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ＲＮＡｉ 生物技术作物环境风险评估研究进展
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摘要: ＲＮＡ 干涉(ＲＮＡｉ)在昆虫遗传和功能基因研究方面广泛应用ꎮ 近年来ꎬＲＮＡｉ 被认为是具有应用潜力的害虫防治新

方法ꎮ 具有良好抗虫性状的 ＲＮＡｉ 生物技术作物已研究成功ꎬ预示其商业化应用成为可能ꎮ 因此ꎬ有关 ＲＮＡｉ 作物的生态

风险是商业化应用前人们所关心的问题ꎮ 要建立 ＲＮＡｉ 生物技术作物环境安全评价准则ꎬ监管者、受益各方及风险评估者

必须要了解 ＲＮＡｉ 理论及其在生物技术领域的应用ꎮ 科学分析并准确提出 ＲＮＡｉ 作物的生态风险问题ꎬ如非期望的基因沉

默、靶外结合或脱靶效应、靶标害虫的抗性、小干涉 ＲＮＡ (ｓｉＲＮＡ)的环境持久性和不确定性等ꎬ并通过研究获得科学数据ꎬ
将为政府依法监管提供依据ꎮ ＲＮＡｉ 生物技术作物的环境风险评估主要包括功能基因及其表达特征(如 ｄｓＲＮＡ 序列、长
度、表达浓度及沉默效果的持续性等)、杀虫谱及对非靶标生物的影响、环境中的残留问题、功能性状的持续稳定性等ꎮ 现

行的生物技术作物环境风险评估方法和内容需要进一步修改完善ꎬ以适应今后 ＲＮＡｉ 生物技术作物的发展和应用ꎮ
关键词: ＲＮＡｉꎻ 生物技术作物ꎻ 害虫防治ꎻ 环境风险评估
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杀虫蛋白基因抗虫作物已在世界许多国家大面积

应用ꎬ以防治鳞翅目和鞘翅目害虫( Ｊａｍｅｓꎬ２０１４ꎻ

Ｖａｕｇｈｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ Ｂｔ 杀虫蛋白被靶标昆虫摄入

后在中肠酶的作用下ꎬ经一系列构型变化ꎬ插入中

肠细胞的原生质膜ꎬ从而形成孔洞ꎬ最终杀死害虫

生物安全学报 ２０１４ꎬ ２３(４): ２３８－２４７
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(Ｒａｊａｍｏｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ 然而ꎬ室内和田间的大量

研究结果表明ꎬ大面积使用单一和具有相同作用模

式的 Ｂｔ 杀虫蛋白ꎬ会导致靶标害虫产生抗性ꎬ从而

使转 Ｂｔ 基因抗虫作物防治害虫的功能失效(Ｔａ￣
ｂａｓｈｎｉｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ 因此ꎬ害虫防治策略中包含

不同杀虫作用机理的转基因作物ꎬ对于预防和治理

害虫抗性ꎬ使转基因抗虫作物在害虫防治中得以可

持续利用具有重要意义ꎮ
ＲＮＡ 干涉(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬＲＮＡｉ)在基因功

能研究方面显示了重要作用(Ｂｕｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎬ
同时在临床医学(Ｈｕｖｅｎｎ ＆ Ｓｍａｇｇｈｅꎬ２０１０)和害虫

防治领域(Ｇａｔｅｈｏｕｓｅ ＆ Ｐｒｉｃｅꎬ２０１１)有巨大的潜力ꎮ
由于 ＲＮＡｉ 的杀虫机理与 Ｂｔ 蛋白完全不同ꎬ其可作

为害虫 Ｂｔ 抗性治理的又一潜在新途径ꎮ 有研究表

明ꎬ基于 ＲＮＡｉ 的转基因抗虫作物可用于害虫防治

(Ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７ꎻ Ｍａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 但是ꎬ有关

ＲＮＡｉ 转基因抗虫作物的环境安全性也受到科学家

的关注ꎮ 因此ꎬ本文就目前 ＲＮＡｉ 生物技术作物及

其环境风险评价研究进行简要综述ꎮ

１　 ＲＮＡｉ 生物技术作物研发进展

１.１　 ｄｓＲＮＡ 施用方法的研究

在真核生物(包括昆虫) 中普遍存在由双链

ＲＮＡ(ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡꎬｄｓＲＮＡ)引发特异序列

的基因沉默现象(Ｈａｎｎｏｎꎬ２００２)ꎮ 在植物中被称之

为转录后基因沉默( ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎ￣
ｃｉｎｇ) ( Ｂａｕｌｃｏｍｂｅꎬ ２００４)ꎬ在动物中则被称之为

