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摘要: 病毒诱导的基因沉默(virus-induced gene silencing, VIGS)是一种RNA介导的植物抗病毒机制, 近年来在蔬菜作物基因

功能的研究中, VIGS作为一种快速、高效、高通量的反向遗传学新技术发挥了重要作用。由于VIGS技术需要借助病毒载

体来实现, 所以选择适宜的病毒载体是在性状各异的蔬菜中成功构建VIGS体系的关键。本文介绍了在蔬菜作物中应用的

VIGS载体及其在基因功能研究中的应用实例, 并分析了病毒载体在诱导蔬菜作物基因沉默时存在的一些问题及解决方法。 
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病毒诱导的基因沉默(virus-induced gene si-
lencing, VIGS)是植物体内普遍存在一种抵御外源

核酸入侵的防御反应机制, 属于转录后基因沉默

的现象(张新华和李富军2012)。目前, VIGS已发展

成为一种通过重组病毒来沉默植物内源基因的反

向遗传学新技术, 即利用携带目的基因片段的重

组病毒载体侵染植株, 随着病毒的复制和转录而

特异性地诱导序列同源基因mRNA降解或被甲基

化等修饰, 使植物内源基因的表达受到抑制,引起

植物表型或生理指标的变化, 进而阐明目的基因

的功能。因VIGS技术具有不需要进行遗传转化、

研究周期短、成本低及高通量等优势, 已成为功

能基因组学研究领域中最具吸引力的技术之一(Fu
等2006)。

VIGS技术由于需要借助病毒载体来实现, 所
以, 目前VIGS技术的应用研究主要围绕病毒载体

的开发或改造和植物基因功能的研究而展开。目

前常用的VIGS病毒载体主要包括DNA病毒载

体、RNA病毒载体和卫星病毒载体3大类(张新华

和李富军2012)。在蔬菜作物中, VIGS目前采用的

病毒载体多为RNA病毒载体。与其他科属的蔬菜

作物相比, 茄科蔬菜作物有相对较多的病毒载体

已被证明可以有效诱导基因沉默, 如以烟草脆裂

病毒(Tobacco rattle virus, TRV)、烟草花叶病毒

(Tobacco mosaic virus, TMV)、番茄曲叶(Tomato 
leaf curl virus, ToLCV)及黄化曲叶病毒(Tomato 
yellow leaf curl virus, TYLCV)、马铃薯X病毒(Po-
tato virus X, PVX)以及苹果潜隐球形病毒(Apple 
latent spherical virus, ALSV)等为基础进行改造而

获得的VIGS载体。

除此之外, 随着VIGS技术的不断发展, 在许

多其他科属的蔬菜作物上也已成功构建了VIGS体

系, 为蔬菜作物新基因的寻找及基因功能的研究

开辟了一条快捷高效的途径。本文就VIGS病毒载

体在蔬菜作物中的应用研究进展及存在的问题进

行了综述和分析。

1  烟草脆裂病毒VIGS载体在蔬菜作物上的应用

TRV是一种土壤传播病毒, 属于RNA病毒属, 该
病毒的基因组中含有2条RNA链: RNA1和RNA2。
RNA1能编码RNA聚合酶基因、运动蛋白以及富

含半胱氨酸的蛋白质; RNA2能编码衣壳蛋白以及

克隆目标基因的酶切位点, RNA1和RNA2两条链

构成双元载体, 因此, TRV介导的基因沉默需要

RNA1和RNA2的同时作用(Ratcliff等2001; Sent-
hil-Kumar和Mysore 2014)。

TRV病毒寄主范围广泛, 可以感染多种草本

植物和作物, 改造后的病毒可以促进病毒序列的

插入以及后续的侵染, 并且可以直接以宿主植物

生长点的RNA为目标, 具有沉默效率高、持续时

间长、引起的病毒症状轻等优点, 是目前VIGS技
术中应用最为广泛的病毒载体(Kumar等2012; 
Zhou等2012)。
1.1  茄科蔬菜中TRV载体的应用

1.1.1  番茄

TRV载体介导的VIGS在番茄中已被广泛的应

用, 目前在番茄植株及果实中利用TRV均已成功构

建了VIGS体系。而且, 随着TRV载体各种改良形

式的开发, 以及接种方式的多样化(农杆菌注射、

农杆菌渗透、农杆菌灌根等), 使TRV介导的VIGS
在番茄中的应用更加灵活高效。例如 ,  梅眉等
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(2013)克隆了南方根结线虫的ATP合成酶g亚基

