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摘要

基因对基因抗性是植物抗病性的重要表现形式。番茄(Lycopersicon escul《·ntum)

与叶霉菌(Cladosporium fulvum)系统是研究基因对基因抗性的模式系统。番茄抗

病基因cf和互,b的叶霉菌无毒基因咖r进行识别互作，激活下游信号传导途径，活化

防卫反应，导致番茄对叶霉菌抗性的产生，关键信号传导基因的分离和功能分析将

增进对番茄对叶霉菌抗性机理的理解。病毒诱导的基因沉默(Xrm塔induced gene

silencing。VIGS)是近年发展起来的一种研究植物基因功能的强有力工具，已被广泛

应用于植物抗病性、生长发育及代谢调控相关基因的功能研究。由烟草脆裂病毒

(Tobacco rattle virus。TRV)改造成的载体是目前利用最广泛的VIGS载体。pTRVl

中16KORF在TRV介导的基因沉默中的作用尚不明确。

本论文研究内容包括两部分。第一部分，从本实验室已克隆的ACE(Aw／Cf

elicited)基因片段，[1pCf／Avr介导产生过敏性反应时特异表达的cDNA-AFLP片段，

中挑选6个具代表性的片段，采用VIGS技术鉴定这些片段对应基因在Cf-4／Avr4介导

产生过敏性反应中的作用，筛选获取可能起重要作用的基因。第二部分，构建缺失

16K ORF的pTRVl表达结构，将缺失型TRV与野生型ⅡⅣ诱导基因沉默效果进行比

较分析，明确pTRVl的16KORF在基因沉默中的作用。所获主要结果如下：

l、初步明确了6个4cE片段相应基因在Cf-4／Avr4介导产生过敏性反应中的作用。

根据对本实验室己克隆的182个彳CE片段进行的生物信息学基因功能预测结果，挑选

其中6个，即爿四片段5、14、39、85、95和III，供基因沉默分析。ACES：glACE95

片段相应基因功能未知，ACEl4、ACE39、ACE85、ACElll片段分别与钙依赖蛋白

磷酸酶(Cflcmeurin)、40S核糖体蛋白S13、含LRR蛋白激酶、HR指示蛋白HSR203J

有显著序列同源性。构建了插入这些片段供VIGs分析用的重组质粒。进行了TRV介

导的VIGS分析和Cf-4／Avr4介导的HR检验。结果表明，ACEl4、ACE85、ACElll基

因的沉默抑制植株生长，导致叶片畸形，因此这些基因可能与植株生长发育相关；

ACE95基因的沉默显著抑fBl]Cf-4／Avr4介导的HR的产生，说明ACE95相应基因可能在

番茄抗叶霉病中起重要作用。

2、明确TpTRVl中16K ORF对TRV介导基因沉默的影响。利用Spe I和Stu I构

建了缺失16K ORF的pTRVl表达结构。比较分析了野生型TRV和缺失16K ORF的TRV



福建农林大学硕士学位论文 摘要

载体介导的基因沉默效率。结果表明，在本氏烟中，缺失型TRV介导的基因沉默比

野生型TRV更完全，基因完全沉默的植株百分率比野生型TRV增加了16％。在三生

烟中，无论野生型还是缺失型TRV介导产生的基因沉默效率均很低，缺失型TR~，介

导产生的基因沉默效率相对更高。此外，转化缺失型ⅡⅣ结构的农杆菌接种后，植

株接种叶和上部非接种叶中TRV的积累量均显著低于野生型结构转化菌接种植株。

这些结果说明，pTRVl中16K ORF在病毒的增殖中起重要作用，而且是矸w介导的

基因沉默的弱抑制子。

关键词：番茄(Lycopersicon esculentum)番茄叶霉菌(Cladosporiumfulvum)；(孤

Avr；抗病性；过敏性反应(HR)；病毒诱导的基因沉默(vIGS)；烟草脆裂病毒(TRV)；

本氏烟(Nicotiana benthamiana)；基因沉默抑制子
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Abstract

Gene·for-gene resistance is all important type of plant disease resistauce．The

pathosystem of tomato(Lycopersieon esculentum)and its leaf mould劬gal pathogen
Cladosporium fulvum is a model system to study gene-for-gene resistance．The

recognition of c fulvum avirulence gene product Avr by tomato resistance gene product

Cf initiates downstream signal transduction,which activates defence responses，resulting

in the Cf-dependent resistance to C fulvum．Isolation and further functional analysis of

key signalling components will provide great insights into the mechanism of

Cf-dependent resistance．Virus induced gene silencing(VIGS)has recently emerged as a

powerful method for gene function s￡lldy．It has been broadly used in the function analysis

of genes involved in disease resistance，growth and development，and metabolism．The

TRV vector modified from也e RNA virus Tobaceo rattle virus(TRlV)is the most

frequently used VIGS vector．However,effect of the 16K open reading frame(ORE)of

pTRVl on VIGS is still unclear．

This thesis study comprises two parts of contents．In the first part，six ACE(Avr／Cf

elicited)gene fragments，which are the cDNA·AFLP fragments corresponding to genes

specifically expressed during Cf／．4vr-dependent hypersensitive response(i-m)，were

chosen as representatives for VIGS analysis to elucidate their possible roles in

Cf-4／Avr4-dependent H＆and thereby screened out the one(s)required for

Cf-4／Avr4-dependent HR．While in the second part，modified pTRVI expression construct

in which the 16K ORF was deleted，was made．To investigate the role of the 16K ORF in

gene silencing。efficiency of VIGS induced by the deletion mutant and the wild type

vectors was compared．The main results are as follows：

1、The role of the genes corresponding to the six ACE gene fragments in

Cf-4／Avr4-dependent HR was identified．Function of the genes corresponding to the ACE

fragments was predicted based on sequence homology analysis．Six ACE fragraents，i．e．

Fragments 5、14、39、85、95 andlll，werechosenforVIGS analysis．Functionofgenes

ACE5 and ACE95 was unknown，while products of genes ACEl4、ACE39、ACE85 and

ACElJl have significant sequence homology to a calcinenrin-like phosphatase，a 40S
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robesomalproteinSl3、aLRR-eontainingproteinkinaseanda／-litmarkerHSR20protein

respectively．The recombinant pYLl 56 plasmids with the insertion of these ACE

fragments were constructed．VIGS analysis using these constructs followed by analysis of

Cf-4／Ave4-dependent HR was conducted．Plants in which genes ACEl4、ACE85 and

ACElll were silenced respectively showed growth redardation and organ deformation．

indicating that these genes may be involved in plant growth and development．

Cf-4／Avr4·dependent HR Was severely repressed in ACE95-silenced plants，revealing that

ACE95 may be essential for Cf-4／Avr4-dependent FIR and resistance．

2、The effect of the 16K ORF ofpTRVl on gene silencing induction was analyzed．

The pTRVl expression construct wi也deletion of the 16K ORF Was made using

Spe I and Stu I sites．Efficiency of gene silencing induced by the deletion mutant and the

wild type TRV vectors Was comparatively studied．PDS gene silencing induced by the

deletion mutant TRV vector Was more complete compared with that by the wild type TRV

vector．The percentage ofcompletely silencedⅣbenthamiana plants out oftotal silenced

plants induced by the deletion mutant vector Was 16％higher than that by the wild type

TRV vector．Neither the deletion mutant vector nor the wild type TRV vector induced

efficient PDS gene silencing inⅣ=tabacum CV．Samsun．However,efficiency of silencing

induced by the deletion mutant vector Was relatively higher than that by the wild type

TRV vector．Additionally,TRV RNA accumulated at a significantly lower level in both

inoculation and up uninoeulated leaves of plants inoculated with Agrobacterium carrying

the deletion mutant vector compared with plants inoculated with Agrobacterium carrying

the wild type vector．These results demonstrate that the 16K ORF of pTRVl plays an

important role in TRv virus multiplication,and possibly acts as a weak suppressor of

TRV-induced gene silencing in plants．

Key words：Lycopersicon esculentum；Cladosporium fulvum；cf；Ave；Disease

resistance；hypersensitive response(HR)；Virus induced gene silencing(VIGS)；Tobacco

rattle virus(rgv)；Nicotiana benthamiana；Suppressor ofgene silencing
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1番茄与叶霉菌的互作

第一章文献综述

1．1引言

番茄叶霉菌(Cladosporiumfulvum Cooke，syn，Fulvia fulva)为半知菌亚门芽枝霉

属真菌。番茄与叶霉病的互作遵守基因对基因(gene-for-gene)假说(Flor,1971)，

是研究植物和病原物互作分子机理的模式系统。7个番茄抗叶霉菌基因Cf-2，Cf4，

Cf-4E，Cf-5，Cf-9，Hcr9-9B和9DC，以及4个叶霉菌无毒(avirulenee，Avr)基因

Aw2，Avr4，Avr4E和Aw9已分别得到克隆。因此，该互作系统中已有多达4对1UAvr

互补基因对得到克隆，是现有植物与真菌互作系统中R／Aw互补基因对被克隆最多的

系统。

1．2番茄抗叶霉菌基因(印

自从第一个抗病基因Pto被克隆以来，迄今已相继克隆了几十个分别介导植物对

真菌、细菌、卵菌、病毒和线虫的抗病基因(Martinetal．，2003)。大多数R基因编

码产物都具有保守的结构域，这些结构域包括：富含亮氨酸重复单元(1eucine rich

repeat，LRR)、核苷酸结合域(nucletide—binding site，NBS)、果绳(Drosophila)

Toll蛋白和哺乳动物白细胞介素l受体同源域(Toll／interleukin-1 receptor homology

region,TIR)、卷曲螺旋域(coiled coil，CC)、蛋自激酶域(protein kinase，PK)、

WRKY结构域、PEST(Pro．Gin—Ser-Thr)结构域和ECS(endocytosis signal)结构域、

核定位信号(neuclear localization signal，NLS)等。除个别与病原物毒素专化性相关

的R基因外，多数昱基因编码产物含NBS和U汛结构域(Hammond-KosaekandParker，

1994；SwiderskiandInnes，2001；Tameling etal．，2002)。

目前已克隆和鉴定的7个巧基因编码产物均为定位于细胞质膜但主体在膜外的

eLRR-TM类蛋白。不同∥蛋自具有的eLRR结构域中LRR单元拷贝数不同。eLRR

单元拷贝数决定了Cf4，Cf-9，Cf-2和Cf-5识别特异性(Van der Hoom etaL，2001a；

Seear and Dixon,2003)。Cf-4和Cf-9是目前研究较为深入的两个抗病基因，均位于

染色体l号短臂上，属于Her9基因家族(Parniske et a1．，1999)。两者有90％以上氨

基酸序列一致。两者的区别在于Cf-4比Cf-9少了相当于Cf-9第11和12个LRR的

序列。另外Cf-4在B结构域缺失10个氨基酸，其它68个差异氮基酸位于蛋白N端，
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其中在A、B、LRR结构域中分别为6、4、57个。而57个LRR氨基酸突交中，32

