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转录因子 E74 在柑桔全爪螨 
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摘  要  【目的】 作为 20E 诱导产生的一个关键转录因子，E74 在昆虫变态发育过程中起重要调控作用，

但该转录因子在螨类中的研究较少。本文旨在探究转录因子 E74 在柑桔全爪螨 Panonychus citri 后若螨到成

螨阶段的功能，为害螨提供潜在的防控靶点。【方法】 利用 RT-qPCR，明确了 E74（PcE74）在柑桔全爪

螨后若螨到成螨阶段的表达模式。进一步利用 RNA 干扰（RNA interference，RNAi）技术，通过人工装置

饲喂法，以 3 种不同的处理（dsRNA，siRNA 和 dsRNA+siRNA）沉默 PcE74，分析沉默效率以确定最佳

处理方式，并探究了 PcE74 在柑桔全爪螨后若螨发育为成螨过程中的作用。【结果】 PcE74 在柑桔全爪螨

后若螨到成螨各阶段均有表达，后若螨 2 h 至后若螨 16 h 表达量上升，后若螨 16 h 至发育为 3 日龄成螨

表达量递减，成螨阶段表达量相对较低。RNAi 表明，与单独饲喂 dsPcE74（14%）或 siPcE74（24%）相

比，饲喂 dsPcE74+siPcE74 干扰效率显著提高（54%）（P < 0.05），且成螨羽化率显著下降（P < 0.05），

异常表型表现为静伏期的后若螨不能产生旧表皮而死亡。dsRNA+siRNA 的 RNAi 效率优于单独使用

dsRNA 或 siRNA。【结论】 PcE74 参与调控柑桔全爪螨后若螨到成螨的发育过程，与 E74 互作的基因调

控机制有待进一步研究。 
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The role of transcription factor E74 in the eclosion of  
Panonychus citri from deutonymph to adult 
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Abstract  [Aim]  E74 is a key transcription factor induced by 20E in insects that plays an important regulatory role in insect 

metamorphosis and development. However, few studies have been conducted on the role of E74 in mites. This study aims to 

investigate the function of the transcription factor E74 from Panonychus citri deutonymph to adult and provide potential 

targets for mite control. [Methods]  RT-qPCR was used to analyze the expression characteristics of E74 during the different 

developmental stages of P. citri from deutonymph to adult. Three different treatments (dsRNA, siRNA, dsRNA+siRNA) were 

used to interfere with PcE74 through the leaf-mimicking method using RNAi technology. The silencing efficiency was 

analyzed to determine the optimal interference mode, and the role of PcE74 was explored during the deutonymph-adult 

transition. [Results]  PcE74 was expressed during all developmental stages from deutonymph to adult. The expression of 
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PcE74 increased between the 2-hour deutonymph stage to the 16-hour deutonymph stage, before declining during the third 

instar adult stage where the expression level remained low. The RNAi experiment showed that the interference efficiency of 

dsPcE74+siPcE74 (54%) was significantly higher than dsPcE74 (14%) and siPcE74 (24%), and the molting percentage was 

significantly lower than the control (P < 0.05). An abnormal phenotype identified was characterized by the inability of the 

stationary phase of the deutonymph to produce old epidermis, which resulted in death. siRNA can enhance RNAi efficiency at 

the phenotypic level, and the RNAi efficiency of dsRNA+siRNA is superior to dsRNA or siRNA. [Conclusion]  PcE74 is 

involved in the regulation of the developmental process from deutonymph to adult in P. citri. Further investigation is needed 

on genes that interact with E74 in the molecular regulatory pathway. 

