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　 　 摘要:　 本研究以八氢番茄红素脱氢酶(ＰＤＳ)基因作为指示基因ꎬ探讨不同接种方式、培养环境、菌液数量浓

度和接种时间对烟草脆裂病毒(ＴＲＶ)诱导茄子植物内源 ＰＤＳ ｍＲＮＡ 沉默效率的影响ꎬ进而测试该沉默体系在不同

基因型茄子上的沉默效率ꎮ 结果表明ꎬ在昼夜温度 ２５ ℃ / ２０ ℃ꎬ１６ ｈ 光周期条件下ꎬ －２５ ｋＰａ压强下真空抽气 ２
ｍｉｎ 渗透侵染露白后 ２~３ ｄ 的种子能够获得最佳沉默效率ꎻ与传统注射压迫法相比真空渗透萌芽种子能够更快、
更明显出现沉默表型ꎬ缩短试验周期ꎬ且该方法在不同基因型茄子中都获得较高沉默效率ꎬ说明基于真空侵染萌芽

种子法的 ＶＩＧＳ 体系可应用于茄子基因功能研究ꎮ
关键词:　 茄子ꎻ ＶＩＧＳꎻ 真空侵染ꎻ 萌芽期种子
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　 　 病毒诱导的基因沉默技术(Ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇꎬＶＩＧＳ)是通过一段携带靶基因序列的重组

病毒载体侵染植株ꎬ植株出现目标基因功能丧失或

者表达水平降低等现象ꎬ进而分析基因功能的方

法[１￣２]ꎮ 与其他基因功能验证的方法相比较ꎬ该方法

不需要遗传转化ꎬ鉴定速度快ꎬ周期短ꎬ可在不同遗

传背景以及不同物种间进行基因功能的研究ꎬ为寻
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找植物新基因以及研究基因功能开辟了一条快捷高

效的途径[３￣４]ꎮ 近十年来ꎬ已有 ３０ 多种病毒载体被

先后报道ꎬ如 ＴＭＶ、ＴＲＶ、ＰＶＸ、ＢＰＭＶ、ＢＳＭＶ、ＣＭＶ
等[５￣６]ꎮ 其中 ＴＲＶ 应用最为广泛ꎬ成为研究植物功

能基因组的常规工具ꎬ特别是在茄科作物功能基因

研究中ꎬ目前利用该技术已在番茄中成功鉴定或验

证了大量功能基因[７]ꎮ
茄子是中国重要的蔬菜作物ꎬ近几年其生物育

种技术研究取得较快进展[８]ꎬ特别是随着现代分子

生物学与测序技术的发展和变革ꎬ越来越多的茄子

基因和核酸序列被报道ꎬ大量未知基因有待发掘与

鉴定[９]ꎮ ＶＩＧＳ 技术作为一种能够快速解析植物基

因功能的方法已经成功运用在茄子部分功能基因研

究中[１０￣１３]ꎬ但在茄子 ＶＩＧＳ 研究中多采用注射压迫

法进行接种菌液ꎬ存在沉默效率低ꎬ沉默体系不健

全ꎬ试验周期长ꎬ严重制约了茄子 ＶＩＧＳ 技术的应用

与发展ꎮ 本研究利用八氢番茄红素脱氢酶基因

(ＰＤＳ)作为报告基因ꎬ利用本实验室已构建好的

ｐＴＲＶ２￣ｓｍＰＤＳ 沉默载体ꎬ以不同类型茄子为材料ꎬ
对茄子 ＶＩＧＳ 基因沉默体系进行探索和优化ꎬ旨在

建立一套高效的茄子 ＶＩＧＳ 体系ꎬ为下一步茄子功

能基因组学研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

本试验所用到的茄子材料由江苏省农业科学院

蔬菜研究所提供ꎮ 含有病毒载体 ｐＴＲＶ１、 ｐＴＲＶ２、
ｐＴＲＶ２￣ｓｍＰＤＳ 质粒的农杆菌 ＧＶ３１０１ 由江苏省农业

科学院高效园艺作物遗传改良实验室保存ꎮ
１.２　 农杆菌准备与侵染

分别将含有 ｐＴＲＶ２￣ＳｍＰＤＳ、ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２ 质

粒的农杆菌 ＧＶ３１０１ 划板活化ꎬ挑取单克隆到 ２ ｍｌ
ＹＥＢ 的液体培养基(含 ５０ ｍｇ / Ｌ庆大霉素、５０ ｍｇ / Ｌ
卡纳霉素和 ２５ ｍｇ / Ｌ利福平)中ꎬ２８ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ摇
菌过夜ꎮ 通过 ＰＣＲ 鉴定将含有目的质粒菌液按照

