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摘 要：以转 !"#$%& 烟草品种 /012 为试验材料，在温室和隔离圃中进行了转基因烟草对环境的安全性评价。试验结果未发现来

自转基因材料中的外源基因飘移或整合到杂草、细菌、真菌和病毒上。
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从本世纪 1- 年代世界上第 ’ 例转基因植物的诞

生，到目前全世界大约 (,1- 万公顷转基因作物以及大

量可用来生产医用蛋白的转基因动物生物反应器，转

基因技术已经广泛应用于医药、食品、农业等领域。与

此同时，其安全性问题在世界范围内引发广泛争议。

目前对转基因植物的安全性评价一方面是环境安全

性，另一方面是食品安全性。为了解转基因烟草对生

态环境的影响，本研究以转 !"#$%& 烟草品种 /012 为

试验材料，对转基因烟草外源基因漂移到杂草上以及

整合到细菌、真菌、病毒上的可能性进行了研究，并对

烤后烟叶降解情况进行了分析。

) 材料与方法

)%) 试验材料

烟草品种：转 !"#$%& 烟草品种 /012 由本实验室

保存，非转基因烟草品种 /012 由本所育种室提供。

!<@ 酶、S/!?P 为宝生物公司（大连）产品，其它试剂为

国产分析纯。

)%$ 试验方法

’](]’ 转基因烟草基因漂移到杂草上试验

试验在黑龙江省烟草科学研究所温室中进行，试

验采 用 盆 栽，首 先 种 植 ’-- 株 转 !"#$%& 烟 草 品 种

/012，开花期收集花粉晒干后瓶装储存冰箱备用。温

室中选择 (- T( 土地种植稗草、鸭跖草、问荆、铁苋菜、

香薷、反枝苋、藜、卷茎蓼、苍耳、荠菜、苦荬菜等杂草，

各种杂草开花期在其柱头上涂抹转 !"#$%& 烟草花

粉，生长季节不除草并不施任何药剂。采收种子后次

年全部种植在同块地中，并采用相同方法进行受粉，连

续 * 年试验后，采集各类杂草各 ’- 份，.- ^烘干后按

照“烟草及烟草制品转基因检测方法（>0 _ !’.2$(--(）”
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提取各样品 !"# 并进行 $%&’() 序列的 *+, 检测，鉴

定各样品是否含有转基因成分。

-././ 转基因烟草基因整合到细菌上试验

试验采用盆栽，种植 01 株转 $%&’() 烟草品种

"+23，生长期不施任何药剂。旺长期在叶片上接种烟

草野火病、角斑病病原细菌，当病斑直径长到 1.0 (4
左右时采集 -11 个病斑，在病斑中间用锋利的尖刀切

开并迅速投入 51 46 无菌水中，/0 7震荡 /1 489 后将

叶片过滤出去，滤液于 0111 : ; 489 离心 -1 489，沉淀物

溶于 /11!6 6< 液体培养基中，/=7温育 5 >。并以转

化的大肠杆菌 !?0"（含 $%&’() 序列）为对照，对菌液

（设 置 01 个 重 复）进 行 $%&’() 序 列 的 *+, 检 测。

-1!6的 *+, 扩增体系为：/.0 4%@"$*A -!6，-1 B *+,
CDEEF: - !6，$GH 酶 1./ !6，$%&’() 检 测 引 物 $&’-

（0’+$++#$+$+#I$$+I$I$$+J’）$&’/（0’#$I+#$+$$
I#+$#++$+##J’）各 1.0!6，超纯水 0.2!6，菌液模板

-!6。*+, 扩增条件为 35 7预变性 -1 489，35 7变性

51 489，02 7退火 51 489，K/ 7延伸 -./ 489，循环 J= 次

后，K/ 7延伸 -1 489。

-./.J 转基因烟草基因整合到真菌上试验

温室中种植 01 株转 $%&’() 烟草品种 "+23，烟株

团棵期在叶片上接种烟草灰霉病，保湿培养。当病斑

直径达到 - L / (4 并长出霉层（孢子）时，剪下 -11 个

左右病斑 51 7烘干，用硬毛刷将病原物刷下，液氮研

磨后进行 !"# 提取（提取方法为 +$#< 法，同烤后烟

叶的 !"# 提取方法［-］），并进行 $%&’() 序列的 *+,
检测（阳性对照选用转 $%&’() 烤后烟叶样品，*+, 扩

增条件及体系同转基因烟草检测方法［/］）。

-./.5 转基因烟草基因与病毒发生重组试验

在烟株团棵至旺长期田间采集烟草 *&M 病嫩叶，

采用摩擦接种方法将 *&M 病毒接到温室盆栽的、无病

的转 $%&’() 烟株上，选择 *&M 症状表现早且严重的

转基因烟草嫩叶，重新将其所含 *&M 病毒接种到常规

未感染 $%& 病毒的烟草品种 "+23 烟株上，重复多次。

秋季（51 @ 以后）采集显症（*&M 病）严重的常规 "+23
烟株叶片 -1 份以及未感染 *&M 病毒的烟草叶片 - 份，

应用 ,"FGAN *OG9P %898 Q8P 试剂盒提取 -- 份材料的病

毒 ,"#（方法略，按使用说明书），以上述 ,"# 提取物

为模板应用 $GQG,G 的 ,"# *+, Q8P（#%&）试剂盒合成

(!"# 第一链；应用 *&M’() *+, 检测引物（*&M+*’R：

0 ’ I#I##$I+++#+##I+##IIJ ’； *&M+*’,： 0 ’

