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摘要" !目的"通过鉴定褐飞虱?+)$9$5<$#$ ).*/&2']@w#(水状唾液中的细菌蛋白%了解其唾液中的细

菌种类$ !方法"利用双层膜夹蔗糖溶液的方法对褐飞虱成虫唾液进行收集%超滤浓缩后进行电

泳%然后利用液相色谱R电喷雾串联质谱'\KRD]LR̀]3̀ ](方法鉴定蛋白%与 GB0=?/@的细菌蛋白数

据库进行比对从而鉴定褐飞虱成虫唾液中的细菌蛋白$ !结果"在褐飞虱成虫唾液中鉴定到 %% 种

细菌的 *+ 种蛋白%这些蛋白主要参与能量代谢过程#蛋白的折叠和合成以及氨基酸代谢过程$ 这

些细菌分布在变形菌门'Z?/@</8>6@<?0>(#放线菌门'J6@0B/8>6@<?0>(和厚壁菌门'_0?A06"@<I(* 个门$

蛋白种类较多来源于变形菌门$ !结论"鉴定到蛋白的这些细菌可能在褐飞虱的生活史中扮演重

要角色$
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99内共生菌与昆虫具有互利关系!在昆虫的生长(

生殖及传播植物病害上都具有重要意义"谭周进

等! %&&+#) 尤其是对于刺吸式口器的昆虫!它们取

食的营养物质有限!通常需要内共生菌提供生长发

育所需的营养!而且共生菌在寄主环境耐受力及天

敌防御能力等方面作用明显"张焱等! %&')#) 刺吸

式口器昆虫在刺吸木质部或韧皮部汁液的过程中!

会分泌水状唾液和胶状唾液!胶状唾液主要形成口
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针鞘围绕并保护口针"]T>?A>/#$):! %&'-#!而水状

唾液在昆虫与寄主的互作过程中可能发挥了重要的

作 用) 张 瑛 等 " %&'+ # 在 斑 透 翅 蝉 ;1$)/22$

($".)$#+"'))+2" /̀@I6T"#I5$#的唾液腺中鉴定出 ( 种

细菌!分别属于变形菌门"Z?/@</8>6@<?0>#和厚壁菌

门"_0?A06"@<I#) c?"A0B等"%&'%#在烟粉虱J/(+2+$

#$6$"+的唾液腺中发现了立克次氏体A+"W/##2+$!表明

这种细菌可能在昆虫之间发生了水平传递)

褐飞虱 ?+)$9$5<$#$ ).*/&2" ]@w## 属半翅目

" <̂A0=@<?>#飞虱科";<#=T>60.><#) 它是亚洲水稻

上最具破坏性的害虫之一!通过刺吸植物汁液和传

播病毒病造成水稻上严重的经济损失 " ]/F>a>!

'P2%#) 已有研究表明!褐飞虱腹部脂肪体内存在

真菌型的内共生菌类酵母共生菌 " $<>I@R#05<

I$A80/@<! W\]#!该菌与褐飞虱的营养需求有密切

关系"王国超! %&&+#!但对于褐飞虱体内的细菌型

共生菌种类仍未有定论) M>BF等"%&'&#在 * 个生

物型的褐飞虱体内鉴定到 '2 种细菌!包括已确定的

褐飞虱共生菌 X')6$"7+$) 李香香等"%&''#在褐飞

虱肠道中鉴定到 '* 种细菌) 王渭霞等"%&'&#在褐

飞虱体内首次鉴定到杀雄菌属 !52/&'97&.2的共生

菌) 唐明等"%&'-#收集了褐飞虱的水状唾液!通过

建立 ')] ?VXJ鉴定到 ) 种细菌!种类较少!而且这

) 种细菌中包含 % 种固氮细菌和 % 种成团泛菌!可

能来源于土壤或水稻本身) 由于褐飞虱唾液在其取

食和致害过程中起着重要的作用!共生细菌也与昆

虫之间相互作用!本研究以褐飞虱成虫唾液的细菌

蛋白为着手点!采用液相色谱R电喷雾串联质谱

"#0b"0. 6T?/A>@/F?>=T$R<#<6@?/I=?>$0/B0I>@0/BR@>B.<A

A>III=<6@?/A<@?$! \KRD]LR̀]3̀ ]#方法鉴定褐飞虱

唾液中的细菌蛋白!为研究褐飞虱唾液细菌蛋白及

其体内细菌在褐飞虱取食(致害过程中扮演的角色

提供理论基础)

