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摘  要  RNAi 现象从其原理揭示至今已有 20 余年的历史，我国昆虫学家利用 RNAi 技术在褐飞虱
Nilaparvata lugens、飞蝗 Locusta migratoria、豌豆蚜 Acyrthosiphon pisum、烟粉虱 Bemisia tabaci、甜菜夜
蛾 Spodoptera exigua、棉铃虫 Helicoverpa armigera等多种昆虫中开展了广泛深入的研究工作，目前已发
表的关于昆虫 RNAi的论文数量位列世界第二位。我国科学家应用 RNAi技术揭示了多个与昆虫重要生物
学现象和行为相关的关键基因功能及其分子机制，发展了基于 RNAi介导的转基因抗虫作物等多种害虫控
制新方法，并探索了不同昆虫中 RNAi作用的分子机制。这些研究表明 RNAi技术对于中国昆虫学研究的
发展起到了重要的推动作用。本文综述了 RNAi 技术在我国昆虫学研究领域近 20 年来的发展与应用，并
对当前存在的问题及未来发展方向进行了展望，包括靶标基因筛选、RNAi 效率评价标准、RNAi 技术与
传统害虫防治方法的联合应用模式以及昆虫 RNAi作用机制等方面，以期更好地推动 RNAi技术在我国昆
虫学研究和害虫防治领域的发展。 
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Progress in RNAi technology, and prospects for its application,  
in entomological research in China 
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Abstract  RNAi was discovered more than 20 years ago and Chinese entomologists have used this technology to conduct 

extensive and in-depth research on many insect species, including Nilaparvata lugens, Locusta migratoria, Acyrthosiphon pisum, 

Bemisia tabaci, Spodoptera exigua and Helicoverpa armigera. Up to now, Chinese publications on insect RNAi have ranked 

second in the world. The application of RNAi technology in China has revealed a great number of key gene functions and 

molecular mechanisms related to important biological phenomena and insect behaviors. A variety of pest control methods 

have been developed based on RNAi-mediated, beyond transgenic, insect-resistant, RNAi crops. The molecular 

mechanisms of RNAi in different insects has also been explored. Current studies indicate that RNAi technology has played 

an important role in promoting the development of Chinese entomological research. This paper reviews the development 

and application of RNAi technology in entomological research in China over the past 20 years, including current problems 

and directions for future development. We suggest that the application of RNAi technology in entomological research will 

be promoted by further work on RNAi target gene screening, the evaluation of RNAi efficiency, the joint application of 

RNAi technology and traditional pest control methods, and better understanding of the mechanisms underlying insect RNAi 
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and insect pest control in China. 

Key words  insects; RNAi; gene function; insect pest control; RNAi mechanism 

自 1998年 Andrew Fire和 Craig Mello在秀
丽杆线虫 Caenorhabditis elegans 中发现 dsRNA
（Double-stranded RNA）可以特异性并高效地诱
导生物体内靶标基因 mRNA 沉默以来（Fire 
et al.，1998），主要基于 dsRNA/siRNA（Small 
interfering RNA）的 RNAi（RNA interference）
技术已广泛地应用于真菌、植物、动物等多种真

核生物基因功能研究之中。RNAi技术由于其简
便、高效和相对较好的特异性，极大地推动了对

多种生物特别是非模式生物基因功能的解析，而

且在农业和医学中还发展出了基于RNAi原理的
农业有害生物控制技术和治疗人类疾病的新型

药物。例如孟山都公司研发的表达靶向玉米根

甲虫 Diabrotica virgifera virgifera的 DvSnf7基
因 dsRNA 的 RNAi 转基因玉米 SmartStax Pro®

已经获得美国农业部（USDA）和环保署（EPA）
批准，即将开展商业化应用（Head et al.，
2017）；Alnylam Pharmaceuticals研发的用于治
疗由遗传性转甲状腺素蛋白淀粉样变性引起的

周围神经性疾病的 siRNA 药物 Onpattro 成为 
世界首款由美国食品药品管理局（FDA）批准
的 RNAi 疗法药物（Garber，2018）。这显示了
RNAi 技术在生物学基础和应用研究领域的巨
大潜力。 
昆虫作为自然界种类最多且与人类联系最

为密切的动物类群之一，随着越来越多昆虫基因

组数据的发布，理解昆虫基因的功能和研发新的

害虫控制技术具有重要的价值（Li et al.，2019）。
然而长期以来由于技术手段有限，对于昆虫基因

功能的深入研究仅局限在果蝇和蚊子等少数模

式昆虫的研究。RNAi技术的诞生在非模式昆虫
基因功能研究和害虫防治新技术的探索方面发

挥了重要作用，在我国昆虫学研究的发展之中也

起到了重要推动作用。例如浙江大学张传溪教授

团队应用 RNAi 技术阐明了褐飞虱 Nilaparvata 
lugens长短翅翅型分化的分子开关（Xu et al.，
2015），中国科学院上海生命科学研究院陈晓亚

