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摘  要  【目的】 明确埃及伊蚊 Aedes aegypti 胰蛋白酶 1 基因（AaTryp1）的组织及发育阶段表达特征，

通过 RNA 干扰（RNA interference，RNAi）结合转录组测序（RNA-seq）技术解析该基因沉默后的分子响

应及潜在生物学功能，为深入阐明其在蚊虫生理调控中的作用机制提供理论依据。【方法】 采用 RT-qPCR

技术检测 AaTryp1 在埃及伊蚊不同组织、发育阶段的表达差异；通过体外合成靶向 AaTryp1 的 dsRNA 并

导入雌蚊体内，结合 RNA-seq 技术系统分析基因沉默后的转录组变化，对筛选获得的差异表达基因

（Differentially expressed genes，DEGs）进行 GO（Gene Ontology）功能富集及 KEGG（Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes）通路分析，并对干扰后 DEGs 进行定量验证。【结果】 AaTryp1 在埃及伊蚊雌蚊

中呈现特异性高表达，其中唾液腺、腿部及中肠组织的表达量显著（P < 0.05）高于其他组织，且吸血前

后表达水平存在显著差异；RNAi 处理后，AaTryp1 被有效敲低，转录组分析共筛选出 110 个 DEGs。GO

富集分析显示，这些 DEGs 主要富集于代谢过程、细胞过程等生物学过程，以及催化活性、结合活性等分

子功能类别；KEGG 通路分析表明，DEGs 显著富集于肾素-血管紧张素系统、神经活性配体-受体相互作

用、脂肪酸生物合成等非经典消化与免疫相关通路。RT-qPCR 验证结果与 RNA-seq 表达趋势一致，证实

测序数据可靠。【结论】 AaTryp1 在埃及伊蚊雌蚊中具有组织特异性和吸血响应性表达特征，其功能不

仅可能涉及经典的消化代谢过程，还可能参与体液稳态调节、神经信号传导及脂质代谢等多个关键生理过

程。本研究为后续深入解析该基因的调控机制及蚊虫防控靶标的开发提供了重要基础。 

关键词  AaTryp1；RNA 干扰；转录组；差异表达基因 
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Abstract  [Aim]  To characterize differences in the expression patterns of the trypsin 1 gene of Aedes aegypti (AaTryp1) in 

different tissues and developmental stages, and to investigate the molecular response and potential biological functions of this 

gene by combining RNA interference (RNAi) with transcriptome sequencing (RNA-seq), thereby providing a theoretical basis 
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for elucidating its physiological role in mosquitoes. [Methods]  RT-qPCR was used to determine the differences in the 

expression of AaTryp1 in different tissues and developmental stages. Double-stranded RNA targeting AaTryp1 was synthesized 

in vitro and introduced into female mosquitoes. RNA-seq was then performed to systematically analyze transcriptomic changes 

following gene silencing. The identified differentially expressed genes (DEGs) were subjected to Gene Ontology (GO) 

enrichment and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway analyses, and selected DEGs were further 

validated using quantitative real-time PCR. [Results]  AaTryp1 showed tissue-specific expression in female A. aegypti, with 

significantly higher expression in the salivary glands, legs and midgut, than in other tissues. Its expression differed 

significantly before and after a blood meal. RNAi treatment effectively knocked down AaTryp1. Transcriptome analysis 

identified 110 DEGs. GO enrichment analysis showed that these DEGs were mainly associated with metabolic and cellular 

processes, as well as molecular functions including catalytic activity and binding. KEGG pathway analysis revealed significant 

enrichment in several non-classical digestion-and immunity-related pathways, including the renin-angiotensin system, 

neuroactive ligand-receptor interaction and fatty acid biosynthesis. RT-qPCR validation was consistent with the RNA-seq 

results, confirming the reliability of the sequencing data. [Conclusion]  AaTryp1 exhibits tissue-specific, blood-meal related, 

expression in female A. aegypti. Its function may not be limited to classical digestive metabolism, but may also be involved in 

hemolymph homeostasis, neural signaling and lipid metabolism. This study provides an important foundation for further 

elucidation of the regulatory mechanism of AaTryp1, and for the development of novel mosquito control targets. 

