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室内饲养与野外采集的松墨天牛幼虫
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达谱比较分析
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摘要: 【目的】昆虫随着生长环境的变化常常会有不同的生物学特性ꎬ其表观遗传调控机制研究值得关

注ꎮ 松墨天牛是松树萎焉病中松材线虫的媒介昆虫ꎬ但松墨天牛在实验室饲养和野外的不同条件下ꎬ其
形态及发育速率有较大的区别ꎬ其表观遗传响应机制并不明确ꎮ 通过比较分析 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达谱揭示室

内饲养和野外采集松墨天牛幼虫之间的差异ꎬ以期为松墨天牛幼虫的表观遗传研究提供参考ꎮ 【方法】
使用 ｉｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ ２０００ 平台进行 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 高通量测序ꎬ得到了实验室饲养和野外采集松墨天牛老熟幼

虫的表皮、中肠 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 库ꎮ 鉴定保守 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和预测新 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ并对 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 进行差异表达分

析、靶基因预测、靶基因 ＧＯ 注释和 ＫＥＧＧ 功能富集分析ꎮ 【结果】在室内饲养的松墨天牛表皮、中肠中分别鉴定出 １６、１４
个 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎻ在野外生存的天牛表皮、中肠中均鉴定出 １３ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎮ 与表皮相比ꎬ中肠的 ｍｉＲＮＡ 的表达量更高ꎮ 与野

外采集相比ꎬ在室内饲养天牛的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达量更高ꎮ １７ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达量在室内饲养与野外采集的天牛之间有显著

差异ꎬ比如 ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣６２１２７、ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣１８４７３１、ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２９０８１９ 等有明显上调ꎬｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２５１８５１ 等明显下调ꎮ 差异表达的

ｍｉＲＮＡ 的靶基因的功能主要富集在氨基糖代谢、几丁质代谢等糖代谢和甘油磷脂代谢、脂肪酸代谢等脂代谢过程ꎮ 【结
论】室内饲养和野外采集松墨天牛老熟幼虫的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 库存在明显差异ꎬ且不同的组织 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达谱存在明显差异ꎬ
提示经历室内恒定培养条件的松墨天牛具有表观遗传调控特征ꎬ为进一步研究松墨天牛发育、代谢的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 调控机制
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅꎻ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｗｉｌｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎻ ｉｎｄｏｏｒ ｒｅａｒｉｎｇꎻ ｍｉＲＮＡ

　 　 松墨天牛 Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ Ｈｏｐｅ 又名松

褐天牛ꎬ属鞘翅目 Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ 天牛科 Ｃｅｒａｍｂｙｃｉｄａｅ
沟胫天牛亚科 Ｌａｍｉｉｎａｅ 墨天牛属 Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ (宋
士涵和崔锡明ꎬ１９９１)ꎮ 寄主有马尾松 Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏ￣
ｎｉａｎａ Ｌａｍｂ.、黑松 Ｐ. ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ Ｐａｒｌ.、湿地松 Ｐ. ｔａｅ￣
ｄａ Ｌ.、云南松 Ｐ. ｙｕｎ￣ｎａｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈ.等ꎬ也会危害

雪松 Ｃｅｄｒｕｓ ｄｅｏｄａｒａ (Ｒｏｘｂ.) Ｇ. Ｄｏｎ、冷杉 Ａｂｉｅｓ ｆａｂ￣
ｒｉ (Ｍａｓｔ.) Ｃｒａｉｂ 和落叶松 Ｌａｒｉｘ ｇｍｅｌｉｎｉｉ ( Ｒｕｐｒ.)
Ｋｕｚｅｎ(吕传海等ꎬ２０００)ꎬ是林业上重要的蛀干害

虫ꎮ 松墨天牛幼虫时期钻蛀树干和大枝条ꎬ取食韧

皮部与木质部(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎬ虫口密度较大时

可导致松树死亡ꎮ 此外ꎬ松墨天牛还是国际公认的

重要检疫性有害生物松材线虫 Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙ￣
ｌｏｐｈｉｌｕｓ ( Ｓｔｅｉｎｅｒ ｅｔ Ｂüｈｒｅｒ) Ｎｉｃｋｅｌ 的主要传播媒

介ꎬ威胁全球森林生态系统(徐华潮等ꎬ２０１２)ꎮ 自

２０ 世纪 ８０ 年代初松材线虫侵入我国境内ꎬ松墨天

牛协助松材线虫扩散ꎬ最终暴发成灾ꎬ使松材线虫

病成为我国最危险的林业病害(骆有庆ꎬ２００１)ꎮ
松墨天牛的老熟幼虫化蛹时ꎬ会吸引大量松材

线虫向其聚集ꎬ聚集在蛹室的 ４ 龄线虫被松墨天牛

携带ꎬ随着天牛补充营养或产卵侵染到健康的松树

中(杨宝君等ꎬ２００３ꎻ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 此外ꎬ调节

线虫和松墨天牛发育的信息素 ａｓｃａｒｏｓｉｄｅｓ 在野外

松墨天牛老熟幼虫体内起重要作用( Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ 因此ꎬ对松墨天牛幼虫期的研究将有助于

研究松材线虫和松墨天牛的种间互作及 ａｓｃａｒｏｓｉｄｅｓ
的合成机理ꎬ并有助于松材线虫病的早期监测及传

播阻断(陈井荣和彭小忠ꎬ２０１４)ꎮ 然而ꎬ室内饲养

与野外捕获的松墨天牛在发育速率、产卵、寿命、体
型大小等方面有较明显的差异(吴桂康等ꎬ２０１９ꎻ

徐金华等ꎬ２００９)ꎮ 发生这一现象的表观遗传响应

机制尚不明确ꎮ 因此ꎬ本实验通过研究 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
的表达谱ꎬ以期为室内饲养和野外松墨天牛幼虫之

间的代谢差异以及对 ａｓｃａｒｏｓｉｄｅｓ 合成差异的研究

提供新的思路与方法ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ(ｍｉＲＮＡ)由约 ２２ 个核苷酸(ｎｔ)组

成ꎬ是一类内源性非编码的单链小分子 ＲＮＡꎬ在动

植物中广泛表达ꎬ且结构保守(Ａｍｂｒｏｓꎬ２００４ꎻ Ｂａｒ￣
ｔｅｌꎬ２００４ꎻ Ｃａｒｒｉｎｇｔｏｎ ＆ Ａｍｂｒｏｓꎬ ２００３ꎻ Ｌａｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１)ꎮ 研究发现ꎬ它们在多种生物过程中发挥关

