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摘 要：【目的】探讨利用转基因微藻防控传播登革热等疾病的伊蚊的技术可行性。【方法】以

伊蚊神经递质转运体 γ-氨基丁酸受体基因(gamma-aminobutyric acid receptor gene, gat)为靶点，构

建 shRNA 微藻(Microalgae)表达载体，通过电击法将其转入莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii) 

CC124 和小球藻 (Chlorella vulgaris) HOC5 中，获得重组微藻，并用其饲喂伊蚊幼虫和成蚊。

【结果】gat-shRNA 转基因藻株可显著延缓伊蚊幼虫的发育、对伊蚊幼虫和成蚊表现出明显的致

死效果，致死率分别为 75.56% 和 58.67%。伊蚊幼虫体内目标基因 gat 的表达量显著降低。

【结论】在封闭水域中投放 gat-shRNA 转基因微藻以抑制水域附近的蚊子种群是可行的。该策略

为使用生物方法控制伊蚊，以及阻断登革热、寨卡病毒病等严重传染病的传播提供了一种新的

思路。
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Abstract: [Objective] To explore the technical feasibility of using transgenic microalgae to control 
Aedes that transmit diseases such as dengue fever. [Methods] Taking the neurotransmitter 
transporter gamma-aminobutyric acid receptor gene (gat) of Aedes as a target, we constructed a 
shRNA-expressing vector and then transferred the vector into Chlamydomonas reinhardtiii CC124 
and Chlorella vulgaris HOC5 through electroporation. The recombinant microalgae were used to 
feed the larvae and adults of Aedes albopictus. [Results] The transgenic algae delayed the larval 
development and had obvious lethal effects on the larvae and adults of A. albopictus, causing the 
mortality rates of 75.56% and 58.67%, respectively. The expression level of gat in the larvae was 
significantly down-regulated. [Conclusion] Deploying gat-shRNA transgenic microalgae in 
enclosed water environments to suppress mosquito populations in the vicinity is technically 
feasible. This strategy provides a new perspective on using biological methods to control 
mosquitoes and block the transmission of severe infectious diseases such as dengue fever and Zika 
virus disease.
Keywords: Chlamydomonas reinhardtiii; Chlorella vulgaris; dengue fever; Aedes; gat

登革热(dengue fever, DF)是一种由蚊子传播

的疾病，已经成为全球范围内一个非常紧急和

重要的公共卫生问题。根据世界卫生组织

(World Health Organization, WHO) 的统计数据

(https://www.who.int/zh/emergencies/disease-outbreak-

news/item/2023-DON498)，从 2000 年到 2019 年，

全球报告的登革热病例数量从 50 万增加到了

520 万，这些病例分布在 129 个国家。2024 年

全球登革热疫情高发，多国出现病例数上升。

据 WHO 通报(https://new.qq.com/rain/a/20240520

A08ITS00)，美洲地区 2024 年 1−3 月报告的登

革热病例数超过 300 万，是 2023 年的 3 倍；巴

西发现的登革热疑似及确诊病例累计已超过

427 万例，死亡病例达到 2 197 例；阿根廷登革

热确诊病例为 37.9 万余例。1978 年，我国首次

在广东省佛山市发现了登革热病例。至今，我

国在广东、广西、海南、云南、浙江、福建、

台湾、澳门和香港等地区报告了登革热的暴发

或流行以及本地感染病例[1-3]；据统计，登革热

病 例 高 达 655 324 例 ， 其 中 死 亡 病 例 为

610 例[3]。登革热是一种通常症状轻微或无症状

的疾病，大多数患者会在 1−2 周内自愈。然而，
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在极少数情况下，登革热可能会导致严重并发

