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马铃薯是世界四大作物之一, 可粮菜兼用, 近

些年以其在粮食安全中的重要作用受到了更广泛的

重视。然而, 在马铃薯的整个生育期中, 容易遭受

各种害虫的侵袭, 如蚜虫、马铃薯块茎夜蛾、蛴螬

等, 直接危害地上与地下部分, 造成产量和品质下

降, 甚至导致死亡。据统计, 每年全球粮食总产量

因害虫造成的损失达 14%, 如不喷施杀虫剂对马

铃薯可能造成的产量损失达到 74%[1]。但化学药剂

防治害虫不仅耗费资金, 而且严重污染环境、食物

链和水资源等。近些年发展起来的植物基因工程技

摘 要 : 马铃薯在整个生育期内易受到各种虫害侵扰 , 严重影响产量与品质。近些年来逐渐发展起来的马铃

薯抗虫基因工程为解决这一问题提供了有效途径。目前, 已有多种抗虫基因被导入马铃薯中, 并通过生物鉴定, 证

明具有明显的抗虫效果。但马铃薯抗虫基因工程仍需进一步完善, 使马铃薯抗虫性达到高效、持久和安全的水平。
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采收在不影响单株产量的同时可以大大提高单株结

薯数。

5 问题与展望

近些年马铃薯脱毒快繁及无土栽培生产微型薯

已取得长足进展。高效低成本基质的研究与利用、

改变传统的采收方法都在一定程度上降低了微型薯

的成本, 但微型薯的价格还没有达到农民能够接受

和大量推广的程度。在今后的研究中, 如何进一步

降低成本, 提高单位面积微型薯产出率仍是研究的

重要课题, 同时, 进一步健全微型薯繁育体系和脱

毒种薯繁育体系也迫在眉睫, 只有体系的成熟和完

善, 才能为微型薯的推广应用打下坚实的基础。
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术, 将各种来源的抗性基因导入马铃薯中, 并获得

了一定的抗虫效果。

1 马铃薯抗虫基因工程研究

各国研究人员已经利用基因工程技术分离得到

了不同来源的抗虫基因, 这些抗虫基因主要分为三

类: 第一类是从细菌中分离出来的抗虫基因, 主要

是苏云金杆菌杀虫结晶蛋白( Bt) 基因; 第二类是从

植物组织中分离出的抗虫基因, 主要为蛋白酶抑制

剂基因、淀粉酶抑制剂基因、外源凝集素基因等 ;

第三类是从动物体内分离的抗虫基因, 主要有蝎毒

素基因和蜘蛛毒素基因。近年来正在研究或已应用

于抗虫基因工程的基因还有氢过氧化物裂解酶基

因、胆固醇氧化酶基因、营养杀虫蛋白基因、核糖

体失活蛋白基因、几丁质酶基因、异戊烯转移酶基

因、非蛋白质类杀虫剂调控基因和 Mi 基因等。下

面将简述几种应用于马铃薯的抗虫基因。

1.1 Bt 基因及其应用

Hannay首次研究发现苏云金杆菌的杀虫活性与

伴孢晶体有关, 并证明晶体是可在碱性条件下溶解

的杀虫晶体蛋白。当伴孢晶体被敏感昆虫取食后 ,

在中肠高 pH值条件下溶解成原毒素, 并被蛋白酶水

解成活化毒素, 活化毒素与敏感昆虫中肠上皮细胞

膜上的受体结合, 引起细胞膜穿孔, 干扰渗透平衡,

细胞肿胀及裂解, 幼虫停止取食最终死亡。目前 Bt

基因应用最为广泛, 已有十几种编码不同 Bt毒蛋白

的 基 因( cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Ba, cry1Ca,

cry1H, cry2Aa, cry3A, cry3B, cry 3Ca1, cry6A, cry9Aa2,

cry9C等) 转入植物, 分别具有不同的抗虫谱, 因此

需要对靶标害虫采用相应杀虫晶体蛋白基因。

通过研究人们发现 , 对天然 Bt 基因进行修饰

改造( 主要是改造密码子和去除富含 A、T碱基序

列) 以及使用新的启动子 , 可以使其在植物体内有

较高的表达水平 , 从而产生较高抗性。Adang等[2]

