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　　摘要：烟碱的代谢具有复杂的基因调控网络，其中众多基因间存在相互影响，为探究不同基因共同沉默后对烟碱
代谢通路以及叶片烟碱含量的影响。使用前期构建的烟碱代谢途径中３个功能基因（ＮｔＡ６２２、ＮｔＰＭＴ、ＮｔＢＢＬ）和１个
调控基因（ＮｔＭＹＢ３０５ａ）病毒载体，利用病毒诱导基因沉默（ｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＶＩＧＳ）技术依据基因在烟碱代
谢中的作用性质和作用阶段，设置不同载体组合浸染液接种处理，测定各处理的基因相对表达量、酶活性、烟碱含量，

系统分析目的基因沉默效率以及沉默后对其他基因表达的影响，并探究各处理的基因平均沉默效率对烟碱降低率的

贡献度。结果表明，各处理沉默相应目的基因，会在一定程度上影响本研究中其他目的基因的表达，其中ＮｔＡ６２２基因
受影响较小，而ＮｔＰＭＴ、ＮｔＢＢＬ基因受影响较大；各处理烟碱含量均得到降低，其中Ｄ６处理４个基因共同沉默后烟碱
含量降低幅度最大，ＰＭＴ、ＢＢＬ活性与烟碱含量趋势基本一致，Ａ６２２活性与烟碱含量趋势不完全一致；基因平均沉默
效率低于烟碱含量降低率越多，说明对烟碱降低的贡献度越大，基因平均沉默效率高于烟碱含量降低率越多，说明对

烟碱降低的贡献度越小。由此可知，利用ＶＩＧＳ技术可有效沉默目的基因的表达，进而降低叶片中烟碱含量，其中４个
基因共同沉默后，烟碱含量降低最多；在烟碱代谢途径上，ＮｔＡ６２２基因相对较稳定，而ＮｔＰＭＴ与ＮｔＢＢＬ基因相对不稳
定；ＰＭＴ、ＢＢＬ活性与烟碱含量趋势基本一致。本研究为烤烟烟碱的分子调控提供了理论和技术支撑。
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　　对于烟草而言，烟碱的存在是其具有独特魅力
和商品价值的重要因素，作为烟草特有的活性化学

成分，不仅直接影响着叶片的生理活性，还是烟草

制品成瘾性的主要成分［１－２］。烟碱的合成场所在烟

株的根部，其他组织或器官均不具备合成烟碱的能

力［３］。烟碱的代谢途径已基本明确，大致可由３个
步骤组成（图１），包括吡啶环和吡咯环的形成以及
２环的结合［４］。

　　在烟碱代谢途径里的吡咯环形成中，腐胺 －

Ｎ－甲基转移酶（ＰＭＴ）具有催化作用，能够催化腐
胺生成Ｓ－腺苷甲硫氨酸和Ｎ－甲基腐胺［６］。同时

ＰＭＴ也是烟碱生物合成的关键控制酶，控制着初级
代谢产物向次级代谢产物的转化，供应烟碱合成所

需的Ｎ－甲基吡咯啉阳离子［７］。Ａ６２２是一个异类
黄酮还原酶基因，通过消减杂交技术与ＰＭＴ一起分
离得到［８］；小檗碱桥接酶（ＢＢＬ）基因家族存在于细
菌、真菌和植物里，该基因家族在烟碱合成途径的

下游发挥作用［９］。研究表明，ＰＩＰ家族异类黄酮还
原酶类蛋白Ａ６２２参与烟碱代谢途径里的吡啶环形
成［９］，同时与小檗碱桥接酶类蛋白 ＢＢＬ共同参与烟
碱合成的最后步骤：吡啶环与吡咯环的结合［１０－１１］。

在烟草中，ＮｔＭＹＢ３０５ａ属于 Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ转录因子
家族，是拟南芥转录因子ＡｔＭＹＢ２１和ＡｔＭＹＢ２４的同
源基因，研究证实ＮｔＭＹＢ３０５ａ可以显著调控烟草中
烟碱的合成，过表达或者沉默ＮｔＭＹＢ３０５ａ会显著提
高或降低烟草叶片中的烟碱含量，同时对烟草烟碱

合成基因ＮｔＰＭＴ、ＮｔＡ６２２以及ＮｔＢＢＬ的表达具有调
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控作用［１２－１３］。烟碱的生物合成和累积受到遗传基

础、生态环境、栽培措施、外源物质、采收与调制等

因素的影响，然而经济效益差和工序繁琐是导致众

多调节烟碱含量的措施没有得到广泛推广的主要

原因［１４］。

基因沉默的本质是降低或者停止基因在植株

体内的表达。病毒诱导的基因沉默（ＶＩＧＳ）属于转
录后水平基因沉默，无需依靠转基因植株就可以在

植物体内短时间且精确地完成对内源目的基因完

成沉默［１５］。ＶＩＧＳ技术具有高效性，通过农杆菌侵
染法将含目的基因片段的病毒载体导入植株中，在

植株中能进行远距离传导，进而完成系统沉默，从

很大程度上节约了人力物力。目前 ＶＩＧＳ技术已在
植物功能基因的鉴定和植物抗病抗虫基因研究中

被广泛使用［１６－１７］。近年来，在烟草中也有大量应

用，姚怡帆等利用 ＶＩＧＳ技术沉默 ＮｔＰＰＯ８基因，有
效降低其基因表达量，进而降低 ＰＰＯ（多酚氧化酶）
活性，提高烟叶耐烤性［１８］；崔露莹等构建 ＮｔＨＤＺＩＶ８
基因的沉默载体，初步验证了该基因对烟草腺毛发

