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肿瘤坏死因子受体相关因子基因TRAF4促进烟粉虱
与共生菌Portiera的共生关系
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摘要：为明确肿瘤坏死因子受体相关因子（tumor necrosis factor receptor-associated factor，TRAF）基

因 TRAF4 在烟粉虱 Bemisia tabaci 隐种 MEAM1 与含菌细胞共生菌互作中的作用，对 TRAF4 蛋白

进行保守结构域及系统发育分析；通过实时荧光定量 PCR（quantitative real-time PCR，qPCR）方法

检测TRAF4在含菌细胞和整虫体内的表达量；利用RNA干扰（RNA interference，RNAi）技术抑制烟

粉虱TRAF4基因表达，然后通过qPCR技术检测含菌细胞共生菌滴度、统计烟粉虱产卵量以及采用

免疫荧光技术检测烟粉虱含菌细胞的自噬水平。结果表明，TRAF4 蛋白含有 Zinc finger 和 TRAF

结构域，与黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 及埃及伊蚊 Aedes aegypti 的 TRAF4 蛋白聚为一支。

TRAF4在含菌细胞中显著高表达。注射dsTRAF4后，TRAF4基因表达量显著下调，Portiera滴度及

烟粉虱产卵量均显著下降，含菌细胞自噬水平显著升高。表明烟粉虱TRAF4不仅影响烟粉虱的产

卵量，还能通过抑制含菌细胞的自噬水平维持Portiera在烟粉虱体内的滴度，对烟粉虱与Portiera

共生关系的维持起到正向调控作用。
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Abstract: To determine the role of the tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) gene

TRAF4 in the interaction between the whitefly Bemisia tabaci MEAM1 and bacteriocyte symbionts, we

analyzed the conserved domain and phylogeny of the TRAF4 protein. In addition, TRAF4 expression

levels in bacteriocytes and the whole body were detected using quantitative real-time PCR (qPCR). Fol-

lowing inhibition of TRAF4 expression in B. tabaci using RNA interference (RNAi), we measured the ti-

ters of symbionts by qPCR, counted the number of eggs, and assessed autophagy levels in bacteriocytes

through immunofluorescence. The results showed that TRAF4 protein contained Zinc finger and TRAF

domain and clusters with TRAF4 proteins from Drosophila melanogaster and Aedes aegypti. TRAF4

was highly expressed in the bacteriocytes. Upon injection of dsTRAF4, the expression of TRAF4 was

significantly downregulated, leading to decreased titers of Portiera and reduced number of eggs laid by

females. Additionally, the autophagy level of bacteriocytes was significantly increased. These results
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indicate that TRAF4 plays a crucial role in maintaining the titer of Portiera in B. tabaci by inhibiting

autophagy in bacteriocytes, and also contributes to the interaction between B. tabaci and Portiera.
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肿瘤坏死因子受体相关因子（tumor necrosis

factor receptor-associated factor，TRAF）是一类重要

的胞内配体蛋白，能够介导包括肿瘤坏死因子受体

家族和白细胞介素-1受体/Toll样受体家族在内的一

大类受体家族的信号转导过程，在适应性和先天免

疫、炎症反应、胚胎发育及骨代谢等方面具有广泛的

生物学功能（Wang et al.，2010；Häcker et al.，2011；

Zotti et al.，2012）。截至目前，已经在哺乳动物中鉴

定到 7 个 TRAF 蛋白 TRAF1~TRAF7（Zotti et al.，

2012；Park，2018）；在果蝇 Drosophila 中发现了 3 个

TRAF 蛋白，分别为 dTRAF1（也称作 TRAF4）、

dTRAF6（也称作 TRAF2）和 dTRAF3（Liu et al.，

1999；Grech et al.，2000）；在埃及伊蚊 Aedes aegypti

中鉴定到 1 个 TRAF 蛋白 AeTRAF4（Wang et al.，

2023）。Medzhitov & Janeway（2000）和Zapata et al.

