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摘要　喷施诱导的基因沉默（ｓｐｒａｙｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＳＩＧＳ）技术是一种新型基因沉默技术，其以病原菌生长发

育和致病相关基因为靶标，将体外合成的针对靶基因的ｄｓＲＮＡ喷施于植物表面，抑制靶基因的表达。在病原菌侵

染寄主的过程中，病原菌可直接从寄主植物表面摄取ｄｓＲＮＡ，也可由植物吸收ｄｓＲＮＡ后，直接以ｄｓＲＮＡ的形式或

将ｄｓＲＮＡ剪切成ｓＲＮＡｓ转运至病原菌体内诱导病原菌相关基因沉默，从而抑制病菌的侵染和扩展。由于ＳＩＧＳ

技术不需要转基因，再加上其具有高效性、特异性和环境友好性，故显示出巨大的应用潜力。本文综述了ＳＩＧＳ技

术的最新研究进展，总结了影响ＳＩＧＳ控制植物病害的因素及未来的研究方向，展望了其应用前景。
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　　在自然情况下，生态系统是一个动态、复杂的系

统，其演替至顶级后能实现自我更新并能维持自身

功能处于较高水平和较小波动的状态［１］。但当某些

干扰超过其承受阈值时，生态系统的结构和功能就

会发生变化［２］。农业生态系统是受到人类强烈干预

的自然经济复合生态系统，不同于自然系统的是，农

业生态系统是以农业产出的物质和服务为基础

的［３４］。片面地追求农产品的产量与品质，使得遗传

背景相似的高产品种、高肥密植的栽培措施、防治对

象广谱的化学药剂等被广泛应用。农作物病害的发

生、病原菌的抗药性、环境的污染等也越来越严

重［５１０］。近年来，研究者们开始寻求一些绿色的农

作物病害防控措施，如抗性品种、生物源诱抗物质、

生防菌剂和转基因技术等的应用［１１１４］。但由于传统

的抗性育种花费时间长，获得的品种易因病菌变异

失去抗性［１５１６］；作物对某些病菌的抗性仅由数量性

状基因控制，生产上无高抗或免疫的种质资源［１７］；

生物源诱抗物质虽可提高植物内禀抗性，但对病害

防效较低［１８１９］；生防菌剂的防效易受环境影响，持效

期较短［２０２２］；很多植物不能进行遗传转化，以及人们
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对转基因农产品的接受程度和伦理［２３２４］等原因，这

