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摘要 将苏云金杆菌家族中的
。 ry 1 A ` 3 基因与觅 豆胰蛋 白酶抑制剂基 因 ( cP t i) 融合成融合基因

,

构建
。 yr 1 A o 3

一

cP “ 融合基因植物表达载体
,

表达 Bt
一

c p T I 抗虫融合蛋 白
.

用 基因枪转化技 术将
c yr I A ` 3

一

cP it 融合基因分别导入玉 米优 良自交系 E 2 8 及 340 的胚性愈伤 组织 中
,

轰击后 的愈伤组

织经筛选剂 3 次筛选
,

获得可育 的再生植株
.

经 P C R 及 oS ut he m bl ot 分子检测
,

证实所获得 的再

生植株为转基因植株
.

抗虫性分析结果表 明
,

部分转基因玉米植株对玉米螟虫有较强的抗性
.

关键词 融合荃因 转基因玉米 墓因枪 抗虫性

近年来
,

抗虫植物基因工程研究取得了许多重要

进展
,

已获得了大量有应用价值的抗虫基因及转基因

植株
,

部分转基因产品已投入商品化生产
.

如转苏云

金芽胞杆菌任胶d zlus ht u ir l 逮邵 en s绍 )毒蛋白基因抗虫玉米

( Bt 玉米 )及棉花 ( Bt 棉 )于 199 6年开始在美国进入商业

化应用 l[]
.

然而
,

由于害虫易对 Bt 毒蛋白产生耐受

性
,

从而影响其在田间的防治效果和可持续应用
.

目

前
,

控制害虫对 Bt 毒蛋白产生耐受性的一种方法是在

大面积种植转 Bt 毒蛋白基因植物的地区
,

种植一些易

感虫品种
,

给害虫提供
“

避难所
” ,

防止转基因作物对

害虫产生过高的选择压力
,

从而降低害虫产生抗性的

可能性
.

除此之外
,

联合使用多个抗虫基因
,

也是防

止害虫产生耐受性的一个重要策略
.

可豆胰蛋白酶抑

制剂 ( q )T I)是一种重要的抗虫物质
,

对主要农作物害

虫包括大部分的鳞翅 目害虫和部分鞘翅目害虫都有抑

制作用
.

与 Bt 毒蛋白相比
,

C p T I作用于害虫消化酶

的特定部位
,

此部位具有高度的保守性
,

不易产生突

变
,

因而害虫不易对 饰T l 产生耐受性
.

因此
,

ctP i 基

因在植物抗虫基因工程中得到广泛的应用
,

尤其是与

Bt 毒蛋白基因联合使用受到人们的高度重视 2[]
.

我们曾将 Bt 毒蛋白基因家族中
。 yr 1 A ` 3 基 因

和 cP it 基因修饰成融合基 因
,

使其位于同一个读码

框内
,

表达 Bt
一

c p T I 抗虫融合蛋 白
` )

.

目前本实验

室转
。 yr 1 A 。 3

一

cP it 融合基因烟草及棉花工作已经完

成
,

并取得预期的抗虫效果 (另文发表 )
.

本文利用

基因枪将
。 yr 1 A 。 3 t

一

cP it 融合基因导入玉米优 良自

交系中
,

并对转基因植株的抗虫性进行了分析
,

旨

在增强转基因玉米抗虫能力和扩大抗虫谱的同时
,

减缓害虫对抗虫蛋 白产生耐受性
.

1 材料及方法

1
.

1 植物材料

玉米优良自交系 E28 和 340
.

1
.

2 。 yr 1 A 。 3
·

cP it 融合基因的植物表达载体

p C U S B CK E泊r
结构 图见 图 1

.

cyr
1cA 3

一

ctP * 融合

基因
2 )

,

编码产物为 Bt 毒蛋白和 饰 T l 抗虫融合蛋 白
.

卿 IcA 3
一

ctP i 融合基因启动子是玉米泛素 (诫 )基因启

动子
.

植物选择标记为麟丝菌素乙酞转移酶基因 (加 r)
.

2 0 0 1
一

0 5
一

14 收稿
,

2 0 0 1
一

0 7
一

0 2 收修改稿
, 国家

“

八六三
”

高技术计划 ( z
一

1 7
一

01
一

01
,

B H
一

0 2
一

01
一

0 1 )
、

国家自然科学基金 (批准号
:

究与产业化开发专项基金 ( zJ Y
一

B ol )和美国洛克菲勒基金 ( R 7F 0 01 # 5 8 1) 资助项目
, ,

联系人
,

E
一

m ` l
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a e
.

