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草间钻头蛛共生菌多样性测定及沃尔巴克氏体感染对
宿主发育历期和性比的影响
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摘要：为了解草间钻头蛛Hylyphantes graminicola体内共生菌的组成及共生菌对宿主的影响，通过

高通量测序技术确定其体内的优势共生菌，采用常规PCR法对草间钻头蛛进行优势共生菌的感染

检测，并研究了优势共生菌感染对草间钻头蛛子代的发育历期和性比的影响。结果表明：经高通量

测序细菌16S rDNA的V3、V4区，确定草间钻头蛛的优势共生菌为沃尔巴克氏体Wolbachia和Car-

dinium。167 头被检测蜘蛛中，Cardinium 的感染率为 100.00%，沃尔巴克氏体的感染率为 38.92%。

感染沃尔巴克氏体的草间钻头蛛F1代雌蛛的2龄期、3龄期、4龄期和总历期均极显著低于未感染的

草间钻头蛛，感染沃尔巴克氏体的草间钻头蛛F1代雌蛛1龄期显著低于未感染的F1代个体，感染和

未感染沃尔巴克氏体的草间钻头蛛 F1代雌蛛的卵期和 5 龄期均无显著差异。感染沃尔巴克氏体

后，草间钻头蛛F1代雄蛛的1龄期和总历期极显著缩短，2龄期、3龄期和5龄期显著缩短，而卵期和

4龄期与未感染沃尔巴克氏体的F1代雄蛛之间无显著差异。另外，沃尔巴克氏体感染极显著提高

了草间钻头蛛的子代性比。
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Abstract: In order to understand the symbiont community of spider Hylyphantes graminicola and the

impact of the symbionts on their hosts, the dominant symbionts were detected with high-throughput se-

quencing and PCR amplification, and then the effects of dominant symbionts on the developmental du-

ration and sex ratio of F1 generation of H. graminicola were tested. The results showed that Wolbachia

and Cardinium were the dominant symbiotic bacteria in H. graminicola through high-throughput se-

quencing of 16S rDNA V3 and V4 regions of the bacteria. The infection rate of Wolbachia and Cardini-

um were screened among 167 individuals of H. graminicola, and the results showed that the infection

rate of Cardinium and Wolbachia was 100.00% and 38.92%, respectively. The developmental durations

of 2nd, 3rd, 4th instars and total duration of the female individuals in F1 generation from Wolbachia-pos-

itive mother spiders were significantly less than that from Wolbachia-negative mother spiders, and the
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共生菌广泛存在于动物体的细胞和组织内