院士团队发现转基因RNAi植物可以抑制棉铃虫
Helicoverpa armigera的发育（Mao et al.，2007）。
在美国国家健康研究院（National Institute of 
Health，NIH）国家医学图书馆 PubMed 上以
“insect”和“RNAi”作为关键词检索可以发现，目
前全世界已发表相关论文 3 908篇，我国昆虫学
家参与发表的论文有 718 篇，占所有论文的
18.37%；这一方面表明了 RNAi技术在昆虫学研
究领域的广泛应用，另一方面也说明了我国昆虫

学家在此领域的重要贡献。本文将重点就 RNAi
技术在我国昆虫学研究领域近 20 年的主要进展
和国际上的发展趋势展开综述，同时对目前昆虫

RNAi研究中存在的关键问题与未来发展方向进
行了展望。 

1  RNAi 技术在我国昆虫学研究中

的主要进展 

我国昆虫学家应用RNAi技术在多种昆虫中
主要开展了基因功能、害虫防治和 RNAi作用机
制等方面的研究工作，取得了一系列重要的发

现。在 PubMed 上进行文献分析表明，近 20 年
来我国科学家在昆虫RNAi研究领域每年发表的
学术论文数量从 1999年的 0篇增长至 2018年的
118 篇，特别是近 10 年来增长迅速（图 1）；美
国已发表 1 255篇，我国所发表的 718篇论文已
占美国总量的 57.21%；德国、日本、英国和法
国分别已发表 278、264、194和 141篇，我国的
论文数量已占这四个国家总和的 81.87%。这些
数据表明 RNAi 技术在我国昆虫学领域近 20 年
取得了快速的应用和发展，相关研究论文的数量

已经居于世界第二位，整体研究已经接近世界先

进水平。 

1.1  RNAi 技术在昆虫基因功能研究中的应用 

RNAi 技术在昆虫学中的应用主要集中在基
因功能的研究方面，许多与昆虫发育调控相关的

重要基因功能应用 RNAi技术而得到阐明。昆虫 
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图 1  我国与世界昆虫 RNAi 相关研究论文数量统计与比较（1999-2018） 
Fig. 1  Comparison of published papers about insect RNAi between the whole world and China (1999-2018) 

 
是无脊椎动物中唯一具有飞行能力的类群，翅是

昆虫获得这一重要能力的关键。水稻重大害虫褐

飞虱 N. lugens 通常具有长翅和短翅两种翅型，
其翅型的分化在褐飞虱对水稻的危害之中起到

了重要作用，而其调控的机制却长期不明。张传

溪教授团队应用RNAi技术在褐飞虱研究中发现
两个胰岛素受体 InR1和 InR2决定了褐飞虱的翅
型分化，首次从分子水平上揭示了昆虫翅型分化

的机制，解决了困扰学界多年的难题（Xu et al.，
2015）。这项研究被评为 2015年度“中国生命科
学领域十大进展”之一（张传溪 et al.，2016）。
蝗虫的群居型和散居型分化是其爆发成灾的重

要原因之一，康乐院士团队利用 RNAi技术在飞
蝗 Locusta migratoria 中揭示了这种生物型变行
为的分子机理，发现蝗虫聚群行为受到多巴胺信

号通路的调控，近期还发现群居蝗虫以苯乙腈

（PAN）为防卫武器抵御入侵者的捕食（Ma  
et al.，2011；Wang and Kang，2014；Wei  
et al.，2019）。蜕皮和变态是昆虫重要的生物学
特性，但长期以来对其调控机理却了解甚少。李

胜教授团队在果蝇 Drosophila melanogaster中利
用 GAL4/UAS 介导的 RNAi 技术发现，在幼虫
环腺（ring gland，RG）中保幼激素（Juvenile 
hormone ， JH ） 和 蜕 皮 激 素 20E

（20-hydroxyecdysone）通过互相控制对方的合
成来达到调控昆虫变态的目标（Liu et al.，
2018）。冯启理教授团队在家蚕 Bombyx mori中
利用 RNAi 技术发现，POUM2 与同源结构域转
录因子 Abd-A 蛋白互作调控了蛹期相关基因的
转录从而使家蚕完成了从幼虫到蛹期的变态发

育（Deng et al.，2012）。赵小凡教授团队在棉铃
虫 Helicoverpa armigera应用了 RNAi技术发现
蛋白激酶 C delta（Protein kinase C delta，PKCδ）
可以磷酸化昆虫蜕皮激素 20E的细胞核受体，从
而促进了幼虫到蛹的发育过程（Chen  et al.，
2017）。许多刺吸式口器的昆虫通过直接取食并
传播病毒病对植物造成重大危害，王晓伟教授和

刘树生教授团队利用RNAi技术发现双生病毒衣
壳蛋白和烟粉虱 Bemisia tabaci卵黄蛋白的互作
决定了病毒的传播（Wei et al.，2017）；此外，
他们还发现烟粉虱唾液蛋白 Bt56 通过与烟草中
的一个转录因子 NTH202在韧皮部互作，诱导水
杨酸积累来降低植物对其抗性从而有利于自身

的生长（ Xu et al.， 2019）。 E-β-法尼烯
（E-β-farnesene，EBF）是许多蚜虫类的报警信
息素，但是对于 EBF 信号接收的细胞和分子机
制长期以来并不清楚；王桂荣研究员团队利用

