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棉铃虫YTHDF1基因的表达模式
及在核型多角体病毒侵染中的作用

申忠健 刘彦君 祝 琳 田志强 刘孝明 刘小侠*

（中国农业大学植物保护学院昆虫学系，北京 100193）

摘要：为明确N6-甲基腺苷（N6-methyladenosine，m6A）修饰在棉铃虫核型多角体病毒（Helicoverpa

armigera nucleopolyhedrovirus，HearNPV）侵染棉铃虫中的作用，根据基因组和转录组数据，对棉铃

虫m6A结合蛋白基因YTHDF1（YTH domain-containing family protein 1）进行鉴定和分析，利用实时

荧光定量PCR技术检测棉铃虫YTHDF1基因的时空表达模式、HearNPV处理后的表达变化情况以

及RNA干扰效率，并调查该基因下调后对HearNPV复制及感染HearNPV棉铃虫死亡情况的影响。

结果显示，棉铃虫 YTHDF1 基因开放阅读框全长为 2 019 bp，编码 672 个氨基酸，含有 1 个保守的

YTH 结构域，其氨基酸序列与斜纹夜蛾 Spodoptera litura 同源物序列一致性达 87.52%。YTHDF1

基因在棉铃虫不同发育阶段均有表达，其中在进入5龄期24 h幼虫中的表达量最高，在2龄取食期

幼虫中的表达量最低。YTHDF1基因的空间表达谱呈现一定的组织特异性，在幼虫血细胞和成虫

头部的表达量最高。HearNPV侵染棉铃虫后YTHDF1基因上调表达，经RNA干扰使该基因下调后

显著抑制了 HearNPV 多角体蛋白基因 polyhedrin 的表达并延迟了感染 HearNPV 棉铃虫的死亡时

间。表明YTHDF1基因在HearNPV侵染棉铃虫的过程中发挥着重要作用。
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The expression pattern of YTHDF1 in cotton bollworm Helicoverpa armigera

and its role in the infection of nucleopolyhedrovirus
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Abstract: In order to investigate the function of N6-methyladenosine (m6A) modification in cotton boll‐

worm Helicoverpa armigera infected by H. armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV), YTH domain-

containing family protein 1 (YTHDF1), a m6A binding protein, was identified and analyzed based on ge‐

nome and transcriptome data. Quantitative real-time PCR was used to detect the temporal and spatial ex‐

pression patterns, the expression level changes after HearNPV treatment, and the RNA interference effi‐

ciency of YTHDF1 gene in H. armigera. Furthermore, the effects of YTHDF1 knockdown on HearNPV

replication and mortality of H. armigera infected by HearNPV were investigated. The results showed

that the open reading frame of YTHDF1 gene in H. armigera was 2 019 bp, encoding 672 amino acids,

which contained a conserved YTH domain. Homology and phylogenetic analyses showed that the ami‐

no acid sequence of YTHDF1 had the highest identity (87.52%) with that of Spodoptera litura. The re‐

sults of temporal transcript profiling indicated that the YTHDF1 gene was expressed in different devel‐

opmental stages of H. armigera, and the expression level was the highest at 24 h after entering the 5th
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目前已知的 RNA 修饰超过 100 多种，化学修

