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海南热带臭虫分子鉴定及内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪检测
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【摘要】　目的 了解海南臭虫种类及内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪的感染情况，并探讨海南臭虫ＣＯＩ基因和犠狅犾犫犪犮犺犻犪的ｗｓｐ基

因的序列特征及系统发育关系。　方法　２０１９年５月采集海南臭虫９２只，提取基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增臭虫ＣＯＩ基因

和犠狅犾犫犪犮犺犻犪表面蛋白基因ｗｓｐ序列并测序。ＢＬＡＳＴ多序列比对确定物种；ＭＥＧＡ１１软件对序列进行碱基含量、保守

位点、可变位点的计算和系统发育分析；ＳＤＴ软件对序列两两比对，进行聚类分析。　结果　海南热带臭虫ＣＯＩ基因序

列长度６３７ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为３７．２１％，Ａ＋Ｔ含量为６２．７９％。与ＧｅｎＢａｎｋ中热带臭虫ＣＯＩ序列比对显示，保守位点占

９９．８４％。从９２只海南热带臭虫中，检测出２６只热带臭虫感染犠狅犾犫犪犮犺犻犪，感染率为２８．２６％。２６条犠狅犾犫犪犮犺犻犪狑狊狆序

列长度约为６１０ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为３９％～４０％，Ａ＋Ｔ含量为６０％～６１％，保守位点占９９．０３％。系统发育关系显示海南

热带臭虫犠狅犾犫犪犮犺犻犪与ＧｅｎＢａｎｋ中其他地理株的热带臭虫犠狅犾犫犪犮犺犻犪聚为一支，与梳毛臭虫、温带臭虫的犠狅犾犫犪犮犺犻犪系

统发育关系较远。　结论　热带臭虫为海南臭虫的优势虫种，且自然感染内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪，为热带臭虫防控技术提

供了理论依据。
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　　臭虫是以人类及其他温血动物血液为食的体外寄

生虫，隶属于昆虫纲（Ｉｎｓｅｃｔａ）半翅目（Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ）臭

虫科（Ｃｉｍｉｃｉｄａｅ）臭虫属（Ｃｉｍｅｘ）。臭虫对人类健康的

危害体现在通过叮咬吸血引起皮肤损伤、过敏反应及

精神紧张。以人血为食的臭虫有温带臭虫（犆犻犿犲狓

犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊）和热带臭虫（犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊）２种
［１２］。

温带臭虫在全球范围内广泛分布，热带臭虫多见于热

带和亚热带地区。臭虫白天常藏匿于酒店、公寓、旅馆

中墙壁、床垫、家具的缝隙内；夜间活动，寻找宿主、叮

咬吸血，严重危害公众健康［３］。

沃尔巴克氏体犠狅犾犫犪犮犺犻犪是一种广泛定殖于自然

界节肢动物的胞内共生菌。犠狅犾犫犪犮犺犻犪 也可感染臭

虫，且随着臭虫的发育、吸血、蜕皮等虫期改变而发生

动态变化。犠狅犾犫犪犮犺犻犪与臭虫建立了专性互惠共生关

系，其为臭虫提供营养合成必需的核黄素、生物素和犅

族维生素等，而臭虫则可将犠狅犾犫犪犮犺犻犪传播、扩散
［４５］。

若清除臭虫体内的犠狅犾犫犪犮犺犻犪，则会导致臭虫发育迟

缓或抑制生殖。

本研究对海南热带环境的臭虫进行分子鉴定和遗

传信息分析，检测犠狅犾犫犪犮犺犻犪的自然感染情况，为臭虫

的流行、分布及进一步应用犠狅犾犫犪犮犺犻犪作为“特洛伊木

马（ＴｒｏｊａｎＨｏｒｓｅ）”
［６］操纵臭虫生殖系统以达到有效

防控的目的提供科学依据。

材料与方法

１　仪器与试剂

高通量组织研磨器（ＳＣＩＥＮＴＺ４８）购于中国宁波

新芝生物科技股份有限公司；ＰＣＲ扩增仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ

ＴＯＮＥ）购于德国耶拿分析仪器股份有限公司；凝胶成

像分析系统（ＪＹ０４Ｓ３Ｅ）购于北京君意电泳设备有限

公司。２×ＴａｑｐｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＢＬ５４７）购于安徽

Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物科技有限公司。５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ、琼脂

糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒（ＤＰ１７２３）购于北京百泰克生

物技术有限公司。引物由苏州金唯智生物科技有限公

司合成。ｐＭＤ
ＴＭ
１９ＴＶｅｃｔｏｒ克隆试剂盒（６０１３）购于

北京宝日医生物技术有限公司。超景深三维显微镜

ＹＨＸ５０００购于基恩士 （中国）有限公司。

２　方法

２．１　样本采集　臭虫样本于２０１９年５月采自海南省

海口市（１１０°２０′０２″Ｅ，１９°５８′５４″Ｎ）大学生宿舍内。采

集后的虫体表面经７５％乙醇清洗，浸泡在７５％乙醇中

备用。

２．２　形态学观察　微镜下观察臭虫样本形态和结构，

并进行形态学记录。

２．３　基因组 ＤＮＡ 提取　每只臭虫样本经无菌

ｄｄＨ２Ｏ清洗３次以完全去除乙醇后，在高通量组织研

磨器中彻底研磨，碱裂解法［７］提取基因组ＤＮＡ，－２０

℃保存。

２．４　臭虫分子鉴定　基于线粒体ＣＯＩ基因对臭虫进

行分子鉴定，使用上游引物 ＬｅｐＦ：５′ＡＴＴＣＡＡＣ

ＣＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＮＧＧ３′和下游引物ＬｅｐＲ：

５′ＴＡＷＡＣＴＴＣＷＧＧＲＴＧＴＣＣＲＡＡＲＡＡＴＣＡ３′扩

增ＣＯＩ基因片段
［８］，预计ＣＯＩ基因片段长度约为６５０

ｂｐ。

扩增ＣＯＩ基因ＰＣＲ体系总体积为５０μＬ，包括２

× ＴａｑｐｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，上游引物 ＬｅｐＦ（１０

μｍｏｌ／Ｌ）和下游引物ＬｅｐＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，模板

ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２２μＬ。ＰＣＲ反应条件为：预变性

９４℃５ｍｉｎ；变性９４℃３０ｓ，退火４２℃３０ｓ，延伸７２

℃１ｍｉｎ，共３５个循环；后延伸７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ产

物在１．２％琼脂糖凝胶电泳中检测，特异性ＰＣＲ产物

经纯化后送苏州金唯智生物科技有限公司进行

Ｓａｎｇｅｒ测序。

１．５　犠狅犾犫犪犮犺犻犪 分子检测 　 基于昆虫内共生菌

犠狅犾犫犪犮犺犻犪 的 表 面 蛋 白 基 因 （犠狅犾犫犪犮犺犻犪 ｓｕｒｆａｃｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｓｐ）基因对臭虫体内犠狅犾犫犪犮犺犻犪进行分子检

测。 使 用 上 游 引 物 ｗｓｐ８１Ｆ： ５ ’

ＴＧＧＴＣＣＡＡＴＡＡＧＴＧＡＴＧＡＡＧＡＡＡＣ３’和下游引

物 ｗｓｐ６９１Ｒ：５’ＡＡＡＡＡＴＴＡＡＡＣＧＣＴＡＣＴＣＣＡ

３’扩增ｗｓｐ基因片段
［９１０］，预计ｗｓｐ基因片段长度约

为６３０ｂｐ。

扩增ｗｓｐ基因ＰＣＲ体系总体积为５０μＬ，包括２

×ＴａｑｐｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，上游引物ｗｓｐ８１Ｆ（１０

μｍｏｌ／Ｌ）和下游引物ｗｓｐ６９１Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，

模板ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２２μＬ。ＰＣＲ反应条件为：预

变性９４℃５ｍｉｎ；变性９４℃３０ｓ，退火５０℃３０ｓ，延

伸７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；后延伸７２℃５ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，特异性

