
沃尔巴克氏体（Wolbachia）属于α变性菌，是可以

通过雌性昆虫进行传播的一种革兰阴性菌，也是最为

常见的一种专性细胞共生菌。由于Wolbachia可以通

过诱导宿主间杂交的胞质不相融合（CI）［1］，诱导单性

生殖（PI）［2］、雌性化［3］和杀雄性［4］等机制改变和影响其

宿主的繁殖，因而被人们利用来进行生物控制的工

具。为了更好地利用Wolbachia的这些特点，我们需要

弄清楚不同Wolbachia的进化史。目前，有研究已经利

用Wolbachia的核酸序列，如16S rRNA、ftsZ和wsp基因

等，进行系统发生的研究［5-8］。葛春喜等［9］利用Wolbachia
的 16S rRNA序列对白纹伊蚊（Aedes albopictus）和致倦

库蚊（Culex pipiens quinquefasciatus）进行了其种系发生

关系及传播方式的研究；同年，宋社吾等［10］利用wsp 基

因 序 列 对 来 自 我 国 多 个 地 区 的 蚊 虫 标 本 进 行

Wolbachia的感染研究。广东省位于亚热带地区，登革

热等蚊媒传染病的防控面临很多难题。如何利用

Wolbachia的胞质不相融性及对登革热病毒的抑制作

用［11］预防控制蚊虫的繁殖和疾病的传播是我们关注的

重 点 。 本 研 究 对 采 集 到 的 骚 扰 阿 蚊（Armigeres
subalbatus）、中华按蚊（Anopheles sinensis）、致倦库蚊、

白纹伊蚊和埃及伊蚊（Ae. aegypti）感染Wolbachia情况

进行调查，对wsp基因进行扩增测序，并对其进行系统

进化分析研究，为进一步深入研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 蚊种及来源 埃及伊蚊采自湛江市，在本研究室

饲养繁殖的成蚊及幼蚊；白纹伊蚊成蚊采自东莞、河源

和云浮市；致倦库蚊、骚扰阿蚊和中华按蚊成蚊采自河

源市的龙川县、肇庆市的怀集县、云浮市的罗定、阳江

和东莞市。上述采集的所有成蚊均为雌性蚊虫，采用

诱蚊灯法和诱蚊诱卵法获得。
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1.2 蚊虫标本的处理 将上述采集到的各种蚊虫标

本，按4～50只/管分装至2 ml螺旋口管中，放入ϕ 10 mm
的瓷珠 3～4颗，每管加入 600 μl的生理盐水，放入研

磨粉碎机 preCellys 24（Bertin Technologies，法国）中按

5000次/min振荡 45 s粉碎处理。处理的标本 5000×g
离心5 min，吸取上清-20 ℃保存备用。

1.3 Wolbachia DNA 的提取 Wolbachia DNA 的提取

按照 DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN，德国）说明

书进行提取。简单叙述如下：向 1.5 ml EP 管中加入

20 μl蛋白酶K，同时加入上述制备的上清液200 μl和
200 μl的裂解液，56 ℃孵育10 min，每管再加入200 μl
无水乙醇沉淀核酸，将上述所有液体加入到 DNeasy
Mini硅胶柱中离心，2次清洗硅胶柱后13 200×g离心

脱水，最后加入100 μl DEPC水洗脱DNA。

1.4 wsp基因序列的扩增 使用依据Wolbachia的wsp
基因序列设计的 1 对特异性引物，上游引物为 81F：
5′-TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC，下游引

物为691R：5′-AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA，该引

物为Wolbachia的通用引物，其PCR产物590～632 bp。
PCR试剂选用Platium PCRmix（Lifetech，美国），扩增体

积为25 μl，包括：12.5 μl Platium PCRmix反应液，上下

游引物（10 pmol/μl）各1 μl，DNA模板5 μl，用DEPC 水

补齐到 25 μl 体积。扩增条件：95 ℃预变性 5 min；
94 ℃ 1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min ，扩增35个循环；

最后 72 ℃延伸 7 min。取以上 PCR 产物 10 μ l，用
1.0 %琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察结果。

1.5 PCR 产物的克隆和鉴定 将PCR产物经琼脂糖

凝胶回收，回收产物与pUC19载体在37 ℃条件下连接

30 min。取连接产物 10 μl 转化大肠埃希菌 JM109 感

受态细胞，然后将转化的菌液加入 IPT G和X⁃gal后均

匀地涂布于含氨苄青霉素的平板上，37 ℃培养过夜，

经蓝/白斑初步筛选阳性克隆。以碱裂解法少量提取

重组质粒，以重组质粒为模板，分别作PCR鉴定。

1.6 wsp基因序列的测定与分析 鉴定的PCR产物送

Lifetech 广州分公司进行测序。登录互联网站（http：//
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi），将所测序列与GenBank
中相关序列进行同源性分析，同时从GenBank中下载

