
 李晨 等/转 Bt 基因抗虫作物培育现状及 Bt 蛋白的改造和聚合策略的利用 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn January 25, 2015, 31(1): 53−64 
DOI: 10.13345/j.cjb.140127 ©2015 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: March 1, 2014; Accepted: May 14, 2014 
Corresponding author: Bolin Liu. Tel: +86-27-87570572; Fax: +86-27-87570511; E-mail: liubolin@sinochem.com 
网络出版时间：2014-06-19        网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/doi/10.13345/j.cjb.140127.html 

53生 物 工 程 学 报  

                                                               

转 Bt基因抗虫作物培育现状及 Bt蛋白的改造和聚合
策略的利用 

李晨，刘博林 

中国种子集团有限公司生命科学技术中心，湖北 武汉  430075 

李晨, 刘博林. 转 Bt基因抗虫作物培育现状及 Bt蛋白的改造和聚合策略的利用. 生物工程学报, 2015, 31(1): 53–64. 

Li C, Liu BL. Bt transgenic crops for insect-resistance and modification of Bt protein and utilization of stacking strategy. 
Chin J Biotech, 2015, 31(1): 53–64. 

摘  要 : Bt 基因是目前世界上应用最为广泛的抗虫基因，已经被转入多种作物中。其中，棉花、玉米、马铃薯

等转 Bt 基因抗虫作物已经商品化生产，创造了可观的经济效益。结合作者的资料收集和研究结果，综述了 Bt

基因以及转 Bt 基因抗虫作物的培育现状，同时对提高 Bt 蛋白杀虫活力的方法和 Bt 基因聚合策略的利用进行

了深入的探讨。 
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Bt transgenic crops for insect-resistance and modification of 
Bt protein and utilization of stacking strategy 

Chen Li, and Bolin Liu 

Life Science and Technology Center, China National Seed Group Company Limited, Wuhan 430075, Hubei, China 

Abstract:  Insecticidal protein genes from Bacillus thuringiensis are currently the most widely used insect-resistant genes. 
They have been transferred to many crops for breeding and production. Among them, cotton, maize, potato and other 
insect-resistant crops are commercialized, creating considerable economic benefit. In this review, we summarized advances 
in identifying functional genes and transgenic crops for insect resistance, compared different strategies for enhancing vigor 
of insecticidal protein and utilizing gene stacking as well as listing valuable groups of stacked genes. In addition, the 
methods for multiple gene transformation was discussed. 
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苏云金芽胞杆菌 Bacillus thuringiensis，简

称 Bt，是目前产量最大、使用最广的生物杀虫

剂。它的主要活性成分是一种或数种杀虫晶体

蛋白 (Insecticidal Crystal Proteins，ICPs)，又称

δ-内毒素。随着基因工程技术的发展，越来越多

的来自微生物的具有特殊功能的基因被转入到

靶标作物中，从而提高作物抗胁迫的能力。转

Bt 基因作物的出现实现了人们防治害虫少打农

药的夙愿，目前主要在防治鳞翅目有害昆虫棉

铃虫和玉米螟等方面得到了成功应用。本文主

要就转 Bt基因作物研究及其应用领域的成就作

一简要回顾与展望。 

1  Bt 基因和转 Bt 基因作物 

Bt 基因存在于一种土壤微生物苏云金芽胞

杆菌中，其具有抗虫功能的蛋白有多种类型 

(Cry、Cyt 和 Vip)。早在 20 世纪初期苏云金芽

胞杆菌就已经证明对鳞翅目昆虫有杀虫活性。

随着对 Bt菌株的不断发现和新 Bt基因的不断克

隆，Bt 家族的成员也越来越多，其蛋白类型从

Cry类扩展到 Cyt和 Vip类型，抗虫谱从鳞翅目

扩展到双翅目和鞘翅目[1-3]。这些丰富的 Bt基因

资源为开发出应对各类害虫的 Bt制剂和转基因

作物提供了良好的基础。根据 1997年的新分类

方法，将所发现的 176个 Bt蛋白分为 28群 (其

中 Cry 蛋白 26 群，Cyt 蛋白 2 群)，53 类，89

亚类。其中第一群 (Cry1A-类)为最大群，共 11

类 33 亚类[4]。目前 (2014 年 4 月)，Bt 蛋白已

增至 76群共 778个成员，其中 Cry蛋白 73群，

Cyt 蛋白 3 群 (详细信息可查阅网站 http://www. 

lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/toxi
ns2.html)。 

在植物中表达 Bt基因进而开发转基因抗虫

作物是Bt基因的一个重要应用领域而且发展势头

异常迅猛。1987年，第一个转 Bt基因植物——转

Bt 基因烟草诞生[5]，随后 Bt 基因被导入各类作

物中。1995年，转 Bt基因玉米、棉花和马铃薯 3

个作物首次在美国和加拿大实现了商品化[6]。2013

年，全球转 Bt作物种植面积维持在 7 000万 hm2

以上。其中，包含 Bt的两种或三种复合性状的

转基因作物面积为 4 700万 hm2，占到了转基因

作物总种植面积的 26%。在中国，Bt 抗虫棉是

种植面积最大的转基因抗虫作物，2013 年的种

植面积达到了 420 万 hm2，农民对 Bt棉花的采

用率达到 90%[7]。对国际农业生物技术应用服务

组织 (International service for the acquisition of 

agri-biotech applications, ISAAA)网站上的数据

进行统计后发现，截至 2013年 11月，含 Bt基

因的转化事件中，通过了安全评估的累计共有

347 个，其中玉米中有 255 个审批通过的转化事

件，以绝对优势位居第一 (表 1)。通过商业许可

的转基因作物也已经扩展到 5 个 (分别是玉米、

棉花、水稻、马铃薯和茄子)，这些商业化抗虫

作物绝大多数的开发者是国际上的大公司，这

也表明在商业化作物开发上大公司具有更大的

优势 (表 2)。 

玉米螟和水稻二化螟是造成玉米、水稻减

产的主要害虫 (图 1A−B)。近年来作者实验室一

直从事抗虫基因表达与抗虫作物性状分析研

究，先后利用组成型和绿色组织特异型启动子，

表达了 Cry1C、Cry2A 以及 Cry1Ab 等多个 Bt
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蛋白质，获得了多种抗虫转基因玉米和水稻株

系 (图 1E−F)，并希望最终获得杀虫效果良好的

作物新种质。国际上抗虫作物研发的历程表明，

通过不同 Bt基因的聚合，不仅可以增强作物的

杀虫效果，而且能够扩大杀虫谱，获得除抗螟

虫外兼抗其他鳞翅目害虫或鞘翅目害虫 (例如

粘虫、地老虎、蛴螬等) 的作物新品种。抗虫新

品种的推广可以大大减少杀虫农药的使用，降

低种植成本，成为实现绿色农业[8-10]、保证可持

续发展的重要举措。 
 
 
表 1  全球范围内 Bt 基因在各类作物中审批通过的转化事件数目汇总 
Table 1  Approved GM events number with Bt in different crops around the world 

Gene Trait Event number Maize Cotton Potato Rice Soybean Poplar Eggplant Tomato

cry1A Lepidopteran 
insect resistance 

1 1       

cry1A.105 17 17        

cry1Ab 57 48 7  2     

cry1Ab 
(truncated) 

2 1   1     

cry1Ab-Ac 2 2       

cry1Ac 32 1 22  2 3 2 1 1 

cry1C 1 1       

cry1F 7 2 4   1    

mocry1F 1 1        

cry1Fa2 41 41        

cry2Ab2 23 17 6       

cry2Ae 3 3       

cry9C 1 1        

vip3A(a) 3 3       

vip3Aa20 15 15        

cry34Ab1 Coleopteran 
insect resistance 

33 33        

cry35Ab1 33 33        

cry3A 30  30      

cry3Bb1 17 17        

mcry3A 28 28        

SUM  347 255 49 30 5 4 2 1 1 

Data from website http://www.isaaa.org. 
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表 2  全球范围内获得商业许可的转基因抗虫作物相关信息 
Table 2  List of commercial GM insect resistance crops around the world 

