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摇 摇 摘要:摇 为明确沃尔巴克氏体(Wolbachia)在赤拟谷盗和杂拟谷盗体内的感染状况及种间水平和垂直传播情

况,首先通过 PCR 扩增分离细胞分裂蛋白基因( ftsZ)目的片段方法检测这 2 个近缘种拟谷盗体内是否存在 Wolba鄄
chia,并将同性别或异性别的赤拟谷盗和杂拟谷盗混合饲养 40 d,然后测定赤拟谷盗及其与杂拟谷盗的正反交杂种

后代体内 Wolbachia 的感染状况。 结果显示,杂拟谷盗体内存在 Wolbachia,而赤拟谷盗体内不存在该菌;混合饲养

后,赤拟谷盗及其与杂拟谷盗的正反杂交后代体内也均没有检测到 Wolbachia 的存在,未发现 Wolbachia 在杂拟谷

盗和赤拟谷盗种间的水平和垂直传播。
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Infection and interspecific transmission of Wolbachia in Tribolium
castaneum and T. confusum
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摇 摇 Abstract:摇 To define the infection and interspecifically horizontal and vertical transmission of Wolbachia in two close鄄
ly related flour beetles Tribolium castaneum (Herbst) and T. confusum (Jac. du Val. ), Wolbachia was detected in both
beetle species by PCR amplification of ftsZ target gene fragment. After same鄄sex or opposite鄄sex mixed feeding, the infec鄄
tion of Wolbachia in the red flour beetles T. castaneum and the reciprocal hybrids of T. castaneum and T. confusum was ex鄄
amined. The wolbachia infected confused flour beetles T. confusum exclusively. The red flour beetles T. castaneum and the
reciprocal hybrids were Wolbachia鄄free. These suggests that interspecifically horizontal and vertical transmissions of Wolba鄄
chia did not occur in the two closely related flour beetles T. castaneum and T. confusum, and T. castaneum may have an
internal mechanism inhibiting the reproduction and survival of Wolbachia.
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摇 摇 沃尔巴克氏体(Wolbachia)是一类呈母性遗传

的革兰氏阴性细胞内共生菌,广泛存在于昆虫、蜘
蛛和螨等节肢动物体内,是昆虫体内分布最广的

细胞内共生菌,超过 65% 的昆虫体内都存在[1] 。
Wolbachia 之所以引起众多学者的关注,最重要的

原因就是其对寄主生殖的调控作用,包括诱导胞
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质不亲和、孤雌生殖、雌性化和雄性致死等[2] 。 胞

质不亲和是 Wolbachia 共生引起的一种最普遍的

生殖改变,表现为 Wolbachia 感染的雄性寄主与未

感染或感染了不同品系 Wolbachia 的雌性寄主交

配后,子代死亡或仅有部分能够存活,但感染相同

Wolbachia 的雌雄寄主交配后能够产生正常的后

代。 此外,Wolbachia 也影响某些寄主的交配选择

和交配能力[3鄄8] 。 鉴于 Wolbachia 在寄主体内的广

泛存在和对寄主交配和生殖的影响,Wolbachia 不

仅在昆虫进化和物种形成中具有重要的意义,而
且也为利用其对害虫进行生物防治提供了的新思

路和新途径[9] 。
Wolbachia 在寄主体内各代之间以垂直传递为

基本传播模式,称之为垂直传播[10]。 如果仅存在垂

直传播,寄主与共生菌的进化和系统发生应表现为

对应关系,但事实并非如此,原因可能是 Wolbachia
在某些寄主种间也存在着水平传播。 Werren 等[11]

