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美国白蛾 HcGST-E1 的克隆及基于 

RNAi 的功能探究* 
高琳娜**  陈麒羽**  孟  香  陈  敏*** 
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摘  要  【目的】 谷胱甘肽-S-转移酶（GSTs）是昆虫体内一种重要的解毒酶。基于美国白蛾 Hyphantria 

cunea 中肠转录组数据筛选鉴定了 HcGST-E1 为显著相应槲皮素诱导的差异表达基因。为进一步探究该基

因的功能，我们克隆获得 HcGST-E1 全长序列，并通过 RNA 干扰（RNA interference，RNAi）技术验证了

HcGST-E1 在美国白蛾幼虫响应槲皮素过程中的作用，为明确美国白蛾对寄主植物中的次生物质槲皮素的

解毒适应机制提供科学依据。【方法】 基于 HcGST-E1 的核酸序列设计引物，克隆 HcGST-E1 的全长序列

并合成 dsHcGST-E1，通过显微注射法用 dsHcGST-E1 注射美国白蛾 4 龄幼虫沉默 HcGST-E1 基因，进而

分析了该基因的沉默效率以及沉默后的美国白蛾 4 龄幼虫取食槲皮素对体重、存活率等生理指标的影响。

【结果】 dsHcGST-E1 可有效抑制 HcGST-E1 基因表达，相同处理时间内，注射 1 000 ng 的 dsHcGST-E1 比

注射 500 ng 的 dsHcGST-E1 沉默效率高，沉默效率最高为 62.3%。用 0.5%和 1.0%槲皮素人工饲料分别饲

喂 HcGST-E1 沉默的美国白蛾幼虫，10 d 后其存活率分别为 40.00%和 33.33%，显著低于对照组的 73.33%

和 66.67%（P < 0.05）和空白组的 86.67%和 80.00%（P < 0.05）。注射 dsHcGST-E1 后的美国幼虫体重在

处理时间内无明显波动，体重增长量均低于注射无菌水的对照组和未经注射的空白组。其中，0.5%槲皮素

饲养的实验组美国白蛾幼虫的体重与对照组幼虫体重差异不显著，与空白组在第 6 天差异显著（P < 

0.01）；1.0%槲皮素饲养的实验组幼虫的体重低于对照组幼虫的体重但差异不显著，与空白组在第 4 天和

第 6 天差异显著（P < 0.05）。【结论】 HcGST-E1 沉默后，美国白蛾幼虫对槲皮素的适应能力下降，生长

发育受到影响，表明 HcGST-E1 参与了美国白蛾对槲皮素解毒代谢过程。研究结果为阐明美国白蛾对含槲

皮素的寄主植物的适应机制奠定基础。 

关键词  美国白蛾；谷胱甘肽-S-转移酶；HcGST-E1 基因；RNA 干扰；槲皮素 

Cloning and functional analysis of the Hyphantria cunea 
glutathione-S-transferase gene, HcGST-E1 

GAO Lin-Na**  CHEN Qi-Yu**  MENG Xiang   CHEN Min*** 

(Beijing Key Laboratory of Forest Prepest Control, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China) 

Abstract  [Objectives]  To clone the Hyphantria cunea glutathione S-transferases (GST) gene (HcGST-E1 ) and verify the 

role of this gene in the response of H. cunea to quercetin, a common secondary substance in host plants. [Methods]  

HcGST-E1 was cloned based on the quercetin-induced midgut transcriptome of H. cunea and real-time, quantitative PCR 

results. The gene was then silenced using RNAi technology and the effect of this on the weight and survival of 

quercetin-treated 4th instar larvae investigated. [Results]  The HcGST-E1 was successfully cloned and silenced. dsHcGST-E1 

effectively inhibited the expression of HcGST-E1 with a maximum silencing efficiency of 62.3%. Over the same period of time, 

