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褐飞虱内共生菌的分离及其 26S rDNA 部分序列分析 

张珏锋，陈建明，陈法军，郑许松，陈列忠，俞晓平 

（浙江省农业科学院植物保护与微生物研究所，杭州 310021） 

 
摘要：【目的】类酵母菌（Yeast-Like-Symbiots，YLS）是存在于褐飞虱（Nilaparvata lugens Stål）腹部

的一种共生菌，分离获得该共生菌的离体菌株，并鉴定其种属，对于研究褐飞虱致害性变异具有重要意义。【方法】

首次运用卵块离体培养的方法、采用改进后的培养基配方，从褐飞虱体内分离到两株共生菌。并运用分子生物学

手段，测定离体菌株 26 SrDNA D1/D2区域序列，分析鉴定菌株种属。【结果】所得菌株与解脂假丝酵母（Yarrowia 

lipolytica）、嗜盐梗孢酵母（Sterigmatomyces halophilus）的序列相似性分别达到 100% 和 99.8%。【结论】证

明褐飞虱体内类酵母共生菌可进行离体培养，并可在人工培养基上存活。同时也验证了褐飞虱菌胞中存在不同种

类的类酵母菌，类酵母共生菌为混合物的推测。 

关键词：褐飞虱；类酵母；离体培养；26SrDNA；解脂假丝酵母；嗜盐梗孢酵母  

 

The Isolation of Yeast-Like-Symbiots in the Brown Planthopper and     
the Sequences Analysis of Its 26S rDNA  
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(Institute of Plant Protection and Microbiology,Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021) 

 

Abstract: 【Objective】Yeast-like-symbiots (YLS) is the kind of symbionts exiting in the abdomen of brown planthopper (BPH), 
isolated and identified the yeast-like-symbiots of the brown planthopper is very important for studying the virulence variation of the 
BPH.【Method】Two strains of YLS were isolationed from eggs of BPH ( Nilaparvata lugens Stål ), and which were identified to 
species level with the 26S rDNA sequences. 【Result】The results showed the cultured strains belongs to the Yarrowia lipolytica and 
Sterigmatomyces halophilus.【Conclusion】The symbiotes of BPH can be cultured in vitro and survived in artificial culture medium, 
and the YLS are the complex and which are composed with several different yeasts. 
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0  引言 

【研究意义】褐飞虱（Nilaparvata lugens Stål）是

亚洲最严重的水稻害虫之一, 主要通过吸食叶鞘部汁

液对水稻直接产生伤害[1]。利用水稻品种抗虫性是控

制褐飞虱为害最为经济有效的方法，但随着抗性品种

的大面积种植，田间褐飞虱的致害性会发生改变，导

致 水 稻 品 种 抗 性 消 失 [2-4] 。 类 酵 母 菌

（yeast-like-symbiots，YLS）是存在于褐飞虱腹部脂

肪体内的一种共生菌，该菌在褐飞虱体内甾醇类物质

代谢[5]、氨基酸和维生素供给[6-8]以及氮循环[9-10]中起

重要作用，此外，类酵母共生菌还能合成褐飞虱胚胎

发育和胚后发育所需的蛋白质[11]。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。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为重要的作用[12]。
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随着生物技术的发展，提出了一种新的害虫防治思路

媒介昆虫－共生菌技术（VIST）。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，降低其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（ Pyrenomycetes ）的假丝酵母属

（Candida），更多信息的获得还需要对共生菌进行更

详细地研究，最好的模式是对离体共生菌进行研究。

【前人研究进展】由于类酵母共生菌和宿主褐飞虱相

互融合，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。昆虫体内类酵母共生

菌的离体培养在褐飞虱[13]和烟草窃蠹[14]上曾有报道，

但两者都采用解剖虫体进行培养的方法，且未对离体

培养菌株进行鉴定。褐飞虱体内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，因此在褐飞虱

的卵块中包含了类酵母共生菌的全部遗传信息。本实

验在褐飞虱卵块中观察到的类酵母菌形态种类与虫体

腹部切片没有差异。【本研究切入点】本研究首次运

用卵块离体培养法从褐飞虱体内分离出两株共生菌

株，并运用分子生物学技术测定了培养菌株 26S rDNA 
D1/D2 区域的碱基序列，初步鉴定为类酵母菌株。【拟

解决的关键问题】从包含虫体全部遗传信息的卵块中

获得类酵母共生菌离体菌株，建立褐飞虱共生菌离体

培养技术为转化类酵母共生菌遗传学背景，使其在与

抗性水稻品种的互作中，遗传学背景不易发生变化，

为延长抗性水稻品种的田间使用寿命等实验的进一步

开展奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  水稻品种  水稻品种 TN1 分批分期播种，两

