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LncRNA在柑橘木虱与黄龙病病原菌互作中的
差异表达分析及验证
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摘要：为明确柑橘黄龙病的唯一自然传播媒介——柑橘木虱 Diaphorina citri 的长链非编码 RNA

（long non-coding RNA，lncRNA）是否参与调控黄龙病病原菌Candidatus Liberibacter asiaticus（CLas）

的侵染及复制，采用生物信息学预测及PCR扩增方法进行 lncRNA的预测、特征分析、验证及差异

表达分析。结果显示，柑橘木虱的 13 个转录组 RNA-Seq 数据中共有 10 192 个 lncRNA 基因，对应

15 747条 lncRNA转录本；与蛋白质编码基因相比，柑橘木虱 lncRNA具有更少的外显子数量和更短

的转录本长度；随机选取的10条 lncRNA基因中，有7条 lncRNA基因在无菌柑橘木虱广州品系或赣

州品系中有表达，其中1条 lncRNA基因TCONS_00034665在无菌广州品系和无菌赣州品系中存在

差异表达；带菌和无菌柑橘木虱成虫中预测获得2个差异表达的 lncRNA基因TCONS_00096118和

TCONS_00234564，实时荧光定量PCR验证发现TCONS_00234564与预测结果一致，在带菌柑橘木

虱成虫中高表达。表明 lncRNA参与了黄龙病病原菌与寄主柑橘木虱的互作。
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Abstract: Asian citrus psyllid Diaphorina citri was the only natural vector of Huanglongbing (HLB). In

order to clarify whether long non-coding RNA (lncRNA) engaged in regulating infection and replication

of Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), the causal pathogen of HLB in vivo, the bioinformatics, RT-

PCR and qPCR amplification technology were used to conduct lncRNA prediction, characteristic analy‐

sis, validation and differential expression analysis. The result showed that 10 192 lncRNA genes corre‐

sponding to 15 747 lncRNA transcripts were predicted from 13 Asian citrus psyllid RNA-Seq datasets.

Asian citrus psyllid lncRNA genes had less exons and shorter transcripts comparing to protein-coding

genes. Ten lncRNA genes were randomly selected for RT-PCR validation and seven lncRNAs expressed

in both CLas-free Guangzhou strain and CLas-free Ganzhou strain except another lncRNA only ex‐

pressed in CLas-free Ganzhou strain. The lncRNA differential expression analysis predicted two lncRNAs:
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柑橘黄龙病是一种柑橘生产上的毁灭性病害，

