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烟粉虱内共生菌 !"# $%&’ 的变异与系统发生
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摘 要：对 J 年连续饲养在不同种寄主植物上的 3 型烟粉虱北京种群的内共生菌 4;K LM.) 基因进行了 N27 扩增

和测序。结合已知序列，构建了不同寄主植物烟粉虱初生内共生菌约 4###AO 的 4;K LM.) 及次生内共生菌约

4"J#AO 的 4;K LM.) 的分子系统树。结果表明，中国北京不同寄主植物的 3 型烟粉虱内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，内共生菌在其宿主分化后进行了选择，之后与其宿主长期共同进化、共同

适应，为宿主对不同生境的适应提供了一定的基础。
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烟粉虱（ !"#$%$& ’&(&)$）是一种重要的传毒昆

虫，为双联体病毒属（*"#$+$,$-.%）的特定介体［4］，除

能传播 QR9 联体病毒等多种植物病毒外，还能够传

播植物细菌病和真菌病［"］。已报道的生物型多达

"0 种#。其中 3 型在我国属于入侵生物型，入侵不

到 4# 年已分布于广东、广西、海南、福建、云南等 4$
个以上省市［1］。烟粉虱寄主植物广泛，有 0! 科 J##
余种［!］。因此，研究入侵后种群的演化机制对烟粉

虱的控 制 具 有 重 要 意 义。通 过 一 种 进 化 分 枝 学

（2’>S?,-?D,）技术，原核细胞的 4;K LM.) 序列和真核

生物的 4$K LM.) 碱基序列已广泛用于测定不同生

物之间的进化关系［J］。4;K LM.) 为原核生物的系

统发生提供了有价值的遗传信息［;］。几乎所有昆虫

都有内共生菌，与昆虫一起协同进化。烟粉虱的内

共生菌分为初生内共生菌（NL?=>LB :ES&,B=A?&E-）与

次生内共生菌（K:D&ES>LB :ES&,B=A?&E-）［0］。研究表

明，同翅目中内共生菌 4;K LM.) 的系统进化树可

以反应寄主的进化关系［$］。烟粉虱不同生物型的

4$K LM.) 与内共生菌的 4;K LM.) 也是同步进化

的［/］。研究表明，不同种类、生物型、地理型的昆虫

中内共生菌的 4;K LM.) 及 /-012 基因与蛋白质序

列具 有 很 高 的 同 源 性，但 是 产 生 了 适 应 性 的 不

同［4#］。为了探索烟粉虱寄主多样性、分布广泛性、

传播病毒多样性的原因及其控制对策，我们开展了

烟粉虱内共生菌保守基因的变异研究，本文报道不

同寄主来源烟粉虱内共生菌 4;K LM.) 基因的变异

及系统发生。

! 材料和方法

!(! 材料

供试烟粉虱为 3 型成虫，分别采自 J 年连续饲

养在中国农业科学研究院蔬菜花卉研究所温室的黄

瓜（ 3.).#$% %&’$,.% D*D*=A:L）、番茄（ 24)05"-%$)0+ "%6
).$"+’.# -&=>-&）、烟草（7$)0’$&+& ’&(&).# -&A>DD&）、一

品红（1.580-($& 5.9)8"--$#& O&?E,:--?>）、牵牛花（ :506
#0"& 5.-5.-"& =&LE?E+ +’&LB）、辣椒（ 3&5%$).# &++..#
D>O,?D*=）、甘蓝（!-&%%$)& 09"-&)"& D>AA>+:）等植物上。

