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摘要
!

为进一步探索内共生菌
+'",#)-*#

对土耳其斯坦叶螨生殖调控的影响!本试验筛选出完全感染
+'",#)-*#

和完全

不感染的土耳其斯坦叶螨品系进行转录组测序"结果表明#感染
+'",#)-*#

后!叶螨体内一些与生殖相关的基因发生明显

变化!其中
'$#"

个基因在雌成螨中受到影响!

!$$(

个基因在雄成螨中受到影响$其中一些参与脂质转运%氧化还原反应%

消化及解毒作用的基因具有明显的性别特异性"这为内共生菌
+'",#)-*#

引起宿主生殖调控提供了新的理论依据"
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内共生菌广泛分布于昆虫体内$如头&胸&腹&唾

液腺&消化道等'

#

(

%其分布受许多因素影响$胚胎发

育过程是最主要的因素之一'

!

(

)昆虫与体内共生菌

形成密切的互利共生关系'

'

(

$内共生菌不仅能为宿

主昆虫提供多种必需营养物质'

/(

(

$保护宿主免受病

原菌侵害$抵御病原微生物侵染'

&

(

$还能通过调节宿

主耐热性&抗药性及改变体色等途径提高昆虫对环

境的适合度'

0%

(

)由此可见$内共生菌是调控宿主昆

虫新陈代谢及生物学性状的重要因子)

+'",#)-*#

是自然界迄今为止分布最广泛的内

共生菌$约有
&(<

的昆虫受其感染'

#"##

(

)作为生殖

调控因子$

+'",#)-*#

可诱导胞质不亲和性!

=>

"$即

被
+'",#)-*#

感染的雄性个体与未感染的雌性个体

或感染不同株系
+'",#)-*#

的雌性个体交配后不能

或很少产生后代$或者后代偏雄性的现象%或通过

孤雌生殖或杀雄作用来提高后代雌虫比例$影响种

群动态'

#!#/

(

)研究已经证实感染
+'",#)-*#

后$在

黑腹果蝇
.&'/'

0

-*"#1("#$'

2

#/%(&

幼虫睾丸中发

现与生殖有关的基因发生了下调$

+'",#)-*#

还可

使黑腹果蝇产生对
?@6

病毒的抗性'

#(#&

(

)土耳其

斯坦叶螨
3(%&#$

4

)-5/%5&6(/%#$*

是新疆棉田的重

要害螨'

#0#$

(

$其体内
+'",#)-*#

可以诱导宿主产生

胞质不亲和作用'

#%!"

(

$还可以通过增加雌性繁殖力

来影响土耳其斯坦叶螨的适合度'

!#

(

)

在本研究中$我们通过比较感染和未感染
+'"7

,#)-*#

的雌成螨和雄成螨的转录组测序数据$探究

+'",#)-*#

对宿主生殖调控的影响)发现
+'",#7

)-*#

影响叶螨许多基因的表达$包括氧化还原&消化
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解毒和繁殖等的基因)研究结果为节肢动物和内共

生菌之间复杂的相互作用提供了新的见解)

$

!

材料和方法

$%$

!

试验叶螨的饲养及样品收集

土耳其斯坦叶螨#

!"#&

年
&

月采自石河子大学

农学院试验站试验田$在石河子大学昆虫生理实验

室光照培养箱!

!(A

$

B

#

CD#&;

#

$;

$

?E&"<

"

中用豇豆
8*

2

$#/*$($/*/

饲养至今$饲养过程中未

接触任何药剂)

$%&

!

土耳其斯坦叶螨
!"#$%&'(%

感染情况检测

土耳其斯坦叶螨总
C@6

的提取采用苗慧等'

!!

(的

方法#挑取单头健壮雌成螨置于装有
!(

"

B5F)

缓冲

液!

#""++4.

*

B@,=.

$

#"++4.

*

BFG-H*E=.

$

#++4.

*

B

)CF6

$

I

ED$2"

"的
#2(+B

离心管内$用塑料碾槌充分

碾碎$然后加入
!

"

B

蛋白酶
J

!

#"+

K

*

+B

"$以上过程均

在冰上完成)然后将离心管于
'0A

孵育
'"+-L

$

%(A

初始变性
(+-L

$离心
#

#

!+-L

后$

M!"A

保存或取

!

"

B

作为
N=?

反应的模板$立即进行
N=?

扩增)

设计
+'",#)-*#

的
9/

0

基因特异性引物
O5N

*

P!'&

!

(Q*R6=6RFFF66=6R=6FFFF=6RR6*'Q

"

和
O5N

*

?//

!

(Q*RFFFR6FFF=FRR6RFF6=6F*

=6F*'Q

"$

C@6

扩增条带为
!##:

I

)反应总体系为

!(

"

B

#

!

"

BC@6

模板$

#/2$

"

BSSE

!

T

$

!2(

"

B#"U

:VWWXG
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#2(

"

BY

K

=.

!

$

!2"

"

BS@FNH

$

"2!

"

B3#

:

C@6

聚合酶$上&下游引物各
#

"

B

%扩增条件#

%/A

预变性
!+-L

%

%/A'"H

$

((A/(H

$

0!A/(H

$

'(

个循

环%

0!A

延伸
(+-L

)取
N=?

产物
#(

#

!"

"

B

$用
"2(<

的琼脂糖凝胶电泳检测$

Z-4*?,SRX.C43)[

凝胶成像

系统下观察结果)

$%'

!

土耳其斯坦叶螨品系筛选

采用苗慧等'

!!

(的方法筛选感染
+'",#)-*#

的土

耳其斯坦叶螨品系#在装有海绵的培养皿中!直径

%3+

"放入完整的新鲜四季豆叶片$根据叶片大小用

湿润脱脂棉条将其划分成
'

#

(

个面积近似的小室)

从实验室品系中挑取静
$

态未经过交配的雌螨放入

小室中单独培养$使其进行产雄孤雌生殖$待后代雄

螨发育为成螨后$将母体与其雄螨后代回交)回交
!S

后$将母体转移到新的小室中产卵$

0S

后对母体进行

N=?