ＲＮＡｉ(Ｈａｎｎｏｎꎬ２００２)ꎮ 通过取食或注射大量 ｄｓＲ￣
ＮＡ 引发重要基因沉默ꎬ可导致昆虫停止取食ꎬ进而

死亡ꎮ 在传统的遗传模式生物中应用 ＲＮＡｉ 开展基

因功能研究已有十多年的历史ꎮ 在昆虫方面也有

许多报道ꎬ如通过微量注射沉默基因以探索基因功

能(Ａｍｄａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ꎻ Ｂｒｏｗｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻ Ｂｕｃｈｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００２ꎻ Ｓｕａｚｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ Ｔｏｍｏｙａｓｕ ＆ Ｄｅｎｅｌｌꎬ
２００４)ꎮ 由于基因沉默仅发生于“感染”了 ｄｓＲＮＡ
的细胞ꎬ选择适宜的施用方法是 ＲＮＡｉ 成功的重要

一步ꎮ 已报道的方法包括注射法(Ｂｅｔｔｅｎｃｏｕｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２ꎻ Ｑｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)、摄食法(Ｔｕｒｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)、
浸泡法 (Ａｒｏｎｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６ꎻ Ｅａｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２ꎻ
Ｒａｊａｇｏｐａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２ꎻ Ｔｉｍｍｏｎｓ ＆ Ｆｉｒｅꎬ１９９８)和基

因枪法(Ｙｕｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)等ꎮ 与此同时ꎬ科学家在

积极探讨和研发应用 ＲＮＡｉ 防治害虫的新方法ꎮ 例

如ꎬ直接喷雾 ｄｓＲＮＡ 后ꎬ亚洲玉米螟 Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｆｕｒｎａ￣
ｃａｌｉｓ (Ｇｕｅｎéｅ)幼虫的死亡率可达到 ５０％ꎬ同时喷雾

处理幼虫和人工饲料ꎬ死亡率可达 ７３％ ~ １００％
(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎻ点滴法施用丙酮稀释的 Ａａｅ￣
ＩＡＰ１ ｄｓＲＮＡ 能杀死埃及伊蚊 Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ (Ｌ.)雌
蚊(Ｐｒｉｄｇｅｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎻ将几丁聚糖基因 ＡｇＣＨＳ１
ｄｓＲＮＡ 制成纳米微胶囊喂食非洲疟蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ
ｇａｍｂｉａｅ(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)及以表达 ｄｓＲＮＡ 的转

基因工程菌喂食实蝇等都能取得一定的杀虫效果

(Ｇｕｒａꎬ ２０００ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｔｉｍｍｏｎｓ ＆ Ｆｉｒｅꎬ
１９９８)ꎮ 在实验室ꎬ喂食 ｄｓＲＮＡ 实现 ＲＮＡｉ 具有简

单、无需特殊设备(注射法需要精密的微量注射

仪)、易操作、经济、省时、无入侵性伤口(相比注射

法)等特点ꎬ且是客观自然性的摄入ꎬ因此实用性

强ꎻ同时ꎬ符合田间应用技术的开发ꎬ如 ｄｓＲＮＡ 制

剂、ＲＮＡｉ 生物技术作物等ꎮ

１.２　 ＲＮＡｉ 生物技术作物的研发

随着转 Ｂｔ 基因抗虫作物的应用ꎬ主要靶标鳞

翅目害虫得到了有效控制(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎬ而一些

次要害虫如盲蝽、蚜虫、飞虱等刺吸式害虫上升为

主要害虫(Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎬ目前还未发现对这类昆

虫有杀虫活性的 Ｂｔ 杀虫蛋白ꎮ 因此ꎬＲＮＡｉ 生物技

术作物将为包括这类昆虫在内的害虫防治提供了

新途径(Ｇａｔｅｈｏｕｓｅ ＆ Ｐｒｉｃｅꎬ２０１１)ꎮ 此外ꎬ由于 Ｂｔ
作物的大面积应用ꎬ某些靶标害虫已在一些地区对

Ｂｔ 作物产生了抗性(Ａｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４、
２００７ꎻ Ｍａｔｔｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８ꎻ Ｔａｂａｓｈｎｉｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８ꎻ ｖａｎ
Ｒｅｎｓｂｕｒｇꎬ２００７)ꎬ使 Ｂｔ 作物的持续应用受到严重的

威胁ꎮ 研发 ＲＮＡｉ 生物技术作物对害虫 Ｂｔ 抗性治

理具有重要意义ꎮ 如有研究表明ꎬ喂食 ｄｓＲＮＡ 沉

默小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ Ｌ.氯菊酯抗性品系过表

达的细胞色素 Ｐ４５０ 基因 ＣＹＰ６ＢＧ１ꎬ可显著提高其

对杀虫剂氯菊酯的敏感性(Ｂａｕｔｉｓｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ
早期的研究表明ꎬ经口摄食的 ｄｓＲＮＡ 对不同

