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摘　 要　 ＲＮＡｉ 技术已在昆虫基因功能研究中取得了广泛的应用ꎮ 本文主要从 ｄｓＲＮＡ 的设计、导入方法及 ＲＮＡｉ
结果分析方面作了概述ꎬ并对实验过程中存在的一些关键问题如 ＲＮＡｉ 特异性沉默ꎬｄｓＲＮＡ 导入方法的选择及不

同昆虫 ＲＮＡｉ 多样性方面进行了讨论ꎮ
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　 　 ＲＮＡｉ ( ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ) 主 要 指 的 是 由

ｄｓＲＮＡ(或 ｓｉＲＮＡ)诱导的对靶标基因 ｍＲＮＡ 进行

沉默的技术ꎬ由于其作用方式的相对特异性以及

操作简便、实验成本相对较低的特点ꎬ在昆虫特别

是遗传操作比较难的非模式昆虫中已经取得了广

泛的应用(Ｂｅｌｌéｓꎬ２０１０)ꎮ 在昆虫之中利用 ＲＮＡｉ
技术进行的研究主要集中在基因功能、ＲＮＡｉ 介导

的转基因抗虫植物以及益虫疾病控制等方面

(Ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００７ꎻＴｉａｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９ꎻＨｕｎｔｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２０１０ꎻＹａｏ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎮ

目前在一般昆虫学 ＲＮＡｉ 研究中主要是由

ｄｓＲＮＡ 诱导靶标基因的沉默ꎬ利用 ｓｉＲＮＡ 进行的

研究只占极少 数ꎬ 而 且 在 赤 拟 谷 盗 Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ

ｃａｓｔａｎｅｕｍ 之中的研究发现小于 ３１ ｂｐ 的小分子

ＲＮＡ 并不能诱导 ＲＮＡｉ 产生(Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１２)ꎬ
因此本文所述的 ＲＮＡｉ 技术主要指的是由 ｄｓＲＮＡ
介导ꎮ 根据研究目的及昆虫种类的不同ꎬｄｓＲＮＡ
的导入方式主要包括注射法和饲喂法ꎮ 在果蝇

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 中ꎬ由于注射或饲喂 ｄｓＲＮＡ
均不能诱导 ＲＮＡｉ 产生ꎬ目前采用的是 ＧＡＬ４ / ＧＵＳ
系统在其体内稳定表达 ｄｓＲＮＡ 来抑制靶标基因的

表达(Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎮ 由于 ＧＡＬ４ / ＧＵＳ 系统

在普通昆虫 ＲＮＡｉ 研究中的应用还存在一定的困

难ꎬ因此本文主要讲述注射法和饲喂法在昆虫

ＲＮＡｉ 技术中的应用ꎮ 本文结合作者实验室应用

ＲＮＡｉ 技术在昆虫学研究中的方法和经验ꎬ主要从
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ｄｓＲＮＡ 的设计与合成、导入方法及 ＲＮＡｉ 实验结果

的分析方面做一概述ꎬ同时对昆虫 ＲＮＡｉ 方法和技

术应用中的关键问题进行了讨论ꎮ

１　 ｄｓＲＮＡ 的设计与合成

１. １　 ｄｓＲＮＡ 的设计

在 ＲＮＡｉ 研究中 ｄｓＲＮＡ 指的是相对于小片段

ｓｉＲＮＡ 的长的双链 ＲＮＡꎬ 它是诱导靶标基因

ｍＲＮＡ 沉默的关键分子ꎮ 因为 ｄｓＲＮＡ 进入昆虫细

胞内被 Ｄｉｃｅｒ 酶切割成 ｓｉＲＮＡ 后其作用靶标分子

为 ｍＲＮＡꎬ所以要对特定基因进行功能研究ꎬ必须

首先获得其 ｍＲＮＡ 序列ꎮ 在获得感兴趣基因

ｍＲＮＡ 序列的基础上ꎬ我们就可以开始针对性的

设计 ｄｓＲＮＡꎮ ＲＮＡｉ 的特点之一就是可以特异抑

制靶标 ｍＲＮＡ 表达ꎬ导致靶标基因沉默的关键分

子 ｓｉＲＮＡ 一般长度为 １９ ~ ２５ ｂｐꎬ研究发现如果设

计的 ｄｓＲＮＡ 覆盖的 ｍＲＮＡ 序列中与其它基因比

对分析没有发现连续 １９ ｂｐ 的碱基完全相同ꎬ则基

本就可以保证特异的对靶标基因进行沉默(Ｓｉｅｒａｎｔ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎮ

研究发现虽然比较短的 ｄｓＲＮＡ 也可以诱导靶

标基因的沉默ꎬ但是长链的 ｄｓＲＮＡ 往往会更有效ꎬ
在赤拟谷盗中的研究发现相同浓度的长链 ｄｓＲＮＡ
(５２０ ｂｐ)比短链 ｄｓＲＮＡ(６９ ｂｐ)抑制靶标基因表

达的持续时间要长 ６３ ｄ(Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１２)ꎮ 在

昆虫 ＲＮＡｉ 大多数研究中设计 ｄｓＲＮＡ 的长度基本

在 ４００ ~ ６００ ｂｐ 左右即可有效诱导靶标基因的沉

默ꎮ 虽然按照这个原则设计的 ｄｓＲＮＡ 可以保障大

多数基因被特异性沉默ꎬ但是由于在非模式昆虫

中许多基因的信息还是未知ꎬ因此也有可能导致

非靶 标 基 因 沉 默 而 产 生 脱 靶 效 应 ( ｏｆｆ ｔａｒｇｅｔ
ｅｆｆｅｃｔｓꎬＯＴＥｓ)ꎮ 现在研究表明如果针对同一基因

的不同区域设计不同的 ｄｓＲＮＡꎬ则可以有效避免

ＯＴＥｓ(Ｓｅｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０ꎻＢｏｏｋｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎬ因
此对于基因信息不是很完整的昆虫而言针对基因

的多个区域设计 ｄｓＲＮＡ 是研究具体基因功能及避

免假阳性结果干扰的有效方法ꎮ 一般设计的

ｄｓＲＮＡ 基本覆盖在 ｍＲＮＡ 的 ＯＲＦ 区域ꎬ根据现有

的研究经验ꎬ靠近 ｍＲＮＡ ３′端设计的 ｄｓＲＮＡ 有相

对较高的沉默效率ꎮ

１. ２　 ｄｓＲＮＡ 的合成

现在进行的 ＲＮＡｉ 实验所用的 ｄｓＲＮＡ 一般均

可由商业化生物公司生产的 ＲＮＡｉ 试剂盒合成ꎬ现
在应用较广泛的试剂盒有 Ｔ７ ＲｉｂｏＭＡＸＴＭ Ｅｘｐｒｅｓｓ
Ｓｙｓｔｅｍ ( Ｐｒｏｍｅｇａ )、 ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ ＲＮＡｉ Ｋｉｔ
(Ａｍｂｉｏｎ)和 ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ Ｔ７ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
Ｋｉｔ (Ａｍｂｉｏｎ)等ꎮ

根据要研究基因的不同ꎬ试剂盒合成时首先

要根据靶标基因的 ｍＲＮＡ 序列设计引物以扩增目

的片段ꎬ设计的用于 ｄｓＲＮＡ 合成的引物在其 ５′端
含有一段 Ｔ７ 启动子序列(５′￣ＴＡＡ ＴＡＣ ＧＡＣ ＴＣＡ
ＣＴＡ ＴＡＧ ＧＧ￣３′)来转录形成 ｓｓＲＮＡ(ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄ
ＲＮＡ)ꎮ 然后就是利用设计的含有 Ｔ７ 启动子的引

