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摘要：［目的］探索细菌表达ｄｓＲＮＡ介导的ＲＮＡｉ在美国白蛾中的可行性，为 ＲＮＡｉ技术在美国白蛾等林业害虫
上的应用提供依据。［方法］选择几丁质酶ＨｃＣｈｉ基因作为靶标，设计有效的干扰片段，构建到 Ｌ４４４０干扰载体
上，并转入ＨＴ１１５大肠杆菌菌株。ＩＰＴＧ诱导ＨＴ１１５表达ＨｃＣｈｉ的干扰片段，用菌液持续饲喂美国白蛾幼虫，观
察幼虫生长情况，定量ＰＣＲ检测ＨｃＣｈｉ的转录水平。［结果］构建了带有 ＨｃＣｈｉＬ４４４０表达载体的 ＨＴ１１５菌株，
经ＩＰＴＧ诱导能够合成ＨｃＣｈｉｄｓＲＮＡ，浓缩菌液持续饲喂幼虫显著抑制 ＨｃＣｈｉ的表达，相对表达量显著下降了
７６．７％ ９０．３％，幼虫生长发育迟缓，体重增长量与对照相比显著减小４０．７％。［结论］成功构建 ＨｃＣｈｉＲＮＡ
干扰载体，通过饲喂法在美国白蛾中获得 ＲＮＡｉ效应。该体系首次在美国白蛾中建立，为该物种的基因功能研
究和生物防治提供新思路。
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　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）是由双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）引发
的内源特异性基因转录后沉默机制［１］。ｄｓＲＮＡ导
入生物体内后，被细胞中称为Ｄｉｃｅｒ的ＲＮａｓｅⅢ分解
成２１ ２３ｂｐ的小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），ｓｉＲＮＡ在沉
默复合体（ＲＩＳＣ）的作用下与目标ｍＲＮＡ结合，序列
特异性地降解靶ｍＲＮＡ，阻止相应蛋白产物的合成，
造成靶标基因的功能丧失［２］。自从这种快速且直接

沉默特定基因的机制被发现以来，ＲＮＡｉ技术迅速在
非模式动物的基因功能研究领域得到广泛应用［３］。

在多种农林害虫中的成功试验［４－６］，也证实了利用

ＲＮＡｉ进行害虫防治的可能性和广泛性。
ＲＮＡｉ技术在害虫防治领域的应用需要大剂量

ｄｓＲＮＡ，目前最常用的试剂盒合成方法价格昂贵、不
能持续生产。利用转基因寄主植物表达昆虫源ｄｓＲ
ＮＡ对害虫有一定防效［４，７］，但植物转基因难度高、

研究周期长，具有很大的局限性。用细菌表达 ｄｓＲ
ＮＡ的方法，最早由 Ｔｉｍｍｏｎｓ和 Ｆｉｒｅ开创使用，他们
将带有靶基因片段的 Ｌ４４４０重组载体转入 ＢＬ２１

（ＤＥ３）菌株合成ｄｓＲＮＡ，饲喂线虫引发ＲＮＡｉ［８］。随
后他们从多个菌株中筛选出具有高 ｄｓＲＮＡ表达效
率的ＨＴ１１５菌株，并在线虫中得到应用［９］。ＲＮａｓｅＩ
ＩＩ是细菌中普遍存在的 ｄｓＲＮＡ特异性核酸内切酶，
由ｒｎｃ基因编码，ＨＴ１１５菌株为 ｒｎｃ突变不能降解自
身合成的 ｄｓＲＮＡ［１０］。ＨＴ１１５经过修饰，插入一个
λＤＥ３噬菌体衍生物，可通过ＩＰＴＧ诱导表达Ｔ７ＲＮＡ
聚合酶［１１］。ＨＴ１１５的四环素和 Ａｍｐ抗性，可在培
养过程中分别排除 ｒｎｃ＋反突变体和空载质粒。
Ｌ４４４０载体序列的多克隆位点两侧各有一个相反方
向的 Ｔ７聚合酶启动子，转入 ＨＴ１１５菌株后，可经
ＩＰＴＧ诱导表达 ｄｓＲＮＡ［８］。在玉米上喷施表达菌液
可抑制花叶病毒的感染［１２］，饲喂或注射细菌表达的

ｄｓＲＮＡ也能显著干扰甜菜夜蛾［１３］、非洲甘薯象鼻

虫［１４］等害虫的生长，证明该技术在植物保护方面的

应用潜力。

美国白蛾（Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａｃｕｎｅａ（Ｄｒｕｒｙ））是我国重
要检疫性害虫，其幼虫取食范围超过１７５种植物，包