体积比 １ ∶ ５０ 加入到 ＹＥＢ 液体培养基 ( 含 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ、２０ μｍｏｌ / Ｌ 乙酰丁香酮、５０ ｍｇ / Ｌ庆大

霉素、５０ ｍｇ / Ｌ卡纳霉素和 ２５ ｍｇ / Ｌ利福平)中ꎬ２８
℃摇菌过夜到 ＯＤ６００值为１.０~ ２ ０ꎬ ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心

１０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加入 ＭＭＡ 缓冲液 (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＭｇＣｌ２、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ)悬
浮ꎬ调节悬浮液 ＯＤ６００值在０.５~１ ５ꎬ促使 ３ 个悬浮液

间 ＯＤ６００值越接近越好ꎬ再将 ｐＴＲＶ１ 与 ｐＴＲＶ２￣ｓｍＰ￣
ＤＳ、ｐＴＲＶ２ 菌液等体积混合ꎬ室温暗处放置 ３ ｈ 准备

接种ꎬ分别按照以下几种方式接种ꎬ以 ｐＴＲＶ２ 为对

照ꎬ处理材料为茄子品种苏州牛角 ꎮ
真空侵染:参照 Ｙａｎ 等[１４]的方法ꎬ将发芽种子 ３０

粒ꎬ放入含有 ５ ｍｌ ｐＴＲＶ１ ∶ ｐＴＲＶ２￣ｓｍＰＤＳ 混合菌液

的 １０ ｍｌ 离心管中ꎬ打开离心管盖后放入真空侵染系

统(由真空干燥器和便携式真空泵组成)后抽真空ꎮ
侵染完成后ꎬ取出种子播种在 ５０ 孔穴盘中ꎬ２０ ℃培养

箱中暗培养到出苗后转入正常光照培养ꎮ
注射压迫法:利用 ２ ｍｌ 无针头注射器向茄子叶

背面压迫注射菌液ꎬ使菌液充满整个叶片ꎮ
根吸收法:将出苗后 １０ ｄ 子叶平展的茄子材料

从穴盘中取出ꎬ用清水洗净根部后放入配置好的侵

染液中充分吸收ꎬ放置 ２４ ｈ 后移栽到营养钵中[１５]ꎮ
１.３　 试验设计

１.３.１　 不同接种方式与接种时间 　 不同菌液侵染

接种法参照方法 １.２ 的方法进行ꎮ 其中真空侵染萌

芽期种子分别选取露白ꎬ露白后２~ ３ ｄ(芽长 ０.５~
１ ０ ｃｍ)和露白后４~ ５ ｄ(芽长 １ ０ ｃｍ 以上)３ 个时

期的种子进行侵染(图 １)ꎮ 注射压迫接种叶片分别

选取在茄子出苗后 １０ ｄ、２０ ｄ、３０ ｄ 进行病毒接种ꎬ
１０ ｄ 的幼苗注射子叶ꎬ２０ ｄ 和 ３０ ｄ 幼苗分别注射 ２
片新叶[１０]ꎮ

１:露白ꎻ２、３:露白后 ２~３ ｄꎻ４、５:露白后 ４~５ ｄꎮ
图 １　 不同发芽阶段种子

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｓｅｅｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ

１.３.２　 侵染后植株培养条件　 利用真空侵染法ꎬ将
侵染后的种子播种后放入 ２０ ℃培养箱中暗培养ꎬ待
出苗后分别转入昼夜温度 ２０ ℃ / １６ ℃ꎬ２５ ℃ / ２０ ℃
３０ ℃ / ２５ ℃ꎬ１６ ｈ(光) / ８ ｈ(暗)光周期ꎬ相对湿度

６０％的培养箱和自然环境下(培养期间温度在２５~
３２ ℃)继续培养ꎬ观察各处理植株表型变化ꎮ
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１.３.３　 菌液浓度 　 利用真空侵染种子的方法处理

