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草地贪夜蛾听觉基因 Cut 和 Spalt 时空 

表达分析及其功能研究* 
何昕峪**  吴  宇**  王慧敏  张爱兵*** 

（首都师范大学生命科学学院，北京 100048） 

摘  要  【目的】 研究草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda 听觉基因 Cut 和 Spalt 的时空表达特性及在其

听器发育过程中的生物学功能，为草地贪夜蛾的害虫防治提供科学依据。【方法】 从 NCBI 数据库上查找

并下载草地贪夜蛾 Cut 和 Spalt 基因的全长序列，并进行生物信息学分析；利用实时荧光定量 PCR

（Quantitative Real-time PCR，qPCR）技术检测 Cut 和 Spalt 基因在草地贪夜蛾不同发育阶段和成虫不同

组织中的相对表达量；通过 RT-PCR 技术克隆 Cut 和 Spalt 基因的干扰片段，然后采用 RNAi 和 qPCR 技

术验证干扰效率并观察虫体的发育表型。【结果】 草地贪夜蛾 Cut 基因的氨基酸序列与斜纹夜蛾 Spodoptera 

litura 序列相似度最高，为 99.19%，Spalt 基因的氨基酸序列与美洲棉铃虫 Helicoverpa zea 序列相似度最

高，为 97.15%。Cut 和 Spalt 基因在草地贪夜蛾各发育阶段和成虫各组织中均有表达，在蛹期第 7 天和成

虫头部的表达量最高。本研究设计并扩增获得草地贪夜蛾的 Cut 和 Spalt 基因的干扰片段，长度分别为

486 bp 和 317 bp。RNAi 表明，在幼虫第 5 龄期干扰可显著降低 Cut 和 Spalt 基因的相对表达量，在成虫

出现听器和翅发育异常的现象。【结论】 Cut 和 Spalt 基因的沉默会使草地贪夜蛾幼虫体内基因表达水平

下调并影响成虫听觉器官和翅的发育。 

关键词  草地贪夜蛾；时空表达；听器发育；RNA 干扰 

Spatio-temporal expression and function of the Spodoptera frugiperda 
Cut and Spalt auditory genes 

HE Xin-Yu**  WU Yu**  WANG Hui-Min  ZHANG Ai-Bing*** 

(College of Life Science, Capital Normal University, Beijing 100048, China) 

Abstract  [Objectives]  To investigate the spatio-temporal expression and biological function of the Cut and Spalt genes in 

Spodoptera frugiperda during the development of the auditory organ. [Methods]  Full-length sequences of the Cut and Spalt 

genes were downloaded from the NCBI website and bioinformatics analysis performed. Quantitative Real-time PCR was used 

to detect the relative expression level of Cut and Spalt in different developmental stages and adult tissues. Interference 

fragments of Cut and Spalt were cloned with RT-PCR after which RNAi and qPCR were used to verify their effectiveness and 

observe the developmental phenotype of the resultant genetically modified insects. [Results]  The amino acid sequence of the 

S. frugiperda Cut gene is most similar to that of Spodoptera litura (99.19%), whereas the amino acid sequence of the S. 

frugiperda Spalt gene is most similar to that of Helicoverpa zea (97.15%). Cut and Spalt were expressed in all developmental 

stages and adult tissues; expression was highest on the 7th day of the pupal stage and in the heads of adults. Interference 

fragments for S. frugiperda Cut and Spalt, with lengths of 486 bp and 317 bp, respectively, were successfully designed and 

amplified. RNAi significantly reduced the relative expression of Cut and Spalt in 5th instar larvae, resulting in abnormal 
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development of the auditory organ and wing in adults. [Conclusion]  Silencing Cut and Spalt down-regulated gene 

expression in larvae, thereby impairing normal development of the auditory organ and wing in adult S. frugiperda. 

