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泽兰实蝇雌雄成虫转录组及差异分析* 
高  平**  李丽芳  兰明先  李梦月  廖贤斌  吴国星  高  熹*** 

（云南农业大学植物保护学院，昆明 650201） 

摘  要  【目的】 泽兰实蝇 Procecidochares utilis Stone 是入侵杂草紫茎泽兰 Eupatorium adenophorum 

Spreng 的重要的专食性天敌，已成为控制紫茎泽兰的重要因子。本研究旨在获得泽兰实蝇转录组，并深入

研究泽兰实蝇雌雄成虫差异表达基因。【方法】 利用 Illumina 高通量测序技术对泽兰实蝇雌雄成虫进行转

录组测序和生物信息分析。【结果】 总共获得 29 147 条 unigenes，平均长度为 457 bp，同时将所得序列

注释到七大数据库进行比对，共获得 19 384 条 unigenes 注释结果。分析发现 11 331 条差异表达基因；与

雄成虫相比，雌成虫有 2 640 条 unigenes 表达量上调，8 691 条 unigenes 表达量下调。【结论】 本研究获

得了泽兰实蝇转录组，为今后泽兰实蝇性别相关研究提供了序列支持。 
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Transcriptome and differential analysis of adult male and  
female Procecidochares utilis Stone 

GAO Ping**  LI Li-Fang  LAN Ming-Xian  LI Meng-Yue   
LIAO Xian-Bin  WU Guo-Xing  GAO Xi*** 

(College of Plant Protection, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China) 

Abstract   [Objectives]  Procecidochares utilis Stone is an important monophagous herbivore of the invasive weed 

Eupatorium adenophorum Spreng, and has become an important biological control of this pest plant. The purpose of this study 

was to obtain the P. utilis transcriptome, and investigate the molecular mechanism underlying differences between adult males 

and females of this species. [Methods]  Illumina high-throughput sequencing technology was used to obtain transcriptome 

sequencing and conduct biological information analysis of P. utilis. [Results]  A total of 29 147 unigenes with an average 

length of 457 bp were obtained. Gene sequences were annotated using seven databases, resulting in the identification of 19 384 

unigenes. There were 11 331 differentially expressed genes; compared to adult males, adult females had 2 640 up-regulated, 

and 8 691 down-regulated, unigenes. [Conclusion]  The transcriptome of P. utilis was obtained, which provides sequence 

data to support future research on the sexes of this species. 
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泽兰实蝇 Procecidochares utilis Stone 属双

翅目 Diptera 实蝇科 Tephritidae，是目前入侵杂

草紫茎泽兰 Eupatorium adenophorum Spreng 的

专一性寄生天敌（陈旭东和何大愚，1990；

Rahman and Agarwal，1990）。紫茎泽兰是一种

旺盛的多年生恶性杂草，由于其生长快速和繁殖

率高而难以根除（Sang et al.，2012；Zhao et al.，

2012）。紫茎泽兰的传播不仅给农业、林业和畜

牧业造成严重的经济损失，而且还破坏本土物种

的栖息地环境（孙劲等，2003；Lu et al.，2006）。
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由于紫茎泽兰造成众多危害，寻找能防治紫茎泽

