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摘要：［目的］以五倍子蚜、杨树瘿蚜和黄连木瘿蚜等９种瘿蚜为实验材料，探讨瘿蚜Ｗｏｌｂａｃｈｉａ与其它自由生活蚜虫
携带的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的株系差异及亲缘关系，明确五倍子蚜、杨树瘿蚜和黄连木瘿蚜等９种瘿蚜的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ感染情
况、株系及系统发育关系。［方法］从田间采集新鲜虫瘿，将蚜虫转移到离心管内，１００％乙醇 －２０℃保存。采用
Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的１６ＳｒＲＮＡ、ｗｓｐ、ｆｔｓＺ、ｇｒｏＥ和ｇｌｔＡ基因引物，以瘿蚜的总 ＤＮＡ为模板进行扩增、测序和分析，联合 ＮＣＢＩ
中Ｗｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡ相关基因序列进行系统发育分析。［结果］在检测的９种瘿蚜中，有３种瘿蚜共３个种群感
染有Ｗｏｌｂａｃｈｉａ，其中滇叶瘿绵蚜昆明种群的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ属于Ｂ超群，肚倍蚜昆明种群和角倍蚜峨眉种群的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ
可能属于新发现的Ｏ超群。［结论］与自由生活的蚜虫相比，瘿蚜的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ感染率偏低，且株系间的差异较大。
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沃尔巴克氏体（Ｗｏｌｂａｃｈｉａ）属于变形菌门（Ｐｒｏ
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），α变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），立克

次氏体目（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ），立克次氏体科（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉ
ａｃｅａｅ），是广泛存在于节肢动物和线虫体内的一种
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胞内共生菌，在昆虫中的感染率约为６６％［１］。Ｗｏｌ
ｂａｃｈｉａ只有１个种Ｗｏｌｂａｃｈｉａｐｉｐｉｅｎｔｉｓ，但存在着不同
的株系，目前已发现１４个超群（ｓｕｐｅｒｇｒｏｕｐ），分别命
名为ｓｕｐｅｒｇｒｏｕｐＡＦ和 ＨＯ［２－４］。Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的多样
性主要基于 ｗｓｐ、１６ＳｒＲＮＡ、ｆｔｓＺ、ｇｌｔＡ和 ｇｒｏＥＬ等基
因序列的特征，而株系的基因型是基于多位点序列

分型（ＭＬＳＴ：ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ）和 ｗｓｐ蛋白
的４个高变区的氨基酸系列来确定［５－６］。Ｗｏｌｂａｃｈｉａ
主要存在于宿主的生殖器官或生殖细胞中，其主要

功能是调节宿主的生殖功能，包括雌性化、孤雌生

殖、杀雄和胞质不亲和［７－１１］，使宿主种群倾向于产

出感染共生菌的雌性个体，有助于自身在宿主间的

扩散与传播。除生殖方面以外，Ｗｏｌｂａｃｈｉａ还能以多
种方式改变宿主的生物学特性，如：为昆虫宿主提供

营养物质、保护宿主免受 ＲＮＡ病毒侵染、调控宿主
种群的年龄结构和提高宿主干细胞的增殖能力

等［７，１２－１６］。由于Ｗｏｌｂａｃｈｉａ在节肢动物中的广泛分
布及其对宿主的生殖调控功能，并参与了物种的快

速形成与进化，因而可以用于宿主的生物学、生态与

进化、发育生物学等的研究，如开发基于内共生菌的

害虫和病菌控制方法［１７－１８］，因此 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ成为目
前昆虫学研究的热点。

蚜虫是重要的农林业害虫，但目前关于蚜虫

Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的研究较少且起步较晚，现有的研究多集
中在麦蚜（Ｓｉｔｏｂｉｏｎｍｉｓｃａｎｔｈｉ（Ｔａｋａｈａｓｈｉ））、雪松长
足大蚜（ＣｉｎａｒａｃｅｄｒｉＭｉｍｅｕｒ）和豆蚜（Ａｐｈｉｓｃｒａｃｃｉｖｏｒａ
Ｋｏｃｈ）等自由生活的蚜虫中［２］，对瘿蚜的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ
研究很少。瘿蚜是蚜虫中的一个重要类群，目前报