键作用ꎬ包括细胞分化、凋亡、增殖和脂肪储存ꎬ并
且可能在昆虫对病毒抗性的产生中起作用(陈研

等ꎬ２０１９ꎻ鲁莎等ꎬ２０１９ꎻ 史宏利等ꎬ２０１９ꎻＣｈｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ 因此ꎬ松墨天牛 ｍｉＲＮＡ
的测序鉴定ꎬ对于室内饲养与野外天牛发育与代谢

的表观遗传调控研究将有很大帮助ꎮ
本实验通过构建 ４ 个 ｍｉＲＮＡ 文库ꎬ２ 个南京采

集的野外松墨天牛幼虫组织样品和 ２ 个实验室饲

养的松墨天牛幼虫组织样品ꎬ使用 ｉｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ 高

通量测序ꎬ通过目标序列分类注释ꎬ获得样品中包

含的各组分及表达量信息ꎮ 对未注释的小 ＲＮＡ 片

段进行新 ｍｉＲＮＡ 的预测ꎻ对保守 ｍｉＲＮＡ 和新 ｍｉＲ￣
ＮＡ 进行差异分析、靶基因预测和靶基因的 ＧＯ 功

能注释以及 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 注释ꎬ旨在为松墨天牛

幼虫发育与代谢的表观调控机制研究提供一定的

参考依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 实验材料

野外松墨天牛是 ２０１６ 年 １０ 月于南京(江苏省
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林科院提供)林间捕获的 ５ 龄老熟幼虫(ＮＪ)ꎮ 实

验室饲养的松墨天牛是在南京采回来的松墨天牛

进行实验室(温度 ２５ ℃ꎬ湿度 ３５％ꎬ无光照)内饲养

１０ 代的 ５ 龄老熟幼虫(ＬＫＹ)ꎮ 将 ２ 种天牛分别在

无菌条件下解剖ꎬ获得表皮(ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ Ｅｐ)和中肠

(ｍｇｍｉｄｇｕｔꎬ Ｍｇ )的样本ꎮ
１.２　 文库构建及测序

使用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｃｒｏ Ｋｉｔ 试剂盒 ( Ｑｉａｇｅｎꎬ Ｇｅｒ￣
ｍａｎ)提取总 ＲＮＡꎬ并使用 ＤＮａｓｅＩ 消化 ＤＮＡ 后ꎬ用
Ｕｒｅａ￣ＰＡＧＥ 纯化总 ＲＮＡ 中的 ｓＲＮＡꎬ在纯化后的

ｓＲＮＡ 的 ３′末端和 ５′末端分别连接特异性的接头ꎬ
再以已连接接头的 ｓＲＮＡ 为模板ꎬ逆转录合成 ｃＤ￣
ＮＡꎬ再通过 ＰＣＲ 扩增ꎬ从而完成整个文库制备工

作ꎮ 构建文库ꎬ使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 和 ＡＢＩ
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 对其进行质量

和产量的检测ꎬ因为松墨天牛的基因组数据尚未完

全公布ꎬ所以本文参考光肩星天牛 Ａｎｏｐｌｏｐｈｏｒａ ｇｌａ￣
ｂｒｉｐｅｎｎｉｓ Ｍｏｔｓｃｈ 的基因组数据(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｔａｘｏｎｏｍｙ / Ｂｒｏｗｓｅｒ / ｗｗｗｔａｘ. ｃｇｉ? ｉｄ ＝
２１７６３４)ꎮ 最后用 ＨｉＳｅｑ ２０００ (ｉｌｌｕｍｉｎａ®ꎬ Ｓａｎ Ｄｉｅ￣
ｇｏꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)平台对 ｃＤＮＡ 文库测序ꎮ 一系列检

测及测序由深圳华大基因科技有限公司完成ꎮ
１.３　 数据过滤及分类注释

去掉接头序列、污染、低拷贝、低质量序列ꎬ得
到可信的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ统计小 ＲＮＡ(ｓＲＮＡ)的序列

种类(ｕｎｉｑｕｅ)及序列数量( ｔｏｔａｌ)ꎬ并对 ｓＲＮＡ 做序

列的长度和数量统计ꎮ 将处理后的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与

各类 ＲＮＡ 进行 Ｇｅｎｂａｎｋ( ｈｔｔｐ:∥ｆｔｐ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｇｅｎｂａｎｋ / ) 和 Ｒｆａｍ１１. ０ ( ｈｔｔｐ:∥ ｒｆａｍ. ｊａｎｅｌｉａ.
ｏｒｇ / )比对和注释ꎬ由于某些小 ＲＮＡ 可能会比对上

多个不同 ＲＮＡ 的注释结果ꎬ按照 ｒＲＮＡｅｔｃ >ｋｎｏｗｎ
ｍｉＲＮＡ>ｐｉＲＮＡ>ｒｅｐｅａｔ>ｅｘｏｎ>ｉｎｔｒｏｎ 的优先级顺序

对 ｓＲＮＡ 进行遍历ꎬ没有比上任何注释信息的用

ｕｎａｎｎ 表示(Ｂｕｒｇｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 由于 ｒＲＮＡｅｔｃ 是

由 ＮＣＢＩ Ｇｅｎｂａｎｋ 和 Ｒｆａｍ ２ 个数据库比对所得ꎬ规
定这 ２ 个数据库间的优先级为 Ｇｅｎｂａｎｋ>Ｒｆａｍ１１.０ꎮ
１.４　 已知 ｍｉＲＮＡ 比对

将 ｓＲＮＡ 和 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｍｉｒ￣
ｂａｓｅ.ｏｒｇ / )中所有昆虫 ｍｉＲＮＡｓ 进行比对ꎬ鉴定样本

中保守 ｍｉＲＮＡꎬ并预测保守 ｍｉＲＮＡ 的靶基因(Ａｍ￣
ｂｒｏｓꎬ ２００３ꎻ Ａｎａ ＆ Ｓａｍꎬ ２０１０ꎬ２０１３ꎻ Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓｊｏｎｅｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６ꎬ２００８ꎻ Ｍｅｙｅｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ

１.５　 新 ｍｉＲＮＡ 预测

新 ｍｉＲＮＡ 是指在与 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库中所有昆

虫 ｍｉＲＮＡｓ 进行比对时ꎬ未注释上任何 ＲＮＡ 且比对

上基因组外显子反义链、内含子、基因间区的小

ＲＮＡꎬ通过选用软件 ｍｉｔｐ(ｍｉＲＮＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｐｉｐｅｌｉｎｅ)筛选 ｍｉＲＮＡ 的生物特征

得到的(Ｆｒｉｅｄｌäｎｄｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
１.６　 ｍｉＲＮＡ 差异表达分析

使用 ＥｘｐＤｉｆｆ 方法对 ｍｉＲＮＡ 进行差异表达分

析ꎬ将野外采集的松墨天牛的 ｍｉＲＮＡ 库(ＮＪ)和室

内饲养的松墨天牛的 ｍｉＲＮＡ 库(ＬＫＹ)的各组织进

行比对ꎮ 对所有数据进行归一化并对数转化ꎮ 对

归一化后的数据进行组间 ｔ 检验ꎬ差异表达 ｍｉＲＮＡ
筛选条件:Ｐ￣ｖａｌｕｅ≤０.０５ 且 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ≥２(魏明辉

等ꎬ２０１４)ꎮ
１.７　 ｍｉＲＮＡ 的靶基因预测及功能预测

使用 ｍｉＲａｎｄａ 软件对差异表达的 ｍｉＲＮＡ 进行

生物信息学分析ꎬ预测靶基因(Ｈｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ
将靶基因投射到 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 数据库 ( ｈｔｔｐ:∥
ｗｗｗ.ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ.ｏｒｇ / )ꎬ进行基因 ＧＯ 分析(Ｈａｒｒｉｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ 将靶基因与参考基因进行比较ꎬ选择

靶基因中显著富集的几个 ＧＯ 功能条目ꎬ并筛选出

与其显著相关的生物学功能ꎮ 用 ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎ￣
ｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ Ｇｅｎｅｓ Ｇｅｎｏｍｅｓ)数据库(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｇｅ￣
ｎｏｍｅ.ａｄ.ｊｐ / ｋｅｇｇ / )提供代谢通路信息进行 Ｐａｔｈｗａｙ
富集分析ꎬ当 Ｑ￣ｖａｌｕｅ ≤０.０５ 时ꎬ表示差异表达基因

在该通路中显著富集(Ｋａｎｅｈｉｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００ꎬ２００８)ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ｍｉＲＮＡ 测序的结果统计

应用 ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台完成野外松墨天牛的表

皮(ＮＪ￣Ｅｐ)和中肠(ＮＪ￣Ｍｇ) 与室内饲养的松墨天牛

的表皮 ( ＬＫＹ￣Ｅｐ) 和中肠 ( ＬＫＹ￣Ｍｇ) ４ 个样品的

ｍｉＲＮＡ 测序ꎮ 经分析ꎬ ４ 个库的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 中ꎬ
ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ、ＮＪ￣Ｍｇ 的 ＧＣ 含量分别为

４０.５３５９３％、４１.２６３３６％、４１.６２２５６％、４１.６９２１１％ꎬＧＣ
含量位于 ３５％ ~ ６５％之间ꎬ说明测序质量好ꎮ 测序

长度集中分布在 ２１~２２ ｎｔ 范围内ꎬ长度为 ２２ ｎｔ 的
ｒｅａｄｓ 占总 ｒｅａｄｓ 的比例最高ꎮ 野外采集与室内饲

养的松墨天牛的测序片段分布具有明显的相似性ꎮ
通过 ｂｏｗｔｉｅ 将 ｓＲＮＡ 定位到基因组上ꎬ４ 个库

中得到的原始序列分别为 １１８４２２０８、 １１５２８２９７、
１１８５２１０４、１２１１８４８８ 个ꎬ过滤低质量(Ｑ￣ｖａｌｕｅ < ３０)
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和接头序列后ꎬ ＮＪ￣Ｅｐ 样品中ꎬ高质量 ｒｅａｄｓ 为

１１６９２５３６ 个ꎬｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 为 １０９７６６４３ 个ꎬ占高质量

ｒｅａｄｓ 的 ９３.８８％ꎻＮＪ￣Ｍｇ 的样本中ꎬ高质量 ｒｅａｄｓ 为

１１３８３０３４ 个ꎬｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 为 １０７５０８３０ 个ꎬ占高质量

ｒｅａｄｓ 的 ９４.４５％ꎻＬＫＹ￣Ｅｐ 的样本中ꎬ高质量的 ｒｅａｄｓ
为 １１７０４２３７ 个ꎬｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 为 １１１６５３８０ 个ꎬ占高质

量 ｒｅａｄｓ 的 ９５. ４０％ꎻＬＫＹ￣Ｍｇ 的样本中ꎬ高质量的

ｒｅａｄｓ 为 １１９６５１４３ 个ꎬｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 为 １１５７９３７０ 个ꎬ
占高质量 ｒｅａｄｓ 的 ９６.７８％ꎮ 说明测序所获得的数

据量大ꎬ测序读长质量高ꎮ 将得到的所有有效数据

比对光肩星天牛的基因组ꎬ发现分别有 ２５. ６２％、
２５.９９％、３７.０６％、３３.４５％的 ｕｎｉｑｕｅ ｓＲＮＡ 在 ＮＪ￣Ｅｐ、
ＮＪ￣Ｍｇ、ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ 中能定位到基因组上ꎮ

通过 ｂｌａｓｔ 将 ｓＲＮＡ 与 Ｇｅｎｂａｎｋ 和 Ｒｆａｍ 数据库

中的非编码 ＲＮＡ 进行比对ꎬ 包括核糖体 ＲＮＡ
(ｒＲＮＡ)、核仁小 ＲＮＡ(ｓｎｏＲＮＡ)、核内小 ＲＮＡ(ｓｎＲ￣
ＮＡ)、转运 ＲＮＡ( ｔＲＮＡ)ꎮ 筛选和去除其中的其他

