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小菜蛾 ＵＤＰ￣Ｎ￣乙酰氨基葡萄糖焦磷酸化酶基因
的克隆、表达及功能研究
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摘要: 【目的】克隆小菜蛾几丁质合成酶基因 ＰｘＵＡＰ 并阐明其功能ꎮ 【方法】基于小菜蛾基因组信息ꎬ利
用 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆小菜蛾 ＰｘＵＡＰ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ并应用荧光定量 ＰＣＲ 和 ＲＮＡ 干扰技术分析该基因的

表达模式及功能ꎮ 【结果】ＰｘＵＡＰ (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＯＲ６５９５４９)开放阅读框长度为 １４６７ ｂｐꎬ预测编码 ４８８
个氨基酸ꎬ蛋白分子质量为 ５４.９８５ ｋｕꎬ理论等电点为 ６.１２ꎻ与金凤蝶 ＵＡＰ (ＫＰＪ２０２１８.１)同源蛋白亲缘关

系较近ꎬ氨基酸同源性为 ８０.３３％ꎮ 发育表达谱结果表明ꎬＰｘＵＡＰ 在小菜蛾各个发育阶段均有表达ꎬ在雄

成虫期的表达量最高ꎻ组织表达谱结果表明ꎬＰｘＵＡＰ 在雌成虫足和翅膀的表达量最高ꎮ ＲＮＡｉ 结果表明ꎬ
与注射 ｄｓＧＦＰ 对照组相比ꎬ注射 ｄｓＰｘＵＡＰ 显著降低了靶标基因和几丁质合成酶 ＰｘＣＨＳＡ 基因的表达量ꎬ且 ＰｘＣＨＳＢ 基因在

２４ 和 ４８ ｈ 的表达量也显著下降ꎻ注射 ｄｓＰｘＵＡＰ 的小菜蛾大部分无法化蛹ꎬ蛹壳出现皱缩等畸形现象ꎬ并在注射后 １６８ ｈ 全

部死亡ꎮ 【结论】ＰｘＵＡＰ 是小菜蛾几丁质合成酶通路中的关键调控基因ꎬ对小菜蛾生长发育起至关重要的作用ꎮ
关键词: 小菜蛾ꎻ ＲＮＡ 干扰ꎻ 几丁质ꎻ ＵＤＰ￣Ｎ￣乙酰氨基葡萄糖焦磷酸化酶ꎻ 表达谱
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａꎻ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎻ ｃｈｉｔｉｎꎻ ＵＤＰ￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ

　 　 小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ (Ｌ.)俗称菜蛾、方块

蛾、小青虫、两头尖ꎬ属鳞翅目 Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ 菜蛾科

Ｐｌｕｔｅｌｌｉｄａｅꎬ严重危害十字花科蔬菜ꎬ全球每年因小

菜蛾造成的经济损失达 ４０ ~ ５０ 亿美元(申建梅等ꎬ
２０１８ꎻ Ｆｕｒｌｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｙｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 目

前ꎬ小菜蛾的主要防治手段依然依赖化学药剂ꎬ化
学药剂的大量使用造成环境污染、农药残留等问题

频发ꎬ严重影响了农业生态环境以及农产品的质量

安全(白建林等ꎬ２０２２)ꎮ 据报道ꎬ小菜蛾已对超过

９７ 种不同类型的杀虫剂产生了抗性 (Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 因而ꎬ亟需寻找新的药物作用靶标ꎬ开发具

有环境友好和生态安全的新农药ꎮ
几丁质是许多农业害虫、病菌体内不可或缺的

生物组成部分ꎮ 生物合成几丁质的过程中ꎬ几丁质

合成酶发挥着关键作用ꎮ 若生物合成几丁质的过

程被阻断ꎬ害虫、真菌则会因为缺乏几丁质而死亡

(许静静等ꎬ２０２２)ꎮ ＵＤＰ￣Ｎ￣乙酰氨基葡萄糖焦磷

酸 化 酶 ( ＵＤＰ￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙ￣
ｌａｓｅꎬ ＵＡＰ)在细胞质中催化尿苷￣５￣三磷酸(ＵＴＰ)
和 Ｎ￣乙酰氨基葡萄糖￣１￣磷酸(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ￣
１￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＧｌｃＮＡｃ￣１￣Ｐ)反应合成 ＵＤＰ￣Ｎ￣乙酰氨

