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摘  要  【目的】 RNAi 技术在研究飞蝗功能基因组学方面已经日趋成熟，飞蝗触角中富含有丰富的气

味结合蛋白、转运蛋白以及气味降解酶等，这些蛋白在昆虫嗅觉信号传导中发挥着重要的作用，但是关于

高效降解这些基因的相关 RNAi 方法还未知，因此本文通过分析不同 RNAi 方法对飞蝗触角高表达基因的

沉默效率差异变化，以此探索一种高效降解飞蝗触角高表达基因的方法，为后续研究基因功能提供理论依

据与技术指导，为从飞蝗嗅觉机制方向设计防控蝗灾的分子靶标奠定基础。【方法】 以 LmCYP3117C1 基

因为目标基因，飞蝗为实验材料，选取飞蝗 5 龄若虫解剖触角、下颚须、翅、跗足、中肠、马氏管 6 个组

织部位，利用实时荧光定量 PCR 技术分析基因不同组织部位的表达特异性。用不同溶剂溶解 dsRNA（DEPC

水，丙酮和 DEPC 水（1︰1）混合溶剂，0.1% Triton X-100），分别采用注射法（触角窝注射和腹部注射），

浸泡法和涂抹法 3 种方法干扰靶标基因，利用实时荧光定量 PCR 技术分析基因表达抑制情况，研究不同

RNAi 方法对基因表达量变化的影响。【结果】 LmCYP3117C1 基因在飞蝗若虫 6 个组织部位均有表达，

在触角的表达量最高，分别是下颚须、翅、跗足、中肠、马氏管的 3.78 倍、2.10 倍、10.84 倍、363.48 倍、

365.16 倍。通过在两边的触角窝注射 dsCYP3117C1，24 h 后飞蝗雌雄虫触角 LmCYP3117C1 表达量显著降

低，雌虫和雄虫沉默效率分别为 76.84%和 87.51%，但在其他组织部位（下颚须、翅、跗足、其余整虫）

基因表达量没有发生显著变化；飞蝗腹部注射 dsCYP3117C1，24 h 后雌雄虫触角的基因表达水平均发生显

著降低，其中雌虫触角沉默效率达 68.60%，雄虫沉默效率达 61.10%，另外，飞蝗雌虫跗足 LmCYP3117C1

基因表达量也发生显著降低，但下颚须、翅和其余整虫没有明显变化；飞蝗雄虫下颚须，其余整虫

LmCYP3117C1 基因表达有显著降低，翅和跗足没有发生明显变化；将飞蝗触角浸泡于溶于不同溶剂的

dsCYP3117C1 溶液中（DEPC 水、丙酮和 DEPC 水（1∶1）混合溶剂、含 0.1% Triton X-100 的 DEPC 水），

分别浸泡 1，3，5 min，24 h 后检测雌雄虫触角 LmCYP3117C1 基因表达情况，结果显示没有发生明显变

化；将 dsCYP3117C1 分别溶于 DEPC 水和含 0.1% Triton X-100 的 DEPC 水中涂抹飞蝗触角，24 h 后发现

飞蝗雌雄虫触角 LmCYP3117C1 基因表达水平无显著变化。【结论】 飞蝗触角浸泡法和涂抹法干扰

LmCYP3117C1 没有显著效果，腹部注射法对飞蝗触角 LmCYP3117C1 的沉默效率较低，触角窝注射法可

以高效降解 LmCYP3117C1，可作为飞蝗触角高表达基因 RNAi 的主要干扰方法。 

关键词  触角，RNAi技术，注射法，浸泡法，涂抹法 
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Abstract  [Objectives]  RNAi has been widely used in functional genomic studies of Locusta migratoria. The antennae of 

locusts have a large number of the odor binding proteins, transporter proteins and odor degradation enzymes, which play 

important roles in olfactory signal transduction. The optimal dsRNA delivery methods for the corresponding genes have not, 

however, been well established. We compared the effectiveness of different dsRNA delivery methods using RT-qPCR to 

measure the gene expression levels obtained by each method. The results provide a theoretical basis for the future functional 

study of antenna-rich genes in locusts and a foundation for developing a new method for controlling locust plagues based on 

the molecular targets in the olfactory mechanism. [Methods]  LmCYP3117C1 was chosen as the target gene. mRNA 

expression of this gene was measured in six tissues; antennae, maxillary palp, wing, tarsus, midgut, and Malpighian tubule, 

dissected from the fifth-instar L. migratoria. Double-stranded LmCYP3117C1 RNA was dissolved in different solvents (DEPC 

water, acetone and DEPC water (1︰1) mixed solvent, 0.1% Triton X-100). Three methods; injection (antennal socket and 

abdominal injection), soaking, and brushing, were tested and the expression levels of the LmCYP3117C1 gene measured with 

