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豌豆蚜防控的关键RNAi靶标基因筛选与分析
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摘要：为筛选防控豌豆蚜 Acyrthosiphon pisum 的关键 RNA 干扰（RNA interference，RNAi）靶标基

因，通过构建精氨酸激酶（arginine kinase，AK）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和几

丁质合成酶（chitin synthase，CHS）这3个与豌豆蚜生长发育相关基因的dsRNA，于室内检测dsAK、

dsSOD和dsCHS处理后对其致死效果，并比较4种dsRNA递送方式对其致死效果的影响，筛选获得

防治效果明显的dsRNA及其递送方式。结果显示，处理48~168 h后，不同基因dsRNA处理组豌豆

蚜的死亡率比阴性对照组高2.19倍~4.39倍，其中dsAK处理组豌豆蚜的死亡率为27.7%~91.1%，显

著高于dsSOD、dsCHS处理组及阴性对照组。使用dsAK通过人工饲喂法和叶片注射饲喂法处理豌

豆蚜，48 h即可出现显著致死效果。dsAK通过人工饲喂方法处理72 h后，豌豆蚜AK基因表达量比

空白对照组降低43.2%，同时可抑制豌豆蚜的生长发育，使其体长比阴性对照组减少了5.9%。表明

dsAK对豌豆蚜有较好的致死效果，在蚜虫的绿色防控方面有很好的应用前景。
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Abstract: To screen for the key RNA interference (RNAi) target genes for controlling pea aphid Acyr‐

thosiphon pisum, the dsRNAs targeting three genes associated with the growth and development of A.

pisum, namely arginine kinase (AK), superoxide dismutase (SOD), and chitin synthase (CHS), were

constructed. By comparing the lethal effects of different dsRNA (dsAK, dsSOD, and dsCHS) treatments

on A. pisum, and the effects of four different dsRNA delivery methods on the lethal effects of aphids, an

optimized A. pisum control method was proposed. The results showed that after 48-168 h, the mortality

rate of aphids in the treatment group was 2.19-4.39 times higher compared to the negative control group.

The lethal rate of dsAK to aphids was 27.7%-91.13%, significantly higher than that those of dsSOD,

dsCHS treatment groups and the negative control group. Significant mortality effects on A. pisum could be

observed within 48 h after dsAK treatment through artificial diet feeding or feeding with leaves injected

with dsRNA solution. At 72 h after treatment with dsAK through artificial diet feeding, the expression
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of AK gene in A. pisum was reduced by 43.2% compared with blank control, while it also suppressed the

growth and development of aphids, resulting in a 5.9% decrease in body length compared to the negative

control. The results indicated that dsAK exhibited a significant lethal effect on pea aphids, showing prom‐

ising prospects for its application in environment-friendly aphid prevention and control.

Key words: Acyrthosiphon pisum; RNAi; arginine kinase; superoxide dismutase; chitin synthase;

