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摘要

中文摘要

褐飞虱Nilaparvata lugens Still属迁飞性昆虫，是我国稻区为害最严重的水稻

害虫之一。它暴发频率高、危害发生面积大，导致水稻产量损失十分惨重。在褐

飞虱的综合防治体系中，抗虫品种的利用已被证明为一种防治褐飞虱最安全、经

济、有效的措施。然而，抗性品种的应用可导致田间褐飞虱种群发生致害性变异。

研究褐飞虱致害性变异机理和种群爆发机制，对于褐飞虱的防控具有重要意义。

本文利用多种方法分析了水稻．褐飞虱．天敌体内细菌的种类及群落特性，并较深

入地研究了褐飞虱体内共生细菌在其适应不同抗性品种过程中的数量变化，并探

索了水稻．褐飞虱．天敌体内细菌的体外培养。取得以下主要研究结果：

1．应用变性梯度凝胶电泳(Denatured gradient gel electrophoresis，DGGE)

分析了水稻、褐飞虱和天敌体内细菌的群落结构。结果表明，褐飞虱与水稻植株、

天敌稻虱缨小蜂和黑肩绿盲蝽体内存在丰富的细菌种群，水稻．褐飞虱．天敌之间

有部分相同的条带，即相同的细菌种类，但更多的是不同的种类，尤其是优势种

类几乎完全不一样。褐飞虱1龄"--一5龄若虫体内细菌的茵群结构随其生长发育发

生较明显的变化，而羽化后的成虫与l龄若虫之间具有较高的菌群结构相似性。

9个地理种群褐飞虱根据其体内细菌的DGGE图谱的聚类分析结果可分为3组，

菲律宾单独一组，泰国海南、云南和浙江种群为一组，越南、广西、湖南和江西

种群为一组，但是该结果还有待进一步与褐飞虱的系统发育信息进行验证。取食

感虫品种的TNl种群褐飞虱体内细菌的群落结构相似，与取食抗虫品种的ASD7

种群和Mudgo种群之间具有较明显的差异，但取食不同抗虫水稻品种的褐飞虱

还未能得到有效区分。从菌群结构上，通过DGGE的方法可以明显区分出水稻

植株、褐飞虱及其天敌体内的细菌。

2．设计了5种共生菌的特异性引物，通过荧光定量PCR测定了三个致害性

种群褐飞虱体内5种共生菌的数量及其在适应不同抗性品种过程中的变化。结果

表明，其中Chryseobactium在三个种群褐飞虱体内均为优势菌，占一半以上。在

TNl种群中Acinetobacter含量仅次于Chryseobactium，其它三种共生菌数量无显
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著差异。Mudgo种群中除Chryseobactium以外，Arsenophonus和Serratia次之，

数量相近，但与其余两种共生菌数量无显著性差异。当TNl种群褐飞虱转移到

ASD7上之后，优势菌仍为Chryseobactium，但原来仅次于Chryseobactium的

Acinetobacter数量下降至与其它几种共生菌无显著性差异。而当被转移到Mudgo

上之后，Serratia和Arsenophonus显著增加，取代Chryseobactium成为优势菌，

但在饲养2代之后，显著下降至与其它3种共生菌无显著性差异。当适应抗性品

种的ASD7和Mudgo种群褐飞虱转移到感虫品种TNl上后，ASD7种群褐飞虱

体内共生菌菌群结构无显著的变化。而Mudgo种群褐飞虱体内Acinetobacter和

Arthrobacter数量短暂上升，2代之后恢复到原来的水平。当已分别适应抗虫品

种Mudgo褐飞虱种群转移到ASD7水稻植株上，其体内各共生菌数量有一定的

波动，但菌群结构变化不大。而ASD7种群转移到Mudgo水稻植株上之后，菌

群结构发生显著性的变化，Serratia和Arsenophonus显著增加，取代

Chryseobactium成为优势菌，尽管1代之后Serratia和Arsenophonus数量显著下

降，但仍然高于Chryseobactium。

3．使用Illumina的MiSeq钡J]序仪，对水稻(TNI、ASD7和Mudgo)、褐飞虱

(TNl、ASD7和Mudgo种群)及天敌(稻虱缨小蜂、黑肩绿盲蝽)体内细菌16S

rRNA的高变区PCR产物进行双端测序，并根据测序结果进行各样品体内细菌多

样性分析以及各样品之间的比较分析等。共得至Ureads 804，306条，平均每个样品

的reads数目为100，538．3条，拼接得到的reads平均有效长度为249．9 bp。对每个样

品的reads数目进行统计，并根据97％相似性将序列聚类成为OTUs，从属于同一

OTU的一组中取1条代表性的序列用于下游的物种注释分析。总共检测到321种细

菌，其中TNl、ASD7和Mudgo水稻植株中分别为165、147和118种；褐飞虱TNl、

ASD7并HMudgo种群分别为151、166矛H175种；稻虱缨小蜂和黑肩绿盲蝽分别为219

幂n222种，其中三个褐飞虱种群、两种天敌体内细菌群落构成上比较相似，而均

与水稻体内细菌群落结果差异较大。在己报道稻飞虱共生细菌中，Arthrobacter、

Chryseobacterium、Wolbachia、Arsenophonus和Acinetobacter在三个水稻品种、三

个致害性种群褐飞虱和两种天敌体内均检测到，Serratia除TNl和Mudgo植株体内

未检测到外，在ASD7植株、褐飞虱和天敌体内均存在。另外烟粉虱共生细菌

II
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Rickettsia在所有样品中均存在，而在黑肩绿盲蝽体内检测到蚜虫体内共生菌

Buchnera。

4．通过在培养基中增加复苏促进因子Rpf，分别对水稻(TNl)、褐飞虱(TNl

种群)和天敌(黑肩绿盲蝽)体内细菌进行离体培养，共分离鉴定出细菌种类为：

水稻6种、飞虱9种(其中2个菌株同属Enterobactersymbiont)和黑肩绿盲蝽4种。

Enterobacter symbiont可稳定继代培养。

关键词：共生细菌；细菌群落结构；抗性水稻品种；褐飞虱；致害性种群：天敌；

黑肩绿盲蝽；稻虱缨小蜂；水平传播；变性梯度凝胶电泳；实时荧光定量PCR；

高通量测序；离体培养
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Abstract

Abstract

The brown planthopper(BPH)Nilaparvata lugens(Sfftl)，characterized by its

seasonal migration and r-strategy life pattern，has emerged as one of the most serious

insect pests affecting rice in China in recent decades。In the integrated management of

BPH．the utilization of resistant varieties has been proven to be the safest，most

economical and effective measure for controlling BPH．However,application of

resistant van。eties can induce variation in virulence of BPH populations in the field．

Studies on the mechanism of change of virulence of BPH are to provide a foundation

for management of BPH．Therefore the relationship of bacterial community in rice

plants，BPH and its natural enemies was investigated by using several different

methods．and the isolation ofbacteria in rice plants，BPH and
its predator Cyrtorhinus

lividipennis in vitro were also expored．The main results are as follows：

1．The structures of bacterial community in different geographic and varietal

I-esistance vinllent populations of BPH were analyzed by using denatured gradient gel

electrophoTesis(DGGE)．The results showed that the bacterial community in BPH

nymph from 1吼to 5m instars varied with nymphal growth and development，and the

bacterial co瑚【nlunity in 1瓤instar BPH nymph was similar with those in adults．Nine

geographic BPH populations were obviously divided into three groups based on the

cluster analysis of DGGE fingerprint．The first group BPH was only from the

Philippines，the second group was from Thailand and the provinces of Hainan，

Ymman and Zhejiang of China，and the third group was from Vietnam and the

provinces of Guangxi，Hunan，and Jiangxi of China．BPH populations adapted to

dif艳rent resistant rice varieties，Mudgo(with resistant gene Bph1)and ASD7(with

resistant gene bph2)，has similar bacterial community，which was different with those

f-ed on susceptible rice variety，TN I．According the cluster analysis of DGGE profiles

of 1 6S rDNA gene fragments of bacteria，there were singnificant difference among

the bacteria communities of different rice varieties，BPH populations with different

virulence and natural enemies

IV
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2．The specific primers of five species of endosymbiotic bacteria were designed to

determine their numbers in three virulent populations of brown planthopper(BPH)，

Nilapavata lugens StM，and to assess changes during adaptation to different resistant

varieties using fluorescent quantitative PCR(FQ-PCR)．The results showed that

Chryseobacterium was the dominant bacteria，accounting for more than half of the

total bacteria in all three populations of BPH．In the TNl population，Acinetobacter

ranked next to Chryseobacterium．There was no significant difference between the

numbers of three other endosymbiotic bacteria species．In the Mudgo population，

Arsenophonus and Serratia ranked next to Chryseobacterium with similar numbers，

and they were not significantly different from two other endosymbiotic bacteria．

While in the ASD7 population，Arthrobacter and Acinetobacter ranked next to

Chryseobacterium，and all four species of endosymbiotic bacteria were significantly

lower than Chryseobacterium．When the TN 1 population of BPH was transferred to

ASD7(with resistant gene bph2)rice plants，Chryseobacterium was still the dominant

bacteria，but the originally subdominant Acinetobacter declined to a level that was not

significantly different from that of other endosymbiotic bacteria．After they were

transferred to Mudgo(with resistant gene Bphl)，Serratia and Arsenophonus

increased significantly and became the dominant bacteria， replacing

Chryseobacterium．However，after feeding on Mudgo rice plants for two generations

they declined to a level that was not significantly different from that of the three other

species．When ASD7 and Mudgo populations of BPH were transferred to the

susceptible variety，TN 1，the structure of endosymbiotic bacteria in the ASD7

population of BPH showed no significant changes．However，the numbers of

Acinetobacter andArthrobacter in the Mudgo population of BPH exhibited a transient

increase and returned to their original levels after two generations．After the Mudgo

population ofBPH was transferred to ASD7 rice plants，the quantity of endosymbiotic

bacteria fluctuated，but the bacterial structure did not change significantly．However，

after the ASD7 population of BPH was transferred to the Mudgo rice plants，the

V
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bacterial structure changed significantly．Serratia and Arsenophonus increased

significantly and became dominant，replacing Chryseobacterium．Although the

numbers of Serratia and Arsenophonus decreased significantly after a generation，

they were still greater than Chryseobacterium．It was presumed that

Chryseobacterium was dominant in all three populations of virulent BPHs，but had no

significant effect on virulence variation of BPH．However，Serratia and

Arsenophonus might be correlated with virulence variation of BPH

3．To explore the horizontal transmission of bacterium between host plant(rice)，

herbivorous insects(brown planthopper(BPH)，Nilaparvata lugens)and natural

enemies，bacterium species in rice plants(BPH susceptible variety TN l，resistant

varieties ASD7 with resistance gene印h2 and Mudgo with resistance gene Bphl)，

related BPH reared on these three varieties which was named as TN 1，ASD7 and

Mudgo population，respectively and natural enemies(egg parasitoid Anagrus

nilaparvatae and predator Cyrtorhinus lividipennis)were analyzed using Illumina

sequencing technology．There were 1 00，53 8．3 reads sequenced from each sample on

average and average effective length of these reads was 249．9 bp．Based on sequence

clustering at 97％similarity level，all reads from each sample were grouped into

different operational taxonomic units(OTUs)and one of representative sequences

was choose to species analysis．Totally，32 1 kinds of bacteria were detected from all

samples．There were 1 65，1 47 and 1 1 8 kinds in TNl，ASD7 and Mudgo rice plants，

1 5 1，1 66 and 1 75 kinds in TN 1，ASD7 and Mudgo populations of BPH，respectively

Numbers of bacterial kinds in Anagrus nilaparvatae and Cyrtorhinus lividipennis

were 2 1 9 and 222，which were higher than those in rice plants and BPH．Both of the

results of principal coordinate analysis(PCoA)and unweighted pair group method

with arithmetic mean(UPGMA)showed that bacterial flora composition within

different BPH populations and their natural enemies were very similar，however，they

differed from those in rice plants．Five genuses，Arthrobacter，Chryseobacterium，

Wolbachia，Arsenophonus and Acinetobacter，reported as symbiotic bacteria in BPH，

Vl
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were also found in all three rice varieties，three BPH populations and two natural

enemies．Serratia was similar except it was not detected in TN 1 and Mudgo rice

plants．Rickettsia which was usually reported as one of secondary endosymbionts in

Bemisia tabaci also exited in all detected samples．Buchnera，the primary

endosymbiont of aphids，was only found in predator Cyrtorhinus lividipennis．These

preliminary results indicated that horizontal transmission of bacterium does exist

among host plants，herbivorous insects and natural enemies．Much more studies are

needed to find further evidences

4．Bacteria in TN 1 rice plants，TN 1 populmion BPH and its predator Cyrtorhinus

lividipennis were isolated in vitro with resuscitation promoting factor(RpO in

medium and molecular characterized．Six species from TN 1 rice plants，9 species

from TN 1 population BPH and 4 species from predator Cyrtorhinus lividipennis were

identified according the sequence of 1 6S rDNA of each strain．Only two strains of

Enterobacter endosymbiont were isolated from TN 1 population BPH and they could

grow well in subculture．

Key words：endosymbiont bacteria；bacteria community；brown planthopper(BPH)；

Nilaparvata lugens；virulent to resistant varieties；natural enemy；Cyrtorhinus

lividipennis；Anagrus nilaparvatae；horizontal transmission；Denatured gradient gel

electrophoresis(DGGE)；fluorescent quantitative PCR(FQ--PCR)；High··throughput

sequencing technology；Isolation in vitro
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在长期协同进化过程中，昆虫与其体内共生菌(endosymbiont)形成了密切

的共生关系，共生菌与宿主相互依赖、相互影响、协同进化(Baumann et a1．，1995)。

共生菌为宿主昆虫合成其食物中缺乏的某些重要营养成分，以弥补其不足，昆虫

则为共生菌提供了稳定的生境和营养(谭周进等，2005a；王国超等，2005a；

Moran，2006)。此外，昆虫次生共生菌不仅在昆虫对植物的适应和利用、寄主

昆虫的竞争能力以及传播植物病毒等方面具有重要作用(Wilkinson et aL，2001；

Zchofi．Fein and Brown，2002；Oliver et a1．，2005；徐红星等，2009b)，而且还与寄

主的抗逆性尤其是防御寄生蜂寄生有关(Montllor et a1．，2002；Oliver et aL，2005；

Haine，2008)。国内外有关共生菌的特点、在寄主体内的分布、数量变化以及功

能等有较多的综述(薛宝燕等，2004；谭周进等，2005a；王国超等，2005b；

Moran，2006)。

1．1共生菌分类

共生菌在昆虫体内的位置和形式因昆虫的种类而不同。共生细菌多存在于蜚

蠊目、等翅目、半翅目、虱目、食毛目、鞘翅目和双翅目等昆虫体内；放线菌生

活在吸血蝽、欧洲狼蜂等昆虫体内；酵母菌常存在于蜚蠊和白蚁中(王荫长，

1994)、稻飞虱、蚜虫、烟草甲和药材甲等半翅目和鞘翅目昆虫体内存在多种类

酵母菌(Noda et a1．，1995；吕仲贤等，2001a：苗雪霞等，2003)。Wolbachia是

节肢动物体内发现的一种共生细菌，是迄今为止已知的最为广泛存在的胞内共生

菌之一，稻飞虱中也有这种细菌(严健等，2000；廖珊等，2001)。

根据不同的分类依据，昆虫体内的共生菌可分为不同的类群(表1．1)。根

据共生菌在寄主中所处的空间，共生菌可分为体外共生、体表共生和体内共生菌。

根据其在寄主体内所处位置，又可分细胞外共生茵、细胞内共生菌。根据分类地

位，其又可分为共生酵母菌、细菌和放线菌。根据传播途径，其又可分为垂直传

播和水平传播。根据其与寄主的进化关系，又可被分为初生共生菌和次生共生菌。

1
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通常多种共生菌存在于同一个寄主体内，多数为1．2种初生共生菌和几种次生共

生菌。

表1．1共生菌的分类

Table 1．1 Taxonomy of endosymbiont

依据 分类

空间关系

所处位置

分类地位

传播途径

与寄主的进化关系

体外共生、体表共生和体内共生菌

细胞外共生菌、细胞内共生菌

共生酵母菌、细菌和放线菌

垂直传播、水平传播

初生共生菌、次生共生菌

1．2昆虫体内共生菌与宿主的关系

根据其生物学和进化史，昆虫内共生菌可以分为两类，初生共生菌和次生共

生菌(Dale and Moran，2006)。初生共生菌主要与寄主的存活和繁殖有关，进行

严格的垂直传播。例如蚜虫内共生菌Buchunera aphidicola，能提供给蚜虫必须

的营养。次生共生菌主要与寄主的适应性有关，如提高寄主的存活率和繁殖量，

通过低水平的水平传播就能在新的寄主体内定殖，有时也能进行垂直传播(Hurst

et a1．，1999)。次生共生菌对寄主适应性的影响与环境有关，在一种环境中它们

是有利的而在另一种环境中可能是有害的。这可能就是一些节肢动物适应于次生

共生菌的侵染，而另一些则不能适应的主要原因(Montllor et a1．，2002)。

许多昆虫依靠共生菌合成必需的营养物质来弥补其食物中营养的不平衡。例

如半翅目昆虫本身没有合成胆固醇、必需氨基酸和维生素的能力，而它们所吸取

的植物汁液营养成分较少且不均衡，C／N比高、脂类和维生素含量低(Wilkinson

et a1．，2001)，故一些学者认为这些营养的供给可能与半翅目昆虫体内的共生菌

有关(吕仲贤等，2001b：王国超等，2005)。水稻主要害虫褐飞虱Nilaparvata lugens

体内的类酵母共生菌能提供高活性的尿酸酶，从而利用寄主的代谢废弃物(尿酸)