:;材料与方法

:<:;试虫饲养

实验所用褐飞虱采自广西桂林市兴安县的水稻

C5<Y$ 2$#+<$"MX' 品种#田中!用 MX' 水稻置于培养

箱中饲养!饲养条件$温度 %( j'd!相对湿度2&ej

'&e!光周期 ')\f2;)

:<=;试虫唾液收集

利用双层膜夹蔗糖溶液的方法对褐飞虱成虫唾

液进行收集) 用两层拉伸的 Z>?>C0#A膜封住一端开

口的圆柱形玻璃容器"直径 + 6A!高 2 6A#!在两层

膜中间的夹层中加入 ' A\事先灭菌的 '+e的蔗糖

溶液!容器底部事先倒入少量 %e的琼脂保湿) 在

瓶内放入 +& 头预先饥饿 ' T 的褐飞虱长翅型成虫!

将瓶身用黑布包裹!瓶口处照光吸引褐飞虱取食蔗

糖溶液) %- T后将收集到的蔗糖溶液吸出!保存至

液氮中!共收集约2 &&&头褐飞虱水状唾液)

:<>;唾液样品超滤浓缩

取两个超滤管加入 +&&

!

\体积的离心超滤装

置中) 离心超滤加入罗氏蛋白酶抑制剂 6/65@>0#和

还原剂二硫苏糖醇";MM#!防止离心后降解) 在

'- &&& gF离心力下离心!每次 %& A0B) 分批将褐飞

虱唾液样品加入超滤管中!将超滤下的溶液从滤管

中移除!加入样品使其达到上样超滤最大体积) 再

次离心!移除滤过液!直到将全部样品浓缩到 %&&

!

\体积) 取出 %&

!

\样品上样!聚丙烯酰胺凝胶电

泳后!染色)

:<?;样品胶内酶解

将样品按照条带分布分成 '+ 个组分"图 '#)

在每个离心管内加入 ' A\水!清洗 '& A0B!将水移

除!重复 ' 次) 在每个离心管中加入 ' A\胶内消化

脱色液! 移除液体! 加入乙腈 " JKX# " _0IT<?

]60<B@0C06公司#脱水至胶粒完全变白!真空抽干乙

腈) 加入 '& AA/#3\;MM"Z?/A<F>公司#!让胶粒吸

收完全!放入 +)d水浴锅内!孵育 ' T) 孵育完毕后

移除多余 ;MM液体!加入 ++ AA/#3\碘代乙酰胺

"LJ̀ #"Z?/A<F>公司#!暗室室温孵育 ' T) 孵育完

毕后!移除多余 LJ̀ 液体!加入 %+ AA/#3\碳酸氢

铵"X̂

-

K̂E

*

#清洗 '& A0B!重复清洗 ' 次) 移除

X̂

-

K̂E

*

!加入脱色液清洗 '& A0B!重复 ' 次) 乙腈

脱水至胶粒完全变白!真空抽干乙腈) '

!

F3

!

\的

酶储液以 %+ AA/#3\X̂

-

K̂E

*

稀释 '+ 倍!加入脱

水后的胶粒中!让胶粒充分吸收) 然后加入 %+

AA/#3\X̂

-

K̂E

*

没过胶粒!放入 *(d水浴锅!消

化过夜) 过夜后!将液体转移至一新离心管中) 用

+&

!

\+& AA/#3\X̂

-

K̂E

*

!+&

!

\&:'e的甲酸水

溶液!+&

!

