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　　摘要：病毒诱导的基因沉默（ｖｉｒｕｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，简称ＶＩＧＳ）技术在候选基因功能验证方面起着非常重
要的作用。以辣椒八氢番茄红素脱氢酶基因（简称ＰＤＳ）为目标基因，分析表达载体转化农杆菌的菌液在 ＬＢ液体培
养基和诱导培养基（ＩＭ）中Ｄ６００ｎｍ值的变化趋势。结果表明，当ＬＢ液体培养基中菌液Ｄ６００ｎｍ值为１．１５时，后续利用ＩＭ

培养菌液的效率最高，ＰＤＳ基因沉默效果明显；优化了农杆菌接种方法，可为辣椒利用 ＶＩＧＳ技术进行候选基因的功
能验证提供参考。
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　　病毒诱导的基因沉默（ｖｉｒｕｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，简称
ＶＩＧＳ）是通过携带靶基因的病毒侵染植株从而引起寄主植株
对应的目标基因沉默，使该基因不能继续表达，进而探究基因

功能的一种方式［１－２］。目前，ＶＩＧＳ技术已被广泛应用，棉
花［３］、烟草［４］、拟南芥［５］、大麦［６］、大豆［７］等植物都已经成功

构建了ＶＩＧＳ体系，茄科作物［８－１０］也开始普遍利用ＶＩＧＳ技术
研究基因功能。候选基因 ＶＩＧＳ载体构建成功后，农杆菌接
种侵染植株是ＶＩＧＳ的关键步骤，农杆菌菌液培养占据了大
量的时间，其中菌液的 Ｄ６００ｎｍ值是试验的关键点。沉默八氢
番茄红素脱氢酶基因（简称 ＰＤＳ）可使植株出现明显的白化
症状，ＰＤＳ基因常用作 ＶＩＧＳ试验的阳性对照基因［１１］。本试

验以ＰＤＳ为目标基因构建 ＶＩＧＳ载体接种辣椒，分析在农杆
菌振荡培养过程中菌液的 Ｄ６００ｎｍ值，从而简化摇菌的测量次
数，为利用ＶＩＧＳ方法进行候选基因功能验证提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试辣椒材料为江苏省农业科学院蔬菜研究所高效园艺

作物遗传改良重点实验室保存的Ｇ４３（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．）。
ＶＩＧＳ载体 ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２∶００、ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ转化农杆菌
ＧＶ３１０１菌液引自西北农林科技大学。
１．２　试验方法
１．２．１　植物材料培养　２０１５年１０月，利用 ＲＧＬ－Ｐ１０００Ｄ
人工气候箱育苗，出苗前３０℃、黑暗培养，出苗后，昼、夜温度
２８、２０℃，光照 ３７５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）（光照—黑暗为 １２ｈ—
１２ｈ），湿度６０％，培养至２张子叶完全展开、真叶尚未长出
时用于接种。

１．２．２　试剂配制　试剂的配制参照Ｖｅｌáｓｑｕｅｚ等［１２］所述，配

制体积稍有改动。

２０×ＡＢ盐配制：ＮＨ４Ｃｌ２０．００ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ６．００ｇ、
ＫＣｌ３．００ｇ、ＣａＣｌ２０．２０ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，用超纯水定容
至１Ｌ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ（若出现沉淀，需要涡旋），备用。

诱导培养基（ＩＭ）配制：２－（Ｎ－吗啉）乙磺酸一水合物
（ＭＥＳ）５．１３７ｇ、葡萄糖２．６３２ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４０．１６４ｇ，用超纯水
定容至５００ｍＬ，调节ｐＨ值为５．６，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，待溶液
冷却后加ＡＢ盐２６．３１６ｍＬ。ＩＭ当天或提前１ｄ配制，５００ｍＬ
ＩＭ使用前加入５００μＬ２００ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮、２６．３１６ｍＬ
２０×ＡＢ盐、５００μＬ５０ｍｇ／ｍＬ卡那霉素、利福平、庆大霉素。

２００ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮配制：１９．６ｍｇ乙酰丁香酮溶于
５００μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）。

