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转cry2Ah-vp基因玉米的抗虫性鉴定
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摘要：为获得新型抗虫转基因玉米，将通过群体筛选获得的具有抗虫性的转 cry2Ah-vp 基因玉米

VP1-5采用PCR、Southern blot、实时荧光定量PCR（qPCR）、酶联免疫吸附测定（ELISA）等方法进行

阳性植株鉴定、拷贝数分析、转录水平和翻译水平分析，同时通过室内和田间生物活性测定鉴定转

基因玉米 VP1-5 对东方黏虫 Mythimna separata 和亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis 的抗性。结果表

明，在转基因玉米 VP1-5 中 cry2Ah-vp 基因已整合到玉米基因组，以单拷贝的形式插入；cry2Ah-vp

基因在转基因玉米VP1-5不同部位组织中均可以正常转录，在灌浆期叶片中的mRNA表达量最高，

相对表达量为32.67，在灌浆期穗轴中的mRNA表达量最低，相对表达量为3.74；Cry2Ah-vp蛋白在

转基因玉米VP1-5的6叶期各组织中表达量均较高，其中在叶片中的表达量达到2 155.18 ng/g FW，

在抽雄期花丝中的表达量最高，达到2 165.86 ng/g FW；且转基因玉米VP1-5对东方黏虫有很高的

杀虫活性，接虫3 d后幼虫死亡率达到100.00%；对亚洲玉米螟幼虫也有明显的生长抑制作用。表

明转基因玉米VP1-5可作为玉米抗虫育种和害虫防治的种质资源。
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Abstract: To obtain the novel insect-resistant maize, the insect-resistant transgenic event VP1-5 harbor‐

ing cry2Ah-vp gene was detected for the foreign gene insertion, copy number, transcriptional and trans‐

lational expression of cry2Ah-vp gene by using PCR, Southern blot, real-time fluorescence quantitative

PCR (qPCR) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the bioassay in the laboratory and

field was conducted to identify the resistance of VP1-5 transgenic maize to Mythimna separata and Os‐

trinia furnacalis. The results showed that cry2Ah-vp gene was integrated into maize genome with a sin‐

gle copy in transgenic maize VP1-5. The cry2Ah-vp gene was correctly transcribed in different tissues

showing the highest expression in leaf and the lowest expression in cob during grain-filling stage, and

the relative mRNA level were 32.67 and 3.74, respectively. The Cry2Ah-vp protein was expressed rela‐

tively high in all tissues at six-leaf stage, especially in leaf where the expression was 2 155.18 ng/g FW.

Overall, the highest expression of Cry2Ah-vp protein was 2 165.86 ng/g FW in silk at tassel stage. VP1-5

transgenic maize was demonstrated to have high insecticidal toxicity towards armyworm by the fact that
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玉米是重要的粮食作物，也是重要的饲料和工

