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大量使用化学杀虫剂等农药
,

对生态环境和人类

健康所造成的影响已越来越严重
。

因此
,

寻找更有效

安全和对环境影响较少 的生物杀虫剂 已 变得越来越

迫 切 了
。

病毒杀虫剂是化学杀虫 剂的有效的替代方

法
,

有着广阔的应用前景
。

在 自然 界
,

昆虫群体本身就存 在各种各样 的病

毒
,

这些病毒在一定程度上控制着 昆虫群体 的数量
,

是昆虫的天敌
。

很早 以前人们就开始利用野生型 昆虫

病毒作为昆虫杀虫剂
。

病毒杀虫剂较之化学杀虫剂的

优点包括 对环境污染少
,

不会长期残 留在 田 间 宿主

专一
,

大多数杆状病毒仅感染 同一科 内的少数种 昆虫

而不感染其他昆虫和生物
,

这就使得病毒杀虫剂在害

虫 的综 合 防治上很 有优 势
,

即在 杀灭 目标 害虫 的 同

时
,

不会杀灭生态系统中的其他生物 低宿主抗性
,

昆

虫一般对专一病毒的抗性是很低 的
,

长期施用亦不会

导致 昆虫产生抗药性 生产相对简单
,

不需要很 复杂

的设备
,

不象化学杀虫剂生产工厂排放大量污染环境

的化合物
。

因此
,

病毒杀虫剂较之化学杀虫剂来说
,

对

生态环境的影响少得多
,

更适合于未来可持续发展农

业 的要求
。

但野生型病毒杀虫剂也有其缺点
。

野生 型病毒杀

灭 害虫的速度较慢
,

通常需要几天到几周 的时间才能

杀死害虫
,

而在这段时间昆虫仍在进食
。

另外
,

寄主范

围也很窄
。

这些 因素使得野生 型病毒杀虫剂很难与化

学杀虫剂在市场上竞争
,

因而限制 了工商界对病毒杀

虫剂 的应用开发 的兴趣 和投资
。

然而
,

自 年代开

始
,

由于分子生物学尤其是 重组 技术 的发 展
,

这方面 的状况 已经有 了很大的改变
。

重组 技术

在发展重组病毒杀虫剂方面提供了极其有效的手段
。

野生 型 病毒杀虫剂的缺点可 以 通过重组 技术

加 以克服
,

除 了加快野 生型病毒杀灭 害虫 的速度外
,

还可 以增加病毒的产量
,

改变宿主范围使之适合杀灭

更多的害虫
,

因而使得病毒杀虫剂在害虫的综合治理

方面起到越来越重要 的作用
,

亦极大地增强 了病毒杀

虫剂 的市场竞争力
。

尽管有 多种昆虫病毒有可能用作病毒杀虫

剂
,

但 目前最适用于病毒杀虫剂的昆虫病毒主要是杆

状病毒
。

杆状病毒科主要有核型多角体病毒和颗粒病

毒两个属
。

作为害虫 防治的重组病毒的研究开发主要

集中在专一感染鳞翅 目昆虫 的核型多角体病毒
。

其中

首楷造桥虫核型 多角体病毒 和 家蚕核型

多角体病毒 是最主要 的两种用于重组病

毒开发的杆状病毒
。

原 因之一是它们基 因组 的

顺序分析 已全部完成
。

在发展重组 型病毒方面
,

重组 技术主要包

括除去野生 型病毒基 因组 的某些基 因 或向野生 型病

毒基 因组 中导入外源 基 因 或通过突变技术改变野生

型病毒的遗传结构等
。

理论上
,

任何一个基 因
,

如果其

产物能引起害虫不 正 常的发育和行 为 以 及 减少 昆 虫

进食量 的都可 以用 于 重组到病毒基 因组 中
,

达到加快

害虫死亡和减少害虫造成 的生物产量损失 的 目的
。

一

般来说
,

理想 的基 因应该是其产物能作用 于整个昆虫

的所有组织细胞而不应仅仅作用 于 受感染 的个别细

胞
。

目前 已用于重组病毒杀虫剂的基 因包括
。

①昆 虫 毒素
,

例 如
,

从 蝎 子 提 取 的 毒 素
、

毒素和 毒素
。

这些毒素作用于 昆虫神

经元上
,

引起突触前兴奋
,

受重组病毒感染 的昆虫 表

现 出过敏反应和停止进食
。

与野生 型病毒相 比
,

这些

基 因的重组病毒通 常可使致死 时间缩短 一

左右
,