\&:'e 的甲酸乙腈溶液!+&

!

\乙腈进

行肽段抽提) 将所有的液体冻干!用 &:'e甲酸

复溶)

:<@;肽段的液相色谱R电喷雾串联质谱#5URFBIR

VBYVB$分析

分别将消化后的肽段溶液%& &&& gF离心 '+

A0B!取上清液 '&

!

\上样! 通过 ;0/B<7公司

G#@0̀>@<*&&& 型号的纳升液相色谱仪进行分离) 所
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用的柱子包括 M?>= 柱和分析柱两部分) 分离程序

如下$先以 -

!

\3A0B 的流速在 + A0B 内将样品加入

到M?>=柱上!紧接着一个总流速为 -&&

!

\3A0B 的

分析梯度将样品带入分析柱!分离并传输至质谱系

统) 先在 +e缓冲液c"JKX! &:'e甲酸#下洗脱 +

A0B!跟着一个 -& A0B 的线性梯度使缓冲液 c的比

例由 +e上升至 *&e!在接下来的 2 A0B 线性上升

到 2&e!然后缓冲液c在 2&e保持 2 A0B!最后在 %

A0B内恢复至 +e并在此条件下平衡 ( A0B) 经过液

相分离的肽段进入到串联 D]L质谱仪$QD7>6@0H<

"MT<?A/]60<B@0C06公司#) 机器一级分辨率设置为

(& &&&"质荷比3半峰宽#!二级为 '( +&&) 挑选电荷

为 % sm) s!强度超过 +&& 的前 '+ 个离子进行二

级检测!用碰撞能量为 %2e的高能诱导解离

"T0FT<?R<B<?F$6/##0I0/B>#.0II/60>@0/B! K̂;#模式对

肽段进行碎裂!碎片在\MQ中分析并检测信号) 二

级扫描范围是依赖于一级母离子质荷比自动选择)

离子源电压设置为 ':2 5l) 扫描的质荷比范围为

一级 *+& m% &&&!二级根据一级自动选择) 质谱参

数如表 ')

表 :;质谱分析参数

A-$0%:;6-&-#%*%&)+3#-))).%4*&"#-,-02)()

参数名称 Z>?>A<@<?.<I6?0=@0/B 参数值 Z>?>A<@<?H>#"<I

离子模式 L/B A/.< 正离子模式 Z/I0@0H<0/B A/.<

一级扫描范围 _0?I@#<H<#I6>BB<. >?<> *+& ,% &&&

一级扫描分辨率 _0?I@#<H<#I6>B ?<I/#"@0/B (& &&&

二级扫描范围 ]<6/B. #<H<#I6>BB<. >?<>

依赖于一级母离子质荷比自动选择

J"@/I<#<6@0/B .<=<B.0BF/B @T<C0?I@=>?<B@0/B A>IIR@/R6T>?F<?>@0/

二级碰撞能量"XKDI# ]<6/B. #<H<#B/?A>#0S<. 6/##0I0/B <B<?F$ %2e

二级扫描分辨率 ]<6/B. #<H<#I6>B ?<I/#"@0/B '( +&&

毛细管温度 K>=0##>?$@"8<@<A=<?>@"?< %+&d

离子源电压 L/B I/"?6<H/#@>F< ' 2&& l

碎裂模式 _?>FA<B@>@0/B A<6T>B0IA 高能诱导解离 0̂FT<?R<B<?F$6/##0I0/B>#.0II/60>@0/B " K̂;#

:<K;细菌蛋白鉴定

利用本地化的 >̀I6/@" >̀@?07]60<B6<#软件将

质谱鉴定到的蛋白比对细菌的GB0=?/@蛋白数据库!

母离子质量误差设置为 %& AA"!碎片离子误差设为

'+

!