业原料，但由于虫害每年减产大约 7%，严重时可达

20%（张社梅和赵芝俊，2009）。1996年转基因抗虫

作物开始商业化种植，这在一定程度上减少了杀虫

剂的使用，提高了作物的产量和质量，给种植者带来

了良好的收益（Estruch et al.，1997；Bates et al.，2005）。

国际上关于转基因抗虫玉米的研究主要集中于孟山

都公司、杜邦先锋公司、先正达公司等大型跨国生物

技术公司，涉及的苏云金芽胞杆菌Bacillus thuringi‐

ensis（Bt）杀虫蛋白基因主要包括 cry1Ab、cry1F、

vip3A、cry1A.105和 cry2Ab2等（Schmidt et al.，2009；

Storer et al.，2010；James，2015）。国内转基因玉米

的研究起步晚于国外，随着转基因研究体系的逐

渐成熟，近年来研究进度逐渐加快，抗虫转基因

玉米涉及的Bt杀虫蛋白基因主要有cry1Ab、cry1Ac、

cry1Ab/cry2Aj和 cry1Ah等（韩岚岚等，2008；Yang et

al.，2014）。东方黏虫 Mythimna separata 是一种常

见的玉米害虫，属鳞翅目夜蛾科，在我国广泛分布，

具有迁飞性、暴食性等特点，在幼虫时期暴食玉米叶

片，严重发生时可在短期内吃光叶片，造成玉米减产

甚至绝收（江幸福等，2014）。现有的Bt杀虫蛋白基

因对亚洲玉米螟Ostrinia furnacalis有良好的防治效

果，但在东方黏虫防治上还需要寻求有效的抗虫基

因（杨素娟等，2016；刘臣等，2017；王振营和王晓鸣，

2019）。

Bt杀虫蛋白基因 cry2Ah是通过混合土壤样品

池制备宏基因组，利用Bt杀虫蛋白基因特异性引物

扩增获得的一个新型杀虫基因，Cry2Ah蛋白对亚洲

玉米螟有体重抑制活性，对棉铃虫 Helicoverpa ar‐

migera有生长抑制活性，同时对Cry1Ac抗性棉铃虫

也有很好的生长抑制活性（Shu et al.，2013）。将

Cry2Ah的第354位缬氨酸后面插入1个脯氨酸从而

得到Cry2Ah-vp突变体，其在突变位置上与Cry2Ab

具有相同的碳骨架，将 cry2Ah和 cry2Ah-vp这2个基

因分别转入烟草植株后发现，与 Cry2Ah 相比

Cry2Ah-vp 对棉铃虫有更高的杀虫活性（Li et al.，

2018）。因此，cry2Ah-vp基因是培育新型抗虫玉米

的优良候选基因。

本课题组前期根据植物基因的密码子偏好性和

tRNA转运饥饿对 cry2Ah-vp基因进行密码子优化，

将优化后的 cry2Ah-vp 基因与草铵膦抗性基因 bar

构建到同一植物表达载体上，利用农杆菌介导法转

入玉米中获得转 cry2Ah-vp和 bar基因的玉米（Li et

al.，2018）。本试验拟对获得的转 cry2Ah-vp 和 bar

基因玉米进行 PCR、Southern blot、实时荧光定量

PCR（real-time fluorescence quantitative PCR，qP‐

CR）、酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immunosor‐

bent assay，ELISA）等分子检测和生物活性测定，确

保外源基因的有效插入和稳定表达，并评价其对东

方黏虫和亚洲玉米螟的室内和田间抗性，以期为玉

米抗虫育种和害虫防治提供种质资源。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物：T1代转 cry2Ah-vp基因抗虫玉米材料

VP1-5，该材料来源于 pC2HB-vp 载体的转化，该载

体 由 ubiquitin 启 动 子 连 接 cry2Ah-vp 基 因 以 及

CaMV35S启动子连接 bar基因组成，通过农杆菌介

导转化获得，该材料与质粒 pC2HB-vp 载体均保存

于中国农业科学院生物技术研究所郎志宏实验室；

以实验室保存的玉米自交系郑 58材料作为非转基

因对照。

供试虫源：东方黏虫、亚洲玉米螟虫卵购自北京

美延农业科技有限公司。虫卵在 28℃人工气候箱

中进行孵化，孵出的 1日龄幼虫作为供试虫源直接

进行生物活性测定。

药剂及试剂：200 g/L草铵膦（glufosinate ammo‐

nium）水剂，浙江永农生物科学有限公司。BAR快

速检测试纸条，北京奥创金标生物公司；各种限制

性内切酶、Taq DNA Polymerase，日本TaKaRa公司；

2×Taq Master Mix（Dye）、2×Taq Plus MasterⅡMix

（Dye），南京诺唯赞生物科技有限公司；PCR DIG

Probe Synthesis Kit、DIG High Prime DNA标记和杂

交检测试剂盒 II，德国Roche Applied Science公司；

HybondTM-XL尼龙膜，美国GE公司；Cry2A定量检

测 ELISA 试剂盒，美国 Envirologix 公司；RevertAid

the mortality of armyworm larvae reached 100.00% 3 d after inoculation; VP1-5 obviously inhibited the

weight gain of the corn borer larvae. This study indicated that VP1-5 transgenic maize could be a good

germplasm resource for insect resistance and pest control.

Key words: pest control; Bacillus thuringiensis; cry2Ah-vp gene; transgenic maize; Mythimna separa‐

ta; Ostrinia furnacalis
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反转录试剂盒，美国Thermo Fisher公司；RNA提取

