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VIGS技术的研究进展及其在葫芦科作物中的应用
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摘 要：病毒诱导的基因沉默（Virus-induced gene silencing，VIGS）是广泛存在的生物自然防御反应，通过RNA水平的

转录后基因沉默（Post-transcriptional gene silencing，PTGS）来抵御外来核酸，利用该机制已开发了适用于不同植物的

基因功能组学研究载体。与基因敲除和遗传转化相比，VIGS技术具有简便、高效和高通量等优势，但也受沉默效率以

及沉默持续时间的局限。随着多种葫芦科作物基因组测序完成，亟待探明重要性状的基因功能，由于该类作物的遗传

转化效率低，因而亟需开发适用的VIGS载体。笔者简述了VIGS技术的发展、优势、应用中存在的问题及葫芦科作物

的VIGS载体技术。
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Abstract: Gene silencing comprises transcriptional gene silencing (TGS) and post-transcriptional gene

silencing (PTGS). Virus-induced gene silencing (VIGS) is a natural defense reaction that exists exten-

sively in organisms. It resists foreign nucleic acids through PTGS at RNA level. This mechanism has

been explored in the development of vectors for gene verification. PTGS was first discovered in plants

and described as co-suppression. Since then, it has also been found in fungi and animals, and the term

was subsequently applied almost exclusively to techniques involving recombinant viruses to knock

down the expression of endogenous genes. Because it can specifically silence a specific gene, leading to

the loss of function of this gene, the potential of VIGS as a tool to analyze gene function is recognized

quickly. Although there are many articles on the mechanism of VIGS, the specific way of action of key

genes (such as the DCL gene) in the silent pathway and its effect on silencing efficiency are still not

clear. Therefore, in order to better apply the VIGS technology and develop more and more optimized

VIGS vectors, it is necessary to deeply study the mechanism of action of PTGS. The simplest and most

effective way to determine the function of a gene or protein is to attenuate the expression of a gene or to

produce a mutant that does not encode a functional protein, and the most mature technologies for study-

ing loss of plant function are chemical mutagenesis, transposons, and innsertion of T-DNA to create dis-

ruption in the coding sequence. However, all these methods require tedious processes, which are time-

consuming and labor-intensive and have very low conversion efficiency. However, VIGS can overcome

these deficiencies and be seen as an alternative approach to those traditional methods. It can identify the

loss-of-function phenotype of a particular gene in a single generation. Through the use of targeting se-
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基因沉默分为转录水平的基因沉默（transcrip-

tional gene silencing，TGS）和转录后水平的基因沉

默（post-transcriptional gene silencing，PTGS）。病毒

诱 导 的 基 因 沉 默（virus- induced gene silencing，

VIGS）属于转录后水平的基因沉默，是发生在RNA

水平能使细胞中与目的基因序列一致或同源的

mRNA序列降解的共抑制现象。为获得抗病毒植

物，病毒外壳蛋白基因被整合到植物基因组中，事实

证明，不需要翻译成蛋白质的植物病毒基因片段足

以保护植物免受病毒感染[1]。现在利用该机制开发

了一种通过将目的基因片段插入合适的病毒基因组

中构建重组病毒载体来抑制植物内源基因表达的反

向遗传学技术。由于该技术与基因敲除和遗传转化

等传统基因功能验证技术相比具有高效、快速等优

势，新的VIGS载体不断被开发，从而在植物基因功

能组学研究中应用越来越广泛。

葫芦科植物包括118属825种，广泛分布于热带

和亚热带地区[2]。我国有 32属 154种 35变种，主要

分布于西南部和南部[3]。常见的有西瓜（Citrullus la-

natus ）、甜瓜（Cucumis melo）、黄瓜（Cucumis sati-

vus）、南瓜（Cucurbita moschata）、瓠瓜（Lagenaria

siceraria）和西葫芦（Cucurbita pepo）等水果和蔬菜

作物 [4]。根据 FAO 组织 2017 年最新统计的数据，

2006年到2016年近十年中国西瓜、甜瓜和黄瓜的产

quences from the most highly conserved regions of the gene family, all or most of the members of a giv-

en family can be silenced to resolve complications due to the presence of gene families. It does not need

to go through genetic transformation and it is a transient method. According to the latest statistics by the