+I+I+$###+++#$#$+++IJ’）对 (!"# 第 一 链 进 行

*+, 扩增，验证病毒提取、,"# 逆转录 (!"# 是否成

功、以及 *+, 扩增体系及条件是否合适；应用 $%& 复

制酶基因 *+, 鉴定引物（$%&’,S*-：0’+#I+$##+$’
I#I++#+J’；$%&’,S*/：0’##$$I$$I#$+$+$IIJ’）鉴

定 -- 份材料是否被 $%& 病毒感染；利用 $%&’() 检测

引物（序列同上）鉴定 -- 份 "+23 烟株是否有外源基因

$%&’() 的表达。试验中均设置阴性样品对照、病毒叶

片 !"# 提取物对照、以及阳性对照。/0!6 的 *+, 扩

增体系为：/.0 4%@"$*A -!6，0 B *+, CDEEF: 0!6，ST’
$GH 酶 1./0!6，引 物 各 1./0!6，超 纯 水 -J./0 !6，

+’!"#模板 0!6。*+, 扩增条件为 35 7预变性 / 489，

35 7变性 51 489，02 7退火 51 489，K/ 7延伸 -./ 489，

循环 J= 次后，K/ 7后延伸 -1 489。

-./.0 转基因烟草烤后基因降解情况分析

提取转 $%&’() 烟草幼苗、鲜叶、晾干烟叶、晒干

烟叶以及烤后烟叶进行 !"# 提取（提取方法略），!"#
提取物进行浓度测定、凝胶电泳分析，并利用引物J0A’-

（0’’I+$++$#+###$I++#$+#’J’）与 引 物 9UA’0（0’’
I$# #+#$#I#$I#+#++I+I’J’）对 !"# 产 物 进 行

*+, 检测。

! 试验结果

!"# 转基因烟草基因漂移到杂草上试验

采集的各杂草样品 !"# 提取的产量及质量存在

一定差异，!"# 经过纯化后总体能满足 *+, 检测的需

要。检测结果证实所有样品均为阴性，即转基因烟草

的外源基因未整合到杂草基因组上。见图 -。

图 # 外源基因漂移到杂草上的 $%& 检测结果

%：!6/111 4G:VF:；-：阳性对照；/：阴性对照；J’/1：杂草样品

!"! 转基因烟草基因漂移到细菌、真菌上试验

试验结果表明，所有筛选的细菌的 $%&’() 序列

检测结果均为阴性，对照表现正常，即未发现有 $%&’
() 基因整合到细菌基因组上，部分结果见图 /。

利用 +$#< 方法提取的真菌 !"# 的产量和质量

都很理想，产量在 -.1 L /.1!W ; 4W 之间，纯度在 -.K/
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! "#$% 之间，符合 &’( 检测要求，&’( 检测结果证实

