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摘要：对烟粉虱内共生菌 !&’ ()*+的酶切结果及部分生物体 !&’ ()*+的（,- .）/分析结果表明：烟粉虱初生内共
生菌的 !&’ ()*+能够被 !"#0 1酶切成两个片段、而不能够分别被 $%&2 1与 ’%" 1酶切；烟粉虱次生内共生菌的

!&’ ()*+没有 $%&2 1内切酶位点、而能够分别被 !"#0 1或 ’34 1酶切成大小不同的两个片段。（, - .）567/与菌
的分类地位有关，同时还与菌的可培养能力有关。 ()#*+#,%"*+)-%!亚纲的烟粉虱初生内共生菌与"亚纲的

.-"/+**0-%、线粒体的 !&’ ()*+相似，富含（+- 8）567/，具低的（,- .）567/。而!亚纲的次生内共生菌及大肠杆菌
与#亚纲的 5937:;<=>初生内共生菌的 !&’ ()*+相似，富含（,- .）567/。说明初生内共生菌可能与烟粉虱同时发
生，并且形成一种非常紧密的共生关系，次生内共生菌与烟粉虱关系松散一些，其特性近似于自由生活的细菌，更

有可能获得纯培养体。!&’ ()*+的系统进化树表明，烟粉虱次生内共生菌属于 ()#*+#,%"*+)-%!?@亚纲，而初生内共
生菌属于 ()#*+#,%"*+)-%!亚纲的另一分支。
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烟粉虱（ $+&-0-% *%,%"-）是一种重要农业害
虫［!］，其内共生菌分为初生内共生菌（ \(H53(:
>:5;H6IQ）和次生内共生菌（’946IR3(: >:5;H6IQ）［"］。
()*+是研究细菌进化和亲缘关系的重要指标，素有

“细菌化 石”之 称［@］。通 过 一 种 进 化 分 枝 学

（473RH>QH4>）技术，原核细胞的 !&’ ()*+序列和真核
生物的 !%’ ()*+碱基序列已广泛用于测定不同生
物之间的进化关系［#］。^69>9及其同事们最先利用

·D%#·"$$D年 @#（@） 微 生 物 学 通 报



!"# $%&’ 进 行 了 生 物 进 化 关 系 的 研 究［(，)］。
!"#$%#&’($%")’包括了许多与动植物关系密切的种
类，如!亚类的 *+),#&’($%")’、-."#&’($%")’、植物线粒
体的起源体［"］、"亚类的海洋无脊椎动物硫氧化内
共生菌［*］。内共生菌与立克次氏体和衣原体等专

性细胞内病原体或支原体亲缘关系较近［(］，并且不

能人工培养，形态特征和 %&’ 的（+ , -）./01是对
其鉴定主要依靠［2］。核糖体 %&’（$%&’）基因序列
为原核及真核生物的系统发生提供了有价值的遗

传信息［(，3］。酶切位点分析，对构建遗传图谱［!4］、研

究基因突变［!!］等都有很好的价值，也是一种很好的

手段。

为了探索烟粉虱内共生菌的进化地位，研究内

共生菌 !"# $%&’的（+ , -）./01、限制性酶切特性
及系统进化树具有重要的参考价值。

! 材料与方法

!"! 材料
供试烟粉虱为 5型成虫，采自保存在中国农业

科学研究院蔬菜花卉研究所温室中的实验种群。

寄主 植 物 包 括：黄 瓜（ /0(01)2 2’$)302）、番 茄
（45(#6%"2)(#7 %2(0)%7$01）、烟草（8)(#$)’7’ $’&’(01）、
一品红（ 906+#"&)’ 60:(+%"")1’）、牵牛花（ ;6#1#%’
60"60"%’ ）、辣椒（ /’62)(01 ’77001）、甘蓝（ <"’22)(’
=:%"’(%’）等植物。成虫采回后立即放于 6 748冰箱
中冻死，保存备用。