Event name Trade name Developer Crop Gene 

CBH-351 Starlink™ Maize Bayer Maize cry9C/Bar (Herbicides tolerence)

TC1507 Herculex™ I, Herculex™ CB Dow and DuPont Maize cry1Fa2 
DAS59122 Herculex™ RW Dow and DuPont Maize cry34Ab1/cry35Ab1 
GM Shanyou 63 BT Shanyou 63 Huazhong 

Agricultural 
University 

Rice cry1Ac/cry1Ab 

Huahui-1/TT51-1 Huahui-1 Rice cry1Ac/cry1Ab 

Event1 JK 1 JK Agri Genetics Ltd Cotton cry1Ac 
Bt Brinjal Event 
EE1 

BARI Bt Begun-1, -2, -3 and -4 
Maharashtra Hybrid 
Seed Company 

Eggplant cry1Ac 

31707 BXN™ Plus Bollgard™ Cotton Monsanto Cotton 
cry1Ac/BXN (Herbicides 
tolerence) 

ATBT04 Atlantic NewLeaf™ potato Monsanto Potato cry3A 
BT New Leaf™ Russet Burbank potato Monsanto Potato cry3A 
DBT418 Bt Xtra™ Maize Monsanto Maize cry1Ac 

HLMT15 Hi-Lite NewLeaf™ Y potato Monsanto Potato 
cry3A/pvy_cp (Disease 
resistance) 

MON1076 Bollgard™ Cotton Monsanto Cotton cry1Ac 
MON15985 Bollgard II™ Cotton Monsanto Cotton cry1Ac/cry2Ab2 
MON531 Bollgard™ Cotton, Ingard™ Monsanto Cotton cry1Ac 
MON810 YieldGard™, MaizeGard™ Monsanto Maize cry1Ab 
MON863 YieldGard™ Rootworm RW, MaxGard™ Monsanto Maize cry3Bb1 

MON88017 YieldGard™ VT™ Rootworm™ RR2 Monsanto Maize 
cry3Bb1/CP4 (Herbicides 
tolerence) 

MON89034 YieldGard™ VT Pro™ Monsanto Maize cry2Ab2/cry1A.105 

RBMT New Leaf™ Plus Russet Burbank potato Monsanto Potato 
cry3A/plrv_orf1/plrv_orf2 
(Disease resistance) 

SEMT15 Shepody NewLeaf™ Y potato Monsanto Potato 
cry3A/ pvy_cp (Disease 
resistance) 

SPBT02 Superior NewLeaf™ potato Monsanto Potato cry3A 

1210 amk Lugovskoi plus 
Russian Academy of 
Sciences 

Potato cry3A 

2904/1 kgs Elizaveta plus 
Russian Academy of 
Sciences 

Potato cry3A 

5307 Agrisure® Duracade™ Syngenta Maize ecry3.1Ab 

Bt10 Bt10 Syngenta Maize cry1Ab 

Bt176 (176) NaturGard KnockOut™, Maximizer™ Syngenta Maize 
cry1Ab/Bar (Herbicides 
tolerence) 

COT102 (IR102) VIPCOT™ Cotton Syngenta Cotton vip3A(a) 
MIR162 Agrisure™ Viptera Syngenta Maize vip3Aa20 
MIR604 Agrisure™ RW Syngenta Maize mcry3A 

Data from website http://www.isaaa.org; cases of stacking through cross breeding were not included. 
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图 1  螟虫对水稻和玉米的危害以及转基因作物的

抗虫效果 
Fig. 1  Damage of stem borers and resistant effect of 
transgenic plant in rice and maize after infestation of stem 
borers larvae. (A) Rice striped stem borer (Chilo 
suppressalis). (B) Asian Corn borer (Ostrinia furnacalis). 
(C) Wild type rice. (D) Wild type maize. (E) Transgenic 
rice. (F) Transgenic maize.  
 

