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Progress in Study of Plant Resistance Gene Function Using
Virus Induced Gene Silence System
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( College of Agronomy, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot, Inner Mongolia 010018, China )

Abstract: Virus inducedgene silence（VIGS）is a naturalmechanism, whichwas usedby plants to resist the virus invasion.
Now, it has been developed into a popular genetic technique to suppress the endogenous gene expression by recombinant
viruses which contain the fragment of target genes. As a novel tool to unravel the candidate gene's function, VIGS has many
advantages such as unnecessarily knowing the full-length sequence of the target gene in advance, quick acquisition of
phenotype, and unnecessarily obtaining the transgenic plant. Now, it has been widely used in the field of plant gene function
studies. In this review, we summarized the research progress in VIGS mechanism, the advantages and limitations of VIGS
systemand its application to studying theplant resistancegene's function.
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摘 要：病毒诱导的基因沉默（Virus induced gene silencing, VIGS）是一种植物抵抗病毒侵入的自然机制，现在已
被开发成通过插入目的基因片段的重组病毒来抑制植物内源基因表达的遗传技术，主要用于研究目标基因的功能。作
为一种新型的基因鉴定和功能研究的技术工具，VIGS具有无需事先知道目的基因全长序列、快速获取表型、无需获得
转基因植株等诸多优点，已越来越广泛地被应用于植物基因功能研究领域。本文从 VIGS的作用机制、VIGS体系的优
点及局限性以及 VIGS在植物抗病机制方面的研究进展等几个方面对病毒诱导的基因沉默进行了综述。
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1 基因沉默现象的发现

基因沉默现象最早发现在 1990 年，Napoli 等[1]

在矮牵牛中超量表达与粉红色色素合成有关的查耳

酮合成酶基因（Chalcone synthase, CHS），结果发现

许多原来开紫花的牵牛花的颜色不但没有加深，反

而变浅甚至白化，他们称这种现象为共抑制（Co-
suppressing），并推断共抑制可能是由 RNA 介导的。
1995 年，Kumagai 等[2]将人工构建的植物内源基因

（PDS）的片段插入烟草花叶病毒基因组中使其产生

包含正向或反向 PDS 序列片段的 RNA 时产生了光

褪色现象，揭示内源的 PDS 基因被沉默。1998 年，

Fire 等[3]第一次证明了 RNA 沉默（RNA silencing）是

由双链 RNA 引起的，并第一次提出RNA 干扰的概

念（RNA－interference，RNAi）。RNA介导的基因沉默

（RNA-mediated gene silencing）发生在 RNA 水平，是

一种广泛存在于各种生物中保守的基于核酸序列的

特异性降解机制，不同领域的研究者给它作了不同

的命名：在动物和线虫中称为RNA 干扰（RNA－
interference，RNAi)，在真菌中称为基因消除（Gene
quelling），而在植物中称为转录后基因沉默（Post-
transcriptional gene silencing, PTGS）[4]。自然界中，有
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些植物在受到某种病毒侵染后会出现症状的“恢复”
现象，比如，在线虫传播的多面体病毒属病毒