Key words  Spodoptera frugiperda; the temporal and spatial expression; the development of auditory organ; RNAi 

听觉在昆虫的生存活动中扮演着非常重要

的角色，如躲避捕食者、吸引异性并寻求配偶和

进行种内信息交流等（Nakano et al.，2006；王

珊等，2010；Corcoran and Conner，2017）。目前

对于昆虫听觉的研究集中在形态学、生理学和行

为学上（Hoy and Robert，1996）。蛾类的听器属

于较为高级的鼓膜听器（Zha et al.，2009），以

夜蛾科 Noctuidae 研究居多。夜蛾的听器分布在

后胸两侧，其鼓膜是胸部骨骼部分表皮形成的

薄膜，鼓膜后面有一个充满空气的大气囊，通

过后胸的气门与大气相通，鼓膜气囊与逆鼓腔

相连向后延伸一直向腹腔内突出（Eaton，1988；

David，1999；Heldman and Brinker，1999）。然

而，有关昆虫听觉相关基因的研究较少，而且

主 要 集 中 在 秀 丽 隐 杆 线 虫 Caenorhabditis 

elegans （ Tobin et al. ， 2002 ）和 黑 腹果蝇 

Drosophila melanogaster（Todi et al.，2004）等

模式物种上。 

昆虫 Cut 和 Spalt 基因在双翅目、鳞翅目、

膜翅目、鞘翅目和半翅目等许多种昆虫中被发

现，其中研究较多的是双翅目的果蝇。在果蝇中，

Cut 和 Spalt 参与多种类型的器官形成过程，主

要有翅的模式形成（Ludlow et al.，1996；Celis and 

Barrio，2000）、江氏器的发育（Dong et al.，2003）

及感觉器官的发育（Dong et al.，2002；Ebacher 

et al.，2007）。果蝇的听觉器官江氏器分布在触

角（Eberl and Boekhoff-Falk，2013），Cut 基因

是一类转录因子（Bürglin and Cassata，2002），

是江氏器发育所必需的（Blochlinger et al.，1990，

1991），当触角 Cut 基因表达缺失时，会导致构

成江氏器具橛感器的表皮结构被严重破坏，使得

江氏器出现异常分化，最终果蝇完全丧失听觉

（Ebacher et al.，2007）。Spalt 基因编码核 C2H2

锌指蛋白，并具有转录因子的作用（Kühnlein et 

al.，1994；査玉平和陈京元，2011），当触角 Spalt

基因表达缺失时，果蝇会表现出江氏器的缺陷，

使声音诱发的神经电位丧失，最终导致果蝇成虫的

听力丧失（Gpfert et al.，2012）。 

草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda 隶属鳞翅

目夜蛾科灰翅夜蛾属，是联合国粮农组织全球预

警的世界十大植物害虫之一（Chen et al.，2022）。

该虫最早起源于美洲热带和亚热带地区，在美洲

每年都会定期迁移，2016 年从美洲入侵非洲，

2018 年入侵印度、孟加拉国、泰国、缅甸等亚

洲国家，2018 年入侵中国云南（吴秋琳等，2019）。

草地贪夜蛾是一种杂食性害虫，危害玉米和水稻

等 353 种植物，因其幼虫扩散能力强和成虫迁飞

能 力 强 ， 对 我 国 粮 食 安 全 构 成 严 重 威 胁

（Montezano et al.，2018）。目前对于草地贪夜

蛾听器的发育机制知之甚少，本研究依据昆虫听

觉相关基因的研究现状，对草地贪夜蛾 Cut 和

Spalt 基因进行生物信息学分析；通过 qPCR 技

术检测 Cut 和 Spalt 基因的时空表达特征，推测

其在草地贪夜蛾生长发育过程中的功能；同时采

用 RNAi 技术研究基因的功能，为鳞翅目昆虫听

器发育相关基因的功能研究以及鳞翅目害虫防

治提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

草地贪夜蛾虫卵购于河南省济源白云实业

有限公司，放置于生化培养箱内孵育饲养。温度

保持在（25±1）℃，相对湿度在 50%±10%，光

照周期为 16 L∶8 D，幼虫用人工饲料喂养（李

传瑛等，2019），成虫喂食 10%蜂蜜水。 

1.2  引物设计及合成 

通过查阅大量有关果蝇听觉相关基因的文

献（Boekhoff-Falk，2005；Bokolia and Mishra，

2015），利用果蝇已知的 Cut（Ct，GeneBank

登录号：NM_001272381.2），Spalt major（Salm，
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GeneBank 登录号：NM_164966.3）和 Spalt-related

