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%是一

类重要的经济害虫)
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&蚜虫主要以植物韧皮部的汁

液为食%而植物韧皮部汁液是一类营养极其不均衡

的食物%富含碳水化合物%却缺少动物生长发育所必

须的氨基酸)
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&蚜虫和细菌的关系密切%几乎所有

的蚜虫中都含有一种可遗传的共生细菌111
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&研究表明%
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可以

合成蚜虫生长发育所需的氨基酸%它和蚜虫寄主之

间具有专性共生的关系)
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&相对于专性共生菌%蚜

虫中还存在另外一类具有垂直传播能力的共生细
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菌%由于它们和蚜虫之间不存在专性共生的关系%因

此被统称为蚜虫兼性共生菌&蚜虫兼性共生菌具有

多样化的生态学功能%如增强蚜虫对高温的忍耐)

"
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%

增强蚜虫对寄生蜂寄生和真菌感染的抵抗能力)
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扩大蚜虫的寄主范围)
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*等&

蚜虫共生菌对生存环境要求苛刻%基本上都不

能在蚜虫体外进行纯培养%因此目前已知的蚜虫共

生菌都是通过使用分子手段进行鉴定的)
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&共生

菌已经被认为是蚜虫体内另外一种遗传变异的来

源)
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%以其为对象开展的蚜虫种群遗传结构分析(

真核和原核生物互作%以及利用共生菌作为介体开

展对蚜虫的生物防治都是目前国内外研究的热

点)

***;
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&而对蚜虫中共生菌的物种进行快速(准确

的鉴定%是开展上述研究工作的前提&

在前期的研究工作中%研究者基本上都是使用

常规
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检测方法%合成单对引物对单个蚜虫共生

菌进行鉴定%而
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次
-./

扩增只能在单个样品中检

测到
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种共生菌&但是%在实际调查研究中%往往需

要同时在多达几百个%甚至上千个蚜虫样品中检测

多种共生菌&因此%使用常规
-./

开展蚜虫共生菌

物种的多样性检测%需要耗费大量的人力物力&而

依托于多个细菌物种基因设计和优化的多重
-./

体系%可以一次在单个样品中检测多个细菌物种%是

一种高效的分子检测方法%并已经广泛应用在环境

微生物和病原微生物检测中)
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是蚜虫

中常见的
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种共生菌)
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&本研究中%针对它们设

计和优化了一套能快速(准确(直观并兼有高灵敏度

的多重
-./

反应体系%可以通过一次多重
-./

扩

增%揭示待测蚜虫中
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种共生菌的感染情况%为今后

开展蚜虫共生菌的检测工作提供了极大的便利%并

节省大量的成本&

#

!
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后在实验室进行单雌饲养%检测其共生菌感染情况&

建立了室内单独感染沃尔巴克氏菌和杀雄菌属共生

菌的禾谷缢管蚜种群'单独感染蚜虫
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型共生菌的
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蚜虫样品总
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的提取

取出饲养的单头蚜虫%在
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乙醇中进行多次

漂洗以除去蚜虫表面菌污染%然后在无菌水中浸泡
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去除乙醇&使用灭菌的移液器枪头对蚜虫样

品进行研磨%然后使用动物组织和细菌通用
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提取试剂盒进行总
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%北京全式金生物技术有限公
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引物设计

使用
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个蛋白质编码基因作为靶标开展相关的
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引物组合的设计&
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&

-./

扩增反应的反应条件为!

7!8

预变性

!&9:

'

7!8

变性
;+<

%

%%8

退火
;+<

%

=#8

延伸
;+<

%

;%

个循环'

=#8

延伸
*+&9:

&

#$A$?

!

多重
-./

检测蚜虫样品中共生菌的感染情况

分别以单独感染沃尔巴克氏菌的禾谷缢管蚜的

总
ABC

(单独感染杀雄菌属共生菌的禾谷缢管蚜的

总
ABC

(单独感染蚜虫
6

型共生菌的麦长管蚜的

总
ABC

和未感染共生菌的麦长管蚜的总
ABC

为

模板%判断多重
-./

反应体系对蚜虫共生菌感染检

测的效果&

!

!

结果与分析

!"#

!

常规
H<I

结果

如图
*

中
*

"

"

泳道所示%

;

种共生菌在单引

物扩增时均未出现非特异扩增条带%说明引物具有

较高的特异性'而且引物浓度对单引物扩增结果影

响不大&将克隆测序结果在
M3:FG:N

中进行

F)C@?:

比对分析%结果显示其最相似的序列均为

相关蚜虫共生菌的序列%进一步确定了常规
-./

扩

增结果的准确性&

!"!

!

