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斑翅果蝇和黑腹果蝇侵害的葡萄 
微生物多样性的动态变化* 
高欢欢 1**  翟一凡 2  陈  浩 2  王咏梅 1   

覃冬云 2  任凤山 1***  于  毅 2*** 
（1. 山东省葡萄研究院，济南 250100；2. 山东农业科学院植物保护研究所，济南 250100） 

摘  要  【目的】 为了解斑翅果蝇 Drosophila suzukii和黑腹果蝇 Drosophila melanogaster侵害葡萄微生
物的动态变化，寻找与两种果蝇密切相关的微生物种类。【方法】 本研究利用自然腐烂和两种果蝇分别危

害的方法处理葡萄，经过 2、4、6、8、10 d 的腐烂时间后，对葡萄进行微生物分离纯化，并对分离得到

的细菌及真菌分别采用 16S rDNA和 ITS基因分析的方法进行鉴定。【结果】 总共分离鉴定出 25种细菌

和 7种真菌。随着处理时间的延长，两种果蝇对微生物的动态也产生了影响。果蝇侵害后的葡萄中滋生的

细菌和真菌种类明显多于自然条件下的葡萄，其中黑腹果蝇侵害第 4天时微生物种类最为丰富，而斑翅果

蝇侵害 8 d后微生物种类最多。另外，果蝇的侵害导致葡萄中产生了大量白地霉 Geotrichum candidum，而
只有黑腹果蝇侵害后的葡萄中培养出了 3种醋酸菌 Acetobacter spp.。【结论】 果蝇加速了葡萄的腐烂和微

生物的滋生，与两种果蝇均密切相关的微生物是白地霉，而相比斑翅果蝇而言，黑腹果蝇与醋酸菌的关系

更为密切。本研究可为探索微生物、葡萄、果蝇三者之间的协同进化关系提供理论基础。 

关键词  斑翅果蝇，黑腹果蝇，葡萄，微生物，动态 

Dynamics of microbial diversity in red grapes infested by  
Drosophila suzukii and Drosophila melanogaster 
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Abstract  [Objectives]  To understand the dynamics of microbial diversity in red grapes infested by Drosophila suzukii and 

Drosophila melanogaster and identify microorganisms associated with these two species. [Methods]  Microorganisms in red 

grapes infested by D. suzukii and D. melanogaster for 2, 4, 6, 8, and 10, days were separated, purified, and identified with ITS 

and 16S rDNA genetic analysis. [Results]  25 species of bacteria and 7 species of fungi were identified. Microbial diversity 

was affected by infestation with either D. suzukii or D. melanogaster. The number of microorganism species in grapes infested 

by these species exceeded that in control grapes. Peak numbers of microorganism species were recorded after infestation by D. 

melanogaster for 4 days, and after infestation with D. suzukii for 8 days. Infestation with D. suzukii and D. melanogaster 

generated Geotrichum candidum. Three species of Acetobacter spp. were only cultivated from grapes infested by D. 

melanogaster. [Conclusion]  Infestation by D. suzukii or D. melanogaster accelerated the decay of red grapes and the 

generation of microorganism species, including G. candidum. Acetobacter spp. was more strongly associated with D. 

melanogaster than with D. suzukii. This study provides a theoretical foundation for investigating coevolution between grapes, 

Drosophila spp. and microorganisms.  
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斑翅果蝇 Drosophila suzukii 和黑腹果蝇
Drosophila melanogaster隶属双翅目（Diptera）、