报道了 Wolbachia 在不同种间的水平传递:金小蜂

Nasonia girauzti 和它的寄主丽蝇 Calliphora vicina 都

含有 Wolbachia,且其系统发育关系非常近,但金小

蜂和丽蝇的亲缘关系较远,表明 Wolbachia 可水平传

播。 Huigens 等[12] 证实蚬蝶赤眼蜂( Trichogramma
kaykai)的 Wolbachia 感染个体和未感染个体共享同

一食物源时可由感染个体水平传播给未感染个体,
并且水平传播来的 Wolbachia 在新寄主中能垂直传

递给其后代。 未感染 Wolbachia 的拟澳洲赤眼蜂

(Trichogramma confusum)和感染 Wolbachia 的短管

赤眼蜂(Trichogramma pretiosum)在同一米蛾卵体内

共同发育时, Wolbachia 能从供体短管赤眼蜂成功

地水平传递到新寄主拟澳洲赤眼蜂体内, 且能在新

宿主体内垂直传递[13]。 另外,研究结果表明,将
Wolbachia 从粉斑螟 Cadra cautella 转染到地中海粉

螟 Ephestia kuehniella 体内后,粉斑螟原供体表现为

胞质不亲和,而地中海粉螟被转染携带 Wolbachia 后

表现为雄性致死,这表明 Wolbachia 在不同的寄主体

内对寄主造成的生殖改变可能不同[14]。
目前尚未在体外建立培养 Wolbachia 的技术,所

以用传统的微生物学方法无法对其进行研究。 早期

的 Wolbachia 研究中,曾用 DAPI 染色后在荧光显微

镜下观察[15] 和电镜观察[16] 对其进行检测。 随着分

子生物学技术的不断发展和广泛应用,尤其是 PCR
技术的发展和分子系统学方法的应用,目前对寄主

体内 Wolbachia 的检测,一般是通过 PCR 扩增和分

析其基因来确定,常用的检测基因有细胞分裂蛋白

基因( ftsZ)和细菌表面蛋白基因(wsp)等。
赤拟谷盗(Tribolium castaneum Herbst)和杂拟

谷盗(Tribolium confusum Jac. du Val. )均属鞘翅目

拟步行虫科拟谷盗属,是 2 种重要的世界性储粮近

缘种害虫,在中国大部分地区都有分布[17]。 它们形

态和习性相似,且常混合发生,给农业生产造成巨大

的经济损失[18]。 目前,使用化学农药是防治赤拟谷

盗和杂拟谷盗的重要手段,但由于化学杀虫剂的大

量使用,它们的耐药性逐渐提高,防治更加困难,同
时也存在农药残留问题,因此探寻绿色、安全、高效

的生物防治方法将是今后害虫综合防治的主要策

略[19]。 已有研究结果表明杂拟谷盗体内存在 Wol鄄
bachia[20],迄今为止尚未见赤拟谷盗体内感染 Wol鄄
bachia 的报道。 在实验室内,赤拟谷盗与杂拟谷盗

不仅在同种雌雄个体之间有性行为发生, 而且在异

种雌雄个体之间也有性行为发生[21]。 明庆磊等的

研究结果表明,赤拟谷盗与杂拟谷盗的种间生殖隔

离不完全,如果把异种雌雄放在一起进行强制性杂

交,正反交均能产生杂种后代[22];Wolbachia 对杂拟

谷盗生殖有调控作用,可引起胞质不亲和[23],这表

明利用 Wolbachia 对拟谷盗进行生物防治具有潜在

的应用价值。 鉴于此,本研究首先利用 PCR 技术检

测所用赤拟谷盗和杂拟谷盗种群体内是否存在

Wolbachia,并对寄主体内的 Wolbachia 进行系统发

生分析;然后将同性别或异性别的赤拟谷盗和杂拟

谷盗混合饲养,测定赤拟谷盗和正反交杂种后代体

内 Wolbachia 的感染状况,旨在探究其种间是否能发

生水平和垂直传播,以期为今后利用 Wolbachia 对拟

谷盗进行生物防治奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 供试昆虫

所用赤拟谷盗(CS)和杂拟谷盗(CF)为实验室

种群,置于温度 29 益、相对湿度 70%的恒温恒湿培

养箱中,饲以小麦全麦面粉(山东潍坊风筝面粉厂

生产)。 两种试虫均在蛹期鉴别雌雄并分开饲养,
羽化后待用。
1. 2摇 赤拟谷盗和杂拟谷盗体内 Wolbachia 的 PCR
检测

1. 2. 1摇 DNA 提取摇 将赤拟谷盗和杂拟谷盗单头试
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虫放在研钵中,加入液氮冷冻后研磨成细末,用异硫

氰酸胍法[24]提取总 DNA,室温晾干后悬浮于 20 滋l
灭菌双蒸水中,4 益保存备用。
1. 2. 2 摇 PCR 扩增与测序 摇 ftsZ 基因的扩增引物

为: ftsZ鄄F ( 5忆鄄TACTGACTGTTGGAGTTGTAACTA鄄
AGCCGT鄄3忆) 和 ftsZ鄄R (5忆鄄TGCCAGTTGCAAGAA鄄
CAGAAACTCTAACTC鄄3忆) [25] 。 PCR 反应在 BIO鄄
ER 扩增仪上进行:94 益 预变性 5 min;94 益 变性

