
  
 

应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology    2024, 61(4): 805814.     DOI: 10.7679/j.issn.20951353.2024.082 

 

                           

*资助项目 Supported project：国家自然科学基金项目（31501674） 

**第一作者 First author，E-mail：601769435@qq.com 

***通讯作者 Corresponding author，E-mail：zhipingxu@ecust.edu.cn 

收稿日期 Received：2023-04-23；接受日期 Accepted：2023-07-07 
 

基于滚环转录技术的 siRNA 递送策略 

对粘虫的干扰效果* 
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（华东理工大学药学院，上海市化学生物学（芳香杂环）重点实验室，上海 200237） 

摘  要  【目的】 评估基于滚环转录技术的 siRNA 递送策略对粘虫 Mythimna separata 的 RNA 干扰效果。

【方法】 采用荧光定量 PCR，测定靶标基因 Msα-tubulin 和 Msβ-tubulin 的沉默效率；通过饲喂方法进行

生物测定，观察经滚环转录制备的 RNA 微球处理粘虫 3 龄幼虫后其体重、体长和致死表型特征的变化。

【结果】 靶标基因沉默效率测定结果表明，RNA 微球处理 24 h 后，Msα-tubulin 和 Msβ-tubulin 的基因表

达量分别下降 51.6%和 44.3%；Msα-tubulin 在 48 h 的表达量下降 32.0%，在 72 h 的表达量上调 134.4%；

处理 48 和 72 h 后，Msβ-tubulin 的表达量分别上调 120.5%和 129.0%。生物学干扰效应结果表明，与对照

组相比，处理 7 d 后，Msα-tubulin 处理组幼虫体重、体长分别下降 51.1%和 34.9%，而 Msβ-tubulin 处理组

的幼虫分别下降 49.0%和 32.4%；处理 14 d 后，这两种靶标基因处理组的幼虫死亡率均为 42.2%。【结论】 

滚环转录制备的 RNA 微球能够触发粘虫的 RNAi 响应，干扰靶标基因的表达，抑制幼虫体重、体长并引

起粘虫明显的死亡。 

关键词  粘虫；滚环转录；RNA 微球；siRNA 疗法；RNA 干扰；微管蛋白；害虫防控 

Assessing the interference effect of the siRNA delivery strategy on 
Mythimna separata using rolling circle transcription 
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Abstract  [Aim]  To assess the effect of RNA interference of the siRNA delivery strategy on Mythimna separata using 

rolling circle transcription. [Methods]  We used qPCR to determine the silencing efficiency of the two target genes, 

Msα-tubulin, and Msβ-tubulin. The RNAi Feeding Bioassay was used to observe changes in M. separata body weight, body 

length, and lethal phenotypes. Additionally, the 3rd instar larvae were treated with RNA microspheres, which were synthesized 

using the rolling circle transcription method. [Results]  After 24 h of RNA microsphere treatment, Msα-tubulin and 

Msβ-tubulin expression decreased by 51.6% and 44.3%, respectively, demonstrating the effectiveness of the target gene 

silencing. After 48 h there was a further 32% decrease in the expression of Msα-tubulin, which then increased by 134.4% at 72 h. 

After 48 and 72 h of treatment, the expression level of Msβ-tubulin was upregulated by 120.5% and 129.0%, respectively. The 

RNAi feeding bioassay results showed that after 7 days, larval body weight and body length decreased by 51.1% and 34.9%, 

respectively in the Msα-tubulin treatment group, and decreased by 49.0% and 32.4% in the Msβ-tubulin treatment group, 

respectively, compared to the control. After 14 days, the mortality rate of larvae reached 42.2% for both the Msα-tubulin and 

Msβ-tubulin treatment groups. [Conclusion]  RNA microspheres, created via the rolling circle transcription method, can 

trigger an RNAi response in M. separata, interfere with the expression of target genes, significantly increase M. separata 

mortality, and reduce larval weight and body length. The siRNA delivery strategy, utilizing rolling circle transcription, offers a 
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novel approach to controlling M. separata. 