Key words  AaTryp1; RNAi; transcriptome; differentially expressed genes 

埃及伊蚊 Aedes aegypti 是登革热、寨卡病毒

及黄热病等多种重要虫媒传染病的主要传播媒

介（Burt et al., 2017; Sun et al., 2020; Rodrigues 

et al., 2021），其广泛的地理分布及较强的环境

适应能力对全球公共卫生安全构成了严重威胁

（Zhang et al., 2025）。尽管近年来围绕埃及伊

蚊的生物学特性开展了大量研究，但其体内蛋白

质功能的系统性解析仍相对不足，尤其是部分具

有潜在重要生理作用的蛋白，其具体功能尚未得

到深入阐明（Martins et al., 2021）。胰蛋白酶

（Trypsin）作为丝氨酸蛋白酶家族的重要成员，

在昆虫体内广泛存在，是维持其生长发育和繁殖

所必需的一类功能蛋白。目前，关于胰蛋白酶不

同亚型的研究多集中于模式昆虫或农业害虫，其

功能主要聚焦于消化代谢及免疫防御等方面

（Borges-Veloso et al., 2015; Awais et al., 2024; 

Zheng et al., 2024）。然而，随着研究的不断深

入，部分研究表明胰蛋白酶家族成员可能还参与

其他复杂的生理调控过程。例如，已有研究发现，

Trypsin-1 在小菜蛾 Plutella xylostella 中作为雄性

生殖相关的关键基因发挥重要作用（Peng et al., 

2025），提示该类蛋白可能具有不同于传统认知

的生物学功能。尽管如此，关于 Trypsin-1 在埃

及伊蚊中的功能研究尚未见系统性报道，其在蚊

虫生理过程中的具体作用及分子机制仍有待进

一步探索。 

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）作为

一种重要的基因沉默技术，已被广泛应用于昆虫

学研究领域，如在中华拟同形溞 Daphnia sinensis

中 RNAi 表明 Dsussp 和 Dsmapk 基因在中华拟同

形溞的生殖发育中起重要作用（赵雅洁等, 2024）

以及通过 RNAi 降低 MDCht9 基因 mRNA 表达

后发现该基因在家蝇幼虫中参与时期生长发育、

蛋白质的消化与吸收、雄虫性成熟、物质代谢等

功能，为害虫防治提供了新的潜在分子靶标（李

妍等, 2021）。该技术通过设计特异性双链 RNA

（Double-stranded RNA，dsRNA），并采用注射

或饲喂等方式导入昆虫体内，在转录后水平介导

同源 mRNA 的特异性降解，从而有效抑制目标

基因的表达（Chen et al., 2019; Lu et al., 2023）。

相较于传统的基因敲除或突变技术，RNAi 具有

操作简便、实验周期短、特异性强及适用范围广

等优点。基于上述优势，RNAi 技术已成为当前

解析昆虫基因功能及生命活动调控机制的重要

研究手段，并在功能基因筛选与分子机制研究中

发挥着关键作用（苏佩佩等, 2021; 张司雯等, 
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2021）。 

