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摘 要：RNA干扰是由双链RNA介导，诱发靶基因发生转录后沉默的现象。RNAi技术作为一种高效的基因抑制技术，在

抗病虫、品质改良、非生物胁迫耐受性等作物遗传改良领域广泛应用。在对 RNAi作物进行生态风险评估时，应主要关注

脱靶效应、对非靶标生物的影响、dsRNA分子的环境归趋以及其他非预期效应。本文介绍了 RNAi技术在作物育种中的

应用现状，阐述了RNAi作物环境安全性评价的关键内容及程序，并对我国RNAi作物研究和安全评价做了展望。
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Abstract：RNA interference (RNAi) is a post-transcriptional gene silencing mechanism mediated by double strand⁃
ed RNA (dsRNA). As an efficient gene suppression technology，RNAi has been widely used in crop genetic im⁃
provement，such as the resistance of disease and insects，the improvement of crop quality，and the tolerance of abi⁃
otic stresses. When assessing the ecological risk assessment of RNAi crops，we should pay more attention to off-tar⁃
get effects，non-target effects，environmental fate of dsRNA molecules and other unexpected effects. This review
summarized the application status of RNAi technology in crop breeding，discussed the key problems and proce⁃
dures of ecological risk assessment of RNAi crops，and prospected the future research and safety assessment of
RNAi crops in China.
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RNA干扰（RNA interference，RNAi）是由双链

RNA（Double-stranded RNA，dsRNA）介导的转录

后基因沉默现象，通过特异性降解同源基因

mRNA，导致内源靶基因的表达发生沉默 [1]。RNAi
的基本原理涉及 2个关键分子：一个是核酸酶

Dicer，其将 dsRNA剪切为具有活性的小分子干扰

RNA（small interfering RNA，siRNA），进而诱发

RNAi；另一个是 RNA诱导的沉默复合体（RNA-in⁃
duced silencing complex，RISC），RISC 由 siRNA、
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Argonaute（AGO）及其他蛋白质组成，siRNA负责

识别并通过碱基互补结合靶标 mRNA，AGO负责

剪切被RISC捕获的靶标mRNA，使后者沉默 [2]。

RNAi技术自 20世纪 90年代被发现以来，已

作为一种高效的基因抑制（gene knockdown）技术

被广泛应用于作物生物技术育种领域，在抗病

虫、耐非生物胁迫、品质改良等育种方面已取得

显著的进展 [3]，RNAi干扰玉米、马铃薯等产品已进

入商业化应用阶段。与传统转基因作物一样，基

于 RNAi技术的转基因作物在生产应用前也有安

全性的考虑，不同的是，前者因转入的外源目的

基因表达了新的蛋白质，因此侧重于新表达蛋白

质的安全性评价，而 RNAi转基因产品并不产生新

蛋白质，更多的是从基因沉默的特异性来评价

夏 蔚等：RNAi技术在农作物育种中的应用及其环境安全性评价研究

进展

东北农业科学 2019，44（6）：33-37
Journal of Northeast Agricultural Sciences DOI: 10.16423/j.cnki.1003-8701.2019.06.009