Key words  Mythimna separata; rolling circle transcription; RNA microsphere; siRNA therapy; RNA interference; tubulin; 

pest control 

粘虫 Mythimna separata 属鳞翅目 Lepidoptera

夜蛾科 Noctuidae，是一种主要以小麦、玉米、

高粱、水稻等粮食作物和牧草为食源的广食性、

迁飞性、间歇暴发性害虫（江幸福等，2014）。

针对粘虫取食量大、繁殖速度快和短期内易暴发

成灾等特性（段云等，2023），目前生产上防控

该虫主要依赖化学农药。然而，化学防治诱发的

“3R”问题广受诟病，一定程度上阻碍了农业

的可持续发展（宋月芹等，2017），制定高效且

生态安全的粘虫防控策略是当务之急。 

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）是指

由小干扰 RNA（Small interfering RNA，siRNA）

引起的生物体内同源序列信使 RNA（mRNA）

特异性降解的现象（Wittrup and Lieberman，

2015）。自 Fire 等（1998）发现以来，RNAi 已

被广泛应用于昆虫基因功能的研究，并在害虫防

治领域展现出巨大潜力（Nandety et al.，2015；

Kunte et al.，2020）。RNA 干扰技术具有许多传

统害虫防治方法无法比拟的特点和优势，例如，

能够通过选择特定的序列区域，针对性地降解靶

标基因的 mRNA，进而影响害虫的基因功能，尤

其是对非靶标生物无伤害、对生态环境友好

（Joga et al.，2016）。近期有关粘虫 RNAi 的研

究发现，当粘虫的部分必需基因被沉默时，其生

长发育会受到限制，继而诱发一系列的致死表型

（Liu et al.，2020；Lu et al.，2021）。前期研究

证明了RNAi技术在防控粘虫中具有较强的应用

潜力，但粘虫体内非特异性核酸酶和肠道强碱性

会导致 siRNA 在其肠道内过早降解，从而降低

RNAi 效率（Liu et al.，2020；Lu et al.，2021）。

毫无疑问，这限制了基于 RNAi 的粘虫防治策略

的开发。 

滚环转录是一种酶促 RNA 聚合方法，能够

在 T7RNA 聚合酶的作用下促使 DNA 环状模板

转录生成具有多个重复 RNA 拷贝的聚合 RNA

链（Wang et al.，2019）。在 DNA 模板合理设

计的情况下，大量的聚合 siRNA 转录本能够进

一步浓缩并通过生物本身的自组装机制形成

RNA 微球。这种稳定的微球结构能够为 siRNA

提供稳定的递送环境并将其成功转运到细胞

质，避免 siRNA 过早降解（Lee et al.，2012）。

在医药领域，该方法为 siRNA 疗法提供了新路

径，目前已被广泛应用于靶向肿瘤细胞的

siRNA 递送和抗癌药物开发（Jang et al.，2015；

Kim et al.，2020），但鲜少用于靶向昆虫细胞的

递送，其在害虫防治领域的应用潜力尚未得到

充分认识。 

微管蛋白（Tubulin）是细胞骨架微管的基本

亚基，能够帮助维持细胞形态，并在细胞内运输，

在细胞分裂过程中发挥重要作用（Hammond   

et al.，2008）。昆虫中的微管蛋白分为 α-微管蛋

白和 β-微管蛋白 2 个家族，其在昆虫生长发育、

蜕皮和繁殖过程中均起重要作用（Smith et al.，

2007；Nielsen et al.，2010）。科学家在粘虫中已

鉴定出这两种微管蛋白基因，并证实这两种微管

蛋白基因是潜在的 RNAi 靶点（樊东等，2008；

Wang et al.，2018）。鉴于前人研究基础，本研究

以粘虫为研究对象，以 Msα-tubulin 和 Msβ-tubulin

为靶标基因，通过生物学和分子生物学方法，研

究滚环转录制备的 RNA 微球对粘虫的干扰效