（Nepovirus）侵染烟草属寄主植株后，接种叶和下部

非接种叶表现严重的病毒病症状，但病毒系统侵染

后新形成的上部叶片则不表现症状，只积累少量的

病毒[5] ，即这些叶片已从发病状态中“恢复”到正常

生长状态。后来在转基因植株中也发现类似现象,即
在接种病毒的初期，病毒正常增殖，转基因植株表

现出病毒病的典型症状；但当病毒进行系统扩散后，

植株上部新生叶片中转基因的表达水平降低，并且

检测不到病毒粒子，但却对随后新接种的同种病毒

表现出一定的抗性水平[6]，后来研究者发现这些现象

都是由于基因沉默导致的。
基因沉默（Gene silencing）是指在 mRNA 的表达

水平抑制生物体内的特定基因的表达，从而导致这

些特定基因的沉默。在转基因的研究中，常常出现

转基因沉默，又被称为转基因失活的现象。基因沉

默现象大都与带有同源序列的编码区或启动子的多

拷贝有关，称为同源依赖性的基因沉默（Homology-
dependent gene silencing）。转基因沉默往往发生在转

基因与同源的内源基因之间。转基因与内源基因之

间经重组分离或减数分裂分离后，沉默的转基因的

表型才能够得以恢复[7]。
病 毒 诱 导 的 基 因 沉 默（Virus induced gene

silencing, VIGS）是指携带植物功能基因 cDNA 的病

毒在侵染植物体后，可诱导植物发生基因沉默而出

现一定的表型变异。VIGS 属于转录后的基因沉默即

PTGS，这是细胞核内转录的 mRNA 进入细胞质后，

由于转入的基因编码区与宿主细胞基因序列间存在

着同源性，导致转入基因与内源基因的表达同时受

到抑制，这种共抑制是 PTGS 的主要机制。具有与

病毒携带的基因同源序列的转基因植物，在受到病

毒侵染后，可在转录后水平将此病毒的 mRNA降解

掉，从而使得植株对病毒的侵染呈现出一定的抗性

水平[8]。目前认为，植物基因沉默是植物长期进化形

成的用来防止外来遗传物质干扰自身基因组功能并

保持自身遗传物质稳定性的重要机制，是生物体中

一种不完全的原始的生物免疫系统。植物中，常常

利用报告基因即葡聚糖酶 GUS（Glucanase）基因和

绿色荧光蛋白 GFP（Green fluorescent protein）基因来

研究转录后基因沉默的传导性[9]。
VIGS 系统首先在本氏烟和番茄等茄科植物, 拟

南芥（十字花科）和大麦（禾本科）等植物中得到了验

证。如 Kumagai 等 [2]利 用 烟 草 花 叶 病 毒（Tobacco
mosaic virus，TMV）构 建 了 沉 默 载 体。重 组 后 的

TMV 病毒转录区含有一个体外合成的八氢番茄红素

合成酶基因（Phytoene synthase, PSY）序列片段，在

注射到本氏烟草叶片后成功的沉默了本氏烟草 PSY
基因。随后，研究者又发现马铃薯 X病毒（Potato
virus X， PVX）和 马 铃 薯 Y 病 毒（Potato virus Y,
PVY）也可以作为基因沉默的载体，如 1998 年，

Ruiz 等[10] 在 PVX 基因组上插入了一段 PDS cDNA，

重组病毒侵染植物后出现了光漂白现象，因此他们

认为 PVX 介导的VIGS 可以有效地抑制植物内源基

因的表达。2004年，研究者们又发现了可以应用于

木薯（大戟科）和豌豆（豆科）等全新的 VIGS 载体，

即TRV 载体[11]。随后，TRV 载体系统的应用范围不

断被拓宽，并成功地应用于茄科作物马铃薯中 [12]。
随后，采用农杆菌灌根法，研究者又将该载体系统

拓宽到辣椒、烟草等茄科植物上[13-18]。2006 年，TRV
系统成功的被开发并应用于玉米、大豆等重要的经

济作物中 [19]。最近，又有了基于PEBV（Pea early-
browning virus, PEBV）和 大 麦 条 花 叶 病 毒（Barley
stripe mosaic virus，BSMV）为 VIGS 载体来沉默目的

基因的报道。此外，也有VIGS 成功地应用于罂粟科

的花菱草以及毛茛科耧斗菜中的相关报道[20]。因此，

VIGS 技术体系的建立，为研究目的基因在不同作

物中的功能提供了一个高效的技术平台。

2 病毒诱导基因沉默（VIGS）的作用机制

2000 年，Baulcombe[21]推断 VIGS 机制中存在一

种类似 PTGS 过程中的基因沉默信号，这种信号可

能是 dsRNA（Double-stranded RNA）。dsRNA 是病毒

复制过程中的中间体，也是诱导基因沉默的关键起

始因子，它可以通过病毒的复制、RNA 自我复制等

机制而产生[22]。VIGS 启动时一般先形成双链RNA，

即 dsRNA；当 dsRNA 积累到一定程度后会被类似动

物 Dicer，也称为 Dicer-like（DCL）的 RNase-III 酶

切割形成大小约为 21～24 nt 的小干扰siRNA（Short
interfering RNA）。siRNA 作为 VIGS 机制启动的促

发因子以单链形式与Argonaute（AGO）蛋白、 RNA
结合蛋白以及其他 RNase 结合形成RNA 诱导的沉默

复合体（RNA induced silencing complex, RISC）。RISC
是一种蛋白-RNA 效应核酸酶，由核酸内切酶、核
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酸外切酶、解旋酶等组成，对靶mRNA 具有识别和

