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石蒜同源基因沉默体系构建及鳞茎发生基因功能验证
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摘要 本研究以浙江省野生资源丰富的海滨石蒜（Lycoris insularis）为材料，构建了以鳞茎为外植体的石蒜同源基

因沉默体系，并通过该体系验证了海滨石蒜鳞茎发生基因的生物功能。通过设计特异性引物，从鳞茎中克隆获得

LiCWIN 基因片段，全长 1 706 bp；经双酶切后与烟草脆裂病毒（tobacco rattle virus, TRV）载体 TRV2-GFP 连接，从

而构建病毒诱导的基因沉默（virus-induced gene silencing, VIGS）重组载体；转化根癌农杆菌后，用菌液侵染损伤刺

激后的鳞茎块。侵染 2 d 后，观察到鳞茎维管组织中存在绿色荧光；实时荧光定量聚合酶链反应（real time 

fluorogenic quantitative polymerase chain reaction, qRT-PCR）检测发现，沉默组 LiCWIN 基因表达量显著降低。侵

染 40 d 后，相较于空载体对照组，LiCWIN 基因沉默组小鳞茎发生数量下降且发育迟缓。上述结果表明，VIGS 体

系在海滨石蒜鳞茎组织中成功沉默了功能基因，且对小鳞茎后期发育的表型产生了持续影响。特别是 LiCWIN 基

因沉默后，小鳞茎发生受阻。本研究为石蒜鳞茎发生发育关键基因的功能研究奠定了基础。
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Abstract In this study, we explored the construction of a homologous gene silencing system for Lycoris insularis, 

which is a rich wild resource in Zhejiang Province with bulbs as explants, and through this system, the biological 

functions of Lycoris insularis bulb genes were verified. The 1 706 bp fragment of LiCWIN gene was cloned from 
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the bulb by using specifically designed primers. After double enzyme digestion, the virus-induced gene silencing 

(VIGS) recombinant vector was constructed by connection with tobacco rattle virus (TRV) vector TRV2-GFP. 

After the transformation of Agrobacterium tumefaciens, the damaged and stimulated bulbs were infected with the 

bacterial solution. After 2 d of infection, the green fluorescence was observed in the vascular tissues of bulbs, and 

the expression level of LiCWIN gene was significantly decreased in the silenced group, as determined by real 

time fluorogenic quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR). After 40 d of infection, compared with the 

empty vector control group, the number of bulblets in LiCWIN gene silencing group decreased, and their 

formation was delayed. The above results showed that VIGS system successfully silenced functional genes in the 

bulbous tissues of Lycoris insularis and had a lasting effect on the later development of bulblets. After silencing 

of LiCWIN gene, the formation of bulblets was blocked. This study can lay a foundation for the study of key gene 

functions of Lycoris bulb formation and development.

Keywords Lycoris Herb.; gene function; instantaneous verification; virus-induced gene silencing (VIGS); system 

