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转双价抗蛀干害虫基因杨树的获得及其抗虫性鉴定
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Abstract: Transgenic poplar ( Populus alba  P. glandulosa cv! 84k∀ ) plants with the coleopterous insect resistant genes

( BtCry3A and OC I )were obtained. The transgenic nature of these plants was confirmed by PCR amplification and dot hybridiza

tion. The transgenic poplar∀ s toxicity towards the Anoplophora glabripennis larvae was assessed on two year old selected plants in

laboratory conditions. The results indicated that the transgenic lines BOGA 38 and BOGA 39 were deleterious for A . glabripennis

larvae, and BOGA 5、BOGA 31、BOGA 38、BOGA 39 could inhabit the growth of A . glabripennis larvae. BOGA 39 was the most

toxic one among the transgenic lines, with 41 18 % corected mortality rate and 78 90 % growth inhabit rate for the larvae.
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随着我国大规模人工林的发展, 天牛等高危害蛀

干森林害虫蔓延肆虐。目前,防治蛀干森林害虫主要

采用人工机械防治和化学防治等。由于绝大多数蛀

干害虫具有繁殖速度快、生活场所隐蔽、世代较长并

不整齐等特点,防治难度较大,所以到目前为止, 由蛀

干森林害虫所导致的虫害并未得到根本的控制, 并且

呈逐年加重态势,对林业生产和生态环境建设影响严

重。如在我国的华东、华北、东北、西北等地都有大片

杨树( Populus spp. )、柳树( Salix spp. )被光肩星天牛

(Anoplophora glabripennis Motsch. )毁灭的报道。三北

防护林工程, 遭受天牛的危害严重, 完全失去利用价

值,经济损失严重[ 1]。为减轻蛀干害虫给林业生产造

成的巨大危害, 减少有毒化学农药的使用量, 保护环

境和生态平衡,培育抗蛀干害虫的林木是解决这一难

题的安全、环保、有效的方法之一。

由于林木的世代周期较长, 采用基因工程手段

在短时间内培育出抗虫林木新品种已经成为育种工

作中行之有效的方法。杨树作为林木基因工程的模

式树种,其遗传转化研究,特别在抗虫转基因方面已

经取得突破性进展, 获得了大量抗虫转基因植



株[ 2~ 10] ,其中我国抗虫转基因欧洲黑杨 ( P . nigra

L. )和双抗虫转基因 741杨已于 2002年获得国家林

业局基因安全委员会审定批准商品化生产
[ 11]

; 上述

均为获得抗叶部害虫转基因杨树的研究报道, 迄今

为止,国内外尚无成功获得转抗蛀干害虫基因杨树

的报道。

害虫对转单一 Bt 杀虫基因的单价抗虫植物产

生抗性的潜在危险已普遍引起了关注。因此, 人们

已经尝试联合使用 Bt 毒蛋白基因和其它类型杀虫

机理不同的抗虫基因, 如各种蛋白酶抑制剂基因

( CPTI、OC) ,以防止或延迟害虫产生耐受性,同时也

可以扩大转基因植物的抗虫谱。范贤林等[ 12]研究

表明:转双抗虫基因烟草( Nicotiana tabacum L. )对幼

虫死亡率、存活虫体质量、化蛹率和化蛹时间等生长

发育的影响, 均显著高于转单基因烟草; 苏宁等[ 13]

研究也表明,转双价抗虫基因( Btcry1Ac、OC )烟草植

株比转单一抗虫基因植株具有更强的杀虫活性。

本研究采用农杆菌介导法, 将两种杀虫机理不

同基因( BtCry3A 和 OC I ) 导入银腺杂种杨基因组

中,其中 BtCry3A 基因对杨树天牛所隶属的鞘翅目

具有高度专一的抗性
[ 14]

