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辣椒和烟草瞬时转化中3种报告基因系统表型的比较分析 

刘芬，罗婕，滕慧，王育捷，赵燕，张学文*  

(湖南农业大学生物科学技术学院，湖南 长沙 410128) 

摘要：选取反义PDS(antiPDS)、RUBY报告基因系统以及病毒诱导的基因沉默(VIGS)介导的PDS基因沉默等3种报

告基因系统，构建了由CaMV 35S启动子调控的pBI121-antiPDS、pTRV2-PDS和1300flag-RUBY植物转化载体，采

用根癌农杆菌侵染法将3种报告基因系统分别对烟草和辣椒进行瞬时转化，通过分析antiPDS干扰、VIGS及RUBY

瞬时表达的表型，研究了3种报告基因系统在烟草和辣椒中的表达效果。3种报告基因系统在烟草叶片中进行瞬时

转化验证后将其转入辣椒叶片中。试验结果表明：3种报告基因系统在烟草和辣椒叶片中瞬时转化后均表现出比

较明显的表型，其中VIGS和antiPDS均能有效沉默PDS，导致叶片出现白化斑块现象，且前者展现出更强的广泛

性和侵染性，符合病毒介导基因沉默的特征；相较之下，antiPDS的抑制功能限制于转化部位的局部区域，缺乏

侵染性；RUBY瞬时转化后在绿色叶片上形成红色斑块，但也局限在农杆菌作用的区域。在烟草和辣椒3种报告基

因系统的瞬时转化中，VIGS沉默的表型最明显，但这种白化表型会抑制叶片光合功能，影响转化材料的后续生长

与繁殖，仅适用于瞬时转化的标记；RUBY系统作为功能获得型报告基因，其表达不影响辣椒后续的生长与繁殖，

推测RUBY系统更适合作为辣椒稳定遗传转化的指示基因。 

关键词：辣椒；烟草；报告基因；瞬时表达  
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Comparison analysis of transient expression phenotypes for three 
reporter gene systems in pepper and tobacco 

LIU Fen, LUO Jie, TENG Hui, WANG Yujie, ZHAO Yan，ZHANG Xuewen* 

(College of Bioscience and Biotechnology, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China) 

Abstract: Plant transformation vectors pBI121-antiPDS, pTRV2-PDS, and 1300flag-Ruby, each driven by the 35S 
promoter were constructed using antisense PDS(antiPDS), RUBY, and virus-induced gene silencing (VIGS)-mediated 
PDS silencing as reporter gene systems, respectively. Transient transformation of these vectors in tobacco and pepper was 
performed via Agrobacterium tumefaciens infiltration. The expression effects of the three reporter gene systems were 
evaluated based on the phenotypic outcomes resulted from transient expressions of antiPDS interference, VIGS, and 
RUBY. All three reporter genes systems were first validated in tobacco leaves and then introduced into pepper leaves. The 
results showed that each system produced discernible phenotypic changes in both species. Both VIGS and antiPDS 
effectively silenced PDS, leading to localized bleaching patches in infiltrated leaves. VIGS induced more extensive and 
systemic silencing, consistent with its viral propagation nature, whereas antiPDS caused only localized suppression 
without spreading. Transient expression of RUBY produced red pigmentation, which confined to the infiltration zones. 
Among the three reporter systems tested, VIGS-mediated silencing produced the most visually striking phenotype in both 
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tobacco and pepper. However, the bleaching caused by PDS silencing impaired photosynthetic function, which 
consequently hindered the subsequent growth and regeneration of transformed tissues, thereby limiting its use to transient 
assays. In contrast, the RUBY system acts as a gain-of-function reporter without adverse effects on plant development, 
suggesting it is a more suitable visual marker for applications requiring stable genetic transformation in pepper. 

Keywords: pepper; tobacco; reporter genes; transient expression  

 

农杆菌介导的遗传转化有稳定型转化(stable 
genetic transformation) 和 瞬 时 转 化 (transient 
transformation)2种方式。稳定型遗传转化旨在获得