道的有４００多种，约占已知蚜虫总数的１０％，它们能
够刺激寄主植物形成虫瘿并在封闭的瘿内生活，具

有高湿度的特殊小生境，有些种类还同时具有高单

宁和高ＣＯ２浓度等
［１９］。瘿蚜通常对植物有害，但倍

蚜虫可以形成一种特殊的虫瘿即五倍子，五倍子富

含单宁，广泛应用于医药、化工、矿冶、电子和食品等

行业，是重要的资源昆虫产品［１９］。

本文以五倍子蚜、杨树瘿蚜和黄连木瘿蚜等９
种瘿蚜为实验材料并提取总 ＤＮＡ，选取１６ＳｒＲＮＡ、
ｗｓｐ和ｆｔｓＺ等作为目的基因进行基因测序及系统发
育分析，探讨瘿蚜Ｗｏｌｂａｃｈｉａ与其它自由生活蚜虫携
带的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的株系差异及亲缘关系，为进一步研
究瘿蚜Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的株系种类及功能提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　蚜虫来源

本实验所用的９种瘿蚜１４个种群分别采自云
南、四川、湖北和陕西的７个县市，包括肚倍蚜５个
种群，角倍蚜２个种群，其它７种各１个种群，每个
种群采集的虫瘿数为３、６或９个不等（表１）。从寄
主树上采集接近成熟但尚未爆裂的虫瘿，带回室内

剖开，取出蚜虫，置于１００％的乙醇中，－２０℃保存
备用。由于虫瘿内的干雌一般均来自单头干母的孤

雌生殖，因此每个虫瘿内的干雌可视为１个克隆。
１．２　瘿蚜总ＤＮＡ提取及浓度检测

采用Ｄｚｕｐ基因组 ＤＮＡ快速抽提试剂盒（上海
生工，中国），按照说明书提供的步骤提取蚜虫总

ＤＮＡ。取２０头蚜虫，用７５％酒精漂洗２ ３次，清
除表面污染。用去离子水浸泡１ｈ，去除蚜虫表面酒
精。将蚜虫转移至１．５ｍＬ离心管，用灭菌枪头破碎
虫体，加入１ｍＬ裂解液（Ｄｚｕｐ）裂解１０ｍｉｎ，１００００ｒ
·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液（约９００μＬ）至１．５
ｍＬ离心管，加入５００μＬ无水乙醇，混匀，８０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集沉淀。加入１０００μＬ７５％乙
醇漂洗ＤＮＡ１ｍｉｎ（注意要让沉淀浮起），１２０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，弃上清液。加入 ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ或
去离子水稀释至２００μＬ，充分溶解，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心２ｍｉｎ，将上清液转移至１．５ｍＬ离心管。取２
μＬＤＮＡ提取液，用１．５％的琼脂糖凝胶和核酸定量
仪对ＤＮＡ进行检测，经检测合格的样本置于－２０℃
保存备用。

１．３　Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的分子检测
１．３．１　次级共生菌Ｗｏｌｂａｃｈｉａ特定基因的扩增　选
择１６ＳｒＲＮＡ、ｗｓｐ、ｇｒｏＥＬ、ｆｔｓＺ和 ｇｌｔＡ作为目的基因
进行扩增，引物序列及ＰＣＲ反应条件见表２，ＰＣＲ反
应体系为２５μＬ，其中模板ＤＮＡ１μＬ，上下游引物各
１μＬ（１０ｎＭ），ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５
μＬ。将ＰＣＲ扩增产物置于１．５％的琼脂糖凝胶电
泳，检测扩增产物的质量。

１．３．２　基因序列测定与分析　对基因扩增产物进
行双向序列测定（上海生工），采用 ＤＮＡＳｔａｒＬａｓｅｒ
ｇｅｎｅｖ７．１ＳｅｑＭａｎ对测序的原始序列进行拼接，拼
接序列在ＮＣＢＩ中 ＢＬＡＳＴ检索，评估和验证测序结
果的可信度。联合ＮＣＢＩ中的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ相关基因序
列，采用ＭＥＧＡ６．０和ＭｒＢａｙｅｓ３．１．２进行序列比对

２
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表１　蚜虫样品信息和Ｗｏｌｂａｃｈｉａ检测结果

Ｔａｂｌｅ１　ＡｐｈｉｄｓａｍｐｌｅｓａｎｄｔｈｅｉｒＷｏｌｂａｃｈｉａｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ

蚜虫种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ
寄主植物

Ｈｏｓｔｐｌａｎｔ

采集地点

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

经度

（Ｅ）
纬度

（Ｎ）
海拔

／ｍ

采集时间

（年－月）
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｄａｔｅ

检测蚜虫数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｔｅｓｔｅｄ
ａｐｈｉｄ

感染数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
Ｗｏｌｂａｃｈｉａ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

