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转双抗虫基因烟草的研究
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摘 要 用改造的雪花莲凝集素基因 345<<与合成的苏云金芽孢杆菌（D>）毒蛋白 0*2!E@基因构建了带有双价基
因的植物表达载体，在该表达载体中这两个基因的转录分别受笋瓜 FF$启动子（4FF$F）和 3-,’ #&4启动子的调控。
通过根癌土壤杆菌介导转化法，获得了一批抗卡那霉素的转化再生烟草植株。F3G检测及基因组 H+E 4(C>I6J?
K)(>、4)(> K)(>杂交分析的结果表明 3$+ 基因和 ./ 基因已整合到烟草总 H+E中。用 D>毒蛋白抗血清进行 L6B>6J?
K)(>分析，转基因植株均有 D>杀虫蛋白的不同程度的表达。对转化再生烟草的虫试结果表明，在所受试的 !0株烟
草中 8%M的植株上的棉铃虫在 &天内死亡率达到 !%%M，而且存活幼虫的生长发育受到明显抑制；蚜虫抑制生长试
验表明，多数转化再生植株具有较强的抗蚜活性，平均能够抑制桃蚜 &%M N 8%M的蚜口密度，有的高达 7%M以上。
以上结果表明利用这两个改造过的抗虫基因可以获得既抗虫又耐蚜的转双抗虫转基因植物。
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虫害是造成农业减产的主要原因之一，据统计，

全世界每年因虫害引起的作物减产达总产的 $%M
N #%M，损失高达数千亿美元［!］。在我国，因虫害水
稻减产在 !%M以上；小麦减产近 $%M；棉花减产在
#%M以上［$］。随着植物生物技术的发展，利用基因
工程方法培育抗虫转基因农作物已成为现实。常用

的抗虫基因有苏云金芽孢杆菌毒蛋白基因，蛋白酶

抑制剂基因和植物外源凝集素基因等。其中苏云金

杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，D* > *）毒蛋白基因应用得
较多。植物凝集素（ 6%0/#$&）是能特异地识别并可逆
地结合糖类复合物的糖基部分而不改变被识别糖基

的共价结构的一类非免疫球蛋白［#］。有些 6%0/#$ 与
植物防御有关，可以抑制昆虫进食。植物 6%0/#$ 的
毒性基于它们特异结合到昆虫肠道的糖缀合物上，

其中雪花莲外源凝集素在体外或转基因植物的抗虫

试验中已证实对某些咀嚼式和刺吸式口器昆虫均有

抗性，如烟草夜蛾、蚜虫等［P］。

现在运用的抗虫转基因作物多是转单一抗性基

因的，不但抗虫谱窄，而且长时间使用容易使目标昆

虫产生抗性。将两种或两种以上不同杀虫机制的抗

虫基因转入植物可获得同时表达多种抗虫基因的植

株，由于不同抗虫蛋白的抗虫作用机制不同，可以同

时抗多类害虫并可能延缓某些昆虫抗性的产生。王

志斌等人将人工合成的 345 成熟蛋白基因和 378
0*2!E基因与 #&4启动子构建成双价基因表达载体，
并由此获得了抗棉铃虫及蚜虫效果较好的转基因烟

草［&］。

本文报道利用改造的全长雪花莲凝集素基因

345<<与合成的带有分泌信号肽编码序列的 ./
0*2!E@基因，分别与韧皮部特异表达启动子 4FF$F
和组成型 #&4启动子组合构建双价植物表达载体，
转化烟草及转基因烟草的抗虫性研究结果。由于

./ 基因和 3$+ 基因的杀虫机理及抗虫谱都不同，所
用的启动子也不同，两者在抗虫功能及转录表达方

面应该不会互相干扰，这将有利于选出抗虫、抗蚜性

高，农艺形状好的转基因植物。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：本研究所用的重组质粒 Q4!,
是由烟草病原相关蛋白 FG!K信号肽编码序列及合
成的苏云金杆菌（D>）杀虫蛋白基因 !*2950 组成的嵌



合基因克隆到 !"#$%&’()!*++,-. 载体上构建而成的

（待发表资料）。!/01［2］、!,-33143［5］!"6788［9］、大
肠杆菌（!"#$%&’#&( ’)*&）/:;!、根癌农杆菌（+,%)-(’.$/
%&01 .01$2(’&$3"）<"=>>?>等菌种均由本实验室构建
或保存。

