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摘要: 【目的】结合薇甘菊较强的节节生根能力的生物学特性ꎬ研发利用 ＲＮＡｉ 技术抑制薇甘菊根系生长

基因表达的生物防治技术ꎬ为进一步开发薇甘菊靶向防控技术奠定基础ꎮ 【方法】利用同源比对方法ꎬ鉴
定出调控薇甘菊根系发育的关键基因(ＭｍＥＸＰＡ４)ꎬ体外合成该基因的双链 ＲＮＡ (ｄｓＭｍＥＸＰＡ４)ꎬ利用

ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 注射薇甘菊根部ꎬ研究其对薇甘菊根系生长的作用ꎮ 【结果】与对照组相比ꎬｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处

理 ３０ ｄ 后ꎬ所有不定根的数量、鲜重和最长不定根的长度均显著降低ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果表明ꎬ在
ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后第 ４ 和第 ５ 天ꎬＭｍＥＸＰＡ４ 基因的表达量显著下调ꎬ沉默效率分别为 ４３. ９６％和

５２.１１％ꎮ 此外ꎬ通过 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｓｔｅｒｅｏ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ Ｌｅｉｃａ Ｍ１６５ ＦＣ 发现ꎬ被荧光标记的 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 能在根系中测检到较强

的绿色荧光信号ꎮ 【结论】ＭｍＥＸＰＡ４ 基因可作为抑制薇甘菊根系发育及快速生长的潜在靶点ꎬ为利用 ＲＮＡ 干扰技术生物

防治薇甘菊提供理论基础ꎮ
关键词: 薇甘菊ꎻ 双链 ＲＮＡꎻ 入侵杂草ꎻ ＭｍＥＸＰＡ４ꎻ 抑制植株生长
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　 　 薇甘菊 Ｍｉｋａｎｉａ ｍｉｃｒａｎｔｈａ Ｋｕｎｔｈ 是菊科 Ｃｏｍ￣
ｐｏｓｉｔａｅ 假泽兰属 Ｍｉｋａｎｉａ 多年生草质藤本植物ꎬ原
产于南美洲和中美洲(何海燕ꎬ２０１６)ꎮ １９１９ 年ꎬ薇
甘菊入侵香港ꎬ这是薇甘菊作为杂草在我国首次出

现ꎬ之后便快速蔓延(Ｈｕａｎｇ ＆ Ｐｅｎｇꎬ２０１６)ꎮ １９８４
年薇甘菊入侵深圳(王伯荪等ꎬ２００３)ꎬ２００８ 年后已

普遍入侵珠江三角洲地区(巫添辉等ꎬ２０１４)ꎮ 薇甘

菊既可通过产生大量种子进行有性繁殖、扩散ꎬ又
能通过极强的无性繁殖能力进行传播ꎮ 此外ꎬ薇甘

菊的茎节具有节节生根能力ꎬ无性繁殖快ꎬ根生长

迅速ꎬ能快速覆盖周围植物ꎬ导致周围植物无法进

行光合作用而枯萎ꎬ严重时则造成死亡ꎮ 因此ꎬ薇
甘菊被认为是世界十大有害杂草之一ꎬ有“植物杀

手”之称ꎬ被我国林业部定为全国检疫性有害生物

(邵婉婷等ꎬ２００２ꎻ 周茂建ꎬ２００４)ꎮ 薇甘菊的入侵

给农业和林业造成了严重威胁和巨大的经济损失ꎬ
其控制管理问题已经成为世界性难题(徐高峰等ꎬ
２０１４)ꎮ 目前ꎬ对薇甘菊的防控方法主要包括植物

检疫、人工或机械铲除、化学除草剂施用、天敌昆

虫、真菌柄锈菌控制和改善生物群落结构等综合防

治策略(高旭华等ꎬ２０１２ꎻ 李云琴等ꎬ２０１９ꎻ 李志杰

和黄江华ꎬ２０１８ꎻ 泽桑梓等ꎬ２０１３ꎻ 宋雪等ꎬ２０２１ꎻ
Ｍａｃａｎａｗａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 虽然这些方法对防治薇甘

菊有一定效果ꎬ但存在效率低、经济成本高等缺点

(徐高峰等ꎬ２０１７)ꎮ
ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬ ＲＮＡｉ)是一种广

泛存在于生命体中ꎬ高度保守的转录后基因沉默技

术( Ｆｉｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ 外源双链 ＲＮＡ ( ｄｏｕｂｌｅ￣
ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡꎬ ｄｓＲＮＡ)能够以碱基互补配对的方

式ꎬ利用细胞内源性 ＲＮＡｉ 机制ꎬ降解同源靶标 ｍＲ￣
ＮＡ (Ｇｈｉｌｄｉｙａｌ ＆ Ｚａｍｏｒｅꎬ２００９ꎻ Ｗｈａｎｇｂｏ ＆ Ｈｕｎｔｅｒꎬ
２００８)ꎮ 近年来ꎬ基于 ＲＮＡｉ 技术的研究被应用于鞘

翅目、半翅目、鳞翅目等昆虫的防治 (Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ꎻ Ｐａｌｌｉꎬ２０１４)ꎮ Ｍａｏ ｅｔ ａｌ. (２００７)利用 ＲＮＡｉ 技
术ꎬ靶向基因(ＣＹＰＡＥ１４)的烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ
Ｌ.抑制棉铃虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ (Ｈüｂｎｅｒ)体内的