而进食量减少 左右 从细菌中提取

的 内毒素
,

可 引起昆虫 中肠细胞膜穿孔
,

导致细胞

渗透压平 衡改 变 从蜻虫 体 中提 取 的 毒素
,

可

以 引起 昆虫肌 肉收缩 和麻醉
,

不 能行动
,

进食迅 速被

抑制
。

这些毒素蛋 白的基 因已 经被克隆到不 同的病毒

基 因组 中
,

产生有效地杀灭 害虫 的重组病毒
,

不 同程

度地减少 了杀灭害虫所需要 的时间
。

②一些 昆虫激素的基 因也用于构建重组病毒
。

例

如
,

从烟草天蛾幼虫 中分离 出来 的利尿素
、

孵化素 以
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及从家蚕体 中分离的前胸腺 向性激素
,

已 经在

中表达
。

通过超量表达这些昆虫激素
,

使体 内激

素的平衡状态受 到破坏
,

因而使其代谢 絮乱
,

最终 死

亡
。

这些重组病毒都不 同程度地加快 了病毒的杀虫速

度
,

提高 了杀虫效果
。

③蛋 白酶的基 因也用于重组病毒
。

例如
,

从野生

型 病毒基 因组 中除去脱皮激素 葡糖基转移 酶

的基 因
。

由于这种酶阻滞 了病毒宿主幼虫 的脱皮
,

使

幼虫一直处于一种进食状态
,

所 以带有这个基 因的野

生型病毒往往在杀死害虫之前
,

反而引致昆虫增大食

量
,

造成植物更多的损失
。

从野生型病毒中除掉这个

基 因
,

减少 了病毒对 害虫脱皮的抑制
,

从而减少 害虫

的进食量
。

保幼激素醋酶基 因是另一种可用 于构建重

组病毒的昆虫基因
。

保幼激素是重要 的昆虫激素
,

它

与脱皮激素一起控制着幼虫 的发育方向
。

保幼激素醋

酶催化稳定 和具生物活性 的保幼激素转变成 无活性

的保幼激素酸
,

从而降低体内具生物活性 的保幼激素

水平
。

这个基 因大量表达 的结 果
,

使得昆虫体 内保幼

激素水平下 降
,

昆虫提前脱皮进入蛹期
,

这样 减 少 了

幼虫 的进食量
。

这个酶的基因 已经被克隆到

的基 因组 中
,

大大加快 了害虫死亡 和减少 了害虫

对烟草和棉花等植物的侵食
。

④一些蛋 白调节 因子
,

尤其是细胞核 内调节 因子

的基 因也被克隆到某些杆状病毒的基 因组 中
,

以提高

病毒杀虫剂的杀虫效果
。

例如
,

从杉树芽虫 中分离得

到的核转录调节 因子 和
,

已 被克 隆到

杉树芽虫杆状病毒中 从烟草天蛾幼虫 中分离得到的

核转录调节 因子 被克隆到 中
。

一

般来说
,

如果引入的外源基 因是来 自于该杆状病毒 的

宿主 昆虫
,

那么
,

其在重组病毒感染这 种 昆虫过程 中

的表达是最有效的
,

因为同一种昆虫宿主 的细胞可能

提供有效的基因表达所需 的调节 因子
。

由于杆状病毒基因组本身 比较大
,

直接把外源基

因片段插人到基 因组 中在技术上 比较困难
。

因此重组

病毒的过程一般分两步进行
。

首先构建重组 的基 因转

移质粒载体
,

即首先把外源基 因插入到一个质粒载体

中
,

然后用重组 的转移质粒载体与杆状病毒 一

起转人感染离体培养的昆虫细胞
,

由于转移质粒载体

在外源基 因两端和病毒 在被置换 的基 因

两端都带有相似的 片段
,

因此
,

在转感染时
,

两

种 分子之 间就有可 能发生重组
,

从而把外 源 目

的基 因导人到病毒基因组 中
。

外源基 因是否 已经转移

进 入 到 病 毒 基 因 组 中
,

可 以 通 过 许 多 方 法
,

例 如
, , , ,

酶活性试验
,

限制性 内切酶切割等方法来检查
。

另外
,

目的外 源基 因也可 以与一个标记基 因连接起来
,

当它

们表达时产生一种连接蛋 白
,

可 以通过测试标记蛋 白

的存在而 间接决定 目的基 因是 否 已 插入 到病毒基 因

组 中并 已表达
。

