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摘  要 : 真菌病害严重威胁作物的产量和品质，给国家和人民造成巨大的经济损失。尤其是引起维管束病害

的土传真菌，化学农药的作用效果很不理想。利用抗性基因进行遗传育种是目前生物防治的重要手段之一，但

对于缺乏抗性资源的物种，面对强大的土壤真菌病害，研究者也时常束手无策。近年来，利用 RNA 干扰技术

发展而来的宿主诱导的基因沉默 (Host induced gene silencing，HIGS) 策略，在抗病虫害领域逐渐崭露头角，

但由于真菌侵染的复杂多样性及土壤传播的特性，HIGS 在土壤真菌病害中的应用充满神秘和挑战。本研究室

近期揭示了棉花黄萎病 (一种严重的土壤真菌病害) 的“罪魁祸首”——大丽轮枝菌的侵染结构和侵染过程；并

首次证明了宿主植物内源小 RNA 能够跨界进入病原菌细胞中降解致病基因表达的抗病作用；在此基础上，本

研究室利用 HIGS 在棉花上获得了对黄萎病抗性较高的品系，成功地开辟了抗土壤黄萎真菌病害的新天地，研

究结果显示出基因沉默技术在这一领域强大的应用潜力和前景。 

关键词 : 土传真菌，棉花黄萎病，大丽轮枝菌，RNA 干扰，宿主诱导基因沉默 
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Application of host induced gene silencing in crop protection 
against fungal diseases 

Yun Jin, Tao Zhang, and Huishan Guo 

State Key Laboratory of Plant Genomics, Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract:  Fungal diseases are the main threat to crop yield and quality, often leading to huge economic losses. Chemical 
fungicides are almost useless to soil-borne and vascular fungal pathogens. The most effective way is crop resistance 
breeding by using resistance genes. Yet, for plants lacking resistance resources, new approaches are urgently needed for 
crop protection. Recently, host-induced gene silencing (HIGS) is developed based on the well-known RNA interference, 
and already effective against viruses and pests. However, it is challenging to validate HIGS in soil-borne fungal pathogens 
due to uncharacterized and complicated infection processes. Recently, we have made great progresses in revealing the 
infection structure of Verticillium dahliae, a soil-borne and vascular fungal pathogen that leads to verticillium wilt disease 
to many crops, including cotton plants. Moreover, we demonstrate that cotton exports endogenous microRNAs to inhibit 
virulence gene expression in V. dahliae. The most exciting achievement is the successful application of HIGS in cotton 
plants that confer resistance to V. dahliae. All these results reveal a promising potential for applying HIGS against a wide 
range of soil-borne fungi. 

Keywords:  soil-borne fungus, cotton wilt disease, Verticillium dahliae, RNA interference, host-induced gene silencing (HIGS) 

