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摘   要：保障粮食安全需要新型绿色农药。双链 RNA (double-stranded RNA, dsRNA)农药通过外源添

加特异性靶向病虫害的 dsRNA 来触发 RNA 干扰，抑制病原菌或害虫的关键基因表达，从而实现对特

定病虫害的有效控制。双链 RNA 农药是一种环境友好型的农药，具有较强的特异性和高效的基因沉

默能力，但目前还存在生产成本高等问题。利用工程菌株生产 dsRNA 是一种可行的策略，然而目前

还没有具有经济效益的 dsRNA 生产工程菌株出现。本文综述了利用微生物生产 dsRNA 的研究进展和

生产策略，为 dsRNA 生产提供了参考。 
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Abstract: Ensuring food security requires new green pesticides. Double-stranded RNA (dsRNA) 
pesticides trigger RNA interference by exogenous dsRNA specifically targeting pests and diseases. 
They can inhibit the expression of key genes in pathogens or pests, thereby achieving effective 
control of specific pests and diseases. DsRNA pesticides are environmentally friendly, with strong 
specificity and efficient gene silencing ability, while they have problems such as high production 
costs. Using engineering strains to produce dsRNA is a feasible strategy, whereas currently there is 
no cost-effective engineering strain for producing dsRNA. This article reviews the research 
progress and production strategies of using microorganisms to produce dsRNA, hoping to provide 
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reference for dsRNA production. 
Keywords: RNA interference; dsRNA; engineering strain; chassis 

 
农业是百业之基，粮食是立足之本，粮食

安全是人类生存和发展的首要问题。在未来几

十年里，随着全球人口的持续增长，对农产品

的需求将不断上升。病虫害是影响作物产量和

品质的重要因素，据调查，全球每年因病虫害

导致的作物产量损失在 20%–40%之间，使用化

学农药可以挽回至少 30%的产量损失[1]。但化

学农药的过度使用造成病害防治效果下降、农

药残留超标以及食品安全等问题，给作物生产

带来了极大挑战。随着社会的不断进步，人们

对健康和环保的关注逐渐增加，因此研发绿色

环保的新型农药已成为未来农药领域发展的主

要趋势。 
双链 RNA 农药可以通过外源施加靶向特

定病原菌或害虫特定基因的 dsRNA 来启动

RNAi 反应，从而抑制病原菌或害虫，实现对特

定病虫害的控制；相对于化学农药，双链 RNA
农药具有诸多优势；首先，dsRNA 具有较强的

特异性和高效的基因沉默能力且不涉及转基因

技术；其次，根据靶点的设计，dsRNA 可抑制

病毒、细菌和真菌的生长从而对其引起的病害

起到防治效果；另外，dsRNA 能够穿越细胞膜，

在体内实现长距离传递；最后，dsRNA 在环境

中容易降解，是一种环境友好型的农药。基于

上述优点，双链 RNA 农药有望成为化学农药的

重要补充或替代品[2]。 
双链 RNA 农药利用的是 RNA 干扰技术

(RNA interference, RNAi)，RNAi 是一种广泛存

在于真核生物当中的同源定向转录后调控系

统，该系统依赖序列互补配对原则特异性地降

解 mRNA。1990 年 Fire 和 Mello 发现了 RNA
干扰技术，并于 2006 年获得诺贝尔生理或医学

奖，目前该技术已被广泛应用于基因功能研究、

基因治疗等多个领域[3]。如图 1 所示，RNAi 的
关键组成部分之一是 dsRNA，dsRNA 进入细胞

后，首先被细胞中Ⅲ型核糖核酸酶 Dicer 2 切割

为 19–23 bp 的小干扰 RNA (small interfering 
RNA, siRNA)，其两端分别带有 2 bp 的黏性末

端 。 siRNA 中 热 稳 定 性 较 差 的 一 条 链 与

Argonaute (AGO)、Hsp70/Hsp90、Dicer 等蛋白

质结合，装配成 RISC (RNA induced silencing 
complex)复合体，该复合体中的 AGO 蛋白具有

4 个结构域，N-末端结构域负责解开双链并装

载引导链以组装成熟的 RISC，PAZ 结构域特异

性识别 ssRNA 的 3′端，MID 结构域结合 5′端，

一些 AGO 中的 PIWI 结构域具有切割功能，该

复合体可通过切割或抑制 mRNA 翻译来下调基

因的表达[4-5]，在 mRNA 切割过程中产生的核糖

核苷酸小片段可以继续与 AGO 等蛋白结合持

续触发 RNAi 效应。此外，microRNA、short 
hairpin RNA 等小 RNA 也可以触发 RNAi，但将

RNAi 应用于农业领域时，应用最广泛的是外源

添加 dsRNA。 
 

 
 

图 1  RNAi 原理示意图 
Figure 1  Schematic diagram of RNAi principle. 