被称为“柑橘癌症”（Bové，2006），已在亚洲、美洲、

非洲等大洲的40多个国家发生和流行，我国亦是柑

橘黄龙病的重病区（范国成等，2009；程春振等，

2013）。柑橘黄龙病的自然传播主要是由取食带病

植株后的柑橘木虱Diaphorina citri再取食健康植株

来实现的（许长藩等，1998；范国成等，2009）。控制

柑橘木虱以减少其传播黄龙病病原菌已成为世界范

围内防治柑橘黄龙病的重要方法（Grafton-Cardwell

et al.，2013）。El-Shesheny et al.（2013）研究结果表

明，通过RNA干扰敲除柑橘木虱翅发育基因abnor‐

mal wing disc（awd），可造成 5龄若虫的死亡和成虫

的翅畸变。但受条件限制，在实际病虫害防治中

RNA 干扰尚未能广泛推广运用（Yu et al.，2013）。

目前的主要防治手段仍然依赖于杀虫剂来遏制柑橘

木虱的繁衍扩散（Setamou et al.，2010；Tiwari et al.，

2011a）。因此，探寻高效防治柑橘黄龙病的措施具

有重要的现实意义。

病原菌与介体寄主之间是协同进化关系，柑橘

木虱获菌后，成虫对杀虫剂的耐受性降低，体内解毒

酶活性水平下降（Tiwari et al.，2011b，c）。与豌豆蚜

Acyrthosiphon pisum、普热猎蝽Rhodnius prolixus、体

虱Pediculus humanus等昆虫一样，柑橘木虱拥有相

对弱化的先天性免疫系统，黄龙病病原菌Candida‐

tus Liberibacter asiaticus（CLas）能在其体内持续性

繁殖（Arp et al.，2016）。同时，饲喂柑橘黄龙病病原

菌的柑橘木虱对杀虫剂的敏感度远高于未饲喂的个

体，表明细菌侵染能通过调控基因表达进而引起寄

主昆虫的生理改变（Tiwari et al.，2010；2011d）。研

究发现，细菌和病毒侵染寄主后会诱导长链非编码

RNA（long non-coding RNA，lncRNA）特异性高表

达，参与寄主的抗菌、抗病毒反应（Ding et al.，2016；

Zhang et al.，2013）。Etebari et al.（2016）发现埃及伊

蚊 Aedes aegypti 感染Ⅱ型登革病毒（dengue virus）

后，体内Aa20细胞中的 lncRNA表达丰度会上调，进

而抑制病毒的复制；通过基因干扰技术沉默 lin‐

cRNA-1317基因后，Ⅱ型登革病毒的复制增强；且在

感染沃尔巴克氏体 Wolbachia 的埃及伊蚊中，lin‐

cRNA-1317 的表达量亦显著上升，该结果表明 ln‐

cRNA参与了埃及伊蚊体内的抗菌、病毒免疫反应。

对感染囊仔病毒（sacbrood virus，SBV）和残翅病毒

（deformed wing virus，DWV）的意大利蜜蜂 Apis

mellifera的研究发现，其体内 lncRNA也呈现差异表

达（Jayakodi et al.，2015）。

LncRNA是一类长度大于 200 nt且不编码蛋白

质的RNA基因，无长开放阅读框，由RNA聚合酶Ⅱ

转录，发生剪接，具有 5′帽子结构和 3′ PloyA尾巴，

最终形成的基因结构类似于信使 RNA（messenger

RNA，mRNA）（Guttman et al.，2009；肖 花 美 等 ，

2017）。由于 lncRNA 的低表达及物种间的序列不

保守，一度被认为是不具有生物学功能的“转录噪

音”（Huttenhofer et al.，2005）。但近年的研究表明

lncRNA在昆虫体内具有重要功能，参与调控昆虫的

变态发育、抗药性的形成以及繁殖力的高低等。如

Chen et al.（2016a）分析了黑腹果蝇Drosophila mela‐

nogaster 自胚胎至成虫共 27 个不同发育时间点的

RNA-Seq 数据，发现 lncRNA 可能参与果蝇的变态

发育过程；Etebari et al.（2015）对小菜蛾Plutella xy‐

lostella 抗性品系与敏感品系共 7 个 RNA-Seq 数据

进行分析，发现3个 lncRNA在毒死蜱、氟虫腈、苏云

金芽胞杆菌Bacillus thuringiensis（Bt）这 3类杀虫剂

抗性品系中均高表达。Xiao et al.（2015）分析了褐

飞虱Nilaparvata lugens的12个转录组数据，发现有

3个 lncRNA基因与其生殖能力密切相关。同时，随

着高通量测序技术的发展，通过不同的测序数据，大

量的昆虫 lncRNA基因被挖掘。Young et al.（2012）

分析了黑腹果蝇 30个不同发育时间点的转录组测

序数据，共发现 1 119 个 lncRNA 基因；Chen et al.

（2016a）利用黑腹果蝇的 RNA-Seq 和 ChIP-Seq 数

据，共发现 3 816 个 lncRNA 基因；Jayakodi et al.

（2015）在中华蜜蜂Apis cerana中发现了2 407个 ln‐

cRNA 基因，在意大利蜜蜂中发现了 1 514 个 ln‐

cRNA基因；Wu et al.（2016）利用链特异性与非链特

异性 RNA-Seq 数据，在家蚕 Bombyx mori 中发现了

5 556个 lncRNA基因，Zhou et al.（2016）利用新的转

录组数据，并整合Wu et al.（2016）的预测结果，在家

TCONS_00096118 and TCONS_00234564 were expressed differentially in CLas-infected and CLas-

free adults. qPCR was used to validate the prediction result: TCONS_00234564 matched the result and

highly expressed in CLas-infected adults. It indicated that lncRNA involved in the interaction of patho‐

gen CLas and its host Asian citrus psyllid.
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蚕中获得了更为可靠的4 856个 lncRNA基因。