个位于假设的溶媒暴露性位点中(Jones et a1．，1994；Thomas et a1．，1997)。

关于巧蛋白的细胞定位尚有争论。∥基因编码产物N端有潜在的将成熟产物分

泌于细胞间隙的信号肽，而C端则有潜在的将成熟产物定位于内质网上的双赖氨酸

基序(KKRY)。Benghezal等(2000)报道在烟草和拟南芥超表达的cf-9蛋白定位

于内质网(Benghezal et a1．，2000)，而Piedras等(2000)则报道在烟草中超表达的

Cf-9蛋白定位于质膜(Piedras etat．，2000)。随后VanderHoom等(2001b)发现cf-9

中双赖氨酸基序并非cf-9功能所必需，它有可能被其互作蛋白所遮挡(Van der Hoom

甜a1．，2001b)。因此，of9蛋白很可能定位于质膜上，而超表达of-9可能由于量太大，

没能完全被互作蛋白所完全遮挡，因而定位于内质网上。这个假设最近已得到证实，

Wilson等发现内质网定位的Avr9的HR诱发能力显著降低，证明cf-9对Avr9的识

别发生于质膜上(Wilson et a1．，2005)。

1．3番茄叶霉菌Avr基因

在番茄叶霉菌中，已有4个Avr基因被克隆，它们分别是Aw2，Avr4，Avr4E和

Avr9，其中Avr9和Aw4是最早从真菌中克隆到的Avr基因，而Avr4E则到最近才得

到克隆。所有已克隆的Aw基因编码一个具有使产物锚定于胞外的信号序列的蛋白

前体(Joosten鲋aL，1997；Luderer et以，2002；Westerinketal．，2004)。这些Aw基因编

码的产物与己知蛋白没有明显的同源性，但具有以下结构特征：(1)均含偶数个半胱

氨酸，可能形成二硫键(Van den Hooven et a1．，2001)，在HR诱导中起重要作用

(Kooman Gersmann et a1．，1997；Joosten et a1．，1997)；(2)均含信号肽，使成熟产物

能被分泌到细胞间隙，否则将失去HR诱导能力(Wilson et aL，2005)：(3)均为小分

子量蛋白。Avr2，Avr4。Avr4E和Avr9成熟蛋白分别含58，86，101和28个氨基酸

(VanKanetal．，1991；Ludereretal．，2002；Westerink etal．，2004；Joostan etaL，1994)。

Arr在毒性菌株中的存在与否及存在方式各不相同。在毒性小种中，Avr9完全缺

失(VanKan etal．，1991)，Aw4缺失或产生点突变(Joosten etal．，1997)，Avr2以截

短(truncated)形式(Luderer et a1．，2002)，而Aw4E则以缺失或稳定的突变形式

(Phe82Leu和Met93Thr)存在(Westerink etal．，2004)，说明cfulvum通过完全不同

的策略克服不同c厂抗病基因决定的抗性。

Avr9和Aw4除被Cf-9和Cf-4识别诱发抗病性外，还有对Cfulvum生存有利的
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作用。虽然功能性Avr9的缺失并没有改变c fulvum的致病性(Marmeisse et a1．，

1993)，但氮素的限制诱发Avr9的表达，说明Avr9可能在Cfulvum的氮素代谢中起

调节作用。另外，Aw4已被证明具有几丁质结合活性，它与叶霉菌细胞壁的几丁质

相结合，避免被植物几丁质酶降解。叶霉菌中自然存在的点突变形式的Avr4，一方

面可以避免被Cf-4识别，另一方面仍然具有几丁质结合活性，说明Avr4的这种活性

在保护叶霉菌中起重要作用(Van den Burg etal．，2003)。其它两个已克隆的C．fulvum

无毒基因Aw2和Avr4E的毒性作用尚未见公开研究报告。

1．4番茄Cf蛋白对叶霉菌Avr蛋白的识别

在番茄和叶霉菌系统中，完全互补的R／Avr基因对Cf-9／Arr9(VandenAckerveken

Pf a／．，1992；Jones et a1．，1994)、Cf-4／Avr4(Joosten et a1．，1994；Thomas etal．，1997)、

Cf-2／Avr2(Dixon etal．，1996；Ludereretal．，2002)和Cf-4E／Avr-4E(Takken elal．，1998；

Westerink etal．，2004)已被克隆。Avr识别特异性主要存在于cf蛋白的N端。LRR

重复单元数目的改交显著影响(y功能。N端LRR旁邻结构域中的色氨酸和半胱氨酸

以及多个糖基化位点可能是缪9识别特异性的重要决定位点(Van der Hoom et a1．，

2005)。而B结构域及位于第13，14和16个LRR单元的W389，G411和F457氨基

酸则是cf4识别特异性的重要决定因子(Van der Hoom et a1．，2001a；Wulff et a1．，

2001)。

最近研究结果表明，Cf-2对Avr2的识别遵守“保卫”假说(the“guard”hypothesis)。

突变体筛选分析发现蛋白酶Rcr3为Avr2／Cf-2决定的抗病性所必需(Kruger et a1．，

2002；Dixon etal．，2000)。Aw2对Rcr3的蛋白酶活性的抑制，是激活Cf-2介导的下

游防卫反应和抗病性的充分必要条件(Rooney et a1．，2005)，因此，Rcr3是Cf-2的

保卫对象。但是，Avr2与Rcr3的互作如何激活Cf-2，Cf-2和Rcr3能否直接结合等

尚不明确。另外，Avr2除抑制Rer3外，还能抑制其它蛋白酶活性。这些结合活性的

生物学意义也有待迸一步研究。

关于C甜和C69对Aw4和Avr9的识别，至今尚未找到直接结合识别的证据

(Luderer etal．，2001)。Cf-2／Avr2间接识别互作的发现更预示着其他Cf蛋白也可能

通过类似的间接互作方式识别相应的Avr，激活下游防卫反应。证明这种假设的关键

在于找到所谓的“被保卫”蛋白，即与Avr或Cf,或同时与两者结合的蛋白。对于Cf-9，

I-lABS(high-affirdtybinding site)可能充当该蛋白的角色。因为与Avr9和Cf-9有效

识别互作定位于质膜相一致，Avr9高亲和性结合位点HABS也定位于质膜
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(Kooman-Gersmmm e／aL，1996)。而且，Avr9与HABS的结合能力与Avr9／Cf-9介

导的HR呈紧密正相关(Kooman-Gersmann et a1．，1998)。

另外，已有两个Cf-9结合蛋白被分离。一个是泡囊相关蛋白VAP27

(vesicle．associatedprotein27)。该蛋白通过以Cf-9蛋白的EFG结构域为钓饵的双杂

交方法分离获得(Laurent et a1．，2000)。VAP27可能定位于质膜，C端与哺乳动物

VAP33蛋白高度相似。VAP33通过与泡囊膜蛋白的互作参与各类分子的膜运输

(membranetrafficking)。而VAP27的N端则与MSP蛋白(major spermprotein)中

的CC基序相似。MAP参与蛋白间互作，并激活膜泡囊的移动。因此，Cf-9互作蛋

白VAP33可能参与Cf-9识别蛋白复合体中某个(些)组分的细胞内吞(endocytosis)，

从而活化下游防卫反应。但VAP27在Cf-9介导的抗性中的作用尚未得到验证。另一

个Cf-9结合蛋白是硫氧还蛋白CITRX(Cf-9．interacting thioredoxin)(Rivas et a1．，

2004)。CITRX通过以Cf-9 C端33个氨基酸为钓饵的双杂交方法分离获得。研究表

明，CITRX是Cf-9，但不是Cf-2介导的HR和抗病性的负调控因子。最近发现，CITRX

与Cf-9介导的抗病性关键因子ACIK蛋白激酶直接互作，因此推测CITRX可能充当

Cf-9与下游信号传导因子ACIK的接头的作用，将两者连接起来，活化下游信号传

导途径(Nekrasov etal．，2006)。

最近Wulff等发现，在没有Avr情况下，经人为基因改造形成的，以及从野生型

番茄中分离到的变异cf9基因，在烟草属植物中的过量表达导致类似HR的坏死

(Wulffet a1．，2004)。这些类cf9基因诱导产生坏死的信号传导途径与cf9相似。

而且它们在烟草属不同种植株上诱发的坏死强度不同，说明它们可能与这些植物中

充当激发子的不同植物因子产生互作。也可能与同一因子互作，但这因子在不同种

植物中表现多态性。

1．5 Cf／Avr互作下游信号传导和防卫反应的激活

Cf识别Avr后迅速激活下游信号传导和防卫反应。早期的防卫反应包括FIR的

产生和活性氧的积累(De Jong et a1．，2000；Peever and Higgins，1989；May et a1．，

1996)。活性氧的积累导致膜脂过氧化和细胞膜的破坏，以及随后电解质的渗漏

(Peever and Higgins，1989；May et a1．，1996)。

在Cf／Avr互作体系中，Cf-9／Avr9识别互作激发的下游防卫反应信号传导的研

究相对较为深入。研究发现，氧化迸发、钙依赖性蛋白激酶、MAPK激酶和钾离子

8
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通道参与Cf-9／Avr9下游防卫反应的调控(Piedras etal．，1998；Blatt etal．，1999；De Jong

et a1．，2000；Romeis el a1．，1999，2000 and 2001)。最近研究表明，硫氧还蛋白

(thioredoxin)负向调控Cf-9／Avr9介导的HR(1uvas et可．，2004)。转录本积累分布

型(transcriptprofiling)研究表明，Cf-9／Avr9识别互作导致290个片段相应基因的

表达发生改变(Durrant et a1．，2000)。通过VIGS技术进一步鉴定明确，其中一个丝

氨酸／苏氨酸蛋白激酶基因ACIKl，在Cf-9介导的HR和抗病性中起重要作用

(Rowlandetal．，2005)。与(乒9相比，其它叮介导的防卫信号传导方面的研究相对

较少。已经明确的重要因子包括Rer3和磷脂酸途径。Rcr3编码番茄分泌型半胱氨酸

蛋白酶，为Cf-2／Avr2介导的HR产生所必需。而磷脂酸的积累可能与Cf-4／Avr4下游

信号传导有关(Kruger et a1．，2002；De Jong et al，2004)。

随着基因沉默(gene silencing)等新技术的应用，cf9和cf-4下游信号传导基

因的鉴定和克隆研究已取得重大进展。已被鉴定和克隆的重要信号传导基因包括

MAP激酶基因WIPK和彪PK(Romeis et a1．，2000)，钙依赖性蛋白激酶基因^孕CDPK2

(Romeis etal．，2001)；SGTI(Peart etal．，2002b)；硫氧还原蛋白基因C／TRX(Rivas et

a1．，2004)；以及丝／苏氨酸蛋白激酶基因LeAClKl(Rowland etal．，2005；Wulffetal．，

2004)。最近发现，泛素E3连接酶基因NtCMPGl为Cf-9介导的HR和抗病性所必

需(Gonzalez—Lamothe et a1．，2006)。

2病毒诱导的基因沉默及其在植物基因功能鉴定中的作用

2．1引言

RNA介导的基因沉默(RNA-mediated gene silencing)是一种基于核酸水平高度

保守的特异性降解过程，它广泛存在于各种生物中，在线虫和动物中称为RNA干扰

(RNA interfering，RNAi)，在真菌中称为基因消除(gene quelling)，在植物中称为

转录后基因沉默(post-transcriptional gene silencing，PTGS)(Voinnet，2001)。病毒诱

导的基因沉默(virus induced gene sUencing，VIGS)是PTGS的一种，是指携带植物功

能基因eDNA片段的重组病毒，在侵染植物体后诱导植物发生基因沉默而出现表型突

变，从而可以通过植物表型或生理指标上的变化反映该基因的功能。

9
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2．2病毒诱导的基因沉默(ⅥGs)

2．2．1 VIGS的发现与建立

VIGS现象最早在RNA病毒中发现。1995年，Kumagai等在烟草花叶病毒

(Tobaccomosaicvirus，TMV)中插入一段八氢番茄红索脱氢酶(phytoenedesaturase，

肋S)cDNA片段，当带有该eDNA片段的TMV重组病毒侵染烟草后，侵染的叶片

变成白色(Kumagai etal．，1995)。PDS是类胡萝h素合成所必需的酶，具保护叶绿素

免受光漂白的作用，当PDS基因发生沉默后，PDSmRNA水平显著降低，导致类胡

萝卜素合成途径被阻断，使被侵染植物表现出白化效应。1998年，Baulcombe等在

马铃薯X病毒(Potato virus墨PVx)基因组上插入一段PDS cDNA，重组病毒侵

染植物后也出现白化效应。他们认为VIGS可以有效地抑制植物内源基因的表达，从

而利用病毒载体进行未知基因的功能鉴定(Ruiz etal．，1998)。但是PVX载体诱导基

因沉默的效率并不高，沉默后持续时间也不长，在本氏烟(Nicotiana benthamiana)

