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　　摘要：家蚕肠道菌群与蚕体对营养物质的消化吸收及健康密切相关。通过饲喂苏优一号家蚕３种不同处理的桑
叶，探讨不同处理桑叶饲喂对家蚕肠道菌群的影响及可能的作用机制，为新疆蚕区家蚕肠道微生物种类组成及多样性

差异提供一定的理论依据。以正常饲喂组、含沙桑叶组、高湿桑叶组等３种处理方式，饲喂５龄幼虫，采用十六烷基三
甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法对家蚕肠道微生物进行ＤＮＡ提取，之后通过琼脂凝胶电泳检测ＤＮＡ的浓度，以１６ＳｒＤＮＡ高通
量测序技术研究不同饲喂组家蚕肠道微生物种类组成及多样性。结果表明，苏优一号优势菌门为变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），优势菌科为Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－ｎｏｒａｎｋ科和伯克氏菌科（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅａｅ），优势菌属为Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－ｎｏｒａｎｋｓ
属、水杆菌属、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ－３属等。正常桑叶饲喂组水杆菌属的含量显著高于其他处理，肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）仅存在
于含沙桑叶饲喂组，而不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）仅在正常饲喂组。α多样性指数分析发现 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｂ处理显著
高于其他处理，Ｃｈａｏ１、Ｆａｉｔｈ＿ｐｄ、Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ和Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ指数组间无差异，而 Ｓｈａｎｎｏｎ和 Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ指数有差
异但不显著。说明桑叶表面沙尘和水分都能影响家蚕肠道微生物丰度，其中沙尘能够影响肠道微生物群落结构。
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　 　 家 蚕 （Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉＬ．）属 于 鳞 翅 目
（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）蚕蛾科（Ｂｏｍｂｙｃｉｄａｅ），起源于我国北
方野桑蚕（Ｂｏｍｂｙｘｍａｎｄａｒｉｎａ），幼虫均以桑叶为食，
家蚕经过几千年的驯化与选育，已有３０００多个品
种［１－３］。家蚕也是重要的生物学模型和模式昆虫之

一，具有遗传背景清楚、个体大、易饲养等优势，在

生物学、遗传学和昆虫免疫学领域发挥着重要的作

用［４］。对于家蚕肠道微生物，早在２０世纪６０年代
日本学者就利用培养基对家蚕幼虫的肠道细菌有

了初步的研究［４］。早期主要研究家蚕疾病相关微

生物，如白僵菌、绿僵菌、微孢子虫、病原细菌及病

毒等病原微生物经消化道的侵染过程。目前，越来

越多的研究人员开始关注鳞翅目昆虫肠道微生物

的多样性与宿主的关系及在昆虫资源和保护中的

作用［５］。家蚕肠道微生物以细菌为主，优势菌有微

球菌科、芽孢杆菌科、短杆菌科、乳杆菌科、肠杆菌

科、Ｐｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ、伯克氏菌科、毛螺菌科、针叶树
科，其次丰富的菌种为表皮葡萄球菌属、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ－３
属、Ａｑｕａｂａｃｔｅｒｉｕｍ属，蜡样芽孢杆菌属、金黄色葡萄
群菌属、克雷伯氏菌属。１９９６年，孙雪奇等通过不
同的培养基分离出家蚕肠道中的好氧微生物，并检

测出部分兼厌氧微生物，证明它们分别属于 １６个
属［６］。１９９９年鲁兴萌等运用 ＡＰＩ２０ＳＴＲＥＰ（Ｖ．５．
０）系统对正常的家蚕消化道来源的８９株肠球菌进
行研究，发现 Ｅｎｔ．ｃａｓｓｅｌｉｆｌａｖｕｓ和 Ｅｎｔ．ｆａｅｃａｌｉｓ是
家蚕消化道内的主要肠球菌菌丛［７］。２００６年袁志
辉等采用传统培养法和非培养法研究家蚕肠道的