萌芽期种子ꎬ分别设置混合前菌液数量浓度 ＯＤ６００值

为 ０ ５、１.０、１.５ ３ 个梯度ꎬ研究侵染菌液数量浓度对

茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率的影响ꎮ
１.３.４　 渗透压强和渗透时间 　 为研究真空渗透的

渗透压强和渗透时间对茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率的影

响ꎬ分别设置 －１８ ｋＰａ、 －２５ ｋＰａ和 －５０ ｋＰａ ３ 个水

平ꎬ抽气时间设置为 ３０ ｓ、２ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ ３ 个水平ꎬ共
９ 个组合ꎬ每个处理各 ３０ 粒种子ꎮ 菌液数量浓度

ＯＤ６００值为 １ ０ꎮ
１.３.５　 不同基因型茄子比较 　 采用种子萌发期真

空侵染的方法处理苏州牛角、芜湖白茄、西安绿茄和

杭州红茄ꎮ 具体操作方法及接种后管理按照方法

１ ２ 进行ꎬ在种子露白后２~ ３ ｄ 进行侵染ꎬ菌液数量

浓度 ＯＤ６００值为 １ ０ꎬ－２５ ｋＰａ抽气 ２ ｍｉｎꎮ
１.４　 沉默效率的检测

接种病毒后 ２０ ｄꎬ观察各处理茄子幼苗叶片的

白化情况ꎮ 分别取不同处理的对照组(ｐＴＲＶ２)和沉

默组(ｐＴＲＶ２￣ＳｍＰＤＳ)茄子幼苗的第 ２ 片真叶ꎬ提取

总 ＲＮＡꎬ反转录合成 ｃＤＮＡꎬ根据茄子 ＰＤＳ 基因设计

引物ꎬ以 Ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ引物序列分别为 Ａｃｔｉｎ￣Ｆ:５′￣
ＧＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＡＴＣＧＡＡＡＡＧ￣３′ꎬ Ａｃｔｉｎ￣Ｒ: ５′￣ＣＣＧＡＴ
ＣＡＧＣＡＡＴＡＣＣＡＧＧＧ￣３′ꎻＳｍＰＤＳ￣Ｆ:５′￣ＧＧＡＧＡＡＴＴＣＡ
ＧＣＣＧＣＴＴＴＧＡ￣３′ꎬＳｍＰＤＳ￣Ｒ:５′￣ＴＣＡＴＣＡＧＴＣＡＣＣＣＴＡ
ＴＣＣＧＧ￣３′ꎮ 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＰＤＳ 沉默效率ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同菌液接种方式及接种时间比较

种子真空侵染、注射接种都能出现叶片白化现

象(图 ２)ꎬ其中种子真空侵染出现白化时间最早ꎬ部
分幼苗在子叶期就出现白化现象ꎬ大部分在接种 １０
ｄ 后生长点就出现白化ꎬ白化现象可持续 ２ 个月之

久ꎻ而 １０ ｄ 苗龄和 ２０ ｄ 苗龄注射接种的幼苗被侵染

后在 １５~２０ ｄ 才逐渐出现白化ꎬ在 ３０ ｄ 左右才能明

显看到白化植株ꎬ其整体白化程度相对于种子侵染

要低ꎮ ３０ ｄ 苗龄注射接种的幼苗大部分植株只表

现出新叶变黄ꎬ与对照无明显差异ꎬ只有少数几株出

现白化现象ꎬ但白化效果不明显ꎬ沉默效率较差ꎮ 根

吸收处理未观察到叶片光漂白现象ꎬ未能达到预期

效果ꎬ证明根吸收法并不适用于茄子的 ＶＩＧＳ 试验ꎮ
通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测各处理基因表达量ꎬ真空侵染种

子和叶面注射处理 ＰＤＳ 基因表达量相对于对照显

著下降ꎬ但真空渗透法表达量最低ꎬ仅为对照的

１６ ８％ꎬ沉默效率更加明显ꎬ而根吸收处理无明显变

化(图 ３)ꎮ 因此真空侵染萌芽种子可做为茄子

ＶＩＧＳ 试验的最佳接种方式ꎮ

１:种子真空侵染ꎻ２:根吸收法ꎻ３:１０ ｄ 苗龄注射接种ꎻ４:２０ ｄ 苗

龄注射接种ꎻ５:３０ ｄ 苗龄注射接种ꎮ
图 ２　 不同侵染方式和接种时间处理后 ２０ ｄ 植株第 ２ 片真叶沉

默效率比较

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｒｕｅ ｌｅａｆ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｆｏｒ ２０ ｄａｙｓ

