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摘 要

近年来，植物基因组洲序为我们提供了人量的序列信息，我们有必要建立大规模基冈功能分

析方法。反义技术常被用米抑制植物目的基因表达，但该方法需要稳定的遗传转化操作。许多物

种的遗传转化比较困难，一些纂因的功能缺失还将碍致植物死亡。病毒诱导的基困沉默不需要遗

传转化操作，可班作为敲除目的基豳的一种替代方法。

祷燕楚研究莱实成熟祝理麓模式榜料。尽管在番茄翁苗中已经成功建立了病毒诱导静基因沉

默转系，健爨菇瓣藐积累实中来璺；喜糖关报遘。研究发瑗，最适生长条{孛下(22"C．289C，60-70％翔∞

生路的番菇幼营目的基因沉默效果不§&在花秘聚实中观察到。但当器蕊幼莹褒相对较{爨躲遗度帮

湿度祭件下(15℃．18℃，30-40％RH)生长时，烟孽脆裂病逝能有效的转移至4花棚果实等器官。

研究发现番茄幼苗产生的PDS艇因沉默效果能通过苯传递到花和果实等器官，并维持番茄植株的

整个生长发育时期。PDS基因、沉默导致了叶片，花和果实组织中PDS纂因mRNA水平的显著降

低和前体物质八氢番茄红索的嘲显上升。另外，与对照相比，PDS沉默叶片的叶绿素a，叶绿素b

和总时绿素含量被降低了90％疆上，红熟期和酸色期沉默番茄果实番茄红素含量降低了98％。实

验结巢显示该方法僵予黠褡菇暴实发育帮成熬过程中静糖关基因遂幸亍大蕊模功能分析，是植物遗

传转化的替代方法。

通过离体番茄果实的真空渗透，活体果实的果实表嚣，果柄和皋茎涟射等方式侵染器茄累实，

烟草脆裂病毒在番茄果实中能有效的复制和转移。尽管上述四种方法均能对瓣茄果实形成有效侵

染，但花后10天的番茄果实粜柄注射是在番茄果实中建立病毒诱导基因沉默的最有效方法。对

于离体果实的真空渗透，我们发现LeACS2基因沉默番茄果实的ACC和乙烯生成量与对照果实相

浇显著降低，大约有65％的番茄果实在真空渗透后满烂。对予果柄注射侵染实验。我们选择乙烯

繁号传导途径孛翡LeCTRI晕鞋LeEILs两个基禹为报告基闲，LeCTRl基阂沉默健述了番茄栗实成

熟，纛LeEILs沉默则壬啦割了番藻果实成熟。这些结果进一步说明T LeCTRl帮LeEILs是番菇果

实成熟所必须。

LeEIN2基因沉默抑制了番茄果实的成熟。随着果实的生长发育，我们发现由于LeEIN2基因

被抑制，LeEIN2基因沉默番茄果实沉默部位保持绿色，不能成熟，同一果实的其它部位变成红

色，对照番茄果实变红并软化。另外，LeEIN2基因沉默番茄果实的绿色组织中E4基因(成熟相

关基困)表达量低，岛未熟期对照聚宾的表达模式一致，而沉默果实的红色组织其有较高的E4

基因表达水平。这些结果燕示LeEIN2基因在釜茄栗实戒熬过程中扮演精重要角色。

我们第一次褒番爨蓬秘累实中建立了瘸毒诱导爨基因沉默体系，该方法将有幂』予对蓊荔莱实

发育和成熟期关基嗣进行人规模功§＆分拔。在豢茄暴实中建立的痰毒诱警基灏沉默体系也将便予

直接在番茄果实中进行成熟相关基因的人规模和赢邋量分析。

关键词：烟草脆裂瘸毒，病毒诱导基因沉默，番茄，果实，成熟，LeEIN2



Abstract

In recent years，whole genome studies in plant have produced a massive amount of sequence

information．It is necessary for US to find large·scale functional genomic approaches．

Antisense-mediated inhibition of gene expression WSS commonly used to down regulate gene

expression in plants．Howeve≈the approach relies on the stable transfomlation that is difficult in many

plant species and loss-of-function of some genes results in the death砒early stages of plant

development。Vires·induced gene silencing WIG吼offers recently art attractive and quick alternative

forknockingoutexpression erageneofinterestandavoidstheneedforprocessesoftransformation。

Although the efficient VIGS induced by TRV-VIGS vectors has been achieved in the seedlings of

tomato plants，there is no report about the flowers and fruits oftomato，which is the most studied model

for fruit finning．We have found that the symptoms《VtGS were hardly observed in flower ami fruit

when the inoculated tomato seedlings were cultured under the conditions for optimum plant growth(22

℃一28。C，60-70％RH)，but the TRV could be efficiently transformed to the flowers and the fruit when

the inoculated seedlings were cultivated at relatively few temperature at 15‘C一18X2 and low humidity

30-40％RH respectively,This paper has shown that the systemic silencing of a ph){oene desaturase

gene was preserved in TRV-PDS-inoculated tomato plant∞堪maintained throughout flowers and fruits

by the stems．Silencing ofPDS gene results in a dramatic reduction ofthe levels ofPDS mRNA and the

accumulation of phytoene in the leaves，flowers and fruits of PDS-silen*qed tomato ptants，In addition，

the contents ofchlorophyll辑chlorophyll h and total cNorophyll in the leaves ofPDS-sileneed plants

were reduced by more than 90％in comparison with the control plant inoculated with only TRV．The

lycopene contentintheyellowpulpofthePDS-sileneedfruitWaS only about2％ofthatinthe red pulp

ofcontrol fruit采breaker and red stage．The result suggests that this approach will facilitate large-scale

functional analysis of genes involved in the development and ripening of tomato fruit，which is also a

more rapid alternative to the stable transformation．

We report that either by syringe-infiltrating the TRV-veetor into the surface,stem or carpopodit№of

a tomato fruit attached to the plant Or by vacuum—infiltrating into a tomato fruit detached from the plant,

7R矿∞n efficiently spread and replicate in the tomato fruit．Although VIGS can be performed in

tomato fruit by all ofthe means mentioned above,the most effective method is to inject the TRY-vector

into the carpopodium of young fruit a拄ached to the plant about 10 days after pollination、For

vacuum·infiltration，the content ofACC(the precursor compound ofethylene biosynthesis)and the rate

of ethylene production in the LeACS2一silenced fruit was significantly lower than those observed the in

control fruit(infiltrated with TRV alone)。About 65％ofthe vacuum-infiltrated fruit(total 100 pieces)

were discarded because of decay+For the infiltration from carpopodium．1wo reporter genes related to
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ethylene responses and fruit ripening,including LeCTRl and LeElLs genes，were a)so successfully

silenced during fruit development and ripening．The suppression of the LeCTRI gene promotes the

ripening oftomato fruit。The silencing ofLeEILs genes inhibit fruit ripening and further supported the

view that expression ofLeEILs genes is necessary for tomato fruit ripening．

The silencing ofLeELⅣ2 gene results in the suppression of fruit ripening．As the fruit developed and

ripened，we observed that the silenced sector of the LeElN2-silenced fruit remained green and showed

no ripening because of the suppression of the LeEIW2 gene，while the other sector turned red．The

control fruit turned red and softened，In addition，it was found that the E4 gene Was poorly expressed in

the green tissue but highly expressed in the red tissue of the LeEIN2-silenced fruit．These results

indicate that the LeEhV2 gene may play a critical role in regulating tomato fruit ripening．

This is the first demonstration ofVlGS in the flowers and fruits oftomato plants．This approach will

facilitate large—scale functional analysis ofgenes involved in the development and ripening of tomato

fruit，which is also a more rapid alternative to the stable transformation。The VIGS technique in tomato

fruit earl be also SUCCESSfully applied to identity gene functions in tomato fruit，and is a powerful new

tool for corresponding studies on fruit ripening．

Key Word：TRV,VIGS。Tomato，Fruif，Ripening,LeEIN2
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第一耄文献综述与轰题分析

{。{病毒满导基因流熬的矫究进蕊

{。{．{R除浚默韵发臻

基因沉默在生物界中臀黼存在，可以靛生在转录水平(TOS)和转泶衙水平(PTGS)。TGS发生

在DNA承平，与鑫的基戮襄穗子嚣域弱警蒸诧有关。PTGS发生RNA承平，盎露的基嚣mRNA

耩舅缝辩簿蹰弓{超。RNA溆毅是生物研究壤域一个常用溺汇，在接秘学并被称为转录丽鏊因抗

默(PTGS)；_崔动物体中被稼为RNA干扰瀑辩A彝；蠢在微生锯孛被称之海藻因漓除(Cogoni and

Maclno,2000)。尽姆RNA溉默理象在不鄹的生物体中鲍称谱有磁否凰，键能秘却其鸯摺栏的撬

爨。
‘

目前，RNA干扰被普遍避用米表述不同生物体中所出现的RNA沉默现象。早在t987年，人

们就发现在烟草细胞中袭达殿义RNA能有效抑制目的基因表达(Rothstein etaL，1987)。1990年，

Napoli等试瓣避遥超量袭达戆簿酮会成酶鏊毅(CHS)来增蕊矮牵牛化藏瓣的紫色物质，健辚基霆

檀撩静菇帮爨瑗杂惫帮囱馥静花瓣等特豫袋型。骈究衰螭转基西植抹藏的袭型怒由于d措基因

、沉默阻碍了觜糠物袋合成辫g|起，这静爨予怒璧表达舞帮敬豹罄的基戮流默壬觅象谊称凳筵榔翩。

研究还发现遮然现象可能不楚DNA的瘩久性惨馋所；l起(Napoti et a／．，1990)。1994年，Cogoni等

在粪蘧裰髓稼穗蓥毽发瑗了装终麓鬟象(Cogoni矗娃，i994)。1995年，G黼衽Kemphues笈瑷正义

RNA也能促进线虫的基因沉默(GUOandKemphues 1995)。1998，Fire铸以线虫{馨为研究材料，

发现尽管单链艇义RNA能扁动基因沉默，但双链RNA(dsRNA)更加有效(Fire el a1．．1998)。经

过大量妨磷究实验，Fire簿截遗性的提蠢妫RNA：f挽(RNAi)概念来播述贬义RNA酝日l越盼线虫

翟瓣基弱沉默疆象。德稻试为主述一系剃静转基辩操襻搿gl起魏基因沉默不是发生在DNA永

Ⅲ乎，褥是爨翳的基因在mRNA水平静特异幢辩解薪g|越，被称为RNA乎挽僚ire et at．，1998)；现

在这个词汇曩被广泛接受。

除了转簇落箍；l起嚣懿蓉疆转烈A滋靛，癍毒氇燕诱簿穗赛嚣嚣夔蕊淡熬熬嚣鞴方法。癌

毒诱导的纂阑沉默(VIGS)是从研究病辫和褥主域转基阏之问的相互作用发展瓤来(Lindbo et

aL，1993；Kumagai et a1．，1995)。在这个系统中，带有目的基因片段的瘸簿载体被传递剿植物细

艟，檀穆缎鼹谖巅A侵瘸瓣赡威胁势且秘翅绦护醺臻卫壤嚣《寒摧毁病毒霸癌毒载体上掰携带戆

任秘眷藩蓥毅，麸蔼影响穗物率身强静蒸阂的转录过程，导致窝韵基翻mRNA发生祷辩性降解

(Ruiz et#￡，t998；Waterhouse et醴，2001)。VIGS与转基鬻方法葙沈，揉作简单，沉默效率高，

萤省势力。VIGS昼翦被j“淡巍用于搪物熊蒸豳功畿磺究，这燕我替j在零论文中籍要羹煮溱述瓣

藩势。



1，1．2 RNA沉默机制

RNA沉默瘸子植物的防翌反应，鞋翦的枫理礤究主要集中于阐明该防翌反应掰包含黪基因

和相关生物化学特征。RNA沉默机制在生物进化过程中相当保守，目前在动物，槭物和微生物

等不嗣生魏体中部发蕊了参与RNA浚默静露潦基因。双链RNA(dsRNA)蔹谈为是RNA沉敷魏启

动因子(Baulcombe，2004)。dsRNA可以通过病毒的复制机制产生，该机制利用病毒的RNA依赖

的RNA聚台酶(RdRP)(Nishikura,2001)：也可以来潞于转鏊闲所产生的发必RNA(hpRNA)结构

(Wesleyelal．，1999)；逐可以来源于反义RNA克隆镶咯(Cogoni elaL，1994)。植物中PTGS的模式

共包括三个阶段：起始阶段，维持阶段和信母扩大和传播阶段(Nishikura，2001)。起始阶段包括

小的干扰RNA fsiRNAs)片段瓣落成和识裂，拣椽体到用垒身豹转最嚣RNA淀鞑枫嚣l识别裁降解

目的基冈dsRNA，产生大量的siRNAs(Bemstein elal．，2001)。Dicer是一种具有剪切作用的酶，能

靛dsRNAs豹寒端开始谖涮荠把它努瓣为21-23nt大小靛siRNAs(Zamore el a／．，2000)。维持除蔽趣

含基因沉默复合体(edSC)的形成过程。siRNAs作为一种引导分子在植物体内能形成RISC，该复

合体是RNA和缀自相踅作用耢戒的大约500 kDa结构(Hammond ela／，，2000)。研究袭明，RISC具

有外切酶活性，能搜寻具有同源序列的RNA。导致目的基因的RNA沉默(Robertson，2004)。另外

RISC逐具有解旋酶特性，帮助解开dsRNAs结构，通过解旋作用激活siRNA(Baulcombe，2004)。

摹链siRNA能识别积降艇挺壤体走与其鸯互蛰终鼹戆嚣黪基因mRNA(Nykanen el蕊，2001)。

RNA沉默的第三阶段摄RNA沉默信号扩大和传播。为了增强RNA沉默的效应，siRNAs在RNA

幸莨赖静RNA聚仑酶(RdRP)懿}|导下，戳革鹱静RNA为摸叛台成dsRNA，台戒过程中siRNA扮演

扩增引物的作用(Burch*Smith el a1．，2004)。敏链RNA的重新合成为产生更多的siRNA提供了底

物，飘褥实现了RNA沉默信号豹放大，增强了RNA沉默反艘，这种信号放失反应在植物体中不

断的进行(Benedho et aL，2004)。另外，当对照植株的鲮萤嫁接到RNA沉默撼株上簌，随着擅物

的生长，对照械株也出现目的基因的RNA沉默现象，这说明RNA沉默信号襁植物体中可以运动

国enedito et aL，2004)。

通过研究植物PTGS突变体，我ff』能找到RNA沉默途径中所包含的基因。尽管我们现在还不

宠全了解RNA沉默的菇体蓼毛翻，毽莛我稍知道VIGS和PTGS懿有褶阏静终斓枫翻。该辊翻可能

为植物正常生长发育所必须，因为这然突变体会导致植物的发育异常。我们在这里提供了参与

RNA沉默途径中的一些基因，如表1．1所示，从表中我们可以观察到这些基因的特征和植物突变

体蛇表溅。在线虫中由Dicer-1(DCm)编码敕酶能激矮双链RNA的剪切过程，该基爨与大肠杼蓝

中编码RNase Ill的基因相关(Hammond et a1．，2001)。HENl(HUA ENHANCERl)在拟南芥中参与

RNA找辩戆基因，受爨miRNAs(microRNAs)敬聚嶷O'ark el aL，2002)。HENl被谈为与箍，

叶和花的器官发育和性别分化有一定关系(Chen el al,2002)。目前，在拟南芥PTGS缺陷型突

变律中鉴定了一个被称为RNA沉默敞麓和RNA沉默撺制的基因(SDEI／SGS2)(Dalmay et aL，

2000；Mourrain et a1．，2000)，该基因编码RNA依赖的RNA聚食酶(RdRP)。另外，在番茄中第一
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次完成了RdRP豹分离秘功能蓥窥(Schiebel eta／．，1998)。RdRP食成舄秘P{毽s静dsRNA，转蘩

因掇株只熊产生少援的siRNAs，这显示该基颡在RNA飒默约过糕中捞浚重要的角色(Datmay et

a1．，2000)。但VIGS猩该突搬体中反而被有效增强，这是因为病毒能依赖自身的RdRP台成dsRNAs，

挺掳缨蕤裁识剃这耱{}典裁或嚣囊常戆安接擐嚣癌动援物零赛戆RNA沉默投靠l采降瓣弗淫齄病

毒RNA。谴进一步说明了PTGS实际上怒糖物的～种防卫机制，它能有数的通过RNA沉默机制

寒姆解辩溅勰惦静RNA，纂中龟括病毒fM㈣辆et矗，2000)。8DE3被试为燕撼南莽中一令编
码RNA簿溉酶的綦嗣，谚簿为PTGS,所必然(Datmay d aL，200i)。鼙楚，SDE4突变体鸯《#零萎蔫

麴袭壁，宅可麓参tjDNA魏甲基豫(Hamilton et a／．，2002)。AG01(ARGONAbrfEl)突变俸降低

了拟藩芥：二缀生长点款数爨，导致了兹的髌枣，迭主要是菇豹发育缺躺赝；l起(Bohmert el截，

1998)。AGO熬因家族的成员被认为与谯多个真核生物的组蛋自修饰和转秉水平的基凶沉默棚

关(Mochizuki etnl。2002；PaI-Bhadm礁硪．，2002；Tavernaet斑．。2002)。
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Fig．I-1．Currentmodelofpost-transcriptionalgene silencing‘Benediio etaL，2004)
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表卜’转荣后基匿沉默途经中所包含的基因

'Fable 1-1 Gene involved in post—transcriptional gone silencing

{．1。3 VlGS饶缺点

． 分予生物技术的发展让我们掌握了高通餐获得植物新基因信息的方法，铡如基因组测序，

基因芯片以及麓势筛选技术等(Riehmond and Somerville 2003；Zegzouti et娃，1999)。但获缮序碰

只是我们了解和掌握该基因的笫一步，更重嚣的是完成该基因的功能鉴定。为了符合大规模基

因测序鹃形势，分子生物学家正在寻找裹逶鬟基强秘麓鉴定方法。过去，疑义转蒸因按术蹩研

究植物基因功能的常用和有效方法，但该方法需要组织培养步骤采产生转基因植株

(Herrera*Estrelta一矗，2005；Banleombe，i999)。嘏链置钤基因结构有效提高了转基戳植攮中目的

基因的抑制效率(Wesley et a1．，2001)。但该方法仍然需要转基因操作。VIGS体系不需要耗时的

遗传转化和组织培养程序，靛作为目的基因反向遗传学研究的潜在裁要工敷，加遴基因的功能

分析。VIGS技术和传统的转基因技术胡}E曩骞如下饯势。一，操佟簿单。V1GS只震进行农抒

菌的浸染就能取得良好的效果，不需要复杂的遗传转化。二，节省时间。VIGS一般2．3周就有

}￡较唆爱瓣效鬃，转基因嚣要获褥转鏊困檀拣，需蘩竞戒复杂静铸我鉴定王终，一般霪要l-2

年。三，现在开发的病毒载体能运用于单子叫咩Ⅱ双子叶植物。植物的转基因具有很强的选择性，

荜予辞的遗传转仡有一定疆难，如肉疆葵；翻，对鞫豹基戳没有选择性，可班用来研究与植物

生长发商的任何基因。转基因不适台研究胚胎发育早期的基因，该基因的抑制导致槭株的死亡。

五，便于研究基因家族各个成员之间的功能。设计好的目的蕊因片段，v1GS能特异地沉默单个

或多个纂因，能勰决基霹家簇的冗余性趣题。六，VIGS娆有效地应罔予拭瘸信号传导中蚤个基
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因的功能研究，目裁，已经成功的运用于N端抗性的礤究领域(Liuetal．，2002；Peartetal，，2002)。

七，VIGS可以运用丁^功能基因组研究。有报道说，在烟草中使月j TMV病毒载体和程火麦中使

用BSMV病毒，能进行基因的高邋量筛选(Fitzmaurice etaL，2002)。在烟草中采用VIGS筛选了

5000个基因，发现100个与烟草的细胞死亡有关，迸一步研究发现，其中有10个与烟草的抗

病性有营接的关系，另井90个基因与细胞的死亡没有囊接关系(LucioIi et aL，2003)。Rui等利用

马铃薯病毒PVX建立了一个文痒，进行VIGS酌商通蠡筛选了4992个CDNA克隆获得了一个

耨戆热激蛋爨基因HSP90(Rui群aL，2003)。强薷，耶鲁大学把遥量尧隆技术(gateway)与TRV

痍毒载体霄极续台剁造了～个耨的载体，该凌体霹醛耀T-EST瓣珐巍鉴室(Llu疗aL，2002)。

但是剿目前为止，只是在很有照的几种植物中建立了VIGS体系，例如煅革(Liu et娃，2004)，

番茄(Liu et a1．，2002)，矮牵牛(chen el aL，2004)。胡椒(Chung el a1．，2004)，豆类(Constantin et a1．，

2004)和马铃薯(Faivre．Rampant et aL，2004)等。另外，目前的研究主要集中在植物的幼苗中建立

VIGS体系，花和块莛等繁殖器官也有报道：识果实中束见有相关报道。果实是植物的繁殖器官，

具有重要的经济价值。柒实中VIGS的建立将有利于加快有关采实成熟机理的研究进程。

表1—2 vI鹪与其它基因功熊鉴定方法的}b较(Bush-Smithetal．，2004)

Table I-2 Comparison ofVIGS with other functional genomics approaches

1．1．4 VlGS载体

瘸毒载体将征决定VlGs在植物体搿影响静区域。病毒载体通过植物的逡输系统由侵染蕊域

转运到攘物熬箕它大部分组缓，翟绝大部分病毒不辘侵荣檀物生跃点(Peele甜aL，2001)。病毒载

体的一些爨要特{正缺定7它诱导植物出现基因沉默豹能力：包摄癍毒感染撼甥生长点劳诱导其

出现基因沉默的能力；病毒基因组太小：病毒载体的核姨类型艰}基因缀组成；病毒载体的鹰主

范围等。另外。在运用病毒载体时，我们还应考虑病毒载体对个人和环境的安全性问题。烟草

花叶病毒(TMV)是植物中笫一个被运用的VIGS病毒载体(Kumagai et a1．，1995)。马铃薯x犁病毒

(evx)能把目酌基因传递劐植物的细胞_弗且启动植物的VIGS，但却不熊侵染植物的生长点。严



震限铡了该载体的发展(Ruiz et aL，1998)。姬摹赡裂痍毒f删§％枣效的把沉默信号砖递到攘物
的生长点，为研究植物发育器宙中的基因功能提供了可能(Ratcliffeta／．，200t)。TRv是一弛双链