construction; CWIN gene; bulblet formation

石蒜属（Lycoris Herb.）植物作为我国球根花卉

中的资源优势类群，具备耐热、耐寒、耐旱、耐瘠薄

以及病虫害少等优良特性，在鲜切花、盆花及园林

景观配置方面具有较高的应用价值；与此同时，其

药用价值也备受关注[1-2]。中国作为石蒜属植物的

分布中心，拥有丰富的资源，但大部分石蒜属植物

处于野生状态[3]。随着园林景观应用需求的不断增

长及药物研发的深入推进，石蒜属植物鳞茎的采挖

量持续增加，对其资源保护构成了严重威胁。但在

自然状态下，石蒜属植物鳞茎发育缓慢，营养繁殖

时增殖率低，规模化生产尚未实现[4]。因此，开展基

因功能研究，揭示石蒜生长发育分子机制，是保护

珍稀濒危野生石蒜属资源、扩大石蒜属植物栽培生

产规模的重要手段。

基因功能研究对于揭示植物生长发育和环境

适应的分子机制起着关键作用。目前，验证基因功

能的技术主要包括过表达、基因敲除和沉默[5]。构

建稳定、高效的目标植物同源验证体系是深入研究

植物生命活动相关基因功能的前提[6]。由于物种间

存在差异，不存在通用的同源验证体系[7]。模式植

物如拟南芥等生长周期短，能快速获取转基因实验

结果。而球根花卉大多生长周期较长，如郁金香、

朱顶红、石蒜等从播种到开花常需数年，这使得转

基因实验周期大幅延长。因此，许多研究通过组学

数据中的基因功能注释和表达模式来推测基因功

能[8-10]，或借助模式植物进行异源验证[11-13]。与同源

验证的结论相比，这些研究结果的说服力相对不

足，进而限制了对目标植物基因功能及其作用机制

的深入探索[14-15]。此外，球根花卉具有器官特殊性，

变态的地下部分能储存营养，适应环境变化，并通

过顶芽和腋芽进行繁殖，拟南芥等模式植物的功能

验证体系无法直接应用于球根花卉变态茎的发生

发育研究。

传统的石蒜组织培养面临诸多困境，如愈伤组

织褐化、玻璃化、污染严重、诱导增殖效率低以及移

植后成活率低等，导致完整、稳定、高效的石蒜同源

转基因体系难以建立。此外，组培苗移栽适应性

差，致使其出瓶后成活率较低，这些问题极大地阻

碍了人们对调控石蒜生长发育相关基因功能的研

究。因此，对于石蒜属花卉而言，在基于高效组织

培养技术的同源稳定转化体系难以构建的前提下，

充分利用当前瞬时验证技术，来尝试构建可靠、高

效的基因功能瞬时验证体系，有助于大大提升石蒜

属花卉功能基因的研究水平。

病毒诱导的基因沉默（virus-induced gene silenc-

ing, VIGS）技术因操作简便、研究周期短、无需遗传

转化等优点，在众多单、双子叶植物中得到广泛应

用[16-17]。与传统基因功能分析方法相比，VIGS技术

能够在侵染植物当代对目的基因进行沉默和功能

分析，无需开发稳定的转化因子和进行复杂的组织

培养，且具备沉默单个或多个基因家族成员的潜

力[18-19]，是当前功能基因组学研究领域最具吸引力

的技术之一[20]。烟草脆裂病毒（tobacco rattle virus, 

TRV）具有寄主范围广、沉默效率高、持续时间长等

优点，已成为构建VIGS体系中应用最广泛的病毒[21]，

在多种非模式植物如草莓（Fragria×ananassa）[22]、棉

花（Gossypium spp.）[23]、马铃薯（Solanum tuberosum）[24]、

胡 杨（Populus euphratica）[25]、麻 风 树（Jatropha 
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curcas）[26] 等中均有应用。在球根花卉如百合

（Lililum spp.）[27]、水 仙（Narcissus tazetta L. var. 

chinensis Roem.）[28-29]、百子莲（Agapanthus praecox 

ssp. orientalis）[30]等中已建立VIGS体系，其中，以百

合鳞片、花被片、带花苞和花梗的花枝与幼苗作为

外植体建立的VIGS体系已有报道[31-36]。对于生长

周期长且具休眠特性的球根花卉石蒜的基因功能

研究而言，VIGS技术无需植株完成整个生命周期

即可获取稳定转化苗，可有效提高研究效率。目

前，石蒜相关基因同源沉默的研究仅在花瓣外植体

中展开[37-38]，以鳞茎为侵染对象的研究尚未见报道。

海滨石蒜（Lycoris insularis）隶属于石蒜科

（Amaryllidaceae）石蒜属，是东亚特有的多年生球根

花卉，花色花型丰富，也是浙江省石蒜属优势种质

资源，具有丰富的生态型和良好的本土适应性[39]。

鉴于此，本研究选取海滨石蒜鳞茎为侵染对象，构

建基于VIGS的同源瞬时沉默系统，以期为石蒜属

及地下芽植物的基因功能同源性验证提供有益

参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料

植物材料为海滨石蒜（图1）鳞茎，取直径15.0～

25.0 mm的鳞茎约100个，于冬末春初（12月到次年

1月）即海滨石蒜无叶期开展实验。

植物表达载体为 TRV2-GFP，农杆菌菌株为

GV3101。植物总 RNA 提取试剂盒（RNA Prep Pure 

Plat Kit）购自天根生化科技（北京）有限公司；快速聚

合酶链反应（polymerase chain reaction, PCR）混合液
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1 cm1 cm
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A.花序正视图；B.辐射状花序俯视图；C.叶期（3月）；D.鳞茎去皮前（左）与清洗去皮后（右）；E.全株；F.鳞茎纵切，示意叶发生；G.组培苗；

H.果实；I.种子。

A. Front view of inflorescence; B. Top view of radiant inflorescence; C. Leaf period (March); D. Bulbs before peeling (left) and after cleaning 

and peeling (right); E. Whole plant; F. Bulbs are cut longitudinally to indicate foliation; G. Tissue culture seedlings; H. Fruit; I. Seed.