饰在真核生物转录后调控中起着至关重要的作

用（Nachtergaele & He，2018）。N6-甲基腺苷（N6-

methyladenosine，m6A）被认为是真核生物 mRNA、

长链非编码RNA以及病毒RNA中最常见的内部修

饰形式（Roundtree et al.，2017；Coker et al.，2019）。

m6A功能的行使由甲基转移酶、去甲基化酶以及结

合蛋白所决定。目前发现的甲基转移酶复合物主要

成分包括 METTL3（methyltransferase like 3）（Liu et

al.，2014）、METTL14（methyltransferase like 14）

（Liu et al.，2014）、WTAP（Wilms’tumor 1-associated

protein）（Ping et al.，2014）和 KIAA1429（vir-like m6A

methyltransferase-associated protein）（Schwartz et

al.，2014）等；去甲基化酶主要为 FTO（fat mass and

obesity-associated protein）和 ALKBH5（α -ketogluta‐

rate-dependent dioxygenase alkB homolog 5）（Zheng

et al.，2013）；而实现m6A生物学功能的结合蛋白主

要 是 YTHDF1-3（YTH N6-methyladenosine RNA

binding protein 1-3）和YTHDC1-2（YTH domain con‐

taining 1-2）等含有 YT521-B 同源性结构域蛋白

（Meyer & Jaffrey，2017；Li et al.，2020a）。研究发

现，在RNA病毒的基因组和DNA病毒的转录物中

存在m6A修饰，并且在病毒侵染中起着至关重要的

作用（Tan & Gao，2018），m6A修饰能够增强人体免

疫缺陷病毒 1 型（human immunodeficiency virus 1，

HIV-1）本身的复制和出核能力（Lichinchi et al.，

2016）。在拟南芥中，抑制 ALKBH9B 的表达增加

了 苜蓿花叶病毒（alfalfa mosaic virus，AMV）的m6A

水平，加剧了AMV的入侵能力（Martínez-Pérez et al.，

2017）。表明m6A可以影响病毒的侵染能力。

棉铃虫Helicoverpa armigera属鳞翅目夜蛾科，

是广泛分布在世界各地的杂食性害虫，对棉花、玉米

和蔬菜等多种农作物的生产，造成了巨大的经济损

失（Wu et al.，2008）。自 1997 年以来，转 Bt 棉花的

种植有效控制了棉铃虫种群数量，但Cao et al.（2014）

研究发现棉铃虫可以通过遗传变异对Bt产生抗性。

此外，随着内陆转基因棉花种植数量的减少，棉铃虫

对小麦和玉米等作物的为害逐渐加重（Li et al.，

2020b），亟需一种安全、高效的绿色防控方法。棉铃

虫核型多角体病毒（Helicoverpa armigera nucleo‐

polyhedrovirus，HearNPV）是防治棉铃虫的专性生物

杀虫剂，虽对环境友好但杀虫效果缓慢。因此，了解

HearNPV的侵染机制，对研究提升HearNPV杀虫效

果有着重要意义。

为揭示m6A在HearNPV侵染棉铃虫中的功能，

本研究结合棉铃虫基因组和本实验室已有的转录组

数据，获得棉铃虫YTHDF1基因序列，利用实时荧光

定量PCR（quantitative real-time PCR，qPCR）技术测

定该基因的时空表达模式和在HearNPV侵染后的

表达变化情况，并利用RNA干扰（RNA interference，

RNAi）技术使该基因下调后检测其对 HearNPV 侵

染棉铃虫的影响，以期为进一步研究 m6A 调控

HearNPV侵染棉铃虫的机制提供基础依据，同时为

开发病毒杀虫辅助剂提供素材。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫及病毒：棉铃虫由中国农业大学害虫

综合治理实验室采用人工饲料（Zhao et al.，1998）长

期饲养，饲养条件为温度（26±1）℃、光周期16 L∶8 D、

相对湿度（75±10）%，从 3 龄起单头饲养在 5.5 cm×

2.0 cm 玻璃管中。5×1011 OBs/g 棉铃虫核型多角

体病毒原粉购自河南济源白云实业有限公司，用

ddH2O稀释至1×108 OBs/mL，于4℃储存备用。

试剂及仪器：RNA抽提试剂TRIzol reagent、Taq

DNA 聚合酶、DL2000 Marker、SYBR Primer Script

RT-PCR Kit 荧光定量试剂盒、PrimeScript RT Re‐

agent Kit with gDNA Eraser反转录试剂盒，日本Ta‐

KaRa公司；MEGAscriptTM T7 Kit试剂盒，赛默飞世

尔科技（中国）有限公司；PCR产物纯化试剂盒，美

国Axygen公司；其他试剂均为国产或进口分析纯。

T100™热循环 PCR 仪、CFX Connect Real Time Sys‐

instar, while the expression level was the lowest in the feeding period of the 2nd instar larvae. YTHDF1

was specifically expressed in different tissues of H. armigera, mainly in larval hemocytes and adult

heads. In addition, the expression of the YTHDF1 gene in H. armigera was upregulated by HearNPV in‐

fection; the expression of polyhedrin was inhibited, and the death time of H. armigera infected by

HearNPV was delayed after knockdown of the gene. These results confirmed that YTHDF1 plays an im‐

portant role in the process of HearNPV infecting H. armigera.
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tem，美国Bio-Rad公司；Nanodrop 2000核酸蛋白浓