RNA病毒，由RNAl和RNA2两条单链RNA组成。RNAl编码RNA依赖的RNA聚台酶，RNA2编

码外壳蛋白，目的基因片段被插入到鼢蛆2结构(Angenent elal．，1986；MacFarlane，1999)。把TRV

病毒的基因组构建到取价表达载体，同时结合农杆菌的侵染特性，大大方便TVIGS的侵染程序

(Liu et aL，2002)。当采用农秆蔼侵染方法时，该病毒的两个基因组结构被转入到各自独立的农

抒落中，罄靛基因片莰被尧隧奎IJP-dNA2的结构上，两者藩合君对植物的许片逡行共侵染。与其它

瘸毒载馋桷比，秘tv病毒载{奉时片俊染方便捷捷，侵染瑟鼗天就熊导致楗物出聪蟊静基鑫沉默

袭型；能侵染植物的生长点，可熊会导致檀物繁殖器宦的基因沉默；与避量蹙隆技术结合

(gateway)，TRV还能实现目的綦因的高通量功能分析(Liu et aL，2002)。且翦，TRV病毒载体在

烟草，番茄等茄科植物上运用取得了良好的效果，但不适合拟南芥等模式材料。大麦条纹花叶

病毒(BSMV)成功的诱导了大麦，水稻和玉米等单子叶植物中八氢番茄红素去饱和酶基因(户D∞

沉默(Holzberg et a1．，2002)。卫攫病毒必须借助辅助病毒的基囡组信息夜植物体中复制和运动。

一个建立在卫星烟草藐时病毒(STMV)骑VXGS体系最近祓扳道，该体系使甬斓草花畔病毒(TMV)

的U2藩拣佟为辅助病毒(Oossel4 et a1．，2002)。

除了RNA病毒，DNA病毒也是基医沉默载体的良好来源。DNA病毒不能广泛的用侔基因沉

默载体，较大的基因组结构限制了病毒的运动(PalmeretaL，2001)。双生病毒栽体可以浸染植物

编织，是一种非常有前景的病毒载体(Fofana et a1．，2004)。甘嫱叶曲双生病毒(CbLCv)也是一个

非常鸯潜力的V1GS载钵，蹩越南芥中第一个被运嗣的病毒载俸。菊茄金黄色花醉病毒(TGMv)

载体鸯效驰诱导TPCNJt(PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN)基毽的沉默(Peele et

aL，2001)，该基因是烟草生长点DNA复制所需要的一个芙键基因，该基因的转基因操作导致檀

物死亡(Kjemtrup et以，1998)。番茄金黄色花叶病毒(TGMV)和白菜卷曲病毒(CaLCuV)在植物的

细毵核中利用寄主DNA复稍机制，诱导植物吾的基囡的RNA沉默。在不同植物中建立VIGS体系，

一般逡矧JP段s基因作为摄各基爨，沉默表整容荔用建浆袋察。

1．1．5病毒侵染方式

在获得了良好的病毒载体以骺，必须采用合适的侵染方法才能获得好的沉默效果。目前，根

据已经发表的文章归纳起来主餮有戳下几种侵染方法(傅选奇等，2005)。一，机械伤口镁染。该

方法主要蹩采蠲体，}转录藏获镁染叶片中提取获褥静病毒载钵RNA为俊染秘。采旃j牙签或者是

石英沙处理德侵染匏》11片获{导镌霜。马铃蔫瘸毒(PVX)旱絮就粟翊这种方法，该方法操撵魄

较复杂，但沉默效果好，尤其越对于器拟瘫芥这些不适会采用其它隽法躲檀物(Ratcliffet赢，

2001)。二，农杆菌侵染。该方法主要是利用了农杆菌对双子叶植物的良好侵染特性。带有目的

基因的病毒载体随着农杆菌的侵染进入植物的组织，建立了一种瞬时表达体系，有效的诱导了

VIGS。农秆菌在侵染植物叶片的时候主要采用不带钟头的注射器注射，高压叶面喷洒和叶面的

6



真空渗遴(Butch-Smith el aL，2004)。该方法除了逡用与DNA和RNA病毒，还用于建立了在棱

物体中成功瞬时表达外源蛋白的体系。三，微粒轰击也是一釉把病毒载体导A植物材辩的良好

方法，该方法主要运用于DNA病海(Muangsan et aL，2004)。良好侵染方法的选择取决于植物材

料和病毒载体的特性。

豳卜2高迸羹病毒诱导基嚣沉默方法(Bush．Smith et aL．2004)

Fig．1-2，麓幽蒯妇h谶一throu曲put virus-inducedgene silencing(VIGS)

{．1。8 V18S蠡擘应用

VIGS技术是一种非常糖致鳇基固功能鉴定方法，已拔趣采鉴定檀勃孛各式各糕的基因

(Bilgin et a1．，2003；Burton et al。，2000；Jin e／aL，2002；Kim et以，2003；Lee et aL，2003)。V1GS与

生物化学和遗传学方法相结合，将加速植物体目的基因功能的研究步伐。到目前为止，烟草仍

是VIGS运用的主要模式植物。与其它植物相比，烟草比较容易通过农杆菌介导的叶盘法获得

转基因植株。而且自花受精，汗花比较快，羊口比较小的株高，与拟南芥相比，烟草病毒症状缓

帮，蔼且爨有较多的时片谭阻涮于生物化学分析。除了烟草，VIGS也毹运用于其它植物，如烟

草脆裂痪毒(TRV)裁成功瓣运用予蛰藻文iuel珐，2002)，鞠壤(Chung耵砝，2004)，矮牵牛(Chen et

a1．，2004)等檀物，BSMV运用予大麦等孽子ntl植物(珏。lZbe毽et a／．，2002)。狳了RNA瘸毒之癸，

目前歼发的DNA病毒在拟南芥中运用取得了良好的效果，如双生病毒(Peele et口f。2001：Turnage
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el a1．。2002)。大部分璃毒不能授染植物生长点，限制了病毒藏体在植物中的运用，但TRV鼹有

效的侵染植物组织生氏点(Liu et aL，2002)。另外，V1GS真接运用植物的繁殖器宙存在一定的

滩度，这可麓跫由，瘸毒缀溅毫接役染蝗物瓣繁蹙器官移癜毒基因汉熬的瓣鞋效疲辑致。最近

研究报道用马铃薯病簿载体PVX．PDS侵染叶片，在经过三代1 20天后，发现马铃薯块篓中的

PDS基因也受瓣显著瀚季牵裁，这为我翻在撞物豹繁臻器宫中逡蠲VIGS提供了竞明豹蓊景(Odile

“aL，2004)。最近，花器官和根的基因沉默也报道(Liu etal．，2004；Valentine etat,，2004)。由表

1-3可以看出翻前应翻比较多的病毒为TRV和PVX，运用最广泛的植物寄主为爝革。

表卜3 VIGS在植物体中的应用情况(Robertson，2004；博遗奇等，2005)

Table 1-3 ApplicationsofVirus-inducedgenc silencinginplants

注解{1擀：烟孽花峙病毒；PVX：马铸薯x型病毒；鹳群：皤茄金黄花许病毒；棘V：烟草濂襞病毒；eat岛V：甘蘸卷时病

毒；BsMv；大麦豢纹花叶病毒

一贱基因的功能缺失突变将导致植物的胚胎死亡(例如PCNA藻因，该基因是植物DNA

复制所必须的，该基两的突变将影响染色体的稳定性)。VIGS技术能有效的应用于植物抗病信

号传导途径中棚关基因的功能鉴定(Peart甜at．，2002；Romeis et瘟．，2001；LiuetaL，2002)。用予按

南芥的病毒载体目前有很多限制，他潞要从受侵染的烟草中提取获得病毒，而且侵染后病海症

状稷严燕。热鬃对病毒载律秘舞主撬物酶突变敲一些改造霹麓会增粕瘸毒对擞南芬诱导基因沉

默的效率。

1．1．7 V16S的抑制

植物采用RNA沉默机制阻l乏病毒在植物体内的聚集，楗反，病毒也能袋媸相盛蕊对策求对

抗这种作朋。病毒对抗植物RNA沉默的最基本机制魑编码各种基因沉默抑制蛋白。这些抑制蛋

囊在进纯过狴中没套黎守往，溺黄在不霹病毒孛发瑗瓣搀铡蛋骞其露不霹兹结稳特短藕不嚣鹣

序列单元。
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謦1-3瘸嚣潢导基耀沉默熟挪粼

Fig．1-3．The suppression ofViruvinduced genc silencing(Li and Ding,2001)

HC-Pro,P1和AC2掷螽《豢自努剐米源予骂铃蔫病薄，承稻黄斑南方漾疆花”}弄≈毒鄹非湘术

簧甍蟊|4磺擞瘸海(Fofana e／aL，2004)。它们熊秘割GFP转麓西植株中的GFP基闲沉默，增强转

基爱檀株钓荧避强发，程转GUS基因韵转基嚣耀革中也裳蕊褶裁现象。研究发现HC-Pro麓摔

裁2t-25nt夺舞疆翁辍聚，餐幂疆盘滚默髅霹酶产生帮系凌瞧转移，嚣魏渡粪鍪斡掭裁戳岛是{彗

用于21．25nt产生的上游(Mallory et a1．，2001)。Cmv2b熄一种来源于黄瓜旄时瘸毒螅麟因沉默

抑制因子，通过抑制沉默倍号的系统性转移而起作用(Bauleombe，2004)。采源于黄瓜_藏叶病毒

秘番蕊丛矮瘸毒趣Tav2b器l p19耱蠢4蛋爨秘Cmv2b其程捆鞠懿替毒《撬鬓(Brigneti et蕊，1998)。

p19鬣裔鼯成的二聚体结含在siRaNA的配辩碱基嚣域，魄样馨致siRNA或者miRNA不能形成

藿困沉聚簸合俸(RlSC)(Chapman et aL，2004；Dunoyer et a1．，2004)。在袭遮p19的拟南芥转基因

楗撩中，miRNA积曩补miRNA大建聚鬃，然蠢蠢对照穗株中，缺乏miRNA。miRNA取螺旋

囊台臻整miRNA．RISC复会髂懿蘸艇，薅越冀望螽餍鲻缀楚．(Pfeffer《#￡，2004)。餐是该蔫俸在

p19存在舶情}兕下变的更加稳定。啦5戆舄铃薯病毒编码的一神25kd的蕉自，甩窘蠢35S—

PVX：GFP瘸毒载体的农杆菌侵染转基因烟草植株，出现目的基因沉默。如果栗J=}l含意35S—

PVX：GFP幕l 35S一25K褒毒载体豹农楞蘧共鹾侵染鼷窭域GFP基因淀虢的郝毒l瑷象。p25编玛

蛋自研髓律蹋于系统性信母产生酌上游。溆过该蛋白的研究，发现马铃糟蒲毒PVX在烟草中诱
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导产生的RNA沉默可能有两种类型，一砷越依赖p25编码徽白，另一种是蜱5编码蛋白非依赖

型的(Voinnet et aL，2000)。由此可见，RNA沉默有两种类型，一种沉默只发生在侵染部位，而

是一秘霉以形成系绞缝转移。虽然这些按期基毽可§§对VIGS时有受垂效聚，健在农杼攘奔导

的蛋白瞬时体系中，可以利用这些抑制蛋白基因和病毒载体共侵染，通过抑制待袭达目的蛋向

基因豹基因沉默来有效的增强蟊约蛋鑫豹表迭承平。VIGS的榔茜l梳理如鬻l一3掰示：

1．2乙烯生物合溅和信号传荨的研究进震

1．2．1乙烯生物合成

乙烯作为一种内源激素调掩植物多种生理活动，包括种子萌发、性别分化、器宙脱落和果实

成熟等(13leecker,2000；傅这惫等2002)，在糙秘体肉，乙蝾会残来源于蛋氨酸，ACC是乙爨台

成的直接前体，SAM合成酶，ACC台成酶，ACC氧化酶催化反应是乙烯生物合成途径的重要

步骤岱leecker and Kende 2000)。豫了台成ACC，还襻在分支途径合残新的鬣氨酸，维持己烯合

成对底物蛋氨酸的需求(Bleecker and Kende 2000；Kende+1993)。ACC合成酶基因和ACC氧化

酶基因均由基闲家族组成，各个成员具有不同的表达模式(Kende，1993；Zarembinski and

Theologis 1994；Barry et以，2000；Llop-Tous蹦a／．，2000)。且魏在番蕊中克隆了9个ACC台或酶

基因(LEACSIA，LEACSlB和LEACS2±D(Zarembinski and Theologis，1994；Oetiker et a1．，1997；

Shiueta／．，1998)；其它褴浆中ACC会残酶基因毙隆象毒擐道，螽柠檬，黄蹑秘程疆等(Yammnoto

etaL，1995；Wong el a1．，1999)。番茄果实是研究乙烯生物合成和信号传导的模式材料。LeACS2

和LeACS4在番茄采实成熬过程中将弊往表遮(Rottmann eta／．，1991；Olson etal．，1991；Yip etaL，

1992；Lincoln et aL，1993；Barry et nt，2000)；LeACSIA和LeACS6谯番茄果实成熟过程启动之

前表达(Barry et aL，2000)。通过分析乙烯信号传导阻断的番黼突变体中ACS基因家族的表达模

式，我们可_|丛确定受Z；烯调控的ACS基因。Nr突变体不能感受乙烯，该突变体鲍乙烯缝会区域

发生突变导致编码蛋白不能结含乙烯(Lanahan et aL，1994；Wilkinson et a1．，1995)。成熟抑制突

变搏(tin)番茄象实不能宠藏Z；烯生秘会藏瓣蠡我罐纯过程，翔对该突变俸隧歪番菸莱实残熟稿

关基因的表达(Vrebalov et a1．，2002)。Nr和胁l突燮体果实研究表明LeACS2基因表达需臻乙

烯，而LeACSIA和LeACS4瓣表达黉}}不受乙烯调控(Barry et at，，2000)。LeACSlA和￡eACS6

在绿熟期番茄果实中负责系统l的台成(Barry etaL，2000)，系统I乙烯的合成伴随番茄果实的整

个发育过程。柱系统j乙烯和系统11乙烯合成的过渡时期，LeACSIA表达增加，LeACS4被诱

导表达(Barry etal。，2000)。LeACS2基因麴表选维持器燕果实成熟过稳中系统II乙爝静合或(Barry

et a1．，2000)。LeACS2基因的反义抑制使得己烯的合成下降为o．1％，导致果实的不成熟袭型

(Oeller et aL，1991)。
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辫1-4夏烯瓣生物台成囊满按

Fig．I-4。Biosythefts pathway and regulation ofethylene(Wang et aL，2002)

研究袭镄A裙基戮编鹳鬣岛通过磷酸纯谗墙调带乙烯静合成过程(Spalm el aL，1994；Ra罨

1995)。拟南芥ACS5的C端突畿(et02一1)导致了乙烯韵犬鬣产生(Vogel el a1．，1998)。有研究认为

ETO编娼蛋良谯体外与ACS5躺妈蛋白结合，撩致ACS5编璐摄自蛉降解，从蕊有效的掷制了ACS

酶豹嚣援，减少己爆静窘裁嚣(Tatsuki and Mori,2001)。ACS编璐蛋鑫鹩瀵羧芘戆疆盎ETO缡殍

缀鑫戆辫瓣佟蠲，导鼗ACS酶潘毪敦上势(Tatsuki andMori，2001)。ACC台成释是控翻Z满生魏台

成的关键步骤。但ACC氧化酶在乙烯的台成调控过程中也越蔫重要的作用(Yang and Hoffman，

1984；Theotogis et aL，1993)。崔跃变墼塞蜜爨理获变之裁耀势源乙烯处谨誉蕊慕窭，ACO酶活诖

的上舞免予ACC台成酶，这诞锈Aco疆牲谯控制乙烯鼹生物囊成途径孛袋撵藉重要捧耀薅域靠矗，

1985)。另外，ACO基因家族在鬻茄不同组织和不同的发育阶段的表遮模式说明了该旗因家麟在番

燕果实成熟过程中对乙爝鹣禽成起着熏簧的调控终趱(Holdsworth et aL，1988；Hamilton et aL，

1990；Batague et a1．，1993；Barry et at．，1996)。第一个被蕊寇戆g∞基瓣是透过骚究转旋义基嚣
pTOMt3焉簿裂的，当辩劳不辩遂该基瓣瓣蕻棒秘襞(Hotdsworth et藏，1988)。pTOMl3转嫠嚣穗

株抑制了乙烯的生物合成最{UACO的酶活，[’&(Hamilton el a1．，1990)。在细黼中表达pTOMl3基因的

察验避一步说骥凌基鬣犏鹃缀囱麓谴纯ACC形成乙爝(Hamilton elat，，t99t；Spanuet蒜，1991)。避

一步的辑究袭鹋浚基露在嚣赫兹邪时片船衰老以及果窦或熬的过程中袭迭增强，蕊量该蕊麟受答



信号的诱导(Holdsworth etal．，1988；Nakatsuka et aL，1998；Llop-Tous et a1．，2000)。乙烯生物合成的

第一步骤藿懋蹩_Acot基强瓣褒这，产生鳇乙燔诱导TACC会残酶基因弱褒这，簌纛遴一步熬诱

导了乙烯的大量合成。乙烯的生物合成途径如图1-4所示。

1．2．2乙烯信号传导

乙烯合成以后，通过惰号传导调节相关基因的表达。通过分析拟南芥的乙烯三重魇应突变

体，乙烯信号传导途径中的许多元件被成功分离和鉴定。乙烯只有通过与乙烯受体蛋白结台才

§l参与乙燃位号诺导途经。臻究发理，乙烯受俸与缨燕黪取维分受俸瀚源。鳃莛孛该受倭蛋鑫

由感受蛋自和分离的反碰调节蛋白组成，两者一起调节作用，允许细菌对不同的环境划激条件

作山反麻(Chang and Stewart，1998)。乙烯受体结合己烯需要铜离子的参与(Rodfiguez et aL，

1999)。乙烯的存在瞬时增强了体外多肽舱磷酸化作用，溅明乙烯信号通过受体的磷酸化作蹋传

递残’手游缀蒋(R鑫z and FMhr,1993)。强懿在番茄中至少宽隧了六个己簿受诲，LeETRt，LeETR2

(Zhou et aL，1996；Lashbrook et a1．，1998)，NR(Wilkinson et a1．，1995；Pa”on et a1．，1996)，LeERT4,

LeETR5(Tieman and Klee，1999)，和LeETR6(Ciardi and Klee，2001)。蒲辅乙烯受体家贼备成员

之闻存在不网斡表这模式：LeETRI蓐lLeETR2在番茄各个瓣麓襄不露缀缓中缍残鼙轰这，NR嚣

LeETR4在鬻实成熟，衰老和脱落组织中表达增；J．虽(Payton et a1．，1996；Tieman el a1．，2000)。LeETR5

在番茄果实，花中表达并鼠受外界病体物刺激表达增强(Tieman and Klee，1999)。在没有乙烯存

在的条件F，ETRl蛋白以二聚钵的形式存在，受体保持懑能状态对乙烯傣号传导起受调控作用。

誊乙爝靼受俸维会戳爱，磷酸铯箨翔谈褥二聚体乙爨受髂骚自成为蕈体，侄进乙烯信鸯传导途

径(Muller*Dieckmann etal，，1999)。乙烯受体的表达受乙烯所诱导，受体的表达增强降低了植物

对乙烯的敏感性，这些结聚进一步阐明Z二烯受体的负调控模型(Ciardi el a1．，2000)。减少M基因

表达对乙烯瓣信号黉导并没骞明显鲍影睫，静转基嚣攘掾靛LeETR4基鞫表达与正襄羲菇李耋撩

相比明显增强，这预示着LeETR4和Ⅳr基囡在表达模式上存在互补作用，教LeETR4基因袭选增强

能弥补转基因所引起的M麟因表达减少(Tieman eta／．，2000)。相反，以M突变体为材料的册转基

因植株能恢复不成熟表型，预示着Ⅳ，基因并不是番茄果赛成熟过程中所必颁静，进一步戆涯骧

了乙烯信母镑霉途径中静捧髑模型(Hackett etal．，2000)。

除了乙烯受体基因之外，同时还分离丁乙烯信号传导途径中的一些艇它元件。CTRl位于乙

烯受体的下游，编码一蛋向激酶，被认为与MAP3K激酶间源(Kieber et a1．，1993)。CTRl是乙烯

痿号传导途径中麓受调控闲子，该基因瓣突交髭导致熬薅芬组残型五爝三重反应≮lark et aL，

1998)。现有乙烯信号传导谂径模型认为溺缺乏乙烯的情况下，乙烯受体负调控CTRt的作用。

从而打断了乙烯的信号传导途径；当乙烯与受体结合，消除了受体的负涧控作用，从而促进了

乙烯的信号传导途径(Bleeckeret靠，1998)。ERSO是一个与CTRI目源妁基因，这预示这谯乙烯信

号传导途衽巾存在多个MAP3Ks基因(Zegzouti甜矗，l镑9)。在番茄栗蜜@LeCTRI基因静寝达受
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己爝诱簿滚这增强，藤强受慕察藏熬过箍谣撩，这囊簿：蓉LeCTgt纂辩黎a蕊f蒺嚣～襻整己媾

信号传姆途径中越负调控作用(Zegzouti et at．，1999)。

翳1-5潞藻审艺烯感受勰接普抟瓣

F溶l《．EthyleneperceptionⅫd signaltransductiollin}offfato《￡硝群藏，2004)

EIN2，一个浓辩动溅游麟凝猫，谈添鑫豹N端结榴与躺氯动物酌搬篷离予转逶鬣魏NRAMP

最鸯援舞懿霹澈援，该蘩凝褒己爆壤霹接导途挺孛嫠蕊蓬要嚣怒(Alonso el照，1999)。EhV3粒

EIN3+like艘￡甜蘩濒编碱蛋白簌艺爝镶姆蟪孕遗径串稼予置穗醴基弱瓣。F游，麟子转泶鞠予露族

或受(chao etaL，t997；Solanael蘸，{998；Alonsoel靠，{999)。E1N3,EtLl巅EIL2萋瓣翁强矮

自特异性地与矗烯反应因子基闼点：R臁台。歙脏辚绿水平调节目的熬闺袭遮，该基因编码是～
斡DNA穗蠹蛋翻，属予己矮褒艇元释结窘蛋自(EREBPXSofanoelat．，1998)，避过与诚类纂蕊癌

霸子鬣域黝GCC络秘特辩性结蠹，EREBP的缡套能激潘大量的五烯厦艘基糊翻瘸鞭棚关基阑的

嵌这确uo and Ecker 2004)。ERNt短予EIN3摹辫鹣下游，是己雠信号蒋蹲途襁中静受谪经囡子，

翁鹃嚣巍谯缨熬棱浓越臻弼(Tremmann，20鼢。劈饕在嚣蒺孛彀竞毯7"4个萼瓣禹芬纂馥EtN3瓣
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源的基因LeEILl：f-3滔类基因在调节乙烯反应中起着熏要作用(Tieman et al。，2001)。通过降低该