dsRNA; citrus

豌豆蚜 Acyrthosiphon pisum 为半翅目蚜科昆

虫，可为害豌豆Pisum sativum、柑橘Citrus reticulata

及苜蓿Medicago sativa等多种作物。豌豆蚜具有繁

殖速度快、数量大、寄主范围广和抗药性强等特性，

还可以传播豌豆耳突花叶病毒（pea enation mosaic

virus，PEMV）、柑橘衰退病毒（citrus tristeza virus，

CTV）和苜蓿花叶病毒（alfalfa mosaic virus，AMV）

等病原物，造成巨大的经济损失（Jurík et al.，1980；

Muniz et al.，2014；Bera et al.，2020）。目前豌豆蚜的

防控主要依赖化学农药，但常常出现化学农药乱用、

滥用的问题，导致蚜虫抗药性不断增长，环境农药残

留超标常有发生，急需开发绿色防控新方法。

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）是一种基

因沉默现象，是由 21~24核苷酸长度的小分子RNA

识别并结合具有反向互补序列的mRNA 而导致其

发生特异性降解或翻译阻滞（肖蓓等，2021）。RNAi

可通过转基因表达小分子RNA前体或外源施加前

体 dsRNA等方式来实现，具有沉默效率高、特异性

强和绿色环保等特点。一些 dsRNA对昆虫生长发

育关键基因的RNAi可产生致死效应，因此在农业

昆虫病害防治中具有较大的应用潜力（齐恩芳等，

2019；晁子健等，2020；Yan et al.，2021）。例如，在转

基因玉米Zea mays中表达VATPase-A的 dsRNA后，

产生的 RNAi 效应可导致取食玉米的甜菜夜蛾

Spodoptera exigua死亡（Baum et al.，2007）。在转基

因 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana 和 烟 草 Nicotiana

tabacum中表达P450基因的dsRNA后，使用其叶片

饲喂棉铃虫 Helicoverpa armigera 可干扰其幼虫

P450基因的表达，降低幼虫对棉酚的耐受性，导致

其生长发育迟缓（Mao et al.，2007）。2017 年，美国

环保署批准了第 1 个基于 RNAi 的害虫防治产品

SmartStax PRO®，是RNAi防治技术产业化的重要进

展（Head et al.，2017；王康旭等，2021）。

不同种类的昆虫、不同的昆虫靶基因以及不同

的dsRNA递送方式（显微注射、饲喂和浸泡等）等都

会影响 dsRNA 对昆虫的致死效果（Cooper et al.，

2019；肖蓓等，2021）。本研究在豌豆蚜体内克隆精

氨酸激酶（arginine kinase，AK）、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）和几丁质合成酶（chi‐

tin synthase，CHS）这 3个与豌豆蚜生长发育相关基

因，制备各基因相应的 dsRNA（dsAK、dsSOD 和

dsCHS），测定 3个 dsRNA对豌豆蚜的致死效应，并

比较 4 种不同的 dsRNA 递送方式对其致死效果的

影响，筛选获得防治效果明显的dsRNA及其递送方

式，以期为基于RNAi技术的蚜虫绿色防控技术开

发提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试虫源、菌株及载体：豌豆蚜采自本实验室温

室栽培的砂糖橘和甜橙等植物上，饲养条件为温度

（22±2）℃、相对湿度 75%、光照周期 16 L : 8 D，取

3龄若虫供试。砂糖橘和甜橙由广东省农业科学院

提供。大肠杆菌 Escherichia coli 菌株 DH5α 和

HT115（DE3）、载体 L4440 均由本实验室保存并提

供。绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）基

因从本实验室保存的pUC57-GFP质粒上扩增获得。

供试培养基：LB（Luria-Bertani）液体培养基由

10 g胰蛋白胨、5 g酵母提取物、10 g氯化钠、1 000 mL

蒸馏水配制而成；添加 15 g 琼脂粉即为 LB 固体培

养基，pH 7.0。

试剂及仪器：高保真 DNA 聚合酶、2×Phanta

Max Master Mix（Dye Plus）、荧光定量试剂 AceQ

qPCR SYBR Green Master Mix（Low ROX pre‐

mixed），南京诺唯赞生物科技公司；RNA提取试剂

TRIzol、PrimeScriptTM 反转录试剂盒、DL5000 DNA

Marker，日本 TaKaRa 公司；DNA 凝胶回收试剂盒，

Axygene公司；限制性内切酶 FastDigest Sac I、Fast‐

Digest Xho Ⅰ、DNase I 溶液、RNase A 溶液，美国

Thermo公司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（isopropyl

β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG），金克隆生物公

司；盐酸四环素、氨苄青霉素，索莱宝科技有限公司；

其他试剂均为国产分析纯。Nikon SMZ25体式显微

镜，尼康精机有限公司；PH-070A型恒温培养箱，上

海一恒科学仪器有限公司；DYY-6C型核酸电泳仪，
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北京六一生物科技有限公司；T100TM Thermal Cy‐

