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摘要:基因沉默是生物体基因表达调控的一种重要机制 , 在各种生物体中普遍存在 。基因沉

默可以分为转录后基因沉默 (post-transcriptional gene silencing , PTGS)和转录基因沉默

(transcriptional gene silencing , TGS)。最近的研究发现 , 在植物中 , TGS和 PTGS 都和 RNAi有

关。RNA介导的基因沉默为大规模植物生化代谢途径和基因功能的研究提供了一种高通量

的反向遗传学手段。简要地介绍了 RNAi和 RNA介导的 DNA 甲基化的分子机制 , 并介绍了

RNA介导的基因沉默在植物体中的作用及其在植物基因工程方面的应用 。图 1参 31
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基因沉默的表现形式是多样的 , 概括起来讲 , 可以分为 2 类 , 即转录后基因沉默 (post-

transcriptional gene silencing , PTGS)和转录水平的基因沉默 (transcriptional gene silencing , TGS)。PTGS

和TGS都与基因同源性有关 , 又被统称为同源依赖型基因沉默 (homology-dependent gene silencing ,

HDGS)。以前不同研究者独立发现的植物中共抑制现象 (co-suppression)
[ 1, 2]
, 转基因介导的病毒抗性

(transgene-mediated virus resistance)
[ 3 , 4]
和病毒诱导的基因沉默 (virus-induced gene silencing , VIGS)

[ 5]
, 甚

至真菌中的 quelling 现象
[ 6]
, 线虫 Caenorhabditis elegans 和果蝇 Drosophila melanogaster 中的 RNA 干涉

(RNA interference , RNAi)现象
[ 7, 8]
, 现在看来它们的机理都是相似的。其外源基因能够正常或高速转

录 , 但是由于小 RNA干涉作用 , 外源基因转录的mRNA在细胞质内积累水平很低或者根本检测不到 ,

因此这一类基因沉默都是发生在转录后水平 , 都可以被看作属于PTGS一类。而TGS是指由于 DNA修

饰 、 异染色质化等原因使基因不能正常转录 。相对于 PTGS , 有关 TGS的研究和知道的信息相对较少 ,

在TGS中有依赖 RNA的 DNA甲基化 (RNA-dependent DNA methylation , RdDM)现象 。最近在植物中的

研究表明 , RNAi和 RdDM 都和小干涉 RNA (small interferencing RNA , siRNA)有关 , 都需要由 siRNA

介导
[ 9 , 10]