基因家族的一个或多个成员获得的转基因植株表型研究证明该基因家族成员之间存在功能互补

传用，该类基邂对乙烯信争黪导途径起黄正囱调控撵用(TietnanetaL，2001)。番燕中麴乙爝信号

传导途径如图1-5所示：

1．2．3褥茄果实成熟的乙烯调控

随漪果实成熟的进程，许多成熟相关的基因开始袭达或出现表达增强的趋势。通过分析番

茄突变体或者转基因材料果实中的基因表达情况，可以把成熟相关揍因分为两大类，乙烯依赖

型和乙烯j#依赖型(DeltaPenna et娃，1989；Oeller et娃，1991；Theologis etaL，1993；Picton et娃，

1993)。通过研究转反义爿∞基因植株的成熟相关cDNA的表达模式来确定哪些成熟基因与乙烯
耀关，嚣那些每乙惩不摇关(Picton et矗，1993)；右报道鼓必菜些戒熬疆关基因对徽藿懿乙烯含

量敏感(Lincoln and Fischer,1988b；Sitdt and Bennett，1998)，在转基因番茄果实中的存在的微量

乙烯髓澎晌或熟耦关鏊因的表达模式(Theologis et a1．，1993；Ktee，1993；Picton甜a／．，1993；Sitrit

mad Bennea，1998)。

表1-4番蒸率受乙烯遴毋表达增强蛇或熟雄美基嚣

Table 1-4 some examples ofripening related genes that exhibit ethylene-enhanced expression in tomato

分析成熟相关基因的启动子的区域结构能揭示乙烯调节果实成熟相关基因的机理。乙烯能刺
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激点4，髓基因的袭达(Lincoln“以，19s7；Giovanni，2∞1)。E4基豳在时予中被Z；燎诱导，懿感
因在叶子中不受乙烯的诱导，由此可以推断乙烯诱导基因的表达具有组织特异性和发育特异性

(Lincoln and Fischer，1988a)。尽管烈斟基因在番茄成熟过程中的功能目前尚不清楚。转反义E8

基因的转繁因植株导致乙烯合成量的增加，这预示清番茄果实成熟过程中乙烯生物合成存在反馈

调控(Kinesis and DeikmaIl，1996)。E4基因启动子的分析发现乙烯反应基因需要两个基本的共同顺

式结耥单元，一个上游调控元件和一个下游谲控元件(Xa et拼，，1996)。E4怒SBP结台蛋白与E《

帮醪基因熬囊魏子莲域痔裂结台(coNes甜矗，1989)。E4基因的E4鹰8绪台蛋裔缩台区躐突变分析

表明该基因调节j浮蒸因螅表达，同时漉骧该疹到为乙爆反应蓥因豹终翅嚣域(Xu et靠，19％)。

E4／E8BP一』是随压被克隆的一个新基因，该基因在聚实申具有较惑的表达水平两虽睫羲果实的成

熟过程出现表达增强的现象，说明该基因在番茄果实成熟过稷中超着重要作用(Coupe aud

Deikman，1997)。多裂半乳糖酶基因(JDG)被认为在启动子区域也存在与占4和删藻因启动子区域

相似钓乙烯诱导结构单元(Nicholass et a1．，1995)。L刚COI基因的启动子与受已烯调控基因的启动

予区域其有撮高的同源往(Pear et aL，1989)。目前，通过差势筛选技术能得到大最的在番茄粜实成

熟过黎中特异蕊袁这瓣基因(袭1-4)(Zegzoufi etat．，1999)。

1．3本研究目的与研究内容

1．3．1目的意义

基因缀溅序为我们提供了大量鹣彦歹《信息，建立高遗量静基因功挠饔定方法艇得酾益重要。

转基因技术是挺物中嚣鼹翡基因功熊鉴定方法，毽该方法操穆复杂，转化效率低，对物释其有选

撵性。与转基因技术相比，病毒诱导的基因沉默技术(VlGS)具有操作簿肇，翅期缀彝氍默效率嘉

等优点，适合植物基因的离通量功能分析。

植物幼苗是建立VIGS体系的良好材料，但苗期产生的目的基因沉默效果通常不能持续到生殖

生长阶段。番茄幼苗VIGS体系已有报道，但该条件下产生的目的基因沉默效果并不能持续到番

茄豹花和栗实。有报道，环境条件是影响VIGS的重要因素。通过调节械物生长的环境条件。建

立适合裢秘整个生长发育时麓豹VIGS体系，肖利于扩大V豫S的应用范两，加快目的基因的鉴

定步伐。

番茄是研究跋变型果实成熟规理的搂式_艟辩，签藻基因组溅序秘EST文露蛉建立将为我簦l提

供_人量果实成熟相关然冈的序列信息。直接在_褥茄果实中建立VIGS体黎将露剥予慰番蒲果实成

熟相关基因进行高通量分析。

乙烯通过信号传母途径调节衙茄果实的成熟过程。EIN2怒乙烯信号传导途径中的重要元件，

舀前在拟南芥，水稻和矮章牛等植物中完成了该基因的分离和箍定工作，但番茄LeEIN2基因只

有帮分序列被克隧，来觅香该藻因功能的相关报道。利篇建立的VIGS体系在蒋茄栗实中研究

15



LeEIN2基因的功能，蠢利于确定该基因与番茄果实成熟之间的相互关系，丰富乙烯信号传导理

论；有利于进一步验证在番茄幼苗和聚实中所建立VIGS体系的可靠性。

1．3．2研究内容

1．3．2．1番茄幼苗VIGS体系的建立

(t)番茄八氢稿茄红豢去饱和酶基毽(pos)片段克隆以及病毒载体TRV-PDS梅建。

(2)环境条件(温度，湿度)对番茄幼苗VIGS效果的影响。

(3)PDS沉默褥茄时片分辑：表型分辑，时缘素含餐分橱，，℃氢蘩燕红素HPLC分辑，鹫豹基

因PDS的RT-PCR半定擞分析。

(∞PDS沉默番茄蒸豹表登分析。+

(s)PDS基因沉默番茄花分析：表型分析，八氢番茄红素HPLC分析，目的纂因PDS的RT-PCR

半定量分析。

(母PDS沉默番茄果实分柝；表型分蜒，，℃氯番茄筑素和趱麓红素HPLC分板，韪的基因PDS

的RT-PCR半定鬣分析。

(7)PDS基爨沉默蠢藻峙片，慈秘浆实的瘸毒捡测分辑。

{．3．2．2番茄暴赛基嚣流熬体系的建盎

1．3．2．2．1烟草臆裂病毒直接侵染番茄渠实

离体番茄果实的囊空渗透，汪体番茄果实躲果纛，果茎粒果梗侵染，RT-PCR梭测癌嵩蛔在

褥茄果实是否复制和转移。

1．3．2．2．2离体番茄果实VIGS体系的建立

(1)LeACS2基阗片段的克隆和病毒载体TRV-LeACS2构建。

(2)番茄果实燎佳真空渗透务件的确定。

(3)LeACS2基因沉默褥茄果寅分析：墩型分静亍，ACC和乙烯合成鼍分析，LeACS2基因RT-PCR

半定量分撰。

I。3．2．2。3活俸褥燕栗察VIGS榷系弱建立

A．番茄果实LeCTRl基因沉默。

《1)LeCTRI基阗片段的克隆和病毒载体TRV-LeCTRl的鞫建。

(2)病簿载体TRV-LeCTRl果柄和果嶷表面馁染效鬃比较。
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(3)LeCTRt基因沉默番茄鼹寰分析：表型分析，LeCTRl蒸因RT-PCR串定量分析。

B．豢蒸莱蜜LeEILs基溺漉默。

f1)LeEILs旗因片段魏克隆期癍毒载藩TRV—LeEtLs稳黩。

f2)TRV．LeEIL病毒裁体衙黼果柄注射侵染。

O)LeEtLs蕊嚣流默器蕊聚安分辑：表型分褥，LeEtLs熬躐RT-PCR、》定量分辑。

1，3。2．3番茄鬃实LeEIN2熬鞠功麓分析

疆)褥菸LeEtN2基因冀羧熬竟隧窝瘸毒裴体TRV-LeEhV2梅建。

疆)LeEIN2藻毅豹Southern分辑。

(3)TRV-LeEIN2侵染番辅幼苗及沉默果安分析：表烈分析和LeEIN2基因RT-PCR半定擞分析。

国TRV-LeEhV2爱絷番黠粱实聂沉簸羧聚分褥：表型努撼氍LeElN2慕灏RT-PCR半是袋势辑。
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2．1引言

第二章番菸幼苗VlGS体系的建立

早在2002年，Liu等裁零I翅烟草耱裂瘸毒载体仃Rv)藏功的在番茄幼髓孛建立了VIGS体系

(VIGS)，但目前该方法在番酾繁殖器官如裁和果实的研究来见报道(Liu el a1．，2002a)。番漪是研究

果实成熟的模式材料，番茄藻因组研究工作的顺利进行为我们研究番茄粜实成熟机理提供良好的

揍感资源(Moore et al,，2002；Fei et靠，2004)。在番蕊繁臻嚣窘中建立VIGS傣系髓部分t℃替转爱

义基因的遗传操作，将加快菇因功能的研究步伐。本实验襁Liu等的研究基础上，通过优化诱导

基因沉默的环境条件，成功的在番茄的花和果实等繁殖器宙中建立了TRV诱导的基因沉默体系。

为了在祷菇植株中建立VIGS体系，我{f：】选择TRv载体为材辩，固时选铎八氢_罨茄筑豢去饱和

酶基因(PDS)为擐告基圆。与其它病毒载体材精相魄，TRV应用广泛，能经染植物缝织的生长

点(Ratcliffet a／．，2001)。PDS基因是番茄红索合成途径中一个关键酶基L圈(Bramley 2002)。该基因

编码蛋白能予叶绿体的膜上，对叶绿体起到一种特殊的保护作用。当叶绿体失去该酶的像护作用

教震，会在光麴箨蠲下发生蕊纯箨蠲，导致跨缳素戆酶瓣，寓含§}绿素鹣§l缓变残自熟，这静瑗

象被称为光漂白现象(Kumagai et a1．，1995；Lichtenthaler,1987)。由于PDS沉默所带来的震型容易

用肉眼观察，该基因被习惯作为在植物幼苗中建立VIGS体系的报告蒸困(Liu et aL。2002a；

Faiwe-Rampant et aL，2004)。

2．2材料与试剂

2。2。{毽物耱瓣

番茄(Lycopersicon esculentum CV$．Lichun)购于中国农业科学院蔬菜花卉研究，烟草种子

NC89本宴验塞保存。

2．2．2菌株岛质粒

{RV载髂pTRVI稳pTRV2由耶鲁失攀S．E Dinesh-Kumar教授卷绺。

大肠秆茵(Escherichia Coli)DH5 a为本实验室保存菌株。

农杆菌(Agobacterium Tumefaciens)GV3101来源于中国科学院微生物所。
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2．2，3酶及试刿

Taq DNA聚合酶(天为时代生物有限公司)

DL2000 Marker(Takara公司)

胶回收试剂盒(上海尘j二生物技术公司)

限箭谴内翻酶EcoRI、Hindllt、Sacl、Xbal和BamHI，T4 DNA连接酶，pGEM-Teasy system

致Revere Transcription system kit驽绱螽Promega公司

PCR gl蜒出j￡京媾弧生物技术公司秘上海生物工程蠢隈公司合成。

2．2．4常用试剂配制

2．2．4．1培养基的配铷

a,LB滚体培莠基：109簇佬蛋叁蒜，耗静母提取耪，{魄氯傀铺，1mIlmol／LNaOtI，嗣蒸馏

水定容至IL，t21℃裹聪灭碧18min各崩。糙豳体培莠基：109簇饯蛋鑫藤，59酵母提

取物，lOg氯化钠，1ml 1mol／LNaOH，159璩鹰糖，崩蒸馏水定容至1L，121℃裹压灭蓝

18min备用。

b．YEB液体培养基：109胰化蛋自臁。19酵母提取物．109氯化钠，用NaOH溶液调节pH

为7．0，用蒸馏水定锌至1L，121℃高压灭菌18min备用。

YEB固俸培养基：109胰纯蛋自琼，19酵母键取物，109氯化钠，J59琼脂糖，用NaOH

溶液调节降为7．0，蠲蒸馏承定客至lL，121℃商压灭蔼18min备稻。

2，2．4。2 RNA提取用试剂

(1)O．1％DEPC水：在无RNA酶的试剂瓶中用取蒸水配制成0．1％DEPC水，37℃放黄12h

以上，t21℃高压灭菌30min。

(2)75％乙醇(v～)：稍0．1％DEPC水和无水乙醇配制成75％矗醇。

《3)异硫鬣酸藤摄墩液：各种成分的浓度分翮为；4mol／L羿硫氰酸瓤；25mol／L柠檬酸兰钠

(pH7．o)；l。s％十SS_烷基腿氨酸钠；0。1mol／L§一蕊基乙醇(1囊臻瓣翅)；氯仿：雾浅酵：按

49：l的体积比配制。

2．2+4．3大肠杆菌DH5 u感受态细胞制备及转化用试剂

({)ImolYLCaCl2：11．19CaCl2溶于100ml水中，121℃高毯灭菌20rain，4℃保存。
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(2)氮苄青霉素(Amp)贮存渡100mg／ml：1．09 Amp溶于10ml水，过滤除菌，-20"C分装冻

存。

(3)X—Gal贮存渡，20mg／ml：100 rag X-Gal溶予5ml二甲酸技中，-20"(2避党保存。

(4)IPTG溶液，200mg／ml：29 IPTG溶于10ml戎菌双蒸水，过滤除菌，·20"C分装冻存。

(5)LB液体培养基(1乙)：109 NaCt、109蛋自繇、殛酵母提取物，定容至1 L，调p}|7。0，

12l℃高压灭饿20rain。

(6)Amp／LB液体培养基，Amp终浓度100lxg／ml a

(7)Amp／LB固体培葵基：将159凉艟粉溶于1 LLB液体培莽基中，121℃毫压灭蕊20rain，

冷却至50"C左右，加入Amp至终浓度为1001tg／ml，浇制平板。

(秘Amp／LB／X—Gal／1PTG平投：在丧9簧妊豹Amp／LB平叛上趣入40ulX—Gal贮液帮4ul

IPTG溶液，用溉菌涂布器均匀涂布于平板表面，37 6C温育至完全吸收。

2．2．4．4犬肠杆菌质粒DNA提取用试剂

(1)STE：NaCl 0。lmo|／L；Tris．C《pnS．。)O,01moJ／L；EDTA(pH8。∞Imob'Lo

(2)Solution I：葡萄糖O．05 mol／L；Tds．Cl(pH8．0)O．025mol／L：EDTA(pH8．0)O．01mol／L a

犯)SolutiON tI：NaOH 0。2mol／L；1％SDS臻援瑗酝。

(4)SolutionIII：5mol／L乙酸钠60ml冰乙酸11．5mh双蒸水28．5ml。

(5)垤缓；率液：0．01mol／LTris．Cl(pH8．0)i O．1mol／L EDTA(pHS．o)。

(6)RNA酶A贮存淑10mghnl：100mgRNaseA溶予10ml宙10mM Tris．Cl(pH7．5)，15m mol／L

NaCl溶液中，予100℃煮沸15rain，分装后．20"C冰箱冻存备用。

2．2．4．5琼脂糖凝胶电泳试剂

(1)0．5mol／LEDTA；18．619Na2EDTA·12№O溶于800ml双蒸水，用lmol／L的NaOH调pH

德至8．0，待完众溶解螽，定容至IL，121℃离压灭菌30rain。

(2)EB贮存液(10mg／m1)：100rag EB溶于10ml双蒸水，宝温下避光保存。

(3)50×TAE(1L)：Tris 2429、冰醋酸57+lml、EDTA(0．5mol／L，pUS．0)100ml，用蒸溜水定

容为1L。

(4)6x上样缓冲液：o．25％溴酚兰、O．25％二甲苯青F F、30％甘油、4 oc保存。

2．2．4．6 MOPs缓冲液的配制

(1)配0．125mol／L的NaAC 500mtt然后加O+5mIDEPC，混匀，37℃处瓒12h鹾t 121℃藏压
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灭热搬。

(2)2 mot／L NaOH．-瘸子谖节pH篷e

(3)配0．5mol／LEDTA母液(pH8．0)，0。1％DEPC处理，121℃高压鞭麓1h。称41．869MOPS

溶于灭菌的虢有400ml NaAC的500ml容量瓶中，使冀完全溶解，然聪加入o．5mol,／L EDTA

10m!，溺2mol／L NaOH调节州馕7．0，耀0．1％DEPC处理水意褰，过滤躲藏，像存予

稼色试翔瓶中。

注：琵蒜《_髓耀中离防止RNA酶靛污絷，掰餍玻璃鏊髓(蠲烧帮、玻璃棒、容鼙瓶塔>翰要于

200。C烘媳。

2．2．4．7变性胶的配制

称O．鹣辣麟耱，然詹翔入40ml灭蓥黪DEPC照瑾零，耀徽渡炉秘热，捷琼l§耱完全融纯均

驾。待陂藏一些嚣依次嬲^9ml译酪，5ml MOPS缓冲液(10X)，漶台均匀蕊灌制瓣脂糖凝

腔。

2，2，5主要饺箨设豢

嵩遮台斌冷冻离心机20G：上海安亭科学仪器厂。

PCR故：HYBAlDLIMITED(葵滚)。

LRH。1 50B蘩生纯培养籍：广‘东省联疗器械厂。

搿YH|113lA，3lB糕嘏溶稽、DYY-嚣12型稳压稳流稳泳役：靶凝六～仪器厂。

THZ-C型空气浴螺濑掇荡嚣：江苏太仓审实验竣铸厂。

WTH-20t墅多葫鼗紫静逶嚣纹；潞髑索警牮劈褥往器厂。

-80℃超低温冰箱REVCO·(美豳)。

高鹾喷枪(中国台湾)，小型压缩机(中国温州)。

渡辎恕漤(联本导漳ke．6A)。

2，3实验穷法

2。3．{蓄燕辩，蓬鼗巢獒慈建隧翦提麓

番茄总RNA的提取，采用舜硫氰酸胍法，具体步骤如下：

({)蕺0．859新鲜的番稿捞翁藏在研钵孛，抽入滚氮，避运研蘑成均匀的耪宋e

国蒋耪家垒帮穆A 3个拣j二颈冷麓t．5ml离心餐中，上下颠衡凡浚离心篱混台均匀。
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(3)姆管女B入650}lI异硫氰骥胍溶液，再加入3259l水饱和酚及325pa氯惦，异戊醇(49／1)。

(4)上下颠倒几次，混匀，冰上5 rain，12，0009离心10 min。

f5)壤上演滚7509l，臻入承铤窝酪及氧传，秀发酵(4911)§375瓣。

(6)4℃，12，0009离心10min。

(7)敬上清液7009l，热入7009l异覆醇，流淀lh(一2。℃)。

(8)厢lml 75％的乙醇洗沉淀一次，12，0009离心5min。

(9)陈尽上滴，稍微晾干后，溶于通蹙DEPC处理的灭菌蒸馏水。检测黯分装，于一80"(2低温

豢{牛F保存，受避免对RNA的反复椽融。

2，3。2瓣藻PDS基因戆扩增

2．3．2．{反转崇(盯)

按照Promega公司的ReverseTranscription System Kit说明进行，建立总体积为20pl的反转

蒙反应体系。苣炎在PCR管中热入总RNA2瓣(≤lpg)，2s≯mol尼。l{g斌dT)182瓣’70％温育10rain

破坏RNA的二级结构，立即冰浴2min，离心将管内液体收集至管底。在冰上依次加八’r列试剂：

5×RT缓滓渡4ph RNA酶毒瑶裁裁(20u／p1)t瓣；dNTPs(10raM each)2霉；AMV反转录(15U191)

1吣DEPC处理水8m。离心混匀，将管内液体收集至管底，42"(2温商lh，95"C自11热5min灭活

麓转录酶，立即泳浴5rain，贮％20℃铸篇。

2．3．2．2 PCR扩增

建立509l的PCR反应体系：10XPCR缓冲液5Ⅲ{反转聚反应产物(eDNA)lⅢ；上游引物

(259M)2瓣；下游；|物(25}tM)2番{dNTPs(10mIVl ea曲)l羽；Taq DNA聚合酶(2uipD i}ll；

灭曲的戈核酶重蒸水38Ⅲ。离心混匀，在HYBAIDPCR仪中94*(2预变性5rain后，按以下程序

蹙l行PCR扩增：944C变健45秒，53"(2邋火45秒，72℃延伸1rain，冀35个循环，最后72℃延伸

10 rain结束反应。琼脂耱凝胶电泳检查PCR扩增产物。

2．3，2。3蓐列测定及分嘏

序列溅定盘上海港孺生辑技术公司和上海生穆工程公西宠成。翻弼DNAMAN<Version 5。o)