 
目前主要有 2 种应用 dsRNA 防治植物病

虫害的方法，一种是培育转基因植株，使其表
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达靶向害虫必需基因的 dsRNA。2017 年，拜

耳集团研发的含有玉米根虫防控性状的玉米

种子(Smartstax® PRO MON87411)获得了多个

国家的安全证书及种植许可，该作物在表达

Cry34Ab1/Cry35Ab1 和 Cry3Bb1 两种苏云金芽

孢杆菌(Bacillus thuringiensis, Bt)蛋白的基础上

可表达靶向玉米根虫的 dsRNA，可增强对玉米

根虫的控制[6-7]。2021 年，科迪华农业科技公司

利用转基因方法获得了玉米转化体 DP23211，
能同时表达 DvSSJ1 dsRNA 和 IPD072Aa 蛋白，

可对玉米根虫进行有效防治 [6-7]。另一种是利

用载体递送或直接喷洒 dsRNA 以触发 RNAi
效应 [8]。这种方法无须构建转基因植株，不具

有遗传性，其本质是通过外源添加 RNAi 途径

的底物 dsRNA，来特异性地抑制害虫或病毒必

需基因的表达，但该方法的实施需要以廉价的

方式生产足量的 dsRNA。2019 年，拜耳集团向

美国环境保护署(U.S environmental protection 
agency, EPA)提交了第一份外源应用的 RNA 生

物农药——BioDirect，该产品是利用 RNAi 原

理，通过外源添加 dsRNA 进行瓦螨的防治；

2023 年底 Greenlight Biosciences 开发的以双链

RNA 为有效成分的农药 CalanthaTM 被美国 EPA
批准，用于防治科罗拉多马铃薯甲虫[6-7]。 

目前用于生产 dsRNA 的方法主要有 3 种：第

一种是化学合成法，利用核糖核苷酸(nucleoside 
triphosphate, NTPs)合成 2 条互补的单链 RNA 
(single stranded RNA, ssRNA)，使互补的单链

RNA 退火形成 dsRNA。目前合成 dsRNA 的工

业成本已低至 60 美元/g，但受限于合成技术，

所得到的 dsRNA 产品长度较短[9]。第二种方法

是体外转录(in vitro transcription, IVT)，通过

RNA 聚合酶进行体外合成[10]，是实验室范围内

合成 dsRNA 的常规方法，大多数 IVT 反应使用噬

菌体 T7 DNA 依赖性 RNA 聚合酶(DNA dependent 

RNA polymerase, DdRp)[11]，一次反应可产生

50–100 μg 的 dsRNA。MEGAscript™ RNAi 试剂盒

可以生产 dsRNA，10 mg 的成本约为 3 000 美元，

其成本仍然较高，并不适用于大规模应用[10]。由

GreenLight Biosciences 开发的无细胞表达体系

在 dsRNA 生产中有着巨大的优势，其成本已低

至 0.5 美元/g[12]。第三种是构建优质的微生物细

胞工厂用于生产目标 dsRNA，目前已有多项研

究通过发酵来生产 dsRNA，并通过实验验证了

所得的 dsRNA 具备触发 RNAi 的效果，该方法

无需使用酶制剂，具有一定的成本优势，有望

成为大规模生产 dsRNA 最有效和最具成本效

益的方法[13]。通过理性化设计与改造将自然菌

株开发为适于 dsRNA 表达的底盘菌株，有利于

实现较低成本下的 dsRNA 高产。本文主要综述

了近期用于生产 dsRNA 的工程菌株和提高

dsRNA 产量的研究进展。 

1  用于生产 dsRNA 的底盘菌 
构建工程菌株来生产目标产物是常见的策

略，通过基因工程技术，可以对微生物的代谢

途径进行改造，使其能够更高效地合成目标化

合物。同样，构建工程菌株是实现双链 RNA
农药大规模生产的重要途径。目前已用于

dsRNA 生产的菌株有大肠杆菌、谷氨酸棒杆

菌、假单胞菌、芽孢杆菌、酵母以及部分共生

菌等，详见表 1。  

1.1  大肠杆菌 
大肠杆菌(Escherichia coli)是最重要的模式

菌之一，因其遗传信息清晰、遗传操作系统丰富、

生长迅速、培养成本低，已被开发为生产多种产

物的工程菌株。目前 HT115(DE3)、JM109(DE3)、
BL21(DE3)等菌株已被开发为底盘细胞用于生产

dsRNA[24]。L4440-HT115(DE3)系统是目前实验

室中生产 dsRNA 时使用最广泛的，HT115(DE3) 
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表 1  目前用于 dsRNA 生产的底盘菌 
Table 1  Representative chassis during the production of several dsRNAs 
Chassis Feature Yield Advantage Disadvantage References 
Escherichia coli 