1  作物真菌病害及防治简介 

作物真菌病害通常会造成植物组织的坏

死、腐烂或萎蔫等症状，严重威胁农作物的生

长发育。其中水稻稻瘟病、大豆锈病、小麦锈病、

玉米丝黑穗病和马铃薯晚疫病已经使得五大粮食

作物的产量在全球范围内每年减少 1.25 亿 t，成

为全球性粮食安全问题。据专家推算，假如在

极端情况下上述五大粮食作物在一年中同时出

现真菌病害大流行，则当年全球粮食减产可能

高达 9 亿 t，这将导致 42 亿人粮食短缺，出现

全球饥荒[1]。除此以外，其他一些农作物的真菌

病害，比如棉花黄萎病，亦会导致棉花大面积

减产甚至绝收，并影响棉纤维的品质，在农业

和工业等领域造成巨大的经济损失。 

传统的作物抗病技术包括施用农药和培育

抗病品种等手段。但是，农药的施用不仅造成

生态环境的破坏，而且大量使用会导致病原物

产生抗药性，更重要的是，对于一些土传真菌

病害，农药的使用效果并不佳，难以满足植物

保护的需求；另一方面，虽然常规育种在获得

抗病、农艺性状优良的新品种方面已取得了很

大成就，大大促进了作物生产，但由于育种周

期长，所以仅依靠常规育种很难适应目前作物

生产对抗病性的要求；且有些农艺性状优良的

主栽品种缺乏抗源种质。因此，探寻新的防治

手段势在必行。近年来，基因工程快速发展，

使得运用生物技术对多种病虫害进行防控变得

有效可行。利用新型基因调控技术培育具有抗

性的农作物新品种，是现代农业生产利用高科

技提高农作物产量、保护生态环境和促进农业

可持续发展的关键措施之一，也是目前世界各



金芸 等/基因沉默技术在抗真菌病害中的应用和展望 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

163

国的重点攻关方向。 

2  RNA 介导的基因沉默原理及真菌中的

RNA 沉默研究进展 

RNA 介导的基因沉默即 RNA 干扰 (RNA 

interference，RNAi)，是双链 RNA 或能形成发

夹结构的单链 RNA，被 Dicer 酶识别并切割成

小分子 RNA，进而与 Agonaute蛋白等形成沉默

复合物，以同源序列配对的形式靶向目标基因，

在转录水平或转录后水平下调基因表达。基因

沉默现象的机制和功能在动植物中都有广泛深

入的研究。但真菌中的 RNA沉默途径研究远远

落后于动植物，只在几种模式真菌中有较深入

的报道。例如，在模式丝状真菌——粗糙脉胞菌

Neurospora crassa 中首先发现了外源转基因的

沉默，被称为 quelling现象[2]，进而发现了影响

quelling 发生的一系列 qde 突变体  (Quelling 

deficient mutants) 并克隆了相关基因 [3–6]。在  

N. crassa 中还相继发现了受 DNA 损伤诱导的

qiRNA (QDE-2-interacting sRNA)[7]，以及类似

microRNA (miRNA-like) 的小 RNA (milRNA)，

且仅有的 4 个主要 milRNAs 的合成途径各不相

同，功能也未知[8]。另一种模式真菌——卷枝毛

霉菌 Mucor circinelloides，对其编码的 DCL 

(Dicer-like)、RdRP (RNA dependent RNA polymerase) 

及 AGO 等 RNA 沉默途径相关蛋白都进行了相

应的功能研究[9–14]。除此以外，其他被报道存在

RNA 沉默途径的真菌，尤其是植物致病真菌，

大多集中在小 RNA测序及数据分析的层面，未

有深入的机制报道。究其原因可能是因为真菌

中小 RNA 合成途径的多样性，以及 RNA 沉默

途径的分化[15–16]，导致真菌中的 RNA沉默途径

研究进展缓慢。 

3  基因沉默技术在非真菌病害及真菌病

害中的应用 

基因沉默技术已广泛应用于植物、动物及

微生物的功能基因组学中。随着对植物和动物

病毒的研究进展，RNAi被发现是动植物抵抗病

毒的一种先天适应性免疫抗性[17]，并被广泛地

拓展到植物抗病毒的应用中[18]。近年来，研究

者发现一些害虫能够被外源施加的靶向虫体必

需基因的 RNAi 片段所杀死，进一步为运用

RNAi技术进行植物保护提供了可能。其实，早

在 RNA 沉默被认同的 10 年前，Sanford 和

Johnson就将病原基因片段转入植物或者动物寄

主中并获得对相应病原的抗性，因此提出了

parasite/pathogen-derived resistance (PDR) 的概

念[19]。随后人们发现，转入双链的病原基因片

段能够获得更有效的抗病效果，这就是目前应

用最广泛的被称为 HD-RNAi (Host-delivered 

RNAi) 或宿主诱导的基因沉默  (Host induced 

gene silencing，HIGS) 的策略。其基本原理就

是在宿主中表达靶向害虫或者病原菌致病基因

的 RNAi 载体，沉默病原靶标基因，从而使宿主

获得对病原的抗性。后来的研究证实了这种方法

不仅可以有效地用于抵御病毒入侵，在害虫防治

以及对抗细菌和真菌的侵染中也同样有效[20]。 

显而易见，大部分病毒因其本身在宿主细

胞质中复制，有利于宿主利用 RNAi对其进行沉

默；线虫、果蝇等也可以通过咀嚼实现宿主诱

导的基因沉默；但由于真菌的侵染过程及侵染

结构的复杂多变，使得在真菌中的应用难度剧

增[21]。直到 2010 年，Nowara 将表达靶向真菌 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  February 25, 2017  Vol.33  No.2 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