基 葡 萄 糖 ( ＵＤＰ￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅꎬ ＵＤＰ￣Ｇｌｃ￣
ＮＡｃ)ꎬ进而合成几丁质ꎬ是几丁质合成通路中的一

个关键酶ꎮ ＵＡＰ 在原核生物和真核生物中均有

￣ＧＧＸＸＴＸＸＧＸＸＸＰＫ (Ｘ 代表任何氨基酸)保守结

构域ꎬ在进化过程中较为保守( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ
现阶段研究人员已对家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌ. (Ｐａｌａｋａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)、暗黑鳃金龟 Ｈｏｌｏｔｒｉｃｈｉａ ｐａｒａｌｌｅｌａ Ｍｏｔｓ￣
ｃｈｕｌｓｋｙ (刘兆瑞等ꎬ２０２２)、甜菜夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘ￣
ｉｇｕａ Ｈüｂｎｅｒ (陈洁等ꎬ２０１４)、西花蓟马 Ｆｒａｎｋｌｉｎｉｅｌｌａ
ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ Ｐｅｒｇａｎｄｅ (陆承聪等ꎬ２０１９) 等昆虫的

ＵＡＰ 蛋白基因开展了研究ꎮ 生物信息学分析发现

了小菜蛾基因组中一个预测为 ＵＡＰ 的基因ꎬ但其

在小菜蛾几丁质合成过程中的功能尚待明确ꎮ 本

研究采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆验证小菜蛾几丁质合

成通路中的 ＵＡＰ 基因 ( ＰｘＵＡＰ)ꎬ通过荧光定量

ＰＣＲ 研究 ＰｘＵＡＰ 在小菜蛾不同发育阶段和不同组

织的时空表达模式ꎬ并利用 ＲＮＡｉ 技术检验 ＰｘＵＡＰ
对小菜蛾其他几丁质合成基因表达以及生长发育

的影响ꎬ以期为探索 ＵＡＰ 基因在昆虫生长发育过

程中的功能提供依据ꎮ

１　 材料和方法
１.１　 供试昆虫

小菜蛾为福建省农业科学院植物保护研究所

长期饲养于萝卜 Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.苗上的种群ꎮ
饲养条件为温度(２５±２) ℃、相对湿度(６５±５)％、
光照周期 １４ Ｌ ∶ １０ Ｄꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成

以 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取小菜蛾的总 ＲＮＡꎬ详细方法参

照 Ｔｒｉｚｏｌ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ) 试剂说明书ꎮ 将提取的总

ＲＮＡ 用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ® Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 反转录试

剂盒(北京全式金)合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ贮存于－２０
℃备用ꎮ
１.３　 ＰｘＵＡＰ 基因克隆

根据小菜蛾基因组数据库(ｈｔｔｐ:∥ｉａｅ.ｆａｆｕ.ｅｄｕ.
ｃｎ / ＤＢＭ / ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ)中 ＰｘＵＡＰ 基因序列信息ꎬ应用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计 ＰｘＵＡＰ￣ＯＲＦ 引物(表 １)
进行扩增ꎮ 详细 ＰＣＲ 反应体系和程序参考陆承聪

等(２０１９)ꎮ 反应结束后ꎬ取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物ꎬ加 １
μＬ ６×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混合上样ꎬ经 １％琼脂糖凝胶电

泳进行检测ꎮ 取 ５ μＬ 纯化回收片段与 ｐＥＡＳＹ®￣Ｔ１
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 载体(北京全式金)连接ꎬ转化到大肠杆

菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 后挑选经鉴定的单菌落ꎬ送至福

州铂尚生物技术有限公司测序ꎮ
１.４　 ＰｘＵＡＰ 基因序列分析

通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件将克隆获得的 ＰｘＵＡＰ 基

因序列翻译成蛋白质序列、预测蛋白分子质量和等

电点( ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔꎬ ｐＩ)等ꎻ使用 ＳｉｎｇｎａｌＰ Ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: ∥ ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 预测