表达ꎮ Ｒｅｄｄｙ ｅｔ ａｌ. (２０１６)以棉铃虫几丁质酶基因

ｃｈｉｔｉｎａｓｅ 为靶标构建 ｄｓＲＮＡ 表达的转基因烟草和

番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ.ꎮ 此外ꎬ利用 ｄｓＲＮＡ 沉

默 Ｖ￣ＡＴＰａｓｅ 基因可以实现防除苹果绵蚜 Ｅｒｉｏｓｏｍａ
ｌａｎｉｇｅｒｕｍ (Ｈａｕｓｍａｎｎ)(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２２)、三叶斑潜

蝇 Ｌｉｒｉｏｍｙｚａ ｔｒｉｆｏｌｉｉ (Ｂｕｒｇｅｓｓ) (Ｃｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)、

番茄潜叶蛾 Ｐｈｔｈｏｒｉｍａｅａ ａｂｓｏｌｕｔａ (Ｍｅｙｒｉｃｋ) (Ｒａｈ￣
ｍａｎｉ ＆ Ｂａｎｄａｎｉꎬ２０２１)等害虫ꎮ 利用 ＲＮＡｉ 技术在

植物上的研究也有相关报道ꎬ 如 Ｋｉｓｅｌｅｖ ｅｔ ａｌ.
(２０２１)通过研究外源诱导 ＲＮＡｉ 的生理条件和

ｄｓＲＮＡ 在拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.上
的应用途径表明ꎬｄｓＲＮＡ 在白天后期、土壤低温度

条件下应用 ＮＰＴＩＩ 抑制效果好ꎬ且涂抹、喷施和移

液处理比渗透和接种处理抑制效果强ꎮ
目前ꎬ利用 ＲＮＡｉ 技术在控制杂草生长方面的

研究较少ꎬ例如ꎬ孟山都公司应用 ＲＮＡｉ 治理草甘膦

抗性杂草(陈良和苏少泉ꎬ２０１３)ꎮ 而应用 ＲＮＡｉ 技
术在薇甘菊上的研究ꎬ目前仅见 Ｍａｉ ｅｔ ａｌ. (２０２１)
利用 ３ 种类型的 ＲＮＡｉ 分子抑制了薇甘菊叶绿素

ａ / ｂ 结合蛋白的表达ꎬ致使薇甘菊叶片变黄并最终

枯萎ꎬ这是首次对薇甘菊基因生物学功能的研究ꎮ
本文从控制薇甘菊根的生长作为出发点ꎬ研究利用

ＲＮＡｉ 技术抑制根生长相关基因的表达对植株的影

响ꎬ为通过 ＲＮＡｉ 技术抑制薇甘菊生长发育基因的

靶向防控技术研究提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料与试剂

植物材料:２０２２ 年 ２ 月在广东省深圳市大鹏新

区农业科学院农场采集薇甘菊种子ꎮ 将种子置于

含湿滤纸的塑料培养皿(直径 ９ ｃｍ)中ꎬ培养皿中

每天喷水ꎬ保持种子水分充足ꎮ 种子生根发芽后ꎬ
将带有 ２ 片子叶的幼苗转移到含有霍格兰氏液体

营养液的 ９６ 孔黑色液体培养盒中ꎬ于光周期 Ｌ ∶ Ｄ
＝ １６ ｈ ∶ ８ ｈ、温度 ２５ ℃、相对湿度约 ８０％的温室中

培养ꎬ用含有 ４ 片真叶的幼苗进行试验ꎮ
试剂:Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｐｌｕｓ (福际

生物技术公司)、ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒和质粒 ＤＮＡ
小量提取试剂盒(碧云天生物技术公司)、ｐＭＤＴＭ

１８￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ ( ＴａＫａＲａ 生物技术公司)、
Ｔ７ ＲＮＡｉ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ (诺唯赞生物技术公司)、
Ｈｉｆａｉｒ® ＩＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、２×Ｈｉｅｆｆ®

Ｒｏｂｕｓｔ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＤＨ５α 化学感受态细胞、２×
Ｈｉｅｆｆ Ｃａｎａｃｅ® Ｇｏｌｄ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真酶预混

液和 Ｈｉｆａｉｒ®Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＰＣＲ (ＹＥＳＥＮ 生物技术公司)ꎮ

仪器:ＰＣＲ 扩增仪 Ｔ１００ ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ (美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)、微量高速冷冻离心机 Ｍ１３２４Ｒ (中
国瑞沃德公司)、微量高速离心机 Ｍ１３２４ (中国瑞
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沃德公司)、超微量紫外分光光度计 ＮＤ￣ＯＮＥＣ (美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)、双稳定时电泳仪 ＤＹＹ￣２Ｃ
(中国北京六一公司)、植物组织研磨仪 (中国宁波

新 芝 公 司 )、 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｓｔｅｒｅｏ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ Ｌｅｉｃａ
Ｍ１６５ ＦＣ (德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 候选靶基因的筛选　 根据文献筛选出在拟

南芥中已明确具有与根系发育相关功能的基因

ＡｔＥＸＰＡ４ (Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)ꎬ通过 Ｂｌａｓｔｐ 比对ꎬ以 ｅ￣
ｖａｌｕｅ 值<ｅ－５、Ｉｄｅｎｔｉｔｙ>８０％为标准ꎬ筛选出薇甘菊的