RT-qPCR after each method. [Results]  The LmCYP3117C1 gene was expressed in all six tissues. Expression was highest in 

the antennae, which was 3.78, 2.10, 10.84, 363.48, and 365.16-fold that in the maxillary palps, wings, tarsi, midgut, and 

Malpighian tubules, respectively. Expression levels of LmCYP3117C1 were significantly reduced 24 h after injecting 

dsCYP3117C1 into both antennal sockets. This technique reduced target gene expression in female and male nymphs by 

76.84% and 87.51%, respectively, whereas expression in other tissues (maxillary palp, wing, tarsus, and other parts of the 

whole body) did not change significantly. Injecting dsCYP3117C1 into the abdomen of females and males reduced expression 

of the target gene by 68.60% and 61.10%, respectively. In addition, this technique significantly reduced expression of the 

target gene in the tarsi, whereas that in the maxillary palps, wings and other parts of the whole body did not obviously change 

in females. LmCYP3117C1 gene expression levels decreased in the maxillary palps and other parts of whole body, and did not 

undergo obvious change in the wings and tarsi of males. In addition, gene expression was not significantly different in males 

and females 24 h after soaking antennae in dsCYP3117C1 dissolved in different solvents (DEPC water, acetone and DEPC 

water (1︰1) mixed solvent, 0.1% Triton X-100) for 1, 3, 5 min, respectively. Gene expression levels did not significantly 

changes in male and female antennae 24 h after brushing them with dsCYP3117C1 dissolved in DEPC water and 0.1% Triton 

X-100, respectively. [Conclusion]  Injection of dsRNA into the antennal socket significantly reduced LmCYP3117C1 gene 

expression but soaking and brushing antennae with dsRNA did not. 

Key words  antennae, RNAi technology, injection method, soaking method, brushing method 

随着生物技术的飞速发展，越来越多的生物

技术被应用到昆虫基因功能研究中。Fire 等

（1998）首次于秀丽隐杆线虫 Caenorhabditis 

elegans 中证实 dsRNA 可特异性降解同源目标

mRNA，阻断基因的表达，并将这种现象称为

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）。由于该

技术对靶基因的高特异性、系统性及易操作性等

特点，现已成为研究昆虫基因功能的主要生物技

术之一，且在害虫防治等领域具有潜在的应用价

值（Li et al.，2014），特别是在非模式昆虫中

（Terenius et al.，2011）。昆虫触角在适应环境

的过程中发挥着十分重要的作用，利用触角完成

取食、求偶、繁殖等行为。触角中含有高表达的

或特异表达的气味结合蛋白或气味降解酶等，这

些蛋白在害虫嗅觉信号传导中发挥着重要的作

用。通过对害虫触角相关基因及其功能的研究，

不仅可以阐明昆虫感受化学信号的机制，找到气

味分子的作用靶标，而且可以为设计和开发基于

嗅觉的害虫高效行为调控技术提供靶标基因和

理论指导。飞蝗 Locusta migratoria Meyen隶属

于直翅目，蝗总科，斑翅蝗科，是世界性的重要

农业害虫，主要取食禾本科植物，对农业生产造

成很大的威胁。蝗虫大规模的聚集行为和迁飞活

动均与触角对化学信息物质的感受密切相关，因

此，以飞蝗为对象通过应用不同 RNA干扰方法

研究其对飞蝗触角高表达基因的沉默效率差异，
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旨在筛选一种高效率降解飞蝗触角高表达基因