RNAi技术在豌豆蚜 Acyrthosiphon pisum中发现
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抑制嗅觉受体 ApisOR5 和嗅觉结合蛋白
ApisOBP3 与 ApisOBP7 的表达后，蚜虫对 EBF
产生的驱虫行为消失，证明了 ApisOR5 是 EBF
接收的关键受体（Zhang et al.，2017b）。表皮是
保护昆虫内部器官和外界环境之间的重要屏障，

几丁质是昆虫表皮的重要组成物质，张建珍教授

团队和作者实验室分别在飞蝗L. migratoria和甜
菜夜蛾 Spodoptera exigua中应用 RNAi技术系统
研究了昆虫表皮和几丁质合成代谢途径中多个

关键基因的功能，为深入理解昆虫几丁质合成代

谢并探索新的害虫控制靶标基因奠定了基础

（Zhu et al.，2016）。上述研究绝大多数都是我
国研究人员在非模式昆虫中开展的，进一步表明

了RNAi技术在促进昆虫基因功能研究和探索昆
虫发育与生物学行为的分子机制中起到了重要

的作用。 

1.2  RNAi 技术在害虫控制中的应用 

RNAi 技术不仅在昆虫基因功能研究中起到
了重要的推动作用，而且在害虫控制中显示出重

要价值。由于其有效性和潜在靶标基因的多样

性，RNAi被誉为新一代害虫防治新技术，在害
虫控制新技术发展中展示出巨大的应用潜力

（Zhang et al.，2017a）。 
1.2.1  昆虫 RNAi 靶标基因的筛选  根据 RNAi
作用的基本原理，理论上而言目标昆虫的任何基

因都有可能作为靶标基因。然而实际上并非所有

基因都可以作为具有控制害虫潜力的基因，只有

那些对于昆虫生长发育特别重要的基因才有可

能作为潜在的杀虫靶标基因。考虑到 RNAi作用
方式的特点，在幼虫和成虫发育时期的关键基因

更有可能作为候选的致死基因，因为卵或蛹是昆

虫表面不活动的状态，这两个时期都不会发生取

食行为，且在自然界中其一般位于较隐蔽的地

方，此外作为生物大分子的 dsRNA 也无法通过
取食或表面接触的方式在这两个发育时期进入

虫体内来诱导 RNAi。因此，在重要害虫中筛选
具有致死作用的靶标基因是将RNAi技术应用于
害虫控制的关键之一。在 RNAi 作用过程中
dsRNA 靶向的最终目标分子是 mRNA，由于昆

虫与人类和哺乳动物在进化上存在许多共性，这

也表现在核酸（DNA和 RNA）水平上，因此靶
标基因的筛选不仅要考虑到能够杀死害虫，同时

还要确保对非靶标生物如人类和哺乳动物等的

安全性，避免脱靶效应（Off-target effects）对非
目标生物的潜在危害等。例如作者实验室围绕合

成昆虫表皮几丁质的相关基因做了一系列工作，

几丁质是昆虫表皮结构的重要组成部分，同时其

在哺乳动物中又不存在，从而从理论上确保了其

对非靶标生物的安全性，因此与昆虫几丁质合成

相关的基因均是理想的杀虫靶标基因，我们通过

研究发现几丁质合成酶 CHS-A 具有作为杀虫靶
标基因的潜力（Chen et al.，2008；Tian et al.，
2009；Li et al.，2017）。昆虫 RNAi研究中靶标
基因 dsRNA 的导入方式主要有注射和饲喂两
种，因此在致死基因的筛选过程中也主要采用了

这两种方法。靶标基因的筛选方法主要包括（1）
全基因组筛选，主要是针对完成全基因组序列的

昆虫，如果蝇 D. melanogaster 和赤拟谷盗
Tribolium castaneum等；（2）根据在其他模式昆
虫中已经发现的基因序列进行同源比对，在目标

昆虫中进行验证，绝大多数研究都属于此类；（3）
根据昆虫生长发育所需的关键信号通路筛选相

关基因。我国研究人员筛选靶标基因更多的采用

的是后两种方法。为了避免对非靶标生物产生脱

靶效应，还应该将目标序列与人类及主要哺乳动

物的基因序列进行比对，从理论设计上确保靶标

基因的安全性。苗雪霞研究员团队在亚洲玉米螟

Ostrinia furnacalis中发现，利用联合饲喂 CTP16 
dsRNA和 Bt蛋白的方法在 5 d内可以导致棉铃
虫 100%的死亡（Guan et al.，2017）。张友军研
究员团队发现通过注射或饲喂高剂量的 dsRNA
抑制小菜蛾 Plutella xylostella中 PxABCH1基因
的表达可以导致幼虫和蛹的死亡，且幼虫期死亡

