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云杉花墨天牛转录组分析及其生物防治相关基因筛选

方思茗 1 徐周策 1 吴宗仁 2 石 娟 1*
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北京 100083；2. 江西省林业有害生物防治检疫中心，南昌 330006）

摘要：为明确云杉花墨天牛 Monochamus saltuarius 的基因组功能信息，并筛选其生物防治相关基

因，利用 Illumina Novaseq 6000 平台对云杉花墨天牛成虫进行转录组测序和生物信息学分析，并在

NR、GO 和 KEGG 数据库进行基因功能注释。结果显示，共获得 190.06 Gb 的云杉花墨天牛有效

转录组数据，得到 35 728 个 unigene，平均长度为 1 270.83 bp，组装得到 58 142 个转录本，N50 长度

为 2 135 bp。所得unigene在NR数据库中比对注释到相似基因数量占比最高的物种为光肩星天牛

Anoplophora glabripennis，达到63.83%，在GO数据库中按功能注释分为生物学进程、细胞组分和分

子功能3大类60个亚类，在KEGG数据库注释到44条代谢通路中。根据基因注释信息进一步挖掘

出具有生物防治潜力的嗅觉相关基因 43 个、蜕皮相关基因 149 个、几丁质代谢相关基因 35 个、

飞行相关基因6个和木质纤维素相关基因39个，可作为后期开发新的分子工具和云杉花墨天牛生

物防治技术的备选靶标基因。
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Abstract: To clarify the functional information of the Sakhalin pine sawyer Monochamus saltuarius ge‐

nome and identify the genes related to its biocontrol, transcriptome sequencing and bioinformatics anal‐

ysis were performed on adult M. saltuarius by using the IIumina Novaseq 6000 platform. Functional an‐

notation of the genes was carried out in the NR, GO and KEGG databases. The results revealed a total

of 190.06 Gb of validated transcriptome data, yielding 35 728 unigenes for M. saltuarius. The average

unigene length was 1 270.83 bp, with 58 142 transcripts and an N50 length of 2 135 bp. Comparison

and annotation of the unigenes in the NR database showed the highest percentage of similar genes in

Anoplophora glabripennis (63.83%). Functional annotation in the GO database classified unigenes into

three major categories and 60 subcategories: biological processes, cellular components, and molecular

functions. In the KEGG database, 44 KEGG metabolic pathways were annotated. Based on the gene an‐

notation information, 43 olfaction-related genes, 149 molt-related genes, 35 genes related to chitin me‐

tabolism, six flight-related genes, and 39 genes related to lignocellulose were identified. These genes

could serve as potential target genes for the development of new molecular tools and biocontrol technol‐
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松材线虫病是由松材线虫Bursaphelenchus xy‐

