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马铃薯甲虫 Leptinotarsa decemlineata 是国际

上公认的一种马铃薯毁灭性检疫害虫，起源于墨西

哥，寄主主要包括马铃薯、刺萼龙葵、茄子等茄科植

物。20世纪 90年代传入我国并被列为重要外来入

侵物种之一，在生物防治研究领域引起了极大的关

注。RNA 干扰（RNA interference，RNAi）是 dsRNA

介导的特异沉默靶基因转录后的基因沉默现象。

Zhang & Khan（2015）和 Fu & Zhu（2016）发现马铃

薯甲虫对RNAi很敏感。因此，本研究利用大肠杆

菌 Escherichia coli 表达针对马铃薯甲虫 actin 基因

的dsRNA并对马铃薯甲虫进行喂食，测定菌液的抗

虫效果，评估该方法抗马铃薯甲虫的可行性，以期为

开发相应的抗虫策略提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫及菌株：马铃薯甲虫由新疆农业科学院

植物保护研究所提供。大肠杆菌菌株HT115感受态

细胞和L4440载体来自湖北大学生命科学学院质体

技术创新团队。

试剂及仪器：M-MLV反转录酶、限制性核酸内

切酶、反转录试剂盒、TB Green Premix Ex Taq II，日

本Takara公司；RNA提取试剂盒，北京全式金生物

技术有限公司；金牌MIX（green），北京擎科新业生

物技术有限公司。T7 RiboMAX Express RNAi Sys‐

tem，美国 Promega 公司；CFX96 Touch 荧光定量

PCR仪，美国Bio-Rad公司。

培养基：LB（Luria-Bertani）液体培养基：蛋白胨

10 g/L、氯化钠 10 g/L、酵母提取物 5 g/L，pH 7.0，蒸

馏水定容至1 L。在LB液体培养基中加入10~15 g/L

琼脂粉即为LB固体培养基。

1.2 方法

采用 RNA 提取试剂盒提取马铃薯甲虫总

RNA，经反转录得到 cDNA 并作为模板进行扩增。

参考 Zhang & Khan（2015）序列设计引物：actin-F：

5'-ACTATAGGGAGACCGGCAGATCTGAGCACG-

AGGTTTTTCTGTCTA-3'；actin-R：5'-GGTACCGG-

GCCCCCCCTCGAGGTCGATGTCATCCCAGTTG ‐

GTGAT-3'，由武汉金开瑞生物工程有限公司合成，

PCR 反应体系：cDNA 取 2 μL、actin-F/R 各 4 μL、金

牌MIX（green）140 μL。PCR反应条件：95℃预变性

5 min；95℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 20 s，

35个循环；72℃延伸5 min；10℃保存。回收PCR片

段。将L4440载体和PCR片段利用Bgl II和Xho I进

行酶切连接构建dsRNA表达载体。测序验证后，将

表达载体转入菌株HT115感受态细胞中，并命名为

dsACT 菌液。dsACT 菌液于 LB 液体培养基中以

37℃、转速 150 r/min摇培约 14 h后，取新鲜菌液按

体积比 1∶100在含有氨苄青霉素和四环素的LB液

体培养基中扩大培养，当菌液OD600 nm为 0.4时加入

0.4 mmol/L IPTG，约5 h后收集菌液，取少量菌液用

RNA提取试剂盒提取RNA，并用 1%琼脂糖凝胶进

行电泳检测，其余菌液涂抹用于喂食试验。

马铃薯甲虫喂食试验及基因表达水平检测：将生

长状态良好一致的2龄马铃薯甲虫幼虫和均匀涂抹

50 μL dsACT菌液的叶片放入直径9 cm的培养皿中，

在温度25±1℃、相对湿度70%、光周期16 L∶8 D的条

件下饲养。每个处理选10头，重复3次。以ddH2O作

空白对照组，阴性对照为含L4440的细菌。为防止

dsRNA在体外坏境下降解需每天更换叶片及新鲜细

菌，并记录试虫的体重和存活率。参照 Zhu & Xu

（2011）方法，选取喂食 5 d后的幼虫利用RNA提取

试剂盒提取RNA并进行反转录得到 cDNA，将其作

为模板进行实时荧光定量 qRT-PCR 检测。参考

Zhu & Xu（2011）方法选择 RP18 为内参基因，actin

为 靶 标 基 因 ，设 计 引 物 序 列 ACT-qRT-F/R（5'-

CCAGTCCTCCTCACTGAAGC-3'/5'-ACGACCAG-
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AAGCGTACAAGG-3'）和 RP18-qRT-F/R（5'-TAGA-

