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遗传控制技术在实蝇类害虫中的研究进展
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摘要: 实蝇类害虫严重危害多种水果和蔬菜ꎬ是世界果蔬产业最重要的害虫类群之一ꎬ严重影响了发生地的果蔬生产和出

口贸易活动ꎮ 昆虫不育技术(ＳＩＴ)是一种物种特异和环境友好型防治措施ꎬ在多种实蝇类害虫的防治、阻截和根除中起到

了不可替代的重要作用ꎮ 通过分子生物学技术对昆虫的基因组进行遗传修饰ꎬ可对 ＳＩＴ 进行改进ꎬ提高其防控效果并扩大

应用的物种范围ꎬ近年来相关方面的研究已取得重要进展ꎬ成为害虫遗传控制的研究热点ꎮ 本文阐述了通过受四环素调控

的 ｔｅｔ￣ｏｆｆ 基因表达系统来实现昆虫“不育”的基本原理和在果蝇及其他几种主要实蝇类害虫中建立的不同类型的遗传控制

体系ꎬ以及类似体系在其他农业昆虫中的应用情况ꎮ 简要介绍了在橘小实蝇遗传控制技术体系构建方面的工作进展ꎬ并对

该技术的在害虫综合治理(ＩＰＭ)尤其是实蝇类害虫防治中的应用前景进行了讨论和展望ꎮ
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　 　 实蝇类害虫属双翅目 Ｄｉｐｔｅｒａ 实蝇科 Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄ￣
ａｅꎬ遍布全球热带、亚热带和温带地区ꎬ种类繁多ꎬ
寄主范围广且危害严重ꎮ 成虫于寄主植物果皮下

产卵ꎬ幼虫在果实内取食为害ꎬ致使被害果实腐烂、
脱落ꎬ该虫极易随果蔬、花卉等的贸易活动传播

(Ｈａｒｄｙꎬ１９６９ꎻ Ｌｙｓａｎｄｒｏｕꎬ２００９ꎻ Ｗｈｉｔｅ ＆ Ｅｌｓｏｎ￣Ｈａｒ￣
ｒｉｓꎬ１９９２)ꎮ 目前已记录的实蝇类昆虫超过 ５００ 属

４５００ 余种ꎬ其中 ２５０ 余种具有经济意义(李志红等ꎬ
２０１３)ꎮ 具经济重要性的实蝇主要分为 ５ 个类群:
按实蝇属 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ Ｓｃｈｉｎｅｒ、腊实蝇属 Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ Ｍａ￣
ｃｌｅａｙ、绕实蝇属 Ｒｈａｇｏｌｅｔｉｓ Ｌｏｅｗ、离腹寡毛实蝇属

Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ Ｍａｃｑａｒｔ 和合腹寡毛实蝇属 Ｄａｃｕｓ Ｆａｂｒｉｃｉ￣
ｕｓ(严盈等ꎬ２００９)ꎮ 随着国际贸易活动的日趋频繁

与复杂化ꎬ实蝇类害虫传播和扩散的机率也增加ꎬ
成为世界果蔬进出口贸易中的重要检疫问题ꎮ

通过昆虫不育技术 ( Ｓｔｅｒｉｌｅ ｉｎｓｅｃｔ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅꎬ
ＳＩＴ) (Ｋｌａｓｓｅｎ ＆ Ｃｕｒｔｉｓꎬ２００５ꎻ Ｋｎｉｐｌｉｎｇꎬ１９５５)与灭雄

技术(Ｍａｌｅ ａｎｎｉｈｉｌａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅꎬＭＡＴ) (Ａｌｌｗｏｏｄ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００２ꎻ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍꎬ１９８９)相结合ꎬ可有效防控和

阻截多种实蝇类害虫和鳞翅目害虫ꎬ并逐步发展形

成以昆虫不育技术为核心的大区域综合治理策略

(Ａｒｅａ￣ｗｉｄｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｐｅｓｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｐｐｒｏａｃｈꎬＡＷ￣
ＩＰＭ)防控体系(Ｋｌａｓｓｅｎꎬ２００５ꎻ Ｖａｒｇａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ
然而ꎬ传统的将昆虫进行辐射后标记释放的技术存

在交配竞争力降低、荧光粉标记易混淆等缺陷ꎬ同
时ꎬ雌雄混合释放会大大降低防治效果ꎬ而用于雄虫

筛选的遗传性别品系(Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｅｘｉｎｇ ｓｔｒａｉｎꎬＧＳＳ)在
新物种中的构建较为困难ꎬ阻碍了 ＳＩＴ 在更多物种中

的推广应用 (Ｍｏｒｒｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｓｃｏｌａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ 通过遗传修饰对昆虫基因组进行编辑而实

