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摘要：病毒诱导基因沉默（virus-induced gene silencing, VIGS）是一种基于转录后基因沉默的反向遗传学研究方

法，用于快速鉴定基因功能。该技术具有实验周期短、操作简便、低成本、高效率、获得表型快以及高通量等优点，

被广泛地应用于植物基因功能研究。豆科植物作为人类食品中淀粉、蛋白质、油和蔬菜的重要来源之一，具有重要

的经济价值。本文从VIGS的技术原理、VIGS载体的开发和改良、VIGS在豆科植物中的应用等方面进行了综述，分

析了VIGS技术在豆科植物中存在的问题，并展望了其应用前景。
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Application of virus-induced gene silencing in legumes
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Abstract: Virus induced gene silencing (VIGS) is a reverse genetics method based on post-transcriptional
gene silencing. It can be used to identify gene function quickly. This technique has the advantages of short period of
testing, simple operation, low cost, high efficiency, fastly obtaining phenotype, and high throughput. It has been
widely used in gene function studying in plants. Legumes are of great economic significance as sources of starch,
protein, oil and vegetables in human food. In the study, the application of virus-induced gene silencing technology
in legumes was reviewed from technical principle, development and improvement vectors, and influencing factors of
VIGS. The reviews will provide reference for conducting related studies by means of VIGS in legumeinous plants.
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豆科（Leguminosae）植物约有 690属，17 600余
种，是双子叶种子植物，分布于世界各地，我国有

1300多种。豆科植物中有许多种类是世界性的经

济作物，与人类生活密切相关，如大豆、花生等，除

此之外还有一些具有药用价值，如含羞草、决明、皂

荚等。在过去的几十年里，分子生物学技术发展迅

速，在模式植物研究中取得了巨大成就。然而，在

与人类生活密切相关的农作物中，分子水平研究还

有很大不足。转基因等多种分子生物学技术在大

多数的植物中仍然存在着一些问题，需要进一步突

破。近些年，病毒诱导基因沉默技术已成为研究热

点，可为植物基因功能研究提供强有力工具[1]。
病毒诱导的基因沉默（virus induced gene silenc⁃

ing, VIGS）是一种RNA介导的防御机制，即转录后

水平的基因沉默（post-transcriptional gene silencing,
PTGS），是植物体内普遍存在的遗传免疫机制[2]。该

技术利用携带植物功能基因 cDNA的病毒，在侵染

植物体后可诱导植物发生基因沉默从而引起表型

改变，以通过植物表型或生理指标上的变化反映该

基因的功能[3]，近年来已广泛地应用于植物基因功

能的研究。与转基因等其它方法相比，VIGS具有简

便高效、周期短、可沉默基因家族、不需获取转基因
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植株、高通量等优点，同时可在不同遗传背景的植

物间进行基因功能比较，是研究功能基因组和特定

基因功能的有效工具[4]。目前已经普遍应用于烟

草[5]、拟南芥[6]、棉花[7，8]、番茄[9]、马铃薯[10]等植物基因

功能的研究中。本文综述了近年来VIGS技术在豆

科植物功能基因挖掘中的研究进展，旨在为进一步

应用VIGS在豆科植物中开展相关研究提供借鉴。

1 VIGS技术原理

基因沉默是植物界普遍存在的一种自我保护

反应。在长期生物进化过程中，植物为了保护自身

不受伤害而禁止外源核酸入侵，最终形成了这种保

护机制。基因沉默发生在两种水平上，一种是转录

水平上的基因沉默（transcriptional gene silencing，
TGS），是DNA水平上基因调控的结果，主要是由启

动子甲基化或导入基因异染色质化而导致的。另

一种是转录后基因沉默（PTGS），是 RNA水平基因

调控的结果，在基因转录后水平上通过对靶RNA的

特异性降解而使基因沉默。在这两种水平上引起

的基因沉默都与入侵核酸片段和宿主基因的同源

性有关[11]。当病毒携带植物基因序列感染植物时，

病毒感染会触发VIGS。原理是携带目标序列病毒

感染植物导致目标植物基因表达下调，使用来源于

病毒的双链 RNA（dsRNA）作为模板产生小分子干

扰RNA（siRNA），而 siRNA则将单链病毒RNA靶向

并在特定序列中降解，因此，插入病毒基因组中的

植物基因片段成为 siRNA的来源，然后针对相应的

植物基因mRNA进行破坏，由于宿主基因的功能丧

失或表达降低，引起受感染植物的表型变化[3]。
VIGS最早是在 RNA病毒中发现，1995年 Kmuagai
等[12]首次将八氢番茄红素脱氢酶 (phytoene desatu⁃
ras，PDS) 的 DNA片段插入烟草花叶病毒（tobacco
mosaic virus, TMV），再将重组 TMV侵染烟草使得烟

