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转 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因玉米新种质的创制
陈沼汀，董昭旭，刘　双，孙国旭，李　晖，魏晓禹，孙　苏，关淑艳

（吉林农业大学 生命科学学院，吉林 长春 １３０１１８）

摘要：【目的】构建包含抗鳞翅目害虫基因ｃｒｙ１Ａｂ１３的重组植物表达载体，并利用其创制对玉米螟Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓ
具有优良抗性的转基因玉米ＺｅａｍａｙＬ．新种质。【方法】利用同源重组法将ｃｒｙ１Ａｂ１３基因连接到表达载体ｐＣＡＭ
ＢＩＡ３３００Ｂａｒ上，获得以抗除草剂Ｂａｒ基因为筛选标记的植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００ｃｒｙ１Ａｂ１３Ｂａｒ。通过农杆菌
介导法转化玉米自交系Ｈ９９幼胚，对再生植株进行逐代除草剂筛选、ＰＣＲ检测及 Ｔ２代植株的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检
测、实时荧光定量 ＰＣＲ检测，并对转基因植株进行田间及室内抗虫性鉴定。【结果】构建了ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的植物表
达载体，转化玉米获得３株高抗玉米螟和１株抗玉米螟的Ｔ２代转基因植株。Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ证明ｃｒｙ１Ａｂ１３基因已
经整合到玉米基因组中，实时荧光定量 ＰＣＲ结果表明 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因已经在玉米植株内表达。抗虫性鉴定结果表
明，与对照相比转基因植株对玉米螟的抗性显著提高。【结论】将ｃｒｙ１Ａｂ１３基因导入玉米并成功表达，显著提高了
转基因玉米对玉米螟的抗性，为抗虫玉米新种质的创制奠定了基础。
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　　玉米 ＺｅａｍａｙＬ．是我国重要的粮食作物，在粮
食、饲料、工业、能源等方面都有着重要的应用［１］。

据统计，到２０２０年我国将实现粮食增产５００亿 ｋｇ，
其中玉米增产占５３％［２］。提高玉米产量对于我国粮

食安全及经济发展具有重要战略意义。

亚洲玉米螟 Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓ是鳞翅目螟蛾科
昆虫，是影响我国玉米生产的主要害虫。玉米螟咬

食玉米茎、叶、穗等，对玉米的产量及品质产生直接

影响，其危害贯穿玉米生产的各个阶段，造成玉米减

产 ２０％ ～３０％［３］。转 Ｂｔ基因的玉米，通过表达
ｃｒｙ１Ａｂ、ｃｒｙ１Ａｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ等杀虫晶体蛋白，从而产生对
玉米螟等害虫的抗性［４５］。１９９０年科学家首次利用
转基因技术获得转 Ｂｔ基因的玉米植株［６７］，近年来

我国在抗虫转基因玉米的研究方面也取得了诸多成

果［８９］。ｃｒｙ１Ａｂ是抗虫转基因玉米研发过程中的重
要基因，是应用得最多且应用最成熟的抗虫基因。

据ＩＳＡＡＡ２０１６年统计数据显示，世界各国已批准允
许作为食物及饲料的抗虫转基因玉米有１１５个，其
中有５２个是含有 ｃｒｙ１Ａｂ基因的转基因玉米；ＢＴ１１、
ＢＴ１７６、ＭＯＮ８１０等转ｃｒｙ１Ａｂ基因玉米自交系作为第
１批抗虫转基因玉米材料在抗虫转基因玉米育种上
具有广泛的应用并取得了显著的效果；近年来，有关

转基因玉米食用安全性评价的研究报道不断出现，

众多研究一致表明，其食用安全性及营养特性与非

转基因玉米相比无显著差异［１０１２］。因此，利用

ｃｒｙ１Ａｂ基因进行抗虫转基因玉米的研发在经验及理
论上具有独特的优势，为加快我国抗虫转基因玉米

的研发进程，有必要深入研究克隆得到的不同种

ｃｒｙ１Ａｂ基因。ｃｒｙ１Ａｂ１３基因是由中国农业科学院植
物保护研究所病虫害生物学国家重点实验室从苏云

金芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（Ｂｔ）ＢｔＣ００５中克隆
得到的抗虫基因，其编码的杀虫晶体蛋白对鳞翅目