Key words  Panonychus citri; PcE74; RNAi; siRNA; molting percentage 

蜕皮激素（20-hydroxyecdysone，20E）通过

调控下游基因表达，影响昆虫蜕皮和变态过程，

是昆虫变态发育的一种重要激素（Thummel，

1996）。20E 通过与蜕皮激素受体（EcR）和超气

门蛋白（Ultraspiracle，USP）形成的异源二聚体

结合，激活早期转录因子 E74 和 E75，进而启动

晚期基因的表达（Yao et al.，1993；Bonneton et al.，

2003）。转录因子 E74 属于 E-twenty six（ETS）

超家族，作为 20E 诱导的一个关键转录因子，在

昆虫生长发育中发挥重要调控功能（Burtis et al.，

1990；Sharrocks，2001）。在美国白蛾 Hyphantria 

cunea 中，敲除 HcE74 后 6 d，幼虫死亡率高达

51.11%±6.94%，伴有明显的发育畸形表型（Zhang 

et al.，2022a）。有效沉默褐飞虱 Nilaparvata lugens 

E74 后，若虫蜕皮率下降且卵巢发育延迟（Zhang 

et al.，2022b）。E74 参与果蝇 Drosophila 变态过

程，E74 的突变影响蜕皮激素调控转录，导致化

蛹前和化蛹期死亡（Fletcher and Thummel，1995）。

在长红猎蝽 Rhodnius prolixus 中，干扰雌成虫

E74，导致卵巢和脂肪体中蜕皮激素应答基因显

著下调（Benrabaa et al.，2023）。 

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）是一

种在转录水平或转录后水平有效沉默或抑制目

的 基 因 表 达 的 保 守 机 制 ， 可 由 微 小 RNA

（MicroRNA，miRNA）、短/小干扰 RNA（Short/ 

Small interfering RNA ， siRNA ）和与 PIWI

（P-element induced wimpy testis）蛋白互作的小

RNA（Piwi interacting RNA，piRNA）触发（Han 

et al.，2015；Nandety et al.，2015；Zhu and Palli，

2020）。目前，RNAi 技术已广泛用于昆虫基因功

能、控制害虫和 RNAi 作用机制等方面的研究

（Hammond et al.，2000；Song et al.，2017；Zotti 

et al.，2018；Zhu and Palli，2020）。在叶螨中，

由 dsRNA 或 siRNA 介导的 RNAi 也是研究基因

功能的重要方法（Niu et al.，2018）。 

柑桔全爪螨 Panonychus citri 属蛛形纲

Arachnida 、 蜱 螨 亚 纲 Acari 、 前 气 门 目

Prostigmata、叶螨科 Tetranychidae、全爪螨属

Panonychus，是危害柑桔产业的世界性重要害螨

（Gotoh et al.，2004）。该螨寄主范围广，可取

食包括芸香科、桑科和豆科在内的 108 种植物

（Migeon et al.，2011）。其具有体积小、有性生

殖和产雄孤雌生殖、发育历期短和世代重叠等特

点（Liao et al.，2013）。柑桔全爪螨一生经历卵

（Egg）、幼螨（Larva）、前若螨（Protonymph）、

后若螨（Deutonymph）和成螨（Adult）5 个阶

段，经 3 次蜕皮完成变态发育。但叶螨以百日青

蜕皮酮（Ponasterone A，PonA）作为蜕皮激素活

性物质，不同于典型的 20E（Grbić et al.，2011）。

Ponasterone A 与 EcR/RXR 受体结合产生级联反

应，引发一系列信号传导反应，而螨类 E74 可能

参与 Ponasterone A 信号通路的调控（Li et al.，

2017；Hornok et al.，2019）。但 PcE74 具体功能

尚未明确。在前期研究中，联合柑桔全爪螨全基

因组和不同发育阶段的转录组分析，发现 PcE74

在后若螨到成螨阶段差异表达，暗示其可能参与

了后若螨到成螨的发育过程。本文利用 RT-qPCR

技术解析转录因子 E74 在柑桔全爪螨后若螨到

成螨阶段的表达模式，利用 RNAi 技术沉默

PcE74，明确 PcE74 在柑桔全爪螨变态发育中的

重要作用，为研发柑桔全爪螨的靶向农药提供理

论依据。 
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1  材料与方法 

1.1  供试螨源 