率可以达 90%以上（Guo et al.，2015）。夏兰琴
研究员团队在麦长管蚜 Sitobion avenae 中利用
饲喂 RNAi 方法筛选发现，靶向 Unigene_23028
基因的低剂量 dsRNA（7.5 ng/μL）即可引起近
90%的死亡率（Zhang et al.，2013）。作者实验室
利用注射和饲喂RNAi的方法在褐飞虱N. lugens
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和甜菜夜蛾 S. exigua中发现 EcR和 CHSA等基
因具有控制害虫的潜力，褐飞虱对 RNAi敏感性
较好，但是在甜菜夜蛾中发现即使从 1龄幼虫期
开始连续饲喂高剂量表达 dsRNA 的细菌也仅能
在饲喂 9 d后导致其校正死亡率达到 20%左右，
且靶标基因的沉默效率与导入 dsRNA 的剂量密
切相关（Tian et al.，2009；Yu et al.，2014；Li 
et al.，2017）。我们的研究和许多在其他昆虫中
开展的相关研究均表明靶标基因 dsRNA 剂量对
RNAi效率具有重要的影响，因此在对许多昆虫
RNAi 研究中通常采用了高剂量 dsRNA 来开展
实验。但是考虑到在实际应用中（植物介导的

RNAi或体外喷洒 dsRNA）往往很难达到高剂量
dsRNA，所以还应该研究靶标基因在不同 dsRNA
浓度梯度下对目标昆虫的影响，尽可能筛选一些

在低剂量条件下可诱导害虫死亡且相对安全的

靶标基因，这对于 RNAi技术应用于害虫控制具
有更直接的参考价值。这些研究还表明，不同昆

虫对RNAi的敏感性和靶标基因的具体作用均存
在差异，必须对目标害虫的特定基因进行详细的

研究，以确保筛选到的致死靶标基因作用效果的

可靠性，为后续的田间试验奠定坚实的基础。 
1.2.2  RNAi导入方法  昆虫靶标基因的沉默效
率依赖于进入表达目标基因细胞内 dsRNA 分子
的数量，在具体昆虫及目标基因确定的情况下，

有效导入的 dsRNA 分子的剂量是影响 RNAi 效
率最关键的因子。注射法虽然是有效的 RNAi导
入方法之一，但是明显其不适用于害虫的田间控

制。现有研究表明，昆虫通过自然取食的方式将

dsRNA 摄入体内的方法是最具潜力的可用于害
虫控制的方式，因此本部分重点阐述通过饲喂诱

导 RNAi的方式。 
1.2.2.1  植物介导的 RNAi 抗虫作物  通过植物
表达目标害虫关键基因的 dsRNA 来抑制害虫的
发育是基于RNAi保护作物最有效和具备应用潜
力的方式，目前即将开展商业化种植的抗玉米根

甲虫 D. virgifera virgifera 的转基因玉米的即是
基于植物介导的表达 DvSnf7 dsRNA 的方式

（Head et al.，2017）。陈晓亚院士团队于 2007
年利用植物表达靶向棉铃虫 H. armigera的 P450

基因 CYP6AE14 的 dsRNA，发现取食表达
dsRNA 植物的棉铃虫不仅其体内靶标基因的表
达被降低，同时昆虫的发育也受到了阻碍并且对

于棉籽酚（Gossypol）耐受性降低（Mao et al.，
2007）。在该论文发表的同期杂志上来自美国孟
山都公司的研究人员也报导了饲喂玉米根甲虫

D. virgifera virgifera表达其相应 dsRNA的转基
因玉米会抑制其幼虫的发育并导致死亡（Baum 
et al.，2007）。在这两项突破性研究之后，利用
植物表达昆虫基因的 dsRNA 来控制害虫逐渐成
为一个具有巨大应用潜力的害虫控制方向，国内

多个研究团队在利用不同植物介导的RNAi害虫
控制方法探索方面也做了许多卓有成效的工作。

然而多项研究表明，虽然植物介导的 RNAi可以
抑制多种昆虫基因的表达，但是对许多昆虫的实

际控制效率并不高。影响 RNAi效果的一个重要
原因可能是在植物中表达的昆虫 dsRNA 一部分
会被植物细胞质内的 Dicer酶加工成 siRNA，从
而昆虫通过取食进入到其体内的有效 dsRNA 分
子数量减少（Zhang et al.，2017a），而 siRNA一
般在昆虫体内较难诱导 RNAi 反应（Wang 
et al.，2013），最终表现出绝大多数植物介导的
RNAi对害虫实际控制作用较弱的现象。张江教
授发展出一种利用植物叶绿体 DNA 转化表达
dsRNA 的方式，其效果要远优于普通的细胞核
转化方式。由于植物叶绿体之中缺乏 Dicer酶，
从而使表达的长链 dsRNA 能够不被切割而在植
物细胞内不断累积，最终达到沉默昆虫靶标基因

所需足够量的 dsRNA分子（Zhang et al.，2015）。
在植物质体（Plastid）中表达 dsRNA 的全新方
法，克服了传统细胞核转化方式的缺陷，有效提

升了昆虫可摄取的 dsRNA 分子数量，将会显著
增强RNAi作物对咀嚼式口器和一些能够进行细
胞取食的刺吸食口器害虫的控制效果。 
1.2.2.2  微生物表达 dsRNA  实验室中通常使
用的 dsRNA 都是采用 RNAi 试剂盒来合成，但
试剂盒高昂的价格则阻碍了其应用的范围。将可

