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摘要:宿主诱导的基因沉默(host-induced
 

gene
 

silencing,HIGS)近些年来被深入研究并应用到植物抗病育种中,然而该技

术需要首先在宿主植物中建立针对病原菌目标基因的siRNA。基于通过病毒诱导的基因沉默(virus
 

induced
 

gene
 

silencing,VIGS)技术能在本氏烟草(Nicotiana
 

benthamiana)中快速产生siRNA的思路,构建了一个可同时沉默转基因

本氏烟草16c(后简称16c-NB)
 

GFP 基因及大丽轮枝菌(Verticillium
 

dahliae)CYP51 基因的融合片段,并将它插入到

VIGS载体TRV2中,以实现在通过观察16c-NB绿色荧光是否消失来快速确认基因沉默效应是否发生的同时,也让16c-

NB体内产生大量针对大丽轮枝菌CYP51 基因的siRNA。结果显示:16c-NB在转入TRV2:GFP-CYP51 载体后体内的

GFP 基因被沉默,且在接种大丽轮枝菌后的萎蔫病状明显低于作为对照的转入了TRV2:GFP 载体的16c-NB,说明通过

VIGS技术让16c-NB产生的针对大丽轮枝菌CYP51 基因的siRNA明显提高了该物种对大丽轮枝菌的抗性。上述基于

VIGS技术建立的TRV2:GFP-目标基因体系为快速筛选抗大丽轮枝菌的 HIGS靶基因提供了高效工具。
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siRNA(small-interfering
 

RNA)、PIWI-interacting
 

RNA[1]等sRNA(small
 

RNA)通过转录或转录后水平调

控基因的表达[2]。sRNA能以双链的形式在生物体内部进行短距离或长距离传递[2],还能跨物种进行传递[1]。
例如,葡萄孢菌(Botrytis

 

cinerea)可将自身的siRNA传递给拟南芥(Arabidopsis
 

thaliana)并沉默后者免疫相

关基因,从而实现对后者的成功侵染[3];此外菟丝子(Cuscuta
 

pentagona)与它的寄主植物之间也存在sRNA大

量交流[4];甚至还有研究争论人(Homo
 

sapien)血液中是否有植物源的 miRNA(microRNA)[5-7]。近些年来,基
于植物sRNA跨物种沉默病原菌目标基因而发展起来的技术———宿主诱导的基因沉默(host-induced

 

gene
 

silencing,HIGS)受到广泛关注[8],该技术通过在宿主植物中表达与昆虫或病原体基因相关的hpRNA(hairpin
 

RNA)或dsRNA(double-stranded
 

RNA),然后这些表达产物被宿主植物加工为siRNA后再传递到昆虫或病原

体中,从而达到沉默昆虫或病原体相应基因表达之目的[9]。当前,HIGS技术已经被广泛应用于有关防治植物病

虫害的研究和实践中[10-18]。
大丽轮枝菌(Verticillium

 

dahliae)是一种土传维管束真菌病害,能够导致双子叶植物萎蔫坏死;它在逆境条

件下形成的微菌核抗逆性强,能在土壤中存活多年[19]。大丽轮枝菌基因组中还存在大量转座子以及频繁的基因

重组现象,由此可产生大量的生理小种并快速适应不同宿主[20-23]。研究者们一直在寻找提升植物抗大丽轮枝菌

能力的方法,并发现在番茄(Solanum
 

lycopersicum)、海岛棉(Gossypium
 

barbadense)、欧薄荷(Mentha
 

longifolia)
等植物中克隆的Ve1 基因能提高植物对大丽轮枝菌的抗性[24-27]。最新的研究思路是基于宿主植物与大丽轮枝

菌之间的HIGS效应,通过在植物中表达大丽轮枝菌致病或生长关键基因来提升植物对大丽轮枝菌的抗

性[28-31]。然而,由于目标基因沉默发生在大丽轮枝菌中,因此很难利用基因表达量分析来迅速检测目标基因的

沉默状态;研究者通常通过Northern
 

blot技术筛选能产生大量目标基因的siRNA的植物,然后接种大丽轮枝
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菌,并进一步分析植物对大丽轮枝菌的抗性,但这样的实验过程限制了对大丽轮枝菌 HIGS目标基因快速及大

