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提　　要

本文概述了大豆抗虫基因及其修饰、载体的构建、遗传转化的方法、转基因

植株后代抗性表现等方面的研究进展。
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大豆生育期间受害虫侵害严重 ,常给大豆生产造成巨大损失。 大量喷施化学杀虫剂 ,

不仅会增强害虫的抗药性 ,使益虫及其它动物区系遭受破坏 ,而且严重污染环境 ,提高生

产成本 ,破坏生态平衡。常规育种及栽培技术由于育种年限长 ,遗传资源有限 ,抗虫机制不

甚明了 ,以及害虫新生物型的发展导致抗性不稳定等原因已有一定的局限性 ,收效不大。

八十年代迅速崛起的植物基因工程技术为大豆抗虫育种开辟了新的途径 ,已引起了许多

育种工作者的关注。本文拟就大豆抗虫基因工程方面研究的进展作一综述。

1　抗虫基因及其修饰

1. 1　 Bt晶体蛋白毒素基因

苏云金芽孢杆菌 ( Bacillus thuringiensis简称 Bt)是一种能产生杀虫晶体蛋白的土壤杆

菌 ,在形成芽孢时可生产一种不溶性的伴孢晶体蛋白— δ内毒素 (δ-endo to xin) ,其量约占孢重

30%左右。它通常由 600- 1200个氨基酸组成的一种多肽前毒素。 Bt晶体蛋白的杀虫机理是

该蛋白与昆虫中肠道上皮纹缘细胞 ( brushbo rder membrance)上的受体位点结合 ,引起并破

坏纹缘膜细胞渗透压平衡 ,使细胞裂解 ,杀死昆虫 ( Aronson等 , 1986)。 Bt毒蛋白的杀虫性非

常专一 ,其中两个变种 ( Bt aizaw ai 7- 29和 Bt kurstaki HD- 1)为杀鳞翅目昆虫的优良菌种
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( Row e, 1987)。 1981年 , Whi tely克隆了 Bt毒蛋白基因 crylA( b)。至今 ,人们已从 Bt中克

