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小菜蛾幼虫偏好表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
鉴定及功能研究
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１福建农林大学闽台作物有害生物生态防控国家重点实验室ꎬ福建 福州 ３５０００２ꎻ ２福建农林大学

应用生态研究所ꎬ福建 福州 ３５０００２ꎻ ３福建农林大学教育部害虫生态防控国际合作联合实验室ꎬ
福建 福州 ３５０００２ꎻ ４福建农林大学海峡两岸特色作物安全生产省部共建协同创新中心ꎬ

福建 福州 ３５０００２ꎻ ５福建农林大学生命科学学院ꎬ福建 福州 ３５０００２
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摘要: 【目的】ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)在昆虫生长发育中发挥重要功能ꎬ本研究拟通过鉴定小菜蛾不同发育

阶段的 ｍｉＲＮＡꎬ挖掘幼虫偏好表达的 ｍｉＲＮＡ 及其潜在功能ꎮ 【方法】对小菜蛾卵、３ 龄幼虫、蛹和成虫的

ｍｉＲＮＡ 开展高通量测序ꎬ结合生物信息学分析方法ꎬ筛选在幼虫期偏好表达的 ｍｉＲＮＡꎻ借助实时荧光定

量 ＰＣＲ 技术ꎬ验证候选 ｍｉＲＮＡ 在小菜蛾各发育阶段的表达量ꎻ利用软件 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 和 ｍｉＲａｎｄａ 预测候选

ｍｉＲＮＡ 的靶基因ꎬ筛选其中与生长发育相关的基因ꎬ并通过双荧光素酶报告系统验证靶向关系ꎮ 【结果】
从小菜蛾 ４ 个发育阶段中ꎬ共获得了 ２１１６ 个已知 ｍｉＲＮＡ 和 １８９ 个新 ｍｉＲＮＡꎮ 经差异表达分析发现ꎬ幼
虫阶段分别有 ２６５、２２８ 和 １３２ 个 ｍｉＲＮＡ 的表达量显著高于卵、蛹和成虫ꎮ 通过荧光定量 ＰＣＲ 进一步筛选出了 １１ 个幼虫

偏好表达的候选 ｍｉＲＮＡꎬ与 ｍｉＲＮＡ 高通量测序结果一致ꎻ靶基因预测结果显示ꎬｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、ｎｏｖｅｌ￣
ｍ５０２、ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ、ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ、ｍｉＲ￣７５０ 和 ｍｉＲ￣２７４ 这 ７ 个 ｍｉＲＮＡ 靶向保幼激素代谢通路ꎬ体外试验结果表明ꎬｐｘｙ￣ｍｉＲ￣
６０９４￣３ｐ、ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ 和 ｍｉＲ￣２７４ 与保幼激素酯酶基因有靶向关系ꎮ 【结论】小菜蛾幼虫偏好表达的 ｍｉＲＮＡ
可能参与调控了幼虫保幼激素代谢ꎮ
关键词: 小菜蛾ꎻ 生长发育ꎻ 幼虫ꎻ ｍｉＲＮＡꎻ 保幼激素
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ｏｆ Ｃｒｏｓｓ￣Ｓｔｒａｉｔ Ｃｒｏｐｓꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ ３５０００２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
５Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ ３５０００２ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: 【Ａｉｍ】 ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ (ｍｉＲＮＡｓ) ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｍｉＲＮＡｓ
ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｌａｒｖａｅ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｅｘ￣
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ｐｌｏｒｅｄ. 【Ｍｅｔｈｏｄ】 Ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｇｇｓꎬ ３ｒｄ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅꎬ ｐｕｐａｅꎬ ａｎｄ ａｄｕｌｔｓ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｗｅｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ. Ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｍｉＲＮＡｓ ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｒｖａｅ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｉｏｎ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ ａｎｄ ｍｉＲａｎｄａ. ｍｉＲＮＡｓ ｗｉｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔ￣
ｅｄ ｔｏ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｍｉＲＮＡ￣ｍＲＮＡ ｉｎ￣
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ. 【Ｒｅｓｕｌｔ】 Ａ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｏｎ ａｎ Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍꎬ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ２１１６ ｋｎｏｗｎ ａｎｄ １８９ ｎｏｖｅｌ ｍｉＲＮＡｓ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２６５ꎬ ２２８ꎬ ａｎｄ １３２ ｍｉＲＮＡｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ￣
ｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌａｒｖａｅ ｔｈａｎ ｉｎ ｅｇｇｓꎬ ｐｕｐａｅꎬ ａｎｄ ａｄｕｌｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １１ ｍｉＲＮＡｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｒｖａｅ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ＰＣＲꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｌａｒｖａｌ￣ｂａｓｅｄ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎｄ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔ￣
ｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｍｉＲＮＡｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｅｖｅｎ ｍｉＲＮＡｓ ｍａｙ ｔａｒｇｅｔ ｔｈｅ ｊｕ￣
ｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ￣ｍＲＮＡ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐꎬ ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣
７５０￣３ｐꎬ ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ꎬ ａｎｄ ｍｉＲ￣２７４ ｃａｎ ｔａｒｇｅｔ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ ｇｅｎｅｓ. 【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】 Ｌａｒｖａｌ￣ｂａｓｅｄ ｍｉＲＮＡｓ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ
ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａꎻ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻ ｌａｒｖａꎻ ｍｉＲＮＡꎻ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ

　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ( ｍｉＲＮＡ) 是一类内源性非编码

ＲＮＡꎬ长度在 １８~２５ ｂｐꎬ在动植物中发挥重要的作

用ꎮ ｍｉＲＮＡ 的序列和功能在物种之间高度保守ꎬ是
多细胞生物重要的基因表达调控分子之一(Ａｍ￣
ｂｒｏｓꎬ２００４ꎻ Ｂａｒｔｅｌꎬ２００４ꎻ Ｏｌｉｖｅｉｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 成