量的筛选[32]。为了解决在宿主植物中如何快速产生siRNA的问题,本研究构建了病毒载体,通过病毒诱导的基

因沉默(virus
 

induced
 

gene
 

silencing,VIGS)技术在转基因本氏烟草(Nicotiana
 

benthamiana)16c
 

(后简称16c-
NB)中快速地形成针对大丽轮枝菌靶标基因的siRNA。此外,已有研究表明可以通过构建串联基因片段VIGS
载体实现2个基因的同时沉默[33-34]。因此,本研究通过VIGS技术在16c-NB中构建GFP 基因的沉默表型并可

通过荧光快速检测基因沉默情况;将大丽轮枝菌待沉默目标基因CYP51 的部分片段与GFP 基因片段进行串

联,并将串联后的基因片段注射于16c-NB中,从而可通过荧光快速观察GFP 基因的沉默情况来判断其中是否

产生大丽轮枝菌目标基因的siRNA。

1 材料与方法

1.1 实验材料

将实验用16c-NB种子点种于腐殖土壤中萌发,萌发10
 

d后转植于加入少许蛭石的小花盆中,并在温度、空
气相对湿度和光照时长分别设置为25

 

℃、60%和12
 

h的人工气候培养箱中培养,待植株生长21
 

d后用于基因

沉默试验。根癌农杆菌(Agrobacterium
 

tumefaciens)GV3101(后简称农杆菌)、大丽轮枝菌V991以及大丽轮枝

菌GFP 表达菌株VD-GFP 由本研究团队所在实验室保存。

1.2 载体构建与基因表达分析

使用引物GFP-F与GFP-R扩增GFP 基因的部分片段,将它连接到TRV2载体,完成TRV2:GFP 载体的

构建;使用引物CYP51-F与CYP51-R扩增部分CYP51 基因片段,将它插入到 TRV2:GFP 载体中,完成

TRV2:GFP-CYP51载体的构建;使用宝生物工程(大连)有限公司出品的RNAiso
 

Plus试剂盒提取16c-NB的

总RNA;cDNA由宝生物工程(大连)有限公司出品的PrimeScript
 

II
 

1st
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit试剂盒合

成;通过RT-PCR分析沉默后基因的表达情况,以β-tublin 基因和本氏烟草延伸因子基因NbEF1 为基因表达量

分析的内参。本研究所用引物的序列信息如表1所示。

表1 研究中所用引物

Tab.1 Primer
 

sequences
 

used
 

in
 

this
 

research

基因名称 引物序列

GFP F:GGggtaccCTTTTCACTGGAGTTGTCCC;R:CCGctcgagGCTTGTCGGCCATGATGTA

NbEF1 F:AGCTGACTGTGCTGTCCTGA;R:GGGGTGCATCTCAACAGATT

β-tublin F:CCGTAACGGTCGCTACCTGA;R:AGCCTCCTCCTCGTACTCCT

CYP51 F:CCGgaattcAACGCCGAGGAGATCTACAG;R:CGGggtaccGGGACGTGTCGAACTTGTTG

  注:引物中小写部分为酶切位点。

1.3 VIGS操作程序

将TRV1、TRV2、TRV2:GFP 或TRV2:GFP-CYP51载体转化的农杆菌在LB培养液(含50
 

mg·L-1 的

卡拉霉素和100
 

mg·L-1 的利福平)于28
 

℃、200
 

r·min-1 条件下振摇过夜培养,再按照1∶25的体积比将上

述菌液稀释后接种到LB诱发培养基中(含50
 

mg·L-1 的卡拉霉素、100
 

mg·L-1 的利福平和200
 

μmol·L
-1

的乙酰丁香酮),在28
 

℃、200
 

r·min-1 条件下振摇培养24
 

h。将诱发后的菌液离心后重悬菌体于等体积的侵

染培养基中(含10
 

mmol·L-1 的氯化镁和10
 

mmol·L-1 的2-吗啉乙磺酸,pH为5.5),进一步离心后重悬菌

体于半体积的侵染培养基中,调整菌悬液吸光度值为0.3,并加乙酰丁香酮直到它的终浓度为400
 

μmol·L
-1;

将TRV1载体转化的农杆菌分别与TRV2、TRV2:GFP 或TRV2:GFP-CYP51载体转化的农杆菌按照1∶1的

数量比混合后,用规格为1
 

mL的无针注射器将混合菌液注入16c-NB的叶片中,于培养室中培养21
 

d后分析

GFP 基因的沉默情况。
 

1.4 16c-NB基因沉默效果的考察

在VIGS操作10
 

d后可以看到明显的基因沉默效果。在本研究中,通过观察在TRV2:NbPDS 载体沉默

16c-NB的八氢番茄红素脱氢酶(phytoene
 

desaturase)基因NbPDS 后植株叶片的白化现象来分析VIGS操作的
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效果,此为阳性对照;而在TRV2:GFP 载体沉默16c-NB的GFP 基因后,通过蓝光电筒和荧光眼镜观察烟草的