现昆虫不育的技术ꎬ能够克服传统 ＳＩＴ 的缺陷ꎬ从而

达到更高效和稳定的防控效果ꎮ
近年来ꎬ害虫遗传控制技术的相关研究取得了

一系列重要进展ꎬ本文着重阐述了基于四环素调控

ｔｅｔ￣ｏｆｆ 基因表达系统的遗传不育体系的基本原理和

其在果蝇和部分实蝇类害虫中的研究进展ꎬ以及相

似体系在其他农业昆虫中的应用情况ꎮ

１　 通过 ｔｅｔ￣ｏｆｆ 系统实现昆虫遗传控制的基

本原理
利用转基因技术达到使昆虫“不育”的目的ꎬ主

要是通过与受四环素调控的 ｔｅｔ￣ｏｆｆ 基因表达系统

相结合来实现的ꎮ 研究表明ꎬ大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ
ｃｏｌｉ 转座子 Ｔｎ１０ 中四环素阻遏因子( Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ
ｒｅｐｒｅｓｓｏｒꎬｔｅｔＲ)可与四环素结合ꎬ从而不能负性调节

四环素抗性操纵子( Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｐｅｒｏｎꎬ
ｔｅｔＯ)ꎬ因此在四环素存在时ꎬｔｅｔＲ 对 ｔｅｔＯ 没有阻遏

作用ꎬ下游转录随即启动(Ｇａｔｚ ＆ Ｑｕａｉｌꎬ１９８８)ꎮ 依

此原理ꎬ将 ｔｅｔＲ 中的部分氨基酸与单纯疱疹病毒

(Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓꎬＨＳＶ)中的 Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １６ 蛋

白的转录活化区域(ＶＰ１６)组合成一种融合蛋白ꎬ
即四环素转录激活因子(Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ａｃｔｉｖａｔｏｒꎬｔＴＡ)ꎬ将 ｔｅｔＯ 与巨细胞病毒( ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖ￣
ｉｒｕｓꎬＣＭＶ)启动子组合成 ｔＴＡ 响应元件 ( ｔＴＡ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬＴＲＥ)ꎬ由此便得到了 ｔｅｔ￣ｏｆｆ 基因表

达双元件系统(Ｂｅｌｌｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８ꎻ Ｇｏｓｓｅｎ ＆ Ｂｕｊａｒｄꎬ
１９９２)ꎮ 四环素不存在时ꎬｔＴＡ 蛋白结合 ｔｅｔＯ 从而

引发 ＣＭＶ 启动子对下游基因的启动功能ꎻ四环素

浓度达到一定剂量时ꎬ四环素与 ｔＴＡ 蛋白结合ꎬ阻
抑了 ｔｅｔＯ 感知 ｔＴＡ 的途径ꎬ因此无法激发 ＴＲＥ 下

游基因的转录活化ꎮ
如果将某些“致死基因”作为上述基因表达系

统中的目的基因ꎬ那么含有该系统的个体在没有四

环素的条件下ꎬ由于“致死基因”的大量表达而导致

其个体死亡ꎬ而在四环素存在时ꎬ“致死基因”不能

表达ꎬ个体可正常发育和存活(图 １Ａ)ꎮ 相关研究

表明ꎬ低水平表达的 ｔＴＡ 对细胞无害ꎬ被广泛用于

基因表达研究ꎬ然而高水平表达的 ｔＴＡ 蛋白对细胞

有毒害作用ꎬ其原因可能是依赖泛素的蛋白质水解

作用受到干扰ꎮ Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ. (２００５)根据上述现象

对双元件致死系统进行简化ꎬ得到了单元件致死系

统ꎮ 在该系统中ꎬｔＴＡ 发挥了转录激活因子与致死

效应因子的双重功能:在无四环素条件下ꎬ基础水

平表达的 ｔＴＡ 蛋白可以反复结合 ｔｅｔＯꎬ从而促使更

大量 ｔＴＡ 的合成ꎬ其表达量受 ｔＴＡ 的 ｍＲＮＡ 稳定性

和转录效率的调控ꎬ逐步积累可达到使虫体致死的

剂量ꎻ存在四环素的条件下ꎬｔＴＡ 的驱动作用被抑

制ꎬ从而使其表达量保持在较低水平而不会对虫体

造成伤害(图 １Ｂ)ꎮ
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图 １　 四环素可抑制的双元件致死系统(Ａ)及单元件致死系统(Ｂ) (改自 Ｍｏｒｒｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)
Ｆｉｇ.１　 Ｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ￣ｒｅｐｒｅｓｓｉｂｌｅ ｌｅｔｈａｌ ｔｗｏ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｓｙｓｔｅｍ (Ａ) ａｎｄ ｏｎｅ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ (Ｂ) (ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ Ｍｏｒｒｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)

