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萝卜蚜 LeATPf 基因的克隆及其 RNA 干扰 

制剂对萝卜蚜的防治效果研究* 
张  浩 1**  王金彦 1  赵  杰 2  陈义娟 1  蒋杰贤 1  季香云 1*** 

（1. 上海市农业科学院生态环境保护研究所，上海 201403；2. 上海市浦东新区农业技术推广中心，上海 201201） 

摘  要  【目的】 克隆萝卜蚜 Lipaphis erysimi (Kaltenbach) 的三磷酸腺苷合酶 f 亚基（ATP synthases 

subunit f，LeATPf）基因，并利用 RNA 干扰技术抑制该基因表达，分析复配 RNA 干扰剂对萝卜蚜的防治

效果，推动以 RNA 干扰为核心的害虫绿色防控新技术。【方法】 利用同源克隆技术获得萝卜蚜 LeATPf

基因的全长 cDNA，通过 RNA 干扰技术沉默其基因表达；采用浸叶法测定不同浓度的复配 RNA 干扰剂对

萝卜蚜的杀虫效果，并通过田间小区试验测定 RNA 干扰剂对萝卜蚜的虫口减退率和田间防治效果。【结

果】 萝卜蚜 LeATPf 基因编码长度为 324 bp 的 cDNA 序列，与其它 5 种蚜虫的 ATPf 基因同源性在 88%

以上，且 LeATPf 基因主要在 2 龄期萝卜蚜中表达；喷施 RNA 干扰剂可有效抑制 LeATPf 基因的表达，且

高浓度的 RNA 干扰剂（200.00 mg/L）对萝卜蚜的室内杀虫效果与吡虫啉处理组无显著差异（P>0.05）；

在田间试验中，中高浓度的 RNA 干扰剂（50.00、100.00 和 200.00 mg/L）在处理后第 3 和第 7 天对萝卜

蚜的虫口减退率和防治效果与吡虫啉处理组无显著差异（P>0.05），但在处理后 14 d 对萝卜蚜的虫口减

退率和防治效果显著高于吡虫啉处理组（P<0.05）。【结论】 针对 LeATPf 基因设计并配置的中高浓度的

RNA 干扰剂对萝卜蚜的防治效果与吡虫啉相当，但是其药效持续性优于吡虫啉；LeATPf 基因是开发萝卜

蚜 RNA 干扰制剂的良好靶标基因。 

关键词  RNA 干扰；萝卜蚜；三磷酸腺苷合酶 f 亚基；害虫防治；新型农药 

Cloning the LeATPf gene of Lipaphis erysimi and evaluating the 
effectiveness of RNA interference knockdown of this gene  

as a means of controlling L. erysimi 

ZHANG Hao1**  WANG Jin-Yan1  ZHAO Jie2  CHEN Yi-Juan1   
JIANG Jie-Xian1  JI Xiang-Yun1*** 

(1. Eco-environmental Protection Research Institute, Shanghai Academy of Agricultural Sciences, Shanghai 201403, China;  

2. Shanghai Pudong New District Agro-technology Extension Center, Shanghai 201201, China) 

Abstract  [Objectives]  To clone the ATP synthases subunit f gene of Lipaphis erysimi (Kaltenbach) (LeATPf) and assess the 

effectiveness of RNAi (RNA interference) as a more environmentally-friendly way of controlling L. erysimi. [Methods]  The 

full-length cDNA sequence of the LeATPf gene was obtained using the reverse transcription technique and expression of the 

gene silenced using RNA interference. The effect of exposing L. erysimi to a residual film of the RNAi preparation was 

measured under laboratory conditions, and the effect of spraying the RNAi preparation on L. erysimi in the field was measured 

in a field experiment. [Results]  The cDNA sequence encoding the LeATPf gene is 324 bp in length, and is more than 90% 

homologous with the corresponding gene in another five aphid species. The LeATPf gene was mainly expressed in 2nd instar L. 
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erysimi. Spraying aphids with the RNAi preparation effectively inhibited expression of the LeATPf gene. The corrected 

mortality of L. erysimi following treatment with the RNAi preparation (200.00 mg/L) was not significantly different to that 

following treatment with 70% imidacloprid after 1, 3 or 5 days (P<0.05). A field experiment indicated that the rate and 

magnitude of a population’s decline following treatment with the RNAi preparation (50.00, 100.00 or 200.00 mg/L) were not 

significantly different from the result of spraying 70% imidacloprid after 1, 3 or 7 days (P<0.05). However, the rate and 

magnitude of population decline using the RNAi preparation were significantly higher than that achieved with 70% imidacloprid 

on the 14th day after treatment (P<0.05). [Conclusion]  The effectiveness of medium to high concentrations (50.00, 100.00 and 

200.00 mg/L) of an RNAi preparation (dsLeATPf) to control L. erysimi was equivalent to imidacloprid, except that the effects 

of the RNAi preparation lasted longer than that of imidacloprid. The LeATPf gene is a good target for developing an RNA 

interference preparation to control L. erysimi in the field.  