林　业　科　学　研　究 第３２卷

括几乎所有的园林树木、花卉及农作物［１５］。美国白

蛾繁殖力和传播能力强［１６］，适生范围广，严重威胁

我国生态安全。目前对该害虫的防治手段主要有人

工防治、化学防治和利用寄生天敌及性诱剂的生物

防治等，这些手段具有一定的防治效果，但总体存在

效率低、成本高、对生态环境不友好的问题［１７］，因此

ＲＮＡ干扰这种靶标性强、环境友好型的技术在害虫
防控领域展现较大的应用潜力。几丁质主要存在于

昆虫的表皮、中肠围食膜（占４％ ２０％）中，形成昆
虫的外骨骼，起支撑和保护作用［１８］。几丁质酶是几

丁质水解的关键酶，在昆虫的变态发育中参与新旧

表皮的更替和围食膜的降解，选择几丁质酶基因作

为ＲＮＡ干扰靶标，破坏昆虫几丁质表达通路，阻止
昆虫的蜕皮、围食膜再生等生理过程，可达到害虫防

治的目的［１９］。本文以Ｌ４４４０质粒为载体，构建了利
用大肠杆菌 ＨＴ１１５表达美国白蛾几丁质酶 ｄｓＲＮＡ
的体系，通过对美国白蛾幼虫饲喂细菌表达的 ｄｓＲ
ＮＡ，检测该方法介导的 ＲＮＡｉ在美国白蛾中的可
行性。

１　材料与方法
１．１　实验材料

菌株与载体：大肠杆菌 ＨＴ１１５（ＤＥ３）由中国林
科院资源昆虫研究所杨璞副研究员提供；Ｌ４４４０质
粒购自美国Ａｄｄｇｅｎｅ机构。ＤＨ５α感受态细胞和Ｔ４
ＤＮＡ连接酶购自北京天根生化科技公司，ｐＭＤ１９Ｔ
质粒购自宝生物（大连）公司。

试虫：供试美国白蛾幼虫由中国林科院昆虫病

毒研究中心提供，饲喂人工饲料，全气候温室培养：

温度 ２５±１℃，光周期 １４Ｌ：１０Ｄ，相对湿度６０％
８０％。
１．２　ＲＮＡ提取及引物设计

美国白蛾四龄幼虫个体总 ＲＮＡ提取参照
ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）说明书进行，ＧｏＳｃｒｉｐｔＲｅ
ｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）试剂盒反转录得
到ｃＤＮＡ第一条链，该产物可作为 ＨｃＣｈｉ基因扩增
的模板用于后续实验。根据 ＮＣＢＩ公布的美国白蛾
ＨｃＣｈｉ基因序列全长（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｕ８６８７７．１）［２０］，用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计扩增 ＲＮＡ干扰片段的
引物序列，并在正反引物两端各加入一种酶切位点

用于后续双酶切步骤。ｄｓＲＮＡ目的片段大小为３８８
ｂｐ，位于几丁质酶基因编码区的前部，干扰该片段的
转录可影响 ＨｃＣｈｉ的转录及表达，在本实验室的前

期试验中，已证明该 ｄｓＲＮＡ片段能显著抑制 ＨｃＣｈｉ
的表达。图１展示了ｄｓＲＮＡ及ｑＰＣＲ试验基因片段
在几丁质酶基因中的位置示意。

Ｆ１： ５’ＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＣＧＣＡＴＣＴＣＡＴＣ
ＴＡＣＴＣＡ３’（下划线为ＮｏｔⅠ 酶切位点）

Ｒ１：５’ＣＧＧＣＴＡＧＣＣＧＡＡＣＣＴＴＴＡＣＣＧＡＣＣＣＴ
３’（下划线为ＮｈｅⅠ 酶切位点）

图１　ｄｓＲＮＡ及ｑＰＣＲ片段在美国白蛾几丁质酶
基因中的示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｓＲＮＡａｎｄｑＰＣＲ
ｓｉｔｅｉｎＨｃＣｈｉｇｅｎｅ