（Salr，GeneBank 登录号：NM_001259054.2）

基因序列，对草地贪夜蛾基因组（GeneBank 登

录号：NC_049710.1）中的同源基因进行了检索，

得到草地贪夜蛾 Cut（ GeneBank 登录号：

XM_035592076.1）和 Spalt（GeneBank 登录号：

XM_035590009.1）基因序列。从 NCBI 下载基

因 CDS 序列，用 ClustalX2 软件比对出保守区

后使用 Primer Premier 5.0 设计干扰片段的引物

（表 1）。同时基于 Cut 和 Spalt 基因序列，设

计 qPCR 特异性引物，由生工生物工程（北京）

股份有限公司合成（表 1）。 
 

表 1  试验所用的引物及其序列 

Table 1  Sequence of primers in this experiment 

引物用途 

Primer application 

引物名称 

Primer name 

引物序列（5′-3′） 

Sequence of primers (5′-3′) 

SfCut F CAGAACCAGCAGATGAACG 

SfCut R CAGTCTTTGGCTAATGGAGTA 

SfSpalt F CCCATTCGCATCTTACAC  

基因克隆 

Gene cloning 

SfSpalt R AAACGGTTCATTTCTTCC 

dsSfCut F TAATACGACTCACTATAGGCAGAACCAGCAGATGAACG 

dsSfCut R TAATACGACTCACTATAGGCAGTCTTTGGCTAATGGAGTA 

dsSfSpalt F TAATACGACTCACTATAGGCCCATTCGCATCTTACAC  

dsRNA 合成 

dsRNA synthesis 

dsSfSpalt R TAATACGACTCACTATAGGAAACGGTTCATTTCTTCC 

SfCut qF ACAATCACCGAATGCGACTA 

SfCut qR CAGACCCATCCTTTCCTTTT 

SfSpalt qF TGGATGGTCCTAACAAACG 

SfSpalt qR TCGGCTTCAGGCACTTCT 

RPL32 F GGTTTATCCGCCATCAATCGG 

qPCR 
Quantitative Real-time PCR

RPL32 R GGTAGCATGTGACGGGTCTT 

 

1.3  草地贪夜蛾 Cut和 Spalt基因结构域及分子

进化分析 

利用 NCBI 的 blastp 进行氨基酸同源性分

析，查找已知的其他物种 Cut 和 Spalt 基因的同

源序列。下载选取物种的氨基酸序列进行多序列

比对，分析氨基酸结构的保守区。采用软件

MEGA 6.06（Tamura et al.，2013）中 ClustalW

对 氨 基 酸 序 列 进 行 比 对 ， 然 后 用 邻 接 法

（Neighbor-Joining，NJ）构建系统发育树，

Bootstrap 取样值为 1 000。 

1.4  RNA 提取及荧光定量检测 

取 2 头羽化 3 d 的草地贪夜蛾成虫后胸听器

用于总 RNA 的提取，具体提取操作见 Invitrogen 

公司总 RNA 提取说明书。RNA 采用 1.0%琼脂

糖凝胶检测完整性，微量紫外分光光度计

Nanodrop ND-1000（Thermo Fisher）测定其浓度

和纯度。cDNA 合成步骤参照 TaKaRa 公司

PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser
（Perfect Real Time）试剂盒说明书，制备好的

cDNA 置于﹣20 ℃备用。 

荧光定量反应体系：cDNA 模板 3 µL，

2×Talent qPCR PreMix 10 µL，正反向引物各

0.6 µL，50×ROX Reference Dye 0.4 µL，RNase- 

free ddH2O 5.4 µL。反应条件参照 Talent qPCR 

PreMix（SYBR Green）试剂盒说明书进行：95 ℃

预变性 3 min；95 ℃变性 30 s；60 ℃退火 30 s；

72 ℃延伸30 s；40个循环。以核糖体蛋白L32 基

因（RPL32）为内参基因，采用 2△△Ct 法分析基

因的相对表达量。 

1.5  PCR 扩增、电泳检测及双链 RNA 合成 

PCR 扩增体系为：以 2 µL 的 cDNA 为模板，

正反向引物各 1 µL，dNTP Mixture 4 µL，10×Ex 

Taq Buffer（Mg2+ plus）5 µL，TaKaRa Ex Taq 
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0.5 µL，补充灭菌水 36.5 µL。PCR 扩增条件：