。有关 RNA在植物中作为 RdDM 和 RNAi一般诱导物的研究认识 , 提供了在 PTGS 和 TGS之

间的可能连接 , 这二者都能够被用来特异性地抑制基因的表达 。

1　RNA介导的植物基因沉默

1.1　RNAi

1.1.1　RNAi的研究过程及其特点　早在 1981年 Tmizawa 和 Itoh
[ 11]
就发现生物体中存在着反义 RNA ,



它对基因的表达起着调控作用 , 其后利用反义 RNA 技术来人工调控目的基因的表达得到了广泛的发

展。但是对于反义 RNA的分子机制一直不清楚 , 尤其对以下 2个问题存在疑问:①反义 RNA和正义

目的 RNA结合生成的双链 RNA的去向问题;②为什么人工反义 RNA现象能够在后代中得到遗传 ?而

且在利用反义 RNA技术人工调控目的基因表达时也遇到了大量的问题 , 如反义 RNA的特异性不够高

等。1995年 , Guo等
[ 12]
把 par-1基因的反义 RNA注射进线虫性腺的合胞体中后 , 在受注射的亲本及其

子一代的体细胞中 , 产生了 par-1基因功能缺失型或基因敲除型的表型。奇怪的是 , 注射 par-1基因

的正义 RNA链的对照试验中 , par-1基因的表达不但没有加强 , 反而同样受到抑制。后来 Fire 等
[ 7]
证

实 , 在以线虫为材料的实验中 , 强烈而特异的基因表达抑制是由 dsRNA 介导产生的。1998 年

Waterhouse等
[ 13]
证实 , 在植物中的 RNAi现象同样也是由 dsRNA导致的 。其后 , RNAi起关键作用的小

干涉 RNA (siRNA), RNA诱导的基因沉默复合体 (RNA induced silencing complex , RISC)和 Dicer 酶被

相继发现 。1999年 , Hamilton等
[ 2]
报道 , 在 3种转基因的 PTGS植株和 1种病毒诱导的 PTGS植株中找

到了 25 nt的反义 RNA 片段。2000 年 Zamone , Hammond , Yang 和 Paish等发表了多篇论文 , 都表明

RNAi实验中加入的 dsRNA首先被降解成 21 ～ 25 nt的小片段 dsRNA , 即 siRNA。Hammond等
[ 14]
不但从

被感染 dsRNA的细胞提取物中分离到 25 nt 左右的 siRNA , 还发现了位点特异的具有核酸内切酶活性

的复合物 , 他们称之为 RISC。这种复合物能够与 siRNA结合 , 降解 mRNA , 但是对导入的 dsRNA不起

作用 。2001年 , Bernstein等
[ 15]
发现了可将外源 dsRNA消化成 25 nt左右 dsRNA的酶———Dicer , 这种酶

属于 RNaseⅢ , 具有解旋酶的活性 , 其产物为大小均一的小片段 RNA。Dicer在进化上具有保守性 , 该

酶通过解旋酶域来指导 dsRNA 解旋。Dicer 不作用于 ssRNA , 它一般作用于长度在 200 ～ 500 nt的

dsRNA , 对于更短的 dsRNA没有活性 , 这与 RNAi对 dsRNA 的要求基本一致。由此可以看出 , 可能正

是由于Dicer对底物的要求决定了 RNAi对导入 RNA的限制 。

以后随着对 RNAi现象的大量研究 , 在很多生物中发现了这一现象 。用经典遗传学实验材料进行

的 RNAi实验很快显示了 RNAi的几个特点:特异 、 高效 、 可扩散 。导入生物体的 dsRNA只能引起同

源基因表达抑制 , 无关基因不受影响 。与 RNA 介导的 DNA甲基化不同 , dsRNA 的序列是基因编码

区 , 针对内含子和启动子序列的 dsRNA不能产生 RNAi效应;少量的 dsRNA能产生强烈的 RNAi效应 ,

每个细胞仅需要几个 dsRNA就可以产生整个个体的 RNAi效应 。最初施用在受体个体上的 dsRNA , 随

着细胞的不断分裂和个体的生长而被逐渐地稀释 , 但是 RNAi效应却可以一直持续。通过线虫和番茄

Lycopersicum esculentum 等的实验可以看到 , 细胞增殖 50 ～ 100倍仍旧可以保持 RNAi效应
[ 2, 12]

。这说明

RNAi可能有放大的效应 , 或者可能有高效的催化机制。虽然 RNAi的效应是长效的 , 但是它并不能产

生DNA的修饰 , 随着细胞的不断分裂 , dsRNA逐渐被稀释 , 最终不能持续地遗传下去;RNAi效应可

以从 dsRNA的施用部位扩散 , 超过细胞屏障 , 在受试个体内传播 , 甚至传到子一代 , 显示了 RNAi具

有可扩散的特性 。

1.1.2　RNAi机制假说　目前的研究发现 , 在动物中仅仅存在转录后水平的基因沉默。植物广义的

RNAi则产生转录水平的基因沉默和转录后水平的基因沉默。虽然对整个机制的详细情形还有待进一

步探索和研究 , 但总体看来 , RNAi反应过程包括一个 2步降解反应和一个级联放大效应 , 其过程描

述如图1 。

细胞内靶 RNA在同源性的 dsRNA出现后的数分钟内即发生降解。2步降解反应的第一步先降解

dsRNA 。dsRNA由Dicer从两端逐步降解为 21 ～ 25 nt的 siRNA , siRNA片段的 3' 端突出 2 ～ 3 nt , 片段

末端为5-磷酸基团 、 3-羟基基团 。第二步降解是 siRNA与 RISC结合 , 解开 siRNA的双链 , 然后在反

义的 siRNA的引导下 , RISC与靶mRNA结合 , 并利用其 RNA酶的作用把靶 mRNA降解掉。

在实验中发现 , 每个细胞仅需要几个 dsRNA就可以产生整个个体的 RNAi效应 。现在普遍认为

RNAi现象中有一个放大效应 , RdRP (RNA-depengdent RNA Polymerase)在其中起到了关键的作

用
[ 16 , 17]

