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摘 要：喷雾诱导基因沉默（spray-induced gene silencing，SIGS）基于 RNA 干扰（RNA interference， RNAi），在体外合成
靶标双链 RNA（double-stranded RNA， dsRNA）并施用在附着病原菌的果蔬表面，通过 dsRNA 的跨界转运和对同源信
使 RNA（message RNA， mRNA）的特异性降解，实现对靶标基因的沉默，在果蔬采后病害防治领域具有很大潜力。但目
前 dsRNA 的体外合成通常采用商业化的试剂盒，价格十分昂贵，阻碍了 dsRNA 杀菌剂的大规模应用。该文以工程
菌-大肠杆菌 HT115为宿主，建立能够合成靶向桃采后软腐病菌（匍枝根霉）β-1，3-葡聚糖合成酶 dsRNA 的合成体
系，可实现靶标 dsRNA的低成本量产。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Spray-induced gene silencing（SIGS）based on RNA interference（RNAi）could be a potential strategy
to control disease in fruits and vegetables after harvest. Target double-stranded RNA（dsRNA）was synthesized
in vitro and applied to the surface of fruits and vegetables using SIGS. The dsRNA would then undergo
transboundary transport， leading to specific degradation of homologous mRNAs and subsequent silencing of the
target genes. However， in vitro synthesis of dsRNA usually requires the use of very expensive commercial kits，
and this restricts large -scale application of dsRNA fungicides. The engineering bacterium Escherichia coli
HT115 was used as a host to synthesize dsRNA that targets β-1，3-glucan synthetase of the soft rot pathogen
Rhizopus stolonifer that affects peaches post-harvest. This method would allow the low-cost mass production of
targeted dsRNA， thus providing a foundation for the development and application of dsRNA fungicides for post-
harvest soft rot disease in peaches.
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RNA 干扰（RNA interference， RNAi）是一项在动
植物、真菌和线虫等真核生物中保守存在的基因表达
调控机制[1]。 主要通过核酸序列特异性的相互作用抑
制靶标基因表达，是真核生物预防病毒侵染、阻止转
座子等外来核酸入侵，以及调控基因表达的重要防御
机制[2]。 基于这一原理，RNAi 现在已经普遍应用于基
因功能分析和基因治疗等领域[3-5]。 近年来，通过 RNAi
抑制功能基因表达防治植物病虫害和真菌性病害成
为可能[6-8]，这也为果蔬采后真菌性病害的防治开辟了
新的途径[9]。 喷雾诱导基因沉默（spray-induced gene si－
lencing，SIGS）是一种基于 RNAi，在体外合成靶标双链
RNA（double-stranded RNA， dsRNA）并喷洒在附着病
原菌的果蔬表面后，通过 dsRNA 的跨界转运和对靶标
基因的转录抑制实现防治病原菌的方法[10]。 该方法操
作简便，不依赖于宿主遗传转化体系，主要成分为生
物大分子 dsRNA，无毒无残留，在果蔬采后病害防治
领域具有广阔的应用前景[10-11]。

在 SIGS 中， 制备 dsRNA 的方法通常是分别转录
合成正义和反义 RNA 序列， 然后退火产生 dsRNA 片
段，该方法流程复杂、耗费较大，获得的 dsRNA 质量也
不高。 商业化试剂盒如 MEGAscript Kit 和 Transcript
T7 High Yied Transcription Kit应运而生，但因为价格昂
贵导致 dsRNA 合成成本过高， 限制了 SIGS 在果蔬病
害防治领域的大规模应用。 低成本的微生物反应器
（如大肠杆菌） 操作简易且能在廉价的培养基上迅速
繁殖，使 dsRNA量产成为可能。大肠杆菌 HTI15（DE3）
是 RNaseIII 缺陷型菌株[12]，无法合成 RNaseIII 故能保
持 dsRNA 完整性，是大规模制备 dsRNA 的理想菌株。
另外，异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside， IPTG） 可诱导 HTI15中 T7 RNA
聚合酶的合成，进而强力启动带有 T7 启动子的 RNAi
载体的表达[13]，大量合成靶标 dsRNA。

本研究以引起桃采后软腐病的匍枝根霉（Rhizo－
pus stolonifer）为例，构建能够合成靶向 β-1，3-葡聚糖
合成酶（β-1，3-glucan synthase， GS）的 RNAi 载体，并
采用 IPTG 诱导 gs-dsRNA 的大量合成， 为基于靶向
β-1，3-葡聚糖合成酶的 dsRNA 绿色杀菌剂的开发奠
定基础。 以大肠杆菌为微生物反应器，大量合成特异
性靶标 dsRNA 为未来 dsRNA 杀菌剂的规模化生产和
应用提供了新思路。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