细菌 群 体 结 构，显 示 家 蚕 肠 道 中 节 杆 菌 属

（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ）、大肠杆菌属
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、葡萄球菌
属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）丰度
较高［８］。２００７年田贞华等对家蚕 ４龄幼虫肠道通
过１６ＳｒＤＮＡ－ＲＦＬＰ分析，分离出１４个不同类群，
发现它们主要分布在 １０个细菌属及其分支中［９］。

近期对家蚕肠道菌群基因组分析的报道表明，家蚕肠

道菌在属水平上主要包括肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、不
动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、寡
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养单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、芽孢杆菌属和葡萄球
菌属［１０］表明了家蚕肠道菌群的多样性。

家蚕肠道微生物与其消化吸收和生长状况息

息相关。研究家蚕肠道菌群有利于改善家蚕的健

康状况、减少疾病的发生从而提高蚕茧的产量和质

量。之前的研究是利用传统的培养方法来检测家

蚕肠道菌群结构，不能全面地反映出家蚕肠道细菌

的真实状况，因此本试验利用１６ＳｒＲＮＡ基因高通
量测序数据分析来全面准确地了解家蚕肠道菌群

的结构。

新疆地处亚欧大陆腹地，属于典型的温带大陆

性气候，是丝绸之路的重要通道。最早的种桑养蚕

起源于和田地区，和田地区位于新疆最南端，南枕

昆仑山和喀喇昆仑山，北部深入塔克拉玛干沙漠腹

地，处于干旱荒漠气候区，风沙天气频发［１１－１２］，形成

具有新疆特色的养蚕方式———水洗桑叶饲喂。本

研究利用１６ＳｒＤＮＡ高通量测序技术，研究不同饲
喂处理对其肠道微生物的影响，为研究家蚕对桑叶

湿度和沙尘耐受性奠定基础，阐明肠道微生物与家

蚕之间的互作可以为通过改变肠道微生态改善家

蚕生长状况及提高经济效益提供线索。

１　材料与方法

１．１　材料
苏优一号三眠蚕由新疆维吾尔自治区和田蚕

桑科学研究所提供；桑树品种为桂桑１２，沙地滴灌
栽培，三年生条桑桑叶。

１．１．１　试验地设置　试验地位于新疆维吾尔自治
区和田桑蚕科学研究所。新疆最早的种桑养蚕起

源于和田，和田位于新疆最南端，地处喀喇昆仑山

与塔克拉玛干大沙漠之间，属于干旱荒漠性气候，

四季多风沙，形成新疆独具特色的养蚕方式。

１．２　试验方法
１．２．１　家蚕饲育及取样　２０２０年８月，取同一批
次的家蚕，桑叶水洗晾干后饲喂 ４龄起蚕，挑选
１２００头长势均一的家蚕用于试验。试验设置３个
处理、重复４次。将饲喂水洗高湿桑叶（洗净桑叶，
补水２０％，ＳＹ１－Ａ）、水洗晾干正常桑叶（饲喂前
２ｈ用水洗净的桑叶，桑叶表面干爽无水珠，ＳＹ１－
Ｂ）和采回含沙桑叶（采摘回来的新鲜桑叶，补水
２０％，ＳＹ１－Ｃ），其中 ＳＹ１－Ｂ为对照组。取５龄第
３天的家蚕肠道为样本，每个重复取１０头家蚕，取
其肠道，并置于离心管中，放入－８０℃冰箱保存。

１．２．２　提取家蚕肠道微生物 ＤＮＡ　每个离心管内
的中肠进行匀浆后，采用十六烷基三甲基溴化铵

（ＣＴＡＢ）法取样提取ＤＮＡ基因组，以琼脂糖凝胶电泳
检测ＤＮＡ的浓度和纯度，用无菌水稀释至１ｎｇ／μＬ
备用。

１．２．３　１６ＳｒＤＮＡＶ３－Ｖ４区高通量测序　以稀释
的ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，选择通用引物（２７Ｆ：
ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ；１４９２Ｒ：ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧ
ＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ），采用北京全式金生物技术有限公
司的Ｐｆｕ高保真ＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增，采用相
同的扩增条件，并设置阴性对照，保证操作过程无