Key words  RNA interference; Lipaphis erysimi; ATP synthases subunit f; pest control; new pesticide 

萝卜蚜 Lipaphis erysimi（Kaltenbach）属于

半翅目 Homoptera、蚜科 Aphididae，主要危害

萝卜、白菜及油菜等十字花科作物，是世界上分

布最广泛的蚜虫之一（胡玲玲等， 2004 ；

Adachi-Hagimori et al.，2011）。同时，萝卜蚜还

可以传播多种蔬菜病毒病，造成更加严重的危害

（王峰等，2017；纪祥龙等，2019）。目前，对

萝卜蚜的防控主要以化学防治为主，但是随着害

虫抗药性、环境污染、农药残留等问题日趋突出，

亟需探索新型高效的防控方法（张秋圆等，2019；

张鑫泽等，2020）。 

RNA 干扰剂也被称为 RNA 生物农药、RNA

杀虫剂，是以靶向害虫生长发育关键基因的

dsRNA（Double-stranded RNA，dsRNA）或 siRNA

（Small interfering RNA，siRNA）为杀虫活性成

分的生物杀虫制剂（田宏刚等，2013）。通过引

入外源的 dsRNA 或 siRNA 对靶标基因进行干

扰，降解 mRNA 沉默靶标基因的表达，达到对

害虫种群的可持续控制（马中正等，2019；Zheng 

et al.，2019）。RNA 干扰剂具有杀虫效率高、物

种专一性强、无毒、无残留等优点，被称为农药

生产史上的第三次科技革命（史学凯等，2017；

胡少茹等，2019）。 

随着基因组测序技术的不断发展，大量与害

虫生长发育及免疫相关的基因被发现，为害虫的

遗传学控制提供了丰富的候选靶标，推动了以

RNAi 为核心的病虫害防控技术的发展（杨雨姮

等，2021）。目前，已有大豆蚜 Aphis glycines、

异色瓢虫 Harmonia axyridis、玉米螟 Ostrinia 

furnalalis、褐飞虱 Nilaparvata lugens、棉铃虫

Helicoverpa armigera 和马铃薯甲虫 Leptinotarsa 

decemlineata 等多种农业害虫的靶标基因被开发

出来（Wang et al.，2011；Zhang et al.，2013；

Guan et al.，2017；马中正等，2019；Yan et al.，

2020a，2020b，2021；Mehlhorn et al.，2021）。

RNA 生物农药开发利用的另外一个关键问题是

成本。当前生产 dsRNA 的方法主要包括化学合

成、体外合成和微生物发酵合成 3 种方式。马中

正等（2019）利用 L4440 质粒和大肠杆菌 HT115

（DE3）菌株，建立了一种经济、高效的昆虫靶

标基因 dsRNA 合成方法。也有研究者在酵母中

构建能够合成 dsRNA 的菌株，提取发酵产物或

者将菌体灭活处理后直接施用（Mysore et al.，

2019）。例如加拿大的 Renaissance BioScience 

Corp 公司通过专属的酵母载体表达 dsRNA 饲喂

马铃薯甲虫，能够精准地抑制靶标基因的表达，

而且对马铃薯甲虫致死率高达 98.3%（https:// 

renaissancebioscience.com/）。 

三磷酸腺苷（Adenosine triphosphate，ATP）

作为一种辅酶，具有改善机体代谢的作用，可参

与体内脂肪、蛋白质、糖、核酸以及核苷酸的代

谢，是体内能量的主要来源（Elston et al.，1998；

Senior et al.，2002）。ATP 通过具有旋转作用的

ATP 合成酶（ATP synthases）产生，ATP 合成酶

占据细胞器的内膜并通过其膜域中的特定相互

作用形成二聚体，这一结构促使催化过程中转，

并适应于生长过程中在线粒体中与催化作用不

直接相关的变化（Spikes et al.，2020）。ATP 合
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成酶基因在生物体生长过程中非常重要，而这一

