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７ 种内共生病毒对柑橘木虱生殖力的影响
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摘要: 【目的】柑橘木虱吸食柑橘和九里香等芸香科植物ꎬ更是柑橘黄龙病的主要传播媒介ꎮ 了解柑橘木

虱共生微生物对虫体产卵量的影响ꎬ可为该虫的生态调控提供理论依据ꎮ 【材料】应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 技

术对柑橘木虱进行转录组和小 ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)高通量测序ꎬ对拼接的序列进行功能注释ꎮ 通过单雌单苗的

饲养方法ꎬ分析通过测序揭晓的 ７ 种内共生病毒对柑橘木虱的影响ꎬ包括单雌总产卵量、单雌日产卵量和

单雌寿命的变化ꎮ 【结果】通过高通量测序共获得 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列 ２２４２９ 条ꎬ共有 １７６７３ 条 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释至

ＮＲ、ＮＴ、Ｐｆａｍ 等数据库ꎮ 根据 ｓｉＲＮＡ 分析数据ꎬ获得了多条柑橘木虱内共生病毒的序列ꎮ 生物学验证试

验发现ꎬ柑橘木虱呼肠孤病毒、Ｈｕｂｅｉ ｔｉｃｋ ｖｉｒｕｓ ２、褐飞虱呼肠孤病毒、Ｍａｌ ｄｅ Ｒｉｏ Ｃｕａｒｔｏ ｖｉｒｕｓ、Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｐｈａｇｅ Ｓ￣ＲＳＭ４、Ｔｏ￣
ｋｙｏｖｉｒｕｓ Ａ１ ＤＮＡ 和 Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ ｐｉｃｏｒｎａ￣ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ ＢＲ１ ７ 种内共生病毒显著降低了雌虫群体总产卵量ꎬ但是对单雌

日产卵量和单雌寿命无显著影响ꎮ 【结论】研究结果为柑橘木虱的共生微生物多样性提供证据ꎬ也为进一步探索内共生病

毒对宿主昆虫的意义提供了思路和理论基础ꎬ为后续柑橘木虱－内共生微生物的互作研究提供数据支持ꎮ
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　 　 随着分子生物学和测序技术的发展ꎬ一些隐藏

于昆虫体内但不引起宿主昆虫明显病症的微生物

逐渐被熟知ꎬ这些微生物被称为共生微生物(Ｃｏｗｌ￣

ｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｈｏｎｇꎬ２００９)ꎮ 共生微生物与昆虫

的共生关系并不单单指互利共生ꎬ也包括对抗关系

以及相互并无明显影响的共生关系ꎮ 但在大多数

生物安全学报 ２０２２ꎬ ３１(２): １６３－１７０
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情况下ꎬ共生关系不能严格地划分为仅属于这 ３ 类

中的一类ꎬ它可以随环境或其他情况而变化ꎮ 通常

认为ꎬ共生微生物与宿主最多的是互惠互利关系

(Ｈｕｒｓｔ ＆ Ｈｕｔｃｈｅｎｃｅꎬ２０１０)ꎮ 近年来研究发现ꎬ某
些共生菌与昆虫的生物学特性相关ꎬ如内共生菌不

仅能合成昆虫宿主所需的营养成分ꎬ还可通过解毒

昆虫宿主所摄取的植物次生物质ꎬ提高其对寄主植

物的利用能力ꎬ以调节昆虫宿主的种群适应性(褚
栋等ꎬ２００６ꎻ 徐红星等ꎬ２００９ꎻ Ｈｉｍｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ
Ｚａｂａｌｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ 昆虫体内的细菌还与昆虫存

在协同进化关系(Ｔｈａｏ ＆ Ｂａｕｍａｎｎꎬ２００４)ꎮ
柑橘木虱 Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ Ｋｕｗａｙａｍａ 属半翅目

Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ 木虱科 Ｌｉｖｉｉｄａｅ (Ｐｅｒｃｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ主要