2  提高 Bt 蛋白杀虫活力的方法 

为了增强转基因作物的抗虫性，使转 Bt作

物在农业生产上的应用成为可能，研究者对具

有较好杀虫能力的 Bt基因进行了很多有效的改

造。这些改造包括密码子的优化、选用好的调

控元件和转化策略以及对 Bt蛋白的修饰。 

通过增加 cry1Ab和 cry1Ac基因的 GC含量

以及改为植物偏爱的密码子，转基因番茄和烟

草中的 Bt 含量达到了总可溶蛋白的 0.02%，比

原来提高了 100倍[11]。根据 Cry1Ah基因所预示

的氨基酸序列，将其 DNA序列按照水稻密码子

偏爱性设计了 5 种不同的密码子优化方案 (分

别为将密码子全部替换为每个氨基酸中的最高

频密码子；只将稀有密码子转变为最高频密码

子；按照密码子频率使用表中各密码子使用频

率优化；将序列中的密码子换为中等频率的密

码子以及使用每个氨基酸最高频的两种密码

子)，通过分子手段分析后表明全部采用最高频

率密码子的优化方案效果最好，Cry1Ah蛋白平

均表达量可以占到可溶性蛋白的 0.104％[12]。除

了改造 DNA序列外，利用强启动子以及合适的

终止子，Cry 蛋白含量可以增加到可溶蛋白的

0.2%−1%[13]。而如果将密码子优化后的 Cry1Ah

蛋白转入到叶绿体中进行表达，其蛋白含量将

比转入细胞核中还可以再增加 10倍[14]。同时，

由于转入叶绿体中的 Bt蛋白将不会存在于花粉

和籽粒中，这将进一步降低人们对转基因作物

危害环境和人畜安全方面的担心，从而能够更

好地增强 Bt作物的商业价值。除了转录水平的

提升，某些特殊的起始序列 (kozak，Ω) 和信号

肽 (PR1a，KDEL) 具有增强基因翻译水平的作

用，因而也可以起到增加表达效率，提高杀虫

活力的作用[15]。 

除了对基因进行密码子优化和选择增强表

达的调控原件外，最近越来越多的研究集中在

如何提高 Bt蛋白本身的杀虫活力。经过各种尝

试，现在看来可行的方法主要包括以下几种：氨

基酸代换、功能域置换、在特定区域内引入蛋白

酶识别或结合位点以及删除 N端的部分序列。 

将 Cyt2Aa 蛋白在 Loop 环结构位置处加入

蚜虫肠道受体结合肽 GBP3.1 后可以使得这种

修饰的Cyt2Aa除了具有对双翅目昆虫的抗性还
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获得了对同翅目昆虫蚜虫的毒性[16]。而昆虫中

肠受体钙粘蛋白上的 CR12-MPED 多肽可以成

为 Cry1A 类蛋白杀虫活力的增强剂[17]。蓖麻毒

素作为一种毒蛋白与 Bt蛋白类似，也是由毒性

区 (A 链) 和受体结合区 (B 链) 组成。将蓖麻

毒素B链中的半乳糖结合结构域与Cry1Ac融合

后转化水稻和玉米，转基因植物都表现出了更

强的抗虫性[18]。 

获得中国农业部转基因安全证书的水稻品

种华恢一号其抗虫基因 cry1Ab/c，即为 cry1Ab

和 cry1Ac 的融合基因。具体讲就是把 Cry1Ab

的第一和第二个结构域保留，而把第三个结构

域替换为Cry1Ac的第三个结构域而得到的融合

蛋白[19]。因第一个结构域与蛋白毒性相关，第

二和三个结构域与蛋白的结合能力有关，经过

结构域之间的重新组合，可以使得新的蛋白同

时具有高结合力和高毒性，从而增强了蛋白的

杀虫活力。同样的，孟山都公司开发的转基因

玉米MON89034，转入的基因命名为 cry1A.105，

实际上是将 Cry1Ab的第一结构域，Cry1Ac的第

二结构域和 Cry1F 的第三结构域进行了重新组装 

(http://cera-gmc.org/index.php?evidcode%5B%5D=
MON89034&auDate1=&auDate2=&action=gm_c
rop_database&mode=Submit)。另外将 Cry1Ba截

