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!"毒蛋白在转基因抗虫玉米中的表达
及在亚洲玉米螟中的转移积累!
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摘# 要# 以两个转 !"基因抗虫玉米品系 ’%()"(&*、’%()"+(& 和对照玉米品种苏玉 !* 为材
料，采用室内生物测定法研究它们对亚洲玉米螟的抗性，并采用酶联免疫技术（,-./0）检测
这两个转基因玉米品系不同组织中 !"毒蛋白的表达量及亚洲玉米螟 ( 龄与 $ 龄幼虫取食转
基因玉米后体内和粪便中的 !"毒蛋白含量1结果表明：转 !"基因抗虫玉米心叶对玉米螟幼虫
的毒性较强，初孵幼虫取食 * 2后的存活率不到 (3，( 龄幼虫取食 * 2后的存活率小于 +%3，
抗虫玉米雌穗的毒性小于心叶1两个转 !"基因玉米心叶和雌穗中均表达了一定量的 !" 毒蛋
白，但心叶中的毒蛋白含量高于雌穗；!" 毒蛋白表达量依次为 ’%()"+(& 心叶（(&4 * !5·5 6!

78）9 ’%()"(&* 心叶（"*4 ! !5·5 6! 78）9 ’%()"(&* 雌穗（!+4 % !5·5 6! 78）9 ’%()"+(&
雌穗（!:4 * !5·5 6! 78）1取食转基因玉米心叶或雌穗后，( 龄幼虫体内的 !"毒蛋白含量显著
高于 $ 龄幼虫；同龄幼虫取食心叶后其体内及粪便中 !" 毒蛋白含量均显著高于取食雌穗的
个体1其中，取食 ’%()"+(& 心叶的 $ 龄幼虫粪便中的 !" 毒蛋白含量最高，达 !%4 : !5·5 6!

78；取食其雌穗的 ( 龄幼虫粪便中的 !"毒蛋白含量最低，仅 "4 + !5·5 6! 781
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E E 玉米是世界三大禾谷类作物之一，在农业生产
中占有极其重要的地位，而玉米螟一直是玉米等旱

粮作物的主要害虫，在生产中造成的损失巨大A利用
基因工程技术培育抗螟品种（系）已成为控制玉米

螟发生危害的一种重要手段［+ / =］，因此转 !"抗虫基
因玉米受到广泛青睐，美国及欧洲部分国家已形成

一定的产业规模，我国对转基因玉米的研究与推广

也取得了一些进展A中国农业大学、中国农业科学院
生物技术研究所等单位已成功培育出转 !" 基因玉
米，且中国农业大学选育的转 !"基因玉米已获准在
河北和东北等地进行田间试验［;］A 然而转基因抗虫
作物大面积种植后引起的生态环境安全等问题也引

起了人们的广泛关注［. / F］A 自从我国政府允许美国
1GHF+, 转 !" 抗虫基因玉米及国内自主研制的一
些转基因抗虫玉米材料可以进行中间试验与环境释

放后，科研工作者已做了一些安全性评价工

作［? / +=］，但有关 !" 杀虫蛋白在转 !" 基因玉米中的
表达以及在靶标害虫亚洲玉米螟（#$"%&’&( )*%’(+(-
,&$）（以下简称玉米螟）体内和其粪便中的转移积累
的系统研究鲜见报道A 为此，本文以两个转 !" 基因
抗虫玉米品系 :,;<=;?I 和 :,;<=>;? 为材料，以“苏
玉 +I”为对照，利用室内生物测定方法检测了其对
玉米螟的杀虫效果，同时采用酶联免疫技术检测了

这两个转 !"基因玉米不同器官中毒蛋白的表达量、
玉米螟不同虫龄获取 !" 毒蛋白的能力及其粪便中
毒蛋白的含量，以期明确 !" 毒蛋白在玉米植株、虫
体与粪便中的含量变化及转移积累，为转 !"抗虫基
因玉米的风险评估提供参考依据A

)* 材料与方法

)+ )* 供试玉米品系
转 !" 基因玉米品系 :,;<=;?I 和 :,;<=>;? 均

为转 +%.+J% 杀虫蛋白基因的 !" 玉米，由中国农业
大学提供，对照玉米“苏玉 +I”由扬州大学玉米育种
组提供A ; 个品种（系）均于 =,,I 年 . 月中旬播种于
扬州大学农牧场试验田内，为方便田间操作，按宽窄