lophilus引起的系统侵染性病害，主要通过媒介昆虫

进行传播。该病害自 1982年在我国南京市中山陵

首次被发现以来，已向西北扩散至甘肃省陇南县，向

北扩散至吉林省通化市等地区，对森林资源和生态

环境造成了严重破坏（叶建仁和吴小芹，2002）。松

材线虫的媒介昆虫主要是墨天牛属Monochamus的

昆虫（张建军等，2007），其中云杉花墨天牛 Mono‐

chamus saltuarius是我国东北地区松科植物的主要

蛀干昆虫，也是松材线虫的媒介昆虫，对媒介昆虫的

有效防控是控制东北地区松材线虫病发生与扩散的

重要环节。目前，控制媒介昆虫的方法有生物防治、

化学防治、引诱剂（木）杀灭以及营林防治等，以上方

法都能在一定程度上起到防治作用，但存在成本

高、防治时间难控制和污染环境等问题（蔡榕玲，

2018）。因此，针对媒介昆虫寻求一种安全、可靠、高

效的防治方法迫在眉睫。

近年来，利用RNA干扰（RNA interference，RNAi）

技术进行害虫防治已成为研究热点，这种方法具有

开发周期短、特异性高和对环境友好等优势。目前

RNAi技术已经在鳞翅目和鞘翅目等害虫的防治中

得到了良好的应用（Kumar et al.，2009；Fishilevich

et al.，2016）。利用该方法防治害虫的关键是要找出

能影响其正常生命活动的靶标基因，而目前对墨天

牛属昆虫的研究多集中在松墨天牛Monochamus al‐

ternatus上（蔡榕玲，2018；Zhou et al.，2018），对云杉

花墨天牛的生物防治相关基因表达和功能分析等尚

缺乏系统研究。

本研究利用 Illumina测序技术对云杉花墨天牛

成虫转录组进行测序和分析，从中挖掘云杉花墨天

牛生长发育关键基因，以期为开发云杉花墨天牛绿

色靶标农药提供靶标基因，也为有效控制松材线虫

病的扩散蔓延提供新途径。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：云杉花墨天牛幼虫收集于辽宁省抚

顺市大伙房实验林场，带回后在温度 25 ℃、相对湿

度60%~70%、黑暗的人工气候箱中用人工饲料饲养

至羽化后，取成虫供试。人工饲料由中国林业科学

研究院提供。

试剂和仪器：细胞/组织总RNA提取试剂盒，翌

圣生物科技（上海）股份有限公司；反转录试剂盒，日

本 TaKaRa 公司；SuperScriptTM双链 cDNA 合成试剂

盒，美国赛默飞世尔公司；其余试剂均为国产分析

纯。PRX-250A 人工气候箱，上海川昱实验仪器有

限公司；NanoDrop 8000超微量紫外分光光度计，美

国赛默飞世尔公司；PowerPac Basic基础型电泳仪，

美国伯乐有限公司；Illumina Novaseq 6000，美国因

美纳公司。

1.2 方法

1.2.1 云杉花墨天牛成虫转录组测序

利用细胞/组织总RNA提取试剂盒参照说明书

提取24头云杉花墨天牛成虫的总RNA，每组4头天

牛（含 1~2头雄成虫），共 6组。利用超微量紫外分

光光度计检测提取的总RNA浓度，以琼脂糖凝胶电

泳检测 RNA 的完整性，保证 RNA 浓度≥50 ng/μL，

OD260 nm/OD280 nm 介于 1.8~2.2 之间。利用带有 Oligo

（dT）的磁珠从提取出的总 RNA 中分离并富集含

PloyA的mRNA，对其进行片段化，利用反转录试剂

盒合成 cDNA第一链。然后利用双链 cDNA合成试

剂盒参照说明书进行双链 cDNA合成。利用 Illumi‐

na Novaseq 6000 对合成的双链 cDNA 进行高通量

测序，并建立 cDNA文库，计算质量值Q30（碱基识

别错误率为 0.1%），该值达到 85%以上表示测序质

量高，数据可用于进一步分析。测序和文库建立委

托上海美吉生物医药科技有限公司完成。

在组装之前，去除低质量的原始 reads，过滤去

除微生物（细菌、病毒、真菌）和线虫污染，获得的质

控 reads用于后续拼接。将短 reads在Trinity 2.8.5软

件中进行 De novo 组装，组装的 Contig 序列进一步

通过CD-HIT 4.5.7软件进行聚类，以去除高度同源

序列。将拼接得到的所有序列，根据大小从大到小

进行排序，然后逐步开始累加，当加和长度超过总长

一半时，加入的序列长度即为N50长度，该值越大说

明组装的质量越好。

1.2.2 云杉花墨天牛转录组功能基因的注释

将 1.2.1测序获得的云杉花墨天牛转录组所有

转录本与各数据库进行比对，包括非冗余蛋白库

（non-redundant protein sequence database，NR）、GO

（gene ontology) 数据库和京都基因与基因组百科全

书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）

ogies for M. saltuarius.

