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杆状病毒介导 RNAi 抑制棉铃虫
细胞色素 P450 CYP9A14 基因的转录
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摘要 采用实时荧光定量PCR,测定棉铃虫 Helicoverpaarmigera (Hübner)细胞色素P450CYP9A14基

因在氯氰菊酯抗性棉铃虫中肠里的表达量,结果表明抗性棉铃虫是敏感棉铃虫中肠表达量的17倍。将棉铃虫

中肠P450CYP9A14基因的一个490bp反向重复片段以双链RNA干扰(double-strandedRNAinterference,

dsRNAi)的方法重组到棉铃虫核型多角体病毒 (helicoverpanuclearpolyhedrosisvirus,HaNPV)中,结果表明以

该重组病毒注射氯氰菊酯抗性棉铃虫体内后,幼虫中肠CYP9A14基因的转录水平显著下降。
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  棉铃虫 Helicoverpaarmigera (Hübner)是世

界性农业害虫,寄主范围广泛,能为害棉花、玉米、小
麦、大豆、花生、蔬菜、水稻等多种作物。长期以来,
由于化学农药的大量使用,一些主要农业害虫对化

学农药的抗性问题越来越严重。1989年以后,许多

国家各棉区的棉铃虫对拟除虫菊酯类杀虫剂都产生

了不同程度的抗药性[1-2]。细胞色素P450是生物

体中的一类重要的代谢酶类,在昆虫中不仅参与激

素和脂肪酸等具重要生理功能的物质代谢,而且对

杀虫剂和植物次生物质具有降解作用,该酶活性的

增强与害虫抗药性的产生有关。研究结果表明,由
细胞色素P450介导的杀虫剂代谢作用的增强是昆

虫产生抗药性的主要机制[3-4]。
氯氰菊酯是防治害虫时常用的拟除虫菊酯类杀

虫剂。棉铃虫细胞色素P450CYP9A14基因在氯

氰菊酯抗性棉铃虫的中肠和脂肪体中都有超量表

达,在酵母细胞表达系统中进行CYP9A14异源表

达的研究结果表明,CYP9A14基因的表达产物对拟

除虫菊酯类杀虫剂有明显的氧化代谢活性,说明

CYP9A14的超量表达与棉铃虫对拟除虫菊酯类农

药产生的抗性有关[5]。

RNA干扰(RNAinterference,RNAi)是指内

源性或外源性双链 RNA在细胞内特异性地诱导与

之同源互补的 mRNA的降解,导致靶基因的表达

沉默,产生相应功能表型的缺失[6]。双链RNA介

导的干扰作用(dsRNAi)是近年来产生的一项新兴

生物技术,能直接有效地抑制基因的表达。RNAi
已经成为一种反向遗传学工具被应用于多种生物的

研究,包括真菌、植物、线虫等[7-9]。
杆状病毒(baculovirus)是专一感染节肢动物的

病原微生物,是一种单分子环状双链DNA病毒,并
可在昆虫细胞核中复制和转录,其自然宿主主要为

鳞翅目、膜翅目和双翅目昆虫[10-11]。杆状病毒对宿

主昆虫具有高度的致病性,对非靶生物无害,对人、
畜及其他脊椎动物安全,不污染环境,不易引起大规

模生态平衡的破坏,还可与化学农药混合使用,且防

效时间长,作为一种生物杀虫剂,有良好的应用前

景,并日益受到人们的高度重视[12-15],但因野生型杆

状病毒杀虫速度较慢,故有必要进行重组改造。笔

者构建了一个含有反向重复的棉铃虫细胞色素

P450CYP9A14基因490bp片段的重组杆状病毒,
并 通 过 该 重 组 病 毒 的 感 染 实 现 对 棉 铃 虫 中 肠

CYP9A14基因的转录抑制,旨在通过这类重组病毒

与拟除虫菊酯类农药的联合应用控制抗性棉铃虫,
为研究棉铃虫基因的功能和棉铃虫的生物防治提供

科学依据。
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1 材料与方法

1.1 供试材料

大肠杆菌(E.coli)DH5α、含 Hz8Bacmid(杆状

病毒质粒)和 Helper质粒的DH10B菌株、含poly-
hedrin及启动子和绿色荧光蛋白(EGFP)基因的重

组质粒均由笔者所在实验室保存并提供。含50bp
