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不同启动子驱动下马铃薯蛋白酶抑制剂/+-#
转基因水稻的遗传#表达和对粘虫抗性分析
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摘!要!以不同启动子驱动的马铃薯蛋白酶抑制剂#基因!/+-!0!1 $/+-!0I1"转基因水稻为材料$经潮霉素抗

性*>?A和+.,0H1/83G.0等检测对转基因水稻后代进行了遗传分析)结果显示#外源基因在$"<IM的转基因植株

中符合孟德尔遗传模式$单拷贝植株率为$#<$M)转基因植株后代的>68#蛋白活性测定结果表明#LJ0@和N36驱

动的/+-!0!1转基因水稻植株中$每克鲜叶片的>68#蛋白含量为%$’$9和%&$$9$而由>@;(O驱动的/+-!0I1
为%’I$9$对照水稻仅为!’$9)LJ0@和N36驱动的/+-!表达产物对胰蛋白酶活性抑制程度分别达到#&<&M和

I#P%M$明显高于/+-!自身启动子>@;(O!!C<!M")叶片饲养粘虫幼虫的实验表明#转基因植株叶片对粘虫有抗

性$但抗性达不到显著水平$且启动子效率*/+-!表达量与抗粘虫性之间也没有相关性)

关键词!马铃薯蛋白酶抑制剂#%遗传%活性%粘虫
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!!蛋白酶抑制剂是一类广泛存在于植物中的蛋白
质)目前$自然界共发现I大类蛋白酶抑制剂#丝氨
酸蛋白酶抑制剂*半胱氨酸蛋白酶抑制剂*天冬氨酸
蛋白酶抑制剂和金属蛋白酶抑制剂)蛋白酶抑制剂
通过抑制昆虫肠道内消化酶活性$使昆虫产生厌食
反应$从而达到抗虫的目的&%’)马铃薯蛋白酶抑制

剂>68#属于丝氨酸蛋白酶抑制剂家族$可以同时
抑制胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶活性$因而对害虫产

生广谱和稳定抗性&!’)

马铃薯蛋白酶抑制剂#基因的转化研究较多#

%C"C年就有报道转/+-# 基因烟草对天蛾生长具
有明显的抑制效应&#’%%CC$年首次得到转基因水

稻$BI 代植株对大螟具有良好的抗性&I’%随后国内

外关于/+-#基因对其他作物的转化报道陆续增
多$包括转双价基因和多价基因&(’等$对多种作物害

虫都表现出不同程度的抗性)
前人的/+-#转基因水稻抗虫鉴定大都是以二

化螟*三化螟*大螟*稻纵卷叶螟等作为研究对象$而
对水稻*玉米*小麦等农作物都有严重危害的粘虫
!/A*FB36*4+3A*>3;343I36J*;"尚未见报道)本实
验室首次从二倍体马铃薯种中克隆了有自主知识产

权的新的 /+-!基因!/+-!0!1"&$’$构建了包含

LJ0@*N36驱动的/+-!0!1和/+-!0I1自身启动子

>@;(O&&’驱动的/+-!0I1双元载体$并转化了#个
不同的水稻栽培品种$前期研究表明转基因水稻当
代对二化螟具有良好的抗性!资料待发表")本研究
对这些转基因水稻后代植株进行遗传和表达分析并

鉴定其对粘虫的抗性$从而为利用/+-#基因改良
作物抗虫性提供依据)

%!材料和方法

%<%!材!料
组成型启动子 LJ0@*N36驱动的 /+-!0!1

!J‘;L"和诱导型/+-!0I1自身启动子>@;(O驱动
的/+-!0I1!‘;L"转基因水稻秀水$#*合江%C*日
本晴$共%C株独立转化体)转基因材料各世代均种
植于南京农业大学卫岗实验站)

