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不同寄主植物的烟粉虱（!"#$%$& ’&(&)$）内共生菌
传毒相关 97):;蛋白的一致性
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摘要：通过对 " 种寄主植物上 6型烟粉虱北京种群的内共生菌传毒相关 !"#$% 基因进行 T&V扩增和测序，结合已有的相关序

列，构建了 !"#$%基因及其编码的 +I0(*蛋白的分子系统树。结果表明：烟粉虱内共生菌产生的 !"#$%基因是一个非常保守的

基因，北京不同寄主植物的烟粉虱内共生菌与 ,KI@J1 6型烟粉虱内共生菌的 !"#$%基因亲源关系非常近，位于同一进化分支，其

编码的 +I0(*蛋白的分子系统树也基本上是一致的。不同物种的 !"#$%基因及其编码的 +I0(* 蛋白分别位于不同的分支，说

明 !"#$%基因及其编码的 +I0(*蛋白的分子系统树可以用于分析物种间的进化关系。氨基酸序列比较表明：烟粉虱内共生菌

+I0(*具有原核 +I0(*的保守氨基酸、%’T酶活性位点、多肽结合位点和 +I0(-连接位点，为典型的 &’(#$。不同来源烟粉虱内

共生菌 +I0(*有少数几个保守氨基酸发生了置换，可能不是 +I0(*功能的重要位点。说明在容易变异的细菌基因组中，!"#$%

基因为了维持其正常重要的生理功能，会通过保持功能位点的稳定性来应对不同生态因素的影响。

关键词：内共生菌；烟粉虱；+I0(*蛋白；生态功能；蛋白质一级结构
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烟粉虱（!"#$%$& ’&(&)$）（K’2,#"’0-：D*’:0)6,6-’）传播的病害所造成的危害要比直接取食造成的危害大
得多，除能传播 LJA联体病毒等多种植物病毒外，还能够传播植物细菌病和真菌病［M］，且双联体病毒属的病
毒只能够由烟粉虱传播［N］。由内共生菌产生的 >0)?@蛋白属于分子伴侣，是一类保守性相当高的蛋白，主要
作用是保护病毒进入血体腔的过程中免遭降解，同时也与昆虫携毒的专一性有关［O，P］。蚜虫 !2)03"+& >0)?@
帮助病毒经过蚜虫血体腔并在专一性植物间进行传播［Q］。!2)03"+& >0)?@与 -%)0"+$)0$& ),4$ >0)?@的 N 个特
征性区别区域是：!2)03"+&有一个位于 C端 QNH R QOS 位和一个位于顶尖结构域 OOT R OPU 位的富丝氨酸高变
区［H］。!2)03"+& >0)?@与宿主通过正向选择共同进化，支配 >0)?@正向选择的变化区主要位于对 >0)?F 与多
肽的连接都很重要的顶端结构域［U］。不同种类、生物型、地理型的昆虫中内共生菌的 MHF 0VWD及 *+,-.基因
具有很高的同源性，但是产生了适应性差异［S］。研究 *+,-. 及 >0)?@ 的演化机制，对于探索烟粉虱寄主多样
性、分布广泛性、>0)?功能区的发现、传播病毒多样性的原因及其防治方法、某些生命现象的解释，都可能产
生重大的意义。

)* 材料与方法
)& )* 材料
供试烟粉虱为 ;型成虫，分别采自长期饲养在中国农业科学院蔬菜花卉研究所温室的黄瓜（(1(123’0，

52)2#$% %&’$62%）、番茄（")2-")，.7),1"+%$),3 "%)2$"3’2#）、烟草（")3-(()，8$),’$&3& ’&(&)2#）、一品红（#),.4’"",-，
-210,+($& 124)0"++$#&）、牵牛花（2)0.,.+ +*)0:，91,#,"& 12+12+"& ）、辣椒（(-#4,(12，5&1%$)2# &3322#）、甘蓝
（(-33-+’，!+&%%$)& ,4"+&)"&）等植物上。ECX 扩增试剂（6WAE4，A-9 酶）、VWD 快速回收试剂盒、克隆试剂盒
（YAOIP）、限制性内切酶等主要购自清华大学天为时代科技有限公司、;’3()等公司。
)& +* 烟粉虱内共生菌模板 VWD的提取

