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摘要：草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda是玉米上的一种重大迁飞性害虫，严重危害玉米产量和粮食安全。为阐明

玉米响应草地贪夜蛾取食胁迫防御反应的分子机制，利用高通量测序技术对草地贪夜蛾 3龄幼虫取食的玉米叶片

进行微小RNA （MicroRNAs，miRNA）组学测序并结合生物信息学分析方法对miRNA的靶基因进行了预测和分析。

结果显示，在草地贪夜蛾取食 1 d和 3 d的玉米叶片内，共检测到 500个miRNAs。草地贪夜蛾取食诱导 1 d后检测

到 317个miRNAs差异表达，其中 93个miRNAs是玉米叶片被草地贪夜蛾取食 1 d后特异检测到的；草地贪夜蛾取

食诱导 3 d后检测到 309个 miRNAs差异表达，其中 90个 miRNAs是玉米叶片被草地贪夜蛾取食 3 d后特异检测到

的。这些差异表达的miRNAs共预测到 170 003个靶基因，靶基因主要富集在蛋白质结合、DNA结合和细胞核等区

域，这些基因主要富集在肌醇磷酸代谢以及基因剪切相关信号通路上。通过RT-qPCR验证了草地贪夜蛾取食 1 d
和 3 d的玉米叶片上调表达的部分miRNA，与生物信息学预测的结果一致。本研究增加了对草地贪夜蛾取食诱导

玉米中miRNAs的差异表达及其调控的信号通路的了解，并进一步揭示了介导昆虫—宿主植物相互作用的复杂调

控机制。本研究结果将为miRNAs在调控昆虫与寄主植物相互作用中的功能提供一定的理论基础，并为作物抗虫

提供新的调控靶点。
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Abstract: The fall armyworm, Spodoptera frugiperda, is a major migratory pest of maize, severely 
endangering maize yield and food security. To elucidate the molecular mechanism of defense responses of 
maize to S. frugiperda feeding stress, microRNA (miRNA) transcriptome sequencing was performed using 
high-throughput sequencing technology on maize leaves consumed by the 3rd-instar larvae of S. frugiperda, 
combined with bioinformatics analysis methods for prediction and analysis of miRNAs target genes. The 
results showed that a total of 500 miRNAs were detected in maize leaves after one day (d) and 3 d of S. 
frugiperda feeding. After 1 d of feeding induction, 317 miRNAs were differentially expressed, of which 93 
miRNAs were specifically detected in maize leaves post 1 d of S. frugiperda feeding. After 3 d of feeding 
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induction, 309 miRNAs were differentially expressed, with 90 miRNAs specifically detected in maize 
leaves post 3 d of S. frugiperda feeding. A total of 170, 003 target genes were predicted for these 
differentially expressed miRNAs. These target genes were primarily enriched in categories such as protein 
binding, DNA binding, and cell nucleus. Furthermore, these genes were mainly enriched in signaling 
pathways related to inositol phosphate metabolism and gene splicing. The upregulated expression of 
selected miRNAs in maize leaves at 1 d and 3 d post-S. frugiperda feeding was validated by RT-qPCR, 
which was consistent with the bioinformatics predictions. This study enhances our understanding of the 
differential expression of miRNAs and their regulated signaling pathways in maize induced by S. frugiperda 
feeding, and further reveals the complex regulatory mechanisms mediating insects and host plants 
interaction. The findings will provide a theoretical basis for the function of miRNAs in regulating insects 
and host plants interaction and offer new regulatory targets for crop insect resistance.
Key words: Spodoptera frugiperda; Zea mays; miRNA; inositol phosphate metabolic pathway; gene splicing 
signaling pathway

草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda属于鳞翅目夜

蛾科灰翅夜蛾属，被联合国粮农组织列为全球十

大预警害虫之一。2019 年 1 月，草地贪夜蛾自缅

甸入侵我国云南省（杨学礼等，2019）。此后，该

害虫在南方地区成功定殖，并在春、夏两季随着

季风迁移至长江流域、黄河流域以及东北等玉米、

小麦等重要农作物主产区为害 （吴孔明，2020）。

草地贪夜蛾为杂食性害虫，寄主植物多达 350种，

尤其偏爱禾本科植物 （Montezano et al.，2018）。

该害虫对玉米的危害最为严重（张磊等，2019a）。

有研究表明，与棉贪夜蛾 Spodoptera littoralis、甜

菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 和 棉 铃 虫 Helicoverpa 
armigera等其他鳞翅目害虫相比，草地贪夜蛾在取