育的调控作用［１９］；郭玉鸽等利用 ＶＩＧＳ技术将混合
载体菌液接种到普通烟草中，目的基因得到不同的

沉默效率［２０］。尽管有研究表明利用ＶＩＧＳ技术在本
氏烟草中沉默腐胺 Ｎ－甲基转移酶基因，能够降低

本氏烟草中烟碱含量，但并没有在普通栽培烟草中

进行验证［２１］。在降低烟草中烟碱含量方面，国内外

研究人员在多个途径上进行了大量研究，但利用

ＶＩＧＳ技术通过对烟碱代谢通路上不同基因进行组
合式沉默还鲜有报道。

烟碱生物合成是受众多基因共同作用的结果，

然而在烟碱代谢途径中基因发挥功能的位置不一

致，并且调控基因与功能基因之间存在相互作用。

因此，本研究使用笔者所在实验室已构建的 ４个
ＶＩＧＳ病毒载体，依据基因性质（功能基因：ＮｔＡ６２２、
ＮｔＰＭＴ、ＮｔＢＢＬ；调控基因：ＮｔＭＹＢ３０５ａ）和作用阶段
（ＮｔＰＭＴ作用于上游，ＮｔＡ６２２、ＮｔＢＢＬ共同作用于下
游）进行不同载体混合，探究各混合载体处理接种

后基因相对表达量之间的差异，以及酶活性和烟碱

含量的变化，从而筛选出烟碱含量降低率较高的混

合接种处理，以期为生物技术手段降低烤烟烟碱含

量提供理论基础，提高烟叶在工业企业中的适配性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试品种为云烟８７，含沉默目的基因片段（保

守区段）的病毒载体 ｐＴＲＶ２－ＮｔＡ６２２、ｐＴＲＶ２－
ＮｔＰＭＴ、ｐＴＲＶ２－ＮｔＢＢＬ、ｐＴＲＶ２－ＮｔＭＹＢ３０５ａ以及
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ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２的原始菌液（活性良好）均由河南农
业大学烟草学院育种实验室提供。试验于２０２３年
４月在河南农业大学科教园区烟草基地大棚内进
行，材料采用盆栽种植，除试验因素外，其余盆栽管

理措施保持一致。

１．２　试验方法
１．２．１　试验设计　共设置８个处理（表１）。混合

载体组合依据为：３个功能基因分别与调控基因的
组合沉默（Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３），烟碱代谢途径中下游２个
功能基因的组合沉默以及２个功能基因与调控基因
的组合沉默（Ｄ４、Ｄ５），３个功能基因共同与调控基
因的组合沉默（Ｄ６）。每个处理选取１０株６叶１心
时期烟苗，要求烟苗长势均匀一致无病虫害，各处

理每株烟苗接种对应的４ｍＬ混合浸染液。

表１　试验处理

处理 浸染液

ＣＫ 不接种浸染液

ＣＫ１ 接种含ｐＴＲＶ２的浸染液（空载体对照）

Ｄ１ 接种含ｐＴＲＶ２－ＮｔＡ６２２＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＭＹＢ３０５ａ混合浸染液

Ｄ２ 接种含ｐＴＲＶ２－ＮｔＰＭＴ＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＭＹＢ３０５ａ混合浸染液

Ｄ３ 接种含ｐＴＲＶ２－ＮｔＢＢＬ＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＭＹＢ３０５ａ混合浸染液

Ｄ４ 接种含ｐＴＲＶ２－ＮｔＡ６２２＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＢＢＬ混合浸染液

Ｄ５ 接种含ｐＴＲＶ２－ＮｔＡ６２２＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＢＢＬ＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＭＹＢ３０５ａ混合浸染液

Ｄ６ 接种含ｐＴＲＶ２－ＮｔＡ６２２＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＢＢＬ＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＰＭＴ＋ｐＴＲＶ２－ＮｔＭＹＢ３０５ａ混合浸染液

１．２．２　接种体系的构建　制备 ＬＢ培养基
（５０μｇ／ｍＬ卡那霉素、５０μｇ／ｍＬ利福平），高温高
压灭菌后分别接种含沉默目的基因片段的病毒载

体 ｐＴＲＶ２－ＮｔＡ６２２、ｐＴＲＶ２－ＮｔＰＭＴ、ｐＴＲＶ２－
ＮｔＢＢＬ、ｐＴＲＶ２－ＮｔＭＹＢ３０５ａ以及 ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２的
原始菌液，转入摇床（２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ）避光恒温培
养２４ｈ，调整培养菌液浓度Ｄ６００ｎｍ为０．８～１．０；按照
各处理所需对应的混合病毒载体菌液分别与