昆虫具有高效杀虫活性［１３］。本研究利用分子生物学

技术将ｃｒｙ１Ａｂ１３基因连接到含有 Ｂａｒ基因的植物表
达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３００上，并利用农杆菌介导法将其

导入玉米自交系Ｈ９９中，通过除草剂筛选、ＰＣＲ检测
及抗虫性鉴定，以获得抗玉米螟的转基因玉米植株，

为抗虫转基因玉米品种的种质创制提供材料。

１　材料与方法
１．１　供试材料与试剂

含ｐＵＣ５７ｃｒｙ１Ａｂ１３质粒菌株及植物表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ３３００Ｂａｒ由吉林省农业科学院提供。基因
受体玉米自交系 Ｈ９９幼胚、大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ菌株 ＤＨ５α、农杆菌 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ菌株 ＥＨＡ１０５
均由吉林农业大学植物生物技术中心提供。亚洲玉

米螟幼虫由吉林农业大学农业综合技术现代化研究

所提供。构建表达载体所用 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＭｕｌｔｉＳＯｎｅ
ＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ试剂盒购自Ｖａｚｙｍｅ公司。玉米基因
组提取试剂盒购自康为世纪公司。试验所用培养

基：ＬＢ、ＹＥＰ、诱导、侵染、共培养、筛选、分化和生根
培养基均参照关淑艳等［１４］方法。

１．２　重组植物表达载体的构建
提取 ｐＵＣ５７ｃｒｙ１Ａｂ１３质粒及 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００

Ｂａｒ质粒，以ＣａＭＶ３５Ｓ启动子下游ＢａｍＨＩ识别位点
作为ｃｒｙ１Ａｂ１３基因插入位点，根据 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＭｕｌ
ｔｉＳＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ所提供的 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ快速
克隆技术要求对载体及目的片段进行分析，设计特

异性引物 （表１）。以 ｐＵＣ５７ｃｒｙ１Ａｂ１３质粒为模板
ＰＣＲ扩增ｃｒｙ１Ａｂ１３基因，回收目的基因片段（１９７１
ｂｐ）和 ＢａｍＨＩ酶切 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００Ｂａｒ质粒所得的
线性化载体，根据 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＭｕｌｔｉＳＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏ
ｎｉｎｇＫｉｔ说明书进行操作，同源重组反应得到重组植
物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００ＣａＭＶ３５Ｓｃｒｙ１Ａｂ１３Ｎｏｓ
ＣａＭＶ３５ＳＢａｒＮｏｓ（图１）。
１．３　农杆菌介导的玉米幼胚的遗传转化

玉米自交系 Ｈ９９自交授粉１１ｄ后挑取幼胚用
作工程菌侵染宿主，玉米幼胚挑取见郭新梅等［１５］的

方法。农杆菌介导玉米幼胚的遗传转化及转化后玉

米组织培养再生植株，参见刘强等［１６］的方法。

表１　引物信息１）

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

目的片段名称 上游引物（５′－３′） 下游引物（５′－３′） 扩增序列／ｂｐ

ｃｒｙ１Ａｂ１３
ＡＧＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＴＣＴＡＧＡＣＣＣ
ＧＧＧＣＣＴＡＴ

ＧＡＴＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＴ
ＣＡＡＡＧＴＴＣＡＴＣＣＴＴ

１９７１

ｃｒｙ１Ａｂ１３ ＴＴＴＧＧＡＧＡＧＡＧＴＧＴＧＧＧＧＴ ＧＡＴＣＣＣＴＣＧＡＴＡＣＣＣＴＧＡＧＣ １５５
ＣａＭＶ３５Ｓ ＴＡＧＡＧＧＡＣＣＴＡＡＣＡＧＡＡＣ ＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧ ５００
Ｂａｒ ＴＣＡＡＡＴＣＴＣＧＧＴＧＡＣＧＧＧＣ ＡＴＧＡＧＣＣＣＡＧＡＡＣＧＡＣＧＣ ５５２
Ａｃｔｉｎ ＡＴＣＴＴＧＡＣＴＧＡＧＣＧＴＧＧＴＴＡＴＴＣＣ ＧＣＴＧＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＴＣＴＣＣ ７５

