
第 １３ 卷 第 １ 期

２ ０ １ ５ 年 ３ 月
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

生 物 信 息 学

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
Ｖｏｌ．１３ Ｎｏ．１

Ｍａｒ．，２０１５

收稿日期：２０１５－０１－２８；修回日期：２０１５－０３－０１
基金项目：科技部技术开发研究专项（２０１３ＥＧ１１１２３２）；农业部甜菜产业技术体系项目（ＣＡＲＳ－２１０１０２０２）。
作者简介：龚攀，男，硕士研究生，研究方向：植物生物技术； Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇｐ６８ｘ＠ １２６．ｃｏｍ．
∗通信作者：崔杰，博士，副教授，研究方向：植物抗逆分子机制；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｕｉｊｉｅ２００６＠ １６３．ｃｏｍ．

ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１５．０１．０４

ＶＩＧＳ 技术在甜菜上的应用

龚　 攀１，２，崔　 杰２∗，李俊良２，罗成飞２，杨虎臣２

（１．哈尔滨工业大学生命科学与技术学院，哈尔滨 １５００００；
２．哈尔滨工业大学食品科学与工程学院，哈尔滨 １５００９０）

摘　 要：病毒诱导基因沉默（ＶＩＧＳ）是一种应用于研究植物基因功能的反向遗传学手段。 相对于基因敲除及转基因等方法，它
具有时间短、成本低、高通量等优点。 随着甜菜全基因组的测序完成，为尽早对大量序列信息进行注释和功能鉴定，急需建立

甜菜 ＶＩＧＳ 体系。 本文采用目前应用最广泛的烟草脆裂病毒载体在农杆菌的介导下侵染甜菜幼苗叶片，同时设立对照。 提取

甜菜幼苗叶片总 ＲＮＡ，并反转录成 ｃＤＮＡ，设计特异引物进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 结果表明：在侵染植株上检测到了烟草脆裂病毒

特异条带，证明该病毒可以对甜菜进行侵染，这一结果为下一步建立甜菜 ＶＩＧＳ 体系奠定了基础。
关键词：甜菜；病毒诱导基因沉默；烟草脆裂病毒；ＲＴ⁃ＰＣＲ
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　 　 病 毒 诱 导 基 因 沉 默 （ ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ， ＶＩＧＳ）是一种 ＲＮＡ 介导的植物防御病毒

机制，是基于转录后基因沉默 （ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ，ＰＴＧＳ）的技术［１］。 ＶＩＧＳ 相对于目前

一些 成 熟 的 功 能 基 因 组 学 工 具 有 以 下 优 点：
（１）ＶＩＧＳ周期短，相对容易实施。 ＶＩＧＳ 可以在短期

内产生特定基因功能丧失表型从而快速分析其功能

特性［２］；（２）ＶＩＧＳ 避免了植物遗传转化。 一旦 ＶＩＧＳ

系统建立后，在遗传转化较为困难中的植物中进行

基因功能分析相对容易［３］；（３）ＶＩＧＳ 允许对产生致

死表型基因进行功能性分析。 它可以用来研究胚胎

发育、出苗率及活力相关基因［３－５］；（４）ＶＩＧＳ 可以克

服功能冗余。 使用 ＶＩＧＳ 沉默保守区域，多个相关

的基 因 或 基 因 家 族 都 可 以 被 同 时 沉 默［６－７］；
（５）ＶＩＧＳ 能够及时沉默组织特异性基因。 例如，只
在植物开花或穗发育期进行侵染从而沉默特定器