Key words: Monochamus saltuarius; transcriptome; target gene; bioinformatics analysis; biological

control
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数据库，获得在各数据库的注释信息。

2 结果与分析

2.1 云杉花墨天牛转录组测序质控数据

对云杉花墨天牛成虫进行转录组测序，共获得

190.06 Gb 质控数据，各样品的质控数据均达到

6.36 Gb以上，Q30碱基百分比在 93.11%以上，表明

测序质量可靠，所得转录组数据质量较好，可满足后

续数据分析的基本要求。对所有样本的质控数据进

行从头组装，得到的 unigene数量为 35 728个，平均

长度为 1 270.83 bp（图 1），转录本数量为 58 142个，

N50长度为2 135 bp。

图1 云杉花墨天牛转录组unigene长度分布

Fig. 1 Distribution of unigene length in the transcriptome of

Monochamus saltuarius

2.2 云杉花墨天牛转录组NR注释

将云杉花墨天牛转录组与NR数据库进行比对

注释，共有 19 316个 unigene得到注释，其中与光肩

星天牛Anoplophora glabripennis转录组的相似基因

数量最多，涉及 12 330个 unigene，占云杉花墨天牛

转录组 unigene 总数的 63.83%；其次为五斑角胫叶

甲 Gonioctena quinquepunctata、东部光萤 Photinus

pyralis、四纹豆象 Callosobruchus maculatus 和马铃

薯叶甲 Leptinotarsa decemlineata，分别涉及 496、

483、430 和 391 个 unigene，占 比 分 别 为 2.57%、

2.50%、2.23%和2.02%。

2.3 云杉花墨天牛转录组GO功能分类

对云杉花墨天牛转录组测序结果组装获得的

58 142个 unigene进行GO功能注释，共有 53 899个

unigene（92.70%）获得注释，属于生物学过程、细胞

组分和分子功能 3大类（60个亚类）的 unigene分别

有 17 165、21 379 和 15 355 个，占可注释 unigene 的

比例分别为 31.85%、39.66% 和 28.49%（图 2）。其

中，在生物学过程类别中，与细胞进程相关的unige‐

ne数量最多（5 974个），其次为代谢进程（4 592个）

及生物学调控（2 564个）；在细胞组分类别中，与细

胞部分相关的 unigene数量最多（6 811个），其次是

膜部分（3 985个）和细胞器（3 763个）；在分子功能

类别中，与结合相关的unigene数量最多（7 065个），

其次为催化活性（5 389个）。

图2 云杉花墨天牛转录组unigene排名前20位的GO功能分类

Fig. 2 Top 20 GO function classification of unigenes in the transcriptome of Monochamus saltuarius
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2.4 云杉花墨天牛转录组KEGG分析

将获得的云杉花墨天牛 unigene与KEGG数据

库进行比对，统计可能参与的代谢途径，共有15 358个

unigene参与到 44条代谢通路。其中，包含 unigene

最多的前 10条通路分别是信号转导（1 199个）、病

毒性传染病（1 062个）、癌症：总览（927个）、运输和

分解代谢（681 个）、翻译（653 个）、内分泌系统

（644个）、神经退行性疾病（616个）、碳水化合物代

谢（588个）、免疫系统（537个）和心血管疾病（512个）

（图3）。

图3 云杉花墨天牛转录组unigene排名前10位的KEGG功能分类

Fig. 3 Top ten KEGG function classification of unigenes in the transcriptome of Monochamus saltuarius