危害芸香科植物ꎬ以柑橘属受害最重ꎬ黄皮 Ｃｌａｕｓｅｎａ
ｌａｎｓｉｕｍ (Ｌｏｕｒ.) Ｓｋｅｅｌｓ、九里香 Ｍｕｒｒａｙａ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ
(Ｌ.) Ｊａｃｋ.和枸椽 Ｃｉｔｒｕｓ ｍｅｄｉｃａ Ｌ.次之ꎬ是传播黄龙

病最主要的昆虫媒介ꎬ也是世界柑橘生产中最严重

的害虫之一(叶志勇等ꎬ２００６)ꎮ 柑橘木虱的高龄若

虫和成虫都能携带柑橘黄龙病的病原ꎬ一旦获毒就

具有终生传病的能力(陈循渊ꎬ １９８６)ꎮ 随着宏基因

组学的发展ꎬ越来越多的研究发现ꎬ除了能携带黄龙

病病原菌之外ꎬ柑橘木虱体内还存在很多其他微生

物ꎬ如内共生病毒(Ｎｏｕｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｓａｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２ꎻ Ｓｔａｃｋｅｂｒａｎｄｔ ＆ Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗꎬ１９９１)ꎮ Ｎｏｕｒｉ ｅｔ ａｌ.
(２０１５)分析了世界范围内的柑橘木虱种群ꎬ发现柑

橘木虱体内存在多种多样的类似于病毒的序列ꎮ
Ｒｅｅｓｅ ｅｔ ａｌ. (２０１４)利用生物信息学ꎬ并采用桑格测

序法(ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ)、ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＰＣＲ 验证ꎬ最终

鉴定了很多新的病毒序列ꎮ 随后ꎬ柑橘木虱呼肠孤

病毒序列(Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ ｒｅｏｖｉｒｕｓꎬ ＤｃＲＶ) (Ｃｈｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１９)、类小核糖核酸病毒(Ｐｉｃｏｒｎａ￣ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓｅｓꎬ
ＤｃＰＬＶ) (Ｋｏｏｎｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)、类布尼亚病毒序列

(Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ Ｂｕｎｙａｖｉｒｕｓꎬ ＤｃＢＶ)以及类浓核病毒

序列(Ｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ￣ｌｉｋｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ＤｃＤＮＶ) (Ｎｏｕｒｉ ｅｔ
ａｌ. ꎬ２０１５)、柑橘木虱相关的 Ｃ 病毒(Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＤｃＡＣＶ)(Ｎｏｕｒｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１６)、柑橘

木虱类黄病毒(Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ ｆｌａｖｉ￣ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓꎬ Ｄｃ￣
ＦＬＶ)(Ｍａｔｓｕｍｕｒａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１６)相继被发现ꎮ 同时ꎬ
Ｎｏｕｒｉ ｅｔ ａｌ. (２０１５)在柑橘木虱体内也识别到了沃尔

巴克噬菌体的序列(Ｗｏｌｂａｃｈｉａ ｐｒｏｐｈａｇｅ ＷＯ) ꎮ 柑橘

木虱体内还有合胞体共生菌(Ｓｙｎｃｙｔｉｕｍ ｅｎｄｏｓｙｍｂｉ￣
ｏｎｔ)、里奥夸尔托病毒 (Ｍａｌ ｄｅ Ｒｉｏ Ｃｕａｒｔｏ ｖｉｒｕｓꎬ

ＭＲＣＶ)、褐飞虱呼肠孤病毒(Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ ｒｅｏｖｉ￣
ｒｕｓꎬ ＮＬＲＶ)、噬菌体 Ｓ￣ＲＳＭ４ (Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｐｈａｇｅ
Ｓ￣ＲＳＭ４) 和 Ａｌ ＤＮＡ ( Ｔｏｋｙｏｖｉｒｕｓ Ａｌ ＤＮＡ) ( Ｈｅｒｔꎬ
２００８)ꎮ 但这些共生微生物ꎬ特别是内共生病毒对柑