检测)将感染
+'",#)-*#

的雌螨所产的后代重复

以上步骤
'

#

(

代后$挑取
("

头左右进行
N=?

$检测

+'",#)-*#

感染率$达到全部感染用于后续测序试验)

抗生素处理筛选不感染
+'",#)-*#

的品系#挑

取土耳其斯坦叶螨新孵化的幼螨!尚未进食$近白

色"放在特制的玻璃皿里$用
"2'<

的四环素溶液饲

喂
/$;

)在装有海绵的培养皿中!直径
%3+

"放入

完整新鲜四季豆叶片$四周围上湿润的脱脂棉条防

止叶螨逃逸)将处理后的幼螨挑到叶片上$使其自

然生长并繁殖后代)以后每日向培养皿中加入蒸馏

水以保持海绵的湿润$并及时更换新鲜的叶片)幼螨

成熟后$挑取
("

头左右进行
N=?

$检测
+'",#)-*#

的

感染情况$若全部个体均不感染
+'",#)-*#

$则将该

品系后代继续培养
'

至
(

代$用于后续测序试验)

$%(

!

供试样品转录组测序

收集感染和不感染
+'",#)-*#

的土耳其斯坦叶

螨雌螨!分别编号为
6

+

O

+

P

和
6

+

P

$

P

表示雌性%

O

代表
+'",#)-*#

"及雄螨!编号为
6

+

O

+

Y

和
6

+

Y

$

Y

表示雄性"$

'

次重复)样品收集好后$快速置于

液氮中$用于后续试验)采用天根
F?@84.\L-]XG*

H,.

总
?@6

提取试剂!

CN/'#

"提取供试土耳其斯坦

叶螨总
?@6

$步骤参考说明书)转录组测序工作委

托北京诺禾致源生物科技有限公司完成)

$%)

!

实时荧光定量
*+,

鉴定

为了检测
?@6*5X

1

分析的准确性$根据转录组

测序数据筛选基因序列$利用
NG-+XGNGX+-XG(

进行

引物设计及验证!表
#

"$将提取的供试材料
?@6

通过

F,J,?,

公司
NG-+X53G-

I

^

FY

#Ĥ 5̂G,LS3C@65

_

L*

;̂XH-HJ-̂

反转录获得
3C@6

第一链$取
(

"

B

合成

产物稀释
#"

倍用于试验$根据
F,J,?,

公司
5̀ Z?

NGX+-a)a3#

:

FY

!商品编号为
C??/!"5

"说明书进行荧

光定量
N=?

反应!

6Z>0'""

"$每个反应重复
'

次)使

用
!

M

%%

=F方法计算相对表达量'

!'

(

)

表
$

!

!"#$%&'(%

感染后土耳其斯坦叶螨雌雄螨

基因
-

,./*+,

引物

.0123$

!

-

,./*+,

4

5673589:59370230;<7023

)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(09=35!"#$%&'(%6;93>=6:;

性别

5Xa

引物名称

NG-+XGL,+X

引物序列!

(Q*'Q

"

NG-+XGHX

1

VXL3X

片段长度*
:

I

BXL

K

;̂4W

WG,

K

+XL̂

雌性

PX+,.X

#"0'0!'"/*P F==6=FFFR==FFF=F=6=6

%'

#"0'0!'"/*? =FRR=66RFR=RRF66RF

#"0'&0!'%*P 6=R==6R=6=6FRR6=

$%

#"0'&0!'%*? F=6==6RR66R66

#"0'(%$0/*P 6FF66===F=6=F666RR

#!#

#"0'(%$0/*? 6==66FF=6==6RR66R66R6F=

#"0'&#$"$*P R6=FFF==6666FRF=RF66

$0

#"0'&#$"$*? 6FFF=6FF==6F=RF=RF=6==

#"0'&%0//*P =RFFFF6666==F66R6RF=6=

%'

#"0'&%0//*? F=F==R==6F=666FRFRRFF=R

#"0'&"!"#*P F=FFF=R=6==FRR=R6FFFRFF

#"(

#"0'&"!"#*? R=RFR6F6FR==6=66R=F6FR=

#"0'&0&(/*P 6FF66===F=6=F666RRR6

%0

#"0'&0&(/*? =FF=6F6R==6F=6R6FFR6==F

#"0'&'#&"*P FR=F6RFF6FFR=F=6R=RR

#"(

#"0'&'#&"*? R=66=6R6F6==FFFR6FF=6RF

,

!$

,
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续表
$

!

.0123$

#

+:;=6;?3<

$

性别

5Xa

引物名称

NG-+XGL,+X

引物序列!

(Q*'Q

"

NG-+XGHX

1

VXL3X

片段长度*
:

I

BXL

K

;̂4W

WG,

K

+XL̂

雄性

Y,.X

#"0'&#"&0*P =6=6=F=FR==66=6=66R=

$%

#"0'&#"&0*? 6==66==6F=666F=FR=F==

#"0'&!/%%*P RRR=6=RRFFFF=66FRFFF6=F

#"#

#"0'&!/%%*? 6R6R=FR6R=6=66F6=F66=R6

#"0'&/$('*P R=6R=6FF==RFF=6=FR6=

$'

#"0'&/$('*? F===6FR=6F6R==F=FRR6

#"0'&&''(*P =F6=FR=FRF=RFFR66==F

#/%

#"0'&&''(*? R6R6FF6RF6F66RFFRR==R=F=6

#"0'&"&&!*P =FF=66R=RR=6F=6R6R=

#"(

#"0'&"&&!*? =R=6F=FR6===FFR66=FF=

#"0'&/$##*P =RRFFFR=F=6=F=6FRFFF=6

%0

#"0'&/$##*? 6FF6R==6=66R6=RF===6

#"0'&%%/'*P RF=F==RFRRFRR66FR=

#"0

#"0'&%%/'*? FFRR6FFFFRR=FFF=6=R

#"0'&0&(/*P 6R=FR==R=6=F=RFF=

#!#

#"0'&0&(/*? 6R=6F66R=6RR6R=66F

&

!