产物经纯化后，克隆至Ｔ载体上，转化至大肠埃希菌

ＤＨ５α感受态细胞中，筛选阳性克隆，由苏州金唯智生

物科技有限公司进行Ｓａｎｇｅｒ测序。

２．５　序列比对及系统发育分析　将测序获得的臭虫

线粒体ＣＯＩ基因序列、内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪的ｗｓｐ基

因序列在 ＮＣＢＩ（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）网站（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中进行

ＢＬＡＳＴ（ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ）比对。

使用 ＭＥＧＡ１１软件ＮＪ邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ），

以 Ｋ２Ｐ 模 型 （Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ）设 置

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为１０００次重复检测分支结点的置信度，

分别构建臭虫线粒体ＣＯＩ基因系统发育树和内共生

菌 犠狅犾犫犪犮犺犻犪 的 ｗｓｐ 基 因 系 统 发 育 树。ＳＤＴ

（ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｍａｒｃａｔｉｏｎＴｏｏｌ）软件对序列两两比对，
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进行聚类分析［１１］。

结　果

１　臭虫形态学特征

共采集臭虫样本９２只，依据《中国重要医学昆虫

分类与鉴别》进行形态学特征鉴定该批样本均为热带

臭虫（图１）。

Ａ　背面；　Ｂ　腹面

图１　海南热带臭虫形态特征

Ａ　ｄｏｒｓａｌｖｉｅｗ；　Ｂ　ｖｅｎｔｒａｌｖｉｅｗ

犉犻犵．１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犳犲犪狋狌狉犲狊狅犳犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊犻狀犎犪犻狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲

２　热带臭虫分子鉴定

臭虫样本线粒体ＣＯＩ基因测序所得序列拼接后

长度为６３７ｂｐ，Ｇ、Ａ、Ｔ、Ｃ 四种碱基含量分别是

１７．５８％、２９．５１％、３３．２８％、１９．６２％。Ｇ＋Ｃ含量为

３７．２１％，Ａ＋Ｔ 含 量 为 ６２．７９％。序 列 提 交 至

ＧｅｎＢａｎｋ中，登录号 ＯＬ９５７５４１。经ＢＬＡＳＴ比对，确

定该样本为热带臭虫犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊。与同为热

带臭虫的不同地理株进行多序列比对显示（图２），保

守位点（Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅｓ，Ｃ）为６３６，占９９．８４％；可变

位点（Ｖａｒｉａｂｌｅｓｉｔｅｓ，Ｖ）为１，占０．１６％。与温带臭虫

犆犻犿犲狓犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊（ＫＹ５６０４４３）、梳 毛 臭 虫 犆犻犿犲狓

狆犻犾狅狊犲犾犾狌狊（ＭＫ１４１６９３）多序列比对显示，保守位点

（Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅｓ）为 ４７９，占 ７５．２０％；可 变 位 点

（Ｖａｒｉａｂｌｅｓｉｔｅｓ）为１５８，占２４．８０％。

图２　臭虫犆犗犐基因多序列比对

犉犻犵．２　犕狌犾狋犻狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犆犗犐犵犲狀犲狅犳犫犲犱犫狌犵狊

ＳＤＴ 双序列比对 （图 ３）显示海南热带臭虫

（犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊，ＯＬ９５７５４１）与 ＧｅｎＢａｎｋ中热带

臭 虫 （犆犻犿犲狓 犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊，ＫＦ０１８７５４、ＭＴ４２３９９２、

ＭＨ６０７４０４、ＭＧ７７０８８９、ＭＺ３１５０５２）、温 带 臭 虫

（犆犻犿犲狓犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊，ＫＵ３５０８７１）及梳毛臭虫（犆犻犿犲狓

狆犻犾狅狊犲犾犾狌狊，ＭＫ１４１６９３）的序列聚类特征。

图３　基于臭虫犆犗犐基因的序列划分矩阵图

犉犻犵．３　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲犿犪狋狉犻狓犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犆犗犐犵犲狀犲狅犳犫犲犱犫狌犵狊