荧光来快速分析基因沉默的情况。

1.5 大丽轮枝菌的接种、致病性分析及16c-NB茎中大丽轮枝菌的分离

观察到GFP 基因被沉默后,通过16c-NB根部接种大丽轮枝菌孢子悬浮液。在培养20
 

d后,受大丽轮枝菌

侵染的16c-NB表现出典型的黄萎病症状,即植株萎蔫、叶片枯死和脱落。通过统计分析评估16c-NB的发病情

况。此时,将16c-NB的茎截段后随用清水清洗1次,之后用体积分数为75%的乙醇溶液清洗2
 

min,再用质量分

数为1%的次氯酸溶液浸泡茎5
 

min,最后用无菌水浸泡冲洗3次。将洗净的茎置于超净工作台上用无菌吸水纸

上沥干,再用经灭菌处理的小刀去掉首尾后截成小段,放于铺有玻璃纸的PDA平板上,25
 

℃培养10
 

d。然后从

茎段两端获得侵染烟草的大丽轮枝菌,且进而可用1.2节中的方法分析大丽轮枝菌GFP 基因的表达情况。

2 结果与分析

2.1 16c-NB基因沉默情况分析

图1a显示,将经TRV2:NbPDS 载体转入16c-NB后成功地沉默了NbPDS 基因,16c-NB叶片出现白化现

象,表明本研究建立的VIGS实验体系能很好地工作。为了分析TRV2:GFP 载体对16c-NB根、茎、叶中GFP
基因的沉默情况,使用蓝光照射16c-NB,其中GFP 基因被沉默的植株在蓝光的激发下叶片呈现红色、根呈现黄

色、茎部分呈现红色部分呈现黄色(图1b)。为了更加准确地分析16c-NB的根、茎、叶GFP 基因沉默的效果,分
别提取三者的RNA,经反转录后用RT-PCR分析了它们GFP 基因的表达量,结果显示:与转入了TRV2载体的

16c-NB相比,转入了TRV2:GFP 载体的16c-NB叶片GFP 基因被完全沉默,而根、茎中也仅有少量GFP 基因

表达(图1c)。上述结果表明本研究采用的TRV基因沉默系统能很好地沉默16c-NB根、茎、叶中的GFP 基因,
可用于后续实验。

a 阳性对照 b 16c-NB根(左)、茎(中)、叶(右)中GFP 基因沉默情况的荧光观察

c RT-PCR分析16c-NB中GFP 基因的沉默情况

图1 TRV诱导的VIGS技术沉默16c-NB
 

GFP 基因的结果

Fig.1 Results
 

of
 

TRV-induced
 

VIGS-mediated
 

silencing
 

of
 

the
 

16c-NB
 

GFP
 

gene

2.2 大丽轮枝菌与16c-NB的HIGS效应

为了探究16c-NB产生的sRNA是否能通过跨界RNA干扰机制产生 HIGS效应并影响大丽轮枝菌的致病
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性,本研究在采用VIGS技术沉默了16c-NB中的GFP 基因表达基础上,将带有GFP 基因表达标签的大丽轮枝

菌(后简称VD-GFP)接种到这些16c-NB上。经过15
 

d的培养,观察到接种了VD-GFP 的16c-NB出现了典型

的黄萎病萎蔫症状(图2a)。然后割取这些16c-NB茎段,经次氯酸灭菌后接种在铺有玻璃纸的PDA培养基上,
待菌落少许长出茎段两端(图2b)。然后将菌落刮下并提取RNA,分析其中GFP 基因的表达情况,发现多数

VD-GFP 的GFP 基因表达量都有一定程度的降低(图2c)。结果表明16c-NB产生的siRNA通过RNA干扰机

制,能够触发VD-GFP 中的基因沉默效应。

a VD-GFP 侵染注射

TRV2:GFP 载体后的16c-NB

b 从烟草茎段(图a中红色部分)分离出的VD-GFP

c 分离的VD-GFP 中GFP 基因表达情况

图2 大丽轮枝菌GFP 基因沉默情况分析

Fig.2 
 

Analysis
 

of
 

V.
 