结果与分析

&%$

!

有参转录组测序结果分析

利用
>..V+-L,

测序技术对感染
+'",#)-*#

和未

感染
+'",#)-*#

的土耳其斯坦叶螨的雌成螨和雄成

螨分别进行转录组测序)感染
+'",#)-*#

的雌成螨平

均获得
!/##0#!%3.X,LGX,SH

$比对到参考基因组的

GX,SH

数目为
/"%(0$/%

$占
3.X,LGX,SH

的
$/2%#<

$比对

到参考基因组唯一位置的
GX,SH

数目为
'%%!/#$0

$占

所有
GX,SH

的
$!20$<

$

R=

平均含量为
'&2%'<

)感染

+'",#)-*#

的雄成螨平均获得
!#0$''$&3.X,LGX,SH

$比

对到参考基因组的
GX,SH

数目为
'(&0#0"&

$占
3.X,L

GX,SH

的
$#2$%<

$比对到参考基因组唯一位置的
GX,SH

数目为
'/0/'#'&

$占所有
GX,SH

的
0%20(<

$

R=

平

均含量为
'&2!/<

!表
!

")

表
&

!

土耳其斯坦叶螨样品测序数据质量评估$

$

.0123&

!

@?7705

A

:9=50;8>56

4

=:7383

-

?3;>6;

B

538?2=8:9)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(

样本
5,+

I

.X =.X,LGX,SH ['" R=

*

< F4̂,.GX,SH F4̂,.+,

I

\L-

1

VX+,

I

6

+

O

+

P# !/&0(0%& %'2'$ '02'% /%'(#(%! /#%$%/0/

!

$(2"$<

"

/"$%0'$/

!

$!2$0<

"

6

+

O

+

P! !(("('&% %'2'" '02'! (#"#"0'$ /'!'&$0!

!

$/20&<

"

/!"$'%/'

!

$!2("<

"

6

+

O

+

P' !!#0"!!# $%2$/ '&2"$ //'/"//! '0&/0!""

!

$/2%"<

"

'&0%#!'(

!

$!2%0<

"

平均值
YX,L !/##0#!% %!2#0 '&2%' /$!'/!(0 /"%(0$/%

!

$/2%#<

"

'%%!/#$0

!

$!20$<

"

6

+

O

+

Y# !#0!'&#/ %'2#( '&2"! /'//0!!$ '(#!0!'#

!

$"2$(<

"

'/!'(""#

!

0$2$"<

"

6

+

O

+

Y! !"%&0(0% %'2/( '&20! /#%'(#($ '/&/'!$'

!

$!2&#<

"

''&0/!#$

!

$"2'"<

"

6

+

O

+

Y' !!&($%&& %"2"# '(2%0 /('#0%'! '0!//&"/

!

$!2#%<

"

'&'!"#%"

!

$"2#(<

"

平均值
YX,L !#0$''$& %!2!" '&2!/ /'(&&00' '(&0#0"&

!

$#2$%<

"

'/0/'#'&

!

0%20(<

"

!

#

"

6

+

O

+

P

感染
+'",#)-*#

的雌成螨$

6

+

O

+

Y

感染
+'",#)-*#

的雄成螨%

F4̂,.+,

I

#能定位到基因组上的测序序列的数量统计%

\L-

1

VX

+,

I

#在参考序列上有唯一比对位置的测序序列的数量统计)

6

+

O

+

P

#

PX+,.X,SV.̂-LWX3̂XS9-̂;+'",#)-*#

%

6

+

O

+

Y

#

Y,.X,SV.̂-LWX3̂XS9-̂;+'",#)-*#

%

F4̂,.+,

I

#

5̂,̂-Ĥ-3H4Ŵ;XLV+:XG4W

HX

1

VXL3XH,

K

,-LĤ ;̂X

K

XL4+XHX

1

VXL3X

%

\L-

1

VX+,

I

#

F;XLV+:XG4WHX

1

VXL3XH9-̂;VL-

1

VX,.-

K

L+XL̂

I

4H-̂-4LH4L̂;XGXWXGXL3XHX

1

VXL3X2

&%&

!

差异表达基因的
C"

分析

RT

功能分类发现$在雌成螨中感染
+'",#)-*#

品系变化明显的主要有以下几个方面#生物过程中

的细胞蛋白质代谢过程&病毒 宿主交互作用&磷酸

盐化合物代谢过程及应激反应%分子功能中的氧化

还原酶活性&

?@6

结合&转移酶活性及核苷酸结合

蛋白!图
#,

")在感染
+'",#)-*#

的雄成螨中包括生

物过程中的有机氮化合物代谢过程&转运和肽生物

合成%分子功能中为参与氧化还原过程的
RFN

酶活

性&锌离子结合及核苷酸结合!图
#:

")在整个感染

过程中$雌成螨和雄成螨都做出了相应的应激反应)

&%'

!

差异表达基因
DECC

富集分析

对差异表达基因进行
J)RR

通路分类注释$并

对感染
+'",#)-*#

的雌雄螨的差异表达基因富集度

最高的
#"

个通路进行比较$结果表明#在雌成螨

中$

+'",#)-*#

感染品系中的差异表达基因主要集

中到
$"

个
J)RR

途径$其中显著富集的代谢途径

主要涉及核糖体&氧化磷酸化&吞噬和
?@6

转运等

!图
!,

")在雄成螨中$差异表达基因主要集中到
$#

个
J)RR

途径$其中显著富集的代谢途径主要涉及

蛋白酶体&吞噬&

?@6

转运&蛋白质输出&

Y6NJ

信

号通路及
+?@6

监测途径!图
!:

")

&%(

!

