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茶尺蠖和灰茶尺蠖内共生菌 
Wolbachia 的分子检测及序列分析* 
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摘  要  【目的】 对茶尺蠖 Ectropis obliqua及其近缘种灰茶尺蠖 E. grisescens体内共生菌 Wolbachia进

行分子鉴定，确定两者体内 Wolbachia的感染率及其进化地位，为进一步探讨其对茶尺蠖和灰茶尺蠖的潜

在影响提供科学依据。【方法】 采用 Wolbachia的 16S rRNA、ftsZ和 wsp基因特异性引物，通过 PCR扩

增法检测了我国 3个茶尺蠖地理种群（浙江杭州、余杭和江苏无锡）和 3个灰茶尺蠖地理种群（浙江新昌、

湖北浠水和江西南昌）中 Wolbachia的感染情况，并进行测序和序列分析。【结果】 茶尺蠖和灰茶尺蠖都

感染了 Wolbachia，灰茶尺蠖的 Wolbachia感染率为 100%，但茶尺蠖的 Wolbachia感染率在 22%～95%，

且 PCR产物电泳得到的条带微弱。wsp序列在茶尺蠖和灰茶尺蠖种间、种内无差异；但 16S rRNA序列在

茶尺蠖和灰茶尺蠖种间、种内差异为 0.362%～0.727%之间；茶尺蠖样本未成功扩增出 ftsZ 序列，灰茶尺

蠖样本获得 2条 ftsZ基因序列差异为 1.647%。基于 Wolbachia的 16S rRNA和 wsp基因构建的系统发育树

表明，本研究中茶尺蠖和灰茶尺蠖种群所感染的 Wolbachia全部属于 B组的 Pip亚组。【结论】 茶尺蠖和

灰茶尺蠖均被 B组 Pip亚组的 Wolbachia感染，但感染率相差很大，这为研究 Wolbachia对茶尺蠖和灰茶

尺蠖生物学及生态学的影响奠定了基础。 
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Molecular detection and sequence analysis of Wolbachia strains in 
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Abstract   [Objectives]  The infection rates and taxonomic relationships between Wolbachia strains in the sister species 

Ectropis obliqua and E. grisescens (Lepidoptera: Geometridae) were identified by molecular methods in order to reveal the 

potential effects of this endosymbiont on these species. [Methods]  Wolbachia infection in three populations of E. obliqua 

(Hangzhou and Yuhang, Zhejiang province; Wuxi, Jiangsu Province) and three populations of E. grisescens (Xinchang, 

Zhejiang Province; Xishui, Hubei Province; and Nanchang, Jiangxi Province) were detected using PCR with three specific 

primers for Wolbachia 16S rRNA and the Wolbachia ftsZ and wsp genes. All Wolbachia 16S rRNA, ftsZ and wsp genes from 

the three E. grisescens populations and some Wolbachia 16S rRNA and wsp genes from the three E. obliqua populations, were 

sequenced and analyzed. [Results]  All E. obliqua and E. grisescens populations were infected with Wolbachia. Infection 
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rates of the three E. grisescens populations were all 100%, but ranged from 22% to 95% among the three E. obliqua 

populations, with positive PCRs showing only weak bands in the electrophoretogram. There were no intra- and interspecific 

differences in the wsp sequences of E. obliqua and E. grisescens, however, intra- and interspecific differences in 16S rRNA 

sequences were between 0.362% and 0.727%, respectively. There was a 1.647% difference in two ftsZ haplotypes from E. 

grisescens, moreover, we were unable to successfully amplify ftsZ from all E. obliqua individuals. A phylogenetic tree based 

on the 16S rRNA and wsp sequences showed that all strains of Wolbachia detected belong to the Pip subgroup of the B group. 

[Conclusion]  All three E. obliqua and E. grisescens populations tested are infected with Wolbachia strains belonging to the 

Pip subgroup of the B group, but the infection rate varies significantly between E. obliqua and E. grisescens. These results 

provide the basis for future study of the effects of Wolbachia on the biology and ecology of E. obliqua and E. grisescens. 