食玉米过程中表现出更强的适应性，且诱导玉米

释放的抗虫挥发物更少，这或许是草地贪夜蛾对

玉米危害更为严重的原因之一 （De Lange et al.，
2020）。

玉米是重要的粮食作物、饲料作物和工业原

料，在全球范围内广泛种植。在我国，玉米种植

面积较大，产量贡献巨大，在农业中具有极其重

要的地位。草地贪夜蛾是玉米上的重大迁飞性害

虫，玉米苗期受害一般可导致减产 10%~25%，严

重危害田块甚至造成毁种绝收。

微小 RNA （MicroRNA，简称 miRNA）是一类

内源性的非编码小 RNA 分子，长度为 20~24 个核

苷酸 （Bartel，2004）。成熟的 miRNA 主要通过与

靶基因的 3'非翻译区（3'UTR）、编码区以及 5'非
翻译区（5'UTR）不完全互补结合，可直接靶向功

能基因或通过靶向转录因子间接调节下游功能基

因，在植物的生长、发育以及对非生物和生物胁

迫的反应中发挥着极其重要的作用（Ha and Kim，

2014）。多年来，随着高通量测序技术的广泛应

用，更多植物中的 miRNA 被鉴定出来，它们表现

出高度的保守性，在植物生长发育以及应对各种

逆境胁迫中发挥作用，被认为是植物抵御胁迫反应

转录后调控的重要调节元件（Gadhavi et al.，2020；
Zhou et al.，2020；Li et al.，2021）。近年来，越来

越多的研究表明，miRNA 在植物与害虫的相互作

用中具有关键调控功能，为害虫的绿色防控提供

了新的靶点。

在植物与昆虫漫长的协同进化进程中，植物

为了抵御害虫的取食，逐渐构建起一套复杂且高

效的防御体系。深入了解昆虫与植物之间的互作

机制，对于研发更为有效的害虫防治策略意义重

大。探究昆虫对植物的取食偏好、识别机制以及

植物相应的防御反应等内容，能够助力选育抗虫

性能卓越的作物品种，或者借助植物的天然防御

物质来研制新型生物农药，从而减少化学农药的

使用量，降低对环境的污染以及对人体健康造成

的危害。

近年来，高通量测序技术在植物诱导抗虫反

应的研究领域得到了广泛应用，旨在解析植物抗

虫次生代谢物的生物合成与调控机制。已有诸多

研究借助 RNA-seq 技术，揭示了不同昆虫取食所

诱导的玉米基因转录水平的变化，这些昆虫涵盖

了 亚 洲 玉 米 螟 Ostrinia furnacalis （Wang et al.，



5期 成印洁等：玉米MicroRNAs响应草地贪夜蛾取食胁迫的功能分析 1459

2017； Guo et al.， 2019） 、 禾 谷 缢 管 蚜

Rhopalosiphum padi （Song et al.， 2017）、玉米蚜

Rhopalosiphum maidis （Tzin et al.，2015）、东方黏

虫 Mythimna separata （Qi et al.， 2016； Malook 
et al.，2019）、甜菜夜蛾（Tzin et al.，2017）以及