差异表达基因筛选

以不同试验条件下的差异表达基因的
PNJY

值为表达水平$进行层次聚类!

;-XG,G3;-3,.3.VĤX*

G-L

K

"分析$不同颜色的区域代表不同的聚类分组

信息$同组内的基因表达模式相近$可能具有相似

的功能或参与相同的生物学过程$结果显示$基因

表达都是特异性的$

6

+

O

+

Y

与
6

+

Y

及
6

+

O

+

P

与
6

+

P

之间的比较表明$每一个文库都有独特的

,

'$

,



!"!"

转录变化!图
'

"$这表明有许多基因受到了内共生

菌
+'",#)-*#

的影响$尽管不能排除在筛选完全不

感染
+'",#)-*#

品系过程中残留的抗生素引起的

基因差异)

图
$

!

土耳其斯坦叶螨差异表达基因的
C"

富集分析

F6

B

%$

!

C3;3:;=:2:

BA

#

C"

$

3;56>G73;=0;02

A

868:9<699353;=6022

A

3H

4

53883<

B

3;38:9)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(

,

/$

,
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对土耳其斯坦叶螨生殖影响的转录组测序分析

图
&

!

土耳其斯坦叶螨雌性#

0

$和雄性#

1

$差异表达基因的
DECC

富集分析

F6

B

%&

!

DECC3;56>G73;=0;02

A

868:9<699353;=6022

A

3H

4

53883<

B

3;3813=I33;937023

#

0

$

0;<7023

#

1

$

)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(

图
'

!

土耳其斯坦叶螨差异表达基因聚类热图

F6

B

%'

!

J63505>G6>02>2?8=356;

B

G30=:9=G3<699353;=6022

A

3H

4

53883<

B

3;38:9)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(

!!

对样本
3.VĤXG

后的
VL-

K

XLX

进行差异表达分

析)以
.4

K

!

P4.S=;,L

K

X

$

#

且
!

%

"2"(

为标准进行

样本间的差异表达基因筛选$完全单感染
+'",#7

)-*#

的雌成螨和完全不带菌的雌成螨相比上调表达

的基因有
#$"&

个$下调表达基因有
!""/

个%完全单

感染
+'",#)-*#

和完全不带菌的雄成螨相比有
#"(0

个基因上调表达$

#$!$

个基因下调表达!图
/

")

图
(

!

土耳其斯坦叶螨差异表达基因火山图

F6

B

%(

!

K:2>0;:<60

B

5078:9=G3<699353;=6022

A

3H

4

53883<

B

3;38:9)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(

,

($

,



!"!"

为深入了解内共生菌
+'",#)-*#

对叶螨的影

响$我们将变化明显的差异表达基因列表分析

!表
'

")已知细胞色素
N/("

&谷胱甘肽
;*

转移酶

及
6Z=

转运蛋白是叶螨体内最常见的几种解毒

代谢基因$受
+'",#)-*#

感染后的雌成螨中有
/

种

N/("

$雄成螨中有
&

种
N/("

$它们大多数为上调表

达)

'

个谷胱甘肽
;*

转移酶基因在雌成螨中全部为

上调表达$而在雄成螨中编码谷胱甘肽
;*

转移酶基

因!

#"0'&"&"&

"为下调表达)

/

个
6Z=

转运蛋白基

因在雌!

L4]X.2($0'

&

L4]X.2##'#$

&

#"0'&&&#$

和

#"0'&!'##

"&雄螨!

#"0'&&&#$

和
#"0'&!'##

"中均为

下调表达)

表
'

!

感染
!"#$%&'(%

的土耳其斯坦叶螨的差异表达基因$

$

.0123'

!

!699353;=6022

A

3H

4

53883<

B

3;386;538

4

:;83=:!"#$%&'(%6;93>=6:;6;)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(

基因类别

RXLX3,̂X

K

4G

_

基因
>C

RXLX>C

描述

CXH3G-

I

-̂4L

雌成螨
PX+,.X

.4

K

!

!

P=

"

!],.VX

雄成螨
Y,.X

.4

K

!

!

P=

"

!],.VX

解毒代谢

CX̂4a-W-3,̂-4L

#"0'(%!#( 3

_

4̂3;G4+XN/("!b&*.-cX !2/" !20%)*!! M M

L4]X.2&"!0 NP"""&0

#

3

_

4̂3;G4+XN/(" #2(! #2&%)*#' M M

#"0'&"%&" 3

_

4̂3;G4+XN/("!b!*.-cX #2(/ "2"""!/ M M

#"0'&"!#! 3

_

4̂3;G4+XN/("/=#*.-cX M M #2&! "2"""$

#"0'&('0& 3

_

4̂3;G4+XN/("/=#*.-cX M M #2// '20#)*"0

#"0'&$&'' 3

_

4̂3;G4+XN/("#$,#*.-cX M M #2#$ "2""#""

#"0'0#0%& 3

_

4̂3;G4+XN/("!='#*.-cX M M #2"( "2""#""

#"0'0"!"$ 3

_

4̂3;G4+XN/("'6$*.-cX M!2$% &2&/)*#" M#2"! !2%")*"0

#"0'&"#(% 6Z=̂G,LH

I

4ĜXGRW,+-.

_

+X+:XG!'*.-cX M M #2(& "2"#""

#"0'&%(&# 6Z=̂G,LH

I

4ĜXGRW,+-.

_

+X+:XG!"*.-cX M M #2!! '2"%)*"0

L4]X.2##&/# NP""""(

#

6Z=̂G,LH

I

4ĜXG M M #2"$ "2"#""

L4]X.2(0%#

NP""""(

#

6Z=̂G,LH

I

4ĜXG

&

NP""&&/

#

6Z=̂G,LH

I

4ĜXĜG,LH+X+:G,LXGX

K

-4L

M&2&' #2#$)*#( M02"& !2&')*"$

L4]X.2($0' NP""""(

#

6Z=̂G,LH

I

4ĜXG M&2"( !2'$)*## M M

L4]X.2##'#$ NP#!&%$

#

6Z=*!W,+-.

