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摘  要 

为研究烟草脆裂病毒(Tobacco rattle virus, TRV)介导的基因沉默(Virus-induced gene silencing, VIGS)
技术是否适合在亚麻上应用，以PDS (Phytoene desaturase，八氢番茄红素脱氢酶)为标记基因，通过构

建基因沉默载体，在亚麻品种大紫花中建立了TRV-VIGS体系。结果显示，pTRV2-PDS侵染植株真叶表

现出明显的沿叶脉方向延伸的条状白化症状，且qRT-PCR分析发现与野生型及pTRV2空载体植物相比，

pTRV2-PDS侵染的植株中PDS基因的表达均被有效抑制。证明，TRV介导的VIGS可以用于亚麻基因功能

的验证研究。 
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Abstract 
In order to study whether tobacco rattle virus (TRV)-mediated virus induced gene silencing (VIGS) 
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technology is suitable application for flax, a TRV-VIGS system is established by constructing a gene 
silencing vector with phytoene desaturase (PDS) as a marker gene. The results showed that 
qRT-PCR analysis showed that the expression of PDS gene in pTRV2-PDS infected plant is effec-
tively inhibited compared with the control and empty plant, and the euphylla showed obvious al-
binism. The results showed that VIGS mediated by TRV could be used to verify the function of flax 
gene. 
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1. 引言 

亚麻(Linum ustitatissimum L.)是我国重要的经济作物。长期以来，亚麻育成品种主要依靠常规育种方

法，针对性较差，育种年限长，并且由于表型鉴定困难，常规育种很难选育出纤维品质好、富含某种功

能营养成分的新品种。因此，应从分子育种方向入手，挖掘相关候选基因，深入验证基因功能，开发功

能分子标记，早日实现营养品质和纤维品质俱佳的亚麻新品种的定向培育。相比于拟南芥、水稻、小麦

等模式植物和主粮作物，亚麻分子生物学研究起步较晚，其目前基因功能的验证载体主要以拟南芥和烟

草为主。 
病毒介导的基因沉默(Virus Induced Gene Silencing, VIGS)技术，指的是一类将成功导入目的基因片段

的重组病毒载体，通过农杆菌转化或其他的方法途径，导入目的植株或其特定部位，从而实现抑制该植

株或部位的内源基因表达的技术。首先，VIGS 技术可以应用于对植物抗病、虫和逆性等相关基因的研究

中。目前已经利用该技术成功地鉴定了许多对病毒、细菌、害虫有效的抗性基因，并且，某些与植物的

抗逆性有关的途径中关键基因的功能也已经通过这项技术实现了鉴定和验证，例如之前就有过利用 TRV
对本氏烟草中 Rx 基因介导的细胞程序性调亡的作用的相关研究的例子。VIGS 技术也有可用于抗真菌病

害研究的例子：目前已经通过 VIGS 技术在对番茄与叶霉病菌之间相互作用的研究中实现了突破，并且

也实现了通过该技术来鉴定某些与叶霉病抗性相关基因的目标[1]。众所周知，对植物抗逆性的研究可以

说是国内外植物、农作物研究的一大研究热点话题和重点方向，因而运用 VIGS 技术进行抗逆性研究的

例子简直数不胜数。如 VIGS 技术应用在对番茄耐旱基因(SLB9 基因)的功能研究中[2]；利用 VIGS 技术

进行了对 GhSDH1-1 基因能够正向调控棉花对黄萎病抗性机制的研究[3]及用 VIGS 技术进行了 GhCOIl
和 GhMYC2 基因对棉花黄萎病抗性的研究[4]；对棉花 VIGS 病毒载体的构建，并将其应用在抗病基因功