（2000）研究表明在果蝇细胞系中过表达TRAF4和

TRAF2蛋白会导致NF-κB信号途径的激活。Wang

et al.（2023）研究发现埃及伊蚊感染真菌后 Ae-

TRAF4 蛋白含量显著上调，AeTRAF4 蛋白通过促

进NF-κB转录因子Rel1转位进细胞核，激活抗菌肽

基因的表达，提高了埃及伊蚊对真菌的抗性。除了

激活NF-κB信号途径，TRAF蛋白还可以直接调控

自 噬 ，如 Qi et al.（2017）研 究 发 现 TRAF1a 和

TRAF1b通过调控ATG6的泛素化和稳定性来影响

拟南芥 Arabidopsis thaliana 自噬体的形成；Dou et

al.（2017）研究认为TRAF6通过抑制丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶（serine/threonine-protein kinase，ULK1）的

磷酸化水平进而抑制自噬的发生。虽然在果蝇和埃

及伊蚊中 TRAF4 基因参与了昆虫对外界病原物入

侵的免疫反应（Medzhitov & Janeway，2000；Zapata

et al.，2000；Wang et al.，2023），但是该基因在其他昆

虫中的功能尚待阐明。

烟粉虱Bemisia tabaci是一种至少由 40种形态

上相似的隐种组成的复合体（De Barro et al.，2011；

Mugerwa et al.，2021）。其中，中东小亚细亚（Mid-

dle East Asia Minor 1，MEAM1）隐种是一种重要的

全球入侵性农业害虫，通过直接取食植物韧皮部汁

液、分泌蜜露、诱发植物煤污病和传播植物病毒病

等方式进行为害，每年对蔬菜、花卉及大田作物的

生产造成严重的损失（纠敏等，2006；Liu et al.，

2007；胡明鑫等，2023）。烟粉虱MEAM1隐种体内

的专性共生菌Candidatus Portiera aleyrodidarum（简

称 Portiera）和兼性共生菌 Candidatus Hamiltonella

defensa（简称Hamiltonella）共同分布在含菌细胞中

（Gottlieb et al.，2008；Luan et al.，2016；陈吉强等，

2020）。含菌细胞分布在烟粉虱腹部血淋巴中，通过

钻入卵巢介导共生菌的垂直传播（Luan et al.，2016；

2018）。共生菌Portiera和Hamiltonella为烟粉虱合

成必需的营养物质，能调控宿主的生殖、代谢、免疫，

与宿主之间有紧密的共生关系（Ren et al.，2021；

Yao et al.，2023；Luan，2024）。Wang et al.（2022）研

究表明，含菌细胞的自噬水平能够负向调控含菌细

胞共生菌Portiera和Hamiltonella的滴度。

为研究烟粉虱 TRAF4 基因对含菌细胞共生菌

的免疫调控，本研究对TRAF4蛋白进行保守结构域

及系统发育分析；通过实时荧光定量PCR（quantita-

tive real-time PCR，qPCR）方法检测 TRAF4 在含菌

细胞和整虫中的表达量；利用RNA干扰（RNA inter-

ference，RNAi）技术抑制烟粉虱TRAF4基因表达，通

过 qPCR方法检测含菌细胞中共生菌滴度、统计烟

粉虱产卵量以及采用免疫荧光技术检测烟粉虱含菌

细胞的自噬水平，以期拓宽烟粉虱与含菌细胞共生

菌互作的分子机制以及为烟粉虱的绿色防控提供

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫及植物：烟粉虱隐种MEAM1由浙江

大学昆虫研究所刘树生教授实验室提供，以棉花为

寄主植物建立的原始种群，在光照周期 14 L∶10 D、

温度（26±2）℃、相对湿度 60%~80%的人工气候室

内饲养维持种群，每3~5代检测1次种群纯度，选取

烟粉虱雌成虫供试。供试棉花品种为石远 321，种

子由中国农业科学院植物保护研究所陆宴辉研究员

提供，室温阴凉干燥保存。棉花栽培于装有混合土

（泥炭土∶蛭石∶珍珠岩按照体积比3∶1∶1混合）、口径

为14 cm的塑料盆中，然后置于长50 cm、宽40 cm、高

50 cm的养虫笼中，定期施水肥（4 L水加5 g肥料），

待棉花长到6~8片真叶时用于试验。混合土和肥料

均购于当地市场。
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1.5% 琼脂培养基（agar-based medium）：称取