所有筛选菌株均为阴性，即未发现有 )*+,-. 基因整

合到真菌基因组上。见图 /。

图 ! 外源基因漂移到细菌、真菌上的 "#$ 检测结果

*：01/%%% 234564；","%：细菌、真菌样品；"","/：阳性对照；"7,"8：阴性对照

!%& 转基因烟草基因与病毒发生重组试验

利用 &+9,-. 序列的 &’( 检测引物对所有病毒

(:; 提取物逆转录的 -0:; 验证结果表明：所有感染

&+9 病毒的烟叶样品均有特异性 &’( 扩增条带；阴性

样品对照（未感染 &+9）未出现扩增条带，说明 &’( 体

系及其它操作过程中不存在污染；叶片 0:; 提取物对

照未出现扩增条带，说明检测样品的特异扩增条带来

源于病毒 (:; 的逆转录产物而不是 0:;，即证实病毒

(:; 成功逆转录，阳性对照结果正常（见图 7）；)*+ 复

制酶基因 &’( 检测结果表明试验材料未感染 )*+ 病

毒（图略）；所有样品 )*+,-. 引物检测结果均无特异

的扩增条带，说明 )*+,-. 序列未与 &+9 病毒发生重

组（见图 8）。

图 & "’()*+ 序列的 $,)"#$ 检测结果

","%：&+9 烟叶 (),&’( 样品；""：阴性对照；

"/：阳性对照；"7：)*+ 烟叶 0:; &’( 对照

!%- 转基因烟草烤后基因降解情况分析

试验结果表明，各材料 0:; 提取物产量从大到小

依次为幼苗、鲜叶、晾干烟叶、晒干烟叶以及烤后烟叶，

0:; 降解程度正好相反（见图 <），其中烤后干烟叶虽

然降解最严重，但依然含有大于 /5= 以上的片段；7<>,"
引物与 ?@>,< 引物扩增条带为 "#<5=（含有 7< 启动子、

)*+,-. 以及部分终止子序列），所有样品均出现特异

扩增条带，阴性样品正常（见图 A）。证明从 0:; 水平

上来讲烤后烟叶中依然包含从启动子,目的基因,终止

子的完整的功能序列，如果这段序列被完整地整合或

漂移到其它生物中去，依然有表达的可能性（根据启动

子、目的基因而定）。

图 - ,.’)#" 序列的 $,)"#$ 检测结果

","%：&+9 烟叶 (),&’( 样品；""：阳性对照；*：01/%%% *

图 / 各种烟草材料 012 提取物凝胶电泳分析

*：01/%%% 234564；"：晒干烟叶；/：晾干烟叶

7：鲜烟叶；8：幼苗；<,B：烤后烟叶

图 3 各种烟草材料 012 片段长度 "#$ 分析

*：01/%%% 234564；"：鲜烟叶；/：晒干烟叶

7：烤后烟叶 8：晾干烟；<：幼苗；A：阴性对照
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!"# 活性蛋白与 $%& 结合方式的可逆性

由表 ! 可见，"#$$ 和 "#%% 的粗提蛋白液与 &’(
混合后，经过透析处理，其抑制效果分别为 )*+$*,、

-.+/%,，与未经透析的抑制效果 ))+*),、00+0%,相

当，说明拮抗物质与 &’( 的结合方式是不可逆的结

合，透析不能还原 &’( 与拮抗物质的这种结合作用。

# 结论与讨论

’1234564 于 /*!0 年就发现被细菌污染的植物病毒

汁液 很 快 丧 失 侵 染 活 力。日 本 学 者 786984:;6 和

<54=;6>69?15 于 /*%) 年从香菇及弯叶丝兰的叶片中提

取出抑制 &’( 侵染的活性物质［*］。美国康奈尔大学

/**! 从梨火疫病菌中分离研制出超敏蛋白 @46A65，能

诱导植物产生过敏性反应和诱导植物产生系统抗性。

这些活性物质具有良好的预防 &’( 侵染的作用，但对

已感染 &’( 的植物不具有治疗作用。

本试验筛选出对 &’( 有拮抗作用的菌株 B#$$、

B#%%，其分泌的抗病毒蛋白对 &’( 粒子有体外钝化作

用，在电镜下可观察到抗病毒蛋白打破 &’( 粒子的规

则排列，且试验证明抗病毒蛋白与 &’( 的结合方式为

不可逆，从而可有效降低病毒粒子的侵染力，但有关菌

株及其分泌抗病毒蛋白的特性，及其与 &’( 在烟株体

内的作用机制，仍需进一步研究。
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# 讨论

目前对转基因食品安全性的评价主要包括食用安

全性和环境安全性 ! 个方面，必须坚持个案评价原则。

目前在烟草类的转基因研究中，主要集中在抗病、提高

产质量以及抗盐碱等抗逆方面，以此为目的的转基因

事件一般不存在导入外源的毒性蛋白，然而却潜在存

在转入的外源基因影响并改变烟草基因组的某一基因

的表达，在烟叶燃烧过程中产生或增加某有害化学成

份的情况，从而对吸食者造成危害，这种几率非常小；

在环境安全性评价方面，不同外源基因的表达都潜在

存在一定的影响，比如转入耐盐碱基因必将导致烟草

对矿物质吸收的改变，从而将改变根际土壤的微环境，

对土壤微生物类群及生物量将不可避免产生影响；转

BI 基因将对取食烟草的昆虫产生影响，并且其代谢产

物以及分泌物也可能对根际土壤微生物产生影响［$9D］。

而且这些潜在影响可能不能在短期内被人们发现和注

意，有待于长期的跟踪研究。本试验采取的材料为转

&’(9:A 基因烟草，其编码的是病毒的外壳蛋白而非病

毒本身，其目的是包裹侵入烟株的 &’( 病毒使其不能

复制，从而提高烟草抗 &’( 的能力，试验结果表明：未

见有转 &’(9:A 烟草的基因漂移到杂草上，也未发现

这些基因整合到细菌、真菌、病毒的基因组中；烟草基

因降解情况分析表明：虽然烤后烟叶 TU7 降解严重，

但仍然含有足够表达功能的 TU7 片段长度，因此也存

在基因飘移问题，不可忽视。
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