症，甚至死亡[4]。登革热的典型症状包括高烧、

剧烈头痛、眼球后疼痛、肌肉和关节痛、恶心、

皮疹以及身体肿胀[5]。这种疾病主要通过蚊子叮

咬传播，涉及的蚊种包括白纹伊蚊 (Aedes 

albopictus)和埃及伊蚊(Aedes aegypti)。目前，尚

无特定药物可以治疗登革热，因此预防和控制

疾病的传播显得尤为重要。

目前，登革热的预防主要集中在消灭媒介

蚊子上，采用的方法包括物理方法和化学方法。

化学方法涉及使用不同类型的杀虫剂，如菊酯

类杀虫剂、有机磷类杀虫剂以及四氟苯菊酯定

量气雾剂[6-8]。然而，化学杀虫剂的使用不仅会

对环境造成污染，还可能对非目标物种造成伤

害。此外随着时间的推移，蚊子可能会产生抗

药性。RNA 干扰(RNA interference, RNAi)是自

然界生物独有的一种特异性抵御外来病毒和微

生物入侵的保护机制，同时也是一种基因调控

机制，参与机体的生长、代谢和发育调控[9]。

RNAi 的作用实现依赖于双链 RNA (double-

stranded RNA, dsRNA)的传递方法，从而使其开

发过程更便捷[10]。由于 RNAi 容易被无处不在

的细菌酶降解，因此它不会对环境造成危

害[11-12]。如今，RNAi 技术已被应用于蚊虫控制

领域。Mysore 等[13]设计了酿酒酵母的 shRNA 结

构，并将其制作成酵母片饲喂蚊子幼虫，吞食

重组酵母的蚊子幼虫靶基因得到有效沉默，最

终导致蚊虫死亡。蚊子幼虫生活在水中，以小

球藻、微藻、细菌等为食。费小雯等[14]针对蚊

子的特性设计了 V-ATPA 基因的 RNAi 结构，并

将其应用于莱茵衣藻中；通过使用重组微藻饲

喂伊蚊幼虫，观察到幼虫的死亡率达到 100.0%，

并且与对照组相比，相关基因的表达量下降了

97.4%。Carpenter 等[15]通过 RNAi 技术成功使

tor target of rapamycin (Tor)激酶基因的表达沉

默，结果导致了卵黄原蛋白表达量的降低，并

直接抑制了雌蚊卵子的产生。由此可见，RNAi

技术在蚊虫防控方面的应用已经在理论和实验

室层面取得了良好进展，为未来在实际环境中

管理蚊虫种群提供了重要的指导意义。

γ-氨基丁酸(γ‑aminobutyric acid, GABA)是一

种重要的抑制性神经递质，它可以通过转运蛋

白(GABA transporter, GAT)进入神经元或神经胶

质细胞中。GAT 属于 Na+/Cl−转运蛋白家族

(SLC6 基因家族)，在维持胞外 GABA 浓度稳定

和突触间隙信号终止方面起着重要作用[16-17]。

据报道，对于昆虫而言，GABA 可以调节多种

生理行为，如交配持久性[18]、摄食限制[19]、运

动[20]、睡眠[21]、生物钟[22]、对乙醇的反应[23]和

嗅觉记忆[24]。GAT 在生理和病理状态下主要通

过调控细胞外的 GABA 水平来发挥作用。当 gat

基因的表达出现异常时，会导致 GABA 介导的

神经信号传递发生变化，这种变化会影响到

GABA 能神经元的活动，从而在维持神经系统

的兴奋性与抑制性平衡中扮演核心角色。为此，

本研究选择突触信号传递通路中的 gat 基因作为

新 的 生 物 杀 蚊 靶 点 ， 将 其 转 入 莱 茵 衣 藻

(Chlamydomonas reinhardtii) CC124 和 小 球 藻

(Chlorella vulgaris) HOC5 中。将重组藻株饲喂

白纹伊蚊幼虫和成虫后，重组藻株能在伊蚊体

内释放针对 gat 基因的 shRNA，特异性地沉默

伊蚊体内的 gat 基因，从而使其无法转运 GABA

蛋白，阻断伊蚊的正常生态发育并导致其死亡，

这可为蚊媒传染病的防控提供新思路。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

白纹伊蚊捕捉于中国热带农业科学院院内，

由本实验室继代保存。莱茵衣藻 CC124 购自中

国科学院淡水藻种库(https://algae.ihb.ac.cn/)；小
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球藻 HOC5 为海南本地物种，分离纯化后接于