近年来，RNA 测序（RNA-seq）技术的快速

发展为基因功能研究提供了强有力的技术手段。

作为一种基于高通量测序平台的转录组分析方

法，RNA-seq 具有高灵敏度、高分辨率和无背景

噪音等显著优势，能够在全基因组水平上对基因

表达进行定量分析。与传统方法相比，RNA-seq

不仅可以检测已知基因的表达变化，还能够发现

新转录本、可变剪接事件及低丰度基因，从而全

面揭示生物体在不同发育阶段或处理条件下的

转录调控网络。目前，该技术已广泛应用于动植

物发育（Lin et al., 2023; 赵雅洁等, 2024）、生

殖（郭海山等, 2026）、免疫（张文君等, 2026）

及病原互作（罗锐丰等, 2026）等领域，为功能

基因筛选及分子机制解析提供了重要依据。 

本研究以埃及伊蚊为研究对象，首先对

AaTryp1 基因在其体内的表达特性进行分析。在

此基础上，结合其表达特征，选取雌性成蚊作为

研究材料，采用 RNA 干扰技术对 AaTryp1 基因

进行敲低处理，并结合 RNA 测序（RNA-Seq）

技术对干扰后雌蚊的转录组变化进行系统分析，

筛选差异表达基因并开展功能富集分析，旨在从

转录水平解析 AaTryp1 的潜在生物学功能及其

参与的调控通路，以期为后续深入研究其作用机

制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验昆虫 

实验所用埃及伊蚊（Rockefeller 株）由海南

大学生命健康学院病媒生物实验室提供。幼虫饲

育于塑料实验盆（32.5 cm×24.5 cm×10.0 cm）中，

投放适量碎鼠粮作为饵料。为保持水体溶氧量及

水质清洁，每日更换饲养用水。幼虫置于恒温培

养箱（BIC-400，上海博迅医疗生物仪器股份有

限公司）内，环境参数设定为温度（28±1）℃，

相对湿度 75%±5%。成蚊羽化后收集于标准蚊笼

（22.5 cm×22.5 cm×22.5 cm），维持环境为

（27±1）℃、相对湿度 80%、光周期 12L∶12D，

并持续供给 8%蔗糖溶液以维持其正常生理代谢

（陈静等, 2018）。 

1.2  RNA 提取 

按龄期收集埃及伊蚊蚊卵、幼虫（L1-L4 4

个阶段）、蛹（白蛹和黑蛹 2 个阶段）和 2-3 d

的成虫（雌蚊和雄蚊），其中蚊卵采集 100 只，

幼虫每个阶段各 30 只，蛹期两个阶段各 5 只，

成蚊阶段雌蚊和雄蚊各 3 只，保存在 Trizol 试剂

中。此外，解剖雌性成虫，分别收集头、唾液腺、

胸部、中肠、腹部和腿保存于 Trizol 试剂中，每

个样本均由 20 只独立雌性成虫组成。使用 Trizol

试剂制造商说明书（Life technologies）分离提取

总RNA。以上所有样品均设置至少3个生物重复。 

1.3  AaTryp1-dsRNA 合成与注射 

为获得本研究所需的双链 RNA（dsRNA），

采用体外转录方法合成靶向干扰片段。根据埃及

伊蚊 Trypsin-1 基因序列（基因 ID：5572507）设

计特异性引物。以来自于细菌并在埃及伊蚊体内

不存在的 β-葡萄糖醛酸苷酶基因（GUS，基因 ID：

946149）作为阴性对照组（Dedow et al., 2022），

根据基因序列设计其特异性引物（表 1）。首先

提取埃及伊蚊成蚊总 RNA，并以其为模板进行

PCR 扩增，以获得 dsRNA 两条互补链的 DNA

模板。随后利用南京诺唯赞生物科技股份有限公

司提供的 T7 RNAi Transcription Kit（BOX 1），

按照说明书进行体外转录反应，合成未纯化的

dsAaTryp1。所得转录产物经乙酸钠溶液（pH 5.6）

和异丙醇沉淀纯化，离心后收集沉淀，获得纯化

的 dsAaTryp1，用于后续 RNA 干扰实验。收集

羽化后 2-3 d 的雌性埃及伊蚊成蚊，为减少个体

间生理差异并便于操作，实验前对蚊虫进行 12 h

断食处理。随后将雌蚊置于﹣20 ℃条件下冷冻

麻醉 3 min，使其暂时失去活动能力。利用显微

注射仪将纯化后的 dsAaTryp1 和 dsGUS 注射至

雌蚊胸腔内（Chen et al., 2025）。注射完成后，

每组各取 6 只用于干扰效率检测，采用实时荧光

定量 PCR（qPCR）检测目标基因表达水平，以

评估 RNA 干扰效率。所有样品均设置至少 3 个

生物重复。 
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表 1  dsRNA 模板扩增引物 

Table 1  dsRNA template amplification primers 

基因 

Gene 

引物 
Primer 

引物序列（5′-3′） 
Primer sequence (5′-3′) 

