
书书书

　2020, 46(4):1- 6 Ｐｌａｎｔ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

专 论 与 综 述

Ｒｅｖｉｅｗｓ

收稿日期：　２０１９－０５－０７　　　修订日期：　２０１９－０６－２５
基金项目：　转基因生物新品种培育科技重大专项（2016ZX08010001）；国家重点研发计划（2017YFD0200406,  2017YFD0200904）；

国家自然科学基金（31872302，32070505）；北京市自然科学基金（6192021）

＊ 通信作者 Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｘｍ＠ｉｏｚ．ａｃ．ｃｎ

ＲＮＡ沉默转基因技术在植物抗病虫害研究中的作用
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摘要　ＲＮＡ沉默技术由于其简便、高效及高特异性在各种模式和非模式生物系统中得到了广泛的应用。植物转基

因技术是将植物、动物或微生物中分离到的目的基因，通过各种手段整合到植物基因组上，使其稳定遗传并赋予植

物新的优良性状的生物技术。ＲＮＡ沉默在植物转基因工程领域的研究十分广泛，目前已经成功研究培育出许多抗

病毒、抗虫转基因植物，为农业病虫害的防控提供了新的思路和方法。本文重点综述了近年来植物转基因介导

ＲＮＡ沉默在抗虫与抗病毒研究方面的进展，加深人们对转基因植物抗虫与抗病毒研究的认识。
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　　中国是一个农业生物灾害频 发、生 态 环 境 脆 弱

的农业大国。毁灭性的农 作 物 病 虫 害 频 繁 暴 发，导

致农业经济损失与环境 破 坏。因 此，安 全 有 效 地 防

治农作物病虫害是提高农业生产 安 全、保 障 农 产 品

质量、减少环境污染、保护人类健康和促进农业可持

续发展的重要组成部分。

ＲＮＡ沉默（ＲＮＡ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ）是真核生物内广泛

存在的调控机制，小分子ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ，ｓＲＮＡ）

通过与靶标基因的配对在转录水平和转录后水平调

控基因的表达。体外合成一段与内源基因同源的双

链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄ　ＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）或ｓＲＮＡ，

将其导入生物体内，可以使内源基因中同源 ｍＲＮＡ
降解，从而 达 到 抑 制 基 因 表 达 的 目 的，这 种 现 象 是

ＲＮＡ沉 默 现 象 的 一 种，被 称 为 共 抑 制（ｃｏ－ｓｕｐｐｒｅｓ－
ｓｉｏｎ）［１］。利用相似的机 制 克 隆 昆 虫 或 者 病 毒 靶 标

片段，构建ｄｓＲＮＡ转入植物，也可以沉默昆虫或病

毒基因，这种方法是防治植物病虫害的有效途径 之

一。采用转基 因 ＲＮＡ沉 默 技 术 进 行 病 虫 害 控 制

是植物保护领域的一种新型策略，该技术具有如 下

特点：１）对靶标生 物 具 有 专 一 性，对 非 靶 标 生 物 无



２０２０

杀伤作用；２）ＲＮＡ在自然界易降解，残留低；３）对

环境无毒无害，相对安全。人们将基于ＲＮＡ沉默

的害虫控制称为“第四代杀虫剂”［２－３］。目前，这种

技术已经广泛应用于多种动植物的功能基因组研

究和代谢途径分析，并且在植物的抗病虫育种中表

现出了巨大的优势，成为植物抗病虫基因工程的

热点。

１　ＲＮＡ沉默的发生机制

１９９８年Ｆｉｒｅ等首次发现ｄｓＲＮＡ是ＲＮＡ沉默

现象的诱发因子，并将抑制序列同源性基因表达的

现象定义为ＲＮＡ干扰［４］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒ－
ｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是指在动物系统内将ｄｓＲＮＡ导入

细胞，在细胞内特异性地诱导与之同源互补的 ｍＲ－
ＮＡ的降解或者抑制其蛋白质翻译，使相应基因不

能表达的现象［５］。植物体内的这类相似现象被称为

共抑制或者基因沉默（ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ），根据其作用

方式的差异又可分为转录水平基因沉默（ｔｒａｎｓｃｒｉｐ－
ｔｉｏｎａｌ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＴＧＳ）和转录后水平基因沉默
（ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＰＴＧＳ）。现在