%<!!方!法

%<!<%!潮霉素磷酸转移酶基因D>4在转基因后代
的分离

!!从转基因B% 代和对照植株中随机选取%!’粒
饱满种子$表面灭菌后%’’粒放入含有(’F9+S潮
霉素的培养皿中$%’2后统计各自发芽数$另!’粒
测定水中发芽率以矫正潮霉素中发芽数)
将水中发芽成苗的转基因后代截取%JF长叶

片$放入加有(’F9+S潮霉素的(’孔板中$验证

D>4在转基因后代的分离情况&"’)

%<!<!!转基因植株后代的>?A分析
用+‘+法微量提取植物‘;L$采用!’$S>?A

反应体系$%M琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果)

/+-! 检测引物#\(O??*LL*?BB*?LB**?B*BE
B?L?L**LL*BB#O%A (O *?E
?B?BL*LB**L?LL*B?BL***E
B?L?LBB*?#O)

>?A程序#C(a(F68$CIaI’:$((aI’:$&!a%
F68$#(个循环$&!a&F68)

D>4检测引物#\(OL?L?L*??LB?**B??L*L?#O%

A(OLB?BBL*??L*L?*L*?***#O)

>?A程序#C(a(F68$CIaI’:$(!aI’:$&!a
%F68$#(个循环$&!a&F68)

%<!<#!转基因植株的+.,0H1/83G.0检测
经过潮霉素筛选且>?A鉴定为阳性的B% 代转

基因植株用?BL)法提取‘;L$!’$9样品用质粒中
具有单切点的限制性内切酶进行酶切过夜$电泳和
转膜&C’后与地高辛标记的/+-!0!K!J‘;L"探针杂
交过夜$显色照相后用;$;E二甲基甲酰胺洗膜后重
新与D>4探针杂交$杂交及洗膜方法均按照A.JH1
公司‘@*V69H>/6F1/S731G689782‘101J06.8+07/E
01/b60%试剂盒!;.<%&I("#!"说明书进行)

%<!<I!/+-#表达产物的活性分析
对B% 代转基因植株提取叶片可溶性蛋白$方法

在5.H8:.8等&#’基础上稍做修改$具体步骤为#取

%P’9植株叶片$加入%FS提取液!’P%FF.G+S
B/6:EV?G-V&P’%’P(F.G+S蔗糖%’P%M抗坏血酸%

’P%M半胱氨酸"及少量石英砂冰上研磨$所得产物

%!’’’9离心%’F68$去沉淀后上清%!’’’9再离
心%’F68)按照)/72Y./2方法&%’’测定可溶性蛋白

!"! 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



浓度)>68#抑制活性测定参照张龙翔等&%%’进行#
底物)LDD!;7E318c.4GESE7/96868110H4G1:01/"用磷
酸缓冲液溶解至’P’!(FF.G+S$胰蛋白酶用%P’
FF.G+SV?G溶解至%P’$9+$S$将%’$S胰蛋白酶和

(’$S可溶性蛋白反应#’F68后$从中吸取#’$S$
与!P"FS)LDD和%&’$S%P’FF.G+SV?G混合并
立即在分光光度计!(#8F下测定吸光度值$每隔

%’:读一次数$共(F68$重复#次取平均值)首先
以底物和胰蛋白酶反应后的吸光度值作标准曲线$
对照和转基因植株的吸光度值按标准曲线计算后作

为对照值和样品值$根据公式&>68#对胰蛋白酶活
性抑制程度d !对照值R样品值"+对照值e%’’M’
计算>68#对胰蛋白酶活性抑制程度$然后以纯马
铃薯蛋白酶抑制剂做参照$推算转基因水稻叶片中
的蛋白酶抑制剂含量)

