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Abstract 
RNA silencing plays an important role in plant against pathogens invasion, especially in the 
process of viral infection. When exogenous RNA or viruses enter plant cells, RNA silencing is acti-
vated, thereby minimizing any detrimental effects of pathogenic RNAs on cells. Viroid, a special 
kind of non-coding RNA, due to its special structures, provides an excellent and extraordinary 
model for studying the interplay between RNA silencing and pathogenic RNAs in cells. 

 
Keywords 
RNA Silencing, Viroid, RNA Induced Silencing Complex (RISC), Dicer, Small RNA 

 
 

RNA沉默拮抗类病毒 

康相鹏 

杭州师范大学生命与环境科学学院RNA信号传导研究中心，浙江 杭州 
 

 
收稿日期：2019年10月11日；录用日期：2019年12月17日；发布日期：2019年12月24日 

 
 

 
摘  要 

RNA沉默在植物对抗外源性病源入侵，尤其是病毒入侵的过程中具有重要作用，当外源RNA或病毒进入

植物细胞时，RNA沉默被激活，从而把外源病原性RNA和病毒等对细胞的影响降到最低程度。类病毒这

种非编码RNA由于其特殊的结构，为研究RNA沉默和非编码RNA在植物中的互作提供了绝佳的模型。 
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1. 引言 

RNA 沉默是生物中普遍存在的一种应激机制，具体来说：RNA 沉默是真菌、动物以及植物对抗致

病性病原入侵的一种防御的机制。同时，RNA 沉默也是细胞内的一种基因调节机制，其生物化学框架在

真菌、植物和动物中都是保守的[1] [2]。在植物中，RNA 沉默形成了抵御病原感染的先天防御机制[3] [4]。
当外源 RNA 等进入植物细胞时，RNA 沉默机制被激活，进而把外源 RNA 等对细胞的影响降低到最低程

度。因此，从这个意义上来说，RNA 沉默可以称为细胞内的“免疫系统”。 
类病毒是高等植物的感染性物质，其分子结构是环状的非编码 RNA (ncRNA)，已知的类病毒 RNA

大小在 246 到 401 个核苷酸之间[5]。类病毒不编码蛋白质，必须与宿主的细胞因子互相作用才能完成其

大部分或全部生物功能[6]。类病毒由于其独特的基因序列及结构特征，为研究宿主-病源互相作用提供了

一种很好的研究方法[7]。同时，由于类病毒侵染多种经济作物、造成重大经济损失，甚至会对某些经济

作物造成毁灭性打击。因此，对于类病毒的深入研究还将有利于减少类病毒对经济作物造成的损失，具

有十分重要的经济价值。 

2. RNA 沉默 

2.1. RNA 沉默 

RNA 沉默是基因表达的一种调控机制，同时也是真菌、植物和动物对抗病原入侵等生理过程中的调

节和防御机制[8] [9] [10]。RNA 沉默在植物、动物、线虫和真菌等真核生物中广泛存在，是一种高度保

守的、序列特异的 RNA 降解机制。RNA 沉默在动、植物中可以从一个细胞传播到另一个细胞，甚至在

真菌和植物之间 RNA 沉默也可以互相传播。这个过程是由基因决定的，移动 RNA 信号则是必需的，这

种现象被称为“非细胞自主 RNA 沉默”[4]。 
非细胞自主 RNA 沉默是由移动信号和各种遗传因素共同决定的。DCL2 对于非细胞自主性 RNA 沉

默来说是极为重要的，也是传递沉默的必要条件[4]。然而，非细胞自主 RNA 沉默和相应移动信号的性

质，仍然是尚未研究清楚的两个问题，也是植物 RNA 沉默领域最具争议的话题。非细胞自主 RNA 沉默

可以向上从根到芽，也可以向下从芽到根传播。但在不同的植物中，向上或向下移动沉默的机制可能有

差异[4]。移动沉默信号，通过胞间连丝从一个细胞传递到另一个细胞，而不是由韧皮部扩散的结果[4]。
目前为止，关于系统性沉默的研究很多都集中在非细胞自主 RNA 沉默的长距离向上转运[4]。同时，非