地下害虫暗黑鳃金龟Holotrichia parallela（Pan et al.，
2020）。这些研究成果表明，植食性昆虫宿主植物

的改变，往往伴随着各类基因家族成员的转录组

变化。

目前，利用高通量测序技术来研究草地贪夜

蛾取食诱导的玉米防御反应分子调控机制尚不清

楚。本研究借助高通量测序技术，探讨玉米内源

性 miRNA 在应对草地贪夜蛾取食胁迫时的调控机

制，解析玉米在响应草地贪夜蛾取食胁迫过程中

差异表达的 miRNA，挖掘与玉米直接防御和间接

防御相关的新基因，期望能为设计靶标昆虫行为

调控策略提供新思路，推动应用于草地贪夜蛾的

绿色防控实践。

1  材料与方法

1.1  材料

供试植物：玉米品种为郑单 958，购自山东种

业集团有限公司，种植于温室中，温度为 26℃，

自然光照条件下培养，每 2 d 浇水 1 次，16 d 后长

至4叶期时供试。

供试昆虫：草地贪夜蛾种群采自山东郯城，

置于温度为（25 ± 1）℃、相对湿度为（60 ± 10）%、

光周期为 16 L∶8 D的人工培养箱中，用新鲜玉米

饲养，取同批次的3龄初幼虫供试。

1.2  方法

1.2.1  玉米叶片RNA的提取与测序

取 4叶期玉米进行活体接虫，相同时间段每株

接 2头 3龄幼虫，接虫后均置于长 70 cm × 宽 70 cm 
× 高 50 cm的行为箱中，在室内自然条件下让其自

由取食，定时检查幼虫是否逃逸或掉落，并及时补

回。按照预试验结果，本研究设定接虫时间为 1 d
和 3 d。待取食时间结束后去除幼虫，剪取受害叶

片用于RNA提取。以不接虫的玉米苗（1 d和 3 d）
为对照。分别取上述各处理玉米叶片进行磨样，

采用 Trizol法提取玉米样品的RNA。使用Nanodrop

微量分光光度计和 Agilent 2100 生物分析仪进行

RNA质量检测，取 1.9 < OD260 /OD280 < 2.1、RNA完

整度值≥ 7.0的样品。

1.2.2  miRNA测序文库构建和测序

miRNA 测序文库制备采用 TruSeq Small RNA 
Sample Prep Kits （Illumina， San Diego，USA） 试

剂盒，按照 Illumina公司提供的标准步骤执行。文

库制备工作完成后，对构建好的文库使用 Illumina 
Hiseq 2500 进行测序，测序读长为单端 1× 50 bp。
测序由联川生物完成。

1.2.3  生物信息学分析

miRNA 的生物信息学分析由联川生物完成，

所提供的 miRNA 数据分析软件是其公司自主开发

的 ACGT101-miR （LC Sciences，Houston，Texas，
USA），该软件的分析流程如下：（1） 去除 3’接

头和垃圾序列：获取清洁读段 （clean data）；（2）
长度筛选：保留碱基长度在 18~25 nt；（3） RNA数

据库比对分析：将剩余序列比对（不包含miRNA）
mRNA、RFam 和 Repbase 数据库，并进行过滤；

（4） miRNA 鉴定：获取有效数据，并比对前体和

基因组进行 miRNA 鉴定；（5） miRNA 差异性分

析；（6）差异性 miRNA 靶基因预测分析。测序数

据上传到NCBI数据库（登录号：GSE247798）。

1.2.4  qPCR验证差异miRNA
将草地贪夜蛾取食 1 d 和 3 d 的玉米叶片总

RNA用于定量聚合酶链反应（qPCR）分析。未取

食的玉米叶片为阴性对照。每个处理 3次生物学重

复。反转录（试剂盒为GenStar的 StarScript III一步

法RT-PCR试剂盒（染料））反应程序如下：37℃
保持 10 min，50℃保持 30 min，85℃保持 5 min，
4℃保温。使用伯乐 CFX96 Touch™ qPCR 仪以及标

准的 SYBR Green PCR 试剂盒（广州东盛生物技术

有限公司）对筛选的 5条 miRNAs （zma-miR169a-
p3、zma-miR319a-3p_R+1、zma-miR156j-5p_R-1、
zma-miR166m-5p_L-2R+2 和 zma-miR169i-p3） 的

表达量进行验证。miRNA的引物序列见表 1，玉米

U6 小核 RNA （snRNA）作为内参基因。反应条件

如下：95℃保持 5 min，95℃保持 5 s，60℃保持 10 s
（共 40个循环），3次技术重复反应，采用 2⁻⁽ΔΔCT⁾法

对表达量进行相对定量分析。采用 t-test进行统计

学分析，P < 0.05被视为具有统计学显著性。
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表1  RT-qPCR引物

Table 1  Primers used for RT-qPCR
微小RNA名称Name of miRNA
zma-miR319a-3p_R+1-RT
zma-miR156j-5p_R-1-RT
zma-miR166m-5p_L-2R+2-RT
zma-MIR169i-p3-RT
zma-MIR169a-p3-RT
zma-miR319a-3p_R+1-F
zma-miR156j-5p_R-1-F
zma-miR166m-5p_L-2R+2-F
zma-MIR169i-p3-F
zma-MIR169a-p3-F
miR-R
U6-F
U6-R/RT