34 东 北 农 业 科 学 44卷

RNAi产品的安全性，包括脱靶效应（off-target）、
对非靶标生物影响等 [4]。

1 RNAi 技术在农作物育种中的应

用

1.1 抗虫育种研究

虫害是农业生产中主要的减产因子，生物技

术育种是害虫绿色防控的重要手段。转 Bt基因

作物在鳞翅目和鞘翅目害虫防控中已应用 20余
年，但在持续的选择压下，长期使用 Bt基因可导

致靶标害虫产生抗性，使 Bt基因丧失杀虫效果 [5]，

科学家们一直在探索新的杀虫机制的生物育种技

术。Fire通过给秀丽线虫注射表达靶向 dsRNA的
细菌，首次证实 RNAi技术具有杀虫潜力 [6]。随

后，Baum等根据美国西部玉米根虫（WCR）的 V-
ATPase A基因设计靶标 dsRNA，通过 dsRNA直接

饲喂WCR、转基因玉米田间接虫、转基因玉米根

系饲喂WCR等多种方式，证实靶标 dsRNA可通过

RNA干涉途径杀死WCR[7]。Mao等根据棉铃虫细

胞色素 P450基因 CYP6AE14设计特异性 dsRNA，
并将其导入棉花，获得了对棉铃虫具有明显抗虫

效果的转基因植物 [8]，进一步证实了利用 RNAi技
术培育抗虫作物的可行性。一些利用 RNAi技术

防治蚜虫、二化螟、棉铃虫等主要害虫的研究已

被报道 [9-11]，同时表达 Bt杀虫蛋白 Cry3Bb1和具有

杀虫活性的 dsRNA（DvSnf7）的抗 WCR玉米已实

现商业化种植 [12]。

1.2 抗病育种研究

研究表明，在植物中表达病毒基因组的部分

序列，几乎可 100%抑制靶标病毒的侵染，这为

RNAi抗病育种提供了科学依据 [13]。杨向东等将

大豆花叶病毒 SC-3株系的 P3基因 RNAi 片段导

入栽培大豆品种，发现转基因大豆植株在田间条

件下对 SC-3、SC7、SC15、SC18、SMV-R等多个大

豆花叶病毒株系及西瓜花叶病毒具有良好抗性，

且抗性性状能稳定遗传 [14]。Hameed等将 3种马铃

薯常见病毒（PVX、PVY和 PVS）的部分衣壳蛋白

基因序列融合成一段 600 bp的反向重复序列，使

其在 CaMV35S启动子驱动下表达，获得了可同时

抵抗这 3种病毒病侵染的转基因马铃薯植株 [15]。

仲晓芳等将大豆胞囊线虫 Hg-rps-23基因的 RNA
干扰片段导入大豆，获得了可显著提高对大豆胞

囊线虫 3 号生理小种抗性的转基因大豆新材

料 [16]。RNAi技术还被证实可用于防治水稻条纹

叶枯病、番木瓜环斑病毒病等病毒病害 [17-18]，在细

菌和真菌病害的防控方面也可发挥重要作用 [19]。

1.3 品质改良研究

应用常规育种技术开展作物品质改良耗时耗

力，作为一种新型基因工程技术，RNAi能显著提

升作物品质改良的效率。研究表明，通过 RNAi沉
默 β-胡萝卜素羟化酶基因，可提高马铃薯中 β-
胡萝卜素和叶黄素等类胡萝卜素的含量，提升其

营养价值 [20]。通过阻断 ACC氧化酶的表达，可显

著降低番茄中乙烯形成，延长保质期，而抑制 α-
甘露糖苷酶和 β-乙酰己糖胺酶等与果实软化相

关的物质合成，也能增加番茄的货架期 [21]。此外，

RNAi技术在高直链淀粉小麦、高油大豆等研究中

显现出较好的效果 [22-23]。

1.4 其他方面研究

除了抗病、抗虫和品质改良育种，RNAi在干

旱、盐分、寒冷等非生物胁迫耐受性、抗寄生性杂

草、改变花色、雄性不育、控制真菌毒素等领域的

研究均取得了一定进展，在作物生长发育、逆境

胁迫响应和农产品食品安全领域具有广泛的应用

前景 [24]。

2 RNAi 技术作物的环境安全性评

价

2.1 评价原则

转基因技术能够突破物种间的生殖隔离，将

人们所期望的基因或其他核酸序列从一个物种转

移至另一个物种的基因组上，在实现精准育种目

标的同时，也带来一些生态风险，如基因漂移、对

非靶标生物和生物多样性影响等 [25]。为保护生态

环境安全，许多国家对转基因技术及其产品实行

严格的安全评价和管理。

根据大多数科学共同体达成的国际共识，对

转基因作物的安全评价应遵循以下六个原则：科

学原则、比较分析原则、个案分析原则、熟悉原

则、预防原则、分阶段原则 [26]。对转基因作物开展

环境安全评价，就是在科学的前提下，通过比较

转基因作物与相对应的非转基因作物，在每个指

标是否存在显著差异，进而得出转基因作物是否

存在明显生态危害的结论。

RNAi技术从本质上还是一种遗传修饰技术，

因此对 RNAi作物的安全评价同样需要遵循上述

原则。然而，RNAi技术的作用原理有别于传统转

基因技术，RNAi作物中不产生新蛋白质，因此其

评价内容和方法与传统转基因作物不尽相同，而

且不同 RNAi作物针对的靶标基因的功能也各有
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特点，在评价中更需体现个案分析原则。