ＰｘＵＡＰ 信号肽ꎻ使用 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ / ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ.
ｃｇｉ? ｃｍｄ＝ ｒｐｓ) 预测 ＰｘＵＡＰ 蛋白的保守结构域ꎮ
通过 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔｘ 比对 ＰｘＵＡＰ 氨基酸序列同源性ꎬ
选取鳞翅目、双翅目、直翅目、半翅目、蜚蠊目、蚤
目、鞘翅目、脉翅目和缨翅目等共 １８ 个物种的 ＵＡＰ
蛋白氨基酸序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件以邻接法

(ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)构建 ＰｘＵＡＰ 系统发育树ꎮ
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表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列(５′－３′) Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′－３′)
　 　 　 　 　 　 ＰｘＵＡＰ￣ＯＲＦ￣Ｆ 　 　 　 ＡＴＧＴＣＴＴＴＴＧＡＴＡＣＣＣＴＡＡＡＧＡＡＧ
　 　 　 　 　 　 ＰｘＵＡＰ￣ＯＲＦ￣Ｒ 　 　 　 ＴＣＡＡＴＧＴＴＴＣＣＣＡＴＴＣＡＣＡＣＣＡ
　 　 　 　 　 　 ｄｓＰｘＵＡＰ￣Ｆ 　 　 　 ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＣＡＡＴＧＴＣＧＧＣＣＴＴＣＣＡＴＣＣＣ
　 　 　 　 　 　 ｄｓＰｘＵＡＰ￣Ｒ 　 　 　 ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＴＧＣＴＣＴＡＣＧＣＣＴＣＧＴＴＴＧＧＴＧＡ
　 　 　 　 　 　 ｄｓＧＦＰ￣Ｆ 　 　 　 ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＡＣＣＧＧ
　 　 　 　 　 　 ｄｓＧＦＰ￣Ｒ 　 　 　 ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＴＣＣＴＣＧＡＴＧＴＴＧＴＧＧＣＧＧ
　 　 　 　 　 　 ｑＰｘＲＰ￣Ｆ 　 　 　 ＣＡＡＴＣＡＧＧＣＣＡＡＴＴＴＡＣＣＧＣ
　 　 　 　 　 　 ｑＰｘＲＰ￣Ｒ 　 　 　 ＣＴＧＧＧＴＴＴＡＣＧＣＣＡＧＴＴＡＣＧ
　 　 　 　 　 　 ＰｘＵＡＰ￣Ｆ 　 　 　 ＴＣＧＡＡＧＣＧＡＧＣＡＡＡＧＴＧＡＴＡＣＡＡＣＡ
　 　 　 　 　 　 ｑＰｘＵＡＰ￣Ｒ 　 　 　 ＣＣＴＣＣＡＧＣＣＡＧＴＡＣＣＡＡＴＡＣＴＣＣＡＡＣ
　 　 　 　 　 　 ｑＰｘＣＨＳＡ￣Ｆ 　 　 　 ＡＴＣＣＡＡＴＴＣＣＡＧＡＣＡＧＧＡＧＧＣＡＣＡ
　 　 　 　 　 　 ｑＰｘＣＨＳＡ￣Ｒ 　 　 　 ＧＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣＧＧＴＡＴＡＡＣＣＡＡＧＴ
　 　 　 　 　 　 ｑＰｘＣＨＳＢ￣Ｆ 　 　 　 ＡＴＣＡＧＴＧＧＡＧＣＧＡＡＡＧＧＡＧＧＴＣＡ
　 　 　 　 　 　 ｑＰｘＣＨＳＢ￣Ｒ 　 　 　 ＴＧＡＡＡＣＣＡＧＡＧＣＣＴＡＣＡＧＧＧＴＧＡＡＴ

１.５　 ＰｘＵＡＰ 的时空表达模式

采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＰｘＵＡＰ 在小菜蛾幼虫、蛹
和成虫阶段以及触角、头、胸、翅、腹、足组织的表达

模式ꎮ 选取初羽化 １ ｄ 内的小菜蛾雌虫 ２０ 头用于

ＰｘＵＡＰ 组织表达分析ꎬ首先在 ０. ０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＰＢＳ
(ｐＨ７.４)缓冲液中解剖出触角、头、胸、翅、腹(不包