物来扩增目的基因片段ꎬ得到用于 ｓｓＲＮＡ 合成的

模板ꎮ 由于单个碱基的突变就会对 ＲＮＡｉ 效率产

生极大的影响ꎬ为了避免 ＰＣＲ 扩增获得的模版序

列个别碱基的错误ꎬ必须对获得的模板进行测序

确认目的基因序列的准确性ꎮ 为了方便大量

ｄｓＲＮＡ 的合成ꎬ可以将含有目的基因片段的载体

放在大肠杆菌中保存ꎬ这样以后需要时只需要扩

大培养提取质粒即可迅速获得目的基因片段ꎬ不
仅缩短了实验时间且可以保证获得片段的一致

性ꎮ 在获得模板的基础上即可以按照 ＲＮＡｉ 试剂

盒中提供的试剂在一定反应条件体外分别合成正

义链和反义链 ｓｓＲＮＡꎬ然后将两条互补的 ｓｓＲＮＡ
混合退火即可形成 ｄｓＲＮＡꎮ 对上述获得的 ｄｓＲＮＡ
纯化并电泳检测后即可用于 ＲＮＡｉ 研究ꎮ 在对纯

化的 ｄｓＲＮＡ 干燥时要避免过度干燥ꎬ否则获得的

ｄｓＲＮＡ 很难溶于 ＤＥＰＣ 水中ꎬ影响后续实验的准

确性ꎮ
除了采用商业化的试剂盒可以合成 ｄｓＲＮＡ 以

外ꎬ利用可以表达 ｄｓＲＮＡ 的质粒在特定的大肠杆

菌中也可以获得所需的 ｄｓＲＮＡꎮ 采用大肠杆菌合

成 ｄｓＲＮＡ 的原理与试剂盒合成的相似ꎮ 作者实验

室采用的是含有双向 Ｔ７ 启动子的 Ｌ４４４０ 载体(可
从美 国 Ａｄｄｇｅｎｅ 机 构 索 取 ) ( Ｔｉｍｍｏｎｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２００１)ꎬ首先是将靶标基因选取合适的限制性内切

酶位点连接进 Ｌ４４４０ 载体中ꎬ构建 ｄｓＲＮＡ 重组表

达载体ꎮ 构建好的载体要进行测序确认正确性ꎬ
然后将连接正确的重组载体转入用于 ｄｓＲＮＡ 表达

的大肠杆菌菌株 ＨＴ１１５(ＤＥ３)之中ꎬ利用 ＩＰＴＧ 诱

导表达ꎮ 其中 ＨＴ１１５(ＤＥ３)为 ＲＮａｓｅ ＩＩＩ 缺陷性的

Ｔｅｔ 抗性菌株ꎬ避免了在大肠杆菌中表达的 ｄｓＲＮＡ
被在菌体内切割ꎬ有效提高了 ＲＮＡｉ 的效率ꎮ 为了

确保使用的诱导条件表达出了目的 ｄｓＲＮＡꎬ需要
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对表达后的 ｄｓＲＮＡ 利用电泳检测ꎬ采用不含目的