FAO in 2016, the output of Chinese cucurbit crops such as watermelons, melons, and cucumbers has in-

creased yearly in the past decade and has played an important role in Chinese fruits and vegetables. Chi-

na has a long history of cultivation of cucurbit crops. With the improvement of the level of agricultural

production and consumers’pursuit of high-quality melon vegetables, it is urgent to utilize genes for im-

portant agronomic traits of cucurbit crops to cultivate excellent, disease-resistant and characteristic vari-

eties. The genome sequencing of cucumber, watermelon, melon and other cucurbit crops has laid the

foundation for excellent gene mining and gene function research.The genetic transformation of cucurbit

crops is time-consuming and labor-intensive, and the transformation efficiency is extremely low. The es-

tablishment of the VIGS technology platform facilitates the use of VIGS technology for the study on

gene function and accelerates the research of functional genomics in cucurbit crops, thus promoting the

sustainable development of the cucurbit crop industry in China. Therefore, VIGS technology has a good

prospect to be applied in cucurbit crops. Until now, only two VIGS vectors have been used in cucurbit

crops, namely apple latent flat virus (ALSV) and tobacco ringspot virus (TRSV) based VIGS vectors.

Although the VIGS system has been successfully applied in many crops as well as model plants such as

Nicotiana benthamiana and Arabidopsis thaliana, some factors such as the limitation of the host range

of the vector, the selection of effective target gene fragments, and the instability of the silencing efficien-

cy are still the main concern. The construction strategy of VIGS vector and the factors affecting the effi-

ciency of silencing are also briefly summarized. Meanwhile, the the problems that need to be solved in

the future are also prospected. Developing a vector with broader host range and improving vector silenc-

ing efficiency will be a major direction for future research. Moreover, the selection of the target gene

fragment for insertion into the vector also requires the exploration of more efficient fragments based on

the different vectors. In addition, there are certain limitations on the location and the duration of silence,

which requires further exploration. There are tremendous researches in VIGS technology. This article

gives a brief overview of the development, mechanism and relative advantages of VIGS, and discusses

some problems existing in the technology. The VIGS vector used in cucurbit crops is also introduced.

Key words: Cucurbitaceae crops; Virus-induced gene silencing; Gene function; Viral vector
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量逐年增加，在我国水果和蔬菜中占有重要地位。

