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昆虫共生菌对宿主功能研究的方法体系* 
王争艳  苗世远  何梦婷  王文芳  鲁玉杰 

（河南工业大学粮油食品学院，郑州 450001） 

摘  要  共生菌可参与昆虫的生理生化过程，影响昆虫的营养、生长发育、解毒作用、天敌防御和免疫能

力等。在共生菌对宿主功能的研究中，核心问题是如何从组成复杂的共生菌组中筛选出具有特定功能的共生

菌。共生菌对宿主功能的研究模式通常包括：通过共生菌多样性分析，提出差异共生菌对宿主功能的假设；

分析并验证特定共生菌在宿主体内的功能。本文围绕共生菌对宿主功能的研究模式，系统地总结和比较昆虫

共生菌功能研究的方法和技术，构建昆虫对宿主功能研究的方法体系，以期推进共生菌-宿主联系的研究。 
关键词  昆虫；细菌；共生；多样性分析；功能分析；方法体系 

Review of the methodology used in the functional  
analysis of insect-microbial symbioses 

WANG Zheng-Yan  MIAO Shi-Yuan  HE Meng-Ting  WANG Wen-Fang  LU Yu-Jie 
(School of Food Science and Technology, Henan University of Technology, Zhengzhou 450001, China) 

Abstract  Microbial symbionts play an important part in the physiological and biochemical processes of insects, and can 

affect the nutrition, development, insecticide resistance, predator defense and immunity of their hosts. The key question in 

research on the function of insect-microbial symbioses is how to isolate symbiotic microbes with specific functions from the 

complex symbiotic microbiome. Identifying the function of insect-microbial symbioses typically involves proposing 

hypotheses for the function of certain symbionts based on a diversity analysis of microbiomes from different host phenotypes, 

then analyzing and verifying the function of certain symbionts. This review systematically summarizes and compares various 

technologies used in function analysis of insect-microbial symbioses, and constructs a general methodology for this kind of 

research to accelerate the study of interactions between insects and their microbial symbionts.  
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共生菌与昆虫有着密切的联系，可参与昆虫

的生理生化过程，影响昆虫的营养、生长发育、

解毒作用、天敌防御和免疫能力等（Engel and 
Moran，2013）。共生菌影响宿主功能的机制有 2
种：一是共生菌在宿主体内直接发挥功能，如产

生解毒酶影响昆虫抗药性（Ramya et al.，2016）
和碳水化合物水解酶影响昆虫的营养功能

（Anand et al.，2010）等；二是共生菌通过影响

宿主的代谢过程间接影响宿主的功能，如调控宿

主的免疫系统（Hernandez-Martinez et al.，2010）
和解毒酶基因的表达来提高昆虫的抗逆性（张云

骅等，2019）。研究共生菌对宿主的功能及其机制

对于害虫治理和经济昆虫利用具有重要的意义。 
在共生菌对宿主功能的研究中，核心问题是

如何从组成复杂的共生菌组中筛选出具有特定

功能的共生菌。其研究模式通常包括：（1）以昆

虫的不同表现型为出发点，明确昆虫表现型间共

生菌多样性的差异，将研究对象聚焦到丰度有差
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异的共生菌，并提出差异共生菌对宿主功能如解