２　 遗传控制策略与致死系统类型

２.１　 双元件雌性特异致死系统

Ｔｈｏｍａｓ ｅｔ ａｌ.(２０００)获得了黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉ￣
ｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ (Ｍｅｉｇｅｎ)的雌性特异致死品系ꎬ该
体系是基于转基因双元件表达系统构建的:以雌虫

特异表达的卵黄蛋白 ｙｐ３ 基因的启动子驱动 ｔＴＡ
的表达ꎬ以能产生细胞毒素的 Ｒａｓ６４ＢＶ１２基因作为效

应载体中的致死基因ꎬ所得品系在有四环素条件下

生长正常ꎬ在无四环素条件下雌虫全部死亡ꎮ 基于

此ꎬ提出了释放携带显性致死系统昆虫(Ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ
ｉｎｓｅｃｔｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ａ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｌｅｔｈａｌꎬＲＩＤＬ)的理念ꎬ并
分析了该系统与传统 ＳＩＴ 相比的优势ꎮ

Ｈｅｉｎｒｉｃｈ ＆ Ｓｃｏｔｔ(２０００)也基于类似的思路在

果蝇上实现了双元件的雌性特异致死系统ꎬ该系统

使用了在雌虫脂肪体中特异表达的卵黄蛋白 ｙｐ１
基因的启动子和可促近细胞凋亡的头部退化缺陷

基因 ｈｅａｄ ｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ(ｈｉｄ)分别构建驱动载

体和效应载体ꎬ并获得遗传转化品系ꎮ ｔＴＡ 的表达

受雌虫脂肪体特异表达基因 ｙｐ１ 的转录增强子的

调控ꎬ在没有四环素的条件下ꎬｔＴＡ 与 ｔｅｔＯ 结合并

进一步诱导促细胞凋亡基因 ｈｉｄ 在脂肪体中表达ꎬ
雌虫脂肪体的缺失导致其死亡ꎻ存在四环素条件

下ꎬｔＴＡ 与 ｔｅｔＯ 的结合受到抑制ꎬｈｉｄ 基因不能表

达ꎬ雌虫可正常存活(图 ２)ꎮ

２.２　 双元件胚胎致死系统

以上系统由于卵黄蛋白基因在成虫期才能高

表达ꎬ所以该系统多在成虫期才能致死ꎬ而实蝇类

害虫多在幼虫期危害ꎬ如果可以实现胚胎期致死ꎬ
则可以避免释放的不育雄虫的后代造成的危害ꎬ一
定程度上降低其生态风险ꎬ而且还将大大降低饲养

成本ꎮ
Ｈｏｒｎ ＆ Ｗｉｍｍｅｒ(２００３)利用在胚胎早期高表达

的 ｓｅｒｅｎｄｉｐｉｔｙα ( ｓｒｙα)和 ｎｕｌｌｏ 基因的启动子来驱动

ｔＴＡ 的表达ꎬ以 ｈｉｄ 基因为致死基因ꎬ分别构建胚胎

早期驱动载体(Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｒｉｖｅｒ)和致死效应载体

(Ｌｅｔｈａｌ ｅｆｆｅｃｔｏｒ)ꎬ在果蝇上成功构建了胚胎条件致

死系统ꎮ 该系统中由 ｓｒｙα 驱动 ｔＴＡ 在胚胎早期高

表达ꎬ无四环素条件下ꎬｔＴＡ 与 ＴＲＥ 结合驱动促细

胞凋亡基因 ｈｉｄ 的表达并累积ꎬ从而使虫体在胚胎

期死亡ꎻ而存在四环素的条件下ꎬ可阻止 ｔＴＡ 与

ＴＲＥ 的结合ꎬｈｉｄ 不能表达ꎬ胚胎可存活并正常发育

(图 ３)ꎮ

图 ２　 四环素调控的转基因双元件雌性特异

致死系统(Ｈｅｉｎｒｉｃｈ ＆ Ｓｃｏｔｔꎬ２０００)
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｗｏ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｆｅｍａｌｅ￣ｋｉｌｌｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ (Ｈｅｉｎｒｉｃｈ ＆ Ｓｃｏｔｔꎬ２０００)

该系 统 已 在 地 中 海 实 蝇 Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ
(Ｗｉｅｄｅｍａｎｎ) (Ｓｃｈｅｔｅｌｉｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)和加勒比按实

蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｓｕｓｐｅｎｓａ (Ｌｏｅｗ)(Ｓｃｈｅｔｅｌｉｇ ＆ Ｈａｎｄｌｅｒꎬ
２０１２ａ)中成功建立ꎮ 地中海实蝇的双元件致死系