１．３　美国白蛾 ＨｃＣｈｉ基因片段克隆及干扰载体
构建

　　以上述 ｃＤＮＡ为模板，Ｆ１／Ｒ１引物进行 ＰＣＲ扩
增，反应条件：９５℃ ３ｍｉｎ预变性，９５℃３０ｓ，５８℃３０
ｓ，７２℃ ６０ｓ，４０个循环，７２℃ ５ｍｉｎ终延伸。ＰＣＲ产
物按Ｏｍｅｇａ公司试剂盒说明切胶回收，回收片段与
ｐＭＤ１９Ｔ载体（ＴａＫａＲａ）连接，连接产物转化至
ＤＨ５α感受态细胞后，涂布于加有 Ａｍｐ、ＩＰＴＧ、Ｘｇａｌ
（均购自天根公司）的固体 ＬＢ培养基平板上，３７℃
过夜培养，挑取白色单菌落于含 Ａｍｐ的 ＬＢ液体培
养基中培养，菌液 ＰＣＲ筛选阳性克隆，确认阳性克
隆取菌液交由上海生工公司测序。

构建好的重组质粒ＨｃＣｈｉｐＭＤ１９Ｔ与Ｌ４４４０载
体分别同时用 ＮｈｅⅠ和 ＮｏｔⅠ（购自 ＮＥＢ）进行双
酶切，分别回收酶切产物。用 Ｔ４连接酶将回收的
ＨｃＣｈｉ基因片段和 Ｌ４４４０质粒１６℃过夜连接（反应
体系：ＨｃＣｈＬ片段１μＬ、Ｌ４４４０质粒７μＬ、１０×Ｂｕｆｆ
ｅｒ１μＬ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ），连接产物命名为Ｈｃ
ＣｈｉＬ４４４０。将该重组干扰载体转入 ＤＨ５α感受态
细胞，涂布于含Ａｍｐ的固体ＬＢ培养基平板上，３７℃
过夜培养，挑取白色单菌落于 ＬＢ液体培养基中培
养，菌液ＰＣＲ及测序筛选阳性克隆。干扰表达载体
构建过程如图２所示。
１．４　ＨＴ１１５感受态细胞制备与转化

将－８０℃保存的ＨＴ１１５菌液在 ＬＢ固体培养基
中进行划线过夜培养，挑取单菌落转入ＬＢ液体培养
基，３７℃振荡培养过夜。以１：１０比例将菌液转入
新的 ＬＢ培养基中，继续培养至菌液 ＯＤ６００＝０．３
０．５后置于冰上１０ｍｉｎ，待菌液冷却后 ４℃ ５０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心收集细胞沉淀。加入预冷的０．１ｍｏｌ·

２
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图２　ＨｃＣｈｉ基因干扰表达载体的构建
Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｖｅｃｔｏｒｏｆＨｃＣｈｉｇｅｎｅ

Ｌ－１ＣａＣｌ２－ＭｇＣｌ２溶液重悬，冰浴３０ｍｉｎ，４℃ ５０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心收集细胞沉淀，加入预冷的０．１ｍｏｌ·
Ｌ－１ＣａＣｌ２溶液重悬，得到 ＨＴ１１５感受态细胞，用于
后续转化。

用热激法将ＨｃＣｈｉＬ４４４０表达载体转入制备好
的ＨＴ１１５感受态细胞中，涂布于ＬＢ固体培养基上，
过夜培养后挑取单菌落接种到含５０ｍｇ·ｍＬ－１Ａｍｐ
和１２．５ｍｇ·ｍＬ－１四环素的ＬＢ液体培养基中，菌液
ＰＣＲ筛选含有重组质粒的表达。
１．５　ｄｓＲＮＡ在大肠杆菌中的表达

将带有ＨｃＣｈｉＬ４４４０的ＨＴ１１５菌液接种于Ａｍｐ
和四环素抗性的ＬＢ液体培养基中，３７℃过夜振荡培
养，１∶１００比例将菌液转入新的 ＬＢ培养基中，３７℃，
２００ｒ·ｍｉｎ－１培养至菌液 ＯＤ６００＝０．６左右，加入
ＩＰＴＧ终浓度至１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１进行诱导表达，相同
条件继续培养４ｈ后收集菌液。参照细菌总 ＲＮＡ
提取试剂盒（天根）说明书提取细菌总 ＲＮＡ，１％琼
脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完整性。ＲＮａｓｅＡ（天根）消
化总ＲＮＡ，去除单链ＲＮＡ，获得ＨｃＣｈｉｄｓＲＮＡ。
１．６　细菌表达ＨｃＣｈｉ基因ｄｓＲＮＡ的饲喂试验