AaTryp1 AaTryp1-F GCCATCGGTGCTACCTCTTT 

 AaTryp1-R TGGCAGCTCAATCAACCGTA 

AaTryp1T7 AaTryp1T7-F ggatcctaatacgactcactatagggGCCATCGGTGCTACCTCTTT 

 AaTryp1T7-R ggatcctaatacgactcactatagggTGGCAGCTCAATCAACCGTA 

GUS GUS-F ATGAACATGGCATCGTGGT 

 GUS-R GGCACAGCACATCAAAGAGA 

GUST7 GUST7-F ggatcctaatacgactcactatagggATGAACATGGCATCGTGGT 

 GUST7-R ggatcctaatacgactcactatagggGGCACAGCACATCAAAGAGA 
 

1.4  样品采集与测序 

RNA-Seq 测序由上海美吉生物医药科技有

限公司完成。按照测序平台要求收集样品，将注

射不同处理 dsRNA 的雌性埃及伊蚊成蚊设置为

3 个实验组，分别为 DEPC 水注射组（DEPC 组）、

dsGUS 注射组（dsGUS 组）以及 dsAaTryp1 注射

组（dsAaTryp1 组）。每个处理组设置 3 个生物

学重复，每个重复收集 1 管样品，每管样品质量

约为 100 mg。所收集样品立即保存并用于后续

RNA 提取及转录组测序分析。 

1.5  RT-qPCR 验证 

取干扰处理后 12 h 并经断食处理的雌性埃

及伊蚊成蚊，分别设为空白对照组（DEPC 组）、

阴性对照组（dsGUS 组）及实验组（dsAaTryp1

组），提取各组总 RNA 用于后续分析（Chen  

et al., 2019）。根据转录组测序结果，筛选显著

差异表达基因，从中选取上调和下调基因共 10

个，设计特异性 qPCR 引物进行验证（表 2）。

采用 SPARKscript Ⅱ RT Plus kit（With gDNA 

Eraser）进行反转录反应，反应体系为 20 μL，  
 

表 2  RT-qPCR 模板扩增引物 

Table 2  Primers used for RT-qPCR amplification 

基因 ID 
Gene ID 

正向引物序列（5′-3′） 
Forward primer sequence (5′-3′) 

反向引物序列（5′-3′） 
Reverse primer sequence (5′-3′) 

LOC5567968 AGTGAGAGAATCGTTGGCGG TCGGCAGGCTTTTTATCCCA 

LOC5578869 TGTAGGCACGGTAGAACTGC TAGATCGGTCCAGAGGCCAT 

LOC5577569 GGAGGAAACGTAGCGGACAA CTGACCACTCCCACCTGAAC 

LOC5571062 TACCACGAACAGAGCCCTCA ACCTTACTGCAAACAGGGCA 

LOC110679877 GTCAGTCACCCAAAAACGCA CGTTTATTTCCAGCCCGTGG 

LOC110680334 TGGCGTAATCGACTTGTACGG TGGCCGTGCTCGGTAACTTC 

LOC5575698 TTTAGTGACGAGCGCCGATT AACTGCAACTGGGAACCGTA 

LOC5573303 GCTCTGCTCCGTAATCTGGA CACTGTTGCCTTCCTTGCAG 

LOC5574052 TGCAGAGTCCCATACCGTTG CCACCAGGAAACTCAAAGCG 

LOC5571256 CCGTAATGACCAGAAGGCGT CCGATGATTGGACTCGCTGA 

LOC110680939（RPS-17） TCCGTGGTATCTCCATCAAGCT CACTTCCGGCACGTAGTTGTC 

LOC5572507（AaTryp1） CCCTGATATGCCGAACGTGT GACCCCAAGAGACGATTCCT 
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以去除基因组 DNA 污染并合成 cDNA 模板。实 

时荧光定量 PCR 采用 2×SYBR Green qPCR Mix

（With ROX）配置，总反应体系为 10 μL。每个

处理组设置 3 个生物学重复，所有样品均进行技

术重复检测。以埃及伊蚊 40S 核糖体蛋白 S17

基因作为内参基因（RPS-17）（Weldon et al., 

2018）。qPCR 扩增结束后，利用 LC96 软件对

扩增曲线及溶解曲线进行人工校验，确保扩增特

异性及数据准确性，相对表达量采用 2﹣ΔΔCt 方法

进行计算分析（Chen et al., 2023）。数据处理及

图表绘制采用 GraphPad Prism 10.1.2 软件完成。 

1.6  数据分析 

所有实验数据均以平均值±标准误（Mean± 

SE）表示。统计分析采用 GraphPad Prism 10.1.2

软件进行处理。不同处理组之间的差异采用单因

素方差分析（One-way ANOVA）进行比较。以 P < 

0.05 表示差异具有统计学意义，以 P < 0.01 表

示差异极显著。转录组测序数据的差异表达分析

采用 DESeq2 软件进行筛选，以|log2fold change 

(FC)|≥1 且 FDR < 0.05 作为差异表达基因筛选

标准。差异表达基因的功能注释与富集分析分别

通过 Gene Ontology（GO）和 Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes（KEGG）数据库进行。 