(ATP synthase g subunit)基因Asg, 并利用VIGS技术

将其导入番茄植株, 使该基因沉默, 研究了Asg基
因与根结线虫病害的关系。结果发现, Asg基因沉

默对根结线虫病害有很好的防控作用, Asg基因可

能参与了根线虫的致病性。乙烯、水杨酸等信号

分子在调节植物抵抗各种逆境胁迫的过程中均发

挥了重要作用(孙军利等2014; 王娟和黄荣峰2015)。
Chen等(2009)利用TRV介导的VIGS技术沉默了番

茄体内乙烯、水杨酸以及丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)信号转导

途径中的多个基因, 进一步揭示了与乙烯、水杨

酸以及MAPK相关的防御信号途径参与了番茄抵

抗细菌性枯萎病的过程, 共同构成了番茄抵抗细菌

性枯萎病的多层防御体系。另外, Senthil- Kumar和
Mysore (2011)指出TRV介导的VIGS在番茄中也可

诱导可遗传的转录后水平的基因沉默。

1.1.2  辣椒

目前研究表明, 一些基因已经成功在辣椒中

通过VIGS技术被沉默 ,  所应用的载体主要是

TRV。如Chung等(2004)利用TRV介导的VIGS技
术, 在辣椒中沉默了核酮糖二磷酸羧化酶小亚基

(ribulose bisphosphate carboxylase small subunit, 
rbcS)和八氢番茄红素脱氢酶(phytoene desaturase, 
PDS)的基因, 2周之后辣椒植株出现了明显的浅黄

色和光漂白现象。经Northern blot分析发现rbcS和
PDS基因的表达水平明显降低。这是第一次在辣

椒中成功运用了VIGS技术, 这为辣椒基因功能的

研究提供了有力的工具。马宁等(2014)也以辣椒

恢复系121C为材料, 成功构建了控制花器官发育

的B基因PAP3和PDS基因的重组载体TRV-PAP3和
TRV-PDS, 为辣椒花器官发育过程中PAP3基因功

能的研究提供了实验材料。

呈现紫色的观赏性辣椒经济价值较高, 其紫

色的呈现是由于花青素的积累造成的 (王华等

2015)。Zhang等(2015)以TRV介导的VIGS技术沉

默了辣椒的MYB转录因子的基因, 研究了MYB对
花青素合成的调控。结果发现参与花青素生物合

成的12个结构基因中除了苯丙氨酸解氨酶、肉桂

酸-4-羟化酶和水稻4-香豆酸CoA连接酶外, 其他基

因的表达均受到不同程度的抑制, 这表明MYB在

调节与花青素生物合成相关的基因表达中发挥着

重要的作用。Arce-Rodríguez和Ochoa-Alejo (2015)
为了研究酰基转移酶3 (acyltransferase3, AT3)基因

在辣椒素合成中的作用, 构建了TRV-AT3重组载

体, 沉默AT3基因。结果表明, 沉默植株中AT3基因

的表达量、辣椒碱和二氢辣椒碱的含量分别降低

了81.1%、89.6%和87.7%, 而且AT3的沉默也导致

参与辣椒素生物合成相关基因的表达明显降低。

1.1.3  茄子

Liu等(2012)利用TRV病毒载体沉默了茄子的

PDS基因, 沉默植株的叶片出现了光漂白现象。为

了进一步验证在茄子中该技术的可靠性, Liu等
(2012)又选择了茄子中编码镁螯合酶H亚基的基因

(H subunit of magnesium protoporphyrin chelatase, 
ChlH)及其同源基因(Su)以及编码1-脱氧木酮糖-5-
磷酸合成酶的基因(cloroplasto alterados, CLA1)为
报告基因, 结果发现ChlH和Su基因的沉默使茄子