肚倍蚜

Ｋａｂｕｒａｇｉａｒｈｕｓｉｃｏｌａ
青麸杨

ＲｈｕｓｐｏｔａｎｉｎｉｉＭａｘｉｍ．

铁倍花蚜

Ｆｌｏｒａｐｈｉｓｍｅｉｔａｎｅｎｓｉｓ
红麸杨

Ｒｈｕｓｐｕｎｊａｂｅｎｓｉｓｖａｒ．ｓｉｎｉｃａ

倍蛋蚜

Ｓｃｈｌｅｃｈｔｅｎｄａｌｉａｐｅｉｔａｎ
盐肤木

ＲｈｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＭｉｌｌ．

倍花蚜

Ｆｌｏｒａｐｈｉｓｍｅｉｔａｎｅｎｓｉｓ
盐肤木

ＲｈｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＭｉｌｌ．

角倍蚜

Ｓｃｈｌｅｃｈｔｅｎｄａｌｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
盐肤木

ＲｈｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＭｉｌｌ．

滇枝瘿绵蚜

Ｐｅｍｐｈｉｇｕｓｙａｎｇｃｏｌａ
滇杨

ＰｏｐｕｌｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＤｏｄｅ

滇叶瘿绵蚜

Ｐｅｍｐｈｉｇｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ
滇杨

ＰｏｐｕｌｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＤｏｄｅ

杨横瘿绵蚜

Ｐｅｍｐｈｉｇｕｓｐｏｐｕｌｉｔｒａｎｓｖｅｒｓｕｓ
滇杨

ＰｏｐｕｌｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＤｏｄｅ

黄连木梳齿毛根蚜

Ｃｈａｅｔｏｇｅｏｉｃａｆｏｌｉｄｅｎｔａｔａ
黄连木

ＰｉｓｔａｃｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＢｕｎｇｅ

云南昆明 １０２°３５′ ２５°０２′ ２２２０ ２０１６－０６ ６ ４
陕西城固 １０７°２０′ ３３°０６′ ６０２ ２０１６－０６ ６ ０
陕西宁强 １０６°１５′ ３２°４７′ １０１２ ２０１６－０７ ６ ０
云南盐津 １０４°２２′ ２８°０６′ ８６０ ２０１６－０７ ６ ０
四川峨眉 １０３°２６′ ２９°３８′ ６９０ ２０１６－０７ ６ ０

四川峨眉 １０３°２６′ ２９°３８′ ６９０ ２０１６－０９ ３ ０

四川峨眉 １０３°２６′ ２９°３８′ ６９０ ２０１６－０８ ３ ０

四川峨眉 １０３°２６′ ２９°３８′ ６９０ ２０１６－０９ ３ ０

四川峨眉 １０３°２６′ ２９°３８′ ６９０ ２０１６－１０ ９ １
湖北五峰 １１０°５２′ ３０°１０′ ９８０ ２０１６－０８ ９ ０

云南昆明 １０２°４５′ ２５°０３′ １９２０ ２０１７－０５ ６ ０

云南昆明 １０２°４５′ ２５°０３′ １９２０ ２０１７－０５ ９ １

云南昆明 １０２°４５′ ２５°０３′ １９３０ ２０１７－０７ ９ ０

云南楚雄 １０１°３０′ ２５°０３′ １７８０ ２０１６－０９ ３ ０

表２　Ｗｏｌｂａｃｈｉａ检测引物及ＰＣＲ反应条件
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｏｆＷｏｌｂａｃｈｉａａｎｄＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

次级共生菌

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｙｍｂｉｏｎｔ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
引物名称和序列（５’３’）