行点播，宽行行距 F, #@，窄行行距 4, #@，株距 ;>
#@，小区面积 .,, @=，常规管理，整个生育期不使用

任何化学农药A

)+ ,* 供试虫源
供试玉米螟为本研究室上一年采自常规玉米田

的越冬虫源A翌年成虫羽化、产卵、幼虫孵化后以人
工饲料［+;］在实验室条件下饲养 + K = 代后备用A
)+ -* 转 !"基因玉米对玉米螟幼虫的毒杀效果试验
采用室内生物测定方法［+.］A 在玉米心叶期（播

种后 .4 K 4, 8，下同）抽取未展开的幼嫩心叶，在灌
浆期（雌穗吐丝后 4 K +, 8，下同）掰下已具雏形的
雌穗，带回室内作为供试材料，分别饲养玉米螟初孵

幼虫、; 龄幼虫A将各品种（系）玉米心叶洗净晾干，
取 4 #@左右为一段，基部用湿润脱脂棉保湿，置于
罐头瓶中，接初孵或 ; 龄幼虫 +, 头，瓶口用铜质纱
网封严，= 8检查 + 次幼虫存活情况并更换食料，持
续饲养 I K F 8；将各品种（系）玉米穗轴切成 ; K 4
@@厚的薄片，每瓶投 F K +, 片，同时接初孵或 ; 龄
幼虫 +, 头，用湿润脱脂棉球保湿，其余同心叶处理A
试验均重复 . 次A
)+ .* 玉米样品的采集与处理
参照张桂芬等［+4］的方法：分别于玉米心叶期和

灌浆期，采用棋盘式 =, 点随机取样，每点 + 株A心叶
期取幼嫩心叶单个分装，带回室内在 / ;, L条件下
保存，灌浆期掰下已具雏形的雌穗以同样方法保存A
测定时分别取各品系不同组织 +- , (，加 = @6 样品
提取缓冲液，用少量石英砂及聚乙烯吡咯烷酮

（MNM）在 . L下研磨匀浆，匀浆液转入 +, @6 离心
管后，再用 ; @6提取缓冲液冲洗研钵 ; K . 次，一并
移入离心管，摇匀后于 . L 过夜；在 +=,,, 3·
@&’ /+、. L下离心 +, @&’，取上清液用于 !" 毒蛋白
含量的测定［+I］A测定重复 +, 次A
)+ /* 玉米螟幼虫及其粪便的收集与处理
在玉米心叶期和灌浆期，于培养皿（直径 ? #@）

中单头饲养刚蜕皮的 ; 和 4 龄玉米螟幼虫，不同虫
龄分别饲养 ;, 头，方法同上A .F * 后分别称其鲜质
量，然后放入 = @6离心管中，于 / ;, L保存备用；同
时单头收集幼虫粪便，称其鲜质量，然后放入 +, @6
离心管中，于 / ;, L保存A测定毒蛋白含量时，将单
头幼虫放入预冷玻璃匀浆器中，加 = @6 提取缓冲
液，. L研磨匀浆；然后转入 = @6 离心管中，. L过
夜，离心 +, @&’（+=,,, 3·@&’ /+ . L），取上清液用
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于 !"毒蛋白含量的测定!各处理粪便在 "# $% 离心
管中加 & $%提取缓冲液，’ (浸提、离心、检测［")］!
!" #$ !"毒蛋白含量的测定