污染。以 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的 ＴｒｕＳｅｑＮａｎｏＤＮＡＬＴ
ＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＫｉｔ制备测序文库，采用 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＨｉｇｈＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙＤＮＡＫｉｔ将构建好的测序文库在
ＡｇｉｌｅｎｔＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ上进行质检，合格后采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ
平台对群落ＤＮＡ片段进行双端测序。
１．２．４　生物信息学分析
１．２．４．１　测序数据处理　首先使用 ｃｕｔａｄａｐｔ切除
序列的引物片段（设置－Ｏ为１０），弃去未匹配引物
的序列用 Ｖｓｅａｒｃｈ的 ｆａｓｔｑ＿ｍｅｒｇｅｐａｉｒｓ模块拼接序
列；使用ｆａｓｔｑ＿ｆｉｌｔｅｒ模块对拼接序列进行质控；使用
ｄｅｒｅｐ＿ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ模块去除重复序列；使用ｃｌｕｓｔｅｒ＿ｓｉｚｅ
模块，在９８％相似度水平对去重后的序列聚类，并
使用ｕｃｈｉｍｅ＿ｄｅｎｏｖｏ模块去除嵌合体；再使用 ｐｅｒｌ
脚 本 （ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｔｏｒｏｇｎｅｓ／ｖｓｅａｒｃｈ／ｗｉｋｉ／
ＶＳＥＡＲＣＨ－ｐｉｐｅｌｉｎｅ），过滤质控后序列集中的嵌合
体，从而获得高质量序列；使用 ｃｌｕｓｔｅｒ＿ｓｉｚｅ模块，在
９７％相似度水平对高质量序列聚类，并分别输出代
表序列和 ＯＴＵ表，去除 ＯＴＵ表格中的 ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ
ＯＴＵｓ及其代表序列。
１．２．４．２　 数据质控与分析 　 使用 ＱＩＩＭＥ２
（２０１９４）、自编 ｐｅｒｌ脚本等绘制物种分类组成图
表；使用ＱＩＩＭＥ２（２０１９．４）、Ｒ语言、ｇｇｐｌｏｔ２包，计算
Ｃｈａｏ１、Ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ指数、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ指
数、ＦａｉｔｈｓＰＤ指数、Ｐｉｅｌｏｕｓｅｖｅｎｎｅｓｓ指数和 Ｇｏｏｄｓ
ｃｏｖｅｒａｇｅ指数；使用ＱＩＩＭＥ２（２０１９．４）软件绘制稀释
曲线；Ｒ脚本将上表中数据绘制 Ａｌｐｈａ多样性指数
箱线图和ＰＣｏＡ点图。

２　结果与分析

２．１　家蚕肠道微生物１６ＳｒＤＮＡ序列组装和拼接
对不同饲育处理组家蚕肠道的有效测序数据

进行分析。由表１可知，ＳＹ１－Ｂ２的有效序列数据
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量是最多的，为 １０６３７７条，其次为 ＳＹ１－Ａ３
（１０５３０３条）、ＳＹ１－Ａ１（１０４０１９条）；总有效序列

量为１１３３５４９条，平均有效序列量为 ９４４６２．４２
条，测序数目较大，可以充分保证数据的准确性。

表１　家蚕肠道细菌１６ＳｒＤＮＡ测序有效数据统计 条　

ＩＤ 总数据量 有效序列量 拼接后序列量 高质量序列量 去除ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ后的序列量

