
◆ 综述与专论 ◆

_______________________________________
收稿日期：2020-07-06
基金项目：国家自然科学基金（31471804）
作者简介：李晨雨（1997—），男，山东淄博人，硕士研究生，研究方向为杀虫剂毒理与抗药性研究。 E-mail：luckyrain1997@163.com
通信作者：高聪芬（1970—），女，河北石家庄人，博士，教授，主要从事杀虫剂毒理与抗药性研究。E-mail：gaocongfen@njau.edu.cn

RNAi技术在昆虫防控研究中的应用和发展前景
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摘要：随着昆虫分子生物学技术的蓬勃发展，RNA干扰（RNAi）作为21世纪以来的变革性技术，通过
特异性抑制靶基因转录后水平的表达，在昆虫基因功能研究方面被广泛应用。由于沉默重要基因
的表达会导致某些昆虫的死亡或行为缺陷，故该技术被认为是一种潜在的害虫防治策略，在控制、
研究甚至保护昆虫方面具有巨大潜力，目前已被广泛应用于半翅目、直翅目、双翅目等昆虫。 RNAi
是昆虫学研究和害虫控制潜在应用的流行和重要的反向遗传学策略。从RNAi技术的原理、导入方
法、效率影响因素及在农业害虫中的应用研究实例等4方面进行了综述，并对其防控应用和发展前
景进行了展望。
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Application and Development Prospect of RNAi Technology in Pest Control
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Abstract: Along with the vigorous development of insect molecular biology technology, RNA interference(RNAi), as a

transformative technology since the 21st century, is necessary in the study of insect gene function by specific inhibition of

the expression of the target gene transcription level. Silencing important gene expression will lead to the death or

behavioral defect of some insects, so the technology is considered as a potential pest control strategy. Besides, RNAi

technology has great potential in insect control, research, and protection, and they have been widely applied in the

Hemiptera, Orthoptera, Diptera insects, etc. RNAi is a popular and important reverse genetic strategy for entomological

research and potential applications of pest control. In this paper, the principle, import method, efficiency influencing

factors, application research examples of RNAi technology in agricultural pests and development prospects are reviewed.
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从基因角度对害虫进行防控是一种新视角，

其可以解决一些杀虫剂所无法触及的问题。
CRISPR-Cas9作为第3代基因编辑技术，是当今生命
科学研究领域的热点，但它仍处于高度实验的阶

段，使用价格高且还有许多未知的风险。RNA干扰
（RNA interference，RNAi）技术作为一种存在于真核
细胞中的基因调控机制，能引发特定基因的转录后

沉默，具有特异性、高效性、位置效应、ATP依赖性和
可传播性等特点 [1]，在病虫害防治中展现出巨大的

潜力，且因其不易与其他杀虫剂产生交互抗性，因

此成为一种新兴的害虫防控策略[2-3]。
关于RNAi最早的报道是1990年Napoli等[4]在牵

牛花中发现的共抑制现象。他通过注射植物花色的
相关基因到牵牛花中，使原本鲜艳的花色变得白皙；
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比较基因的表达含量时发现，转基因花比正常花浓

度低了50倍，原因在于导入的基因和内源基因表达
均被抑制，且该抑制是发生在转录后，故又称为转

录后基因沉默。Fire等[5]于1998年首先证实了RNAi
现象，通过向秀丽隐杆线虫中注射dsRNA后发现，
其对基因有极高的抑制作用，揭示了基因沉默的本

质，即dsRNA能有效地降低目标基因的表达活性，
并将这一现象命名为RNAi。目前，随着RNAi技术的
日趋成熟，越来越多的试验证实RNAi现象几乎在所
有真核生物中都有发现，包括原生动物、无脊椎动
物、脊椎动物、真菌、藻类和植物[6-7]。美国国家医学
图书馆（PubMed）上以“insect”和“RNAi”作为关键
词搜索发现，2000年以来昆虫RNAi研究领域共有
4 580个相关的报道数据结果，近10年来所发表文章
数约占数据结果的75%，总体呈逐年增多的趋势，说
明针对该研究领域进行昆虫的防控和相应靶标药