为明确 lncRNA在柑橘木虱对黄龙病病原菌互

作中的作用，本研究利用柑橘木虱RNA-Seq数据构

建生物信息学预测流程，分析柑橘木虱 lncRNA 基

因的表达特征及其在不同地理种群、带菌与无菌成

虫体内的表达差异，以期为研发安全有效的黄龙病

绿色防治方法提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：携带黄龙病病原菌的柑橘木虱（带菌

柑橘木虱）和未携带黄龙病病原菌的柑橘木虱（无菌

柑橘木虱）广州品系由华南农业大学昆虫系邱宝利

教授馈赠，无菌柑橘木虱赣州品系由江西省赣州市

柑橘研究所谢秀挺老师馈赠。

试剂：RNA提取试剂Trizol® Reagent，美国 Invi‐

trogen公司；反转录试剂盒HiScript® Q RT Super Mix

for qPCR、荧光定量 PCR 试剂盒 ChamQTM SYBR®

qPCR Green Master Mix，南京诺唯赞生物科技有限

公司；PCR所用DNA聚合酶预混液Premix Ex Taq，

宝日医生物技术（北京）有限公司；其它试剂均为国

产分析纯。

仪器：JXFSTPRP-48 型组织研磨仪，上海净信

实业发展有限公司；ABI Veriti 96孔型梯度PCR仪、

ABI 7500定量PCR仪、实时荧光定量PCR系统，美

国Applied Biosystems公司。

1.2 方法

1.2.1 柑橘木虱 lncRNA预测流程的构建

自 NCBI SRA 数据库下载了 13 个柑橘木虱转

录组信息：（1）无菌品系：包括若虫（SRS597121）和

成 虫（SRS597122）；（2）带 菌 品 系 ：包 括 成 虫

（SRS597123）和若虫（SRS597124）；（3）无菌不同组

织 ：包 括 雄 虫 触 角（SRS1111877）、雌 虫 触 角

（SRS1111878）、雄虫腹末端（SRS1111879）、雌虫腹

末端（SRS1111880）；（4）无菌地理种群：中国种群

（SRS1044999）、美国佛罗里达种群（SRS1045002）、

巴 西 种 群（SRS1044979）；（5）无 菌 雌 虫 整 虫

（SRS1349278）；（6）雌虫含菌细胞（SRS1349285）。

LncRNA预测参考Xiao et al.（2015）的流程并作

部分修改。首先，采用Trimmomatic 0.36软件（Bolg‐

er et al.，2014）过滤柑橘木虱 RNA-Seq 数据中低质

量 reads 后，利用 Tophat 2.2.1 软件（Trapnell et al.，

2009）将 13 个转录组 reads（数据下载自 NCBI SRA

数据库）分别映射至柑橘木虱基因组，柑橘木虱基因

组数据和基因组注释文件下载自 InsectBase数据库

（Yin et al.，2016）；其次，基于柑橘木虱基因组注释

信息，利用Cufflinks 2.2.1软件（Trapnell et al.，2012）

对转录组进行拼接并整合，筛选长度大于 200 nt且

外显子数量大于或等于2的转录本；再次，利用EM‐

BOSS 6.6.0（Rice et al.，2000）、CPAT 1.2.4（Wang et

al.，2013）、HMMER 3.1b2（Nawrocki，2014）以及 In‐

fernal 1.1.2（Potter et al.，2018）软件过滤蛋白质编码

基因和已知的非编码 RNA；最后，采用 Cufflinks

2.2.1软件（Trapnell et al.，2012）分析带菌与无菌柑橘

木虱样本中差异表达的 lncRNA，若满足 |log2FPKM

[CLas-infected/CLas-free]|>1 且 P<0.05，则认为 2 个

lncRNA之间存在差异表达。式中，FPKM（fragments

per kilobase of exon model per million mapped reads）

是指每千个碱基的转录每百万映射读取的碎片；预

测分析在曙光A840服务器上完成，Redhat 6.0系统，

64核AMD处理器6378*4，内存1 T。

1.2.2 柑橘木虱 lncRNA的特征分析

对 lncRNA的特征分析主要分析其与蛋白质编