Spacer序列的pFastBacR质粒由中国科学院武汉

病毒研究所王汉中老师惠赠。
美洲棉铃虫卵巢细胞系HzAM1由中国科学院

武汉病毒研究所胡志红老师惠赠。将 HzAM1细胞

置于28℃下培养,生长培养基为Grace’s昆虫细胞

培养基,并添加10% 胎牛血清(FBS)(购自Invitro-
gen公 司)。Grace’s 培 养 基 和 含 20%FBS 的

Grace’s培养基在病毒基因组DNA转染昆虫细胞

时使用。含10%FBS的Grace’s培养基用于所有

昆虫细胞的培养。
敏感棉铃虫由中国科学院武汉病毒研究所实验

动物中心饲养,用人工饲料在实验室连续培养30代

以上,生长环境:湿度60%,光照昼夜比16h/8h,
培养温度28℃。经抗性测定,从河南安阳采集的棉

铃虫对氯氰菊酯的抗性约是敏感棉铃虫的100倍。
高保真DNA聚合酶、限制性内切酶、T4DNA

连 接 酶、DNA 分 子 质 量 标 准、SYBR Premix
ExTaqTM购自TaKaRa公司;DEPC购自Amresco
公司;M-MLV逆转录酶、柱离心式胶回收试剂盒、
质粒小量抽提试剂盒、Cellfectin、SV TotalRNA
IsolationSystem 购自Promega公司;倒置荧光显

微镜,IBE2000,北京科普顺科技有限公司产品;

PCR 仪,PTC-100,Bio-Rad公司产品;荧光定量

PCR仪,iQ5,Bio-Rad公司产品;分光光度计,Nan-
odrop2000/2000C,ThermoScientific公司 产 品;
凝胶成像系统,Gbox,Syngene公司产品。
1.2 基因在棉铃虫中肠的转录

氯氰菊酯抗性和敏感棉铃虫培养至5龄中期

后,分别取3头体质量相近幼虫的中肠为一组,用

SV TotalRNA Isolation System 试 剂 盒 提 取

RNA,并用琼脂糖凝胶电泳验证 RNA的完整性。
取1μgRNA反转录成cDNA,用实时定量PCR和

RT-PCR检测 CYP9A14的转录水平。实时定量

PCR的引物为CYP9A14-F:5′-GAGTATCTATC
GTGTTTTCAGCCG-3′,CYP9A14-R:5′-CATGA
TGACAATACTGCAAGTTCAT-3′。以看家基因

β-actin 作为 内 参,引 物 为β-actin-F:5′-GTATT-
GCTGACCGTATGCAGAA-3′,β-actin-R:5′-AG-
ATCCACATCTGTTGGAAGGT-3′。

用SYBRPremixExTaqTM 试剂盒与Bio-Rad
iQ5荧光定量PCR仪进行实时荧光定量PCR。首

先将cDNA 模板进行系列稀释,计算出目标基因

CYP9A14和内参基因β-actin 的平均Ct值和ΔCt
值,然后通过cDNA浓度梯度值对ΔCt值作图。如

果所得直线斜率绝对值接近于0,说明目标基因和

内参基因的扩增效率相同,随后可以通过ΔΔCt的

方法进行相对定量。
以β-actin 为内参,25μL体系中以2μLcDNA

为模板,进行实时定量PCR检测CYP9A14的转录

水平,每组试验均完成3个生物学重复,每个生物学

重复进行3次技术重复。
利用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量,其

中ΔΔCt=(Ct目的基因-Ct内参基因)抗性组-(Ct目的基因-
Ct内参基因)敏感组,2-ΔΔCt即为抗性组目的基因相对敏感

组的变化倍数,并使用SPSS13.0统计软件进行方

差分析(ANOVA)。在 RT-PCR中,以看家基因

β-actin引物作为内参,进行26个循环数的扩增,重
复3次。
1.3 重组质粒的构建

PCR扩增490bp的CYP9A14,其正向引物为

CYP9A14-1:5′-GGATCCGAGGGAAACACGCA
GATATTG-3′(下划线部分为BamHⅠ酶切位点),

CYP9A14-2:5′-GAATTCTAGCCAGCAACGAA
GAACAG-3′(下划线部分为EcoRⅠ 酶切位点);反
向引物为CYP9A14-3:5′-AAGCTTGAGGGAAA
CACGCAGATATTG-3′(下划线部分为 HindⅢ 酶