取１８０头正常饲养至２龄的美国白蛾幼虫，均
分为两组。处理组饲喂含有经 ＩＰＴＧ诱导后的
ＨＴ１１５菌液浓缩液的人工饲料，对照组的人工饲料
中添加未经过ＩＰＴＧ诱导的菌液，每天更换新鲜饲料

和菌液，连续饲喂直到化蛹。饲喂后第５天和第１０
天，每组随机取４头幼虫分别提取总 ＲＮＡ，ｑＰＣＲ检
测ＨｃＣｈｉ基因的表达变化，并持续监测幼虫的生长状
态。ＨｃＣｈｉ基因和内参基因Ａｃｔｉｎ的ｑＰＣＲ引物如下：

Ｆ２：５’ＴＣＧＧＴＣＧＴＴＣＡＣＴＴＴＡＧＣＡＧ３’
Ｒ２：５’ＴＴＴＧＴＡＡＧＣＧＴＡＧＧＧＧＣＡＴ３’
ＡｃｔｉｎＦ：５’ＧＧＴＴＡＣＴＣＴＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧ３’
ＡｃｔｉｎＲ：５’ＧＧＡＣＴＴＣＴＣＡＡＧＧＧＡＡＣＴＧＣ３’
ｑＰＣＲ试验在定量ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ）上进行，采用

２－ΔΔＣｔ方法分析结果。
１．７　数据统计与分析

运用 ＳＰＳＳ统计分析软件进行数据处理。统计
美国白蛾取食细菌表达的ｄｓＲＮＡ后不同时间 ＨｃＣｈｉ
基因表达水平的差异性（平均值 ＋标准误），并进行
单因素方差分析（ｎ＝５），显著性检验水平Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析
２．１　目的条带的ＰＣＲ扩增、重组与克隆

提取４龄美国白蛾幼虫总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤ
ＮＡ，以Ｆ１／Ｒ１引物进行ＰＣＲ扩增，扩增片段电泳结
果显示介于２５０ ５００ｂｐ之间（图３Ａ），与预期大
小３８８ｂｐ相符。回收目的条带与ｐＭＤ１９Ｔ载体连
接，命名为 ＨｃＣｈｉｐＭＤ１９Ｔ重组质粒，转入 ＤＨ５α
菌株并测序验证。

３
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图３　ＨｃＣｈｉ基因干扰片段的克隆及干扰载体的构建
Ｆｉｇ．３　ＣｌｏｎｇｉｎｇｏｆＲＮＡｉｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＲＮＡｉｖｅｃｔｏｒｏｆＨｃＣｈｉ

２．２　ｄｓＲＮＡ表达载体的构建和诱导表达
用ＮｈｅⅠ和ＮｏｔⅠ分别双酶切ＨｃＣｈｉｐＭＤ１９Ｔ

和Ｌ４４４０质粒，凝胶电泳回收目的ＤＮＡ片段和目标
载体片段（图３Ｂ）。Ｔ４ＤＮＡ连接酶将 ＨｃＣｈｉ基因
片段与Ｌ４４４０连接，并转入ＤＨ５α感受态细胞，筛选
阳性克隆，进行ＰＣＲ和测序验证（图３Ｃ）。测序正
确的菌株提取质粒 ＨｃＣｈｉＬ４４４０，转入大肠杆菌
ＨＴ１１５感受态细胞中，平板筛选，菌液 ＰＣＲ（图４）和
测序双重验证获得表达菌株。

图４　ＨＴ１１５表达菌株的ＰＣＲ验证
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨＴ１１５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｒａｉｎ

ＨＴ１１５菌株中提取的重组质粒 ＨｃＣｈｉＬ４４４０测
序结果与原始序列用ＭＥＧＡ７．０软件进行比对，相似
度９９．２３％（图５），表明美国白蛾几丁质酶基因ｄｓＲ
ＮＡ片段成功转入Ｌ４４４０质粒中，与预期设计一致。

图５　ＨｃＣｈｉＬ４４４０重组载体测序结果比对图
Ｆｉｇ．５　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｃｏｍｐａｒａｔｉｏｎｏｆＨｃＣｈｉＬ４４４０