能够代际传递的转基因个体，而瞬时转化则将外源

基因转入受体植物的部分细胞或组织中，以实现基

因表达并获得局部表型[1]。相较于稳定转化，瞬时

转化无需建立转基因世代，其基因表达局限于特定

细胞和组织，具有更高的便捷性。因此，瞬时转化

已被广泛应用于植物转基因表达分析及调控元件

功能研究[2]。 
病毒诱导的基因沉默(VIGS)是一种基于瞬时

转化的基因功能研究技术，通过根癌农杆菌转化植

物细胞，将2类质粒转入植物细胞后，利用病毒RNA
复制合成大量干扰RNA(RNAi)，实现靶基因敲低，

并通过观察植物表型或生理特征的变化以判断基

因功能[3]。RHEE等[4]利用基于黄瓜果实斑驳花叶病

毒(CFMMV)的VIGS载体pCF93，在西瓜中成功沉

默了8个雄性不育相关候选基因，导致雄蕊异常并

形成无花粉的不育雄花。 
在稳定型转化或瞬时转化中，转化载体构建时

通常将报告基因(reporter gene)与目标基因连锁或

平行进行转化，以实现转化效率的可视化监测[5]。

传统报告基因包括β–葡萄糖醛酸酶(GUS)[6]、荧光

素酶、绿色荧光蛋白(GFP)[7]、红色荧光蛋白(RFP)[8] 
及其他荧光蛋白衍生物。近年来，易于直接观察的

报告基因逐步应用于植物瞬时转化研究，包括参与

类胡萝卜素生物合成的关键基因八氢番茄红素去

饱和酶基因(PDS)[9]及由4个基因协调控制的甜菜碱

合成系统(RUBY)。PDS的抑制会影响植物类胡萝卜

素的合成，导致植物表现出白化现象[10–12]。这一特

征使其成为多种植物转化的指示标记[13–14]。在茄科

植物中PDS作为报告基因表现出良好的应用效果，

在亲缘关系相近的物种间也能发挥作用。NAING等[15]

证实，辣椒PDS基因能有效沉默番茄果实中内源性

PDS基因。SRINIVASAN等[16]通过RNA干扰和反义

技术下调PDS基因的表达，均导致光系统Ⅱ功能发

生障碍。 
RUBY系统是一种新型植物转化报告基因系

统，能将细胞中酪氨酸转化为甜菜碱，使细胞或组

织呈现红色素沉着[17]。甜菜碱是一种重要的天然色

素，主要存在于甜菜根、火龙果、多叶苋菜和瑞士

甜菜等多种植物中[18]。RUBY系统在异源植物中表

达时，可在组织内使甜菜红素高效积累，实现转化

事件的无损、直观可视化[19]。基于这一特性，RUBY
系统已被拓展应用于作物育种的关键环节。WANG 
等[20]研究表明，利用RUBY系统可实现玉米和番茄

单倍体的高效、精准鉴定，为双单倍体育种提供了

便捷工具。CHEN等[21]将该RUBY系统与基因编辑

技术结合，在大豆中建立了通过子叶颜色直接筛选

不含选择标记的基因编辑植株的视觉识别体系，显著

提高了筛选效率。 
随着辣椒(Capsicum spp.)功能基因组学研究的

深入[22–24]，建立稳定、高效的遗传转化体系，并筛

选适用于辣椒的标记基因与报告基因，对于推动其

基因功能解析与分子育种具有重要意义[25]。为此，

笔者选取反义PDS(antiPDS)、RUBY系统以及VIGS
介导的PDS基因沉默，构建了pBI121-antiPDS反义

沉 默 载 体 ， 并 利 用 1300flag-RUBY 报 告 基 因 和

pTRV2-PDS重组载体(VIGS沉默)，分析3种报告基

因载体系统在辣椒遗传转化中作为有效可视化工

具的适用性，以期为辣椒的基因功能研究与遗传改

良提供更便捷、高效的技术手段。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

农杆菌GV3101菌株、大肠埃希菌(Escherichia coli)
菌种、本氏烟草(Nicotiana benthamiana)种子、pBI121
载体均为湖南农业大学基因工程与细胞生物学实验

室保存材料，辣椒ST-8品系、VIGS体系中pTRV2-PDS
载体为湖南农业大学刘峰惠赠，1300flag-RUBY载体

系统为湖南农业大学王中一惠赠。MgCl2溶液、乙酰

丁香酮(AS)、2–吗啉乙磺酸(MES)等均采用分析纯试
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剂配制。 