细胞自主 RNA 沉默涉及到同源序列的特定靶向性，可以发生在转录水平和转录后水平，被称为转录基因

沉默和转录后基因沉默(TGS 和 PTGS) [7]。 

2.2. 转录后基因沉默 

转录后基因沉默(PTGS)作为植物的自然防御机制，是指基因能够进行转录，但转录的 mRNA 在细胞

质中积累量很低，甚至检测不到[8]。需要指出的是 PTGS 是一种依赖于 DCL2 的转录后 RNA 沉默机制[9]。
细胞核内转录的 mRNA 进入细胞质后，和植物内源基因或同源病毒核酸形成 dsRNA，随后发生降解，导

致共抑制现象[9]。PTGS 是利用对转录的特定序列进行降解使稳定表达的 miRNA 数量减少的现象，只针

对 mRNA 进行处理，不涉及靶基因的转录效率，至少不涉及起始转录效率[10] [11]。转录后基因沉默是
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在牵牛花转基因研究中发现的共抑制现象[1]，随后在秀丽隐杆线虫及其他动、植物的过程中得到进一步

证实，该过程涉及 siRNA 生成的起始阶段和靶 mRNA 降解的效应阶段[12]。此外，利用植物病源性基因

的 dsRNA 可以直接引发 PTGS [13]。 

2.3. 转录基因沉默 

转录水平的基因沉默(TGS)是由于某些细胞代谢异常使得启动子失活，不能正常进行起始转录的现象

[14]，这一过程主要涉及以下四种因素： 
1) 启动子甲基化。甲基化作为活细胞的一种 DNA 共价修饰方式，一般发生在 DNA 的 CG、CNG 及

CHH 序列的胞嘧啶碱基位置，进而导致转录受到抑制。 
2) 重复序列。外源基因通过多拷贝的形式整合到同一位点形成头对头、尾对尾的反向重复，导致表

达无法正常进行，且拷贝数越多，沉默越严重。 
3) 反式失活。由于启动子区域的同源性而诱导基因沉默的现象即反式失活。启动子区域只要有 90 bp

的同源序列，就能引起两个基因间发生反式失活。 
4) 位置效应。位置效应指基因在基因组中的位置对其表达的影响。当外源基因打乱基因组的正常组

合，生物中的甲基化酶被激活，导致外源基因甲基化而失活。 

3. RNA 沉默复合体 

3.1. Dicer 

Dicer 最初在动物中发现，在植物中被称为：Dicer-Like protein (DCL)。DCLs 基因可以编码 DCLs 蛋
白，这些蛋白在小 RNA 产生过程中具有重要的促进作用，这一过程中小 RNA 可以使参与植物发育和防

御病毒及病原体的基因沉默。在植物中通常有至少 4 种 DCLs [3]，其中在拟南芥突变体中的相关研究最

为深入。虽然这些 DCLs 结构相似，但它们都可以在不同的途径中发挥各自的功能。 
研究表明，DCL1 与 miRNA 的产生有关，DCL1 主要存在于产生 miRNA 的细胞核中[15]。DCL2 主

要切割病毒源的 dsRNA，从而产生 22nt 的 siRNA，进而表现出对病毒的抵抗作用。DCL2 还可能在病毒

防御中发挥一定作用，可以在胞间和系统 PTGS 信号结合。DCL2 在增强沉默信号方面也有重要作用。

与 DCL1、DCL2 不同的是，DCL3 的切割产物是 24nt siRNA 并且 DCL3 的识别并切割的是高度重复序列，

DCL3 产生的 siRNA 参与到具有重复序列 DNA 的甲基化和染色体修饰过程[9]。DCL4 负责 21nt siRNA
的产生，比如能够识别黄瓜花叶病毒(CMV)的卫星 RNA 形成的二级结构，切割产生 siRNA，说明 DCL4
对可以形成二级结构的单链 RNA 表现出切割作用。值得注意的是：DCL2 被认为是 DCL4 和 DCL3 以及