害虫的作用效果不一致ꎮ 如对斜纹夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ
ｌｉｔｕｒａ (Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ)幼虫注射 ｄｓＲＮＡ 能引发 ＲＮＡｉ 反
应ꎬ而摄食 ｄｓＲＮＡ 不能引起 ＲＮＡｉ 反应(Ｒａｊａｇｏｐａｌ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎻ 而苹浅褐卷蛾 Ｅｐｉｐｈｙａｓ ｐｏｓｔｖｉｔｔａｎａ
(Ｗａｌｋｅｒ)摄食大量的 ｄｓＲＮＡ 能引发目标基因转录

水平(ｍＲＮＡ)下降ꎬ但未引起死亡( Ｔｕｒｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)ꎮ 近年来ꎬ许多研究表明ꎬ添加了 ｄｓＲＮＡ 的

人工饲料或表达 ｄｓＲＮＡ 的转基因植物均能成功杀
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死靶标害虫(Ｗｈｙａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎬ如鞘翅目昆虫玉

米根叶甲(ＷＣＲ) Ｄｉａｂｒｏｔｉｃａ ｖｉｒｇｉｆｅｒａ ｖｉｒｇｉｆｅｒａ ＬｅＣｏｎ￣
ｔｅ、南方玉米根叶甲(ＳＣＲ) Ｄｉａｂｒｏｔｉｃａ ｕｎｄｅｃｉｍｐｕｎｃ￣
ｔａｔａ ｈｏｗａｒｄｉ Ｂａｒｂｅｒ 和马铃薯甲虫 Ｌｅｐｔｉｎｏｔａｒｓａ ｄｅ￣
ｃｅｍｌｉｎｅａｔａ (Ｓａｙ)(Ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ鳞翅目昆虫棉

铃虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ Ｈüｂｎｅｒ(Ｍａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)
和甜菜夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ Ｈüｂｎｅｒ ( Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎬ半翅目昆虫褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ (Ｓｔａｌ)
(Ｚｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎬ疾病媒介昆虫采采蝇 Ｇｌｏｓｓｉｎａ 和

埃及伊蚊(Ｃｏｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｗａｌｓｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎬ以
及筑巢 昆 虫 白 蚁 Ｒｅｔｉｃｕｌｉｔｅｒｍｅｓ ｆｌａｖｉｐｅｓ ( Ｋｏｌｌａｒ )
(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)等ꎮ

１.３　 ｄｓＲＮＡ 作用机理的研究

ｄｓＲＮＡ 随昆虫摄食进入中肠ꎬ被中肠细胞“吞
食”ꎬ在 ＲＮａｓｅⅢ核酶家族的 Ｄｉｃｅｒ 作用下加工成小

干涉(ｓｉ)ＲＮＡ(２１ ｂｐ＋每条链 ３′ ２ 个延长碱基)而
启动 ＲＮＡｉ 信号通路ꎬ即 ｓｉＲＮＡ 结合到一个被称作

ＲＮＡ 诱导沉默复合体(ＲＩＳＣ)的蛋白复合体上ꎬ由
ＲＩＳＣ 启动降解特异性的目标 ｍＲＮＡ(Ｆｉｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９８)ꎮ ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶(ＲｄＲｐ)利用 ｓｉＲ￣
ＮＡ 为引物、目标基因为模版ꎬ合成新的 ｄｓＲＮＡꎬ进
而引起 ＲＮＡｉ 效应在虫体内扩散 ( Ｐｒｉｃｅ ＆ Ｇａｔｅ￣
ｈｏｕｓｅꎬ２００８)ꎮ 如果目标 ｍＲＮＡ 在昆虫体内编码的