1.5 g 琼脂粉加入 100 mL 蒸馏水中，加热融化后冷

却至60 ℃后倒入直径为3.5 cm的培养皿中，备用。

试剂和仪器：Trizol 试剂，美国 Ambion 公司；

All-in-One cDNA Synthesis SuperMix Kit、2×SYBR

Green Master Mix，美国Bimake公司；T7 RiboMAXTM

Express RNAi System Kit，美国 Promega 公司；Rab-

bit-anti-Atg8，江苏溥博生物科技有限公司；Goat an-

ti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Second-

ary Antibody、Alexa Fluor Plus 488，美国 Invitrogen

公司；DAPI 溶液，美国 Thermo 公司；牛血清蛋白

（bovine serum albumin，BSA），美国 Sigma 公司；

Omega E.Z.N.A.® Extraction Kit，美国 Omega 公司；

2×Taq Master Mix，南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；琼脂粉，北京索莱宝科技有限公司；琼脂糖，莫纳

生物科技有限公司；绿色荧光蛋白（green fluores-

cent protein，GFP）质粒，西北农林科技大学田宏刚

博士惠赠；NaH2PO4、KCl、Tris-HCl、吐温-20、明胶、

乙基苯基聚乙二醇、蛋白酶K，生工生物工程（上海）

股份有限公司；其他试剂均为国产分析纯。S1000

PCR仪、CFX-96荧光定量PCR仪、Sub-Cell GT水平

电泳槽，美国 Bio-Rad 公司；NanoDrop 2000 核酸测

定仪，美国 Thermo 公司；SMZ1270 体式显微镜，日

本Nikon公司；FemtoJet 4i显微注射仪，德国Eppen-

dorf 公司；P-2000/G 拉针仪，美国 Sutter Instrument

公司；FV3000 共聚焦显微镜，日本 Olympus 公司；

MLS-351H光照培养箱，日本Sanyo公司。

1.2 方法

1.2.1 保守结构域及系统发育分析

从NCBI中获取文献中已报道的智人Homo sa-

piens、黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 及埃及伊

蚊的 TRAF4 蛋白序列。烟粉虱隐种 MEAM1 的

TRAF4蛋白序列来自于烟粉虱基因组数据库（http:

//www. whiteflygenomics. org/cgi-bin/bta/index. cgi）。

通过 Local Blast 的方法以烟粉虱隐种 MEAM1 的

TRAF4 蛋白序列对烟粉虱隐种 MED、隐种 SSA-

ECA 和温室白粉虱 Trialeurodes vaporariorum 的

TRAF4蛋白序列进行比对。利用在线工具SMART

（http://smart.embl-heidelberg.de/）预测黑腹果蝇、埃

及伊蚊、烟粉虱隐种MEAM1、隐种MED、隐种SSA-

ECA及温室白粉虱的TRAF4蛋白质的结构域；使用

MAFFT 7（https://mafft. cbrc. jp/alignment/software/）

中 L-INS-i algorithm 程序进行多序列比对，并使用

Phylemon 2（http://phylemon. bioinfo. cipf. es/）中 tri-

mAL v1.3 程序对序列进行校正。采用贝叶斯方

法构建系统发育树，在 Prottest 3.4软件中预测出最

佳建树模型；用MrBayes-3.2.7软件进行建树，mcmc

迭代1 000万次，burninfrac=0.25，samolefreq=1 000，

采用 Tracer v1.7.2 软件对系统发育树进行可靠性

检验。

1.2.2 TRAF4在烟粉虱含菌细胞和整虫中的表达量

收集100头羽化7 d的烟粉虱雌成虫，解剖获得

2 000个含菌细胞，作为 1个生物学重复；收集 10 头

羽化 7 d 的烟粉虱雌成虫作为 1 个生物学重复，各

3 个生物学重复，分别用于测定TRAF4在烟粉虱含

菌细胞和整虫体内的表达量。

利用Trizol试剂提取烟粉虱含菌细胞及整虫的

RNA，使用核酸测定仪检测RNA浓度及质量。按照

All-in-One cDNA Synthesis SuperMix Kit 说明书将

2 μg RNA反转录为 cDNA，并稀释2倍备用。在Re-

al-time PCR 引物设计网站（https://www. genscript.