特性符合 RNAi 生物农药筛选靶标基因的特性。

本研究以萝卜蚜 ATP 合成酶基因为靶标，对其作

为 RNAi 生物农药的可行性进行了研究。研究结

果对于开发针对萝卜蚜的新型生物农药，减少化

学农药使用，提高蔬菜产品的质量具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  供试虫源 

2020 年 5 月，萝卜蚜采自上海市奉贤区庄行

镇的萝卜菜地，带回实验室以萝卜饲养于温度为

25 ℃、光周期为 16L 8D∶ 、相对湿度为 60%﹣

70%的光照培养箱中。 

1.2  萝卜蚜 LeATPf 基因的克隆 

取 100 头萝卜蚜，使用 TRIzol® Reagent

（Invitrogen）进行总 RNA 的提取，严格按照实

验手册要求进行。提取得到的总 RNA 样品，用

分光光度计检测吸光值，1%琼脂凝胶电泳检测

总 RNA 质量，﹣80 ℃保存待用。使用试剂盒

ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA 
Remover（TOYOBO）进行反转录，严格按照手

册进行操作完成后，反应液稀释 10 倍，放置在

﹣20 ℃备用。用 NCBI 数据库中的 Primer 3 软

件设计引物。LeATPf 基因全长引物为 LeATPf F：

ATGGGTTTTGGTGATTATCCG ； LeATPf R ：

TTAATGGTGCTTGTAGTTTCTA。以反转录得到

的萝卜蚜 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，反应体

系如下：cDNA template 2 µL；2×PCR Mix 25 µL；

LeATPf F 2 µL；LeATPf R 2 µL；Nuclease-free 

Water 19 µL。PCR 反应程序为：95 ℃预变性

1 min，95 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 1 min，并进行 35 个循环，72 ℃总延伸

10 min。反应结束后，将 PCR 产物样品委托上

海铂尚生物技术有限公司进行测序。 

1.3  LeATPf 的序列分析和系统进化分析 

利用 SignalP 5.0 软件进行 LeATPf 基因信号

肽预测（http://www.cbs.dtT.dk/services/SignalP/）；

利用EXPASY 计算LeATPf蛋白大小及等电点分 

析（https://web.expasy.org/compTte_pi/）；利用

TMHMM 对 LeATPf 基因进行同源建模及蛋白

质三维结构预测分析（ http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/TMHMM/ ）； 用 ClustalX 软 件 分 析

LeATPf 基因的序列一致性（Thompson et al.，

1997）；用 MEGA X 软件，构建 NJ 树（Bootstrap

值 1 000），进行系统进化分析（Tamura et al.，

2011），构建系统发育树所用的序列见表 1。 

1.4  LeATPf 基因的表达谱分析 

分别取不同发育时期的萝卜蚜进行 LeATPf

基因的表达分析。为了消除个体差异，每组样品

进行 3 个生物学重复，每个重复由 30 头同一龄

期虫体 RNA 反转录的 cDNA 等量混合而成。采

用荧光定量 PCR（qRT-PCR）进行 LeATPf 基因

的表达分析。反应体系为：cDNA Template 2 µL；

SYBR® Premix Ex Taq™Ⅱ 10 µL； Forward 

Primer 1 µL；Reverse Primer 1 µL；Nuclease-free 

Water 6 µL。采用两步法程序进行 RT-PCR 反应，

反应体系如下：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 

30 s，40 个循环。LeATPf 基因的表达水平选用 18S 

rRNA（EF190265.1）作为内参基因进行均一化处

理。LeATPf F：GTCCATGGACCGTACGATCC；

LeATPf R：CCCACCCATTCAGTGACCTC。Le18s 

F：TCGTACCGAGACGTTAGAGGT； Le18s R：

TCGCCTTCGAACCTCTAACT 为实验所用引物。 

1.5  RNA 干扰剂的制备及干扰效果分析 

选取 LeATPf 基因区段进行 dsRNA 合成，所

使用的引物分别为 dsLeATPf F：TAATACGAC-

TCACTATAGGGCCATGGACCGTACGATCCTG；

dsLeATPf R：TAATACGACTCACTATAGGGTG-

AATCAATGGAGCAGCCGT。使用绿色荧光蛋白

（Green fluorescent protein，GFP）作为对照，合

成 dsRNA 引物为 dsGFP F：TAATACGACTC-

ACTATAGGGAGGACGACGGCAACTACAAG；

dsGFP R：TAATACGACTCACTATAGGGGAA-

CTCCAGCAGGACCATGT。dsRNA 的合成使用

MEGAscript™ T7 Transcription Kit（Thermo Fisher 

Scientific）试剂盒，通过 PCR 扩增得到两端均

连接有 T7 启动子序列的目的基因片段，参照试 
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剂盒说明书的 dsRNA 的合成体系和条件合成