橘木虱的影响尚不清楚ꎮ
新一代测序技术 ( ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ

ＮＧＳ)具有快速、高灵敏度、高通量等特点ꎬ大大推

动了病毒研究的进程ꎮ ＮＧＳ 可以在不知道病毒生

物学、血清学特性和基因组信息的情况下快速检测

未知病毒ꎮ 通过大量的 ＮＧＳ 数据分析ꎬ可以获得

病毒基因组变异、准种重建、进化和宿主内起源(Ｈｏ
＆ Ｔｚａｎｅｔａｋｉｓꎬ２０１４ꎻ Ｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 高通量测序

技术不仅能够检测到生物体内绝大部分含量低的

病毒基因ꎬ而且不需要对病毒进行分离富集ꎬ避免

了不可培养病毒信息的丢失ꎮ 该技术的出现突破

了传统病毒诊断技术对新病毒鉴定的局限性ꎬ创新

了发现和鉴定未知病毒的方法ꎬ促进了病毒检测鉴

定领域的发展(Ｎｏｕｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 高通量测序技

术已在病毒种类多样性和发现新病毒等方面被广

泛应用ꎬ对系统研究样本所携带病毒的多样性和遗

传进化有重要意义( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ Ｎａｃｈａｐｐａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ

为探索柑橘木虱共生微生物的多样性ꎬ本研究

利用转录组测序技术和小 ＲＮＡ 深度测序技术ꎬ对
福建省田间自然种群所携带的共生微生物进行分

析鉴定ꎬ获得了若干个柑橘木虱共生微生物序列ꎮ
根据序列的差异ꎬ区分出携带不同共生微生物的柑

橘木虱种群ꎮ 为了解释内共生病毒对柑橘木虱的

影响ꎬ本研究进一步测定了柑橘木虱在不同共生微

生物影响下的单雌总产卵量、单雌日产卵量、单雌

寿命和单雌存活率ꎬ以揭示柑橘木虱内共生病毒对

宿主昆虫种群的综合影响ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试昆虫

柑橘木虱采自福建农林大学校园和福州市晋

安区日溪柑橘园ꎬ于实验室人工气候箱内用九里香

Ｍｕｒｒａｙａ ｅｘｏｔｉｃａ Ｌ.分别培养ꎬ建立种群ꎮ 培养条件

为温度 ２５ ℃、光周期 Ｌ ∶ Ｄ ＝ １６ ∶ ８、相对湿度 ６０％
~７０ ％ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取与质检

从 ２ 个种群中分别选取 ２０ 头柑橘木虱成虫ꎬ
用液氮冷冻研磨后ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎮ 分别
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用琼脂糖凝胶电泳和 Ｎａｎｏ Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏ￣
ｔｏｍｅｔｅｒ 检测 ＲＮＡ 的纯度ꎬ检测合格后送至北京诺

禾致源生物信息科技有限公司进行转录组和 ｓｉＲ￣
ＮＡ 文库构建和测序ꎮ
１.３　 转录组拼接和功能基因注释

测序得到的原始数据去除序列接头、ｐｌｏｙ￣Ｎ 和

低质量序列ꎬ获得高质量的 ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎬ同时计算

Ｑ２０、Ｑ３０ 和 ＧＣ 含量ꎮ 再利用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件进行组

装ꎮ 使用 ＢＬＡＳＴ 软件将组装得到的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 在七

大数据库中进行比对ꎬ获得功能基因的注释信息ꎮ
１.４　 含和不含 ７ 种内共生病毒的柑橘木虱种群的

人工建立

由于 ２ 个种群的内共生微生物种类存在差异ꎬ
为了建立只在内共生病毒上存在差异的 ２ 个种群ꎬ
参照 Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.(２０１５ꎬ２０１９)的方法ꎬ将源于福建农