果，旨在评估这种新型 siRNA 递送策略用于粘

虫等鳞翅目害虫 RNAi 防控的可行性。  

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试植物品种为玉米杂交种大华 1146（江

苏省大华种业集团有限公司生产），将其种植于

40 cm × 30 cm 的浅口盆中，每盆播种 30 粒。将

玉米苗培养于实验室自建温室内，温度保持在

（22±1）℃，相对湿度 65%±5%，光周期 14 L∶

10 D。当玉米幼苗长至 30 cm 左右时剪取叶片饲

喂粘虫幼虫。 
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自河南省济源白云实业有限公司购买粘虫

卵作为初始虫源，将虫卵放在玉米苗上饲养，连

续饲养多代后，供本试验使用。将取食玉米苗叶

片的粘虫放置在 RXZ-280B 智能型人工气候培

养箱（宁波江南仪器厂生产）内饲养，饲养条件

为：温度（24±1）℃，相对湿度 65%±5%，光周

期 14 L∶10 D。 

1.2  试验设计与方法 

1.2.1  滚环转录 DNA 模板的设计  从 NCBI 数

据库（https: /www.ncbi.nlm.nih.gov）中获取粘虫 

2 个基因——Msα-tubulin（登录号：EU100016）

和 Msβ-tubulin（登录号：EU234504）的编码区

序列，通过 siRNA 在线设计网站 BLOCK-iT　 

RNAi Designer，筛选有效的 21 bp 长度的靶点；

将所设计的靶点进一步构建成滚环转录所需的

DNA 模板序列，即在 21 bp 的靶点序列及其互补

序列中间插入一段碱基完全错配序列，以方便转

录后形成发卡结构。此外，为了将线性模板成环，

在靶点序列及其互补序列的两端加入 T7 启动子

引物的互补序列。线性 DNA 模板由南京金斯瑞

生物科技有限公司合成，序列详见表 1。 

 
表 1  用于滚环转录和 qPCR 的特异性引物 

Table 1  Specific primers used in rolling circle transcription (RCT) and qPCR 

基因名称 
Gene name 

引物用途 
Primer usage

DNA 模板及引物序列（5′-3′） 

DNA template and primer sequences (5′-3′) 

RCT ATAGTGAGTCGTATTAGACAACGAGGCCATCTACGACACTTGGTCGTAGATGGCC
TCGTTGTCATCCCT 

Msα-tubulin 

qPCR F: GGCAAGGAAATCGTAGAT 
R: GAAGGAGTGGAAGATAAGG 

RCT ATAGTGAGTCGTATTAAGTCATGTGACTGCCTTCAAGACTTGCTTGAAGGCAGTC
ACATGACTATCCCT 

Msβ-tubulin 

qPCR F: ACACAGTAGTAGAACCTTAC 
R: GAAGCAGATGTCGTATAAAG 

EGFP RCT ATAGTGAGTCGTATTACCCACCCTCGTGACCACCCTGACTTGCAGGGTGGTCACG
AGGGTGGGATCCCT 

β-actin qPCR F: GTCCTACGAACTTCCCGACG 
R: CCATACCCAGGAATGAGGGC 

首尾两端序列为 T7 启动子互补序列，下划线序列为靶标序列及其互补序列，“ACTTG”为碱基完全错配序列。 

The sequence at both ends is the complementary sequence of the T7 promoter, the underlined sequence is the target sequence 
and its complementary sequence, and “ACTTG” is the completely mismatched base sequence. 

