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中华按蚊RNAi技术平台的建立及应用
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摘要:【目的】建立一套经济、便捷及高效的RNAi技术平台。【方法】以中华按蚊(Anophelessinensis)为模式物种,从材料

固定、注射部位、注射剂量等方面进行改进,并利用该平台沉默中华按蚊黑色素代谢途径中在蛹期表达的一个关键基因,

以验证该技术平台的操作性。【结果】建立了中华按蚊显微注射平台,通过摸索和改进注射操作技术,利用该平台成功地

实现了幼虫、蛹和成蚊的显微注射;同时,有效地沉默了该关键基因的表达,获得了黑化缺陷的蛹表型。【结论】该平台体

系的建立,不仅为中华按蚊功能基因的研究提供了分析手段,同时也为其他涉及显微注射的技术体系提供了参考。
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以蚊虫作为媒介传播的疟疾、登革热、黄热病、寨卡病等流行性传染病,威胁着世界上1/3的人口[1-2]。因

此,对媒介蚊虫种群数量的有效抑制是控制这些致命传染病蔓延的必不可少的措施。目前,不论是针对蚊虫生

理代谢的化学杀虫剂,还是以遗传工程为主要技术支持的蚊虫绝育技术等新一代防控策略,它们的基础都是对

蚊虫的传病机制、毒物代谢、生长发育等重要生理过程的清楚认识,而其中的前提则是对参与这些生理过程的关

键基因的功能进行深入细致地分析。
目前,越来越多的媒介蚊虫的基因组被测序[3-5],了解这些蚊虫基因组中的编码基因在蚊虫的生存及繁殖中

扮演的角色不仅是蚊虫功能基因组研究的重要课题,同时也是蚊虫防控策略的理论基础。在功能基因研究中,

RNAi是一种相对高效、成熟、便捷且研究成本较低的技术手段[6-7]。在昆虫研究中,RNAi技术虽然已经普遍应

用[8],但操作难度因物种的不同而呈现出较大的差别。一般来说,昆虫体形越小,肢体越柔弱,在进行双链RNA
注射操作时,材料准备及注射手段的难度则越大。因此,对于蚊虫等这类微小的昆虫来说,是否能发展一套操作

时间短、注射精度高且对各发育阶段损伤程度较小的RNAi技术体系,对于一些研究平台还不够完善的实验室

来说,是亟待突破的技术瓶颈。
笔者所在实验室探索出了一套成本投入相对经济且操作简便的RNAi技术体系,并利用该体系对中华按蚊

(Anophelessinensis)黑色素代谢基因的功能进行了初步分析,并获得了较好的表型结果。这一平台的建立,为
中华按蚊功能基因组研究提供了快速的初步研究策略,同时也为如CRISPR-Cas9等其他技术体系的摸索和建

立提供了有价值的参考[9-11]。

1材料与方法

1.1实验蚊虫

中华按蚊 WX-LS品系饲养于重庆师范大学昆虫与分子生物学研究所。幼虫以鱼苗饲料饲养于27℃,光周

期为12h光照、12h黑暗。取材为发育2~3d的4龄幼虫、化蛹2h以内的蛹和羽化2h以内的成蚊。
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1.2显微注射系统

所用仪器为CFT-8401A型精密nL注射器,并外连氮气钢瓶(12.5MPa标准气压)。注射用的玻璃针参考

日本NARISHIGE公司G-100型规格,由成都华西医科大学仪器厂定制。上样吸头为EppendorfGELoader。
注射用成像系统为OLYMPUSSZX10解剖镜,拉针仪为日本NARISHIGEPN-30型。显微注射所用的固定板

根据文献[12]的报道加以改进而获得。

1.3注射操作

1.3.1准备阶段 1)玻璃电极使用PN-30PULLER拉制成细长玻璃针,采用最大磁力,温度为90℃左右。2)

EppendorfGELoader吸头、滤纸、纯净水、枪头等采用高压灭菌;玻璃固定板、玻璃针等使用无水乙醇浸泡后烘干

备用。3)无水乙醇清洁显微注射实验台及解剖镜;打开CFT-8401A型精密nL注射器和解剖镜电源,打开氮气

钢瓶阀门使之同注射器连通,按注射器“清洗”键清洗仪器,将解剖镜视野调至最佳。4)EppendorfGELoader吸

头吸取样品并上样于玻璃针中,修剪玻璃针至刚能扎破材料表面又不至于造成大的创伤。5)调节注射器上的氮

气压力至注射样品剂量合适后即开始注射。

1.3.2注射阶段 1)材料置于自制玻璃固定板上,吸干水,并将材料紧靠在两条固定板相交处。2)沿水平方向

从材料背板柔软处将玻璃针扎入胸部1/2深度后随即通过CFT-8401A型精密nL注射器注射样品,然后轻柔地

抽出注射针,将材料移至超纯水中培养。

1.3.3注射后处理阶段 注射后的材料在超纯水中于实验室标准条件下培养,并仔细观察注射后材料个体的发

育变化。

1.4dsRNA的合成及干扰后表型的观察

根据果蝇的黑色素代谢路径,鉴定得到中华按蚊也具有完整的代谢路径,并选取其中关键的促黑化基因,根
据它的序列特征设计引物,并利用 T7RiboMAXTMExpressRNAiSystem (Promega)体外转录试剂盒合成