些措施的运用均受到一定程度的限制。因此，亟须

发展高效、可持续、对环境友好的病害防治方法，以

符合人们对高产优质农产品的需求。喷雾诱导的基

因沉默技术因其专一性、高效性、不需要转基因和对

环境友好等特性，展示出良好的应用前景。

１　犛犐犌犛技术的由来

１９９８年，Ｆｉｒｅ等
［２５］首次发现外源双链 ＲＮＡ

（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ，ｄｓＲＮＡ）可根据同源性促发对相

应基因活性的抑制；且小 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌＲＮＡｓ，

ｓＲＮＡｓ）作为一类新的调节分子可通过ＲＮＡ干扰

（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）来沉默相关基因，从而抑

制该基因的功能［２６２７］。这些外源ＲＮＡ沉默分子均

源自外源基因的转入、病毒、类病毒和转座子，并通

过核酸酶和向导ＲＮＡ（ｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｇＲＮＡ）的作用进

行转录后修饰［２８］。在此研究基础上，病毒诱导的基因

沉默（ｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＶＩＧＳ）、寄主诱导的

基因沉默（ｈｏｓｔｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＨＩＧＳ）和丝状

生物诱导的基因沉默（ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｏｒｇａｎｉｓｍｉｎｄｕｃｅｄ

ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＦＩＧＳ）等技术很快被建立，并用于植物

病害的防控［２８３１］。但这些技术均建立于基因工程基

础之上，而许多植物或病原真菌很难被进行遗传操

作，再加上许多国家对转基因产品的接受程度较低，

这些转基因方法的广泛适用性一直备受质疑。因此，

非转基因方法也一直是人们寻求的目标。

一直以来，人们普遍认为，由于病原真菌和寄主

植物的基因组及ＲＮＡ分别被两套质膜和细胞外基

质分开，侵染植物的病原真菌不可能在与寄主的互

作中发挥ＲＮＡ沉默作用，反之植物体也不可能通

过与病原菌互作而沉默其相关基因［２８］。但越来越

多的研究表明，寄主植物和病原真菌之间可以利用

ＲＮＡ沉默机制来相互影响，病毒、ｓＲＮＡｓ和ｄｓＲ

ＮＡ等均可在病原真菌与寄主之间进行跨界传

播［３２３４］，这种跨界传播的基因沉默信号使ＲＮＡｉ和

ｓＲＮＡｓ在寄主 病原真菌通信中发挥重要作

用［３５３６］。但这些也仅是在寄主与病原物互作过程

中通过特殊途径进行ＲＮＡ的转运。直到最近才

有研究表明，真菌可以像线虫、昆虫一样从环境中

吸收ｄｓＲＮＡ
［３７３９］。Ｋｏｃｈ等

［３９］通过在大麦表面喷

施靶向禾谷镰孢犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿 细胞色素

Ｐ４５０羊毛甾醇Ｃ１４α甲基化酶的长链非编码ｄｓＲ

ＮＡ（７９１ｎｔ犆犢犘３ｄｓＲＮＡ），然后接种病原菌，病菌

中的犆犢犘５１犃、犆犢犘５１犅和犆犢犘５１犆基因表达量明

显下调，病菌的生长显著受到抑制，病害严重程度

降低，该技术被称为喷施诱导的基因沉默（ｓｐｒａｙ

ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ），简称ＳＩＧＳ。

２　犛犐犌犛在植物病害防治中的应用

作为一种新型的植物病害防控技术，ＳＩＧＳ已被

用于多种植物病害的治理研究，并展示出良好的应

用前景（表１）。将根据灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪核

酸内切酶基因犅犮犇犆犔１和犅犮犇犆犔２序列体外合成

的犅犮犇犆犔１／２ｓＲＮＡｓ和犅犮犇犆犔１／２ｄｓＲＮＡ分别

喷施于番茄、草莓、葡萄、莴苣、洋葱和玫瑰的果实、

叶片或花的表面，能减少寄主中病菌量的积累，并减

小病斑面积［２３］。将灰葡萄孢犅犮犆犢犘５１、犅犮犮犺狊１和

犅犮犉犈２基因经重叠ＰＣＲ产生的长链ｄｓＲＮＡ喷施

于葡萄叶片、果实或经叶柄吸收，均能显著减轻病害

的发生［４０］。以靶向核盘菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿

中编码ｔＲＮＡ酰胺连接酶和硫氧还蛋白还原酶基因

