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摘要　ＲＮＡｉ是一种序列特异的同源依赖型基因沉默现象，在真核生物中普遍存在，是生物体抵抗
核酸入侵、调控自身基因表达的重要途径。ＲＮＡｉ发现以后，很快就作为一种反向遗传学手段广泛
应用于基因功能鉴定，并且在作物改良中得到了广泛应用，在作物抗病毒及品种改良方面得到了

成功应用。近年来，随着对ＲＮＡｉ机制认识的不断加深，ＲＮＡｉ技术作为一种增强植物抵抗线虫、
草食昆虫、真菌等有害真核生物的新策略的研究逐渐展开，并取得了一定成果，展现出良好的发

展前景。对ＲＮＡｉ及其在增强植物抵抗有害真核生物方面的研究进展进行了综述，并对 ＲＮＡｉ作
为一种持久抗病虫育种策略的前景进行了展望。
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　　危害植物的有害真核生物主要有真菌、卵菌、草食

昆虫、寄生线虫和杂草等，其中大多数病虫害的发生和

流行会造成作物产量的巨大损失和品质劣变，一些毁

灭性病害的发生还可能危及世界农业生产和粮食安

全［１３］。目前，农业生产中防制病虫害的措施主要有轮

作倒茬、化学控制和培育抗病品种三种途径。合理的

轮作制度及栽培措施的改进尽管可以在一定程度上减

轻病虫危害［４７］，但由于受种植业比较效益、种植习惯

等因素的影响，这一措施在农业生产中无法得到有效

利用。使用杀菌剂、杀虫剂等农药尽管可以较好控制

病虫害的发生，但化学农药的大面积长时间使用，不仅

会对人类健康造成危害，而且存在巨大的生态风险，危

及我们赖以生存的环境，因此化学农药的使用不得不

受到限制［８］。培育抗性品种是公认的控制病虫害最经

济、最有效的途径，但传统抗性育种手段耗时耗力，并

且天然抗性资源十分有限，限制了抗性品种选育的进

程［９１０］。转基因育种可以突破物种间的界限，利用其他

物种的抗性资源增强作物抗性，可以一定程度拓宽抗

性基因来源，加速育种进程。但由于许多病原物和害

虫具有极强的进化潜力，能够迅速克服新的抗性基因，

不但使采用传统抗性育种手段选育的抗性品种在短期

内被克服，连转基因的 Ｂｔ毒性蛋白也在投放生产后不

久逐渐失去效用［１１１５］。所以，作物抗病虫害育种中抗

性资源不足、新品种育成速度缓慢等问题日渐严峻。

故探索新的作物病虫害持久抗性育种策略势在必行。

　　ＲＮＡｉ自发现以后，作为一种强大的反向遗传学手

段广泛应用于功能基因组研究［１６］，同时在植物抗病毒

育种中也迅速得到成功应用，并培育了许多抗病毒作

物［１７２４］。２００１年，Ｅｓｃｏｂａｒ等［２５］又成功应用 ＲＮＡｉ技术

增强了植物对细菌的抗性。随着对 ＲＮＡｉ机理认识的

不断加深，植物介导的ＲＮＡｉ也逐渐应用于增强植物对

寄生线虫、草食昆虫、真菌、卵菌等真核有害生物抗性

的研究。这些研究表明植物介导的 ＲＮＡｉ可以沉默入

侵真核生物中与寄主产生的 ｄｓＲＮＡ同源的基因，赋予

寄主植物对入侵病、虫、草报复性精准打击的能力。

ＲＮＡｉ作为一种新的植物持久抗病、抗虫育种策略的优

势逐渐显现。
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１　ＲＮＡｉ机制

　　ＲＮＡｉ是一种真核生物中普遍存在、进化上高度保
守的同源依赖型基因沉默现象，其基本原理是：细胞中

长的ｄｓＲＮＡ或前体ｐｒｅｍｉＲＮＡ能激活细胞中ＲＮａｓｅⅢ
家族Ｄｉｃｅｒ（或 ＤＣＬ）的活性，被其切割成２１～２５ｂｐ的
小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）或 ｍｉＲＮＡ（本文通称为小 ＲＮＡ，
即 ｓＲＮＡ，是 引 起 ＲＮＡｉ干 扰 最 主 要 的 两 种 小
ＲＮＡ）［２６２７］；ｓＲＮＡ与多蛋白复合体ＡＧＯＰｉｗｉ结合形成
ＲＮＡ诱 导 的 沉 默 复 合 物 （ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）［２８］；ＲＩＳＣ以 ｓＲＮＡ的反义链为向导，识
别同源基因，然后通过使 ＲＮＡ聚合酶Ⅱ释放、组蛋白

乙酰化或ＤＮＡ甲基化等途径引起相应基因转录水平
基因沉默，通过 ｍＲＮＡ剪切或阻止翻译引起转录后水
平的基因沉默［２９３３］。另外，ｓＲＮＡ还可以作为引物，在
ＲＤＲＰ作用下，以互补 ｍＲＮＡ为模板合成新的 ｄｓＲＮＡ，
新合成的ｄｓＲＮＡ被Ｄｉｃｅｒ切割后形成次级ｓｉＲＮＡ，实现
ＲＮＡｉ信号放大［３４］。ＲＮＡｉ作为一种古老的基因沉默机
制，是真核生物抵御病毒感染及抑制转座子活性、保持

