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Abstract Gene silencing，a way of manipulating gene expression，is one of the most important breakthroughs

in modern molecular biology. This article describes the history of gene silencing，how it works，and progress in

its application on insects，including early attempts to apply it to pest control. The future potential of this novel

technique for the control of insect pests is discussed.
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摘 要 作为现代分子生物学的重大突破性成果之一，基因沉默是人为调控基因表达的重要途径之一。

本文介绍了基因沉默的发现历史、作用机制及其在昆虫中的研究进展，以及利用基因沉默原理进行害虫

控制的探索，并展望害虫基因沉默控制的应用前景。

关键词 基因沉默，害虫控制

* 资助项目:“973”前期预演项目(2009CB125902)、转基因专

项(2009ZX08001—002B)。

E-mail: lifei03@ tsinghua. org. cn

收稿日期:2010-07-06，修回日期:2010-07-19

基因沉默是现代分子生物学研究的重大突

破性成果，即发现了将外源双链 RNA 引入生物

体内，可以阻止体内相应基因的表达，这一发现

展示了基因表达的人为控制途径，其科学意义

和实用价值不言而喻。因此，基因沉默 很 快 成

为生物学研究的热点，不仅在不同生物中得到

验证，而且很快开发 出 RNA 干 扰 技 术，并 迅 速

发展成为基因功能研究和反向遗传学研究的重

要手段，同时也被成功地开发用于相关疾病的

基因治 疗 中，如 干 扰 癌 基 因 促 使 癌 细 胞 凋 亡

等
［1，2］。

依据基因沉默理论，利用外源性双链 RNA

或小 RNA 沉默或破坏害虫体内的重要基因，可

以导致害虫致死或发育停滞，从而达到控制害

虫种群的目的。目前大量的研究已经证实昆虫

体内也存在基因沉默现象，通过体腔注射和喂

食双链 RNA 可以抑制 靶 标 基 因 的 表 达。而 许

多重要基因的表达被抑制后，昆虫的生长发育

表现异常，甚至直接产生致死作用
［3，4］。因此，

利用基因沉默原理，可以开发害虫防治的新途

径
［5］。

1 基因沉默的发现历史

基因 沉 默 现 象 的 发 现 可 追 溯 到 1990 年，

Napoli 和他的同事为了获得颜色更深的紫色牵

牛花，将与花色素形成相关的酶基因转入矮牵

牛花中。但出人意料的是，大部分转基 因 植 物

花色并没有加深，反而出现了白花，表明色素累

积不仅没有增加反而减少，矮牵牛花本身的基

因受到 不 同 程 度 抑 制 或 干 扰。 Jorgensen 等 当

时把这一现象称为共抑制
［6］。随后，类似的现

象不断 被 发 现。1994 年，意 大 利 的 Romano 和

Macino 将外源性类胡萝卜素基因 al2bino23 导

入链孢霉(Neurospora crassa) 中，结果发现转化

细胞中 30% 的霉菌基因失活，并将其称之为基
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因的 静 息 作 用 ( quelling)［7］。1995 年，康 乃 尔