_

Ĝ,LH

I

4ĜXG

I

G4̂X-L M/2%( '2$!)*"& M M

#"0'&&&#$ 6Z=̂G,LH

I

4ĜXGRW,+-.

_

+X+:XG!'*.-cX M'2(& %2'')*"( M!2"" "2""#"

#"0'&!'## 6Z=̂G,LH

I

4ĜXGZW,+-.

_

+X+:XG0*.-cX M#2!& "2"""'$ M M

#"0'&/&"" ;*W4G+

_

.

K

.V̂,̂;-4LX;

_

SG4.,HX*.-cX #2$$ /2&$)*#& M M

L4]X.2&#' NP#'/#0

#

K

.V̂,̂;-4LX;*̂G,LHWXG,HX #2'/ (2#%)*"( M M

#"0'&"0$%

K

.V̂,̂;-4LX;*̂G,LHWXG,HXYV# #2'$ "2""#($( M M

#"0'&"&"&

K

.V̂,̂;-4LX;*̂G,LHWXG,HXYV#*.-cX M M M#2'" "2"""'

生殖相关

?X

I

G4SV3̂-4L*

GX.,̂XS

#"0'0!!'% ;-Ĥ4LXE'2'*.-cX !2"0 !2&#)*#! M M

#"0'0!!!! ;-Ĥ4LXE'2'*.-cX #2$" %2%&)*"& M M

#"0'&"''# ;-Ĥ4LXE!6 #2"( (2$()*"( M M

#"0'&!#%& -LLXa-L-La!*.-cX #2'! !2(')*"( M M

#"0'0"!!" ]-̂X..4

K

XL-L*/*.-cX M'2"" "2"#"" M M

#"0'&"!"# ;-Ĥ4LXE!Z*.-cX M02&# #2"&)*#! M(2#" '2$%)*"0

L4]X.2%/%'

NP#&!##

#

=*̂XG+-LVH4W;-Ĥ4LXE!6

&

NP""#!(

#

34GX;-Ĥ4LXE!6

*

E!Z

*

E'

*

E/

M/2'( $2"/)*/( M'2'& &2(&)*((

L4]X.2##/ NP""$("

#

;-Ĥ4LXSX,3X̂

_

.,HXS4+,-L M'2'$ $2"")*"( M M

L4]X.2&'0/ NP"$!#/

#

;-Ĥ4LX,3X̂

_

.,̂-4L

I

G4̂X-L M!2!$ "2"""# M M

#"0'&&0/& ;-Ĥ4LX,3X̂

_

.̂G,LHWXG,HXJ6F0*.-cX M#2"0 $2!%)*"( M M

#"0'(%$!# ;-Ĥ4LXE'2' M#2"& &2#')*"% M M

#"0'&("%# X

I

-S-S

_

+,.HX3GX̂4G

_I

G4̂X-L)#*.-cX '2"( 02&!)*#' M M

#"0'&(#'0 X

I

-S-S

_

+,.HX3GX̂4G

_I

G4̂X-L)#*.-cX #2$# %2&$)*"( M M

#"0'&%'&# X

I

-S-S

_

+,.HX3GX̂4G

_I

G4̂X-L)#*.-cX #2&( !2#!)*"% M M

#"0'&(#'& X

I

-S-S

_

+,.HX3GX̂4G

_I

G4̂X-L)#*.-cX #2(% "2"""( M M

#"0'&&#'' -LLXa-L-La!*.-cX M#2(% "2"""# M M

#"0'&(!&( -LLXa-L-La!*.-cX M#2// "2"#!" M M

#"0'&&$#& -LLXa-L-La!*.-cX M#2"( '2$%)*"$ M M

#"0'&/'$' 3,̂;X

I

H-LB#*.-cX M M #2'$ "2"#""

#"0'0#$/% 3,̂;X

I

H-LB#*.-cX M M #2'" "2""%"

#"0'0#/$! 3,̂;X

I

H-LZ*.-cX M M #2"/ "2""&"

#"0'&/''$ 3,̂;X

I

H-LB*.-cX M M #2"" /2&!)*"(

,

&$

,
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续表
'

!

.0123'

#

+:;=6;?3<

$

基因类别

RXLX3,̂X

K

4G

_

基因
>C

RXLX>C

描述

CXH3G-

I

-̂4L

雌成螨
PX+,.X

.4

K

!

!

P=

"

!],.VX

雄成螨
Y,.X

.4

K

!

!

P=

"

!],.VX

L4]X.2(!%" NP#'$(0

#

,Lc

_

G-LGX

I

X,̂H

!

+,L

_

34

I

-XH

"

!2"' #2#%)*"( M M

L4]X.2#(0/' NP#!0%&

#

,Lc

_

G-LGX

I

X,̂H

!

'34

I

-XH

"

M M M'2'" #2!!)*"(

L4]X.2!&"( NP#!0%&

#

,Lc

_

G-LGX

I

X,̂H

!

'34

I

-XH

"

M M M M

#"0'0""!$ 5TdS4+,-L*34L̂,-L-L

KI

G4̂X-LS-3;,X̂X*.-cX M#2$$ "2""!" M M

L4]X.2$/0#

NP"&($(

#

;,X+4.

_

+

I

;

7

V]XL-.X;4G+4LX

:-LS-L

KI

G4̂X-L

!

bEZN

"

M M M!2'/ $2/()*"$

#"0'&!&$!

I

G4̂X-Lc-L,HX=*:-LS-L

K

M#2$# &2%")*"( M M

细胞凋亡

6

I

4

I

4̂H-H

L4]X.200$$ NP""#"!