基因组稳定的重要途径，也在调控生物自身基因表达、

控制生长发育进程中发挥着重要作用。最近的研究还

发现，ＲＮＡｉ也参与了寄主植物与真核病原菌的互作，

病原菌能够通过向寄主中分泌 ｓＲＮＡ，劫持寄主的
ＡＧＯ１蛋白，选择性沉默寄主天然免疫相关基因表达而
增强致病性［３５３６］；而寄主植物也可以通过ＲＮＡｉ途径调
控自身抗性基因的表达，增强抗病性［３７］，并且还有推测

认为植物中编码的 ｓＲＮＡ一部分的靶标基因可能就是
害虫基因［３８］。

　　ＲＮＡｉ参与植物与入侵真核生物的互作的前提是
ＲＮＡｉ信号可以在两者之间传递。研究表明，作为
ＲＮＡｉ信号的 ｓＲＮＡ或 ｄｓＲＮＡ不但能够在同一生物的

细胞间传递或通过输导组织进行远距离传输，实现

ＲＮＡｉ的系统发生，也可以在密切接触的同一物种的不
同个体或不同物种间转移，实现ＲＮＡｉ信号跨越物种的
转移［３９４３］。ＲＮＡｉ信号在同一生物中通过细胞间传递
或通过输导组织在同一生物体内远距离运输导致生物

体特定基因的沉默称为系统性 ＲＮＡｉ；ＲＮＡｉ信号在密
切接触不同生物个体间传递或生物体通过摄取环境

ｄｓＲＮＡ或 ｓｉＲＮＡ 引 起 的 基 因 沉 默 称 为 环 境 性
ＲＮＡｉ［４４］。环境性ＲＮＡｉ是植物介导的 ＲＮＡｉ增强其对
有害真核生物抗性的理论基础，即植物中形成的以有

害真核生物特定基因为靶标的 ＲＮＡｉ信号被入侵的真

核生物通过取食、吸器吸收等途径摄取后，触发入侵生

物ＲＮＡｉ机制，引起相应基因沉默，从而赋予植物报复
入侵真核生物、给与其精确打击的能力。

２　ＲＮＡｉ在抗植物寄生线虫研究中的应用

　　植物寄生线虫能够侵染绝大多数栽培物种类，造
成粮食、纤维和园艺作物产量及品质大幅度下降，据估

计全球每年因线虫引起的作物产量损失超过１２５０亿
美元，其中根结线虫、孢囊线虫等固着性内寄生线虫危

害最为严重［４５］。这些寄生线虫在进化过程中形成了独

特的侵染机制，入侵植物根系后向维管组织迁移，并选

择性地向寄主根部分泌寄生蛋白，使其基因表达模式

向着有利于线虫寄生的方向发生显著改变，引起细胞

生理和表型变化，形成巨细胞（根结线虫）或合胞体（孢

囊线虫），为线虫持续提供生长和繁殖所需的营养，造

成作物根系受损，为其它根部病害发生创造条件。大

多数作物对线虫抗性很差，主要采用化学方法防治。

　　Ｆｉｒｅ等［４６］研究发现与反义ＲＮＡ相比，ｄｓＲＮＡ能够
更有效地引起秀丽线虫同源基因的沉默，进一步的研

究发现通过饲喂、注射和浸泡都可以将外源ＲＮＡｉ信号
传递到线虫中［４７］。又有研究证明，发生转录后基因沉

默的植物的总 ＲＮＡ提取物注射到线虫后会引起线虫
相应基因发生沉默。这些工作的开展为采用植物介导

的ＲＮＡｉ减轻线虫危害提供了依据［４８］。Ｇｈｅｙｓｅｎ等［４９］

的工作证明了在寄主植物内表达以根结线虫寄生基因

为靶标的ｄｓＲＮＡ可以引起寄主对线虫感染的抗性。随

后，通过培育能够表达线虫特定基因 ｄｓＲＮＡ的植物以
增强对线虫抗性的研究逐渐开展起来。Ｙａｄａｖ等［５０］的

研究表明，表达根结线虫剪接因子（ｓｐｌｉｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ）和整

合酶 ｉｎｔｅｒｇｒａｓｅ（一个染色体重构蛋白 ａｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）特异 ｄｓＲＮＡ的转基因植物能够成
功下调线虫相应基因表达，表现出对根结线虫的强烈

抗性。Ｈｕａｎｇ等［５１］采用植物介导的 ＲＮＡｉ成功下调了
４个根结线虫近缘种中一个刺激植物根系生长的线虫
分泌多肽［ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅ（１６Ｄ１０）］编码基因，增强

