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摇 摇 摘要:摇 RNAi(RNA interference)技术是一项基因沉默技术,能够阻断特定基因的表达,从而为探索未知基因的

功能提供了一个很好的反向遗传学研究平台。 番茄作为一种重要的蔬菜作物和模式作物, RNAi 技术在其遗传改

良进程中已得到了广泛应用。 本文对 RNAi 技术在番茄基因功能、品质性状的遗传改良、抗病研究中的应用进展及

其应用前景进行了综述。
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摇 摇 Abstract:摇 RNA interference is a gene鄄silencing technology, which can suppress the expression of corresponding
gene. It has been a reverse genetic platform for the gene function research. The RNAi technology is widely used in tomato,
an important vegetable crop and a model plant in molecular biology field. This review summarized the application of RNAi
in tomato gene function research, quality improvement, resistance to diseases, and analyzed its application prospects in to鄄
mato research.

Key words:摇 RNA interference; gene silencing; tomato; genetic improvement

摇 摇 RNAi(RNA interference)是在 20 世纪 90 年代

被发现的一种由双链 RNA(Double strained RNA,
dsRNA)诱发的基因沉默现象,其机制是通过阻碍特

定基因的翻译或转录来抑制基因表达,在进化过程

中是高度保守的[1]。 RNAi 具有 4 个重要特征:高特

异性、抑制基因表达的高效性、RNAi 的可扩散性和

可遗传性以及沉默信号的高稳定性[2鄄4]。 因此,RNA
干扰现象自从被发现以后,迅速成为当今生物学研

究的一大热点。 利用 RNAi 技术,能够扩大可操作

基因的范围和突变的种类,对目的基因的表达具有

可控性,为 RNAi 在植物功能基因组学研究以及植

物性状改良方面提供了一个强有力的手段[5]。 而

番茄是世界范围内的重要经济作物,同时在植物生

物学研究领域也占有重要地位,因此 RNAi 技术在

番茄应用中的研究比其他蔬菜作物更广泛、更深入,
并率先在品质及抗病性改良方面取得了成功。 为

此,本研究对 RNAi 在番茄基因功能、品质改良、抗
病研究中的应用进行了综述。
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1摇 RNAi 在番茄基因功能分析方面的应用