叶一心期移栽至水泥槽，分蘖拔节期移入盆钵中待用。 
1.1.2  褐飞虱虫源  由中国水稻研究所提供，在浙江

省农业科学院温室内连续隔离饲养，温度 25～30℃，

光照 12 h/d，相对湿度 80%～95%，用水稻品种 TN1
连续饲养 4 代后使用。 
1.1.3  实验用试剂   Grace 昆虫细胞培养基

（Invitrogen 公司）；大肠杆菌（Eschesichia coli）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、

T4DNA 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，序列如下：NL1:5'-GCA TAT 
CAA TAA GCG GAGGAA AAG-3' NL4:5'-GGT CCG 
TGT TTC AAG ACG G-3' [15]。 
1.2  方法 

1.2.1  共生菌的冷冻切片  取羽化3 d后的雌雄褐飞

虱成虫各 5 头放置于事先放置了 60 日龄 TN1 水稻的

纱笼内，20 个重复，5 d 后取稻苗，用无菌水冲洗后

解剖取卵块；羽化 3 天后的褐飞虱雌雄虫各 30 头，解

剖出腹部脂肪体。在卵块、解剖出的脂肪体上滴加少

许冷冻切片包埋剂，放置于 Leica 冷冻切片机内冷冻

3～5 min，组织块表面修整后，进行切片，切片厚度

约为 4～5 µm，展平的切片贴于载玻片后用苏木精-伊
红染色、封固后进行形态检测。 
1.2.2  培养基的配置  参考文献[15]，Grace 昆虫细

胞培养基按说明书配置，添加实验室前期实验筛选出

的某些物质，按要求灭菌、待用。 
1.2.3  共生菌的离体培养及其形态观察  解剖带卵

TN1 稻苗，取卵块，无菌水冲洗，数取 100 颗，表面

消毒后，在－196℃液氮中研磨成粉状，并用无菌水配

置成 10-1 的溶液，在每一平皿中加入配置好的溶液 1 
ml，然后缓缓注入 9 ml 预先灭菌的培养基，摇匀，

parafilm 膜封口，放入 25℃培养箱中观察并记录结果，

对照平皿中加入 1 ml 无菌水。 
1.2.4  DNA 微量提取  用接种环挑取少量旺盛生长

的培养菌株，加入到 2 ml 配置好的液体培养基，25℃
下 200 r/min 摇床培养 24～28 h，直至出现絮状物，

DNA 的提取参照酵母 DNA 提取试剂盒说明。 
1.2.5  PCR 扩增和测序  根据文献[16]的方法，用引

物 NL1 和 NL4 PCR 扩增供试菌株 26S rDNA 近 5'端
的 D1/D2 区域，95  5℃  min；94  1℃  min，52  1℃  min，
72  1℃  min 20 s，循环 36 次；72  8℃  min；4℃保存。 
1.2.6 克隆与筛选  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，

26 SrDNA 基因片段与克隆质粒 T-Vector 的连接（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（100 µg·ml-1）、IPTG
（0.5 mmol·L-1）、/X-gal（80 µg·ml-1）的 LB 平板上,
倒置培养过夜。 
1.2.7  重组质粒的筛选和鉴定  用灭菌牙签挑取阳 
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性克隆至 5 ml 的 LB 培养基（含 5 µl 50 µg·ml-1 Amp）
中，37℃下 200 r/min 摇床培养 36 h。取 1.5 ml 的培    
养物用碱裂解法制备质粒 DNA，PCR 鉴定阳性克  
隆。 
1.2.8  测序  将经 PCR 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 GenBank 中进行

Blast 同源序列检索，然后采用 DNAStar 软件进行同

源性分析，构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  褐飞虱体内共生菌的形态学观察 

取供试虫体的腹部切片观察可以看到，褐飞虱腹

部的共生菌包裹在一个近似圆形的组织之内，称之为

菌胞，褐飞虱体内的类酵母在形态上以卵圆形（图

1-A）、不规则圆形（图 1-B）两种形态为主，长度为

2～10 µm，宽度为 0.5～2 µm，多端芽殖，出芽形成

的单细胞连接形成假菌丝。从形态、大小上观察，卵

块与褐飞虱雌成虫脂肪体内的类酵母共生菌无明显差

异。除图 1、图 2 所示两种主要形态之外，褐飞虱体

内类酵母共生菌还存在其它多种形态[17]。

 

