
  
 

应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology    2016, 53(4): 830836.   DOI: 10.7679/j.issn.20951353.2016.103 

 

                           

*资助项目 Supported projects：中国博士后科学基金（2014M561112）；国家自然科学基金（31321004） 

**通讯作者 Corresponding author，E-mail：yhlu@ippcaas.cn 

收稿日期 Received：2015-11-13，接受日期 Accepted：2016-03-03 

 

共生菌 Asaia 在四种鳞翅目害虫中的 
感染情况* 
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摘  要  【目的】 Asaia 属醋酸菌已被证明与双翅目、膜翅目、半翅目和鳞翅目的多种昆虫存在着重要

的共生关系。本研究检测斜纹夜蛾 Prodenia litura (Fabricius)、粘虫 Mythimna separata Walker、小地老虎

Agrotis ypsilon Rottemberg 和甘蓝夜蛾 Mamestra brassicae Linnaeus 体内 Asaia 的感染情况，并研究了

Asaia的传递效率。【方法】 基于 16 s rDNA特异序列检测，分析 Asaia在 4种鳞翅目害虫中的感染情况。

通过建立感染 Asaia 的斜纹夜蛾品系，检测其垂直传递效率。【结果】 Asaia 在斜纹夜蛾、粘虫、小地老

虎和甘蓝夜蛾田间种群中均有感染，其感染率分别为 45.8%、66.7%、47.2%和 31.0%。系统发育分析表明，

Asaia 16S rDNA序列可分为 3种序列型 ST1、ST2和 ST3，其中 4种昆虫中均含有 ST1序列型。父母亲本

均感染 Asaia的斜纹夜蛾后代，Asaia感染率达到 91.7%。【结论】 Asaia在鳞翅目害虫中存在较高的感染

率，在昆虫物种间可能存在水平传递并且在种内可进行垂直传递。 

关键词  Asaia，细菌，16S rDNA，斜纹夜蛾，粘虫，小地老虎，甘蓝夜蛾 

Prevalence of infection of the bacteria Asaia in  
four Lepidopteran species 

GAO Xue-Yao1  YANG Xian-Ming2  LU Yan-Hui2**  LIANG Ge-Mei2 

(1. College of Biological Sciences, China Agricultural University, Beijing 100193, China; 2. State Key Laboratory for Biology of Plant 

Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract  [Objectives]  Bacteria of the genus Asaia can symbiotically colonize insects of phylogenetically distant genera 

and orders, e.g. Diptera, Hymenoptera, Hemiptera and Lepidoptera. Our aim in this study was to investigate the prevalence of 

Asaia infection in four Lepidopteran species; Prodenia litura (Fabricius), Mythimna separata Walker, Agrotis ypsilon 

Rottemberg and Mamestra brassicae Linnaeus, and to analyze its mode of transmission within and between species. [Methods]  

Asaia infection rates were investigated using the polymerase chain reaction (PCR) with primers targeting the Asaia 16S rDNA 

sequence. An Asaia-infected P. litura strain was established to study the vertical transmission of Asaia. [Results]  We found 

that P. litura, M. separata, A. ypsilon and M. brassicae, were all infected with Asaia bacteria with infection rates of 45.8%, 

66.7%, 47.2% and 31.0%, respectively. Phylogenetic analysis based on the Asaia 16S rDNA sequences revealed three 

sequence types: ST1, ST2 and ST3. All four species were infected with the ST1 type indicating a high possibility of horizontal 

transmission of Asaia among species. Our results also demonstrate the vertical transmission of Asaia from infected P. litura to 

their offspring. [Conclusion]  Asaia has a high prevalence in the four Lepidopteran species examined and can be both 

horizontally, and vertically, transmitted.  