com. cn/tools/real-time-pcr-taqman-primer-design-to-

ol）设计 qPCR 引物 qTRAF4-F/qTRAF4-R（表 1），以

RPL13 和 RPL7 作为内参基因（表 1）进行 qPCR 反

应，引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。20 µL qPCR 反应体系：cDNA 模板 2 µL、2×

SYBR Green Master Mix 10 µL、10 µmol/L正反向引

物各 0.8 µL、ddH2O 6.4 µL。采用两步法程序进行

qPCR 反应，扩增程序：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性

5 s，60 ℃退火和延伸 30 s，共 40个循环。最后添加

熔解程序：快速升温至95 ℃变性15 s，降温至60 ℃

退火15 s，将反应体系缓慢升温至95 ℃保持15 s。2个

技术重复。采用2-△Ct方法计算基因表达量（Schmitt-

gen & Livak，2008）。

1.2.3 dsRNA合成及注射

根据烟粉虱 TRAF4 的编码序列，在 Primer Pre-

mier 5.0 软 件 上 设 计 dsTRAF4 引 物 dsTRAF4-F/

dsTRAF4-R（表 1），并在 5'端添加 T7 启动子和保护

碱基。以GFP基因作为对照。参考 1.2.2方法获得

烟粉虱 cDNA，以 cDNA为模板扩增TRAF4序列，以

GFP 质粒为模版扩增 GFP 序列。20 µL PCR 反应

体系：cDNA/GFP质粒2 µL、2×Taq Master Mix 10 µL、

10 µmol/L正反向引物各0.8 µL、ddH2O 6.4 µL。扩增

程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，65 ℃退火

30s，72 ℃延伸30s，共进行35个循环；最后，72 ℃延

伸 10 min。按照 Omega E.Z.N.A.® Extraction Kit 说

明书纯化 PCR 产物。按照 T7 RiboMAXTM Ex-

press RNAi System Kit 说明书合成 dsTRAF4 和 ds-
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GFP。将 dsRNA 溶解于注射缓冲液（5 mmol/L