多重
H<I

结果

如图
*

中
=

"

P

泳道所示%多重引物对组在扩增

时均未出现非特异扩增条带%具有较高的特异性%而

且引物浓度为
+$!

!

&'(

#

)

相对于
+$#

!

&'(

#

)

有较

好的扩增效果&如图
*

中泳道
*+

"

*;

所示%本研究

设计的多重
-./

反应体系最低可以检测到浓度为

*+

!拷贝#
!

)

分别含有
:3

6

基因(

/

"1!

基因(

E

84<

基因的混合质粒%具有较高的检测灵敏度&

进一步在蚜虫总
ABC

中验证了多重
-./

扩增

体系检测蚜虫样品中共生菌感染情况的可行性&结

果"图
#

$显示%在感染共生菌的蚜虫样品中均扩增

出了特异性条带%而在未感染蚜虫共生菌的样品中

无扩增条带&而且扩增片段间长度差异都超过

*++0

S

%普通的琼脂糖凝胶电泳就可以完全清楚分

辨不同的扩增产物%从而直观地反映出待测的蚜虫

样品中共生菌的感染情况&

+

+"*

+
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#

期 李彤等!蚜虫共生细菌多重
$%&

检测体系的建立

图
!

!

"#$

扩增结果

%&

'

(!

!

)*+"#$,-

.

/&0&1,2&345+67/26

图
8

!

多重
"#$

在蚜虫样品中扩增结果

%&

'

(8

!

97/2&

.

/+:"#$,-

.

/&0&1,2&346&42*+

232,/,

.

*&;<=>6,-

.

/+6

?

!

结论与讨论

细菌是世界上种类最多"分布最广的一类微生

物"研究发现仅在健康人体皮肤表面就分布有约

'(((

种细菌#

#)

$

"而昆虫作为物种多样性最丰富的动

物类群"和细菌之间也具有密切的联系#

#!

$

%蚜虫"

是较早开展共生菌研究的昆虫类群之一"早在
#(

世

纪
"(

年代"研究者就通过显微镜观察到蚜虫体内具

有多种形态的共生细菌#

#*

$

%近
#(

年里"以细菌
'"+

,&-.

基因作为主要的分子标记"研究者已经在蚜

虫中鉴定了多种共生菌"它们分别属于不同的细菌

类群"包括
!

变形菌纲#

#"#/

$

"

"

变形菌纲#

'0'1

$和柔膜

菌纲#

#0

$

%在前期的研究中"研究人员基本上都是针

对特定蚜虫共生菌合成特异的
'"+,&-.

基因引

物"使用常规
$%&

方法进行下游的共生菌检测和鉴

定工作%在蚜虫共生菌相关的研究中"往往需要对

多个样品和多种共生菌进行检测"使用常规
$%&

方

法就显得耗时耗力%而利用多个引物组合构建的多

重
$%&

体系已经广泛应用在环境微生物和致病微

生物的高效检测和鉴定工作中%

本研究中"我们针对
)

种常见的蚜虫共生菌"沃

尔巴克氏菌&杀雄菌属共生菌和蚜虫
2

型共生菌"

分别选择在其相关研究中经常使用的
)

种蛋白质编

码基因"

!"

#

基因&

$

%&'

基因和
(

)*+

基因作为目标

基因进行了多重
$%&

扩增引物的设计"通过常规

$%&

扩增和克隆测序"确定了引物扩增的特异性和

准确性"并进一步优化了多重
$%&

扩增体系%本研

究中构建的多重
$%&

反应体系最低可以检测到的

'

'"'

'



#(#(

共生菌浓度为
'(

!拷贝(
#

3

%而前期的研究发现"共

生菌在蚜虫
'

龄若虫总
4-.

中的浓度就超过了

'(

0拷贝(
#

3

#

#1)(

$

%因此"本研究设计的多重
$%&

反应体系具有较高的扩增灵敏度"完全可以满足在

蚜虫样品中进行
)

种常见共生菌的检测"并大大降

低了工作量"提升了工作效率"节省了相关的检测费

用%本研究中"我们使用已建立的多重
$%&

反应体

系"在禾谷缢管蚜和麦长管蚜样品中进行了共生菌

的感染检测"结果显示"和常规检测结果一致"也并

未出现非特异扩增"具有较高的共生菌感染检测特

异性%但是"需要注意的是"由于不同蚜虫种类的遗

传背景存在着差异"因此"建议在其他蚜虫种类中使

用本研究建立的多重
$%&

反应体系时"先对扩增产

物进行测序"确定序列来源"避免假阳性结果%另

外"在将来的研究中"我们也将针对其他蚜虫共生

菌"设计出可以和本研究多重
$%&

反应体系相兼容

的检测系统"进一步简化蚜虫共生菌的检测和鉴定

工作%
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