官。 此外，ＶＩＧＳ 还可以用于快速沉默特定基因突变

体，或过表达特定基因的植株，从而可以短时间内研

究大量复杂的抗逆基因间的相互作用［８］。 ＶＩＧＳ 也

可作为其它转录后基因沉默的补充方法。
目前在植物上应用的 ＶＩＧＳ 病毒载体主要分为

三类：ＲＮＡ 病毒载体、ＤＮＡ 病毒载体及卫星病毒载

体。 烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）属于 ＲＮＡ 病毒，是目前是

应用最广泛的病毒载体，具有病毒症状较轻、沉默效

率高、持续时间长以及能够侵染分生组织等优

点［１０－１１］，同时它是植物中寄主范围最广的病毒，５０
多科双子叶和单子叶植物中约 ４００ 多个品种易受该

病毒侵染，并在许多寄主上侵染的同时不引起症

状［１２］。 ＴＲＶ 基因组中含有两条 ＲＮＡ 链，ＲＮＡ１ 能

编码 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶基因、运动蛋白以及

１６Ｋ 富含半胱氨酸的蛋白［１３］，ＲＮＡ２ 能够编码外壳

蛋白以及包含用来克隆目标基因的酶切位点［８］，两
条链构建成一个双元载体，ＴＲＶ 成功诱导沉默需要

ＲＮＡ１ 和 ＲＮＡ２ 同时渗透。
２０１３ 年，德国马克斯－普朗克分子遗传学研究

所和西班牙国家基因组调控中心等机构共同发布了

甜菜的全基因组测序信息［９］，这对于甜菜育种、基
因功能鉴定等研究具有里程碑意义。 由于甜菜获得

稳定的遗传转化体较为困难，鉴于 ＶＩＧＳ 体系的优

异性，开发一种针对于甜菜的病毒诱导基因沉默体

系对于鉴定大量的基因序列信息具有重要的意义。
在本研究中利用构建好的烟草脆裂病毒载体系统对

甜菜进行了侵染实验，研究 ＴＲＶ 病毒对甜菜的侵染

效果，为下一步构建甜菜 ＶＩＧＳ 体系及基因功能鉴

定奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 植物材料与培养

甜菜品种为哈尔滨工业大学食品学院甜菜遗传

育种课题组培育的二倍体材料 ＣＬ７，植株在人工气

候箱培养，培养条件为昼 ／夜温度 ２２ ／ １８ ℃，光 ／暗周

期 １６ ｈ ／ ８ ｈ，相对湿度（ＲＨ）５０％～７０ ％。 以出苗 １５
天左右（２ 片真叶甜菜）和出苗 ４０ 天左右（６ 片真叶

甜菜）为材料进行侵染实验。
１．２　 菌株与质粒

农杆菌菌株 ＧＶ３１０１，质粒 ｐＴＲＶ１，ｐＴＲＶ２⁃ＰＤＳ
（ＰＤＳ 基因来源于番茄）由江苏省农业科学院生物

技术所惠赠。
ＬＢ 固 体 培 养 基 含 ５０ ｍｇ·Ｌ－１ 卡 那 霉 素，

２５ ｍｇ·Ｌ－１利福平。 农杆菌重悬液含 ２００ ｍＭ 乙酰丁

香酮，１０ ｍＭ ＭＥＳ 和 １０ ｍＭ ＭｇＣｌ２。

１．３　 引物设计

反转录特异引物：ＴＣＣＣＣＴＡＴＧＧＴＡＡＧＡＣＡＡＴＧＡＧ［１４］，
位于ＴＲＶ２链下游。

ＲＴ⁃ＰＣＲ病毒检测引物：Ｆ： ＧＧＡＧＴＴＧＡＡＧＡＧＴＴＡＴＴ
ＡＣＣＧＡＡＧＧ；Ｒ： ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＡＡＣＴＣＡＡＡＴＧＣＴＡＣＣＡＡ，
位于编码 ＴＲＶ 病毒外壳蛋白基因上，用于检测病毒

扩散程度［１４］。
１．４　 农杆菌感受态制备

（１）挑取 ＧＶ３１０１ 单菌落接种于 ２ ｍＬ ＬＢ 液体

培养基（利福平 ２５ ｍｇ·Ｌ－１）中，２８ ℃过夜培养。
（２）吸取 １ ｍＬ 菌液接种至 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养

基（利福平２５ ｍｇ·Ｌ－１） 中，２８ ℃，２００ ｒｐｍ，培养至

ＯＤ６００ ＝ ０．５。
（３） 冰浴 １０ ｍｉｎ 后，４ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ，用