合成褐飞虱生长发育所必需的氨基酸(Sasaki et aL，1996)。缺少共生菌的褐飞

’，
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虱若虫发育历期延长，若虫存活率、雌成虫体重和产卵量等均低于正常的褐飞虱，

并且共生菌与褐飞虱对抗性品种的适应性有关，从而影响不同致害性种群的形成

(吕仲贤等，2001b)。昆虫体内共生菌不仅能合成宿主所需要的氨基酸、胆固

醇、共生素蛋白和其它营养物质，提供宿主分解寄主植物细胞壁的酶，还可以对

宿主所吸取的植物次生物质进行解毒作用，同时参与宿主的氮素循环，并将宿主

的含氮废弃物转化为固醇类等营养物质，这在半翅目昆虫的营养利用和新陈代谢

中具有特别重要的意义(Dauglas．1998；Wilkinson el a1．，2001)。

1．2．1昆虫体内共生菌在寄主防御中的作用

1．2．1．1抗病原真菌作用

共生菌具有抵御病原菌的作用，有证据表明，这种保护作用存在于不同的节

肢动物中，如虾、龙虾、蚜虫和蚊子等。白蚁的共生细菌具有氧化还原的能力，

能抑制外来病原微生物的入侵(Oliver et a1．，2003)。蚜虫共生菌Regiella

insecticolla在其抗病原真菌Pandora neoaphidis中起主要作用，提高了蚜虫的适

应性。通过人工注射的方法使桃蚜五个缺次生共生菌的种群只感染共生菌R．

insecticolla，几代之后发现这五个种群在感染病原真菌P．neoaphidis时的存活率

均显著提高，而且能减少蚜虫死尸上真菌孢子的形成，从而降低病原菌在蚜虫之

间的传染(Scarborough et aL，2005)。雌性欧洲狼蜂Philanthus triangulum会利

用其触角中的共生菌(Streptomyces)来保护幼虫免受致病真菌的侵害。雌性欧

洲狼蜂在封闭蜂房前用触角将共生于触角中的链霉菌运到孵卵蜂房顶部，如果除

去这些菌，会增加真菌侵害的发生率和幼虫的死亡率，这表明共生菌产生的抗生

素可以抵御致病真菌的侵害(Ferrari etal．，2004)。类似的还有切叶蚁Acromyrmex

和Atta(Kaltenpoth et a1．．2005)。

1．2．1．2抗寄生蜂作用

共生菌除了具有抗病原微生物的作用外，也具有抵御寄生蜂寄生的作用。

Falabella等(2000)认为蚜茧蜂幼虫的生长发育与蚜虫体内共生细菌的功能有密
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切联系。Cloutier(2003)报道被蚜茧蜂寄生过的豌豆蚜体内所含共生菌胞的数

量和生物量均有所提高。豌豆蚜Acyrthosiphon pisum体内的两种共生菌Serratic

symbiotica和Hamiltonella defensa与其抵御寄生蜂Aphidius ervi和Aphidius eadyi

有关(Gil．Tumes and Fenical，1992；Oliver et a1．，2005)，蚜虫的寄生率可降低30％

以上，这种作用并非由蚜虫本身的基因型引起，而是由其体内共生细菌决定的

(Oliver et a1．，2005)。用抗生素去除寄生蜂Asobara tabida体内的共生菌

Wolbachia，其雌蜂不能形成成熟的卵子(Falabella et a1．，2000)。一种未知共生

细菌与Encarsia寄生蜂产雌孤雌生殖有关，用抗生素处理后，还能引起该寄生

蜂产卵行为的变化(Zchori．Fein and Brown，2002)。

1．2．1．3抗捕食作用

共生菌也能产生有毒物质保护寄主免于被捕食。白蚁体内共生菌能产生甲烷

气体以防御蚂蚁和其它捕食性天敌(Rasmussen and Khalil，1983)。Kellner(1999)

最先提出毒隐翅虫Paederus体内能产生一种聚酮类有毒物质岬毒素(pedefin)

抵御狼蛛的捕食，后来被证实这是由其体内的一种共生细菌产生的，而不是甲虫

本身产生的(Kellner，1999；Dedeine et a1．，2001；Kellner，2001)。90％以上的毒隐

翅虫雌成虫体内具有较高含量的岬毒素，这些雌成虫的后代也具有此特征，而不

含岬毒素的雌虫则不能产生具有岬毒素的后代(Kellner，1999)。

1．2．1．4共生菌介导的防御作用机制

共生菌介导的防御作用具有多种机制(表1．2)。有些产生抗菌的物质，如

靛红(isatin)和酪醇(tyros01)(Piel，2002)。有些是通过产生有毒的聚酮类物

质(如草苔虫内酯bryostatin，岬毒素pederin，onnamides和theopedefins)来防

止寄主被捕食，这些物质能抑制真核蛋白的合成(Kellner and Dettner，1996；

Kellner，2001)。另外，共生菌H defensa产生的毒素可能是这种共生菌防止寄

主蚜虫被寄生蜂寄生的机制。这些毒素与志贺毒素(Shiga)相似，具有干扰真

核细胞的作用。蚜虫体内防止寄主被寄生蜂寄生的共生菌&symbiotica和防御病

原真菌的共生菌R．insecticola也可能产生类似的毒素。除产生抑制生长的毒素
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外，也可能存在另一种机制(假说)，共生菌可能通过与水平传播的寄生物

(horizontal transmission parasites，HTPs)竞争寄主资源来直接保护寄主。它们

可能通过改变寄主的行为或增加寄主的防卫能力以阻止疾病的形成，使寄主免于

被HTPs侵染(Haine，2008)。

表1．2共生菌介导的寄主防御作用

Table 1．2 Roles of endosymbionts in insect hosts resistance against adverse

factors

1．2．2昆虫体内共生菌在其适应寄主植物过程中的作用

植食性昆虫通常能利用有限范围的寄主植物，而且不但对植物的种类有特定

范围，还选择寄主植物的特定部位。因此，在植食性昆虫对寄主植物的适应过程

中，昆虫为适应寄主及环境变化，常分化为不同的寄主专化型或致害性种群(以

前也称为生物型)(陈文胜等，1997；王咏妙等，2004)。对寄主植物的专化性

5
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选择是昆虫在与寄主植物长期协同进化过程中的生态特性，它不仅决定昆虫的食

物和生境，而且还会影响昆虫与同一寄主植物上其它生物之间的内在关系。

1．2．2．1昆虫对寄主植物的适应性

大部分蚜虫只能利用有限的几种寄主植物，表现为单食性或寡食性，而且

即使是多食性的蚜虫对其寄主植物也存在不同的选择性，形成了特定寄主植物上

的专化型(Eastop，1986)。在人工选择条件下，这种寄主专化型的形成要比自

然条件下快的多。在选择实验中，昆虫对产卵场所或寄主植物的利用很快就会表

现出明显的选择性(Wasserman and Futuyma．1981)。一些农业害虫能迅速适应

栽培品系及栽培方法的变化，产生新的致害性种群(以前称为生物型)而继续为

害。褐飞虱是我国及东南亚许多水稻生产国的主要害虫之一。20世纪70年代，

虫源地国家(越南等)大面积连续种植国际水稻所抗褐飞虱的水稻品种IR26，导

致褐飞虱的致害性发生变化，产生了新的“生物型”(致害性种群)。之后，我国

各稻区褐飞虱种群的致害性于80年代末相继发生了改变(陶林勇等，1992；Lu

et a1．，1999)，使得生产上推广的抗性品种抗性丧失，使用寿命缩短。B型烟粉

虱是世界性入侵害虫，其寄主植物已查明的就达600多种(Liu etal．，2007)。随

着研究的不断深入，新的寄主植物种类还在不断增加，为害区域也在不断扩大。

1．2．2．2共生菌在昆虫适应寄主植物过程中的作用

半翅目昆虫如蚜虫、飞虱、木虱和粉虱等，主要以吸食植物韧皮部汁液为主。

植物韧皮部汁液中碳水化合物含量丰富而必需氨基酸组分欠缺或含量较低。这些

昆虫本身没有合成胆固醇、必需氨基酸和维生素的能力。这些昆虫体内普遍存在

共生菌，并为其寄主昆虫提供必需的脂类化合物、维生素和必需氨基酸等。

在豌豆蚜对新寄主植物的适应过程中，共生菌遗传背景容易发生变化，而导

致蚜虫很快形成新的专化型(Campbell，1990)。体内有共生细菌的甜菜蚜在16

种寄植物上的生长率明显高于无共生菌的蚜虫(Ishikawa，1986)。Simon等(2003)

在研究取食不同寄主植物的豌豆蚜的遗传分化时，认为次生共生细菌与豌豆蚜的

寄主适应与分化有某种关联。Leonardo和Muiru(2003)发现，与不感染或感染

6
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其他共生细菌的豌豆蚜比较，感染u型共生菌的豌豆蚜无法在紫花苜蓿上存活，

但在白花苜蓿上的繁殖力增倍(Adams and Douglas，1997)。利用抗生素除去自

然蚜虫种群中的U型共生菌，发现除去U型共生菌后对蚜虫适应性并没有造成

影响，从而认为u型共生菌与专食性并无联系(Leonardo，2004)。但Tshuchida

等(2004)报道被去除共生菌Regiella后，豆长管蚜在白花苜蓿上的生殖力降低

约50％。而通过注射感染共生菌的蚜虫血淋巴使其重新恢复感染Regiella后，其

在白花苜蓿的生殖力几乎完全恢复。这一结果表明，感染共生菌Regiella能提高

蚜虫在白花苜蓿上的适应性。当全部去除蚜虫初生共生菌Buchnera后，另外一

种次生共生菌(pea aphid secondary smbiont，PASS)会进入菌胞体内的细胞质中

Buchnera所“腾出”的空间，形成一个新的共生系统，维持蚜虫的生存和繁殖。并

且当PASS的进入使Buchnera受到抑制时，蚜虫的生长和繁殖不会受到影响。

Zchori．Fein等(2002)应用16S rDNA序列分析方法对采自世界范围内不同

地区和寄主植物上的不同生物型烟粉虱体内共生菌的组成和多样性进行了研究，

发现不同生物型和地理型中的共生菌的16S rDNA序列具有很高的同源性，但是

产生了不同的适应性。谭周进等(2004)对烟粉虱共生菌16S rDNA的变异与系

统发生的研究表明，北京不同寄主植物上的B型烟粉虱共生菌及世界其它地区

烟粉虱内共生菌可能是同一种的不同生态型，是共生菌与分化后的烟粉虱长期共

同适应的结果(Koga el a1．。2003)。阮永明等(2005)应用PCR技术检测了烟

粉虱浙江B型和非B型China．ZHJ．1种群中的共生菌，结果表明烟粉虱B型

和非B型体内均存在初生共生菌，而两者的次生共生菌的组成存在差异。初生

共生细菌的系统发育分析表明，B型烟粉虱是入侵生物型，而浙江非B型是本地

生物型。用多种抗生素处理B型烟粉虱和浙江土著烟粉虱(ZHJl种群)，发现

去除烟粉虱体内某些次生共生菌或降低初生共生细菌的量能对烟粉虱的适合度

产生一定的影响(Ruan el a1．．2006)。

水稻主要害虫褐飞虱致害性的变异也是其对水稻抗性品种适应的结果。缺共

生菌的褐飞虱其若虫历期明显延长，若虫存活率、雌成虫体重和产卵量等均低于

正常褐飞虱。在抗性水稻品种取食的褐飞虱，体内共生菌数量急剧下降，其中第

2代是褐飞虱适应抗性品种的关键代，体内共生菌数量最低；从第3代起，共生
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菌数量又开始上升。当其数量达到稳定之后，新的致害性种群形成(吕仲贤等，

2001b；Lu et a1．，2004)。即褐飞虱体内共生菌与其对水稻品种的致害性变异有着

密切的关系。

1．2．2．3共生菌介导的寄主植物适应的可能机制

昆虫对营养成分的消化利用及对植物次生物质的代谢适应在依靠那些植物

进行生长繁殖和建立种群仍是关键性的因素。已有证明，共生微生物可能部分参

与植食性昆虫利用寄主植物的遗传变化。蚜虫体内共生细菌为其提供营养物质和

代谢酶可能是其生物型形成的主要原因。共生菌提高了蚜虫对植物韧皮部汁液中

化学成分的生理适应性。人工饲料饲养实验已经证明食料中的氨基酸成份明显影

响蚜虫的表现(Karley et a1．，2002)。而且食料中氨基酸的成份和浓度影响共生

菌的密度(Wilkinson et a1．，2001；Wilkinson et a1．，2007)。另外，随蚜虫唾液分

泌的、由体内共生菌合成的多糖降解酶能有效地降解抗性寄主植物的新结构多糖

物质。

共生菌不仅能合成宿主所需要的氨基酸、胆固醇和其它营养物质，还可以对

宿主所吸取的植物次生物质进行解毒作用。植物体内含有如生物碱、氰苷等次生

物质，可以防御蚜虫等的植食性昆虫。昆虫体内共生菌能对这些植物次生物质起

到解毒作用，包括蚜虫体内共生菌Regiella、烟草甲体内共生菌Symbiotaphrina

kochii等(Dowd，1991：Leonardo，2004)。

1．2．3昆虫体内共生菌对昆虫的其它影响

1．2．3．1对非生物环境的适应

物种耐受温度变化范围的大小是决定物种分布范围大小的一个重要因子。温

度可以直接影响宿主昆虫，也可以间接改变宿主内寄生菌的丰富度或者传播给后

代的有效性。通过高温处理会减弱由共生菌Wolbachia诱导的宿主昆虫孤雌生殖

和细胞质不亲和性(Hoffmann et a1．，1990)，这可能是高温条件下大量内寄生菌

存活率下降的结果。当温度从20℃升高到30℃时，稻绿蝽Nezara viridula共生菌

减少90％，尽管共生菌的减少不会导致宿主昆虫寿命的缩短，但在低温条件下可

R
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以导致其繁殖力下降(Prado et a1．，2009)。同样，蚜虫也不耐高温(Dean，1974；

Oliveretal．，2010)。这除了与蚜虫本身不耐高温以外还与其体内的共生菌有关，

在高温条件下，蚜虫细胞内初生共生菌数量显著下降，而共生菌为蚜虫提供必须

的营养物质，从而共生菌也限制了蚜虫对高温的耐受力(Monlllor etal．，2002)。

由于对耐热选择性的结果，沙漠和炎热夏天的蚜虫体内共生菌以次生菌为主

(Harmon et a1．，2009)。定量PCR检测结果发现，烟粉虱在40"C热处理时，体

内共生菌Hamiltonella defensa显著下降，Portiera aleyrodidarum第一天变化不大

但第3．5天时显著下降，且随着热处理时间的延长烟粉虱死亡率升高(Shan et a1．．

2014)。此外，由共生细菌产生的GroEL蛋白可能具有保护寄主蛋白在血液淋

巴系统中免受热降解的作用。次生共生菌立克次氏体可能也与烟粉虱的耐热性有

关。当立克次氏体分布于宿主昆虫组织时，在正常温度条件下它能诱导应激相关

基因的表达，然而，当宿主昆虫遇到高温胁迫时，立克次氏体数量急剧下降

(Brumin et al一201 1)。

1．2．3．2对昆虫种群数量的调节

共生菌对寄主种群动态、数量和遗传多样性都具有强烈的影响。在大约70％

的节肢动物中都广泛存在起着生殖调控作用的内共生菌(如Wolbachia、

Arsenophonus等)(Duron et a1．，2008；Hilgenboecker et a1．，2008)。这些共生菌

通过调控宿主的生殖来达到自身垂直转播的目的，一是通过细胞质不亲和减少未

感染菌雌性；二是调控在后代中雌性的比例，通过诱导雌性化和孤雌生殖来达到

杀雄作用(Werren et a1．，2008；Engelsladter and Hurst，2009)。精卵细胞质不亲和

(CI)即感染寄生菌的雄性和未感染的雌性或感染不同品系寄生菌的雌性宿交配

后，受精卵不能正常发育，于胚胎期死亡。未感染寄生菌的雄性和感染的雌性交

配时则是亲和的，感染同种寄生菌的雌雄宿主交配后胚胎也能正常发育，产生同

样感染寄生菌的后代。因此，与未感染雌性相比，感染共生菌的雌性更具有繁

殖优势，共生菌也通过诱导宿主精卵细胞质不亲和使自身迅速扩展到整个种群。

由于雌雄比例差异大，可能减少种群内的遗传多样性，减少有效的虫量规模，带
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来强烈的负面效应，如增加有害突变和更强的遗传漂变。细菌孤雌生殖(PI)也

