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摘 要:为了解蜕皮激素对粘虫 Mythimnaseparate (Walker)生殖的影响以及转录组中功能基因的表达,采用RNA-Seq技

术,对西藏自治区林芝市下察禹县玉米上的粘虫注射蜕皮激素(20-Hydroxyecdysone,20E),分析其对粘虫生殖的影响。结

果显示:外源性蜕皮激素处理的粘虫产卵量相较于未作处理的粘虫显著减少;从转录组的结果推测对粘虫成虫补充外源性

蜕皮激素可能抑制了JH合成通路的酶的转录水平进而使得JH滴度降低,最终导致粘虫成虫产卵量降低,证实注射外源性

蜕皮激素可导致粘虫产卵量显著下降从而抑制粘虫的正常生殖。
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Abstract:ThestudyaimedtounderstandtheeffectofecdysoneonthereproductivecapabilitiesofMythimnaseparata(Walker)andtheex-

pressionofessentialgenesinthetranscriptome.ResearchersemployedRNA-Seqtechnologytoexaminetheimpactof20-Hydroxyecdysone
(20E)onreproductionofMythimnaseparata(Walker)onmaizecropsinXiachayuCounty,LinzhiCity,XizangAutonomousRegion.The
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edstickyworms.Basedonthetranscriptomeresults,itisspeculatedthatexogenoussupplementationof20Etoadultarmywormmayinhibit

thetranscriptionallevelofenzymesinvolvedinJHsynthesispathway,leadingtoadecreaseinJHtiterandultimatelyresultinginadecrease
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  粘虫 Mythimnaseparate (Walker)是一种

在我国农作物上普遍发生并且危害严重的害虫。
随着西藏的青稞和玉米种植面积逐年增加、种植

范围 不 断 扩 大,粘 虫 的 发 生 也 越 来 越 频 繁。

2019年昌都市芒康地区出现了小范围的暴发,

2020年在西藏主栽作物青稞上出现了大面积暴

发。目前拉萨、林芝、山南、日喀则、阿里、昌都等

地区的青稞、玉米上均有粘虫发生,并且一些地

区还与入侵生物草地贪夜蛾同时发生。粘虫具

有受害作物范围广、产量损失重等特点[1]。近年

来我国农作物种植结构和耕作栽培制度等都在

发生变化,粘虫的抗药性也在不断增强[2-3]。西

藏作为我国重要的生态安全屏障区,为了应对粘

虫危害加重的趋势,需要加快环境友好型特异性

靶标生物农药的研发。
昆虫内分泌的生长调控物质(蜕皮素)主要
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负责推动昆虫的脱皮与形态转变,当蜕皮素浓度