切割作用，具有外源和内源核酸酶活性，能够特异

地与同源的靶标 mRNA 结合，并最终导致这些靶标

mRNA 降解 [23]。还有另外一种可能的情况是带有

siRNA 的 RISC 特异地识别与siRNA 高度同源 的

mRNA 序列，并以 mRNA 为模版，以siRNA 为引物

在 RNA 聚合酶的作用下合成dsRNA，此双链RNA 在

下一个循环中被降解掉[24]。为了抵抗植物中存在的

VIGS 系统对病毒侵入的抑制，许多植物病毒会产生

VIGS 抑制因子（Suppressor）。这些抑制因子通过与

siRNA 结合使植物体内不能积累有效的siRNA[25, 26]，

或通过抑制 AGO 切割活性[27]等机制来抑制植物中

VIGS。因此，siRNA 的积累和AGO 具有的酶切的功

能在 VIGS 作用机制中起着关键性的作用。

3 病毒诱导基因沉默（VIGS）的优点及局限性

要确定一个基因的功能，最直接有效的办法就

是抑制该基因的表达或构建功能性基因的突变体，

然后观察其表型的变化。目前已有的用于功能丧失

（Loss-of-function）研究的方法主要包括化学突变分

析，转座子或农杆菌 T-DNA 插入突变分析。这些

方法在拟南芥的基因功能研究中非常有效，但在其

他植物中尚未能大规模的应用[28]。传统的研究植物

基因功能的方法是利用转基因的方法将目的基因进

行插入突变，观察突变体和野生型的表型的差异。
这种方法涉及到植物的遗传转化和转基因后代的鉴

定筛选，周期比较长。VIGS 克服了传统的遗传转化

过程中的困难，可在未知目的基因全序列的情况下

进行基因的沉默。它不仅可以以 EST 序列或者以某

一个基因的片段为对象进行功能鉴定，也可以以

cDNA 文库为对象进行目的基因筛选分析。其次，

VIGS 的整个操作过程简便，能够在沉默植株的当代

获取目的基因功能丧失的表型，而无需大规模筛选

突变体。一般从构建重组载体到农杆菌侵染植物进

行功能鉴定仅需几个星期，因此既节省时间又节省

人力和物力，可以较大规模的进行基因组序列的功

能鉴定，适用于高通量基因文库的筛选。
但是 VIGS 在基因功能研究的过程中也存在一

些局限性。VIGS 所用的病毒载体大部分集中在模式

植物普通烟、本生烟和拟南芥上，许多适用于粮食

作物和经济作物的目的基因沉默的病毒载体还没有

开发出来。此外，有些病毒侵染植物后引起的病毒

症状比较严重，从而干扰沉默植株的表型，给鉴定

工作带来一定的困难。与传统基因敲除的方法不同，

VIGS 是将目的基因的表达量下调，而当目的基因下

调量不能达到一定的比例时，仍然余留的目的基因

表达有可能干扰最终的实验结果。其次，VIGS 系统

对环境条件的要求极为严格，如有低温和高湿的条

件下才可以在番茄中明显的观察到目标基因沉默的

效果。再者，病毒诱导的内源基因沉默一般在 2～4
周是观察表型的最佳时期，随着时间的推移，病毒

载体上的植物基因片段会逐渐的丢失，沉默表型逐

渐减弱或消失。因此，在有的植物上研究者能够观

察到的 VIGS 导致的异常表型的时间相对较短，从

而给后续的研究带来一定的困难。

4 病毒诱导基因沉默（VIGS）的应用

4.1 VIGS 在植物基因功能研究中的应用

VIGS 技术应用的领域越来越广泛，目前，应用

最多的是鉴定植物中的功能基因。有研究表明，

VIGS 在植物体的各种组织和器官中可诱导目标基因

沉默，如 TRV 载体能够在番茄植株的多个部位产生

沉默效果，如叶片、花[29]、果实[17]。宋伟杰等[30]利用一

种基于 PEBV 的 VIGS 载体研究一个豌豆 PI同源基因

的功能，发现豌豆在其 PsPI 基因沉默后出现了类似

拟南芥 pi 突变体、金鱼草 glo 突变体的表型即导致其

花瓣向萼片以及雄蕊向心皮转变。Holzberg等[31]以大

麦条花叶病毒为载体，成功的诱导了大麦叶片中 PDS
基因沉默。这是目前唯一的将 VIGS应用于单子叶植

物的报道。众多的研究表明VIGS技术是研究植物基

因功能快速有效的方法，尤其是对于一些转化困难的

非模式植物的基因功能的研究更为重要。
4.2 VIGS 在植物抗病机制领域的应用

植物抗病相关基因的鉴定和分离是 VIGS 目

前应用比较活跃的领域之一，尤其是在研究符合

基因对基因学说的抗性相关基因的功能方面已有

很多报道，这主要是得益于多数符合基因对基因

学说的抗性基因编码产物，能够与其对应的无毒

基因编码的产物互作并表现出明显的过敏性坏死反

应（Hypersensitive response, HR）。由于不同寄主植物

种类间 R/ Avr 互作后引起的下游信号传导途径相对

保守，将互补的 R/Avr 基因对分别克隆到双元表达

载体后，转化农杆菌并导入植物叶片，或将表达

Avr 的农杆菌或病原菌本身导入含互补 R 基因的寄
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主植物，均可导致 R/Avr 诱发的 HR 坏死反应。通

过比较野生型 VIGS 和 VIGS 植株的 HR 坏死病斑大

小和数量，即可确定被沉默基因在 R/Avr 诱发产生

HR中的作用。根据该思路，大量抗性基因在多个 R/
Avr 互 作 中 ， 包 括 Pto/AvrPto、Rx/PVX、N/TMV、
Cf/Avr 等诱导的 HR 反应的功能已得到鉴定[20]。如