括中肠)、足组织ꎻ选取 １、２、３、４ 龄各 １ ｄ、蛹、雌虫

和雄虫各 ２ ｄ、每组样品各 ５ 头ꎬ开展小菜蛾各个发

育阶段 ＰｘＵＡＰ 表达分析ꎮ 所有样品根据 １.２ 的方

法提取总 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测

ＰｘＵＡＰ 的相对表达量ꎮ 选取小菜蛾 ＲＰ 基因作为

内参基因ꎬ不同发育阶段相对表达量选取 １ 龄幼虫

的 ＰｘＵＡＰ 表达量为标准参量ꎬ不同组织表达量选

取腹部的 ＰｘＵＡＰ 表达量为标准参量ꎮ 试验重复 ３
次ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ 方法计算 ＰｘＵＡＰ 基因的相对表达

量ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应体系和反应程序参考陆承聪等

(２０１９)ꎮ
１.６　 ＰｘＵＡＰ 的 ｄｓＲＮＡ 合成

以绿色荧光蛋白 ＧＦＰ 为对照ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计含有 Ｔ７ 启动子序列的 ｄｓＰｘＵＡＰ
和 ｄｓＧＦＰ 引物ꎮ 参考 ＨｉＳｃｒｉｂｅＴＭ Ｔ７ ＨｉＳｃｒｉｂｅＴＭ Ｔ７
Ｑｕｉｃｋ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ ＲＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ (Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ)说明书ꎬ以 ｐＥＡＳＹ￣ＰｘＵＡＰ 和 ｐＵＣ￣ＧＦＰ (实
验室保存)质粒为模板ꎬＰＣＲ 扩增含有 Ｔ７ 启动子序

列的 ＤＮＡ 片段ꎬ然后以扩增获得的 ＤＮＡ 片段为模

板合成 ｄｓＲＮＡꎮ
１.７　 ＲＮＡｉ 后基因表达分析及表型观察

挑选小菜蛾 ４ 龄幼虫(蜕皮 １ ｄ)ꎬ采用显微注

射法将 ２００ ｎＬ 质量浓度为 ０.５ μｇ􀅰μＬ－１ ｄｓＧＦＰ /

ｄｓＰｘＵＡＰ 从腹部第 ４~ ５ 体节处注入腹腔(陈洁等ꎬ
２０１４)ꎬ将注射好的小菜蛾置于纸巾上吸干体表液

体ꎬ随后挑选健康(毛刷轻触虫体ꎬ虫体有反应)的
小菜蛾单管单头饲养ꎮ 每 １２ ｈ 统计注射 ｄｓＧＦＰ 和

ｄｓＰｘＵＡＰ 各组试虫的存活率并观察表型变化ꎬ每组

５０ 头试虫ꎬ重复 ３ 次ꎮ 同时ꎬ注射 ｄｓＧＦＰ / ｄｓＰｘＵＡＰ
小菜蛾各 ５０ 头ꎬ在注射后 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈꎬ每个

处理组随机选取 ５ 头小菜蛾ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测

靶基因 ＰｘＵＡＰ 以及几丁质合成酶通路 ＰｘＣＨＳＡ 和

ＰｘＣＨＳＢ 基因的表达情况ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ
１.８　 数据分析

采用单因素方差(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)分析数据ꎬ
用 Ｔｕｋｅｙ ＨＳＤ 检验小菜蛾各个发育阶段和不同组

织中 ＰｘＵＡＰ 基因的 ２－ΔΔＣｔ值差异显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ
采用独立样本 Ｔ 检验分析注射 ｄｓＧＦＰ 和 ｄｓＰｘＵＡＰ
的小菜蛾不同时间 ＰｘＵＡＰ、ＰｘＣＨＳＡ 和 ＰｘＣＨＳＢ 基

因的表达以及存活率的差异显著性ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ＰｘＵＡＰ 基因的克隆与序列分析

利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆获得 ＰｘＵＡＰ 基因ꎬ开放阅读

框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)序列长 １４６７ ｂｐ (图
１)ꎬ编码 ４８８ 个氨基酸ꎬ编码蛋白中未发现信号肽ꎬ
说明 ＰｘＵＡＰ 不是分泌蛋白ꎮ ＰｘＵＡＰ 蛋白相对分子