。 n

1) 曲强
,

通过细胞内定位提高抗虫基因表达量的研究
.

中国科学院遗传所硕士学位论文
,

2) 已申请国家专利
,

专利公开号为
:
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.
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.
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,
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、

转基因植物研
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图 1植物表达载体解 u sBc K
·

Br a结构简图
cy r 1c A3

一

c t P
i, 。 yr 1cA 3 基因与 cP “ 基因融合基因

,

编码产生 Bt 毒蛋白及 C叮 I抗虫融合蛋白
; P

一

35 5
,

花椰菜花叶病毒 3 55

蛋白基因启动子
; 加 r ,

植物选择标记乙酞转移酶基因
; 3 55 州妞

,

花椰菜花叶病毒 355 蛋白基因终止子 ; P
一

ub i
.

玉米泛素基

因启动子
; T

一

oc s ,

章鱼碱合成酶基因终止子
;

BL
,

T
一

D N A 左边界
;

BR
,

T
~

D N A 右边界

1
.

3 供试培养基

基本培 养基 ( M SM ) 为 M S 培 养 基 加 蔗 糖

30 9 / L
,

ph y t a g e l 2
.

4 9 / L
,

p H 5
.

5
.

诱导培养基

( M S M
一

)I 为 M S M 加谷氨酞胺 250 m g / L
,

水解酪蛋

白 5 0 0 m g / L
,

2
,

4
一

D 2 m g / L ; 筛选培养基 ( M s M
一

S )

为 M s M 加2
,

4
一

D 2 m g / L
,

麟丝菌素 ( p p T ) 5 m g / L ;

再生培养基 ( M S M
一

R )为 M S M 附加 K i n e t i n ( K T )

l m g / L
,

6
一

B e n z y la m ion p u r i n e ( 6
一

B A ) 0
.

5 m g / L
,

P P T 1 m g / L
.

壮苗培养基 M S M
一

G 为 1 / 2 M S 加蔗

糖 1 5 9 / L
,

p h y t a g e l 2
.

4 9 / L
.

1
.

4 玉米幼胚愈伤组织的诱导

取授粉后 12 一 巧 d 玉 米雌穗
,

剥去苞 叶后 在

7 0 %酒精中浸泡 Z m in
,

然后在 25 %次氯酸钠 (活性

氯含量为 1
.

8% 一 2
.

5 % )中消毒 30 m in
,

无菌水冲

洗 3 次后吸干水渍
,

用解剖针将幼胚接种于诱导培

养基上
,

置于 27 ℃ 暗培养
.

2 一 3 周后
,

挑取鲜黄

色
,

结构致密的胚性愈伤组织继代培养
.

1
.

5 基因枪转化及 P P T 抗性愈伤组织的筛选

采用 DP -S 1 000 / H e ( iB --o Rad 公司 )基 因枪进行

转化
.

以直径 1
.

0 拌m 的金粉作为载体
,

可裂膜为

1 1 0 0 sP i
`

型
,

质粒包被及枪击转化过程按说明书的

方法进行
.

选取生长状态 良好的胚性愈伤组织
,

基

因枪轰击 (距离靶细胞 6 。m )后将材料转入 M SM
一

I

中过渡培养 4 d
,

转入含 P P T s m创L M s M
一

s 筛选 3

次
,

抗性愈伤组织生长旺盛
,

而对照逐渐死亡
.

1
.

6 P P T 抗性愈伤组织的再生

将抗性愈伤组织转入分化培养基 M SM
一

R 进行

分化 ( 14 / 10 h 的光周期培养
,

光强为 2 0 0 0 lx
,

温度

为 2 7℃ ) 2 一 3 周
,

8 0 % 抗性愈伤组织可分化 出绿芽

点
,

4 一 5周后部分绿芽点发育成小植株
,

将再生的

小植株转至 M S M
一

G 壮苗培养 20 d 左右
,

然后移栽

至含有营养土的小花盆中
.

1
.

7 再生植株的 P C R 检测

植物总 D N A 提取按 C IA B 〔3〕法进行
.

卿 I cA 3 基

因 P CR 扩增引物为
: P l

,

5’ , 口〕钗分蜓沪心 C T代姚 G -A

G (A了IX} 3
’
; 咒

,

5
`

入口坡犯C R护〔 C 以G r n 孙咬犯 3
’ .

25 沁 PC R 反应体系
:

模板 DN A 20 gn
,

两种引物各

0
.