基因的空载体作为对照即可方便的查看表达的目

的 ｄｓＲＮＡ 片段ꎮ

２　 昆虫 ＲＮＡｉ 的导入方法

２. １　 注射法

要利用 ＲＮＡｉ 技术对昆虫靶标基因进行功能

分析ꎬ采用有效的方式将 ｄｓＲＮＡ 导入昆虫体内是

实验的关键ꎮ 在大部分昆虫 ＲＮＡｉ 研究之中ꎬ利用

注射法导入 ｄｓＲＮＡ 是常用且有效的方法之一ꎮ 注

射时首先要选取合适发育时期的昆虫ꎬ对于活动

性强的昆虫进行适当的麻醉后(采用乙醚、ＣＯ２ 或

冰)再注射可以避免由于虫体扭动而使注射的

ｄｓＲＮＡ 流出体外ꎮ 注射幼虫时可以从腹足或体侧

沿从头部向尾部方向注射ꎬ因为昆虫的血液流动

在背血管以外是从头向尾ꎬ这样可以最大程度的

避免 ｄｓＲＮＡ 由于体液的流动而被排出体外ꎮ 此

外ꎬ通过适当降低合成 ｄｓＲＮＡ 浓度并增加注射量

的方法也是减少流出体外的 ｄｓＲＮＡ 损失的有效方

法ꎮ 注射采用的工具可以是拉细的毛细管、手动

或自动微量注射器等ꎬ这可根据试验虫体的大小

及具体试验条件进行选择ꎮ 根据在一般昆虫中进

行的 ＲＮＡｉ 试验表明ꎬ相同的 ｄｓＲＮＡ 浓度下龄期

相对小的虫子诱导 ＲＮＡｉ 效果更佳一些ꎮ 但不是

对所有昆虫的所有基因都是这样ꎬ必须要根据自

己的研究进行试验才能明确ꎮ

２. ２　 饲喂法

饲喂法是在注射法的基础上发展而来ꎬ对于

一些难以采用注射导入 ｄｓＲＮＡ 的昆虫而言是一种

有效的研究方法ꎮ 同时ꎬ 因为采用饲喂导入

ｄｓＲＮＡ 的方式与昆虫的自然取食方式非常相似ꎬ
所以此方法也可以用作 ＲＮＡｉ 介导的转基因抗虫

作用靶标基因的快速筛选ꎮ
由于不同昆虫的取食量及取食方式存在差

异ꎬ因此通过饲喂导入 ｄｓＲＮＡ 的具体方法也有所

不同ꎮ 对于取食量小且可用人工饲料饲养的昆虫

而言ꎬ直接采用试剂盒合成的 ｄｓＲＮＡ 即可ꎮ 研究

时可以将 ｄｓＲＮＡ 与昆虫人工饲料混合在一起让昆

虫取食ꎬ根据昆虫的取食量及研究目的 ｄｓＲＮＡ 可

以 ２ ｄ 进行一次更换(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎮ 由于饲

喂法诱导 ＲＮＡｉ 的效率较注射法低ꎬ因此通过一次

饲喂往往很难看到效果ꎬ一般均要通过持续性的

饲喂才可以抑制靶标基因的表达ꎬ具体的时间要

根据自己的研究来确定ꎬ饲喂的方式与该种类的

昆虫人工饲养的方法相同ꎮ 为了增加 ｄｓＲＮＡ 的有

效摄入量ꎬ也可以将昆虫饥饿适当时间后再进行

饲喂ꎮ
对于一些幼虫期取食量较大的昆虫ꎬ如果采

用试剂盒合成的 ｄｓＲＮＡ 进行试验会极大的增加实

验的成本ꎮ 作者实验室利用大肠杆菌表达 ｄｓＲＮＡ
的方法饲喂甜菜夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ 也可有效

抑制靶标基因的转录水平ꎬ并有效降低了实验的

成本(Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９)ꎮ 如果采用表达 ｄｓＲＮＡ 的

大肠杆菌菌液直接进行试验浓度一般达不到要

求ꎬ必须对菌液离心富集后才能进行实验ꎮ 富集

后的菌液用无菌水稀释后即可用于实验ꎬ我们的

实验表明ꎬ高浓度的菌液可更有效降低靶标基因

的表达ꎮ 饲喂时将含 ｄｓＲＮＡ 的菌液与昆虫的人工

饲料混合ꎬ饲料的大小尽量要与昆虫的食量相适

应ꎬ以使混合的 ｄｓＲＮＡ 尽可能被昆虫吃完ꎮ 由于

混合菌液的饲料粘度相对较大ꎬ所以饲喂时菌液

和饲料应当每天都进行更换ꎬ避免由于饲料过度

干燥而使昆虫无法正常取食引起异常死亡ꎮ
除这两种方法以外ꎬ最近有报道可以通过将

植物叶片浸泡在 ｄｓＲＮＡ 溶液中ꎬ然后让供试昆虫

取食植物叶片也可以诱导 ＲＮＡｉ 产生(Ｌｕａｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２０１３)ꎮ 这种方法的优点是对于一些没有合适人