乙磺酸（ＭＥＳ）溶液配制：ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１．０１６５ｇ，ＭＥＳ
１．０６６０ｇ，用超纯水定容至５００ｍＬ，调节ｐＨ值至５．５，１２１℃
灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　接种方法

参照Ｖｅｌáｓｑｕｅｚ等［１２－１３］的方法。

１．３．１　划板　在 －８０℃冰箱中取出 ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２∶００、
ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ转化农杆菌ＧＶ３１０１菌液，冰上融解，分别在三
抗 ＬＢ琼脂板（含 ５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、５０ｍｇ／Ｌ利福平、
５０ｍｇ／Ｌ庆大霉素）上划线，用封口膜封好，标注好名称及日
期，置于２８℃培养３６ｈ左右。
１．３．２　挑取单菌落培养　准备３个１００ｍＬ锥形瓶，分别加
入１０ｍＬ液体ＬＢ培养基（含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、５０ｍｇ／Ｌ利
福平、５０ｍｇ／Ｌ庆大霉素），再分别挑取 ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２∶００、
ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ单菌落至锥形瓶中，用封口膜封好，２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ培养。
１．３．３　ＩＭ摇菌　按１∶２５的比例混合菌液和 ＩＭ。ｐＴＲＶ１
配制 ２瓶，ｐＴＲＶ２∶００、ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ各配 １瓶，２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ培养２７～３７ｈ至菌液Ｄ６００ｎｍ值达到０．５～０．８。
１．３．４　收集菌体　将菌液分别移入５０ｍＬ离心管中，４℃、
３０００ｇ离心１０ｍｉｎ，移除液体，加入等体积 ＭＥＳ重悬，４℃、
３０００ｇ再次离心 １０ｍｉｎ，收集菌体，用 １／２体积的 ＭＥＳ重
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悬。向ｐＴＲＶ１内加入２００ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮，使乙酰丁香
酮终浓度为４００ｍｍｏｌ／Ｌ，按１∶１将ｐＴＲＶ１分别与ｐＴＲＶ２∶
００、ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ混合，使乙酰丁香酮终浓度为２００ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｄ６００ｎｍ值约为０．６，置于２２～２５℃静置３～５ｈ，用于注射接种。
１．３．５　接种幼苗　接种前１ｄ浇水。接种时，在子叶中下部
靠近叶脉处用２ｍＬ一次性注射器打孔，用无针头的一次性注
射器在子叶背面注射菌液，直至整张子叶充满水渍。注意在

注射不同菌液时要更换手套与注射器，避免交叉污染。

１．３．６　接种后培养　接种后，将幼苗置于人工气候箱中，先
１８℃、黑暗条件培养２ｄ，再将培养条件调至昼、夜温度２２、１８
℃，光照３７５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）（１６ｈ—８ｈ），湿度６０％条件下培
养。接种后３ｄ控水以增加发病率。
１．４　数据分析

试验设５次重复，采用ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒｐｌｕｓ测量
菌液Ｄ６００ｎｍ值，利用Ｅｘｃｅｌ２００７工作薄进行数据整理分析。

２　结果与分析

２．１　不同ＬＢ菌液对ＩＭ菌液培养时间的影响
对ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２∶００、ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ用 ＬＢ培养基摇菌

后Ｄ６００ｎｍ为１．００、１．０５、１．１０、１．１５、１．２０的菌液进行ＩＭ摇菌，
用时２０～２３ｈ。结果发现，Ｄ６００ｎｍ值在１．１５时进行ＩＭ摇菌是
效率最高的（表１）。当 Ｄ６００ｎｍ值为１．００时，用 ＩＭ摇菌达不
到Ｄ６００ｎｍ值为０．５；随着 ＬＢ培养基 Ｄ６００ｎｍ值的增加，用 ＩＭ摇
菌的效率也逐渐增加，到 Ｄ６００ｎｍ值为１．１５时效率达到最高；
当Ｄ６００ｎｍ值为１．２０时，用ＩＭ摇菌的Ｄ６００ｎｍ值达到０．５的时间
开始增加。