了植物对线虫的抗性，抗性水平介于６３％ 到 ９０％ 之
间。转基因烟草表达以根结线虫锌指蛋白样转录因子

编码基因为靶标的 ｄｓＲＮＡ能够有效控制线虫的危害。
进一步研究发现，植物表达根结线虫转录因子基因的

ｄｓＲＮＡ能够下调寄生线虫该基因的表达，但转录因子
功能的丧失对线虫并没有产生不良影响［５２］。在抗根结

线虫取得进展的同时，对ＲＮＡｉ信号吸收能力较差的孢

１８



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３５Ｎｏ．６２０１５

囊线虫抗性研究也取得了良好进展。Ｓｔｅｅｖｅｓ等［５３］培

育的表达孢囊线虫主要精子蛋白基因ｄｓＲＮＡ的大豆不
但能够使寄生线虫繁殖能力大大降低，每克根组织中

线虫的产卵量下降６８％，并且还会影响到线虫后代的
繁殖能力，每克根组织产卵量下降７５％。Ｓｉｎｄｈｕ等［５４］

的实验证明表达４个线虫寄生基因的拟南芥可以使发

育的雌虫的数量减少，在不同ＲＮＡｉ株系中雌虫减少量
在２３％～６４％之间。不但寄主植物稳定转化表达的
ＲＮＡｉ信号可以引起线虫基因沉默，病毒介导的基因沉
默也可以通过寄主植物传递给寄生线虫。Ｄｕｂｒｅｕｉｌ
等［５５］以对根结线虫胚胎发育和幼虫运动能力有重要作

用的肌钙蛋白Ｃ基因Ｍｉｔｎｃ和参与线虫和寄主植物互

作的寄生基因钙网蛋白的致病基因 Ｍｉｃｒｔ为靶标，分
别构建了烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）沉默载体ＴＲＶ∷ＴＮＣ和
ＴＲＶ∷ＣＲＴ，农杆菌渗透感染烟草后接种根结线虫，发
现根结线虫卵及后代幼虫中相应基因的转录本大幅度

减少，并且接种了 ＴＲＶ∷ＴＮＣ的烟草会使寄生线虫卵
的孵化率降低了５９％，而接种ＴＲＶ∷ＣＲ虽然对已经成
功寄生的线虫表型没有影响，但会影响后代的侵染寄

主的能力，使线虫瘿数量大幅度减少。ｓｉＲＮＡ通过喂食

后可进入感染幼虫的内部组织，触发沉默其寄生基因

ＭｉＣＲＴ（根结线虫食管腺的一个钙网蛋白基因），在幼
虫时期 ＭｉＣＲＴ基因沉默影响线虫的毒力［５６］。Ｈｕａｎｇ
等［５７］克隆了线粒体ＡＴＰ合酶 ｂ亚单位基因 ＭｉＡＳＢ，使
烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）介导的病毒诱导的基因沉默在南
方根结线虫中表达，然后在番茄幼苗上接种线虫，６０天

后，经ＭｉＡＳＢ沉默处理的幼苗跟对照相比，线虫瘿减少
了 ６４．３％。当线虫吸收能引起系统 ＲＮＡｉ反应的
ｄｓＲＮＡ或 ｓｉＲＮＡ后，很大范围细胞类型的基因表达被
沉默。现在线虫已经成为 ＲＮＡ干扰基因沉默的模式
生物，Ｌｉｌｌｅｙ等［５８］总结了植物中以寄生线虫基因为靶标

的ｄｓＲＮＡ的应用。

３　ＲＮＡｉ在抗草食昆虫研究中的应用

　　草食昆虫采食植物地上组织部分，减少了植物光
合组织的面积，导致植物体内光合产物的减少，影响植

株生长与繁育，甚至导致植物死亡，对农林牧业造成严

重的经济损失。就植物而言，同一种植物可能受到多

种类型昆虫的取食［５９］；有些草食昆虫的专食性特别强，

只取食某种植物，这两种情况都会给植物带来非常大

的危害。有研究报道温带森林的辽东栎叶片的被食频

率竟高达９０％［５９］。虽然昆虫对植物的取食压力使得

植物进化出多种防御机制，但是反过来昆虫为避免被

饿死或毒死又进化出应对植物防御的机制［６０］，这样就

使得植物防虫害工作进展更加困难。

　　近期采用 ＲＮＡｉ技术控制作物虫害的研究进一步
拓展了ＲＮＡｉ在作物改良中的应用范围。线虫基因特
异性抑制是可以通过喂养 ｄｓＲＮＡ实现的，最初认为把
这种方法应用到昆虫中是不可行的，但是研究发现应

用 ＲＮＡｉ技术，得到耐食草昆虫的植物才刚刚得以实
现，这为防治害虫，培育新一代的昆虫抗性农作物开辟

了道路［６１］。昆虫吸收ｄｓＲＮＡ至少有两个途径：基于线
虫的ＳＩＤ１蛋白质的跨膜通道介导的摄取机制和“替
代”的内吞作用介导的吸收机制［３９］。Ｓｉｖａｋｕｍａｒ等［６２］