相关序列，利用 Mega 5.2 软件中的 Test Neighbor ⁃
jointing tree进行系统进化分析和进化树的制作。

2 结 果

2.1 蚊虫种类及数量 本研究共采集各类蚊虫标本

93份，约3786只，采集种类、数量和采集地点见表1。
2.2 wsp基因序列的PCR扩增 利用合成的引物分别

从采集的蚊虫标本中扩增出Wolbachia wsp 基因序列，

琼脂糖电泳表明目的核酸片段长约 599～626 bp ，在

理论设计大小范围内（图 1）。93份标本中，共扩增出

12份目的条带，其中来自东莞市的 2份白纹伊蚊均为

阳性；阳江市未分型库蚊阳性 2 份（2/189），骚扰阿蚊

阳性1份（1/5）；河源市致倦库蚊阳性2份（2/15），骚扰

阿蚊阳性1份（1/15）；云浮市致倦库蚊阳性2份（2/6），

骚扰阿蚊阳性2份（2/8）；中华按蚊和埃及伊蚊均未检

出阳性条带。致倦库蚊检出率为14.8%（4/27），骚扰阿

蚊为 33.3%（4/12），白纹伊蚊为 40.0%（2/5），未鉴定库

蚊为 9.5%（2/21），中华按蚊（0/8）和埃及伊蚊（0/20）未

检出。

2.3 wsp基因序列测定与分析 扩增的12条wsp基因

有11条成功测序，有1条测序后为双峰。重组质粒测

序结果表明，插入序列均为 599～626 bp（表 2）。经与

GenBank中相关序列的同源性分析，证明获得的序列

为 Wolbachia 的 wsp 基因序列。11 个序列之间的同源

性在 80.1%～100%之间，最低同源性发生在DG13013
和 GD13002 之间，最高同源性发生在 GD130098 和

GD13101 之间，以及 GDYJ1315、GD13016 和 DG13003
之间。

进化分析结果显示，11个序列被划分在 2个超级

组别（图2）的5个进化分支中，其中来自白纹伊蚊的2
个序列分别位于A大组的Ⅰ簇和B大组的Ⅱ簇中；来

自骚扰阿蚊的 4个序列分别位于A大组的Ⅰ、Ⅱ两个

表1 采集的蚊虫标本信息
Table 1 Informations of collected mosquito samples

蚊种

致倦库蚊

白纹伊蚊

骚扰阿蚊

中华按蚊

未鉴定库蚊

埃及伊蚊

合计

注：括号外数据为蚊虫标本份数；括号内数据为采集数量（只）。

东莞市

6（291）
3（50）

0
0
0
0

9（341）

阳江市

0
0

3（135）
1（14）

19（990）
0

23（1139）

河源市

15（575）
1（4）
1（15）
5（190）
2（11）

0
24（795）

云浮市

6（201）
1（4）
8（249）
2（57）

0
0

17（511）

本实验室

0
0
0
0
0

20（1000）
20（1000）

注：M. 2000 bp分子质量标准；泳道 1～16. 扩增wsp 基因的PCR产物。

图1 PCR扩增的wsp 基因1%琼脂糖凝胶电泳
Figure 1 1% agarose gel electrophoresis

of the amplified wsp genes
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簇中和B大组的Ⅲ簇中；来自致倦库蚊的 4个序列分

别位于A大组的Ⅱ簇中及B大组的Ⅱ和Ⅲ两个簇中；

来自未鉴定库蚊的 1个序列位于B大组中的Ⅰ簇中；

其 中 来 源 于 骚 扰 阿 蚊（GD13116）、白 纹 伊 蚊

（DG13009）和致倦库蚊（DG13013）的Wolbachia wsp基
因序列同源性高达97.84%～99.34%，位于同一个进化

分支中（B 大组Ⅲ小簇）；来自骚扰阿蚊（GD13099）和

致 倦 库 蚊（GD13002）的 wsp 基 因 序 列 同 源 性 为

98.09%，位于同一个进化分支中（A大组Ⅱ小簇）；来源

于 骚 扰 阿 蚊（GDYJ1315、GD13016）和 白 纹 伊 蚊

（DG13003）的wsp基因序列同源性高达 100%，位于同

一个进化分支中（A大组Ⅰ小簇）。

表2 扩增的Wolbachia wsp基因信息
Table 2 Informations of the amplified Wolbachia wsp genes

标本编号

DG13003
GD13016
DYJ1315
GD13002
GD13099
DYJ1326
GD13101
GD13098
GD13013
DG13009
GD13116

采集地点

东莞

河源

阳江

河源

云浮

阳江

云浮

云浮

河源

东莞

云浮

采集时间

2013-08-28
2013-06-18
2013-08-26
2013-06-18
2013-06-27
2013-08-26
2013-06-27
2013-06-27
2013-06-18
2013-08-28
2013-06-27