Key words  Ectropis obliqua, Ectropis grisescens, Wolbachia, 16S rRNA, ftsZ, wsp, sequence analysis 

Wolbachia 是一类呈母性遗传的革兰氏阴性

细菌，广泛存在于昆虫、蜘蛛和螨类等节肢动物

和丝状线虫体内，是昆虫体内分布最广的细胞内

共生菌。Wolbachia 与其寄主有着复杂的关系，

主要包括引起寄主生殖行为的改变，表现为诱导

产雌孤雌生殖、引起细胞质不亲和、遗传雄性的

雌性化、雄性致死和增强生殖力等作用方式

（Charlat et al.，2007；Werren et al.，2008）；

Wolbachia 也可降低或增强宿主对环境的适应性

（周淑香等，2009）、参与宿主营养代谢等

（Brownlie et al.，2009；Kremer et al.，2009）。

因此，Wolbachia 有可能是性别决定、体内共生

和物种形成等生物学问题的重要线索，具有重要

的科学意义；同时，Wolbachia 在生物防治等领

域的潜在用途也倍受关注（龚鹏等，2002；王辉

和刘敬泽，2004；仲崇翔等，2006；Werren et al.，

2010；丛斌等，2014）。 

检测 Wolbachia 的常用基因有核糖体 16S 

rRNA（O'Neill et al.，1992）、细胞分裂蛋白基因

ftsZ（Casiraghi et al.，2005）和细菌表面蛋白基

因 wsp（Zhou et al.，1998）等。根据不同基因

序列的进化关系，Wolbachia 被建议分成不同的

大组（Supergroup），现已发展到包含 A~F和 H~Q

的 16个大组（Glowska et al.，2015）。其中，感

染节肢动物的大多属于 A 和 B 大组。Zhou 等

（1998）建议根据 wsp 序列 2.5%的差异为标准

将两大组下又细分为 12个亚组（Subgroup），现

已发展到 20 多个亚组（Jeyaprakash and Hoy，

2000）。Hilgenboecker等（2008）的分析表明，

Wolbachia 约感染 66%的昆虫物种。Ahmed 等

（2015）的分析表明，Wolbachia 约感染 80%的

鳞翅目昆虫物种和其中近 1/4到 1/3的个体，且地

理位置相近的地区Wolbachia的感染水平也相近，

气候和地理位置是影响其感染水平的重要因子。 

茶尺蠖 Ectropis obliqua（Prout，1915）及其

近缘种灰茶尺蠖 Ectropis grisescens Warren，1894

属鳞翅目 Lepidoptera尺蛾科Geometridae灰尺蛾

亚科 Ennominae埃尺蛾属 Ectropis，是我国茶树

的主要害虫之一。两者在形态上（特别是幼虫）

和习性上极为相似，且在江、浙、皖等省混合发

生，生产上常将两种尺蠖统称为茶尺蠖或茶尺蛾

（姜楠等，2014）。近年研究表明，茶尺蠖主要

分布于上海、浙江、安徽和江苏等地，国外主要

分布于日本和朝鲜半岛；灰茶尺蠖广泛分布于我

国各大茶区，国外暂无分布报道（姜楠等，2014；

Zhang et al.，2014）。茶尺蠖和灰茶尺蠖主要通

过幼虫取食茶树叶片进行为害，严重时可使茶树

枝梗光秃，状如火烧，给茶叶生产造成巨大的经

济损失，严重影响茶叶的产量和质量（胡萃等，

1994；张汉鹄和谭济才，2004；张觉晚，2004；

夏英三和万连步，2014）。前期研究表明，茶尺

蠖和灰茶尺蠖可以在室内杂交，并产生性比失调

等不完全的生殖隔离现象（Zhang et al.，2014；

席羽等，2014）。而 Wolbachia 能够导致生殖隔

离现象的产生，且该现象很可能发生在物种形成

的早期，例如对 Nasonia 近缘种 N. giraulti 

Darling和 N. longicornis Darling的研究显示，当

Wolbachia 存在时，其杂交基本不育；当用抗生

素治愈 Wolbachia 感染后，则出现了杂交后代

（Bordenstein et al.，2001）。 
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本研究利用 16S rRNA、ftsZ 和 wsp 基因特