F3F!半胱氨酸上的脲甲基修饰以及蛋氨酸上氧

化修饰分别被选定为固定修饰和可变修饰) 允许失

误的剪切位点为 ') 检索结果以-k&:&+ 为显著)

=;结果

=<:;褐飞虱成虫唾液成分的一维电泳

本研究对浓缩后的褐飞虱成虫唾液细菌蛋白进

行了一维电泳"图 '#!大多数蛋白分子量分布在

-& m'&& 5;之间)

=<=;褐飞虱成虫唾液中细菌蛋白的鉴定

通过液相色谱串联质谱对褐飞虱成虫唾液中细

菌蛋白进行鉴定!与GB0=?/@的细菌蛋白数据库进行

比对!鉴定出 *+ 种细菌蛋白"表 %#) 参与细菌能量

代谢的蛋白种类最多!包括 JMZ合成酶(苹果酸脱

氢酶(柠檬酸合成酶(琥珀酰辅酶J连接酶(磷酸烯

图 '9褐飞虱成虫唾液细菌蛋白的分离电泳

_0F:'9D#<6@?/=T/?<@06I<=>?>@0/B /C8>6@<?0>#=?/@<0BI

0B I>#0H>/C?+)$9$5<$#$ ).*/&2>."#@I

$̀ 预染的蛋白质分子量标准 Z?<RI@>0B<. =?/@<0B #>..<?% '$ 褐飞虱

唾液蛋白 ]>#0H>?$=?/@<0BI/C?3).*/&2:
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醇丙酮酸羧化酶(腺苷酸激酶(转醛酮酶(乌头酸水

合酶(丙酮酸脱氢酶(甘油醛R*R磷酸脱氢酶()R磷酸

葡萄糖脱氢酶和寡聚R'!)R葡萄糖苷酶) 参与蛋白

折叠与合成的有核糖体蛋白(延伸因子(转录终止因

子(分子伴侣蛋白(翻译起始因子(赖氨酸R@VXJ连

接酶和铁吸收调节蛋白) 与氨基酸代谢过程有关的

蛋白包括乙酮醛酸还原异构酶(甘氨酸脱氢酶(精氨

琥珀酸合酶(琥珀酰鸟氨酸转氨酶(双官能团天冬氨

酸激酶3高丝氨酸脱氢酶(邻氨基苯甲酸合成酶(丝

氨酸羟甲基转移酶) 与核酸代谢相关的有核苷二磷

酸激酶(;XJ指导的 VXJ聚合酶和双官能团嘌呤

生物合成蛋白) 另外!本研究还鉴定到了细菌的细

胞骨架蛋白细胞分裂蛋白!参与离子运输的外膜蛋

白!与;XJ修复有关的;XJ饥饿保护蛋白!维持细

胞质内氧化还原平衡的谷胱甘肽还原酶!参与脂代

谢的甘油激酶和与乙酰辅酶 J生物合成有关的乙

酸激酶)

这 *+ 种蛋白来源于 %% 种细菌!在门分类阶元

上!比对到变形菌门 "Z?/@</8>6@<?0>#(放线菌门

"J6@0B/8>6@<?0>#和厚壁菌门"_0?A06"@<I#) 其中蛋

白种类鉴定较多的集中在变形菌门!包括
$

R变形菌

纲的假单胞菌目 " ZI<"./A/B>.>#<#( 单胞菌目

"J<?/A/B>.>#<I#(肠杆菌目"DB@<?/8>6@<?0>#<I#和黄

单胞菌目"Y>B@T/A/B>.>#<I#)

>;讨论

本研究利用液相色谱R电喷雾串联质谱分析技

术!对褐飞虱水状唾液中蛋白进行鉴定!共得到 *+

种蛋白!这些蛋白的功能主要是参与能量代谢(氨基

酸代谢以及蛋白的合成与折叠) 其中!种类最多的

是参与细菌能量代谢的蛋白!包括参与糖酵解过程(

三羧酸循环(电子传递链(戊糖磷酸途径等代谢过程

的多种酶类) 昆虫内共生菌与宿主之间的互作关系

已成为昆虫学研究的热点之一) 褐飞虱通过取食过

程中分泌唾液与水稻互作!因而唾液中所含有的细

菌蛋白可能参与了这个过程!在褐飞虱取食(致害中

发挥作用) 褐飞虱是典型的刺吸式口器昆虫!取食

水稻韧皮部的汁液!食物来源单一!往往容易缺乏营

养"李香香! %&'&#) 研究发现!所有半翅目昆虫中

以韧皮部汁液为食者均有共生微生物!而那些辅助

性地专食完整植物细胞的类群则失去了共生菌

";/"F#>I! 'PP2% 李香香! %&'&#) 共生菌可以为褐

飞虱提供c族维生素(氨基酸和固醇等营养物质!