9-:扩增试剂（;&<9=，<>? 酶）、%&’ 快速回收
试剂盒主要购自清华大学天为时代科技有限公司、

+@AB/等公司。
!"# 烟粉虱内共生菌模板 $%&的提取

%&’的提取采用改进的 #%#裂解法［!7］。
!"’ ()*扩增引物的设计与合成
烟粉虱内共生菌 !"# $%&’参照文献［!(］设计

的引物，其序列为：+：72CD)E：<+-’’+<-+’+-++-
’<-’<D(E；!432:D)E：’’’+<<---+--<<’<+-+<D(E
用于扩增初生内共生菌约 !444AF 的产物；G：37CD
)E： <+’+<’’’+<-<+++’’<-<++D(E； !(H(:D)E：
---+++’’-+<’<<- ’--+<’+D(E用于扩增次生内
共生菌 !7)4AF的产物。引物委托上海生工生物工
程技术服务有限公司合成。

!"+ ()*扩增及产物序列的测定
烟粉虱内共生菌 !"# $%&’ 9-:在 7)#I体系中

进行，反应体系及 9-: 反应参数参照文献［!H］。将
!"# $%&’ 9-:产物用 4J21的琼脂糖凝胶电泳后，
用 %&’ 快速回收试剂盒回收目的片段，回收产物
9-:重扩后直接送 9-:产物到上海博亚生物技术
有限责任公司进行测序（测序仪为 ’5K 9:K#L (**D
3"）。测序结果送 +@M5>MN进行登记。
!", !-. /$%&的酶切
按照内切酶反应体系说明进行配制，在 (*8反

应 3O，然后用 !J71琼脂糖电泳检测。<’1G K的 !4
P &Q5 缓冲液用 !4 P &Q5RSS@$ <’1G K、>’(K !4 P
&Q5缓冲液用 !4 P &Q5RSS@$ !、9(#: K !4 P &Q5缓冲
液用 !4 P &Q5RSS@$ 9(#:K。
!"- !-. /$%&序列分析
从 +@M5>MN中下载相关序列一起进行分析。分

子系统树建立所用序列的基本情况如表 !。将表 !
中的 序 列 用 -0R=T$>0 U 排 列 %&’ 同 源 序 列
（ >0VWM.@MT），用 LQ+’7J!（ 744! ）（ L/0@BR0>$
QX/0RTV/M>$Y +@M@TVB= ’M>0Y=V>，Z@$=V/M7J!）软件计算
遗传距离，并用 LQ（LVMV.R. @X/0RTV/M）法、&[
（&@VWOA/$D\/VMVMW）法聚类分析构建分子系统树。
5//T=T$>F（自举法）为 !47)次检测（$@F0VB>TV/M）。

# 结果与分析

#"! 烟粉虱内共生菌 !-. /$%&0的（1 2 )）3456
含量分析

由表 !可知，!"#$%#&’($%")’"D亚类的烟粉虱初生
内共生菌 !"# $%&’（+ , -）./01为 H*1 ] H21，蚜
虫的初生内共生菌 !"# $%&’（+ , -）./01为 H21左
右，> ^ 6+)::5"%’% 初生内共生菌 !"# $%&’（+ , -）
./01为 H*J*"1，"D亚类的 ? ^ ’&0$):#7%’ 初生内共
生菌与 ? ^ 3’6#"’")#"01 初生内共生菌 !"# $%&’（+
, -）./01分别为 H2JH(1、H3J4*1，> ^ 6+)::5"%’% 初
生内共生菌 !"# $%&’（+ , -）./01为 H*J*"1。!D
亚类的不能培养的真细菌或其演化体也具有低（+
, -）./01的特点，如 * ^ 6%’(#(@)) 的 !"# $%&’（+ ,
-）./01为 H2J321，A ^ 6)6)%7$)2 的 !"# $%&’（+ ,
-）./01为 H*J"!1，-$%:%2 .%#BB"#5) 线粒体 !"# $:&’
基因的（+ , -）./01为 (3JH(1，/#:0&%" ,%&")702 线
粒体 !"# $ :&’ 基因的（+ , -）./01为 (3JH41。$D
亚类的不能培养的 /’7C)C’$02 ?"%1&:’5’ 6")7(%62
（F$V.>$Y @M;/=Y.AV/MT= VM .@>0YARW=）却具有高（+ , -）
./01的特点，为 ))1左右。而 !"#$%#&’($%")’"D亚类

