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摘要 以烟草坏死病毒 A中国分离物(Tobacco necrosis virus A Chinese isolate, TNV-AC)侵染性 cDNA 克隆为基础，通过基因
替换、基因插入策略构建获得多种重组 TNV-AC，比较了外源基因片段插入位置、插入形式及接种植物培养温度对 TNV-AC

诱导的基因沉默的影响．外源基因片段替换 CP基因 19～ 828 nt的重组 TNV-AC丧失了在本生烟中的系统移动能力，也不能

有效诱导相应基因发生明显的沉默，说明替换策略不适合于 TNV-AC．向 CP基因终止密码子 UAG附近插入外源基因片段
后，TNV-AC仍可进行复制，但最适的插入位点位于 UAG之后，且容纳外源片段的长度约为 120 nt．当外源片段以反向重复
的形式插入 UAG之后，诱导基因沉默的效率较高．接种植物的培养温度也会显著影响基因沉默的效率以及插入片段的稳定
性，低温(18℃ )条件下诱导 NbPDS 基因沉默的效率明显高于高温(24℃ )条件，且沉默表型可持续 110天以上．除了本生烟
PDS基因，TNV-AC沉默载体还可诱导本生烟 sulfur基因 Su 和镁离子螯合酶 H 亚基基因 ChlH 发生沉默，以上结果说明，
TNV-AC具有开发为本生烟基因功能鉴定的新 VIGS载体的潜力．
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病毒诱导 的基因 沉默 (virus-induced gene
silencing, VIGS)是近年来发展起来的一种快速鉴定
植物基因功能的反向遗传学工具，其原理是，携带

目的基因片段的重组病毒侵染植物后，由于同源抑

制诱导相应的植物内源基因发生沉默，从而根据表

型的变化分析目的基因的功能[1-2]．基于 RNA沉默
原理的 VIGS技术，在未获得基因全长的情况下，
通过插入 EST序列、候选基因的片段或者 cDNA
文库即可鉴定目的基因的功能．此外，通过 VIGS
技术可在数周之内获取相应基因的表型，无需构建

超表达或者 RNAi转基因植株．目前，VIGS已在
茄科[3-4]、禾本科[5-6]和豆科[7-8]等重要粮食作物和经

济作物的功能基因组学研究中得到了广泛的应用．

构建 VIGS 载体首先保持重组病毒的侵染活
性，目前，将植物内源基因片段插入病毒基因组中

的技术主要有基因替代法和基因插入法．对于基因

替代策略构建的 VIGS载体，通常将病毒基因组中
与昆虫、线虫等传播有关的基因，或者病毒编码的

RNA沉默抑制子替换成外源基因，被替换的基因
不能为病毒复制所必需，并且替换后也不能影响病

毒在寄主植物体内的系统移动[4, 9]．而插入法是在

不影响病毒基因组二级结构的情况下，将外源的植

物基因片段插入病毒的 2 个开放阅读框 (open
reading frame，ORF)之间，或者置于病毒的亚基因
组(subgenome)启动子之后[10]．对于基因组相对较小

的卫星 DNA分子，则可以将目的片段插入两个重
复的卫星 DNA分子之间[11]．

VIGS载体中外源基因片段插入的方式有：正
向插入、反向插入、反向重复(inverted repeats，IR)
插入和发夹状结构(hairpin)插入等形式．理论上，
含有长度仅为 23 nt插入片段的 VIGS载体就可诱
导目的基因的沉默[12]，但在实际应用中，通常需要

选择更长的目的基因片段 [9]．Lacomme 等 [13](2003
年)向烟草花叶病毒(Tobacco mosaic virus，TMV)载
体中插入了不同形式的外源片段，并比较了诱导内

源基因沉默的效果，结果显示，单臂长度为 40 nt
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的反向重复结构可以更有效地诱发沉默，其目的基

