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　 　 摘要：我国棉花抗虫基因大都为 Ｃｒｙ１Ａｂ ／ ｃ，抗性风险日趋增加。 本研究依据棉花密码子偏好，人工合成 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 抗虫基

因，通过花粉管通道法转入棉花，并通过卡那霉素法及 ＰＣＲ 方法对不同世代转化株进行鉴定，同时进行了抗虫性测试。 结果

表明，通过花粉管通道法成功获得转 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因植株，通过田间卡那霉素鉴定，阳性株率 Ｔ１ 为 ７􀆰 ７６％ ，Ｔ２ 为 ７３􀆰 １％ ，Ｔ３ 为

９５􀆰 ５％ ；ＰＣＲ 检测显示，Ｔ１阳性率为 ２􀆰 ３５％ ，Ｔ２为 ５５􀆰 ８％ ，Ｔ３为 ９４􀆰 ５％ ；田间抗性试验分析，转 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 株系对第 ２、３、４ 代棉

铃虫校正死亡率分别达到 ８５􀆰 ４２％ 、７５􀆰 ３５％和 ６２􀆰 ７９％ ，其抗虫性与 ＧＫ１９ 相比差异不显著；Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 能够部分替代目前主流

鳞翅目抗虫基因，是棉铃虫的新抗源。
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转基因抗虫棉在我国已经大面积的推广和应 用，并且取得了良好的经济和社会效益。 但是，目前
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在我国生产上大面积种植的仍是单 Ｂｔ（Ｃｒｙ１Ａｂ ／ Ａｃ）
基因抗虫棉，虽然可以有效的控制棉铃虫的种群数

量［１⁃３］，但是随着种植面积和种植时间的增长，在高

选择压力下，会增加害虫对 Ｂｔ 毒蛋白产生抗性的风

险［４⁃５］，我国目前缺乏的是成熟的替代技术，应在这

个方面做出努力［６⁃７］。 将不同类型的抗虫基因同时

转入棉花，使其在植株中得到高效表达，可以缓解害

虫对转基因抗虫棉产生的抗性，并延长转基因抗虫

棉的使用寿命。
目前，我国应用于转基因抗虫棉的抗虫基因主

要为 ＢＴ （Ｃｒｙ１Ａｂ ／ Ａｃ）、ＣＰＴＩ、蛋白酶抑制素基因、
ＧＮＡ 基因等［６］，希望寻找一种广谱、高效的抗虫基

因，Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因是 ＢＴ 家族中的一员，其表达蛋

白对根结线虫及部分鳞翅目害虫均具有高毒力，之
前美国等国家应用于玉米转基因抗线虫研究，在国

内则将其转入马铃薯以提高抗线虫能力，鉴于该基

因对鳞翅目害虫具有较好的毒杀效果［８⁃９］ ，本研究

旨在将含有 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 新型 Ｂｔ 抗虫基因的重组质

粒利用花粉管通道法转入棉花，对所获得的后代

进行筛选及鉴定，利用分子生物学的方法印证 Ｂｔ⁃
Ｃｒｙ５Ａａ 基因的转入情况，并对其在棉花中的表达

情况做进一步的分析，为棉花转基因抗虫提供一

个新的探索，同时为新抗虫种质资源的创制打下

基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

转化所用的非转基因棉花品系晋 １ 由湖南农业

大学棉花研究所提供。 所用的表达载体质粒为

ｐＲＩ１０１⁃ＡＮ，该质粒包含 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＥＵ８２２８０９􀆰 １），由湖南农业大学棉花研究所提供。
质粒图谱如下，采用酶切组合 ＨｉｎｄＩＩＩ ＋ ＳｐｈＩ 位

点插入。

图 １　 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 质粒图谱

Ｆｉｇ． １　 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ

１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 花粉管通道法进行转化　 采用周光宇等［１０］

的方法，将质粒 ＤＮＡ 提取纯化后（１００ μｇ ／ ｍＬ），注
射进授粉 ２０ ｈ 左右的棉花子房内。 注射采用 ５０ μＬ
微量注射器，沿子房的顶端花柱处进针至幼铃长约

１ ／ ３ 处注入质粒，每个子房注射 ５ μＬ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 棉花卡那霉素鉴定 　 Ｔ０ 的种子收获后，于
２０１１ 年 １１ 月在海南三亚进行播种。 采用棉花水浮