过高时,会干预昆虫的正常新陈代谢,导致其过

早开始蜕皮或形态转变,结果形成体型过小或发

育不全的个体。昆虫对这种物质极为敏感,轻微

的接触可能致使不孕,严重时甚至死亡。蜕皮素

因具有强烈的生物活性和高度的特异性,在不对

非目标生物及环境产生负面影响的情况下,相比

过去的化学农药要安全得多,因而成为开发新型

环保杀虫剂和毒理学研究的首选物质[4-5]。蜕皮

素的关键成分20-羟基蜕皮酮(20-Hydroxyecdys-
one,20E)主导着昆虫由幼体向蛹和成虫转化。
多数昆虫一旦完成成虫化变,合成蜕皮素的前胸

腺将会逐渐萎缩。蜕皮素通过受体(包括但不限

于细胞核受体如EcR/USP和膜受体如DopEcR)
运作,这些受体在成虫的众多组织中广泛存在,
影响着成虫的行为模式、繁殖、生命周期、滞育和

免疫等关键生理功能,对保障昆虫正常生理活动

至关重要[6-7]。转录组序列分析(RNA-Seq)被认

为是一种高效率且速度快捷的研究工具,它可以

帮助我们全面了解细胞中所有类型的RNA,其
中包括信使RNA、核糖体RNA、转运RNA以及

各种非编码RNA,并能深入识别那些具有生物

学意义的已知基因和未被发现的基因序列。该

技术还能够揭示多种基因之间的相互调控机制,
并阐释不同基因表 达 模 式 如 何 相 互 影 响[8-9]。

RNA-Seq的应用已经广泛分布于生物科学、医
药研究、临床试验以及药物开发等众多研究领

域。近年来RNA-Seq在粘虫的研究中已得到一

定的应用,主要集中在粘虫环境、生理、遗传与分

子机制方面[10],而对于粘虫外源注射蜕皮激素

处理的转录组学研究还比较少。本文选定经过

蜕皮激素处理后的粘虫作为研究材料,执行转录

组的测序工作;借助生物信息学的方法,对搜集

到的 UniversalGene实施了种类分类及功能的

标注,对表达量有显著差异的基因富集的生物途

径进行剖析,并对这些差异性表达的基因开展了

挑选与qPCR技术验证,旨在深入理解蜕皮激素

在分子层面调控粘虫的生殖机能,为生物性防控

措施与开发针对性农药的特定靶点提供科学

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

2024年7月下旬采集西藏自治区林芝市下

察禹县玉米上的粘虫,实验室繁殖两代待其种群

稳定之后,选取羽化后粘虫雌虫20头,每头注射

40μg蜕皮激素(Sigma),对照组粘虫雌虫20头

注射等量PBS(磷酸盐缓冲盐溶液),3d后统计

每头雌虫的产卵总量。

1.2 方法

1.2.1 提取样品总RNA
为减少个体差异的影响,每一份RNA样本

都含有6只来自粘虫的RNA提取物,将样本分

作2批,对照组命名为 A1、A2、A3,处理组命名

为B1、B2、B3。样品处理过程中,先以DNase除

去DNA杂质,再通过带 Oligo(dT)的磁珠分离

出mRNA。每份样本均通过 Agilent2100生物

检测仪对其RNA浓度和纯净度进行测定。

1.2.2 文库构建

依照相关规范处置RNA实例,先用指定化

学品将mRNA拆分成小段,接着用带有6种碱

基随意配列的启动子对已断裂的 mRNA作单链

cDNA制备;之后准备双链cDNA合成所需的反

应溶液,实施双链cDNA的合成,利用套装试剂

做cDNA的双链净化工序;经净化的cDNA在端

部进行修复,追加腺苷酸尾巴,并与测序接头连

结;随后筛选适宜长度的片段,借助PCR技术加

以扩增。构建好的基因库通过Agilent2100Bio-
analyzer的品控合格后,借助IlluminaHiSeqTM
2500或IlluminaHiSeqXTen高吞吐量的测序设

备进行测序操作,以此获得长度为125或150个碱

基对的双端读序信息。

1.2.3 Unigene的获得与功能注释

1.2.3.1 数据预处理、质量控制与组装

由上海欧易生物医学科技有限公司建立基

因库、完成测序操作,并对数据进行解析。在进

行高吞吐量测序时获取的原始数据集(即未经处

理的序列),存储格式为fastq。为了提炼出更适

合后续科学探究的高质量序列信息,必须对这批

原始序列进行一系列质量过滤工作。步骤是利

用Trimmomatic[11]工具开展质量控制,并且清

除所有序列上的接头;在此基础上,淘汰质量不

合标准的碱基和含 N的碱基,从而获得品质上

乘的“清洁读取”序列;之后利用 Trinity2.4[12]

软件进行末端的配对拼接工作,根据序列间的

相似度和长度,筛选并确定最长的唯一副本作

为 Unigene。
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1.2.3.2 Unigene功能注释

