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　　中华真地鳖（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇｅｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ），中药名土鳖
虫，别称土元、地鳖虫、地乌龟、簸箕虫等，为蜚蠊目鳖蠊科地

鳖亚科地鳖属昆虫。中华真地鳖雌虫干燥体是一种传统中

药，是《中华人民共和国药典》中记载的正品药材。中华真地

鳖的药用历史悠久，成书于汉代我国第一部药物著作《神农

本草经》、东汉著名医学家张仲景的《金匮要略》以及明代李

时珍的《本草纲目》等几乎所有著名药典都对其有明确的记

载［１］。中华真地鳖肠具有破血逐淤、续筋接骨的功能，被广

泛应用于中药处方中。现代药理学的研究表明，中华真地鳖

对心脑血管系统有保健作用，能降脂调脂、抗凝血、抗血栓等，

还具有抗肿瘤、抗氧化作用，此外还具有促进骨折愈合、镇痛、

增强人体免疫等功效［２］。还有研究发现，中华真地鳖营养丰

富，部分地区已把它加工成食品［３］。

最初，中华真地鳖主要靠野生药源满足市场，近年来，由

于化肥、农药的大量使用，使其自然生存环境遭到破坏，野生

药源日益枯竭，远远满足不了国内市场和出口创汇的需

要［４］，而人工饲养地鳖虫，不需要特殊设备，可因陋就简，投

资少［５］。因此，人工饲养中华真地鳖很快成为各地开展经营

的项目。到目前为止，我国中华真地鳖规模化养殖已有三十

多年历史［６］。在影响中华真地鳖生命活动的各种不同因素

中，人们对温度、湿度、光照度、食物等外界因素的关注较多，

但对中华真地鳖肠道微生物的研究与阐述较少。昆虫肠道系

统是随着取食、消化、排泄等活动而多变的环境，其中寄居的

微生物与昆虫的营养生理活动有着密切的关系，一方面其群

落结构、代谢活动受到昆虫肠道微环境的影响，另一方面它们

也影响着昆虫的生命活动［７］。近年来，对一些重要昆虫的肠

道微生物的研究日渐活跃。同为蜚蠊目的美洲大蠊、德国小

蠊作为对人类危害较大的害虫，其肠道微生物也受到了研究

人员的关注［８－９］。目前，中华真地鳖产业开发正在不断深入。

为了深入研究中华真地鳖的营养生理状况，人为控制或改良

中华真地鳖肠道微生态环境，开发中华真地鳖肠道微生物资

源，研制微生态制剂，降低中华真地鳖人工繁育生产成本，笔

者对中华真地鳖的肠道细菌进行了初步研究。

本研究采用基于ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００平台的第二代测序
技术对中华真地鳖肠道微生物种类组成进行分析，该方法相

较于传统分析技术能够产生覆盖深度更大的数据量，检测到

纯培养和传统非培养技术未能发现的低丰度肠道微生物

种类。
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１　材料与方法

１．１　虫源
雌性中华真地鳖成虫，购于山东省临沂市蒙山中华真地

鳖养殖中心。

１．２　样品消毒
取３头健康的中华真地鳖雌性成虫，用无菌水冲洗干净

后用７５％乙醇浸泡３ｍｉｎ，再用无菌水冲洗３次，然后在蜡盘
中进行无菌解剖，去除残留脂肪体后，取出其肠道内容物

备用。

１．３　肠道总ＤＮＡ的提取
使用ＴＩＡＮａｍｐＳｔｏｏｌＤＮＡＫｉｔ提取中华真地鳖肠道内容

物总ＤＮＡ，将提取出来的ＤＮＡ样品放在－７０℃冰箱中保存。
１．４　１６ＳｒＤＮＡ－Ｖ４区的ＰＣＲ扩增

以中华真地鳖肠道内容物总ＤＮＡ为模板，使用１６ＳｒＤＮＡ－
Ｖ４区特异引物５１５Ｆ（５′－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＣＣＧＣＧＧＴＡＡ－３′）和
８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′），及 ＴＩＡＮＧＥＮ
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行ＰＣＲ。用２％琼脂糖凝胶电泳检
测ＰＣＲ产物。
１．５　文库构建和测序