dahliae
 

GFP
 

gene
 

silencing

2.3 大丽轮枝菌CYP51基因沉默对16c-NB抗病能力的影响

许多研究表明在植物中表达真菌致病或生长过程中关键基因的RNAi可提高植物对真菌的抗病能力[15-18],

如在植物体内产生或者外源喷洒真菌CYP51 基因的sRNA可提升植物抗真菌的能力[18,35]。本研究登录NCBI
数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)并查询到大丽轮枝菌CYP51 基因(NCBI登录号:XP_009649122)所
编码的氨基酸序列,并与禾谷镰刀菌(Fusarium

 

graminearum)CYP51 基因所编码的氨基酸序列[18]进行比较,

发现这2种真菌的CYP51 基因高度同源(图3)。为分析大丽轮枝菌CYP51 基因被沉默后是否提高了16c-NB
的抗病能力,本研究将CYP51 部分基因片段连接在 TRV2:GFP 载体的GFP 基因片段之后,由此构建出

TRV2:GFP-CYP51载体(图4a)。在注射TRV2:GFP-CYP51载体转化的农杆菌15
 

d后,通过蓝光电筒分析

16c-NB叶片的GFP 基因沉默情况(图4b),选择基因沉默效果较好的植株用于后续的大丽轮枝菌的接种实验。
接种实验结果显示:作为对照的mock组(用无菌水代替2种载体转化的农杆菌进行注射)16c-NB无发病情况;
与转入了TRV2:GFP 载体的16c-NB相比,转入了TRV2:GFP-CYP51载体的16c-NB生长状况更好(图4c),
说明它对大丽轮枝菌的抗性有所提高。由此可见,在宿主中建立的CYP51 基因沉默信号提高了宿主的抗病

能力。
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注:VdCyp51为大丽轮枝菌CYP51 基因编码的氨基酸序列,FgCYP51A、FgCYP51B、FgCYP51C为谷禾镰刀菌CYP51 基因编码的氨

基酸序列。

图3 大丽轮枝菌和禾谷镰刀菌CYP51基因编码的氨基酸序列比对分析

Fig.3 Amino
 

acid
 

sequence
 

alignment
 

analysis
 

on
 

CYP51
 

gene
 

of
 

V.
 

dahliae
 

and
 

F.
 

graminearum

a TRV2:GFP-CYP51载体结构简图 b 注射TRV2:GFP-CYP51载体后的16c-NB叶片荧光观察

c 接种大丽轮枝菌后的16c-NB发病情况

图4 大丽轮枝菌CYP51基因的沉默提高了烟草的抗病能力

Fig.4 Silencing
 

of
 

CYP51
 

gene
 

on
 

tobacco
 

enhance
 

resistence
 

against
 

V.
 

dahliae

3 讨论

采用宿主自我诱导与外源喷洒这2种递送策略,可赋予宿主植物针对病原真菌的dsRNA。相关研究证实,
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这2种策略均能明显降低禾谷镰刀菌对宿主植物的感染率[36]。大丽轮枝菌可给农作物造成严重病害,对它的防