VWD的提取采用改进的 FVF裂解法［T］。将 MII 头冰冻的烟粉虱用无菌双蒸水快速洗涤 N 次，于 NII!*
A? 3188’0中匀浆，QIII0 $ 2,.离心 O2,.后，收集沉淀，加入 QII!*裂解 3188’0（I& M2)* $ @ W-C*、I& M2)* $ @ ?VAD、
MZ FVF、I& MZ蛋白酶 [）于 HQ\水浴中裂解 HI2,.，冰上放置 Q2,. 后，QIII0 $ 2,. 短时离心，上清液分别用等
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体积的酚：氯仿（/0/）抽提 1 次、氯仿抽提 / 次，冷无水乙醇沉淀 234，567乙醇洗涤，晾干或风干，加无菌双蒸
水在 89溶解，紫外法测定 234的浓度与质量。
!& "# :;<克隆引物的设计与合成

参照 =’.>-.?发表的序列（4@/168A/）［/6］，采用 :B,C’B 2’D,+.’B引物设计软件自行设计引物，其序列为：
E%F：GHI-"++(-+("---+-(""----"""++I1H，B’J：GH K ""-(-"(-"-((-""(-""((+(((I1H。引物委托上海生工生物工程技术服
务有限公司合成。

!& $# :;<扩增
烟粉虱内共生菌 !"#$% :;< 在 G6!L 体系中进行，含引物 E%F 和 B’J 各 6& M!C)* $ L、模板 A66.+、F3N:D

AO GCC)* $ L、/6 P :;< QREE’B G!L、S+A T A& G U 1& 6CC)* $ L、&’(酶 /V，加消毒双蒸水至 G6!L。:;< 反应条件为
W89预变性 GC,.，W89/C,.，GA9 /C,.，5A9 AC,.，共 1G 个循环，5A9/6C,.，保存于 89冰箱中。
!& %# :;<产物序列的测定
将 !"#$% :;<产物用 6& X7的琼脂糖凝胶电泳后，按 234 快速回收试剂盒将 :;< 扩增产物纯化，按清

华大学天为时代科技有限公司的方法进行 :;<纯化产物与 #=SIN ’-DY载体的连接、转化与阳性克隆的筛选，
双酶切和 :;<鉴定插入片段的大小。将鉴定为阳性的含重组质粒的细菌送上海博亚生物技术有限责任公司
分别进行自动测序。测序仪为 4>Z:<[SNS115 全自动测序仪。测序结果直接送 =’.>-.?进行登记。
!& &# 234序列及氨基酸序列分析
从 =’.>-.?中下载相关序列，与所测序列一起进行分析。氨基酸序列推导借助于 >*-D" 软件进行。分子

系统树的建立所用序列的基本情况如表 /。用 ;*RD"B-* \ 排列 234 与氨基酸同源序列（-*,+.C’."），用
S]=4A& /（A66/）（S)*’(R*-B ]J)*R",).-BY =’.’",(D 4.-*YD,-，^’BD,).A& /）软件计算遗传距离，并用 S,.,CRC
’J)*R",).（S]）法聚类分析构建核苷酸分子系统树；用 3’,+!Q)B _),.,.+（3_）法聚类分析构建 =B)]L 氨基酸分
子系统树。自举法（>))"D"B-#）为 / 6AG 次检测（<’#*,(-",).）。

表 !# !"#$%基因的基本情况

’()*+ !# ,(-./ .01234(5.20 21 !"#$% -+67+0/+- 8+92-.5+8 .0 :+0,(0;

烟粉虱和蚜虫的寄主植物

‘)D" #*-." )E )* +’,’-. )B -#!,FD
细菌 >-("’B,-

+B)]L的登录号
4((’DD,). .RCQ’BD )E +B)]L D’aR’.(’D

采集地点

[,"’ )E %!,"’E*Y ()**’(",).

黄瓜

/0-01.2 2’+.302 (R(RCQ’B
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-.
4b8MAWAW

中国北京

>’,c,.+，;!,.-
番茄

%4-#56"2.-#7 62-0.67+01 ")C-")
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-.
4b8MAW16

中国北京

烟草

8.-#+.’7’ +’,’-01 ")Q-(()
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-.
4b8MAW1/

中国北京

一品红

$059#",.’ 50:-96"".1’ #),.D’"",-
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-.
4b8MAW1A

中国北京

牵牛花

;5#1#6’ 50"50"6’ C)B.,.+ +*)BY
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-.
4b88GX5A

中国北京

辣椒

/’52.-01 ’77001 (-#D,(RC
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-.
4b88GX51

中国北京

甘蓝

)"’22.-’ #:6"’-6’ (-QQ-+’
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-.
4b88GX58