研究人员将真核生物的这一类现象统称为 ＲＮＡ
沉默。

ＲＮＡ沉默是非常保守的基因表达调控机制，该

机制由ｄｓＲＮＡ诱导发生，外源或内源ｄｓＲＮＡ在一

种ＲＮａｓｅⅢ类似核酸酶Ｄｉｃｅｒ／ＤＣＬ的酶切作用下，

剪切生成长度为２１～２４ｎｔ的双链小ＲＮＡ。然后双

链ｓＲＮＡ与以Ａｒｇｏｎａｕｔｅ（ＡＧＯ）蛋白为主体的蛋白

复合体结合形成ＲＮＡ诱导的沉默复合体（ＲＮＡ　ｉｎ－
ｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）［６－７］。ＲＩＳＣ中的一

条ｓＲＮＡ通过碱基配对可以与 ｍＲＮＡ结合，引导

ＡＧＯ识别ｍＲＮＡ通过降解或者抑制翻译的方式抑

制基因表达，造成转录后水平的基因沉默；ＲＩＳＣ复

合体中的ｓＲＮＡ也可以通过碱基配对的方式与相应

ＤＮＡ结合，通过 ＤＮＡ 甲基化的方式抑制基因转

录，造成转录水平的基因沉默［８］。ＲＮＡ沉默的作用

表现在抵御病毒、转座子等外来核酸入侵，识别并抑

制外源基因表达，维持生物体基因组完整性等方

面［９－１１］。在植物转基因过程中，转入基因与内源基

因具有很高同源性，更重要的是转基因过程中经常

会有多拷贝基因转入，这两种现象都会高效引发基

因沉默，这种现象被称为转基因沉默。

对于ＲＮＡｉ介导的转基因抗性植物而言，ＲＮＡ
沉默靶标基因的选择不仅要筛选对病虫害发育有重

要影响的基因，而且还要保证这些基因不会对天敌、

哺乳动物和人等非靶标生物产生不良影响。只有通

过上述研究才能利用ＲＮＡｉ在大田应用。如果想同

时研究同一家族几个基因的功能，则在这些基因的

保守域设计ｄｓＲＮＡ即可同时沉默多个基因以达到

研究目的［１２］。

为了降低ＲＮＡ沉默的脱靶效应，ｓｉＲＮＡ序列

的选择有一定标准，ｓｉＲＮＡ序列有２１个核苷酸，其

中１９个核苷酸形成双螺旋结构，同时在３′端有

２个突出的碱基形成悬垂结构，例如ＡＡ或ＵＵ；通

常ｓｉＲＮＡ的 ＧＣ含量在３０％～７０％之间；而且目

标ｓｉＲＮＡ序列不能距离起始密码子太近等［１３］。目

前一些设计ｓｉＲＮＡ的软件和一些生物公司提供

的在线设计ｓｉＲＮＡ的程序也基本考虑了上述标

准。有研究人员发现对同一个靶基因的不同位

点设计４条不同的ｓｉＲＮＡ，将这４条ｓｉＲＮＡ按照

特定比例混合可高效沉默靶标基因，分析发现混

合的ｓｉＲＮＡ与单一转染的ｓｉＲＮＡ相比可显著降低

脱靶效应［１４］。

２　植物ＲＮＡ沉默转基因技术在害虫控制中
的应用

　　将ＲＮＡ沉默转基因植物饲喂昆虫可以有效沉默

靶基因的表达［１５］。利用植物转基因表达ｄｓＲＮＡ进

行害虫防治已成为新型的植物保护策略［１６－１７］。Ｐｉｔｉ－
ｎｏ等在拟南芥内转化表达桃蚜 Ｍｙｚｕｓ　ｐｅｒｓｉｃａｅ
ＭｐＣ００２和Ｒａｃｋ－１基因的ｄｓＲＮＡ，采用Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂
交技术检测转基因拟南芥中目标ｓＲＮＡ的表达，结果

表明转基因植物中有大量目标基因ＭｐＣ００２和Ｒａｃｋ－
１的ｓＲＮＡ积累［１８］，随后发现桃蚜取食转基因拟南芥

和烟草后，沉默了昆虫体内的ＭｐＣ００２和ＭｐＰＩｎｔＯ２
基因，使其在转基因植物上繁殖的后代显著减

少［１９－２０］。Ｍａｏ等在烟草中转化表达ｇａｐ　ｇｅｎｅ　ｈｕｎｃｈ－
ｂａｃｋ（ｈｂ）的ｄｓＲＮＡ，增强了烟草对桃蚜的耐受性［２１］。

Ｋｕｍａｒ等构建了表达烟草天蛾Ｍａｎｄｕｃａ　ｓｅｘｔａ细胞色
素Ｐ４５０基因ＣＹＰ６Ｂ４６ｄｓＲＮＡ的病毒载体，转化烟
草进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交分析，侵染烟草内有大量

