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摘要:从中国云南省野外采集的梨花迁粉蝶(Catopsiliapyranthe)中分离得到一株疑似微孢子虫,对该分离株的核糖体

SSUrRNA(SmallsubunitribosomalRNA)和α-tubulin 基因进行克隆测序。通过序列分析及系统进化树构建,结果发现

该分离株属于 Nosema属的一种微孢子虫,命名为 Nosemasp.CP。通过对SSUrRNA系统进化分析发现,Nosemasp.

CP与家蚕微孢子虫(Nosemabombycis)、斜纹夜蛾微孢子虫(Nosemaspodopterae)的亲缘关系相对于菜粉蝶微孢子虫

Nosemasp.MPr更加接近。通过对α-tubulin 基因的系统进化分析,结果表明 Nosemasp.CP与 N.bombycis聚在一支

上,进一步证实了它们的紧密关系。因此,本研究首次在粉蝶科(Pieridae)的梨花迁粉蝶中分离得到的 Nosema属微孢子

虫是与家蚕微孢子虫非常近源的一类微孢子虫,并暗示了粉蝶科昆虫感染的微孢子虫具有潜在多样性。
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微孢子虫(Microsporidia)是一类专性细胞内寄生的原生动物[1],它具有极其广泛的寄主,能寄生于昆虫、鱼

类、兔类、啮齿类、灵长类等动物[2]。在自然界已发现报道的微孢子虫有160个属,约1300种[3],近些年来,人们

在艾滋病患者和免疫缺陷型患者中相继发现了分属5科9属共10多个种的微孢子虫,因此微孢子虫更加引起了

国内外学者的普遍关注。

鳞翅目(Lepidoptera)昆虫是微孢子虫寄生的最大类群,広瀨安春等人[4]曾在调查的102种野外昆虫中的69
种昆虫体内检测出了微孢子虫;后续研究者也陆续从桑尺蠖(PhthonandriaatrilineataButler)、菜粉蝶(Pieris
rapae)、蜀柏毒蛾(ParocneriaorientaChao)、蓝萤叶甲(MimastraunicitarsisLaboissiere)、斜纹夜蛾(Prodenia
litura)等昆虫中分离到微孢子虫[5-10]。目前,在蚕种检疫中异型微孢子虫的频繁出现,使得野外昆虫微孢子虫对

家蚕的交叉感染备受关注。由于野外昆虫微孢子虫病在不同宿主之间存在交叉感染,给蚕业生产带来了严重的

危害[5,8-11]。研究者还在菜粉蝶(Pierisrapae)中检出多种微孢子虫,发现这些它们可以感染家蚕,且不同形态具

有不同的感染力及胚种传染性,然而都缺少强有力的分子数据证明这些观点[8-9]。
梨花迁粉蝶(Catopsiliapyranthe)属粉蝶科(Pieridae),黄粉蝶亚科(ColiadinaeSwainson);幼虫多取食苏木