cler PCR仪，美国Bio-Rad公司；Nano‐Drop ND-2000

分光度仪，美国 Thermo 公司；Applied Biosystems

7500 System荧光定量PCR仪，美国 Invitrogen公司。

1.2 方法

1.2.1 待测靶标基因的克隆与载体的构建

在 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov）数据库

中获取豌豆蚜的靶标基因 AK、SOD、CHS编码序列

（coding sequence，CDS）的全长序列，设计含有酶切

位点的引物（表1）。本试验所用引物均由南京金斯

瑞生物科技股份有限公司合成。AK、SOD 和 CHS

扩增片段大小分别为 400、245和 360 bp。GenBank

登录号分别为 XM_008187305.3、NM_001162771.1

和XM_01680798-3.2。

表1 本研究所用引物

Table 1 Primers used in this study

引物名称
Primer name

GFP-F

GFP-R

AK-F

AK-R

CHS-F

CHS-R

SOD-F

SOD-R

L4440-F

qAK-F

qAK-R

actin-F

actin-R

引物序列（5′-3′）
Primer sequence (5′-3′)

CGAGCTCGCAACTTGTCTGGTGTCAAAAATAATA

CCTCGAGGCGCCTGATGCGGTATTTT

CGAGCTCGGGATTTGAAAACCATGATTCG

CCTCGAGGCGTGGAAGAAACCTTATCCTCTATC

CGAGCTCGATGACGTCACGTTTGTCGTT

CCTCGAGGGAATGTGACGACGCGATCA

CGAGCTCGAACGTGACATTTATCCAGGCTAA

CCTCGAGGCGTGATCGGATCAAGGATT

AGCGAGTCAGTGAGCGAG

GCTCCTGATGCTGATGCGTACAC

ATCACCAAGTGTGTTCACGTCACC

GGAAAGAGATGAGGTCCGTTTAG

CTACTTGGTTCACACCACGAATA

引物用途
Purpose

基因克隆及重组载体鉴定

Gene cloning and recombinant vector iden‐

tification

实时荧光定量PCR

qRT-PCR

下划线部分为酶切位点及保护碱基序列。The underlined parts indicate the restriction sites plus protective bases.