 
 

A：卵圆形；B：不规则圆形；C：图中箭头所指为正在进行芽殖的共生菌 
A: Characteristics of oval; B: Characteristics of irregular cycle; C: The budding of the YLS 

 

图 1  褐飞虱雌成虫体内共生菌的形态 

Fig. 1  Characteristics of the YLS of female adult of BPH 

 

 
 

A：YLS-1 菌株的形态；B：YLS-2 菌株的形态，C：箭头所指为假菌丝 
A: Characteristics of the strains of YLS-1; B: Characteristics of the strains of YLS-2; C: Pseudohypha 

 

图 2  培养菌株共生菌形态 

Fig. 2  Characteristics of the cultured strains 

 

2.2  培养菌落的形态学观察 

卵块离体培养 30 h 后，有白色、黄色两种菌落长 
出，前者菌落厚实、表面较湿润、平坦无皱褶，边缘

不规则，在 400×显微镜下观察，细胞呈椭圆形，接
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近于杆状，多端芽殖，长度为 8～10 µm，宽度为 0.5～
2 µm 与图 1-A 中 YLS 在形态上相似。培养 3 d 后，细

胞有自溶现象，慢慢呈细丝状，此菌株暂时命名为

YLS-1 号菌株（图 2）。后者呈土黄色，菌落厚实、

呈豆腐渣状，表面不平整、较前者干燥，边缘不规则，

在 400×显微镜下观察，细胞呈不规则圆球状（图 2），
与图 1-B 中 YLS 相似，长度为 2.5～4 µm，宽度为 2～
4 µm，并且连接成串，形成假菌丝（图 2-B 中箭头所

指），此菌株暂时命名为 YLS-2 号菌株。 
2.3  PCR 扩增及测序 

PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测显示（图 3），
从图中可知，YLS-1、YLS-2 菌株的 26S rDNA 片段大

小略有差异，不过大小都在 600 bp 左右。 
2.4  DNA 序列比较分析及系统树的构建 

用校正后的供试菌株的 D1/D2 区域序列，在

GenBank 核酸序列数据库中进行同源序列搜索，以比

较供试菌株与已知酵母菌相应序列的相似程度。为显

示供试菌株与已知酵母菌的亲缘关系及其系统地位，

根据同源序列搜索结果，下载相关酵母菌种的 26S 
rDNA D1/D2 区域序列（表），与供试菌株的序列放

在一起，用 DNAStar 软件进行匹配排列，建立系统发

生树。结果如图 4 所示，从虫体中分离的 YLS-1 共生

酵母菌与解脂假丝酵母（Candida lipolytica）显示出较 

 
 
1～2：YLS-1 菌株；3～4：YLS-2 菌株；M：标准分子量 
1-2: YLS-1; 3-4: YLS-2; M: Marker 

 

图 3  培养菌株 26SrDNA 片段扩增结果 

Fig. 3  The results of PCR amplification for 26S rDNA 

sequences  

 

近的亲缘关系，YLS-2 共生酵母菌与嗜盐梗孢酵母

（Sterigmatomyces halophilus）显示出较近的亲缘关

系，但从分子系统树上并未显示培养菌株与褐飞虱体

内共生菌株 26S rDNA D1/D2 区序列之间有较近的亲

缘关系。

 

 

 

图 4  根据核苷酸序列构建的分子系统树 

Fig. 4  Phylogenetic relationships of YLS in BPH based on DNA sequences 
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表  部分 26SrDNA 序列已知的真菌 

Table  List of the fungi whose 26SrDNA sequences were used for molecule phylogenetic analysis 

序号 No. 接受号 Accession No. 分类学地位 Taxonomic status 序号 No. 接受号 Accession No. 分类学地位 Taxonomic status 

