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转雪花莲外源凝集素基因烟草对桃蚜的抑制作用
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摘 要 将编码雪花莲外源凝集素成熟蛋白的./01201’-和其前体蛋白./01201#,
插入到二元载体3456,#!的双倍增强子%789#:&启动子或二元载体34.;3’的%;<89启
动子下游，分别构建成植物表达载体34267’-、34267#,、34%267’-和34%267#,。土壤农杆
菌介导的转化再生植株的=%>和&;?@ABC6DE;@分析表明，201基因已整合到烟草/01中。

FBG@BC6DE;@分析发现34267#,和34%267#,的转基因植株能有效地表达外源201，表达量
约占可溶性总蛋白的+H+!I!+H’:I，并且前体蛋白基因编码的蛋白在植物体内进行了正
确的加工；而34267’-和34%267’-的植株几乎检测不到外源201的表达。有效表达外源

201的34267#,和34%267#,的转基因植株具有较强的抗蚜活性，平均能够抑制桃蚜
（!"#$%&’(%)*+’）,:I!"+I蚜口密度，有的高达(+I以上。在转基因烟草中含双倍增强子
的%789#:&启动子与韧皮部特异表达的%;<89启动子介导201基因表达具有相似的强
度，但它们的抗蚜活性存在差异。
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蚜虫是世界性危害最严重的农业害虫之一。蚜虫引起植物营养恶化，产量下降，生长

畸形。蚜虫的蜜露覆盖植物表面，影响植物光合作用和呼吸作用，并导致霉菌孳生。更为

严重的是，蚜虫是植物病毒传播的介体。在植物病毒传播介体中，蚜虫位居昆虫介体第一

位，-"个植物病毒中有’#个为蚜虫传播［’］，农业生产上极其重要的病毒，大多为蚜虫传
播。

抗虫基因工程为抗虫育种提供了一种新的途径。在抗虫基因工程中，目前较常用的

外源基因有苏云金杆菌毒蛋白基因、植物蛋白酶抑制剂基因、"*淀粉酶抑制剂基因和植物
外源凝集素（KB.@56）基因等。KB.@56为一类具有至少一个能可逆结合特异单糖或寡聚糖
的植物蛋白［-］。其中雪花莲外源凝集素（,+-+./0$%.)1+-)%7LLE?@5656，201）在体外或转
基因植物的抗虫试验中，已证实对某些咀嚼式和刺吸式昆虫均有抗性，如烟草夜蛾、豇豆

象、飞虱、叶蝉和蚜虫［#］，但对高等动物没有毒性［,］。M5ENBC等［:］利用%789#:&启动子
和201基因的嵌合基因转化烟草，获得的转基因烟草在整株抗虫试验中，转基因植物能
抑制蚜虫虫口密度约:+I，并且蚜虫的大小、体重和繁殖率明显下降。
我们运用自己克隆的201成熟蛋白基因和前体蛋白基因片段（包含:O*信号序列、成

熟蛋白序列和#O*末端序列）［"］，利用组成型表达的带双倍增强子的%789#:&启动子和
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韧皮部特异表达的!"#$%启动子，分别构建植物中间表达载体，通过土壤农杆菌转化烟
草，对转基因植株进行了抗蚜试验及分子检测。本文报道这些实验的主要结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：用于构建外源基因植物表达载体的中间载体质粒&’()*+,［-］和&’.
/"&0为本实验室构建。含!"#$%启动子的质粒&!"1’23+45由明尼苏达大学678791.
:;<=:>(教授惠赠。大肠杆菌（!"#$%&’#$’(#)*’）?@A!和根瘤农杆菌（+,&)-(#.%&’/0./0%1
2(#’%3"）B’C**4*由本实验室保存。

!"!"# 植物：*"A叶期的无菌培养烟草（4’#).’(3(.(-(#/0）D+5E，是转化实验的外植
体来源。

!"!"$ 测试昆虫：将采自本所温室油菜上的桃蚜（567/"8%&"’#(%），转接到非转基因的
健康烟草上，在55"+4F，相对湿度为-AG左右的条件下繁殖。

!"!"% 生化试剂：所有限制酶和各种?6C修饰酶为’"<HI()J<I$2))H<(3和KI"3<J2
公司产品；同位素!.+5K.L!MK为686公司产品；雪花莲外源凝集素购自N(J32公司；雪
花莲外源凝集素兔抗血清由中科院遗传所实验动物中心协助制备；碱性磷酸酯酶标记的