引物Primer
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGGAGCA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTGCTCTC
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCCTCGA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGTGAGAG
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCCAAGAA
TCGGCAGGTTGGACTGAAGGG
TCGGCAGGTGACAGAAGAGA
TCGGCAGGAATGTTGGCTGGC
TCGGCAGGGGGTGTACGTTGGT
TCGGCAGGCATCGGCAAGTTG
TGCAGGGTCCGAGGTATTCGC
TACAGATAAGATTAGCATGGCCCC
GGACCATTTCTCGATTTGTACGTG

2  结果与分析

2.1  测序数据质量

利用 Illumina HiSeq 2500平台对miRNA测序文

库进行测序，每个测序文库平均生成 1 000~1 300
万条原始读段 （表 2）。Clean reads 占原始读段的

98%。大部分 Clean reads的长度在 18~25个核苷酸

之间（在 22个核苷酸处出现峰值）。这种长度是由

Dicer 酶加工产生的产物中获取的 miRNAs 的典型

长度。将大小为 18~25 个核苷酸的 RNA 序列与玉

米的基因组序列进行匹配，以开展分布分析。每个

文库中约90%的序列都能定位到玉米的基因组上。

表2  miRNA文库序列统计信息

Table 2  Sequence statistics of the miRNA library 
样品

Sample
对照1 CK1
对照3 CK3
处理1 T1
处理3 T3

原始数据

Raw reads
11 561 861（100.00%）

13 421 849（100%）

13 558 934（100%）

13 635 087（100%）

唯一序列

Unique reads
1 669 397
2 295 897
2 280 895
2 104 354

18~25 nt序列

18~25 nt reads
1 122 316
1 450 152
2 394 069
2 248 695

18~25 nt序列（唯一序列）

18~25 nt reads (unique reads)
508 345
508 492
897 479
762 433

总小RNA
Total sRNA

194 793
310 582
646 247
734 849

映射小RNA
Mapped sRNA

4 383
7 403

10 348
9 383

注：T1，草地贪夜蛾取食 1 d的玉米叶片；T3，草地贪夜蛾取食 3 d的玉米叶片；CK1，对照组玉米叶片（1 d）；CK3，对照

组玉米叶片 （3 d）。Raw reads，一次测序产生的所有原始数据；Unique reads，只能比对到一个位置的测序数据；Total 
sRNA，选择长度为 18~25 nt的读数后，每个样本获得的总读数；Mapped sRNA，可以映射到样本读取中参考序列的 sRNA
读取的数量。Note: T1, Maize leaves consumed by S. frugiperda for 1 d; T3, Maize leaves consumed by S. frugiperda for 3 d; CK1, 
Maize leaves in the control group (1 d); CK3, Maize leaves in the control group (3 d). Raw reads, All the raw data generated from a 
single sequencing run; Unique reads, Sequencing data that could only be aligned to one location; Total sRNA, Total number of reads 
obtained per sample after selecting the reads with a length of 18~25 nucleotides (nt); Mapped sRNA, Number of small RNA (sRNA) 
reads that can be mapped to the reference sequence in the sample reads.
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2.2  草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片后的 miRNAs
鉴定

玉米叶片被草地贪夜蛾取食诱导 1 d后共检测

到 317 个 miRNAs， 其 中 对 照 组 检 测 到 224 个

miRNAs，包含特异检测到的 13 个 miRNAs；在草

地贪夜蛾取食组检测到 304 个 miRNAs，包含特异

检测到的 93 个 miRNAs （图 1-A）。玉米叶片被草

地贪夜蛾取食诱导 3 d 后共检测到 309 个 miRNAs，
其中对照组检测到 219 个 miRNAs，包含特异检测

到的 9 个 miRNAs；在草地贪夜蛾取食组检测到

300 个 miRNAs，包含特异检测到的 90 个 miRNAs
（图1-B）。

图1  草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片1 d（A）和3 d（B）表达的miRNAs韦恩图

Fig. 1  Venn diagram of miRNAs expressed in maize leaves induced by Spodoptera frugiperda feeding for 1 d (A) and 3 d (B)
注：T1，草地贪夜蛾取食 1 d的玉米叶片；T3，草地贪夜蛾取食 3 d的玉米叶片；CK1，对照组玉米叶片（1 d）；CK3，对照