运用blastx[13]软件,在10-5的evalue阈值

下,将各 Unigene逐一对照 NR、COG/KOG和

Swissprot资料库进行标注;依据与Swissprot的

对照结果,将其对应的Swissprot识别码与 GO
术语进行匹配,以完成 Unigene的 GO分类记

录;最后对 Unigene数据在 KEGG[14]库中进行

比对分 析,旨 在 识 别 其 相 关 的 生 化 代 谢 路 径

信息。

1.2.3.3 Unigene定量、差异Unigene筛选、功能

富集及聚类分析

利用bowtie2[15]和eXpress[16]软件包分析获

取了Unigene的FPKM[17]和读数统计数据。通

过eXpress,我们定量了各样本中 Unigene的读

数情 况,并 采 用 DESeqRpackage的 estimate
SizeFactors功能对读数进行规范化处理;随后

使用nbinomTest功能进行p 值和倍数变化的

差异性检验;在此基础上,筛选出p<0.05且变

化倍数超过2的差异性 Unigene,并对它们执行

GO与KEGG的富集分析,目的是识别这些Uni-
gene主要影响的生物过程或途径。此外,对这些

差异性Unigene还进行了非监督的分层聚类分

析,并通过热图来呈现它们在各个样本中的表达

差异。

1.2.3.4 CDS预测和SSR分析

在10-5的evalue阈值下,Unigene序列将依

序与NR、SwissProt和KOG进行比对研究。一

旦某个序列在特定数据库中锁定了与之高度相

符的蛋白质,便即刻中断与其他数据库的比较作

业,不再做进一步的配对检索;倘若未找到,则该

序列会自动切换至新挑选的蛋白质数据库,继续

进行匹配搜索。此流程将循环式执行,直到一一

核对完毕所有特定的蛋白质数据库。在对应配

对的结果里,挑选分数最高的蛋白质作为识别特

定Unigene编码区的依据;而后根据典型的遗传

密码指导,将这一编码段转译成相应的氨基酸

链,解析出这一Unigene编码段的DNA排列(从

5'端至3'端)及其匹配的蛋白链。针对查无对应

数据库的 Unigene,采用ESTScan3.0.3[18]进行

编码区域推算,提取它们从5'端至3'端方向的

DNA及相应的蛋白质氨基酸链。采用 MISA程

序进行SSR(简单重复序列)分析预测,并运用

Primer3工具制定出SSR引物。在荧光定量聚

合酶链式反应的检测范畴内,遵循qPCR构建的

规则,应用Primer6程序定制待选基因的qPCR
引物(表1)。擎科生物科技有限公司制造了这批

引发元件。此次试验中,以actin作为内参基因,
选用SYBRGREENI作为qPCR的染色试剂进

行基因检测,并通过2-DDCT评估基因表达的相对

数量。利用qPCR方法进行试验,所需配制的

反应液总量为10μL,含5μL倍增的SYBR􀆿

GreenSupermix试剂,两种引物各0.5μL,1μL
的cDNA模板和3μL纯净的去离子水。步骤

为:在95℃下进行3min预处理,然后按照95℃
10s、60℃30s的热循环程序执行39次循环反

应。在扩增阶段结束后,进行一个升温步骤,即
从60℃开始以每秒上升1℃至95℃的速率变

化,收集构建熔解曲线分析所需数据。为了保

证结果的稳定性和重复性,每个样本都将进行

3次生物重复试验。
表1 引物信息

基  因 引物序列(5'-3') 退火温度/℃

TRINITY_DN14452_c0_g1_i1_1
F:TGATGACACCAGTAAGATTG
R:AAGACGAGGGTATTGACT

58

TRINITY_DN14321_c6_g1_i2_1
F:GTGTTGCTGATGCTGGTC
R:ACTGCGTATCTGTTGGTG

58

TRINITY_DN16321_c0_g2_i3_3
F:CCACCGAAACCTTACACTA
R:ACTTGAAGAGCAAACCCT

60

2 结果与分析

2.1 产卵量差异统计

羽化后粘虫雌虫注射蜕皮激素,3d后统计

每头雌虫的产卵量(图1)。t 检验分析结果发

现,补充蜕皮激素(20E)的粘虫产卵量相较于未

作处理的粘虫显著减少(n=20,p<0.05)。

2.2 转录组测序数据评估统计及拼接

6个样 本 的 转 录 组 序 列 测 定 总 计 产 生 了

40.84Gb的洁净数据。由表2可知,样本原始数
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据过滤后的碱基数为6.57~7.11Gb,Q30质量