治有着极高的难度[19]。目前,许多叶面病原菌可通过外源喷洒dsRNA来防治,而大丽轮枝菌主要通过植物根

部侵入植物体内,所以难以采用外源喷洒策略来进行防控。因此,在宿主植物中构建针对大丽轮枝菌基因的

siRNA成为了对该病原真菌进行有效防控的重要策略。而精准选择合适的大丽轮枝菌目标基因以及适宜的沉

默现象观察手段,对于该策略的有效应用显得至关重要[37]。研究表明,利用VIGS技术,能够在宿主植物体内迅

速产生siRNA[33]。这些siRNA被大丽轮枝菌摄取后,进而激发了 HIGS效应[28]。与传统抗性育种方法相比,

HIGS技术优势明显:一方面它能减少对宿主植物基因代谢网络的干扰;另一方面则是所生成的siRNA在宿主

植物体内不会产生外源蛋白,对于食用植物而言此特性尤为重要。此外,
 

HIGS技术还能通过筛选针对多种病

原真菌的目标基因来实现对这些病原真菌的防治,还能有效避免病原真菌在防治过程中产生耐受性[38]。已有研

究表明,在植物中构建CYP51 基因沉默效应,可以明显降低病原真菌的致病力[36,39]。基于同源比对,本研究精

准锁定大丽轮枝菌的CYP51 基因所编码的氨基酸序列,并对采用HIGS技术后宿主植物16c-NB对大丽轮枝菌

的抗性提升效果予以评估;同时,为了能快速、直观地观察植物中基因沉默效应的发生情况,本研究巧妙地将

GFP 与CYP51 这2个基因串联后进行沉默处理,借助16c-NB的荧光表现,可快速判断基因沉默是否发生。这

不仅有利于快速筛选出更多大丽轮枝菌的目标基因,还能为针对该病原真菌的抗性育种工作提供极具价值的靶

标。VIGS技术可以在植物中便捷且高效地形成大量siRNA,在时效性方面优于传统的转基因方法;并且多个

VIGS载体可以同时注入宿主植物,由此实现对多个目标基因的同时沉默,有助于快速评估多个基因沉默对病原

真菌的防控效果。然而需要指出的是,本研究所提出的方法目前暂时仅适用于抗大丽轮枝菌育种前期的筛选工

作,还无法涉及其他阶段。
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Synergistic
 

VIGS-HIGS
 

Silencing
 

of
Verticillium

 

dahliae
 

CYP51
 

Gene
 

Enhances
 

Tobacco
 

Disease
 

Resistance

ZOU
 

Run,
 

XIE
 

Chengjian
(College

 

of
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Sciences,
 

Chongqing
 

Normal
 

University,
 

Chongqing
 

401331,
 

China)

Abstract:
 

Host-induced
 

gene
 

silencing
 

(HIGS)
 

has
 

been
 

extensively
 

studied
 

and
 

applied
 

in
 

plant
 

disease-resistant
 

breeding
 

in
 

recent
 

years;
 

however,
 

this
 

technology
 

first
 

requires
 

the
 

establishment
 

of
 

small
 

interfering
 

RNAs
 

(siRNA)
 

targeting
 

pathogen
 

genes
 

in
 

host
 

plants.
 

Based
 

on
 

the
 

concept
 

that
 

virus-induced
 

gene
 

silencing
 

(VIGS)
 

can
 

rapidly
 

generate
 

siRNA
 

in
 

Nicotiana
 

benthamiana,
 

a
 

fusion
 

fragment
 

capable
 

of
 

simultaneously
 

silencing
 

the
 

GFP
 

gene
 

in
 

transgenic
 

N.
 

benthamiana
 

16c
 

(hereafter
 

referred
 

to
 

as
 

16c-

NB)
 

and
 

the
 

CYP51
 

gene
 

in
 

Verticillium
 

dahliae
 

was
 

constructed.
 

This
 

fusion
 

fragment
 

was
 

inserted
 

into
 

the
 

VIGS
 

vector
 

TRV2,
 

enabling
 

rapid
 

confirmation
 

of
 

whether
 

gene
 

silencing
 

had
 

occurred
 

by
 

observing
 

the
 

disappearance
 

of
 

green
 

fluorescence
 

in
 

16c-NB,
 

while
 

also
 

inducing
 

the
 

production
 

of
 

large
 

quantities
 

of
 

siRNA
 

targeting
 

the
 

V.
 

dahliae
 

CYP51
 

gene
 

in
 

16c-NB.
 

Results
 

showed
 

that
 

the
 

GFP
 

gene
 

in
 

16c-NB
 

was
 

silenced
 

after
 

transformation
 

with
 

the
 

TRV2:GFP-CYP51
 

vector.
 

Moreover,
 

the
 

wilt
 

symptoms
 

of
 

16c-NB
 

transformed
 

with
 

TRV2:GFP-CYP51
 

were
 

significantly
 

less
 

severe
 

than
 

those
 

of
 

control
 

16c-NB
 

transformed
 

with
 

the
 

TRV2:GFP
 

vector
 

after
 

inoculation
 

with
 

V.
 

dahliae.
 

These
 

findings
 

indicated
 

that
 

siRNA
 

targeting
 

the
 

V.
 

dahliae
 

CYP51
 

gene,
 

generated
 

in
 

16c-NB
 

via
 

VIGS,
 

significantly
 

enhanced
 

the
 

resistance
 

of
 

this
 

plant
 

species
 

to
 

V.
 

dahliae.
 

The
 

results
 

suggest
 

that
 

the
 

TRV2:GFP-target
 

gene
 

system
 

established
 

based
 

on
 

VIGS
 

provides
 

an
 

efficient
 

tool
 

for
 

the
 

rapid
 

screening
 

of
 

HIGS
 

target
 

genes
 

conferring
 

resistance
 

to
 

V.
 

dahliae.
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