林大学校园的柑橘木虱冷冻麻痹ꎬ用 ０.０１ ｍｏｌＬ－１

Ｈｉｓ￣ＭｇＣｌ２(ｐＨ ６.２) 缓冲液研磨ꎬ用 ０.２２ μｍ 滤头过

滤上清液中的杂质、细菌和真菌ꎬ制备病毒粗提液ꎮ
应用显微注射技术ꎬ按 ６４ ｎＬ头－１的剂量ꎬ将

病毒粗提液注射于采自晋安区日溪柑橘园的柑橘

木虱ꎬ并饲养至下一代ꎮ 用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法确定注射

种群中 ７ 种内共生病毒的稳定存在ꎬ确认注射种群

与未注射的种群在内共生微生物上只存在 ７ 种内

共生病毒的差别ꎮ 将注射的种群命名为“注射组”ꎬ
将未被注射的种群命名为“未注射组”ꎬ用于下一步

试验ꎮ
１.５　 成虫产卵量和寿命的测定

分别收集注射组与未注射组的 ４０ 头新羽化的

雌虫ꎬ用单雌单苗法测试 ２ 个种群的产卵能力和寿

命ꎮ 具体方法如下:
采集九里香嫩稍ꎬ单株插入盛满水的 ＥＰ 管中ꎬ

用 Ｐａｒａｆｉｌｍ ｍｅｍｂｒａｎｅ 封口ꎬ制备单苗食源ꎮ 将每个

食源放入 ５０ ｍＬ 的玻璃试管中ꎬ并放入 １ 头雌虫和 １
头雄虫ꎮ 用捕虫纱网封口离心管ꎮ 每头雌虫编号ꎮ

每隔 ３ ｄ 观察雌虫的存活情况ꎬ做好记录ꎬ并回

收取食过的食源ꎮ 对存活的雌虫ꎬ更换新鲜食源ꎬ
并及时补充雄虫ꎮ 显微镜下统计回收食源上的卵

粒数ꎬ并记录ꎮ 重复上述操作ꎬ直至雌虫死亡ꎮ
１.６　 数据处理

数据采用 Ｅｘｃｅｌ 软件处理分析ꎮ 用 Ｇｒａｐｈｐａｄ

６.０软件中双尾 ｔ 检验分析所有重复数据的平均值

和标准差值ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 转录组序列分析和组装

利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台对柑橘木虱转录组进行

测序ꎬ组装获得的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ共有 ５７４４１ 个转录本

(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ)ꎬ序列信息达到 １０７７００３６４ ｂｐꎬ平均长

度 １２０５ ｂｐꎬＮ５０ 长度为 ３１２３ ｂｐꎮ 在转录本基础上

进一步组装获得 ２２７４２ 条功能基因(ｕｎｉｇｅｎｅｓ)ꎬ长
度为 ３９０２９３５９ ｂｐꎬＮ５０ 长度为 ２８３８ ｂｐꎮ 其中ꎬ长
度超过 １ ｋｂ 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 １１６１２ 条ꎬ占 ５１.０６％ꎮ
２.２　 基因功能注释

在组装获得的 ２２７４２ 条 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中ꎬ成功注释

１７６７３ 条ꎬ注释率为 ７７.７１％ꎮ 其中ꎬＮＲ 注释到的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 基因中ꎬ 相似性在 ９５％ 以上的基因占

２６.８％ꎮ 从匹配的物种来源分析ꎬ柑橘木虱转录组

测序拼接的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库的柑橘木

虱 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 相似性最高ꎬ达到 ６７.７％ꎻ其次与烟粉虱

Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ Ｇｅｎｎａｄｉｕｓ、褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ
Ｓｔåｌ 和湿木白蚁 Ｚｏｏｔｅｒｍｏｐｓｉｓ ｎｅｖａｄｅｎｓｉｓ Ｈａｇｅｎ 等的