候选基因ꎬ通过同源比对ꎬ找到直系同源基因ꎮ 以

相同方法筛选菊花脑 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｎａｎｋｉｎｇｅｎｓｅ
(Ｎａｋａｉ) Ｔｚｖｅｌ、向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌ.和莴苣

Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.的候选基因ꎮ 使用 ＭＥＧＡ １１ 软

件的 ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ 方法构建系统发育树[参数设

置为 Ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ( １０００ 次) 检

测]ꎮ 应用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 算法对筛选后的薇甘菊的关键

候选基因与拟南芥 ＥＸＰＡ 基因的氨基酸序列进行

多序列比对ꎬ鉴定关键候选基因的特异序列ꎮ
１.２.２　 转录组数据分析　 从 ＮＣＢＩ (ＳＲＲ８８５７６１６ ~
ＳＲＲ８８５７６４０)下载 Ｍ. ｍｉｃｒａｎｔｈａ 不同组织的转录组

数据用于后续分析(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０)ꎮ 为了消除测

序过程中产生的误差ꎬ根据以下标准过滤不可靠的

ｒｅａｄｓ:( １) ５０％ 的 ｒｅａｄ 基准质量值 Ｐｈｒｅｄ 低于

２０％ꎻ(２)一个 ｒｅａｄ 包含超过 １０％的歧义残基‘Ｎ’ꎮ
过滤后ꎬ使用 ＨＩＳＡＴ２ ｖ２.１.０ 里的默认参数ꎬ将高质

量的 ｒｅａｄｓ 映射到从 ＮＣＢＩ (ＰＲＪＮＡ５２８３６８)下载的

Ｍ. ｍｉｃｒａｎｔｈａ 参考基因组ꎮ 使用 Ｓａｍｔｏｏｌｓ ｖ１.１.３ 处

理后ꎬ并用 ＨＴＳｅｑ￣ｃｏｕｎｔ ｖ２.１.０ 计算映射的读计数ꎬ
然后计算候选基因的表达量 ( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｍｉｌ￣
ｌｉｏｎꎬ ＴＰＭ)ꎮ
１.２.３　 ＲＮＡ 提取与基因克隆　 使用试剂盒提取薇

甘菊叶片总 ＲＮＡꎬｃＤＮＡ 第一链合成参照试剂盒说

明书进行ꎮ 利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 设计 ＰＣＲ 引

物(表 １)ꎬＰＣＲ 扩增的反应体系包括 ｃＤＮＡ １ μＬꎬ
上、下游引物各 ０.５ μＬꎬ２×Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １０.５
μＬꎬ离心混匀后在 ＰＣＲ 仪上进行ꎬ反应程序:９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １０ ｓꎻ５５ ℃退火 ２０ ｓꎻ７２ ℃
延伸 １０ ｓꎻ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃终延伸 ７ ｍｉｎꎮ 用 １％凝

胶电泳检测目的条带大小ꎮ 目的片段的回收及纯

化按照试剂盒说明书进行ꎮ 将纯化后的目的片段

与 ｐＭＤ１８￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 连接ꎬ连接产物转化到大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ涂板、摇菌ꎬ取部分菌液进行

测序验证ꎬ将测序正确的菌液提质粒后置于－２０ ℃
冰箱存放ꎮ

表 １　 基因克隆、ｄｓＲＮＡ 合成和荧光定量 ＰＣＲ 的引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｄｓＲＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

引物名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ

正向(５′ ｔｏ ３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ (５′ ｔｏ ３′)

反向(５′ ｔｏ ３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ (５′ ｔｏ ３′)

目的
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＭｍＥＸＰＡ４ ＡＣＴＧＣＴＣＡＣＧＣＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣ ＧＡＣＴＣＡＴＣＣＡＴＴＣＧＧＴＣＣＴＴＧ 基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ
ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ

ＡＣＴＧＣＴＣＡＣＧＣＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣ
ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＧＡＣＴＣＡＴＣＣＡＴＴＣＧＧＴＣＣＴＴＧ

ｄｓＲＮＡ 合成 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｄｓＲＮＡ

ｑＭｍＥＸＰＡ４ ＧＴＡＡＣＴＧＧＧＧＴＣＡＡＡＡＣＴＧＧＣＡ ＣＣＡＡＧＡＴＧＴＧＧＡＡＧＴＧＣＧＡＴＧ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
ｑＵＢＱ１０ ＴＧＣＣＧＡＣＴＡＣＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＡ ＣＣＧＣＡＧＴＡＡＴＧＣＣＧＡＴＣＡＡＡ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
ｑＧＡＰＤＨ ＴＣＣＡＧＧＡＡＣＣＣＡＧＡＣＧＡＧＡＴ ＡＧＡＣＣＣＴＣＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＡＡ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

１.２.４　 ｄｓＲＮＡ 的合成　 在上述克隆步骤中扩增目

的片段引物的 ５′端加上 Ｔ７ 启动子序列作为 ｄｓＲＮＡ
合成的扩增引物ꎬ通过 ＰＣＲ 合成带有 Ｔ７ 启动子的

模板ꎬ配制相应的转录反应体系:１０×Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬＮＴＰ Ｍｉｘ ８ μＬꎬＴ７ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ２ μＬꎬ
ｃＤＮＡ ２ μｇꎬｄｄＨ２Ｏ 定容至 ２０ μＬꎬ瞬时离心后放置