异引物对我国江南茶区中江苏无锡、浙江杭州和

余杭的茶尺蠖及浙江新昌、湖北浠水和江西南昌

的灰茶尺蠖感染的Wolbachia进行了PCR检测和

序列分析，初步确定了这些地区茶尺蠖和灰茶尺

蠖体内 Wolbachia的感染状况及其进化地位，结

果将为研究Wolbachia感染对茶尺蠖和灰茶尺蠖

生物学、生态学及物种进化的影响奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

供试虫源茶尺蠖 E. obliqua 和灰茶尺蠖 E. 

grisescens均为 2014年 4—10月采集于我国 4省

6个地区（表 1）。样品采回后，参照姜楠等（2014）

的方法，采用 COⅠ标记对茶尺蠖和灰茶尺蠖进

行区分后，进行后续实验。 

 
表 1  茶尺蠖和灰茶尺蠖采集信息 

Table 1  Collection information of Ectropis obliqua and Ectropis grisescens samples 

昆虫 
Insect 

采集地点 
Sampling locality 

种群代码 
Population code 

经纬度 
Latitude/longitude 

采集时间（年/月） 
Sampling time (year/month)

浙江杭州 Hangzhou, Zhejiang HZ 30.18N，120.09E 2014/08-09 

浙江余杭 Yuhang, Zhejiang YH 30.39N，119.90E 2014/06 

茶尺蠖 
E. obliqua 

江苏无锡Wuxi, Jiangsu WX 31.57N，120.20N 2014/09 

浙江新昌 Xinchang, Zhejiang XCH 29.49N，120.99E 2014/04-05 

江西南昌 Nanchang, Jiangxi NCH 28.37N，115.99E 2014/08 

灰茶尺蠖 
E. grisescens 

湖北浠水 Xishui, Hubei XSH 30.29N，113.23E 2014/09 

 

1.2  总 DNA 的提取 

总 DNA 的提取主要参考相关文献步骤

（Andrews，2013）。取每个地区采集到的尺蠖幼

虫或雌成虫样本（表 3），将单头样本用 70%乙

醇和无菌水进行表面消毒（成虫先剪去翅膀并用

毛笔小心刷去虫体上的鳞片），晾干后在盛有

PBS缓冲液的一次性无菌培养皿中解剖，分别取

雌成虫卵巢或幼虫脂肪体，单只放入 2 mL无菌

硬壁管，在 Precellys研磨仪（法国 Bertin公司）

中进行研磨，用 DNeasy Blood & Tissue Kit 

（Qiagen，Germany）试剂盒提取总 DNA。提取

的 DNA 用 1%琼脂糖凝胶电泳检测质量，同时

用 NanoDrop 2000 微量核酸 /蛋白检测仪

（Thermo，美国）测定各总 DNA浓度、纯度。

取电泳无降解拖尾弥散现象、且 OD260/OD280

值介于 1.6～2.0、OD260/OD230值介于 2.0～2.5的

DNA样本用于后续扩增实验或﹣20℃保存备用。 

1.3  Wolbachia 的 PCR 检测 

采用 Wolbachia的 16S rRNA、ftsZ和 wsp基

因引物检测其感染情况，各引物序列如表 2。PCR 

 
表 2  测序用引物 

Table 2  Primers used in this study 

基因 
Gene 

引物名称 
Name of 
primers 

引物序列（5→3） 

Primer sequences（5→3） 

退火温度 Tm（℃）
Annealing temperature

Tm（℃） 

产物大小（bp） 
Product size 
（bp） 

参考文献 
References 

16Sr-wol 99F TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT16S rRNA 

16Sr-wol994R GAATAGGTATGATTTTCATGT 

54 ～900 O'Neill et al.，
1992 

ftsZ f1 GTTGTCGCAAATACCGATGC ftsZ 

ftsZ r1 CTTAAGTAAGCTGGTATATC 

55 ～1 050 Werren et al.，
1995 

wsp_F1 GTCCAATARSTGATGARGAAACwsp 

wsp_R1 CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA 

59 ～580 Baldo et al.，
2006 
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反应采用 50 μL 反应体系：10×buffer（Mg2+）

