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　 　 摘要:　 为了探讨利用病毒诱导的基因沉默(ＶＩＧＳ)体系在小麦穗部进行基因沉默的可行性ꎬ用大麦条纹花叶

病毒诱导苏麦 ３ 号小麦穗部 ＰＤＳ 基因的转录后沉默ꎬ再接种禾谷镰刀菌进行抗性鉴定ꎮ 结果表明ꎬ与接种空载

ＢＳＭＶ ∶ ００ 的对照相比ꎬ接种 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 的小麦穗中 ＰＤＳ 基因表达量下调了 ７７％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 接种 ＢＳＭＶ ∶ ００ 的

小麦穗受到赤霉病菌侵染后ꎬ穗部平均病小穗数和 ＤＯＮ 毒素含量分别为 ２􀆰 ７５ 个和 ４􀆰 ５５ μｇ / ｇꎬ与接种无菌水对照

无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 说明在苏麦 ３ 号穗部 ＶＩＧＳ 系统中ꎬ通过接种病毒能使靶标基因沉默ꎻ接种赤霉病菌后ꎬ苏
麦 ３ 号病小穗数和 ＤＯＮ 毒素含量不受接种病毒的影响ꎬ对赤霉病菌的抗性保持不变ꎬ建立的 ＶＩＧＳ 体系可以应用

于小麦赤霉病抗性候选基因的功能分析ꎮ
关键词:　 小麦ꎻ 赤霉病抗性ꎻ 病毒诱导的基因沉默(ＶＩＧＳ)
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ (ＶＩＧＳ) ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｙ Ｓｕｍａｉ３ ｂｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃ￣
ｔｉｎｇ ＶＩＧＳ ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＰＤＳꎬ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｂｙ ＶＩＧＳ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｓｐｉｋｅｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＤＳ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｂａｒｌｅｙ ｓｔｒｉｐｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ(ＢＳＭＶ) ∶ ＰＤＳ
ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ７７％ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｂｙ ＢＳＭＶ ∶ ００ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍꎬ ｔｈｅ ａｖｅｒ￣
ａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓｐｉｋｅｌｅｔｓ ａｎｄ ＤＯＮ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ２􀆰 ７５ ａｎｄ ４􀆰 ５５ μｇ / ｇꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｓｈｏｗｉｎｇ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＶＩＧＳ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｓｐｉｋｅ ｅｎａｂｌｅｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎ￣
ｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓｐｉｋｅｌｅｔｓ ａｎｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＯＮ ｔｏｘｉｎ ｉｎ Ｓｕｍａｉ ３ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａ￣
ｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＦＨＢ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｕｎｃｈａｎｇｅｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＶＩＧＳ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｓｕｍａｉ３ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｗｈｅａｔ ＦＨＢ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｗｈｅａｔꎻ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ＦＨＢꎻ ｖｉｒｕｓ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

　 　 大麦条纹花叶病毒(Ｂａｒｌｅｙ ｓｔｒｉｐｅ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＢＳＭＶ)诱导的基因沉默(Ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎ￣
ｃｉｎｇꎬ ＶＩＧＳ)技术是通过构建靶标基因反向片段的

重组病毒侵染植物ꎬ导致靶标基因局部双链 ＲＮＡ 的

形成ꎬ从而引发靶标基因的转录后沉默[１]ꎮ 八氢番

８４２



茄红素脱氢酶(ＰＤＳ)为植物中类胡萝卜素合成途径

的限速酶ꎬ沉默后产生漂白表型ꎬ常作为 ＶＩＧＳ 体系

中的指示基因[２]ꎮ 叶部 ＶＩＧＳ 体系已在禾本科植物

中被广泛应用于抗病基因如抗叶锈病[３]、抗白粉

病[４]和抗黄矮病[５]等相关基因功能的初步分析ꎮ
赤霉病(Ｆｕｓａｒｉｕｍｈｅａｄ ｂｌｉｇｈｔꎬ ＦＨＢ)是中国小麦

的主要病害之一ꎬ严重影响小麦的产量和品质[６￣８]ꎮ
在中国长江中下游冬麦区和东北春小麦区大面积发

生ꎬ在一般流行年份可引起 ５％ ~ １０％的产量损失ꎬ
大流行年份可导致绝收[９]ꎮ 此外ꎬ病麦粒携带的真

菌毒素脱氧雪腐镰刀菌烯醇(ＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌꎬＤＯＮ)
影响种子质量ꎬ危害人和动物的健康ꎬ成为威胁粮食