2  结果与分析 

2.1  AaTryp1 表达特性 

本研究通过定量实时荧光 PCR（RT-qPCR）

检测其在多个发育阶段（卵、1-4 龄幼虫、早期

蛹（白蛹）、晚期蛹（黑蛹）、雄蚊、未吸血雌

蚊、吸血后 72 h 雌蚊）以及成蚊主要组织（中

肠、唾液腺、头部、胸部、腿、表皮）中的转录

水平。结果显示，AaTryp1 在整个发育过程中呈

显著动态变化（图 1：A，B），该基因在晚期蛹

（黑蛹）和成年未吸血雌蚊中显著（P < 0.05）

高表达，尤其是在吸血后 6 h 的雌蚊中达到峰值。

其在黑蛹中高表达，而在后面的雌蚊中特异表达

和吸血后短时间的表达迅速攀升，提示其表达受

血液摄食强烈诱导。在组织特异性方面，AaTryp1

在成年雌蚊各组织中呈现高度区域化分布（图 1：

C）。其在腿部、唾液腺和中肠中有显著性高于

其它部位的表达，这表明 AaTryp1 可能在埃及伊

蚊中发挥着多方面的功能。 

 

 
 

图 1  AaTryp1 在埃及伊蚊中不同发育时期（A）、血餐前后（B）和不同组织（C）中的转录丰度 

Fig. 1  Transcription abundance of AaTryp1 at different developmental stages (A), before and  
after blood feeding (B), and in different tissues (C) in Aedes aegypti 

E：蚊卵；L1-L4：幼虫 1-4 龄；WP：白蛹；BP：黑蛹；FA：雌蚊；MA：雄蚊。 

数据为平均值±标准误（n = 3），柱上标有不同的小写字母表示差异显著 

（P < 0.05, 单因素方差分析）。 

E: Eggs; L1-L4: 1st- to 4th-instar larvae; WP: White pupa stage; BP: Black pupa stage;  
FA: Female adults; MA: Male adults. Data in the figure are mean±SE (n = 3).  

Different lowercase letters above bars indicate significant difference (P < 0.05, one-way ANOVA). 
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2.2  RNAi 干扰效率验证 

采用体外转录方法合成靶向AaTryp1基因的

双链RNA（dsAaTryp1）以及作为阴性对照的GUS

基因的双链 RNA（dsGUS）。经 1%琼脂糖凝胶

电泳检测（图 2：A）可见，在第一泳道和第二

泳道都在 400-500 bp 处出现清晰且特异性条带，

表明 dsAaTryp1 和 dsGUS 成功合成，且产物完

整性良好，可用于后续 RNA 干扰实验。将注射 

处理后的雌性埃及伊蚊成蚊分为 3 组：空白对照

组（DEPC 组）、阴性对照组（dsGUS 组）和实

验组（dsAaTryp1 组）。采用实时荧光定量 PCR

（RT-qPCR）对各组中 AaTryp1 基因的表达水平

进行检测（图 2：B）。结果显示，与对照组相比，

dsAaTryp1 组中目标基因表达量显著下调，干扰效

率约为 80%（P < 0.05），表明 RNA 干扰效果显著。

以上结果表明能够满足后续实验分析的要求。 

 

 
 

图 2  dsRNA 的制作及注射干扰埃及伊蚊 AaTryp1 mRNA 的表达 

Fig. 2  Preparation of dsRNA and RNAi-mediated silencing of AaTryp1  
mRNA expression in Aedes aegypti 

A. 纯化的 dsGUS 和 dsAaTryp1 凝胶电泳结果图；B. 注射 DEPC、dsGUS 和 dsAaTryp1 后 12 h， 

埃及伊蚊 AaTryp1 的相对表达水平。M：分子量标准参照物；1：dsGUS；2：dsAaTryp1。 

以 DEPC 组为空白对照组和 dsGUS 组为阴性对照组，dsAaTryp1 组为实验组。 

数据为平均值±标准误（n = 3），柱上标有不同的小写字母表示差异显著 

（P < 0.05, 单因素方差分析）。 

A. Agarose gel electrophoresis analysis of purified dsGUS and dsAaTryp1; B. Relative expression levels of  
AaTryp1 in A. aegypti at 12 h after injection with DEPC, dsGUS, or dsAaTryp1. M: Molecular weight marker;  

1: dsGUS; 2: dsAaTryp1. The DEPC-treated group is used as the blank control, the dsGUS-treated group is used  
as the negative control, and the dsAaTryp1-treated group is used as the experimental group.  