切位点,CYP9A14-4:5′-CTGCAGTAGCCAGCA
ACGAAGAACAG-3′(下划线部分为PstⅠ 酶切位

点)。PCR产物克隆至pMD-18T载体,测序检测扩

增产物的正确性。在pFastBacR质粒的极早期启

动 子 hsp70 启 动 下,在 Spacer 两 端 分 别 插 入

CYP9A14的正向(ForwardCYP9A14)和反向(Re-
verseCYP9A14)片段进行酶切鉴定。酶切鉴定后

的阳性克隆命名为pFastBac-CYP9A14FR,Spacer
为AATTCAAAGGCCTACGTCGACGAGCTCAC
TAGTCGCGGCCGCTTTCGAAT。在合适的细胞

内,CYP9A14的正向和反向的序列可以转录形成长

链发夹 RNA。再将多角体蛋白基因及其启动子

(pPh+polyhedrin)和绿色荧光蛋白(EGFP)基因分
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别插 入 pFastBac-CYP9A14FR 和 pFastBacR(对
照)的p10基因启动子下游。将酶切鉴定后的阳性

克隆转座含有野生型HaNPVBacmid和 Helper质

粒的E.coliDH10B感受态细胞,之后涂布于LA
培养基平板上,37℃下培养36~48h。检查平板

上的蓝白斑,白斑为重组Bacmid菌落。将白色菌

落划线重新移至新鲜的LA培养基平板上,37℃下

培养36~48h,以证实其为白色菌落。
以 载 体 pFastBacR 上 的 引 物 M13-R 和

CYP9A14-4对重组BacmidHaBac-CYP9A14进行

PCR检测,引物为 M13-R:5′-CAGGAAACAGC-
TATGAC-3′。将阳性克隆子分别命名为 HaBac-
CYP9A14和 HaBac-EGFP。重组 Bacmid构建的

模式见图1。

图1 重组BacmidHaBac-CYP9A14结构模式

Fig.1 SchemeforconstructingrecombinedBacmidHaBac-CYP9A14

1.4 HzAM1 细胞的转染和感染

在小皿中接种 HzAM1细胞,27℃下培养过

夜,在生物安全柜中弃去上层Grace’s培养基,加入

1mLGrace’s培养基,并置于室温下放置1h。取

5μg重组的BacmidDNA和10μLCellfectin,分别

用Grace’s培养基稀释至100μL,将两者混合,每
隔7min混匀1次,45min后往脂质体和DNA的

混合液中加入400μL培养基混匀,移去小皿中的培

养基,加入含 HaBac-CYP9A14和 HaBac-EGFP并

分别 与 脂 质 体 混 合 物 的 培 养 基,27 ℃ 下 培 养

30min,每15min摇匀小皿1次,30min后加入

400μL培养基混匀,培养6h后加入1mL含20%
FBS的培养基混匀,培养72h后每天在荧光倒置显

微镜下观察绿色荧光的生成情况。在27℃下培养

6d,收取上清病毒液获得第1代病毒。在一次性细

胞培养瓶中加入重组病毒,27℃温箱培养,当重组

病毒的产量达到最高峰时(96h)收集上清,此为第

2代病毒。用第2代病毒感染细胞获得第3代病

毒。将所有病毒置于4℃下避光保存备用。得到的

重组病毒命名为vHaBac-CYP9A14和vHaBac-EG-
FP(与 vHaBac-CYP9A14 相 比,缺 乏 Forward
CYP9A14、spacer和ReverseCYP9A14部分)。

采用终点法测定病毒样品的感染滴度,重复测

定3次后取平均值。
1.5 感染病毒后基因的转录

将氯氰菊酯抗性棉铃虫养至3龄末,置于冰上

冻僵,用无菌微量注射器分别取10μL效价均为

1×107pfu/mL的vHaBac-CYP9A14(处理组)和

vHaBac-EGFP(对照组)以及无菌 H2O注射幼虫,
在倒数第2和第3腹足之间注射入血淋巴中。48h
后每个处理选3头体质量相近幼虫的中肠为一组提

取RNA,用琼脂糖凝胶电泳检测RNA质量,进行

实时 定 量 PCR 和 RT-PCR 检 测 CYP9A14 和

EGFP基因的转录水平。
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EGPF 的实时定量PCR引物为EGFP-F:5′-
GAGTATCTATCGTGTTTTCAGCCG-3′,EGFP-
R:5′-GATGGGGGTGTTCTGCTGGT-3′。以 上

