依赖糖苷酶和部分单加氧酶等

"!-TJ#Q$#! %&')#!而木质素降解相对复杂!主要涉

及芳香类化合物的降解途径"="LL.#$)8! %&''#

按照?IZZ基因组映射数据!中肠和后肠含有

的糖苷酶有 )H磷酸H

'

H葡糖苷酶(葡聚糖 '!DH

"

H葡糖

苷酶(葡聚糖 '!)H

"

H葡糖苷酶(

"

H葡糖苷酶(寡聚H'!

)H葡萄糖苷酶(

'

H葡糖苷酶(葡聚糖 '!*H

'

H葡糖苷

酶(纤维素酶和葡聚糖内切H'!*H

'

HbH葡萄糖苷酶!

各种酶基因的丰度情况见图 D"G#!中肠糖苷酶以

'

H葡糖苷酶"&8%Di#(

"

H葡糖苷酶"&8''i#和纤维

素酶"&8&0i#* 种占优势!后肠也以这 * 种糖苷酶

"

'

H葡糖苷酶 &8*&i!

"

H葡糖苷酶 &8'*i!纤维素酶

&8&9i#丰度最大!但后肠中这 * 种糖苷酶的丰度均

大于中肠!二者存在显著差异"2r&8&E#) 该结果

表明!后肠含有更高丰度的糖苷酶基因!纤维素降解
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图 *7白星花金龟 * 龄幼虫肠道微生物基于不同水平的主坐标分析

k.L8*7>O-GJ#JBKQ.Q-aL"S;.4P-6.J.# ST$*P, .#QSJPBJPWJ$-a23'#$.#+$ @3.?+#$35+56JQ$, -# ,.aa$P$#SB$W$BQ

G! =$ 分别是基于 #̀d$.LTS$, #̀.kPJ4距离与 [$.LTS$, #̀.kPJ4距离进行主坐标分析 >O-GJ#JBKQ.Q6JQ$, -# "#d$.LTS$, ,.QSJ#4$J#, d$.LTS$,

#̀.kPJ4,.QSJ#4$! P$QR$4S.W$BK% O$ 基于酶种类水平的主成分分析>OGJ#JBKQ.Q6JQ$, -# $#UK;$8>O' 和 >O% 代表影响肠道微生物群落多样性最

大的 % 个因素!百分比数值表示对样品差异的贡献值) >O' J#, >O% P$RP$Q$#SST$Sd-;J.#BKaJ4S-PQSTJSJaa$4SST$,.W$PQ.SK-aST$L"S6J4S$P.JB

4-;;"#.S.$Q! J#, ST$R$P4$#SJL$P$RP$Q$#SQST$4-#SP.6"S.-# WJB"$-aST$,.aa$P$#4$.# QJ;RB$Q8

图 D7白星花金龟 * 龄幼虫中肠和后肠细菌群落纤维素降解相关酶"G#和木质素降解相关通路"=#丰度

k.L8D7G6"#,J#4$-a4$BB"B-Q$,$LPJ,JS.-# P$BJS$, $#UK;$Q"G# J#, B.L#.# ,$LPJ,JS.-# RJSTdJKQ

"=# -aST$6J4S$P.JB4-;;"#.S.$Q.# ST$;.,L"SJ#, T.#,L"S-aST$*P, .#QSJPBJPWJ$-a23'#$.#+$ @3.?+#$35+5
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可能更多地发生在后肠中)

进一步对芳香化合物降解涉及的通路丰度进行

统计"图 D$ =#!发现主要有多环芳烃降解(苯甲酸

降解(甲苯的降解(乙苯的降解(苯乙烯降解和萘降

解这几种!且中肠和后肠中都以多环芳烃降解(苯甲

酸降解和苯乙烯降解丰度最高!但中肠和后肠中各

降解途径丰度大小不同 "中肠中多环芳烃降解

&/'Ei!后肠中多环芳烃降解 &8&)i%中肠中苯甲

酸降解 &8''i!后肠中苯甲酸降解 &8&(i%中肠中

苯乙烯降解 &8')i!后肠中苯乙烯降解 &8&9i#!可

见中肠中降解通路丰度明显高于后肠!二者存在极

显著差异"2r&8&'#!该结果表明中肠可能更多地

参与木质素的降解)

B?讨论

由于白星花金龟特殊的食性以及其在转化秸秆

中的潜力!相继开展了针对其肠道微生物的研究!以

期为进一步探索秸秆消化机制提供依据) 王菲菲等

"%&&9#采用传统的培养基分离细菌的方法在白星

花金龟成虫中肠中只分离到 E 个细菌属!分别鉴定

为气球菌属!.3'"'""75(短状杆菌属13$"89@$"#.3+7((

棍状杆菌属 C)$?+@$"#.3(李斯特菌属 =+5#.3+$ 及皮杆

菌属<.3($@$"#.3!其中皮杆菌属细菌数量占优势!

而杨诚"%&'D#对 ( 株白星花金龟幼虫肠道细菌分

析结果显示!其中有 E 株属于芽孢杆菌属 1$"+))75)

本研究采用了 _BB"#.;J].\$M %E&& 对白星花金龟 *

龄幼虫中肠和后肠样品高通量测序分析二者的群落

结构和组成!中肠和后肠样品合并共获得% DD'个

<c̀Q!总共注释到 %( 个门!E' 个纲!(( 目!')0 科!

