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摘 要 利用基因枪法将单个8*/*基因或与,89:基因一起导入到两个华南地区优良籼稻品种中，获得$!个转

8*/*单基因的植株系，7个转8*/*和,89:双基因的植株系。对;!代植株的分子杂交和遗传分析表明，6个转双基

因系中多个拷贝的8*/*和,89:基因均是整合在植株基因组同一染色体上相同或相近位点。+(2/<-2=1)(/证明在

;$代转基因植株中8*/*基因稳定表达。对稻纵卷叶螟的抗性实验表明，转8*/*单基因或8*/*和,89:双基因的转

基因植株均较原种对照有更强的抗性，而转双基因植株较转单基因植株又有更强的抗性。

关键词 8*/*基因，,89:基因，基因枪转化，转基因水稻植株，抗虫试验
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近年来，人们已利用从微生物和植物中克隆的

一些抗虫基因提高了水稻对某一昆虫的抗性［!!6］。

无疑，8*/*毒蛋白基因是目前水稻抗虫基因工程中

应用最为广泛也最为成功的一类抗虫基因，已分离

出的众多的8*/*毒蛋白基因，抗虫谱几乎覆盖了所

有鳞翅目害虫，但每一种8*/*毒蛋白基因的抗虫谱

却十分有限，昆虫易对8*/*毒蛋白产生耐受性［7］。

植物蛋白酶抑制剂（@2(/-:=AB-C=<:1:/(2，@C）是

另一类作用机制不同于8*/*毒蛋白的抗虫蛋白。

与8*/*毒蛋白相比，蛋白酶抑制剂的抗虫谱广，昆

虫产生突变的可能性极少［#］。然而蛋白酶抑制剂

抗虫毒性比8*/*毒蛋白低（蛋白酶抑制剂的作用浓

度为微克级，而8*/*则为纳克级）。理论上来讲，两

类基因联合使用不但可以扩大抗虫谱且可以减少昆

虫产生耐受性。赵荣敏等［"］证明共表达8*/*毒蛋

白基因和豇豆胰蛋白酶抑制剂基因（D@9:）的烟草

转基因植株较表达其中任何一种单基因的烟草植株

对棉铃虫幼虫有更强的毒杀作用。经室内棉铃虫

!4代汰选实验表明，转双基因（8*/*ED.9C）抗虫烟

草可以显著延缓棉铃虫的抗性形成［5］。

本研究将8*/*毒蛋白基因!*23（4）单独或与

大豆胰蛋白酶抑制剂基因（,89:）一起导入籼稻品

种中，获得对稻纵卷叶螟抗性增强的转单、双抗虫基

因的水稻植株。

’ 材料与方法

’(’ 植物材料

籼稻（5*26+&+/#7+F*BB.*C=G:HAIA/(）竹籼8
的成熟种子由湛江海洋大学农学系提供，穗优占的

成熟种子由广州市农科所提供。

’() 质粒

由图!，质粒.C@4%!（#J1）含,89:基因，由美国

D(2=-))大学吴瑞教授提供。质粒.KLM!"（&J1）含

8*/*基因、4+*基因，由中国农业科学院生物技术中

心范云六教授提供。

图! 质粒结构简图

K:NO! 9<-H(=B/2PH/:(=(Q/<-.)AB0:GB



!"# 水稻转化及转化植株的再生

水稻转化具体方法参照许新萍等［!］进行，将含

有"#$#基因的质粒%&’()*单独或与含有+",-基

因的质粒%./!0)按照)1)的摩尔比混合包裹于金

粉上，并轰击到竹籼"、穗优占的胚性愈伤组织中，

经过"23$2的抗性筛选和再生培养，得到的抗性小

苗用于分子检测和昆虫抗性检测。

!"$ 转基因植株及后代的%&’(&抗性鉴定

!"$"! 40代转基因植株"23$2抗性鉴定：待转基因

植株长至分蘖期，每株选一个分蘖的顶上第一片完

全叶由叶尖往下均匀涂布浓度为050)6的"23$2，

每天涂)次，连续涂78，98后观察叶片情况，并与

未转化植株叶片作比较。