短后与 Cry1Ia 的第二结构域融合后可以产生对

鳞翅目和鞘翅目昆虫双抗的效果[20]。 

在 Cry3A的第三个和第四个 α-helices之间

进行修饰，使之包含一个胰凝乳蛋白酶 G 识别

位点，从而增强 Bt毒性以及对玉米根虫中肠的

特异识别[21]，而 Cry3A 与 Cry1Ab 融合后得到

的蛋白 eCry3.1Ab 可以使得对玉米根虫的毒性

变得更强[22]。将 Cry3的 N端第 1−32位氨基酸

删除，以获得或增强对玉米根甲虫的杀虫能力，

或将 Cry3 的 N端第 32−33位氨基酸 Val-Val替

换为 Gly-Pro-Gly-Lys，有助其 N 端氨基酸多肽

在目标昆虫中肠中被昆虫中肠蛋白酶切除。改

良后的 Cry3A对西方玉米根虫和北方玉米根虫的

杀虫能力远高于天然 Cry3A，改良后的 Cry3B对

南方玉米根虫的杀虫能力远高于天然 Cry3B[23]。 

另外，利用体外分子进化技术诱导 cry基因

DNA 序列的突变和蛋白结构域的重排，从而有

目的地筛选新的高抗蛋白成为改造 Bt蛋白的重

要方法[24-25]。通过易错 PCR (Error-prone PCR) 

将 Cry1Ac这个应用已久的杀虫蛋白进行诱变，

发现位于第三结构域的 524 位点上的苏氨酸变

成天冬酰胺后，Cry蛋白对鳞翅目昆虫的杀虫活

性显著增强[26]。这一发现不仅创造了一个具有

商业化前景的新抗虫蛋白，还有助于更加明晰

Cry蛋白的杀虫机理和各结构域的具体功能。同

样，利用 DNA shuffling 技术诱变 cry8Ka 序列

后筛选到了对棉花象鼻虫 (Cotton boll weevil，

Anthonomus grandis) 这种鞘翅目昆虫有高活力

的新杀虫蛋白[27]，拓宽了 Bt蛋白的杀虫谱。随

着分子生物学技术的不断发展，越来越多的新

型 Bt杀虫蛋白会被人工制造出来，为培育抗虫

作物提供源源不断的候选基因资源。 

3  基因聚合策略的利用 

作物害虫对转基因植物产生抗性是一个不

容忽视的问题，它可能使已经开发的转基因作

物毁于一旦。所谓基因聚合即在同种作物品种

中转入两个不同的抗虫基因。发展基因聚合策

略对于中国的农业具有特殊的意义。 

McGaughey在 1985年首次报道了实验室条

件下印度谷螟对 Bt制剂产生抗性[28]，而小菜蛾

是发现的第一例在田间对 Bt制剂产生抗性的昆
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虫[29]。随后在实验室或田间通过人工筛选已获