KCl，0.1 mmol/L NaH2PO4）中，采用核酸测定仪检

测 dsRNA 浓度，1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 dsRNA

条带大小，检验合格后于-80 ℃下保存。使用显微

注射仪分别向 500 头羽化 1 d 烟粉虱雌成虫体内

注射浓度为 1.5 μg/μL dsTRAF4 和 dsGFP，每头烟

粉虱注射 10 nL。将注射后的烟粉虱放入直径为

3.5 cm的培养皿中，培养皿底部放一层琼脂培养基，

将棉花叶片平铺在培养基上供烟粉虱取食，培养

皿用封口膜封口，放入温度为（26±2）℃、光周期为

14 L∶10 D、相对湿度为 60%~80%的光照培养箱中

培养，用于后续试验。

表1 本研究所用引物序列

Table 1 Sequences of primers used in this study

引物 Primer

qTRAF4-F
qTRAF4-R

RPL7-F

RPL7-R

RPL13-F

RPL13-R

dsTRAF4-F

dsTRAF4-R

dsGFP-F

dsGFP-R

β-actin-F

β-actin-R

Port73/Port266-F

Port73/Port266-R

H-16S-F

H-16S-R

actin-F

actin-R

序列（5'-3'）Sequence（5'-3'）

AAGCCGGCTGCAGATTTAAG
GGACACAACTGTGCACATCA

TTTGCAGACGTCAGTTCTCC

TTACTGCCTTCTTCGGCTTT

GTTCCCTGTGCTATGAGGGT

TCCAACCAACATCAGAGGAA

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCTACG-

AAGACTGAAGGGACAC

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGACCA-

GATGTTGTTGACTGC

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCACAA-

GTTCAGCGTGTCCG

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGTTCA-

CCTTGATGCCGTTC

TGGAGATGGTGTTTCCCACAC

CCAGCCAAGTCCAAACGAAG

GTGGGGAATAACGTACGG

CTCAGTCCCAGTGTGGCTG

GCATCGAGTGAGCACAGTTT

TATCCTCTCAGACCCGCTAGA

TCTTCCAGCCATCCTTCTTG

CGGTGATTTCCTTCTGCATT

用途 Purpose

基因表达及沉默效率检测
Gene expression and silencing efficiency detection

基因表达检测的内参基因
Reference genes for gene expression detection

dsRNA合成
dsRNA synthesis

沉默效率检测的内参基因
Reference gene of silencing efficiency detection

Portiera滴度检测
Portiera titer detection

Hamiltonella滴度检测
Hamiltonella titer detection

共生菌滴度检测的内参基因

Reference gene for symbiont titer detection

下划线部分表示T7启动子。The T7 prompter sequence is underlined.

1.2.4 注射dsRNA后TRAF4基因沉默效率检测

每个培养皿中分别放入 20头注射 dsTRAF4和

dsGFP后的烟粉虱，在光照培养箱中培养 3 d和 6 d

后，收集烟粉虱用于检测沉默效率。处理和对照各

5个生物学重复，每个生物学重复收集 9头烟粉虱，

参照 1.2.2方法提取烟粉虱RNA并反转录获得 cD-

NA。选取 β-actin为内参基因，引物如表 1所示，通

过 qPCR 方法检测注射 dsRNA 后 TRAF4 基因的表

达水平，采用 2-△Ct方法计算沉默效率（Schmittgen &

Livak，2008）。qPCR方法同1.2.2。

1.2.5 沉默TRAF4对烟粉虱共生菌滴度和产卵量的影响

每个培养皿中各放入20头注射dsTRAF4和ds-

GFP的烟粉虱雌成虫，在温度为（26±2）℃、光周期

为 14 L∶10 D、相对湿度为 60%~80%的光照培养箱

中培养6 d后，参考Wang et al.（2020）方法提取烟粉

虱的DNA，于-20 ℃下保存，用于检测共生菌滴度。

通过检测Portiera和Hamiltonella的 16S rDNA基因

表达量来反映共生菌滴度，引物分别为 Port73/

Port266和H-16S（表1）。处理和对照各20个生物学

重复。选取 actin作为内参基因，以烟粉虱DNA为

模板进行 qPCR反应，反应体系及程序同 1.2.2。同

时，在每个培养皿中放入 1 头注射 dsRNA 的烟粉

虱，在温度为（26±2）℃、光周期为 14 L∶10 D、相对

湿度为 60%~80%的光照培养箱中培养 6 d后，吸走

烟粉虱成虫，在体式显微镜下记录并统计产卵量。

处理和对照各23个生物学重复。
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1.2.6 沉默TRAF4对含菌细胞自噬的影响

通过免疫荧光标记的方法检测沉默 TRAF4 对

烟粉虱含菌细胞自噬的影响。收集注射 dsTRAF4

和 dsGFP 6 d后的烟粉虱雌成虫，各解剖获得 50个

含菌细胞，将含菌细胞转移到 100 μL的 4%多聚甲

醛溶液中，室温固定 4 h；加入 0.2% TritonX-100

100 μL，4 ℃过夜渗透；加入用 3% BSA稀释 200倍

的 Rabbit-anti-Atg8 抗体 100 μL，4 ℃过夜；加入 3%

BSA 稀 释 200 倍 的 Goat anti-Rabbit IgG（H+L）

Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody，Alexa

Fluor Plus 488 100 μL，避光37 ℃孵育2 h；加入0.1%

的 DAPI 溶液 100 μL，避光 37 ℃孵育 15 min，每步

处理之后均用 100 μL 1×PBS 溶液清洗 3 次，每次

间隔 5 min。在 FV3000 共聚焦显微镜下观察含菌

细胞中 Atg8 蛋白的荧光信号并拍照。以加入 3%

BSA 100 μL 作阴性对照。利用 Image J 1.8.0 软件

分析荧光信号强度，荧光信号强度与含菌细胞内

的自噬水平正相关。处理和对照各 3 个生物学重

复，每个生物学重复分析 4 个含菌细胞内的荧光

信号强度。

1.3 数据分析

试验数据采用Statistica 12软件进行单因素方差

分析，应用Student’s t检验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 TRAF4蛋白的保守结构域及系统发育分析