工饲料的昆虫可以利用这种饲喂的方式诱导靶标

基因的沉默ꎬ此外相对于 ＲＮＡｉ 介导的转基因植物

而言也可以快速模拟类似的基因沉默效果ꎻ缺点

就是这种方式需要的 ｄｓＲＮＡ 量比较高ꎬ会增加实

验的成本ꎮ 利用 ＲＮＡｉ 介导的转基因植物饲喂昆

虫的原理与方法都与以上类似ꎬ不同点在于转基

因植物中表达的是昆虫目标基因片段的 ｈｐＲＮＡ
(ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ)ꎬ但会被体内的相关内切酶剪切形

成 ｄｓＲＮＡꎬ这种方法的关键是获得含有靶标基因

的有效目标植物ꎮ

３　 昆虫 ＲＮＡｉ 结果分析

在一种特定的昆虫中要明确 ｄｓＲＮＡ 是否诱导

了 ＲＮＡｉ 的产生ꎬ最关键的就是要看靶标基因的转

录水平是否被抑制ꎬ同时为了确认 ＲＮＡｉ 的特异

性ꎬ还应当对非靶标基因的表达进行检测ꎮ 实验

结果的初步检测可以采用半定量 ＰＣＲ 的方法ꎬ要
定量检测 ｍＲＮＡ 的表达情况ꎬ可以采用定量 ＰＣＲ
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的方法进行检测ꎮ 利用 ＰＣＲ 方法检测时为了避免

提取的 ＲＮＡ 混入导入的 ｄｓＲＮＡ 对实验结果的准

确性造成一定的影响ꎬＰＣＲ 检测片段的区域最好

选择在非 ｄｓＲＮＡ 设计区域ꎮ
特定的基因在昆虫发育过程之中一般均具备

一定的作用ꎬ因此 ｄｓＲＮＡ 对昆虫的影响不仅表现

在可抑制基因的表达ꎬ更重要的是揭示具体基因

在昆虫发育之中的功能ꎮ 这些影响在宏观方面一

般表现在昆虫的表型ꎬ存活率、发育历期及产卵量

等生物学参数ꎬ同时某些基因被抑制后还会对昆

虫的行为造成的一定的影响ꎬ还应当从行为学方

面分析这些基因的功能ꎮ 在微观方面可能会对昆

虫的组织器官、细胞产生一定的影响ꎬ这还应当利

用相关技术从组织、细胞水平对基因的具体功能

进行分析ꎮ

４　 讨论

昆虫 ＲＮＡｉ 研究的核心目的之一是研究相关

基因的功能ꎬ此外筛选合适的基因用于 ＲＮＡｉ 植物

介导的害虫控制亦是研究的重要目标ꎮ 特异性的

基因沉默是 ＲＮＡｉ 的重要特点ꎬ但根据研究目的之

不同所设计的 ｄｓＲＮＡ 并非一定要沉默特定的基

因ꎮ 例如如果想同时研究同一家族几个基因的功

能ꎬ则在这些基因的保守域设计 ｄｓＲＮＡ 即可同时

沉默多个基因以达到研究目的ꎮ 但对于要特异性

沉默的基因而言ꎬ设计恰当的 ｄｓＲＮＡ 以避免 ＯＴＥｓ
对实验结果准确性的影响是成功的关键(Ｂｏｏｋｅｒ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ 对于 ＲＮＡｉ 介导的转基因抗虫植物

而言ꎬ不仅要筛选对昆虫发育有重要影响的基因ꎬ
而且还要保证这些基因不会对天敌、哺乳动物和

人等非靶标生物产生不良影响ꎮ
目前的研究表明在大多数昆虫之中通过注射

或饲喂的方法均可以诱导 ＲＮＡｉꎬ但通过研究范围

的不断扩大发现并不是在所有昆虫的任何基因中

都可以采用这两种方法抑制靶标基因的转录水

平ꎮ 例如在果蝇幼虫和成虫之中通过这两种方式

均不能诱导 ＲＮＡｉ(Ｗｉｎｓｔｏｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００２)ꎻ对于某些

鳞翅目昆虫的一些基因 ＲＮＡｉ 也很难被诱导

(Ｔｅｒｅｎｉｕｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎻ在美国牧草盲蝽 Ｌｙｇｕｓ
ｌｉｎｅｏｌａｒｉｓ 中通过注射 ｄｓＲＮＡ 可以有效抑制相关基