能鉴定上[5]。目前 VIGS 技术以在植物的胞内生化、生物代谢有关基因作用的研究最为突出，并且涉及

到植物胞内许多必需物质的合成代谢，甚至是植物细胞内的某些微小细胞器的合成代谢相关基因的研究。

例如，目前对辣椒素、木质素[6]等的合成相关基因的鉴定也正是通过 VIGS 技术来实现的。 
本研究以亚麻为实验材料，利用农杆菌进行侵染，进而探索亚麻幼苗病毒诱导基因沉默(VIGS)的最

优体系，通过观察亚麻幼苗叶片是否出现条状白化，从而判断其内源指示基因(PDS 基因)的表达是否受

到有效抑制。本研究对亚麻 VIGS 体系的初探，将会为亚麻功能基因验证奠定良好的基础。 
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2. 材料方法 

2.1. 材料 

试验采用亚麻品种为大紫花，由南通大学生命科学学院提供。播种采用草炭土与蛭石的混合土壤(体
积比 2:1)，幼苗在光照培养箱中培养，培养条件模拟自然生长环境。光照时长 16 h，黑暗时长 8 h，循环

交替，温度 24℃/18℃，湿度 50%。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. PDS 片段扩增 
提取亚麻嫩叶总 RNA 并反转录成 cDNA。以八氢番茄红素脱氢酶(Phytoene desaturase, PDS)基因

mRNA 序列为参考序列，利用 Primer 5 软件设计特异引物，经琼脂糖凝胶电泳后收集 PCR 产物，胶回收

的产物进行测序验证，利用 PCR 纯化试剂盒(天根)纯化，然后将纯化后的产物克隆到 TRV2 载体上，并

进行测序。 
提取含 TRV2 的菌液质粒，利用 Bam HI 和 Eco RI 酶切 pTRV2 质粒和 PDS 片段，将 PDS 片段与双

酶切后质粒由 T4 DNA 连接酶进行连接，载体连接成功后命名为 pTRV2-PDS。将 pTRV2-PDS 载体转入

大肠杆菌 DH5α 感受态中，经菌液 PCR 鉴定。将含 pTRV2-PDS 重组载体的大肠杆菌 DH5α 菌液与

TRV2-PDS 重组载体分别导入农杆菌中，−20℃备用。 

2.2.2. 侵染亚麻幼苗 
首先，我们取在光照 16 h 暗 8 h 条件下生长的幼苗，在其刚长出两片子叶时(约播种后 15 d 左右)准

备摇菌。在接种前 48 h 左右，将 pTRV1，pTRV2，pTRV2-PDS 挑取单菌落，加 1 ml YEB 液体培养基(YEB
培养基需加卡纳至终浓度为 10 mg/ml；利福平终浓度为 50 mg/ml)，然后 28℃ 200 rpm 过夜培养，这一

步的目的是将三种载体分别导入农杆菌 GV1301 感受态中。 
接种前一天菌液 PCR 检测，鉴定菌株并未丢失目标基因。将摇好的菌倒入含有 25 ml YEB 液体培养

基中(无需加卡纳、利福平)，接着 28℃ 200 rpm 摇一晚大约 16 h。接种注射前，测出菌液的 OD 值，用

来确定重悬时所加 YEB 培养基的体积：将菌液收集于 50 ml 离心管中，7000 rpm 离心 5 min，去上清液，

用液体 YEB 培养基(无需加卡纳、利福平)重悬菌液使 OD 值达到 1 左右(0.6 < OD < 1.2)。菌液中需加入

三种药品使终浓度分别为 10 mM MgCl2；10 mM MES；150 u MAS。漩涡震荡后可以室温静置 3 h 或者

28℃ 200 rpm 摇 1 h。将摇好的 pTRV1 与 pTRV2-PDS 等体积混匀，pTRV1 与 pTRV2 等体积混匀(pTRV1
每次都需多摇一些)混匀好的菌液分别用来注射。 