1 000 ng of dsHcGST-E1 was more effective than 500 ng dsHcGST-E1. The survival rates of HcGST-E1 silenced larvae that 

had been fed an artificial diet containing either 0.5% or 1.0% quercetin were 40.00% and 33.33%, respectively, significantly 
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lower than their respective control groups（73.33% and 66.67%; P < 0.05）or blank control groups（86.67% and 80.00%; P < 

0.05）. The body weight of HcGST-E1 silenced H. cunea larvae did not fluctuate significantly, and their weight was lower than 

that of larvae in both respective, and blank, control groups. Larvae in the 5% quercetin treatment group were not significantly 

lighter than those in the respective control group, but were significantly lighter than those in the blank control groups on day 6 

(P < 0.01). Similarly, larvae in the 1.0% quercetin treatment group were not significantly lighter than those in the respective 

control group, but were significantly lighter than those in the blank control groups on days 4 and 6 (P <0.05). [Conclusion] 

Silencing the HcGST-E1 gene increased the susceptibility of H. cunea larvae to quercetin, retarding their growth and 

development. This indicates that HcGST-E1 plays a role in the detoxification and metabolization of quercetin. These results 

provide a basis for further research on the role of GST genes in the resistance of H. cunea to plant secondary compounds. 

Key words  Hyphantria cunea; glutathione-S-transferase; HcGST-E1; RNAi; quercetin 