系统 PTGS 中的移动 siRNAs 的关键参与者。 

3.2. AGOs 

Argonaute (AGOs)蛋白是 RISC 的核心元件，具有独特的生化功能和结构特征[16] [17] [18] [19]。在

不同的物种中存在多种 Argonaute 家族蛋白，如果蝇中存在 AGO-1 和 AGO-2 [20] [21]。尽管 AGOs 家族

都具有类似的结构，但研究表明只有 AGO2 才是 RISC 中的功能组分[22]。在 RISC 装配的过程中，AGOs
蛋白与 siRNA 结合，同时催化 RISC 对靶 RNA 的特异性切割。siRNA 在 RNAi 过程中作为特异性切割作

用的“向导”，这一过程中遵循碱基互补配对原则[22]。Dicer 酶在 RNAi 过程中催化 dsRNA 切割 siRNA
的反应，随后与 siRNA 及其他的蛋白组分一起参与 RISC 装配的起始阶段。Dicer 酶具有独立的催化活性，

但在催化 dsRNA 降解为 siRNA 的过程中还需要其他蛋白进行辅助[22]。除了结合 siRNAs，AGOs 还可以

催化 RISC 对靶 RNA 的特异性切割。 
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3.3. 小 RNA 

小 RNA 在真核生物中构成了一个大的具有多种功能的调节分子家族。他们的主要特点是依赖于双链

RNA (dsRNA)，用 DCLs 进行生物合成。目前，研究较为清楚的是三种小 RNA，即 miRNA、siRNA 和

piRNA。siRNA 和 miRNA 都是在 Dicer 酶的切割下产生的[23]。miRNA 是一种相对保守的小非编码 RNA，

可以在转录后水平对基因表达进行负调节[23]。siRNA 是一种能够保护基因组病毒、移动遗传因子，以及

其他 DNA 入侵的有效自我防护系统。piRNA 是由一种 Argonaute 依赖性的机制产生的，会抑制哺乳动物

中转座子和逆转录原件的功能。 

3.4. 非细胞自主性 RNA 沉默 

3.4.1. 细胞间 RNA 沉默 
非细胞自主的 RNA 沉默涉及两个相互关联但又截然不同的过程——细胞间和胞内沉默的远距离传

播，通常被称为细胞间和系统性沉默[4]。细胞间沉默是基于农杆菌渗透的局部沉默试验，细胞间沉默是

一个首要前提，但不一定会导致系统性的非细胞自主的 RNA 沉默。在不同的拟南芥 DCL4 突变体中也观

察到 PTGS 在细胞间的传播，表明 DCL4 可能在非细胞自主 RNA 沉默中起抑制作用。因此，DCL4 和

DCL4 加工的 21nt siRNA 是否是细胞间 PTGS 所必需的，还需要进一步的研究[4]。SNF2、JmJc 结构蛋

白 JMJ14、THO、等也被认为和细胞间非细胞自主 RNA 沉默有一定的关系。siRNA 信号的放大对于拟南

芥细胞间 RNA 沉默的传递也是必需的[4]。 

3.4.2. RNA 沉默长距离扩散 
系统性 RNA 沉默，又称作细胞自主 RNA 沉默的长距离传播。局部组织的沉默可以通过韧皮部运输

通道转移到远端组织中，或者也可以通过嫁接法连接从砧木到接穗诱导系统非细胞自主 RNA 沉默[4]。
AGO4 部分参与了非细胞自主 PTGS 的信号接收。在远端受体细胞中，DCL4 和 DCL2 分别产生 21 和 22nt 
siRNAs，这一过程中靶 mRNA 被降解，从而导致转录后基因沉默(PTGS)。“siRNA 迁移率分析”证实了