统中驱动品系、效应品系和致死品系的荧光表达模

式如图 ４ 所示ꎬ驱动品系和效应品系可分别表达红

色荧光蛋白 ＤｓＲｅｄ 和绿色荧光蛋白 ＥＧＦＰꎬ而由其

杂交所得的致死品系同时含有驱动元件和效应元

件ꎬ同时表达这 ２ 种荧光ꎮ
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图 ３　 双元件胚胎条件致死体系原理示意图(Ｏｇａｕｇｗｕꎬ２０１３)
Ｆｉｇ.３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｓｙｓｔｅｍ (Ｏｇａｕｇｗｕꎬ２０１３)

图 ４　 地中海实蝇双元件致死系统中驱动品系、效应品系和致死品系的荧光表达模式

(图片由德国吉森加斯特斯􀅰李比希大学 Ｄｒ. Ｍａｒｃ Ｆ. Ｓｃｈｅｔｅｌｉｇ 提供)
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｄｆｌｉｅｓ (ｄｒｉｖｅｒꎬ ｅｆｆｅｃｔｏｒꎬ ａｎｄ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｓｔｒａｉｎ) ｏｆ ｔｗｏ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｓｙｓｔｅｍ

(ｐｈｏｔｏ ｃｏｕｒｔｅｓｙ ｆｒｏｍ Ｄｒ. Ｍａｒｃ Ｆ. Ｓｃｈｅｔｅｌｉｇꎬ Ｊｕｓｔｕｓ￣Ｌｉｅｂｉｇ￣Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｇｉｅｓｓｅｎꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)

２.３　 单元件早期发育致死系统

Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ. (２００５)构建了单元件致死系统所

需的转化质粒 ｐＬＡ６５６ 和 ｐＬＡ９２８ꎬ这 ２ 个质粒除标

记单元中荧光蛋白基因所用的启动子不同外ꎬ转座

子和致死单元的组成都相同ꎬ其中致死单元由热激

蛋白 ｈｓｐ７０ 基因启动子、ｔｅｔＯ 和经过密码子优化突

变改造的 ｔＴＡ ( ｔＴＡＶ) 组成ꎬ所用启动子为果蝇

ｈｓｐ７０ 基因启动子的近端元件片段(包括其转录起

始位点和很短的前导序列ꎬ推断其已失去热激响应

功能)ꎻｐＬＡ６５６ 中由 ｕｂｉ￣ｐ６３Ｅ 启动子驱动红色荧光

蛋白 ＤｓＲｅｄ２ 表达ꎬ而 ｐＬＡ９２８ 中则为 Ｈｒ５ 增强子和

ＩＥ１ 启动子ꎮ
用这 ２ 个质粒对地中海实蝇进行遗传转化ꎬ获

得了早期发育致死的 ＲＩＤＬ 品系ꎬ将纯合子雄虫与

野生型雌虫交配ꎬ则后代基因组中携带单拷贝的复

合转座子ꎬ在无四环素条件下ꎬ致死单元表达 ｔＴＡＶ
并大量积累最终死亡ꎻ该品系的杂合子和纯合子个

体能通过荧光表达强度来区分ꎮ 所得品系中使

ｔＴＡＶ 的表达量积累到致死剂量一般要到幼虫期ꎬ
在无四环素条件下ꎬ所得品系的地中海实蝇很少

(１. ３％ ~ ７. ７％) 能存活到蛹期ꎬ极少数 ( ０. ２％ ~
０.７％)可发育到成虫(Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ

基于类似设计ꎬ Ｍｏｒｒｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ.(２０１２)和 Ｓｉｍ￣
ｍｏｎｓ ｅｔ ａｌ.(２００７)构建了质粒 ＯＸ１１２４ 并用于棉红

铃虫 Ｐｅｃｔｉｎｏｐｈｏｒａ ｇｏｓｓｙｐｉｅｌｌａ (Ｓａｕｎｄｅｒｓ) ＲＩＤＬ 品系

的构建ꎬ该质粒所得转化品系的幼虫期致死率仅

２７％~４６％ꎮ 分析发现ꎬ增加 ｔｅｔＯ / ｔＴＡＶ 在其基因组

中的拷贝数可放大致死率ꎮ 对该质粒进行改造后ꎬ
构建了含多个 ｔｅｔＯ / ｔＴＡＶ 的质粒 ＯＸ３３４７、ＯＸ３４００
和 ＯＸ３４０２ꎬ并通过遗传转化得到了相应的转化品