相似性分别为 ５.９％、３.２％和 ２.５％ꎻ另外与其他物

种同源的基因占 １７.０％ꎮ
２.３　 基因功能分类

柑橘木虱转录组中ꎬ有 ２９８９３ 条(４８.１９％)ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅｓ 被 ＧＯ 注释至生物学过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)
的 ２６ 个功能亚类ꎻ１３０７６ 条(２１.０８％)ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释

至分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)ꎻ１９０６６ 条(３０.７３％)
ｕｎｉｇｅｎｅｓ 归属于细胞组分(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)的 １０
个功能亚类(图 １)ꎮ

在生物学过程中ꎬ注释至细胞过程 ( ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＧＯ: ０００９９８７) 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数量最多ꎬ为

６２１４ 条 ( ２０. ７８％)ꎻ 注释到代谢过程 ( ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＧＯ: ０００８１５２) 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数量较多ꎬ为

５３２２ 条(１７. ８０％)ꎻ注释到单生物过程 ( ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒ￣
ｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＧＯ: ００４４６９９)的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 为 ４８７０
条(１６.２９％)ꎻ其余均在 ４０００ 条以下ꎬ其中注释至行

为(ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ ＧＯ: ０００７６１０)、节律性过程( ｒｈｙｔｈｍｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＧＯ: ００４８５１１)和解毒过程( ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ
ＧＯ: ００９８７５４) 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 仅有 １７ ( ０. ０６％)、 １３
(０.０４％)和 ７ 条(０.０２％)ꎮ
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　 　 分子功能类型中ꎬ注释至蛋白结合活性(ｂｉｎｄ￣
ｉｎｇꎬ ＧＯ: ０００５４８８)和催化活性( ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ
ＧＯ: ０００３８２４)的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ６１４８ (４７.０２％)
和 ４３４４ 条(３３.２２％)ꎻ注释至转运活性( ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ＧＯ: ０００５２１５ ) 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 达 １０４１ 条

(７.９６％)ꎻ其余功能亚类均在 ４００ 条以下ꎬ其中ꎬ被
注释至金属伴侣蛋白活性(ｍｅｔａｌｌｏｃｈａｐｅｒｏｎｅ ａｃｔｉｖｉ￣
ｔｙꎬ ＧＯ: ００１６５３０)的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 仅有 ５ 条(０.０４％)ꎮ

细胞组分功能类型中ꎬ注释至细胞(ｃｅｌｌꎬ ＧＯ:
０００５６２３)和细胞部分( ｃｅｌｌ ｐａｒｔꎬ ＧＯ: ００４４４６４) 的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 均为 ４５０７ 条(２３.６３％)ꎻ注释至细胞器(ｏｒ￣
ｇａｎｅｌｌｅꎬ ＧＯ: ００４３２２６)、大分子复合物(ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕ￣
ｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ＧＯ: ００３２９９１)、细胞膜(ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ＧＯ:
００１６０２０)、细胞膜部分 (ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔꎬ ＧＯ: ００４
４４２５)和细胞器部分(ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｐａｒｔꎬ ＧＯ: ００４４４ ２２)
的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别为 ２４９３ (１３.０８％)、２２４０ (１１.７５％)、
２２７９ (１１.９５％)、２１１９ (１１.１１％)和 １３７０ 条(７.１９％)ꎻ
其余被注释的功能亚类均在 １０００ 条以下ꎮ
２.４　 内共生病毒的分析

根据转录组和 ｓｉＲＮＡ 拼接序列的基因注释进

行分析ꎬ发现在福建农林大学种群中ꎬ共有 １５ 种病

毒的核酸序列ꎬ福州晋安区日溪柑橘园种群中ꎬ共
有 １１ 种病毒的核酸序列ꎬ并且这些序列可以在柑

橘木虱体内复制ꎮ 其中ꎬ２ 个种群有相同的病毒 ８
种ꎬ包括 Ｃａｎａｒｙｐｏｘ ｖｉｒｕｓ、Ｃｈｏｒｉｓｔｏｎｅｕｒａ ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ
ｇｒａｎｕｌｏｖｉｒｕｓ、Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ ｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｈａｇｅ ｂＩＬ３１２、 Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ、 Ｓｈａｍｏｎｄａ
ｖｉｒｕｓ、 Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｐｈａｇｅ Ｓ￣ＣＢＳ１ 和 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ
ｐｈａｇｅ ＷＯꎻ福建农林大学种群有 ７ 种单独的病毒