以吸 食 人 血 的 温 带 臭 虫 犆犻犿犲狓犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊

（ＫＹ５６０４４３）、吸 食 蝙 蝠 血 的 梳 毛 臭 虫 犆犻犿犲狓

狆犻犾狅狊犲犾犾狌狊（ＭＫ１４１６９３）为外群，构建基于ＣＯＩ序列的

系统发育树（图４），系统发育关系显示本研究中的海

南热带臭虫（犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊Ｈａｉｎａｎ，ＯＬ９５７５４１）

与法国热带臭虫 （犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊，ＭＴ４２３９９２；

犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊，ＭＺ３１５０５２）亲缘关系最近。

图４　臭虫犆犗犐基因系统发育树

犉犻犵．４　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犆犗犐犵犲狀犲狅犳犫犲犱犫狌犵狊

３　共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪系统发育分析

自９２只热带臭虫样本中，有２６只热带臭虫检测

出犠狅犾犫犪犮犺犻犪的ｗｓｐ基因，犠狅犾犫犪犮犺犻犪自然感染率为

２８．２６％。获得２６条 ｗｓｐ基因序列，长度约为６１６

ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为３９％～４０％，Ａ＋Ｔ含量为６０％～

６１％，序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ中，登录号 ＯＮ２６２２９１～
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ＯＮ２６２３１６。来源于２６只海南热带臭虫的犠狅犾犫犪犮犺犻犪

ｗｓｐ基因多序列比对显示（图５），保守位点（Ｃ）为６１０，

占９９．０３％；可变位点（Ｖ）为６，占０．９７％。与不同地

理株热带臭虫的犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｗｓｐ多序列比对显示，保

守位点（Ｃ）为６０９，占９８．８６％；可变位点（Ｖ）为７，占

１．１４％。与温带臭虫的 犠狅犾犫犪犮犺犻犪（犠狅犾犫犪犮犺犻犪 ｏｆ

犆犻犿犲狓 犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊，ＡＰ０１３０２８）、梳 毛 臭 虫 的

犠狅犾犫犪犮犺犻犪 （犠狅犾犫犪犮犺犻犪 ｏｆ 犆犻犿犲狓 狆犻狆犻狊狋狉犲犾犾犻，

ＭＦ６８７８８１）ｗｓｐ基因多序列比对显示，保守位点（Ｃ）

为５８３，占９４．６４％；可变位点（Ｖ）为３３，占５．３６％。

与埃 及 伊 蚊 的 犠狅犾犫犪犮犺犻犪 （犠狅犾犫犪犮犺犻犪 ｏｆ犃犲犱犲狊

犪犲犵狔狆狋犻，ＣＰ０７２６７２）ｗｓｐ基因多序列比对显示，保守

位点（Ｃ）占７４．３４％；可变位点（Ｖ）占２１．４６％。

图５　内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪狑狊狆基因多序列比对

犉犻犵．５　犕狌犾狋犻狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲狑狊狆犵犲狀犲

狅犳狋犺犲犲狀犱狅狊狔犿犫犻狅狀狋犠狅犾犫犪犮犺犻犪

ＳＤＴ双序列比对（图６）显示海南热带臭虫检测出

犠狅犾犫犪犮犺犻犪 的 （犠狅犾犫犪犮犺犻犪 ｏｆ 犆犻犿犲狓 犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊

Ｈａｉｎａｎ，ＯＮ２６２２９１～ＯＮ２６２３１６）与ＧｅｎＢａｎｋ中热带

臭虫的犠狅犾犫犪犮犺犻犪（犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｏｆ犆犻犿犲狓犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊，

ＭＦ６８７８７８）、温带臭虫的 犠狅犾犫犪犮犺犻犪（犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｏｆ

犆犻犿犲狓 犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊，ＡＰ０１３０２８）、梳 毛 臭 虫 的

犠狅犾犫犪犮犺犻犪 （犠狅犾犫犪犮犺犻犪 ｏｆ 犆犻犿犲狓 狆犻狆犻狊狋狉犲犾犾犻，

ＭＦ６８７８８１）及埃及伊蚊的 犠狅犾犫犪犮犺犻犪（犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｏｆ

犃犲犱犲狊犪犲犵狔狆狋犻，ＣＰ０７２６７２）的序列聚类特征。

图６　基于内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪狑狊狆基因的序列划矩阵图

犉犻犵．６　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲犿犪狋狉犻狓犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲狑狊狆犵犲狀犲

狅犳狋犺犲犲狀犱狅狊狔犿犫犻狅狀狋犠狅犾犫犪犮犺犻犪

以 埃 及 伊 蚊 犃犲犱犲狊犪犲犵狔狆狋犻（ＣＰ０７２６７２）的

犠狅犾犫犪犮犺犻犪作为外群，系统发育树显示，海南热带臭虫

内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪的２６条ｗｓｐ序列与ＧｅｎＢａｎｋ中

热 带 臭 虫 犠狅犾犫犪犮犺犻犪 （犠狅犾犫犪犮犺犻犪 ｏｆ 犆犻犿犲狓

犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊，ＭＦ６８７８７８）序列聚为一支，与梳毛臭虫

犆犻犿犲狓狆犻狆犻狊狋狉犲犾犾犻（ＭＦ６８７８８１）和温带臭虫 犆犻犿犲狓

犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊（ＡＰ０１３０２８）的犠狅犾犫犪犮犺犻犪系统发育关系较

远（图７）。犠狅犾犫犪犮犺犻犪在９２只热带臭虫样本中的自然

感染率为２８．２６％。

图７　内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪狑狊狆基因系统发育树

犉犻犵．７　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲狑狊狆犵犲狀犲
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讨　论

人口增加、贸易往来及城市化发展等因素促使臭

虫的侵袭卷土重来。尤其在人口密集而又狭小的区

域、拥挤的城市、破旧的住房内，臭虫引起的负担更加

严重。臭虫携带的病原体可达４０余种，但尚未有确凿

的临床病例证实臭虫作为媒介生物将这些病原体传播

给人类［１２１４］。臭虫重要的医学意义在于叮咬吸血导致

的皮疹、荨麻疹、睡眠不安、精神紧张及恐慌等。

本文采集到的海南臭虫均为热带臭虫（犆犻犿犲狓

犺犲犿犻狆狋犲狉狌狊），应用ＣＯＩ基因作为ＤＮＡ条形码标记可

对热带臭虫进行分子鉴定，能快速、有效地识别臭虫，

并进行遗传信息的分析。海南热带臭虫线粒体ＣＯＩ

基因序列与其他地理株的热带臭虫的ＣＯＩ序列保守

位点高达９９．８４％，与温带臭虫、梳毛臭虫的ＣＯＩ序列

比对，保守位点为７５．２０％，具有明显的物种分歧。内

共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪在９２只热带臭虫中的自然感染率

为２８．２６％，犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｗｓｐ基因序列保守位点为占

９９．０３％，与不同地理株热带臭虫的犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｗｓｐ序

列比 对，保 守 位 点 占 ９８．８６％；与 温 带 臭 虫 的

犠狅犾犫犪犮犺犻犪、梳毛臭虫的犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｗｓｐ序列比对，保

守位点占９４．６４％；与埃及伊蚊的犠狅犾犫犪犮犺犻犪ｗｓｐ序

列比对，保守位点占７４．３４％。不同物种的犠狅犾犫犪犮犺犻犪

的序列分歧度不同，物种亲缘关系越远，序列分歧度越

大。

臭虫引起的公共卫生健康问题不容忽视。应用

犠狅犾犫犪犮犺犻犪对有害昆虫的防制是建立低毒、高效的生

物防控措施的发展趋势，而内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪在臭

虫营养、生理、生殖中的调控作用研究甚少。本研究明

确了海南臭虫的种群构成，优势虫种为热带臭虫，并存

在着自然感染内共生菌犠狅犾犫犪犮犺犻犪的现象，物种亲缘

关系越远，犠狅犾犫犪犮犺犻犪序列分歧度越大，这为热带臭虫

的进一步研究及探讨犠狅犾犫犪犮犺犻犪对臭虫的防控技术提

供了有价值依据。
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