 
1.2.2  RNA 微球的制备  制备 RNA 微球（RNA 

microsphere，RMS）的方法，参照 Lee 等（2017）。

将 10 mol/L 的线性 DNA 模板和 T7 启动子引物

按 1∶1 的比例混合均匀。在 95 ℃下将混合物

加热 2 min，缓慢冷却至 24 ℃，放置 3 h 后收获

的杂交产物即为带有缺口的环状 DNA 模板。向上

述的杂交产物中加入 T4 DNA 连接酶（1 000 U/L，

上海碧云天生物技术有限公司）和连接缓冲液，

让其在室温条件下反应 3 h，形成闭合的环状模

板。在 rNTP 存在的情况下，将环状模板用 T7 

RNA 聚合酶（20 U/μL，上海碧云天生物技术有

限公司）37 ℃孵育过夜，产物即为 RNA 微球溶

液。用 3.5%的琼脂糖凝胶电泳验证 RNA 微球的

产生，采用 Synergy NEO多功能酶标仪测定 RNA

的浓度和纯度。为避免杂质连接，将 RNA 微球

溶液超声 3 min；通过动态光散射法（Dynamic 

light scattering，DLS）测量 RNA 微球的粒径。

将 RNA 微球放于﹣20 ℃冰箱保存备用。 

1.2.3  RNA 微球的稳定性测试  为探究 RNA

微球对 siRNA 的保护能力，参考 Cooper 等

（2020）的报道设计体外降解试验：将 RNA 微

球与粘虫中肠粗提液分别孵育 1、2、3 和 4 h，

以化学合成的 EGFP siRNA 作为对照。通过分析

琼脂糖凝胶电泳条带亮度，比较 RNA 微球与
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EGFP siRNA 在中肠液中的降解情况。随机挑选

15 头 5 龄幼虫进行中肠解剖，将被提取的中肠

置于预冷的 1× PBS 溶液，在 4 ℃下 12 000 r/min

离心 2 次（每次 10 min），所得上清液即为粘虫

中肠粗提液，将粗提液样品放于﹣80 ℃保存备

用。在孵育实验开始前，利用 BCA 蛋白试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）测定粗提液样