植物次生物质是植物与昆虫长期协同进化

的媒介之一（Howe and Herde，2015），能对取

食该植物的昆虫产生直接或间接的影响，因此成

为研究昆虫对寄主选择适应的关键因素（Heil，

2008）。其中，槲皮素是一种分布广泛、具有多

种生物活性的黄酮醇类植物次生物质，多存在于

被子植物中（Zhang et al.，2012）。研究表明，

槲皮素能抑制短星翅蝗 Calliptamus abbreviatus、

家蚕 Bombyx mori、烟草夜蛾 Heliothis assulta、

玉 米 螟 Pyrausta nubilalis 和 棉 红 铃 虫 

Pectinophora gossypiella（李国印等，2013；黄训

兵等，2021）的生长，降低斜纹夜蛾 Spodoptera 

litura 幼 虫 的 体 重 和 甜 菜 夜 蛾  Spodoptera 

exigua 的蛹重（Su et al.，2017；范能能等，2022），

降低瓜实蝇  Bactrocera cucurbitae 和棉铃虫

Helicoverpa armigera 的孵化率、化蛹率和羽化

率（Sharma and Sohal，2013），导致南方灰翅夜

蛾 Chrysodeixis eriosoma 直接死亡（许力山，

2021）。另外，槲皮素还能调控中华蜜蜂 Apis 

cerana 对农药的耐受性（Liu et al.，2021），抑

制昆虫的多酚氧化酶从而影响变态发育和免疫

功能（张永亮和朱勇，2011）。 

昆虫的解毒酶系统，如谷胱甘肽-S-转移酶

（GSTs），细胞色素 P450 单加氧酶（P450s），

糖基转移酶（GTs）和 ABC 转运蛋白等，在抵

御植物次生物质的不利影响中起着关键作用（Li 

et al.，2007；Koenig et al.，2015）。昆虫体内的

GSTs 具有解毒和抗氧化功能（Nahar et al.，

2015），在植物次生物质的诱导下其体内的 GST 

酶活性和相关基因表达发生变化，从而增强对这

些物质的解毒代谢或转化利用功能，提高对次生

物质和寄主植物的抗性和适应性（Huang et al.，

2011；金燕璐等，2018；王传鹏等，2020）。褐

飞虱 Nilaparvata lugens 的 GSTs 是水稻芦竹碱

的重要解毒酶（Sun et al.，2013）。黄训兵等

（2021）使用不同浓度槲皮素饲喂短星翅蝗发现 

GSTs 活性与槲皮素浓度显著线性正相关。双斑

萤叶甲 Monolepta hieroglyphica 取食 6 种不同

寄主植物后 GSTs 活性发生显著变化（徐伟等，

2018）。黄敏燕和李雪峰（2018）用不同浓度芦

丁、单宁和没食子酸喂食斜纹夜蛾发现其 GSTs 

活 性上 升， SlGSTe1 表 达上 调。 黑腹 果蝇 

Drosophila melanogaster 的 GstD1、GstD2 分别

参与了芥子油与咖啡因、苯巴比妥的代谢

（Willoughby et al.，2006；Gloss et al.，2014）。

这些昆虫的 GSTs 虽然被证实会随植物次生物

质刺激上调，但植物次生物质在昆虫肠道中诱导 

GSTs 表达、摄食适应和宿主范围之间的关系尚

未完全阐明（Zou et al.，2016）。 

美国白蛾 Hyphantria cunea 是一种多食性

昆虫，危害寄主种类达 600 多种（Sullivan and 

Ozman-Sullivan，2012）。研究发现槲皮素具有抑

制美国白蛾幼虫取食的作用，0.5%浓度的槲皮素

会延长美国白蛾幼虫的生长发育；同时槲皮素对

美国白蛾体内 GSTs 活性具有一定的剂量效应和

时间效应（潘忠玉，2020）。为进一步明确美国

白蛾 GSTs 对槲皮素的响应的分子机制，构建了 

0.5%浓度槲皮素诱导的美国白蛾中肠转录组，鉴

定了美国白蛾响应槲皮素诱导的 6 个 GST 基因；

并通过荧光定量 PCR 技术研究发现槲皮素能显
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著诱导美国白蛾中肠 6 个 GST 基因的表达水平。