得了大量抗性昆虫株系[30-32]。而真正在田间自

然条件下对 Bt作物产生抗性的昆虫是棉铃虫，

抗性产生的时间发生在转基因作物开始商业化

种植的 6 年后 (2002 年)[33]。截止到 2012 年，

田间发现的对 Bt 作物产生抗性的昆虫共有    

5类，分别是棉铃虫 Heliothis zea、草地贪夜蛾

Spodoptera frugiperda、棉红铃虫 Pectinophora 

gossypiella、玉米茎蛀褐夜蛾 Busseola fusca和玉

米根萤叶甲 Diabrotica virgifera virgifera，涉及到

的基因包括 cry1Ab、cry1Ac、cry1F和 cry3Bb[33]。 

人工筛选抗 Bt昆虫株系并揭示其抗性机理

的相关研究也越来越多[34-37]。这些研究不仅可

以帮助我们对昆虫产生 Bt抗性的潜在风险进行

预测，而且可以指导我们寻找有效的方法延缓

昆虫抗性的产生[38-40]。目前，治理昆虫抗性的

产生主要有“高剂量/庇护所”和“基因聚合”两种

策略。在美国、澳大利亚等国家主要采用高剂

量/庇护所的方法来延缓昆虫产生抗性，但由于

我国的主要目标害虫、种植制度、农户规模等

生态和社会环境与这些国家有很大差异，这意

味着在发达国家普遍采用的“高剂量/庇护所”策

略在我国难以严格执行，因而“基因聚合”策略更

符合我国的国情。 

基因聚合策略要考虑两个基本原则：1) 每

个基因单独都有极强的作用；2) 聚合后交叉抗

性的几率低。这样，昆虫同时对两种不同蛋白

产生抗性的几率就会大大降低。cry1Ac和 cry2Ab

的组合是现在应用最广泛、效果也很好的聚合

策略，因为它们的氨基酸同源性很低且结合在

昆虫中肠的不同位点，从而使得昆虫对它们产

生交叉抗性的概率很低[36,41-42]。但是，最近研究

者发现 cry1Ac和 cry2Ab组合的交叉抗性是非对

称的  (Asymmetrical cross-resistance)，即：用

Cry2Ab筛选的抗性株对 Cry2Ab和 Cry1Ac都具

有抗性，而用 Cry1Ac筛选的抗性株只对 Cry1Ac

具有抗性而对 Cry2Ab没有抗性。虽然这一现象

的机制还有待研究，但是却给我们应用这一基

因组合生产长效抗虫转基因作物敲响了警钟，

好在用 Cry2Ab筛选出来的对 Cry2Ab和 Cry1Ac

都具有抗性的抗性株其实在田间并不能存活于

含有 Cry2Ab+Cry1Ac 的转基因棉桃上 (可能是

由于田间和实验室内剂量以及条件的差异)[42]。不

过，这也表明要想有效地延缓昆虫抗性的产生，

除了选择合理的基因聚合策略外，保证蛋白的高

剂量以及一定比例的庇护所也是需要的[41]。 

除了 Cry2Ab，Cry1A类蛋白和 Cry1C、Cry2A、

Cry9C 的结合位点也是不同的[43]，同时 Cry1C

的抗虫效果又比 Cry2A 的效果好[44-46] (表 3)，

因此 Cry1C和 Cry1Ab (c) 也可以作为一种潜在

的组合策略。 

cry34Ab1/cry35Ab1 是对西方玉米根虫

Diabrotica virgifera非常有效的双价聚合基因，

原因有两个：1) 两个基因都有着特殊的蛋白结

构，这就避免了交叉抗性的出现；2) 结合位点的

差异性且Cry34Ab1可以增强Cry35Ab1与受体的 
 
表 3  Cry1C 和 Cry2A 对水稻二化螟的抗性效果分析 
Table 3  Comparison of resistance level against rice 
stem borers between Cry1C and Cry2A 

Protein
Event number of 
transgenic rice 

Adjust mortality rate (%)*

Cry1C 9 92.93±8.20# 

Cry2A 11 23.96±17.26# 

Results from laboratory assay using artificial infestation 
of first-instar larvae of stem borers. *: adjust mortality 
rate (%)=(MR transgenic plant−MR wild type control)/(1−MR wild 

type control)×100; #: data in cell of the table are expressed as 
the x s± deviation. 
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结合能力。用其生产的转基因玉米 (转基因事件