!"$") 后代植株"23$2抗性鉴定：将40及4)代转

基因植株种子均匀播种于营养土中，待小植株长至

:叶期，对整株植株喷施上述"23$2溶液，每天喷)
次，连续喷:8，)周后进行观察。

!"* +,-(./01杂交

按照 ;<=>等 方 法 从 水 稻 叶 片 提 取 基 因 组

;?@［A］。取)0!B基因组;?@用相应的酶（见文中

图）进行充分酶切后，在05!6的琼脂糖凝胶上进行

电泳，变性中和后将;?@转移至带正电荷的尼龙

膜上，分子杂交按+2CDE<<F等［)0］方法进行。以:7/
标记的"#$#基因片段（)5!FD）以及质粒%./!0)的

!"#8"G$%&H.片段（约05IFD）分别作为检测

"#$#、+",-基因的探针。

!"2 3,0(./01杂交

具体方法参照冯道荣等［))］进行。70!B植物总

4?@在)576的甲醛凝胶变性电泳上进行电泳，)
#7J后，变性中和用真空转移仪转移到尼龙膜

（H>D<K8HG，/J2C2L-2）上，用相应的;?@探针进

行杂交。

!"4 转基因水稻植株的抗虫试验

试验虫种为稻纵卷叶螟。对照品种为未转化的

原种竹籼"和穗优占，抗性品种为/$D::（4LF），感

虫品种为,?)（+LF）。待小植株成苗后，取两片健

康的叶片置于试管中，接入)0头稻纵卷叶螟7龄若

虫，每当叶片变黄，以同株或来源于同一母株的新鲜

叶片更换（本实验中一组虫子均须取多株植株的叶

子），保持管中叶片“恒生”。当感虫对照组稻纵卷叶

螟大量化蛹时，对各组虫子的死亡率和平均蛹体重

进行统计。每个编号的植株做:组重复。

) 结果与分析

)"! 水稻转化植株的获得

用基 因 枪 法 将 质 粒%&’()*单 独 或 与 质 粒

%./!0)共同导入到水稻胚性愈伤组织中，经过分别

加有7CB／M"23$2和9CB／M"23$2的 N"培养基

两次筛选共再生出7I个独立的抗性植株系。转化

结果见表)。由表可见，竹籼"转化频率最高为

*5!6，穗优占为)5A6。

)") 获得共整合有两个抗虫基因的水稻转基因植

株

待转化植株长至70LC左右，分别以"#$#基因

和+",-基因编码序列作为探针，对转"#$#和+",-
双基因的再生植株，进行点杂交分析。结果表明穗

优占的:个再生植株系所选的:9株植株均与"#$#
探针杂交呈阳性信号，"#$#基因的导入率为)006，

而对于+",-基因则只有)个系)株植株呈现阳性

信号，导入率为::5:6；竹籼"的!个再生植株系

所选的:9株植株"#$#基因的导入率为)006，而对

于+",-基因则有:个系)0株植株呈现阳性信号，

导入率为:O5I6。

上述9个"#$#和+",-基因点杂交均呈阳性的

转基因系植株，进行的+<P$JQEKD=<$分析结果见图

7。+",-基因的检测选用!"#8"G’().双酶切植

表! 基因枪转化水稻胚性愈伤组织的实验结果

5&67/! 50&1’8,09&(:,10/’-7(’,80:;//960<,=/1:;;&77:6<6:,7:’(:;’

4-LQBQK<$>%Q
&<EQ-BKBQKQ3

$E2K3R<ECQ8

,JQKPCDQE<R

L2==-D<CD2E8Q8

,JQKPCDQE<R

EQ3-3$2K$L2==-

,JQKPCDQE<R

EQ3-3$2K$%=2K$=-KQ3

,E2K3R<EC2$-<K

E2$Q（6）!

(JPS-2K"
"#$#

"#$#G+",-

)7)

))!

7:

70

!

!

*#*

*#!

+P-><PTJ2K
"#$#

"#$#G+",-

:*)

)*0

)!

!