取30头3龄豌豆蚜虫，利用TRIzol试剂提取总

RNA，再利用 PrimeScriptTM反转录试剂盒以 1 μg总

RNA为模板反转录获得第一链 cDNA。然后以 cD‐

NA为模板扩增豌豆蚜的AK、CHS和SOD基因片段。

PCR 反应体系：2×Phanta Max Master Mix 25 μL、

10 μmol/L各基因片段对应上下游引物（表1）各2 μL、

cDNA模板1 μL，无RNase水补足至50 μL。PCR反

应程序：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退

火15 s，72 ℃延伸30 s，共35个循环；72 ℃最后延伸

5 min，4 ℃保存。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳

检测后使用DNA凝胶回收试剂盒进行回收。利用

Sac Ⅰ和Xho Ⅰ对该目的条带和L4440载体进行双酶

切处理。酶切产物经纯化后，再利用 T4 DNA Li‐

gase 将靶标基因片段与 L4440 载体于 16 ℃过夜连

接，最后将连接产物转化至大肠杆菌菌株 HT115

（DE3）中。测序正确的菌株置于甘油中保存。

1.2.2 在大肠杆菌HT115（DE3）中诱导表达dsRNA

将含有 AK、CHS 和 SOD 基因片段的重组大肠

杆菌菌株接种到含有 50 μg/mL 氨苄青霉素和

12.5 μg/mL 盐酸四环素的 LB 液体培养基中，并于

37 ℃、220 r/min过夜培养。初培液与LB液体培养

基按照体积比 4∶100混合，并在相同条件下继续扩

培 3 h，至 OD600 nm 为 0.6~0.8 时，加入 0.5 mmol/L

IPTG，在同样条件下诱导培养 4~5 h。使用 TRIzol

试剂提取重组大肠杆菌的总RNA，并分别用DNase

Ⅰ和RNase A消化处理去除DNA和单链RNA，从而

获得AK、CHS和SOD基因的dsRNA。

1.2.3 高效致死率靶标基因的筛选

参照 Prosser & Douglas（1992）方法并稍作修

改，配制蚜虫人工饲料。 将30头豌豆蚜3龄若蚜放

入50 mL离心管中，用封口膜封住离心管，设置3个

处理组，处理组1在膜上滴加含有10%（V/V）人工饲

料和 400 ng/μL dsAK 的溶液；处理组 2 在膜上滴加

含有 10%（V/V）人工饲料和 400 ng/μL dsSOD 的溶

液；处理组3在膜上滴加含有10%（V/V）人工饲料和

400 ng/μL dsCHS的溶液，再用封口膜包裹住溶液。

分别以滴加等量含有 10%（V/V）人工饲料的溶液为

空白对照，以滴加等量含有 10%（V/V）人工饲料和
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dsGFP的溶液为阴性对照）。离心管底部和管壁用