图1　植物（海滨石蒜）材料图

Fig. 1　Pictures of plant (Lycoris insularis) materials
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（2×Rapid Taq Master Mix）购自南京诺唯赞生物科技

有限公司；cDNA 合成试剂盒（PrimeScriptTMⅡ 1st 

Strand cDNA Synthesis Kit）、定量PCR专用反转录试

剂盒（PrimeScriptTM RT Reagent Kit with gDNA Eraser）、

高保真酶（PrimeSTAR® Max DNA Polymerase）、胶回

收试剂盒（Mini BEST Agarose Gel Extraction Kit）和

实时荧光定量PCR（real time fluorogenic quantitative 

PCR, qRT-PCR）专用试剂盒（TB GreenTM Premix Ex 

TaqTM Ⅱ）均购自宝日医生物技术（北京）有限公司；

质粒提取试剂盒（Plasmid Mini Kit）购自北京艾德莱

生物科技有限公司。

1.2 目的基因鉴定与克隆

参照植物总RNA提取试剂盒说明书提取海滨

石蒜鳞茎总RNA，利用NanoDrop 2000紫外分光光

度计检测RNA样品浓度。使用 cDNA合成试剂盒

将RNA反转录为第一链 cDNA。基于海滨石蒜转

录组数据库，对海滨石蒜小鳞茎发生、糖代谢途径

进行生物信息学分析，选择 LiCWIN作为模板基因

设计特异性引物（表 1），目标片段长度为 1 706 bp。

用高保真酶扩增基因片段，PCR体系参照说明书，

扩增程序为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，

58 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，循环 30～35 次；

72 ℃延伸 10 min。随后用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检

测 PCR 产物，使用凝胶成像系统（ChemiDoc，美国

Bio-Rad公司）观察拍照并回收。

1.3 目标载体构建

将带有增强绿色荧光蛋白（enhanced green 

fluorescence protein, EGFP）标记外壳片段的TRV2-
GFP载体与TRV2载体相比，发现两者在侵染和基因

沉默上表现出相似的效率[40]。活化和扩繁含有

TRV2-GFP 质粒的大肠埃希菌菌种，使用质粒提

取试剂盒提取质粒。本研究使用的限制性内切

酶 XbaⅠ与 SacⅠ在 37 ℃下线性化 30 min[19]，双酶切

TRV2-GFP 载体，酶切体系如下：TRV2-GFP 质粒

1～2 μg（根据质粒提取浓度计算体积），10×Q Cut 

Buffer 2 µL，XbaⅠ 1.5 µL，SacⅠ 1.5 µL，用ddH2O定

容至 20 µL。于 37 ℃下控温 30 min，酶切产物用

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测后切胶回收。

重组质粒 TRV2-GFP-LiCWIN 体系（图 2）：线

性化载体 100 ng，插入片段 LiCWIN 10 ng，5×CEⅡ

缓冲液4 µL，ExnaseⅡ 2 µL，用ddH2O定容至20 µL。

于37 ℃下控温30 min，随后降至4 ℃或立即置于冰

上冷却5 min。

1.4 质粒转化与侵染准备

将重组连接产物加入大肠埃希菌进行转化

（图 3），涂板 LB（Luria-Bertani）固体培养基（含

50 mg/L卡那霉素）上，于1～2 d后查看是否有单菌

落生成。在超净工作台中挑选菌斑，并将其接种在

LB液体培养基（含50 mg/L卡那霉素）中，于37 ℃黑

暗条件下过夜振荡培养。用PCR检验阳性菌落，检

验体系参照快速PCR混合液说明书。用 1.0%琼脂

糖凝胶电泳检测PCR产物片段大小正确后，对菌液

进行测序和比对。比对正确后，提取阳性大肠埃希

菌质粒。

表1 设计用于重组TRV载体构建和PCR扩增的特异性引物

Table 1 Specific primers designed for recombinant TRV vector construction and PCR amplification

引物名称
Primer name

LiCWIN-F

LiCWIN-R

TRV2-LiCWIN-F

TRV2-LiCWIN-R

q-LiCWIN-F

q-LiCWIN-R

q-Actin-F

q-Actin-R

TRV1-F

TRV1-R

TRV2-F

TRV2-R

引物序列（5´→3 ）́
Primer sequence (5´→3´)