述同样方法检测EGFP 基因与内参基因β-actin 的

扩增效率是否相同。
以β-actin 为内参,分别对处理组和对照组的样

品进行实时定量PCR反应。每组试验均完成3个

生物学重复,每个生物学重复进行3次技术重复。
利用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量,其中

ΔΔCt= (Ct目的基因 -Ct内参基因 )对照组 - (Ct目的基因 -
Ct内参基因)处理组,2-ΔΔCt即为对照组目的基因相对处理

组的变化倍数,并使用SPSS13.0统计软件进行方

差分析(ANOVA)。
在 RT-PCR中,25μL体系中各以2μL对照

组和处理组棉铃虫中肠 RNA转录的cDNA为模

板,分别以CYP9A14-F与CYP9A14-R和EGFP-F
与EGFP-R为引物,并以看家基因β-actin 为内参。

PCR反应程序:94℃5min预变性;94℃40s,

55℃40s,72℃20s,进行26个循环;最后72℃
5min。1%琼脂糖凝胶电泳分别检测 RT-PCR产

物。重复3次。

2 结果与分析

2.1 基因的转录水平

分别从5龄中期氯氰菊酯抗性和敏感棉铃虫的

中肠里提取RNA,用琼脂糖凝胶电泳检测完整性。
检测结果显示,提取的 RNA样品有3个条带,即

5S、18S和28S(图2-A),说明RNA完整且纯度较

高,分离的 RNA质量很好,可以用于后续的反转

录。采用SYBRGreen荧光染料法,需要通过融解

曲线分析确定 PCR 反应的特异性,防止在进行

PCR反应的时候,扩增出非目的片段或在引物之间

形成二聚体影响试验。试验中CYP9A14和β-actin
基因的融解曲线都对应着单一的峰,其余地方没有

杂峰,而且不加模板的对照没有荧光信号,表明没有

污染、引物二聚体和假阳性现象。
在扩增效率的检测中,以cDNA浓度梯度值对

基因表达量ΔCt值作图,所得直线斜率绝对值接近

于0,说明目标基因CYP9A14和内参基因β-actin
的扩增效率大致相等。在实时定量 PCR与 RT-
PCR检测 中,检 测 到 氯 氰 菊 酯 抗 性 棉 铃 虫 中 肠

CYP9A14的转录水平约是敏感棉铃虫 的17倍

(图2-B),有极显著差异(df=17,F=144.7,P<

0.01),说明CYP9A14基因在氯氰菊酯抗性棉铃虫

中有超量表达。在RT-PCR中,从琼脂糖凝胶电泳

图可以清楚看出,与内参基因β-actin 相比,氯氰菊

酯抗性棉铃虫CYP9A14基因的条带亮度明显高于

敏感棉铃虫(图2-B)。

 1.抗性 Resistant;2.敏感Sensitive;**:在0.01水

平上差异显著IndicatesignificantdifferenceatP<0.01.

图2 RNA样品的琼脂糖凝胶电泳分析和

实时定量PCR与RT-PCR检测

Fig.2 Agarosegelelectrophoresisof
RNAsamplesandreal-timePCRandRT-PCR

2.2 重组质粒的构建

棉铃虫中肠RNA反转录为cDNA后,以cD-
NA为模板,扩增CYP9A14的490bp片段,克隆到

pMD-18T 载 体,测 序 结 果 与 GenBank 收 录 的

CYP9A14基因序列(AF031468)一致,没有突变和

缺 失。将 该 正 向 片 段 插 入 载 体 pFastBacR 的

BamHⅠ与EcoRⅠ 酶切位点之间,再将反向片段

插入PstⅠ与 HindⅢ酶切位点之间,酶切鉴定正

确,命名为pFastBac-CYP9A14FR。然后将pPh+
polyhedrin和EGFP 分别插入pFastBac-CYP9A14-
FR和pFastBacR的p10基因启动子下游,酶切鉴

定正确。将2个重组质粒分别转化含有野生型

HaNPVBacmid和 Helper质粒的E.coliDH10B
感受态细胞,白斑为含重组Bacmid的菌落。阳性

菌落 经 扩 大 培 养 后,提 取 重 组 Bacmid。以 引 物

M13-R 和 CYP9A14-4 对 重 组 Bacmid HaBac-
CYP9A14进行PCR检测,结果与预期的结果相符。
2.3 转染和感染 HzAM1 细胞