ｐＴＲＶ１等体积混合，取混合菌液 ５０ｍＬ高速离心
２ｍｉｎ，弃上清液，加入 ５０ｍＬ农杆菌浸染缓冲液
（５０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠、５０ｍｍｏｌ／Ｌ２－吗啉乙磺酸、
０１ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮），充分摇匀后避光２ｈ备
用；采用注射接种法对各个处理烟苗的嫩叶背面进

行接种，避开支脉，每株烟苗注射左右对称的２张
叶，每张叶注射面积的直径约１ｃｍ。
１．３　测定指标
１．３．１　基因相对表达量的测定　取各处理接种后
１５ｄ的烟株根部２ｃｍ长的不定根，清水洗净后去除
杂质用吸水纸吸干水分，消毒后液氮冻存备用，每

个处理取３份样品作生物学重复；将样本通过液氮
研磨，参照ＲＮＡ试剂盒说明提取总 ＲＮＡ，参照北京
全式金生物公司 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＯｎｅ－ＳｔｅｐｇＤＮＡ
ＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ说明书反转录
成ｃＤＮＡ；根据目的基因片段序列设计扩增引物（表
２），以烟草２６ＳｒＲＮＡ为内参基因进行各目的基因
的ｑＲＴ－ＰＣＲ检测，技术重复３次，分析检测结果中

的ＣＴ值，采用２!ΔΔ
ＣＴ法分析各目的基因的相对表达

量；以ＣＫ、ＣＫ１为试验对照组，ＣＫ目的基因相对表
达量为１；Ｄ１～Ｄ６为试验组。

目的基因沉默效率的计算公式为：沉默效率 ＝
（１－试验组目的基因相对表达量）×１００％。

表２　ｑＲＴ－ＰＣＲ所用引物

引物名称 引物序列（５′３′）

ＮｔＡ６２２－Ｆ ＡＣＡＴＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＧＣＣＡＡＴＡ

ＮｔＡ６２２－Ｒ ＡＣＡＣＣＴＧＴＡＧＧＡＧＧＣＴＧＡＡＣＣ

ＮｔＰＭＴ－Ｆ ＧＴＡＴＧＣＡＣＡＣＡＧＧＣＴＧＡＡＡＧＣ

ＮｔＰＭＴ－Ｒ ＧＴＣＡＡＣＴＴＣＴＧＧＣＣＣＴＴＣＡＧＴ

ＮｔＢＢＬ－Ｆ ＴＴＧＣＣＡＡＧＧＴＡＡＧＴＧＡＣＧＴＴＣ

ＮｔＢＢＬ－Ｒ ＣＣＧＴＣＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＡＡＴＡＡＧ

ＮｔＭＹＢ３０５ａ－Ｆ ＡＡＧＴＧＧＧＧＡＡＡＣＡＧＧＴＧＧＴＣ

ＮｔＭＹＢ３０５ａ－Ｒ ＡＧＣＴＧＣＴＴＧＴＣＣＡＴＴＣＡＴＧＴ

２６ＳｒＲＮＡ－Ｆ ＧＡＡＧＡＡＧＧＴＣＣＣＡＡＧＧＧＴＴＣ

２６ＳｒＲＮＡ－Ｒ ＴＣＴＣＣＣＴＴＴＡＡＣＡＣＣＡＡＣＧＧ

１．３．２　酶活性的测定　同时对根部所取样品进行
研磨，加入样品体积９倍的提取液（ｐＨ值７．４ＰＢＳ
缓冲液），于４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ，高速离心３０ｍｉｎ，取
上清液待用，参照酶活性测定试剂盒说明，采用双

抗体夹心法酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）分别测定腐
胺Ｎ－甲基转移酶（ＰＭＴ）、小檗碱桥接酶类蛋白
（ＢＢＬ）、异类黄酮还原酶（Ａ６２２）活性。
１．３．２　烟碱含量的测定　同时取各处理烟株新生
顶部叶片３份，作生物学重复，在烘箱１０５℃下杀青
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３０ｍｉｎ，６０℃下烘干至恒定干重；对各处理杀青样
品去除主脉和支脉，研磨过 ６０目筛，取粉状样品
０２５ｇ，加入５％乙酸，振荡３０ｍｉｎ后取过滤液采用
连续流动化学分析仪（ＡＡ３，德国 Ｓｅａｌ公司）测定烟
碱含量。

烟碱含量降低率的计算公式为：烟碱含量降低

率＝（对照组烟碱含量 －试验组烟碱含量）／对照组
烟碱含量×１００％。

基因平均沉默效率对烟碱含量降低率的贡献

度公式为：贡献度 ＝烟碱含量降低率／基因平均沉
默效率。

１．３　测定指标
使用Ｅｘｃｅｌ２０１０和 ＤＰＳ７．０５软件进行相关数

据统计分析，采用 Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法比较不同处
理间测定指标的显著差异分析。