!"（!#$%&&’( ")’*%+,%-+(%(）单克隆抗体由中国农
业大学化学控制中心提供! 测定程序参照王保民
等［"*］的方法："）包被：取 "# $+·$% ,"的标样 "##
!%，用样品提取缓冲液稀释 "### 倍作为起始浓度，
然后依次 - 倍稀释成 "" 个梯度（"#. -’、&. "-、-. &*、
". -/、#. *’、#. 0-、#. "*、#. #/、#. #’、#. #-、#. #" 1+·
$% ,"），每孔 "## !%，每板上 - 条标准曲线，同一样品
匀浆液重复 0 次取样! 然后将酶标板放入保湿盒
（带盖瓷盘，内铺饱和湿润纱布），于 0) (包被 0 2；
-）洗板：将包被好的酶联板取出，甩掉包被液，每孔
加入 "&# !% 洗涤液，放置 " $31，再甩掉洗涤液，重
复洗涤 ’ 次，将板内残留洗涤液在吸水纸上甩干；
0）加毒蛋白抗体：将抗体用抗体稀释液按 "4 &## 稀
释，每孔加入 "## !%，放入湿盒，0) (下温育 0#
$31；’）洗板：同（-）；&）加二抗标记酶：将二抗标记
酶用二抗稀释液按 "4 "### 稀释，每孔加入 "## !%，
放入湿盒，0) (下温育 0# $31；*）洗板：同（-），洗涤
& 次；)）加底物显色：称取 -# 5 0# $+ 邻苯二胺
（678）溶于 "# $% 底物缓冲液中，完全溶解后，加
’ !% 0#9的 :-6- 混匀，每孔加入 "## !%，放入湿
盒，在 0) (下反应 "& 5 -# $31，每孔加入 &# !% -
$;%· < ," 的硫酸终止；/）在酶标仪（ =>6?@AB，
A<C/## 1D）上于 ’E# 1$下测定各孔的 68值；E）计
算样品含量，将结果换算成每克鲜质量含有的 !"毒
蛋白含量!
缓冲液的制备："）样品提取缓冲液：FG-H60

". 00 +，8@@ #. "E +，FGH% ". ’* +，IJ #. & +，以蒸馏
水定容至 -&# $%；-）抗体 K二抗稀释缓冲液：
FG-:76’·"-:-6 -. E* +，FGH% /. # +，B:-76’ #. -
+，白明胶 ". # +，@LMM1?-# " $%，以蒸馏水定容至

"### $%；0）底物缓冲液：H*:/6)·:-6（柠檬酸）
&. "# +，FG-:76’·"-:-6 "/. ’0 +，@LMM1?-# " $%，
加蒸馏水 "### $%；’）洗涤液：FG-:76’·"-:-6
-. E* +，FGH% /. # +，B:-76’ #. - +，@LMM1?-# " $%，
加蒸馏水 "### $%；&）终止液：:-N6’ - $;%·< ," !
!" %$ 数据处理
采用 ACJM% -##0 软件进行数据处理，用 87N

0. #" 软件对数据进行方差分析，并运用 <N8 法进行
多重比较［"/］!

&$ 结果与分析

&" !$ 转 !"基因抗虫玉米对玉米螟存活率的影响
由表 "可知，转 !"基因抗虫玉米品系 O#0?-)0E、

O#0?-0E*心叶对玉米螟初孵幼虫（<"）和 0 龄幼虫
（<0）均表现出较强的抗性，两者与对照（苏玉 "*）差
异均达到极显著水平（. P #. #"），但 0 龄幼虫的存活
率高于初孵幼虫!雌穗对玉米螟幼虫的抗性不及心
叶，同时饲喂 * Q，取食两品系心叶的初孵幼虫存活率
接近 #，而取食雌穗的存活率分别为 /*. )9 和
/#. #9，雌穗对玉米螟 0龄幼虫的抗性更低!
&" &$ !"毒蛋白在转基因玉米中的表达
在两个转基因玉米品系的心叶和雌穗中都检测

到了 !"毒蛋白，且心叶中的毒蛋白含量明显高于雌
穗中（表 -）! 其中，O#0?-)0E 心叶和雌穗中的毒蛋
白含量差异极显著（. P #. #"）；O#0?-0E* 心叶和雌
穗中的毒蛋白含量差异也达到显著水平（ . P
#. #&）!对照苏玉 "* 心叶和雌穗中均没有检测到 !"
毒蛋白!统计检验还表明 O#0?-)0E 心叶中 !" 毒蛋
白表达量显著高于 O#0?-0E*（. P #. #&），而两品系
雌穗间毒蛋白的表达量差异不显著（. R #. #&）!
&" ’$ !"毒蛋白在玉米螟 0龄与 &龄幼虫体内的积累
不同虫龄的玉米螟取食玉米不同器官后体内毒

蛋白含量的测定结果见表0! 无论是取食转基因玉

表 !$ 玉米螟取食不同玉米品种（系）心叶和雌穗后的幼虫存活率
()*+ !$ ,-./0/)1 .)234 56 1)./)3 56 !"#$%&%’ ()$&’*’+%" 637 8029 :3;2.)1 13)6 );7 63<)13 3). 56 70663.3;2 :5.; :-120/).4（=）

