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1.一种将外源裸dsRNA引入种子的方法，所述方法包括：

a.  用水洗涤所述种子2-6小时；

b.  在20-30℃的温度下干燥种子至多24小时；和

c.  使种子与包含1 μg/mL-261 μg/mL的裸dsRNA和0.1  mM  EDTA的水溶液直接接触，其

中裸dsRNA靶向内源植物基因或植物病毒病原体基因用于抑制，由此裸dsRNA渗透种子，从

而将裸dsRNA引入种子中。

2.一种产生植物的方法，所述方法包括：

(a)按照权利要求1的方法将外源裸dsRNA引入种子中；和

(b)使种子萌发以产生植物。

3.一种调节自种子生长的植物中的基因表达的方法，所述方法包括：

(a)  用水洗涤所述种子2-6小时；

(b)  在20-30℃的温度下干燥种子至多24小时；

(c)  使种子与包含1 μg/mL-261 μg/mL的裸dsRNA和0.1  mM  EDTA的水溶液直接接触，

由此裸dsRNA渗透种子，从而将dsRNA引入种子中；和

(d)  自种子产生植物，其中裸dsRNA靶向内源植物基因或病毒植物病原体基因用于抑

制。

4.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述内源植物基因与对非生物胁迫或生物威迫

的耐受性有关。

5.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述接触通过在水溶液中浸泡种子进行，并且其

中所述方法还包括在所述浸泡后将所述种子干燥。

6.权利要求4的方法，所述方法还包括在所述产生后使所述植物在非生物胁迫或生物

胁迫下生长。

7.权利要求1或3的方法，其中设计所述裸dsRNA用于减量调节植物基因的表达。

8.权利要求7的方法，其中所述植物基因是内源基因。

9.权利要求1或3的方法，其中设计所述裸dsRNA用于减量调节病毒病原体基因的表达。

10.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述渗透是进入所述种子的胚乳中并且备选地

或另外地进入所述种子的胚中。

11.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述裸dsRNA不整合至所述种子的基因组中。

12.权利要求1-3中任一项的方法，其中在萌发后所述裸dsRNA在植物中存在至少10天。

13.一种抑制植物病毒中目标基因的表达的方法，所述方法包括使植物病毒与通过权

利要求2或3的方法产生的植物或植物部分接触，从而抑制植物病毒中目标基因的表达。

14.权利要求13的方法，所述方法还包括观察在所述提供后所述病毒病原体可感染性

或可复制性的降低。

15.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述dsRNA包含siRNA。

16.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述接触通过将种子浸泡在所述水溶液中来实

行。

17.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述洗涤在4-28℃下实行。

18.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述干燥在25-30℃下实行10-16小时。

19.权利要求1-3中任一项的方法，所述方法还包括在所述接触后用选自杀虫剂、杀真
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菌剂、肥料、涂布剂和着色剂的作用剂处理种子。

20.权利要求19的方法，其中所述处理包括用所述作用剂涂布种子。

21.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述种子来自单子叶植物或双子叶植物。

22.权利要求1-3中任一项的方法，其中按照选自以下的参数调节裸dsRNA的浓度：种子

大小、种子重量、种子体积、种子表面积、种子密度和种子透性。

23.权利要求1和2中任一项的方法，其中所述接触在胚出现之前实行。

24.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述种子是经引发的种子。

25.权利要求1-3中任一项的方法，其中所述种子是杂种种子。
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用于使基因表达沉默的组合物和方法

[0001] 发明领域和背景

[0002] 本发明在其一些实施方案中涉及将dsRNA导入植物种子以调节基因表达的方法。

[0003] 随着世界人口不断增加，对食物、燃料和纤维的需求日益增长以及变化万千的气

候，农业面临着前所未有的挑战。非常需要研发具有改良性状的植物，其中对农民和种子公

司有重大利益的一些主要性状包括改进的非生物胁迫耐受性、肥料使用效率、抗病性、产量

等等。

[0004] 植物性状改良通常通过遗传工程或经典育种进行。非常需要通过特定的基因改变

用于性状改良的新的方法。这些包括用于基因过量表达或基因沉默的方法。序列特异性基

因沉默的一项强大技术是通过RNA干扰(RNAi)。RNAi最早发现于线虫秀丽隐杆线虫(C . 

elegans)  (Fire等1998，Nature，391:806-811)，是其中可通过将与个别基因同源的双链

RNA  (dsRNA)导入细胞而使所选基因的表达特异性沉默的一种机制。在细胞内，dsRNA分子

被RNA酶III相关酶(Dicer)切割成21-27个核苷酸的较短片段。这些片段，称为小干扰RNA 

(siRNA)，被掺入RNA诱导的沉默复合体(RISC)中。在另外的加工之后，siRNA转化成单链

RNA，用作最终切割目标信使RNA的指导序列。通过使用RNAi使相关目标基因特异性沉默，可

改变生物体的基本性状。特别对于植物，对可能导致高的胁迫抗性和更好的作物产量的修

饰有着不可思议的潜力。

[0005] 在植物中，通常通过产生过量表达经转录产生dsRNA的DNA片段的转基因植物，来

进行RNAi。这种dsRNA随后被加工成介导目标基因切割和沉默的siRNA。

[0006] 这种技术的主要技术限制是许多重要的植物作物种难以或不可能转化，阻碍了指

导dsRNA产生的构建体的组成型表达。而且，有关抗病毒转基因植物的潜在生态影响的问题

迄今为止严重限制了它们的应用[Tepfer,  2002,  Annu.  Rev.  Phytopathol.  40,  467-

491]。

[0007] 获取转基因植物的另一个障碍归因于使转化和再生事件发生在同一细胞类型中

的难度。

[0008] 因此开发用于获取不依赖于组织培养程序固有方法的转化种子的方法是植物分

子生物学研究的前缘。

[0009] 其它背景技术包括：

[0010] 美国20040055041教导了通过利用超声处理系统接着用土壤杆菌感染的种子转

化。

[0011] Chee等，1989  Plant  Physiol.  91:1212-1218教导了使用含有表达转基因的二元

载体的土壤杆菌接种发芽大豆的胚芽、子叶节和邻近的子叶组织进行的大豆转化。

[0012] 其它的相关背景技术：WO2011/001434、美国20080022423、WO  2011112570、WO 

2007/080127、WO  2007/080126、美国20060272049、美国2010068172、美国20070250947、

WO9926467、美国20030154508、WO  02/14472、美国20030150017、美国201000154083。

[0013] 发明概述

[0014] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供将裸dsRNA引入种子的方法，所述方法
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包括在允许dsRNA渗透入种子的条件下使种子与裸dsRNA接触，从而将dsRNA引入种子中。

[0015] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含外源裸dsRNA的分离种子，其中种

子缺乏驱动dsRNA在植物中表达的异源启动子。

[0016] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含外源裸dsRNA的分离种子。

[0017] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含以类似浓度存在于种子的胚和胚

乳中的外源dsRNA的分离种子。

[0018] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含空间上分布在植物种子的胚和胚

乳中的外源dsRNA的分离种子，其空间分布不同于来源于重组表达外源dsRNA的转基因植物

的种子的外源dsRNA的空间分布。

[0019] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含外源dsRNA的分离种子，其中与重

组表达外源dsRNA的转基因种子相比，外源dsRNA与由其成熟的siRNA的浓度比率在所述种

子中较高。

[0020] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含外源dsRNA的分离种子，其中植物

种子缺乏驱动外源dsRNA表达的异源启动子，其中与重组表达外源dsRNA的转基因种子的空

间分布相比，外源dsRNA和/或由其成熟的siRNA的空间分布在所述种子中改变。

[0021] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含外源裸dsRNA和缺乏驱动dsRNA在

植物中表达的异源启动子的植物或植物部分。

[0022] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含大量种子的含种子装置。

[0023] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供包含大量任何种子的播种田(sown 

field)。

[0024] 按照本发明的一些实施方案，所述方法还包括在所述接触后将所述种子干燥。

[0025] 按照本发明的一些实施方案，所述方法还包括在所述产生后使所述植物在非生物

胁迫或生物胁迫下生长。

[0026] 按照本发明的一些实施方案，设计裸dsRNA用于减量调节植物基因的表达。

[0027] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供产生植物的方法，所述方法包括：

[0028] (a) 提供任何种子；和

[0029] (b)  使种子萌发以产生植物。

[0030] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供调节基因表达的方法，所述方法包括：

[0031] (a)  在允许dsRNA渗透入种子的条件下使植物的种子与裸dsRNA接触，从而将

dsRNA引入种子中；和任选

[0032] (b)  产生种子的植物。

[0033] 按照本发明的一些实施方案，设计裸dsRNA用于减量调节植物基因的表达。

[0034] 按照本发明的一些实施方案，设计裸dsRNA用于减量调节病毒病原体基因的表达。

[0035] 按照本发明的一些实施方案，渗透是进入种子的胚乳并且备选地或另外地进入种

子的胚中。

[0036] 按照本发明的一些实施方案，裸dsRNA不整合到种子的基因组。

[0037] 按照本发明的一些实施方案，所述条件导致在萌发后dsRNA存在于植物中至少10

天。

[0038] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供抑制植物病毒的目标基因的表达的方
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法，所述方法包括向植物病毒提供植物或植物部分，从而抑制植物病毒的目标基因的表达。

[0039] 按照本发明的一些实施方案，所述方法还包括在提供后观察病毒病原体可感染性

或可复制性的降低。

[0040] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供将裸dsRNA引入种子中的试剂盒，其包

括；

[0041] (i) 裸dsRNA；和

[0042] (ii)  引发溶液(priming  solution)。

[0043] 按照本发明的一些实施方案，裸dsRNA和引发溶液装在分开的容器中。

[0044] 按照本发明的一些实施方案，dsRNA包含siRNA。

[0045] 按照本发明的一些实施方案，dsRNA包含siRNA和dsRNA。

[0046] 按照本发明的一些实施方案，接触通过用dsRNA接种种子来实行。

[0047] 按照本发明的一些实施方案，所述方法还包括在接触前引发种子。

[0048] 按照本发明的一些实施方案，所述引发如下实行：

[0049] (i)  在接触前洗涤种子；和

[0050] (ii)  在步骤(i)后将种子干燥。

[0051] 按照本发明的一些实施方案，在双重去离子水存在下实行洗涤。

[0052] 按照本发明的一些实施方案，实行洗涤2-6小时。

[0053] 按照本发明的一些实施方案，洗涤在4-28℃下实行。

[0054] 按照本发明的一些实施方案，干燥在25-30℃下实行10-16小时。

[0055] 按照本发明的一些实施方案，在终浓度为0.001-100  µg/µl的裸dsRNA存在下实行

接触。

[0056] 按照本发明的一些实施方案，在终浓度为0.001-0.5  µg/µl的裸dsRNA存在下实行

接触。

[0057] 按照本发明的一些实施方案，所述方法还包括在接触后用选自杀虫剂、杀真菌剂、

杀昆虫剂、肥料、涂布剂和着色剂的作用剂处理种子。

[0058] 按照本发明的一些实施方案，所述处理包括用作用剂涂布种子。

[0059] 按照本发明的一些实施方案，种子不含选自杀虫剂、杀真菌剂、杀昆虫剂、肥料、涂

布剂和着色剂的作用剂。

[0060] 按照本发明的一些实施方案，dsRNA用于减量调节编码基因的表达。

[0061] 按照本发明的一些实施方案，dsRNA用于减量调节非编码基因的表达。

[0062] 按照本发明的一些实施方案，种子是绿色植物界(Viridiplantae)总科的。

[0063] 按照本发明的一些实施方案，所述条件允许dsRNA在种子的胚乳中蓄积以及备选

地或另外地在种子的胚中蓄积。

[0064] 按照本发明的一些实施方案，按照选自以下的参数调节裸dsRNA的浓度：种子大

小、种子重量、种子体积、种子表面积、种子密度和种子透性。

[0065] 按照本发明的一些实施方案，接触在打破种子休眠和胚出现之前实行。

[0066] 按照本发明的一些实施方案，种子是经引发的种子。

[0067] 按照本发明的一些实施方案，种子或植物包含扩大dsRNA表达的依赖于RNA的RNA

聚合酶活性。

说　明　书 3/75 页

6

CN 104619843 B

6



[0068] 按照本发明的一些实施方案，种子是杂种种子。

[0069] 按照本发明一些实施方案的一个方面，提供按照本文所述方法可获得的种子。

[0070] 除非另有说明，否则本文所用的所有技术和/或科学术语都具有本发明所属领域

普通技术人员通常所理解的相同含义。虽然类似或等同于本文所述方法和材料的方法和材

料可用于本发明实施方案的实践和测试，但下面描述了示例性的方法和/或材料。万一有冲

突，则以本专利说明书，包括定义为准。另外，材料、方法和实施例只是说明性的，不必是限

制性的。

[0071] 附图简述

[0072] 本文只通过实例，参照附图描述了本发明的一些实施方案。现具体参照详细的附

图，要强调的是所显示的细节是通过实例并用于说明性论述本发明实施方案的目的。在这

一方面，与附图一起的描述使本领域技术人员明白如何可实施本发明的实施方案。

[0073] 附图中：

[0074] 图1A-C显示在萌发后直到3周水稻苗中CGMMV的dsRNA的稳定性。图1A：在萌发后1

周，通过RT-PCR鉴定的dsRNA。上图：L—100  bp  DNA梯条带，泳道1-6：未处理对照种子，7-

16：处理种子，泳道17：阴性对照(混合物)，泳道18：阳性对照(质粒)。下图用作cDNA质量的

阳性对照，持家基因—微管蛋白的PCR。图1B：在萌发后2周，通过PCR鉴定的dsRNA。上图：L—

DNA梯条带，1-2对照种子，3-12  dsRNA处理种子，13阳性对照(质粒)，14-15阴性对照(DDW)。

下图显示微管蛋白持家基因的结果。图1C：在萌发后3周，dsRNA的稳定性。上图：L—DNA梯条

带，1-4对照种子，5-9  dsRNA处理种子，11阳性对照(质粒)，12为阴性对照(混合物)。下图显

示微管蛋白持家基因的结果。

[0075] 图2A-B显示分别在萌发后10天和4周，通过RT-PCR对番茄和高粱苗的CGMMV  dsRNA

的鉴定。图2A：在萌发后10天，CGMMV  dsRNA在番茄苗中是稳定的。L—DNA梯条带，1-4：对照

种子，5-17：dsRNA处理种子，18-19：阴性对照(DDW)，20：PCR阳性对照(质粒)。图2B：在萌发

后4周，CGMMV  dsRNA在高粱苗中是稳定的。1-2：对照种子，3-6：处理种子，7：阴性对照

(DDW)。

[0076] 图3显示在萌发后5周，CGMMV来源的dsRNA不整合到处理水稻种子的基因组中。进

行了3个不同的DNA  PCR反应：(1)微管蛋白PCR  (泳道1-5)；1-2是对照植物，3-4是dsRNA处

理植物，5是阴性对照(ddW)，(2)  DNA  CGMMV的第一个PCR  (泳道6-10)；6-7是对照植物，8-9

是dsRNA处理植物，10是阳性对照(携带CGMMV序列的质粒)，(3)  DNA  CGMMV的第二个PCR 

(泳道11-16)；11-12是对照植物，13-14是dsRNA处理植物，15是阴性对照(ddW)，16是阳性对

照(携带CGMMV序列的质粒)。L—100  bp  DNA梯条带。

[0077] 图4A-C显示在萌发后7和15天，通过RT-PCR的玉米苗中GUS  dsRNA的稳定性。图4A：

在萌发后1周，GUS  dsRNA在玉米苗嫩枝中是稳定的。L是DNA梯条带，1-5是对照植物，6-8和

11-18是dsRNA处理植物，9是阴性对照(ddW)，10是阳性对照(质粒)。图4B：在萌发后1周，GUS 

dsRNA在玉米苗根中是稳定的。1-5是对照植物，6-10是dsRNA处理植物，11是阴性对照

(ddW)，12是阳性对照(质粒)。图4C：在萌发后15天，GUS  dsRNA在玉米苗根中是稳定的。L—

DNA梯条带，1是阳性对照(质粒)，2是对照植物，3是阴性对照(ddW)，4是dsRNA处理植物。

[0078] 图5A-B显示在萌发后1周GUS  dsRNA不整合到处理玉米种子的基因组中。上图凝胶

显示对GUS基因的DNA  PCR：1-3是对照植物，4-6是dsRNA处理植物，7是阳性对照(质粒)。下
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图凝胶是用于DNA提取的阳性对照，显示对遍在蛋白基因的DNA  PCR：1-3是对照植物，4-6是

dsRNA处理植物，7是阴性对照(ddW)。

[0079] 图6显示实验前siGLO的凝胶电泳分析。L—100  bp梯条带，1—5  µl的2  µM  siGLO

溶液，2—15  µl的2  µM  siGLO溶液，3—30  µl的2  µM  siGLO溶液。可观察到与20-24  bp的荧

光siRNA分子的预期大小相应的条带。

[0080] 图7A-C是显示荧光siRNA分子渗透入各种植物种子中的图像。两个左侧图像显示

用荧光siRNA处理的种子，两个右侧图像显示未处理对照种子。荧光图像在种子用2  µM终浓

度的siR N A处理后24小时拍摄。图7A—在10X物镜放大倍数下观察到的拟南芥

(Arabidopsis)种子，图7B—在5X物镜放大倍数下观察到的水稻种子，图7C—在5X物镜放大

倍数下观察到的番茄种子。

[0081] 图8A-C显示在用siGLO  dsRNA处理后24小时的水稻种子。该图显示在不同放大倍

数下各图像左边的处理种子，边上是对照未处理种子。

[0082] 图9A-F是用siGLO  dsRNA处理后48小时切开的水稻种子的光图像和荧光图像。将

siGLO处理水稻种子和对照水稻种子切片以使用荧光双目镜观察荧光dsRNA的内部分布。图

9A—4粒水稻种子的光形态：底部2个siGLO处理种子，顶部2个未处理种子。图9B—图9A中观

察的种子的荧光图像。图9C—siGLO处理水稻种子的荧光图像(见图9A和B左底部)的放大。

图9D—未处理水稻种子的荧光图像的放大。图9E—siGLO处理种子的荧光图像的放大，显示

与图9C中观察到种子相比更完全的染色模式。图9F—与图9E相比未处理种子的荧光图像的

放大。

[0083] 图10A-E是用siGLO  dsRNA处理后48小时切开的番茄种子的荧光图像。将siGLO处

理番茄种子和对照番茄种子切片，以使用荧光双目镜观察荧光dsRNA的内部分布。图10A—

未处理番茄种子的外表面的荧光图像。图10B—siGLO处理番茄种子外表面的荧光图像。图

10C—siGLO处理番茄种子外表面切片(见图10B图像的方框)的放大图像。图10D—切开的未

处理番茄种子的内表面的荧光图像。图10E—切开的siGLO处理番茄种子的内表面的荧光图

像，胚的轮廓清楚可见。

[0084] 图11A-H是用siGLO  dsRNA处理后48小时切开的黄瓜种子的荧光图像。将siGLO处

理黄瓜种子和对照黄瓜种子切片，以使用荧光双目镜观察荧光dsRNA的内部分布。图11A—

siGLO处理黄瓜种子内表面的荧光图像。图11B—未处理黄瓜种子内表面的荧光图像。图

11C—E—siGLO处理黄瓜种子内表面的前部、中部和后部(分别)切片的放大图像。在中部切

片中可观察到胚的轮廓(图11D)。图11F-H—未处理黄瓜种子内表面的前部、中部和后部(分

别)切片的放大图像。

[0085] 图12A-D是用siGLO  dsRNA处理后48小时各种植物种的切开种子的荧光图像，包括

菜豆、番茄、高粱和小麦。将siGLO处理种子和对照种子切片，以使用荧光双目镜观察荧光

dsRNA的内部分布。还拍摄了各种子的光图像，并与种子的荧光图像放在一起以供参考。两

个左侧图像显示dsRNA处理种子，两个右侧图像显示未处理对照种子。图12A显示dsRNA处理

菜豆种子和对照菜豆种子的2个实例。图12B显示dsRNA处理番茄种子和对照番茄种子。图

12C显示dsRNA处理高粱种子和对照高粱种子。图12D显示dsRNA处理小麦种子和对照小麦种

子。

[0086] 图13显示水稻种子的时程siGLO处理结果。测试了用siGLO  dsRNA培育时间对荧光
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强度(表明dsRNA渗透的数量和质量)的作用。将未经处理(1)的对照种子与用siGLO  dsRNA