供试柑桔全爪螨于 2016 年 10 月采自重庆北

碚中国农业科学院柑桔研究所种质资源苗圃，用

新鲜大豆叶片长期饲养于 MLR-351H 型人工气

候箱（SANYO）中，温度为（26±1）℃、光周

期为 14 L︰10 D、相对湿度为 60%±5%。 

1.2  主要供试试剂 

用于总 RNA提取的 RNAprep Pure微量样本

总 RNA 提取试剂盒以及用于凝胶回收的

Universal DNA Purification Kit 通用型 DNA 纯化

回收试剂盒均购自 TIANGEN 公司。反转录试剂

PrimeScript RT Reagent Kit 购自 TAKARA 公司。

荧 光 定 量 试 剂 2×NovoSrart® SYBR qRCR 

SuperMix Plus 购自 Novoprotein 公司。dsRNA 合

成试剂盒 TranscriptAid T7 High Yield Transcription 

Kit 购自 Promega 公司。siRNA 合成试剂盒 In 

vitro Transcription T7 Kit（for siRNA Synthesis）

购自 TAKARA 公司。 

1.3  总 RNA 提取和 RT-qPCR 

收集不同发育阶段柑桔全爪螨样品，检测后

若螨 2 h（Deutonymph 2 h，2 h-D）、后若螨 16 h

（Deutonymph 16 h，16 h-D）、后若螨 26 h

（Deutonymph 26 h，26 h-D）、后若螨 45 h

（Deutonymph 45 h，45 h-D）、初成螨 2 h（Initial 

molting adult 2 h，2 h-A）、1 日龄成螨（1 day-old 

adult，1 d-A）、2 日龄成螨（2 day-old adult，2 d-A）

和 3 日龄成螨（3 day-old adult，3 d-A）的 PcE74

相对表达量，每 200 头后若螨或 120 头成螨作为

一个生物样本，各阶段设置 3 个独立的生物学重

复。利用微量 RNA 提取试剂盒（TIANGEN）提

取总 RNA，用 Nanodrop 2000 分光光度计（Thermo 

Fisher Scientific，Wilmington，DE，USA）测定

RNA 浓度和纯度，用 1%琼脂凝胶电泳检测 RNA

完 整 性 。 参 照 PrimeScript RT Reagent Kit

（TAKARA）说明书取 1 μg RNA 反转录合成第

一链 cDNA，在‐20 ℃下保存备用。采用实时

荧光定量 PCR 检测 PcE74 在后若螨至成螨阶段

的表达模式。利用 Primer 3 Input（version 0.4.0）

设计定量引物，引物序列见表 1。将 cDNA 稀释

不同倍数（1、1/3、1/9、1/27 和 1/81）制作标准

曲线，确定引物扩增效率。RT-qPCR 反应在 CFX 

Connect Real-Time 系统中进行，反应体系为：

cDNA 1 μL、上下游引物各 1 μL（0.2 mmol·L1）、

2×NovoSrart® SYBR qRCR SuperMix Plus 10 μL

和 ddH2O 7 μL。反应程序：95 ℃ 2 min；95 ℃ 

15 s，60 ℃ 30 s，40 循环；60 ℃ 5 s。每个 cDNA

样本设置 2 个技术重复，用软件 qBase+计算相对

表达量。 
 

表 1  引物信息 

Table 1  Primers information 

名称 Name 序列（5′-3′）Sequence (5′-3′) 用途 Usage 

PcE74-F ATGTGGAATAATAAAATGCATGGGG PCR 克隆全长 

PCR clone full length 

PcE74-R TCAAAATCCTCCCATGTTCCCA PCR 克隆全长 

PCR clone full length 

qPcE74-F CTTCTGGACCTGGTGGTCAT 定量 PCR 

RT-qPCR 

qPcE74-R GAGGAGAAGGCGAATGTTGA 定量 PCR 

RT-qPCR 

dsPcE74-F taatacgactcactatagggCTCTCCTATCACAATGCATCGGC RNAi 合成 dsRNA 

RNAi synthesizes dsRNA 

dsPcE74-R taatacgactcactatagggAAACAGCCTGGAGTTGGAAGT RNAi 合成 dsRNA 

RNAi synthesizes dsRNA 
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续表 1 (Table 1 continued) 