育苗［１１］ 方式进行育苗，待 ３ 叶 １ 心时移栽至大田，
用 １６００ ｍｇ ／ Ｌ 的卡那霉素涂抹至真叶上，３ ｄ 后观察

幼苗叶片涂抹的部位失绿情况。
１􀆰 ２􀆰 ３　 棉花总 ＤＮＡ 的提取及目的基因 ＰＣＲ 分析

参考 ＣＴＡＢ 法并加以改良［１２］，提取棉花总 ＤＮＡ，采
用 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因设计扩增引物：５′⁃ＧＣＣＡＴＣＣＡＧ⁃
ＧＴＴＧＣＴＡＴＣＴ⁃３′， ５′⁃ＧＣＴＧＡＣＧＡＡＡＧＡＡＴＧＣＴＧＡ⁃３′
对目的基因进行扩增，目的片段大小为 ６９７ ｂｐ，ＰＣＲ
反应体系总体积为 ２０ μＬ，经测定模板 ＤＮＡ 浓度为

１０ ｎｇ ／ μＬ，反应体系中模板 ＤＮＡ 含量为 ２０ ｎｇ，加入

１０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ（含 ２０ ｍＭ Ｍｇ２ ＋ ）２ μＬ，扩增程序为

９５ ℃预变性 ４ｍｉｎ；９５ ℃变性 ４５ ｓ，５８ ℃退火 ４５ ｓ，
７２ ℃延伸 ４５ ｓ，４０ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ； ４ ℃
保存。
１􀆰 ２􀆰 ４　 不同器官、组织中毒蛋白含量分析　 根据特

异肽段序列 ＣＮＰＮＱＰＣＫＤＤＬＤＲＶ，委托南京金斯瑞

生物工程有限公司制备特异抗体，经检测，抗体 Ｂｔ⁃
Ｃｒｙ５Ａａ ＬｇＧ 效价达 ５１２０００∶ １，纯度为 ９２􀆰 １％ ，采用

ＴＣＡ⁃丙酮沉淀法［１３］ 提取转 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因棉花品

系不同时期组织器官总蛋白，以纯化 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 晶

体蛋白作为抗原的标准曲线，采用 ＰＢＳＴ 缓冲液按

０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０ ｎｇ ／ Ｌ 浓度稀释，ＰＢＳＴ 缓冲

液作空白对照，建立标准曲线。 通过双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 检测法［１４］测定得到转 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因棉不同

器官、组织中毒蛋白含量 ＯＤ 值。 经标准曲线回归

方程换算，从而得到不同棉器官、组织中毒蛋白

的含量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 抗虫性检验　 对晋 １ Ｔ３ ＰＣＲ 检测呈阳性的

株系 ＪＸ００１０ 植株进行棉铃虫抗性检验，以转基因抗

虫棉品种 ＧＫ１９ 为对照，在棉花生长的盛蕾期、盛花

期和结铃盛期随机采取棉株倒 ３ 叶，按照国家标

准［１５］进行室内生物测定试验。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 花粉管通道法转化棉花

通过花粉管通道法将含有 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因的质

８７８
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粒注射到棉花幼铃中，并结合喷施 ６００ ｍｇ ／ Ｌ 赤霉素

用于保铃，平均成铃率达 ７３􀆰 ３％ ，通过花粉管通道

法，最终共获得 ２５２９ 粒种子。
２􀆰 ２　 棉花卡那霉素与 ＰＣＲ 鉴定

２０１０ 年种子收获后于当年冬季种植在海南三

亚湖南农业大学科研基地，其中正常发芽获得 １８２９
株幼苗，其余的无发芽能力或未能成活，棉苗 ３ 叶期

用 １６００ ｍｇ ／ Ｌ 的卡那霉素溶液点涂叶片，点涂部分

未失绿的植株有 １４２ 株，卡那霉素检测阳性株率为

７􀆰 ７６％ ，同时对 Ｔ１ 所有植株提取总 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ
鉴定，出现阳性条带的为 １４０ 株，ＰＣＲ 阳性株率为

７􀆰 ７６％ 。 二者无显著差异。
将 Ｔ１ ＰＣＲ 检测阳性株自交种子，于当年在湖南

农业大学棉花基地种植共获得 Ｔ２植株共 ８４５ 株，经
卡那霉素点涂叶片，未出现黄色斑点的阳性植株有

６１８ 株（表 １，图 ２），阳性株率为 ７３􀆰 １％ ，植株经 ＰＣＲ
检测阳性株率为 ７３􀆰 ４５％ 。

Ｔ２ ＰＣＲ 检测阳性株自交种子，经种植共获

得 Ｔ３植株 ３７７ 株，经卡那霉素点涂叶片，未出现黄

色斑点的阳性株有 ３６０ 株（表 １），其阳性株率达

９５􀆰 ５％ ，ＰＣＲ 检 测 结 果 为 ９５􀆰 ５％ ， 与 田 间 检 测

一致。

表 １　 晋 １ 不同世代卡那霉素与 ＰＣＲ 检测结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ａｎｄ ＰＣＲ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