兰的方法显得尤为重要。在国内外已广泛利用泽

兰实蝇消弱紫茎泽兰的长势且效果明显（Rahman 

and Agarwal，1990）。 

泽兰实蝇雌成虫将卵产在紫茎泽兰的芽、茎

尖和叶脉上，卵孵化时，幼虫钻入紫茎泽兰的嫩

茎中觅食并刺激形成虫瘿，从而减少植株养分运

输（Li et al.，2006；郭俊等，2008；Wan et al.，

2010）。此外，泽兰实蝇寄生产生的虫瘿可以阻

碍紫茎泽兰的生长和结籽，削弱紫茎泽兰的长

势，导致泽兰实蝇很高的死亡率（Bennett and 

Vanstaden，1986；张智英等，1988；刘文耀等，

1991；Buccellato et al.，2012）。因此，关于泽兰

实蝇的研究受到广泛重视，目前主要集中在引

种、生态学特性、生物学特性和对紫茎泽兰的控

制等方面（Rahman and Agarwal，1990；Fowler 

et al.，2000；李爱芳等，2006；王吉秀等，2013；

兰明先等，2017；柳青，2017；姜丽娜等，2019）。 

近年来，高通量测序技术已成为昆虫学研究

的最重要手段之一（吕红娟，2012；岳桂东等，

2012；Jin et al.，2016），通过转录组测序揭示昆

虫的形态、生理和发育等对环境适应、进化的遗

传机制（张棋麟和袁明龙，2013；顾欣悦等，

2018）。高通量测序的方法也引入到泽兰实蝇的

转录组研究，例如利用泽兰实蝇幼虫的转录组数

据阐明其克服寄主植物有毒次生化合物的机制

（Li et al.，2018）。转录组研究还表明，泽兰实

蝇雌雄成虫的生殖系统和寿命存在差异（马沙

等，2012a，2012b；高熹等，2013）。本研究利

用 Illumina测序技术对泽兰实蝇的雌雄成虫进行

转录组测序，拼接和组装后，对基因进行功能注

释和分类。同时对泽兰实蝇雌成虫、雄成虫的差

异表达基因进行了分析，为探究泽兰实蝇雌雄成

虫差异的相关分子机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

泽兰实蝇在云南农业大学校内养殖棚内采

集。采集大棚内带有虫瘿的紫茎泽兰枝条，带回

实验室放入养虫笼中，待泽兰实蝇成虫羽化后，

收集其作为供试虫源。 

1.2  总 RNA 提取与质检 

取 10 头泽兰实蝇雌成虫和雄成虫分别放入

1.5 mL 离心管中，加入 200 μL Trizol 试剂使细

胞释放 RNA 并保证 RNA 的完整性，充分研磨

后加入 800 μL Trizol 试剂。然后进行离心、除

杂、弃上清液，最终得到的白色的沉淀即为

RNA。加适量 RNase Free H2O 溶解沉淀，取 1 μL

已溶解的 RNA 用超微量紫外分光光度计

（NanoDrop 2000）测定浓度。利用琼脂糖凝胶

电泳分析 RNA 降解程度，在凝胶成像仪

（GenoSens 1880）中观察 RNA 条带。把检测

合格的样品委托华大基因生物信息科技有限公

司进行高通量测序。 

1.3  cDNA 文库构建与测序 

在获得高质量的 mRNA 后，用反转录

酶  Oligo（dT）引导合成 cDNA 第 1 链，cDNA

第 2链的合成需要先通过RNaseH处理除去RNA

链，然后用大肠杆菌 DNA 聚合酶连接。在 cDNA

第 1 链和第 2 链合成后，加入合成接头，将双链

DNA 克隆到载体中，分析 cDNA 插入片段，扩

增 cDNA 文库。最后检验合格的 cDNA 文库在

Illumina HiSeq 测序平台上进行测序。 

1.4  转录组拼接和功能基因注释 

Trinity 是针对无参考基因组 RNA-Seq 数据

构建的转录本工具（Grabherr et al.，2011）。利

用 Trinity 进行组装，主要包括以下三个步骤：（1）

将 RNA-seq 数据组装成单个转录本，通常是主

要转录亚型的全长转录本；（2）将上一步得到

contig 进行聚类，对于每个聚类构建完整的德布

罗意图（de Bruijin graph）。每个转录本表示的是

给定基因或者一组有着共同序列的基因的全部转

录组成，然后根据图中不相交的点对全部短读数

据进行拆分；（3）处理各个图（Graph），追踪每

个图中的短读和配对短读的路径，最后报告可变

剪切亚型的全长转录本，并且区分出旁系同源基

因的转录本。数据组装完成之后，使用 BLAST 软

件在7大数据库中进行比对，获得基因的注释信息。 
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1.5  CDS 预测与 SSR 分析 