品的蛋白浓度，随后将 5 L（250 ng）的 RNA

微球溶液和 EGFP siRNA 溶液分别与 5 L

（3.5 g 总蛋白）的中肠液混合均匀，于上述不

同时间点取样，用 2 L 的 EDTA（终浓度为 20 

mmol/L）停止反应，并立即用 1.5%琼脂糖凝胶

电泳观察。 

1.2.4  RNAi 实验  随机选取 3 龄第 1 天的粘虫

幼虫通过饲喂法进行 RNA 微球的生物测定试

验，处理组 RMS-α-tubulin 和 RMS-β-tubulin，喂

食量为 600 ng RNA 微球/幼虫；另设 RMS-EGFP

饲喂组为阴性对照，清水为空白对照。在测定试

验开始前，先将粘虫幼虫饥饿 12 h，随后将幼虫

置于底部直径为 3.1 cm 的塑料餐盒中（每盒 1

头）。每天取 10 L 10 ng/L 的 RNA 微球溶液涂

抹于 1 cm × 1 cm 的玉米叶片上，待其自然干燥

后饲喂幼虫，连续饲喂 6 d，喂食过程中处理的

叶片不取出直至粘虫全部取食；6 d 后，用未经

RNA 微球处理过的新鲜玉米叶片继续饲喂幼

虫，直至粘虫种群指标的观察期结束。饲喂方法

参照 Christiaens 等（2018）报道。本试验共设 3

次生物学重复，每次重复饲喂 60 头幼虫。 

1.2.5  RNA 微球处理后靶标基因的表达水平测

定  分别于 RNA 微球处理后的 24、48 和 72 h，

从各处理组中随机挑选 5 头幼虫，利用总 RNA

提取试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公司）提

取供试幼虫的总 R NA，并通过 Swe Sc r ip t 

All-in-One RT SuperMix for qPCR 反转录试剂盒

合成 cDNA 第一链。根据 NCBI 中已登录的

Msα-tubulin和 Msβ-tubulin的核酸序列，用 Primer 

premier 5.0 软件设计其 qPCR 引物，内参基因

β-actin 的定量引物参考崔可佳（2020）（表 1）。 

qPCR反应参照SYBR Green qPCR Master Mix的

说明书进行，反应体系（20 L）包括正反向引

物（10 mol/L）各 0.5 L，SYBR Mix 10 L，

cDNA 模板 2 L，无酶水 7 L。反应置于 

Bio-Rad CFX96TM Real-time PCR 检测仪上进行，

反应程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃ 变性 15 s，

55 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 30 s，40 个循环。每

个处理组测定 3 个样品，每个样品 3 次重复。根

据 2-ΔΔCt 方法基因相对表达量（ Livak and 

Schmittgen，2001）。 

1.2.6  RNA 微球处理后粘虫生物学指标的观察  

观察时间点参照 Jin 等（2021）报道，于 RNA

微球处理的第 7 天测量存活幼虫的体长和体重。

具体操作如下：各处理组选取 10 头幼虫，用电

子天平称量 10 头幼虫的总重量并计算平均体

重，重复 3 次；每组选取 10 头幼虫，单独测量

每头幼虫的体长。同时，在生物测定试验中，每

2 d 记录 1 次处理组中幼虫的存活率，一共记录

到第 14 天。每天观察幼虫的表型变化并在第 7

天拍照记录。 

1.3  数据分析 

数据分析及制图采用 IBM SPSS Statistics 23

和 GraphPad Prism 9 软件。核酸剩余百分比和基

因表达水平的比较采用 T 检验，粘虫体长和体重

的比较采用单因素方差分析，并选择 Tukey 氏 

HSD 进行多重比较，粘虫存活率的分析采用

Kaplan-Meier 方法，P < 0.05 为显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  RNA 微球的制备和稳定性 

通过琼脂糖凝胶电泳确认 RNA 微球的产

生，电泳图中是制备过程各步骤产物产生的条带

（图 1：A）；通过杂交和连接的过程成功产生了

环状 DNA，成环后的 DNA 比起线性 DNA 迁移

速率变慢。滚环转录产物产生了较大范围的弥散

条带，其长度在 25-500 bp 之间。动态光散射

（DLS）分析结果表明，RNA 微球的水合平均

粒径为 336.2 nm，且粒径分布集中，无杂峰产生

（图 1：B）。RNA 微球的稳定性结果表明，孵

育 1-4 h，RMS-EGFP 组降解速率明显慢于

siRNA-EGFP 组（P < 0.01）；在孵育 4 h 后，
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RMS-EGFP 组的核酸剩余百分比为 60.8% 

1.7%，而 siRNA-EGFP 组的仅剩余 11.5%0.5%

（图 1：C）。说明 RMS-EGFP 在中肠液中具有

较好的稳定性，RNA 微球结构可以有效保护内

部 siRNA，从而提高其在昆虫摄入过程中的含

量，增加 RNAi 活性。 

 

 
 

图 1  RNA 微球的制备和稳定性比较 
Fig. 1  Preparation of RNA microsphere and stability comparison 

A. 琼脂糖凝胶电泳确认 RNA 微球的产生；B. 动态光散射测量 RNA 微球的粒径；C. RNA 微球的稳定性研究。 

M：DNA 分子量标准 MARKER (25-500 bp)；1：线性 DNA 模板和 T7 启动子的杂交产物；2：连接后的闭环产物；

3、4 和 5：转录产物。图中数据为平均值±标准误，柱上星号表示两组之间差异显著 

（* P < 0.05; ** P < 0.01，独立样本 t 检验）。图 2 同。 
A. Agarose gel electrophoresis confirmed the production of RNA microspheres; B. The particle size of RNA  

microspheres measured by dynamic light scattering; C. Stability of RNA microspheres. 
M: DNA Marker (25-500 bp); 1: Hybrid product of linear DNA template and T7 promoter;  

2: Closed loop product after ligation; 3, 4 and 5: Transcription products; M: 25-500 bp marker.  
Data in the figure are mean±SE, asterisk above bars indicates significant difference between the two groups  

(* P < 0.05; ** P < 0.01, independent sample t-test). The same for Fig. 2. 