我国栽培葫芦科作物历史悠久，随着农业生产水平

的提高和人们对高品质瓜类蔬菜的追求，急需挖掘

葫芦科作物重要农艺性状的基因以培育优异、抗病

和特色品种。黄瓜、西瓜和甜瓜等多种葫芦科作物

基因组测序的完成奠定了优异基因挖掘和基因功能

研究的基础，葫芦科作物遗传转化耗时费力且转化

效率极低，VIGS技术平台的建立为葫芦科作物功能

基因组学的研究提供便利，加速该领域的研究，从而

促进我国葫芦科作物产业的可持续发展。

国内外关于VIGS技术研究进展的综述已有很

多，笔者对VIGS的发展、作用机制和相对优势做了

简要概述，并分析了该技术存在的一些问题，对葫芦

科作物中应用的VIGS载体进行了介绍。

1 VIGS技术的发展

1.1 VIGS的发展

植物病毒作为最具破坏性的植物病原体之一，

对作物生产造成了严重的危害。为了降低损失，科

学家一直致力于研究寄主对病毒的反应以求培育出

抗病毒作物。早期研究表明，植物受到病毒侵染后

能对与其相同或亲缘关系相近的病毒株系产生抗

性,这种现象被称为“交叉保护”[5]。长期以来，人们

发现植物受病毒侵染发病后，其新生的叶片并不出

现症状，而且同种病毒也不再侵染这些植株的新生

叶片，该现象被称之为恢复，后续研究推测RNA沉

默可能是造成这一现象的原因。PTGS最先在植物

中被发现并描述为共抑制[6-7]，后来在真菌和动物中

也相继被发现，之后该术语几乎全部用于描述为降

低内源基因表达的重组病毒的技术[8-9]。由于它可以

使特定基因沉默，导致该基因的功能丧失，因此，

VIGS作为分析基因功能的工具的潜力很快被认可[8]。

从VIGS载体被开发以来，广泛应用于验证植物基

因功能，包括代谢途径、基本细胞功能、植物与微生

物的互作、非生物胁迫耐受性的基因以及细胞过程

尤其是干旱和氧化应激中。

1.2 VIGS的技术原理

VIGS是一种防御病毒入侵的机制，用于表征植

物基因功能的基因转录抑制技术。在病毒的复制期

间，引发 PTGS 的双链 RNA（double-stranded RNA，

dsRNA）由依赖 RNA 的 RNA 聚合酶（RNA-depen-

dent RNA polymerase，RDRP）产生，然后该 dsRNA

被 Dicer- like protein（DCL）切割产生称为小干扰

RNA（small interfere RNA，siRNAs）的分子，siRNA

的反义链结合并激活 RNAi 沉默复合物（RNA-in-

duced silencing complex，RISC）以靶向同源RNA降

解[10]。关于DCL基因的研究，在拟南芥中发现有 4

个DCL基因（DCL1、DCL2、DCL3和DCL4）参与了

PTGS，DCL1能产生21 nt的微小RNA（micro RNA，

miRNA），DCL2、DCL3和DCL4能将外源的 dsRNA

分别切割成22 nt、24 nt和21 nt的 siRNA[11]。虽然在

正链RNA病毒侵染的拟南芥中已被证明DCL4对

21 nt小片段 siRNA的产生起主导作用[12-13]，但在其

他植物中的情况还没有确切的解释，siRNA的产生

主要由哪一种DCL基因决定可能取决于病毒的类

型和植物种类[14]。尽管目前对VIGS机制阐述的文

章有很多，但是对于沉默途径中关键基因的具体作

用方式及其对沉默效率的影响机制尚不够清楚。因

此，为更好地应用 VIGS 技术，开发更多更适用的

VIGS 载体，需要进一步深入研究 PTGS 的作用机

制。

2 VIGS的优点

确定基因或蛋白质功能最简单有效的方法是通

过化学诱变、转座子和T-DNA插入等方法来破坏编

码序列，从而减弱基因的表达或产生不编码功能性

蛋白质的突变体。虽然这些技术已被广泛的成功使

用，但是这些技术均需要大量的群体来筛选突变的

目的基因[15-16]，这是一个非常耗时的过程；其次，由于

植物基因组中存在大量的基因家族和基因重复，许

多点突变和插入不会产生明显的表型[15]，而且结果

会使许多突变遗漏，导致无法揭示所研究基因的功

能。最后，当在T-DNA或转座子插入序列中鉴定到

突变时，它们可能不是单独发生的，而是在第二个或

多个其他插入的情况下发生，使敲除表型的解释复

杂化[17]。为了从其他未连锁的突变中分离所需的突

变，通常需要进行多次回交，这一过程是费力且费时

的。而使用转基因的方法来验证基因功能被限制在

一些易于遗传转化的物种中，而且耗时费力，转化效

率低[18]。 VIGS克服了这些不足，可以被看作是对传

统方法的补充。

2.1 VIGS可快速鉴定一个基因功能

VIGS被作为功能基因组学工具的一个显著优

势是目的基因可以在VIGS中直接靶向，不需要筛
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选大群体来鉴定特定基因中的突变，它可以在一代