Data in the figure are mean±SE (n = 3). Different lowercase letters above bars  
indicate significant difference (P < 0.05, one-way ANOVA). 

 
 

2.3  转录组测序数据评估 

为系统分析AaTryp1基因沉默后雌性埃及伊

蚊的转录组变化，对 DEPC 组、dsGUS 组及

dsAaTryp1 组样品进行 RNA-Seq 测序。经原始数

据质控处理后，获得高质量 Clean reads 用于后

续分析。结果显示，各样品测序数据质量良好，

Q30 比例均高于 90%，GC 含量分布正常，未见

明显偏倚，表明测序数据具有较高的准确性和可

靠性。并且通过相关性分析可以看出各处理组生

物学重复之间相关性较高，重复性良好，数据稳

定性较强。综上所述，本研究获得的转录组测序

数据质量可靠，可用于后续差异表达基因筛选及

功能富集分析（表 3）。 
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表 3  测序数据统计 

Table 3  Sequencing data statistics 

样本 
Sample 

有效读段数 
Clean reads 

错误率（%） 
Error rate (%) 

Q30 (%) GC 含量（%） 
GC content(%) 

DEPC_1 43 965 682 0.011 9 96.02 49.38 

DEPC_2 39 409 710 0.011 8 96.07 50.21 

DEPC_3 40 263 808 0.011 8 96.16 50.11 

dsRNA_GUS_1 40468 742 0.01 19 96.03 49.49 

dsRNA_GUS_2 40 816 792 0.011 8 96.08 49.67 

dsRNA_GUS_3 41 132 510 0.011 8 96.21 48.93 

dsRNA_Try1_1 41 673 768 0.011 8 96.11 49.04 

dsRNA_Try1_2 45 736 218 0.011 7 96.41 49.56 

dsRNA_Try1_3 41 014 642 0.011 8 96.15 48.61 

 