Tris-acetate-phosphate (TAP)固体培养基保存。柱

式质粒 DNA 小量抽提试剂盒购自 Omega 公司；

植物 DNA 提取试剂盒、RNA 提取试剂盒均购

自广州美基生物科技有限公司；潮霉素 B 购自

北京索莱宝科技有限公司；反转录试剂盒购自

北京康为世纪生物科技有限公司；AceQ® qPCR 

SYBR Green Master Mix (Low ROX Premixed)购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；限制性

内切酶 Bgl Ⅱ、Sph Ⅰ、BstE Ⅱ均购自宝生物工

程(大连)有限公司。pCAMBIA1302 载体由深圳

华大基因科技有限公司惠赠。

1.2　白纹伊蚊 gat 基因 shRNA 靶位点选

择与设计

根据 NCBI 上已公布的伊蚊 gat 基因的

mRNA 序列(GenBank 登录号为 XM_019696122)，

通过线上设计网站 GPP (http：//www.broadinstitute.

org/rnai/public/seq/search)筛选出分数最高的几条

shRNA 靶序列，并进行 BLAST 比对，排除与其

他非相关基因同源的序列后，选择合适的作为

靶序列。shRNA 模板中选用 CTCGAG 序列作为

中间 loop 环结构。根据 pCAMBIA1302 载体的

酶切位点要求，在正义链的 5′端添加 GATC，

可与 Bgl Ⅱ酶切 pCAMBIA1302 载体后的黏性末

端互补；在反义链的 5′端添加 GTCACC，可与

BstE Ⅱ酶切 pCAMBIA1302 载体后的黏性末端

互补。设计好的 shRNA 序列包含酶切位点、正

义链、loop 环、反义链、终止信号和酶切位点，

其序列见表 1。

1.3　shRNA RNAi 表达载体构建及鉴定

1.3.1　目的单链片段退火成双链

将设计合成的正、反向寡核苷酸单链

(100 μmol/L)各 1 µL 加入 48 μL 的 10×H buffer 

(稀释 10 倍)反应体系中(引物终浓度 2 μmol/L)，

从 95 ℃缓慢退火至室温，形成两端分别具有

Bgl Ⅱ和 BstE Ⅱ黏性末端的寡核苷酸双链。

1.3.2　pCMBIA1302 载体的限制性酶切

先 后 使 用 Bgl Ⅱ 和 BstE II 限 制 酶 对

pCAMBIA1302 载体进行双酶切，通过 1% 琼脂

糖凝胶电泳鉴定并用柱式 DNA 胶回收试剂盒

回收。

表1　shRNA序列、扩增靶基因及内参引物的设计

Table 1　Design of shRNA sequences, target gene amplification and internal reference primers

Primers name

Gat target sequence

Gat-shRNA-F

Gat-shRNA-R

Gat transcripts

pCAMBIA1302-F

pCAMBIA1302-R

Gat-F

Gat-R

PRS17-F

PRS17-R

Primer sequences (5′→3′)

