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摘要：为促进马铃薯甲虫嗅觉行为及生物防治研究，本文对马铃薯甲虫成虫饲喂抗生素后，利用转录组测序

探究健康和取食抗生素后成虫头部的嗅觉基因差异。结果表明：通过ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ
ＴＭ测序和差异基因的筛

选富集，发现饲喂抗生素后，在代谢途径上的相关基因显著上调（ｑｖａｌｕｅ≤０．０５），并且筛选出４种差异显著的

气味分子结合蛋白（ＯＢＰ），分别是犔犱犲犮ＯＢＰ６、犔犱犲犮ＯＢＰ１１、犔犱犲犮ＯＢＰ２６和犔犱犲犮ＯＢＰ２８；利用实时荧光ＰＣＲ和

数字ＰＣＲ验证了健康与饲喂抗生素的嗅觉基因表达量的变化，饲喂抗生素后犔犱犲犮犗犅犘６、犔犱犲犮犗犅犘１１、犔犱犲

犮犗犅犘２６和犔犱犲犮犗犅犘２８这４种基因的表达量确有显著变化。
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　 　 马 铃 薯 甲 虫 ［犔犲狆狋犻狀狅狋犪狉狊犪犱犲犮犲犿犾犻狀犲犪狋犪

（Ｓａｙ）］，属鞘翅目（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ），叶甲科（Ｃｈｒｙ

ｓｏｍｅｌｉｄａｅ），是一种严重危害茄科植物的害虫。

该虫主要以马铃薯叶片为食，能对马铃薯造成

２０％～１００％的减产，是我国重要的外来入侵物

种［１３］，在《中华人民共和国进出境植物检疫有害

生物名录》和“中国最具危险性的２０种外来入侵

物种”的名单中都有记载［４５］。该虫目前全球范围

内其主要分布在美洲以及欧亚大陆［６７］。截止到

２０１９年６月２０日，根据我国农业农村部发布的

植物检疫性害虫行政区分布（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｎａ

ｇｒｉ．ｇｏｖ．ｃｎ／ｗｅｂ／ｈｎｚｂｚｊ／９７９４／９７９５／９７９６／ｃｏｎ

ｔｅｎｔ＿２９６８８１．ｈｔｍｌ），马铃薯甲虫在我国的吉林

省、黑龙江省和新疆维吾尔族自治区的４５个

县（区、市）有所分布。该虫具有极强的适应能力，

对生物因素和非生物因素都有着极强的适应

力［８９］，并且对于已经注册的化学农药通常２～

３年后就会产生抗性
［１０］。

种类繁多的微生物以肠道菌群的形式在昆虫

的消化道内定殖，这些共生菌参与了昆虫的物种

形成及绝大多数的生命活动，并在其生长发育、营

养代谢、繁殖、免疫、农药抗性及宿主间沟通等诸

多生理功能上发挥重要作用［１１］。除此之外，还能

抵御捕食者、寄生虫和病原体的入侵，直接或间接

地影响昆虫的生理和健康。基于肠道微生物的重

要功能和对寄主昆虫的重要作用，研究肠道微生

物可以为害虫的绿色防控提供新的思路。近年来

各国有关肠道微生物的研究已经越来越多，研究

范围也越来越广。目前虽有关于马铃薯甲虫肠道

微生物的相关报道，但鲜有肠道微生物与其嗅觉

基因关系的相关研究，本文通过对马铃薯甲虫成

虫饲喂抗生素后研究马铃薯甲虫的肠道微生物与

嗅觉基因的关系，以期为抗生素防治马铃薯甲虫

及其他检疫性害虫提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料

供试昆虫：采集于黑龙江省绥芬河市的健康

马铃薯甲虫成虫，于黑龙江省绥芬河海关技术

中心安全实验室养殖。温室的饲养条件为温

度２６±２ ℃，相对湿度４０％～６０％，光周期为

Ｌ／Ｄ＝１６ｈ／８ｈ。种植来自云南的新鲜马铃薯，用

其叶片作为马铃薯甲虫的饲料。

供试叶片：实验室温室种植来自云南的马

铃薯。

试验试剂：无菌水，吐温２０，四环素，青霉素，

氧氟沙星，环丙沙星，氨苄西林。

１．２　方法

