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摘要: 使用斑点免疫结合试验 ( D IBA )和 PCR法分别对灰飞虱体内水稻条纹病毒 ( rice str ipe v irus, RSV )和沃尔巴克氏体

(W olbachia )的感染特点进行研究。结果发现: 灰飞虱体内广泛存在 W olbachia感染,但是灰飞虱体内 W olbachia的感染与其

体内携带 RSV的特点不存在明显的相关性, 同时二者在经卵传播过程中也没有明显的相关性。这暗示了 RSV和 W olbachia

在灰飞虱体内虽然都可以垂直传播给下一代,但是二者在传播方式上或者在传播过程中可能是两个相对独立、相互间没有

明显影响的过程。
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Abstrac t: The infection o f RSV ( rice stripe v irus) andW olbach ia in Laodelphax striatellus w ere detec ted by D IBA ( dot immunobind

ing assay) and PCR m ethod respective ly. Results showed tha t therew asw idespread preva lence o fW olbachia infec tion in L. str iatellus,

but no obv ious corre lation was obse rved between RSV andW olbachia infec tion. Besides, no mu tua listic relationsh ip w as found during

the processes of vertica l transm ission between RSV andW olbachia. These ind ica ted tha t the transm ission of RSV andW olbachia inL.

str iatellus m ay be two re lative ly independent pro cesses, a lthough both RSV andW olbach ia cou ld be vertically transm itted to the nex t

genera tion through the egg.

K ey words: Laodelphax s tr iatellu s; rice stripe v irus( RSV ); W olbachia; dot immunobind ing assay( D IBA )

灰飞虱 ( Laodelphax striatellus)是一种重要的农业害虫,在我国广大稻区均有发生,除直接刺吸寄主汁

液外, 还可传播多种植物病毒病,危害尤甚。近年来在长江中下游稻区肆虐危害的水稻条纹叶枯病, 其主

要传播介体就是灰飞虱,该病仅江苏省 2004年发病面积就达 157万 hm
2
,占江苏水稻种植面积的 79%,成

片水稻失收,损失惨重。

在自然状态下,灰飞虱获毒后可以终生带毒,而且还可以经卵传给下一代。但是不同群体间水稻条纹

病毒 ( RSV )的经卵传毒率存在差异。刘海建等
[ 1]
研究发现:有的灰飞虱群体经卵传播率非常高, 而有的

群体经卵传播率很低,并据此将灰飞虱与 RSV的互作关系分为 4种类型。同时有研究发现,雌虫的带毒

情况对其后代带毒率影响很大:只要雌虫带毒,不管雄虫带毒与否,其后代均带毒; 而雌虫不带毒, 不管雄

虫带毒与否,其后代多不带毒
[ 2]
。

沃尔巴克氏体 (W olbachia)是至今已知的最广泛的胞内共生菌之一,在世界范围内大约有 16%的昆虫
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感染了该菌,且这些被感染的昆虫分布于各个重要的目
[ 3 ]
。这类微生物可以改变宿主的生殖行为, 导致

胞质不亲和 ( cytp lasm ic incompatibility, C I)
[ 4]
, 诱导孤雌生殖 ( parthenesisene induc ing, PI)

[ 5]
、遗传雄性的

雌性化 ( fem inizing)
[ 6 ]
、雄性致死 ( ma le k illing)

[ 7]
,以及增强雌性繁殖力和雄性生育力 ( fecund ity and fertili

ty modify ing)
[ 8]
。在传播方式上,垂直传播是 W olbachia在宿主体内的基本传播模式

[ 9]
, 但它也可在同种

宿主的不同个体间通过食物或者体液进行水平传播
[ 10- 11 ]

。在灰飞虱体内,同样也广泛存在 W olbach ia的

感染
[ 12- 13]

,以及胞质不亲和 ( C I)现象的存在
[ 14]
。在垂直传播时,雌性个体的带菌情况对其后代影响很

大:只要雌性个体感染 W olbachia,不管雄性个体是否感染,其后代都会被感染;而雌性个体未感染,雄性个

体也未感染,则后代表现未感染;若雌性个体未感染,雄性个体感染,则表现胞质不亲和
[ 14- 15]

。

由于 RSV和 Wolbachia在灰飞虱体内垂直传播时存在着相似的特点,而且在使用胶体金标记 RSV特

异性蛋白在灰飞虱体内的亚细胞定位时发现卵内含有大量的胶体金标记,同时也存在大量的共生菌;而在

精子中没有发现胶体金标记,也没有发现共生菌
[ 16]
。这暗示了二者可能存在某种关系。本文拟从灰飞虱

体内 W olbachia的感染及其体内携带 RSV的相关性这一角度进行分析,探讨两种微生物在灰飞虱体内垂

直传播过程中的相关性,进而为阐释 RSV的经卵传播机制进行有益的探索。

1 材料与方法

1. 1 供试灰飞虱

灰飞虱采自江苏省内稻田,通过室内饲养筛选得到带毒率较高的灰飞虱群体和无毒灰飞虱群体。

1. 2 引物

WSP(编码 W olbachia的一种表面蛋白 ( surface prote in) , 简称 WSP)的扩增引物为 w sp 81F: 5 TGG

TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC 3和 w sp 691 R: 5 AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA 3
[ 17]
,扩增片段为