表１　不同ＬＢ菌液对ＩＭ菌液培养时间的影响

ＬＢ菌液Ｄ６００ｎｍ值
ＩＭ菌液Ｄ６００ｎｍ＝０．５培养时间

（ｈ）
１．００ 未达到

１．０５ ４８．２±３．５
１．１０ ４１．５±２．６
１．１５ ２８．５±１．３
１．２０ ３４．７±２．４

２．２　不同菌体ＬＢ摇菌随着时间Ｄ６００ｎｍ值的变化
分别对ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２∶００、ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ用 ＬＢ培养基

摇菌，并分别在１７、１８、１９、２０ｈ测量菌液 Ｄ６００ｎｍ值，做３次重
复，取平均值，所得结果如图１所示，三者柱状图相似，说明不
同菌体之间摇菌时间与对应 Ｄ６００ｎｍ值变化相似。因此，若想
探究菌体摇菌时间与对应 Ｄ６００ｎｍ值变化的关系，仅用１种菌
体进行试验即可。

２．３　ＬＢ液体培养基培养菌液
用ｐＴＲＶ１探究菌体摇菌时间与对应 Ｄ６００ｎｍ值变化的关

系，挑取５个单菌落（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ），分别用１０ｍＬ液体ＬＢ培
养基在１００ｍＬ锥形瓶中２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，所用时
间及对应Ｄ６００ｎｍ值见表２。在摇菌１９．０ｈ时菌液 Ｃ、Ｄ、Ｅ的
Ｄ６００ｎｍ值已达到 ０．９０以上，增加测量密度，１９．５０ｈ后其
Ｄ６００ｎｍ值达到１．００以上，进一步增加测量密度，结果菌液Ｃ、Ｄ
在１９．７３ｈ、菌液Ｅ在１９．７０ｈ分别达到所需Ｄ６００ｎｍ值，而菌液
Ａ、Ｂ在摇菌１９．００ｈ时 Ｄ６００ｎｍ值在０．８０左右，可不必增加测
量密度。

根据测量结果，菌液在摇菌１９．７０～２０．００ｈ后达到所需
Ｄ６００ｎｍ值，若想减少测Ｄ６００ｎｍ的次数，可以在摇菌１９．００ｈ时测
Ｄ６００ｎｍ值，并根据所测值与表２中数据对比，估算再摇菌时间。
如Ｄ６００ｎｍ值达到０．９０，预计再摇４５ｍｉｎ可达到所需值；Ｄ６００ｎｍ
值达到１．００，预计再摇１５ｍｉｎ即可达所需值。

表２　１０ｍＬＬＢ培养基摇菌情况

菌液
Ｄ６００ｎｍ值

１７．００ｈ １８．００ｈ １９．００ｈ １９．５０ｈ １９．６０ｈ １９．７０ｈ １９．７３ｈ ２０．００ｈ
Ａ ０．３３７ ０．６００ ０．７９０ １．１６３
Ｂ ０．３８３ ０．６４２ ０．８４０ １．１９８
Ｃ ０．４１５ ０．６７７ ０．９０６ １．０１９ １．０７５ １．１３８ １．１５２
Ｄ ０．４２０ ０．７０２ ０．９１０ １．０２２ １．０８８ １．１４０ １．１５４
Ｅ ０．４３４ ０．７１３ ０．９３７ １．０５０ １．１１０ １．１６２

２．４　ＩＭ菌液培养时间与其浓度的关系
ＬＢ培养基摇菌 Ｄ６００ｎｍ值达到 １．１５左右后，再按菌

液 ∶ＩＭ＝１∶２５的比例进行混合，做５次重复，分别为菌液１、
２、３、４、５，继续摇菌。由表３可以看出，在相同起始 Ｄ６００ｎｍ值
下，再进行ＩＭ摇菌，所需摇菌时间也有些差异。一般来说，
当ＬＢ培养基Ｄ６００ｎｍ值达到１．１５，再进行ＩＭ摇菌，可在摇菌后
２７ｈ测量，再根据所测数据估计摇菌时间。由于 ＩＭ摇菌所
需时间远远多于ＬＢ培养基，而且所需Ｄ６００ｎｍ值范围并不是那
么严格，在０．５～０．８均可，初次测量 Ｄ６００ｎｍ值时间可以稍微