N27 扩增试剂（S.9N,，;&< 酶）、M.) 快速回收试剂

盒主要购自清华大学天为时代科技有限公司、3:AD&
等公司。

!() 烟粉虱内共生菌模板 %&’ 的提取

M.) 提取采用改进的 KMK 裂解法［44］。将 4##
头冰冻的烟粉虱用无菌双蒸水快速洗涤 " 次，于

"##!5 9< A*TT:L 中匀浆，J###LU=?E 离心 1=?E 后，收

集 沉 淀，加 入 J##!5 裂 解 A*TT:L（#V4=&’U5 .>2’、
#V4=&’U5 <M9)、4WKMK 、#V4W蛋白酶 X）于 ;JY水

浴中裂解 ;#=?E，冰上放置 J=?E 后，J###LU=?E 短时

离心，上清液分别用等体积的酚：氯仿（4 Z 4）抽提 1



次、氯仿抽提 ! 次，冷无水乙醇沉淀 "#$，%&’乙醇

洗涤，晾干或风干，加无菌双蒸水在 ()溶解，紫外

法测定 "#$ 的浓度与质量。

!"# $%& 克隆引物的设计和合成

烟粉虱内共生菌 !*+ ,"#$ 的扩增引物参照文

献［!&］设计，其序列为：-./：012345$$4354$4542
45$35$3261，!&7.8：012$$$43355545533$345432
61用于扩增初生内共生菌约 !&&&9: 的产物；7-/：012
34$43$$$4353444$$35344261，!6(68：012555442
4$$543$335$5543$4261用 于 扩 增 次 生 内 共 生 菌

!-0&9: 的产物。引物由上海 +;<=>< 公司合成。

!"’ $%& 扩增

烟粉虱内共生菌 !*+ ,"#$ ?58 参照文献［!&］，

在 -0!@ 体系中进行，!&AA>BC@ 3,DE2F5B（:F .G6），

0!= 模 板 "#$，每 种 引 物 各 !!A>BC@、每 种 H#3?E
&G!AA>BC@、I=5B- -G0AA>BC@ J 6G&AA>BC@、K5B

0&AA>BC@、!"# 酶 -G0L。初生内共生菌 ?58 反应参

数为：70) !AD<，*&) !AD<，%-) !AD<，0 个循环；接

着 70) !AD<，0.) !AD<，%-) !AD<，-0 个循环；%-)
!&AD<。次生内共生菌 ?58 反应参数为：70) !AD<，

0.) !AD<，%-) !AD<，6& 个循环；%-) !&AD<。

!"( $%& 产物序列的测定

将 !*+ ,"#$ ?58 产物用 &G.’的琼脂糖凝胶电

泳后回收目的片段，回收产物进行 ?58 重扩，然后

直接送 ?58 产物到上海博亚生物技术有限责任公

司测序［测序仪为 $MN ?8N+I 6%%27*，测序试剂为

MD="OP QP,AD<;Q>, R-G&］。测序结果直接送 4P<M;<S
进行登记。

!") *+, 序列分析

从 4P<M;<S 中下载相关序列，与所测序列一起

进行分析。分子系统树的建立所用序列的基本情况

如表 !。

表 ! 烟粉虱的寄主、内共生菌 !)- .*+, 在 /012314 中的登录号

3;9BP ! F>EQ :B;<Q >T $%&’(’" )"*"+’，;EE>UD;QD><E VDQW R;,D>XE P<H>EOA9D><QE，;<H ;UUPEED>< <XA9P,E >T !*+ ,"#$ EPYXP<UPE HP:>EDQPH D< 4P<M;<S

F>EQ :B;<Q !*+ ,"#$ T,>A :,DA;,O P<H>EOA9D><Q !*+ ,"#$ T,>A EPU><H;,O P<H>EOA9D><Q +DQP >T $%&’(’" )"*"+’ U>BBPUQD><

, Z (")’-.( UXUXA9P, $[(-7*!7 $[6%!!.% ?PSD<=，5WD<;

/ Z %(+.’%0).& Q>A;Q> $[(-7*-& \ ?PSD<=，5WD<;

1 Z )"*"+.& Q>9;UU> $[6%!!.. $[(-7*!( ?PSD<=，5WD<;

2 Z 3.4+5%66’&" :>D<EPQQD; $[(-7*-! $[(-7*!0 ?PSD<=，5WD<;

7 Z 3.63.6%" A>,<D<= =B>,O $[(-7*-- $[(-7*!* ?PSD<=，5WD<;

, Z "00..& U;:EDUXA $[(-7*-( $[(-7*!% ?PSD<=，5WD<;