安全的隐患之一[６ꎬ１０]ꎮ
小麦苏麦 ３ 号是公认的赤霉病抗性材料[１１]ꎬ其

３Ｂ 染色体短臂上的抗性 ＱＴＬ 位点 Ｆｈｂ１[１２]、６ＢＳ 短

臂上的抗扩展位点 Ｆｈｂ２[１３] 和 ５Ａ 染色体短臂上的

抗侵染位点 Ｑｆｈｓ. ｉｆａ￣５Ａ[１４] 是重现性最好的主效位

点ꎮ 小麦基因组部分序列、ＥＳＴ 库和预测的基因序

列已经发表[１５]ꎬ利用稳定、高效的苏麦 ３ 号穗部

ＶＩＧＳ 体系可以快速鉴定抗性候选基因的功能ꎬ同时

也是解析小麦赤霉病抗性分子机制及进行抗性遗传

改良的前期基础和关键步骤ꎮ
本研究用 ＢＳＭＶ 诱导苏麦 ３ 号小麦穗部 ＰＤＳ 基

因转录后沉默ꎬ接种禾谷镰刀菌进行抗性鉴定ꎬ以验

证在苏麦 ３ 号穗部利用 ＶＩＧＳ 体系进行基因沉默的可

行性ꎬ为研究小麦抗赤霉病的基因功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

抗赤霉病小麦品种苏麦 ３ 号、强致病力小麦赤

霉病菌株 Ｆ０６０９ 由本课题组保存ꎬ小麦种植于植物

人工气候室ꎮ 基因沉默载体为 ＢＳＭＶ ∶ α、ＢＳＭＶ ∶
β、ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳꎬ由南京农业大学王秀娥教授惠赠ꎮ
ＲｉｂｏＭＡＸＴＭ Ｌａｒｇｅ Ｓｃａｌｅ ＲＮＡ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍｓ￣ＳＰ６
ａｎｄ Ｔ７ 和 Ｒｉｂｏ ｍ７Ｇ Ｃａｐ Ａｎａｌｏｇ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎬ
质粒小量提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ 公司ꎬ限制性内切

酶 Ｎｈｅ Ｉ、Ｍｌｕ Ｉ、Ｓｐｅ Ｉ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ
ＤＯＮ 毒素检测试剂盒(产品编号:ＨＥ０９０１２)购自北

京华安麦科生物技术有限公司ꎮ
１.２　 ＶＩＧＳ 载体的线性化与体外转录

ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 用限制性内切酶 Ｎｈｅ Ｉ 完全酶切ꎬ
酶切体系为载体 ２００ ｎｇ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ、Ｎｈｅ Ｉ 酶 １

μｌꎬ ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μｌꎬ３７ ℃酶切 ２ ｈꎬ回收载体片

段ꎬ利用 Ｔ４ 连接酶自连后转化大肠杆菌ꎬ提取质粒ꎬ
命名为 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎮ 使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 微量核酸定量仪

对质粒进行定量ꎮ 将 ＢＳＭＶ ∶ α、ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 和空

质粒 ＢＳＭＶ ∶ ００ 使用 Ｍｌｕ Ｉ 进行线性化ꎬＢＳＭＶ ∶ β
使用 Ｓｐｅ Ｉ 进行线性化ꎮ 酶切体系为:质粒 ２ μｇꎬ
１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌꎬ酶 ２ μｌꎬＤＥＰＣ 水补足至 ５０ μｌꎮ ３７
℃酶切过夜后回收纯化ꎮ 按照 ＲｉｂｏＭＡＸＴＭ Ｌａｒｇｅ
Ｓｃａｌｅ ＲＮＡ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍｓ￣ＳＰ６ ａｎｄ Ｔ７ 说明书进

行线性化片段的体外转录ꎬ反应体系为:Ｔ７ Ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ５×Ｂｕｆｆｅｒ ４􀆰 ０ μｌꎬγＮＴＰｓ ６􀆰 ０ μｌꎬ 线性化质