Key words  Asaia, bacteria,16S rDNA, Prodenia litura, Leucania separate, Agrotis ypsilon, Mamestra brassicae 
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昆虫体内含有多种共生细菌（Dillon and 

Dillon 2004；Moran et al.，2008）。细菌与昆虫

寄主在长期进化过程中形成了复杂的关系，如互

利共生、同食共生、偏利共生和具有致病能力等

（Hooper and Gordon 2001；Moran et al.，2008；

Moya et al.，2008）。如魏格沃斯菌 Wigglesworthia 

glossinidia brevipalpis 可为寄主舌蝇 Glossina 

brevipalpis提供维生素等营养物质，使其正常生

长发育（Akman et al.，2002）；豌豆蚜 Acyrthosphion 

pisum 专性共生菌——巴克纳氏菌 Buchnera 

aphidicola 可为寄主提供必需氨基酸、维生素等

营养物质（Shigenobu and Wilson 2011）；黄粉虫

幼虫 Tenebrio molitor 肠道细菌可参与植物细胞

壁的降解和糖苷的解毒，对难消化食物和植物次

生代谢物的解毒起着重要作用（Genta et al.，

2006）。共生细菌还可以通过抵抗寄生物和病原

物的侵染（Scarborough et al.，2005）、提高寄主

的耐热性（Dunbar et al.，2007）、促进适应新的

植物寄主（Tsuchida et al.，2011）、改变寄主颜

色从而给寄主提供保护色（Tsuchida et al.，2010）、

产生性信息素和聚集素（Brand et al.，1975； 

Sharon et al.，2010）等方式，提高寄主适合度并

建立互利共生关系。有的细菌是昆虫的病原菌，

如已被广泛应用于害虫生物防治中的苏云金芽

孢杆菌 Bacillus thuringiensis（Aronson et al.，1986）。

随着高通量测序技术（如 Roche 454 和 Illumina）

的发展并且在昆虫细菌群落结构研究中得到广

泛应用（Kautz et al.，2013；Rogers and Backus，

2014），新的共生细菌不断被发现。 

Asaia 是属于醋酸菌科 Acetobacteriaceae 

的一种醋酸菌（Acetic acid bacteria, AAB）。醋酸

菌可以将不同种类的酒精和糖类氧化成醋酸，种

类主要包括 Acetobacter、Gluconobacter、

Gluconacetobacter、Asaia等属。醋酸菌除了在植

物中被发现，在昆虫中也存在共生关系（Crotti et al.，

2008，2009；Chouaia et al.，2010）。其中，Asaia 

醋酸菌已被证实存在于双翅目（如冈比亚按蚊 

Anopheles gambiae、斯氏按蚊 Anopheles stephensi、

白纹伊蚊 Aedes albopictus 和埃及伊蚊 Aedes 

aegypti（Favia et al.，2007；Crotti et al..，2009）、 

半翅目（如葡萄带叶蝉 Scaphoideus titanus（Crotti 

et al.，2009；Gonella et al.，2012）、膜翅目（如

意大利蜜蜂 Apis mellifera （Good et al.，2014）

和一种蚁类 Cephalotes varians（Kautz et al.，

2013））和鳞翅目（如菜青虫 Pieris rapae（Robinson 

et al.，2010））昆虫中。Asaia共生菌对其寄主生

长、繁殖过程起着十分重要的作用，如在冈比亚

按蚊中，Asaia 可以垂直传递并且促进寄主幼虫

的发育（Mitraka et al.，2013）。另外，由于 Asaia