*%) 属) 与传统培养分析法相比!本研究利用高通

量测序技术获得了更全面准确的微生物群落信息!

对进一步秸秆降解机制分析提供了可靠的数据)

通过比较白星花金龟中肠(后肠的优势菌群!从

优势门水平来说!中肠和后肠的优势菌群在组成上

基本一致!但是其丰度具有一定的差异) 中肠中以

变形菌门">P-S$-6J4S$P.J#(厚壁菌门"k.P;.4"S$Q#和

放线菌门"G4S.#-6J4S$P.J#为前 * 个优势门!而后肠

中 以 厚 壁 菌 门 " k.P;.4"S$Q#( 放 线 菌 门

"G4S.#-6J4S$P.J#和变形菌门">P-S$-6J4S$P.J#为前 *

个优势门) IL$PS等"%&&*#对饲喂土壤有机质的花

金龟科的2$"8&'/$ .48+44+$#$ 幼虫肠道微生物研究

也有类似结果!2$"8&'/$ .48+44+$#$中肠中以厚壁菌

门"k.P;.4"S$Q#和放线菌门"G4S.#-6J4S$P.J#微生物

为主!而后肠中以厚壁菌门"k.P;.4"S$Q#和拟杆菌门

"=J4S$P-.,$S$Q#微生物为主) 在属水平上对中肠(后

肠微生物群落比较发现!中肠和后肠不同的生物学

重复中属的丰度存在一定的差异!但整体的丰度趋

势是相同的!所以该实验结果对进一步研究具有一

定的指导意义!其中!中肠细菌群落的优势属是假单

胞菌 属 25.7/'('&$5( 芽 孢 杆 菌 属 1$"+))75和

K73+"+@$"#.3优势属!而后肠细菌群落的优势属是脱

硫弧 菌 属 <.57);'?+@3+'( 产 乙 酸 嗜 蛋 白 质 属

23'#.+&+48+)7(和芽孢杆菌属1$"+))75!两者在优势属

的丰度上有较大差别) 推测这种差别是由两者肠道

环境与食物消化程度不同造成的) 昆虫肠道主要包

含 * 个部分///前肠(中肠和后肠$前肠的主要功能

是食物摄入和对食物的最初步消化%中肠为高碱性

环境!R]值约为 9 e'%!其中含有大量的碱性蛋白

酶能消化食物中的蛋白质%后肠为消化道最后一段!

R]值较中肠低!其中富含多种多样的微生物!是进

一步消化食物!同时也进行食物残渣和代谢废物的

排出!并从排泄物中吸收水分和无机盐类的场所

"C$;3$.#$)8! %&&*#) 与后肠相比!中肠内含物是

仅经过初步消化的食物!来源于食物中的微生物可

能仍然存在于中肠内含物中!因此!中肠实际测到的

细菌群落数据受食物中细菌影响较大%而后肠内含

物不仅是经过较长时间消化的内含物!其与中肠也

有明显的隔离!所以后肠检测到的细菌群落数据受

食物中细菌的影响较小) 按照上述推论!后肠应该

具有更稳定的微生物群落结构!本研究通过
'

多样

性分析对此进行了检验!分析结果显示后肠比中肠

样品间的差异小!进一步验证了后肠细菌群落结构

比中肠稳定的推论!并且 T̂J#L和 !J43Q-#"%&&0#

对 C'5#.)9#3$ N.$)$&/+"$ 以及 IL$PS等 " %&&E # 对

-.)')'&#8$ (.)')'&#8$ 肠道细菌的研究数据也支持

该结论)

目前关于秸秆降解途径的研究主要围绕真菌(

细菌降解纤维素(半纤维素和木质素相关的酶及产

物进行) 纤维素与半纤维素降解机制相对简单!降

解过程研究得比较清楚!主要起作用的是糖苷水解

酶和部分单加氧酶"!-TJ#Q$#! %&')#!水解获得的单

糖会直接被利用) 本研究分析结果显示!白星花金

龟后肠细菌群落中的糖苷酶丰度较高!推测纤维素(

半纤维素的水解主要发生在后肠内) 木质素的降解

比较复杂!因为其主要结构单元含有苯丙烷结构!涉

及芳香化合物的降解途径!仍采用含苯类似物作为

底物进行研究!目前研究得比较清楚的有芳基醚(联
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二苯(二芳基丙烷(阿魏酸以及原儿茶酸降解途径)

上述途径中涉及的酶种类较多!包括氧化氢酶(乙二

醛氧化酶(酚氧化酶(葡萄糖氧化酶(芳醇氧化酶(新

阿魏酰酯酶和对香豆酰酯酶等"="LL.#$)8! %&''%

=P-d# J#, OTJ#L%&'D% >-BB$L.-#..#$)8! %&'E%

?J;$QTdJPJ#, F.#! %&')#) 白星花金龟肠道中含

有多种芳香化合物降解代谢途径!从丰度上看!主要

分布在中肠!说明木质素降解消化主要发生在中肠)

本研究在完成白星花金龟中肠和后肠细菌群落

分析的基础上!进一步利用明确的肠道微生物物种

信息映射到?IZZ数据库的微生物基因组!并利用

基因组编码的功能基因信息对肠道微生物降解秸秆

的途径进行了预测!目前实验室正在进行白星花金

龟肠道转录组(肠道微生物宏基因测序!今后将进一

步对关键酶基因进行克隆验证!提出白星花金龟转

化秸秆的机制)
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