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0 前言

每年，由于害虫带来的经济损失和用来控制害虫的杀虫剂花费都

高达上百亿元。 同时，杀虫剂的长期使用也会带来污染和抗药性等诸

多问题。 害虫的安全、有效防治一直是植物保护研究中的主要关注点。
基因技术很早就被昆虫学家作为研究的重要工具。 前期主要采用

化学诱变剂和辐射等方式。 自 1980 年转座子发现以来，人们对于昆虫

基因的靶向修饰变得越来越方便和精确。 通过基因的重组和编辑能达

到以低毒的方式对害虫的数量进行控制。 目前常用技术主要包括：转

基因和基因编辑技术。 转基因技术已发展的较为完善，并已广泛运用

在植物保护中。近年来，基因编辑技术得到了极大的发展。人们通过注

射的手段将外源基因导入到昆虫体内，敲除、修改或加入某种特定基

因，从而影响其正常生长。 基因编辑技术应用在诸多昆虫上都得到了

较好的验证效果。 通过基因层次的改造对害虫生长发育进行调控为人

们提供了一套安全有效的害虫防治方法。
本 文 就 基 因 编 辑 技 术 ZFN、TALEN 及 CRISPR/Cas9 的 概 况 及 在

害虫防治方面的应用进行综述。

1 基因编辑技术概况

第一代基因编辑技术采用锌指蛋白核酸酶（ZFN）。 它是一种人工

改造的核酸内切酶，结合在 DNA 的特定位点，由非特异性核酸酶剪切，
实现在 DNA 特定位点的定点断裂。第二代基因编辑技术采用植物病原

菌黄单胞菌属 (Xanthomonas) 分泌的蛋白激活因子样效 应 物 核 酸 酶

（TALENs）识别特异性的 DNA 碱基对，并与之结合进行切割，导入新的

遗传物质。 尽管相比于 ZFNs，TALENs 要更加简便，但仍需要大量的基

因合成和建构。 第三代基因编辑技术 CRISPR/Cas9 是细菌和古细菌为

应 对 病 毒 的 进 攻 所 演 化 而 来 的 获 得 性 免 疫 防 御 机 制 。 与 ZFNs 和

TALENs 不同的是，CRISPR/Cas9 基因编辑不需要重复的 设 计 和 表 达

Cas9 蛋白，只需要产生目的特异性的向导 RNA(gRNAs)与 Cas9 蛋白结

合。近期，针对 CRISPR-Cas9 技术的脱靶效应，加州大学伯克利分校的

詹妮弗·杜德纳研究团队证实，抗 CRISPR 蛋白 AcrllA4 能将脱靶效应

降低四分之一，而整个过程中目标位点的基因编辑没有受到丝毫影响。

2 基因编辑技术在昆虫研究领域的进展

ZFNs 在鳞翅目、直翅目、双翅目昆虫中都成功实现了基因编辑。
Merlin C 等人 [1]以黑脉金斑蝶的 Dpcry2 基因为靶标，通过体外合成的

mRNA 注射， 成功实现了基因敲除， 在细胞 S 期的敲除率最高可达

88%。McMeniman 等人[2]以埃及伊蚊的 AaGr3 基因为靶标，不仅实现了

基因敲除，还进行了基因片段插入的实验，结果得到基因敲除的率达

到 43.8%，插入的结果仅为 0.49%。 但在果蝇中，Rosy 基因的插入实验

成功率可达到 60%[3]。 基因的插入和敲除在细胞周期的不同阶段得到

的结果也不同。 由于设计有效的 ZFNs 存在困难，且成本较高，目前在

昆虫研究上应用较少。
TALENs 技术在鳞翅目、直翅目、双翅目昆虫的基因编辑中都有成

功的案例。 Xu 等人[4]以家蚕为研究对象，以性别决定相关基因为靶标，
整合包含系统组件的相关基因，基因敲除率达到 100%。除了转基因的

方式，TALENs 也可以通过注射体外合成的 mRNA 进行基因敲除，在

埃及伊蚊中敲除率可达到 90%[5]。
CRISPR/Cas9 系统虽然才被人们发现不久，但已经受到诸多研究

者的关注。目前研究对象主要包括鳞翅目、直翅目、半翅目昆虫。目前，
人们对于提高基因编辑效率采用了三种不同的方案：（1） 引入质粒载

体，体外编码 Cas9 的 RNA 和 sgRNA[6]；（2）注射质粒 sgRNA 相关 DNA
到转基因后的果蝇体内 [7]；（3）建立一个包含 Cas9-sgRNA 的转基因模