许会导致有性生殖的减少或消失。由于孤雌生殖缺乏遗传物质的交换，宿主种群

的遗传多样性将快速下降(Ferrari and Vavre，201 1)。

昆虫内共生菌同样能改变宿主昆虫关于扩散的特性从而影响种群数量。在豌

豆蚜虫密度较大的条件下，较体内无Regiella insecticola的豌豆蚜，体内携带共

生菌的蚜虫将产生较少的有翅蚜后代。此外，在几个品系蚜虫的试验中发现，有

性繁殖受到体内寄生菌Regiella的影响(Leonardo and Mondor，2006)。相反地，

在蜘蛛中体内如果存在共生菌立克次体属将有助于群体的长距离分散(Goodacre

efal．．2009)。

1．2．3．3对昆虫体色的调节

许多捕食者和寄生蜂都是通过视觉发现昆虫，躯体颜色作为昆虫的一个重要

生物学特性在避敌中起着重要作用。豌豆蚜虫通过不同的体色来适应外界环境，

以此逃过天敌的捕食。瓢虫也通过改变体色来迷惑捕食者(Losey et a1．，1997)。

立克次氏体属共生菌能释放许多醌类物质，使蚜虫体色由红色变为绿色

(Tsuchida et a1．，2010)。立克次氏体属经常与Hamiltonella或沙雷氏菌协同作用，

能防卫寄生蜂的寄生(Oliver et a1．，2010；Tsuchida et a1．，2010)。

1．2．3．4对昆虫传播病毒病的影响

由昆虫内共生菌产生的GroEL蛋白对病毒的保护和扩散起着相当重要的作

用。van den Heuvel等(1994)用病毒结合蛋白印迹试验(virus overlay protein blot

assay)筛选桃蚜体内可能与马铃薯卷叶病毒(potato leafroll virus，PLRV)结合

的分子，结果发现有5个蛋白可能与PLRV结合有关，其中最容易检测的是分子

量为63KD的蛋白，被鉴定为蚜虫初生内共生菌(Buchnera)合成的GroEL蛋

白，又称为共生素(symbionin，SyrnL)。这种蛋白与大肠杆菌Escherichia．coli

的GroEL有很高的同源性，所以和E coli的GroEL一样，是分子伴侣cpn60家

族成员(Ohtaka et a1．，1992；van den Heuvel et a1．，1994)。GroEL的作用是与病

毒结合保护植物病毒进入昆虫体内时，阻碍蛋白酶降解病毒，或保护其不被昆虫

1 0
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免疫系统识别，维持病毒在蚜虫体内的持久传播(谭周进等，2004b；Whitfield et

a1．，2011)。禾谷缢管蚜体内分离到的一种与传毒有关的63kD的病毒结合蛋白，

属于分子伴侣cpn60家族(吴云锋等，1999)。对桃蚜、玉米蚜、烟粉虱等体

内与病毒结合的布赫纳氏菌的groEL基因也均有研究(崔晓峰等，2002；林林等，

2003；谭周进等，2004b)。用抗生素处理桃蚜时，可以显著降低其血淋巴中的

Buchnera groEL的表达量，导致其不能传播马铃薯卷叶病毒(PLRV)，并影响

病毒衣壳的完整性(Hogenhout el a1．，1 998)。禾谷缢管蚜、二叉蚜和麦长管蚜

取食青霉素蔗糖溶液后，传大麦黄矮病毒的效率降低(Hogenhout et a1．，1998)。

在饲毒前先用蚜虫Buchnera GroEL抗血清饲喂烟粉虱，其传番茄黄化卷叶病毒

的效率下降80％以上(Morin et a1．，1999)。用酵母双杂交的方法研究TYLCV．Is

(烟粉虱传播)与AbMV．Is(不能被烟粉虱传播)这两种病毒的衣壳蛋白(CP)与

烟粉虱体内共生菌GroEL的互作，结果表明这两种病毒的衣壳蛋白均能与

GroEL有效连结(Morin el a1．，2000)。季英华等(2008)和曹卿等(2010)分

别从灰飞虱体内克隆得到共生菌Wolbachia的GroEL基因，并测定了全长序列，

其开放阅读框为1659bp，可编码552氨基酸，为进一步研究其功能提供了基础。

我们也从三种稻飞虱体内克隆获得三个属的共生菌Wolbachia、Rickettsia和

Arsenophonus的GroEL基因(未发表资料)。而利用韧皮部特异启动子植物表

达载体将GroEL基因转化到烟草中，获得抗病毒的苗，可开辟利用共生菌GroEL

进行植物抗病毒育种的新途径(吴丹等，2009；唐前君等，2010)。

1．3节肢动物和微生物间的进化适应

物种之间的相互作用也可以推动进化或协同进化改变物种，导致自适应分化

和最终种群之间导致生态形态(Schluter，2009)。在植物一节肢动物、微生物一

节肢动物以及植物一微生物直接存在直接的相互作用以外，其中一种生物也能间

接地影响另外两种生物间的相互作用。通常初生共生菌与宿主的系统发育是一致

的，次生共生菌则可能水平传播或多次侵染。但也有例外，如褚栋等(2006)对

烟粉虱复合种Bemisia tabaci(Germadius)complex内共生菌的系统发育分析表明，

烟粉虱初级内共生菌分为2支，一些初级内共生菌和宿主系统发育并不严格一
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致。次级内共生菌分为3支，一些次级内共生菌可能存在水平传播或多次侵入的

现象。而且在烟粉虱不同生物型或地理种群内的分布存在差异。

1．3．1初生共生茵

长期适应于寄主的进化过程(图1．1)，初生共生菌采取了基因组最小化的策

略。共生菌的生活史中很少或者没有基因是传播所必需的。一些营养生产的调节

因子和物质交换因子必须存在于昆虫．共生菌系统中。初生共生菌基因大量减少，

大部分公开发表的基因组种类都能用。包括三种来自不同蚜虫寄主的Buchnera

aphidicola基因组(Shigenoubu et a1．，2000；Tamas et a1．，2002；van Ham et a1．，

2003)，两种来自蚂蚁的Candidatus Blochmannia种基因组(Gil et a1．，2004；

Degnan et a1．，2005)，一种采采蝇共生菌Wigglesworthia glossinidaia(Akman et a1．，

2002)和一种叶蝉的Candidatus Baumannia cicadellinicola基因组(Wu et a1．，

2006)。这些共生菌与大肠杆菌Escherichia coli和其它肠菌的关系最近。但是，

无论是大肠杆菌还是其它这组中的其它自由生活的相关菌的基因组通常都是由

约5000个基因编码的约5兆左右，而初生共生菌只有约500个基因编码的1兆

左右的基因组，小了很多(Gomez．Valero et a1．，2004)。初生共生菌基因组序列

也同样显示出基因的减少。大肠杆菌有200多个基因编码转录调控子，而

Buchnera菌只保留了不到10个(Moran et a1．，2005)。共生菌的生活史中很少或

者没有基因是其传播所必需的，这与现存的y-Proteobacteria其它菌的基因组完全

相反。
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图1．1共生菌与寄主的协同进化关系(Dale et aL，2006)

Fig．1．1 Co-evolution between endosymbiosis and their host

根据对大肠杆菌的研究，很多被认为是必需的基因，在共生菌基因组中缺少

了1种或者更多。一个与染色体复制有关的基因在Wigglesworthia和Blochmannia

基因组中缺失(Akman et a1．，2002；Gil et a1．，2003)，可能是其复制是由寄主控

制的。同样的，Buchnera基因组缺少近乎普遍的重组酶基因和磷脂合成酶其中

之～(Shigenobu et aL，2000；van Ham et aL，2003；Zientz et a1．，2004)。而且，已

公开发表的初生共生菌基因组拥有基于模式生物的研究所认为所必需的全部基

因，被认为是目前为止最小的基因组(Gil etaL，2004；Zientz刃aL，2004)。这些

压缩基因组缺少很多与自由生活细菌或病原细菌基因组共同的特征。例如，它们

没有抗菌素或抗菌素残留，没有插入的序列，没有外源基因吸收或同源再结合的

证据。一般来说，它们的基因组序列表明这些必需共生菌存在于高度特化的组织

中，把进化的独立性留给了它们的寄主。
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1．3．2次生共生菌

从一些次生共生菌获得的全部或部分共生菌序列显示出在最近的进化史上

已经与寄主建立了关系，但仍仍处于变化中(图1．1)。这些基因组的特征与那

些自由生活模式向共生转变早期的基因组很相似，这为发表的采采蝇共生菌&

glossinidius的基因组序列提供了最合理的解释。其基因组几乎有一半是由在不同

分解期的不活跃的基因组成的(Toh el a1．，2006)。与寄主严格的病原菌

Mycobacterium leprae相似(Cole et a1．，2001)，说明了一些慢性病菌与共生菌的

进化轨道相似性(Moran and Plague，2004)。一些次生共生菌，如Wolbachia、

Candidatus Hamiltonel肠defensa、Candidatus Arsenophonus arthropodicus，具有中

等大小的基因组(1．3．5 MB)(Moran，2005；Wu et a1．，2006；Dale et a1．，2006)。

与驯化的相比，这些次生共生菌可能经历不同株系问高水平的重组，如Wolbachia

(Baldo etal．，2006)。在已发表的昆虫Wolbachia的序列中发现的一些重复序列，

可能是对促进在基因组内或基因组间进行重组的一种适应(Wu et aL，2004)。

而且，次生共生菌经历噬菌体介导的基因互换(Moran，2005；Bordenstein and

Wemergreen．2004)。

1．3．3必需共生菌

正如共生菌的一些不必要的基因一样，不是所有共生菌都是宿主必需的。很

长时间以来，提供营养一直被认为是共生菌存在的理由。基于从基因组序列推测

的基因总量，昆虫初生共生菌(包括Buchnera、Wigglesworthia、Blochmannia

和Baumannia)，均有着提供给它们寄主营养的能力。Zientz等(2004)提出了

关于共生菌新陈代谢的贡献和需求的更深的考虑，和从全基因组推测的一样。共

生菌与寄主不同的关系提供不同的营养，如Buchnera保留了动物必需氨基酸的

合成途径，但是缺失了那些合成非必需氨基酸的途径(Shigenobu et a1．，2000)。

一些蚜虫品系中合成必需氨基酸亮氨酸和色氨酸的基因在质粒中被扩增，可能使

这些营养过量表达。采采蝇的必需共生菌Wigglesworthia基因组中，氨基酸合成

基因缺失，但含有一些基因能够合成大批必需的联合因子。这个结果与采采蝇寄

主的食料限制相适应，它们只取食脊椎动物的血，其中包含所有的必需氨基酸但

14
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是缺少必需的联合因子。共存于取食木质部的sharpshooter中的初生共生菌

Buchnera和Sulsia的基因组序列揭示了这些共生菌有互补的合成能力，一个

(Buchnera)合成一些联合因子，另一个(Su／s／a)编码必需氨基酸的合成途径

(Wu et a1．，2006)。在每一个菌的全基因组序列中，与寄主营养有关的基因占

1 0．14％。这些保留与具有相似小基因组的病原菌(如已测序的Mycoplasma或立

克氏体Rickettsia spp．形成鲜明的对比，后者从它们的寄主获取营养，并且几乎所

有的氨基酸合成基因都已经消失(Dale and Moran，2006)。

1．4共生菌的培养

1．4．1微生物多样性与共生菌培养

目前能培养的细菌种类只占环境中所有细菌很小的一部分(Giovannonil et a1．，

1990；Ward el a1．，1990a，b)。PCR和原位杂交等现代分子生物学技术等的发展使

得人们从能够更容易地知道微生物群落中未培养菌的多样性(Muyzer et al，1993；

Liu et a1．，1997)。例如，蚜虫体内有6种共生细菌，其中5种是通过基因组序

列和荧光原位杂交而得知的，而且曾被认为是不可以培养的。有报道其中2种共

生细菌在实验室培养中被分离出来(Darby et a1．，2005)。据估计，10％的昆虫体

内具有细胞内的共生微生物，但到目前为止，只有几种共生菌能够体外培养：

Sodalis glossinidius(Welburn et a1．，1 987)、Wolbachiapipientis(O’Neill et a1．，

1 997)、Candidatus Arsenophonus triatominarum(Hypsa and Dale．1997)、

Candidatus Consessoris aphidicola和Can讲dams Adiaceo(Darby et a1．，2005)。

并且只有S glossinidius能够在无昆虫细胞的条件下培养(Dale and Maudlin，1 999；

Matthew et a1．，2005)。近年在利用昆虫细胞系对Wolbachia、Arsenophnus等共

生菌的体外培养也获得成功(Dale et a1．，2006；Furukawa et al。，2008)。另外，张

珏锋等(2009)运用卵块离体培养的方法，从褐飞虱体内分离到两株共生菌(解

脂假丝酵母Yarrowia lipolytica和嗜盐梗孢酵母Sterigmatomyces halophilus)，证

明褐飞虱体内类酵母共生菌可在人工培养基上短期存活。同时也验证了褐飞虱菌

胞中存在不同种类的类酵母菌的推测。
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1．4．2共生菌难培养的原因

共生菌不如其它自由生活的细菌那样容易培养，但是也不能完全说明共生菌

不能在寄主体外生长。可能是我们不知道它们的生理和营养需求。通过基因组

(Renesto et a1．，2003)和生态学(Rappe et a1．，2002；Leadbetter，2003)数据获得

目标菌异常生长条件的范围，提供了S glossinidius的生长条件，最初在昆虫细

胞中在较低温度下生长，后来在固体培养基上，然后在精细培养基上培养

(Matthew et a1．，2005)。对一些共生菌来说，一定不能用细胞培养是相当难的。

初生共生菌的基因组数据表明，这些细菌失去了大量DNA，有时甚至是基因组

的大区域(Shigenobu etal．，2000；mkman etal．，2002；Gil etal．，2003)。不同的共

生菌，缺失的基因不同，但是，所有的基因组数据证实了共生菌缺少的基因通常

被认为对非共生、自由生活的生命体非常重要的新陈代谢和结构基因。如果这种

信赖是新陈代谢的，那么可以通过调节培养基成分来克服。如果是丢失了细胞壁

合成基因(如Buchnera)，则是独立培养则将非常困难(Pontes et a1．，2009)。

1．5稻飞虱及其体内共生菌

1．5．1稻飞虱及其危害

我国水稻上的稻飞虱主要为褐飞虱Nilaparvata lugens Stal、白背飞虱

Soga胞lla furcirera Horwith和灰飞虱Laodelphax striatellus Fall6n。20世纪70年代

前，稻飞虱仅仅是水稻生产上的次要害虫。随着耕作制度的改变，肥水条件的改

善以及化肥农药大量不合理的使用，稻飞虱发生面积逐年扩大，暴发频率增加，

危害程度加重，已成为我国水稻上的主要害虫(程遐年等，2003；程家安等，2008)。

例女D2005年仅浙江省稻区褐飞虱发生2600万亩次，特大发生面积达1000万亩；单

季晚稻亩虫量超过100万头，高的稻田每亩达至Ulooo万头以上，造成产量损失120

万吨(陆剑飞和黄国洋，2006)。2006．2009年连续大暴发，产量损失十分惨重。

稻飞虱除直接刺吸稻株的韧皮部汁液，造成水稻生长缓慢、分蘖延迟、瘪粒增加

以外，还能传播水稻病毒病，如灰飞虱传的黑条矮缩病(Rice black．streaked dwarf

disease)和条纹叶枯病(Rice stripe disease)、白背飞虱传的南方黑条矮缩病

(Southern rice black．streaked dwarfdisease)、褐飞虱传的齿叶矮缩病(Rice ragged
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stunt disease)和草状矮化病(Rice grassy stunt)等病毒病，引起更严重的危害(娄

永根和程家安，201 1；翟保平等，201 1)。三种飞虱交替或同时暴发成灾，成为

影响我国水稻生产最为重要的限制因素(程家安等，2008)。

1．5．2稻飞虱体内的共生茵

1．5．2．1类酵母共生菌

稻飞虱体内的类酵母共生菌(yeast．1ike symbiotes，YLS)属于子囊菌亚门

(Ascomycotina)核菌纲(Pyrenomycetes)Candida属，存在部位为脂肪体，芽

孢生殖并以卵母细胞垂直传递给子代。共生菌在褐飞虱甾醇类物质代谢、胆固

醇、氨基酸和维生素供给(Wetzel et a1．，1992；傅强等，2001；Ferrater et a1．，2013)

