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摘 要: RNA干扰是真核生物中相对保守的一种基因转录后表达调控机制，它通过双链 RNA 介导细胞内 mRNA 发生
特异性降解或翻译抑制，从而调控靶基因的表达。对丝状真菌中 RNA 压制和减数分裂沉默等现象的研究表明，与动、植物一
样，丝状真菌中也存在 RNA干扰现象。通过对 RNA压制缺失突变株和减数分裂沉默缺失突变株的一系列分子生物学研究，
获得了与之密切相关的一系列蛋白，而这些蛋白在结构和功能上与动、植物 RNA 干扰途径的蛋白高度相似，这些结果证明了
丝状真菌中的 RNA存在干扰现象。RNA干扰技术作为丝状真菌分子生物学研究或遗传改造的工具具有特殊的意义，因为丝
状真菌具有多核和发生非同源重组频率高的特点，难以用基因敲除手段进行改造。系统地介绍丝状真菌中的 RNA 干扰途径
以及使用 RNA干扰对真菌进行遗传改造的方法。
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Abstract: RNA interference is a relative conversed mechanism for post-transcriptional regulation of gene expression in eu-
karyotes． It regulates the expression of target genes through specific degradation or post-transcriptional gene silencing mediated by doub-
le stranded RNA． Besides animal or plant cells，RNA interference also has been found in filamentous fungi． Several proteins depend on
quelling or meiotic silencing have been found through comprehensively molecular study on the quelling deficient and meiotic silencing
deficient mutants of filamentous fungi，and these proteins are highly similar to the RNA interference pathway protein． These researches
demonstrate that RNA interference works in filamentous fungi． It has special significance to employ RNA interference as a tool for mo-
lecular biology research and genetic manipulation of filamentous fungi，for these microbes generally consist of multinuclear hyphae，and
in which the frequency of non-homologous recombination is much higher than homologous recombination． This review summarized the re-
cent advances in RNA interference research and its application technology in filamentous fungi．
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RNA干扰 ( RNA interference，RNAi ) 是真核生
物中相对保守的基因沉默机制。它通过内源或外源
双链 RNA( dsRNA) 介导细胞内 mRNA 发生特异性
降解或翻译的抑制，从而导致靶基因的表达沉默，并

产生相应的功能表型缺失
［1］。RNAi 途径可分为 3

个步骤
［2］: ( 1 ) 外源导入或者细胞内表达的长链

dsRNA( 正义链和反义链转录产物之间碱基互补或
自身形成茎环结构) 被核糖核酸酶Ⅲ( RNaseⅢ) ，即
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Dicer，加工成为小分子双链 RNA; ( 2 ) 小分子双链
RNA解链，其中一条整合到 RNA 诱导的沉默复合
体( RISC) 中; ( 3 ) RISC 搜索潜在的靶 RNA，整合
到 RISC 的单链 RNA ( ssRNA) ，即引导链 ( guiding
strand) ，介导 RISC 中内切核酸酶 ( Argonaute 蛋
白) 切割与引导链同源的 mRNA。丝状真菌中也
存在 RNAi途径，随着研究工作的深入开展，RNAi
技术已成为对丝状真菌进行遗传改造的一种新的

手段。由于 RNAi 具有序列特异性而非位点相关
性的特点，相对于基因敲除而言，它在多核、易发
生非同源重组的丝状真菌中应用具有特殊的

优势
［3，4］。

1 丝状真菌中与 RNAi 相关的基因沉默
现象

1. 1 RNA压制( quelling)
Romano和 Machino［5］将粗糙脉孢菌( Neurospo-

ra crassa) 内源基因 al-1 的同源片段转入该微生物
后，发现 al-1 基因的表达受到抑制，他们将这种现
象称为 RNA压制( quelling) 。随后，研究者获得了
一系列 quelling 功能缺失 ( quelling-deficient，qde )
的 N． crassa 突变菌株，对这些突变株的研究证明
了 quelling 途径与小干扰 RNA ( small interfering
RNA，siRNA) 相关。其中，qde-1 突变株不能合成
正常的依赖 RNA 的 RNA 聚合酶 ( RNA-dependent
RNA polymerase，RdRP) ，而 RdRP为其他真核生物
的 RNAi所必需［6］，表明 RdRP 和某种 RNA 分子
参与了 quelling 途径［7］。此外，qde-2 基因编码一
个含有 piwi-PAZ 结构域 ( PPD 或 Argonaute) 的蛋
白
［8］，该蛋白是真核生物 RNA 沉默途径中一个必
要的保守组分。以上关于 Neurospora中 quelling 途
径的研究结果为阐明丝状真菌的 RNA沉默机制奠
定了基础。
1. 2 非配对 DNA诱导的减数分裂沉默现象
非配对 DNA 诱导的减数分裂沉默 ( meiotic si-