大学的 Guo 和 Kemphues 在研究秀丽隐杆线虫

par － 1 基因在胚胎发育中的功能时，发现正义

链 RNA 能够高效地抑制基因表达，实现基因沉

默，但并未对此现象做深入研究
［8］。

突破性的 进 展 发 生 在 1998 年。华 盛 顿 卡

耐基研究院的 Andrew Fire 和马萨诸塞大学医

学院 的 Craig Mello 等 利 用 秀 丽 隐 杆 线 虫 作 为

研究 材 料，分 别 注 射 正 义 链、反 义 链 和 双 链

RNA 来干扰靶标 Unc － 22 基因，证实能够引发

基因沉默现象的是双链 RNA［9］。此后，人们发

现由双链 RNA 介导的基因沉默 现 象 在 不 同 进

化地位的物种中高度保守，是生物体内沉默有

害基因如转座子或精细调控基因表达的重要机

制之一
［10］。通过进一步开发，人们成功地实现

从体外导入双链 RNA 引发高效 的 靶 标 基 因 沉

默，通 常 称 其 为 RNA 干 扰 技 术。2001 和 2002
年度，Science 杂志连续将相关的研 究 进 展 评 为

年度科学十大突破之一。2006 年，Andrew Fire
和 Craig Mello 因发现双链 RNA 能够引发基因

沉默现象获 Nobel 生理与医学奖。

2 基因沉默的作用机制

一般认为，双链 RNA 在细胞内被 Dicer 酶

加工成 21 － 23nt 的小片段 RNA，其中一条链与

靶标基 因 的 mRNA 相 结 合，形 成 RNA 介 导 沉

默 复 合 物 ( RNA induced silencing complex，

RISC) ，降解 mRNA 或 抑 制 蛋 白 翻 译 过 程。为

了维持双链 RNA 在细胞内的丰 度 和 实 现 持 续

的 基 因 沉 默，双 链 RNA 能 够 在 RNA 依 赖 的

RNA 聚合酶(RdRP) 的作用下，进行自我扩增。
RNA 介导沉默复合物 (RISC) 由 3 个 主 要 蛋 白

组成，分别为 Dicer，Argonaute2 和 TRBP。其中

TRBP 起 着 连 接 Dicer 和 Argonaute2 的 功

能
［11，12］。Dicer 将 双 链 RNA 加 工 成 小 片 段

RNA。然后，RISC 将双链小 RNA 分开，并利用

其中一条链的小 RNA 分子去寻找靶标 mRNA。
在单链小 RNA 与 mRNA 进 行 配 对 后，在 Dicer
和 TRBP 的 辅 助 下，Argonaute2 对 靶 标 mRNA
进 行 降 解。随 后，RISC 复 合 物 带 着 小 片 段