Ｈｕｂｅｉ ｔｉｃｋ ｖｉｒｕｓ ２、 ＮＬＲＶ、 ＭＲＣＶ、 Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｈａｇｅ Ｓ￣ＲＳＭ４、Ｔｏｋｙｏｖｉｒｕｓ Ａ１ ＤＮＡ、ＤｃＲＶ、ＤｃＰＬＶ ｉ￣
ｓｏｌａｔｅ ＢＲ１ꎬ福州晋安区日溪柑橘园种群有 ３ 种单独

的病毒 Ｐａｎｄｏｒａｖｉｒｕｓ ｄｕｌｃｉｓ、Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ ｂｕｎｙａｖｉｒ￣
ｕｓ 和 Ｐｒｏｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｓ ｐｈａｇｅ Ｐ￣ＳＳＭ３ꎮ

用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法扩增了福建农林大学种群 ７
种单独的病毒的序列(图 ２)ꎬ并测序ꎬ确认序列的

存在和正确性ꎮ
２.５　 ７ 种内共生病毒对柑橘木虱产卵能力的影响

为分析福建农林大学校园柑橘木虱种群 ７ 种

内共生病毒对柑橘木虱繁殖力和存活力的影响ꎬ将
提自该种群的病毒粗提液注射到福州晋安区日溪

柑橘园的柑橘木虱体内ꎮ 待下一代成虫羽化后ꎬ应

用 ＰＣＲ 或 ＲＴ￣ＰＣＲ 确认这 ７ 种内共生病毒可在柑

橘木虱种群内稳定地垂直传播ꎬ从而确立种群ꎬ并
命名为“注射组”ꎮ 将未注射的福州晋安区日溪柑

橘园的柑橘木虱种群命名为“未注射组”ꎮ
用单雌单苗法统计注射组和未注射组柑橘木

虱的产卵量ꎮ 研究发现ꎬ注射组产卵量总体低于未

注射组的产卵量ꎮ 在产卵第 １２、１８、２１、２４ 和 ２７
天ꎬ注射组的 ３ 日平均产卵量显著低于未注射组

(图 ３Ａ)ꎻ注射组的单雌总产卵量显著低于未注射

组ꎬ说明 ７ 种内共生病毒可显著降低单雌总产卵量

(图 ３Ｂ)ꎻ注射组的单雌日产卵量、单雌寿命与未注

射组的无显著差异(图 ３Ｃ、Ｄ)ꎬ说明 ７ 种内共生病

毒对单雌日产卵量及雌虫寿命无显著影响ꎮ

３　 讨论
本研究初步明确了柑橘木虱体内基因功能的

种类ꎮ 将全部 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列与七大数据库进行功

能注释ꎬ获得的 １７６７３ 条 ｕｎｉｇｅｎｅｓ(７７.７１％)成功被

注释ꎬ仍有 ５０６９６ 条(２２.２９％)未被注释ꎬ其原因可

能是由于 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 较短ꎬ未与公共数据库中的序列

比对上(孟翔等ꎬ２０１６)ꎬ也有可能是存在很多功能

未知的新基因(Ｈｏ ＆ Ｔｚａｎｅｔａｋｉｓꎬ２０１４)ꎮ 与 ＮＲ 数

据库进行比对ꎬ结果表明ꎬ与柑橘木虱同源序列最

多ꎮ

图 ２　 扩增 ７ 种内共生病毒基因组序列片段

的琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ.２　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｐａｒｔｌｙ ｇｅｎｏｍｉｃ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ７ ｖｉｒａｌ ｅｎｄｏｓｙｍｂｉｏｎｔｓ
Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＤｃＲＶꎻ ２: ＮＬＲＶꎻ ３: ＭＲＣＶꎻ ４: Ｈｕｂｅｉ ｔｉｃｋ ｖｉｒｕｓ ２ꎻ