组玉米叶片 （3 d）。Note: T1, Maize leaves subjected to S. frugiperda feeding for 1 d; T3, Maize leaves subjected to S. frugiperda 
feeding for 3 d; CK1, Maize leaves in the control group (1 d); CK3, Maize leaves in the control group (3 d).
2.3  草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片的差异表达

miRNAs
玉米叶片被草地贪夜蛾取食诱导1 d后，117个

miRNAs 表达上调 （log2 (Foldchange) > 1， FDR < 
0.05），42 个 miRNAs 表达下调（log2 (Foldchange) < 
-1，FDR < 0.05），其中 zma-miR169a-p3在玉米叶

片被草地贪夜蛾取食诱导 1 d 后上调表达 2.23 倍

（log2 (Foldchange) > 2，FDR < 0.05）。玉米叶片被

草地贪夜蛾取食诱导 3 d后，125个miRNAs表达上

调 （log2 (Foldchange) > 1， FDR < 0.05）， 64 个

miRNAs 表达下调 （log2 (Foldchange) < -1，FDR < 
0.05）， 其 中 zma-miR169i-p3、 zma-miR156j-
5p_R-1、 zma-miR319a-3p_R+1 和 zma-miR166m-
5p_L-2R+2在玉米叶片被草地贪夜蛾取食诱导 3 d
后上调表达 2倍以上（log2 (Foldchange) > 2，FDR < 
0.05）（图2）。

图2  草地贪夜蛾取食诱导玉米1 d（A）和3 d（B）差异表达的miRNAs火山图

Fig. 2  Volcano plots of differentially expressed miRNAs in maize leaves induced by Spodoptera frugiperda feeding at 1 d (A) and 3 d (B)
注：T1，草地贪夜蛾取食 1 d的玉米叶片；T3，草地贪夜蛾取食 3 d的玉米叶片；CK1，对照组玉米叶片（1 d）；CK3，对照

组玉米叶片 （3 d）。Note: T1, Maize leaves fed on by S. frugiperda for 1 d; T3, Maize leaves fed on by S. frugiperda for 3 d; CK1, 
Maize leaves in the control group (1 d); CK3, Maize leaves in the control group (3 d).
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2.4  草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片的miRNAs靶基

因功能分析

miRNAs 靶基因的功能分析采用 Gene Ontology
（GO）分类体系，其功能注释分为以下三大类：分

子功能、细胞成分和生物过程。草地贪夜蛾取食

诱导玉米叶片后miRNAs的靶基因注释为蛋白质结

合的有 355 个 （P value=2.77E-11）、DNA 结合的有

250个（P value=5.48E-09）、细胞定位在细胞核的有

500 个（P value=7.82E-13）（图 3-A），其中有 13 个

基因富集在肌醇磷酸代谢 （P value=4.33E-03），

25个基因富集在基因剪切（P value=6.71E-03）相关

的信号通路上（图3-B）。

图3  草地贪夜蛾取食诱导玉米miRNAs靶基因的GO功能注释（A）和KEGG通路富集注释（B）
Fig. 3  Gene ontology (GO) functional annotation (A) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment annotation (B) 

of the target genes of miRNA in maize induced by the feeding of Spodoptera frugiperda

2.5  草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片差异miRNAs定
量分析

选取草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片后上调表

达的 5个miRNA进行 qPCR验证。检测草地贪夜蛾

取食诱导1 d的玉米叶片中zma-miR169a-p3的表达，

检测草地贪夜蛾取食诱导 3 d 的玉米叶片中 zma-
miR319a-3p_R+1、 zma-miR156j-5p_R-1、 zma-
miR166m-5p_L-2R+2 和 zma-miR169i-p3 的表达。