于 ＰＣＲ 仪中 ３７ ℃孵育 ３ ｈꎬ然后进行双酶消化ꎬ在
反应液中添加 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｈ２ Ｏ １７ μＬ、ＤＮａｓｅ Ｉ １
μＬ、ＲＮａｓｅ Ｔ１ ２ μＬꎬ瞬时离心后放置于 ＰＣＲ 仪中

３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ电泳检测转录产物ꎮ 对转录后的

产物进行纯化ꎬ使用超微量分光光度计 Ｎａｎｏｄｒｏｐ

ｏｎｃｅ 检测其浓度ꎮ
１.２.５　 荧光标记示踪　 为了观察 ｄｓＲＮＡ 进入植物

根系的过程ꎬ采用 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ＲＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ Ｍｉｘ 标

记 ｄｓＲＮＡ:在 ｄｓＲＮＡ 合成体系中加入 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ＲＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ Ｍｉｘꎬ使用 Ｔ７ Ｍｉｘ 在聚合过程中将

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ＲＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ Ｍｉｘ 作为底物加入到新合

成的 ｄｓＲＮＡ 以合成带 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ￣１２￣ＵＴＰ 标 记

ｄｓＲＮＡꎬ参照 Ｔ７ ＲＮＡｉ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒的说

明书制备 ｄｓＲＮＡꎬ电泳检测 ｄｓＲＮＡ 完整性ꎮ 将制

备好的荧光药物采用浸泡方式处理薇甘菊根系ꎬ５
ｄ 后在荧光显微镜下诱导荧光信号观察根系ꎮ
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１.２.６　 ｄｓＲＮＡ 对靶基因的抑制 　 选取根系长势一

致的薇甘菊ꎬ在根部注射 １７５ ｎｇ􀅰μＬ－１的 ｄｓＲＮＡꎬ水
培法培养ꎬ将处理后的植株置于光周期 Ｌ ∶ Ｄ ＝ １６ ｈ
∶ ８ ｈ、温度 ２５ ℃、相对湿度约 ８０％的温室中培养ꎬ观
察并记录形态表型ꎮ 为分析 ＲＮＡｉ 对靶基因表达的

影响ꎬ分别从 ｄｓＲＮＡ 和 ＣＫ(清水作对照)处理后 １、
２、３、４、５、６ ｄ 的植株中提取根的总 ＲＮＡꎬ按照上述方

法合成 ｃＤＮＡꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测目的基因的表达

水平ꎮ 选 择 基 因 ＧＡＰＤＨ ( ＡＧＩ: ＡＴ１Ｇ１３４４０) 和

ＵＢＱ１０ (ＡＧＩ:ＡＴ４Ｇ０５３２０)作为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的内参基

因(Ｃｚｅｃｈｏｗｓｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ 试验进行 ３ 次生物学重

复ꎬ每个生物重复进行 ２ 次技术重复ꎮ 在表型效应

方面ꎬ以 ｄｓＲＮＡ 和 ＣＫ (清水作对照)作为处理ꎬ每个

处理进行 １０ 个生物学重复ꎮ 处理 ３０ ｄ 后统计植株

形态指标根长、不定根数目、根的鲜重ꎮ
１.２.７　 统计分析　 采用 ２－△△Ｃｔ法计算基因表达量ꎬ
ｑＰＣＲ 数据以平均值±标准误差计算ꎬ用独立样本 Ｔ
检验确定均数之间差异的显著性ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ ８.０
和 ＳＰＳＳ ２５ 软件进行统计分析和作图(ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 薇甘菊靶标基因的鉴定

利用同源比对的方法ꎬ将拟南芥 ＡｔＥＸＰＡ４ 的氨

基酸序列与薇甘菊、向日葵、菊花脑和莴苣的参考

基因组氨基酸序列进行 Ｂｌａｓｔｐ 比对ꎬ共鉴定 １７ 个

ＥＸＰＡ４ 直系同源基因ꎬ其中薇甘菊 ７ 个、向日葵 ３
个、菊花脑 ６ 个、莴苣 １ 个(表 ２)ꎮ

进化树分析表明ꎬ来自 ５ 个物种的 ＥＸＰＡ 蛋白

共聚为 ４ 个分支(图 １):薇甘菊(Ｍｍ１３Ｇ０３１０３１、
Ｍｍ１７Ｇ０３７５０４ 和 Ｍｍ０７Ｇ０１８２５１) 与向日葵 ( ＸＰ
０２２０３７２９３. １)、莴苣 (ＸＰ ０２３７５５１８０. １) 和菊花脑

(ＣＨＲ０００７７２２１￣ＲＡ 和 ＣＨＲ０００７３７００８￣ＲＡ)聚为一

个分支ꎬ表明这些基因可能具有相同的功能ꎮ 而菊

花脑 ( ＣＨＲ０００８２７０５￣ＲＡ、 ＣＨＲ０００６４１８４￣ＲＡ) 分别

各单独成为一个分支ꎬ表明这 ２ 个基因可能功能分

化ꎮ 此外ꎬ薇甘菊(Ｍｍ０８Ｇ０２０６３６、Ｍｍ０１Ｇ００３２４５、
ＭｍＵｎＧ０４４６４７ 和 Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６)以及向日葵(ＸＰ
０２１９７３８０５. １ 和 ＸＰ ０２２０１８２２３. １ ) 和 菊 花 脑