码基因在外显子数量、转录本长度、外显子长度、内

含子长度的区别以及 lncRNA选择性剪切情况。本

研究对 1.2.1结果进行统计，分析 lncRNA与蛋白质

编码基因外显子、内含子、转录本长度、外显子数量

以及 lncRNA 的选择性剪切情况。利用 Geneious

11.1软件（Kearse et al.，2012）展示 lncRNA及蛋白质

编码基因转录本结构。

1.2.3 柑橘木虱RNA提取及 lncRNA预测结果验证

取广州品系或赣州品系柑橘木虱成虫 5头，置

于冰上预冷的 1 mL 玻璃匀浆器中，加入 500 μL

Trizol试剂，依据说明书进行总RNA抽提。分别取

1 μg不同品系总RNA作为模版，利用反转录试剂盒

HiScript® Q RT SuperMix进行反转录，获得 cDNA模

板。为验证生物信息预测 lncRNA的准确性并检测

lncRNA在广州品系和赣州品系中的差异表达，随机

选取 10 条 lncRNA 序列，利用 Primer Premier 5.0 设

计引物（表1），目标产物大小介于150~400 bp之间，

得到相应RT-PCR验证结果（林亚玉等，2012）。引物

均由北京擎科新业生物技术有限公司合成。25 μL

PCR 反应体系：Premix Ex Taq 12.5 μL、cDNA 模板

0.5 μL、10 μmol/L 上下游引物各 1 μL，加灭菌蒸馏

水补足至25 μL。PCR扩增条件：95℃预变性3 min；

95℃变性30 s，53~58℃退火30 s，72℃延伸30 s，30个

循环；最终72℃延伸7 min。取10 μL PCR产物经1%

琼脂糖凝胶电泳，并在普通凝胶成像系统下拍照，验

证所预测 lncRNA 的准确性并比较 lncRNA 在不同

地理种群中的表达差异。
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1.2.4 柑橘木虱 lncRNA差异表达的验证

为验证生物信息预测的带菌与无菌成虫中 ln‐

cRNA的差异表达，选取赣州品系带菌与无菌成虫

采用相应引物（表 1）进行实时荧光定量 PCR（real-

time fluorescene quantitative PCR，qPCR）扩增，以验证

lncRNA的表达。20 μL qPCR反应体系：2×ChamQTM

SYBR® qPCR Green Master Mix 10 μL、10 μmol/L上

下游引物各0.4 μL、ROX II 0.4 μL、cDNA模板2 μL、

灭菌双蒸水 6.8 μL。采用两步法反应程序：95℃预

变性 3 min；95℃变性 5 s，60℃退火并延伸 31 s，共

40个循环。结束后进行熔解曲线分析，采用比较Ct

值的相对定量法（2-ΔΔCt 法），ΔCt=Ct-目的基因-Ct-内参基因；

ΔΔCt=（Ct-目的基因-Ct-内参基因）试验组-（Ct-目的基因-Ct-内参基因）对照组

（Livak & Sch-mittgen，2001）。所有试验均设 3次生

物学重复。

表1 本研究中所用PCR引物信息

Table 1 Primer sequences for PCR in this study

目的
Purpose

RT-PCR

qPCR

引物名称
Primer name

TCONS_00000506-F
TCONS_00000506-R
TCONS_00001671-F
TCONS_00001671-R
TCONS_00008697-F
TCONS_00008697-R
TCONS_00034665-F
TCONS_00034665-R
TCONS_00163124-F
TCONS_00163124-R
TCONS_00168701-F
TCONS_00168701-R
TCONS_00164787-F
TCONS_00164787-R
TCONS_00142816-F
TCONS_00142816-R
TCONS_00047304-F
TCONS_00047304-R
TCONS_00204662-F
TCONS_00204662-R
actin-F
actin-R
TCONS_00234564-F
TCONS_00234564-R
TCONS_00096118-F
TCONS_00096118-R