粒 １ μｇꎬＲｉｂｏ ｍ７Ｇ Ｃａｐ Ａｎａｌｏｇ １􀆰 ５ μｌꎬＥｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ
(Ｔ７)２􀆰 ０ μｌꎬＤＥＰＣ 水补足至 ２０􀆰 ０ μｌꎮ ＢＳＭＶ ∶ α、
ＢＳＭＶ ∶ β、ＢＳＭＶ ∶ ００ 和 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 的转录产物

经过定量后等体积混合ꎬ于抽穗期前７~１０ ｄ 接种小

麦旗叶ꎬ接种方法采用摩擦接种方法ꎬ每种处理接种

１０ 片旗叶ꎬ以无菌水接种为对照ꎮ
１.３　 赤霉病抗性鉴定

采用单花滴注法[１６] 进行小麦赤霉病的抗性鉴

定ꎮ 培养强致病力小麦赤霉病菌 Ｆ０６０９ 分生孢子液

(１ ｍｌ ５×１０５个分生孢子)ꎬ将分生孢子液滴注到扬

花初期麦穗中部的 ２ 朵小花中ꎬ每个处理３~ ５ 穗ꎮ
塑料袋套袋保湿 ３ ｄ 后ꎬ每天喷 ＤＥＰＣ 水雾３~ ４ 次ꎬ
以达到保湿效果ꎮ 接种病原菌后 １４ ｄ 调查接种麦

穗的病小穗数ꎮ
１.４　 基因相对表达量分析

取接种病毒后 １４ ｄ 的小穗ꎬ使用 Ｐｒｏｍｅｇａ 植物

总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取植物总 ＲＮＡꎬ使用 ＴａＫａＲａ
反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 利用 Ｒｏｃｈｅ
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪检测目的基因

表达量ꎬ目的基因定量引物为 ｑＰＤＳＦ(５′￣ＧＣＴＴＧＧ￣
ＴＡＴＴＡＧＴＧＡＴＣＧＣＴＴＧＣ￣３′)、ｑＰＤＳＲ(５′￣ＡＣＧＧＣＴＧ￣
ＴＡＴＴＣＴＣＣＴＧＧＴＴＴＧ￣３′)ꎮ 内参基因为 Ｔｕｂｕｌｉｎꎬ其
引物序列为 ｑＴｕｂｌｉｎＦ(５′￣ＧＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＴＣＴＧＧＣ￣
３′)、ｑＴｕｂｌｉｎＲ(５′￣ＣＧＣＴＣＡＡＴＧＴＣＡＡＧＧＧＡ￣３′)ꎮ 反

应体系 ２０ μｌꎬ含 ｃＤＮＡ １００ ｎｇ、正反引物 ５ ｎｍｏｌ / Ｌ、
２×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μｌꎮ 反应程序为 ９５ ℃ ２
ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ３１ ｓꎬ３０ 个循环ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ

法对目的基因进行相对定量表达分析ꎮ
１.５　 ＤＯＮ 毒素含量的测定

取接种赤霉病菌后 ２１ ｄ 病穗ꎬ粉碎后取 ５ ｇ 样

品置于 １００ ｍｌ 具塞三角瓶中ꎬ加入 ５０ ｍｌ 去离子水ꎬ

９４２吴　 磊等:苏麦 ３ 号小麦穗部病毒诱导的基因沉默(ＶＩＧＳ)体系的建立及验证



混合ꎮ 于振荡器上剧烈振荡 １０ ｍｉｎꎬ转速为 １５０
ｒ / ｍｉｎꎻ取液体于４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎮ 取上清 １
ｍｌꎬ再加入 ４ ｍｌ 去离子水ꎮ 取 ５０ μｌꎬ采用北京华安

麦科生物技术有限公司的呕吐毒素(ＤＯＮ) ＥＬＩＳＡ
快速检测试剂盒测定 ＤＯＮ 含量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＶＩＧＳ 载体的线性化和体外转录

用限制性内切酶 Ｎｈｅ Ｉ 完全酶切 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳꎬ

回收自连后获得空质粒 ＢＳＭＶ ∶ ００(图 １￣Ａ)ꎮ 将

ＶＩＧＳ 载体 ＢＳＭＶ ∶ α、ＢＳＭＶ ∶ β、ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 和空