羊抗兔抗体购自’OB公司。其它试剂购自N(J32公司或国内有关厂家。

!"!"& K!O引物：P6C成熟蛋白基因片段的引物K0、K5［E］引物由华美生物工程公司合
成。

!"# 方法

!"#"! 中间载体的构建及其向农杆菌的转移：二元载体&’()*+,前文已有报道［-］。用

@()L#酶解&’()*+,，经D1<)"=?6C聚合酶补平后，再用’23@Q酶解，分离载体大片段
与用N21Q酶解，D1<)"=?6C聚合酶补平，然后’23@Q酶解&!"1’23+45产生的!"#$%
启动子片段（0>R）连接后得二元载体&’/"&0。用’23@Q和SH"Q双酶切将&P)205和

&P)2+*［E］中的P6C05、P6C+*基因片段切出后，分别插入到经’23@Q和N21Q双酶切的

&’()*+,和&’/"&0中，即得到P6C基因的中间载体&’P)205、&’P)2+*、&’!P)205和

&’!P)2+*。中间表达载体向农杆菌B’C**4*的直接转化参见文献［,］。

!"#"# 烟草外植体的转化及再生：按文献［,］进行。

!"#"$ 转化再生植株的K!O分析：转基因烟草叶片总?6C的提取按文献［,］的方法。
用K0、K5引物按M2T?6C聚合酶厂家提供的方法进行K!O反应，取反应混合物04$1在

0GCJ2I":<胶上电泳检查反应产物大小。

!"#"% 转基因烟草的N"UVH<I)R1"V分析：按文献［,］提取烟草总?6C。取54$J?6C，
用’23@Q彻底酶解后，在4W,GCJ2I":<上电泳，将胶上的?6C真空转移到X<V2.KI"R<
膜上。按KH2I32/(2公司?6C标记盒（O<2LY.M".P"M$）提供的方法用+5K.L.!MK标记

P6C05基因片段，按“分子克隆”所述方法进行杂交［Z］。

!"#"& 转基因烟草的[<:V<I)R1"V分析：选取K!O阳性的转基因植株的第二或第三层
幼嫩叶片，按文献［04］的方法进行[<:V<I)R1"V分析。一抗为兔抗P6C抗血清，二抗为
碱性磷酸酯酶标记的羊抗兔抗体。用KH2I32/(2公司的Q32J<$2:V<I软件和NH2I&
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!"##$扫描仪对%&’(&)*+,-(的结果进行扫描和定量分析。

!"#"$ 转基因烟草的抗蚜试验：用小毛笔将.头一龄桃蚜（!"#$%&’()$）接种到.!/$
叶龄的转基因烟草和非转基因烟草植株的中层叶片上，隔日记录每株烟草上蚜虫的数量，

直至第/0天。抗蚜试验重复一次。

# 结果与讨论

#"! 植物表达载体的构建及烟草的转化
载体123*4#.为含有双倍增强子的5678#9:（;#9:）启动子以及<78“"”片段翻

译增强子的双元表达载体，它介导外源基因的组成型表达［=］。>?@#4和>?@/0基因片
段插入到123*4#.分别获得12>*6#4和12>*6/0植物中间表达载体（见图/@）。
如本文/A0A/中所述，12B-1/是用5-C78/$#.+1全长启动子取代123*4#.的#9:

启动子后构建而成的植物表达载体，它介导外源基因在烟草韧皮部特异表达。>?@#4和

>?@/0基因片段插入12B-1/分别获得125>*6#4和125>*6/0植物中间表达载体（见图

/2）。

图/ >?@基因表达载体的结构

D3EF/ :()GB(G)&-H&I1)&’’3-*J&B(-)’H-)61K3LM)&’3’(6*(E&*&
@F23*6)NJ&B(-)123*4#.6*L&I1)&’’3-*J&B(-)’12>*6/06*L12>*6#4H-)>?@E&*&

2F23*6)NJ&B(-)12B-1/6*L&I1)&’’3-*J&B(-)’125>*6/06*L125>*6#4H-)>?@E&*&

以上表达载体按材料和方法部分所述转化土壤农杆菌O2@44$4后用于植物的转化。
土壤农杆菌<3质粒介导的植物遗传转化是以烟草无菌苗外植体叶片作为转化受体，

用分别含有12>*6/0、12>*6#4、125>*6/0和125>*6#4质粒的农杆菌侵染，在含#$$#E／

P,卡那霉素和9$$#E／P,羧苄青霉素的7:培养基上选择不定芽，共获得0Q株转化再生
的植株。
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!"! 转化再生植株的#$%检测
多聚酶链式反应（!"#）方法可以快速地测定外源基因在转化再生植株中的整合。用