ＳＹ１－Ａ１ １１６１２４ １０４０１９ １０１５１１ ９２２９４ ９１８９７

ＳＹ１－Ａ２ １０８０５８ ９７３９８ ９４２０８ ８１５０８ ８０９６６

ＳＹ１－Ａ３ １１５１１８ １０５３０３ １０４００３ ８８６１３ ８８４８１

ＳＹ１－Ａ４ １１２９４４ １０２８０３ １０１２２９ ７６８３３ ７６５７１

ＳＹ１－Ｂ１ １０２３４１ ９２６２０ ９１１０４ ７４０８８ ７３８６５

ＳＹ１－Ｂ２ １１５８５６ １０６３７７ １０５１４７ ８４１８９ ８３９９７

ＳＹ１－Ｂ３ １０５８２８ ９５９８９ ９４２５７ ７７２１１ ７６９６３

ＳＹ１－Ｂ４ １０２４９７ ９２５７７ ９０４９１ ６６７４６ ６６３７５

ＳＹ１－Ｃ１ ８０２４４ ７２６９０ ７１５９４ ６３０３４ ６２９０９

ＳＹ１－Ｃ２ １００４３７ ９０５０２ ８８１４６ ７５６４５ ７５３４２

ＳＹ１－Ｃ３ ９４０８０ ８４４８２ ８１８５５ ７４５８９ ７４３３８

ＳＹ１－Ｃ４ １０２４９５ ８８７８９ ８６１９７ ７４０２８ ７３６０８

　　注：ＳＹ１－Ａ表示高湿饲养标记；ＳＹ１－Ｂ表示正常饲养；ＳＹ１－Ｃ表示含沙桑叶饲养。

２．２　家蚕肠道细菌的种类及丰度
本研究分别从界、门、纲、目、科、属、种 ７种不

同分类阶元水平分析分类序列的变化情况。在界、

门、纲、目、科 ５种分类阶元水平上，序列的减少比
较缓慢，而在科、属、种 ３个分类阶元水平上序列数
骤减，表明待测样本菌群中微生物的差异主要集中

在科、属、种的分类水平上。基于 ＯＴＵｓ注释结果，

所测样本在门水平分布最多的优势菌门为厚壁菌

门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、蓝细菌门（Ｇｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和变形
菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）。ＳＹ１－Ａ组和 ＳＹ１－Ｂ的优
势菌 门 是 变 形 菌 门、蓝 细 菌 门、拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚壁菌门，ＳＹ１－Ｃ组的优势菌门为
变形菌门、蓝细菌门、厚壁菌门（图１）。

　　科水平上ＳＹ１－Ａ组的优势菌科为Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－
ｎｏｒａｎｋ科、伯克氏菌科（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅａｅ）、毛螺菌科
（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ），ＳＹ１－Ｂ组的优势菌科为伯克氏
菌科、Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－ｎｏｒａｎｋ科，ＳＹ１－Ｃ组的优势菌科
为伯克氏菌科、Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－ｎｏｒａｎｋ科、肠球菌科
（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）（图２）。

　　属水平上ＳＹ１－Ａ组的优势菌属为Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ－
３ 属、Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－ ｎｏｒａｎｋｓ 属、水 杆 菌 属

（Ａｑｕａｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等；ＳＹ１－Ｂ组的优势菌属菌为水杆
菌属、新鞘氨醇杆菌属（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）；ＳＹ１－Ｃ
组的优势菌属为Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－ｎｏｒａｎｋｓ属、水杆菌属、
肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）（图３）。
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　　根据 ＯＴＵ数据绘制稀疏性曲线（图４），Ｓｐｅ－
ｃａｃｃｕｍ物种累积曲线（图５）。稀疏性曲线末端趋
于平缓，说明测序数据有效反映了家蚕肠道微生物

菌群的多样性。物种累积曲线反映了持续抽样下

新ＯＴＵ（新物种）出现的速率。在样本量为１～１０
组内，曲线急剧上升，表示群落中有大量物种被发

现，样本量约为１１组左右时，曲线趋于平缓，表示微
生物的种类不会随饲喂的增加而有明显的增加。

　　分析各组样本属水平的韦恩图可知，对照组独
有的ＯＵＴ数量为１３２１种，ＳＹＩ－Ｃ组和 ＳＹＩ－Ａ组
独有的ＯＵＴ数量分别为１３５５、１７５８种，说明各个
组在属水平上的肠道微生物存在一定差异；ＳＹＩ－Ｃ
和 ＳＹＩ－Ａ组与对照组共有的 ＯＵＴ数量分别为
２６８、２１１种，ＳＹＩ－Ｃ和 ＳＹＩ－Ａ共有的 ＯＵＴ数量为
９２种，说明ＳＹＩ－Ａ肠道菌属的数量影响较大，但是
在属水平的物种丰富度上 ＳＹＩ－Ｃ和 ＳＹＩ－Ａ均高
于对照组（图６）。
２．３　家蚕肠道细菌多样性分析