5.0 μL、10 μmol/L引物各 2 μL、2 mmol/L dNTP 

Mix 4.0 μL、rTaq DNA 聚合酶（5 U/mL）0.5μL，

DNA 模板 2 μL、ddH2O 34.5 μL。以前期测序已

确定感染 Wolbachia 的灰茶尺蠖 DNA 样本作为

阳性对照，以 ddH2O 代替模板 DNA作为阴性对

照。PCR 反应条件：95℃变性 3 min；94℃ 1 min，

退火 1 min，72℃延伸 1 min 30 s，35个循环；

72℃彻底延伸 10 min。取 3 μL PCR 产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳，置于 BDA digital凝胶成像系

统（德国）上观察拍照。将有目的条带的片段经

AxyPrep DNA凝胶回收试剂盒（AXYGEN公司）

回收后，送上海华津生物科技有限公司直接双向

测序，对测序有双峰的样品进行克隆后再测序。 

1.4  序列分析 

将测序所得的DNA 序列用 SeqMan7.1软件

进行校对拼接后，在 NCBI网站（http:// blast.ncbi. 

nlm.nih.gov/B last.cgi）进行 BLAST检索和同源

性比对，以确定所得序列为 Wolbachia 的 16S 

rDNA、ftsZ和 wsp基因序列，并提交到 GenBank

注册。参照相关文献报道，从 GenBank 检索并

下载鳞翅目等昆虫Wolbachia基因序列中有明确

分类地位的 16S rRNA、wsp 基因代表性序列作

为参考序列（表 4），并采用 MEGA6.06（Tamura 

et al.，2013）软件的 ClustalW 多序列比对程序

将这些序列分别与本研究所得到的 16S rRNA基

因和 wsp 基因序列进行比对，根据 Kimura 2- 

parameter模型计算遗传距离，分别采用最大似然

法（ML）、最大简约法（MP）和邻位法（NJ）

构建系统进化树，均进行 1 000 次的自导复制

（Bootstrap replication）检验分子系统树各分支

的置信度。 

2  结果与分析 

2.1  茶尺蠖和灰茶尺蠖体内 Wolbachia 的检测 

本研究分别采用 Wolbachia 的 16S rRNA、

ftsZ和 wsp 3个基因对茶尺蠖和灰茶尺蠖各 3个

地理种群（表 1）共 150 头个体（表 3）进行了

检测。PCR 产物经电泳检测发现（图 1），灰茶 

 
 

图 1  部分茶尺蠖和灰茶尺蠖体内 Wolbachia的 16S 

rRNA、ftsZ和 wsp基因 PCR产物电泳图 

Fig. 1  Partial PCR products of 16S rRNA, ftsZ and 
wsp gene of Wolbachia within Ectropis 

 obliqua and Ectropis grisescens 

M: DNA分子量标准；1～5：茶尺蠖；6～10：灰茶尺蠖；

11：阴性对照；12：阳性对照。 

M: Marker; 1-5: E. obliqua; 6-10: E. grisescens; 11: 
Negative control; 12: Positive control. 