!"!"# 植物：烟草（4&’).&(3( .)-(’01）品种为 @69A。
用无菌培养的 > B ;叶期幼苗的叶片作转化的外植
体。

!"!"$ 测试昆虫：棉铃虫由中国农业科学院植保所
提供。蚜虫系采自中科院微生物所温室非转基因烟

草上的桃蚜。

!"!"% 酶与试剂：各种限制酶、/@=修饰酶、C>/@=
连接酶等购自 "D<、")E4<FG 及 3(E8&HF 等公司；CFI
/@=聚合酶购自上海生工生物工程公司；同位素

!4J134K6C3为 @L@ 公司产品。"* 6(M0=’ 抗血清为
本实验室制备；碱性磷酸酯酶（=3）标记的羊抗兔抗
体购自 "D<公司。其它生化试剂购自国内外有关
厂家和公司。

!"!"& 36D引物：检测转 5. 基因引物 30：;N O 6C74
=67C==777=C7=676 P JN（为 J;, 启动子引物）；
31：;N O =67=C=C66==6=6C7 C==7 P JN（为 "*基因
特异引物），应扩增出 0Q?RG 左右的片段；检测转
63( 基 因 引 物：3J：;N O 6C6C6C6C=667777==
CCC67 P J’（63( 基因特异引物）；3>：;N O 7CC76674
7C 6CC76C=C P JN（为 @S, JN引物），应扩增出 ?Q;RG
左右的片段。以上 36D引物由上海生工生物工程
有限公司合成。

!"# 方法
!"#"! 中间载体的构建及其向农杆菌的转移：用
5(1:"酶解 !/01，经 -#&TEU /@= 聚合酶补平后，
再用 7(*+酶解分离载体大片段与 8-("酶解，-#&4
TEU /@=聚合酶补平，然后 7(*"酶解 !,0V产生的
5.7*8基因片段连接后转化大肠杆菌 ! W ’)*& /:;!，
经质粒电泳、酶切分析筛选阳性重组质粒 !/,0V。
用 9&3K#X5(1:"双酶解 !"6788后，分离载体大
片段，与 9&3K#X5(1:"酶解 !,-33143 产生的
,331启动子片段（0G!）连接后转化大肠杆菌 ! W ’)*&
/:;!，酶切分析筛选重组质粒 !",788。用 9&3K#
酶解 !",788脱磷后与用 9&3K#酶解 !/,+V产生
的 "*基因表达框架连接后转化大肠杆菌 /:;!，经
质粒电泳、酶切分析筛选重组质粒得到双基因植物

表达载体 !",7,0V.。!",7,0V. 的结构见图 0 所
示。中间载体向农杆菌 :5+>>?> 的直接转化参见
文献［A］。

!"#"# 烟草外植体的转化及再生：按文献［A］进行。
!"#"$ 转化再生植株的 36D分析：转基因烟草叶片
的总 /@=的提取方法按文献［0?］的方法。用 30、31
和 3J、3> 引物按 CFI 聚合酶厂家提供的方法进行
36D反应，取反应混合物产物在 0Y =HF(E%&胶上电
泳检查反应产物大小。

!"#"% 转基因烟草的 ,E$*Z&(T G#E*及 ,#E* G#E*分析：
取 1?$H /@=用 9&3K#彻底酶解后，用 ?Q9Y=HF(E%&
胶上电泳，之后将胶上的 /@= 真空转移到 [&*F4
3(EG&膜上；取 0$H以上的 /@=按文献［00］方法进行
,#E* G#E* 转膜。按 =8&(%ZF8 !ZF(8F’)F G)E*&’Z 公司
（D&K)!()8&CV%）提供的方法用J1 34!4K6C3标记 7@=
基因和 "*基因片段为探针，按文献［00］所述方法进
行杂交。

!"#"& 转基因烟草的 \&%*&(T G#E* 分析：选取 36D
阳性并具有抗虫活性的植株幼嫩叶片。按文献［0J］
的方法进行 \&%*&(T G#E* 分析。一抗为柱纯化的兔
抗 "* 6(M+=’蛋白抗血清，二抗为碱性磷酸酯酶标记
的羊抗兔抗体。

!"#"’ 转化再生烟草的抗虫试验：当转基因烟草和
非转基因烟草长到 J B ;片叶时，取完全展开新鲜叶
片，洗干净，用纱布吸干后放于小盒内，每一小盒内

放一头二龄棉铃虫，每株植株接虫 ; B 9头，以空白
载体转化的植株为对照。1;]培养，第 J B 9天统计
幼虫死亡率。取植株的中层叶片，按文献［9］提供方
法进行抗蚜虫试验，抗蚜试验重复 1次。