94 ℃预变性 5 min，98 ℃变性 10 s，55 ℃复性 

30 s，72 ℃延伸 40 s，30 个循环，72 ℃总延伸

10 min，4 ℃ ∞。PCR 产物进行琼脂糖凝胶电

泳，然后在紫外凝胶成像仪中观测目的条带。取

30 µL 未纯化 PCR 产物送于生工生物测序，获得

正确的目标条带，将扩增产物平端化后与 pLB

载体连接（天根生化科技有限公司），然后将连接

产物转化 TOP10 感受态细胞，涂布于含 100 mg/L

氨苄青霉素的 LB 平板上，于 37 ℃下培养过夜。

氨苄抗性筛选出阳性菌落进行 PCR 鉴定与测序。

测序正确后，使用 TIANprep Midi Plasmid Kit

（天根生化科技有限公司）提取质粒备用。 

双链 RNA 合成：参考 T7 RiboMAX™ Express 

Large Scale RNA Production System（Promega）

试剂盒说明书在 PCR 引物两端加上 T7 启动子序

列合成 RNA 干扰引物，将 R 与 F-T7 配成引物

对，F 与 R-T7 配成引物对，以上述提取的质粒

为模板分别进行两个 PCR 扩增反应，得到合成

双链的模板 1和模板 2，使用 Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System（Promega）回收纯化。分