%<!<(!转基因植株后代对粘虫的抗性分析
粘虫虫卵引自中国农业科学院植物保护研究

所$在室温!Ia$空气湿度"’M$光周期%$H+"H条

件下孵化$幼虫采用玉米叶片人工饲养$繁殖!代后
进行抗虫性鉴定)
方法一#以初孵粘虫为材料$将转基因和对照水

稻秀水$#植株幼嫩叶片置于培养皿中!事先放入潮
湿滤纸以保湿"$每皿接入(头初孵幼虫$每天更换
新鲜叶片*称量虫重并统计死亡头数$重复#次)
方法二#以玉米叶片饲养$2后的粘虫幼虫为

材料$将转基因及对照水稻秀水$#植株幼嫩叶片置
于培养皿中$每皿接入#头幼虫$每天称量虫重$记
录虫龄和历期天数$待化蛹后称量蛹重$重复#
次)!

!!结果与分析

!<%!D>4在转基因水稻后代的遗传
通过鉴定B’ 代转基因植株种子和B% 代植株叶

片对潮霉素的抗性来研究D>4的遗传)%C株材料中
符合##%分离比例的有%#株$占$"<IM)说明外源
基因大部分以单位点整合入水稻基因组!表%")

表>!转基因水稻后代潮霉素抗性遗传分离情况

;(7?$>!@$<%$<(’&.".5#2<%.12)&"%$-&-’(")$&";><$"$%(’&.".5’%("-<$"&),?("’-

株系S681: D8.f
发芽率

*1/F68706.8/701

矫正D8.f数

A1J06Y612D8.f8,F31/

预期分离比

+19/19706.8/706.
"! /

gELE! $I "(M &(<!C #h% ’<’’! "C(M

gELE( (" C’M $I<II R R R

gELE%$ &% C’M &"<"C #h% ’<$%# "!(M

gELE%& (C &(M &"<$& #h% ’<(#( "!(M

gENE! $C "’M "$<!( R R R

gENE( (C C’M $(<($ R R R

gE>E% $I C’M &%<%% #h% ’<$%# "!(M

gE>EI $% C’M $&<&" #h% !<I%’ "%’M

gE>E" &! C’M "’<’’ #h% %<’"’ "!(M

VELE% &" "(M C%<&$ R R R

VELE" $& C(M &’<(# #h% ’<"I! "!(M

VELE%! $$ C’M &#<## #h% ’<’&# "&(M

VENE! &( %’’M &(<’’ #h% ’<’’’ "C(M

VE>E# (C "’M &#<&( #h% ’<’#’ "&(M

VELE% &’ C’M &&<&" #h% ’<!&& "(’M

VELE! I( C(M I&<#& R R R

VE>E% $# "(M &I<%! #h% ’<’’" "C’M

VE>E! &$ "’M C(<’’ R R R

VE>E( $( "(M &$<I& #h% ’<’(’ "&(M

!!g*V*;#转基因水稻秀水$#*合江%C和日本晴%L*N#LJ0@*N36驱动的/+-!0!1%>#>@;(O驱动的/+-!0I1%后面的数字为独立的转基因植

株)

g$V$;#0/78:9186Jg6,:H,6$#$V1i6789%C782;6--.837/1$/1:-1J06[1G4%L$N#/+-!0!12/6[1834LJ0@*N36-/.F.01/%>#/+-!0I12/6[1834

>@;(O-/.F.01/%S7:08,F31//1-/1:180:6821-1821800/78:9186J-G780:<

#"!!#期!!武!亮等#不同启动子驱动下马铃薯蛋白酶抑制剂/+-#转基因水稻的遗传*表达和对粘虫抗性分析



!<!!转基因植株的>?A分析
对潮霉素具有抗性的B% 代转基因植株提取

‘;L进行>?A扩增)结果表明#经过潮霉素实验筛
选所获得的转基因植株均表现为>?A阳性$扩增
片段与预期相符$用同一对/+-!引物$转/+-!0

!1!J‘;L"植株扩增出I"’3-片段$转 /+-!0I1
!‘;L"植株扩增出$’’3-片段%用D>4引物$两者
均扩增出(C’3-片段$而对照植株不能扩增出任何
条带!图%")说明/+-!和D>4都已整合到水稻基
因组中)