质粒 ＢＳＭＶ ∶ ００ 酶切线性化(图 １￣Ｂ)ꎮ 再将线性化

产物进行体外转录ꎬ获得 ＢＳＭＶ 体外转录产物

ＢＳＭＶ ∶ α、 ＢＳＭＶ ∶ β、ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 和 ＢＳＭＶ ∶ ００
(图 １￣Ｃ)ꎮ

Ａ 中ꎬ １ 为未酶切 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳꎬ２ 为质粒 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎻＢ 中ꎬ１、３、５ 和 ７ / ８ 分别为线性化的 ＢＳＭＶ ∶ α、ＢＳＭＶ ∶ β、ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 和 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎬ２、
４ 和 ６ 为未线性化质粒ꎻＣ 中ꎬ１、２、３ 和 ４ / ５ 分别为 ＢＳＭＶ ∶ α、ＢＳＭＶ ∶ β、ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 和 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎮ Ｍ１:Ｗｉｄｅ ｒａｎｇｅ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＭ２:ＤＮＡ

ｍａｋｅｒ ＤＬ２０００ꎮ
图 １　 ＶＩＧＳ 载体的线性化和体外转录

Ｆｉｇ.１　 Ｌｉｎｅａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ＶＩＧＳ ｖｅｃｔｏｒｓ

２.２　 接种病毒后苏麦 ３ 号 ＰＤＳ 基因相对表达量

　 　 等量混合 ＢＳＭＶ ∶ α、ＢＳＭＶ ∶ β、ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ
或 ＢＳＭＶ ∶ ００ 后进行病毒接种ꎮ 接种病毒后 １４
ｄꎬ对苏麦 ３ 号穗部中 ＰＤＳ 基因相对表达量进行检

测ꎬ结果显示与空载体 ＢＳＭＶ ∶ ００ 相比 ＰＤＳ 表达

量下调了 ７７％ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５) (图 ２)ꎮ 这表

明接种病毒后ꎬ苏麦 ３ 号穗部中 ＰＤＳ 基因的表达

被沉默ꎮ
２.３　 接种病毒后苏麦 ３ 号对赤霉病菌的抗性

在苏麦 ３ 号扬花期ꎬ即接种病毒后 １４ ~ ２０ ｄ 时

接种赤霉病菌ꎬ鉴定 ＶＩＧＳ 系统中接种病毒后苏麦 ３
号对赤霉病菌的抗性ꎮ 结果表明ꎬ接种 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ
后ꎬ苏麦 ３ 号穗部产生漂白现象 (图 ３￣Ａ)ꎬ说明

ＶＩＧＳ 体系能使靶标基因产生沉默ꎻ 接种病毒

ＢＳＭＶ ∶ ００的麦穗受到赤霉病菌侵染后形成病斑ꎬ接
种无菌水的对照苏麦 ３ 号对赤霉病菌的抗性不变

(图 ３￣Ｂ、Ｃ)ꎮ
　 　 接种病毒 ＢＳＭＶ ∶ ００ 的麦穗受到赤霉病菌侵染

Ａ:接种 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳꎻＢ:接种 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎮ
图 ２　 接种病毒后苏麦 ３ 号穗部 ＰＤＳ 基因的表达量

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＤＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｈｅａｔ Ｓｕｍａｉ３ ｓｐｉｋｅｓ ａｆ￣
ｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

后穗部平均病小穗数为 ２􀆰 ７５ 个ꎬ接种无菌水的对照

为 ２􀆰 ５０ 个ꎬ无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ４)ꎻ病小穗中

ＤＯＮ 毒素含量为 ４􀆰 ５５ μｇ / ｇꎬ与对照无显著差异

(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ５)ꎮ 说明在苏麦 ３ 号穗部 ＶＩＧＳ 系统

中ꎬ接种病毒能使靶标基因沉默ꎬ而且苏麦 ３ 号病小
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Ａ:接种 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳꎻＢ:接种 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎻＣ:接种无菌水ꎮ
图 ３　 接种病毒后苏麦 ３ 号对禾谷镰刀菌的抗性

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ ｉｎ ｗｈｅａｔ Ｓｕｍａｉ ３ ａｆｔｅｒ
ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