的ｄｓＲＮＡ处理病菌，４８ｈ后靶基因表达量下降

５０％左右；油菜叶面喷施该ｄｓＲＮＡ后接种病原菌，

病斑面积最多可减小８５％
［４１］。分别以致病疫霉

犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犻狀犳犲狊狋犪狀狊的鸟嘌呤核苷酸结合Ｇ蛋

白β亚基犘犻犌犘犅１基因、吸器膜蛋白犘犻犎犿狆１基

因、角质酶犘犻犆狌狋３基因和内切１，３（４）β葡聚糖酶

犘犻犈狀犱狅３基因为靶标，将体外合成的ｄｓＲＮＡ喷施

于马铃薯叶片后，ｄｓＲＮＡ犘犻犌犘犅１强烈抑制病菌孢子的

形成；ｄｓＲＮＡ犘犻犈狀犱狅３和ｄｓＲＮＡ犘犻犆狌狋３虽不能完全抑制孢

子的产生，但处理叶片上的孢子量明显较低；４种

ｄｓＲＮＡ均能使致病疫霉在马铃薯叶片上导致的病

斑面积变小［４２］。以靶向大豆锈病病菌犘犺犪犽狅狆狊狆狅

狉犪狆犪犮犺狔狉犺犻狕犻乙酰辅酶Ａ酰基转移酶基因犃犜犆、

核糖体蛋白Ｓ１６基因犚犘＿犛１６和甘氨酸裂解系统Ｈ

蛋白基因犌犆犛＿犎 的ｄｓＲＮＡ喷施于离体大豆叶片

表面，可使叶面孢子堆数减少７３％，叶片中菌量减

少７５％，有效控制了大豆锈病的发生
［４３］。

除被用于丝状生物引起的植物病害的防控，

ｄｓＲＮＡ还被应用于防治病毒病。将靶向烟草花叶

病毒（ｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＴＭＶ）狆１２６和犆犘基因

的ｄｓＲＮＡ外源喷施于烟草叶片表面，３ｄ后，只接

种ＴＭＶ的植株中８０％以上的植株出现脉明和褪绿

斑，而ＴＭＶ／ｄｓＲＮＡ＿ｐ１２６和ＴＭＶ／ｄｓＲＮＡ＿ＣＰ处
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理株则无症状；１０ｄ后，所有只接种ＴＭＶ的植株均

表现严重花叶症状，而 ＴＭＶ／ｄｓＲＮＡ＿ｐ１２６和

ＴＭＶ／ｄｓＲＮＡ＿ＣＰ处理株的病株率仅为３５％和

５０％，且这种效果可持续２０ｄ以上
［５７］。

表１　犛犐犌犛在植物病害控制领域的研究进展

犜犪犫犾犲１　犚犲犮犲狀狋犪犱狏犪狀犮犲犻狀狊狆狉犪狔犻狀犱狌犮犲犱犵犲狀犲狊犻犾犲狀犮犻狀犵（犛犐犌犛）犳狅狉犮狅狀狋狉狅犾犾犻狀犵犱犻狊犲犪狊犲狊

病原菌

Ｐａｔｈｏｇｅｎ

寄主植物

Ｈｏｓｔｐｌａｎｔ

靶标基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

灰葡萄孢　犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪 番茄，莴苣，玫瑰，葡萄 犞犘犛５１，犛犃犆１，犇犆犜犖１，犇犆犔１／犇犆犔２ ［４４］

油菜
犅犆１犌＿０４７７５，犅犆１犌＿０１５９２，犅犆１犌＿０４９９５，犅犆１犌＿

０４７７５，犅犆１犌＿０１５９２，犅犆１犌＿０７８０５，犅犆１犌＿１０３０６
［４１］

番茄，草莓，葡萄，莴苣，

洋葱，玫瑰，拟南芥
犇犆犔１／犇犆犔２ ［２３］

葡萄 犆犢犘５１，犮犺狊１，犈犉２ ［４０］

核盘菌　犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿 莴苣，羽衣甘蓝 犞犘犛５１，犛犃犆１，犇犆犜犖１，犇犆犔１／犇犆犔２ ［４４］

油菜
犛犛１犌＿０１７０３，犛犛１犌＿０２４９５，犛犛１犌０９８９７，犛犛１犌＿

０７８７３，０６４８７
［４１］

拟南芥
犛犛１犌＿０３２０８，犛犛１犌＿０９６８０，犛犛１犌＿１２６４０，犛犛１犌＿

１３７４６，犛犛１犌＿１１９１２，犛犛１犌０２４９５，犛犛１犌＿０７８７３
［４１］

立枯丝核菌　犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻 水稻 犛犃犆１，犇犆犜犖１，犘犌 ［４４］

黑曲霉　犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉 番茄，苹果，葡萄 犞犘犛５１，犛犃犆１，犇犆犜犖１，狆犵狓犅 ［４４］

大丽轮枝菌　犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲 拟南芥 犛犃犆１，犇犆犜犖１，犇犆犔１，犇犆犔２ ［４４］

胶孢炭疽菌　犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊 樱桃，苹果，番茄 犞犘犛５１，犛犃犆１，犇犆犜犖１，犇犆犔１／犇犆犔２ ［４４］

禾谷镰孢　犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿 拟南芥 犆犢犘５１犃，犆犢犘５１犅，犆犢犘５１犆 ［５０］