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）
ＰＣＲ反应条件

ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｗｏｌｂａｃｈｉａ

１６ＳｒＲＮＡ

１６ＳｒＲＮＡ

Ｗｓｐ

ｇｒｏＥＬ

ｆｔｓＺ

ｇｌｔＡ

１６Ｓ２８１Ｆ：ＣＴＡＴＡＧＣＴＧＡＴＣＴＧＡＧＡＧＧＡＴ ９４℃３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃
１６Ｓ１３７２Ｒ：ＹＧＣＴＴＣＧＡＧＴＧＡＡＡＣＣＡＡＴＴＣ ９０ｓ，３５ｃｉｒｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ
ＷｓｐｅｃＦ：ＣＡＴＡＣＣＴＡＴＴＣＧＡＡＧＧＧＡＴＡＧ ９４℃３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５２℃６０ｓ，７２℃
ＷｓｐｅｃＲ：ＡＧＣＴＴＣＧＡＧＴＧＡＡＡＣＣＡＡＴＴＣ ９０ｓ，３５ｃｉｒｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ
ＷＳＰ８１Ｆ：ＴＧＧＴＣＣＡＡＴＡＡＧＴＧＡＴＧＡＡＧＡＡＡＣ ９４℃３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５２℃６０ｓ，７２℃
ＷＳＰ６９１Ｒ：ＡＡＡＡＡＴＴＡＡＡＣＧＣＴＡＣＴＣＣＡ ９０ｓ，３５ｃｉｒｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ
ＧｒｏＥＬＦ：ＧＧＴＧＡＧＣＡＧＴＴＲＣＡＲＳＡＡＧＣ ９４℃３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃
ＧｒｏＥＬＲ：ＴＡＲＣＣＲＣＧＲＴＣＡＡＡＹＴＧＣＡＴＲＣＣＡ ９０ｓ，３５ｃｉｒｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ
ＦｔｓＺＦ：ＧＴＴＧＧＹＡＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＧＡＡＧＡ ９４℃３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５３℃６０ｓ，７２℃
ＦｔｓＺＲ：ＣＧＹＡＣＹＣＡＴＴＴＫＧＣＴＧＣＡＧＭＡＴＣＡＡ ９０ｓ，３５ｃｉｒｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ
ＷｇｌｔＡＦ１：ＴＡＣＧＡＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＧＴＴＴＣＴＡＣ ９４℃３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５６℃６０ｓ，７２℃
ＷｇｌｔＡＲ１：ＣＴＣＡＴＴＡＧＣＴＣＣＡＣＣＧＴＧＴＧ ９０ｓ，３５ｃｉｒｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ

［３］

［２０］

［２１］

［３］

［３］

［３］

和系统发育分析，ＭＬ树选取 ＫｍｕｒａＺＰａｒａｍｅｔｅｒ模
型，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ置信度用１０００次自导复制进行评价；
ＢＩ分析采用ＴＰＭ３＋Ｇ模型，Ｌｅｓｔ设置替代模型 ｎｓｔ
＝６，位点速率变异模型为 ｒａｔｅｓ＝ｇａｍｍａ，ＭＣＭＣ参
数如下：起始树为随机树，代数 ＝３００００００，链数 ＝
４，取样频率 ＝１００，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ＝０．５，去除老化树
ｂｕｒｎｉｎ＝７５００（２５％），最终构建５０％的最大合意树

（ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ），通过后验概率来检验各分支置信度。
采用ＭＥＧＡ６．０计算遗传距离。

２　结果与分析
２．１　瘿蚜ＤＮＡ样品提取结果

根据瘿蚜样本的数量，本实验共提取瘿蚜 ＤＮＡ
样品８７份，经１．５％琼脂糖凝胶电泳和核酸定量仪

３
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检测后，舍弃不合格的 ＤＮＡ样本 ３份，实际检测
ＤＮＡ样品８４份（表１）。
２．２　瘿蚜的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ感染情况

采用 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ特定基因（１６ＳｒＲＮＡ、ｗｓｐ、ｇｒｏ
ＥＬ、ｆｔｓＺ和ｇｌｔＡ）引物分别对９种瘿蚜的感染情况进
行检测，结果仅有１６ＳｒＲＮＡ的２对引物１６Ｓ２８１Ｆ／
１６Ｓ１３７２Ｒ、ｗｓｐｅｃＦ／ｗｓｐｅｃＲ分别在３种瘿蚜中扩增
出清晰的ＤＮＡ条带（图１、２），分子量约为１０５０ｂｐ
和４４０ｂｐ，而其余４个基因引物扩增无条带。表明
在检测的１４个地理种群共９种瘿蚜中，有３种瘿蚜
共３个种群感染有Ｗｏｌｂａｃｈｉａ，分别为肚倍蚜（Ｋａｂｕｒ
ａｇｉａｒｈｕｓｉｃｏｌａＴａｋａｇｉ）昆明种群、角倍蚜（Ｓｃｈｌｅｃｈｔｅｎ
ｄａｌｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｂｅｌｌ））峨眉种群和滇叶瘿绵蚜（Ｐｅｍ
ｐｈｉｇｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｚｈａｎｇ））昆明种群，其它种类没
有检测到有Ｗｏｌｂａｃｈｉａ感染，综合感染率约为２１．４％
（表１）。可见次级共生菌 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ在这９种瘿蚜
中并不普遍，其中在肚倍蚜（Ｋ．ｒｈｕｓｉｃｏｌａ）昆明种群
的感染率为６６．７％（共检测６个克隆，其中４个携
带有Ｗｏｌｂａｃｈｉａ）、角倍蚜（Ｓ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）峨眉种群和
滇叶瘿绵蚜（Ｐ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）昆明种群的感染率分
别为１１．１％（分别检测９个克隆，各有１个携带有
Ｗｏｌｂａｃｈｉａ）。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｋ２：滇叶瘿绵蚜；Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３和 Ｄ：肚倍