HT115(DE3) Inactivation of rnc, rnd and 
rne 

1.30 mg/L 
(15 mL 
container) 

Mature genetic 
operating system and 
fermentation system 

Low yield [14] 

BL21(DE3) 
RNaseⅢ- 

Inactivation of rnc 4.23 mg/L 
(15 mL 
container) 

[14] 

M-JM109 LacY Inactivation of rnc and lacY 7.28 times 
of 16S 
rRNA 
expression 

[15] 

Corynebacterium glutamicum 

2256LΔrnc Inactivation of rnc，Strong 
promoter F1，U1A protein 
plays a protective role 

300 mg/L 
(0.3 L 
fermentor) 

Efficient production, 
mature fermentation 
system 

– [16] 

 Inactivation of rnc，vector 
pPK4H1 with higher copy 
number, promoter and 
terminator of T7 phage 

1 000 mg/L 
(0.3 L 
fermentor) 

[17] 

Pseudomonas syringae 

LM2691 The phage of Pseudomonas 
was modified to produce 
specific double-stranded 
RNA while proliferating 

7 mg/L Two dsRNAs can be 
expressed 
simultaneously 

Low yield [18] 

Bacillus thuringiensis 

4Q7 The sporulation-dependent 
strong promoter Cyt1Aa 
with STAB-SD sequence in 
the expression plasmid 

It accounted 
for 0.1% of 
total RNA 
(10 mL 
container) 

Target dsRNA can be 
produced during 
sporulation without 
induction; autolysis 
without extraction of 
dsRNA 

– [19] 

Symbiotic bacterium 

Snodgrassella alvi 
ME315 

Stable colonization, 
inactivation of rnc, in situ 
production of dsRNA 

– Self-proliferation, 
inter-host transmission, 
persistence 

There are 
potential 
ecological risks 
and the genetic 
operating system 
is limited. 

[20] 

Rhodococcus 
rhodnii MG5362 

Integrate dsRNA expression 
cassettes into chromosomes 

– [21] 

Enterobacteriales 
BFo2 

– 

Saccharomyces 

Saccharomyces 
cerevisiae syt.427 

Strong constitutive 
promoter; gPD strong 
inducible promoter Gal1 
and cyc1 terminator 

– With no RNAi system; 
safe and easy to 
transport; mature 
fermentation system 

May produce the 
wrong dsRNA, 
the yield is low 

[22] 

Yarrowia 
lipolytica P01-AS 

Vector pRRQ1 and 
promoter XPR2 

182 ng/L 
(1 L 
container) 

[23] 
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菌株中编码核糖核酸酶 RNase D 和 RNase E 的

基因 rnd 和 rne，以及编码 dsRNA 特异性核酸

内切酶 RNase Ⅲ的基因 rnc 均被失活，从而使

菌株合成 dsRNA 的能力得到提高 [25]。Palli 团
队 [26]利用 HT115(DE3)产生靶向科罗拉多马铃

薯甲虫(Leptinostarsa decemlineata)的 dsRNA，

在喂食甲虫后成功触发 RNAi 效应导致其显著

死亡。Yin 等[15]在 JM109(DE3)的基础上，将 rnc
与 lacY 基因突变，其中 lacY 基因编码 β-半乳糖

苷渗透酶，其缺失可以使细胞受到 IPTG 更均

一水平的调节和诱导。Ma 等[14]将 pET28 载体、

L4440 载体与 BL21(DE3)RNase III-、HT115(DE3)
两两组合，结果显示 pET28-BL21 (DE3)RNase 
III-产量最高，可达 4.23 μg/L，是 pET28-HT115(DE3)
的 4.8倍，是常用来生产 dsRNA的 L4440-HT115 
(DE3)系统的 3 倍。 

1.2  谷氨酸棒杆菌 
谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)