dsRNA，使用核酸酶消解模板DNA和单链RNA，

并使用 MEGAclearTM dsRNA 纯化柱在 100 µL

无核酸酶水中洗脱。使用核酸蛋白测定仪

（Eppendorf）测定 dsRNA 浓度（Ma et al.，

2022）。将合成的 dsLeATPf 稀释成 500 ng/µL 的

dsLeATPf 溶液 (含 2.5% SDS，10%甘油，5% β-

巯基乙醇，50 mmol/L Tris-HCl，pH 8.8)，均匀

喷在萝卜幼苗以及虫体表面。每个处理进行 3 次

重复，每个重复处理 50 头萝卜蚜成虫。以喷施

dsGFP 溶液（含 2.5% SDS，10%甘油，5% β-巯

基乙醇，50 mmol/L Tris-HCl，pH 8.8）和喷施清

水处理的萝卜蚜作为对照。5 d 后，挑取其中 30

头健康的无翅成蚜，样品在液氮速冻后，﹣80 ℃

保存，用于检测 LeATPf 基因的表达量，引物及

方法参照 1.4，每处理设置 3 个重复。 

1.6  室内施用 RNA 干扰剂对萝卜蚜的杀虫效果 

RNA 干扰剂对萝卜蚜的杀虫效果采用浸叶

法测定（宋维虎等，2020），通过预备试验确定适

宜浓度范围，dsRNA 溶液配置参照 Wang 等

（2011）的配方配置，将 dsLeATPf 溶液（含 2.5% 

SDS，10%甘油，5% β-巯基乙醇，50 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.8）稀释成 5 个浓度（12.50、25.00、

50.00、100.00 和 200.00 mg/L），按等比梯度加

蒸馏水稀释，以清水为空白对照，每处理重复 3

次。分别选取不含有翅蚜的萝卜心叶，在手持放

大镜下，用毛笔剔除死亡或过小的蚜虫，每片心

叶保留及补足至 50 头健康的无翅成蚜，将带有

蚜虫的叶片浸入药液 10 s，然后用滤纸吸掉多余

药液，放入培养皿内，置于（25±2）℃培养箱中，

于 1、3 和 5 d 后记录存活和死亡的蚜虫数量（用

毛笔轻触蚜虫足和触角，多次触碰不动者计为死

亡），并计算校正死亡率。校正死亡率（%）=（处

理死亡率﹣对照死亡率）/（1﹣对照死亡率）100。 

1.7  田间施用 RNA 干扰剂对萝卜蚜的虫口减

退率和田间防治效果 

试验于 2020 年 9 月在上海农业科学院实验

基地（上海市奉贤区庄行镇）的萝卜地进行，所

有萝卜地的环境条件和管理水平一致。药效试验

采取随机区组设计，共设 5 个处理和 1 个药剂对

照（70%吡虫啉水分散粒剂，拜耳）和 1 个清水

空白对照，每处理 3 次重复，每个小区大小为

10 m2，区组间留有保护行。每处理选大小相差较

小的萝卜各 10 株，每株调查其蚜虫数量并挂牌标

记。按试验设计配置药液，dsLeATPf 溶液（含 2.5% 

SDS，10% 甘油，5% β-巯基乙醇，50 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.8）配置参照 Wang 等（2011）的