系ꎬ其中 ＯＸ３３４７ 和 ＯＸ３４０２ 得到了幼虫期致死率

１００％的品系ꎮ

２.４　 单元件雌性特异致死系统

与性别决定相关的 ２ 个关键基因 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ 和
ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ 均存在雌雄差异剪切现象(Ｂｌａｃｋꎬ２００３ꎻ
Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４ꎻ Ｓａｃｃｏｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ 在雄虫中

ｔｒａｓｆｏｒｍｅｒ 的编码区由含有多个终止密码子的外显

子所打断ꎬ而雌虫中的剪切体不含该外显子 (图

５Ａ)ꎬ因此可编码有功能的 Ｔｒａ 蛋白( Ｐａｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)ꎮ 如果将这段雌性特异剪切的内含子插入到
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基因组上某个基因的编码区ꎬ那么从原理上来讲ꎬ
与 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ 基因的情况类似ꎬ该基因将只在雌虫

中表达(图 ５Ｂ)ꎮ Ｆｕ ｅｔ ａｌ. (２００７)将地中海实蝇中

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ 基 因 ( Ｃｃｔｒａ ) 的 雌 性 特 异 剪 切 元 件

(Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ ｉｎｔｒｏｎꎬｔｒａＩ)引入到质粒 ｐＬＡ９２８ 中得

到质粒 ｐＬＡ３０９７ꎬ使 ｔＴＡＶ 只能在雌虫中表达并积

累至致死剂量ꎬ而雄虫则不能表达 ｔＴＡＶꎬ从而实现

了雌性特异的早期发育致死ꎮ
通过该系统ꎬＯｘｉｔｅｃ 公司已经分别在地中海实

蝇(图 ６Ａ、 Ｂ)、橄榄实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｏｌｅａｅ (Ｇｍｅｌｉｎ)
(图 ６Ｃ、 Ｄ)、 墨 西 哥 按 实 蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｌｕｄｅｎｓ

(Ｌｏｅｗ)和小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ (Ｌ.)中建立了雌

性幼虫 １００％致死的雌性特异早期发育致死品系ꎮ
Ｔａｎ ｅｔ ａｌ. ( ２０１３) 使用家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ( Ｌ.) 的

ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ 基因(Ｂｍｄｓｘ)雌性特异剪切元件构建类似

质粒ꎬ并通过遗传转化得到了家蚕的雌性特异致死

转化品系ꎮ 基于类似的设计ꎬＬｉ ｅｔ ａｌ. (２０１４) 和

Ｓｃｏｔｔ(２０１４)以铜绿蝇 Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ (Ｗｉｅｄｅｍａｎｎ)
的热激蛋白 ｈｓｐ７０ 基因(Ｌｃｈｓｐ７０)启动子和其 ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍｅｒ 基因(Ｌｃｔｒａ)雌性特异剪切内含子元件等构

建相应质粒并获得了铜绿蝇的雌性特异致死品系ꎮ

图 ５　 地中海实蝇 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ 基因(Ｃｃｔｒａ)雌性特异剪切模式 (Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)
Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｘ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｆ Ｃｃｔｒａ (Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)

图 ６　 雌性特异致死 ＲＩＤＬ 品系 ＯＸ３８６４Ａ (地中海实蝇: Ａꎬ Ｂ)和 ＯＸ３０９７Ｄ (橄榄实蝇: Ｃꎬ Ｄ)的
荧光表达模式(图片由英国生物技术公司 Ｄｒ. Ｌｕｋｅ Ａｌｐｈｅｙ 提供)

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤｓＲｅｄ２ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ＯＸ３８６４Ａ (Ｃ.ｃａｐｉｔａｔａ: Ａꎬ Ｂ) ａｎｄ ＯＸ３０９７Ｄ (Ｂ.ｏｌｅａｅ: Ｃꎬ Ｄ)
(ｐｈｏｔｏ ｃｏｕｒｔｅｓｙ ｆｒｏｍ Ｄｒ. Ｌｕｋｅ Ａｌｐｈｅｙꎬ Ｏｘｉｔｅｃ Ｌｉｍｉｔｅｄꎬ ＵＫ)
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２.５　 双元件雌性特异胚胎致死系统

由于卵黄蛋白基因在成虫期才能高表达ꎬ由其

驱动的双元件雌性特异致死系统只能在成虫期致

死ꎻ而单元件的雌性特异致死系统中 ｔＴＡ 的致死作

用原理尚不明确ꎬ且饲养条件下抑制该系统表达所

需的四环素浓度较高(Ｓｃｈｅｔｅｌｉｇ ＆ Ｈａｎｄｌｅｒꎬ２０１２ａ)ꎬ
可能会提高某些潜在的未知风险ꎬ所以更理想的是

利用双元件致死系统实现雌性特异胚胎致死ꎮ
该系统可通过将 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ 基因的雌性特异