上会出现严重的病毒症状。2001年，Baulcombe等人又报道了以烟草脆裂病毒

(Tobacco rattlevirus，TRV)为载体的VIGS体系，并比较了TRV和PVX载体诱导

转基因GFP、转基因GUS、内源基因PDS、Rubisco小亚基和LEAFY开花基因发生

基因沉默的效率和持续时间，研究发现无论在抑制转基因还是内源基因的表达上，

TRV载体诱导基因沉默的效率和持续性都优于PVX载体，同时，ⅡⅣ载体产生的病

毒症状也轻于PVX(Ratcliffetal．，2001)。2002年，Holzberg等利用大麦线条花叶病

毒(Barley stripe mosaic virus，BSMV)首次在单子叶植物大麦上成功抑制了PDS基

因的表达(Holzberg甜a／．，2002)。2004年又报道了菜豆早期褐色病毒(Pea early

browning virus，PEBV)载体，这是第一个可应用于豆科植物(碗豆)基因沉默的VIGS

载体(Constantinetal．，2004)。TRV是目前应用最广的VIGS载体，被广泛应用于本

氏烟，番茄，拟南芥和马铃薯等多种植物。1rlw载体目前有三个版本，即最早由Ratcliff

等(Ratcliffet at．，2001)构建的版本，Liu等(Liu et a1．，2002)的改进版本pYLl56

和pYL279，以及最近Va／entine等(2004)的TRV-2b版本。Liu等(2002)版本插

入了双倍35S CaMV启动予以及C端插入一个核酶，导致更有效的病毒RNA的产生。

两TRV-2b与前两个版本区别在于TRV-2b保留了TRV RNA2中的2b基因序列。不

同版本的TRV载体在适用植物范围及可沉默植物组织等方面有显著区别。Ratcliff

等(2001)版本目前只用于本氏烟和Solanum属的三个种；pYLl56则除了在本氏烟

和Solanum属的两个种外，还可适用于番茄，烟草(有些种只在农杆菌灌根接种时

lO
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有效)，辣椒等科作物，但却不能诱发S tuberosum CV．Cara产生有效的基因沉默

(Brigneti et a1．，1998)。而TRV-2b则导致植物根部和顶端分生组织中产生比上述两

种TRV载体应用时更高的基因沉默效果(Valentine etal．，2004)。

与上述RNA病毒类似，DNA病毒也能诱导基因沉默。1998年，北卡罗那州立

大学Robertson研究组利用双生病毒科的番茄金花叶病毒(Tomato golden mosaic

vitms，TGMv)DNA-A为载体，在本氏烟上成功诱导了镁离子螯合酶关键基因＆

(Sulfur)和转基因luc荧光蛋白基因沉默，黜基因与叶绿素合成密切相关，因此该

基因被沉默后，叶片成黄色，而／uc荧光蛋白基因被沉默后，该植株不再散发荧光，

初步建立了以DNA病毒诱导的基因沉默研究植物病毒功能的体系(Kjemtmp et a1．，

1998)。但是TGMV DNA-A载体诱导基因沉默后的效率比较低，并且病毒本身会产

生严重的病毒症状。因此2001年，Robel'tson研究组又报道了以TGMV DNA-B为载

体的VIGS体系，该载体在基因沉默效率和持久性上都比DNA-A载体提高，在植株

中产生的病毒症状也有所减轻(Peele et a1．，2001)。2002年，Tumage等利用大白菜

曲叶病毒(Cabbage leaf curl virus，CbLCV)在拟南芥上成功建立了VIGS体系

(Tumage et a1．，2002)。非洲木薯花叶病毒(African cassava mosaic virus，ACMV)

是最近报道的VIGS载体。上述三种均为单链环形DNA病毒，由DNA．A和DNA-B

两种组分组成，己分别被应用于本氏烟、拟南芥和木薯的基因沉默研究(Fofana etal．，

2004；Kjemtrup etal．，1998；Tumage etal．，2002)。与RNA病毒类VIGS载体相比，DNA

病毒类VIGS载体的优点是侵染性克隆构建简单，无需转录，稳定，易于操作。但基

因沉默效果似不如RNA病毒类VIGs载体。

继RNA病毒和DNA病毒为载体的VIGS体系建立后，2002年，Gossele等对

n虾r U2的卫星病毒(Satellite tobacco mosaic virus，snⅣ)基因组进行改造，使其

具有插入外源片段的能力，从而建立了一种基于卫星病毒的vIGS体系，该Sn江v

载体能够有效地抑制烟草上PDS等13个植物内源基因的表达并呈现明显的突变表型

(Gossele et a1．，2002)。2004年，浙江大学周雪平实验室在对中国番茄黄化曲叶病毒

(TomatoyellowleafaurlChinavirus，TYLCCNV)的研究中，分离和鉴定了一种新型

的DNA卫星分子(DNAl3)，并对DNAIB上的13Cl基因进行了缺失和引入多克隆位

点(mul邱le cloning sites，MCS)，改造成为一种DNA卫星载体，该载体可以有效

地抑制转基因GFP的表达，也可以高效地抑制内源基因尸AS和勋的表达(陶小荣

等，2004)，应用于多种茄科植物的VIGS分析(Tao and Zhou,2004；Cai et aL。2007；
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Xu et a1．。accepted)。该载体的优点是卫星病毒基因组在植物中复制量大，本身基因

组小，载体构建操作相对容易，对高温不敏感，非常适宜于维管束组织特异性表达

基因的VIGS分析(Cai eta／．，2007；Xu etal．，accepted)。

2．2．2 VIGS的作用机制

VIGS是一个由小分子RNA驱动的过程，其主要步骤包括作为小分子RNA前体

的双链RNA(double strand RNA，dsRNA)的形成，小分子RNA的形成，小分子RNA

指导的RNA诱导的沉默复合物(RNAinduced silencing complex，RISC)——一种多

亚基核酸酶的形成，小分子RNA与靶标RNA结合剪切降解RNA模板或通过其他机

制抑制靶标RNA的翻译等。

其作用机制主要可以分为三步进行。

一、小分子RNA的前体dsRNA的形成。当含有目的基因的重组病毒载体侵染植

株时，目的基因片段在RNA引导的RNA聚合酶(RNA-directed RNA polymerase，

RdRp)作用下合成大量dsRNA。dsRNA是病毒复制过程中的一个中间体，是基因沉

默的关键起始因子。DNA病毒没有RdRp，因此可能与转基因诱导的PTGs一样需要

植物内源的RdRp参与合成dsRNA。但RNA病毒载体导入植物后，其自身携带的RdRp

足以合成dsRNA(Dalmay el a1．，2000；Dalmay etal．，2001)。

二、小分子RNA的形成。dsRNA在Dicer催化作用下产生大小为21．25nt的小

干扰RNA(small interfering RNA，siRNAs)。siRNAs是RNA基因沉默的代表性特

征(Hamilton etal．，1999；Wassenegger,etal．，1998)。Dicer是RNasem家族的一个重要

成员，包含1个解旋酶结构域，1个PAZ结构域，1个dsRNA结合结构域和2个RNasem

结构域。小RNA可以分为两类：一类是21．22nt的单链小RNA(micro-RNA，miRNA)，

它是从内源的hairpin RNA前体降解而来的(Hamilton and Baulcombe，1999)，它调

控转录因子、激素反应因子和沉默相关基因的转录和翻译(Carrington andAmbros，

2003)；另一类是3 7端有2nt突出的21．26nt的双链小干扰RNA，它在系统性基因

沉默及同源DNA的甲基化中起重要作用(Hamilton et a1．，2002)。

三、小分子RNA指导的RISC的形成。siRNA在生物体内与特定的蛋白结合形

成RISC，siRNA双链解开，带有siRNA的RISC特异地识别细胞质中的目的基因的

单链mRNA，导致目的基因mRNA特异降解，从而导致目的基因在mRNA水平上

的沉默(Hammond etal．，2000)。
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2．2．3 VIGS的优势

随着基因组计划的实施和进展，越来越多的未知基因功能有待进一步鉴定，在

筛选植物功能基因上，传统上是通过T-DNA和转座子(AzpriozLeehan and

Feldmann,1997)随机插入植物基因组获得突变体，从而从表型突变上来筛选相关功

能基因。在拟南芥系之上，这是筛选基因、鉴定功能的一种有效方法，但是其周期

长、工作量大、过程繁琐、完全依赖于转基因体系的成熟。与其相比，VIGs具有成

本低、速度快、高通量、重复性高等优点，只需将已知或未知基因片段插入病毒载

体，采用农杆菌浸润等方法导入植物，2-3周后就可以通过比较侵染叶片和非侵染叶

片的表型来筛选功能基因，方便大规模地进行基因组序列、EST序列的功能鉴定。

对于一些与细胞基本功能或是发育早期相关的基因，其突变往往是致死突变，采用

传统的方法无法得到突变体，而VIGS可以对成熟期的植物进行诱导并产生表型突

变，从而对致死基因的功能进行研究。对多基因家族的基因功能研究，传统的插入

突变通常只能导致一个多基因家族中一员的突变，其功能可以通过其它成员来弥补，

可能不产生预期的表型，从而无法研究家族成员的功能，而VIGS可以解决这些问题，

它可以使序列差异在10％．20％之间的同源基因发生沉默，只要选取所有家族成员的

高保守区，就能沉默整个家族成员，已报道利用VIGS可以使Rubisco小亚基基因家

族发生沉默。

2．3 VIGS在植物基因功能鉴定中的应用现状

1998年以来，VIGS被广泛地应用于植物基因功能的鉴定，主要用于发育、代谢、

抗病相关基因的沉默分析。

2．3．1利用VIGS研究发育和代谢基因

2000年，Burton等在烟草中以PVX为载体，利用VIGS技术对植物细胞壁纤维

素合成酶基因CesA的功能进行研究。当带有CesA eDNA片段的PVX重组载体侵染

本氏烟后，细胞壁丧失合成纤维素的能力，在植物叶片下表皮形成松散膨胀的非正

常球形细胞，同时整个植株出现矮化现象(Burton et a1．，2000)。Ratcliff等(2001)

使用TRV载体，沉默了烟草NFL(Nicotiana FLD／工Ey)基因，沉默植株的次生、三

生侧枝、花表型异常；萼片卷曲、花序变形、无雄蕊、无瓣(Rateliffetal．，2001)。

2003年，英国Baulcombe研究小组用TRV载体抑制烟草近5000个不同eDNA的表

达，15％的eDNA被抑制后植株出现生长异常特征，从而获得了这些片段的生物学
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信息，表明VIGS可以被应用于大规模的序列未知的植物基因功能的研究(Lu etal．，