565 bp左右,由上海生工生物工程有限公司合成。

1. 3 试剂

RSV单克隆抗体 ( 3B9)为笔者所在实验室制备,二抗 (羊抗鼠 IgG )购自 Sigma公司, dNTPs、Taq Plus

购自上海博彩生物科技有限公司,分子质量标准品购自北京天根生化科技有限公司, NC膜购自 Amersham

公司, 其他生化试剂均为国产分析纯。

1. 4 RSV与 W olbach ia在灰飞虱体内感染的相关性研究

1. 4. 1 灰飞虱的处理 带毒灰飞虱: 从带毒灰飞虱群体中选取成虫若干,分别放入 200 L的灭菌 eppen

dorf管内,加入 20 L双蒸水, 用牙签捣成匀浆液。对每头灰飞虱的匀浆液做两种处理: 1)用移液枪吸取

10 L至同样的 eppendorf管内并加入等体积的 2  碳酸盐缓冲液混匀,沉淀 10 m in后取上清液用于 RSV

检测; 2)原 eppendorf管中剩下 10 L匀浆液中加入等体积的 STE缓冲液, 参照文献 [ 18]的方法进行处

理,作为 PCR反应的模板用于灰飞虱体内 Wolbachia的检测。试验重复 3次。

无毒灰飞虱:从无毒灰飞虱群体中抽样检测 RSV的携带情况,确认无毒后,抽样若干, 参照文献 [ 18]

的方法进行处理,用于 W olbachia感染率的检测。试验重复 3次。

1. 4. 2 DIBA法检测 RSV 检测方法参照文献 [ 19] ,具体步骤如下: 1)灰飞虱经过 1. 4. 1处理后 5 000

r!m in
- 1
离心 3m in,取上清液 3 L加样于 NC膜上,室温晾干; 2)将膜浸入 1%脱脂奶封闭缓冲液中, 37 ∀

封闭 30 m in; 3)封闭后加入 10 000  的 RSV单克隆抗体 ( 3B9), 37 ∀ 反应 1. 5 h后取出, 用 PBST洗涤 3

次,每次 3~ 5 m in; 4)将膜浸入 5 000  的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG中, 37 ∀ 反应 1. 5 h后取出,

用 PBST洗涤 3次,每次 3~ 5 m in; 5)将膜浸入底物显色液中, 37 ∀ 下反应 20~ 30 m in显色,自来水冲洗

膜,晾干保存。

1. 4. 3 PCR检测 Wolbachia PCR反应体系 (总体积为 25 L ): 14 L ddH2O, 4 L 10  M g
2 +

Buffer,

0. 5 L dNTPs正向和反向引物各 1. 5 L, 0. 5 L Taq Plus, 3 L DNA模板。扩增条件为: 95 ∀ 5 m in;

95 ∀ 50 s, 48 ∀ 50 s, 72 ∀ 1m in,循环 35次; 72 ∀ 10m in。PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 5 RSV与 W olbach ia在灰飞虱体内经卵传播的相关性研究

1. 5. 1 灰飞虱的处理 亲代灰飞虱: 从高带毒灰飞虱群体中选取腹部刚刚膨大的雌性成虫,单杯单头饲

养,待其产卵后, 取出雌性成虫, 参照 1. 4. 1的方法处理,分别用于 RSV和 W olbach ia的检测。选取同时携

带 RSV和 W olbach ia的群体继续饲养。试验重复 3次。
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F1代若虫处理:卵孵化后, 待灰飞虱若虫长至 3~ 4龄,参照 1. 4. 1的方法进行处理,分别用于 RSV和

W olbachia的检测。试验重复 3次。

1. 5. 2 RSV及 Wolbachia的检测 采用 D IBA法检测 RSV (参见 1. 4. 2) ,采用 PCR法检测 Wolbachia (参

见 1. 4. 3)。

2 结果与分析

2. 1 灰飞虱个体携带 RSV与感染 W olbachia的相关性

从带毒灰飞虱群体中随机抽取 30头成虫, 测定其携带 RSV及 W olbachia感染的情况。结果发现,二

者不存在一一对应的关系,携带 RSV的灰飞虱可能不含 Wolbachia,同样感染W olbach ia的灰飞虱也可能不

含有 RSV (表 1)。因此,对于个体而言,灰飞虱体内携带 RSV与 W olbach ia感染不存在相关性。

表 1 随机抽样检测灰飞虱携带水稻条纹病毒 ( RSV)及感染 Wolbach ia的特点

Tab le 1 The character istics of rice strip virus(RSV) andWolbachia in fection in Laodelphax striatellus w ith random sampling