基因的编码区（Coding DNA sequence，CDS）

是指 DNA 或 RNA 中由外显子组成，编码蛋白

质的部分。将基因与 NR 蛋白库、Swissprot 蛋白

库进行比对，从比对的结果中提取转录本的开放

阅读框（Open Reading Frame，ORF）信息。基

于拼接得到的泽兰实蝇 unigenes 序列，使用

MISA 软件进行 SSR 分析。 

2  结果与分析 

2.1  转录组序列分析和组装 

泽兰实蝇转录组的测序产量见表 1。通过对

泽兰实蝇雌成虫和雄成虫进行转录组测序，得到

的原始 reads 雌成虫为 39 150 698 条，雄成虫为

42 277 032 条。原始数据过滤之后，分别得到泽

兰 实 蝇 雌 成 虫 和 雄 成 虫 的 clean reads 为

36 800 864 条和 38 308 428 条。2 个样本 Q20 比

例都不小于 20%，雌成虫和雄成虫的 GC 含量分

别为 30.45%和 29.24%。 

利用 Trinity 软件组装之后，雌成虫样品获

得 68 467 条 Contig，雄成虫样品获得 44 166 条

Contig，其平均长度分别为 227 bp 和 232 bp。

Contig 进一步拼接得到 29 147 条 unigenes，总长

度为 13 312 286 bp，平均长度为 457 bp，N50 为

503 bp。unigenes 的长度分布情况见图 1。 
 

表 1  泽兰实蝇转录组测序产量统计 
Table 1  Statistics of transcriptome assembly for Procecidochares utilis 

样本 
Samples 

原始读数 
Total raw reads

高质量读数 
Total clean reads

总核酸数（nt）
Total clean 

nucleotides (nt)

Q20 比例（%）
Q20 percentage

N 比例（%） 
N percentage 

GC 比例（%）
GC percentage

雌虫 Female 39 150 698 36 800 864 3 312 077 760 98.36 0 30.45 

雄虫 Male 42 277 032 38 308 428 3 447 758 520 98.36 0 29.24 
 

表 2  泽兰实蝇转录组测序数据的组装质量统计 

Table 2  Assembly quality statistics of the transcriptome sequencing of Procecidochares utilis 

项目 
Item 

样本 
Sample 

总数 
Total  

number 

总长度（nt）
Total length 

(nt) 

平均长度（nt）
Mean length 

(nt) 

N50 值
N50 value

总序列 
Total consensus 

sequences 

独特集群 
Distinct 
clusters 

不同单例
Distinct 

singletons

雌虫 Female 68 467 15 558 079 227 277 – – – 重叠群 
Contig 雄虫 Male 44 166 10 262 573 232 282 – – – 

基因 
Unigene 

总数 All 29 147 13 312 286 457 503 29 147 3 497 25 650 

 

 
 

图 1  泽兰实蝇的 unigenes 长度分布统计 
Fig. 1  Length distribution of unigenes of Procecidochares utilis 
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2.2  unigenes 的功能注释 

表 3 显示了 unigenes 与 7 大数据库比对得到

的注释信息。组装获得的 unigenes 所有数据库中

都被注释到的有 19 384 条，注释率为 66.50%。

其中，NR注释的unigenes最多（16 947，58.14%），

之后依次是 NT（12 172，41.76%）、GO（11 237，

38.55%）、SwissProt（10 946，37.55%）、KO（9 752，

33.46%）；在 KOG 数据库中注释的最少，为 4 689 

条，占 16.09%。泽兰实蝇转录组测序拼接的

unigenes 与 Trypanosoma brucei gambiense 的

unigenes 相似性较高，达到了 11.80%；其次与

Drosophila virilis 、 Drosophila willistoni 、

Drosophila melanogaster、Drosophila mojavensis、

Drosophila ananassae 等基因序列对比的相似度

分别为 9.70%、9.70%、8.90%、8.20%和 6.20%；

另外与其它物种同源的基因占 39.50%（图 2）。 

 