因 mRNA积累量在沉默前后的降低幅度比利用发
夹状结构、反向插入和正向插入策略减少 65%以
上．利用芜菁黄花叶病毒 (Turnip yellow mosaic
virus，TYMV)在拟南芥上的研究表明，将单臂长
度为 38 nt的 AtPDS基因片段以反向重复形式插入
TYMV载体，就可有效诱导基因沉默[14]．

不同的温度条件下，植物抵御病毒侵染的能力

不同[15]，病毒诱导的基因沉默表型同样受温度等环

境条件的影响，导致其诱导的沉默表型不稳定．在

低温(18℃～22℃ )条件下，双生病毒———棉花皱叶

病毒(Cotton leaf crumple virus, CLCrV)在棉花体内
的积累量比高温(26℃～30℃ )条件下高 10倍左右，
诱发棉花 ChlI 基因和 PDS基因沉默的效果也明显
优于高温条件下[16]．

TNV-AC 是烟草坏死病毒 A(Tobacco necrosis
virus A，TNV-A)侵染大豆(Glycine max)的一个新株
系，属于番茄丛矮病毒科(Tombusviridae)坏死病毒
属(Necrovirus)，人工接种条件下可侵染 8科 29种
植物，症状多为局部枯斑，系统侵染大豆和本生烟

时，可在上部叶片出现坏死斑[17]．病毒粒体直径约

28 nm, 为单组分 ss(+)RNA, 基因组大小为 3 682 nt.
基因组 5忆端编码 23 ku蛋白，其终止密码子的通读
可产生一个 82 ku蛋白，构成病毒的复制酶组分，
位于基因组中部的 ORF2 和 ORF3 分别编码 8 ku
和 6 ku的小蛋白，与病毒的胞间运动相关，基因

组 3忆端编码 30 ku 外壳蛋白(coat protein，CP) [18-19]

(图 1a)．
本研究以 TNV-AC侵染性 cDNA克隆为基础，

通过基因替换和基因插入策略分别构建了多种基于

TNV-AC的 VIGS载体，进而比较了两种策略诱导
本生烟内源基因沉默的能力，分析了不同形式的外

源片段对基因沉默效率的影响，明确了 TNV-AC诱

导本生烟内源基因沉默的温度条件，同时对外源片

段在重组病毒侵染过程中的稳定性及沉默表型的持

续时间进行了分析．

1 材料与方法

1援1 植物材料和生长环境

本生烟(Nicotiana benthamiana)在温室育苗后移
入人工气候室，14 h 光照 /10 h 黑暗，18℃下或
24℃下生长．
1援2 菌种和质粒

大肠杆菌(Escherichia coli)菌株 DH5琢 和农杆
菌(Agrobacterium tumefaciens)菌株 EHA105由本实
验室保存．双元载体 pCass4-Rz[20]由美国加州大学

Berkeley分校 Andrew Jackson教授惠赠．
1援3 TNV鄄AC重组病毒载体的构建

替换型 TNV-AC重组病毒载体的构建均以 T7
启动子驱动下 TNV-AC 的侵染性 cDNA 克隆
pMTC27[19]为模板，通过重叠 PCR 或反向 PCR的
方法构建获得(图 1a)．35S启动子驱动下的农杆菌

Fig. 1 Construction of TNV鄄AC鄄based gene silencing vectors
(a) Different lengths of PDS and GmCHS fragments derived from N. benthamiana and Glycine max, respectively, were fused immediately downstream of
the CP ORF that only kept the 18 nt at its 5忆 end. (b) Inverted-repeats of PDS fragments (2伊36 nt) were inserted at different positions around the stop
codon (UAG) of CP ORF. Furthermore, longer PDS fragments were inserted immediately behind the UAG stop codon with a pattern of inverted repeats
or in sense orientation to analyze the length of heterologous fragments that TNV-AC could tolerate.
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注射载体的获得是将含有外源片段的 TNV-AC全长

cDNA克隆至双元载体 pCass4-Rz(图 1b)，所有克
隆中外源片段的插入区域都经 DNA测序验证．
本研究所用的本生烟内源基因主要有 3种，分

别是八氢番茄红素脱氢酶(phytoene desaturase, PDS)
基因(GenBank 登录号：AJ571700) [21]、sulfur 基因
Su(GenBank登录号：AJ571699)[22]和镁离子螯合酶