熟的 ｍｉＲＮＡ 的 ５′端第 ２ ~ ８ 位碱基被称为 ｍｉＲＮＡ
的“种子序列(ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)”ꎬ种子序列通过与靶

基因 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 区以碱基互补配对原则进行

结合ꎬ进而调控基因表达(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３ꎻ Ｗｉｇｈｔ￣
ｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３)ꎮ Ｌａｇｏｓ￣Ｑｕｉｎｔａｎａ ｅｔ ａｌ. (２００１)从

黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 中鉴定出了 ２２ 个

ｍｉＲＮＡꎬ且预测了其中 ２１ 个 ｍｉＲＮＡ 的前体结构ꎬ
并测定了其中 １７ 个 ｍｉＲＮＡ 在果蝇不同龄期的表

达水平ꎬ这是有关昆虫 ｍｉＲＮＡ 的最早报道ꎮ 随着

研究的逐步深入ꎬｍｉＲＮＡ 在多种昆虫的生长发育、
生理代谢和免疫等多种生物学过程中的作用及其

分子机理也逐步被解析ꎮ 据预测ꎬ动物体内有接近

３０％的基因转录表达受到 ｍｉＲＮＡ 调控(庞剑会等ꎬ
２００９)ꎮ 与其他动物一样ꎬ昆虫体内的 ｍｉＲＮＡ 也在

其转录后调控中发挥着重要作用ꎮ
ｍｉＲＮＡ 对昆虫的变态发育ꎬ包括幼虫孵化、蜕

皮、幼虫－蛹－成虫的变态发育过程起重要的调控作

用 ( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ )ꎮ Ｇｏｍｅｚ￣Ｏｒｔｅ ＆ Ｂｅｌｌｅｓ
(２００９)对在 ｍｉＲＮＡ 加工过程起关键作用的 Ｄｉｃｅｒ￣１
进行 ＲＮＡ 干扰ꎬ发现其在一定程度上抑制了德国

小蠊 Ｂｌａｔｔｅｌｌａ ｇｅｒｍａｎｉｃａ (Ｌ.)蜕皮后的变态ꎮ ｍｉＲ￣２
家族通过保幼激素影响昆虫变态发育(凌琳ꎬ２０１７ꎻ
Ｌｏｚａｎｏ￣Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎬ
ｍｉＲ￣１４ 通过参与蜕皮激素受体的调节来影响昆虫

的蜕皮发育(Ｃｈｅｎ ＆ Ｆｕꎬ２０２１ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９ꎻ Ｊａｙ￣

ａｃｈａｎｄｒａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎬ家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌ.的 ｌｅｔ￣７
和 ｍｉＲ￣２８１ 也都被证实对其变态发育至关重要

(Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｌｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 此外ꎬ在橘

小实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ Ｈｅｎｄｅｌ、水稻褐飞虱 Ｎｉ￣
ｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ Ｓｔåｌ、 甜菜夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ
(Ｈüｂｎｅｒ)等其他昆虫中ꎬ也都发现 ｍｉＲＮＡ 在生长

发育过程中起到了关键作用 ( Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９ꎻ
Ｐｕｔｈｉｙａｋｕｎｎｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ

小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ( Ｌ.) 属鳞翅目菜蛾

科ꎬ是十字花科蔬菜上的重要世界性害虫之一ꎮ 近

年来ꎬ化学和生物农药的不合理和泛滥使用ꎬ导致

小菜蛾天敌大量减少ꎮ 迄今ꎬ小菜蛾对包括苏云金

芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬ Ｂｔ)在内的 ９０ 多种

杀虫剂都产生了高水平抗性(尤民生和魏辉ꎬ２００７ꎻ
Ｂａｘｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 本研究通过高通量测序获得

小菜蛾小 ＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ＲＮＡꎬ ｓＲＮＡ)转录组数据ꎬ选
取幼虫偏好表达的 ｍｉＲＮＡꎬ结合生物信息学分析获

得潜在靶基因ꎬ并通过体外试验验证靶向关系ꎮ 研

究结果将有助于深入解析 ｍｉＲＮＡ 在小菜蛾生长发

育方面的功能ꎬ并为开展小菜蛾的遗传防治提供潜

在分子靶标ꎬ为有效防治和持续控制小菜蛾的种群

暴发与危害提供新思路和途径ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试昆虫

试验所用的小菜蛾源于 ２００４ 年 ７ 月采自福州

市郊区新店镇菜地(２６.０８°Ｎꎬ１１９.２８°Ｅ)的自然种

群ꎬ此后一直在福建农林大学应用生态研究所温室

内连续继代培养ꎬ与基因组测序的品系遗传背景一

致ꎮ 用于饲养小菜蛾的寄主植物为生长 １ 周的萝

５６　 第 １ 期 白建林等: 小菜蛾幼虫偏好表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 鉴定及功能研究

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



卜 Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.苗(福州立信种苗)ꎬ饲养条件

为温度(２５±１) ℃、相对湿度(６５±５)％、光周期 １６Ｌ
∶ ８Ｄꎬ小菜蛾种群与供试植物在生长期间均不使用

任何农药ꎮ
１.２　 样品收集和 ＲＮＡ 提取

取小菜蛾卵(产卵后 ２４ ｈ 内)、３ 龄幼虫(蜕皮

后 １２ ｈ 内)、蛹(化蛹后 ３６ ~ ４８ ｈ)和成虫(羽化后

１２ ｈ 内ꎬ不分性别且未交配)ꎬ液氮研磨后用 ＲＮＡ
提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ 美国) 分别提取总