!$和!%引物对所有转化再生植株进行!"#检测，结果均扩增得到一条约&’()*的+,-
片段，阳性率为$((.。图%结果初步表明外源基因已整合到植物+,-中。

图% 转化再生植株的!"#分析

/012% !"#3435670789:;3471<40=
:8)3==8*534:7

>34<-2+,-$?)53@@<;；534<A2484:;347B

98;C<@:8)3==8=84:;85；534<7"、+、D、/、E、F

34@ G，?343C6=04 ;<707:34:，;<1<4<;3:<@

:8)3==8*534:7

!"& 转基因烟草的’()*+,-./0(*检测
在!"#检测的基础上，为了进一步确定!"#

阳性植株的性质，对总+,-经A3CFG完全酶解后
进行H8I:J<;4)58:分析，同时设立A3CFG和KJ8G
双酶切*E43&L的阳性对照，及非转基因植株的阴性
对照。在我们所构建的四个中间载体的E,-基因
前有A3CFG单一切点，所以由A3CFG酶解产物与

E,-基因探针杂交后在杂交膜上形成的条带数将
反映外源基因的拷贝数。H8I:J<;4)58:结果（见图

&）表明所检测的L株植株有$个或%个特异的杂交
带，非转基因对照植株没有杂交带，阳性对照（泳道

/）在预期的LM()*位置有一杂交带，进一步证明这

L个植株均有E,-外源基因插入，其插入拷贝数为

$个（"、+、D）或%个（A）。

!"1 转基因烟草的2,3*,-./0(*检测
对!"#检测阳性的%N株植株均进行了 O<7:B

<;4)58:分析。图L为其中L个植株的O<7:<;4)58:
分析结果，尽管在高分子量处（凝胶顶部）有较强的非特异性的免疫反应带出现，但与非转

基因对照（泳道E）相比，转基因植株（泳道-，A，"，+，D）在天然E,-（泳道F）蛋白相同
的位置都有一个特异的免疫反应带，这些结果表明转基因植株可表达分子量与E,-相
当而且可与E,-抗血清起特异免疫反应的蛋白质。

P<@)<;;6等［$$］比较了"3PQ&’H启动子和"8RPQ启动子介导ESH基因在转基因
烟草叶片中的强度，认为这两个启动子的强度相似。另外，已有证据表明含双倍增强子的

&’H启动子的强度是"3PQ&’H启动子的$(倍左右［$%］。所以，在转基因烟草中含双增
强子的&’H启动子比"8RPQ启动子的强度似乎应该高$(倍，但从我们的实验结果看，
并未达到这个水平。根据对O<7:<;4)58:产生的免疫反应带及标准E,-产生的免疫反
应带进行扫描后计算的各类转基因植株中E,-的表达量见表$所示。在 O<7:<;4)58:
阳性的T株*AE43&L和L株*A"E43&L的转基因植株中，其外源基因的植物表达框架相
同，仅启动子不同，前者为双倍增强子的&’H启动子，后者为"8RPQ启动子，它们的外源
蛋白表达量均占总蛋白的(U(M.!(U$’.，这似乎说明这两种启动子介导E,-在烟草
中的表达强度相近。这一结果与P<@)<;;6报道的有所不同，其原因有待进一步研究。

E,-&L和E,-$%在转基因烟草中的表达量也存在差异。在双倍增强子的&’H启动
子或"8RPQ启动子的控制下，以E,-&L转化的$&株植株中，$(株较好地表达了外源
蛋白（表$）。从O<7:<;4)58:显示的分子量来看（图L），转基因植株产生的E,-与天然
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图! 转基因烟草的"#$%&’()分析

*+,-! "#$%&’()./#%0)0/12+2#3%(0)2,’)+4%#.044#
5/0)%2

6’)#7+489:;’(’<+,’2%’<;+%&=07>?0)<2#$%&’()

./#%%+),0)<&1.(+<+@0%+#);’(’<#)’02<’24(+.’<+)70%’A

(+0/0)<7’%&#<-

B0)’:-)#)%(0)23#(7’<4#)%(#/；=、C、80)<D-5=6)0!E

0)<5=C6)0!E%(0)23#(7’<5/0)%2!F，!GE0)<!!G，!

!E(’25’4%+H’/1-

*-I/027+<56)0!E<+,’2%’<;+%&=07>?JK&#?