中鉴定特定基因的功能丧失表型。例如，VIGS技术

在番茄抗叶霉病的应用中，沉默了NRC1 基因（NB-

LRR protein required for HR associated cell death 1），

从而抑制了抗叶霉病基因（Cf-4）和病菌无毒基因

（Avr4）的互作，说明 NRC1 基因是番茄抗叶霉病菌

反应中所必须的[19]。

2.2 VIGS克服了功能冗余

由于存在基因家族而导致冗余的问题可以通过

使用VIGS来解决。通过使用来自基因家族的最高

度保守区域的靶向序列，可以使靶向基因家族的全

部或大部分成员沉默[20]。关于高通量病毒诱导的基

因沉默揭示热激蛋白 90（Heat shock protein 90，

HSP90）在植物抗病性作用的研究中表明，在 PVX

病毒载体中插入HSP90基因家族中高度保守的编

码序列区域 9- 037- 1 和 10- 186，可使所有 HSP90

mRNA沉默，通过蛋白质印迹法分析，被携带插入片

段的PVX载体侵染的组织中不存在HSP90[20]。

2.3 VIGS避免了遗传转化

VIGS是一种瞬时的方法，不需要遗传转化，转

基因在许多植物物种中是困难的。葫芦科作物的遗

传转化耗时费力、转化效率极低，虽然首例转基因西

瓜材料早在1994年被报道[21]，但仍然存在转化效率

低而难于成为基因功能验证的平台技术。 VIGS通

常在幼小的植物或成熟的幼苗中进行，在发育的早

期阶段使功能丧失表型的植物死亡常常不可避免，

此类基因就难于采用转基因的方法来验证，这可能

意味着VIGS可以研究更多具有发育作用的基因。

3 VIGS载体在葫芦科作物中的应用

迄今，应用于葫芦科作物上的病毒载体只见基

于苹果潜隐球形病毒（Apple latent spherical virus ，

ALSV）和烟草环斑病毒（Tobacco ringspot virus，

TRSV）构建的VIGS载体。

3.1 ALSV载体

ALSV从日本的苹果树中分离出来，属于新建

立的樱桃锉叶病毒属（Cheravirus）[22]，病毒颗粒直径

为 25 nm，包含 2 条正义单链 RNA 分子（RNA1 和

RNA2）。 RNA 1含6 813 bp[不包括3’poly（A）尾]，

具有编码 243K多肽的单个开放阅读框（open read-

ing frame，ORF），含蛋白酶辅助因子、NTP结合解旋

酶、半胱氨酸蛋白酶和来自N端的RNA聚合酶; 除

了3’poly（A）尾之外，RNA 2含3 385 bp，编码119K/

108K 多肽的单个 ORF，其在 N-末端包含 53K/42K