ＣＹＰ６Ｂ４６ｓＲＮＡ积累［２２］。随后研究发现ＣＹＰ６Ｂ４６
ＲＮＡ沉默转基因烟草确实能够有效沉默鳞翅目昆虫

·２·
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内相关基因［２３－２４］。但是这些研究大多在模式植物拟

南芥和烟草中完成［１８，２５－２６］。

有研究表明在玉米、水稻和棉花等农作物中表

达ｄｓＲＮＡ，也可以很好地提高作物对害虫的抗

性［２７－２９］。２００７年，陈晓亚课题组在棉花中成功转

化表达棉铃虫Ｐ４５０基因ＣＹＰ６ＡＥ１４的ｄｓＲＮＡ，高
效沉默取食植物的棉铃虫Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ　ａｒｍｉｇｅｒａ体内
的靶基因，保护棉花免受棉铃虫危害［２５，２９］。美国孟山

都公司在玉米内转化表达Ｖ－ＡＴＰａｓｅ　Ａ的ｄｓＲＮＡ，能
够有效抵抗玉米根萤叶甲Ｄｉａｂｒｏｔｉｃａ　ｖｉｒｇｉｆｅｒａ　ｖｉｒ－

ｇｉｆｅｒａ的危害［２７］，随后又在提高 ＲＮＡ干扰效率方
面做了大量研究工作［３０］，并尝试采用田间喷洒和各

种载体表达ｄｓＲＮＡ的方法进行害虫控制。Ｚｈａ等

构建获得了表达褐飞虱Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ　ｌｕｇｅｎｓ中肠基
因ＮｌＨＴ１、Ｎｌｃａｒ和Ｎｌｔｒｙ 的ｄｓＲＮＡ的转基因水
稻，Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交检测转基因水稻中ｄｓＲＮＡ的表

达情况，结果表明所获得的转基因水稻叶片和韧皮

部汁液中，靶基因ＲＮＡ部分以ｄｓＲＮＡ形式存在，

部分以ｓＲＮＡ形式存在，褐飞虱取食该转基因水稻

后，中肠中的ＮｌＨＴ１、Ｎｌｃａｒ和Ｎｌｔｒｙ 基因表达被
高效抑制，但是褐飞虱无致死表型出现［２８］。

转基因ＲＮＡｉ技术有诸多优点，不需要对靶标

全长基因进行克隆，只需要几十至几百个碱基片段，

大大简化了基因克隆步骤，有利于利用转基因技术

进行害虫控制。尽管关于运用转基因ＲＮＡｉ进行害

虫防治已经有２０多年的研究，但相关的应用与研究

还处于初级阶段，仍有很多关键问题亟待解决和突

破。例如，实验室取得的防治效果能不能应用于田

间实际操作中？如何提高ｄｓＲＮＡ 的沉默效果？如

何使用特定的ＲＮＡｉ来保护植物免受害虫的为害，

但又不伤害以这些植物为食的其他物种？利用转基

因植物表达的ｄｓＲＮＡ 是否会对寄主植物本身产生

影响，且能在多少个子代中稳定地遗传？如何推迟

害虫对ＲＮＡｉ的适应性等。这一系列基础性和技术

性的问题都需进一步深入研究。

３　植物ＲＮＡ沉默转基因技术在植物病害控
制中的应用

　　ＲＮＡ沉默参与植物的抗病原菌反应，从感病棉

花中分离的大丽轮枝菌Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｄａｈｌｉａｅ中，检测
到很多来源于棉花的内源小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ），并调控

真菌靶基因的下调，证明棉花能够传输ｓｉＲＮＡ到真

菌细胞中诱导目标基因的沉默［３１］。ＡＧＯ２可以通过

结合 ｍｉＲ３９３ｂ＊ 来 抑 制 ＭＥＭＢ１２ 基 因 的 翻 译。

ＭＥＭＢ１２基因的表达受到抑制引起ＰＲ１（ｐａｔｈｏｇｅｎｅ－
ｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　１）基因表达的上调，最终提高了植

物对细菌的抗性［７］。寄主植物的 ｍｉＲＮＡｓ的表达

也受到很多病原菌的诱导或抑制，比如灰霉病菌

Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ［３２］、白粉菌Ｅｒｙｓｉｐｈｅ　ｇｒａｍｉｎｉｓ［３３］、

镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｖｉｒｇｕｌｉｆｏｒｍｅ［３４］以及稻瘟病菌

Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ　ｏｒｙｚａｅ［３５］等。这些结果表明，ＲＮＡ沉
默在植物对病原菌的抗病调控中扮演着重要角色。

ＲＮＡ 沉 默 也 是 植 物 内 重 要 的 抗 病 毒 机

制［３６－３９］。将某种病毒的某一序列片段设计成双链

结构，导入植物体内，使之表达可诱发ＲＮＡ沉默的

ｄｓＲＮＡ，通过诱发的ＲＮＡ沉默强化植物体内天然

的ＲＮＡ沉默抗病毒机制，就可获得具有很高抗病

毒特性的转基因植物［４０－４２］。这种ＲＮＡ沉默转基因

技术已成为植物抗病毒基因工程的重要策略。同时

由于病毒侵染的过程中会积累大量的ｄｓＲＮＡ，导致

ＲＮＡ沉默的高效发生，研究人员利用这种机制将寄

主植物的相应基因片段克隆到病毒载体上，利用病

毒的侵染高效沉默宿主基因，研究目标基因的功能，

人们称这种技术为病毒诱导的基因沉默（ｖｉｒｕｓ－ｉｎ－
ｄｕｃｅｄ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＶＩＧＳ）［４３－４５］。

将单个病毒的特定基因片段构建ｄｓＲＮＡ载体，

转基因后可获得对这一病毒具有抗性的植物。Ｗａ－
ｔｅｒｈｏｕｓｅ等以ＨＣ－Ｐｒｏ为目的基因，利用自行折回
形成ｄｓＲＮＡ的载体获得转基因烟草，有效地应对马

铃薯 Ｙ 病毒 Ｐｏｔａｔｏ　ｖｉｒｕｓ　Ｙ （ＰＶＹ）的入侵［４６］。

２０１１年，人们又在烟草内分别转入黄瓜花叶病毒

Ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ（ＣＭＶ）复制酶基因和烟草花
叶病毒Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＴＭＶ）运动蛋白基因
的反向重复序列，检测到ＣＭＶ复制酶基因和ＴＭＶ
运动蛋白基因ｓＲＮＡ的积累，并获得了抗 ＣＭＶ 和

ＴＭＶ病毒的转基因烟草［４７］。Ｗａｎｇ等将大麦黄矮

病毒Ｂａｒｌｅｙ　ｙｅｌｌｏｗ　ｄｗａｒｆ　ｖｉｒｕｓ（ＢＹＤＶ）的复制酶
基因片段构建到可产生发夹结构的载体，转化大麦

获得了可稳定遗传的抗病毒转化系［４８］。

同样利用ＲＮＡ沉默机制还可以培育广谱抗性

的转基因作物。番茄斑萎病毒Ｔｏｍａｔｏ　ｓｐｏｔｔｅｄ　ｗｉｌｔ
ｖｉｒｕｓ（ＴＳＷＶ）、番茄褪绿斑病毒 Ｔｏｍａｔｏ　ｃｈｌｏｒｏｓｉｓ
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ｓｐｏｔ　ｖｉｒｕｓ（ＴＣＳＶ）、花生环斑病毒 Ｇｒｏｕｎｄｎｕｔ　ｒｉｎｇ
ｓｐｏｔ　ｖｉｒｕｓ（ＧＲＳＶ）和西瓜银色斑驳病毒 Ｗａｔｅｒｍｅｌ－
ｏｎ　ｓｉｌｖｅｒ　ｍｏｔｔｌｅ　ｖｉｒｕｓ（ＷＳＭｏＶ）为番茄斑萎病毒属

中的４种病毒，Ｂｕｃｈｅｒ等构建了同时含有这４种病

毒的Ｎ基因序列的反向重复片段，转化本氏烟后能

特异性的检测到４种病毒的ｓＲＮＡ，获得了能同时

抵御这４种病毒的转基因植株，这说明转基因烟草

同时对这４种病毒发生了 ＲＮＡ沉默［４９］。

类病毒是一种只有２４６～４０１ｎｔ的单链环状

ＲＮＡ病原物，类病毒基因组不编码蛋白，但对植物

的侵染与病毒类似［５０－５１］。通过机械接种或介体传

播，类病毒在植物细胞内自主复制，系统扩散发病。

ＲＮＡ沉默转基因对植物抵御类病毒侵染同样有效。

Ｓｃｈｗｉｎｄ等构建了马铃薯纺锤块茎类病毒Ｐｏｔａｔｏ
ｓｐｉｎｄｌｅ　ｔｕｂｅｒ　ｖｉｒｏｉｄ（ＰＳＴＶｄ）的反向重复结构并转
化番茄，获得了抗性番茄［５２］。有趣的是，ＤＮＡ病毒