dsRNA,对照组为dsRed。合成的dsRNA通过电泳检测合格后,稀释到6μg·μL-1,并以每个个体800ng的剂

量进行注射,注射时期为化蛹初期(约2h以内)。并于注射36h观察基因干扰组与对照组蛹体色的变化,半定

量PCR检测该黑色素代谢基因在两组个体中的表达差异。

2结果与分析

2.1RNAi技术平台的构建

本实验构建了简易的RNAi技术平台(封二彩图1)。该平台的核心部件为CFT-8401A型精密nL注射器,
注射动力来源于外连的氮气钢瓶。在进行注射时,通过OLYMPUSSZX10解剖镜来观察材料以及调整到合适

的注射部位后,通过脚踩注射器踏板,将合适剂量的样品推送至材料体内。

2.2注射材料的有效固定方案

  图2 材料固定装置

  Fig.2 Materialfixtures

由于蚊虫的幼虫和蛹生活在水中且运动能力强,一旦转移至固

相载体上,个体会剧烈挣扎、跳动,非常不利于玻璃针头的插入与后

续操作中样品的注入。因此,对这两个发育阶段的个体进行注射时,
材料的固定直接决定注射的效果。由本实验室自行设计的固定板由

两块载玻片十字交叉粘合而成(图2)。其中上层载玻片的棱所形成

的靠面能够非常有效地贴合幼虫或蛹的侧面或腹面,通过阻挡幼虫

或蛹躯体的弯曲来起到良好的固定作用。而对于成蚊则需要先置于

冰面上使之晕厥后再移至玻片上固定并注射。

2.3注射部位及注射剂量的选择

对于幼虫来说,选取的注射部位是躯体后1/3处,此部位远离头

部,且摆动程度相较头部来说更低,因此可以降低注射受到的损伤。成虫的注射最为简单,注射部位为胸腔,注
射时只需保证玻璃针不刺穿胸腔即可。由于蛹期个体的内压明显大于幼虫和成虫期,并且蛹的活动能力强,因
此,蛹期的注射最为复杂。中华按蚊的蛹主要分为头胸部和腹部两部分。选择头胸部注射时,在头胸部正面扎

针时给蛹造成巨大的机械损伤,容易死亡,并且样品极易在注射后从蛹体漏出而不能达到相应的效果。而化蛹
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初期(2h左右)头胸部背板已成型,且具备合适的硬度,这使得扎针所带来的机械损伤也较小,同时样品不会漏

出,因此,以头胸部为注射靶标时,背板处为理想的注射部位。在注射过程中,选用指示剂来检测注入及渗漏情

况。结果显示,选择上述部位进行注射时,指示液基本被注入蛹体,极少发生渗漏现象,最大限度地降低了损耗,
提高了潜在的效率。此外,为了在今后的实验中进一步提高干扰的效率,对幼虫、蛹、成虫的注射剂量进行了摸

索。根据Pelletier和Pondeville等人的研究[13-14]并结合笔者自身的摸索,初步结果显示,注射200nL为幼虫、蛹
和成虫所能承受的最适宜剂量,在这一剂量下,既可以保证外源样品的注入剂量达到较高水平,又不至于较大程