是一个基本功能性蛋白ꎬ其表达受阻将导致昆虫死

亡ꎮ 在昆虫方面ꎬ经口摄食 ｄｓＲＮＡ 的 ＲＮＡｉ 系统作

用机理已有报道(Ｂｏｌｏｇｎｅｓｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎬ其整个作

用时序过程一般包括:ｄｓＲＮＡ 摄食ꎻ１ ｄ 后ꎬ靶标

ｍＲＮＡ 在中肠和体组织显著下降ꎬ此时目标蛋白水

平还未受到影响ꎬ没有出现死亡ꎻ３ ｄ 后ꎬ靶标 ｍＲ￣
ＮＡ 在中肠和体组织持续减少ꎬ并在组织中持续蔓

延ꎻ５ ｄ 后靶标蛋白显著降低ꎻ随分子水平靶标基因

表达的时序性降低及系统性扩散ꎬ生物测定的幼虫

表现为生长受到抑制ꎬ继而死亡ꎮ
在人工饲料中添加目标 ｄｓＲＮＡ 饲喂靶标昆虫的

致死(或生长显著受抑制)时间在 １２ ｄ 以上ꎬ１２５ 种

ｄｓＲＮＡ 在 ５２ ｎｇｃｍ－２剂量下有显著的杀虫活性ꎬ其
中 １４ 种 ｄｓＲＮＡ 对 ＷＣＲ 的 ＬＣ５０≤ ５.２０ ｎｇｃｍ－２ꎬ杀
虫效果最好的 ＬＣ５０达到 ０.５７ ｎｇｃｍ－２(Ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７)ꎮ 以能沉默 ＷＣＲ β￣微管蛋白、Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ Ａ
亚基和 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ Ｅ 亚基同源基因的 ｄｓＲＮＡ 饲喂

ＳＣＲꎬ具有显著的杀虫活性ꎻ以能沉默 ＷＣＲ Ｖ￣ＡＴ￣
Ｐａｓｅ Ａ 亚基和 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ Ｅ 亚基同源基因的 ｄｓＲＮＡ

饲喂马铃薯甲虫ꎬ具有显著的杀虫活性ꎻ表达 ＷＣＲ
Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ Ａ 亚基等目标基因的 ｄｓＲＮＡ 的转基因玉

米能显著降低根的受害(Ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ

２　 ＲＮＡｉ 生物技术作物的环境风险
与转 Ｂｔ 基因生物技术作物相似ꎬＲＮＡｉ 生物技

术作物的环境风险主要包括遗传稳定性、生存竞争

能力与杂草性、花粉介导的基因飘逸、潜在的接触

途径和生态残留、对非靶标节肢动物(包括天敌及

有益昆虫)的影响ꎮ 基于 ＲＮＡｉ 生物技术作物的特

异性ꎬ环境风险尤其要考察以下几个方面ꎮ

２.１ 　 非期望的基因沉默(ｕｎｉｎｔｅｎｄｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎ￣
ｃｉｎｇ)

基于 ＲＮＡｉ 的生物技术作物对生活和栖息在其

植株、组织器官或残留秸秆等中的非靶标生物可能

存在风险ꎬ即 ＲＮＡｉ 有时错误沉默了其他生物的基

因ꎮ 据报道ꎬ取食了 ｓｉＲＮＡ 的昆虫由于液泡膜上

ＡＴＰ 酶看家基因( ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ)的 ｍＲＮＡ 被

切割而使其生长受抑制或死亡(Ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ
如果靶标害虫的看家基因和其他非靶标如有益昆

虫等的同源性足够高ꎬ就有可能引起非期望的基因

沉默负效应(Ｂａｃｈｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 基因组数据库

和科学设计的室内喂食生测试验为确定非期望基

因沉默的影响提供了依据ꎮ 但是ꎬ目前许多非靶标

生物基因组数据相对短缺ꎮ
可遗传的基因突变(即碱基替换、删除、插入)

发生在包括作物及其害虫等在内的所有生物中ꎮ
同时ꎬ在种群内个体间存在遗传多态性(即 ＤＮＡ 序

列的 微 小 变 异 ) ( Ｇｏｒｄｏｎ ＆ Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅꎬ ２００７ꎻ
Ｗｈａｎｇｂｏ ＆ Ｈｕｎｔｅｒꎬ２００８)ꎮ 因此ꎬ非靶标生物如发

生突变ꎬ就可能对 ＲＮＡｉ 生物技术作物产生敏感ꎮ

２.２　 靶外结合(ｏｆｆ￣ｔａｒｇｅｔ ｂｉｎｄｉｎｇ)
大量文献报道了 ｓｉＲＮＡ 引发的各种基因沉默

现象(Ｈａｍｍｏｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)ꎮ 由于 ＲＮＡｉ 可能沉默

完全错误的基因 ( Ｊａｃｋｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ Ｊａｒｏｓｃｈ ＆
Ｍｏｒｉｔｚꎬ２０１２ꎻ Ｓｃａｃｈｅｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎬｓｉＲＮＡ 介导的基

因沉默的特异性是一个在 ＲＮＡｉ 应用中必须要考虑

的关键因素ꎮ 研究表明ꎬ由于靶标位点单核苷酸错

配和 Ｇ ∶ Ｕ 间的摇摆配对ꎬ可能引起潜在的靶外结

合(Ｓａｘｅｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎬ导致非靶标内源基因表达

的沉默ꎮ ＲＮＡｉ 生物技术作物也可能发生变异ꎬ改
变 ｓｉＲＮＡ 分子的碱基序列和基因沉默模式ꎬ进而产
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生靶外结合效应ꎮ 有学者认为ꎬｓｉＲＮＡ 介导的基因