分析果蝇、埃及伊蚊及粉虱的TRAF4蛋白的保

守结构域，结果表明黑腹果蝇、埃及伊蚊、烟粉虱隐

种 MEAM1、MED、SSA-ECA 及 温 室 白 粉 虱 的

TRAF4 蛋白均含有 Zinc finger 和 TRAF 结构域，对

TRAF结构域的氨基酸序列进行多序列比对，结果

表明该结构域的序列相似度在90%以上（图1）。构

建果蝇、埃及伊蚊、粉虱及智人的TRAF氨基酸序列

的系统发育树，结果显示，3种烟粉虱隐种和温室白

粉虱的TRAF4单独聚为一支，粉虱、黑腹果蝇及埃

及伊蚊的 TRAF4 聚集在同一进化支内，昆虫的

TRAF4与智人的TRAF4也聚集在同一进化支内，但

与智人的其他TRAF蛋白的亲缘关系较远（图2）。

黑色阴影：氨基酸序列一致；灰色阴影：氨基酸序列一致性在60%以上。D.m：黑腹果蝇；A.a：埃及伊蚊；B.t MEAM1：

烟粉虱隐种MEAM1；B.t MED：烟粉虱隐种MED；B.t SSA-ECA：烟粉虱隐种SSA-ECA；T.v：温室白粉虱。The black

shading indicates consistent amino acid sequences; the gray shading indicates amino acid sequence identity over 60%. D.m:

Drosophila melanogaster；A.a: Aedes aegypti；B.t MEAM1: Bemisia tabaci MEAM1；B.t MED: Bemisia tabaci MED；B.t SSA-

ECA: Bemisia tabaci SSA-ECA；T.v: Trialeurodes vaporariorum.

图1 TRAF4蛋白保守结构域分析及多序列比对

Fig. 1 Conserved domain analysis and multiple sequence alignment of TRAF4 proteins

2.2 TRAF4在烟粉虱含菌细胞和整虫中的表达量分析

利用 qPCR 技术对烟粉虱含菌细胞和整虫中

TRAF4 基因表达量进行分析，结果显示，相比于整

虫，TRAF4 基因在含菌细胞内显著上调表达，其表

达量约为整虫表达量的17倍（图3）。

2.3 注射dsRNA后TRAF4基因沉默效率分析

利用qPCR技术对注射dsRNA后烟粉虱TRAF4

基因的沉默效率进行分析，结果显示，相比于注射

dsGFP，注射dsTRAF4 3 d和6 d后，TRAF4基因表达

量被显著抑制，3 d和 6 d 的沉默效率分别是 54.8%

和 55.7%（图 4），表明注射 dsTRAF4 后 TRAF4 基因

持续被沉默。

2.4 沉默TRAF4后烟粉虱共生菌滴度及产卵量分析

利用qPCR技术对沉默TRAF4基因后烟粉虱含



3期 李娜娜等：肿瘤坏死因子受体相关因子基因TRAF4促进烟粉虱与共生菌Portiera的共生关系 541

菌细胞共生菌滴度进行分析，结果显示，沉默

TRAF4 3 d 后，烟粉虱体内 Portiera 滴度显著降低，

而 Hamiltonella 滴度无明显变化（图 5-A）；沉默

TRAF4 6 d 后，烟粉虱体内 Portiera 滴度也显著降

低，而Hamiltonella滴度亦无明显变化（图5-B）。沉

默TRAF4 6 d后，烟粉虱产卵量显著下降（图 5-C）。

表明沉默TRAF4能抑制烟粉虱共生菌Portiera的滴

度以及其产卵量。

图2 基于TRAF4蛋白序列采用贝叶斯方法构建系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of TRAF4 protein sequences by using Bayes method

图3 TRAF4在烟粉虱含菌细胞和整虫中的相对表达量

Fig. 3 Relative expression level of TRAF4 in whitefly

bacteriocytes and the whole body

图中数据为平均数±标准误。***表示处理与对照间经

Student’s t检验法检验差异显著（P<0.001）。Data are mean±

SE. *** indicates significant difference between treatment and

CK by Student’s t test (P<0.001).