摇 摇 随着后基因组时代的到来,植物功能基因组学已

成为生物学研究的热点。 高通量测序技术的成熟使

得植物核酸序列信息与日剧增,针对目的基因构建

siRNA,利用 RNAi 技术关闭该基因的表达,根据表型

的改变可以分析基因的功能,因此 RNAi 为大规模功

能基因组学的研究提供了切实可行的方法,在番茄发

育相关基因功能研究中也得到了广泛的应用。
1. 1摇 番茄营养器官发育

张建苓[6]构建了 SlDEAH1 基因的沉默表达载

体,发现转基因番茄叶片长度明显短于野生型番茄

叶片,叶片大小也明显小于野生型番茄叶片,表明该

基因在番茄叶片发育过程中发挥重要作用。 Xiao
等[7]利用 RNA 干涉技术分别调控了 GA 20鄄氧化酶

的 3 个家族成员的表达,结果发现, GA20ox1 和

GA20ox2 RNAi 转基因植株表现半矮化,叶片变小增

厚,叶色加深,而 GA20ox3 RNAi 转基因植株侧根数

量减少,长度增加,3 个 GA20ox 的 RNAi 转基因植株

均能正常开花结果,形成正常的种子,说明抑制

GA20oxd 表达对植物营养器官的生长发育产生影

响,而对生殖器官的发育影响不大。
1. 2摇 番茄生殖器官发育

王翔等[8]利用 RNAi 技术显著降低了转基因植

株中 TAG1 的转录水平,发现该基因不仅严重影响

番茄雄蕊和雌蕊的形态,还影响果实的育性。 Vre鄄
balov 等[9]利用 RNAi 技术,证明了番茄 TAGL1 基因

能够调控番茄肉质果实膨大及成熟。 Dong 等[10] 以

MADS鄄box 转录因子 SlMADS1 为靶基因构建了

RNAi 载体,转基因植株的番茄果实成熟时间缩短,
乙烯产量相比对照植株的果实也增长了 2 ~ 4 倍,由
此证明 SlMADS1 作为负调控因子参与番茄果实成

熟。 De 等[11]针对生长素响应因子 ARF7 构建 RNAi
载体抑制其表达,转基因植株获得了无籽果实,为生

长素调控植物的单性结实提供了直接证据。
近年来番茄基因组测序的完成,人们获得了众

多的候选基因,RNAi 为注释和认识这些基因作用提

供了一种快速、高效的鉴定方法,今后越来越多的基

因功能将得以确定。

2摇 RNAi 在番茄品质遗传改良方面的应用

摇 摇 番茄因其丰富的营养、独特的风味和多样的食用

方式而深受人们喜爱。 随着人民生活水平和生活质

量的提高,番茄品质受到越来越多的关注。 RNAi 技
术对目的基因的操作具有可控性,不仅可以缩短育种

周期,而且可以特定的改变农产品的某些品质。 因

此,利用 RNAi 技术提升番茄品质已成为番茄品质育

种的主要研究方向之一,主要用于提高番茄红素和维

生素 C 含量及提高番茄耐贮性等方面的研究。
2. 1摇 RNAi 与番茄红素积累

番茄红素的抗氧化性能是天然类胡萝卜素中最强

的,而且在保护人类健康方面起着非常重要的作

用[12鄄14]。 随着番茄红素生物合成途径的阐明以及

RNAi 技术的不断发展,在提高番茄果实中番茄红素含

量方面的研究不仅仅局限于促进番茄红素生物合成酶

(PSY、PDS、ZDS)的超量表达,应用 RNAi 技术可介导

抑制植物基因的表达,从而达到调控基因的目的。
研究结果表明,番茄果实中的光敏色素对果实

成熟过程中番茄红素积累具有调节作用[15]。 Liu
等[16]利用 RNAi 技术,对光信号传导基因 LeHY5 和

LeCOP1LIKE 进行调控,可以大幅度改变番茄果实的

色素积累和营养品质。 Davuluri 等[17] 利用 RNAi 技
术,结合使用果实特异性启动子,选择性抑制了果实

中的 DET1 基因的活性,得到的转基因番茄果实中

番茄红素的含量提高了 4 倍,且对产量及品质未产

生不良影响。 万群等[18] 通过 RNAi 抑制编码番茄

红素转化酶基因 Lcy 的表达,并结合果实特异性启

动子 Pds,得到的转基因番茄果实中番茄红素的平

均含量是对照的 2. 1 倍,最高可增长 3. 2 倍。 马超

等[19]通过 RNAi 阻断番茄红素 茁 环化酶基因 Lyc鄄茁
来达到调控番茄红素大量积累的结果,转基因植株

中番茄红素的含量最高可达 13. 84 滋g / g,FW,是对

照的 4. 26 倍。 最近,Sun 等[20]利用 RNAi 技术将编

码 9鄄顺式鄄环氧类胡萝卜素加双氧酶蛋白质基因

SlNCED1 进行了沉默,转基因植株果实的番茄红素

和 茁鄄胡罗卜素均得到了显著增加。
2. 2摇 RNAi 与番茄耐贮性改良

番茄是呼吸跃变型的果实,不耐贮藏和运输,果
实成熟后极易变质腐烂。 利用 RNAi 技术提高果实

耐贮性时,主要是通过两种途径延长番茄的存贮期。
第 1 种途径是通过抑制乙烯的产生,主要选择

与乙烯合成有关的 SAM(S鄄adenosine ammonium sul鄄
fate acid)水解酶基因、ACC(1鄄aminocyclopropane鄄1鄄
carboxylic acid)合成酶基因、ACC 氧化酶基因、ACC
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脱氢氨酶基因,从而达到果实耐贮的目的。 Xiong
等[21]根据 ACC 氧化酶基因的序列构建 RNAi 载体,
农杆菌介导法进行遗传转化,结果发现 13%的植株

没有表现出 RNA 干扰效果,18% 的植株表现出

50%的 RNA 干扰效果,果实从破色期到成熟期需要

30 d,69% 的转化植株表现出 100% 的 RNA 干扰效

果,果实从破色期到成熟期需要 120 d,而对照果实

只需 5 d。 Chen 等[22]用 BP 克隆的方法构建了番茄

ACO(1鄄aminocyclopropane鄄1鄄carboxylic acid oxidase)
基因的 RNAi 载体,获得转基因植株 27 株,内源

ACO 基因的表达均得到了抑制,所有转基因植株的

乙烯生产量明显低于对照植株。 Gupta 等[23] 利用

RNAi 技术,并结合果实特异性启动子 2A11 抑制了

3 个 ACS(1鄄aminocycloppropane鄄l鄄carboxlic acid syn鄄
thase)基因(ACS6、ACS1A、ACS2)的表达,转基因植