沉默的特异性是 ｓｉＲＮＡ 特异ꎬ而不是靶标基因特

异ꎬ即使 ｓｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 之间的部分互补(仅 １１ 个

连续的核苷酸)可改变非特异性 ｍＲＮＡ 的转录水

平ꎬｓｉＲＮＡ 也可能交互沉默序列或相似度较低的非

靶 标 ｍＲＮＡ ( Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ꎻ Ｈａｌｅｙ ＆
Ｚａｍｏｒｅꎬ２００４ꎻ Ｊａｃｋｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ 靶外结合沉默

能引起明显表型效应(Ｆｅｄｏｒｏｖ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６ꎻ Ｌｉｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００５)ꎬ且其主要是由于 ｓｉＲＮＡ 的 ＲＩＳＣ￣ｅｎｔｅｒｉｎｇ
ｓｔｒａｎｄ 存在一个 ４ 个碱基的基序 ＵＧＣＣ (Ｆｅｄｏｒｏｖ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００６)ꎮ

为避免靶外结合引起的沉默效应ꎬ简单的预防

方法是比对生物基因组数据库是否存在与 ｓｉＲＮＡ
靶标基因同源的基因ꎮ 此外ꎬ通过化学修饰 ｓｉＲ￣
ＮＡꎬ特别是先导链第 ２ 位进行 ２′￣Ｏ￣甲基核糖取代

(Ｊａｃｋｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)ꎬ可降低或消除非期望的靶外

结合沉默效应ꎮ

２.３　 靶标害虫的抗性

由于害虫种群内某些个体靶标 ｍＲＮＡ 突变和

多态性可能引起其对某一特定的 ｄｓＲＮＡ 序列的基

因沉默产生抗性ꎬ从而导致 ＲＮＡｉ 生物技术作物防

治效果下降ꎮ 目前ꎬ有关靶标害虫对于 ＲＮＡｉ 产生

抗性的模式缺乏研究ꎮ 如果这一问题发生ꎬ可选择

或针对同一基因的其他部位或某一新基因设计一

种新的 ｄｓＲＮＡ 来治理(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ

２.４　 ｓｉＲＮＡ 的环境持久性

实验室土壤微环境中 Ｂｔ 棉花和 Ｂｔ 玉米表达的

Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ１Ａｂ 杀虫蛋白会很快降解ꎬ半衰期为

１６ ｄ 或更短 ( Ｂａｄｅａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｓｉｍｓ ＆ Ｈｏｌｄｅｎꎬ
１９９６ꎻ Ｓｉｍｓ ＆ Ｒｅａｍꎬ１９９７)ꎻ在连续种植 Ｃｒｙ１Ａｃ 棉

或 Ｃｒｙ１Ａｂ 玉米多年的农田土壤中也未检测到相应

Ｂｔ 杀虫蛋白的残留或富集(Ｈｅａｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ 据

此ꎬ美国环保署发布ꎬ连续种植 Ｂｔ 作物ꎬ在土壤中

不会出现 Ｂｔ 杀虫蛋白富集现象 ( Ｋｏｕｇｈ ＆ Ｅｄｅｌ￣
ｓｔｅｉｎꎬ２０１２)ꎮ 有关植物组织或胞外 ＤＮＡ 在微生态

土壤环境中的降解动态已有报道ꎮ 如转基因和非

转基因大豆冷冻干燥叶子 ＤＮＡ 在土壤中的半衰期

仅 １.４ ｄ(Ｌｅｖｙ￣Ｂｏｏｔｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎻ转基因和非转基

因玉米和大豆的 ＤＮＡ 于室温下在土壤渗滤液中的

半衰期分别不到 ２ 和 ４ ｈ(Ｇｕｌｄｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ 在

一项土壤中添加干燥的 ＤＮＡ 或 ＲＮＡꎬ通过分析氮

的释放情况衡量核酸的降解ꎬ结果表明ꎬＲＮＡ 和

ＤＮＡ 在各种土壤中的降解速度相同(Ｋｅｏｗｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)ꎮ 体外转录的纯 ＷＣＲ 的空泡排序蛋白基因

ＤｖＳｎｆ７ 的 ｄｓＲＮＡ 或来自抗 ＷＣＲ 的转基因玉米残

体的 ＤｖＳｎｆ７ ｄｓＲＮＡ 在不同土壤中(包括不同土壤

结构、ｐＨ、黏性等)的半衰期为 １５~２８ ｈꎬ２ ｄ 内检测

不到生物活性(Ｄｕｂｅｌｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 由此可见ꎬ
裸露的核酸会在土壤中很快分解ꎬ为界定基于