蚜；Ｅ３：角倍蚜

图１　采用ＷｓｐｅｃＦ／ＷｓｐｅｃＲ引物对瘿蚜

Ｗｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增结果

Ｆｉｇ．１　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

ｕｓｉｎｇＷｓｐｅｃＦ／ＷｓｐｅｃＲｐｒｉｍｅｒ

２．３　１６ＳｒＲＮＡ的序列特征分析
采用１６Ｓ２８１Ｆ／１３７２Ｒ引物分别对携带有 Ｗｏｌ

ｂａｃｈｉａ的肚倍蚜昆明种群、角倍蚜峨眉种群和滇叶
瘿绵蚜昆明种群的感染个体进行扩增，分别选择３
个扩增产物样品进行双向测序。测序结果的峰形图

分布均匀，没有重叠峰，表明感染的个体均为Ｗｏｌｂａ
ｃｈｉａ单独感染。对序列拼接后，获得１６ＳｒＲＮＡ基因
片段，其中肚倍蚜昆明种群１０７７ｂｐ、角倍蚜峨眉种
群１０６１ｂｐ和滇叶瘿绵蚜昆明种群１０５４ｂｐ，经过
统一比对和裁剪，获得的一致序列长度为１０５３ｂｐ。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｋ２：滇叶瘿绵蚜；Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３和 Ｄ：肚倍蚜；Ｅ３：角

倍蚜

图２　采用１６Ｓ２８１Ｆ／１３７２Ｒ引物对瘿蚜Ｗｏｌｂａｃｈｉａ

１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增结果

Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

ｕｓｉｎｇ１６Ｓ２８１Ｆ／１３７２Ｒｐｒｉｍｅｒ

用同样的方法采用ＷｓｐｅｃＦ／ＷｓｐｅｃＲ引物的对上述３
个蚜虫种群进行扩增，测序后获得的１６ＳｒＲＮＡ基因
序列为：肚倍蚜昆明种群４４０ｂｐ、角倍蚜峨眉种群
４４０ｂｐ和滇叶瘿绵蚜昆明种群４４２ｂｐ。对上述２对
引物扩增获得的序列进行比对分析，发现１６Ｓ２８１Ｆ／
１３７２Ｒ的扩增序列包含了 ＷｓｐｅｃＦ／ＷｓｐｅｃＲ引物的
扩增序列，因此仅选择１６Ｓ２８１Ｆ／１３７２Ｒ的扩增序列
进行系统发育分析。

序列比较分析表明，肚倍蚜（Ｋ．ｒｈｕｓｉｃｏｌａ）昆明
种群和角倍蚜（Ｓ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）峨眉种群的１６ＳｒＲＮＡ
序列的相似性很高，而与滇叶瘿绵蚜（Ｐ．ｙｕｎｎａｎｅｎ
ｓｉｓ）昆明种群序列有较大差异。将测定的序列在
ＮＣＢＩ中的 Ｂｌａｓｔｎ的比对结果，３种瘿蚜中的 Ｗｏｌｂａ
ｃｈｉａ株系与多种蚜虫、蚧壳虫和螨虫中检测到的
Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系具有高度一致性（表３）。
２．４　基于１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育分析

从 ＮＣＢＩ中选取 ４８条 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列（分别为１４个超群的代表序列），与
本文中获得的５条Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系１６ＳｒＲＮＡ基因序
列构建系统发育树（图 ３），以烟盲蝽（Ｎｅｓｉｄｉｏｃｏｒｉｓ
ｔｅｎｕｉｓ（Ｒｅｕｔｅｒ））和烟粉虱（Ｂｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉ（Ｇｅｎｎａｄｉ
ｕｓ））的次级共生菌 Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ株系为外类群［２２－２３］。

结果显示滇叶瘿绵蚜（Ｐ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）昆明种群感
染的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系与Ｂ超群的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系聚成
一支，ＭＬ支持率和贝叶斯后验概率较高，分别为
５３％和９１％，且２者的遗传距离为０．００３ ０．０１９
（表４），均小于０．０２，表明其感染的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系
属于 Ｂ超群。而肚倍蚜（Ｋ．ｒｈｕｓｉｃｏｌａ）昆明种群和
角倍蚜（Ｓ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）峨眉种群感染的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株

