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摘要:植物生物学后基因组时代的主要目标就是确定植物基因组中所有基因所具有的功能。解决这个问题的一个最直接的

方法就是还原或者敲除某个在正常条件下其功能能表达出一定的可观察到的表型的特殊基因。对于这方面的研究,插入突变技

术就是一个可用的工具,但是基因的随机性, 致死敲除, 无标记的突变体都大大地限制了这种技术的利用。RNAi技术可以克服

以上那些难题。它已经被广泛地应用在线虫的功能基因组上, 并且所获得的有效资源还被广泛地用于植物功能基因组的分析。
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ABSTRACT: A major challenge in the post- genome era of plant biology is to determine the functions of all the genes in the plant genome.

A straightforward approach to this problem is to reduce or knock out some phenotypic special gene which can be expressed and observed under the

normal conditions. Insertion mutation can be applied to this research, but it is limited by gene randomness, lethal knock- out, non tagged mu

tants. RNAi can greatly overcome those problems, which has been widely used in Caenorhabditis elegans functional genome, and the obtained ef

fective resources have been also applied to the analysis of plant functional genome.
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1 引言

目前, 对植物基因组进行 EST 测序已经得到了大量的基

因信息,这里包括重要的模式植物拟南芥和农作物水稻的基

因组全序列。除此之外, 大量的 EST 测序计划还在对其他许

多种植物进行相似的研究,例如:玉米。这些信息的价值就在

于它可以被一些高效的、高通量的方式所利用去进行功能基

因组的分析。而且这已经被许多事实所阐明: 在拟南芥基因

组中,对数千个拟南芥的 CDNA克隆序列分析发现, 有 20%的

克隆基因的功能已被确定, 其余的则多为待分离查明的新基

因类型。当然, EST 策略也有很大的局限性, 例如,难以寻找一

些表达量极低或者不表达的新基因类型, 也不能检测出许多

重要基因的内含子序列和调控序列, 克隆基因的功能也有待

鉴定。

在植物中,为了抵抗病毒入侵, 我们可以利用 RNAi技术

使其转录产生相应于病毒繁殖关键基因的双链 RNA, 从而抵

抗病毒的入侵和繁殖[1] , 而且还可以利用不同病毒的转录序

列中高度同源区段相应的双链 RNA实现抵抗多种病毒, 另外

还可以用来控制内源基因[ 2]。RNAi的一个关键特征是能够产

生出与需要沉默的靶基因具有同源性的双链 RNA[ 3]。通过目

前对线虫和果蝇所进行的 RNA 干扰机制的实验, 研究者们归

纳出了 RNAi 的可能途径: 外源或内源的 DNA、RNA 激发细胞

产生相应的双链 RNA( dsRNA) , 然后 dsRNA 被一种称为 Dicer

的蛋白切割成 21~ 23 碱基的干扰性 RNA( siRNA) , siRNA 又与

RNA 诱导的沉默复合体 ( RNA induced silencing complex ,

RISC, 由核酸内切酶、核酸外切酶、解旋酶等组成, 对靶 mRNA

具有识别和切割作用 )结合, 结合了 siRNA 的 RISC 被 ATP 活

化,活化形式的 RISC 利用其所包含的没有解链的 siRNA 作为

向导,对具有同源序列的内源靶基因进行特异性降解[ 4] , 这也

突出了 RNA 干扰的特异性。另外在对RNAi的研究中,许多科

学家还发现在一个细胞中仅仅少量的几个 dsRNA就可以把靶

基因降解,于是推测在 RNAi过程中还包括一个 dsRNA 的复制

过程。Sijen等[ 5]认为 siRNA还为 RrpA 提供引物, 并以靶 mR

NA 为模板合成更多的双链 RNA, 新的 dsRNA 又被 Dicer 切割

成 siRNA,这样就很容易地解决了这个看似复杂的问题。目前

RNAi在基因功能分析的高效性上已经从线虫中得到了很好的

证明,但并没有在植物中进行充分的利用。

2 线虫的功能基因组

目前,对线虫功能基因组的研究进展已经超越了模式植

物拟南芥。在对线虫的研究过程中, 许多高通量的反向遗传

学技术都是应用 RNAi去干扰靶基因的表达。在预测的线虫
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基因组中大约 86%的敲除表型都是用此方法分析的。从那些