CGTGTGCTTCATCAGTTATTT

GATCCGTGTGCTTCATCAGTTATTTCTCGAGAAATAA
CTGATGAAGCACACGTTTTTG

GTCACCAAAAACGTGTGCTTCATCAGTTATTTCTCG
AGAAATAACTGATGAAGCACACG

GATCCGTGTGCTTCATCAGTTATTTCTCGAGAAA
TAACTGATGAAGCACACG

TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAG

TATCGCAATGATGGCATTTGTAGG

TGCCTTGTTCCCGTACTTCC

GCGTTACGGCATCAATCCAC

AAGAAGTGGCCATCATTCCA

GGTCTCCGGGTCGACTTC

Initial position

325
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1.3.3　连接与转化

将酶切后回收的载体与退火产物在 16 ℃下

连接过夜 (T4 DNA 连接酶)。连接产物转入

TOP10 感受态细菌中，并涂布于含有卡那霉素

(100 μg/mL)的 LB 平板上，37 ℃恒温培养过夜

(12−16 h)。第 2 天，挑取阳性单菌落于 50 mL

含有卡那霉素的 LB 液体培养基中，37 ℃、

180 r/min 培养 10−12 h，提取质粒，并用 Sph I

酶切鉴定重组质粒。未连接干扰片段的空载体

pCAMBIA1302 质粒作为对照。将构建好的重组

质粒命名为 gat-p1302。

1.4　shRNA RNAi 重组微藻的转化、筛

选与鉴定

1.4.1　电击法转化莱茵衣藻、小球藻

采用 Wang 等[25]的实验参数，对电击条件进

行调整。调整后的条件：电压 500 V；脉冲长度

4 MS；脉冲次数 7 次；间隔时间 100 ms。

1.4.2　筛选后阳性藻株的 DNA 提取及 PCR

鉴定

使用植物 DNA 提取试剂盒提取工程藻株的

DNA，并进行 PCR 反应。引物序列见表 1 中的

pCAMBIA1302 引物。PCR 反应体系 (25 μL)：

2×Flash PCR MasterMix 12.5 μL，上、下游引物

(10 µmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 

9.5 µL。 PCR 反应条件： 98 ℃ 预变性 30 s；

94 ℃变性 10 s， 60 ℃退火 15 s， 72 ℃延伸

15 s，共 35 个循环；72 ℃终延伸 1 min。通过

2% 琼脂糖凝胶电泳鉴定 gat-p1302 表达载体是

否成功转入微藻中。

1.4.3　伊蚊的饲养

蚊虫的孵育条件：温度 27−29 ℃，强光照

射，添加饲料，直至成蚊羽化。成蚊生长条件：

温度 27 ℃，相对湿度 70%，使用 10% 蔗糖溶液

饲喂成蚊，每 48 h 提供 1 次小白鼠供雌蚊吸血。

1.4.4　伊蚊幼虫的生物学检测

将阳性工程藻株用于饲喂伊蚊幼虫，每组

30 只幼虫，重复 3 次。阳性工程藻饲喂伊蚊幼

虫 4 d 后，每组随机选取 5 只幼虫测量体长。

饲喂不同转基因藻株 4 d 后，使用 RNA 提

取试剂盒提取伊蚊幼虫总 RNA，使用反转录试

剂盒进行反转录，得到 cDNA 后，以白纹伊蚊

体内核糖体蛋白 S17 (ribosomal protein S17，

Gene ID：109416926)作为内参基因进行 qPCR

检 测 。 引 物 序 列 见 表 1。 qPCR 反 应 体 系

(20 µL)： 2×AceQ® qPCR SYBR Green Master 

Mix 10 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 0.4 µL，

cDNA 模板 1 µL，ddH2O 8.2 µL。反应条件：

95 ℃ 5 min； 95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 40 个循

环； 95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s；95 ℃ 15 s。

1.4.5　糖毒诱饵试验

野生型 CC124 藻株与 10% 蔗糖溶液混合作

为阴性对照；0.1 mg/L 溴氰菊酯与 10% 蔗糖溶

液混合作为阳性对照；重组藻株与 10% 蔗糖溶

液混合作为实验组。上述溶液按 1:1 比例混合后

用于饲喂伊蚊成蚊。每组 50 只成蚊，重复

3 次，实验为期 7 d，每天统计蚊虫死亡情况。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　shRNA RNAi 表达载体的验证

使用限制性内切酶 Sph I 对构建好的 p1302-gat

重组质粒进行单酶切，以未连接干扰片段的空

载 pCAMBIA1302 质粒作为对照。如图 1B 所

示，pCAMBIA1302 空载质粒大小为 10 549 bp，

经 Sph I 酶切后得到 2 条片段，大片段大小为

8 619 bp，小片段为 1 930 bp，重组质粒酶切后，

大片段大小为 8 619 bp，小片段为 1 234 bp，与

预期结果一致，说明载体构建成功。

2.2　阳性 shRNA RNAi 重组微藻的获得

将准备好的质粒与生长至对数期的 CC124
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和 HOC5 分别进行电击转化。分别以 ddH2O 组