株果实从破色期到成熟期延长至 45 d,而对照果实

收货后 8 ~ 10 d 即开始腐烂。
第 2 种途径是通过抑制细胞壁果胶的降解,主

要是选择与细胞壁水解有关基因作为靶基因使其沉

默。 甘露聚糖酶通过参与细胞壁降解在番茄成熟过

程中发挥重要作用,Wang 等[24] 利用 mRNAi 技术抑

制了 LeMan4a 基因的表达,从而抑制了甘露聚糖酶

的活性,转基因植株果实的硬度明显比对照要高。
Meli 等[25]选择了与果实成熟过程中特有的 N 糖蛋

白质修饰酶中 琢鄄Man 和 茁鄄Hex 基因,分别构建了

RNAi 载体,结果发现,含有 琢鄄Man鄄RNAi 的转基因

植株的果实硬度是对照的 2. 5 倍,含有 茁鄄Hex鄄RNAi
的转基因植株的果实硬度是对照的 2 倍,二者的货

架期均延长了大约 30 d,而且未对包括产量在内的

其他表型性状产生负面影响。
由此可见,RNAi 技术能非常有效地抑制靶基因

的表达,是改良番茄耐贮性的有效手段。
2. 3摇 RNAi 与番茄维生素 C 改良

番茄中含有丰富的抗坏血酸(即维生素 C),通过

基因工程手段调控植物抗坏血酸合成和代谢,能够增

加其产品的营养品质,并增强植物本身对逆境的抗

性。 抗坏血酸过氧化酶(APX)和抗坏血酸氧化酶

(AAO)是植物抗坏血酸的氧化代谢途径中的关键酶。
Zhang 等[26]利用 RNAi 技术减少了线粒体抗坏

血酸过氧化物酶 mitAPX 基因的表达,相比对照植

株,转基因植株中 mitAPX 活性减少了 29% ~ 45% ,
而抗坏血酸的含量增加了 1. 4 ~ 2. 2 倍,从而为提高

植物抗坏血酸含量提供了一种切实可行的的方法。

3摇 RNAi 在番茄抗病方面的应用

3. 1摇 抗病毒病

植物病毒病是重要的植物病害,应用 RNAi 技术

可以实现对病毒的有效防治。 把源自病毒的基因构

建成反向重复结构导入植物体,植物会通过 RNAi 机
制对病毒转录的mRNA 进行切割降解,从而阻止病毒

的复制扩张,进而保护植物体不受病毒危害[27]。
番茄黄化曲叶病毒病是一种在世界范围内暴发

流行的毁灭性病害,危害严重的地区可导致番茄的全

面绝产,已经成为世界许多地区番茄生产上的重要限

制因素[28鄄29]。 引起该病害的番茄黄化曲叶病毒

(TYLCV)为单链 DNA 病毒,具有 6 个开放性阅读框,
分别编码外壳蛋白质(CP)、移动蛋白质(V2)、复制相

关蛋白质(Rep)、转录激活蛋白质(TrAP)和复制加强

蛋白质(REn) [30]。 以 V1 基因为靶基因构建 siRNAs,
利用 GFP 作为报告基因,转入 micro鄄tom 番茄中干扰

了 CP 积累,经过烟粉虱接种鉴定,转基因植株 49 d
后没有表现出症状,而对照植株接种 14 d 后就表现

出症状[31]。 以 C1 基因的 3忆端的 726 个核苷酸序列

形成的发夹结构转入到感病番茄材料 Campbell鄄28
中,用来诱导转录后的基因沉默以抑制 TYLCV 的复

制,得到的转基因番茄植株对 TYLCV 表现出了较好

的抗性[32]。 将Rep 蛋白质基因的5忆端部分序列与 IR
序列相连导入番茄,转基因番茄植株在被 TYLCV 侵

染后无病症产生,而且通过 PCR 也未检测到病毒

DNA[33]。 同时,有研究选用了 TYLCV 中开放阅读框

之间的 3 个重叠片段 C1C2、C2C3、V1V2 分别构建了

RNAi 载体,获得的转基因番茄利用 TYLCV鄄Eg 侵染

性克隆过量接种 10 d,结果发现含有 C1C2 载体的转

基因植株抑制病毒的复制的效果最为理想[34]。 可见

通过 RNAi 技术可以干扰 TYLCV 的功能基因,阻止

病毒功能基因的合成,从而阻碍病毒的合成、组装和

复制,达到抗病毒的作用。
番茄花叶病毒(ToMV)是一类世界性分布的植

物病毒,侵染番茄后,会使叶片出现黄绿相间、浓淡

不均,对番茄的品质和产量影响较大。 苏建辉等[35]