菌株：匍枝根霉（Rhizopus stolonifer）、DH5α、RNa－

seIII 缺陷型大肠杆菌 HT115：江苏省农业科学院农产
品贮藏保鲜实验室保藏。

质粒：克隆载体 pMDTM20-T Vector：宝生物工程有
限公司；质粒 L4440：江苏省农业科学院农产品贮藏保
鲜实验室保藏。

试剂： 真菌 RNA 提取试剂盒：Omega Bio-Tek 公
司；PrimeScript R cDNA第一链合成试剂盒： 宝生物工程
有限公司；DP103 质粒提取试剂盒、DP214 DNA 纯化
试剂盒： 天根生化科技有限公司；D2500-01琼脂糖凝
胶回收试剂盒：北京索莱宝科技有限公司；限制性内
切酶、T4 DNA连接酶：赛默飞世尔科技公司。
1.2 仪器与设备

5424R 冷冻高速离心机、BioPhotometer Plus 核酸
蛋白测定仪：Eppendorf 中国有限公司；EDC-810 PCR
扩增仪：北京东胜科技有限公司；JS-680D 凝胶成像
仪：上海培清科技有限公司；SW-CJ-1B 超净工作台：
苏州净化设备有限公司；420232 恒温培养箱： 三洋电
机株式会社；ZQTY-70V 振荡培养箱：上海知楚仪器有
限公司； DW-HL678 超低温冰箱：中科美菱低温科技
股份有限公司；UV-1000 紫外灯：上海嘉鹏科技有限
公司。
1.3 试验方法
1.3.1 引物设计和 cDNA的合成
1.3.1.1 引物设计

根据美国国家生物信息中心（National Center for
Biotechnology Information， NCBI）数据库中公布的匍枝
根霉 gs基因序列，采用 Oligo7软件进行引物设计用于
扩增 gs基因的片段，上下游引物分别带有 SalI 和NheI
酶切位点。 引物序列见表 1。

1.3.1.2 匍枝根霉 cDNA合成
收集匍枝根霉菌体，添加液氮研磨。 采用 RNA 提

取试剂盒进行总 RNA提取，分别使用琼脂糖凝胶电泳
和 BioPhotometer Plus 核酸蛋白测定仪检测 RNA 的完

表 1 聚合酶链式反应引物序列

Table 1 Sequence of primers for polymerase chain reaction

引物名称 引物序列 5’→3’

gs-F CGGCTAGCTATGCCACCAAAGACTCAC

gs-R CGGTCGACCTTCGGTCTGATCATAGAGATCC

M13-47 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

RV-W GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

SK-primer TCTAGAACTAGTGGATC

KS-primer CGAGGTCGACGGTATCG

注：下划线标注的为酶切位点 NheI和 SalI。
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整性和浓度。使用 PrimeScript R第一链合成试剂盒，对
检测合格的 RNA 进行反转录， 反应体系为 5×Prime－
Script Buffer 2，4.0 μL；PrimeScript RT Enzyme Mix I，
1.0 μL；RT Primer Mix，1.0 μL；RNA，10.0 μL；RNase
Free dH2O，补足至 20 μL。 37℃孵育 15 min，85℃孵育
5 s，立即置于冰上。 获得的 cDNA于-80℃保存。
1.3.2 L4440-gs大肠杆菌表达体系构建
1.3.2.1 目的片段的扩增

以 cDNA 第一链为模板，使用 1.3.1.1 中设计的引
物 gs-F和 gs-R，聚合酶链式反应（polymerase chain re－
action，PCR）扩增目的基因片段。 反应体系为2×Phanta
Master Mix：25 μL；上游引物：2 μL；下游引物：2 μL；模
板：1 μL；ddH2O：20 μL。 PCR 反应程序：94 ℃预变性
2 min；94 ℃变性 30 s；58 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 30 s；
30个循环，72℃补充延伸 2 min。