别将模板 1 和模板 2 用 T7 RNA 聚合酶进行体外

转录，反应体系：RiboMAX™ Express T7 2× 

Buffer（37 ℃预热）10 µL，Enzyme Mix, T7 

Express 2 µL，模板 1 或模板 21 µg，Nuclease-Free 

Water 补齐至总体积 20 µL。将得到的正反义链

等体积混合，混匀后进行退火反应产生双链。用

酸性酚氯仿抽提法纯化 dsRNA，dsRNA 浓度采用

Nanodrop ND-1000 测定，并调至终浓度 2 500 g/L。 

1.6  Cut 和 Spalt 的时空表达分析 

不同发育时期：选取 1-6 龄期的幼虫、预蛹

期及第 1、3、5 和第 7 天的蛹和雌雄成虫进行表

达量检测。不同组织：选取雌性成虫头部、听器、

肌肉、中肠和表皮进行表达量检测。以基因不同

发育时期和不同组织的 cDNA 为模板，利用 ABI 

QuantStudio™ 6 荧光定量 PCR 仪扩增。 

1.7  Cut 和 Spalt 基因 RNA 干扰对草地贪夜蛾

听器的影响  

选取 5 龄第 1 天幼虫，采取微量注射器将

5 µL dsRNA 从草地贪夜蛾幼虫后胸与腹部连接

处的腹节处注入，注射时避开气门，以注射

dsGFP 为对照组，每组共注射 50 头幼虫。将注

射后的实验组与对照组放回培养箱，饲养条件参

照 1.1。48 h 后记录幼虫死亡率，然后分别收集

对照组和处理组听器部位样品，每组 6 个生物学

重复，提取各样品的总 RNA 并反转录成第一链

cDNA，qPCR 检测目的基因（Cut 和 Spalt）和

内参基因（RPL32）的相对表达量，以计算目的

基因的沉默效率。 

剩余的幼虫继续饲养直至羽化，饲养期间观

察对照组和处理组幼虫的蜕皮和发育情况，并记

录异常表型。待羽化后，去除头、翅和足，保留

后胸和第 1 腹节，置于 0.9%氯化钠溶液中解剖，

剥离表皮和听器周围的肌肉，直至能看清鼓膜和

逆鼓腔的结构，使用体式显微镜进行观察，根据

逆鼓腔的形态判断是否发育完全。 

1.8  数据分析 

采用 SPSS 17.0 软件对时空表达试验数据进

行 One-way ANOVA 分析，并采用 Tukey 法进行

多重比较分析（Tang and Zhang，2013）。用

Independent samples T-test 方法对 RNAi 处理前

后的表达数据进行差异显著性分析。试验数据以

平均值±标准误表示。 

2  结果与分析 

2.1  Cut 和 Spalt 结构域分析 

Cut 全长为 5 674 bp，ORF 为 4 098 bp，编

码 1 365 个氨基酸，5′非翻译区为 681 bp，3′非

翻译区为 895 bp。Spalt 全长为 5 705 bp，ORF

为 4 035 bp，编码 1 344 个氨基酸，5′非翻译区

为 183 bp，3′非翻译区为 1 487 bp。使用 NCBI 

Conserved Domains 搜索，在草地贪夜蛾 Cut 序

列中存在 5 个结构域，分别是 Smc super family

（39-250 aa）、EnvC（135-250 aa）、CUT domain

（342-406 aa，741-816 aa，948-1 023 aa）、

COG5576（1 067-1 130 aa）和 Homeobox domain

（1 075-1 128 aa）（图 1：A）；Spalt 序列中存在 

4 个结构域，分别是 COG5048（340-761 aa）、
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SUF4-like super family（359-429 aa，706-759 aa，

1 124-1 172 aa）、Zinc finger C2H2（360-382 aa，

388-410 aa，743-754 aa，1 153-1 175 aa）和

PRK03427 super family（401-525 aa）（图 1：B）。 
 

 
 

图 1  草地贪夜 Cut（A）和 Spalt（B）基因结构域 
Fig. 1  Cut (A) and Spalt (B) domain of Spodoptera frugiperda 

灰色代表基因编码区域的全长序列及非编码区域序列。A 图中分别是红色框 Smc super family（染色体结构维持）， 

黄色框 EnvC（间隔环因子，胞壁质水解酶 AmiA 和 AmiB 的激活剂），蓝色框 CUT domain（DNA 结合基序）， 

紫色框 COG5576（含同源结构域的转录因子），棕色框 Homeobox domain（DNA 结合结构域）。 

B 图中分别是蓝色框 COG5048（锌指），绿色框 SUF4-like super family（N 端锌指结构域）， 

黄色框 Zinc finger C2H2（锌指，C2H2 型），红色框 PRK03427 super family（细胞分裂蛋白 ZipA）。 

Gray represents the full length sequence of coding region and non-coding region. Figure A shows Smc super family 
(structural maintenance of chromosomes) in red box, EnvC (Septal ring factor EnvC, activator of murein hydrolases AmiA 

and AmiB) in yellow box, CUT domain (DNA-binding motif) in blue box, COG5576 (Homeodomain-containing 
transcription factor) in purple box, Homeobox domain (DNA binding domain) in brown box, respectively. Figure B shows 

COG5048 (zinc finger) in blue box, SUF4-like super family (N-terminal zinc finger domain) in green box, Zinc finger C2H2 
(Zinc finger, C2H2 type) in yellow box, PRK03427 super family (cell division protein ZipA) in red box, respectively. 

 
 