名称 Name 序列（5′-3′）Sequence (5′-3′) 用途 Usage 

dsGFP-F taatacgactcactatagggTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG RNAi 合成 dsRNA 

RNAi synthesizes dsRNA 

dsGFP-R taatacgactcactatagggTCGATGCGGTTCACCAG RNAi 合成 dsRNA 

RNAi synthesizes siRNA 

siPcE74-1-sense ggatcctaatacgactcactataGTATTGTCCAAGATTCATC RNAi 合成 siRNA 

RNAi synthesizes siRNA 

siPcE74-1-antisense aaGATGAATCTTGGACAATACtatagtgagtcgtattaggatcc RNAi 合成 siRNA 

RNAi synthesizes siRNA 

siPcE74-2-sense ggatcctaatacgactcactataGAAGATCTCTCCTATCACA RNAi 合成 siRNA 

RNAi synthesizes siRNA 

siPcE74-2-antisense aaTGTGATAGGAGAGATCTTCtatagtgagtcgtattaggatcc RNAi 合成 siRNA 

RNAi synthesizes siRNA 

siGFP-sense ggatcctaatacgactcactataGGGCGATGCCACCTACGGC RNAi 合成 siRNA 

RNAi synthesizes siRNA 

siGFP-antisense aaGCCGTAGGTGGCATCGCCCtatagtgagtcgtattaggatcc RNAi 合成 siRNA 

RNAi synthesizes siRNA 

  

1.4  克隆 PcE74 全长序列 

以上述合成的第一链 cDNA 为模板进行

PCR 扩增。通过 NCBI 引物设计工具（http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast）设计全长引