通过琼脂糖凝胶电泳检验 PCR 产物的大小，在紫
外灯下切下大小正确目的片段进行胶回收。 首先根据
胶条的质量加入 Binding Buffer，60 ℃水浴 10 min；将
溶胶液转移至吸附柱，10 000×g离心 1 min，丢弃收集管
中液体； 加入 500 μL wash buffer 至吸附柱，10 000×g
离心 1min，弃滤液；重复上一步骤；12 000×g空转 2min，
弃收集管；将吸附柱置于新的 1.5 mL 离心管中，在吸
附膜上方悬空滴加 50 μL无菌水，室温（22 ± 1）℃放置
2 min，12 000×g离心 1 min；取 1 μL DNA，检测浓度。
1.3.2.2 克隆载体的构建

将回收后的目的片段与 T 载体 pMDTM20-T Vector
按照摩尔比 1 ∶ 3进行混合，16℃过夜连接。 连接体系为
pMDTM20-TVector 1.0μL；目的片段 2.0 μL；dH2O 3.0 μL；
Solution I溶液 5.0 μL。

取连接液 5 μL 转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细
胞中，具体步骤如下：取大肠杆菌 DH5α 感受态细胞
置于冰上；加入连接产物，用枪轻柔吹吸混匀，冰浴
30 min；迅速置于 42 ℃水浴锅中热击 90 s，转移至
冰上静置 2 min； 添加 800 μL LB液体培养基，37 ℃下
200 r/min 复苏 1 h；4 000×g， 离心 5 min， 吸出 800 μL
上清；剩余菌液用移液器吹吸均匀，涂布于 LB 固体培
养基上（氨苄青霉素 Amp 终浓度 100 μg/mL，IPTG 浓
度 50 mg/mL，5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷（5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside， X-
Gal）浓度 20 mg/mL）；倒置培养皿，37℃培养 16 h~18 h
后进行蓝白斑筛选。 挑取白色单菌落接种至 LB 液体
培养基（Amp+）37℃振荡培养 12 h~16 h。 吸取 1 μL 菌
液进行 PCR 鉴定，使用的引物为 pMDTM20-T Vector 通
用引物 M13-47 和 RV-W。 检验正确的送公司测序进

行进一步鉴定。
1.3.2.3 L4440-gs重组菌的构建

将测序正确的重组质粒和 L4440 干扰载体分别
使用 NheI 和 SalI 进行酶切，酶切体系为 10×Buffer，
5 μL；DNA，约 2.5 μg；限制性内切酶，2 μL；ddH2O，补
足至 50 μL。 37℃孵育约 3 h~4 h。

琼脂糖凝胶电泳分离目的片段， 采用 T4 DNA 连
接酶将回收后的目的基因片段和 L4440 干扰载体按
物质的量之比 1∶3在 22 ℃过夜连接。 反应体系为 10×
Buffer，2 μL； 目的片段，4 μL；L4440 载体，6 μL；T4
Ligase，1 μL；ddH2O，补足至 20 μL。

将连接产物转化至 RNaseIII 缺陷型大肠杆菌
HT115（DE3）感受态细胞中，涂布于添加氨苄青霉素
和四环素 Tet（50 μg/mL）的 LB 固体培养基上，37 ℃培
养 12 h~16 h。 挑取阳性单克隆接种至 LB 液体培养基
（Amp+，Tet+），37 ℃振荡培养 12 h~16 h。 提取重组质
粒， 使用通用引物 SK-primer 和 KS-primer 进行 PCR
验证。 验证正确的质粒继续使用 XmnI， 以及 NaeI 和
StuI分别进行单酶切和双酶切验证。 根据酶切后片段
大小判断质粒构建是否正确。 将验证正确的重组质粒
送公司进一步测序鉴定。质粒构建流程演示图见图 1。
1.3.3 L4440-gs dsRNA的诱导表达
1.3.3.1 IPTG诱导

将 1.3.2.3 中获得的 L4440-gs 重组大肠杆菌接种
至添加 Amp+和 Tet+的 LB 液体培养基中 37 ℃振荡培
养 12 h~16 h。 将培养好的菌液按照 1∶100的体积比扩
大培养，当 OD600值约为 0.5时加入 IPTG使其终浓度为
0.4 mmol/L。 继续振荡培养 4 h~5 h 以诱导 L4440-gs
dsRNA的合成。
1.3.3.2 L4440-gs dsRNA的提取

