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7�摘　要：运用卵块离体培养法，从褐飞虱 7�（Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ 7�Ｓｔ 7�° 7�ａｌ）卵块中分离筛选到１株类酵母菌菌株，命名为３４号
7�菌株。比较３４号菌株与直接从褐飞虱虫体内分离的类酵母共生菌（ｙｅａｓｔ-ｌｉｋｅ-ｓｙｍｂｉｏｔｅｓ，ＹＬＳ）２６ＳｒＤＮＡ序列同源性，并将
7�结果在ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中进行同源序列搜索，结果显示两种菌株都与子囊菌亚门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ）核菌纲（Ｐｙｒｅｎｏ-

ｍｙｃｅｔｅｓ）的解脂假丝酵母 7�（Ｙａｒｒｏｗｉａｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ） 7�显示出较近的亲缘关系，初步表明分离所得３４号菌株可能为褐飞虱内共生
菌的一种，同时也说明褐飞虱体内共生菌可通过离体培养的方式获得。
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7�　　 褐飞虱（ＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓＳｔ 7�° 7�ａｌ）是亚洲最严重的水稻

7�害虫之一，主要通过吸食叶鞘部汁液对水稻直接产生伤

害 7�［１］ 7�。利用水稻品种抗虫性是控制褐飞虱为害最为经济有

效的防治方法，但随着抗性品种的大面积种植，田间褐飞虱

的致害性发生改变，导致水稻品种抗性消失 7�［２］ 7�。类酵母菌

（ｙｅａｓｔ-ｌｉｋｅ-ｓｙｍｂｉｏｔｅｓ，ＹＬＳ）是存在于褐飞虱腹部脂肪体内的

一种共生菌，该菌在褐飞虱营养学上具有重要意义 7�［３-５］ 7�。褐

飞虱及其体内共生菌之间存在相互适应、长期共存、互惠互

利和协同进化的关系 7�［４］ 7�。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，在褐飞虱适应抗虫品种形成新

致害性种群的过程中，共生菌的遗传物质可能已发生了变

异，此种变异可能导致褐飞虱对水稻抗性品种致害性发生改

变。因此，在褐飞虱致害性变异过程中，类酵母共生菌可能

起着比寄主本身更重要的作用 7�［６-８］ 7�。随着生物技术的发展，

一种新的害虫防治思路即媒介昆虫共生菌技术逐渐形成。

由于共生菌类酵母菌属于单细胞生物，在进行基因工程改造

时比对宿主昆虫进行操作要方便得多，因而利用基因工程方

法转化这些共生菌，降低它在宿主营养及生殖方面所起的作

用，不仅可以降低褐飞虱的发生率，找出产生褐飞虱致害性

的变化位点，而且可以减少植物病毒的传播。因此，明确褐

飞虱体内共生类酵母菌的种类组成、种属发生地位至关重

要，而目前仅仅明确类酵母菌属于子囊菌亚门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉ-

ｎａ）、核菌纲（Ｐｙｒｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）的假丝酵母属（Ｃａｎｄｉｄａ），进一

步信息的获得需要对共生菌进行更详细的研究，最好的模式

是对离体共生菌进行研究。由于类酵母共生菌和宿主褐飞

虱相互融合的关系，采用分离宿主脂肪体细胞进行培养的方

法很难排除来自虫体内环境的污染。类酵母共生菌以卵母

细胞垂直传递的方式直接传递给子代，因而在褐飞虱的卵块

中包含了类酵母共生菌的全部遗传信息 7�［９］ 7�。Ｎａｓｕ等 7�［１０］ 7�曾

报道运用卵块离体法成功地从褐飞虱体内分离出两株类酵

母菌株，但并未对培养菌株作进一步鉴定。本实验运用卵块

离体培养法从褐飞虱体内分离出１株共生菌株，并且通过测

定培养菌株及虫体内类酵母菌株２６ＳｒＤＮＡ部分序列的方

法初步证明了培养菌株与褐飞虱内共生菌的关系。

7�１　材料与方法

7�１．１　材料

7�１．１．１　仪器设备

7�试验所用冷冻切片机为ＬｅｉｃａＣＭ１９００冷冻切片机，切

片厚度范围为０～５０μｍ，箱体最低控制温度为－４０℃，切片

头最低控制温度为－５０℃。虫体组织冷冻切片后的显微观

察采用ＬｅｉｃａＤＭＬＳ２正置生物显微镜。

7�１．１．２　水稻品种

7�水稻品种 ＴＮ１分批分期播种，２叶１心期移栽至水泥

槽，分蘖拔节期移入盆钵中待用。
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7�１．１．３　 褐飞虱虫源