ＣＫ:ｐＴＲＶ２ꎻ１:种子真空侵染ꎻ２:根吸收法ꎻ３:１０ ｄ 苗龄注射接

种ꎻ４:２０ ｄ 苗龄注射接种ꎻ５:３０ ｄ 苗龄注射接种ꎮ 不同小写字母

表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 不同侵染方法 ＳｍＰＤＳ 基因相对表达量

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｍＰＤＳ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

　 　 真空渗透处理不同发芽期的种子ꎬ结果表明ꎬ３
个阶段都存在一定的死亡率ꎬ其中露白后４~ ５ ｄ 侵

染的死亡率最高ꎬ只有 ２６.７％的种子能够出苗ꎻ在露

白后２~３ ｄ 侵染的种子ꎬ有 ７５％能够出苗正常生长ꎬ
８１ ４％的植株出现白化ꎻ而露白期侵染的种子出苗

率达到 ９０ ０％以上ꎬ但是只有 ２ 株出现白化ꎬ沉默效

率低ꎮ 这可能是由于种子刚露白ꎬ菌液对芽点伤害

较低ꎬ所以出苗率高ꎬ露白 ４ ｄ 以上ꎬ芽已完全伸长ꎬ
菌液侵染后对其伤害较大ꎬ导致其出苗率低ꎬ而存活

的幼苗中获得沉默植株的概率较大ꎬ沉默效率高ꎮ
达到白化表型稳定期后ꎬ露白后２~ ３ ｄ 侵染与露白
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后４~５ ｄ 侵染的沉默植株在表型上并无太大差异ꎮ
因此ꎬ综合分析后认为开展茄子 ＶＩＧＳ 试验时选择

在种子露白后２~３ ｄ 进行菌液侵染能够获得最佳的

沉默效率ꎮ
２.２　 不同培养温度对茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率的影响

在 ２０ ℃ / １６ ℃条件下ꎬ沉默植株从第一片真叶

就出现明显的白化现象ꎬ但其生长受到显著抑制ꎬ表
现为长势慢ꎬ叶片小等特征ꎻ在 ２５ ℃ / ２０ ℃条件下ꎬ
植株出现白化表型相对于 ２０ ℃ / １６ ℃平均要晚２~３
ｄ 左右ꎬ但在整体白化率以及白化程度两者无明显

差异ꎬ而该环境下植株生长却不受抑制ꎻ３０ ℃ / ２５
℃条件下大部分幼苗只出现花斑叶或者黄叶ꎬ只有

５ 株在接种 ２０ ｄ 后逐渐出现白化表型ꎬ但白化现象

持续２１~２８ ｄ 后逐渐消失ꎬ新叶也未再出现白化(图
４)ꎻ自然环境下只有 １ 株出现白化表型ꎬ其余植株

都无明显表型变化ꎮ 部分研究发现 ＶＩＧＳ 试验也可

在适宜的自然环境下获得明显的表型变化[１０ꎬ１６]ꎬ这
可能是由于本试验初期自然环境下气温较高ꎬ影响

了病毒的复制与表达ꎬ所以并未出现明显的白化表

型ꎮ 因此ꎬ为能获得理想的沉默效率和较快的植株

生长速度ꎬ本研究的后续试验都选择在接种后 ２０ ℃
暗培养后转入 ２５ ℃ / ２０ ℃条件下进行ꎮ

１:２０ ℃ / １６ ℃ꎻ２:２５ ℃ / ２０ ℃ꎻ３:３０ ℃ / ２５ ℃ꎻ４~５:自然环境ꎮ
图 ４　 不同环境下侵染 ２０ ｄ 后植株第 ２ 片真叶沉默表型比较

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｒｕｅ ｌｅａｆ ｉｎｆｅｃ￣
ｔｅｄ ｆｏｒ ２０ ｄａｙｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.３　 菌液数量浓度对茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率的影响

通过比较各数量浓度下种子出苗率发现ꎬ在
ＯＤ６００值为 １.５ 时的种子存活率最低ꎬ而 ＯＤ６００值为

１ ０ 和 ０ ５ 的处理均能获得较好的出苗率( >７５％)
(表 １)ꎮ 而 ＯＤ６００值为 １ ５ 处理水平下存活幼苗的

白化率为 ８４ ６２％ꎬ１ ０ 处理水平下为 ７８ ２６％ꎬ０ ５
处理水平下最低ꎬ为 ６１ ５０％ꎮ 接种 ４ 周后茄子幼苗

白化程度趋于稳定ꎬ通过比较植株表型以及 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 结果显示各处理没有出现沉默效率上的显著