以表达靶标基因 dsRNA 的重组载体转入细菌、
真菌等微生物中则能够方便获得大量的 dsRNA，
从而极大地降低 dsRNA 的成本。作者实验室采
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用表达 dsRNA的质粒 L4440在 RNase III缺失型
的细菌HT115（DE3）中表达了甜菜夜蛾 S. exigua
的 CHSA 基因的 dsRNA，通过从 1 龄幼虫开始
连续饲喂高浓度表达 dsRNA 的细菌发现目标基
因的表达可以被抑制，并且能够引起幼虫产生蜕

皮障碍的表型（Tian et al.，2009）。现在多个实
验室在不同昆虫中的研究都证明了这个方法的

有效性（Zhu et al.，2011，2012；Vatanparast 
and Kim，2017）。此方法特别适合 dsRNA的工
业化生产，同时也可以直接喷施表达 dsRNA 细
菌用于防治对RNAi敏感的食叶类咀嚼式口器害
虫（Zotti et al.，2017）。冉春研究员团队利用昆
虫病原真菌 Lecanicillium attenuatum表达靶向柑
橘粉虱 Dialeurodes citri免疫相关基因 DcPPO、
DcPPO‐AF和 DcLZM的 dsRNA，显著增强了病
原真菌对柑橘粉虱的致病力（Yu et al.，2019）。
朱祯研究员团队利用昆虫核型多角体病毒

HearNPV 表达靶向棉铃虫 H. armigera的 JH相
关基因 dsRNA，显著缩短了杆状病毒对昆虫致
死所需的时间，提升了杀虫效率（Liu et al.，
2019）。这些研究充分说明利用微生物表达
dsRNA对于害虫控制具有重要价值。 
1.2.2.3  纳米材料介导的 RNAi  RNAi 技术在
实际应用中遇到的一个关键难点就是 dsRNA 在
自然条件下稳定性较低、在体外或生物体内极易

被降解，从而失去生物活性。这虽然间接性说明

了 RNAi制品不易有残留、生物安全性较高的优
势，但对于田间的实际应用来说却增加了很大的

阻碍。沈杰教授团队研发出一种阳离子核-壳荧
光纳米粒子（FNP），这种粒子具有纳米尺寸、
可高效携带核酸（DNA 和 RNA），将这种纳米
载体与靶向亚洲玉米螟O. furnacalis几丁质酶基
因的 dsRNA混合饲喂，发现提升了 dsRNA进入
昆虫细胞的效率，目标基因被抑制后导致昆虫不

能蜕皮直至死亡（He et al.，2013）；最近他们还
开发出一种针对蚜虫的可携带 dsRNA 的纳米材
料，可直接通过蚜虫表皮吸收 dsRNA 达到杀虫
目的（Zheng et al.，2019）。 
1.2.3  影响昆虫 RNAi 效率的机制  现有的多
项研究表明，RNAi在所有真核生物细胞内的机

制是相对比较保守的，然而通过 dsRNA或 siRNA
在不同生物体内诱导RNAi的效率却存在着很大
差异。在昆虫之的研究发现，赤拟谷盗 T. 
castaneum等鞘翅目昆虫、飞蝗 L. migratoria等
直翅目昆虫和德国小蠊 Blattella germanica等蜚
蠊目昆虫对 RNAi相对敏感，仅需少量的 dsRNA
即可诱导较强的基因沉默效果；而其他占害虫主

要类群的鳞翅目和半翅目等多种昆虫中通常需

要高剂量的 dsRNA才能诱导 RNAi，且基因抑制
效率相对较低（Terenius et al.，2011；Garbutt  
et al.，2013；Scott et al.，2013；Ivashuta  
et al.，2015）。这即说明不同昆虫 RNAi作用机
制存在的较大的差异。 
1.2.3.1  降解 dsRNA 的核酸酶  当前对多种昆
虫的研究发现，存在于血淋巴或肠道内可快速降