　１）、分别表示该引物用于ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的ＰＣＲ扩增和荧光定量ＰＣＲ检测；划线处为ＢａｍＨＩ酶切位点及同源臂。
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图１　重组植物表达载体ＴＤＮＡ区结构图
Ｆｉｇ．１　ＴＤＮＡｒｅｇｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

１．４　转基因植株的分子检测
１．４．１　转基因玉米植株的 ＰＣＲ检测　对６叶期玉
米叶片涂抹３倍正常工作浓度草胺膦溶液逐代进行
抗除草剂转基因植株筛选，提取对草胺膦表现抗性

的植株基因组 ＤＮＡ，方法见康为世纪公司植物基因
组 ＤＮＡ提取试剂盒说明书。以玉米转基因植株基
因组ＤＮＡ为模板，分别以非转基因植株基因组ＤＮＡ
和重组植物表达载体质粒为对照（ＣＫ）和阳性对照，
利用表 １所示特异性引物对 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因、
ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、Ｂａｒ基因分别进行扩增。ＰＣＲ程
序为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性５７ｓ，退火温度分
别为５６℃、５０℃、５５℃，反应５７ｓ，７２℃延伸７０ｓ，
３０个循环；７２℃后延伸１０ｍｉｎ；经 ＰＣＲ检测呈阳性
的转基因植株进行套袋自交，以同样的方法进行逐

代筛选。

１．４．２　转基因玉米植株的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　
利用 ＣＴＡＢ法大量提取 Ｔ２代 ＰＣＲ检测为阳性和非
转基因植株５～６叶期心叶基因组，利用ＨｉｎｄⅢ对基
因组ＤＮＡ进行充分单酶切过夜，扩增 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因
并纯化目的片段用于制备杂交探针，利用随机引物

法根据 Ｒｏｃｈｅ公司的 ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇ
ａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩ说明书进行探针标记，用
１０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶对基因组酶切片段进行分
离，转膜、固定、杂交等具体操作步骤及所用试剂配

制参照文献［１７］。
１．４．３　转基因玉米植株的实时荧光定量 ＰＣＲ检测
　以非转基因植株为对照，分别提取非转基因植株
和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测为阳性的Ｔ２转基因植株６叶期
心叶总ＲＮＡ，并反转录成ｃＤＮＡ作为ＰＣＲ扩增模板，
以引物（表１）扩增 ｃｒｙ１Ａｂ１３，以肌动蛋白 Ａｃｔｉｎ基因
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿００１２５２７３１２）作为内参基因
同时进行 ＰＣＲ扩增。扩增条件为：９５℃预变性 ３
ｍｉｎ；９５℃变性２０ｓ，５６℃反应３０ｓ，共４０次循环。
利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料标记的实时荧光定量 ＰＣＲ对
来自不同转化事件的转基因植株ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的相
对表达量进行分析（ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂盒
购自ＴａＫａＲａ公司）。每个样本设置 ３次生物学重
复，并进行３次技术重复。
１．５　转基因玉米植株的抗虫性鉴定
１．５．１　转基因植株的田间抗虫性鉴定　将 Ｔ２代转
基因种子与Ｈ９９自交系种子（对照）播种于大田，并

对转基因群体材料进行筛选，选取筛选到的阳性植

株进行接虫试验。于植株６～８叶期时，将初孵玉米
螟幼虫于清晨湿度较高时接于玉米心叶中，每株植

株接虫３０头，１４ｄ后调查食叶级别，抗虫性评价标
准参照文献［１８］，１～３级：虫孔针刺状；４～６级：虫
孔火柴头大小；７～９级：虫孔大于火柴头。抗性级别
分类：１００～２０９级（高抗），２１０～４０９级（抗
虫），４１０～６０９级（中抗），６１０～８０９级（感虫），
８１０～９００级（高感）。
１．５．２　转基因植株的苗期室内抗虫性鉴定　将经
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ检测阳性的植株收获的转基因种子与非转
基因植株种子（对照）按株系分别种于塑料盆内，每