ＲＮＡｉ 的农业生物技术产品在环境中残留的潜在生

态风险提供了依据ꎮ

２.５　 不确定性

在任何生态风险评估中ꎬ认知的不确定性是固

有的ꎬ评估者应了解不确定性的范围(Ｓｕｔｅｒꎬ２００７)ꎮ
基于蛋白的生物技术作物已商业化种植 ２０ 年ꎬ对
其风险评估的研究时间可能更长ꎮ 这不仅明确了

外源基因表达的蛋白尤其是 Ｂｔ 蛋白的杀虫作用模

式ꎬ而且回答了许多生态风险问题(Ｃｏｎｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００３ꎻ Ｓａｎｖｉｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ )ꎮ ｖｏｎ Ｋｒａｕｓｓ ｅｔ ａｌ.
(２００８)对不确定性进行了评估ꎬ认为在田间多变的

条件下和随时间推移基因沉默表现原理不确定ꎬ专
家之间对于基因沉默的因果关系看法不尽相同ꎮ
在风险评估基础上做决策时ꎬ监管者和利益相关方

需要找到风险和不确定性相关的风险评估之间的

平衡点ꎮ ＲＮＡｉ 技术整体上呈现低环境风险ꎬ但如

果了解到这些低风险的高度不确定性ꎬ在商业化之

前就必须进行大量的试验和管理方法的研究ꎮ

３　 ＲＮＡｉ 生物技术作物的环境风险评估
ＲＮＡｉ 和 Ｂｔ 生物技术作物都是通过作物系统

表达能启动 ＲＮＡｉ 的 ｄｓＲＮＡ 或具有杀虫作用的 Ｂｔ
杀虫蛋白ꎬ而栖息于作物田的生物种类不会因此而

改变ꎮ 因此ꎬ暴露于二者的生物种类理论上相同或

相似ꎻ为使作物整个生育期都能受到保护ꎬ目的基

因在整个生育期都能表达ꎮ 但是ꎬＲＮＡｉ 生物技术

作物的靶标对象更多ꎬ杀虫剂量阈值较高ꎬ致死或

生长显著受抑制的时间较长ꎬ需要特殊的生测方法

测定致死效应ꎮ 因此ꎬＲＮＡｉ 与转 Ｂｔ 基因等生物技

术作物的环境风险评估既有相同的框架ꎬ亦有不同

的内容ꎮ

３.１　 功能基因及其表达特征

Ｂｔ 作物外源目的基因编码 Ｂｔ 杀虫蛋白ꎬ与害

虫中肠缘膜上的受体结合使细胞溶解ꎬ作用位点在
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昆虫中肠上(Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 目的基因表达的

稳定性通过特定的免疫试纸条进行定性检测ꎬ
ＥＬＩＳＡ 进行蛋白定量检测ꎮ ＲＮＡｉ 作物外源目的基

因编码 ２０ ~ ２４ ｎｔ ｓｉＲＮＡꎬｓｉＲＮＡ 与昆虫体内蛋白形

成 ＲＩＳＣꎬ导致靶标 ｍＲＮＡ 降解ꎬ引起目的基因沉默

(Ｆｉｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８ꎻ Ｇｈｉｌｄｉｙａｌ ＆ Ｚａｍｏｒｅꎬ２００９ꎻ Ｏｂｂａｒｄ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻ Ｐｒｉｃｅ ＆ Ｇａｔｅｈｏｕｓｅꎬ２００８)ꎮ 虽然在模式

植物拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ 中已明确多种作用模式ꎬ但
在多数农作物中还缺乏相应的数据ꎮ 影响 ＲＮＡｉ 效
果的因素主要有以下几个方面ꎮ

(１)ｄｓＲＮＡ 序列ꎮ Ｔｅｒｅｎｉｕｓ ｅｔ ａｌ.(２０１１)系统分

析总结了鳞翅目中不同种类昆虫和功能基因与

ＲＮＡｉ 效果的关系ꎮ 除靶标基因沉默效果外ꎬ还与

靶外结合和非期望的非靶标生物影响有关ꎮ Ｗｈ￣
ｙａｒｄ ｅｔ ａｌ.(２００９)认为ꎬｄｓＲＮＡ 可作为种特异性的

“胃毒”杀虫剂ꎬ如利用种特异性的 ｄｓＲＮＡ 可分别

沉默果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ Ｍｅｉｇｅｎ、赤拟谷盗

Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ (Ｈｅｒｂｓｔ)、桃蚜 Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎ ｐｉ￣
ｓｕｍ (Ｈａｒｒｉｓ)和烟草天蛾 Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ (Ｌ.) ４ 种