编号 No. RSV Wolbach ia 编号 No. RSV Wolbachia 编号 No. RSV Wolbachia

1 - - 11 - + 21 - +

2 + - 12 + + 22 - -

3 - - 13 + + 23 + -

4 + - 14 + + 24 + -

5 - + 15 - + 25 - +

6 + + 16 + - 26 + +

7 + - 17 + + 27 + -

8 + + 18 - + 28 + -

9 + - 19 + - 29 - -

���������������������� 10 - + 20 - + 30 + +

注: + :阳性 Pos itive; - :阴性 Negative. The sam e as follow s.

2. 2 灰飞虱群体携带 RSV与感染 W olbachia的相关性

2. 2. 1 无毒灰飞虱群体Wolbachia感染的特点 对实验室内饲养的无毒灰飞虱群体经 DIBA法验证后对

其体内 W olbachia的感染情况进行检测, 3次重复的结果显示: 群体内灰飞虱的 W olbachia感染率为 50% ~

60% (表 2)。

表 2 无毒灰飞虱群体带菌率分析结果

Tab le 2 The prevalence ofWolbach ia in nonviru liferous group of L. striatellu s

重复

R epeat

总样本数

Num ber of sam ples

Wolbachia感染个体数

Num ber ofWolbachia in fection

带菌率 /%

Rate ofWolbachia

1 96 54 56. 25

2 96 52 54. 17

3 96 55 57. 29

均值 A verage 96 54 56. 25

2. 2. 2 带毒灰飞虱群体Wolbachia感染的特点 对实验室内筛选的高带毒灰飞虱群体使用 D IBA法和

PCR法分别检测其带毒情况和带菌情况, 结果发现:带毒率高的群体, 未必有高的带菌率; 而带毒率低的

灰飞虱群体,带菌率未必低 (表 3)。与无毒灰飞虱群体相比较, 灰飞虱的带菌率略有上升, 但是不明显。

对 3次重复的结果进行 SPSS软件分析,结果显示:高带毒灰飞虱群体的带毒率与带菌率之间相关系数为

0 745( < 0. 9), 即二者间没有明显的相关性。因此,从群体 (混合群体 )来看,灰飞虱的带毒率与带菌率间

没有明显的相关性。

表 3 高带毒灰飞虱群体带毒率和带菌率的分析结果

Tab le 3 The prevalence ofWolbach ia and R SV in viru liferous group w ith h igh percen tage of RSV infection

重复

R epeat

总样本数

Number of sam p les

携带 RSV个体数

Num ber ofRSV in fection

带毒率 /%

Rate ofRSV

Wolbach ia感染个体数

Number ofWolbach ia in fect ion

带菌率 /%

R ate ofWolbach ia

1 96 58 60. 42 53 55. 21

2 96 74 77. 08 65 67. 71

3 96 81 84. 38 60 62. 50

由于高带毒灰飞虱群体中还有无毒灰飞虱群体的干扰, 筛选出带毒率 100%的灰飞虱,并对其 W olba
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ch ia的感染特点进行分析。结果显示, 100%带毒的灰飞虱群体中 W olbachia的感染表现 (表 4)与高带毒

灰飞虱群体有相似的特点。

表 4 100%带毒灰飞虱群体带菌率分析结果

Table 4 The prevalence ofWolbach ia in viru liferous group w ith 100% ofR SV in fec tion

重复

R epeat

总样本数

Number of sam p les

携带 RSV的个体数

Num ber ofRSV in fection

带毒率 /%

Rate ofRSV

Wolbach ia感染个体数

Number ofWolbach ia in fect ion

带菌率 /%

R ate ofWolbach ia

1 58 58 100 29 50. 00

2 74 74 100 53 71. 62

3 81 81 100 52 64. 20

均值 Average 71 71 100 45 63. 38

对高带毒灰飞虱群体中的无毒灰飞虱体内 Wolbachia的感染特点进行分析 (表 5), 发现其与对照无毒

灰飞虱群体有相近的 W olbach ia感染率。与高带毒灰飞虱群体及 100%带毒灰飞虱群体相比, W olbachia感

染率略有下降,但不明显。

表 5 高带毒灰飞虱群体中无毒灰飞虱群体的带菌率分析结果

Tab le 5 The preva lence ofWolbachia in nonviruliferous L. striatellu s which in h igh viru liferous group