型[8]。根据比较，Shih-Ching Lin 得出了建立生物模型更为高效的结论。
Gratz SJ 等人还尝试将该系统与 Cre-loxP 系统联合使用， 筛选效率更

高。 该系统关键在 3xP3-RFP 基因，相比于过去的基因插入技术，Cre-
loxP 与 CRISPR/Cas9 联用能有效提高基因编辑的成功率，为解决脱靶

率高这一问题提供了解决手段。 Honglun Bi 等人[9]以鳞翅目害虫斜纹

夜蛾为研究对象，利用 Cas9 对其 Slabd-A 基因进行编辑，最终成功地

抑制了该基因的表达。 他们发现，对幼虫生长相关基因的编辑对害虫

起到致命的作用。 并且研究还开创了一种有效的显微注射方法，在注

射后，死亡率大大提升。
近期，主要由埃及伊蚊传播的寨卡病毒在南美，尤其在巴西大爆

发。 目前生物技术公司 Oxitec 已经研发出转基因蚊子。 他们通过基因

编辑技术将 Oxitec 基因插入蚊子体内， 使得其后代未成为成虫就死

亡。 转基因的埃及伊蚊在被放入野外后与雌蚊交配，产生的后代无法

活到成年。 该公司试验点的蚊子能减少 90%。 这是直接将基因编辑技

术应用到害虫防治领域的一次尝试，其结果显示基因编辑作为一种新

的害虫防治手段具有可行性。

3 基因编辑技术在害虫防治方面的应用前景及问题

基因编辑技术，尤其是 CRISPR/Cas9 为昆虫学家提供了一种控制

害虫的新方法。 通过基因编辑技术能产生新基因型或产生与其他昆虫

相似的基因型。 在对蚊子的研究中，研究者一直在寻找一种消除或改

变蚊子表现型的方法[10]。Galizi R 等人[11]利用核酸内切酶表达具有组织

特异性和阶段特异性的基因，表达该基因的雄性按蚊产生的后代都为

含 Y 染色体的雄性。 由此形成了一个性别比例失衡的系统，有效降低

了按蚊的种群数量。 基因编辑的目的也可能是改变害（下转第 42 页）
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【摘 要】本文介绍了三代基因编辑技术 ZFN、TALEN 及 CRISPR/Cas9 的作用机制和技术关键，对利用基因编辑技术进行昆虫研究相关的
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（上接第 51 页）虫的表现型，使之无害。 另外利用基因编辑技术，研究

害虫基因功能，发现的杀虫剂靶标，也是行之有效的害虫防治策略之

一。
基因编辑技术应用于害虫防治上具有很大的潜力，但一项技术被

用于实践还要考虑两方面的因素：（1） 是否有相应的技术将此系统递

送到特定的细胞，并在特定的阶段得到表达。 （2）目标物种能否控制交

配和筛选过程并进行基因分析。
目前， 基因编辑技术缺乏成功的实践范例以及能广泛使用的框

架。 在一些范例中，最终并没有产生基因突变，未得到预期的效果 [12]。
对于基因编辑技术，不仅要考虑其有效性，还要考虑对环境带来的影

响。 这些都还有待进一步研究。

4 结语

利用生物手段对害虫进行控制能有效解决抗药性和化学农药产

生的污染等问题，可能是未来害虫防治的主要手段，而基因编辑的效

果已在研究阶段得到了很好的验证， 相信随着研究的进一步深入，该

项技术存在的问题能得到解决并广泛应用到害虫的防治中。 同时，我

们认为基因编辑技术可以与常规的化学农药联用，在害虫防治中共同

发挥作用。
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生自由组合（3 人一组）成立学习小组，甲负责拼写平假名，乙负责拼

