
植物保护学报 Journal of Plant Protection，2023，50（6）：1585-1592 DOI：10.13802/j.cnki.zwbhxb.2023.2023834

基金项目：国家重点研发计划（2021YFC2600400）

* 通信作者（Author for correspondence），E-mail：zhzhao@cau.edu.cn

收稿日期：2023-09-19

光周期对橘小实蝇表型、肠道菌群及免疫的影响
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摘要：为了解光周期对橘小实蝇Bactrocera dorsalis的生态影响，于室内测定全光（24 L∶0 D）、全暗

（0 L∶24 D）和对照（14 L∶10 D）这3种光周期处理下橘小实蝇的表型、肠道菌群以及免疫变化。结

果显示，全光和全暗处理后橘小实蝇幼虫的发育历期分别为5.51 d和5.40 d，单头蛹重分别为14.47 mg

和10.82 mg，均较对照显著降低；全光和全暗处理后橘小实蝇雌成虫的卵巢面积分别较对照显著减

小；全光和全暗处理后橘小实蝇肠道微生物Shannon指数、Ace指数和Chao指数分别较对照显著降

低，而Simpson指数分别较对照显著增加；3个光周期处理后橘小实蝇肠道微生物共有36个门，处

理后橘小实蝇肠道微生物物种组成较对照减少；3个光周期处理后橘小实蝇肠道微生物样本组内

集中，组间无重叠，全光样本、全暗样本均与对照样本距离较远；全光和全暗处理后橘小实蝇肠道微

生物类群分别与对照组有明显差异；全光和全暗处理后橘小实蝇被线虫侵染的死亡率显著增加，分

别为80%和90%。
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Abstract: To investigate the ecological effects of photoperiod on oriental fruit fly Bactrocera dorsalis,

the changes in the phenotype, intestinal microbes, and immunity of B. dorsalis were studied under three

photoperiods: full light (24 L∶0 D), full dark (0 L∶24 D) and CK (14 L∶10 D). The results showed that

after exposure to full light and full dark conditions, the larval duration was 5.51 d and 5.40 d, respec‐

tively, with pupal weights of 14.47 mg and 10.82 mg, significantly lower than those under CK condi‐

tions. The ovarian development of female adults was significantly inhibited. Under full light and full

dark treatments, the Shannon index, Ace index and Chao index in terms of intestinal microbes were sig‐

nificantly lower than compared to CK, while the Simpson index was significantly higher. After the three

photoperiod treatments, the intestinal microbes were richer in CK compared to full light and full dark

treatments, with a total of 36 phyla. Concentrated groupings of the intestinal microbial samples for the

three photoperiod treatments were observed, with no overlap between groups, and samples from full

light and full dark treatments were distant from CK samples. Intestinal microbes after full light and full

dark treatments were significantly different from those under CK conditions. Furthermore, and the mor‐

tality of B. dorsalis infected by nematodes after full light and full dark treatments increased signifi‐

cantly, reaching 80% and 90%, respectively.
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橘小实蝇 Bactrocera dorsalis，又名东方果实