引物序列（5′-3′）
Primer sequence（5′-3′）

TGATCCTGGGTCTACAAGCC
ATCGGGGAGCCTTTTCCTCT
TTATCTTCGGTGGCTCATCG
CACCTGAGATAACGGGATGC
AGCAGCAGATTCGTTTTGTTG
GGATAGGTGAACAATACCACCA
GATGGGTGACCATCCAGGTT
GCCTTGTAACAACCGGCAAAT
TGAGGTAGAAACACTCCGTG
CTGCAATCCAAGCTAGTCAT
TGGTTTGGAGTTTGATGGAGGT
GTTACGACACAGACCACACG
ATCGTTATCTCCCCCACTGGA
GTCACGTGCAGTTACCTCGG
CCACGGTACTTTTTGGGGGA
ACACTTCCCGGTTTCTACGG
GCAGAAGGTCCGAGGTTGAT
ATCGTGATTTTCGAAGCGCC
GGTGACGTCCTGTTCTCGTT
ACGAGTACCTACAAGCTGCG
TGTGACGAAGAAGTTGCTGC
TGGGGTATTTCAGGGTCAGG
CGGTCATGGAAACCCTACTT
GTGGCGTGAGATTTGGTATTG
GGTGTTCTGAGGATGTTTGTTTC
AACGCCTTCTCCAGTTCTTC

产物长度
Production length（bp）

290

209

254

216

308

317

104

390

186

314

211

253

126

1.3 数据分析

利用Graphpad Prism 5软件分析基因的相对表

达量，应用 t测验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 柑橘木虱 lncRNA的预测流程及结果

利用所构建的 lncRNA预测流程，从 13组柑橘

木虱转录组中共预测获得 10 192 个 lncRNA 基因，

对应15 747条 lncRNA转录本（图1）。根据 lncRNA

在基因组的位置信息，将 lncRNA分为 7类：基因间

区 lncRNA、内含子区 lncRNA、与参考基因内含子反

义链有重叠的 lncRNA、与参考基因外显子正义链有

重叠的 lncRNA、与参考基因外显子反义链有重叠的

lncRNA、与参考基因剪切位点重叠的 lncRNA及未

知类的 lncRNA。其中，基因间区 lncRNA 数量最

多，共 3 416条，占总数的 33.52%；与内含子反义链

重叠的 lncRNA数量最少，仅占 0.25%（表 2）。为研

究黄龙病病原菌对柑橘木虱 lncRNA的影响，重点分

析了带菌和无菌样本中发现的 lncRNA。在无菌成虫

和无菌若虫中，分别发现了7 511个和7 057个lncRNA

基因；带菌成虫和带菌若虫中发现的 lncRNA数量更

少，分别为7 263个和5 737个 lncRNA基因（表2）。
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图1 柑橘木虱 lncRNA预测流程

Fig. 1 LncRNA prediction pipeline of Diaphorina citri

表2 不同柑橘木虱转录组中 lncRNA分布总数

Table 2 The number of lncRNAs in individual RNA-Seq datasets of different Diaphorina citri samples