４
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系与Ｏ超群的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系（ｗＢｔ＿１０）（寄主为烟
粉虱中国种群，ＡｓｉａＩＩ１）聚成一支［４］，ＭＬ支持率和
贝叶斯后验概率很高，分别为９９％和９０％，表明这
两个种群感染的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系与ｗＢｔ＿１０可能同属
于新发现的Ｏ超群，遗传距离分析也支持上述结果。
有研究认为，确定一个新超群，１６ＳｒＲＮＡ基因的遗

传距离需要大于 ２％［２４－２５］。上述肚倍蚜和角倍蚜

感染的４个Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系与其他１３个超群代表株
系的最小遗传距离为０．０３４（Ｍ超群），最大遗传距
离为０．１０２（Ｉ超群），而与 Ｏ超群 ｗＢｔ＿１０株系的遗
传距离仅为０．００３（表４），进一步支持这４个Ｗｏｌｂａ
ｃｈｉａ株系ｗＢｔ＿１０同属于Ｏ超群。

表３　瘿蚜Ｗｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡ基因序列的Ｂｌａｓｔｎ部分比对结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｂｌａｓｔｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｏｆＷｏｌｂａｃｈｉａｆｒｏｍｇａｌｌａｐｈｉｄｓ

宿主昆虫

Ｈｏｓｔｉｎｓｅｃｔ
最大序列一致性

Ｍａｘｉｍｕｍｓｅｑｕｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｔｙ／％
比对覆盖度

Ｑｕｅｒｙｃｏｖｅｒ／％
Ｅ值
Ｅｖａｌｕｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

烟粉虱Ｂｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉ ９９ ９９ ０．０ ＫＦ４５４７７１．１

雪松长足大蚜Ｃｉｎａｒａｃｅｄｒｉ ９８ ９９ ０．０ ＪＮ３８４０７９．１

蔷薇斑大蚜Ｍａｃｕｌｏｌａｃｈｎｕｓｓｕｂｍａｃｕｌａ ９８ ９９ ０．０ ＪＮ３８４０７７．１

香蕉蚜Ｐｅｎｔａｌｏｎｉａｎｉｇｒｏｎｅｒｖｏｓａ ９８ ９９ ０．０ ＫＪ７８６９５０．１

褐色桔蚜Ｔｏｘｏｐｔｅｒａｃｉｔｒｉｃｉｄｕｓ ９８ ９８ ０．０ ＪＮ３８４０７３．１

柳树大蚜Ｔｕｂｅｒｏｌａｃｈｎｕｓｓａｌｉｇｎｕｓ ９７ ９９ ０．０ ＪＮ３８４０８５．１

南美谷蚜Ｓｉｐｈａｍａｙｄｉｓ ９８ ９８ ０．０ ＪＮ３８４０６８．１

夹竹桃蚜Ａｐｈｉｓｎｅｒｉｉ ９８ ９７ ０．０ ＪＮ３８４０８３．１

羽毛螨Ｔｏｒｏｔｒｏｇｌａｃａｒｄｕｅｌｉ ９７ ９９ ０．０ ＫＰ１１４１０１．１

桧柏蚜Ｃｉｎａｒａｆｒｅｓａｉ ９８ ９７ ０．０ ＪＮ３８４０７４．１

表４　瘿蚜Ｗｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡ基因序列与各超群代表序列的遗传距离比较结果
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＷｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｆｒｏｍｇａｌｌ

ａｐｈｉｄｓａｎｄｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｏｔｈｅｒｓｕｐｅｒｇｒｏｕｐｓ

Ａ＿Ｍ８４６９０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１
Ａ＿ＪＮ３８４０７２０．００３
Ｂ＿Ｍ８４６８６ ０．０４８０．０５１

Ｂ＿ＪＮ３８４０７１０．０４８０．０５１０．０１７
Ｂ＿ＪＮ３８４０８ ０．０４８０．０５１０．０１７０．０００
Ｃ＿ＡＪ２７６４９９０．０２５０．０２８０．０６９０．０６９０．０６９

Ｄ＿ＡＪ０１２６４６０．０１９０．０２２０．０５７０．０５７０．０５７０．０３４
Ｅ＿ＡＦ１７９６３００．０１４０．０１７０．０５７０．０５１０．０５１０．０２８０．０２２

Ｆ＿Ｙ１１３７７ ０．０１４０．０１７０．０５１０．０５１０．０５１０．０２８０．０１１０．０１７
Ｈ＿ＡＹ７６４２７９０．０１９０．０２２０．０５７０．０５７０．０５７０．０３９０．０２２０．０１７０．０１７
Ｉ＿ＡＹ３３５９１８０．０４６０．０４９０．０９６０．０９６０．０９６０．０７００．０６４０．０５８０．０５８０．０６４