是生产氨基酸时最常用的菌种之一，最近的研

究发现谷氨酸棒杆菌可以产生大量 RNA[16]。

Hashiro 等 [27]以谷氨酸棒状杆菌为底盘细胞生

产 dsRNA，对生产菌进行酒精或热处理灭活，

使得 dsRNA 在体内稳定存在，在 用 含 有

diap1*-dsRNA 的灭活菌体喂食茄二十八星瓢

虫(Henosepilachna vigintioctopunctata)后，发现

这种预处理后的 dsRNA 仍具有 RNA 干扰的效

果，使得害虫中 diap1 的表达受到抑制，幼虫

的食叶活动减弱。2019 年，Hashiro 等[17]在原

有谷氨酸棒状杆菌生产系统的基础上进行了

优化，使用拷贝数约为 300 的 pVC7N 载体以

及强启动子 F1，此外研究人员设计了靶 RNA
模型——U1A*-RNA，同时引入可与之结合的

U1A 蛋白，该蛋白的 SL-II 结构区域可与

U1A*-RNA 特异性结合从而起到保护作用，最

终 U1A*-RNA 产量在 24 h 内可达 300 mg/L；随

后该团队对此生产平台进一步优化，使用拷贝

数约为 800 的 pPK4H1 载体、T7 噬菌体的 RNA
聚合酶及终止子，所得工程菌株在 0.3 L 发酵罐

中 dsRNA 的产量最高可达 1.0 g/L，发酵结束时

OD620 可达 160，且结果显示产生的 dsRNA 数

量超过了宿主菌内源性 5S rRNAs 的数量，在不

影响生产效率的基础上可以生产长达 1 kb 的

dsRNA，而使用 F1 启动子时，仅能产生长度为

500 bp 的 dsRNA。 

1.3  丁香假单胞菌 
假单胞菌噬菌体(φ6)是一种 dsRNA 病毒，可

以特异性地侵染假单胞菌，其含有的依赖于 RNA
的 RNA 聚合酶(RNA dependent RNA polymerase, 
RdRp)，是 dsRNA 病毒编码合成基因组必需的

酶，可以利用 ssRNA 作为模板合成 dsRNA[28]。

Niehl 等[18]开发了一种基于噬菌体 φ6 及其宿主丁

香假单胞菌(Pseudomonas syringae)的 dsRNA 生产

方法[18,29]；该工作根据 Phi6 噬菌体原基因组特

点构建了 3 种质粒，分别为 pLM991、pMS2-9 
rep-MP 和 pLD18-5 rep-MP，它们分别依赖 T7
启动子转录出经过改造的 ф6 噬菌体基因组中

的 L 段、M 段、S 段，其中 L 段会翻译成带有

RdRp 活性的原衣壳，M 段和 S 段经过理性改

造后转录出带有靶序列的 ssRNA，原衣壳包裹

3 种 ssRNA 的同时生成互补链，此时即生成了

一个完整的假单胞菌噬菌体 ф6，可以在丁香假

单胞菌中不断扩增下去，而其基因组中的 M 段

和 S 段即为目标 dsRNA 产物；该系统可产生   
2 600 bp 以上的 dsRNA，并且可以同时产生   
2 种序列不同的 dsRNA。研究人员利用该系统

同时生产了靶向 TMV 病毒复制酶和运动蛋白

的 dsRNA，并在 100 mL 发酵液中提取到 700 μg 
dsRNA，经实验验证，生产的 dsRNA 可以有效

地抑制 TMV 病毒在植物中的传播[18]。该工作

巧妙地改造了假单胞噬菌体的基因组，利用
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dsRNA 病毒合成自身基因组的工作酶合成目标

dsRNA，使 dsRNA 的产生更偏向于生物学过

程，为生物技术和农业病害防控领域提供了创

新性的解决方案。 

1.4  苏云金芽孢杆菌 
苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)可

以在芽孢形成期间表达具有杀虫活性的 Cry 毒

素，目前已广泛用于防治鳞翅目害虫。Park 等[19]