将 重 组 Bacmid HaBac-CYP9A14 和 HaBac-
EGFP分别转染 HzAM1细胞,96h后用荧光倒置
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显微镜观察细胞,可以观察到绿色荧光蛋白(图3-
A,B)和多角体(图3-C,D),说明绿色荧光蛋白和多

角体基因已经重组到病毒的基因组中,同时也表明

2种感染性的重组病毒能在HzAM1细胞中产生。
收集上清,感染 HzAM1细胞,在感染72h后

会产生较多的绿色荧光蛋白和多角体(图3-E,F),

重 组 病 毒 分 别 命 名 为 vHaBac-CYP9A14 和

vHaBac-EGFP。采用终点法测定病毒样品的感染

滴度,vHaBac-CYP9A14和vHaBac-EGFP的平均

效价分别为1.6×107pfu/mL和6.5×107pfu/

mL,用 Grace’s培养基稀释成效价均为1×107

pfu/mL。

 A,B:HaBac-CYP9A14和 HaBac-EGFP转染细胞96h后荧光倒置显微镜图(400×);C,D:HaBac-CYP9A14和 HaBac-EGFP转

染细胞96h后光学倒置显微镜图(400×);E,F:vHaBac-CYP9A14和vHaBac-EGFP感染细胞72h后荧光倒置显微镜图(40×)。

 A,B:FluorescentmicroscopyofHzAM1cellstransfectedwithHaBac-CYP9A14andHaBac-EGFPat96hpost-transfectionunder

400× microscope;C,D:LightmicroscopyofHzAM1cellstransfectedwithHaBac-CYP9A14andHaBac-EGFPat96hpost-transfec-
tionunder400× microscope;E,F:FluorescentmicroscopyofHzAM1cellsinfectedwithvHaBac-CYP9A14andvHaBac-EGFPat

72hpost-infectionunder40× microscope.

图3 绿色荧光蛋白的表达和多角体的产生

Fig.3 Expressionofgreenfluorescentproteinandproductionofpolyhedra

2.4 感染病毒后基因的转录水平

氯氰菊酯抗性棉铃虫养至3龄末后,分别注射

10μL 效 价 均 为 1×107 pfu/mL 的 vHaBac-
CYP9A14和vHaBac-EGFP以及无菌 H2O,48h
后取棉铃虫幼虫的中肠提取RNA,进行实时定量

PCR和RT-PCR检测CYP9A14基因的转录水平。
在扩增效率的检测中,以cDNA浓度梯度值对基因

表达量ΔCt值作图,所得直线斜率绝对值接近于0,
说明目标基因EGFP 和内参基因β-actin 的扩增效

率大致相等。
在实时定量PCR和 RT-PCR检测中,注射无

菌H2O和vHaBac-EGFP样品的CYP9A14相对转

录水平分别是注射vHaBac-CYP9A14样品的7.4
倍和8.0倍,有极显著差异(df=23,F=1306.4,

P<0.01)。注射无菌H2O样品的CYP9A14基因相

对转录水平是注射vHaBac-EGFP样品的0.9倍,

无显 著 差 异(P>0.05),说 明 在 注 射 vHaBac-
CYP9A14之后,CYP9A14基因的转录水平受到抑

制。在RT-PCR中可以看出,与内参基因β-actin 相

比,注射vHaBac-CYP9A14样品后的CYP9A14基

因条带亮度明显下降(图4-A)。
注射了vHaBac-EGFP样品的EGFP 基因相对

转录水平与注射vHaBac-CYP9A14的样品大致相

等,没有显著差异(df=17,F=2.0,P>0.05)。注

射了无菌 H2O的样品用EGFP 引物没有扩增出目

的条带,说明vHaBac-EGFP和vHaBac-CYP9A14
能把外源基因带到棉铃虫中肠里,并在其上进行扩

增,表明注射vHaBac-EGFP和vHaBac-CYP9A14
之后EGFP 的转录水平一致。在RT-PCR中,从琼

脂糖凝胶电泳图可以看出,与内参基因β-actin 相

比,注射了vHaBac-CYP9A14样品的EGFP 基因

条带亮度与对照相同(图4-B)。
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 1:H2O;2:vHaBac-EGFP;3:vHaBac-CYP9A14;

**:在0.01水平上差异显著Indicatesignificantdiffer-
enceatP<0.01;NS:在0.05水平上没有显著差异 No

significantdifferenceatP>0.05level.