试 剂 Trizol、2×TransStart® Top Green qPCR Super

Mix，北京全式金生物技术有限公司。

仪器：RXXZ500C 人工气候箱，中国宁波江南

仪器厂；5415D离心机，德国Eppendorf公司；Tgradi‐

ent PCR仪，德国Biometra公司；Biosystems® Quant‐

Studio® 3实时荧光定量 PCR仪，美国Thermo Fisher

公司；JY300E电泳仪、JY-SPFT电泳槽，北京君意电

泳设备有限公司；Gel Doc XR+凝胶成像系统，美国

Bio-Rad公司；ELx-808全自动酶标仪，美国Bio-Tex

公司；LF-Ⅱ分子杂交炉，宁波新芝生物科技股份有

限公司；AI600超灵敏多功能成像仪，美国GE公司。

1.2 方法

1.2.1 转基因玉米草铵膦抗性筛选及BAR试纸条检测

田间种植转基因T1代玉米VP1-5（T0代自交收

获）和非转基因对照玉米郑58，于畦长20 m、行长3 m

的小区进行种植，株距15 cm、行距60 cm，转基因玉

米材料VP1-5重复种植 2个小区，非转基因对照材

料郑 58种植 1个小区。由于在转化 cry2Ah-vp基因

的同时，引入了草铵膦抗性基因bar基因，它能编码

草铵膦乙酰转移酶（phosphinothricin N-acetyltrans‐

ferase，PAT），PAT能使草铵膦的自由氨基乙酰化，从

而使草铵膦对转基因植物无毒性作用，植株能正常

生长，因此对大田种植的T1代转化玉米植株进行了

2‰草铵膦喷施筛选。为了方便快捷地筛选出阳性

转基因植株，首先对玉米转化植株进行草铵膦喷施，

依据草铵膦大田推荐用量 750 g/hm2，配制浓度为

2‰的草铵膦水溶液，即在 5 L水中加入 200 g/L草

铵膦原液50 mL，在玉米4叶期喷施1次，7 d后观察

玉米生长情况，统计活苗数。为确保存活植株为阳

性植株及喷施浓度的有效性，对喷施草铵膦后的存

活植株再用BAR快速检测试纸条进行检测，BAR试

纸条能够快速对样本中PAT蛋白进行特异性检测，

从存活转化植株和非转基因对照植株上分别剪取

1 cm×1 cm大小的玉米叶片，放入装有 0.5 mL蒸馏

水的1.5 mL EP管中，使用尖头玻璃棒进行研磨，然

后将BAR快速检测试纸条插入EP管中，等待2 min

后观察试纸条上的质控线和检测线，上条带为质控

线，下条带为检测线，当质控线和检测线均有紫色条

带出现时，表明该植株为阳性转基因植株，只有质控

线1个条带时则为阴性植株。

1.2.2 转基因玉米的PCR检测

为验证外源基因是否插入到转基因玉米材料

VP1-5 基因组中，采用 CTAB 法从转 cry2Ah-vp 和

bar基因玉米VP1-5及非转基因对照玉米郑58植株

的叶片组织中提取基因组 DNA（Porebski et al.，

1997），以质粒 pC2HB-vp 为正对照，以非转基因玉

米郑58为负对照，以ddH2O为空白对照，用bar基因

和 cry2Ah-vp 基因的特异性引物分别进行 PCR 检

测，引物由北京中美泰和生物技术有限公司合成。

检测 bar基因的 20 μL反应体系：DNA模板 100 ng、

0.2 μmol/L 引物 bar F1（5′-TGACGCACAATCCCA-

CTATCCT-3′）/bar R1（5′-CAGCGACCACGCTCTT‐

GAAGC-3′）各0.5 μL、2×Taq Master Mix（Dye）10 μL，

ddH2O补足至20 μL。反应条件：94℃预变性5 min；

94℃变性30 s，56℃退火30 s，72℃延伸20 s，30次循

环；最后 72℃再延伸 5 min。cry2Ah-vp基因的 PCR

检测体系与 bar基因相同，仅将引物替换为 cry2ah-

vp F1（5′-ACCTCATCTTCCCGTC-3′）/cry2ah-vp R1

（5′-GGTGTTGCTCTGCTCG-3′）。反应条件：94℃

预变性 5 min；94℃变性 30 s，56℃退火 30 s，72℃延

伸 60 s，30 次循环；最后 72℃再延伸 5 min。所得

PCR产物均通过 1%琼脂糖凝胶电泳分离，用凝胶

成像仪观察 PCR 扩增产物大小，确定 bar 基因和

cry2Ah-vp基因是否均转入玉米植株，并选取有条带

的阳性植株进行下一步验证。

1.2.3 转基因玉米的Southern blot分析

为确定外源基因插入的拷贝数，提取1.2.2中经

PCR 检测到的转基因玉米 VP1-5 阳性植株基因组

DNA和非转基因对照玉米郑58植株的基因组DNA，

将50 μg转基因玉米基因组DNA分别用限制性内切

酶Hind Ⅲ、BamH Ⅰ、EcoR Ⅰ、Sac Ⅰ进行酶切，非转基

因对照玉米基因组DNA用限制性内切酶Hind Ⅲ酶

切，酶切产物均在 0.7%琼脂糖凝胶上于 30 V 过夜

电泳，电泳产物通过毛细管转移至带正电荷的尼龙

膜上。以 cry2Ah-vp基因的 862 bp片段为探针进行

Southern blot检测，以含 cry2Ah-vp基因片段为正对

照，以非转基因玉米郑 58为负对照。50 μL探针反

应体系：DNA模板 100 ng、0.2 μmol/L正向引物（5′-

GAGTGGATGGAGTGGAAG-3′）和反向引物（5′-C-

GATGTTTGGGAAGGTCT-3′）各 0.5 μL、2×Taq Plus

Master Ⅱ Mix（Dye）25 μL，ddH2O补足至 50 μL。反

应条件：95℃预变性3 min；95℃变性15 s，56℃退火

20 s，72℃延伸 60 s，30 次循环；最后 72℃再延伸

5 min。探针 DNA 用 PCR DIG Probe Synthesis Kit

标记为DIG-11-dUTP，按照DIG High Prime DNA标

记和杂交检测试剂盒 II的说明书进行操作。用超灵

敏多功能成像仪的自动化学发光成像分析系统进行
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DNA杂交信号图像分析。