1.2 方法  

1.2.1 植物栽培 

选择健康成熟的烟草和辣椒种子，在无菌工作

台上用6%H2O2浸泡15 min后进行表面消毒，再以   
5 000 r/min离心1 min，接着用ddH2O冲洗4~5次。消

毒后的种子在无菌条件下平板铺种于MS培养基中，

培养1~2周。将营养土(丹麦品氏泥炭种植土)、蛭石

和珍珠岩按4∶1∶1的比例混合均匀作为移栽基质，

待幼苗长出2片子叶时，将其移植至混合好的种植土

中，再将植物置于25 ℃、相对湿度为60%~80%的人

工气候室中，保持16 h的光照和8 h的黑暗光周期，

每周施肥2~3次。 

1.2.2 表达载体的构建 

根据辣椒PDS基因序列，利用SnapGene4.1.9和

DNAMAN6.0软件设计特异性引物，引物序列由生

工生物工程(上海)股份有限公司进行人工合成。以

pBI121载体为出发载体，采用双酶切的方法构建

pBI121-antiPDS干扰表达载体(图1(a))，选择Sma Ⅰ
和Sac Ⅰ为酶切位点。将辣椒PDS基因片段和线性化

载体加入重组反应体系中，37 ℃孵育1 h。将反应

产物转化至E.coli DH5α中, 通过PCR筛选阳性克

隆。经测序验证后，通过电击法将质粒转化至农杆

菌菌株GV3101，以待备用。 
本研究中1300flag-RUBY和pTRV2-PDS重组载

体均为已有载体，无需重新构建。其中，1300flag- 
RUBY载体融合了甜菜碱生物合成途径中的3个关

键 基 因 CYP76AD1 、 DODA 和 葡 萄 糖 基 转 移 酶

(glucosyl transferase)基因，并由CaMV 35S启动子驱

动RUBY系统表达(图1(c))。pTRV2-PDS载体的核心

功 能 模 块 由 PEBV CP promoter( 强 启 动 子 ) 、

PEBVpro (病毒蛋白酶)和CMV2b(RNA沉默抑制子)
等3个元件共同构成(图1(d))。该载体是病毒诱导基

因沉默(VIGS)实验中常用的一种载体，在本研究中

作为报告基因使用，以验证实验体系的有效性。 

 
(a) pBI121-antiPDS重组载体；(b) pBI121-antiPDS重组载体上目标基因区域；(c) 1300flag-RUBY表达重组载体T-DNA的结构示意图； 

(d) pTRV2-PDS表达重组载体T-DNA的结构示意图 
图1 表达重组载体的结构示意图 

Fig. 1 Schematic diagram of the recombinant expression vectors  
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1.2.3 重组质粒pBI121-antiPDS、pTRV2-PDS、

1300flag-RUBY农杆菌侵染液的制备 

在28 ℃、180 r/min条件下，将农杆菌培养于含

25 μg/mL利福平、50 μg/mL庆大霉素和50 μg/mL卡

那霉素的LB培养基中。当OD600 nm达到0.6~1.0时，

以5 000 r/min离心10 min收集菌体沉淀，再用200 mL
转化工作液(200 mmol/L乙酰丁香酮、2 mol/L MgCl2

和1 mol/L MES，pH 5.5~5.6)重悬浮菌体，调节OD600 nm

至0.5，在28 ℃避光静置3~4 h。 

1.2.4 农杆菌浸润在烟叶和辣椒中瞬时表达 

当本氏烟草和辣椒生长至6片叶时，使用1 mL
一次性注射器抽取适量上述农杆菌侵染液。选择合

适的叶片，用针头在叶片背面刺穿多个表面孔，通

过注射器喷嘴注入农杆菌侵染液，确保浸满整个叶 

片。注射后，将烟草和辣椒置于25 ℃黑暗培养24 h
后，转入人工气候室。 

2 结果与分析 

2.1 辣椒PDS基因的扩增和鉴定 

以农杆菌中提取的PDS基因为模板，利用PCR
技术在目的片段上、下游各350 bp处设计特异性引

物进行扩增，获得1 000 bp的特异性条带，与预期

大小一致(图2)。使用凝胶回收试剂盒回收序列条

带，将其与线性化的Ti质粒pBI121载体进行连接，

再将连接产物转化至E.coli DH5α受体细胞，并使用

Kana抗性平板筛选获得阳性克隆，进一步通过菌液

PCR鉴定及测序进行分子验证。序列比对分析结果

显示，辣椒PDS基因克隆成功。 

 
M为GL Marker 5000；1~8为菌落PCR检测条带；9为CK–。 

(a) pBI121-antiPDS菌落PCR扩增产物电泳图；(b) 目的片段与PDS基因序列的比对结果 

图2 辣椒PDS基因的检测验证结果 
Fig. 2 Detection and verification results of the PDS gene in pepper  

2.2 表达载体的结构验证 

采用双酶切法将PDS基因与载体pBI121进行反

向连接，构建pBI121-antiPDS重组载体，以生成辣椒

中的PDS基因反义RNA。将重组质粒转化至大肠埃希

菌，并随机挑取转化板上的多个单菌落，进行单菌落

PCR验证，结果表明所选单菌落均为阳性克隆子。 

2.3 烟草中几种报告基因系统的瞬时表达 

将antiPDS和VIGS介导的PDS基因沉默载体以

及RUBY重组载体(已有载体)瞬时转化烟草叶片， 
1周后观察叶片的颜色变化。结果显示：VIGS介导

的PDS沉默组(图3(a)、图3(b))叶片大部分区域都出

现“漂白”现象；antiPDS瞬时表达组(图3(e))仅叶片转化

部位出现少量白色斑块，表明瞬时表达的antiPDS在转

化部位局部细胞内发生反义干扰作用；在RUBY重

组载体瞬时表达组(图3(g))中，农杆菌侵染区域呈现 

 