配方配置，dsRNA 用药量为 12.50、25.00、50.00、

100.00 和 200.00 mg/L，用水量为 900 L/hm2。用

背负式自动喷雾器（新加坡利农，工作压力 45 Pa，

喷孔速率 710 mL/min）喷雾，以叶片正反两面

表面润湿为度，分别于施药后 1、3、7 和 14 d

调查残存的活虫数量，计算萝卜蚜的虫口减退率

和防治效果。 

虫口减退率（%）=（处理前虫口数－处理

后虫口数）/（处理前虫口数）100， 

防治效果（%）=（处理区虫口减退率－对照

区虫口减退率）/（1－对照区虫口减退率）100。 

1.8  数据分析 

根据 RT-PCR 的扩增曲线和溶解曲线判断引

物质量，数据分析参照 2−ΔΔCT 法进行（Livak and 

Schmittgen，2001）。LeATPf 基因在不同组织的

表达量、喷施 dsRNA 后 LeATPf 基因表达量，以

及不同浓度 dsRNA 处理后萝卜蚜的校正死亡

率、田间虫口减退率和防治效果等数据间的差异

显著性分析均采用单因素方差分析，并应用

Tukey’s HSD 法进行处理间的差异显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  萝卜蚜 LeATPf 基因的克隆与序列分析 

通过基因克隆和同源序列比对分析，在萝卜

蚜中获得一个长度为324 bp的基因序列，与NCBI

数据比对，该序列与其它蚜虫的 ATP synthase 

subunit f 的序列一致性在 88%以上，并将其命名

为 LeATPf。将萝卜蚜 LeATPf 与 5 种蚜虫的 ATP 

synthase subunit f 基因进行多重比对分析，结果显

示，在不同物种中，与 LeATPf 基因的氨基酸序列

一致性较高分别是：桃蚜 Myzus persicae 98%；棉
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蚜 Aphis gossypii 88%；豌豆蚜 Acyrthosiphon 

pisum 95%；麦双尾蚜 Diuraphis noxia 90%；高梁

蚜 Melanaphis sacchari 89%（图 1）。图 1 结果表

明，LeATPf 共编码 107 个氨基酸序列，无信号肽

序列，预测蛋白大小为 12.461 ku，等电点为 9.95，

包含一个跨膜结构（74-96 aa）（图 1）。 

2.2  萝卜蚜 LeATPf 基因的系统进化分析 

利用MEGA X对萝卜蚜及其它22种不同昆虫

的 ATP synthase subunit f 基因进行系统进化树分

析，以甲壳纲的斑节虾 Parasteatoda tepidariorum 

 

ATP synthase subunit f 基因为外群。结果显示，

不同昆虫的 ATP synthase subunit f 基因分别聚集

在两个大支上，萝卜蚜 LeATPf 与半翅目蚜科的其

它 5 种蚜虫聚集在一支上，随后与 2 种半翅目昆

虫聚集成一个大支，鳞翅目、等翅目、双翅目以

及鞘翅目昆虫共同聚集在一支上，其中双翅目的

蚊虫和黑水虻 Hermetia illucens 的 ATPf 更为接

近，聚集在一个小支上，而蝇类昆虫与鞘翅目昆

虫的 ATPf 更为接近，聚集在一个小支上，但膜翅

目的黄蜂 Belonocnema treatae 与其他所有昆虫进

化关系均较远，形成单独的一支（图 2）。 

 

 
 

图 1  萝卜蚜 LeATPf 基因与其它昆虫同源蛋白的氨基酸序列比较 

Fig. 1  Comparison of amino acid sequences of LeATPf protein in Lipaphis erysimi  
and homologous proteins in other insects 

黑色阴影表示一致的氨基酸序列；黑色横线表示跨膜结构；*分别代表第 10、30、50、70 和第 90 个氨基酸。 

L. erysimi：萝卜蚜；M. persicae：桃蚜（XM_022321626.1）；A. gossypii：棉蚜（XM_027987971.1）； 

A. pisum：豌豆蚜（NM_001126211.2）；D. noxia：麦双尾蚜（XM_015511227.1）； 

M. sacchari：高梁蚜（XM_025344974.1）。 

The shaded dark backgrounds are common amino acids; Black horizontal lines are transmembrane structure;  
The * represents the 10th, 30th, 50th, 70th and 90th amino acids, respectively. L. erysimi: Lipaphis erysimi;  

M. persicae: Myzus persicae (XM_022321626.1); A. gossypii: Aphis gossypii (XM_027987971.1);  
A. pisum: Acyrthosiphon pisum (NM_001126211.2); D. noxia: Diuraphis noxia (XM_015511227.1);  

M. sacchari: Melanaphis sacchari (XM_025344974.1). 
 

 
 

图 2  系统进化树分析（邻接法，自展值为 1 000） 

Fig. 2  A phylogenetic tree analysis (Neighbour-Joining tree, bootstrap: 1 000) 
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2.3  LeATPf 基因在萝卜蚜不同发育时期的表