1.2.4 转基因玉米的qPCR检测

为检测转基因玉米植株中 cry2Ah-vp基因在转

录水平的表达差异，利用qPCR方法进行测定分析。

选取大田种植的抽穗期和灌浆期T1代转基因玉米

VP1-5的雄穗、心叶、叶、苞叶、花丝、穗轴、籽粒、茎、

根组织，分别取 100 mg上述各部位组织用Trizol提

取其总RNA。利用RevertAid反转录试剂盒反转录

合成 cDNA，以合成的 cDNA 为模板使用 Biosys‐

tems® QuantStudio® 3实时荧光定量PCR仪进行荧光

定量 RT-PCR。以 actin 基因为参考基因，分别用引

物 vp1-5-qF1（5′-AGGGCGTACATGGTGAGC-3′）和

vp1-5-qR1（5′-GGATGGGGGAGATGGTGA-3′）检测

cry2Ah-vp 基因的转录水平，用引物 actin-qF1（5′-

GGCATCATACATTTTACAACGAA-3′）和 actin-qR1

（5′-ATGGCGACATACATAGCAGGAGT-3′）检测 ac‐

tin基因的转录水平。20 μL反应体系：2×TransStart®

Top Green qPCR Super Mix 10 μL、0.2 μmol/L正反向

引物各 0.4 μL、cDNA模板 1 μL，ddH2O补足 20 μL。

反应条件：95℃预变性 30 s；95℃变性 5 s，60℃退火

加延伸 34 s，进行 40 个循环，然后采用 2-△△Ct 法对

qPCR数据进行相对定量分析。每处理 3次生物学

重复。

1.2.5 转基因玉米的ELISA分析

为明确转基因玉米的Cry2Ah-vp蛋白表达量，

选取T1代转基因玉米VP1-5的 3个株系，每个株系

选3株植株，分别取6叶期、抽穗期和灌浆期的心叶、

叶、茎、根、雄穗、花丝、苞叶、穗轴、籽粒组织，利用

ELISA法测定转基因植株各组织中的Cry2Ah-vp蛋

白表达量。分别取100 mg上述各组织研磨后，按照

Cry2A定量检测ELISA试剂盒说明书提取Cry2Ah-vp

蛋白，使用酶标仪在波长450 nm处测量OD值，重复

读取 3 次，计算平均数，根据 Cry2A 蛋白标准品的

OD值绘制标准曲线，计算Cry2Ah-vp蛋白的表达量。

1.2.6 转基因玉米的生物活性测定

为测定转基因玉米的抗虫性，参考王冬妍等

（2004）和宋苗等（2016）方法在玉米生长到6叶期时

进行室内和田间生物活性测定。东方黏虫和亚洲玉

米螟幼虫的室内生物活性测定使用24孔培养皿，取

1 cm×1 cm大小的6叶期玉米叶片分别放在24个孔

内，每个孔内放入1头1日龄初孵东方黏虫幼虫或1日

龄初孵亚洲玉米螟幼虫，每天记录活虫和死虫的数

量，以虫体瘫软发黑、不能主动进食及移动的判定为

死亡，连续记录 7 d，并计算死亡率，死亡率=死亡幼

虫数/总幼虫数×100%。以非转基因对照玉米郑 58

的6叶期叶片处理作为对照，每个处理3次重复。田

间生物活性测定试验在玉米生长至 6叶期时进行，

分别将1日龄初孵东方黏虫幼虫和初孵亚洲玉米螟

幼虫用毛笔接种到每个小区的所有转 cry2Ah-vp和

bar基因玉米VP1-5和非转基因对照玉米郑58植株

上，转基因玉米重复接种2个小区，非转基因对照玉

米接种1个小区，接虫2周后进行调查统计，观察植

株受害情况并拍照记录，进行抗性评价。

1.3 数据分析

试验数据采用SPSS 23.0软件进行统计分析，采

用 t测验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 转基因植株草铵膦筛选与BAR试纸条检测结果

转入草铵膦抗性基因bar和抗虫基因cry2Ah-vp

玉米植株在喷施草铵膦7 d后，可以观察到部分植株

叶色深绿、植株健壮、生长发育正常，未表现出任何

除草剂危害症状，初步鉴定为成功转入 bar基因的

阳性植株（图 1-A），而部分植株出现发黄、萎蔫、甚

至死亡的情况，说明该部分植株为阴性植株，bar基

因未成功转入（图1-B）。为了进一步确定草铵膦喷

施后存活植株为转 bar基因植株，利用BAR试纸条

进行检测，发现所有存活植株的检测试纸条上都可

以看到2条带，分别为质控线和检测线（图1-C-a~e），

证明喷施草铵膦后的存活植株为转 cry2Ah-vp基因