5 拼mo l / L
,

dN T p 各 0
.

2 5 mmo l / L
,

T a q 酶 I U
.

9 4℃变性 5 m i n
,

然后依次在 9 4℃ 变性 1 m in
,

5 5℃

复性 1 m i n
,

7 2℃ 延伸 1 m i n
,

循环 3 5 次
,

最后在

72 ℃保温 10 m in
,

取样 10 拼L 在 1% 的琼脂糖凝胶上

进行电泳
.

1
.

8 再生植株的 S ou t h e r n
杂交分析

取 10 拜g 玉 米基 因组 D N A
,

cE
o R I 和 E ` 。 R v

3 7℃ 酶切 1 6 h
.

iH
n d lll 酶切质粒 p C U BS CK

一

B a r
为

阳性对照
,

通过真空转移法将 D N A 转移到 H y bo
n d

-

N
+

( A m er hs a m )膜上
,

低熔点胶法回收
。yr 1A o 3 基

因片段作探针
.

预杂交
、

杂交按照 S a m boor k 等4[]

方法进行
.

参照 随机引物标记试剂盒说明书
,

用
a 一

32 P
一

dC TP 标记探针
.

杂交膜用 0
.

1 X S S C
,

0
.

1%

SD S 洗后进行放射自显影
.

1
.

, 转基因植株的抗虫测试

1
.

9
.

I 0T 代室内抗虫鉴定分析 玉米螟 ( os tr i爪 a

nu 沉 al 八: )购 自中国农业科学院植物保护研究所玉米

螟组
.

参照 户比 m st or gn 5[] 介绍的抗虫鉴定方法 稍加

修改后进行
.

取转化植株及非转化植株 (对照 )小块

叶片以及小培养瓶若干
,

按小培养瓶直径大小
,

将

叶片剪成圆形
,

直径约 1 。 m
,

置于小培养瓶底部
,

每个小瓶接 5 头初孵幼虫
,

每个样品重复 3 次
.

接

完虫后
,

用封 口膜将瓶 口封好
,

在封 口膜上用细针

扎 2 个孔
,

保持通气性
,

置于 28 ℃ 培养 l d
,

然后

观察叶片受损情况
.

在放置叶片之前应先在小瓶内

放一层滤纸
,

滴少许无菌水
,

保持小瓶内的湿度
.

判定转基因植株抗虫能力依据为 51[
:

抗虫转基因植株

苦 1 sP i = 6 8 9 4
.

7 6 P a
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为完好或虫子咬食面积较小的叶片 ; 如果一个 以上

叶片被虫子吃光
,

则认为该转基因植株不抗虫
.

转基因植株抽穗期间
,

雌
、

雄穗分别套袋
,

待

雌
、

雄蕊成熟时授粉自交
.

1
.

9
.

2 IT 代抗虫鉴定分析 翌年种植上年抗虫性好

的转基因玉米种子
,

相邻种植对照
.

参照棉花抗虫方

法 6[] 对转基因后代进行室内抗虫鉴定
.

田间抗虫鉴定

分析
:

待玉米生长至喇叭口后期
,

给转基因玉米及对

照接种玉米螟黑头卵 30 头
.

在玉米成熟期
,

调查植

株茎秆蛀孔数
、

茎秆里的玉米螟活虫及死虫数
,

结合

室内鉴定
,

判断转基因植株的抗虫能力
.

获得了明显的杂交信号
,

而非转化对照组中未出现

任何杂交信号 (图 3)
,

进而证实 了
: yr 1 A 。 3

一

cP it 抗

虫融合基因已整合在玉米的基因组中
.

图 2 自交系 E 28 和 3 40 0T 转化植株 cyr 1 A c3

基因 P C R 测定结果
,

阳性对照
,

模板为质粒 p c u s Bc K
一

B a r ; 2
,

分子量标志
;

3
,

非转化植株
; 4一 14

,

P p l
,

抗性植株

2 结果

2
.

1 基因枪转化及 P P T 抗性愈伤组织的筛选

选取生长状态好的胚性愈伤组织
,

经基因枪轰

击
,

M SM
一

I培养
,

M SM
一

S 筛选
,

约 3 个月后
,

抗

性愈伤组织生长旺盛 (图版 I ( a ) )
,

而对照愈伤组织

逐渐停止生长而死亡
.

表 1 列出了抗性愈伤组织的

筛选频率
,

自交系 340 的抗性愈伤组织的筛选频率

要高于 E 28 抗性愈伤组织的筛选频率
.