的碱基所占比例为92.90%~93.56%,而GC的

平均值为49.19%。拼接统计结果显示,所构建的

单一基因(Unigene)共有33295条,大于等于

500bp的基因有21851条,大于等于1000bp的

基因有11976条,全部基因总长度为38633636碱

基对,最大长度为40040碱基对,最小长度为

301碱基对,平均长度为1160.34碱基对,N50为

1792碱基对。这些指标显示出粘虫的转录组测

序数据具有较高的品质,完全符合后续生物信息

学分析的资料需求。

***表示p<0.001,差异有统计学意义。

图1 产卵量差异统计散点图

表2 测序数据的评估统计

样品
原始数据中

的reads数/Mb
原始数据中

的碱基数/Gb
原始数据过滤后

的reads数/Mb
原始数据过滤

后的碱基数/Gb
有效碱基

百分比/%
Q30/% GC/%

A1 48.80 7.32 47.76 6.73 91.97 92.90 48.62
A2 50.08 7.51 49.08 7.01 93.26 93.19 48.78
A3 50.47 7.57 49.63 6.57 86.82 93.09 47.81
B1 48.82 7.32 47.82 6.77 92.43 93.01 49.31
B2 50.63 7.59 49.65 7.11 93.60 93.56 50.37
B3 47.20 7.08 46.27 6.65 93.99 93.33 50.22

2.3 粘虫差异表达基因

粘虫处理样本相较于对照的差异性基因分

析显示,共计有10015个Unigene表现出差异表

达,这其中包括5675个表达水平提高的基因和

4340个表达水平降低的基因。结果表明,差异

表达基因对蜕皮激素处理后的粘虫起到了非常

重要的作用。

2.4 基因注释和功能分类

2.4.1 注释结果

在获取转录本之后,需要进行功能的归属以

明确各个基因的作用。为探求粘虫在接受蜕皮

激素作用后其转录本的详细注释数据,本研究与

7个主要数据库进行了对照分析,在 Unigene数

据库比对的结果显示:共有17732条(53.26%)
基因与NR数据库对应,11109条(33.37%)基因

与Swissprot数据库对应,KEGG数据库收录了

5075条(15.24%)基因,KOG数据库也记录了

同样数量(15.24%)的基因,eggNOG数据库包

含了15618条(46.91%)基因信息,GO数据库归

类了10431条(31.33%)基因,Pfam数据库则有

11297条(33.93%)基因对应(表3)。此外,将原

始测序结果与Unigene数据库的基因序列进行比

较,发现比对成功率为91.17%~92.36%。

2.4.2 差异表达基因GO功能富集

对经受过粘虫蜕皮激素处理与未接受处理

的对照组进行分析时,共有10431个独立的基因

序列在基因本体论(GO)体系中得到归类,可划

归至3个主要的功能类别,而每个类别中的注解

种类及数量均有所区分。图2显示,这3大类别

包含生物进程、细胞组件及分子作用。在生物进

程这一领域,呈现出变异的基因大多关联于生物

粘附、细胞调节以及细胞和组织的构建或由来;
就细胞组件而言,大量变异基因涉及跨膜搬运、
生物分子复合体、以及器官和细胞小器件的功

能;在分子作用层面,则有相当数量的变异基因

专注于蛋白质结合和酶促反应方面。
表3 基因注释成功统计概率

数据库 基因数/条 百分比/%

NR 17732 53.26

Swissprot 11109 33.37

KEGG 5075 15.24

KOG 5075 15.24

eggNOG 15618 46.91

GO 10431 31.33

Pfam 11297 33.93

2.4.3 差异基因(DEGs)富集的KEGG通路分析

KEGG是有关Pathway的主要公共数据库,
利用 KEGG数据库对差异蛋白编码基因进行

Pathway分析,能够确定蜕皮激素处理的粘虫差异

表达基因参与的主要生物途径。与对照组相比共
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有62个差异基因(p<0.05或|log2FC|>1),有