果蝇科（Drosophilidae）。斑翅果蝇又名铃木氏

果蝇，寄主广泛，包括樱桃、草莓、蓝莓、黑莓、

葡萄等 60 多种植物，在全世界各地有发现（林

清彩等，2013）。雌果蝇的产卵管坚硬狭长，呈

镰刀状，一侧有许多小锯齿（Parshad and Paika，

1965），相对于未成熟的果实和腐烂的果实来说，

斑翅果蝇偏好在刚开始成熟变色的水果上产卵，

卵孵化后以幼虫蛀食为害，果实逐渐软化造成直

至变褐腐烂，造成损失高达 40%~80%（Mitsui et al.，
2006）。与斑翅果蝇不同，腐烂的果实对黑腹果蝇

具有更强的吸引作用（Milan et al.，2012）。因此，

黑腹果蝇和斑翅果蝇在取食和产卵习性方面存

在差别，而后者对于农林业的危害则更为严重。 

对于两种果蝇，腐烂的果实均对其幼虫的生长

和发育具有促进作用，这与腐烂果实中滋生的大量

微生物有很大的关系（David and Vanherrewege，

1983）。目前研究较多的是酵母，研究证明酵母

的存在为果蝇的生长和发育提供了营养物质和

必需氨基酸（Milan et al.，2012）。但在植物的

腐烂过程中，酵母以外的微生物数量也较多，腐

烂的台湾青枣中共分离到 6 株细菌和 24 株霉菌

（赵丹丹等，2016）。高欢欢等（2016）在腐烂

的韭菜中分离出 25 种微生物，其中枯草芽孢杆

菌 Bacillus subtilis 可促进韭菜中主要害虫韭菜
迟眼蕈蚊幼虫的生长和蛹的羽化。斑翅果蝇和黑

腹果蝇的生长发育以及取食和产卵习性的差别

是否与寄主中的其他微生物有关，均需要进行系

统的研究。 

本研究中，两种果蝇取食新鲜的葡萄，随着

腐烂程度的增加，观察微生物种类的动态变化，

初步分析微生物与两种果蝇的相关性，为研究果

实、微生物和果蝇三者之间的关系奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

黑腹果蝇和斑翅果蝇，采自山东济南章丘香

草园有限公司的有机葡萄园，饲养于人工气候箱

中，温度（25 ± 0.5）℃，湿度为 70% ± 0.5%，

光周期为 L︰D =16︰8，饲养 4~5代后取羽化 3 

d的活体成虫以及在有机葡萄园中采摘的新鲜葡

萄用于本次实验。 

1.2  实验试剂与仪器 

NB培养基，孟加拉红培养基，PDA培养基，

PBS缓冲液，DNA提取试剂盒（Fungal DNA Kit 

D3390-01，OMEGA BIO-TEK公司），2×Taq Plus 

PCR Master Mix（天根生化科技有限公司）。 

超净工作台（SW-Cj-ZFD，苏净集团苏州安

泰空气技术有限公司），人工气候箱（RXZ-328A

型，宁波江南仪器厂），离心机（D-78532，德国

Tuttlingen），PCR仪（EPS301，美国 Pharmacia），

电泳仪（JY3000，北京君意东方电泳设备有限公

司），凝胶成像系统（JY04S-3C，北京君意东方

电泳设备有限公司）。 

1.3  不同腐烂程度的葡萄中微生物的分离 

葡萄的致腐实验需要进行连续 9 d的重复操

作。在高压灭菌处理的组织培养瓶（直径 5.5 cm、

高 9 cm）中放入新鲜的葡萄，分别接入 4 对斑

翅果蝇和黑腹果蝇成虫，不接果蝇的葡萄处理为

对照，每个处理 5个重复，此为第 1天。在第 3、

5、7、9天时重复第一天的操作。在第 11天时，

对不同时间段中不同处理的葡萄进行收集，并进

行微生物的分离。至此，斑翅果蝇、黑腹果蝇以

及自然腐烂的时间分别为 10、8、6、4、2 d。在

无菌条件下将所取样品在 PBS 缓冲液中匀浆，

吸取匀浆液稀释至 103、104和 105倍，即为葡萄

中微生物的混合液。吸取 200 μL各个处理中不

同浓度的微生物混合液分别涂布于NB板和孟加

拉红培养基平板上，每个浓度 3个重复。涂板后

放置 25℃培养箱中培养 48 h。 

挑取孟加拉红培养基平板中表征典型的真

菌，在 PDA 培养基中纯化 3 次，25℃培养箱中

培养，纯化好的真菌保存到 1.5 mL 离心管孟加

拉红培养基斜面上，放置在 4℃保存备用。 

选择有代表性的细菌单菌落在NB培养基中

进行划线纯化 3次，25℃培养箱中培养，对纯化
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好的菌落进行编号，挑取纯化好的各细菌菌落在