处理4个不同培育时间的种子在一起进行拍照；10分钟(2)，3.5小时(3)，5.5小时(4)和24小

时(5)。

[0087] 图14A-D显示通过dsRNA/siRNA混合物使水稻中的PDS-1基因沉默。图14A—2%琼脂

糖凝胶上PDS-1  dsRNA的分析。自左到右：100  bp，dsDNA和dsRNA产物1，在DNase  turbo后的

dsDNA和dsRNA，DNase  turbo和RNaseIII后的dsDNA和dsRNA，空区和产物2的相同dsDNA和

dsRNA。图14B—处理后5天萌发的水稻种子的照片，对照在左边。图14C—处理后7天萌发的

水稻种子的照片，对照在下部。图14D—处理后14天种植的水稻种子的照片，红色x表示死的

幼苗，对照在左边。

[0088] 图15是显示PDS-1沉默处理导致叶绿素漂白和生长抑制的照片。对照植物(在左

边)显示正常着色和生长速率，而处理后30天，PDS沉默的植物(在右边)看上去颜色较浅和

尺寸较小，表明叶绿素漂白和生长抑制的迹象。

[0089] 图16A-C显示通过实时PCR测定的PDS-1表达水平。图16A是处理后7天萌发的水稻

种子的照片，对照在下部。图16B—处理后5周种植的水稻种子的照片，对照植物在左边，与

PDS-1沉默的植物相比，有较暗的绿色。图16C—从对照和PDS-1沉默的植物提取RNA，通过实

时PCR检查PDS-1表达水平。UBQ5表达水平用作归一化子，对照植物中的PDS-1表达水平用作

校准子，得到1的值。

[0090] 图17显示处理后5天对照(左)和Hap2e  dsRNA处理的(右)萌发种子的根发育无表

型差异。这就表明种子处理对种子发芽和最初发育没有任何负作用。

[0091] 图18A-C显示在萌发后5天使用在水稻苗叶片提取的RNA中测试3种不同引物组的

RT-PCR，Hap2e  (miR169目标基因)的成功的源于dsRNA的表达改变。图18A—用第一引物组

的RT-PCR，其中两个引物位于dsRNA分子自身内。图18B—第二引物组，其中正向引物的5'部

分在dsRNA中，3'部分在mRNA中，反向引物位于dsRNA之外。图18C—第3引物组，其中引物介

于Hap2e基因上的dsRNA分子以外。用所有引物组的结果是一致的，并得到类似的定性数据。

5株对照植物的Hap2e表达的平均倍数变化用作参比，并按具有1的值作图。经处理的样品分

别作图，相对于对照植物的表达，计算其各自的Hap2e目标基因的倍数变化。与对照相比，9

株dsRNA处理植物中5株显示Hap2e减量调节(5/9的处理植物，55.5%的效率)。

[0092] 图19显示在萌发后7天，使用上述图18C的第3引物组，通过对水稻苗叶片提取的

RNA的RT-PCR检出的Hap2e  (miR169目标基因)最终的源于dsRNA的表达变化。4株对照植物

Hap2e表达的平均倍数变化用作阈值参比，并按具有1的值作图。经处理的样品分别作图，相

对于对照植物的表达，计算其各自Hap2e目标基因的倍数变化。从总共16株植物中选择6株

代表性处理植物，与对照植物一起作图，其4株处理植物显示与对照相比约50%或更高的

Hap2e减量调节(4/16等于25%效率)，包括1株植物中的完全沉默。

[0093] 图20显示在萌发后18天，通过对水稻苗叶片提取的RNA的RT-PCR检出的Hap2e 

(miR169目标基因)的源于dsRNA的减量调节。4株对照植物的Hap2e表达的平均倍数变化用

作阈值参比，并按具有1的值作图(以红色条形柱显示)。经处理的样品分别作图，相对于对

照植物的表达，计算其各自Hap2e目标基因的倍数变化。16株处理植物中11株显示一些

Hap2e减量调节(以蓝色条形柱显示)，其中8株显示与对照相比超过25%的Hap2e减量调节

(8/16等于50%效率)。
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[0094] 图21显示在萌发后10天对从对照和NFY  dsRNA处理玉米种子中提取的RNA的RT-

PCR的结果。对对照植物中NFY目标基因的表达水平取平均，并记作“1”用于dsRNA处理植物

中观察到的比较参比。图中出现的8株处理植物中4株显示50%或更多的NFY减量调节(4/8，

50%的效率)。

[0095] 图22显示在萌发后3周，对自对照和NFY  dsRNA处理番茄种子中提取的RNA的RT-

PCR的结果。对8株对照植物(以红色显示)中NFY目标基因的表达水平取平均，并记作“1”用

于dsRNA处理植物中所观察的(以蓝色条形柱显示)的比较参比。相对于对照植物，以23%效

率(6/26)成功实现处理植物中40%或更多的减量调节。

[0096] 图23A-B显示在接种后55天对照和NFY  dsRNA处理番茄植物的高度分布。图23A表

示对照植物的高度分布(蓝色条形柱)，图23B显示处理植物的高度分布(黄色条形柱)。

[0097] 图24显示在接种后55天对照和NFY  dsRNA处理番茄植物的主要表型差异。对照植

物见于各照片的左边，处理植物在右边。与对照植物相比，在较矮的处理植物中发育迟缓明

显。上部照片是侧面图，下部照片是同一植物的顶视图。

[0098] 图25显示在萌发后10天自对照和NAC  dsRNA处理玉米种子中提取的RNA的RT-PCR

结果。对对照植物中NAC目标基因的表达水平取平均，并记作“1”用于dsRNA处理植物中所观

察的比较参比。所有14株dsRNA处理植物显示NAC基因减量调节，其中1株植物显示基因完全

沉默(#8)。

[0099] 图26A-B显示在萌发后18天，使用用随机引物(图26A)或寡dT  (图26B)制备的

cDNA，对自对照和ARF-8  dsRNA处理的水稻种子中提取的RNA的RT-PCR的结果。对9-10株对

照植物中ARF-8目标基因的表达水平取平均，并记作“1”用于dsRNA处理植物所观察的比较

参比。在图26A中，4株植物显示超过26%的ARF-8基因减量调节，在图26B中，7株植物显示超

过50%的ARF-8基因减量调节。

[0100] 图27显示在处理后5天，对照(上排)和SPL17  dsRNA处理(下排)的萌发水稻种子的

根发育中无表型差异。

[0101] 图28A-B显示在萌发后5天对自对照叶片和SPL17  (miR156目标基因)  dsRNA处理

水稻苗叶片中提取的RNA测试的2种不同引物组的RT-PCR结果。图28A—使用第一引物组的

RT-PCR，其中两个引物位于dsRNA分子自身内。图28B—第二引物组，其中引物位于dsRNA分

子之外的SPL17  ORF上。5株对照植物SPL17表达的平均倍数变化用作阈值参比，并按具有1

的值作图。经处理的样品分别作图，相对于对照植物表达，计算其各自的SPL17目标基因的

倍数变化。表明了引物组#  1可扩增内源序列和引入植物的dsRNA分子两者，而引物组#  2仅

可扩增内源序列。

[0102] 图29显示在萌发后14周，自对照和SPL17  (miR156目标基因)  dsRNA处理水稻植物

叶片中提取的RNA的RT-PCR结果。4株对照植物SPL17表达的平均倍数变化用作阈值参比，并

按具有1的值作图。经处理的样品分别作图，相对于对照植物表达，计算其各自的SPL17目标

基因的倍数变化。观察到高达90%的SPL17基因表达减量调节。10株dsRNA处理植物中7株显

示超过65%的SPL17减量调节(7/10，70%的效率)。

[0103] 图30A-B显示在植物中在萌发后3周和8周(分别为图30A和30B)，自对照和ARF8 

(miR167目标基因)  dsRNA处理番茄种子叶片中提取的RNA的RT-PCR结果。对8或20株对照植

物(分别为图30A和30)中ARF-8目标基因的表达水平取平均，并记作“1”用于dsRNA处理植物
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所观察的比较参比。图30A—对每个个别的植物在萌发后3周对照(以红色条形柱显示)和

dsRNA处理(以蓝色条形柱显示)番茄植物中ARF8表达的倍数变化作图，以表明dsRNA处理植

物中ARF-8表达的大的变异。图中显示的8株处理植物中5株显示超过40%的ARF-8减量调节

(5/8，62.5%的效率)，图30B—与图30A中发芽后8周的番茄植物相同。图中显示的9株处理植

物中6株显示超过30%的ARF-8减量调节(6/9，66.7%的效率)。

[0104] 图31A-D显示在处理后55  (图31A)、62  (图31B)和72天(图31C)，对照(蓝色条形

柱)和ARF8  dsRNA处理的(栗色条形柱)番茄植物中高度的具体分布。图31D显示在处理后62

天与处理植物相比的对照植物的平均高度。

[0105] 图32A-B显示在种子处理后55  (图32A)和72天(图32B)，对照和ARF8  dsRNA处理植

物的表型差异。对照植物见于各照片的左边，处理植物见于右边。在图32A中，上部照片是侧

面图，下部照片是同一植物的顶视图。与同龄对照植物相比，处理植物较矮，分枝较多。

[0106] 图33A-B显示在萌发后9周自对照和FW2.2  dsRNA处理番茄植物的叶中提取的RNA

的RT-PCR结果。图33A显示对照(以红色条形柱显示)和dsRNA处理(以蓝色条形柱显示)植物

中FW2.2表达的倍数变化，对每个个别的植物作图以表明2个植物组中FW2.2基因表达水平

的变异。图33B显示与处理植物(蓝色条形柱)相比，对照(红色条形柱)中FW2.2的平均表达。

与对照植物相比，处理植物中FW2.2基因表达水平的减量调节明显。

[0107] 图34显示在处理后72天对照和FW2.2  dsRNA处理植物之间无表型差异。对照植物

(在左边)和dsRNA处理植物(在右边)两者平均起来具有相同高度，并显示类似的物理性质。

[0108] 图35A-B显示与对照植物(图35A)相比，自针对Della基因处理的水稻种子生长的

水稻苗(图35B)中根系较长和较发达。

[0109] 图36A-B显示当苗在无氮生长培养基中生长时，与对照植物(图36A)相比，在自针

对NRR基因处理的水稻种子生长的水稻苗(图36B)中根系和茎轴系较长和较发达。

[0110] 图37A-C显示在萌发后18天，自对照水稻种子和用含有用于减量调节3种内源基因

Hap2e、Della和SQS的dsRNA分子的混合物处理的种子的叶片提取的RNA的RT-PCR结果(使用

寡dT)。每个个别基因的表达水平以8株对照植物(以红色条形柱显示)取平均，并用作阈值

参比(取1的值)用于处理植物的表达。对经处理的样品(以蓝色条形柱显示)分别作图，相对

于对照植物的表达，计算其各自的各个目标基因表达水平的倍数变化。图37A—Hap2e基因

的RT-PCR表达结果，图37B—Della基因的RT-PCR表达结果，图37C—SQS基因的RT-PCR表达

结果。在dsRNA处理植物中所有基因的减量调节明显，其范围为30%-100%  (完全沉默)表达

降低。

[0111] 图38A-D是显示荧光siRNA分子(红色，siGlo)渗透入番茄种子中的共焦图像。细胞

核用Hoechst  33342  (蓝色)染色。图38A和38C中显示用荧光siRNA处理的种子，而图38B和

38D中显示未处理对照种子。图38A-B是荧光图像，而图38C-D显示透射光图像。在种子用终

浓度为1  µM的siRNA处理24小时时拍摄图像。

[0112] 图39A-D在种子处理之前(图39A和C)和之后(图B和D)、SPL  (SEQ  ID  NO:  126，图

39A和B)和GUS  (SEQ  ID  NO:  21，图39C和D)  dsRNA的HPLC分析的曲线图。箭头标明ssRNA和

dsRNA。

[0113] 图40A-B是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理24小时的种子萌发的17日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图。图40A显示在用SPL  (蓝色条形柱，SEQ  ID  NO: 
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126)、GUS  (红色条形柱，SEQ  ID  NO:  21)和FW2.2  (绿色条形柱，SEQ  ID  NO:  114)  dsRNA

处理后SPL  mRNA表达的倍数变化。每个条形柱表示1株植物。将每个个别植物的表达值归一

化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位值。图40B显示图40A中所示数据的中位值。对

于相对于GUS的对照SPL表达水平的差异，p值=0.02，和对于相对于FW2.2对照SPL表达水平

的差异，p值=0.07。误差条表示数据的标准差。

[0114] 图41A-B是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理6小时的种子萌发的18日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图41A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图41B显示图41A中所示数据的中位值。表达相对于对照组的变化是显著的(p值=

0.012)。误差条表示数据的标准差。

[0115] 图42A-B是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理2小时的种子萌发的18日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图42A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图42B显示图42A中所示数据的中位值。表达相对于对照组的变化是显著的(p值=

0.0015)。误差条表示数据的标准差。

[0116] 图43A-B是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理10分钟的种子萌发的18日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图43A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图43B显示图43A中所示数据的中位值。表达相对于对照组的变化是显著的(p值=

0.0035)。误差条表示数据的标准差。

[0117] 图44A-B是显示自浸入50 μg/ml  dsRNA溶液中的种子萌发的13日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图44A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图44B显示图44A中所示数据的中位值。表达相对于对照组的变化是显著的(p值=

0.017)。误差条表示数据的标准差。

[0118] 图45A-B是显示自用25 μg/ml  dsRNA处理24小时的种子萌发的17日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图45A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图45B显示图45A中所示数据的中位值。表达相对于对照组的变化是显著的(p值=

0.049)。误差条表示数据的标准差。

[0119] 图46A-B是显示自用25 μg/ml  dsRNA处理2小时的种子萌发的18日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图46A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位
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值。图46B显示图46A中所示数据的中位值。表达相对于对照组的变化是显著的(p值=

0.0062)。误差条表示数据的标准差。

[0120] 图47A-B是显示自用25 μg/ml  dsRNA处理10分钟的种子中萌发的18日龄番茄植物

中SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图47A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图47B显示图47A中所示数据的中位值。误差条表示数据的标准差。

[0121] 图48A-B是显示自用1 μg/ml  dsRNA处理24小时的种子萌发的17日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图48A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图48B显示图48A中所示数据的中位值。误差条表示数据的标准差。

[0122] 图49A-B是显示自用1 μg/ml  dsRNA处理2小时的种子萌发的18日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图49A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图49B显示图49A中所示数据的中位值。误差条表示数据的标准差。

[0123] 图50A-B是显示自用1 μg/ml  dsRNA处理10分钟的种子萌发的18日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图50A显示在用SPL 

dsRNA处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱表

示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图50B显示图50A中所示数据的中位值。误差条表示数据的标准差。

[0124] 图51A-B是显示自用50 μg/ml  siRNA处理2小时的种子萌发的13日龄番茄植物中

SPL  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图40A-B中一样)。图51A显示用SPL  siRNA

处理后SPL  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  siRNA处理用作对照基线。将每个个别植物的表

达值归一化至用GUS  siRNA处理的所有植物的表达中位值。图51B显示图51A中所示数据的

中位值。相对于对照组的表达变化的p值为0.12。误差条表示数据的标准差。

[0125] 图52是显示处理前FW2.2  ssRNA/dsRNA  (SEQ  ID  NO:  114)混合物的HPLC分析的

曲线图。箭头标明ssRNA和dsRNA级分。

[0126] 图53A-B是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理24小时的种子萌发的17日龄番茄植物中

FW2.2  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图。图53A显示在用FW2.2  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  114)

处理后FW2.2  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)处理用作对照基线。

每个条形柱表示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物

的表达中位值。图53B显示图53A中所示数据的中位值。FW2.2表达相对于对照组的变化是显

著的(p值=0.024)。误差条表示数据的标准差。

[0127] 图54A-B是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理6小时的种子萌发的18日龄番茄植物中

FW2.2  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图53A-B中一样)。图54A显示在用FW2.2 

dsRNA处理后FW2.2  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱

表示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位
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值。图54B显示图54A中所示数据的中位值。FW2.2表达相对于对照组的变化的p值为0.1。误

差条表示数据的标准差。

[0128] 图55A-B是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理2小时的种子萌发的18日龄番茄植物中

FW2.2  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图(dsRNA与图53A-B中一样)。图55A显示在用FW2.2 

dsRNA处理后FW2.2  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA处理用作对照基线。每个条形柱

表示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达中位

值。图55B显示图55A中所示数据的中位值。FW2.2表达相对于对照组的变化是显著的(p值=

0.049)。误差条表示数据的标准差。

[0129] 图56A-B是显示自用142 μg/ml  dsRNA处理24小时的13日龄水稻植物中DELLA 

mRNA表达的实时PCR分析的柱状图。图56A显示在用DELLA  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  123)处理后

DELLA  mRNA表达的倍数变化，为此GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)处理用作对照基线。每个条

形柱表示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用GUS  dsRNA处理的所有植物的表达

中位值。图56B显示图56A中所示数据的中位值。DELLA表达相对于对照组的变化是显著的(p

值=6.28×10-4)。误差条表示数据的标准差。

[0130] 图57是显示在处理后3天萌发小麦种子的图像。上—用0.1mM  EDTA处理的对照种

子，中—用GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)处理的对照种子，下—用PDS  dsRNA  (SEQ  ID  NO: 

44和45)处理的种子。

[0131] 图58A-B是显示自用25 μg/ml  dsRNA处理24小时的种子萌发的7.5周龄玉米植物

中TB1  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图。图58A显示在用TB1  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  145)和

作为对照的CGMMV  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  8和11)处理后TB1  mRNA表达的倍数变化。每个条形

柱表示1株植物。将每个个别植物的表达值归一化至用CGMMV  dsRNA处理的所有植物的表达

中位值。图58B显示图58A中所示数据的中位值。TB1表达相对于CGMMV对照的变化的p值为

0.065。误差条表示数据的标准差。

[0132] 图59A-C是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理24小时的种子萌发的5日龄玉米嫩枝和

12日龄叶片的NAC  mRNA表达的实时PCR分析的柱状图。图59A—在用dsRNA  (NAC和GUS分别

为SEQ  ID  NO:  83和21)处理后放入萌发箱的种子。图59B—用dsRNA处理后经洗涤和干燥的

种子。GUS  dsRNA用作对照。每个圆点表示一株植物。图59C—自以与图59A和59B中相同的方

式处理的种子萌发并种植在土壤中的12日龄玉米叶中NAC  mRNA表达的实时PCR分析。注意

在萌发后5天NAC  mRNA增量调节，此后减量调节。

[0133] 图60A-D是显示自用50 μg/ml  dsRNA处理24小时的种子萌发的1周龄和2周龄莴苣

植物中HY5  mRNA表达的实时PCR分析的示图。图60A显示在用HY5.5  dsRNA  (SEQ  ID  NO: 

156)、HY5.6  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  160)或两种的混合物(1:1，共50  µg/ml)处理后1周龄植

物中HY5.5  mRNA的表达水平。GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)或0.1mM  EDTA  (缓冲液)用作对