运动蛋白（move protein，MP）和C末端的3个外壳蛋

白（Vp25、Vp20和Vp24）[23]。

含有花椰菜花叶病毒 35S 启动子的 ALSV-

RNA1和-RNA2的侵染性 cDNA克隆在2004年被成

功构建，然后将 ALSV-RNA2 的侵染性 cDNA 克隆

构建成表达载体，该ALSV-RNA2载体可用于植物

中外源基因的稳定表达[24]。表达荧光蛋白的ALSV

载体用于追踪ALSV的细胞间移动并分析在共侵染

植物中用青色和黄色不同荧光蛋白标记的同一和两

个不同病毒群的空间分布[25-26]。虽然苹果是ALSV

唯一已知的自然寄主，但它的实验寄主比较广泛，包

括拟南芥、茄科植物、葫芦科植物、豆科植物和蔷薇

科的果树[27-28]。 ALSV潜伏侵染这些大多数实验寄

主无明显症状，适合于VIGS载体构建，ALSV病毒

载体也是首次报道可用于葫芦科作物的VIGS载体[27]。

克隆黄瓜叶片中的八氢番茄红素脱氢酶（phytoene

desaturase，PDS）和 SU 基因（300 bp），将其重组到

ALSV- RNA2 中 MP 和 Vp25 之间，分别构建了

ALSV-PDS和ALSV-SU载体，然后采用农杆菌浸润

转化的方法将重组载体分别接种到黄瓜、香瓜、西葫

芦、西瓜、葫芦和丝瓜的子叶中，结果发现，所有接种

ALSV-PDS载体的葫芦科作物均出现与PDS基因被

敲除一样的光漂白表型，表明被接种物种中内源

PDS基因已被沉默；类似地，接种了ALSV-SU载体

的植物产生了典型的SU基因被抑制的黄叶表型，表

明SU基因已经被沉默；但是用相同方法处理南瓜子

叶，未出现明显的沉默表型[27]。

虽然ALSV具有寄主范围广、能系统侵染且不

会产生严重症状等适合构建VIGS载体的特点，但

是其病毒基因组的表达模式限制了其在VIGS技术

中的应用。 ALSV病毒的RNA在翻译时先合成1个

多聚前体蛋白，须由专一的蛋白酶加工裂解，才能成

为成熟的蛋白质，所以ALSV在高通量的表达植物

基因组方面受到了限制[29]。

3.2 TRSV载体

TRSV是线虫传多面体病毒属（Nepovirus），病

毒颗粒直径为28 nm，基因组由2条正义单链多聚腺

苷酸化的RNA分子（RNA1和RNA2）组成，分别翻

译一个多聚蛋白，随后被病毒蛋白酶加工成几种蛋

白[30]。RNA1含7 513 nt[除了3’末端poly（A）尾]，可
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编码255.5 ku的2 035个氨基酸的多聚蛋白，该蛋白