毒、营养、化学通讯等的假设；（2）分析并验证

特定共生菌对宿主的功能。其研究技术因共生菌

种类而异：对于可体外培养的共生菌，可以向无

菌虫体回接共生菌，从而明确共生菌对宿主的功

能（Coon et al.，2014；Vilela et al.，2015）；对

于难以体外培养的共生菌，则只能借助分析基因

组、转录组、蛋白组和代谢组等组学数据，推测

和论证共生菌对宿主的功能（Douglas，2018；
毛曼菲等，2019）。 

昆虫-共生菌联系的研究技术发展迅速，已

有文献对共生菌的分离培养（梅承等，2018）和

多样性分析（陈勃生等，2017；杨云秋等，2018），
以及环境微生物转录组学（蔡元锋和贾仲君，

2013）、宏基因组学（叶雷等，2016）和微生物

代谢组学（王智文等，2010）等研究方法进行了

综述。面对种类繁多的研究技术，如何根据研究

目标选取合适的研究技术，是所有研究工作者都

要面临的问题。因此，本文围绕共生菌对昆虫功

能的研究模式，系统地总结和比较昆虫共生菌功

能研究的方法和技术，构建昆虫对宿主功能研究

的方法体系，以期推进共生菌对宿主功能的研究。

由于共生细菌是功能研究的热点，因此本文侧重

于描述昆虫共生细菌相关的研究方法和技术。 

1  昆虫共生菌多样性分析 

共生菌多样性分析常用的方法有 2 种：（1）
分子标记分析法。对细菌的 16S rRNA 的可变区

进行分析（表 1），通过比对细菌特征数据库进

行较准确和全面的分类；（2）体外培养鉴定法。

解剖带菌组织获得菌液，分离培养得到纯化菌

株。根据菌株的各种特性或分析菌株的 16S 
rRNA 序列确定种类。然而，由于共生菌生长所

需的条件复杂，绝大多数共生菌目前难以进行人

工培养（梅承等，2018），如在舞毒蛾 Lymantria 
dispar 幼虫中肠，使用胰蛋白酶大豆琼脂培养基

（TSA）分离出 15 种细菌，利用末端限制性片

段长度多态性（T-RFLP）分析 16S rRNA 序列检

测出 23 种细菌（Broderick et al.，2004），而利

用 16S rRNA 高通量测序分析出 203 个分类单元

（Martemyanov et al.，2016）。因此，尽管培养

法能将共生菌明确到种的分类阶元，但不能准确

反映样品中共生菌的组成情况。 
在共生菌多样性研究中，使用的技术主要有

共生菌的体外培养、菌落鉴定和计数以及共生菌

分子标记分析。 

1.1  共生菌的体外培养 

共生菌的生存环境特殊，需要特殊的营养物

质、pH、氧分压和氧化还原电位，对体外培养

条件的要求苛刻（Engel and Moran，2013）。进

行多样性分析时，要根据各种菌的需求设计培养

条件，模拟昆虫体内生境，同时注意避免外源微

生物的干扰，才能增加可体外培养菌的种类。常

采用的方法有利用寡营养培养基，使用特殊的营

养组分，添加非目的菌抑制剂和延长培养时间等

（梅承等，2018）。 
1.1.1  培养基的选择和优化  培养基的组成和

pH 值均会影响共生菌分离培养的种类，如在培

养 基 中 添 加 醋 酸 钠 前 后 ， 从 北 美 散 白 蚁

Reticulitermes flavipes 肠道中培养出的疣微菌门

Verrucomicrobia 菌株的品系不同（Stevenson et al.，
2004）；家蚕 Bombyx mori 的肠道为碱性，选用

碱性培养基可提高肠道共生菌分离的种类

（Anand et al.，2010）。常用的培养基有 LB、马

铃薯葡萄糖琼脂（PDA）、马铃薯蔗糖琼脂

（PSA）、脑心浸液（BHI）、TSA、胰蛋白酶大

豆肉汤（TSB）和沙氏肉汤（Sabouraud broth）
等。固体培养基主要用来纯化菌株，而液体培养

基多用来扩大培养菌株。联合选用多种培养基或

参考 KOMODO（Known media database）预测平

台对已知菌的培养基进行优化可以提高共生菌

分离培养的多样性（Oberhardt et al.，2015）。 
在培养基加入特定组分制备选择培养基使

共生菌落中的目的菌富集，或是抑制非目的菌的

生长可以促进目的菌的分离（梅承等，2018），如

在培养基中加入环己酰胺可以消除真菌对肠道

共生菌的抑制作用（Mason et al.，2014）；在培

养基中加入过氧化氢酶或丙酮酸盐，降低氧化还

原电位后，可促进大肠杆菌 Escherichia coli 和创 
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表 1  16S rRNA 序列分析在昆虫共生菌多样性分析中的应用举例 
Table 1  Application of 16S rRNA gene sequencing in diversity analysis of insect microbial symbionts 

种 
Species 

扩增区 
Target zone

引物（5ʹ-3ʹ） 
Primers 

多样性分析方法 
Diversity analysis 

approaches 

参考文献
References

美洲大蠊 
Periplaneta 
americana 

V3 27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

构建 16S rRNA 
基因文库测序 

Fang et al.，
2013 

蟋蟀 
Teleogryllus sp. 

V3-V4 341F: CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTG 
805R: GACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

高通量测序 张科等， 
2017 

褐飞虱 
Nilaparvata 
lugens 

V3-V4 333F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
806R: GGACTACHVGGGTWTCTAAT 

高通量测序 王天召等，
2019 

桑粒肩天牛 
Apriona  
germari 

V3 357F: TACGGGAGGCAGCAG 
518R: ATTACCGCGGCTGCTGG 
27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
1492R: TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

DGGE；构建 
16S rRNA 基因 
文库，RFLP 

陈金华等，
2008 

毛健夜蛾 
Brithys crini 

V1-V3 28F: GAGTTTGATCNTGGCTCAG 
519R: GTNTTACNGCGGCKGCTG 

高通量测序 Vilanova  
et al.，2016

稻纵卷叶螟 
Cnaphalocrocis 
medinalis 

V3-V4 338F: ACTCCTACGGGAGGCAGCA 
806R: GGACTACHVGGGTWTCTAAT 

高通量测序 刘小改等，
2016 

棉铃虫 
Helicoverpa 
armigera 

V3 27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

构建 16S rRNA 
基因文库，基因 
芯片 

Tang et al.，
2012 

贡嘎蝠蛾 
Hepialus 
gonggaensis 

V3 357F: GCCCTACGGGAGGCAGCAG 
518R: ATTACCGCGGCTGCTGG 

DGGE 穆冬冬等，
2010 

小菜蛾 
Plutella 
xylostella 

V6 
V3 

V6F: CAACGCGARGAACCTTACC 
V6R: CGACAGCCATGCASCACCT 
27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

高通量测序； 
纯化菌株扩增 
测序 

夏晓峰， 
2014； 
李文红等，
2015 

斜纹夜蛾 
Spodoptera 
litura 

V3 343F: GCACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
534R: ATTACCGCGGCTGCTGG 
27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

高通量测序； 
DGGE，扩增 
克隆测序 

蓝波妙， 
2016 

海灰翅夜蛾 
Spodoptera 
littoralis 

V3 27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

构建 16S rRNA 
基因文库测序； 
基因芯片 

Tang et al.，
2012 

 
伤弧菌 Vibrio vulnificus 的生长（Stevenson et al.，
2004 ）；在半选择培养基 PCAT 上， 19 种

Burkholderia 属的细菌可正常生长，而其它属如

Pandoraea、Cupriavidus、Ralstonia 和 Wautersia
则不能生长（Tago et al.，2015）；在 Berg’s 琼脂

中加入特殊的营养组分（羧甲基纤维素、柑橘果

胶、燕麦木聚糖、淀粉）后，从家蚕中肠中分离

出能降解碳水化合物的共生菌（Anand et al.，
2010）。 

1.1.2  共生菌的分离和接种  在分离肠道共生

菌时，为避免食物中过路菌的影响，通常会对试

虫进行 24 h 的饥饿处理（张伟等，2004；Vilanova 
et al.，2016）。为避免外源微生物的感染，分离

菌时多采用 70%-75%乙醇消毒试虫体表，无菌

水漂洗后，在无菌环境下解剖出带菌组织。将带

菌组织在无菌水或缓冲液中均质成菌液，并迅速

以 10 倍梯度稀释至 10-4-10-8，采用平板涂布法

或连续划线法接种，达到分离培养的目的。平板
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涂布法是将菌液倒入培养皿后，再加入培养基，