２　结果与分析

２．１　各处理沉默后相关基因表达量差异分析
由图２至图７可知，各处理接种后１５ｄ，各基因

在ＣＫ与ＣＫ１中均无显著差异。
由图 ２可知，Ｄ１处理接种后，目的基因

ＮｔＡ６２２、ＮｔＭＹＢ３０５ａ相对表达量较 ＣＫ、ＣＫ１均显著
降低，沉默效率分别为３４．５５％、４５．５９％；ＮｔＢＢＬ和
ＮｔＰＭＴ基因均表现下调，其中 ＮｔＢＢＬ基因下调幅度
最小，二者基因相对表达量差异显著。

　　由图３可知，Ｄ２处理接种后，目的基因ＮｔＰＭＴ、
ＮｔＭＹＢ３０５ａ相对表达量较 ＣＫ、ＣＫ１均显著降低，沉
默效率分别为６１．９９％、４６．５９％；ＮｔＡ６２２基因相对
表达量与ＣＫ、ＣＫ１无显著差异，ＮｔＢＢＬ基因表现下
调，各基因相对表达量之间均存在显著差异。

　　由图４可知，Ｄ３处理接种后，目的基因 ＮｔＢＢＬ、
ＮｔＭＹＢ３０５ａ相对表达量较 ＣＫ、ＣＫ１均显著降低，沉
默效率分别为５７．２２％、４４．０２％；ＮｔＡ６２２基因相对

表达量与ＣＫ、ＣＫ１无显著差异，ＮｔＰＭＴ基因表现下
调，各基因相对表达量之间均存在显著差异。

　　由图 ５可知，Ｄ４处理接种后，目的基因
ＮｔＡ６２２、ＮｔＢＢＬ相对表达量较ＣＫ、ＣＫ１均显著降低，
沉默效率分别为 １１．３０％、４８．４４％；ＮｔＰＭＴ和
ＮｔＭＹＢ３０５ａ基因均表现下调；各基因相对表达量之
间均存在显著差异。

　　由图 ６可知，Ｄ５处理接种后，目的基因
ＮｔＡ６２２、ＮｔＢＢＬ、ＮｔＭＹＢ３０５ａ相对表达量较 ＣＫ、ＣＫ１
均显著降低，沉默效率分别为 ２０．８２％、５３．６８％、
４１．０７％；ＮｔＰＭＴ基因表现下调，下调幅度低于目的
基因ＮｔＢＢＬ、ＮｔＭＹＢ３０５ａ的降低幅度；各基因相对表
达量之间均存在显著差异。
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　　由图 ７可知，Ｄ６处理接种后，目的基因
ＮｔＡ６２２、ＮｔＰＭＴ、ＮｔＢＢＬ、ＮｔＭＹＢ３０５ａ相对表达量较
ＣＫ、ＣＫ１均显著降低，沉默效率分别为 １４．７５％、
６１５６％、６３．８２％、４７．０２％。其中 ＮｔＡ６２２基因相对
表达量最高，ＮｔＢＢＬ基因相对表达量最低，与ＮｔＰＭＴ
基因差异不显著。

２．２　各处理沉默后相关酶活性的差异分析
由图８可知，ＣＫ与ＣＫ１中Ａ６２２活性无显著差

异；试验组 Ｄ２处理与 Ｄ３处理的 Ａ６２２活性较 ＣＫ
略有降低但未达到显著水平，其余试验组较 ＣＫ均
显著降低。其中Ｄ５、Ｄ６处理之间的Ａ６２２活性差异
不显著，较ＣＫ分别降低了２．８９、３．１０Ｕ／Ｌ，Ｄ１处理
的Ａ６２２活性最低，为８．２１Ｕ／Ｌ，较 ＣＫ降低幅度最
大，为３．８０Ｕ／Ｌ。

　　由图９可知，ＣＫ与 ＣＫ１中 ＰＭＴ活性无显著差
异，其余试验组较ＣＫ均显著降低。其中Ｄ１、Ｄ３、Ｄ４
处理之间的 ＰＭＴ活性差异不显著，较 ＣＫ分别降低
了１．０９、１．１３、１．００Ｕ／Ｌ；Ｄ３处理与 Ｄ５处理之间的
ＰＭＴ活性差异不显著，Ｄ５处理较 ＣＫ降低了
１．４７Ｕ／Ｌ；Ｄ６处理的ＰＭＴ活性最低，为１．７６Ｕ／Ｌ，与
Ｄ２处理差异不显著，Ｄ２处理与Ｄ６处理较ＣＫ分别
降低了１９３、２．０５Ｕ／Ｌ。

　　由图１０可知，ＣＫ与ＣＫ１中ＢＢＬ活性无显著差
异，其余试验组较ＣＫ均显著降低。其中Ｄ１处理的
ＢＢＬ活性较ＣＫ降低幅度最小，为１３．０３ｎｇ／Ｌ；Ｄ３处
理与Ｄ５处理之间的ＢＢＬ活性差异不显著，较ＣＫ分
别降低了５７．０３、５９．１１ｎｇ／Ｌ；Ｄ６处理的ＢＢＬ活性最
低，为７２．６５ｎｇ／Ｌ，较ＣＫ降低了６９．７１ｎｇ／Ｌ。

