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摘 要: 病毒诱导的基因沉默( virus-induced gene silencing，VIGS) 是植物体抵抗病毒侵染的一种自然防御机制，近年

来已发展成为一种基因功能研究的有效手段。与突变体筛选、转基因、基因敲除等技术相比，VIGS 技术因具有周期

短、成本低、可迅速观察表型等优点而被广泛应用于基因的功能鉴定。文章对 VIGS 技术的分子机理、病毒载体系统、
稳定遗传 VIGS 植株的获得策略及其在大豆中的应用等内容进行了综述并对今后的发展趋势进行了讨论。
关键词: 病毒诱导的基因沉默; VIGS; 病毒载体; 功能基因; 育种

中图分类号: S565. 1 文献标识码: A DOI: 10. 11861 / j. issn. 1000-9841. 2016. 04. 0536

收稿日期: 2015-12-04
基金项目: 转基因新品种培育重大专项( 2014ZX08004-001) 。
第一作者简介: 王爽( 1990-) ，女，硕士，主要从事大豆转基因研究。E-mail: 675659474@ qq. com。
通讯作者: 邱丽娟( 1963-) ，女，研究员，博导，主要从事大豆基因资源挖掘与利用工作。E-mail: qiulijuan@ caas. cn。

Virus-induced Gene Silencing and Its Usage in Soybean Functional Genomics
WANG Shuang1，2，GUO Bing-fu2，GUO Yong2，ZHANG Li-juan2，JIN Long-guo2，YANG Hui2，QIU Li-juan2

( 1. College of Agriculture，Northeast Agricultural University，Harbin 150030，China; 2. The National Key Facility for Crop Gene Ｒesources and Genetic
Improvement ( NFCＲI) / MOA Key Lab of Soybean Biology ( Beijing) ，Institute of Crop Science，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing
100081，China)

Abstract: Virus-induced gene silencing is the innate plant defense system against intracellular viral proliferation and extracel-
lular viral movement. VIGS is nowadays widely used in plant genetics for gene knockdown due to its ease of use and the short
time required to generating phenotypes. In this paper，the molecular mechanism of VIGS and the VIGS virus vector system was
reviewed. The strategy to obtain stable VIGS plants and the application of VIGS has also been discussed.
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病毒诱导的基因沉默( virus-induced gene silen-
cing，VIGS) 是植物体内普遍存在的一种抵御细胞

内病毒增殖和细胞外病毒侵染的遗传免疫机制［1］，

其基本分子机理为 ＲNA 介导的基因沉默，可以分为

转录水平的基因沉默和转录后水平的基因沉默两

种。1995 年，Kumagai 等［2］利用烟草花叶病毒 ( to-
bacco mosaic virus，TMV) 构建了 VIGS 载体并首次

成功实现了对烟草内源八氢番茄红素脱氢酶基因

( phytoene desaturase，PDS) 的沉默，开启了病毒介

导基因沉默研究的先河。自此，VIGS 技术发展迅

速，不仅在本氏烟、拟南芥等模式植物上成功应用，

在水稻、玉米、小麦、大豆等作物上均有成功的报

道。需要强调指出的是，部分病毒介导的基因沉默

亦可获得表型可遗传的 VIGS 植株，对功能基因研

究及分子育种利用具有重要的意义。因此，病毒诱

导的基因沉默技术有望改善大豆因遗传转化困难

而导致的基因功能研究缓慢的现状，为大豆基因功

能研究、品种性状改良提供了新的思路。

1 VIGS 技术的分子机理

VIGS 是指利用携带靶基因 cDNA 片段的病毒

载体侵染植株，随着病毒在植物体内的复制和转

录，携带的 cDNA 片段特异性地诱导序列同源基因

mＲNA 降解或启动子的甲基化修饰，进而引发植物

表型或生理指标的变化，实现对靶基因的功能验

证［3］。VIGS 技术主要包括沉默信号的产生、目标基

因的沉默、信号的放大和信号的传播 4 个环节［4］，

在整个过程中起关键作用的物质主要有 4 种，分别

是 ＲNA 聚合酶、ＲNA 依赖的 ＲNA 聚合酶( ＲNA-de-
pendent ＲNA polymerase，ＲDＲP) 、Dicer-like 酶、ＲNA
诱导的沉默复合体( ＲNA-induced silencing complex，

