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褐飞虱不同致害性种群体内共生菌

!"# $%&’ 部分序列比较
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摘要：分离纯化了褐飞虱 * 种不同致害性种群体内类酵母共生菌（J$7@E198N$ @J6O8C#E@，4P/），并对其 3,/ FQ0D 基因

序列进行了比较。结果表明，褐飞虱 * 种不同致害性种群体内类酵母共生菌 3,/ FQ0D 均扩增出 ’&& OG 左右的片

断。依据获得的 3,/ FQ0D 特异性序列，结合已知真菌的 3,/ FQ0D 部分序列，构建了不同宿主的 4P/ 分子系统树。

结果显示，褐飞虱 * 种不同致害性种群体内的 4P/ 同属子囊菌亚门（D@BC6JBCE8#7）的核菌纲（RJF$#C6JB$E$@），并与此

纲中的 -./’(."01 "23.1’1/03(41 亲缘关系相对最近。
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褐飞虱 5+)$/$36$#$ )4*0&1 /E]9 是我国及东南亚

地区许多水稻生产国的主要害虫，不仅通过直接取

食造成严重减产，而且作为植物病毒的介体造成间

接危害（李汝铎等，3))’）。利用抗性基因培育和推

广抗性品种是综合治理褐飞虱的优先策略（‘" 0#
$) A，3),’），但由于褐飞虱对水稻抗性品种有很强的

适应能力，长期连续种植抗性水稻品种易使褐飞虱

产生新的致害性，这对抗性水稻品种的选育和推广

构成了严重的威胁（吕仲贤等，3)))）。明确褐飞虱

致害性的产生原因，对于延长抗性品种的使用寿命

和合理布局具有重要意义。褐飞虱对抗性水稻品种

致害性变化的研究已有很多，包括在变化过程中褐

飞虱体内的酯酶、可溶性蛋白、特异性蛋白和遗传物

质等 方 面 都 有 详 细 的 报 道（/C<7\7，3)2,；VC;，

3))*；方 继 朝 等，3))’；["#，3))2；许 晓 风 等，

%&&&），但这些生理生化的指标都难以完全解释褐飞

虱致害性变异的实质。

褐飞虱体内具有大量类酵母共生菌（
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!"#$%&’(!，)*+），属于子囊菌亚门（,!-&#"-&(%’.）核