和bar基因的植株并表达了bar基因；在非转基因对

照郑58植株的检测试纸条上只有1条质控线，无检

测线（图 1-C-f）。证明通过草铵膦喷施筛选获得的

阳性植株都是成功转入 bar 基因和 cry2Ah-vp 基因

的植株，利用草铵膦筛选去除大量未成功转入 bar

基因的植株是一种方便快捷的检测方法。对筛选获

得的转 cry2Ah-vp 和 bar 基因植株进行后续的分子

检测和抗虫性鉴定。

2.2 转基因玉米VP1-5的PCR鉴定

利用bar引物进行PCR扩增时，转基因玉米VP1-5

植株均扩增出大小为495 bp的目的条带，与正对照一

致，负对照郑58植株无扩增条带，表明检测的5株植

株都是转bar基因阳性植株（图2-A）；同样以该基因组

DNA为模板，利用cry2Ah-vp引物进行扩增时可以检

测到大小为1 353 bp的目的条带，与正对照相同，而

负对照郑58无扩增条带，表明5株植株均已成功转

入 cry2Ah-vp基因（图2-B）。证明转基因玉米VP1-5

阳性植株中同时成功转入bar和cry2Ah-vp基因。
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A：阳性植株；B：阴性植株；C：BAR试纸条检测结果，其中 a~e为阳性植株，f为对照郑58。A：Positive

plants；B：negative plants；C：BAR strip test result，a-e are positive plants，and f is the control Zheng 58.

图1 草铵膦喷施7 d后转cry2Ah-vp和bar基因玉米植株的生长状况及BAR试纸条检测结果

Fig. 1 Growth status of transgenic maize with cry2Ah-vp and bar genes seven days after glufosinate spraying and BAR strip test results

M：DNA marker；CK+：以质粒 pC2HB-vp为模板的正对照；1~5：VP1-5转基因玉米植株；CK-：以郑 58基因组DNA

为模板的负对照；0：以 ddH2O为模板的空白对照。M：DNA marker；CK+：positive control of pC2HB-vp plasmid；1-
5：VP1-5 transgenic maize；CK-：negative control Zheng 58 of non-transgenic maize；0：blank control with ddH2O.

图2 部分转基因玉米VP1-5阳性植株中bar基因（A）和cry2Ah-vp基因（B）的PCR检测结果

Fig. 2 PCR detection of（A）bar gene and（B）cry2Ah-vp gene in positive plants of some VP1-5 transgenic maizes

2.3 转基因玉米VP1-5的Southern blot分析

Southern blot分析结果显示，转基因玉米VP1-5

基因组DNA通过4种限制性内切酶酶切后，在每个

泳道上都有1条杂交条带，表明在转基因玉米VP1-5

植株中，cry2Ah-vp基因以单拷贝的形式整合到玉米

基因组中，非转基因对照郑58植株中未检测到杂交

信号（图 3）。Southern blot结果证实外源 cry2Ah-vp

基因被成功转化并整合到玉米基因组中。

M：DNA marker；CK+：含 cry2Ah-vp基因片段的正对照；H、B、E、S：分别以Hind Ⅲ、BamH Ⅰ、EcoR Ⅰ、Sac Ⅰ酶

切的VP1-5玉米基因组DNA；CK-：Hind Ⅲ酶切的郑58玉米基因组DNA为负对照。M：DNA marker；CK+：

positive control of cry2Ah-vp gene fragment；H，B，E，S：VP1-5 genomic DNA digested with Hind III，BamH I，

EcoR I，and Sac I，respectively；CK-：negative control of Zheng 58 genomic DNA digested with Hind III.