度检测仪、Thermal Cycler ST17R台式冷冻离心机，

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；DYY-6C 型电泳

仪，北京六一科技生物有限公司；1600凝胶图像处

理系统，上海天能生命科学有限公司。

1.2 方法

1.2.1 棉铃虫YTHDF1基因的鉴定与序列分析

根据NCBI 数据库中棉铃虫基因组数据（登录号

为LOC110371141）和本实验已有的转录组数据筛选

出棉铃虫YTHDF1基因序列。利用DNAclub软件将

棉铃虫YTHDF1基因序列翻译成氨基酸序列，借助

NCBI数据库中的BLASTP程序进行比对，根据比对

结果对获得的序列进行初步鉴定，同时获取其他同

源物蛋白序列。利用DNAMAN软件进行氨基酸多

重联配分析，采用MAGE 5.10软件对棉铃虫YTHDF1

基因序列和其他下载的相关序列以邻接法构建系统

进化树，1 000次bootstrap检测。棉铃虫YTHDF1基

因编码蛋白的其他理化性质利用 ProtParam tool在

线程序（http://web.expasy.org/protparam/）进行分析。

1.2.2 棉铃虫YTHDF1基因的时空表达谱分析

为检测YTHDF1基因在棉铃虫不同发育时期的

表达情况，分别收集卵、1~4龄取食期幼虫、1~4龄蜕

皮期幼虫、进入 5 龄期不同时间（0、24、48、72、96、

120 h）幼虫、进入蛹期不同时间（0、1、3、5、7、9 d）蛹

以及羽化第1天成虫，每个样品取3次生物学重复。

为检测YTHDF1基因在幼虫和成虫不同组织中的表

达情况，解剖进入 5龄期 48 h的幼虫取中肠、表皮、

血细胞、脂肪体、马氏管、唾液腺，再选择羽化第2天

未交配的棉铃虫雌雄成虫，分别解剖获得头、胸、腹、

足、翅，每个样品取3次生物学重复。所取样品用液

氮速冻后，于-80℃保存备用。

将收集的棉铃虫样品加入高温灭菌的均浆研磨

器中，分别加入适量 TRIzol 进行研磨，参照 TRIzol

试剂说明书提取样品的RNA。用核酸蛋白浓度检

测仪测定RNA浓度及纯度，要求OD260 nm/OD280 nm的

值在 1.9~2.0 之间为合格。根据 PrimeScript RT Re‐

agent Kit with gDNA Eraser 反转录试剂盒说明书，

以提取的各样品 1 μg RNA为模板合成 cDNA第一

链，并于-80℃储存备用。

根据YTHDF1基因序列，利用Primer 3 Input在

线软件和 DNAMAN 软件设计特异性引物 HaY‐

THDF1-F（5ʹ -CGATTTAGAGGATGACGG-3）́/HaY‐

THDF1-R（5ʹ-GGTCTGTTGTAATCACGG-3）́，采用

qPCR技术分析YTHDF1基因在棉铃虫不同发育时

期和不同组织中的表达水平，以棉铃虫RPL32基因

作为内参基因，引物为 RPL32-F（5ʹ-CATCAATCG‐

GATCGCTATG-3）́/RPL32-R（5ʹ -CCATTGGGTAG-

CATGTGAC-3）́。所有引物均由北京擎科生物技术

有限公司合成。20 μL qPCR 反应体系：2×SYBR

Green Supermix 10 μL、0.5 μmol/L正反向引物各1 μL、

50 ng/μL cDNA模板 1 μL、RNase-Free ddH2O 7 μL。

反应条件：95℃预变性3 min；95℃变性15 s，60℃退

火和延伸 30 s，共 40 个循环。每个处理重复 3 次。

YTHDF1基因的荧光定量结果采用2-ΔΔCt方法分析。

1.2.3 HearNPV侵染棉铃虫后YTHDF1基因表达测定

选用大小一致的棉铃虫 3龄末幼虫，经饥饿过

夜处理后，按照Zhang et al.（2015）喂毒方法，将蜕皮

至4龄第1天的幼虫接种5 μL浓度为1×108 OBs/mL

的 HearNPV，以接种等量无菌水的棉铃虫为对照。

分别于接种后48 h和72 h进行取样，每个样品至少

取样 8 头，3 次生物学重复。所有样品经液氮速冻

后，于-80℃保存备用。RNA提取、cDNA合成以及

qPCR检测方法同1.2.2。

1.2.4 YTHDF1基因对HearNPV侵染棉铃虫的作用分析

RNA干扰效率测定：根据YTHDF1基因序列设

计 5ʹ端含 T7 启动子的 dsRNA 引物 dsHaYTHDF1-F

（5ʹ -TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTTCGT‐

GTAAGGTGGATCT-3）́/dsHaYTHDF1-R（5ʹ -TAAT-

ACGACTCACTATAGGGAGAATAGTTGCGTGAG-

TCCCGAT-3）́。经 PCR 扩增和 PCR 产物纯化后获

得合成 dsRNA 的模板，20 μL PCR 反应体系：PCR

Master Mix 10 μL、0.5 μmol/L 正反向引物各 1 μL、

50 ng/μL cDNA模板 1 μL、RNase-Free ddH2O 7 μL。

反应条件：95℃预变性3 min；95℃变性30 s，58℃退

火30 s，72℃延伸40 s，共35个循环。按照PCR产物

纯化试剂盒中说明书进行产物纯化。YTHDF1 的

dsRNA 合成按照 MEGAScriptTM T7 Kit 试剂盒说明

书进行，40 μL反应体系：10×T7 Reaction Butter 4 μL、

ATP Solution 4 μL、CTP Solution 4 μL、GTP Solution

4 μL、UTP Solution 4 μL、T7 Enzyme Mix 4 μL、Lin‐

ear Template DNA 1~2 μg、Nuclease-free Water 补足

40 μL。反应条件：37℃反应 12 h，75℃孵育 5 min，

然后自然冷却至室温。合成的 YTHDF1 dsRNA 用

核酸蛋白浓度检测仪测定浓度，并通过 2%琼脂糖

凝胶电泳验证其特异性。挑选大小一致的进入5龄

期24 h幼虫，利用显微注射器从第1对腹足向虫体内
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注射15 μg YTHDF1的dsRNA，以注射等量EGFP的