目标标记基 因主要有半乳糖昔酶
,

氯

酶素 乙 酞转移酶
,

绿荧光素等基 因
。

外 源 基 因一 般都被 置 于 一 个转 录 调 节 区 启动

子 的控制之下
,

这样可 以通过启动 子调 节外 源基 因

在重组病毒中的表达
。

目前
,

所采用 的启动子 主要是

病毒基 因表 达 的启动子
,

包括 多角素启动子
、

启

动子
、

启动子
、

启动子 和脱皮激素 葡糖

基转移酶启动子等
。

启动子可 以连接到待表达的单个

基 因或多 个 基 因 的 ’末 端
,

也 可 以 把不 同的待表 达

基 因连接到不 同的启动子 中
。

不 同的启动子 和 目的基

因的组合
,

可 以加强对 目的基 因的表达和控制
。

外源

基 因表达 的水平 和时间常常是 由启动子所决定 的
。

当

用 等早期表达基 因启动子时
,

外源基 因在感染早

期就表达 了
,

这样有可 能缩短杀虫 的时间
。

相反
,

如果

用 晚期表 达基 因启动子 如
,

多角 素启动子
,

则外

源基 因在病毒感染的后期才表达
。

外源基 因插入到病毒基 因组 中的位置也 是很重

要 的
。

外源基 因的插入不应影 响病毒的复制繁殖
,

不

应改变宿主范 围
。

目前 比较多的是插入到病毒的脱皮

激素 葡糖基转移酶基 因
、

基 因
、

基 因及

多角素基因等位置上
。

这些基 因被外源基 因所取代不

会影响病毒的复制繁殖
。

但取代多角素基 因显然不利

于病毒的有效性
。

因为如果没有多角素形成的多角体

包埋病毒
,

将使病毒 很 容易在大 田 条件

下受干燥和紫外线作用而降解掉
。

另一种方法是
,

并

不取代任何基 因
,

而把外源基 因插入到某个基 因如多

角素基 因 的 ’末端
,

连 接在一 起 的两个基 因表 达后

产生
“

融合
”
蛋 白

。

但这样的重组病毒 由于 没有多角体

包埋病毒
,

比较容易降解
。

重组后杆状病毒的致病性是 由两方面 因素决定

的
。

一是 由于病毒在昆虫体 内不断大量繁殖
,

消耗虫

体营养和能量
,

破坏其结构及代谢
。

另一方面是插人

的外源基 因的超量表达 的结果
。

基 因表达 的产物导致

宿主 昆虫 的代谢 和 生 理紊乱
,

或 毒性 使 昆 虫神经麻

醉
。

这两方面 的因素最终将共同加速受感染昆虫 的死

亡
。

要加快重组病毒的杀虫速度
,

可 以通过几个方面

来加 以 改进

①使外源基 因处于不 同的启动子控制下
。

②把多个外源基 因同时在病毒 中表达
。

③通过基 因的改造使所表达 的 能在重组



病毒中稳定产生
,

并有效地表达 为蛋 白产物
,

或使蛋

白产物能分泌到作用位点
。

了解所表达 的外源基 因的

作用 机制
,

对于增加重组病毒的杀虫效果是非常重要

的
。

一般来说
,

如果基 因产物能直接作用 于感染 的昆

虫细胞
,

而 不需要 通过诱导其他新 的蛋 白或酶合成
,

杀虫速度则会快些
。

例如
,

毒素在感染的早期就直

接作用于昆虫肠细胞
,

引起 昆虫停止进食
。

而神经毒

素等昆虫毒素产生后
,

须先转移到神经系统才能发生

作用
,

作用效果相对慢 了
。

目前
,

许多重组病毒的研究

都着眼于那些能直接作用于 昆虫肠道 的蛋 白多肤
。

因

为病毒是首先感染肠道并通过肠道进人体内的
。

如果

重组病毒 目的基 因产物能很快地破坏肠道
,

就能引起

昆虫停止进食
,

达到减少 害虫对作物 的侵食 的 目的
。

因此
,

重组基 因产物的作用位点对于发展有效 的病毒

杀虫剂非常重要
。

加拿大是一个林业 大 国
,

有丰富的林业 资源
,

尤

其是北方的冷杉
、

云 杉和松树等
。

但其林业 同样受到

严重 的虫害
。

虫害所造成的损失甚至 比森林火灾要严

重得多
。

其中最重要 的一种昆虫是杉树芽虫