蝇，是一种世界性害虫，原产于亚洲的热带以及亚热

带地区（Zeng et al.，2019）。橘小实蝇食性杂，分布

广，繁殖多，发育短，飞行能力强，适应性强，寄主包

括46个科300余种作物，被多个国家列为重点检疫

对象，同时也是我国二类检疫性害虫（宫庆涛等，

2022）。橘小实蝇成虫对果实无直接为害，但其将卵

产在果实内，卵孵化成幼虫后在果实内部钻蛀取食

进行为害，且雌成虫产卵器对果实造成的机械损伤

会引起病菌侵染。当果实不套袋时橘小实蝇造成的

产量损失高达80%以上；即使果实套袋造成的产量

损失也有20%左右（易继平等，2021）。

光周期作为自然界中最稳定的信号，能够调节

昆虫的取食、羽化、交配及产卵等行为和节律（吴少

会等，2006），诱导滞育昆虫滞育（Ahmadi et al.，

2018；时成浩，2022）。如光周期影响甜菜夜蛾

Spodoptera exigua 幼虫和蛹的发育历期及蛹重（何

海敏等，2011）；二点委夜蛾 Athetis lepigone 幼虫的

发育历期在不同光周期下发生显著变化（郭于蒙等，

2018）；全光照和全黑暗显著影响黏虫 Mythimna

separata 的生长发育，对其死亡率也有影响（王熠

等，2019）；中短光周期显著影响橄榄实蝇 B. oleae

的化蛹率、羽化率及寿命（Baratella et al.，2017）；在

不同光周期处理中，黑暗处理条件下地中海实蝇

Ceratitis capitata的摄食量最少，但对其雄性繁殖力

无影响（Arredondo et al.，2018）；光期结束前 3 h，大

果蝇Drosophila virilis飞行活动更集中，当光期结束

时，其飞行活动停止（Roberts，1956）；橘小实蝇成虫

通常在上午进行取食活动，在傍晚进行交尾活动（郭

腾达等，2022），晚上无光照时则停止活动（黄居昌

等，2011）；中长期光照可延长橘小实蝇生殖期，促进

种群增长，提高其产卵量（周昌清等，1995）。虽然关

于光周期对昆虫行为和节律影响的研究报道较多，

但其调节机理尚不清楚。Zhu et al.（2022）研究发现

肠道微生物参与光周期对动物季节性繁殖和行为的

调节，肠道微生物的组成和结构与光周期密切相关；

Li & Xu（1997）研究发现破坏果蝇的昼夜节律能降

低免疫力，缩短寿命，服用褪黑素能抑制光周期变化

的有害影响。此外，昆虫肠道菌群也影响昆虫生长

发育，部分肠道微生物可以通过调节昆虫免疫系统

来提高昆虫对不良环境的适应性以及抵御病原体等

的能力（Berger，2002），如无菌果蝇幼虫相较于正常

幼虫生长发育要慢，但当给予足够的共生菌后，其生

长发育速度恢复正常水平（Shin et al.，2011）；沙雷氏

菌 Serratia marcescens能够调控蚊子有关的蛋白因

子，从而抑制蚊子体内疟原虫卵囊的增长（Wu et

al.，2019）；燥熊蜂 Bombus impatiens 体内的某些微

生物影响其免疫应答机制，进而提高其抵抗能力

（Avila et al.，2022）。

为了解光周期对橘小实蝇生长发育和肠道微生

物的影响，于室内测定全光（24 L∶0 D）、全暗（0 L∶

24 D）和对照（14 L∶10 D）3种光周期处理下橘小实

蝇的表型（发育历期、蛹重和卵巢大小）、肠道菌群以

及免疫变化，通过微生物多样性、物种组成和物种数

量差异分析光周期对肠道微生物的影响，探索肠道

微生物和宿主的互作对宿主表型和免疫的影响，以

期为橘小实蝇的预测预报及科学防控提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：自广东省、海南省及福建省的杧果和