H亚基基因 ChlH(GenBank登录号：AF014052)[23].
1援4 重组 TNV鄄AC 侵染性 cDNA 克隆的体外转录
与接种

以约 0.1～0.2 滋g经 Sma玉线性化的质粒 DNA
为模板，用 T7 RNA 体外转录试剂盒(Promega 公
司)于 37℃反应 1.5 h．将体外转录物与等体积的
2 伊GKP 缓冲液 (50 mmol/L 甘氨酸， 30 mmol/L
K2HPO4 (pH 9.2)，1%皂土，1%硅藻土)混合，机械
摩擦接种本生烟叶片[18-19]．

1援5 农杆菌注射接种(agroinfiltration)本生烟
将重组质粒经冻融法转化农杆菌后[24]，挑单

菌落接种到 50 ml 液体 LB 培养基 (含 100 mg/L
利福平，100 mg/L卡那霉素，10 mmol/L MES，
20 滋mol/L As)中于 28℃摇菌培养至 A 600达到 1.0～
2.0，2 218 g 离心 10 min 收集菌体，再用重悬
缓 冲液(含 10 mmol/L MgCl2，10 mmol/L MES，
100 滋mol/L As)悬浮菌体沉淀，调整菌液 A 600至 0.8
～1.0，菌液用 1 ml无针头注射器浸润接种苗龄为
3周的本生烟叶片．
1援6 RT鄄PCR和Western blotting检测
分别提取接种植株叶片总 RNA，经 DNase玉

处理后,取约 3 滋g总 RNA用于 RT-PCR检测．所
用引物位于 TNV-AC CP 基因终止密码子的侧翼，
以检测插入的外源基因片段在重组病毒基因组中的

稳定性，引物的序列分别为 5忆 ATTGAACCAATC-
AACCCAACAATG 3忆 (对应于 TNV-AC的 3410～
3433 nt)和 5忆 GGGGTGGGGCAAAAGCCCCTCA 3忆
(与 TNV-AC的 3661～3682 nt反向互补)．
取接种后的本生烟上位叶片 0.5 g，液氮中研

磨后加入 300 滋l 蛋白质上样缓冲液 (40 mmol/L
Tris-HCl (pH 6.8)，10%甘油，2% SDS，5% 茁- 巯
基乙醇，0.1%溴酚蓝 )．取上清 20 滋l 经 12.5%
SDS-PAGE分离后，电转移至硝酸纤维素膜上．一
抗采用 TNV-AC特异性抗血清，二抗采用碱性磷酸

酯酶标记的 A蛋白(AP-A, 0.5 g/L, Sigma公司)，用

含有 NBT(330 mg/L)和 BCIP(165 mg/L)底物的缓冲
液 (100 mmol/L Tris-HCl， pH 9.5， 100 mmol/L
NaCl)显色．
1援7 siRNA的 Northern blotting检测

siRNA Northern blotting参考文献[25]并加以改
进，取 0.2～0.5 g叶片置于液氮中充分研磨，加入
1.3 ml Trizol(Invitrogen公司)后研磨使其和样品充
分混合，将样品转移至 2 ml Eppendorf管中，加入
500 滋l氯仿 /异戊醇抽提 2次，离心后转移上层水
相至新离心管中，并加入等体积的异丙醇，混匀后

室温放置 10 min，4℃下 12 000 g离心 10 min沉淀
RNA，经 75%乙醇洗涤后，干燥并溶解．RNA经
15%聚丙烯酰胺凝胶(含 7 mol/L尿素)分离后，利
用 Bio-Rad 半干转膜装置，将其转移至尼龙膜
(Hybond N+)上，将体外转录出的放射性标记的本
生烟 PDS mRNA片段(855～1264 nt)经碳酸水解制
备探针，进行 Northern blotting检测．