50 s,62 益退火 45 s,72 益延伸 60 s,33 个循环;72
益 延伸 10 min。 PCR 反应体系总体积是 30郾 00
滋l,其中包括 2 伊 PCR Reaction Mix ( TIANGEN)
15郾 00 滋l, Taq DNA 聚 合 酶 0郾 24 滋l, DNA 模 板

1郾 20 滋l,上游 /下游引物(10 mol / L)各 1郾 20 滋l,用
灭菌双蒸水补足体积。 取 PCR 扩增产物 2 滋l 在
0郾 75%的琼脂糖凝胶中电泳检测,然后送至上海

英骏生物技术有限公司测序。 扩增引物和测序引

物均由上海捷瑞生物工程技术有限公司合成。 对

赤拟谷盗和杂拟谷盗各 20 头体内的 Wolbachia 进

行了 PCR 扩增和测序。 将测序的 ftsZ 序列向 Gen鄄
Bank 进行提交,并将测得的 Wolbachia ftsZ 基因序

列与 GenBank 中杂拟谷盗 Wolbachia 的基因序列

进行比对。
1. 3摇 系统发生树的构建

用 NCBI 上的 BLAST 工具搜索 GenBank 中昆虫

寄主体内 Wolbachia 的 ftsZ 基因序列,通过 ClustalX
2. 1 软件对搜索到的基因序列进行比对并截取相同

的序列长度,并用 MEGA5 软件采用邻接法对 ftsZ
基因进行聚类分析,构建系统发生树。 各分支的置

信度通过 1 000 次自助法重复抽样估计。
1. 4 摇 Wolbachia 在赤拟谷盗与杂拟谷盗种间的

水平传播

摇 摇 Wolbachia 的种间水平传播试验分为同性别间

和异性别间水平传播处理组。 同性别处理组为

CS 裔和 CF 裔、CS 意和 CF 意,异性别处理组为 CS
裔和 CF 意、CF 裔和 CS 意(CS 表示赤拟谷盗,CF
表示杂拟谷盗)。 所用两种试虫均为羽化后 7 d 的

成虫,为区分它们,对赤拟谷盗进行标记(用 Marker
银笔在一侧鞘翅上点一个小点)。 每个组两种试虫

各 30 只置于同一塑料杯中用小麦面粉共同饲养,40
d 后每个组分别随机选取 20 只赤拟谷盗对 ftsZ 基

因进行 PCR 扩增和电泳分离,以检测 Wolbachia 是

否存在。

1. 5 摇 Wolbachia 在赤拟谷盗与杂拟谷盗种间的

垂直传播

摇 摇 Wolbachia 的种间垂直传播实验分为 2 个杂交

处理组:CS 裔和 CF 意、CF 裔和 CS 意。 所用两种

试虫均为羽化后 7 d 的成虫,每个组两种试虫各 30
只置于同一塑料杯中用小麦面粉共同饲养,将在杂

交过程中产生的 F1 代幼虫挑选出来饲养,直到羽化

为成虫。 每个组分别随机选取 20 只 F1 代成虫对

ftsZ 基因进行 PCR 扩增和电泳分离,以检测 Wolba鄄
chia 是否存在。

2摇 结 果

2. 1 摇 赤拟谷盗和杂拟谷盗体内 Wolbachia 的检测

和基因序列比对

摇 摇 利用 ftsZ 基因的特异性引物从杂拟谷盗总

DNA 中 PCR 扩增出一段大约 550 bp 的目的基因

片 段 ( 图 1 ) , 测 序 结 果 ( GenBank 登 录 号:
KC305361)与他人已提交的杂拟谷盗 ftsZ 基因

序列完全一致,表明所用杂拟谷盗种群体内存在

Wolbachia,该菌感染率为 100% ;但利用 ftsZ 基因

的特异性引物没有从赤拟谷盗体内扩增出目的

基因片段(图 1) ,表明所用赤拟谷盗种群体内不

存在 Wolbachia。

M:DNA 分子量标准;1 ~ 4:杂拟谷盗;5 ~ 8:赤拟谷盗。
图 1摇 赤拟谷盗和杂拟谷盗体内 Wolbachia ftsZ 基因 PCR 产物

电泳检测

Fig. 1 摇 PCR products of Wolbachia ftsZ gene from Tribolium
castaneum and T. confusum

2. 2摇 寄主体内 Wolbachia 的系统发生树

根据 ftsZ 基因序列构建的寄主体内 Wolbachia
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系统发生树显示,杂拟谷盗与黑拟谷盗(Tribolium
madens Charpentier)体内的 Wolbaciha 亲缘关系最