2.2 评价内容

2.2.1 功能效率评价

功能效率也称作目标性状的有效性，主要评

价转基因操作是否达到了预期的目标，以及预期

目标实现的程度。如果功能效率较低，则转基因

产品算不上成功，特别是对抗病虫转基因作物，

如不能高效地杀死靶标害虫或不能高抗靶标病

害，产生抗性风险的可能性更大。对 RNAi抗虫作

物，可将人工合成的 dsRNA按一定比例混入饲料

中，或直接以 RNAi植物组织喂饲靶标害虫，通过

调查存活率、生长发育、生殖率等指标评价其效

率 [27]。以人工合成的 dsRNA代替植物中表达的

dsRNA开展生物测定试验，还需证明两者具有一

致的核酸序列、二级结构及功能活性 [28]。

2.2.2 脱靶效应

RNAi技术的目标是抑制靶基因表达，而不影

响其他基因正常表达。但事实上科学家们已经发

现，如果 siRNA与非靶标 mRNA具有一定的序列

一致性，就可能导致非靶标基因沉默 [29]。脱靶效

应可能会影响植物新陈代谢，导致出现生理和表

型方面的非预期效应，如降低花粉活力 [30]。因此，

脱靶效应是 RNAi作物安全评价的关键指标之一。

靶外结合的对象可能是 RNAi作物自身的基因，也

可能是直接或间接接触 siRNA的其他生物的基

因，后者会引入对非靶标生物的影响风险。

通过分析非靶标生物基因组是否存在与

dsRNA序列同源的基因，可以预测脱靶效应。Al⁃
len将北美大斑长足瓢虫的转录组序列与一些

RNAi抗虫作物中导入的 dsRNA进行序列比较，发

现瓢虫中存在与 dsRNA序列高度一致的转录本，

这可能带来靶外结合的风险，对非靶标生物产生

不良影响 [31]。然而，由于可获得的基因组数据库

信息有限，这种对脱靶效应的预测方法也存在局

限性，但随着越来越多的生物基因组序列被测

定，对脱靶效应的研究将会更容易。

2.2.3 对非靶标生物的影响

RNAi作物因靶外结合，对直接或间接接触

dsRNA 或 siRNA 的非靶标生物存在潜在风险。

RNAi作物对非靶标生物产生实质影响一般需满

足以下条件：转基因作物表达 dsRNA；非靶标生物

直接或间接取食 dsRNA；dsRNA在非靶标生物体

内不被降解；暴露量足以激发内源 RNAi机制；导

致非靶标生物体内特定 mRNA降解或表达受抑

制；该mRNA影响非靶标生物存活，进而导致种群

数量发生显著变化 [32]。由此可见，靶外结合并非

一定会显著降低非靶基因表达，而基因表达受抑

制也不一定会导致显著的负面影响。

室内饲养试验是评价转基因作物对非靶标生

物影响的常用方法，通过喂饲大于 10倍田间最大

暴露量的 dsRNA，可以放大对非靶标生物的生态

风险。采用此方法，Pan和 Vélez等分别研究了玉

米根虫 v-ATPase A dsRNA对帝王蝶和蜜蜂的影

响，发现 dsRNA对帝王蝶和蜜蜂幼虫的存活率和

发育历程，以及成虫羽化和寿命均没有显著影

响 [33-34]。孟山都公司研发的MON87411玉米，可表

达 抑 制 玉 米 根 虫 Snf7 基 因 的 dsRNA（DvSnf7
RNA），针对该 dsRNA开展的研究表明，其对蜜

蜂、瓢虫、步甲、蚯蚓、鹌鹑等不同类型的非靶标

生物均没有明显影响 [35]。除了室内饲养试验，通

过生物信息学手段从基因组和转录组水平分析

dsRNA的脱靶效应，也可为非靶标生物影响评价

提供依据。

2.2.4 环境归趋

RNAi作物表达的 dsRNA或产生的 siRNA在

环境中的留存时间与其生态风险具有一定的正相

关性，因此在对 RNAi作物进行评价时，有必要考

察 dsRNA或 siRNA的环境归趋规律。裸露的 DNA