LncRNA种类
LncRNA type

基因间区 Intergenic

内含子区 Intronic

与内含子反义链重叠
Intronic overlap（-）
与外显子正义链重叠
Exonic overlap（+）

与外显子反义链重叠
Exonic overlap（-）
与剪切位点重叠
Splice junction overlap

未知类 Unclassified

总数 Total

13个转录组 lncRNA
LncRNA in 13 samples

LncRNA总数
No. of lncRNA

3 416

1 551
25

1 370

1 365

1 206

1 259

10 192

百分比（%）
Percentage

33.52

15.22
0.25

13.44

13.39

11.83

12.35

100.00

无菌/带菌品系
CLas-free/infected strain

无菌成虫
CLas-free adult

2 677

1 134
20

1 081

1 121

904

574

7 511

带菌成虫
CLas-infected adult

1 228

1 484
25

1 306

1 327

1 167

726

7 263

无菌若虫
CLas-free nymph

2 517

1 034
22

1 045

1 063

842

534

7 057

带菌若虫
CLas-infected nymph

1 099

1 080
21

1 053

1 097

850

537

5 737
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2.2 柑橘木虱 lncRNA的特征分析

通过比较分析柑橘木虱 lncRNA基因与蛋白质

编码基因的特性差异，发现 lncRNA 的外显子数量

为 2~7个，而蛋白编码基因的外显子数量最多可达

到 16个；80.5%的 lncRNA含有 2个外显子，而含有

2个外显子的蛋白质编码基因仅占23.3%（图2-A）。

柑橘木虱 lncRNA的外显子平均长度为340 bp，蛋白

编码基因的外显子平均长度为 254 bp，前者显著长

于后者（图 2-B）。而 lncRNA的内含子平均长度为

3 452 bp，蛋白编码基因内含子平均长度为1 838 bp，

前者显著长于后者（图 2-C）。由于 lncRNA外显子

数量更少，lncRNA转录本总体长度为 760 bp，显著

短于蛋白质编码基因转录本长度1 289 bp（图2-D）。

基因选择性剪切分析发现柑橘木虱中约 29.7%的

lncRNA基因发生了选择性剪切（图 2-E），其中选择

性剪切转录本数量最多的基因为XLOC_002869，具

有19个 lncRNA转录本（图3）。

图2 柑橘木虱的 lncRNA特征

Fig. 2 The characteristic of lncRNAs in Diaphorina citri

图B~D中数据为平均数±标准差。*表示经 t测验法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SE in Fig. B-D. * indi‐

cates significant difference at P<0.05 level by t test.
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图3 柑橘木虱长链非编码RNA XLOC_002869基因的19个转录本结构

Fig. 3 The gene structure of 19 transcripts of lncRNA XLOC_002869 in Diaphorina citri

2.3 柑橘木虱lncRNA在不同地理种群中的表达差异

以广州品系无菌成虫和赣州品系无菌成虫的

cDNA为模板进行RT-PCR检测，发现在随机选取的

10 条 lncRNA 序 列 中 ，除 TCONS_00163124、

TCONS_00168701及TCONS_00142816外，其余7条

lncRNA均能在无菌广州品系或无菌赣州品系中

被扩增到，表明预测流程所发现的 lncRNA具有可

靠性。其中仅 TCONS_00034665 在无菌广州品系

中未检测到表达，而在无菌赣州品系中高表达，存在

明显差异，表明 lncRNA 在昆虫体内的表达可能存

在种群差异性（图4）。

图4 柑橘木虱不同地理种群无菌成虫的 lncRNA基因RT-PCR检测结果

Fig. 4 RT-PCR result for lncRNA in the different strains of Diaphorina citri CLas-free adult

M：DL 1000 DNA marker；1-10：lncRNA TCONS_00000506，TCONS_00001671，TCONS_00008697，TCONS_00034665，

TCONS_00163124，TCONS_00168701，TCONS_00164787，TCONS_00142816，TCONS_00047304 and TCONS_00204662. A：广

州品系；B：赣州品系；NC：阴性对照。A：Guangzhou strain；B：Ganzhou strain；NC：negative control.

2.4 LncRNA的差异表达及荧光定量PCR验证

分析带菌和无菌柑橘木虱成虫 lncRNA的差异

表达情况，发现 2 个差异表达的 lncRNA 基因

TCONS_00234564 和 TCONS_00096118，均在带菌

柑橘木虱成虫体内显著高表达。利用qPCR验证这

2条 lncRNA的表达量，结果显示TCONS_00234564

在带菌成虫体内有较高表达量（t检验，P=0.06），与

预测结果一致（图 5-A），表明黄龙病病原菌的侵染

可能诱导了TCONS_00234564基因的高表达，抑制

病原菌的繁殖，其协同作用机制有待进一步研究。

而TCONS_00096118基因在无菌成虫体内有较高表

达量（t检验，P=0.09；图5-B），与预测结果相反。

3 讨论

本研究以柑橘黄龙病病原菌的唯一自然传播媒

介——柑橘木虱为对象，构建了柑橘木虱 lncRNA

的预测流程，分析了 13个柑橘木虱转录组，共发现

10 192 个 lncRNA 基因。在对 lncRNA 的特征分析



中发现，80.5%的 lncRNA 具有 2 个外显子，转录本

长度显著短于蛋白编码基因，与褐飞虱（Xiao et al.，

2015）、小菜蛾（Etebari et al.，2015）、家蚕（Wu et al.，

2016）等昆虫的 lncRNA结构特征一致，表明昆虫的

lncRNA结构特征具有一定的保守性。

图5 柑橘木虱 lncRNA基因TCONS_00234564（A）和TCONS_00096118（B）差异表达的qPCR验证结果

Fig. 5 qPCR validation of differentially-expressed lncRNA gene TCONS_00234564（A）and

TCONS_00096118（B）in Diaphorina citri

图中数据为平均数±标准差。ns表示经 t测验法检验在 0.05水平无差异显著。Data are mean±SE. ns indicates no signifi‐

cant difference at 0.05 level by t test.