柑橘烂果中采集橘小实蝇幼虫，带回试验室于温度

（25±1）℃、相对湿度（65±5）%、光周期（14 L∶10 D）

的人工气候箱中用人工饲料（卫静，2019）饲养，连续

培养 60代以上，取同一时期的卵供试；夜蛾斯氏线

虫 Steinernema feltiae SF-SN品系，自潍坊宏润农业

科技有限公司购买。

试剂及仪器：试剂均为国产分析纯。RXZ-500B

型人工气候培养箱，宁波江南仪器厂；BSA224S-CW

电子分析天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；

SZ51体视显微镜，日本Olympus公司。

1.2 方法

1.2.1 橘小实蝇室内光周期处理

取同一时期的卵放入装有人工饲料（卫静，

2019）的养虫盒中，每盒250 g饲料，密度约每克饲料

2粒卵，待幼虫达到老熟状态后，将老熟幼虫转移至

含水量为60%~70%的无菌沙中化蛹，将羽化的成虫

置于长 50 cm、宽 25 cm、高 25 cm、孔径为 0.075 mm

的养虫笼中饲养，每笼约300头成虫，雌雄比为1∶1。

将养虫笼置于温度均为（25±1）℃，相对湿度均为

（65±5）%，光周期分别为全光（24 L∶0 D）、对照（14 L∶

10 D）和全暗（0 L∶24 D）的人工培养箱内，饲养2代
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（Liu et al.，2017），取第2代同期卵、化蛹后第5天的

蛹及羽化 5 d和 15 d的雌成虫进行表型测定；取第

2代 7日龄老熟幼虫进行肠道解剖和侵染试验。

1.2.2 光周期处理后橘小实蝇表型的测定

幼虫发育历期的测定：取1.2.1不同光周期处理

的第 2代同期卵，分别置于铺有润湿滤纸的培养皿

中，培养36 h，培养条件同卵期的相同，将孵化的1龄

幼虫置于装有 2.5 g 人工饲料、直径为 3.5 mm 的培

养皿中，每个培养皿中1头幼虫，48 h后开始观察幼

虫虫态，并记录龄期，采用头咽骨判断法判断幼虫龄

期（卫静，2019）。每 24 h观察 1次，直至幼虫老熟。

每个处理3个重复，每个重复观察50头幼虫。

蛹重的测定：取 1.2.1不同光周期处理的第 2代

化蛹后第 5 天的蛹，用去离子水洗净，静置 24 h 晾

干，挑出发黑、破损的蛹，剩余蛹称重，每 5 粒蛹称

1次。每个处理3个重复，每个重复300粒蛹。

成虫卵巢大小的测定：取1.2.1不同光周期处理

的第 2 代羽化 5 d 和 15 d 的雌成虫各 30 头，置于

50 mL离心管中，将离心管置于冰上使试虫昏厥，用

PBS缓冲液清洗试虫后于体视显微镜下解剖卵巢并

拍照，利用 Imagej 软件测量卵巢横长度和纵长度，

用横长度和纵长度的乘积表示卵巢的相对大小。

1.2.3 光周期对橘小实蝇肠道微生物的影响

取1.2.1不同光周期处理的第2代7日龄老熟幼

虫进行肠道解剖，每个处理4个重复，每个重复20头

试虫。将肠道样品送至上海美吉生物医药科技有限

公司进行16S rDNA测序。

基于测序结果对肠道菌群进行生物信息分析，

将相似性为 97%的序列进行聚类得到操作分类单

元（operational taxonomic unit，OTU）表。为了解物

种丰富度和多样性变化，利用Mothur 1.30.2软件分

析Alpha多样性，包括Shannon指数、Simpson指数、

Ace指数和Chao指数，其中Shannon指数和Simpson

指数反映物种多样性，前者值越大物种多样性越高，

后者值越大多样性越低；Chao指数和Ace指数反映

物 种 丰 富 度 ，该 值 越 大 物 种 越 丰 富 。 利 用

QIIME1.9.1 软件生成各分类学水平相对丰度。通

过Unweighted UniFrac算法计算微生物间Beta多样

性距离，利用主坐标分析降维及可视化。利用线性

判别分析（linear discriminant analysis effect size，

LEfSe）和线性回归分析（linear discriminant analy‐

sis，LDA）（阈值为4）进行处理间差异物种的特征分

析。利用 PICRUSt 2软件对 16S rDNA测序结果进

行同源蛋白簇（clusters of orthologous groups of pro‐

tein，COG）功能预测分析。

1.2.4 光周期对线虫侵染后橘小实蝇死亡率的影响

取夜蛾斯氏线虫 SF-SN 品系原液 1 μL 于显微

镜下计数，取5次平均数作为该溶液浓度，加水稀释

至每 100 μL中 150头线虫，再次于显微镜下计数验