图3 T1代转基因玉米VP1-5的Southern blot检测

Fig. 3 Southern blot analysis of T1 generation of VP1-5 transgenic maize



1期 李梦桃等：转cry2Ah-vp基因玉米的抗虫性鉴定 79

2.4 cry2Ah-vp在转基因玉米VP1-5中的转录分析

提取抽雄期和灌浆期转基因玉米VP1-5不同部

位组织的总RNA，反转录后利用qPCR检测 cry2Ah-

vp基因是否可以形成稳定的mRNA正常转录。结

果表明，cry2Ah-vp基因在转基因玉米植株各部位组

织中均可以正常转录，但在不同时期不同部位组织中

的转录水平存在差异。在抽雄期以叶片中的mRNA

转录水平最高，相对表达量为 28.67；在灌浆期以叶

片和花丝中的mRNA转录水平最高，相对表达量分

别为 32.67 和 28.46，以穗轴中的 mRNA 表达量最

低，相对表达量为 3.74，在灌浆期叶片中的 mRNA

相对表达量是穗轴中 mRNA 相对表达量的 8.74 倍

（图4）。表明cry2Ah-vp基因在玉米VP1-5植株中可

以形成稳定的mRNA，在转录水平上可以正常转录。

图4 转基因玉米VP1-5不同时期和各部位组织中cry2Ah-vp的转录水平

Fig. 4 Transcriptional expression of cry2Ah-vp gene in different tissues of VP1-5 transgenic maize at two developmental stages

图中数据为平均数±标准误。Data are mean±SE.

2.5 转基因玉米VP1-5中Cry2Ah-vp蛋白的定量分析

转基因玉米VP1-5不同部位组织的ELISA检测

结果显示，Cry2Ah-vp蛋白在 6叶期、抽穗期和灌浆

期的不同部位组织中均有表达。玉米处于6叶期时，

Cry2Ah-vp蛋白在叶、根、茎中的表达量较高，其中在

叶片中的表达量最高，为 2 155.18 ng/g FW；玉米处

于抽雄期时，Cry2Ah-vp蛋白在各部位组织中的表

达量高于在灌浆期各部位组织中的表达量，其中

在花丝中的表达量最高，为 2 165.86 ng/g FW；玉米

处于灌浆期时，Cry2Ah-vp蛋白在苞叶中的表达量最

高，为1 340.24 ng/g FW（图5）。表明不同生育期转

基因玉米VP1-5的各部位组织中均有Cry2Ah-vp蛋

白表达，可以保证玉米在整个生长期内免受靶标害

虫为害，降低玉米产量损失。

图5 不同发育期转基因玉米VP1-5各部位组织中Cry2Ah-vp蛋白的表达分析

Fig. 5 Expression analysis of Cry2Ah-vp protein in different tissues of VP1-5 transgenic maize at three developmental stages

图中数据为平均数±标准误。Data are mean±SE.

2.6 转基因玉米VP1-5对2种害虫的生物活性

室内生物活性检测结果显示，转基因玉米植株

VP1-5在接入1日龄初孵东方黏虫幼虫3 d后即表现

出极强的杀虫抗性，幼虫死亡率达100.00%，玉米叶

片损伤轻微，只有少数针刺状虫孔（图6-A），而用非

转基因对照玉米郑58叶片喂食的幼虫虫体大，无受

害状，玉米叶片几乎全部被吞食（图6-B），幼虫死亡

率仅为 8.33%，极显著低于转基因玉米处理组（P<
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0.01）；转基因玉米植株VP1-5叶片在接入 1日龄初