非编码 ＲＮＡ 的干扰ꎮ 其丰度分布如图 １ 所示ꎬ可
以看出实验室饲养的松墨天牛老熟幼虫的 ｍｉＲＮＡ
丰度大于野外松墨天牛ꎮ
２.２　 保守 ｍｉＲＮＡ 的鉴定

将 ｓＲＮＡ 和 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｍｉｒ￣
ｂａｓｅ.ｏｒｇ / )中所有昆虫 ｍｉＲＮＡｓ 进行比对ꎬ构建保守

ｍｉＲＮＡ 表达谱ꎮ
在 ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ、ＮＪ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｍｇ 的样本中ꎬ

鉴定到保守 ｍｉＲＮＡ 分别为 １６、１４、１３、１３ 个ꎬ表达

量分别为 １５０９、２２９６、１３０１、１６２１ꎮ 从组织特异性来

看ꎬ中肠比表皮的 ｍｉＲＮＡ 表达量高ꎻ从室内饲养与

野外捕获的角度来看ꎬ室内饲养的松墨天牛 ｍｉＲＮＡ
表达量更高一些ꎮ

通过 ｍｉＲＤｅｅｐ２ 根据比对到基因组上 ｓＲＮＡ 的

序列ꎬ识别保守 ｍｉＲＮＡ 的丰度和表达量情况ꎮ 在

表 １ 中列出了在 ４ 个库中表达量最高的 １０ 个保守

ｍｉＲＮＡꎮ

图 １　 室内饲养与野外采集的松墨天牛幼虫的

小 ＲＮＡｓ 的分类图
Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｃｌａｓｓｅｓ ｉｎ ｉｎｄｏｏｒ

ｒｅａｒｉｎｇ ａｎｄ ｗｉｌｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ
ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ 分别表示室内饲养松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎻ

ＮＪ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｍｇ 分别表示野外松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎮ
ＬＫＹ￣Ｅｐꎬ ＬＫＹ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ￣ｒａｉｓｅｄ
Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅꎻ ＮＪ￣Ｅｐꎬ ＮＪ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ

ｏｆ ｗｉｌｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ.

表 １　 松墨天牛幼虫的 ４ 个库中保守 ｍｉＲＮＡ 中表达量最高 １０ 个 ｍｉＲＮＡ 的序列和表达量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｏｐ ｔｅｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｉＲＮＡ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｏｆ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ

名称
Ｎａｍｅ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

表达量 Ｃｏｕｎｔｓ

ＬＫＹ￣Ｅｐ ＬＫＹ￣Ｍｇ ＮＪ￣Ｅｐ ＮＪ￣Ｍｇ
同源 ｍｉＲＮＡ

Ｃｌｏｓｅｔ ｋｎｏｗｎ ｍｉＲＮＡ

ｍｉｒ￣２９２５６９ ＣＵＧＵＣＡＵＧＧＡＧＵＵＧＣＵＣＵＣＵＵ １７２ ５１３ １２８ ４０７ ｔｃａ￣ｍｉＲ￣２８１￣３ｐ
ｍｉｒ￣２０８９８４ ＣＡＵＣＵＣＡＣＵＡＣＣＣＡＵＧＵＣＵＵＵＣＡ ２６０ ２６６ ２１６ ２０９ ａｐｉ￣ｍｉＲ￣７１
ｍｉｒ￣４５１２４８ ＵＣＡＧＧＵＡＣＣＵＧＡＡＧＵＡＧＣＧＣＧ ２４１ ２８７ ２１３ １６２ ｎｖｉ￣ｍｉＲ￣２７５
ｍｉｒ￣２９２５６６ ＡＡＧＡＧＡＧＣＵＡＵＣＣＧＵＣＧＡＣＡＧＵ １２８ ３８８ ７４ ２７８ ｄｍｅ￣ｍｉＲ￣２８１￣２￣５ｐ
ｍｉｒ￣２００５７４ ＵＧＧＣＡＧＵＧＵＧＧＵＵＡＧＣＵＧＧＵＵ １８６ ２１５ １７２ １３９ ｎｖｉ￣ｍｉＲ￣３４
ｍｉｒ￣３２４９２７ ＣＧＵＧＡＡＵＵＣＵＵＣＵＡＧＵＧＣＣＡＵＵ ２１５ １９１ １７４ １０８ ｄｍｅ￣ｍｉＲ￣２６３ａ￣５ｐ
ｍｉｒ￣４３４２６７ ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＡＵＡＧＵ １６４ ２２３ １７２ １４７ ｎｖｉ￣ｌｅｔ￣７
ｍｉｒ￣２０８９８３ ＣＡＵＧＡＡＡＧＡＣＡＡＧＧＵＡＧＵＧＡＧＡ ５８ ７０ ５０ ７５ ｔｃａ￣ｍｉＲ￣７１￣３ｐ
ｍｉｒ￣４２１３７０ ＵＡＵＵＧＣＡＣＣＡＧＵＣＣＣＧＧＣＣＵＧＡ ３６ ７０ ３８ ３９ ｔｃａ￣ｍｉＲ￣９２ｃ￣３ｐ
ｍｉｒ￣３４３０５ ＧＣＵＣＡＣＵＣＡＡＧＧＡＧＧＵＵＧＵＧＡ ２４ １７ ３１ １７ ｄｖｉ￣ｍｉＲ￣３０７

　 　 ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ 分别表示室内饲养松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎻＮＪ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｍｇ 分别表示野外松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎮ
ＬＫＹ￣Ｅｐꎬ ＬＫＹ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ￣ｒａｉｓｅｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅꎻ ＮＪ￣Ｅｐꎬ ＮＪ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｍ. ａｌｔｅｒ￣

ｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ.