照。每个圆点表示一株植物。图60B显示在用HY5.5  dsRNA、HY5.6  dsRNA或两种的混合物处

理后1周龄植物中HY5.6  mRNA的表达水平。GUS  dsRNA或0.1mM  EDTA  (缓冲液)用作对照。每

个圆点表示一株植物。图60C显示在用HY5.5  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  156)、HY5.6  dsRNA  (SEQ 

ID  NO:  160)或两种的混合物(1:1，共50  µg/ml)处理后2周龄植物中HY5.5  mRNA的表达水

平。GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)、DHFR  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  167)或0.1mM  EDTA  (缓冲液)

用作对照。每个圆点表示一株植物。图60D显示在用HY5.5  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  156)、HY5.6 

说　明　书 11/75 页

14

CN 104619843 B

14



dsRNA  (SEQ  ID  NO:  160)或两种的混合物(1:1，共50  µg/ml)处理后2周龄植物中HY5.6 

mRNA的表达水平。GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)、DHFR  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  167)或0.1mM 

EDTA  (缓冲液)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0134] 图61是显示自用50 μg/ml  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  167)处理24小时的种子萌发的1

周龄莴苣植物中DHFR  mRNA表达的实时PCR分析的示图。GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)或

0.1mM  EDTA  (缓冲液)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0135] 图62A-B显示用DND1  dsRNA处理的黄瓜种子的作用。图62A是显示自用100 μg/ml 

dsRNA  (SEQ  ID  NO:  171和172)处理24小时的种子萌发的15日龄黄瓜植物中DND1  mRNA表

达的实时PCR分析的示图。GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  21)或0.1mM  EDTA  (制剂)用作对照。每

个圆点表示一株植物。图62B显示用DND1  dsRNA处理种子后11天黄瓜根的百分比瘿瘤评级。

GFP  dsRNA和0.1  mM  EDTA  (制剂)为对照处理。

[0136] 图63是显示自用100 μg/ml  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  180和181)处理24小时的种子萌

发的15日龄黄瓜植物中PMR5  mRNA表达的实时PCR分析的示图。GFP  dsRNA  (SEQ  ID  NO: 

176)或0.1mM  EDTA  (制剂)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0137] 图64是显示自用100 μg/ml  dsRNA(SEQ  ID  NO:  185和186)处理24小时的种子萌

发的15日龄黄瓜植物中TubG  mRNA表达的实时PCR分析的示图。GFP  dsRNA  (SEQ  ID  NO: 

176)或0.1mM  EDTA  (制剂)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0138] 图65是显示自用100 μg/ml  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  24和25)处理24小时的种子萌发

的15日龄番茄植物中DND1  mRNA表达的实时PCR分析的示图。GFP  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  176)

或0.1mM  EDTA  (制剂)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0139] 图66是显示自用100 μg/ml  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  32)处理24小时的种子萌发的15

日龄番茄植物中PMR5  mRNA表达的实时PCR分析的示图。GFP  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  176)或

0.1mM  EDTA  (制剂)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0140] 图67是显示自用100 μg/ml  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  37和38)处理24小时的种子萌发

的15日龄番茄植物中MLO  mRNA表达的实时PCR分析的示图。GFP  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  176)

或0.1mM  EDTA  (制剂)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0141] 图68是显示自用Bi1  (SEQ  ID  NO:  42和43)和PMR5  (SEQ  ID  NO:  198)  dsRNA处

理的种子萌发的15日龄番茄植物中白粉病的平均百分比的柱状图。GFP  dsRNA用作对照。

[0142] 图69是显示自用50 μg/ml  dsRNA  (SEQ  ID  NO:  190和194)处理24小时的种子萌

发的1周龄大豆植物中PHYAE3  mRNA表达的实时PCR分析的示图。GUS  dsRNA  (SEQ  ID  NO: 

21)用作对照。每个圆点表示一株植物。

[0143] 本发明具体实施方案的描述

[0144] 本发明在其一些实施方案中涉及将dsRNA导入植物种子以调节基因表达的方法。

[0145] 在详细解释本发明的至少一个实施方案之前，要了解本发明不必将其应用局限于

下面的描述中所提供的或通过实施例所例示的细节。本发明能够以各种方式实施或进行其

它的实施方案。

[0146] 随着世界人口的大量增长及植物生长和栽培产地有限，在这些变换的条件下迫切

需要提高植物产量。

[0147] RNAi已显现为调节基因表达的有力工具，其可用于产生胁迫耐受性改进的植物。
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[0148] 在植物中，通常通过产生过量表达经转录产生dsRNA的DNA片段的转基因植物来进

行RNAi。这种dsRNA然后被加工成siRNA，siRNA通常通过RNA诱导沉默复合体(RISC)或通过

翻译抑制而靶向目标基因切割，来介导目标基因的沉默。

[0149] 这项技术的主要技术限制是许多重要的植物作物种难以或不可能转化，阻碍了指

导dsRNA产生的构建体的组成型表达。而且，有关抗病毒转基因植物潜在的生态影响的问题

迄今为止严重限制了它们的应用[Tepfer,  2002,  Annu.  Rev.  Phytopathol.  40,  467-

491]。

[0150] 本发明人现已设计出将dsRNA分子直接引入植物种子中的新的技术。这些dsRNA进

入种子，并开始在植物的生命周期内持续的沉默过程，产生具有改良的目标性状的植物。被

引入的dsRNA是裸露的，因此没有外源转录调节元件被引入植物中，因此减少了与转基因植

物相关的环境顾虑。另外，修饰种子可萌发生成植物而不需要进行费力和繁重的组织培养

再生步骤。

[0151] 如下文和接下来的实施例部分中的描述，本发明人能够设置将裸dsRNA引入种子

所必需的条件(参见例如实施例1)。裸dsRNA不整合至基因组中，并且在植物中和在溶液中

十分稳定(实施例2-4)。裸dsRNA通过单子叶植物和双子叶植物两者的种皮(即testa)渗入，

并分布在种子的胚乳和胚中(实施例5-6)。本发明人能够改变内源基因(实施例7-14)以及

外源病毒基因(实施例2)的表达。这些结果在单子叶植物和双子叶植物组两者中的许多植

物中再现。因此本发明人能够提供导致基因表达显著改变的大范围的剂量和动力学(参见

例如实施例23-29)。这些结果在小麦中被进一步确定，并通过显示萌发延迟的生物作用来

证实(实施例30)。在引入用于不同目标的dsRNA后，基因表达在玉米中改变(实施例31和

32)。用dsRNA处理的其它蔬菜包括黄瓜和莴苣(实施例33-37)。本发明人还能够显示在另一

种经济作物即大豆中的基因表达改变(参见实施例42)。因此，本发明的结果足以表明本发

明的教导提供有成本效益的植物种子的处理以获得所需的农业和园艺表型。不受理论束

缚，认为新提出的转化形式和基因表达的调节取决于并与以下有关：

[0152] (i)  将裸dsRNA引入种子内部(与仅种皮相对)。通过将种子浸泡在包含dsRNA的溶

液中使得dsRNA通过种皮渗入，或者通过浸渍使得dsRNA涂布种子并在播种后通过种皮渗

入，来实行引入；

[0153] (ii)  dsRNA信号的扩增；和

[0154] (iii)  dsRNA信号扩散在整株植物中。

[0155] 第一步只在最初的种子处理期间和种子处理后不久发生一次，而第二步和第三步

以重复回路发生，只要沉默信号在植物中保持活性。

[0156] 所述发明的一种提议的无约束作用方式基于以下各个步骤：

[0157] 将dsRNA引入种子中

[0158] 一个典型的成熟种子由包裹在母本种皮(testa)内的胚和胚与种皮之间大量的胚

乳组织层组成。胚乳在种子发育、萌发和幼苗建植期间用作胚的营养源。

[0159] 种子萌发通常始于将种子暴露于水中，水被胚和胚乳吸收。然后胚乳的体积膨大，

一些植物种的胚乳能够生长到其最初体积的数倍。休眠直到该阶段的胚，此时从休眠中解

除，开始细胞分裂、增殖和分化。胚乳为发育中的胚提供养分，直到它发育到足以开始光合

作用和自养生长。
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[0160] 根据这些种子萌发的已知机制，提出了“将dsRNA引入种子中”的初始步骤的两种

可能的作用方式：

[0161] dsRNA分子被用于种子处理的基于水的溶液携带直接进入胚中。

[0162] dsRNA分子作为胚乳吸水过程的一部分进入胚乳。这些分子随后在萌发和种子发

育期间，在胚发育时作为来自胚乳的养分流的一部分供给胚。

[0163] 根据图7-13所述结果，估计发生两种选择的组合。也就是说，dsRNA中的一些直接

进入胚中，一些保留在胚乳中，并在种子萌发期间供给发育中的胚。

[0164] dsRNA信号的扩增

[0165] 一旦dsRNA分子进入胚中，则被RNA酶III样酶例如Dicer或Dicer样(DCL)酶识别和

加工。DCL酶将长的dsRNA分子加工成短的双链RNA  (称为siRNA或shRNA)，其通常为21-24个

核苷酸(nt)长。siRNA链之一通常快速降解，第二链可掺入RISC  (RNA诱导沉默复合体)蛋白

质复合体中，所述复合体含有Argonaute  (AGO)蛋白。AGO蛋白含有结合siRNA的PIWI结构域

和具有RNA酶活性的PAZ结构域。随后，siRNA/AGO复合体识别与siRNA互补的mRNA分子，并通

过切割或翻译抑制导致其沉默。

[0166] siRNA然后从RISC复合体中释放，此时可用作依赖RNA的RNA聚合酶(RDRP)的引物，

所述酶是一种植物界特有的酶，可通过产生新的dsRNA分子(第二siRNA)，来产生扩增的沉

默信号。这些新合成的dsRNA可再次如上文所述加工，因此维持和扩增沉默信号。

[0167] 沉默信号的扩散

[0168] 沉默扩散在植物中是已知的和被充分认识的现象。短距离的细胞到细胞的扩散被

认为是通过胞间连丝而发生。这个过程被认为由21nt长的作为DCL酶的产物的siRNA介导。

此外，通过穿过整株植物的韧皮部从源到库(sink)实现系统扩散。

[0169] 假设在所述方法中，一旦沉默信号开始并如上所述扩增，则发生沉默信号的扩散。

这可包括通过各种siRNA信号分子的短距离扩散和系统扩散两者。

[0170] 因此按照本发明的一方面，提供将裸露的双链RNA  (dsRNA)引入种子中的方法，所

述方法包括在允许dsRNA渗透入种子的条件下使种子与裸dsRNA接触，从而将dsRNA引入种

子中。

[0171] 本文所用短语“裸dsRNA”是指在植物细胞中不可转录的dsRNA核酸分子。因此，裸

dsRNA分子不包含在核酸表达构建体(例如病毒载体)中。按照本发明的一些实施方案，裸

dsRNA分子不来源于病毒载体。按照一些实施方案，dsRNA不是天然病毒感染的产物。按照一

些实施方案，裸dsRNA可包含用于体外转录的调节元件，例如T7启动子。按照本发明的一些

实施方案，裸dsRNA可被修饰例如化学修饰以赋予较高的生物利用度、渗透入种子中和/或

延长的保存期限。

[0172] 本文所用术语“dsRNA”涉及通过碱基配对保持在一起的反向平行的聚核糖核酸的

二条链。两条链可以是相同长度或不同长度，只要以超过全长至少80%、90%、95%或100%互补

性形成的双链结构的两条链之间有足够的序列同源性。按照本发明的一个实施方案，dsRNA

分子没有突出端。按照本发明的另一个实施方案，dsRNA分子包含突出端。按照其它的实施

方案，使链对齐，使得不对齐的(即相对链上不存在互补的碱基)的链的末端有至少1、2或3

个碱基，使得当链退火时，双链体的一端或两端存在1、2或3个残基的突出端。

[0173] 所述任何dsRNA分子可按照本发明的教导使用，只要通过依赖RNA的RNA聚合酶
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(RDRP)进行扩增。

[0174] 本发明的教导涉及不同长度的dsRNA，其中较短的形式即x短于或等于50  bp  (例

如17-50)，被称为siRNA或miRNA。51-600个较长的dsRNA分子在本文被称为dsRNA，其可被进

一步加工用于siRNA分子。

[0175] 术语“siRNA”是指诱导RNA干扰(RNAi)途径的小的抑制性RNA双链体(通常介于17-

30个碱基对之间，但也有较长的碱基对例如31-50  bp)。通常，siRNA以化学方法合成作为21

聚体，其具有中心19  bp双链体区和末端上对称的2碱基3'-突出端，尽管最近描述了与在相

同位置的21聚体相比，长为25-30个碱基的化学合成的RNA双链体的效能可增加多达100倍。

据推理，在触发RNAi中使用较长RNA所获得的实测效能的增加产生于给Dicer提供底物(27

聚体)而不是产物(21聚体)，而且这提高了siRNA双链体进入RISC的速率或效率。

[0176] 已发现，3'-突出端的位置影响siRNA的效能，且在反义链上具有3'-突出端的不对

称双链体一般比有义链上具有3'-突出端的那些更有效(Rose等，2005)。这可归因于加载入

RISC的不对称链，因为当靶向反义转录物时，观察到相反的功效模式。

[0177] 双链干扰RNA  (例如siRNA)的链可连接形成发夹或茎环结构(例如shRNA)。因此，

如所提及的，本发明的一些实施方案的RNA沉默剂也可为短发夹RNA  (shRNA)。

[0178] 本文所用术语“shRNA”是指这样的RNA剂，即具有茎环结构、包含互补序列的第一

和第二区域、区域的互补程度和取向足够使得区域之间发生碱基配对、第一区域和第二区

域通过环区域连接、环因环区域内核苷酸(或核苷酸类似物)之间缺乏碱基配对所引起。环

中核苷酸的数目介于3-23或5-15或7-13或4-9或9-11之间并包括3、23或5、15或7、13或4、9

或9、11。环中的一些核苷酸可参与与环中其它核苷酸的碱基对的相互作用。可用来形成环

的寡核苷酸序列的实例包括5'-UUCAAGAGA-3'  (Brummelkamp,  T.  R .等(2002)  Science 

296:  550,  DEQ  ID  NO:  22)和5'-UUUGUGUAG-3'  (Castanotto,  D.等(2002)  RNA  8:1454, 

SEQ  ID  NO:  23)。本领域技术人员应认识到，所得的单链寡核苷酸形成包含能够与RNAi机

器相互作用的双链区域的茎-环或发夹结构。

[0179] 本文所用短语“微小RNA  (本文亦可互换称为“miRNA”或“miR”)或其前体”是指用

作转录后调节物的微小RNA  (miRNA)分子。通常，miRNA分子是长度约20-22核苷酸的RNA分

子，其可加载至RISC复合体中，并且直接切割另一种RNA分子，其中其它RNA分子包含与

miRNA分子的核苷酸序列基本互补的核苷酸序列。

[0180] 通常，miRNA分子自“pre-miRNA”或如本文所述的pre-miRNA分子的前体被存在于

任何植物细胞中的蛋白质(例如DCL蛋白)加工，并加载至RISC复合体中，在所述复合体中可

指导目标RNA分子的切割。

[0181] Pre-微小RNA分子通常自pri-微小RNA分子(初级转录物)加工。侧接pre-微小RNA

的单链RNA区段对于pri-miRNA加工成pre-miRNA是重要的。切割位点似乎取决于距茎-

ssRNA连接点的距离(Han等,  2006,  Cell  125,  887-901,  887-901)。

[0182] 本文所用的“pre-miRNA”分子是可呈二级结构的约100-约200个核苷酸，优选约

100-约130个核苷酸的RNA分子，该二级结构包含不完整的双链RNA茎和单链RNA环(亦称为

“发夹”)，并且还包含双链RNA茎中miRNA  (及其互补序列)的核苷酸序列。根据一个具体的

实施方案，miRNA及其互补序列位于距miRNA双链RNA茎的游离端约10-约20个核苷酸。单链

环区域的长度和序列不是决定性的，可相当大地在长度例如30和50  nt之间变化。miRNA与
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其互补序列之间的互补性不必是完全的，可容许约1-3个不配对核苷酸的凸出。可通过本领

域的常规计算机算法(例如mFOLD)预测RNA分子所采取的二级结构。来自被DCL活性释放并

加载至RISC复合体中的pre-miRNA的双链RNA茎的特定链取决于5′端的互补程度，籍此在该

链(其在5′端上最少参与被切割的dsRNA茎的不同链的核苷酸之间的氢键结合)被加载至

RISC复合体中，并决定目标RNA分子降解的序列特异性。然而，如果来自特定合成的pre-

miRNA分子的miRNA分子凭经验不是功能性的(因为“错误”链加载至RISC复合体中)，则可通

过交换pre-miRNA分子的dsRNA茎各个链上的miRNA分子及其互补序列的位置来解决这个问

题，这将是极显然的。如本领域已知，涉及两个氢键结合的A和U或涉及两个氢键结合的G和U

之间的结合没有涉及3个氢键结合的G和C的强。下表1-8提供示例性的发夹序列。

[0183] 天然存在的miRNA分子可包含在其天然存在的pre-miRNA分子中，但也可通过交换

自所述现有pre-miRNA分子正常加工的miRNA分子的核苷酸序列为另一目标miRNA的核苷酸

序列，将它们引入现有的pre-miRNA分子支架。pre-miRNA的支架也可以是完全合成的。同样

地，合成miRNA分子可包含在现有的pre-miRNA分子支架或合成的pre-miRNA支架内，并自其

加工。对于其正确加工成设计的微小RNA的效率，特别是当作为嵌合基因(其中除pre-微小

RNA以外其它DNA区域例如非翻译前导序列或转录终止和聚腺苷酸化区域被掺入初级转录

物中)表达时，相对于其它pre-miRNA支架，一些pre-miRNA支架可能是优选的。

[0184] 根据本发明的教导，dsRNA分子可以是天然存在的或合成的。

[0185] dsRNA可以是长和短dsRNA分子的混合物，例如dsRNA、siRNA、siRNA+dsRNA、siRNA+

miRNA或所述这些的组合。根据一个具体的实施方案，dsRNA是siRNA  (100%)。根据一个具体

的实施方案，dsRNA是不同比率的siRNA+dsRNA组合。例如1-1的比率：在RNA酶III处理后，一

种dsRNA与相同序列混合。按照另一个实施方案，dsRNA与siRNA的比率为2:1、1.5:1、1.3:1、

1:0.01、1:0.05或1:0.1。按照另一个实施方案，dsRNA与siRNA的比率为2:1-1:0.1。根据一

个具体的实施方案，dsRNA是纯化的dsRNA  (100%)。

[0186] 设计dsRNA分子用于特异性靶向目标靶基因。应认识到，dsRNA可用来减量调节一

种或多种目标基因。如果靶向多种目标基因，则使用包含靶向许多目标基因的多种dsRNA分

子的异质组合物。或者，将所述多种dsRNA分子分别施用于种子(但不是作为单一组合物)。

根据一个具体的实施方案，使用用于单一靶的多种不同dsRNA分子，其可单独或同时(即共

制剂)施用。

[0187] 按照本发明的一个实施方案，目标基因是植物内源性的。减量调节所述基因通常

对于赋予植物改良的农业、园艺、营养性状是重要的(“改进”或“提高”在下文中进一步定

义)。应认识到，用dsRNA处理可导致目标基因的增量调节(其遵循下文提供的建议机制)，然

而，所述增量调节可能是瞬时的。本发明人能够通过调节黄瓜和番茄中内源基因的表达赋

予对生物性胁迫的抗性，从而赋予对感染的抗性，如实施例35和41所示。

[0188] 本文所用的“内源的”是指表达(mRNA或蛋白质)发生在植物中的基因。通常，内源

基因在植物中天然表达或来源于植物。因此，植物可以是野生型植物。然而，植物还可以是

遗传修饰的植物(转基因)。

[0189] 目标基因的减量调节可能对赋予改进的生物量、生长势、产量、非生物胁迫耐受

性、生物性胁迫耐受性之一或至少一个(例如两个或更多个)或改进的氮利用效率是重要

的。
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[0190] 示例性的目标基因包括但不限于酶、结构蛋白质、植物调节蛋白、miRNA目标基因