。dsRNA被降解为 siRNA后 , 一方面 siRNA与 RISC结合降解 mRNA , 而另一方面释放的 siRNA

可结合在 mRNA上作为引物 , 在 RdRP 的作用下合成 dsRNA , 合成的新的 dsRNA又可以发生 RNAi现

象 , 特异地降解靶 mRNA。
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图 1　RNA介导的基因沉默机制模型 (RNA介导的 DNA甲基化和 RNA干涉)
Figure 1　Model for RNA-mediated gene silencing(RdDM and RNAi)

1.2　RdDM

现在认为发生 TGS的主要原因是启动子序列的碱基尤其是胞嘧啶的甲基化
[ 18 ～ 20]

。DNA上甲基化

的部位与转录因子的结合发生变化 , 或者结合有异染色质作用的蛋白 , 从而使启动子失活 。DNA上

基因的启动子甲基化后相应的基因的表达被抑制 , 而去甲基化后基因的表达又能够恢复 。但启动子甲

基化的精确作用现在还不清楚 。

最近 , PTGS 的研究揭示了 dsRNA 在植物上的另一项功能 , 即诱导序列特异性的 DNA 甲基化

(RNA-dependent DNA Methylation , RdDM)
[ 21]
。这种现象最早在 1994年被发现 。当时发现 , 番茄的纺锤

块茎类病毒的复制诱导了转基因烟草核中病毒转基因序列的甲基化
[ 22]
。后来的研究显示 , 马铃薯 Y

病毒 Solanum virus 、病毒的卫星 RNA和反向重复转基因导致的 RNAs都能在同源核转基因序列的均衡

和非均衡位点诱导甲基化
[ 23]
。30碱基对大小的序列能够启动 RdDM 。RNA分析显示 , 21 ～ 25 nt的小

dsRNA与反向重复转基因或卫星 RNA 诱导的甲基化有关 , 这表明来自复制型病毒 RNA 和 i/ r

(inverted-repeated)转基因的 dsRNA是 RdDM的诱导物
[ 21]
。尽管人们对 RdDM过程分子机制的了解远

比PTGS 的分子机制要少 , 但对 dsRNA在植物中介导 PTGS 和 RdDM 的认识 , 为PTGS和 TGS之间可能

的联系提供了理论依据 (图 1), 这二者都能够被用来特异性地抑制基因的表达。

1.3　RNA介导的基因沉默在植物体内的作用

RNA介导的基因沉默在植物体内至少有 2 种作用:调控基因的表达和生物体对外源可移动性遗

传物质的监控和防御 , 从而对自身基因起到保护作用 。

植物体可以通过 RNA介导的甲基化作用来抑制某些时空条件下不需要表达的基因 , 在另一时空

条件下需要该基因的表达 , 就可通过去甲基化作用恢复基因的表达 。在很多生物中发现了生物体利用

RNAi来调节自身的基因表达 , 如以前发现的生物体中的反义 RNA , 其作用就有可能在于 RNAi , 以此

来调节细胞内某些生物大分子的量 , 使其含量维持在一个相对平衡的水平 。

另一方面 , 有学者认为 RNA介导的基因沉默是植物体基因组自身的免疫作用
[ 24 ～ 26]

。dsRNA就像

看门狗一样保卫着植物自身基因组的安全。这种免疫作用包括对病毒的抗性 、 抑制转座子的活性 、消
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除体内异常生成的 RNA 和对人工转基因的抗性。已知植物病毒的基因组有的是 ssRNA , 有的是

dsRNA 。但是 90%以上的植物病毒基因组都是 ssRNA。这种基因组依靠病毒自身编码的 RdRP 进行复

制扩增 。因此多数植物病毒生活史都有病毒基因的 dsRNA形式产生。转座子中 , Ⅰ型转座子是反座

子 , 其通过 RNA的逆转录进行扩增 。其长末端重复序列 (long terminal repeats , LTR)带有启动子 , 当

2个 LTR反向重复连接时 , 就能产生 hpRNA 。 Ⅱ型转座子插入内源基因的启动子附近 , 会因为末端反

向重复序列 (terminal inverted repeats , TIR)而自身互补 , 这样自身互补的 RNA就形成了 dsRNA的结

构形式。植物体内异常生成的 RNA能够在 RdRP 的作用下合成 dsRNA。许多转基因都偏爱以反向重复

的形式进行整合 , 当转录由一个基因进行到下一个基因时 , 就会产生自身折叠的双链形式 RNA。对

产生共抑制的转基因植株进行分析 , 结果发现的确有 hpRNA被加工出来
[ 27]
。另外 , 转基因转录后的

RNA还可能在 RdRP的作用下合成 dsRNA
[ 28]
。

2　RNA介导的基因沉默在植物基因工程中的应用

由于 RNA介导的基因沉默有高度的特异性等特点 , 它为大规模特异地人工调控基因表达提供了

可能 。它的应用可以分为 2个方面:作为高通量的基因功能测定手段和人工抑制已知基因表达来研究

植物生理代谢途径或获得预期有利性状的手段。

已有很多实验室利用 RNAi技术作为成熟的基因筛选技术 , 大规模地应用于后基因组研究
[ 29 , 30]