的方法，为之后基因功能研究提供技术手段，为

研究飞蝗触角高表达基因的功能奠定基础，不

仅具有理论意义，也具有害虫防治的实际应用

价值。 

RNAi 技术广泛应用于昆虫基因功能研究

中，由于物种多样性、基因多样性以及 RNA干

扰方法多样性导致基因的沉默效率存在差异

（Terenius et al.，2011；Scott et al.，2013）。前

期学者通过使用不同的方法将外源的 dsRNA 导

入昆虫体内，如：转基因法、注射法、喂食法和

浸泡法等。注射法是对许多昆虫 RNAi研究行之

有效的方法，主要是将体外合成的 dsRNA 注射

到昆虫体内，如：豌豆长管蚜 Acyrthosiphon pisum

（Christiaens et al.，2014），非洲甘薯象甲

（Prentice et al.，2016），大麦虫 Zophobas atratus

（Wang et al.，2016），美洲大蠊 Periplaneta 

americana（Wang et al.，2016）和飞蝗（Wang    

et al.，2016）等。浸泡法是在体外合成 dsRNA，

经过与一定的试剂相混合直接浸泡实验材料以

实现 RNA干扰，浸泡法在昆虫细胞系研究中应

用广泛，也有少量应用于水生昆虫 RNAi的研究

中（Whangbo et al.，2008），例如果蝇 S2细胞

cyce和 Ago（March and Bentley，2007）、日本

血吸虫 Schistosoma japonicum（刘艳涛，2015）、

线虫（Fire et al.，1998）等。还可以通过饲喂

dsRNA 的方法实现昆虫 RNAi，如豌豆长管蚜

（Christiaens et al.，2014），线虫（Timmons et al.，

2001），非洲甘薯象甲（Prentice et al.，2016），

棉铃虫 Helicoverpa armigera 等（Mao et al.，

2007），Zhang等（2010）使用壳聚糖包裹 dsRNA

制成纳米颗粒，将 dsAgCHS1和 dsAgCHS2与食

物混合饲喂冈比亚按蚊，检测发现目标基因的沉

默效率达 40%~60%。另外，Baum等（2007）报

道了具有突破性的研究工作，即通过使昆虫取食

表达 dsRNA 的植物来沉默体内目的基因以此防

控虫害。例如，在玉米叶中导入 dsRNA，这种

转基因玉米的液泡中可以产生H+-ATPase dsRNA，

由此可降低玉米根叶甲 Diabrotica virgifera 

virgifera 的危害（景天忠等，2012）。Zhang 等 

（2015）使用喷雾法将 dsOfSP-C 喷到亚洲玉米

螟 Ostrinia furnacalis 和棉铃虫虫体，可导致其

产生高致死率，另外，将 dsOfSP-N和 dsOfSP-M

喷到亚洲玉米螟和棉铃虫上，发现玉米螟死亡率

明显提高，但棉铃虫致死率无变化。目前，在蝗

虫腹部注射目的基因 dsRNA 是国内外学者研究

飞蝗基因功能普遍采用的方法，但是由于候选基

因的差异表达特别是组织部位的差异表达导致

RNAi 沉默效率存在差异。Ren 等（2014）发现

在飞蝗腹部注射 dsRNA 不能有效地干扰卵巢高

表达的基因。本课题组发现了在飞蝗触角中高表

达的细胞色素 P450 基因，对于距离腹部较远的

触角来说，能否在腹部注射少量 dsRNA 实现有

效的沉默触角高表达基因，或是通过其它的

RNA干扰方法实现 dsRNA用量少而沉默效率高

且易操作的目的，未见报道。LmCYP3117C1

（GenBank检索号为 KY009922）是飞蝗触角高

表达的基因，且在其它含有感器的组织如下颚

须、跗足、翅等表达量较高（图 2），我们推测

该基因与飞蝗对气味物质的代谢密切相关，因

此，本文选择 LmCYP3117C1为目的基因，采用

不同的 RNAi 方法，通过实时荧光定量 PCR 检

测不同干扰方法对目的基因的沉默效率。本实验

采用飞蝗 5龄若虫为实验对象，以触角高表达

的 LmCYP3117C1基因为目标基因，基于本实验

室之前构建的 RNA 干扰方法体系，采用不同

RNAi方法干扰目标基因，筛选一种更为高效便

捷的飞蝗触角高表达基因 RNA干扰方法，以期

为后续研究触角高表达基因功能提供技术平台

及依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

飞蝗虫卵于 2015年 10月购自河北沧州飞蝗

养殖公司，置于实验室人工气候箱中孵化，温度

为（30±2）℃，相对湿度为（40±5）%，光照时

间︰黑暗时间=14︰10。选择同一时间孵化的蝗

蝻移至纱笼内置于人工气候箱中，以新鲜小麦苗

饲喂，每天更换一次新鲜麦苗。待蝗蝻长到 4龄 
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开始辅以麦麸饲喂，直至其发育至 5龄末期。选