解 dsRNA 的核酸酶可能是影响不同昆虫 RNAi
效率的关键之一。韩召军教授团队在美洲大蠊

Periplaneta americana、大麦虫 Zophobas atratus、
飞蝗 Locusta migratoria 和斜纹夜蛾 Spodoptera 
litura 等 4 种昆虫之中导入靶向各自几丁质酶基
因的 dsRNA（分别为每头昆虫 1.0、2.3、1.5 和
33.0 μg），发现相应的基因沉默效率分别为 82%、
78%、76%和 20%，综合分析发现不同昆虫 RNAi
效率与其体内降解 dsRNA 的酶类活性密切相关
（Wang et al.，2016），进一步分析发现不同昆虫
dsRNA 降解酶的活性还受不同生理条件所调节
（Peng et al.，2018）。苗雪霞研究员团队在亚洲
玉米螟O. furnacalis中利用转录组分析的方法鉴
定到一个鳞翅目昆虫特异性的核酸酶 up56，抑
制 up56 基因的表达显著增强了玉米螟 RNAi 的
效率（Guan et al.，2018b），进一步深入分析表
明玉米螟体内核酸酶对导入的 dsRNA 切割具有
碱基偏好性，其 siRNA 通常被切割为在 5或 3
端保留 GGU的残基，而在赤拟谷盗 T. castaneum
中被加工之后的 siRNA 残基位点多样性更高
（Guan et al.，2018a）。张建珍教授团队在飞蝗
L. migratoria 之中研究发现，核酸酶基因
LmdsRNase2是肠道之中降解 dsRNA的关键酶，
证明该基因是导致飞蝗对饲喂RNAi不敏感的重
要原因之一（Song et al.，2017）。上述的研究表
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明昆虫血淋巴和肠道内的核酸酶对RNAi效率具
有重要影响，鉴定不同昆虫体内降解 dsRNA 的
关键是核酸酶基因，对于更深入理解昆虫 RNAi
作用机制具有重要意义。 
1.2.3.2  dsRNA 进入靶标细胞的途径  靶标基
因 mRNA 的有效沉默依赖于进入目标组织细胞
内的 dsRNA分子数量，因此 dsRNA是通过何种
途径进入到靶标细胞内对于RNAi的诱导具有至
关重要的作用。在秀丽杆线虫 Caenorhabditis 
elegans 中的研究表明，肠道特异性跨膜蛋白
S I D - 2 在 S I D - 1 存在的情况下通过胞吞
（Endocytosis）作用将外源的 dsRNA 运送到细
胞内，然后 dsRNA 在 SID-1 跨膜通道蛋白的作
用下将 RNAi 信号在细胞之间进行传递，SID-1
可以将 dsRNA从胞外带入胞内，但是在 dsRNA
运送出细胞外的过程中却没有作用（Feinberg 
and Hunter，2003；Winston et al.，2007；Jose 
et al.，2009；Whangbo et al.，2017）。在昆虫中
没有发现与 SID-2类似的基因，但在除果蝇等双
翅目之外的其他昆虫中都发现了与 SID-1 同源
或 SID-1 类似（SID-1 like）的基因（Chan and 
Snow，2016）。然而康乐院士团队的研究发现
SID-1与飞蝗系统性 RNAi并不相关，导入外源
dsRNA 之后飞蝗体内 SID-1 基因的表达并未相
应上调，抑制 SID-1 的表达之后也不会对飞蝗
RNAi效率产生显著影响（Luo et al.，2012）。但
在马铃薯甲虫 Leptinotarsa decemlineata 的研究
却发现 2个 SID-1 like基因 silA与 silC都参与了
细胞内 dsRNA 的输入与传递，此外还发现网格
蛋白调节的胞吞作用（C l a t h r i n - m e d i a t e d 
endocytosis）也参与了 RNAi 过程（Cappelle  
et al.，2016）。这说明依赖于 SID-1通道的系统
性 RNAi在昆虫中并不是普遍保守的，不同的昆
虫可能会利用不同的途径将 dsRNA 运送入细胞
内。同时，即使在一些较易诱导 RNAi的昆虫之
中也有一些组织表现出对 dsRNA 敏感性不佳，
例如神经系统和生殖系统对外源 dsRNA 一般都
具有一定的抵御性。周树堂教授研究团队在飞蝗

L. migratoria中发现，虽然飞蝗对注射 RNAi比
较敏感，然而其卵巢中 RNAi似乎完全不能被诱

导。进一步研究发现，虽然 dsRNA 可以穿过卵
巢鞘（Ovariole sheath），但是却无法进入卵泡细
胞（Follicle cells）和卵母细胞（Oocytes），这可
能是在卵巢中无法诱导 RNAi 的关键原因（Ren 
et al.，2014）。上述研究说明 RNAi机制在不同
昆虫以及同种昆虫的各器官和组织间均存在差

异，明确不同昆虫 RNAi作用的机制将有助于提
升 RNAi效率，以促进该技术在更多昆虫中的有
效应用。 

2  RNAi 技术在国际昆虫学研究领

域的进展与趋势 

从以上的叙述可以看出 RNAi 技术近 20 年
来在我国昆虫学各领域和方向均取得了很大发

展，然而与国际同行相比我们的研究水平依然存

在差距。以 PubMed 上可检索到的近 20 年与昆
虫 RNAi研究相关的论文为例，虽然我国研究人
员已发表的论文数量已位列世界第二位，但是如

果以发表在世界高水平学术期刊 Nature、
Science、Cell和 PNAS上的论文数统计，截至当
前我国科学家则分别发表了 1、0、0 和 10 篇，
而美国科学家则分别发表了 10、16、23和 66篇
论文，这些数据表明我们在昆虫 RNAi基础研究
领域与美国依然存在较大差距。 
在利用RNAi对昆虫与生长发育相关的基因功能
研究方面，国际同行已不局限于仅对单个或少数

几个基因的功能开展研究，他们已应用大规模

RNAi筛选（Large scale RNAi screen）的方法对
特定昆虫的全基因组进行功能研究。在果蝇 D. 
melanogaster和赤拟谷盗 T. castaneum中研究人
员利用 RNAi筛选的方法，鉴定了一批与昆虫胚
胎发育、胚后发育、生理与细胞生物学相关的重