*

:

)#O

)#A

!,E2K3R<EC2$-<KE2$Q（6）U,JQKPCDQE<REQ3-3$2K$L2==-／,JQKPCDQE<RL2==-D<CD2E8Q8V)006
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物!"#，以$%&’()*+,$-／!"#.!/$%&*作为对

照；0121基因的检测选用!"#.!酶切植物!"#，以

$%&’()345-6／!"#.!为正对照。如图&#，0所

示，7个转化植株!"#的未酶切样品（第7，6，,，-$
道）与两个探针杂交时均在高分子量!"#区出现

阳性信号，没有小分子量杂交带的出现；酶切样品

（第8，9，:，--道）出现与质粒正对照位置一致的杂

交带（)*+,$-约&%$;<，)345-6约7%8;<），但杂交

模式并不相同。未转化植株!"#酶切（第=道）和

未酶切（第&道）样品对两种探针均没有杂交信号。

表明0121基因和>0?@基因都整合到这7株转化植

株的基因组中，而且它们分别来自不同的转化事件。

对转单个0121基因的转基因植株进行的>AB2CDE’
<FA2分析结果，表明本研究获得了-7个转0121单基

因的转基因植株系。因篇幅限制在此不作具体推

导。

图& 转0121/>0?@双基因植株的>AB2CDE’<FA2分析

3@(%& >AB2CDE’<FA2G’GFHI@IJAE(D’AK@L!"#AJ2EG’I(D’@LE@LD)FG’2ILA’2G@’@’(0121G’.>0?@(D’DI
（#）0FA2M@2C0121(D’D)EA<D

-1)345-6／!"#.!；&1NOP’LB2；=1NO／!"#.!；714>9Q-P’LB2；814>9Q-／!"#.!；6145:Q-P’LB2；9145:Q

-／!"#.!；,145--Q-P’LB2；:145--Q-／!"#.!；-$145-&Q=P’LB2；--145-&Q=／!"#.!
（0）0FA2M@2C>0?@(D’D)EA<D

-1)*+,$-／!"#.!/$%&*；&1NOP’LB2；=1NO／!"#.!/$%&*；714>9Q-P’LB2；814>9Q-／!"#.!/$%&*；6145:Q

-P’LB2；9145:Q-／!"#.!/$%&*；,145--Q-P’LB2；:145--Q-／!"#.!/$%&*；-$145-&Q=P’LB2；--145-&Q=／

!"#.!/$%&*

待上述点杂交阳性植株长至分蘖期，用$%$-R
的0GI2G对叶片进行涂布试验。-周后，大部分转基

因植株叶片涂布区并无显著损伤，叶片生长正常；而

对照植株涂布区颜色泛黄，渐渐整个叶片枯死（图片

未显示）。说明’()基因在这些转基因植株中得到

了表达。因0121基因是与’()基因串联在同一载

体上，推测0121基因也可能获得了表达。

!"# $%代植株的遗传分析和生物学分析

从上述共整合有0121和>0?@双抗虫基因的7
个转基因植株系中分别选出-株S$代植株来分析

它们在后代中的遗传传递规律。由表&可见，7株

植株中两个抗虫基因在后代分离比接近于=T-，均

符合孟德尔分离规律。说明它们各自的一至多个拷

贝都是串联整合在植株基因组同一染色体的相同或

相近位点。而且在植株 45:Q-，45--Q-，4>9Q-中

凡是0121/的植株也是>0?@/的植株，表明在这=
株植株中外源多个拷贝的0121和>0?@基因都是整

合在同一染色体上相同或相近位点。而在 45-&Q=

中不是所有的0121/的植株都是>0?@/的植株，也

就是说在 45-&Q=中不是所有拷贝的0121基因与

>0?@基因都是整合在同一染色体上相同或相近位

点。

表! 转&’(’)*&+,双基因植株的遗传分析

+-./0! $%,1203,(-14056(20&’(’-17*&+,(3-1890108

S$?EG’I(D’@L

F@’D

0121/／

0121U
>0?@/／

>0?@U
?CD’BK<DEAJ

0121/G’.>0?@/

45:Q- -7/／6U -7/／6U -7

45--Q- -8/／9U -8/／9U -8

45-&Q= -7/／6U -7/／6U ,

4>9Q- -7/／6U -7/／6U -7

对其 它 大 部 分 转 基 因 植 株 种 子 在 苗 期 进 行

$%$-R0GI2G溶液的喷施试验。结果表明大部分转

基因植株在S-代的分离比符合孟德尔=T-的分离

规律（结果未显示）。说明’()基因已遗传至大部分

8$68期 卫剑文等：应用0121和>0?@基因提高水稻抗虫性的研究



后代植株并得到表达。

!"# $%代转基因植株对稻纵卷叶螟的抗性