差异ꎬ均能达到良好的沉默效果(图 ５)ꎮ 说明菌液

数量浓度对茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率影响不大ꎬ只是对

种子存活率有一定影响ꎬ可选择 ＯＤ６００值 １ ０ 时作为

开展茄子 ＶＩＧＳ 试验最适菌液数量浓度ꎮ

表 １　 不同菌液数量浓度对茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆ￣
ｆｉｃｉｅｎｃｙ ｂｙ ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ(ＶＩＧＳ)

菌液数量浓度
(ＯＤ６００)

出苗率
(％)

白化率
(％)

０.５ ８６.６７ａ ６１.５０ｂ

１.０ ７６.６７ｂ ７８.２６ａ

１.５ ４３.３３ｃ ８４.６２ａ
同一列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

ＣＫ:ｐＴＲＶ２ꎻ１:ＯＤ６００ ＝ ０.５ꎻ２:ＯＤ６００ ＝ １.０ꎻ３:ＯＤ６００ ＝ １.５ꎮ 不同小

写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ５　 不同菌液数量浓度处理后 ＳｍＰＤＳ ｍＲＮＡ 的相对表达量

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｍＰＤＳ ｍＲＮＡ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２.４　 渗透压强与渗透时间对于茄子 ＶＩＧＳ 沉默效

率的影响

　 　 通过表 ２ 对比发现ꎬ真空渗透对于种子出苗率

有影响ꎬ出苗率最高的是－１８ ｋＰａ＋３０ ｓ 处理ꎬ而最

低的是－５０ ｋＰａ＋５ ｍｉｎ 处理ꎮ 接种后总体呈现随着

渗透压的增强与渗透时间的延长ꎬ植株的出苗率降

低ꎬ白化率升高ꎬ白化表型出现时间早的趋势(图
６)ꎮ 根据各个处理白化程度分析发现ꎬ在－２５ ｋＰａ
和－５０ ｋＰａ压强下ꎬ幼苗出现白化表型早ꎬ新生真叶

基本都呈现白化ꎬ沉默效率高ꎬ但是－１８ ｋＰａ条件下

出现白化的时间较晚ꎬ且植株白化不明显ꎮ 综合比

较ꎬ虽然在－５０ ｋＰａ压强下能够获得较高的沉默表

型ꎬ但是在这个压强下种子出苗率太低ꎬ所以最佳的

渗透条件可以选择 －２５ ｋＰａ ＋ ２ ｍｉｎ 或 －２５ ｋＰａ ＋ ５
ｍｉｎꎮ
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２.５　 不同类型茄子材料沉默效率分析

如图 ７ 所示ꎬ在农杆菌侵染茄子种子 ３０ ｄ 后ꎬ
芜湖白茄、西安绿茄、苏州牛角、杭州红茄均出现了

明显的白化现象ꎬ品种间白化程度差异不大ꎻ利用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对不同材料的 ＰＤＳ 沉默水平(图 ８)分析

发现ꎬ各个材料的 ＰＤＳ 基因表达量都有明显的降

低ꎬ其表达量仅为对照的 １１.８％~ ２７ ７％ꎬ说明本研

究建立 ＶＩＧＳ 体系能够稳定应用在不同类型的茄子

材料中ꎬ同时也验证了同一基因序列在不同材料中

功能上的高度保守型[１７]ꎬ也为后期茄子基因功能验

证提供理论支持ꎮ

表 ２　 不同压强与渗透时间对 ＶＩＧＳ 沉默效率影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆｆｉ￣
ｃｉｅｎｃｙ ｂｙ ＶＩＧＳ

处理 出苗率(％) 白化率(％)