或非编码RNA例如植物miRNA。WO2011067745、WO  2009125401和WO  2012056401提供表达可

被沉默以改进植物性状的miRNA序列或miRNA的靶的实例(分别例如mRNA167、miRNA  156、

miR164及其靶NFY、SPL17和NAC)。随后实施例部分中描述了可按照本发明的教导进行调节

的目标基因的其它实例。

[0191] 目标基因可包含转录为编码多肽的mRNA的核酸序列。

[0192] 或者，目标基因可以是非编码基因例如miRNA或siRNA。

[0193] 例如，为了使目标mRNA的表达沉默，可如下选择适于与本发明的一些实施方案一

起使用的dsRNA的合成。第一，扫描mRNA序列，包括3'  UTR和5'  UTR。

[0194] 第二，应用任何序列比对软件，例如可获自N C B I服务器的 BL A S T软件

(wwwdotncbidotnlmdotnihdotgov/BLAST/)，将mRNA序列与合适的基因组数据库进行比较。

滤出显示与其它编码序列有明显同源性的mRNA序列的推定区域。

[0195] 选择合格的目标序列作为dsRNA合成的模板。优选的序列是与基因组中的其它基

因几乎没有同源性的那些序列以降低“脱靶”作用。

[0196] 应认识到，本发明的一些实施方案的RNA沉默剂不必限于仅含有RNA的那些分子，

而且还包括化学修饰的核苷酸和非核苷酸。

[0197] dsRNA可采用本领域已知的任何方法合成，包括酶合成或固相合成。在含或不含上

述修饰的短多核苷酸序列的情况下，这些尤其有用。用于执行固相合成的装置和试剂是市

售的，可获自例如Applied  Biosystems。也可采用用于所述合成的任何其它方法；寡核苷酸

的实际合成尽在本领域技术人员的能力范围内，并可通过详述于以下文献的已确立方法，

应用固相化学，例如氰基乙基亚磷酰胺接着脱保护、脱盐并通过例如自动化trityl-on方法

或HPLC纯化来完成：例如Sambrook,  J.和Russell,  D.  W.  (2001) , “Molecular  Cloning: 

A  Laboratory  Manual”；Ausubel,  R.  M.等编辑(1994,  1989) , “Current  Protocols  in 

Molecular  Biology,”  第I-III卷,  John  Wiley  &  Sons,  Baltimore,  Maryland；Perbal, 

B.  (1988) , “A  Practical  Guide  to  Molecular  Cloning ,”  John  Wiley  &  Sons,  New 

York；以及Gait,  M.  J.编辑(1984) , “Oligonucleotide  Synthesis”。

[0198] 如所提及的，使裸dsRNA分子与种子直接接触。

[0199] 种子可以是任何植物的种子，例如绿色植物界总科包括单子叶植物和双子叶植物

的种子。下文中列举了其它植物。按照本发明的一个实施方案，植物的细胞包含依赖于RNA

的RNA聚合酶活性和dsRNA的目标RNA分子以确保dsRNA的扩增。

[0200] 本文所用术语“植物”包括整株植物、植物的祖代和子代及植物部分，包括种子、嫩

枝、茎、根(包括块茎)和分离的植物细胞、组织和器官。植物可呈现任何形式，包括悬浮培养

物、胚、分生组织区、愈伤组织、叶、配子体、孢子体、花粉和小孢子。应认识到，植物或其种子

可以是转基因植物。

[0201] 本文所用短语“植物细胞”是指来源于或自破碎的植物细胞组织或植物细胞培养

物分离的植物细胞。

[0202] 本文所用短语“植物细胞培养物”是指任何类型的天然(天然存在的)植物细胞、植

物细胞系和遗传修饰的植物细胞，其不装配形成完整植物，使得植物的至少一个生物结构

不存在。任选本发明这个方面的植物细胞培养物可包含特定类型的植物细胞或多种不同类
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型的植物细胞。应注意，任选特征是特定类型的植物细胞的植物培养物最初可来源于多个

不同类型的所述植物细胞。

[0203] 按照本发明的一些实施方案，预期任何有市场或科学价值的植物。特别可用于本

发明方法的植物包括属于总科绿色植物界的所有植物，特别是包含饲料或豆科饲料、观赏

植物、粮食作物、乔木或灌木的单子叶植物和双子叶植物，其选自：金合欢(Acacia  spp.)、

槭(Acer  spp.)、猕猴桃(Actinidia  spp.)、七叶树(Aesculus  spp.)、澳洲贝壳杉(Agathis 

australis)、Albizia  amara、Alsophila  tricolor、须芒草(Andropogon  spp.)、落花生

(Arachis  spp)、槟榔(Areca  catechu)、Astelia  fragrans、鹰嘴紫云英(Astragalus 

cicer)、红苏木(Baikiaea  plurijuga)、桦木(Betula  spp.)、芸苔(Brassica  spp.)、木榄

(Bruguiera  gymnorrhiza)、Burkea  africana、Butea  frondosa、Cadaba  farinosa、朱樱花

(Calliandra  spp)、茶(Camellia  sinensis)、美人蕉(Canna  indica)、辣椒(Capsicum 

spp.)、决明(Cassia  spp.)、Centroema  pubescens、Chacoomeles  spp.、肉桂(Cinnamomum 

cassia)、咖啡树(Coffea  arabica)、Colophospermum  mopane、多变小冠花(Coronillia 

varia)、沙栒子(Cotoneaster  serotina)、山楂(Crataegus  spp.)、黄瓜(Cucumis  spp.)、

柏木(Cupressus  spp.)、银蕨(Cyathea  dealbata)、榅桲(Cydonia  oblonga)、日本柳杉

(Cryptomeria  japonica)、香茅(Cymbopogon  spp.)、Cynthea  dealbata、榅桲、Dalbergia 

monetaria、Davallia  divaricata、山蚂蝗(Desmodium  spp.)、粗糙蚌贝蕨(Dicksonia 

squarosa)、Dibeteropogon  amplectens、Dioclea  spp、扁豆(Dolichos  spp.)、Dorycnium 

rectum、锥形稗(Echinochloa  pyramidalis)、Ehraffia  spp.、Eleusine  coracana、画眉草

(Eragrestis  spp .)、刺桐(Erythrina  spp .)、桉树(Eucalyptus  spp .)、Euclea 

schimperi、Eulalia  vi/losa、Pagopyrum  spp .、Feijoa  sellowlana、草莓(Fragaria 

spp .)、千斤拔(Flemingia  spp)、Freycinetia  banksli、童氏老鹳草(Geranium 

thunbergii)、银杏(GinAgo  biloba)、Glycine  javanica、Gliricidia  spp、陆地棉

(Gossypium  hirsutum)、银桦(Grevillea  spp .)、Guibourtia  coleosperma、岩黄耆

(Hedysarum  spp .)、牛鞭草(Hemaffhia  altissima)、Heteropogon  contoffus、大麦

(Hordeum  vulgare)、红苞茅(Hyparrhenia  rufa)、小连翘(Hypericum  erectum)、

Hypeffhelia  dissolute、Indigo  incamata、鸢尾(Iris  spp .)、Leptarrhena 

pyrolifolia、胡枝子(Lespediza  spp .)、莴苣(Lettuca  spp .)、银合欢(Leucaena 

leucocephala)、Loudetia  simplex、Lotonus  bainesli、百脉根(Lotus  spp .)、

Macrotyloma  axillare、苹果(Malus  spp .)、木薯(Manihot  esculenta)、紫花苜蓿

(Medicago  saliva)、水杉(Metasequoia  glyptostroboides)、大蕉(Musa  sapientum)、烟

草(Nicotianum  spp .)、Onobrychis  spp .、Ornithopus  spp .、水稻(Oryza  spp .)、

Peltophorum  africanum、狼尾草(Pennisetum  spp.)、鳄梨(Persea  gratissima)、牵牛花

(Petunia  spp.)、菜豆(Phaseolus  spp.)、加拿利海枣(Phoenix  canariensis)、Phormium 

cookianum、石楠(Photinia  spp.)、白云杉(Picea  glauca)、松(Pinus  spp.)、豌豆(Pisum 

sativam)、桃柘罗汉松(Podocarpus  totara)、Pogonarthria  fleckii、Pogonaffhria 

squarrosa、杨(Populus  spp.)、Prosopis  cineraria、花旗松(Pseudotsuga  menziesii)、

Pterolobium  stellatum、西洋梨(Pyrus  communis)、栎(Quercus  spp.)、Rhaphiolepsis 

umbellata、Rhopalostylis  sapida、Rhus  natalensis、Ribes  grossularia、Ribes  spp.、
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刺槐(Robinia  pseudoacacia)、蔷薇(Rosa  spp.)、悬钩子(Rubus  spp.)、柳(Salix  spp.)、

Schyzachyrium  sanguineum、金松(Sciadopitys  vefficillata)、北美红杉(Sequoia 

sempervirens)、巨杉(Sequoiadendron  giganteum)、高粱(Sorghum  bicolor)、菠菜

(Spinacia  spp .)、Sporobolus  f ϊ mbriatus、Stiburus  alopecuroides、矮柱花草

(Stylosanthos  humilis)、葫芦茶(Tadehagi  spp)、落羽杉(Taxodium  distichum)、

Themeda  triandra、车轴草(Trifolium  spp.)、小麦(Triticum  spp.)、异叶铁杉(Tsuga 

heterophylla)、越桔(Vaccinium  spp.)、蚕豆(Vicia  spp.)、葡萄(Vitis  vinifera)、

Watsonia  pyramidata、马蹄莲(Zantedeschia  aethiopica)、玉米(Zea  mays)、苋、洋蓟、芦

笋、花椰菜、抱子甘蓝、甘蓝、欧洲油菜(canola)、胡萝卜、花椰菜、芹菜、绿叶羽衣甘蓝

(collard  greens)、亚麻、羽衣甘蓝、小扁豆、油籽油菜、黄秋葵、洋葱、马铃薯、水稻、大豆、

水稻草、糖甜菜、甘蔗、向日葵、番茄、南瓜、茶、玉米、小麦、大麦、黑麦、燕麦、花生、豌豆、小

扁豆和苜蓿、棉、油菜籽、欧洲油菜、胡椒、向日葵、烟草、茄子、桉树、乔木、观赏植物、多年生

草和饲料作物。或者，藻和其它非绿色植物界可用于本发明的方法。

[0204] 按照本发明的一些实施方案，本发明方法使用的植物是作物植物，包括但不限于

棉、芸苔属植物、油籽油菜、芝麻、橄榄树、棕榈油、香蕉、小麦、玉米(corn或maize)、大麦、苜

蓿、花生、向日葵、水稻、燕麦、甘蔗、大豆、草皮草、大麦、黑麦、高粱、甘蔗、菊苣、莴苣、番茄、

西葫芦、甜椒、茄子、黄瓜、甜瓜、西瓜、菜豆、木槿、黄秋葵、苹果、玫瑰、草莓、红辣椒、大蒜、

豌豆、小扁豆、欧洲油菜、菊花、拟南芥、花椰菜、甘蓝、甜菜、昆诺阿藜、菠菜、南瓜、洋葱、韭

葱、烟草、马铃薯、甜菜、番木瓜、菠萝、芒果、拟南芥(Arabidopsis  thaliana)和还用于园

艺、花卉栽培或林业的植物，例如但不限于杨树、冷杉、桉树、松树、观赏植物、多年生草和饲

料作物、松柏类植物、藓类、藻，以及列于World  Wide  Web  (dot)  nationmaster  (dot) 

com/encyclopedia/Plantae的其它植物。

[0205] 根据一个具体的实施方案，植物选自玉米、水稻、小麦、番茄、棉和高粱。

[0206] 根据一个具体的实施方案，种子是没有经过化学/物理处理的未包覆的或新鲜的

种子。

[0207] 种子的洗涤实行30分钟-4小时。其它示例性的洗涤范围为1分钟-10分钟、10分钟-

30分钟。洗涤溶液可包括弱洗涤剂例如Tween-20。洗涤剂的浓度可为0.01-0.2%或0.2-1%。

[0208] 种子在与dsRNA接触之前可进行引发或洗涤。

[0209] 本文所用术语“引发”是指控制种子内的水合水平使得萌发所需的代谢活性可出

现，但防止胚根出现。种子内不同的生理活性可以不同的水分水平存在(Leopold和

Vertucci，1989；Taylor，1997)。萌发过程中最后的生理活性是胚根出现。胚根出现的开始

需要高的种子含水量。通过限制种子含水量，可存在萌发所需的所有代谢步骤而无胚根出

现的不可逆行为。在胚根出现之前，种子被认为是耐干燥的，因此可通过干燥降低引发种子

的含湿量。在干燥后，引发种子可保存直到播种的时候。

[0210] 商业上使用数种不同的引发方法。其中，液体或渗透引发和固体基质引发似乎具

有最多追随者(Khan等，1991)。

[0211] 按照本发明的一个实施方案，引发在盐、螯合剂、聚乙二醇或其组合(例如螯合剂

和盐)存在下实行。

[0212] 或者，引发在水(例如去离子水或双重去离子水)存在下实行。根据一个具体的实
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施方案，引发在100%  ddW存在下实行。

[0213] 通常使用几种类型的种子引发：

[0214] 渗透引发(渗透调节)—是标准引发技术。将种子在具有低水势的充分充气的溶液

中培育，然后洗涤并干燥。可通过加入渗压剂例如甘露糖醇、聚乙二醇(PEG)或盐像KCl实现

溶液的低水势。

[0215] 水引发(滚筒引发)—通过将有限量的水持续或相继地加入种子中来实现。滚筒被

用于这个目的，并且也可通过湿空气施加水分。“田间浸渍”是一项价廉有用的技术，通过将

种子(谷类、豆类)在温水中培育有限时间来实施。

[0216] 基质引发(基质调节)—是将种子培育在含有限量的水的固体不溶性基质(蛭石、

硅藻土、交联高吸水性聚合物)中。该方法提供慢的吸涨作用。

[0217] 预萌发种子—仅对少数种是可行的。与正常引发形成对比，允许种子进行胚根突

出。这之后是针对特定阶段分选、再诱导耐干燥性的处理以及干燥。预萌发种子的使用引起

快速均匀的幼苗发育。

[0218] 因此，按照示例性的实施方案，种子是经引发的种子。

[0219] 值得注意的是，在与dsRNA接触前将种子用水(重蒸水，ddW)处理而不引起种子的

任何引发是可能的。例如，用水处理片刻(例如30秒钟-1小时、30秒钟-0.5小时、30秒钟-10

分钟、30秒钟-5分钟或45秒钟-5分钟)。

[0220] 应认识到，dsRNA可包含在水(例如自来水、蒸馏水或重蒸水)中，即没有任何上述

引发有效浓度的盐、螯合剂、聚乙二醇或其组合(例如螯合剂和盐)。

[0221] 按照示例性的实施方案，种子是未经引发的种子。

[0222] 实施例1中提供了将dsRNA引入种子中的一种非限制性示例性方法，其被视为本说

明书的组成部分。

[0223] 在洗涤/引发和干燥步骤时的温度可相同或不同。

[0224] 按照示例性的实施方案，洗涤/引发在4-28℃下实行。

[0225] 按照示例性的实施方案，引发/洗涤溶液或含dsRNA的溶液缺乏固体载体。

[0226] 按照示例性的实施方案，引发/洗涤溶液或含dsRNA的溶液缺乏转移剂，例如表面

活性剂或盐。

[0227] 按照本发明的另一个实施方案，对与dsRNA分子进行接触的种子进行洗涤，以除去

种子曾接触过的作用剂，例如杀虫剂、杀真菌剂、杀昆虫剂、肥料、涂布剂和着色剂。

[0228] 因此，按照示例性的实施方案，种子(在用dsRNA处理前)基本上不含(即不含有效

量的)杀虫剂、杀真菌剂、杀昆虫剂、肥料、涂布剂和着色剂。

[0229] 然后对种子进行干燥。

[0230] 按照示例性的实施方案，干燥在20-37℃、20-30℃、22-37℃、15-22℃或20-25℃下

实行10-20小时、10-16小时或甚至2-5小时。

[0231] 当计算接触溶液中裸dsRNA的浓度时，要考虑各种因素。

[0232] 这些取决于以下至少一种：种子大小、种子重量、种子体积、种子表面积、种子密度

和种子透性。

[0233] 例如，就种子大小、重量、体积和表面积而言，估计玉米种子比拟南芥和番茄种子

需要较长处理。至于透性和密度，估计小麦种子比番茄种子需要在较高浓度下的较长处理。
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[0234] 处理溶液中dsRNA的示例性浓度包括但不限于0.01-0.3  µg/µl、0.01-0.15  µg/µ

l、0.04-0.15  µg/µl、0.1-100  µg/µl、0.1-50  µg/µl、0.1-10  µg/µl、0.1-5  µg/µl、0.1-1  µ

g/µl、0.1-0.5  µg/µl、0.15-0.5  µg/µl、0.1-0.3  µg/µl、0.01-0.1  µg/µl、0.01-0.05  µg/µ

l、0.02-0.04  µg/µl、0.001-0.02  µg/µl。根据一个具体的实施方案，处理溶液中dsRNA的浓

度为0.01-0.15或0.04-0.15  µg/µl。

[0235] 根据一个具体的实施方案，与dsRNA的接触在螯合剂例如EDTA或另一处螯合剂例

如DTPA  (0.01-0.1  mM)存在下实行。

[0236] 接触溶液可包含转移剂，例如表面活性剂或盐。

[0237] 所述转移剂的实例包括但不限于盐例如脂肪酸(例如动物脂或牛油脂肪胺或磷脂

脂质转染胺或脂质转染试剂(1-20  nM或0.1-1  nM))的钠或锂盐和有机硅表面活性剂。其它

有用的表面活性剂包括有机硅表面活性剂，包括非离子有机硅表面活性剂，例如乙氧基化

三硅氧烷表面活性剂或硅氧烷聚醚共聚物例如聚环氧烷改性七甲基三硅氧烷和烯丙氧基

聚丙二醇甲基醚的共聚物(以SilwetTM  L-77表面活性剂市售可获得，CAS编号27306-78-1和

EPA编号：CAL.REG .NO .  5905-50073-AA，现可获自Momentive  Performance  Materials , 

Albany,  N.Y.)。

[0238] 有用的物理作用剂可包括(a)研磨剂，例如金刚砂、刚玉、沙、方解石、浮石、石榴石

等，(b)纳米粒，例如碳纳米管，或(c)物理力。碳纳米管披露于Kam等(2004)  J.  Am.  Chem. 