转化 CC124 和 HOC5 作为阴性对照，以空载体

pCAMBIA1302 转化微藻作为阳性对照。电击转

化后，将藻株涂布在含有 25 μg/mL 和 150 μg/mL

潮霉素 B 的 TAP 固体培养基上，筛选阳性工程

藻株。将筛选后的单个藻株挑入 50 mL TAP 液

体培养基中培养至对数期(OD 值为 0.3−0.5)，提

取微藻基因组 DNA 进行 PCR 鉴定。2% 琼脂糖

凝胶电泳部分结果见图 1C，阳性藻株扩增的目

的片段大小约为 475 bp。结果显示，成功获得转

gat-shRNA 小球藻 5 株、转 gat-shRNA 莱茵衣藻

6 株，以及转空载体 pCAMBIA1302 的转基因藻

株 5 株。

2.3　饲喂 shRNA 重组微藻对伊蚊幼虫

进行 RNA 干扰

2.3.1　饲喂 shRNA 重组微藻对伊蚊幼虫的

影响

为了探究 gat 基因沉默对伊蚊幼虫的致死效

果，将成功转化的 RNAi 重组微藻用于饲喂伊蚊

幼虫，设置 2 组实验。第 1 组：对照组(饲料组、

CC124 组、pCAMBIA1302 组)和实验组(转莱茵

衣藻 gat 1−5 号转化子)；第 2 组：对照组(饲料

组、HOC5 组、pCAMBIA1302 组)和实验组(转

小球藻 gat 1−5 号转化子)，每组重复 3 次。观察

图1　琼脂糖凝胶电泳图。A：gat-shRNA二级结构预测图；B：gat-p1302鉴定结果图(Lane M：DL5000 

DNA marker；Lanes 1−2：gat-p1302；Lane 3：pCAMBIA1302质粒)；C：转基因藻鉴定结果图(Lane M：

DL500 DNA marker；Lanes 1−5：gat-shRNA小球藻转化子1−5；Lanes 7−12：gat-shRNA莱茵衣藻转化子

1−5；Lanes 14−15： 转 空 载 体 pCAMBIA1302 的 莱 茵 衣 藻 转 化 子 1−2；Lanes 16−18： 转 空 载 体

pCAMBIA1302的小球藻转化子1−2；Lanes 6、13：p1302-gat质粒；Lane 19：CC124 DNA；Lane 20：

pCAMBIA1302质粒)。

Figure 1　Agarose gel electrophoresis. A: gat-shRNA secondary structure prediction diagram; B: Identification 

result of gat-p1302 (Lane M: DL5000 DNA marker; Lanes 1−2: gat-p1302; Lane 3: pCAMBIA1302 plasmid); C: 

Transgenic algae identification result diagram (Lane M: DL500 DNA marker; Lanes 1−5: Transformants 1−5 of 

gat-shRNA Chlorella; Lanes 7−12: Transformants 1−5 of gat-shRNA C. reinhardtii; Lanes 14−15: Transformants 

1−2 of C. reinhardtii with the empty vector pCAMBIA1302; Lanes 16−18: Transformants 1−2 of Chlorella with 

the empty vector pCAMBIA1302; Lanes 6 and 13: p1302-gat plasmid; Lane 19: CC124 DNA; Lane 20: 

pCAMBIA1302 plasmid).
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发现，饲喂重组莱茵衣藻和小球藻的伊蚊幼虫