ATGGAGATTTCAAATGGGGT

TCAATTCATCATCAAAGGCTTC

AAGGTTACCGAATTCTCTAGAATGGAGATTTCAAATGGGGT

GGCCTCGAGACGCGTGAGCTCTCAATTCATCATCAAAGGCTTC

GGCCAATTGCAGAGCTTGAG

AGTTTGCTCCTCCCTCGTTG

CATCCCTCAGCACCTTCCAG

CTGGGATGCAAAAACCGCC

AAGGTTACCGAATTCTCTAGATTACAGGTTATTTGGGCTAG

GGCCTCGAGACGCGTGAGCTCCCGGGTTCAATTCCTTATC

AAGGTTACCGAATTCTCTAGATGGGAGATGATACGCTGTT

GGCCTCGAGACGCGTGAGCTCCCTAAAACTTCAGACACG

用途
Purpose

cDNA全长克隆

载体构建

插入片段qRT-PCR检测

qRT-PCR检测

反转录 PCR（reverse transcription 
PCR, RT-PCR）检测

RT-PCR检测（含插入片段）
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依据农杆菌说明书，将阳性大肠埃希菌质粒转

化GV3101感受态细胞，涂布于LB固体培养基（含

50 mg/L卡那霉素和50 mg/L利福平）上，于28 ℃下

暗培养 3～4 d，挑取阳性单菌落于LB液体培养基

（含 50 mg/L卡那霉素和 50 mg/L利福平）中扩繁。

用PCR检验阳性菌落，检验体系同检验阳性大肠埃

希菌体系。

扩繁含目标质粒的农杆菌 GV3101 菌液至

D（600 nm）为1.0～1.5，离心后加入同体积侵染液重

悬菌体，避光 2～3 h。侵染液现配现用，配方为 1 L

侵染液中含1 mol/L MgCl2母液10 mL，无水2-吗啉

乙磺酸（2-morpholinoethanesulfonic acid, MES）溶

液 9.76 mL，0.1 g/mL 乙酰丁香酮（acetosyringone, 

AS）溶液400 μL。MES母液为精确称量25 g MES，

加入 250 mL无菌水，使用NaOH调节 pH值至 5.6，

在超净工作台内过滤除菌（通过 0.22 μm绿色水膜

滤器过滤除菌），配制得到MES溶液并于－20 ℃下

冻存。

1.5 植物材料预处理

流水冲洗鳞茎，去除鳞茎外皮，清水没过鳞茎基

盘并浸泡过夜（或浸泡 3 h以上）以恢复鳞茎活力。

可依据研究目的改变对实验材料的预处理方法，如

激素处理[41]、热处理[42]、预冷处理[43]、盐胁迫处理[44]等。

1.6 灭菌消毒、抽真空侵染与培养

海滨石蒜鳞茎VIGS同源瞬时系统如图4所示。

将恢复活力的鳞茎冲洗干净，去除冗余根系、鳞茎

褐化部分及鳞茎颈部，将鳞茎由基盘底部向上按十

字切分成 4块，用牙签在基盘和鳞片组织中扎数个

孔。将鳞茎块分为2组，分别浸泡在0.1%代森锰锌

溶液和 0.1%多菌灵溶液中 30 min并用玻璃棒不断

搅拌，最后用超纯水洗净并稍稍晾干。

本研究共设置6个处理组（表2），将鳞茎块完全

浸没在农杆菌侵染液中，采用 SHB-ⅢA循环水式

多用真空泵（上海豫康科教仪器设备有限公司）负

压真空（－0.8 kg/cm2）抽吸20 min，缓慢放气20 min

（图4G）。搪瓷盘中铺灭菌纱布，将侵染后的鳞茎块

滤干摆放在纱布上，盖上 2层纱布与锡纸（图 4I）。

放入温度24 ℃、相对湿度60%的人工气候箱（上海

一恒科学仪器有限公司）暗培养 48 h，揭开锡纸，在

光照周期 14 h光照/10 h黑暗、光照强度 4 000 lx环

境下继续培养。每天用超纯水浇湿下层纱布 1次，

早晚各喷湿上层纱布 1次，培养第 7天时喷施对应

灭菌药物。

1.7 绿色荧光蛋白检测

暗培养 2 d后，使用紫外灯照射鳞茎块。侵染

6 d后，使用激光扫描共聚焦显微镜（FV3000，日本

奥林巴斯公司）对侵染后的鳞茎块撕取鳞片外表皮

进行绿色荧光蛋白（green fluorescence protein, GFP）

成像。用 488 nm 激光束激发被侵染的鳞茎块的

GFP信号，用510 nm激光束检测时效果最佳。

1.8 表型观察

在人工气候箱内培养4～5 d后，鳞茎内层鳞片

分化出叶片，基盘处生根，此时观察鳞茎形态并统

计相关指标，如叶片生长长度、鳞片膨大数、出根

数等。

小鳞茎发生指标包括新产生的小鳞茎总数、小

TRV1
35S35S

LB
RdRp MP 16K Rz NOSt

RB

TRV2�GFP
EGFP35S35S

LB
CP Rz NOSt

RB
MCS

TRV2�GFP�LiCWIN
EGFP35S35S

LB
CP Rz NOSt

RB
Xba� Sac�

LiCWIN