在水生或陆生环境中可以留存数月甚至数年，而

关于 RNA环境归趋的报道还较少 [36]。近期有研究

表明，DvSnf7 RNA在不同土壤中的半衰期为 14～
29 h，35 h内降解率可达到 90%，处理约 2 d后就

检测不到有生物活性的 dsRNA，表明 DvSnf7 RNA
在土壤中难以留存和富集，这为确定 dsRNA在环

境中的暴露量提供了方法参考 [37]。

2.2.5 交互抗性和抗性延缓

靶标害虫对抗虫作物的抗性风险，在抗虫转

基因作物产业化进程中越来越受到重视。为延缓

靶标害虫抗性产生，可将作用机理不同、不存在

交互抗性的多个抗虫因子一并导入植物体内。研

究表明，将 Bt基因与 RNAi技术结合获得的抗虫

玉米和棉花，均能有效杀死 Bt抗性害虫，两种抗

虫因子间不存在交互抗性，为延缓靶标害虫抗性

提供了一种有效的途径 [11，38]。目前，还未见关于

靶标害虫对于 RNAi作物产生抗性的报道，这与

RNAi抗虫作物的商业化应用较少有关。但随着

RNAi产品的应用增多，也需要加强对 RNAi抗性

风险的关注。

2.2.6 其他生态风险

在传统转基因作物的生态风险评价中，除了
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上述指标，还会结合转基因作物的生存竞争能

力、基因漂移风险、对生态系统群落结构和有害

生物地位演化的影响等方面，对其环境安全性做

出综合评价 [39]。上述评价内容同样适用于 RNAi
作物，如通过多世代的田间试验，评价 RNAi作物

在农艺性状、花粉活力、目标性状等方面的遗传

稳定性。

此外，植物及病虫害体内广泛存在着可以遗

传的碱基置换、缺失、插入等基因突变，这些自然

变异可能对 RNAi技术的应用产生不可预测的影

响。例如，转基因作物的突变可能改变 siRNA分
子的核苷酸序列和基因沉默模式，产生脱靶效

应；病虫害的突变可能使期望的基因沉默失效；

非靶标生物的突变可能增加对 dsRNA的敏感性，

导致非靶标效应。植物病毒具有的快速进化和高

突变率，使其更易产生对 RNAi作物的抗性，对抗

病毒RNAi作物的要求更高 [36]。

3 展 望

RNAi作为一种高效、特异性的基因表达抑制

技术，已被证实具有提高作物抵抗生物和非生物

胁迫能力、改良作物品质、改变作物发育特性等

能力，开辟了研发具有商业化价值的新型转基因

作物品种的新途径，特别是为 Bt作物害虫抗性治

理提供了新的思路。然而，RNAi技术的成功与靶

标基因的筛选密切相关，因此在 RNAi作物研发过

程中，应针对靶标基因设计更加精准、特异、高效

的 siRNA，既达到预期目标，又尽可能避免产生脱

靶效应，使该技术更好地满足农业生产需求。

作为一种新型转基因技术的产物，RNAi作物

在上市前也需进行科学系统的安全评价，在产业

化后同样需要进行长期的生态风险监测，以避免

其对生态环境造成负面影响。目前，对 RNAi作物

的环境安全评价工作开展得还比较有限，对脱靶

效应的研究方法存在局限性，还需进一步研究

siRNA在农田生态系统中的稳定性、持久性、半衰

期等归趋规律，为 RNAi作物的生态风险评估提供

更精准的科学支持。

在我国，由于 RNAi转基因作物的研究起步较

晚，现行的转基因作物环境安全评价指南主要是

针对表达外源蛋白的传统转基因作物制定的，未

就 RNAi作物不同于传统转基因作物的一些生态

风险的评价进行相应规定。因此，现行指南无法

完全满足 RNAi作物的评价需要，应结合 RNAi作
物的特点予以完善。
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