大麦 犆犢犘５１犃，犆犢犘５１犅，犆犢犘５１犆，（犇犆犔１） ［３９，４９］

亚洲镰孢　犉狌狊犪狉犻狌犿犪狊犻犪狋犻犮狌犿 小麦 犕狔狅５ ［４８］

豆薯层锈菌　犘犺犪犽狅狆狊狅狉犪狆犪犮犺狔狉犺犻狕犻 大豆 犃犜犆，犌犆犛＿犎，犚犘＿犛１６ ［４３］

致病疫霉　犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犻狀犳犲狊狋犪狀狊 马铃薯 犎犕犘１，犘犌犅１，犇犆犜犖１，犛犃犆１，犇犆犔１ ［４４］

犌犘犅１，犗犛犅犘，犎犿狆１，犆狌狋３，犈狀犱狅３ ［４２］

黄瓜花叶病毒　ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ 豌豆，烟草 犆犕犞２犫 ［２４］

辣椒轻斑驳病毒　ｐｅｐｐｅｒｍｉｌｄｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ 烟草 犘犕犕狅犞犐犚５４ ［２４］

３　影响犛犐犌犛对病害防控效果的因素

３．１　病原菌摄取环境犱狊犚犖犃的能力

病原菌可以摄取环境中的ｄｓＲＮＡ是利用ＳＩＧＳ

进行病害控制的基础，但不同病原菌从环境中摄取

ｄｓＲＮＡ的能力是不同的。Ｑｉａｏ等
［４４］以荧光素标记

的ＹＦＰｄｓＲＮＡ分别处理常见病原真菌灰葡萄孢、

核盘菌、黑曲霉 犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉、立枯丝核菌

犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻、大丽轮枝菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻

犪犲、胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊和病

原卵菌致病疫霉，以及非致病真菌绿色木霉犜狉犻

犮犺狅犱犲狉犿犪狏犻狉犲狀狊，结果发现虽然灰葡萄孢、核盘菌、

黑曲霉、立枯丝核菌等均能很好地从环境中摄入

ｄｓＲＮＡ，但绿色木霉摄入ｄｓＲＮＡ的量很少，而胶孢

炭疽菌中根本检测不到。进一步研究发现，可以摄

入外源ｄｓＲＮＡ的病菌，在使用靶向致病基因的

ｄｓＲＮＡ处理后，其致病性均明显减轻
［３９４１，４４］。致病

疫霉从外源环境中摄入ｄｓＲＮＡ的效率比较低，因

此外源喷施不同致病基因的ｄｓＲＮＡ对致病疫霉在

马铃薯叶片上的生长发育和病斑的扩展均无抑制

作用［４４］。

有趣的是，关于致病疫霉从环境中摄取ｄｓＲ

ＮＡ，Ｋａｌｙａｎｄｕｒｇ等
［４２］的研究结果与Ｑｉａｏ等

［４４］的

结论完全相反。Ｋａｌｙａｎｄｕｒｇ等
［４２］首先将犌犉犘基因

转入致病疫霉，然后用以青色素３ＵＴＰ标记的

ｄｓＲＮＡ犌犉犘（Ｃｙ３ｄｓＲＮＡ犌犉犘）和根据 ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ试

剂盒中对照模板合成的ｄｓＲＮＡ（Ｃｙ３ｄｓＲＮＡＣｔ）处

理转化的菌株孢子囊，２４ｈ后Ｃｙ３ｄｓＲＮＡ犌犉犘处理

的致病疫霉孢子囊中ＧＦＰ荧光减弱，而对照组无变

化；将２０ｎｇ／μＬ的Ｃｙ３ｄｓＲＮＡ
Ｃｔ喷施在马铃薯离体

叶片表面，２４ｈ后接种转化ＧＦＰ标记的致病疫霉孢

子悬浮液，５ｄ后病部致病疫霉的菌丝和孢子囊中

ＧＦＰ和Ｃｙ３ｄｓＲＮＡ
Ｃｔ呈共定位，说明外源的Ｃｙ３

ｄｓＲＮＡＣｔ可以通过喷施在马铃薯叶片表面而被致病

疫霉吸收。两者研究结果的不同是因为选用了不同

的菌株，还是由于其他原因，还有待进一步研究。
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３．２　不同犱狊犚犖犃片段的沉默效应