LB：左缘；RB：右缘；35S：CaMV 35S启动子；RdRp：RNA依赖的RNA聚合酶；MP：运动蛋白；16K：16 kDa蛋白；Rz：自裂核酶；NOSt：NOS

终止子；CP：外壳蛋白；EGFP：增强绿色荧光蛋白；MCS：多克隆位点。

LB: Left border; RB: Right border; 35S: CaMV 35S promoter; RdRp: RNA-dependent RNA polymerase; MP: Movement protein; 16K: 16 kDa 

protein; RZ: Self-cleaving ribozyme; NOSt: NOS terminator; CP: Coat protein; EGFP: Enhanced green fluorescence protein; MCS: Multiple cloning site.

图2　TRV1、TRV2-GFP、TRV2-GFP-LiCWIN载体示意图

Fig. 2　Schematic diagrams of TRV1, TRV2-GFP, and TRV2-GFP-LiCWIN vectors

93

 https://www.academax.com/doi/10.3785/j.issn.1008-9209.2024.12.181



第 51 卷浙 江 大 学 学 报 （农业与生命科学版）

鳞茎发生位置（即小鳞茎产生的鳞片层数）等[45]，所

有指标均设置3次以上生物学重复。在人工气候箱

内培养 15 d 后，可将鳞茎块转移至基质（草炭、蛭

石、珍珠岩的体积比为 2∶1∶1）中扦插培养，以进行

后续生长表型观察。

1.9 基因表达检测

在不同时间点，对每种处理选取3个以上的鳞茎

块用液氮速冻。由于本研究探究基因对小鳞茎发生

的影响，故切除远离基盘的部分鳞片，并去除因实验

操作损伤较为严重的最外层2～3层鳞片。使用植物

总RNA提取试剂盒提取处理组与对照组海滨石蒜

鳞茎总 RNA，反转录成 cDNA 并用特异性引物扩

增，使用RT-PCR检测TRV2-GFP-LiCWIN和TRV1

（表1），使用1.0%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物。

利用设计的特异性引物，以来自海滨石蒜的

Actin基因作为内参（表1），确定目的基因LiCWIN与

其他相关基因的表达水平。参照TB GreenTM Premix 

Ex TaqTMⅡ体系进行 qRT-PCR 检测。采用 CFX96

实时荧光检测系统（美国Bio-Rad公司）分析沉默鳞

茎与对照鳞茎中基因相对表达量，数据使用2－ΔΔC
T法

分析并计算，重复3次[38]。

2 结果与分析

2.1 TRV2-GFP-LiCWIN载体构建与鉴定

采用PCR克隆LiCWIN片段，产物经 1.0%琼脂

糖凝胶电泳检测，目标条带长度约为1 700 bp，大小

符合预期。转化大肠埃希菌DH5α细胞，在LB固体

培养基（含50 mg/L卡那霉素）上可清晰地观察到单

菌落。检验阳性大肠埃希菌，通过序列比对确认插

入载体的目标核苷酸序列。提取质粒并将含目标片

段的质粒转化到农杆菌GV3101中，培养3～4 d后，

在LB固体培养基（含 50 mg/L卡那霉素和 50 mg/L

利福平）上可清晰地观察到单菌落，表明载体构建

TRV2�GFP�
LiCWIN

Xba�Sac�

TRV2�GFP

�
�
TRV2�GFP  ����LiCWIN

����

 
TRV1

���
�
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�1�1��

�
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�

�
����

�����	�DH5α ���
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�
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������
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�����2 h
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图3　TRV2-GFP-LiCWIN重组转化及侵染液准备示意图

Fig. 3　Schematic diagrams of recombination and transformation of TRV2-GFP-LiCWIN and preparation of infiltration solution
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和转化成功。