ＲＮＡꎬ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ (Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美国)检
测 ＲＮＡ 纯度及浓度ꎬ取 Ａ２６０ / Ａ２８０ 在 １.８ ~ ２.２ 以及

Ａ２６０ / Ａ２３０大于 ２.０ 的 ＲＮＡꎬ并以 ２％琼脂糖凝胶电泳

检测其完整性ꎬ用于 ｓＲＮＡ 转录组测序ꎮ
１.３　 文库构建、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序和 ｍｉＲＮＡ 分析

待测序总 ＲＮＡ 样本上机检测合格后ꎬ用琼脂糖

凝胶电泳法将 １８~３０ ｂｐ 的片段从总 ＲＮＡ 中纯化分

离ꎮ 然后将 ３′￣ａｄａｐｔｏｒ 和 ５′￣ａｄａｐｔｏｒ 先后连接到分离

得到的小 ＲＮＡ 片段上ꎬ通过反转录和 ＰＣＲ 反应扩增

目标 ｃＤＮＡ 至可以满足高通量测序的使用量ꎬ扩增序

列进一步纯化用于构建测序文库ꎮ 测序由深圳华大

基因科技有限公司完成ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００ 平

台ꎬ预计每个 ｓＲＮＡ 文库大小>５ Ｍｂꎬ测序得到的原

始数据经质量控制后获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎮ
１.４　 已知 ｍｉＲＮＡ 的注释和新 ｍｉＲＮＡ 的预测

将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.
ｍｉｒｂａｓｅ.ｏｒｇ / )中收录的全部物种的成熟 ｍｉＲＮＡ 序

列进行比对ꎬ使最大错配数不超过 ２ 个位点ꎬ提取

与已知 ｍｉＲＮＡ 匹配 １６ 个碱基以上的 ｍｉＲＮＡ 片段ꎬ
包括可以与已知 ｍｉＲＮＡ 序列匹配的 ｓＲＮＡꎬ同时包

含长于或小于比对区域的序列ꎻ将剩余的 ｓＲＮＡ 使

用 ＳＯＡＰａｌｉｇｎ 比对到小菜蛾基因组上并找到可能的

靶基因位置ꎮ 使用华大基因开发的预测软件

Ｍｉｒｅａｐ 通过从目标位点两端延伸序列长度来预测

ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ 所具有的特征ꎬ也就是二级结构(发夹

结构)、Ｄｉｃｅｒ 限制位点和自由能ꎮ 参数设定:序列

长度为 １８~２６ ｂｐꎬｍｉＲＮＡ 的参考序列长度为 ２０~２４
ｂｐꎬＤｒｏｓｈａ / Ｄｉｃｅｒ 切割位点最小深度为 ３ꎬｍｉＲＮＡ 最

大拷贝数为 ２０ꎬｍｉＲＮＡ 前体的折叠自由能≤－７５.３６
ｋＪｍｏｌ－１ꎬｍｉＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ∗之间的最大空间为 ３５
ｂｐꎬｍｉＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ∗ 的碱基对的最小数量为 １４
ｂｐꎬｍｉＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ∗ 的最小碱基匹配数为 ４ ｂｐꎬ
ｍｉＲＮＡ / ｍｉＲＮＡ∗双链体的最大不对称性为 ５ ｂｐꎬ并

且 ｍｉＲＮＡ 的前体侧翼序列长度为 １０ ｂｐꎮ 未匹配

到 ｍｉＲＢａｓｅ 中但包含假定的 ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ 结构的 ｓＲ￣
ＮＡ 被假定为新的 ｍｉＲＮＡꎬ其也可以被分类为不同

的 ｍｉＲＮＡ 变体组ꎮ 此外ꎬ使用具有一定长度的已

知 ｍｉＲＮＡ 的第一位和所有已知 ｍｉＲＮＡ 的每个位

置上的碱基偏性好来确定新 ｍｉＲＮＡ 的可靠性ꎮ
１.５　 候选 ｍｉＲＮＡ 在小菜蛾不同龄期的表达检测

取 １ μｇ 总 ＲＮＡꎬ用 ｍｉＲＮＡ 反转录试剂盒 ｍｉｓ￣
ｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ ｋｉｔ (Ｑｉａｇｅｎꎬ美国)反转录 ｍｉＲＮＡꎬ用 Ｇｏ￣
Ｔａｑ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)进行实时荧光

定量 ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计引物ꎮ
ｍｉＲＮＡ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应使用如下程序:９５ ℃

预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ３０ ｓꎮ 反应结束后确认 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的扩增曲线

和溶解曲线ꎬ用 ２－△△Ｃｔ方法计算相对表达水平ꎮ 使

用混合 ｃＤＮＡ 的 ５ 倍浓度稀释获得标准曲线ꎬ以小

菜蛾 Ｕ６ 作为内参ꎬ试验进行 ３ 次生物学重复ꎮ
１.６　 候选ｍｉＲＮＡ靶基因的预测及互作关系的验证

为预测 ｍｉＲＮＡ 靶基因ꎬ使用 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 和 ｍｉ￣
Ｒａｎｄａ 软件预测 ｍｉＲＮＡ 的潜在靶基因(Ｂｅｔｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８ꎻ Ｋｒｕｇｅｒ ＆ Ｒｅｈｍｓｍｅｉｅｒꎬ２００６)ꎮ 其中ꎬＲＮＡｈｙ￣
ｂｒｉｄ 的能量阈值 ｅｎｅｒｇｙ 设为－２０ꎬｍｉＲａｎｄａ 的比对