１．２．１　叶片处理　将新鲜马铃薯叶片浸泡在

５种抗生素（环丙沙星、氧氟沙星、青霉素、四环

９４
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素、氨苄西林）按照１∶１的比例配制的浓度为

１ｍｇ·ｍＬ
１的抗生素混合溶液里，加入１％的吐温

－２０，增加抗生素在叶片上的附着力，浸泡１ｈ后

取出叶片进行饲喂试验。

１．２．２　马铃薯甲虫供试样本准备　从饲养笼中

随机抓取健康马铃薯甲虫成虫３６头，分两个培养

盒，一个盒子１８头在相同条件下饲养７ｄ。抗生

素培养盒，每天饥饿１２ｈ后用上述浸泡后的马铃

薯叶片饲喂１２ｈ，每天更换抗生素浸泡叶片，连

续７ｄ；对照培养盒，每天正常用新鲜马铃薯叶片

饲喂。

１．２．３　马铃薯甲虫ＲＮＡ提取及转录组测序分

析　使用ＰｕｒｅＬｉｎｋ
ＴＭ ＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒方法

提取抗生素组和对照组马铃薯甲虫成虫头部的

ＲＮＡ，将部分ＲＮＡ送到测序公司进行转录组测

序，对测序结果进行基因表达量统计与分析。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ验证　将１．２．３所得

ＲＮＡ按照ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ
? ＡｌｌｉｎＯｎｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ反转录试剂

盒的操作步骤进行反转录。

试验选定ＲＰ１８作为内参基因
［１２］，本次试验

的目的基因以及内参基因的引物序列详见表１。

实时荧光定量ＰＣＲ的反应体系总体积为２０μＬ，

包括１μＬ的ｃＤＮＡ，１０μＬ的２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
?

ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ，１０μｍｏｌ·Ｌ
１正反向引物

各１μＬ，７μＬ的ＮｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ。反应程序

为：第一阶段：预变性，９４ ℃ ３０ｓ；第二阶段：

９４℃５ｓ，６０℃４０ｓ，４５个循环；第三阶段：绘制

溶解曲线。

１．２．５　数字ＰＣＲ验证　将１．２．３所得ＲＮＡ按

照 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ
? ＡｌｌｉｎＯｎｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ

ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ反转录试剂盒的

操作步骤进行反转录。数字ＰＣＲ试验在ＢｉｏＲａｄ

数字 ＰＣＲ 仪器上进行。反应体系总体积为

２０μＬ，包 括 １０ μＬ 的 ＥｖａＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ，

１０μｍｏｌ·Ｌ
１正反向引物各１μＬ，１μＬ的ｃＤＮＡ

和７μＬ的ｄｄＨ２Ｏ，其中所用引物与实时荧光定量

ＰＣＲ所用特异性引物相同（表１）。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ和数字ＰＣＲ引物序列

基因 正向引物（５′３′）　　　　 反向引物（５′３′）　　　　

犗犅犘６ ＣＴＣＴＴＧＡＡＣＣＣＡＴＴＴＣＣＣＴＴＴＧ ＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＴＣＴＣＣＡＣＡＴＴＣ