RNA 继续寻找下一个 mRNA 分子。
虽然基因沉默的核心机制 是 保 守 的，但 不

同物种中的基因沉默机制仍有较大的差异。系

统干扰的概念首先是用来描述植物中基因转录

沉默后的 扩 散，先 是 细 胞 摄 取 dsRNA，然 后 扩

散干扰的效应
［13，14］。在果蝇中发现了 20 多种

参与摄取 dsRNA 的基因，多数与已知的内吞功

能有关。线虫具有系统性 RNA 干扰，即细胞可

以通过 Sid － 1 跨膜蛋白形成的 dsRNA 通道，吸

收外界的 dsRNA［15 ～ 17］。赤 拟 谷 盗 也 曾 被 认 为

具有系统性干扰，但赤拟谷盗虽然有 Sid － 1，但

研究证实 Sid － 1 在 赤 拟 谷 盗 并 不 介 入 系 统 干

扰
［18］，赤拟谷盗 吸 收 和 扩 散 干 扰 RNA 信 号 的

机制，至今尚不清楚。重要的模式生物 果 蝇 没

有系统性干扰机制，除血细胞外，果蝇幼虫细胞

不能吸收外界的 dsRNA，不能通过注射或饲喂

昆虫来研究 RNA 干扰的机制，只能通过转基因

来研究 RNA 干扰
［19］。

3 昆虫中的基因沉默

昆虫具有基因沉默体系所 需 的 核 心 元 件，

如 Dicer 酶，RISC 相关的一些蛋白等。相关的

研究工作也证实能够在昆虫 中 引 发 RNA 介 导

的基因沉默。
2003 年，Hoa 等人的研究结果 表 明 岗 比 亚

按蚊 血 细 胞 系 中 的 基 因 沉 默 需 要 dicer － 2，

Ago2 和 Ago3 蛋 白 基 因 的 表 达，而 RNAi 干 扰

信号无法扩散到非靶标部位，表明按蚊细胞系

中 不 存 在 RNA 依 赖 的 RNA 聚 合 酶
［20］。

Farooqui 等利 用 双 链 RNA 干 扰 了 蜜 蜂 触 角 的

章鱼胺受体基因，并证明双链 RNA 能够从注射

部位传送到其他神经细胞中
［21］。Travanty 等人

尝 试 利 用 转 基 因 按 蚊 表 达 登 革 热 基 因 的 双 链

RNA 去阻断按蚊传播登革热病毒，因为 siRNA
无法在中肠和唾液腺中表达，因此未获得完全

成功
［22］。2004 年，Tomoyasu 和 Denell 证 实 了

向赤拟谷盗 Tribolium castaneum 幼 虫 体 腔 内 注

射绿色荧光蛋白 (GFP) 的 dsRNA 后，能在很短

的时间内抑 制 GFP 的 基 因 表 达 且 持 续 到 蛹 期

或 成 虫 期。同 时 对 其 幼 虫 Tc-achaete-scute-
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homolog (Tc-ASH) 进行 RNA 干扰会导致成虫