dsRNA为对照，扩增引物为 dsEGFP-F（5ʹ-TAATAC‐

GACTCACTATAGGGAGACCTGAAGTTCATCTG ‐

CACCAC-3）́/dsEGFP-R（5ʹ-TAATACGACTCACTA-

TAGGGAGACTCCAGCAGGACCATGTGATC-3）́，

反应体系和反应程序同 YTHDF1 的 dsRNA 合成。

分别于注射后 24、48和 72 h收集样品，经液氮速冻

后于-80℃保存，用于 qPCR 检测 RNA 干扰效率。

棉铃虫RNA 提取、cDNA 合成及 qPCR检测方法同

1.2.2。

YTHDF1 基因对 HearNPV 复制的影响：采用

HearNPV编码的多角体蛋白基因polyhedrin的表达

来反应 HearNPV 的复制情况，polyhedrin 基因扩增

引物为 F（5ʹ -CAAACCGAACCGTTGTTACC-3）́/R

（5ʹ-TGCAAGTTCATAACGGGAC-3）́。首先挑选大

小一致的棉铃虫 4 龄幼虫，接种 HearNPV，方法同

1.2.3，然后加入正常人工饲料并在幼虫生长至 5龄

第 1 天后，注射 15 μg YTHDF1 基因的 dsRNA，48 h

后收集样品，经液氮速冻后于-80℃保存，用于poly‐

hedrin基因的qPCR检测。棉铃虫RNA提取、cDNA

合成及qPCR检测方法同1.2.2。

YTHDF1基因干扰后对感染HearNPV棉铃虫死

亡率的影响：首先挑选大小一致的棉铃虫4龄幼虫，

接种 HearNPV，方法同 1.2.3，接种 6 h 后再注射约

10 μg YTHDF1的dsRNA，然后待感病棉铃虫长至5龄

期第1天后再注射15 μg YTHDF1的dsRNA，并每天

观察感染HearNPV棉铃虫的死亡情况并统计存活

数，以注射等量 EGFP 的 dsRNA 为对照，每个处理

至少30头幼虫。通过polyhedrin基因的表达水平和

感染 HearNPV 棉铃虫的存活曲线来明确 YTHDF1

基因在HearNPV侵染棉铃虫中的作用。

1.3 数据分析

利用SPSS 21.0软件对试验数据进行统计分析，

应用Tukey’s HSD法检验YTHDF1基因在棉铃虫不

同发育阶段和不同组织中相对表达量的差异显著

性，使用 t 测验法对 YTHDF1 基因在 HearNPV 处理

后的相对表达量、RNA干扰效率以及 polyhedrin基

因相对表达量进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 棉铃虫YTHDF1基因序列分析

根据棉铃虫基因组数据，结合本实验室的转录

组数据比对得到棉铃虫YTHDF1基因序列，其开放

阅读框全长为 2 019 bp，编码 672个氨基酸，预测的

蛋白分子质量为 74.9 kD。除包含 1个YTH功能结

构域外，剩余的为富含Q、N、P氨基酸残基的结构简

单的大分子蛋白质（图1-A）。氨基酸多重联配的结

果显示，YTHDF1基因编码的氨基酸序列与斜纹夜

蛾 Spodoptera litura、烟草天蛾 Manduca sexta、粉纹

夜蛾 Trichoplusia ni 的相关序列的相似度分别为

87.52%、77.6%和 77.45%（图 1-B）。基于不同种昆

虫 YTHDF 的氨基酸同源序列构建系统发育树，发

现棉铃虫 YTHDF1 基因与斜纹夜蛾相关序列亲缘

关系较近，并与所选的鳞翅目昆虫 YTHDF 聚为一

支 ，与 鞘 翅 目 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 的

YTHDF亲缘关系较远（图2）。