生长发育迟缓，身体出现轻微颤抖，对光照反

应迟钝。幼虫死亡率见图 2，饲喂重组 CC124

藻株的伊蚊幼虫在饲喂第 2 天开始出现死亡现

象，观察 15 d 后，饲喂野生 CC124 藻株的幼虫

死亡率为 27.78%，饲喂空载体 p1302 藻株的幼

虫死亡率为 30.00%，而饲喂转莱茵衣藻 gat 基

因的幼虫死亡率最高，达到 75.56%；饲喂重组

HOC5 藻株的伊蚊幼虫在第 1 天开始出现死亡，

第 2 天至第 10 天死亡速度较快，第 10 天后死

亡速度逐渐减缓，饲喂野生 HOC5 藻株的幼虫

死亡率为 0，饲喂转空载体 p1302 藻株的幼虫死

亡率为 2.22%，而饲喂转小球藻 gat 基因的幼虫

死亡率为 62.22%。通过 SPSS 软件 (IBM SPSS 

Statistics 19)进行单因素方差分析，结果显示在

饲喂莱茵衣藻组中处理组 1−5 号转化子与对照

组之间白纹伊蚊的死亡率差异显著(P<0.05)，但

各 重 组 藻 株 转 化 子 之 间 的 差 异 性 不 显 著

(P>0.05)；在饲喂小球藻组中，处理组 1−5 号转

化子与对照组之间白纹伊蚊的死亡差异显著

(P<0.05)，但各重组藻株转化子之间死亡差异不

显著 (P>0.05)，说明饲喂 gat-shRNA 重组莱茵

衣藻和小球藻对伊蚊幼虫具有显著的致死

效果。

2.3.2　饲喂 shRNA 重组微藻对伊蚊幼虫体

长的影响

根据 2.3.1 节的结果，重组微藻对伊蚊幼虫

的生长发育有显著影响。因此，设置 2 组实验，

饲喂伊蚊幼虫 4 d 后，每组随机挑取 5 只幼虫，

在显微镜下测量其体长(图 3、图 4)。饲喂清水

组、饲料组和野生 CC124 藻株组的幼虫平均体

长分别为 1 888.40、5 865.00 和 3 974.20 μm；饲

喂转莱茵衣藻 gat 1−5 转化子组的幼虫平均体长

分别为 3 086.40、3 040.40、3 079.20、3 451.40

和 3 215.80 μm；饲喂野生小球藻藻株组的幼虫

平均体长为 4 503.00 μm，饲喂转小球藻 gat 1−5

转化子组的幼虫平均体长分别为 2 851.33、

2 860.67、 2 634.33、 2 658.33 和 2 513.67 μm，

说明实验组幼虫的体长明显短于对照组(P<0.05)，

表明 gat 基因的沉默能够延缓伊蚊幼虫的发育。

图2　饲喂重组微藻的伊蚊幼虫死亡率。A：饲喂转莱茵衣藻gat-shRNA转化子1−5的幼虫死亡率(CC124：野

生莱茵衣藻饲喂幼虫)；B：饲喂转小球藻gat-shRNA转化子1−5的幼虫死亡率(HOC5：野生小球藻饲喂幼虫)。

Fodder：用饲料饲喂幼虫；p1302：转空载体pCAMBIA1302的小球藻饲喂幼虫；gat-p1302-1−gat-p1302-5：转

gat-shRNA小球藻饲喂幼虫。

Figure 2　Mortality rate of Aedes aegypti larvae fed with recombinant microalgae. A: Mortality rate of larvae fed 

with gat-shRNA transformed C. reinhardtii strains 1−5 (CC124: Larvae fed with wild-type C. reinhardtii); B: 

Mortality rate of larvae fed with gat-shRNA transformed Chlorella strains 1−5 (HOC5: Larvae fed with wild-type 

Chlorella). Fodder: Larvae fed with feed; p1302: Larvae fed with Chlorella transformed with the empty vector 

pCAMBIA1302; gat-p1302-1−gat-p1302-5: Larvae fed with Chlorella transformed with gat-shRNA.
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2.3.3　饲喂 shRNA 微藻对重组伊蚊幼虫靶