将苏云金芽孢杆菌改造为 dsRNA 底盘菌，生产

了具有抑制囊状幼虫病毒(sacbrood virus, SBV)
活性的 dsRNA，实验结果表明，在一定范围内，

dsRNA 对囊状幼虫病毒复制的抑制效果与

dsRNA 的饲喂量正相关，在饲喂 24、48、72 h
后，虫体内囊状幼虫病毒的复制均得以抑制。

该研究巧妙地将 Cry 毒素 mRNA 半衰期比细菌

mRNA 平均半衰期长 5 倍的特点应用于 dsRNA
的生产，将控制 Cry 毒素表达的产孢依赖性强

启动子 cyt1Aa 置于靶基因 SBV-VP1 的两侧，在

产孢阶段无须诱导即可高强度转录下游基因；

细菌生长后期自溶释放 dsRNA，无须再裂解细

胞，节约诱导剂与裂解细胞所产生的费用及时

间成本[19]。此外，该研究在 dsRNA 生产质粒中

引入了 STAB-SD 序列，30S rRNA 与该 STAB-SD
序列的结合可以保护 mRNA 免受核糖核酸酶

活性的影响，从而产生稳定的转录产物 [19]。

利用苏云金芽孢杆菌产生靶向鳞翅目害虫的

dsRNA，能与 Cry 毒素形成协同作用，提升对

害虫的防控效率与效果。  

1.5  昆虫共生细菌 
昆虫共生细菌可以自我增殖并源源不断地

产生 dsRNA，实现双链 RNA 农药的持久作用，

且共生细菌还可以在宿主间进行传播。Leonard
等 [20]改造了蜜蜂肠细菌(Snodgrassella alvi)，
使其可以稳定地定殖在蜜蜂肠道中并产生

dsRNA，研究表明产生的 dsRNA 可以触发 RNAi

效应，提高蜜蜂在病毒和瓦螨攻击后的存活

率。Whitten 等[21]将特异性的 dsRNA 表达盒分

别插入到了锥蝽(Rhodnius prolixus)和西方花蓟

(Frankliniella occidentalis)的共生菌罗地红球菌

(Rhodococcus rhodnii)和肠杆菌(Enterobacteriales 
BFo2)的基因组中，所产生的 dsRNA 显著降低了

宿主的繁殖能力。但使用共生菌表达 dsRNA 来

遏制病虫害也伴随着潜在的生态风险，还需要进

行更充分的风险评估和安全性测试。 

1.6  酵母 
酵母是发酵中常用的安全生产菌株，具有

清晰的遗传背景、丰富的遗传操作系统及完善

的发酵工艺，同时，酵母中没有 Dicer 2 和

Argonatue 2 这 2 种 RNAi 途径中的核心基因，

因此被认为是积累 dsRNA 的潜在细胞工厂，但

也有报道称酵母中 rnt1 基因的表达产物具有

dsRNA 切割活性[30]。Alvarez-Sanchez 等[23]利用

解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)生产 dsRNA
来抑制虾养殖过程中易感染的白斑综合征病

毒，但与其他系统相比该系统产量较低，仅有

182 ng/L，该研究验证了 rnt1 基因的表达产物

的 Dicer 活性，在 dsRNA-ORF89 前体产生后，

酵母中的 rnt1 基因的表达量相应提高；将解脂

耶氏酵母中提取到的总 RNA 通过肌肉注射到

虾体内后，虾受到白斑综合征病毒感染的概率

下降 25%。Mysore 等[31]表明含有特异性 dsRNA
的干燥灭活酿酒酵母制剂与未灭活的酿酒酵母

具有相同的活性。 
目前被报道的工程菌株通过改造关键基因

和表达质粒的调控元件，与野生型相比均实现

了高效产生 dsRNA 的能力。然而随着技术的不

断进步，可能会有更多的菌种被开发用于生产

dsRNA，更高效的调控元件被发现，为 dsRNA
的大规模生产提供更多选择并进一步提高产

量，推动其在农业和医药领域的应用。 
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2  影响 dsRNA 产量的因素 
在底盘菌中成功表达 dsRNA 之后通常需

要进一步提高产量(图 2)。目前影响 dsRNA 产

量的因素主要有：dsRNA 表达质粒的构建方式、

表达质粒的拷贝数及稳定性、表达质粒中启动

子强度及终止子效率、工程菌株的修饰改造、

发酵参数及 dsRNA 的提取方法等。 

2.1  表达质粒的构建方式 
目前构建 dsRNA 表达质粒的方式主要有

2 种：第 1 种是由 2 个不同方向的启动子分别

控制同一段靶基因进行转录，转录出的 2 条

ssRNA 相互退火形成双链。研究表明，噬菌体

T7 的 RNA 聚合酶在转录过程中在对立的 DNA
链上相互碰撞时不会受到很大的抑制[32]；第 2 种 

策略是将靶基因一正一反置于启动子后，靶基

因间中间以 loop 环作间隔，转录出的 ssRNA 分

子可以内部退火形成 dsRNA。有研究表明第 2 种

策略所得 dsRNA 产量更高[14]。 

2.2  启动子强度和类型 
生物元件是用于组装和调控基因表达系统的

基本序列，其中启动子的强度直接决定了下游基

因的转录水平，使用更强的启动子是提高 dsRNA
产量的策略之一。崔洁等[33]将来源于本源菌的

不同启动子后插入 GFP 基因来表征启动子的强

度，发现同一启动子在不同生长时期的强度是不

同的，所以根据底盘菌生产 dsRNA 的时期及生

产需要选择适宜的启动子是必要的。有研究表

明，启动子的强度还与其近端 DNA 序列的二级

结构有关，这对转录活性具有较大的影响[34]。 
 

 
 