菌落在培养基底部生长，适用于培养厌氧菌

（Anand et al.，2010）。另外，在分离厌氧菌时，

应在低氧条件下分离和接种，以保证菌的活力

（Stevenson et al.，2004）。 
对于严格遵循垂直传播（由昆虫母代传给子

代）的共生菌，可选取宿主的卵作为共生菌分离

对象，以排除虫体其它共生菌的污染。如类酵母

共生菌（YLS）在褐飞虱 Nilaparvata lugens    
脂肪体和卵中均有分布，通过侵染宿主卵母细胞

垂直传播。为避免脂肪体中其它共生菌的干扰，

可选取褐飞虱的卵块分离 YLS（张珏锋等，2009）。 
1.1.3  培养的环境条件  尽可能模拟共生菌的

生长环境，如氧分压（无氧）、光照和温度等。由

于共生菌的生长环境多为全暗条件，优先考虑全

暗培养（李文红等，2015）。在有氧条件下，厌

氧菌的生长会受到抑制，如兼性厌氧的大肠杆菌

与空气接触后，一些突变品系的生长速率减慢。

通过提高 CO2 浓度或降低 O2 浓度可以提高厌氧

菌分离培养的多样性，如在高 CO2（5%）的环境

中，可从北美散白蚁肠道中培养出 Acidobacteria
菌门的多个菌株（Stevenson et al.，2004）；在无

氧条件下，可从家蚕肠道中培养出 11 种兼性厌

氧菌（Anand et al.，2010）。 

1.2  菌落鉴定和计数 

菌落鉴定的方法有 2 种：（1）形态和生化特

征鉴定法。培养得到纯化的菌株后，参照《微生

物学实验手册》及 Hendricks 等（1995）的方法

进行染色及生化试验。比对《Bergey’s Manual of 
Systemic Bacteriology》和《一般细菌鉴定手册》

中所描述的特征，鉴别菌的种类（张伟等，2004）。
受细菌分类特征的限制，该法只能鉴定到属及以

上的分类阶元；（2）分子标记序列分析法。一般

选择 16s rRNA 高变区 V3-V4 区，使用通用引物

进行 PCR 扩增后测序，比对数据库来判断菌种

的信息（张科等，2017；王天召等，2019）。 
菌落形成单位（Colony-forming units，CFU）

计数按照可数性原则，记数相同稀释浓度下每个

平板上培养出的典型目的菌落，根据稀释倍数和

带菌组织（如粪便、肠道）的质量计算每克组织

的带菌量（Hernandez-Martinez et al.，2010；
李文红等，2015）。培养条件和培养时间均会影

响 CFU，因此，该法仅适用于监测同种菌丰度

的动态变化，而不适用于比较不同种类丰度的

差异。 

1.3  共生菌分子标记分析 

在第二代测序技术出现以前，以 16S rRNA
为分子标记的研究对象，先后利用荧光原位杂交

（FISH）、基于聚合酶链式反应的变性梯度凝胶

电泳/温度梯度凝胶电泳（PCR-DGGE/TGGE）、

限制性片段长度多态性（RFLP）（原理同核糖体

DNA 扩增片段限制性内切酶分析（ARDRA））、

T-RFLP 和基因芯片等方法结合第一代测序进行

共生菌多样性分析。各方法的应用特点见表 2。
在开展昆虫多样性研究时，需要根据研究目的选

用多样性分析的方法及其组合，以提高分析结果

的准确性和高效性。 
高通量测序（第二代测序技术）是目前基因

组学研究中应用最广泛的测序技术，具有通量

高，速度快，成本低等优点，被广泛用于昆虫肠

道共生菌多样性分析（表 1）。高通量测序技术

能够扩增出样品中绝大多数的 16S rRNA 基因序

列，通过对测序所得的序列进行比对筛选和聚

类，再与细菌常用数据库（如 Silva，Greengenes
和 RDP）或专用数据库，如针对网翅目昆虫的

DictDb 数据库进行比对，即可获得样品中共生

菌的种属信息及其丰度（叶雷等，2016；陈勃生

等，2017）。 
利用荧光定量 PCR（qPCR）可以对已知共

生菌进行定量分析。可以针对某个分类阶元，设

计 16S rRNA 的特定引物来分析分类阶元的相对

含量，结合 16S rRNA 通用引物测定总细菌的含

量，可以得出某个分类阶元的相对丰度，如对斜

纹夜蛾 Spodoptera litura 幼虫肠道中的变形菌门

Proteobacteria、厚壁菌门 Firmicutes、克雷伯氏

菌属 Klebsiella、肠球菌属 Enterococcus、肠杆菌

属 Enterobacter 和假单孢杆菌属 Pseudomonas 进
行相对定量（蓝波妙，2016）；对褐飞虱成虫肠 
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表 2  共生菌分子标记分析方法比较 
Table 2  Comparisons of different approaches for signal gene sequencing of microbial symbionts 