被切割成 5 种成熟蛋白，分别为蛋白酶辅因子

（P1A）、解旋酶（Hel）、基因组连接蛋白（VPg）、蛋白

酶（Pro）和RNA依赖性RNA聚合酶（Pol）；RNA2含

3 928 nt[除了 3’末端 poly（A）尾]，被翻译成一个含

1 100个氨基酸的多聚蛋白（122.2 ku），该蛋白被蛋

白酶水解成3个蛋白，分别为在N端参与RNA复制

的P2A、MP和外壳蛋白（coat protein，CP）[30]。

TRSV寄主范围很广，能够感染草本和木本植

物，在烟草、大豆、番茄、葫芦、蓝莓和葡萄树中引起

非常严重的病毒症状。TRSV引起大豆芽枯病导致

严重的产量损失和劣质的种子[31]。尽管TRSV已在

多个寄主植物中检测到，但在GenBank中可用的全

基因组序列少。以前的研究报告了TRSV大豆分离

物的全基因组序列，基于此构建了具有生物活性的

侵染性克隆，将TRSV的RNA1和RNA2的 cDNA分

别克隆到紧接双CaMV 35S启动子下游和胭脂碱合

酶终止子上游的二元载体 pPZP211 中，共接种 7 d

后，在烟草表现明显的系统侵染，随后用从TRSV农

杆菌浸润接种的本氏烟草叶制备的汁液接种大豆、

番茄和拟南芥，也表现出与野生型一样的症状 [30]。

该侵染性克隆的构建将有助于研究基于TRSV的病

毒载体在植物中的外源基因表达和VIGS载体的开

发。2016年在TRSV侵染性克隆基础上将其成功改

造为VIGS载体，并应用于本生烟、拟南芥、豆科以

及葫芦科作物中，这个VIGS载体不仅用于营养组

织、也适用于花和果实等生殖器官的内源基因沉默[32]。

在葫芦科作物中，将黄瓜叶片中的PDS基因片

段（300 bp）插入到TRSV病毒中，构建了TRSV-PDS

载体，分别接种厚皮甜瓜、薄皮甜瓜和黄瓜，结果发

现接种植株的上部叶片中均可出现光漂白现象，由

于TRSV的侵染性克隆在西瓜中没有侵染性，因此

该载体在西瓜中并不适用[32]。

综上所述，病毒的侵染性克隆是构建VIGS载

体的基础，黄瓜绿斑驳花叶病毒（Cucumber green

mottle mosaic virus，CGMMV）寄主范围广，分子质

量小，在葫芦科作物中能进行系统侵染，笔者实验室

已成功构建该病毒的侵染性克隆，全长 11 kb，普通

的 PCR扩增就能完成该基因的定点突变或基因重

组[33]，用于弱毒株突变体的筛选，为VIGS体系平台

的创制奠定了基础。目前在CGMMV侵染性克隆

的基础上已经成功构建基于 CGMMV 的 VIGS 载

体，为葫芦科作物基因功能研究提供平台技术。

4 存在的问题与展望

4.1 载体病毒寄主范围的限制

虽然VIGS载体在不同植物中已经日渐成熟，

但仍存在着载体的寄主范围局限、有效目的基因片

段的选择以及沉默效率不稳定等问题，使得能应用

在大麦、玉米等主要经济作物以及瓜果、蔬菜等园艺

作物上的VIGS载体还很少，难于满足植物基因功

能的研究。将苜蓿花叶病毒（Alfalfa mosaic virus，

AlMV）的外壳蛋白基因片段重组到有缺陷外壳蛋

白基因的烟草花叶病毒（Tobacco mosaic virus，

TMV）中，使得支持嵌合型烟草花叶病毒的长距离

运动，而且嵌合型烟草花叶病毒的寄主范围也扩大

到包含TMV和ALMV的寄主，但此方法由于载体

中双CP亚基因组启动子序列的高频同源重组，导致

外源基因极易丢失[34]。

因此，利用重组的方法组装为嵌合型病毒载体

扩大其寄主范围，此技术需进一步探索；开发致病力

低、寄主范围广的全新病毒载体成为我们今后亟需

优化及解决的问题。随着VIGS技术越来越成熟，

相信将会有更多的病毒载体被开发与应用。

4.2 目的基因片段的选择

在VIGS载体中所插入目的基因片段的长度、

方向和序列都会影响沉默效率。插入基因片段过

长，可能导致病毒不会系统移动，而太短则可能不能

产生有效的 siRNA，而且可能较快丢失[35]。将不同

长度的烟草PDS基因片段插入TRV载体中，当插入

的烟草PDS基因片段的长度为200~1 300 bp均能产

生较好的沉默表型[36]；而将不同长度的PDS基因片

段插入基于PNRSV病毒构建的载体中发现，当基因

片段长度为100~200 bp时能出现光漂白，大于200 bp

时，插入的PDS基因片段会丢失[37]。因此，插入目的

基因片段的长度还需依照不同病毒载体做具体探

究。

目的基因插入片段的方向对沉默效率的影响也

是一个值得深究的问题。克隆60 bp PDS的反向重

复序列，将正向与反向片段同时插入谷子花叶病毒

（Foxtail mosaic virus，FoMV）载体中，接种21 d后能

出现光漂白现象 [38]。基于菜豆荚斑驳病毒（Bean

pod mottle virus，BPMV）构建的载体，将正向与反向

目的基因片段分别插入载体中，发现反向插入能获
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得更高的沉默效率[39]，而将同一片段的PDS以正向