中国北京

K
烟粉虱内共生菌

].F)DYCQ,)." ,. )* +’,’-. 4@/168A/［/6］ 以色列 ZDB-’*

桃树

<"0702 56"2.-’ 56’-9
桃蚜内共生菌

)0-976"’ ’59.=.-#:’ ,. >4?02 56"2.-’ 4@1M5A8X［//］
中国陕西

[!-.d,，;!,.-
@B’’ *,J,.+ 沙门氏菌 @’:1#76::’ +459. V6/61W［5］ K
小麦

&".+.-01 ’62+.301 %!’-"
禾谷缢管蚜内共生菌

’.F)DYCQ,)." ,. A9#5’:#2.5901 5’=. V551X6［5］ K

@B’’ *,J,.+ 淋病细菌 86.226".’ !#7#""9#6’6 eA166X［5］ K
小麦

&".+.-01 ’62+.301 %!’-"
麦长管蚜内共生菌

’.F)DYCQ,)." ,. @.+#,.#7 ’367’6 V5515W［5］ K

f f K：具体信息不清楚 N!’ B’-* ,.E)BC-",). ()R*F.’" Q’ ?.)%.
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!" 结果与分析

图 /0 烟粉虱内共生菌 12)34序列的分子系统树

0 5,+& / 0 6!7*)+’.’",( ’8)*9",). "2’’ ): ’.;)<7=>,)."< :2)= !"#$%$&

’&(&)$ >-<’; ). 12)34 ()=#*’"’ -=,.) -(,; <’?9’.(’<

分子系统树运用 @31AB& /（BCC/）软件的邻近连接法构建，鞋带

可信度在分支的上下进行标注 D!’ "2’’ %-< ().<"29("’; >7 E’,+!>)2

F),."（EF）#2)(’;92’ ,. "!’ <):"%-2’ #-(G-+’ @31AB& /（BCC/）& D!’

*’.+"! -.; >))"<"2-# ().:,;’.(’ 8-*9’< ): ’-(! >2-.(! -2’ ,.;,(-"’;

->)8’ -.; >’*)% "!’ >2-.(!，2’<#’(",8’*7

!& #" 烟粉虱内共生菌 12)34蛋白系统进化树的建立与分析
12)34蛋白的聚类结果与 *+,-. 基因序列的聚类

结果基本上是一致的。12)34 蛋白的分子进化树如
图 /，H))"<"2-#（自举法）/CBI 次检测可信度大于 JCK，
说明聚类的结果比较稳定可靠。由图 / 可知，不同来源
烟粉虱内共生菌 12)34蛋白的亲缘关系非常接近，位于
同一进化分支，其它 L 种植食性蚜虫（禾谷缢管蚜
/0,1&2,%$103# 1&4$、桃蚜 5673% 1"+%$)&"、麦长管蚜
8$’,($,9 &:"9&"）内共生菌 12)34 蛋白位于不同分支，即
这 L 种蚜虫的内共生菌 *+,-. 基因及 12)34 蛋白与烟
粉虱的相应基因及蛋白的亲缘关系较远，但上述昆虫内

共生菌 *+,-.基因及 12)34 蛋白与人类的两种病原细
菌（沙门氏菌 8&2#,9"22& ’610$ 和淋病细菌 ;"$%%"+$&
*,9,++0,"&"）的 *+,-.基因及 12)34 蛋白的亲缘关系更
远一些。

!& !" 烟粉虱内共生菌 12)34蛋白的功能位点分析
在报道的 IC 个原核 12)34 $ <%1JC 分子中，有 /LL

个位点的氨基酸是保守氨基酸［M，//］。有关 12)34 $ <%1JC 的保守氨基酸、AD6-<’ 活性部位、多肽结合部位、
12)3N结合部位如图 B。由图 B 可知，烟粉虱内共生菌 12)34具有同样的 AD6-<’ 活性部位、多肽结合部位及
12)3N结合部位。与大肠杆菌 12)34比较，烟粉虱内共生菌 12)34除了 /MC 位与 LOO 位两处的保守氨基酸发
生了置换之外，其余的都是一致的，而这种置换现象在 6POB/B 和 6L/BQP 两序列中也存在。不同来源烟粉虱
内共生菌 12)34保守氨基酸的置换主要发生在 I/ 位、QI 位、/JQ 位、LJM 位、LQI 位等 I 处，可以说明这些位点
的氨基酸对烟粉虱内共生菌 12)34的功能影响很小。而大肠杆菌 12)34 与 !3)09"+& 12)34 氨基酸的保守序
列仅在 BQL 处不同。烟粉虱内共生菌 12)34与 !3)09"+& 12)34 在 64RS（#)"-") *’-: 2)** 8,29<）结合区域不管
保守氨基酸，还是其它的氨基酸，发生置换的几率都相对要少，这些区域可能也是烟粉虱内共生菌 12)34的主
要病毒结合区域。