草叶片褪色，说明 TMV成功沉默了 PDS基因；1998
年Ruiz等[13]在马铃薯X病毒（potato virus X，PVX）上

插入PDS的DNA片段，重组病毒侵染植物后也观察

到叶片白化现象。说明植物内发生了基因沉默，使

得 PDS表达受抑制，产生白化现象。1999年 Baul⁃
combe等[14]研究发现VIGS机制中存在一种基因沉默

信号 dsRNA（double stand RNA），使非侵染组织具有

抗病能力。dsRNA是基因沉默的关键起始因子，它

可以通过病毒的复制机制、RNA自我复制等策略

产生[15]。
VIGS技术主要包括 3个步骤：（1）对病毒基因

组进行改造，构建包含外源目标基因片段的病毒基

因重组载体；（2）将其侵染宿主植物；（3）植物细胞

识别入侵病毒，通过植物对病毒侵染的防御机制使

目标基因沉默，表现出靶基因功能丧失和表达活性

降低等表型，从而鉴定目标基因的功能[16]。

2 VIGS病毒载体的选择

病毒载体是携带外源目的基因进入动植物体

内并有效表达的工具，可以在植物体中过表达或抑

制基因表达。当基因被工程化到病毒基因组中时，

植物病毒载体可以有效表达外源蛋白。随着病毒

在宿主中复制，外源蛋白大量产生。根据构建VIGS
载体的病毒性质，可以将其分为三大类：RNA病毒

载体、DNA病毒载体和卫星病毒载体。

2. 1 RNA病毒载体

VIGS中使用的病毒载体主要是 RNA病毒载

体，主要有烟草花叶病毒（TMV）、大麦条纹花叶病

毒（barley stripe mosaic virus, BSMV）、烟草脆裂病毒

（tobacco rattle virus, TRV）、马铃薯 X病毒（PVX）等

十余种，其中 TMV和 PVX是最先被开发利用的

VIGS载体，但是它们侵染后植物存在症状严重、基

因沉默效率低、无持久作用等缺点。TRV也是广泛

应用于各种植物物种中最常见的病毒载体，它具有

侵染后症状较轻，基因沉默效率高，可在多个组织

产生沉默且效果长久等优点[17]。BSMV的病毒载体

已成功应用于对小麦（Triticum aestivum）中非生物

胁迫基因进行功能鉴定[18]。苹果潜隐球形病毒（ap⁃
ple latent spherical virus, ALSV）已经成功在几种重

要的作物如番茄、苹果、豆科植物、葫芦科等植物中

应用[3]。豌豆早枯病毒（pea early browning virus,
PEBV）和豆荚斑驳病毒（bean pod mottle virus, BP⁃
MV）则是较早且成功应用于豆科植物VIGS中的病

毒载体[19]。
2. 2 DNA病毒载体

DNA病毒也能诱导基因发生沉默，Kjemtrup
等[20]人利用番茄金色花叶病毒（tomato golden mosa⁃
ic virus, TGMV）有效沉默了增殖性细胞核抗原基因

（proliferating cell nuclear antigen, PCNA）。Tang等[21]

人研究发现白菜卷叶病毒（cabbage leaf curl virus,
CaLCuV）载体在植物中过度表达内源或人工miR⁃
NA，能够诱导拟南芥中转基因与外源基因的沉默。

多种 DNA病毒被用来研究植物基因组功能，其中

CaLCuV和 TYLCCNV（yellow leaf curl China virus）
是最广泛使用的 DNA病毒载体，已成功应用到烟
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草、拟南芥、卷心菜和菜花中[22]。与RNA病毒载体