科(Caesalpiniaceae)的黄槐(Sennasurattensis)、腊肠树(Cassiafistula)等;成虫喜欢访花,飞行极迅速,活动于林

缘开阔地。由于梨花迁粉蝶成虫活动范围广,自然感染微孢子虫概率高,病原孢子对环境污染面广,因而对梨花

迁粉蝶微孢子虫的研究不容忽视,但是至今国内外未有微孢子虫在梨花迁粉蝶中寄生的证据。本研究首次从梨

花迁粉蝶中分离得到一株疑似微孢子虫,并基于目前被广泛地用于微孢子虫物种分类的核糖体SSUrRNA序列

和α-tubulin 序列分析方法[12-15]对该株微孢子虫SSUrRNA和α-tubulin 基因序列进行克隆、测序及系统进化分

析,以此明确了它的分类地位。
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1材料与方法

1.1材料

从中国云南省红河自治州野外采集梨花迁粉蝶,将之研磨匀浆后进行显微镜观察。收集疑似有微孢子虫感

染的匀浆液,800r/min离心5min,收集上层液后12000r/min离心15min,弃上清得到沉淀。将沉淀在不连续

Percoll密度梯度(Percoll密度梯度依次为100%、75%、50%、25%)下进行12000r/min离心30min,回收纯化

微孢子虫。4℃保存待用。

1.2方法

1.2.1全基因组DNA提取 采用传统的CTAB法提取微孢子虫基因组,具体过程为:取100μL微孢子悬浮液

12000r/min离心5min使孢子沉淀,弃上清后沉淀中加入500μL预热温度为55℃的2%CTAB、20μLβ-巯基

乙醇和20μL的20mg/mL蛋白酶K,于55℃水浴过夜。其次用400μL氯仿12000r/min抽提10min,取上

清加入两倍体积无水乙醇,于-20℃中沉淀1h,12000r/min离心10min之后沉淀用70%乙醇洗两遍。最后

用10μL灭菌水溶解DNA。

1.2.2序列PCR扩增及测序 参考过去的相关报道[16-17],设计合成以下引物序列:SSUrRNA-F,5′-CACCAGGTT-
GATTCTGCC-3′、SSUrRNA-R,5′-TTATGATCCTGCTAATGGTTC-3′;α-tubulin-F,5′-AAGTTGGAATGCGTGTT-
GG-3′、α-tubulin-R,5′-AAGGGTCGTATGGGTTGTT-3′。PCR反应体系为:10×PCR缓冲液2.5μL,MgC12(25
mmol/L)1μL,dNTP(10mmol/L)1μL,上下游引物(10mmol/L)各1μL,微孢子虫基因组DNA模板1μL,Taq
DNA聚合酶0.3μL,ddH2O补足到总体积25μL。PCR反应条件为:94℃预变性5min,94℃变性30s,退火30s,

72℃延伸1min,35个循环后72℃延伸10min。PCR扩增产物用1%琼脂糖凝胶电泳分析。最后将片段克隆到

pMD19-T载体后送到华大基因公司进行测序。获得测序结果的5条SSUrRNA序列和2条α-tubulin基因序列已经

提交到Genbank数据库中,登陆号分别为KM001605~KM001609和KM001621~KM001622。

1.2.3系统进化树构建 已公布的部分微孢虫SSUrRNA序列以及α-tubulin 基因序列从GenBank数据库中下

载获得(表1),多重序列比对采用ClustalX1.8软件进行[18],采用phyML软件GTR模型的最大似然法构建系统

进化树[19],采用100次重复进行bootstrap值可靠性检测。

表1 研究中涉及到的微孢子虫、寄主及其SSUrRNA和α-tubulin基因登录号

Tab.1 TheGenBankaccessionnumberofSSUrRNAandα-tubulininMicrosporidiastrainsandtheirhostsusedinthisstudy

序列类型 微孢子虫 宿主 Genbank登录号

SSUrRNA

Endoreticulatussp.CHW-2008Austria Thaumetopoeaprocessionea EU260046
Endoreticulatussp.CHW-2004Taiwan Ocinaralida AY502944

Endoreticulatusbombycis Bombyxmori AY009115
Endoreticulatusschubergi Lymantriadispar L39109
Microsporidiumsp.57864 未知 U90885

Nosemacarpocapsae Cydiapomonella AF426104
Nosemathomsoni Choristoneuraconflictana EU219086
Nosemaceranae Apismellifera DQ486027
Nosemaapis Apismellifera U97150

Nosemasp.PR P.rapae EU864531
Nosemaantheraeae Antheraeapernyi DQ073396
Nosemasp.SC Samiacynthiaricini FJ767862
Nosemabombycis Helicoverpaarmigera AY259631
Nosemaplutellae Plutellaxylostella AY960987
Nosemasp.MPr P.rapae HQ399665
Nosemasp.C01 P.rapae AY383655

Nosemaspodopterae Spodopteralitura AY747307
未知 Nosema Euremablandaarsakia EU338534

Vairimorphasp.CHW-2008a Ocinaralida EU487251
Vairimorphasp.C21 未知 AY311592
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续表1

序列类型 微孢子虫 宿主 Genbank登录号

α-tubulin

Nosemabombycis Bombyxmori DQ091252
Nosemaspodopterae Spodopteralitura DQ091251
Nosemasp.PX1 Plutellaxylostella DQ083401

NosemaplutellaePX2 Plutellaxylostella DQ083402
Nosemaceranae Apismellifera XM_002995342