阈值 ｓｃｏｒｅ 设为 １４０ꎬ将两者得出的结果取交集ꎮ
根据成熟 ｍｉＲＮＡ 的序列及其与预测靶基因的

互作结合位点序列ꎬ由上海生工生物工程股份有限

公司合成 ｍｉＲＮＡ 的 ａｇｏｍｉｒ(激动剂)、ａｇｏｍｉｒ ＮＣ(随
机打乱的核酸序列为模板合成的 ａｇｏｍｉｒ 的阴性对

照)、互作位点序列 ＷＴ 及预测到的靶位点被随机

打乱造成的突变序列 ＭＵＴꎮ 以 Ｐｒｏｍｅｇａ ｐｍｉｒＧＬＯ
试剂盒中的 Ａｎｎｅａｌｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 来合成野生型及突变

序列ꎬ用 ＳａｌＩ 和 ＳａｃＩ 对 ｐｍｉｒＧＬＯ 载体进行双酶切ꎬ
酶切产物切胶回收后与退火产物用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

连接ꎬ连接产物转化大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞ꎮ
经菌液 ＰＣＲ 和质粒双酶切鉴定后ꎬ将菌液送至上

海生工生物工程股份有限公司进行测序验证ꎬ验证

引物 序 列 为 ｐｍｉｒＧＬＯ ＿ Ｆ: ＧＣＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＴＧＴ￣
ＴＣＧＴＧꎻ ｐｍｉｒＧＬＯ ＿ Ｒ: ＧＣＴＴＣＣＴＴＴＣＧＧＧＣＴＴＴＧＴＴꎮ
本试验使用哺乳动物 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞系ꎬ基于双荧

光素酶报告系统进行 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的互作分

析ꎮ 细胞用 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基培

养于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下ꎬ提前 １ ｄ 将生长状态良

好的细胞铺板于 ２４ 孔板中用于后续转染试验ꎮ 将

６６ 生物安全学报　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ３１ 卷　

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



合成的 ａｇｏｍｉｒ、ａｇｏｍｉｒ ＮＣ 分别与野生型 ＷＴ 及突变

体 ＭＵＴ 质 粒 共 转 染ꎬ 根 据 ＱＩＡＧＥＮ Ａｔｔｒａｃｔｅｎｅ
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂说明书ꎬ每个孔中质

粒 ＤＮＡ 含量为 ４ μｇꎬｍｉＲＮＡ 终浓度为 ０.１２ μｍｏｌ
Ｌ－１ꎬ每组设置 ３ 个技术重复ꎬ试验进行 ３ 次生物学

重复ꎮ 转染 ４８ ｈ 收集细胞ꎬ根据双荧光素酶报告系

统试 剂 盒 Ｄｕａｌ￣Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ
(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)说明书ꎬ对细胞进行裂解ꎬ利用荧

光检测仪依次检测萤火虫荧光素酶活性和海肾荧

光素酶活性ꎬ二者比值作为其相对活性ꎮ
１.７　 数据分析

试验数据采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行统计分析ꎬ
结果用平均值±标准差(ｍｅａｎｓ±ＳＥ)表示ꎬ使用单因

素方差分析 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬＰ<０.０５ 表示差异显

著ꎮ 双荧光素酶活性检测结果为萤火虫荧光素酶

活性与海肾荧光素酶活性比值ꎮ 所有试验结果均

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 和 Ｅｘｃｅｌ 软件作图ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 不同发育阶段小菜蛾 ｓＲＮＡ 的特征

收集小菜蛾卵、３ 龄幼虫、蛹和成虫 ４ 个发育阶

段的样品提取总 ＲＮＡꎬ通过高通量测序技术对小菜

蛾 ｓＲＮＡ 文 库 进 行 测 序ꎬ 分 别 得 到 １０４９０５４１、
１０９６９２５４、１５５３３５９５ 和 ４２９７２９０ 条原始 ｒｅａｄｓꎮ 除

成虫外ꎬ其他 ３ 个发育阶段的总原始序列均大于 １０
Ｍｂꎬ其中高质量 ｒｅａｄｓ 的比例在 ９１％ ~９７％ꎬ说明该

测序质量较好ꎮ 过滤受污染序列、低质量序列、<１８

ｂｐ 序列、ｐｏｌｙ (Ａ)污染序列等无效序列后ꎬ最终分

别获得 ９３９６８８８、９９５４９８１、１４５５１７９３ 和 ３９３０９７７ ｂｐ
的有效序列ꎬ４ 个发育阶段的有效序列的比例在

８９％~９３％ꎬ表明获得了高质量的测序数据ꎮ
４ 个转录组样品中的 ｓＲＮＡ 长度范围在 １８~３０

ｂｐꎮ 在卵和成虫中以长度为 ２８ ｂｐ 的序列比例最

高ꎬ分别占总数的 ３５.０５％和 ２１.４２％ꎻ而在幼虫和蛹

中以长度为 ２２ ｂｐ 的序列比例最高ꎬ分别占 １９.１９％
和 ２２.４３％(图 １)ꎮ

从小菜蛾的 ４ 个不同发育阶段的测序结果中

发现ꎬ大多数 ｓＲＮＡ 的首位碱基偏向 Ｕ(尿嘧啶)ꎬ４
个样本中的 ２４ ｂｐ ｓＲＮＡ 的首位碱基都偏向 Ａ(腺
嘌呤)ꎬ２６ ｂｐ 的 ｓＲＮＡ 也表现出首位碱基偏向 Ａ 的

