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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 striatellus F all�n)体内共生菌 Wolbachia的

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

韩国分离物核苷酸一致性达 991 9% , 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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Abstrac t: G roEL g ene from W olbachia endosym biont in sm all brown p lant-hoppe r( Laodelphax str ia tellus Fa ll�n), w as

amp lified by PCR and cloned. The comp le ted nuc leo tide sequence of the gene was determ ined, wh ich w as the first report

in China. It has 1 659 bp nucleotides and encodes 552 am ino ac ids. G enBank accession number is EF 468716. Compar-

ison show ed that this gene had 991 9% identities on nuc leo tides level to DQ 356890, an iso late from South K orea. Based

on th is sequence, Furthe r resea rches on function of groEL, such as its relation to r ice str ipe v irus transm ission, can be

ca rr ied ou t.
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  灰飞虱 ( Laodelphax striatellus Fa ll�n)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 v irus, 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, Toriyam a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( disease-spec ific prote in)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.

Wolbachia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 Wolbachia
[ 6]

.灰飞虱是 RSV的传播

介体, 在其体内, Wolbachia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 g roEL( 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 Wol-

bachia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 g roEL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 plus、dNTP购自上海申能博彩生物科技有限公司;限

制性内切酶 E coR I、Sal I购自 Takara公司;氨苄青霉素 ( AM P)、DNA M arker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 E scherichia coli菌株 DH 5A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 200 LL研磨缓冲液 ( 100 mm o l/L Tr is- H C l pH 911, 100

mmo l /L N aC ,l 200mm ol /L蔗糖, 50 mm o l/L EDTA, 5 g /L SDS及 100 Lg /m L蛋白酶 K),充分研磨,收集匀

浆液, 65e 温育 30m in,再加入 55LL 8m o l/L的 KA c,冰浴 30m in以充分沉淀, 12 000 r /m in离心 10m in,收

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

洗涤 3次,沉淀悬浮于 100LL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 25LL,分别为:

10 @ PCR Buffer(M g
2+

)      215 LL

dNTP( 10 mm o l/L ) 015 LL

TaqP lus( 5U /LL) 015 LL

3cPrim er ( 10 pm o l /L) 110 LL

5cPrim er( 10 pm o l/L ) 110 LL

DNA 210 LL

ddH 2O 1715 LL

PCR反应条件为 94e 预变性 5 m in, 94e 1 m in、50e 1 m in、72e 2 m in, 35循环, 72e 10 m in, 4e 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 DH 5A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 C lusta lX、M ega3、B last( h-t

tp: / /www. ncb.i n lm. n ih. gov /BLAST /B las.t cg i)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 DH 5A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, G enB ank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 G enB ank数据库中的资源进行 M egab last分析时, 发现其与 DQ 356890 (灰飞虱韩国

分离物体内共生菌 Wolbachia的 groEL基因 )的核苷酸一致性 ( Ident ity)最高, 达到 9919%; 根据 M egablast

分析的结果,我们对全库中的数据进行筛选,得到 6条近缘 Wolbachia 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 Inform ation o f groEL genem entioned in th is paper

登录号 寄  主  名  称

DQ356890 Laodelphax striatellus( Sou th Korea) 灰飞虱 (韩国 )

AB002286 T eleog ryllu s taiw anemma 台湾阎魔蟋蟀

AE 017196 Drosoph ila m elanogaster 黑腹果蝇

AE 017321 B rug ia ma layi ( TRS) 马来布鲁线虫 (马来丝虫 )

AJ558023 D irof ila ria imm itis 犬恶丝虫

Y09416 Onchocerca volvu lu s 旋盘尾丝虫

表 2 共生菌 Wolbchia groEL氨基酸序列之间的遗传距离

Table 2 Genetic d istance among symbiontWolbach ia based on am ino acid sequence of groEL

EF468716 DQ356890 AB002286 AE017196 AJ558023 Y09416 AE017321

EF468716 01001* 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

A J558023 01159 01158 01155 01132 01007 01009

Y09416 01165 01165 01161 01138 01090 01009

AE017321 01153 01153 01146 01123 01135 01130

  * 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 C lusta l软件比对 ( A lignm ent) ,将比对后的数据导入 M ega软件,使用 Po isson co r-

rection模型计算遗传距离 (表 2), 临近法 ( Ne ighbor-Joining, N J)重建系统进化树, 各个分枝的 boo tstrap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、A J 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、A J 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 Wolbachia亲缘

关系最近,寄生于台湾阎魔蟋蟀上的 Wolbachia次之,寄生于黑腹果蝇上的 Wolbachia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 Wolbach 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 Wolbachia 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 Wolbachia

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 Wolbachia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

Wolbachia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 Wolbachia 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 g roEL

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,Wolbach ia就可以更广泛的用于其寄主的分类和进化研究, 而 Wolbachia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.