取大小均一、活力旺盛、同等数量 5 龄第 5 天

（N5D5）的雌虫和雄虫分别进行处理。 

1.2  主要试剂与仪器 

试剂：LmCYP3117C1 全长菌液为本实验室

保存, GenBank检索号为 KY009922。RNAisoTM 

Plus、RNase Inhibitor 和 Reverse Transcriptase 

M-MLV反转录酶均购自 TaKaRa公司；SYBR® 

Green Real-time PCR Master Mix 购自 TOYOBO

公司；PCR Master Mix购自天根公司；E.Z.N.A.® 

Gel ExtractionKit 试剂盒购于 Omega 公司；T7 

RiboMAXTM Express RNAi System试剂盒购于

Promega 公司；其他试剂主要购自 Sigma、

TaKaRa、Solarbio和上海生工生物公司。 

仪器：Applied Biosystems 7300 Real-time 

PCR System（Applied Biosystems），3K15型离心

机（Sigma），GenePro基因扩增仪（杭州博日科

技有限公司），NanoDrop 2000 spectrophotometer

（Thermo），凝胶成像系统（Bio-Rad）。 

1.3  引物设计 

根据 LmCYP3117C1基因 cDNA全长序列，

通过 E-RNAi webservice网站（http://www.dkfz.de/ 

signaling/e-rnai3/）设计 LmCYP3117C1 基因

dsRNA 合成引物（表 1），采用 Primer5.0 软件

设计特异性表达引物（表 1）。所有引物由上海

生工公司合成。 
 

表 1  LmCYP3117C1 dsRNA 合成及 RT-qPCR 分析所用引物 
Table 1  Primers of LmCYP3117C1 for dsRNA synthesis and RT-qPCR analysis 

引物用途 
Application of primers 

基因 
Gene 

引物序列 
Primer sequence (5′-3′) 

产物长度 
Length of product (bp)

F:taatacgactcactatagggAGACATCGGAAAACTCACCG LmCYP3117C1 

R:taatacgactcactatagggGGACTGTTCTTTCCGAGCAC 

506 

F:taatacgactcactatagggGTGGAGAGGGTGAAGG 

dsRNA合成引物 

dsGFP 

R:taatacgactcactatagggGGGCAGATTGTGTGGAC 

571 

F: CTGCCAAAAGCTGAGTTTAACA LmCYP3117C1 

R:AACGACTAGAAGAGCGCAAGGG 

122 

F:AGCCCAGGAGATGGGTAAAG 

RT-qPCR分析引物 

EF1a 

R:CTCTGTGGCCTGGAGCATC 

155 

 

1.4  飞蝗 LmCYP3117C1 不同组织部位的表达

特性 

选取飞蝗 5龄 3~4 d若虫解剖触角、下颚须、

翅、跗足、中肠、马氏管 6个组织部位，每个样

本取 6个生物学重复，每个重复 5头虫体。收集

各组织部位，立即冻存于液氮中备用。 

使用 TaKaRa公司的 Trizol Plus reagent试剂

按照说明书提取总 RNA。用 Thermo 公司的

NanoDrop 2000 spectrophotometer检测总RNA纯

度并进行定量，采用 2% 琼脂糖凝胶电泳对所提

取的总 RNA 完整性进行检测。使用 M-MLV 

Reverse Transcriptase（Promega，USA）进行 cDNA

第一链反转录，详细步骤参考说明书。采用实时 

荧光定量 PCR 技术检测各个组织部位的表达。

反应体系为 20 μL︰4 μL 20倍稀释的 cDNA模

板，10 μL SYBR® Green Real-time PCR Master 

Mix，上下游引物各 0.8 μL（10 μmol·L-1）；4.4 μL 

ddH2O。扩增条件为 94℃预变性 15 s，94℃变性

15 s，60℃退火并延伸 31 s，40个循环。实验设

置 6 个生物学重复，两个技术重复。使用 ABI 

Prism 7300 SDS 1.1软件记录数据。以 EF1a为内

参基因（引物序列见表 1）。 

1.5  dsRNA 的合成 

本实验室采用由酶促反应体外转录制备的

长dsRNA来进行RNAi。通过PCR扩增获得的DNA

片段作为模板，在 dsRNA 合成引物的 5端加上
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噬菌体 T7启动子序列，然后使用 Promega T7试