ＳＩＧＳ防控植物病害的基本原理是通过吸收环

境中的ｄｓＲＮＡ或ｓＲＮＡｓ，沉默病菌生长发育或致

病相关基因，从而减轻病害的发生。ｄｓＲＮＡ可通过

２种途径进入病菌体内：一是外源ｄｓＲＮＡ先进入植

物细胞，然后由植物细胞转运至病菌体内，并被植物

或病菌体内的ＤＣＬ（ｄｉｃｅｒｌｉｋｅ）蛋白剪切成ｓＲＮＡｓ；

另一种是ｄｓＲＮＡ直接进入病菌体内，并由病菌

ＤＣＬ蛋白切割，形成ｓＲＮＡｓ
［２３，３９，４４］。无论哪种途

径，最终起作用的均为ｓＲＮＡｓ，而ｓＲＮＡｓ对ｍＲＮＡ

的结合部位碱基有偏好性，ＧＣ含量较低的ｍＲＮＡ

被沉默效果较好，而且靶ＲＮＡ的剪切位点主要是

由ｇＲＮＡ的５′端序列决定的，因此源自不同ｄｓＲＮＡ

片段的ｓＲＮＡｓ引起的沉默效应是不同的
［４５４７］。将

亚洲镰孢犉．犪狊犻犪狋犻犮狌犿肌球蛋白５基因犕狔狅５不同

区段的ｃＤＮＡ序列构建至干涉载体，虽然多数阳性

转化子呈现生长速率变慢、对渗透压更敏感、分生孢

子分隔变少、液泡数量增加、细胞壁几丁质含量降

低、无性和有性繁殖体数量变少、致病能力变弱等变

化，但部分转化子的所有性状与野生型菌株相比并

无显著差异［４８］。

禾谷镰孢犆犢犘５１基因簇包含３个基因，分别为

犉犵犆犢犘５１犃、犉犵犆犢犘５１犅和犉犵犆犢犘５１犆，将分别靶向

单基因、双基因和三基因的ｄｓＲＮＡＣＹＰＡ、ＣＹＰＢ、

ＣＹＰＣ、ＣＹＰＡＢ、ＣＹＰＡＣ、ＣＹＰＢＣ和ＣＹＰ３ＲＮＡ

喷施于大麦叶片表面，发现靶向３个基因的

ＣＹＰ３ＲＮＡ可减少病部面积达９３％，效果远好于靶

向单个和２个基因的ｄｓＲＮＡ
［４９］。即使靶向单个基

因，２５０ｂｐ的ｄｓＲＮＡ的沉默效果均在６０％以下，而

８００ｂｐ的ｄｓＲＮＡ沉默效果在８０％以上
［５０］。而一

般认为，ＲＮＡｉ片段的长度在９８～８５３ｂｐ之间都是

可行的，不会对沉默效率产生影响［５１］。因此，在进

行ＳＩＧＳ防治植物病害过程中，可以在允许范围内，

以多个致病相关基因为靶标，合成靶向多个基因的

ｄｓＲＮＡ，以取得更好的防病效果。Ｑｉａｏ等
［４４］分别

以多种真菌的液泡分拣蛋白５１基因犞犘犛５１、动力

蛋白激活蛋白基因犇犆犜犖１和肌动蛋白抑制子基因

犛犃犆１为靶标，经重叠ＰＣＲ并构建至Ｔ７启动子进

行体外转录得到靶向多基因的ｄｓＲＮＡ，喷施到植物

叶片表面或进行蘸根处理，除不能摄取环境中ｄｓＲ

ＮＡ的胶孢炭疽菌与致病疫霉外，其他几种病菌的

致病性均受到显著抑制。

３．３　犱狊犚犖犃的稳定性及对病害控制的持效性

ＳＩＧＳ是通过外源喷施ｄｓＲＮＡ诱导与病菌生长

发育和致病相关的基因沉默，从而降低病菌致病性。

ｄｓＲＮＡ虽不像单链ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ，ｓｓＲＮＡ）

那样极易被降解，但由于病原菌体内外环境中存在

大量ＲＮＡ酶，可能使ｄｓＲＮＡ失去活性。特别是在

田间条件下，紫外线照射、雨水冲刷和微生物降解

等，更是其降解和失活的主要原因［５８５９］。有研究表

明，具有杀虫活性的ＤｖＳｎｆ７ｄｓＲＮＡ在土壤中被降

