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摘 要 构建了高效植物表达载体5>49I">8，其携带有超强表达复合启动子BI及%因子

控制下的!"#GH（8）基因，作为对照，本实验构建了含有J3IK$&L启动子控制下的!"#GH（8）

基因的植物表达载体5>49">8。分别使用两个植物表达载体转化烟草，1MGLH检测表明，在

5>49I">8转基因烟草中!"#GH（8）基因的平均表达水平是5>49">8的*N//倍，最高可达可溶

蛋白的(N*&&O。抗虫检测结果表明，5>49I">8转基因烟草与5>49">8转基因烟草相比，具

有更强的抗棉铃虫效果。上述结果表明，BI启动子比J3IK$&L启动子更具有实际应用价

值，此结果在植物抗虫基因工程研究中具有重要意义。
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虫害一直是农业生产中的一大危害，因此采取有效措施控制虫害对农业生产至关重

要。目前，除普遍采用的化学杀虫剂控制虫害外，推广使用抗虫转基因作物越来越受到了

人们的重视。抗虫基因工程研究中存在的主要问题之一，是外源抗虫基因在转基因植物

中表达水平低［)］，因而转基因作物的抗虫效果往往不理想，同时还易使昆虫对抗虫蛋白

产生耐受性等。因此，外源基因高效表达的研究对培育抗虫转基因作物具有重要的意义。

有多种策略可以用于提高外源基因表达量，如采用强启动子［*&&］、2Q!H&R端非转译序

列［.］、内含子［0］，以及对基因进行改造修饰［’］等。本研究采用复合BI启动子和%因子

控制><毒蛋白基因［!"#GH（8）基因］，通过提高基因的转录水平达到提高抗虫蛋白的表

达水平，进而提高转基因植物抗虫性。

# 材料和方法

#$# 实验材料

#$#$# 菌株和质粒：质粒5D>8由B<<3C3大学生化系H-<"@33;教授惠赠，其携带有人工

合成的!"#GH（8）基因；质粒5L5H+J由本室构建，其上含有BI启动子，BI启动子由本

实验 室 与 中 科 院 微 生 物 所 共 同 构 建；菌 株 $%&’():S&’、*+"’,-&./")01.01/2-&)/34
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!"#$$%$及实验中所用其它质粒由本实验室保存。

!"!"# 受体植物：$!&叶期的无菌培养烟草（!"#$%"&’&%&(&#)*）’()*。

!"!"$ 测试昆虫：二龄初棉铃虫（+,-"$%."/&0*"1,2&，+,-./0），由中国农业科学院植保

所基调室提供。

!"!"% 生化试剂：实验中所用酶购自华美公司和"123!4-5公司；"6毒蛋白标准品及"6
毒蛋白抗体由北京大学生态教研室许崇任教授惠赠；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体

购自中山公司；其它试剂购自71894公司或国内有关厂家。

!"!"& :;<引物：由上海生工生物有限公司合成。

!"# 试验方法

!"#"! 植物表达载体的构建：植物表达载体="1.>2"?的构建过程如下：用32)@@和

4(&@双酶切质粒=7=#A;，电泳回收BCBD-的含有复合启动子E>（:E>）的片段，用

’F/.2G酶补平，并将其插入到平端的=":H"I的51-@@／6&#@片段（(C*D-）中，获得重组

质粒=>2，其 携 带 有:E>3"3AJE7结 构；用5&*+@和7#$<@双 酶 切=K"?，回 收 含 有

809@#（?）基因的BCL&D-片段，补平后插入到=>2的6*&@位点，由此得到质粒=>2"?，

其携带有:E>3"3809@#（?）3AJE7结构；酶切后回收$C)D-含有上述结构的=>2"?／6&-@片

段，并将其插入到A1质粒="1.BMA3NJ#区的6&-@位点，得到植物表达载体="1.>2"?

图B 4植物表达载体="1.>2"?（4）和="1.>2"?（-）的结构

H18OB #560,?6,0/2P=F4.6/Q=0/5512.R/?620
="1.>2"?（4）4.S="1.2"?（-）

!"3!/P6-20S/02PA3NJ#，<"3<18T6-20S/02PA3NJ#，E>36T/?T19/01?