 
尺蠖所有个体均能很好地检测到与阳性对照目

的基因大小相似的片段，但茶尺蠖仅部分个体检

测到 16S rRNA、wsp 基因的微弱条带，未检测

到 ftsZ基因条带；统计每个样本 3个基因检测中

至少出现 1个基因条带的样本数发现（表 3），

灰茶尺蠖 Wolbachia 感染率为 100%，茶尺蠖

Wolbachia 的感染率在地区间差异较大，其中无

锡种群（WX）最高，达到 95%，杭州种群（HZ）

和余杭种群（YH）较低，分别为 46%和 22%。 

2.2  茶尺蠖和灰茶尺蠖体内 Wolbachia 基因的

序列分析 

将所有有条带的样品回收后直接双向测序，

未检出双峰或多峰，即同一个体未发现双重或多

重感染现象。序列经 SeqMan7.1 软件校对拼接

后，在 NCBI 网站上 BLAST 检索，结果与

GenBank中已注册的 Wolbachia的 16S rRNA、

ftsZ和 wsp基因部分序列相似度可达 99%以上，

表明本实验所得序列为 Wolbachia基因序列。序

列经校对拼接后共获得茶尺蠖 Wolbachia的 16S 

rRNA基因序列 37条（HZ 12条，YH 4条，WX 

21条）、wsp基因序列 26条（HZ 3条，YH 4

条，WX 19 条），以及灰茶尺蠖 Wolbachia 的

16S rRNA、ftsZ和 wsp基因序列各 82条（XCH 34

条，NCH 24条，XSH 24条）。将 16S rRNA、ftsZ 



·786· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 53卷 

 
  

表 3  Wolbachia 在茶尺蠖和灰茶尺蠖不同种群中的感染情况 
Table 3  Wolbachia infection in different geographical populations of Ectropis obliqua and Ectropis grisescens 

阳性样本量 Number of positive PCRs 昆虫 
Insect 

种群代码 
Population code

虫态 
Instars 

样本量 
Sampling size 16S rDNA ftsZ wsp 小计*Subtotal 

感染率 (%)
Infection rate

成虫 Adult 16 8 0 2 HZ 

幼虫 Larve 10 4 0 1   

12 
- 

>46 
- 

YH 幼虫 Larve 18 4 0 4 4 >22 

茶尺蠖 
E. obliqua 

WX 幼虫 Larve 24 21 0 19 23 >95 

成虫 Adult 24 24 24 24 XCH 

幼虫 Larve 10 10 10 10 

34 
- 

100 
- 

NCH 幼虫 Larve 24 24 24 24 24 100 

灰茶尺蠖 
E. grisescens 

XSH 幼虫 Larve 24 24 24 24 24 100 

*：该列每个数字代表该种群的单个样本至少扩增出 3个基因中的 1个基因条带的样本数量。 
*: Number of samples have at least one positive PCRs of the three genes in every sample among the relevant population. 

 

和 wsp 基因序列分别截取 852、1 003、533 bp

的中间序列进行比对。 

Wolbachia 的 16S rRNA 基因序列比对结果

表明，新昌灰茶尺蠖（XCH）的 34条序列完全

相同（GenBank 登录号：KT862198），该序列

与幻紫斑蛱蝶 H. bolina等感染的 Wolbachia 16S 

rRNA 基因序列（AB052745）一致（相似性

100%）；浠水（XSH）和南昌（NCH）灰茶尺

蠖共 48条序列与茶尺蠖的 35条序列（HZ 12条，

YH 4条，WX 19条）完全相同（GenBank登录

号：KT862199），与 KT862198有 6个碱基差异，

并且与感染稻纵卷叶螟 C. medinalis（HQ336509）

和蝙蝠蛾科的 T. sylvina（ EU727124）的

Wolbachia 16S rRNA 基因序列一致（相似性

100%）；而茶尺蠖另外 2条序列（WX 2条）完

全相同（GenBank 登录号：KU058642），该序

列与 KT862198和 KT862199分别有 5个和 3个

碱基差异，并且与感染丽蝇蛹集金小蜂 N. 