LB 液体培养基中过夜摇菌，一部分用于 16S 

rDNA鉴定，一部分加等体积 60%的甘油保存于

﹣20℃备用。 

1.4  微生物基因鉴定 

1.4.1  细菌的 16S rDNA 鉴定  对于分离纯化

后的细菌采用 16S rDNA鉴定法。过夜摇匀的菌

液作为模板，按如下体系进行 PCR 扩增。PCR

反应体系如下：DNA模板 2 μL，2×Taq Plus PCR 

Master Mix 12.5 μL，上下游引物各 1 μL，加入

ddH2O补充至 25 μL。 

PCR反应按照如下程序进行：94℃预热 3 min，

94℃热变性 30 s，52℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，

共 30个循环，72℃反应后延伸 5 min。 

引物序列：16S rDNA-27F：5-AGAGTTT 

GATCCTGGCTCAG-3；16S rDNA-1492R：5-TA 

CGGYTACCTTGTTACGACTT-3。 

1.4.2  真菌的 ITS 鉴定  对于分离纯化后的真

菌采用 ITS鉴定法。收集真菌的菌丝，按照 DNA

提取试剂盒（Fungal DNA Kit D3390-01）提取各

个真菌的 DNA，提取的 DNA样品取 5 μL通过

1%琼脂糖凝胶电泳来检测质量，检测合格后保存

﹣于 20℃备用。PCR反应体系及反应程序同 1.4.1。 

引物序列：ITS1：5-TCCGTAGGTGAACCTGC 

GG-3；ITS4：5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'。 

1.4.3  测序分析  将PCR产物进行 1%琼脂糖凝

胶电泳检测，观察 16S rDNA和 ITS的条带是否

分别为 1 500 kb左右和 500 kb左右。切胶回收

后送山东农业科学院测序中心测序，其中 16S 

rDNA 为双向测序，ITS 为单向测序。将测序结

果在 NCBI网站上进行 BLAST分析，以确保是

16S rDNA和 ITS基因序列，并以此来判断微生

物的分类地位。 

2  结果与分析 

2.1  葡萄中的细菌种类及系统发育树 

由表 1所示，经过分离和鉴定，在自然腐烂、

斑翅果蝇以及黑腹果蝇侵害不同时间的葡萄中

共分离到 25 株细菌，分别隶属于变形菌门

（Proteobacteria）和厚壁菌门（Firmicutes），变

形菌门 γ-变形菌纲包括 16 种细菌，分别是奥克

西托克雷伯杆菌 klebsiella oxytoca、弗氏柠檬酸
杆菌 Citrobacter freundii、奈氏西地西菌 Cedecea 
neteri、2种普罗威登斯菌 Providencia spp.、土生

拉乌尔菌 Raoultella terrigena、 3 种醋酸菌

Acetobacter spp.、非脱羧莱克勒菌 Leclercia 
adecarboxylata、3种肠杆菌属 Enterobacter spp.、

泡囊短波单胞菌 Brevundimonas vesicularis、类黄
色假单胞细菌Pseudomonas parafulva和鲁氏不动
杆菌 Acinetobacter lwoffii，厚壁菌门芽孢杆菌纲
的 6 种芽孢杆菌 Bacillus spp. 和沃氏葡萄球菌

Staphylococcus warneri、戊糖乳杆菌 Lactobacillus 
pentosus。另外，棒状杆菌属 Corynebacterium sp. 

隶属于放线菌门（Actinobacteria）放线菌纲，其

系统发育树见图 1。 

2.2  葡萄中的真菌种类及系统发育树 

在 3种处理方式下的葡萄中分离鉴定得到 7

株真菌（表 2）。其中 2 种白地霉（Geotrichum 
candidum 和 Galactomyces candidum）隶属于半
知菌亚门 Deuteromycotina；4 种青霉属真菌

Penicillium spp. 以及夏孢生枝孢 Cladosporium 
uredinicola隶属于子囊菌亚门 Ascomycotina。其

系统发育树见图 2。 

2.3  葡萄中微生物多样性的动态变化 

在不同处理方式下，葡萄中的细菌种类差异

很大。自然腐烂条件下的葡萄中分离得到细菌 8

株，真菌 2株；斑翅果蝇侵害后分离得到细菌 9

株，真菌 5 株；黑腹果蝇侵害后分离得到细菌

13 株，真菌 7 株（图 3），可见由黑腹果蝇侵害

后的葡萄中细菌和真菌的种类最多。随着时间的

变化，斑翅果蝇侵害第 8天后微生物种类最多。

自然条件下和黑腹果蝇侵害后的葡萄均在第 4

天时种类最多，过于腐烂的葡萄中微生物的种类

反而有所减少，说明与斑翅果蝇相比，黑腹果蝇

加速了葡萄的腐烂和微生物的滋生。 

在微生物种类分布方面，自然条件下的葡萄

中，厚壁菌门的芽孢杆菌为优势种群，而果蝇侵

害后葡萄中的细菌优势种群变为变形菌门细菌， 
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表 1  不同处理葡萄中细菌的种类 
Table 1  Bacteria in red grape vitis willsonae treated by three ways 