收集 1.3.3.1中获得的菌液，置于 80℃烘箱 20 min
后，10 000×g 离心 5 min 获得菌体。 采用细菌 RNA 提
取试剂盒从获得的菌体中提取总 RNA： 加 180 μL TE
buffer（20 μL 50 mg/mL 裂解酶）重悬菌体，30 ℃孵育
10 min；加入 350 μL buffer BRK/2-ME 和 25 mg~40 mg
玻璃粉，充分振荡，离心 5 min；取 400 μL 上清置于
1.5 mL 离心管，加 70%酒精于溶菌产物中，吹吸混匀；
将样品加入吸附柱中，10 000×g离心 30 s，弃废液；加入
300μLRNAwash buffer I，10 000×g离心 30 s，弃滤液，重
复两次；加入 500 μL RNA wash buffer II，10 000×g 离心
30 s，弃滤液，重复两次；10 000×g 空甩 2 min；将吸附
柱置于新的 1.5 mL离心管中， 加入 50 μL焦炭酸二乙
酯（diethyl pyrocarbonate，DEPC）水，10 000×g离心 30 s，
得到 RNA。 向总 RNA中添加 RNaseA酶（1.0 μg/mL），
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37 ℃孵育 1 h，以去除总 RNA中的单链 RNA。 使用三
氯甲烷抽提 dsRNA 并用等体积异丙醇沉淀、75%乙醇
洗涤，并用 DEPC水溶解，分别使用琼脂糖凝胶电泳和
BioPhotometer Plus 核酸蛋白测定仪检测 dsRNA 的大
小和浓度。 获得的 dsRNA保存于-80℃。
1.3.3.3 L4440-gs dsRNA的鉴定

分别使用 DNase I 和 RNaseA 酶分别对 dsRNA 进
行酶解，并提取 HT115 菌株的总 RNA 为对照。 酶解
反应体系分别为 10×DNase I buffer：1.0 μL；DNase I
（1 U/μL）：1.0 μL；dsRNA：1.0 μL，ddH2O：7.0 μL。 37℃下
孵育 30 min；或 10×DNase I buffer：1.0 μL；DNase I
（1 U/μL）：1.0μL；dsRNA：1.0μL，ddH2O：7.0 μL。 37℃孵
育30 min；RNaseA（1.0 μg/mL）：0.75 μL；dsRNA：1.0 μL；
ddH2O：4.0 μL；1 mmol/L NaCl：5.75 μL。 37℃下孵育1 h。

2 结果与分析
2.1 gs基因片段的克隆

在选择目的片段时应尽量避免基因的保守区域，
以防与果蔬对应基因具有较高同源性，从而造成对果
蔬相关基因的抑制。 通过同源性比对，选择 gs 基因中
的非保守区域（559 bp~851 bp）片段作为目的片段。 以
匍枝根霉 cDNA 为模板， 使用引物 gs-F 和 gs-R 扩增
该片段，得到 300 bp左右大小条带，如图 2A所示。

由图 2可知，条带大小符合预期，切胶回收后连接
至 pMDTM20-T 载体。 挑取白色菌落，采用 pMDTM20-T
载体上的通用引物 M13-47 和 RV-WPCR 进行菌落

PCR 验证，得到 500 bp 左右条带（图 2B），与预期一
致。 将菌液送公司测序，序列比对结果表明目的片段
已成功克隆。
2.2 L4440-gs重组载体的鉴定

借助克隆载体 pMD20T-gs 中 gs 基因片段两侧以
及 L4440 干扰载体多克隆位点中的 NheI 和 SalI 进行
双酶切，通过电泳分离和胶回收得到各自片段，再使
用 T4 DNA 连接酶将 gs 基因片段和 L4440 载体进行
连接。转化至大肠杆菌 DH5α感受态细胞后涂布于 LB
平板（Amp++Tet+），挑取白色菌落进行菌落 PCR 验证，
结果如图 3所示。

由图 3可知，PCR扩增得到的片段大小约为 400 bp
左右，与预期一致。 进一步使用内切酶进行酶切验证，
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250 bp