2.2 TRV2-GFP-LiCWIN 在海滨石蒜鳞茎中的

表达

侵染后暗培养 2 d后，使用紫外灯照射处理组

鳞茎块，发现空载体 TRV2-GFP 与基因沉默组的

鳞片尖端、鳞片与基盘连接处、扎孔处等出现明显

GFP荧光（图 5A），野生型（wild type, WT）对照组未

出现荧光。在处理后第6天的徒手切片中，通过激光

扫描共聚焦显微镜观察到基因沉默组海滨石蒜鳞茎

维管束及其周围的薄壁细胞有明显的GFP荧光，野

生型对照组未观察到GFP荧光（图 5B）。利用标记

在TRV2载体上的EGFP编码的荧光，成功追踪到了

病毒的动态变化，进一步证实TRV可以侵染海滨石

蒜鳞茎，初步说明了VIGS体系构建成功。

2.3 目的基因沉默效果分析

设计特异性引物（表 1），使用 qRT-PCR检测处

理 2 d后 LiCWIN的表达量，结果表明，基因沉默组

LiCWIN表达量显著下降（P＜0.001），其表达量约为

空载体对照植株（TRV2-GFP）的 30%（图 6）。这表

明VIGS体系在海滨石蒜中成功沉默了LiCWIN。

2.4 LiCWIN基因沉默对石蒜小鳞茎发生的影响

在农杆菌侵染海滨石蒜鳞茎40 d后观察小鳞茎

A

D

G H I

E F

B C

A.气候箱清洁消毒；B.鳞茎浸水活化；C.鳞茎外植体标准化，即切分为4份鳞茎块；D.鳞茎块浸泡消毒；E.牙签扎孔；F.超纯水漂洗高浓度

消毒剂；G.抽真空20 min，缓慢放气20 min；H.鳞茎块培养；I.锡纸覆盖，暗培养处理。

A. Cleaning and disinfection of the climate chamber; B. Activation of bulbs immersed in water; C. Standardization of bulbs, i.e. subdivision into 

four parts; D. Soaking and disinfection of bulb blocks; E. Toothpick puncture; F. Ultra-pure water to remove high-concentration disinfectants; 

G. Vacuum for 20 min and slowly deflating for 20 min; H. Bulb block culture; I. Covering with tin foil for dark culture.

图4　海滨石蒜鳞茎VIGS同源瞬时系统示意图

Fig. 4　Schematic diagram of VIGS homologous transient system in Lycoris insularis bulbs

表2 农杆菌侵染实验处理组

Table 2 Treatment groups for agrobacterium infection experiments

编号 No.

1

2

3

4

5

6

处理组 Treatment group

农杆菌 TRV2-GFP-LiCWIN＋TRV1

农杆菌 TRV2-GFP-LiCWIN＋TRV1

农杆菌 TRV2-GFP＋TRV1

农杆菌 TRV2-GFP＋TRV1

超纯水

超纯水

消毒方式 Disinfection method

0.1%代森锰锌溶液

0.1%多菌灵溶液

0.1%代森锰锌溶液

0.1%多菌灵溶液

0.1%代森锰锌溶液

0.1%多菌灵溶液
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发生表型，发现LiCWIN基因沉默后，小鳞茎发育迟

缓，且单个鳞茎块发生的小鳞茎数量较少，而空载体

对照组的小鳞茎发育明显且发生数量较多（图 7）。

进一步验证了LiCWIN在海滨石蒜小鳞茎发生过程

中的重要作用，本研究构建的VIGS体系在研究基

因功能方面有一定的作用。

3 讨论与结论

3.1 以海滨石蒜鳞茎为外植体的VIGS沉默体系

构建的意义

目前已报道的石蒜属植物VIGS体系主要选择

花器官为外植体，如周洋丽等[37]利用真空渗透法侵

染换锦花花苞，将花柄浸于去离子水中暗培养 1 d，

光照培养 2 d，发现LsMYB4、LsMYB5沉默后其表达

量明显下降，花瓣尖端蓝色加深；郑正权等[38]采用微

量注射法转化花苞，侵染后 5 d取样，发现 LsMYB7

沉默组花瓣变短且颜色变深。通常农杆菌介导的

VIGS载体的侵染方法对基因沉默效率具有不同程

度的影响，而这 2项研究均能成功沉默目的基因。

相较于注射法，真空渗透法对花苞损伤更大，故采用

真空渗透法侵染后花苞的培养时间更短。在百合

中，采用注射法侵染花被片，于 20 ℃培养箱中遮光

处理 12 h后转为正常光照，可持续培养 3～6 d[33-35]；

而真空渗透侵染鳞片后，表型观察时间可延长至

***
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图6　qRT-PCR检测LiCWIN基因表达量

Fig. 6　Expression level of LiCWIN gene detected by qRT-PCR
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A.发光二极管（light-emitting diode, LED）光源与紫外（ultraviolet, UV）光源下的GFP；B.共聚焦显微镜下报告基因GFP的表达。