2003b)。Faiver-Rampant等(2004)用PVX-PDS侵染马铃薯叶片，经过3代120

天后，发现马铃薯块茎中的PDS基因的表达也受到显著抑制。可见，VIGS也可用

于植物繁殖器官基因功能的研究(Faiver-Rampant et a1．。2004)。

在代谢途径方面的研究中，VIGS也发挥着相当大的作用。通过VIGS发现光合

系统II的放氧复合体(oxygen-evolving complex)被抑制后，TMV复制增强，表明

该复合体在抗TMV侵染过程中起作用(Abbinketal．，2002)。通过VIGS对本氏烟中

两个呼吸爆发氧化酶同源基因(Respiratory burst oxidase homologs，rboh)NbrbohA

和NbrbohB进行沉默，研究其活性氧调控过程，发现这两个基因对于H202的积累以

及对植物病原菌的抗性都起着重要作用(Yoshioka etal．，2003)。

2．3．2利用VIGS研究植物抗病途径中信号基因

利用VIGS对植物抗病途径相关基因的研究和鉴定是目前开展最为广泛的领域。

2000年，Liu等利用VIGS证明了RARl在烟草抗TMV中起重要作用；同年，Romeis

等分离得到两个Ca2+_依赖蛋白激酶(calcium-dependentproteinkillase。CDPK)cDNA

NtCDPK2和NtCDPK3，并利用VIGS对ma)P怼在烟草中的功能进行验证，发现

NtCDPK2沉默植株表现过敏反应减弱并推迟产生，不产生萎焉表型(Romeis et aL。

2001)。烟草Ⅳ基因介导的对TMV抗病反应是经典植物病原互作研究系统。Peart

等和Liu等利用TRV载体对该抗性反应中重要信号基因进行了研究，发现EDSl、

RARl，SGTl、与SGTl互作的SKPl以及关键调控因子朋唿J，NPKl对Ⅳ基因介导

的抗性是必需的(Liu et a1．，2002；Peart et a1．，2002)；分别编码促分裂原活化蛋白

激酶(MAPK)NTF6悄PKl、MAPK激酶(MAPKK)MEKl与MEK2，WRKYl．WRKY3

及MYBl转录因子，茉莉酸信号途径因子COLl的基因的沉默或表达水平的下降，

均降低抗病性，表明这些基因是Ⅳ介导的抗病反应的正调控因子(Liu et a1．，2004a；

2004b)。

另一基因对基因抗性系统一m介导的抗病系统相关基因也通过VIGS得到签定
研究。Baulcombe研究小组发现热激蛋白HSP90对Pto介导的对丁香单胞杆菌

(Pseudomonas syringae)的抗性是必需的(Lu et耐．，2003a)。Ekengren等发现，

MAPKK基因MEKl与朋EK2、MAPK基因Ⅳ刀硒与WIPK、^7PRJ和转录因子卫GHj口

与TGA2．2，对于Pto介导的抗性也是必需的，RARl与COLl在该途径中也有微弱作

用(Ekengren el a1．．2003)。

14
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最近，Scofield等用BSMV介导的VIGS研究了RARl、SGTl和HSP90在小

麦抗叶锈菌中的功能，证明RARl，SGTl和HSP90基因在抗叶锈基因Lr21介导的

抗性中是必需的(Scofield et a1．，2005)。Hein等也通过类似方法证明剐RJ、SGTl

和HSPgO基因在大麦抗白粉病基因Mlal3介导的抗病途径中非常重要(Hein et a1．。

2005)。

2．3．3展望

迄今为止本氏烟是VIGS应用的主要模式植物，但是随着VIGS载体的不断

开发和发展，将会在更多寄主植物上建立VIGS体系，特别是在像豆科植物等用现有

载体较难进行基因功能研究的植物上，开发新的沉默载体，使这些植物的功能基因

研究可以得到开展。同时，VIGS对植物功能基因组的应用范围也从较为熟悉的抗病

信号途径扩展到代谢、发育等领域。相信随着VIGS适用物种的增多、技术的完善以

及研究人员的增多，VIGS将成为基因功能研究和植物功能基因学研究的普遍利用的

有力工具。

3基因沉默抑制子

3．1引言

植物利用基因沉默对病毒产生抗性。作为一种应对植物防卫反应的策略，病毒

也能编码某种特异的蛋白质抑制寄主植物PTGS，这种蛋白质称为PTGS的抑制子

(Suppressor)。目前己在多种病毒中发现能编码抑制植物PTGS的蛋白质。PTGS抑制

子可能存在不同的作用方式，有的抑fl；tJPTGS的启动(如CMV的2b蛋白)，有的则抑制

PTGS的保持(如PVY的HC Pro蛋白)。

3．2基因沉默抑制子的发现和鉴定

在进行CMV 2b基因和其他4个CMV基因的比较中，发现CMV 2b基因代表了1个

新进化的基因，这暗示着CMV2b基因是病毒对植物抗病防御体系的适应。在1995年，

Ding等人就提出cMV2b蛋白是寄主防病体系的抑制因子。现有研究表明。有些病毒

可以通过编码的蛋白来抑制基因沉默，从而有利于病毒的侵染。目前已鉴定的主要

抑制子已有20多个(Bisaro，2006)，最典型的包括：(1)马铃薯Y病毒编码的

He-Pm(helper-component-proteinase)：(2)番茄丛矮病毒(Tomato bushy stunt virus，

TBSV)编码的p19蛋白。该蛋白是目前研究最多的一类。TBSV是～种正单链RNA病

15
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毒，能够侵染20多个科120多种植物。它所编码的p19是一个多功能蛋白，不但决定

了病害的发生程度，同时还与TBSV的细胞间运动、长距离扩散及系统感染时病症产

生有关，后来发现p19还是一种RNA沉默抑制蛋白；(3)双生病毒ACMV(African

cassavamosaicvirus)编码的AC2,(4)Riceyeff0Wmottle virus编码的P1；(5)PV'X

编码的P25；(6)Beet western yellows virus编码的P0等(Zamore，2004；Voinnet et

a1．，1999；2000；Pfeffer et a1．，2002)。

最近，Reavy等人通过果蝇细胞来研究TRv沉默载体，发现TRV-RNAl编码的16K

蛋白可能是基因沉默的抑制子(Reavy et a1．，2004)。但16K蛋白在抑制植物中产生

的基因沉默中的作用有待进一步证实。

3．3基因沉默抑制予的作用机理

病毒基因沉默抑制子的作用机理是最近研究热点。以上述经典病毒基因沉默抑

制子为对象的研究发现，不同类型病毒基因沉默抑制子的作用机理不同，目前已知

的至少有以下几类： ，

(1)病毒基因沉默抑制子与siRNA或合成siRNA必需的前体长dsRNA相结合，

使游离sLRNA无法达到足以启动形成RISC复合物的积累量，从而抑制基因沉默的产

生。已知属于直接与siRNA结合的病毒基因沉默抑制子包括TBSV p19，Peanut clump

virus(PCV)P15，Beetyellows virus(BYV)p21，Tobacco etch virus(TEV)HC-Pro，

Barley stripe mosaic virus(BSMV)gamma B等；而既可与与siRNA结合，又可与合

成siRNA必需的前体长dsRNA结合的病毒基因沉默抑制子则包括Beet necrotic

yellowveinvirus(BNWV)P14，Turnip crinklevirus(TCV)CP等(Lakatos etal．，
2006；Metal et a1．，2006；Omarov et a1．，2006)。

(2)病毒基因沉默抑制子与Argonaute l(AG01)蛋白结合，抑制其募集siRNA

以及切割靶标RNA的活性，从而抑制基因沉默的产生。CMV 2b抑制子属于该类

(Zhang et a1．，2006)。

(3)需要寄主因子的参与。研究发现，AC2抑制基因沉默的功能依赖于其核

定位信号和活化结构域的存在，AC2处理活化30多个寄主转录本积累水平的提高，

说明AC2对植物基因沉默的抑制需要寄主因子的参与(Trinks et a1．，2005)。

16
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4本研究的目的和意义

植物病害有多种表现形式，遵守基因对基因假说(gene-for-gene hypothesis)的

抗性是其中重要的一种，对其产生机制的理解为植物病害的防治提供理论指导，是

当今分子植物病理学领域前沿研究熟点之一。

本研究对象番茄和叶霉菌系统是研究植物和病原物互作的模型系统(Joosten et

a1．，1999)。番茄cf-4和Cf-gzgR基因及互补叶霉菌加基因加4和彳vr9均已被克隆，番
茄Cf-9对Avr9的识别及其下游信号传导途径的研究己取得许多进展(王长春等，

2006)。但总体上说，目前X寸R／Avr，包括Cf／Avr基[]产物识别及其下游信号传导途径

的理解还非常肤浅，更多关键基因的克隆及其功能的分析结果将较大地增进基因对

基因抗性产生机理的理解。导师蔡新忠实验室已克隆了182个Cf／Avr介导产生过敏性

反应时特异表达的cDNA-AFLP片段，但这些基因在Cf／Avr介导产生抗病性中的作用

尚有待进一步鉴定。

目前已明确的R／Avr基因产物识别及其下游信号传导途径的关键基因甚少，这与

缺乏简便有效和高通量的研究技术方法有关。长期以来，主要采用转基因植株法对

相关基因在抗病性中的作用进行鉴定和验证，但该法周期长，耗费大量物力和空间，

成本高，很难同时对大批基因进行操作。而病毒介导的基因沉默(virus—induced gene

silencing．VIGS)技术(Burch．Smith etal，2004)是一种十分强大的、可以快速、高

通量、大规模进行未知基因功能鉴定的新技术，它可以很好地克服上述缺点。该技

术不需构建转基因植株，一般1．2个月内即可知道结果，非常适合植物抗病关键基因

的快速高通量筛选鉴定。

本研究拟将VIGS这一新兴技术应用于基因对基因抗性关键基因鉴定，选择部分

已克隆的Cf／Avr介导产生过敏性反应时特异表达的cDNA-AFLP片段为研究对象，

采用VIGS技术鉴定这些基因在Cf／Avr介导产生抗病性中的作用，筛选其中在Cf／Avr

介导产生抗病性中起重要作用的基因。所获结果将进一步地揭示番茄叶霉病抗性产

生机制，为番茄叶霉病防治新策略的提出提供理论依据。

另一方面，VIGS技术发展十分迅速，已有源于10种病毒的VIGS载体相继得

到开发和应用。其中TRV载体目前应用最为广泛。为了提高TRV载体的VI(3S效率

以及拓宽适用植物寄主范围，该载体已得到多次改造，这些改造主要集中于

TRV-RNA2，Liu等(2002)版本插入了双倍35S CaMV启动子以及C端插入一个核酶，

17
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导致更有效的病毒RNA的产生。两TRV-2b版本则保留了2b基因序列。不同版本的

TRV载体在适用植物范围及可沉默植物组织等方面有显著区别。最近，Reavy等采

用果蝇细胞RNAi系统研究了ntV沉默载体中RNAl编码的16K蛋白的功能，发现

该蛋白可能是基因沉默的抑制子(Reavy et a1．，2004)。但该蛋白抑制RNAi效率很

低，而且在抑制植物产生基因沉默中的作用尚不明确。本研究拟构建缺失16K ORF

的pTRVI△16K结构，通过与野生型pTRVl的比较研究，确定16K蛋白是否为植

物基因沉默抑制子，探索进一步提高TRV载体基因沉默效率的新途径。

18
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第二章6个cDNA-AFLP差异表达片段相应基因

在番茄抗叶霉病中作用的基因沉默分析

由植物抗病基因(resistance gene，R)和互补的病原物无毒基因(avirulence gene，

Aw)控制的符合基因对基因(gene．for-gene)假说(Flor,1971)的抗病性是植物抗

性的重要表现形式。番茄和叶霉菌系统是研究基因对基因抗性的模型系统(王长春

等，2006)。番茄cf-4和cf-9等R基因及互补叶霉菌■’穆因彳州和彳硼均已被克隆，番
茄缪9对4硼的识别及其下游信号传导途径的研究已取得许多进展(Rivas和Thomas。
2002；王长春等，2006)。研究发现硫氧还蛋白与cf-9直接结合负调控其下游防卫反