解５０％的时间小于３０ｈ，被降解９５％的时间小于

３５ｈ，而且其降解动力学不受初始施用浓度的影

响［６０］。尽管在无菌水中ｄｓＲＮＡ相对稳定，但在自

然水系中，ｄｓＲＮＡ极不稳定，水系中有或无沉淀物

其被降解５０％的时间均小于６ｄ
［６１］。关于ｄｓＲＮＡ

施用于植物表面防控植物病害，目前的报道表明，

在ｄｓＲＮＡ处理后的几个小时内接种相应的病原菌，

可明显减轻病害严重度，若ｄｓＲＮＡ处理与接种病菌

的间隔时间延长，则病害防控效率降低［３９４４］。Ｍｉｔ

ｔｅｒ等
［２４］研究发现，利用裸露的ＣＭＶ２ｂｄｓＲＮＡ处

理豇豆和烟草叶片，５ｄ后接种ＣＭＶ，其对病害防效

显著，若２０ｄ后接种，则完全失去作用；但用纳米黏

土片作载体，因纳米黏土片可很好地保护ｄｓＲＮＡ不

被降解，２０ｄ后接种，其防病效果依然可达６８％。

Ｓｏｎｇ等
［４８］也发现，如果不能持续的供应ｄｓＲＮＡ，沉

默效应仅仅只能持续９ｈ；但若喷施于植物表面的

ｄｓＲＮＡ被植物细胞吸收，则其持续效应较长。

至于为何ｄｓＲＮＡ处理叶片要比直接处理病菌

沉默效果持续时间更长，Ｓｏｎｇ等
［４８］进一步研究发

现，靶向真菌致病基因的ｄｓＲＮＡ被植物细胞吸收

后，可以在植物体内被转运，并在植物体内被切割成

１８～２７ｂｐ的ｓＲＮＡｓ，转移进病菌细胞；同时植物还

可利用自身的依赖ＲＮＡ的ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲＰ）以ｄｓＲＮＡ核酸链

为模板进行扩增，产生大量二次扩增的ｄｓＲＮＡ产

物，并转移至病菌细胞内，从而维持较长时间的基因

沉默效应。

除上述因素外，由于不同基因对病菌致病力影

响不同，因此针对不同靶基因设计的ｄｓＲＮＡ喷施后

对病害的防控效果亦会有显著差异。而对病菌如何

摄取外源ｄｓＲＮＡ和ｄｓＲＮＡ在寄主 病原菌间如何

相互转运并产生作用的分子机制不明，成熟地应用

外源ｄｓＲＮＡ防控植物病害的技术还未研发，这些均
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影响到ＳＩＧＳ在田间的应用及其防效。

４　有关犛犐犌犛应用的未来研究方向

如前所述，不同病原菌对外源ｄｓＲＮＡ的摄取

能力是不同的，但至目前为止，有关病原真菌如何摄

取外源ｄｓＲＮＡ还未有报道。Ｋｏｃｈ等
［５２］研究发现，

在ＨＩＧＳ过程中植物细胞的囊泡系统起到关键作

用，在植物的胞外囊泡和非原质体液中均能检测到

靶基因ｄｓＲＮＡ源的小分子干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒ

ｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）；转化所需的核内体分选复合

物 Ⅲ （ｅｎｄｏｓｏｍａｌｓｏｒｔｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔⅢ，ＥＳＣＲＴⅢ）突变后 ＨＩＧＳ效应受损，