达谱分析 

利用 qRT-PCR 对 LeATPf 基因进行表达分

析，结果表明，LeATPf 基因在萝卜蚜各发育阶 

段均有表达。通过单因素方差分析发现，2 龄

幼虫的 LeATPf 基因表达量相对最高，显著高

于其他发育时期（P<0.05）。而其他发育时期

的若虫以及成蚜的表达量相对较低但比较稳

定（图 3）。 
 

 
 

图 3  LeATPf 基因在萝卜蚜不同发育时期的基因表达谱分析 

Fig. 3  Expression prifle analysis of Lipaphis erysimi LeATPf gene 

柱上标有不同小字母表示经方差分析存差异显著（P<0.05，Tukey’s 检验）。下图同。 

Histograms with different lowercase letters indicate significant differences by variance analysis  
(P<0.05, Turkey’s test). The same bellow. 

 

2.4  ds RNA 干扰 LeATPf 基因对其表达量的影响 

单因素方差分析表明，喷施 dsLeATPf 5 d后，

萝卜蚜的 LeATPf 基因相对表达量显著低于喷施

清水和与喷施 dsGFP 组（P<0.05）。与喷施 dsGFP

的萝卜蚜比较，喷施 dsLeATPf 组的 LeATPf 基

因相对表达量下降了 76.95%（图 4）。表明 RNA

干扰剂剂显著抑制了 LeATPf 基因的表达。 
 

 
 

图 4  RNA 干扰对萝卜蚜 LeATPf 基因的抑制作用 

Fig. 4  Gene repression effect of RNA interference  
on LeATPf gene 

2.5  室内施用 dsLeATPf 对萝卜蚜的杀虫效果

分析 

单因素方差分析结果表明，在处理后第 1 和

第 3 天，施用 200.00 mg/L RNA 干扰剂组萝卜蚜

的校正死亡率与施用吡虫啉组无显著差异

（P>0.05），而施用 12.50、25.00、50.00 和 100.00 

mg/L 组萝卜蚜的校正死亡率显著低于施用吡虫

啉组（P<0.05）。在处理后第 5天，施用100.00 mg/L

和 200.00 mg/L RNA 干扰剂组萝卜蚜的校正死亡

率与吡虫啉组无显著差异（P>0.05），而施用其他

中低浓度 RNA 干扰剂组萝卜蚜的校正死亡率显

著低于吡虫啉处理组（P<0.05）。这表明了高浓度

的 RNA 干扰剂（200.00 mg/L）对萝卜蚜的杀虫效

果与吡虫啉处理组无显著差异（P>0.05）（表 2）。 

2.6  RNA 干扰剂对萝卜蚜的虫口减退率和田间

防治效果 

对虫口减退率的单因素方差分析结果表明，
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在田间施用 dsLeATPf 制剂后 1、3 和 7 d，喷施

100.00 mg/L 和 200.00 mg/L RNA 干扰剂对萝卜

蚜的虫口减退率与吡虫啉处理组均无显著差异

（P>0.05）；在药剂处理后第 3、7 d，喷施 50.00 

mg/L RNA 干扰剂组的萝卜蚜虫口减退率与喷施

吡虫啉组也无显著差异（P>0.05）。在处理后 14 

d，喷施 25.00、50.00、100.00 和 200.00 mg/L RNA

干扰剂组的萝卜蚜虫口减退率均显著高于吡虫

啉处理组（P < 0 . 0 5）（表 3）。对田间防治 

 

效果的单因素方差分析结果表明，在田间施用

dsLeATPf 后 1、3 和 7 d，喷施 100.00 mg/L 和

200.00 mg/L RNA 干扰剂对萝卜蚜的防治效果与

吡虫啉处理组均无显著差异（P>0.05）。在处理

后 14 d，喷施 50.00、100.00 和 200.00 mg/L RNA

干扰剂组队萝卜蚜的田间防治效果均显著高于

吡虫啉处理组（P<0.05）。这表明高浓度的 RNA

干扰剂与吡虫啉对萝卜蚜的防治相当，但药效持

续性要优于吡虫啉（表 4）。 
 
 

 