Nosemaphilosamiae Ricinuscommunis GU947652
Nosemaantheraeae Antheraeapernyi HQ215548
Glugeaplecoglossi Plecoglossusaltivelis AY138804
Spraguealophii 未知 U66906

图1 梨花迁粉蝶和匀浆液镜检(×63)

Fig.1 ThevisualizationofMicrosporidiasporesunder

microscopeanditshostCatopsiliapyranthe(×63)

2结果

2.1梨花迁粉蝶

从中国云南省红河自治州野外采集的梨花迁粉蝶,研磨成

匀浆后进行显微镜观察(图1)。发现梨花迁粉蝶中存在疑似

微孢子虫(图1中箭头所指),个体形态相近,为长卵圆形。

2.2SSUrRNA序列分析结果

表2 SSUrRNA两两克隆间的序列差异

Tab.2 ThepairwisenucleotidedifferencesamongfiveSSUrRNAcloningsequences

SSUrRNA克隆 C1 C2 C3 C4 C5 N.bombycis

C2 99.67%(4)

C3 99.51%(6)99.51%(6)

C4 99.43%(7)99.43%(7)99.27%(9)

C5 99.51%(6)99.51%(6)99.43%(7)99.27%(9)

N.bombycis 99.76%(3)99.76%(3)99.59%(5)99.51%(6)99.59%(5)

N.spodopterae 99.84%(2)99.76%(3)99.67%(4)99.59%(5)99.67%(4)99.92%(1)

  注:表中百分数表示两两克隆的相似度,括弧中的数字表示两两克隆差异的碱基数目。

在测序的5个克隆中,梨花迁粉蝶微孢子虫的SSUrRNA
扩增长度均为1232bp。G+C所占比例为34.17%,与已知

Nosema属微孢子虫小亚基基因的G+C所占比例(33.9%~
38.6%)相 符 合[20]。多

重序列比对结果显示这

5个克隆之间的两两序

列 相 似 性 达 到 99% 以

上,仅有4~9个碱基的

单核酸突变(表2)。这

些SSUrRNA 基因突变

为单核苷酸的转换和颠

换,而不存在插入或 缺

失,共有16个变异位点

(表3)。

表3 SSUrRNA单核苷酸多态性位点及突变特征

Tab.3 ThecharacteristicofsinglenucleotidepolymorphismintheregionofSSUrRNAsequences

SSUrRNA克隆
核苷酸变异位点

76 103 137 148 192 311 337 434 564 690 821 912 913 924 971 992 1034

C1 T G T A T A T A G G A T T A A C A
C2 A G T A G A T A A A A T T A A C A
C3 A G T A T A C A A G A T A A A T G
C4 A A C G T T T G A G A T T A A C A
C5 A G T A T A T A A G A A C T G C A

N.bombycis A G T A T A T A A G G T T A A C A
N.spodopterae A G T A T A T A A G A T T A A C A
  注:表中加粗字母表示在该位点的突变核苷酸。
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图2 梨花迁粉蝶微孢子虫SSUrRNA与其他微孢子虫的系统进化分析

Fig.2 ThephylogeneticanalysisofSSUrRNAamongNosema

sp.CPandotherspeciesofMicrosporidia

  将测序获得的SSUrRNA序列与已报

道的微孢子虫SSUrRNA序列一起构建了

系统进化树(图2),结果显示以Encepha-
litozoon为外群,Nosema属的微孢子虫可

以分为两大进化类群NosemaGroupI和

Nosema GroupII,与 过 去 的 报 道 相 一

致[21]。同时本研究所调查的疑似微孢子

虫被归类于NosemaGroupI,且与同属于

GroupI的 N.bombycis、N.spodopterae
亲缘关系紧密。blast序列对比发现梨花

迁粉蝶微孢子虫与 N.bombycis、N.spo-
dopterae的SSUrRNA序列仅有2~6个

碱基 的 差 异,相 似 性 则 达 到99.51%~
99.84%(表2、表3)。表明梨花迁粉蝶中

分离得到的微孢子虫属于 Nosema属,本
研究将之命名为Nosemasp.CP。值得一

提的是,同样寄生于粉蝶科的菜粉蝶微孢子虫Nosemasp.MPr却归类于GroupII,暗示着宿主之间的亲缘关系

与微孢子虫之间没有正相关性。

2.3α-tubulin基因序列分析结果

图3 梨花迁粉蝶微孢子虫α-tubulin与

其他微孢子虫的系统进化分析

Fig.3 Thephylogeneticanalysisofα-tubulinamong
Nosemasp.CPandanotherspeciesofMicrosporidia