晚一点。

由于菌液在不同 Ｄ６００ｎｍ值下的增长速度不同，计算不同
菌液在不同时间段的平均值可能与菌液的真正Ｄ６００ｎｍ值变化
有所差异，因此，菌液原始的 Ｄ６００ｎｍ值变化更能说明问题，也
更方便做类似试验的研究人员查阅。

２．５　ＭＥＳ重悬对菌液浓度的影响
离心可能会造成菌体不能全部回收，导致 Ｄ６００ｎｍ值下降，

一般用等体积ＭＥＳ重悬后的Ｄ６００ｎｍ值相较菌液 Ｄ６００ｎｍ值下降
到原来的２／５。因此，可根据等体积ＭＥＳ重悬之后的Ｄ６００ｎｍ
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表３　ＩＭ摇菌时间与所测Ｄ６００ｎｍ的关系

菌液
Ｄ６００ｎｍ值

１７ｈ １９ｈ ２１ｈ ２３ｈ ２５ｈ ２７ｈ ２９ｈ ３１ｈ ３３ｈ ３４ｈ
菌液１ ０．２９１ ０．３２０ ０．３６０ ０．３７５ ０．４０６ ０．４２９ ０．４４５ ０．４８５ ０．４９２ ０．５０１
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值适当加第２次ＭＥＳ重悬的量，或根据ＩＭ摇菌的Ｄ６００ｎｍ值适
当减少第１次ＭＥＳ重悬的量，使最终Ｄ６００ｎｍ值约为０．３左右。
２．６　ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ基因沉默效果

从图２可见，接种ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ３周后，辣椒幼苗叶片出
现白化症状，其中第１、２张叶片的基部及主脉处明显白化，第
３张新生叶片全部白化；接种４周后，幼苗第１、２张叶片的白
化范围扩大，第 ３、４张新生叶片全部白化。接种空载体
（ｐＴＲＶ２∶００）幼苗比接种ｐＴＲＶ２∶ＰＤＳ幼苗的长势稍好，而
未接种植株（ＷＴ）明显比接种植株长势旺盛。本试验方法能
达到ＰＤＳ基因沉默的目标，可用于后续的基因功能验证。

３　结论与讨论

随着ＶＩＧＳ技术的逐渐成熟，不同研究人员采用的农杆
菌接种方法有所差异，有的用 ＬＢ培养基摇过之后就直接用
ＭＥＳ重悬［９］，此方法虽然也可以使基因沉默，但是用ＩＭ再次
摇菌可以提高菌体活性，提高沉默效率。

在进行农杆菌接种试验时，ＬＢ培养基摇菌的 Ｄ６００ｎｍ值将
影响后期ＩＭ摇菌的 Ｄ６００ｎｍ值，本研究得出了最佳的 ＬＢ培养
基摇菌Ｄ６００ｎｍ值为１．１５，而且通过所列举ＩＭ摇菌数据可以推
算所需摇菌时间，从而合理安排开始摇菌时间，因为 ＩＭ摇菌
时间过长会对菌体活性产生影响，尽量避开摇菌结束时间在

晚上，以增加菌体活性，保证最高沉默效率。

Ｚｈａｎｇ等的试验中仅说明了在ＬＢ液体培养液振荡培养时
需要２４～３６ｈ，ＩＭ振荡培养时需２０～２４ｈ，本试验探究ＬＢ培
养基和ＩＭ摇菌时间与Ｄ６００ｎｍ值的关系，得出ＬＢ培养基摇菌要
在摇菌１７ｈ时测量Ｄ６００ｎｍ值，ＩＭ摇菌要在摇菌后２７ｈ进行测
量的结论［１３］。所得时间节点与 Ｚｈａｎｇ等稍微有所差别，但根
据本试验结果，在Ｚｈａｎｇ等的试验条件下ＬＢ液体培养基浓度

可能比较高，难以掌控菌体最佳活性时期。本试验在Ｚｈａｎｇ等
的基础上更加精确了摇菌时间，方便研究人员参考查阅。

采用本研究方法接种，辣椒叶片白化症状明显，说明本试

验方案可行，为应用 ＶＩＧＳ技术研究辣椒相关基因功能奠定
了基础。
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