自然腐烂 
Natural decay 

斑翅果蝇 
D. suzukii 

黑腹果蝇 
D. melanogaster 门 Phylum 

腐烂处理方式及时间（d） 
Methods and time (d) 

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10 2 4 6 8 10

产酸克雷伯菌 Klebsiella oxytoca + +  +   

弗氏柠檬酸杆菌 
Citrobacter freundii  

+ + + +  + +  

奈氏西地西菌 Cedecea neter   +   +  

雷氏普罗威登斯菌 
Providencia rettgeri  

 +   

产碱普罗威登斯菌 
Providencia alcalifaciens  

+     

土生拉乌尔菌 Raoultella terrigena   +  +

热带醋酸菌 Acetobacter tropicalis   +  

醋酸菌 Acetobacter indonesiensis   +  

醋酸菌 Acetobacter sicerae    +  

非脱羧莱克勒菌 
Leclercia adecarboxylata  

+     

肠杆菌属 Enterobacter sp.  +     

肠杆菌属 Enterobacter sp.  +     

阴沟肠杆菌 Enterobacter cloacae +     

泡囊短波单胞菌 
Brevundimonas vesicularis  

   + 

类黄色假单胞 
Pseudomonas parafulva  

+     

变形菌门 
Proteobacteria 

鲁氏不动杆菌 Acinetobacter lwoffii    + 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis  +     

炭疽芽孢杆菌 Bacillus anthracis +     

甲基营养型芽孢杆菌 
Bacillus methylotrophicus  

+     

巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium + +     

类芽孢杆菌 
Paenibacillus taichungensis  

+    +

缍形赖氨酸芽孢杆菌 
Lysinibacillus fusiformis  

+     

沃氏葡萄球菌 
Staphylococcus warneri  

 +   

厚壁菌门 
Firmicutes 

戊糖乳杆菌 Lactobacillus pentosus     +

放线菌门 
Actinobacteria 

棒状杆菌属 Corynebacterium sp. +     

每种微生物后的符号+代表在相应的部分能够分离到此种微生物，符号-则代表没有分离到。表 2同。 
Symbol +indicates that the correspondent microorganism is separated in this position, -indicates no correspondent 
microorganism in this position. The same as Table 2. 
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图 1  葡萄中细菌的系统发育树 
Fig. 1  Phylogenetic tree of bacteria in red grape 

 

表 2  不同处理葡萄中真菌的种类 
Table 2  Fungus in red grape vitis willsonae treated by three ways 

自然腐烂 
Natural decay 

斑翅果蝇 
D. suzukii 

黑腹果蝇 
D. melanogaster 门 Phylum 

腐烂处理方式及时间（d） 

Methods and time (d) 
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10 2 4 6 8 10

白地霉 Geotrichum candidum  + + + +  + + + 半知菌亚门 
Deuteromycotina 白地霉 Galactomyces candidum       +

普通青霉菌 Penicillium commune  + +   + 

扩展青霉 Penicillium expansum  + +   + 

展青霉 Penicillium paneum  + + + + + + +   + + +

夏孢生枝孢 Cladosporium uredinicola +  +    +

子囊菌亚门 
Ascomycotina 

Penicillium crustosum皮壳青霉      +

 

 
 

图 2  葡萄中真菌的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of fungus in red grape 
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图 3  3 种处理方式下的葡萄中微生物种类的数量 

Fig. 3  Number of microorganism species in red grape treated by three ways 

A: 自然腐烂；B：斑翅果蝇侵害；C 黒： 腹果蝇侵害。 

A: Natural decay; B: Treated by Drosophila suzukii; C: Treated by Drosophila melanogaster. 
 