注射时应选择子叶背面用 1 ml 注射器针头扎 3 个孔，这一步的关键是不能扎透子叶。用注射器去掉

针头吸取混好的菌液，向子叶背面的针眼里推，不能过于用力，否则苗易死亡，菌液量无需过多，部分

晕染扩散变绿即可。注射完立即注明注射日期和菌液名称。最后暗处培养 24 h 之后移置光照培养箱中培

养(光周期 16 h/8 h，温度 24℃/18℃交替)。 

2.2.3. qRT-PCR 验证 
当侵染 pTRV2-PDS 的亚麻植株出现第一对真叶稳定白化现象时(接菌后约一周)，取野生型、pTRV2

空载、pTRV2-PDS 干扰植株上完整嫩叶，样品置于液氮中保存，随后提取样品 RNA 并反转录为 cDNA，

进行 qRT-PCR 检验，引物(上游引物序列：CGGGATCCGCACTAAACTTCATTAATCC，下游引物序列：

GCTCTAGACTTTAGTTTCCGGTCAAACC)，选用亚麻 Actin-7 基因(上游引物序列：ATTGGTGCTGAGA 
GGTTCCG，下游引物序列：CGGGAAACAGACAGGACACT，GeneBank 登录号：NM_001308447)作为
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内参基因。反应体系为 20 μL：cDNA 加入 3 μL，上、下游引物及 50 × ROX ReferenceDye 1 各加入 0.5 μL，
qPCR SYBR Green MasterMix 加入 10 μL，ddH2O 加入 5.5 μL，体系补齐至 20 μL。PCR 反应程序设置为：

预变性温度 95℃运行 6 min，变性温度 95℃运行 10 s，特异性引物退火温度 58℃运行 20 s，延伸温度 72℃
运行 15 s，40 次循环，最后 72℃延伸 2 min。PCR 结果以 2−ΔΔCt方法[7]计算基因的相对表达量，以此检

验沉默植株基因被沉默的效率。 

3. 结果与分析 

3.1. 目的片段(PDS)扩增和载体的构建 

经改造的 pTRV2 基因沉默载体作为本试验所用载体，Lus10021967 (PDS)基因从亚麻中克隆，开放阅

读框全长 437 bp (图 1A)，根据亚麻 PDS 基因的非保守序列分别在两端添加两个酶切位点，Xba I 和 Bam 
HI (图 1B)。PDS 基因序列和 pTRV2 沉默载体经双酶切(Xba I 和 Bam HI)后连接组成 pTRV2-PDS 重组质

粒，转化至大肠杆菌。经过菌液 PCR 分析(图 1C)及对其测序，筛选出阳性菌并提取质粒，随后转化农杆

菌并保存，用于后续的侵染亚麻工作。 
 

 
Figure 1. Schematic diagram of PDS gene amplification electrophoresis and vector construction 
in flax 
图 1. 亚麻 PDS 基因扩增电泳及载体构建示意图 

3.2. 亚麻植株 PDS 基因干扰表型观察 

白化的阳性亚麻植株是否出现可反映病毒诱导体系在亚麻植株中是否具有适用性。携带 pTRV2-PDS
重组质粒的病毒侵染亚麻子叶期植株，我们观察到白化幼苗发生白化的部位基本一致(图 2)。阳性亚麻植

株的白化部位出现在第一、二对真叶，而野生型及空载对照植株表型正常(图 3A，图 3B)，同时我们观察

到个别侵染处理下的阳性白化植株因叶片组织受损而出现叶片畸形、皱缩、弯曲等非正常生长的现象。

https://doi.org/10.12677/br.2021.104063
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结果表明子叶期亚麻白化部位出现在第一、二对真叶处(图 3D)。 
 

 
Figure 2. Whole albino parts of pTRV2-PDS plants observed 
图 2. pTRV2-PDS 植株的白化部位整体观察 

 

亚麻植株培养 15 d 时，接种 pTRV2-PDS 载体的亚麻植株新生嫩叶基部出现白化现象。之后多处叶

片出现条状白化现象，并非整个叶片全部白化，仅是沿着叶脉方向延伸白化区域增多且现象明显(图 3C)。
pTRV2-PDS 侵染植株作为指示植株，白化现象表明重组质粒在植物体内表达，但 pTRV2 空载植株表型