２.３　 新 ｍｉＲＮＡ 的预测及表达量结果

在 ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ、ＮＪ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｍｇ 的样本中ꎬ
分别鉴定到 ４３１、５１４、３４４、４１４ 个新 ｍｉＲＮＡꎬ表达量

分别为 ３５８１、５０５０、２４８７、３２１７ꎮ 表 ２ 中是从 ４ 个文
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库中筛选出表达量前 １０ 位的新 ｍｉＲＮＡꎮ
２.４　 保守 ｍｉＲＮＡ 的靶基因预测

用 ｍｉＲａｎｄａ 对保守 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测ꎬ
选取能量值低于－８４ ｋｊ􀅰ｍｏｌ－１ꎬ且得分值大于 １４０
的进行统计ꎬ可得出室内饲养的松墨天牛表皮

(ＬＫＹ￣Ｅｐ)的 １６ 个保守 ｍｉＲＮＡ 对应 １６６７３ 个靶基

因ꎬ中肠(ＬＫＹ￣Ｍｇ)的 １４ 个保守 ｍｉＲＮＡ 对应 １４４５１
个靶基因ꎮ 野外松墨天牛表皮(ＮＪ￣Ｅｐ)的 １３ 个保

守 ｍｉＲＮＡ 对应 １３７６３ 个靶基因ꎬ中肠(ＮＪ￣Ｍｇ)的 １３
个保守 ｍｉＲＮＡ 对应 １３７６３ 个靶基因ꎮ

表 ２　 松墨天牛幼虫的 ４ 个小 ＲＮＡ 文库中预测出的前 １０ 位新 ｍｉＲＮＡ 及其序列和表达量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｏｐ ｔｅｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｎｏｖｅｌ ｍｉＲＮＡ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｏｆ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ

新 ｍｉＲＮＡ
Ｎｅｗ ｍｉＲＮＡ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 长度

Ｌｅｎｇｔｈ / ｎｔ
最小折叠自由能

ＭＦＥ / (ＫＪ􀅰ｍｏｌ－１)
校正最小折叠自由能
ＡＭＦＥ / (ＫＪ􀅰ｍｏｌ－１)

ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２５１８５１ ＡＣＴＡＴＣＴＡＧＣＧＡＡＡＣＣＡＣＴＧＣＣ ２２ －７５.５ －６２.４
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２０５６９２ ＣＴＡＡＣＧＴＴＡＡＣＡＴＣＴＧＣＡＣＣＧ ２１ －３１.４ －５４.１４
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣６２１２７ ＡＣＴＴＡＴＴＣＡＧＴＴＴＧＡＴＡＣＡＡＣＡＧＴＡ ２５ －６０.６ －４８.４８
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣４２９２１９ ＡＡＴＴＣＧＡＧＡＣＣＡＣＡＡＴＣＡＧＴＴＡ ２２ －２９.４ －３３.４１
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２５２０６９ ＴＴＣＡＧＧＴＣＴＴＣＴＴＡＣＴＴＣＴＧＣＴＴＣＧ ２５ －５０.５ －６５.５８
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２９３００４ ＴＡＡＣＴＴＣＴＣＣＡＣＧＧＣＡＴＴＣＡＧＡ ２２ －３１.４ －５２.３３
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２０５６８７ ＴＧＴＧＧＡＴＧＴＴＡＡＴＡＴＴＧＧＡＧＡ ２１ －２９.７ －４６.４１
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣１４３６７７ ＴＣＴＴＡＣＧＡＴＴＴＴＴＡＴＡＧＡＡＣＡ ２１ －２６.３ －２６.８４
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２６３２６７ ＴＣＴＴＡＣＧＡＴＴＴＴＴＡＴＡＧＡＡＣＡ ２１ －２６.３ －２６.８４
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２６３２６３ ＴＡＴＧＧＴＡＴＡＡＧＴＧＴＴＧＴＡＡＧＡＡＣＧＴ ２５ －２６.７ －２６.１８

　 　 ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ 分别表示室内饲养松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎻＮＪ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｍｇ 分别表示野外松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎮ
ＬＫＹ￣Ｅｐꎬ ＬＫＹ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ－ｒａｉｓｅｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅꎻ ＮＪ￣Ｅｐꎬ ＮＪ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｍ. ａｌｔｅｒ￣

ｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ.

２.５　 差异表达的 ｍｉＲＮＡ 的靶基因功能预测

保守 ｍｉＲＮＡ 差异分析发现ꎬ分析到的保守

ｍｉＲＮＡ 无显著差异ꎮ 故对所有的 ｍｉＲＮＡ 进行分

析ꎬ在室内饲养后ꎬ中肠的 ｍｉＲＮＡ 表达量总体高于

表皮ꎬ室内饲养的松墨天牛的表达量较高于野外松

墨天牛ꎮ 某些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达量与野外捕获的天牛

有明显变化ꎬ如 ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣６２１２７、ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣１８４７３１、
ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２９０８１９ 明显上调ꎬｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣２５１８５１ 明显

下调(图 ２)ꎮ

图 ２　 松墨天牛幼虫 ４ 个库中差异表达 ｍｉＲＮＡ 聚类分析
Ｆｉｇ.２　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ４ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｏｆ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ

ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ 分别表示室内饲养松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎻＮＪ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｍｇ 分别表示野外松墨天牛幼虫的表皮、中肠ꎮ
ＬＫＹ￣Ｅｐꎬ ＬＫＹ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ￣ｒａｉｓｅｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅꎻ

ＮＪ￣Ｅｐꎬ ＮＪ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ.
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　 　 从图 ３ 中可以看出ꎬ这些差异表达 ｍｉＲＮＡ 靶

向的基因功能大都相近ꎬ主要集中在氧化还原过

程、细胞外组分、氧化还原酶活性 ３ 个分类单元ꎮ
并且富集到很多代谢途径ꎬ如氨基糖、几丁质、含氨

基葡萄糖的化合物、碳水化合物代谢途径等ꎮ 说明

室内饲养可能影响了天牛的代谢与形态结构ꎬ并且

酶活性受到很大影响ꎬ如氧化还原酶、几丁质酶、水
解酶、酰基辅酶 Ａ 脱氢酶的活性等ꎬ可能是由于室

内饲养的恒温条件与野外环境变化的温度导致ꎮ
ＫＥＧＧ 通路富集分析发现(图 ４)ꎬ室内饲养与

野外天牛的表皮和中肠中ꎬ代谢水平发生了巨大的

变化ꎬ如丙酸酯、甘油磷脂、脂肪酸、色氨酸代谢等ꎬ
说明不同的生活环境对于天牛的代谢有重要影响ꎮ

３　 讨论
本研究通过高通量测序分析鉴定室内饲养与

野外捕获松墨天牛的 ｍｉＲＮＡꎬ得到基因序列的注释

信息ꎮ 结果发现ꎬ从长度分布上可以看到ꎬ主要分

布在 ２１ ~ ２３ ｎｔꎬ该长度符合 ｍｉＲＮＡ 长度分布模式

(Ｌａｇｏｓ￣Ｑｕｉｎｔａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ꎻ Ｌａｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)ꎮ 并