进一步说明了内源囊泡运输支持转基因来源的ｓｉＲ

ＮＡ在植物细胞和病原真菌细胞间的转移。但植物

体外囊泡和非原质体液中的ｄｓＲＮＡ，以及直接用

ｄｓＲＮＡ处理真菌菌丝、孢子时，ｄｓＲＮＡ是如何进入

真菌细胞的还完全未知，明确真菌摄入ｄｓＲＮＡ机

制及真菌摄取ｄｓＲＮＡ能力差异的原因，是未来研

究的方向之一。

由于存在紫外线、化学物质和ＲＮＡ酶等，裸露

的ｄｓＲＮＡ在自然环境中并不稳定，为了提高ＳＩＧＳ

的应用效果，必须延缓用于ＳＩＧＳ的ｄｓＲＮＡ在自然

界中的降解速度。对于化学农药来说，一些表面活

性剂、助剂、无机盐和长效缓释添加剂等均有增加农

药在植物表面的滞留量、延长滞留时间和提高对作

物表面穿透的能力。而对于ｄｓＲＮＡ，已有研究表

明，选用纳米黏土片层作为载体可以有效延长ｄｓＲ

ＮＡ的ＳＩＧＳ效应
［２４］。但是否有其他方法或加入某

些助剂可有效保护ｄｓＲＮＡ的稳定性、延长ＳＩＧＳ的

效应，还未见报道。

ＲＮＡｉ的沉默效应与起始ｄｓＲＮＡ的浓度有关，

虽然起始ｄｓＲＮＡ的浓度在１．５～１００ｎｍｏｌ／Ｌ间产

生的沉默效果相似，但当起始ｄｓＲＮＡ浓度低至

０．０５ｎｍｏｌ／Ｌ时，沉默效应完全消失
［５３］。在进行

ＳＩＧＳ技术应用时，真菌摄取ｄｓＲＮＡ的能力、植物中

ｄｓＲＮＡ向真菌中转移的能力、初始ｄｓＲＮＡ的施用

浓度，均会影响基因沉默效应，也终将影响ＳＩＧＳ技

术对病害的控制效果。Ｑｉａｏ等
［４４］在研究ＳＩＧＳ控制

植物病害时，分别使用２０、４０ｎｇ／μＬ和１００ｎｇ／μＬ

ｄｓＲＮＡ处理果实与花瓣、马铃薯叶片和番茄叶片以

达到较好的防病效果。此外，由于病菌对化学农药

的抗药性越来越严重，导致许多花费了巨大人力、物

力、财力研发的药剂已失去或即将失去应用效果，是

否可以将这些药剂与ｄｓＲＮＡ进行复配从而提高病

害的防控效果，延缓病菌抗药性的产生？甚至靶向

病原菌的抗药性基因，使抗药菌株失去抗药性，从而

使失去病害防控效果的旧的药剂能重新在田间加以

应用。

寻找广谱性化学农药和对病原菌高效、特异的

控制靶点一直是人们追求的目标，人们希望使用一

种农药就可以防治多种有害生物。但大量广谱性化

学农药的使用，造成了严重的生态灾难，如有益微生

物、天敌的无差别杀灭，生态环境中非靶标生物的种

群数量的改变和多次使用单一药剂导致的靶标对象

的高抗药性等。因此，应用ＳＩＧＳ技术控制植物病

害时，同样要考虑ｄｓＲＮＡ的广谱性和脱靶效应。如

靶向犉犵犆犢犘５１犅基因的ｄｓＲＮＡＣＹＰＢ喷施于大

麦叶片表面，同样可以沉默非靶标的犉犵犆犢犘５１犃和

犉犵犆犢犘５１犆基因，而ＣＹＰＡＣ、ＣＹＰＡＢ和ＣＹＰＢＣ

同样可以靶向非靶标基因犉犵犆犢犘５１犅、犉犵犆犢犘５１犆

和犉犵犆犢犘５１犃
［４９］。这样的脱靶效应如果对其他生

物起作用，则会出现与化学农药同样的环境破坏效

果。而且，由于外源ｄｓＲＮＡ在植物体内可以进行二

次扩增，即使喷施的ｄｓＲＮＡ并未与非靶标生物直接

接触，也会因为后期非靶标生物与寄主植物的接触

而引起脱靶效应。因此，借助生物信息学工具，精心