所有正义链和反义链 L-siRNAs 都可以在植物中从一个细胞移动到另一个细胞，最终完成长距离扩散[4]。 

4. RNA 沉默拮抗植物病毒 

4.1. RNA 沉默对病毒的拮抗作用 

RNA 沉默作为植物先天免疫的关键，在调节发育、维持基因组稳定性、对抗外部环境压力等方面具

有重要作用。RNA 沉默的关键是小 RNA 分子，根据来源通常被分为：siRNAs、miRNA 及 piRNA [24]。
植物中 RNA 沉默对病毒的拮抗可以概括为四个步骤：1) 对病毒 RNA 的识别，在此期间产生病毒源的

siRNA (vsiRNA)；2) siRNA 扩增，产生次级 vsiRNA；3) vsiRNA 与 AGOs 结合，形成 RISC，降解病毒

RNA 或介导病毒 DNA 甲基化修饰；4) 系统沉默信号的传播及沉默体系的建立，从而产生对植物病毒的

拮抗作用[24]。因此，RNA 沉默作为植物中自然存在的抗病毒机制，当外源病毒进入植物中时，病毒诱

导的基因沉默(VIGS)将发挥作用。当病毒诱导的 RNA 沉默产生后，可以迅速扩散到整个植株，从而表现

出对病毒的拮抗作用[25]，在这一过程中控制病毒粒子的复制，被认为是 RNA 沉默最主要的作用[26]。 

4.2. 植物病毒拮抗 RNA 沉默(沉默抑制子) 

大部分植物病毒通常会编码多种不同的 RNA 沉默抑制因子，从而对宿主的 RNA 沉默体系进行抑制，

帮助病毒战胜宿主的 RNA 沉默机制，完成侵染并成功复制。如果植物病毒在植物拮抗病毒的四个步骤中

“跑”的快过沉默信号，编码不同的 RNA 沉默抑制因子，从而对宿主的 RNA 沉默进行抑制，帮助病毒
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有效拮抗宿主的 RNA 沉默，侵染并成功进行复制；反之亦然[27]。 
病毒编码的蛋白中有一类具有抑制基因沉默的功能，能够对抗宿主基于 RNA 的病毒免疫。1998 年