图 2  影响 dsRNA 产量的主要因素   A：表达质粒构建方式。B：组成/诱导型启动子、启动子串联。

C：质粒拷贝数。D：保护蛋白、纳米载体。E：发酵及提取工艺。 
Figure 2  Key factors affecting dsRNA production. A: Construction method of expression plasmid. B: 
Constitutive/inducible promoter, tandem promoter. C: Plasmid copy number. D: Protective protein, 
nanocarrier. E: Fermentation and extraction process. 
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目前在大肠杆菌及谷氨酸棒杆菌中使用较

多的是噬菌体 T7 来源的 T7 启动子，其需要使

用较为昂贵的诱导剂 IPTG 来进行诱导。ProD
启动子是一种合成的组成型启动子，Delgado- 
Martín 等[35]将 T7 启动子和 ProD 启动子串联构

建了一种大肠杆菌中高效表达 dsRNA 的组成

型生产系统，该组成型表达系统无需使用诱导

剂，在节约生产成本的同时，实现了比 T7 启动

子诱导型生产系统高 2 倍的 dsRNA 产量；此外，

该研究还发现 D-乳糖可作为诱导剂使用，且诱

导效率高于 IPTG，可以提高 dsRNA 的合成效

率。有报道称大肠杆菌中可以使用温控表达质

粒 PBV220 实现 dsRNA 的温度诱导表达，在

42 ℃下 PBV220 质粒中的 PLPR 启动子会高效

启动下游基因转录，达到节省成本的目的[36]。

最近 Liu 等[37]开发了一种基于大肠杆菌的光/暗
诱导高效表达系统，避免了 IPTG 对菌体潜在

毒性及诱导不可逆等缺点。Baum 等[38]表明使

用更高效的终止子或串联 2个 T7终止子也会提

高 dsRNA 的产量。 

2.3  质粒拷贝数 
增加 dsRNA 表达质粒的拷贝数是提高

dsRNA 产量的策略之一。在 Hashiro 等[17]对谷

氨酸棒杆菌的研究中，只改动载体部分，将拷

贝数约为 300 的质粒更换为拷贝数约为 800 的质

粒，dsRNA 产量由 75 mg/L 提高到了 150 mg/L；
该研究同时说明 dsRNA 生产质粒在谷氨酸棒

杆菌内是不够稳定的，其质粒保留率小于 20%，

替换更高效的终止子或引入质粒分配系统(如
par 基因)有利于提高质粒稳定性，从而进一步

提高 dsRNA 的积累[17]。EndA 基因表达非特异

性核酸内切酶Ⅰ，该基因的缺失可以使外源 DNA
更加稳定。RecA 基因表达 ATP 依赖型 DNA 重

组酶，其缺失会有效抑制或阻断同源及异源

DNA 之间的重组过程，保证插入 DNA 的稳定

性；另外有研究人员通过失活 endA 和 recA 基

因，使得菌株中外源质粒和 dsRNA 的稳定性得

到提升[2,15]。 

2.4  dsRNA 结合蛋白/纳米载体 
2.4.1  dsRNA 结合蛋白 

与 dsDNA 典型的 B 型螺旋不同，dsRNA
通常为 A 型螺旋，与蛋白质的结合并非直接依

赖于特定的碱基序列，而是主要由糖-磷酸骨架

介导[39]。RNA 沉默病毒抑制子(viral suppressors 
of RNA silencing, VSR)指病毒编码的一类能够

抑制宿主细胞中 RNAi 效应的一类蛋白质；有报

道称小麦花叶病毒(Triticum mosaic virus, TriMV)
编码的 TriMV P1 蛋白和本氏烟草(Nicotiana 
benthamiana)编码的 DRB2 蛋白等 RNA 沉默病