利用 ToMV 的 CP、复制酶区基因片段,构建 RNAi 载
体,结果发现当野生型加工番茄出现系统侵染并严

重矮化或植株枯死时,转基因植株一直没有发病现

象,RT鄄PCR 也没有检测到 ToMV 病毒。
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马铃薯 Y 病毒(PVY)主要感染马铃薯、番茄、
辣椒等作物,感染该病毒一般减产 50% 左右。 有研

究结果表明 eIF4E 参与植物病毒互作,影响病毒在

寄主中复制和侵染过程。 张余洋等[36]通过 RNA 干

涉调控番茄 elF4E 表达,结果发现转化番茄对 PVY
表现较好的抗性,因此通过 RNAi 技术抑制 elF4E
表达可提高植物对 PVY 的抗性。
3. 2摇 抗真菌病

番茄容易受到真菌性病害的侵染。 有研究结果

表明,在病原菌与植物的互作过程中,植物体内的双

链干涉序列是可以进入到病原菌体内,尽管进入的

机制还不十分清楚[37]。 针对病原菌的致病关键基

因构建干扰载体,并转化到寄主细胞中,通过病原菌

与寄主的互作,RNAi 产物能够进入到病原菌体内,
从而抑制了致病关键基因的表达,使病原菌缺乏致

病力[38]。 目前利用该方法在番茄抗真菌病害研究

中还没有报道。
3. 3摇 抗根结线虫

在全世界范围内,根结线虫(Meloidogyne spp. )
对很多的作物造成了巨大的经济损失,严重阻碍农

业的持续发展。 利用 RNA 干涉技术在植物组织内

产生 dsRNA,线虫在取食植物细胞质的同时也摄入

了 dsRNA,从而诱导相应基因的沉默,为运用转基

因技术防治根结线虫提供了新的策略。
番茄是多种根结线虫的高感病的寄主,利用

RNAi 技术提高番茄对线虫抗性的报道也逐渐增多。
张余洋等[39]选取根结线虫寄生相关的 3 个基因作为

靶基因分别构建 RNAi 载体,通过农杆菌介导的遗传

转化得到番茄转基因植株,结果发现分别干涉 Mi鄄crt
和 16D10 的转基因植株均获得了明显的根结线虫抗

性,从而证实利用 RNAi 技术使番茄获得对线虫抗性

的方法是可行的。 Matsuraga 等[40] 将南方根结线虫

POS鄄1 基因的 dsRNA 接种到番茄根部,接着用根结线

虫侵染根部发现,根结线虫的孵化率与对照组相比明

显降低。 可见在植物表达与昆虫同源的双链 RNA,
可以触发取食体内发生 RNA 干扰,进而影响昆虫生

长甚至杀死昆虫,而且利用 RNAi 技术防治害虫具有

很高的特异性,不会对其他有益昆虫产生影响。
需要注意的是线虫的取食管对分子的大小具有

筛选的作用,如果选择的 dsRNA 片段过长,可能会超

过线虫取食管所限制的大小,而无法进入线虫体内。

4摇 展 望

RNAi 已成为研究基因功能不可或缺的工具。
但在利用 RNAi 技术研究基因功能时,最好同步构

建超表达载体进行转化,通过正向和反向遗传学方

法来观察某个基因在植物中的表型,相互验证,从而

确定其功能。 另外,解析基因的功能必须同时考虑

基因及其表达产物之间的广泛联系和相互作用网

络,仅仅依靠 RNAi 是难于胜任的,还需要与其他技

术的结合,如 RNAi 与基因芯片技术的结合,以便了

解被沉默基因与其他基因的关系。
RNAi 技术作为一种下调表达技术,广泛应用于

作物的遗传改良进程中。 利用 RNAi 技术获得的转

基因植株,既不存在有功能的基因或蛋白质,也不存

在转基因mRNA 的积累,较为符合人们对生物安全性

的要求。 因此,随着人们对 RNAi 技术研究的不断深

入,该技术可以创制更多类型的新种质,在番茄抗病

性、品质遗传改良方面将具有更为广泛的应用前景。
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