近年来，对黑腹果蝇（Young et al.，2012；Chen

et al.，2016b）、意大利蜜蜂（Jayakodi et al.，2015）、埃

及伊蚊（Etebari et al.，2016）和家蚕（Wu et al.，2016；

Zhou et al.，2016）等昆虫体内 lncRNA的研究发现，

lncRNA在昆虫不同发育时期、不同组织、感染和未

感染病原菌或病毒的样本之间显示出较大差异性表

达。在其它物种或细胞中，感染病原体后也能观察

到寄主 lncRNA 差异表达的情况，如 Zhang et al.

（2013）发现在感染艾滋病毒1型（human immunode‐

ficiency virus type 1，HIV-1）的 T 细胞中，lncRNA

NEAT1的表达量显著升高，敲除NEAT1后，病毒的

复制会增强；在感染腺病毒（severe acute respiratory

syndrome coronavirus，SARS-CoV）的人类原发性肺

成纤维细胞中，超过 80%的细胞 lncRNA 表达上调

（Zhao et al.，2016）；而感染冠状病毒（adenovirus）的

小鼠体内也检测到大约 500个差异表达的 lncRNA

基因（Peng et al.，2010）。本研究随机选取 10 条 ln‐

cRNA进行PCR验证，其中7条在柑橘木虱2个地理

种群中能检测到表达；同时，发现 1条 lncRNA基因

TCONS_00234564在柑橘木虱2个地理种群中差异

表达，表明 lncRNA的表达存在地理种群差异。但 ln‐

cRNA在柑橘木虱不同地理种群中差异表达的作用

目前仍未有相关研究报道，值得今后进一步研究

探讨。

大量研究已经证明了 lncRNA在病原菌侵染过

程中具有重要作用。例如，在感染沃尔巴克氏体的

埃及伊蚊中，发现大量的 lncRNA基因显著高表达；

同时，高等动物受侵染细胞或个体内 lncRNA 的表

达上调或下调，激活寄主的先天性免疫反应，导致免

疫应答的紊乱及相关蛋白编码基因表达异常（Ete‐

bari et al.，2016）。Guttman et al.（2009）首次报道了

lncRNA可能参与先天性免疫反应。通过分析基因

芯片和 RNA-seq 数据，目前已发现多个 lncRNA 基

因与先天性免疫反应相关，如 Lethe（Rapicavoli et

al.，2013）、PACER（Krawczyk & Emerson，2014）、

THRIL（Li et al.，2014）和 NEAT1（Imamura et al.，

2014）均参与调控免疫反应基因的表达。本研究发

现2个 lncRNA基因在带菌柑橘木虱成虫中高表达，

qPCR验证发现TCONS_00234564与生物信息学预

测结果一致，表明感染黄龙病病原菌能诱导柑橘木

虱体内 lncRNA的高表达。由于本试验所用带菌与

无菌柑橘木虱转录组无重复样本，发现的差异表达

lncRNA基因较少，且差异表达分析结果是基于生物

信息学方法预测获得，随着转录组测序的普及将会

有越来越多的带菌和无菌柑橘木虱转录组被报道，

lncRNA的发现会更多，其在黄龙病病原菌与柑橘木

虱互作中的功能将会进一步被挖掘。综上所述，黄

龙病病原菌侵染诱导了柑橘木虱体内的 lncRNA基

因高表达或低表达，表明 lncRNA 基因可能参与调

控柑橘木虱的抗菌反应，其作用机制有待进一步深

入研究。

致谢：江西省农业科学院黄水金研究员提供柑橘木虱材料，
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