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[摘要 ]　利用特异性引物 ,首次在国内克隆获得灰飞虱 (Laodelphax stria tellus Fallén)体内共生菌 W olbachia的

groEL基因全长序列 ,其开放阅读框为 1 659 bp,可编码 552个氨基酸 , GenBank登录号为 : EF 468716,与已发布的

韩国分离物核苷酸一致性达 9919% ,为进一步研究其与灰飞虱传播水稻条纹病毒的关系奠定了基础.
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Abstract: GroEL gene from W olbach ia endosymbiont in small brown p lant2hopper (L aodelphax stria tellus Fallén) , was

amp lified by PCR and cloned. The comp leted nucleotide sequence of the gene was determ ined, which was the first report

in China. It has 1 659 bp nucleotides and encodes 552 am ino acids. GenBank accession number is EF 468716. Compar2
ison showed that this gene had 9919% identities on nucleotides level to DQ 356890, an isolate from South Korea. Based

on this sequence, Further researches on function of groEL, such as its relation to rice stripe virus transm ission, can be

carried out.
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　　灰飞虱 (L aodelphax stria tellus Fallén)是水稻上一种重要的害虫 ,近年来由它传播的水稻条纹病毒

(R ice stripe virus, RSV )在我国稻区大流行 ,给当前水稻生产造成了严重的危害 [ 1 ]
. 目前对于该病已有较

多研究 ,但是对于灰飞虱与水稻条纹病毒之间相互作用的研究还较少 ,再加上灰飞虱对水稻条纹病毒为持

久型经卵传播 ,其传毒机制至今尚未明确.

1986年 , Toriyama利用显微镜技术在灰飞虱的雌雄生殖器官内观察到 RSV病毒颗粒和菌胞 ,并推测

灰飞虱的成熟卵是通过菌胞的途径获得病毒粒子并将其传递给下一代的 [ 2 ]
. 2001年吴爱忠等人对灰飞虱

体内 RSV SP ( disease2specific p rotein)亚细胞定位研究时也发现 :带毒雌虫卵巢和卵内都观察到菌胞和胶

体金 ;无毒雌虫卵巢和卵内只观察到菌胞 ;雄虫无论带毒与否 ,其精子内无菌胞也无胶体金 [ 3 ]
;这也暗示

了菌胞和 RSV在经卵传播这个过程中极有可能存在某种协同的关系.

W olbach ia是迄今已知最广泛存在的昆虫胞内共生菌之一 ,自然界中约 16%的昆虫体内含有该共生

菌 [ 4, 5 ]
. 邓可京等人 1997年通过 PCR的方法检测到灰飞虱体内也含有 W olbach ia

[ 6 ]
. 灰飞虱是 RSV的传播

介体 ,在其体内 ,W olbach ia呈母系遗传而垂直传递给后代 , RSV则经卵传递给后代. 有研究表明在粉虱、蚜

虫等昆虫体内由共生菌产生的 groEL ( hsp60家族的成员 )是一种虫传相关蛋白 ,可以保护植物病毒在进入
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血体腔的过程中免遭降解 ,从而对病毒起到保护作用 ,保证了植物病毒的虫传特性 [ 7 - 16 ] . 灰飞虱体内 W ol2
bach ia的 groEL功能是什么 ? 是否也是一种虫传相关蛋白 ? 基于这些问题 ,我们对灰飞虱体内的 groEL基

因进行了克隆和测序 ,为进一步探讨 groEL的传毒相关性等功能及其它相关研究奠定基础.

1　材料与方法

111　材料

111. 1　供试昆虫

　　供试灰飞虱采自江苏洪泽 ,经实验室内连续多代筛选后获得的带毒亲合性群体.

11112　试剂

蛋白酶 K购自南京生兴生物技术有限公司 ; Taq p lus、dNTP购自上海申能博彩生物科技有限公司 ;限

制性内切酶 EcoR I、Sa l I购自 Takara公司 ;氨苄青霉素 (AMP)、DNA Marker购自南京基天生物技术有限

公司 ;琼脂糖购自 OXO ID公司 ; DNA回收试剂盒购自北京天根生化科技有限公司 ;其它试剂均为国产分

析纯.

11113　菌株和载体

大肠杆菌 Escherich ia coli菌株 DH5α为本实验室保存 ,载体 pMD - 18T购自 Takara公司.