lencing by unpaired DNA，MSUD) 是在 N． crassa 中发
现的另外一种的 RNA 干扰现象［9］。N． crassa 在营
养生长期为单倍体，当两种不同交配型 ( mating
type) 的单倍体细胞核融合形成合子时，会形成不稳
定的二倍体。二倍体合子经过减数分裂后( 其间有
同源染色体配对) 再进行有丝分裂，形成含有 8 个

单倍体子囊孢子的子囊。当子囊孢子成熟基因
( asm-1 ) 与等位基因配对时，其功能可正常发挥，
子囊孢子成熟。当 asm-1 基因为不配对状态时，其
表达被沉默，影响子囊孢子成熟。若细胞中存在
非配对的 asm-1 基因，除该基因自身的表达被沉默
外，基因组中该基因其他拷贝( 甚至是已配对的等

位基因) 的表达也被沉默，表明可能存在可移动的

反式作用分子参与 MSUD 途径［9］。MSUD 可通过
绿色荧光蛋白等报告基因观察，将 GFP 与组蛋白
H1 形成融合蛋白 ( H1-GFP) ，若两个亲本均含相
同的 H1-GFP，则杂合体在任何阶段都表达 GFP。
若将 H1-GFP 亲本与野生型亲本 ( 不含 H1-GFP)
杂交，则所形成的二倍体在减数分裂期不能表

达 GFP［10］。
通过紫外线诱变后筛选 MSUD 缺陷突变株，

以及通过对 RNAi 相关蛋白的序列保守性分析和
缺失突变菌株的功能鉴定，在 N． crassa 中获得了
与 MSUD相关的蛋白，如 SAD-1、SAD-2、SMS-2 和
DCL-1 等［11 － 13］。在这些蛋白的突变株中 MSUD现
象缺失，而无一例外，这些蛋白的结构都与高等真

核生物 RNAi 途径的某种功能蛋白的序列相似。
SAD-1 的序列与其他生物的 RdRPs 的序列具有相
似性，SMS-2 与 Argonaute 蛋白具有结构相似性，
DCL-1 与 Dicer的结构相似，SAD-2 为 SAD-1 的辅
助蛋白，它引导 SAD-1 定位到核周区域 ( perinu-
clear region) ［11 － 13］。根据这些蛋白的功能，可归
纳出 MSUD 的可能作用机制 : 非配对 DNA 中的
基因由目前尚不清楚的机制被转录为异常的

RNA( aRNA ) ，在 SAD-1 的作用下 aRNA 转变为
双链 RNA ( dsRNA ) ，在 DCL-1 的作用下，dsRNA
被切割成小 RNA，小 RNA 结合在由 SMS-2 形成
的 RISC 复合体上，引起特异基因 mRNA 的表达
沉默( 图 1 ) 。
1. 3 真菌中的小 RNA
小 RNA( miRNA) 是由含发夹结构的单链 RNA

前体经 Dicer剪切而产生的短的双链 RNA 分子，在
动物、植物和藻类中广泛存在［14 － 17］。以往通常认为
真菌中不存在 miRNA，但最近研究者通过生物信息
学手段辅助 QPCR 检测、以及对 QDE-2 相关的小
RNA分析，在 N． crassa中找到了一系列 miRNA［18］。
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通过功能分析和结构鉴定，表明真菌中的 miRNA具
有与高等生物 miRNA相似的特征，如由具有茎环结
构的 RNA 前体加工而成、能使内源的靶基因沉默
等。除 N． crassa 外，在其他丝状真菌中尚未发现
miRNA的报道。在真菌中是否普遍存在 miRNA，其
具体的生理功能如何等，这些问题尚有待于深入

研究。

在减数分裂过程中，非配对 DNA 片段 ( unpaired DNA)