表 3  泽兰实蝇功能注释结果统计 

Table 3  Statistics of the functional annotation of Procecidochares utilis 

数据库 
Databases 

基因数量 
Number of annotated  

unigenes 

注释比例（%） 
Percentage of annotated 

unigenes 

NR 数据库注释 Annotated in NR database 16 947 58.14 

NT 数据库注释 Annotated in NT database 12 172 41.76 

KO 数据库注释 Annotated in KO database 9 752 33.46 

SwissProt 数据库注释 Annotated in SwissProt database 10 946 37.55 

GO 数据库注释 Annotated in GO database 11 237 38.55 

COG 数据库注释 Annotated in COG database 4 689 16.09 

所有数据库均有注释 Annotated in all databases 19 384 66.50 

基因 Unigenes 29 147 100.00 

 

 
 

图 2  NR 数据库中注释的泽兰实蝇 unigenes 

Fig. 2  Annotated unigenes of Procecidochares utilis in NR database 

 

2.3  unigenes 的功能分类 

泽兰实蝇雌雄成虫共有 11 237（38.55%）条

unigenes 注释到 GO 功能数据库中（图 3）。 

其中注释到生物学过程（Biological process）

的 unigenes 有 58 065 条，其中细胞过程（Cellular 

process，8 092 条）、单一生物过程（Single- 

organism process，6 494 条）的数量最多，（Cell 

killing，3 条）的数量最少；注释到细胞组分

（Cellular component）的 unigenes 有 32 203 条，

其中细胞（Cell，6 741 条）、细胞部分（Cell part，

6 741 条）的数量最多，病毒体部分（Virion part， 
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图 3  泽兰实蝇 unigenes 的 GO 分类 

Fig. 3  GO categories of unigenes of Procecidochares utilis 

 
4 条）的数量最少；注释到分子功能（Molecular 

function）的 unigenes 有 14 829 条，在分子功能

中注释到结合活性（Binding，6 355 条）、催化

活性（Catalytic activity，5 303 条）的基因最多，

营养库活性（Nutrient reservoir activity，5 条）

的数量最少。 

经过 COG 数据库功能预测和分类，最终有

4 689 条 unigenes 成功注释到 COG 数据库的 25

个分类中（图 4）。其中注释到只有一般功能

（General function prediction only，R）的 unigenes

数量最多，为 1 283 条；其次是参与翻译、核糖

体结构和生物合成（Translation，ribosomal structure 

and biogenesis，J）的 1 018 条，转录（Transcription，

K）的 699 条，参与翻译后修饰、蛋白质转换、

分子伴侣（Posttranslational modification，Protein 

turnover，Chaperones，O）的 698 条；其余的都

低于 600 条，最少的是真核生物胞外结构

（Extracellular structures，W）的 4 条。 
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2.4  CDS 预测与 SSR 分析 

将泽兰实蝇 unigenes 与 Nr 和 Swiss-prot 蛋

白数据库进行 blast 比对，获得了 17 113 条 CDS

序列片段，再将比对不上的 un igenes 利用

ESTscan 分析获得 2 257 条 CDS 序列片段。在所 

有得到的 19 370 条 CDS 片段中，长度位于

200-400 nt 区间的最多，有 11 079 条；其次是

400-600 nt（3 152 条）及 0-200 nt（2 909 条），

其余长度区间的 CDS 都不足 2 000 条（图 5）。

利用 MISA 软件搜索到微卫星（Simple sequence  

 

 
 

图 4  泽兰实蝇 unigenes 的 COG 分类 

Fig. 4  COG categories of unigenes of Procecidochares utilis 
 

 
 