2.2  同源性比对及系统发育分析  

通过 NCBI 搜索比对，草地贪夜蛾 Cut 基因

的氨基酸序列与斜纹夜蛾 Spodoptera litura 相似

度最高，为 99.19%，其次是棉铃虫 Helicoverpa 

armigera（97.29%）和美洲棉铃虫 Helicoverpa zea

（96.92%）；Spalt 基因的氨基酸序列与美洲棉

铃虫相似度最高，为 97.15%，其次是海波斯莫

科马属尖蛾 Hyposmocoma kahamanoa（86.11%）

和家蚕 Bombyx mori（85.39%）。从 NCBI 数据

库中选取 13 种昆虫物种的 Cut 和 Spalt 基因的氨

基酸序列，构建系统发育树（图 2）。结果表明，

所有鳞翅目昆虫的 2 个基因形成了一个亚分支，

与斜纹夜蛾、棉铃虫和美洲棉铃虫等夜蛾科昆虫

亲缘关系较近，与传统上的分类基本一致。 

2.3  时空表达 

qPCR 检测 Cut 和 Spalt 2 个基因在草地贪夜

蛾幼虫、预蛹、蛹期及成虫和成虫头部、听器、

肌肉、中肠及表皮的时空表达模式。结果显示，

在草地贪夜蛾不同发育阶段的表达检测中，Cut

基因的整体表达趋势是末龄幼虫期和蛹期的表

达量相对较高，1-5 龄幼虫其次，成虫最低。具

体来说，Cut 基因以蛹期第 1 天与第 7 天表达水

平最高，5 龄幼虫和成虫表达水平最低（图 3：

A）；在不同组织的表达检测中，Cut 基因在各 
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图 2  基于氨基酸序列构建的草地贪夜蛾及其他昆虫 Cut（A）和 Spalt（B）基因的分子进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of insect Cut (A) and Spalt (B) 

图中进化树节点数字代表自展 1 000 次重复检验的百分比值。 

The number of nodes in the phylogenetic tree in the figure represents the percentage value using  
a bootstrap analysis of 1 000 replications. 

所选生物物种包括 Selected biological species include: 黑腹果蝇 Drosophila melanogaster；致倦库蚊 Culex 

quinquefasciatus；赤拟谷盗 Tribolium castaneum；意大利蜜蜂 Apis mellifera；小菜蛾 Plutella xylostella；柑橘凤蝶 Papilio 

xuthus；金凤蝶 Papilio machaon；家蚕 Bombyx mori；烟草天蛾 Manduca sexta；斜纹夜蛾 Spodoptera litura； 

美洲棉铃虫 Helicoverpa zea；棉铃虫 Helicoverpa armigera；草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda. 

 

组织中均有表达，但在头中的表达量最高，显

著高于其它组织（P<0.05），在听器、肌肉、中

肠和表皮组织中的表达量没有显著差异（图 3：

B）。Spalt 基因的整体表达趋势是蛹末期表达

量最高，幼虫期和成虫期其次，具体以蛹期第

5 天和第 7 天表达水平最高，5 龄幼虫和雌性成

虫中表达水平最低（图 3：C）；Spalt 基因在头

中的表达量最高，其次是肌肉，在听器中的表

达量中等，而在中肠和表皮中的表达量最低

（图 3：D）。 

2.4  RNA 干扰验证基因功能   

通过 RT-PCR 技术克隆获得草地贪夜蛾 Cut

和 Spalt 基因的干扰片段，分别得到 486 bp 和 317 

bp 的条带（图 4）。 

RNAi 结果发现，48 h 时，注射 dsGFP、dsCut

和 dsSpalt 的 5 龄幼虫出现死亡现象（图 5：B-D），

且处理组幼虫死亡后虫体明显比对照组更黑、更

软；注射 Cut 基因 dsRNA 的虫体校正死亡率达

到 20.8%，注射 Spalt 基因 dsRNA 的虫体校正死

亡率为 16.7%，说明这 2 个基因在其生长发育过

程中发挥一定的作用，注射 dsGFP 的虫体死亡

率为 4%，可能是注射时造成的物理性损伤。

qPCR 结果表明，注射 Cut 和 Spalt dsRNA 后幼

虫体内 2 个基因的表达水平相比注射 dsGFP 的

幼虫体内表达水平明显降低（图 6）。 
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图 3  Cut 和 Spalt 基因在草地贪夜蛾不同发育阶段和不同组织中的表达模式 

Fig. 3  The developmental stages and different tissues expression level of Cut and Spalt in Spodoptera frugiperda 