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ

２．３　饲喂试验后美国白蛾幼虫 ＨｃＣｈｉ基因的表达
变化及其生长状态

　　为检测持续饲喂细菌表达的 ｄｓＲＮＡ后是否会

４
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引发美国白蛾幼虫 ＨｃＣｈｉ基因的沉默，我们分别在
饲喂第５天和第１０天取样进行荧光定量ＰＣＲ检测。
结果显示（图 ６），饲喂 ５天和 １０天后 ＨｃＣｈｉ基因
ｍＲＮＡ水平相对表达量分别下降了９０．３％和７６．７
％，表明饲喂表达ｄｓＲＮＡ的细菌可显著抑制美国白
蛾幼虫ＨｃＣｈｉ基因的表达。

注：图中不同字母表示差异性显著（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｐｉｃｔｕｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

图６　饲喂细菌表达的ｄｓＲＮＡ后美国白蛾幼虫
ＨｃＣｈｉ基因的表达水平

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨｃＣｈｉａｆｔｅｒｆｅｅｄｉｎｇ
ｄｓＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙＨＴ１１５

美国白蛾幼虫取食表达 ｄｓＲＮＡ的细菌后，生长
发育显著滞后于对照。饲喂１０天、１５天、２０天后，
幼虫平均体重分别为６３．５±５．３０ｍｇ、７６．２±１２．９２
ｍｇ和 ４５．９±７．６９ｍｇ，与对照相比分别减小了
１９０％、３６．２％和 ４０．７％，且均有显著差异（Ｐ＜
００５）（图７）。图７显示，饲喂试验２０天后，对照组
和处理组美国白蛾幼虫体重均显著下降，这可能由

于试验用美国白蛾种群长期在室内无菌环境下人工

饲养，对添加进人工饲料的 ＨＴ１１５大肠杆菌敏感性
较高，加之连续高浓度的菌液饲喂，影响了幼虫的取

食消化，造成试验后期体重显著下降的现象。但与

对照相比，取食经ＩＰＴＧ诱导生产ＨｃＣｈｉｄｓＲＮＡ的幼
虫，在整个饲喂试验中都表现出较差的生长状态，该

结果表明，随着饲喂天数的增加，美国白蛾幼虫受细

菌表达的 ｄｓＲＮＡ干扰效应累加，导致取食困难、生
长减缓、体重下降。

３　讨论
鳞翅目是昆虫纲中的第三大目，多数种类的幼

虫为害农林植物。鳞翅目昆虫属全变态型，体内几

丁质的正常合成和降解是昆虫生长发育的关键，因

图７　饲喂细菌表达的ｄｓＲＮＡ后对美国
白蛾幼虫生长的影响

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｅｄｉｎｇｄｓＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙ
ＨＴ１１５ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＨ．ｃｕｎｅａｌａｒｖａｅ

此与之相关的酶类成为利用生物技术防治害虫的重

要研究方向［２１］。ＲＮＡｉ技术的快速发展，使研究者
更多地利用该方法研究昆虫几丁质酶系的功能，并

试图得到新的害虫防治策略。通过 ＲＮＡｉ对赤拟谷
盗１０个几丁质酶基因功能进行分析，发现 ＴｃＣｈｔ５、
ＴｃＣｈｔ１０和ＴｃＣｈｔ７分别在虫态转化和翅原基的发育
过程中起到关键作用，说明不同几丁质酶基因具有