害虫的 Ｖ￣ＡＴＰ 酶基因ꎬ针对靶标 γ 微管蛋白基因

３′ ＵＴＲ 区(不存在 １９~２１ ｎｔ 序列片段的匹配)设计

短(<４０ ｎｔ)的 ｄｓＲＮＡ 也可选择性杀死果蝇属 Ｄｒｏ￣
ｓｏｐｈｉｌａ 的 ４ 种果蝇ꎮ

(２) ｄｓＲＮＡ 长度ꎮ 不同长度的 ｄｓＲＮＡ 引起

ＲＮＡｉ 的效果不同(Ｗｈｙａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ ＷＣＲ 和马

铃薯甲虫的 ＤｖＳｎｆ７ ｄｓＲＮＡ 与目标基因最少有 ２１ ｎｔ
的连续匹配才能有显著的 ＲＮＡｉ 生物活性ꎻ对于相

似种ꎬＤｖＳｎｆ７ 同源序列上最少有 ３ 个 ２１ ｎｔ 的匹配

才能在甄别高剂量下产生显著的活性(Ｂａｃｈｍａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 多数喂食试验中获得较好效果的 ｄｓＲ￣
ＮＡ 长度为 ３００~６００ ｎｔꎮ ｄｓＲＮＡ 长度影响昆虫细胞

系(Ｓａｌｅｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)以及昆虫(Ｍａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)的
摄取和沉默效果ꎮ 研究表明ꎬ较长 ｄｓＲＮＡ 的沉默

效果较好ꎬ可能与其在环境中存留时间更长有关

(Ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ
(３) ｄｓＲＮＡ 浓度ꎮ 取得最佳沉默效果的 ｄｓＲ￣

ＮＡ 浓度因靶标基因和生物种类而异ꎬ并不是 ｄｓＲ￣
ＮＡ 的浓度越高越好(Ｍｅｙｅｒｉｎｇ￣Ｖｏｓ ＆ Ｍｕｌｌｅｒꎬ２００７ꎻ
Ｓｈａｋｅｓｂｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ

(４)沉默效果的持续性ꎮ 给橘小实蝇 Ｂａｃｔｒｏ￣
ｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ (Ｈｅｎｄｅｌ) 分别喂食沉默核糖体蛋白

Ｒｐｌ１９、Ｖ￣ＡＴＰａｓｅＤ 亚基、脂肪酸碳链延长酶 Ｎｏａ 和

一种小型 ＧＴＰ 酶 Ｒａｂ１１ 基因的 ４ 种 ｄｓＲＮＡ ｄｓ￣
ｒｐｌ１９、ｄｓ￣ｖ￣ＡＴＰ￣ｄ、ｄｓ￣ｎｏａ、ｄｓ￣ｒａｂ１１ 溶液和表达 ｄｓＲ￣
ＮＡ 的 转 基 因 大 肠 杆 菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ
ＨＴ１１５)ꎬ可使目标基因沉默ꎬ引起 ２０％虫体死亡或

雌蝇产卵量下降ꎬ然而ꎬ当持续饲喂 １４ ｄ 后ꎬ目标基

因的表达反而上调(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ
(５)靶标生物的发育时期(虫态)ꎮ 如以唾液

腺 ｎｉｔｒｏｐｈｏｒｉｎ ２ 的 ｄｓＲＮＡ 处理吸血椿象 Ｒｈｏｄｎｉｕｓ
ｐｒｏｌｉｘｕｓ Ｓｔ ａ̊ｌ ２ 龄若虫ꎬ可达到 ４２％的基因沉默效

果ꎬ但处理 ４ 龄若虫则没有效果 ( Ａｒａｕｊｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)ꎻ神经肽类激素(咽侧体抑制素和促咽侧体

素) 基因 Ｓｐｏｆｒ / Ｍａｎｓｅ￣ＡＳ 和 Ｓｐｏｆｒ￣ＡＴ ２ 对秋粘虫

Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ (Ｓｍｉｔｈ)末龄幼虫的沉默效果

显著高于雌成虫(Ｇｒｉｅｂｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ

３.２　 杀虫谱及非靶标生物的影响

ＲＮＡｉ 生物技术作物的作用方式是通过摄食进

入生物体内ꎮ 因此ꎬ应该建立农业生态系统中生物

多样性数据ꎬ明确接触 ＲＮＡｉ 生物技术作物的种类ꎬ
且建立这些种类的基因组数据库ꎬ清楚与 ｓｉＲＮＡ 具

有同源性序列基因的表现型ꎬ就能确定 ＲＮＡｉ 生物

技术作物的杀虫活性谱ꎮ
有关 Ｂｔ 作物对非靶标生物的影响评价ꎬ各国

要求有异ꎬ根据 Ｂｔ 蛋白杀虫作用谱的特异性ꎬ通常

在各生态功能团内选择一定的相关指示性生物进

行生物测定和分级启动测试(Ｒｏｍｅｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ
通过靶外结合和非期望的基因沉默的毒理基