方法 Approaches 基本原理 Principles 优点 Advantages 缺点 Drawbacks 

荧光原位杂交 
（FISH） 

根据目的菌 16S rRNA 序列的

相对保守区设计带有荧光标记

的寡聚核苷酸探针，与目标菌

进行杂交，通过检测目标序列

的荧光强度来确定菌的种类和

数量（黄卫强和张和平，2014）。

①不依赖 PCR 扩增的分析技

术。分辨率高，检测步骤少；

②能检测目标菌的空间分布和

动态变化；③可以检测难以培

养的菌；④用不同的染料标记，

可同时处理多条目标序列（呼

庆等，2004；Shi et al.，2010）。

①不能检测未知的菌；②细菌的

自发荧光现象和探针的特异性不

足可能导致假阳性结果；③分析

组分复杂的样品时，结果易被干

扰；④不适用于低丰度目的菌的

检测（Shi et al.，2010；黄卫强和

张和平，2014）。 

PCR 变性梯度凝

胶电泳 /温度梯

度凝胶电泳 
（PCR-DGGE/ 
TGGE） 

扩增 16S rRNA 的可变区。不同

扩增片段在变性凝胶电泳中解

链所需的变性剂浓度或变性温

度不同，在凝胶的不同位置形

成条带。根据条带位置判定种

类，根据条带亮度判定丰度（黄

俊文等，2006）。 

①应用最广的不依赖基因测序

的多样性分析方法；②操作简

单、成本低、快速；③对目的

条带进行回收测序，可以明确

到种；④可以检测难以培养的

菌（相辉等，2007；Shi et al.，
2010；杨云秋等，2018）。 

①检测灵敏度较低，只能检测到

相对丰度>1%的优势菌；②要求

DNA 长度<500 bp，否则 DGGE
分辨率降低；③PCR 产物在电泳

时会出现“共迁移”现象，降低了特

异性和分辨率；④影响因素较多，

如样品预处理、引物、电泳条件

等（黄卫强和张和平，2014）。 

限制性片段长度

多态性 
（RFLP） 

用 限 制 性 内 切 酶 消 化 16S 
rRNA 扩增产物。由于不同来源

的 DNA 碱基排列位置不同，酶

切位点分布不同，产生长度不

同的片段，电泳谱图呈现多态

性（夏月等，2007）。 

①比 DGGE 的分辨率高；②受

操作影响小，重复性好；③对

克隆文库菌种类进行分型，避

免选择克隆测序的盲目性；④

测定获得的序列数据库具有参

考意义（赵小刚等，2007；陈

金华等， 2008；刘玮琦等，

2008）。 

①更适用于已经成功分离的菌；

②对于复杂的样品，需要构建 16S 
rRNA 基因文库，操作步骤复杂；

电泳分析时要设置很多电泳重

复，整合电泳图谱较为费时（赵

小刚等，2007；陈勃生等，2017）。

末端限制性片段

长度多态性 
（T-RFLP） 

原理与 RFLP 相似，在 PCR 引

物中比 RFLP 多了末端荧光标

记。酶切产物电泳后，荧光扫

描图谱上不同的峰代表不同的

菌（陈勃生等，2017）。 

①最早的 DNA 标记技术；②比

常规 RFLP 分析多态性效率高；

③利用扫描图谱的峰面积可分

析菌的含量（骆毅，2010；Shi 
et al.，2010；杨云秋等，2018）。

①片段无法进一步回收鉴定；②

无法区分近缘种；③只检测末端

序列，不适用于区分末端序列相

似的菌种（赵小刚等，2007；杨

云秋等，2018）。 

基因芯片 将大量的 DNA 片段作为探针，

规则地排列并固定在固相介质

上，再与荧光标记的待测 DNA
杂交，通过确定荧光强度最强

的探针位置，明确待测菌 DNA
（徐晓丽等，2018）。 

①灵敏度和准确性高，对目的

菌检测限可达 1 000 CFU/mL，

比 PCR 电泳检测灵敏度高 100
倍以上；②高通量和高效率，

可同时对上千个基因进行快速

分析（黄卫强和张和平，2014；
徐晓丽等，2018）。 

①只能检出已知菌，而不能用于

鉴定未知菌；②不能判定菌的丰

度（叶雷等，2016）。 

第二代测序 
（高通量测序） 

利用超声破碎将待测 DNA 打

碎成小片段。在片段两端加上

特定的接头序列，构建新的

DNA 文库。文库中 DNA 经

Flowcell 后，经几轮的桥式 PCR
扩增放大信号，边合成边测序

（徐晓丽等，2018）。 

①通量高，可对复杂样品进行

全方位分析；②对难以培养菌

和低丰度菌的检测效率高；③

克服了基因芯片不易发现新基

因的局限（刘小改等，2016；
徐晓丽等，2018；杨云秋等，

2018）。 

①依赖大型测序平台，不适合小

规模测序；②虽然高通量测序技

术的价格不断降低，但成本仍相

对较高（王兴春等，2012）。 
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道中 2 种细菌和真菌进行相对定量，结果与宏基

因组分析结果一致（王天召等，2019）。 

2  昆虫共生菌功能的分析和验证 

可通过 2 种途径来分析共生菌对宿主的功

能：（1）选择性地去除特定共生菌，比较特定菌

去除前后宿主表现型的变化来分析共生菌的功

能。但是，现有的灭菌方法，如抗生素和高温去

除共生菌的选择性低，会影响多种共生菌的丰

度，这会对宿主产生复杂的影响，据此很难分析

特定菌与宿主的联系（Chouaia et al.，2012）；（2）
对基因组、转录组、蛋白组和代谢组数据进行

关联分析，推测特定菌对宿主的功能（Douglas，
2018）。 

此外，对于可体外培养的共生菌，可通过体

外生化实验分析其功能（de Almeida et al.，
2017）。需要指出的是，共生菌在体外具有的生

理功能，并不一定在宿主体内仍然能够表现出

来，反之亦然。因此，可以将从昆虫体内分离纯

化的菌株回接到无菌昆虫体内，比较回接前后昆

虫表现型的变化，直观地验证特定共生菌对宿主

的功能（Coon et al.，2014）。 
在分析和验证共生菌功能的研究中，需要的

技术除 qPCR 外（详情参见 1.3），还有共生菌的

去除和回接、共生菌体外生化测定和多组学数据

分析。 

2.1  共生菌的去除 

对试虫进行灭菌处理前，需在体外测定共生

菌对灭菌方法的耐受性，初步筛选灭菌方法及其

剂量，如将含抗生素的药敏纸片平贴于已接种菌

株的培养基上，培养 48 h 后，测定抑菌圈直径

判定该菌对抗生素的敏感性（李文红等，2015）。
此外，现有的灭菌方法如抗生素和高温处理均会

给昆虫带来不可预测的影响（Douglas，1989），这

会对共生菌-宿主联系的分析产生干扰。因此，要

结合灭菌前后宿主种群发育参数的变化（夹福

先，2009；Chouaia et al.，2012），制定合适的灭

菌方案以最大程度地降低灭菌给昆虫带来的直接

影响。最后，需结合传统培养法、共生菌荧光染

色、PCR-DGGE 或 qPCR 等检测处理前后宿主体

内共生菌含量的变化，判定灭菌效果（Dong et al.，
2009；Coon et al.，2014；Rodgers et al.，2017）。 
2.1.1  杀菌剂处理 