对!株"#植株的"$代植株进行了稻纵卷叶螟

的抗性试验。试验统计结果见表%，所有被测转基

因植株对稻纵卷叶螟的死亡率为&’()*!’#(#*，

均显 著 高 于 原 种 对 照（%(%#*）和 感 虫 对 照

（#(##*）。且转基因植株虫蛹平均体重只有原种对

照的’#()*!!’(%*。说 明 转 单 个+,-,基 因 或

+,-,./+01双基因植株对稻纵卷叶螟的抗性较原

种对照有了提高。

表& $%代转基因植株对稻纵卷叶螟的抗性

’()*+& ,-.(//(0.1$%23(4/5+4-63-6+7*(42/(5(-4/2*+(11.*8+3（!"#$%#&’()*+*+,-.*"#&*+）

/23456 07-25（87,）
97:-251-; <=422>6:2?6@61?A-

（87,） （*） （3?） （*）

08$（/BC） %# # #(## &%(D%

EA=F12G+ %# $ %(%# &&()% $##

HEDI$ %# $D D’() $)(’J ))(’J

HE)ID %# $% D%(% $J()J ’K(&K

HE$$I$! %# $! ’#(# $%(J JK(%K

HE$&I%! %# $& D#(# $’(J )&(JK

HE$DI%! %# $) J’() $%(! ’#()$

HE$JI&! %# ! &’() $!(# )K($K

/=1;7=LA2G %# $ %(%# &&(J’ $##

H/$I! %# $$ %’() $K(D) !’(%

H/)I$! %# $% %%(% $J(# ’’(DK

<-M%%（"BC） %# && )%(% $&(JJ JJ(’%

!NGO1B2-1G?-A7P6-:2GP?6G1B:1B6452G-PB7G-21G1G?+,-,2GO/+01?6G6P，2GO-A67-A6:P1GO1B2-1G?-A6-:2GP?6G1B:1B6452G-PB7G-21G1G?P1G?56+,-,

-:2GP?6G6,

!"9 转基因纯系植株的获得

"&代植株在苗期经过#(#$*+2P-2抗性筛选

后，发现有来自&#株"$代的各自%#株"&代植株

均表现出对+2P-2的抗性。说明这些"$代植株有

可能是转基因纯系植株。对这些植株的各%#株后

代进行+,-,基因和/+01基因的点杂交分析。结果

表明有K株"$代的%#株"&植株均含有+,-,基因

和/+01基因，!株"$ 代的%#株"& 植株仅含有

+,-,基因（图片未显示）。说明我们得到了K株转

+,-,和/+01双基因的"$代转基因纯系植株，!株

转+,-,单基因的纯系植株。且!"#基因在这些植株

中也获得了表达。

对这些植株进一步作了+,-,基因的87:-A6:G
M57-分析，结果（图%）表明+,-,基因在这些纯系植

株的后代中获得了表达，且不同植株之间表达量存

在差异。其中植株 HE$’I&I$I$中+,-,表达量最

高。

!": 转基因纯系植株的抗虫结果

待上述"& 代纯系植株长到成苗期进行了稻

图% "&转基因纯系植株中+,-,基因的

87-A6:GM57-分析结果

Q1?(% 87-A6:GM57-2G25;P1P7R"&-:2GP?6G1B

:1B6452G-PR7:+,-,?6G6
$,87GI-:2GPR7:36O452G-P；&,HE$I&IDI$；%,DI$I&I&；

D,HEKI$I&I$；J,$&I%I$I$；’,HE$’I&I$I$

纵卷叶螟的抗性试验。实验统计结果见表D，"&代

纯系 植 株 对 稻 纵 卷 叶 螟 的 死 亡 率 为)%(%*!
K%(%*，均显著高于原种对照（#(##*）和感虫对照

（#(##*）。而转+,-,./+01双基因的纯系植株对

稻纵卷叶螟的死亡率为!%(%*!K%(%*，高于转

+,-,单基因的纯系植株（)%(%*!!%(%*）。表明转

+,-,./+01双基因的转基因植株较转+,-,单基因

’#’ 生 物 工 程 学 报 $’卷



的植株对稻纵卷叶螟有更强的抗性。其中编号为

!"#$%$&、!"%’$%$&、!"%%$%$(、!"%&$)$%、!*+$%$#

及!*,$%$%+的转双基因株系表现出与抗虫对照相

同甚至更高的抗性水平。

表! "#代转基因植株对稻纵卷叶螟的抗性

$%&’(! )*+%,,%-+./0%1,2(1*30*3(4’%1/,%2%*1,/（!"#$%#&’()*+*+,-.*"#&*+）

*-./01 234-0（536）
7384-094: ;</--=18->1?19>@4

（536） （A） （.>） （A）

25%（*BC） )’ ’ ’D’’ %#DE)