结果显示，在草地贪夜蛾取食诱导 1 d的玉米叶片

zma-miR169a-p3 表达上调 2.55 倍 （*，P < 0.05，
t-test）；在草地贪夜蛾取食诱导 3 d 的玉米叶片

zma-miR169i-p3和 zma-miR156j-5p_R-1表达分别

上调 1.57倍和 2.63倍（*，P < 0.05，t-test），zma-
miR166m-5p_L-2R+2 和 zma-miR319a-3p_R+1 表

达分别上调4.41倍和5.02倍（**，P < 0.01，t-test）。

3  结论与讨论

miRNA 是一类在转录后基因调控中发挥作用

的短链非编码 RNA，在植物应对害虫生物胁迫的

过程中发挥着关键作用。本研究聚焦于植物响应

害虫生物胁迫的关键分子机制，通过整合高通量

测序技术与生物信息学方法系统解析了草地贪夜

蛾 3 龄幼虫取食胁迫下玉米叶片 miRNA 组的动态

变化。研究结果不仅揭示了 miRNA 介导的玉米抗

虫响应分子网络，更构建了“miRNA—靶基因—

防御通路”的三维调控模型，为深入解析植食性

昆虫与宿主植物互作的多层次调控网络提供了新

的理论依据。

转基因玉米通过表达苏云金芽孢杆菌 Bacillus 
thuringiensis （Bt）杀虫晶体蛋白（Cry 毒素）可特

异性破坏靶标害虫的中肠细胞，实现对欧洲玉米
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图4  草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片1 d和3 d上调表达的

miRNAs验证

Fig. 4  Verification of miRNAs with upregulated expression in 
maize leaves induced by the feeding of Spodoptera frugiperda for 

1 d and 3 d
注：T1，草地贪夜蛾取食 1 d 的玉米叶片；T3，草地贪夜

蛾取食 3 d 的玉米叶片；CK1，对照组玉米叶片 （1 d）；

CK3，对照组玉米叶片（3 d）。Note: T1, Maize leaves fed on 
by S. frugiperda for 1 d; T3, Maize leaves fed on by S. frugiperda 

for 3 d; CK1, Maize leaves in the control group (1 d); CK3, 
Maize leaves in the control group (3 d).

螟 Ostrinia nubilalis 这一主要玉米害虫的有效防控

（Koch et al.，2015）。然而，害虫种群中抗性基因

型的进化始终威胁着Bt作物的可持续应用。Yu等

（2018）通过比较分析Bt敏感型与抗性型欧洲玉米

螟幼虫的中肠 sRNA 文库，发现 26 个显著上调、

9个显著下调的 miRNAs通过调控氨肽酶 N （APN）
和钙黏蛋白 （Cadherin） 等关键抗性基因的表达，

影响细胞膜组成、物质代谢及毒素结合等生理过

程。该研究揭示的miRNA-靶基因调控网络为开发

基于RNA干扰（RNAi）的抗性治理策略提供了新

靶点-通过设计合成特定 miRNA 类似物或拮抗剂，

可精准调控害虫对Bt毒素的敏感性阈值。Zhang等
（2019b） 突破性地在专食性昆虫小菜蛾 Plutella 
xylostella 血淋巴中鉴定出 39 个具有典型植物特征