相比，DNA病毒 VIGS载体具有构建简单、无需转

录、操作简单、稳定性好等优点，但其基因沉默效率

没有RNA病毒载体高[23]。
2. 3 卫星病毒载体

VIGS的卫星病毒载体是由病毒链的卫星病毒

改造而来，Gossele等[24]研究表明微卫星病毒载体

STMV（satellite of tobacco mosaic virus）能够有效抑

制烟草中PDS等 13个内源基因，并引起明显的表型

变化。Ju等[25]首次发现病毒卫星DNA载体是一种

有效的病毒诱导转录水平基因沉默载体，可用来研

究植物基因组 DNA甲基化。由于卫星病毒具有可

以在植物中大量复制且自身基因组小，易操作等优

点，已成为一种优良的VIGS载体，但同样存在基因

沉默效率低的缺点[23]。

3 VIGS在豆科植物中的应用

近年来，栽培大豆的基因组测序工作已完成，

构建了野生大豆泛基因组，并不断地完善大豆种质

资源的测序数据[26]。近十几年来，已有诸如豌豆早

枯病毒（PEBV）、豆荚斑驳病毒（BPMV）和苹果潜隐

球状病毒（ALSV）等多种VIGS病毒载体成功应用于

豆科植物基因功能的研究中，使得豆科植物这种遗

传转化较难的物种的基因组学可以高效开展。目

前，VIGS技术在豌豆中应用较多，以 PEBV为载体

的VIGS技术是研究豌豆发育途径功能基因调控的

良好工具，且不会对豌豆开花及结荚成熟产生影

响，不会影响豆科植物与根瘤菌共生形成根瘤[27]，具
有广阔的开发前景。Gabriela等[28]研究将携带 PDS
基因的 cDNA片段插入到病毒载体的单链RNA2中，

感染豌豆后成功沉默PDS基因，出现特征性的光漂

白叶片；宋伟杰等[29]成功地利用VIGS研究了豌豆基

因 PsPI（Pisum sativum pistellata）的功能，证明了 Ps⁃
PI基因具有拟南芥 PI、金鱼草 GLO同源基因的功

能，为豌豆花发育调控基因的功能研究开拓新思

路。此外，VIGS技术是进行植物基因功能鉴定的简

便、高效的方式，目前已成功应用于豆科植物中。

Ramegowda等在豌豆中使用了VIGS技术研究丛枝

菌根真菌AMF中获取磷酸盐相关基因，沉默共生基

因PsSym19，减少根皮层丛枝和囊泡的发育，揭示这

些基因对豌豆中磷酸盐同化的重要性[2]；ATWOOD
等[30]将VIGS技术用于大豆中铁元素相关基因的功

能分析中，沉默基因 GmRPA3，沉默的植株叶片较

小，叶绿素含量较高，对铁元素增加无响应，这表明

GmRPA3基因在铁的获取中发挥了作用；Cooper
等[31]利用豆荚斑驳病毒（BPMV）系统沉默Rpp1（R-
genes resistance to P. pachyrhizi），导致大豆丧失对根