Soc .,  126  (22):6850-6851；Liu等(2009)  Nano  Lett .,  9(3):1007-1010；及

Khodakovskaya等(2009)  ACS  Nano,  3(10):3221-3227。物理力因子可包括加热、冷却、施

加正压或超声处理。用于植物被多核苷酸渗透入的实验室调节的作用剂包括例如施加化学

试剂、酶处理、加热或冷却、用正压或负压处理或超声处理。在田间用于调节植物的作用剂

包括化学试剂，例如表面活性剂和盐。

[0239] 种子与dsRNA的接触可采用本领域已知的任何方法实行，只要抑制量的dsRNA进入

种子。这些实例包括但不限于浸湿、喷施或用粉末、乳液、混悬液或溶液涂布；同样，通过任

何合适的方法将多核苷酸分子施于植物，例如喷施或擦拭溶液、乳液或混悬液。

[0240] 本文所用的“抑制量”是指足以减量调节目标基因达至少20%、30%、40%、50%或更

高、比如说60%、70%、80%、90%或更高甚至100%的dsRNA的量。抑制量可以是在植物中放大形

成的结果。

[0241] 根据一个具体的实施方案，接触可通过浸湿(即接种)实行，使得种子用处理溶液

振荡可提高渗入和浸透，因此缩短处理时间。振荡通常在50-150  RPM下实行，并取决于处理

溶液的体积。振荡可实行4-24小时(1-4小时、10分钟-1小时或30秒钟-10分钟)。本文的教导

还设想短的培育时间例如至多10分钟。实施例包括但不限于30秒钟-7分钟、30秒钟-5分钟、

30秒钟-3分钟、30秒钟-2分钟、30秒钟-1分钟，1分钟-10分钟或1分钟-5分钟。在本发明的范

围内还考虑了浸渍。因此，将种子浸入dsRNA溶液中数秒例如1-10秒钟、1-5秒钟、1-3秒钟或

1-2秒钟。在此期间，dsRNA可吸附在种子表面。所吸附的涂布种子的dsRNA在萌发时可渗透

种子或幼苗。培养在4-28℃或15-22℃  (例如8-15℃、4-8℃、22-28℃)下在暗中发生。

[0242] 根据一个具体的实施方案，接触发生在种子休眠中断和胚出现之前。

[0243] 在接触之后，优选在种子休眠中断和胚出现之前，可用上述作用剂(例如杀虫剂、

杀真菌剂等)对种子进行处理(例如涂布)。
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[0244] 实行接触，使得dsRNA进入胚、胚乳、种皮或3种的组合中。

[0245] 在与处理溶液接触之后，可在25-37℃下对种子进行干燥至多30小时。例如，在30

℃下将种子干燥16小时。

[0246] 根据一个具体的实施方案，种子(例如分离的种子)包含外源裸dsRNA，且其中至少

10或20个分子的dsRNA进入分离种子的胚乳中。

[0247] 本文所用术语“分离的”是指从天然生理环境中分离。在种子的情况下，分离种子

从植物的其它部分分离。在核酸分子(例如dsRNA)的情况下从胞质分离。

[0248] 根据一个具体的实施方案，dsRNA不是从植物基因组中表达，因此不是基因组的组

成部分。

[0249] 根据一个具体的实施方案，提供包含在种子的胚和胚乳中以类似浓度(例如约1:

1、2:1或1:2)存在的外源dsRNA的分离种子。研究表明与当dsRNA从核酸表达构建体表达时

所观察到的相比，将裸dsRNA直接引入种子中导致胚乳中较高浓度的dsRNA。

[0250] 根据一个具体的实施方案，提供包含空间上分布在植物种子的胚和胚乳中的外源

dsRNA的分离种子，其空间分布不同于来源于重组表达外源dsRNA的转基因植物的种子中的

所述外源dsRNA的空间分布。

[0251] 测量RNA分子在种子中的定位的方法是本领域众所周知的。实施例部分中所述

siGlo的使用就是这种方法的一个实例。

[0252] 按照备选或其它的实施方案，提供包含外源dsRNA的分离种子，其中与重组表达所

述外源dsRNA的转基因种子相比，所述外源dsRNA与由其成熟的siRNA的浓度比例在种子中

较高。

[0253] 本文所用术语“较高”是指高至少约3%、5%、7%、10%、15%、20%、25%、30%、50%、60%、

70%、80%、90%或甚至几倍。

[0254] 按照备选或其它的实施方案，提供包含外源dsRNA的分离种子，其中植物种子缺乏

用于驱动所述外源dsRNA表达的异源启动子，其中与重组表达所述外源dsRNA的转基因种子

相比，所述外源dsRNA和/或由其成熟的siRNA在种子中的空间分布改变。

[0255] 术语“重组表达”是指自核酸构建体表达。

[0256] 按照另一个实施方案，提供可通过本文所述任何方法获得(或得到)的植物种子。

[0257] 确定成功引入dsRNA的方法包括但不限于RT-PCR  (例如定量测定目标基因或裸

dsRNA的水平)、表型分析例如生物量、生长势、产量和胁迫耐受性、根结构、叶尺寸、谷粒大

小和重量、含油量、纤维素以及细胞生物学技术。

[0258] 按照本发明的实施方案，有时观察到通过本文所述种子处理所靶向的基因增量调

节。这主要在起主要调节物作用的基因例如微小RNA的靶(例如SPL和NAC)和参与调节关键

过程的其它基因(例如HY5)中观察到。参见例如接下来的实施例部分的实施例23和32。

[0259] 不受理论束缚，研究表明，这种现象可能与这些基因表达调节中的潜在反馈回路

有关。这些基因可能被严格调节，因此植物可能通过过度补偿一个方向的基因表达的强变

化而起反应以在相反方向上改变其表达。因此，例如有可能基因将在处理后前几个小时或

几天最初呈现减量调节，在植物生命周期的后期可能变成增量调节。参见例如接下来的实

施例部分的实施例32。因此，本发明人观察到玉米在处理后5天NAC基因增量调节，而在处理

后10和12天减量调节。这在莴苣中针对Hy  5.5或5.6基因得到了进一步证实。
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[0260] 种子可在种植前保存1天至数月(例如在4-10℃下)。

[0261] 所得种子可在暗中萌发以产生植物。

[0262] 因此提供包含外源裸dsRNA且没有驱动dsRNA在植物中表达的异源启动子的植物

或植物部分。

[0263] 本文所用的“没有驱动dsRNA表达的异源启动子”意指植物或植物细胞不包括在植

物中转录dsRNA的顺式作用调节序列(例如异源序列)。本文所用术语“异源的”是指外源的、

非天然存在于天然植物细胞内的(例如通过整合的位置或是非天然存在于植物细胞内的)。

因此分离种子在驱动dsRNA在植物中表达的异源启动子序列不存在时，包含植物不能转录

的dsRNA的同基因(在扩增前)或异基因(第二siRNA，在扩增后)群。

[0264] 本发明方法可用于例如在植物中调节基因表达，所述方法包括：

[0265] (a)  在允许dsRNA渗入种子的条件下使植物的种子与裸dsRNA接触，从而将dsRNA

引入种子中；和任选

[0266] (b)  产生种子的植物。

[0267] 当用于减量调节植物基因时，应用本领域众所周知的生物信息工具(例如BLAST)，

设计所需特异性的裸dsRNA。

[0268] 该方法可用于自基本研究(例如为了评价基因功能)开始直到产生具有有价值的

商业用途的性状改变的植物为止的各种应用。

[0269] 所述植物可显示农业有益性状，包括形态学改变、开花改变、胁迫耐受性(即病毒

生物性胁迫和/或非生物胁迫)改变、生物量生长势和/或产量改变等。

[0270] 本文所用的短语“非生物胁迫”是指对植物的代谢、生长、生存力和/或生殖的任何

不良作用。非生物胁迫可通过以下任何亚最适环境生长条件诱导：例如水分不足或干旱、洪

涝、冰冻、低温和高温、大风、重金属毒性、缺氧生活、高或低养分水平(例如养分缺乏)、高或

低盐水平(例如盐分)、大气污染、高或低光强度(例如光线不足)或UV照射。非生物胁迫可以

是短期作用(例如急性作用，例如持续约一周)，或者可以是持续的(例如慢性作用，例如持

续例如10天以上)。本发明考虑其中存在单一非生物胁迫条件的情况，或者出现两种或更多

种非生物胁迫的情况。

[0271] 按照示例性的实施方案，非生物胁迫是指盐分。

[0272] 按照另一个示例性的实施方案，非生物胁迫是指干旱。

[0273] 按照另一个示例性的实施方案，非生物胁迫是指温度胁迫。

[0274] 本文所用短语“非生物胁迫耐受性”是指植物耐受非生物胁迫而不显示可观的生

理或物理损害(例如植物代谢、生长、生存力和/或繁殖力的改变)的能力。

[0275] 本文所用短语“氮利用效率(NUE)”是指每单位氮肥输入的作物产量的度量。肥料

使用效率(FUE)是NUE的度量。作物产量可通过生物量、生长势或产量测量。植物的氮利用效

率通常是被植物吸收的氮的吸收、扩散、吸收率、蓄积、再分配(在植物中)和利用的至少一

种改变的结果。改进的NUE是就相同种和相同发育阶段并生长在相同条件下的非转基因植

物(即缺乏转基因植物的转基因)而言。

[0276] 本文所用短语“氮限制条件”是指包括所施加的低于最适植物代谢、生长、繁殖和/

或生存力所需水平的氮(例如铵或硝酸盐)的水平(例如浓度)的生长条件。

[0277] 本文所用的术语/短语“生物量”、“植物的生物量”或“植物生物量”是指从生长季
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节中的植物产生组织的量(例如以风干组织的克数测量)。植物生物量的增加可以是整株植

物或其部分例如地上(例如可收获)部分、营养生物量、根和/或种子或其内容物(例如油、淀

粉等)的增加。

[0278] 本文所用的术语/短语“生长势”、“植物的生长势”或“植物生长势”是指在规定时

间内由植物产生的组织的量(例如通过重量测量)。生长势提高可决定或影响植物产量或每

生长时间或生长面积的产量。另外，早期生长势(例如种子和/或幼苗)导致场林分(field 

stand)改进。

[0279] 本文所用的术语/短语“产量”、“植物的产量”或“植物产量”是指每株植物或每个

生长季节所产生的组织或器官量(例如通过重量或大小测量)或数量(例如数目)。植物的高

产量可能影响在某一生长面积和/或生长时间内可从植物中获得的经济利益。

[0280] 按照示例性的实施方案，产量通过纤维素含量、含油量、淀粉含量等测量。

[0281] 按照另一个示例性的实施方案，产量通过含油量测量。

[0282] 按照另一个示例性的实施方案，产量通过蛋白质含量测量。

[0283] 按照另一个示例性实施方案，产量通过每株植物或其部分(例如种仁、豆)的种子

数、种子重量、果实数或果实重量测量。

[0284] 植物产量可受不同参数的影响，包括但不限于植物生物量；植物生长势；植物生长

速率；种子产量；种子或谷粒数量；种子或谷粒品质；油产量；收获器官(例如植物的种子或

营养部分)的油、淀粉和/或蛋白质含量；每个圆锥花序的花(例如小花)的数目(例如表示为

饱满种子的数目相对于主要圆锥花序的数目的比率)；收获指数；每面积生长的植物的数

目；每株植物和每面积收获器官的数目和大小；每生长面积的植物数目(例如密度)；田间收

获器官的数目；总的叶面积；碳同化和碳分配(例如植物内碳的分布/配置)；耐荫性；每个豆

荚的可收获器官(例如种子)、种子的数目、每个种子的重量；和改进的体系结构[例如增加

茎直径、厚度或改进物理性质(例如弹性)]。

[0285] 改进的植物NUE在田间被解释成在施用较少肥料的同时收获类似产量的数量，或

施用相同水平的肥料获得高的产量。因此，改进的NUE或FUE对田间的植物产量有直接作用。

[0286] 本文所用术语“改进”或“提高”是指与天然或野生型植物[即本发明的同基因植物

(未经修饰以包含dsRNA)]相比，植物的NUE、胁迫耐受性、产量、生物量或生长势提高至少约

2%、至少约3%、至少约4%、至少约5%、至少约10%、至少约15%、至少约20%、至少约25%、至少约

30%、至少约35%、至少约40%、至少约45%、至少约50%、至少约60%、至少约70%、至少约80%、至

少约90%或更高。

[0287] 按照所述，dsRNA的目标基因可以不是内源植物基因而是植物的外源基因，例如以

植物为食或依赖于植物而生长、复制和/或存活的植物病毒或细菌的外源基因。

[0288] 因此，按照本发明的一方面，提供抑制植物病毒的目标基因的表达的方法，所述方

法包括将本文所述植物(其至少部分包括裸dsRNA)提供(在感染条件下接触)给植物病毒，

从而抑制植物病毒的目标基因的表达。

[0289] 许多病毒属被土壤传播的游动孢子原生动物持续和非持续的传播。这些原生动物

不是病毒病原体本身，而是寄生性的。当病毒与植物根结合时，便发生病毒的传播。实例包

括显示在谷类作物中传播植物病毒病的禾谷多粘菌(Polymyxa  graminis)和传播甜菜坏死

黄脉病毒的甜菜多粘菌(Polymyxa  betae)。原生质动物(Plasmodiophorid)还在植物根中
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造成其它病毒可通过其进入的创伤。

[0290] 可按照本发明的教导靶向的病毒的具体实例包括但不限于：

[0291] (1)  感染植物、尤其烟草和茄科(Solanaceae)的其它成员的烟草花叶病毒(TMV，

RNA病毒)。

[0292] (2)  引起代表35个植物科的许多经济上重要的植物(包括双子叶植物和单子叶植

物)的严重病害的番茄斑萎病毒(TSWV，RNA病毒)。观赏植物、蔬菜和大田作物的这种广泛的

宿主范围是在植物感染性病毒中独有的。属于地中海地区的番茄斑萎病毒影响蔬菜作物，

尤其是番茄、胡椒和莴苣(Turina等,  2012,  Adv  Virus  Res  84;403-437)。

[0293] (3)  被粉虱传播的番茄黄曲叶病毒(TYLCV)主要影响番茄植物。菜豆金色花叶病

毒属(Begomovirus)  (包括sweepoviruses和legumoviruses)中的双粒病毒组(DNA病毒)—

影响多种栽植作物(包括木薯、甘薯、菜豆、番茄、棉和籽用豆类)的最具破坏性的病原体

(Rey等,  2012,  Viruses  4;1753-1791)。成员包括上述TYLCV和番茄曲叶病毒(ToLCV)。

[0294] (4)  黄瓜花叶病毒(CMV)—CMV具有广泛的宿主，并侵染种类繁多的蔬菜、观赏植

物和其它植物(多至40个科中的191个宿主种)。被受黄瓜花叶病影响的最重要的蔬菜为辣

椒(Capsicum  annuum  L.)、葫芦、番茄(Lycopersicon  esculentum  Mill.)和香蕉(Musa  L. 

spp.)。

[0295] 其它蔬菜宿主包括：黄瓜、香瓜、南瓜、番茄、菠菜、芹菜、胡椒、水田芥、甜菜、甘薯、

芜菁、佛手瓜、小黄瓜、西瓜、南瓜、枸橼、葫芦、利马豆、蚕豆、洋葱、灌木樱、茄子、马铃薯、大

黄、胡萝卜、莳萝、茴香、欧洲防风、香芹菜、丝瓜和洋蓟(Chabbouh和Cherif ,  1990 ,  FAO 

Plant  Prot.  Bull.  38:52-53)。

[0296] 观赏植物宿主包括：翠菊、菊花、翠雀花、鼠尾草、天竺葵、吉莉草、唐菖蒲、天芥菜、

风信子、飞燕草、百合、金盏花、牵牛花、旱金莲、长春花、矮牵牛、天蓝绣球、金鱼草、郁金香

和百日草(Chupp和Sherf，1960；Agrios，1978)。

[0297] (5)  马铃薯病毒Y  (PVY)—影响马铃薯产量的最重要的植物病毒之一。

[0298] (6) 花椰菜花叶病毒(CaMV，DNA病毒(Rothnie等，1994))。

[0299] (7) 非洲木薯花叶病毒(ACMV)。

[0300] (8)  李痘病毒(PPV)是来自李属(Prunus)的核果的最具破坏性的病毒病。

[0301] (9)  雀麦花叶病毒(BMV)—通常感染无芒雀麦(Bromus  inermis)和其它草，可存

在于小麦生长的几乎任何地方。

[0302] (10)  马铃薯病毒X  (PVX)—这个病毒没有昆虫或真菌传播媒介。该病毒在大多数

马铃薯变种引起轻微症状或无症状，但是当马铃薯病毒Y存在时，这些两种病毒间的协同作

用引起马铃薯的严重症状。

[0303] 其它病毒：

[0304] 柑桔速衰病毒(CTV)—对柑桔造成最大经济损害的病害，包括酸橙(Citrus 

aurantium)和嫁接到酸橙根茎上的任何柑桔属种、甜橙(C .  sinensis)、葡萄柚(C . 

paradisi)、来檬和塞维利亚柑橘(C.  aurantifolia)和桔(C.  reticulata)。还已知CTV感

染Aeglopsis  chevalieri、Afraegle  paniculata、Pamburus  missionis和细柱西番莲

(Passiflora  gracilis)。CTV分布在全世界，柑桔树生长的任何地方都可发现。

[0305] 大麦黄矮病毒(BYDV)—最广泛分布的谷类病毒病。它影响经济上重要的作物种大
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麦、燕麦、小麦、玉米、小黑麦和水稻。

[0306] 马铃薯卷叶病毒(PLRV)感染马铃薯和茄科的其它成员。

[0307] 番茄丛矮病毒(TBSV)，RNA病毒，番茄丛矮病毒属(Tombusvirus)的成员，主要影响

番茄和茄子。

[0308] 其它综述：

[0309] Hamilton等，1981，J  Gen  Virol  54；223-241—提及TMV、PVX、PVY、CMV、CaMV。

[0310] 其它科学著作：

[0311] Makkouk等,  2012,  Adv  Virus  Res  84;367-402—影响豌豆和菜豆的具有狭窄

(蚕豆坏死黄化病毒(FBNYN))和宽泛(苜蓿花叶病毒(AMV)和CMV)宿主范围的病毒。

[0312] 植物病毒的目标基因编码对病毒病原体的生存力和/或感染性必不可少的产物，

因此其减量调节(通过裸dsRNA)导致病原体存活和感染宿主细胞的能力下降。因此，这种减

量调节导致对维持病毒病原体的生存力和/或感染性的“有害作用”，因为妨碍或降低病原

体从来源于宿主细胞的养分摄食和从中存活的能力。由于病毒病原体生存力和/或感染性

的这种降低，因此促进植物细胞中对被病原体感染的抗性和/或高的耐受性。可在成熟(成

体)期、未成熟(幼小)期或胚期靶向病原体中的基因。

[0313] 本文所用的“植物病毒抗性”性状是植物所特有的，引起植物宿主抵抗来自通常能

够使植物遭受损害或损失的病毒病原体的攻击。一旦向病毒病原体提供包含裸dsRNA的植

物物质，目标病毒内基因的表达被dsRNA抑制，且目标病毒中基因表达的抑制引起植物对病

毒的抗性。

[0314] 为了证实抗病毒活性，本文的教导还考虑了观察在所述提供后可感染性或可复制

性和宿主症状程度的降低。

[0315] 为了提高抗病毒活性，本发明的实施方案还提供含有两种或更多种分别对同一植

物病毒有毒的不同作用剂的组合物，其至少一种包含本文所述dsRNA。在某些实施方案中，

第二作用剂可为选自以下的作用剂：参与氨基酸或碳水化合物合成的代谢酶的抑制剂；细

胞分裂的抑制剂；细胞壁合成抑制剂；DNA或RNA合成抑制剂、促旋酶抑制剂、微管蛋白装配

抑制剂、ATP合成抑制剂；氧化磷酸化解偶联剂；蛋白质合成抑制剂；MAP激酶抑制剂；脂质合

成或氧化抑制剂；甾醇合成抑制剂和黑色素合成抑制剂。

[0316] 另外，按照本发明的教导产生的植物或其部分可显示营养或治疗效能改变，因此

可应用于食物或饲料和药物工业。同样地，按照本发明的教导产生的植物或其部分可显示

油或纤维素含量改变，因此可在建造业或油工业中实施。

[0317] 可将本发明的种子包装在包含大量种子的含种子装置中，其中至少一些(例如5%、

10%或更高)含有外源裸dsRNA，其中种子缺乏驱动dsRNA表达的异源启动子。

[0318] 含种子装置可以是袋、塑料袋、纸袋、软壳容器或硬壳容器。

[0319] 可将本发明的试剂包装在试剂盒中，所述试剂盒包括裸dsRNA、将dsRNA引入种子

中的说明书和任选引发溶液。

[0320] 如有需要，本发明一些实施方案的组合物可以包装或分配装置提供，所述装置可

装有含有活性成分的一种或多种剂型。例如，包装可包含金属箔或塑料箔，例如泡罩包装。

包装或分配装置可附有用于引入到种子中的说明书。

[0321] 按照示例性的实施方案，裸dsRNA和引发溶液装在单独的容器中。
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[0322] 本文所用术语“约”是指±10%。