且在 ４ 个 ｍｉＲＮＡ 文库所有表达量结果中ꎬ室内饲

养后的松墨天牛 ｍｉＲＮＡ 的表达量高于野外采集天

牛ꎬ２ 组中肠的表达量高于表皮ꎬ此结果与宁静等

(２０１８)的结果一致ꎮ 这可能说明:从表观遗传的角

度上ꎬ中肠相对表皮组织在冷适应方面响应更强

烈ꎬ比表皮发挥更多的功能(Ｈｕｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００ꎻ Ｃｒｉｓ￣
ｔｏｆｏｌｅｔｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ꎻ Ｍａｔｔｈｅｗｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ 室内饲

养的松墨天牛 ｍｉＲＮＡ 上调表达可能会通过抑制一

些生理过程的基因ꎬ从而影响其代谢、发育过程ꎮ
此外ꎬ由于本研究用光肩星天牛的基因组作为 ｍｉＲ￣
ＮＡ 的鉴定依据ꎬ限制了比对的范围ꎬ导致鉴定到的

总 ｍｉＲＮＡ 的数量较少ꎮ 随着高通量测序以及生物

信息学的迅猛发展ꎬ待松墨天牛基因组测序完成ꎬ
对于松墨天牛 ｍｉＲＮＡ 组学的研究将会更加简便、
全面ꎮ

图 ３　 松墨天牛幼虫差异表达 ｍｉＲＮＡ 靶基因的 ＧＯ 功能分类结果
Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉＲＮＡ ｉｎ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ
ＬＫＹ￣Ｅｐ、ＬＫＹ￣Ｍｇ 分别表示室内饲养松墨天牛幼的表皮、中肠ꎻＮＪ￣Ｅｐ、ＮＪ￣Ｍｇ 分别表示野外松墨天牛幼的表皮、中肠ꎮ

ＬＫＹ￣Ｅｐꎬ ＬＫＹ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ￣ｒａｉｓｅｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅꎻ
ＮＪ￣Ｅｐꎬ ＮＪ￣Ｍｇ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎬ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ.
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图 ４　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 靶基因的 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果
Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉＲＮＡ
Ａ:室内饲养(ＬＫＹ￣Ｅｐ)和野外采集(ＮＪ￣Ｅｐ)松墨天牛幼虫的表皮的差异 ｍｉＲＮＡ 的靶基因的 ＫＥＧＧ 功能分析ꎻ
Ｂ: 室内饲养(ＬＫＹ￣Ｍｇ)和野外采集(ＮＪ￣Ｍｇ)松墨天牛幼虫的中肠的差异 ｍｉＲＮＡ 的靶基因的 ＫＥＧＧ 功能分析ꎮ

Ａ: ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ￣ｒａｉｓｅｄ (ＬＫＹ￣Ｅｐ) ａｎｄ ｆｉｅｌｄ (ＮＪ￣Ｅｐ) Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅꎻ
Ｂ: ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ ｉｎｄｏｏｒ￣ｒａｉｓｅｄ (ＬＫＹ￣Ｍｇ) ａｎｄ ｆｉｅｌｄ (ＮＪ￣Ｍｇ) Ｍ. ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ｌａｒｖａｅ.

　 　 在室内饲养后ꎬ有些 ｍｉＲＮＡ 表达量有明显的

变化ꎬ比如 ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣６２１２７、ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣１８４７３１、ｎｏｖｅｌ￣
ｍｉｒ￣２９０８１９ 明显上调ꎮ 由于分析得到的差异表达

ｍｉＲＮＡ 未在昆虫中注释ꎬ故比对到其他物种鉴定同

源 ｍｉＲＮＡꎮ ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ￣６２１２７ 比对到的同源 ｍｉＲＮＡ
为 ｏｓａ￣ｍｉＲ１６６ｉ￣５ｐꎬ与耐热性相关ꎬ可能由于实验室

与野外环境的温度不同 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ ｍｉｒ￣
６２１２７ 等一系列的具有显著差异的 ｍｉＲＮＡꎬ目前在

昆虫中未有注释ꎬ这些松墨天牛的新 ｍｉＲＮＡ 可能

调节新的靶标基因ꎬ具有新的功能ꎮ 本研究只是一

个初步的数据分析ꎬ有关基因的挖掘及其表达和功

能验证还需进一步研究ꎮ
以往研究发现ꎬ室内饲养会很大程度影响松墨

天牛的代谢以及形态结构的变化ꎬ 会使其发育历

期缩短ꎬ体型变小ꎬ产卵量减少(徐金华等ꎬ２００９)ꎮ
ＧＯ 功能预测发现ꎬ差异基因很多与糖代谢途径相

关ꎬ比如:氨基糖代谢途径、氨基糖分解代谢过程、
几丁质代谢途径、几丁质分解代谢过程、含氨基葡

萄糖的化合物代谢途径、碳水化合物代谢途径等代

谢途径中有较多的富集ꎬ表明实验室饲养对松墨天

牛的糖代谢有重要影响ꎬ这可能与信息素 ａｓｃａｒｏ￣
ｓｉｄｅｓ 的产生或者代谢相关ꎮ 几丁质代谢途径、几丁
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质分解代谢过程的富集意味着在蜕皮时间上有所

调控ꎬ如野外的松墨天牛幼虫是一年一代ꎬ从 １２ 月

到来年的 ４ 月一直处于老熟幼虫期ꎬ５ 月才开始变

态发育进行蜕皮ꎬ但是在室内恒温培养下发育蜕皮

速度加快ꎬ一年为 ３~４ 代ꎬ因此ꎬ这 ２ 个信号途径有

助于进一步探究其在蜕皮速度调控中的功能ꎮ 在

ＫＥＧＧ 富集分析中也发现ꎬ室内饲养对脂肪酸代

谢、甘油磷脂代谢等脂代谢相关过程有影响ꎬ这为

后续实验提供了思路ꎮ 利用室内 ｍｉＲＮＡ 抑制的代

谢靶标基因进一步研究及开发代谢抑制剂或干扰

剂ꎬ可扰乱松墨天牛代谢过程以达到防治目标ꎮ 所

以本研究对野外干扰剂的开发具有一定的指导意

义ꎮ 并且在 ＫＥＧＧ 通路中发现染色体的富集水平

较高ꎬ室内外的温度差异可能是对染色体产生影响

的主要原因(Ｂｏｒａ ＆ Ｓｏｐｅｒꎬ１９７１)ꎮ 总体来说ꎬ室内

饲养与野外捕获的松墨天牛存在一定的差异ꎬ希望

本研究结果为后续挖掘两者不同表型的表观遗传

调控机制及防治害虫研究提供一定的帮助ꎮ

致谢: 江苏省林业科学院帮助采样ꎬ特此表示感

谢!
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ＭＡＮ Ａꎬ ２０１３. Ｒｆａｍ１１.０: １０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｒｎａ ｆａｍｉｌｉｅｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ４１: ２２６－２５８.