# 结果与讨论

#"! 植物表达载体的构建及烟草的转化
载体 !/01含有由双增强子的 J;,启动子、CV^

“&”片段翻译增强子、_CC 通用转录终止序列以及
@S,终止子组成的表达框，外源 5. 基因片段插入到
!/01中 J;,启动子下游获得 !/,0V重组质粒。为
利用韧皮部特异启动子驱动改造后的 63( 基因在
植物中进行组织特异性表达，（如前所述）已构建了

植物表达载体 !",788，将 5. 基因表达框架插入
!",788后构建成含有双抗虫基因的植物表达载体
!",7,0V.，分别由 J;,启动子介导 5. 基因组成型
表达、笋瓜 ,331 启动子介导 63( 基因韧皮部特异
表达（见图 0）。酶切分析证明 5. 基因表达框的插
入及插入方向后（资料略）用于转化土壤农杆菌。

土壤农杆菌 C)质粒介导的植物遗传转化是以
烟草无菌苗叶片作为转化受体，用含有 !",7,0V.

质粒的农杆菌侵染，在含 J??$HX8< 卡那霉素和
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图 ! 植物表达载体 "#$%$!&’质粒图谱

()*+! &," -. "/,01 23"4255)-0 6271-4

899!*:;<羧苄青霉素的 &$培养基上选择不定芽，
共获 =9株转化再生植株。
!"! 转基因烟草的 #$%检测及 &’()*+,-杂交分析
提取植物总 >?@，用 !"# 基因内正链引物 AB

和 ?-5 终止子负链引物 AC 按前文所述条件进行
ADE检测，整合有外源 !"# 基因的转基因植株应扩
增出 899F"片段；用 B8$正链引物 A!和 #1基因内负
链引物 A= 进行 ADE检测，则应扩增出 !GF 大小的
>?@片段（图略）。共检测了 =9株转化再生植株，含
有 $% 基因的植株有 !H 株，含有 !"# 基因的有 !H
株，含有两个基因的 !I植株，双价转基因植株占转
化再生植株总数的 H9J。
为了确证外源基因在植物基因组中的整合及整

合的拷贝数，提取 ADE阳性植株的 >?@，进行 $-K1LM
240 F/-1或 $/-1 F/-1分析检测。图 = 显示了 $-K1L240
F/-1分析的 =株转基因植株（泳道 B，C），结果表明这
=个植株确有外源 !"# 基因的插入，且至少有 = 个
拷贝，外源基因在不同植株染色体 >?@中的插入整
合位点不同。非转基因植株（泳道 =）没有杂交带，
即没有外源基因的插入。用标记的 $% 基因片段做
探针进行了 $/-1 F/-1杂交，结果（见图 B所示）表明，

图 = 转基因植株中 !"#基因的 $-K1L240 F/-11)0*检测
()*+= $-K1L240 F/-11)0* ,55,N -. %?@M*202 )0 14,05*20)7 "/,015
! + "#$%$!&’ "/,5;)O:$,/P ,5 "-5)1)62 7-014-/；=+ ?-014,05.-4;2O "/,01

5,;"/2 ,5 02*,1)62 7-014-/；B ,0O C + Q4,05*20)7 "/,015 R I9 ,0O R !99

图 B 转基因植株中 $% 基因的 $/-1 F/-11)0*检测
()*+B $/-1 F/-11)0* ,55,N -. #1M*202 )0 14,05*20)7 "/,015

! + "#$%$!& "/,5;)O；=+ ?-014,05.-4;2O "/,01 5,;"/2；B S T+ Q4,05*20)7

"/,015 R =I，B=，BC，I9，!99

转化再生植株 B= R、=I R、I9 R、BC R 和 !99 R 与用
"#$%$!&’质粒设立的阳性对照一样，出现较强的杂

交信号，而非转化再生植株则无此信号，说明外源

$% 基因已经整合到烟草染色体 >?@中。
!". 转基因烟草中 /)蛋白的表达
选部分 ADE 阳性的转基因植株进行 U251240

F/-1分析。结果表明所检测的 V株转基因植株可以
表达分子量与预期的 #1蛋白（VIG>）相当并可以与
#+ 1 +蛋白抗体起特异反应的蛋白质，这表明与 #1蛋
白融合的信号肽很可能已被正确剪切，但信号肽的

正确加工位点及在植物组织中的分泌位置有待于进

一步检测。在上样蛋白量一致时，单株之间 #1蛋白
的表达量差异很大，I9 R、=I R的表达量由图 C可以
看出，明显高于其它 C株，这可能是由于外源基因在
植物染色体中整合位点不同造成的外源蛋白的表达

量的不同。

图 C 转 "#$%$!&’的烟草的 U251240 F/-1
()*+C U251240 F/-1 ,0,/N5)5 -. #1 "4-12)0 23"42552O )0 1,F,77-