隆出 50多个毒素基因 ( Barton and Miller, 1993)。通过克隆技术已确定 Bt毒蛋白基因位于

30- 150MD大小不同的质粒上 ,其中毒性区间位于该序列 N末端 29- 607个编码区 ( Vacek

等 , 1987)。 Adang等 ( 1985)首次报道了转 Bt毒蛋白基因的烟草植株 , 2种转基因植株都能有

效地抵抗一龄烟草天蛾 ,随后研究人员先后把 Bt基因转到棉花、番茄、大豆等植物中。但野生

型 Bt毒蛋白基因在高等植物体内表达量低 ,抗虫效果不理想 ( Benedict等 , 1992)。 Murry等

( 1991)认为 ,与高等植物结构基因正常的 DNA序列相比 , Bt基因含有较多的 AT碱基和

A TT TA重复序列。 AT富含区在高等植物中被认为是不能表达的内含子 ( Goodal等 ,

1989) , AT TT A重复序列在高等植物的转录翻译系统中会影响 mRNA的稳定性 ( Shaw等 ,

1986) ,二者都不能在高等植物中进行编码 ( Kunkle, 1985)。为此 , M onsanto公司的科技人员

从两方面入手来解决 Bt晶体蛋白表达量低的难题:一方面改进 Ti质粒转化载体的启动子 ,在

原先基础上加入重复的强化表达区 ( duplicated enhanced region)。通过启动子的改造 ,野生

型基因的表达水平可提高 5- 10倍 ( Perlak等 , 1990)。另一方面 ,他们采用人工合成的方法合

成了一条全新的 DNA序列。与野生型 Bt毒蛋白相比 ,它改变了 390个碱基对 ,涉及 60%的

密码子 ,使 GC含量增加到 49% ,且不含 A TT TA重复序列 ,这种完全修饰的 Bt毒蛋白基因

导入植物后 ,使植物体内的δ- 内毒素含量比野生型提高了 100倍 ,并表现较强的杀虫效果

( Perlak等 , 1991)。

1. 2　豇豆胰蛋白酶抑制剂

植物蛋白酶抑制剂是一类天然的抗虫物质 ( Ryan, 1989)。与苏云金杆菌毒蛋白相比 ,

具有抗虫谱广 ,对人无副作用以及害虫不易产生耐受性等优点 ( Gatehouse, 1988)。目前已

从豇豆、大豆、番茄、马铃薯、大麦等植物中分离纯化出多种丝氨酸蛋白酶抑制剂基因或

cDN A。 经过多年的深入研究 ,比较了不同来源的各种蛋白酶抑制剂 ,发现豇豆胰蛋白酶

抑制剂 ( Cow pea t rypsin inhibi tor,简称 CpTi )抗虫效果最为理想。这是因为 CpTi的作用

部位是酶活中心 ,除非其消化系统主要生理生化过程都发生变化 ,否则害虫几乎不可能通

过突变的方式诱发抗性 ,所以 CpTi所介导的抗性是比较稳定的。豇豆胰蛋白酶抑制剂是

由设在尼日利亚的国际热带作物研究所 ( IIT A)从几千份豇豆资源材料中筛选得到的一

份抗豆象蝉材料 - TVu2027中得到的。它是由约 80个氨基酸组成的多肽 ,其产物可抑制昆

虫消化道中的消化酶 ,使昆虫取食后不能演化吸收营养物质而饿死。Hilder等 ( 1987)首先

将豇豆胰蛋白酶抑制剂基因转入烟草 ,获得能毒杀烟芽夜蛾的转基因烟草。 Parro t t等

( 1994)已将 Cp Ti转入大豆 ,但无详细报导。

2　抗虫基因载体的构建

分离得到的抗虫基因一般不能直接使用 ,必须对其进行分子重组和修饰 ,把目的基

因、启动子、报告基因、终止子及加强子等整合到合适的载体上 (一般采用农杆菌 Ti质

粒 ) ,其中关键是启动子。目前大豆上所采用的启动子多为花椰菜花叶病毒 GaMV35S启

动子、 NOS启动子、光诱导启动子和 β -云扁豆蛋白启动子等。 常用的报告基因有氯霉素

已酰转移酶 ( CAT)、新霉素磷酸转移酶 ( N PT-Ⅱ )和 β -萄葡苷酸酶 ( GU S)基因。

3　抗虫基因导入方法

3. 1　农杆菌质粒介导法

2613期　　　　　　　　　　　　　　朱成松等:大豆抗虫基因工程研究进展



土壤农杆菌 ( Ag robacterium )有两个种:根癌农杆菌 ( A. tumefaciens)和发根农杆菌

( A. rihizog enes) ,均能向植物细胞转移其质粒上的一段 DN A( T- DNA)片段 ,所导入的

片段 ( T- DN A)可整合到植物细胞核基因组中 ,并能稳定遗传下去。 目前 ,大豆等作物的

转基因工程大多采用农杆菌质粒介导法进行基因转移 ,其中以根癌农杆菌 Ti质粒更为普

遍 (贾士荣等 , 1992)。 其方法是将植物外植体浸泡在农杆菌溶液中 ,使农杆菌侵染植物组

织 ,然后把外植体取出冲净置于含抗菌素的选择培养基上培养 ,诱导外植体再生植株 ,由

于目的基因同时连接有报告基因 (如 N PT-Ⅱ等 ) ,凡能在选择培养基上出愈者 ,就表明

目的基因被整合到植物细胞核基因组中。 农杆菌介导法的优点在于可靠性强、效率高、但