event DAS-59122-7) 具有很好的抗根虫性状，现

在已经被陶氏益农公司进行了商业化的生产[47]。 

此外，对于防治亚洲玉米螟非常有效的 Bt

蛋白 Cry1Ab来说，其与 Cry1Ah间是存在着高

度的 (131倍) 交叉抗性，其次是 Cry1Ac (36倍

的交叉抗性)，与 Cry1F 间的交叉抗性极低 (只

有 6 倍)，而与 Cry1-类的另外一个成员 Cry1Ie

间几乎完全没有交叉抗性[48-49]。Cry1Ie 蛋白在

Bt 菌株中沉默表达而在大肠杆菌中可以大量产

生，其对鳞翅目昆虫尤其对亚洲玉米螟有很好

的毒杀效果[50]。因此 Cry1Ab 与 Cry1Ie 也是一

对具有潜在价值的基因组合。 

在抗虫基因聚合的方法上，过去的聚合品

种基本上都是以作物有性杂交的方式实现的 

(简称杂交聚合)。这一方法的优点是构建载体和

作物转化相对容易，而且可以根据需要灵活地

选择组合策略。2010 年在美国和加拿大上市的

转基因玉米 SmartstaxTM即为孟山都公司和陶氏

公司通过有性杂交的方法将 8 个抗虫抗除草剂

基因 (包括两个抗除草剂基因 pat和 epsps/cp4，

4 个抗鳞翅目昆虫的基因 cry1A.105、cry1Ab、

cry2Ab、 cry1Fa 和两个抗根部害虫的基因

cry34Ab 和 cry35Ab) 聚合到一起，从而实现了

对多种昆虫和除草剂的抗性[51]。但是，杂交聚

合的策略也具有很多劣势，比如：田间杂交回

交的工作量很大、多插入位点会带来位置效应

等。另外，我国的转基因作物安全评价流程采

用的是基于品种的评价流程，而非美国等国家

所采用的基于转化事件的评价流程，这就使得

聚合后的转基因品种要重新进行安全评价过

程，无形中耗费了更多的时间和成本。因此一

次性构建含有所有目标基因的转化载体然后直

接转入目标作物中从而产生基因聚合的品种将

是更好的选择。 

多基因聚合载体转化植物的技术目前在研

究代谢途径、制作生物反应器以及改良微效多

基因控制的性状 (如作物产量) 方面具有很好

的应用前景[52-56]。由于载体上元件的数量较多，

传统的酶切连接的方法不仅繁琐耗时且会受到

酶切位点的限制，Gateway技术利用位点特异重

组系统使得表达元件在各载体间发生转移从而

实现多基因元件的聚合。经过多年的发展和改

善，这项技术的应用范围和构建效率逐步提高，

也已经具有转化多种植物的应用实例[57-59]。最

近一项研究表明，Gateway技术可以实现同时转

入包含 8个基因总计 74 kb长度的DNA片段[60]。

植物人工染色体技术的发展也为多基因聚合带

来了另外的途径[61-62]。利用特异位点重组技术

将多个基因整合到人工染色体上再导入到作物

中，不仅实现了基因的聚合，而且因为外源序

列没有插入到植物本身的基因组上，从而避免

了转基因沉默、插入失活等一系列问题[63-65]。 

此外，最近发展起来的新型基因打靶和编

辑技术，包括锌指核酸酶 (ZFN)、转录激活子

样效应因子核酸酶 (TALENs)、规律成簇间隔短

回文重复 (CRISPR)/Cas系统[66-68]，不仅可以在

植物基因组改造和定点引入外源基因方面有很

大应用前景，也可以在多基因聚合转化方面发

挥极大的作用[69-70]。 

4  结束语 

随着对 Bt基因研究的深入以及人们对转基

因作物接受程度的提高，Bt 基因抗虫作物的种

植规模会越来越大，抗虫的种类也会越来越多。

同时，对 Bt蛋白作用机理和昆虫抗性机理的逐
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步探究以及新的分子生物学技术的发明也会帮

助我们更好地开发出具有长效市场价值的 Bt抗

虫作物新品种。这些优良的抗虫作物的大规模

种植势必会大幅度降低化学农药的田间施用

量，进而在降低农业成本、释放农村劳动力、

减少环境污染和提高食品品质等方面发挥更加

积极的作用。 
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