利用ＲＮＡｉ技术细胞系实验，将 Ｓｆ２１昆虫细胞经过修
饰后表达 ＨａＡＰＮ１（棉铃幼上皮氨肽酶 Ｎ），然后经过
ＨａＡＰＮ１ｄｓＲＮＡ处理４８小时后，ＨａＡＰＮ１表达的 ｍＲＮＡ

及其蛋白质较对照分别降低７０％，导致 ＨａＡＰＮ１表达
细胞对苏云金芽孢杆菌的 Ｃｒｙ１Ａｃ杀虫蛋白的敏感性
降低。与此同期，Ｍａｏ等［３８］培育了能表达棉铃虫

ｃｙｐ６ａｅ１４基因（该基因编码一种能够代谢棉酚的蛋白，
赋予棉铃虫对棉酚的抗性）ｄｓＲＮＡ的转基因烟草和拟
南芥，棉铃虫取食转基因植物后肠中 ｃｙｐ６ａｅ１４基因转
录本大幅度降低，使棉铃虫对棉酚的耐受力减弱，导致

其营养不良，生长缓慢，甚至死亡。随后 Ｍａｏ等［６３］培

育了能表达棉铃虫 ｃｙｐ６ａｅ１４基因 ｄｓＲＮＡ的转基因棉

花，在幼虫喂食转基因植物４小时后，ＣＹＰ６ＡＥ１４表达
水平降低，ＣＹＰ６ＡＥ１４蛋白水平下降，这些结果表明
ｄｓＣＹＰ６ＡＥ１４转基因棉花对棉铃虫抗性增强。棉酚诱
导的细胞色素 Ｐ４５０中至少有这 ５种（ＣＹＰ３２１Ａ１，

ＣＹＰ９Ａ１２，ＣＹＰ９Ａ１４，ＣＹＰ６ＡＥ１１和 ＣＹＰ６Ｂ７）促使棉铃
虫耐受溴氰菊酯，幼虫通过取食 ＣＹＰ９Ａ１４基因 ｄｓＲＮＡ
的转基因棉花和拟南芥后，表现出对菊酯杀虫剂更加

敏感［６４］。Ｂａｕｍ等［６５］培育了表达与美国西部玉米根虫

（ｗｅｓｔｅｒｎｃｏｒｎｒｏｏｔｗｏｒｍ，ＷＣＲ）液泡 ＡＴＰａｓｅ编码基因同
源的ｄｓＲＮＡ的转基因玉米，增强了玉米对 ＷＣＲ的抗
性，减轻了ＷＣＲ对玉米的危害。Ｗａｎｇ等［６６］利用转录

组测序（ＲＮＡｓｅｑ）和数字表达谱技术（ＤＧＥｔａｇ）相结
合，获得亚洲玉米螟卵、幼虫、蛹和成虫四个发育时期

相关基因的表达时期、表达量、代谢通路及基因功能信

息，针对其中 １０个幼虫期特异表达的基因合成
ｄｓＲＮＡ，采用直接喷洒的方法对亚洲玉米螟幼虫进行处
理，其中有９个基因的５天校正死亡率在 ７３％～１００％

之间，利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的方法检测基因表达变化情
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况，结果显示ｄｓＲＮＡ处理后靶标基因的表达均有明显