图 5  基因编码序列（CDS）长度分布 

Fig. 5  Gene coding DNA sequence (CDS) length distribution 
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repeats，SSRs）标记 5 483 个，其中单碱基微卫

星（2 850 个，占 51.98%）最多；其次是三碱基

型（1 587 个，29.94%）；五碱基型（60 个，占

1.09%）和六碱基型（52 个，占 0.94%）最少

（表 4）。 
 

表 4  泽兰实蝇 SSR 分析统计结果 

Table 4  Statistical results of SSR analysis of 
Procecidochares utilis 

项目 
Items 

数量 
Numbers 

序列总数 
Total number of sequences examined 

29 147 

序列总长度 
Total size of examined sequences (bp) 

13 312 286 

识别的 SSR 总数 
Total number of identified SSRs 

5 483 

SSR 序列数 
Number of SSR containing sequences 

4 365 

包含 1 个以上 SSR 的序列数 
Number of sequences containing more 
than 1 SSR 

870 

化合物形成中存在的 SSR 数 
Number of SSRs present in compound 
formation 

337 

单体 Monomers 2 850 

二聚体 Dimers 769 

三聚体 Trimers 1 587 

四聚体 Quadmers 165 

五聚体 Pentamers 60 

六聚体 Hexamers 52 

 

2.5  差异表达基因的筛选 

本研究发现泽兰实蝇的 29 147 个 unigenes

中有 11 331 个 unigenes 在雌成虫与雄成虫中的

表达水平不同。泽兰实蝇雌成虫与雄成虫相比有

2 640 个表达水平上调的 unigenes，8 691 个表达

水平下调的 unigenes。利用所得数据，以雌成虫

的 FPKM 为横坐标，雄成虫的 FPKM 为纵坐标

做散点图。图 6 中红色区域表示的是上调的基

因，绿色区域代表下调的基因，蓝色区域代表雌

成虫与雄成虫中表达水平没有差异的基因，共有

17 816 个。 

 
 

图 6  泽兰实蝇 unigene 的表达水平分析 

Fig. 6  Analysis of Procecidochares utilis  
unigenes expression level 

 

2.6  差异表达基因 GO 富集分析 

本研究中共 38 848 个差异表达基因注释到

GO 功能分类中。20 461 个基因注释到生物学过

程，12 408 个基因注释到细胞组分，5 979 个基

因参与分子功能（图 7）。GO 富集分析共获得 8

条差异显著基因：差异基因在生物学过程中富

集在细胞过程（Cellular process，3 126 条）、代

谢过程（Metabolic process，2 595 条）、单有机

体过程（Single-organism process，2 340 条）；

在细胞组分中富集在细胞（Cell，2 667 条）、细

胞部分（Cell part，2 667 条）、细胞器（Organelle，

2 003 条）；在分子功能中富集在结合活性

（Binding，2 625 条）和催化活性（Catalytic 

activity，2 151 条）。 

2.7  差异 unigenes 的代谢通路分析 

KEGG 代谢通路分析共得到 3 980 个差异表

达基因，这些差异表达基因参与 250 个不同的代

谢或信号通路，在这些通路中表达发生上调或下

调。其中 632 个基因参与多种物质的代谢途径

（Metabolic pathways），216 个基因参与亨廷顿

氏病（Hunting’s disease），168 个基因参与 RNA

运输过程（RNA transport），161 个基因参与核糖

体形成（Ribosome），135 个基因参与嘌呤代谢

（Purine metabolism），133 个基因参与氧化磷酸

化（Oxidative phosphorylation），125 个基因参与

细胞周期（Cell cycle），99 个基因参与真核生物 
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图 7  泽兰实蝇差异表达基因的 GO 分类 