基因表达的影响

为了检测伊蚊幼虫饲喂重组微藻是否有效

沉默靶基因的表达，选取饲喂第 4 天的幼虫通

过 qPCR 技术检测靶基因表达水平。以饲喂野生

CC124 藻株、野生 HOC5 藻株和转空载体

pCAMBIA1302 的微藻为对照组，以 RpS17 作

为内参基因。测定结果见图 5，饲喂 gat-shRNA

莱茵衣藻的幼虫靶基因相对表达量为 55.93%，

饲喂 gat-shRNA 小球藻的幼虫靶基因相对表达

量为 20.46%，而对照组的相对基因表达量为

100.00%。结果表明，饲喂重组微藻的伊蚊幼虫

靶基因表达显著下调，说明该 RNAi 重组微藻能

够有效沉默靶基因，且处理组与对照组之间的

差异显著(P<0.05)。

2.4　饲喂 shRNA 重组微藻对伊蚊成虫

致死情况

本研究分为 3 组：野生 CC124 藻株+10%

蔗糖作为阴性对照；溴氰菊酯+10% 蔗糖作为阳

性对照；gat-shRNA 莱茵衣藻+10% 蔗糖作为实

验组。成蚊落在蚊笼底端且无活动能力视为死

亡。观察 7 d 的成蚊致死结果见图 6，饲喂无毒

野生莱茵衣藻 CC124 混合液的成蚊最终死亡率

为 20.67%，饲喂有毒的溴氰菊酯混合液的成蚊

在第 5 天死亡率即达 100.00%，而饲喂有毒的

gat-shRNA 莱茵衣藻混合液的成蚊死亡率为

58.67%。与无毒 CC124 组相比，实验组对伊蚊

成虫具有显著的致死效果。

图3　显微镜下伊蚊幼虫的体长。A：转基因小球藻饲喂伊蚊幼虫(HOC5：野生小球藻饲喂幼虫)；B：转

基因莱茵衣藻饲喂伊蚊幼虫(CC124：野生莱茵衣藻饲喂幼虫)。Water：用过滤水饲喂幼虫；Fodder：用饲

料饲喂幼虫；p1302：转空载体pCAMBIA1302的莱茵衣藻饲喂幼虫；gat-p1302：转gat-shRNA莱茵衣藻饲

喂幼虫。

Figure 3　Length of Aedes aegypti larvae under the microscope. A: Larvae fed with transgenic Chlorella (HOC5: 

Larvae fed with wild-type Chlorella); B: Larvae fed with transgenic C. reinhardtii (CC124: Larvae fed with wild-

type C. reinhardtii). Water: Larvae fed with filtered water; Fodder: Larvae fed with feed; p1302: Larvae fed with 

C. reinhardtii transformed with the empty vector pCAMBIA1302; gat-p1302: Larvae fed with C. reinhardtii 

transformed with gat-shRNA.
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3　讨论与结论　讨论与结论

RNAi 技术通过降低特定基因的表达来控制

昆虫种群，为昆虫治理提供了一种新的方

案[26-27]。特别是在蚊子研究领域，RNAi 不仅被

用来探究蚊子的基因功能，还用于研究蚊子与

病原体之间的相互作用[28]。在运用 RNAi 技术

进行蚊子防控方面，目前主要采用的方法包括

注射、浸泡、利用纳米颗粒以及通过微生物将

双链 RNA (dsRNA)传递给蚊子幼虫[28-30]。例如，

费小雯等[14]针对蚊子的特性设计了 V-ATPA 基因

的 RNAi 结构，并将此技术应用于莱茵衣藻中；

通过使用重组微藻饲喂伊蚊幼虫，观察到幼虫

的死亡率达到了 100%。此外，费小雯等[31]构建

了针对埃及伊蚊 3HKT 基因的 RNAi 结构，并将

其转化到莱茵衣藻中，用其饲喂蚊子幼虫，结

果表明，这种方法对伊蚊幼虫也具有 100% 的致

死率。相比之下，本研究中使用的转基因藻类

对白纹伊蚊幼虫的致死率为 62.22%−75.56%。

致死效果的差异可能源于目标物种的不同以及

所选择的 RNAi 沉默片段的差异。利用微藻作为

介导 RNA 干扰(RNAi)的技术，可以高效地实现

目标基因的敲除，这种方法不仅成本低廉、环

保，而且不会增加蚊虫的抗药性。使用莱茵衣

藻和小球藻作为外源 RNAi 的载体，通过让幼虫

和成虫摄取经过 RNAi 重组的微藻来实现靶基因

的敲除。本研究合成的 RNAi 外源片段是小发夹

RNA (shRNA)，生成的小发夹 RNA 结构单一，

专一性更强，且与 RNA 诱导沉默复合体的结合

效率更高，能有效降低脱靶效应。

Gat 基因编码的蛋白对神经递质的转运至关

重要。通过饲喂幼虫和成虫 RNAi 重组微藻来研

究 gat 基因在伊蚊中的功能，结果显示，当伊蚊

图4　饲喂不同食物后伊蚊幼虫的体长。A：转gat-shRNA莱茵衣藻转化子1−5饲喂幼虫体长；B：转gat-

shRNA小球藻转化子1−5喂饲幼虫体长。Water：用过滤水饲喂幼虫；Fodder：用饲料饲喂幼虫；HOC5：

野生小球藻饲喂幼虫；p1302组：转空载体pCAMBIA1302的小球藻饲喂幼虫；gat-p1302-1−gat-p1302-5：

转gat-shRNA小球藻饲喂幼虫。不同小写字母表示显著差异(P<0.05)。

Figure 4　Larval body length of Aedes aegypti after being fed different foods. A: Body length of larvae fed with 

gat-shRNA transformed C. reinhardtii strains 1−5; B: Body length of larvae fed with gat-shRNA transformed 