只有外植体能再生的双子叶植物才能采用。

3. 2　微弹射击法

微弹射击法 ,又称基因枪法 ,是由康奈尔大学 Kleim等 ( 1987)发明的外源基因直接

导入植物细胞的方法。该方法是将带有目的基因的载体裹在金属 (钨 )微粒上 ,再用金属微

弹加速轰击受体组织 ,金属微弹到离受体细胞一定距离的金属网屏受阻 ,而把微粒连同基

因载体打入受体组织细胞内 ,再通过组织培养产生再生植株。该方法的受体不受植物种

类、器官等限制 ,特别用于农杆菌不能感染的单子叶植物 ,但可靠性较差 ,转化频率较低。

3. 3　花粉管通道法

周光宇 ( 1978, 1988)在广泛调查内外远缘杂交工作的基础上 ,提出 DNA片段杂交假

设 ,并设计了外源 DNA直接导入受体的花粉管途径导入方法。即利用作物受粉后形成的

花粉管通道使外源 DNA导入植物卵细胞、合子或早期胚细胞的技术。 雷勃钧等 ( 1991,

1994)先后用该技术将种内、种间 ,属间外源总 DNA成功导入受体大豆植株 ,并获得一些

有价值的遗传变异。该方法简便易行 ,可以避免农杆菌转化频率低和转化脱菌困难等问

题 ,特别适于植物外植株再生困难或再生频率低的植物。

其他的如电击法和 PEG /电击法介导的遗传转化虽在大豆上得到广泛应用 ,但目前

仅得到转化的愈伤组织和再生芽 ,还尚未见得到再生植株的报导 ( Christou, 1990, Dhir,

1991)。

4　大豆抗虫基因工程研究现状

Faccio t ti等 ( 1985)最早开始克隆基因用于农杆菌感染转化大豆。 Hinchee等 ( 1988)

首次通过农杆菌介导的转化获得转基因大豆植株。 从 100份栽培大豆品种中筛选出 3个

最敏感品种 ,用含有 p Ti- T37- SE和 pMON 9749(含 N PTⅡ和 GUS基因 )或 p TiT37-

SE和 pMON894(含 DNAⅡ和 Glypho sate耐性基因 )农杆菌与子叶共培养 ,得到 N PTⅡ

和 GUS以及 N PTⅡ和 Glyphosate耐性基因共转化的转基因植株 ,两种类型的转基因植

株后代的分离比都为 3∶ 9(共转化∶非转化 ) ,表明外源基因以单位点插入、呈孟德尔式

遗传。

据美国国家农业图书馆 ( National Ag riculturnl Library )提供资料 ,抗叶食性害虫转

基因大豆研究已获重要进展 ( Kalinshi , 1993)。 Pa rrot t等 1992年起用携有 Bt结晶蛋白毒

性基因和 (或 ) CpTi基因的微弹轰击各种基因型的大豆品种的胚状悬浮系 ,获得 Bt结晶

蛋白毒性基因的三个转基因大豆细胞系已成功地再生植株。 用两个再生植株后代分别饲

养黎豆夜蛾幼豆 ,其中有一个再生植株的后代对黎豆夜蛾幼虫有明显的抑制生长的作用 ,
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叶片损耗显著少于非转基因大豆植株。携有 Cp Ti抗虫基因的愈伤组织也已经获得 ,正进

行进一步鉴定。试验表明棉铃虫和大造桥虫在不同大豆上的取食和生长发育情况 ,转基因

系和对照之间无显著差异 ( Pa rrot t等 , 1994)。可见 Bt毒蛋白基因在大豆株体内的表达不

理想 ,所产生的 δ- 内毒素不足以抑制昆虫取食或杀死昆虫的水平。为此 , Stew art等

( 1996)将人工合成的 Bt晶体蛋白基因 ( Bt cry IAc)通过微弹射击法导入感虫品种 Jack

中 ,得到 3个转基因系 , cry IAc蛋白在植株中的表达量高达 46ng /mg ,再生植株的后代对

棉铃虫、大选桥虫、烟芽夜蛾、黎豆夜蛾等均有较强的抑制作用。由于棉铃虫危害产生落叶

转基因植株仅为 3% ,对照抗鳞翅目昆虫的品系 Ga tIR81- 296为 20% ,而感虫品种 Cobb

高达 40% 。

我国的大豆外源抗虫基因研究起步较晚 ,发展较慢。 徐香玲等 ( 1997)以 Ti质粒为介

导 ,将 pK T5 4 B7 C5质粒上的 Bt、 k- δ内毒素蛋白基因导入东北大豆“黑农 37”、黑农 39”等

品种。采用多种外植体和感染方法 ,从胚轴和子叶节诱导出丛生芽和再生植株。经卡那霉

素筛选和冠瘿碱检测 ,初步证明外源基因导入大豆中 ,共获 81株再生植株 ,得到 7粒种

子 ,有关研究正在进行之中。

总之 ,大豆抗虫基因工程研究已取得一些可喜进展 ,但总的来说 ,尚处于开始阶段 ,还

有待于发现和分离有效的抗虫基因 ,开辟更快更直接的杀虫途径 ,造福生产。可以预料 ,随

着分子生物学、生物工程技术和现代植物育种的进一步发展 ,具有较强抗虫能力的大豆转

基因品种 (系 )可望不久将育成 ,并投入大面积生产试验 ,大豆害虫的生物控制必将成为现

实。
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