2.2 YTHDF1基因在棉铃虫不同发育阶段的表达

YTHDF1 基因在棉铃虫不同发育阶段均有表

达，其中在进入 5龄期 24 h幼虫中的相对表达量最

高，在卵、4龄取食期幼虫、进入 5龄期 96 h幼虫、进

入蛹期第1天和第9天蛹中的相对表达量次之，而在

2龄取食期幼虫中的相对表达量最低（图3）。

2.3 YTHDF1基因在棉铃虫幼虫和成虫组织内的表达

YTHDF1基因在棉铃虫幼虫和雌雄成虫各组织

中均有表达，在幼虫血细胞中的相对表达量最高，显

著高于其他幼虫组织中的相对表达量（图 4-A）。

YTHDF1基因在雌、雄成虫各组织中的表达模式基

本一致，在头和胸部的相对表达量最高，显著高于其

他成虫组织中的相对表达量（图 4-B~C），而在雄成

虫腹部的相对表达量最低（图4-C）。

2.4 HearNPV侵染对YTHDF1基因表达的影响

qPCR 检测结果表明，YTHDF1 基因在棉铃虫

接种HearNPV后 48 h和 72 h的相对表达量显著升

高，表明HearNPV侵染棉铃虫后YTHDF1基因上调

表达，表明该基因可能在HearNPV侵染棉铃虫过程

中发挥着重要作用（图5）。

2.5 RNA干扰YTHDF1基因对HearNPV侵染的影响

棉铃虫 YTHDF1 基因在注射 dsRNA 后 24 h 和

48 h的相对表达量显著降低，RNA干扰的抑制率分

别为 39.25%和 21.1%（图 6-A）。进一步检测感染

HearNPV 棉铃虫注射 dsRNA 后的 YTHDF1 基因干

扰效率及基因下调后对HearNPV复制的影响，发现

YTHDF1基因的相对表达量在注射dsRNA 48 h后显

著下调，并且YTHDF1基因下调显著抑制了 polyhe‐

drin 基因的表达，表明 YTHDF1 基因可能影响

HearNPV的复制（图 6-B）。幼虫存活曲线显示，当

YTHDF1基因下调后，感染HearNPV棉铃虫前5 d的

存活率几乎未变，维持在较高水平，而对照组感染
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HearNPV 棉铃虫的存活率随着时间推移而不断下

降。虽然感染HearNPV棉铃虫的最终存活率与对

照无显著差异，但 YTHDF1 基因下调推迟了感染

HearNPV棉铃虫的死亡时间（图6-C）。

HaYTHDF1：棉铃虫YTHDF1（XP_021182967.1）；SlYTHDF1：斜纹夜蛾YTHDF1（XP_022818626.1）；MsYTHDF1：烟草天蛾

YTHDF1（XP_030027673.1）；TnYTHDF1：粉纹夜蛾（XP_026726300.1）；Consensus：共有序列。黑色区域代表相似度为

100%，粉红色区域代表相似度大于 75%，浅蓝色区域代表相似度大于 50%。HaYTHDF1: YTHDF1 of Helicoverpa armigera

(XP_021182967.1); SlYTHDF1: YTHDF1 of Spodoptera litura (XP_022818626.1); MsYTHDF1: YTHDF1 of Manduca sexta (XP_

030027673.1); TnYTHDF1: YTHDF1 of Trichoplusia ni (XP_026726300.1); Consensus：consensus sequence. Black areas indicate

100% similarity; pink areas indicate more than 75% similarity, and blue areas indicate 50% similarity.