趋势(图 ２)ꎮ
为了鉴别已知的非编码 ＲＮＡꎬ将质量控制后的

ｒｅａｄｓ 与 ＮＣＢＩ 的 ｎｒ 数据库和 Ｒｆａｍ 数据库进行比

对ꎬ其中ꎬ核糖体 ＲＮＡ(ｒＲＮＡ)是所有注释 ｓＲＮＡ 中

比例最高的ꎬ在所有 ｓＲＮＡ 中的比例为 ７.５２％ꎮ 一

般而言ꎬ高质量的动物样本总 ｒＲＮＡ 的比例不超过

４０％ꎬ由此可见本研究构建了质量较高的小菜蛾

ｓＲＮＡ 文库ꎮ 核仁小 ＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅｏｌａｒ ＲＮＡꎬ ｓｎ￣
ｏＲＮＡ)和核小 ＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ＲＮＡꎬ ｓｎＲＮＡ)是
ｓＲＮＡ 的重要组成部分ꎬ在本次测序中所占的比例

分别为 ０.４９％和 ０.４０％ꎬ此外ꎬ仍有７９.０２％的 ｓＲＮＡ
没有被注释(表 １)ꎮ

图 １　 小菜蛾不同发育阶段 ｓＲＮＡ 长度分布
Ｆｉｇ.１　 Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓＲＮＡｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ
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图 ２　 小菜蛾不同发育阶段 ｍｉＲＮＡ 首位碱基偏好性
Ｆｉｇ.２　 Ｆｉｒｓｔ ｂａｓｅ ｂｉａｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

Ａ:卵ꎻＢ:幼虫ꎻＣ:蛹ꎻＤ:成虫ꎮ
Ａ: Ｅｇｇꎻ Ｂ: Ｌａｒｖｅꎻ Ｃ: Ｐｕｐａꎻ Ｄ: Ａｄｕｌｔ.

表 １　 小菜蛾 ｓＲＮＡ 注释结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｓＲＮＡ

类型
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

特有的 ｓＲＮＡ Ｕｎｉｑｕｅ ｓＲＮＡ

数量 Ｎｕｍｂｅｒ 占比 Ｐｅｒｃｅｎｔ / ％

总 ｓＲＮＡ Ｔｏｔａｌ ｓＲＮＡ

数量 Ｎｕｍｂｅｒ 占比 Ｐｅｒｃｅｎｔ / ％

外显子反义链 Ｅｘｏｎ＿ａｎｔｉｓｅｎｓｅ １９６ ０.１２ １９９ ０.０１
外显子正义链 Ｅｘｏｎ＿ｓｅｎｓｅ ２０９４ １.２５ ２２１３ ０.０８
内含子反义链 Ｉｎｔｒｏｎ＿ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ７１５ ０.４３ １０７４ ０.０４
内含子正义链 Ｉｎｔｒｏｎ＿ｓｅｎｓｅ ６４１２ ３.８３ ７３０５ ０.２６
小 ＲＮＡ ｍｉＲＮＡ ２９５３ １.７６ ２０５３１３６ ７４.０５
核糖体 ＲＮＡ ｒＲＮＡ １２５８９ ７.５２ ５８８３８ ２.１２
重复序列 Ｒｅｐｅａｔ ２８３２ １.６９ ３７６５ ０.１４
细胞质小 ＲＮＡ ｓｃＲＮＡ １５０ ０.０９ ４７６ ０.０２
核小 ＲＮＡ ｓｎＲＮＡ ６６６ ０.４０ １０７０ ０.０４
核仁小 ＲＮＡ ｓｎｏＲＮＡ ８２６ ０.４９ １８５８ ０.０７
核糖体 ＲＮＡ ｔＲＮＡ ５６９９ ３.４０ １９３４８ ０.７０
未被注释 Ｕｎａｎｎｏｔａｔｅｄ １３２２８６ ７９.０２ ６２３４６５ ２２.４９

总数 Ｔｏｔａｌ １６７４１８ ２７７２７４７

２.２　 小菜蛾 ｍｉＲＮＡ 的鉴定和分布

将获得的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与 ｍｉＲＢａｓｅ 和小菜蛾基

因组数据进行比对ꎬ并进行前体的发夹结构分析ꎬ
参考此前已经命名的小菜蛾 ｍｉＲＮＡ 来鉴定已知和

新的 ｍｉＲＮＡ ( Ｅｔｅｂａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ分别从小菜

蛾卵、幼虫、蛹和成虫中鉴定出 ７８６、１３３３、１１０４、５７２
个已知的 ｍｉＲＮＡꎬ其中在 ４ 个发育阶段均存在的

ｍｉＲＮＡ 有 ２９２ 个ꎮ 此外ꎬ还从卵、幼虫、蛹和成虫样

品中分别鉴定出 ９８、７３、９３、７２ 个新的 ｍｉＲＮＡꎬ其中

２６ 个为 ４ 个发育阶段共有ꎮ 有 ５７７ 个 ｍｉＲＮＡ 仅在

小菜蛾幼虫阶段表达ꎬ有 ２６８、３７９、１１０ 个 ｍｉＲＮＡ 分

别只在卵、蛹和成虫阶段表达ꎮ
选取小菜蛾幼虫与卵、蛹、成虫两两之间均有

表达的 ｍｉＲＮＡꎬ以两样本间表达量的比值取对数

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１ 作为筛选条件进行比较分析ꎬ结果显

示ꎬ分别有 ２６５、２２８ 和 １３２ 个 ｍｉＲＮＡ 在幼虫期的表

达量明显高于卵、蛹和成虫(图 ３Ｃ ~ Ｅ)ꎮ 与其他 ３
个发育阶段相比ꎬ幼虫偏好表达的 ｍｉＲＮＡ 数量明

显较多ꎮ
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图 ３　 小菜蛾发育阶段差异表达 ｍｉＲＮＡ 的分析
Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