#

I

G4̂X-LM̂

_

G4H-LX

I

;4H

I

;,̂,HX /2(! "2""!" M M

L4]X.2&!'( NP"0(!(

#

5T=5:4a '20% "2""'" M M

#"0'&$!'(

I

G4̂X-LC!*.-cX !2$' "2"#"" M M

#"0'0!'"/ ;X,̂H;43c

I

G4̂X-L#"(cC,*.-cX !2$# "2""(" M M

#"0'&0!'%

I

G4̂X-L,G

K

4L,V̂X*#*.-cX !2(/ "2"#"" M M

#"0'(%$0/

I

G4̂X-L,G

K

4L,V̂X*/*.-cX !2!( &2#")*!# #2"# !20$)*#/

#"0'&($"% 8-L3W-L

K

XG

I

G4̂X-L!0#*.-cX #2%! !2!')*"$ M M

#"0'&%(%% ,

I

4

I

4̂H-HGX

K

V.,̂4GZ6d*.-cX !2// &2'()*"& #2#& "2"""0

#"0'(%#$0 3;4.-LXĤXG,HX!*.-cX !2#( !2!!)*#" M M

#"0'&#//& ,3X̂

_

.3;4.-LXĤXG,HX*.-cX M&2&0 $2#()*"0 M020! !2($)*"%

#"0'&!%!& ,3X̂

_

.3;4.-LXGX3X

I

4̂GHV:VL-̂:X̂,*.-cX# M!2"/ "2""#" M M

#"0'&/$"" ,3

_

.*

I

G4̂X-L̂;-4XĤXG,HX!*.-cX M#2$/ !2"")*#' M#2'( $2!$)*##

#"0'&!%!$ ,3X̂

_

.3;4.-LXGX3X

I

4̂GHV:VL-̂:X̂,*.-cX! M#2&' "2""0" M M

#"0'&'$"0 3;

_

+4̂G

_I

H-L*!*.-cX M M !2&$ "2""!"

#"0'&!0%0 3;

_

+4̂G

_I

H-L*#*.-cX M/2$% !2!!)*## M!2#" #2#!)*"(

#"0'&'&%# +V.̂-SGV

K

GXH-Ĥ,L3X*,HH43-,̂XS

I

G4̂X-L#*.-cX M#20/ $2&$)*"$ M#2#' !2($)*"0

#"0'&#(%% +V.̂-SGV

K

GXH-Ĥ,L3X*,HH43-,̂XS

I

G4̂X-L#*.-cX M#2&& #2#/)*#" M M

#"0'&(0!( S49LH

_

LSG4+X3X..,S;XH-4L+4.X3V.X*.-cX M!2#! "2""$" M#2#0 "2""("

#"0'&&"$/ S49LH

_

LSG4+X3X..,S;XH-4L+4.X3V.X*.-cX M!2"% "2"""! M#2"" "2"""/

#"0'&&&%" S49LH

_

LSG4+X3X..,S;XH-4L+4.X3V.X*.-cX M!2"( "2""!" M#2#& /20#)*"&

#"0'&#%(/ S49LH

_

LSG4+X3X..,S;XH-4L+4.X3V.X*.-cX M#2$( $2!#)*"( M#2"0 '2(#)*"(

#"0'&/&%( S49LH

_

LSG4+X3X..,S;XH-4L+4.X3V.X*.-cX M#20& "2"""! M M

L4]X.20(!# NP"0&0%

#

-++VL4

K

.4:V.-L>*HX̂S4+,-L M M M#2!0 "2""&"

载脂蛋白

6

I

4.-

I

4

I

G4̂X-L

#"0'(%('$ ,

I

4.-

I

4

I

G4̂X-LC*.-cX M/2/$ "2"""! M#2%" "2""#"

#"0'&%'(# ,

I

4.-

I

4

I

G4̂X-LC*.-cX M'2!! "2"""' M M

#"0'(%(/# ,

I

4.-

I

4

I

G4̂X-LC*.-cX M!2(/ "2""#& M M

#"0'&%##/ ,

I

4.-

I

4

I

G4̂X-LC*.-cX M#20$ "2""!" M M

#"0'&0$#( ,

I

4.-

I

4

I

G4̂X-LC*.-cX M M #2($ "2""("

体液免疫

EV+4G,.-++VL-̂

_

#"0'&%/"( 3

_

Ĥ,̂-L*Z*.-cX #2/! /2$!)*"% M M

L4]X.2((/' NP"""'#

#

3

_

Ĥ,̂-LS4+,-L M#2($ "2""!" M M

结构蛋白

5̂GV3̂VG,.

I

G4̂X-L

L4]X.20&/ NP""'0%

#

-LHX3̂3V̂-3.X

I

G4̂X-L #20( "2"""#" M M

#"0'&!00"

I

V

I

,.3V̂-3.X

I

G4̂X-L'&*.-cX M!2%" '20%)*#$ M M

#"0'&!(!& ,SV.̂*H

I

X3-W-3G-

K

-S3V̂-3V.,G

I

G4̂X-L#(20*.-cX M!2!% #2&()*"( M#2'0 "2""#"

#"0'&""%! 3V̂-3.X

I

G4̂X-L'$*.-cX M!2!0 $20#)*#& M M

#"0'&#"&0 3V̂-3.X

I

G4̂X-L#&2$*.-cX M M '2$' "2""!"

#"0'0"'0$ 3V̂-3.X

I

G4̂X-L#&2$*.-cX M M !2(" "2"#""

L4]X.2&/(0 NP""'0%

#

-LHX3̂3V̂-3.X

I

G4̂X-L M M #20/ "2""$"

#"0'&"/(/ cXG,̂-L*,HH43-,̂XS

I

G4̂X-L!#*#*.-cX M M M!2"% &2%/)*"&

!

#

"基因按生物过程或分子功能排序$

P=

代表倍数变化)

RXLXH,GXG,LcXS:

_

:-4.4

K

-3,.

I

G43XHH,LS

*

4G+4.X3V.,GWVL3̂-4L2P=-LS-3,̂XHW4.S3;,L

K

X2

!!