确定ＰＣＲ产物浓度达到上机检测标准后。将３个样品
送至北京诺禾致源生物信息科技有限公司测序。先分别用带

不同条码（ｂａｒ－ｃｏｄｅ）的 １６ＳｒＤＮＡ－Ｖ４区特异引物 ５１５Ｆ、
８０６Ｒ进行ＰＣＲ扩增，以区分样品。产物经２％琼脂糖凝胶电
泳后，用ＱｉａｇｅｎＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回收目的条带，再进行文库
构建。文库构建采用 ＴｒｕＳｅｑ ＤＮＡ ＰＣＲ－ＦｒｅｅＳａｍｐｌｅ
ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＫｉｔ，质控合格后上机测序，测序平台为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ２５００。
１．６　生物信息学分析

原始数据经ＦＬＡＳＨ软件拼接，ＱＩＩＭＥ软件过滤，ＵＣＨＩＭＥ
Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ软件去除嵌合体后得到有效数据［１０－１２］。再用

ＵＰＡＲＳＥ软件对有效数据在９７％水平上进行操作分类单元
（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，简称 ＯＴＵ）聚类，并用基于
ＧｒｅｅｎＧｅｎｅ数据库的 ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ分类工具进行物种注
释［１３－１４］。用ＱＩＩＭＥ软件计算每个样品的Ａｌｐｈａ多样性。

２　结果与分析

２．１　序列数与ＯＴＵ数量统计
３个样本 Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３中的原始数据经过分析处理，剔除蟑

螂杆状体属（Ｂｌａｔｔａｂａｃｔｅｒｉｕｍ）序列后，分别得到 ６７８３１、
７０２３１、４２０５０条有效序列。对 ３个样本进行数据标准化
（ｄａｔａｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ）后，每个样本均含４２０５０条有效序列，为
统计方便，此后提到的有效序列均为标准化后的数据。按照

１６ＳｒＤＮＡ相似性≥９７％为一个 ＯＴＵ分类单元，Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３这
３个样本分别含有１７６５、１８５２、１６０２个 ＯＴＵ，其中１４３７个
ＯＴＵ在３个样本中都有发现。
２．２　肠道菌群的α多样性

如图１所示，３个样本的稀释曲线斜率随着测序通量的
增大而逐渐降低，趋于平坦。采用 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｃｈａｏ１、
ＡＣＥ等指数来表示样品中微生物的α多样性，如表１所示，３
个样本的覆盖率（Ｇｏｏｄｓｃｏｖｅｒａｇｅ）都较高，达到了９９．０％ ～

９９．７％。以上结果说明，测序数据量合理，样本中的绝大多数
菌都被检出。３个样本的 α多样性随个体的不同而有所
变化。

表１　３份中华真地鳖肠道内容物样本的多样性指数统计结果

样本名
ＯＴＵ数量
（个）

ＳｈａｎｎｏｎＳｉｍｐｓｏｎ Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ 覆盖率

（％）
Ｙ１ １７６５ ７．９０２ ０．９８３ ２０９１．１１１２０５５．３３２ ９９．１
Ｙ２ １８５２ ７．９１４ ０．９８０ ２１３０．３６１２１４２．８４５ ９９．０
Ｙ３ １６０２ ７．８７７ ０．９８２ １６２３．４４８１６６２．５２６ ９９．７

２．３　中华真地鳖肠道菌群结构
２．３．１　门水平下的中华真地鳖肠道菌群结构　Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３这
３个样本的有效序列分别有９８．７％、８９．５％、９８．８％能够注释
到门水平，共检测到３１个菌门。数据标准化后相对丰度平均
值排名前１０的菌门见表２，可见其中相对丰度最高的是拟杆
菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），它们的相对丰度平均值均超过１０％，是中华
真地 鳖 肠 道 中 的 优 势 菌 门。剩 下 的 ２１个 菌 门 中，
Ｈｙｄｒｏｇｅｎｅｄｅｎｔｅｓ、ＣＫＣ４只在 ２个样本中被检出，酸杆菌门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ＳＲ１、热 微 菌 门

（Ｔｈｅｒｍｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、Ｏｍｎｉｔｒｏｐｈｉｃａ只在１个样本中被检出。样
品中鉴定出来的菌群数量，自纲水平起都较多，因此选择在门

水平作聚类分析，如图２所示。关于样品中各菌门含量的浮
动是否与不同菌群之间的相互作用有关，有待进一步研究。

表２　３份样本中相对丰度平均值前１０的菌门

菌门
相对丰度（％）

ＴＹ１ ＴＹ２ ＴＹ３ 平均

拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） ３６．８３ ４６．７１ ４３．９６ ４２．５０
厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） ３１．５１ １９．５９ ２５．７８ ２５．６３
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） １８．１６ １６．８２ １０．５４ １５．１７
螺旋体门（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ） ７．２４ ２．３６ ４．１８ ４．５９
纤维杆菌门（Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ） ０．５７ ０．０９ ６．４３ ２．３６
软壁菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ） １．７１ １．７７ ３．４１ ２．２９
广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ） ０．２６ ０．３２ １．９９ ０．８６
浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ） ０．７２ ０．２５ ０．５１ ０．４９
黏胶球形菌门（Ｌｅｎｔｉｓｐｈａｅｒａｅ） ０．４２ ０．５６ ０．３８ ０．４５
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ０．５１ ０．３２ ０．４３ ０．４２

２．３．２　属水平下中华真地鳖肠道菌群结构　Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３这３
个样本的全部有效序列分别有３６．０％、４０．６％、４２．１％能注
释到属水平，大部分有效序列不能在数据库中进行属水平对

应分类，说明中华真地鳖肠道内有许多待开发的新菌属。３
个样本中共检测到３０９个菌属，其中２２３个菌属为３个样本
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所共有的，５２个菌属在２个样本中被检出，３４个菌属只在１
个样本中被检出。数据标准化后相对丰度平均值前１５的菌
属见 表 ３，其 中 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ、沙 雷 氏 菌 属
（Ｓｅｒｒａｔｉａ）、ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅＲ－７ｇｒｏｕｐ、乳 酸 杆 菌 属
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＳｙｍｂｉｏｔｈｒｉｘ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｅｎｓｕｓｔｒｉｃｔｏ１
这７个菌属的相对丰度平均值大于１％，可看作中华真地鳖
肠道内的优势菌属。

表３　３份样本中相对丰度平均值前１５的菌属

菌属
相对丰度（％）

Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３ 平均

Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ １．６６ ５．７２ ３．６６ ３．６８
Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ ３．０７ ３．５６ ３．８８ ３．５１
沙雷氏菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ） ０．４７ ７．７４ ０．６０ ２．９４
ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅＲ－７ｇｒｏｕｐ ２．４２ ２．６７ １．２６ ２．１１
乳酸杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ） ０．６８ １．１８ ４．０３ １．９６
ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＳｙｍｂｉｏｔｈｒｉｘ １．０２ １．５９ １．２６ １．２９
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｅｎｓｕｓｔｒｉｃｔｏ１ ０．８７ １．００ １．３０ １．０６
变形杆菌属（Ｐｒｏｔｅｕｓ） ２．３８ ０．０９ ０．１８ ０．８８
无胆甾原体属（Ａｃｈｏｌｅｐｌａｓｍａ） ０．８８ ０．９９ ０．６２ ０．８３
Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｆｅｒｕｌａ １．４５ ０．２２ ０．７９ ０．８２
拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ） ０．８３ １．００ ０．５６ ０．８０
Ｐａｐｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ １．９５ ０．１８ ０．１２ ０．７５
脱硫弧菌属（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ） ０．７９ ０．７１ ０．６９ ０．７３
假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） ０．８３ ０．４４ ０．７９ ０．６９
甲烷球菌属（Ｍｅｔｈａｎｉｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ） ０．１６ ０．０８ １．７０ ０．６５