图>!6&"!转基因水稻;> 代植株6A4检测

L#/+-!引物扩增结果%)#D>4引物扩增结果)X#‘S!’’’X7/̂1/%%#质粒-;LA#’%%!#质粒-;LA#’#%

##对照植株%I#;ELE!%(#gELE(%$#VENE!%&#;ENE!%"#;E>E%%C#VE>E#)

B&<C>!6A4("(?2-&-.5;>’%("-<$"&),?("’-
L#>?A7F-G6Y7J706.8Z60H/+-#-/6F1/<)#>?A7F-G6Y7J706.8Z60HD>4-/6F1/<X#‘S!’’’F7/̂1/%%#-G7:F62-;LA#’%%

!#-G7:F62-;LA#’#%##J.80/.G-G780:%I#;ELE!%(#gELE(%$#VENE!%&#;ENE!%"#;E>E%%C#VE>E#<

!<#!转基因植株的+.,0H1/83G.0分析
以地高辛标记的/+-!0!1!J‘;L"基因作为探

针$与单酶切后的植物基因组‘;L进行杂交$发现其
中单拷贝%!株$占$#<!M%两拷贝I株$占!%<’M%#

及#个以上拷贝#株$占%(<"M)洗膜后用D>4探针
重新杂交$前后两探针杂交谱带位置稍有变化$但类
型相似$说明转基因后代植株中没有出现基因重排现
象!图!")

图D!转基因;> 代植株@.E’#$%"7?.’检测

L#/+-!0!1!J‘;L"探针杂交结果%)#D>4探针杂交结果)%#质粒-;LA#’%%!#对照植株%

##gELE!%I#gELE(%(#gENE%%$#gENE!%&#gE>EI%"#;E>E%)

B&<CD!@.E’#$%"7?.’("(?2-&-5.%;>’%("-<$"&),?("’-
L#V43/626c706.8Z60H/+-!0!1!J‘;L"-/.31%)#V43/626c706.8Z60HD>4-/.31<%#-G7:F62-;LA#’%%

!#J.80/.G-G780:%##gELE!%I#gELE(%(#gENE%%$#gENE!%&#gE>EI%"#;E>E%<

!<I!/+-#表达产物的活性分析
我们对每个启动子类型的B% 代转基因植株在分

蘖期取样提取叶片可溶性蛋白$测定>68#对胰蛋白
酶活性的抑制程度)>@;(O驱动的/+-!0I1转基因
植株叶片在伤害诱导!IH后取样&I’)结果显示组成
型强启动子LJ0@和N36驱动的/+-!表达量较高$

%’’$9叶片可溶性蛋白对($9胰蛋白酶活性抑制程
度分别可以达到#&<&M和I#<%M$而>@;(O驱动的

>68#抑制活性只有!C<!M$未转基因对照植株本身
也具有一定量的蛋白酶抑制剂$对胰蛋白酶活性有

(M的抑制作用!图#")进一步以纯马铃薯蛋白酶抑
制剂作为参照$估算出每克新鲜叶片>68#含量#LJ0@

$"! 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



启动子驱动有%$’$9$N36启动子驱动有%&$$9$

>@;(O启动子驱动有%’I$9$而水稻本身蛋白酶抑制
剂只有!’$9!图I")

图F!对照和转基因植株叶片>GG$<可溶性蛋白

6&"!对H$<胰蛋白酶活性的抑制程度

gE?b是对照植株%其余是LJ0@$N36驱动的/+-!0!1和

>@;(O驱动的/+-!0I1转基因水稻)

B&<CF!!"#&7&’&.".5H$<’%2,-&"72>GG$<?$(5

-.?E7?$,%.’$&"&")."’%.?("/’%("-<$"&),?("’-
gE?bZ7:J.80/.G-G780782.0H1/:Z1/10/78:9186J-G780:

J.80768689/+-!0!12/6[1834LJ0@$N36782/+-!0I1

2/6[1834>@;(O-/.F.01/$:1-7/701G4<

图I!对照和转基因植株每克新鲜叶片的

蛋白酶抑制剂含量!$9"

gE?b是对照植株%其余是LJ0@$N36驱动的/+-!0!1和

>@;(O驱动的/+-!0I1转基因水稻)

B&<CI!;#$)."’$"’.5,%.’$(-$&"#&7&’.%&")."’%.?