2 结果与分析

2援1 替换型载体不能有效引发基因沉默

目前，替换型 VIGS载体通常是将不影响病毒
侵染和复制的元件替换为植物内源基因片段[26-27]．

TNV-AC的基因组只有 3 682 nt，基因排列十分紧
凑(图 1a)，为最大程度降低插入外源基因片段对病
毒侵染活性的影响，同时保持病毒基因组 RNA二
级结构的相对稳定，本研究首先尝试将外源基因片

段替换 TNV-AC 外壳蛋白． 以 TNV-AC 侵染性

cDNA 克隆 pMTC27为模板，将长度分别为 790、
478 nt的大豆查尔酮合成酶基因(GmCHS)片段以及
409 nt 的本生烟 PDS 基因(NbPDS)片段分别替换
CP 基因的 19～828 nt 区域(只保留 CP 基因 5忆端
18 nt和终止密码子 UAG)，获得 3种重组病毒载体
pTAC18-GmCHSS790、pTAC18-GmCHSS478和 pTAC18-
NbPDSS409(图 1a)．
将 3种重组病毒载体的体外转录物分别接种本

生烟，3周后，野生型病毒在上位叶出现了典型的
系统坏死症状，而 3种重组病毒在上位叶均未出现
典型症状和明显的内源基因沉默表型．提取接种叶

片总 RNA，以 CP基因终止密码子的侧翼序列为引
物，RT-PCR检测插入的外源基因的完整性，结果
表 明 ， 接 种 pTAC18-GmCHSS478 和 pTAC18-
NbPDSS409的叶片扩增片段大小与预期相符，接种
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Fig. 2 Detection of CP鄄replacement virus
by RT鄄PCR in N. benthamiana

pTAC18-GmCHSS790的叶片除目的条带外，还有 3
条小的条带(图 2)，说明外源基因片段存在部分丢
失的现象．在上位叶中用 RT-PCR均未检测到重组
病毒．以上结果说明，在保留 CP 基因 5忆端 18 nt
的条件下，TNV-AC 容纳外源基因片段的能力为

500 nt左右，携带外源基因片段的重组病毒虽然可
在接种叶片进行复制，但是丧失了系统移动能力，

进而不能有效诱导本生烟内源基因的沉默，因此采

用替换 CP 基因策略构建 VIGS 载体不适合于
TNV-AC．

2援2 不同形式外源片段对 TNV鄄AC诱导基因沉默

的影响

TNV-AC基因组长度为 3 682 nt，只编码 5 种
蛋白质，每种蛋白质均具有多种生物学功能，然而

构建 VIGS要保证各基因正常行使功能，在不破坏
各个 ORF的情况下，可供插入外源片段的位置有
限．其 3忆非编码区的长度为 240 nt，这类病毒存在
多种 5忆和 3忆端 RNA-RNA相互作用[28]，因而对此区

域的分子操作往往可能影响病毒的复制能力，考虑

到以上限制因素，将插入位点选择在靠近 CP终止
密码子附近．利用正向插入和反向重复插入 2种结
构形式，将长度为 192 nt和 304 nt 的 NbPDS基因
片段以正向插入的形式、将长度为 72 nt(2伊36 nt)和
120 nt(2伊60 nt)的 NbPDS基因片段以反向重复的形
式分别插入 TNV-AC的农杆菌注射载体 pCXB-AC

中的 CP基因终止密码子 UAG之后，获得 4种重
组 质 粒 pCAC-NbPDSS192、 pCAC-NbPDSS304、

pCAC-NbPDSUAG-IR36和 pCAC-NbPDSUAG-IR60(图 1b)．
将上述重组质粒和野生型病毒载体 pCXB-AC

分别转化农杆菌 EHA105，等比例注射接种本生

烟，每组 10 株．2 周后，只有注射 pCAC-
NbPDSUAG-IR36的本生烟植株新生叶片出现可见的叶

片漂白表型．3周后，注射 pCAC-NbPDSUAG-IR60植

株的新生叶片开始出现漂白表型．4 周后，注射
pCAC-NbPDSS192的新生叶片有 6株出现轻微的漂
白区域，注射 pCAC-NbPDSS304的本生烟 10%的新
生叶片有白化现象，此时注射 pCAC-NbPDSUAG-IR36