经一种未知机制转录为非正常 RNA ( aRNA) ，在 SAD-1

的作用下 aRNA为模板合成 dsRNA，后者经 DCL-1 切割

成 siRNA后结合到 RISC上

图 1 N． crassa中MSUD的可能模型

2 丝状真菌中 RNA干扰的生物学功能
小分子非编码 RNA 在真核细胞中参与多种生

理功能，如调控内源基因的表达，抵抗病毒，使转座

子失活，形成异染色质及维持生殖细胞基因组稳定

性等。
高等真核生物的 RNAi 途径参与了转座子沉

默过程，而真菌的 RNA 沉默途径也具有同样的作
用。最近的研究发现，构巢曲霉和栗疫病真菌
( Cryphonectria parasitica) 的 RNAi途径与抗病毒防
御机制有关

［19，20］。病毒感染 N． crassa 和 C． para-
sitica 后，这两种真菌中 RNAi 途径相关蛋白基因
的表达量增加

［21］。因此，RNAi 途径可能是真核
生物抵抗病毒和转座子感染的一种天然防御机

制，该机制可能起源于真核生物进化过程的古老

时期。
高等真核生物的 miRNA途径参与代谢、细胞凋

亡、细胞分化、发育和感染应激反应等多种生理功
能。有研究表明真菌中也存在类似的 miRNA调节机
制，如在 N． crassa 中发现了与 miRNA相似的小 RNA
( miRNA) ［18］，某些真菌的 Dicer缺失突变株在发育上
有明显的缺陷。稻瘟病菌( Magnaporthe oryzae) 中编
码 Dicer 的基因被破坏后，其菌丝体在营养生长期
出现异常的形态

［22］; 而 N． crassa 的 dcl-1 纯合突变
株缺失繁殖能力

［23］。尽管真菌发育过程的分子机
制尚不清楚，但以上的结果说明除了抵抗病毒和转

座子感染外，真菌的 Dicer 蛋白可能还具有其他的
生物学功能。

3 丝状真菌的 RNA干扰方案

3. 1 转化方法
尽管通过外源导入的双链 RNA 可以实现对目

的基因表达的沉默
［24］，但这种表型只是瞬时的，不

能稳定遗传。理想的方法是将能使真菌自主合成
双链 RNA 的表达盒转入真菌中。为提高转化效
率，在对真菌遗传改造之前有必要设计合适的转

化方法。
首次成功转化酿酒酵母是采用原生质体介导的

转化方法 ( protoplast-mediated transformation，PMT) ，
随后，该方法被应用于一些丝状真菌的转化［25］。但
与酿酒酵母相比，PMT 对于丝状真菌的转化效率较
低。为了提高丝状真菌的转化效率，其他的转化方
法被逐步应用到丝状真菌的转化中，如电穿孔、基因
枪和根癌农杆菌介导的转化 ( Agrobacterium tumefa-
ciens-mediated transformation，AMT) ［25，26］。这些方法
对于难以制备原生质体或原生质体再生效率低的

真菌菌株较为有效。表 1 总结了这四种转化方法
的主要特征

［27］。有研究表明，有些真菌在利用
PMT、电穿孔和基因枪进行转化时，转化效率非常
低，而采用 AMT 则获得较高的转化效率。另一方
面，采用 AMT 转化黑曲霉的效率很低，甚至无法
获得转化子

［26］。因此，对于不同的真菌菌种，需要
探索最合适、效率较高的转化方法，并对转化条件
进行优化。
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表 1 四种常用的丝状真菌转化方法

方法 原理 优点 缺点

PMT
利用溶壁酶制备原生质体;加入 PEG 使

原生质体摄入 DNA
可利用多种受体细胞( 萌发或成熟的孢

子、菌丝组织)
溶壁酶批次影响转化效率;需要原生

质体再生

AMT
通过根癌农杆菌的侵染机制使目的

DNA整合到真菌基因组

可利用多种受体细胞( 萌发或成熟的孢

子、菌丝体) ;同源重组频率高

共培养条件影响转化效率;比其它方

法更耗费时间

电穿孔
局部电脉冲使细胞膜发生短暂的可逆通

透性，从而转入目的 DNA
可利用多种受体细胞( 萌发或成熟的孢

子) ;简单廉价
需要制备原生质体

基因枪
目的 DNA 包裹的金属颗粒 ( 钨、金) 被

加速后进入细胞
细胞不需要前处理 需要特殊的仪器

PMT表示原生质体介导的转化; AMT表示农杆菌介导的转化

3. 2 转化的筛选标记
目前已有多种抗生素抗性基因用于真菌的筛

选，其中潮霉素 B 抗性基因( hph) 在很多真菌筛选
过程效果较好，因而被广泛应用于丝状真菌的筛选

系统。其他用于真菌的抗生素筛选标记包括腐草霉
素( phleomycin ) 、磺酰脲素 ( sulfonylurea ) 、毕拉草
( bialophos) 、萎锈灵 ( carboxin) 、杀稻瘟素 ( blastici-
din S) 和苯菌灵( benomyl) 等［25，28，29］。
除了抗生素抗性基因外，营养缺陷型标记也可