分析α多样性指数可知，Ｇｏｏｄｓ－ｃｏｖｅｒａｇｅ指数
为０．９９，说明对１６ＳｒＤＮＡ进行测序分析有一定的
代表性；从 Ｃｈａｏ１指数可以看出 ＳＹ１－Ａ组和
ＳＹ１－Ｂ组的群落丰富度大于 ＳＹ１－Ｃ组；从
Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数可知，ＳＹ１－Ａ组和
ＳＹ１－Ｂ组细菌的物种多样性大于 ＳＹ１－Ｃ组（图
７）。
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３　结论与讨论

家蚕肠道菌群结构与其生长发育、生理变化、

机体免疫密切相关，同时受品种、性别及发育时期、

生长环境、饲料的影响。本研究中以正常家蚕为对

照，运用高通量测序技术，为全面了解家蚕肠道细

菌种群的组成提供了强有力的手段，本研究通过高

通量测序１６ＳｒＲＮＡ基因序列的方法，从家蚕品种
苏优一号的中肠中所检测到的细菌种类大大多于

简单纯培养或变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）检测到的
细菌种类［４－５］，表明家蚕肠道细菌类群非常丰富，通

过１６ＳｒＲＮＡ高通量测序技术可获得更加全面的家
蚕肠道细菌多样性信息。探究饲喂不同处理桑叶

后家蚕苏优一号肠道微生物结构，并分析菌群结构

的共性与差异。

苏优一号在门分类水平上的优势菌门为变形

菌门，科分类水平上为 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－ｎｏｒａｎｋ科、伯克
氏菌科，在属分类水平上优势菌属为 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ－
ｎｏｒａｎｋｓ属、水杆菌属、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ－３属等。与正常桑
叶饲喂组相比 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ＿ｎｏｒａｎｋ的含量均低于高
湿桑叶饲喂组和含沙桑叶饲喂组，而水杆菌属的含

量显著高于其他２个组；水杆菌属的含量显著高于
其他２个组；肠球菌属只存在于 ＳＹ１－Ｃ组中，在其
他２个组中均未发现；不动杆菌属只在 ＳＹ１－Ｂ组
中被发现，其他２个组均未发现该属细菌。

对柞蚕５龄中肠微生物研究发现优势菌群中包
含Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ－３属［１３］，有研究发现在人体肠道中存

在该属，与人类抑郁症有关［１４－１５］。含沙桑叶饲喂组

的优势菌属肠球菌属也是一类较为常见的细菌，在

家蚕肠道内是主要的消化细菌之一［１６－１７］，许多昆虫

体内含有大量的肠球菌，肠道细菌影响昆虫消化液

的ｐＨ值，并与对家蚕的致病性相关联。肠球菌属
是家蚕肠道中的优势菌属，能产生乙酸盐，导致消

化液的ｐＨ值降低［１８］，也可以保护寄主免受一些毒

素的攻击［６］，家蚕在受到 ＢｍＢＤＶ病毒感染时肠道
内肠球菌的比例也会逐渐增加［１９］。鲁兴萌等的研

究在一定程度佐证了家蚕肠道细菌有抑制致病微

生物感染的作用［７］。３种桑叶处理饲喂对家蚕的肠
道微生物组成和多样性有较大影响，桑叶表面沙尘

可改变家蚕肠道微生物的结构，高湿度可能在一定

程度上造成家蚕肠道微生物结构改变，湿度对家蚕

的取食量也影响较大，桑叶不进行处理直接饲喂家

蚕取食量明显降低。
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