度地造成个体死亡。不同发育时期的个体注射后羽化率或存活率均不同,这与个体经历的发育时间和承受创伤

的能力有关,幼虫更为脆弱,且发育并羽化成成蚊所需的时间更长,因此最终的成虫羽化率最低(表1)。

表1 不同处理个体羽化率或存活率比较

Tab.1 Thecomparisonofeclosionrateorsurvivalrate

ofthedifferenttreatmentindividuals %

注射时期 羽化率或存活率 未经处理个体羽化率或存活率

幼虫 66.67 71.70

蛹 72.22 78.26

成虫 87.50 90.24

表2 干扰效率

Tab.2 Interferenceefficiency

干扰片段 注射头数 化蛹36h颜色变浅的蛹头数(存活的) 干扰效率/%

dsGene 39 25 64.10

dsRed 41 0 0 

2.4注射黑色素合成基因dsRNA后蛹

的表型变化

笔者先前的调查发现,在中华按蚊

蛹的发育过程中,蛹体色逐渐加深,最后

明显黑化。这一变化规律普遍为:在化

蛹早期(0~8h)蛹体透明程度高,由浅

黄和淡绿夹杂而构成主要的体色,复眼

着色程度低;在化蛹中期(8~24h),蛹
体色加深,但主要表现为黄色体色的略

微加深,复眼着色变化并不明显;而在化

蛹后期至羽化前期(32~40h),蛹体色

变化最为剧烈,主要表现为剧烈的黑化

(封二彩图3a)。因此,在蛹发育期间,
体色可以作为评价RNAi效果的重要表型。本研究中选择的黑色素代谢关键基因主要负责蛹后期黑色素的大

量生成和累积,因此理论上该基因表达被沉默后,蛹体着色可能受到影响。初步的RNAi结果显示:在黑色素基

因干扰组中,超过60%的蛹表现为在化蛹后期无法着色(表2),而对照组则同正常蛹的黑化类似,着色模式未受

到影响(封二彩图3b)。进一步发现,干扰组个体的黑色素代谢基因的表达量也明显低于对照组个体(封二彩图

3c),这与干扰组中表现出的着色(黑化)障碍相对应,表明初步的RNAi效果明显,结果真实可信。

3讨论

本研究中,通过搭建简易的操作平台,摸索出了一套低成本,高效率的RNAi注射技术体系,并通过对促黑

化基因的沉默和表型观察分析以及基因表达的分子检测,证实了这套技术体系的可靠性,这为后续深入开展中

华按蚊功能基因组研究提供了有利的技术保障,也为其他涉及到显微注射的技术体系的摸索和建立提供了前期

的参考。
在注射过程中,不论是注射背部还是腹部,都采取将个体腹部展开紧贴棱,并用滤纸吸干多余的水分。在除

水的过程中,可能会遇到水分完全被吸干后蛹和幼虫更加剧烈跳动的情况,这可能是蛹和幼虫的一种强烈应激

反应。此时,只需将水分吸收至不影响观察和注射即可。虽然该技术体系操作简便,但蚊虫自身脆弱这一先天

条件还是决定了在操纵过程中的力度要尽可能地轻柔。并且在具体实施过程中,一般先以冷冻的方式降低蚊虫

的活动能力,以减少物理损伤,特别是以成蚊为材料时更需注意。相比而言,早期类似的方法多采用琼脂糖,而
琼脂糖浓度的配比技术要求相对较高:浓度太大不利于固定,而浓度过低又会大量粘附于虫体[12]。而本研究所

改进的固定方法既制备简单,又能够在最大程度避免损伤的情况下固定蚊虫,在操作可行性、成本控制及操作效

率方面的优势是非常明显的。
目前虽然本实验室能够熟练地进行中华按蚊幼虫、蛹、成虫的注射实验,但还是有一定的局限性。对于蚊虫

卵来说,因尺寸太小,肉眼难以清楚识别,且没有合适的工具移取、排列及固定,加之注射卵部位的精度相比其他

时期个体要高得多,手动注射几乎无法完成,故而该平台目前还无法对蚊卵进行注射。而在后续研究中,对卵期

注射体系的摸索和建立将会是研究工作中的重点。
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AnimalSciences

EstablishmentandApplicationofAnophelessinensisRNAiTechnologyPlatform

DUMinghui,CHENBin,QIAOLiang
(InstituteofEntomologyandMolecularBiology,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Thepaperaimstoestablishaneconomical,convenientandefficientRNAitechnologyplatform.[Methods]A-
nophelessinensiswasusedasthemodeltoimprovetheRNAioperation,includingmosquitofixation,injectionsiteanddose,etc.
AndtheexpressionofakeygeneinAn.sinensismelaninmetabolicpathwayinthepupalstagewassilencedviatheplatformtoverify
theoperabilityoftheplatform.[Findings]TheplatformforA.sinensismicroinjectionwasestablished.Aftertheimprovementof
theinjectionoperationaltechnology,larvawasinjectedsuccessfully,pupaandadultandefficientlysilencedtheexpressionofthekey

geneviatheplatform,andfinallythenon-melanicpupaewereobtained.[Conclusions]Theestablishmentoftheplatformsystemnot

onlyprovidedusananalyticaltoolforthestudyofA.sinensisgenefunction,butalsoprovidedareferenceforothertechnologysys-
temsinvolvedinmicroinjection.

Keywords:Anophelessinensis;genefunction;RNAi;microinjection;melanization
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