剪切内含子元件 ｔｒａＩ 引入到双元件胚胎条件致死

系统中的驱动载体或效应载体中来达到该目的ꎮ
分别构建含有 ｔｒａＩ 的驱动载体(Ｓｅｘｉｎｇ ｄｒｉｖｅｒ)质粒

和效应载体(Ｓｅｘｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｏｒ)质粒ꎬ并获得相应遗传

转化品系ꎬ并分别与相应不含 ｔｒａＩ 的效应品系或驱

动品系杂交ꎬ则所得品系中只有雌虫可以表达 ｔＴＡ
蛋白并驱动 ＴＲＥ 表达 Ｈｉｄ 蛋白从而致死ꎬ或者雌雄

虫都能表达 ｔＴＡ 蛋白ꎬ但只有雌虫可以表达 Ｈｉｄ 蛋

白ꎬ从而实现雌性特异的胚胎致死 ( Ｏｇａｕｇｗｕꎬ
２０１３)ꎮ

在地中海实蝇中ꎬ用含 ｔｒａＩ 的效应载体 (图

７Ｂ)转化所得效应品系与不含 ｔｒａＩ 的驱动载体(图
７Ａ)所得驱动品系进行杂交得到的致死品系能达到

雌虫胚胎 １００％致死ꎬ而含 ｔｒａＩ 的驱动载体与不含

ｔｒａＩ 的效应载体所得品系的致死效率较低(Ｏｇａｕｇ￣
ｗｕꎬ２０１３)ꎮ 基于类似的思路ꎬＳｃｈｅｔｅｌｉｇ ＆ Ｈａｎｄｌｅｒ
(２０１２ｂ)通过使用按实蝇中的相关分子元件成功构

建了加勒比按实蝇的雌性特异胚胎致死品系ꎬ其杂

合子和纯合子的荧光表达模式及荧光强度对比如

图 ８ 所示ꎬ它们也均可同时表达红色荧光蛋白和绿

色荧光蛋白ꎬ而纯合子个体表达荧光强度要比杂合

子个体强ꎮ

图 ７　 雌性特异胚胎致死体系中胚胎驱动载体(Ａ)和雌性特异效应载体(Ｂ)的
结构示意图(Ｏｇａｕｇｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)

Ｆｉｇ.７　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｒｉｖｅｒ (Ａ) ａｎｄ ｓｅｘｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｏｒ (Ｂ) ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ
ｆｏｒ ｆｅｍａｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ (Ｏｇａｕｇｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)

图 ８　 双元件致死的加勒比按实蝇杂合个子(Ａ)和纯合子(Ｂ)的
荧光表达模式及强度(Ｓｃｈｅｔｌｉｇ ＆ Ｈａｎｄｌｅｒꎬ２０１２ｂ)

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｄｏｕｂｌｅ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ (Ａ) ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ (Ｂ)
ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ.ｓｕｓｐｅｎｓａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｗｏ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｔｅｔ￣ｏｆｆ ｓｙｓｔｅｍ (Ｓｃｈｅｔｌｉｇ ＆ Ｈａｎｄｌｅｒꎬ２０１２ｂ)
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３　 橘小实蝇遗传不育品系构建的工作进展
橘小实蝇是一种危害水果和蔬菜的世界性害