菌纲（/"01’&#"-1(1!）的假丝酵母属 !"#$%$"，存在于

腹部脂肪体内，以卵母细胞垂直传递的方式传给子

代（231’，4564）。褐飞虱体内的共生菌主要提供营

养物质以补充宿主不平衡食物中所缺乏的营养，共

生菌中含有高活性的尿酸酶能利用褐飞虱的代谢氮

废物（尿 酸）合 成 必 需 氨 基 酸 供 寄 主 生 长 发 育（

7&’8&3 .’9 :!3%;.<.，455=），同时共生菌在褐飞虱对

水稻营养物质氨基酸的吸收和利用过程中也起着重

要作用（*11 .’9 7&>，456=；吕仲贤等，455=）。水稻

品种抗性对共生菌的数量有较明显的影响，取食抗

性水稻品种后共生菌数量急剧减少，其中第 ? 代是

褐飞虱适应抗性水稻品种的关键代，体内共生菌数

量达到最低点；至第 @ 代起，共生菌数量又开始回

升。当体内共生菌的数量达到稳定之后，新的致害

性种群形成并且可以将这种性质稳定遗传（吕仲贤

等，?AA4）。这都表明褐飞虱体内共生菌与褐飞虱对

水稻品种的致害性差异存在着较为密切的关系。

本文对褐飞虱 @ 种不同致害性种群体内类酵母

共生菌 46+ 0BC, 部分序列进行比较，以期为合理解

释褐飞虱体内类酵母菌的变异与褐飞虱致害性的关

系提供理论依据。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 抗性水稻品种：含不同抗虫基因的水稻品

种 D>98&（&’(4）和 ,+B=（ )’(?）以及感虫对照品种

EC4（无抗虫基因）均来自于国际水稻研究所。

!"!"# 供试虫源：褐飞虱虫源由中国水稻研究所

提供。

!"!"$ 试剂：大肠杆菌 * F +,-% EG4 由本实验室保

存。克隆质粒 HI2#JE、E.K 聚合酶、:/EG、ELBC, 连

接酶、/2M 产物纯化试剂盒均购自上海申能博彩生

物技术有限公司；NJG.O 购自 +%8#. 公司；其余试剂

均为 进 口 或 国 产 分 析 纯。/2M 引 物 参 照 P3%(1
（455A）等人所设计的 46+ 0BC, 的引物序列。所用

引物 的 序 列 及 它 们 在 酿 酒 酵 母 ."++("/,01+23
+2/24%3%"2 46+ 0BC, 中 的 位 置 如 下：C+=Q（4 4?5J
4 4RA ）， RQJG2,,GE2EGGEG22,G2,G22J@Q； C+6Q

（4 =S5J4 =66），RQJE22G2,GGEE2,22E,2GG,J@Q。
!"# 方法

!"#"! 褐飞虱不同致害性种群的获得：不同致害

性褐飞虱分别用 LR T SA 天苗龄的水稻品种 EC4、

D>98& 和 ,+B= 在浙江省农科院温室内连续隔离饲

养，温度 ?RU，光照 4?* V 4?B，相对湿度 6AW。取第

?、R、6、44 代褐飞虱测定其在不同抗性品种上的存

活率以代表致害性的变异，当褐飞虱在抗性品种上

存活率与对照品种间无显著性差异时，说明该种群

已适应该抗性品种，形成新的致害性种群。

!"#"# 若虫存活率测定：水稻品种（EC4，D>98&，
,+B=）播在育苗盆内，? 叶 4 心期将鉴别品种单本移

栽，SA 日龄时剪去分蘖留下主茎，4AA 目网罩后，每

一水稻品种设 4A 个重复，每一重复接 4A 头 L T R 龄

虫若虫，4A 天后调查存活虫数，计算存活率。

!"#"$ 褐飞虱共生菌的提取：取褐飞虱雌成虫 4A
头，用 =RW酒精进行表面消毒 @ #%’，无菌水漂洗 4
#%’。解剖腹部取出脂肪体后，将脂肪体用 =RW酒

精消毒、无菌水漂洗，然后在 X 45SU液氮中磨成粉

状。加入 R #* )/B 培养基，?RU条件下 ?AA 0Y#%’
摇床培养 ?L T ?6 3，直至出现絮状物。

!"#"% 共生菌 BC, 的提取：取 4ZR #* 酵母细胞转

移至微量离心管中，室温下 4? AAA 8 离心 4 #%’，去

上清，按 +.#$0&&; 和 M>!!1OO（?AA?）的酵母 BC, 提

取方法进行。

!"#"& 褐飞虱虫体 BC, 的提取：取褐飞虱雌成虫

4A 头，取头部，液氮中研磨并按许晓风等（?AAA）文献

中褐飞虱 BC, 的提取方法提取。

!"#"’ /2M 体 系 及 反 应 条 件：4A [ /2M 缓 冲 液

（RAA ##&OY* C.2O，4AA ##&OY* E0%!J72O，AZA4W明胶，

H7 6ZR）R!*，9CE/! AZ4? ##&OY* ，D8? \ 4ZR ##&OY*，

随机引物各 ?A ’8，模板 BC, @A ’8，E.K 酶 ?ZR I，灭

菌双蒸水补齐至 RA!*。/2M 条件为：5RU预变性 ?
#%’；5RU 变性 4 #%’，RRU 退火 4 #%’，=?U 延伸 ?
#%’，循环 @A 个周期；=?U延伸 S #%’，LU保存。/2M
扩增产物用 4W琼脂糖凝胶电泳检测。