 
2.2  RNAi 后 Msα-tubulin 和 Msβ-tubulin 基因

的表达水平变化 

qPCR 检测结果显示（图 2），Msα-tubulin 和

Msβ-tubulin 处理组的基因表达水平在 24 h 后显

著下降，与阴性对照组 RMS-EGFP 比较，分别

下降了 51.6%（F = 1.122，P = 0.003）和 44.3%

（F = 0.121，P = 0.015）。Msα-tubulin 处理组在

48 h 后的表达量虽然下降 32.0%（与阴性对照组

RMS-EGFP 相比差异不显著；F = 2.170，P = 

0.170），但在 72 h 后的表达量急速攀升（与阴性

对照组 RMS-EGFP 相比显著上调 134.4%；F 

=0.125，P = 0.002）。在 48 和 72 h 后，Msβ-tubulin

处理组的表达量出现了上调现象，与阴性对照组

RMS-EGFP 相比，表达量分别上调了 120.5%( F 

=0.004，P = 0.134)和 129.0%( F = 2.429，P = 

0.078)，但差异均不显著。 
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图 2  饲喂粘虫幼虫 RNA 微球后 Msα-tubulin（A）和 Msβ-tubulin（B）基因的相对表达量 

Fig. 2  The relative expression levels of Msα-tubulin (A) and Msβ-tubulin (B) genes in Mythimna  
separata larvae after feeding RNA microspheres 

ns 表示没有显著性差异。ns means no significant difference. 
 

2.3  RNA 微球对粘虫基因干扰的生物学效应 

与 2 个对照组（空白对照组清水和阴性对照

组 RMS-EGFP）相比，靶标基因 RNA 微球处理

组的粘虫体重显著下降，但 2 个对照组之间没有

显著性差异（RMS-α-tubulin：F = 52.076, P < 

0.01；RMS-β-tubulin：F = 45.728, P < 0.01）（图

3）。与空白对照组清水相比，RMS-α-tubulin 和 

RMS-β-tubulin 处理组中粘虫的平均体重分别下

降了 59.7%（P < 0.01）和 58.0%（P < 0.01）；与

阴性对照组 RMS-EGFP 相比，RMS-α-tubulin 和

RMS-β-tubulin 处理组中粘虫的平均体重分别下

降了 51.1%（P < 0.01）和 49.0%（P < 0.01）。 

类似地，微管蛋白基因 RNA 微球处理组中

的粘虫体长与 2 个对照组的相比，也都显著减少，

但两个对照组之间无显著性差异（RMS-α-tubulin：

F = 173.614，P < 0.01；RMS-β-tubulin：F = 

117.291，P < 0.01）（图 4）。与空白对照组清水 
 

 
 

图 3  饲喂 RMS-α-tubulin（A）和 RMS-β-tubulin（B）后粘虫体重的变化 

Fig. 3  Changes in body weight of Mythimna separata after feeding RMS-α-tubulin (A) and RMS-β-tubulin (B) 

柱上星号表示不同处理间差异显著（**P < 0.01，Tukey 氏 HSD 检验）， 

ns 表示没有显著性差异（P > 0.05，Tukey’s HSD 检验）。图 4 同。 

Histograms with asterisks indicate significant difference among different treatments (**P < 0.01, Tukey’s HSD test),  

ns means no significant difference (P > 0.05，Tukey’s HSD test). The same for Fig.4. 
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相比，RMS-α-tubulin 处理组的粘虫体长减少了