因组学分析 ＲＮＡｉ 生物技术作物防治害虫的靶标ꎬ
可能是分类学上特异性的一种 (Ｗｈｙａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９)ꎮ 靶标害虫分类学上高度特异性的优点在于

仅有靶标害虫的近似种受到 ｄｓＲＮＡ 的影响(Ｒｏｍｉ￣
ｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ 因此ꎬ要确定某一 ｄｓＲＮＡ 的杀虫

谱ꎬ必须评估其对与靶标害虫亲缘相近种类的潜在

影响ꎮ

３.３　 环境残留

明确生物技术作物外源性状表达产物(无论是

杀虫蛋白还是 ｄｓＲＮＡ)在环境中的时空分布是生态

安全评价的重要内容之一ꎬ同时可界定环境中非靶

标生物接触的客观途径和剂量ꎮ 因此ꎬ应加强对

ｓＲＮＡ 在环境中的持久性和位移趋势ꎬ如基因飘逸、
ｓＲＮＡ 在土壤和水体中的存留时间、被非靶标生物

摄入的可能性ꎬ以及发生系统性基因沉默后的表型
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特征等方面的研究ꎮ 生态毒理学模式生物的基因

文库比对和 ＤＮＡ 芯片法是开展该项评价的重要方

法(Ｒｏｂｂｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ

３.４　 功能性状的持续稳定性

在评价 ＲＮＡｉ 生物技术作物功能性状的遗传稳

定性时ꎬ编码 ｓｉＲＮＡ 基因比编码蛋白基因的变异率

高(Ｏｂｂａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 因此ꎬ应分析害虫的抗性

发展ꎬ评估其发生时间、影响规模(局部的、区域的

或全国性的)ꎬ以及严重程度ꎬ并建立预测模型ꎮ 此

外ꎬ只有建立统一的 ｓＲＮＡ 活性标准ꎬ才能开展可

比性评价(ｖｏｎ Ｋｒａｕｓｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ

４　 结束语
具有植物保护性状的 ＲＮＡｉ 作物是继 Ｂｔ 作物

之后推动害虫防治技术提升的又一重要成就ꎮ 同

时ꎬ为研发对重大害虫ꎬ如蚜虫(Ｍｕｔｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６ꎻ
Ｗｈｙａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)、飞虱(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｕｐ￣
ａｄｈｙａｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)、蝽(Ａｒａｕｊｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)具有杀

虫谱专一(Ａｌｓｆｏｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ Ｈａａｓ ＆ Ｚｏｄｙꎬ２０１０)
的新一代生物技术作物提供了广阔的前景ꎮ 此外ꎬ
ｄｓＲＮＡ 制剂的研发和应用将极大地丰富农作物病

虫害防治技术(Ｂｕｒａｎｄ ＆ Ｈｕｎｔｅｒꎬ２０１３ꎻ Ｈｕｖｅｎｎｅ ＆
Ｓｍａｇｇｈｅꎬ２０１０)ꎮ 如喷施 ｄｓＲＮＡ 粗提液可有效控

制植物病毒病的发生ꎬ且目的 ｄｓＲＮＡ 可在叶面存

留数天(Ｔｅｎｌｌａｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ 纳米包裹(Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０)、土壤处理和拌种等方法可用于防治地下

害虫ꎮ 工程菌是大量生产 ｄｓＲＮＡ 的重要途径之一

(Ｔｉｍｍｏｎｓ ＆ Ｆｉｒｅꎬ１９９８)ꎮ
现行的转基因生物环境风险评估程序需要进

一步完善ꎬ以适应新的 ＲＮＡｉ 生物技术作物研发和

应用的需求ꎮ 建立专家意见库ꎬ进而准确提出潜在

风险问题ꎬ以确保收集有价值的科学数据ꎬ甄别风

险评估中的不确定性ꎻ确立科学合理的室内和田间

可控条件下的评价试验设计和实施方案ꎻ提供有关

遗传稳定性、靶外结合(或脱靶效应)、非期望的基

因沉默(包括非靶标的影响)ꎬ以及 ｓＲＮＡ 在各种生

境中残留时间的科学评估数据ꎮ
生物信息学方法将是风险评估的最基本的方

法ꎮ 因此ꎬ需要解决环境监测中 ｓＲＮＡ 的提取和鉴

定方法ꎻ建立标准化的生态毒理学模式生物的基因

文库和 ＤＮＡ 芯片(Ｒｏｂｂｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎻ研究 ＲＮＡｉ
作物身份验证、监测等的定量和定性检测方法ꎮ 从

科学的角度来看ꎬ具有作物保护性状的 ＲＮＡｉ 作物

的环境风险是可预测的ꎬ且在科学管理条件下是可

避免或可控的ꎮ
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