因的表达ꎬ 但是通过饲喂的方法却不能诱导

ＲＮＡｉꎬ初步研究发现可能是其唾液中的某些物质

将 ｄｓＲＮＡ 降解使其无法进入细胞内 ( Ａｌｌｅｎ ａｎｄ

Ｗａｌｋｅｒ Ｉｉｉꎬ２０１２)ꎮ 这些研究结果表明在不同昆虫

之中 ＲＮＡｉ 存在多样性ꎬ在目前对于昆虫中多样的

ＲＮＡｉ 机制并不清楚的情况下唯有通过实验才能

确认 ＲＮＡｉ 是否对于特定昆虫的特定基因有效ꎮ
通过上面的例子我们也发现并不是所有的昆

虫通过饲喂 ｄｓＲＮＡ 的方式均可诱导 ＲＮＡｉꎬ同时目

前大多数研究的结果也表明与注射法相比饲喂法

不仅需要较大量的 ｄｓＲＮＡ 而且其诱导基因的沉默

效率也相对较低ꎮ 如果我们仅是研究感兴趣的昆

虫相关基因的功能ꎬ那么在技术可行的情况下注

射法即可满足要求ꎻ如果我们的目的是筛选感兴

趣的可用于 ＲＮＡｉ 介导转基因植物的抗虫基因ꎬ则
饲喂法是必须的选择ꎮ 因此ꎬ选择何种 ｄｓＲＮＡ 导

入方法一定要根据自己的研究目的来确定ꎮ
我们知道昆虫种类繁多ꎬ类似的现象也表现

在昆虫 ＲＮＡｉ 多样性之中ꎮ 不同昆虫之中诱导

ＲＮＡｉ 所需的 ｄｓＲＮＡ 量也存在较大的差异ꎬ即使针

对同一种昆虫的不同基因诱导相应基因沉默的

ｄｓＲＮＡ 量也存在差别ꎬ昆虫的某些组织例如神经

组织往往很难诱导 ＲＮＡｉ 产生ꎮ 一些与昆虫发育

有密切关系的基因沉默可能会导致产生可见的表

型ꎬ但是对于一些与昆虫行为相关的基因可能并

不会产生任何表型ꎬ还需要通过行为学反应等方

式才能阐明相应基因的功能ꎮ 有的基因被抑制后

在昆虫当代中并不会对其发育产生影响ꎬ然而其

影响可能会表现在子代中ꎮ 同时ꎬ由于 ＲＮＡｉ 只是

从转录水平上一定程度的抑制了基因的表达ꎬ并
不是将基因敲除ꎬ所以导入昆虫体内的 ｄｓＲＮＡ 若

被消耗完后相应基因的表达量还会回复到原来水

平ꎬ因此 ＲＮＡｉ 的作用只是表现在一定时间内ꎬ这
就要求我们必须通过相关实验选择合适的检测时

期以分析基因被抑制时对昆虫的影响ꎮ 在饲喂

ＲＮＡｉ 研究时ꎬ即使对同一批昆虫同时采用相同方

法诱导 ＲＮＡｉꎬ一般也很难保证每个虫体内的相关

基因均被沉默ꎬ所以选择合适的实验样本数量和

重复次数是得到可靠研究结果的重要保障ꎮ ＲＮＡｉ
作为昆虫基因功能及功能基因组研究的一个重要

技术ꎬ相信肯定会帮助我们揭示更多昆虫世界的

基因奥秘ꎬ发展出更有效安全的害虫防治新技术ꎮ
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