ＲISC) ［5］。ＲNA 诱导的沉默复合体含有 Argonaut 蛋

白，该蛋白具有核酸内切酶活性，能切割目标 mＲ-
NA，阻断翻译的进行，进而沉默基因的表达。
1. 1 沉默信号的产生和目标基因的沉默

当携带 cDNA 的病毒载体侵染植物后，在 ＲNA
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聚合酶的作用下将 cDNA 转录成大量的单链 ＲNA
( single stranded ＲNA，ssＲNA) 。这些单链 ＲNA 通过

自身折叠或者在 ＲNA 依赖的 ＲNA 聚合酶作用下形

成双链 ＲNA ( double stranded ＲNA，dsＲNA) 形式的

中间体［6］。中间体 dsＲNA 是 VIGS 的关键激发子，

而 Dicer-like 酶则是 VIGS 传感器，逐步将 dsＲNA 切

割加工成 21 ～ 24 nt 的病毒小干扰 ＲNA( virus small
interfering ＲNAs，vsiＲNA) ［7］。这些 visＲNAs 以单链

形式与 ＲISC 结合，作为向导链，引导 ＲISC 复合物

特异地与细胞质中的同源 ＲNA 结合，实现对其的切

割和同源降解，阻碍翻译的继续进行，该分子机理

属于转录后水平基因沉默 ( post-transcriptional gene
silencing，PTGS) 。而 ＲISC 与嘧啶甲基转移酶( cyto-
sine methyltransferase，DＲM) 结合，再与细胞核内同

源目标靶基因结合，使其启动子甲基化，抑制基因

表达则 属 于 转 录 水 平 的 基 因 沉 默 ( transcriptional
gene silencing，TGS) ［8］。
1. 2 沉默信号的传播和放大