vitripennis等昆虫的Wolbachia 16S rRNA基因相

似性较高（99.88%）。3条不同 16S rRNA序列

间差异在 0.362%～0.727%之间，均小于 1%。 

Wolbachia的 ftsZ基因序列比对结果表明，

与灰茶尺蠖 Wolbachia的 16S rRNA基因序列相

同，新昌灰茶尺蠖（XCH）的 34条序列完全相

同（GenBank 登录号：KT862200），该序列与

感染日本鹿儿岛等地的幻紫斑蛱蝶 H. bolina 的

Wolbachia ftsZ基因序列（AB167352）一致（相

似性 100%）；而浠水（XSH）和南昌（NCH）

灰茶尺蠖的 48 条序列完全相同（GenBank 登录

号：KT862201），与 KT862200有 15个碱基差

异（1.642%），并且与感染日本冲绳等地的宽边

黄粉蝶 E. hecabe 的 Wolbachia ftsZ 序列

（AB107224）相似性最高（99.35%）。 

Wolbachia的 wsp基因序列比对结果表明，

与 16S rRNA和 ftsZ基因不同的是，茶尺蠖和灰

茶尺蠖Wolbachia所有 108条 wsp基因序列完全

相同（GenBank 登录号：KT633949），并且与

感染幻紫斑蛱蝶 H. bolina（AB085181）的

Wolbachia wsp基因序列一致（相似性 100%）。 

2.3  茶尺蠖和灰茶尺蠖体内 Wolbachia 基因的

系统发育分析 

根据基因序列长度、位置及是否有明确的分

类地位报道等为标准，从 GenBank 数据库中下

载所有鳞翅目昆虫及其它代表性昆虫物种所感

染 Wolbachia的 16S rRNA基因序列（表 4），构

建 ML 系统进化树（图 2）。结果表明，感染茶

尺蠖和灰茶尺蠖 Wolbachia的 3条 16S rRNA基

因序列均被聚到 B组内（遗传距离 0～1.22%），

且与幻紫斑蛱蝶 H. bolina bolina、稻纵卷叶螟

C. medinalis 和蝙蝠蛾科的 T. sylvina 所感染

Wolbachia 的 16S rRNA 基因序列十分接近，而 
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表 4  用于系统发育分析的 Wolbachia 16S rRNA 基因和 wsp 基因序列 
Table 4  Reference sequences of Wolbachia 16 S rRNA and wsp used in the phylogenetic analysis 

GenBank 登录号 GenBank accession no.
寄主物种 Host species 

Wolbachia类型
Wolbachia type 16S rRNA wsp 

秋白尺蛾 Epirrita autumnata B — JN543682 

克里氏秋白尺蛾 Epirrita christyi B — JN543672 

茶尺蠖 Ectropis obliqua 
B 

KU058642* 
KT862199* 

KT633949*

尺蛾科 Geometridae 

灰茶尺蠖 Ectropis grisescens 
B 

KT862198* 
KT862199* 

KT633949*

蝙蝠蛾科 Hepialidae Triodia sylvina B EU727124 — 

蛱蝶科 Nymphalidae 幻紫斑蛱蝶 Hypolimnas bolina bolina B AB052745 AB085181

蜡螟科 Galleriidae 米蛾 Corcyra cephalonica B — AY634679

粉斑螟蛾 Cadra cautella B — AF020076 

二化螟 Chilo suppressalis B — HQ336513

稻纵卷叶螟 Cnaphalocrocis medinalis B HQ336509 HQ336507
AF481195 

桃蛀螟 Dichocrocis punctiferalis A — GU166599

地中海粉螟 Ephestia kuehniella A — AF071911 

A 

— 

GU166588
GU166591
GU166592
GU166594

亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis 

B — GU166595

螟蛾科 Pyralidae 

三化螟 Scirpophaga incertulas B — 
AF481197 
AF481198 

潜叶蛾科 Lyonetiidae 斑幕潜叶蛾 Phyllonorycter 
blancardella 

A FM883706 
FM883704

西伯利亚赤眼蜂 Trichogramma 
sibericum 

B — AF071923 

蚬蝶赤眼蜂 Trichogramma kaykai B — AF071924 

赤眼蜂科 
Trichogrammatidae 

Trichogramma deion B — AF020084 

寡节小蜂科 
Eulophidae 

蜾蠃巨柄姬小蜂 Melittobia digitata B — 
DQ487096

金小蜂科 Pteromalidae 丽蝇蛹集金小蜂 Nasonia vitripennis B M84686 — 

 
蝶蛹金小蜂 Pteromalus puparum 

B 
EU827689 
EU827690 

— 

Apoanagyrus diversicornis B — AF071916 跳小蜂科 Encyrtidae 

阿里食虱跳小蜂 Diaphorencyrtus 
aligarhensis 

B EF433794 — 

蚜小蜂科 Aphytis melinus B EU981291 — 蚜小蜂科 Aphelinidae 

丽蚜小蜂 Encarsia formosa B — AF071918 

木虱科 Psyllidae 柑桔木虱 Diaphorina citri B 
EF433793 
GU563892 

 