（1）抗生素 
抗生素处理是最常见的灭菌方法，通过试虫

取食或虫体注射，可以去除胞外共生菌和内共生

菌（Engl et al.，2018），灭菌效果会随着抗生素

处理剂量的增加和处理时间的延长而增强（Lin 
et al.，2015；Visweshwar et al.，2015），如使用

利福平、庆大霉素和青霉素处理德国小蠊

Blattella germanica 的肠道共生菌，处理剂量 200 
µg/mL 比 100 μg/mL 的去除效果要好，处理 30 d
比 20 d 的去除效果要好（刘浩，2013）。但抗生

素会对昆虫产生毒性，如使用低剂量的链霉素饲

喂橄榄实蝇 Bactrocera oleae 后，雌虫的生殖力

降低（Dimou et al.，2010）。 
共生菌对抗生素的敏感性存在差异，如万古

霉素和青霉素能去除革兰氏阳性菌，链霉素和庆

大霉素能去除革兰氏阴性菌（Barnard et al.，2019；
Li et al.，2020）；一种肠球菌对环丙沙星、左氧

氟沙星和甲硝唑混剂的耐受性高于一种肠杆菌

和 Serratia sp.（夏晓峰，2014）；黄粉虫 Tenebrio 
molitor 肠道共生菌中的变形菌门对四环素的耐受

性明显高于厚壁菌门（Fredensborg et al.，2020）；
蒙氏肠球菌 Enterococcus mundtii、欧文氏菌

Erwinia persicina 和成团泛菌 Pantoea agglomerans
等细菌对青霉素、氨苄青霉素、麦迪霉素、克拉

霉素和洁霉素的敏感性很低，而对磷霉素、万古

霉素、强力霉素的敏感性较高（李文红等，2015）。
但是，由于现有抗生素的广谱性，仍缺乏能够选

择性地去除特定共生菌的抗生素。 
不过，通过降低抗生素的使用剂量，可以选

择性改变某些共生菌的相对丰度。低浓度的环丙

沙星、左氧氟沙星和甲硝唑混剂饲喂斜纹夜蛾

后，肠道中的三个优势菌属，假单孢杆菌属、肠

球 菌 属 和 克 雷 伯 氏 菌 属 的 丰 度 降 低 ， 但

Staphylococcus pettenkoferi 、 Enterococcus 
casseliflavus 和 Staphylococcus arlettae 的丰度上

升（蓝波妙，2016）。使用 1 µg/mg(虫体重)的氨苄
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青霉素注射豌豆蚜 Acyrthosiphon pisum 后，能特

异性地去除后代的一种兼性内共生菌 PAUS，而

虫体必需共生菌 Buchnera 的丰度没有变化

（Tsuchida et al.，2004）。但是，由于不能排除

非目的菌丰度变化对宿主的影响，依据目的菌丰

度改变后宿主表现型的变化推断其对宿主的功

能存在很大的风险（Chouaia et al.，2012）。 
如果目的是获得无菌昆虫，可以通过多种抗

生素复配提高灭菌效果（Li et al.，2020），同时

降低处理剂量和处理时间以减少抗生素处理对

昆虫的直接影响。可将抗革兰氏阳性细菌的抗生

素与抗革兰氏阴性细菌的抗生素组合使用。用环

丙沙星、左氧氟沙星和甲硝唑混合液浸泡叶片饲

喂小菜蛾 Plutella xylostella 初孵幼虫，能完全抑

制中肠细菌的生长。为提高抗生素在植物叶片上

的附着力，可在抗生素溶液中加入表面活性剂，

如 1%的吐温-20（夏晓峰，2014）。将硫酸庆大

霉素和青霉素复配，或将庆大霉素、链霉素和青

霉素复配添加到糖水或血餐中可提高冈比亚按

蚊 Anopheles gambiae 成虫肠道共生菌的去除效

果（Dong et al.，2009；Rodgers et al.，2017）。
庆大霉素、氯霉素、新霉素、氨苄青霉素、利福

平、链霉素和青霉素混剂能有效抑制棉铃虫

Helicoverpa armigera 幼 虫 的 肠 道 共 生 菌

（Visweshwar et al.，2015）。 
此外，有些专性共生菌为宿主提供必需的氨

基酸和维生素（Engel and Moran，2013），为了

减少抗生素处理去除专性共生菌给宿主带来的

负面影响，可在宿主的饲料中添加必需的营养组

分。专性共生菌 Wigglesworthia 与舌蝇 Glossina 
morsitans morsitans 雌蝇的生殖力密切相关（Pais 
et al.，2008），在食物中添加酵母提取物可降低四

环素处理对雌蝇生殖的影响（Engl et al.，2018）。 
（2）其它杀菌剂 
对于通过垂直胞外传播或水平传播的内共

生菌，可以对卵进行灭菌处理，然后在无菌条件

下饲养获得无菌昆虫。处理卵的杀菌剂多为一些

非抗生素类杀菌剂，如利用过氧乙酸处理沙漠飞

蝗 Schistocerca gregaria 的卵（Dillon and Charnley，
2002）；先后使用 70%乙醇处理 5 min，4%甲醛

处理 30 min 和 70%的乙醇处理 10 s，获得 2 种

龟蝽 Megacopta cribraria 和 M. punctatissima 的

无菌卵（Hosokawa et al.，2007）；先后使用 70%
乙醇处理 5 min，3%的漂白剂和 0.1% ROCCAL-D
处理 3 min 和 70%乙醇处理 5 min，无菌水漂洗