毒抑制子可与 dsRNA 结合，并使其免受核酸酶

降解[40-41]。Gupta 等[41]研究表明，TriMV P1 蛋

白在 dsRNA 受到体外切割时可以显著减少切

割产物的积累；当 TriMV P1 蛋白的 GW 基序

受到破坏时会丧失抑制 RNAi 的活性，但并不

影响结合 dsRNA。Hashiro 等[16]设计了靶 RNA
模型——U1A*-RNA，同时引入可与之结合的

U1A 蛋白，该蛋白的 SL-II 结构区域可与

U1A*-RNA 特异性结合从而起到保护作用。此

外，人类体内存在与免疫相关的 dsRNA 结合蛋

白 NLRP1、RIG-I、MDA5 等；NLRP1 可以特

异性地结合长的 dsRNA[42]；RIG-I、MDA5 是

细胞内主要的 dsRNA 病毒感受器，前者主要监

控 dsRNA 5′端的三磷酸基团，后者主要依赖双

链长度识别 dsRNA[43]；在利用 IVT 生产 mRNA
时，有时会使用 J2 抗体特异性检测副产物

dsRNA，但该方法无法区分具有二级结构的

ssRNA 和 dsRNA[44]。在 dsRNA 的生产质粒上

同步表达一些 dsRNA 结合蛋白，防止其被降解

也是一种提高 dsRNA 产量的策略，但目前尚未

见相关报道，此外这种通过结合蛋白实现的保
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护是否会影响 RNAi 的效率还需进一步的实验