－１８ ｋＰａ＋３０ ｓ ９０.００ａ １１.１０ｇ

－１８ ｋＰａ＋２ ｍｉｎ ８０.００ｂｃ ３３.３３ｅｆ

－１８ ｋＰａ＋５ ｍｉｎ ５３.３０ｄ ３１.２５ｆ

－２５ ｋＰａ＋３０ ｓ ８６.６７ａｂ ５３.８４ｄ

－２５ ｋＰａ＋２ ｍｉｎ ８０.００ｂｃ ７５.００ｃ

－２５ ｋＰａ＋５ ｍｉｎ ７３.３０ｃ ８３.３３ｂ

－５０ ｋＰａ＋３０ ｓ ４３.３３ｅ ３８.４６ｅ

－５０ ｋＰａ＋２ ｍｉｎ ４３.３３ｅ ７６.９２ｂｃ

－５０ ｋＰａ＋５ ｍｉｎ ３３.３３ｆ ９０.００ａ
同一列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０ ０５)ꎮ

图 ６　 不同压强和渗透时间下出现的白化植株

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ａｌｂｉｎｏ ｐｌａｎｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｓ￣
ｓｕｒｅ ａｎｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

３　 讨 论

ＶＩＧＳ 技术已经广泛应用到番茄、辣椒、烟草等

１:杭州红茄ꎻ２:西安绿茄ꎻ３:芜湖白茄ꎻ４:苏州牛角ꎮ
图 ７　 ＶＩＧＳ 载体在不同基因型茄子植物上诱导的 ＰＤＳ 沉默表

型

Ｆｉｇ.７　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ＰＤＳ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｇｇｐｌａｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ
ｂｙ ｔｈｅ ＶＩＧＳ ｖｅｃｔｏｒ

１:杭州红茄ꎻ２:西安绿茄ꎻ３:芜湖白茄ꎻ４:苏州牛角ꎮ 不同小写

字母表示处理间差异显著(Ｐ<０ ０５)ꎮ
图 ８　 不同基因型沉默植株 ＰＤＳ 基因的相对表达量

Ｆｉｇ.８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｍＰＤＳ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｇｇｐｌａｎｔ ｃｕｌｔｉ￣
ｖａｒｓ

茄科作物基因功能验证中[１８￣１９]ꎬ但是在茄子上应用

时间相对较短ꎬ虽然 ＶＩＧＳ 技术在鉴定茄子基因功

能方面显示出巨大的潜力ꎬ但是茄子 ＶＩＧＳ 技术仍

存在沉默效率不高、持续性差等缺点ꎬ本研究通过研

究不同接种方法、苗龄大小、环境条件、基因型等对

茄子沉默效率的影响ꎬ旨在建立一套高效、稳定、快
速的茄子基因沉默体系ꎬ为茄子功能基因组的研究

提供基础ꎮ
真空渗透处理是 ＶＩＧＳ 技术中一种常用的侵染

方式ꎬ能够获得较高的沉默效率且适合大规模操作ꎮ
但大多数的真空接种法都是以叶片、果实、花蕾等器

官为研究对象ꎬ真空渗透处理发芽种子只在番茄、除
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虫菊、矮牵牛中有相关报道[１４ꎬ２０￣２１]ꎮ 本研究通过真