表 2  施用 RNA 干扰剂后萝卜蚜的校正死亡率分析 

Table 2  The correct mortality of Lipaphis erysimi after using dsRNA 

校正死亡率（%）Correct mortality (%) 
RNA 干扰剂（mg/L） 

Concentration of RNAi preparation (mg/L) 药后 1 d 
1 day after treatment

药后 3 d 
3 days after treatment 

药后 5 d 

5 days after treatment

12.50 11.71±4.09d 17.19±3.06d 24.60±2.79c 

25.00 13.88±1.78cd 27.43±4.94cd 37.22±7.28bc 

50.00 23.62±0.74c 38.49±2.15c 49.90±3.44b 

100.00 42.29±3.19b 55.31±2.94b 73.02±5.16a 

200.00 48.58±2.15ab 66.31±1.80ab 80.93±1.54a 

对照（70%吡虫啉） 
Control (70% imidacloprid) 

61.14±1.39a 74.36±1.89a 83.29±1.61a 

表中数据为平均值±标准误，同列数据后标有不同小字母表示经方差分析差异显著（P<0.05，Tukey’s 检验）。下

表同。 

Data in the table are mean ± SE, and followed by different small letters in the same line indicate significant differences by 
variance analysis (P<0.05, Tukey’s test). The same bellow. 

 
表 3  喷施 RNA 干扰剂对萝卜蚜虫口减退率的影响 

Table 3  The population decline rate of Lipaphis erysimi after spraying dsRNA in the field 

虫口减退率（%） Population decline rate (%) RNA 干扰剂浓度 

Concentration of RNAi  
preparation 

药后 1 d 

1 day after treatment

药后 3 d 

3 days after treatment

药后 7 d 

7 days after treatment 

药后 14 d 

14 days after treatment

12.50 mg/L 12.90±0.92c 21.84±2.30c 29.29±2.05b 6.54±4.04bc 

25.00 mg/L 15.80±0.93c 35.76±3.90bc 51.98±3.35ab 29.08±2.45abc 

50.00 mg/L 36.77±7.37b 53.21±4.44ab 64.67±3.50a 39.32±3.48ab 

100.00 mg/L 49.94±0.70ab 54.85±6.35ab 69.44±4.69a 54.07±5.29a 

200.00 mg/L 61.26±0.94a 64.07±2.57a 77.44±2.76a 62.72±2.45a 

70%吡虫啉 
70% Imidacloprid 

56.13±2.87a 71.46±3.28a 83.41±5.58a ﹣5.05±5.61c 

清水 Water ﹣12.63±3.93d ﹣40.51±6.21d ﹣86.22±14.88c ﹣117.44±18.34d 
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表 4  RNA 干扰剂对萝卜蚜的田间防治效果 

Table 4  The control effect of RNAi preparation on Lipaphis erysimi in the field 

田间防治效果（%） Control effect in the field (%) RNA 干扰剂浓度 
Concentration of  
RNAi preparation 

药后 1 d 
1 day after treatment

药后 3 d 
3 days after treatment

药后 7 d 
7 days after treatment 

药后 14 d 
14 days after treatment

12.50 mg/L 22.49±2.70d 44.24±2.07c 61.69±2.09c 56.70±1.89cd 

25.00 mg/L 25.02±3.30cd 54.33± 1.21bc 74.17±0.29bc 66.70±4.11bcd 

50.00 mg/L 42.90±6.36bc 66.80±1.96ab 80.84±2.11ab 71.65±3.11abc 

100.00 mg/L 49.94±0.70ab 67.39±5.83ab 82.97±3.95ab 78.75±2.18ab 

200.00 mg/L 56.72±4.32ab 74.27±2.54a 87.62±2.18a 82.49±2.31a 

70%吡虫啉 
70% Imidacloprid 

61.07±1.87a 79.66±2.36a 91.39±2.62a 50.97±5.10d 

 