图1 棉铃虫YTHDF1基因结构域分析（A）及与其他昆虫同源物的氨基酸序列多重联配分析（B）

Fig. 1 Analysis of conserved domains of YTHDF1 (A), and amino acid sequence multiple alignment of YTHDF1

with other insect homologs (B)

图2 基于YTHDF1基因氨基酸序列构建棉铃虫和其他昆虫的系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of Helicoverpa armigera and other insects based on YTHDF1 amino acid sequences
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Egg：卵；1F~4F：1~4龄取食期幼虫；1M~4M：1~4龄蜕皮期幼虫；5-0 h~5-120 h：进入5龄期0、24、48、72、96、120 h

幼虫；P0~P9：进入蛹期 0、1、3、5、7、9 d 蛹；A1：羽化第 1 天成虫。Egg: Egg; 1F-4F: feeding stages of 1st-, 2nd-,

3rd-, 4th-instar larvae; 1M-4M: molting stages of 1st-, 2nd-, 3rd-, 4th-instar larvae; 5-0 h-5-120 h: 5th instar larvae at 0,

24, 48, 72, 96, and 120 h, respectively; P0-P9: 0-, 1-, 3-, 5-, 7-, and 9-day-old pupae, respectively; A1: 1-day-old adult.

图3 YTHDF1基因在棉铃虫不同发育阶段的表达谱

Fig. 3 Expression profiles of YTHDF1 in different developmental stages of Helicoverpa armigera

图中数据均为平均数±标准误。柱上不同字母表示经Tukey’s HSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SE.

Different letters on the bars indicate significant difference at P<0.05 level by Tukey’s HSD test.

MG：中肠；EP：表皮；HM：血细胞；FB：脂肪体；SG：唾液腺；MT：马氏管；HD：头；TR：胸；AD：

腹；LG：足；WG：翅。MG: Midgut; EP: epidermis; HM: hemocyte; FB: fat body; SG: salivary gland; MT:

Malpighian tube; HD: head; TR: thorax; AD: abdomen; LG: leg; WG: wing.

图 4 YTHDF1基因在棉铃虫幼虫（A）、雄成虫（B）和雌成虫（C）各组织内的相对表达量

Fig. 4 Relative expression levels of YTHDF1 in different larval tissues (A), male adult tissues (B),

female adult tissues (C) of Helicoverpa armigera

图中数据均为平均数±标准误。柱上不同字母表示经Tukey’s HSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SE.

Different letters on the bars indicate significant difference at P<0.05 level by Tukey’s HSD test.

图5 HearNPV处理对棉铃虫YTHDF1基因表达的影响

Fig. 5 Effects of HearNPV treatment on YTHDF1 gene

expression in Helicoverpa armigera

图中数据为平均数±标准误。**表示处理和对照之间经

t 测验法检验在 P<0.01 水平差异显著。Data are mean±SE.

** indicates significant difference at P<0.01 level by t test.

3 讨论

m6A甲基化是一种转录后修饰，招募m6A结合

蛋白是其发挥作用的主要机制。在哺乳动物基因组

中已鉴定出 5 个含 YTH 结构域的蛋白，分别为

YTHDC1、YTHDC2、YTHDF1、YTHDF2和YTHDF3，

基于序列特点又可以分为DC1、DC2和DF家族（Mey‐

er & Jaffrey，2017）。本研究根据棉铃虫基因组数据

和本实验室已有转录组数据获得了棉铃虫YTHDF1

基因序列，序列分析发现其编码蛋白含有 1个典型

的 YTH 结构域，其他为富含 Q、N、P 氨基酸的简单

蛋白，符合DF家族的特点，BLASTP分析显示该蛋

白为含YTH结构域的蛋白1，因此命名为YTHDF1。

氨基酸多重联配和系统进化分析结果显示棉铃虫
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YTHDF1基因的氨基酸序列在进化上非常保守，与 斜纹夜蛾的序列一致性最高，亲缘关系最近。