及氮循环(Sasakiet a1．，1996；Hongoh&Ishikawa，1997)等方面起着重要作用，以

弥补其饮食营养的不平衡，从而保证褐飞虱的正常生长和繁殖；且缺失YLS会

直接造成褐飞虱对杀虫剂等外源物质的抵抗能力明显下降、死亡率上升(徐红星

等，2000)。褐飞虱腹部脂肪体中缺乏共生菌和抑制共生菌对褐飞虱的影响主要

表现为若虫生长发育缓慢、蜕皮受阻和卵不育，因为共生菌能生物合成褐飞虱胚

胎和胚后发育所需的蛋白质和对胚胎腹节分化产生促进作用(Lee&Hou，1987)。

高温、抗生素、水稻品种、杀虫剂和杀菌剂等对褐飞虱类酵母共生菌的生长均有

较大的抑制作用(Chen et a1．，1981；徐红星等，2000；Lu et a1．，2004：陈法军等，

2006a；陈建明等，2009；周岩岩，2012：Ferrater et a1．，2013)。

吕仲贤等(2001)报道，褐飞虱生物型l体内共生菌数量普遍比田间种群的

褐飞虱共生菌数量高；与取食感虫品种TNl比较，取食抗虫品种IR26、Mudgo

和ASD7的褐飞虱生物型l共生菌数量明显减少：同时初步证明了褐飞虱体内共

生菌的数量在褐飞虱对水稻致害性变化中的作用(Lu et a1．，2004)。除数量变化

以外，在与水稻互作的过程中，共生菌的大小也会发生变化。与取食感虫品种水

稻TNl的褐飞虱相比，取食抗性水稻品种IR26(含抗性基因却h1)和IR36(含

抗性基因助h2)的褐飞虱体内共生菌的长度分别降低23．2％-24．4％和

l 8．0％一32．7％，宽度分别降低24．4％-28．8％和8．6％-30．6％(陈法军等，2006b)。
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孙佳音等(2009)分别对在不同水稻品种TNl(感虫品种)、Mudgo(含抗虫基

因却h1)、ASD7(含抗虫基因印h2)上连续饲养了117代以上的3个褐飞虱

寄主种群(分别称为TNl种群、Mudgo种群、ASD7种群)体内类酵母共生菌

的形态和数量进行了比较，结果表明各褐飞虱种群类酵母共生菌的长和宽差异显

著，且ASD7种群>TNl种群>Mudgo种群；长宽比无明显差异。种群间类酵母共

生菌数量的差异因试虫性别而异，不同种群的褐飞虱雌虫含菌量无明显差异，雄

虫则表现出TNl种群>ASD7种>Mudgo种群的趋势，其中TNl种群与后两者差

异显著，后两者间无显著差异。

稻飞虱体内可能存在多种YLS。三种稻飞虱体内的酵母类共生菌的形态差

异明显，灰飞虱和白背飞虱的YLS为卵形，长约11．3岬；褐飞虱YLS为长梭形

和杆状，长约15}tm(Nasu and Suenaga，1958；Cheng and Hou，1996)。通过18S

rDNA序列对3种稻飞虱体内共生菌系统发育的关系研究，发现褐飞虱体内共生

菌的分类地位与形态鉴定相同，并且与白背飞虱和灰飞虱具有同种来源和最近的

遗传距离(Noda et a1．，1995)。对3种稻飞虱体内的YLS的染色体基因组的研

究表明：褐飞虱、白背飞虱和灰飞虱体内YLS的染色体数分别为4、4和5，推

测其基因组大小分别为17．3，17．6和20．1 Mbp(Noda et a1．，1995)。基于3种稻

飞虱体内YLS的18S rDNA序列比对表明，褐飞虱YLS和白背飞虱YLS的一致

性比其与灰飞虱YLS的高，而基于ITS．5。8 S rDNA序列比对，灰飞虱YLS和

白背飞虱YLS的一致性比其与褐飞虱YLS的要高(周岩岩等，2012)。

陈法军等(2006)报道，褐飞虱YLS为梭形、杆状和卵形为主，个体较大，

分别占30．7％、53．5％和15．1％；灰飞虱和白背飞虱YLS以卵形为主且个体较小，

分别占93．4％和94．7％。张珏锋等(2009)从褐飞虱体内分离培养出两株YLS(解

脂假丝酵母Yarrowia lipolytica、嗜盐梗孢酵母Sterigmatomyces halophilus)。白

旭等(2010)用真菌的通用引物对其1 8S rDNA、5．8S．ITS rDNA全长序列进行

扩增，得到一条分子量约为2 340 bp的序列与Noda等所报道的类酵母菌的18S

rDNA序列差异较大(同源性只有89．6％)，而与季也蒙毕赤酵母Pichia

guilliermondii有99．8％的同源性。原位杂交(ISH)和巢氏PCR均证明该菌存在

于灰飞虱脂肪体和卵内，但数量较少。
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Wolbachia

Wolbachia存在于宿主的含菌体(mycetome)的细胞内，以经卵传递方式传

至后代。Wolbachia是当前稻飞虱中研究较多另一类共生菌。甘波谊等(2002)

用PCR方法检测到不同地区稻田中三种稻飞虱(灰飞虱、褐飞虱和白背飞虱)

均被Wolbachia所感染。邓可京等(1997)检测了我国6个地区灰飞虱的Wolbachia

感染率，辽宁、北京、上海和云南的灰飞虱的Wolbachia感染率均接近100％；

四川I为59．6％；而宁夏为0，且各地区灰飞虱间的交配实验证明了Wolbachia引

起的细胞质不亲和(CI)现象的存在。采自中国7个省区9个地点的白背飞虱

雌雄虫感染率差异较大，雌虫的感染率几乎均为100％，而雄虫的感染率从

22．2％～95．0％不等(张开军等，2012)。对Wolbachia的wsp基因序列的比较

和进化分析表明，褐飞虱各地理种群Wolbachia均为B群，并可进一步分为Ori

和Con两个亚群。其中18个褐飞虱种群中的Wolbachia属于Ori亚群，广东

清远和浙江桐乡褐飞虱种群中的Wolbachia则属于Con亚群，而菲律宾种群分

别检测到同时有2个亚群Wolbachia感染(屈吕宇，2013)。

Arsenophonus

Arsenophonus是v．变形菌纲(Gammaproteobacteria)的肠杆菌科

(Enterobacteriaceae)的一种杀雄作用相关的细菌。王渭霞等(2010)在褐飞虱

体内检测出了Arsenophonus，并证实在不同生物型褐飞虱中该菌含量不同，在

TNl水稻上饲养的褐飞虱种群体内的Arsenophonus属的数量要显著多于Mudgo

种群和ASD7种群，推测其可能与致害性有关。褐飞虱体内Arsenophonus类共

生细菌具有两种长度不同的16S rDNA序列，分别为1504bp和547bp，其中后者

为前者中间缺失了957bp，其余序列相同。褐飞虱22个地理种群，发现均感染

Arsenophonus，但不同地理种群褐飞虱体内的Arsenophonus ATR氨基酸序列较

为保守，在177个氨基酸残基中只有1．2个残基差异(屈吕宇等，2013)。

Arsenophonus除了具有次生共生的特点之外，还具有部分初生共生菌的特点
1 9
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(Trowbridge et a1．．2006；Perotti et a1．2007)。另外，有报道认为Arsenophonus

可以纯培养(Dale et a1．，2006)，将有利共生菌的研究。

Cardinium

Cardinium属于拟杆菌门(Bacteroidetes)的一个独立分支(Zchori．Fein et a1．，

2001)。Cardinium的寄主分布范围比Wolbachia要窄的多(Jeyaprakash and Hoy，

2000；Weeks et a1．，2003)，但也具有调控寄主生殖的能力(Weeks et a1．，2001；

Zchofi．Fein et aL，2001；Harris et a1．，2010；Zhu et a1．，2012)。Cardinium在三种稻

飞虱体内均有共生，但不同稻飞虱的个体感染率差异较大。白背飞虱感染率最高，

最低的也有80．0％(广西昭平种群)，而褐飞虱和灰飞虱仅在少数个体感染，感

染率5％左右(刘玉坤，2011)。而且，白背飞虱中Cardinium广泛与Wolbachia

双重感染(张开军等，2012)。

Serratia

Serratia在三种稻飞虱个体中均有感染，且白背飞虱和灰飞虱感染率较高(分

别为82．7％和88．3％)，而褐飞虱感染率较低(50．7％)。同种飞虱的不同种群之

间也存在差异，如褐飞虱云南勐腊(83．3％)和广西昭平(73．3％)两个种群显

著高于其它种群(30．0％-36．7％)；白背飞虱和灰飞虱各种群之间均无显著差异

(刘玉坤，201 1)。

Arthrobacter

Arthrobacter在3种稻飞虱体内均处于较高侵染水平，且3种稻飞虱中不同

种群的个体感染率差异不大(刘玉坤，201 1)。其中不同褐飞虱种群感染率均在

90．O％以上。白背飞虱中感染率最低的种群也达到86．7％。灰飞虱该菌的平均感

染率为90．8％。

Acinetobacter
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Acinetobacter同样在三种稻飞虱中均可检出，白背飞虱的感染率较高(平均

80．7％)；而褐飞虱和灰飞虱感染率较低(个别种群除外，如浙江富阳种群感染

率达90．0％)，平均感染率分别为38．7％和30％(刘玉坤，201 1)。

Chryseobaterium

Chryseobaterium在3种稻飞虱中均有发生，且个体感染率均处于较高水平。

褐飞虱该菌的感染率平均为83．3％；白背飞虱该菌感染率平均为90．7％；灰飞虱

该菌的感染率更高，平均达到了96．6％(刘玉坤，201 1)。

1．6小结与展望

共生菌之间、共生菌与寄主之间的关系相当复杂。对蚜虫体内共生菌的研究

发现，当全部去除Buchnera后，另外一种次生共生菌(pea aphid secondary smbiont，

PASS)会进入菌胞体内的细胞质中Buchnera所“腾出”的空间，形成一个新的共

生系统，维持蚜虫的生存和繁殖(Koga et a1．，2003)。并且当PASS的进入使

Buchnera受到抑制时，蚜虫的生长和繁殖不会受到影响。共生菌对寄生蜂的生长

发育也有着重要影响。如蚜茧蜂Aphidius ervi在脱共生菌豌豆蚜Acyrthosiphon

pisum体内发育到成虫期的时间比在有共生菌蚜虫体内明显延长，成蜂体重也下

降了50％(Pennacchio，1999)。共生菌对寄主的保护能力与它躲避寄主免疫防卫

的能力之间的关系也是一个研究热点。对共生菌的深入研究将有可能明确其功

能，并加以利用。

另外，研究共生菌在昆虫对寄主植物的适应过程中的功能，对于合理解释昆

虫对不同寄主植物的适应性以及提出有效控制措施、实现“抑菌防虫”等均具有极

为重要的理论和现实意义。通过抑制内共生菌来控制害虫，可减少环境污染和对

天敌的伤害(陈列忠等，2006)。或者在内共生菌中转入和表达抗病毒基因，从

而阻止昆虫传播植物病毒(唐前君等，2010)。

昆虫初生共生菌与宿主进化的一致性，次生内共生菌的多样性以及与宿主系

统发育的不一致性，对于研究昆虫的系统进化及生物多样性，均为很好的证据

(Sandstrom，2001)。体内共生菌由于无法人工培养，故很难被详细的研究。现

代分子生物学研究方法和技术手段的不断发展和应用，使得近十几年来关于昆虫
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体内共生菌的研究有了很大进展。与传统的微生物研究方法相比，分子生物学技

术以PCR为基础，具有快速便捷的特点。利用分子生物学手段，可以在不进行共

生菌离体培养的条件下进行研究，这就大大地简化了试验工作，特别是随着测序

技术的发展，可以加快全基因组测序。

1．7立题依据

褐飞虱Nilaparvata lugens Still属迁飞性昆虫，是我国稻区为害最严重的水稻

害虫之一。它暴发频率高、危害发生面积大，特别是2005．2007年在我国南方稻

区特大暴发。仅2005年浙江省稻区褐飞虱发生2600万亩次，特大发生面积达1000

万亩，占水稻总种植面积的86％，单季晚稻亩虫量超过100万只，高的稻田每亩

达到1000万只以上，造成直接水稻产量损失120万吨(程家安等，2008)。2006～

2009年连续大暴发，产量损失十分惨重(农业部全国农业技术推广服务中心内部

资料)。因此，研究褐飞虱暴发的生态和生理学机制、有效控制褐飞虱的发生和

危害己成为水稻安全生产的当务之急。

抗虫品种的利用是防治褐飞虱最安全和经济的措施。但自20世纪70年代国际

水稻研究所推广第一个抗褐飞虱品种IR26(含抗虫基因却h1)以来，由于田间

褐飞虱种群致害性的变异，不断出现品种抗性下降甚至抗性完全丧失的现象(陶

林勇等，1992；周亦红和韩召军，2003)。褐飞虱种群对水稻致害性的快速变异，

会导致以传统方式培育的抗性品种在短期内丧失抗性。因此，研究褐飞虱致害性

变异机理和种群爆发机制，提出相应的控制策略具有重要意义。

在长期的协同进化过程中，昆虫与共生菌形成了密切的共生关系(Feldhaar

and Gross，2009；徐红星等，2009a)。共生菌合成一些寄主昆虫食物中缺乏的营

养成分，以弥补其食物的不足；而昆虫为共生菌提供生境和营养(Moran，

2006；Hosokawa etal．，2009)。此外，共生菌在昆虫对植物的适合度、寄主昆虫

的竞争能力和对寄主植物的利用能力等方面也具有重要作用(Oliver et a1．，

2005；Lyre et a1．，2009；徐红星等，2009b)。在豌豆蜘cyrthosiphon pisum对新

寄主植物的适应过程中，共生菌遗传基因的易变性使其遗传背景容易发生变化

或突变，导致蚜虫很快形成新的生物型(Campbell，1990)。Simon等(2003)
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在研究取食不同寄主植物的豌豆蚜的遗传分化时，认为次生共生细菌与豌豆蚜的

寄主适应与分化有某种关联。Leonardo和Muiru(2003)发现，与不感染或感染

其他共生细菌的豌豆蚜比较，感染U型共生菌的豌豆蚜无法在紫花苜蓿上存活，

但在白花苜蓿上的繁殖力增倍。以共生菌(类酵母菌)—褐飞虱一水稻为对象，

系统研究TYLS在褐飞虱对抗虫品种致害性变异过程的作用。结果表明，YLS数

量变化与褐飞虱致害性变化显著正相关(吕仲贤等，2001；Lu Z X et a1．，2004)。

三种致害性褐飞虱体内类酵母菌在形态学上存在明显的差异(陈法军等，2006)。

但进一步对其l 8S rDNA片段序列进行分析，结果显示3种类酵母菌株的差异极小

(张珏锋等，2006)。褐飞虱体内除类酵母菌外，还存在丰富的共生细菌，如

Wolbachia和Arsenophonus等(王渭霞等，2010)。Tang等(2010)建立了三个

致害性种群褐飞虱体内共生细菌的16S rDNA文库，并从18-／i、OUT中鉴定出分属4

个门(Proteobacteria，Firmicutes，彳c“以D6口c陀厂f口，and Bacteroidetes)的细菌种类。

然而，共生菌在褐飞虱适应不同抗性品种的作用机制还有待进一步的研究。另外，

共生菌传递方式多为垂直传播，通过母系遗传的方式在宿主子代群体中传播扩散

(Haine．2008；Feidhaar and Gross，2009)。但是，部分共生细菌在除垂直传播

外，在种间或种内有一定程度的水平传播。

鉴于此，本文通过对褐飞虱体内共生细菌菌群结构及其水平传播的研究，旨

在结合我们以前研究的有关褐飞虱致害性变异的生物学、生态学和生理学的结

果，为明确共生细菌在褐飞虱种群发展及致害性变异中所起的作用以及建立基于

共生菌的微生态调控的褐飞虱综合治理新途径提供部分依据，具有重要的理论和

现实意义。
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第二章水稻．褐飞虱．天敌体内细菌的DGGE解析

