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　　摘要：探索了病毒诱导基因沉默载体在棉花上的应用，由烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）改造的ｐＴＶ００载体，构建了棉花标
记ＰＤＳ基因病毒诱导基因沉默的载体，成功建立了棉花病毒诱导基因沉默体系。
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　　病毒诱导基因沉默（ＶＩＧＳ）技术是指携带一段目标基因
表达序列的重组病毒侵染植物，引起植物内同源基因沉默进

而发生表型变异，通过表型变异进行基因功能分析的方

法［１－２］。该技术具有快速、高通量分析植物基因功能的优点。

ＰＤＳ即八氢番茄红素脱氢酶，是类胡卜素合成所必需的
酶，具有保护叶绿素免受光漂白的作用，而 ＰＤＳ基因发生沉
默，植物就会表现出光漂白症状。ＰＤＳ表型变异易于辨别，因
此ＰＤＳ基因成为ＶＩＧＳ体系评价的参照基因。最早ＰＤＳ基因
构建的ＶＩＧＳ载体是由烟草花叶病毒（ＴＭＶ）发展的，Ｋｕｍａｇａｉ
等成功构建了 ＴＭＶ－ＰＤＳ沉默载体，侵染本氏烟后诱导了
ＰＤＳ基因的沉默［３］。并由烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）发展的载
体［４］，诱导基因沉默的效率、持久性都比较好，并且只引起温

和的病症，而且能侵染分生组织和花。随后病毒载体快速发

展，研究者根据病原－寄主植物相互作用的依赖性等特点，已
经在一些植物和病毒之间成功构建了 ＶＩＧＳ病毒载体，Ｔｕｒ
ｎａｇｅ等利用大白菜曲叶病毒（ＣＢＬＣＶ）在模式植物拟南芥上
建立了 ＶＩＧＳ体系［５］；Ｈｏｌｚｂｅｒｇ等利用大麦条纹花叶病毒
（ＢＳＭＶ）首次在单子叶植物大麦上成功抑制了ＰＤＳ基因的表
达［６］；Ｊｏｈｎ等首次报道利用棉花皱叶病毒（ｃｏｔｔｏｎｌｅａｆｃｒｕｍｐｌｅ
ｖｉｒｕｓ，ＣＬＣｒＶ）改造成ＶＩＧＳ病毒载体［７］。目前ＶＩＧＳ技术已广
泛用于植物功能基因的研究［７］。

利用ＰＤＳ作为标记基因，进行棉花病毒载体诱导基因沉
默（ＶＩＧＳ）体系的构建，建立了以烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）为基础
改造的ｐＴＶ００载体的棉花ＰＤＳ基因的沉默体系，为棉花基因
功能验证打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料
棉花材料：中棉所 ４１、中棉所 ２４。载体：该 ｐＴＶ００、

ｐＢＩＮＴＲＡ６（ＴＲＶ病毒改造）载体由 ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｍｂｒｉｄｇｅ的
ＤａｖｉｄＢａｕｌｃｏｍｂｅ惠赠。
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１．２　方法
１．２．１　棉花ＰＤＳ（八氢番茄红素脱氢酶）基因片段扩增　以
棉花幼嫩叶片为材料，参考宝生物第一链合成反转录试剂盒

方法，合成第一链。ＰＤＳ基因片段扩增引物根据棉花ＰＤＳ基
因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＥＵ５４１４４６）设计［７］：Ｐ１：５′－ＣＧＣＧ
ＧＡＴＴＣＴＧＡＡＧＡＣＴＧＧＡＧＡＧＡＧＡＴＴ－３′（加 ＢａｍＨⅠ酶切位
点），Ｐ２：５′－ＣＧＣＧＧＴＡＣＣＴＴＴＡＣＴＣＴＧＡＴＣＣＧＣＡＧＡＴＡ－３′
（加ＫｐｎⅠ酶切位点），扩增棉花 ＰＤＳ基因。ＰＣＲ反应程序
为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５４℃ ４０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循
环；然后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１％琼脂糖电泳检测表明，在两个棉花品种中棉４１、中棉