３　讨论

近年来，Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序技术开始应用于肠道微生物多样

性的研究。该测序技术利用基于单分子簇的边合成边测序技

术（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，简称ＳＢＳ）和专有的可逆终止化学
反应，可以在短时间内获得大量数据［１５］。相较于分离培养方

法和传统分子生物学方法，该技术有重大突破。分离培养方

法分析的微生物只限于那些能够在人工培养基上生长的微生

物，而能通过传统的分离培养方法鉴定的微生物只占全部微

生物的１％～１０％［１６］。因此通过传统培养方法得到的结果并

不能真实反映肠道菌群多样性，这就使得用分离培养方法在

研究肠道菌群的种群结构与多样性方面受到了极大的限制。

与第一代测序技术相比，高通量测序技术通量更大，并且

成本相对较低［１７－１８］。ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００平台能在２７ｈ内生
成相当于人类基因组４０倍覆盖率的数据［１９］。与常用来分析

微生物多样性的变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）相比，高通量测
序技术灵敏度更高［２０］。高通量测序技术有完美的定量功能，

不但能够测出某ＤＮＡ属于哪个物种，还能统计出该 ＤＮＡ在
测序的过程中被测的次数，即被测样品中该物种的数量，能够

直接反映某种ＤＮＡ的丰度［２１］。

本研究发现，中华真地鳖肠道中相对丰度最高的菌属是

Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ和Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ，这２个属的细菌在人类肠道中均
有发现。肠易激惹综合征和溃疡性肠炎患者肠道内的

Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ菌属含量较健康人体低，推测人体肠道内缺乏
Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ属细菌可能会导致以上２种病症的发生［２２］。

与健康人相比，自闭症患者肠道中 Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ菌属的含量较低，
目前导致这种情况的原因尚不明确［２３］。而通过摄取动物性

食品则可让人体肠道中 Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ菌属的含量上升［２４］。除

Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ和Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ这２个菌属外，中华真地鳖肠道中
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还有沙雷氏菌属等其他５个菌属的细菌含量较高，这些细菌
与中华真地鳖之间的关系，有待于进一步研究。

人类肠道微生物是宿主生理系统的一部分，可将其比喻

为微生物组织，对于昆虫而言，肠道微生物也十分重要，昆虫

肠道微生物有帮助宿主消化食物，为宿主提供食物中缺乏的

必需营养素，提高宿主抗病性，从而影响宿主生理和发育等作

用［２５－２６］。在本研究的基础上进一步了解肠道内各微生物对

中华真地鳖的作用，以及它们与宿主和环境之间的关系后，就

可以以此为基础开发微生态制剂。微生态制剂是采用有益微

生物及其代谢产物和生长促进物质制成的活菌制剂，无毒副

作用、无残留、不产生抗药性［２７］。

国内对中华真地鳖的研究主要集中于有效成分的分离和

药用价值的研究。虽然我国已有多年中华真地鳖饲养历史，

但对养殖技术的深入研究较少。目前针对中华真地鳖肠病原

菌引起的病害，一般以预防为主，对于已经出现的病害，则采

用施用广谱抗生素的手段治理［２８］。在饲料中添加抗生素，若

超时超量，可能会对人类健康造成危害［２９］。早在２００６年，欧
盟各国已全面禁止抗生素作为动物饲料添加剂，而微生态制

剂作为一种新型的生物制剂是较理想的替代品［３０］。如果研

发出适用的微生态制剂，则能够促进我国中华真地鳖产业的

大发展，市场前景十分乐观。

４　结论

本研究首次应用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ高通量测序技术初步分
析了中华真地鳖肠道菌群多样性，共检测到了３１个菌门，优
势菌门是拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门；共检测到３０９个菌
属，优 势 菌 属 是 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ、沙 雷 氏 菌 属、
ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅＲ－７ｇｒｏｕｐ、乳 酸 杆 菌 属、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｓｙｍｂｉｏｔｈｒｉｘ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｅｎｓｕｓｔｒｉｃｔｏ１这７个。本试验结果为
今后分析中华真地鳖生理生化特性、发展新型中华真地鳖养

殖技术、研发适用于中华真地鳖的微生态制剂、开发中华真地

鳖肠道微生物资源提供了理论基础。
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