A. Cut 在不同发育时期 mRNA 水平相对表达量；B. Cut 在雌性成虫不同组织中 mRNA 水平相对表达量； 

C. Spalt 在不同发育时期 mRNA 水平相对表达量；D. Spalt 在雌性成虫不同组织中 mRNA 水平相对表达量。 

图中数值为平均值±标准误，柱上标有不同字母表示差异显著（P<0.05，Tukey 检验）。以表达量最高为 1， 

L1-L6：1-6 龄幼虫；P0：预蛹；P1：蛹期第 1 天；P3：蛹期第 3 天；P5：蛹期第 5 天；P7：蛹期第 7 天； 

FM：雌性成虫；M：雄性成虫；HE：头部；AO：听器；MS：肌肉；MG：中肠；CT：表皮。 

A. Relative mRNA expression level of Cut at different developmental stages; B. Relative mRNA expression level of  
Cut at different tissues of female adult; C. Relative mRNA expression level of Spalt at different developmental stages;  

D. Relative mRNA expression level of Spalt at different tissues of female adult. Data are presented as mean ± SE,  
histograms with different letters are significantly different at 0.05 level by Tukey’s test. The highest expression amount was 1, 
L1-L6: 1st-6th instar larvae, respectively; P0: Prepupae; P1: The first day of pupal stage; P3: The third day of pupal stage;  

P5: The fifth day of pupal stage; P7: The seventh day of pupal stage; FM: Female adults; M: Male adults; HE: Head;  
AO: Auditory organ; MS: Muscle; MG: Midgut; CT: Cuticle. 

 

 
 

图 4  保守区扩增结果 
Fig. 4  Amplification of conserved region 

M 泳道：DNA maker；1 泳道：Cut 基因干扰片段， 

486 bp；2 泳道：Spalt 基因干扰片段，317 bp。 

Lane M: DNA marker; Lane 1: Interference fragment of Cut, 
486 bp; Lane 2: Interference fragment of Spalt, 317 bp. 

观察成虫羽化后的表型发现，与对照组相

比，干扰 2 个基因后出现相似的残翅表型（图 7）。

解剖听器的结果表明，干扰 2 个基因后成虫听器

发育异常，其中逆鼓腔发育不完整，与周围气囊

边界不明显的表型占 31.5%（图 8：B）；逆鼓

腔未发育，整个听器边缘发黑的表型占 16.7%

（图 8：D）。 

3  结论与讨论 

随着生物学技术的不断发展，RNA 干扰

（RNA interference，RNAi）在昆虫基因功能方

面被广泛应用，并且可以作为一种有效的生物防

治方法。RNAi 被证明是一种存在于真核生物中

的基因调控机制，能引起基因沉默（徐雪亮等， 
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图 5  RNA 干扰 48 h 后虫体死亡表型 

Fig. 5  The phenotype of dead larvae after RNAi for 48 h 

A. 野生型 5 龄幼虫；B. 注射 dsGFP 48 h 后死亡虫体；C. 注射 Cut dsRNA 48 h 后死亡虫体； 

D. 注射 Spalt dsRNA 48 h 后死亡虫体。 

A. 5th instar larva of wild type; B. Dead larva after injection of dsGFP for 48 h;  
C. Dead larva after injection of dsCut for 48 h; D. Dead larva after injection of dsSpalt for 48 h. 

 
 

 
 

图 6  RNA 干扰后 Cut（A）和 Spalt（B）的相对表达量 

Fig. 6  Expression level of Cut (A) and Spalt (B) after RNAi 

*表示不同处理方式间差异显著（P<0.05，独立样本 T-检验）； 

**表示不同处理方式间差异极显著（P<0.01，独立样本 T-检验）。 

* indicates significant differences between different treatments at 0.05 level by independent samples T-test;  
** indicates extremely significant differences between different treatments at 0.01 level by independent samples T-test. 
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图 7  RNA 干扰后翅的表型 

Fig. 7  Phenotype of wings after RNAi 

A. 野生型成虫的正常翅型；B，C，D. RNA 干扰后成虫的残翅表型。 

A. Normal wing type of wild type adult; B, C, D. Residual wing type of adults after RNAi. 
 

 
 