孵亚洲玉米螟幼虫3 d后，部分幼虫死亡，死亡率为

25.00%，存活幼虫的生长受到明显抑制，玉米叶片

略有孔洞（图 6-C），而用非转基因对照玉米郑 58叶

片喂食的幼虫生长良好，虫体无受害状，玉米叶片大

部分被吞食（图6-D），幼虫死亡率为16.67%，极显著

低于转基因玉米处理组（P<0.01）。进一步观察喂食

VP1-5玉米叶片存活的亚洲玉米螟幼虫，发现虫体

较小，其体长约为对照组虫体长的1/3，活力下降，已

不能进一步完成生长发育。表明转基因玉米VP1-5

对东方黏虫有很强的杀虫作用，对亚洲玉米螟有明

显的生长抑制作用。

A~B：东方黏虫幼虫分别喂食转基因玉米VP1-5和非转基因对照玉米郑58叶片3 d后；C~D：亚洲玉米螟幼虫

喂食转基因玉米VP1-5和非转基因对照玉米郑 58叶片 3 d后。A-B：Armyworm larvae are fed with the trans‐

genic corn VP1-5 and non-transgenic corn Zheng 58 leaves for 3 d；C-D：Asia corn borer larvae are fed with the

transgenic corn VP1-5 and non-transgenic corn Zheng 58 leaves for 3 d.

图6 转基因玉米VP1-5对东方黏虫和亚洲玉米螟的室内生物活性检测结果

Fig. 6 Laboratory bioassay of armyworm and Asia corn borer with VP1-5 transgenic maize

在田间接虫2周后观察转基因玉米VP1-5和非

转基因对照玉米郑58的植株生长情况，发现接东方

黏虫后，VP1-5植株叶片表面光滑无孔洞（图 7-A），

郑 58植株叶片有缺刻及虫孔（图 7-B）；接亚洲玉米

螟后，VP1-5植株叶片表面几乎无孔洞（图 7-C），郑

58植株叶片有较多虫孔（图7-D）。表明转基因玉米

VP1-5对东方黏虫和亚洲玉米螟都有防治效果，尤

其对东方黏虫有很好的杀虫效果。

A~B：接东方黏虫的转基因玉米VP1-5和非转基因对照玉米郑58叶片；C~D：接亚洲玉米螟的转基因玉米VP1-5

和非转基因对照玉米郑 58叶片。A-B：The transgenic corn VP1-5 and non- transgenic corn Zheng 58 leaves treated

with armyworm；C-D：the transgenic corn VP1-5 and non- transgenic corn Zheng 58 leaves treated with Asia corn borer.