褐飞虱Nilaparvata t“gens Still属迁飞性昆虫，是我国稻区为害最严重的害虫，

暴发频率高，危害发生面积大。十九世纪七十年代之前，褐飞虱在大多亚洲水稻

生产国均为次要害虫，随着栽培制度变化，高产品种推广和水肥条件提高以及大

量化学农药的不合理使用，褐飞虱成为水稻上危害最严重的害虫之一(程遐年等，

2003；程家安等，2008)。近年来，褐飞虱在多数东南亚各水稻生产国也是偏重

发生(Savary et a1．，2012)。2005年，褐飞虱在我国特大爆发，造成了大面积的“虱

烧”和巨大的产量损失(程家安等，2008)，仅浙江省就损失了120万吨(陆剑飞

和黄国洋，2006)。褐飞虱在长江中下游稻区不能越冬，其虫源每年春夏之交从

中南半岛及我国南方稻区等地迁飞而来，6、7月份大量迁入我国水稻主产区(巫

国瑞等，1997；翟保平，201 1)，但正确探测褐飞虱的虫源地及其迁飞途径仍十

分困难，其初始虫源地仍存在争议(翟保平，201 1)。抗虫品种的利用是防治褐

飞虱最安全和经济的措施。自20世纪70年代国际水稻研究所推广的第一个抗褐飞

虱水稻品种IR26以来，由于褐飞虱致害性变异，不断出现品种抗性下降甚至抗性

完全丧失的现象(Luetal．，2004；徐红星等，2008；陈峰等，2009；Horgan，2009)。

褐飞虱种群致害性变异，成为了抗虫育种和褐飞虱防治的主要障碍(李青等，

1999；吕仲贤等，2001)。因此，研究褐飞虱致害性变异机理和种群爆发机制，

提出相应的控制策略具有重要意义。

在长期协同进化过程中，昆虫与其体内共生菌(endosymbiont)形成了密切

的共生关系(Moran。2006)。昆虫为共生菌提供了生境和营养，而共生菌则为

合成一些寄主昆虫食物中缺乏的营养成分，以弥补其不足(王国超等，2005a；

徐红星等，2009a；Feldhaar and Gross，2009；Hosokawa et a1．，2009)。我们以共

生菌(类酵母菌)．褐飞虱．水稻为对象，系统研究了体内类酵母菌在褐飞虱对抗

虫品种致害性变异过程的作用。结果表明，褐飞虱体内共生酵母菌的数量与褐飞

虱致害性变化呈显著正相关(吕仲贤等，2001；陈峰等，2009)。但迸一步对其

18S rDNA片段序列进行分析，结果显示3种类酵母菌株的差异极小(张珏锋等，

2006)。而研究表明，共生细菌在昆虫对植物的适合度、寄主昆虫的竞争能力和
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对寄主植物的利用能力等方面具有重要作用(Oliver et a1．，2005；Lyte et al，，

2009)。如豌豆蚜Acyrthosiphon pisum对新寄主植物的适应过程中，共生菌遗传

基因的易变性，导致蚜虫很快形成新的生物型(Campell，1990)。Simon等(2003)

在研究取食不同寄主植物的豌豆蚜的遗传分化时，认为次生共生细菌与豌豆蚜的

寄主适应与分化有某种关联。Tang等(2010)建立了三个致害性种群褐飞虱体

内共生细菌的16S rDNA文库，并从18+OUT中鉴定出分属4个门(Proteobacteria，

Firmicutes，Actinobacteria．and Bacteroidetes)的细菌种类。但细菌在褐飞虱致害

性变异过程中作用还很少有报道。本文以变性梯度凝胶电泳(Denatured gradient

gel electrophoresis，DGGE)的方法分析褐飞虱体内细菌的群落结构，以期从细

菌群落动态变化探明其在褐飞虱致害性变异中的作用，为人为合理调控褐飞虱体

内菌群结构及褐飞虱的合理控制提供理论依据。

2．1材料与方法

2．1．1材料

2．1．1．1水稻品种：感虫水稻品种TNl、抗虫品种ASD7(含bph2基因)和Mudgo

(含Bphl基因)均由国际水稻研究所提供)。种子于室内催芽后，播于浙江省

农科院温室水槽内，2叶1心时将秧苗移栽于直径为9cm的盆钵中，常规肥水管

理。45．60天苗龄的水稻植株供饲养虫和试验用。

2．1．1．2褐飞虱：不同致害性褐飞虱：分别在感虫品种TNl和抗虫品种ASD7(含

bpll2基因)、Mudgo(含BPHl基因)上取食140代以上形成的TNl种群、ASD7

种群和Mudgo种群，由中国水稻所提供。不同地理种群褐飞虱：分别采自越南、

菲律宾、泰国、广西、海南、云南、湖南和浙江，．70。C保存。

2．1．1．3稻虱缨小蜂Anagrus nilaparvatae：用带褐飞虱卵的水稻苗从田间诱集后

在浙江省农科院人工气候室内连续饲养。把褐飞虱接入笼罩着的水稻苗产卵24

小时，然后撤除笼罩和褐飞虱后把水稻苗放到浙江省农科院水稻田。诱集48h

后，把带卵水稻苗搬回26士1℃、相对湿度70．90％、L12：D12的人工气候室中，
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每丛带卵水稻苗分别用外面黑布包裹的聚乙烯笼罩(高60cm，直径9cm)罩住，

项部开一直径为1cm的小口并接上一个倒置的透明玻璃管(直径1cm、长6cm)。

稻虱缨小蜂羽化后每天更换玻璃管，并分批将玻璃管内经分离鉴定后的稻虱缨小

蜂接入罩有带新鲜褐飞虱卵的水稻苗的笼罩内繁殖，稻虱缨小蜂成虫供试验用。

2．1．1．4黑肩绿盲蝽Cytorhinus lividipennis：成虫采自中国水稻研究所试验田，

用含褐飞虱卵的45日龄TNl水稻苗在浙江省农科院温室内饲养，每3～5天更换

含褐飞虱卵的水稻苗。羽化后的黑肩绿盲蝽成虫供试验用。

2．1．1．5引物：上下游引物分别为341f+GC(5'-CGCCCG CCG CGCCCC GCG

CCC GGCCCG CCG CCC CCGCCC CCT ACGGGA GGC AGC A G．3’)和517 r

(5'-ATTACC GCGGCT GCT GG．3’)，由上海生工生物技术有限公司合成。

2．1．2方法

2．1．2．1基因组总DNA的提取

采用酚一氯仿法提取。分别取10头各龄期的褐飞虱放入2mL的离心管中，加

入5009L的提取缓冲液(2％(WⅣ)CTAB，1 mmol／L NaCl，50 mmol／L EDTA and

50 mmol／L Tris．CI，pH8．0)匀浆，加入终浓度为4 mg／mL溶菌酶，37"C水浴1h。

然后加入终浓度为2 mg／mL的蛋白酶K和1％的十二烷基硫酸钠溶液，混匀，55。C

水浴2h。之后参照Fuhrman等(1988)的方法进行，最后用259l 65"C预热的dd H20

溶解DNA，备用。

2．1．2．2 16S rDNA V3区域的PCR扩增

以提取的总DNA为模板，采用16S rDNA基因V3可变区特异性的引物对

341f+GCSB517 r为上下游引物，扩增产物长约200 bp，用于DGGE分析。
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PCR扩增体系为：在0．2mL的PCR管中加入(总反应体系为501aL)：10×PCR

buffer(含M92+)2．5 gL，2．5 mmol／L dNTPs 2．0止，上下游引物(10}tmol／L)各

0．5 gL，Taq酶(5 U／I．tL)0．5 gL，DNA模板2此，dd H20补足至50此。

PCR反应条件：采用降落式PCR，94。C预变性5 min；前10个循环为94。C lmin，

65～55。C l min，72℃45 S，其中每个循环后复性温度下降1℃；后14个循环为

94"C 1 min，55℃1 min，72℃45 S；最后72℃延伸8min。PCR产物用1％的琼脂

糖凝胶电泳检测后，于4。C保存备用。

2．1．2．3变性梯度凝胶电泳(DGGE)

采用Bio．md公司DGGE分析系统进行试验。8％聚丙烯酰胺(37．5：1)，

变性剂尿素与去离子甲酰胺的线性梯度为40％～60％。在60"C、80V下电泳10h，

用EB染色后拍照。利用Bio．Rad分析软件Quantity one对图谱进行分析。

2．2结果与分析

2．2．1不同龄期褐飞虱体内共生细菌的比较

褐飞虱体内细菌菌群的16 S rDNA V3可变区的PCR．DGGE指纹图谱见图

2．1。不同龄期褐飞虱体内细菌的16 S rDNA V3片段的电泳条带数目和亮度均存

在一定的差异。不同龄期的褐飞虱样品均有1～3条较亮的条带，即为褐飞虱体

内的优势种。

对DGGE图谱进行统计分析的结果如图2．2所示，1龄～5龄若虫体内细菌

的菌群结构随其生长发育发生较明显的变化，而羽化后的成虫与1龄的若虫之间

具有较高菌群结构相似性。
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 12 1 3 14 15

图2．1不同龄期褐飞虱体内细菌的DGGE图谱

Fig．2．1 DGGE profile of 1 6S rDNA gene fragments of bacteria in different

instars BPH．

(Note：lane 1 is the first instar BPH，lane 2 is the second instar BPH，lane 3 is the

third instar BPH，lanes 4 and 5 are the 4协instar BPH．1anes 6 and 7 are the 5m instar

BPH，lanes 8 and 9 are brachypterous female BPH，lanes 1 0 and 11 are brachypterous

male BPH，lanes 1 2 and 1 3 are macropterous female BPH，and lanes 1 4 lane andl 5

are macropterous female BPH．)
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图2．2不同龄期褐飞虱体内细菌的DGGE分析结果

Fig．2．2 PCA ofDGGE profiles ofFig．2．1．Only the first principal component(PCI)

and the second principal component(PC2)were shown．The plots(·)indicate the

bacterial community structure of the samples．The numbers indicate the instars which

wcre the same with Fig．2．1．

2．2．2不同地理种群褐飞虱体内细菌菌群结构的比较

结果如图2。3所示，各泳道均有较多的条带，表明不同地理种群褐飞虱雌成虫

体内均存在丰富的细菌种群。每个样品较亮的条带数不同，表明不同地理种群褐

飞虱体内的优势种类不一样。但各不同地理种群褐飞虱有位置一致的条带存在，

说明这些不同种群的褐飞虱存在共有的细菌种类。以UPGMA法对样品DGGE图

谱进行聚类分析，结果见图2．4。9个地理种群褐飞虱根据其体内细菌的DGGE图

谱的聚类分析结果可分为3组，菲律宾单独一组，泰国海南、云南和浙江种群为
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一组，越南、广西、湖南和江西种群为一组。

1 2 3 4 5 6 7 8 9

图2．3不同地理种群褐飞虱体内细菌的DGGE图谱

Fig．2．3 DGGE profile of 1 6S rDNA gene fragments of bacteria in different

geographic populations of BPH．

(Note：lanes 1 to 9 are the female adult BPH collected from Philippines，Thailand，

Vietnam，Hainan，Guangxi，Yunnan，Hunan，Jiangxi and Zhejiang province of China，

respectively)
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图2．4不同地理种群褐飞虱体内细菌的DGGE分析结果

Fig．2．4 The cluster analysis of DGGE profiles of 1 6S rDNA gene fragments of

bacteria in different geographic populations of BPH

2．2．3不同致害性的褐飞虱体内细菌菌群结构的差异

如图2．5和图2．6所示，取食感虫品种的TNl种群体内细菌群落结构明显与取食

抗虫品种的ASD7种群和Mudgo种群不同，优势种的种类和数量也不同。但取食

不同抗性基因水稻品种的ASD7种群和Mudgo种群之间的差异还未能有效区分开

来。
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2 3 4 5 6

图2．5不同致害性种群褐飞虱体内细菌的DGGE图谱

Fig．2．5 DGGE profile of 1 6S rDNA gene fragments of bacteria in BPH

populations with different virulence

(Note：lanes 1 to 3 are the 5m instar nymph of BPH TN I population，ASD7 population and Mudgo

population．Lanes 4 to 6 are brachypterous female BPH of TN I population，ASD7 population and

Mudgo population．)
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图2．6不同致害性种群褐飞虱体内细菌的DGGE分析结果

Fig．2．6 The cluster analysis of DGGE profiles of 1 6S rDNA gene fragments of

bacteria in BPH populations with different virulence

2．2．4水稻璃飞虱．天敌体内细菌菌群结构的比较

从DGGE的电泳图谱(图2．7)来看，褐飞虱与水稻植株、天敌稻虱缨小蜂

和黑肩绿盲蝽之间有部分相同的条带，即相同的细菌种类，但更多的是不同的种

类，尤其是优势种类几乎完全不一样。从聚类分析结果(图2．8)来看，DGGE

法可以将水稻植株、褐飞虱及其天敌体内细菌的菌群结构区分出来，但仍无法有

效区分不同位置的条带所代表的种类。

2．3讨论

许多微生物都与寄主之间形成了密切的共生关系。初生内共生菌与宿主进化

关系的一致性，次生内共生菌遗传多样性与可塑性及与宿主之间系统发育的不一

致性，对研究昆虫的系统进化及其生物多样性，都是很好的证据(Sandstrom etal．，

2001)。
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图2．7水稻．褐飞虱．天敌体内细菌的DGGE图谱

Fig．2．7 DGGE proffde of 16S rDNA gene fragments of bacteria in different rice

varieties，BPH populations with different virulence and natural enemies

(Note：lanes 1 to 3 are rice plants of TN I，ASD7 and Mudgo，respectively．4．7 are the 3m instar，

4也instar nymph，brachypterous female and male adult of BPH，8-9 arc female and rnale adult of

parastoid Anagrus nilaparvatae and 9-1 1 are female and male adult of predator Cyrthorinus

iividipennis，respectively．)

体内共生菌由于难以人工培养，故一直难以被详细的研究(Moran，2006)。现

代分子生物学研究方法和技术手段的不断发展和应用，使得近十几年来关于昆虫

体内共生菌的研究有了很大进展。与传统的微生物研究方法相比，分子生物学技
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术以PCR为基础，具有快速便捷的特点，即不需要进行共生菌的离体培养，这

就大大地简化了试验工作。

0 21 12Q 一!!!—— !IQ !￡Q一～—— !，o

Male adult of Cyrtorhinus lividcmnnis

3m instar nymph of BPH

5晰instarnymph of BPH

图2．8水稻璃飞虱．天敌体内细菌的DGGE分析结果

Fig．2．8 Cluster analysis of DGGE profiles of 1 6S rDNA gene fragments of bacteria

in different rice varieties，BPH populations with different virulence and natural

enemies

王渭霞等(2010)报道了从褐飞虱体内鉴定出共生菌Arsennophonus，且TNl种

群褐飞虱体内该茵的数量高于ASD7和Mudgo种群褐飞虱。Tang等(2010)建

立了三个致害性种群褐飞虱体内共生细菌的16S rDNA文库，并从18个OUT中

鉴定出分属4个门(Proteobacteria，Firmicutes，Actinobacteria和Bacteroidetes)

的细菌种类。变性梯度凝胶电泳(DGGE)自被Muyzer等(1993)引入微生态

的研究后，越来越多地运用在了环境微生物生态、人类和动物肠道微生物生态等
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的分析，这一技术能较好地解决大多数细菌的不可培养性对研究造成的困难

(Sekiguchi et a1．，2002：倪学勤等，2009)。我们也用这一方法比较了菲律宾和

中国稻虱缨小蜂体内Wolbachia的差异，结果表明该方法可有效地检测昆虫体内

Wolbachia(刘淑平等，2011)。

本文结果表明，l龄～5龄若虫体内细菌的菌群结构随其生长发育发生较明

显的变化，而羽化后的成虫与1龄的若虫之间具有较高菌群结构相似性。究其原

因可能是羽化的过程可能造成羽化后的成虫与5龄若虫之间的菌群结构发生了

较大的变化，而低龄若虫可能因卵传细菌而与成虫体内细菌的菌群结构较为相

似。而不同地理种群褐飞虱体内细菌的DGGE结果表明，9个地理种群褐飞虱根

据其体内细菌的DGGE图谱的聚类分析结果可分为3组，菲律宾单独一组，泰

国海南、云南和浙江种群为一组，越南、广西、湖南和江西种群为一组，这与褐

飞虱的迁飞途径(巫国瑞等，1997；Otuka et a1．，2008)极其相似，表明越南和

泰国可能是我国褐飞虱的有效虫源(翟保平，201 1)。尽管该结果还有待进一步

与褐飞虱的系统发育信息进行验证，但褐飞虱体内细菌群落的分析也为研究其迁

飞途径提供了一种方法。对不同样品16S rDNA V3区的PCR．DGGE指纹图谱中

共性条带和特异性条带分别进行了割胶回收、克隆和测序，其结果将另文报道。

取食感虫品种的TNl种群体内细菌群落结构明显与取食抗虫品种的ASD7种群

和Mudgo种群不同，但PCR．DGGE方法还未能有效区分取食不同抗虫水稻品种

的褐飞虱，还需要进一步优化条件再进行研究。

另外，从水稻．褐飞虱．天敌三者体内细菌的DGGE比较的结果来看，感虫

水稻品种TNl、抗性品种ASD7和Mudgo体内细菌的菌群结构之间无显著的差

异。褐飞虱与水稻植株、天敌黑肩绿盲蝽之间有部分相同的细菌种类，但更多的

是不同的种类，尤其是优势种类几乎完全不一样。从菌群结构上，通过DGGE

的方法可以明显区分出水稻植株、褐飞虱及其天敌体内的细菌，但无法区分出不

同条带所代表的种类，因此，有待于进一步研究。
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第三章褐飞虱适应抗性品种过程中体内共生细菌的变化