Slamaker 等[32]利用 PVX 载体制烟草叶绿体中一个碳

酸纤酶（CA）基因的表达，结果表明寄主烟草中 Pto:
avrPto 介导的免疫抗性被抑制。崔艳红等 [33]利用

VIGS 技术在烟草中沉默已知的抗病信号传导路径中

的 关 键 基 因 如 SIPK、 NDR1、 SGT1、 HSP90、
NPR1、Rar1、EDS1、WRK Y1，同时瞬时表达马铃

薯抗病基因 RB 和 R3a 与其相应的无毒基因 RB-
Avrblb1 和R3a-AvR3a，根据 HR 反应是否被阻断来

研究 RB 和 R3a所介导的抗病机制，结果发现SGT1
和 HSP90 基因沉默阻断了 RB 和 R3a 介导的HR 反

应，表明 SGT1 和HSP90 是RB 和 R3a 抗病信号传

导途径中的关键基因。拟南芥中，研究者利用TRV
沉默体系研究植物防御反应通路相关基因的功能，

发现这些基因与植物中抗丁香假单胞菌基因 R 的

产物RPS2 转导的信号途径相关 [34]。在大麦中，利

用BSMV 介 导 的VIGS 转 化 系 统 ， 证 明 了 Rar1、
Sgt1 和 Hsp90 等抗病基因在小麦抗叶锈病基因

Lr21 以及大麦抗白粉病基因 Mlal3 介导的抗性途径

中均起着非常重要的作用[23-24]。
VIGS 除了应用于符合基因对基因学说的抗性相

关基因功能的鉴定和筛选外，还被用于鉴定其他类

型和抗病性以及防卫反应相关基因的功能[20]。如植

物中 Ca 依赖蛋白激酶（CDPK）被认为在植物抗病反

应中起重要作用，Romeis 等[34]从烟草中分离了两个

CDPK 的 cDNA 并利用 VIGS 对其中一个在烟草中的

功能进行了验证。结果表明 CDPK 被抑制的植物表

现出超过敏反应滞后的症状，且没有萎蔫表型。李

亚军等 [35]利 用 VIGS 技术，在本 氏烟 草（Nicotina
benthamiana）中成功沉默了两个马铃薯晚疫病水平抗

性相关的基因片段 EL732276 和EL732318，并证明

了这两个基因在马铃薯广谱抗性建立过程中的作用。
总之，VIGS 系统在研究某些抗病基因的功能，解析

植物抗病信号路径过程中发挥着越来越重要的作用。
4.3 VIGS 在其它研究领域中的应用

VIGS 除了应用于植物功能基因组和植物抗病机

制研究领域外，还被应用于作物品种的改良。如果

作物中存在有人们不希望表达的内源基因，就可以

通过转基因技术和病毒载体，将人工构建的具有反

向重复的核内源基因的片段导入宿主细胞中，从而

使该基因沉默，这一技术多用于作物品种性状的改

良等领域。此外，将植物易感的病毒基因片段整合

到宿主染色体上，这样当该病毒或与该病毒有亲缘

关系的其它病毒侵染植物后，植物可通过 PTGS 防

卫机制降解病毒 RNA，从而增加植物的抗病性[36]。
另外，VIGS 还被应用于抗虫信号传导途径中，植

物为保护自己免受食草动物攻击而产生化学物质或

有毒物质来防御昆虫的危害。烟草中的尼古丁可直

接杀死不适应于尼古丁的食草动物或抑制适应于尼

古丁的食草动物的生长。利用 VIGS 技术沉默烟草

中由茉莉酸介导的尼古丁防御系统中的关键基因，

外源茉莉酸处理后引起尼古丁升高[37]，从而达到抵

抗食草动物取食的作用；抗旱信号传导途径中，

研究者利用 VIGS 方法，沉默与乙醇脱氢酶具有同

源性的黄酮醇 3-O-葡萄糖基转移酶（F3OGT），与

对照相比沉默植物表现明显的萎蔫症状[38]。此外，

VIGS 技术还在植物细胞中的合成和代谢路径如甾

醇合成途径[32]、光合作用途径[33]、以及纤维素合成

途径[34]的研究得到广泛的应用。

5 VIGS 技术的前景展望

21 世纪的分子生物学已经进入后基因组时代，

植物功能基因研究已成为植物分子生物学研究的热

点。但是由于植物的生长周期长，传统的植物基因

功能研究方法越来越不能满足植物功能基因组研究。
而病毒诱导的基因沉默技术具有简单、快速、高通

量等优点，可望解决植物基因功能研究周期长的瓶

颈问题。近年来，由于技术的优越性，VIGS 越来越

多地被用于植物生物学许多领域分子机理的研究，

显示出作为基因鉴定和功能分析工具的巨大潜力。
今后几年有关 VIGS 的研究和应用至少包括以下几