 
(a)、(b) VIGS介导的PDS基因沉默；(c)、(d) 野生型植株； 

(e) antiPDS表达；(f) 野生型植株；(g) RUBY系统表达 
图3 3种报告基因系统在本氏烟草叶片中的瞬时表达表型 

Fig. 3  Phenotypes following transient expression of three 
reporter gene systems in Nicotiana benthamiana leaves 
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不同深浅的红色斑块，但没有广泛扩展。这些结果

验证了重组载体pTRV2-PDS、pBI121-antiPDS和

1300flag-RUBY作为报告基因的有效性。 

2.4 辣椒中几种报告基因的瞬时表达 

采用农杆菌介导的瞬时转化技术，通过按压注

射法分别将VIGS介导的PDS基因、RUBY重组载体

和antiPDS重组载体瞬时转化至辣椒叶片中，2周后 

观察叶片的颜色变化。结果显示：VIGS介导的PDS
基因沉默导致辣椒叶片呈现明显的白化效应，且具

有扩展性(图4(a))；antiPDS重组载体瞬时转化组的

辣椒叶片同样出现局部白色斑块(图4(c))；而RUBY

重组载体瞬时转化组的辣椒叶片在转化部位有区

域性红色斑块(图4(e)、图4(f)、图4(g))。 

 
(a) VIGS介导的PDS基因沉默；(b) 野生型植株；(c) antiPDS表达；(d) 野生型植株；(e)、(f)、(g) RUBY系统表达；(h) 野生型植株 

图4 3种报告基因系统在辣椒叶片中的瞬时表达表型 
Fig. 4 Phenotypes following transient expression of three reporter gene systems in Capsicum annuum leaves  

3 结论与讨论 

辣椒遗传转化尚缺乏稳定的再生体系与转化方

法，这在一定程度上限制了辣椒基因功能的研究及

基因编辑的遗传改良应用[26–27]。植物瞬时转化最初

在模式植物本氏烟草中建立，随后在多种植物中得

到有效应用。本研究采用农杆菌介导的瞬时表达法，

对辣椒和烟草叶片进行了3种报告基因系统的瞬时

转化。结果表明：3种报告基因系统在2种植物中均

能实现基因的功能表达，但效率与表型强度存在差

异；在烟草中，3种报告基因系统均呈现显著表型，

RUBY 系统 的 表 达 导致可 见 的 红 色 色 素沉 积 ，

antiPDS与VIGS介导的PDS基因沉默均引起叶片白

化；而在辣椒中，RUBY系统表达的红色素积累较少，

antiPDS与VIGS介导的PDS基因沉默虽也能引发白

化现象，但程度低于烟草。总体来看，烟草的瞬时

表达效果显著优于辣椒的，尤其以VIGS介导的PDS
基因沉默的白化表型最为突出。该差异可能源于35S
启动子在2种植物中的转录活性不同，在烟草中表达

强度更高；此外，辣椒叶片组织结构和防御反应可

能影响农杆菌的侵染与基因递送效率，导致转化表

达水平较低。 
VIGS介导的PDS基因沉默在烟草和辣椒中表

型均非常突出，因此常被首选用于验证瞬时表达效

果。与antiPDS介导的反义干扰类似，VIGS技术同

样通过靶向抑制目标基因表达，使植株呈现功能丧

失型表型。PDS是类胡萝卜素合成途径的关键基因，

其沉默导致类胡萝卜素合成受阻，抑制叶绿素的合

成，进而引发白化现象。尽管这种白化现象能直观

验证瞬时表达效果，但它也可能对植物的正常生长

发育产生负面影响，如光合作用效率降低、植株生

长迟缓甚至死亡，这些不利影响虽然在瞬时表达中

影响不大，但 VIGS介导的PDS基因沉默不适用于稳

定遗传转化筛选。相对而言，RUBY系统具有功能

获得性特征，避免了上述不利影响。HE等[28]研究

证实RUBY系统在水稻和拟南芥等多种植物中均表

现出高效、稳定的遗传转化能力。YU等[29]用浸花

法将RUBY系统转移至紫苏、本氏烟草和拟南芥植

物的毛状根，结果显示，甜菜碱不影响植物再生、

发育或生育能力。因此，在辣椒遗传转化中RUBY
系统更适合作为报告基因。但从转化后的表型上

看，其红色显现水平还比较低，需要对其加以改造

来提高表达水平，以进一步突显报告基因的效果。 
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