发现植物病毒沉默抑制因子后，科学家们从多种植物病毒中发现了 RNA 沉默抑制因子。植物病毒几乎都

可以编码 RNA 沉默抑制因子，如单链的烟草花叶病毒(TMV)，通常植物病毒都会编码多个沉默抑制因子

[27]。在植物中 RNA 沉默是由 siRNA 和 miRNA 介导的，因此植物病毒沉默抑制因子也是通过这两种途

径对沉默信号进行抑制从而完成侵染植物的过程。在植物病毒与宿主长期共同进化的过程中，一些植物病

毒会在 siRNA 以及 miRNA 介导的沉默途径中编码一些抑制蛋白来对抗这种机制，使其作用受到限制[27]。 

5. 类病毒 

5.1. 类病毒的分类 

根据类病毒存在于植物细胞中的部位可分为：核类病毒与叶绿体类病毒[28]；根据类病毒的分子特征

可分为：马铃薯纺锤块茎类病毒科与鳄梨白斑类病毒科[5] [29] [30]。核类病毒在植物细胞的细胞核中被

发现，并在核中进行复制等生理过程，马铃薯纺锤块茎类病毒科是核类病毒，该科成员一般都在分子中

间部分含有 CCR (特征性中央保守区)；叶绿体类病毒(鳄梨白斑类病毒科)在植物的叶绿体中被发现，在

叶绿体中进行复制等生理过程，鳄梨白斑类病毒科成员属于叶绿体类病毒，叶绿体类病毒没有像核类病

毒一样的 CCR (特征性中央保守区) [5] [27]，通过不对称方式实现滚环复制[27]；鳄梨白斑类病毒科成员

没有 CCR，但一般都具有锤头状核酶，通过对称方式实现滚环复制[27]。 

5.2. 类病毒侵染植物 

类病毒侵染植物的过程中，通过摩擦接种或机械传播的方式进行。当进入宿主细胞后时，以茄潜隐

类病毒(ELVd)为代表的鳄梨白斑类病毒科从细胞质移动到细胞核，随后从细胞核传递到叶绿体，在叶绿

体中，这种致病性 RNA 可以有效地复制和积累[31] [32]。而在以马铃薯纺锤块茎类病毒(PSTVd)为代表

的马铃薯块茎类病毒科成员则是进入到细胞后，在细胞核的核质中进行复制，然后运输到核仁，在核质、

核仁中都有分布。 
类病毒侵染植物的过程可以大致分为以下七个步骤：1) 进入细胞器(鳄梨白斑类病毒科为叶绿体、马

铃薯纺锤块茎类病毒科为细胞核) (见图 1(a))；2) 细胞器内的复制(见图 1(a))；3) 复制完成后从细胞器进

入胞浆(见图 1(a))；4) 转运到邻近细胞(见图 1(a))；5) 进入韧皮部(见图 1(b))；6) 从韧皮部侵入维管组织，

进行复制和运输[33] [34] [35] [36] [37] (见图 1(b))；7) 经维管组织到达叶片和根等的长距离运输[6] (见图

1(c))。类病毒在完成以上七个步骤之后，才算成功完成对植物的侵染，并引起植物病害。 

5.3. RNA 沉默拮抗类病毒 

所有的生物都进化出了各种防御病原体入侵的机制。因此，在宿主中的存活是包括类病毒在内的病

原体成功侵染宿主的首要前提[33]。类病毒这种外源、非编码、无蛋白外壳的类病毒 RNA 如何在宿主细

胞的 RNA 监视和降解系统中存活[34]？这一问题对研究类病毒与宿主细胞的共同进化、细胞 RNA 降解

机制具有重要意义。尽管这一点十分重要，生物学界对这一问题的研究才刚开始，我们离答案还很遥远，

但在学界的共同努力下，这一问题的解决是可以预期的。根据目前的研究来看，RNA 沉默在植物拮抗类

病毒的过程中具有十分重要的作用，而 Dicer 则是 RNA 沉默拮抗类病毒的重要途径之一。 

5.3.1. Dicer 对类病毒的拮抗作用 
植物对类病毒的拮抗主要有：RNA 沉默、核酸酶降解、RNA 修饰三种途径，这三种途径中最重要

的是RNA沉默途径[34]。Dicer-Like (DCL)蛋白及相关蛋白催化裂解双链 RNA，产生双链 miRNA或 siRNA
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分子。这种双链中的一条被并入 RNA 诱导的沉默复合体(RISC)中引导靶 RNA 的降解或翻译抑制，或者

进入 RNA 诱导的沉默复合物的引发物，诱发 DNA 甲基化和染色质修饰[35] [36] [37]。RNA 沉默对类病

毒的拮抗作用，主要取决于 DCLs。在植物中，RNA 沉默形成了抵御外来病原感染的先天防御体系[15]。
大多数植物编码四种 DCLs，DCL1 产生 miRNA，DCL2、DCL3、DCL4 分别产生 22nt、24nt、21nt 的 siRNA 
[12] [38]。RNA 沉默的关键介质是 21 至 24nt 小 RNA [35]。通常认为植物类病毒基因组 RNAs 复制产物

在 DCL 分裂时充当底物，这导致小 RNA 随后指导 RISC 分裂类病毒 RNA。 
 

 
(a) 

 
(b) 
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(c) 

Figure 1. The process of viroid infect plants. (a) The process of viroid entering the organelle, replicating in the organelle, 
entering the cytoplasm after replication, and transporting to the adjacent cells.After viroid replication begins, the hairpin vi-
roid molecules unscrew and become linear molecules, then loop, re-line, and refold to form hairpin viroid molecules, which 
enter the cytoplasm from the organelles and are eventually transferred to adjacent cells. (b) The phloem and vascular tissues 
are marked with red arrows, and the process of viroids entering the phloem and vascular tissues for long-distance transmis-
sion is marked. (c) The direction of viroids in plants after transmission through vascular tissues and finally completing the 
process of infection in plants 
图 1. 类病毒侵染植物的过程。(a) 显示了类病毒进入细胞器、在细胞器中复制、复制完成后进入胞浆、转运到邻近