２４均得到有４００ｂｐ大小ＰＣＲ产物（图１），该片段与预测ＰＤＳ
扩增基因片段大小一致。

１．２．２　ＰＤＳ基因片段回收及酶切连接　利用琼脂糖凝胶回
收试剂盒对扩增ＰＤＳ片段进行回收，回收片段和ｐＴＶ００载体
质粒经ＫｐｎⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切后进行连接。酶切体系１×Ｌ
ｂｕｆｆｅｒ，ＫｐｎⅠ１．５Ｕ，ｐＴＶ００载体质粒或ＰＣＲ回收产物１５μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ补足４０μＬ，反应条件３７℃下４～５ｈ；上述反应液中
加１×Ｋｂｕｆｆｅｒ，ＢａｍＨⅠ酶２Ｕ，ｄｄＨ２Ｏ补足６０μＬ，然后进行
第二次酶切，３０℃下３ｈ，６５℃１０～１５ｍｉｎ；连接反应体系，Ｔ４
ＤＮＡ连接酶１μＬ，１×Ｔ４ｌｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ，酶切后的ｐＴＶ００质粒载
体和ＰＣＲ产物分别２μＬ和６μＬ，连接反应条件１６℃下反应
１６ｈ。
１．２．３　转化 ＤＨ５α大肠杆菌　利用 ＣａＣｌ２将连接产物进行
大肠杆菌的转化，挑选单克隆提取质粒并进行ＰＣＲ检测和双
酶切检测，结果显示：ｐＴＶ００－ＰＤＳ质粒模板在４００ｂｐ处扩增
出目的条带，而空质粒为模板则没有扩增出目的条带（图２）。
对重组质粒双酶切，得到大小约 ４００ｂｐ目的条带（图 ３），
ｐＴＶ００－ＰＤＳ基因沉默载体构建成功。

１．２．４　转化 ＧＶ３１０１农杆菌　ＣａＣｌ２转化法转化农杆菌，挑
取阳性ｐＴＶ００－ＰＤＳ－ＧＶ３１０１克隆用于侵染棉花。
１．２．５　农杆菌共介导侵染棉花　棉花种子萌发后种植在培
养钵中，每周浇施２次Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液，光暗周期１６ｈ－８ｈ，
温度２５～２３℃。以长出１～２片真叶时的棉花为试验材料，
验证棉花病毒沉默载体沉默效果。

ＴＲＶ为二元ＲＮＡ病毒，因此需要二元病毒载体共侵染
棉花，载体 ＰＢＩＮＴＲＡ６－ＧＶ３１０１已构建好。分别挑取
ｐＢＩＮＴＲＡ６－ＧＶ３１０１、ｐＴＶ００－ＰＤＳ－ＧＶ３１０１单克隆至５ｍＬ
ＬＢ（ＫａｎａＲｉｆＴｅｔ）培养基中，２００ｒ／ｍｉｎ２８℃，摇菌２～３ｄ，然
后１∶５０的比例扩大培养，分别取１ｍＬ上述菌液再分别加至
含终浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＥＳ和２０μｍｏｌ／Ｌ的乙酰丁香酮
５０ｍＬＬＢ（ＫａｎａＲｉｆＴｅｔ）培养基中，摇菌过夜至 Ｄ６００ｎｍ为１．０
～１．２。离心收集菌体沉淀（３０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ），沉淀重悬
于液体ＭＳ中（１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭＥＳ、１００μｍ／Ｌ的乙酰丁香酮及
１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｇＣｌ２），调整菌液的 Ｄ值，待２种菌液的 Ｄ值
均为１．０～１．５，使ｐＢＩＮＴＲＡ６－ＧＶ３１０１的Ｄ值略高于ｐＴＶ００
－ＰＤＳ的Ｄ值，将２种菌液等量混合，１００ｒ／ｍｉｎ２５℃，摇菌
２ｈ。用注射器按压４周龄棉花叶子的背面进行侵染。

在植物培养室中进行接种棉花的培养，温度为 １８～
２３℃，光周期为 １６ｈ－８ｈ，每周浇施 ２～３次 Ｈｏａｇｌａｎｄ营
养液。

２　结果与分析

２．１　接菌后棉花表型变化
接种１０ｄ后侵染棉花表型变化，对照表型没有漂白的症

状（图４－Ａ、图４－Ｂ），而ｐＴＶ００－ＰＤＳ病毒载体侵染棉花叶
片开始出现漂白现象（ＶＩＧＳ症状，图４－Ｄ、图４－Ｅ、图４－
Ｆ），３～４周后漂白症状逐渐加重得到进一步发展（图４－Ｇ、
图４－Ｈ、图４－Ｉ、图４－Ｊ），。表明ＴＲＶ病毒载体可以对棉花
的内源基因进行基因沉默。

２．２　ＰＣＲ和ＲＴ－ＰＣＲ鉴定
提取接菌后２周棉花叶片ＤＮＡ，应用根据ＴＲＶ病毒鞘蛋

白序列设计特异引物 ｐＴＶ００Ｆ：５′－ＧＣＴＧＣＴＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧ
ＣＡＣ－３′，ｐＴＶ００Ｒ：５′－ＧＣＡＣＧＧＡＴＣＴＡＣＴＴＡＡＡＧＡＡＣ－３′
ＰＣＲ扩增，检测病毒载体侵染棉花状态，ＰＣＲ结果可以看出：
应用病毒特异引物在接菌的棉花和接菌的番茄叶片ＤＮＡ中，
分别扩增出了病毒特异片段，该片段大小和空病毒载体扩增