镩软什分析测序结果。



2。3。3 DNA快速凰收

(1)用琼脂耱凝胶电泳将目的DNA片段与其它DNA尽可能分开。然厨用干净的零术刀切

下台所要回收DNA的璩胶块，披入1．5mL离心瞥中。

(2)每100rag塔膳翡凝荻中或10011|瓣DNA溶液中烟入400羽Binding Buffer，置予50-60。0

承浴10rain，使羧镪巍融纯。翔热溶黢对，每2rain溆匀一次。对予搿浓窝豹验(1．5-2％)，

蛰100rag黢烟入700#l Binding Buffer，溶液辩澜讶虢延长到15rain，凝胶究垒融仡。

(3)辫融他的胶溶渡转移到套数于2mL收集管t_)NlQ-10柱孛，室瀑敞置2rain。90009室漱

麓-基Irain。逶警簿繇裹，洛建瘦鸯秘予撬菇DNA照台辜。

(4)墩下UNIQml0桩，倒掉收巢管中鹰液，将UNlQ-10挂放回收集餐中，自I／X．500pl Washing

Solution，10，0009室温离心30 see。

(5)重复步骤4一次。

(国取’FUN猃．{o柱，倒淳收集营串废液，蒋UNIQ-10柱敖网投巢鬻中，10，0009叁温离心

{5s。

(7)将UNIQ-{8拄放入一掇囊的洁净1．5 mL离心管中，在撞膜中受热^30pl Hution Buffer

或疆蒸承f州>7奄)，室滠或37"C藏量2min。箍舞洗麓澄蹙《55-80{2)霄裁予撵蠢

DNA的洗脱效率。

(8)10，0009室温离心l rain，离心管中的液体即为脚收的DNA片段，W立即使用或保存于

．20℃蘩爝。

2。3，4襞粒转稼稻提馥

2，3，4，{文麟耪蘸掰s8稃蘩疆较靛转谨秘掇联

2．3．4．1．1髅受杰细胞的制锝～氯化钙法

fl≥撬数夫驻耔蓄Diq5《肇麓落竣静予禽4ml LB滚体培莽基静斌警中，37"C培养避寝i

(2) 取8∞扯l菇液予100ml静LB培莽罄中，37"C震薄端莽2-3h，至。瓿∞这O，3-0。5；

(3) 姆40ml缨菌蜷募物觅落条馋下转移蕤50mt鞭冷的离心管，置予溶上10rain；

f4) 4℃，40009离心10min。弃上渣，枝集蓥俸滚淀；

(5) 每管加10ml预冷的100 mmol／LCaCl2，10 mmol／LTris-CI(pH8．o)溶液璧悬细瞧，冰30rain；

(6) 4℃，4000 g离心10 rain，弃上清，收集菌体沉淀；

《了) 每营溅淀耀2m|颈冷靛100mmo|／LCaCh，埔mmol：'L'Iris、C1(pH 8．0)溶渡轻轻懋浮，美

予4℃，24h蠹瑷蒋。或热天终浓度为2e％静督油，混匀看癸装200}tl／@，-70℃铸掰。



2．3，4．1，2重组矮粒BNA的转化

(1)开蓑翦将连接产妨离心至营底，予绻上吸取59l连接魉翔入l+Sml灭菠瓣Eppendorf管中。

f2)取出．7032冻存的DH5 a感受态细胞，爨冰上使其缓慢融化，轻弹管髓使细胞混合均匀。

(3)澈100p．1感受态缩照置予离心蛰中，梵时要避免过多的吸欢、移液，轻轻淀匀缁穗(羽手

轻轻弹管壁3、4卜)，立即置冰上30 rain。

(4)将管置4232恒滴水浴中热激90s，立即放回冰上5min。

(5)加入800111l无附女H抗生索的LB液体培游基，溉匀，3732预表达培养l。5h(1509／rain)。

(6)吸取200p1菌液涂布于LB／AmIp／IPTC／x，Gal平板上，3TC保温培养约16～24h。观察荫落

譬i长情嚣，裁建蓝爨瑷裙簿重缀转纯髂。

2，3．4，{．3霞粒DNA的小量制蔷——碱襞解法涮备

_}{j无菌牙签挑取囱色单菌落接种于3mlAmp／LB液体培养基中，3732摇菌(2009／min)过

寝。

吸取1．5ml菌液予1．5ml的Eppendorf管中，12。0009离心5 min。

将缨蓥沉淀燕0．Sml STE重愚蠢，12、0009离心5 rain，额去生清，镶维蓥泷淀尽量干燥。

用100N冰预冷的Solution I重悬细菌沉淀，剧烈振荡，冰浴3—5min。

翔^200 Hl新配制的Solution{l，盖紧管口，快速颓截5次醴混合内容物，应确保整个管

内表面均与SolutionII接触，不要振荡，置于冰上3-5min。

加入1509l冰预冷的Solution III，温和振荡10秒，冰浴3—5min。

432，12。0009鬟心5mln，吸取上瀵于努一个蹇心管中。

加入等体积的酚一氯仿·异戊醇(25：24：1)，振荡混匀，43212，0009离心2min，将上层水相

转移至勇一离心管串内。

(9)用2倍体积的无水乙醇于室温下沉淀质粒DNA 30mln。

(1∞432，t2，OO瞻离心5rain，吸去上清，除尽管登H上的液滴。

(¨)用lml冰预冷煦70％7．醇洗涤DNA沉淀，432，12，0009离心10rain。

(12)吸尽上消，除尽管壁上的液滴，空气中晾干10min。

f13)耀209t禽无DNase的RNaseA(20pg／m1)戆TE或灭莲鲍双蒸永溶嘏蹊粒DNA淀淀，

下，20℃冻存备用。

2．3 4．2农杆菌贼受态的制备及转化

2．3。4．2+l感受态的制餐

∞渤@国

㈣④∞



(1)挑取农枵菌GV3101单菌落，接种子2。0mlYEB培舞基(Gen 125mg／L)中，28"C攮荡培

养过夜。

④取400p．1萤滚霪予50ml YEB培养滚中，284C振荡端葵5一鞭至OD600为0．5。

(3)菌液倒入50ml离心管中，50009离心5rain集菌，弃上清。

灌)蕾俸慧予10ml 0。15molgL NaCI，50009离心5rain。

(5)菌体用1ml预冷的20mmol／L CaCl2溶液轻轻悬浮，置于4℃冰箱中，12．24h内观用或

2009L分装(含20％甘油)，。704C保存备用。

2．3．4．2．2转化农杆菌

取2009L感受态细胞，加入lgg质粒DNA，冰浴30min，之后于液氮中冻3-5min，37*(2水

浴磁纯5rain，褥热A 1mlYEB培养基，28。C搬荡4h，100009／rain离心30移。去上溥，加入2009L

YEB液体培养基悬浮细胞，涂布含有相应抗生素和硫酸庆犬霉素(Gen)的YEB固体平扳上，28"(2

培养2d观察菌落生跃情况。

2．3．5农杆菌侵染

以温室培养的四n|^期番茄和烟草幼苗为实验材料，幼苗培养条件：白天温度为15 oc，夜间温

度为12 8C，稻对澄度为30％，每天缣证光照16h。遵过冻融法把载体pTRVl，pTRV2(pYLl56)，

TRV-PDS转入农杆GV3101。用5mlLB培养基(50”g／ml Gen，50 11 g／rnl Kan)28℃震荡过夜，

撙用50ml的LB培养慕(50¨g／mtGen，50it g／mlKan，10mMMES和20mmol／I乙酰r番酮)

28"(2培嚣过夜，离心收集菌体。用侵絷缓挣滚(10 mmol／I Mgcb，10 mmol／L MES移200 mmol／l

乙酰丁香酮)悬浮菌液，调节01)600值为1．0-2．0，室温静置3h。用高压喷枪对蒋茄幼菌进行喷射侵

染，匿缀规压力保持凌75psi(Liu et aL，2002a)。蕊察爱染穰株熬袭鳘变诧。翔卺藏幼苗新长密

叶片是谮变白。

2，3．6镶茄植株PDS基因沉默分橛

2．3。6，l瘸毒捻测弱髫的基匿的RT-PeR半定堂分橱

鬻蕊惑RNA搀敬参照Gregory等(1988)静舅琉氢酸聪一酚一氯耱小量提取方法进行并略有

改动。番茄第一条cDNA链按照promega反转录试剂盒操作说明进行。根据发表的PDS基因

穿到， 漫计台成两个特异缓引物：

正义gl物：5’GTCGACGCTT强CCCGCTCCTT3’



反义引物：5’A1≈GATTGcAcl’ACCGTCACTc 3’

在50 H 1反应体系中加10xPCR buffer 5 IX l，正义引物和反义引物各50pmol，3UTaqDNA臻合

酶，4#1 dN弹(2．5mraol／L)，2111MgCl2(t5mmogL)，eDNA2》1 o反应条耱魏下：94℃联变性5rain，辨

℃1rain，53。Cimin，72"(21rain分别进行18，21，24，27，30和35个循环扩增，72*(210rain。扩增

产物程l豫祷凉l女糖魄泳裣测。

病毒RT-PCR检测引物：：RNAl引物(AF406990)：

正义引物：5’TTACA GG丁rA删G GCTAG 3’
反义gl物：5’CCGGGTTCAATTCCTTATc 3’

RNA2引物(AF406991)：

正义gl耱： 5’CGGTCTAGAGGCACTCAACTTTATAAACC 3’

反义引物： 5’CGGGGATCCCTTCAGTTTTCTGTCAAACC 3’

病毒捡溯进行35循鞴扩增。

2．3．6．2卧绿素的提取和测定

(1)取样，剪碎，涡匀，然后称取新鲜样龋o．19。

(2)襻晶置掰锋孛，鸯羹入碳羧钙帮蠢葵涉藏0．5ml纯嚣酮辨残匀浆，焉秘鞠％蠢秘10ml 继

续研磨歪组织变为白色。

(3)取滤繇一张，放入80％N酮润滠，把挺取液镧入漏斗中，滤入25ml器量瓶，用少鬣丙酮

冲洗研钵数次，鼹后连残渣一超倒入濑斗。-

(4)用滴管吸取80％N酮，一滴一滴的将纸上的叶绿素提取液全部洗入最瓶中，直到滤纸和

残渣中笼绿色为止。最蔗娟80％露酮定窖至50ml。

(5)把叶绿紫提取液倒入光缀lem的比色杯中，用分光光度计在波长645，652，663nm下测

定毙密囊蓬，鑫80％N魏为空瘀对照。

(6)按照下列公式计算叶绿索a和叶绿素b的含量。两者相加为总叶绿索的含量，单位为

mg允。

Ca=12．7D663-2．59D645

Cb=22．9D645．4+67D663

(7)痰斡叶缫素数浓度居嚣按照下列公式诗舞组织中各色袭熬含最(鲻mg／g鳝耋单位袋手重

表示)

时绿素禽羹=【c(mg／10×提取液慧量(m1)×稀释倍数j饪徉品鲜重《m如×1000】



2．3+6．3番茄缎素的HPLc分析

参照方法(Paul etaL，2002；Fraseret娃，2000)。夺筮提取在l。5ml离心管中送行，称取1-2mg磅

碎的冻千组织样品．加1001．1 l色谱级100％甲醇，混匀，在4℃条件下放置5rain。加入100u l提

取缓狰液Tris．cl(50mmol／L，辞{7．5，Imol／L Nae0，4℃条{串下放置10min。加入400 p 1氯彷混匀4

℃条件下冰上放置10rain。4'C条件下，30009离·t)5min。移去水楣，有机相用400u I氯仿溶液

重复抽提一次。大量掇取称敬500mg研碎的冻干组织样品，所用的掇取缓冲液，甲醇和氯仿体积

势剐为1．5ml，1．5ml靼4ml。必爰ll重添女n60％wlv KOH和甲醇至终浓度为6％(w／v)。提取波淀合

在避光条件F60。C静止30min。把氯仿提取液转移到一新的离心管中，用液氮吹干。吹干样品在

渡氯象搏下-204C保存，分蛎秀誊，样是瘸100％甲酵漆孵，瑕{0》l上样分撰。色谱条搏：色谱饺：

LC一6A(岛津)；标样：40ug／ml：色谱柱：intertsil—ODS*3 51．tm 250×4．6mm(日本)；流动

裙：乙鬣：三氯甲婉=92：8(v／v)；流速：2mllmin；柱温：40。C；梭溺器：SPD-6AV；检溺波长：470nm。

2 3．6．4八氢番茄红寨的HPLO分析(Holzberg ef al，2002：Fraser et a，．，2000)

参照方法(Holzberg etal．，2002；Fraser etal．，2000)。称取50mg冻干番茄组织样品(叶片，花

积累实)，粉綦孥。女E入5ml篷灌缀甲薅溃匀，在4℃避竞条粹下擒掇lh，孛途混匀数次。4℃，

40009离心5rain，上清转移到一干净离心管，避光条件下用液氨吹千甲醇。再用200u l 100％色

港级甲醇溶解，取1．0"{提取液主柱棱溯。琶谱条件：色谱仅：LC-6A(岛津)。流动相：乙氰：甲

醇：异丙醇=85：10：5(v／v／v)；流速：2mllmin；柱温：40"(2；检测波长：285nm；检测艘：SPD-6AV：

色谱柱；Intertsil ODS．3 5 250X4．6(日本)。



2。4结果与分析

2．4。{瓣蔟暴实RNA攫取

分斜扶番茄果实成熟的六个不同时斓(耒熬麓，绿熬期，破色期，转色朔，粉红朔和熊熟期)

取样，采用异硫氰酸胍法少量掇取总RNA。结果如图2-I所豕；提取的RNA没有降解，无DNA

等杂质污染。该RNA可用于葳转录合成eDNA，为通过RT-PCR扩增目的基因PDS提供模板。

淘2一{餮蔫栗实不同或熬瓣麓总RNA豹搓取

Fig 2-i The extractionofthetotMRNAfromthe different ripening stage oftomatofruit

1，宋熬鞠；2，绿熟期；3，破色期；4，转琶期{5，耪红翘；6，红熟期

2．4．2 PDS基闪克隆及序列分析

根据GenBank发表的PDS基因序列(accession number：X59948)，设计合成一对特异性引物。

为季毒建瘸毒载体的需要，在弓l翰褥瑞分￡n添播Sacl和Xbal陵制性酶切位点。以提敬的番茄聚实

总RNA为模板反转录合成cDNA，通过PCR扩增得到目的基网片段，大小为543bp，与预期一

致。回收PCR产物，连接到pGEM-T-easy载体，转化大肠杆菌，在氨苄青霉素条件下通过蓝白

斑筛选转化子。转化子矮粒酶切结果如图2—3职示。测序结粜与发表髓基因痔列一致(图2．4)。

图2-2 PDS基因片段的RT-PCR

Fig,2-2 RT-PCR ofa fragment ofPDSgcne
l， 稿性对照； 2，Pfiq蒺匿背段RT-PCR：*，琵箱∞势予璧标准

28



蟊2吨乒绺纂辨抟袋测痒绩鬃潮潦性爱较

Fig．2．3Alingnmem ofPDSge．efragmentfromtol／latowithPDSgene
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2。4。3瘸毒载俸TRV-PDS梭建

烟草脆列病毒(TRV)是RNA病毒，由RNAI和RNA2霹条链组成。改造的病毒载体材料包括

pTRVl和pTRV2两个独立的质粒结构，分别装载RNAl和RNA2的遗传信息。目的基因构建在

pl、RV2的多克隆位点，pTRVl主要负责病毒在植物组织中的转运，构建好的病毒载体导入农杆菌

并j于番茄VIGS体系的建立。碌v载体结构如图2．5所示。

。芦瑟Ⅲ=预二二‰倒艘，n汪墨Ⅱ=预二=kp显里百艘，

C

岑主孓秘至觋臣蛳矿籼
Xtml 8ad

pTRV2-PDS

图2■TRV-P,PS病毒载体拈搀

Fig．2-4 Construction ofTRV-PDS virus vector

A，pTRVl结构；B，pTRV2结构；C，TRV-PDS结构

凰2_s病毒载捧￥R卜嬲的辅建轻鉴定
Fig 2-5 Construction and identification ofTRV-PDS virus vector

A， 人肠杆菌质粒TRV-PDS的PCR检测； B， 农杆菌成粒TRV—PBS的PCR检测

M，DL2000势子量标准；1，阴性对照；2，质粒TRV—PDS的PCR

盂嗣一匣



鲻XbaI鞠Saet隧制健内切酶酶切pGEM-T-easy-PDS载体，回收目的基因片段。嗣时髑这两

释鞭轰l注两瓣黪酶落瘸毒载髂pTRV2，强投大片段。甄教懿片段连接转纯大弱耪蔫，在客裔卡那

霉素(Kan>鹣拣性条{牛下雪l|}遮转壬乏予，撬取转纯予大弱杼蔼矮粒。痿粒PCR结祭茹嘲2-6所示

褥剑棚戍的霞魄基因片段，说骥我们戒功蟾枣句建了病毒载体。病毒载体TRV+PDS避过球磁法转

A农耪莲GV3101，建karl弹Gen燕{串下辩蕊转转键子。器的螫露PDS农抒籍蓥波PCR签定姥粟

如淄2-6所示。说明我们获得丁病霉载体材料TRV-PDS。

2．4．4侵染隽法豹建立

PDS鏊瓣在备个褥释之润矮有攘嵩辩僚守往，Liu等替溺来源予番茄黼PDS基因构遽的烟草

臆剁疯毒载锩(TRV-PDS)成功潢母了耀革PDS基因沉默(Liueta／．，2002a)。为了摸索建立簧绱中的

VIGS薅系。袋_lf：】蕾先建择瀣攀秘番蕊劫萤为撞辏耩糕，逸耩寒源予器燕黪PDS基透菊掇锯基因。

臻台相关报邋，我们选择i个罔左右苗龄的烟萆和港茄幼髓为实验糖辩。实验孛我嚣j袋瘸注射

器注射和高压蝼枪两种方法来探讨病毒侵染的商效方法，撵作如图2．7所黎。实验中发璐，在番

茄和烟草臻适含生汝袋件下，浓腰注射器注射。两者均在侵絷簸10d左右出理PDS基因沉默掰}l

怒静毙漂白亵愁，结莱舞强2—7，8掰嚣。蔼革魏沉默效率超过90％，毽番辩静沉默效率旯督10％。

采用嵩垂唼稔瓣挺染表锈，燃孳韵沉黻效率没有明显上胥，憾裔茄幼苗的沉默效率超过90％。通

避比较，我{|’l诫失裹熙唆捻囔满是蓍藻幼髓授染熬鸯效方法。

凋2喵病毒谤鞲蒸蠲嚣￡黻翻嵇絷方港示意图

Fig．2-6 Method ofinoeuIntion ofvims-indu#嘲gene silencing

A，注射器注瓣授染； ＆薅篷嚷拖喷射慢染



匿2-7龋萆幼苗蹒嚣沉默
Fig．2-7 Silencing ofthe PDSgene oftobacco seedling

A， 对照；B，PDS基因沉默烟草表型

鎏2-8鬻蕊幼营鹏嚣滚黻
Fig．2-8 SilencingofthePDSgeneoftomato seedling

A，对照：B，PI)S基因沉默番茄幼苗表型



2．4．5番茄幼菡VIGs体系优纯

在最慧生长条馋”F，器藻幼蓥在10d左右藏出瑗譬瓣基灏的PDS沉默耩表瑶静巍漂鲁现象，

该方法逶含予以薅茄幼些为材料躲碘究，恻始抗病楼号矮导。盎予番茄檀掾的营莽生长时期一般

要持续2-3个月。所以该条髂F产生的基因沉默很雉持续到生殖生跃阶段。因为VIGS不能遗传，

而且伴随着植物的生长发育，沉默信号会消失，目的基因的沉默会慢慢恢复。在褥茄最适生长条

件F，侵染后]0d出现的目的基因沉默表型只能持续1个月左右(Liu elal．。2002a)，该方法不适

合研究祷茄繁殖器官中的相关藻因功能，例如花的发育和果实成熟。

为了建立适合番茄繁簸器宙的VIGS俸系，实验中我们探讨了环境条件对番茄幼苗基因沉默

的影响。餐染鹣罨蕊糖萤旋教鲞在遴境条件下生长，摇低温，干旱，缺耱等祭梓。实验中发现，

当幼罄在15℃低涅条l牛，相对湿度30％憋干零条髂下冀生长受到严重影晾，株巍与簸逶条{牛下

的幼蓖差异显著。与正常生长条馋下生长的番茄幼葭相比，我们发现逆境条传下生长的鋈茄撞拣

在侵染后50-60d才开始出现PDS沉默所Sl起的光漂白现象。更加有趣的是，虽然逆境影响了番

茄植株的生长，但并没有影响冀生殖生长出现的时间。当该植株出现基因沉默表型后不久就开始

汗花缔果，这时我们再给予其合适的生长条件，在很短的时间里番茄植株就恢复了正常生长。另

井，我们的结果还显示逆境条件下生长的植株奠基阑沉默表型持续的时间更长，通常能达到4个

鲻以上，遮将影响翻褴株静所奋繁虢器害，包括花和采实懿教育(表一)。我们认为在逆境条件

F建立匏番蕊VIGS体系霹鞋嗣来避行与器蒸繁蓬器官发育籀关基因静菊耱簿}究。

表一： 瀑度秘湿度对番蕊妨麓嬲基霜滚默豹影溺

Table 1 Effect of temperature and humidity On silencing of PDS byTRV vectors

誊数沉默效率《％)

经染嚣燕鬟黠辩(蕞辑}

环鹱燕搏

温度 相封湿度

21℃。60％

21℃．30％

’S℃，∞％
1 5℃， 30％

2．4．6叶片基因沉默分析

1 2 3 4 6 8 10 14 16 18 20 22

e

0

60

95

0

0

30

93

e

0

0

85

0 0

0 0

0 0

71 50

椴据上述确定的番茄幼苗VIGS体系。采用不同浓度的农杆菌侵染液对四叶期番茄幼苗进行

离压喷枪侵染。我们发现搔染液浓度在。玩oo=1．0-2．0之间均能获臀90％以上的沉默效率。实验

中瑁不禽蟊的基阌静空载体侵絷作为对照。番燕妨赘棱侵染霜，敖鬟在15"C，稚对湿度30％的条
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髂下焦K，掰寮箕袁型变德。大约在浸染质50d左右，TRV-PDS鳋染的罨茄妨苗时片出域党漂自

骥象，蠢鞭时慧仍僳耱绿雹(戮2-9A，玲。PDS沉默棱撩精长出兹》l 3冀保持绿色，夫终在i个星

期厉开始慢慢变自，叶脉部位早于其它部能，症状疆加明靛。实验中我们迸发现，PDS沉默植株

菸不嬉所毒静§}‘片都变是。簿麴时砖100％变痊，窍豹则不邵么骥器。誊蘸植拣掰窭褒雏叶片巍

漂叁裘型§￡持续4令爿以上，时片鼓光漂巍液型不会睫着壤锈鲍生长焉恢复(整2-9C。蛰)

篷2-9番擦卧冀角嚣基毽斌黻寝鬟

Fig．2-9SilencingofthePDSgeneoftomatoleaf

A，露照{B，，掰基嚣溅靛表型‘1个莠)；

c，PPS撼网沉默袭型(2十月)；D，PDS蟮豳沉默袭测(4个月)

PDS避默楗拣峙冀籀巍潦爨表蘩鸯#l‘绦絮鹃洚辩面致(Kumagai群aL，1995；Liu封蕊，2002a)。

为了从侧面诫明番茄叶片中的PDS基冈发生沉默现象，我们分别从对照植椿的绿色叶片和沉默植

棣熬囟色时j幸中挺取睁绿素，聚鼹分毙毙泼法分辑榉箍中豹#}绿素食量。髂果发现，与对照时背

鞠魄，PDS基因沉默鼹菸攘拣懿爨琶时片熊时绿素a，跨缭素b瑟憨时绿粢禽量戆减少了90％绫

上(鞠2-10)。

同时，我们发现目的基因沉默的植株的羰也出现光漂趣液型。与对照捆比，沉默植株的茎先

交成紫红色，然后部分变自，但对照撬株豹攀始终保持绿饿(图2-11)。沉默檀槔时脉和墓的表

型说骥沉默僖号戆洽罄援黪零鸯静戆辕逶遘扶往予挺辕下藤的整染帮整遥送到圭露翦攀程染帮

位。在逆境条件下生长的沉默翳茄植株在出现明显的基因沉默表型以后被放置在正常的生长条件

、F，我翻发躐溉默疆拣恢复擞常生受，其生臻妻长过程并没霄毽洚蘧藏静遴境条传两受到澎酶。

丈终鑫疆瑗溺黢表爱螽穗个冀定右，漉默荣弩瓣强整麓这裂最大，涎羞摄秘魏避一誊生长，茨黢

信号悭凝躐鞴，整个进程霹阻维持在4个弼以上(鞠2-9aD)。



霾2—10嬲基辩滚歉稻辩嚣番蓑静冀拜绿素翘舍耋分析
Fig．2·ll Quantification ofchlorophyll decrease in leav镕oftomaIo plant inoculated with TRV*PDS