34.1%（P < 0.01），RMS-β-tubulin 处理组的减少

了 31.6%（P < 0.01）；与阴性对照组 RMS-EGFP

相比，RMS-α-tubulin 处理组的粘虫体长减少了

34.9%（P < 0.01），RMS-β-tubulin 处理组的减少

了 32.4%（P < 0.01）。 

粘虫的致死表型与其体重、体长的变化趋势

类似，即靶标基因处理组与对照组之间产生了明

显的差异。处理后第 7 天，RMS-α-tubulin 和

RMS-β-tubulin 处理组的粘虫都处于 4 龄阶段，

部分粘虫因蜕皮失败而死亡，而 2 个对照组中的

绝大部分粘虫已经成功蜕皮，进入5龄阶段（图5）。 
 

 
 

图 4  饲喂 RMS-α-tubulin（A）和 RMS-β-tubulin（B）后粘虫体长的变化 

Fig. 4  Changes in body length of Mythimna separata after feeding RMS-α-tubulin (A) and RMS-β-tubulin (B) 
 

 
 

图 5  饲喂 RNA 微球后粘虫致死表型的变化 

Fig. 5  Changes in lethal phenotypes of Mythimna separata after feeding RNA microspheres 

A. 清水（对照）H2O (CK); B. RMS-EGFP; C. RMS-α-tubulin; D. RMS-β-tubulin. 

 

饲喂粘虫微管蛋白基因 RNA 微球后的第 2

天 ， 处理组 中 有试虫 开 始死亡 ， 第 4 天

RMS-α-tubulin和RMS-β-tubulin处理组的粘虫死

亡率分别达到 11.1%和 6.7%，第 8 天分别达到
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22.2%和 20.0%，第 12 天分别达到 37.8%和

40.0%，到第 14 天时，2 个处理组的粘虫死亡率

均达到 42.2%，显著高于对照组（P < 0.01）（图

6）。以上结果表明，经 RNA 微球处理后，粘虫

表现出明显的发育抑制或延缓，甚至出现死亡现

象（F = 3, P < 0.01）。 
 

 
 

图 6  RNA 微球处理 14 d 内粘虫的生存曲线 

Fig. 6  Survival curve of Mythimna separata treated 
with RNA microspheres within 14 d 

折线上不同字母代表相应曲线与对照组差异显著 

（P < 0.01，log-rank）。 

The different letters on the line represent significant 
difference between the corresponding curve and the control 

group (P < 0.01, log-rank). 
 