形态上的缺陷，影响到整个身体而不仅仅是注

射位点周围
［23］。在胚胎期进行 RNA 干扰直接

影响到胚胎，同时也有通过母体蛹的血腔进行

双链 RNA 注 射 的 RNA 干 扰 研 究
［23］。Dong 等

对蝗虫做了相关眼色素的 RNA 干扰实验，将合

成的 vermilion 基 因 的 双 链 RNA 注 射 到 蝗 虫

Schistocerca americana 1 龄 若 虫 体 内，在 以 后 的

10 ～ 14 d 里 能 观 察 到 其 眼 色 素 的 合 成 受 到 抑

制
［24］。Tang 等成功地干扰了 表 达 于 甜 菜 夜 蛾

脂肪体和卵巢组织中的海澡糖合成酶基因
［25］。

RNA 干 扰 技 术 还 先 后 应 用 于 叶 蜂
［26］、吸 血

蝽
［27］、家 蝇

［28］、苹 果 褐 卷 蛾
［29］、烟 粉 虱

［30］、蟋

蟀
［31，32］、白 蚁

［33］、小 菜 蛾
［34］、赤 拟 谷 盗

［35］、蟑

螂
［36］

和草地 贪 夜 蛾
［37］

中，通 过 干 扰 基 因 的 表

达来研究基因的功能。这些研究证实，分 别 可

以通过浸泡、注射和喂食的方法在昆虫中实现

基因沉默。
鳞翅目昆虫中有许多重要 的 农 业 害 虫，要

实现农业害虫的基因沉默控制，首先必须阐明

其干扰 RNA 的传导机 制。有 关 昆 虫 中 是 否 存

在系统性 基 因 沉 默，仍 是 一 个 有 争 议 的 问 题。
因为昆虫具有开放式循环和变态发育，因此血

腔注射造成的沉默扩展以及幼虫注射影响成虫

形态，不一定是系统性沉默。另外，作者利用生

物信息学方法对 60 多种昆虫的 EST 进行了同

源搜索，发现很多昆虫可能不存在 RNA 依赖的

RNA 聚合酶(RdRP) ，无法实现小 RNA 的体内

自我扩增，在进行 RNA 干 扰 时，往 往 一 次 喂 食

或注射的效果不佳，需要连续的喂食或注射外

源性 dsRNA 方 才 有 效。作 者 的 研 究 结 果 还 表

明，在许多昆虫中均存在 Sid － 1［38］。
总的来说，昆虫中的基因沉 默 机 制 与 其 他

模式生物存在显著差异，特别是系统性 RNA 干

扰和环境 RNA 干扰诱导基因沉默的机制，仍需

要进一步的深入了解。

4 害虫基因沉默控制的相关研究

目前，绝大多数昆虫基因沉默的研究，都旨

在 利 用 反 向 遗 传 学 的 方 法 进 行 基 因 功 能 的 分

析。在公开报道的文献中，关于害虫基 因 沉 默

控制的前期探索性研究不多。
2007 年，害虫基因沉默控制有了突破性的

进展。我国中科院上海生命科学研究所陈晓亚

院士和孟山都公司在 Nature Technology 上同期

发表利用基因干扰害虫某一重要基因而实现控

制害虫或影响害虫发育的文章。Mao 等的研究

表明，棉铃虫在取食表达自身 P450 基因的转基

因拟南芥后，可以产生基因沉默效应，并导致体

重明显下降
［39］。孟山都公司的公开报道表明，

玉米根虫的 ATP 酶 基 因 被 转 基 因 玉 米 表 达 的

小 RNA 抑制，在持续高剂量的小 RNA 作用下，

有致死效果
［40］。

此后，许 多 实 验 室 在 双 链 RNA 的 传 送 途

径、导致害虫致死的重要基因筛选以及安全性

方面开展 了 尝 试 性 的 研 究 工 作。Whyard 等 利

用喂食 小 于 40nt 双 链 RNA 的 方 法，选 择 不 同

物种特异性的序列片段，发现可以特异性杀死

目标害虫而对近缘物种没有影响。这一研究结

果表明，利用害虫基因沉默控制的方法具有很

高的安全性
［4］。通过喂食高剂 量 双 链 RNA 的

方法，Zhou 等 干 扰 了 白 蚁 的 纤 维 素 酶 基 因 和

Hexamerin 基因，发现 具 有 致 死 和 致 畸 效 果，显

示 RNA 干 扰 可 作 为 潜 在 的 杀 虫 剂 进 行 开

发
［33］。Zhang 等 开 发 利 用 钠 米 颗 粒 传 送

chitosan /AgCHS 双链 RNA 的方法，成功地干扰

了岗比来按蚊中的两个几丁质合成酶基因，证

明按蚊的 RNA 干扰是系统性，纳米技术可以用

于害虫基因沉默控制中
［41］。

5 害虫基因沉默控制的优势

相比于传统的害虫控制策 略，害 虫 基 因 沉

默控制具有以下优势:

(1) 根 据 害 虫 基 因 序 列 的 特 异 性，可 以 设

计专一性基因沉默技术，同时由于 RNA 分子的

不稳定性，不会出现残留污染问题，因此对环境

生态安全和食品安全没有任何影响;

(2) 防 治 对 象 的 特 异 性 极 高，不 会 对 其 他

昆虫特别是害虫天敌产生负面影响，有利于害

虫生物防治和综合治理体系的实施;
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(3) 对 由 于 基 因 突 变 产 生 的 抗 性 问 题，很

容易通过 改 变 小 RNA 的 序 列 来 解 决，以 变 制

变，因此不会产生严重的抗性问题。

6 未来研究发展的趋势

以上这些研究成果展示了利用基因沉默进

行害虫控制的广阔前景，初步证实了害虫基因

沉默控制的设想，但是离真正实现这一目标仍

有很长的路要走，仍需开展大量的前期基础研

究去深入揭示害虫基因沉默的机制，特别是系

统性和环境 RNA 干扰的分子机理，以指导害虫

基因沉默控制新策略的研究。
未来研究的发展趋势主要 为:研 究 将 外 源

性双链 RNA 传送到害虫体内的途径，包括胃毒

剂的开发、微生物介导的 RNA 传送体系以及转

基因植物介导的方法等。需进一步研究如何将

这些方法应用于大田实践中;要系统研究害虫

中的重要功能基因，并重点筛查害虫中经干扰

后能够致死的基因;同时还必须加强害虫基因

沉默的安全性研究，倘若外源性双链 RNA 进入

非靶标害虫体内后，对天敌、哺乳动物包括人类

等是否有危害? 而目前的研究重点在于实验室

内实现害虫基因沉默的有效控制，探索出大田

应用的有效途径。
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