进一步将Nosemasp.CP的α-tubulin 基因进行

PCR扩增、测序,获得的2条α-tubulin 序列长度均为

532bp。核酸序列相似性比较发现,Nosemasp.CP
与N.bombycis的α-tubulin 基因序列相似性达到

98%,共有11~12个碱基的差异;与N.spodopterae
的α-tubulin 基因序列相似性达到97%,有13~16个

碱基的差异。α-tubulin 基因系统进化分析显示(图

3),Nosemasp.CP、N.bombycis、N.spodopterae
和Nosemasp.PX1聚类于同一进化枝,均为 Nose-
ma属微孢子虫成员,这一结果与SSUrRNA的系统

进化分析结果相一致。更进一步比较发现,Nosema
sp.CP与 N.bombycis的亲缘关系比Nosemasp.
CP与 N.spodopterae或Nosemasp.PX1更为接

近,暗示了 Nosemasp.CP可能为 N.bombycis的

不同亚种。

3讨论

本研究首次从梨花迁粉蝶微孢子虫分离到一株

微孢子虫,并将之命名为 Nosemasp.CP,该发现扩

大了微孢子虫寄生的宿主范围。通过SSUrRNA和

α-tubulin 多克隆序列的进化分析显示,该微孢子虫为 Nosema属,并与 Nosema典型种家蚕微孢子虫(N.bom-
bycis)的亲源关系最为接近。值得一提的是,尽管Nosemasp.CP的宿主与Nosemasp.MPr的宿主均为粉蝶

科,但这两种孢子虫并未展现出在进化上相对其他 Nosema属成员更加紧密地亲源性,这可也同样暗示了微孢

子虫与宿主之间没有共进化趋势[17]。
野外昆虫微孢子虫相互交叉感染及胚种传染的不确定性,使得Nosema属微孢子虫在进行种群分类鉴定时
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复杂性增加。本研究通过两类分子标记的进化分析显示Nosemasp.CP与家蚕微孢子虫有着最近缘的关系,因
此推测之一为,Nosemasp.CP仅仅是家蚕微孢子虫的一个亚种,由于昆虫微孢子虫相互交叉感染宿主而导致。
然而当前缺少该微孢子虫更精细的形态和超微结构分析以及更多的分子生物学证据,故尚不能确定 Nosema
sp.CP是否是一个新种。总之,本研究首次发现梨花迁粉蝶能够被微孢子虫所侵染,这为野外昆虫微孢子虫的

种群多样性调查拓展了新的视野。
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AnimalSciences

PhylogeneticCharacterizationofaMicrosporidiaNosemasp.
CPfrom MottledEmigrant(Catopsiliapyranthe)

ZHENGLijin1,CHENShiliang2,MAZhengang1,XUJinshan1,ZHOUZeyang1,3

(1.CollegeofLifeScience,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.SericulturalandApiculturalInstitute,YunnanAcademyofAgriculturalSciences,MengziYunnan661101;

3.StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China)

Abstract:Inthisstudy,anewsampleofMicrosporidiawasfirstlyisolatedfrommottledemigrant,Catopsiliapyranthe,inYunan

MengziofChina.ThesequencesofsmallsubunitribosomalRNA(SSUrRNA)andα-tubulingenewerebothsequencedtocharacter-
izethephylogenyofthisnewisolate,designedasNosemasp.CP.PhylogeneticanalysisofSSUrRNAfoundthattheisolatebelong
totheNosemaclademainlycomprisedofNosemabombycis,Nosemaspodopterae,andismoredistantlyrelatedtothatofNosema

sp.MPr.α-tubulintreefurtherconfirmthatNosemasp.CPwassisteredtothatofN.bombycis.ThisisthefirstreportofNosema

speciesexistinCatopsiliapyranthewhichshowscloserelationshiptoNosemabombycis,indicativeofspeciesdiversityofNosemain

Pieridaeinsects.

Keywords:Microsporidia;Catopsiliapyranthe;phylogenticanalysis;SSUrRNA;α-tubulingene
(责任编辑 方 兴)
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