[参考文献 ]

[ 1]  谢联辉, 魏太云, 林含新, 等. 水稻条纹病毒的分子生物学 [ J]. 福建农业大学学报, 2001, 30 ( 3): 269-279.

[ 2]  T o riyam a S. R ice str ipe v irus: pro totype o f a new group o f v iruses that replicate in plants and insec ts[ J]. M icrob io log ical

Sc iences, 1986, 3( 11): 347-351.

[ 3]  吴爱忠, 赵艳, 曲志才, 等. 水稻条叶枯病毒 ( RSV )的 SP蛋白在介体灰飞虱内的亚细胞定位 [ J]. 科学通报, 2001,

)122)

南京师大学报 (自然科学版 )                              第 31卷第 4期 ( 2008年 )



46( 14) : 1 183-1 186.

[ 4]  W e rren JH. B io logy ofW olbach ia [ J]. A nnua l R ev iew o f Entom o logy, 1997, 42: 587-609.

[ 5]  W e rren JH, G uo L R, W indsor D W. D istr ibu tion o fW olbach ia in neo trop ica l arthropods[ J]. P ro ceedings o f the R oya l So-

ciety o f London Ser ies B-B io log ica l Sc iences, 1995, 62: 147-204.

[ 6]  邓可京, 杨琰云, 胡成业. 灰飞虱共生菌 Wolbachia引起的细胞质不亲和性 [ J]. 复旦学报: 自然科学版, 1997, 36

( 5): 500-506.

[ 7]  A kad F, D otan N, C zosnek H. T rapping of tom ato y ellow leaf cur l v irus and o ther p lant v iruses w ith a groEL hom o logue from

the wh iteflyB em isia tabaci[ J]. A rch ives of V iro logy, 2004, 149( 8): 1 481-1 497.

[ 8]  A kad F, Eybishtz A, Ede lbaum D, et a.l M aking a friend from a foe: expressing a groEL g ene from the white fly B em isia

tabaci in the phloem o f tom ato plan ts confe rs res istance to tom ato yellow leaf curl v irus[ J]. A rch ives o f V iro logy, 2007, 152

( 7): 1 323- 1 339.

[ 9]  Doug las A E. N utritional interactions in insec t-m icrob ia l symb ioses: aph ids and the ir sym b iotic bacter iaBuchnera[ J] . A nnu-

al R eview o f Entom o logy, 1998, 43: 17-37.

[ 10]  G ray S M, Bane rjee N. M echan ism s of arthropod transm ission o f plant and anim a l viruses[ J]. M icrob io logy andM o lecular

B iology R ev iew s, 1999, 63( 1) : 128-148.

[ 11]  H ogenhout S A, V an der W ilk F, V erbeek M, e t a.l Po tato lea fro ll v irus binds to the equator ia l dom a in of the aphid endo-

symb io tic groEL homo log[ J]. Journal of V irology, 1998, 72 ( 1): 358-365.

[ 12]  M or in S, G han im M, Ze idanM, e t a .l A g roEL hom o logue from endosymb iotic bacter ia of the w hite flyBem isia tabaci is im-

plicated in the circu la tive transm iss ion o f tom ato ye llow lea f cur l virus[ J]. V irology, 1999, 256 ( 1): 75-84.

[ 13]  林林, 吴云锋, 崔晓峰. 玉米蚜体内参与传毒的共生菌 g roEL基因的克隆和原核表达 [ J]. 中国病毒学, 2003, 18

( 1): 54-57.

[ 14]  崔晓峰, 吴云锋, 林林, 等. 桃蚜体内与病毒结合的共生菌 Buchnera g roEL基因的克隆和序列分析 [ J]. 中国病毒

学, 2002, 17 ( 1): 65-72.

[ 15]  吴云锋, 崔晓锋, 林林, 等. 禾谷缢管蚜体内的病毒结合蛋白基因的克隆与原核表达 [ J]. 微生物学报, 2002, 42

( 4): 448-452.

[ 16]  谭周进, 谢丙炎, 肖启明, 等. 烟粉虱内共生菌 g roEL基因的原核表达条件研究 [ J]. 微生物学通报, 2005, 32

( 4): 57-61.

[责任编辑:孙德泉 ]

)123)

季英华, 等:灰飞虱体内共生菌 Wolbachia的 g roEL基因克隆及序列分析