应(Pdvas et a．1，2004)；活性氧的产生和胞外碱化，及离子通道的改变是Avr9／Cf-9

互作早期反应(Piedras et a1．，1998，Blatt et a1．，1999)；Rcrl和Rcr2在cf-9决定的抗

性产生中起重要作用(Hammond-Kosaek eta／．，1994)；某些蛋白激酶也可能参与cf9

下游信号传导(Romeis et a1．，1999；2001)。总体上说，目前对R／Avr，包括Cf／Aw

基因产物识别及其下游信号传导途径的理解还非常肤浅，更多关键基因的克隆及其

功能的分析结果将较大地增进基因对基因抗性产生机理的理解。

病毒诱导的基因沉默(virus-induced gene Hlencing，VIGS)是近年来发展起来的

功能基因组学研究新技术。与转座子、农杆菌T-DNA插入突变分析等现有其它技术

相比，VIGS具有操作简便，能快速获取表型；无需构建转基因植株；可用于突变致

死基因的功能研究；可用于功能冗余基因的功能研究；可用于快速的不同植物种类

间比较基因组学的研究；可用于同一种植物不同遗传背景下的基因功能研究等优点。

VIGS已应用于Ⅳ、cf．Bs4、觑和Pro等许多R基因介导的抗性信号传导关键基因

的功能鉴定研究(Tao etal．，2004)。近年来，采用VIGS技术研究明确钙依赖性蛋白激

酶基因ⅣfCDP船(Romeis etal．，2001)；SGT(Pearteta／．，2002b)；硫氧还原蛋白基

因C玎R从Rivas etal．，2004)；丝／苏氨酸蛋白激酶基因LeACIKl(Rowlandetal．，2005)，

以及泛素E3连接酶基因NtCMPGl为cy-9介导的HR和抗病性所必需

(Gonzalez-Lamothe et a1．，2006)。利用VIGS技术大量Cf／Aw介导产生过敏性反应

(Hypersensitive response，HR)时特异表达的eDNA-AFLP片段相应基因在Cf／Aw介

导的HR．中的作用得到了鉴定。

本研究挑选了6个本实验室已克隆的Cf／Aw介导产生过敏性反应时特异表达的
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eDNA．AFLP片段(ACE片段)，采用VIGS技术鉴定这些片段相应基因在Cf4／Avr4

介导产生抗病性中的作用，筛选其中起重要作用的基因。研究发现，差异片段95相

应基因可能在Cf4／Avr4介导产生FIR中起重要作用，差异片段14、85和11l相应基

因则可能与植株的生长和发育相关。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1植物材料

本氏烟(Nicotiana benthamiana)由本实验室繁育；播于小培养钵置于人工智能

植物培养箱中，22。C，16h／8 h灿暗周期下培养。

1．1．2菌种和质粒

大肠杆菌DH5a、农杆菌GV3101由本实验室保存。Cf／Avr介导产生过敏性反应

时特异表达的eDNA-AFLP差异表达片段由实验室克隆和保存。转化了

pRPH312．25：'√1vr4(含无毒基Avr4)和pCI'IF3：：Cf-4(含有R基因cf-4)的农杆菌GV3101

均由本实验室保存。TRV基因沉默载体由美国耶鲁大学Dinesh，Kumar SP博士惠赠。

1．1．3 PCR检验引物

根据pTRV2(pYLl56)的序列设计引物，用于PCR扩增。引物由上海生工生

物工程有限公司合成。

表2．1：用于检验pYLl56中插入片段的PCR中使用的引物

Table2．1：PrimesofRCRforindentifieationofartinsertinpYLl56

引物编号 引物序列(5。·30

CXZ80

CXZ8l

AGA：ITCTGTGAGTAAGGllACCG

CCGT’AGT／TAATGTCrrcGGGAC

1．1．4主要试剂及试剂盒

限制性内切酶、T4 DNA连接酶、raq plus聚合酶等工具酶为MBI Fermentas公

司产品；琼脂糖、核酸分子量标准为MBI Fermentas和Takara公司产品；凝胶回收
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试剂盒购自v-gene公司，Biozol购自博日公司。

1．2方法

1．2．1 PCR技术

1．2．1．1常规PCR反应

1)取一0．5 mLPCR薄壁管，依次加入以下试剂：

10×反应缓冲液(含Mg+) 5 uL

dNTP混合物，10mmoFL 1皿，

上游引物，10 I．unol／L 2¨L

下游引物，10pmol／L 2此

模板DNA 2皿

Taq plus DNA聚合酶(5U／p．L) O．5“L

加无菌双蒸水至终体积50此。

2)反应参数设置：

94℃预变性2 min后开始以下循环反应：

35个循环丁；：善薹萎薹：
72℃延伸60 sec

循环结束后72"C继续延伸10 lnin$

3)反应完毕，取5．10吐．PCR产物，电泳检查扩增结果。

1．2．1．2 R}PCR

eDNA第一链合成：

1)取一新的经DEPC处理的0．5 mL小离心管，加入RNA溶液(约2岖，体

积视浓度而定)，加入1此3’端引物(oligo(dT)16，0．5 pg，肛)及1 pL随机引物，

并加无RNA酶的水至终体积20江，；

2)70℃水浴10 rain，迅速置冰上，稍离心，将溶液甩至管底；
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3)依次加入以下试剂：

5×第一链合成缓冲液 lO皿

RNase抑制剂(23 U／I_tL) l¨L

MMLV逆转录酶(20昨L) 2儿

DEPC-H20 9．5 m

总体积为30¨L，混匀后稍离心，置42"C温浴60 mill。

PCR扩增：

采用两步法，按照1．2．1．1体系加入各种试剂，反应参数如下：

94"C预变性2 min后开始以下循环反应；

厂94℃变性45 sec

35个循环< 50"C退火45 sec

L 72℃延伸60 sec

循环结束后72"C继续延伸10 minl

1．2．2 PCR产物纯化

用V-gene割胶回收试剂盒回收目的DNA片段，操作按产品说明进行。

1．2．3 DNA克隆技术

1．2．3．1酶切

取一0．5 mL eppendorf管，依次加入以下试剂：

DNA 1 pg

限制性内切酶 O．5皿

10x酶反应缓冲液 2此

加ddH20 20皿

混匀后短暂离心，37。C酶切消化1．5 h后琼脂凝糖胶电泳检查结果。
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1．2．3．2连接

本研究通用的反应体系如下：

外源DNA片段 5此(50-250ng)

线性化载体DNA 1皿，(50ng)

10x连接缓冲液 1 uL

T4 DNA连接酶(3U／pL) 1儿

加ddH20至终体积为 10皿，

混匀后短暂离心，置4"C反应过夜。

1．2．4转化

1．2．4．1大肠杆菌热击转化

1)取出-70"0保存的感受态细胞悬液，室温解冻：

2)加入连接产物，轻轻混匀后，冰上放置30 min：

3)42℃水浴热激90 sec，迅速置冰上冷却5 m．in：

4)加入1 mL LB液体培养基(不含抗生素)，37"C振荡培养1 h，使转化细胞恢复

正常生长，并表达抗性；

5)将上述菌液离心一下，倒掉上部菌液，大约剩100 pL，涂布于含50 p咖L Amp
的LB筛选平板，正面向上放30 m．in，待菌液完全被培养基吸收后倒置培养皿，37"C

培养至蓝自斑区分明显为止。

1．2．4．2农杆菌电击转化

1)取一管低温保存的感受态细胞，室温融化，置冰上，同时将电击杯放在冰上

预冷：

2)将连接产物与感受态细胞均匀混合，置于冰上30--60 sec：

3)将连接产物与感受态细胞的混合物加至预冷的电击杯内，轻击液体以确保连

接产物与感受态细胞的悬液位于电击杯底部，将电击杯放进电击仪；

4)在电击仪GENE PULSER II Electroporation System(Bio-Rad Laboratories，

Hercules，CA，USA)上以电流25心，电阻无穷大，电压2．5 kV，电击时间5．0 nlseo



福建农林大学硕士学位论文 第二章

的条件电击感受态细胞进行电击转化：

5)脉冲结束后，尽可能快地取出电击杯，加入l mL LB培养液；

6)将细胞转移至1．5 mL离心管中，37*0振荡培养1 h；

7)取200 m培养液涂布于蓝白筛选平板(含50 rte,／mL Amp)，37"C培养至蓝

白斑区分明显为止。

1．2．5重组质粒的提取与鉴定

1．2．5．1碱裂解法提取重组质粒

1)取培养好的含质粒DNA的菌液1．5 mL，4"0 50009离心10 rain，弃上清，将

离心管倒置使上清液全部流尽；

2)用100止，溶液I充分悬浮菌体细胞；

3)加入200此新配制的溶液1I，盖紧瓶盖，缓缓地颠倒离心管数次，以充分混

匀内容物，冰浴10 rain；

4)加150皿，预冷的溶液Ⅲ，摇动离心管数次以混匀内容物，冰上放置15 min，

此时应形成白色絮状沉淀；

5)4-C-1：10000xg离心10 mill，取上清液加入5pL RNA酶(10 mg／mL)37℃水

浴20mim

6)加入等体积的饱和酚／氯仿(1：1)，振荡混匀，4"C-F 12000×g离心10 rain；

7)取上层水相，加入等体积的氯仿／异戊醇(24：1)，振荡混匀，4"C F 12000×g离

心10mira

8)取上层水相，加1／10体积的3 mol／L醋酸钠(pH5．2)和2倍体积的冰冷无水

乙醇，--20℃放1 h；

9)4*0下12000×g离心20 mill，去上清，沉淀用冰冷的70％7醇洗涤，412

12000xg离心5 min，去上清；

10)用小真空泵真空抽干沉淀，溶于50rtL TE或水中。
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1．2．5．2 PCR鉴定

取l uL质粒溶液稀释50倍后作为反应模板，反应体系及扩增程序同1．2．1．I。

1．2．5．3酶切鉴定

同I．2．3．1。

1．2．6植物总RNA提取和电泳

1．2．6．1器皿和容器的处理

所有待用的烧杯、研钵、试剂、离心管、量筒、枪头和试剂瓶等都用0．1％DEPC

水溶液，在3732浸泡24 h。然后将能用高压灭菌的试剂、器皿、离心管、枪头等湿

热高压灭菌30 rain，然后8032烘干。玻璃和陶瓷制品12032干热烘10h-12 h。

1．2．6．2植物总RNA的提取

采用Biozol试剂一步法提取植物总RNA，步骤如下：

1)取100 mg左右新鲜烟草叶片，加液氮研磨成粉末；

2)将粉末转入预冷的离心管中，加入1 mL左右的Biozol抽提液(按100 mg植

物组织加I mL左右的Biozol比例加入)，摇匀，室温放置5 min；

3)按每毫升Biozol抽提液加入0．2 mL的比例加入氯仿，盖紧离心管盖，剧烈震

荡15 8e,c，室温放置2 mi．1l|

4)12000 rpm离心15 rain，取上清于一新的离心管中，加入等体积异丙醇，颠倒

混匀，室温放置10min：

5)12000 rpm离心10 rain，弃上清。用1 mL 75％酒精清洗沉淀二次；

6)432，5000 rpm离心5 rain，弃去上清，室温干燥(注意不要过分干燥，否则

会降低RNA溶解度)。然后将RNA溶于DEPC处理的ddH20中。必要时可在55-6032

水浴助溶，．7032下保存。

1．3实验方案

先构建用于沉默分析的结构，然后进行VIGS分析，通过HR检验，筛选获取番

茄抗叶霉菌病相关基因。整个实验方案见图2．1
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I转化农杆菌GV3101

基因沉默的分析

I HR检验(以携带加和叮的农杆菌菌液浸润基因沉默的叶片)

筛选获取抗病相关基因

图2．1番茄抗叶霉病相关基因鉴定技术图

Fig．2．1 Identification ofgenes involved in resistance of

tomato to Cladesporiumfutvum

1．3。1 cDNA-AFLP差异表达片段基因沉默结构的构建

挑选6个可能与番茄抗叶霉病相关的AFLP差异片段(zCE片段)5、14、39、

85、95及111(GeneBank序列号分别为CK348288、CD579102、CD579123，

CD579148、CD579154及CD348296)，将这些片段连接到pUCm。T载体(已由本实

验室博士构建)，以BamH I、EcoR I酶切该质粒，酶切产物亚克隆至经同样酶切的

pYLl56基因沉默载体，获取重组质粒pYLl56：'．ACE，经酶切、PCR检验其正确性。

pTRVI和pYLl56：：ACE分别电激转化农杆菌GV3101。

1．3．2农杆菌接种液的准备

挑取新鲜培养的pTRVl、pYLl56空载体、pYLl56：：ACE农杆菌单菌落，接种3

mL含Kan(100}tg／mL)的YEB，28。C 170 rpm培养16h至OD600为1．2—1．6，以

适当比例接入100 mL YEBi，当茵液OD600为O．8．1．2时，4000rpm离心10 rain收集
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菌体细胞，以适当体积的MMAi重悬至OD600为4．0，将pYLl56空载体、pYLl56：：ACE