[0323] 术语“包含”、“含”、“包括”、“装有”、“具有”及其变化形式意指“包括但不限于”。

[0324] 术语“由……组成”意指“包括并限于”。

[0325] 术语“基本由……组成”意指组合物、方法或结构可包括额外的成分、步骤和/或部

分，但只要该额外的成分、步骤和/或部分不实质性地改变所要求保护的组合物、方法或结

构的基本的和新的特性。

[0326] 本文所用的单数形式“a”、“an”和“the”包括复数对象，除非文中另有明确规定。例

如，术语“一种化合物”或“至少一种化合物”可包括多种化合物，包括其混合物。

[0327] 在整个申请书中，本发明的不同实施方案以范围格式提供。应理解，范围格式中的

描述只是出于方便和简明，不应解释为对本发明范围的不可变更的限制。因此，范围的描述

就视为明确公开了所有可能的亚范围以及该范围内的各个数值。例如，范围的描述例如1-6

应视为明确公开了亚范围，例如1-3、1-4、1-5、2-4、2-6、3-6等，以及该范围的各个数字，例

如1、2、3、4、5和6。不论范围宽度都适用。

[0328] 每当本文规定数字范围时，是指包括规定范围内的任何引用的数字(分数或整

数)。短语“介于”第一标示数值和第二标示数值“之间的范围”和“从”第一标示数值“到”第

二标示数值“之间的范围”在本文中可互换使用，意指包括第一和第二标示的数值和其间的

所有分数和整数。

[0329] 本文所用术语“方法”是指完成指定任务的方式、手段、技术和程序，包括但不限于

化学、药理学、生物学、生物化学和医学领域从业人员已知的或化学、药理学、生物学、生物

化学和医学领域从业人员自已知的方式、手段、技术和程序容易开发的方式、手段、技术和

程序。

[0330] 要认识到，为清楚起见，在单独的实施方案的情况下描述的本发明的某些特征，也

可在单一实施方案中组合提供。相反，为简明起见，在单一实施方案的情况下描述的本发明

的各种特征，也可单独或以任何合适的亚组合或合适时以本发明的任何其它所述实施方案

提供。在不同实施方案的情况下描述的某些特征不应视为所述实施方案的必需特征，除非

没有所述要素时实施方案无法实施。

[0331] 在下面的实施例中提供对上文描述的和随附权利要求书中所要求保护的本发明

的不同实施方案和方面的实验支持。

实施例

[0332] 下面参照以下实施例，连同上文描述，以非限制性方式对本发明进行说明。

[0333] 通常，本文所用命名法和用于本发明的实验室程序包括分子、生物化学、微生物学

和重组DNA技术。在文献中详尽解释了所述技术。参见例如“Molecular  Cloning:  A 

laboratory  Manual”  Sambrook等 ,  (1989)；“Current  Protocols  in  Molecular 

Biology”  第I-III卷,  Ausubel,  R.  M.编辑(1994)；Ausubel等, “Current  Protocols  in 

Molecular  Biology”,  John  Wiley和Sons,  Baltimore,  Maryland  (1989)；Perbal, “A 

Practical  Guide  to  Molecular  Cloning”,  John  Wiley和Sons ,  New  York  (1988)；

Watson等, “Recombinant  DNA”,  Scientific  American  Books,  New  York；Birren等(编

辑) “Genome  Analysis:  A  Laboratory  Manual  Series”,  第1-4卷,  Cold  Spring 
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Harbor  Laboratory  Press,  New  York  (1998)；美国专利号4,666,828、4,683,202、4,801,

531、5,192,659和5,272,057提供的方法；“Cell  Biology:  A  Laboratory  Handbook”,  第

I-III卷,  Cellis ,  J .  E .编辑(1994)；Freshney的“Culture  of  Animal  Cells  -  A 

Manual  of  Basic  Technique”,  Wiley-Liss ,  N .  Y .  (1994) ,  第3版；“Current 

Protocols  in  Immunology”  第I-III卷,  Coligan  J.  E.编辑(1994)；Stites等(编辑) , 

“Basic  and  Clinical  Immunology”  (第8版) ,  Appleton  &  Lange ,  Norwalk ,  CT 

(1994)；Mishell和Shiigi  (编辑) , “Selected  Methods  in  Cellular  Immunology”,  W. 

H.  Freeman  and  Co.,  New  York  (1980)；可获得的免疫测定广泛描述于专利和科技文献，

参见例如美国专利号3,791 ,932、3,839,153、3,850 ,752、3,850 ,578、3,853 ,987、3,867 ,

517、3,879,262、3,901,654、3,935,074、3,984,533、3,996,345、4,034,074、4,098,876、4,

879 ,219、5,011 ,771和5,281 ,521；“Oligonucleotide  Synthesis”  Gait ,  M .  J .编辑

(1984)；“Nucleic  Acid  Hybridization”  Hames ,  B .  D .和Higgins  S .  J .,  编辑. 

(1985)；“Transcription  and  Translation”  Hames ,  B.  D.和Higgins  S.  J .,  编辑. 

(1984)；“Animal  Cell  Culture”  Freshney,  R.  I.编辑(1986)；“Immobilized  Cells  and 

Enzymes”  IRL  Press,  (1986)；“A  Practical  Guide  to  Molecular  Cloning”  Perbal, 

B.,  (1984)和“Methods  in  Enzymology”  第1-317卷,  Academic  Press；“PCR  Protocols: 

A  Guide  To  Methods  and  Applications”,  Academic  Press,  San  Diego,  CA  (1990)；

Marshak等, “Strategies  for  Protein  Purification  and  Characterization  -  A 

Laboratory  Course  Manual”  CSHL  Press  (1996)；所有文献都通过引入并入就像在本文

全部提供一样。本文件全文中提供了其它通用参考文献。其中的程序被认为是本领域众所

周知的，出于读者方便而提供。其中所含全部信息通过引用结合到本文中。

[0334] 实施例1

[0335] 用于dsRNA产生和种子处理的方案

[0336] 产生dsRNA/siRNA序列

[0337] 采用PCR产物的体外转录，定制各基因的dsRNA序列。使用在任一侧含有T7启动子

序列的基因特异性引物，PCR扩增mRNA的部分，包括用于dsRNA产生的ORF、3'  UTR或5'  UTR。

使用商用试剂盒例如MaxiScript  dsRNA试剂盒(Life  Technologies)或T7高产量RNA合成

试剂盒(NEB)，将该产物用作dsRNA产生的模板。接下来，在37℃下将样品用DNase  Turbo处

理15-30分钟，接着苯酚处理和核酸沉淀。接下来，进行了两个不同的反应之一：(1)  dsRNA

备好待用，(2)  dsRNA用Dicer  (Shortcut  RNA酶III  (NEB))加工以产生小干扰RNA 

(siRNA)。

[0338] 如下所述将任一种dsRNA或dsRNA和siRNA的组合用于种子处理。本文提供的所有

dsRNA序列作为DNA列出(通过转化T>U来进行简单转化)。

[0339] 使用dsRNA/siRNA混合物的基因沉默的通用种子处理方案

[0340] 无涂层的有机玉米种子来自变种“popcorn”，无涂层的有机整粒水稻种子和有机

大豆购自Nitsat  Haduvdevan  (Israel)。小麦种子来自A.B.  Seeds  (Israel)。莴苣种子来

自变种Sun  Valley。新鲜番茄种子采自内部繁殖的M82番茄果实。在处理之前，将无涂层的

或新鲜植物种子用重蒸水(DDW)洗涤4小时。接下来，将种子在20-30℃下干燥至多24小时。

在干燥步骤后，种子用含有dsRNA制剂的溶液处理，该溶液由含终浓度为1-261  µg/ml的
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dsRNA的0.1mM  EDTA制成。在无光生长室中在15-25℃下，通过在溶液中轻轻振荡种子至多

60小时，来进行处理。最后，短暂洗涤种子达到3次，种植在土壤中，或在无光生长室中在25

℃下萌发并种植在土壤中，或干燥0-30小时和在无光生长室中在25℃下萌发并种植在土壤

中，或直接种植在土壤中。以类似方式，用没有dsRNA或具有非特异性dsRNA的制剂处理对照

种子。

[0341] 实施例2

[0342] 水稻、番茄和高粱苗中DSRNA的稳定性

[0343] 作为植物中不存在/不表达的外源基因的实例，采用实施例1所述方案，将编码复

制酶和CGMMV  (黄瓜绿斑花叶病毒，登记号AF417242)的外被蛋白的ORF用作植物种子dsRNA

处理的靶标。将水稻、番茄和高粱种子在20℃下洗涤4小时，将番茄和高粱在30℃下干燥，水

稻在20℃下干燥过夜。对于水稻，将种子在15℃下用132.7  µg/ml  dsRNA  (终浓度)直接处

理39小时，如图1所示；对于番茄用93.8  µg/ml  dsRNA  (终浓度)处理48小时，如图2A所示，

对于高粱用75  µg/ml  dsRNA  (终浓度)处理40小时，如图2B所示。简单地说，用在其5’含有

T7序列(5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’，SEQ  ID  NO:  1)的特别设计的正向和反向引物，通

过PCR扩增病毒来源的ORF  (参见下表1)。PCR产物用琼脂糖凝胶纯化，因为它们在两端携带

T7启动子，因此用作T7依赖性体外转录的模板，产生CGMMV基因的dsRNA产物。对持家基因微

管蛋白的PCR用作阳性对照(正向引物5’-GGTGCTCTGAACGTGGATG-3’  (SEQ  ID  NO:  2)和反

向引物5’-CATCATCGCCATCCTCATTCTC-3’(SEQ  ID  NO:  3))。

[0344] 表1：PCR引物用作体外转录的模板和CGMMV和CGMMV  dsRNA产物的检测。
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[0345]
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[0346]

[0347] 发现外源dsRNA在水稻苗中至少3周是稳定的，如图1A-C中可见，在番茄苗中至少

10天，在高粱植物中4周，如图2A-B中可见。

[0348] 实施例3

[0349] dsRNA不整合至水稻的基因组中

[0350] 同实施例2一样，将水稻种子用外源dsRNA处理。植物萌发并生长5周，提取DNA，进

行PCR反应以证实dsRNA不整合至水稻的基因组中(图3)。使用当检查RNA水平时给出阳性反

应的两组引物，第1组(参见表1)引物是用于扩增模板(全部dsRNA序列)的引物组。第2组(参

见表1)是用于图1中的PCR的引物。水稻内源持家基因(微管蛋白)用作PCR反应的阳性对照

(参见表2)。

[0351] 表2：用于PCR扩增的微管蛋白引物。

[0352] 引物名称和方向 引物序列/(SEQ ID NO: ) 引物长度

osa_TubA1_736F GGTGCTCTGAACGTGGATG/12 19

osa_TubA1_1342R CATCATCGCCATCCTCATTCTC/13 22

[0353] 实施例4

[0354] 外源dsRNA分子是非常稳定的且不掺入到处理植物的基因组中
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[0355] 采用实施例1所述方案处理玉米种子，在20℃下洗涤种子4小时，在30℃下干燥过

夜，在15℃下用针对β-葡糖醛酸糖苷酶(GUS)报道基因的40  µg/ml  dsRNA  (终浓度)直接处

理60小时，干燥并使之萌发。在萌发后7和15天，从对照和dsGUS处理的植物收获叶和根。从

收获的组织提取RNA，用特异性GUS引物运行RT-PCR  (表3)。另外，玉米内源持家基因(遍在

蛋白)用作PCR反应的阳性对照。发现GUS  dsRNA分子在处理的种子中极其稳定，并且在种子

萌发后7和15天，可在玉米植物中检出(图4A-C)。此外，在萌发后1周，GUS  dsRNA分子不掺入

至处理的玉米植物的基因组中(图5A-B)。

[0356] 表3：用于GUS和遍在蛋白基因PCR扩增的引物和GUS  dsRNA产物。

[0357]

[0358] 实施例5

[0359] 各种植物种子中siRNA序列的荧光显微术

[0360] 植物种子按照实施例1所述方案处理。在20℃下洗涤种子4小时，在25℃下干燥，在

15℃下用荧光siRNA  (siGLO，2μM终浓度，Thermo  Scientific)直接处理24小时。

[0361] 通过凝胶电泳分析验证siGLO的质量，如图6中可见。

[0362] 处理后24-48小时，使用Olympus显微镜在最低物镜放大倍数下(5X用于较大种子

例如水稻和番茄种子，10X用于较小的种子例如拟南芥种子)，拍摄种子的荧光照片。为了消

除非特异性自发荧光的可能性，将各dsRNA处理种子与未经处理的对照种子放在一起显示

(图7-8)。

[0363] 为了评价种子内荧光siRNA的分布效率，在处理后48小时，将不同的植物种子切成

片，并用荧光双目镜拍摄。对各处理的种子与对照未处理种子放在一起拍照。在施用于水
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稻、番茄、黄瓜、菜豆、高粱和小麦种子样品时，拍摄光图像和荧光图像(图9-12)。显然siRNA

以不同水平分布在胚和胚乳之间。这就支持下列模型：

[0364] dsRNA分子被用于种子处理的基于水的溶液携带直接进入胚中。

[0365] dsRNA分子作为胚乳吸水过程的部分进入胚乳。这些分子随后在萌发和种子发育

期间，在胚发育时作为来自胚乳的养分流的一部分供给胚。

[0366] 这些本发明的研究结果表明，用来处理的种子的RNA分子渗入胚中且在胚发育时

在胚中起作用，而且还渗入胚乳中，并在萌发后为胚提供养分。

[0367] 实施例6

[0368] 用siGLO处理的时程实验

[0369] 对水稻种子进行了时程实验以监测在种子处理后siGLO渗透入种子的动力学(图

13)。结果表明采用实施例1所述方案，siRNA有效地渗透入植物种子中。

[0370] 实施例7

[0371] 通过dsRNA/siRNA混合物使水稻中的PDS-1基因沉默

[0372] 将水稻种子在20℃下在洗涤溶液中洗涤4小时，在25℃下干燥，用总浓度为60  µg/

ml的dsRNA/siRNA的混合物在15℃下直接处理40小时。使种子在室温下萌发几天，并监测种

子发育。用PDS和dsRNA/siRNA混合物处理的种子显示发育受阻和延缓，如苗较小和生根减

少所观察到的。在这些实验中，将PDS-1基因的两种产物混合(参见表4)。

[0373] 表4：被dsRNA/siRNA混合物沉默的两种PDS-1基因产物。
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[0374]

[0375] 实验在3个生物学重复中进行，结果见图14A-D。

[0376] 实施例8

[0377] PDS沉默后的叶绿素漂白和生长抑制
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[0378] 水稻种子如实施例7所述处理，监测其随后的发育和幼苗生长。在PDS-1沉默处理

后30天，记录2个植物组(对照和PDS沉默)的总体表型。所报告，PDS沉默引起叶绿素漂白和

生长抑制(Peretz等,  2007,  Plant  Physiol  145:  1251-1263)，这与本发明的PDS沉默的

植物的表型相关联，因为与对照植物相比，它们分别看起来尺寸较小，颜色较浅(参见图

15)。

[0379] 实施例9

[0380] 通过实时PCR检测两种PDS-1基因产物

[0381] 如实施例7所述，在用dsRNA/siRNA混合物(比率1:1)处理后，使用特别设计的引物

(正向：GATTGCTGGAGCAGGATTAG  SEQ  ID  NO:  46，反向：CCCTTGCCTCAAGCAATATG，SEQ  ID  NO: 

47)，通过实时PCR测定PDS-1基因产物的表达水平。出于归一化目的，还使用引物(正向-

ACCACTTCGACCGCCACTACT，SEQ  ID  NO:  48，反向-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT，SEQ  ID  NO:  49)测

定了UBQ5表达。结果见图16A-C。

[0382] 实施例10

[0383] HAP2E目标基因沉默

[0384] 水稻种子采用实施例1所述方案处理，将种子在室温下洗涤4小时，在25℃下干燥

过夜，用152μg/ml的Hap2e  dsRNA浓度在15℃下直接处理41小时(对于Hap2e  dsRNA序列参

见下表11)。处理后5天萌发的对照和Hap2e  dsRNA处理的水稻种子在其根发育中没有显示

任何差异(图17)。在萌发后5和7天，从萌发种子的嫩枝提取RNA，并运行RT-PCR。在测试3个

位于dsRNA分子的不同区域(图18)的不同引物组(参见表6)后，使用最佳引物组(引物组3)

评价dsRNA处理植物中相对于对照(未处理)植物的内源Hap2e表达水平。与对照植物相比，

在处理植物中实现Hap2e  mRNA表达以约50%沉默或更高的水平减量调节，其效率为25%  (图

19)。

[0385] 其它水稻种子在图17的相同条件下用145.7 μg/ml的Hap2e  dsRNA浓度处理42小

时。使用随机引物+寡dT对萌发后18天从苗中提取的RNA的RT-PCR，也显示dsRNA处理植物中

Hap2e  mRNA减量调节(图20)，其以50%效率达到与对照相比超过25%的减量调节。

[0386] 表5：用于Hap2e  dsRNA分子的RT-PCR的引物

[0387]

[0388] 实施例11

[0389] 玉米种子中的NFY目标基因沉默

[0390] 玉米种子采用实施例1所述方案处理，将种子在室温下洗涤4小时，在30℃下干燥
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过夜，用56μg/ml的NFY  dsRNA浓度在15℃下直接处理40小时(对于NFY  dsRNA序列参见表

11)。在萌发后10天，对从对照和NFY  dsRNA处理玉米种子的嫩枝中提取的RNA进行了RT-

PCR，以测定NFY目标基因的表达水平(参见表6)。如图21所示成功实现基因的减量调节。

[0391] 表6：用于萌发后10天玉米种子中NFYA  dsRNA分子的RT-PCR的引物。

[0392] 引物名称和方向 引物序列 引物长度

zma-NFYA3_345 F3 TCGGAAGCCGTACCTTCGTG/57 20

zma-NFYA3 _442R3 CCTGGAGCTGCTGCTTTGTG/58 20

zma-NFYA3_457F4 TACCAGGCGTCGAGTGGTTC/59 20

zma-NFY-A3_542R4 GAAGAGGGCGTGCAAATGGG/60 20

[0393] 实施例12

[0394] 番茄种子中的NFY目标基因沉默

[0395] 番茄种子采用实施例1所述方案处理。未经洗涤的种子用200μg/ml的NFY  dsRNA浓

度在15℃下处理24小时，将种子短暂洗涤两次，在不干燥的情况下立即种植在土壤中。在萌

发后3周，对从对照和NFY  dsRNA处理的番茄种子的嫩枝中提取的RNA进行RT-PCR，以测定

NFY目标基因的表达水平(参见表7)。如图22所示成功实现基因的减量调节。

[0396] 将用NFY  dsRNA分子处理后55天的番茄植物与同龄对照植物进行比较。在比较时

主要表型差异是明显的，最值得注意的是高度的改变，其中处理的植物显得比未处理的对

照植物显著较矮(图23，24)。

[0397] 表7：用于番茄中NFYA  dsRNA分子的RT-PCR的引物和NFY  dsRNA产物
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[0398]