锡纸包裹，离心管顶部为封口膜封闭的透光结构，将

离心管中的蚜虫置于温度（22±2）℃、相对湿度

75%、光周期16 L∶8 D的光照培养箱中饲养（载有饲

料的一端朝上）。每组设3个生物学重复，每24 h更

换溶液，记录蚜虫死亡数量，并计算死亡率。

1.2.4 dsRNA不同递送方式对其致死效果的影响测定

本试验设置 4种不同的 dsRNA递送方法，测定

经不同方法处理后蚜虫的死亡率。dsRNA递送方

式 1 和方式 2 中，配制含有 10%（V/V）人工饲料和

400 ng/μL dsRNA 的溶液。dsRNA 递送方式 3 和方

式 4中，配制不含人工饲料，含有 400 ng/μL dsRNA

的溶液。

dsRNA递送方式 1：人工饲喂法。将 30头 3龄

若蚜放入50 mL离心管中，用封口膜封住离心管，处理

组在膜上滴加含有人工饲料和dsAK的溶液200 μL，再

用封口膜包裹住溶液。分别以滴加等量含有 10%

（V/V）人工饲料的溶液为空白对照（CK1），以滴加等

量含有 10%（V/V）人工饲料和 dsGFP的溶液为阴性

对照。离心管底部和管壁用锡纸包裹，离心管顶部

为封口膜封闭的透光结构，将离心管中的蚜虫置于

温度（22±2）℃、相对湿度 75%、光周期 16 L∶8 D的

光照培养箱中饲养（载有饲料的一端朝上）。每组设

3个生物学重复，每24 h更换溶液，连续处理至168 h，

每24 h观察记录蚜虫死亡数量，并计算死亡率。

dsRNA递送方式 2：人工浸泡法。将 30头豌豆

蚜 3龄若蚜置于铺有滤纸的无菌培养皿中，处理组

在滤纸上滴加含有人工饲料和dsAK的溶液200 μL。

同时分别以滴加等量含有 10%（V/V）人工饲料的溶

液为空白对照，以滴加等量含有10%（V/V）人工饲料

和 dsGFP 的溶液为阴性对照。蚜虫置于含液体药

剂的滤纸上，用保鲜膜封住培养皿，置于温度（22±

2）℃、相对湿度 75%、光周期 16 L∶8 D的光照培养

箱中饲养。每组设 3个生物学重复，每 24 h更换滤

纸及溶液，连续处理至 168 h，每 24 h观察记录蚜虫

死亡数量，并计算死亡率。

dsRNA 递送方式 3：叶片浸泡法。在 15 mL 离

心管盖中滴加含有 dsAK的溶液 200 μL。于离心管

中放入与管盖大小一致直径约为 22.6 mm 的圆形

柑橘嫩叶叶碟，使叶碟浸泡于溶液中，将 30头豌豆

蚜 3龄若蚜接入叶片上，用保鲜膜封住管盖，置于温

度（22±2）℃、相对湿度 75%、光周期 16 L∶8 D的光

照培养箱中饲养。分别以滴加等量无RNase水作空

白对照，滴加等量含有 dsGFP 的溶液作为阴性对

照。每组均设 3个生物学重复，每 24 h更换叶片和

溶液，连续处理至 168 h，每 24 h观察记录蚜虫死亡

数量，并计算死亡率。

dsRNA递送方式 4：叶片注射饲喂法。选择一

片柑橘嫩叶，将含有 dsAK 的溶液 200 μL 注入叶片

中，将30头豌豆蚜3龄若蚜接于叶片上，放置于垫有

滤纸的无菌培养皿中，在滤纸上滴加 200 μL 无

RNase水，最后用保鲜膜封住培养皿，置于温度（22±

2）℃、相对湿度 75%、光周期 16 L∶8 D的光照培养

箱中饲养。以滴加等量无RNase水作空白对照，以

滴加等量含有 dsGFP 的溶液作阴性对照。每组均

设 3个生物学重复，每 24 h更换滤纸、叶片和溶液，

连续处理至 168 h，每 24 h观察记录蚜虫死亡数量，

并计算死亡率。

1.2.5 豌豆蚜靶标基因AK的表达量测定

配制含有 10%（V/V）人工饲料和 400 ng/μL

dsAK的溶液。参照 1.2.4 dsRNA递送方式 1的人工

饲喂法。处理组在封口处的封口膜上滴加含有10%

（V/V）人工饲料和 dsAK的溶液 200 μL，以滴加等量

含有人工饲料的溶液作空白对照，滴加等量含有人

工饲料和 dsGFP 的溶液作阴性对照。在温度（22±

2）℃、相对湿度 75%、光周期 16 L∶8 D的光照培养

箱中饲养（载有饲料的一端朝上）。每个处理选

30 头豌豆蚜3龄若蚜。每组设3个生物学重复。分

别取经 dsAK处理后 0、48和 72 h存活的豌豆蚜 3龄

若蚜，使用TRIzol试剂提取RNA并反转录获得 cD‐

NA。以稀释 10倍的 cDNA作为模板利用实时荧光

定量 PCR（quantitative real time polymerase chain re‐

action，qRT-PCR）技术测定AK基因在豌豆蚜体内的

表达量，以豌豆蚜核糖体蛋白基因Rpl7为内参基因

（GenBank登录号NM_001135898）。10 μL qRT-PCR

反应体系：cDNA 2 μL、10 μmol/L上下游引物（表1）各

0.2 μL、2×AceQ qPCR SYBP Green Master Mix 5 μL，

ddH₂O 补至 10 μL。反应程序：95 ℃预变性 5 min；

95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 34 s，共 40个循环。每个

样品设3个生物学重复。采用2-ΔΔCt法对试验数据进

行分析。

1.2.6 dsAK处理对豌豆蚜生长发育的影响测定

参照1.2.4的递送方式1人工饲喂法，用dsAK处

理豌豆蚜 3 龄若蚜，每 24 h 更换溶液。连续培养

72 h后，使用体式显微镜观察和拍照记录豌豆蚜的

生长情况。每次选取 5头存活的豌豆蚜，每处理重

复3次。利用 ImageJ软件测量蚜虫体长。
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1.3 数据分析

采用Excel 2019和SPSS 19.0软件进行单因素方

差分析，采用Tukey法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 蚜虫靶标基因dsRNA的诱导表达

本试验构建了 AK、CHS 和 SOD 等 3 个基因的

dsRNA 表达载体并在大肠杆菌中表达。提取重组

大肠杆菌的总RNA，纯化获得AK、CHS和SOD基因

的 dsRNA（dsAK、dsSOD和 dsCHS）。电泳检测结果

显示，在 dsAK、dsSOD 和 dsCHS 预期的位置上均出

现了清晰明亮的条带，并且条带大小与dsRNA设计

长度一致，表明本研究所用方法可产生高纯度

dsRNA（图1）。

M：DL5000 marker。 A：L4440-AK；B：L4440-SOD；C：L4440-CHS。 + ：添 加 IPTG；-：未 添 加 IPTG。

M: DL5000 marker. A: L4440-AK; B: L4440-SOD; C: L4440-CHS. +: Addition of IPTG; -: no addition of IPTG.