质量约为 ５４.９８５ ｋｕꎬ预测等电点为 ６.１２ꎮ
将小菜蛾 ＵＡＰ 氨基酸序列与其他昆虫的 ＵＡＰ

氨基酸序列进行比对分析ꎬ结果表明ꎬ包括小菜蛾

在内的 ７ 个不同物种的 ＵＡＰ 氨基酸序列共有 １７４
个保守氨基酸残基位点ꎬ占比 ３５.５１％ꎬ且均存在保

守的特征结构域￣ＧＧＸＸＴＸＸＧＸＸＸＰＫ (图 ２)ꎮ 小
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菜蛾与鳞翅目的金凤蝶 Ｐａｐｉｌｉｏ ｍａｃｈａｏｎ Ｌｉｎｎａｅｕｓ
(ＫＰＪ２０２１８. １) 的 ＵＡＰ 氨基酸序列同源性最高

(８０.３３％)ꎬ与双翅目、蚤目、直翅目、半翅目和蜚蠊

目昆虫的 ＵＡＰ 氨基酸序列同源性均低于 ６０％ꎮ
利用 Ｍｅｇａ ７.０ 软件ꎬ采用 ＮＪ 法对小菜蛾与其

他 １８ 种昆虫 ＵＡＰｓ 序列构建系统发育树(图 ３)ꎬ结
果显示ꎬ小菜蛾 ＵＡＰ 蛋白的氨基酸序列与鳞翅目

昆虫 的 ＵＡＰｓ 同 源 性 较 高ꎬ 其 中 与 金 凤 蝶

(ＫＰＪ２０２１８.１)亲缘关系最近ꎻ与蚤目、双翅目、鞘翅

目、脉翅目、缨翅目、直翅目、蜚蠊目和半翅目昆虫

的 ＵＡＰｓ 的亲缘关系相对较远ꎮ 图 １　 小菜蛾 ＰｘＵＡＰ 基因 ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｘＵＡＰ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

图 ２　 昆虫 ＵＡＰｓ 氨基酸序列比对
Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＵＡＰｓ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ

方框标注为 ＵＡＰｓ 的特征结构域ꎮ
Ｔｈｅ ｆｅａｔｕｒｅ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＵＡＰｓａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｘ.

２.２　 ＰｘＵＡＰ 基因的时空表达模式

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析结果表明ꎬＰｘＵＡＰ 在小菜蛾各个

发育阶段和不同组织中均有表达ꎮ 其中ꎬ在小菜蛾

幼虫期表达量呈上升趋势ꎬ４ 龄幼虫的表达量最高ꎬ
为 １ 龄幼虫的 ３.７６ 倍ꎮ 在成虫期ꎬ雌虫和雄虫的表

达量分别为 １ 龄幼虫的２.７６和７.６５倍ꎬ雄成虫中的

表达量显著高于雌成虫(图 ４Ａ)ꎮ 在雌成虫翅和足

中 ＰｘＵＡＰ 表达量最高ꎬ触角、头和胸的表达量次

之ꎬ腹部的表达量最低(图 ４Ｂ)ꎮ

２.３　 ＲＮＡｉ 沉默 ＰｘＵＡＰ 基因后对小菜蛾几丁质合

成酶基因、存活率及表型的影响

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测结果显示ꎬ微针注射 ｄｓＰｘＵＡＰ
后ꎬ小菜蛾 ＰｘＵＡＰ 基因的 ｍＲＮＡ 水平呈下降趋势ꎬ
与 ｄｓＧＦＰ 对照组相比ꎬＰｘＵＡＰ 基因在处理后 ２４、
４８、７２ 和 ９６ ｈ 分别为对照组的 ６７. ３３％、２１.７９％、
１５.５６％和 １１.２０％(图 ５)ꎬ表明微针注射 ｄｓＰｘＵＡＰ
显著降低了靶标基因的表达量ꎮ 此外ꎬ本研究检测