,水稻( Oryza sative L. )巯基

蛋白酶抑制剂( OC I )属巯基类蛋白酶抑制剂, 对鞘

翅目昆虫有较强的抗虫性[ 15] ,以期通过两种抗虫基

因的抗性互补和协同增效作用, 提高转基因杨树的

抗蛀干害虫抗性, 为进一步选育抗蛀干害虫转基因

杨树新品种奠定基础。

1 材料与方法

1 1 植物材料

以银腺杂种杨( 84K 杨) ( Populus alba L.  P .

glandulosa Dode cv. !84 K∀ )的无菌苗为材料,取其完

全展开的叶片作为遗传转化的外植体。

1 2 农杆菌及植物表达载体质粒

农杆菌为 Agrobacterium tumefaciens LBA4404, 其

中含有植物表达载体质粒 pBC3O1(图 1)。

在含有 50 mg#L - l
卡那霉素、25 mg#L

- l
利福平、

50 mg#L- l链霉素的 YEP固体培养基上, 划线培养含

有 BtCry3A 基因和 OC I 基因的农杆菌 LBA4404, 挑

取单菌落接种于含有相同抗生素的 YEP 液体培养

基中,在 26 ∃ 、200 r#min- 1培养 12~ 14 h, 5 000 r#

min- 1离心 10 min收集菌体,用 MS液体培养基将其

稀释到 OD600nm= 0 4~ 0 6,备用。

图 1 植物表达载体 pBC3O1 的结构示意图

1 3 农杆菌介导的杨树叶片遗传转化和植株再生

转化方法主要参照 Confalonieri等[ 16]的方法, 并

作了适当的修改。将 0 5~ 1 0 cm
2
的叶盘浸入转化

菌液中,轻微震荡,处理 30 min, 取出叶盘, 在无菌滤

纸上吸干, 接种到MS+ 1 0 mg#L- 1 6 BA + 0 05 mg

#L- 1 NAA的分化培养基上, 27 ∃ 、黑暗条件下共培

养2 d后, 将共培养后的叶盘用含有 300 mg#L- 1头

孢霉素的无菌水冲洗后, 在无菌滤纸上吸干,转移到

附加卡那霉素 60 mg#L- 1
、头孢霉素 300 mg#L

- 1
的选

择分化培养基上筛选, 每 10 d 左右更换一次培养

基,直至长出不定芽。切取再生的卡那霉素抗性芽

( 1 0~ 1 5 cm) , 转入附加卡那霉素 50 mg#L
- 1
的

1/ 2MS + 0 02 mg#L - 1 NAA + 0 02 mg#L- 1 IBA 选

择生根培养基中诱导生根,进一步培养成为完整的

小植株,并进行扩繁。植株再生及扩繁均在 27 ∃ /

21 ∃ 、2 000 lx、每日光照 16 h的培养室内培养。

1 4 转基因植株的 PCR检测

取无菌苗叶片, 采用 CTAB法[ 17]提取转基因杨

树植株及对照植株的基因组 DNA。抗虫基因

BtCry3A PCR 引物序列为: 5%引物为: 5% ACTGCT

GATAACAACACGGAG 3%, 3% 引 物 为: 5% CAGT

GATCAGTGTACTCTTGCG 3%。PCR产物大小约为 0 6

kb。阳性对照的模板为含有双价抗虫基因( BtCry3A

和OC I )的 pBC3O1 质粒, 阴性对照的模板为未经转

化的银腺杂种杨基因组 DNA。PCR 反应条件为: 94

∃ 预变性 5 min,然后 94 ∃ , 1 min, 57 ∃ , 30 s, 72 ∃ ,

1 min, 扩增 35个循环,最后 72 ∃ 延伸 7 min。反应

产物用 1 2%琼脂糖凝胶电泳进行分离。

1 5 转基因植株的点杂交检测

取大约 10 g 植物总 DNA,热变性后,转移到尼

龙膜上,同时加上 pBC3O1 质粒 DNA( 20 ng) 为对照,

紫外交联固定膜。用 BtCry3A 基因和 OC I 基因的
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特异引物(5%引物为:5%TCGAGCGACGGAGGGCCGGT