和反向插入TRSV构建的载体中发现均能产生光漂

白现象，沉默效率无显著差异[32]。因此，插入目的基

因片段方向对沉默效率的影响可能也取决于病毒载

体本身的属性，也可能与是否能产生发夹环状的

dsRNA结构有关，但具体机制尚未阐明。

此外，在对插入片段序列进行选择时，需考虑插

入片段是否可产生有效的 siRNAs以及脱靶沉默问

题。在 PTGS作用过程中，siRNA由于存在非特异

性，可能会与基因组内非靶标基因以外的其他基因

作用而阻断基因的表达，产生意外结果，该现象则为

siRNA脱靶效应[40]。设计合理的 siRNA[41]、化学修饰

使 siRNA失去与RISC的结合能力[42]、降低 siRNA的

浓度[43]和将同一靶标基因设计成几条不同的 siRNA

并将其按特定的比例混合形成“siRNA pool”可降低

脱靶效应的发生[44]。

为防止产生脱靶沉默，保证VIGS载体的沉默

效果，在选择插入基因片段的序列时，需要考虑插入

的基因片段是否能产生 21~24 nt有效的 siRNAs并

且要保证该基因片段不会与基因组内其他非靶标基

因序列有同源性。目前人们对脱靶效应的发生机制

尚不完全清楚，预测脱靶效应主要预测可能存在的

脱靶基因[44]。可供预测脱靶现象的软件主要有SiR-

NAScan（http://vigs.solgenomics.net）、Dscheck、Si-

check等[45-46]。

总之，虽然可对脱靶基因进行预测，但该方法还

不能完全在试验中被证实，精准度相对较低。因此，

关于脱靶效应的具体机制和预测技术需进一步探索

与完善。

4.3 沉默效率

4.3.1 局部沉默 VIGS载体大多应用于植物叶片，

在花和果实等繁殖器官上的研究还很少。TRSV载

体可诱导烟草、甜瓜的花以及黄瓜的果实发生沉

默[32]，为今后研究VIGS对植物繁殖器官的应用提供

参考。VIGS经常引起植株各个部位的基因沉默效

率不均一的现象，而且不同的植株间沉默水平也可

能不同，甚至有些沉默植株只在局部组织有表型，这

均不利于试验结果的分析，特别是在沉默后产生不

明显的表现型的情况下，这可能是由于外源基因插

入影响了病毒的系统运动，导致植物靶基因沉默的

系统性差，在设计试验时用可辨别表现型标记沉默

区域来解决此问题[34]。

4.3.2 沉默时间持续短 VIGS的沉默表型一般可

维持 1个月左右，由于插入目的基因片段的载体可

能会影响病毒的滴度或者会发生同源重组导致外源

基因序列逐渐丢失而不能保持持续存在，随着环境

的变化以及植物的生长，沉默表型会逐渐衰减甚至

消失，这对于生长周期长的园艺植物的研究是远不

够的。通过利用二级结构预测网址（http://mfold.

rna.albany.edu/）对原始雀麦花叶病毒（Brome mosa-

ic virus，BMV）载体的RNA3进行序列分析，基于此

预测对其在原有载体基础上进行修饰改造，发现修

饰后的载体能产生和原有载体相似的病毒积累，而

且插入外源基因能在载体中保持更长时间，沉默表

型也在更多组织和叶片中可见[47]。该载体的成功修

饰为我们在研究中出现的插入基因片段不稳定的问

题提供了依据，因此我们可以采用类似的生物信息

方法用于其他VIGS载体的改善。

VIGS载体接种寄主植物后，基因沉默取决于病

毒的传播和植物生长之间的动态相互作用，而这二

者都可能受环境条件的影响。温度是影响病毒传播

和靶基因有效沉默的最重要因素之一，在分析温度

对黄瓜花叶病毒（Cucumber mosaic virus，CMV）载

体沉默效率的影响试验中，接种插入玉米PDS基因

的 CMV 载体于玉米植株中，当在 20 ℃/18 ℃条件

下，光漂白表型最明显[48]。而烟草脆裂病毒（Tobac-

co rattle virus，TRV）载体在番茄中良好沉默表型的

发生在 21 ℃或以下的温度，在本氏烟草中，温度在

25 ℃左右是合适的[36]。由此可见，即使同一病毒载

体在不同的寄主植物中要有效沉默的表型也需要不

同的温度。关于湿度对VIGS沉默效率的影响也有

相关的报道，例如由TRV介导的VIGS需要相对较

低的湿度条件[49]。因此，必须通过试验探究最佳的

植物生长条件，在控制条件下摸索适合维持VIGS

实验的环境条件。

5 结 论

VIGS技术已被广泛应用于植物抗病抗逆、生长

发育以及代谢调控等生理途径相关基因的功能鉴

定。VIGS技术最先只在本氏烟草、茄科植物和拟南

芥中建立，现广泛扩展到小麦、玉米、水稻、番茄、葡

萄、苹果、柑橘、葫芦科等作物。VIGS具有简便、高

效和高通量等优势，但也受沉默效率以及沉默持续

时间的局限。此前葫芦科作物中可用的VIGS载体
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仅有ALSV和TRSV两种，现笔者实验室成功构建

了基于CGMMV的VIGS载体。VIGS载体适用的

作物受寄主范围限制，开发适用范围广、沉默效率高

和沉默时间持续长的载体将是今后该领域研究的重

点。
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