剂的研发正在快速发展，且越来越受到人们的重视。
笔者主要论述RNAi技术在昆虫防控研究中的

应用和发展前景，从RNAi技术的原理、导入方法、效
率及其在农业害虫中的应用研究实例等4个方面进
行了综述，旨在介绍其潜在的害虫防治应用前景。

1 RNAi的原理

RNAi存在于真核生物中，是一种强大的基因功
能研究技术。RNAi的作用过程大致可分为3个阶段，
分别是起始阶段、效应阶段和扩增阶段[8]。
起始阶段：来自内源或体外合成的dsRNA被转

移进入宿主细胞内与细胞内Dicer酶作用后，被剪切
成21～25 bp的小干扰RNA（small interfering RNA,
siRNA）。
效应阶段：siRNA在宿主细胞中被细胞内解旋

酶解旋成两条单链，其反义链（引导链）在细胞质内

结合一个核酶复合物，形成RNA诱导的沉默复合
物，通过碱基互补配对原则特异性识别细胞内信使

RNA（mRNA），由核酸内切酶将靶标mRNA降解，
使该mRNA表达量下降，从而促使靶标基因沉默，
细胞内该基因功能丧失[9]。
扩增阶段：又称信号级联放大阶段，即siRNA与
靶序列mRNA结合后，以siRNA作为引物，RNA聚合
酶催化合成新的dsRNA模板，之后重复前两个阶段，
使RNA沉默作用不断放大。

2 RNAi在昆虫体内的导入方法

如何将dsRNA导入昆虫体内在很大程度上影响

着昆虫RNAi的效果，同时在有害生物的防控应用中
也是极其关键的一环。目前，RNAi导入的主要方法
有注射、浸泡、饲喂，以及在此基础上衍生出来的转
基因植物介导、纳米粒子包被、脂质体修饰、病毒感
染、共生体介导等。
注射法是目前研究昆虫基因功能最常用的方

法。该方法将dsRNA或siRNA在适当的溶液中通过
注射针插入昆虫的胚胎或虫体的特定部位，避开肠

道直接到达血淋巴和相应组织，可实现快速准确到

达作用部位，避开结构障碍。由于注射条件的限制，
该方法目前只能应用于室内昆虫基因功能研究，无

法大规模应用于田间害虫防治。
浸泡法，也称为细胞外RNAi，一般是针对昆虫
细胞株，将昆虫细胞直接浸泡在dsRNA的溶液里，诱
导产生RNAi现象。该方法在适宜的培养液浓度、温
度、时间等前提条件下，具有转染速度快、周期短的
优点。
饲喂法是给昆虫饲喂含有人工合成或微生物

体内合成dsRNA的食物，通过口器取食进入虫体的
一种导入方法。与注射法相比，该方法没有机械损
伤，实际应用更方便，已在鞘翅目昆虫中取得较好

效果，可用于高通量靶标基因筛选和大田推广[10]，但

在鳞翅目昆虫中效果差。昆虫体内的RNAi现象存
在剂量限制，需要不断地饲喂dsRNA才能使之产
生持续RNAi现象，因此需要对剂量浓度和饲喂时间
进行把控。有研究[11]报道，针对亚洲柑橘木虱，通过