证浓度准确性。取 200 μL线虫溶液置于 1.5 mL离

心管中，并放入10头1.2.1不同光周期处理的第2代

橘小实蝇 7日龄老熟幼虫，每 24 h观察老熟幼虫的

死亡情况，计算死亡率。1个管为 1个重复，每个处

理重复10次。

1.3 数据分析

采用SPSS 23.0软件对试验数据进行统计分析，

应用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 光周期对橘小实蝇表型的影响

全光和全暗处理后橘小实蝇幼虫的发育历期分

别为5.51 d和5.40 d，均较对照显著缩短（P<0.05，图

1-A）。全光和全暗处理后橘小实蝇幼虫单头蛹重

分别为14.47 mg和10.82 mg，均较对照显著降低（P<

0.05，图1-B）。全光和全暗处理后羽化5 d后橘小实

蝇雌成虫的卵巢面积分别较对照显著减少 58%和

53%（P<0.05，图 1-C），全光和全暗处理后羽化 15 d

后橘小实蝇雌成虫的卵巢面积分别较对照显著减少

21%和33%（P<0.05，图1-D）。

2.2 光周期对橘小实蝇肠道微生物的影响

2.2.1 橘小实蝇肠道微生物Alpha多样性分析

全光和全暗处理后，橘小实蝇肠道微生物Shan‐

non指数、Ace指数和Chao指数分别较对照显著降低

（P<0.05），Simpson 指数分别较对照显著增加（P<

0.05，表 1），表明全光和全暗处理显著降低了肠道

微生物的丰富度和多样性。

2.2.2 橘小实蝇肠道微生物物种组成分析

3个光周期处理后橘小实蝇肠道微生物共有36个

门，其中对照、全光、全暗处理后共有 15个门，对照

与全暗共有3个门，而全光与对照、全光与全暗均无

共有门，对照、全光和全暗分别特有 15、0和 3个门

（图 2），表明全光和全暗处理后橘小实蝇肠道微生

物物种组成较对照减少。

2.2.3 橘小实蝇肠道微生物Beta多样性分析

对照、全光和全暗处理后橘小实蝇肠道微生物

群落被聚为两大类，样本间相互无交叉，其中全光和

全暗处理后橘小实蝇肠道微生物群落被聚为一类，

说明这2个处理后橘小实蝇肠道微生物群落组成比
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较相近（图 3-A）。3个光周期处理后橘小实蝇肠道

微生物样本组内集中，组间无重叠，全光样本、全暗

样本均与对照样本距离较远（图3-B）。

A：幼虫发育历期；B：蛹重；C~D：羽化 5 d 和 15 d后雌成虫卵巢面积。A: Duration of larva; B: pupa weight;

C-D: ovarian size on day 5 and day 15.

图1 光周期对橘小实蝇表型的影响

Fig. 1 Effects of photoperiods on the phenotype of Bactrocera dorsalis

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SE. Differ‐

ent letters on the bars indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表1 光周期对橘小实蝇肠道微生物Alpha多样性指数的影响

Table 1 Effects of photoperiods on the diversity and abundance indices of Bactrocera dorsalis

处理
Treatment

对照CK

全光 Full light

全暗 Full dark

多样性指数Diversity index

Shannon指数Shannon index

4.227±0.705 a

0.938±0.615 b

1.658±0.441 b

Simpson指数Simpson index

0.049±0.042 c

0.624±0.249 a

0.348±0.081 b

丰富度指数Abundance index

Ace指数Ace index

570.6±238.6 a

121.5±36.3 b

176.6±70.6 b

Chao指数Chao index

573.5±240.8 a

100.8±46.7 b

190.1±76.6 b

表中数据为平均数±标准差。不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SD. Differ‐

ent letters on the bars indicate significant difference by Dunca’s new multiple range test (P<0.05).