宿主名称

白蚊伊蚊

骚扰阿蚊

骚扰阿蚊

致倦库蚊

骚扰阿蚊

库蚊（未鉴定）

致倦库蚊

致倦库蚊

致倦库蚊

白蚊伊蚊

骚扰阿蚊

序列长度
（bp）

608
608
608
626
626
599
602
602
602
602
602

GenBank
登录号

KJ140135
KJ140134
KJ140131
KJ140133
KJ140127
KJ140128
KJ140129
KJ140126
KJ140125
KJ140132
KJ140130

图2 Wolbachia wsp基因系统进化分析
Figure 2 Phylogenetic analysis of Wolbachia wsp genes

3 讨 论

Wolbachia是一群细胞内寄生的细菌，不同的生殖

表型与细胞质不相容、单性生殖和雄性雌性化等有

关。Zhou等［7］利用Wolbachia 外壳蛋白基因（wsp）进行

了系统进化研究，研究表面Wolbachia pipientis簇最初

可以划分成12个小组，其中8个组成A大组，4个组成

B大组。随着Wolbachia的wsp基因序列的增加，这种

分类还会不断地进行调整。本研究共获得11条wsp基
因序列，这些序列共划分成5个小组，其中2个小组来

自A大组，3个小组来自B大组，这些序列的变异均未

超出目前公布的序列范围。

由于 Wolbachia 可以影响宿主不同的生殖表型，

早在 1967年，Laven［12］利用Wolbachia可以诱导胞质不

相融现象来控制库蚊的繁殖，达到控制库蚊种群的目

的。此外，有研究表明在其唾液腺中感染Wolbachia的

白纹伊蚊可以减少登革热病毒的传播［12］，在广东省开

展蚊虫Wolbachia分布调查以及其对登革热病毒抑制

作用，对广东省登革热流行规律研究与防控具有重

要意义。

本研究中，在致倦库蚊、白纹伊蚊和骚扰阿蚊中

均检出Wolbachia，其中白纹伊蚊检出率最高。为了提

高检出率，我们未对单个蚊虫进行检测，而是将每种

蚊虫的多只混合在一起进行检测，因此无法判断每种

蚊虫的真实感染率，但本研究结果初步反映出广东省

蚊虫感染的基本情况，为开展下一步的研究提供科学

依据。
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蚊正常品系作为敏感株，与采集于现场的淡色库蚊及

致倦库蚊对常用拟除虫菊酯类杀虫剂进行了比较测

定。调查发现，北京、河北、海南等地淡色库蚊及致倦

库蚊对常用杀虫剂溴氰菊酯和氯菊酯均已达到抗性水

平。7 株淡色库蚊对 10 000 mg/L 氯菊酯 24 h 死亡率

均＜50%，河北地区淡色库蚊的抗药性普遍比北京地

区高。北京市朝阳和昌平区的抗药性比石景山区略

低；河北省保定市的淡色库蚊抗药性比本省其他地区

高，24 h死亡率仅为16.89%。各地理株蚊虫对溴氰菊

酯的抗性也很高，但不同地区高低不一。海口市坡巷

致倦库蚊的抗药性最高，24 h死亡率仅为1.11%，溴氰

菊酯几乎对该蚊不起作用。此外，北京市石景山区和

河北省廊坊市的淡色库蚊抗药性也很高，24 h死亡率

在 20%左右；其他地区蚊虫对溴氰菊酯的抗药性比这

3株略低，24 h死亡率在45%～66%之间。蚊虫抗药性

的产生是其长期接触杀虫剂的必然结果，抗性的发展

程度与杀虫剂的使用频率密切相关［5］。实验结果表明

溴氰菊酯和氯菊酯在北京、河北和海南各地区蚊虫的

防治中已不宜继续使用。今后应采取更加科学合理的

抗药性管理措施，定期进行蚊虫抗药性监测，及时了解

蚊虫抗药性状况，正确选择不同作用机制的杀虫剂轮

换交替使用，以提高药效，避免长期使用同一种或同一

类杀虫剂而引起抗性增加［6］。使用杀虫剂与增效剂复

配，也可使蚊虫抗药性延缓产生。将杀虫剂与不同的

增效剂混用，可起到增效、减轻污染、降低成本、克服抗

药性种群、延缓抗药性的产生等作用［7］。此外，还需要

加强对抗性机制的研究，促进新型杀虫剂的开发，以延

缓和克服抗药性的进一步发展。蚊虫防治最终应以综

合治理为主，加强环境整治，消除蚊虫赖以孳生的场

所，减少蚊虫防治过程中对化学药剂的依赖［8］。
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