M.DM2000 Marker； A1.两端带有 NheI和 SalI酶切位点的 gs基因片

段的 PCR产物；B1~B5.克隆载体 PCR验证产物。

图 2 gs基因片段的扩增结果和克隆载体 pMD20T-gs的 PCR

鉴定结果

Fig.2 Amplification result and PCR verification of gs gene

fragment
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400 bp

500 bp

300 bp

321MB1MA

750 bp

5432

2 250 bp
3 000 bp

M为 DM2000 Marker；A1~A5.L4440-gs重组载体的 PCR产物；B1为

XmnI单酶切结果；B2~B3为 StuI和 NaeI双酶切结果。

图 3 L4440-gs重组载体的 PCR和酶切验证结果

Fig.3 PCR and digestion verification of L4440-gs recombinant

plasmid

M.DM2000 Marker；1.阴性对照；2~6.重组菌。

图 4 HT115-L4440-gs重组菌的菌液 PCR验证

Fig.4 PCR verification of HT115-L4440-gs recombinant

64321M

300 bp

5

300 bp

300 bp

4321MB1MA 2

M.DM2000 Marker；A.处理 HT115总 RNA结果；A1.未经 IPTG诱导；

A2.IPTG诱导；B1.DNaseI处理 HT115总 RNA结果；B2.RNase；B3.

DNaseI处理 dsRNA结果；B4.RNase A处理 dsRNA结果。

图 5 L4440-gs dsRNA的诱导表达及鉴定

Fig.5 Induced expression of L4440-gs dsRNA and digestion

results of gs dsRNA with DNaseI and RNase A

生物工程

当使用 XmnI 单酶切时得到 3 000 bp 左右条带；当
使用 StuI 和 NaeI 进行双酶切后分别得到 550 bp和
2 500 bp左右大小的片段，与预期一致。将酶切正确的
重组质粒送公司测序，结果进一步证实 gs 基因片段已
成功连接至 L4440干扰载体中。
2.3 HT115-L4440-gs重组菌的构建及 dsRNA的诱导
表达

将 2.2 中获得的 L4440-gs 重组质粒转化至 RNa－
seIII 缺陷型的大肠杆菌 HT115（DE3）感受态细胞中，
经筛选鉴定得到重组菌，菌液 PCR鉴定结果见图 4。

将重组菌接种至 5 mL LB液体培养基（Amp++Tet+）
中，并进行扩大培养，加入 IPTG 诱导后继续振荡培养
4 h~5 h 以诱导 L4440-gs dsRNA 的合成。 收集菌体后
提取总 RNA，然后进行琼脂糖凝胶电泳检测，结果见
图 5。

由图 5 可知，重组菌中的 dsRNA 正确表达，大小
与预期一致。 以 HT115总 RNA 为对照， 使用 DNaseI
和 RNase A对 dsRNA进行消化处理，结果发现 dsRNA
条带亮度没有发生明显变化， 而 HT115 总 RNA 在经
RNase A 处理后完全降解，而两种样品经 DNaseI 处理
后基因组条带也全部降解，进一步证实了提取得到的
300 bp 左右的核酸分子主要为 dsRNA， 不是 RNA 或

者 DNA。 但实际上，经 RNase A 酶消化处理后仍然存
在少部分核糖体 RNA， 因此想要获得完全纯净的
dsRNA 还需进行进一步纯化，这与张涛[14]、陈瑶[15]和包
文化[16]的研究结果相似。 这意味着 dsRNA的纯化是未
来基于工程菌合成 dsRNA 产业化中有待解决的关键
问题之一，但不完全纯净的 dsRNA 并不影响使用杀菌
效果，只是在评价 dsRNA效价时存在一定障碍。

3 讨论与结论
本研究建立了基于工程菌的桃软腐病菌（匍枝根

霉）靶标基因 dsRNA 的合成体系，可实现靶标 dsRNA
的低成本量产， 为 RNAi 杀菌剂的研发和应用奠定了
基础， 推动了以 RNAi 为核心的果蔬采后真菌性病害
防治技术的发展。但 dsRNA的体外稳定性较低是值得
我们关注的问题。 dsRNA属于生物大分子，易降解，作
为杀菌剂使用时，从安全性和环保性角度来说可以实
现无毒无残留， 但提高 dsRNA 的稳定性可有效延长
dsRNA 杀菌剂的有效期，提高对果蔬产品在恶劣环境
下的长效保护机制[17]。 有研究表明纳米材料包埋可有
效提高核苷酸的稳定性[18]，同时纳米材料作为载体可
以携带核苷酸进入细胞内部，提高 dsRNA 对病原菌的
渗透性，有助于 dsRNA 进入病原菌体内发挥作用[19-20]。
因此原核表达 dsRNA 结合纳米材料提高 dsRNA 的稳
定性和渗透率是未来重要的研究方向。 同时，对原核
表达系统进行改造和优化，进一步提高表达水平提高
dsRNA 产量，以及建立多靶标 dsRNA 合成体系，实现
多靶标抑制也是重要的攻关方向。
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