2.4  差异表达基因（DEGs）整体分析 

为系统评估AaTryp1基因沉默对雌性埃及伊

蚊转录水平的影响，基于 RNA-Seq 测序数据对

各处理组进行差异表达分析。以 DEPC 组为空白

对照组和 dsGUS 组为阴性对照组，dsAaTryp1 组

为实验组，采用差异表达分析方法对基因表达水

平进行比较筛选。火山图结果显示，与空白对照

组相比，干扰 AaTryp1 基因后蚊虫体内有 47 个

基因显示出上调，63 个基因下调（图 3：A）。

与阴性对照组相比，有 29 个基因显示上调，103

个基因下调（图 3：B）。 

火山图显示显著差异基因分布清晰，上调与

下调基因分布对称，提示数据具有良好的统计学

可靠性；进一步对两组的层次聚类分析结果表明

（图 3：C，D），不同处理组之间基因表达模式

存在明显差异，而组内生物学重复聚类良好，说

明实验重复性较高。 

2.5  GO 功能注释分析和 KEGG 信号通路富集

分析 

为进一步解析差异表达基因的潜在生物学

功能，对实验组和空白对照组筛选获得的差异表

达基因进行 GO 功能注释分析及 KEGG 代谢通

路富集分析。结果显示，差异基因在生物过程

（Biological process）、分子功能（Molecular 

function）和细胞组分（Cellular component）三

大类中均有显著富集。差异表达基因中参与生物

学过程的基因有 59 个，主要集中在代谢过程和

细胞过程；参与细胞组分的基因有 52 个，集中

在细胞分解实体上；在分子功能上，有 91 个差

异基因表现出催化和结合活性（图 4：A）。进

一步对差异表达基因进行 KEGG 通路富集分析

发现，在筛选获得的 110 个差异基因中，除传统

富集于免疫反应及消化吸收相关通路外，还显著

富集于肾素-血管紧张素系统（Renin-angiotensin 

system ） 、 神 经 活 性 配 体 - 受 体 相 互 作 用

（Neuroactive ligand-receptor interaction）以及脂

肪酸生物合成（Fatty acid biosynthesis）等通路

（图 4：B）。上述通路分别涉及血液调控、信

号转导及物质代谢等多种重要生理过程，提示

AaTryp1 基因沉默可能在埃及伊蚊体内引发多层

次的生物学响应，不仅影响其基础代谢活动，还

可能参与调控与血液处理及信息传递相关的生

理功能。 

2.6  核心差异基因的表达验证  

为验证 RNA-Seq 测序结果的可靠性，从

dsAaTryp1 组与 DEPC 组筛选获得的差异表达基

因中，选取表达显著上调和显著下调的基因各 5

个进行实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）验证。以

埃及伊蚊为研究对象，对上述候选基因的表达水

平进行检测与分析。结果显示，所选 10 个差异

基因的表达趋势与 RNA-Seq 分析结果一致，其

中下调基因在 dsAaTryp1 组中呈显著下调表达

（图 5：A-E），而上调基因则表现为显著上升 
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图 3  埃及伊蚊样品间差异表达基因火山图及聚类图 

Fig. 3  Volcano plots and clustering analysis of differentially expressed genes (DEGs) among Aedes aegypti samples 

A. AaTryp1 干扰组与 DEPC 组差异表达基因火山图；B. AaTryp1 干扰组与 dsGUS 组差异表达基因火山图； 

C. AaTryp1 干扰组与 DEPC 组差异表达基因聚类图；D. AaTryp1 干扰组与 dsGUS 组差异表达基因聚类图。 

A. Volcano plot of DEGs between the AaTryp1-silenced group and the DEPC control group; B. Volcano plot of DEGs 
between the AaTryp1-silenced group and the dsGUS control group; C. Heatmap clustering of DEGs between the 

AaTryp1-silenced group and the DEPC control group; D. Heatmap clustering of DEGs between  
the AaTryp1-silenced group and the dsGUS control group. 
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图 4  AaTryp1 干扰组与 DEPC 组样本间差异基因 GO term 分类统计（A）及差异基因 KEGG 富集分析（B） 

Fig. 4  Gene ontology classification (A) and KEGG pathway enrichment analysis (B) of differentially expressed genes 
between the AaTryp1-silenced group and the DEPC control group 
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图 5  AaTryp1 干扰组与 DEPC 组样本间差异表达基因的 RT-qPCR 验证 

Fig. 5  RT-qPCR validation of differentially expressed genes (DEGs) between  
the AaTryp1-silenced group and the DEPC control group 

A-E. AaTryp1 干扰组与 DEPC 组中显著下调基因验证；F-J. AaTryp1 干扰组与 DEPC 组中显著上调基因验证。数据为

平均值±标准误（n = 3），星号表示经 Student 氏 t 检验两组间差异显著（* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001）。 
A-E. Validation of significantly downregulated genes in the AaTryp1-silenced group compared with the DEPC control group; 

F-J. Validation of significantly upregulated genes in the AaTryp1-silenced group compared with the DEPC control group. 
Data in the figure are mean±SE (n = 3). Asterisks indicate statistically significant difference between the two groups as 

determined by Student’s t-test (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001). 
 

（图 5：F-J）（P < 0.05）。上述结果表明，本

研究获得的转录组测序数据具有较高的可靠性。 

3  讨论 

胰蛋白酶是丝氨酸蛋白酶家族的重要成员，

长期以来主要被认为参与昆虫肠道蛋白质降解

和营养吸收，但随着功能基因组学研究的深入，

越来越多证据表明，胰蛋白酶家族成员的功能并

不局限于消化代谢，还可能参与生殖发育、免疫

调控及信号转导等多种生理过程。本研究首先对

AaTryp1 基因在其体内的表达特性进行分析。在

此基础上，结合其表达特征，选取雌性成蚊作为

研究材料，采用 RNAi 结合 RNA-Seq 策略，从

整体转录响应角度分析了该基因沉默后的变化

特征。结果显示，AaTryp1 被有效敲低后可引起

蚊体内广泛的转录重塑，提示该基因可能在维持



·1272· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 63 卷 

 

 