不同的生物学功能［２２］。云杉卷叶蛾中有两种几丁

质脱乙酰基酶ＣｆＣＤＡ２的剪切体，幼虫期及预蛹期分
别注射相应ｄｓＲＮＡ均使其丧失蜕皮功能，导致畸形
和高死亡率［２３］。分别用注射和细菌表达几丁质合

成酶 ＡｄｓＲＮＡ处理甜菜夜蛾，可干扰幼虫蜕皮、破
坏气管及中肠结构，导致其生长异常、死亡率显著提

高［２４－２５］。上述研究表明与几丁质代谢相关的酶类

为害虫防治研究提供了合适的靶标基因，具有很大

的研究潜力。

ｄｓＲＮＡ导入昆虫体内的主要方式包括注射
法［２６］和饲喂法［２７］等。微注射法可将精确定量的

ｄｓＲＮＡ注入昆虫血腔中，但会对昆虫造成不可逆的
损伤，多用于实验室内的基因功能分析。饲喂法操

作简单、对昆虫无机械损伤，昆虫可直接取食ｄｓＲＮＡ
溶液［２７］、转基因植物［４］、纳米材料结合的 ｄｓＲＮＡ［６］

和可表达ｄｓＲＮＡ的细菌［１４］等。其中，利用大肠杆菌

表达 ｄｓＲＮＡ成本低廉、操作相对简便，可用于大规
模的靶标基因筛选和干扰试验［２８］。该方法中的表

达载体一旦构建成功，可长期保存或利用注射和饲

喂法研究昆虫的基因功能。王根洪等对家蚕注射细

菌表达的ＦＴＺＦ１基因 ｄｓＲＮＡ，获得预期干扰表型，
成功干扰了靶基因的表达［２９］。石萌等构建了表达

黄粉虫抗冻蛋白基因 ｄｓＲＮＡ的大肠杆菌 ＨＴ１１５菌

５
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株，提纯后注射黄粉虫，对其抗冻蛋白基因的表达具

有明显的抑制作用［３０］。饲喂细菌表达的 ｄｓＲＮＡ对
甘薯象鼻虫的毒性略低于注射，可能是由于 ｄｓＲＮＡ
在其消化系统中被部分降解［１４］。在小菜蛾、棉铃

虫、大草蛉等鳞翅目害虫中，该方法也用于基因功能

的研究［３１－３３］。

本研究利用大肠杆菌表达的几丁质酶 ｄｓＲＮＡ
持续饲喂美国白蛾幼虫，没有造成幼虫蜕皮过程中

的畸形表型，以及发育后期化蛹率和死亡率的显著

降低，但与对照相比，幼虫的取食量显著减小，影响

了幼虫的正常发育。这可能由于幼虫摄取混有ｄｓＲ
ＮＡ的人工饲料后，经消化系统转运到中肠，由于昆
虫围食膜具有选择透过性，允许酶和小分子的通

过［３４］，因此 ｄｓＲＮＡ可通过围食膜进入中肠细胞，导
致中肠细胞中几丁质合成通路紊乱，影响围食膜的

再生，从而降低围食膜的保护和吸收功能，使幼虫不

能正常消化食物或更容易被食物中的病毒感染，最

终导致幼虫的生长减缓。而在多种鳞翅目昆虫肠道

中都发现一种专性降解 ｄｓＲＮＡ的核酸酶 ｄｓＲ
Ｎａｓｅ［３５－３７］，这种酶的存在能快速降解进入肠道的大
部分ｄｓＲＮＡ，因此除了作用在中肠及围食膜细胞上，
可能仅有极少量的ＨｃＣｈｉｄｓＲＮＡ能经过组织间的转
运作用于幼虫表皮，不能反应在个体水平的蜕皮过

程中，这或可解释没有造成幼虫蜕皮过程中的畸形

表型。干扰褐飞虱几丁质酶家族中１０个基因的表
达，其中有５个基因未出现明显的形态、存活率异
常，可能由于这几个基因的功能与其它几丁质酶相

比起辅助作用，当表达受到抑制时，其功能可被其它

家族基因替代或弥补［３８］。本研究中干扰 ＨｃＣｈｉ基
因表达后，可能刺激了其他相关基因的表达，弥补了

该基因沉默对美国白蛾幼虫形态发育、存活能力的

影响，因此未造成化蛹率和死亡率的显著降低。欧

洲玉米螟中发现一种肠道特异性几丁质酶，饲喂幼

虫ｄｓＲＮＡ后，与对照相比幼虫围食膜上的几丁质含
量增加２６％，体重减少５４％，说明几丁质含量的变
化可能改变了围食膜的通透性，影响消化酶的转运

和营养吸收［３９］。用大肠杆菌表达的两种几丁质酶

剪切体 ｄｓＲＮＡ饲喂粘虫（Ｍｙｔｈｉｍｎａｓｅｐａｒａｔｅ（Ｗａｌｋ
ｅｒ））四龄幼虫，可导致其生长减缓、死亡率上升，但
同样没有得到畸形表型［４０］。

４　结论
本研究构建了美国白蛾几丁质酶基因 ｄｓＲＮＡ

的表达载体，在大肠杆菌 ＨＴ１１５菌株中通过 ＩＰＴＧ
诱导表达ｄｓＲＮＡ。对美国白蛾幼虫饲喂浓缩菌液，
成功抑制几丁质酶基因在白蛾幼虫体内的表达，并

导致幼虫生长发育迟缓。该体系在美国白蛾中首次

建立，证实基于细菌表达 ｄｓＲＮＡ的策略能在美国白
蛾中得到应用，也为美国白蛾的功能基因研究和生

物防治提供了新的思路。同时，美国白蛾及其他昆

虫几丁质酶基因的 ＲＮＡｉ干扰机制尚不明确，具体
机理还有待深入研究。
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