7�褐飞虱虫源由中国水稻研究所提供，浙江省农业科学院

温室内连续隔离饲养，温度２５～３０℃，光照１２ｈ／ｄ，相对湿度

7�８０％～９５％，用水稻品种ＴＮ１连续饲养４代后使用。

7�１．１．４　试剂

7�样品包埋剂选用ＬｅｉｃａＣＭ１９００冷冻切片机配套包埋

剂，组织染色选用常规染色剂结晶紫。Ｇｒａｃｅ昆虫细胞培养

基购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｓｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＴＧ１由

本实验室保存；酵母 ＤＮＡ提取试剂盒购自杭州Ｘ-ｇｅｎｅ公

司；克隆质粒ｐＵＣｍ-Ｔ、Ｔａｑ聚合酶、ＩＰＴＧ、Ｔ 7�４ 7�ＤＮＡ连接酶、

ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自上海申能博彩生物技术有限公司；

Ｘ-Ｇａｌ购自Ｓｉｇｍａ公司；其余试剂均为进口或国产分析纯。

ＰＣＲ引物由上海生工生物用品有限公司合成，用于扩增菌株

２６ＳｒＤＮＡ片段序列，引物序列为：ＮＬ１，５′-ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴ

7�ＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ-３′，ＮＬ４，５′-ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧ

7�ＡＣＧＧ-３′ 7�［１１］ 7�。

7�１．２　方法

7�１．２．１　共生菌的冷冻切片

7�取带卵水稻苗，无菌水冲洗后解剖取卵块；取羽化３ｄ后

的褐飞虱雌雄虫各３０头，解剖取腹部。在解剖出的卵块、腹

部组织滴加少许冷冻切片包埋剂，放置于Ｌｅｉｃａ冷冻切片机

内预冻３０ｍｉｎ。将冷冻切片机箱体温度设置为－３０℃，刀头

温度设置为－５０℃，组织块表面修整后切片，切片厚度约为４

～５μｍ，展平的切片贴于载玻片。结晶紫染色、封固后，待

用。

7�１．２．２　培养基的配置

7�Ｇｒａｃｅ昆虫细胞培养基按说明书配置，过滤灭菌、待用。

7�１．２．３　共生菌的离体培养及其形态观察

7�解剖带卵ＴＮ１稻苗，取卵块，无菌水冲洗，数取３００颗，

表面消毒，研磨，加入１０ｍＬ无菌水，配置成悬浊液。在预先

灭菌的平皿中加入悬浊液１ｍＬ，然后缓缓注入９ｍＬ预先灭

菌的培养基，摇匀，９个重复，放入２５℃培养箱中观察并记录

结果。对照平皿中加入１ｍＬ无菌水。

7�１．２．４　培养菌株及褐飞虱体内共生菌ＤＮＡ提取

7�用接种环挑取少量旺盛生长的培养菌株，加入到１００

ｍＬ配置好的液体培养基中，２５℃下２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４

～２８ｈ，直至出现絮状物。ＤＮＡ的提取参照酵母ＤＮＡ提取

试剂盒说明。

7�取羽化３ｄ的雌褐飞虱成虫５头，解剖取腹部，表面消

毒，研磨后加入到１００ｍＬ配置好的液体培养基中，后期处理

同上。

7�１．２．５　ＰＣＲ扩增和测序

7�根据 Ｋｕｒｔｚｍａｎ和 Ｒｏｂｎｅｔｔ 7�［１１］ 7�的方法，用引物 ＮＬ１和

ＮＬ４ＰＣＲ扩增两份样品２６ＳｒＤＮＡ近５′端的Ｄ１／Ｄ２区域，

扩增条件为：９５℃下预变性５ｍｉｎ；９４℃下１ｍｉｎ，５２℃下１

ｍｉｎ，７２℃下８０ｓ，循环３６次；最后７２℃下延伸８ｍｉｎ；４℃下

保存。

7�１．２．６　克隆与重组质粒的筛选与鉴定

7�ＰＣＲ产物的回收参照试剂盒说明，回收产物用１％的琼

脂糖凝胶电泳检测回收效率，２６ＳｒＤＮＡ基因片段与克隆质

粒Ｔ-Ｖｅｃｔｏｒ连接（参照产品说明书），１４℃连接过夜，连接产

物转化Ｅ．ｃｏｌｉ感受态细胞后，涂于含有Ａｍｐ（１００μｇ／ｍＬ）、

ＩＰＴＧ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｘ-ｇａｌ（８０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ平板上，倒置