其中，0.5%-4.0%浓度的槲皮素均能诱导HcGST-E1

表达水平显著上调，且在诱导后 36 h 内显著上

调表达，推测 HcGST-E1 是参与美国白蛾解毒代

谢槲皮素的关键基因（孟香，2022）。因此，本

文在前期研究基础上，对 HcGST-E1 基因进行克

隆并合成 dsHcGST-E1，利用 RNAi 介导技术进

一步探讨美国白蛾 HcGST-E1 对槲皮素的响应机

制，为阐明美国白蛾对含槲皮素的寄主植物的适

应机制提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

美国白蛾虫源为本实验室所建立的实验室

人工饲料种群。供试美国白蛾幼虫采用人工饲料

饲养，成虫采用 20%（v/v）的蜂蜜水饲养，饲

养条件为：温度（25±1）℃，相对湿度 55%-70%，

光周期 16 L︰8 D。 

1.2  人工饲料配制  

人工饲料配制方法参考曹利军等（2014），

本研究需要配制 0.5%和 1%的槲皮素人工饲料。

槲皮素人工饲料配制方法如下：称取 0.167 7 g 

槲皮素（纯度 ≥ 98%；源叶生物科技有限公司，

上海）于 5 mL 20%的二甲基亚砜（DMSO；百

瑞极生物科技有限公司，北京）溶液中溶解，后

将其添加到 15 g 正常人工饲料中混合均匀，待

其冷却凝固后即配制成 0.5%槲皮素人工饲料。

按比例增加槲皮素的含量，相同方法配制含 1% 

槲皮素的人工饲料，以添加 5 mL 20% DMSO 溶

液的人工饲料作为对照（CK）。 

1.3  基因克隆与序列分析 

选取 10 头健康的、刚蜕皮 1 d 的 4 龄美国

白蛾幼虫置于冰上解剖中肠提取 RNA。按照

EASYspin Plus 组织/细胞 RNA 快速提取试剂盒

（艾德莱生物科技有限公司，北京）的说明书，

进行中肠 RNA 的提取。通过 1%琼脂糖凝胶电

泳检测 RNA 的完整性，使用超微量紫外分光光

度计 NanoDrop8000（赛默飞世尔科技公司，美

国）检测 RNA 的浓度和纯度。将完整性、纯度

和浓度均合格的 RNA 利用 PrimeScriptTM RT 

reagent Kit（Perfect Real Time）反转录试剂盒（宝

日医生物技术有限公司，北京）合成 cDNA 第

一链，保存于﹣20 ℃备用。 

使用 Primer Premier 5.0 软件设计 HcGST-E1

的全长引物（表 1），在全长引物的 5′端加上 T7

启动子序列用于合成 dsHcGST-E1 模板，引物均

由生工生物工程股份有限公司（上海）合成。以

上述 cDNA 为模板，使用 HcGST-E1 的全长引物

进行 PCR 扩增。50 L PCR 反应体系：5× 

PrimeSTAR Buffer 10 L，dNTP Mixture 4 L，

正反向全长引物各 1 L，cDNA 2 L，PrimeSTAR 

HS DNA Polymerase 0.5 L，ddH2O 31.5 L。PCR 

运行程序设置为：98 ℃ 10 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 

36 s，30 个循环。PCR 产物经 1% 的琼脂糖凝

胶电泳验证后，使用 TIANgel Midi Purification 

Kit（天根生化科技有限公司，北京）进行回收

纯化，将纯化产物与 pEASY®-Blunt1（全式金生

物技术有限公司，北京）克隆载体连接，然后转

化到 Trans1-T1 Phage Resistant（全式金生物技

术有限公司，北京）化学感受细胞，经蓝白斑筛

选后，将阳性单克隆菌液送至擎科生物科技有限

公司（北京）进行测序。 

利用 NCBI对获得的基因序列、开放阅读框、

氨基酸序列进行比对分析，利用在线网站 ExP 

ASy（http://web.expasy.org/protparam/）预测该基

因所编码蛋白的等电点和分子量。利用 NCBI 

Conserved Domains 对编码蛋白氨基酸序列的保

守区域进行预测分析。 

1.4  RNAi 干扰 

1.4.1  dsHcGST-E1的合成与注射  将测序正确

的单克隆菌液扩大培养，使用 TIANprep Rapid 

Mini Plasmid Kit（天根生化科技有限公司，北京）

抽提菌液质粒。以获得的质粒为模板，使用添加 

T7 启动子序列的全长引物进行 PCR 扩增，反应

体系和程序设置同 1.3，PCR 产物进行回收纯化

后即为合成 dsHcGST-E1 的模板。按照 T7 RNAi 
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Transcription Kit（诺唯赞生物科技股份有限公