的叶片发黄, 而CLA1基因沉默后茄子植株中出现

白化现象。除上述表征外, 沉默植物中上述基因

的表达量也明显的下降。由此表明, TRV介导的

VIGS体系可以成功地应用在茄子中, 为茄子基因

功能的研究提供了一种快速、高效的方法。赵祯

等(2015)也利用TRV载体沉默了编码甲硫氨酸亚

砜还原酶(sequence of methionine sulfoxide reduc-
tase A, SmMsrA)的基因, 发现沉默植株的叶片呈花

叶状, 果实变小, 表明SmMsrA基因参与茄子果实发

育的正向调控。

1.2  十字花科蔬菜中TRV载体的应用

十字花科植物在世界范围内广泛分布, 主要

集中在北温带地区, 在我国分布也极为广泛。

张怡等(2013)通过扩增棉花、大豆、拟南芥

的CLA的基因片段, 并将其分别与改造后的TRV病

毒载体构建重组载体, 通过农杆菌侵染蔊菜并观

察其表型变化。实验结果表明不同的CLA基因构

建的重组载体均使得蔊菜出现不同程度的白化现

象, 但是由同为十字花科的拟南芥CLA基因构建的

重组载体侵染的蔊菜白化现象最为严重, 说明不

同物种的同源性基因可导致基因的沉默, 但是沉

默效果有差异; 而蔊菜的CLA基因与拟南芥、棉花

和大豆的同源性分别为95%、77%和78%, 说明同

源性在77%以上即可引起沉默, 且同源性越高, 沉
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默效果越好, 这与先前Holzberg等(2002)研究结果

所说的同源性在85%以上即可引起沉默相比, 又为

VIGS同源片段的扩增提供了新的理论依据。

TRV载体在油菜中也成功建立了VIGS沉默体

系。如王文静等(2015)利用TRV载体, 构建了茉莉

素受体复合蛋白(coronatine insensitive 1)基因COI1
的重组载体TRV-COI1, 通过农杆菌侵染的方法, 
使得该基因沉默。结果表明, COI1沉默的植株结

实能力显著降低, 其角果在授粉20 d以后的长度只

达到对照油菜角果授粉5 d后的长度, 角果中无正

常种子 ,  而且植株蚜虫的数量显著增多 ,  所以 , 
COI1基因的沉默可能会导致油菜不育性状的发

生, 并降低植株对蚜虫的抗性。

1.3  藜科蔬菜中TRV载体的应用

甜菜属于藜科植物, 2013年甜菜全基因组的

测序已完成, 这对于甜菜育种、基因功能鉴定等

研究具有里程碑意义, 但甜菜获得稳定的遗传转

化体较为困难, 所以, 建立针对于甜菜的VIGS体系

对于鉴定大量的基因序列信息具有重要的意义。

龚攀等(2015)利用TRV病毒载体在农杆菌的介导

下侵染甜菜幼苗叶片, 发现叶片出现了卷曲和局

部颗粒状突起, 表现出侵染症状, 随后课题组利用

TRV与番茄的PDS基因构建了重组载体, 在农杆菌

介导下侵染甜菜植株, 7周后植株叶片出现边缘泛

黄并略显透明的表征, 经PCR验证在被侵染的植株

叶片中发现了目标片段, 该研究结果为构建甜菜

的VIGS体系奠定了基础。

2  番茄曲叶及黄化曲叶病毒VIGS载体在蔬菜作物

上的应用

ToLCV与TYLVC均属于双生病毒科(Gemini-
viridae)菜豆金色花叶病毒属(Begomovirus), 主要

分布于热带和亚热带地区, 可侵染番茄、烟草、

南瓜、木薯、棉花等重要的经济作物(Liu等2013; 
Verlaan等2013)。这两种病毒的基因组均为单链环

状的DNA-A, 包含6个开放阅读框(open read frame, 
ORF): 其中AV1和AV2位于病毒链上, 编码衣壳蛋

白; 其他ORF位于互补链上, 编码复制相关蛋白

(AC1)、转录激活蛋白(AC2)、复制增强子蛋白

(AC3)和症状决定因子(AC4) (Yadav等2015; Bar-
Ziv等2015; van Wezel等2002; Vu等2013)。

目前ToLCV介导的VIGS体系仅在番茄中构

建成功。Pandey等(2009)分别以番茄中增殖细胞

核抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)和
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)的基