抗虫品种的利用是防治褐飞虱最安全和经济的措施。然而，自70年代国际水

稻研究所推广的第一个抗褐飞虱水稻品种IR26(具有Bphl基因)以来，由于田间

褐飞虱种群发生致害性变异，品种抗性下降甚至抗性完全丧失(陶林勇等，1992；

周亦红和韩召军，2003)。褐飞虱种群对水稻致害性的快速变异，可导致以传统

方式培育的抗性品种可在短期内丧失抗性。

共生菌在昆虫对植物的适合度、寄主昆虫的竞争能力和对寄主植物的利用能

力等方面也具有重要作用(Oliver el a1．，2005；Lyte et a1．，2009；徐红星等，2009b)。

有关稻飞虱共生细菌的定性研究已有报道。Tang等(2010)建立了三个致害性

种群褐飞虱体内共生细菌的16S rDNA文库，并从18个'OUT中鉴定出分属4个门

(Proteobacteria，Firmicutes，Actinobacteria，andBacteroidetes)的细菌种类。刘玉

坤(2011)分别利用特异性引物，检测了3种稻飞虱(褐飞虱、白背飞虱和灰飞

虱)体内共生细菌的感染率，结果表明，4一Jll，06口c御、Chryseobaterium在3种稻

飞虱体内感染率均较高，Serratia、Wolbachia、Arsenophonus、Acinetobacter和

Cardinium均至少有一种飞虱的感染率较低(S30％)；Serratia和Wolbachia在灰飞

虱和白背飞虱中的感染率明显高于褐飞虱，Cardinium幂IAcinetobacter在白背飞虱

中的感染率高于灰飞虱和褐飞虱，Arsenophonus贝,lJ是褐飞虱的感染率较高。然而，

共生菌在褐飞虱适应不同抗性品种的作用机制还有待进一步的研究。

实时荧光定量PCR(real—time fluorescent quantitative polymerase chain

reaction，FQ．PCR)是美I蚕Applied Biosystems公司在PCR技术基础上发展起来的

一种高度灵敏的核酸定量技术，由于该技术不仅实现了PCR从定性到定量的飞

跃，而且与常规PCR相比，它具有特异性更强、自动化程度高等特点，己被广泛

应用到生物学、医学、农业、食品、环保等领域，涉及到分子检测、基因表达、

核酸多态性分析和基因突变分析等方面的研究(王光华等，2008)。王渭霞等

(2010)报道了从褐飞虱体内鉴定出共生菌Arsennophonus，并利用荧光定量PCR
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技术检测到TNl种群褐飞虱体内该菌的数量高于AsD7和Mudgo种群褐飞虱，并

推测该菌在褐飞虱致害性变异过程中可能起着重要作用。本文根据5种常见的共

生细菌的16S rDNA设计了特异性引物，利用荧光定量PCR技术检测了3个致害性

种群褐飞虱在适应不同抗性品种过程中体内共生细菌的数量变化，旨在为明确共

生细菌在褐飞虱致害性变异过程中的作用提供依据。

3．1材料与方法

3．1．1材料

3．1．1．1水稻品种：感虫水稻品种TNl、抗虫品种ASD7(含bph2基因)并lMudgo

(含Bphl基因)均由国际水稻研究所提供)。种子于室内催芽后，播于浙江省

农科院温室水槽内，2叶l心时将秧苗移栽于直径为9cm的盆钵中，常规肥水管理。

45．60天苗龄的水稻植株供饲养虫和试验用。

3．1．1．2褐飞虱：分别取在感虫品种TNl和抗虫品种ASD7、Mudgo上取食140

代以上形成的TNl种群、ASD7种群和Mudgo种群(由中国水稻所提供)成虫，

分别交叉接到不同水稻品种(TNl种群--Mudgo年1]ASD7稻株、Mudgo种群一TN】

和ASD7稻株、ASD7--Mudgo和ASD7稻株)上产卵，待孵化后记为F1代，

并在相应的品种上连续饲养6代。取各代羽化24h内的雌成虫，供试验用。

3．1．1．3稻虱缨小蜂：用带褐飞虱卵的水稻苗从田问诱集后在浙江省农科院人工

气候室内连续饲养。把褐飞虱接入笼罩着的水稻苗产卵24小时，然后撤除笼罩

和褐飞虱后把水稻苗放到浙江省农科院水稻田。诱集48h后，把带卵水稻苗搬回

26士1℃、相对湿度70．90％、L12：D12的人工气候室中，每丛带卵水稻苗分别用

外面黑布包裹的聚乙烯笼罩(高60cm，直径9cm)罩住，顶部开一直径为lcm

的小口并接上一个倒置的透明玻璃管(直径1cm、长6cm)。稻虱缨小蜂羽化后

每天更换玻璃管，并分批将玻璃管内经分离鉴定后的稻虱缨小蜂接入罩有带新鲜

褐飞虱卵的水稻苗的笼罩内繁殖，稻虱缨小蜂成虫供试验用。
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3．1．1．4黑肩绿盲蝽：成虫采自中国水稻研究所试验田，用含褐飞虱卵的45日龄

TNl水稻苗在浙江省农科院温室内饲养，每3～5天更换含褐飞虱卵的水稻苗。

羽化后的黑肩绿盲蝽成虫供试验用。

3．1．2方法

3．1．2．1基因组DNA提取

采用酚．氯仿法提取总DNA。分别取10头各龄期的褐飞虱放入2mL的离心管

中，加入500ptL的提取缓冲液(2％(wⅣ)CTAB，l mmol／LNaCl，50 mmol／L EDTA

and 50 mmol／L Tris．C1，pH 8．0)匀浆，加入终浓度为4 m∥mL溶菌酶，37。C水浴

1h。然后加入终浓度为2 mg／mL的蛋白酶K和1％的十二烷基硫酸钠溶液，混匀，

55"C水浴2h。之后参照Fuhrman等(1988)的方法进行，最后用251al 65℃预热的

dd H20溶解DNA，备用。

3．1．2．2引物设计与合成

根据之前报道的5种共生菌(Arthrobacter、Arsenophonus、Acinetobactel一、

Chryseobactium和Serratia)1 6S rDNA的序列，利用premier 5软件设计定量引

物(表3．1)，引物除遵循普通引物的设计原则外，3’端还需避开T及需要在整

个基因序列中检索它的特异性。扩增片段长度均在100．250 bp间。引物由上海

Invitrogen公司合成。选取褐飞虱18S rDNA基因做为内参基因。在反应体系最

终确立前，要进行引物特异性、引物标准曲线、引物浓度、退火温度和模板浓度

的摸索，使得引物的溶解曲线拥有单一峰，即特异性强，同时尽量使得引物和

1 8S rDNA基因的扩增效率和退火温度一致。

3．1．2．3 qRT-PCR测定不同共生菌的变化

通过定量PCR测定出的5种共生菌的CT值，每管样品的三个复孔取平均值

用于计算(数值相差在0，5以内可用，3个数值中有2个或3个接近，数值可用，

否者重做)，每样品有3组数值，即最后得到的数据为平均值4-9个重复。再通

过2‘“cT法进行计算。最后将换算出的值运用Sigmaplot 12．5绘图并用SPSSl3．0
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进行方差分析。2。△△cT具体计算公式如下：2‘△AcT=2’f(CT待测组’CT待测18s rI)NA)‘(cT对照组

CT 11
对f!{{18S rDNA～。

表3．1所用引物序列

Table 3．1 Primer sequences used in qRT-PCR

引物名称 引物序列

ACI．F 5．GGAGGAATACCGATGGCG一3

ACI．R

AI己E．F

ARE．R

ARTHF

ARTHR

CAR．F

CAR．R

CHRY．F

CHRY．R

SER．F

SER．R

Nill8S．F

Nill8S．R

5．TGAGTTTTAGTCTTGCGACCGT．3

5一GAAGAAGCACCGGCTAACTC．3

5．CCTCCACATCTCTACGCAT．3

5．CAAGGCGACGACGGGTAG．3

5．TTAGCCGGCGCTTCTTCTGC．3

5．AAGGTGCAAGCGTTATCCG．3

5．GACCAGTAAGCTGCCTACGC．3

5．AGGTAACGGCTCACCAAGTC．3

5．TCCTCACTGCTGCCTCCC．3

5．GGCGGACGGGTGAGTAAT．3

5．GGGCACATCTGATGGCAAG．3

5一TAGGACCTCGGTTCTATTTTGTTG．3

5．GCTGGCAGGCATTGTTTATG．3

PCR反应体系：

试剂

SYBR Premix

primer F(10 pm01)

primer R(10 pm01)

模板DNA

RNase Free ddH20
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PCR反应基本程序为：

95℃预变性3 min；然后95℃变性5 S，再是55℃．62．5℃退火延伸25 S

(循环40次)，最后是65℃．95℃溶解曲线的绘制。

引物标准曲线的制作

将同一模板进行至少五个梯度的稀释(104、105、106、107、108、109和1010)，

然后按照反应体系和条件进行标准曲线的制作。选择与18S rDNA的扩增效率相

近的特异性较好的引物。

3．2结果与分析

3．2．1三个致害性种群褐飞虱共生菌组成及优势菌

三个致害性种群褐飞虱体内5种共生菌的数量如表3．1所示，其中

Chryseobactium在三个种群褐飞虱体内均为优势菌，占一半以上。在TNl种群

中Acinetobacter含量仅次于Chryseobactium，其它三种共生菌数量无显著差异。

在ASD7种群中，Chryseobactium占绝对优势。Mudgo种群中除Chryseobactium

以外，Arsenophonus和Serratia次之，数量相近，但与其余两种共生菌数量无显

著性差异。而在ASD7种群中，Arthrobacter和Acinetobacter数量低于

Chryseobacterium，但四种共生细菌的数量均显著低于Chryseobacterium．

表3．2三个致害性种群褐飞虱体内共生菌的数量比较

Table 4．1 Numbers of endosymbiont bacteria in BPH populations with different

virulence to resistant rice varieties
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3．2．2 TNl种群适应抗虫品种ASD7和Mudgo过程中体内共生菌的变化

适应感虫品种TNl的褐飞虱种群转移到抗性品种ASD7和Mudgo上，体内

共生菌的数量变化如图3．1所示。当转移到ASD7上之后，优势菌仍为

Chryseobactium，但原来仅次于Chryseobactium的Acinetobacter数量下降至与其

它几种共生菌无显著性差异。而当被转移到Mudgo上之后，Serratia和

Arsenophonus显著增加，取代Chryseobactium成为优势菌，但在饲养2代之后，

显著下降至与其它3种共生菌无显著性差异。

100

tl }Z }3 F4 弱 F1 F2 tr3 F4 F6

Generation

图3．1 TNl种群适应抗虫品种ASD7和Mudgo过程中体内共生菌的变化

Fig．3．1 Dynamics of endosymbiont bacteria in adaption of TNl popultaion BPH to

resistant rice varieties ASD7 and Mudgo

(Note：A--TN 1 population BPH was transferred to ASD7 rice plants；B·-TN 1

population BPH Was transferred to Mudgo rice plants)

3．2．3 ASD7和Mudgo种群转移到感虫品种TNI上体内共生菌的变化

当适应抗性品种的ASD7和Mudgo种群褐飞虱转移到感虫品种TNl上后，

ASD7种群褐飞虱体内共生菌菌群结构无显著的变化。而Mudgo种群褐飞虱体
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内Acinetobacter和Arthrobacter数量短暂上升，2代之后恢复到原来的水平(图

3．2)。

100
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F1 F2 13 }4 16 Fl F2 F3 F4

Generation

图3．2 ASD7和Mudgo种群转移到感虫品种TNl上体内共生菌的变化

Fig．3．2 Dynamics of endosymbiont bacteria in BPH adults of ASD7 and Mudgo

popultaions fed on susceptible rice variety TN 1

(Note：A—ASD7population BPH was transferred to TN 1 rice plants；B··Mudgo

population BPH was transferred to TN l rice plants)

3．2．4 ASD7和Mudgo种群在适应抗虫品种过程中体内共生菌的变化

Mudgo种群褐飞虱转移到ASD7水稻植株上，其体内各共生菌数量有一定

的波动，但菌群结构变化不大。而ASD7种群转移到Mudgo水稻植株上之后，

菌群结构发生显著性的变化，Serratia和Arsenophonus显著增加，取代

Chryseobactium成为优势菌，尽管1代之后Serratia和Arsenophonus数量显著下

降，但仍然高于Chryseobactium(图3．3)。
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图3．3 ASD7和Mudgo种群在适应抗虫品种过程中体内共生菌的变化

Fig．3．3 Dynamics of endosymbiont bacteria in BPH adults of ASD7 and Mudgo populations

during adaption tO resistant rice varieties ASD7 and Mudgo，respectively

(Note：A·ASD7 population BPH was transferred to Mudgo rice plants,B·Mudgo population

BPH was transferred to ASD7 rice plants)

3．3讨论

在长期协同进化过程中，昆虫与其体内共生菌(endosymbiont)形成了密切

的共生关系(Feldhaar and Gross，2009；徐红星等，2009a)。昆虫为共生菌提供

了稳定的小生境和营养，而昆虫依靠共生菌合成食物中缺乏的某些重要营养成

分，以弥补其不足(Moran，2006；Hosokawa etal．，2009)。此外，共生菌在昆

虫对植物的适合度、寄主昆虫的竞争能力和对寄主植物的利用能力等方面也具

有重要作用(Oliver et a1．，2005；Lyre et a1．，2009；徐红星等，2009b)。在豌豆

蚜Acyrthosiphon pisum对新寄主植物的适应过程中，共生菌遗传基因的易变性使

其遗传背景容易发生变化或突变，导致蚜虫很快形成新的生物型(Campbell，

1990)。Simon等(2003)在研究取食不同寄主植物的豌豆蚜的遗传分化时，认

为次生共生细菌与豌豆蚜的寄主适应与分化有某种关联。Leonardo和Muiru
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(2003)发现，与不感染或感染其他共生细菌的豌豆蚜比较，感染U型共生菌的

豌豆蚜无法在紫花苜蓿上存活，但在白花苜蓿上的繁殖力增倍。以共生菌(类酵

母菌)—褐飞虱一水稻为对象，系统研究了体内类酵母菌在褐飞虱对抗虫品种致

害性变异过程的作用，结果表明，类酵母菌的数量变化与褐飞虱致害性变化呈显

著正相关(吕仲贤等，2001；Lu et a1．，2004)。三种致害性褐飞虱体内类酵母菌

在形态学上存在明显的差异(陈法军等，2006)。但进一步对其18S rDNA片段

序列进行分析，结果显示3种类酵母菌株的差异极小(张珏锋等，2006)。褐飞

虱体内除类酵母菌外，还存在丰富的共生细菌(王渭霞等，2009；Tang et a1．，2010；

刘玉坤，2011)。我们的结果表明，7种已报道的共生细菌中由于Wolbachia共生

菌在荧光定量PCR检测时，出现2个峰，因此无法通过本文试验检测其数量变化。

但也间接证实了褐飞虱可能感染了至少有两种Wolbachia。Cardinium贝,1]可能由于

丰度问题，在褐飞虱体内共生细菌的菌群中含量相当低，故没有被检测到。刘玉

坤(201 1)报道，褐飞虱仅在个别种群的个别个体中有检出，感染率极低。在检

测到5种共生细菌中，尽管Chryseobactium在3个致害性种群褐飞虱体内均为优势

菌，占一半以上，推测其可能与褐飞虱致害性变异过程中无明显作用。无论是

TNl种群还是ASD7种群褐飞虱被转移到抗性品种Mudgo上时，其体内共生细的

菌群结构发生显著性的变化，Serratia和Arsenophonus显著增加，取代

Chryseobactium成为优势菌，尽管1代之后Serratia乘lArsenophonus数量显著下降，

但仍然高于Chryseobactium，推测可能与Serratia并lArsenophonus褐飞虱致害性变

异有关。尽管王渭霞等(2010)也报道了TNl种群褐飞虱体内Arsennophonus的数

量高于ASD7和Mudgo种群褐飞虱，并推测该菌在褐飞虱致害性变异过程中可能

起着重要作用，但仍需进一步证实。
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第四章水稻．褐飞虱．天敌体内细菌的同源性分析

共生菌传递方式多为垂直传播，通过母系遗传的方式在宿主子代群体中传播

扩散(Haine，2008：Feldhaar and Gross，2009)。但是，部分共生细菌在除垂直

传播外，在种间或种内有一定程度的水平传播，并且已有报道人工水平转染共生

细菌获得成功。Jager等(1997)发现感染Wolbachia的赤眼蜂(Trichogramma)