细胞的过程。当类病毒复制开始后，A 中发卡状的类病毒分子解旋，成为线性分子，随后环化、再次线性、重新折

叠形成发卡状的类病毒分子，从细胞器中进入胞浆，最后传递到邻近细胞。进入细胞器时分为两种情况，即鳄梨白

斑类病毒科进入叶绿体、马铃薯纺锤块茎类病毒科进入细胞核。(b) 韧皮部、维管组织在图中用红色箭头标出，同时

用红色箭头标出类病毒进入韧皮部、维管组织并进行远距离传播的过程。(c) 用黑色箭头标出经维管组织传播后类病

毒在植物中的传播方向并最终完成对植物的侵染的过程 
 

核酸酶降解是类病毒在宿主中生存的潜在威胁，如在啤酒花花粉成熟过程中，啤酒花潜隐类病毒

(HLVd)的降解是选择性的，而这种降解不是 RNA 沉默的结果，因为降解产生的 100-230nt RNA 并不是

具有典型沉默特征的啤酒花潜隐类病毒(HLVd)特异性 21-24nt 小 RNA [35]。 
宿主抑制类病毒感染的一个潜在机制是修饰类病毒 RNA 的碱基，使 RNA 与宿主因子的作用失去活

性[36]。 

5.3.2. 类病毒小 RNA 
目前一般认为：类病毒小 RNA 一般是来源于类病毒基因组的 21-24nt 的小 RNA，而类病毒小 RNA

大小和积累水平与 DCL 活性和类病毒底物密切相关[29]。类病毒小 RNA 的生物发生机制尚不明确，但

现有的序列分析信息表明，这些小 RNA 大多是由类病毒基因组 RNA 的某些区域衍生而来的。由于常规

的 cDNA 克隆存在一定的局限性，因此深入测序是获得更全面的类病毒小 RNA 的必要条件。在被类病

毒感染的植物中，通常存在较高水平的类病毒小 RNA 积累[35] [39]，类病毒小 RNA 可以显著的抑制 RNA
沉默复合体 RISC 对它的作用，进而使得类病毒侵染植物之后的一系列活动能够顺利进行。 
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6. 展望 

RNA 沉默作为植物抗病毒的重要机制，在植物对抗病原入侵的过程中具有重要作用。类病毒作为一

类新型病原 RNA 分子，已知的宿主只有约三十种植物。植物中 RNA 沉默如何拮抗类病毒，目前的研究

有了一定的进展，但对于 RNA 沉默拮抗类病毒、类病毒如何巧妙的对抗 RNA 沉默的拮抗作用，研究的

还不是十分清楚。RNA 沉默拮抗类病毒以及类病毒如何巧妙的对抗 RNA 沉默对它的影响等等都是十分

有趣的，并将对相关研究起到极大的推动作用。 
在被发现并得到确认之后的很长一段时间中，类病毒的研究主要集中在马铃薯纺锤块茎类病毒科的

类病毒上，而对于鳄梨白斑类病毒科的类病毒研究相对较少。鳄梨白斑类病毒科成员的数量很少，宿主

范围狭窄，仅仅可以在发现它们的物种或与之亲缘性比较接近的少数植物中寄生[11] [39]。这一特性在过

去的几十年中限制了对这些有趣 RNA 的研究[30]，然而鳄梨白斑类病毒科成员作为已知可以进入并在叶

绿体中复制的 RNA [30]，由于这种特性，鳄梨白斑类病毒科成员可作为一种基础性的工具，为研究细胞

中 RNA 转运机制提供了有力的帮助。尤其是茄潜隐类病毒(ELVd)是该科最友好的实验系统，RNA 复制、

加工和转运，甚至一些生物技术的应用，都是由于使用 ELVd 而取得实质性突破[5]。这预示着，在可预

期的很长一段时间中，以 ELVd 为代表的鳄梨白斑类病毒科成员的研究将成为类病毒研究的热点内容和

主要方向。 
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