$ Z 84%6"+%" U;99;=P $[(-7*-6 $[(-7*!. ?PSD<=，5WD<;

9 Z 5’6(.).& U>QQ>< $/(&&(06［!!］ $/(&&(%-［!!］ 5$，L+$

, Z (")’-.( UXUXA9P, $/(&&(00［!!］ $/(&&(%6［!!］ +D<;B>; ，IP]DU>

: Z -’0’;%6" =,;:P $/(&&(0*［!!］ \ +?，M,;^DB

2.3586*’" E::Z $/(&&(0.［!!］ \ NE,;PB

< Z =8((>3’;84’" $/(&&(07［!!］ $/(&&(%*［!!］ ?XP,Q> 8DU>，L+$

? Z %(+.4%0)" U;EE;R; $/(&&(*&［!!］ \ KP<O;

9 Z 5’6(.).& U>QQ>< \ $/(&&(%&［!!］ ?W] ，$_ ，L+$

@ Z 3.4+5%66’&" :>D<EPQQD; $/(&&(0-［!!］ $/(&&(%!［!!］ 3XUE><，$_，L+$

用 5BXEQ,;B ‘ 排列 "#$ 同源序列（$BD=<AP<Q），

用 Ia4$-G!（-&&!）（I>BPUXB;, aR>BXQD><;,O 4P<PQDUE
$<;BOED;，bP,ED><-G!）软 件 计 算 遗 传 距 离，并 用 Ia

（ID<DAXA PR>BXQD><）法、L?4I$ Q,PP 法聚类分析构建

分子 系 统 树。自 举 法（M>>QEQ,;:）为 !&-0 次 检 测

（8P:BDU;QD><）。

5 结果和分析

5"! 烟粉虱内共生菌的系统进化地位

根据 !*+ ,"#$ 的同源性比较，烟粉虱的初生内

共 生 菌 属 于 @68)%8*"+)%6’"、9"&&"368)%8*"+)%6’"、

A+%"08(3’6’44"4%(、B"48&80"C"+%"%、D>&8*"+)%6 =,>X:。
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!""# 年 $ 月 %&’( )&’*&++（,+-./01-23 45 6&(-540+-&，
7&.-1）将 !"#$%$& ’&(&)$ 的 初 生 内 共 生 菌 定 名 为