含菌个体与未感染Wolbachia的未含菌个体在同一寄主内发育时，Wolbachia可

由含菌个体传递给不含菌个体，并垂直传递给下一代。Grenier等(1998)采用

微注射的方法将与短管赤眼蜂Trichogramma pretiosum中共生的Wolbachia转移

到松毛虫赤眼蜂r dendrolimi中。Sasaki等(2000)从粉斑螟Cadra cautella体

内Wolbachm转染到地中海粉螟Ephes“a kuehniella中，粉斑螟原供体表现为胞

质不亲和，而地中海粉螟中表现成为杀雄作用。王翠敏等(2006)通过共享食物

源方法将Wolbachia自食胚赤眼蜂Z embryophagum水平转染于国内工厂化生产

大面积应用的松毛虫赤眼蜂体内，获得完全为产雌孤雌生殖型式的松毛虫赤眼蜂

种群，己连续稳定遗传40余代。通过共享同一寄主卵，短管赤眼蜂z pretiosum

体内的Wolbachia被水平传递到拟澳洲赤眼蜂Z confusum后，对其寿命、生殖

力和嗅觉反应等均有影响(潘雪红等，2007)。张海燕等(2009)也认为食胚赤

眼蜂较适合作为赤眼蜂种间Wolbachia水平人工转染的供体。Kawai等(2009)

改进转染的方法，将灰飞虱Laodelphax striatellus体内的共生菌Wolbachia转染

到褐飞虱Nilaparvata lugens获得成功，并表现出明显的胞质不亲和性。尤其引

人注目的是，共生菌在不同亚目间昆虫的人工水平转染已获得成功，继Braig等

(1994)从白蚊伊蚊Aedes albopictus中将一种B亚群引起胞质不亲和的

Wolbachia成功转入果蝇Drosophila melanogaster体内之后，将果蝇中具有抗病

毒作用的Wolbachia wMel菌株成功地转染到伊蚊Aa23和C6／36细胞系中

(Hedges et a1．，2008；Voronin et a1．，2009)。本文通过对不同致害性褐飞虱体内

共生菌与不同抗性品种水稻以及褐飞虱主要天敌体内细菌的多样性及同源性分
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析，旨在为明确共生菌水平传播以及基于褐飞虱体内共生菌菌群的微生态调控的

褐飞虱综合治理新途径提供依据。

4．1材料与方法

4．1．1材料

4．1．1．1水稻品种：感虫水稻品种TNl、抗虫品种ASD7(含bph2基因)和Mudgo

(含Bphl基因)均由国际水稻研究所提供)。种子于室内催芽后，播于浙江省

农科院温室水槽内，2叶1心时将秧苗移栽于直径为9cm的盆钵中，常规肥水管

理。45．60天苗龄的水稻植株供饲养虫和试验用。

4．1．1．2褐飞虱：分别在感虫品种TNl和抗虫品种ASD7、Mudgo上取食140代

以上形成的TNl种群、ASD7种群和Mudgo种群，由中国水稻所提供。在浙江

省农科院温室内分别用TNl、ASD7和Mudgo水稻植株连续饲养，供试验用。

4．1．1．3稻虱缨小蜂：用带褐飞虱卵的水稻苗从田间诱集后在浙江省农科院人工

气候室内连续饲养。把褐飞虱接入笼罩着的水稻苗产卵24小时，然后撤除笼罩

和褐飞虱后把水稻苗放到浙江省农科院水稻田。诱集48h后，把带卵水稻苗搬回

26+1℃、相对湿度70．90％、L12：D12的人工气候室中，每丛带卵水稻苗分别用

外面黑布包裹的聚乙烯笼罩(高60cm，直径9cm)罩住，顶部开一直径为1cm

的小口并接上一个倒置的透明玻璃管(直径1cm、长6cm)。稻虱缨小蜂羽化后

每天更换玻璃管，并分批将玻璃管内经分离鉴定后的稻虱缨小蜂接入罩有带新鲜

褐飞虱卵的水稻苗的笼罩内繁殖，稻虱缨小蜂成虫供试验用。

4．1．1．4黑肩绿盲蝽：成虫采自中国水稻研究所试验田，用含褐飞虱卵的45日龄

TNl水稻苗在浙江省农科院温室内饲养，每3～5天更换含褐飞虱卵的水稻苗。

羽化后的黑肩绿盲蝽成虫供试验用。
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4．1．2方法

4．1．2．1细菌基因组DNA的提取

采用酚-氯仿法提取。分别取19水稻叶鞘用液氮碾磨后或10头昆虫放／k．2mL

的离心管中，3n)k5000L的提取缓冲液(2％(W／V)CTAB，1 mmol／L NaCl，50

mmol／L EDTA and 50 mmol／L Tris-CI，pH8．0)匀浆，加入终浓度为4 mg／mL溶菌

酶，37。C水浴1h。然后加入终浓度为2 mg／mL的蛋白酶K和1％的十二烷基硫酸钠

溶液，混匀， 55℃水浴2h。之后参照Fuhrman等(1988)的方法进行，最后用

25I，tl 65。C预热的dd HEO溶解DNA，备用。

4．1．2．2 16S rDNA V4区域的PCR扩增

以提取的总DNA为模板，经纯化后采用16S rDNA基因V4区特异性的引物

对扩增，产物长约250 bp，浓度不低于20ng／山的PCR产物送北京诺禾致源生物信

息科技有限公司进行测序分析。

PCR扩增体系为：在0．2 mL的PCR管中加入(总反应体系为50 laL)：10x

PCR buffer(含M92+)2．5 pL，2．5 mmol／L dNTPs 2．0此，上下游引物(10 pmol／L)

各0．5¨L，Taq酶(5 U／I．tL)0．5 pL，DNA模板2 pL，dd H20补足至50 laL。

PCR反应条件：采用降落式PCR，94℃预变性5 min；前10个循环为94℃

1min，65～55℃l min，72℃45 S，其中每个循环后复性温度下降1℃；后14

个循环为94℃1 min，55℃l min，72℃45 s；最后72℃延伸8 min。PCR

产物用1％的琼脂糖凝胶电泳检测后，于4℃保存备用。

使用Illumina的MiSeq测序仪，对水稻(TNl、ASD7和Mudgo)、褐飞虱

(TNl、ASD7和Mudgo种群)及天敌(稻虱缨小蜂、黑肩绿盲蝽)体内细菌

16S rRNA的高变区PCR产物进行双端测序，并根据测序结果进行各样品体内细

菌多样性分析以及各样品之间的比较分析等。
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4．2结果与分析

4．2．1测序质量

如表4．1和4．2所示，一共得到reads 804，306．0条，平均每个样品的reads

数目为100，538．3条，拼接得到的reads平均有效长度为249．9 bp。对每个样品的

reads数目进行统计，并根据97％相似性将序列聚类成为OTUs。

表4．1所有样品中所测到的Reads数目

Table 4．1 Numbers of reads detected from all samples and their average length

总Reads数目 平均Reads数目 平均片段长度

804306．0 1 00538．3 249．9

表4．2分样品Reads数目统计

Table 4．2 Number of reads for each sample
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4．2．2物种注释

从属于同一OTU的一组中取1条代表性的序列用于下游的物种注释分析。

总共检测到321种细菌，其中TNl、ASD7和Mudgo水稻植株中分别为165、147

和1 18种；褐飞虱TNI、ASD7和Mudgo种群分别为151、166和175种；稻虱

缨小蜂和黑肩绿盲蝽分别为219和222种(图4．1)。其中各样品中各种细菌所

占的比例如图4．2所示。

350

300

250

200

150

100

0

TR AR MR TI AI MI Cyr Ana Tota

Samples

图4．1各样品所包含的细菌种类

Fig．4．1 Number of species of each sample

(Note：TR-TN 1 rice plants，AR-ASD7 rice plants，MR—Mudgo rice plants，TI—

brachypterous female BPH of TN 1 population，AI-brachypterous female BPH of

ASD7 population，MI—brachypterous female BPH of Mudgo population，Cyr-female

Cyrtorhinus livldipennis，Ana-female Anagrus nilaparvatae)
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舅舅

Sample ID

图4．2各样品中各种细菌所占的比例

Fig．4．2 Proportions of bacterium in rice plant，brown planthopper，and its natural

enemies(Note：the same with Fig．4．1)

4．2．3主成份分析

结果如图4．3和图4．4所示，无论是主成份分析还是聚类结果均表明，三个

褐飞虱种群、两种天敌体内细菌群落构成上比较相似，而均与水稻体内细菌群落

结果差异较大。
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ASD7水稻

TNl水稻

稻虱绥0嚆

-1

Mud90偈飞虱

·TNl偈飞虱I

1ASDT獭I
一li i L I l l l l I ．J

。二0 4 (j一 一0 j O 1 0 o O： (]2 (；j

P0 i ；一<I oLfj：-口：‘dt。‘：：c五0laIll<d z三(，ei。

图4．3水稻．褐飞虱．天敌体内细菌群落的相似性分析

Fig．4．3 Similarity analysis ofbacteria communities in rice plant，brown planthopper，

and its natural enemies

Mudgo

TNl

ASD7

TNl褐飞虱

ASD7褐飞虱

Mudgo褐飞虱

黑肩绿盲蝽

稻虱缨小蜂

卜————————————．1

0，1

图4．4水稻璃飞虱．天敌体内细菌16S rDNA的聚类分析结果

Fig．4．4 The cluster analysis of electrophoresis profiles of 1 6S rDNA gene fragments

ofbacteria in rice plant，brown planthopper，and its natural enemies
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4．2．4水稻．褐飞虱．天敌体内共生菌的分析

在己报道稻飞虱共生细菌中，Arthrobacter、Chryseobacterium、

Wolbachia、Arsenophonus和Acinetobacter在三个水稻品种、三个致害性种群褐

飞虱和两种天敌体内均检测到，Serratia除TNl和Mudgo植株体内未检测到

外，在ASD7植株、褐飞虱和天敌体内均存在。另外烟粉虱共生细菌Rickettsia

在所有样品中均存在，而在黑肩绿盲蝽体内检测到蚜虫体内共生菌Buchnera(表

4．3)。

表4．3水稻谒飞虱．天敌体内共生菌的比较
Table 4．3 Comparison of endosymbiont bacteria in rice plant，brown planthopper，and

its natural enemies

Note：‘‘+”：It was detected．“．”：It was not detected．“?’’：It was uncertainty
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4．3讨论

根据其生物学和进化史，昆虫内共生菌可以分为两类，初生共生菌和次生共

生菌。初生共生菌昆虫初生共生菌，包括Buchnera、Wigglesworthia、Blochmannia

和Baumannia等，均有着提供给它们寄主营养的能力因此主要与寄主的存活和

繁殖有关，进行严格的垂直传播(Dale and Moran，2006)。次生共生菌主要与寄

主的适应性有关，如提高寄主的存活率和繁殖量，通过低水平的水平传播就能在

新的寄主体内定殖，有时也能进行垂直传播(Hurst el a1．，1999)。次生共生菌对

寄主适应性的影响与环境有关，在一种环境中它们是有利的而在另一种环境中可

能是有害的。这可能就是一些节肢动物适应于次生共生菌的侵染，而另一些则不

能适应的主要原因(Montllor et a1．，2002)。次生共生菌与宿主的协同进化时间

短，且在宿主体内定殖也不稳定(Dale andMoran，2006)。

基于系统发生和寄主分布以及种间或种内共生菌的水平传播研究证实一些

共生细菌能够很容易的侵入新的寄主体内，并建立起稳定的关系(Dobson et a1．，

2002；Russell and Moran，2003；Dyall et a1．，2004；Baumann，2005；王翠敏等，

2006；Vomrger et a1．．2010)。近年来，研究人员从单纯研究共生菌的数量和功

能转身其对与宿主之间的关系甚至是植物．昆虫．共生菌三者之间互作的研究。体

内共生菌由于难以人工培养，故一直难以被详细的研究。近年来随着分子研究技

术的进步，分子生物学研究技术己成为研究此类共生菌的主要手段。与传统的微

生物研究方法相比，分子生物学技术以PCR为基础，具有快速便捷的特点，即

不需要进行共生菌的离体培养，这就大大地简化了试验工作。尤其是近年来，高

通量测序技术的快速发展，有望加快昆虫共生菌的起源和功能等研究。

本文通过对水稻．褐飞虱．天敌三营养层体内细菌的16S rDNA测序V4区全

长进行高通量测序，并与1 6S rDNA数据库进行比对分析，从而对它们体内细菌

多样性进行研究，总的来说，变形菌门(Proteobacteria)和蓝菌门(Cyanobacteria)

细菌为优势菌群。从种类数量来说，其中TNl、ASD7和Mudgo水稻植株中分

别为165、147和118种：褐飞虱TNl、ASD7和Mudgo种群分别为151、166

和175种；稻虱缨小蜂和黑肩绿盲蝽分别为219和222种。无论是主成份分析还
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是聚类结果均表明，三个褐飞虱种群、两种天敌体内细菌群落构成上比较相似，

而均与水稻体内细菌群落结果差异较大。在己报道的几种共生菌中，

Arthrobacter、Chryseobacterium、Wolbachia、Arsenophonus和Acinetobacter在三

个水稻品种、三个致害性种群褐飞虱和两种天敌体内均检测到，Serratia除TNl

和Mudgo植株体内未检测到外，在ASD7植株、褐飞虱和天敌体内均存在。烟

粉虱中常见的共生细菌Rickettsia在所有样品中均存在。一个奇怪的结果是黑肩

绿盲蝽体内也检测到蚜虫体内的初生共生菌Buchnera，是否与黑肩绿盲蝽在主

要捕食稻飞虱和稻叶蝉的卵和低龄幼虫之外，也可能捕食一些其它猎物有关。另

外，除了己报道的几种共生菌以外，还有很多细菌种类在水稻．褐飞虱．天敌三营

养层内均有检测到。

最近，除垂直传播外，有研究认为昆虫的一些共生菌是从环境中获取的。

Kikuchi(2009)认为点蜂缘蝽Riptortus pedestris体内共生菌Burkholderia是从

大豆植株的根际获取的，而且室内培养实验也证实了这一点。在棉花植株上取食

的烟粉虱体内共生菌也可以通过取食植物水平传播到其它不含有此类共生菌的

昆虫里(Frago et a1．，2012)。另外，几乎包括昆虫在内的所有动物都从肠道中获

得丰富的微生物。由于肠道菌群对昆虫宿主发育和免疫功能而被认为是昆虫肠道

必要的组成部分，因此昆虫肠道菌群中的微生物目前也被认为是共生菌(Moya et

a1．，2008；Brune and Ohkuma，201 1)。然而，这些关于不同营养层共生菌的同源

性以及种类多样性的研究均只是定性的，为明确共生菌的多样性对宿主的功能等

方面仍需要利用宏基因组测序等技术开展进一步的研究。
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第五章水稻．褐飞虱．天敌体内细菌的培养

尽管PCR技术、原位杂交和测序等现代分子生物学技术等的发展使得人们

从能够更容易地知道微生物群落中未培养菌的多样性(Muter et a1．，1993；Liu et

a1．，1997)。例如，蚜虫体内有6种共生细菌，其中5种是通过基因组序列和荧

光原位杂交而得知的，而且曾被认为是不可以培养的。有报道其中2种共生细菌

在实验室培养中被分离出来(Darby et a1．，2005)。由于体外无法培养的共生菌，

在研究其与宿主的关系及其功能，以及在为测序提供高纯度、足够量的DNA样

品等方面均非常困难。因此，共生菌的离体培养对于推动昆虫共生菌的研究具有

重要意义。

到目前为止，Sodalis glossinidius(Welbum el a1．，1 987)、Wolbachia pipientis

(O’Neill et a1．，1997)、Candidatus Arsenophonus triatominarum(Hypsa and Dale，

1 997)、Candidatus Consessoris aphidicola和Candidatus Adiaceo(Darby et a1．，

2005)。并且只有S glossinidius能够在无昆虫细胞的条件下培养(Dale and

Maudlin，1999；Matthew et a1．，2005)能够体外培养。张珏锋等(2009)运用卵块

离体培养的方法，从褐飞虱体内分离到两株共生菌，分别为解脂假丝酵母

(Yarrowia lipolytica)和嗜盐梗孢酵母(Sterigmatomyces halophilus)，证明褐

飞虱体内类酵母共生菌可在人工培养基上短期存活。同时也验证了褐飞虱菌胞中

存在不同种类的类酵母菌的推测。而关于褐飞虱体内共生细菌的培养还鲜有报

道。本文通过水稻．褐飞虱．天敌三营养层体内细菌的培养的探索，旨在为明确水

稻．褐飞虱．天敌体内细菌的同源性以及共生菌在褐飞虱致害性变异过程中的作

用提供依据。

5．1材料和方法

5．1．1材料

5．1．1．1水稻品种：感虫水稻品种TNl由国际水稻研究所提供。种子于室内催芽
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后，播于浙江省农科院温室水槽内，两叶一心时将秧苗移栽于直径为9cm的盆