盆１５粒，经除草剂筛选及ＰＣＲ检测后去除阴性及多
余植株，每盆保留５株转基因阳性植株。待植株长
至５～６叶期时进行接虫，每株植株接２５头初孵玉米
螟幼虫于心叶中，置于人工气候室培养，接虫１４ｄ后
调查玉米虫害级别，逐株调查，以５株的均值作为该
株系的抗虫级别，抗虫性鉴定标准同“１．５．１”。
１．５．３　转基因植株籽粒及苞叶抗虫性鉴定　取
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测阳性的转基因玉米授粉后１３ｄ
的籽粒和最内层苞叶分别饲喂玉米螟幼虫，以非转

基因玉米材料作为对照。将等量的籽粒和苞叶分别

置于培养皿内，每个培养皿内接１０头初孵玉米螟幼
虫，置于人工气候室培养。每株设３次重复，每天检
查玉米螟取食和存活情况，及时更换同１株的籽粒
及苞叶，分别在第４、８、１２天统计玉米螟死亡率。

２　结果与分析
２．１　重组植物表达载体的鉴定

提取重组表达载体质粒，利用 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因特
异性引物进行目的基因扩增，得到特异性扩增产物，

大小与目的基因 ｃｒｙ１Ａｂ１３（１９７１ｂｐ）大小一致（图
２）。重组质粒经ＢａｍＨⅠ单酶切，可得到２个大小不
等片段，大片段长度与线性化 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００Ｂａｒ长
度一致，小片段与 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因大小一致。进一步
对重组质粒中的插入片段进行测序，测序结果与目

的基因 ｃｒｙ１Ａｂ１３相似性达 １００％。综上可以证明
ｃｒｙ１Ａｂ１３基因已经成功连接到 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００Ｂａｒ插
入位点处，表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００ｃｒｙ１Ａｂ１３Ｂａｒ构
建成功。

２．２　农杆菌介导的玉米转化植株的获得
利用农杆菌介导法将 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００ｃｒｙ１Ａｂ１３

Ｂａｒ导入玉米幼胚，经过筛选培养、分化和生根共获
得５０株再生苗，将５０株三叶期再生幼苗室内移栽
到土壤，共有３０株幼苗成活。
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Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；１～６：重组质粒。

图２　重组植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３００ｃｒｙ１Ａｂ１３Ｂａｒ的ＰＣＲ（Ａ）与酶切验证（Ｂ）
Ｆｉｇ．２　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｐＣＡＭＢＩＡ３３００ｃｒｙ１Ａｂ１３ＢａｒｕｓｉｎｇＰＣＲ（Ａ）ａｎｄｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（Ｂ）

２．３　转基因植株的分子鉴定
２．３．１　转基因植株的 ＰＣＲ检测结果　提取抗除草
剂转基因植株基因组 ＤＮＡ，分别对 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因、
ＣａＭＶ３５Ｓ启动子及Ｂａｒ基因进行特异性 ＰＣＲ扩增，

扩增产物进行１０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶检测，筛选具
有以上３种基因条带的 Ｔ１代和 Ｔ２代转基因植株如
图３、４所示，筛选到的转基因阳性植株按株系逐代
编号，结果见表２。

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；ＣＫ：非转基因植株；１～５：转基因植株；Ａ、Ｂ、Ｃ分别为对ｃｒｙ１Ａｂ１３基因、ＣａＭＶ３５Ｓ启动子及
Ｂａｒ基因的扩增结果。

图３　部分Ｔ１代转基因玉米ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｏｍｅＴ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍａｉｚｅ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；ＣＫ：非转基因植株；１～５：转基因植株；Ａ、Ｂ、Ｃ分别为对ｃｒｙ１Ａｂ１３基因、ＣａＭＶ３５Ｓ启动子及
Ｂａｒ基因的扩增结果。