病毒侵染植株后会以侵染点为中心向整株扩

散，病毒在植物体中的运动是由病毒基因编码的运

动蛋白与寄主成分相互作用的主动运动过程，在病

毒复制与扩散过程中，运动蛋白与植物细胞内质

网、高尔基体、细胞骨架、胞间连丝发生作用，并受

细胞果胶甲基酯酶、包含体、β-1，3-葡聚糖酶、磷酸

化等因素的影响，形成植物体内遗传物质系统性运

输的模式［9］。沉默信号以 visＲNA 的形式通过胞间

连丝在细胞间进行传播，能够在细胞间进行传播的

visＲNA 主要为 21 nt 大小的 visＲNA，传播距离大约

为 10 ～ 15 个细胞［10］。ＲDＲP 在沉默信号放大的过

程中起主导作用，病毒的 ssＲNA 不具备宿主细胞转

录本的 5' 端 加 帽 结 构 和 3' 端 Poly-( A ) 结 构，而

ＲDＲP 能够感知这种缺失结构［11］，直接或间接的与

之结合，并在目标转录本的 3'端开始合成 ＲNA［12］。

2 病毒载体的构建及在大豆中的应用

2. 1 病毒载体的构建

选择适宜的病毒构建 VIGS 系统是利用病毒介

导基因沉默进行基因功能验证的前提。植物病毒

的多样性和病毒与作物互作的多样性，是导致 VIGS
载体的利用具有一定局限性的主要原因。应用于

VIGS 研究的病毒应满足以下条件: 首先，病毒扩散

的程度应满足试验要求且病毒症状的严重程度不

影响目的基因表型的观察; 其次，应用于 VIGS 构建

的病毒应具有一定的沉默效率且病毒本身的反沉

默系统不影响表型的观察。且在构建病毒载体时，

一般需要考虑以下几个方面: ( 1 ) 要选择合适的插

入位点，外源基因插入后，不能产生插入效应，影响

病毒本身的复制和移动; ( 2) 在载体构建时，插入目

的基因片段大小要适中，不同病毒对插入片段大小

的要求不同，Ｒodrigo 等研究表明，病毒载体构建时，

插入基因片段长度不能太长，控制在 200 ～ 350 bp
时易达到较好的沉默效果［13］，插入片段过大时，影

响病毒在植物体内的扩散或导致目的片段的丢失，

从而影响沉默效率［14］; ( 3) 在构建 VIGS 载体时，选

择合适的目的基因区域插入病毒载体。若是单拷

贝基因，其 OＲF 中的任何区域均可作为片段的插入

区域，若是多拷贝基因或家族基因，则要根据研究

目的选择插入基因区域，如果两基因的同源性达到

85%以上，在 VIGS 时可能同时被沉默，因此在专一

化沉默基因家族中的某一个基因时，应选择非保守

区域或基因的非翻译区 ( UTＲ) 来区别高度保守的

基因。如果为了克服功能冗余同时沉默家族基因

中 功 能 相 似 的 基 因，则 可 选 择 基 因 的 高 度 保

守区［15］。
2. 2 病毒载体的应用

VIGS 中应用的于植物的病毒主要有 3 种，分别

是负链 ＲNA 病毒、单链 DNA 病毒和卫星病毒。随

着研究的深入和 VIGS 分子机理的日渐明晰，不断

有新的、高效的病毒载体系统构建的报道。自 2004
年起，已有多个 VIGS 病毒载体在豆科作物基因功

能研究中获得成功应用［16］，包括菜豆荚斑驳病毒

( bean pod mottle virus，BPMV) 、苹果潜隐球状病毒

( apple latent spherical virus，ALSV) 和黄瓜花叶病毒

( cucumber mosaic virus ，CMV) 等病毒系统，在大豆

VIGS 中都有成功应用的实例。
2. 2. 1 ＲNA 病毒载体的应用 ＲNA 病毒是最早采

用也是目前应用最多的载体病 毒 种 类。Constan-
tin［17］等最早对豌豆枯叶病毒( pea early browning vi-
rus，PEBV) 进行了探索，他们将 PDS 基因的 cDNA
片段插入到该病毒载体的单链 ＲNA2，并侵染豌豆，

实现了 PDS 基因的沉默。该病毒载体具有不影响

豌豆开花，结荚成熟以及与根瘤菌共生形成根瘤等

优点，具有在豆科作物上广泛应用的潜力。目前，

已利用 ＲNA 病毒载体实现了对多种类型的大豆基

因的功能鉴定。其中，抗性相关基因及系统免疫相

关基因 的 功 能 鉴 定 是 应 用 的 热 点 之 一，Kandoth
等［18］详细阐述了一个 SCN-BPMV-VIGS 作用系统，

并利用该 VIGS 系统沉默了大豆胞囊线虫抗性基因

SHMT，沉默效率为 65% ～ 74%，为根部共生菌抗性

相关基因功能鉴定提供了参考。Cooper 等［19］利用

菜豆荚斑驳病毒系统沉默了 Ｒpp1 基因，使大豆丧失

根腐病免疫功能，该结果有助于 Ｒpp1 基因调控的根
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腐病免疫途径及相关基因的研究和对大豆防御系