用于真菌转化的筛选，如 pyrG( 酿酒酵母 ura3 的同
源基因，编码乳清酸苷-5'-脱羧酶) 。pyrG 的缺陷型
菌株在不含尿嘧啶的培养基中不能生长，但原养型

的可以。另外，pyrG 的营养缺陷型菌株对 5-氟-乳
清酸( 5FOA) 不敏感，而 pyrG 原养型原生质体可被
5FOA杀死。利用以上原理，已成功实现多个基因
连续转化酵母的例子

［30］，而且该筛选系统也已被成

功应用于丝状真菌的遗传改造
［31］。使用营养缺陷

型标记筛选的缺点是转化受体必需为缺陷型突

变株。
3. 3 双链 RNA的生成策略
将内源性目的基因片段的反义链转入 Neuros-

pora 后，产生沉默转化子的效率通常较低［5］，而利
用双链 RNA 表达载体能有效地诱导 RNA 沉默现
象。使真菌自主产生双链 RNA 的策略之一是转入
发夹结构 RNA( hairpin RNA，hpRNA) 表达载体。当
载体同时含有目的基因片段及其反向重复序列( in-
verted repeat) ，且反向重复序列之间有一段间隔序
列( spacer) 时，就形成发夹结构 RNA( hpRNA) 。在

植物中的研究发现，hpRNA 的双链茎部分可以是目
的基因的 5'非翻译区( 5'UTR) 、编码区或 3'非翻译
区( 3'UTR) ，大小为 400 － 800 nt( 核苷酸) ，最小可
至 98 nt。当 spacer 序列含有内含子时 ( ihpRNA) ，
目的基因的沉默效率( 沉默转化子占全部转化子的

比例) 大幅度提高( 66% － 100% ) ，平均沉默效率为
90% ;而无内含子 spacer序列的 hpRNA的沉默效率
为 48% － 69%［32，33］。ihpRNA 高效诱导 RNA 沉默
的原因可能是剪接小体复合体在加工内含子过程中

促进 hpRNA形成双链结构，或者内含子的剪接促进
dsRNA从细胞核转运到细胞质，从而与 Dicer 相互
作用
［33］。Liu等［34］首先利用 hpRNA 表达载体诱导
担子菌类病原真菌 Cryptococcus neoformans 的 RNA
沉默现象。最近几年，以绿色荧光蛋白基因和红色
荧光蛋白基因为报告基因，在植物病原真菌 M．
oryzae、Venturia inaequalis、Colletotrichum lagenarium
及模式丝状真菌 N． crassa中建立了 RNA干扰方法，
并利用 RNAi 研究这些真菌某些重要基因的功
能
［28，35 － 37］。为了方便利用 PCR 克隆方法构建 ih-

pRNA表达载体，Nakayashiki 等［37］设计了用于子囊
真菌的通用 ihp 表达载体 pSilent-1。目前，hpRNA
或 ihpRNA表达载体已成为高效诱导真菌 RNA 沉
默的技术平台，利用此平台研究者能够方便、有效地
探索真菌的基因功能。
使真菌自主产生双链 RNA 的第二种策略是利

用双向启动子系统，使目的基因片段位于两个方向

相反的启动子之间，目的基因片段发生转录后，其正

义链和反义链 RNA在细胞中形成 dsRNA( 图 2) ［3］。
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这类载体的构建只需要一步非定向克隆，可以快速

地与目的基因片段的 PCR产物连接。据报道，这类
RNAi载体在荚膜组织胞浆菌 ( Histoplasma capsula-
tum) 中诱导 eGFP 的表达沉默程度较低( 平均抑制
程度为 35% ) ［38］。利用以上策略，Nguyen 等［39］构
建了含有 trpC 和 gpd 启动子的载体 pSilent-Dual1
( pSD1) 。pSD1 转入 M． oryzae 后，诱导目的基因的
沉默程度比 ihpRNA表达载体诱导的沉默程度低。