因与ToLCV构建重组载体ToLCV-PCNA和ToL-
CV-GFP, 并以农杆菌渗透的方法侵染番茄, 结果

ToLCV-GFP处理过的植株在渗透后6 d叶片有荧光

物质生成; ToLCV-PCNA侵染过的植株出现了生长

显著矮化的表征, 而且PCNA的转录水平明显下降, 
而空载体处理过的植株并未出现明显的表型改变。

由TYLCV构建的VIGS体系在白菜基因功能

的研究中已有成功的应用。在研究白菜的细胞质

不育中发现一种bHLHs (basic helix-loop-helix pro-
teins)转录因子BcbHLHpol, 可能在调控花粉的发

育中起作用, 但其机制尚不明确。Liu等(2014)构
建了TYLCV-bHLHpol重组载体, 并侵染不结球白

菜, 结果发现受侵染植株有雄性不育和植株矮小

甚至花粉的败育的表征出现, 这表明BcbHLHpol在
花粉发育中发挥着正向调控的作用。进一步的研

究表明BcbHLHpol可被低温诱导, 推测该基因在减

数分裂中起着重要的作用。

3  苹果潜隐球形病毒VIGS载体在蔬菜作物上的应用

ALSV属于樱桃锉叶病毒属(Cheravirus) (Le 
Gall等2007), 最早是在苹果树中发现的。该病毒有

2条单链RNA (RNA1和RNA2), 以及3种衣壳蛋白。

其中, RNA1长度为6 813 bp, 有一个单独的ORF, 编
码1个含有蛋白酶辅助因子、NTP结合解旋酶、半

胱氨酸蛋白酶以及RNA聚合酶的复合体; RNA2的
长度为3 385 bp, 也有1个编码多肽的ORF, 包括1个N
端的移动蛋白以及C端的3个衣壳蛋白(Li等2000)。

ALSV可以侵染苹果、梨等蔷薇科植物(Chant- 
reau等2015), 拟南芥、番茄等(Igarashi等2009)茄科

植物, 以及葫芦科和豆科植物(Nakatsuka等2015), 
并且不会引起严重的病毒侵染症状。但是, ALSV
病毒基因组的表达模式影响其在VIGS技术中的应

用。因为, ALSV病毒的RNA翻译时先合成1个分

子质量很大的前体蛋白, 再由专一的蛋白酶加工

裂解, 才能成为成熟的蛋白质, 这就要求目标基因

序列必须与ALSV的克隆位点相连接, 所以ALSV
很难像其他载体一样高通量的表达植物基因组

(Nakatsuka等2015); 而且ALSV属于木质部难养菌, 
因此只能感染植株的韧皮部, 这也限制了该载体
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的应用范围(Chantreau等2015)。目前在葫芦科、

豆科等蔬菜作物上已经成功构建了以ALSV为载

体的VIGS体系。

3.1  葫芦科蔬菜中ALSV载体的应用

ALSV可以侵染大多数的葫芦科植株。Iga-
rashi等(2009)利用黄瓜叶片中的PDS和Su基因分别

与ALSV病毒构建了ALSV-PDS和ALSV-Su重组载

体, 并利用农杆菌转化法接种黄瓜、香瓜、西葫

芦、西瓜、葫芦和丝瓜的子叶, 发现侵染ALSV-PDS
重组载体的植株都出现了与敲除PDS基因一样的光

漂白现象, 而且用ALSV-Su处理的植株也均出现了

因Su沉默而导致的叶片发黄的表征。但是用相同

方法处理南瓜子叶, 未出现明显的沉默表型。

3.2  豆科及其他蔬菜作物ALSV载体的应用

豆科植物中也已成功构建了以ALSV为载体

的VIGS体系, Igarashi等(2009)从大豆植物中提取

PDS基因与ALSV构建重组载体后分别侵染大豆、

豌豆、菜豆和豇豆植株的第1片叶子, 发现受侵染

植株的第3片叶子开始出现白色斑点的沉默表型, 
随后的第4和第5片叶子也延续了光漂白的表征, 
这种沉默现象持续了约1个月的时间, 但豇豆植株

叶片被重组载体侵染之后, 出现了叶片发黄的表

征, 这与PDS基因沉默会导致叶片出现光漂白的现

象不符, 需要进一步的探究。

除了豆科作物外, Igarashi等(2009)还分别在

番茄、拟南芥与瓜类等蔬菜和其他植物中进行了

VIGS实验, 如用ALSV-PDS侵染过的拟南芥植株

在接种后8~14 d内都出现了光漂白现象, 并且漂白

现象持续了2个月之久; 半定量PCR结果表明, 沉默

叶片中的PDS基因表达量明显降低。

4  马铃薯X病毒

PVX是自然界中广泛存在的一种RNA病毒, 
其宿主范围广泛, 可以侵染以茄科植物为主的16
个科的植物。该病毒基因组含有5个ORF: ORF1编
码病毒的RNA聚合酶; ORF2~ORF4三个基因相互