!"#"( 重组质粒的构建：/2M 产物的回收参照试

剂盒说明，回收产物用 4W的琼脂糖凝胶电泳检测

回收效率，46+ 0BC, 基因片段与克隆质粒 EJ]1-(&0
连接（参照产品说明书），4LU连接过夜。连接产物

转化 * F +,-% 感受态细胞后，涂于含有 ,#H（4AA!8Y
#*）、:/EG（AZR ##&OY*）和 NJG.O（6A!8Y#*）的 *^
平板上，@=U倒置培养过夜。

!"#") 重组质粒的筛选和鉴定：用灭菌牙签挑取

阳性克隆至 R #* 的 *^ 培养基（含 R!* RA!8Y#*
,#H）中，@=U下 ?AA 0Y#%’ 摇床培养至饱和。取 4ZR
#* 的培养物用碱裂解法制备质粒 BC,，/2M 鉴定阳

性克隆。
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!"#"$ 测序和系统发育树的构建：提供经 !"# 鉴

定插有目的片段的重组克隆由上海博亚公司测序，

测序结果在 $%&’(&) 中进行 ’*(+, 同源序列比对，然

后采用 -./0,(1 软件进行同源性分析，构建系统发

育树。

# 结果与分析

#"! 褐飞虱在不同抗性品种上的致害性变异

本实验分别选取在抗性水稻品种上取食 2、3、

4、55 代的褐飞虱测定其致害性的变化（表 5）。自第

3 代起，褐飞虱在 6789: 和 /0-; 上的若虫成活率已

远大于 3<=，与感虫对照 >.5 上的飞虱存活率并无

显著性差异，并且保持稳定。根据测定结果，若虫成

活率在水稻品种 6789: 和 /0-; 上饲养 3 代之后，褐

飞虱的致害性已经发生明显改变，到第 4 代则形成

了相对稳定的适合品种 6789: 和 /0-; 的致害性种

群，因此本实验选取在抗性水稻品种上饲养 4 代的

褐飞虱作为实验用虫。

表 ! 褐飞虱若虫在不同抗性水稻品种上的成活率

%&’() ! %*) +,-./.&( -&0) 12 0*) 345 6789* 16 :/22)-)60 -/;) .&-/)0/)+
水稻品种 #?@% A(1?%,?%+ 第 2 代 2&8 9%&%1(,?:& 第 3 代 3,B 9%&%1(,?:& 第 4 代 4,B 9%&%1(,?:& 第 55 代 55,B 9%&%1(,?:&

>.5 4;C< D 2C< ( / 4;C< D 2C< ( / 44C< D EC< ( / 4FC< D 2C< ( /
6789: GC< D <C3 H ’ ;<C< D 3C< H ’ 42C< D 4C< ( / 4GC< D 2C< ( /
/0-; GCF D <CE H ’ F;CG D GCG H ’ 4<C< D 4C< ( / 42C< D 5C< ( /

注：表中数据为平均值 D !"，同一列数据后平均数后的小写（大写）字母不同表示在 #<C<3（#<C<5）差异显著。

.:,%+：>B% 8(,( ?& ,B% ,(H*% ?&8?@(,% I%(& D !" J 6%(&+ K?,B?& ( @:*7I& L:**:K%8 HM 8?LL%1%&, *:K%1@(+%（@(N?,(*）*%,,%1+ (1% +?9&?L?@(&,*M 8?LL%1%&, (, #<C<3

（#<C<5）*%A%* J

#"# 4<= 扩增及测序

!"# 产物经 5=琼脂糖凝胶电泳检测显示（图

5），G 种不同致害性褐飞虱体内的共生菌 -./ 都扩

增出 F<< HN 的特异性片段，而空白对照及从褐飞虱

头部提取的 -./ 均未扩增出条带。说明按上述方

法已提取到纯净的褐飞虱共生菌 -./。重组质粒

经 !"# 扩增后均得到与菌株总 -./ 扩增片段大小

相同的产物，说明重组子中均含有目的外源片段。

图 5 G 种不同致害性褐飞虱体内类酵母菌

!"# 产物电泳结果

O?9J 5 !"# 1%+7*,+ :L PQ0 ?& ,B1%% H1:K& N*(&,B:NN%1（’!R）

N:N7*(,?:&+ K?,B 8?LL%1%&, A?17*%&@%
5：褐飞虱头部 >B% !"# (IN*?L?@(,?:& N1:87@,+ :L ,B% -./ :L B%(8 :L