在双向启动子系统中，通过与绿色荧光蛋白( GFP) 基因

的共沉默，筛选靶基因沉默转化子，靶基因片段的 PCR

产物与 GFP基因干扰序列共同插入到沉默载体中，转入

表达 GFP的真菌细胞后，在双向启动子作用下，转录的嵌

合型 RNA( chimeric RNA) 形成 dsRNA。利用与 GFP基因

共沉默关系，在荧光显微镜下筛选靶基因沉默转化子

图 2 高通量 RNAi的双向启动子系统

4 RNAi技术的优势与局限性
4. 1 RNAi对基因表达的不完全抑制
与基因敲除技术相比，RNAi在丝状真菌的基因

功能研究中具有一定优势，同时也存在一定局限性。
首先，基因敲除可以使目的基因的表达被 100%抑
制，而 RNAi 只产生部分抑制。然而，从另一角度
看，这也是 RNAi的优势。例如，某些看家基因难以
用基因敲除研究，利用 RNAi 使这些基因部分沉默，
研究相关表型的变化从而推断这些基因的功能。此
外，结合诱导型启动子，利用 RNAi 可以在细胞发育
的特定时期抑制基因的表达

［3］。
4. 2 RNAi作用的序列特异性

RNAi与基因敲除的第二个区别在于作用的方
式不同。基因敲除是位点特异性的，即只有当转入
的片段和目的基因具有同源性，而且与之发生同源

重组才有可能使目的基因敲除; 而 RNAi 是序列特
异性的，只要在细胞质内具有和目的基因同源的

dsRNA序列，就可以在 Dicer、RISC 等的作用下是目
的基因的表达下调。由于基因家族成员的序列有高
度相似性，利用 RNAi的序列特异性特点，只需构建
一个载体就能够同时沉默这些家族成员，从而有效

地分析基因家族的功能
［40］。与构建多基因敲除突

变菌株相比，RNAi 可以减轻突变菌株的筛选工作
量。即使是非同源基因，将这些基因的部分序列用
同一个 RNAi载体融合表达，就可以使这些基因发
生共沉默。
另外，丝状真菌中存在多核 ( 同一细胞或原生

质体中存在多个核) 或异核现象( 同一细胞中存在

多个基因型不同的细胞核) 现象，利用基因敲除技

术难以使核中所有的目的基因被敲除，效率较低。
而 RNAi是序列特异性的，只要在细胞质内具有和
目的基因同源的 dsRNA序列，就可以抑制目的基因
的表达。因此，通过 RNAi 途径可以作用于多核或
异核菌丝中的 mRNA。据报道，基因沉默现象可以
在异核的 N． crassa菌株的细胞核之间转移［41］。
在基因敲除过程中，转入的 DNA片段在真菌中

发生的重组有很多是非同源重组，从而使基因敲除

较难实现。在 A． nidulans和 N． crassa的野生型菌株
中，同源重组频率约为 0. 1% － 5%［42，43］。而序列特
异性的 RNAi可以解决真菌中同源重组频率低的问
题，研究表明，ihpRNA 表达载体介导的基因沉默效
率为 66% －100%［33］。
然而，RNAi作用的序列特异性特点可能会产生

较严重的问题，即脱靶效应( off-target effects) ，导致
非目的基因的表达发生变化。脱靶效应会引起假阴
性和假阳性结果，是目前 RNAi 研究所面临的主要
问题
［44］。通过微阵列分析，人类细胞的脱靶效应可
能是通过 siRNA 或 miRNA 途径抑制或激活非目的
基因的表达

［45］。在哺乳动物 RNAi 体系中，长链
dsRNA经 Dicer切割后产生一系列序列不同的 siR-
NA，使引起脱靶效应的某一类 siRNA的浓度相对较
低。因此在 RNAi 研究中，长链 dsRNA 比合成的
siRNA更能降低脱靶效应发生的机率。

5 结语
RNAi途径已在越来越多的丝状真菌中得到证
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实。与基因敲除相比，RNAi 存在干扰效率稍低、有
脱靶效应等缺陷。然而，它在丝状真菌中的应用也
具有特殊的优势，如不受丝状真菌的多核现象、异核
现象和非同源重组频率高的干扰，特别是当需要使

多个基因的表达同时下调时，使用 RNA干扰比基因
敲除更加方便。针对丝状真菌 RNAi 的技术和工具
的积累已经比较丰富，如 pSilent-1［37］等。随着更多
先进方法的引入，应用 RNAi 不仅会促进后基因组
时代真菌基因功能的研究，而且可通过 RNAi 改良
工业丝状真菌的遗传性状，提高工业菌种的性能及

相应生化产品的生成效率。
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