表 1 转 cyr 1A c3
·

印点 融合基因玉米抗性愈伤组织再生频率

自交系
轰击愈伤

组织块数

P P T 抗性愈伤组织 抗性愈伤组织再生植株

E 2 8 5 2 6

34 0 3 0 2

N O
.

% N o
.

%

1 2 8 2 4
.

3 4 0 7
.

6

9 8 3 2 3 4 1 1

2
.

2 P P T 抗性愈伤组织再生频率

将抗性愈伤组织转入分化培养基 M S M
~

R 进行分

化 ( 1 4 1/ O h 的光周期培养
,

光强为 2 000 玩
,

温度 为

2 7℃ ) 2 一 3 周
.

80 % 抗性愈伤组织可分化出绿芽点
,

4 一 5 周后部分绿芽点发育成小植株 (图版 (I b) )
,

将

再生的小植株转至 M SM
~

G 壮苗培养 20 d 左右
,

然后

移栽至含有营养土的小花盆中
,

待植株成活后
,

移栽

至大田
.

同样自交系 340 抗性愈伤组织的再生植株频

率高于 自交系 2E 8 抗性愈伤组织的再生频率
.

图 3 自交系 E 28 和 3 40 0T 转化植株 cyr 1 A c3

荃因 Sou t h er n 杂交结果
,

阳性对照
,

球nd m 酶切 p c u s B
cK

一

B ar
,

含 。 ry 1 A ` 3
一

cP “

融合基因
; 2

,

阴性对照
,

E `刀 R v 酶切非转化植株 D N A ;

3 和 4
,

且习 R l 酶切 E 2 8 转化植株 l
一

B S
一

z 及 3 4 0 转化植株

2
一

路
一

7 基因组 o N A ; 5 和 6
,

E co R v 酶切 E 2 8 转化

植株 1
一

B S I 及 34 0 转化植株 2
一

B S
一

7 基因组 D N A

2
.

3 再生植株的分子鉴定

分别对自交系 E 28 40 个独 立克隆
、

340 34 个

独立克隆再生植株进行
。 ry 1 A 。 3 基因 P c R 检测

.

结果表明
,

E 28 的 40 个独立 克隆中有 36 个
,

340

的 3 4 个独立克隆中有 32 个再 生植株能够检测到

7 4 3 b p 。 yr 1 A 。 3 基因片段 ; 而非转化植株则无此片

段
,

部分 P C R 检测结果见图 2
.

随机选取 2 株 P C R

检测为阳性的再生植株及非转化植株基因组 D N A,

进行 oS ut he m lb ot 分析
,

结果表明
,

2 株阳性植株

2
.

4 转基因植株 T 。
代抗虫生物检测

对 E 28 及 340 0T 代 68 个 P c R 结果为阳性的再

生植株进行抗虫分析
,

发现不同转基因植株的抗虫

能力存在较大差异
,

抗虫能力较高的有 3 个克隆
,

其中有 E 2 8 的 2 个 ( 1
一

B S
一

i
,

1
一

B S
一

3 5 ) ; 3 4 0 的 1 个

( 2
一

B S
一

7 )
.

用这 3 个克隆的再生植株 叶片饲喂玉米

螟幼虫
,

叶片基本没有受到螟虫的咬食
,

而对照叶

片基本被螟虫吃光 (图版 (I c ) ) ; 其余 21 个克隆再

生植株抗虫水平居中或接近对照
.

2
.

5 转基因植株 T l
代抗虫鉴定分析

2
.

5
.

1 转基因植株 T l
代室内抗虫鉴定分析 翌年

对以上抗虫性较高的 3 个转基因植株后代进行室 内
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抗虫鉴定
.

结果表明
,

T l
代的抗虫性发生 了分离

(表 2)
.

如克隆 l
一

B S
一

1 共计 14 株转基 因植株中
,

有 8 株高抗螟虫
,

表现在螟虫致死率高
,

螟虫数目

少
,

个体小
,

叶片受损程度轻 (图版 (I d ) ) ; 而其余

6 株则与非转化的对照类似
,

表现在螟虫数目多
,

个体大
,

叶片受害程度重
.

其他 2 个克隆 1
一

B S 35

及 2
一

B S
一

7 也存在类似情况
.

说明我们构建的抗虫融

合基因能够达到理想的抗虫效果
.