2.5 沉默TRAF4后烟粉虱含菌细胞的自噬水平

免疫荧光结果表明，相比于注射 dsGFP，注射

dsTRAF4 6 d后，含菌细胞内Atg8信号显著增强（图

6-A），阴性对照中无 Atg8 信号（图 6-B），表明 Atg8

抗体的特异性。对荧光信号统计后发现，相比于注

射dsGFP，注射dsTRAF4 6 d后，含菌细胞Atg8信号

显著增强了46.0%（图6-C）。

图4 注射dsRNA后TRAF4基因的沉默效率

Fig. 4 Silencing efficiency of TRAF4 after injection

with dsRNAs

图中数据为平均数±标准误。**，***表示处理与对照间

经Student’s t检验法检验差异显著（P<0.01，P<0.001）。Data

are mean±SE. **, *** indicate significant difference between

treatment and CK by Student’s t test (P<0.01, P<0.001).

3 讨论

本研究发现粉虱、黑腹果蝇及埃及伊蚊的

TRAF4蛋白均含有典型的Zinc finger和TRAF结构

域，并且TRAF结构域的序列相似性在90%以上，表

明TRAF4蛋白在黑腹果蝇、埃及伊蚊及粉虱中高度



542 植 物 保 护 学 报 51卷

保守。系统发育分析结果表明，3种烟粉虱隐种和

温室白粉虱单独聚为一支，表明粉虱的TRAF4基因

可能具有共同的进化起源。粉虱、果蝇和埃及伊蚊

的TRAF4聚集在同一进化支内，表明其可能具有相

似的功能。果蝇及埃及伊蚊的TRAF4参与了对病

原菌的免疫调控（Medzhitov & Janeway，2000；Zapa-

ta et al.，2000；Wang et al.，2023）。本研究发现烟粉

虱TRAF4在含菌细胞中显著高表达，含菌细胞中

分布着共生菌 Portiera 和 Hamiltonella（Gottlieb et

al.，2008；Luan et al.，2016），这暗示着在含菌细胞

高表达的 TRAF4 可能参与了对含菌细胞共生菌

的免疫调控。

A~B：注射dsTRAF4 3 d和6 d后对共生菌滴度的影响；C：注射dsTRAF4 6 d后对产卵量的影响。A-B: Effects of silenc-

ing TRAF4 on symbiont titers in adult females three and six days after the injection with dsTRAF4; C: effects of silencing

TRAF4 on the fecundity in adult females six days after injection with dsTRAF4.

图5 沉默TRAF4基因对共生菌滴度及烟粉虱产卵量的影响

Fig. 5 Effects of silencing TRAF4 on symbiont titers and whitefly fecundity

图中数据为平均数±标准误。***表示处理与对照间经 Student’s t检验法检验差异显著（P<0.001）。Data are mean±SE.

*** indicates significant difference between treatment and CK by Student’s t test (P<0.001).

A：注射dsTRAF4 6 d后烟粉虱雌成虫含菌细胞的Atg8蛋白定位；B：烟粉虱含菌细胞Atg8蛋白定位的阴性对照；C：注

射dsTRAF4 6 d后烟粉虱雌虫含菌细胞Atg8蛋白荧光信号强度。A: Localization of Atg8 in bacteriocytes of adult females

six days after injection with the dsTRAF4; B: negative controls for the localization of Atg8 in whitefly bacteriocytes; C: fluo-

rescence intensity of Atg8 in bacteriocytes in adult females six days after injection with dsTRAF4.