("/’%("-<$"&),$%J<%(1?$(:$-
gE?bZ7:J.80/.G-G780782.0H1/:Z1/10/78:9186J-G780:

J.80768689/+-!0!12/6[1834LJ0@$N36782/+-!0I12/6[18

34>@;(O-/.F.01/$:1-7/701G4<

!<(!转基因后代植株的粘虫抗性分析
将B% 代转基因植株幼嫩叶片接(头初孵粘虫$

一起放入直径为CJF的培养皿中$每天更换新鲜叶
片$同时以未转基因植株作为对照$(2内连续每天
统计死亡头数并称量虫重$发现粘虫死亡率在对照和

转基因植株之间没有表现出显著差异$说明马铃薯蛋
白酶抑制剂不能提高粘虫幼虫死亡率)以转基因植
株叶片为食的粘虫体重略小于对照植株!图($图$"$
但转基因植株无论使用何种启动子驱动/+-!0!1
和/+-!0I1$都不能使粘虫体重下降达到显著水平)

图H!粘虫初孵幼虫在取食对照和转基因

植株叶片H天内体重的变化

gE?b#未转基因植株%gELE!#LJ0@E/+-!0!1植株%gENE!#

N36E/+-!0!1植株%gE>E"#>@;(,E/+-!0I1植株)

B&<CH!A#("<$-&"3$&<#’.56-$E/(?$’&(

-$,(%(’( K(?L$%&"5&:$/(2-."(/&$’.5

)."’%.?.%’%("-<$"&)?$(:$-
gE?b#J.80/.G-G780:%gELE!#0/78:9186J-G780:Z60HLJ0@E/+-!0!1%

gENE!#0/78:9186J-G780:Z60HN36E/+-!0!1%gE>E"#

0/78:9186J-G780:Z60H>@;(OE/+-!0I1L

图M!粘虫初孵幼虫在取食对照和转基因

叶片H天后的发育情况

gE?b#未转基因植株%gELE!#LJ0@E/+-!0!1植株%gENE!#

N36E/+-!0!1植株%gE>E"#>@;(OE/+-!0I1植株)

B&<CM!N.%,#.?.<2.56-$E/(?$’&(-$,(%(’( K(?L$%

5&:$/(2-(5’$%%$(%$/.")."’%.?.%’%("-<$"&)?$(:$-
gE?b#J.80/.G-G780:%gELE!#0/78:9186J-G780:Z60H

LJ0@E/+-!0!1%gENE!#0/78:9186J-G780:Z60HN36E/+-!0!1%

gE>E"#0/78:9186J-G780:Z60H>@;(OE/+-!0I1<

我们也选择了虫龄较大幼虫进行抗性鉴定$先用
玉米叶片喂养初孵粘虫$$2后选择虫龄和体形大小
相似的幼虫$用转基因植株叶片饲养于培养皿内$每

%"!!#期!!武!亮等#不同启动子驱动下马铃薯蛋白酶抑制剂/+-#转基因水稻的遗传*表达和对粘虫抗性分析



处理接#头$同时以未转基因植株作为对照)每天称
量虫重$观察龄期$并待化蛹后称量蛹重)发现幼虫
在取食转基因叶片#2后体重增加略小于对照植株$
但再过几天后和对照植株饲养的生长速度相同或更