研究中我们可以清晰地发现目前 RNAi 是研究线虫功能基因

组最准确的方法。RNAi的主要优势就是技术上的简易和高

效:通过把表达了 dsRNA 的大肠杆菌喂养给线虫或者把线虫

浸泡在 dsRNA 液中就能降解线虫中的同源基因, 并且是反义

RNA表达技术对基因抑制效率的 10 倍左右。目前大规模的

RNAi应用和其他的技术途径达到了一个很好的结合, 特别是

在蛋白质互作的酵母双杂交系统和基因芯片的转录层面上。

3 以突变为基础的植物功能基因组研究

和在线虫中的应用相反, 高通量表达调节技术并不能很

容易地应用到植物中去。目前, 改变基因的表达和功能的技

术包括使用甲基磺酸乙酯( EMS)的化学突变,使用转位子、T-

DNA、RNAi的插入突变[ 6]。利用 RNAi的技术将在稍后被讨

论。化学和插入突变技术已经被广泛地运用到植物基因组的

功能鉴定上,并且许多成功的列子也已经被公布。然而这些

技术却有着一个明显的缺陷, 那就是突变上的随机性。这主

要表现在突变必须被测序或者做图以证明他们的位置, 并且

突变材料的大规模收集必须要通过对整个基因组进行筛选。

这些限制也就意味着基因组规模上的突变: 技术含量底, 工作

量过大。

比起化学突变, 插入突变被更加常见地使用到大规模植

物功能基因组中,例如, 已知序列的可移动 DNA标签可以被利

用去对插入突变体库的所有敲除突变体的旁测序列进行系统

地测序,这是基因组水平上大规模鉴定随机插入突变体的要

求。现在大量的T DNA和转座子随机插入突变品系被建成

了数据库[7] ,例如: 拥有 52964 个插入突变品系的拟南芥插入

突变文库( SAIL)就包含了大量的 T- DNA旁测序列; Salk 研究

所的基因组分析实验室( SIGNAL)已经拥有了 88122 个插入突

变品系,大约占可预测的拟南芥基因中的 74% [ 8]。大规模的T

- DNA和转座子插入突变品系的收集因为是建立在随机性的

基础上,这样对某个特异基因的突变体的获得就需要花较长

的时间,较强的工作量。混杂在突变品系分析中的复合转座

子或多个T- DNA的随机插入使得对插入突变转基因的分析

更加复杂。例如: 在 SIGNAL收集的突变品系中, 每一个突变

品系平均有大约 1. 5 个随机 T- DNA 插入[ 8] ; 在 SAIL 收集的

突变品系中,每一个突变品系平均有大约 1. 5- 2 个 T- DNA

插入[9]。也就是说,在分离 M2群体中利用插入突变系对隐性

突变体进行大规模分析会使问题更加复杂。

突变的随机性在实验中所造成的不便已经被目前的一个

实验所证明:通过使用T- DNA 和转座子随机插入突变体来鉴

定RAR3- MYB 基因家族成员[10]。在拟南芥中 MYB 转录因子

的R2R3亚家族有 125 名成员[ 11]。通过利用 T- DNA 或转座

子随机插入突变的方式对那些基因中的 73个成员进行筛选,

结果在 36 个不同的目的基因里鉴定出了 47 个插入片段[11]。

这就使得筛选的工作量非常的巨大 在MYB 基因的亚群中

因为随机插入的原因有超过 50000 个突变系要被进行筛选。

因此,尽管随机插入突变在显示突变体表型上展现了高效性,

但是在植物高通量的反向遗传学分析应用上却受到很大的限

制。

甚至敲除掉某个基因并不一定就能获知该基因的功能,

其原因是: 许多基因在功能上是冗余的,敲除掉一个在功能

上冗余的基因, 并不能造成容易识别的表型,因为基因家族的

其它成员可以提供同样的功能; 拟南芥有 1000- 2000 个必

需基因,它们在细胞生长和分裂中发挥作用。敲除这些基因

会造成配子体或早期胚的致死性, 因而无法获得必需基因的

纯合突变体,也就谈不上对必需基因的纯合突变体的表型进

行评估
[ 12]
。

4 RNAi在植物功能基因组上的应用

相对于随机插入突变的广泛应用, RNAi对基因表达进行

干扰的技术在植物功能基因组上才刚刚开始起步。如同上面

所讨论的那样 , dsRNA引发了对同源性 mRNA的降解,阻止了

其基因的表达。内含子剪接的发夹结构(靶基因的有义链和

反义链被一个内含子隔离开)可以有效地合成 dsRNA,这种方

式被认为在诱导 RNAi上有显著的效果[13]。dsRNA 有许多种

方式导入到植物中去: 可以利用含有 dsRNA 或者是利用含有

内含子的发夹 RNA( ihpRNA)表达载体的基因枪法; 把农杆菌

渗透入植物组织 , 农杆菌中携带了表达 ihpRNA 载体的 T-