图1 重组dsRNA在大肠杆菌HT115中的诱导表达

Fig. 1 Induced expression of recombinant dsRNA in Escherichia coli

2.2 高致死率靶标基因的筛选

通过人工饲喂法处理豌豆蚜 48 h时，dsAK、ds‐

SOD 和 dsCHS 处理组豌豆蚜的死亡率分别为

27.7%、6.67%和7.77%，空白对照组和阴性对照组豌

豆蚜的死亡率分别为 5.5%和 6.7%，dsAK处理组均

显著高于其他处理。处理 72 h 时，dsAK、dsSOD 和

dsCHS处理组豌豆蚜的死亡率分别为41.1%、21.1%

和 20.0%，空白对照组和阴性对照组豌豆蚜的死亡

率分别为 7.8%和 9.0%，dsAK处理组的致死效果依

然显著高于其他处理。处理 96~168 h 时，dsSOD、

dsCHS和 dsAK处理组豌豆蚜的死亡率均显著高于

空白对照组和阴性对照组，其中dsAK处理组豌豆蚜

的死亡率为 91.1%，显著高于 dsSOD 和 dsCHS 处理

组。不同基因 dsRNA处理组对蚜虫的致死率比阴

性对照组高 2.19倍~4.39倍，其中 dsAK处理组对蚜

虫的致死效果明显优于dsSOD和dsCHS处理组（图

2）。因此，本试验对dsAK开展了进一步研究。

图2 人工饲喂法筛选对豌豆蚜有高致死效果的靶标基因

Fig. 2 Screening target genes with high lethality effect on Acyrthosiphon pisum by artificial diet feeding method

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示同一时间不同处理间经Tukey法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±

SD. Different letters indicate significant difference among different treatments at the same time by Tukey test (P<0.05).
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2.3 不同的dsRNA递送方式对豌豆蚜的致死效果

人工饲喂法处理48~168 h后，dsAK处理组豌豆

蚜的死亡率分别为 25.0%、41.1%、63.29%、75.58%、

87.77%和88.87%，显著高于空白对照组和阴性对照

组（图 3-A）。人工浸泡法处理 24~48 h 后，dsAK 处

理组豌豆蚜的死亡率分别为 17.8%和 46.67%，与空

白对照组及阴性对照组相比均无显著差异；处理

72~144 h 后，dsAK 处理组豌豆蚜的死亡率分别为

58.9%、76.67%、91.1%、和98.9%，与空白对照组差异

显著，但与阴性对照组无显著差异。处理168 h后，

dsAK处理组豌豆蚜的死亡率为100.0%，与空白对照

组和阴性对照组均无显著差异（图3-B）。

相比人工饲喂法和人工浸泡法，叶片浸泡法和

叶片注射饲喂法更接近田间实际应用的情况。叶片

浸泡法处理 24~72 h后，dsAK处理组豌豆蚜的死亡

率分别为 2.2%、10.0%和 17.8%，但与空白对照组和

阴性对照组相比均无显著差异；处理 96~168 h 后，

dsAK处理组豌豆蚜的死亡率分别为 27.8%、31.1%、

50.0%和63.3%，均显著高于空白对照组和阴性对照

（图 3-C）。叶片注射饲喂法处理 48~168 h后，dsAK

处理组豌豆蚜的死亡率分别为 46.7%、66.7%、

76.6%、90.0%、96.7%和 97.8%，均显著高于空白对

照组和阴性对照组（图3-D）。

综上，使用dsAK通过人工饲喂法和叶片注射饲

喂法处理蚜虫，处理48 h即可出现显著致死效果，出

现显著致死效果的时间较早，且处理组与阴性对照

组间的差异较大，表明这 2种 dsRNA递送方式对蚜

虫的致死效果较好。因此，后续试验采用人工饲喂

法和叶片注射饲喂法递送dsRNA，而未采用人工浸

泡法和叶片浸泡法。

A：人工饲喂法；B：人工浸泡法；C：叶片浸泡法；D：叶片注射饲喂法。图中数据为平均数±标准差。不同小写字

母表示同一时间不同处理间经Tukey法检验差异显著（P<0.05）。A: Artificial diet feeding treatment; B: artificial im‐

mersion treatment; C: feeding with leaves soaked in dsRNA solution; D: feeding with leaves injected with dsRNA solu‐

tion. Data are mean±SD. Different letters indicate significant difference among different treatments at the same time by

Tukey test (P<0.05).