穗数和 ＤＯＮ 毒素积累不受病毒的影响ꎬ建立的

ＶＩＧＳ 体系可以应用于小麦赤霉病抗性候选基因的

功能分析ꎮ

Ｂ:接种 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎻＣ:接种无菌水ꎮ
图 ４　 接种病毒和赤霉病菌后苏麦 ３ 号病小穗数

Ｆｉｇ.４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓｐｉｋｅｌｅｔｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ Ｓｕｍａｉ ３ ａｆｔｅｒ ｖｉ￣
ｒｕｓ ａｎｄ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

３　 讨 论

基因 ＰＤＳ 的有效沉默是验证植物 ＶＩＧＳ 体系正

常运转的重要标志之一ꎮ 有研究结果表明小麦品种

新春 １１ 的穗部 ＰＤＳ 沉默后ꎬ在接种病毒后 ９ ｄ 表达

量下降 ４０％ꎬ接种病毒后 １５ ｄ 表达量下调超过

６０％ꎬ说明小麦内源 ＰＤＳ 被有效沉默ꎬ证实了 ＶＩＧＳ
体系在小麦穗部沉默靶基因的有效性[１７]ꎮ 病程相

Ｂ:接种 ＢＳＭＶ ∶ ００ꎻＣ:接种无菌水ꎮ
图 ５　 接种病毒和赤霉病菌后苏麦 ３ 号穗部 ＤＯＮ 毒素含量

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＤＯＮ ｉｎ ｗｈｅａｔ Ｓｕｍａｉ３ ｓｐｉｋｅｓ ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

关蛋白(Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ １)基因(ＴａＰＲ１)在水杨

酸应答途径中起重要作用ꎬ在小麦 Ｆｉｅｌｄｅｒ 穗部中对

ＰＤＳ、ＴａＰＲ１ 等基因沉默后ꎬ通过分析病小穗数、种
子表型、ＤＯＮ 毒素含量ꎬ发现利用 ＶＩＧＳ 体系分析赤

霉病抗性基因的功能是可行的[１８]ꎮ 病毒诱导的基

因沉默在植物基因功能研究中应用非常广泛ꎬ在对

靶标基因沉默的基础上结合表型分析可以快速地分

析靶标基因的功能ꎮ 通过 ＶＩＧＳ 介导 ＴａＦＲＯＧ[１９]、
ＴａＡＢＣＣ３[２０]沉默后ꎬ表达水平下降ꎬ病小穗数升高ꎬ
对 ＤＯＮ 毒素的耐受能力下降ꎬ这表明 ＴａＦＲＯＧ、Ｔａ￣
ＡＢＣＣ３ 在小麦耐 ＤＯＮ 毒素过程中具有功能ꎮ 本研

究中ꎬ在苏麦 ３ 号穗部接种 ＢＳＭＶ ∶ ＰＤＳ 后ꎬ形成不

均匀的漂白斑ꎬ可能是由于病毒侵染的不均匀造成

的ꎬ在漂白小穗中 ＰＤＳ 基因相对表达量在接种后 １４
ｄ 下调 ７７％ꎬ这表明在苏麦 ３ 号穗部 ＶＩＧＳ 体系中对

靶标基因进行沉默同样是有效的ꎮ
解析小麦赤霉病抗性遗传机制和明确抗病基因

功能对小麦赤霉病抗性遗传改良、产量提高和保障

粮食安全都具有重要意义ꎮ 结合遗传分析、组学研

究和基因组序列比对等研究手段ꎬ已发掘出大量小

麦赤霉病抗性候选基因[２１￣２２]ꎮ 这些候选基因分布

在小麦应答禾谷镰刀菌的各个生物学过程中ꎬ如初

级和次级代谢生物合成[２３]、细胞壁防御[２４]、茉莉酸

应答途径[２５] 和转化毒素[２６] 等ꎬ但大多数都未进行

深入的基因功能验证研究ꎮ 本研究建立的苏麦 ３ 号

穗部 ＶＩＧＳ 体系可以应用于小麦赤霉病抗性候选基

因的功能分析ꎬ为解析小麦赤霉病抗性的分子机理

奠定了基础ꎮ
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