虫ꎬ在我国发生尤为严重ꎬ且有向北方果蔬产区扩

张的趋势(谢琦和张润杰ꎬ２００５ꎻ 尹英超和王勤英ꎬ
２０１４ꎻ 周国梁等ꎬ２００７)ꎮ 目前ꎬ橘小实蝇的防治主

要以性诱剂和化学农药等传统防治措施为主ꎬ已有

研究发现ꎬ由于频繁使用农药ꎬ橘小实蝇野外种群

已对有机磷杀虫剂、拟除虫菊酯和阿维菌素等产生

了抗性(潘志萍等ꎬ２００５ꎻ 章玉苹等ꎬ２００８)ꎮ 根据

我国对橘小实蝇有效防控的需求ꎬ中国农业科学院

生物入侵研究室锚定国际研究前沿ꎬ开展了橘小实

蝇遗传控制技术体系的构建研究ꎮ
基于对以上各遗传不育系统的分析ꎬ研究人员

拟采用基于 ｔｅｔ￣ｏｆｆ 双元件表达系统的不育策略ꎬ在
橘小实蝇中首先构建胚胎致死系统和雌性特异胚

胎致死系统ꎮ 首先ꎬ该体系的构建需要得到的分子

元件包括:(１)胚胎早期高表达基因的启动子ꎬ以构

建胚胎早期驱动载体并使其在胚胎期启动 ｔＴＡ 系

统ꎻ(２) 致死基因(如促细胞凋亡基因 ｈｉｄꎬ ｒｅａｐｅｒ
和 ｇｒｉｍ 等)ꎬ用于构建致死效应载体ꎻ(３) 雌性特

异剪接基因元件(如性别决定基因 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ 或

ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ 的雌性特异剪切内含子序列)ꎬ用于构建

雌性特异表达的效应载体ꎮ 在得到以上分子元件

后ꎬ构建相应载体并通过遗传转化与筛选获得驱动

品系与效应品系ꎬ再将其杂交进行致死效果验证ꎬ
并最后获得相应致死品系ꎮ

目前ꎬ研究人员已经克隆了胚胎分化期特异表

达基因 ｓｒｙα 及母体效应基因 ｎａｎｏｓ 和 ｖａｓａ 等胚胎

早期高表达基因ꎬ并分离了它们的上游潜在启动区

序列ꎻ克隆了促细胞凋亡基因 ｈｉｄ 的 ｃＤＮＡ 全长ꎻ克
隆了性别决定基因 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ 的 ｃＤＮＡ 全长并得到

了其内含子序列ꎬ通过分析获得了其雌性特异剪切

元件ꎻ并已利用以上分子元件构建了双元件胚胎致

死品系所需的胚胎早期驱动载体和致死效应载体ꎮ
然后ꎬ对橘小实蝇早期胚胎显微注射流程进行了调

整和优化ꎬ通过胚胎显微注射将各载体对橘小实蝇

进行遗传转化的工作正在进行中ꎮ 以上研究结果

为获得橘小实蝇遗传不育品系ꎬ实现橘小实蝇可持

续控制奠定了基础ꎮ

４　 总结与展望
近年来ꎬ由于国际果蔬贸易活动的大量增加和

旅游产业的快速发展ꎬ大大增加了有害生物传播和

扩散的机会ꎬ很多实蝇类害虫在原发生地以外的地

区发生为害(Ｃｌａｒｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ Ｍａｌａｃｒｉｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７)ꎮ 实蝇类害虫的杂食性、较强的飞行能力和

较高的繁殖力等特点ꎬ使其具有很强的入侵性

(Ｄｕｙｃｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎬ而其幼虫危害的隐蔽性也使

得化学防治等传统防治技术不能对其进行有效防

治ꎮ 因此ꎬ研究人员一直在致力于研究和发展针对

实蝇类害虫的替代传统化学农药的防治技术ꎮ
Ｒｕｂｉｎ ＆ Ｓｐｒａｄｌｉｎｇ(１９８２)通过 Ｐ￣转座元件将调

控野生型玫瑰色眼睛颜色的基因插入果蝇基因组ꎬ
开启了转基因昆虫领域的相关研究ꎬ经过 ３０ 多年

的发展ꎬ在很多昆虫中对其基因组进行人工操纵和

改造已成为现实(Ｆｒａｓｅｒꎬ２０１２)ꎮ 这些技术已成为

在一些模式昆虫中进行基因功能分析等基础生物

学研究的重要实验工具ꎬ也为农林害虫和媒介害虫

的防治提供了新的思路(Ｗｉｍｍｅｒꎬ２００３)ꎮ 近年来ꎬ
用于害虫防治的遗传不育技术相关研究取得了很

多重要进展 ( 曾保胜等ꎬ ２０１３ꎻ Ｍｏｒｒｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎬ可应用于 ＳＩＴ 的多个类型的遗传致死品系

先后在果蝇、地中海实蝇、橄榄实蝇、按实蝇等实蝇

类害虫ꎬ及棉红铃虫、小菜蛾和家蚕等农业昆虫中

建立(表 １)ꎮ
害虫遗传控制技术具有物种特异、环境友好及

高效长久等优点ꎬ符合未来有害生物防治技术的需

求与发展趋势ꎬ将在基于大区域综合治理策略的农

业害虫综合防控技术体系中发挥重要作用ꎮ 然而ꎬ
作为一种基于遗传修饰的新型害虫防控技术ꎬ遗传

控制技术在广泛应用前仍存在一些问题ꎮ
首先ꎬ经过遗传修饰的生物在进行野外环境释

放前ꎬ要严格进行系统的安全性风险评价ꎬ已有多

家研究单位和政府组织进行了一系列相关研究ꎬ并
制订了遗传转化昆虫研究和释放流程相关的政策

和法规(ＡＨＴＥＧꎬ２０１０ꎻ Ｂｅｎｅｄｉｃｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ ＦＡＯ /
ＩＡＥＡꎬ２００６ꎻ ＮＲＥꎬ２００９ꎻ ＵＳＤＡ￣ＡＰＨＩＳꎬ２００９)ꎮ