能同时与疟原虫 Plasmodium 共生于寄主斯氏按

蚊的肠道和唾液腺中，Asaia sp.能发挥免疫调控

作用激活寄主抗菌肽的表达而自身不受抑制，因

此可以对 Asaia进行遗传改造，使其产生抗寄生

虫分子来降低媒介传播疟疾的能力（Favia et al.，

2007；Favia et al.，2008；Capone et al.，2013）。 

本文检测了 4 种重要的农业害虫斜纹夜蛾

Prodenia litura (Fabricius)、粘虫Mythimna separata 

Walker、小地老虎 Agrotis ypsilon Rottemberg和

甘蓝夜蛾 Mamestra brassicae Linnaeus中 Asaia

的感染率，并对 Asaia的 16S rDNA序列进行了

系统发育分析，并研究了 Asaia在斜纹夜蛾中的

垂直传递效率。 

1  材料与方法 

1.1  昆虫的采集 

实验昆虫采集自河北省廊坊市中国农业科

学院廊坊试验基地（39.53ºN，116.70ºE；2014

年）和山东省长岛县北隍城岛（38˚23N，120˚55E；

2013年）。采集的 4种昆虫分别为：斜纹夜蛾、

粘虫、小地老虎和甘蓝夜蛾，采集地点及样本量

见表 1。所采集的虫态均为成虫，夜间通过探照

灯诱虫器（GT75型，自制）诱捕获得（封洪强，

2003）。 

1.2  DNA 提取 

基因组 DNA提取步骤参照天根生化科技有

限公司动物血液/细胞/组织 DNA 提取试剂盒

（TIANamp Genomic DNA Kit）的说明书进行提取。 

1.3  共生细菌 Asaia 感染率的检测 

使用 Asaia细菌 16S rDNA特异性引物Asafor
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（5'-GCG CGT AGG CGG TTT ACA C-3'）和

Asarev（5'-AGC GTC AGT AAT GAG CCA GGT 

T-3'）（Favia et al.，2008） 检测 Asaia 细菌在

以上几种鳞翅目昆虫中的感染率。50 μL PCR扩

增反应体系含：0.75 U EasyTaq DNA聚合酶，1 × 

EasyTaq 缓冲液（包含  2 mmol/L MgCl2; 

TransGen Biotech），0.2 mmol/L dNTPs（TransGen 

Biotech），1 μL DNA 模板，上游和下游引物各

0.4 µmol/L。PCR反应条件为：94℃ 3 min；94℃ 

30 s，53℃ 30 s，72℃ 30 s共 35个循环；终延

伸 72℃ 5 min。取 PCR反应产物 3 μL，在 1.0%

（g/mL）的琼脂糖凝胶上 120 V电压电泳 30 min，

最后在 Gel Doc EQ 凝胶成像系统（Bio-Rad，

Hercules，CA）下观察。扩增的 PCR 产物直接

送至中美泰和生物技术有限公司进行测序。每个

物种挑取约 10 头感染 Asaia 的个体进行 16S 

rDNA序列测序，测得的序列长度为 174 bp。共

测得 56条 Asaia 16S rDNA序列序列：测得山东

长岛粘虫、小地老虎和甘蓝夜蛾序列分别为 16、

15 和 6 条序列，测得廊坊粘虫、小地老虎和斜

纹夜蛾分别 6、5和 8条序列。 

1.4  Asaia 16S rDNA 基因序列分析 

利用 CodonCode Aligner 3.6.1（CodonCode, 

Dedham, MA, USA）查看 16S rDNA的正反向序

列波峰并进行编辑和拼接。利用 Clustal X 2.0.11

比对拼接后的一致序列（Larkin et al.，2007）。利

用 BLAST 工具（ http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi）在NCBI（National Center for Biotechnology 

