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摘要：非细胞自主性ＲＮＡｉ是发生于那些非应用或非产生ｄｓＲＮＡ的细胞或组织中的ＲＮＡｉ，包括

系统性ＲＮＡｉ和环境ＲＮＡｉ。系统性ＲＮＡｉ是沉默现象从一个细胞扩散到另一个细胞或从一个组

织扩散到另一个组织的过程，环境ＲＮＡｉ是细胞从环境中吸收ｄｓＲＮＡ而触发的ＲＮＡｉ。近年来，

植物非细胞自主性ＲＮＡｉ研究取得了较大进展，就其机制及应用进行了评述，首次提出在植物中也

有环境ＲＮＡｉ存在。
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　　自２０世纪９０年代中后期发现 ＲＮＡ 干扰
（ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）现象以来，ＲＮＡｉ技术在
短短十几年内得到了蓬勃发展，被广泛应用于真核
生物的基因功能鉴定、基因敲除、病虫害控制等［１－２］。

ＲＮＡｉ可分为细胞自主性 ＲＮＡｉ（ｃｅｌｌ－ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
ＲＮＡｉ）和非细胞自主性 ＲＮＡｉ（ｎｏｎ－ｃｅｌｌ－ａｕｔｏｎｏ－

ｍｏｕｓ　ＲＮＡｉ）。细胞自主性ＲＮＡｉ是人们了解最多
的一种ＲＮＡｉ现象，其沉默过程仅限于引入或表达

ｄｓＲＮＡ的细胞，且仅限于单个细胞，目前其机制已
经比较清楚。非细胞自主性ＲＮＡｉ则是指发生于那
些非引入或非表达 ｄｓＲＮＡ 的细胞或组织中的

ＲＮＡｉ，包括系统性ＲＮＡｉ（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ＲＮＡｉ）和环境
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ＲＮＡｉ（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　ＲＮＡｉ）。系统性ＲＮＡｉ是指

ＲＮＡ沉默从一个细胞扩散到另一个细胞或从一个
组织扩散到另一个组织的过程，所以，系统性ＲＮＡｉ
只能发生于多细胞生物；环境ＲＮＡｉ是指细胞从环
境中吸收ｄｓＲＮＡ而触发的ＲＮＡｉ，既可以发生于多
细胞生物，也可以发生于单细胞生物。在多细胞生
物中，环境 ＲＮＡｉ发生之后可接着发生系统性

ＲＮＡｉ，非细胞自主性ＲＮＡｉ发生之后也可接着发生
细胞自主性ＲＮＡｉ［３］。
近年来，植物非细胞自主性ＲＮＡｉ研究取得了

较大进展，就其机制及应用进行评述，并首次提出植
物环境ＲＮＡｉ的概念。

１　植物非细胞自主性ＲＮＡｉ现象的发现

植物非细胞自主性ＲＮＡｉ现象最早发现于烟草
中。用带有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）报告基因的农杆菌
悬浮液渗透处理转ＧＦＰ 基因的烟草叶片，起初只
有一小部分渗透区域的ＧＦＰ 表达被沉默，１８ｄ后
上部叶片中ＧＦＰ的表达全被沉默［４］。一些植物嫁
接试验进一步证实了非细胞自主性ＲＮＡｉ及ＲＮＡｉ
扩散现象。在烟草［５］、番茄［６］、黄瓜［７］和向日葵［８］等
嫁接时，沉默信号可从发生沉默现象的砧木传递到
非沉默的接穗中，但不能从沉默的接穗传递到非沉
默的砧木中，沉默信号的传递是单方向的。经传递
发生沉默的组织能够稳定地保持沉默，但不能遗
传［９］。此外，通过直接轰击ｄｓＲＮＡ或ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ）来处理叶片也可诱发非细胞自主
性ＲＮＡｉ［１０－１１］。

２　细胞间转运的系统性ＲＮＡｉ
植物相邻细胞间ＲＮＡｉ扩散存在２种明显不同

的机制，分别是细胞间转运的系统性ＲＮＡｉ和长距
离转运的系统性 ＲＮＡｉ。细胞间转运的系统性

ＲＮＡｉ包括２个连续的过程：局部沉默扩散和大范
围沉默扩散。

２．１　局部沉默扩散
局部沉默扩散和大范围沉默扩散的差别主要

是，前者不需要 ＲＮＡ依赖的 ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ＲＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲＤＲ）参与，而后者需
要。由于没有 ＲＤＲ参与，局部沉默扩散仅限于从
沉默的起始细胞通过胞间连丝扩散至周围的１０～
１５个细胞，沉默信号没有被ＲＤＲ扩增。在绝大多
数植物中，胞间连丝是沉默因子在细胞间转运的唯
一通道，但在拟南芥中发现，成熟的保卫细胞或母－
子边界细胞也可以转运沉默因子［１２－１５］。局部沉默扩