图2 不同光周期下门水平上橘小实蝇幼虫

肠道微生物Venn图

Fig. 2 Venn diagram illustrating the intestinal microbes of

Bactrocera dorsalis larvae at the phylum level

under different photoperiods

2.2.4 橘小实蝇肠道微生物物种数量差异分析

全光和全暗处理的橘小实蝇肠道微生物类群分

别与对照组有明显差异，其中 8个特异性的微生物

类群在全光处理的橘小实蝇肠道微生物中显著富

集，分别为1个门、1个纲、2个目、2个科和2个属（图

4），10个特异性的微生物类群在全暗处理的橘小实

蝇肠道微生物中显著富集，分别为1个门、1个纲、2个

目、3个科和3个属（图4）。在全光处理的橘小实蝇

肠道微生物中植物乳杆菌 Lactobacillus plantarum、

铜绿假单胞菌Pseudomonas aeruginosa和松鼠葡萄

球菌 Staphylococcus sciuri的特异性较高；在全暗处

理的橘小实蝇肠道微生物中短乳杆菌 L. brevis、植

物乳杆菌、生防假单胞菌 P. protegens、紫金牛叶杆

菌Phyllobacterium myrsinacearum、类肠膜魏斯氏菌

Weissella paramesenteroides和铜绿假单胞菌特异性

较高（图5）。

2.2.5 橘小实蝇肠道微生物功能预测分析

在对照组橘小实蝇肠道微生物功能中，相对丰

度前5名的功能分别为氨基酸转运与代谢，翻译、核
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糖体结构和生物合成，转录，碳水化合物转运与代

谢，复制、重组与修复；在全光处理的橘小实蝇肠道

微生物功能中，相对丰度前 5名的功能分别为碳水

化合物转运与代谢，氨基酸转运与代谢，转录，翻译、

核糖体结构和生物合成，无机离子转运与代谢；在全

暗处理的橘小实蝇肠道微生物功能中，相对丰度前

5名的功能分别为碳水化合物转运与代谢，氨基酸

转运与代谢，翻译、核糖体结构和生物合成，转录，复

制、重组与修复，全暗处理的与对照的差异较小，与

全光处理的略有差异，主要表现在无机离子转运与

代谢，复制、重组与修复（图6）。

A：样本层级聚类树；B：主坐标分析。FL1~FL4：全光样本；FD1~FD4：全暗样本。A: Hierarchical clustering tree;

B: principal co-ordinates analysis. FL1-FL4: Samples of full light; FD1-FD4: samples of full dark.

图3 不同光周期下橘小实蝇幼虫肠道微生物的样本分析

Fig. 3 Analysis of intestinal microbial samples of Bactrocera dorsalis larvae under different photoperiods

由圆心到圆周的小圆点的分类水平为界（圆心）、门、纲、目、科、属；黄色代表不显著，红色代表在对照组显著富集，

蓝色代表在处理组显著富集。The classification level of the dots from center to circumference is the Kingdom (center of

circle), phylum, class, order, family and genus; yellow dots represent not significant, red dots represent significant enrich‐

ment in CK, and blue dots represent significant enrichment in treatment groups.

图4 全光（A）和全暗（B）条件下橘小实蝇肠道微生物LEfSe多级物种层级树图

Fig. 4 Intestinal microbial LEfSe multi-level species hierarchy trees of Bactrocera dorsalis

larvae under full-light (A) and full-dark (B) conditions

2.3 光周期对线虫侵染后橘小实蝇死亡率的影响

全光和全暗处理后橘小实蝇被线虫侵染的死亡

率显著增加（P<0.05），分别为80%和90%，分别较对

照显著上升17个百分点和27个百分点，后者较前者

显著明显（P<0.05，图 7），表明全光和全暗能显著促

进昆虫病原线虫对橘小实蝇幼虫的侵染。

3 讨论

不同光周期对不同物种的影响是不同的，且极

端光周期对部分物种有负面生态效应。如当全光或

全暗处理时，黏虫的发育历期均缩短了，且出现了较

高的死亡率（王熠等，2019）；在短光周期下橄榄实蝇
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的发育历期更短、蛹重更大（Baratella et al.，2017）；