3 次，获得埃及伊蚊 Aedes aegypti 和冈比亚按蚊

的无菌卵（Coon et al.，2014）。 
注射溶菌酶也可获得无菌试虫。但是研究表

明，溶菌酶改变昆虫共生菌组成的机理是溶菌酶

对昆虫的毒性所致，而不是因为溶菌酶对共生菌

细胞壁的破坏作用。溶菌酶可以有效去除美洲大

蠊 Periplaneta americana 的共生菌，但是引起宿

主组织发炎，并且干扰了宿主卵巢的发育（Douglas，
1989）。因此，不建议使用溶菌酶来去除昆虫的

共生菌。 
2.1.2  高温和辐照处理  高温（31-36 ℃）处理

若干天可以有效去除臭虫科 Cimicidae、Sitophilus
属和 Oryzaephilus 属昆虫的共生菌。但是，高温

处理不适用于去除蜚蠊和多数同翅亚目昆虫的

共生菌，是因为这些共生菌对高温的耐受性要高

于其宿主（Douglas，1989）。去除昆虫共生酵母

菌时多采用高温处理，如 34-35 ℃连续处理豌豆

蚜 2 日龄若虫 4-5 h，专性共生菌 Buchnera 的数

量显著降低（Moran and Yun，2015）。35 ℃连

续处理褐飞虱初孵若虫 3 d，共生酵母菌的数量

显著降低（傅强等，2001）。33 ℃连续处理，三

色书虱 Liposcelis tricolor 共生菌 Wolbachia 的共

生率逐代递减，至第 6 代 Wolbachia 被完全去除。

但是，相对于 F1 代，F2-F6 代书虱的相对适合度

（以种群内禀增长率为评价指标）持续从 0.995
降至 0.552，说明长期高温处理会影响三色书虱

的适合度（夹福先，2009）。 
辐照在去除共生菌中的应用较少。有研究表

明特定剂量的辐照处理可选择性去除某类共生

菌，如使用 20-110 Gy 剂量 γ 射线处理后，舌蝇

内共生菌 Sodalis 和 Wolbachia 的丰度下降，而

Wigglesworthia 的丰度不变，但文中未提到其它

共生菌丰度的变化（Engl et al.，2018）。 
2.1.3  共生菌荧光染色计数  用荧光染料对菌

细胞染色后，使用荧光显微镜观察计数并计算组
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织的总带菌量，判定共生菌的去除效果。如使用

4,6-二氨基-2-苯基吲哚（DAPI）对舞毒蛾幼虫肠

道共生菌染色计数（Broderick et al.，2004）；使

用 5-([4,6-二氯三唑-2-基]胺)荧光素（DTAF）对

北美散白蚁的肠道共生菌染色计数（Stevenson 
et al.，2004）。 

2.2  共生菌的回接 

为了消除抗生素等杀菌处理对宿主适合度

造成的直接影响，大多数研究首先利用广谱性的

灭菌方法获得无菌昆虫，然后通过比较特定共生

菌回接前后宿主表现型的变化来分析共生菌-宿
主间的联系。在回接共生菌时，仍需结合传统培

养法、qPCR 或 PCR-DGGE 等检测灭菌处理前后

共生菌含量的变化，判定共生菌的回接效果。 
2.2.1  自然感染法  龟蝽科 Plataspidae 肠道共

生菌的传播途径为垂直传播。雌虫排卵的同时会

排 出 含 肠道 共 生 菌的 共 生 菌囊 （ Symbiont 
capsule），若虫孵化后通过取食该囊回接共生菌。

一种龟蝽的无菌卵孵化后，通过取食另一种龟蝽

的 共 生 菌 囊 就 可 获 得 对 方 的 肠 道 共 生 菌

（Hosokawa et al.，2007）。 
2.2.2  菌株饲喂法  将饲料与菌液混合，在无菌

的环境中饲喂无菌昆虫，并定时更换新的处理饲

料以保证回接的效果（穆冬冬等，2010）。使用

植物组织作饲料时，可以用 0.1%的次氯酸钠溶

液对组织进行灭菌处理。将组织在菌液中浸泡一

定时间后，取出备用（Doane and Redys，1970；
夏晓峰，2014）；使用粉状饲料时，将饲料制成

粉片可以提高菌液分布的均匀性。将粉状饲料加

入无菌水混合成糊状后，晾干制成粉片（直径 1 
cm，厚度 1 mm），将菌液滴加到粉片表面饲喂

昆虫（Takatsuka and Kunimi，2000）；使用液体

饲料时，直接将菌液与饲料混合即可。如使用含

有共生菌 Burkholderia 的维生素 C 溶液饲喂蜂缘

蝽 Riptortus pedestris 的 2 龄若虫 24 h 后，继续

使用无菌维生素 C 溶液饲养，最后在 3 龄若虫

中肠共生菌囊中能检测出 Burkholderia（Tago et 
al.，2015）。从 1 龄幼虫开始，在无菌埃及伊蚊

幼虫生长的无菌环境中加入纯化的菌株，持续饲

养至成虫能成功回接 Acinetobacter、Aeromonas、
Aquitalea、Chryseobacterium 和 Paenibacillus（Coon 
et al.，2014）。 
2.2.3  菌液注射法  对于可体外培养的共生菌，

可将液体培养基进行离心并用磷酸盐缓冲液制

成菌液后，将菌液注射导入宿主组织（Cowen et 
al.，2009）。为消除虫体机械损伤和昆虫生活力

的影响，需要设置仅注射缓冲液的和正常的对照。

使用注射法将乳酸菌 Lactobacillus acidophilus 菌

液 从 末龄幼 虫 腹足处 导 入大蜡 螟 Galleria 
mellonella 血淋巴中，并抑制了宿主共生菌白假

丝酵母菌 Candida albicans 的生长（Vilela et al.，
2015）；将大肠杆菌导入柞蚕 Antheraea pernyi
滞育蛹中，并成功诱导宿主产生抗菌物质（黄自

然和王少颐，1981）。 
对于难以体外培养的共生菌，解剖昆虫获得

带菌组织，冰浴中均质，离心获得菌液。向无菌

昆虫体内注射菌液可实现回接。向初羽化成虫体

内注射 4 龄若虫或 1-3 日龄成虫的腹部匀浆可回

接豌豆蚜的专性共生菌 Buchnera（Moran and 
Yun，2015）或褐飞虱的共生菌 Arsenophonus
（Pang et al.，2018）。向去除兼性内共生菌 PAUS
的蚜虫体内注射带菌豌豆蚜的血淋巴后可回接