个方面：首先，拓宽更广泛的植物寄主范围、大规

模基因筛选和鉴定分析、建立更高效的 VIGS 体系

等。主要是在原有载体基础上进行的改进或者通过

改进载体导入方法、植物培育条件等措施拓宽现有

载体系统的适用植物寄主范围。其次，如何获得目

标基因的系统性沉默仍然是 VIGS 技术目前需要解

决的问题。目前的研究发现，VIGS 虽然可以引发目

标基因的系统性沉默，但植株各个部位的沉默效率
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往往表现出不一致性，即有些部位沉默效率很高，

但有些部位只有轻微的沉默表型。第三，目的基因

沉默持续的时间长短的问题。目前的研究发现，

VIGS 持续的时间可达到 2~3 个月，这对于生长周期

较长的植物显然还不够，因此需要通过病毒载体的

选择或改造来增强病毒的活性，从而延长VIGS 的作

用时间和增强目标基因的沉默效果，可能是今后值

得尝试的工作。综上所述我们认为今后VIGS 技术必

将在更多的植物物种中得到应用，并将成为植物功

能基因组学研究中广泛应用的技术。
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Oversea Research on Potato Cultivation in 2012
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Abstract: The oversea researches on the potato cultivation, physiology and technique including water management,
fertilizers management of NKP (nitrogen, phosphorus and potash ), organic fertilizer, rotation and intercropping with other kinds
of crops in 2012 were reviewed. Generally, nitrogen application and water management were main points for potato cultivation
research overseas in 2012. Especially for nitrogen fertilization, it affected not only the yield and quality of potato tubers, but also
the soil environment and underground water quality. The researches on potato cultivation techniques will focus on organic
fertilizer and rotationand intercroppingwithother kinds of crops in the future.
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摘 要：从水分管理、氮、磷、钾肥和有机肥的施用和马铃薯与其他作物的轮间（套）作等方面，对 2012年国
外马铃薯栽培生理与技术研究做了简要的回顾。总体看来，氮肥和水分管理是近期国外马铃薯栽培技术研究的主要
内容，尤其是氮肥的施用，不仅直接影响马铃薯的产量、质量等，还对土壤、地下水等环境质量产生重要影响。有
机肥的施用和轮间（套）作将成为未来马铃薯栽培技术研究的热点之一。

关键词：马铃薯；水分；肥料；产量；品质

收稿日期：2013-03-04
基金项目：国家现代农业（马铃薯）产业技术体系（CARS-10-P19）；农业部公益性行业专项（ 201203096）。
作者简介：胡新喜（1973-），男，博士，副教授，主要从事马铃薯栽培与土肥研究。
* 通信作者（Corresponding author）： 熊兴耀，主要从事马铃薯栽培研究，Email: xiongxy@hunau.net。

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

186