其次ꎬ抗性问题也是需要考虑的重要问题之

一ꎮ 很多昆虫具有对各种化学农药和生物农药快

速产生抗性的能力(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎬ相关调查发

现ꎬ有些经过 ＳＩＴ 防治“筛选”的雌虫产生了“行为

抗性(Ｂｅｈａｖｉｒａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ)”ꎬ即可识别释放的不育

雄虫并避免与其交配(Ｄｙｃｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ 目前大

部分基于遗传修饰改进的 ＳＩＴ 体系中ꎬ都是单一致
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死因子(如双元件系统中的促细胞凋亡基因和单元

件系统中的 ｔＴＡ 蛋白的过量表达)ꎬ而少数害虫体

内可能会存在或者有些害虫在防治过程中会产生

相应的抗性突变位点ꎬ所以ꎬ目标害虫是否也会通

过其“生物抗性”能力对该技术产生抗性也是需要

考虑的重要问题之一(Ａｌｐｈｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ Ｇｏｕｌｄꎬ
１９９８ꎻ Ｍａｃｌｎｔｏｓｈꎬ２０１０ꎻ Ｒｅｅｖｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ

表 １　 已成功构建遗传致死品系的农业昆虫
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｅｓｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｏｍｅ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｐｅｓｔ ｉｎｓｅｃｔｓ

系统类型
Ｔｅｔ￣ｏｆｆ ｓｙｓｔｅｍ

致死品系类型
Ｌｅｔｈａｌ ｓｔｒａｉｎｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

参考资料和产品
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

双元件系统 雌性特异致死 黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ (Ｍｅｉｇｅｎ) Ｔｈｏｍａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００
Ｔｗｏ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ｆｅｍａｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ
ｔｅｔ￣ｏｆｆ ｓｙｓｔｅｍ 胚胎致死 黑腹果蝇 Ｄ.ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ Ｈｏｒｎ ＆ Ｗｉｍｍｅｒꎬ２００３

Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ 地中海实蝇 Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ (Ｗｉｅｄｅｍａｎｎ) Ｓｃｈｅｔｅｌｉｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９
加勒比按实蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｓｕｓｐｅｎｓａ (Ｌｏｅｗ) Ｓｃｈｅｔｌｉｇ ＆ Ｈａｎｄｌｅｒꎬ２０１２ａ

雌性特异胚胎致死 地中海实蝇 Ｃ.ｃａｐｉｔａｔａ Ｏｇａｕｇｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３
Ｆｅｍａｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ 加勒比按实蝇 Ａ.ｓｕｓｐｅｎｓａ Ｓｃｈｅｔｌｉｇ ＆ Ｈａｎｄｌｅｒꎬ２０１２ｂ

单元件系统 早期发育致死 地中海实蝇 Ｃ.ｃａｐｉｔａｔａ Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ
Ｏｎｅ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ＲＩＤＬ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅ ＯＸ３８６４Ａꎬ Ｏｘｉｔｅｃ Ｌｉｍｉｔｅｄ
ｔｅｔ￣ｏｆｆ ｓｙｓｔｅｍ 雌性特异致死 棉红铃虫 Ｐｅｃｔｉｎｏｐｈｏｒａ ｇｏｓｓｙｐｉｅｌｌａ (Ｓａｕｎｄｅｒｓ) Ｍｏｒｒｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ

Ｆｅｍａｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＲＩＤＬ ＯＸ３４０２ꎬ Ｏｘｉｔｅｃ Ｌｉｍｉｔｅｄ
家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌ. Ｔａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３
铜丽蝇 Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ (Ｗｉｅｄｅｍａｎｎ) Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｓｃｏｔｔꎬ２０１４
墨西哥按实蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｌｕｄｅｎｓ (Ｌｏｅｗ) ＯＸ３０９７Ｂꎬ Ｏｘｉｔｅｃ Ｌｉｍｉｔｅｄ
橄榄实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｏｌｅａｅ (Ｇｍｅｌｉｎ.) ＯＸ３０９７Ｄꎬ Ｏｘｉｔｅｃ Ｌｉｍｉｔｅｄ
小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ Ｌ. ＯＸ４３１９Ｌꎬ Ｏｘｉｔｅｃ Ｌｉｍｉｔｅｄ

　 　 随着分子生物学技术的快速发展ꎬ各种高效的

基因组编辑技术体系已逐步发展成熟并且在多种

物种中成功测试(王跃强等ꎬ２０１３ꎻ Ｆｒａｓｅｒꎬ２０１２)ꎬ
这些技术的应用及相关新体系的建立有望进一步

解决现行手段的缺陷并显著提高安全性ꎬ为新型的

害虫遗传控制技术的发展提供重要工具ꎮ
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