图 8  RNA 干扰后听器的表型变化 

Fig. 8  Phenotypic changes of auditory organ after RNAi 

A，C. 野生型成虫的听器，画圈部分为逆鼓腔；B，D. RNA 干扰后成虫的听器。 

A, C. Auditory organ of wild type adults, and circled part is countertympanic cavity; B, D. Auditory organ of adults after RNAi. 
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2021）。昆虫 RNAi 研究一般是通过检测目的基

因的干扰效率和分析相应生物表型来研究昆虫

相应的基因功能（Xiang et al.，2011）。目前，

RNAi 已被大量应用到鳞翅目昆虫基因功能研究

以及生物防治策略的研究中。Cut 和 Spalt 基因

被证明是果蝇江氏器发育中必不可少的基因，敲

除 Cut 和 Spalt 基因会造成果蝇江氏器的缺陷，

并且会导致成虫丧失听觉能力（Dong et al.，

2003；Ebacher et al.，2007）。昆虫听觉相关基因

的研究还处在起步阶段，研究还主要集中在果蝇

这一模式物种上。草地贪夜蛾是重大农业害虫，

然而对草地贪夜蛾听觉相关研究还未涉及到分

子层面，Cut 和 Spalt 基因在草地贪夜蛾中的生

物学功能尚不清楚。 

本文通过对 Cut 和 Spalt 基因在草地贪夜蛾

不同发育时期的表达模式分析，Cut 和 Spalt 基

因从幼虫期到成虫期均有表达，表明其参与草地

贪夜蛾整个生活史。其中 Cut 和 Spalt 基因在蛹

期第 7 天高表达，5 龄幼虫期低表达。有研究表

明，果蝇成虫触角结构与其头部和胸部表皮结构

一样，均起源于成虫盘的原基，而构成原基的细

胞在胚胎发生过程中进行增殖，在幼虫期经历广

泛的模式，并在蛹期最终分化（Boekhoff-Falk，

2005），因此推测基因在蛹期高表达可能与蛹期

各个器官组织重新组合有关。对草地贪夜蛾成虫

特定组织动态变化情况研究发现，Cut 和 Spalt

基因在头部高表达，这与在 Uniprot 数据库中查

找的果蝇同源基因的表达量数据相似；而 Cut

和 Spalt 基因在成虫听器中的表达量不是很高，

可能是经过蛹期变态发育后听觉器官已经发育

完成。 

本研究对 5 龄幼虫 Cut 和 Spalt 2 个基因进

行 RNAi，结果表明处理组的死亡率均明显高于

对照组，说明 Cut 和 Spalt 基因在草地贪夜蛾的

生长发育中发挥作用，这与 De 和 Rosa（2009）

的研究结果相似。qPCR 检测结果为 Cut 和 Spalt

基因表达水平显著下调，而注射 dsGFP 的对照

组，Cut 和 Spalt 基因表达水平及草地贪夜蛾的

生长发育均未受影响。此外，还发现在干扰后存

在化蛹失败的现象，幼虫期的皮不能完全褪下，

导致化蛹率比对照组低。通过解剖成虫听器发现

构成听器结构的逆鼓腔发育异常。在 Celis 和

Barrio（2000）及 Ludlow 等（1996）的研究中

发现 Cut 和 Spalt 控制果蝇翅的发育，本研究结

果也同样证明了这点，即草地贪夜蛾蛹羽化为成

虫时，出现翅折叠不能伸展或翅卡在蛹中等残翅

表型。综上，草地贪夜蛾的听器对成虫具有十分

重要的作用，听器发育异常，使得听力受损，不

仅无法探测到捕食者，增加被捕食的几率，而且

不能进行种内信息交流，影响其繁殖交配，从而

达到害虫防治的效果。 

通过注射 Cut 和 Spalt 基因的 dsRNA 到草地

贪夜蛾幼虫体内，使得其幼虫体内 Cut 和 Spalt

基因表达水平下调，并且成虫听器和翅出现发育

异常的现象。本研究结果为进一步探讨 Cut 和

Spalt 基因在草地贪夜蛾体内的生物学功能提供

了理论依据，利用 RNAi 技术在生物防治草地贪

夜蛾方面奠定了基础，为从分子生物学角度开展

害虫防治提供新的参考。 
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