２．３　各处理沉默后叶片烟碱含量的差异分析
由图１１可知，接种混合浸染液１５ｄ，各处理的

烟碱含量较对照组ＣＫ与空载体对照组ＣＫ１都有不
同程度的下降。其中ＣＫ与ＣＫ１的叶片烟碱含量变
化无明显差异，其余试验组叶片烟碱含量较 ＣＫ均
存在显著差异，叶片烟碱含量降低最少的是 Ｄ１处
理，烟碱含量为０．７２％，较 ＣＫ降低２１８４％；Ｄ２处
理与Ｄ３处理无显著差异，Ｄ３处理与 Ｄ４处理无显
著差异；叶片烟碱含量降低最多的是 Ｄ６处理，烟碱
含量为０．４１％，较ＣＫ降低５５．８６％。
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２．４　各处理平均沉默效率对烟碱降低率的贡献度
分析

由图１２可知，Ｄ２处理的基因平均沉默效率最
高，与Ｄ３处理差异不显著，但显著高于其他处理，
Ｄ４处理的基因平均沉默效率最低，显著低于其他处
理；Ｄ６处理烟碱含量降低率显著高于其他处理，Ｄ１
处理的烟碱含量降低率最低。通过分析，Ｄ１处理的
基因平均沉默效率对烟碱含量的降低率贡献度最

低，为０．５４５；Ｄ６基因平均沉默效率对烟碱含量的
降低率贡献度最高，为１．１９４。

３　讨论与结论

烟碱生物合成调控的相关研究一直是烟草学

科的前沿课题，不同的烟草工业企业对烟叶原料的

烟碱高低偏爱不一。部分烤烟种植区片面追求烟

叶产量，大量追加氮肥，导致出现烟叶常规化学成

分协调性差、烟碱含量偏高等问题［２２］。杨淳婷等通

过烟茄嫁接的方法对白肋烟换根，能够显著降低叶

片中的烟碱含量，但过多降低烟碱含量导致了烟叶

香气量减少，劲头、刺激性明显减小［２３］。张明月利

用ＲＮＡｉ技术成功降低了 ＰＭＴ基因表达量，进而降
低叶片烟碱含量，但只沉默了单一基因［２４］。

随着分子生物学的迅速发展，针对烟碱生物合

成的调控方式也不再局限于大田措施，越来越多的

调控手段开始从烟碱的代谢、转运和上游调控等方

面入手。烟碱的生物合成受代谢途径中多个基因

共同调控。有研究表明，将不同基因片段同时组合

到ＴＲＶ病毒载体上，可显著降低 ２个基因的表达
量，说明ＶＩＧＳ可用于同时沉默２个目标基因［２５－２６］；

也有研究表明，ＶＩＧＳ技术体系采用叶片接种后病毒
可高效扩散到受体植株的根、茎和叶等器官，并且

在受体植株根中能检测到目的基因的表达量有效

降低［２７－２８］。本研究结果表明，利用 ＶＩＧＳ技术对代
谢途径中４个关键基因分别进行组合式沉默是可行
的，成功降低了烟草根中目的基因的表达量，进而

降低叶片中烟碱含量。

本研究结果表明：Ｄ１处理的目的基因 ＮｔＡ６２２、
ＮｔＭＹＢ３０５ａ表现下调，ＮｔＢＢＬ和 ＮｔＰＭＴ基因均表现
下调；Ｄ２处理目的基因 ＮｔＰＭＴ、ＮｔＭＹＢ３０５ａ表现下
调，ＮｔＡ６２２基因无显著变化，ＮｔＢＢＬ基因表现下调；
Ｄ３处理目的基因 ＮｔＢＢＬ、ＮｔＭＹＢ３０５ａ表现下调，
ＮｔＡ６２２基因无显著变化，ＮｔＰＭＴ基因表现下调；Ｄ４
处理的目的基因 ＮｔＡ６２２、ＮｔＢＢＬ表现下调，ＮｔＰＭＴ
和ＮｔＭＹＢ３０５ａ基因均表现下调；Ｄ５处理的目的基
因ＮｔＡ６２２、ＮｔＢＢＬ、ＮｔＭＹＢ３０５ａ表现下调，而 ＮｔＰＭＴ
基因也表现下调；Ｄ６处理的目的基因 ＮｔＡ６２２、
ＮｔＰＭＴ、ＮｔＢＢＬ、ＮｔＭＹＢ３０５ａ均表现下调。综上所
述，表明ＮｔＭＹＢ３０５ａ沉默后会导致其他目的基因的
表达下调，这与卞士权的研究结果［２９］相 似，