转化菌分别与pTRVl转化菌等体积混合，使各种菌终浓度为OD600=2．0，25"C 50 rpm

恢复培养2h，供接种用。

1．3．3农杆菌接种

采用叶片针筒浸润法，先用注射器针头轻轻刺破叶背面造成微伤口，用去针头

的注射器从背面伤口处注入菌液。

设pY'L156：'．ACE、空pYLl56两个沉默处理，每个处理接种20株本氏烟，每株

浸润4-5片真叶。接种后植株置于人工智能植物培养箱中，25"C，16h／8 h光，暗周期

下培养。

1．3．4 HR检验

本氏烟经基因沉默处理21 d后，按照1．3．2所述方法获取OD600=4．0的分别转化

了pRPH312．25：：Avr4和pCI-IF3：：C．／：4的农杆菌菌液，以l：l混合均匀，25‘C恢复培

养2 h后，以一次性无菌1 mL针筒浸润处理叶片。处理后植株置于人工智能植物培

养箱中，25"C，1611／8 h光／暗周期下培养。密切注意观察浸润叶片中过敏性坏死发生

的迟缓、轻重。

1．3．5 VIGS靶标基因转录本在植株体内积累量的检测

通过半定量RT-PCR方法检测植株体内VIGS靶标基因转录本的积累量。沉默诱

导处理后3周，取经pYLl56：：ACE和空pYLl56沉默诱导处理的植株中准备用于HR

检验的叶片(浸润叶以上3-4叶)，分别提取总RNA，反转录成eDNA，以这些eDNA

为模板，以表2．2所列引物分别扩增VIGS靶标基因片段，每个反应重复3次。对照

为烟草Aetin基因。
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表2．2用于扩增VIGS靶标基因片段的PCR引物
Table 2．2 The PCR primers used for amplification ofthe VIGS target gene fragments

旦塑薹里 !l塑壁型!!：：望：! 兰塑盔尘!塑!
Actin F：ACTGATGAAGATACTCACAGA 280

R：TGGAⅣrrGL虹-GTGGr兀℃AT

ACEs

AcEl4

R：TGAGAGCATAGAGAACAATGT

R：ATCCAAACCAAA：rIBGCAAG

ACE39 F：TGATrTTGGTGGAGAGTAGGA 202

R：ACCTGAGAACTA：n℃GAJ蛆'AC

ACE85 F：GATGAGCATACGAGCCTGGCA 3 12

R：ACGrI’rGI：九ACTAGCA^J．GT

ACE95 F：AGATCCGTCTCGCCTCGTAT 290

ACElll F2 CATGTCTGATCAAATTGTCA 200

R：GTGCCCATGTGllCTITGAG

—————————————————————_______________●●_H_________-___●__-_____’_●_-_________-—________________一

2结果与分析

2,1 pYLl56：：ACE片段的亚克隆及鉴定

将ACE片段5、14、39、85、95．111通过EeoR I／BamH 1分别插入TRY基因

沉默载体pYLl56，提取重组pYLl56质粒，经EeoR I／BamH I双酶切后，分别得到

大小约为150、230、220、420、400、140bp的产物(图2．2)，与预计大小基本吻合，

证明这些片段已成功连到pYLl56载体上。
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图2．2重组质粒的酶切电泳鉴定

泳道1-6：pYLl56：：AUK(5、14、39、85、蝤，111)的EcoR功‰，棚酶切产物；
M：DL2000DNAmarker

Fig．2．2 Identification ofreeombinant plasmid by enzyme digestion

Lanes 1-6：EcoR I／BamHI-digested pYLl56：：ACE(5，14、39、85、95、111)；
M：DL 2000 DNA marker

随后，采用PCR进一步验证TRV基因沉默载体中插入片段的正确性。挑取

pYLl56：'．ACE转化农杆菌GV3101的单菌落，提取质粒，并以这些质粒作为模板，

用引物对CXZ80／CXZ81进行PCR扩增，扩增产物大小与预计大小一致(图2．3)，

证明这些菌落含有目的基因片段。

图2．3 PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析

泳道l乇pYLl56：'．ACE(5、14、39、85、95、111)；PCR扩增产物；
cl【：阴性对照(不加Ⅺhse)；M：DL2000 DNA marker

Fig．2．3 Agarose gel electrophoresi$ofPCR amplification products

Lanes 1-6：PCR products amplified from pYLl56：“四f5、14、39、85，95、111)；
CK：Negative control(without RTase)；M：DL2000 DNA marker
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2．2 pYLl56：：ACE基因沉默处理对生长发育和Cf-4／Avr4介导的过敏性

坏死反应的影响

本氏烟经叶片浸润法农杆菌接种处理后21d，6个ACE基因沉默处理植株和对

照植株中，ACEl4、ACE85和ACElll等3个基因沉默处理植株表现出与对照不同

的生长状态，其中ACEl4沉默处理植株严重矮缩，节间缩短、叶片呈心形或其它畸

形(图2．4 A)。ACE85沉默处理植株有的完全停止发育，新叶不能形成，茎干不能伸

长(图2．4 C)，部分植株能形成新叶，茎干也能伸长，但植株略矮化、叶片畸形(图

2．4 D)。ACElll沉默处理植株略矮化、叶片畸形(图2．4 E，F)。而ACE5、AC船9

和ACE95沉默处理植株与对照一样生长正常(图2．4B，及未显示图片)。

为了鉴定这些ACE基因在Cf-4／Avr4介导的过敏性坏死反应中的作用，用分别

表达cf4和Avr4的农杆菌混合液(1：1)浸润植株叶片，3 d后，未经沉默诱导处理

的对照植株的浸润叶表现强烈的HR坏死(图2．5 A，B)，ACE5、AC酣4、AC醪9、

ACE85和ACElll沉默诱导处理植株的浸润叶与对照植株一样表现强烈的HR坏死

(图2．5c—G)，但ACE95沉默诱导处理植株的浸润叶不表现明显的坏死(图2．5H)，

说明该基因可能在番茄抗叶霉菌中起重要作用。

6个ACE基因对本氏烟生长发育及Cf-4／Avr4介导的HR反应的影响见表2．3
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图2．4ACE基因沉默处理对本氏烟生长发育的影响

沉默处理的基因：A'．ACEl4；B：空pYLl56对照；c：空pYLl铂囱；■a疆贿)．D：ACE&5；E-F：
· AcElll

照片摄于沉默诱导接种处理后24d

Fig．2AInkee ofACEV1GS treatment On Nicotiana benthamiana development
■CEgenesforVIGS：A：ACEl4；B：emptypYLl56(Clp；C：emptypYLIS60m)；ACES$(right)；D：

Thephotognq妇wGJretalon24daysafterVlGSindnctieninoeulatien

31
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图2．5_晒基因沉默处理对q-4／Avr4介导的HR反应的影响
沉默靶基因：^＆空pYIA56 g‘JJgt；c：ACES；D：ACEl4；E：ACE39；F：ACE85；G：ACEIII：m

照片摄于浸润接种处理后翻

F酶2．5 Influenee ofpYLl56：：ACEon卸R

GenesforVlGS：A,B：emptypYLl靳(c的；C：ACE5；D：ACEl4；E：ACE39；F：ACE85；G：

The photographs welg'e taken 3 days afteragroinocnlatioa
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表2．3 6个ACE基因片段对本氏烟生长发育及Cf-4／Avr4介导HR反应的影响

Table 2．3 The effect ofsixAFLP fragments 011 growth and development ofNicofiana benthamiana

and Cf-4／Avr4-dependent HR

AFLP
G朗eBalll【

矗a鲫∞t
mp．,ceSSlOn

q
number
聊～峪唧一D 对发嘉鹏篙翟嚣

2．3病毒诱导基因沉默的RT-PCR检测

以pYLl56：■CE(5、14、39、85、95、111)(对照为pYLl56空载体为对照)农

杆菌接种植株21d后，提取接种叶上方第3叶(用于HR检验)RNA，反转录成eDNA，

以表2．2所列为引物分别扩增4CE(5、14、39、85、95、111)等VIGS靶标基因片段，

结果表明，6个一cE基因转录本在沉默处理植株叶片中的积累量均显著低于空载体处

理的对照植株(图2．6)，说明这些基因在植株中得到了有效的沉默，在2．2中描述的

有关HR检验的结果是由于这些基因沉默导致的结果。
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3讨论

图2．6病毒诱导基因沉默的RT-PCR检测图

1-3：20，28，35个循环的PCR产物；4：阴性对照(不加RTase)

Fig．2．6 Confirmation ofthe gene silencing in leaves

1-3：products from PCR ofcycle；20，28，and 3S,respectively；

4：Negative control(without RTase)

植物抗病性的产生常伴随基因转录水平的改变。有关采用DD-PCR、

eDNA．AFLP、SSH(Suppression subtractive hybridization)、cDNA／olige microarray等

方法在亚基因组、基因组水平检测分析伴随植物抗性产生的基因转录的改变方面的

结果已有大量论文报告。然而，有关海量的转录水平发生改变的基因在植物抗病性

中的具体作用的分析报告相对甚少，是当前有关抗病机理研究的瓶颈，是植物病理

学研究工作者面临的挑战。近几年，研究基因功能新技术——墒毒诱导的基因沉默

(vIGs)的发展给解决上述问题提供了一个快速有效的技术平台，该技术在番茄抗

叶霉菌基因的筛选中的应用是利用该技术筛选抗病基因的成功范例。英国Jones研究

组和荷兰DeWit和Joosten研究组采用cDNA-AFLP技术分别克隆了260和405个分

别在Cfl)／Avr9和Cf4／Avr4介导的HR产生与否差异表达的基因片段(Durrent et讲．，

2000：Gabriels et a1．，2006)。随后采用VIGs技术鉴定了其中43和192个片段相应

基因在Cf／Avr介导的HR和抗病性中的作用，并分别发现Cfl)／Avr9介导的抗病关键

基因ACIKl(Rowland et a1．，2005)，CNIPGl(Oonzalez-Lamothe et a1．，2006)；以及
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NRCl等15个Cf4／Avr4介导的抗病性相关基因(Gabriels etal．，2006)。我们在2003

年成功克隆了182个Cfl)／Avr9和Cf4／Avr4介导HR产生与否差异表达的cDNA-AFLP

片段，称为ACE(Cf／Avrelicited)片段(Hongetal．，aeeeptd)。随后开展了利用VIGS

的技术鉴定这些4CE基因在番茄抗叶霉病中的作用研究。本研究为该工作的部分工

作。研究利用VIGS鉴定了6个ACE基因在Cf4／Avr4介导的FIR中的作用。发现ACE95

的沉默导致Cf4／Avr4介导的HR的散失，说明该基因可能在Cf4／Avr4介导的HR和

抗病性中起重要作用。我们的研究证明结合eDNA-AFLP和VIGS技术筛选植物抗病

相关基因的有效性。

利用ⅥGS技术鉴定基因在植物看病性中作用的同时还可明确这些基因在植物

生长发育中的作用。本研究发现ACE片段14、85和111相应基因沉默植株表现矮化、

畸形等表型，说明这些基因可能与植物生长发育相关。另外，经ACE85转化菌处理

的植株出现了两种情况：一种植株能伸长，但叶片畸形；另一种植株生长和发育受

抑严重，植株矮化，有的甚至死亡。这可能是因为沉默效果不一样引起的，前者沉

默效果不如后者，导致生长和发育受抑制的程度没有后者严重。

下一步，我们将通过SMART RACE扩增技了术获取这些与生长发育或是抗病相

关片段的eDNA全长序列，克隆这些基因，对它们进行功能的研究。
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第三章pTRVl中16K ORF对TRV介导基因沉默