将2种及2种以上针对不同靶标基因的融合，dsRNA
被饲喂进入昆虫体内实现共沉默是一种很好的

RNAi策略，可推广应用于害虫防控。
转基因植物法，即植物介导的昆虫RNAi，是指

将昆虫靶标基因的dsRNA表达在植物体中，昆虫取
食后生长发育受阻，存活率和繁殖力下降，甚至影

响子代生长发育。目前，在小麦、水稻、玉米、棉花、
烟草、马铃薯、拟南芥等植物中有所应用，主要针对
咀嚼式和刺吸式口器昆虫，如鳞翅目幼虫、鞘翅目
和同翅目害虫 [7]。将昆虫保幼激素RNAi抗虫棉和
RNAi＋Bt的聚合棉共同应用可大大延缓棉铃虫对
单一影响策略的抗性[12]。以上方法的关键是获得含
有昆虫靶标基因的转基因植物。
纳米粒子包被和脂质体修饰这2种新型导入方
法，会更加有效地提高dsRNA的稳定性，促进中肠吸
收，提高RNAi的效率，进而促进昆虫RNAi研究和害
虫防治应用。纳米粒子作为分子载体，通过静电作用
与dsRNA结合，促进肠上皮细胞的胞内传递，保护
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dsRNA不受核酸酶和极端pH环境的影响。纳米粒子
具有低毒性，可以被细胞高效吸收。纳米粒子系统进
入昆虫体内后dsRNA的解离至关重要，它与dsRNA
的聚合比例决定Dicer酶作用于dsRNA的能力，因此
良好的配比是成功进行RNAi的关键。目前，碳量子
点、鸟苷酸聚合物、支链两亲性多肽胶囊（BAPC）等
已成功用于促进昆虫dsRNA摄取的纳米粒子系
统[13-14]。脂质体修饰是利用带正电荷的脂质体与带负
电荷的dsRNA通过静电作用结合，协助dsRNA的经
口转运和昆虫细胞培养中的传递，具有极好的生物

相容性，但在哺乳动物细胞中应用该方法会产生免

疫反应，抑制某些酶的活性[15]。
病毒感染法和共生体介导法均是通过以转基

因微生物为基础生产dsRNA，再通过取食、体壁侵
入或韧皮部共生等多种途径导入昆虫体内。病毒感
染法，即病毒诱导的基因沉默，是将靶标基因dsRNA
通过病毒侵染途径导入宿主体内。此外，RNAi参与
抵抗病毒的免疫反应，有3种小分子RNA（小干扰
RNA、微小RNA和Piwi蛋白）相互作用，例如，在蚊
虫体内发挥抗蚊媒病毒的免疫作用[16]。研究抗病毒的
RNAi途径，抑制病毒在媒介昆虫中的复制以及在益
虫（如蜜蜂和家蚕）中利用对非靶标生物安全的病

毒序列启动抗病毒RNAi反应，对防止感染高致病性
病毒和开发基于病毒基因的特异性杀虫剂具有重

要意义。物种特有的兼性肠道共生菌比常规微生物
饲喂沉默效果好，具有宿主特异性。共生体介导法
通过构建缺乏RNaseⅢ编码基因来避免dsRNA在微
生物体内提前被降解，可以使肠道中dsRNA持续表
达，能观察到各个时期的表型变化。该方法成功的
前提是昆虫具有可培养的共生体。

3 农业害虫的RNAi应用研究

结合上述dsRNA导入方法，对近几年农业害虫
（包括鞘翅目、半翅目、鳞翅目等常见的多种害虫）的
RNAi应用研究实例进行整理，结果见表1。其中大部
分农业害虫在特定靶基因的沉默之后，产生死亡表

型，具有RNAi田间广泛应用的潜力，为核酸农药生
产提供参考。目前农业害虫的田间实际应用防治主
要是通过饲喂法以及在饲喂法基础上建立起来的

新型dsRNA导入方法，其中以玉米为主要应用作物
的转基因植物法已经得到美国、巴西和日本等8个国
家和地区的安全性评价，并在2017年6月获得了美国
环境署的种植许可[17]，相信在未来发展中会得到更

广阔的应用前景。

所属目 昆虫 靶标基因 导入方式 效应 参考文献

鞘翅目

甘薯象甲 蛋白酶体 饲喂 死亡 [18]

玉米根甲虫
膜泡分拣蛋白 转基因植物 死亡 [19]
展翅基因 饲喂 抑制羽化 [20]