图3 4种不同dsRNA递送方式处理对豌豆蚜的致死效果

Fig. 3 The lethal effects of four different dsRNA delivery methods on Acyrthosiphon pisum

2.4 dsAK处理后靶标基因的表达量分析

使用荧光定量PCR法检测了人工饲喂 dsAK对

豌豆蚜靶标基因AK的沉默效率，结果表明，dsAK处

理 48 h 和 72 h 后，处理组 AK 的表达量比空白对照

分别降低 24.5%和 43.2%，比阴性对照组分别降低

20.7%和38.5%，且处理组与空白对照组和阴性对照

组均差异显著（图 4）。表明 dsAK 可显著抑制豌豆

蚜体内靶标基因AK的表达。



1286 植 物 保 护 学 报 50卷

图4 人工饲喂法处理后豌豆蚜AK基因相对表达量

Fig. 4 Relative expression of AK gene of Acyrthosiphon pisum

by using artificial diet feeding method

图中数据为平均数±标注差。不同小写字母表示同一时

间不同处理间经Tukey法检验差异显著（P<0.05）。Data are

mean±SD. Different letters indicate significant difference by

Tukey test (P<0.05).

2.5 dsAK处理对豌豆蚜生长发育的影响

使用dsAK通过人工饲喂法处理豌豆蚜72 h后，

豌豆蚜平均体长为 753.6 μm，而空白对照组和阴性

对照分别为 815.7 μm 和 800.7 μm。与空白对照组

相比，dsAK处理组豌豆蚜虫体长显著减少了 7.6%，

与阴性对照组相比显著减少了 5.9%。dsAK处理组

豌豆蚜的生长发育受到抑制，发育减缓，身体蜷缩，

个体变小（图5）。

3 讨论

目前，防治蚜虫主要依赖化学农药，而化学农药

长期过量施用容易产生 3R问题（抗性、再猖獗和残

留），对环境危害大，还对人类健康产生有害影响。

因此，发展绿色、便捷、高效的新型蚜虫防控技术迫

在眉睫。RNAi技术具有设计简单、沉默效率高、特

异性强和绿色环保等特点，昆虫生长发育关键基因

的RNAi可产生致死效应，因此这项技术在农业病虫

防治中具有极大的应用潜力。筛选蚜虫体内有致死效

应的RNAi靶标基因，是利用RNAi技术防治蚜虫中的

首要问题，本研究通过文献检索找到了AK、SOD和

CHS这三个与蚜虫生长发育相关的重要基因（Qi et

al.，2015；Taning et al.，2016；Galdeano et al.，2017）。

A：未饲喂 dsRNA 的蚜虫；B：饲喂 dsGFP 的蚜虫；C：饲喂 dsAK 的蚜虫。A: Aphids fed without dsRNA; B: aphids fed

with dsGFP; C: aphids fed with dsAK.

图5 人工饲喂法处理蚜虫后的形态

Fig. 5 Morphology of aphids after treatment by using artificial diet feeding method