该菌（Tsuchida et al.，2004）。将感染 Wolbachia
的果蝇的血淋巴注射到二化螟 Chilo suppressalis
卵中，PCR 检测发现二化螟雌虫 Wolbachia 的感

染率为 7.1%（周文慧，2017）。 

2.3  共生菌体外生化测定 

对于可体外培养的共生菌，可将底物，如杀

虫剂和碳水化合物添加到培养基中，培养一段时

间后，检测培养基中底物浓度的变化，判定可体

外培养共生菌的功能。利用此方法，确定了小菜蛾

肠道共生菌 Bacillus cereus 能降解茚虫威（Ramya 
et al.，2016）；印度谷螟 Plodia interpunctella 肠道

共生菌 Enterobacter asburiae 和 Bacillus sp.能降解

聚乙烯塑料（Yang et al.，2014）；草地贪夜蛾

Spodoptera frugiperda 肠道共生菌能降解高效氯

氟氰菊酯、溴氰菊酯、乙基毒死蜱、虱螨脲和多

杀菌素（de Almeida et al.，2017）；点蜂缘蝽
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Riptortus pedestris 共生菌 Burkholderia 具有降解

杀螟硫磷的能力（Tago et al.，2015）；舞毒蛾共

生菌群能降解酚苷（Mason et al.，2014）；家蚕、

小菜蛾和斜纹夜蛾肠道共生菌能降解多种碳水

化合物（Anand et al.，2010；夏晓峰，2014；孙

博通等，2017）。 
也可通过分析培养基中积累的功能性物质，

如降解酶的含量和活性来明确共生菌的体外活

性，如在改进的 CPDA 液体培养基中加入吡虫

啉，接入褐飞虱共生菌解脂假丝酵母 Candida 
lipolytica 的纯化菌株，培养数天后，测定培养基

中的蛋白含量和解毒酶羧酸酯酶活性、谷胱甘肽

-S-转移酶活性、多功能氧化酶的活性，从而判

定该菌株的解毒能力（李娜等，2010）；将肠道

菌枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 的发酵产物滴

加到德国小蠊成虫背板后，德国小蠊对白僵菌

Beauveria bassiana 的耐受性增加，说明枯草芽

孢杆菌的代谢物具有抑制真菌的功能（黄艳红，

2012） 

2.4  多组学分析 

共生菌和宿主之间通过代谢物进行交流和

建立联系，多组学产生的大量数据为全方位和多

层次地研究昆虫-共生菌的代谢物和分子功能交

流提供了机会。例如，通过共生菌的宏基因组或

基因组分析可以推测共生菌潜在的代谢功能；通

过分析蛋白组和宏转录组可以推测共生菌与宿

主的分子功能交流；通过代谢组分析可以为共生

菌对宿主的功能提供更为直接的证据。将基因

组、转录组、蛋白组和代谢组等组学数据加以整

合，研究多个层面的分子网络系统变化，能更精

确地阐述关键功能基因的表达模式和参与通路，

为预测共生菌对宿主的功能提供更可靠的数据

支持（Douglas，2018；毛曼菲等，2019）。 
2.4.1  基因组和宏基因组分析  宏基因组学对

样品中所有的 DNA 序列进行测序，能够全面地

分析肠道菌群的组成，特别是能分析 16S rRNA
序列不能区分的种内多样性（Ellegaard and 
Engel，2016）。此外，将宏基因组数据和功能数

据库进行比对注释和功能分析，可以推测共生菌

潜在的代谢功能。分析从蜜蜂属 Apis 和熊蜂属

Bombus 中分离的肠道菌的基因组发现，Gilliamella 
apicola 和 Snodgrassella alvi 在宿主体内利用的

代谢原料不同，前者进行糖酵解，而后者进行羧

酸氧化（Kwong et al.，2014）；在松树皮象

Hylobius abietis 中肠共生菌宏基因组中发现二

萜酸降解基因 dit 的同源序列，推测中肠细菌可

能参与二萜酸的降解过程（Berasategui et al.，
2017）；比较 2 种植食性昆虫和木食性白蚁的肠

道共生菌宏基因组发现，植食性昆虫肠道菌中有

丰富的淀粉酶和葡萄糖酶等相关基因，而白蚁肠

道菌中富含纤维素酶相关基因（Shi et al.，2013）。 
结合共生菌宏基因组与宿主基因组数据，根

据共生菌-宿主间的代谢功能互补原则可以预测

某些共生菌对宿主的功能，如利用 KEGG ipath2
程序分析了小菜蛾基因组和中肠共生菌宏基因

组参与的代谢途径，发现中肠共生菌宏基因组具

有更多样的代谢途径，一些肠杆菌和肉杆菌

Carnobacterium maltaromaticum 能与宿主共同

合成氨基酸，为宿主提供必需氨基酸（夏晓峰，

2014）。但是，宏基因组学单纯依赖基因测序结

果进行预测，不能肯定共生菌的功能。特别是对

于通过间接作用影响宿主功能的共生菌，通过基

因组很难筛选出共生菌作用于宿主的关键功能

分子，无法回答何种共生菌通过何种方式影响

宿主等关键科学问题。只有与其它组学技术联

用，才能更精准地构建代谢功能网络（侯璐文等，

2019）。 
2.4.2  转录组和蛋白组分析  转录组学和蛋白

组学适用于研究宿主带菌和不带菌组织的分子

功能差异，或共生菌去除前后宿主分子功能的变

化。相对高成本的蛋白组学，转录组学的应用更

多，如对比 B 型烟粉虱 Bemisia tabaci 转录组和

共生菌宏转录组发现，宿主必需氨基酸生物合成

所需的基因来自共生菌，并推测 Delftia sp.参与

了宿主氨基酸的合成（Xie et al.，2012）。但转

录组学也有明显的缺陷：细菌蛋白编码基因的转

录产物的含量很低，且很难富集。提取的 RNA
中主要是昆虫的 rRNA 和蛋白编码基因的转录

产物。尽管能采取一定的技术降解 rRNA，但是
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当 rRNA 降解后，序列池（Sequence pool）中细