瘸2_{{鬻茄檀株燕驰PO$蒸匿沉默褒型

Fig．2-11 SilencingofPDSoftoma【o stem

A，辩照；B，嬲沉默表型



2．4．7芯基霾滚默分凝

出于遂境并没宥推迟番茄幼苗生殖生长出现静时闯，番茄幼苗在出现叶片的沉默表爱两个星

期履，进入生殖生长时期。我们发现对照植株和沉默檀株都能正常开花，这说明PDS基因沉默并

没有影响番绱花的教育。有趣的是我们发现PDS沉默植株的花变成白色，而对照番茄植株的花保

持藤毒的黄靛(图2-12)。沉默檀攮兹的豢包交化等PDS流默毒关，嚣为该基因楚番燕红素合袋

途径中的一个关键酶基冈，该基因的沉默将严重影响番茄红素的合成，从而影响胡萝h类色素的

台戒。另井，这可能与莛中多囊时缘索熬洚解毒关。沉默接撩懿琵鹃表垄袭鹱PDS基因麓沉蒙僖

号成功的由番茄营养器官(叶)转遂到繁殖器官，成功的从漭茄的赣养生长延伸到生殖生长阶段。

匿2-12番茄PO$基嗣沉默花的褒墼

Fig，2-12SilencingofthePDSgeneinthefloweroftomatoplant

A．e：对照番茄花瓣表型；B，Ik PDS基因沉默罨茄花的表型

2．4，8果实基因沉默分耩

实验中我们发现，PDS基因瀛默番茄鬃安与对照毒瘊不霹。墨疆燕栗蜜处于来熟期鞠绿熟期

发育阶段，PDS基因沉默番茄果实袭面呈现白色，而对照果实的表面为正常绿色。有趣的是PDS

蠡羹采赛表型不均匀：蠢些采实凡乎熬个表甏箨变城囊色，嚣有些溅默栗实熬爨包表露爨占鹣毙倒

较小；有的果实藤个果实的一半都摄白色，白色部分比较滚续，有嫂果实的白色袭厮不连续，白

色部分中夹带着绿色。尽管沉默采实的自色表垄不器相同，恒我稍发现，所有豹沉簸采实的采实

绿色表面部持和白色表蕊具商明显的分界线，两者之间不存在过渡颜色(圈2-13 A，D，G H)。切



开绿熟期的对照和沉默果实，两者的果肉均为绿色。白色表面的沉默果实果肉也楚现绿色。绿熟

潮番茄果实与袍相比，有较高的叶绿素含量。肖PDS基闻沉默以后，在光的作用”F，叶绿素发生

降解出现光漂自现蒙，所戳绿熬弼沉默番茄聚实会国现舟色表面。僵由于番茄的渠囱缀织没有光

瓣作鲻，掰以其时绿素含鼹不受影响，摹离镄然豫持绿色，这些结果与预期结果一致。随着番菇

果实的进一步发育，我蜘发现PDS沉默果实葶鞋对照襞实出现不同浆表型变他。对照果实在袋熬过

程中果实裘面和果肉逐渐由绿变红，这主要是果实中大凝番蕊红絮合成和积累的结果(图2．13

B)。而对于PDS基因沉默的番茄果实，伴随赞果实的成熟过程，表面颜色变化与对照果实有明

娃差异。与对照果实相比，沉默果实变成浅黄色(图2．13 E，K)。切开红熟期的沉默番茄果实。我

们发现果肉呈现明显的黄色，同一时期的对照番茄槊实聚肉则呈现红色(图2．13 C，F)。另外，尽

管沉默番茄果实在绿熟阶段具有自色表面和绿色表面。髓着沉默果实的成熟，英绿色表面并不

象对烈聚实的绿色表露正常变红，霹露是搽持浅黄色。

囤2-13嬲斌默番槊实表塑分析
Fig．2-13 SilencingofthePDSgeneintolnatofruit

A．对照绿熟制器茄粜蛮； B，红熟期对照番端果虫； c，切辨的对照红熟耀誊藏果实表型；

D，PBS沉默绿熟期番茄果蜜； E，红熟期PDS沉默番茄果实{ F，切开的PBS沉默红熟期瓣茄果实表燃

G，H．PDS沉默绿熟期番茄果实； K，红熟期PIPS沉默番茄果实

PDS基因是番茄红素台戏途径中躲一个关键酶纂匿，该基因黪沉默姥有效鲍捧制罨藻红索盼

合成(Liu et al。，2002a)。番茄果实成熟过程中番茄级素不蛭积累，从蕊健褥豢蕊果实的表垂积累

肉呈现红色(Fraser et a1．，1994)。从表型上我们观察到TRV-PDS诱导的PDS基因沉默的番茄果实

在成熟过程中不能呈现与对照果实一样的红色，其果实表面和果肉均呈现浅黄色。为了证明这些



果实表枣是出予番茄红索合成受疆所；l起，裁{f1结躺从破毽期耧红熟勰豹对鞭帮沉默果实取样，

提袋鋈燕经豢进行窝藏滚麓毪诿势轿(HPLC)。器荔赶素在游茄累窦发育酶罐色鬻靼蠡熟期大量台

成(Fraseret猷。，1994)。番菸敬索标准晶熬出燎时鞫为10rain(强2-14Ai)。瓣照番茄接株静#}片中

几乎检测不到瓣茄红素，说明番赭p11片番茄缎素会戍量少，炳垃上本实骏不徽比较(图2-14Aiv)。

敲醛中我识霹暖整理，簧菸缒索在对照莱蜜缓色秘赶熟攒大餐台缓；嚣PDS萋醛沉默甓藻暴实豢

茄红索台成被是著抑制澜2。14 A)。与同一时期的对照躁懿相比，沉默粟窳的番茄红素合成被抑

制了98％(阁2-14 13)。遮蟪数据结果与我们观察到的果露表型变化～皴，表明番茄苗期产生的

PDS基因沉默信号能毒散辩延迟孤器茄暴实豹生长发育黔段。
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囤2-14错茄槊实番茄红素HPLO特析

Fig．2-14HPLC analysis oflycopenc in tomato fruit

A{，誊g#觳綮标准磊势耩；ii，疆色精对熙番茄聚实#iii，彀熬期对嫌番茄祭窭；iv，对照誊赫婶片：

v，菝垂羯PDS莲西爨簸蚤蕊浆窭t vi，荭熟瓣PDS基辩撬致繁蕊聚窭t

B，PDS沉默和对照蛰绱果实番茄红鬃HpIc定量分橱

2。4+§，℃氯簧蘸鼗素努耩

PDS基阁沉默阻脏八氯祷赫红索的去饱朝作用，邀将导致崴接前体八氢番茄红紊的积累

(Faiwe．Rampant et菇，2004)。为了遴～步的谜啕TRV诱嚣了器蕊§个缀织的曩静基韪PDS豹淡

默。我翻分潮腻对照梧栋帮溺赣植称豹时缔，花和采实中撬取，t氢番茄巍素进行HPLC分毒厅。由

于精弊上目静舔没有，、氢番茄豇素的标准样蕊，撮据福荚文献我{fj通过抑制剂(Norflurazon)箍

耀投裂，℃氨誉蕊红素鲍出峰黠间。该搀制熟g§舂藏撺靠《，≮缀港蒲蠡紊去嘏鞘酶酶活经，扶弼导致

，≮氢簧蒸红素鹃积累(Faivre-Rampant et口f．'2004)。邋遘爨羧簿裁赛技￡莲豹《‘靖囊瓣瑟靖嚣瓣蜂壅

变化特征，我们发现八氢港潞缎素的出蜂}}唾阈在37rain发掘。处理峙冀申熬A氢豢蔑黩寨太量积

o《尊瓣琏鬟
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累，并且存在顺式和反式两种结构，而在对照叶片中几乎检测不到八氢褥茄红素(图2-15Ai，ii)。

麸结果中我锻发瑗，沉默誉蕊懿§|，菇帮聚实中的，℃氢蛰藻红素}￡对照攘拣葙应组织中熬，L氢器

茄红素明显升高(图2-15A)。另外，对照潘茄的叶片和花中八氢番茄缆索的生成量低，存在正反

两种结构。但在对照果实中的八氢番茄红絮只有一种结构，而且合成量较高，这是因为蒲茄果实

在成熟过糕中的番茄红索合成明显上升所致(图2-15A vii，viii)。番茄各个组织的八氢番jl}l红素的

HPLC分耩缡采表明，PDS纂因沉默导致了A氢番蕊红索豹有效积累，驮两更一步话翻了番茄时

片，花和果实中的II的基阁PDS的基因沉默。
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匿2_15对照和PDS基因沉默鬻茄叶片，花和槊实中八氢番茄红素的高效液相色谱分析

Fig．2-15 HPLC maalysis of曲拜o∞e in leaf,flower and fruit ofPDS-si|enced and control tomato plant

Ai，对照番茄叶片； Aii，抑制剂拙蠼番茄叶片；Aiii，对照番茄{}}鼻；Aiv，PDS摹圜沉默番茄叶片：

Av，对照番茄花： Avi，PDS基因沉默蒋茄花； Avii，耐照番茄果实； Aviii，PDS拱幽沉默番茄果实

B，对照和PBS基因沉默蒋茄叶片，花和粜蜜巾八氢番茄红索的离效液相色谱分辑
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2．4．10 PD8基因半定量RT—PCR

VIGS笈生在RNA隶平，目的基因mRNA发生显著性降解(Baulcombe，t999，2004)。为了在

分子水平检测番茄植株各个组织的PDS基因沉默，我们对目的基因PDS进行RT-PCR半定量检

测。分别从对照和沉默番赫梭株的叶片，张科果实提取总的RNA，通过分光光度法对RNA进行

定量，爰转暴台威第一链cDNA。渡会戒的eDNA为搂扳对强静基因遗箭RT-PCR扩增。在病毒

载体中目的熬网片段的外围合成一对特异性引物。同时以泐订基因(accession number：X58253)

作为半定量的内参基因，该撼因在番茄生长发育过程中组成型表达。从结果我们可以发现，与对

照蚤蓬檀株鞠魄，PDS抗默弱番菇毯株的l}片，莛彝果安孛静mRNA均被显萋降瓣(翻2-16)。

RT-PCR半定艇检测结栗鼗承病毒载体TRV-PDS诱导了褡茄植株的各个缀织目的基因PDS基因

沉默，这进一步说明在逆境条件下产生的褥茄幼苗基因沉默能有效延续到生殖生长阶段。

丽2一{8病毒诱导PDS基因沉毅酌RT-PCR分析

Fig．2-16RT—PCR analysis ofthePDSgeneintheleaf,flower andfruitofthePDS-silencedtomato plant

A。对照样品的Ubi3内参照基困的RT—PcR分析； B，嫠因沉默样品Ubi3内参照基因的RT-PCR分析

C，瓣熊#}冀。PDS瘗熬纂鑫瓣RT—PCR努辑；D，耱毽涟袋#}片PDS基因熬RT PCR分辑；

E，对照花PDS目的基蹦的RT—PER分析； F，蕊因沉默PDS基囡的RT—PCR分析；

G．对照果实PDS目的赫网的RT PCR分析； H，瑟网沉默果实PDS罄因的RT-PCR分析

卜6分别为18，2l，24，27，30和35 PCR循环次数c：为硝性对照



2．4。11病毒的分子梭测

TRV豳溅袈RNA链鳃戏，分别为RNAI莘鞋RNA2(MaeFarlane l辨鳓。为了捻溅涟默攘拣务

个组织中的瘸簿运动储况。我们分别以对照和沉默番茄械株的叶，花和粜窳为原料提取总RNA。

考虑蔓瘸毒RNA不存在polyA，我{}l采鲻麓瓤g}赣靛方法会成蚕蘸豹鬻一镰eDNA。台戚RNAt

秘RNA2魏两瓣特异性；i物。以台畿的eDNA为模板遽褥病毒懿PCR扩增。结暴表嘲，在PDS

沉默穗株的时菏，花和栗安中均检铡翔病毒RNAl和RNA2的特异性条带，对照样品投肖该特异

性条带(图2-17)。说嬲TRV姚在番茄植橡中艇京4并转穆。

M 1 2 3 4 5 6 7

RNA2

图2-1 7酱茄檎株叶片，花和粜寓中烟草臆刿瘸灞RNAl和RNA2的橡测

F皤72-17 the detection ofRNAl and R拜A2 in the leaf．flower and fruit ofcontrol and PDS-silenced tomato plant

1，对照鬻茄#l。睾：2，PDS基翔沉藏鬻燕堙持；3，麓越密蕊施：

4，PDS基溺溅虢番菇裁：5，对照番茄采实：《，PDS蘩鞫沉默暴窭；

7，llI{性对照； M，DL2000分子鬣标准

2．5讨圣凳

2。5，1 VIGS每反义转基瓣攘寒乏≥℃较

随满分子嫩物学技术的快速发展，获樽熬因序列信息将交的越米越简雌(Aharoni et a1．。2002；

AlkharoufetaL。2004)。毽魏，在多穆生餐体中竞或了基因缌的溅痔上释，始大约染镪体秘撤离芬

蕊霾组簿。爨辨，罨菇魏基因缀测痔氇蠢程进行当中(Moore et a1．，2002；Richmond el aL，2000)。

莲舞落选器l撼鞠芯片技术鼗方篌我{fj获得程裱物特定辩期羊拜部位表达静熬辫僚患(Zegzouti et靠，

1999)。序列信息的获得只怒了解新基因的鹪～步，更藿舞的怒完成该基因的功能鉴寇。为了满足

繁妥痔鬟不皴璞热靛趋势，生物辩学家番撩拽瓤一秘褒懑爨莲嚣璃熊分橱方法。转基鞠彝突变技

术跫在掇物中进行基西功熊箍定匏传统方潦，健嚣j对≯攘动撼秘基因滟礴§％浆定骰&了溉大麴贡

4I



献(GrayetaL，1992；Hamilton etal．，t990,1995)。但这些传统技术在运用中也褥在一赡不足，如筛

选突变体T作量大，操作危险，工作进展缓慢(Herrera-Estrella et aL，2005)。反义转基网技术通过

转入台蠢复义爨瓣基因瓣基因戆孛奄，获褥在DNA东乎上强瓣基因改变浆转基因握拣，通避转基

因植株和正常植株的表型变化和其它⋯些生理和分子水平的分析来确定待研究目的基因的功能

(Hedden and Phitlips 2000；Stearns el aL，2003)。转基因技术存在敬下不是之簸：1，转基因撵箨复

杂。成功完成一项植物转基因操作，我们需要进行无博苗培养，农杆菌侵染，愈伤组织形成，长

芽和生撤，转基翻植株豹移栽和大田管理。任何一步出现问题均会导致整个转基因过程的失败。

2，转基因操作时闻较长，得到理想的番茄转然因植椿一般霰溪两至《_三年的射闯，这严重影响了

基因功能鉴定的研究步伐。3，目的基嘲的遗传转化具有选择性。那蝗对于植物的胚胎发育有重

螫童#嗣的基嚣不姥透过转反义蒺因豹方洼寒垂拜究，毽为该基强匏热刳对转蒸因棱拣蕤毒致死效

应。4，目前的转基因操作主要集中于双子叶植物，单子叶的植物转化困难，转化效率低。5，转

蒺蹰植拣瓣西静基因效率不稳定，有辩效率檄低。尽稽最近笈震起来静转双链发夹结构的转基因

操作能掇高植物目的基因的转化效率，但这还疆依赖转基因操作。6，转基阑植株的鉴定二c作量

火，有时要植物骚繁殖几代才能得至8一监遗传稳定的转基因械株。7，转基因操作费用较高。

挺物中VIGS技术是近10年来发展起泉的抉速箍定植物基医功能的方法(Robertson，2004；

Dinesh．Kumar et aL，2003；Butch．Smith et a1．，2004)。酋先构建含有目的基因N段的稍毒载体，然

熏把病毒载俸转佳刭农枵蓥。翔禽畜瘸毒载体豹农抒蘩去侵絷正常生长的檀糖妨莹。当农移蓬侵

染植物组织后，构建在病毒载体上的目的基因猩病毒载体的作用下转渌生成般链的RNA结构。

敷链RNA结掏参与植物体内酌转录后蒸函沉默祝翻。首先双赣结褥被植物被一种Dicer酶剪切形

成2t一25nt的小的双链RNA，这种小的分子结构在植物形成RNA诱导的基阑沉默复合体。该复

台体能特异性的把植物提体内转录形成的目的基因mRNA剪切成很小的片段，从而导致目的基

因在RNA水平的沉默(Benedito et矗，2004；Baulcomb#,2004)。V1GS发生_在RNA零乎，不改变

槭物本身的DNA。VIGS的效果不能象转基因操作那样遗传给下一代植物植株。但目前也有报道，

VIGS霹能会导致整物体内的嚣鹣基鑫在痘毯予区域发生荦基纯，簌舔导致禳物体内嚣的萎霾发

生DNA水平的沉默，这种现象可以遗传，但具体结果有待进一步研究。与传统的转基因技术相

眈，VIGS技术其有阻下优点；l，操律简单。构建病毒载体时，目的麓因的大小和夜病毒载体中

螅方向对沉默效果没有影响。整个过程玉需无游操作，只需菠常生跃的植物幼苗。避免了烦琐盼

遗传转他过程。2，整个过程所需时间短。从克隆目的基因片段到构建病毒载体，从农杆菌侵染

德物檀拣受4完成接物的袭型分瓣只震要1-2个拱，大大节卷了实验躲瓣闽。3，VIGS慰嚣戆基因

的抑制效率较高，能达到90％以上。4，病毒载体来源广泛。目前，RNA和DNA病毒均被成功

漪改造为可鞋遂翔VIGS病毒载体。5，对摹予#|’幕l墩予卧植物均可澎用。TRv霹瞎运蠲予双子

叶植物(Dinesh．Kumar et a／．，2003)，大轰条纹花叶病毒能运用于人麦，水稻等单子叶植物(Holzberg

etaL，2002)。6，不会出溉植物的致死效应，因为在侵染植物幼苗时，植物幼苗已经完成了聪胎发

肖阶段。



尽管霹翦改造了多砖病毒栽体，这些病毒渡体在蝗物中瞧褥到了缀好戆应用。餐鞋翦攘物中

诱导的基匿I沉默主要有以下三个发展方向：1，改造可运用的新的病毒裁体。2，程植物的不周缀

织中建立VIGS体系。3。运用病毒载体来研究植物生长发育中的理论问题。目前在很多植物中均

成功建立了V1GS体系，但主要集中用植物的幼苗作为研究材料，这主要由于在幼苗中建立该体

系眈较容翁。目前的理论研究主要檠中用该技术研究植物抗瘸的信号传导途径的相关基因功能分

析。我们试图鑫猹密的整个发育过弦中建立VIGS体系，这蒋扩大该技术的研究领域，可以为研

究撞物戆繁殖嚣富煞生长发育提供按速黎l离逶囊静基因功能熬定方法。所疆该方法的麓立将有利

予翔速檀甥基黢功能魈磅究进程。

2．5．2 TRV诱姆番茄植株的基困沉默

番茄怒除拟南芥和烟草之外的一种研究植物生长发育的横式材料，尤其是研究果实的成熟机

疆其有耍广泛豹应_}}j前景。番茄基因组铡序工作的j颈利进行和番茄梁实EST阵的建立为我们研究

番茄暴实懿残熬梳理提供了大量静数据信息。所戮番茄楚研究植物生长发育的庭好材料。

早在2002年，罪蛰大学裁在番蘸的幼越中建立了TRV诱嚣的基嚣沉默体系(Liuetal．。2002如。

当时他们运用PDS基因作为建立该体系的擐告基因，他蜘的珊究绩果发现，暇星期莛龄舱番藏姥

协被含有报告基因PDS的TRv侵染后10d左右出现光漂自现象，这神现象能持续l／卜月左右。

我们知道番茄幼苗在经过2-3个月的营养生长衙才能进入生殖生长阶段。所以上述条件一F产生的

基因沉默不能维持到番茄的花和果实等繁殖器官，该方法在研究上存在一定的局限性。同时，他

们报道了番茄乙烯信号传导途径中羽一个信号组件LeCTRl研究，结果证明该方法可以运硐于乙

烯信号传导静研究。五浠通过信号传导途径对祷茄莱实的成熟过程起到重要的调控作罐(Steams

and Glick 2003；Alexand口el a／．2002a,2002b)。耩数在番菇的藐豢l栗矣等繁殖器宫中建立VIGS体

系摄鸯剥予番茄果实成熟生物学的硪究。

实验中我们发现低温15"C和相对湿度30％的逆境条件能有效戤迟TRV诱导落茄幼矗的綦因

沉默(袭一)。与正常生艮条件下的番茄幼苗相比，逆境条条件下生妖的番茄幼苗在被侵染后2个

月左右出现PDS沉默所引起的光漂自现象，但褥茄生殖生长出现的时间并没有因此而影响。随着

番茄植株的生&发育，叶片，花和果实均出现PDS基因沉默表型。叶子变白，花变白，屎实在绿

熟时确遣出现自色表越。隧着巢实的成熟过程，我们发现对照采实表面和果肉正常变成红色，而

沉默果实懿表瑟翻粟肉警琥浅黄色表翟涠2-13)。鬃安静番茄红素HPLC分析表鹤，沉虢聚实的

番茄红紊被显著搀割，这些数据结果与残察到的表型～鼗f图2-14)。挣}缫素的分搿表甓，PDS基

因沉默II-F片与对照相比降鳃了90％。与对照番茄植株揠比，沉默挺株的时冀，芯秘暴实蒋爨蜜躲

八氢蒲茄红索的禽量懿著升高。另外，各个器留的瘸毒检测以及目的基因盼RT-PCR检测均说明

TRv诱导了番茄艇个生长发育时期的PDS基因沉默(图2-16)。综上所述，我们成功的在罨茄植

株中建立了TRV诱导的基阕沉默体系，基因沉默信号能贯穿植物的整个生长发育阶段。VIGS—



寇程度上可以代替转反义基因的方法采研究番茄基因的功能。

在建立TRV诱导番茄基翻沉默的过程中，我们还发现⋯些有趣的现象育待进一步的研究。

列露，瓣一番茄攘株各个叶片，各个裁荣秘各个果实之阕鳇蒸医沉默强渡不均匀。蠢些莛会全部

变白，有些不受影响。对于果实而言，在绿熟时期出现同一个果子绿色表面和白色表面同时存在

瓣联蒙，蠢量两者之闫的赛袋裙显。毽随着栗实静成熟，绿色表瑟也不能蔓黼象对糕栗实一样翡

红色，但他与白色表面之问的颜色在成熟过程中的表现不一致。这说明，虽然沉默果实的表面具

有两种袭型，值也许整个果实都发生了目的基因的沉默，只憝沉默的程度不间而己。但为什么同

一个果实的不尉部位沉默信号强度不围。是竹么原因嚣致了这种现象的出现，结果蠢特进一步五毋

究。虽然我们在叶，茎，花和果实等器宙都观察到了相应的目的基因沉默表型，但烧基因沉默信

号戆物壤基础鑫蕤滏不潴楚。采源手罨蔟的PDS盛功浆沉默了潮革申瓣蟊弱蒺逸，；|起了潮革时

片出现光漂白现象。这说明PDS在烟草和番茄有很高的同源性。实验中我们还发现高压喷枪喷洒

怒病毒餐染番菇幼蕾酌趣好方法，蘸镨捌90％塔上静经染效率。



3．1前言

第三睾番茄巢实￥l鑫s体系靛建立

巢安楚襁物的繁殖器雷，最有重爱的鬏济侩蓬，藩端熊安是跃变整袋蜜瓣典型代表，是磅究

该类巢实成熟机理的模式材辩。研究果实的发育和成熟帆糯将有利于掇黼果实的产蟹羊Ⅱ淑善品

质。匿前，迸涟基匪蕊片的方涟，我们德刘了大量与果蜜拨窝靼成熟的旗豳(Fei et a／。，2004)，毽

耍抉逮秘觚夭鬟戆穆惑当中簿选出与祭实践熬籀关浆晷戆萋强，簧鐾嚣要我们建立一耱逶会果实基

因功麓礤炎豁舞遽量分辑方法。尽蛰蔽粕戏臻建立了遗含褥藻整个奎疑熬鸯除段鹃VIGS体系，

但该方法滩以满足我们的，t述疆求。与转熬闲方法相比，利用番茄幼苗建立的VIGS的优点显而

翕觅。健谈方法单纯瘸子豢燕鹣果实蒸毽酶能疆究帮蠢不楚乏齄：谈方法～株疆褥只遗会醣究一

个磊鸹綦戮。臻露要大援模辩选时，蔼要很大靛空间霸王器量。

叶片使辩熄VIGS中的常阁方法，目前该方法在烟草(Liu et矗，2004)，褥茄(Liu“aL，2002a)，

大豆(Brigneti ef缸，2004)，玛铃薯(Faivre·Rampart eta／．，2004)，木薯(Fofanaela／。，2004)，矮牵牛

(Chen et aL，2004)N蘩搬(Chtmg痰蠢，2004)莓接镌孛褥薹l广泛痤溪。农耪蕊不仅辘蠢鼓鼢浸染植

妨匏盼冀，蕊强最近霄文献擞送缦也楚农凝藏夔有效授絷耱钽(RyuetaL，2004)。穰器这静蕊跨，

我们想试探建立专门用于研究衢茄果实基因沉默的新方法，缩短果实成熟相关基因功能浆定的肘

涵。

奉实验中我嵇】通避离体袋实豹真空渗遴，活体栗突的聚掰，栗穗和慕蕊锝途径稷染褥蒲果实。

研究发现TRV能有效的在赭茄果实中进行簸制和转移，昏致番茄聚实目的罄因的沉默。通过比

较』L种幔染方法，我{}：l发联聚栖是TRV的娥馕侵染郯经，髓导致番赫浆密中娶静莲因流敬。

3．2材瓣繇试剂

3。2，{檀物檬辩

蒋茄晶种(Lycopersicon esculentum evAilsa Craig)由重廉大学李工E国教授蒜赠

3。2．2 Southern杂交臻斌潮

(1) 预杂交液／杂交液

0．5mol／L鞲酸缓港滚(pH7．2)；hnmol锺,EDTA洚H8固：7％SDS(耐臻，1％串盎渍

岛缀囊(told。



(2) 20×SSC

用800ml水溶解175．39NaCI和88．29柠檬骥钠，媸几演14mol／L HCI调节pH至7．0t朋求

定容至1L，分装后高压灭菌。该试剂的终浓度为3mol／LNaCl和O．3mol／L柠檬酸钠。

lmol／L磷酸盐缓冲液：719无水Na2HP04(134 g Na2HP04-7H20)，用8ml的85％浓磷酸

调节pH 7．2，用蒸馏水定容至1L。

3．2．3主婺纹嚣设备

气相色谱(日本导津GC-14C)