转基因棉世代

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｔｔｏｎ

幼苗株数

Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ

卡那霉素检测 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ＰＣＲ 检测 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

阳性株数

Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ

阳性株率（％ ）
Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ

ｏｆ ｐｌａｎｔ

阳性株数

Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ

阳性株率（％ ）
Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ

ｏｆ ｐｌａｎｔ

Ｔ１ １８２９ １４２ ７􀆰 ７６ １４０ ７􀆰 ４０

Ｔ２ ８４５ ６１８ ７３􀆰 １０ ６２１ ７３􀆰 ４５

Ｔ３ ３７７ ３６０ ９５􀆰 ５０ ３６０ ９５􀆰 ５０

Ｍ：ＤＮＡ 标记；１：阴性对照；１０：阳性对照；２⁃９：Ｔ１转基因植株

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１：Ｎｏｎ⁃ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ，

１０：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，２⁃９：Ｔ１ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐｌａｎｔｓ

图 ２　 Ｔ１转 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因植株 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ． ２　 ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ ｆｏｒ Ｔ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因的表达

由于 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因为新利用的 ＢＴ 基因，国内

尚没有统一的检测方法，其毒蛋白的表达量也无对

照可循，因此，将合成的 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因表达毒蛋白

特异抗体采用双夹心 ＥＬＩＳＡ 法，对 Ｔ３ 的代表品系

ＪＸ００１０ 各个器官、不同时期的毒蛋白表达量进行了

测定。
以纯化 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 晶体蛋白作为抗原的标准曲

线，采用 ＰＢＳＴ 缓冲液按 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ

浓度稀释，ＰＢＳＴ 缓冲液作空白对照。
从图 ３ 中可知，Ｃｒｙ５Ａ 晶体蛋白作为抗原的标

准曲线回归方程为 Ｙ ＝ ０􀆰 ４０９３ｘ ＋ ０􀆰 １４９６，相关系数

Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８，ＯＤ 值与 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 标准蛋白含量显著

相关，表明可用来定量测定转 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 棉花不同

组织、器官毒蛋白含量可靠性较高。

图 ３　 ＥＬＩＳＡ 法 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 蛋白标准曲线

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ

通过总蛋白的 ＥＬＩＳＡ 检测，各时期及器官蛋白

表达量见表 ２，表达量最高为蕾期叶片１１３１􀆰 ５９ ｎｇ ／ ｇ，
最低是铃期小铃表达量为 ５２６􀆰 ４５ ｎｇ ／ ｇ，时间分布以

蕾期表达最高，空间分布以叶片为最高。
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表 ２　 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 毒蛋白表达特性检测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｘｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ ｇｅｎｅ

品种

Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

Ｂｔ 杀虫蛋白表达量（ｎｇ ／ ｇ 鲜重）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｔ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ

苗期叶片

Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｌｅａｖｅｓ
蕾期叶片

Ｌｅａｖｅｓ ｉｎ
ｂｕｄ ｐｅｒｉｏｄ

花期叶片

Ｌｅａｖｅｓ ｉｎ
ｆｏｌｗｅｒ ｐｅｒｉｏｄ

铃期叶片

Ｌｅａｖｅｓ ｉｎ
ｂｏｌｌ ｓｔａｇｅ

蕾期小蕾

Ｓｍａｌｌ ｂｕｄ ｉｎ
ｂｕｄ ｐｅｒｉｏｄ

花期花瓣

Ｐｅｔａｌ ｉｎ
ｂｏｌｌ ｓｔａｇｅ

铃期小铃

Ｓｍａｌｌ ｂｏｌｌ
ｉｎ ｂｏｌｌ ｓｔａｇｅ

ＪＸ００１０ ９９３􀆰 ３０ ± ４０􀆰 ９５ １１３１􀆰 ５９ ± ４０􀆰 ３９ ８４３􀆰 ３７ ± ５５􀆰 ７８ ７２８􀆰 ３９ ± ５１􀆰 ８３ ７００􀆰 ３８ ± ３８􀆰 ２１ ６５７􀆰 ５０ ± ２５􀆰 ０９ ５２６􀆰 ４５ ± ５２􀆰 ５１

２􀆰 ４　 转基因植株的抗虫性测定

对 Ｔ２ ＰＣＲ 检测呈阳性的植株进行棉铃虫抗性

测试（表 ３），结果表明，在 ２、３、４ 代棉铃虫发生盛

期，Ｔ２ 叶片对棉铃虫抗性的校正死亡率分别为

８５􀆰 ４２％ 、７５􀆰 ３５％ 、６２􀆰 ７９％ ，与对照 ＧＫ１９ 相比，对
２、３、４ 代棉铃虫抗性的校正死亡率分别高 ２􀆰 ４３％ 、
高 １􀆰 ７９％ 、低 ０􀆰 ８０％ ，均无显著差异，结果显示抗性