E>=02926/0，(&76T/;4>U(&7=02926/0，"3A>U"P4?620，809@#
（?）3809@#（?）8/./，A.253J2=4F1./5V.6T/645/8/./6/091.4620，J:A@@3

J/29V?1.=T25=T20VF604.5P/045/8/./O

（见图BO4）。植物表达载体="13
.2"? 的 构 建 过 程 如 下：用

5&*+@和7#$<@双酶切=K"?，

回收含有809@#（?）基因的片段

（BCL&D-），插 入 到=":H"I的

5&*+@／7#$<@位点，获得质粒

="2"?，其 携 带 有:(&73"3809@#
（?）3AJE7结 构；用 6&-@酶 切

="2"?后回收含有上述结构的

片段（(CMD-），并插入到="1.BM
的6&-@位点，得到植物表达载

体="1.2"?（见图BO-）。将上述

两 个 载 体 导 入 到 根 农 杆 菌

!"#$$%$中，使用"@E3<#N公

司的电激仪进行转化，感受态细胞的制备和电激方法按照产品说明书进行。

!"#"# 烟草转化及再生：采用叶盘法转化烟草，具体方法参照文献［M］。

!"#"$ 转基因烟草的:;<检测：植物NJ#的提取采用改良的;A#"法［B%］，并参照分

子克隆［BB］的方法进行:;<扩增。

!"#"% "6毒蛋白的W!@7#检测：W!@7#检测按照北京大学生态教研室许崇任教授提

供的方法进行。

!"#"& 抗虫检测：移栽于花盆中转基因烟草长至I!L叶期时，取生长位置一致、充分展

开的叶片，平均分为(份，置于平皿中。每皿接二龄初棉铃虫幼虫B%头，将平皿置于温箱
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中（!"#，光／暗周期为$%／$&’）培养。于接虫后的第(天、第"天、第)天观察结果，并统

计死亡率。通过对死亡率的分析评价转基因植株的抗虫能力［$!］。

! 结果和讨论

!"# 植物表达载体的构建

苏云金杆菌毒蛋白基因，即*+毒蛋白基因是广泛应用的抗虫基因，其中!"#,-（.）基

因对鳞翅目害虫，如棉铃虫等具有特异的杀虫活性。本实验构建了植物表达载体/*012
34*.（见图$56），载体/*0134*.含有高效复合73启动子控制下的!"#,-（.）基因，转

译增强序列2!因子以期进一步提高!"#,-（.）基因在植物体内的表达量；作为对照，本实

验还构建了植物表达载体/*014*.（见图$58），除使用963:(";启动子替换了73启动

子外，/*0134*.和/*014*.其他序列完全相同。

!"! 转化烟草的获得

植物表达载体经叶盘法转化烟草后，共获得!<株转/*0134*.的转基因烟草和$)
株转/*014*.的转基因烟草。在植株长到)"<叶期时，进行抗虫测试和=>,;-检测。

图! 转基因烟草的?9@检测

A0B5! CD+D.+0414E+F61GBD10.+486..48H?9@
CI-+DJ/K6+DG.4JDEF4J/K6GJ0L/*0134*.（-），M0KL+H/D+42

86..46G.41+F4K（9）61L/*0134*.+F61GBD10./K61+G（C+4N）5*：

*G+=,,L0BDG+DL#CI-6GJ4KD.OK6FMD0B’+J6FPDF5

!"$ 转基因烟草%&’检测结果

对所获得的/*0134*.转基因烟

草进行?9@分析，扩增产物分子量为

)%&8/，作为阳性对照的/*0134*.也

扩增出了同样大小的条带，而作为阴

性对照的野生型烟草样品未扩增出任

何条带。引物-与73启动子序列

互补，引物*与!"#,-（.）基因"Q端序

!R$S($&序列互补，扩增产物包含部

分73启动子序列和部分*+基因序

列，理论值应为)%&8/，与我们所获得

的结果一致，表明转基因植株中存在

有目的基因（图!）。

!"( )*毒蛋白含量+,-./检测结果

对转基因烟草进行*+毒蛋白=>,;-检测，/*0134*.转基因烟草中*+毒蛋白的含

量普遍超过/*014*.转基因烟草。文献［$(］报道*+毒蛋白含量达到&T&"U以上就能够

有效地杀死受试虫，而本实验中，平均本底为&T&("U，由转基因植株*+毒蛋白含量分布

可以看出（表$），/*0134*.转基因烟草中*+毒蛋白含量明显比?*014*.转基因烟草高。

而在单株/*0134*.转基因烟草中最高者表达量可达可溶性蛋白的&T!""U，表明复合

73启动子能够在蛋白质水平上大大提高外源基因的表达量。

复合73启动子来自根农杆菌，由(个重复的79;上游增强序列及3-;启动子组

成［（79;）(3-;］，文献［"］报道类似的启动子强度是963:(";启动子强度的$&&多倍。

本实验中，若除去平均本底的影响，/*0134*.转基因烟草中的*+毒蛋白平均含量约是

/*014*.转基因烟草*+毒蛋白平均含量的!T%%倍。这与文献报道的结果相差很大，但
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表! 转基因植株"#毒蛋白含量分布

$%&’(! )*+#(+#,-.#/-&0#-*+*1"##*2-+-+#/%+.3(+-4#*&%44*.

!"#$%#$"&’$$"()#／* !+,- +,+.!+,- "+,+.