１０ ｍＬ预冷 ０．１５ Ｍ ＮａＣｌ 悬浮洗涤 １～２ 次。 ４ ０００ ｒｐｍ
离心 ５ ｍｉｎ，用 ２ ｍＬ 预冷 ２０ ｍＭ ＣａＣｌ 悬浮。

（４）冰浴 ３０ ｍｉｎ 后加入 ２０％的甘油（Ｖ ／ Ｖ），分
装，液氮速冻 １ ｍｉｎ，储存在－７０ ℃。
１．５　 转化

（１）将各 １ μｇ 质粒 ｐＴＲＶ１，ｐＴＲＶ２⁃ＰＤＳ 分别转

化农杆菌，冰浴 ３０ ｍｉｎ。
（２）液氮速冻 １ ｍｉｎ，立即 ３７ ℃水浴 ５ ｍｉｎ。
（３）加入 １ ｍＬ ＬＢ 液体培养基，２８ ℃，１５０ ｒｐｍ

培养 ２～３ｈ，４ ０００ ｒｐｍ 离心 １ ｍｉｎ。
（４）弃上清，加入 １００ μＬ ＬＢ 液体培养基，混

匀，涂抗性平板，２８ ℃培养 ２ 天。
１．６　 农杆菌侵染甜菜

（１）将含有 ｐＴＲＶ１ 和 ｐＴＲＶ２⁃ＰＤＳ 农杆菌２８ ℃
分别过夜培养至 ＯＤ６００ ＝ １．０ ～ ２．０，收集菌体，用重

悬液悬浮培养至 ＯＤ６００≈０．８，２８ ℃ 避光静置 ３ ～
４ ｈ。

（２）将含有 ｐＴＲＶｌ 和 ｐＴＲＶ２⁃ＰＤＳ 的农杆菌等

量混合。
（３）选择甜菜内轮叶片背部，用针头轻轻划破，

注射渗透叶片。
（４）接种 ５ 个星期后，观察表型。

１．７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测病毒侵染情况

（１）Ｔｒｉｚｏｌ 法提取实验组、对照组叶片总 ＲＮＡ。
（２） ｃＤＮＡ 第 一 链 合 成 使 用 Ｔａｋａｒａ 公 司

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ，按说

明书操作。 对照组使用随机引物，实验组使用反转

录特异引物。
（３）以 ｃＤＮＡ 为模板，使用病毒检测引物进行

ＰＣＲ 扩增。
（４）电泳及分析图像。
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２　 结果与分析

２．１　 甜菜叶片病毒侵染实验

我们对 ２ 片真叶和 ６ 片真叶期的甜菜叶片进行

了农杆菌侵染，同时设置两组对照组，一组为仅注射

重悬液的甜菜幼苗，另一组为注射了包含 ｐＴＲＶ１ 和

ｐＴＲＶ２⁃ＰＤＳ 侵染液的 ２ 片真叶期番茄幼苗，５ 周后，
观察植株叶片变化。

从甜菜实验组表型看到，２ 叶期和 ６ 叶期侵染

实验组叶片均出现了轻微卷曲和局部颗粒状突起，
表现出轻微的侵染症状（图 １ Ｂ， Ｃ），说明烟草脆裂

病毒可能对甜菜产生了影响。

A B C

图 １　 侵染 ５ 周后叶片表型变化

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｌｅａｆ ａｆｔｅｒ ５ ｗｅｅｋｓ
注：Ａ：甜菜对照组；Ｂ：６ 叶期甜菜侵染植株；Ｃ：２ 叶期甜菜侵染植株。
Ｎｏｔｅｓ： Ａ： ｔｈｅ ｂｅｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ６－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｅｅｔ； Ｃ： ２－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｅｅｔ．

　 　 在侵染约 ５ 周后，以番茄作对照组可以看到，从第

４～６ 片真叶开始出现漂白现象（如图 ２Ｂ），比预计的 １５
～２０ 天时间晚了许多，说明本研究中设置的培养条件

对于病毒在番茄上的繁殖传播并不是最适宜的。
在侵染约 ７ 周后，甜菜实验组，２ 叶期侵染和 ６

叶期侵染相继出现了部分叶片叶缘局部变黄并略显

透明的现象（如图 ２Ｃ，Ｄ），并且 ２ 叶期侵染甜菜出

现的部位相对较多，进一步表明病毒对甜菜产生了

侵染效果，并且幼苗期甜菜更适合病毒的积累繁殖。
由于 ＰＤＳ 基因在植物中相对较为保守，虽然在

ｐＴＲＶ２ 上构建的靶基因是来源于番茄的 ＰＤＳ 基因，
但对甜菜也产生了部分影响。

A B C D

图 ２　 侵染 ７ 周后叶片表型变化

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｌｅａｆ ａｆｔｅｒ ７ ｗｅｅｋｓ
注：Ａ：甜菜对照组；Ｂ：侵染 ５ 周后番茄对照组；Ｃ：６ 叶期甜菜侵染植株；Ｄ：２ 叶期甜菜侵染植株。
Ｎｏｔｅｓ： Ａ： ｔｈｅ ｂｅｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｔｏｍａｔｏ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ５ ｗｅｅｋｓ； Ｃ： ６－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｅｅｔ ｐｌａｎｔ； Ｄ： ２－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｅｅｔ ｐｌａｎｔ．