Ａ、Ｂ:分别为已知的和新的 ｍｉＲＮＡ 在不同样本差异表达的韦恩图ꎻＣ、Ｄ、Ｅ:分别为小菜蛾幼虫与卵、蛹、成虫 ｍｉＲＮＡ 表达量的比较分析ꎮ
Ａꎬ Ｂ: Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉＲＮＡｓ ａｍｏｎｇ ｋｎｏｗｎ ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ｍｉＲＮＡ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ

Ｃꎬ Ｄꎬ Ｅ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｅｄｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌａｒｖａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｔａｇｅｓ: ｅｇｇꎬ ｐｕｐａ ａｎｄ ａｄｕｌｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

２.３　 小菜蛾幼虫偏好表达 ｍｉＲＮＡ 的鉴定

以在小菜蛾幼虫中与其他 ３ 个龄期均有差异

表达为条件筛选 ｍｉＲＮＡꎬ选取在幼虫中表达量较高

的 ２５ 个 ｍｉＲＮＡ(图 ４)ꎬ利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 定量检测其

在不同发育时期的表达模式ꎮ 结果显示ꎬｍｉＲ￣４８０６￣
３ｐ 和 ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ 在小菜蛾 ２ 和 ３ 龄的表达量显著

高于其他龄期 ( Ｐ < ０. ０５)ꎮ 此外ꎬ ｍｉＲ￣２８１￣２￣５ｐ、
ｍｉＲ￣２７４、ｍｉＲ￣７５０、 ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ、 ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、
ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ 和 ｎｏｖｅｌ￣ｍ６７９ 在 ４ 龄

幼虫的表达量与其他龄期相比也存在显著差异(Ｐ
<０.０５)ꎮ ｍｉＲ￣１２４５ｂ￣５ｐ 在整个幼虫期的表达量相

对高于卵、蛹和成虫期ꎮ 这 １１ 个 ｍｉＲＮＡ 均表现出

幼虫偏好表达特征ꎬ与 ｓＲＮＡ 测序结果一致ꎬ说明

这 １１ 个 ｍｉＲＮＡ 均可能参与小菜蛾幼虫阶段的生

长发育ꎮ 其中ꎬ ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、 ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、
ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ 和 ｎｏｖｅｌ￣ｍ６７９ 在幼虫不同发育阶段的

表达量呈现上升的趋势ꎬ在 ４ 龄幼虫期表达量达到

最高值ꎬ到蛹期后表达量均急剧下降(图 ５)ꎮ

图 ４　 ２５ 个小菜蛾幼虫与其他发育阶段 ｍｉＲＮＡ 差异表达的聚类热图

Ｆｉｇ.４　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ２５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉＲＮＡｓ′ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌａｒｖａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ
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图 ５　 幼虫偏好 ｍｉＲＮＡ 在不同发育阶段的表达水平
Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｌａｒｖａ￣ｂｉａｓｅｄ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

Ｅ:卵ꎻ１Ｌ:１ 龄幼虫ꎻ２Ｌ:２ 龄幼虫ꎻ３Ｌ:３ 龄幼虫ꎻ４Ｌ:４ 龄幼虫ꎻＰ:蛹ꎻＡ:成虫ꎮ
柱上不同字母表示相对表达水平差异显著(Ｐ<０.０５ꎬ单因素方差分析ꎬＬＳＤ 法)ꎮ

Ｅ: Ｅｇｇꎻ １Ｌ: １ｓｔ￣ｌａｒｖａꎻ ２Ｌ: ２ｎｄ￣ｌａｒｖａꎻ ３Ｌ: ３ｒｄ￣ｌａｒｖａꎻ ４Ｌ: ４ｔｈ￣ｌａｒｖａꎻ Ｐ: Ｐｕｐａꎻ Ａ: Ａｄｕｌｔ.
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ (Ｐ<０.０５ꎬ ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬ ＬＳＤ ｍｅｔｈｏｄ) .

２.４　 幼虫偏好表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因预测和验证

通过预测幼虫偏好表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因ꎬ取交

集获得自由能较小且热稳定性较好的潜在靶基因ꎮ
结果显示ꎬ小菜蛾幼虫偏好表达的 ｍｉＲＮＡ 中有 ７ 个

( ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、 ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、 ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ、
ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ、ｍｉＲ￣２７４、ｍｉＲ￣７５０ 和 ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２)均靶向

保幼激素酯酶(ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅꎬＪＨＥ)ꎬｐｘｙ￣
ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ 还同时靶向保幼激素环

氧化物水解酶( ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｐｏｘｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅꎬ
ＪＨＥＨ)(表 ２)ꎮ ＪＨＥＨ 和 ＪＨＥ 共同作用ꎬ在昆虫中参

与终止多种保幼激素信号传导ꎬ这几个幼虫偏好表

达的 ｍｉＲＮＡ 可能与调控小菜蛾幼虫发育相关ꎮ
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通过双荧光素酶报告系统检测转染后的萤火虫

荧光素酶值和海肾荧光素酶值ꎬ以 Ｌｕｃ / Ｒｅｎ 的比值

作为依据ꎬ以合成激动剂 ｍｉＲＮＡ ａｇｏｍｉｒ 和靶位点的

突变序列 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＭＵＴ 共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞作为

对照ꎬ体外分析激动剂 ｍｉＲＮＡ ａｇｏｍｉｒ 对 ｍｉＲＮＡ 结合

位点序列 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＷＴ 的影响ꎬ用于判断 ｍｉＲＮＡ 是

否会与预测靶位点结合ꎮ 结果显示:靶向 ＪＨＥ 的

ｍｉＲＮＡ 中ꎬ ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ ａｇｏｍｉｒ、 ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ
ａｇｏｍｉｒ、ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ ａｇｏｍｉｒ 和 ｍｉＲ￣２７４ ａｇｏｍｉｒ 与其靶