ＮｔＭＹＢ３０５ａ可以对ＮｔＡ６２２、ＮｔＰＭＴ、ＮｔＢＢＬ基因的表
达进行调控；各处理沉默相应目的基因后，会在一

定程度上影响本研究中其他目的基因的表达，这与

郭玉鸽等的研究结果［２０］相似。根据本研究各处理

沉默后各基因表达量的差异分析，ＮｔＡ６２２基因的表
达受其他基因的影响较小，原因可能是ＮｔＡ６２２不仅
参与吡啶环与吡咯环的结合，还参与其他生物碱合

成的吡啶环形成途径中烟酸衍生物前体的形成［１１］。

ＮｔＰＭＴ基因的表达受其他基因的影响较大，有研究
表明，ＮｔＰＭＴ基因主要作用是在吡咯环形成途径中
催化腐胺能够生成Ｓ－腺苷甲硫氨酸和 Ｎ－甲基腐
胺［３０］，是烟碱代谢途径中的上游基因；ＮｔＢＢＬ基因
的表达受其他基因的影响也较大。ＢＢＬ蛋白虽然
参与烟碱形成的最后阶段，但 ＮｔＢＢＬ的作用阶段是
在吡啶环和 Ｎ－甲基 －吡咯环起始缩合之后，这个
阶段属于烟碱代谢途径中的下游［３１］。
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本研究结果表明，ＰＭＴ、ＢＢＬ活性与烟碱含量趋
势基本一致，Ａ６２２活性与烟碱含量趋势不完全一
致，各处理的烟碱含量均显著降低，表明各处理沉

默对应基因后对叶片烟碱含量的降低是有效果的，

且蒲媛媛研究认为，Ａ６２２活性与烟碱含量达到显著
正相关，ＢＢＬ活性与烟碱含量呈负相关［３２］，本研究

结果与之略有差异；有研究表明，ＰＭＴ活性与烟碱含
量成正比［７］，本研究结果与之一致。

贡献度可以表示混合载体接种后的目的基因

平均沉默效率对烟碱含量降低多少的影响力。本

研究通过分析各处理基因平均沉默效率与烟碱降

低率的关系，表明基因平均沉默效率低于烟碱含量

降低率越多，说明对烟碱降低的贡献度越大；基因

平均沉默效率高于烟碱含量降低率越多，说明对烟

碱降低的贡献度越小。

本研究建立的ＶＩＧＳ技术体系同时沉默４个目
的基因的表达，基因平均沉默效率４６．７８％，进而有
效降低烟碱含量，烟碱含量降低率５５．８５％，平均沉
默效率对烟碱降低的贡献度达１．１９４。在烟碱代谢
途径上，ＮｔＡ６２２基因相对较稳定，而 ＮｔＰＭＴ与
ＮｔＢＢＬ基因相对不稳定；ＰＭＴ、ＢＢＬ活性与烟碱含量
趋势基本一致。本研究进一步为烟碱合成的生物

调控提供理论基础，对于烟草栽培和育种工作等有

重要科学意义。
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［４］ＰｏｗｌｅｄｇｅＴＭ．Ｎｉｃｏｔｉｎｅａｓｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＰＬｏＳＢｉｏｌｏｇｙ，２００４，２

（１１）：４０４．

［５］ＤｅｗｅｙＲＥ，ＸｉｅＪＨ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆａｌｋａｌｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ

Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１３，９４：１０－２７．

［６］金云峰，李军营，张建波，等．烟草烟碱代谢的生化和分子机制及

其调控［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１５，３４（４）：８８２－８９１．

［７］ＭｉｚｕｓａｋｉＳ，ＴａｎａｂｅＹ，ＮｏｇｕｃｈｉＭ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ

ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅＮ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｎｄＮ－

ｍｅｔｈｙｌｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｉｎｔｏｂａｃｃｏｒｏｏｔｓｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｎｉｃｏｔｉｎｅ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９７３，１４（１）：１０３－

１１０．　

［８］ＨｉｂｉＮ，ＨｉｇａｓｈｉｇｕｃｈｉＳ，ＨａｓｈｉｍｏｔｏＴ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｔｏｂａｃｃｏｌｏｗ－ｎｉｃｏｔｉｎｅｍｕｔａｎｔｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９４，６（５）：

７２３－７３５．　

［９］ＬｅｗｉｓＲＳ，ＬｏｐｅｚＨＯ，ＢｏｗｅｎＳＷ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｍｕｔａｔｉｏｎ－

ｂａｓｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｂｅｒｂｅｒｉｎｅｂｒｉｄｇｅｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｋｅ（ＢＢＬ）ｇｅｎｅ

ｆａｍｉｌｙｒｅｄｕｃｅｓａｌｋａｌｏｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｆｉｅｌｄ－ｇｒｏｗｎｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１５，１０（２）：ｅ０１１７２７３．

［１０］ＤｅｂｏｅｒＫＤ，ＬｙｅＪＣ，ＡｉｔｋｅｎＣＤ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＡ６２２ｇｅｎｅｉｎ

Ｎｉｃｏｔｉａｎａｇｌａｕｃａ（ｔｒｅｅｔｏｂａｃｃｏ）：ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｏｌｅｉｎ

ｐｙｒｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００９，６９

（３）：２９９－３１２．

［１１］ＫａｊｉｋａｗａＭ，ＨｉｒａｉＮ，ＨａｓｈｉｍｏｔｏＴ．ＡＰＩＰ－ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓ

ｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｏｂａｃｃｏａｌｋａｌｏｉｄｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，６９（３）：２８７－２９８．