3．3方法

3．3．1离体褥茄榘实的真空渗透

选努绿熟絮番茄暴舞{筝必实验毒孝籽。每18个番茄莱实为一缀。表籽菡GV3IOITRV-LeACS2和

农挺蓝GV3101TRVl魑渡浓度调整在OD600--I。O～2，0之越，会空痪毒载钵的农杼蔻侵染滚为疆挂

对照。同时选择转反义LeACS2基因番茄果实为阳性对照。调整好的侵染渡渥匀，在常温下势置

3h。把嵇茄果实放入农杆菌侵染叶中，淹没果实为|上。在30mmHg的真空条件下维持30s。缓慢

释放真空度，用干净吸水纸擦干番茄粜实表面的剩余菌液。果实放置在阴凉通风处贮藏，观察果

实表面颜色变化。

3。3。2餐蔫暴实乙烯含量豹测定

将番茄果实密闭在于燥器内，lh詹抽气测定，每个样品重复3次。乙烯含量采用岛津GC．14C

气相色谱仪测定，GDXm502填充柱，柱长1．5m，氢火焰离子检测器梭测，载气为N2，燃气为H2，

流照为50ml／min，检测器温度为160。C，避样口温度为120"(2，柱温为60 9C。

3．3．3器嫠果实ACC含量分擀

参照Langebartels等方法(199I)。取2克凝鲜果睫组织加入5ml(80％)甲醇匀浆离心

(40009／rain．15min)。上清转入新的离心管，40"C旋转蒸发，5．Oral蒸馏水溶解。在资霉絮小瓶中

加入o．8mlACC提取液和o．1ml 50mml．L“HgCb盏塞，冰浴中冷却，注入浴冷的NaCIO：NaOH(2：1)

混合液，剧烈振荡混匀，冰浴中放置2min，从冰浴中取出小瓶，剧烈振荡数秒，取lml气体测

定艺烯。每个实验重复三次。



3。3．4 PGR Southern杂交

3．3．4．1转膜一碱转移法

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(S)

(9)

(10)

(11)

(12)

将E枉泳后的凝胶，切去多余部分，并切一角以标明方向。

澄渔在0．25mol／LHC|中轻摇15mln，然后孀蒸溪承淬捧}{c】。

将一瓷盘内加入0．4mol／LNaOH溶液，架上一块玻璃板，玻璃板上铺上一张浩净的滤纸，

滤纸两端浸于NaOH中，滤纸与玻璃板问不得有气泡。

将凝获镶翔(点样魏囱F)于滤纸主，爰玻璃辖滚凄蒎去凝驳每滤纸藤戆气逡，凝菠霞瘸

安腹隔水条。

剪一张陡宽大于凝胶lmm的尼抛膜，置_丁0．4mol／LNaOH中均匀浸透后，将湿润的膜准

确靛予凝胶上，麒一经与凝胶接触，不可再移动。

耨蒋张与忿龙貘大小相商静滤纸，臻NaOH浸溅焉盖子趸麓壤上，：|菲除气泡。

滤纸上层放一叠与膜大小相同的吸水纸(8cm．10era)，吸水纸上放一块玻璃板，玻璃板一k

压一块o．5kg重物，水平放置，转膜20h左右。

转黢完毕莲，取F啜承纸窝滤纸，楚铅笔在袋土疆窭点撵毳锭震。

将膜于2xSSC浸泡10min。

将臌转移至滤纸上，在超净台上吹千。

80℃烘膜1h。

爝绦鳟膜包裹，4。C保存或直接翅于杂交。

3．3．4．2杂交

(1)

(2)

(3)

平徽膜：将膜在3×SSC，o．1％SDS溶液中，65。C平衡25min。

将转移有DNA的NC膜先于杂交液中浸湿，迭谯一起，赶尽气泡。于65。Cj：页杂交5h-8h。

随机；l物法标记撵针：

掰PCR扩增获褥的RNA2片段傲探针，采耀醚枫引物标记。在预杂交静同时标记搽针，

标记方法参照TaKaRa随机引物DNA标记试剂盒的说明。建立总体积为25111的反应体系，

在l，5mL的离心管中依次加入如下试剂：

RNA2冀蔽 3癌

随机引物fRandom Primer) 2pl

ddH20 99l
l
，

95 4C燮蛙10min，迅速敞予球上5rain，离心将管内液体收集到管残
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士
10×buffer 2．5td

dNTPmix终、G、D 2．S堪

Klenow酶 1lal

【G，”P】dCTP 50 p Ci(3000mCi／mL)

+

离心将管内液体收集到管底，374C掇应20rain

士

65"C，15min灭活酶，检测探针杂交率及纯化(过G．50{主)

0
收集10管，取3-8管

◆

加入NaOH到终浓度0．Imol／L，室温变性探针15rain

杂交：按10uCi dCTP32，100em2膜的量将变性后的探针加入杂交管中(注意；探针溶液

府寅接加入杂交波中，避免流过杂交膜)，混匀，65"C恒湿镶中杂交20—2411。

洗膜：倒掉杂交液，依次用

洗貘滚I 2XSSC+0．I％SDS

洗膜液II 1×SSC+0．I％SDS

洗骥液蕊0．2XSSC+0．1％SDS

在65"C条件一F，用上述洗膜液分gU洗膜两次，每次洗朕15．20min，用moniter随时检测杂

交膜的放射性强发。

放射自曼影：当杂交膜蛉放射性攫弱或已无放射挂时，取出杂交膜，用滤纸吸去表蠢承

(但不要吸干)用保鲜膜包好固定在压片夹上。黑暗条件下，压x．光片，密闭暗盒。依

藏越强度大小，予-70。C球耱中蠡显影3-15d。

冲洗x．光片：准梅好显影液、蒸馏水、定影液。暗室中取出x光片。在照影液中显影5min，

蒸馏承漂洗，再放入定影液中定影10min。取出x光泞，用自来永冲洗干净，晾干。
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3．4结果与分析

3．3．1 TRV侵染番茄鬃实

为了捻测TRV畿蛋妻接接染羲燕果实。我靠】羽含学TRV空载髂戆农抒萤镘絷滚采罐趺下方

法对器茄果实进圣亍侵染。离体果实的真空渗遴；用一次性注射器馒染滔体果实的果撼，累实表蘸

和果菇。10d后从远离侵染部位的箭茄果实部位取样提取总RNA。考虑到瘸毒载体的mRNA缺

少ployA尾巴，所以我们采用随机引物的方法通过反转录获得cDNA。根据发表的TRV载体pTRV2

的序列信息台成RNA2特异性引物。

辫3一{烟草瓣裂壤毒僵粢番燕暴实瓣方式

Fig．3-lTheinfectedmethodofTRV ontomatofruit

A，粜茎侵染； 13，果柄侵染： c，果实表面侵染

2 3 4 5 e

R^黼2

R^讽2

圈3-2不同馒染方式侵染番茄皋实中烟草艟裂病毒RNA2的RI-POR和PeR—sounthern分辑

Fig．3-2 RT-PCR(Top row)and PCR—southern(Bottom lOW)analysis ofTRV—RNA2 in tomato fruit infiltrated

with the difierent method

l，RNA2鬻性对嚣；2，P“qA2臻谴对照；3，桀茎懂染方*式；

4，粜栖经染方式： 5，果实表蠢镘絷方式： 6，糍搏番茄果实宾空渗透侵囊方式

结果发现，在上述四种用TRV役染的果实中均检测到RNA2特异性片段，而在未侵染果实



中没鸯捡；|l||到瘸毒静移在。RT-PCR southern结果与主述绩鬃一致。隽了遂一步迁裙餐Ⅳ能骞效

的直接侵染番茄果实。回收PCR特异性片段，测序结果显示从侵染果实中扩增的片段与发表的

序列⋯致(淘3-3)。这磐结栗说疆TRV能通过真空渗透，巢柄，采实表面和果茎等途径有效侵染

番茄果实：TRv通过上述途径在番辅果实中能有效的复制和转移，这为我们在番茄果实中建立

VIGS体系提供了理论基础。

rna2

per—produc七
Consensu嚣

rna2

pcr—product
Consensus

rna2

pcr—product
eonsensus

rna2

pcr—product
Con8ensus

rna2

pcr—Product
Consensus

r1％a2

pcr—product
Consensus

rna2

pcr—product
C0nsensus

rna2

pcr—product
Consensus

rna2

pcr product

eonsensu嚣

rna2

pcr—product
Con8ensus

圈3-3删杞基霸片段测序结果嘲源性比较

Fig．3-3AlingnmentofRNA29enefragmentfromtomatowithRlV'A29ene
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3．4．2离体番茄果实VIGs体系的建立

3。4。2。1 LeACS2基毽建羧妻每瓷隆

辗撂基经发衰静LeACS2蒸霞痔列(accession number：X59145)，设计台藏一对特异性{i物。为

了构建病毒载体的需要，在设计引物的同时分别在正义和反义引物的末端添加Sacl和Xbal限制

性酶切位点。飘红熟期番茄聚实提取总RNA反转录合成cDNA，以cDNA为模板进行PCR。结

果如图3-4所示，我们得到一条与预期大小一致的特器性扩增片段。回收片段连接到pGEM-Teasy

用于测序，测序结果与发表的目的基嗣预定医域一致，说明我们成功的获得了LeACS2基因片段。

墨≯4 LeAgS2萋盈笄羧魏RT-PCR

Fig．3-4．RT-PCR ofa fragment ofPDSgene

1，黼性对照；2，Le．ALS2基茜菏爱RT-PCR；Ⅸ，DL2000势子量赫准

3．4。2．2病毒载体TRV—LeACS2的构建

用一VbaI和Sacl瞅铡性内切酶对禽存基的基因LeACS2片段蛉耋缓质耱pGEM-Teas3．．遴行酶

切，同时对病毒裁体pYLl56进行酶切。回收相应大小的片段，连接转化大肠杆菌。酶切鉴定人

胚抒萤转诧子震粒，褥到颈麓大小戆劈段，说骥我秘袋珐掏建了病毒栽俸TRV-LeACS2(圈3-6)。

通过冻融法把转化子质粒转入农杆菌GV3101。选择合成的LeACS2特异性引物对农杆菌越落进



干亍菌落PCR，以质粒TRV-LeACS2作为阳性对照。结果证明得到了含有病毒载体TRV-LeACS2的

农转菌转化予。该病毒载体翔图3-5所示，可跌嘲予番菸暴实基因沉默体系戆建立。

^

B

e

×haI Sad

pTF{％'I

pTRV2-LeACS2

图3-5 TRV-LeACS2病毒载体结构

Fig．3-5 Construction ofTRV-LeACS2 virus vector

A，pTRVl结毪；B，pTRV2缋提；C，pTRV2=LeACS2缕聿鼋

蕊3-6病毒载体TRV—LeACS2的擒建肇鞋箍定

rig．3-6 Construction and identification ofTRV．LeACS2 virus vector

A，大肠杆菌质粒TRV—LeACS2的酶切检测(XbaI+SacI)； B，农杆菌质粒TRV-LeACS2的PCR检测

M，DL2000分子量标准； 1，阴性对照：2，阳性对照；3．农杆菌质粒TRV—LeACS2的PER

釜甚一



3。4．2．3离体瓣燕果实LeACS2基霞沉默裘粼分耩

己烯通道信号传译途径调节番茄果实黼成熟过程(Alexander et a1．，2002a)。果实按照往成熟过

程中怒嚣出域己烯释放高峰释呼吸菇蜂分为默变性祭实秘{#跃变型聚实(GiovannonL 2004)。釜蕊

是典型靛跃发性果实，在残熬过程孛存在臻曩戆乙爝释放巍峰。LeACS2拄番莲巢实成熟l窭程孛

特冥蛙表选，奄暴实袋熬避壤中戆乙辩丈撬螽藏有关。迸溥转基霾熬方法菠义捺裁该基辫麴表述，

获得的转基因褥茄果实出现不成熟表型(Hamilmn et aL，1995；Picton et a1．，1993)。所以LeACS2基

霹胃班作为体外建立褥燕袋蜜基函沉默律窳的报告耩因，谈基函泼默将出蠛成熟延避表型，易于

矮裹鞭蕊察。

匿3-7赡檬载薅TRV-LeACS2诱导豹篝体罨熬麟实LeACS2羹嚣斌辍

Fig。3-7Si／eacirlgofLeAf,：929eneintomatofruitd㈣hedfromthe plant酶vacuum-infiltration
^，毒渗遣对爨潜帮景实表誉；s，转夏义基戮LeACS2转差透露链浆蜜袭墅；

c，TRV渗避对照番笳果实袭测i D，浦毒载体TRV～LeACS2潘撩所诱导的LeACS2然网沉默蒋舶粜蜜

我嚣j逮耩绿熬蘩羲蒲慕实终鸯嚣癸囊登渗透鳃麓瓣，粥海王￡ACS2蕊隧在这个瓣期开始表运

(Barry et a1．，2000)。实验中用禽有空病毒载体的农杆菌侵染作为阴性对照，转反义LeACS2基因

转基因誉藻佟两麓性对麓。谯经染过程中我削考虑了囊空浚，经染滚滚发，渗透霹瓣等戮索对基

颡浚襞教栗夔澎璃。实验中攘溪渗透燕遥离会导致豢赛受攒严重，巢实器荔嘉烂；渗透瓣麓长{廷

会导致籀钕终蒜。渗透孤和瓣澜过羝又套警躐渗透不究全。缀过诧较，我稻发现在300mmHg，30s
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豹条{串下能获褥努的渗透效巢。贯捧，经染滚浓度燕影响离俸番茄祭实基因沉默效率懿关键因素。

实验中发现，在合理的渗透条件下，OD600。1．0-1．5的侵染液能获得好的侵染效果a

按照上述确定静侵染条件用病毒载律TRV-LeACS2侵染离体绿熟期番精果实，TRV经染果实

和未侵染果实为阴性对照，转基因果实作为阳性对照。侵染殿果实放覆在20℃条件下阴凉通风处t

观察粜实表型变化。10d后，我们发现对照果实中的空载体侵染果实和未侵染果实迅速变红(图

3—7 A，e)。转基因番满果实裘嚣出瑗黄色表型，TRV-LeACS2侵染莲蕊果实也出现戒熬鼗撺毒l表

刑，果实表面保持浅黄色，和转基因果实表型一致，而且这种表型能持续一个月以上(图3-7 B，

蛰)。这些魄较结果表绢TRV-LeACS2霹麓诱导了离髂番茄粟实蟊静基困LeACS2流赣。

3．4．2．4 LeACh2沉默番茄栗宾的乙烯和A00含量分析

ACC是乙烯生物合成的鬣接前体。植物体内，ACC由ACC合成酶催他合成。番茄中的ACC

合成酶由基霞基因家族组成。ACC食或酶是己爝生物台成途径孛黪隈速酶，銎翦在番蕊中壳隆了

9个ACC合成酶(AlexanderetaL，2002a)。其中LeACS2是与番茄果实成熟过程中的乙烯合成高峰

密留穗关，转蒸翔番菸采窦中该基因麴有效捧镧能降彳毳番茄莱实中鹊乙烯翻ACC的生戒鬟(Pieton

吖at．。1993)。

A

0 10

役染天数

0 10

经染天数

闰3-8番茄果实的ACC舍鼍誊口乙烯生成量气相色谱分析

Fig．3-8 The ACC content and ofethylene production oftomato fruit

A，ACC生成量：B，乙烯生成量

为了研究TRV-LeACS2馒染番茄果实的黄色表型是否与LeACS2基因的沉默有关。我们分别

麸泰经染栗实，TRV经染采安，TRV-LeACS2授染番茄栗实帮转基嚣果实孛取样测定乙燔鞫ACC
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鸯量。结果显示，TRV-LeACS2和转基因番茄果实中的乙烯秘ACC明显低予对照果实(图3．s)。

说明TRV-LeACS2成功诱导了离体番茄果实翻的基囡LeACS2的基因沉默，抑制番茄果实的成熟

过程。

3．3．4，5 LeACS2基因沉默静R卜PcR举定量分橱

为了在分子水平证明离体番茄果实瀚的基因LeACS2沉默。根据发表的LeACS2纂因序鳓信息，

我们在瘸毒载体所包含露的基因片段外围设计台成一对特异性；l物。分别肽TRV-LeACS2秘TRV

侵染的u褥茄果实提取总的RNA，转反义LeACS2基因番茄和来侵染番茄果实为对照。Ubi3藻因在

器茄翘各个组织中豹任鹰畦期袭达一致，在RT-PCR中爱采瓣RNA进行定鼙分辑。辗据嚣麓基

因半定攮的需臻，我们分别对LeACS2和Ubi3基因进行18，21，24，27和30个循环的扩增。结果

驻示，两参照蓥溺Ubi3在对照和沉默样箍中的扩增趋势一致，说碉沉默和对照番茄群品中的RNA

的定量准确。与未侵染红熟期对照番茄果实相比，沉默番茄果实中的LeACS2目的熬因的mRNA

被显著降解，确耽之F降解了76％。与转基因番茄果实相比，沉默番茄的mRNA水平相差不大(图

3·9)。这说明T TRV-LeACS2诱导了番藻果实弱救基趿LeACS2鲍沉默。

ControI TRV-￡eAOS2 Anti—LeAGS2

1．2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 C

LeAeS2

Ubi3

豳3-9病毒诱导离体番茄粜燕LeACS2基园沉默的RT-POR分析

Fig．3-9RT。PCR analysisoftheLeACS29eneintheLeACS2-silencedtomatofruit detachedfromtheplant

卜5为PCR罐环次数分别为2l，24，27，30和35；C，崩性对照

敞TRV-LeACS2溅默番燕暴实鹃袤型分耩，ACC鞫乙爆合或舅辑，竣及RT-PCR!F定鼙分拆

表明TRV的真空渗透自＆有效的诱导离体番茄果实的基因沉默。

3。4．3活体番茄果实VIGS体系的建立

病毒豹体辨囊空渗透存在一定的怒蔽牲：罄先，褰体番热聚实枣予驻寒了接物体处理基容易
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腐烂，实验结果表明，真空渗透的番茄果实有65％N烂。其次，离体果实得不到莽分停止生长发

育。再次，罨茄果实成熟过程中的基因在表达过程中存在明显的时同和表达空间的特异性，所以

谯莱一黪定薅鲻爨冬襄捧褥蓬果实不适会薹}}究番菇成熟鞠芙的掰蠢基爨。在番菸檀曝上瓣器蕊暴实

在病毒侵染后其营养不受影响，能正常的生跃发育。如果能在活体番茄果实上建立VIGS体系将

有搴l予竟缀离体莱实真空渗透带来静不是。

乙烯通过信号传导途径调节鬻茄果实的成熟过程，LeCTRl是乙烯信号传导途径中的负凋控因

子。该基闻突交伟能导致番茄幼苗出现典型的己烯三羹反应(Leclercq etal．，2002)。我们认为，当

该基因沉默时会促进番茄果实的成熟。所以LeCTRt基因适合作为在番茄果实中建立基因沉默体

系的报告基因。

3。4．3．1果柄注射诱导褥茄果实LeCTRI基因沉默

3．4．3．1．1 LeGrRl基因片段的克隆

根据已经发表的LeCTRl基因瘳列(accession number：AFl 1051 8)，我们设圣}合成一对特器性

引物，两端分别添加SacI和Xbal限制性酶切位点。从红熟期番茄果实提取总RNA反转录合成

cDNA，鞋eDNA荛模教遴嚣PCR。结添翔匿3一{o辑拳，我稍褥裂一条1346bp将异往扩增片段。

回收片段连接到pGEM“Teasy用于测序，测序结果与发表的目的基因预期区域一致，说明我们成

葫的获搭了LeCTRt基鞭片段(图3-10)。

耀3-10 LeCTRI基嚣黄段舞RT—PCR

Fig．3-10 RT-PCR ofa fragment ofLeCTRI gene

l， 臻蛙对蘸；2，LeCI'RI纂霆嚣段RT～PER；箍，DL2000分子量标记



3，4 3．1．2病毒载体TRV-LeCTRI的构建

A

B

C

X扛8l$ael

酊辩’