散中有ＤＣＬ４（一种特异性核酸内切酶 Ｄｉｃｅｒ类似
物）及其产物２１ｎｔ　ｓｉＲＮＡ和与内源目标基因结合
的ＡＧＯ１（Ａｒｇｏｎａｕｔｅ家族蛋白）参与，而没有２４ｎｔ
ｓｉＲＮＡ参与［１６－１７］。ＤＣＬ４与ＤＲＢ４（双链ＲＮＡ连接
蛋白４）共同将引入植物的ｄｓＲＮＡ进行剪切，产生

２１ｎｔ长的初级ｓｉＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ由ＨＥＮ１（ｓｉＲＮＡ甲
基化酶１）介导的甲基化加以稳定，再上载至ＲＮＡ
诱导的沉默复合物（ＲＮＡ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｃｏｍ－
ｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ），ＲＩＳＣ 含 有 ＡＧＯ１ 蛋 白 降 解 目 标

ｍＲＮＡ。２１ｎｔ　ｓｉＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ以及异常 ｍＲＮＡ等
沉默信号通过胞间连丝传递至周围１０～１５个细胞，
提高了沉默效力。另外，在供体细胞和受体细胞中，
沉默缺陷蛋白４（ＳＤＥ４）和依赖于ＤＮＡ的ＲＮＡ聚
合酶Ⅳ的最大亚基（ＮＲＰＤ１ａ）的复合体 ＳＤＥ４／

ＮＲＰＤ１ａ、依赖于ＲＮＡ的ＲＮＡ聚合酶２（ＲＤＲ２）和
染色质重塑因子蛋白（ＣＬＳＹ１）可能参与了这些沉
默信号的修饰［１］。沉默信号的数量可能是限制沉默
进一步扩散的重要因素［１８］。

２．２　大范围沉默扩散
当细胞间沉默扩散超出１５个细胞时，即是大范

围沉默扩散。植物中大范围沉默扩散需要依赖于

ＲＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合酶 ６ （ＲＮＡ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ＲＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ　６，ＲＤＲ６）和ＲＮＡ解旋酶ＳＤＥ３（ＲＮＡ
ｈｅｌｉｃａｓｅ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ）参与。因此，大范围沉默扩散
过程中有ＲＮＡ的扩增，即在 ＲＤＲ６、ＳＤＥ３和卷曲
蛋白ＳＧＳ３作用下通过５′－３′和３′－５′进行双向

ＲＮＡ的扩增，前者是引物依赖的ＲＮＡ合成，后者
是非引物依赖的ＲＮＡ合成。新合成的ｄｓＲＮＡ由

ＤＣＬ４剪切产生次级ｓｉＲＮＡ，次级ｓｉＲＮＡ 与初级

ｓｉＲＮＡ不发生重叠反应。沉默信号的持续扩增可
能是大范围沉默扩散发生的主要机制［１６，１９］。

３　长距离转运的系统性ＲＮＡｉ
植物韧皮部是植物运输光合产物、防御成分和

细胞信号传导的输导组织，植物长距离转运的系统
性ＲＮＡｉ也是经韧皮部转运的。植物长距离转运

ＲＮＡｉ现象首次发现于烟草嫁接试验。转基因沉默
砧木的沉默信号能够传递给非沉默的接穗，还能够
通过嫁接的野生型烟草茎秆传递给嫁接于茎秆之上

的非沉默的接穗［５］。随后，通过嫁接试验在黄瓜［７］、
向日葵［８］、番茄［６］和拟南芥［２０］中也发现相同的沉默
转运现象。在韧皮部长距离转运过程中，发生沉默
的植物韧皮部中有ｓｉＲＮＡ的合成，并作为信号分子
从起始部位进行传播［７］，这些ｓｉＲＮＡ信号分子大于

２１ｎｔ，为２４～２６ｎｔ［１６］。另外，某些 ｍｉＲＮＡ（ｍｉ－
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ｃｒｏＲＮＡ）及其运输蛋白可能也参与其中［７，２１］。

４　植物环境ＲＮＡｉ
在秀丽隐杆线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ）和其

他一些动物中，通过饲喂ｄｓＲＮＡ制剂或饲喂表达

ｄｓＲＮＡ的细菌细胞诱发ＲＮＡｉ，称为环境ＲＮＡｉ，其
在动物功能基因组研究和害虫防治方面得到了广泛

应用［２２］。在植物中也存在环境 ＲＮＡｉ。Ｔｅｎｌｌａｄｏ
等［２３］利用合成的含有烟草花叶病毒、马铃薯Ｙ病毒
或苜蓿花叶病毒基因部分序列的ｄｓＲＮＡ，采用摩擦
接种的方法与病毒粒子一起接种对这些病毒敏感的