司，南京）的说明书合成 dsHcGST-E1，将初步

得到 dsHcGST-E1 采用磁珠方法进行纯化，纯化

后的 dsHcGST-E1 经电泳验证和浓度测定，稀释至

（5×10﹣4 ng/L）500 ng/L 和（10﹣3 ng/L）1 000 

ng/L 保存于﹣20 ℃冰箱用于后续注射实验。 

根据预实验结果，选择 500 ng和 1 000 ng 作

为 dsHcGST-E1 的注射剂量。挑选健康的、刚蜕

皮 1 d 的美国白蛾 4 龄幼虫，使用微量注射器分

别吸取 500 ng 和 1 000 ng dsHcGST-E1 注射到

幼虫腹部倒数第二腹节间膜位置，以注射等体积 

RNase-free H2O 作为对照组。每种剂量注射 30 

头幼虫为一个重复，设置 3 个重复。 

1.4.2  基因沉默效率检测  分别在注射 24、48、

72 和 96 h 后用液氮速冻收集试虫。通过荧光定

量 PCR 检测 HcGST-E1 在实验组和对照组幼虫

中的表达量，计算得到 dsHcGST-E1 的沉默效率。

荧光定量 PCR 方法根据 TB Green®Premix Ex 

Taq™II 试剂盒（宝日医生物技术有限公司，北

京）配制 RT-qPCR 反应体系（25 μL）：TB Green 

Premix Ex Taq II 12.5 μL，正反引物（10 μmol·L﹣1）

各 1 μL，cDNA 模板 2 μL，灭菌水 8.5 μL。热

循环条件设定为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃ 5 s，

60 ℃ 30 s，循环 40 次；最后将产物升温至 95 ℃

制作溶解曲线，检测是否有引物二聚体。空白对

照以无菌水代替 cDNA 模板，用于检测体系是否

出现污染。荧光定量  PCR 反应在 CFX96

（Bio-Rad，美国）PCR 仪中运行。每个处理设

置 3 个生物学重复，每个生物学重复设置 3 个技

术重复。HcGST-E1 基因的荧光定量引物以及内

参 GAPDH、EF1α基因引物序列见表 1。 

1.4.3  HcGST-E1 功能的生物学验证  挑选一

批健康的、刚蜕皮 1 d 的美国白蛾 4 龄幼虫，每

头幼虫注射 1 000 ng dsHcGST-E1 作为实验组，

以注射等体积 RNase-free H2O 的幼虫作为对照

组，不注射任何试剂的幼虫作为空白组，30 头

为一个重复，设置 3 个生物学重复，分别转入

含有 0.5%和 1.0%槲皮素人工饲料中饲养，统计

试虫 7 d 内的体重变化情况和 10 d 内的存活  

数量。 
 

表 1  引物序列信息 

Table 1  Information of primer sequences 

基因 

Gene 

引物序列（5'–3'） 

Primer sequence (5'–3') 

扩增效率（%） 

Amplification efficiency (%) 

用途 

Purpose 

HcGST-E1 F-CGAGAGCAAGACACACCTGA 
R-ATAGAGACGCGTGCTTTGGT 

93.2 荧光定量 PCR 

qRT-PCR analysis 

GAPDH F-GACTGGCATGGCTTTCAGAG 
R-CATCGTAGCTAGCGGGTTTG 

96.5 荧光定量 PCR 

qRT-PCR analysis 

EF1α F-TTATCGTCGCTGCTGGTACT 
R-GAGTGTGAAAGCGAGCAGAG 

103.5 荧光定量 PCR 

qRT-PCR analysis 

HcGST-E1 F-ATGTCCACGATTCTTTACAAAACA 
R-TCATAACTTGGACTGTTGATTATATTTC 

 基因克隆 

gene cloning 

dsHcGST-E1 F-taatacgactcactatagggATGTCCACGATTCTTTACAAAACA 
R-taatacgactcactatagggTCATAACTTGGACTGTTGATTATATTTC 

dsRNA 合成 

dsRNA synthesis 

下划线部分为 T7 启动子序列。 

The underlined part is the T7 promoter sequence. 
 

1.5  数据处理 

采用 Excel 2019 对实验数据进行处理。采

用 2-ΔΔCt 法（Livak and Schmittgen，2001）计算

基因的相对表达量。数据均以平均值±标准误表 

示，采用 SPSS 25.0 软件进行各组平均值和标准

误计算，采用独立样本 t 检验和 One-way ANOVA 

进行差异显著性分析，Duncan’s 新复极差法在 

P<0.05 水平上进行多重比较。采用 GraphPad 

Prism 8.0 和 Origin 2019 作图。 
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2  结果与分析 

2.1  HcGST-E1 基因克隆与序列分析 

以美国白蛾 4 龄幼虫中肠 cDNA 为模板，克

隆获得了 HcGST-E1 基因的全长序列，经 1%的

琼脂糖凝胶电泳检测，发现在 700 bp 左右有一

条亮带（图 1），大小与基因实际大小相符。 
 

 
 

图 1  美国白蛾 HcGST-E1 PCR 扩增产物的电泳图 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis image of PCR 
amplification product of HcGST-E1 in  