犗犅犘１１ ＧＧＴＡＴＣＧＴＧＴＴＧＧＣＴＧＴＴ ＧＴＴＴＣＴＴＧＣＡＣＴＣＧＣＴＣＴ

犗犅犘２６ＦＩＸ ＣＴＧＴＡＡＣＧＴＡＡＣＧＴＣＧＣＣＴＡＴＴＡ ＴＴＣＣＴＣＡＴＣＣＡＴＣＣＡＡＣＣＡＴＡＣ

犗犅犘２８ ＧＣＡＡＣＴＡＴＧＣＡＧＧＣＡＧＴＡＡＡＴＣ ＴＣＣＧＣＡＧＴＡＴＴＴＣＣＣＡＡＴＡＴＣＡ

犚犘１８ ＡＣＴＴＣＧＴＧＴＣＡＣＴＧＡＡＡＣＴＧＣ ＴＡＴＣＣＧＣＡＣＧＡＣＴＴＣＣＴＧＣ

　　具体操作步骤为：将上述配好的２０μＬ反应

体系加入微滴生成卡的ｓａｍｐｌｅ孔位里，同时在微

滴生成卡的ｏｉｌ孔位中加入７０μＬ微滴生成油，然

后放入微滴生成仪中进行微滴生成。完成微滴生

成后，转移４０μＬ生成的微滴体系至９６孔板上封

膜后放置于ＰＣＲ仪上进行扩增。反应条件为：预

变性，９５℃１０ｍｉｎ；变性，９５℃１０ｓ；退火及延

伸，５８ ℃ ４５ｓ，４０ 个循环；固化微滴，９８ ℃

１０ｍｉｎ。扩增反应完成后，将９６孔板放入微滴读

取仪中进行微滴荧光的读取和数据采集，随后通

过分析微滴拷贝数来判断基因表达量的变化。

２　结果与分析

２．１　马铃薯甲虫ＲＮＡ的测序结果及生物学信

息分析

２．１．１　原始测序数据统计与质控　用统计学的

方法对测序得到的ｒｅａｄｓ进行碱基分布和质量波

动的统计并对原始结果进行统计评估，去除低质

量的序列。经过显著性测定，若≥Ｑ２０％的两种

处理样本之间的结果无显著差异，则说明供试处

理样本的前期生长条件基本一致。

２．１．２　原始测序数据的纯化　为了进行高质量

的信息分析，对高质量数据进行统计，统计结果详

见表２。将质控后得到的高质量的序列进行犱犲

狀狅狏狅拼装，总共得到了２３６７０６条基因，４７９１７８条

表２　高质量数据统计结果

样本 高质量序列数／条 高质量碱基数／ｂｐ

ＡＨ１ ７０４９９０２６ １０１６９９２９７４８

ＡＨ２ ８０８２５６４８ １１７７１１６９９３０

ＡＨ３ ７９５６２１００ １１６４６３９８６０４

ＨＨ１ ７５１９６４５８ １０９６７６０９３６３

ＨＨ２ ７２８４１８３２ １０６６７３６７８８８

ＨＨ３ ８３６３７０６６ １２２９８１１３３２１

　　注：ＡＨ抗生素组；ＨＨ对照组。

０５
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转录本。其中最长基因为２８９３９ｂｐ，最短的为

２０１ｂｐ。转录本在２００～３００ｂｐ长度范围的数量

是最多的，共１９７４３３条，其次是３００～４００ｂｐ长

度的转录本的数量，共有７６３８４条（图１）。

图１　拼接结果长度分布图

将得到的ｒｅａｄｓ与拼接结果进行比对后发

现，抗生素处理组和对照组的 ｍａｐｐｉｎｇ比率都较

高，且两者之间无显著差异，再次说明了两种处理

的样品前期生长条件基本一致，样品选取有效。

２．１．３　基因表达差异分析　依据所有样品与拼

接的结果，将筛选条件设为：ｑｖａｌｕｅ＜０．０５且差

异倍数｜ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ｜＞２，并将其可视化（图２）。

筛选出表达差异显著的基因１８２个，其中上调的

有１１２个，下调的有７０个。其中，参与代谢途径

的基因有６个。当使用ＢＬＡＳＴｘ比对，ｅｖａｌｕｅ值

设为Ｅ０５，其他为默认参数，与数据库（ｈｔｔｐｓ：／／

ｄａｔａ．ｎａｌ．ｕｓｄａ．ｇｏｖ／ｄａｔａｓｅｔ／ｌｅｐｔｉｎｏｔａｒｓａｄｅｃｅｍ

ｌｉｎｅａｔａｏｆｆｉｃｉａｌｇｅｎｅｓｅｔｖ１１）中结果进行了有参

比对并将两者之间对应起来，发现处理组和对照

组头部有差异显著性的基因一共５５７个，但是与

　　注：横纵轴分别为两组样本ｌｏｇ２（ＴＰＭ）值。图中每个

点代表一个基因，越接近于原点的点表达量越低。其中红

点表示上调基因，绿点表示下调基因，黑点表示非差异基

因，上调／下调均是纵轴样本相对于横轴样本。

图２　显著差异表达转录本可视化图

马铃薯甲虫嗅觉相关的差异显著性基因共有

４个，其中上调的有３个，下调的有１个（表３）。

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ验证

选取表３中的４个有显著差异的嗅觉基因进

行实时荧光定量ＰＣＲ验证，以犚犘１８为内参基

因，计算出４个基因的相对表达量。根据荧光定