物（表 1）。反应体系共 25 μL：12.5 μL Prime Star 

Buffer，9 μL ddH2O，上下游引物各 1 μL 及模板

1.5 μL。反应程序按此进行：预变性 98 ℃ 2 min；

变性 98 ℃ 10 s，退火 60 ℃ 10 s，延伸 72 ℃ 

23 s，34 循环；延伸 72 ℃ 2 min。PCR 扩增产

物用 1%琼脂凝胶电泳检验后，按 Universal DNA 

Purification Kit（TIANGEN）试剂盒说明回收产

物，随后连接至载体 pGEM®-T easy vector

（Promega），将连接产物转入 Trelief® 5α 

Chemically Competent Cell感受态细胞（TSINGKE），

将 PCR 检测的阳性菌液送至擎科生物重庆分公

司测序。 

1.5  构建系统进化树 

将柑桔全爪螨 E74 的氨基酸序列导入 NCBI

的 BLAST 进行比对，下载其在节肢动物中的同

源序列。采用 MEGA 7 最大似然法和模型

Dayhoff+G+I 构建系统发育树，用自举法对进化

树进行 1 000 次质量测试。 

1.6  体外合成 dsRNA 和 siRNA 

为提高 RNAi 效率，在 PcE74 的 CDS 区设

计 1条 dsPcE74和 2条候选 siPcE74，即 dsPcE74、

siPcE74-1 和 siPcE74-2。其中 dsPcE74 产物长度

为 500 bp，双链 siPcE74 长 21 nt（包括 19 nt 的

碱基配对序列和 2 nt 的 3′端悬挂末端序列 AA）

（Elbashir et al.，2001）。以重组质粒为模板，

在引物 5′端添加 T7 启动子序列（表 1），PCR 克

隆获得 DNA 片段，使用 TranscriptAid T7 High 

Yield Transcription Kit（Promega）试剂盒合成

dsRNA。同时以绿色荧光蛋白 GFP 基因片段为

对照，按相同方法合成 dsGFP。参照 In vitro 

Transcription T7 Kit （ for siRNA synthesis ）

（TAKARA）试剂盒说明书合成 siRNA。设置 3

组干扰实验，分别为：饲喂 dsRNA 组（dsGFP

和 dsPcE74），饲喂 siRNA 组（siGFP，siE74-1

和 siE74-2）以及饲喂 dsRNA 和 siRNA 混合物

组（dsGFP+siGFP，dsE74+siE74-1 和 dsE74+ 

siE74-2），每组内不同处理各有 3 个生物学重

复。调节 dsRNA 和 siRNA 浓度在 5 000-6 000 

μg/mL 范围内，dsRNA 和 siRNA 混合物组按比
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例 1∶1 混合。 

1.7  RNAi 

采用模拟叶片人工装置饲喂法进行 RNAi 实

验（Ghazy et al.，2020）。具体操作如下：将 80

目尼龙网片放置在倒置的聚苯乙烯培养皿底表

面，将试剂加入尼龙网片上，再将一张石蜡薄膜

轻轻拉伸覆盖在尼龙网片上方，使试剂均匀铺满

尼龙网，最后用湿润的 Kimwipe 纸条（Nippon 

Paper Crecia，Tokyo，Japan）包围尼龙网周边，

防止螨逃逸。首先将进入后若期 2 h 的后若螨转

移至新鲜大豆叶片上取食 9-10 h，再将其转移到

含有上述试剂的人工装置中。自后若螨到静伏期

（Stationary phase），再到发育为成螨的过程需要

48 h 左右，采用上述方法处理 36 h 后观察记录

后若螨生存状态，每个处理 3 个生物重复，每

70 头后若螨为一个重复，统计羽化率。收集不

同处理的人工装置上静伏期后若螨，每 200 头后

若螨为一个重复，每个处理 3 个生物重复，提取

总 RNA，反转录合成 cDNA，采用 RT-qPCR 检

测不同处理下 PcE74 表达水平。 

1.8  数据统计与分析 

采用 Tukey’s 法分析 PcE74 在柑桔全爪螨后

若螨到成螨不同发育时期的表达模式，采用

Student’s t检验分析不同 dsRNA干扰 PcE74的效

率以及不同组合 RNA 干扰 PcE74 后的成螨羽化

率差异显著性，采用 Tukey’s 法分析不同小 RNA

或者不同组合的 RNA 干扰方式下 PcE74 的表达

量差异显著性，应用 GraphPad Prism 8.0.2 软件

制图。 

2  结果与分析 

2.1  PcE74 基因克隆及系统进化分析 

通过基因克隆获得柑桔全爪螨 E74，在

NCBI 的 BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/）

比对到柑桔全爪螨基因 XP_053207394.1 和

XP_053207396.1。取 E74 的保守结构域氨基酸序

列构建系统发育树，结果如图 1。蜱螨亚纲和昆

虫纲的 E74 分别聚集在两个大支上，柑桔全爪螨

和二斑叶螨 Tetranychus urticae 聚集在同一支。 

 

 
 

图 1  E74 系统进化树分析（最大自然法，自展值为 1 000） 

Fig.1  A phylogenetic tree analysis (Maximum likelihood method, bootstrap:1 000) 
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PcE74 与二斑叶螨 2 个 E74 变体同源性高达