112　方法

11211　模版 DNA的提取

　　取 30头成虫 ,无菌双蒸水洗涤 2次 ,加入 200μL研磨缓冲液 ( 100 mmol/L Tris - HCl pH 911, 100

mmol/L NaCl, 200 mmol/L蔗糖 , 50 mmol/L EDTA, 5 g/L SDS及 100μg /mL蛋白酶 K) ,充分研磨 ,收集匀

浆液 , 65℃温育 30 m in,再加入 55μL 8 mol/L的 KAc,冰浴 30 m in以充分沉淀 , 12 000 r/m in离心 10 m in,收

集上清 ,加入 2倍体积无水乙醇 , - 20℃放置 2 h沉淀 DNA, 12 000 r/m in离心 10 m in,收集沉淀 , 70%乙醇

洗涤 3次 ,沉淀悬浮于 100μL的双蒸水中.

11212　引物设计

根据已发表的 groEL基因的序列 (DQ 356890) ,设计引物 ,上海英骏生物技术有限公司合成 ,引物序

列为 :

groEL - 1F: 5 - cg gaattc ATG GCT AAC ATA GTA GTA TC - 3.

groEL - 1659R: 5 - cg ggatcc TTA GAA TCC ACC CAT TCC - 3.

11213　PCR扩增

PCR反应体系 25μL,分别为 :

10 ×PCR Buffer(Mg
2 + ) 　　　　　215μL

dNTP (10 mmol/L) 015μL

TaqPlus(5 U /μL) 015μL

3′Primer (10 pmol/L) 110μL

5′Primer(10 pmol/L) 110μL

DNA 210μL

ddH2O 1715μL

PCR反应条件为 94℃预变性 5 m in, 94℃ 1 m in、50℃ 1 m in、72℃ 2 m in, 35循环 , 72℃ 10 m in, 4℃保

存.

11214　连接、转化

PCR回收产物与 pMD - 18T载体连接 ,转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞 ,培养后筛选阳性克隆 ,碱裂

解法提取质粒 ,双酶切鉴定.

11215　序列测定及分析

序列测定委托上海生工生物工程技术服务有限公司完成 ,序列分析使用 ClustalX、Mega3、B last ( ht2
tp: / /www. ncbi. nlm. nih. gov /BLAST/B last. cgi)等软件完成.
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2　结果

211　groEL基因的克隆

　　以总 DNA为模板 , PCR扩增 , 1%琼脂糖电泳检测 ,得到惟一一条大小约 116 kb的条带 (图 1) ,与目

的片段大小一致. PCR产物纯化后连接到 pMD - 18T载体上 ,转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞 ,挑取单菌

落培养 ,取部分菌液提取质粒并双酶切鉴定 ,结果表明得到的阳性克隆为含有插入目的片段的重组子 (图

2).

212　序列分析

将重组质粒中的 groEL基因进行序列测定 ,获得该基因的全序列 ,序列大小为 1 659 bp,可编码 552个

氨基酸 , GenBank登录号为 EF 468716. 该序列的成功获得为下一步该蛋白的表达、抗体制备及进一步的细

胞定位等研究奠定了基础.

将该基因序列与 GenBank数据库中的资源进行 Megablast分析时 ,发现其与 DQ 356890 (灰飞虱韩国

分离物体内共生菌 W olbach ia的 groEL基因 )的核苷酸一致性 ( Identity)最高 ,达到 9919% ;根据 Megablast

分析的结果 ,我们对全库中的数据进行筛选 ,得到 6条近缘 W olbach ia groEL基因全序列 ,详细信息见表 1.
表 1　本实验中所涉及的 groEL基因信息

Table 1　 Informa tion of groEL gene m en tioned in th is paper

登录号 寄　主　名　称

DQ356890 Laodelphax stria tellus ( South Korea) 灰飞虱 (韩国 )

AB002286 Teleogryllus taiwanemm a 台湾阎魔蟋蟀

AE017196 D rosophila m elanogaster 黑腹果蝇

AE017321 B rugia m alayi ( TRS) 马来布鲁线虫 (马来丝虫 )