的下调。通过合成荧光ｄｓＲＮＡ进行亚洲玉米螟幼虫的
点滴试验，证明了 ｄｓＲＮＡ能够穿透昆虫体壁进入体腔
从而实现基因干扰效果。ＲＮＡｉ技术已经在其他鞘翅

目叶甲虫、小菜蛾、斜纹夜蛾等十几种草食昆虫多个基

因中得到成功应用［３９］。最近的研究表明，如果昆虫的

性信息素受体通过ＲＮＡｉ被沉默，可以阻塞交配或宿主
植物寻求行为的通信系统，就可以有效地控制害虫种

群，而不必直接杀死害虫，这是 ＲＮＡｉ应用的另一前
景［６７］。以上说明，通过植物介导的 ＲＮＡｉ沉默昆虫体
内的特定基因表达，能够控制虫害的发生。并且与杀

虫剂抗性有关的特定基因沉默能增加昆虫对杀虫剂的

特异敏感性，这将有效减少使用化学农药和提高化学

农药效率［６８］。

４　ＲＮＡｉ在抗真菌研究中的应用

　　对植物来说，大多数病害都是由真菌引起的，由真
菌引起的粮食作物病害已成全球性粮食安全问题，如

果能控制这种病害在五大粮食作物中的传播，全球每

年可多养活６亿人。随着全球化时代人员和各种物品
大范围流通，原来仅限于某地的真菌感染也更容易扩

散，其趋势有加重迹象。现在水稻、小麦、玉米、马铃薯

和黄豆这五大粮食作物，都出现了由真菌引起的病害，

如稻瘟病、大豆锈病、小麦秆锈病、玉米丝黑穗病和土

豆晚疫病［６９］。

　　ＲＮＡ干扰技术作为真菌分子生物学研究或遗传改

造的工具具有特殊的意义，因为真菌中丝状真菌具有

多核和发生非同源重组频率高的特点，难以用基因敲

除手段进行改造。最近几年，以绿色荧光蛋白基因和

红色荧光蛋白基因为报告基因，在植物病原真菌 Ｍ．

ｏｒｙｚａｅ、Ｖｅｎｔｕｒｉａｉｎａｅｑｕａｌｉｓ、Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｌａｇｅｎａｒｉｕｍ及模
式丝状真菌 Ｎ．ｃｒａｓｓａ中建立了ＲＮＡ干扰方法，并利用
ＲＮＡｉ研究这些真菌某些重要基因的功能［７０］。Ｌｉｕ
等［７１］于２００２年利用 ｈｐＲＮＡ表达载体诱导担子菌类病
原真菌Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ的ＣＡＰ５９和 ＡＤＥ２基因
的沉默，这是ＲＮＡｉ技术在抗真菌研究中的首次运用。

随后，在稻瘟病菌中使用 ＲＮＡ沉默系统分析增强型绿
色荧光蛋白（ｅＧＦＰ）基因，在沉默转化后，发现绿色荧光
蛋白ｍＲＮＡ的积累急剧减少［７２］。Ｎｉｃｏｌáｓ等［７３］的研究

结果表明，这两种白化和野生型菌株具有相同水平的

未剪接ｃａｒＢ的 ｍＲＮＡ前体，而沉默菌株成熟 ｃａｒＢ的

ｍＲＮＡ的量至少比野生型少６倍，卷枝毛霉基因沉默发

生在转录后水平，影响成熟ｍＲＮＡ积累，但未影响转录
的速率。Ｔｉｎｏｃｏ等［７４］的研究也表明，将转 ｇｕｓ基因的
拟轮生镰刀菌接种到表达 ｇｕｓｄｓＲＮＡ的转基因烟草
后，拟轮生镰刀菌的转基因ｇｕｓ表达被沉默。Ｓｕｎ等［７５］

的研究数据表明，ＲＮＡｉ介导的 ａｃｕＤ基因的沉默能减
轻马尔尼菲青霉的毒性从而在慢性期能减轻感染马尔

尼菲青霉裸鼠的真菌负担。Ｔｒｉｐｐｅ等［７６］研究表明双链

ＲＮＡ介导的ＣＹＰ５２Ｌ１基因的转录后沉默，很大程度上
降低了Ｇｒａｐｈｉｕｍｓｐ．（ＡＴＣＣ５８４００）这种真菌氧化烷烃
和醚类的能力。Ｓａｌａｍｅ等［７７］综述了ＲＮＡｉ技术已在４０
多种真菌中得到成功应用。Ｍａｓｃｉａ等［７８］表明，ＲＮＡｉ可
以不用植物中间介导，通过病毒诱导的基因沉默在植

物病源真菌炭疽病ａｃｕｔａｔｕｍ（菌株Ｃ７１）表达，但是基于

植物病毒，用烟草的重组病毒载体直接感染烟草花叶

病毒（ＴＭＶ），用类似方法在携带绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
异位表达的重组烟草花叶病毒载体中观察到相应基因

沉默的现象。

　　卵菌（Ｏｏｍｙｃｅｔｅｓ）属于色菌界（Ｃｈｒｏｍｉｓｔａ），由于其
形态特征和生活习性与真正的真菌（ｔｒｕｅｆｕｎｇｉ）相似，

通常被称为真菌。许多卵菌是植物病原菌，能引起多

种农作物、花卉等发生灾难性病害，如大豆疫霉菌

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）引起的大豆疫霉根腐病、致病疫霉

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ）引起的马铃薯晚疫病和橡树疫
霉（Ｐ．ｒａｍｏｒｕｍ）引起的橡树猝死病［７９］。

　　ｖａｎＷｅｓｔ等［８０］将致病疫霉分泌型激发因子编码基

因ｉｎｆ１的编码区反向和／或正向导入致病疫霉，导致转

基因致病疫霉 ｉｎｆ１基因的沉默，首次证明了致病疫霉
中ＲＮＡｉ机制的存在；进一步对转基因致病疫霉与野生
型致病疫霉通过细胞质体融合获得的异核体的研究发

现，ｉｎｆ１不但在异核体中保持沉默，在异核体非转基因
的后代中也保持沉默，说明致病疫霉中沉默信号能在

不同细胞核间传递。Ｗｈｉｓｓｏｎ等［８１］建立了基于原生质

体培养的外源ｄｓＲＮＡ介导的致病疫霉瞬时基因沉默技

术体系，采用人工合成的长度为１５０～３００ｂｐ的 ｄｓＲＮＡ
转染致病疫霉，激发了致病疫霉 ＲＮＡｉ机制，分别引起
致病疫霉转基因 ｇｆｐ、内源基因 ｉｎｆ１及 ｃｄｃ１４的特异性
沉默。Ｊｕｄｅｌｓｏｎ等［８２］将表达与致病疫霉ｎｉｆｃ１基因同源
的发夹型ＲＮＡ的载体导入致病疫霉，引起 ｎｉｆｃ家族基
因（ｎｉｆｃ１，ｎｉｆｃ２和 ｎｉｆｃ３）的沉默，导致转基因致病疫霉
游动孢子的萌发率大幅度降低。随后，ＧｒｅｎｖｉｌｌｅＢｒｉｇｇｓ
等［８３］人工合成分别与致病疫霉 ｃｅｓ１，ｃｅｓ２，ｃｅｓ３和 ｃｅｓ４
同源的４种ｄｓＲＮＡ，转染致病疫霉原生质体后抑制了４
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个ｃｅｓ基因的表达，导致转染后致病疫霉细胞壁纤维素