DNA。不同的 RNAi技术有它们各自的优点和缺点, 这要根据

它们对受体产生效果所持续的时间和适用于不同范围的植物

来就行评估:基因枪法能应用于任何一种植物, 但是仅仅维持

瞬间的效果,虽然可以关闭目的基因的表达, 产生突变表型,

但这种表型变化却不能遗传。在使用这种 RNAi技术时, 由于

细胞分裂造成 dsRNA的稀释(子代细胞中观察到,但随之减弱

直至消失) , 使得这种方法在研究成体的基因功能时有一定的

局限性。相对而言,利用 ihpRNA 表达载体进行转化就提供了

一种稳定的、可遗传的基因沉默,但是它在植物中的转染效率

还有待提高。以 ihpRNA 为载体转化受体目前已经被广泛地

应用在不同植物中的大量靶基因上, 这也就阐明了 RNAi机制

可能是存在于所有植物种中的一种保守机制[ 14]。

在基因组的功能分析上, RNAi技术比起随机插入突变策

略有更多的优势, 特别是对所选择的目的基因进行特异性的

功能分析。RNAi是一种依赖性的同源过程: 特异地选择靶基

因上的一个单一序列进行降解就能确保这个基因家族中的一

个单一的成员发生沉默, 或者可以利用同一基因家族的多个

基因具有一段同源性很高的保守序列这一特性, 设计针对这

一区段序列的 dsRNA分子, 导入这种 dsRNA 即可产生多个基

因同时被沉默的表型。当然如果选择第二种方式, 随机性也

就没有被限制了。RNAi也能被使用去分析一些特定基因的功

82 现代生物医学进展 Progress in Modern Biomedicine 2006 Vol. 6 No. 2



能。在使用相同 ihpRNA结构基础上, 不同的转基因品系通过

选择可以进行不同程度的基因沉默。也就是说, 含有诱导型

启动子的 ihpRNA 表达能够控制基因沉默的程度和时间[15]。

这种技术解决了以往难以解决的诸多问题。首先使转基因可

以遗传给后代,有利于突变的分析; 其次 dsRNA 可以被诱导产

生, RNAi能够在发育特定阶段出现, 从而使某个特定基因可以

仅仅在可选择的生长阶段或者是在可选择的植物组织中进行

沉默,也可以研究某个特定基因在不同器官中的功能。所以,

RNAi在对具有不同功能的基因的鉴定上体现了自身的灵活

性,这是更受科学家偏爱的[ 16]。

5 RNAi在植物功能基因组中遇到的挑战

目前,在对不同植物的高通量功能基因组分析中, RNAi也

是有一定的局限性的。首先,不像插入突变那样随机的插入,

靶基因序列必须要提前获得。当然, 一旦基因序列的信息是

已知的,所谓的高通量途径就可以迅速地利用。目前对拟南

芥功能基因组的测序就是一个强有力的证据。随着已知基因

的数目和 EST 测序项目的增加, 要获得靶基因序列的信息已

不再是件难事。第二,对于不同的受体, 合成 dsRNA的高通量

途径也有所不同, 例如: 转化是 ihpRNA 转基因稳定的表达所

必须的程序,拟南芥是唯一的能用简易的高通量途径进行转

化的植物[17]。就 VIGS 而言,选择不同的受体就要用不同的病

毒载体进行转化。所以在将来, 植物转化技术的改进和 VIGS

载体的完善是必不可少的。

检测微细的或有条件的突变表型所遇到的困难已经在大

规模的线虫反向遗传学筛选中报道[ 18]。就像在许多实验中所

展现的那样,突变体表型被检测的效率主要取决于突变体被

检测时所处的条件。因此, 无表型的突变体就不能说一定是

冗余的或者是无功能的基因。不同的条件下在对植物进行筛

选的过程中就发现了这个问题, 包括在拟南芥正常的生长发

育过程中和拟南芥一系列生长阶段的生长发育过程中[ 18]、不

同环境下的生长发育过程中对特定的突变体进行检测[19]。

ihpRNA 中所包含的一些标记基因能体现基因沉默的强度, 这

为我们展示了一个用 RNAi技术筛选细微表型的新方法。靠

得到一个可见的表现型标记, 这样一个系统就能被用来鉴定

那些原来不能产生明显表现型的强沉默品系。当然这能在可

变的环境条件下检测出更多的细节。

6 结语

由于大量的基因信息已经获得, 在植物中特别是在拟南

芥中,以 RNAi为基础的功能基因组分析正在变成一种现实。

当然大规模的随机筛选对检测未分类的或者是未鉴定的基因

也还是非常必须的。对于目前的植物功能基因组分析, RNA i

不仅仅是解决它的重要工具, 而且还会为植物功能基因组的

发展带来更加广阔的前景。
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