剂盒并根据试剂盒的操作说明体外合成 dsRNA。 

1.6  注射法 

1.6.1  腹部注射 dsRNA  使用微量注射器将  

2 μL（4 μg）基因特异性的 dsRNA沿 2、3腹节

节间膜处注射入飞蝗体内作为处理组，不可扎入

过深，对照组注射等量 dsGFP（绿色荧光蛋白）。

雌雄分开，每组 6头若虫为一个生物学重复，设

3个生物学重复。24 h后，收集触角，立即冻存

于液氮中备用。 

1.6.2  触角窝注射 dsRNA  使用微量注射器分

别向飞蝗头部两边触角窝膜处（图 1）注射 2 μg 

dsRNA，对照组注射等量 dsGFP。雌雄分开，每

组 6头若虫为一个生物学重复，设 3个生物学重

复。24 h后，收集触角，立即冻存于液氮中备用。 
 

 
 

图 1  触角窝注射示意图 
Fig. 1  Antennal socket injection diagram 

 

1.7  浸泡法 

浸泡法是活体实验，先将体外合成的 dsRNA

溶解于不同的溶剂中，然后置于毛细管中，选取

活力良好，大小均一的蝗虫，将其触角浸泡于毛

细管的 dsRNA 溶液中，分别浸泡 1，3，5 min

后将蝗虫再放入人工气候箱中养殖，24 h后收集

蝗虫触角并迅速冻存于液氮中备用。处理组将其

触角浸泡于目标基因的 dsRNA 中，对照组将触

角浸泡于等浓度的 dsGFP溶液中。雌雄虫分开，6

头若虫为一个生物学重复，共设 3个生物学重复。 

1.7.1  DEPC水作为 dsRNA溶剂  将 dsRNA溶

解于 DEPC水中（浓度为 2 μg·μL-1），其余操作

不变。 

1.7.2  丙酮︰DEPC 水（1︰1）混合溶剂作为

dsRNA 溶剂  将 dsRNA溶解于 DEPC水和丙酮

各半的溶液中，丙酮︰DEPC水为 1︰1（浓度为

2 μg· μL–1），其余操作不变。 

1.7.3  Triton X-100 作为 dsRNA 溶剂   将

dsRNA溶解于含 0.1% Triton X-100的 DEPC水

中（浓度为 2 μg·μL–1），其余操作不变。 

1.8  涂抹法 

在体外合成 dsRNA，经过与一定的试剂相

混合，将处理组飞蝗触角表面均匀涂抹目标基因

的 dsRNA，对照组均匀涂抹 dsGFP，雌雄分开，

设 3个生物学重复，每 6头作为一个生物学重复，

24 h后收集触角并迅速冻存于液氮中备用。 

1.8.1  DEPC水作为 dsRNA溶剂  将 dsRNA溶

解于 DEPC 水中，浓度为 2 μg·μL-1，其余操作

不变。 

1.8.2  Triton X-100 作为 dsRNA 溶剂  将 dsRNA

溶解于含 0.1% Triton X-100的 DEPC水中，浓度

为 2 μg·μL-1，其余操作不变。 

1.9  飞蝗 LmCYP3117C1 不同处理方法沉默效

率检测 

采用实时荧光定量 PCR 技术检测引物扩增

效率以及飞蝗 LmCYP3117C1在不同处理方法的

表达水平变化。以 EF1a为内参基因（引物序列

见表 1）。反应体系为 20 μL︰10 μL SYBR® Green 

Real-time PCR Master Mix；5倍稀释的 cDNA模

板 4 μL；上下游引物各 0.8 μL（10 μmol·L-1）；

4.4 μL ddH2O。扩增条件为 94℃预变性 15 s，   

94℃变性 15 s，60℃退火并延伸 31 s，40个循环。

所有实验均设置 3个生物学重复，每个生物学重

复设 2个技术重复。使用ABI Prism 7300 SDS 1.1

软件记录数据。 

1.10  数据统计与分析 

数据结果采用 2-ΔCt 法进行处理，结果用平

均值±标准差表示，用 SPSS 16.0软件选择 t-检验

分析沉默效率间的差异显著性，选择 Tukey’s检

验分析不同组织部位的差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  LmCYP3117C1 基因在不同组织部位的表达 

从图 2 可以看出，LmCYP3117C1 基因在 5
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龄若虫 6个不同组织部位均有表达，其中触角表

达最高，下颚须、翅、跗足次之，中肠、马氏管

表达最低。LmCYP3117C1 基因在触角的表达量

分别是下颚须、翅、跗足、中肠、马氏管的 3.78

倍、2.10倍、10.84倍、363.48倍、365.16倍。 
 

 
 

图 2  LmCYP3117C1 基因在 5 龄若虫不同组织部位的表达 
Fig. 2  The mRNA expression levels of LmCYP3117C1 

gene in different tissues of the fifth-instar  
Locusta migratoria 

AN：触角 Antenna；MP：下颚须 Maxillary palp；WI：

翅Wing；TA：跗足 Tarsus；MG：中肠 Midgut；MT：

马氏管 Malpighian tubules。每个组织部位取 6个生物学

重复，EF1α为内参基因。柱上标有不同字母代表样本之

间基因表达具有显著差异（P≤0.05）。 
Results are mean and standard errors (SE) of six  
biological replications (n=6). The mRNA level in  

each tissue is normalized by EF1α as reference genes. 
Histograms with different letters indicate  

significant difference among the tissues (P≤0.05). 