164 

葡聚糖转移酶基因的双链 RNA转入大麦中，成

功地增强了大麦对白粉病的抗性[22]，才正式开

启了基因沉默技术在真菌病害中的应用大门。

2011 年，研究者们利用大麦条纹花叶病毒系统 

(Barley stripe mosaic virus，BSMV) 将小麦条锈

菌 (Puccinia striiformis f. sp. tritici) 的基因片

段转入寄主小麦细胞中，在锈菌吸器中表达较

高的靶标基因会被下调，意味着寄主诱导的

RNA 干扰系统在获得高抗条锈病的小麦中有着

巨大的应用潜力[23]；2013年，运用农杆菌介导

的瞬时表达系统将含有发夹结构的叶锈菌

Puccinia triticina 基因 PtMAPK1、PtCYC1 和

PtCNB 转入小麦叶片中，产生特异靶向锈菌基

因的 siRNA，观察发现真菌的生物量及孢子产

生减少，并且小麦叶片病症减轻，在感病小麦

中的锈菌靶基因的表达下调[24]，同时利用病毒

介导的 RNAi 系统传递叶锈菌基因片段至小麦

中，也能提高小麦对锈病的抗性[25]；同年研究

者们利用 HIGS 在镰刀菌引起的抗枯萎病中也

取得成功，他们在拟南芥和大麦中表达细胞色

素 P450羊毛甾醇 C14α-脱甲基酶基因 CYP51的

RNAi结构，增强了寄主对镰刀菌属的抗性[26]；

紧接着 2014 年和 2015 年，研究者们分别在香

蕉和拟南芥中表达靶向镰刀菌基因的 RNAi 也

有效地增强了对枯萎病的抗性[27–28]；2016年，在

拟南芥和番茄中利用 HIGS 沉默灰霉菌 Botrytis 

cinerea的 DCL基因，降低了灰霉菌的生长和致

病性[29]。 

虽然宿主诱导的基因沉默在作物抗病方面

已经被证实是有效的，但是没有明确的分子实

验证据和理论依据。对于抵抗病原真菌，尤其

是难以防治的土壤传播的真菌病害，其应用研

究才刚刚开始，科学家们正在更多病原真菌中

进行实践探索。同时，对于这种宿主来源的小

RNA 进入病原菌中的作用机制还未有明确的阐

述，这一领域正吸引着国内外的大量科学家投

身其中进行深入的研究。下面将就近期本研究

室利用 HIGS抵抗棉花黄萎病，在基础理论和实

践应用两方面所取得的重大进展，对 HIGS在棉

花抵抗土传病害的有效性进行详述[30]。 

4  利用基因沉默技术抵御棉花黄萎病的

最新研究进展 

4.1  棉花黄萎病简介 
棉花黄萎病是一种土传真菌病害[31–33]，广

泛分布于世界各地，是棉花的主要维管束病害。

1914 年首先在美国弗吉尼亚州的陆地棉上发

现，目前已遍及美国、巴西、西班牙、澳大利

亚、俄罗斯以及中国等几十个国家[34]。黄萎病

已经成为棉花生产上第一大病害且是最具毁灭

性的病害之一，其具有分布广、危害重、传播

途径多、存活时间久、化学农药难于防治、生理

小种变异多和防治难度大等特点[35–36]，被称为棉

花的癌症[37]。我国棉花年产量 600万 t−800万 t，

约占世界总产量的 30%，居全球首位，受黄萎病

危害最为严重。作为中国最大的优质棉生产基地，

新疆棉花种植面积 2015年就达 230万 hm2，但黄

萎病发病面积超过 50%。因此棉花黄萎病已经

成为当前制约我国棉花生产的突出问题，对棉

花生产构成极大的威胁。 

4.2  棉花黄萎病主要致病菌——大丽轮枝菌

及其侵染过程简介 
棉花黄萎病是由轮枝属真菌引起的。在我

国，大丽轮枝菌 (Verticillium dahlia Kleb.) 是棉

花黄萎病的主要致病菌。大丽轮枝菌主要以孢
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子、菌丝和微菌核等形式存在于土壤或植物病