菌的蛋白编码基因的转录产物仍<10%（通常

<1%），并且由于细菌 mRNA 没有 Poly-A 尾致使

无法对其进行富集（Douglas，2018）。 
相对于转录组学，蛋白组学能平行地对昆虫

和共生菌的分子功能进行定量分析，并可借助蛋

白相互作用网络分析，揭示共生菌-宿主间的分

子功能交流。蛋白组分析发现，蚜虫共生菌

Buchnera 蛋白组中有合成宿主必需氨基酸的全

部的酶，为 Buchnera 合成宿主必需氨基酸提供

了证据（Poliakov et al.，2011）；病媒昆虫亚洲

柑 橘 木 虱 Diaphorina citri 携 带 的 病 原 菌

Candidatus Liberibacter asiaticus（CLas）产生的

磷酸泛酸半胱氨酸合成/脱羧酶（辅酶 A 生物合

成酶）与宿主的血蓝蛋白（与免疫相关）发生相

互作用，CLas 产生的泛酸激酶（催化辅酶 A 生

物合成的限速酶）与宿主的肌球蛋白发生相互作

用（Ramsey et al.，2017）。综合分析亚洲柑橘木

虱肠道组织的转录组和蛋白组，进一步发现感染

CLas 导致肠道组织的三羧酸循环、铁代谢、杀

虫剂抗性和昆虫免疫的代谢通路发生变化，尤其

是三羧酸循环代谢流量调控酶的表达量下调

（Kruse et al.，2017）。 
2.4.3  代谢组分析  代谢组学通过检测和分析

小分子代谢产物研究机体的动态代谢情况（Patti 
et al.，2012）。在共生菌对昆虫功能的研究中，宿

主主要通过代谢物的交流与共生菌建立联系。许

多基因组学、转录组学和蛋白组学等研究方法无

法察觉的变化，可以通过分析代谢组学体现出来

（Johnson et al.，2016）。与转录组学和蛋白组学

相比，代谢组学的分析结果更接近昆虫和共生菌

的代谢功能，如通过代谢组分析发现，热处理时

豌豆蚜的兼性共生菌 Serratia symbiotica 改变了

共生体的糖、多元醇、核酸、氨基酸和三羧酸循

环代谢物的含量，增加了宿主的耐热性（Burke 
et al.，2010）。 

然而，共生菌-宿主间分子功能的联系是动

态的，代谢组学最大的缺陷在于其只能检测稳态

的代谢物，无法揭示代谢物在共生菌-宿主间的

动态传递。比如，某个代谢物从共生菌转移至宿

主后，宿主及时分解导致该代谢物的滴度降低，

导致无法根据该代谢物的滴度判断其重要性。可

以通过去除特异性共生菌的实验设计来弥补代

谢物分析的缺陷，如通过比较专性共生菌

Wigglesworthia 去除前后舌蝇共生菌的宏转录

组以及昆虫血淋巴和细菌的代谢组数据发现，

Wigglesworthia 可提供宿主需要的 B 族维生

素，缺失该共生菌会破坏宿主的碳水化合物和氨

基酸代谢等多种代谢途径（Bing et al.，2017） 
在昆虫共生菌的研究中，目前仍然很难从生

物功能的角度分析共生菌的基因组与宿主表现

型的联系。为取得突破性的进展，就需要加强两

方面的工作：首先，将昆虫蛋白质组学和代谢组

学的数据，或者将基因组学和转录组学的数据进

行整合，从中找到能将昆虫基因型和表现型关联

起来的分子信息；其次，充分利用对共生菌、代

谢物和/或基因间相关关系的已有认识，结合生

物信息学方法从数据库中进行信息挖掘，对多组

学数据进行整合分析（侯璐文等，2019）。 

3  结语与展望 

随着科学技术的不断进步，过去只拘泥于以

“核心菌群”（Core microbiota）对肠道菌群开展

研究的思维方式已经不能满足如今的科研需求。

丰度低的共生菌也可能会有重要的功能，如共生

菌 Carnobacterium maltaromaticum 在小菜蛾幼

虫中的丰度只有 5%，但是由该菌富集的代谢相

关功能却高达 10%（夏晓峰，2014）。此外，共

生菌种类之间存在复杂的相互作用，一些共生菌

种类丰度的变化往往会引起相关共生菌的竞争

性或补偿性生长（Indiragandhi et al.，2007；Vilela 
et al.，2015）。“菌群的动态组合”为概念的研究

方式（Koenig et al.，2011）以及共生菌种内多

样性分析（Ellegaard and Engel，2016）的推行，

使得共生菌对宿主功能的研究更加趋于多元化

和系统化。 
在研究技术方面，多组学和单细胞培养技术

将在共生菌对宿主功能的研究中扮演重要的角

色。多组学的分析技术和方法有助于更精确地预

测共生菌对宿主的功能，如何验证组学分析结果
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是研究人员当前面临最大的挑战。尽管基因编辑

或 RNAi 有助于明确共生菌-宿主互作过程中参

与调控表现型的关键基因和代谢路径（Douglas，
2018），共生菌对宿主功能的验证仍依赖于带菌

和无菌昆虫表现型的比较。对于肠道共生菌组成

复杂的昆虫，难以体外培养的共生菌的分离和培

养成为验证共生菌对宿主功能研究的关键技术。

近 年 来 发 展 的 液 滴 微 流 控 技 术 （ Droplet 
microfluidics），可以将单细胞和培养基隔离在液

体培养小囊中，实现了单菌细胞的培养，且培养

小囊生成的速率很快，每秒可产生上万个，实现

了痕量微生物的高效培养（Joensson and Svahn，
2012），有助于解决共生菌对宿主功能的验证问题。 
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