AK基因与昆虫的肌肉收缩、细胞分裂及能量代

谢等相关，Qi et al.（2015）研究表明使用 dsAK 饲喂

棉铃虫可显著提高对幼虫的致死率，延缓幼虫化

蛹。Zhao et al.（2008）研究发现，黄曲条跳甲 Phyl‐

lotreta striolata饲喂 dsAK后，其繁殖力和生育力均

受到损害。本研究合成了豌豆蚜 AK 基因的

dsRNA，饲喂法处理豌豆蚜 72 h 后，其对豌豆蚜靶

标基因的沉默效率可以达到 38.5%，并显著提高了

致死效果，同时豌豆蚜的生长发育也受到了显著影

响，这表明豌豆蚜AK基因可能是蚜虫能量代谢、肌

肉收缩及生长发育等过程的关键酶，沉默靶标基因

AK的表达后，蚜虫体内的能量代谢和生长发育相关

基因可能也受到了抑制。后续研究拟检测豌豆蚜体

内 AK 基因相关代谢酶在这一过程中的活性，以进

一步验证AK基因的作用。

SOD基因编码SOD，可有效清除昆虫体内的自

由基，还能特异性清除超氧自由基对细胞的损害

（Taning et al.，2016）。Taning et al.（2016）研究发现

饲喂dsSOD对亚洲柑橘木虱Diaphorina citri有较强

的诱导死亡和抑制靶标基因的作用。CHS 基因编

码CHS，而几丁质则是昆虫表皮和真菌细胞壁的特

征 成 分（Galdeano et al.，2017）。 Galdeano et al.

（2017）研究表明使用含有 dsCHS 的人工饲料饲喂

亚洲柑橘木虱，对若虫和成虫有非常显著的致死效
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应。本研究使用 dsSOD 和 dsCHS 处理豌豆蚜对其

也有一定的致死效果，但作用较弱。可能是由于豌

豆蚜和亚洲柑橘木虱的虫体结构、肠道核酸酶分布

位置、肠道 pH、dsRNA 剪切形式等不同，影响了

dsRNA对豌豆蚜 SOD和CHS基因的RNAi效应，从

而产生差异。

目前，递送dsRNA到昆虫体内的方式主要包括

饲喂法和表皮渗透法（注射、浸泡）（Yu & Killiny，

2018；肖蓓等，2021）。Whyard et al.（2009）研究表

明，使用饲喂法递送 dsRNA 操作简单，易于实现。

本研究表明，纯人工环境下的2种小RNA递送方法

中，人工饲喂法递送 dsRNA确实较易操作，也有较

好的效果，适用于前期蚜虫 RNAi 筛选试验。Wh‐

yard et al.（2009）将黑腹果蝇 Drosophila melanogas‐

ter幼虫浸泡于含有β-葡萄糖醛酸酶基因dsRNA中，

导致葡萄糖醛酸酶的活性降低 50%。而本研究的

dsRNA人工浸泡法试验中，对照组豌豆蚜的死亡率

较高，处理组和对照组无显著差异，效果较差，可能

是由于黑腹果蝇幼虫与豌豆蚜对浸泡的耐受性不

同，豌豆蚜完全浸泡在药剂中不利于其生存。近期

研究报道显示，加入纳米佐剂并使用背板滴定法开

展蚜虫 RNAi 试验的效果较好（Yan et al.，2020a；Li

et al.，2022；Ma et al.，2022），后续值得进一步探索试

验。前人通过植物叶片直接施用 dsRNA来防治蚜

虫、粉虱和螨类时有较好的效果（龚流娥等，2023）。

本研究使用了叶片浸泡法和叶片注射饲喂法来递送

小RNA，结果表明叶片注射饲喂法对豌豆蚜的致死

效果好于叶片浸泡法。该结果可能是因为叶片注射

饲喂法中的 dsRNA可以更好地渗入植物组织并被

豌豆蚜吸收。此外，考虑到dsRNA药剂的叶片注射

或吊针注射适合应用于柑橘等果树类农作物，因此

叶片注射法比人工饲喂法更接近实际应用。随着纳

米科学的不断发展，一些生产成本较低的纳米材料

被用于农药佐剂制作，可以提高dsRNA穿透害虫体

壁的能力和 RNAi 效率，可以制成 RNA 农药，有较

好的田间应用前景（Yan et al.，2020b；付淑笙等，

2021）。

综上所述，本研究发现，AK基因的 dsRNA对豌

豆蚜有较好的致死效果。本研究中的 dsAK药剂还

具有设计简单、沉默效率较高、特异性较强、绿色环

保等特点。鉴于蚜虫科昆虫生长发育相关基因的序

列保守性，本研究可为基于RNAi的作物蚜虫绿色

防控技术开发提供科学依据，在柑橘、豌豆等作物的

蚜虫防控及由其传播的柑橘衰退病、豌豆耳突花叶

病等病毒病的防控方面有一定应用前景。
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