图E 转基因烟草的L’2%’()分析

*+,-E L’2%’()./#%0)0/12+2#3%(0)2,’)+4%#A
.044#5/0)%2

:0)<=-5=6)0!E%(0)23#(7’<5/0)%2!F，GE；C、8

0)<D-5=C6)0!E%(0)23#(7’<5/0)%2!!G，!!，!E；*-

5=C6)0MG%(0)23#(7’<5/0)%!!N；6-)#)%(0)23#(7’<

4#)%(#/5/0)%-O’)",%#%0/2#/$./’5(#%’+)／/0)’;02

/#0<’<->-69:4#)%(#/（EP),）

成熟69:的分子量一致，表明前体蛋白的9
端信号肽及C端延伸部分已被切除，所以外
源蛋白在烟草体内已得到正确加工。

69:MG转化的植株中，仅有M株植株能检测到少量外源蛋白表达（图E，泳道*），表达量
约占总蛋白的PQPGR（见表M）。这表明69:基因在转基因烟草中的稳定表达很可能需
要其前导序列及!SA末端序列的存在，这是一个值得探索的基因表达调控问题。

表! "#$在转基因烟草植株中的表达量

%&’()! *+,-)../01()2)(03"#$/14-&1.5)1/640’&660,(&14.

6’)’4#)2%($4% 9#-#35/0)%2 9#-#35/0)%2;+%&5#2+%+H’(’04%- I’(4’)%0,’#369:+)%#%0/5(#%’+)2

5=C6)0!E E E P-PF#P-MT

5=6)0!E U N P-PU#P-ME

5=C6)0MG F M #P-PG

5=6)0MG F P 98

98：)#%<’%’4%’<

789 转基因烟草对蚜虫生长的抑制作用
在转基因植株的蚜虫试验中，我们观察到虽然新生蚜虫被接种到中层叶片上，但经过

一段时间后，蚜虫逐渐向上层叶片迁移，最后几乎都集中到最上面三层叶片上。因此为了

更精确地反映蚜口密度与69:表达量的关系，我们在进行L’2%’()./#%分析时，选择的
是上层叶片。

5=C6)0!E、5=6)0!E、5=6)0MG和5=C6)0MG转基因植株的抗蚜试验结果（图T）表
明，5=6)0!E和5=C6)0!E的植株对蚜口密度有明显的抑制作用，能抑制蚜口密度约
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!"#!$%#，有几株具有强烈的抗蚜活性，最高的能抑制蚜口密度达&%#以上。’()*+,-
和’(.)*+,-的植株对蚜口生长的抑制程度较弱，约,-#!-%#。)/0表达水平较高的
植株的抗蚜效果优于表达水平低或没有表达的转基因植株，说明)/0的表达量与其对
蚜虫的抗性呈正相关。’()*+,-和’(.)*+,-的植株抑制蚜口密度较低的原因，可能是
它们的蛋白表达水平太低。

图" 转基因烟草对蚜口密度增长的抑制作用

1234" 5*6272829*:;;:<89;8=+*>3:*2<897+<<9’?+*8>9*86:
’9’@?+829*A:B:?9’C:*89;!"#$%&’()$

D6:’9’@?+829*A+8+E:=:86:+B:=+3:;=9C8E9>:’+=+8::F’:=2C:*8>4

G2368，:2368，>2F，;9@=+*A;2B:’?+*8>E:=:@>:A;9=’()*+,-，’(.)*+,-，

’()*+H!，’(.)*+H!+*A*9*8=+*>3:*2<’?+*8>=:’:<82B:?I4

J=A2*+8:：+’62A’9’@?+829*；07><2>>+：82C:（A+I>K454）K454：’9>82*9<@?+L

829*

,4.9*8=9?；-4’()*+,-；H4’(.)*+,-；!4’()*+H!；"4’(.)*+H!4

由图"可知，’(.)*+H!比’()*+H!的转基因植株能更好地抑制蚜口密度，前者为

$%#，后者为!"#。蚜虫是刺吸式昆虫，主要吸食植物韧皮部汁液，因此在蚜虫主要取食
部位（即韧皮部）表达)/0能更好地抑制蚜虫生长。含双倍增强子的.+MNH"O启动子
和.9PMN启动子介导)/0H!基因在烟草中表达的强度相似，但由于.9PMN启动子介
导外源基因在烟草韧皮部表达，)/0在韧皮部的表达量会更高。利用.9PMN启动子驱
动)/0H!基因获得的转基因烟草，能更好地抑制蚜口密度。
我们正在对这些转基因植株进行子代遗传分析及纯合系的选择，以进一步确定其抗

蚜特性及稳定性。

Q, 生 物 工 程 学 报 ,!卷
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