统的认知; Chunquan 等［20］利用大豆花叶病毒构建

了 82 个病毒载体，鉴定了 5 个与抗花叶病毒有关的

目的基因和两个转录本，为大豆花叶病毒抗病途径

相关基因的研究提供了新的视角。同时，发育相关

基因的功能鉴定也取得一定的进展，Sha 等［21］利用

大豆甲硫氨酸合成酶基因 GMms 的同源序列构建烟

草脆裂病毒侵染载体处理烟草，导致烟草早衰，证

明了甲硫氨酸在光周期调控中起重要作用，为进一

步阐述大豆光周期机理打下基础。郝荣华［22］利用

大豆花型调控基因构建了 GmTCP1-VIGS、GmTCP2-
VIGS、GmTCP4-VIGS 三个病毒载体，侵染大豆，受侵

染的大豆植株约有 10% ～ 32. 5% 的花器官发生了

变化，由旗瓣变成为闭合筒状结，为这 3 种基因参与

旗瓣发育和细胞分裂过程提供了证据。此外，还利

用 VIGS 技术鉴定了代谢途径相关的功能基因，如

Nagamatsu 等［23］利用黄瓜花叶病毒构建 CHS ( 查尔

酮合成酶) -VIGS 病毒系统，成功沉默查尔酮合成酶

基因，使棕色种皮的豆子变为黄色种皮，该试验为

生物合成相关途径的基因功能验证提供依据和参

考。利用 ＲNA 病毒也实现了在不同组织和发育时

期的应用，Juvale 等［24］利用菜豆荚斑驳病毒建立了

时间和空间上的基因沉默体系，在叶片、茎、花和根

等组织中均实现了 GFP 的沉默。沉默的效果在不

同组织具有差异性，在叶片和花中几乎是完全沉

默，茎中次之、根中最弱，为在不同组织中的反向遗

传学研究提供了参考; 2009 年，Yamagishi 等［25］利用

苹果潜隐球状病毒在大豆种子和萌发阶段实现了

PDS 基因的沉默，拓宽了 VIGS 技术的应用范围。
2. 2. 2 DNA 病毒载体的应用 DNA 病毒具有载体

系统构建简单，无需体外转录及操作难度低等优

点，逐渐引起研究者的重视。1998 年，第一例 DNA
病毒载体即基于双生病毒番茄金色花叶病毒( toma-
to golden mosaic virus，TGMV) 的 VIGS 体系成功建

立，并证明了附加 DNA 能引起同源的内源 DNA 的

沉默［26］，打开了 DNA 病毒载体应用的大门。随后，

非洲 木 薯 花 叶 病 毒 ( african cassava mosaic virus，
ACMV) 载 体 系 统［27］、棉 花 皱 叶 病 毒 ( cotton leaf
crumple virus，CLCrV) 载体系统［28］等 DNA 病毒载体