ATCCTCAAAGCAGGTGGCGA-3'/5'-AGCTGGAC‐

CAAAGTGTTTCACTGC-3'）。10 μL qRT-PCR反应
体系：cDNA 2 μL、10 μmol/L正反向引物各0.25 μL、
2×TB Green Premix Ex Taq II 5 μL，补 ddH2O 至
10 μL。反应条件：95℃预变性2 min；95℃变性15 s，
55℃退火30 s，72℃延伸20 s，40个循环。采用2-ΔΔCt

法计算actin基因相对表达量。
1.3 数据分析

数据采用SPSS 19.0进行分析，用单因素方差分
析，用 Bonferroni 法对不同处理组间体重差异及组
间 actin 基因相对表达量差异进行检验。采用 Ka‐

plain-Meier曲线对马铃薯甲虫存活率进行分析。
2 结果与分析

2.1 细菌表达dsRNA载体构建及诱导表达

actin基因片段成功连入了L4440载体中，通过
琼脂糖凝胶电泳检测表明在细菌中成功地诱导表达

了dsRNA。
2.2 细菌喂食存活率与体重变化

喂食 ddH2O与含L4440的细菌后，马铃薯甲虫
取食量、体重、存活率均无显著差异，说明单独喂食
含L4440的细菌并不会对马铃薯甲虫产生影响。进
一步比较喂食 dsACT菌液和含L4440的细菌，结果
显示，取食涂有 dsACT叶片的马铃薯甲虫在第 3天
后出现明显的拒食现象。与阴性对照组相比，ds‐

ACT组马铃薯甲虫存活率显著降低，第 7天存活率
为 13%（阴性对照组为 97%）（P<0.001，图 1-A）。此
外，dsACT组的马铃薯甲虫体重在第 5天与阴性对
照组相比下降了81%（P<0.001，图1-B）。
2.3 qRT-PCR检测actin基因的表达水平

选取喂食 5 d 后的马铃薯甲虫，利用 qRT-PCR

检测 actin 基因的表达水平，发现与阴性对照组相
比，喂食表达dsACT菌液后actin的表达水平下降了
97%（P<0.001，图1-C）。

图1 喂食dsACT对马铃薯甲虫的生存曲线（A）、体重（B）及其体内actin基因表达水平（C）的影响

Fig. 1 The survival curve（A），weight（B）and the relative expression level of actin（C）of Colorado potato beetle

after feeding dsACT

图中数据为平均数±标准误。***表示不同处理间经Bonferroni法检验在P<0.001水平差异显著。Data are mean±SE. ***

indicate significant difference among different treatments at P<0.001 by Bonferroni test.

3 讨论

本试验构建了靶向马铃薯甲虫 actin 基因的
dsRNA的细菌表达载体，并在大肠杆菌HT115感受
态细胞中通过 IPTG诱导表达产生了 dsRNA。喂食
dsACT菌液后马铃薯甲虫在第7天的存活率下降为
13%，这与 Zhu & Xu（2011）的结论相近。另外，本
研究通过细菌表达 dsRNA并将菌液喷洒于马铃薯
叶片，被马铃薯甲虫取食后能降低其靶标基因的转
录水平，使马铃薯甲虫产生拒食并迅速死亡，说明
dsRNA 对马铃薯甲虫有良好的干扰效果。杨静和
韩召军（2014）利用细菌表达 dsRNA对棉铃虫进行
喂食后比较几种靶标基因RNAi效果，发现RNAi效
率与靶标基因的选择密切相关。因此，推测靶标基
因的功能不同对利用RNAi防治马铃薯甲虫的效果
也会不同。在下一步研究中应该选取更多基因、更
多虫龄进行RNAi效果比较，以期筛选出致死效率更

高的靶标基因和更敏感的虫龄。
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