的miRNAs，其中 24个呈现稳定表达。这些植物源

miRNAs可通过跨物种调控机制影响昆虫的生长发

育，例如miR162a被证实能通过抑制小菜蛾丝氨酸

蛋白酶基因表达来削弱其消化功能。这一发现不

仅印证了宿主植物与植食性昆虫间的分子协同进

化，更启示可利用合成生物学手段设计“人工植

物 miRNAs”—通过转基因植物持续释放特定

miRNAs，构建针对靶标害虫的分子防御屏障。相

较于传统化学农药，这种基于共同进化机制开发

的生物防治技术具有环境友好、靶向性强且不易

产生抗性的显著优势。

本研究结果表明，草地贪夜蛾取食玉米叶片

共诱导了 500 个 miRNAs。草地贪夜蛾取食 1 d 后，

有 117 个 miRNAs 上调，42 个 miRNAs 下调；取食

3 d 后，125 个 miRNAs 上调，64 个 miRNAs 下调。

这些miRNAs的靶基因主要富集在磷酸肌醇代谢以

及与基因剪切相关的信号通路上。这些结果说明

草地贪夜蛾取食玉米叶片后激活了抗虫代谢物相

关基因的调控机制。

磷酸肌醇属于一类含有肌醇且经磷酸化修饰

的脂质分子（Ghosh and Bankaitis，2011）。在植物

免疫信号转导过程中，磷酸肌醇作为关键的第二

信使，能够对细胞膜上的运输过程进行调节

（Munnik et al.，1998；Laxalt and Munnik，2002）。

当植物察觉到病原体入侵时，磷酸肌醇信号可对

细胞壁的合成与修饰起到调控作用 （Xue et al.，
2009）。此外，磷酸肌醇代谢途径与植物激素信号

通路相互交织。例如，水杨酸（SA）作为植物防

御反应中至关重要的信号分子，能够调节磷酸肌

醇激酶的活性，进而影响磷酸肌醇的代谢水平

（Hu et al.，2020；杨庆喜等，2024）。反之，磷酸

肌醇信号同样可以对 SA介导的防御基因表达进行

调控 （李兆亮等，1998；Ruelland et al.，2014）。

与此同时，茉莉酸（JA）和乙烯（E）信号通路也

与 磷 酸 肌 醇 代 谢 存 在 相 互 作 用 （Irvine and 
Osborne，1973；Mosblech et al.，2011；Chen et al.，
2021；Zhu et al.，2021）。这种复杂的“交叉对话”

能够精准地调节植物的防御反应，使得植物能够

依据不同的病原体类型以及侵染程度，做出恰当

的防御应对。黄欣蒸等 （2020） 对草地贪夜蛾取

食诱导的玉米叶片转录组进行分析，发现在 8个植

物激素途径相关基因中存在 124个差异表达基因，

其中 JA 途径的差异表达基因数量最多，多达 44
个，且均为上调表达。这表明在草地贪夜蛾取食

诱导的寄主玉米防御反应中，JA 途径发挥着核心

作用，而 SA 等其他植物激素途径则起到协同作

用。在本研究中，分析得出 miRNA 的靶基因主要
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富集于磷酸肌醇代谢相关的信号通路。这意味着