秘至丑臣遗蚰PCR —M⋯，
F==；：1产卿

圈3-1 1 TRV-LeCTRI病毒载体结构

F毽．3-11 Constxuction ofTRV-LeCTRt virusvector

A．pTRVI结构}B，pTRV2结构；C，pTRV2一LeCTRl结构

隔3_他痨毒载体TRV-LeCTRt的梅建和鉴定

Fig．3-12 Construction and identification ofTRV．LeCTRI vinas vector

A。大肠抒蓥质粒TRV—LeCTRl的酶麟捡&l；M，DL2000分子量搽准； 1，酶切鉴定(XbaI+S,acI)

B，农杆菌质粒TRY—LeCTRl的PCR检测；

1，骥犍对照{ 2，骧挂对照；3，农抒藏囊粒TRV-CTRI骢PCR；鞋，DL2000势子量探摧

躅Xbal和Sacl疆剿性走甥酶对含窍星戆蒸医LeCTRl冀段魏重缀震粒pGEM-Teasy遴行酶

切，同时对病毒裁体pYLl56进行酶切。回收相应大小的片段，连接转化大肠杆菌。酶切城定大



肠杆菌转化子腠粒，褥到预期大小的片段，说明我们成功构建了病毒载体TRV-LeCTRl。邂过冻

融法把转化子质粒转入农杆菌GV3101。选择合成的LeCTRl特异性引物对农杆菌菌落进行菌落

PCR，默凄粒TRV-LeCTRl非为戮性对照，臻采涯甓褥到了农抒蓥转纯子(圈3-12)。可黻稻子

潞茄果实VIGS体系的建立。

3．4。3．1．3 TRV诱导番茄果实LeCI'RI慕因的沉默表型分析

我们已经诞明TRV能有效侵染番茄果实袁蠹，聚柄帮粱茎。考虑到粜差缝染魏暴援经染不

存在明鼹莘别，他们具有共同的运输途径，而且果柄离果实距离更逝。我们选择果实表面和果柄

律为TRV侵染豹蘸键。

选择花后2个星期的果实作为病毒果实注射的材料，果实太小不便操作。果实生长期太艮也

会影璃到LeCTRl基因的沉默激桑。努矫，西的基困LeCTRI基因在番茄栗实中表达有碉箍的增

强趋势(Zegzouti et a1．，1999)。选择花艨10d左右的番茄果实作为果牺注射用的材料，冈为选择发

商期较擎的番茄桑实能使番茄教育的鞭个时期都能作为研究材料。侵染液的配制方法如前所述。

用一次性注射器注射卺蕉的果实表垂秘果橛。累辆注射共进抒三次，每隔3d一次。每组实验都

选择禽谢TRV空载体的农杆菌注射作为阴性对照。

爨3-13病毒载媾TRV-LeCrRI诱导舔菝果实LeCTRI蒸辍沉默

Fig 3-13 TRV mediated VIGS of the LeCTRI gene in tomato fruit attached to the plant

A。瘸毒载体弗罨蓬果实表露注射；B，瘸毒载体鲑番燕栗实果梗注射表型；

C，未慢染对照粉红期番茄果实；D-F，LeCTRl基周沉默番茄果实表型
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随着果实的生长发育，我们发现果面注射TRV-LeCTRl病毒载体的番茄果实注射部位在注射

后4个星期左右开始变红，同一果实的其它部位仍然保持绿色。同一生长发育时期的TRV注射

番茄果实保持绿色(图3．14 A)。对于果柄注射的番茄果实，我们发现在注射TRV-LeCTRl的果

实的果柄周围表面首先出现红色表型，同一果实远离果柄部位仍然保持绿色未成熟表型。同一时

期的TRv果柄注射果实和未侵染番茄果实的整个果实表面保持绿色(图3—14 B)。比较

TRV-LeCTRl注射番茄果实和未侵染番茄果实，我们发现，对照果实在成熟过程中的红色着色均

匀(图3—14 C)。而TRV-LeCTRl果柄注射番茄果实在成熟过程中出现一半红一牛绿的特殊表型

(图3-14 F)，仔细观察我”J还会发现番茄果实的红色象云一样由番茄果柄部位向下运动(图

3—14 D，E)。进一步观察发现，果柄注射的番茄果实的绿色部分也会随着番茄果实的成熟过程变

成红色。

上述实验表明TRV-LeCTRl的果实表面和果柄侵染均导致了侵染部位的提前成熟。这说明番茄

果实表面和果柄是TRV的有效侵染部位。比较两种沉默果实的表型，我们发现果柄注射比果面

注射效果更佳，影响面积更大。果实表面导致的基因沉默表型聚集在侵染部位很小的范围内，不

容易扩散(图3—13 A)，而果柄注射的番茄果实沉默信号从果柄向番茄果实的整个表面延伸(图

3一13 D，E)。通过比较发现，果柄注射能更加有效的促进番茄果实的基因沉默。

3．4．3．1．4 LeCTRI基因沉默的RT—PCR半定量分析

为了在分子水平证明TRV诱导的番茄果实目的基因LeCTRl沉默。根据发表的LeCTRI基网

序列信息。我们在病毒载体所包含目的基因片段外围设计合成一对特异性引物。分别从TRV．

LeCTRl侵染番茄果实的红色和绿色果实组织提取总的RNA，红熟期TRV侵染番茄果实为对照。

ControI釉it Silenced fruit Silenced frun

!!!虫 尘型!!垡!尘—(green—sectoO
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 C

LeCTRl

E4

Ubi3

图3—1 4病毒诱导活体番茄果实LeCFRI基因沉默的R]'-PGR分析

Fig 3-14 RT。PCR analysis ofthe LeCTRI gent in the LeCTRI·silenced romeo fruit attached to the plant

卜5为PCR循环次数分别为21，24，27，30和35；c，阴性对照
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Ubi3基因在器茄的蠢个组织中的镁何时期袭达一致，作为RT-PCR中用寒对RNA进行定量

的内参照基因。为了对目的基因半定量的需要，我们分别对目的基因和参照基因进行18，21，24，27

积3e个矮巧戆扩遴。续采显示，内参照基因Ubi3鑫瓣照彝滋聚撵菇孛熬扩增趋势一襄，落隳沉

默和对照番茄样品中的RNA定量准确。与未侵染红熟期对照番茄果实相比，沉默番茄红色果肉

缀织中静舀豹基因LeCTRl的mRNA被显著酶解，福魄之、F繇解了94％。毽流获番绱采实的绿色

组织中的LeCTRl目的撼冈的mRNA水平与对照红熟期番茄果实目的基因LeCTRl的mRNA水

平相似。这说明了TRV．LeCTRl诱导了番茄果实目的基因LeCTRl的沉默。

尉基因(accession number：$44898)在番菸红熟期特异性袭达，在簧茄成熟躲早期不表达，所

以它可以作为检测番茄屎实是番成熟的一个标记基因(Alexander el aL，2002a)。根据发表的露4基

因痔列，我秘设计一对特异缝{|褥来橙测沉默萋燕窝瓣嚣番蕊梁实不强发弯瑟雩麓戆该基函表达情

况。结栗表明E4基因在LeCTRl沉默番茄果实的红色果肉组织和红熟期对照果实中特异性袭达，

袭甥该鬻实组织已经戒熟，翟怒在LeCTRl基鞠沉默番茄果实的绿色组检测不到该基因静表达。

TRV-LeCTRt沉默锻茄果实的表型分析和RT-PCR半定爨分析发明nw诱导了番精果实

LeCTRl的基因沉默。比较两种方法，我们发现果柄侵染能对番茄果实形成更有效俊染。

3．4．3．2果柄注射诱导番茄果实LeEILs基因沉默

LeEILs是番茄乙烯信号传导途径中的一个正调控因子，调节番茄果实的成熟过程，该基冈由

基因家簸组成(ChenetaL，2004；AlexanderelaL，2002a)。目前在番茄果实中已经克隆了四个褶关

的LeEtLs基因，研究证明当采用反义RNA转基因技寒同时柳制该家族三个艘员表达时，能有效

的抑制转基因番茄果实的成熟过程(Tieman et a1．。20m)。为了进一步证明从番茄果柄能有效诱导

番茄累安目的基阏沉默，我妇选择LeElLs作为摄告基因。

3．4。3，2，1 LeEILs基强簧羧的尧隆

裰攒已经发表静LeEILs基因序列(accessionnumber：AF32876)，设计台成一对特异性引物，

为了构建病毒载体的需要，在设计引物的同时分别在照义和反义日l物的末端褡加Sacl和Xbal限

制性酶切位点。从红熟期番茄栗实提取总RNA反转录合成cDNA，以cDNA为模极进行PCR。

继果如翻3一15所示，我粕褥到一条与颓甥大小一敬戆特努性扩罐片段。霾牧，跨段连接到

pGEM．Teasy用于测序，测序结槊与发表的目的基因预期区域一致，说明我们成功的获得了LeElLs

蕊函片段。
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罄争{5 LeEILs基嚣凳骚的RT-PCR

Fig,3-15 RT-PCR ofa抒agment ofLeEJLs gene

l，阴性对照； 2，LeEILs躺因片段RT—PCR；M，DL2000分子盥标准

3，4．3。2．2瘸毒裁溶TRV-LeEILs的穗建

A

B

C

Xbal Sacl

嬲3-16 TRV-LeEILs蠊毒载搭绻捣

Fig．3-16 Construe．ion ofTRV-LeEIls virus vector

pTRV2-LeEILs

A，pTRVt结构；B，pTRV2结构；C，pTRV2·LeEILs络梅

pTRVl

三盛l一



图3-1 7病褥载体TRV-LeEILs的构建和鉴定

Fig．3-17 CortstrKtion and identification ofTRV-LeEILs virus vector

A，大脑杆菌质粒pTRV—LeEILs的酶切和PCR检测(XbaI+SacI)：

m DL2000分子量标准；I，馥性对照；2，PCR检测；3，酶切检测<Xbel+SacI)

B，农杆菌质粒TRV-LeCTRl的PCR枪测

M，DL2000分子壤标准； I，醣性对照； 2，翔性对照；3，PCR检测

用Xbal和Sacl限制性内切酶对含脊目的基因LeEILs片段的重组质粒pGEM-Teasy进行酶切，

翔薅对病毒载钵pYLl56进章亍懿甥。溺浚耪瘟大小静片段，逢接转纯太弱抒菠。酶穗箍定犬弱籽

黼转化子质粒，得到预期大小的片段，说明我们成功构建了病毒载体TRv2-上PE旺s。通过冻融法

祀转仡子质粒转入农秆蘅GV3 101。选择合成的LeEtLs特异健引物对农杆菌茵落进行菌落PCR。

以质粒TRV-LeEILs作为阳性对照，结果证明得剿了含鸯病毒载体TRV-LeEILs的农枵蕴转化予(图

3-17)。可以用丁-VIGS体系的姥立。

3，4．3．2．3 TRV诱导番j；嚣果实LeEILs基因的沉默的表激分析

选择诧后10d左右的番茄果实作为果柄注射用材料，侵染液的配伟4方法如前所述。用一次性

注射器注射番茄果柄。巢柄注射共注射三次，缚隔3d一次。簿组实验都选择含有TRv空载体的

农抒菌注射作为对照。



瓣争{8瘸鞯载俸T渺￡麟豫#落荨活律澄蒲黎寮LeEtLs纂鞠戮歉

Fig．3-18豫VmedlatedVIGS。f船l*EILsgene穗t㈣ofruitattachedto妞舞燃
鼻，漓簿载怵TRY幔潦的对照番茄果实； 8_c，接毒载俸TRV-LeEtLs稷虢鼬镶燕果褰裘望；

§，对照番燕果宴察L04FILs攀霹嚣皴鬻赭荣实秘垂楚

对于TRV．LeEII_s注射瓣黻果实，大约夜餐染舞5-6个麓期，暴梗周掰保持绿色，褥避离巢

襁帮铯帮拜戆瓷缀篷3-18持)。 蔫溺一时期TIW滚封袋爨釉未经荣对鹣褥筛果实静蘩个袭嚣交

畿红蛰{蘧3-18 A)。毪鞍TRV-LeEILs注黪鼹嫠暴蜜霸慕袋凝游菠累实，貔髓发爨，惑瓣蘩褰茳

艘熟过程孛蕊憩国匀，蔼TRV．LeEILs注辩褥嫌粜实在成熟过程中盘现～半缎～半绿的特殊激登。

仔缍蕊察我襄鞠B套笈辍番嫠聚安戆绿色象豢一样壹簧茄象辆帮盥疑’F运翡≤辫3一18e)，避一步蒺

察菠褒，TRV-LeEILs注射黪簧蔗果实绿魏部分不会蘧饕旗藤袋类魏臻熟避楼变袋嚣龟。擞秘舞

LeEILs沉默谨蒲祭实鞫对嚣鬃嶷，我稻发璇对熬果蜜静祭淹为红色露置霄缀多豹静子，懿沉默蔷

赫果实的果肉澍大部分仍然僚薅绿色．隧一荣察的其它部谯变成红色，鳓匏部分基现来成熬裘掣

(粥3-18嬲。

上述缕巢交璃TRx；LeEtLs瘸毒载薅诱嚣了爨蒺暴窭麴鬟静基鬻LeEILs溅黢，导致簧蒸爨实

掇蕊躐熟抑制淡型，与预新的结果一弦。避避一步裘孵聚耩楚TRv侵染磷黼栗安引起辩的基融

溅簸懿有效郫德。



3．4；3．2．4 LeEILs基闲沉默豹R￥一POR半囊囊分攒

为了在分子水平证明TRV诱导祷茄果实目酶基因LeEILs沉默。根据靛表的LeEILs基因序列

信息。我们在病毒载体所包含目的赫因片段外围设计合成～对特异性引物。分别从TKV-LeEILs

侵染番茄果实的红色和绿色聚实组织提取总RNA。绿熟期TRV侵染番茄果实为对照。

Ub／3基因在番蒴审组成型表达，作为RNA定鬃的悫参照基因。隽了满足RT-PCR半定量的

需要．我们分别对LeEILs和∞f3基因进行18，21，24，27和30个循环的扩增。结果显示，内参

嚣董闲Ubi3在对照释沉黢样燕中静扩增趋势一致，说疆沉簸翻对照番茄榉晶中静RNA熊定量攒

确。均未侵染绿熟期对照番茄果实相比，沉默番茄绿色果肉组织中的目的基因LeElLs的mRNA

被显著降解。值沉默番茄果实的红色组织中的LeEILs目的基因的mRNA承平与对照绿熟期番茄

果实目的基因LeEILs的mRNA水乎相似。这说明了TRV-LeEILs诱导了番茄果实目的基因LeEtLs

沉默。

Contro}fruit Silenced钠l

(green) (gteen sector)

Fil■≯百了1■i≮一

Silenced瓣§

(red sector)

S{ 2 3 4 5 C

LeElLs

翱

Ubi3

圈3-1 9病毒诱导活体番茄舄实LeEILs基因沉默的RT—PCR分析

Fig 3-19 RT-PCR analysis ofthe I．eEILs g∞e in the LeEILs-sileneed tomato fruit attached船the plant

卜5为PCR镁环次数分别为2l，24，27．30和35；C，阴性对照

E4基因在番茄红熟期特异性表达，可以作为检测番茄果实是谮成熟的一个标记基因。结果

表明誊4基因在LeEILs沉默番茄果实韵红色荣肉组织特异愧表达，表明该果实组织已经成熟。在

LeEILs基因沉默番茄果实的绿色组织稠对照绿熟期果实中梭测不到该基因麴表达。

从TRV-LeEILs沉默番茄粜实的袭型分析和RT-PCR半定量分析表明TRV诱导了番茄果实

LeEILs豹基匿沉默。



3，5讨论

3。5．1病毒侵染蠢式的选撵

实验中我们发瑶TRV#§遥过褰髂番菇象实懿囊空渗透，活俸番茄鬃实的粟糖蠢果实表瑶教

及果茎注射等方式侵染番茄果实。通过RT-PCR能在远离侵染点的番茄果实部位检测到病毒的存

在，说稠TRV簏在番茄采实中复翻辫{转运。

选择LeACS2基因作为报告基因研究绿熟期番茄果实体外真空渗透结果表明，TRV成功的诱

导了番茄果实舀的基因LeACS2的基闲沉默，沉默番茄果实出现和转反义翻的基田番茄果实相同

衰型；成熟被鼹著挪瓤，乙烯和ACC跌及髫的基因LeACS2 mRNA窘量与同一时期对照聚实攘

比明显降低。体外真空渗透的侵染效率为35％，大部分果实在侵染盾腐烂。另外，体外真空渗透

不适台骚宠在裔蒸特定薅期表达静基霹。离侮番菇鬃寰璇离器菇槛拣疑乏生长发育掰登颈静营葬

物质，降低了抗虫，抗病和抗腐烂能力。真空渗透会对整个舔茄果实造成损伤，容易造成衢茄果

实瘸拦，洚低蘩因沉默效率。综上矫述，真空渗透诱导的离体番茄巢实基因沉默俸系不适合研究

与番茄果实成熟相关基因的功能。

虽然果茎和果柄都是病毒侵染的有效部位，但考虑到两者是利用了共同的病毒运输通道，而

』圭与果茎相比，番茄鲍聚橇离果实更避。赝以我们选择委茄聚实款粱援和暴实表嚣传为滔俸委荔

果实建立病毒诱导基因沉默的实验部位。LeCTR作为报告基因的研究结果表明，两种方式均导致

了番茄果实寝絷部位豹番茄栗塞组纸麓提蔫藏熟。餐仔缨蕊黎我fl}_|袋觋，果实表莲淀射豹LeCTRl

基因番黼果实的红色部位集中在侵染部位周围很小的区域内，其它绝大部分组织不受影响。果柄

注射的LeCTRt沉簸管茄采实的沉默部往在巢实的发育过程中不断扩大，扶上往下运动。出现明

显的半个果实赶和半个果实绿的特殊袭型。另外，果实表面侵染对聚实造成损伤，影响果实的美

观。比较果实表面和荣柄注射的LeCTRl基因沉默结果表明果柄注射是诱导活体番茄果实撼因沉

默的有效方法。LeEILa基因的沉麸进一步证明上述结聚。另强，实验中发瑗弹花囊10d左右麴番

茄果实是该体系建立的最佳材料，可蚍用来研究番茄果实不同发育阶段的錾因功能。

3．5．2果柄泼射方法的优越性

通过果柄注射建立姻VIGS体系与研究祟嶷成熟的传统方法相￡l具有以下优点：

1． 操作简单。采用传统的转基因方法得到转基因番茄果实需要经过复杂的遗传转化过稗，需要

丈凝的天力和物力。该方法最嚣螫经过橡建载体秘注射经染程黟，操佟麓草，鬟要戆人力枣l

物力较少。

2． 该方法节省对闼。采蠲传统静转蒸霹方法来研裁藩茄栗实成熟鞠关基因鹣功麓时需要2-3年

时间才能完成整个基因的功能鉴定。采用果柄注射建立的VIGS研究番茄果实成熟过樱中的



某一基因的功能只需要40d，为果实的一个发育时期。这大大节雀了基阁功能的研究时间，

加快了与果实成熟相关基因功能的研究进度。

3． 该方法霹娃忍来骚突与番燕成熟耀荚麴任凭基毽，纛有些基医的转基嚣搽谗为喾致转繁医檀

株的死亡。

4． 该方法毹在褥一檀株主进行多个萋毽鹣功麓研究。我髋秘研究发现鼠番绱栗柄等入静沉默信

号运输具有方向性，它能有效的被运送到被侵染果柄的番茄果实，但不能运用到其它果实。

这商利于进行与果实成熟相关基西功能的商通量分析。而转基因方法和上一章我们通过时片

所建立的VIGS方法均只熊用_丁．在单个檀株上进程单个基因的功能分砉唾。

3．5。3滚默信譬传导戆迷惑

病毒真空渗透导致离体番茄栗实麴整个蛰茄果实出现毯的基因静沉默鼹由于渗透使得病毒

渗入到整个的番茄果实。但我们在活体果实侵染的研究中发现病毒在褥茄果实中的远输存在不均

匀现象，沉默信号的分布存在匮域性。例如对予LeEILs沉默的番茄榘实我们发现该果实有一半

保持绿色，另一半保持红色。藤且红色的部分秘绿色郑分之闻鲍爨黻≈}霉明显。E4基因捡测维

粜与表型一致。切开果实我们也发现该果实存在明显的绿色和红色两个部分。开始我们推测这种

缝聚也诲是与注赛孝楚部经有关，瞧就是注射戆薅半个聚赛戆嚣豹基因沉默，纛茄辨郄分不受影响。

但同时我们发现通过叶片建立的病毒诱导建立的基因沉默体系的番茄果实也出现相同现象，从而

否认了我{f_i的攘测。该瑗蒙豹其俸机理有待进一步研究。



第四章LeE／膨蘩因在番茄果实成熟调控中的作用

4．1前言

EIN2基鑫是植物体海乙烯信号传导途径中的一个关键绒律，该摹函突变体幼苗表现出对乙

孀的不敏蜷表型(Guo andEcker2004)。掰究裘明，E1N2基因壤码蛋鑫位于禳物的镱您貘上，撮搭

结构推测该蛋自参与植物体出金属离子的转运，与哺乳动物NRAMP金属转运蛋巍具有较巍嗣源

性(AlonsoetaL，1999)。目前，在拟筒芥，水稻和矮牵牛中得到该基因的全长序列，不存在基因家

族(Alonso etal．，1999；Jun etal．，2004；Shibuya elal．，2004)。该基因的突变表现很强的乙烯不敏感

表型，说明该基因在乙烯信号传导途径中起正调控作用。

蓊茄燕研究跃交堑成熟机理的模式材料，乙烯通道信号传导途径调节跃变型果实的成熟过

程，与番最果实的或然过程怠惑耜关(Atexanderelal．，2002b)。尽管嗣前在其它几个物种中成功韵

凌隆了EIN2基爨，并宠戒了该基因的部分珐畿研究。毽瘫于该基翻序秘较长，一般4000bp教右，

两且不存在基因家族。该基因投各个甥弛之闻的保守性缀低，赝班器燕孛LeEtN2萋因豹全露残分

析和功能研究到目前来见商相关文献报道。2004年，Chen等报道了番茄LeEIN2基：因的部分序列

信息。采用上述建立的两种基因沉默方法，我们成功地沉默番茄果实的目的基因LeEIN2，通过研

究确定该基因与番茄果实成熟之问关系。

4．2材料与试剂

周第二章

4．3方法

4．3．1 LeEIN2基阖片段克淹

4．3。{。{ll甥的会残

根据GenBank(accessionnumberAY566238)中已发表的LeEIN2基嬲鲍邦分序列序列设计g

物，引物序列如下：上游引物：TGGAAATGTCCCTGTA．下游引物：CCCATCATCTTGCCTA日

物由上海博_诬生物技术有限公司合成。
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4．3．1。2 cDNA的合成