图7 转基因玉米VP1-5对东方黏虫和亚洲玉米螟的田间生物活性检测结果

Fig. 7 Field bioassay of transgenic maize VP1-5 to armyworm and Asia corn borer



3 讨论

自首例转Bt杀虫蛋白基因抗虫作物商业化以

来，全球种植面积达到20亿hm2，国内转cry1Ac基因

的Bt棉花已经商业化种植了 20年，转基因Bt棉花

的使用率接近96%（James，2015）。转基因抗虫作物

的广泛应用，在取得重要的经济效益和环境效益的

同时也面临着新的问题：一是主要害虫防治后次要

害虫上升为主要害虫；二是害虫的抗性治理，害虫的

抗性进化已成为 Bt 作物的主要威胁（Gould，1998；

Soberón et al.，2007；Meihls et al.，2008）。所以，在新

型抗虫转基因作物创制过程中，Bt杀虫蛋白基因的

选择要基于扩大其杀虫谱和抗性治理2个方面考量。

cry2Ah1基因是国内科学家克隆的第3等级新基因，

与目前抗虫转基因作物普遍采用的cry1Ab基因（登录

号AAA22561.1）和cry1Ac基因（登录号AAA22331.1）

的序列相似性只有 18.50%和 19.62%，cry2Ah 基因

对亚洲玉米螟、棉铃虫和Cry1Ac抗性棉铃虫均具有

很好的生长抑制活性（Shu et al.，2013），转 cry2Ah-

vp 基因烟草对 Cry1Ac 抗性棉铃虫有杀虫活性（Li

et al.，2018），因此，cry2Ah-vp基因是创制新型抗虫

转基因作物、扩大杀虫谱和延缓害虫抗性产生的候

选基因。本研究将cry2Ah-vp基因导入玉米，一方面

在大田玉米中评价cry2Ah-vp基因的功能，利于其在

相关作物中的应用，另一方面获得的抗虫转基因玉

米材料可用于抗虫育种，可为抗虫玉米产业化推广

做好技术储备。

本研究在玉米中转入 cry2Ah-vp基因的同时引

入了耐草铵膦基因 bar基因，一方面可以作为转化

的筛选标记基因，另一方面可以赋予转基因作物除

草剂耐受性，易于田间管理。对转cry2Ah-vp基因植

株进行田间群体筛选时，首先通过草铵膦筛选获得

存活植株，再利用 BAR 试纸条对存活植株进行检

测，结果显示草铵膦筛选的存活植株均为试纸条检

测呈阳性的植株，表明这2种检测方法均有效，且使

转基因植株的筛选工作更方便快捷、省时省力。本

研究对转基因玉米植株的 PCR检测结果也证明了

cry2Ah-vp基因和bar基因连锁存在，并正确表达，此

结果与张欣（2017）研究结果一致，表明复合性状不

会影响抗虫基因的表达活力和转基因作物的遗传稳

定性。

本研究分子检测结果表明，cry2Ah-vp基因已成

功插入玉米基因组，并以单拷贝形式插入，保证了

cry2Ah-vp基因表达的稳定性，外源基因低拷贝数是

保证转基因事件转入基因稳定的一个重要条件，避

免多拷贝插入产生“共抑制（co-suppression）”（Matz‐

ke et al.，1996；Lowe et al.，2009），进 一 步 分 析

cry2Ah-vp 基因在转录水平的表达情况，可以看出

cry2Ah-vp基因在转基因玉米VP1-5中能正常转录，

在抽雄期和灌浆期的叶片中表达量最高，本研究选

用的是玉米组成型启动子 ubiquitin，cry2Ah-vp基因

在检测的2个发育时期（抽雄期和灌浆期）的各部位

组织中都有转录，但是表达量存在差异，说明外源基

因的表达受不同部位组织调节，这与梁海生等

（2018）研究结果一致。ELISA 检测结果显示，

Cry2Ah-vp蛋白在玉米6叶期的叶片中表达量最高，

对叶期东方黏虫发生有很好的防治作用，高表达的

Cry2Ah-vp蛋白可以有效消灭1代东方黏虫，减少其

后期对玉米的为害；在灌浆期苞叶中Cry2Ah-vp蛋

白表达量最高，可以减少害虫为害玉米果穗。随着

玉米生育期延长，Cry2Ah蛋白的表达量趋于降低，

该结果与孙红炜等（2018）在转 GrylAb/cry2Aj 和

G10evo-epsps基因玉米中Bt蛋白的表达趋势相同。

生物测定结果表明，携带cry2Ah-vp的转基因玉

米对东方黏虫幼虫的毒性较高，其幼虫死亡率极显

著高于对照，与王振营等（2005）研究转 crylAb基因

的 MON810和 Bt11玉米相比，杀虫效果更明显。常

雪等（2007；2016）研究转不同Bt杀虫蛋白基因玉米

的杀虫效果，证明转 cry1Ab基因玉米对东方黏虫有

抗虫效果，但接虫3 d后幼虫死亡率低于本试验中喂

食转基因玉米VP1-5的东方黏虫幼虫死亡率。蒋善

军等（2010）研究了Cry1Ac蛋白对黏虫初孵幼虫的

影响，结果表明Cry1Ac蛋白对黏虫有明显的体重抑

制作用，但取食含Cry1Ac蛋白饲料的幼虫并未完全

死亡，对其生长发育有严重影响，Cry1Ac蛋白显著

影响黏虫的化蛹和飞行能力。与其它Bt杀虫蛋白

基因相比，cry2Ah-vp对黏虫具有较高的毒性，如刘

臣等（2017）评价了 Cry2Ab4、Cry2Ah1、Cry1Ca7 及

Vip3Aa11 蛋白对鳞翅目害虫的杀虫活性，发现

Cry2Ah1蛋白对斜纹夜蛾 Spodoptera litura、甜菜夜

蛾 S. exigua具有很好的致死作用，对棉铃虫、亚洲玉

米螟和二化螟Chilo suppressalis也具有较好的杀虫

效果，但对黏虫只有明显的体重抑制作用，致死效果

不明显。cry2Ah-vp基因与cry2Ah1基因相比，有1个

缬氨酸插入，改变了Cry2Ah蛋白与棉铃虫刷状缘膜

囊泡的亲和性，提高了转基因烟草的抗虫活性（Li

et al.，2018），本研究也证明改造的 cry2Ah-vp基因对
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东方黏虫的杀虫活性有所提高。cry1Ah-vp基因对

多种作物害虫有很好的杀虫效果，也可以利用

cry2Ah-vp基因转化其它作物，例如棉花、蔬菜，培育

多种抗虫作物。且 cry2Ah-vp基因与 cry1Ac基因无

交互抗性，对Cry1Ac抗性棉铃虫有杀虫活性（Li et

al.，2018），所以可以将获得的转cry2Ah-vp基因玉米

与转 cry1A类基因玉米杂交，培育出对东方黏虫、亚

洲玉米螟和棉铃虫有杀虫效果的抗虫转基因玉米，

也可以延缓害虫抗性的产生，在玉米抗虫育种上有

很好的商业化前景。
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