腐病的免疫功能，表明Rpp1基因调控的免疫途径以

及相关基因与大豆防御系统紧密相关；使用VIGS技
术沉默CHS基因使大豆种皮由棕变黄，表明CHS基
因功能与色素合成有关[32]。豆科植物中已成功构建

了以ALSV、BPMV为载体的VIGS体系，并通过改良

载体或接种方式以提高沉默效率。Lgarashi等[33]从
大豆植物中提取PDS基因与ALSV构建重组载体后

分别侵染大豆、豌豆、菜豆和豇豆植株的第 1片叶

子，发现沉默植株的新生叶出现白化现象；Gedling
等[3]修改了基于 ALSV载体的接种程序，使用大豆

GmPDS1基因作为VIGS目标基因，在 19种大豆基因

型中评估了新方法的功效且获得明显的沉默表型；

Zhang等[34]研究改良BPMV载体，以提高BPMV载体

对大豆功能基因组学的效率；Juvale等对不同时间

和空间下BPMV基因沉默体系植株沉默情况研究中

发现不同发育时期、不同组织的沉默效果不同，说

明VIGS技术也可用于豆科植物组织水平研究[35]。

4 VIGS技术在豆科植物中应用效率

4. 1 VIGS载体插入目的基因片段长度及位置

较高的基因沉默效率是VIGS技术需要着重解

决的问题。在VIGS过程中持续沉默的最重要因素

可能是病毒感染期间载体中插入外源片段的遗传

稳定性，而插入的目的基因片段序列和大小对VIGS
沉默效率有一定影响。一般认为，比较理想的片段

大小为 150~500 bp[36]，插入靶基因片段长度与病毒

在植物细胞间运动的限制有关，且在不同病毒和植

物物种间可能存在差异[37]。如在BMSV中分别插入

PDS 275、400、584个核苷酸序列后，结果表明随序

列长度增加，插入片段在接种植物的载体中稳定性

越差，甚至插入片段丢失[38]。Werner等[39]构建ALSV
载体时，目标基因序列约 201 bp，较短则会降低沉默

效率，较长则会导致不稳定，不能长久保持沉默。

VIGS的效果是基于序列同源性，两者序列同源

性越高，基因沉默效果越好[40]。另一个需要注意的

问题是靶基因片段的区域选择。很多研究表明，选

择不恰当的基因片段可能达不到基因沉默的效果，

导致基因表型不正确，选择更为特异的片段可有效

提高沉默效率[41]。
4. 2 病毒载体的选择及转化方法

目前VIGS技术应用的病毒载体大致为三类，包

499



中国油料作物学报 2022，44（3）

括RNA病毒载体、DNA病毒载体和卫星病毒载体，

但每种病毒载体适用寄主范围不同，沉默效果不

同。因此，在VIGS技术中，所选择的病毒载体应是

对实验植物有很好的侵染性、不产生致病表型，最

好能在寄主植物中产生系统的沉默效果，以保证较

高的基因沉默效率和持久的沉默表型[38]。如何有效

地将病毒载体导入植物细胞，是VIGS技术的关键。

目前，已有注射渗透法[42]、农杆菌渗透法[43]、摩擦接

种法[3]、牙签刺伤法[43]、真空渗透法[44]等多种载体转

化方式。其中注射渗透法可以精确传递接种物并

引起有效且一致的基因沉默，农杆菌渗透法易于实

施，可提高包括根在内的整个植株水平的基因沉默

效率，但二者仅适用于少量植物；牙签刺伤法可用

于大规模实验，这种方法容易且快速，成本适中收

益较高。由于载体和植物种类，以及转接方式所呈

现出的沉默效果不同，在实践中要根据植物和病毒

载体的种类选择适宜的转接方式。因为ALSV不容

易感染园艺植物，所以在对园艺植物进行处理时常

选择粒子轰击法，即以病毒RNA的形式进行接种，

而不是通过摩擦接种或农杆菌浸润来接种[45]。在基

于CIYVV（Cloyer yellow vein virus），SMV和BPMV载

体的试验中，通过摩擦接种的方法成功地在大豆中

进行了 DNA克隆[46]，Zhang等[47]人开发了一种在小

麦和玉米发芽种子中通过真空和共培养农杆菌浸

润的新方法。可以引发全植株水平的VIGS。在使

用VIGS研究棉花基因GhBI-1（cotton Bax inhibitor-
1）对盐胁迫的响应功能时，开发了棉花中的 SSA-
VIGS方法，通过将裸露的发芽种子浸入含有 TRV-
VIGS载体的农杆菌培养物中，在发育的早期引起叶

和根中的基因沉默[48]。
4. 3 植物培养环境

植物的培养条件对于病毒的侵染、复制有一定

的影响，所以在外部环境条件都适宜时，基因沉默

的效果最好。温度是影响基因沉默效果的重要因

素之一，不同载体的适宜温度不同，同一载体对不

同寄主的适宜温度也不同，如 TRV在本生烟上沉

默的最适温度为 25℃，而感染番茄的最适温度要低

于或等于 21℃[17]。而卫星病毒载体对温度敏感性

较低，TYLCCNV（tomato yellow leaf curl virus-china）
卫星病毒载体可在 32℃发生基因沉默[49]。湿度对

VIGS沉默效果也有一定的影响，Fu等[50]研究发现

低湿度环境有利于 TRV载体发生基因沉默。因

此，在人工气候室中进行 VIGS可以提高基因沉默

效率。

5 VIGS技术在豆科植物中的局限和

前景

VIGS技术与传统基因鉴定的方法相比，具有实

验周期短、方法操作简单、成本低、高通量、获得表

型快等优点，被广泛应用于植物的生长发育、抗病

抗逆、代谢调控等生理过程的研究中。但是随着

VIGS技术研究不断深入，也暴露出一定的局限性。

例如基因沉默效率低、病毒症状明显、基因功能敲

除不彻底、基因脱靶以及沉默不均一等问题。其中

基因沉默不彻底是VIGS技术的最大问题，基因功能

不能完全消除，VIGS技术难以对其功能进行鉴

定[51]。其次沉默效率低，在不同品种或组织中沉默

效果不一致，可能使得试验结果在不同的品种或组

织间有较大差异，可通过控制环境条件、改良载体

或接种方式来提高基因沉默效率[52]。提高VIGS在
豆科植物中的基因沉默效率、开发新的病毒载体和

接种方法将是一类研究目标，虽然VIGS技术在豆科

植物中的应用还不成熟，但与传统方法相比优势显

著，随着不断探索研究该技术必将逐步得到完善与

发展，VIGS技术的诸多优点将会推动豆科植物研究

的发展，打破传统研究的局限。
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