的影响分析

病毒诱导的基因沉默(Virus induced gene silencing,VIGS)是近年发展起来的一

项新技术，它是指将目的基因片段插入到病毒基因组中，当含有该片段的病毒侵染

寄主植物并在体内系统扩散后，通过双链RNA降解机制降解与插入病毒基因组内的

片段同源的植物内源基因mRNA，导致目的蛋白无法被翻译(Baulcombe，1999)。目

前已经相继开发了多种可在拟南芥，卒氏烟，番茄，马铃薯，木薯，大豆和大麦等

植物上进行沉默的病毒载体(Robcrtson,2004)，这些载体大多应用于茄科植物，特

别是本氏烟(Nicotiana benthamiana)(Butch—Smithetal．。2004)。其中，由烟草脆裂

病毒(Tobacco rattle v驴淞，TRV)改造而来的载体是目前沉默效果较好、被应用最广

泛的VIGS载体。

VIGS是植物重要的抗病毒机制，作为一种应对植物防卫反应的策略，病毒也能

编码某种特异的蛋白质抑制寄主植物产生针对病毒的基因沉默。这种蛋白质称为基

因沉默抑制子(Suppressor)。目前已在多种病毒中发现能编码抑制植物基因沉默的

蛋白质。已鉴定的主要抑制子已有20多个(Bisaro，2006)。

pTRVl中16K基因在病毒增殖和基因沉默中的可能作用已有一些研究。Liu等

(2002)发现该16K基因的突变体大大减少病毒RNA的积累，用TRV或PVX载体超量

表达16K基因显著加重症状，证明16K基因在病毒增殖和致病性中起重要作用。另外，

以CMV 2b和BSMV Tb基因置换16隧因所得重组TRV病毒产生严重症状，推测侧
16K蛋白也可能为RNA沉默抑制予(Liuetal．，2002)。最近，Reavy等人通过以果蝇

细胞为材料的研究发现，nW-RNAl编码的16K基因与缸cz基因特异性dsRNA同时表

达，降低了该dsRNA诱导的RNAi效率，但这种抑制作用的效率很低(Reavy et a1．，

2004)。另外， 16K蛋白对植物产生基因沉默的影响有待进一步证实。

本研究拟构建缺失16K ORF的pTRVl结构，对缺失型TRV与野生型TRV诱导基因

沉默效果进行比较分析，以明确pTRVl的16KORF在TRV诱导基因沉默中的作用。此

外，利用缺失型TRV结构研究明确16K ORF在病毒增殖中的作用。
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1材料与方法

1．1材料

1．1．1植物材料

本氏烟(Nicotiana benthamiana)、三生烟(Ⅳtabacum ov．Samsun)由本实验室

繁育；播于小培养钵置于人工智能植物培养箱中，22"C，16h／8 h光储周期下培养。

L1．2菌种和质粒

大肠杆菌DI{5伍、农杆菌GV3101由本实验室保存。转'P6TpYLl56：：PD$的农杆菌

GV310l均由本实验室保存·TRV基因沉默载体(pTRVl、pYLl56)由美国耶鲁大学

Dinesh-Kumar SP博士悫赠，克隆载体pUCm-T贝留自S缸g∞公司。

1．1．3 PCR扩增引物

根据pTRVl序列，设计合成引物，用于PCR扩增。引物由上海生工生物工程有限

公司合成。

袭3．1本研究涉及的引物
Table 3．1 Primes used in this study

引物编号 引物序列(5’--,35

1RVl．Ⅳ田3‘f1

豫V1-K呼3，-I也

Nblm&．F

NbPDS-R

CXZ80

NostRl

Acfin-F

Act{n．R

GGTGl．ACAACl．AGTrGl-AACA

CGA蚴ATTGAC^^：I=A A^=]兀TCT兀：ATGC
TCATCGTrrCGTACTTCCTCA

CCTATCAGGCACACCrrIjcT

AGATTCTGTGAl了I．^AGGrIACCG

GATCTAG姆跹妪氏G#&G§￡

&弧}矗GKKQ峨§《气c^e氛Gk
TGG^A1广IIGJI：蛆’GTGGr兀℃A：r

1．1．4主要试剂及试剂盒

限制性内切酶Spe I和sm I、1"4 DNA连接酶、7幻plus聚合酶等工具酶为MBI

Fermentas公司产品：琼脂糖、核酸分子量标准为MBI Fermentas和Takara公司产品：
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凝胶回收试剂盒购自Takara公司，Biezol购自博日公司。

1．2方法

1．2．1 PCR技术

1．2．1．1梯度PCR

1)取一O．5 mLPCR薄壁管，依次加入以下试剂：

10×反应缓冲液(召-M92+) 5皿，

dNTP'混合物，10 mmol／L 1 vL

TRVI-l、,lP3’一F1，10 p,mol／L 2 gL

TRVl一MP3’-R2，10 tmaol／L 2 vL

模板DNA 2血

Taq plus DNA聚合酶(5 U／止。)0．5皿

加灭菌双蒸水至终体积为50此。

2)反应参数设置：

94。C预变性2 min后开始以下循环反应：

r 94℃变性45 See
35个循环I

弋484C--58"C(每个循环上升0．3"C)退火45 sec

I
、72"C延伸60 sec

然后72℃继续延伸10 min：

1⋯2 1 2 RT-PCR(见第二章)
1．2．2 DNA克隆技术(见第二章)

1．2．3转化(见第二章)

1．2．4重组质粒的提取与鉴定(见第二章)

1．2．5植物总RNA提取和电泳(见第二章)
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1．3实验方案

1．3．1缺失16K ORF的pTRVI结构的构建

1．3．1．1 pTRVl的结构

pTRVl的T-DNA区(图3．I a)编码产物主要包含三类蛋白，134K和194K复制酶

蛋白、16K蛋白和29K移动蛋白(MP)，其中，MP与病毒的移动有关，而16K,被怀疑

是沉默抑制子。加P位于pTRVl序列(AF406990)的第5328bp-6086bp，在ⅫP中间

BP5573bp上有且只有一个印e I酶切位点，16K瓣h口和核酶之间，位fpTRVl
全序列的第6111br,-6536bp，在16K ORF后，核酶前，全序列第6680bp有且只有一个

S胁I酶切位点。

1．3．1．2 pTRVl△16K的构建

缺失16K ORFI拘pTRVl结构构建策略见图3．2。用-肇”I／Stu I将pTRVl5双．酶切。

使pTRVl缺失MP的3’端(1／2MP)和16／(ORF(pTRVlAl／2MPAl6K)；然后，根据

缺失的1／2MP序列设计引物对TRVl-MP3’-F1(添加Spe I酶切位点)／TRVl．MP3’．R2

(添力IStu I酶切位点)，通过PCR扩增获得1／2MP，大小为513bp，割胶回收后，连接

至pUCm-T载体；将该重组质粒pUCm-T：：I／2MP进行Spe I／Stu I双酶切，再与

pTRVlAl／2MPAl6KL奎接，获得缺失了16KORF的TRVl结构pTRVlAl6K(图3．1 b)。



塑堡查苎查兰堡主兰堡丝壅 苎三兰

(a)

(b)

图3．1 pTRVl(a)glpTRVI△16K(”结构

Fig·3·l Structure ofpTRVl(a)and pTRVlAl6K(b)

40
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图3．2 pTRVIAl6K的构建策略

Fig．3．2Schematic representation oftheconstruction strategyofpTRVlAl6K

1．3．2农杆菌接种液的准备

挑取新鲜培养的pTRVl、pTRVl／、．16K、pYLl56：：NbPDS的农杆菌单菌落，接种

3 mL含Kan(100肛g／mL)的YEB，28℃170 rpm培养16 h至OD600为1．2～1．6。以适

当比例接入100 raL YEBi，当菌液OD600为0．8～1．2时，4000 rpm离心10 min收集菌

体细胞，以适当体积的MMAJ重悬至OD600为4．0，将pYLl56：：朋垆粥转化菌分别与

pTRVl、pTRVlAl6K转化菌等体积混合，使各种菌终浓度为OD600----2．0，25℃50 rpm

恢复培养2 h，供接种用。

1．3．3农杆菌接种

采用茎部注射、叶片针筒浸润、抽真空浸润三种方法。

41
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茎部注射：用注射器直接将菌液注射入烟草茎秆的基部：

叶片针筒浸润：是先用注射器针头轻轻刺破叶背面造成微伤口，用去针头的注

射器从背面伤口处注入菌液；

抽真空浸润：将植株倒置于农杆菌菌液中，一起放入抽真空容器中，真空泵抽

至压强为0．06千帕，保持5秒，然后放气。

将pYLl56"-NbPDS转化菌菌液分别与野生型pTRVl和缺失型pTRVlZ∑16K转

化菌菌液按1：1混合，分别按上述方法接种5叶期本氏烟植株。每种混合每种方法接

种10-20株本氏烟，每株浸润第4-5片真叶。接种后植株置于人工智能植物培养箱中，

25℃，16Ⅳ8 h光，暗周期下培养。

1．3．4 VIGS靶标基因转录本在植株体内积累量的检测

通过半定量RT-PCR方法检测植株体内VIGS靶标基因转录本的积累量。取经

pTRVl+pYLl56：：NbPDS和pTRVl z生16K+pYLl56：：NbPDS转化菌沉默诱导处理的植

株中完全沉默的叶片，分别提取总RNA，反转录成eDNA，以这些eDNA为模板，

以表3．1所列引物分别扩增VIGS靶标基因PD$片段，每个反应重复3次。对照为

烟草Acan基因。

1．3．5植株体内TRV病毒积累量的检测

采用半定量RT-PCR方法检测植株体内TRV病毒积累量。

取经pTRVI+pYLl56和pTRVIAl6K+pYLl56转化菌沉默处理本氏烟3d、7d

的接种叶和非接种叶子，分别提取总RNA，反转录成eDNA，以这些eDNA为模板，

以CZX80和NostRl为引物扩增pTRV2的部分基因，长为840bp的片段。

2结果与分析

2．1 pTRVl MP 3’端(1／2MP)的克隆

以pTRVl为模板，采用引物对TRVl．MP3’．F1／TRVl．MP3"R2，通过PCR扩增

获得产物在泳道中只有单一条带，大小约510bp(图3．3)，与预计的目的片段大小一

致。PCR扩增产物经回收、连接、转化克隆到pUCm-T载体上，经蓝白斑筛选，挑

取一白色单菌落，用碱裂解法小量提取质粒，进行Spe I／Stu I双酶切，产物条带大
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小约510bp(图3．4)，表明该质粒是含有插入目的片段的重组子。

图3．3 TRVl I／2MP片段PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析

泳道l：PCR扩增产物；M：DL 2000 DNA Marker

矾蛋3．3 Agarose gel electrophoresis of PCR product ofTRVl 1／2MP

Lane 1：PCR product；M：DL 2000 DNA Marker

图3．4 pUCm-T：：I／2MP重组质粒的酶切电泳鉴定

泳道l：pUCm—T：：I／2MP；泳道2：Spe l／Stu l酶切后的pUCm-T：：I／2MP；
M：DGL2000DNAMarker

矾93．4 Identification ofrecombinant phsm坩pUCm-T：：I／2MP by enzyme

digestion

Lanel：pUCm-T：：I／2MP；Lane 2：Sre I／Stu I-digested pUCm-T：：I／2MP；
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2．2序列测定与分析