宫庆涛等（2022）研究表明在中长光周期下橘小实蝇

种群增长最快且雌成虫产卵量最高。本研究结果显

示，全光和全暗处理均会缩短橘小实蝇幼虫的发育

历期，降低蛹重且抑制雌成虫卵巢生长，表明极端光

周期给橘小实蝇带来负面生态效应，与已有研究成

果一致。Li & Xu（1997）认为光暗移位破坏了果蝇

的昼夜节律，进而降低其免疫力，本研究中全光和全

暗处理后橘小实蝇幼虫被病原线虫侵染后的死亡率

显著增加，说明极端光周期也降低了其免疫力，其作

用方式或与昼夜节律有关。

图5 全光和全暗条件下橘小实蝇肠道微生物LDA判别图

Fig. 5 Intestinal microbial LDA discriminant chart of Bactrocera dorsalis larvae under full-light and full-dark conditions

图6 不同光周期下橘小实蝇幼虫肠道微生物COG功能分类

Fig. 6 COG functional classification of intestinal microbes of Bactrocera dorsalis larvae under different photoperiods

昆虫肠道微生物种类丰富，这些微生物能调控

昆虫的消化和代谢，提高昆虫对环境的适应性以及

为昆虫提供能量（Sharon et al.，2010）。本研究结果

显示，全光及全暗处理后橘小实蝇幼虫肠道内均有
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植物乳杆菌富集，此外全暗处理后橘小实蝇幼虫肠

道内还有短乳杆菌和类肠膜魏斯氏菌富集。植物乳

杆菌是益生菌的一种，在人体内能够参与免疫调节

以及促进对营养物质的吸收。短乳杆菌、类肠膜魏

斯氏菌与植物乳杆菌相似，均属于益生菌；短乳杆菌

具有提高机体免疫力、选择性杀死致病菌以及促进

有益微生物的生长等作用；魏斯氏菌具有抗炎作用

（Yu et al.，2019；刘长蕾等，2022）。目前关于植物乳

杆菌、短乳杆菌和魏斯氏菌在橘小实蝇体内的作用

方式未见报道，但推测全光及全暗处理后橘小实蝇

内源节律被打乱，可能出现消化功能紊乱、机体免疫

力下降等现象，而植物乳杆菌、短乳杆菌和魏斯氏菌

菌群有助于橘小实蝇消化、抗炎及提高橘小实蝇免

疫能力以适应不良环境。本研究结果发现生防假单

胞菌在全暗处理的橘小实蝇幼虫肠道中富集，而未

在全光处理的橘小实蝇幼虫肠道中发现，且全暗处

理后橘小实蝇被线虫侵染的死亡率较全光处理的

高。生防假单胞菌能够抑制病原物活性，诱导植物

抗病活性以及对部分线虫有致死活性（娄志英等，

2019），但其对橘小实蝇的作用并不明确。松鼠葡萄

球菌和铜绿假单胞菌是致病微生物，能引发炎症和

感染（韩青松，2012；徐海军等，2018），推测这两者在

橘小实蝇体内的作用与已有研究相同，入侵橘小实

蝇后会引发炎症，进而消耗橘小实蝇的营养物质，从

而可能导致橘小实蝇蛹重减少。

图7 不同光周期下橘小实蝇被线虫侵染后的死亡率

Fig. 7 Mortalities of Bactrocera dorsalis with nematode

infection under different photoperiods

表中数据为平均数±标准误。不同字母表示经Duncan

氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SE.

Different letters on the bars indicate significant difference by

Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

总体而言，在全光及全暗条件下，橘小实蝇幼虫

肠道内微生物的多样性、丰富度及物种数量均有减

少，究其原因可能是环境改变导致微生物难以生存，

从而影响橘小实蝇的生长发育等。本研究的光周期

处理只包含全光和全暗 2种极端情况，与野外环境

的实际光周期变化不同，下一步增加更多的光周期

处理，以更好地指导实际应用，下一步探究全光与全

暗处理后橘小实蝇幼虫肠道内富集微生物的具体作

用及微生物与宿主互作对表型及免疫的影响。
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