95%，暗示 E74 在叶螨发育中具保守的功能，同

时具有作为 RNAi 靶标的潜力。 

2.2  PcE74 在后若螨到成螨发育过程中表达特

性分析 

对柑桔全爪螨 E74 在后若螨到成螨发育阶

段的表达量进行定量分析。RT-qPCR 结果表明，

PcE74 在后若螨 2 h 至 3 日龄成螨各时期均有表

达，且在后若螨和成螨阶段存在显著（P < 0.05）

差异。如图 2 所示，PcE74 在后若螨 16 h 表达

量最高，后若螨 16 h 之前表达量显著上升（P < 

0.05），后若螨 16 h 之后表达量显著降低（P < 

0.05），且在后若螨 45 h 至 3 日龄成螨阶段相对

较低（P > 0.05）。即 PcE74 在成螨羽化前表达量

显著高于羽化后，暗示 PcE74 在成螨羽化过程中

起到重要调控作用。 
 

 
 

图 2  PcE74 在柑桔全爪螨后若螨到成螨不同 

发育时期的表达模式 

Fig. 2  The expression patterns of PcE74 from 
deutonymph to adult 

2 h-D：后若螨 2 h；16 h-D：后若螨 16 h；26 h-D：后若

螨 26 h；45 h-D：后若螨 45 h；2 h-A：初成螨 2 h；1 d-A：

1 日龄成螨；2 d-A：2 日龄成螨；3 d-A：3 日龄成螨。

数据均为平均值±标准误，柱上不同字母表显著差异 

（P < 0.05，Tukey’s 多重比较检验）。 

2 h-D: Deutonymph 2 h; 16 h-D: Deutonymph 16 h;  
26 h-D: Deutonymph 26 h; 45 h-D: Deutonymph 45 h; 
2 h-A: Initial molting adult 2 h; 1 d-A: 1 day-old adult; 
2 d-A: 2 day-old adult; 3d-A: 3 day-old adult. Data are 
mean±SE, different letters above the broken line mean 

significant difference (P < 0.05, Tukey’s multiple  
range test). 

2.3  siRNA 和 dsRNA 对 PcE74 的沉默效率分析 

首先单独饲喂 dsRNA 沉默 PcE74 发现，相

较对照组 dsGFP，处理组 dsPcE74 沉默效率为

14%，与对照组无显著差异（P > 0.05）（图 3：

A）。单独饲喂 siRNA 沉默 PcE74，检测沉默效

率发现，图 3（B）所示，相较对照组 siGFP，

处理组 siPcE74-1、 siPcE74-2 和 siPcE74-1+ 

siPcE74-2 沉默效率分别为 13%、24%和 14%，

均与对照组无差异（P > 0.05）。dsRNA 或 siRNA

的沉默效率均未达到高效沉默目的基因的效果，

因此我们选择 dsRNA 和 siRNA 组合干扰目的基

因。进一步检测 dsRNA+siRNA 的沉默效率，图

3（C）所示，处理组 dsPcE74+siPcE74-1 和

dsPcE74+siPcE74-2 的沉默效率分别为 17%和

54%，处理组 dsPcE74+siPcE74-2 沉默效率显著

高于对照组（P < 0.05），因此选择 dsPcE74+ 

siPcE74-2 处理组合模式进行 RNAi 探究 PcE74

功能。 

2.4  PcE74 对成螨羽化率影响 

以 RNAi 为基础，利用人工装置饲喂法干扰

PcE74 后，统计柑桔全爪螨成螨羽化率。沉默

PcE74 后，处理 dsPcE74+siPcE74-2 的羽化率显

著下降至（70.18%±0.81%）（P < 0.001），并且处

理组后若螨在后若静伏期出现异常表型，表现为

虫体颜色加深，且保持静伏姿态，不能产生旧表

皮羽化为成螨（图 4，5）。表明 PcE74 在后若螨

到成螨的羽化过程中起重要作用。 

3  讨论 

在节肢动物中，dsRNA 和 siRNA 诱导 RNAi

的途径已被广泛应用。dsRNA 被核糖核酸酶Ⅲ

家族的 Dicer 切割成 siRNA 后，与蛋白质

Argonaute 结合，随后与酶等其他蛋白质形成沉

默复合物使目标 mRNA 降解（Tolia and Joshua- 

Tor，2007；Niu et al.，2018）。在二斑叶螨中，

siRNA 介导的 Dll（Distal-less）基因功能沉默比

dsRNA 介导的更有效（Khila and Grbić，2007）。

双链 siRNA 的干扰效率受靶位点核苷酸序列和 
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图 3  RNA 干扰对 PcE74 的抑制作用 