系统相继建立并应用，拓宽了病毒载体的种类，为

病毒诱导的基因沉默技术的成熟奠定了坚实的基

础，但目前还未有 DNA 病毒载体应用于大豆中的

实例。
2. 2. 3 卫星病毒载体的应用 卫星病毒 ( satellite
virus) 是一类基因组缺损、需要借助辅助病毒，才能

复制和表达，并完成增殖的亚病毒。它不能单独存

在，常伴随着其他病毒一起出现。Gossele 等［29］首

次利用 TMV U2 株系卫星病毒 STMV 构建 VIGS 载

体，并成功实现了对烟草多个内源基因的沉默，同

时研究表明，卫星病毒 STMV 构建的 VIGS 载体与单

独的 ＲNA 病毒载体系统或单独的 DNA 病毒载体系

统相比，具有更强的沉默基因的能力，因而具有较

高的研究价值和应用前景，但目前还未见此类病毒

应用于大豆中的报道。

3 持久性 VIGS 植株获得策略

前人研究结果表明，可遗传的 VIGS 植株不仅

拓宽了功能基因的研究范围，且高代的 VIGS 植株

普遍具有较高的沉默效率。VIGS 分为转录水平的

基因沉默( TGS) 和转录后水平( PTGS) 的基因沉默

两种类型。这两种类型的 VIGS 均可以产生沉默性

状可遗传的植株，但二者机理不同，在后代的选择

方法上亦存在差异。
3. 1 可遗传的 TGS 植株获得策略

转录水平的基因沉默即目标基因启动子甲基

化引发的 TGS 产生的表型变化是可以遗传的，属于

表观遗传［30］。病毒载体侵染植株后，在当代选择有

沉默表型且无病毒受害症状的植株进行留种，对于

有表型沉默性状但携带病毒的植株可以进行脱毒

处理后再进行留种，每一世代均重复利用上述方法

进行选择，最终可获得沉默性状可以遗传且不携带

病毒的 VIGS 植株。另外，也可利用具有沉默性状

并无病毒受害症状植株的组织进行组织培养亦可

最终获得稳定的 VIGS 植株。1999 年，Jones 等［31］

报道了关于 TGS 的表观遗传现象，利用马铃薯 X 病

毒在实现了携带 GFP 基因的烟草植株 GFP 基因的

沉默，且 可 遗 传 至 后 代，但 其 沉 默 效 率 低，小 于

10%。2011 年，Kanazawa 等［32］通过黄瓜花叶病毒

载体对目标基因启动子的甲基化，实现了矮牵牛查

尔酮合成酶基因( CHS-A) 的沉默，改变了花色，且后

代植株继续表现为该基因的沉默表型，沉默效率约

为 20% ～ 30%。迄今为止，只发现两种病毒，马铃

薯 X 病毒和黄瓜花叶病毒，通过 VIGS 可成功获得

靶基因沉默表型可遗传的 VIGS 植株，目前未在大

豆中获得该种类型的植株。
3. 2 可遗传的 PTGS 植株获得策略

部分 VIGS 载体病毒诱导的 PTGS 能够通过种

子传递给后代植株［33］，目前已有 4 种病毒载体可获

得遗传的 VIGS，且沉默率一般随世代的增加而增

加。与 TGS 不同的是，在选择植株时，PTGS 是选择

具有沉默性状且带病毒的植株进行繁殖，最终可获

得沉默性状可以遗传但是携带病毒载体的植株。



4 期 王 爽等: 病毒诱导的基因沉默( VIGS) 技术及其在大豆基因功能研究和育种中的应用潜力 539

但是可以通过热击［34］或者冷冻疗法［35］得到脱毒植

株，并且，这种脱毒作用会逆转目标基因的沉默效

应，得到性状恢复的植株，有利于基因功能的验证。
最早是 1997 年 Wang 等［36］利用豌豆布朗宁早

期病毒( pea early browning virus，PEBV) 载体侵染豌

豆的胚胎组织，并通过种子遗传给后代，其沉默率

为 50%。Bruun 等［37］将 PDS 基因片段插入到大麦

条纹花叶病毒载体中，证明了大麦条纹花叶病毒

( barley stripe mosaic virus ，BSMV) 介导的 VIGS 能

够在大麦和小麦中至少传递 6 代，且沉默效率随着

世代的递增而递增，第一代为 11%，而第三代及以

后各世代沉默率均高达 100%。利用烟草脆裂病毒

( tobacco rattle virus ，TＲV) 能够在本氏烟和番茄中

诱导可遗传的 PTGS［38］。值得强调指出的是，Yam-
agishi 等［39］ 利 用 苹 果 潜 隐 球 形 病 毒 ( apple latent
spherical virus ，ALSV) 实现了 VIGS 在大豆中的遗

传，第一代的沉默效率为 33%，下一代的沉默效率

为 55%以上，为获得非转基因且表型遗传的大豆植

株提供参考。

4 VIGS 技术在大豆中的应用展望

随着栽培大豆基因组测序的完成［40］、野生大豆

泛基因组的构建［41］以及大豆种质资源重测序数据

的不断完善［42-43］。筛选优良性状基因及功能基因

验证等相关研究已成为大豆分子生物学研究的热

点。大豆是古四倍体，遗传变异程度低、基因组较

大且复杂，染色体小而难进行细胞遗传研究，导致

基因功能研究进展较慢。目前大豆基因功能研究

的手段还相对缺乏，一些完善的基因功能研究手段

很难在大豆中应用［44］，如农杆菌介导的大豆转基因

方法，存在转化效率较低、周期较长等缺点; 基因敲

除技术技术难度较高; 近年来新兴的基因编辑技术

如 ZFN、TALENS 和 CＲISPＲ 等在大豆中也具有一定

的应用，但亦存在体系不够完善，技术难度较高等

问题。VIGS 技术因其具有周期短，方法简单易操

作，可调控不同类型功能基因的表达等优点，为大

规模测试大豆基因组中不同基因的功能创造了条

件，具有更广阔的应用前景。
遗传转化效率低、转基因产品审定年限长及转

基因安全问题是限制转基因大豆发展的重要因素，

而 VIGS 技术这种非转基因但能够稳定遗传的特性

具有极高的应用价值，或将在植物基因工程育种中

具有良好的应用前景，例如通过 VIGS 技术沉默大

豆优良性状负调控基因、代谢途径的关键酶基因，

可能实现大豆重要经济性状的改良，进而应用于培

育非转基因但抗性增强的改良大豆品种。

此外，VIGS 技术可能为大豆病虫害防治带来新

的思考 和 方 法，根 据 病 毒 诱 导 基 因 沉 默 的 机 理，

VIGS 技术不仅可以作用于植物内源基因，也可能实

现寄主体内病毒、真菌、线虫等病原基因的沉默，进

而有效防控真菌、线虫等病害［45］，具有良好的应用

前景。
随着 VIGS 机制的深入解析及分子生物学技术

的进一步发展，若能有效克服 VIGS 存在的缺陷和

不足，如基因沉默不完全、表型及沉默效率不稳定、
表型观察易受病毒侵染的症状影响等，建立更为精

准、高效和高通量的 VIGS 体系，将有助于加速大豆

功能基因的发掘和育种利用。
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