ＣＡＲＲＩＮＧＴＯＮ Ｊ Ｃꎬ ＡＭＢＲＯＳ Ｖꎬ ２００３. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ
ｐｌａｎｔ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ３０１: ３３６－３３８.

ＣＨＥＮ Ｚꎬ ＺＥＮＧ Ｈꎬ ＧＵＯ Ｙꎬ ＰＥＩ Ｌꎬ ２０１０. ｍｉｒ￣１４５ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃ￣
ｍｙｃ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ:
ＣＲꎬ ２９(１): １５１.

ＦＲＩＥＤＬÄＮＤＥＲ Ｍ Ｒꎬ ＣＨＥＮ Ｗꎬ ＡＤＡＭＩＤＩ Ｃꎬ ＭＡＡＳＫＯＬＡ
Ｊꎬ ＥＩＮＳＰＡＮＩＥＲ Ｒꎬ ＫＮＥＳＰＥＬ Ｓꎬ ＲＡＪＥＷＳＫＹ Ｎꎬ ２００８.
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｆｒｏｍ ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ
ｍｉｒｄｅｅｐ. Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２６(４): ４０７－４１５.

ＧＲＩＦＦＩＴＨＳＪＯＮＥＳ Ｓꎬ ＧＲＯＣＯＣＫ Ｒ Ｊꎬ ＤＯＮＧＥＮ Ｓ Ｖꎬ ＢＡＴＥ￣
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ＭＡＮ Ａꎬ ＥＮＲＩＧＨＴ Ａ Ｊꎬ ２００６. ＭｉｒＢａｓｅ: ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｔａｒｇｅｔｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈꎬ ３４(Ｓ１): １４０－１４４.

ＧＲＩＦＦＩＴＨＳＪＯＮＥＳ Ｓꎬ ＳＡＩＮＩ Ｈ Ｋꎬ ＶＡＮ Ｄ Ｓꎬ ＥＮＲＩＧＨＴ Ａ Ｊꎬ
２００８. ＭｉｒＢａｓｅ: ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｇｅｎｏｍｉｃｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ３６: １５４.

ＨＡＲＲＩＳ Ｍ Ａꎬ ＣＬＡＲＫ Ｊꎬ ＩＲＥＬＡＮＤ Ａꎬ ＬＯＭＡＸ Ｊꎬ ＡＳＨＢＵＲＮ￣
ＥＲ Ｍꎬ ＦＯＵＬＧＥＲ Ｒꎬ ＥＩＬＢＥＣＫ Ｋꎬ ＬＥＷＩＳ Ｓꎬ ＭＡＲＳＨＡＬＬ
Ｂꎬ ＭＵＮＧＡＬＬ Ｃꎬ ＲＩＣＨＴＥＲ Ｊꎬ ＲＵＢＩＮ ＧＭꎬ ＢＬＡＫＥ Ｊ Ａꎬ
ＢＵＬＴ Ｃꎬ ＤＯＬＡＮ Ｍꎬ ＤＲＡＢＫＩＮ Ｈꎬ ＥＰＰＩＧ Ｊ Ｔꎬ ＨＩＬＬ Ｄ Ｐꎬ
ＮＩ Ｌꎬ ＲＩＮＧＷＡＬＤ Ｍꎬ ＢＡＬＡＫＲＩＳＨＮＡＮ Ｒꎬ ＣＨＥＲＲＹ Ｊ Ｍꎬ
ＣＨＲＩＳＴＩＥ Ｋ Ｒꎬ ＣＯＳＴＡＮＺＯ Ｍ Ｃꎬ ＤＷＩＧＨＴ Ｓ Ｓꎬ ＥＮＧＥＬ Ｓꎬ
ＦＩＳＫ Ｄ Ｇꎬ ＨＩＲＳＣＨＭＡＮ Ｊ Ｅꎬ ＨＯＮＧ Ｅ Ｌꎬ ＮＡＳＨ Ｒ Ｓꎬ
ＳＥＴＨＵＲＡＭＡＮ Ａꎬ ＴＨＥＥＳＦＥＬＤ Ｃ Ｌꎬ ＢＯＴＳＴＥＩＮ Ｄꎬ ＤＯＬＩＮ￣
ＳＫＩ Ｋꎬ ＦＥＩＥＲＢＡＣＨ Ｂꎬ ＢＥＲＡＲＤＩＮＩ Ｔꎬ ＭＵＮＤＯＤＩ Ｓꎬ ＲＨＥＥ
Ｓ Ｙꎬ ＡＰＷＥＩＬＥＲ Ｒꎬ ＢＡＲＲＥＬＬ Ｄꎬ ＣＡＭＯＮ Ｅꎬ ＤＩＭＭＥＲ Ｅꎬ
ＬＥＥ Ｖꎬ ＣＨＩＳＨＯＬＭ Ｒꎬ ＧＡＵＤＥＴ Ｐꎬ ＫＩＢＢＥ Ｗꎬ ＫＩＳＨＯＲＥ
Ｒꎬ ＳＣＨＷＡＲＺ Ｅ Ｍꎬ ＳＴＥＲＮＢＥＲＧ Ｐꎬ ＧＷＩＮＮ Ｍꎬ ＨＡＮＮＩＣＫ
Ｌꎬ ＷＯＲＴＭＡＮ Ｊꎬ ＢＥＲＲＩＭＡＮ Ｍꎬ ＷＯＯＤ Ｖꎬ ＤＥ ＬＡ ＣＲＵＺ
Ｎꎬ ＴＯＮＥＬＬＡＴＯ Ｐꎬ ＪＡＩＳＷＡＬ Ｐꎬ ＳＥＩＧＦＲＩＥＤ Ｔꎬ ＷＨＩＴＥ Ｒꎬ
２００４. Ｔｈｅ Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｒｅ￣
ｓｏｕｒｃｅ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ３２: ２５８－３１９.