按照Promega公迸的Reverse Transcription System Kit谖明进行，建立总体稷荛20≯l的反转

录反应体系。首先在PCR管中加入番茄果实总RNA 2Ⅲ(≤1咤)，1¨lOligo(dT)15(500”g／

mL)，70"C温育10 min激酸环RNA羽二缀结摘，立鄄诛浴5min，离心将管蠢滚体收集至管底。

_在冰上依次加入下列试剡：4 Hl 5×M-MLV RT缓冲液；lp．1 RNA酶抑制剂(40u／叫)；2山dNTPs

(2．5raM．each)；l瑚M-MLV反转录酶(200U／“t1)DEPC处理水9呻。离心溉匀，37℃温育1 h，

95℃加热5 rain灭涯反转录酶，立即冰涤5 min，-20℃餐用。

4．3．{．3 LeEIN2基霾懿POR扩增

建立50rtl的PCR葳应体系：5tO IOXExTaq缓冲液{2#i反转秉反应产物(eDNA)；l一上

游引物(25pM)；1 p1下游引物(25洲)；4啦dNTPs(2+5mM。each)；0．25plExTaqTMDNA聚合

酶(5U／o,I)；灭菌的蒸馏承36．5 p．1。离心混匀，在HYBAID PCR仪中9432预交性5 min后，按

以下程序进行PCR扩增：9432变性30s，6032运火45s，7232延{孛1．5rain，共30个锾骂，疑匿

7232延伸10 min。琼脂糖凝胶电泳检查PCR扩增产物。

4．3．2褥茄基因组DNA的Southern杂交

4．3．2．1番茄果实总DNA的大爨提取：$DS法

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(】0)

取29掰鳞或冻存果实，在渡氨中研成粉末。

将冻粉转入预冷的50ml离心管中，立即加入10ml 6532预热的提取液[100 mmol／L Tris．Cl

pH8．0，50 mmoI／LEDTA pH8。0，500mmoI／L NaCI，{，5％SDS，10mmol／L-巯基乙醇(蒡j

前加入)]，充分混匀，65℃保温20-30rain，期间不时摇动。

加^2．5ml 5mol／L KAC，混匀，泳浴20rain。

加入5ml氯仿，异戊酵(24：11，混匀，轻摇10min。

60009离一5,10min。

簸上溥予耪的离心管中，攘A篱体积的器嚣黪，轻轻澹匀，432静tklh。

用枪头挑山絮状DNA沉淀，置予1．5ml离心管中，先用70％乙醇洗涤，再用无水乙醇洗涤，

浚干(不要过于予燥)，溶予适爨麓TE中，432过夜，使其完全溶解。

加入等体积的酚／氯仿备抽提一次，120009离,t),10rain。

上清转移到薪豹Eppendorf管中，}]N．,KRNaseA至终浓度20¨rimE，3732保渝1h。

加入等体积氯傍／异戊醇(24：1)，抽提一次，120009离一I：qomin。
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(“)转穆上漆至掰Eppendorf孛，加入tomoⅣL酸镀至终浓度为2。5mol／L。

(12)加入2．2．5倍体积的-20℃颥冷无水乙酵，混匀，-20"C放置30rain。

(13)4’C，120009离一t≥,10rain，赛上渍。

(14)沉淀霜l rnl 70％己簿洗涤二次，44C，12，0009离一LM0min，弃上渍，皎千。

(15)溶于适鬣TE中。

(16)取j．2#i DNA溶液在0，8％琉I目糖凝波上缝囊DNA的联餐并定爨。

(1，)其余E麟A榉燕豫存在-20"C螽焉。

4．3．2．2植物基因组DNA的酶切

横物基因缀DNA静酶谤体箍：

10xBuffer 5LLl

BSA Sui

DNA溶液 101ig

强制疑内燃憋40U

{}燕芡菠承。墓S§涕

37。C酶解]2h以上。取5羽酶切反应物电濠，检查酶切效聚。

4，2．2．3凝黢毫濠分璃羁浆片段

(1)配制o．8％的琼脂糖凝胶奄泳，上样。

(2)100V电雕婚骈霄#热扶点样}L压^凝黢t然藤30V幢联t电濠16h。

4．2．3．4转膜一黻转移法

(1) 将泡泳麟的凝胶，切去多余部分，并螂～角以括明方趣。

《2) 浸泡在0．25mol／L HC!申轻摇15rain，然舞蔫蒸壤农；审簿}撼l f当转袋片段小辩可省赂谈步

骤1。

(3) 将一瓷獭内加入0．4mol／LNaOH溶液，架上一块玻璃缀。玻璃板上铺上～张洁净的滤纸，

滤纸孬端浸T'NaOH孛，滤躐与玻璃扳游不褥有气泡。

≤4) 蒋裁黢燃强f蠡撵张向下)予滤鳋上，臌玻璃薅滚动豫去凝骏与滤羝瓣瞧气灌，凝黢辩黉

安放媾承条。

(5) 剪一张鲶逝大予凝腔lmm的怒托膜，爨-7：0．4molLLNaOH中均匀浸透蕊，将湿润的黢准磺



盖于凝胶上，膜一经与凝胶接触，不可再移动。

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

将薅张与尼龙膜大4、籀蕊楚滤纸，溺NaOH浸潼嚣燕子嚣茏骥上，撼豫气瀣。

滤纸上层放一叠与膜大小相同的嗷水纸(8cm-10cm)，吸水纸上放一块玻璃板，玻璃板上

压一块0．5kg重物，水平放置，转腆20h左右。

转朕宠毕后，取F吸水纸和滤纸，用铅笔在膜上搬出点样琵位鬟。

籍藤予2×SSC浸泡10mln。将蒺转移至滤纸上，程趣净台上吹予。

80℃烘膜1h。用保鲜膜包裹，4℃保存或直接用于杂交。

4，2．3．5杂交

(1) 平衡膜：将膜在3×SSC，o．1％SDS溶液中，65℃平衡25min。

(2) 将转穆存DNA的NC膜先子杂交液申浸漫，迭在一起，赶尽气淹。子舒℃馥杂交5h-8h。

(3)随撬{|耪法标记搽$}：

用PCR扩增获得的LeElN2基因片段做探针，采用随机引物标记。在预杂交的同时标记探针，

标记方法参照眦aRa随机引物DNA标记试剂盒的说明。建立总体积为25pJ的反应体系，在t．5mL
弱褰心譬孛蔌次嘉羹入魏下试裁：

LeEIN2基因片段 31al

随机引物(Random Prime0 2pl

ddH20 9ul

÷

95。C变性10min，迅速放于冰上5rain，离心将管内液体收集到管底

士
10Xbuffer 2．59l

dNTPmix(A、G、T) 2．5111

Klenow酶 1 ul

【8-32Pl dCTP 50 tJ Ci(3000mCi／mL)

◆

离心将管内液体收集到管底，37。C反应20min

士

654C，15rain灭活酶，梭测搽针杂交率殿缝拖(遥G-50程)
I

+

收集10管，取3-8管
I
，

抽入NaOH到终浓度O．1mol／L，室温变性探针15rain



(4) 杂交：按10#CidCTP”／100era2膜的量搀变性蒙鳇搽铮热A杂交管中(注意：探铮溶滚

应直接加入杂交波中，避免流过杂交膜)，混匀，65"C恒温箱中杂交20-24h。

(5) 洗膜：倒掉杂交液。依次用

洗膜液I 2×SSC+0．I％SDS

洗膜液II 1×SSC+0．I％SDS

洗膜液搿0．2×SSC+o．I％SDS

在65。C条髂下，爨上述洗骥液分划洗摸两次，每次辘簇15-20rain，溺moniter麓时检测

杂交膜的放身重性强度。

(6) 放射自盟影；当杂交膜鲍放射性很弱或已炙放射性时，取如杂交膜，用滤纸吸去表耍承

(但不鬟吸干)用保鲜膜包好固定在压片哭上。黑暗条件下，捱x。光片，密闭暗盒。依

放射强度大小，_丁．70℃冰箱中自显影3-15d。

冲洗X-光片：准备好显影液、蒸馏水、定影液。暗童中取出X光片，在显影液中驻影5min，

蒸馏承漂洗，蒋放入定影液中定影10min。取出x光片，用自来水冲洗干净，晾干。



4+4结果与讨论

4+4，{瘸毒载体TRV-LeEtN2梅建

4，4，1．{LeEIN2基西琦羧靛完潦

根据已经发表的序列，设计台戒一对特异性引物。为了构建病毒载体的需臻，在设计引耪的同

蛙分别在正义和反义Bl物的来端添加Sacl和Xbal限制性酶甥位点。从红熟期番菇果实攫取总

RNA反转录合成cDNA，以cDNA为模板进行PCR。结果如翻4-1所幂，我们得到一条与预期大

小一致黪568bp豹特异瞧扩增片段。鲤牧片段连接刭pGEM-Teazy髑予测穿，测寿缭祭与发表}l冬

目的基因预期区域一致，说明我们成功的获得了LeElN2基因片段。

璺4-1 LeEIl92纂西冀投的RT-POR

Figj 4-I RT-PCR ofa fragment啦LeEIN2 gene

1，LeELM2基爨片段RT—PeR{ 瓢DL2000努予量标准
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4．4．1．2病毒栽体TRV-LeEIN2的构建

A

8

C

XbaI SacI

L卜B臣匝卫卫*厦骚L曩eE丑IN2(P蚤CR．眦也一

鼍三曼曩 产衔)

圉4-3 TRV-LeEtN2病毒载体缝梅

Fig．4-3 Construction ofTRV-EfN2 virus vector

A，pTRVl结构；B，pTRV2结构；C，pTRV2一LeEIN2结构

DTRVI

弱4叫瘸毒载藩TRV-LeEIN2载嚣豹梅建鞠鏊定

Fig．4-4 Construction and identification ofTRV-LeEIN2

A r人肠杆葡厩粒TRV-LeEIN2的酶切鉴定：M，DL 2000； 1，TRV—LeElN2双酶切(XbaI+翰cI)

B，农杼菌质粒TRV-LeEIN2的PCR鉴定；M，DL 2000；1，暇挂对照； 2，LeEIN2 PCR
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蠲X'bal彝Sacl陵喜}陡悫惦酶对禽毒蟊静基因LeEIN2熬片段的羹缀质靛pGEM-Teasy遴幸亍酶

切，同时对病毒载体pYLl56进行酶切。回收相应大小的片段，连按转化大肠杆菌。酶切燎定大

肠轷藩转化子壤粒，褥到预期大，j、的片段，说鹱我们成功构建了病毒载TRV-LeEIN2(国4-4 A)。

通过冻融法把转化子质粒转入农杆菌GV3101。选择合成的LeEtN2特异性gI物对农杆菌菌落进行

菌落PCR，结粜证明得到了农杆菌转化子(图4-4 B)。可以用于VIGS体系的建立。

4．4．2 LoEIN2基因拷贝数分析

为了检验LeEIN2基因在番茄基因组中的拷贝数。我们以上述☆成的LeEtN2基因片段为探

针进行Southern。分析该基函片段的限制性酶切位点．发现该基因片段缺乏EcoRI，Hindlll，Xbal和

SaeI酶切位点。所以我们选撵上述四神限制性内切酶酶切番茄基因缳DNA。Southem杂交结果

表明均得到单一条带(圈4-5)，这说明番茄基嘲组中只有单个LeEIN2基因。

2 3 4

嗣4-5番茄萋西缱ffaA southern杂交

Fig．4-5 Southernblotting oftomatoDNAwithLeElN2

i．番茄基因组DNA EcoRI耨切； 2，番茄基因组DNA H／锄III酶切

3，番茄基因组DNA SacI酶切{4，番茄赫因组DNA XbaI酶切



4．4，3果橱漫射诱导番蕊果实LeEIN2基因沉默

4，4。3+{LeE／It2基嚣沉默表避劳耩

为了研究LeEIN2基因与番茄鬃实残熟之闫静蓑系。我粕采弼TRV-LeEIN2经染拜藏螽lOd

左矗的番茄幼果的果柄部位，同时选择TRV空载体侵染为阴性对照。随着赫茄果实的生长发育，

我们发现对照器茄栗实能正常的成熟，番茄果实表街警现筑色，而TRV-LeElN2橙染的番茄果实

出现成熟抑制褒型。LeEIN2基因沉默番茄聚实在成熟的质期出现!曼个果实红色和半个粜实绿懿

表型，而且绿色表型不会随蓿番茄果实的发育变化而变化，该表型与上一章我们所观察到的

LeEIL,t"基因溅默表受一致(翻4-6)。溅默羲燕暴实静褒型说明LeEIN2基因在委蕊鬃实藏熟注程中

扮演着重要的作用，它通过己烯信号传导途径正向凋节番茄果实的成熟过程。

图4-6螓毒载侮TRV-／．＆c；IR2诱导瓣燕果实LeE／l／g"蒸霾沉默

Fig．4-6TRVmediatedVIGS oftheLeEIN29eneintomatofruit

A，癃毒载体TRV侵絷瓣鼓照饕燕果实： B，病毒载体l冀v—Lok．'tN2侵絷懿鬻蕊莱实衰垒

4．4．3．2目的慕因LoEllll2的RT-POR分析

为了在分子水平检测目的綦因LeEIN2的基因沉默，我们对目的基因进行了RT-PCR检测。从

绿色对照采实，沉获器茹采实的绿色组织和红色组织分弼摄取番茄果实总的RNA，反转最台成

cDNA。在病毒载体所包含的目的基因的外围区域合成一对特异性引物。蠢个组织的目的基圜

LeEIN2基因的RT-PCR半定燕结果表明，沉默番茄的绿色组织和绿熟期对照果实组织相比，

LeEhV2的mRNA被显萋降解，这说明'『蜀鲍基因LeElN2发生了基因沉默(圈4．7)。另外，与果

实成熟相关基因E4的RT-PCR结果裁明，LeEIN2沉默番茄果实绿色组织中和对照绿熟期番茄果



实没有该基嚣瓣表达，沉默番藻果实瓣毵色缀绞置《袭这耋较裹《黧4-7≥，嚣擘熬检测结栗避一步

证明LeEIN2调控器茄果实的成熟过程，该基因的沉默能有效的抑制番茄果实的成熟。

ControI fruit

国reen)

Silenced fruit

国teen sector)

SUenced n1Jit

(red sector)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 C

图4—7痛毒诱导蒋茄粜实LeEIN2基因沉默的RT-PCR分析

Fig．4-7RT-PCRanalysisoftheLeg／N29eneintheLeEtN2-silencedtomatofruit

卜5为PCR循环次数分别为21．24，27，30和35；C，阴性对照

4。4，4瓣鸶镤染逶警番菸聚实LeEIN2基因滚簸

4．4．4．1 LeEIN2基因沉默果实表型分祈

为了进一步证明LeEIN2蒸因对番茄在生长发育过程中所起到的作用。我们按照第一章采用

蟪方法，选择翻哪‘期番藻幼莛邀行TRV载体TRV-LeE／N2静授染，麓鞋选耩TRV空载体嫒染炎

对照。随着番茄植株的生长发育，我们发现TRV-LeEIN2侵染的番茄植株生长矮小。这说明该基

因与番熬植株静生长发育有关。翟是筏静表登有对照相魄没有明显变{{二。醚着番茄渠实的生长发

商，我们发现对照番茄果实能正常成熟，红熟期番茄果实切开后果肉保持红骰，出现软化表型f图

4-8 A，c)。LeEtW2基因沉默番茄果实出现不宪全成熟表型，果实表面出现部分绿色和部分红色

袭型，该表型不会随着番茄果实救生长发育聪变化。切开LeEIN2沉默番菇浆实，我{f携￡理果实

}匈部出现部分绿色和部分红色果肉表型，而且绿色组织的硬度很高，红色部分已经软化(图4-8 B，

D)。这些结暴髯次涯明了LeEIN2基戮瓣沉默辘有效的撺嘉l番菇果实静残熟灌程。

垤日
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辫4-8翡毒载捧TRV-L}EIN2诱导搭燕幂实LoEIN2基鞠沉默

Fig．4．8 TRV mediated VIGS ofthe LeEIN2 gene in tomato fruit

A，鞴霉载藩TRV橙染黥对照番茄采实；

C，对照番茄果实切耐图；

B，病毒载体TRV-E．fA管侵染酶番辅果实表羹

D，LeEIN2基因沉默番茄果实切面圈

4．4．4．2沉默番茄果实LeEIN2基因RT—POR分析

为了在分子水平检测目的撼因LeEIN2的艇因沉默，我们对目的基因进行了RT-PCR检测。

觚绿色甑对嚣聚实，沉默番茄聚实的绿色组织和荭色缎缓分剃提取番茄栗实总静RNA，反转录音

成cDNA。在病毒载体所包含的目的基因的外围区域食成一对特异性引物。务个组织的目的基因

LeEIN2基因的RT-PCR半定量结果表明，沉默番茄果实的绿色组织与沉默番茄的红色组织和对照

番茄果实红色缱织相比，LeEIN2的mRNA被显著搀剑，这说明了舅的基噬LeEIN2发生了基因

沉默(图4．9)。实验中选择∞船基因作为半定最的内参基因，该基因在番茄的任何时期和任何部

饿瓣表遮一蘩，冒默{挈为各个撵晶RNA定量瓣连参鏊困。
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围4-9病毒诱导￡旺，^学基因沉默的R卜PCR分析

Fig．4·9 RT—PCR analysis ofthe LeEIN2 gene in the fruit ofthe LeEIN2一silenced tomato plant

i，对照样晶Ubi3内参照基因的RT—PcR分析；

ii，基冁沅默样品转据离参照基嚣鳇RT～PER势辑；

iii，对照果实样品的LeEIN2取的基因的RT-PCR分辑：

iv，基因沉默果实样品LeEIN2赫因的RT—PCR分析

卜6分剐为18，21，24，27，30和35 PCR循环次数。c：为阴性对照

4。5讨论

果实根据在成熟过程中是否出现己烯释放勰峰和呼吸高峰被分为跃变型暴实成熟秘l#跃变型

果实。乙烯通过信号传导途径调节跃变型果实的成熟过程。LeEIN2基因是番茄乙烯信号传导途

径中的一个关键元件。我们通过TRV介导的VIGS体系成功地诱导了番茄果实中LeEIN2基因沉

默。随着番茄果实的成熟过程，与对照番茄果实相比，LeEIN2基因沉默番茄果实的成熟过程被

驻著抑箭，出现番茄柒实的不成熟表型。实验嬉栗LeEIN2基因调节番赭栗实的成熟过程，是乙

烯镶号传导途径中对桑实裁熬嫠正谰控律掰。

上述实验进一步表骧我镪建立均由TRV赍辱鳇VIGS体系是番菇果实成煞相关基霞功能矗拜究

的有效方法。比较病毒诱导的番茄果实沉默基因按术与传统的转基因方法，我们发现该方法具有

以下优点。l，该方法操作简单，不需要遗传转化。2，完成与果实成熟棚关基因的功Sg研究的时

间比较短，果柄注射法需要40d左右，叶片注射法需要4个月左右，而转基因操作需要1-2年。3，

该方法所需疑费j材低，完成一个新的基因功能需要200．300元，而转基因操作需要10000元左右。

练上骈述，我们建立的方法将加速番茄栗蜜成熟相关基翻功能研究的步伐。



5，1全文总体结论

第赢章全文基傣结论与展望

{．选择，＼氢饕赭红素去谗和酶藻N(PDS)襻为在番茄幼整中建立VIGS体系豹报告基隧。辑宠发

现，在漏威为15"(2，相对潞度15％韵环域条件下，番茄幼苗叶片在役辫篇约50天出观PDS

沉默辑引起的光漂瞧表型。与对照捆比，泌默叶片的时缭索被降勰90％。随着罄蕊撼拣躲生

鼗，PDS淡靛鋈蒸壤拣麓繁殪器富穗蠢瑷浚默表黧；耱瓣变鑫，袋熟番藻果实鼙瑗浚赘惫表

整。离散波蝴色谱分#?ffn,Lc)表明PDS流默番燕壤拣挣}靖，茬帮栗蜜巾，℃氢番燕红豢夫蓬积

累，而破色期和红熟期PDS沉默番茄果灾锵茄红綮被降低了98％。RT-PCR半定量分析寝嘎

沉默溪菰攘椿鹁砖冀，筏和果实串静PDS蒺西,mRNA被显著酶解。缀袋表鹱我嚣j畿蛰藩馥

茁中戚韵建立了VIGS髂藜，羁骑基舜流默效果畿传递剿番菇的繁殖嚣京。

2．实验发聪熠棼脆裂瘸毒§％瀵进离体袋实囊空渗透，港体襞实果糕+慕飚秘果茎注射等方式侵

染番菇暴实，痿毒麓程餐藻巢实中复剿秘转移。选撵LeAe爨终舞报告蒺闲，俸磐蠢空渗透有

效挣割了撩瓣果实煞藏熟避程。与辩黧强菸祭安穗迕，点e．ACS2茨默蚤菇袋实乙烯鞠ACC合

成最最著降低。选择LeCTRl和LeEILs基因为报告基因，实验结果表明果栖注射是滔体疆茄

莱实豹裔皴餐染方式。￡#0z辩?基戮沉默鼹避了委菇暴譬麴袋熟遵覆；稳爱LeEILs基戳沉默

番茄聚实量瑷不成熟袭型。鬻菰果安VIGS体系静建立蠢剥予番茄成熟桶蓑基因黪大瓣挨秘能

分析，采并j该方法完成1个聚实成熟褶熬繁因的功能鍪定鼹需40天左右。

3；番蒸蒸翻缎DNA静southern杂交袭爨LeEIN2基强国攀撵燕组成。霞灞熬殛蓥裂鬟突中建

立静VIGS接零均导致了瓣j5嚣巢实LeEtN2熬西演黎，溅默瓣燕栗蜜鬟蠛嘲避静残熟瓣露l寝型。

这进一步说明了我们建立的两种VIGS体系适合研究番躺聚实的成熟机理，也说明LeEIN2基

嚣在蓊蓣鬃实戏熬避程中扮演重要镱惫，对簧藻募宾魏成熬过程熬正调控话屠。

5．2本研究的创新点

1。逶过馥交环境条{孛，健褥罄藏釜鬻产生豹基强蕊默持续捌生殖生获浚裁，该方疆《戳替代反

义转旗嗣搽俸，嚣蔫翟鼯土来踅魏炎擞遂。

2．首次赢接Ⅲ谯鬻茄果实中建立了VIGS体系。果柄注射方}{垫的建立犬大加速了番茄果实成熟帆

理麴谤究避辍。(褒研炎缝泉技The plantjournal杂惠接媛发表)

3。采爝我镪勰立的VIGS体畚，酋次诞礞LeEIN2基嚣参与羲菇果实数成熟避程。
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5。3研究展望

利用在褥茄果实中建立的V1GS体系，在同一槌株的不同果实2问进行雨同基因韵功能研究。

通过火规模的高通量分静亍找到调节番茄荣实成熟的荚键基园，为改蛰果实的品质茅口提瀚产量

提供理论鏊穗。
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