近(图 2)。

银 表示本研究所用试虫。
图 2摇 基于 ftsZ 基因序列的寄主体内 Wolbachia 系统发生树

Fig. 2摇 Phylogenetic tree of Wolbachia inside hosts based on ftsZ gene sequences

2. 3摇 Wolbachia 在赤拟谷盗与杂拟谷盗种间的水

平传播

摇 摇 赤拟谷盗与杂拟谷盗混合饲养一段时间后提取

赤拟谷盗 DNA 进行 ftsZ 基因的 PCR 扩增。 结果显

示,赤拟谷盗和杂拟谷盗同性别和异性别混合饲养

组的赤拟谷盗体内均没有检测到 Wolbachia 存在

(图 3 和图 4),表明 Wolbachia 没有从杂拟谷盗体内

水平转移到赤拟谷盗体内。
2. 4摇 Wolbachia 在赤拟谷盗与杂拟谷盗种间的垂

直传播

摇 摇 赤拟谷盗和杂拟谷盗正交(CS裔 伊 CF意)和反

交(CF裔 伊 CS意)产生的杂种后代体内都没有检测

到 Wolbachia 的存在(图 5)。 鉴于 Wolbachia 的母性

垂直传递,由于杂拟谷盗体内存在 Wolbachia,正交

组合杂种后代体内应该存在 Wolbachia,但是正交组

合杂种后代体内未检测到,理论推测与检测结果不

符;由于赤拟谷盗体内不存在 Wolbachia,反交组合

M:DNA 分子量标准;1:对照 (CF裔);2:对照 (CF意);3 ~ 7:CS
裔 CF裔组 CS裔;8 ~ 12:CS意 CF意组 CS意。
图 3摇 赤拟谷盗(CS)与杂拟谷盗(CF)同性别混合饲养试验组

Wolbachia 种间水平传播的 ftsZ 基因 PCR 检测

Fig. 3 摇 Detection of Wolbachia by PCR amplification of ftsZ
gene in horizontal transmission between same鄄sex T.
castaneum (CS) and T. confusum (CF)

杂种后代中体内应该不存在 Wolbachia,在反交组合

杂种后代体内也未检测到 Wolbachia 存在,理论推测

与检测结果相符。
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M:DNA 分子量标准;1:对照 (CF意);2 ~ 6:CS裔 CF意组 CS裔;
7:对照 (CF裔);8 ~ 12:CF裔 CS意组 CS意。
图 4摇 赤拟谷盗(CS)与杂拟谷盗(CF)异性别混合饲养试验组

Wolbachia 种间水平传播的 ftsZ 基因 PCR 检测

Fig. 4 摇 Detection of Wolbachia by PCR amplification of ftsZ
gene in horizontal transmission between opposite鄄sex
T. castaneum (CS) and T. confusum (CF)

M:DNA 分子量标准;1:亲本对照 (CS裔);2:亲本对照 (CF意);
3 ~ 7:CS裔伊CF意 组杂交 F1 代;8:亲本对照 (CF裔);9:亲本对

照 (CS意);10 ~ 14:CF裔伊CS意组杂交 F1 代。
图 5摇 赤拟谷盗(CS)与杂拟谷盗(CF)杂交试验组 Wolbachia

种间垂直传播的 ftsZ 基因 PCR 检测

Fig. 5 摇 Detection of Wolbachia by PCR amplification of ftsZ
gene in vertical transmission between T. castaneum
(CS) and T. confusum (CF) crosses