出的片段大小一致，没有接菌的棉花和番茄叶片ＤＮＡ中都没
有条带，说明该病毒载体已经成功侵染棉花，并在棉花组织中

复制传播（图５）。
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　　提取接菌后３周棉花叶片 ＲＮＡ，将提取 ＲＮＡ采用核酸
蛋白检测仪定量，稀释成相同的浓度，参考宝生物第一连合成

反转录试剂盒方法，合成第一连，应用 ＰＤＳ扩增引物做 ＲＴ－
ＰＣＲ，Ａｃｔｉｎ作为内参对照，结果显示，沉默植株和对照植株
ＰＤＳ基因表达量没有明显的变化（图６）。

３　讨论

研究结果表明，烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）在实验室内可以侵
染棉花。由烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）构建了棉花ｐＴＶ００－ＰＤＳ－
ＶＩＧＳ病毒载体，该载体成功诱导棉花 ＰＤＳ基因沉默，造成棉
花叶片上出现了漂白现象，为利用 ＶＩＧＳ验证棉花基因功能
奠定了基础，但沉默的效果并没有达到整个叶片，使 ＰＤＳ基
因的ＲＴ－ＰＣＲ的分析也没有表现出明显的表达量降低。目
前尚没有烟草脆裂病毒侵染棉花的报道，因此该病毒侵染棉

花的条件还不成熟。不同植物对病毒侵染的敏感期不同，在

植物体内传播的条件也不同，棉花病毒诱导基因沉默国内报

道较少，还需进一步优化培养条件使病毒载体能够更快更大

范围内沉默目标基因。

影响病毒沉默的条件很多，如温度、湿度、光照、接菌条

件、接菌苗龄［８］。因此，可以从影响病毒的侵染因素和病毒

在植物体内传播的因素两方面完善病毒沉默体系，建立高效

棉花基因功能验证体系。

参考文献：

［１］陶小荣，周雪平，崔晓峰，等．病毒诱导的基因沉默及其在植物基
因功能研究中的应用［Ｊ］．生物化学与生物物理进展，２００４，３１
（９）：７７７－７８３．

［２］Ｂｕｒｃｈ－ＳｍｉｔｈＴＭ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＪＣ，ＭａｒｔｉｎＧＢ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ａｎｄａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｖｉｒｕｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｆｏｒｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｓｔｕｄｉｅｓｉｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００４，３９（５）：７３４－７４６．

［３］ＫｕｍａｇａｉＭＨ，ＤｏｎｓｏｎＪ，Ｄｅｌｌａ－ＣｉｏｐｐａＧ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｗｉｔｈｖｉｒｕｓ－ｄｅｒｉｖｅｄＲＮＡ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ
ＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９５，９２（５）：１６７９－１６８３．

［４］ＲａｔｃｌｉｆｆＦ，Ｍａｒｔｉｎ－ＨｅｒｎａｎｄｅｚＡＭ，ＢａｕｌｃｏｍｂｅＤＣ．Ｔｏｂａｃｃｏｒａｔｔｌｅ
ｖｉｒｕｓａｓａｖｅｃｔｏｒｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙｓｉｌｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．Ｔｈｅ
ＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００１，２５（２）：２３７－２４５．

［５］ＴｕｒｎａｇｅＭＡ，ＭｕａｎｇｓａｎＮ，ＰｅｅｌｅＣＧ，ｅｔａｌ．Ｇｅｒｍｉｎｉｖｉｒｕｓ－ｂａｓｅｄ
ｖｅｃｔｏｒｓｆｏｒｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，
２００２，３０（１）：１０７－１１４．

［６］ＨｏｌｚｂｅｒｇＳ，ＢｒｏｓｉｏＰ，ＧｒｏｓｓＣ，ｅｔａｌ．Ｂａｒｌｅｙｓｔｒｉｐｅｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ－
ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎａｍｏｎｏｃｏｔｐｌａｎｔ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，
２００２，３０（３）：３１５－３２７．

［７］ＪｏｈｎＲＴ，ＩｄｒｉｓＡＭ，ＪｕｄｉｔｈＫＢ，ｅｔａｌ．Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｆｒｏｍｃｏｔｔｏｎｌｅａｆｃｒｕｍｐｌｅｖｉｒｕｓｉｓｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｌｏｗｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅｉｎｃｏｔｔｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００８，１４８：４１－５０．

［８］张增艳，姚乌兰，辛志勇．植物基因功能鉴定新工具———病毒诱
导基因沉默技术的研究进展［Ｊ］．植物遗传资源学报，２００６，７
（１）：１００－１０５．

—０４— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第６期