’!R；2：空白对照 >B% @:&,1:*；G，E，3：分别为 >.5、6789:、/0-;
致害性种群的褐飞虱体内共生菌 >B% !"# (IN*?L?@(,?:& N1:87@,+ :L

,B% -./ :L +MIH?:&,+ :L H1:K& N*(&,B:NN%1 :& >.5，6789: (&8 /0-;，

1%+N%@,?A%*M；6：标准分子量 6:*%@7*(1 K%?9B, I(1)%1 J

#"> ?@A 序列比较分析及系统树的构建

测序 结 果 在 $%&’(&) 中 进 行 同 源 性 检 索，从

’*(+, 的结果选取 5G 种相似率在 S4=以上的真菌和

G 种不同宿主内的类酵母共生菌，并将他们的序列

从 $%&’(&) 中调出，与褐飞虱 G 种不同致害性种群

共生菌的 540 1-./ 序列进行比对，结果如图 2 所

示。从图 2 可知褐飞虱 G 种致害性种群体内的类酵

母 菌 540 1-./ 差 异 极 小，与 同 翅 目 的 灰 飞 虱

$%&’()*+%, -./0%.())1-，白背飞虱 !&2%.())% 31/403(/% 和

蚜虫 5%60).&7%*+0- -.8/%40 体内共生菌的亲缘关系非

常接近，上述共生菌均与子囊菌亚门（/+@:IM@:,?&(）

核菌纲（!M1%&:IM@%,%+）的 58*&684(- 4+/8-&-*(/61- 有

着较近的亲缘关系。

> 讨论

微生物的世代交替时间短，结构相对简单，因而

具有遗传基因易变的特点。在外界条件发生变化的

情况下，类酵母菌相对于寄主褐飞虱更容易发生变

化或突变。以往的研究已经证明类酵母菌在褐飞虱

对水稻营养物质的吸收和利用过程中起着重要作

用，褐飞虱种群对抗性水稻品种的致害性变化往往

伴随着体内共生菌的变化（张志涛等，5SS;；吕仲贤

等，2<<5）。本实验所用褐飞虱经过在不同抗性水稻

品种上连续饲养，经过存活率的鉴定已证明其致害

性发生了改变，并且能稳定遗传。这表明在不同抗

性水稻品种抗性物质的影响下，褐飞虱体内的共生

菌可能产生变异或者适应品种的共生菌占据了优

<G3 昆虫学报 94.% "7.&6&)&204% !0704% ES 卷



图 ! 根据 "#$ 核苷酸序列构建的分子系统树

%&’( ! )*+,-’./.0&1 2.,30&-/4*&54 -6 78$ &/ 9): ;&0* <&66.2./0 =&2>,./1. 0- 2.4&403/0 2&1. =32&.0&.4 ?34.< -/ 5320&3, "#$ 2@AB 4.C>./1.4
图中虚线代表在严格一致的树中得不到支持的分枝 @-00.< ,&/.4 &/<&130&/’ 0*30 0*. ?23/1*.4 D3+ 1-,,354. &/ 0*. 402&10 1-/4./4>4 02..；A>1,.-0&<.