和 pCAC-NbPDSUAG-IR60的本生烟在新生叶片上均出

现大面积漂白表型，并且随着时间的延长白化表型

也可以扩展到叶柄和茎杆上，相比之下，注射

pCAC-NbPDSUAG-IR36的植株白化程度更强一些(图 3).
Northern blotting 检测到了 NbPDS 特异性 siRNA，
与相应植株的沉默表型相吻合(图 3)．以上结果说
明，TNV-AC 作为 VIGS 载体可诱发本生烟内源
NbPDS基因的沉默，且反向重复结构诱导基因沉
默的效率更高．

2援3 外源基因片段插入位置对 TNV鄄AC诱导的基

因沉默的影响

本实验室前期研究结果表明，TNV-AC CP的
羧基端并非形成稳定的病毒粒子结构所必需，此

区域插入一定长度的外源片段后重组病毒仍能保持

较高的侵染性[29]．在明确反向重复形式的外源片段

可相对高效诱导沉默的基础上，本节围绕 CP的终
止密码子 UAG，进一步比较 3 种插入位置对
TNV-AC诱导的基因沉默的影响，即分别为在 UAG
之前反向重复插入 72 nt(pCAC-NbPDSIR36-UAG)、在
UAG 的两侧各插入 36 nt (pCAC-NbPDS36UAG36)和
UAG 之后反向重复插入 72 nt(pCAC-NbPDSUAG-IR36)
(图 1b)．将上述载体转化农杆菌并分别注射本生
烟，每组 10 株．4 周后，注射 NbPDSIR36-UAG 和

NbPDS36UAG36的本生烟只有部分新生叶片出现漂白

斑点，所诱导的 NbPDS基因沉默效率和强度远低
于 NbPDSUAG-IR36(图 4a)．以 CP基因终止密码子的侧
翼序列为引物进行 RT-PCR检测，结果显示，在发
生沉默的上位叶片中，pCAC-NbPDSIR36-UAG携带的

外源基因片段已经发生丢失，而 pCAC-NbPDS36UAG36

和 pCAC-NbPDSUAG-IR36携带的外源基因片段能够稳

定存在(图 4b)．这些结果说明，紧邻 TNV-AC CP
终止密码子 UAG 之后是插入外源片段的适宜位
点，在此位点插入外源基因片段能够高效诱导目的

基因沉默．

TNV-AC(wt)Mock S790S409S478Marker

831 bp
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Fig. 3 Insertion of heterologous fragments immediately behind the UAG stop condon
of CP ORF could induce PDS silencing in N. benthamiana

(a) Silencing phenotypes of N. benthamiana that agro-infiltrated with different chimeric TNV-AC. (b) Molecular detection of the PDS-specific siRNA in

N. benthamiana after being agro-infiltrated with TNV-AC-based NbPDS gene silencing vectors.

TNV-AC(wt)MockS304

UAG-IR36 UAG-IR60 S192

TNV-AC(wt)Mock S304 UAG-IR36 UAG-IR60S192

(a)

(b)

Fig. 4 The effects of position of insertion fragments on gene silencing
(a) Silencing phenotypes induced by TNV-AC-based VIGS vectors. (b) RT-PCR detection of the stability of chimeric TNV-AC when inserting the PDSIR36

at different positions around the UAG stop codon of CP ORF.