图４　部分Ｔ２代转基因玉米ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｏｍｅＴ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍａｉｚｅ

２．３．２　转基因植株的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　选取 Ｔ２代
植株ＰＣＲ检测结果为阳性的植株进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

ｔｉｎｇ检测，以 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因扩增片段作为阳性对照，
非转基因植株 ＤＮＡ作为阴性对照，２０株 ＰＣＲ阳性
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植株 中 有 ５株 经 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂 交 出 现 明 显 杂
交信号（图５），其中Ｔ２２３１为３拷贝，其余均为单

表２　ＰＣＲ检测阳性玉米植株
Ｔａｂ．２　ＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅｍａｉｚｅｐｌａｎｔｓ

世代 来源 植株数 编号

Ｔ０ ８ Ｔ０１～Ｔ０８
Ｔ１ Ｔ０１ １ Ｔ１１１

Ｔ０２ ４ Ｔ１２１～Ｔ１２４
Ｔ０３ １ Ｔ１３１
Ｔ０４ ２ Ｔ１４１～Ｔ１４２
Ｔ０５ １ Ｔ１５１
Ｔ０８ １ Ｔ１８１

Ｔ２ Ｔ１１１ ２ Ｔ２１１１～Ｔ２１１２
Ｔ１２１ １ Ｔ２２１１
Ｔ１２３ ５ Ｔ２２３１～Ｔ２２３５
Ｔ１２４ ３ Ｔ２２４１～Ｔ２２４３
Ｔ１３１ ２ Ｔ２３１１～Ｔ２３１２
Ｔ１４１ ４ Ｔ２４１１～Ｔ２４１４
Ｔ１５１ ３ Ｔ２５１１～Ｔ２５１３

拷贝，非转基因植株无明显杂交信号出现，并且不同

植株的杂交条带位置存在差异。证明外源基因

ｃｒｙ１Ａｂ１３已整合到了玉米基因组中，并且随机整合
到了玉米基因组的不同位置。

　Ｍ：λＨｉｎｄⅢ ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｐ：阳性对照；ＣＫ：非转基因植株；１～５分
别为转基因植株Ｔ２１１２、Ｔ２２３１、Ｔ２３１２、Ｔ２４２１和Ｔ２５１３。

图５　Ｔ２代转基因玉米ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测

Ｆｉｇ．５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｒｙ１Ａｂ１３ｇｅｎｅｉｎＴ２
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍａｉｚｅ

２．３．３　转基因植株的实时荧光定量 ＰＣＲ检测　实
时荧光定量ＰＣＲ结果显示，溶解曲线均有单峰出现，
表明反应特异性较好，无引物二聚体及非特异性产

物的干扰；扩增曲线光滑平稳，荧光吸收图谱 Ｓ型曲
线性状完好，符合定量检测要求。各株内参基因 Ｃｔ
值在１９～２０之间，目的基因Ｃｔ值在２５～３４之间，不

同植株ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的Ｃｔ值具有明显的差异，且植
株Ｔ２２３１内参基因 Ｃｔ＝１９３４，ｃｒｙ１Ａｂ１３基因在设
定的４０个循环内未检测到Ｃｔ值，说明外源基因在不
同转基因事件中表达量具有明显差异，转基因植株

Ｔ２２３１中 ｃｒｙ１Ａｂ１３基 因 未 表 达。各 植 株 中
ｃｒｙ１Ａｂ１３基因相对表达量见图６。

　基因相对表达量用２－△ＣＴ表示，其中△ＣＴ＝Ｃｔｃｒｙ１Ａｂ１３ －ＣｔＡｃｔｉｎ；
ＣＫ：非转基因植株；图中所示数据为 珋ｘ±ＳＥ，ｎ＝９。

图６　转基因玉米中ｃｒｙ１Ａｂ１３基因相对表达量
Ｆｉｇ．６　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｒｙ１Ａｂ１３ｇｅｎｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍａｉｚｅ

２．４　转基因玉米植株抗虫性鉴定
２．４．１　田间抗虫性试验　Ｔ２代转基因植株的田间
接虫试验表明，ＰＣＲ阳性Ｔ２代转基因植株对亚洲玉
米螟具有较强的抗性（图７Ａ），接虫１４ｄ后植株生长
良好，心叶大多表现为未受虫害或仅有少量针状虫

孔，而非转基因的对照组则受虫害严重（图７Ｂ），心
叶及外部叶片均有大量较大虫孔，对玉米螟表现为

高度敏感性，但也有个别ＰＣＲ阳性植株抗虫性较差，
与对照组无显著差异。

Ａ：转基因植株；Ｂ：非转基因植株。

图７　转基因玉米植株田间抗虫性鉴定
Ｆｉｇ．７　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍａｉｚｅｐｌａｎｔｓｔｏ

Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓｉｎｔｈｅｆｉｅｌｄ

２．４．２　室内接虫试验　为更准确地鉴定转基因植
株的抗虫性，将 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交阳性植株自交后代于
室内按株系（编号 Ｌ１～Ｌ５）种植，接虫试验结果表
明，各 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ阳性植株后代株系对玉米螟
抗性表现不同，Ｌ１、Ｌ５植株的心叶有少量针刺状（直
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径≤１ｍｍ）虫孔；Ｌ４的虫孔为针刺状，数量稍多于
Ｌ１与Ｌ５；Ｌ３的心叶上有大量的针刺状虫孔；Ｌ２的心
叶上有少量直径大于２ｍｍ的虫孔；对照株系心叶上
的虫孔稍多于Ｌ２，虫孔的直径也大于２ｍｍ。逐株统
计各株系的抗虫级别，对相同接虫处理条件下的转

基因株系与对照株系抗虫性差异显著性进行ｔ检验，
检验结果（表３）与试验观测结果相符，Ｌ１、Ｌ４、Ｌ５达

表３　室内转基因玉米株系苗期对玉米螟的抗性级别
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍａｉｚｅｌｉｎｅｓｔｏ

Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓａｔｓｅｅｄｉｎｇｓｔａｇｅｉｎｄｏｏｒ

转化事件 株系号 食叶级别１） 抗性级别

Ｔ２１１２ Ｌ１ １．４０±０．２１ 高抗

Ｔ２２３１ Ｌ２ ７．０２±２．１７ 易感

Ｔ２３１２ Ｌ３ ３．６２±０．４２ 抗

Ｔ２４２１ Ｌ４ ２．２２±０．１９ 高抗

Ｔ２５１３ Ｌ５ １．４６±０．３６ 高抗

未转化 ＣＫ ７．６２±０．４２ 易感

　１）表内数据为 珋ｘ±ＳＥ，表示与对照株系相比差异达
００１的显著水平（ｔ检验）。

到高抗水平，Ｌ３达到３级抗性水平，转化事件 Ｔ２２
３１后代株系 Ｌ２对玉米螟抗性较差，与对照组无显
著差异（Ｐ＞００５）。
２．４．３　灌浆期苞叶及籽粒抗虫性鉴定　分别在饲
喂转基因玉米籽粒及苞叶４、８、１２ｄ后统计３次重
复试验各组玉米螟死亡率，并对各组结果与非转基

因的对照组结果进行独立样本 ｔ检验，结果见图８。
除植株 Ｔ２２３１的籽粒及苞叶对玉米螟的抗性较
差，与对照组无显著差异外，转基因植株对玉米螟的

抗性明显高于非转基因对照株。转ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的
试验组玉米螟幼虫生长缓慢，随饲喂时间增加死亡

率不断提高，喂食８ｄ后试验组玉米螟死亡率达到
８０％左右，而非转基因的对照组玉米螟幼虫生长速
度快，死亡率低，饲喂８ｄ后死亡率只有１０％左右。
不同转基因植株对玉米螟的抗性表现也不同，各转