含量不到野生型的５０％。Ｃｏｌｄｉｔｚ等［８４］利用ＲＮＡｉ技术

敲除苜蓿ＰＲ１０１基因［苜蓿感染豌豆根腐病菌丝后感

应类１０病原相关（ＰＲ）蛋白基因］，蛋白质组学分析

ＭｔＰｒ１０１和另外５个ＰＲ１０型标注为脱落酸反应蛋白

（ＡＢＲ１７ｓ）基因也被有效沉默，跟对照相比，接种病原

菌的苜蓿根部病菌的定植明显减少了，在转 ＭｔＰｒ１０１ｉ

基因的根部也抑制了病原感染，凝胶分析也证实了苜

蓿增强了豌豆根腐病耐受性。水霉寄生的酪氨酸酶基

因ＳｐＴｙｒ是水霉菌生物合成途径不可或缺的基因，原生

质体体外合成 ＳｐＴｙｒ的 ｄｓＲＮＡ介导了基因沉默，酪氨

酸酶活性下降，黑色素生成量减少［８５］。Ｓｔａｍｌｅｒ等［８６］将

体外合成ｃｄｃ１４基因的ｄｓＲＮＡ使用电穿孔法导入到辣

椒疫霉，游动孢子的生产量显著下降。当植物生产

ｄｓＲＮＡ时辣椒疫霉侵染叶片的能力被抑制，游动孢子

的生产量也减少约４６％。该技术在疫霉研究中的成功

应用及越来越多疫霉基因功能的鉴定使得 ＲＮＡｉ用于

控制卵菌的发生和流行，增强植物抗性这方面的应用

越来越实用。总之，ＲＮＡｉ在植物真菌相互作用中以真

菌特异性为靶标设计抗真菌剂，可以适用于广泛的抗

真菌研究［８７］。

　　任琴等在实验室构建了以致病疫霉单拷贝的翻译

延伸因子ｔｅｆ１为靶标的 ＲＮＡｉ载体、以多拷贝的 ｇｐｉ基

因为靶标的ＲＮＡｉ载体、同时与晚疫病菌４个 ｃｅｓ基因

均同源的融合基因 Ｃ１２３４为靶标的 ＲＮＡｉ载体和以几丁

质酶基因为靶标的ＲＮＡｉ载体，采用农杆菌介导法转入

晚疫病易感马铃薯品种大西洋，进行转基因植株晚疫

病抗性的分析鉴定。其中，采用重叠延伸 ＰＣＲ技术克

隆同时与晚疫病菌 ４个 ｃｅｓ基因均同源的融合基因

Ｃ１２３４，构建了内含子连接的Ｃ１２３４反向重复序列植物表达

载体，采用农杆菌介导法转化晚疫病易感马铃薯品种

大西洋，经ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测，获得了１２９个转

基因株系。离体叶片接种病原菌后，有９７个转基因株

系发病速度明显慢于野生型，接种６ｄ后病斑大小和霉

层厚度均明显小于对照，并且叶片感病部位没有出现

失绿斑，而野生型产生了明显的失绿斑。实时定量ＲＴ

ＰＣＲ分析发现，发病延缓的叶片上致病疫霉４个纤维

素合成酶基因的表达水平明显低于野生型。研究表明

转基因植株中产生的以晚疫病菌 ｃｅｓ基因为靶标的

ｄｓＲＮＡ能够沉默致病疫霉相应基因表达，延缓发病

进程。

５　ＲＮＡｉ在抗寄生杂草研究中的应用

　　植物界高等寄生植物约有３０００～５０００种，可导
致主要粮食作物和工业农作物减产 ３０％ ～８０％［８８］。

其中寄生杂草是影响农作物生长和导致农作物产量和

质量下降的高等寄生植物之一；其主要特性为不能独

立地进行光合作用制造养分，必须寄生在别的植物上

靠特殊的吸器吸取寄主的养分而生活，且种类繁多，分

布广泛，寄主范围广，从寄主吸取水分、矿物质和光合

产物的同时降低寄主的生长和竞争能力，对寄主的破

坏性极大。作物被寄生杂草寄生后主要表现为生长缓

慢，还会出现不同程度的生物量降低甚至死亡［８９］。同

时粮 食 和 果 实 品 质 显 著 降 低，例 如 大 麻 列 当

（Ｐｈｅｌｉｐａｎｃｈｅｒａｍｏｓｅ）侵染番茄后，番茄鲜质量、干质
量、硬度、还原糖、可溶性固体物含量和抗坏血酸含量

等降低，果色变差，严重影响果实品质，降低其市场价

值［９０］。

　　寄生杂草中经济危害最大的当属ｂｒｏｏｍｒａｐｅｓ（列当
属，列当科），ｗｉｔｃｈｗｅｅｄｓ（独脚金属，玄参）和菟丝子（菟
丝子属）［９１］，所以对其研究也最多。有研究指出寄主抗