3%, 3%引物为: 5% GCATTTGCACTGGCATCGACA 3%) ,

以质粒 pBC3O1 DNA为模板进行 PCR 扩增。电泳并

回收 BtCry3A 基因和OC I 的特异基因片段,标记为

探针, 探针的标记、杂交、洗膜及显影采用 ECL Direct

Nucleic Acid Labelling and Detection System ( Amersham

Biosciences)试剂盒, 方法参照说明书。

1 6 转基因植株室内虫试

对8个斑点杂交检测呈阳性的直径 2 cm 以上

的两根一干转基因株系进行了室内虫试, 室内虫试

在中国林科院森林生态与环境保护研究所完成。

1 6 1 供试虫源 供试虫为光肩星天牛, 成虫采于

野外,室内产卵孵化后幼虫在生化培养箱内( 22 ∃ ,

暗培养)用人工饲料饲养,至 2龄做为供试虫。

1 6 2 抗虫性鉴定方法 将转基因株系及对照主

干锯为 10个长约 20 cm 的小段(每株系取 2株) , 每

小段接光肩星天牛幼虫 2头, 树段两段用湿润的脱

脂棉包好后用封口膜密封以保持湿度,每 2 d调查 1

次,记录死虫数及体质量,并更换脱脂棉, 15 d 后统

计虫试结果。

1 6 3 相关数据的计算方法

死亡率=
处理虫数- 活虫数

处理虫数
 100%

校正死亡率= 处理死亡率- 对照死亡率
1- 对照死亡率

 100%

幼虫生长抑制率=
对照增质量- 处理增质量

对照增质量
 100%

2 结果与分析

2 1 转化体的筛选和转基因植株的再生

叶盘外植体在选择分化培养基上筛选约 20~ 30

d,部分叶盘边缘长出不定芽,在不断筛选过程中, 大

部分不定芽白化死亡,少量绿色芽逐渐长大。将 0 7

~ 1 0 cm的不定芽转移到含50 mg#L- 1
卡那霉素的生

根培养基中诱导生根,共获得 42株完整植株(图2)。

图 2 获得的银腺杂种杨卡那霉素抗性芽(左)及植株(右)

2 2 转基因植株的 PCR检测

提取转基因杨树和对照基因组 DNA, 用双价抗

虫基因中 BtCry3A 基因的 PCR特异引物, 进行 PCR

扩增。从PCR的结果来看,在所检测的 39株抗卡那

霉素植株中,有 17株扩增出约 0 6 kb的 DNA片段,

其大小与 pBC3O1质粒为模板的扩增片段相同,也与

抗虫基因 BtCry3A 中 2个引物之间推算出的片段大

小相符合, 而未转化对照植株则没有条带, 3 次重复

结果均一致, 由于双价抗虫基因中 BtCry3 和 OC I

紧密连锁,从而可以初步推断这些抗卡那霉素植株

的基因组中整合了双价抗虫基因(图3)。

2 3 PCR阳性植株的斑点杂交检测

将17个 PCR阳性株系的植物总DNA,不经过酶

切, 变性后直接点于尼龙膜上, 进行斑点杂交。为

了保证检测的可靠性,用人工合成的 BtCry3A 基因和

OC I 基因的特异引物,进行PCR 扩增。电泳并回收

图 3 部分转基因植株的 PCR 检测 ( M : 标准分子量; 1: 质粒

pBC3O1;2:未转化对照; 3~ 10:转基因植株 BOGA 15; BOGA 16; BO

GA 17; BOGA 30; BOGA 31; BOGA 38; BOGA 39; BOGA 40)