基因植株对玉米螟的相对抗性水平与实时荧光定量

ＰＣＲ检测到ｃｒｙ１Ａｂ１３基因相对表达量基本一致。

图中数据为 珋ｘ±ＳＥ，ｎ＝３；和分别代表相同处理时间的转基因植株与非转基因植株（ＣＫ）的玉米螟死亡率达到００５和００１的显著差异水
平（ｔ检验）。

图８　饲喂转基因玉米籽粒及苞叶对玉米螟死亡率的影响
Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｆｅｅｄｉｎｇｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｏｒｎｋｅｒｎｅｌｓｏｒｂｒａｃｔｓｏｆｅａｒｓｏｎｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｏｆＯｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓ

３　讨论与结论
１９９５年 Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ等［１９］的研究证明 ｃｒｙ１Ａｂ毒

蛋白的结构赋予其对小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ、烟草
天蛾Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘｔａ等较强的杀虫活性。随后国内外
许多研究人员将 ｃｒｙ１Ａｂ基因导入玉米，并证明表达
ｃｒｙ１Ａｂ蛋白的转基因玉米对亚洲玉米螟Ｏ．ｆｕｒｎａｃａ
ｌｉｓ及欧洲玉米螟 Ｏ．ｎｕｂｉｌａｌｉｓ都有很好的田间抗性，
能高效控制心叶期及穗期玉米螟的危害。本研究在

檀建新等［１３］的研究基础上，利用同源重组的方法将

抗虫基因 ｃｒｙ１Ａｂ１３连接到含有抗除草剂草胺膦的
Ｂａｒ基因的植物表达载体上，遗传转化玉米得到５株
稳定遗传至 Ｔ２代的转基因植株，ｃｒｙ１Ａｂ１３基因在玉
米中的表达赋予转基因植株抗玉米螟的特性。外源

基因稳定高效的表达是转基因工作的重要目标，王

忠华等［２０］的研究表明，ｃｒｙ１Ａｂ基因水稻转化植株经
４～５次自交后，目的基因仍能稳定遗传且呈单位点
显性方式遗传。本研究通过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交、实时荧

光定量 ＰＣＲ技术对 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因在植株中的整合
及表达情况进行分析。试验结果表明除转基因事件

Ｔ２２３１外其余各转基因植株中 ｃｒｙ１Ａｂ１３均为单拷
贝形式整合在基因组中，且成功转录表达，但各单株

间相对表达水平存在一定的差异。而转基因事件

Ｔ２２３１中ｃｒｙ１Ａｂ１３基因以３拷贝形式存在，且表达
受到抑制，转录水平与非转基因植株无显著差异，分

析原因可能是由于ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的多拷贝整合或位
置效应引起的转录水平的基因沉默［２１］。岳同卿

等［２２］的抗虫转基因玉米的研究结果显示，不同转化

事件的抗虫效果存在一定的差异，本研究得出同样

的结论。Ｄａｙ等［２３］指出外源基因在基因组内的整合

位置不同可以导致基因表达水平不同，为解释上述

现象提供了理论参考。转基因植株田间及室内对玉

米螟抗性评价结果表明，转入 ｃｒｙ１Ａｂ１３基因能够显
著提高植株对玉米螟的抗性，本试验中转 ｃｒｙ１Ａｂ１３
基因玉米的杀虫效果与ｃｒｙ１Ａｂ１３基因的表达水平基
本一致，与王培等［２４］研究结果相符，但也有研究表明
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转基因作物 Ｂｔ蛋白表达量与杀虫效果并不一
致［２５２６］。

本研究构建了植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００
ｃｒｙ１Ａｂ１３Ｂａｒ，并通过农杆菌介导法将其导入玉米自
交系Ｈ９９，获得了４株抗玉米螟及抗除草剂的 Ｔ２代
转基因植株。下一步将通过优化植物重组表达载体

中的表达调控元件来提高转基因植株的抗虫效果，

并继续进行转基因株系的自交扩繁及严格的筛选鉴

定，为抗虫玉米新品种的研发提供材料。
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