A. GFP under LED light source and UV light source; B. Expression of reporter gene GFP under confocal microscopy.

图5　报告基因GFP在海滨石蒜鳞茎中的表达

Fig. 5　Expression of reporter gene GFP in Lycoris insularis bulbs
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15 d以上[31]。WANG等对兰州百合鳞片抽真空操作

2次后，依然能在培养基中培养鳞片至诱导出愈伤

组织[32]。

海滨石蒜叶期为 12月中下旬至次年 4月中下

旬，花期为8—9月，果期为10月。相较于其他外植

体，鳞茎可周年取材（图 8），全年开展实验。此外，

鳞茎自身富含养分，能够在侵染后的培育过程中延

长表型观察期。因此，取材容易、更易培养的鳞茎

是构建基因功能验证体系的适宜材料。

石蒜种子繁殖历时较长，需要进行4～5年的营

养生长才能获得开花鳞茎[46]。自然状态下，大部分

石蒜属植物通常以分球的方式进行无性繁殖，只有

当成熟鳞茎进入生殖生长期，分化的花芽抑制顶端

优势，鳞茎才具有分球能力继而萌发腋芽[47]。目前，

石蒜属植物的批量扩繁生产主要依赖人工扦插繁

殖[48]，通过切割培养后的鳞茎块可获得再生小鳞

茎[49-51]。相较于花苞等外植体，与百合鳞片相似，鳞

茎更耐损伤，开展真空渗透侵染后可培养更长时

间，切割后还能刺激小鳞茎发生。虽然瞬时沉默仅

能使基因在 1个月内低水平表达[52]，但我们发现经

过基因沉默处理的鳞茎在 40 d时仍与对照组有明

显表型差异。本研究以海滨石蒜鳞茎为实验材料，

成功实现了鳞茎的完整侵染，沉默基因的表型观察

期长，为深入研究石蒜属植物的鳞茎发生发育关键

调控基因的功能提供了重要支持。

3.2 实验关键环节的把控与优化

3.2.1 侵染球型、数量与取样部位的选择　

本研究选择球径较小的海滨石蒜构建VIGS体

系。在前期实验中，我们发现大球型海滨石蒜价格

较高，且由于鳞片层数多，导致大球型海滨石蒜在

清洗、消毒和侵染过程中都更耗费水和试剂，同时

也更易腐烂和产生病虫害。相比之下，小球型海滨

石蒜消毒方便，可更好地降低污染率，一次VIGS实

验中可同时侵染更多个体，从而提高实验的重复

率。鳞茎块数量越多，不同处理组分批次抽真空的

TRV2�GFP�LiCWINCK
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 d

1 cm1 cm

1 cm1 cm

1 cm1 cm

红色星号表示小鳞茎发生点。

The red asterisk indicates the point of occurrence of bulblets.

图7　LiCWIN基因沉默后海滨石蒜小鳞茎发生情况观测

Fig. 7　Observation of the occurrence of bulblets of Lycoris 

insularis after LiCWIN gene silencing
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图8　海滨石蒜年生长周期

Fig. 8　Annual growth cycle of Lycoris insularis
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间隔时间越长，难以保证实验开展的同步性，这给后