Hyphantria cunea 

 
克隆获得的美国白蛾 HcGST-E1 基因的开

放阅读框为 738 bp，编码 245 个氨基酸（图 2），

其预测的蛋白分子量为 60.592 kD，理论等电点

为 5.16。NCBI Conserved Domains 进行蛋白保守

区域预测分析，该蛋白含有 C 端保守结构域

“GST-C-Delta-Epsilon_”（位于 325-666 氨基酸

残基），属于类硫氧还原蛋白超家族（Thioredoxin_ 

like Superfamily）及谷胱甘肽-S-转移酶超家族

（GST_C_family superfamily）。 

2.2  HcGST-E1 基因的沉默效率分析 

通过荧光定量 PCR 检测美国白蛾中肠 

HcGST-E1 的沉默效率，结果见图 3。注射 500 ng

和 1 000 ng 的 dsHcGST-E1 24 h 后，美国白蛾中

肠 HcGST-E1 的相对表达量分别比对照组显著

降低了 13.7%（P < 0.01）和 35.8%（P < 0.000 1）

（图 3：A）；注射 48 h 后，HcGST-E1 的相对表

达量分别比对照组显著降低了 21.6%（P < 0.01）

和 34.8%（P < 0.001）（图 3：B）；注射 72 h 后，

HcGST-E1 的相对表达量分别比对照组显著降低

了 44.6%（P < 0.000 1）和 57.4%（P < 0.000 1）

（图 3：C）；注射 96 h 后，HcGST-E1 的相对

表达量分别比对照组显著降低了 55.4%（P < 

0.000 1）和 62.3%（P < 0.000 1）（图 3：D）。结

果表明，通过美国白蛾体内注射目的基因

dsHcGST-E1能够有效沉默 HcGST-E1 基因的表

达，相同时间内注射 1 000 ng dsHcGST-E1 的抑

制效果高于注射 500 ng 的抑制效果。 

2.3  槲皮素对 HcGST-E1 沉默的美国白蛾幼虫

存活率和体重的影响 

0.5%和 1.0%槲皮素能显著降低 HcGST-E1 

沉默的美国白蛾幼虫的存活率（图 4）。使用 0.5% 

槲皮素人工饲料持续饲养 10 d 后，HcGST-E1 沉

默的实验组美国白蛾幼虫存活率仅为 40.00%，显

著低于注射  RNase-free H2O 的对照组幼虫的

73.33%和未注射的空白组幼虫的 86.67%（P < 

0.05）；取食 1.0% 槲皮素人工饲料后，HcGST-E1 

沉 默 的 实 验 组 美 国 白 蛾 幼 虫 存 活 率 仅 为 

33.33%，显著低于注射 RNase-free H2O 的对照

组幼虫的 66.67%和未注射的空白组幼虫的 80%

（P < 0.05）。同时，空白组和对照组的美国白蛾

幼虫存活率均低于 100%。本实验中，对照组的

幼虫存活率低于空白组幼虫，说明注射本身会对

幼虫存活率产生一定影响。 

分别使用 0.5%和 1.0%槲皮素人工饲料饲喂

注射后的美国白蛾幼虫，7 d 内体重变化趋势见

图 5。取食 0.5%槲皮素人工饲料后（图 5：A），

前 6 d 中对照组和实验组的体重没有显著差异，

空白组的幼虫体重在第 6 天显著高于其余两组

（P<0.01）；从体重变化趋势来看对照组和空白

组的体重在第 4 天以后开始增加，实验组的体重

一直在平缓的减少，在第 6 天空白组的幼虫体重

增长量显著高于其余两组（P<0.001）。取食 1.0% 

槲皮素人工饲料后（图 5：B），在 6 d 中实验组

的体重一直低于对照组，在第 4 天和第 6 天实验组

的幼虫体重显著低于空白组的幼虫体重（P<0.05）；

从体重变化趋势来看，幼虫体重变化趋势与取食 

0.5%槲皮素饲料的幼虫相似，实验组的幼虫体 
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图 2  美国白蛾 HcGST-E1 核苷酸和氨基酸序列 

Fig. 2  The nucleotide and amino acid sequence of HcGST-E1 of Hyphantria cunea 

*代表终止密码子。* represents the stop codon. 
 

 
 

图 3  注射 dsHcGST-E1 后 HcGST-E1 的相对表达量 
Fig. 3  The relative expression level of HcGST-E1 after dsHcGST-E1 injection 

A. 注射 dsHcGST-E1 24 h；B. 注射 dsHcGST-E1 48 h；C. 注射 dsHcGST-E1 72 h；D：注射 dsHcGST-E1 96 h。 
A. Injection dsHcGST-E1 24 h; B. Injection dsHcGST-E1 48 h; C. Injection dsHcGST-E1 72 h; D: Injection dsHcGST-E1 96 h. 