2.5 云杉花墨天牛生物防治相关基因的筛选结果

从云杉花墨天牛的转录组中共筛选得到5类基

因，第1类是与嗅觉相关的基因，共43个，包括40个

气味结合蛋白基因和 3个感觉神经元膜蛋白基因；

第 2类是与蜕皮相关的基因，共 149个，包括 116个

细胞色素 P450基因、26个法尼醇脱氢酶基因、2个

羽化激素基因、2个糅化激素基因、1个蜕皮激素受

体基因和2个保幼激素合成关键酶基因；第3类是与

几丁质相关的基因，共35个，其中有14个是几丁质

合成通路上的基因，包括 5 个海藻糖酶基因、3个

己糖激酶基因、2个UDP-N-乙酰氨基葡萄糖焦磷酸

化酶基因、2个几丁质合成酶基因、1个葡萄糖胺-6-

磷酸-N-乙酰转移酶基因和 1个葡萄糖-6-磷酸异构

酶基因，还有 21个参与几丁质降解过程的基因，包

括4个几丁质脱乙酰酶基因和17个几丁质酶基因；

第4类是与飞行相关的基因，有6个，包括1个飞行肌

蛋白基因、1个Vestigial基因、1个Apterous基因、1个

Decapentaplegic 基因和 2 个酪氨酸激酶受体基因；

第5类是与木质纤维素相关的基因，有39个包，括8个

醇脱氢酶基因、8个半乳糖苷基因、6个糖苷水解酶

基因、5个过氧化物酶基因、4个纤维素酶基因、4个

漆酶基因、3 个醛酮还原酶基因和 1 个葡萄糖苷酶

基因。

3 讨论

本研究采用 Illumina Novaseq 6000高通量测序

平台对云杉花墨天牛成虫转录组进行测序分析，共

获得190.06 Gb有效转录组数据，各样本碱基Q30值

均大于 93.11%，N50 长度为 2 135 bp，测序质量可

靠，所得转录组数据质量较好，为相关重要功能基因

发掘的准确性提供了保障。将云杉花墨天牛成虫转

录组在NR数据库中进行比对，相似基因数量最多

的物种为光肩星天牛，说明两者亲缘关系较近，这与

2个物种同为天牛科的事实相符合。云杉花墨天牛

unigene 在 GO 数据库中共有 53 899 个获得功能注

释，分别属于最顶层的生物学进程、分子功能和细胞

组分3大分支，在这3大分支下面又分为60个亚类；

有15 358个unigene在KEGG中比对注释到44条代

谢通路。

利用RNAi技术进行害虫防治是近年的研究热
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点，选择合适的靶标基因是提升防治效果的关键。