4>?40&0>0&-/4（ E "FF）：表示经 "FF 个重复的 9--040235 分析所得的核苷酸替换率 G/<&130&/’ 0*. />1,.-0&<. 4>?40&0>0&-/4 -6 "FF 2.5,&130&-/4 -6 ?--040235

3/3,+4&4( HI：毛壳属 !"#$%&’()’ $*#%)’（J#K!LM）；NH：小丛壳属 +*&’$,$**# -(./)*#%#（B7OF!PMQ）；:H：菌寄生菌属 012&’1-$3 -",13&32$,’)3
（J#OOOK）；:$：蚜虫共生菌 $+D?&-/04 -6 0#’(*%&.#2"(3 3%1,#-(（@LLM"O）；8)：白孔座壳属 4$)-&3%&’# 2$,3&&.((（J#K!LO）；灰飞虱共生菌 $+D?&-/04

-6 4#&5$*2"#6 3%,(#%$**)3（B7LO"LMM）；JH：小囊菌属 7(-,&#3-)3 -(,,&3)3（J#OOOP）；R%：长喙属 82"(&3%&’# 9)3(9&,’$（B7!#FPOM）；RA：长喙属

82"(&3%&’# .(/,&-#,2)’（B7!#FPOF）；R$：长喙属 82"(&3%&’# 3%$.&-$,#3（B7!#FPOK）；RS：长喙属 82"(&3%&’# )*’(（SKLQQ"）；)B：柄孢壳属

:&5&32&,# #.3$,(.$（B7L!LMM!）；$%G：粪壳属 ;&,5#,(# 9(’(-&*#（TQO#L"）；$%S 白背飞虱共生菌 $+D?&-/04 -6 ;&/#%$**# 9),-(9$,#（@K#PMM）；$U：烟

草步甲内共生菌 ;1’<(&%#2",(.# V-1*&&（B7!!MM"M）；$R9B$@：B$@M 致害性种群褐飞虱体内共生菌 $+D?&-/04 -6 ?2-;/ 5,3/0*-55.2 -/ B$@M；

$R9JS：J><’- 致害性种群褐飞虱体内共生菌 $+D?&-/04 -6 ?2-;/ 5,3/0*-55.2 -/ J><’-；$R9WA"：WA" 致害性种群褐飞虱体内共生菌 $+D?&-/04

-6 ?2-;/ 5,3/0*-55.2 -/ WA"；$$：申克孢子丝菌属 ;2&,&%",(6 3-"$.-=((（B7!#FPOQ）( 以上括号内编号为真菌和对应昆虫体内共生菌 "#$ 2@AB 序

列号 H-<.4 &/ 0*. ?231V.04 32. N./93/V 311.44&-/ />D?.24 -6 "#$ 2@AB -6 <&66.2./0 6>/’>4 -2 ./<-4+D?&-/04(

势，形成了新的适应菌株，从而导致了褐飞虱种群致

害性的变化。"#$ 2@AB 由于其在一级结构中的多

拷贝及高变区域的高度保守等优点而被广泛用于真

核生物的高级分类阶元系统发育关系和进化研究

（B0U&/4 $% #* (，!FFF）。褐飞虱 K 种不同致害性种群

体内 78$ 的 "#$ 2@AB 序列分析显示，K 种致害性种

群体内的类酵母菌同属子囊菌亚门（B41-D+1-0&/3）

的核菌纲（)+2./-D+1.0.4），与此纲中已知的菌种 0 (
-",13&32$,’)3 亲 缘 关 系 最 近，这 一 结 果 与 A-<3 等

（"OOL）采用密度梯度离心法直接从褐飞虱体内提取

共生菌后鉴定的结果一致。本实验表明 K 种致害性

种群体内类酵母菌的 "#$ 2@AB 之间并无显著性差

异，此结果说明仅以 "#$ 2@AB 为指标不能反映不同

致害性褐飞虱体内类酵母菌的变异情况。产生这种

结果有可能是：实验选取的 "#$ 2@AB 片段较适用

于真核生物的高级分类阶元系统发育关系研究，过

于保守，在短时间内难以发生变异。褐飞虱在抗性

水稻品种上连续取食 # X "" 代还远不能使体内共生

菌的遗传地位发生变异，虽然寄主褐飞虱在生物学

上已经表现出不同的致害性，但有可能其体内的共

生菌还处在一个变化的过程中，因此 K 种褐飞虱不

同致害性种群体内共生菌部分保守序列未发现差

异，今后宜采用进化更快的基因座分析其变异。
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