吸血后机体多层次生理稳态中发挥重要作用。 

RNAi 结果表明，dsAaTryp1 注射后 AaTryp1 

mRNA 表达水平显著下降，干扰效率约为 80%，

说明所设计 dsRNA 具有较好的特异性和沉默效

果，也表明 RNAi 技术可在埃及伊蚊中较为稳定

地用于功能基因分析；同时，转录组数据质量控

制结果良好，样本间重复性较高，且核心差异基

因的 RT-qPCR 验证结果与 RNA-Seq 趋势一致，

进一步证实了测序分析结果的可靠性。 

GO 富集结果显示，差异表达基因主要集中

于代谢过程、细胞过程以及催化活性和结合活性

等条目，提示 AaTryp1 沉默后首先影响的是机体

基础代谢相关网络。值得注意的是，KEGG 富集

结果显示，差异表达基因除富集于传统的消化吸

收和免疫相关通路外，还显著涉及肾素-血管紧

张素系统、神经活性配体-受体相互作用及脂肪

酸生物合成等通路，提示 AaTryp1 的功能可能超

出传统消化酶范畴，参与更广泛的生理调控网

络。具体而言，肾素-血管紧张素系统相关通路 

的富集提示 AaTryp1 可能与吸血后体液稳态调

节及血液处理过程有关；对于吸血昆虫而言，吸

血后需要快速完成血液成分重排和多余水分排

出，以维持渗透压平衡和代谢稳定（Sajadi et al., 

2025），因此与血液处理相关的分子网络尤为重

要，AaTryp1 沉默后该类通路发生变化，提示其

可能间接参与吸血后血液状态调控、离子平衡或

相关活性肽前体加工过程，但这一推测仍需后续

结合生理指标和功能实验进一步验证。神经活性

配体-受体相互作用通路的富集则表明，AaTryp1

可能影响神经肽或其他信号分子的成熟与转导；

昆虫的取食、交配、产卵及飞行等行为均受神经

内分泌系统精细调节（Helfrich-Förster, 2024; 

Ombuya et al., 2025; Konopińska et al., 2026），

而多种神经肽需要经过蛋白酶加工后才具有生

物活性（Hook et al., 2018），因此 AaTryp1 可能

通过影响某些神经活性分子的加工过程，进而参

与行为调控或生理节律维持。脂肪酸生物合成通

路的显著富集说明 AaTryp1 沉默后可能影响脂

质代谢与能量重塑，脂肪酸不仅是重要的能量储

备物质，也是细胞膜合成和生殖发育所必需的代

谢底物（O’Donoghue et al., 2025），对于吸血后

快速进行卵巢发育的雌蚊而言，脂质代谢稳态至

关重要，AaTryp1 表达下降后脂肪酸合成相关基

因发生改变，提示该基因可能与能量分配、营养

转化以及后续生殖准备过程存在关联。 

综上，AaTryp1 在埃及伊蚊雌蚊中特异性表

达，且在雌蚊吸血后 6 h 有显著表达的现象，值

得注意的是，AaTryp1 不局限于中肠中表达，还

在腿部和唾液腺这些与血液吸食和行为感官的

部位高表达，由此选取成熟后雌蚊进行 AaTryp1

干扰沉默后所引发的转录变化也不局限于消化

相关基因，而是涉及代谢、信号传导和能量利用

等多个层面，提示其可能在埃及伊蚊体内发挥较

为广泛的生理调控作用，尤其可能与吸血后血液

处理、体液稳态维持及相关生理适应过程密切相

关。本研究从转录组层面初步揭示了 AaTryp1 沉

默后埃及伊蚊体内的系统性响应，说明该基因可

能是连接消化代谢、血液处理和信号调控的重要

节点之一，研究结果不仅丰富了昆虫胰蛋白酶家

族的功能认识，也为蚊媒昆虫关键功能基因筛选

及潜在干预靶标开发提供了参考。但需要指出的

是，本研究主要基于转录水平变化进行分析，尚

不能直接证明 AaTryp1 与上述通路之间存在因

果关系。此外，差异表达基因在蛋白水平及表型

层面的变化尚未得到验证，因此其具体生理功能

及调控机制仍需进一步研究。未来可结合蛋白组

学分析、关键分子互作验证以及相关生理表型测

定，对 AaTryp1 在血液处理、体液稳态及行为调

控中的具体作用进行深入解析，从而增强结论的

因果性与生物学解释力度。 
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