Ｉ＿ＡＹ３３５９２３０．０４３０．０４６０．０９６０．０９６０．０９６０．０７００．０６４０．０５８０．０５８０．０６４０．００３
Ｊ＿ＡＪ５４８８０２ ０．０４２０．０３９０．０７５０．０７５０．０７５０．０３４０．０４５０．０４５０．０３９０．０５１０．０８９０．０８８
Ｋ＿ＥＵ４９９３１６０．０４２０．０４５０．０６７０．０６７０．０６７０．０５７０．０４５０．０４５０．０４００．０４５０．０８９０．０８９０．０６３

Ｌ＿ＥＵ８３３４８２０．０６００．０６３０．０９４０．０９５０．０９５０．０７５０．０６９０．０７５０．０６９０．０６９０．１０９０．１０５０．０８４０．０６３
Ｍ＿ＡＹ６２０４３００．０４６０．０４８０．０５５０．０５５０．０５５０．０６６０．０５４０．０５４０．０４８０．０５４０．０９００．０８９０．０６３０．０４２０．０４２

Ｍ＿ＪＮ３８４０７７０．０４００．０３７０．０６１０．０６１０．０６１０．０６００．０４８０．０４８０．０４３０．０４８０．０８６０．０８６０．０５７０．０３７０．０４２０．０１１
Ｎ＿ＪＮ３８４０９４０．０５４０．０５７０．０３７０．０２００．０２００．０７５０．０６３０．０５１０．０５７０．０５７０．１０２０．１０２０．０７５０．０６００．０８５０．０４６０．０５２
Ｏ＿ＫＦ４５４７７１０．０５７０．０６００．０７３０．０６７０．０６７０．０７８０．０５４０．０６６０．０６００．０６６０．１０６０．１０５０．０７５０．０６００．０６３０．０４２０．０３７０．０５７

Ｋ．ｒｈｕｓｉｃｏｌａ ０．０５４０．０５７０．０７００．０６４０．０６４０．０７５０．０５１０．０６３０．０５７０．０６３０．１０２０．１０２０．０７２０．０５７０．０６００．０３９０．０３４０．０５４０．００３
Ｓ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ０．０５４０．０５７０．０７００．０６４０．０６４０．０７５０．０５１０．０６３０．０５７０．０６３０．１０２０．１０２０．０７２０．０５７０．０６００．０３９０．０３４０．０５４０．００３０．０００
Ｐ．ｉｍｍｕｎｉｓ ０．０４８０．０５１０．０１９０．００３０．００３０．０６９０．０５７０．０５１０．０５１０．０５７０．０９６０．０９６０．０７５０．０６７０．０９５０．０５５０．０６１０．０２００．０６７０．０６４０．０６４

　　注：各超群的代表序列用超群名称和Ｇｅｎｂａｎｋ登录号表示，新获得序列用寄主蚜虫的种名和属名表示。

Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｕｐｅｒｇｒｏｕｐｓｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｓｕｐｅｒｇｒｏｕｐｎａｍｅａｎｄｔｈｅＧｅｎｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ，ｔｈｅｎｅｗｌｙａｃｑｕｉｒｅｄｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｎａｍｅｏｆｔｈｅｈｏｓｔａｐｈｉｄ．

５



林　业　科　学　研　究 第３１卷

Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的序列用寄主名或株系名和Ｇｅｎｂａｎｋ登录号表示。节点为ＭＬ支持率／贝叶斯后验概率，“－”表示支持率小于５０％，本文新测定
的序列用“★”表示。
Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＷｏｌｂａｃｈｉａｕｓｅｄｈｏｓｔｎａｍｅｏｒｓｔｒａｉｎｎａｍｅａｎｄｔｈｅＧｅｎｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ．ＴｈｅｎｏｄｅｓｏｆｔｈｉｓｔｒｅｅａｒｅＭＬｓｕｐｐｏｒｔｒａｔｅ／
Ｂａｙｅｓｉａｎｐｏｓｔｅｒｉｏｒｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ，“－”ｓｈｏｗｓｓｕｐｐｏｒｔｒａｔｅｌｅｓｓｔｈａｎ５０％，ｔｈｅｎｅｗｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙ“★”．