[0399] 实施例13

[0400] 玉米种子中的NAC目标基因沉默

[0401] 玉米种子采用实施例1所述方案处理，将种子在室温下洗涤4小时，在30℃下干燥

过夜，用90μg/ml的NAC  dsRNA浓度在15℃下直接处理40小时并立即萌发(对于NAC  dsRNA序

列参见表11)。在萌发后10天对从对照和NAC  dsRNA处理的玉米种子的嫩枝中提取的RNA进

行了RT-PCR，以测定NAC目标基因的表达水平(参见表8)。如图25所示成功实现基因的减量

调节。

[0402] 表8：用于玉米中NAC  dsRNA分子的RT-PCR的引物。

[0403] 引物名称和方向 引物序列 引物长度

zmaNAC5_267F3 CGAGTCGGGATACTGGAAGG/65 20

说　明　书 37/75 页

40

CN 104619843 B

40



zmaNAC5_342R3 CTTCTTCATGCCGACGAGGG/66 20

zmaNAC5_187F4 ACGATGGGCGAGAAGGAGTG/67 20

zmaNAC5_250R4 TCAGTCCCGTCGGGTACTTG/68 20

[0404] 实施例14

[0405] 水稻种子中的ARF-8目标基因沉默

[0406] 水稻种子采用实施例1所述方案处理，将种子洗涤4小时，在20℃下干燥过夜，并用

66.2μg/ml的ARF-8  dsRNA浓度在15℃下直接处理42小时。在萌发后18天，对从对照和ARF-8 

dsRNA处理的水稻种子中提取的RNA进行RT-PCR，以测定ARF-8目标基因的表达水平(参见表

9)。如图26所示成功实现基因的减量调节。

[0407] 表9：用于水稻中ARF-8  mRNA分子的RT-PCR的引物和ARF-8  dsRNA产物

[0408]

[0409] 实施例15

[0410] 水稻种子中的SPL17目标基因沉默

[0411] 水稻种子采用实施例1所述方案处理，将种子洗涤4小时，在20℃下干燥过夜，并用

200μg/ml的SPL17  dsRNA浓度在15℃下直接处理41小时(对于SPL17  dsRNA序列参见表11)。

在处理后5天萌发的对照和SPL17  dsRNA处理的水稻种子不显示任何可看得见的差异(图

27)。从这些萌发种子的5日龄嫩枝中提取RNA，运行RT-PCR，以测定对照和处理植物组中的

SPL17表达水平。测定了位于dsRNA分子不同区域的两个不同的引物组(参见表10)  (图28)。

与对照植物相比，当对从14周龄植物中提取的RNA运行RT-PCR时，以高效率实现处理植物中

SPL17  mRNA表达的减量调节(图29)。
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[0412] 表10：用于萌发后5天水稻种子中的SPL17  dsRNA分子的RT-PCR的引物。

[0413]

[0414] 实施例16

[0415] 具有互补dsRNA/siRNA的微小RNA目标基因的沉默

[0416] 通过目标基因特异性dsRNA的转录后基因沉默的高特异性和效率已成为产生优选

表型真核生物的优选方法，其中一种或多种基因的表达降低或失活。设计使玉米(Zea 

mays)和水稻(Oryza  sative)微小RNA目标基因沉默的特定dsRNA序列。具体地说，将使用显

示与非生物胁迫耐受性改进有关的微小RNA。下表11提供采用PCR扩增产生的目标基因序列

的几个实例，以测试其各自的dsRNA/siRNA混合物的基因沉默能力。然后将使用这些dsRNA

分子以减少选定目标基因的内源水平。

[0417] 表11：目标基因序列和PCR的引物
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[0418]
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[0419]
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[0420]
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[0421]
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[0422]

[0423] 实施例17

[0424] 番茄种子中的ARF-8基因沉默

[0425] 番茄种子采用实施例1所述方案处理，未经洗涤的种子用200μg/ml的ARF-8  dsRNA

浓度在15℃下处理24小时，并立即种植在土壤中。在处理后3和8周，采用RT-PCR检查基因的

表达水平(参见表12)。处理后3周，在dsRNA处理植物中观察到表达的变化(图30A-B)。

[0426] 与对照植物相比，用对ARF8基因是特异性的dsRNA分子处理的植物显示表型差异。

在不同的时间点(55、62和72天)观察到这种表型差异，并通过高度降低来证实(图31A-C)。

虽然对照植物的平均高度约为36cm，但dsRNA处理的植物平均起来高为约30cm  (图31D)。除
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了其高度降低(垂直发育延迟)以外，与对照植物相比，dsRNA处理的植物显得较多分枝(水

平发育提高)。因此，在处理后55和72天，相对于其对照对应物，用对ARF8有特异性的dsRNA

处理的植物显得较矮和较多分枝，如图32A和32B中可见。

[0427] 表12：用于番茄中ARF-8  mRNA分子的RT-PCR的引物和ARF-8  dsRNA产物

[0428]

[0429] 实施例18

[0430] 番茄种子中的FW2.2基因沉默

[0431] 番茄种子采用实施例1所述方案处理，未洗涤的种子用100μg/ml的FW2.2  dsRNA浓
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度在15℃下处理24小时，并立即种植在土壤中。在萌发后9周，采用RT-PCR检查基因的表达

水平(引物列于表13中)。与对照植物相比，在dsRNA处理植物中检出FW2.2的表达水平降低

将近2倍(图33)。

[0432] 虽然如此，与对照植物相比，用对FW2.2基因有特异性的dsRNA分子处理的植物不

显示表型差异，排除了作为之前实施例中观察到的表型作用的替代解释的毒性作用。在处

理后72天，植物呈现类似的高度和外观(图34)。

[0433] 表13：用于番茄中FW2.2  dsRNA分子的RT-PCR的引物和FW2.2  dsRNA产物

[0434]

[0435] 实施例19

[0436] 水稻中的DELLA基因减量调节导致萌发种子的根较发达

[0437] 水稻种子采用实施例1所述方案处理，将种子洗涤4小时，在室温下干燥24小时，并

用66μg/ml的DELLA  dsRNA浓度在15℃下直接处理36小时。水稻种子用针对Della基因的

dsRNA处理(参见下表15)，Della基因是已知的植物生长阻抑物。具有突变型Della基因的拟

南芥苗较大，具有较长的根系(Josse ,  E .M .,  Gan ,  Y .,  Bou-Torrent ,  J .,  Stewart , 

K .L .,  Gilday ,  A .D .,  Jeffree ,  C .E .,  Vaistij ,  F .E .,  Martínez-García ,  J .F ., 

Nagy ,  F .,Graham ,  I .A.和Halliday ,  K .J .  (2011)  A  DELLA  in  disguise:  SPATULA 

restrains  the  growth  of  the  developing  Arabidopsis  seedling  (伪装中的DELLA：

SPATULA抑制发育中的拟南芥幼苗的生长).  Plant  Cell  23:  1337-1351)。图35显示使用

dsRNA种子处理的拟南芥表型的拟态，其与对照苗相比，经处理的苗较大，根较长。

[0438] 实施例20

[0439] 水稻中的NRR基因减量调节导致萌发种子的根和嫩枝较发达

[0440] 水稻种子采用实施例1所述方案处理，将种子洗涤4小时，在室温下干燥24小时，并
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用约13μg/ml的NRR  dsRNA浓度在15℃下直接处理36小时。水稻种子用针对NRR基因的dsRNA

处理，发现其因响应水稻中的大量营养素而调节根生长(Zhang等,  2012 ,  Mol  Plant  5

(1):63-72)。使用RNAi的具有NRR水平降低的转基因水稻苗显示当在氮限制条件下生长时

具有较长的根。图36显示使用dsRNA种子处理的该表型的拟态，与对照苗相比，所得的经处

理的苗较大，并具有较长的根。

[0441] 表14：水稻中NRR  dsRNA分子的产物

[0442]

[0443] 实施例21

[0444] 3种内源基因的同时沉默

[0445] 在本实施例中，同时测试了使3种基因沉默的作用。水稻种子采用实施例1所述方

案处理，将种子洗涤4小时，在室温下干燥过夜，用含有针对以下3种基因的dsRNA的混合物

(152.3μg/ml终浓度)的溶液在15℃下直接处理42小时：Hap2e  (59 .9μg/ml，参见表11)、

Della  (44μg/ml，参见下表15)和SQS  (48.4μg/ml，参见下表16)。在萌发后18天，从萌发种
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子的嫩枝中提取RNA，对3种基因的每一种运行RT-PCR  (参见下表15)。如图37中可见图，所

有3种基因的减量调节是非常有效的，经处理的植物显示不同量的每个单独基因的表达降

低，范围从最小降低10%到基因完全沉默(等于100%减量调节)。

[0446] 表15：用于Hap2e、Della和SQS基因的表达水平的RT-PCR分析的引物和dsRNA产物。
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[0447]
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[0448]

[0449] 实施例22

[0450] 番茄中siRNA片段的荧光显微术

[0451] 番茄种子用荧光siRNA  (siGLO，1μM终浓度，Thermo  Scientific)在15℃下处理24

小时。

[0452] 处理后24小时将种子切成片，使用Leica共焦显微镜拍摄荧光照片。如图38A-D所

示，将经处理的种子(图38A，C)与用缓冲液处理的对照种子(图38B，D)在一起显示。显然，

siRNA以不同水平分布在胚和胚乳中。

[0453] 实施例23-29

[0454] 受剂量影响的SPL表达和DSRNA种子处理的动力学

[0455] 实施例23

[0456] 番茄中用50  µg/ml  dsRNA处理后SPL表达的改变

[0457] 按照实施例1所述方案，番茄种子用来源于SPL基因的dsRNA  (SEQ  ID  NO:  126)和

作为对照的GUS  dsRNA处理。在无光生长室中在15-25℃下通过在溶液中轻轻振荡种子至多

24小时来进行处理，接着用水洗涤3次持续1分钟。处理后，将种子种植在土壤中，并以16小

时光周期在约25℃下生长。需要时植物用自来水浇水。用于SPL  dsRNA体外转录的引物和

dsRNA的序列列于表16中。GUS  dsRNA的序列见表3。

[0458] 表16：用于SPL  dsRNA体外转录的引物和所得dsRNA产物。
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[0459]

[0460] 在处理之前，通过吸光度(NanoDrop)和通过HPLC评价dsRNA浓度和纯度。按照

NanoDrop测量的dsRNA的浓度对于SPL为1864  µg/ml，对于GUS为1964  µg/ml。HPLC显示，样

品主要含有dsRNA，但其它分子(包括核苷酸和ssRNA)也存在于溶液中。按照HPLC分析，SPL

溶液含有1219  µg/ml的dsRNA和838  µg/ml的ssRNA。GUS溶液含有633  µg/ml的dsRNA和167 

µg/ml的ssRNA  (参见图39A-B)。

[0461] 种子用浓度为50 μg/ml  (通过HPLC测量测定)的dsRNA处理10分钟、2、6和24小时。

在种子培育后，SPL和GUS  dsRNA溶液另外的HPLC分析显示ssRNA峰消失(参见图39)。

[0462] 处理后17天(在处理24小时的植物中)和18天(在处理10分钟、2和6小时的植物

中)，从萌发种子的叶中提取总RNA。使用寡dT引物制备cDNA，用SYBR  Green  (Quanta 

BioSciences)通过实时PCR，在处理植物和对照植物中测定SPL  mRNA的表达水平。用于SPL

的实时PCR的引物位于dsRNA区之外，在3'  UTR处。引物序列与用作归一化子(在SPL的情况

下，Expressed用作归一化子)的持家基因(Expressed和CAC)一起列于表17中。

[0463] 表17：用于通过实时PCR测定SPL  mRNA的表达水平的引物
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[0464]

[0465] 该分析显示，在所有培育时间内SPL  mRNA的增量调节显著(Wilcoxon秩和检验，p

值<0.05)。在用SPL  dsRNA处理10分钟、2小时、6小时和24小时的植物中SPL的中位值表达水

平分别是用GUS  dsRNA处理的对照植物的2.54、2.85、2.69和2.73倍(图40A-B至43A-B)。

[0466] 为了证实对SPL  mRNA的作用明确由用SPL  dsRNA处理引起，在用GUS  dsRNA  (番茄

基因组中没有沉默相关同源性的对照序列)和FW2.2  dsRNA  (这是番茄内源序列，参见表

13)两者处理后，测量SPL  mRNA的水平。当用SPL序列处理时，用50 μg/ml  dsRNA处理24小时

的植物显示SPL增量调节，但当用GUS或FW2.2序列处理时不增量调节(图40A-B)。图41A-B至

43A-B显示不同处理时间对SPL表达的作用。所有所测试的处理时间即24小时-10分钟，均显

示SPL  mRNA水平的作用。

[0467] 在另一项实验中，Oregon  Spring变种的番茄种子用独立制备的针对SPL基因的

dsRNA以50  µg/ml的浓度处理24小时。种子然后用水洗涤3次，并转移到含有12  ml水的种子

萌发箱(每箱9粒种子)中。使箱中的种子在有光的生长室中在25℃下萌发7天，然后收获嫩

枝组织用于RNA分析。通过Taqman进行RNA分析，使用番茄CAC测定法用于将值归一化以校正

样品浓度的差异(表17)。表18显示与自用GUS  dsRNA处理的种子萌发的苗相比，自用SPL 

dsRNA处理的种子萌发的苗中，SPL基因的mRNA水平升高约7倍。与用GUS  dsRNA处理相比，用

AFR8  dsRNA和0.1  mM  EDTA  (缓冲液)处理对SPL  mRNA水平没有显著作用。

[0468] 表18：番茄幼苗嫩枝组织中SPL基因的mRNA浓度。
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[0469]

[0470] 实施例24

[0471] 在番茄种子浸渍在dsRNA中后SPL表达改变

[0472] 如实施例1和23中所述，番茄种子用来源于SPL基因的dsRNA处理。

[0473] 通过将种子在室温下浸渍在dsRNA溶液中以50 μg/ml浓度进行dsRNA处理，直接用

重蒸水(DDW)洗涤。在处理后13天，从萌发种子的叶中提取总RNA。如实施例23中所述，使用

寡dT引物制备cDNA，在处理植物和对照植物中通过实时PCR测定SPL  mRNA的表达水平。

[0474] 该分析显示SPL  mRNA的显著(p值<0.05)增量调节(图44A-B)。在用SPL  dsRNA处理

的植物中，SPL的中位值表达水平是用50 μg/ml  GUS  dsRNA浸渍的对照植物的1.78倍。

[0475] 实施例25

[0476] 番茄中用25  µg/ml  dsRNA处理后SPL表达变化

[0477] 如实施例1和23中所述，番茄种子用来源于SPL基因的dsRNA处理。

[0478] 种子用浓度为25 μg/ml的dsRNA处理10分钟、2和24小时。在处理后17天(在处理24

小时的植物中)和18天(在处理10分钟和2小时的植物中)，从萌发种子的叶中提取总RNA。如

实施例23中所述，使用寡dT引物制备cDNA，在处理植物和对照植物中通过实时PCR测定SPL 

mRNA的表达水平。

[0479] 该分析显示，对于2和24小时的培育时间SPL  mRNA显著(p值<0.05)增量调节，对于

10分钟培育时间显示增量调节趋势(图45A-B至47A-B)。在用SPL  dsRNA处理2和24小时的植

物中SPL的中位值表达水平分别是用GUS  dsRNA处理的对照植物的2.23和2.48倍。

[0480] 实施例26

[0481] 番茄中用1或5  µg/ml  dsRNA处理后SPL表达改变

[0482] 如实施例1和23中所述，番茄种子用来源于SPL基因的dsRNA处理。

[0483] 种子用浓度为1或5 μg/ml的dsRNA处理10分钟、2和24小时。在处理后17天(在处理

24小时的植物中)和18天(在处理10分钟和2小时的植物中)，从萌发种子的叶中提取总RNA。

如实施例23中所述，使用寡dT引物制备cDNA，在处理植物和对照植物中通过实时PCR测定

SPL  mRNA的表达水平。

[0484] 对于所有培育时间用1 μg/ml  dsRNA处理检测到SPL  mRNA表达的增量调节趋势

(图48A-B至50A-B)。

[0485] 实施例27

[0486] 番茄中用SPL  siRNA处理后SPL表达改变

[0487] 如实施例1中所述，来源于SPL基因的dsRNA  (表16)用ShortCut®  RNA酶III  (NEB)

加工。

[0488] 将番茄种子在25℃下以50 μg/ml的浓度用所得siRNA处理2小时。处理后13天从萌

发种子的叶中提取总RNA。如实施例23中所述，使用寡dT引物制备cDNA，在处理植物和对照

说　明　书 53/75 页

56

CN 104619843 B

56



植物中通过实时PCR测定SPL  mRNA的表达水平。

[0489] 检测到SPL  mRNA表达的增量调节趋势。在用SPL  siRNA处理的植物中SPL的中位值

表达水平是用GUS  siRNA处理的对照植物的1.89倍(图51A-B)。

[0490] 实施例28

[0491] 番茄中用50  µg/ml  dsRNA处理后FW2.2表达改变

[0492] 如实施例1和23中所述，番茄种子用来源于FW2.2基因的dsRNA处理。作为对照，种

子用相同浓度的GUS  dsRNA处理。FW2.2  dsRNA序列见表13。

[0493] 在处理之前，通过吸光度(NanoDrop)和通过HPLC评价dsRNA浓度和纯度。按照

NanoDrop测量的dsRNA的浓度为1791  µg/ml。HPLC显示，样品主要含有dsRNA，但其它种类

(核苷酸和ssRNA)也存在于溶液中。按照HPLC分析，FW2.2溶液含有1410  µg/ml的dsRNA和

473  µg/ml的ssRNA  (参见图52A-B)。

[0494] 种子用dsRNA以50 μg/ml的浓度(通过HPLC测量测定)处理2、6和24小时。处理后17

天(在处理24小时的植物中)和18天(在处理2和6小时的植物中)从萌发种子的叶中提取总

RNA。使用寡dT引物制备cDNA，在处理植物和对照植物中通过实时PCR测定FW2.2  mRNA的表

达水平。用于FW2.2实时PCR的引物为TCTCTGGGCTTGTATCATCC  (正向引物，SEQ  ID  NO:  137)

和GCTGCTCAAGGTGTTTGTG  (反向引物，SEQ  ID  NO:  138)。这些引物位于dsRNA区以外，在3'

UTR处。

[0495] 在所有培育时间内，实现种子处理后FW2 .2  mRNA的减量调节(p值≤0.1)。在用

FW2.2  dsRNA处理2、6和24小时的植物中FW2.2的中位值表达水平分别是用GUS  dsRNA处理

的对照植物的1/1.26、1/1.09和1/1.41  (图53A-B至55A-B)。

[0496] 实施例29

[0497] 水稻中用DELLA  dsRNA处理后DELLA表达改变

[0498] 水稻种子采用实施例1所述方案处理。将种子洗涤4小时，在室温下干燥过夜，并用

DELLA  dsRNA  (参见表15)以142 μg/ml的浓度在15℃下处理24小时。处理后13天从萌发种

子的叶中提取总RNA。使用寡dT引物制备cDNA，在处理植物和对照植物中通过实时PCR测定

DELLA  mRNA的表达水平(参见表15)。

[0499] 该分析显示DELLA  mRNA的显著(p值<0.05)减量调节。在用DELLA  dsRNA处理的植

物中DELLA的中位值表达水平是用GUS  dsRNA处理的对照植物中的1/3.73  (图56A-B)。

[0500] 实施例30

[0501] 小麦中PDS  dsRNA处理后幼苗发育延迟和PDS表达改变

[0502] 小麦种子采用实施例1所述方案处理。种子用两种PDS  dsRNA片段(参见表19)的混

合物在15℃下处理4小时，然后在湿纸巾上萌发。混合物中dsRNA的浓度对于片段#1  (SEQ 

ID  NO:  141)为136 μg/ml，对于片段#2  (SEQ  ID  NO:  144)为125 μg/ml。在处理后3天，用

PDS  dsRNA混合物处理的种子显示发育受阻和延迟，如通过与用200 μg/ml  GUS  dsRNA或

0.1mM  EDTA处理的对照种子相比苗较小和生根减少所见一样(图57A-B)。

[0503] 表19：用于小麦PDS  dsRNA体外转录的引物和所得dsRNA产物。

说　明　书 54/75 页

57

CN 104619843 B

57



[0504]