重复

R epeat

总样本数

Number of sam p les

携带 RSV的个体数

Num ber ofRSV in fection

带毒率 /%

Rate ofRSV

Wolbach ia感染个体数

Number ofWolbach ia in fect ion

带菌率 /%

R ate ofWolbach ia

1 38 0 0 24 63. 16

2 22 0 0 12 54. 55

3 15 0 0 8 53. 33

均值 Average 25 0 0 14 56. 00

2. 3 灰飞虱体内 Wolbachia与 RSV经卵传播的相关性

表 6 灰飞虱 F1代个体携带 R SV及感染 Wolbachia的特点

Tab le 6 The ind ividual characteristics of RSV and

Wolbach ia in fection in F1 generation

编号 N o. RSV Wolbach ia 编号 No. RSV Wolbachia

1 - - 11 + +

2 - - 12 - +

3 - - 13 + +

4 + - 14 + +

5 + - 15 - +

6 + - 16 - +

7 + - 17 - +

8 + - 18 - +

9 - - 19 + +

����������� 10 + + 20 + +

2. 3. 1 灰飞虱个体携带 RSV及 Wolbachia感染在

垂直传播时的相关性 由表 6可以看出,在灰飞虱

的 F1代中带毒的个体未必会带菌, 带菌的个体也未

必会带毒。从个体的角度来看灰飞虱携带 RSV与其

体内 W olbachia侵染在垂直传播过程中不存在相

关性。

2. 3. 2 灰飞虱群体携带 RSV及 Wolbachia感染在

垂直传播时的相关性 对同时携带 RSV和 W olba

ch ia的灰飞虱雌虫后代的带毒和带菌情况进行一一

对应检测, 3次重复的结果显示: F1代若虫带菌率高

的群体带毒率未必高, 带毒率高的群体带菌率未必

高,并且没有表现出规律性 (表 7)。对 3次重复的

结果进行 SPSS软件分析, 结果显示: F1 代灰飞虱群体的带毒率与带菌率之间相关系数为 - 0. 333

( > - 0. 9),即二者间没有明显的相关性。同时检测结果还表明, W olbachia经卵传播率并未达到 100% ,

并且差异较大,低的可至 9. 68% ( 3 /31),高的可达 86. 11% ( 31 /36)。

表 7 灰飞虱 F1代群体带毒率和带菌率分析结果

Tab le 7 The group prevalence of RSV andWolbach ia in F1 generation

重复

R epeat

总样本数

Number of sam p les

携带 RSV的个体数

Num ber ofRSV in fection

带毒率 /%

Rate ofRSV

Wolbach ia感染个体数

Number ofWolbach ia in fect ion

带菌率 /%

R ate ofWolbach ia

1 31 25 80. 65 3 9. 68

2 31 19 61. 29 22 70. 97

3 36 29 80. 56 31 86. 11

3 讨论

在对灰飞虱群体带毒率和带菌率进行分析的时候, 笔者对多次重复的数据进行统计 (未列 ) , 发现虽

然灰飞虱带毒率的高低与其带菌率的高低没有明显的相关性,但是从统计结果来看带毒率高的群体,带菌

率高的比例会较大,二者并不是呈现简单的线性关系,更像是一种概率上的关系,要对这种关系进行阐释,

还需要对大量样本进行更为系统的研究。
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对灰飞虱体内 Wolbachia与 RSV在垂直传播过程中的相关性进行研究时发现:无论是从个体的角度

还是从群体的角度来看,灰飞虱体内 RSV与 W olbach ia在垂直传播过程中没有明显的相关性, 这也暗示了

二者虽然都可以通过卵垂直传播给下一代,但是二者在传递方式上,可能是两个相互不影响的过程。据报

道 RSV在灰飞虱体内可能的卵传途径为:灰飞虱通过口器取食水稻植株获得 RSV,然后经过消化系统,到

达中肠后进入体腔,随着体液循环进入卵巢滤泡细胞, 随着滤泡细胞向卵母细胞输送养分而进入卵细胞,

进而传给下一代
[ 20 ]
。W olbach ia是一种细胞质遗传的共生菌,在灰飞虱体内, W olbach ia除分布于生殖组织

外,还广泛分布在头、胸、腹、唾液腺、消化道等非生殖组织中
[ 12]
。有关 W olbach ia在灰飞虱体内的垂直传

播途径目前还未见报道,对其传播机制的阐释尚需进一步的研究。

崔建平等
[ 21]
对灰飞虱体内 Wolbachia的传递率进行研究,发现实验室内饲养的灰飞虱群体 Wolbachia

的传递率为 100%。在本试验中, W olbach ia的传递率并未达到 100% ,最低 10%左右,最高 86%左右,推测

可能与所使用的灰飞虱家系不同有关。
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