设计和精准预测需要合成与使用的ｄｓＲＮＡ是非常

必要的，以免对相关或非相关生物产生非靶标

效应［５４］。

尽管施用外源ｄｓＲＮＡ不是直接对生物体遗传

物质进行修饰，但仍可能存在一定风险。如Ｈｅｉｎｅ

ｍａｎｎ
［５６］所述：１）ｄｓＲＮＡ并非如人们想象的那样，只

在细胞质中起作用，它可以与一些蛋白（如Ｄｉｃｅｒ和

ＮＲＤＥ３）协同一起进入细胞核，从而对ＤＮＡ和组

织蛋白进行修饰；２）生物体的基因并不全部存在于

细胞核中，如线粒体、叶绿体也都有自己的基因组，

外源ｄｓＲＮＡ有可能会对这些基因进行修饰；３）外源

施用的ｄｓＲＮＡ有可能会被逆转录，形成的ＤＮＡ则

可能会被整合到宿主基因组中，从而改变宿主的遗

传信息；４）ｄｓＲＮＡ可以通过对基因进行敲除、改变

拷贝数、影响染色质压实程度及调控序列对转录因

子的接受程度等，影响宿主遗传物质组成及其表达；

５）外源ｄｓＲＮＡ可以在宿主细胞中遗传，从而改变了

生物体的遗传信息等。当然，这些报道均基于通过

·９１·



２０２２

转基因手段获得的外源ｄｓＲＮＡ，直接外源喷施影响

施用植物安全或食品安全的例子还未有报道。但

Ｓｏｎｇ等
［４８］发现，外源施用的ｄｓＲＮＡ进入植物体

内，植物可以利用自身的ＲｄＲＰ以ｄｓＲＮＡ核酸链为

模板进行扩增，产生大量二次扩增的ｄｓＲＮＡ产物。

至于这些二次扩增的产物是否在植物体内有其他效

应，或者能否对植物体遗传物质进行修饰，甚至直接

遗传给后代，均还有待于进一步研究。

５　展望

随着现代生物技术的发展及寄主 病原物互作

分子机制研究的深入，基于遗传物质的病害防控技

术因其专一性、高效性和环境友好性而广受青睐。

但在多数国家对转基因农产品接受程度普遍较低的

情况下，多种通过转基因控制病害的技术措施在大

多数作物上被限制应用。ＳＩＧＳ因为不需要转基因，

解决了许多植物不能进行遗传操作的难题，而且

ｄｓＲＮＡ来源于病原菌本身，不会在土壤和环境中留

下有毒残留物而对环境造成污染，从而具有更广阔

的应用前景。虽然目前世界各国对ｄｓＲＮＡ产品的

应用与管理还未有共识，但包括欧洲科学界在内的

各国科学家和相关组织已经开始评估此类产品的监

管框架［５５５６］。西方国家中，美国暂未有相关要求，但

欧盟对喷施或外源施用的ｄｓＲＮＡ农药管理则参照

生物化学农药执行，其技术级材料和产品均需进行

哺乳动物或非靶标生物毒性测定；如特定的产品配

方阻碍或促进了ｄｓＲＮＡ的吸收，还必须提供这些

特定配方的非靶标生物毒理学数据，以更好的确认

其潜在危害［６２］。此外，如利用工程菌株生产ｄｓＲ

ＮＡ，工程菌作为中间体必须受有毒物质控制法案监

管，在生产前提交微生物商业活动通知函［６２６３］。在

我国，目前还未有ｄｓＲＮＡ农药相关登记管理规定。

但作为新兴的植物病害防控措施，基于ｄｓＲＮＡ的

农药在不久的将来肯定会在生产上广泛应用，这也

要求监管部门要立即对这一类农药进行风险评估，

以满足生产与社会需求。
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