残体中[38]，但是在逆境的生长条件下，微菌核

是其主要存在方式，这种休眠结构可抵抗土壤

中包括化学的、物理的各种不利环境条件，存

活达 15年之久[39]，而在合适的环境或者有寄主

根的分泌物刺激的条件下会开始萌发进入新一

轮的生命周期。 

微菌核萌发形成侵染菌丝穿透植物根部，

并在木质部维管束生长，产生大量菌丝和孢子，

这些孢子会随着寄主植物的蒸腾作用向顶运

动，不断侵入寄主的茎及叶片，最终侵染植物

的整个地上部分[40]，导致感病植株产生萎蔫、

褪绿、黄化、组织坏死、生长迟缓和导管褐化

等黄萎病的发病症状[41]。本研究室利用激光共

聚焦扫描电镜技术观察了大丽轮枝菌侵染拟南

芥的过程，发现 V. dahliae侵染初期，孢子随机

附着于根表面，随后孢子萌发并产生菌丝缠绕

于根尖，此阶段 (2-days post inoculation，2 dpi) 

仅极少数紧贴根表面萌发的菌丝能够进入表皮

细胞 (图 1A)。随后，通过皮层组织进入维管组

织的少数菌丝快速生长，在维管中渐渐形成网

络状菌丝复合体 (5 dpi) (图 1B)。此后菌丝在维

管组织中双向快速生长，一方面到达地上组织，

造成病变，另一方面沿着维管向根尖生长。在

感染晚期，到达根尖的菌丝导致根冠组织的崩

溃 (图 1C)。实验表明，虽然 V. dahliae菌丝侵

入根表皮组织细胞比率极低，但是由于其在维

管组织中强大的增殖能力，少量成功侵染维管

组织的菌丝，也足以引起维管束阻塞，导致棉

花黄萎病的发生[42]。最近，本研究室进一步发现，

大丽轮枝菌在侵染植物根时，少量的菌丝分化出

侵染结构——附着枝 (Hyphopodium) (图 1D、E星

号所示)，附着枝特异地产生活性氧 (ROS) 上

调钙离子浓度，激活下游转录因子 (Crz1)，进

而诱导其自身的极性生长，在基部形成侵染钉 

(Penetration peg) (图 1F) 起始对宿主棉花的侵

染，通过对棉花根部横切同样观察到在维管组

织大量繁殖的菌丝 (图 1G)[43]。 
 

 
 

图 1  大丽轮枝菌侵染过程及侵染结构——附着枝和侵入钉 
Fig. 1  Observation of root colonization process and the specific infection structure——hyphopodium and penetration peg 
of Verticillium dahliae.  
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4.3  基因沉默技术在棉花抗黄萎病中的成功