2援4 接种植物培养温度对 TNV鄄AC诱导基因沉默

的影响

本实验室前期研究表明，TNV-AC侵染本生烟

适宜温度为 18℃～26℃，温度较低时，病毒在本
生烟上系统侵染的能力显著增强，上位叶的坏死症

状明显加重．为优化 TNV-AC诱导本生烟内源基因

沉默的条件，通过实验比较了接种植物在不同培养

温度条件下(18℃和 24℃ )内源基因的沉默效率、载
体的稳定性和沉默表型的持续性． 将注射

pCAC-NbPDSUAG-IR36 的本生烟分为 2 组，每组 16

(a)

(b) TNV-AC(wt)M IR36-UAG 36UAG36 UAG-IR36 Mock

TNV-AC(wt)IR36-UAG 36UAG36 UAG-IR36
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2援5 TNV鄄AC诱导本生烟其他内源基因的沉默

在明确 TNV-AC VIGS载体类型、外源片段结
构形式、插入位置以及接种植物培养温度条件的基

础上，尝试利用 TNV-AC VIGS载体沉默本生烟的
Su基因[22]和 ChlH基因[23]．将单臂长度为 36 nt的本
生烟 Su基因和 ChlH 基因片段以反向重复的方式

分别插入到 CP终止密码子 UAG之后，农杆菌注
射接种本生烟，3周后，注射植株的新生叶片分别
产生典型的黄化表型 (图 6a)． 以本生烟泛素
(ubiquitin)基因 Ubq 为内参，用半定量 RT-PCR(循
环数分别为 20、25和 30)检测 Su基因和 ChlH 基
因沉默后的相对表达水平，结果显示这 2种本生烟

Fig. 5 The culture temperatures could affect the silencing phenotypes induced by TNV鄄AC鄄based VIGS
The silencing phenotypes at different temperatures (a, b) and Western blotting (c) and RT-PCR (d) analyses showed that chimeric TNV-AC tended to

lose the inserted foreign sequence during infection under high plant growth temperature.

18℃ 24℃

18℃ 24℃

TNV-AC(wt)Mock M 18益 24益

(a)

(b)

(c)

(d)

株，分别置于 18℃或者 24℃条件下进行观察．4
周后，置于 18℃下的本生烟均呈现典型的 NbPDS
基因沉默表型，沉默区域从局部斑点逐渐扩大为片

状分布，同时也伴随有 TNV-AC侵染所致的坏死症

状．置于 24℃条件下的本生烟仅有 5 株的上位
叶出现少量微弱的白化斑点，程度明显比 18℃
条件下弱，同时病毒系统侵染产生的症状也较轻

(图 5a)．
接种后 110天，置于 18℃条件下的本生烟新

生上位叶片仍可观察到白化表型，而置于 24℃下
的本生烟沉默表型已不可见 (图 5b)．Western
blotting检测结果显示，无论在 18℃还是 24℃条件

下，重组病毒均可系统侵染本生烟(图 5c)．以 CP
基因终止密码子的侧翼序列为引物进行 RT-PCR检
测，结果可见，置于 18℃条件下的本生烟 RT-PCR
产物大小约 320 bp，与预期大小相符，而置于
24℃条件下的本生烟 RT-PCR产物只有 250 bp左
右，与野生型 TNV-AC的 RT-PCR产物相近，说明
插入的外源基因片段已经丢失(图 5d)．由此可见，
在低温(18℃ )条件下，重组 TNV-AC病毒稳定性

强，外源片段不易丢失，所诱导的内源 NbPDS基
因沉默表型持续时间长(可达 110 天以上)，这与
Senthil-Kumar[30]报道的以 TRV为基础的 VIGS载体
诱导 NbPDS基因沉默的效果相似．
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3 讨 论