（Burke et al.，2010），对宿主的生殖和生长都有一定

程度的影响（McFall-Ngai，2002；Werren et al.，2008；

Brucker & Bordenstein，2012）。根据共生菌与宿主

的相互作用，有专性共生菌与兼性共生菌之分（Mo-

ran，2006），前者为宿主提供生存所必需的营养物

质，与宿主是互利共生关系，蚜虫体内的布赫那氏菌

Buchnera是这类共生菌的典型代表（Douglas，1998；

Wilson et al.，2006；单红伟等，2016）；后者不是宿主

生存所必需，但也会对宿主的生殖和适合度有一定

影响（Gunnarsson et al.，2009；云月利等，2013；李迁

等，2016）。为了更加深入研究宿主与共生菌的相互

作用，国内外学者先后开展了大量关于共生菌感染

检测的研究，但多集中于对常见内共生菌沃尔巴克

氏体 Wolbachia 和 Cardinium 在昆虫纲宿主中的分

布（Martin & Goodacre，2009；Atyame et al.，2011；Bi-

an et al.，2013）及其对宿主生殖的影响研究（Perlman

et al.，2008；Fast et al.，2011；Blagrove et al.，2012），

未能对宿主体内的共生菌群落进行全面测定。近年

来高通量测序技术的出现，为全面深入了解宿主体

内的共生菌群落提供了技术平台，关于昆虫共生菌

多样性研究已开展了部分工作（Bili et al.，2016；Mu-

turi et al.，2016），但迄今为止，还未对蜘蛛体内的共

生菌进行深入研究。蜘蛛作为一种农林害虫的天

敌，开展蜘蛛体内共生菌多样性及共生菌对宿主生

殖和适合度影响的研究将为更好地利用蜘蛛进行害

虫生物防治提供重要的前提和基础。

蜘蛛内生菌的研究较昆虫内生菌起步晚，但也

有大量研究证明蜘蛛体内含有沃尔巴克氏体（Row-

ley et al.，2004；Wang et al.，2010）、Cardinium（Mar-

tin & Goodacre，2009）和 Spiroplasma等多种内生菌

（Goodacre et al.，2006；Jin et al.，2013），且部分共生

菌种类对宿主的生殖和适合度有一定程度的影响

（云月利等，2013；Vanthournout et al.，2014；Vanthourn-

out & Hendrickx，2016）。但由于蜘蛛自相残杀的习

性，其室内养殖必须单头单管进行，使得蜘蛛的大规

模人工养殖尚未实现。再加上部分蜘蛛种类发育历

期较长（Foelix，2011），故关于共生菌感染对蜘蛛发

育历期的影响研究一直未见报道。

为了更加深入全面地了解蜘蛛共生菌群的组成

及共生菌对宿主发育历期和性比的影响，本研究以

个体小、年发生代数多、室内养殖方法较为成熟的草

间钻头蛛Hylyphantes graminicola为材料，通过高通

量测序细菌 16S rRNA的V3、V4区，对草间钻头蛛

体内的共生菌群进行测定，并采用普通PCR法对草

间钻头蛛体内的优势共生菌感染率进行检测，在此

基础上研究优势共生菌感染对草间钻头蛛子代的发

育历期及性比的影响，以期为更好地发挥蜘蛛作为

农林害虫天敌的生物防治作用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试蜘蛛：成熟的草间钻头蛛于 2015年 7月采

集于河南省洛阳市裴村的玉米植株上，该玉米田无

农药使用史。用 1.5 cm×5.0 cm指形管于田间单头

单管收集该蜘蛛，以脱脂棉球塞住管口，防止逃逸。

将采集到的167头雌性草间钻头蛛转入室内智能人

工气候箱中，于温度28±1℃、相对湿度（65±5）%、光

照周期 16 L∶8 D条件下用本实验室培养的不含沃

尔巴克氏体的黑腹果蝇Drosophila melanogaster饲

养，产子代后备用。

试剂：Dneasy Blood & Tissue Kit DNA 提取试

剂盒，德国Qiagen公司；DNA Marker，天根生化科技

（北京）有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

仪器：智能人工气候箱HP250-GS-C，武汉瑞华

仪器设备有限公司；奥林巴斯 Olympus SZX7 体式

显微镜，日本 Olympus 公司；NanoPhotometer NP80

Touch 微量核酸蛋白检测仪，德国 Implen GmbH 公

司；Molecular Imager® Gel Doc XR凝胶成像系统，美

国 Bio-Rad 公司；Illumina HiSeq 2500 高通量测序

duration of 1st instars of the female individuals from Wobachia-positive mother was significantly short-

er than that from Wolbachia-negative mothers, but the durations of egg stage and 5th instars of the fe-

male individuals from Wolbachia-positive and -negative mothers had no significant difference. For the

male offspring, Wolbachia infection significantly shortened the 1st, 2nd, 3rd, 5th instar durations and to-

tal duration, but the durations of egg stage and 4th instars had no significant difference between the off-

spring from two types of spiders. The sex ratio (female : male) of offspring infected with Wolbachia was

significantly elevated.