如J$.($&&+$ "+"$:/))+&+"')$可以为琉璃叶蝉提供维

生素"[" /#$):! %&&)#) 而本研究测到的 ( 种细菌

蛋白乙酮醛酸还原异构酶(甘氨酸脱氢酶(精氨琥珀

酸合酶(琥珀酰鸟氨酸转氨酶(双官能团天冬氨酸激

酶3高丝氨酸脱氢酶(邻氨基苯甲酸合成酶(丝氨酸

羟甲基转移酶都参与了氨基酸的合成与代谢!可能

是由于褐飞虱体内的共生菌为其生长发育提供氨基

酸的过程中分泌出来的) 另外!乙酸激酶参与乙酰

辅酶J的合成!而乙酰辅酶 J是胆固醇合成的原

料) 共生菌还可以分泌抗菌肽(毒素等以增强对外

源寄生物等的防御能力"范海伟! %&'+#!本实验鉴

定到的与蛋白合成(折叠有关的蛋白可能参与了这

个过程)

这些蛋白来自于 %% 种细菌微生物) 其中有 -

种细菌在褐飞虱体内已有报道!分别是贝氏不动杆

菌!"+&/#'6$"#/56$1)1+! 醋酸钙不动杆菌!"+&/#'6$"#/5

"$)"'$"/#+".2! 嗜水气单胞菌 !/5'('&$271:5'97+)$ 和

阴沟肠杆菌 %&#/5'6$"#/5")'$"$/"李香香! %&'&%

M>BF/#$):! %&'&% 李香香等! %&''% 唐明等!

%&'-#) 唐明等"%&'-#收集了褐飞虱水溶性唾液分

泌物!通过建立 ')] ?;XJ文库检测到了 ) 种细菌!

其中有 ' 种就是贝氏不动杆菌!36$1)1+) 李香香从

褐飞 虱 肠 道 中 鉴 定 到 醋 酸 钙 不 动 杆 菌 !3

"$)"'$"/#+".2"李香香等! %&''#和阴沟肠杆菌 %3

")'$"$/"李香香! %&'&#) M>BF等"%&'&#在褐飞虱

敏感种群和抗性种群"含抗性基因 697%#中检测到

嗜水气单胞菌 !371:5'97+)$) 其他许多种(属的细

菌也曾在昆虫中有所报道) ;$(+)#'&/))$ :/T/&2/是

蚜虫和烟粉虱的次生共生菌) 当蚜虫感染 ;3

:/T/&2$后!寄生蜂寄生率显著降低!表明感染了这

种次生内共生菌可能为蚜虫提供了抵抗寄生蜂攻击

的能力 "张焱等! %&')#) 粘质沙雷氏菌 ,/55$#+$

($5"/2"/&2是许多昆虫体内的一种病原细菌!唐小影

曾在白背飞虱的体内检测到 "康小影! %&'- #)

,':$)+2*)'22+&+:+.2是采采蝇的共生细菌"康小影!