植物 RNA 病毒的外壳蛋白是一种多功能蛋
白，参与病毒的运动、介体传播、症状形成等过

程[31]．TNV-AC的外壳蛋白非病毒复制所必需，除

具有包装 RNA功能外，还是病毒在植物体内长距
离运输的决定因子[18, 32-33]．CP替换型重组 TNV-AC

只能侵染本生烟接种叶，丧失了系统移动的能力，

在上位叶上不能诱导 NbPDS基因沉默，这与本实
验室以相同策略构建的重组甜菜黑色焦枯病毒

(Beet black scorch virus，BBSV)诱导本生烟内源基
因沉默的结果相似(张晓峰等，未发表)．与此相
反，当绿色荧光蛋白基因 gfp 替换部分 BBSV CP
后，重组 BBSV则可以高效率诱导转基因本生烟
16C中 gfp 的系统沉默，说明植物内源基因和外源
转基因在基因沉默的敏感性上是有差别的，也与前

人的报道相一致[34-35]．近期研究表明内源基因与外

源转基因沉默的差异可能与植物体内 DCL4 和
AGO1共同作用下的 siRNA转运方式有关[36]．

基因沉默由 dsRNA所引发，dsRNA的来源有
两种途径，一种是由正向或反向的单链 RNA 序
列，在病毒或者细胞内依赖于 RNA的 RNA 聚合
酶(RNA-dependent RNA polymerase，RdRp)的作用
下合成，另一种是含有反向重复序列的单链 RNA

由分子内部碱基互补所形成的发夹结构 [37]．

Lacomme等[13]报道在病毒的基因组中加入的反向重

复序列可以折叠成发夹结构，可增加 dsRNA的生
成，从而增强 VIGS的沉默效率，并且该策略同样
适用于基于芜菁黄花叶病毒(TYMV)的 VIGS 载
体[14]．我们在 TNV-AC的 CP之后分别插入 2种结
构、4个不同长度 NbPDS片段，比较了其诱导本
生烟 PDS 基因的沉默效率，结果显示，反向重
复序列诱导目的基因沉默的效率更高，且长度为

36 nt的基因片段即可引发沉默，与 TYMV沉默载
体中 38 nt拟南芥 PDS基因(AtPDS)片段诱导沉默的
结果类似．

在目前已知的 VIGS载体中，TNV-AC的基因

组是最小的，其优势是便于分子操作，但是小的基

因组所能容纳外源基因片段的长度也会受到限制．

向 TNV-AC 的 CP 之后正向插入长度为 304 nt 的
NbPDS基因片段，重组病毒系统运动能力明显减
弱，当正向插入长度为 192 nt的 NbPDS基因片段
时，重组病毒虽然可以系统侵染本生烟，但是外源

基因片段发生了不同程度的丢失．在 CP之后插入
72 nt(2伊36 nt)和 120 nt(2伊60 nt)的重组 TNV-AC，系

统侵染本生烟的效率均达到 100%，且未观察到外
源基因片段丢失的现象．由此可见，TNV-AC VIGS
载体容纳外源基因片段的长度以 120 nt左右为宜，

内源基因的 mRNA转录水平均明显降低(图 6b)．
以上结果说明，基于 TNV-AC的 VIGS载体可有效

下调本生烟内源基因的表达水平，在本生烟基因功

能验证中具有应用的潜力．

Fig. 6 TNV鄄AC based VIGS vector could be used to silence NbChlH and NbSu in N. benthamiana
(a) Silencing phenotypes in N. benthamiana when agro-infiltrated with TNV-AC-based VIGS. Arrows indicated the region that silencing phenotypes

appeared. (b) RNA extracted from the leaves was subjected to semi-quantitative RT-PCR amplification (20, 25 and 30 cycles). Amplified ubiquitin gene

(Ubq) served as internal controls for each samples.