2.2  触 角 窝 注 射 双 链 dsCYP3117C1 对

LmCYP3117C1 基因表达的影响 

图 3 为飞蝗两边触角窝同时注射双链

dsCYP3117C1对 LmCYP3117C1基因表达量的影

响。从图 3 中可以看出，在两端触角窝注射

dsCYP3117C1，24 h 后飞蝗雌虫和雄虫触角

LmCYP3117C1 基因表达量显著降低，雌虫和雄

虫沉默效率分别为 76.84%和 87.51%，但在其他

组织部位（下颚须、翅、跗足、其余整虫）

LmCYP3117C1基因表达量没有显著变化。 

2.3  腹部注射双链dsCYP3117C1对LmCYP3117C1
基因表达的影响 

图 4 为注射双链 dsCYP3117C1 于飞蝗腹部

对 LmCYP3117C1基因表达量的影响。从图 4中

可以看出，腹部注射 dsCYP3117C1 24 h后飞蝗

雌雄虫触角的 LmCYP3117C1基因表达量均显著

降低，其中雌虫触角沉默效率达 68.60%，雄虫

沉默效率达 61.10%。另外，飞蝗雌虫跗足

LmCYP3117C1基因也显著降低，但下颚须、翅、

其余整虫目的基因表达量没有显著变化；飞蝗雄

虫下颚须，其余整虫 LmCYP3117C1基因有显著降

低，但翅和跗足目的基因表达量没有显著变化。 

 

 
 

图 3  触角窝两边注射 dsCYP3117C1 对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 
Fig. 3  The effects of injecting dsCYP3117C1 in both antennal sockets on the expression  

levels of LmCYP3117C1 gene in Locusta migratoria 

AN：触角 Antenna；MP：下颚须 Maxillary palp；WI：翅Wing；TA：跗足 Tarsus；WH-OT：其余整虫 

Other parts of the whole body；每个组织部位取 3个生物学重复，2个技术重复。EF1α为内参基因。*代表基因 

表达具有显著差异（P<0.05），**代表基因表达具有极显著差异（P<0.01），NS代表没有显著差异。下图同。 

Results are mean and standard errors (SE) of the three biological replications (n=3), each with two technical replications.  
The mRNA level in each tissue is normalized by EF1α as reference genes. * indicates significant difference between the 
treatments and the control (P< 0.05). **indicates extremely significant difference between the treatments and the control  

(P< 0.01). NS indicates no significant difference between the treatments and the control. The same below. 
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图 4  腹部注射 dsCYP3117C1 对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 
Fig. 4  The effects of injecting dsCYP3117C1 in abdomen on the expression  

levels of LmCYP3117C1 gene in Locusta migratoria 
 

2.4  不同溶剂溶解 dsCYP3117C1 浸泡飞蝗触角

对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 

图 5 是将双链 dsCYP3117C1 溶于 DEPC 水

中浸泡飞蝗触角对 LmCYP3117C1基因表达的影

响。可以看出，雌虫和雄虫触角分别浸泡 1，3，

5 min 后 LmCYP3117C1 基因表达均没有发生显

著变化。 

图 6 是将双链 dsCYP3117C1 溶于丙酮与水

的混合溶剂中（丙酮︰DEPC 水（1︰1）），浸泡

飞蝗触角不同时间对 LmCYP3117C1 基因表达的

影响。可以看出，不同时间浸泡雌雄虫触角对

LmCYP3117C1 基因表达水平均无显著差异。 

图 7 是将双链 dsCYP3117C1 溶于含 0.1% 

Triton X-100的 DEPC水中，不同时间浸泡飞蝗

触角对 LmCYP3117C1基因表达的影响。可以看

出，雌虫和雄虫触角中 LmCYP3117C1基因表达

没有发生明显变化，且没有随着浸泡时间的变化

而变化。 

 

 
 