Key words: Hylyphantes graminicola; diversity of symbionts; Wolbachia; developmental duration; sex

ratio
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仪，美国 Illumina公司。

1.2 方法

1.2.1 草间钻头蛛共生菌多样性检测与分析

选取10头经饥饿处理15 d的草间钻头蛛雌蛛，

超声清洗蜘蛛表面 3 min，再用无菌水清洗 3次后，

用DNA提取试剂盒分别提取每头蜘蛛的总DNA。

利用微量核酸蛋白检测仪测定每个DNA样品的浓

度，10个DNA样品按照两两等浓度混合制成5个混

合DNA样品，编号T1~T5，通过 Illumina Hiseq 2500

高通量测序仪对细菌 16S rDNA的V3和V4可变区

进行高通量测序并对结果进行生物信息学分析。高

通量测序由北京百迈克生物科技有限公司完成。

Illumina HiSeq 2500 高通量测序平台获得的原

始测序序列，使用 FLASH 1.2.7 软件进行双端序列

拼接，使用 Trimmomatic 0.33 软件对拼接后的序列

进行过滤、UCHIME 4.2软件进行嵌合体鉴定和去

除，得到最终有效序列。使用QIIME 1.8.0软件中的

UCLUST 程序对所有有效序列在 97%的相似度水

平下进行聚类，如果序列之间的相似性高于97%就

将其定义为一个分类操作单元（operational taxanomic

units，OTU），每个OTU对应于一种代表序列。并基

于Silva（细菌）分类学数据库对OTU进行分类学注

释，在不同分类学水平上未得到注释的以 unknown

表示。利用维恩图（Venn）展示样品间特有及共有

的OUT数。某一共生菌的相对丰度是指其OTU数

占宿主菌群总OTU 数的百分比。

1.2.2 蜘蛛体内沃尔巴克氏体和Cardinium感染检测

待供试的 167头草间钻头蛛雌蛛每头产下 3个

卵袋后，提取母代蜘蛛的DNA，通过常规PCR法检

测沃尔巴克氏体和Cardinium的感染情况。沃尔巴

克氏体检测引物为wsp81F（5ʹ-TGGTCCAATAAGT-

GATGAAGAAAC -3）́和 wsp691R（5ʹ - AAAAATTA-

AACGCTACTCCA-3）́，Cardinium检测引物为Ch-F

（5ʹ-TACTGTAAGAATAAGCACCGGC-3）́和 CLOR

（5ʹ-GCCACTTGTCTTCAAGCTCTACCAAC-3）́，由

英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。30 µL PCR反

应体系：上下游引物各1 µL、Taq DNA聚合酶0.5 µL、

dNTPs 1 µL、10×Buffer 3 µL、模板 0.5 µL、无菌水

23 µL。PCR扩增条件：94℃预变性3 min；94℃变性

1 min，55℃退火1 min（Cardinium退火温度为60℃），

72℃延伸 1 min，40 个循环；最后 72℃延伸 7 min，

4℃冷却保存。PCR产物用浓度为1.5%的琼脂糖凝

胶进行电泳分析，在紫外光下观察DNA条带并记录

感染情况，计算共生菌感染率。感染率=感染某一

共生菌的草间钻头蛛个数/检测的草间钻头蛛总数×

100%。

1.2.3 沃尔巴克氏体感染对子代发育历期影响的测定

自草间钻头蛛母代开始产卵后，每隔24 h观察

卵及 F1代的发育情况。所有孵化出的子代经过编

号后单头单管饲养于1.5 cm×5.0 cm的玻璃试管中，

试管底部放置浸润水的人造海绵给蜘蛛提供充足的

水分。装有供试蜘蛛的试管置于人工培养箱中在温

度 28±1℃、相对湿度（65±5）%、光照周期 16 L∶8 D