与野生型植株并无明显差异(图 4)。 
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(A)：野生型植株叶片和茎；(B)：pTRV2 空载体植株叶片和茎；(C)：pTRV2-PDS 干扰植株叶片和

茎；(D)：pTRV2-PDS 干扰植株的完整植株 

Figure 3. Phenotype of the TRV2-PDS-transformed plants. 
图 3. 病毒干扰植株的表型细节图 

 

 
Figure 4. Comparison of growth of wild-type and virus-infected plants 
图 4. 野生型及病毒侵染植株的长势比较 

3.3. 沉默效果验证 

当第一对真叶出现白化，便对 pTRV2-PDS 干扰植株、pTRV2 空载植株、野生型植株检测 PDS 基因

表达情况，结果如图 5 所示。pTRV2-PDS 干扰植株 PDS 基因沉默植株基因表达量低于野生型植株 70%，

低于 pTRV2 空载植株 71.4%，证明亚麻 pTRV2-PDS 干扰植株中 PDS 基因被成功沉默。 

4. 讨论 

研究发现 TRV 病毒可侵染的寄主范围广，且其病毒传播速度非常快，但对所侵染植株的致病表现相

对较弱，很少致死。并且其可在植物的生长点和分生组织内迅速扩散，因而导致特异性的目标基因被降

解，因为以上的这些特点，其成为研究非模式植物基因功能较好的载体选择[8] [9]。与其他一些导致基因 
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Figure 5. PDS gene expression in flax 
图 5. 亚麻 PDS 基因表达量 

 
功能丧失的沉默方法相比，VIGS 具有以下优点，无需进行遗传转化、实验周期短和可在不同的遗传背景

下进行基因功能研究等[10] [11]。然而，VIGS 技术也存在一定的缺陷，其中 VIGS 技术在不同物种中的

沉默效果差别较大，对植物寄主的选择性限制 VIGS 技术在各物种中大范围使用。TRV 载体适用的植物

范围与其他 VIGS 载体相比虽然较为广泛，但是其是否在亚麻材料中适用还无大量报道。本研究以 PDS
为标记基因，通过构建基因沉默载体 pTRV2-PDS，在亚麻品种大紫花中建立了 TRV-VIGS 体系。结果显

示，qRT-PCR 分析发现与对照及空载体植物相比，TRV2-PDS 侵染的植株中 PDS 基因的表达均被有效抑

制，真叶表现出明显的白化症状。 
近些年，VIGS 技术逐渐的在一些小众植物中得到应用，但尚未能大规模的开展[12]，在亚麻中该体

系的研究鲜有报道。基因能成功的沉默要依赖于病毒在植物中的传播速度及与寄主植物生长之间的相互

作用，病毒的传播速度和有效沉默都会不同程度的受到环境因素的影响，其中湿度和温度都是重要的影

响因素[13]。本研究发现，TRV-VIGS 体系可以有效地沉默亚麻 PDS 指示基因，说明在亚麻材料中建立

的 TRV-VIGS 体系具有稳定性，能够被用于研究亚麻的基因功能。然而影响病毒沉默效率还有很多的因

素，例如光照时间长短、寄主植株苗龄及生长状况和菌液浓度等等，这些因素对不同亚麻品种影响仍需

要进一步验证。 

5. 结论 

本研究成功建立了亚麻幼苗期 VIGS 基因沉默体系。在昼夜温度 24℃/18℃，湿度 50%，16 h /8 h 光

周期环境下，用 OD600值约 1.0 的菌液数量浓度，用 1 ml 注射器针头在亚麻叶片背面扎孔的方法侵染播

种 15 d 左右的亚麻幼苗可获得最佳的沉默效率，能够快速、有效地获得基因沉默效果。 
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