［１２］ＳｏｎｇＳＳ，ＱｉＴＣ，ＨｕａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｊａｓｍｏｎａｔｅ－ＺＩＭｄｏｍａｉｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｅｒａｃｔｗｉｔｈｔｈｅＲ２Ｒ３－ＭＹＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓＭＹＢ２１

ａｎｄＭＹＢ２４ｔｏａｆｆｅｃｔｊａｓｍｏｎａｔｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｔａｍｅｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２０１１，２３（３）：１０００－１０１３．

［１３］ＢｉａｎＳＱ，ＳｕｉＸＹ，ＷａｎｇＪＨ，ｅｔａｌ．ＮｔＭＹＢ３０５ａｂｉｎｄｓｔｏｔｈｅ

ｊａｓｍｏｎａｔｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅＧＡＧｒｅｇｉｏｎｏｆＮｔＰＭＴ１ａｐｒｏｍｏｔｅｒｔｏｒｅｇｕｌａｔｅ

ｎｉｃｏｔｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０２２，１８８（１）：１５１－

１６６．　

［１４］王威威，席飞虎，杨少峰，等．烟草烟碱合成代谢调控研究进展

［Ｊ］．亚热带农业研究，２０１６，１２（１）：６２－６７．

［１５］ＲａｔｃｌｉｆｆＦ，Ｍａｒｔｉｎ－ＨｅｒｎａｎｄｅｚＡＭ，ＢａｕｌｃｏｍｂｅＤＣ．Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ

ａｄｖａｎｃｅ：ｔｏｂａｃｃｏｒａｔｔｌｅｖｉｒｕｓａｓａｖｅｃｔｏｒｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｂｙｓｉｌｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００１，２５（２）：２３７－２４５．　

［１６］ＣｈａｎｄａｎＲＫ，ＳｉｎｇｈＡＫ，ＰａｔｅｌＳ，ｅｔａｌ．ＳｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｔｏｍａｔｏＣＴＲ１

ｐｒｏｖｉｄｅｓｅｎｈａｎｃｅｄｔｏｌｅｒａｎｃｅａｇａｉｎｓｔｔｏｍａｔｏｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｉｇｎａｌｉｎｇ＆Ｂｅｈａｖｉｏｒ，２０１９，１４（３）：ｅ１５６５５９５．

［１７］ＺｈｏｕＸ Ｈ，ＬｉｕＪ，ＢａｏＳＹ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｗｉｌｄｅｇｇｐｌａｎｔＳｏｌａｎｕｍａｃｕｌｅａｔｉｓｓｉｍｕｍＮＢＳ－

ＬＲＲｇｅｎｅ，ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｐｌａｎｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｉｎｃｏｇｎｉｔａ［Ｊ］．

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１８，１９（２）：５８３．

［１８］姚怡帆，代卓毅，江智敏，等．ＲＮＡ干扰对烟草 ＮｔＰＰＯ８基因沉

默的效应分析［Ｊ］．作物杂志，２０２２（３）：８０－８６．

［１９］崔露莹，陈明丽，余　文，等．烟草 ＮｔＨＤＺＩＶ８基因在腺毛发育

中的功能验证［Ｊ］．中国烟草科学，２０２３，４４（２）：７－１４．

［２０］郭玉鸽，张路阳，党　伟，等．ＶＩＧＳ诱导 ＧＳ同工酶基因沉默对

烤烟氮代谢的影响［Ｊ］．中国烟草学报，２０２３，２９（１）：７９－８７．

［２１］ＴａｋｉｚａｗａＭ，ＨｏｒｉＫ，ＩｎａｉＫ，ｅｔａｌ．Ａｖｉｒｕｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

ａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｉｃｏｔｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎＮｉｃｏｔｉａｎａ

ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，２４（３）：２９５－３００．

［２２］薛　刚，杨志晓，张小全，等．不同氮肥用量和施用方式对烤烟

生长发育及品质的影响［Ｊ］．西北农业学报，２０１２，２１（６）：９８－

１０２．　

［２３］杨淳婷，冯雨晴，李玉静，等．白肋烟与茄子嫁接对烟叶生物碱

等化学成分含量和感官质量的影响［Ｊ］．河南农业大学学报，

２０２２，５６（５）：７５０－７５８．

［２４］张明月．ＲＮＡ干扰调控烤烟烟碱技术的研究［Ｄ］．郑州：河南

农业大学，２０１３．
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［２５］赵　丹．烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）降烟碱代谢调控的分子机

制研究［Ｄ］．贵阳：贵州大学，２０１６．

［２６］ＺｈｕＦ，ＣｈｅＹＰ，ＸｕＦ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｔｗｏｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅｓｕｓｉｎｇｖｉｒｕｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎＮｉｃｏｔｉａｎａ

ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１９，７４（５／６）：１５１－

１５９．　

［２７］李文辰，刘　鑫，康　越，等．ＴＲＶ病毒诱导大豆基因沉默体系

优化及应用［Ｊ］．生物技术通报，２０２３，３９（７）：１４３－１５０．

［２８］王心宇，吕　坤，蔡彩平，等．ＴＲＶ病毒介导的基因沉默体系在

棉花中的建立及应用［Ｊ］．作物学报，２０１４，４０（８）：１３５６－

１３６３．　

［２９］卞士权．烟草转录因子 ＮｔＭＹＢ３０５ａ调控尼古丁合成的分子机

制研究［Ｄ］．北京：中国农业科学院，２０２１．

［３０］ＷａｇｎｅｒＲ，ＦｅｔｈＦ，ＷａｇｎｅｒＫＧ．Ｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｏｆｔｈｅｎｉｃｏｔｉｎｅｐａｔｈｗａｙｉｎｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，

１９８６，６８（４）：６６７－６７２．

［３１］ＢｕｒｎｅｒＮ，ＫｅｒｎｏｄｌｅＳＰ，ＳｔｅｅｄｅＴ，ｅｔａｌ．ＥｄｉｔｉｎｇｏｆＡ６２２ｇｅｎｅｓ

ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｕｌｔｒａ－ｌｏｗｎｉｃｏｔｉｎｅｗｈｏｌｅｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓａｔｔｈｅｅｘｐｅｎｓｅｏｆ

ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙｒｅｄｕｃｅｄｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，２０２２，４２（４）：２０．

［３２］蒲媛媛．烟碱合成途径中关键酶活性对杂种优势形成的影响

［Ｄ］．贵阳：贵州大学，２０２０．

朱子琳，李锋刚，张亚萌，等．兰州鲇皮肤与脾转录组比较及Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３与ＬＩＴＡＦ基因分子特征分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２５，５３（３）：２３－３４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２５．０３．００４

兰州鲇皮肤与脾转录组比较及 Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３
与 ＬＩＴＡＦ基因分子特征分析
朱子琳１，２，李锋刚２，张亚萌２，周继术１，杨元昊２

（１．西北农林科技大学动物科技学院，陕西杨凌７１２１００；２．陕西省水产研究与技术推广总站，陕西西安 ７１００８６）

　　摘要：兰州鲇（Ｓｉｌｕｒｕｓｌａｎｚｈｏｕｅｎｓｉｓ）是黄河中上游特有土著鱼类，其自然种群数量稀少，已被列入《中国物种红色名
录》。为了解兰州鲇皮肤和脾２个重要免疫器官在免疫过程中发挥的不同功能，本研究以野生兰州鲇作为研究对象，
对其皮肤和脾进行转录组测序分析。结果表明，兰州鲇的皮肤和脾中共有６６２７个差异表达基因（ＤＥＧ）。ＫＥＧＧ富
集分析结果表明，共有５９个ＤＥＧ富集到Ｔｏｌｌ样受体信号通路、ＲＩＧ－Ｉ样受体信号通路等１１个免疫相关通路中。这
表明兰州鲇的皮肤与脾的免疫功能有较大差异。通过ＤＥＧ分析，还发现半乳糖凝集素３（ｇａｌｅｃｔｉｎ－３）及脂多糖诱导
的肿瘤坏死因子（ＬＩＴＡＦ）２个先天免疫相关基因发生了显著的差异性表达。组织表达模式分析结果表明，ｇａｌｅｃｔｉｎ－３
是兰州鲇皮肤高表达基因，而ＬＩＴＡＦ基因在６个组织中均有表达，显示出ｇａｌｅｃｔｉｎ－３主要在兰州鲇皮肤屏障的先天免
疫中发挥着重要的免疫防御作用，而ＬＩＴＡＦ则广泛参与兰州鲇机体的免疫防御。通过多序列比对及蛋白质结构预测
可知，Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３与ＬＩＴＡＦ的氨基酸序列在硬骨鱼中是保守的。
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　　皮肤被认为是鱼类的黏膜组织［１］，是硬骨鱼类

重要的外周免疫器官［２－３］，也是鱼类抵御不良外界

环境的第一道防线［４］。脾是硬骨鱼类的淋巴结样

器官［５］，具有造血和免疫双重功能［６］，其主要通过

免疫淋巴细胞、补体和免疫球蛋白等发挥免疫功

能［７］，在清除入侵病原体和启动特异性免疫反应中

起不可替代的作用［５］。半乳糖凝集素是一类进化

保守的蛋白质，在脊椎动物中广泛存在［８］，目前也

在多种无鳞硬骨鱼皮肤黏液中分离获得［９－１１］。

Ｇａｌｅｃｔｉｎ－３是半乳糖凝集素的一种，可以作为细胞
的模式识别受体（ＰＲＲ）［１２］，参与针对入侵病原体的
免疫反应，还可以激活或调节先天免疫细胞［１３］，参

与中性粒细胞向炎症部位的迁移及病原体的清除

过程［１４－１５］。脂多糖诱导的肿瘤坏死因子 －α
（ＬＩＴＡＦ），在脊椎动物和无脊椎动物组织广泛存
在［１６－１８］，在炎症和自身免疫性疾病中发挥着重要的

作用［１９］。研究认为，ＬＩＴＡＦ可通过 ＭｙＤ８８信号通
路参与促炎反应，作为炎症细胞因子 ＴＮＦ－α的转
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