马铃薯甲虫 P450酶 饲喂 幼虫死亡 [21]
赤拟谷盗 免疫球重链结合蛋白 纳米粒子包被 抑制羽化 [22]

半翅目

蚜虫 表皮蛋白 饲喂 虫体失水、死亡 [23]
大豆蚜虫 血淋巴 纳米粒子 抑制种群数量 [24]

柑橘木虱
蔗糖水解酶 饲喂 死亡、成虫腹水 [25]
谷胱甘肽S转移酶 人工饲料 解毒能力下降 [11]

褐飞虱 几丁质合成酶A 人工饲料 死亡 [26]

烟粉虱
液泡膜ATP酶 转基因植物 死亡、抑制繁殖 [27]
类钟形受体 人工饲料 降低免疫力 [28]

茶翅蝽 凋亡抑制蛋白 饲喂 死亡 [29]
桃蚜 辅助成分-蛋白酶 浸叶法 死亡 [30]

鳞翅目

玉米螟 糜蛋白酶 饲喂 死亡 [31]
甜菜夜蛾 几丁质合成酶A 微生物饲喂 死亡 [32]
棉铃虫 保幼激素 病毒感染 死亡 [33]

小菜蛾
ABC转运蛋白 饲喂 幼虫和蛹死亡 [34]
酪氨酸羟化酶 饲喂 幼虫死亡 [35]

草地贪夜蛾 液泡膜ATP酶 纳米粒子 击倒、死亡 [36]
等翅目 台湾乳白蚁 内切葡聚糖酶 注射、饲喂 死亡、体重下降 [37]
缨翅目 西花蓟马 类钟形受体 饲喂 死亡 [38]

蜱螨目
二斑叶螨 外壳蛋白亚基 饲喂 死亡 [39]
柑橘红蜘蛛 保幼激素受体 转基因植物 死亡 [40]

表 1 农业害虫 RNAi应用研究实例
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4 RNAi效率的影响因素和脱靶效应

4.1 影响因素
昆虫RNAi技术的应用在基因功能研究和害虫

防控上获得了长足的进展，但沉默效率的多样性正

制约着该技术的进一步提升。注射法可以将dsRNA高
效地导入昆虫体内引起沉默反应，然而针对大多数

鞘翅目和鳞翅目昆虫，同样采用饲喂法喂食dsRNA，
前者沉默效率在100%左右，而后者却对RNAi现象
不敏感，效率甚至低于50%[41]。究其原因，影响RNAi
效率的因素主要有以下几方面：昆虫肠道环境、靶
标基因的选择、dsRNA的剪切形式和长度。
4.1.1 昆虫肠道环境
昆虫肠道内的消化核酸酶、过碱性pH条件、肠道
微生物和围食膜基质是影响dsRNA稳定的因素，
同时也直接关乎RNAi的效率[10]。通过饲喂法导入
dsRNA最大的问题就是肠道内的核酸酶和肠道pH
环境对dsRNA有强降解作用，破坏基因沉默的初始
信号[42]。例如，在东亚飞蝗肠道中，dsRNase2对dsRNA
的快速降解是导致口服dsRNA时RNAi效率低下的
重要因素[43]。肠道微生物影响肠道的pH值，并分泌
可降解dsRNA或干扰肠道细胞摄取的核酸酶。由几
丁质和带负电荷的糖蛋白组成的围食膜基质可能