NbChlH NbSu TNV-AC(wt) Mock(a)

(b)

ChlH

Ubq

Su

Ubq

NbChlHTNV-AC(wt)
20 25 30 20 25 30

NbSuTNV-AC(wt)
20 25 30 20 25 30
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既可保证重组病毒系统侵染本生烟，又能保持插入

片段的稳定性，所诱导的沉默效应可以持续 110天
以上．

利用 TNV-AC VIGS载体沉默 NbPDS基因时观
察到，外界环境温度对该病毒诱导基因沉默的效率

和载体稳定性有重要的影响．18℃下， pCAC-
NbPDSUAG-IR36诱导沉默的效率高、持续时间长，插

入片段稳定(图 5b)，与之相比，24℃条件下沉默效
率低，插入片段也不稳定．Cai等[38]研究烟草脆裂

病毒(TRV)VIGS载体沉默番茄 Chl玉基因的条件时
发现，22℃、25℃和 28℃环境中的沉默效率分别
为 93.9%、67.2%和 0%．Fu等[39]证明低温对 TRV
诱导的沉默表型及持续性有显著影响．不仅是

RNA病毒，DNA病毒———棉花皱叶病毒(CLCrV)
诱导的基因沉默中，环境温度也起到决定性作

用[16]．在本生烟抗病毒侵染过程中，RDR6基因发
挥了关键性作用，但其活性受环境温度的影响[15]，

24℃下，本生烟 RDR6活性较高，产生次级 siRNA
的能力较强，使得侵入病毒所承受的寄主沉默压力

较大，这将迫使病毒通过重组删除外源片段来抵抗

寄主的沉默筛选压力 [40-41]，本研究中，重组

TNV-AC在高温条件下更易丢失外源片段，很可能

由寄主沉默压力增大所致．

TNV-A寄主范围广泛，可系统侵染模式植物
本生烟和经济作物大豆等，该病毒具有基因组体积

小、易于进行遗传操作、体外转录产物不需加帽且

侵染效率高等明显特点，具有开发为病毒载体的潜

力．目前仅有本实验室利用 TNV-AC表达外源蛋白

的研究[29]，尚未将 TNV-A 开发为 VIGS载体．本
研究通过对 TNV-AC基因组中的不同插入位点、基

因片段插入长度及结构形式、接种植物培养温度等

因素的优化，得到了可高效沉默本生烟内源基因的

VIGS载体．由于 TNV-AC可系统侵染大豆，下一

步我们将会对 TNV-AC是否可在大豆上诱导基因沉

默开展研究．
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Development and Optimization of Tobacco necrosis virus A Induced
Gene Silencing in Nicotiana benthamiana*

GAO Yang, ZHANG Yong-Liang, ZHANG Xiao-Feng, HAN Cheng-Gui, YU Jia-Lin, LI Da-Wei**

(State Key Laboratory of Agro-Biotechnology, College of Biological Sciences, China Agricultural University, Beijing 100193, China)

Abstract A series of recombinant viruses were engineered by gene replacements or gene insertions into an
infectious cDNA clone of Tobacco necrosis virus A Chinese isolate (TNV-AC). TNV-AC-based virus induced gene
silencing (VIGS) containing different structural arrangements of sequences targeting specific genes and variations
in the positions of exogenous fragment insertions were evaluated along with temperature effects on inoculated
plants. Replacement of the coat protein (CP) gene by exogenous gene fragments could not be applied to TNV-AC

because the chimeric TNV-AC constructs were unable to induce silencing of corresponding endogenous gene and
derivatives lacking the CP could not move systematically in Nicotiana benthamiana. We found that the optimal
position for insertion of exogenous gene fragments was the region immediately behind the stop codon of the CP
gene, and the maximum lengths of fragments that could be accommodated within virions was around 120 nt. An
NbPDS fragment inserted into TNV-AC as an inverted repeat produced a VIGS derivative that could silence
endogenous NbPDS in N. benthamiana with extremely high efficiency. We also found that temperature could
significantly affect gene silencing efficiency of inoculated plants and the stability of heterologous gene fragments.
Plants grown at 18℃ exhibited substantially higher gene silencing efficiency compared with 24℃ , and the duration
of silencing persisted for more than 110 days. The TNV-AC-based VIGS vectors were also able to induce efficient
silencing of endogenous Su and ChlH genes in N. benthamiana. Taken together, our results show that TNV-AC has
the potential for development into a novel VIGS vector suitable for functional genomics of N. benthamiana.
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