２．２　 病毒侵染植株分子检测

为检测 ＴＲＶ 在甜菜植株中的扩散情况，对出现叶

片局部漂白的甜菜老叶及新生嫩叶分别提取总 ＲＮＡ，
质量检测合格后，用于下步进行半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。
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分别取对照及处理组甜菜叶片 ２００ ｍｇ 提取总

ＲＮＡ，经琼脂糖电泳，结果见图 ３。 在 １８ ｓ 和 ２８ ｓ 区域

有明显条带，表明其完整性良好，可用于后续实验。

28s

18s

5s

图 ３　 甜菜叶片总 ＲＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ．３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｂｅｅｔ ｌｅａｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

　 　 上述提取的 ＲＮＡ 经反转录成 ｃＤＮＡ 后进行

ＲＴ⁃ＰＣＲ，结果表明，接种病毒后，病毒积累的情况各

不相同，在 ２ 叶期和 ６ 叶期侵染的植株老叶及 ２ 叶期

侵染的植株新生嫩叶中均检测到目标片段，但在 ６ 叶

期侵染植株嫩叶中没有检测到（见图 ４），表明 ＴＲＶ
病毒对于甜菜具有一定的侵染能力；研究结果还表

明，在本研究中设置的培养条件下，该病毒对于较小

的植株侵染能力较强，但是扩散能力对于较大的植株

来讲较弱，因此，今后还需进一步优化培养条件。

M 1 2 3 4 5 6

图 ４　 病毒侵染 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测图

Ｆｉｇ．４　 ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｍａｐ
注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００；１ ～ ６：不同 ｃＤＮＡ 模板 ＰＣＲ 产物；１：质粒

ｐＴＲＶ２；２：未侵染叶片；３：２ 叶期侵染嫩叶；４：２ 叶期侵染老叶；５：６ 叶

期侵染嫩叶；６：６ 叶期侵染老叶。
Ｎｏｔｅｓ： Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００； １ ～ ６： ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ； １： ｐｌａｓｍｉｄ ｐＴＲＶ２； ２： ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ｌｅａｆ； ３： ２－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｔｅｎｄｅｒ ｌｅａｆ； ４： ２－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｏｌｄ ｌｅａｆ； ５： ６－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｔｅｎｄｅｒ ｌｅａｆ； ６： ６－ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｏｌｄ ｌｅａｆ ．

３　 讨　 论

利用烟草脆裂病毒在甜菜上建立 ＶＩＧＳ 体系是

可行的。 烟草脆裂病毒侵染甜菜后，会产生轻微的

侵染症状，对于甜菜的生长发育影响不是很大。 本

研究结果显示，烟草脆裂病毒在甜菜中的扩散能力

相对于其他植物诸如烟草、番茄等较弱，环境对于病

毒的扩散繁殖能力有很大的影响，植物的培育条件

与 ＶＩＧＳ 的沉默效果密切相关［１５］。 因此，可以在进

一步的工作中探索病毒在甜菜上更为适宜的生长环

境，或者改变侵染的方法，或这可以考虑采取幼苗全

株浸泡于侵染液。
ＰＤＳ（八氢番茄红素脱氢酶基因）是影响类胡萝

卜素合成的限速酶之一，沉默该基因会导致叶绿素

合成受限，植物叶片会出现漂白的迹象［１６］。 该基因

通常用作建立 ＶＩＧＳ 体系的标志性基因，因此，今后

进一步研究将甜菜 ＰＤＳ 基因构建到 ｐＴＲＶ２ 上进行

甜菜 ＶＩＧＳ 体系建立及利用该体系鉴定甜菜基因功

能将是下一步工作的重点。
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