Fig. 3  Gene repression effect of RNAi on PcE74 

A. 饲喂 dsRNA 对 PcE74 的抑制作用；B. 饲喂 siRNA 对 PcE74 的抑制作用； 

C. 饲喂 dsRNA+siRNA 对 PcE74 的抑制作用。 

图中数据为平均值±标准误，ns 表示无显著差异（P > 0.05，Student’s t 检验）， 

不同字母表显著差异（P < 0.05，Tukey’s 多重比较检验）。 

A. Gene repression effect of feeding dsRNA on PcE74; B. Gene repression effect of feeding siRNA on PcE74;  
C. Gene repression effect of feeding dsRNA+siRNA on PcE74. 

Date in figure are mean ± SE, ns indicates no significant difference (P > 0.05, Student’s t-test),  
different letters above the bars mean significant difference (P < 0.05, Tukey’s multiple range test). 

 

 
 

图 4  RNA 干扰 PcE74 对柑桔全爪螨羽化率的影响 

Fig. 4  Effect of RNA interference PcE74 on  
molting percentage 

图中数据为平均值±标准误，***表示不同处理间存在极

显著差异（P < 0.001，Student’s t 检验）。 

Data are mean±SE. *** indicates extremely significant 
difference (P < 0.001, Student’s t-test). 

 
靶标 RNA 结构的影响（Elbashir，2001）。本研

究中，预先设计的 2 条 siRNA 候选序列均作用

于 PcE74 的 CDS 区，但 siPcE74-2 的干扰效果

更明显，原因可能在于 siPcE74-1 和 siPcE74-2

针对的基因靶点不同，导致 RNAi 效率有差异。

利用昆虫细胞系（Spodoptera frugiperda，Sf 21）

转染斜纹夜蛾幼虫基因 APN 的 dsRNA 或 siRNA

后发现，虽然 siRNA 诱导的沉默比 dsRNA 诱导

的沉默更有效，但仍不能完全抑制靶基因的转

录，siRNA 浓度提高至 18 nmol/L 后抑制水平仍

不会增加（Agrawal et al.，2004）。本研究中，

利用饲喂法，对柑桔全爪螨后若螨 dsPcE74 或

siPcE74 单独处理虽有一定沉默效率，但相较对

照组并未有显著性，而 dsPcE74+siPcE74 组合处

理后，干扰效率显著高于其它处理。同样，

dsPcE74+siPcE74 处理显著抑制后若螨的羽化

率。因此，我们推测 siRNA 的存在导致 dsRNA

效应在基因沉默效率和生物学表型水平上得到

强化。在鳞翅目模式昆虫家蚕 Bombyx mori 中，

与长 dsRNA 相比，注射 siRNA 诱导了更显著的

RNAi 效应（Yamaguchi et al.，2011）。长 dsRNA 
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图 5  RNA 干扰 PcE74 后的柑桔全爪螨后若螨异常表型 

Fig. 5  Abnormal phenotypes of deutonymph following RNAi against PcE74 

A. 人工装置上对照组（dsGFP，siGFP 和 dsGFP+siGFP）后若螨正常表型；B. 人工装置上处理组（dsPcE74，siPcE74

和 dsPcE74+siPcE74）后若螨异常表型；C. 大豆叶片上对照组（dsGFP，siGFP 和 dsGFP+siGFP）后若螨正常表型；

D. 大豆叶片上处理组（dsPcE74，siPcE74 和 dsPcE74+siPcE74）后若螨异常表型；E. 人工装置上初羽化成螨； 

F. 大豆叶片上初羽化成螨。 

A. Normal phenotype of deutonymph after control groups (dsGFP, siGFP and dsGFP+siGFP) on artificial device;  
B. Abnormal phenotype of deutonymph after treatment groups (dsPcE74, siPcE74 and dsPcE74+siPcE74) on artificial 