寄生植物的机理与其抗病原菌机理相似［９２］，所以使用

ＲＮＡｉ技术亦可以实现寄生杂草特定基因的沉默。Ａｌｙ
等［９３］利用伴胞中表达绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的转基因
番茄探索寄主和寄生杂草之间的蛋白质运动，实验发

现转基因番茄被分枝列当寄生后，大量的 ＧＦＰ从寄主
植物的韧皮部转移到寄生杂草的韧皮部，最终积累于

列当的结节与芽。列当科的半寄生植物 Ｔｒｉｐｈｙｓａｒｉａ
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ能够从寄主植物莴苣中摄取 ＲＮＡｉ信号分子，
导致自身转基因ｇｕｓ的沉默，并且能将沉默信号传递给
其寄生的另外一株莴苣［９４］。甘露 ６磷酸还原酶
（Ｍ６ＰＲ）是甘露醇生物合成的关键酶，Ａｌｙ等［９５］将寄生

杂草分枝列当的６磷酸甘露糖还原酶（Ｍ６ＰＲ）基因作
为靶基因得到转基因番茄，转基因番茄产生同源

ｄｓＲＮＡ将列当科寄生杂草的Ｍ６ＰＲ基因沉默，定量 ＲＴ
ＰＣＲ分析显示转基因番茄植株上生长的埃及列当结节
和地下芽的内源 Ｍ６ＰＲｍＲＮＡ的量减少６０％ ～８０％，

继而甘露醇水平显著降低，番茄植株上坏死结节比例

显著提高。ｄｅＦｒａｍｏｎｄ等［９６］以５个独脚金基因为靶标
构建发夹型结构 ｄｓＲＮＡ载体转化玉米，观察发现寄生
转基因玉米的独脚金生长速度表现出一定的差异，与

对照相比具有不可再生力。Ｂａｎｄａｒａｎａｙａｋｅ等［９７］将

Ｔｒｉｐｈｙｓａｒｉａｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ的胞质乙酰ＣｏＡ羧化酶（ＡＣＣ酶）

４８



２０１５，３５（６） 任　琴 等：ＲＮＡ干扰及其在增强作物抵抗有害真核生物研究中的应用

基因发夹结构ＲＮＡｉ载体导入苜蓿，在所有样本中均发

现当列当科杂草寄生转基因寄主时其根的生存能力至

少减少８０％，ＲＴＰＣＲ表明 Ｔｒｉｐｈｙｓａｒｉａ中 ＡＣＣ酶转录

水平显著下降。这项工作表明，ＡＣＣ酶是抑制寄生植

物反式特异性基因沉默的有效靶点。最近的研究表

明，烟 草 脆 裂 病 毒 （ＴＲＶ１和 ＴＲＶ２）诱 导 的 Ｓ．

ｈｅｒｍｏｎｔｈｉｃａ八氢番茄红素去饱和酶（ＰＤＳ）基因的ＲＮＡｉ

载体能有效沉默独脚金的同源基因，导致 ＰＤＳ基因在

独脚金中的表达量下调，漂白其叶片［９８］。虽然寄生杂

草几十年都是棘手的问题，但是目前在基因组学上的

进步将给这类研究带来一场革命，加快其前进的步

伐［９９］。通过ＲＮＡｉ技术降解寄生杂草靶 ｍＲＮＡ并导致

致命性伤害或抑制寄生植物的发展，从而控制杂草疯

长防止其危害农作物，对稳定农作物产量、促进农业生

产和保障世界粮食安全意义重大。

６　展　望

　　植物地上部与地下部病原物如细菌、真菌、病毒和

线虫等对植物叶片与根系的直接取食、损伤等不仅直

接或间接影响植物的生长发育［１００］，更对粮食产量及果

蔬质量造成严重影响。有害真核生物已严重影响了世

界各地的农业生产力，每年造成巨大的农作物产量损

失。植物介导的 ＲＮＡｉ在农作物病虫害防治方面具有

广泛的应用潜力。同时，也可以通过ＲＮＡｉ控制植物病

原菌毒素的生长从而提高食品安全性。ＲＮＡｉ是一种

高频、高效、高度特异的基因沉默技术，但是其干扰效

率却有待提高，主要原因可能是当植物病原体渗入植

物细胞内吸取营养成分时能有效避开植物自身的防御

监测机制，从而不能让植物立即作出防御反应激发入

侵有害真核生物的 ＲＮＡｉ机制从而影响了干扰效率。

植物介导的有害真核生物 ＲＮＡｉ是通过在植物中形成

ｄｓＲＮＡ或ｓｉＲＮＡ等ＲＮＡｉ信号分子，经寄生、取食等途

径传递到有害真核生物中，病原真菌入侵后如何使植

物快速有效地发现并积极做出反应激发 ＲＮＡｉ机制则

需要更加深入的研究。
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Ｓｔｒｉｇａｈｅｒｍｏｎｔｈｉｃａ．ＰｌａｎｔＭｅｔｈｏｄｓ，２０１４，１０（１）：１６．