通过克隆测序，获得pTRVl中MP 3’端(1／2MP)序列。应用生物学分析软件

DNAman，对1／2MP序列与GenBank中的pTRVl(AF406990)序列进行比较分析，

发现两者核苷酸序列完全相同，说明该序列是我们所要保留的。

2．3 pTRVl△16K的构建

pTRVl质粒经Spe I／Stu I双酶切后，有一条1100bp大小的条带(图3．5箭头所

示)，回I皮>10kb的大片段。同样酶切处理pUOm．T：：I／2MP质粒，回收大小约513bp

的1／2MP耳的条带，连接回收载体和1／2MP片段、转化后提取质粒，并进行酶切和

PCR鉴定。从图3．6中可以看出，所挑选的两个菌落，其中一个(菌落1)是含有插

入目的片段1／2MP的重组子。

图3．5质粒pTRVl的酶切电泳图

泳道l：pTRVl；泳道2，3：Spe I／Stu I酶切后的pTRVl；M：Gene Ruler lkb DNA

Ladder

Fig．3．5 Piasmid pTRVl digested by enz3nmes

Lane l：pTRVl；Lane2．3：Npe I／StuI-digested pTRVl；M：Gene Ruler lkb DNA

Ladder
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图3．6重组质粒pTRVlAl6K的酶切电泳鉴定图

泳道1：跏I／$tu I酶切后的pTRVlAl6K；泳道2：pTRVIAl6K；M：^
DN射EcdR I+H／nd III marker

F喀3．6 Mentifieation of recombinantpksmid pTRVlAl6K by enzyme digestion

Lanel：Spe I／Stu l-digested pTRVlAl6K；Lane 2：pTRVlal6K；M：^

DNA／EcoR I+日跏dHI marker

将重组质粒pTRVlAl6K转化农杆菌GV3101，为进一步验证所获菌落确含重组

质粒pTRVlAl6K，采用碱法提取质粒，以所获质粒为模板，分别以TRVl．MP3'-F1／

TRVl一MP3'-R2、TRVl一MP3’．FII Nost-R1为引物对进行PCR扩增，分别获得大小约

为513bp和1lOObp的条带(图3．7)，与预计目的条带大小吻合。这些菌将用于基因

沉默分析。

图3．7 pTRVlAl6K质粒PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳分析

泳道1：以TRVI-MP3'-F1／TRVl-MP3r-a2为引物的PCR扩增产物：泳道2：以

TRVI-MP3'-FI／Nost-RI为引物的PCR扩增产物；M：250bp DNALaddermarker

Fig．3．7 Agarose gel electrophoresis ofPCR Proudc缸amplified from pTRVlAl6K
Lane l：PCR product amplified using primers TRVl-MP3'-FI／TRVl．Ml'3，-l也：

Lane 2：PCR prodct amplified using primers TRVl-MP3’一F1／Nost-Rl；
M：2S0bp DNALadder mrker
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2．4 16K ORF缺失型11w与野生型TRV介导基因沉默效果比较分析

将缺失型pTRVl转化菌、野生型pTRVl转化菌分别与pYLl56：：NbPDS转化菌

混合后，接种植株，对本氏烟采用叶片浸润法，对三生烟分别采用茎部注射和抽真

空浸润法。

结果(表3．4)表明，对本氏烟，16K ORF缺失型TRV转化菌接种的植株，8d

后叶片开始泛白，12d叶片白化现象明显，20株植株全部沉默，其中18株植株叶片

沉默程度完全(图3．8 A)，2株植株叶片未完全白化，边缘泛绿(图3．8 c)；野生型

TRV转化菌接种的植株，9d后叶片开始泛自，12d叶片白化现象明显，20株植株中

有19株沉默，其中16株植株叶片沉默程度完全(图3．8 B)，3株植株叶片中间和边

缘泛绿(图3．8D)。

对三生烟，我们采用了不同的接种方法，所获的基因沉默效率均很低，而且均

为不完全沉默(图3．9)。对于茎干注射接种方法而言，缺失型TRV转化菌接种的12

株植株，23d后，12株当中仅有3株植株叶片出现不均匀白化(如图3．9 A)：野生

型TRV转化菌接种的20株植株，23d后，仅2株植株叶片出现不完全白化(如图

3．9 B)；抽真空浸润法接种的植株，缺失型TRV转化菌接种的19株植株，23d后，

4株心叶出现白化，野生型TRV转化菌接种的18株植株，仅2株心叶出现白化。无

论用哪种接种方法，缺失型和野生型TRV诱导产生的基因沉默均不持久，在表现白

化表型约5-6周后新生叶不再表现白化表型(如图3．9c)。另外，多数表现不完全白

化的植株叶片伴随病毒坏死斑的出现(如图3．9A，B)，还有些植株只表现严重的病

毒坏死症状，并不表现基因沉默后的白化症状(如图3．9 D)。

表3．4 16K ORF缺失型TRV与野生型TRV载体诱导PDS基因沉默效果比较
Table 3．4 Efficiency ofPD8 gene silencing induced by the 161(ORF deletion mutant and the wild

tyPe TRV vectors
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圈3．8 16K ORF缺失型TRV和野生型TRV诱导本氏烟PDS"基因沉默症状
A：缺失型TRV诱导的完全沉默；B：野生型TRV诱导的完全祝默；
c：缺失型TRY诱导的不完全沉默；D：野生型TRV诱导的不完全沉默

照片摄于诱导沉默后22d

嘲-8PDSgene 0iI明dnginM知删hm蛔城indueedbythel6KORFdeletionmutantTRVandthewildtypeTRV
A：complete silencing induced by the deletion vector；m complete silencing indmcod by the wiM type vector；,

C：incompnete silencinginducedbythedeletion vector；,D：incompIe怔silencinginducedbYthewildtypeTRVI
The photographs were taken 22days post agcolnfiltration

图3．9161(ORF缺失型TRY和野生型TRV诱导三生烟PDS基碉沉默症状
^=赣失型TRV诱导沉默不完全；B：野生型TRV诱导沉默不完全；c：沉默恢复；D：病毒症状

照片摄于诱导接种后23d‘～墨q和66dIo
lrW一．9PDSgene面kId_g诅N／cot／an缸妇∞．cv．岛删虹肼indiced bythedeleO幔TRVandthewildtypeTRY
^：hmcompletesilencing叫酬bythedeletionvector；,mimcompletesilencingimlm∞d坷thewildtypeTRYl；

C：recovery front 0il蜘d-茹D：virus symptom

Thep-哪咋呐-∽taken23days他瓯Oand66days(0pintngcoimanmn
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2．5 VIGS靶标基因PDS转录本在植株体内积累量的检测

为了在分子水平证实PDS基因沉默，选取pTRVlAl6K+pYLl56：：NbPDS和

pTRVl+pYLl56：：ⅣI》P嬲化菌接种本氏烟植株中完全白化叶片，以未经沉默处理的
植株叶片为对照，分别提取RNA，反转录成eDNA，以引物对NbPDS．F／NbPDS．R扩

增尸As基因、以引物对4ctin．F／Actin．R扩增Actin(内标基因)片段。结果表明，白化

叶片的只粥转录本积累量明显低于未经过沉默诱导处理的绿色叶片，仅见很微弱条

带。经缺失型nw接种的白化叶片中州峪转录本积累量略低于野生型TRV接种的白化

叶片(图3．10)。

图3．10本氏烟植株体内PDS转录本积累量的RT-PCR分析

泳道1-3：20，28，35个循环的PCR产物；c：阴性对照(不加RTase)；

pTRV2—00：空pTRV2

Fig．3．10RT-PCRanalysisforPDStranscript accumulationinM benthamianapIan缸

Lanes 1-3：Products ofPCR of20，28，and 35 cycles；C：Negative control

(without RTase)；pTRV2-00：empW pTRV2

2．6本氏烟植株体内1Rv病毒积累量的检测

分别选取pTRVl△16K和pYLl56转化菌混合液以及pTRVl和pYLl56转化菌

混合液沉默处理后3d和7d后的本氏烟接种叶和植株新长成的非接种叶，分别提取

总RNA，反转录成eDNA，以这些eDNA为模板，以CZX80和NostRl为引物扩增

长度为84Gbp的pTRV2基因片段。如图3．11所示，无论在接种后3d(图3．11 a)还

是7d(图3．1l b)，缺失型TRV接种植株中接种叶和非接种叶的病毒积累量均显著

低于野生型TRV接种植株。
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图3．1l本氏烟植株体内TRV病毒积累量的RT-PCR分析

a：接种后3d．b：接种后7d

供接种处理的TRV阻及取样叶片：泳道1：pTRVlAl6K,接种叶；泳道2：

pTRVIAl6K,非凄种叶；泳道3：野生型pTRVI,接种叶；泳道4：野生型pTRVl，

非接种叶；M：DL2000 DNA Marker

F睡3．1l RT-PCR analysis for TRV RNA accumulation in inoculated plants
a：3 days post inoculation：b：7 days post inoculation

TRV for inoculation and sampling leaves：Lane l：pTRVl△16k inoeulation

leaves；Lane 2：pTRVlAl6K uninoculation leaves；Lane 3：wild type pTRVI，
inoculation leaves；Lane 4：wild type qTRVl．uninoculation leaves；M：DL 2000

DNA Marker

3讨论

pTRVl中的16K ORF全长为306bp，位于19K移动蛋白之面，核酶和终止子之

前，Liu等证实该t6K基因与病毒的增殖有关(Liuetal．,2002)，本研究对本氏烟植

株体内病毒积累量RT-PCR检测分析结果表明，16K ORF缺失型ⅡⅣ接种的本氏烟

体内病毒积累量明显低于野生型TRV，该结果与Liu等(2002)的结果相符。但16K

ORF在病毒增殖中作用的具体机理尚不清楚。

16K O砒7在基因沉默中的抑制作用早在2002年就有人怀疑。Liu等(2002)发现，

以CMV 2b或BSMV丫b基因可以互补16K ORF的功能，而CMV 2b和BSMV咖均有基

因沉默抑制子功能，因而怀疑是TRV 16K ORF也可能由此功能。此后，最近，Rcavy

等人研究发现，pTRVl编码的16K基因与缸铊基因特异性dsRNA同时表达，降低了该
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dsRNA诱导的RNAi效率，但这种抑制作用的效率很低(Reavy et a1．，2004)。本实

验构建了16K ORF缺失型1rIW，通过对缺失型TRV和野生型ⅡW诱导基因沉默效果

的比较研究发现，在本氏烟植株上，16K ORF的缺失能略微地提高TRV诱导基因沉

默植株的百分率，以及诱导沉默的重复性和稳定性；而且缺失型Ⅱw诱导沉默的完

全沉默度比野生型nw高16％，但在三生烟中，缺失型TRV和野生型砸W均不能有

效诱导基因沉默，沉默不完全，持久性不高，并产生病毒症状。这些结果表明，pTRVl

中16KORF可能是植物VIGS的弱抑制子，对植物vIGS以及在果蝇细胞RNA的抑制作

用均不强烈。

今后，可以通过超表达或得到16K蛋白，进一步研究其在豫v以及其它病毒载
体诱导基因沉默中的作用。

50
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第四章结论

l、采用病毒诱导的基因沉默技术(VIGs)研究明确6个4CE片段(彳cE 5、14、

39、85、95和111)相应基因在Cf-4／Avr4介导产生过敏性反应中的作用。ACEl4、ACE85、

ACElll基因的沉默抑制植株生长，导致叶片畸形，这些基因可能与植株生长发育相

关；Ac聊基因的沉默显著抑制HR的产生，该基因可能在番茄抗叶霉病中起重要作
用；而■CE5和ACE39可能与植株生长发育和番茄抗叶霉病均不相关。

2、明确了pTRVl中16K ORF对TRV介导基因沉默及病毒的增殖的影响。构建了

缺失16K ORF的pTRVl表达结构，比较分析了野生型TRV和缺失16K ORF的TRV载体

介导的基因沉默效率。发现，缺失型TRV介导的基因沉默比野生型TRV更完全，在本

氏烟中，基因完全沉默的植株百分率比野生型TRV增加了16％。转化缺失型TRV结构

的农杆菌接种后，植株接种叶和上部非接种叶中TRV的积累量均显著低于野生型结

构转化菌接种植株。说明，pTRVl中16K ORF在病毒的增殖中起重要作用，而且是

像V介导的基因沉默的弱抑制子。

，l
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