５: Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｐｈａｇｅ Ｓ￣ＲＳＭ４ꎻ ６: ＤｃＰＬＶ ｉｓｏｌａｔｅ ＢＲ１ꎻ
７: Ｔｏｋｙｏｖｉｒｕｓ Ａ１ ＤＮＡ.
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图 ３　 注射组和未注射组的雌虫产卵量和单雌寿命统计分析
Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ ａｎｄ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｕｎｉｎｊｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ

Ａ: ３ 日平均产卵量ꎻＢ:单雌总产卵量ꎻＣ:单雌日产卵量ꎻＤ:单雌寿命分析ꎮ∗ｐ<０.０５ꎻ∗∗ｐ<０.０１ꎻ∗∗∗ｐ<０.００１ꎻｎｓ:差异不显著ꎮ
Ａ: Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｇｇｓ ｌａｉｄ ｅｖｅｒｙ ３ ｄａｙｓꎻ Ｂ: Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｇｇｓ ｌａｉｄ ｂｙ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅꎻ Ｃ: Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｇｇｓ ｌａｉｄ ｐｅｒ ｄａｙꎻ
Ｄ: Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ. ∗ｐ<０.０５ꎻ ∗∗ｐ<０.０１ꎻ ∗∗∗ｐ<０.００１ꎻ ｎｓ: Ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ａｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ (ｐ>０.０５) .

　 　 ＧＯ 功能富集结果显示ꎬ柑橘木虱参与生物进

程的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ其中前 ３ 个类别分别是细胞、
代谢和单生物进程ꎮ 在分子功能中ꎬｕｎｉｇｅｎｅｓ 数量

最多的 ３ 个类别是结合、催化和转运活性ꎮ 与白背

飞虱 Ｓｏｇａｔｅｌｌａ ｆｕｒｃｉｆｅｒａ Ｈｏｖａｒｔｈ(邓瑶等ꎬ２０１８)和烟

粉虱(邵若玄ꎬ２０１７)的研究结果较一致ꎬ与携带马

铃薯斑马病菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ
和未携带病菌的马铃薯木虱 Ｂａｃｔｅｒｉｃｅｒａ ｃｏｃｋｅｒｅｌｌｉ
Ｓｕｌｃ 转录组的聚类结果一致(Ｈｕｒｓｔ ＆ Ｈｕｔｃｈｅｎｃｅꎬ
２０１０)ꎮ