"@<F9-GH )’ ’ ’D’’ %,D)I %’’

!"%$&$E )’ && +)D) %(D&( ,,D(

!"&$%$) )’ &) +(D+ %ID+’ ,ID(

!"E$%$& )’ &E ,’D’ %ID%’ ,&D)

!"($%$) )’ &E ,’D’ %,D%, ##D%

!"+$E$& )’ &I ,)D) %)D%’ +%DE

!",$)$& )’ &E ,’D’ %+D#, #,D’

!"#$%$&! )’ &( ,(D+ %EDE’ +,DI

!"%’$%$&! )’ &( ,(D+ %ED+I ,’DE

!"%%$%$(! )’ &, #)D) %&D&’ ((DI

!"%&$)$%! )’ &+ #’D’ %)D#) +ID#

!"%E$)$%! )’ &I ,)D) %ID(& ,ID%

!"%I$&$&! )’ &I ,)D) %(D)) ,#D’

!"%($&$%! )’ &I ,)D) %IDI’ ,EDI

*<9:3<J@-G )’ ’ ’ %,D%( %’’

!*%$,$+ )’ &I ,)D) %)D)E +)DE

!*&$%$% )’ &E ,’D’ %&D+’ (#D#

!*+$%$#! )’ &+ #’D’ %)D’’ (#D,

!*,$%$%+! )’ &( ,(D+ %)D&) +&D,

;4K))（LBC） )’ &( ,(D+ %&D(#

!MGN9B-49G>4@3O148-GO>1G9B89B1/0-G4OB3G4-9G9G>H646-GN*H29>1G1O，-GN4@134@18O9GN9B-49G>4@148-GO>1G9B89B1/0-G4OB3G4-9G9G>O9G>01H646

48-GO>1G16

5 讨 论

本研究将单个H646基因或与*H29基因一起共

同导入到了两个华南地区优良籼稻品种中，获得了

&%个转H646单基因的L’代转基因植株系，E个转

H646和*H29双基因的L’代转基因植株系。位于不

同载 体 上 的H646和*H29基 因 共 同 导 入 频 率 为

))D)A（穗优占）和)+DIA（竹籼H），这与P@89O43<
等报道的位于不同载体上的两个基因共同导入频率

接近于)’A的报道基本一致［%&］。且证明其中)个

转双基因系中多个拷贝的H646和*H29基因是整合

在转基因植株基因组同一染色体上相同或相近位点

上，在后代表现为紧密连锁。至此，本研究共筛选到

,株转H646单基因的纯系植株，#株转H646和*H29
双基因的纯系植株。

转H646单基因的纯系植株对稻纵卷叶螟的抗

性均较原种对照有了明显提高，这是我国首次在水

稻中证明了H646基因对稻纵卷叶螟的抗性作用，而

稻纵卷叶螟是危害我国水稻生产的主要害虫之一。

再转H646和*H29双基因的植株较转H646单基因的

植株对稻纵卷叶螟又有更强的抗性。证明了H646
和*H29双基因的协同杀虫作用。植物蛋白酶抑制

剂基因抗虫谱较广，昆虫不易产生耐受性。赵建周

等［+］就室内%,代的汰选实验结果表明棉铃虫对转

单H646基因抗虫烟草存在较高的抗性风险，而转

H646QP;29双基因抗虫烟草在相似汰选条件下可

+’(I期 卫剑文等：应用H646和*H29基因提高水稻抗虫性的研究



以显著延缓棉铃虫的抗性发展。由此可以预测我们

转!"#"和$!%&双基因的植株不但有很好的抗虫效

果，而且不易使昆虫产生抗性。且有’株转!"#"和

$!%&双基因的纯系植株对稻纵卷叶螟的抗性达到

与抗性对照相等水平甚至超过抗性对照。将它们培

育成抗性品系的工作正在进行之中。
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