培养过夜。用灭菌牙签挑取阳性克隆至５ｍＬ的ＬＢ培养基

（含５μＬ５０μｇ／ｍＬＡｍｐ）中，３７℃下２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养３６

ｈ。取１．５ｍＬ培养物用碱裂解法制备质粒ＤＮＡ，ＰＣＲ鉴定

阳性克隆。将经ＰＣＲ鉴定插有目的片段的重组克隆送杭州

华大基因测序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ中进行Ｂｌａｓｔ同源序列

检索。

7�２　结果与分析

7�２．１　褐飞虱体内共生菌的形态学观察

7�显微观察可知褐飞虱腹部和卵块内类酵母共生菌的形

态均以长卵圆形（图１-Ａ，Ｂ）为主，平均长度为８～１０μｍ，宽

度为０．５～２．０μｍ。此结果与陈法军等 7�［１２-１３］ 7�的观察结果相

一致。从形态、大小上观察，褐飞虱虫体内类酵母共生菌与

卵块内的无明显差异。

7�２．２　培养菌落的形态学观察

7�卵块研磨液离体培养３０ｈ后，有白色菌落长出，菌落厚

实、表面较湿润、平坦无皱褶、边缘不规则，显微镜下观察，细

胞呈椭圆形（图１-Ｃ），接近于杆状，多端芽殖，长度为２～１３

μｍ，宽度为０．５～２．０μｍ。此菌株暂时命名为３４号菌株。

7�图１　类酵母共生菌的形态

7�Ｆｉｇ．１．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｙｅａｓｔ-ｌｉｋｅ-ｓｙｍｂｉｏｔｅｓ（ＹＬＳ）．

7�Ａ－褐飞虱体内共生菌的形态；Ｂ－卵块内共生菌的形态；Ｃ－３４号菌株形态。

7�Ａ，ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅＹＬＳｉｎｔｈｅｂｒｏｗｎｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒ；Ｂ，ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅＹＬＳｉｎｔｈｅｅｇｇｓｏｆｔｈｅｂｒｏｗｎｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒ；Ｃ，Ｃｈａｒｃａｃ-

ｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ３４．
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7�２．３　ＤＮＡ序列比较分析

7�３４号离体培养菌株和褐飞虱体内共生菌株２６ＳｒＤＮＡ

区域ＰＣＲ扩增产物，电泳后均有约５００ｂｐ条带显示（图２）。

ＰＣＲ产物转化质粒后测序，结果经 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据

库同源序列搜索，发现与编号为ＡＦ３３５９７７的解脂假丝酵母

（Ｙａｒｒｏｗｉａｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）显示出较近的亲缘关系。图３中结果

显示虫体内类酵母共 生菌（ＹＬＳ）与 ＡＦ３３５９７７ 显示为

９９．８％的同源性，３４号菌株与 ＡＦ３３５９７７显示为９９．２％的

同源性，ＹＬＳ与３４号菌株显示９５．１％的同源性。因此，可初

7�步确定培养菌株与褐飞虱体内共生菌之间存在亲缘关系，３４

号菌株为褐飞虱内共生菌离体培养所得菌株。

7�３　讨论

7�共生关系研究的理想模式是：参与共生的生物能够保

存，并能在分离的条件下分别进行研究；共生系统可以由组

成它的生物重新组合。只有在解决共生菌分离与纯化的前

提下，确定褐飞虱体内类酵母菌的种类组成与种属发生地

位，才能利用核酸序列数据库中公布的信息开展进一步的类

酵母共生菌的基因改造实验。由于寄主内环境与体外环境

7�图２　２６ＳｒＤＮＡ片段扩增结果
7�Ｆｉｇ．２ ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒ２６ＳｒＤＮＡｏｆｔｈｅｙｅａｓｔ-

ｌｉｋｅ-ｓｙｍｂｉｏｔｅｓ（ＹＬＳ）．
7�１－３４号菌株；２－褐飞虱体内共生菌；３－阴性对照；４－

Ｍａｒｋｅｒ．
7�Ｌａｎｅ１，Ｓｔｒａｉｎ３４；Ｌａｎｅ２，ＹＬＳｏｆＢＰＨ；Ｌａｎｅ３，Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ４，Ｍａｒｋｅｒ．