条件下以实验室培养的不含沃尔巴克氏体的黑腹果

蝇饲养。2龄期喂食经冷冻处死的黑腹果蝇，从3龄

期开始喂食活体黑腹果蝇。

沃尔巴克氏体在同一宿主种内主要表现为垂直

传播，即由母体传给子代（Werren，1997），母体草间

钻头蛛有沃尔巴克氏体感染，其子代就会有感染。

本研究中通过分别检测母体和子代的方法来验证沃

尔巴克氏体的垂直传播：若检测到母体蜘蛛有沃尔

巴克氏体感染，再随机选取 F1代 2龄期和 3龄期的

幼蛛各 10头进行沃尔巴克氏体感染检测。若母代

与子代检测结果一致，则说明草间钻头蛛有沃尔巴

克氏体感染，且遵循垂直传播规律由母体传递给子

代。同样的方法检测并确定未感染沃尔巴克氏体的

草间钻头蛛个体，从而在实验室建立沃尔巴克氏体

感染的草间钻头蛛种群与未感染种群。分别记录沃

尔巴克氏体感染和未感染情况下，草间钻头蛛的卵

历期、1龄期、2龄期、3龄期、4龄期、5龄期和总发育

历期。从产生卵袋开始到孵化出1龄幼蛛之前的时

间为卵期，1 龄幼蛛体黄白色且透明，生活在卵袋

内，2龄幼蛛体色加深，由 1龄孵化为 2龄后即从卵

袋爬出（赵敬钊，1993）。从 2龄期开始以蜕皮来判

断其是否进入了下一个龄期。

1.2.4 沃尔巴克氏体感染对子代性比影响的测定

用来分析沃尔巴克氏体感染对草间钻头蛛子代

性比影响所选取的每头母代蜘蛛，包括沃尔巴克氏

体感染和未感染种群，要求其产生的F1代成熟个体

数不少于20头。待F1代发育成熟后，在体式显微镜

下鉴别蜘蛛的雌雄。记录 F1代感染和未感染沃尔

巴克氏体草间钻头蛛的雌雄个体数，计算雌雄性比。

1.3 数据分析

采用SPSS 20.0统计软件对试验数据进行统计

分析，用独立样本的u-检验法进行沃尔巴克氏体感

染与未感染的草间钻头蛛发育历期间的差异显著性

检验，t-测验法进行沃尔巴克氏体感染与未感染的

草间钻头蛛子代性比间的差异显著性检验。
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2 结果与分析

2.1 草间钻头蛛共生菌的多样性

草间钻头蛛体内共生菌多样性测定结果显示，

沃尔巴克氏体和Cardinium是草间钻头蛛体内占绝

对优势的共生菌。样品T1中沃尔巴克氏体的相对

丰度为60.73%，Cardinium的相对丰度为33.33%；样

品 T2 和 T3 中沃尔巴克氏体的相对丰度分别达到

96.90%和90.14%；样品T4中Cardinium的相对丰度

为 77.22%；样品 T5 中 Cardinium 的相对丰度为

31.96%，立克次氏体属细菌Rickettsia的相对分度为

27.83%（图1）。所检测的5个混合DNA样品T1~T5

全部都有Cardinium感染，除样品T5外，其余4个样

品都检测到有沃尔巴克氏体感染。

图1 草间钻头蛛体内共生菌在属水平上的多样性

Fig. 1 Diversity of symbiotic bacteria at genus level in Hylyphantes graminicola

T1~T5：代表5个DNA混合样品。把相对丰富度小于1%的属归为其它，在属分类水平上未得到分类学注释的细菌类群

以 unknown 表示，不同的颜色代表不同属的共生菌。T1-T5：Mixtures of five DNAs. Others indicate the genera of bacteria

whose relative abundance is less than 1%. The bacteria without being annotated at genus level were shown with‘unknown’. Differ-

ent colors indicate different symbiotic bacteria at genus level.