$" 讨论
相对于自由生活的细菌来说，昆虫内共生菌受群体重组因素的影响较小，主要是受群体遗传漂移的影

响［/B，/L］。系统进化树分析结果表明，内共生菌的 *+,-.进化缓慢，这对于利用内共生菌进行突变累积的遗传
漂移对基因组的影响研究，以及解释无性方式是怎样使这些有害突变不能积累的，都是一个非常有用的

模式［/P T /J］。

@)2,.等对烟粉虱内共生菌 12)34 EU末端 LC 个氨基酸的研究发现，其基本结构与禾谷缢管蚜
/0,1&2,%$103# 1&4$、桃蚜5673% 1"+%$)&"、麦长管蚜 8$’,($,9 &:"9&"的内共生菌 12)34的相似［/M］。聚类分析与序
列比较说明，北京地区不同植物来源烟粉虱的内共生菌与 V<2-’*烟粉虱的内共生菌 *+,-. 基因亲缘关系非常
接近。并且，烟粉虱内共生菌 12)34除了少数位点之外，与其它原核 12)34 一样，具有相同的保守氨基酸位
点，不同生态型来源烟粉虱内共生菌 12)34的部分保守氨基酸也发生了置换，这对寻找其重要功能区可以提
供一定的证据。也正是由遗传漂移引起的只有极少数氨基酸的置换，才使得 12)34维持着其应有的功能。用
!3)09"+& 12)34抗血清在携毒之前饲喂烟粉虱，烟粉虱传 DW4XSUV<（D)=-") 7’**)% *’-: (92* 8,29< :2)= V<2-’*）的
几率下降 OCK以上，病毒在烟粉虱血体腔内的数量大大减少［/M］。这进一步证实了烟粉虱内共生菌 12)34 与
!3)09"+& 12)34的同源性。烟粉虱内共生菌 12)34与 !3)09"+& 12)34的比较发现，二者在 64RS结合位点的
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图 /0 烟粉虱内共生菌与大肠杆菌及 !"#$%&’( 12)34氨基酸序列的比较

5,+& /0 67,.) -(,8 9’:;’.(’ )< !) *(+(#, 12)34 -.8 ()7#-2,9). %,"! 12)34 <2)7 -) #./,（<2’’ *,=,.+ >-("’2,;7） -.8 !"#$%&’( (0$,1,#./(

（’.8)9?7>,)." )< 2) 0&’3,#(&）

!：6@A-9’活性部位；B：12)3C联结部位；"：多肽联结部位；方框：12)34 $ 430DE 保守氨基酸；F：相同的氨基酸；阴影部位为 A4GH结合区

@!)9’ ,.=)*=’8 ,. 6@A-9’ -(",=,"? -2’ ,.8,(-"’8 >? !；@!)9’ ,.=)*=’8 ,. 12)3C >,.8,.+ -2’ ,.8,(-"’8 >? B；67,.) -(,89 2’#)2"’8 ") >’ ,.=)*=’8 ,.

#)*?#’",8’ >,.8,.+ -2’ ,.8,(-"’8 >? -22)%9；67,.) -(,89 -" #)9,",).9 ().9’2=’8 ,. )"!’2 12)34 $ 430DE (!-#’2).,).9 -2’ >)I’8；J8’.",(-* -7,.) -(,89 -2’

,.8,(-"’8 >? >-29；@!’ A4GH >,.8,.+ 8)7-,.9 -2’ ,.8,(-"’8 >? +2-? 9!-8,.+

KELMNE：-) #./,；65EEOPNL：!"#$%&’( (0$,1,#./(（’.8)9?7>,)." )< 256"3 0&’3,#(）

保守氨基酸没有差异，有关烟粉虱与蚜虫传播 A4GH的差异原因有待进一步研究。烟粉虱是联体病毒的特异
介体，有关烟粉虱特异传播联体病毒的原因及其相关功能位点还有待于进一步研究。

通过物理、化学方法消除或抑制内共生菌、分子生物学方法改造内共生菌等手段，都有可能防治病虫害。

通过病毒特异结合的 12)34位点研究，对于虫传植物病毒病害的防治，将有重大的意义。根据昆虫体内大量
存在的内共生菌的特性，通过内共生菌的转基因研究，可望建立起植物病害防治的新生物控制系统。病毒的

QA基因已经在植物的抗病育种中得以应用，有关内共生菌 7’.-8 基因在植物抗病育种中的应用研究还有待
进一步进行。在目前体外培养尚未解决的情况下，利用分子生物学技术及日益积累的基因组信息，对内共生

菌进行鉴定和系统发生研究，将为进一步深入研究打下基础。因此，研究内共生菌的起源及系统进化，特别是

相关功能基因的系统进化，对于解决这方面存在的问题无疑具有重大的理论意义和实践意义。
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