玉米品种（系）
H;S1 JT%U3DGS

虫 龄
>1VUGS

心 叶 HM1USG% %MGDM
- Q ’ Q * Q

雌 穗 WM$G%M MGS
- Q * Q / Q

苏玉 "* <" /). &GX )#. #GX *). #GX E-. &GX E#. #GX /-. &GX
NTYT "*（HB） <0 E&. #GX E&. #GX /-. &GX E). &GX E-. &GX /). &GX
O#0?-)0E <" -). &JH ). &Z= 0. #Z= E&. #GX /*. )GX /#. #GX

<0 /#. &Z= /#. #Z= *). &Z= E&. #GX E-. &GX )-. &ZX
O#0?-0E* <" &). &Z= ). &Z= #. #Z= E#. 0GX /#. #ZX )&. #ZX

<0 /#. &Z= )&. #Z= 0&. #JH E&. &GX E-. &GX )&. #ZX

<"：初孵幼虫 FM;1GUM；<0：0 龄幼虫 @2M 0SQ 31VUGS! 同列数据后同龄幼虫间不同小、大写字母分别表示在 #. #& 和 #. #" 水平差异显著 IG%TMV [;%?
%;LMQ L3U2 Q3[[MSM1U V$G%% G1Q JG\3UG% %MUUMSV 31 U2M VG$M J;%T$1 L3U2 U2M VG$M %GSDGM $MG1U V3+13[3JG1U Q3[[MSM1JM GU #. #& G1Q #. #" %MDM%V，SMV\MJU3DM%Y!
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表 !" 转 !"抗虫基因玉米不同器官中 !"毒蛋白含量
#$%& !" !" ’()*+ ,-(’.*/ +(/’./’ */ 0*11.-./’ ’*223.2 (1 !" */4
2.+’4-.2*2’$/’ ’-$/25./*+ +(-/2（!5·5 67 89）

器 官
!"##$%

玉米品种（系）&’() *$+,"-.(
/0123145 /0123614 苏玉 75

8$9$ 75（&:）
心叶 &%),(.+ +%.-% 35; 7 < 3; 7.= 14; 5 < >; 5.= 0
雌穗 ?%@.+% %.( 76; 0 < 7; >A= 7>; 5 < B; 7AC 0

同列数据不同小、大写字母分别表示在 0; 0B 和 0; 07 水平差异显著
D.+$%# E’++’F%G F",H G"EE%(%), #@.++ .)G *.I",.+ +%,,%(# ") ,H% #.@% *’+$@)
@%.), #"J)"E"*.), G"EE%(%)*% ., 0; 0B .)G 0; 07 +%-%+#，(%#I%*,"-%+9K 下同
!H% #.@% A%+’FK

米的不同品系还是取食同一品系的不同器官，1 龄
（L1）幼虫体内的毒蛋白含量均显著高于 B 龄（LB）
幼虫；同一虫龄取食同一品系的不同器官，均表现为

取食心叶的幼虫体内毒蛋白含量高于取食雌穗的幼

虫；幼虫取食不同品系的同一器官，其体内的毒蛋白

含量在品系间没有显著差异（! M 0; 0B）K 取食对照
苏玉 75 的幼虫体内没有检测到毒蛋白K
!: ;" 玉米螟幼虫粪便中 "#毒蛋白含量
取食转 "#基因玉米的 1 和 B 龄幼虫粪便中均

检测到 "#毒蛋白；取食玉米心叶的幼虫粪便中毒蛋
白含量显著高于取食雌穗的幼虫（! N 0; 0B）K 无论
是取食不同玉米品系的相同器官还是不同器官，均

表现为 B 龄幼虫粪便中的毒蛋白含量高于 1 龄幼
虫，但差异不显著（! M 0; 0B）K取食常规对照苏玉 75
的各龄幼虫粪便中没有检测到毒蛋白（表 1）K

表 <" 玉米螟取食转 !"抗虫基因玉米后幼虫体内和粪便中的 !"毒蛋白含量
#$%& <" !" ’()*+ ,-(’.*/ +(/’./’ */ ’=. %(0> $/0 1.+.2 (1 ?$-@$. 1.0 A*’= !" */2.+’4-.2*2’$/’ ’-$/25./*+ +(-/2（!5·5 67 89）

玉米品种（系）
&’() *$+,"-.(

虫 龄
O)#,.(

虫体 C’G9
心 叶

&%),(.+ +%.-%
雌 穗

?%@.+% %.(

粪便 ?%*%#
心 叶

&%),(.+ +%.-%
雌 穗

?%@.+% %.(
苏玉 75 8$9$ 75（&:） L1 0 0 0 0

LB 0 0 0 0
/0123145 L1 77; > < 3; 4.= 5; 0 < 0; P.= P; 6 < 7; P. 1; 3 < 7; 5.