钵中，常规肥水管理。45．60天苗龄的水稻植株供饲养虫和试验用。

5．1．1．2褐飞虱：在感虫品种TNl上取食140代以上形成的11N1种群，由中国水

稻所提供。在浙江省农科院温室内分别用TNl水稻植株连续饲养，供试验用。

5．1．1．3黑肩绿盲蝽：成虫采自中国水稻研究所试验田，用含褐飞虱卵的45日龄

TNl水稻苗在浙江省农科院温室内饲养，每3—5天更换含褐飞虱卵的水稻苗。

羽化后的黑肩绿盲蝽成虫供试验用。

5．1．1．4基础培养基和Rpf：胰蛋白胨lOg、酵母提取物59、氯化钠lOg、加水补

足至1升(配固体培养基时则再加入琼脂159后)，121℃灭菌30分钟。复苏促

生长因子(resuscitation promoting factor，Rpf)制备液，由浙江师范大学提供。

5．1．2方法

5．1．2．1水稻植株上内生菌的培养：每个品种从主茎离泥5cm处往上选取一段

4cm长的茎秆，置于5ml离心管内进行表面消毒。先用75％酒精浸泡30s，无菌

水清洗3次，然后用有效氯含量为5％的NaCl0浸泡30s后之后用蒸馏水漂洗3

次，在无菌滤纸上晾干。取一部分经表面消毒的茎秆做印迹试验：将消毒后的样

品置于事先准备好的LB固体培养基上，保持20min，做为空白对照和处理组一

起培养，如果空白对照的印迹上长菌则说明表面消毒不成功，放弃本次培养。其

余的稻茎用灭菌剪刀剪碎后，加入经灭菌的石英砂和0．5ml无菌水在研钵中研磨。

10％(VⅣ)含Rpf$iJ备液至液体培养基中作为处理组，以添加等量不含Rpf制备

液作为对照组，将以10％(vⅣ)的样品悬液，以十倍浓度梯度系列稀释到10南，

每组重复3次，30。C静置培养。根据培养时间记录处理组与对照组培养液的混浊

情况，浑浊为阳性，不浑浊为阴性。
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5．1．2．2褐飞虱和黑肩绿盲蝽体内细菌的培养：选取羽化48h内的雌成虫，放入

．70。C冰箱，5min后拿出放入2ml离心管内，参照6．1．2．1方法进行表面灭菌和印

迹试验，然后将雌成虫置于己灭菌的1．5ml离心管中，加入0．5ml无菌水至研钵，

充分研磨，其余同6．1．2．1。

5．1．2．3培养细菌的分离：从呈现阳性的培养液中吸取20p．ILB固体培养基表面，

涂板后盖上培养皿盖，用灭菌的Parafilm膜封口，并置于30℃培养箱中培养。

每天定时观察，待菌落长出后，逐步记录菌落的生长过程和特征，拍照。根据菌

落大小、形态和颜色等挑取菌落进行分离和斜面培养。

5．1．2．4培养菌株的鉴定：选取不同的菌落进一步分离培养后，用上海生工的

UNIQ．10柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒提取各菌株DNA。具体如下：取过

夜培养细菌加入离心管中，10000 rpm离心30 S，收集菌体，弃上清。加入180“1

Digestion Buffer，重悬菌体，加入20山Proteinase K溶液，充分混匀。56。C水浴

30 min，间或混匀。加入200 lal BD Buffer，充分颠倒混匀。加入200 lal无水乙

醇，充分颠倒混匀。将吸附柱放入收集管中，将溶液和半透明纤维状悬浮物全部

加入吸附柱中，静置2 min，12000 rpm离心3 min，倒掉收集管中的液体。向吸

附柱中加入500 lal PW Solution，10000 rpm离心l min，倒掉收集管中的液体。

向吸附柱中加入500山Wash Solution，10000 rpm离心1 min，倒掉收集管中的

液体。将吸附柱重新放回收集管中，12000 rpm离心2 min。将吸附柱放入干净

的1．5 ml离心管中，加入50．100 Ixl预热至600C的Elution Buffer，静置3 min，

10000 rpm离心l min，将所得到的DNA溶液置于．20。C保存，待用。用引物对

27F和1492R扩增各菌株16S rDNA序列(1 500bp左右)并送上海生工生物工程

有限公司测序，根据测序结果到NCBI网站Blast，比对并确定种类。

PCR反应体系为：

试剂

Template

10xBuffer(with M92+)

体积(¨1)

0．5

2．5
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dNTP(各2．5mM)

F(10uM)

R(10uM)

ddH20

PCR循环条件：

温度

98℃

98℃

55℃

72℃

72℃

4℃

时间
3 min

25 sec

25sec

l min

10 min

∞

第五章水稻谒飞虱-天敌体内细菌的培养

l

0．5

0．5

补足至25

程序

预变性

]
卜30 cycle

)

修复延伸

终止反应

PCR结束后，以1％琼脂糖凝胶，150V、lOOmA、电泳20min后，用BIO．RAD

GelDoc2000凝胶成像系统检测，并切割所需目的条带，用上海生工的UNIQ．10

柱式DNA纯化试剂盒进行纯化，回收后的产物直接送上海生工生物工程技术服

务有限公司测序。16SrDNA序列在核糖体数据库http：／／rdp．cme．rosa．edu／index．jsp

上比对。

5．2结果与分析

5．2．1 Rpf促进细菌生长的效果

在培养基中添加促生长因子I冲f，能显著地促进细菌的生长(如图5．1所示)，

根据菌落大小、形态和颜色等挑取菌株200余株。

5．2．2培养菌株的鉴定

5．2．2．1 PCR扩增结果

结果如图5．2所示，所有准备鉴定的菌株均扩增出1500bp左右的16S rDNA

目标片段。

59

万方数据



浙江大学博士学位论文 第五章水稻碣飞虱-天敌体内细菌的培养

F
：冒曩■I：零j一-。i，、璺孵鹚骘l疆

∥i≯浔 ：一r薅， ．-●E警竭强
乙塞? 。，淫鬻髓

’j”‘l§露≯鞫!
h ，?’：-w一蜘蹦

’≮≤j、-I阉丽疆哪I圈圜飞’．●躅【·H¨丽一删盟曩I●匾■
‘

’f_
一 ，gi心．一⋯

p

∥r I受k ．乐 j强
了

一簟 茜

琴 j、蠡 7，． ’翟_国■．

j． 。：囊。期蓝J
*4一

．、穗

、 1≮骡
叠●对0；■nI：圈I●_

万方数据



浙江大学博士学位论文

缀
三辫
一E[1L’

鎏

第五章水稻塌飞虱·天敌体内细菌的培养

图5．2部分鉴定菌株16S rDNA的PCR产物电泳图

Fig．5．2 Electrophoresis profile of 1 6S rDNA gene fragments ofbacteria from rice

plants，brown planthopper(BPH)and natural enemies

表5．1从水稻．褐飞虱．天敌体内培养的细菌种类鉴定结果

Table 5．1 Identification of bacteria from rice plants，brown planthopper(BPH)and

natural enemies based on sequences of 1 6S rDNA gene fragments

来源 复苏促进因子 细菌种类 数量

Micrococcus luteus

Staphylococcus sp．

水稻 +-冲F呈竺兹等：淼刖办唧i 6种

Bacillus cereus

Bacillus pumilus栅端篆删 2种

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Bacillus cereus

褐飞虱 +RPF Leucobacter tardus 9种

Microbacteriaceae
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Bacillus cereus

—RPF Bacilluspumilus 3种

Staphylococcus sp．

黑肩绿盲蝽

Microbacterium oxydans

+RPF 瞥M?譬托n猢l 4聃
epfflermtals

Bacillus pumilus

．即F黧淼=嬲s 2种

5．3讨论

尽管分子生物学技术的快速发展，如基因组测序、宏基因组和转录基因组等，

使用近年来对共生菌的研究尤其是在系统发生和功能多样性方面进展迅猛。如

可以通过DNA序列鉴别共生菌，重建寄主．共生菌的系统发育史，分析共生菌基

因和基因组等。但同时也存在一些障碍，如胞内共生菌通常在寄主细胞中大量存

在，并仅限于菌胞中，这在提取DNA时容易受寄主DNA的污染。另外，一些

次生共生菌在寄主体内数量很少，提取其DNA时回收率很低等。虽然DNA技

术的进步，可使用一些改进的方法能解决部分困难，但共生菌培养分离已经是

而且将继续是这些有机体研究的一个限制性因素。而且，共生菌的纯培养可以

了解微生物的生理、细胞和细胞间的作用以及新陈代谢的途径等(Keller and

Zengler，2004)，并可以使得研究人员更容易地通过基因组、转录、蛋白质组学

和代谢组学等方面研究昆虫．共生菌的关系。

基因组研究(Renesto et a1．，2003)和生态学(Rappe et a1．，2002；Leadbeaer，

2003)研究结果又可以反映出适合共生菌的生长条件范围，如Sodalis glossinidius

(Welburn el a1．，1987)。这些试验提供了正确的培养条件，提供了s glossinidius

的生长条件，使得其最初在昆虫细胞中在较低温度下生长，后来在固体培养基上，

然后在精细培养基上成功培养(Matthew et a1．，2005)。

细菌复苏促生长因子(Resuscitation—promoting factor，Rpf)最初是在藤黄微

球菌中发现，该因子可以在10。129水平以自分泌和旁分泌形式促进休眠菌的复活

和生长，其机制可能是参与了细胞间的信号转导。Rpf除能促使休眠茵复活和生
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长以外，对正常生长的细菌也有效。由于Rpf的功能类似于真核生物的生长因子，

所以被称为细菌的生长因子。自Mukamolova等(1998)发现Rpf以来，主要

集中在医学流行病和免疫学对分支杆菌属的部分菌种的生长刺激、抗体、类似基

因克隆和作用机制等方面(Oliver el a1．，2010；Nikimshkin et a1．，201 1)。近年来，

随着其在土壤生态环境中VBNC状态菌的形成机理、分析近缘菌种间在生态环

境中的消长规律等方面的应用(丁林贤等，2012)，有望成为一种未知资源细菌

开发利用的新途径。本章的结果表明，在培养基中添加apf，能显著促进昆虫体

内细菌的可培养性。尽管目前只分离到一种Enterobacter symbiont，并且可以继

代培养，虽与Arsennophonus同属肠杆菌科(Enterobacteriaceae)，但两者的关

系有待进一步研究。
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第六章全文总结与今后研究

全文总结

协同进化(coevolution)是指相互作用的物种间彼此因为适应对方性状的进

化而交互发生可遗传的改变，其概念已广泛用于物种间相互作用的研究。

“Coevolution”一词最早出现在Ehrlich et al(1964)关于蝴蝶与植物关系的研究中，

他们强调植物次生物质在昆虫与植物的营养关系中发挥了关键性作用，认为物种

间的交互作用是物种适应和物种形成的动力(Feldhaar，201 1)。昆虫内共生菌与

宿主的进化关系，对研究昆虫的系统进化及生物多样性是一个有利的工具。初生

内共生菌与宿主进化关系的一致性，次生内共生菌遗传多样性与可塑性及与宿主

之间系统发育的不一致性，对研究昆虫的系统进化及其生物多样性，都是很好的

证据(Sandstrom，2001)。近年来，随着对共生菌与昆虫宿主的互利共生关系的

研究不断深入，宿主越来越多的被作为全功能体研究，作为一个有机体，它的表

现型是由其宿主的基因组和寄主携带的所有体内共生菌的基因组共同决定的

(Zilber-Rosenberg&Rosenberg，2008；Rosenberg et a1．，20 1 0)。

以往对共生菌研究较多的是，通过测定除去共生菌或是在提供的食物中缺少

一些能由共生菌提供的物质条件下观察宿主适合度的降低情况。已经随着测序技

术的发展，基因组时代为自然环境下及种群和群落生态学的背景下研究昆虫-共

生菌的关系提供了便利。随着越来越多的共生菌基因组的发表，为明确共生菌的

功能提供了确切的证据(Feldhaar el a1．，2007；Gunduz&Douglas，2009)，也为明

确共生菌对昆虫在群体水平的表现型变异影响提供了新的方法(Hosokawaetal．，

2008；Oliver el a1．，2008；Vorburger et a1．，2009)。

本文研究中，通过PCR．DGGE方法对褐飞虱体内细菌的16S rDNA V3区进行

比较发现，取食感虫品种的TNl种群体内细菌群落结构明显与取食抗虫品种的

ASD7种群和Mudgo种群不同，但该方法还未能有效区分取食不同抗虫水稻品种

的褐飞虱细菌体内细菌种类和数量的差异。进一步用荧光定量PC职寸不同致害性

种群褐飞虱适应不同抗性品种的过程中5种共生细菌的变化，结果表明，尽管

Chryseobactium在3个致害性种群褐飞虱体内均为优势菌，占一半以上，然而在功
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能上该菌可能与褐飞虱致害性变异无明显作用。推测&，．mf砌和彳瑙e玎印^D刀“J可能

与褐飞虱致害性变异有关。这与王渭霞等(2009)报道的TNl种群褐飞虱体内

Arsennophonus的数量高于ASD7矛l：lMudgo种群褐飞虱，并推测该菌在褐飞虱致害

性变异过程中可能起着重要作用的结果是一致的，但仍需进一步证实。通过对水

稻一褐飞虱一天敌体内细菌的16S rDNA V4区进行高通量测序，结果表明在己报道

稻飞虱共生细菌中，Arthrobacter、Chryseobacterium、Wolbachia、Arsenophonus

和彳c加PfD6口cfP，．在三个水稻品种、三个致害性种群褐飞虱和两种天敌体内均检测

到，Serratia除TNl和Mudgo植株体内未检测到外，在ASD7植株、褐飞虱和天敌

体内均存在。另外烟粉虱共生细菌Rickettsia在所有样品中均存在，而在黑肩绿盲

蝽体内检测到蚜虫体内共生菌Buchnera，说明了次生内共生菌遗传多样性与可塑

性，也证明了昆虫的一些共生菌是从环境中获取的。

本研究的特色和创新点

1)用荧光定量PCR的方法，测定了3个不同致害性种群褐飞虱在适应不同

抗性品种的过程中，体内共生菌数量的变化。明确了Chryseobactium在3个致害

性种群褐飞虱体内均为优势菌，占一半以上，然而在功能上该菌可能与褐飞虱致

害性变异无明显作用。无论是TNl种群还是ASD7种群褐飞虱被转移到抗性品

种Mudgo上时，其体内共生细的菌群结构发生显著性的变化，Serratia和

Arsenophonus显著增加，取代Chryseobactium成为优势菌，尽管1代之后Serratia

和Arsenophonus数量显著下降，但仍然高于Chryseobactium，推测可能与Serratia

和Arsenophonus褐飞虱致害性变异有关。

2)对水稻．褐飞虱．天敌三营养层体内细菌的16S rDNA测序V4区全长进行

高通量测序，并与16S rDNA数据库进行比对分析。水稻植株、褐飞虱和天敌体

内均是以变形菌门(Proteobacteria)和蓝菌f-j(Cyanobacteria)细菌为优势菌群。

从种类数来说，其中TNl、ASD7和Mudgo水稻植株中分别为165、147和1 18

种；褐飞虱TNl、ASD7和Mudgo种群分别为151、166和175种；稻虱缨小蜂

和黑肩绿盲蝽分别为219和222种。无论是主成份分析还是聚类结果均表明，三
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个褐飞虱种群、两种天敌体内细菌群落构成上比较相似，而均与水稻体内细菌群

落结果差异较大。在已报道的几种共生菌中，ArthrobacteJ，、Chryseobacterium、

Wolbachia、Arsenophonus和Acinetobacter在三个水稻品种、三个致害性种群褐

飞虱和两种天敌体内均检测到，Serratia除TNl和Mudgo植株体内未检测到外，

在ASD7植株、褐飞虱和天敌体内均存在。烟粉虱中常见的共生细菌Rickettsia

在所有样品中均存在，并且黑肩绿盲蝽体内也检测到蚜虫体内的初生共生菌

Buchnera。

3)就无昆虫细胞条件下共生菌的培养进行了探索，明确了添加促生长因子

(Rpf)可以增加被培养细菌的种类和数量。分离到2株肠杆菌科(Enterobacter)

共生菌，并且 可以继代培养， 与Arsennophonus同属肠杆菌科

(Enterobacteriaceae)，但两者的关系有待进一步研究。

不足之处及今后研究方向

虽然本文就水稻．褐飞虱．天敌体内细菌比较做了一些工作，总结所做的工作

不难发现还有很多工作需要进一步完善：

1．由于Wolbachia共生菌在荧光定量PCR检测时，出现2个峰，因此无法

未能检测其在褐飞虱适应不同抗性品种过程中的数量变化，但也间接证实了褐飞

虱可能感染了至少有两种Wolbachia。Cardinium则可能由于丰度问题，在褐飞

虱体内共生细菌的菌群中含量相当低，没有被检测到。针对这2种共生菌，需要

进一步优化引物和PCR条件后进行测定。

2．分别用抗生素处理水稻和褐飞虱，去除部分内生菌和共生细菌，并分别

用抗性素处理的和正常的水稻植株饲养褐飞虱，结合离体培养的共生菌饲喂试

验，分析水稻植株、褐飞虱及天敌体内细菌的变化，进一步验证共生菌在水稻．

褐飞虱．天敌之间横向传播及其机制。

3．调整培养基配方(包括Rpf的含量)和培养条件，进一步对无昆虫细胞

条件下共生菌的培养开展探索，并与利用昆虫细胞系培养的共生菌进行比较，进

一步针对培养得到的共生菌开展生物学及其功能研究。
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