图4 感染病毒后的实时定量PCR和RT-PCR检测

Fig.4 Real-timePCRandRT-PCRafterinjectedthevirus

3 讨 论

P450酶系介导的杀虫剂代谢解毒作用的增强

是昆虫产生抗药性的主要机制。唐涛等[16]以氰戊

菊酯抗性棉铃虫6龄幼虫中肠组织总 RNA 为模

板,通过反转录克隆出P450CYP6B7基因片段,并
通过Northern杂交分析表明,抗性棉铃虫中肠组织

中CYP6B7mRNA 的表达量明显高于敏感棉铃

虫,表明CYP6B7基因在棉铃虫对氰戊菊酯的抗药

性中起着重要作用。本试验检测到氯氰菊酯抗性棉

铃虫CYP9A14mRNA 的表达量明显高于敏感棉

铃虫,说明CYP9A14基因在棉铃虫对氯氰菊酯的

抗药性中起着重要作用。基于此,本试验构建了一

个含有反向重复CYP9A14基因保守片段的重组棉

铃虫病毒,并通过该病毒感染棉铃虫幼虫后转录形

成长链发夹RNA,从而实现对幼虫CYP9A14基因

转录的沉默,达到抑制抗性棉铃虫对氯氰菊酯的抗

药性,增强拟除虫菊酯类农药的杀虫效果。
茎环结构的mRNA提能够在哺乳动物细胞中

被加工成有功能的siRNA 分子(长度为21~23个

碱基)[17],因此,推测具有同样发夹结构的长链dsR-
NA在昆虫细胞中也能被Dicer等RNAi效应相关

酶复合物加工成有效的siRNA 分子。RNAi作为

一种有效的基因沉默手段已得到广泛应用。用于

RNAi技术的RNA可以是dsRNA,也可以是单链

茎环结构的短发夹状 RNA(shorthairpinRNAs,

shRNAs)。虽然有多种方法可以得到dsRNA 和

siRNA,如dsRNA的合成,包括化学合成法、体外

转录法、转录载体体内转录法等[18],但用杆状病毒

载体产生dsRNA不失为一种简便而可靠的方法。
利用Bac-to-Bac系统,可以构建含有siRNA的

重组杆状病毒,并能对导入的外源GFP基因进行沉

默[15]。用通过生物技术改造获得的含细胞色素

P450CYP6AE14相应序列的dsRNA转基因植物

饲喂棉铃虫后,棉铃虫CYP6AE14基因的表达显著

降低[19]。本试验结果也表明,含CYP9A14的正向

和反向DNA序列重组棉铃虫病毒的感染,能明显

抑制被感染棉铃虫CYP9A14基因的表达,但这只

是利用重组杆状病毒介导RNAi抑制CYP9A14基

因表达的初步结果。通过饲喂病毒多角体来抑制

CYP9A14基因表达以及重组病毒与拟除虫菊酯类

农药联合作用的试验正在进行中,相关研究结果将

另文发表。
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InhibitionofthetranscriptionofP450monooxygenasegeneCYP9A14
inHelicoverpaarmigera(Hübner)bybaculovirus-mediatedRNAi
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1.CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,Wuhan430070,China;
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Abstract CytochromeP450monooxygenasesofinsectsplayanimportantroleinthedetoxification
ofbothphytotoxinandchemicalinsecticide,whichareconsideredtoberelatedtotheresistanceofin-
sects.Inthisstudy,aP450monooxygenasegeneCYP9A14ofcottonbollwormHelicoverpaarmigera
(Hübner),wasfoundtobe17-foldoverexpressedinacypermethrinresistantstraincomparedtothesen-
sitivestrainbyreal-timePCR.A490bpCYP9A14genefromH.armigeramidgutwasclonedandused
toconstructarecombinedhelicoverpanuclearpolyhedrosisvirus(HaNPV))byadouble-strandedRNA
interference(dsRNAi)manner.WhenH.armigeracypermethrinresistantlarvaewereinjectedwiththe
recombinedHaNPV,leveloftheCYP9A14transcriptinthemidgutsignificantlydecreasedincomparison
withthecontrolconstruction.

Keywords Helicoverpaarmigera (Hübner);baculovirus;genetranscription;insecticideresist-
ance

(责任编辑:陈红叶)

654