脂质运载蛋白!

.-

I

43,.-L

"是能够结合疏水性的小分

子蛋白质$受
+'",#)-*#

感染后雌雄螨中全部表现为下

调表达!雌性中
/

个$雄性中
!

个%表
'

")一些与生殖

功能相关的基因如组蛋白基因&编码卵黄蛋白的基因

!

#"0'0"!!"

"&

-LLXa-L-La!

!

#"0'&&#''

&

#"0'&(!&(

等"&

附睾分泌蛋白!

#"0'&("%#

&

#"0'&(#'0

等"&

3,̂;X

I

H-L

!

#"0'0#/$!

&

#"0'&/'$'

等"等受内共生菌
+'",#)-*#

感

染后发生了明显的上调或下调变化$这可能影响了

,

0$

,



!"!"

卵子或胚胎的形成)

&%)

!

差异表达基因的
-

,./*+,

荧光定量分析

随机筛选雌雄螨各
$

个差异表达基因!上调

(

个$下调
'

个"采用荧光定量
N=?

验证
?@6*5X

1

测序结果)结果显示$实时荧光定量
N=?

与转录组

测序的结果在基因表达变幅上有一定的差异$但基

因的表达趋势是一致的!图
(

"$验证了转录组测序

结果的可靠性)

图
)

!

土耳其斯坦叶螨雌性#

0

$和雄性#

1

$差异基因的

-

,./*+,

验证

F6

B

%)

!

K026<0=6:;:9,LM/83

-

?3;>6;

B

<0=01

A

5302/=673

-

?0;=6=0=6N3/*+,0;02

A

8686;9370238

#

0

$

0;<70238

#

1

$

:9

)*+,%-

.

&'/0+/,1*0+%-(

'

!

讨论

+'",#)-*#

是广泛存在于节肢动物体内的共生

细菌$可通过宿主卵的细胞质进行母系遗传$并且能

够通过不同的方法调控寄主的生殖$实现其在宿主

种群中的稳定存在和传播)有研究表明
+'",#)-*#

可以在分子水平和细胞水平上与其宿主之间进行相

互作用$诱导宿主强胞质不亲和性$并提高雌性的繁

殖力'

!#!/

(

)

+'",#)-*#

增加了
.<1#5&*%*#$#

的繁

殖力和生殖系干细胞的有丝分裂活性$并减少了卵

巢中的程序性细胞死亡'

!(

(

$

+'",#)-*#

诱导的胞质

不亲和性强度随着雄性年龄和幼虫阶段发育显著降

低'

!&

(

)本研究中$我们选取完全感染
+'",#)-*#

和

完全不感染
+'",#)-*#

的土耳其斯坦叶螨作为试验

材料$挑选
#

日龄的雌成螨和雄成螨进行转录组测

序$结果显示#与卵子或精子形成相关的基因$如组

蛋白基因&卵黄蛋白基因&组织蛋白酶
Z

等发生了明

显的变化)卵黄原蛋白!

]-̂X..4

K

XL-L

$

ê

K

"作为卵

黄蛋白!

_

4.c

I

G4̂X-L

$

Ǹ

"的前体参与卵生动物的

卵子发生)卵黄蛋白对于卵母细胞的生长和分化以

及将金属离子&脂质和维生素运送到卵母细胞中起

重要作用'

!0!$

(

)受
+'",#)-*#

感染之后$雌成螨中

编码卵黄原蛋白的基因!

#"0'0"!!"

"发生了明显

的下调$推测其可能在增强雌性的生殖力方面起

作用)

组蛋白磷酸化是组蛋白氨基酸残基的磷酸化修

饰$是一类重要的翻译后修饰$与有丝分裂和减数分

裂的染色质压缩&染色质功能调节&转录的激活与抑

制&

C@6

损伤修复以及物质代谢等多种机制相

关'

!%

(

)本研究发现$感染
+'",#)-*#

的雄成螨中编

码组蛋白
E!Z

的基因!

#"0'&"!"#

$

.4

K

!

P=*(2#"

"发

生了显著下调)组蛋白
E!Z

主要以变异体
FE!Z

和
E!ZPO

形式特异地存在于雄性生殖细胞系中$

体细胞系中没有变异体$其可能参与调控特殊染色

质区域的基因转录)潘晓燕等'

'"

(和
BV

等'

'#

(在小

鼠精子发生不同阶段检测到了睾丸特异组蛋白

FE!Z

的第
##&

位苏氨酸的磷酸化)研究证实$

FE!Z

磷酸化在减数分裂后染色质折叠和压缩过程

中发挥了直接的调控作用)而感染
+'",#)-*#

的雄

成螨$编码组蛋白
E!Z

的基因表达量大幅下调$可

能会影响雄性精子的生成)

E'2'

是重要的母源因

子$在正常受精后精子的重编程以及体细胞核移植后

供体细胞核的重编程过程中起重要作用)在正常受

精过程中$

E'2'

能替换精子中的鱼精蛋白$将其重编

程为雄原核'

'!

(

)感染
+'",#)-*#

的雌雄成螨中编码

组蛋白
E'2'

的基因发生了明显的变化$也有可能

引起雄性不育现象的发生)

=$>

基因在动物体内的分布比较广$

>La!

在控

制果蝇胚胎前肠的发育等方面发挥着重要作用'

''

(

)

BX;+,LL

等'

'/

(的研究表明$

>La!

蛋白和
>La'

蛋白

在膜上的分布和定位相互影响$当沉默
=$>!

基因

的表达时$

>La'

蛋白会在细胞中积累并分布紊乱$

反之亦然)

=$>!

和
=$>'

基因协同表达后通过细胞

内的
=

端功能域相互作用形成异聚化的
>La!f>La'

通道$这对果蝇胚胎上皮组织发育和胚胎表皮极性

形成起着关键作用)如果
=$>!