图6 RNA干扰效率（A）及YTHDF1基因下调后对HearNPV复制（B）、感染HearNPV棉铃虫生存曲线（C）的影响

Fig. 6 RNA interference efficiency of YTHDF1 (A) and effects of YTHDF1 knockdown on HearNPV replication (B)

and the survival curve of the cotton bollworm infected with HearNPV (C)

图中数据为平均数±标准误。*和**表示处理和对照之间经 t测验法检验在P<0.05和P<0.01水平差异显著。Data are

mean±SE. * or ** indicates significant difference at P<0.05 or P<0.01 level by t test.

m6A是mRNA和非编码RNA中非常普遍的修

饰，影响着RNA的剪接、翻译和稳定性，以及某些非

编码RNA的表观遗传效应（Meyer et al.，2012；Patil

et al.，2016；Xiao et al.，2016）。在斑马鱼Danio rerio

中有超过 1/3 的 mRNA 被鉴定为 m6A 修饰（Zhao et

al.，2017）。本研究中YTHDF1基因在棉铃虫整个发

育期均有表达，并在蜕皮和变态前后呈现一定的高

表达趋势，可能与变态期棉铃虫体内复杂的生理活

动有关。另外，YTHDF1基因在棉铃虫幼虫血细胞

和成虫头、胸部的表达量高，呈现组织特异性表达，

该结果与在小鼠Mus musculus中发现的m6A修饰的

组织特异性调控一致（Chang et al.，2017）。

此外，大部分的m6A位点都能对各种刺激做出

动态响应（Dominissini et al.，2012）。如Zhang et al.

（2020）研究发现家蚕核型多角体病毒（Bombyx mori

nucleopolyhedrovirus，BmNPV）侵染能诱导家蚕中

肠 mRNA 的 m6A 位点发生动态反应。本研究中

HearNPV侵染棉铃虫后显著提高了YTHDF1基因的

表达水平，进一步研究发现YTHDF1基因下调后显

著抑制了HearNPV的复制，推迟了感染HearNPV棉

铃虫的死亡时间，表明YTHDF1基因在HearNPV侵

染棉铃虫的过程中发挥着重要作用。然而家蚕细胞

中BmYTHDF3基因下调促进了BmNPV的复制，而

BmYTHDF3 基因的过表达抑制了 BmNPV 的复制

（Zhang et al.，2020）。虽然结合 m6A 的氨基酸在

YTHDF1、YTHDF2 和 YTHDF3 中较为保守，暗示

m6A与这3种DF蛋白结合的结构机制相似，但YTH

结构域之间有少数氨基酸不同，可能会影响RNA结

合（Zaccara & Jaffrey，2020）。李晓晗等（2021）综述

m6A修饰水平降低后显著抑制了HIV-1和甲型流感

病毒（influenza A virus，IAV）的复制，但促进了丙型肝

炎病毒（hepatitis C virus，HCV）的复制。同样是RNA

病毒，但 m6A 对不同病毒的调控存在差异，可能受

诸多因素影响（Tirumuru & Wu，2019）。如在HIV-1

的复制过程中发现 3 种 m6A 解读蛋白 YTHDF1、

YTHDF2和YTHDF3既发挥了抑制作用，也发挥了

促进作用，这可能与病毒侵染时期以及再侵染有关

（Kennedy et al.，2016；Tirumuru et al.，2017；Lu et

al.，2018）。m6A 通过调节特定的 RNA 来多方面调

节病毒复制，有时依赖于组织或细胞类型（Tan et al.，

2018）。有关棉铃虫YTHDF1基因在HearNPV侵染

过程中的作用还需要进一步研究。

本研究鉴定了 1 个 m6A 阅读蛋白 YTHDF1，分

析了该蛋白的基因序列特征、时空表达谱以及对

HearNPV侵染棉铃虫的影响，初步了解了 YTHDF1

基因的分子特征以及在HearNPV侵染棉铃虫中的

功能。下一步将对YTHDF1基因敲低后的棉铃虫进

行RNA m6A甲基化测序（MeRIP Seq），筛选和分析

甲基化水平改变的基因并进行功能验证，从而揭示

YTHDF1基因调控HearNPV复制的分子机制。
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