·22H· 微 生 物 学 通 报 744*年 (H（(）



肠杆菌科的部分细菌 !"# $%&’富含（( ) *）+，如
能够培养的 ! , "#$%（( ) *）-./+为 0123+左右，不
能够培养的烟粉虱次生内共生菌 !"# $%&’富含（(
) *）-./+，为 0124+左右。另外，能够培养的真细
菌（56789:;$<8）& , ’($)*+(",%% 的 !"# $%&’（’=>>?@>3）
（( ) *）-./+为 042"4+，古细菌（’$9A8;8）产甲烷细
菌（- , ./0(%）!"# $ %&’（’B!@""30）（( ) *）-./+为
0"23!+。

表 ! 来自不同生物体中 !"# $%&’基因的（() *）+,-.

生物或有机体
生物或有

机体特征

’99;CC<.D

D6-7;$

（( ) *）

-./+

#67E<FG

<C<.D

1 , 2/)/"%G31 6D96/:6$87/; ’B1H@"!@ 1?203+ !

1 , 2/)/"%G3H 6D96/:6$87/; ’B1H@"H> 1?2"@+ !

1 , 2/)/"%G34 6D96/:6$87/; ’B4?!!33 132>>+ !

1 , 2/)/"%G3! 6D96/:6$87/; ’B1H@"H4 1?20?+ !

1 , 2/)/"%G4! 6D96/:6$87/; ’B1H@"!3 042@"+ !

1 , 2/)/"%G44 6D96/:6$87/; ’B1H@"!1 01204+ !

1 , 2/)/"%G4H 6D96/:6$87/; ’B1H@"!? 0121?+ !

1 , /56%’%"#$/ 6D96/:6$87/; I!@>0" 132?1+ !

7*%/$(+*#’(8 /)+2%$#9(/G3 6D96/:6$87/; ’J1>>13H 13214+ !

7 , :/5#*/*%#*+.G3 6D96/:6$87/; I!!@H3 1@2>?+ !

;%",(228%/ 5(/"#",%% 6D96/:6$87/; ’B4">>@1 132@3+ "

<#$)/"6%/ 5%5%(92%8 6D96/:6$87/; ’B01@!3> 1?2"!+ "

4%56#9%9+8 56%$$=*(/(G3 6D96/:6$87/; I!!@H? 1?2?"+ !

> , 7 , 5*%9"(58 6D96/:6$87/; ’J13!@>@ 0"2@4+ #

3%9+8 26+9)(*?%%G> 9;// K8$; %!?0!> 0"2H?+ L

@2($(8 ?(#AA*#=%G- 9;// K8$; ’=!!">H" 4@214+ L

!8"6(*%"6%/ "#$% 96/:6$87/; ’M">0!!0 0123>+ !

@?*#)/"2(*%+. :%2%8 96/:6$87/; N"?HH0 01230+ "

&/"2#)/"%$$+8 ’($)*+(",%% 96/:6$87/; ’=>>?@>3 042"4+ L

-(26/9#8/*"%9/ ./0(% 96/:6$87/; ’B!@""30 0"23!+ L

注：* 9A/.$.O/8C:，P -<:.9A.DE$<8/，Q Q$<-8$R ;DE.CR-7<.D:，# #;9.DE8$R

;DE.CR-7<.D:

/0/ 初生内共生菌 !"# $%&’的酶切结果
!"# $%&’ 的酶切位点很多，本研究进行了

1/.S T、4/" T、!"#U T三种限制性内切酶位点的分
析。将北京地区 ? 种植物寄主来源烟粉虱初生内
共生菌经 (引物 Q*U扩增得到的 !"# $%&’重扩纯
化后，经 1/.S T、4/" T、!"#U T三种内切酶作用后
的结果如图 !。由图 !可知，烟粉虱初生内共生菌 (
引物 Q*U 扩增得到的 !"# $%&’ 没有 1/.S T 与

4/" T内切酶位点、而存在 !"#U T酶切位点，经 !"#U
T酶切后，得到长度约 0>>7O和 ">>7O的 H个片段，
这与 (;D=8DV中已报道序列的酶切位点分析结果是
一致的。

图 ! (引物 Q*U扩增产物的 !"#U T酶切电泳图
!黄瓜，H 番茄，4 烟草，1 一品红，0 牵牛花，" 辣椒，? 甘蓝，P

-8$V;$

/01 次生内共生菌 !"# $%&’的酶切结果
将 ? 个寄主来源的烟粉虱次生内共生菌经 S

引物 Q*U扩增到的 !"# $%&’重扩后，分别经 1/.S
T、4/" T、!"#U T三种内切酶作用后的结果如图 H、图
4。烟粉虱次生内共生菌 S引物 Q*U 扩增得到的
!"# $%&’没有 1/.S T内切酶位点、而存在 !"#U T
与 4/" T酶切位点，分别经 !"#U T或 4/" T酶切后，
得到长度约 0>>7O和 ?0>7O的 H个片段。

图 H S引物 Q*U扩增产物的 4/" T酶切电泳图
!黄瓜，H 番茄，4 烟草，1 一品红，0 牵牛花，" 辣椒，? 甘蓝，P

-8$V;$

/02 !"# $%&’的分子系统树
!"# $%&’的 &M分子系统树如图 1。结果表明，

烟粉虱的次生内共生菌属于肠杆菌科，与 ! , "#$%、
1 , /56%’%"#$/（蚜虫的初生内共生菌）的亲缘最近，而
3*#2(#)/"2(*%/"亚类的 < , 5%5%(92%8 与 ; , 5(/"#",%% 接
近，并且更接近于肠杆菌科，这对于解释 <#$)/"6%/
在多种生物体之间可以相互感染，甚至于可以感染

44+的烟粉虱等，都将提供很好的依据。叶绿体及
线粒体与 3*#2(#)/"2(*%/"亚类的菌接近，与其起源
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图 ! "引物 #$%扩增产物的 !"#% &酶切电泳图
’黄瓜，(番茄，!烟草，)一品红，*牵牛花，+辣椒，, 甘

蓝，-：./0120

的推测相一致。而 $%#&’#()"&’%*)!亚类的 + 3 , 3
-%*."’-/ 列为单独一支。

图 ) 烟粉虱内共生菌及不同有机体
的 ’+4 0567分子系统树

遗传距离用 8/.90/:62;公式计算，树用邻近连接法（6<）构建，枝

长代表了分歧程度，各枝上的数字是 ’=(*次 >??@A@0/B重抽样分析

的支持百分比

.线粒体，#初生内共生菌，4次生内共生菌

! 讨论

低的（C D $）.?EF是一个反应寄生物与寄主在
远古时代就结合的特征，而高的（C D $）.?EF则可
以反应其接近自由生活细菌的方面［’*］。’+4 0567
（C D $）.?EF分析结果表明，$%#&’#()"&’%*) 的"亚类
与#亚类难培养初生内共生菌具有低（C D $）.?EF
特点，为 ),F左右，线粒体可能起源于 $%#&’#()"&’%*)
的":亚类菌［+］，其 ’+4 0567（C D $）.?EF为 )=F左
右。$%#&’#()"&’%*)!亚类的难培养菌 ’+4 0567富含

（C D $）.?EF，为 **F左右。$%#&’#()"&’%*)#亚类肠
杆菌科的难培养次生内共生菌与可培养菌 ! 3 "#0*
的 ’+4 0567富含（C D $）.?EF，为 *)F左右，与可
培养细菌的 ’+4 0567基因具相似的特征。说明烟
粉虱初生内共生菌可能与烟粉虱同时发生，并且形