316个基因表达上调和312个基因表达下调。差

异基因富集于前20的KEGG代谢通路,主要在

氨酰生物合成、DNA复制、真核生物中的核糖体

生物发生、RNA运输、N-聚糖生物合成、错配修

复、嘌呤代谢等通路中,其中甾类激素生物合成

通路中的葡萄糖醛酸转移酶、糖基转移酶和多萜

醇转移酶基因表达量显著下调(图3)。

注:All表示所有基因富集的GO条目,DEG表示差异基因富集的GO条目。

图2 差异表达基因GO功能富集

  注:气泡越大的条目包含的差异蛋白编码基因数目越多;富集p 值越小,显著程度越大。

图3 KEGG富集top20气泡图
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2.4.4 qPCR验证

为了验证转录组测序数据的准确性,选取

β-actin作 为 参 考 基 因,并 运 用 实 时 定 量 PCR
(qPCR)方法,对于甾体激素生物合成路径中呈

现降低表达的若干酶基因(葡萄糖醛酸转移酶、
糖基转移酶与多萜醇转移酶)进行了检验。结果

表明,qPCR 结果与转录测序结果一致(图4)。

图4 关键基因表达qPCR分析

3 讨论与结论

本研究发现外源性补充20E可以明显抑制

粘虫的生殖力。昆虫的卵黄蛋白Vg是卵生成的

重要前体,卵母细胞吸收卵黄蛋白发育成为成熟

的卵。在马德拉家蠊成熟个体中,脱皮激素的存

在抑制了黄体原蛋白的产生[19]。至于印度麦粉

螟,其脱皮激素含量减少时有助于早期蛹阶段的

黄体生成,而一旦进行了脱皮激素的处理,则会

阻止卵母细胞对 Vg的摄取[20]。本研究采用转

录组序列测定和 KEGG路径分析,观察到在蜕

皮激素处理后,排在前20位的基因主要集中在

类固醇激素生产的通路上。在这一通路中,与糖

类转化相关的酶类,如葡萄糖醛酸转移酶、糖基

转移酶和多烯异戊二醇基转移酶的表达量显著降

低。常见于昆虫体内的保幼激素第3型(JHⅢ)的
生物合成途径包括5个主要步骤:始于乙酰辅酶

A转化 为 甲 羟 戊 酸,然 后 是 异 戊 二 烯 焦 磷 酸

(IPP),接下来为法尼焦磷酸(FPP),并经由法内

酸(FA)的转化最后生成JH Ⅲ[21-22]。JH的合成

途径在进展到法尼焦磷酸阶段以前,与胆固醇和

其他类似固醇化合物的合成途径相同。鉴于昆

虫体内缺乏合成鲨烯与羊毛脂醇所需的酶,这类

生物不能沿着制造固醇化合物的途径继续。昆

虫采取了一条专门的路径,并借助于不同酶类,
如葡萄糖醛酸转移酶、糖基转移酶以及多萜醇转

移酶,来合成属于倍半萜类的JH 物质。JH 和

20E互作拮抗共同调控昆虫的生殖、发育和变

态,推测对粘虫成虫外源性补充20E可能抑制了

JH合成通路酶的转录水平,进而影响了JH 滴

度的降低,最终导致粘虫成虫产卵量降低。本试

验结果证实了蜕皮激素可以抑制粘虫正常的生

殖机能,导致其产卵量显著降低因而在粘虫防治

领域有着较好的应用前景。
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