图 5  dsCYP3117C1 溶于 DEPC 水中浸泡飞蝗触角对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 
Fig. 5  The effects of soaking antennae into dsCYP3117C1 dissolved in DEPC water on the  

expression levels of LmCYP3117C1 gene in Locusta migratoria 
 

 
 

图 6  dsCYP3117C1 溶于丙酮与水（1︰1）的混合溶剂中浸泡飞蝗触角对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 
Fig. 6  The effects of soaking antennae into dsCYP3117C1 dissolved in DEPC water and acetone 

 (1︰1) on the expression levels of LmCYP3117C1 gene in Locusta migratoria 
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图 7  dsCYP3117C1 溶于含 0.1% Triton X-100 的 DEPC 水中浸泡触角对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 
Fig. 7  The effects of soaking antennae into dsCYP3117C1 dissolved in DEPC water including 0.1%  

Triton X-100 on the expression levels of LmCYP3117C1 gene in Locusta migratoria 
 

2.5  不同溶剂溶解双链 dsCYP3117C1 涂抹飞蝗

触角对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 

图 8 将双链 dsCYP3117C1 溶解于 DEPC 水

中，并将双链涂抹于飞蝗触角表面检测其对

LmCYP3117C1 基因表达量的影响。从图 8 中可

以看出，飞蝗雌虫和雄虫触角 LmCYP3117C1基 

因表达水平均无显著变化。 

图 9 将双链 dsCYP3117C1 溶解于含 0.1% 

Triton X-100的 DEPC水中，并将双链涂抹于飞

蝗触角表面检测其对 LmCYP3117C1基因表达量

的影响。从图 9 中可以看出，飞蝗雌雄虫触角

LmCYP3117C1基因表达量没有显著变化。 

 

 
 

图 8  dsCYP3117C1 溶于 DEPC 水中涂抹飞蝗触角对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 
Fig. 8  The effects of brushing dsCYP3117C1 dissolved in DEPC water on antennae on the  

expression levels of LmCYP3117C1 gene in Locusta migratoria 

 

 
 

图 9  dsCYP3117C1 溶于含 0.1% Triton X-100 的 DEPC 水中涂抹触角对 LmCYP3117C1 基因表达的影响 
Fig. 9  The effects of brushing dsCYP3117C1 dissolved in DEPC water including 0.1% Triton X-100  

on antennae on the expression levels of LmCYP3117C1 gene in Locusta migratoria 
 

3  讨论 

RNAi 技术越来越广泛的应用到昆虫基因功 

能研究中，RNAi优势在于特异性强，能带来经

济效益，对环境相对友好，因此目前已逐渐成为

防治害虫和种群保护方面新的研究热点（赵洁和 
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刘小宁，2015）。将 RNAi应用于害虫防控领域，