成一种非常紧密的共生关系，次生内共生菌与烟粉

虱关系松散一些，其特性近似于自由生活的细菌，

更有可能获得纯培养体。GHI./J等根据 ’+4 0567
的分析认为，蚜虫的初生内共生菌大约在 )K(亿年
以前就与 ! 3 "#0* 发生了分化，而次生内共生菌则在
大约 (K*亿年以前与 ! 3 "#0* 发生了分化［’+］。如果
这种推测正确的话，那么说明两类内共生菌与宿主

之间存在一种高度适应与相互依赖的关系，’+4
0567的（C D $）.?EF反应了内共生菌发生的早晚。
有人认为，哺乳动物的一些专性寄生病原物

（如立克次氏体）来源于植物相关的细菌，然后通过

植物 L昆虫的桥梁作用演化而来［’,］。根据基因组
的特性分析可以推测，自由生活的微生物在远古时

代与昆虫结合，相互依赖，然后共同进化，形成非常

严密的共生体（初生内共生菌）。昆虫生活过程中，

有可能将自身的共生体传给植物寄主，然后发生演

化。也可能在生活过程中摄取环境中的微生物，然

后演化成一种共生体（次生共生菌），这一类共生菌

的水平传播，有可能在不同生物之间进行感染，然

后演化成与另一寄主关系不同的生物体 L病原体。
烟粉虱的内共生菌与肠道细菌亲缘关系很近，可以

推测内共生菌可能最初寄生在体内，继而与宿主协

同进化，形成共生关系。初生内共生菌 ’+4 0567富
含（7 D 8）F，（C D $）.?EF为 ),F左右，更能够说明
其与宿主起源的一致性，而次生内共生菌 ’+4 0567
富含（C D $）.?EF，为 *!K)F，与能够人工培养的细
菌的 ’+4 0567接近。根据内共生菌与昆虫的关系，
可以将昆虫的初生内共生菌视为一种“细胞器”。

进行相关有机体总 567（C D $）.?EF的研究，对于
探索生命起源、内共生菌分类地位的确定等，都将

起到重要的作用。
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新书推介

科学出版社生命科学编辑部新书推介

人类分子遗传学（原书第三版）（+,-./ 01234,2.5 63/37849 (）（含光盘）

［英］U(斯特罗恩 编著 孙开来 主译 132Y3YD!YD02!04YF 定价：042\DD 4DD3年 0月出版
人类基因组计划于 4DD!年发表了人类基因组序列的“完成”版，这是人类科学史上的一个里程碑。根据

人类基因组许多新的发现，英国 U#B K;,7+C7:和 L:8,$Z >(’$78两位教授对其编著的《人类分子遗传学》第三
版进行了全新的修订。

全书分四部分，共 40章。运用这些最新成就对 JQL的结构与功能、染色体、细胞与发育、系谱分析以及
基因组的组成、表达、变异和进化作了全面而深刻地阐述。对人类孟德尔疾病、复杂疾病和癌症的遗传起因

及其基因定位、鉴定和诊断进行了系统地分析。还从更广泛的视野，就功能基因组学、蛋白质组学、生物信

息学、动物模型和治疗学也作了详述和展望。书中附有许多设计精巧的插图和专业词汇表。

本书将遗传学原理和现代分子遗传学基本技术紧密相结合。它不仅是人类医学遗传学的一本优秀教

材，也是很好的实验室技术指导书。中译本忠于原文并保持了原书的风格。它是适用于生命科学领域中的

研究生的教科书，也可作为广大临床医生、遗传学科研人员和本科学生的参考用书。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）

邮购地址：0DD303北京东黄城根北街 0N号科学出版社 科学分社
联系人：阮芯 联系电话： D0D ] N6D!6N44（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 C;;W："ZZZ( .*A$%+*$:+$( +#B( +:，欢迎致电索要书目
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