对 ｓｉＲＮＡ 序列分析和拼接发现ꎬ采集自福建农

林大学和福州日溪柑橘园的 ２ 个种群中含有 ８ 种

相同和 １０ 种不同的内共生病毒种类ꎮ 且 ｓｉＲＮＡ 的

存在证明这些病毒在柑橘木虱体内是可以增殖的

活病毒ꎬ并且能引起柑橘木虱 ＲＮＡ 沉默的抗病毒

反应ꎮ 根据传统的病原物过滤方法ꎬ用 ０.２２ μｍ 的

滤头过滤上清液中的细菌、真菌和杂质ꎬ可以获得

活病毒(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎬ２０１９)ꎮ 用显微注射法将

病毒接种柑橘木虱ꎬ是遵循病理学的柯赫氏法则:
将提自带病宿主的病原物回接至无病宿主ꎮ 虽然

显微注射过程会导致当代少部分柑橘木虱的机械

死亡ꎬ但是用于研究成虫产卵量和寿命的是被注射

虫的下一代ꎬ因此ꎬ应用显微注射的方法对本研究

的数据影响较小ꎮ 而接种的病毒与原病毒是否有

拮抗作用或相互促进作用的可能性ꎬ还有待分子生

物学层面的进一步研究ꎮ
病毒与昆虫的共生关系十分普遍ꎬ它们对宿主

的生长发育不产生明显的负面影响ꎬ还能提高宿主

昆虫免疫、繁殖能力(Ｒｏｏｓｓｉｎｃｋꎬ２００８)ꎮ 这种关系

是它们长期共同进化、相互作用的结果ꎮ 认识昆虫

的内共生病毒ꎬ有助于了解宿主的免疫耐受机制ꎬ
或是病毒逃避宿主免疫的机制ꎮ 内共生病毒在进

化上具有重要意义ꎬ它们改变和塑造宿主的基因

组ꎬ对物种的形成分化至关重要ꎮ 寄生蜂 Ｌｅｐｔｏｐｉｌｉ￣
ｎａ ｂｏｕｌａｒｄｉ ＢａｒｂｏｔｉｎꎬＣａｒｔｏｎ ａｎｄ Ｋｅｌｎｅｒ￣Ｐｉｌｌａｕｌｔ 体内

的内源病毒 Ｌｐｏｐｌｉ 系组 Ｂｏｕｌａｒｄｉ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ｖｉｒｕｓ
(ＬｂＦＶ)能影响雌性果蝇的行为ꎬ感染 ＬｂＦＶ 病毒的

雌虫更容易被诱发超寄生现象ꎬ受病毒感染的雌性

产下的后代明显比无毒雌虫多 ( Ｖａｒａｌｄｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 携带内共生病毒 Ｐｔｅｒｏｍａｌｕｓ ｐｕｐａｒｕｍ ｎｅｇａ￣
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ｔｉｖｅ ｓｔｒａｎｄ ＲＮＡ ｖｉｒｕｓ １ (ＰｐＮＳＲＶ￣１) 的寄生蜂ꎬ成
虫寿命明显长于不携带该病毒的昆虫ꎬ并且该病毒

能够改变后代的性别比例ꎬ使雄性后代比例增多

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 棉铃虫被 ｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ (ＨａＤ￣
ＮＶ￣１)侵染后幼虫生长速率加快ꎬ幼虫孵化率、雌虫

生长发育和寿命提高ꎬ说明该共生微生物有利于宿

主昆虫的自然繁殖(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 果蝇种群被

果蝇 Ｃ 病毒 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ Ｃ ｖｉｒｕｓ (ＤＣＶ)、Ｃｒｉｃｋｅｔ ｐａ￣
ｒａｌｙｓｉｓ ｖｉｒｕｓ (ＣｒＰＶ)和 Ｆｌｏｃｋ ｈｏｕｓｅ ｖｉｒｕｓ (ＦＨＶ)侵

染后ꎬ携带共生微生物 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ 的果蝇寿命明显

长于没有携带共生微生物的果蝇(Ｈｅｄｇｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ 本研究发现ꎬ７ 种内共生病毒 ＤｃＲＶ、Ｈｕｂｅｉ
ｔｉｃｋ ｖｉｒｕｓ ２、ＮＬＲＶ、ＭＲＣＶ、Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｐｈａｇｅ Ｓ￣
ＲＳＭ４、Ｔｏｋｙｏｖｉｒｕｓ Ａ１ ＤＮＡ 和 ＤｃＰＬＶ ｉｓｏｌａｔｅ ＢＲ１ 可

显著降低柑橘木虱雌虫群体总产卵量ꎬ但是对单雌

日产卵量以及单雌寿命无影响ꎬ说明柑橘木虱的内

共生病毒影响了宿主的繁殖力ꎮ 但是这种影响机

制和途径目前尚不清楚ꎬ亟待进一步研究ꎮ
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ｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ １０１:
１５０４２－１５０４５.
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