烟草，能够有效干扰病毒的侵染。接种病毒的正义
单链ＲＮＡ（ｓｓＲＮＡ）、反义ｓｓＲＮＡ或非同源序列的

ｄｓＲＮＡ，均不能有效防治病毒侵染。而后，Ｔｅｎｌｌａｄｏ
等［２４］直接喷施表达病毒基因部分序列的ｄｓＲＮＡ的
大肠杆菌细胞裂解液，同样能够起到防治病毒侵染
的作用。应用细菌表达生产ｄｓＲＮＡ，成本低且便于
放大，适合大批量生产。此后相继出现多篇关于喷
施表达病毒基因部分序列ｄｓＲＮＡ的大肠杆菌裂解
液防治植物病毒的报道，防治的植物病毒包括黄瓜
花叶病毒［２５］、黄瓜绿斑驳花叶病毒［２６］、甘蔗花叶病
毒［２７］、烟草花叶病毒和马铃薯Ｙ病毒［２８－２９］。笔者采
用根施细菌合成的特异性ｄｓＲＮＡ干扰烟草烟碱合
成关键酶也取得了良好效果（数据尚未发表）。另
外，外施特异性ｄｓＲＮＡ还能够防治叶绿体复制类
病毒和核复制类病毒［３０］。在此，首次提出植物环境

ＲＮＡｉ的概念，即植物也可以从环境中吸收ｄｓＲＮＡ
而诱发ＲＮＡｉ。
然而，外施ｄｓＲＮＡ防治植物病毒的缺点是不

能治愈已感染病毒的植物，而且与转基因抗病毒的
植物相比，其抗病毒作用无持久性，喷施１次抗病毒
作用仅能持续５ｄ［２３，２７］。由于有多少外施的ｄｓＲＮＡ
能够进入植物细胞难以定量，因此，无法确定诱发

ＲＮＡｉ所需ｄｓＲＮＡ 的适宜用量。试验发现，采用

ＲＮＡｉ防治辣椒轻斑驳病毒，外施ｄｓＲＮＡ的量高于
病毒 ＲＮＡ 量５００倍是干扰病毒复制的最低阈
值［３１］；而诱发秀丽隐杆线虫发生ＲＮＡｉ只需要饲喂
很少量的ｄｓＲＮＡ［３２］。其原因可能是在线虫中有

ＲＮＡ的扩增，有新的ｄｓＲＮＡ的合成和剪切后生成
的次级ｓｉＲＮＡ；而在植物中，外施的ｄｓＲＮＡ没能触
发新ｄｓＲＮＡ的合成。
目前，关于植物环境ＲＮＡｉ发生机制的研究几

乎还是空白，而动物环境ＲＮＡｉ发生机制的研究已
取得很大进展。秀丽隐杆线虫环境ＲＮＡｉ发生的第
一步是肠道细胞从肠内腔吸收ｄｓＲＮＡ，第二步是肠

道细胞输出ｄｓＲＮＡ或源自ｄｓＲＮＡ的沉默信号，第
三步是沉默信号输入其他组织（如肌肉、表皮和生殖
细胞），第四步通过细胞自主ＲＮＡｉ机制诱发目标基
因沉默。已发现多种跨膜蛋白和转运蛋白基因参与
线虫环境 ＲＮＡｉ，如一种多跨膜蛋白（相当于ｄｓＲ－
ＮＡ通道）基因ｓｉｄ－１和另一种单跨膜蛋白（相当于

ｄｓＲＮＡ受体）基因ｓｉｄ－２参与了第一步过程［２２］。饲
喂诱发的环境ＲＮＡｉ和注射诱发的环境ＲＮＡｉ在机
制上有所不同，许多基因参与饲喂诱发的环境

ＲＮＡｉ，但并不参与注射诱发的环境ＲＮＡｉ［２２］。

５　展望

应用转基因植物包括ＲＮＡｉ转基因植物进行功
能基因组研究和育种研究（包括病虫害抗性育种），
存在操作繁琐、周期长、转化率低等问题，其安全性
尚存在较大争议，而应用植物非细胞自主性ＲＮＡｉ，
尤其是环境 ＲＮＡｉ，利用人工合成或细菌合成的

ｄｓＲＮＡ对植物进行外施，实现功能基因组研究、沉
默不良基因或防治病虫害，可能是一条安全、高效且
成本低廉的途径。尽管非细胞自主性ＲＮＡｉ现象在
植物中的发现早于动物，但在实际应用和机制研究
方面却远远落后于动物。由于机制研究的滞后，影
响了植物环境 ＲＮＡｉ的应用，比如外施ｄｓＲＮＡ还
是外施ｓｉＲＮＡ的效果更好，哪种施用途径更有效，
哪些基因参与了ｄｓＲＮＡ及其他沉默信号的吸收、
转运，如何实现外施ｄｓＲＮＡ在植物体内扩增及持
久诱发ＲＮＡｉ，等等。随着植物环境 ＲＮＡｉ机制研
究的不断深入，在可预见的将来，植物环境ＲＮＡｉ将
会在农业生产中得到广泛应用。
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