拟步甲科 Tenebrionidae 杂拟谷盗 Tribolium confusum B — AF020083 

瓢虫科 Coccinellidae 具斑食蚜瓢虫 
Coleomegilla maculata fuscilabris 

B — 
AF217724 
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续表 4（Table 4 continued） 

GenBank 登录号 GenBank accession no.
寄主物种 Host species 

Wolbachia类型
Wolbachia type 16S rRNA wsp 

叶甲科 Chrysomelidae Diabrotica cristata A AY007550 — 

蜻科 Libellulidae Perithemis tenera B — AF217725 

黑腹果蝇 Drosophila melanogaster A Z28983 AF020063 

嗜凤梨果蝇 Drosophila 
pseudoananassae 

B DQ412081  

果蝇科 Drosophilidae 

拟果蝇 Drosophila simulans A NR_074437 
AF020068 
AF020070 

虱蝇科 Hippoboscidae 卡纳尔鸽虱蝇 Pseudolynchia 
 canariensis 

B DQ115538 — 

实蝇科 Tephritidae 桔小实蝇 Bactrocera dorsalis B DQ098949 — 

尖音库蚊 Culex pipiens B x61768 AF020061 蚊科 Culicidae 

致倦库蚊 Culex quinquefasciatus B AM999887 — 

Gryllus integer B U83094 — 蟋蟀科 Gryllidae 

野地蟋蟀 Gryllus pennsylvanicus B U83090 — 

大叶蝉科 Cicadellidae 白翅褐脉大叶蝉 Cofana spectra B — AF481173 

白背飞虱 Sogatella furcifera B GQ206310 — 飞虱科 Delphacidae 

Tagosedes orizicolus B — AF020085 

苜蓿苔螨 Bryobia praetiosa B EU499317 — 

酢浆草如叶螨 Tetranychina harti B GQ162484 — 

叶螨科 Tetranychidae 

二斑叶螨 Tetranychus urticae B AY753174 — 

植绥螨科 Phytoseiidae 西方盲走螨 Metaseiulus occidentalis B AY754820 — 

鼠妇科 Porcellionidae 球鼠妇 Armadillidium vulgare B — AF071917 

*代表本研究所得到的序列。Sequences marked with * are from this study. 

 

与斑幕潜叶蛾 P. blancardella等 A组 Wolbachia

的 16S rRNA 基因序列距离较远（遗传距离> 

1.47%）。MP树和 NJ树结果与 ML树结果一致。 

从 GenBank 数据库中下载鳞翅目昆虫所感

染 A、B组 Wolbachia的 wsp序列和文献报道的

Wolbachia 各 A、B 亚组的标准种 wsp 序列，根

据 Kimura 2-parameter模型计算遗传距离，参照

Zhou 等（1998）以亚组成员与其标准种的 wsp

序列之间遗传距离小于 2.5%为标准划分

Wolbachia亚组的方法选取代表性序列（表 4），

构建 ML 进化树（图 3）。结果表明，感染茶尺

蠖和灰茶尺蠖的Wolbachia的 wsp基因序列与鳞

翅目的克里氏秋白尺蛾 E. christyi、幻紫斑蛱蝶

H. bolina bolina、米蛾C. cephalonica、稻纵卷叶螟

C. medinalis、三化螟 S. incertulas、以及双翅目尖

音库蚊 C. pipiens 等所感染 B 组 Pip 亚组

Wolbachia 的 wsp 序列距离最近（遗传距离 0～

0.24%），聚为同一枝（Bootstrap 值=100）。MP

树和 NJ树结果与 ML树结果极为相似。因此，

本研究的茶尺蠖和灰茶尺蠖所感染的 Wolbachia

属于 B组的 Pip亚组。 

3  讨论 

本研究应用 16S rRNA、ftsZ和 wsp 3个基因

进行了 Wolbachia的检测，综合分析表明茶尺蠖

和灰茶尺蠖都感染了 Wolbachia，其中灰茶尺蠖

Wolbachia感染率为 100%，但茶尺蠖 Wolbachia

感染率在不同地区间相差很大。在霾灰蝶属

Maculinea 中，M. alcon 和 M. arion 有 100%的

Wolbachia 感染率，均为一个单一株系，但 M.  
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图 2  基于 Wolbachia 16S rRNA 基因序列的分子系统发生无根树（ML 法） 
Fig. 2  Unrooted phylogenetic tree of Wolbachia based on the 16S rRNA gene sequences with ML method 