ＨＳＵ Ｓ Ｄꎬ ＣＨＵ Ｃ Ｈꎬ ＴＳＯＵ Ａ Ｐꎬ ＣＨＥＮ Ｓ Ｊꎬ ＣＨＥＮ Ｈ Ｃꎬ
ＨＳＵ Ｐ Ｗꎬ ＷＯＮＧ Ｙ Ｈꎬ ＣＨＥＮ Ｙ Ｈꎬ ＣＨＥＮ Ｇ Ｈꎬ ＨＵＡＮＧ
Ｈ Ｄꎬ ２００８. ｍｉＲＮＡｍａｐ ２.０: ｇｅｎｏｍｉｃ ｍａｐｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ
ｍｅｔａｚｏａｎ ｇｅｎｏｍｅｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ３６: １６５－１６９.

ＨＵＮＧ Ｃ Ｎꎬ ＬＩＮ Ｔ Ｌꎬ ＬＥＥ Ｗ Ｙꎬ ２０００. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｕｌｔｒａ￣
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｉｍｅｎｔａｒｙ ｃａｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｅｎｔａｌ ｆｒｕｉｔ ｆｌｙꎬ Ｂａｃ￣
ｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ (Ｈｅｎｄｅｌ) (Ｄｉｐｔｅｒａ: Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ) (２) : ｔｈｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｄｇｕｔ. Ａｏｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｔｕｄｉｅｓꎬ ３９(４): ３８７－３９４.

ＬＡＧＯＳ￣ＱＵＩＮＴＡＮＡ Ｍꎬ ＲＡＵＨＵＴ Ｒꎬ ＬＥＮＤＥＣＫＥＬ Ｗꎬ ２００１.
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅｓ ｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｓｍａｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＲＮＡｓ. Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２９４: ８５３－８５８.
ＬＡＵ Ｎ Ｃꎬ ＬＩＭ Ｌ Ｐꎬ ＷＥＩＮＳＴＥＩＮ Ｅ Ｇꎬ ＢＡＲＴＥＬ Ｄ Ｐꎬ ２００１.

Ａｎ ａｂｕｎｄａｎｔ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｔｉｎｙ ＲＮＡｓ ｗｉｔｈ ｐｒｏｂａｂｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｒｏｌｅｓ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ. Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２９４: ８５８－８６２.

ＭＡＴＴＨＥＷＳ Ｈ Ｊꎬ ＤＯＷＮ Ｒ Ｅꎬ ＡＵＤＳＬＥＹ Ｎꎬ ２０１０. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ ａｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ａｎ ａｎａｌｏｇｕｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅａｃｈ￣ｐｏ￣
ｔａｔｏ ａｐｈｉｄ Ｍｙｚｕｓ ｐｅｒｓｉｃａｅ (Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ: Ａｐｈｉｄｉｄａｅ) ａｎｄ ｄｅｇ￣
ｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｈｉｄ ｇｕｔ. Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏ￣
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ꎬ ７５(３): １３９－１５７.

ＭＥＹＥＲＳ Ｂ Ｃꎬ ＡＸＴＥＬＬ Ｍ Ｊꎬ ＢＡＲＴＥＬ Ｂꎬ ＢＡＲＴＥＬ Ｄ Ｐꎬ
ＺＨＵ Ｊ Ｋꎬ ２００９. Ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ.
Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２０(１２): ３１８６－３１９０.

ＷＵ Ｓꎬ ＺＨＵ Ｘꎬ ＬＩＵ Ｚꎬ ＳＨＡＯ Ｅꎬ ＺＨＡＮＧ Ｆꎬ ２０１６. Ｉｄｅｎｔｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｏ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｙ ｆｒｏｍ ｇｌｏｂ￣
ａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｏｆ Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ Ｈｏｐｅ (Ｃｏ￣
ｌｅｏｐｔｅｒａ: Ｃｅｒａｍｂｙｃｉｄａｅ ) ｌａｒｖａｅ. ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ １１ ( １ ):
ｅ０１４７８５５.

ＸＵ Ｐꎬ ＶＥＲＮＯＯＹ Ｓ Ｙꎬ ＧＵＯ Ｍꎬ ＨＡＹ Ｂ Ａꎬ ２００３. Ｔｈｅ ｄｒｏ￣
ｓｏｐｈｉｌａ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｒ￣１４ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｉｓ ｒｅ￣
ｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌ ｆａｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ １３(９):
７９０－７９５.

ＺＨＡＯ Ｌꎬ ＭＯＴＡ Ｍꎬ ＶＩＥＩＲＡ Ｐꎬ ＢＵＴＣＨＥＲ Ｒ Ａꎬ ＳＵＮ Ｊꎬ
２０１４. Ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａ￣
ｔｏｄｅꎬ ｉｔｓ ｉｎｓｅｃｔ ｖｅｃｔｏｒꎬ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｂｅｓ. Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ
Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙꎬ ３０(６): ２９９－３０８.

ＺＨＡＯ Ｌꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘꎬ ＷＥＩ Ｙꎬ ＺＨＯＵ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗꎬ ＱＩＮ Ｐꎬ
ＳＡＴＹＡ Ｃꎬ ＫＯＮＧ Ｘꎬ ＬＩＵ Ｙꎬ ＹＵ Ｈꎬ ＨＵ Ｓꎬ ＺＯＵ Ｚꎬ
ＢＵＴＣＨＥＲ Ｒ Ａꎬ ＳＵＮ Ｊꎬ ２０１６. Ａｓｃａｒｏｓｉｄｅｓ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ｔｈｅ
ｄｉｓｐｅｒｓａｌ ｏｆ ａ ｐｌａｎｔ￣ｐａｒａｓｉｔｉｃ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ
ｏｆ ｉｔｓ ｖｅｃｔｏｒ ｂｅｅｔｌｅ. Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ７(１): １２３４１.

(责任编辑:郭莹) 　 　
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