会阻止dsRNA有效地进入肠上皮细胞，且膜孔的大
小影响dsRNA传递。
4.1.2 靶标基因的选择

RNAi技术成功应用的重点是通过高通量筛选
和基因功能验证确定害虫高致死性的靶标基因，从

而进一步判断是否可作为害虫防控的RNAi靶点。首
先，昆虫在细胞和组织水平上是通过受体介导的内

吞作用摄取dsRNA，所以与细胞膜运输相关的基因
靶点似乎是一些最致命的昆虫RNAi靶点[44]。其次，
在幼虫和成虫发育时期的关键基因可以作为致死

基因。卵期和蛹期昆虫处于表面静止状态，无法取
食dsRNA，之后昆虫将进入活动性强的幼虫期或成
虫期，发生取食危害，筛选卵期和蛹期关键致死基

因对于害虫防治至关重要，如沉默与褐飞虱蜕皮相

关的NlRan基因后，褐飞虱因蜕皮困难致死，雌虫繁
殖能力受到影响[45]。
4.1.3 dsRNA的剪切形式及长度

Dicer酶对dsRNA进行剪切是整个RNAi过程的
关键步骤，不同物种昆虫dsRNA的剪切形式是RNAi
效率不同的原因之一[46]。有研究[47]发现，dsRNA的剪
切偏好性位点在鞘翅目中呈现多样性，而在鳞翅目

昆虫中Dicer酶的剪切偏好位点是GGU，这可能是导
致在两种目中RNAi效率存在较大差异的原因，也可
能是导致物种间RNAi效率不同的原因。此外，dsRNA
的长度也影响RNAi效率。赤拟谷盗中发现只有大于
31 bp的小分子RNA才能诱导RNAi产生 [48]；植物介

导昆虫RNAi防治害虫的靶标基因dsRNA长度应大于
60 bp，且在一定范围内长度越长，RNAi效率越高[49]。
4.2 脱靶效应
基因沉默的准确性是由 siRNA参与介导的，

siRNA引导的基因沉默不仅可以和靶标基因结合，
由于导入片段的特异性不强，也可以和非靶标基因

结合导致基因沉默，这种现象称为脱靶效应[50]。目前
基因编辑技术的应用都会存在脱靶效应的风险，使

得靶标基因表达水平没有发生显著变化。导致脱靶
效应产生的因素有很多，当dsRNA与mRNA的匹配长
度超过相应碱基对后就会产生较高的脱靶效应。在
黑腹果蝇和秀丽隐杆线虫的研究中发现，前者匹配

长度超过19 bp后会产生较高的假阳性结果，而后者
则在超过40 bp且相似性高于95%时会出现脱靶效
应[45]。如果将设计的dsRNA针对的mRNA序列与其
他基因比对分析后没有发现连续19 bp的碱基完全
相同，则基本就可以保证特异的对靶标基因进行

沉默。此外，RNAi脱靶效应的产生与siRNA/dsRNA
的浓度有关。设计适宜浓度的混合siRNA/dsRNA进
行干扰比单一转染的siRNA或者dsRNA更能降低脱
靶效应[10]。现有研究[44]表明，如果针对同一基因的不

同区域设计多种dsRNA，则可以有效避免脱靶效应。
田间脱靶效应的出现会使靶标生物的非靶标

基因沉默，也可能会导致其他非靶标生物甚至有益

生物基因沉默，从而产生一系列潜在的安全性问

题，如Bachman等[51]报道了玉米根萤叶甲的Snf7基因
dsRNA对不同昆虫的脱靶效应。然而，正确地运用
脱靶效应的原理，通过比较不同生物基因组序列，选

择有害生物物种间保守而有益生物同源性低的序

列作为靶标基因，可在昆虫防控研究应用上将植物

介导的昆虫RNAi和核酸农药设计得更广谱和安全。

5 结语与展望

RNAi技术作为21世纪的变革性技术，不但在研
究昆虫不同发育阶段的基因功能上发挥了重要作

用，而且RNAi技术也为害虫防治提供了极具潜力的
特异性杀虫剂研发新思路。目前，孟山都公司预计
2020年上市基于RNAi开发的防控农业害虫和病毒
的核酸农药产品[52]。虽然该项技术直接用于害虫防
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治还存在制造成本高、易受环境影响等因素限制，
但相信随着昆虫分子生物学研究的不断深入，RNAi
技术在昆虫防控研究中的应用也会更加广泛。合成
dsRNA效率的提高、核酸生物农药的研发和应用成
本的降低，终将会促使其从实验室走向田间，推动

植物保护技术取得更大发展。
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