(ＣＨＲ００００９１７９￣ＲＡ、 ＣＨＲ００００６８２９￣ＲＡ) 与拟南芥

(ＥＦＨ５７９２８.１)扩展蛋白 ＥＸＰＡ 聚为一个分支ꎬ与
薇甘 菊 的 另 外 ６ 个 候 选 基 因 相 比ꎬ 薇 甘 菊

(Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６)与拟南芥(ＥＦＨ５７９２８.１)有较近的

亲缘关系ꎬ且 Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 的 ｉｄｅｎｔｉｔｙ 最高ꎬ相似

度为 ８４.４９％ꎬｅ￣ｖａｌｕｅ 高达 １.３９ｅ－１６０ꎮ 故鉴定基因

Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 为关键候选基因ꎬ该基因的核苷酸

序列见表 ３ꎮ
已知拟南芥基因 ＥＦＨ５７９２８.１ (ＡｔＥＸＰＡ４)属于

扩展蛋白 ＥＸＰＡ 亚家族ꎬ通过氨基酸比对分析结果

显示 ( 图 ２ )ꎬ 薇 甘 菊 Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 与 拟 南 芥

ＥＦＨ５７９２８.１ 具有较高的保守型ꎮ 结构域分析发

现ꎬ薇甘菊 Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 具有典型的扩展蛋白结

构特征ꎬ在 Ｎ 端有 ８ 个保守的半胱氨酸残基和一个

ＨＦＤ 保守结构域ꎬＣ 端有 ４ 个高度保守的色氨酸残

基(罗云等ꎬ２０１７)ꎬ因此推测薇甘菊 Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６
与拟南芥 ＥＦＨ５７９２８.１ 行使相同的功能ꎮ

表 ２　 筛选出的靶向基因
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

己功能验证基因
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｇｅｎｅｓ

具有功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｖａｉｌａｂｌｅ

Ｂｌａｓｔｐ 比对后筛选出的基因
Ｇｅｎｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｆｔｅｒ Ｂｌａｓｔｐ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

相似性
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％

ｅ 值
ｅ￣ｖａｌｕｅ

ＡｔＥＸＰＡ４ 敲除 ＡｔＥＸＰＡ４ 基因 薇甘菊 Ｍ. ｍｉｃｒａｎｔｈａ Ｍｍ０７Ｇ０１８２５１ ８２.０７２ ９.７４ｅ－１４８

(Ｇｅｎｅ ＩＤ: ＡＴ２Ｇ３９７００ꎻ 使主根生长缓慢 Ｍｍ１７Ｇ０３７５０４ ８０.９３４ ４.７１ｅ－１５６

ＧｅｎＢａｎｋ: ＥＦＨ５７９２８.１) ＡｔＥＸＰＡ４ ｇｅｎｅ ｉｓ ｋｎｏ－ Ｍｍ１３Ｇ０３１０３１ ８０.１５６ ２.２４ｅ－１５７

ｃｋｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｓｌｏｗ ｔｈｅ Ｍｍ０８Ｇ０２０６３６ ８２.２７８ ９.５１ｅ－１６５

ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ａｘｉａｌ ｒｏｏｔ ＭｍＵｎＧ０４４６４７ ８４.１９０ １.３９ｅ－１６０

Ｍｍ０１Ｇ００３２４５ ８４.１９０ ９.５１ｅ－１６５

Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ ８４.４９０ １.３９ｅ－１６０

向日葵 Ｈ. ａｎｎｕｕｓ ＸＰ＿０２２０１８２２３.１ ８５.０３９ １.１５ｅ－１６５

ＸＰ＿０２１９７３８０５.１ ８６.８８５ １.３４ｅ－１６１

ＸＰ＿０２２０３７２９３.１ ８２.８７９ ７.５９ｅ－１６０

菊花脑 Ｃ. ｎａｎｋｉｎｇｅｎｓｅ ＣＨＲ００００６８２９￣ＲＡ ８５.２５９ ８.３７ｅ－１６４

ＣＨＲ０００７３７０８￣ＲＡ ８１.７１２ １.０３ｅ－１６０

ＣＨＲ０００７７２２１￣ＲＡ ８０.９３４ ２.２３ｅ－１５９

ＣＨＲ００００９１７９￣ＲＡ ８３.６６５ ２.９５ｅ－１５８
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　 续表 ２

己功能验证基因
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｇｅｎｅｓ

具有功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｖａｉｌａｂｌｅ

Ｂｌａｓｔｐ 比对后筛选出的基因
Ｇｅｎｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｆｔｅｒ Ｂｌａｓｔｐ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

相似性
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ / ％

ｅ 值
ｅ￣ｖａｌｕｅ

ＣＨＲ０００８２７０５￣ＲＡ ８２.５２４ ５.５２ｅ－１３１

ＣＨＲ０００６４１８４￣ＲＡ ８８.７１０ １.７６ｅ－３２

莴苣 Ｌ. ｓａｔｉｖａ ＸＰ＿０２３７５５１８０.１ ８２.４９０ １.４２ｅ－１６２

图 １　 薇甘菊 ７ 个扩展蛋白与其他物种扩展蛋白的系统发育树分析
Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ７ ｅｘｐａｎｓｉｎｓ ｏｆ Ｍ. ｍｉｃｒａｎｔｈａ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐａｎｓｉｎｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