要基因功能（Bai et al.，2011；Schmitt-Engel et 
al.，2015；Liu et al.，2016；Hassan et al.，
2018；Schultheis et al.，2019），并揭示了多个可
用于害虫防治的新靶标基因（Knorr et al.，
2013；Dönitz et al.， 2015；Ulrich et al.，
2015）。例如在赤拟谷盗 T. castaneum 中，利用
RNAi screen 的方法鉴定了 111 个非感受性
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（Non-sensory）的 G 蛋白偶联受体（G-protein 
coupled receptors，GPCRs）基因，发现注射靶向
其中 8个 GPCRs基因的 dsRNA严重影响了赤拟
谷盗幼虫的发育并导致蜕皮障碍，包括多巴胺 2
类 似 受 体 （ Dopamine-2 like receptor ）
TC007490/D2R 和 蛛 毒 素 受 体 （ latrophilin 
receptor）TC001872/Cirl，注射 TC007490/D2R 
dsRNA 的许多幼虫无法完成化蛹而死亡，表明
了 GPCR 对昆虫生长发育的重要作用以及作为
新型杀虫剂靶标的潜力（Bai et al.，2011）。以上
的研究说明在害虫拥有全基因组的条件下，通过

大规模RNAi筛选的方法可以发现更多新的有潜
力的靶标基因，这将会有力地扩充 RNAi技术可
供利用的基因资源，为后续 RNAi作物和产品的
研发奠定坚实基础。 
在基于 RNAi的害虫防治技术发展方面，孟

山都公司等研发的RNAi抗虫玉米已完成了杀虫
机理、安全性评价及一系列田间试验，这也是世

界首个即将开展商业化种植的转基因RNAi抗虫
作物（Ramaseshadri et al.，2013；Dubelman  
et al.，2014；Petrick et al.，2016；Head et al.，
2017）。这种转基因玉米（MON87411）表达了
Snf7 dsRNA，Snf7 属于 ESCRT（Endosomal 
Sorting Complex Required for Transport）-III复合
体中囊泡分选蛋白 E类的一员，其对于跨膜蛋白
的分选非常重要（Ramaseshadri et al.，2013）。
实验表明其不仅可以有效杀死玉米根甲虫 D. 
virgifera virgifera，且对蜜蜂 Apis mellifera等非
靶标生物没有明显毒性作用（Tan et al.，2016）。
在 3 种不同来源土壤中的实验发现 90% Snf7 
dsRNA 35 h内就会被降解，2 d后基本无法被检
测到（Dubelman et al.，2014），这进一步说明了
RNAi 抗虫作物环境友好和生物安全性高的优
点。然而，就像现有的害虫会对长期使用的杀虫

剂产生抗性一样，如果随着 RNAi作物的长期种
植昆虫肯定也会逐渐产生类似的抗性。为了进一

步理解这些潜在的抗性及其机制，孟山都公司在

实验室内通过连续多代筛选建立了一个抗 Snf7 
dsRNA 的玉米根叶甲种群，研究发现这个抗性
种群昆虫的肠道不能有效吸收通过取食获得的

Snf7 dsRNA，而且对其他基因的 dsRNA也产生
了普遍抗性，遗传分析表明其由位于常染色体上

LG4位点的隐性基因所控制，但是通过与敏感种
群的杂交这些抗性品系又可以恢复对RNAi的敏
感性（Khajuria et al.，2018）。这项研究表明，
转基因抗虫作物应用时要注意同时建立庇护植

物（Refuge plantings），并联合其他抗虫方式对
害虫进行综合治理，以延长 RNAi抗虫作物的有
效使用时间。 
同时由于RNAi效率在不同昆虫中表现出的

巨大差异性，国际同行也对不同昆虫的 RNAi作
用机制展开了深入研究。对马铃薯甲虫 L. 
decemlineata 的研究发现，抑制其体内核酸酶的
活性可以提升虫体对 dsRNA 的敏感性并增强对
马铃薯的保护，而抑制沙漠蝗 Schistocerca 
gregaria中的相应核酸酶对 RNAi效率的提升却
没有显著作用（Spit et al.，2017），这说明不同
昆虫中核酸酶对其 RNAi效率的影响存在差异。
最近在马铃薯甲虫 L. decemlineata和赤拟谷盗 T. 
castaneum 的研究还发现，一种鞘翅目特异性的
dsRNA 结合蛋白 Staufen C 在 dsRNA 被切割成
siRNA 过程中起到了重要作用，Staufen C 表达
量低的细胞一般对 RNAi 表现出较高的抗性
（Yoon et al.，2018）。此外，为了增强 dsRNA
在应用之中的稳定性，澳大利亚科学家还研发出

了一种无毒性并可降解的层状双氢氧化物

（Layered double hydroxide，LDH）粘土纳米材
料，将 dsRNA与LDH搭载后其稳定性显著增强，
喷洒在叶片上的 dsRNA 不仅耐冲刷而且稳定期
达长达 30 d（Mitter et al.，2017）。为了降低
dsRNA 的应用成本并促进其可用性，国际同行
也不断发展并优化利用细菌、酵母、病毒和昆虫

共生微生物等表达 dsRNA的方式，以推动 RNAi
抗虫产品的实际应用（Whitten et al.，2016；
Mysore et al.，2017；Zotti et al.，2017）。从上述
领域的进展可以看出，国际同行已不仅局限于利