3  讨论 

RNAi 被认为是一种有效的、物种特异性的

基因害虫防治技术（Price and Gatehouse，2008；

Huvenne and Smagghe，2010）。作为一种新型绿

色高效的害虫防治新技术，RNA 杀虫剂与落实化

学农药减施增效和绿色可持续发展的理念完全契

合（胡少茹等，2019）。RNA 干扰剂的使用可以

通过喷洒、灌根、树干注射和种子包衣等方法（Ma 

et al.，2020）。叶超（2019）通过点滴法将 dsRNA

通过体壁渗透到豌豆蚜 Acyrthosiphon pisum 体

内，发现豌豆蚜的乙酰胆碱酯酶基因 ApAChE、

唾液蛋白基因 ApC002、几丁质合成酶基因

ApCHS 和保幼激素结合蛋白基因 ApJHBP 等多

个基因的表达均被显著抑制（41.0%-99.7%）。

Zheng 等（2019）在大豆蚜上建立了一种纳米材

料介导的 dsRNA 体壁渗透系统，通过干扰关键

基因表达，起到了很好的害虫防治效果。Yan 等

（2020a，2021）利用一种成本低廉的星状阳离

子聚合物作为高效的基因载体制备了 2 种

dsRNA 纳米粒制剂，直接喷洒到受蚜虫侵害的

大豆幼苗上，室内条件下对大豆蚜的致死率分别

达 78.50%和 75.22%。Gong 等（2013）利用 6

个 siRNA靶向小菜蛾 Plutella xylostella的乙酰胆

碱酯酶基因，以喷施 siRNA 的植物叶片饲喂小

菜蛾 2 龄幼虫，杀虫率达到 89%，具有良好的控

制效果。这与本研究中针对萝卜蚜基因合成的双

链 RNA 制剂（高浓度）的防治效果（田间 

防效达到 80%以上）接近，表明了萝卜蚜 LeATPf

基因是一个具备应用潜力的RNAi生物农药的靶

标基因。 

ATP 合成酶是线粒体能量守恒中的关键酶

（Hong and Pedersen，2008），其广泛分布于生

物体的线粒体内膜等质膜上，利用电子流的动力

由 ADP 和无机磷酸盐合成 ATP，为生物体提供

能量（赵婷等，2014）。目前，对于微生物和植

物 ATP 合成酶的研究已经较多，但对于昆虫 ATP

合成酶的研究还较少（Younis et al.，2011）。本

研究采用 RT-PCR 技术成功克隆了该基因全长

324 bp，编码 107 个氨基酸的萝卜蚜 ATP 合成酶

f 亚基基因 LeATPf。由于 ATP 合成酶基因在生物

体能量代谢及生长发育等过程中发挥非常重要

的作用，因此其非常符合 RNAi 生物农药筛选靶

标基因的特性。萝卜蚜 LeATPf 基因是一个典型

的 ATP 合成酶基因，在不同物种间具有高度的

同源性，从序列比对以及系统发育树可以看出，

该基因与半翅目蚜科其他 5 种蚜虫的序列一致

性均在 88%以上，且能通过很好的聚集在一个分

支之中，同时与半翅目其它昆虫聚集在一个大支

上。通过基因表达可以看出，该基因在萝卜蚜各

个龄期均有表达，是一个全周期表达的基因，这

一特点非常有利于 RNAi 生物农药的靶标开发。 

高效低成本是 RNA 生物农药推广应用的关

键问题。基因载体的高经济成本限制了其开发和

应用，因此，RNAi 技术在害虫防治领域的应用

中迫切需要开发低成本特别是大规模应用的高

效基因载体。Li 等（2019）通过合成了一种高效、
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低成本的基因载体——星状阳离子聚合物，将

dsRNA 的生产成本降低到 1.7 美元/g；美国的

Greenlight 公司通过无细胞合成体系，将 dsRNA

的合成成本控制在 0.5 美元/g 以内，其成本已经

完全能够满足田间规模化应用的要求（Taning 

et al.，2019）；今年以来，我国的科学家通过细

菌表达系统和纳米载体将 dsRNA 的合成成本控

制在 0.47 美元/g（Ma et al.，2022），更是进一

步降低了 RNA 干扰剂的成本。本研究中合成的

针对萝卜蚜的 dsRNA 成本仍然高于 1 美元/g，

通过借鉴最新的合成技术，可以进一步将合成萝

卜蚜 RNA 干扰制剂的成本降低，从而实现大规

模的田间推广和应用。 

本研究克隆了萝卜蚜的 LeATPf 基因，并利

用 RNA 干扰技术抑制了该基因表达，发现喷施

RNA 干扰剂可有效抑制其表达，表明其可以作

为 RNAi 生物农药的靶标基因。通过分析复配

RNA 干扰剂对萝卜蚜的田间防治效果，发现中

高浓度的 RNA 干扰剂对萝卜蚜的防治效果与吡

虫啉相当，但是其药效持续性优于吡虫啉。综上

所述，LeATPf 基因是开发萝卜蚜 RNA 干扰制剂

的良好靶标基因，可用于田间萝卜蚜的绿色高效

防控。 
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