带标记的序列为本研究所得到的序列。下图同。 
Sequences marked with  are from this study. The same bellow. 

 
nausithous和 M. teleius的 Wolbachia感染率非常

低，且都被多个株系感染（Bereczki et al.，2015）。

因此，可能有某些因子限制了 Wolbachia的生长

和存活。 

靳亮等（2013）采用 PCR-DGGE 技术基于

16S rRNA基因分析了江西南昌茶尺蠖幼虫肠道

细菌种群结构和多样性，结果显示该地区的茶尺

蠖感染了 Wolbachia，且占到了肠道细菌的

19.5%。但值得注意的是，茶尺蠖和灰茶尺蠖是

近年结合形态和分子手段才被明确区分的两个

近缘种（姜楠等，2014），靳亮等（2013）研究

中的样本未提供样本的 COⅠ等分子鉴定数据，

所取样本是茶尺蠖还是灰茶尺蠖有待进一步核

实；另外，其所得序列（KF601917）为 16S rRNA

的 V6~V8片段，本文所采用的为 V1～V6片段，

所以未与之进行比较。系统进化分析对于了解

Wolbachia 在不同寄主体内的进化历史和进化过

程有着非常重要的作用（Zhou et al.，1998），本

研究基于 wsp基因的系统进化分析结果显示，茶

尺蠖和灰茶尺蠖体内的 Wolbachia与感染鳞翅目

的克里氏秋白尺蛾 E. christyi、幻紫斑蛱蝶 H. 

bolina bolina、米蛾 C. cephalonica、稻纵卷叶螟

C. medinalis、以及双翅目尖音库蚊 C. pipiens等

昆虫体内的 Wolbachia亲缘关系最近，同源性达

100%，属于 B组 Pip亚组。Wolbachia的传递方

式主要为垂直的母系传递，也可以在同一昆虫种

内或种间不同个体、甚至和其它节肢动物间进行

水平传递（甘波谊等，2002；Werren et al.，2008； 
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图 3  基于 Wolbachia wsp 基因序列的分子系统发生无根树（ML 法） 
Fig. 3  Unrooted phylogenetic tree of Wolbachia based on the wsp gene sequences with ML method 

 
Stahlhut et al.，2010；Bennett et al.，2012；Ahmed 

et al.，2015）。本研究除无锡茶尺蠖的 2个样本

外，所有被感染的茶尺蠖及湖北浠水、江西南昌

的灰茶尺蠖 Wolbachia的 16S rRNA和 wsp序列

完全一致，并且与其它鳞翅目、双翅目等昆虫所

感染 Wolbachia的 16S rRNA和 wsp序列完全一

致。这进一步说明了 Wolbachia在亲缘关系远近

不同的昆虫间可能存在水平传递。 

Wolbachia 的 Pip 亚组菌株在不同寄主体内

有多种功能，例如在幻紫斑蛱蝶 H. bolina 种群

中具有杀雄的生殖功能（Mitsuhashi et al.，2004，

2011；Charlat et al.，2005，2007），并且在近 50

多年里逐渐出现了抑制杀雄的生殖功能的改变，

这可能与其寄主进化有关（Mitsuhashi et al.， 

2011）；又如在尖音库蚊 C. pipiens 中该亚组的

Wolbachia株系具有生殖不亲和的作用（Pinto et al.，

2013）。感染茶尺蠖和灰茶尺蠖的 Wolbachia 菌

株对其寄主有何功能尚待进一步研究。 

综上所述，茶尺蠖和灰茶尺蠖都被 B组 Pip

亚组的 Wolbachia感染，但感染率相差很大，这

种差异的原因以及Wolbahcia在这两近缘种中的

功能还有待进一步研究。 

 
致谢：湖北省农业科学院果树茶叶研究所毛迎
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为本研究提供了部分昆虫样本，在此表示感谢！ 
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