*代表相同时间注射不同浓度 dsHcGST-E1，HcGST-E1 基因相对表达量差异显著， 

*P ˂ 0.05，**P ˂ 0.01，***P ˂ 0.001，****P < 0.000 1。 
* represents the same time of injection of different concentrations of dsHcGST-E1, the relative expression of  

HcGST-E1 gene is significantly different, *P ˂ 0.05, **P ˂ 0.01, ***P ˂ 0.001, ****P <0.000 1. 
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图 4  槲皮素对 HcGST-E1 沉默的 

美国白蛾幼虫存活率的影响 

Fig. 4  Effect of quercetin on the survival  
rate of Hyphantria cunea larvae after  

HcGST-E1 silencing 

空白组：不注射任何试剂的空白对照； 

对照组：注射等量 RNase-free H2O； 

实验组：注射 dsHcGST-E1。图 5 同。 

柱上标有不同小写字母表示不同处理的存活率 

差异显著（P<0.05，Tukey 检验法）。 

Blank: Control without injection of any reagent; Control: 
Injection of equal amount of RNase-free H2O; 

dsHcGST-E1: Injection of dsHcGST-E1. The same as Fig. 5. 
Histograms with different letters indicate significant 

differences in the survival rates of different treatments at 
the 0.05 level by Tukey test. 

重一直在下降，对照组和空白组的体重都在 4 d

后明显增加，在 6 d 中实验组和空白组的幼虫体

重增长量都有显著差异（P<0.05）。上述结果表

明，HcGSTE1 基因在美国白蛾解毒适应槲皮素

中发挥着关键作用，相同浓度槲皮素诱导下，

HcGSTE1 基因沉默的美国白蛾幼虫的生长状况

比正常美国白蛾幼虫的生长状况差；槲皮素对美

国白蛾的生长发育有一定的影响，槲皮素浓度越

高，作用时间越长，对注射 dsHcGST-E1 美国

白蛾幼虫的负面影响越大。 

3  结论与讨论 

植物次生物质能影响昆虫取食、生长和繁殖

等过程，甚至会直接导致昆虫死亡。这些次生物

质能够诱导昆虫体内解毒酶活性发生变化（陈澄

宇等，2015）。GSTs 作为昆虫的三大解毒酶系

之一，在抵御植物次生物质胁迫的过程中发挥着

重要的作用。Galit 等（2018）采用植物介导 

RNAi 的方法沉默了烟粉虱 Bemisia tabaci 中肠 

BtGSTs5 的表达，BtGSTs5 沉默的烟粉虱在取食

十字花科植物后，其存活率显著下降。舞毒蛾 

Lymantria dispar 3 龄幼虫的 4 个 GSTs 基因

（LdGSTe1、LdGSTs1、LdGSTs2 和 LdGSTz1）的

表达被干扰后，取食含有槲皮素和黄酮的人工饲

料，幼虫的体重和存活率显著低于对照组（齐琪

等，2021）。褐飞虱若虫 8 个 GSTs 基因被分别

干扰以后再取食芦竹碱和阿魏酸，其死亡率明 

 

 
 

图 5  0.5%（A）和 1.0%（B）槲皮素对 HcGST-E1 沉默的 

美国白蛾幼虫体重增长量的影响 

Fig. 5  Effect of 0.5% (A) and 1.0% (B) quercetin on the weight gain of Hyphantria  
cunea larvae after HcGST-E1 silencing 
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显增加（杨军，2017）。本研究结果与上述研究