表 ３　 筛选出的靶向基因序列
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｇｅｎｅ 靶基因序列 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ ＡＴＧＧＡＧＧＴＣＡＧＧＧＧＴＧＴＣＧＧＴＴＡＴＧＣＡＧＣＡＡＴＴＣＴＧＴＧＴＧＴＴＡＴＴＴＴＣＡＣＡＧＴＧＧＴＣＡＡＣＧＣＴＣＧＴＡＴＡＣＣＧＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＣ
ＣＧＧＣＧＧＡＣＡＡＴＧＧＧＡＧＡＣＴＧＣＴＣＡＣＧＣＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＧＧＣＧＧＣＡＡＴＧＡＴＧＣＣＴＣＣＧＧＣＡＣＣＡＴＧＧＧＡＧＧＴＧＣＡＴＧＴＧＧＧＴＡ
ＣＧＧＴＡＡＣＣＴＡＴＡＴＡＧＣＣＡＡＧＧＣＴＡＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴＡＣＡＧＣＧＧＣＣＴＴＧＡＧＴＡＣＴＧＣＴＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＡＴＧＧＧＣＴＧＡＧＣＴＧＣＧＧＴ
ＧＣＡＴＧＴＴＴＣＧＡＧＡＴＴＡＡＧＴＧＴＧＴＧＧＡＴＧＡＣＣＣＡＣＡＧＴＧＧＴＧＣＣＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＣＣＣＣＴＣＧＡＴＴＴＴＣＡＴＡＡＣＡＧＣＡＡＣＣＡＡＣ
ＴＴＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＡＡＴＴＴＴＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡＧＴＧＡＴＡＡＴＧＧＴＧＧＧＴＧＧＴＧＣＡＡＣＣＣＴＣＣＴＣＧＡＡＣＣＣＡＴＴＴＣＧＡＴＣＴＧＧＣＣＡＴＧＣＣ
ＴＡＴＧＴＴＴＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＣＣＧＡＧＴＡＴＣＧＡＧＣＣＧＧＡＡＴＡＧＴＴＣＣＴＧＴＴＴＣＴＴＡＣＣＧＣＣＧＧＡＴＣＣＣＡＴＧＴＣＧＡＡＡＧＣＡＡＧＧＣＧＧＧ
ＧＴＡＡＧＡＴＴＣＡＣＣＡＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＣＣＧＴＴＡＣＴＴＣＡＡＴＴＴＧＧＴＴＣＴＣＡＴＣＡＣＣＡＡＣＧＴＴＧＣＴＧＧＡＧＣＣＧＧＧＧＡＣＡＴＡＡＣＧＣＡＡＧ
ＣＡＴＧＧＧＴＧＡＡＡＧＧＡＴＣＡＡＧＧＡＣＣＧＡＡＴＧＧＡＴＧＡＧＴＣＴＴＡＧＣＣＧＴＡＡＣＴＧＧＧＧＴＣＡＡＡＡＣＴＧＧＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＴＴＧＴＧＣＴＴＧ
ＴＴＧＧＣＣＡＡＴＣＡＣＴＴＴＣＡＴＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＡＧＧＣＡＧＴＧＡＴＣＡＴＣＧＣＡＣＴＴＣＣＡＣＡＴＣＴＴＧＧＡＡＣＡＴＴＧＣＣＣＣＡＧＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡ
ＡＴＴＴＧＧＴＣＡＡＡＣＣＴＴＴＧＴＣＧＧＧＡＡＡＡＡＴＴＴＣＣＧＡＧＴＣＴＡＧ
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图 ２　 薇甘菊关键候选基因与拟南芥的氨基酸多序列比对
Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｕｌｔｉ￣ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｋｅｙ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｍ. ｍｉｃｒａｎｔｈａ ａｎｄ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ

２.２　 薇甘菊 ＥＸＰＡ４ 基因的组织表达模式

在统计分析之前ꎬ从数据集中过滤极低表达或

无表达的基因(在每个组织中所有生物重复的 ＴＰＭ
值 < ５ )ꎮ 由 于 候 选 基 因 ＭｍＵｎＧ０４４６４７ 和

Ｍｍ０１Ｇ００３２４５ 的平均 ＴＰＭ 值范围均低于 ５ꎬ故剔

除ꎮ 本研究基于薇甘菊 ＥＸＰＡ４ 候选基因的 ５ 个拷

贝进行了不同组织花、叶、根、茎和茎尖的转录组数

据分 析 ( 图 ３ )ꎮ 结 果 发 现ꎬ Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 和

Ｍｍ１３Ｇ０３１０３１ 基 因 在 根 中 的 表 达 量 最 高ꎬ 且

Ｍｍ１３Ｇ０３１０３１ 基因在 ５ 个组织中的平均 ＴＰＭ 值范

围在 ６.３７~ ３１１.３８ꎬＭｍ１４Ｇ０３３４４６ 基因在 ５ 个组织

中的平均 ＴＰＭ 值在 ５.３７ ~ ７８.０２ꎻＭｍ０８Ｇ０２０６３６ 基

因 在 根 和 茎 中 表 达 较 低ꎬ Ｍｍ０７Ｇ０１８２５１ 和

Ｍｍ１７Ｇ０３７５０４ 在花中高表达ꎬ后者在茎中表达也

较低ꎬＭｍ０７Ｇ０１８２５１、Ｍｍ１７Ｇ０３７５０４、Ｍｍ０８Ｇ０２０６３６
基因在 ５ 个组织中的平均 ＴＰＭ 值范围分别在 ０.１８
~ １１８. ８７、 １５. ２５ ~ ２９８. ８２、 ０. ００ ~ ５. ０２ꎮ 但由于

Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 的 ｉｄｅｎｔｉｔｙ 最高ꎬ相似度为 ８４.４９％ꎬ
证实了 Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 基因为关键候选基因的事

实ꎬＭｍ１４Ｇ０３３４４６ 基因在根中高表达ꎬ在花和叶的

表达量均低于根和茎ꎬ茎尖的表达量最低ꎬ根的表

达量比花和叶分别高出 ４.０５ 和 ３０９３ 倍ꎬ比茎高出

０.５５ 倍ꎬ比茎尖高出１３.５１倍ꎮ
２.３　 ｄｓＲＮＡ 对薇甘菊内源性靶基因的抑制效果

将标记好的 ｄｓＲＮＡ 溶液与营养液混合培养植

物 ５ ｄ 后ꎬ通过 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｓｔｅｒｅｏ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ Ｌｅｉｃａ

Ｍ１６５ ＦＣ 进行验证ꎮ 结果显示ꎬ在显微镜下观察到

植株根系带有较强的绿色荧光信号ꎬ表明处理后的

根系从溶液中吸收和 /或吸附了标记的 ｄｓＲＮＡ (图
４ )ꎬ 能 进 行 后 续 的 ＲＮＡｉ 过 程 ( 下 文 将

Ｍｍ１４Ｇ０３３４４６ 命名为 ＭｍＥＸＰＡ４)ꎮ
薇甘菊 ＭｍＥＸＰＡ４ 基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果

表明ꎬ在 ＣＫ 和 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后 １ ｄ 的 ＭｍＥＸ￣
ＰＡ４ 的相对平均表达量分别为 ０.８４ 和 ０.７４ꎬ两者间

无显著差异ꎻ处理后第 ２ 和第 ３ 天靶基因 ＭｍＥＸ￣
ＰＡ４ 的表达与第 １ 天的表达量有相同的模式ꎬ即在

ＣＫ 和 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理下ꎬＭｍＥＸＰＡ４ 的基因表达

无显著变化ꎮ 然而ꎬ处理第 ４、５ 天时靶基因的表达

显著下调ꎬ沉默效率分别为 ４３.９６％和５２.１１％ꎬ到处

理后第 ６ 天靶基因的表达又恢复到正常水平ꎮ 此

外ꎬ处理后第 １、２、３、４、５ 和 ６ 天的对照组(ＣＫ)平

均表达量比处理组( ｄｓＭｍＥＸＰＡ４)分别高出０.１３、
０.０４、０.０６、０.７８、１.０９ 和 ０.１４ 倍(图 ５)ꎮ

图 ３　 候选基因在不同组织中的转录组

数据表达情况
Ｆｉｇ.３　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

􀅰４４１􀅰 生物安全学报(中英文)　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ３３ 卷　

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



图 ４　 根系浸泡荧光标记 ｄｓＲＮＡ 溶液 ５ ｄ 后 ｄｓＲＮＡ 摄取的显微镜观察
Ｆｉｇ.４　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｓＲＮＡ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｓｏａｋｅｄ ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ｄｓＲＮＡ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ

Ａ:激发光ꎻＢ:荧光素标记的 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ꎻＣ:叠加ꎮ
Ａ: Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｇｈｔꎻ Ｂ: Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｌａｂｅｌｅｄ ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ꎻ Ｃ: Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ.

图 ５　 不同时间处理 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 对靶基因表达量的影响
Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ ｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

数据分析采用 ｔ 检验法检验差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 每条柱状图表示 ｎ＝ ３ 个生物学重复的平均值和平均值的标准误差ꎮ
∗表示对照和 ＲＮＡｉ 处理之间的显著差异ꎻｎｓ 表示无显著差异ꎮ

Ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｙ ｔ￣ｔｅｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) . Ｅａｃｈ ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｎ＝ ３ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ. ∗: Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＲＮＡｉ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ｎｓ: Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

２.４　 ｄｓＲＮＡ 对薇甘菊植株的生长影响

选取含有 ４ 片真叶的薇甘菊幼苗ꎬ在 ＣＫ 和

ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理下ꎬ观察植株的形态变化并记录

数据ꎮ 处理后第 ３０ 天的根系表型结果表明ꎬ与对

照组相比ꎬｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后所有不定根的数量、
鲜重和最长不定根的长度均显著降低(图 ６)ꎮ 正

常生长条件下(ＣＫ)最长不定根的平均长度为２１.３２
ｃｍꎬｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后最长不定根的平均长度为

１２.３６ ｃｍꎬ对照组最长不定根的平均长度(ＣＫ)比处

理 组 ( ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ ) 高 ０.７２ 倍ꎬ 处 理 组

(ｄｓＭｍＥＸＰＡ４) 最长不定根的平均长度降低了

４２.０３％ꎮ 正常生长条件下(ＣＫ)所有不定根的平均

鲜重为 ０.０９ ｇꎬｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后所有不定根的

平均鲜重为 ０.０３ ｇꎬ对照组所有不定根的平均鲜重

(ＣＫ)比处理组( ｄｓＭｍＥＸＰＡ４)高 １.５６ 倍ꎬ处理组

(ｄｓＭｍＥＸＰＡ４) 所有不定根的平均鲜重降低了

６０.９４％ꎮ 正常生长条件下(ＣＫ)所有不定根的平均

数量为 ３７.００ꎬｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后所有不定根的平

均数量为 １８. ４０ꎬ对照组所有不定根的平均数量

(ＣＫ)比处理组( ｄｓＭｍＥＸＰＡ４)高 １.０１ 倍ꎬ处理组

(ｄｓＭｍＥＸＰＡ４) 所有不定根的平均数量降低了

５０.２７％ꎮ

图 ６　 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理 ３０ ｄ 后植株样品

的表型结果

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ ｆｏｒ ３０ ｄａｙｓ

３　 讨论
在本研究中ꎬ处理植株 ５ ｄ 后ꎬ荧光显微镜结果

显示ꎬ在根系中观察到标记的 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 溶液被

根吸收和 /或吸附ꎬ标记后的 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 在植株
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根系中观察到较强的绿色荧光信号ꎬ特别是在根系