1 AF335977 Yarrowia lipolytica 11 AF189888 Bensingtonia ingoldii 

2 AY634278 Agaricostilbum hyphaenes 12 APU406402 Agaricostilbum pulcherrimum 

3 AY789654 Candida hispaniensis 13 AF189893 Bensingtonia naganoensis 

4 AY561260 Pichia falcaomoraisii 14 AB124560 Sporobolomyces diospyroris 

5 AB120219 Candida krabiensis 15 AY313043 Sporobolomyces sp. TY-197 

6 AY447018 Zygoascus hellenicus var. hellenicus 16 AY364839 Sporobolomyces clavatus 

7 AY116080 Candida galli 17 AF177410 Kurtzmanomyces tardus 

8 AB200286 Pichia thermomethanolica 18 AF267235 YLS of Laodelphax striatellus 

9 AY745716 Sterigmatomyces halophilus 19 AF267236 YLS of Nilaparvata lugens 

10 AF189999 Sterigmatomyces elviae 20 AF267237 YLS of Sogatella furcifera 

 

3  讨论 

由于寄主内环境与体外环境的差异，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。Nasu
等[13]从褐飞虱体内分离出两株菌株，从形态上初步认

定为类酵母共生菌。本实验在 Nasu 等实验的基础上，

创新性地采用卵块离体培养法，培养得到在形态、大

小上与虫体内主要菌株相似的菌株，并且通过分子生

物学手段鉴定为子囊菌亚门的解脂假丝酵母

（Yarrowia lipolytica）和担子菌亚门的嗜盐梗孢酵母

（Sterigmatomyces halophilus），初步认定为褐飞虱体

内类酵母共生菌离体菌株。但与褐飞虱体内的共生菌

酵母菌在 26S rDNA D1/D2 区序列比对未显示出较近

的亲缘关系。褐飞虱体内类酵母共生菌的传统分离方

法是采用物理密度梯度离心法，Noda 等对离心所得菌

株 18SrDNA 序列鉴定为子囊菌亚门（Ascomycotina）
核 菌 纲 (Pyrenomycetes) ， 并 与 此 纲 中 的 H. 
chrysospermus 亲缘关系最近[18]，但采用该方法分离

的前提是类酵母共生菌是由单一菌株组成。在核糖核

酸酶实验中发现褐飞虱体内部分类酵母的 RNA 被消

解而其它的则未被消解[19]；陈法军等[17]采用冷冻切片

结合显微摄影技术在褐飞虱雌成虫腹部观察到除卵圆

形、不规则圆形两种主要形态之外，还存在杆状、具

假隔膜形、具假隔膜不规则形等多种其它形态；据此

推测：在褐飞虱菌胞中存在不同种类的类酵母菌。由

于采用离心法获得往往是共生菌的混合物，因而笔者

在将离体菌株与褐飞虱体内类酵母共生菌 26S rDNA 
D1/D2 区序列比对时未出现亲缘较近的现象。  

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

的分离与纯化的前提下，基本确定褐飞虱体内类酵母

菌的种类组成，才可实现对褐飞虱体内类酵母共生菌

的改造。本实验采用的卵块离体培养保持了类酵母共

生菌的全部遗传信息且避免了来自虫体内环境污染，

结果验证了褐飞虱菌胞中存在不同种类类酵母菌，证

明褐飞虱体内类酵母共生菌为混合物的推测。明确类

酵母共生菌的种属发生地位为利用已在核酸序列数据

库中公布的信息开展进一步的基因改造实验奠定了基

础。如能转化类酵母共生菌内某些蛋白质的遗传学背

景，使其在抗性水稻品种的诱导下，遗传学背景不易

发生变化，从而能使抗性水稻品种的田间使用寿命延

长，褐飞虱体内类酵母共生菌的离体培养为进一步开

展实验提供了基础。 
离体菌株保存于 4℃药品冷藏柜中，每隔 40 d 转

接一次，6 个月之后 YLS-2 菌株嗜盐梗孢酵母出现菌

种退化现象。主要表现为，菌落生长速度减缓，但镜

检未发现形态、大小有明显变化。YLS-1 菌株解脂假

丝酵母无明显退化现象，处于进一步观察之中。由于

类酵母共生菌与宿主互惠共生的关系，离开宿主飞虱

的类酵母菌株的长期保存有很大困难。同时，离体菌

株长期保存于人工培养基上，其生理功能是否会产生

变化也需进一步鉴定。此外，如离体酵母菌的改造成

功，转化后的菌株如何返还回虫体；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。 

4  结论 

采用卵块离体培养的方法可从褐飞虱体内分离出

共生菌。分离出的两株共生菌株，用分子生物学的   
方法初步鉴定为酵母菌株。初步证明：褐飞虱体内的

共生菌可以进行离体培养，并可在人工合成培养基上 
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