首先是选择合适的靶基因，这些基因有些是与能

量代谢相关的酶，有些是生长发育相关的激素，

还有一些是与神经调控相关的蛋白等，例如：

Fishilevich 等（2016）沉默了西部玉米根虫

Diabrotica virgifera virgifera 和新热带区的褐蝽

Euschistus heros 染色质重组 ATP 酶基因，结果

显示西部玉米根虫和新热带区的褐蝽繁殖率显

著降低。王晖等沉默了麦长管蚜 Sitobion avenae

和桃蚜 Myzus persicae体内细胞色素 P450，结果

随着 dsRNA 浓度的增大和时间的推移，麦长管

蚜和桃蚜的死亡率可分别达到 75.56%和 64.44%

（Wang et al.，2012）。 

将 dsRNA 导入昆虫体内鉴定和分析靶基因

功能是对昆虫基因进行 RNAi研究和 RNAi靶标

基因筛选的主要手段。其中，dsRNA导入方法、

靶标基因 RNAi作用区域选择、dsRNA长度、浓

度以及 dsRNA 溶剂的选择对靶标基因沉默效率

高低起关键作用（Wang et al.，2016）。目前，常

用的导入方法有以下几种：注射法、浸泡法、饲

喂法和转基因法等。研究表明同一物种由于

RNA 干扰方法不同导致基因沉默效率不同，

Wang 等（2016）分别用注射法和饲喂法沉默飞

蝗 CHI基因，将 1 μg dsCHI注射进飞蝗腹腔中

基因沉默效率可达 76%，然而饲喂飞蝗 36 μg 

dsCHI 靶基因却没有显著降低。RNAi 的沉默效

率也与昆虫的组织部位密切相关。Telang 等

（2013）发现在埃及伊蚊中，与脂肪体、中肠和

腹部相比，头部和卵巢对 RNA的干扰极不敏感。

本文选择在飞蝗触角高表达的 LmCYP3117C1基

因作为靶基因，旨在筛选一种高效便捷的 RNAi

方法进一步研究其功能。通过在腹部注射

dsLmCYP3117C1，雌雄虫沉默效率达到 68.60%

和 61.10%。当选择从触角窝进行注射时，沉默

效率达 85%~95%，可以看出，注射法可以有效

地沉默 LmCYP3117C1。尽管 LmCYP3117C1基因

在触角高表达，在腹部表达量较低，但是腹部注

射仍能使触角中基因的沉默效率达 60%左右，且

能引起下颚须及跗足中目的基因的有效沉默，这

与 RNAi具有系统性的特性密切相关。Zhang等

表示RNAi可分为细胞自主性和非细胞自主性两

种RNAi，后者又包括系统性RNAi和环境RNAi，

系统性 RNAi 是指 dsRNA 输送进昆虫某个组织

部位，通过血液循环使 dsRNA 进入体内其他组

织以及后代导致目的基因被沉默（Zhang et al.，

2011）。在一些昆虫中通过注射 dsRNA可实现系

统性 RNAi，例如在刻克罗普斯蚕蛾 Hyalophora 

cecropia蛹期注射 dsRNA，最终影响了下一代的

胚胎发育，这可以说明 dsRNA 进入正在发育的

蛹的性腺中（Terenius et al.，2011）。本次实验

结果证明飞蝗腹部注入 dsRNA 可以实现系统性

RNAi。但是，从触角窝注射和腹部注射沉默效

率的比较可以发现触角窝注射 dsRNA 用量更

少、沉默效率更高，因此，触角窝注射 dsRNA

进行RNAi是一种高效便捷的干扰飞蝗触角高表

达基因的方法。 

除注射法外，浸泡法也是一种常用的干扰方

法。本文通过浸泡法和涂抹法进行 RNAi实验，

浸泡法通过设置不同溶剂溶解双链，分别选择 1，

3，5 min 时间梯度浸泡触角，但 24 h 后检测

LmCYP3117C1 沉默效率却发现基因水平表达均

没有差异，涂抹法也未引起目标基因的表达量变

化，这可能与蝗虫触角这一组织不易从溶液中吸

收 dsRNA 有关。杨广等（2009）认为浸泡法主

要适用于易从溶液中吸收 dsRNA 的特定昆虫发

育阶段的组织和特殊昆虫细胞。如：赵璐等

（2015）通过 dsRNA 浸泡法共干扰日本血吸虫

3个 S.j-pp1基因，结果显示该方法可有效抑制 3

个 S.j-pp1基因的表达，干扰效率可达 80%~90%。

杨广等将果蝇 S2细胞浸泡于细胞循环基因CycE

和 ago 的 dsRNA 溶液中，基因表达得到有效抑

制（杨广等，2009）。浸泡法和涂抹法在飞蝗中

干扰效果不明显可能与蝗虫触角结构相关。蝗虫

触角表面富有表皮层（刘玉素和卢宝廉，1960），

表皮层由上表皮、内表皮和外表皮组成，上表皮

由护蜡层、蜡层、角质精层、多元酚层组合而成，

其中蜡层的蜡质分子和角质精层形成结合，对表

皮的疏水性起到很大作用，质地坚硬；表皮层主

要由表皮蛋白和几丁质组成，几丁质的结构具有

高度的稳定性和不溶性，几丁质和表皮蛋白以共
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价键的方式结合形成糖蛋白或脂蛋白并在外表

皮中经鞣化后形成坚固稳定的结构，以此抵御外

来不良环境侵害（王燕等，2015），由此导致

dsRNA 不容易进入蝗虫触角内部发挥作用。因

此用 dsRNA 浸泡或涂抹触角去抑制触角中基因

的表达并不可行。 

4  结论 

本实验室以飞蝗 5 龄若虫为注射对象，以

LmCYP3117C1 为目标基因，通过不同 RNAi 方

法的摸索，分析不同方法 RNAi对飞蝗触角高表

达基因 LmCYP3117C1的沉默效率，成功筛选出

一种高效便捷的 RNAi方法—触角窝注射法，研

究结果可为飞蝗触角高表达基因功能的研究和

验证提供理论依据和方法，为从为飞蝗嗅觉分子

机制设计特异的分子靶标奠定基础。 
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