device; C. Normal phenotype of deutonymph after control groups (dsGFP, siGFPand dsGFP+siGFP) on soybean leaves;  
D. Abnormal phenotype of deutonymph after treatment groups (dsPcE74, siPcE74 and dsPcE74+siPcE74) on soybean leaves; 

E. Initial molting adult on artificial devices; F. Initial molting adult on soybean leaves. 
 

前体产生的 siRNA 靶序列通过扩大覆盖率，从

而提高切割片段对目标基因不同靶位点的干扰

机会（Bensoussan et al.，2020）。我们推测外源

siRNA 诱导了更强烈的生物体 RNAi 效应，同时

加强了识别切割 dsRNA 的效率，进一步增加了

RNAi 分子数量，从而大幅提高 RNAi 效率。目

前研究表明，RNAi 效率受供试对象、靶基因特

性、dsRNA 和 siRNA 分子长度、dsRNA 和 siRNA

递送方式及其他多种因素的影响（Upadhyay et al.，

2013；Guo et al.，2018）。虽然螨类 RNAi 的具

体机制尚不完全清楚，但本研究可在实际应用中

为提高螨类 RNAi 效率提供新思路。 

昆虫的变态发育受类固醇激素蜕皮激素控

制，转录调控对蜕皮激素的合成十分重要（Ou 

and King-Jones，2013）。作为昆虫 20E 直接诱导

的早期转录因子，E74 在蜕皮激素信号传导中有

重要调控功能（de La Fuente et al.，2022）。本研

究表明，PcE74 在柑桔全爪螨后若螨发育到成螨

过程中起重要调控功能。在褐飞虱中，E74 下调

导致若虫羽化率显著降低（Zhang et al.，2022b）。

在马铃薯甲虫 Leptinotarsa decemlineata 中，

RNAi 处理 E74 后，大多数 4 龄幼虫不能蜕皮，

少数发育期延长且蛹形态异常（Xu et al.，2018）。

然而，在叶螨中，尚未明确 E74 通过调控哪些下

游应答基因来参与叶螨蜕皮激素 Ponasterone A

信号传导的分子机制。目前在昆虫中已有研究证
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实，E74 与相关基因互作调控昆虫生长发育。例

如，在果蝇中，E74 和 BR-C 被蜕皮激素直接诱

导并编码调控下游基因表达（ Fletcher and 

Thummel，1995）。在埃及伊蚊 Aedes aegypti 雌

蚊中，通过酵母双杂交和免疫共沉淀分析证明了

E74 和 Vg 基因直接的互作关系（Sun et al.，

2005）。此外，与单独突变 BR 相比，烟草天蛾

Manduca sexta E74 突变诱导了更显著的生物学

表型，暗示两者在遗传水平可能相互作用，共同

调控发育过程（Stilwell et al.，2003）。在柑桔全

爪螨中，E74 是否存在类似的基因互作机制有待

进一步探究。 

柑桔全爪螨作为危害严重的农业害螨，目前

主要采用化学防治，由于农药过度使用和柑桔全

爪螨自身生物学特性，该螨已对多种杀螨剂产生

抗药性（Yu et al.，2020；Pan et al.，2023）。近

年来RNAi在害虫防治策略中展现出较大应用前

景（Gao et al.，2020）。本研究利用 RNAi 技术

明确沉默 PcE74 显著抑制柑桔全爪螨后若螨的

正常发育，导致其无法羽化而死亡，揭示了转录

因子 E74 在柑桔全爪螨变态发育中扮演重要角

色，有望成为害螨防控的潜在靶点。 
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