也同样能成为ＲＮＡ沉默的靶标。Ｚｒａｃｈｙａ等构建

番茄黄化曲叶病毒Ｔｏｍａｔｏ　ｙｅｌｌｏｗ　ｌｅａｆ　ｃｕｒｌ　ｖｉｒｕｓ
（ＴＹＬＣＶ）外壳蛋白基因的反向重复结构，转化番茄

后，抗病性测定表明侵染７周后转基因植株仍无症

状表现，对该病毒表现出明显抗性，同时转基因不影

响植物繁育，植株可以正常开花结果［５３］。

人工ｍｉＲＮＡｓ（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｍｉＲＮＡ，ａｍｉＲＮＡ）介导

的抗性转化是目前较热门的一个抗病品种获得方

式。研究者们利用ａｍｉＲＮＡ在抗病毒植物方面进行

了大量的研究。人们利用 ｍｉＲ１５９ａ前体合成两种

ａｍｉＲＮＡ：ａｍｉＲ－ＨＣ－Ｐｒｏ和ａｍｉＲ－Ｐ６９。其中ａｍｉＲ－ＨＣ－
Ｐｒｏ与芜菁花叶病毒Ｔｕｒｎｉｐ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＴｕＭＶ）基因
组ＨＣ－Ｐｒｏ基因的部分序列互补配对，ａｍｉＲ－Ｐ６９与芜
菁黄花叶病毒Ｔｕｒｎｉｐ　ｙｅｌｌｏｗ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＴＹＭＶ）基
因组Ｐ６９基因的部分序列互补配对。转化植株后，获
得了抗ＴｕＭＶ 和ＴＹＭＶ的植株［５４］。更多地了解内

源ｍｉＲＮＡ在植物体内的作用过程，将有助于我们

完善ａｍｉＲＮＡ方法，从而能更好地利用这一技术。

ｄｓＲＮＡ介导的植物抗性途径具有特异性强，较

易获得高抗甚至免疫的转基因植株，且获得的抗病

性可以高效稳定遗传等特点，因此成为植物抗病毒

基因工程研究中的一种高效抗性手段［４６］。另一方

面，通过ＲＮＡ沉默介导的病毒抗性与传统工程抗

病相比，不但成功率高、特异性强，而且病毒基因进

入植物体后，转录形成的ｄｓＲＮＡ结构会被植物体

内的ＤＣＬ酶特异识别降解成２１～２４ｎｔ的小片段，

避免了病毒蛋白的翻译，安全性更高。因此，ＲＮＡ
沉默为植物抗病遗传育种提供了一条高效、特异的

获得抗性植物的途径。

４　展望

植物ＲＮＡ沉默转基因技术的开发展示了其控

制昆虫和病毒危害的潜力。表达外源ｄｓＲＮＡ的转

基因植物可以成功地触发病毒和害虫中基因的沉

默，表明转基因植物ｄｓＲＮＡ产生的ｓＲＮＡ不仅能

降解植物中病毒的基因组序列，而且能够转移ｓＲ－
ＮＡｓ跨界沉默害虫的关键基因，因此植物ＲＮＡ沉

默转基因技术在病虫害控制中展示出广阔的应用前

景。目前，利用植物 ＲＮＡ沉默转基因技术防治害

虫大都处于试验阶段，虽有部分产品即将投放市场，

但要成为主流的害虫防治技术仍需时间。利用ＲＮＡ
沉默的转基因抗病虫植物的安全问题也应引起重视。

ＲＮＡｉ转基因作物的潜在风险包括：１）靶外结合：小

ＲＮＡ分子和非靶标ｍＲＮＡ序列相似并进行互作时，

会产生脱靶效应；２）靶标基因抗性：利用ＲＮＡ复制过

程中的高突变性，ＲＮＡ病毒可逃避ＲＮＡｉ效应，作物

抗病性可能减弱甚至丧失；３）ＲＮＡｉ水平漂移：小

ＲＮＡ分子可能因基因漂移诱导非靶标生物的基因

沉默。随着ＲＮＡ沉默技术的深入研究，以及与其

他技术的结合使用，相信在不久的将来，植物ＲＮＡ
沉默转基因技术在害虫防治、益虫保护和新型农药

的开发等方面将会发挥越来越重要的作用。
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