基因的靶位点共转染后ꎬ其荧光素酶活性与其他 ３
个对照组相比显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ ａｇ￣
ｏｍｉｒ、ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ ａｇｏｍｉｒ 和 ｍｉＲ￣７５０ ａｇｏｍｉｒ 与对应

靶基因的靶位点共转染后与阴性对照 ａｇｏｍｉｒ ＮＣ 与

靶位点的突变体 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＭＵＴ 共转染后的酶活性

无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 靶向 ＪＨＥＨ 的 ２ 个 ｍｉＲＮＡ
(ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ) ａｇｏｍｉｒ 和对应的

ＪＨＥＨ 靶位点共转染后ꎬ其荧光素酶活性与对照组相

比ꎬ没有明显差异(Ｐ>０.０５)(图 ６)ꎮ 由此表明ꎬｐｘｙ￣
ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、 ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、 ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣
２７４ 能够通过靶基因 ＣＤＳ 区负调控保幼激素酯酶基

因在翻译水平的表达ꎬ而 ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２、ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ 和

ｍｉＲ￣７５０ 与 ＪＨＥꎬ以及 ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３１７￣
３ｐ 与 ＪＨＥＨ 之间可能不存在靶标关系ꎮ

３　 讨论
昆虫 ｍｉＲＮＡ 通过转录抑制或者降解 ｍＲＮＡ 在

转录后水平调控基因表达(Ａｓｇａｒｉꎬ２０１３ꎻ Ｂｅｌｌｅｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｌｕｃａｓ ＆ Ｒａｉｋｈｅｌꎬ２０１３)ꎬ通过对 ｍｉＲＮＡ
合成和发生作用过程中起到关键作用的 Ｄｉｃｅｒ￣１ 和

Ａｇｏ￣１ 进行干扰和敲除ꎬ已证实 ｍｉＲＮＡ 在昆虫的生

长和发育过程中起重要作用(Ａｚｚａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ
Ｗｙｎａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 幼虫阶段是小菜蛾危害十字

花科蔬菜生产的主要阶段ꎬ也是小菜蛾快速生长和

化蛹前准备的关键时期ꎬ对小菜蛾幼虫偏好表达的

ｍｉＲＮＡ 的研究有助于了解和寻找与调控小菜蛾幼

虫生长发育相关的 ｍｉＲＮＡꎬ进而揭示小菜蛾幼虫基

因表达的分子调控机理ꎮ
ｍｉＲＮＡ 成熟体是由前体通过 Ｄｉｃｅｒ 酶切完成

的(鲁莎等ꎬ ２０１９)ꎬ酶切位点的特异性使 ｍｉＲＮＡ
成熟体序列的首位碱基有一定的偏向性ꎮ 本研究

对不同龄期小菜蛾进行 ｓＲＮＡ 测序ꎬ获得的长度为

２２ 和 ２８ ｂｐ 的 ｍｉＲＮＡ 比例较高ꎬ与此前报道的多

数昆虫的 ｍｉＲＮＡ 长度基本一致(沙淼ꎬ２０１５ꎻ 孙杨ꎬ
２０１５ꎻ 杨兴卓等ꎬ２０１８)ꎮ 研究表明ꎬ多数 ｍｉＲＮＡ 序

列的 ５′端首位碱基具有 Ｕ 的偏向性( Ｌａｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１)ꎻ也有研究表明ꎬ长度为 ２４ ｂｐ 的 ｓｉＲＮＡ 趋向

于以 Ａ 为 ５′端首位碱基(Ｃｚｅｃｈ ＆ Ｈａｎｎｏｎꎬ２０１１ꎻ Ｍｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎬ与本研究结果类似ꎮ

自从发现 ｍｉＲＮＡ 在转录后水平上的调控作用

以来ꎬｍｉＲＮＡ 在特定条件下的表达水平被认为是了

解 ｍｉＲＮＡ 调节功能的先决条件ꎬｍｉＲＮＡ 在昆虫不

同发育阶段的表达已被证实具有对应的生理生化

功能(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 本研究从小菜蛾卵、幼
虫、蛹和成虫中分别鉴定出 ７８６、１３３３、１１０４ 和 ５７２
个已知的 ｍｉＲＮＡꎬ以及 ９８、７３、９３ 和 ７２ 新的 ｍｉＲ￣
ＮＡꎮ 通过对 ｍｉＲＮＡ 在小菜蛾不同龄期的表达水平

的差异分析ꎬ发现多数 ｍｉＲＮＡ 在龄期之间存在特

异表达ꎬ其中有 ５７７ 个 ｍｉＲＮＡ 仅在小菜蛾幼虫阶

段表达ꎻ通过比较小菜蛾幼虫与卵、蛹和成虫中

ｍｉＲＮＡ 的表达ꎬ结果显示ꎬ与其他发育阶段相比ꎬ幼
虫偏好表达 ｍｉＲＮＡ 明显较多ꎮ 小菜蛾不同发育阶

段多种 ｍｉＲＮＡ 的表达水平具有较大差异ꎬ充实了

ｍｉＲＮＡ 表达在昆虫发育过程中具有时序性特征的

理论依据ꎮ

表 ２　 幼虫偏好 ｍｉＲＮＡ 及其与保幼激素代谢相关的靶基因
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌａｒｖａｌ￣ｂａｓｅｄ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍｉＲＮＡ 预测靶基因 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔ 注释 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ 比对值 Ｓｃｏｒｅ 能量值 Ｅｎｅｒｇｙ

ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ Ｐｘ００１６８７ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ １５３ －２２.８
ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ Ｐｘ０１２５９２ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ １４０ －２８.８
ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ Ｐｘ０１２５９２ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ １４７ －３０.５
ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ Ｐｘ００９１２４ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ １６６ －２６.５
ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ Ｐｘ００１６８７ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ １４６ －２２.４
ｍｉＲ￣７５０ Ｐｘ００７１８０ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ １４４ －２５.８
ｍｉＲ￣２７４ Ｐｘ００４８１８ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ １４３ －２８.９
ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ Ｐｘ０１３０５２ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｐｏｘｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ １４９ －２５.１
ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ Ｐｘ０１３０５２ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｐｏｘｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ １４５ －２５.２
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　 　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 已经被广泛应用于验证 ｍｉＲＮＡ 的表

达水平ꎬ但由于一些客观因素ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 的结果和转

录组测序的结果并不一定一致ꎮ 本研究结果证实ꎬ
有 １１ 个 ｍｉＲＮＡ 在幼虫期的表达量明显高于其他龄

期ꎮ ｍｉＲ￣２８１￣２￣５ｐ、 ｍｉＲ￣２７４、 ｍｉＲ￣７５０、 ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ、
ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ 和 ｎｏ￣
ｖｅｌ￣ｍ６７９ 在幼虫 ４ 龄表达量较高ꎬ蛹期则显著降低ꎬ
表明这些 ｍｉＲＮＡ 有可能参与了小菜蛾幼虫到蛹期

的转化的过程ꎮ 在果蝇中ꎬｍｉＲ￣２８１￣２￣５ｐ 也表现出幼

虫高表达的现象(Ｒｕｂｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 有研究表明ꎬ
二化螟 Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ(Ｗａｌｋｅｒ)中的 ｃｓｕ￣ｍｉＲ￣６０９４
和 ｃｓｕ￣ｍｉＲ￣２８１￣５ｐ 也表现为幼虫表达量显著高于其

他龄期ꎬ且从 ４ 龄幼虫到蛹期ꎬ表达量显著降低(孙
杨ꎬ２０１５)ꎮ Ｚａｆａｒ ｅｔ ａｌ. (２０２１)的研究也表明ꎬｍｉＲ￣
６０９４￣３ｐ 的表达丰度较高ꎮ ｍｉＲ￣４８０６￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３１７￣
３ｐ 在小菜蛾 ２ 和 ３ 龄幼虫的表达量显著高于其他各

龄期ꎬ２~３ 龄是小菜蛾发育较快的时期ꎬ推测这 ２ 个

ｍｉＲＮＡ 可能参与幼虫期蜕皮的过程ꎮ ｍｉＲ￣１２４５ｂ￣５ｐ
在整个幼虫期的表达量都显著高于其他 ３ 个时期ꎬ
幼虫期取食、消化和免疫等过程都比较活跃ꎬｍｉＲ￣
１２４５ｂ￣５ｐ 可能参与幼虫期生理生化的调节过程ꎬ可
能和小菜蛾化蛹和虫态变化相关ꎮ

本研究通过预测小菜蛾幼虫偏好表达的 ｍｉＲＮＡ
潜在靶基因ꎬ分析其中靶向保幼激素相关通路基因ꎬ
结果表明ꎬ７ 个 ｍｉＲＮＡ(ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣
７５０￣３ｐ、ｍｉＲ￣１１７５￣３ｐ、ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ、 ｍｉＲ￣２７４、 ｍｉＲ￣７５０
和 ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２)靶向保幼激素酯酶ꎮ 双荧光素酶报

告系统检测发现ꎬｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、
ｎｏｖｅｌ￣ｍ５０２ 和 ｍｉＲ￣２７４ 均与保幼激素代谢通路相关

基因有靶向关系ꎮ 保幼激素酯酶对保幼激素甲酯的

水解是保幼激素降解的关键途径ꎬ家蚕的胚胎阶段

过度表达保幼激素酯酶可导致其更早发生早熟变态

(Ｔａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ )ꎮ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２０１７ ) 通 过

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因敲除使保幼激素酯酶功能丧失ꎬ
导致家蚕幼虫期延长ꎮ 由此推测ꎬｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、
ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣２７４ 可能通过调

控保幼激素酯酶影响小菜蛾幼虫阶段的生长发育ꎮ
综上ꎬ本研究鉴定了 １１ 个在小菜蛾幼虫期显

著高表达的 ｍｉＲＮＡꎬ其中ꎬ ｐｘｙ￣ｍｉＲ￣６０９４￣３ｐ、 ｐｘｙ￣
ｍｉＲ￣７５０￣３ｐ、ｍｉＲ￣３１７￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣２７４ 可通过与保幼

激素酯酶基因 ＣＤＳ 区互作对其表达进行负调控ꎮ
本研究为阐明 ｍｉＲＮＡ 介导的小菜蛾生长发育调控

网络及其功能奠定了基础ꎬ为筛选小菜蛾遗传防控

新靶标提供了线索ꎮ ｍｉＲＮＡ 与靶标基因保幼激素

酯酶的互作模式ꎬ以及它们共同介导的小菜蛾生长

发育的分子调控机制仍有待进一步研究ꎮ
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ＥＴＥＢＡＲＩ Ｋꎬ ＨＵＳＳＡＩＮ Ｍꎬ ＡＳＧＡＲＩ Ｓꎬ ２０１３. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

３７　 第 １ 期 白建林等: 小菜蛾幼虫偏好表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 鉴定及功能研究
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ＣＨＬ Ｔꎬ ２００１. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅｓ ｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｓｍａｌｌ
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