Information）网站上进行同源序列查找并下载相

关序列进行系统发育分析。利用 DNASP v5软件

计算序列分化与序列型个数。比对结果输入

MEGA 4.0 软件（Tamura et al.，2007），基于

Kimura-2 Parameter模型计算各序列间的遗传距

离。利用邻接法（Neighbor-Joining，NJ）构建系

统发育树，各个分支的 Bootstrap置信度用 1 000

次自展来评价。 

1.5  Asaia 在斜纹夜蛾中的垂直传递效率检测 

以室内饲养的斜纹夜蛾种群，通过单对配对

建立感染 Asaia斜纹夜蛾品系，主要步骤如下：

将室内饲养的斜纹夜蛾进行单对配对产卵，刚羽

化的雌雄虫单对配对放入已消毒的 250 mL塑料

杯中，用已灭菌医用纱布覆盖杯口以供产卵，并

供以 10%的糖水作为成虫营养液。将孵化的幼虫

接入 24 孔板，养至 5 龄后接入指形管中，均用

人工饲料饲养，人工饲料配方参照梁革梅等

（1999）方法，待斜纹夜蛾长至成虫时进行按

1.2和 1.3描述方法进行 Asaia细菌的检测。若亲

本与子代均 100%感染 Asaia，则本种群用于垂直

传递实验。感染 Asaia的雌雄虫进行单对配对后，

后代按以上方法饲养至成虫并检测斜纹夜蛾后

代 Asaia 的感染率，共检测 36 头。斜纹夜蛾饲

养条件为温度（27±1）℃，光照 D16︰L8，相

对湿度 70%。 

2  结果与分析 

2.1  共生细菌 Asaia 对 4 种鳞翅目害虫的感染率 

采自河北廊坊的斜纹夜蛾 Asaia细菌感染率

为 45.8%；河北廊坊和山东长岛粘虫的感染率分

别为 41.7%和 81.0%；河北廊坊和山东长岛小地

老虎的感染率分别为 33.3%和 54.2%；山东长岛

甘蓝夜蛾的感染率为 31.0%（表 1）。 

共测得 4个物种共 56条 16S rDNA序列，

经过 DnaSP分析发现共有 3种序列型（ST1、ST2

和 ST3），其中有 4个变异位点。序列型 ST1共

有 42条序列，ST2共有 13条序列，ST3对应 1

条序列。为避免 PCR 扩增和测序过程中出现误

差，ST3序列经过两次测序验证。 

粘虫和小地老虎共有 2种 Asaia序列型 ST1

和 ST2，甘蓝夜蛾有 2种序列型 ST1和 ST3，斜

纹夜蛾只有 1种序列型 ST1。其中粘虫、斜纹夜

蛾、小地老虎和甘蓝夜蛾感染的 Asaia均有一种

序列型 ST1。另外感染 Asaia ST2序列型的物种

包括粘虫和小地老虎。从地理种群的分布来看，

3个序列型并没有明显的地理分化格局，均比较

均匀的分布。邻接法（Neighbor-Joining，NJ）构

建系统发育树表明 ST3单独形成一个分支。ST1、

ST2、Asaia spathodeae、Asaia bogorenis处在同

一个分支（图 1）。表明以上鳞翅目害虫中感染 
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表 1  Asaia 在 4 种鳞翅目害虫中的感染率 
Table 1  The infection rate of Asaia in four species of Lepidopterous pests 

河北廊坊 Langfang, Hebei Province 山东长岛 Changdao, Shandong Province 

昆虫种类 
Species 

样本个数 
Sample 
number 

感染个数 
Asaia-infected 

number 

感染率
Infection 

rate 

Asaia序列型
Asaia sequence 

type 

样本个数
Sample 
number

感染个数 
Asaia-infected 

number 

感染率 
Infection 

rate 

Asaia序列型
Asaia sequence 

type 

斜纹夜蛾 
Prodenia litura 

24 11 45.8% ST1(8) — —   

粘虫 Mythimna 
separata 

24 10 41.7% ST1(3), ST2(3) 42 34 81.0% ST1(11), ST2(5)

小地老虎  
Agrotis ypsilon 

24 8 33.3% ST1(5), ST2(3) 48 26 54.2% ST1(10), ST2(2)

甘蓝夜蛾 
Mamestra 
brassicae 

— —   42 13 31.0% ST1(5), ST3(1)

 

 
 

图 1  4 种鳞翅目害虫 Asaia 和 Asaia 属代表性的 16 S rDNA 序列的 NJ 系统发育树 
Fig. 1  The NJ phylogenetic tree based on the 16 S rDNA sequences of Asaia from four species of  