重叠, 称为三基因区段, 参与编码移动蛋白; ORF5
参与编码衣壳蛋白(曲静等2003)。

Faivre-Rampant等(2009)报道, 基于PVX病毒

的VIGS载体可有效地诱导二倍体与四倍体马铃薯

的叶片与块茎中PDS基因的沉默, 而且PVX介导的

PDS基因沉默在体外四倍体马铃薯的组培苗中可

以持续多个周期。张晓萝和赵君(2013)也利用

PVX病毒与PDS基因构建的重组载体, 研究了不同

的侵染方式对多个马铃薯品种VIGS效果的影响。

结果发现, 不同品种的马铃薯PDS基因沉默差异较

大, 而不同的侵染方式对VIGS介导的PDS沉默效

果无明显影响。基于PVX病毒的VIGS技术不但有

助于马铃薯表达序列标签的大规模功能分析, 并
为马铃薯块茎及试管薯发育机制的研究提供了一

种非侵入性的反向遗传学方法。

5  VIGS载体应用中的问题及应用展望 
尽管目前已成功构建了多个可以在蔬菜作物

中应用VIGS技术的病毒载体, 但是在蔬菜中实施

该技术时还存在以下几个问题。

5.1  环境影响

环境对于病毒在宿主植物中的扩散能力有很

大的影响, 而温度是病毒粒子扩散的最主要的影

响因子。根据植物种类的不同, 引起最高沉默效

率的温度也不一样。实验证明番茄出现较好的沉

默表型是在21°C甚至更低的温度(Fu等2006); 而茄

子在20~25°C均可出现有效的沉默效果(赵祯等

2015)。因此, 即使同一种病毒载体, 针对不同的蔬

菜作物仍需摸索引起有效沉默效果的适宜温度。

5.2  载体对宿主的选择性

现阶段尽管已经有多种病毒载体被成功的应

用到VIGS体系中来, 但是还有很多蔬菜作物仍然

没有合适的病毒载体。另外, 有的虽然已构建了

VIGS体系, 但是其沉默效果并不可观, 比如TRV载

体虽然可以侵染多种蔬菜作物, 但是在不同的植

物中, 病毒的扩散和繁殖能力有很大差距。一般

来说, TRV载体在茄科植物中的扩散和增殖能力较

强(赵祯等2015)。
5.3  载体的致病性

病毒是蔬菜作物的重要病原物, 且大多数植

物病毒都可以昆虫为介体进行传播。所以, 虽然

植物病毒种类繁多, 但并不是所有的病毒都适用

于VIGS体系的建立。为避免因使用病毒载体而引

起的蔬菜病毒病危害和流行, 在构建VIGS病毒载

体时就需要选用当地已经存在的、无虫传能力的

弱毒株, 这样也有利于基因沉默表型的观测。对

于致病性强的病毒, 可通过敲除或突变与致病相

关的基因后再应用于VIGS体系中。
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5.4  侵染方式的影响

由于不同植株对病毒载体的敏感程度不同, 
因此在进行侵染时, 侵染方式也对VIGS沉默效率

有一定的影响。目前应用较为广泛的侵染方法主

要有以下几种: 叶背注射渗透法、根吸收法、机

械伤口侵染法、微粒轰击法(Ruiz等1998)以及真

空渗透法(Yan等2012)等。一般来说TRV载体用不

同的侵染方法都可以达到较为理想的沉默效果, 
但是对于机械伤口侵染法来说TRV介导的VIGS技
术效果不佳(Zhang等2010)。

综上所述, 虽然VIGS技术在蔬菜中的实施还

存在很多的问题, 但是因为利用病毒载体可以同

时沉默多个基因, 且各个基因之间无影响, 从而使

得该技术可以快速、高效、高通量的沉默目的基

因, 有着其他基因功能研究技术所不能比拟的优

点, 还是植物基因组功能研究的主要方法之一, 并
在以后蔬菜品种的改良以及防止病虫害等方面的

研究中发挥更大的作用。
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Progress of research on application of VIGS vectors in vegetables
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Abstract: Virus-induced gene silencing (VIGS) is an RNA-mediated antiviral defense mechanism of plant. In 
recent years, VIGS technology as a fast, effective, high-throughout reverse genetics technology has played an 
important role in the function study of vegetable gene. VIGS technology is based on the virus vector, so it is the 
key to selecting a suitable vector for successful implementation of VIGS in a variety of vegetable crops. This 
paper reviewed the VIGS vectors and its application examples in the gene function research in vegetable. 
Meanwhile, the problems and its solutions of the application of VIGS in vegetable were analyzed.
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