Chlorella strains 1−5. Water: Larvae fed with filtered water; Fodder: Larvae fed with feed; HOC5: Larvae fed 

with wild-type Chlorella; p1302: Larvae fed with Chlorella transformed with the empty vector pCAMBIA1302; 

gat-p1302-1-gat-p1302-5: Larvae fed with Chlorella transformed with gat-shRNA. Different small letters 

indicate significant difference (P<0.05).
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的 gat 基因受到干扰时，与对照组相比伊蚊的死

亡率显著增加(图 2)，幼虫的生长发育也受到抑

制，体长相对较短(图 3、图 4)，数据表明 gat 基

因在伊蚊的生长发育中起到了关键作用。qPCR

分析进一步证实，通过饲喂 RNAi 重组微藻可以

显著降低靶基因的 mRNA 水平，从而成功地对

gat 基因进行了 RNA 干扰(图 5)。糖毒诱饵实验

是一种相对较新发展的诱捕技术，具有高特异

性、可持续和低成本等特点[32-33]。在糖毒诱饵

实验中引入重组微藻 gat-shRNA 后，24 h 观察

到显著的致死效果，表明在幼虫期间储备的能

量已基本耗尽，成蚊渴望寻找更多食物来维持

生存。尽管阴性对照组也有死亡，但处理组的

死亡率为 58.67%，高于阴性对照(图 6)，而阳性

对照组的死亡率为 100.00%。虽然处理组的死亡

率略低于溴氰菊酯阳性糖毒诱饵的致死率，但

使用重组微藻比使用溴氰菊酯杀虫剂更安全、

更环保。

综上所述，使用 gat RNAi 重组微藻对蚊子

进行处理显示出了明显的杀虫效果。由于微藻

可以作为伊蚊幼虫的食物，并且在自然界中广

泛存在，因此 gat RNAi 重组微藻在商业应用方

面具有巨大潜力。然而，白纹伊蚊的生理过程

极为复杂，目前的研究仅局限于 mRNA 表达水

平的变化，对于蛋白质层面的影响尚未深入探

讨。因此，未来的研究需要进一步扩展至蛋白

质层面，以全面理解 gat 基因干扰的作用机制。

同时，基于微藻 RNAi 的技术为蚊虫种群控制提

供了新的途径。

图5　饲喂shRNA重组微藻后伊蚊幼虫靶基因表达

量。Fodder：用饲料饲喂幼虫；CC124：野生莱茵

衣藻饲喂幼虫；HOC5：野生小球藻饲喂幼虫；

gat-CC124： gat-shRNA 莱 茵 衣 藻 饲 喂 幼 虫 ；

gat-HOC5：gat-shRNA小球藻饲喂幼虫。不同小写

字母表示显著差异(P<0.05)。

Figure 5　 Target gene expression levels in Aedes 

aegypti larvae after being fed shRNA recombinant 

microalgae. Fodder: Larvae fed with feed; CC124: 

Larvae fed with wild-type C. reinhardtii; HOC5: 

Larvae fed with wild-type Chlorella; gat-CC124: 

Larvae fed with gat-shRNA C. reinhardtii; gat-HOC5: 

Larvae fed with gat-shRNA Chlorella. Different small 

letters indicate significant difference (P<0.05).

图6　转基因微藻对成蚊的致死率。CC124+10% 

sucrose：野生CC124藻株和10%蔗糖的混合液；

Toxic+10% sucrose：0.1 mg/L溴氰菊酯和10%蔗糖

的混合液；gat-p1302+10% sucrose：gat-shRNA莱

茵衣藻和10%蔗糖的混合液。

Figure 6　 Lethal rate of transgenic microalgae on 

adult mosquitoes. CC124+10% sucrose: A mixture of 

wild-type CC124 and 10% sucrose; Toxic+10% 

sucrose: Mixture of 0.1 mg/L deltamethrin and 10% 

sucrose; gat-p1302+10% sucrose: gat-shRNA mixture 

of C. reinhardtii and 10% sucrose.
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