[0505]

[0506] 实施例31
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[0507] 玉米中用TB1  dsRNA处理后TB1表达改变

[0508] 玉米种子采用实施例1所述方案处理。将种子洗涤4小时，在30℃下干燥过夜，用

TB1  dsRNA  (参见表20)以25 μg/ml的浓度在15℃下处理24小时。作为对照，种子用相同浓

度的CGMMV  dsRNA  (表1，产物1，SEQ  ID  NO:  8)处理。在萌发后7.5周，从萌发种子的叶中提

取总RNA。使用寡dT引物制备cDNA，在处理植物和对照植物中通过实时PCR测定TB1  mRNA的

表达水平，使用GPM120作为归一化子(参见表20)。

[0509] 该分析显示dsRNA处理后TB1  mRNA的减量调节。在用TB1  dsRNA处理的植物中TB1

的中位值表达水平是用CGMMV  dsRNA处理的对照植物中的1/9.88  (图58A-B)。

[0510] 表20：玉米TB1的dsRNA和用于TB1和GPM120  mRNA实时PCR的引物。

[0511]

[0512] 实施例32

[0513] 玉米中用NAC  dsRNA处理后NAC表达改变

[0514] 采用convergent  T7  RNA聚合酶方法，体外合成两种标示的NAC  dsRNA序列(表

11)，并在0.1  mM  EDTA中稀释至50 μg/ml总核酸的浓度。在轻轻振荡的同时，将15粒近交
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(LH244)玉米种子在7.5  ml的该dsRNA溶液中在15  ml管中在15℃下避光培育24小时。用

dsRNA处理后，一组种子用水洗涤3次，然后在30℃下干燥过夜。第二组种子在dsRNA溶液中

吸涨后直接种植。

[0515] 在处理后，将种子转移到含有湿润滤纸的种子萌发箱(每箱15粒种子)，并在生长

室装置中在25℃下避光萌发，或种植在土壤中并在温室中萌发。

[0516] 在萌发箱中处理后5天，从萌发种子中收获嫩枝组织(包括中胚轴和胚芽鞘基部)

用于RNA分析。已干燥的种子只要4天萌发，而没有干燥步骤而萌发的种子需要5天以萌发。

然而，干燥导致萌发同步性改进使得2组植物跨越相似的发育阶段。通过Taqman进行RNA分

析，使用Zm.  GPM120基因用于将值归一化以校正样品浓度的差异(表21)。将RQ值转化成

log10用于分析。离群数据点定义为距均值3标准差，并在分析前从数据集剔除。

[0517] 种子用NAC  dsRNA处理导致NAC表达增加，使得NAC  mRNA水平是GUS对照值的1.7-

2.2倍(表22和图59A和59B)。

[0518] 在另一项实验中，种子如上所述进行处理，并直接种植在土壤中。种植后12天，在

种植前未洗涤和干燥的种子的V1叶中NAC  mRNA表达降低(图59C和表23)。这些植物还显示

种植后16天植物高度降低(表24)。

[0519] 表21：用于通过实时PCR测定NAC  mRNA表达水平的引物。

[0520]

[0521] 表22：玉米5日龄幼苗嫩枝组织中NAC基因的mRNA浓度。

[0522]

[0523] GUS_干燥和NAC_干燥，用dsRNA处理后将种子洗涤并干燥。其它组在用dsRNA处理

后直接放入种子萌发箱。适当时，与对照的比较采用Dunnett方法，对照组=  GUS_干燥或

GUS。

[0524] 表23：玉米12日龄叶组织中NAC基因的mRNA浓度。
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[0525]

[0526] 表24：16日龄玉米植物的高度。

[0527]

[0528] 实施例33

[0529] 种子用HY5  dsRNA处理后莴苣植物中HY5  mRNA表达变化

[0530] LONG  HYPOCOTYL  5  (HY5)基因编码植物响应光的关键正调节物(Oyama，Shimura

等，1997)。莴苣在彼此具有79%  DNA序列同一性的染色体5和6上含有与拟南芥HY5有关的2

个基因。从各基因的cDNA序列中选择约500  bp区域作为触发物(表25)，并采用convergent 

T7  RNA聚合酶方法体外制备dsRNA。将dsRNA以50 μg/ml的浓度溶于0.1  mM  EDTA中。在轻轻

振荡的同时，将30粒变种Sun  Valley的莴苣种子在2  ml微量离心管中的1.5  ml的该dsRNA

溶液中在15℃下避光培育24小时。种子然后用水洗涤3次，然后转移到含有12  ml水的种子

萌发箱(每箱9粒种子)中，或转移到土壤中。使箱中的种子在25℃下在光下萌发7天，然后收

获嫩枝组织用于RNA分析。通过Taqman进行RNA分析，使用莴苣遍在蛋白测定法用于值的归

一化以校正样品浓度的差异(表25)。

[0531] 表25：HY5.5和HY5.6的dsRNA和用于实时PCR的引物。
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[0532]

[0533] 表26和图60A显示与用GUS  dsRNA处理的种子的苗相比，当种子用来自HY5 .5或

HY5 .6基因的dsRNA处理时，HY5.5基因的mRNA水平升高2-3倍。与用GUS  dsRNA处理相比，

HY5.6基因的mRNA水平在用HY5  dsRNA处理后升高约2倍(表27和图60B)。
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[0534] 表26：用不同dsRNA处理的1周龄苗的嫩枝中HY5.5  mRNA的浓度。

[0535]

[0536] 采用Dunnett方法与对照的比较，对照组=  GUS-1。

[0537] 表27：用不同dsRNA处理的1周龄苗的嫩枝中HY5.6  mRNA的浓度。

[0538]

[0539] 采用Dunnett方法与对照的比较，对照组=  GUS-1。

[0540] 在另一项实验中，植物如上述处理，并在温室中生长2周。然后，收获穿孔叶片，分

析mRNA浓度。在这些较老的植物中，观察到HY5表达降低。表28和图60C显示与自用作为对照

的GUS  dsRNA和莴苣DHFR  dsRNA  (表30)处理的种子生长的植物相比，当种子用来自HY5.5

或HY5.6基因的dsRNA处理时植物中HY5.5基因的mRNA水平。表29和图60D显示与自用作为对

照的GUS  dsRNA和莴苣DHFR  dsRNA  (表30)处理的种子生长的植物相比，当种子用来自

HY5.5或HY5.6基因的dsRNA处理时植物中HY5.6基因的mRNA水平。

[0541] 表28：用不同dsRNA处理的2周龄植物的叶中HY5.5  mRNA的浓度。

[0542]

[0543] 表29：用不同dsRNA处理的2周龄植物的叶中HY5.6  mRNA的浓度。
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[0544]

[0545] 实施例34

[0546] 种子用DHFR  dsRNA处理后莴苣植物中黄烷酮醇4-还原酶(DHFR)  mRNA表达改变

[0547] 黄烷酮醇4-还原酶(DHFR)是花色素苷生物合成途径中的酶。在莴苣中鉴定出一种

DHFR基因，且524  bp区域选自cDNA序列作为触发物(表30)。采用针对DFR和GUS对照序列的

convergent  T7  RNA聚合酶方法，体外制备dsRNA。

[0548] 表30：DHFR的dsRNA和用于实时PCR的引物。

[0549]

[0550] 将dsRNA以50 μg/ml的浓度溶于0.1  mM  EDTA中。莴苣变种8N  LLF  65-2713141 
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Batavia是用于这些研究的深着色为红色的变种。在轻轻振荡的同时，将30粒莴苣种子在2 

ml微量离心管中的1.5  ml的dsRNA溶液中在15℃下避光培育24小时。种子然后用水洗涤3

次，然后转移到含有12  ml水的种子萌发箱(每箱10粒种子)，或转移到土壤中。箱中的种子

在光中在20℃下萌发7天，然后收获嫩枝组织用于RNA分析。通过Taqman进行RNA分析，使用

莴苣遍在蛋白测定法用于值的归一化以校正样品浓度的差异(表25和30)。

[0551] 与用GUS  dsRNA或缓冲液对照处理的种子相比，当种子用针对DHFR的dsRNA处理时

DHFR的mRNA水平显著降低(表31和图61)。

[0552] 表31：用dsRNA处理的1周龄苗的嫩枝中DHFR  mRNA的浓度。

[0553]

[0554] 采用Dunnett方法与对照的比较，对照组=  GUS-2。

[0555] 实施例35

[0556] 用DND1  dsRNA处理种子后黄瓜中DND1  mRNA的表达改变和RKN根瘿形成减少

[0557] DND1  (defense  no  death)，是一种植物防御的负调节物。DND1的突变导致组成型

系统抗性和水杨酸水平升高(Clough等，2000)。在室温下(约20C)，将Straight  8黄瓜变种

的种子以单层放在塑料箱中，并覆盖5-12体积的水。轻轻搅拌的同时将种子在水中洗涤4小

时。洗涤后，将种子在约30C下在滤纸上风干12-24小时。将黄瓜DND1  dsRNA  (表32)悬浮于

0.1mM  EDTA  (用0.5M  pH8.0原液稀释)中至100μg/ml。使用1:5(w/v)比率的dsRNA溶液与种

子(例如对于1克种子用含dsRNA的EDTA的5mL溶液)。将种子放入50mL锥形管，在15C下轻轻

搅拌的同时培育24小时。培养后，轻轻搅拌的同时将种子各自在至完全充满塑料容器的体

积的水中洗涤3次1分钟，并在种植前在滤纸上干燥。

[0558] 表32：GFP和黄瓜DND1的dsRNA和用于实时PCR的引物。
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[0559]
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[0560]

[0561] 通过Taqman实时PCR进行RNA分析，使用黄瓜ELF1a测定法用于值的归一化以校正

样品浓度的差异(对于引物和Taqman探针序列参见表32)。对自用DND1  dsRNA处理的种子萌

发的15日龄黄瓜叶样品的分析证实，与用GFP  dsRNA处理的对照种子相比DND1基因的表达

改变(对于GFP  dsRNA序列参见表32，对于实时PCR分析见表33和图62A)。

[0562] 表33：用DND1  dsRNA处理的15日龄黄瓜叶中DND1  mRNA的浓度。

[0563]

[0564] 采用Dunnett方法与对照的比较，对照组=  GFP-1。

[0565] 在另一项实验中，如上所述，将100粒黄瓜种子用含有黄瓜DND1转录序列的dsRNA 

(表32，dsRNA  #2  T33788)处理。将处理种子置于1/4MS板中3天。将10  ml干沙加入各玻璃小

瓶中，通过倾斜小瓶并将幼苗以正确方向铺放，使得子叶恰好沙上面，然后回倾以用沙覆盖

胚根，来种植苗。将3.3  ml水加入各小瓶中，把小瓶放在荧光工作台下的托架上。将250个蠕

虫状卵(vermiform  egg)或300  J2  RKN接种在各管的50  ul去离子或矿泉水中。需要时给植

物浇水。在接种后11天，通过洗掉根上的沙，进行黄瓜植物的收获。对各个样品进行的根的

百分比瘿瘤评级，表明当与分别用0.1  mM  EDTA和GFP  dsRNA处理的对照相比时，RKN瘿瘤形

成减少26%和21%  (图62B)。

[0566] 实施例36

[0567] 种子用PMR5  dsRNA处理后黄瓜中PMR5  mRNA的表达改变

[0568] PMR5属于未知功能的植物特异性基因家族。拟南芥基因PMR5  的突变(白粉病抗

性)，具有富含果胶的细胞壁，并赋予白粉病抗性(Vogel等，2004)。

[0569] 如实施例35中所述，黄瓜种子用PMR5  dsRNA处理(表34)。如实施例35中所述分析

自处理种子萌发的叶。与GFP处理种子相比，PMR5处理种子中表明PMR5基因的表达改变(表

35和图63)。

[0570] 表34：黄瓜PMR5的dsRNA和用于实时PCR的引物。
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[0571]

[0572] 表35：自用PMR5  dsRNA处理的种子萌发的15日龄黄瓜叶中PMR5  mRNA的浓度。

[0573]

[0574] 实施例37

[0575] 种子用TubG  dsRNA处理后黄瓜中TubG  mRNA表达改变
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[0576] TubG编码γ-微管蛋白(Snustad ,  D.P.,等，1992)。如实施例35中所述，黄瓜种子

用TubG  dsRNA处理(表36)。如实施例35中所述，分析自处理种子萌发的叶。证实与GFP处理

种子相比，处理种子的叶中TubG基因的表达改变(表37和图64)。

[0577] 表36：黄瓜TubG的dsRNA和用于实时PCR的引物。

[0578]

[0579] 表37：自用TubG  dsRNA处理的种子萌发的15日龄黄瓜叶中TubG  mRNA的浓度。
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[0580]

[0581] 实施例38

[0582] 用DND1  dsRNA处理种子后番茄中DND1  mRNA表达改变

[0583] 如实施例35中所述(只是在dsRNA培育步骤中使用2ml微量离心管而不是50ml锥形

管)，Microtom变种番茄种子用DND1  dsRNA处理(表38)。通过Taqman实时PCR进行RNA分析，

采用番茄TIP41测定法用于值的归一化以校正样品浓度的差异(对于引物和Taqman探针序

列参见表38)。证实了与GFP处理种子相比，处理种子的叶中DND1基因的表达改变(表39和图

65)。

[0584] 表38：番茄DND1的dsRNA和用于实时PCR的引物。
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[0585]

[0586] 表39：自用DND1  dsRNA处理的种子萌发的15日龄番茄叶中DND1  mRNA的浓度。
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[0587]

[0588] 实施例39

[0589] 种子用PMR5  dsRNA处理后番茄中PMR5  mRNA的表达改变

[0590] 如实施例35和39中所述，番茄种子用PMR5  dsRNA处理(表40)。如实施例38中所述，

分析自处理种子萌发的叶。证实了与GFP处理种子相比，处理种子的叶中PMR5基因的表达改

变(表41和图66)。

[0591] 表40：番茄PMR5的dsRNA和用于实时PCR的引物。
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[0592]

[0593] 表41：自PMR5  dsRNA处理的种子萌发的15日龄番茄叶中PMR5  mRNA的浓度。

[0594]

[0595] 实施例40

[0596] 种子用MLO  dsRNA处理后番茄中MLO  mRNA的表达改变
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[0597] MLO，霉病抗性基因座O蛋白编码植物特异性膜蛋白，并被证实在拟南芥、大麦和番

茄的白粉病抗性中起作用(Bai等，2007)。如实施例35和38中所述，番茄种子用MLO  dsRNA处

理(表42)。如实施例38中所述，分析自处理种子萌发的叶。证实了与GFP处理种子相比，处理

种子的叶中MLO基因的表达改变(表43和图67)。

[0598] 表42：番茄MLO的dsRNA和用于实时PCR的引物。

[0599]

[0600] 表43：自用MLO  dsRNA处理的种子萌发的15日龄番茄叶MLO  mRNA的浓度。

说　明　书 71/75 页

74

CN 104619843 B

74



[0601]

[0602] 实施例41

[0603] 种子用dsRNA处理后番茄白粉病的减轻和mRNA表达的调节

[0604] Bi1是一种程序性细胞死亡的负调节物。如实施例35和38中所述，Microtom番茄种

子用含有番茄Bi1的dsRNA  (表44，dsRNA  #2)和PMR5  (表40，dsRNA  #1)  dsRNA处理。

[0605] 表44：番茄Bi1  dsRNA。

[0606]

[0607] 将用dsRNA处理的种子种植在掺肥料的M200土壤(Hummerts)中，并放入生长室。每

盆种植1粒番茄种子，约¼”进入土壤中，土壤的上部用水湿透。生长室设置为26/24C，16小时
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光照周期，50%湿度，光强度3，通过自动地下灌溉浇水4x/周。种植后14天，将盆按类似大小

有条理摆放。重复数为5株植物/处理。在第15天，随机选择植物，并转移到以下生长室条件：

22/20C，16小时光照周期，70%湿度，光强度3，M,W,F浇水。如下感染番茄白粉病(新番茄粉孢

菌(Oidium  neolycopersici))：

[0608] 1.  µl  Tween-20在250ml长颈瓶中在200  ml的d.  i.  H2O中混合。

[0609] 2.  极重的番茄母株上切下约20-25片叶，放入第二长颈瓶中。将约100-200  ml的

Tween  20溶液加入叶中直到霉进入溶液中。这通过振荡长颈瓶完成。然后将溶液转移到喷

药瓶中，插入喷嘴，完成在植物上的均匀喷洒。在喷施期间将育苗盘旋转4次。

[0610] 感染后8天，取样品用于qPCR。PMR5  (表40，dsRNA  #1)处理植物显示与用GFP和

0.1mM  EDTA  (制剂)作为对照处理的植物相比，PMR5表达显著增量调节(表45)。

[0611] 表45：自用PMR5  dsRNA处理的种子萌发并被白粉病感染的21日龄番茄叶中PMR5 

mRNA的浓度。

[0612]

[0613] 染病后14天，针对被白粉病覆盖的叶面积的百分比对发育进行评分。评定值设定

为0、10、25和50%感染。采用Anova单因素分析(α=.1)对数据进行分析。计算½  LSD，产生示图

的自定义误差条。利用处理平均数绘制与GFP对照相比病害减少百分比的示图。该分析表明

与GFP处理的番茄种子相比，病害减少23%  (p值<0.1，图68)。

[0614] 实施例42

[0615] 种子用dsRNA处理后大豆中PHYA  mRNA表达的调节

[0616] 通过将种子用含有来自大豆植物光敏素A  (PHYA)基因E3和E4的序列的dsRNA处

理，来靶向这些基因。采用convergent  T7  RNA聚合酶方法，体外合成PHYAE3和PHYAE4 

dsRNA序列(表46)。将两种基因的dsRNA混合，并使之达到在0.1  mM  EDTA中的50 μg/ml总核

酸的终浓度。在轻轻振荡的同时，将15粒大豆(Williams  82)种子在15  ml管中的7.5  ml该

dsRNA溶液中或在来自GUS对照的dsRNA中在15C下避光培育24小时。处理后，将种子转移到

含有湿润滤纸的种子萌发箱(每箱15粒种子)中，并在设置为25C下避光的生长室中萌发。

[0617] 处理后5天，从萌发箱中萌发的种子中收获嫩枝组织(不包括子叶)用于RNA分析。

通过Taqman进行RNA分析，使用Gm.ref16基因用于值的归一化以校正样品浓度的差异(表

46)。在剔除离群值后，将RQ值转化成log10用于分析。

[0618] 种子用PHYAE3和PHYAE4  dsRNA处理导致幼苗嫩枝中PHYAE3表达增加，使得PHYAE3 

mRNA水平是GUS对照值的1.7倍(表47和图69)。

[0619] 表46：大豆PHYAE3和PHYAE4  dsRNA和用于实时PCR的引物。
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[0620]

[0621] 表47：1周大豆幼苗嫩枝组织中PHYA基因的mRNA浓度。
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[0622]

[0623] 虽然结合其具体实施方案描述了本发明，但是要明白，许多备选方案、修改和变化

对于本领域技术人员而言应是显而易见的。因此，意欲包括落入随附权利要求书的精神和

宽范围内的所有这样的备选方案、修改和变化。

[0624] 本说明书中所提及的所有出版物、专利和专利申请在本文均通过引用到本说明书

中以其整体结合到本文中，其程度就像每个单独的出版物、专利或专利申请具体而单独指

明通过引用结合到本文一样。另外，本申请的任何参考文献的引用或确认不应解释为承认

所述文献可作为本发明的先有技术而获得。就使用章节标题而言，它们不应解释为必然限

制性的。
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