［９９］ＷｅｓｔｗｏｏｄＪＨ，ＰａｍｐｈｉｌｉｓＣＷ，ＤａｓＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＰａｒａｓｉｔｉｃＰｌａｎｔ

ＧｅｎｏｍｅＰｒｏｊｅｃｔ：ｎｅｗ ｔｏｏｌｓｆｏｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｔｈｅｂｉｏｌｏｇｙｏｆ

ＯｒｏｂａｎｃｈｅａｎｄＳｔｒｉｇａ．ＷｅｅｄＳｃｉｅｎｃｅ，２０１２，６０（２）：２９５３０６．

［１００］ＬｉｕＲＪ，ＣｈｅｎＹＬ．Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚｏｌｏｇｙ．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＳｃｉｅｎｃｅＰｒｅｓｓ，

２００７．１５２：２８９３１９．
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２０１５，３５（６） 任　琴 等：ＲＮＡ干扰及其在增强作物抵抗有害真核生物研究中的应用

ＲＮＡＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｎｄＩｔｓＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎＥｎｈａｎｃｉｎｇＣｒｏｐ
ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＡｇａｉｎｓｔＨａｒｍｆｕｌＥｕｋａｒｙｏｔｅｓ

ＲＥＮＱｉｎ１，２　ＧＵＯＺｈｉｈｏｎｇ１　ＷＡＮＧＹａｊｕｎ１　ＸＩＥＺｈｏｎｇｋｕｉ１　ＷＡＮＧＲｕｏｙｕ１

（１ＣｏｌｄａｎｄＡｒｉｄＲｅｇｉｏｎｓＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｌａｎｚｈｏｕ　７３００００，Ｃｈｉｎａ）

（２ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０００４９，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ　ＲＮＡｉｉｓａｃｏｍｍｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅｈｏｍｏｌｏｇｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｉｎ
ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ，ｉｔｉｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｗａｙｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｒｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｎｇｔｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｖａｓｉｏｎ．Ｓｉｎｃｅｂｅｉｎｇ
ｆｏｕｎｄ，ＲＮＡｉｉｓｗｉｄｅｌｙｕｓｅｄｉｎｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ａｎｄｈａｓｂｅｅｎｗｉｄｅｌｙａｐｐｌｉｅｄｉｎｃｒｏｐａｎｄａｎｔｉｖｉｒａｌ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔａｓａｋｉｎｄｏｆｒｅｖｅｒｓｅｇｅｎｅｔｉｃｓｍｅｔｈｏｄｓ．Ｉｎｒｅｃｅｎｔｙｅａｒｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｄｅｅｐｅｎｉｎｇｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｏｆＲＮＡｉ，
ＲＮＡｉｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｐｒｏｍｉｓｉｎｇｐｒｏｓｐｅｃｔｓａｓａｎｅｗｓｔｒａｔｅｇｙｔｏｅｎｈａｎｃｅｐｌａｎｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｎｅｍａｔｏｄｅｓ，ｈｅｒｂｉｖｏｒｏｕｓ
ｉｎｓｅｃｔｓ，ｆｕｎｇｉａｎｄｏｔｈｅｒｈａｒｍｆｕｌｅｕｋａｒｙｏｔｅｓａｎｄａｃｈｉｅｖｅｄｓｏｍｅｒｅｓｕｌｔｓ．ＲＮＡｉａｎｄｉｔｓｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇｐｌａｎｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｈａｒｍｆｕｌｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｓｐｅｃｔｏｆｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｐｅｓｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ
ｆｏｒＲＮＡｉｗｅｒｅｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＲＮＡｉ　Ｈａｒｍｆｕｌｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ　Ｐｅｓｔｓ　Ｐａｒａｓｉｔｉｃｗｅｅｄｓ　Ｆｕｎｇｉ

广 告 索 引

　　北京中原领先科技有限公司（封面），默克化工技术（上海）有限公司（封二），赛多利斯科学仪器（北京）有限公

司（彩１），梅特勒?托利多国际贸易（上海）有限公司（彩２），沃特世科技（上海）有限公司（彩３），赛默飞世尔科技

（中国）有限公司（彩４），上海森松制药设备工程有限公司（彩５），镇江东方生物工程设备技术有限责任公司（彩６?
７），通用电气医疗系统贸易发展（上海）有限公司（目次对页），伯乐生命医学产品（上海）有限公司（封三），江苏省

科海生物工程设备有限公司（封底）
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