7�图３　３４号菌株与虫体内类酵母共生菌（ＹＬＳ）２６ＳｒＤＮＡ序列比较

7�Ｆｉｇ．３．Ｔｈｅ２６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆｓｔｒａｉｎ３４ａｎｄＹＬＳｄｉｒｅｃｔｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＢＰＨ．
7�＊ 7�每相邻两数值的中间值。
7�＊ 7�Ｔｈｅｍｉｄｄｌｅｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｃｌｏｓｅｎｕｍｅｒｉｃａｌｓ．

7�３５５ 7�张珏锋等：一株褐飞虱内共生菌的分离及分子鉴定
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7�的差异，长期以来的观点认为褐飞虱体内共生菌是难以离体

培养的。本实验运用褐飞虱体内类酵母菌通过卵母细胞垂

直传递的特性，采用卵块离体培养排除了虫体内环境的污

染，又保留了类酵母菌的全部遗传信息。培养所得３４号菌

株在形态、大小上与虫体内共生类酵母菌株无明显差异。假

丝酵母属及其有性型和无性型子囊菌酵母几乎所有已知种

模式菌株的２６ＳｒＤＮＡ的碱基序列 7�［１１］ 7�（约５００～６００ｂｐ）均

已在 ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ等国际核酸序列数据库中公

布，用这段序列可以将绝大部分种区别开，且种内不同菌株

间的碱基差异不大于１％。本研究中２６ＳｒＤＮＡ的碱基序列

分析显示，３４号菌株、褐飞虱体内共生类酵母菌与子囊菌亚

门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ）核菌纲（Ｐｙｒｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）的解脂假丝酵母

（Ｙａｒｒｏｗｉａｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）显示出较近的亲缘关系。这初步说明

褐飞虱体内的类酵母菌株可以通过离体培养的方式获得。

7�Ｎｏｄａ等 7�［１４］ 7�曾采用梯度离心法将类酵母共生菌直接从

褐飞虱体内分离，１８ＳｒＤＮＡ序列测定显示类酵母共生菌与

子囊菌 亚 门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ）核 菌纲（Ｐｙｒｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）的

Ｈｙｐｏｍｙｃｅｓｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍｕｓ亲缘关系最近，对不同致害性褐

飞虱体内共生菌１８ＳｒＤＮＡ的序列分析也显示同样的结

果 7�［１５］ 7�。这与本实验结果存在一定差异，但１８ＳｒＤＮＡ作为

一段保守序列，很难显示属以下差异。类酵母共生菌的核糖

核酸酶实验发现部分类酵母的 ＲＮＡ被消解而部分未被消

解 7�［１６］ 7�。陈法军等 7�［１２-１３］ 7�通过褐飞虱虫体的冷冻切片也观察

到了类酵母菌的多种形态。据此推测褐飞虱体内可能存在

多种类酵母共生菌，或类酵母共生菌种类在褐飞虱的不同发

育阶段也发生相应变化。Ｎｏｄａ等采用梯度离心分离取得的

可能仅仅是褐飞虱体内类酵母共生菌的混合物，本实验中所

获得的３４号菌株也只是褐飞虱体内多种共生菌中的一种或

存在于卵块阶段的菌株，两者存在差异也是可能的。

7�目前对虫体内共生菌起源的看法与植物细胞器起源普

遍一致：自然界中的虫体早期感染或捕获某种微生物，在长

期的进化过程中两种生物以共生的方式协调发展，因而内共

生菌在遗传基因序列的保守片段部分与其自然界的祖先保

持一致，然而与寄主在长期共存中必然有协同发展的趋势。

在３４号菌株的保存过程中发现，４℃保存的离体菌株，４０ｄ

转接１次，６个月后菌落生长速率减缓，但镜检未发现形态、

大小有明显变化。这表明褐飞虱内共生菌对虫体内环境存

在依赖性，保存于人工培养基上的离体菌株，其生理功能是

否会产生变化，能否与虫体内保持一致，都需要进一步鉴定。

此外，如离体酵母菌改造成功，转化后的菌株如何返回虫体，

以及返还虫体之后的菌株相关的功能是否可以表达等都是

需要进一步解决的问题。
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