BtCry3A 基因和OC I 的特异基因片段,标记为探针,

分别与植物总DNA进行杂交。检测结果表明, 在检

测的 17个株系中,斑点杂交均呈阳性(图 4)的株系

有 13个,从而证明这些 PCR阳性株系的基因组中整

合了双价抗虫基因。

366 林 业 科 学 研 究 第 18 卷



2 4 转基因杨树抗虫性室内鉴定

2 4 1 转基因株系对光肩星天牛幼虫的杀虫效果

从转基因株系对光肩星天牛幼虫的杀虫效果统计

结果(表 1)可以看出, 在 8个转基因株系中, BOGA

39对光肩星天牛具较强的毒杀作用,校正死亡率达

41 18 %; BOGA 38的毒杀作用中等, 校正死亡率为

11 76 % ;其它转基因株系的毒杀作用则不明显。

图 4 部分转基因植株分别以 BtCry3A 基因(左)和 OC I 基因(右) 为探针进行斑点杂交的检测结果( + :质粒 pBC3O 1; 1:未

转化对照; 2:H2O; 3~ 16:BOGA 13、BOGA 15、BOGA 16、BOGA 31、BOGA 34、BOGA 39、BOGA 38、BOGA 41、BOGA 30、BOGA 26、

BOGA 4、BOGA 33、BOGA 36、BOGA 40)

表 1 转基因株系对光肩星天牛幼虫虫试结果( 15 d)

系号 试虫数/条 试虫初质量/ g 死亡率/ % 校正死亡率/ % 平均体质量/ g 抑制率/ %

BOGA 5 20 0 031 29 15 0 000 0 036 54 71 02

BOGA 42 20 0 033 92 20 5 882 0 068 69 - 93 80

BOGA 30 20 0 025 73 20 5 882 0 046 55 - 15 91

BOGA 31 20 0 035 17 15 0 000 0 050 49 14 80

BOGA 36 20 0 033 01 10 - 5 882 0 055 41 - 24 74

BOGA 38 20 0 032 92 25 11 760 0 046 52 24 40

BOGA 39 20 0 034 23 50 41 180 0 038 07 78 90

BOGA 41 20 0 035 45 15 0 000 0 055 76 - 13 07

CK 20 0 024 50 15 0 000 0 042 47 0 00

2 4 2 转基因株系对光肩星天牛幼虫生长量的影

响 室内生物测定的结果(表 1)初步表明, 转基因株

系BOGA 39(图5)和 BOGA 5能明显抑制光肩星天牛

幼虫的生长, 抑制率分别为 78 90%和 71 02%; BO

GA 38和 BOGA 31对幼虫生长具有一定的抑制作用,

其它转基因株系对幼虫生长抑制作用不明显。

图 5 转基因株系室内生物测定实验结果( BOGA 39株

系对光肩星天牛幼虫生长的抑制)

3 讨论

采用农杆菌介导法获得了银腺杂种杨转双价抗

虫基因( BtCry3A 和 OC I )植株, 通过 PCR检测和点

杂交证实, 该基因已经整合进杨树基因组。转基因

杨树抗虫性室内测定初步表明: 转基因株系 BOGA

38、BOGA 39对光肩星天牛幼虫具有一定的毒杀作

用, BOGA 5、BOGA 31、BOGA 38和 BOGA 39不同程

度的抑制了光肩星天牛幼虫的生长,其中, 转基因株

系 BOGA 39对光肩星天牛幼虫的毒杀和生长抑制

作用显著,而其它转基因株系的毒杀和生长抑制作

用不明显。转基因植株不同个体间目标形状存在差

异是转基因研究中普遍存在的现象, 与转基因植物

中外源基因插入位点、基因沉默和转录后的调控等

有关[ 18]。

由于受供试天牛幼虫数量的限制以及保证试验

的可靠性,对照中最初接入的虫子较小,导致对照幼

虫的死亡率较高、生长较为缓慢,这就可能导致了虫

试结果中部分株系出现负的校正死亡率和生长抑制

率,而且表现出抗虫性的株系的校正死亡率和生长抑

制率偏低。针对以上原因,作者将对上述株系进行进

一步的室内和大田抗虫性检测, 并对外源基因的整

合、拷贝数和表达水平、抗虫稳定性等做进一步的分

析研究,以对其抗虫性作出更加科学准确的评价。
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