“*&+,$,&’-% ./0’$"0& &1"20/,$,&0-#”（未 发 表），已 在

8/+)&+9 中正式使用。烟粉虱的次生内共生菌属于

.0/’"/(&)’"0$&、3&##&40/’"/(&)’"0$&、5+’"0/(&)’"0$&1"%、
5+’"0/(&)’"0$&)"&"。

!"! 初生内共生菌 #$% &’() 系统进化树及其分析

初生内共生菌生活在昆虫的特定细胞中，与昆

虫几乎同时发生，协同进化［:!］。从图 : 可知，北京

地区不同寄主来源烟粉虱中的初生内共生菌亲缘关

系非常接近，但还是存在一定的变异，说明初生内共

生菌为烟粉虱适应不同的宿主提供了一定的分子基

础。我国北京地区的烟粉虱初生内共生菌与来自其

他国家的烟粉虱初生内共生菌分别归为不同的分

支，这说明烟粉虱在进入我国北京之后，发生了适应

性的变异。

图 # 烟粉虱初生内共生菌 #$% &’() 的分子系统树

;-<=: %>3(4</+/2-? /.4(’2-4+ 20// 45 @0-*&03 /+A413*B-4+21 -+ !"#$%$&

’&(&)$ B&1/A 4+ @&02-&( :$C 07DE 1/F’/+?/1

G>/ 20// H&1 ?4+120’?2/A B3 *-+-*’* /.4(’2-4+ @04?/A’0/ -+ 2>/ 1452H&0/

@&?9&</ IJ8E!K:（!"":）= G>/ (/+<2> &+A B442120&@ ?4+5-A/+?/ .&(’/1 45

/&?> B0&+?> &0/ -+A-?&2/A &B4./ &+A B/(4H 2>/ B0&+?>，0/1@/?2-./(3=

!"* 次生内共生菌 #$% &’() 系统进化树及其分析

从图 ! 可知，北京地区来自黄瓜上的烟粉虱次

生内共生菌与牵牛花上的烟粉虱次生内共生菌首先

分化开来，而其他 L 种寄主植物上烟粉虱的内共生

菌则单独列为另一个支系，并与美国一品红的烟粉

虱次生内共生菌之间的遗传距离更为接近。

* 讨论

经过分子系统树分析可知，烟粉虱内共生菌都

属于 3&##&40/’"/(&)’"0$&，来自于共同的直系祖先，

初生内共生菌已经命名为 *&+,$,&’-% ./0’$"0& &1"20/6
,$,&0-#，次生内共生菌的具体分类地位还有待于进

图 ! 烟粉虱次生内共生菌 #$% &’() 的分子系统树

;-<= ! %>3(4</+/2-? /.4(’2-4+ 20// 45 1/?4+A&03 /+A413*B-4+21 -+ !"#$%$&

’&(&)$ B&1/A 4+ @&02-&( :$C 07DE 1/F’/+?/1

G>/ 20// H&1 ?4+120’?2/A B3 ,%8IE 20// @04?/A’0/ -+ 2>/ 1452H&0/ @&?9M

&</ IJ8E!K:（!"":）= G>/ (/+<2> &+A B442120&@ ?4+5-A/+?/ .&(’/1 45 /&?>

B0&+?> &0/ -+A-?&2/A &B4./ &+A B/(4H 2>/ B0&+?>，0/1@/?2-./(3=

一步研究。中国北京地区烟粉虱内共生菌与美国、

墨西哥等国家来源的烟粉虱内共生菌之间的遗传距

离很相近，说明烟粉虱的两类内共生菌分别是两个

单源发生的分类群，随后在烟粉虱体内传播，为了适

应不同的生态环境，产生了一定程度的适应性变异。

初生内共生菌的垂直传播［:!］，次生内共生菌可能的

水平传播［:#］，都会被烟粉虱在入侵蔓延的过程中携

带，随后为烟粉虱适应不同的生境提供必要的分子

与物质基础。来自美国一品红（E;L""LN:）与来自中

国一品红（EOL!P$:Q）上烟粉虱的次生内共生菌亲

缘关系也很接近，分别处于同一分支，这为烟粉虱借

助一品红等花卉及其它经济作物苗木迅速扩散［:L］，

以及我国 ) 型烟粉虱可能由一品红携带进入提供

了一定的证据［:Q，:$］。同时也表明，在研究烟粉虱遗

传分化的过程中，选择样品时要同时考虑地理位置

与寄主植物等各类生态因素，对我们得出更为科学

的结论很有帮助。

烟粉虱的内共生菌与肠道细菌亲缘关系很近，

可以推测内共生菌可能最初是寄生在体内，继而与

宿主 协 同 进 化，形 成 共 生 关 系。初 生 内 共 生 菌

:$C 07DE富含（E R G）S，（8 R 6）S为 LNKNS，更能

够说明其与宿主起源的一致性，而次生内共生菌

:$C 07DE富含（8 R 6）S（为 Q#KLS），与自由生活的

细菌 :$C 07DE 接近。通过物理、化学方法消除或抑

制内共生菌、分子生物学方法改造内共生菌等手段，

都有可能防治病虫害。因此，研究内共生菌的起源

及系统进化，特别是相关功能基因的系统进化，对于

解决这方面存在的问题无疑具有重大的理论意义和

实践意义。
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