!"#$/"0$"1233"4／* + + -++

5’)#"’3$/2#46%#)3$"1233"4／* -7,.8 89,9: :;,8;

5’)#<"’3$/2#46%#)3$"1233"4／* 87,-= 7,-= ;8,7-

考虑到其它文献［.］报道"因子能够大大提高外源基因表达量，因此"因子的存在可能是

造成这种不符的主要原因。

567 抗虫检测结果

5676! 转化烟草与非转化烟草的抗虫性差异：本实验中，大多数转化烟草都表现出非常

好的抗虫性，而非转化对照则无抗性（图;，=）。

图; 转基因烟草的抗虫检测

>)6,; ’)"2442?"#$/2#46%#)3$"1233"
@%&$：A/2#46%#)3502#$；B)6C$：!D,E%3"#F)#4$2/02/G2%"&

3"$$"#1"00H"/IH%/%J4%F243C200%#6)#65%4$，5)3$J/%H24

$2K%#8F2?42&$%/)#&%3$)"#,

图= 棉铃虫的生长状况

>)6,= L/"H$C4$26%"&1"00H"/I02/G2%
E%3"#F)#4$2/02/G2%"&3"$$"#1"00H"/IH%/%J4%F243C200%#6)#6

5%4$，@%&$：@2/G2%6/"H"#H)0F$?5%$"1233"，B)6C$：@2/G2%6/"H

"#$/2#46%#)3502#$,AC%5)3$J/%H24$2K%#8F2?42&$%/)#&%3$)"#,

56765 抗虫检测结果分析：测试受试虫死亡率是衡量植株抗性水平最直观和最重要的

指标。比较单株烟草上受试虫的死亡率，可见转基因烟草上受试虫的死亡率要大大高于

对照烟草，而5’)#<"’3转基因烟草上受试虫死亡率又明显高于5’)#"’3转基因烟草上受

试虫的死亡率（图8）。

选取转基因烟草中约;8*抗性最好的转基因植株及8株对照，比较接虫后不同时间

的死亡率，结果转基因烟草对受试虫的抗性远较对照为高，5’)#<"’3转基因烟草最初对

受试虫的抗性大大高于5’)#"’3转基因烟草（图.）。转基因烟草对棉铃虫的抗性与转基

因烟草中’$毒蛋白的含量密切相关，虽然5’)#<"’3转基因烟草和5’)#"’3转基因烟草

在生物检测后期都表现出很好的抗性，但5’)#<"’3转基因烟草能够使测试虫更快地死

亡，所以5’)#<"’3转基因烟草中的’$毒蛋白含量要普遍高于5’)#"’3转基因烟草。这

样，由于5’)#<"’3转基因烟草使受试虫死亡更快，就能够降低害虫对植株的危害程度，

并能延缓害虫对’$毒蛋白抗性的产生。上述结果表明，5’)#<"’3转基因烟草与5’)#"’3
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图! 接虫"#后单株烟草上的受试虫死亡率

$%&’! ()*+,-%+.)/01,--23&%3&%3420+4)3%3#%5%#6,-
+)7,00),+"#,.4,/+2*%3/20+%)3

89%3()90：89%3()90+*,34/)*:2#+)7,00)4；89%3)90：89%3)90+*,34/)*:2#

+)7,00)4；;<：=%-#+.82+)7,00),40)3+*)-’

转基因烟草相比，具有

更强的抗虫效果。

! 展 望

9+基 因 是 国 内 外

应用最为广泛的抗虫基

因，不同9+菌株可分别

对鳞翅目、双翅目等昆

虫具 有 特 异 的 杀 虫 活

性，且不污染环境，不破

坏生态平衡和影响农产

品的品质。孟山都公司

采用;,(>"!?启动子

控制的9+基因转化棉

花获得转基因棉花并取

得了大面积的推广，抗

图@ 生长在不同类别转基因烟草上的测试虫平均死亡率比较

$%&’@ ;):8,*%3&)/+12,52*,&2:)*+,-%+.)/01,--23&%3&%3420+
)3+*,34&23%0+)7,00)0,*%3&#%//2*23++*,34&232

89%3()90：89%3()90+*,34&23%0+)7,00)；89%3)90：89%3)90+*,34&23%0+)7,0A

0)；;<：=%-#+.82+)7,00),40)3+*)-’B7)6++)8)/"!C+12724+%3420+%0%#,-

+*,34&23%08-,3+4，DE)/FG/)*89%3()90+*,34&23%0+)7,00),3#@)/DH/)*

89%3)90+*,34&23%0+)7,00)，I2*242-20+2#,3#642#%3+1%42J82*%:23+’K12

:)*+,-%+.I,40)63+2#,+"，!,3#H#,.4*24820+%52-.,/+2*%3/20+%)3’

虫效 果 显 著。而 本 实 验

构建的含 复 合 L( 启 动

子的植物表达载体89%3A
()90与含;,(>"!?启

动子的植物表达载体89%A
3)90相比，在烟草中能够

大大提高9+毒蛋白的表

达量，转基因植株子代遗

传分 析 及 纯 合 系 的 培 育

工作正在进行，以进一步

确定其抗虫性及稳定性。

另外，植物表达载体89%3A
()90棉花转化工作正在

进行之中，可望在抗虫基

因工 程 应 用 领 域 有 所 进

展，培育出国内自己的高

抗虫性转基因棉花，详细

工作将另文发表。
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许崇任教授和张小四同学在MNO?B检测方面提供帮助，质粒8P90由B-+)4,,*教授惠赠，

在此一并表示感谢。
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