本研究从云杉花墨天牛成虫转录组中挖掘到5类基

因，这些基因在昆虫的生长发育中发挥着重要作用，

具有作为靶标基因进行生物防治的潜力。在注释到

的43个嗅觉相关基因中，气味结合蛋白基因能特异

性识别环境中普通气味分子并做出相应的生理反

应，还可以特异性结合脂溶性气味分子，识别性信息

（Li et al.，2013）；而感觉神经元膜蛋白基因则是一

种在昆虫中特异性表达的膜蛋白，能同时参与嗅觉

与味觉的识别（李杰，2019）。昆虫在长期的进化过

程中嗅觉系统得到高度特化，使昆虫能高效感受外

界环境中的信息物质，并及时做出有利于自身生存

和繁衍的行为反应，如果云杉花墨天牛嗅觉相关基

因受到干扰，将对其繁殖、觅食以及趋避等行为造成

严重影响，可从降低媒介昆虫密度的角度上控制松

材线虫的传播。

蜕皮是昆虫必须经历的发育过程，该过程需要

多种激素与受体的参与，本研究注释到 149个参与

云杉花墨天牛蜕皮的基因，其中细胞色素P450基因

是数量最多的一类。已有大量研究证实抑制细胞色

素P450基因的表达能影响昆虫正常的变态发育，如

使沙漠蝗 Schistocerca gregaria 蜕皮激素的浓度显

著降低，破坏幼虫蜕皮过程（Marchal et al.，2011）；使

小菜蛾Plutella xylostella幼虫发育时期延长，化蛹率

降低（Peng et al.，2019）；使果蝇Drosophila蜕皮延迟

并造成蛹死亡（Petryk et al.，2003）。该类基因除了

可调控昆虫生长发育外，还参与对外源物质的转化

与降解，调节昆虫对毒性物质产生耐受性（谷峻等，

2022）。因此推测若干扰云杉花墨天牛的细胞色素

P450基因表达，不仅会对其生长发育造成影响，还

会增加松树中有毒物质或杀虫剂对其的影响。

几丁质的合成与降解是昆虫蜕皮过程的关键环

节，本研究注释到14个几丁质合成相关基因和21个

几丁质降解相关基因。在几丁质合成过程中，海藻

糖酶的水解产物葡萄糖是形成几丁质的重要成分，

也可为昆虫提供能量（Clegg & Evans，1961），破坏

海藻糖酶可使昆虫出现翅发育畸形、蜕皮困难、生长

受阻、甚至死亡的现象（Zhang et al.，2017）；UDP-N-

乙酰氨基葡萄糖焦磷酸化酶的催化产物是合成几丁

质的前体物质（Moussian，2008），目前对该酶的研究

主要集中在微生物和某些高等哺乳动物中，对昆虫

的研究还很少，本研究在云杉花墨天牛中发现 2个

UDP-N-乙酰氨基葡萄糖焦磷酸化酶基因，其分子特

性及调控值得进一步深入研究；几丁质合成酶是昆

虫几丁质代谢过程中的关键酶之一，几乎不存在于

高等动物及植物体内（Ibrahim et al.，2000），是一种

理想的杀虫剂靶标。在几丁质降解过程中，几丁质

脱乙酰酶是关键酶之一，除了参与昆虫蜕皮和生长

发育过程外，还参与免疫等生理活动（Arakane et

al.，2009；Quan et al.，2013），因此可作为害虫防治的

靶标基因；另一关键酶几丁质酶的功能涉及昆虫生

长发育、蜕皮、食物消化和羽化等多个方面（Kzhysh‐

kowska et al.，2006），对昆虫的生长发育至关重要，

具有作为杀虫剂研发靶标的潜力。

媒介昆虫的扩散是松材线虫自然传播的基础，

云杉花墨天牛作为松材线虫的媒介昆虫，虽然在野

外主要以爬行为主，但也具备长距离飞行的能力（张

建军等，2007）。在本研究注释到的6个飞行相关基

因中，Vestigial基因作为调控翅发育的核因子，可影

响果蝇背腹轴以及前后轴对翅发育，还可间接影响

飞行肌的发育（Bernard et al.，2009）；Decapentaple‐

gic（Dpp）基因在完全变态昆虫中调控翅的生长发

育，具有高度保守性。Dpp在果蝇翅脉高表达，其功

能丧失会导致脉序的部分缺失或不完全发育（Sotil‐

los & de Celis，2005；Yu et al.，1996），敲除黄翅菜叶

蜂 Athalia rosae 的 Dpp 基因会导致其翅脉发育完

全缺失（Matsuda et al.，2013）。因此，若选择飞行相

关基因作为生物防治靶标基因，通过控制媒介昆虫

飞行距离可以在一定程度上控制松材线虫病的发

生范围。

蛀干害虫在树干中生活的前提条件是具备降解

木质纤维素和半纤维素的能力。与反刍动物体内厌

氧微生物产生的纤维素酶不同，天牛自身能分泌纤

维素酶（Wei et al.，2006）。在本研究注释到的 39个

与木质纤维素相关基因中，纤维素酶是昆虫肠道内

消化纤维素的重要消化酶类（索风梅等，2006）；漆酶

（Laccase，Lac）是木质素酶系中一类重要的酶，在没

有过氧化氢的情况可以通过溶解氧直接氧化底物

（池玉杰和伊洪伟，2007）。目前，虽然对天牛纤维素

酶的研究还处于起步阶段，但基于媒介天牛在树干

内生活的特点，阐明其使用纤维素的理化途径以及

纤维素酶在天牛体内的分泌机制具有极大的研究价

值。Lac可根据其分布、表达能力和功能的不同分

为Lac1和Lac2，Lac1主要分布在昆虫的肠道、马氏

管、唾液腺和脂肪体等部位，可能在食物消化、食物

脱毒、离子代谢和自身免疫等方面发挥作用（Ditt‐
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mer et al.，2004；Amenya et al.，2010）；Lac2广泛存在

于昆虫的角质层中，并在蛹期和羽化阶段高表达

（Hattori et al.，2010），可能在昆虫的表皮硬化、色素

沉着中发挥了关键作用（Niu et al.，2008）。综上所

述，应用RNAi技术靶向木质纤维素相关基因在防

治云杉花墨天牛方面具有极大的潜力。

本研究通过对云杉花墨天牛转录组功能进行分

析，进一步从分子层面对其生长发育相关基因进行

了解析，为开发云杉花墨天牛新型生物防控靶标奠

定了重要基础；也为发展松材线虫病新型控制策略

提供了新途径。但目前仅对云杉花墨天牛转录组数

据进行了功能分类，后续将对重要基因进行具体功

能表达验证。
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