应用 
由于土壤中含有大量大丽轮枝菌微菌核，

一旦接触棉花的根便开始萌发，并起始侵染，

因此棉花和病原的相互作用持续于棉花的整个

生长期，利用 HIGS进行抗棉花黄萎病的探索充

满了神秘和挑战。棉花产生的小 RNA是否能够

跨界进入真菌？大丽轮枝菌是否存在 RNAi 机

制并能利用外来的小RNA诱导基因沉默？为了

探讨这些问题，利用以上对大丽轮枝菌侵染机

制和过程的认识，本研究室建立了从感病棉花

中分离菌丝和 RNA等技术平台；从感病棉花中

分离的大丽轮枝菌中，检测到很多来源于棉花

的内源小 RNA (miRNAs)，并调控真菌靶基因的

下调 [44]。这是国际上首次证明了植物内源

miRNA的跨界调控。研究同时发现敲除 miRNA

在真菌中的靶标基因大大减弱大丽轮枝菌的致

病性，证明该靶基因是致病基因，表明跨界

RNAi 是棉花和大丽轮枝菌的互作过程中自然

存在的抗病途径；也证明了大丽轮枝菌中存在

RNAi途径，为利用 HIGS开展棉花抗黄萎病研

究提供了重要的理论依据。 

因此，本研究室挑选了一个潜在的靶标——大

丽轮枝菌的疏水蛋白基因 Hydrophobin1 (VdH1)，

进行了 HIGS 在棉花抗大丽轮枝菌中的应用效

果和机制的探索。首先，敲除 VdH1基因的突变

体 (VdaΔvdh1) 不产生微菌核，能够侵染棉花并

在棉花中扩繁增殖，但其引起的黄萎病的症状

大幅减轻，证明它是一个致病相关基因。进而

将构建的靶向 VdH1基因 RNAi (VdH1i) 转入棉

花中，得到了能够稳定表达来源于 VdH1i 的

siRNA 的转基因棉花。抗病检测显示，相比于

野生型，转基因棉花无论在实验室条件下，还

是大田病圃中都表现出高效的抗黄萎病的抗

性。本研究室的结果表明宿主棉花能够利用

HIGS 沉默大丽轮枝菌中的致病相关基因从而

降低黄萎病的发病率。从大丽轮枝菌侵染后的

VdH1i 转基因棉花分离得到的菌丝中，检测到

VdH1基因的降解以及 VdH1-siRNA的积累，进

一步证明宿主植物能够传输 siRNA 到真菌细胞

中并且诱导目标基因的沉默。这也是国际上首

次从分子水平揭示了宿主来源的小 RNA跨界诱

导病原基因沉默的基本原理[30]。 

5  基因沉默技术在作物真菌病害中的应

用前景分析及展望 

根据目前的研究进展，基因沉默技术在实

验室环境下的抗病虫害效果已经得到广泛的证

实，本研究室的发现也证明了 HIGS用于对抗难

以防治的土传真菌病害的有效性。由于传统的

化学控制方法对根部侵染的病原菌几乎难以奏

效，因此拓展 HIGS的方法到其他根部侵染的病

原菌的防治中非常值得尝试。同时，得益于真

菌基因组的测序，基因功能的解析和对侵染过

程及宿主抗病过程的深入了解，研究人员将可

能挑选合适有效的靶标基因进行特定靶向沉

默。因此，基因沉默技术具有非常光明的应用

前景及切实可行的操作性。 

当然，在实际应用于田间作物抗真菌病害

中，尚面临着诸多的困难。首先，在自然条件

下，植物面临的环境更为复杂，土壤中存在的

多种微生物通常构成混合侵染。结合微生物组

学等的研究，设计靶向多种病原的目标基因，

或者选择高度保守的目标基因进行攻击，或可
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能实现更强的抗性。其次，宿主诱导基因沉默

的机制的解析问题。RNA 作为中心法则的中间

一环，目前发现的功能及重要性远大于之前科

学家的预测和想象，对于 RNA介导的沉默，虽

然有大量的研究人员在模式生物中进行研究，

但对于 RNAi的跨界调控，即 RNA分子在 2个

互作物种之间的运输和诱导沉默的机制都有待

阐明。再者，靶向的病菌是否存在 RNA沉默途

径也因病原菌而异。关键的分子机理的解析必

将推动 HIGS的抗病应用；这些或许尚待时日，

但我们应该理论研究和应用探索齐头并进。 

综上所述，针对化学农药难以控制的土传

真菌病害，基因沉默技术的应用是一个从零到

一的突破；是对传统应用抗性基因策略的一个

有效的补充，尤其对于没有抗性资源的物种，

HIGS更显其得天独厚的优势。因此，基因沉默

技术在作物土传真菌病害中的应用将是未来抗

病领域的重点攻关方向。 
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