。

用 RNAi技术进行功能基因组的筛选 , 其基本原理是根据基因组测序结果 , 针对每个基因设计对应序

列的 dsRNA , 构建成基因组的 dsRNA文库。将文库中不同序列的 dsRNA 分别导入不同的个体细胞内 ,

从表型的改变来寻找相关基因 , 并由此大致确定基因的功能。这个技术使我们能够将序列和功能直接

连接起来 , 开辟了功能基因组研究的新方法 。

目前 , 利用 RNAi技术来抑制已知基因的表达更是取得了大量的成果 。尤为值得一提的是 , 在发

现了 RNA介导的 DNA甲基化后 , 一个更为巧妙的想法是 , 利用包含由目标基因的启动子和外显子序

列组成的 hpRNAs来抑制基因的表达。这种方法可能是一种高度有效的基因沉默策略 , 因为它能够同

时发生PTGS和 TGS
[ 21]
。

RNA介导的基因沉默技术的应用 , 需要考虑的基本问题是 dsRNA的设计和 dsRNA的生成方式。

在改变植物性状方面 , dsRNA的生成方式主要有直接注入 dsRNA和转基因法。通过微注射 、浸泡等

方法可以直接向细胞内注射 dsRNA。转基因法中外源基因的设计主要有 2种方法:①把与目的基因同

源的 DNA片段反向重复连接在启动子后转入植株 , 转录后生成的 RNA逆向互补结合形成 hpRNA;②

把与目的基因同源的 DNA 片段的两端连接启动子后转入植株 , DNA 从两端转录后互补结合形成

dsRNA 。在线虫上 , 甚至采用直接饲喂能转录 dsRNA的大肠杆菌 Eseherichia coli也取得了成功
[ 31]
。

3　展望

尽管对 RNA介导的基因沉默现象的机制研究仅仅两三年就已经取得了许多重要的成果 , 但在这

个机制中 , RISC的蛋白成分 , RISC是如何与 siRNA结合的 , siRNA 是如何引导 DNA甲基化的 , 这之

间是否产生双链 DNA与 siRNA结合的三链结构 , 是否还存在着其它的过程 , 是否有其他的大分子参

与其中 , 不同植物中这一机制的差异如何 , 以及与这一机制有关的基因有哪些 , 它们是如何联合起来

调控这一过程的等等 , 所有这些问题都是需要进一步研究的。

植物学研究中诸多问题的解决和有利植物性状的获得 , 需要一种更为特异高效的基因调控手段 ,

植物基因研究产生的大量序列信息等待着功能的分析。近来 RNA 介导的 PTGS 和 RdDM 现象的发现 ,

无疑为反向遗传学方法提供了一种新的调控基因表达的高通量手段。不同植物中利用包含内含子的

hpRNA (ihpRNA)和VIGS (病毒诱导的基因沉默)来作为一种高通量的基因表达调控的手段 , 还依

赖于高效植物转化系统和广普感染型病毒载体的发展 。尽管现在还有诸多限制 , RNA 介导的 PTGS和

RdDM 将会引起植物生物学研究的革命性发展 。
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RNA-mediated gene silence in plants and its application
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Abstract:Gene silencing , commonly occurring in a variety of organisms , is one of the important regulatory

mechanisms for gene expression.Recent studies have revealed that in plants siRNA (small interference RNA)are

associated with gene silencing which includes PTGS(post-transcriptional gene silencing)and TGS (transcriptional

gene silencing).The biotechnology of the RNA-mediated gene silencing has provided new avenues for high-

throughput reverse genetic approaches to determine the biochemical metabolism pathways and gene functions in

plants.This paper briefly introduces the molecular mechanisms of RdDM (RNA-dependent DNA methylation)and

RNAi(RNA interference)and the applications in plant genetic engineering.[Ch , 1 fig.31 ref.]
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