%&'-% 范海伟! %&'+#) K?".<B和 >̀?5/H<@S"'P2-#

研究了橙头蟑螂 %.6)$6/5.29'2#+".I的肠道细菌!发

现弗氏柠檬酸杆菌>+#5'6$"#/5T5/.&:++是其最主要的

细菌类群之一) ;0##/B等"%&&%#从蝗虫肠道中分离

出了阴沟肠杆菌 %&#/5'6$"#/5")'$"$/(克雷伯氏肺炎

菌Z)/62+/))$ 9&/.('&+$/和条件致病菌粘质沙雷氏菌

,3($5"/2"/&2) 阴沟肠杆菌 %3")'$"$/和克雷伯氏

肺炎菌Z39&/.('&+$/能产生愈创木酚!这种物质是

蝗虫聚集信息素的成分之一) 假单胞菌属
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-2/.:'('&$2是一类专性好氧的革兰氏阴性杆菌!在

自然界分布广泛!在水体(土壤(植物组织和动物体

内都有发现) 有研究发现一些假单胞菌属细菌具有

纤维素降解活性!并且它可以通过糖酵解和戊糖磷

酸化途径降解碳水化合物!所以假单胞菌可能参与

了为寄主提供能量的过程"王娇莉! %&')#) 该属包

含许多致病菌!其中铜绿假单胞菌 -2/.:'('&$2

$/5.*+&'2$(荧光假单胞菌 -2/.:'('&$2T).'5/2"/&2是

昆虫的潜在病原菌) i<##B<?发现隐翅虫体内的内

共生菌是铜绿假单胞菌 -3$/5.*+&'2$!它能产生聚

酮类毒隐翅虫素!这种毒素不能改变昆虫天敌的行

为!但有效阻止了狼蛛 E1"'2$ 的捕食!从而降低被

捕食的概率"i<##B<?! %&&*#) 张瑛"%&'+#也在斑透

翅蝉的唾液腺中鉴定出了铜绿假单胞菌 -3

$/5.*+&'2$!且该菌与肠杆菌 %&#/5'6$"#/5I=3为优势

细菌) 李香香"%&'&#从白背飞虱和褐飞虱肠道中

鉴定到 'P 个属!其中不动杆菌属 !"+&/#'6$"#/5(

,#/&'#5'97'('&$2(芽孢杆菌属 J$"+)).2(肠杆菌属

%&#/5'6$"#/5和欧文氏菌属 %5U+&+$ ) 个属在本实验

中均有鉴定到相应的蛋白) M>BF等"%&'&#在褐飞

虱抗性种群"具有抗性基因 697%#中鉴定出了节杆

菌属!5#75'6$"#/5的细菌!本研究也同样鉴定出两种

节杆菌属细菌的蛋白) 刘玉升等"%&&(#在东亚飞

蝗肠道中分离出 ') 个细菌菌株!分属于 ') 个属!其

中沙雷氏菌属 ,/55$#+$(肠杆菌属 %&#/5'6$"#/5(柠檬

酸杆菌属 >+#5'6$"#/5(不动杆菌属 !"+&/#'6$"#/5和克

雷伯菌属 Z)/62+/))$ 中鉴定到的蛋白在褐飞虱唾液

中均有鉴定到) 刘玉升"%&&)#分离鉴定了斑衣蜡

蝉消化道内的 - 种细菌!均为兼性厌氧芽孢杆菌!其

中!枯草芽孢杆菌 J$"+)).22.6#+)+2的蛋白也在褐飞

虱唾液中存在!研究表明!芽孢杆菌 J$"+)).2对较为

恶劣的环境条件适应有关)

本研究鉴定出了许多种已报道过的褐飞虱共生

细菌及其他昆虫共生菌的蛋白!这些细菌蛋白可能

来源于褐飞虱唾液中的细菌群落!肠道细菌代谢的

蛋白!水稻等寄主植物的内生细菌蛋白!褐飞虱含菌

胞内的蛋白等!这些细菌及其分泌的蛋白可能在褐

飞虱的生活史中发挥了重要的作用) 但是!在褐飞

虱内已明确的内共生菌 X')6$"7+$ 和杀雄菌属

!52/&'97'&.2的细菌蛋白均未在褐飞虱唾液中鉴定

到!可能该共生菌不会随唾液分泌出来) 关于褐飞

虱(其唾液细菌蛋白以及水稻三者之间的关系将是

进一步研究的问题)
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