草间钻头蛛 5 个混合样品的 OUT 维恩图结果

显示，样品T1~T5共同享有的OUT数为47个，样品

T5特有的OUT数为53个，是5个样品中最多的，其

次为样品T4，特有OUT数为26个（图2）。

图2 草间钻头蛛5个DNA混合样品T1~T5间OUT的维恩图

Fig. 2 OUT Venn diagram between five DNA mixed samples T1-T5 of Hylyphantes graminicola

每一种颜色代表一个样品，重叠的区域代表不同样品间共有的OTU数，未重叠的区域代表各样品特有的OTU数。Each

color represents one sample. The overlap area represents common OTUs，and the non-overlap area represents specific OTUs.
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2.2 草间钻头蛛沃尔巴克氏体和Cardinium感染结果

经常规PCR检测，167头草间钻头蛛中，感染沃

尔巴克氏体的有 65头，感染率为 38.92%；感染Car-

dinium的有167头，感染率为100.00%。

2.3 沃尔巴克氏体感染对草间钻头蛛发育历期的影响

室内养殖获得了无沃尔巴克氏体感染和有沃尔

巴克氏体感染的草间钻头蛛雌蛛所产生的 F1代共

1 329头蜘蛛个体，用于沃尔巴克氏体感染对草间钻

头蛛发育历期的影响研究。感染沃尔巴克氏体的草

间钻头蛛 F1代雌蛛的 2龄、3龄、4龄和总的发育历

期均极显著低于未感染的草间钻头蛛（P<0.01），感

染沃尔巴克氏体的草间钻头蛛F1代雌蛛的1龄发育

历期显著低于未感染的F1代个体（P<0.05），感染和

未感染沃尔巴克氏体的草间钻头蛛雌蛛的卵期和

5龄发育历期均无显著差异（表1）。

感染沃尔巴克氏体后，草间钻头蛛F1代雄蛛的

1龄和总的发育历期极显著缩短（P<0.01），2龄、3龄

和5龄的发育历期显著缩短（P<0.05），而卵期和4龄

发育历期在感染和未感染沃尔巴克氏体的雄蛛之间

没有显著差异（表1）。

表1 沃尔巴克氏体感染与未感染草间钻头蛛F1代雌、雄蛛各发育历期的比较

Table 1 Comparison of the developmental durations of female and male Hylyphantes graminicola in F1 generation

between Wolbachia-positive and -negative groups

龄期

Instar

卵期Egg stage

1龄期Duration of 1st instar

2龄期Duration of 2nd instar

3龄期Duration of 3rd instar

4龄期Duration of 4th instar

5龄期Duration of 5th instar

总历期Total duration

雌蛛Female（d）

未感染Negative

4.72±0.02

2.03±0.01

10.86±0.17

8.18±0.12

5.62±0.09

5.93±0.10

37.34±0.28

感染Positive

4.68±0.03

2.01±0.01

9.97±0.20

7.78±0.14

5.24±0.10

5.81±0.11

35.48±0.34

P

0.158

0.019*

<0.001**

0.004**

0.003**

0.374

<0.001**

雄蛛Male（d）

未感染Negative

4.69±0.03

2.05±0.01

10.56±0.21

8.05±0.14

5.32±0.10

5.25±0.10

35.92±0.35

感染Positive

4.65±0.03

2.01±0.01

9.79±0.22

7.62±0.16

5.15±0.11

4.94±0.09

34.14±0.35

P

0.315

0.003**

0.020*

0.049*

0.136

0.023*

0.001**

表中数据为平均数±标准误。**和*分别表示经u-检验法检验在P<0.01和P<0.05水平差异显著。Data are mean±SE. ** or

* indicates significant difference at P<0.01 or P<0.05 level by u-test，respectively.