续统计与取样带来了困难。因此，鳞茎块的数量不

宜过多。考虑到本研究的模板基因与小鳞茎发生发

育相关且小鳞茎在基盘部位发生，为减少qRT-PCR

过程中不同组织器官基因含量差异带来的影响并

节约试剂，取样时应切除远离基盘的部分鳞片。

3.2.2 消毒灭菌与种球活性恢复　

在进行VIGS实验前，对实验材料进行消毒灭

菌是必不可少的环节。在鳞茎块数量一定的前提

下，必须保持较低的污染率，才能确保有足够的鳞

茎块以供取样。为了避免因植物组织坏死而引起

污染增加，鳞茎侵染后应及时去除因实验操作而损

伤严重的外层鳞片。所用器材需经过高压蒸汽灭

菌后使用，实验过程中要用75%乙醇对手部及实验

台面进行消毒，且在气培过程中要及时清除污染的

鳞茎块，防止污染扩大。鳞茎在侵染前需要浸泡吸

水以恢复生理活性，但浸泡会使鳞茎处于高湿度且

缺氧的环境中，且浸泡时鳞茎尚未消毒，故长时间

浸泡可能增加鳞茎污染和坏死的概率。由于本实

验在冬季开展，室温较低，种球在干燥环境中贮存

的时间较长，因此我们采取了隔夜浸泡的方法来恢

复其活性。在实际操作中，应当依据种球状态、环

境温度、环境湿度来确定浸泡时间，使鳞茎恢复活

力即可。从资源圃现挖现用，或现买现用，实验效

果更佳。

3.2.3 消毒药剂的选择　

本实验前期还探究了不同消毒药剂与消毒时间

对鳞茎块消毒效果的影响，重点比较了代森锰锌与

多菌灵的消毒效果。代森锰锌纯品为白色粉末，工

业品为灰白色或淡黄色粉末，难溶于水，不溶于大多

数有机溶剂，故在加水稀释时应不断搅拌，以减少药

剂沉淀和分布不均。代森锰锌能为植物提供锌元

素，除了解决植物缺锌问题，还能增强植物抵抗病害

的能力，从而起到杀菌作用。多菌灵是一种广谱性

杀菌剂，对多种由真菌（如半知菌、多子囊菌）引起的

作物病害有防治效果，可以有效防治由真菌引起的

多种作物病害。本研究比较了这2种药剂的消毒效

果，我们分别将代森锰锌与多菌灵稀释1 000倍并放

入鳞茎块搅拌30 min，在侵染后6 d再次对鳞茎块与

气候箱喷施消毒药剂。结果表明，使用0.1%代森锰

锌消毒的鳞茎块在培养15 d后初次出现污染，污染

部位鳞片切割面与基盘出现少量白色絮状物，菌斑

症状不明显；清除污染鳞茎块，培养20～30 d时鳞茎

块不再出现污染。而使用0.1%多菌灵消毒的鳞茎块

在培养1周左右便出现污染，鳞片切割面与基盘出现

白色絮状物，清除污染鳞茎块后污染仍难以控制。

故代森锰锌的消毒效果优于多菌灵。

3.3 本研究中VIGS体系的适用性与展望

本研究成功构建了以海滨石蒜鳞茎为外植体

的VIGS体系，并通过该体系有效沉默了与小鳞茎

发生相关的基因 LiCWIN。在侵染后 2 d观察到鳞

茎块中GFP的表达，表明TRV成功侵染鳞茎；进一

步的 qRT-PCR检测结果显示，LiCWIN表达量显著

下降；侵染 40 d后 LiCWIN沉默的鳞茎块小鳞茎发

育迟缓。上述结果证实了本研究构建的VIGS体系

在海滨石蒜基因功能验证中的有效性。

基因功能瞬时验证体系对于揭示海滨石蒜生

长发育、休眠和呼吸作用、环境响应和抗逆性等分

子机制具有重要价值（图9）。石蒜鳞茎基盘上着生

密集的鳞叶及芽，可从顶芽或腋芽长出花茎并开花

结果，因此，可通过鳞茎来验证参与小鳞茎发生、叶

片发生和花发生过程基因的功能。球根植物普遍

具有休眠期，故鳞茎可作为研究休眠分子机制的适

宜材料。鳞片肥厚多肉，贮存着丰富的营养物质和

水分，能适应干旱炎热的环境条件，是研究环境响

应和抗逆性的理想材料。由于人工气候箱内的环

境适宜小鳞茎发生与叶片发生，因此没有观察到鳞

茎休眠现象[53-54]。但本研究中，基因沉默处理引起

的形态差异在第40天开始显现，这并不意味着载体

沉默效果的持续时间，仍需分时段测定基因表达量

来检测体系的沉默效果。在观察到不同处理组小

鳞茎发生时间与数量的差异后，瞬时沉默是否对发

生的小鳞茎本身产生影响尚不清楚。

本研究基于海滨石蒜所构建的全鳞茎侵染、最

简化操作的同源瞬时沉默体系也适用于其他石蒜

属植物。此外，本VIGS体系可为其他地下芽植物

同源瞬时沉默提供方法参考。地下芽植物以球茎、

鳞茎等形式贮存营养物质，地下器官可直接从种子

或母器官上产生，这些地下器官理论上也适用于侵

染和基因沉默[55]。通过深入研究石蒜生长发育过程

中关键基因的功能，本研究为分子标记辅助育种与

传统育种方式的结合提供了理论依据，研究成果有

望提高海滨石蒜繁殖率、缩短种球繁育周期，为解

决海滨石蒜产业化生产中的问题提供参考。
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图9　石蒜属植物VIGS体系的构思

Fig. 9　Conception of VIGS system in Lycoris Herb.
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