LB 5; 5 < 0; 7A= 7; > < 0; 3A= 70; 1 < 3; 3. 5; 1 < 7; 3.
/0123614 L1 73; 1 < 3; P.= B; 7 < 3; 3.= 4; P < 1; B. 3; 6 < 7; 0.

LB 6; 3 < 0; 3AC 7; 7 < 0; BA= 70; > < 0; 5. >; 5 < 0; 6.

LB：B 龄幼虫 !H% B,H ")#,.(K

<" 讨" " 论

室内生物测定结果表明，转 "# 基因玉米品系
/0123145 和 /0123614 的心叶对玉米螟初孵幼虫和
1 龄幼虫的毒性相当明显；雌穗的毒性不及心叶，尤
其是对 1 龄幼虫的毒性较低K 说明玉米生长前期的
毒性高于后期，对玉米螟低龄幼虫的毒性高于高龄

幼虫K酶联免疫检测结果显示，两品系转 "# 基因玉
米的心叶和雌穗中均表达了一定量的 "#杀虫蛋白，
且心叶中毒蛋白的表达量高于雌穗K这两个转 "#基
因玉米品系不同器官对玉米螟的毒性与玉米不同器

官中的毒蛋白含量相吻合，这一检测结果与王冬妍

等［4］研究结果相一致K 因此，生产上必须重视玉米
螟在转 "#基因玉米生长中后期发生的危害，以确保
玉米高产K
本研究表明，玉米螟幼虫体内及其粪便中的 "#

毒蛋白含量变化趋势与其玉米植株不同器官中毒蛋

白含量的变化趋势相一致，即转基因玉米心叶组织

中的 "#毒蛋白含量较高，幼虫取食后其体内及粪便
中的 "#毒蛋白含量也较高K 张桂芬等［7B］对田间采
集的棉铃虫（$%&’()*%+,- -+.’/%+-）幼虫进行了毒蛋

白检测，发现从 "#毒蛋白表达量较高的新棉 11C上
采集的棉铃虫，其体内 "#毒蛋白的含量反而低于采
自 "#毒蛋白表达量较低的 /:73K这可能与棉铃虫
在棉花不同器官间频繁转移的取食特点有关K 本研
究结果是以田间采摘的玉米新鲜器官室内饲养玉米

螟而得，因此避免了田间采集幼虫的不确定因素K另
外，本研究着重阐述取食同一品系不同器官后玉米

螟各虫龄体内及其粪便中毒蛋白含量的差异，由于

试验仅摘取了心叶（营养生长期）和雌穗（生殖生长

期）两种器官，未就两个转基因抗虫玉米品系全生

育期的抗性情况进行系统比较，这有待于进一步研

究K同时，玉米螟 1 龄幼虫体内毒蛋白含量较 B 龄幼
虫高，这是否与不同虫龄幼虫的生理代谢及体内解

毒酶系种类、活性有关，尚待进一步分析K
本研究检测了转基因玉米植株、取食转基因玉

米材料的玉米螟幼虫及其粪便中的 "#毒蛋白含量，
具有一定的系统性K C%().+ 等［74］研究发现，亚热带
蛀茎螟蛾（0)+%1.- &)2#’3’）取食转 "# 基因玉米组织
后对其幼虫寄生性天敌（ !-+-&&)+4)/-5 ,6+-&),4-7
/15）的发育速率与雌成虫寿命均产生了一定的影
响K本研究结果是否对玉米螟的寄生或捕食性天敌
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以及其他非靶标生物产生影响还有待于进一步研

究!在有关转基因玉米的生态安全性评价中，基因漂
（飘）移是研究的热点之一! 前人研究指出，!" 基因
能通过转基因玉米的花粉大量传送而发生转移［""］，

也能通过转基因玉米的花粉飘落等多种形式进入土

壤［#$ % #"］，同时转基因玉米会使玉米本身及其近缘种

带来杂草化风险等［##］!本研究发现，!" 毒蛋白可以
通过玉米螟的粪便向外排泄，这是否也会造成 !"基
因的漂（飘）移，甚至导致基因污染，都有待进一步

研究!
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