了几丁质合成酶通路基因 ＰｘＣＨＳＡ 和 ＰｘＣＨＳＢ 的表
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达情况ꎮ 结果表明ꎬ在注射 ｄｓＰｘＵＡＰ 后 ２４ ~ ９６ ｈꎬ
几丁质合成酶 ＰｘＣＨＳＡ 与对照组相比均显著下调ꎻ
在注射 ｄｓＰｘＵＡＰ 后 ２４ ~ ４８ ｈꎬＰｘＣＨＳＢ 的表达量与

ｄｓＧＦＰ 组相比显著下调ꎬ但在 ７２ 和 ９６ ｈ 与对照组

相比差异不显著(图 ６)ꎮ
存活率和表型结果显示ꎬ小菜蛾死亡主要集中

在微针注射后 ２４ ~ ７２ ｈꎬ从 ３６ ｈ 开始ꎬｄｓＰｘＵＡＰ 处

理组与 ｄｓＧＦＰ 对照组死亡率达显著差异 ( Ｐ <

０.０５)ꎻ注射后 １６８ ｈ 时ꎬ处理组个体全部死亡ꎬ但对

照组仍有 ５０％的个体存活(图 ７)ꎮ 由此可见ꎬ干扰

ＰｘＵＡＰ 基因对小菜蛾正常的生长发育产生了极大

的影响ꎮ
表型观察结果显示ꎬ注射 ｄｓＧＦＰ 后 ４８ ｈ 未死

亡的小菜蛾大多能成功化蛹ꎬｄｓＰｘＵＡＰ 处理组大部

分个体出现蛹壳皱缩、凹陷以及无法褪去蛹壳等畸

形现象ꎬ无法完成化蛹过程(图 ８)ꎮ

图 ３　 １９ 种昆虫的 ＰｘＵＡＰ 蛋白的进化树
Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰｘＵＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ １９ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔｓ　 　

　 　

图 ４　 小菜蛾各个发育阶段(Ａ)及不同组织(Ｂ)ＰｘＵＡＰ 基因的表达
Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｘＵＡＰ ｉｎ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｂ) 　 　

　 　 柱上不同字母表示基因相对表达量在不同发育阶段和组织间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｐ<０.０５) .

３　 讨论
ＵＡＰ 被认为是杀虫剂的良好靶标ꎬ阻断其功能

对昆虫生长产生不利影响ꎮ ＵＡＰ 是昆虫几丁质代

谢途径的关键调控因子之一ꎮ ＰｘＵＡＰ 在小菜蛾各

个发育阶段均有表达ꎬ在幼虫期表达量呈上升趋

势ꎬ４ 龄时表达量最高ꎻ在成虫期也有较高表达量ꎬ
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与甜菜夜蛾、西花蓟马和暗黑鳃金龟等的 ＵＡＰ 基

因表达模式相似(陈洁等ꎬ２０１４ꎻ 刘兆瑞等ꎬ２０２２ꎻ
陆承聪等ꎬ２０１９)ꎬ推测幼虫期合成大量的几丁质以

满足生长发育需求ꎮ ＰｘＵＡＰ 在翅和足中大量表达ꎬ
触角、头部和胸部次之ꎬ腹部的表达量最低ꎮ 研究

表明ꎬ白背飞虱 Ｓｏｇａｔｅｌｌａ ｆｕｒｃｉｆｅｒａ Ｈｏｒｖａｔｈ 中 ＳｆＵＡＰ
在表皮和脂肪体高表达ꎬ在头、肠道和卵巢中也有

一定的表达(王召ꎬ２０１９)ꎬ家蚕中 ＢｍＵＡＰ 在表皮中

表达量最高ꎬ在肠道和唾液腺次之ꎬ在马氏管和脂

肪体低表达ꎬ头部表达最少(Ｐａｌａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎬ说
明 ＵＡＰ 基因在昆虫组织中表达不同ꎬ但都与几丁

质的合成有关ꎮ 本研究中小菜蛾的翅和足中 ＵＡＰ
高表达表明翅和足的形成对几丁质有较高需求ꎮ

图 ５　 注射 ｄｓＰｘＵＡＰ后小菜蛾靶基因的相对表达量
Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰｘＵＡＰ ｉｎ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

ａｆｔｅｒ ｄｓＰｘＵＡＰ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
∗表示与对照组(ｄｓＧＦＰ 注射组)表达量

差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｄｓＧＦＰ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ) .