或
=$>'

发生突变$会

,

$$

,



/&

卷第
/

期 张燕娜等#

+'",#)-*#

对土耳其斯坦叶螨生殖影响的转录组测序分析

导致表皮上有大的皮孔形成$极端情况下甚至导致外

皮的缺失)感染了
+'",#)-*#

后$雌雄成螨中
=$>!

发

生了不同程度的上调或下调变化$而
=$>'

都趋于稳

定$这将导致
>La!f>La'

的比例不平衡$影响胚胎的正

常发育)

锚蛋白重复序列!

,Lc

_

G-LGX

I

X,̂

$

6@J

"是普遍

存在于生物体中的一种蛋白质序列模体!

+4̂-W

")

这类蛋白质数量众多$形成了一个大的家族$包括

=CJ

!

3

_

3.-L*SX

I

XLSXL̂ c-L,HX

"抑制剂&转录调控因

子&细胞骨架形成体!

3

_

4̂HcX.X̂,.4G

K

,L-8XGH

"&发育

调控子&膜蛋白和毒素等)

6@J

结构域的主要生物

功能是介导蛋白质与蛋白质之间的相互作用$

6@J

结构域可以特异性地抑制
=CJ/

和
=CJ&

的激酶活

性$对哺乳动物细胞周期
R#

后期的调控产生影

响'

'(

(

)本试验中$受内共生菌
+'",#)-*#

感染后$

雌雄螨中编码
6@J

结构域的基因!

L4]X.2(!%"

$

.4

K

!P=!2"'

%

L4]X.2#(0/'

$

.4

K

!P=*'2'"

"均发生了

明显的变化)

土耳其斯坦叶螨
3<%5&6(/%#$*

体内含有大量的

解毒代谢基因$主要包括昆虫细胞色素
N/("

酶系

!

N/("H

"&谷胱甘肽
*;

转移酶!

R5FH

"及
6Z=

转运

蛋白等$在对植物次生物质的解毒代谢及对寄主植

物的适应性中发挥了重要作用)本试验发现$受

+'",#)-*#

感染之后$雌雄叶螨中大量的编码解毒

代谢的基因发生了显著的变化$表明
+'",#)-*#

影

响了叶螨的摄食行为和解毒代谢$这对了解螨虫的

抗药性机制具有重要参考意义)氧化还原酶能够参

与能量代谢和氧化还原平衡)破坏氧化还原稳态的

一个后果是
C@6

损伤$包括单链和双链断裂$碱基

和脱氧核糖修饰以及
C@6

交联'

'&

(

)感染
+'",#7

)-*#

之后$叶螨有多个基因参与氧化还原反应$

+'",#)-*#

能够诱导叶螨的抗氧化剂相关基因上调

表达$来降低活性氧水平从而维持
+'",#)-*#*

宿主

共生关系的可能性%有研究表明在二斑叶螨
3<5&7

%*)#(

中氧化还原酶活性与其寄主植物转移和滞育

有关'

'0

(

$这证明了叶螨有通过调节氧化还原酶活性

来响应应激反应的可能性)

受
+'",#)-*#

感染之后$土耳其斯坦叶螨体内

影响细胞凋亡的基因发生了显著的变化$如编码胰凝

乳蛋白酶!

#"0'&!0%0

"&乙酰胆碱酯酶!

#"0'&#//&

&

#"0'&!%!&

&

#"0'&/$""

"的基因)研究发现$小菜蛾

!"5%(""#>

4

"'/%(""#

幼虫中肠类胰蛋白酶能够激活
Ẑ

原毒素$印度谷螟
!"'?*#*$%(&

0

5$)%(""#

幼虫中肠内

的类胰凝乳蛋白酶对
Ẑ

原毒素也具有一定的激活作

用'

'$

(

)这些蛋白酶可以通过各种昆虫种群的中肠蛋

白酶水解活性的差异而呈现一定的特异性)

EX3cX.

等认为$昆虫对
Ẑ

杀虫蛋白产生抗性有可能依赖于

昆虫肠道中蛋白酶水平或类型的变化'

'%

(

)乙酰胆碱

酯酶!

6=;)

"作为有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的

作用靶标$其对杀虫剂的敏感性下降是导致害虫抗药

性形成的重要机制之一)受
+'",#)-*#

感染之后$编

码
3;

_

+4̂G

_I

H-L*#

蛋白的基因!

#"0'&!0%0

$

.4

K

!

P=*

/2$%

%

.4

K

!

P=*!2#"

"%编码
,3X̂

_

.3;4.-LXĤXG,HX

的基因

!

#"0'&#//&

$

.4

K

!

P=*&2&0

%

.4

K

!

P=*020!

"在雌雄成螨中

发生了显著下调变化$这可能降低了
Ẑ

抗性$为转
Ẑ

基因作物靶标昆虫抗性治理提供了一个新的方向)

(

!

结论

本试验发现$内共生菌
+'",#)-*#

感染影响了

宿主土耳其斯坦叶螨的基因表达$并具有性别特异

性)叶螨的多种代谢途径受
+'",#)-*#

感染影响$

尤其是解毒代谢过程&氧化还原过程&生殖及免疫相

关基因表达的显著差异$以及脂质运载蛋白和其他

功能途径)研究结果有助于我们理解宿主与共生菌

的相互作用关系$为全面探究内共生菌对宿主生殖

调控的影响奠定基础)
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,Ĝ;G4

I

4SH

#

+'",#)-*#S4L4̂

9,.c,.4LX

'

b

*

TB

(

2ZY=Z-4.4

K_

$

!""$

$

&

#

!02CT>

#

#"2

##$&

*

#0/# 0""0 & !02

'

##

(

E>BR)@ZT)=J)? J

$

E6YY)?5F)>@ N

$

5=EB6FF*

Y6@@N

$

X̂,.2E49+,L

_

H

I

X3-XH,GX-LWX3̂XS9-̂;+'",#7

)-*#

.
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