, ,

它 占所 有 林

业害虫造成损失的 以上
,

因此
,

是加拿大林业重

点防治的一种主要 害虫
。

长期 以来
,

主要靠喷洒化学

杀虫剂来 防治
。

长期喷洒化学杀虫剂的结果造成环境

污染和昆虫产生抗药性
。

因此
,

加拿大林业部在 另

年建立 了应用生物技术来防治林业害虫 的专 门研究

室
,

着重研究和开发重组杉树芽虫病毒杀虫剂
。

通过多年来大量 的基础研究
,

目前克隆出一个调

控 芽虫脱皮的核转 录 因子基 因
,

这个基 因是

芽虫脱皮所必须的
。

转 录 因子 在体 内是 由脱

皮激素所诱导产生 的
,

当这个基 因表达时
,

就会启动

与脱皮有关的一 系列基 因表达
,

从而导致脱皮
。

如果

这个基 因在非正常的发育时期表达就会导致不 正 常

的脱皮
,

最终导致芽虫死亡
。

所 以
,

我们把这个脱皮基

因 导人到野生型杉树芽虫核型 多角体病毒

、 的基 因组中
,

产生一个重组 的杉树芽虫核型 多角

体病毒
。

这个重组病毒有几个特点

① 基 因是处 于 晚表达 的非常强 的多角素

基 因启动子 的调 控下
,

所 以能大量表达
,

加强

了病毒杀虫效果
。

②这个 基 因取代 了病毒 的脱皮 激素 葡糖

基转移酶基 因
,

因而消除了病毒中该基 因的产物对昆

虫脱皮 的抑 制作用
,

从 而加快引起 害虫 在 作

用下畸形脱皮
。

③这个重组病毒保留了野生型 的多角素基 因
,

所

以
,

病毒 能 被多 角素包 埋形 成病 毒 多角 体颗

粒
,

从而保护 了病毒 在野外条件下 不 至于很快

被降解
。

①随着 基 因 的导人
,

一 个 可 供筛选 重 组

病毒 的标记基因
一

半乳糖昔酶基因
一

也被导人到

重组病毒 中
,

并置 于 启动子的调控之下
。

这样
,

方

便 了对重组病毒的筛选
。

⑤重组病毒的 基 因本身是从杉树芽虫 中

分离 出来的并被克隆到杉树芽虫病毒中
,

这样实际上

并没有向芽虫和病毒这个系统导入外源基 因
。

因此对

生态环境是安全 的
。

当用重组的带有 基因 的杉树芽虫病毒感

染杉树芽虫后
,

第 开始
,

基 因就在幼虫体 内

大量表达
,

幼虫随即停止进食
,

并开始进行不 正 常的

脱皮
,

例如
,

身体部分脱皮
,

头盖畸形发育
,

最终导致

死亡
。

四龄幼虫 的半致死剂量为 个病毒包埋体
,

只

是相应的野生型病毒的五分之一
。

在 口 服 个病

毒包埋体时
,

四龄幼虫半致死时间少 于
,

比野生 型

病毒感染的芽虫半致死时间减少至少 一
。

更为重

要 的是
,

重组病毒 由于 能很快引起幼虫 畸形脱皮
,

所

以导致幼虫停止进食
。

重组病毒处理后 的第
,

超过

的幼虫即停止进食
,

这对于减少杉树芽虫所造成

的侵食伤害有非常重要 的意义
。

由于这个重组病毒有

效地加快 了昆虫死亡并大大减少 了昆虫 的进食量
,

因

此 比野生 型病毒更有效地减少 了芽虫对杉树的侵害
。

杉树芽虫病毒仅感染很少种类的林业 昆虫
,

到 目

前为 此
,

没有 发 现这种芽虫病毒感染 其他生 物 的证

据
。

亦未 曾发现 基 因和杉树芽虫病毒的其他

基 因转移 到其它 昆虫天 敌 中
,

例如 肉食性动物
,

鸟类

及寄生生物中
。

所 以
,

杉树芽虫 重组病毒对于

生态环境是安全 的
。

目前
,

这个重组病毒 已 经在美 国 申请 了专利
,

并

正 准备在北美进行野外试验
。

由于 基 因对 于

其它昆虫同样具有引致脱皮的功能
,

所 以 应用所掌握

的病毒 重组技术
,

我们很容易把 基 因引

人 到其它植物如重要 的经济作物 的害虫病毒 的基 因

组 中
,

从而产生许 多重组 的昆虫病毒
,

开发 出高效和

安全 的病毒杀虫剂
。