高)以自初孵至化蛹之间的天数记为幼虫历期$发现

LJ0@*N36和>@;(O驱动的>68#可分别使粘虫幼虫历
期延长I2*!2和I2!表!"$但在幼虫最大体重*蛹
重等指标上与对照植株饲养的差别没有达到显著差

异标准)由此看来$组成型强启动子虽然可以提高

/+-!基因的表达量$但并不一定能增强粘虫抗性效
果)

表D!取食对照和转基因植株叶片的粘虫幼虫历期天数

;(7?$D!9E%(’&.".56-$E/(?$’&(-$,(%(’( K(?L$%
?(%:($."(/&$’.5)."’%.?.%’%("-<$"&)?$(:$-
秀水$#

g6,:H,6$#?b
gELE! gENE! gE>E"

!#<!f%<"#!2" !&<If!<’(!2"!(<%f!<’%!2"!&<$fI<%"!2"

#!讨!论

虽然通过多种方法得到水稻转基因植株已不是

什么难题$但外源基因的遗传稳定性仍受到很大的关
注)我们得到的/+-!转基因植株中$外源基因大都
以孟德尔方式稳定遗传$其中分离异常的可能和转基
因植株的配子活力*遗传组成和生理状态有关&%!’)
综合转基因植株对潮霉素的抗性分离比例*>?A扩
增和+.,0H1/83G.0等实验结果证明外源基因大部分
以单拷贝方式插入植物基因组$也有多拷贝情况出
现$但尚未检测出基因的重排现象$说明外源基因一
旦整合入基因组$就可以与植物本身基因一样稳定存
在&%#’)
我们在每个启动子类型中选取了几个代表性转

基因植株$测定了>68#对胰蛋白酶的抑制活性)与

/+-!自身启动子>@;(O相比$组成型启动子LJ0@和

N36可以明显提高/+-!的表达量$对胰蛋白酶活性
的抑制程度较高)水稻植株本身也具有一定的蛋白
酶抑制活性$但含量和效价与转基因植株相比均处于
较低水平)
粘虫!/A*FB36*4+3A*>3;343K7Ĝ1/"是危害多种

农作物的鳞翅目暴发性害虫$且具有迁飞习性$严重
时把作物吃成-光杆.$因此以粘虫来鉴定转基因植株
的抗虫性是十分有意义的)本实验表明$>68#可能

对粘虫具有一定的抗虫性$但不能使其致死$而且对
其幼虫生长的抑制程度并不显著$抗虫效果与基因是
否由强弱启动子驱动也不存在相关性$推测其原因可
能是#第一*粘虫不同于其它鳞翅目害虫$虽然>68#
对一些鳞翅目害虫有较好抗性$但二化螟等属螟蛾
科$而粘虫属夜蛾科$由此可能造成>68#的抗性不
同$另有研究表明)0毒素转基因玉米对粘虫也表现
出较低的抗性&%I’$与本文报道类似%第二*粘虫可能
对>68#有较强的适应性$虽然马铃薯蛋白酶抑制剂
对胰蛋白酶活性抑制程度较高$但昆虫可能已经通过
各种方式产生了适应性$如分泌更多的胰蛋白酶补
偿&%(’或合成新的对原有蛋白酶抑制剂不敏感的蛋白

酶&%$’)有些昆虫的肠蛋白酶通过降解抑制剂来减小
抗性作用$虽然蛋白酶抑制剂具有多个活性中心$但
昆虫肠道的蛋白酶也具有多个作用位点$植物和昆虫
在长期进化过程中形成了抗性与适应性的共演化关

系&%&’)但是$在实验中我们发现粘虫在取食/+-#转
基因水稻叶片后每个生育期可以推迟!!I2$这可能
会较长时间吸引害虫天敌&%"’来减轻田间危害)

/+-!究竟在生产上对哪些农业害虫具有抗性和
具有多大的利用价值还需更多的实验证明)我们正
在进行转基因水稻单株对多种害虫的抗性鉴定$希望
可以选择出高抗虫性株系应用于田间)
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