AJ558023 D irofilaria imm itis 犬恶丝虫

Y09416 O nchocerca volvu lus 旋盘尾丝虫

表 2　共生菌 W olbch ia groEL氨基酸序列之间的遗传距离

Table 2　Genetic d istance am ong sym b ion tW olbach ia ba sed on am ino ac id sequence of groEL

EF468716 DQ356890 AB002286 AE017196 AJ558023 Y09416 AE017321

EF468716 010013 01003 01008 01010 01010 01010

DQ356890 01001 01003 01008 01010 01010 01009

AB002286 01013 01013 01008 01010 01009 01009

AE017196 01132 01131 01129 01009 01010 01009

AJ558023 01159 01158 01155 01132 01007 01009

Y09416 01165 01165 01161 01138 01090 01009

AE017321 01153 01153 01146 01123 01135 01130

　　3 对角线上下分别为标准差和遗传距离.
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将总共 7条序列使用 Clustal软件比对 (A lignment) ,将比对后的数据导入 Mega软件 ,使用 Poisson cor2
rection模型计算遗传距离 (表 2) ,临近法 (Neighbor2Joining, NJ)重建系统进化树 ,各个分枝的 bootstrap置

信度用 1 000次自导复制来评价 (图 3) ,从而进行系统发育分析.

本实验所采用的 7种共生菌寄主中 , AE 017321、AJ 558023、Y 09416的寄主为线形动物门线虫纲成

员 ;其余 4种皆属于节肢动物门昆虫纲 ,因此选择 AE 017321、AJ 558023和 Y 09416构成的 B小类群为外

群.

由图 3可以看出 ,在类群 A中 ,寄生于灰飞虱中国地理种群和灰飞虱韩国地理种群的 W olbach ia亲缘

关系最近 ,寄生于台湾阎魔蟋蟀上的 W olbach ia次之 ,寄生于黑腹果蝇上的 W olbach ia最远. 在分类学上 ,中

国地理种群的灰飞虱与韩国地理种群的灰飞虱为同种 ,亲缘关系最近 ;灰飞虱为半翅目类群 ,蟋蟀为直翅

目类群 ,二者同属外翅亚部渐变态类群 ,亲缘关系较近 ;而果蝇属于内翅亚部双翅目 ,所以亲缘关系较近.

传统分类学上的这种亲缘关系更好的验证了基于 W olbach ia的 groEL基因重建的系统进化树所反映的关

系.这一方面暗示了基于灰飞虱体内共生菌 W olbach ia groEL序列而重建的系统进化树能较好的反映寄主

的亲缘关系 ,可以作为寄主昆虫分类上的一个辅助方法 ;另一方面也从分子角度验证了共生菌 W olbach ia

与寄主昆虫之间存在较为明显的协同进化关系.

3　讨论

在烟粉虱和蚜虫体内 ,有研究表明共生菌 groEL参与了病毒的传播 ,可能是一种虫传相关蛋白. 灰飞

虱是水稻条纹病毒的主要传播介体 ,其传毒机制是什么 ,共生菌 W olbach ia的 groEL在其中起到的作用是

什么 ? 至今尚未有报道. 目前内共生菌还不能人工连续继代培养 ,因此直接对其组成成分或者代谢产物进

行研究难度很大 ,通过基因克隆及体外蛋白表达的方法可以绕过该瓶颈 ,不失为一个好方法 ,玉米蚜、禾谷

缢管蚜、烟粉虱等昆虫体内的 groEL都有过原核表达的报道 [ 13, 15, 16 ]
. 本研究首次对中国灰飞虱体内共生菌

W olbach ia的 groEL基因进行了克隆和测序 ,为下一步对其进行体外蛋白表达、抗体制备 ,进而研究其细胞

定位 ,明确其与 RSV在灰飞虱种群内经卵传播的作用机理奠定了基础.

通过图 3可以看出 W olbach ia groEL的系统进化树能较好的反映其寄主的系统进化关系 ,但是 groEL

毕竟是一类比较保守的基因 ,在昆虫的分类和进化研究上有其自身的局限性. 若能从中找到更合适的基

因 ,W olbach ia就可以更广泛的用于其寄主的分类和进化研究 , 而 W olbach ia又是一类分布极为广泛的细

胞内共生菌 ,因此这种方法今后可能会广泛的应用于昆虫乃至节肢动物的分类 ,并为其提供有益的佐证.
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