用RNAi技术对昆虫基因功能或者开展一些小型
的实验室内抗虫研究工作，许多国际知名的生物

技术公司也深度参与其中并致力于将RNAi抗虫
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作物或产品推向商业化应用，以解决农业实际生

产中遇到的害虫控制问题。 

3  展望 

RNAi 作为一种简便高效的基因沉默技术，
近 20 年来在促进我国科研人员对昆虫重要生物
学现象与行为的分子机制的理解和发展环境友

好型的RNAi害虫控制技术方面起到了重要的推
动作用，然而作者认为昆虫 RNAi研究领域当前
依然存在以下主要问题与挑战，对这些关键问题

的解决将有助于推动 RNAi技术的发展。 
将RNAi技术应用于害虫控制一个关键点就

是要找到合适的靶标基因，因为许多重大害虫其

生物学特性存在较大的差异，因此必须对具体的

害虫进行研究以明确其合适的靶标基因。前期的

许多研究主要集中在筛选害虫致死基因，然而由

于RNAi作物或产品最终的施用对象通常是我们
人类食物来源的作物，所以我们还必须至少从理

论上确保这些基因尽可能不会对人类以及害虫

的天敌产生不利影响，在确保杀死害虫的前提下

对非靶标生物的安全性必须要考虑。同时，由于

在田间应用 RNAi技术控制害虫过程中，无论是
通过植物介导还是直接喷施的 dsRNA 均无法达
到在实验室条件下的高剂量，因此在靶标基因的

筛选过程中还必须考虑到 dsRNA 剂量对害虫致
死效应的影响，关键靶标基因筛选必须要进行

dsRNA 剂量梯度实验，需要尽可能的筛选到在
低剂量 dsRNA 条件下对害虫具有致死性作用的
基因，确保靶标基因在田间实际害虫控制中应用

的有效性。 
当前的研究表明RNAi效率在不同昆虫或同

种昆虫的不同基因方面展现出很大的差异，然而

由于昆虫种类众多，我们还缺乏对不同昆虫

RNAi 效率进行客观评价的标准。RNAi 诱导的
基因沉默一个显著的特征就是靶标基因 mRNA
表达水平的降低，通常利用 qRT-PCR 来对目标
基因进行检测，但是这个检测结果受到导入的

dsRNA 剂量、作用时间、取样方式、实验样本
量、重复次数、引物扩增效率和内参基因的选择

等一系列关键因子的影响，由于缺乏相应的标 

准，所以更多时候我们对 RNAi效率的高低更多
的基于定性评价而非定量的分析比较。对于筛选

致死基因而言，由于昆虫个体大小、发育时期、

dsRNA 剂量、作用时间和导入方式各异，单一
的死亡率也很难说明问题，不同实验结果之间更

难进行比较。因此，综合考虑各关键因子并建立

相对客观的 RNAi效率评价标准显得尤为重要。 
根据 RNAi 作用的特点来看，靶标基因的

dsRNA分子必须首先到达昆虫的特定组织器官，
然后才能进入相应细胞内找到并降解靶标基因

mRNA。这期间 dsRNA 不仅要面对肠道和血淋
巴中核酸酶对其一些分子的降解，而且靶标基因

的有效沉默也需要一定的时间。因此 RNAi控制
害虫的方式与昆虫生长调节剂的作用特点类似，

无法做到快速杀死目标害虫，只能通过调控其发

育而使害虫缓慢死亡。而且根据现有的诸多研究

结果来看，RNAi对许多昆虫的实际控制效果还
比较弱，因此 RNAi技术必须与现有的害虫防治
方法进行联合使用，例如将 RNAi与高效低毒的
化学杀虫剂、微生物杀虫剂、昆虫信息素以及天

敌昆虫等生物防治方法综合应用，才有可能克服

在田间单独应用RNAi技术或单一传统防治方法
的缺陷。从而也达到延缓害虫对 RNAi产品的抗
性发展、减少常规化学农药的使用剂量，并结合

现有生物防治的方法以最终实现绿色可持续的

害虫综合治理目标。所以在后续的研究中建立

RNAi与传统害虫防治方法的联合应用方法与技
术，对于促进昆虫 RNAi研究从实验室走向田间
具有重要的价值。 

利用RNAi对害虫进行控制首先要达到高效
率的基因沉默，然而当前的研究显示 RNAi效率
在不同昆虫中差异性很大，许多农业生产中的重

大害虫如鳞翅目和半翅目类昆虫 RNAi 效率较
低，但我们对这些昆虫 RNAi作用的详细机制还
并不清楚，这直接影响了 RNAi技术在这些重要
昆虫中的有效应用。因此阐明重大害虫 RNAi作
用机制，包括主要害虫体内降解 dsRNA 的核酸
酶、dsRNA 进入细胞的方式以及在昆虫体内传
递 RNAi信号的途径等，找到影响不同种类或类
群昆虫 RNAi效率的关键因子，进而发展出改善
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相关昆虫基因沉默效率的有效方法，必将有助于

促进 RNAi技术在害虫防治领域的长效发展，对
于减少化学农药的使用量和保障我国粮食作物

的安全生产具有重要意义。 
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