写片假名，丙负责出题和检查两人的拼写正确与否，三人共同完成五

十音图平、片假名的学习任务。 以五十音图的第一行 a 行假名为例，首

先由甲和乙分别默写平假名あ、い、う、え、お和片假名アイウエオ，由

丙检查默写是否正确，然后丙随机读出由 a 行假名构成的单词[ai]，甲

和乙分别听写出对应的平假名“あい”和片假名“アイ”，再由丙检查听

写是否正确。 老师负责指出拼读和听写过程中未被发现的错误，并对

完全正确的小组进行表扬。这样既降低了学习难度，又增加了趣味性，
让学生快乐且快速地掌握了五十音图。

在学习新单词时，让学生自由组合（3 人一组）成立学习小组，甲

负责拼读单词，乙负责拼写单词，丙负责检查甲的拼读和乙的拼写，并

解释中文意思，三人共同完成新单词的学习任务。 以新版《标准日本

语》（初级上册）第 1 课的生词为例，甲拼读“先生（せんせい）”，乙在黑

板上写出“先生（せんせい）”，丙检查甲的语音语调和乙的假名书写是

否正确解释，然后解释中文意思为“老师”，而不是“先生”；甲拼读“ア
メリカ人”，乙在黑板上写出“アメリカ人”，丙检查甲的语音语调和乙

的假名书写是否正确，然后解释中文意思为“美国人”，其 中“アメリ
カ”是美国的意思，源自英文单词 America。老师负责指出拼读、书写和

解释过程中未被发现的错误，根据需要对部分单词作进一步的解释说

明合举例，并对完全正确的小组进行表扬。 这样既避免了老师带读单

词的枯燥，又加强了学生对生词的记忆，变被动为主动，提高了生词学

习的效率。
3.2 合作学习模式下的课文朗读与情景对话

在学习基本课文时，让学生自由组合（2 人一组）成立学习小组，
两人分别扮演基本课文中甲和乙的角色，模仿教学视频，声情并茂地

朗读课文。 以新版《标准日本语》（初级上册）第 2 课的基本课文为例，
利用现场的道具，甲提问：“これはテレビですか。 ”乙回答：“いいえ、
それはテレビではありません。パソコンです。”这样既有利于准确地

把握日语的语音语调，又有利于体会日语的文化特色，让学生更快更

牢地掌握了日语的基本句式。
在学习应用课文时，根据具体情境需要，让学生自由组合（2-4 人

一组）成立学习小组，模仿应用课文的场景，进行多姿 多 彩 的 会 话 表

演。 以新版《标准日本语》（初级上册）第 3 课的应用课文为例，甲和乙

扮演顾客去超市购物，丙扮演超市导购员，课桌上摆放铅笔、本子、伞

等日常用品。甲提问：“あのう、傘はどこですか”。丙回答：“傘ですか。
そちらです”。 甲提问：“いくらですか”。 丙回答：“1500 円です”。 乙

提问：“鉛筆はどこですか”。 丙回答：“鉛筆はこちらです”。 乙提问：
“いくらですか”。 丙回答：“ 500 円です”。 老师负责指导语音、语调和

语法等，并对表演出色的小组进行表扬。这样既增加了课堂的趣味性，
又锻炼了学生的日语应用能力，切实提高了学生的听力和口语水平。

通过采用合作学习模式， 研究生二外日语教学取得了以下成果：
1）发音阶段的学习从以往的 12 课时缩短至 8 课时，大大提高了学习

效率；2）学生参与课堂的比重从以往的 20%左右增加到 50%左右，大

大活跃了课堂气氛；3）以往的学生读写能力强但听说能力弱，现在的

学生听说读写译同步发展，大大提高了听力和口语水平。
同时，在尝试合作学习模式进行二外日语教学的过程中，也存在

一些需要注意的问题：1）合作学习小组成员之间分工必须明确，适当

的时候可以转换角色，保证每一名成员都能得到全面的锻炼，从而整

体提高全班同学的日语综合水平；2）老师需要根据每一个学生的日语

水平来设计难度适中的学习任务，做到既不打消学生的学习积极性，又

能够适当提高其日语水平；3）老师需要根据需要加以引导，控制好课

堂节奏，确保合作学习的效果。

4 结语

综上所述，本文以湖南工程学院为例，从问卷调查和课堂实践两

个方面考察了研究生二外日语教学中合作学习模式的可行性，得出以

下结论：1）理工科研究生注重日语学习的实用性与高效性，注重口语

与听力水平的提高，对“合作学习模式”兴趣浓厚，可以在日语选修课

上适当采用合作学习模式来教学；2）采用合作学习模式教学，能够提

高学习效率、活跃课堂气氛、提高听力和口语水平等；3）运用合作学习

模式教学，需要注意分工明确、难度适中、控制节奏等。
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