3  讨论  

siRNA 递送策略的开发技术，是提高害虫

RNAi 效率的主要手段之一。近年来，越来越多

的载体被用来向害虫递送 siRNA，这些载体已经

被证明能够在多种昆虫中提高RNAi的有效性与

干扰效果，包括棉铃虫 Helicoverpa armigera

（Kolge et al.，2021）、新热带区褐臭蝽 Euschistus 

heros（Castellanos et al.，2019）、棉蚜 Aphis 

gossypii（Wei et al.，2021）和草地贪夜蛾 Spodoptera 

frugiperda（Dhandapani et al.，2022）等。然而，

这种额外添加的载体多数是阳离子聚合物或脂

质体，其面临着操作繁琐、成本高以及容易产生

免疫和细胞毒性的问题（Hunter，2006）。因此，

建立一种安全、简便、低成本且高效的 siRNA

递送系统十分重要。本研究采用的滚环转录酶促

RNA 合成方法是一种低成本、高效益的 RNA 合

成方法（Wang et al.，2019）。通过简单的三步法，

便可制备滚环转录 RNA 微球，并且一次转录就

能产生分子量范围在 25-500 bp 之间的 siRNA 聚

合物（图 1），这与先前的研究中单个微球含有

大量 siRNA 拷贝的结论一致（Lee et al.，2012）。

大量的 siRNA拷贝对提升粘虫RNAi效率是至关

重要的，主要缘于鳞翅目昆虫本身缺乏明显的沉

默扩增机制（Ivashuta et al.，2015）。除了产生

能够发挥 RNAi 效应的核酸本身，滚环转录产生

的微球结构也是一种有力的 siRNA 递送工具，

其稳定性研究表明 RNA 微球在粘虫中肠液中的

降解速率慢于未被包载的 siRNA，能够有效缓解

siRNA 的过早降解。此外，RNA 微球的制备过

程不需要额外添加任何载体，能够减轻产生细胞

毒性的风险。 

本研究中使用基于滚环转录技术的 siRNA

递送策略，能够成功触发粘虫靶标基因的沉默，

抑制幼虫体重、体长并引起粘虫明显的死亡。

RMS-α-tubulin和RMS-β-tubulin处理组的粘虫靶

标基因表达量在 24 h 分别下降了 51.6%和

44.3%，但在 48 和 72 h 出现了反向上调的现象，

这可能是因为 siRNA 被摄入粘虫体内时，会诱

导粘虫免疫反应（这种免疫反应类似于昆虫对某

种外源病原体的应激响应）；当该基因产生的应

激响应的上调强度大于 RNAi 的应激反应强度

时，该基因不会被相应的 siRNA 沉默，甚至会

出现反向上调的情况（Guan et al.，2018）。此外，

靶基因间RNAi效率的差异也会受基因功能的影

响（Terenius et al.，2011）。粘虫哪些基因功能

最有可能产生有效的 RNAi 反应，哪些粘虫结合

蛋白和具有转运活性的蛋白难以被沉默，哪些粘

虫免疫基因对 RNAi 特别敏感？这些科学问题，

有待进一步探讨。 

作为一种细胞内物质的转运蛋白，微管蛋白

可能对粘虫的 RNAi 不够敏感。现有的微管蛋白

的 RNAi 研究，均表现出了对靶标害虫具有较强

的亚致死和致死效应。就粘虫而言，本研究发现，

饲喂 RMS-α-tubulin 或 RMS-β-tubulin 后，幼虫
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的体重分别减少 59.7%和 58.0%（图 2），这与前

人的报道类似。例如，Wang 等（2018）报道，

摄入 dsMsα-tubulin 或 dsMsβ-tubulin 后，粘虫体

重分别降低了 21.3%和 41.9%。RNA微球处理后，

靶标害虫的致死表型可能因害虫种类不同而不

同。本研究结果显示，RNA 微球处理后第 2 天，

粘虫就会出现死亡症状（图 5），而德国小蠊

Blattella germanica 经微管蛋白基因的双链 RNA

注射后第 17 天才出现死亡症状（Lin et al.，

2017）。本研究中 2 个微管蛋白基因导致的粘虫

死亡率与对照组相比最高分别增加了 37.8%

（RMS-α-tubulin）和 35.6%（RMS-β-tubulin），

而在先前粘虫的 RNAi 研究中，饲喂细菌表达的

dsChi1 和 dsChi2，其增长死亡率仅达到 16.7%

（Ganbaatar et al.，2017）。 

本研究在粘虫中成功建立了基于滚环转录

技术的 siRNA 递送策略，将制备的靶标基因

RNA 微球饲喂给粘虫，能较好抑制 Msα-tubulin

和 Msβ-tubulin 基因的表达；此外，Msα-tubulin

和 Msβ-tubulin 被成功干扰后，粘虫的体重、体

长均显著下降，生长发育明显受到抑制，幼虫死

亡率显著增大。以上研究结果证实该递送策略能

够成功触发粘虫的 RNAi 响应。本研究通过建立

基于 RNA 微球的 siRNA 递送系统，探索了

siRNA 微球介导的粘虫干扰效果。研究结果为

siRNA 微球在粘虫 RNAi 中的应用提供了重要的

理论基础，同时也为鳞翅目害虫的 RNAi 绿色防

控提供了新的思路。鉴于 RNA 微球的低成本和

易于制备，该新型 siRNA 递送系统可用于快速

筛选害虫的致死靶标基因，在害虫 RNAi 研究中

具有巨大的应用潜力。然而，不同靶标基因导致

的害虫的RNAi效率和干扰效果存在差异。为此，

本递送策略还需要进一步仔细选择RNAi的靶标

基因，以提升对粘虫等鳞翅目害虫的防控效果。 
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