空渗透法处理茄子萌芽种子ꎬ并研究不同菌液数量

浓度、接种时间、渗透条件对茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率的

影响ꎮ 研究结果显示对不同发芽阶段种子进行处理

是茄子 ＶＩＧＳ 真空渗透法中最关键的因素ꎬ如果接

种处理刚露白种子ꎬ虽然存活率高 ꎬ但沉默效率低ꎬ
表型不够明显ꎻ而接种时间过晚ꎬ种子根系过长ꎬ吸
收菌液较多ꎬ从而导致存活率过低ꎬ获得沉默植株

少ꎬ这与 Ｙａｎ 等[１４]和汤玲[２０]的研究结果相对一致ꎮ
随着渗透压强的增强与渗透时间的延长ꎬ植株的成

活率降低ꎬ白化率升高ꎬ白化表型出现时间早ꎬ综合

分析在－２５ ｋＰａ压强下抽气 ２~ ５ ｍｉｎ 都能获得稳定

的出苗率和较佳的沉默效率ꎻ而菌液数量浓度在本

研究中并不是茄子真空渗透处理的主要影响因素ꎬ
对于茄子 ＶＩＧＳ 沉默效率的影响相对较小ꎬ穆春

等[２２]研究棉花 ＶＩＧＳ 体系优化后也认为菌液数量浓

度不是影响 ＶＩＧＳ 沉默效果的关键因素ꎮ
真空侵染茄子萌芽种子ꎬ能够快速、有效地沉默

目的基因ꎬ且持续时间长ꎬ从而快速实现鉴定基因功

能的目的ꎮ 传统的叶面注射压迫法ꎬ通常需要在播

种后 １４~２１ ｄ 进行侵染ꎬ至少需要 １５ ｄ 左右才能出

现表型变化ꎬ在 ２１ ~ ２８ ｄ 后才有最佳沉默效果[１３]ꎮ
萌芽期侵染法只需在种子露白后 ２~ ３ ｄ 进行真空

侵染ꎬ处理后 １０ ｄ 即可观察到白化现象ꎬ种子处理

比叶片注射至少早１４~ ２１ ｄ 观察到表型ꎬ而且该方

法处理的沉默植株表型变化持续时间长ꎬ无明显的

表型恢复ꎬ解决了注射接种对植株的伤害和部分茄

子材料因子叶较小无法进行注射接种等问题ꎬ适用

范围更广ꎮ 而本研究中发现通过根吸收法处理植

株ꎬ没有出现预期的光漂白现象ꎬ虽然根吸收法已成

功运用到其他作物 ＶＩＧＳ 研究中ꎬ但是在茄子中并

不适用ꎮ 因此ꎬ利用真空侵染萌芽期种子是茄子

ＶＩＧＳ 试验中一种比较理想的快速、简单、高效的接

种方法ꎮ
接种后培养环境是影响基因沉默效率的重要因

素ꎮ 温度影响病毒 ＤＮＡ 的转录复制ꎬ在植株体内的

传播ꎬ沉默信号的产生以及感染症状的严重程度ꎮ
研究报道较低温度能有利于病毒的复制表达ꎬ产生

更加明显的基因沉默表型[２３]ꎮ 但是茄子属于喜温

作物ꎬ温度过低会抑制植株生长ꎬ但是温度过高又会

使病毒不表达ꎬ因此需要研究茄子基因沉默体系的

最佳温度ꎮ 例如在番茄中的最佳沉默温度为 ２２ ℃

甚至更低[１]ꎬ而在烟草中为 ２５ ℃ [２４]ꎬ辣椒中为 ２４
℃ [２５]ꎮ 本研究通过不同环境下各处理表型变化发

现ꎬ虽然在 ２０ ℃ / １６ ℃条件下ꎬ出现表型最早ꎬ白化

程度最佳ꎬ但是植株生长明显受到抑制ꎬ而在 ２５ ℃ /
２０ ℃条件下也能够保证 ｐＴＲＶ 病毒载体在茄子体

内较快传播与表达ꎬ而且植株生长不受影响ꎬ能够获

得较高沉默效率ꎮ
在茄子遗传转化研究中ꎬ不同基因型材料的再

生频率存在较大差异ꎬ是制约茄子遗传转化体系构

建最关键的因素ꎮ 而 ＶＩＧＳ 技术是否能在不同类型

茄子中得到稳定利用ꎬ也是开展茄子基因功能及基

因组学研究的前提ꎮ 利用本研究优化的茄子沉默体

系ꎬＶＩＧＳ 技术能够成功应用到不同来源和果色的 ４
份材料中ꎬ通过表型与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 试验结果发现各材

料间的沉默效率相差不大ꎬ基因沉默效率受茄子基

因型影响较小ꎮ
本研究成功建立了茄子种子萌芽期 ＶＩＧＳ 基因

沉默体系ꎮ 在昼夜温度 ２５ ℃ / ２０ ℃ꎬ１６ ｈ 光周期环

境下 ꎬ用 ＯＤ６００值 １.０ 的菌液数量浓度ꎬ在－２５ ｋＰａ真
空压强下抽气 ２ ｍｉｎ 的方法侵染露白后 ２~３ ｄ 的茄

子种子可获得最佳的沉默效率ꎬ能够快速、有效地获

得目的表型ꎮ
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ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ｔｏｂａｃｃｏ ｒａｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ [ Ｊ] .
Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２００６ꎬ９０(３):４３１￣４３５.

[２５] ＹＩＮ Ｙ ＸꎬＷＡＮＧ Ｓ ＢꎬＺＨＡＮＧ Ｈ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣａＰＩＰ１￣１ꎬ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ ( Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍꎬ Ｌ.)
[Ｊ] . Ｇｅｎｅꎬ２０１５ꎬ５６３(１):８７￣９３.
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