Lepidopterous pests and representative 16 S rDNA sequences of the genus Asaia 
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的 Asaia 可能为物种 Asaia spathodeae、Asaia 

bogorenis。 

2.2  共生细菌 Asaia 在斜纹夜蛾中的垂直传递

效率 

由均感染 Asaia的斜纹夜蛾父本母本产生的

36头后代中，Asaia携带率为 91.7%，表明 Asaia

具有较高的垂直传递效率。 

3  讨论 

本研究表明，在重要的鳞翅目农业害虫斜纹

夜蛾、粘虫、小地老虎和甘蓝夜蛾 4种昆虫中，

Asaia具有很高的感染率（感染率从 31%~91%）。

在之前研究中，Asaia 已被证实存在于双翅目、

半翅目、膜翅目和鳞翅目等昆虫中（Crotti et al.，

2008，2009；Tang et al.，2010；Gonella et al.，2012）。

通过对 Asaia 16S rDNA 进行分析表明，本研究

中检测的 4 种重要的农业害虫同时感染 ST1 株

系 Asaia，粘虫和小地老虎还感染 ST2株系，表

明 Asaia可能在几种昆虫中进行水平传递。水平

传递方式可能与相同的寄主植物相关，以上 4种

害虫均为多食性昆虫，可取食多种相同的寄主植

物（郭予元，2015）。已有研究表明，在葡萄带

叶蝉 S. titanus 中，Asaia 可以通过取食和交配

两种方式进行水平传递（Gonella et al.，2012）。

Asaia 是否能在以上几种鳞翅目害虫中水平传递 

仍然需要生物学实验来进一步的验证。本研究

表明在斜纹夜蛾体内 Asaia可以进行垂直传递。

在斯氏按蚊 Anopheles stephensi的卵细胞、生殖

腺、蛹和幼虫体内都有 Asaia的感染，且可以传

递给后代，证明 Asaia可以在按蚊中进行垂直传

递（Favia et al.， 2007）。本研究证实 Asaia 在

重要的鳞翅目害虫中存在较高的感染率。Asaia 

较高的垂直传递效率和可能具有的水平传递能

力是导致寄主具有较高的感染率的原因。已有

研究表明，昆虫内共生菌可通过提高寄主适合

度的方式来促进自身的传递和扩散。如 

Rickettsia 可以提高烟粉虱产卵量和成活率、加

快发育速度、调节性比来提高寄主的适合度从

而促进自身在寄主种群的传播和扩散（Himler  

et al.，2011）。如 Wolbachia 可以通过诱导胞质

不亲和（Cytoplamatic incompatability）给感染的

个体提供生殖优势，从而促进其自身在种群内扩

散（Hoffmann et al.，1990）。Asaia 细菌是否会

通过提高寄主适合度，从而有利于自身生存的这

一问题仍然需要进一步的研究。 

虽然本研究中所用的 Asaia 特异性引物获

得的 16S rDNA序列片段长度仅为 174 bp，长度

较短且获得的序列比较保守，但是能准确地反映 

Asaia 在这几种农业害虫中的感染情况。利用长

片段、多位点的分子标记可能更有利于反映

Asaia与几种害虫的协同进化关系。 

由于昆虫体内共同存在多种细菌，细菌-细

菌之间也存在着一定的互作关系。这种互作关系

的阐明对人类疾病的防治和农业害虫的治理将

会产生重要的作用。Hughes 等（2014）的研究

表明昆虫自身的微生物群落（包括 Asaia）将会

抑制 Wolbachia 在冈比亚按 蚊  Anopheles 

gambiae 内的转染效率，而水平转染 Wolbachia 

之后的蚊虫可抑制其传播疾病（Kambris et al.，

2010；Hughes et al.，2011）。生物体内除了细菌

之间的互作，可能还会存在细菌与病毒之间的互

作，如Walker等（2011）发现 Wolbachia 可抑制

埃及伊蚊 Aedes aegypt 传播的登革热病毒。因

此，对 Asaia与其他微生物（细菌或病毒）间的

互作关系、协同进化过程进行深入研究，能对寄

主与细菌间的互作关系提供新的认知。 

综上所述，本研究发现 Asaia醋酸菌在鳞翅

目害虫中具有较高的感染率，能进行垂直传递，

并且可能存在水平传递。本研究为下一步解析

Asaia 属醋酸菌对鳞翅目害虫的生理作用及生物

学意义，奠定了重要基础。 
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