结果一致，美国白蛾中肠 HcGST-E1 被沉默后，

再取食含有槲皮素的人工饲料，美国白蛾幼虫的

体重和存活率显著降低，证明 HcGST-E1 在美

国白蛾幼虫解毒代谢槲皮素过程中发挥重要作

用，HcGST-E1 的沉默导致美国白蛾幼虫对槲皮

素的适应能力下降，取食和消化过程受到抑制从

而体重增长减缓，影响幼虫的正常生长发育，导

致存活率降低。另外，在体重测量的第 3 天，

观察到两个实验组和对照组的幼虫均处于准备

蜕皮时期，相应的在这几天幼虫的体重处于无明

显波动或少量减少的趋势，推测在即将蜕皮时幼

虫减少摄食量和体内发生一系列生理变化，导致

幼虫体重减少，有利于幼虫从旧皮中蜕出。同时，

课题组前期分别使用 0.25%-4.0%浓度槲皮素人

工饲料喂养美国白蛾 5 龄幼虫，一周后幼虫存活

率分别为 72.5%、70%、67.5%、62.5%和 30%（潘

忠玉，2020），而在本实验中未进行注射的美国

白蛾幼虫取食 0.5%和 1.0%槲皮素后的存活率为

86.67%和 80.00%，以及取食 1.0%浓度槲皮素时

幼虫体重增长量低于取食 0.5%浓度槲皮素时的

幼虫体重增长量，两个实验探究均表现出类似的

结果，说明幼虫在取食过程中可能是槲皮素的毒

性积累导致了美国白蛾幼虫死亡，且取食浓度越

高美国白蛾的生长状况越差。该结论也再次证

明了槲皮素会对美国白蛾的生长发育造成不利

影响。 

RNA 干扰是通过将双链 RNA（dsRNA）导

入昆虫体内来降低靶基因表达的方法，已被广泛

应用于昆虫基因功能的研究（Rupasinghe et al.，

2007）。Yang 等（2017）研究发现，褐飞虱 GSTs 

基因的沉默效率随着双链 RNA 剂量的增加呈现

先增加后降低的趋势，在注射剂量为 0.04 g/L 时

沉默效率最高。周雨晴等（2019）的研究表明，

茶尺蠖 Ectropis oblique 的 EoGST534 和 EoGST968

随着 dsRNA 浓度的升高，干扰效果越来越明显。

许力山（2021）研究发现，舞毒蛾 LdGSTs1、

LdGSTs2、LdGSTz1 在处理 48 h 时沉默效果最佳，

LdGSTe2 在处理 72 h 时沉默效率最高。在本研

究中，相同剂量的 dsHcGST-E1 在供试时间内，

作用时间越长，基因沉默效率越高。然而，Ma

等（2021）的研究表明，舞毒蛾注射 1 000 ng 

dsRNA 后，GSTs 基因的沉默效率随着注射时间

的延长逐渐降低。Lu 等（2016）发现在桔小实

蝇 Bactrocera dorsalis注射 dsBdGSTe8 后 12 h 的

基因沉默效率最高，48 h 的沉默效率最低。马雯

（2019）研究发现飞蝗 Locusta migratoria 的

dsLmGSTe1 在 24 h 和 48 h 沉默效率相似，

dsLmGSTe4 在 24 h 的沉默效率低于 48 h，

dsLmGSTs2 的沉默效率则是 24 h 明显高于 48 h。

这些结果表明不同昆虫不同靶标基因的沉默效

率和作用时间存在差异，可能是因为注射后 

dsRNA 需要一定的时间与靶标序列结合，以达

到沉默效果，同时昆虫体内含有很多 RNA 酶会

使 dsRNA 发生降解，所以在注射 dsRNA 一定时

间后，沉默效率会降低甚至不再有沉默现象发生

（Christiaens et al.，2014）。 

综上所述，本研究从美国白蛾中肠中克隆了

1 个响应槲皮素诱导的 HcGST-E1 基因，通过

RNAi 技术，进一步验证了该基因的功能。

HcGST-E1 沉默后，美国白蛾幼虫对槲皮素的适

应能力下降，生长发育受到影响，表明 HcGST-E1

参与了美国白蛾对槲皮素解毒代谢过程。后期可

通过 Sf9 细胞系体外表达、转基因等多种技术验

证 HcGST-E1 基因在响应槲皮素当中的具体分子

作用机理，也可以寻找美国白蛾体内响应槲皮素

的转录调控因子，从分子层面进一步探明美国白

蛾对寄主植物次生物质的解毒适应机制。 
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