图6 沉默TRAF4基因对含菌细胞自噬的影响

Fig. 6 Effect of silencing TRAF4 on autophagy in whitefly bacteriocytes

图中数据为平均数±标准误。*表示处理与对照间经Student’s t检验法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SE. * indi-

cates significant difference between treatment and CK by Student’s t test (P<0.05).

昆虫通过先天免疫启动 Toll 途径或者 IMD 途 径，Toll途径主要介导由革兰氏阳性菌和真菌引起
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的体液免疫，而 IMD途径介导由革兰氏阴性菌引起

的体液免疫。这2种途径通过激活下游NF-κB转录

因子并促进其转位进细胞核，进而诱导下游抗菌肽

基因的表达，从而达到清除体内病原微生物的目的

（Lemaitre & Hoffmann，2007；曾令瑜等，2019；Han-

son & Lemaitre，2020）。果蝇TRAF4可以与Toll途

径中的 Pelle 蛋白互作，协同激活 NF-κB 转录因子

（Zapata et al.，2000）。埃及伊蚊AeTRAF4促进NF-

κB转录因子Rel1转位进细胞核，激活抗菌肽基因的

表达，证实了AeTRAF4在NF-κB上游调控埃及伊蚊

的免疫应答（Wang et al.，2023）。烟粉虱Portiera和

Hamiltonella均属于革兰氏阴性菌，Portiera与烟粉

虱协同进化，基因组经高度退化后丢失了细胞壁，而

Hamiltonella 保留有细胞壁（Costa et al.，1993；Sz-

klarzewicz & Moskal，2001；Sloan & Moran，2012）。

本研究结果显示，沉默烟粉虱 TRAF4后Portiera滴

度显著下降，而Hamiltonella滴度无明显变化，表明

烟粉虱TRAF4可能不是通过调控NF-κB转录因子

激活抗菌肽基因的表达进而调控对含菌细胞共生菌

的免疫，具体原因还有待进一步探讨。

TRAF蛋白可以直接调控自噬。如TRAF1a和

TRAF1b通过调控ATG6的泛素化和稳定性影响拟

南芥自噬体的形成（Qi et al.，2017）。TRAF6通过抑

制 ULK1 的磷酸化水平进而抑制自噬的发生（Dou

et al.，2017）。烟粉虱含菌细胞内的共生菌能够通过

合成必需氨基酸和B族维生素来抑制含菌细胞内的

自噬水平，通过雷帕霉素饲喂及基因沉默诱导自噬

后可引起烟粉虱共生菌滴度显著降低（Luan et al.，

2015；Ren et al.，2020；Wang et al.，2022）。本研究结

果显示，注射dsTRAF4后Portiera滴度下调，可能由

于沉默 TRAF4 后诱导了含菌细胞内的自噬水平升

高，进而促进Portiera滴度下调。本试验还发现，沉

默TRAF4后含菌细胞内的Atg8信号显著增强，并且

Atg8蛋白主要沿含菌细胞的细胞膜分布，再次证实

沉默TRAF4后显著诱导了含菌细胞的自噬反应。

果蝇和埃及伊蚊的TRAF4蛋白可以和其他蛋

白互作共同调控对病原微生物的免疫反应（Zapata

et al.，2000；Wang et al.，2023）。在烟粉虱中，TRAF4

通过抑制含菌细胞的自噬水平维持Portiera在烟粉

虱体内的滴度，其功能的发挥是否需要其他蛋白质

的共同参与值得进一步研究。昆虫-微生物共生关

系在自然界广泛存在，许多昆虫均含有分布在含菌

细胞中的共生微生物（Vigneron et al.，2014；Matsuu-

ra et al.，2015；Simonet et al.，2018），未来可探讨是否

更多昆虫 TRAF4 基因参与了对昆虫共生菌的免疫

调控。本研究揭示了一个新的免疫基因通过调控含

菌细胞的自噬促进烟粉虱与Portiera的互作关系，

研究结果有助于加深对烟粉虱与共生菌互作机制的

认识，同时也为通过免疫调控实现对烟粉虱的绿色

防控提供新靶标。
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