图 ６　 注射 ｄｓＰｘＵＡＰ 后小菜蛾几丁质合成酶基因 ＰｘＣＨＳＡ (Ａ)和 ＰｘＣＨＳＢ (Ｂ)的相对表达量
Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰｘＣＨＳＡ (Ａ) ａｎｄ ＰｘＣＨＳＢ (Ｂ) ｉｎ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ａｆｔｅｒ ｄｓＰｘＵＡＰ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

∗表示与对照组(ｄｓＧＦＰ 注射组)基因表达量差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬｎｓ 表示差异不显著ꎮ
∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｄｓＧＦＰ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ) (Ｐ<０.０５)ꎬ

ｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

图 ７　 注射 ｄｓＰｘＵＡＰ 对小菜蛾存活率的影响
Ｆｉｇ.７　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ａｆｔｅｒ ｄｓＰｘＵＡＰ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
∗表示与对照组(ｄｓＧＦＰ 注射组)存活率差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｆｒｏｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｄｓＧＦＰ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ)(Ｐ<０.０５) .
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图 ８　 注射 ｄｓＰｘＵＡＰ 后小菜蛾蛹表型的变化
Ｆｉｇ.８　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｐａ ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

ａｆｔｅｒ ｄｓＰｘＵＡＰ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＲＮＡｉ 技术已广泛应用于昆虫功能基因的研究

(Ｃｏｏｐｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 研究发现ꎬ
干扰暗黑鳃金龟的 ＨｐＵＡＰ 基因ꎬ暗黑鳃金龟活动

缓慢、表皮颜色加深并皱缩、几丁质合成受损、死亡

率增加(刘兆瑞等ꎬ２０２２)ꎻ干扰柑橘木虱 Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ
ｃｉｔｒｉ Ｋｕｗａｙａｍａ 的 ＤｃＵＡＰꎬ柑橘木虱死亡率增加ꎬ几
丁质合成受损致使翅畸形和蜕皮困难 (杨珊ꎬ
２０２３)ꎻ沉默稻纵卷叶螟 Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉｎａｌｉｓ
Ｇｕｅｎｅｅ 的 ＣｍＵＡＰ 基因ꎬ其体重减轻、腹部萎缩、体
色变黑且翅畸形(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)ꎮ 本研究中ꎬ对
４ 龄初期的小菜蛾幼虫注射 ｄｓＰｘＵＡＰꎬＰｘＵＡＰ 基因

的表达显著被抑制ꎬ小菜蛾化蛹受阻ꎬ蛹畸形或死

亡ꎮ 这可能与下游基因几丁质合成酶 ＰｘＣＨＳＡ 的

下调表达有关ꎬ但对几丁质合成酶 ＰｘＣＨＳＢ 的影响

较小ꎮ 后期试验可以分别沉默 ＰｘＣＨＳＡ 和 Ｐｘ￣
ＣＨＳＢꎬ观察对小菜蛾的几丁质合成以及存活率的

影响ꎮ
植物介导的昆虫 ＲＮＡｉ 是指昆虫取食特定基因

的 ｄｓＲＮＡ 后沉默了特定靶基因的表达ꎬ使昆虫生

长发育受阻(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０)ꎮ 植物介导 ｄｓＲＮＡ 已

在烟粉虱 Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ Ｇｅｎｎａｄｉｕｓ ( Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２)、 荻 草 谷 网 蚜 Ｓｉｔｏｂｉｏｎ ｍｉｓｃａｎｔｈｉ Ｔａｋａｈａｓｈｉ
(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２３)和绿盲蝽 Ａｐｏｌｙｇｕｓ ｌｕｃｏｒｕｍ Ｍｅｙ￣
ｅｒ￣Ｄüｒ (Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)等害虫防治中取得较大进

展ꎮ 本研究对小菜蛾 ＰｘＵＡＰ 基因进行克隆鉴定ꎬ
明确该基因在小菜蛾生长发育过程中起重要作用ꎬ
可为新杀虫剂创制或基于 ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡｉ)的害

虫管理提供潜在靶点ꎮ
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