证明。 

2.4.2  纳米载体 
纳米载体在 dsRNA 喷施到吸收这一过程

中起到减少 dsRNA 降解甚至促进其吸收的生

物材料。Ma 等[45]开发了一种星状阳离子聚合物

纳米载体，该研究阐释了纳米载体从结合

dsRNA 到促进其发挥作用的全过程，其可以通

过静电吸引、氢键、范德华力作用与 dsRNA 稳

定结合，显著延长了其在环境中及在昆虫体内

的半衰期，通过转录组分析，该纳米载体可以

激活网格蛋白介导的内吞作用从而实现昆虫体

壁的高效递送，成功克服了 RNA 农药持效期

短、植物源农药速效性差的问题。研究表明，

苦参碱/星形聚阳离子/dsRNA 具有速效性，施

药后 3 d 防效可达 77.22%，施药后 7 d 的防效

可达 90.09%[46]。 

2.5  发酵时间 
生长时期对于微生物发酵生产 dsRNA 的

产量也有较大影响。Park 等[19]在使用苏云金芽

孢杆菌底盘菌发酵生产 dsRNA 的过程中发现，

随着发酵时间的延长 dsRNA 产量呈现出先升

高后降低的趋势，其中培养 18 h 时 dsRNA 最

高。Hashiro 等[16]的研究结果表明，谷氨酸棒杆

菌在培养至即将进入稳定期时可获得最高

dsRNA 产量，培养至稳定期后期的菌株 dsRNA
产量仅有最高的 1/3；在敲除了 RNase Ⅲ的情况

下，菌株生长至稳定期后期时 dsRNA 的产量明

显低于菌株刚进入稳定期的产量，这表明

dsRNA 被其他在稳定期表达的酶降解或由于细

胞中的某种条件而降解的。有研究表明菌体量

也是 dsRNA 产量提高的关键因素[47]。在这种

情况下，需要找到一个平衡点，既要保证生物

量大，又要保证这个时期的 dsRNA 积累量最

大。此外，诱导剂添加量与诱导时间被证明同

样重要，计慧君等[48]的研究结果表明当 IPTG
的工作浓度为 0.1 mmol/L 或 0.5 mmol/L 时，

dsRNA 的产量没有明显变化，当工作浓度增加

至 1 mmol/L 时，dsRNA 产量会明显减少，且在

2–8 h 的诱导时间内，诱导 6 h 时产量最佳。 

2.6  dsRNA 定量方法 
检测工程菌中 dsRNA 产量通常需要快速

的 dsRNA 提取和定量方法。目前常用于提取

dsRNA 的方法有 70%乙醇提取法、Trizol 法、

酚氯仿法(P/C/I 法)[49]，均是先提取总 RNA，再

使用 RNase A 及 DNase I 进行消化处理，以消

除 ssRNA 及残留 dsDNA。Ma 等[14]在使用 70%
乙醇提取后使用 MEGAclear™试剂盒进行了纯

化，再使用 NanoDrop 2000 进行定量。近期有

研究发现[50]使用酚氯仿法提取 dsRNA 可获得

与 Trizol 法相当的产量，同时具有更低的成本

优势，在使用酚氯仿法提取前后进行酸化处理，

可以显著减少杂质的存在，从而提高 dsRNA 的

纯度[48]。计慧君等[48]的研究表明，在使用 Trizol
法提取总 RNA 前加入低剂量的溶菌酶可以提

高 dsRNA 产量。dsRNA 的定量目前主要依靠

RT-qPCR、Northern blotting、ELISA、凝胶电泳、

微量吸光度法(使用 NanoDrop 2000)等方法，若

能根据现有的 dCas13a 系统或荧光 RNA 适配体

开发出一个检测 dsRNA 的传感器，在切割/结
合目标 RNA 后释放荧光信号，实现特异信号的

级联放大，既能方便地检测 dsRNA 的数量，又

可以据此筛选生产能力更强的工程菌株[51-52]。

或利用吖啶橙等荧光染料，进行活体染色或与

纯化后的 dsRNA 共孵育，通过绘制标准曲线对

dsRNA 进行定量，既可以提高效率，又可以降

低成本[53-54]。 
提 高 dsRNA 的 产 量 通 常 可 以 从 增 加

dsRNA 产量和减少其降解 2 个方面考虑。可以

采取以下措施：(1) 增强转录能力。可以通过增
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加质粒的拷贝数来增加转录模板的数量，选择

更强的启动子来增加转录起始频率和强度，使

用更高效的终止子来防止过长的 RNA 链合成。

(2) 按需选择表达质粒的构建方式。两种表达质

粒在转录后都需要进行退火，单个启动子产生

的 dsRNA 数量与长度理论上与转录出的

ssRNA 相同，而将启动子置于靶基因两端所产

生的 dsRNA 数量理论上是转录出的 ssRNA 数

量的一半。(3) 结合蛋白。通过表达相应结合蛋

白与 dsRNA 结合从而保护 dsRNA 免受核酸酶

降解。(4) 优化发酵条件。可以通过调整培养基、

诱导剂的添加量和诱导时间等发酵条件，把控

菌体量与 dsRNA 积累量间的平衡来提高

dsRNA 的产量。(5) 基因组工程改造宿主。可

以通过基因工程技术系统性地改造宿主的

RNA 合成与代谢网络，提升菌株合成 RNA 的

能力并减少 RNA/dsRNA 降解酶的表达，从而

提高 dsRNA 的产量。同时可以优化 dsRNA 的

提取工艺，选择适当的提取方法和条件，以提

高 dsRNA 的纯度和产量。 

3  展望 
研究表明仅有 0.1%的施用农药能进到目标

害虫体内，其余则会造成空气、土壤、水源等

污染[55]。而双链 RNA 农药是一种绿色环保的农

药，无残留污染的同时可以高效靶向并抑制病

虫害的关键基因表达。目前限制双链 RNA 农药

大规模使用的主要因素之一是生产成本的问

题，构建工程菌株是实现双链 RNA 农药大规模

生产的重要途径。目前主要利用大肠杆菌作为

工程菌生产 dsRNA，应尝试更多的菌种如芽孢、

假单胞菌等。在工程菌株的构建中，单种工程

菌株通常难以满足生产所有类型产品的需求。

通过深入理解并合理利用不同宿主细胞的优

势，并结合理性设计与改造策略，有望实现特

定 dsRNA 生产的最优化，从而提升其生产效率

与质量。 
现有的 dsRNA 表达系统的设计与构建主

要有 2 种：一种是以 2 个不同方向的启动子控

制一段靶标序列的表达，另一种是在启动子后

将靶标序列一正一反放置。这 2 种表达质粒都

是先转录为单链 RNA 再按照碱基互补配对原

则以分子间配对或分子内部折叠的形式形成

dsRNA，因此 dsRNA 的生产水平与宿主细菌体

内 RNA 的转录水平正相关，如果能通过基因组

工程改造从而提高宿主菌合成 ssRNA 的能力，

将能够实现 dsRNA 的产量提升。因此，对核苷

酸代谢通路进行合理化改造、调节核苷酸代谢

通路中关键酶的表达水平将是一种有效的方

法，但目前尚未见较为深入的系统研究。构建

dsRNA 工程菌株需要尽可能将物质和能量流向

目标产品，并保持细胞的良好生长状态和较高

的菌密度。通过诱变或适应性进化能够筛选到

具有更优性状菌株，如提高生长性能、提高对

高浓度 RNA 的耐受能力等[56-57]。敲除背景蛋

白、理性设计并改造代谢通路和基因组精简能

够使物质及能量尽可能流向目标产品，减少非

必要的代谢负担，提高代谢效率[58]。 
RNAi 技术已被公认为第四代杀虫剂的核心

技术。据估计，每 1 万 m2 作物大约需要 2–10 g
的 dsRNA 用于作物保护[13]，目前在工程菌株

中，谷氨酸棒杆菌的产量最高，其在 0.3 L 发酵

罐中的产量可达到 1.0 g/L[17]。随着基因编辑与

合成生物学技术的进步，未来 dsRNA 生产的产

量和效率会不断提高，成本也会不断降低，实

现大规模应用前景可期。 
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