"/,015 14,05.-4;2O W)1L "#$%$!&’

! S V+ Q4,05*20)7 1,F,77- "/,015 R !9B、H、I9、=I、V、!99；T + #1 51,0O,4O

"4-12)0（VIG>）；I+ X14,05.-4;2O "/,01 5,;"/2 ,5 02*,1)62 7-014-/

!"0 转化再生植株的抗虫性试验
!"0"1 抗棉铃虫试验结果：对 !H株 ADE阳性转基
因植株用离体叶片进行抗棉铃虫试验，结果所获得

的转基因植株对棉铃虫有较高的杀虫活性，图 8表
示不同受试植株之间第 8天试虫死亡率的比较，到
第 8 天 V9J 受试植株样品上的幼虫死亡率达
!99J。单株之间抗性差异很大，有的受试棉铃虫 B
天全部死亡，且叶片受损程度极小；有的到第 8天全
部死亡；还有的虽然未全部死亡但存活的虫子发育

缓慢，并且叶片受损程度也很小。不同植株中 #Q
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蛋白表达量不同而造成转基因植株单株之间抗虫活

性不同，如 !" #，$! #植株，%&蛋白表达量明显高于
其他植株（图 ’），而其抗虫活性在虫试第 ( 天死亡
率就达到 )""*，这表明 %+蛋白的表达量与其抗虫
活性呈正相关。而对照植株受试虫发育很好，叶片

受损很大，往往被吃得仅剩叶柄（资料略）。

图 , 接虫 ,天后单株测试虫死亡率
-./0, 12+344.+5 26 .789:+8 27 +;37862;<9= >437+8 3+ , =358

36+9; .7698+3+.27

!"#"! 对蚜虫生长发育的抑制作用：我们将 )? 株
!"#基因 @AB 阳性的植株及 )" 株非转基因植株
（AC）进行了抑制蚜虫生长试验。由图 D 所示结果
可以看出与对照植株相比转基因植株表现出明显的

对蚜虫生长的抑制作用，平均能抑制蚜口密度约

,"* E D"*，但单株之间差异很大，有的抑制蚜虫密
度高达 !"*以上，而有的仅抑制 $"*左右。对这些
植株进行 F98+9;7 G42+分析的初步结果显示其 HIJ
蛋白表达也有所差异，但这一结果尚需进一步重复

（资料略），这同抗虫结果的情况类似，这两个抗虫基

因在植物基因组中的整合点不同可能是它们外源蛋

白表达水平及抗虫性不同的原因。

图 D 转基因植株对蚜口密度的影响
-./0D K669:+ 26 /73(’<< +;378/97.: >437+8 27 +L9 =978.+5

=9M942><97+ 26 3>L.=8

综合以上结果，通过表 )我们可以看到既抗棉
铃虫又抗蚜虫的双抗转基因植株，如 )"" #，)"( #
等，占受试植株的 ("*左右。同时我们发现，有的
转基因植株虽然具有较高的抗虫活性但没有抗蚜或

抗蚜活性很低，反之亦然。这说明外源基因在整合

过程中可能发生了不同程度的缺失、重组或部分的

基因沉默。

表 $ 部分转基因烟草抗虫结果
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与此同时，我们也将该双价基因植物表达载体

通过农杆菌介导法转化了棉花，获得了高效抗虫转

基因棉花，结果将在另文发表。
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关于召开“生物工程药物与天然药物研讨会”的通知

《药物生物技术》杂志与深圳市创新慧生物技术开发有限公司拟于 VNN’年 )月在深圳市召开“生物工程药物与天然药物
研讨会”，会上拟请中国工程院院士、上海中医药大学胡之壁教授；中国科学院院士、中科院上海生物化学研究所戚正武教授；

中国药科大学吴梧桐教授；中国药品生物制品检验所徐康森教授；北京大学茹炳根教授；华东理工大学袁勤生教授等专家学

者作有关生物工程药物及天然药物研究、开发方面的专题报告，并进行专题学术讨论；洽谈技术合作项目；评选优秀论文。希

望专家同行踊跃参加会议及撰写论文。

论文投稿及参加会议报名截止日期：VNN’年 [月 U’日。
联系地址：南京市童家巷 V*号，中国药科大学《药物生物技术》编辑部，W[号信箱，邮政编码：V’NNN(，联系人：吴文俊教授，

电话：NV[MUVVNUWV，网站联系：B""A：ccOOO& K"]:& :7$& :;；电子信箱：TO@Od@b$#!LK7%& :A?& =8?& :;

WWVU期 赵存友等：转双抗虫基因烟草的研究