3摇 讨 论

本研究中,PCR 扩增检测 Wolbachia 选用的目

的基因是 ftsZ 基因,与 wsp 基因相比,ftsZ 基因比较

保守,更适合用来鉴定物种体内是否存在 Wolba鄄
chia。 用 ftsZ 基因的特异性引物从杂拟谷盗体内都

扩增出了目的条带,并经测序比对,证明了所用杂拟

谷盗种群体内存在 Wolbachia,其他报道[17] 也证实

杂拟谷盗体内存在 Wolbachia。 但是,在所用赤拟谷

盗种群体内并没有检测到 Wolbachia,目前尚未有赤

拟谷盗体内存在 Wolbachia 的报道。 赤拟谷盗和杂

拟谷盗是亲缘关系很近的两个近缘种,杂拟谷盗体

内存在 Wolbachia,而赤拟谷盗体内不存在 Wolba鄄

chia,鉴于 Wolbachia 在昆虫体内的广泛存在,这提

示赤拟谷盗体内可能含有抑制 Wolbachia 正常生长

繁殖和存活的某种因子。
关于 Wolbachia 的起源和传播,即哪种寄主最先

被感染、Wolbachia 又是如何在各个寄主间传播的

等,目前还不是很清楚,因此通过对寄主 Wolbachia
进行系统发生分析对于理解 Wolbachia 在不同寄主

体内的进化途径和过程非常重要[26]。 基于 ftsZ 基

因的 Wolbachia 系统发生分析结果显示杂拟谷盗体

内的 Wolbachia 与黑拟谷盗体内的 Wolbachia 亲缘关

系最近,其同源性为 100% ,这表明杂拟谷盗与黑拟

谷盗体内的 Wolbachia 属于同一菌组。
本研究中,同性别和异性别的杂拟谷盗和赤拟

谷盗种间混合饲养后 Wolbachia 均没有发生水平传

播。 相比于同性别的杂拟谷盗和赤拟谷盗种间混合

饲养,异性别的杂拟谷盗和赤拟谷盗种间混合饲养

能产生杂交后代,说明种间有交配行为发生,这样应

该更有利于 Wolbachia 的水平传播。 但是,异性别混

合饲养组赤拟谷盗的检测结果表明,Wolbachia 水平

传递没有成功,其原因可能是 Wolbachia 水平传播的

成功与否主要决定于 Wolbachia 与寄主之间的适合

度,即使 Wolbachia 发生了种间水平转移,但由于赤

拟谷盗体内存在某种抑制因子使得 Wolbachia 无法

在其体内正常生长繁殖和存活;也可能是尽管种间

有交配发生,但 Wolbachia 并没有从杂拟谷盗体内水

平转移到赤拟谷盗体内。
Wolbachia 在寄主间的水平传播比较复杂,主要

有 3 种途径[27]:一是 Wolbachia 在同种寄主的不同

个体间的水平传播。 如感染和未感染 Wolbachia 的

蚬蝶赤眼蜂(T. kaykai)共同分享同一个寄主 Apo鄄
demia mormo deserti 的卵时,存在 Wolbachia 在寄主

个体间的水平传播[12];二是 Wolbachia 在昆虫种间

的水平传播。 如:寄生蜂(Leptopilina boulardi)和其

寄主拟果蝇 (Drodophila simulans) 间存在水平传

播[28];甘波谊等[29] 发现灰飞虱( Laodelphax stratel鄄
lus)、白背飞虱(Sogatella furcifera)、褐飞虱(Nilapar鄄
vta lugens)等 3 种飞虱感染的 wsp 基因序列完全一

致,并且它们共同寄生的稻虱红鳌蜂 (Haplogono鄄
topas japonicus)感染的 Wolbachia 和它们感染的 Wol鄄
bachia 是同一种。 三是 Wolbachia 在昆虫与其他节

肢动物之间的水平传播。 如库蚊(Culex pipiens)和

甲壳纲等足目鼠妇(Armadillidium vulgare)的 Wolba鄄
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chia 关系密切,表明 Wolbachia 在这 2 个种间存在水

平传播[30]。
鉴于 Wolbachia 的母性垂直传递特点,由于赤拟

谷盗体内不存在 Wolbachia,雄性杂拟谷盗和雌性赤

拟谷盗杂交组合的 F1 代杂种体内应该不存在 Wol鄄
bachia,本研究中雄性杂拟谷盗和雌性赤拟谷盗杂

交组合的 F1 代体内也未检测到 Wolbachia,理论与

事实相符。 同样,由于杂拟谷盗体内存在 Wolba鄄
chia,雄性赤拟谷盗和雌性杂拟谷盗杂交组合 F1 代

杂种体内应该存在 Wolbachia,但本研究中没有检测

到 Wolbachia 的存在,理论与事实不符,产生这种现

象的一个可能原因是雄性赤拟谷盗和雌性杂拟谷盗

的杂种后代遗传了赤拟谷盗体内对 Wolbachia 的抑

制因子,使垂直传递到杂种后代体内的 Wolbachia 无

法生长繁殖和存活,导致 Wolbachia 的垂直传播失

败。 此解释与前面对赤拟谷盗体内不存在 Wolba鄄
chia 和种间没有水平传播发生的解释是一致的。

综上所述,杂拟谷盗体内存在 Wolbachia,而赤

拟谷盗体内不存在;尽管杂拟谷盗和赤拟谷盗存在

种间杂交,但 Wolbachia 没有发生种间水平和垂直传

播。 本研究初步明确了赤拟谷盗与杂拟谷盗体内

Wolbachia 的感染状况和种间传播情况,其具体形成

机制非常值得进一步研究。
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