明显。

表 ３　 Ｔ２转基因棉花的棉铃虫抗性测定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｂｏｌｌｗｏｒｍ ｌａｒｖａ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｔ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｔｔｏｎ

棉铃虫代别

Ｃｏｔｔｏｎ ｂｏｌｌｗｏｒｍ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

校正死亡率（％ ）
Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ＧＫ１９ Ｔ２晋 １ ± （％ ）

２ ８２􀆰 ９９ ± ０􀆰 ７０Ａａ ８５􀆰 ４２ ± １􀆰 ２２Ａａ ２􀆰 ４３

３ ７３􀆰 ５６ ± ０􀆰 ９５Ａａ ７５􀆰 ３５ ± ２􀆰 ７０Ａａ １􀆰 ７９

４ ６３􀆰 ５９ ± １􀆰 ７５Ａａ ６２􀆰 ７９ ± １􀆰 ２０Ａａ － ０􀆰 ８０

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ７３􀆰 ３８ ± １􀆰 １３ ７４􀆰 ５２ ± ６􀆰 ５５ １􀆰 １４

大、小写字母分别代表 ０􀆰 ０１、０􀆰 ０５ 差异水平

Ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｏｒ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０５ ｏｒ
ａｔ ０􀆰 ０１ ｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　 讨论

目前应用于我国抗虫棉的抗虫基因主要有 ＢＴ
（Ｃｒｙ１Ａｂ ／ Ａｃ）、ＣＰＴＩ、蛋白酶抑制素基因、ＧＮＡ 基因

等［６］，室内抗性筛选证明：连续的高选择压力将提

高靶标害虫的抗性，最终导致抗性消失，因此，一般

转基因作物的安全应用期为 １５ ～ ２０ 年，目前生产上

应用最广泛的 Ｃｒｙ１Ａａ 基因应用已超过 ２０ 年，生态

风险日益增加。 本课题组通过对 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因的

抗谱研究，发现其对鳞翅目的棉铃虫有较高抗性，将
为棉花抗虫研究提供一个抗虫基因替代来源，目前

本课题组已对该基因进行了安全评价相关试验，包
含抗虫性、食品安全性、基因漂移、非靶标害虫影响

等，正积极申报该基因的安全证书。

花粉管通道法最早由我国科学家周光宇于 ２０
世纪 ７０ 年代提出，并在棉花、小麦、大豆等作物上

得到验证［１６⁃１７］ 。 该方法最大的优点是转化速度

快，不受棉花基因型控制 ［１８］ 。 应用花粉管通道法

技术关键是掌握受体植物的花器结构和其开花习

性，应用花粉管通道法的适宜时期为棉花授粉后

的 １８ ～ ４８ ｈ［１９］ 。 由于果枝可提供充足的养分给第

３ ～ ５ 朵 花， 可 作 为 注 射 对 象， 比 较 适 合 做 转

化［２０⁃２１］ 。 虽然花粉管通道法具有一些优势，但其

采用的注射法无可避免的伤害了柱头及子房，导
致幼铃脱落。 转化过程中发现，在湖南的气候条

件下，适当推迟注射转化时间到 ８ 月上旬，同时选

择气温较低的时段并配合赤霉素喷施能够显著降

低幼铃脱落，能够在低转化率情况下获得阳性转

化苗。
通过对晋 １ 的卡那霉素抗性检测及 Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ

基因 ＰＣＲ 检测的结果对比发现，Ｂｔ⁃Ｃｒｙ５Ａａ 基因的

ＰＣＲ 检测阳性率与卡那霉素抗性筛选率无显著差

异，这表明卡那霉素抗性检测的方法在田间进行阳

性植株的筛选时是可靠的，这在转基因后代筛选过

程中通过田间点涂卡那霉素溶液可以大大减轻后代

筛选工作量，同时高浓度的卡那霉素能够显著提高

检测的准确性。
转基因棉花的生物学鉴定是通过棉铃虫等棉花

害虫在一定的生态条件下的反应及群体的变化来实

现，这种检测方法能够比较直观的反应抗虫棉的抗

虫性。 有关研究报道称，Ｂｔ 基因抗虫棉在不同的生

育时期对棉铃虫的杀虫效果有明显变化，其抗虫性

有随棉株的生长发育而呈现降低的趋势［２２⁃２４］。 本

试验中也可以看出，Ｔ２植株的抗虫性，随着植株的生

长出现降低的趋势，与前人研究相符。 其原因可能

由于棉株本身的生长发育特性引起的，由于后期生

长中心的转移，叶片中的 Ｂｔ 杀虫蛋白含量下降，抗
虫性也逐渐降低。
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