的形态学下端观察到的绿色荧光信号尤为强烈ꎬ推
测 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 溶液递送到植株体内被植物吸收ꎬ
能进行后续的 ＲＮＡｉ 过程ꎮ 本研究 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果

显示ꎬ在 ＣＫ 和 ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后第 １、２ 和 ３ 天ꎬ
靶基因 ＭｍＥＸＰＡ４ 的表达量无显著差异ꎬ对照组平

均表达量 ( ＣＫ) 比处理组 ( ｄｓＭｍＥＸＰＡ４) 分别高

０.１３、０.０４ 和 ０.０６ 倍ꎬ两者间无显著变化ꎬ推测这可

能与植物的内源性防御机制有关ꎬ通过外源诱导

ｄｓＲＮＡ 注射到植株根部ꎬ触发了薇甘菊的防御机

制ꎬ导致基因干扰效率降低ꎬ目的基因表达水平升

高ꎮ 然而ꎬ处理第 ４、５ 天时靶基因的表达显著下

调ꎬ推测随着 ＲＮＡｉ 分子数量的不断增加ꎬ被植物宿

主细胞吸收ꎬ目的基因的表达最终被抑制ꎬ但是干

扰效率不是特别高ꎬ本研究施用的 ｄｓＲＮＡ 浓度为

１７５ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ推测可能是施用的浓度低ꎬ后续可以

考虑提高 ｄｓＲＮＡ 的浓度ꎮ 处理后第 ６ 天靶基因的

表达恢复到正常水平ꎬ推测 ｄｓＲＮＡ 可能存在降解

的情况ꎮ 有研究表明ꎬ在昆虫中ꎬｄｓＬｓＳｔｒｅ 喂食灰飞

虱 Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕａ (Ｆａｌｌｅｎ)后ꎬ对靶基因表达

量的抑制率为 ４６％ꎮ 但是结合纳米材料壳聚糖和

ＣＱＤ 包裹后ꎬＲＮＡｉ 效率显著提高ꎬ抑制率分别为

７８％和 ８４％(周晨等ꎬ２０２１)ꎮ 将纳米载体和 ｄｓＲＮＡ
混合液滴在大豆蚜 Ａｐｈｉｓ ｇｌｙｃｉｎｅｓ Ｍａｔｓｕｍｕｒａ 体壁上

４８ ｈ 后ꎬ其体内靶基因表达量显著下调ꎬ干扰效率

高达 ９５.４％ (Ｚｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 为提高 ｄｓＭｍＥＸ￣
ＰＡ４ 对薇甘菊的干扰效率ꎬ后续可以结合纳米材料

进行包裹ꎬ缓慢释放递送 ｄｓＲＮＡꎬ以维持抑制靶基

因的干扰效果和持续时间ꎮ
ｄｓＲＮＡ 的传递不仅能降低靶基因 ｍＲＮＡ 的表

达水 平ꎬ 还 能 引 起 表 型 变 化ꎮ 在 本 研 究 中ꎬ
ｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理薇甘菊根系 ３０ ｄ 后ꎬ与对照组

(ＣＫ)相比ꎬｄｓＭｍＥＸＰＡ４ 处理后的最长不定根长度

显著变短ꎮ 对所有不定根的数量、鲜重和最长不定

根长度统计发现ꎬ与对照组 ( ＣＫ) 相比ꎬ处理组

(ｄｓＭｍＥＸＰＡ４)最长不定根的平均长度、所有不定

根的平均鲜重和所有不定根的平均数量分别降低

了 ４２.０３％、６０.９４％和 ５０.２７％ꎬ表明根系表型差异

与靶基因沉默相关ꎮ
本研究结果表明ꎬ靶基因表达量的抑制以及植

株根变短的特征ꎬ进一步证实了 ＭｍＥＸＰＡ４ 对根的

生长有积极影响ꎬ在植物生长发育过程中起重要的

作用ꎬ也为植物根的生长发育与扩展蛋白的参与提

供了参考证据ꎮ 本研究仅在实验室内进行ꎬ今后还

需要进一步论证该生物除草剂最合适的浓度、剂量

和施用时间ꎬ以及通过田间试验来验证使用 ｄｓＲＮＡ
生物除草剂抑制入侵植物薇甘菊的可行性ꎬ做好生

态安全性等方面的评估ꎮ
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ＲＥＤＤＹ Ｋ Ｒ Ｋꎬ ＭＡＭＴＡ Ｎꎬ ＲＡＪＡＭ Ｍ Ｖꎬ ２０１６. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ｂｙ ｈｏｓｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｎｆｅｒｓ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ａｎｄ ｔｏｍａｔｏ.
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