Fig. 7  GO categories of Procecidochares utilis DEGs 
 

中的核糖体生物形成（Ribosome biogenesis in 

eukaryotes）。 

3  讨论 

泽兰实蝇是专门寄生紫茎泽兰的昆虫，因此

在控制这种杂草中起着重要作用（王文琪等，

2006）。有许多学者研究了泽兰实蝇的生物学和

生态学特性（陈升碧和关德盛，1994），但是目

前针对泽兰实蝇基因方面的研究较少。本研究利

用 Illumina测序技术对泽兰实蝇进行转录组测序

和差异分析，揭示了转录组的整体表达模式。通

过序列的预处理、Trinity 拼接、转录本功能注释
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等步骤，得到了转录组信息。数量巨大的泽兰实

蝇基因数据及其功能注释信息为进一步的分子

研究提供了宝贵的资源。 

近年来随着高通量转录组测序技术的发展，

众多的昆虫完成了转录组文库的构建，如烟粉虱

Bemisia tabaci（Wang et al.，2010）、亚洲玉米螟

Ostrinia furnacalis（Zhang et al.，2016）、荔枝蒂

蛀虫 Conopomorpha sinensis（孟翔等，2016）、

扶桑绵粉蚧 Phenacoccus solenopsis（胡俊杰等，

2017）、椰子织蛾 Opisina arenosella（徐志文等，

2018）、云斑天牛 Batocera horsfieldi 成虫触角（胡

佳萌等，2019）等。昆虫基因数据的大量积累对

害虫控制具有重要的推动作用，有助于研究出新

的害虫控制技术，开辟出资源昆虫利用的新领域

（张赞等，2012）。本研究共获得了 29 147 条

unigenes，平均长度为457 bp，N50长度为503 bp。

N50 值越大就表示得到的长片段越多，且不小于

800 bp 就说明组装得到的序列完整性较好（贾新

平等，2014）。所有试验样本高质量的数据（Q20）

均高于 98%，且有研究表明，序列长度是影响注

释的重要因素（Chen et al.，2014）。从获得基因

的数量、平均长度和 N50 长度等方面均显示本

次泽兰实蝇转录组的拼接效果良好。 

从数据库注释上看，共计有 19 384 条

unigenes 被 Nr、Nt、Pfam、Swiss-prot、GO、

KOG、KEGG 数据库成功注释，占 unigenes 总

数的 60.50%。然而，由于 unigenes 整体长度较

短、昆虫基因信息仍相对缺乏等原因（Qi et al.，

2016），仍有 9 763 条 unigenes 没有获得注释信

息，这些基因的鉴定和功能分析还有待进一步的

研究。虽然泽兰实蝇在 7 个数据库上均得到注

释，对了解其基因功能有重要的帮助，但从数量

上看，各类数据库中可注释的基因占比较少，在

16.09%-58.14%之间，说明国际公共数据库中收

录的泽兰实蝇数据较少（齐润姿等，2016）。GO

和 KEGG 注释结果为挖掘研究泽兰实蝇的基因

功能提供了方便，但还需依据得到的功能分类或

通路结果进行进一步的试验验证才能真正揭示

相关基因的生理功能。 

从遗传标记来看，本研究挖掘出大量的单核

苷酸多态性及微卫星位点信息，它们是分子标记

筛选的理想工具（Weeks et al.，2001)。目前，

已经有很多研究者通过转录组数据库发掘分子

标记（Li et al.，2016），解决了传统开发分子标

记的方法耗时较长、成本较高的问题。本研究将

为泽兰实蝇后续的分子鉴定、多态性检测和种群

遗传结构的研究奠定坚实基础。 

通过泽兰实蝇雌成虫和雄成虫的差异表达

分析，发现泽兰实蝇的 29 147 个 unigenes 中有

11 331个unigenes在雌成虫与雄成虫中的表达水

平不同。数据统计发现有 2 640 个表达水平上调

的 unigenes，8 691 个表达水平下调的 unigenes。

GO 富集分析中，差异基因主要富集在细胞过程，

代谢过程，细胞，细胞部分和结合活性。KEGG

代谢通路分析 3 980 个差异表达基因参与 250 个

不同的代谢或信号通路。 
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