表 2 转 cyr 1 Ac3
·

ctP
i 触合基因 T ,

代抗虫分离

及其抗虫性分析

C即 I cA 3
一

ctP i 分离 抗虫植株

自交系 代号 抗虫植株
:
敏感植株 致死率 虫重 叶片受害

/% /grn 级别

E 2 8 1
一

B -S 1 8 : 6 8 5
.

0 1
.

14 1

1
一

BS
`

3 5 1 7 : 8 8 0
.

3 1
.

89 1

C K z 5 2 0
.

0 7
.

89 4

34 0 2
一

B S
~

7 2 1 : 1 1 8 5
.

9 1
.

15 1

C晚 4 10
.

0 6
.

98 4

注 : c K I ,

C K Z
分别为非转化植株 2E 8及 3 40 对照

.

叶片受害级别判

定依据为
: 1

,

叶片没有或轻微受损 ; 2
,

叶片受损面积小于总面积

的 1/ 2 ; 3
,

叶片受损面积大于 1 / 2 ; 4
,

叶片完全受损

2
.

5
.

2 T l
代田间抗虫鉴定分析 抗虫性的 田间观

察结果发现
,

转基 因植株茎秆中的活虫数以及蛀孔

数明显少于对照 (表 3
,

图版 l( e ,

f ) ) ; 说明转基因

植株能有效地抵抗玉米螟的钻蛀
,

钻蛀后玉米螟在

茎秆中的存活数量亦减少
.

室 内鉴定结果与田间转

基因植株抗虫结果基本吻合
.

与昆虫肠道中的胰蛋白酶结合
,

形成没有胰蛋白酶活

性的酶
一

抑制剂复合物
,

最终使得害虫因厌食而死

亡 8[]
.

由于这两种抗虫蛋白的作用机理不同
,

加之其

抗虫谱的不同
,

将上述两种抗虫基因同时应用于一种

转基因植物
,

就有可能解决单基因抗虫转基因植物中

存在的诸如抗虫能力不强
、

害虫易产生耐受性以及抗

虫谱较窄等的间题
.

赵建周等9[] 用抗虫双价 (Bt +

叻“ )基因转化烟草发现
,

与单价 (及 )基因相比转基

因烟草棉铃虫的抗性可显著延缓
.

本实验室将
c州 IA

。 3 和 cP it 基因融合为
c yr l

-

A o 3
一

cP it 基因
.

该融合基因 中的
c勺IA

o 3 和 cP it 基

因序列处于同一个读码框之下
,

其表达的融合蛋 白

C r y IA ( e卜C p T I 同时具有 C r y IA ( 。 )蛋 白和 C p T I 蛋

白的活性
.

这在一定程度上简化 了植物表达载体构

建的过程
,

并减少了因植物表达载体上组成元件之

间的相互作用而可能对 目的基因的表达产生的不利

影响
.

前期
。 yr 1A 。 3

一

cP it 融合转基因烟草实验结果

表明
,

其 已有效地表达了 Bt 毒蛋白和 C p T I 蛋白活

性
.

本实验将
。勺从

` 3
一

cP it 融合基因导入 玉米
,

获

得了高抗玉米螟的转基因植株
,

为培育高效抗虫转

基 因玉 米打 下 了 良好 的基 础
.

目前
,

害虫对 转
c勺 IA

` 3
一

cP it 融合基因玉米的耐受性实验正在进行

之中
.
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李再 云 等
:

芸苔属 与诸葛菜属 问杂种的细胞遗传学 图版

黑芥与诸葛菜杂种后代的花粉母细胞内
,

17 条染色体在后期 l 呈 民 9 分离

(a) 两极的染色体内分另贿
,
阱下 )和 4( 右上 )条标记的诸葛菜 致色体 ; 〔b) 原位杂交时以标记的诸葛菜基因组 D N人为探针

李慧芬
,

等
:

转抗虫融合基因(c yr lA c3
一

cP i)t 玉米 (乙瑙 m ay
: L

.

) 植株的获得及其抗虫性分析

转抗虫融合〔
c vr l友3

一

印i)t 基因玉米植株及抗虫性分析

(a) 自交系巳 8经过 3次筛选的 PP T杭性愈伤组织 ; 〔b) F pT抗性愈伤组红分化的小哉 (c) 室内抗虫鉴定
,

转甚因植株(左 4)
,

非转化植株(右 ;z) d() 室内抗 山

鉴定
,

转化植株 (左 )
,

非转化植椒右轰佃 非转化植株口间抗虫鉴定
,

箭头所示为茎币授害状态
; 口 转基因植株田 1111 抗虫鉴定

.

茎秆没有受到螟虫的危害