其中 3种醋酸菌Acetobacter spp.以及土著拉乌尔

菌是黑腹果蝇侵害后所特有的细菌（表 1）。白

地霉 Geotrichum candidum在果蝇侵害前期成为
葡萄中最主要的真菌种类，随着腐烂程度的增

加，青霉属真菌Penicillium sp. 成为主要的类别，
两种果蝇侵害后的真菌菌群之间没有明显的差

别（表 2）。 

3  讨论 

葡萄是斑翅果蝇和黑腹果蝇重要的寄主之

一，本研究利用自然腐烂和两种果蝇侵害的方法 

处理葡萄，对不同腐烂程度的葡萄进行微生物的

分离和鉴定，得到 25 种细菌和 7 种真菌。果蝇

侵害后葡萄微生物种类增加，在动态变化方面，

黑腹果蝇侵害前期微生物种类最多，而斑翅果蝇

侵害后期微生物种类达到最多，但总体仍然低于

黑腹果蝇，由此可见，黑腹果蝇加速了葡萄的腐

烂和微生物的滋生，同时也证实了黑腹果蝇对腐

烂环境的耐受力明显强于斑翅果蝇，这可能是黑

腹果蝇更喜欢在腐烂的果实中产卵繁殖的原因

之一。 

在自然界中，芽孢杆菌属的细菌分布比较广 

泛，近些年来在昆虫的肠道中常被发现。例如半

翅目昆虫日本龟蜡蚧（贝绍国等，2005；刘玉升 

等，2006；徐龙龙等，2014）体内已分离出大量

的地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌

等厚壁菌门细菌，并且与昆虫的生长发育有密切

的关系。本研究中发现，自然条件下的葡萄芽孢

杆菌种类较多，而果蝇侵害后的葡萄中芽孢杆菌

的种类则明显减少，可能是由于果蝇取食了葡萄

中大量的芽孢杆菌，使寄主中的芽孢杆菌减少，

这需要通过分离鉴定果蝇肠道的微生物来进行
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验证。 

本研究中，白地霉 Geotrichum candidum在
果蝇侵害前期成为葡萄中最主要的真菌种类，而

自然腐烂的葡萄中并未发现。由此可见，白地霉

在微生物、果实与果蝇三者之间的关系中具有重

要的作用。Geotrichum candidum是 Galactomyces 
geotrichum的无性型真菌地霉属，是土壤以及柑
橘类水果中常见的真菌（McKay et al.，2012），

能够引起果实的腐烂（Butler et al.，1988），同

时可以参与腐烂果实中产生的短碳链醇尤其是

正己醇的代谢（令桢民等，2009），白地霉具有

的特殊代谢作用是否与果蝇的生长发育有关，并

且如何参与三者之间的关系需要进一步的研究

和论证。 

另外，与自然腐烂和斑翅果蝇侵害相比，黑

腹果蝇的侵害使 3 种醋酸菌成为葡萄中特有的

菌种。醋酸菌并不是致病菌，对人及动物均无致

病性，可造成果实的细菌性腐败（东秀珠和蔡妙

英，2001），醋酸菌的发酵机理是在乙醇脱氢酶

（ADH）和乙醛脱氢酶（ALDH）将乙醇分解为

乙酸，由于醋酸菌内也含有乙酰辅酶 A 合成酶

（ACS）因此乙酸最终被氧化为二氧化碳和水

（王博彦和金其荣，2000）。而 Fry 等（2014）

证明黑腹果蝇分解短碳链醇的机理与醋酸菌相

似，在 ADH、ALDH以及 ACS的作用下使醇类

物质生成乙酰辅酶 A，随后则可进入脂肪酸代谢

和 TCA 循环。因此，黑腹果蝇和醋酸菌均可能

通过这种方式调节葡萄中醇、醛酸的含量，从而

形成协同共存的局面。另外，工业中常用的醋酸

菌（Acetobacter aceti 和 Acetobacter pasteurianus）
可以耐受的醋酸含量为 6%（Trcek et al.，2007; 

Andres-Barrao et al.，2011），其耐酸性对于醋酸

和分解和发酵有重要的意义（郑妍和隋勇，

2014）。在本研究中，醋酸菌在自然腐烂以及斑

翅果蝇侵害的葡萄中并没有发现，可以推测其乙

酸含量并未达到醋酸菌生长所需要的浓度。但斑

翅果蝇对于腐烂葡萄中乙酸采取什么样的代谢

方式还未可知，这是否成为两种果蝇生态位分离

的原因则需要通过检测两种果蝇体内代谢酶的

活性进行验证。 

同时也有研究证明，醇类物质和醋的发酵挥

发物对斑翅果蝇的生长也发挥着重要作用（Lee 

et al.，2011），研究人员利用果蝇这一特性，将

酒精和醋酸作为重要的成分诱集斑翅果蝇（伍苏

然等，2007；Cini et al.，2012；Cha et al.，2013），

与化学防治相比，更加安全的物理防治方法依然

是科研工作者的首选，而高效、专一的新型诱剂

是综合防治中不可缺少的部分，本研究中发现的

果蝇共生菌株在新型诱剂的开发具有一定的应

用价值。因此本研究发现的白地霉以及醋酸菌与

葡萄和果蝇三者之间关系的研究则可为斑翅果

蝇的物理防治提供指导作用。 
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