草地贪夜蛾取食诱导玉米叶片后所表达的 miRNA
参与了玉米的防御机制，这些 miRNA 在玉米针对

草地贪夜蛾取食的抗虫反应中扮演着重要角色。

剪 接 体 是 一 种 大 型 核 糖 核 蛋 白 复 合 物

（RNP），主要由小核核糖核蛋白颗粒 （snRNPs，
包含 U1、U2、U4/U6 和 U5 snRNPs） 以及众多非

snRNP蛋白因子组成（Will and Lührmann，2011）。

在植物防御反应中，许多防御相关基因会发生可

变剪接。例如，植物遭受病原体攻击时，一些参

与信号转导的基因 （如丝裂原活化蛋白激酶，

MAPK）的转录本会通过可变剪接产生不同异构体

（Lu et al.，2022）。这些剪切体可能具有不同活性

或功能，从而精细调节植物的防御信号通路。研

究发现一种剪切体可能参与激活早期防御反应，

而另一种剪切体可能在后期防御反应中发挥作用，

如调节防御相关基因的转录 （Gassmann，2008）。

剪接体成分本身也会受到植物防御信号的调控。

当植物感知到病原体入侵时，一些剪接体相关蛋

白的表达水平或活性会发生变化。这些变化会影

响整体 RNA 剪接效率和准确性，进而影响防御相

关基因成熟 mRNA 的产生（Simpson et al.，2010）。

例如，某些 snRNPs 的修饰状态可能改变，比如

m6A、类泛素化修饰和去甲基化修饰使其对防御

相关前体 mRNA （pre-mRNA）的识别和剪接更加

高效，促进防御基因快速表达，增强植物防御能

力（Noh et al.，2021；Jian et al.，2023；Ge et al.，
2024）。病原体也可能干扰植物的剪接体功能以促

进自身侵染（Du et al.，2024）。一些病原体分泌的

效应子可以靶向植物的剪接体成分，改变 RNA 剪

接模式，使得植物防御相关基因的表达受到抑制

（Huang et al.，2017； Jiang et al.，2023）。相反，

植物也可以通过调节剪接体来识别和应对病原体

的干扰，例如通过上调某些剪接体相关的防御蛋

白来纠正异常剪接，维持正常的防御基因表达

（Shang et al.， 2017；Rigo et al.， 2019；Godinho 
et al.，2024）。本研究发现miRNA的靶基因除了富

集在磷酸肌醇代谢相关的信号通路外，还主要富

集在与剪切有关的信号通路上。这说明草地贪夜

蛾取食诱导玉米叶片后差异表达的miRNAs可以通

过调节剪接体来识别和应对昆虫取食的干扰。

本研究显示草地贪夜蛾持续取食 3 d可显著诱

导玉米叶片中 zma-miR319、 zma-miR156 及 zma-
miR166的表达上调。非生物胁迫分析进一步揭示

zma-miR156 与 zma-miR166 在干旱胁迫下的玉米

近交系中持续高表达，而 zma-miR319a-3p则在低

温胁迫的幼苗中表现出显著激活，表明玉米

miRNA 在不同类型胁迫中呈现特异性表达模式

（Aravind et al.，2017；Božić et al.，2024）。值得注

意的是，zma-miR319通过靶向调控多个关键转录

因子参与胁迫响应，包括赤霉素/脱落酸调控的

MYB 因子 （GAMYB） 和 TCP 家族因子 （Teosinte 
branched1/cycloidea/PCF），其核心功能涉及维持叶

分生组织的细胞分裂活性，说明这一机制可能为

多重胁迫适应提供分子基础（Aydinoglu and Lucas，
2019）。

miR-169家族在植物中具有高度保守性，其成

员主要通过切割转录本，对编码通用转录因子亚

基核因子-Y 亚基 A （NF-YA）的基因表达进行调

控。NF-YA则通过与靶启动子中的CCAAT盒序列

相结合，实现对基因表达的调节 （Zhao et al.，
2009； Luan et al.， 2014； Rao et al.， 2022）。

miR169/NF-YA模块在植物的生长发育以及对非生

物胁迫的响应过程中，均发挥着至关重要的作用

（Luan et al.，2015；Xu et al.，2016）。此前，Božić
等（2024）针对 5日龄遭受冷应激处理的玉米叶片

展开高通量测序，共发现 145个已知的 miRNAs以
及 876个新的miRNAs，其中 zma-miR169参与了玉

米应激胁迫的信号转导通路。本研究发现在草地

贪夜蛾取食诱导后的玉米叶片中，无论是取食 1 d
还是 3 d，zma-miR169均呈现上调表达态势。这一

结果充分表明，zma-miR169在玉米抵御草地贪夜

蛾取食的过程中扮演着关键角色。基于 miR-169
家族在植物中的既定功能，推测 zma-miR169可能

通过调控玉米靶基因的剪切过程，进而调节 NF-
YA 的表达水平，以此抵御草地贪夜蛾的取食侵

害。然而，其具体作用机制仍有待进一步深入

探究。

本研究借助高通量测序技术，深入剖析了玉

米在应对草地贪夜蛾取食胁迫时差异表达的

miRNAs，成功挖掘出与玉米直接防御和间接防御

相关的新基因，以及miRNAs靶基因富集的信号通

路。上述发现为开发一系列针对靶标昆虫的行为

调控策略提供全新思路。首先，借鉴质体介导的

RNAi抗虫策略，可设计靶向草地贪夜蛾特定行为

相关基因的 dsRNA，使其在玉米植株中表达，当

草地贪夜蛾取食后，dsRNA 触发 RNA 干扰机制，

沉默与其取食、交配、产卵等行为相关的关键基
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因。其次，深入研究miRNAs靶基因富集信号通路

中与植物挥发性物质合成和释放相关的基因，发

掘能够调节玉米释放特定挥发性物质的基因和通

路，通过调控这些基因，增加玉米释放对草地贪

夜蛾具有驱避作用的挥发性物质，或吸引其天敌

的挥发性物质，实现对草地贪夜蛾行为的间接调

控。再者，利用基因工程技术开发新型植物源昆

虫行为调节剂，依据挖掘出的与玉米防御相关的

基因及信号通路，将调节剂基因导入玉米植株，

使其自主合成并释放行为调节剂，干扰草地贪夜

蛾的感觉系统或神经传导，改变其取食、运动、求

偶等行为。最后，结合miRNAs与靶基因的调控关

系以及富集的信号通路，构建基因调控网络模型，

通过分析和模拟该网络的动态变化，精准识别关

键节点基因，再利用基因编辑或基因沉默技术对

这些关键基因进行调控，实现对草地贪夜蛾行为

的精准、高效调控。这些全新思路有望切实应用

于草地贪夜蛾的绿色防控实践，为作物抗虫防控

策略和抗虫生物制剂设计提供新的方向和方法。
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