图３　采用最大似然法（ＭＬ）和贝叶斯推论（ＢＩ）对Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系间１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育分析
Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｉｎｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍＷｏｌｂａｃｈｉａ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｉｎｇＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄ（ＭＬ）ａｎｄＢａｙｅｓｉａｎＩｎｆｅｒｅｎｃｅ（ＢＩ）
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第３期 任维宾，等：９种瘿蚜的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ分子检测和系统发育分析

３　讨论
Ｗｏｌｂａｃｈｉａ是昆虫中广泛存在的次级共生菌，但

在蚜虫中的感染率很低［２６－３１］，其主要原因是感染的

浓度较低或不同株系间的基因变异较大，加大了

Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的检测难度［２］，因此关于蚜虫 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ
的研究起步较晚，已有的研究主要集中在自由生活

的蚜虫中，对瘿蚜的研究很少，在已经研究过的３００
多种蚜虫中，仅有２种瘿蚜［３］。本研究对１４个地理
种群的９种瘿蚜的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ进行检测分析，发现有
３种瘿蚜各有１个种群感染有 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ，综合感染
率为２１．４％，与自由生活的蚜虫相比，其感染率偏
低［３］，其中肚倍蚜（Ｋ．ｒｈｕｓｉｃｏｌａ）昆明种群中 Ｗｏｌｂａ
ｃｈｉａ感染率为６６．７％，而角倍蚜（Ｓ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）峨眉
种群和滇叶瘿绵蚜（Ｐ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）的感染率分别
为１１．１％。不同种类或种群间的感染率差异很大，
但基本符合已有报道的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ在蚜虫中“ｍｏｓｔｏｒ
ｆｅｗ”的感染模式［１］。

Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的株系间存在丰富的多样性，目前已
发现了１４个超群（ｓｕｐｅｒｇｒｏｕｐ），其中蚜虫中的 Ｗｏｌ
ｂａｃｈｉａ属于４个超群（Ａ、Ｂ、Ｍ和Ｎ），且Ｍ和Ｎ超群
仅存在于蚜虫中［３－４］。ＷａｎｇＺ等［３］检测了７３种分
布于中国的蚜虫的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ感染情况，发现 Ｍ超
群占主导地位。本研究所发现的滇叶瘿绵蚜Ｗｏｌｂａ
ｃｈｉａ株系属于Ｂ超群，而肚倍蚜昆明种群和角倍蚜
峨眉种群的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系可能属于新发现的 Ｏ超
群。表明瘿蚜携带的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系与自由生活的
蚜虫有较大差别，不仅株系不同，且株系间的差异较

大。肚倍蚜和角倍蚜对原生寄主植物具有高度专一

性，且大部分生活阶段位于完全封闭的虫瘿内，因此

通过取食共同的寄主植物或与其他蚜虫或昆虫接触

而发生共生菌水平转移的机会极低，这可能是其携

带的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系特殊的原因，其 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系
的具体归属和形成原因值得进一步研究。

目前 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ的检测引物较多，但通用性不
好［２，６，３２］，其中１６ＳｒＲＮＡ基因最为保守，扩增效果
稳定，但缺点是特异性不好，有时会出现非目标条

带［４］；ｗｓｐ基因进化速度快，适用于 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系
的分群，其缺点是扩增效果不稳定。蚜虫中的 Ｗｏｌ
ｂａｃｈｉａ感染浓度低，且种系变异大，给检测分析带来
很大困难，对于寄主专化性高、生活在封闭小环境的

瘿蚜更是如此，因为与其他自由生活的蚜虫相比，瘿

蚜携带的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ株系具有更大的变异。这可能

是本研究中的４种蛋白编码基因（ｗｓｐ、ｇｒｏＥＬ、ｆｔｓＺ和
ｇｌｔＡ基因）引物在瘿蚜中扩增没有条带的主要原因。
因此，开发更加高效且特异性好的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ基因引
物，将是今后蚜虫，尤其是瘿蚜 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ研究的重
点之一。

４　结论
对９种瘿蚜１４个种群的检测结果，有３种瘿蚜

共３个种群感染有次级共生菌 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ，感染率为
２１．４％，均为单株系感染。其中滇叶瘿绵蚜昆明种
群感染的Ｗｏｌｂａｃｈｉａ属于Ｂ超群，肚倍蚜昆明种群和
角倍蚜峨眉种群感染的 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ属于新发现的 Ｏ
超群。与其他自由生活的蚜虫相比，瘿蚜的 Ｗｏｌｂａ
ｃｈｉａ感染率偏低，而且株系不同，且株系间的差异
较大。
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