量ＰＣＲ的扩增曲线和熔解曲线（图３）特异性良

好。将实时荧光定量ＰＣＲ结果与转录组测序结

果进行比较，两种分析方法下这４个基因的表达

量变化趋势相一致（图４），说明转录组测序结果

可靠。

表３　饲喂抗生素后差异表达显著性嗅觉基因

基因代号 氨基酸序列 Ｌｏｇ２（倍数） 上／下调

ｇｅｎｅ６２５５ 犔犱犲犮ＯＢＰ２６ －２．７７ ｄｏｗｎ

ｇｅｎｅ１１３５３ 犔犱犲犮ＯＢＰ１１ ２．６３ ｕｐ

ｇｅｎｅ１５０１１ 犔犱犲犮ＯＢＰ６ ２．７２ ｕｐ

ｇｅｎｅ７２７５ 犔犱犲犮ＯＢＰ２８ ３．１３ ｕｐ

图３　目的基因的荧光定量ＰＣＲ扩增曲线（ａ）和

熔解曲线（ｂ）

２．３　数字ＰＣＲ验证

在实时荧光定量 ＰＣＲ 验证后，使用数字

ＰＣＲ再次验证了４个基因的表达量。根据数字

ＰＣＲ的扩增结果可以看出，微滴数的变化趋势明

显，犗犅犘６、犗犅犘１１、犗犅犘２８均呈明显上调趋势，

而犗犅犘２６呈明显下调趋势（图５）。将数字ＰＣＲ

验证结果与转录组测序结果相比较，两种检测方

法下这４个基因的表达量变化趋势相一致（图

４），这一结果再次说明转录组测序结果可靠。
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图４　实时荧光定量ＰＣＲ验证结果（ａ）和数字ＰＣＲ验证结果（ｂ）

Ａ：犗犅犘６；Ｂ：犗犅犘１１；Ｃ：犗犅犘２６；Ｄ：犗犅犘２８

图５　目的基因的数字ＰＣＲ扩增结果

３　结论与讨论
昆虫肠道内的大量微生物经过长期的演变处

于一个动态平衡的微环境，这个环境的稳定对昆

虫的生长发育起着重要的作用，一旦这个环境的

动态平衡被打破，寄主昆虫的生理功能将出现紊

乱，从而表现出异常状态。近年来，多种昆虫的肠

道微生物研究均有报道，如经济昆虫蜜蜂、家蚕，

以及常见的农作物害虫漠蝗、蚜虫等［１３１８］。但马
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铃薯甲虫等检疫性昆虫肠道微生物与嗅觉基因关

系的相关研究仍鲜见报道。

目前，利用高通量测序构建昆虫的转录文库

已经成为了昆虫分子研究的重要手段，它能帮助

获得差异表达基因，也能获取功能基因的信息，因

此要研究昆虫在不同生境条件下的生理生化状态

通常都采用该方法［１９］。本试验从肠道微生物的

角度探究了抗生素组和野生型对照组的差异，通

过转录水平探究两者的差别。通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ

Ｈｉｓｅｑ
ＴＭ测序，检测了马铃薯甲虫在抗生素处

理后的转录反应，通过比较嗅觉相关基因的表达

量，筛选出４种差异显著的气味结合蛋白（Ｏｄｏｒ

ａｎｔＢｉｎｄｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ，ＯＢＰ），分别是犔犱犲犮ＯＢＰ６、

犔犱犲犮ＯＢＰ１１、犔犱犲犮ＯＢＰ２６ 和 犔犱犲犮ＯＢＰ２８，其 中

犔犱犲犮ＯＢＰ６、犔犱犲犮ＯＢＰ１１和犔犱犲犮ＯＢＰ２８呈显著上

调，犔犱犲犮ＯＢＰ２６显著下调。

研究表明，德国蟑螂（犅犾犪狋狋犲犾犾犪犵犲狉犿犪狀犻犮犪）

的 肠 道 微 生 物 有 助 于 产 生 包 括 挥 发 性 羧

酸（ＶＣＡｓ）在内的化学信息素，能够有效地调节

其粪便中的聚集剂，从而诱导德国蟑螂的聚集行

为［２０］。果蝇（犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉）在无菌

条件或抗生素处理的条件下会出现过度活动现

象，而在没有肠道微生物的情况下，通过果蝇肠道

共生菌———短乳杆菌的处理后，能够提高其步行

速度和日常活动［２１］，并且，必需氨基酸和其肠道

共生菌醋酸杆菌和乳酸杆菌能协同影响果蝇对食

物的选择［２２］。除此之外，果蝇的肠道共生细菌还

能影响其交配和产卵行为［２３２４］。本试验对马铃

薯甲虫饲喂抗生素，进而研究嗅觉基因的表达量

变化，为马铃薯甲虫的生物防治的基因筛选提供

了基础资源，为今后进一步研究马铃薯甲虫的嗅

觉行为相关分子机制提供一定的参考。在今后的

试验中将进一步探究抗生素处理对马铃薯甲虫取

食等行为的影响，进而探讨肠道共生菌与昆虫的

嗅觉行为机制。
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