2.4 沃尔巴克氏体感染对草间钻头蛛子代性比的影响

筛选获得沃尔巴克氏体感染与未感染的母代草

间钻头蛛产生的共1 490头成熟的F1代个体数用于

沃尔巴克氏体感染对子代性比影响的分析。未感染

沃尔巴克氏体的 F1 代雌雄性比为 1.34 ± 0.04（n=

789），感染沃尔巴克氏体的 F1代雌雄性比为 1.61±

0.08（n=701），感染沃尔巴克氏体的子代雌雄性比较

无感染子代极显著提高（P=0.005，图3）。

3 讨论

蜘蛛作为重要的害虫天敌，其体内共生菌群的

检测与分析对于害虫生物防治有着重要的理论指导

意义。本研究结果显示，皿蛛科蜘蛛草间钻头蛛体

内的优势共生菌为Cardinium和沃尔巴克氏体。这

与 Vanthournout & Hendrickx（2015）对一种小蜘蛛

Oedothorax gibbosus的共生菌群检测结果一致。内

共生菌沃尔巴克氏体和Cardinium与宿主可能存在

着某种特殊的相互作用。沃尔巴克氏体对草间钻头

蛛生殖和适合度的影响已有相关研究报道（云月利

等，2013），但关于 Cardinium 与草间钻头蛛宿主的

相互作用研究还未见报道，故开展宿主与共生菌相

互作用研究依然是目前共生菌研究的核心内容。

图3 沃尔巴克氏体感染与未感染草间钻头蛛F1代雌雄性比

Fig. 3 The female/male ration of Hylyphantes graminicola in

F1 generation betweenWolbachia-positive and -negative groups

图中数据为平均数±标准误。**表示经 t测验法检验在

P<0.01水平差异显著。W-和W+：分别为未感染和感染沃尔

巴克氏体的雌蛛。圆点数值表示离群值。Data are mean±

SE. ** indicates significant difference at P<0.01 level by t test.

W- or W+：female spider without or with Wolbachia infection.

The dots represent outliers.
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沃尔巴克氏体是节肢动物体内主要的内生菌并

影响部分宿主的生殖（Goodacre et al.，2006；Duron

et al.，2008a，b）。有研究表明沃尔巴克氏体可以影

响蜘蛛的性比和交配行为（Gunnarsson et al.，2009；

Vanthournout et al.，2014；Vanthournout & Hendrickx，

2016）。本研究中感染沃尔巴克氏体的个体与未感

染个体之间存在生长发育历期和雌雄性比的差异：

感染沃尔巴克氏体的草间钻头蛛个体其总发育历期

极显著缩短，雌雄性比极显著高于未感染个体。本

研究关于沃尔巴克氏体感染对宿主雌雄性比的影响

与之前的研究结果一致，即沃尔巴克氏体感染可以

提高被感染宿主的雌雄性比（Gunnarsson et al.，

2009；Vanthournout & Hendrickx，2016）。关于沃尔

巴克氏体对宿主生长发育历期的影响在蜘蛛中尚未

见报道。本研究以年发生代数多的草间钻头蛛为材

料，且在草间钻头蛛的低龄期（1龄期和2龄期）饲以

冷冻处理的果蝇替代人工饲料或活体果蝇，极大地

提高了草间钻头蛛幼蛛的成活率，从而可以进一步

研究沃尔巴克氏体对宿主生长发育历期的影响。本

研究实现了对草间钻头蛛的室内成功养殖，从而为

以草间钻头蛛作模式材料，进一步研究共生菌与蜘

蛛宿主之间的相互作用及进化关系奠定了基础。

Cardinium和沃尔巴克氏体一样，对宿主的生殖

具有调控作用，能引起雌性化（Perlman et al.，

2008）、细胞质不亲和（Hunter et al.，2003；刘颖等，

2010）和诱导孤雌生殖（Zchori-Fein et al.，2001）。还

有报道认为，Cardinium能提高宿主的生殖力，对宿

主的适合度也有影响（Weeks & Stouthamer，2004；

Wang et al.，2008）。本研究中采集于洛阳市裴村的

167头草间钻头蛛，Cardinium的感染率为100.00%。

Cardinium在草间钻头蛛中有如此高的感染率，是否

预示着此Cardinium内共生菌品系与洛阳市的草间

钻头蛛宿主之间存在着一种特殊的共生关系，且

Cardinium共生菌的感染在草间钻头蛛的生长发育

和繁殖中起着不可或缺的作用？尽管去除蜘蛛体内

共生菌存在一定的难度（云月利等，2013），但研究

Cardinium与草间钻头蛛之间的相互作用对于进一

步揭示蜘蛛宿主与共生菌之间的相互作用具有重要

的理论研究意义。
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