用去除富含 A、T序列的 1.8kb cry3A基因转化并

得到转基因马铃薯植株, 通过试验证明, 得到的绝

大多数转基因植株对科罗拉多甲虫具有高水平的抗

性。Arpaia 等[3]的研究结果表明 , 雌性科罗拉多甲

虫取食了含有 cry3B的转基因马铃薯后, 生殖能力

受到了严重损害 , 不能产生后代。Nault[4]通过实验

证明, 科罗拉多甲虫取食了转 cry3A基因马铃薯植

株后 , 存活率大幅下降 , 仅有不足 0.5%的成虫存

活下来越冬 , 而对照成虫的存活率达到 57% 。蒋

红玲[5]构建了 cry1Ba植物表达载体, 导入马铃薯品

种 Desiree 中 , 并用转基因马铃薯叶片进行室内抗

虫实验 , 饲喂 3 d 后的死亡率为 64%, 4 d 后达到

100%。另外 , 中国农业科学院生物技术研究所构

建了 cry1Ba3 和 cry3Aa7 双价植物表达载体并获得

了转基因马铃薯株系, 在马铃薯甲虫重发地新疆伊

犁进行抗虫性鉴定, 结果表明转基因马铃薯抗虫性

明显增强, 达到极显著水平。

1.2 蛋白酶抑制剂基因及其应用

蛋白酶抑制剂与昆虫消化道的消化酶相结合 ,

形成酶抑制剂复合物, 从而阻断或减弱蛋白酶对于

外源蛋白质的水解作用, 导致蛋白质不能被正常消

化; 同时酶抑制剂复合物刺激昆虫分泌过量的消化

酶, 导致昆虫产生厌食反应。另外, 蛋白酶抑制剂

可能通过消化道进入昆虫的淋巴系统, 从而严重干

扰昆虫的蜕皮过程和免疫功能, 最终造成昆虫非正

常发育或死亡。

根据蛋白酶抑制剂作用于酶的活性基团的不同

及其氨基酸序列的同源性, 可分为丝氨酸蛋白酶抑制

剂、巯基蛋白酶抑制剂、金属蛋白酶抑制剂和天冬氨

酸蛋白酶抑制剂。虽然已在马铃薯中克隆出天冬氨酸

蛋白酶抑制剂基因[6], 但应用很少。目前应用最为广

泛的是丝氨酸蛋白酶抑制剂和巯基蛋白酶抑制剂。

1.2.1 丝氨酸蛋白酶抑制剂

丝氨酸蛋白酶抑制剂与抗虫关系最为密切, 因

为大多数昆虫( 包括大部分鳞翅目、直翅目、双翅

目、膜翅目以及某些鞘翅目) 肠道内的蛋白酶主要

是丝氨酸蛋白酶。丝氨酸蛋白酶抑制剂被分为

Bowman- Birk 家族、Kunitz家族、PI 家族等不同的

类型。其中 Bowman- Birk家族中的豇豆胰蛋白酶抑

制剂( CpTI) 和马铃薯蛋白酶抑制剂( PI) 的应用较多。

CpTI 是由 80 个氨基酸组成的小分子多肽 , 它

的一个分子具有两个抑制活性中心。通过氢键和范

德华力与胰蛋白酶紧密结合 , 使酶活性中心失活。

Gatehouse 等[7]所获得的转 CpTI 基因的马铃薯植株

使得甘蓝夜蛾的幼虫存活率下降 20%, 具有一定

的抗虫能力。

PI 家族是一类创伤诱导型表达的蛋白酶抑制

剂, 当植株受到虫害或机械损伤时, 其含量可在几

小时之内明显增加, 其启动子属于损伤诱导型。PI

家族中的 PI-Ⅰ只有一个活性中心 , 而 PI-Ⅱ有两
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个活性中心, 分别抑制胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶活

性, 所以抗虫谱较广。迄今为止, 已有一些学者从

四倍体马铃薯栽培种[8]中克隆了马铃薯 PinⅡ基因 ,

最近在二倍体马铃薯野生种 [9]中也克隆到了 PinⅡ

基因。Marchetti等[10]从大豆中分离得到了几种蛋白

酶抑制剂基因( KTi3, C- II and PI- IV) , 并将其导入

马铃薯中, 经检测, 在表达足够数量抑制剂的情况

下, 幼虫重量的增加降低 50%。

1.2.2 巯基蛋白酶抑制剂

巯基蛋白酶抑制剂对于利用巯基蛋白酶消化植

物蛋白的昆虫具有特殊的抗性, 因此对鞘翅目昆虫

尤为有效。

Wolfson 等 [11 ]研究发现 , 用 E- 64( 一种特异的

巯基蛋白酶抑制剂) 处理的马铃薯叶片( 0.8 μg·cm-2)

饲喂科罗拉多甲虫的幼虫后, 对其生长和发育产生

了有害的影响。之后 , Bolter 等[12]也认为科罗拉多

甲虫长期摄取巯基蛋白酶抑制剂 E- 64 以后 , 其幼

虫的生长发育、成活率以及成虫产卵率都会受到影

响, 并且较低浓度的抑制剂有明显的作用。一些学

者[13]发现, 用茉莉酸处理马铃薯植株后, 其茎部液

泡中积累了马铃薯巯基蛋白酶抑制剂, 并认为这是

马铃薯抵御病虫害的机制之一, 因此从马铃薯中克

隆了几种巯基蛋白酶抑制剂基因。Cowgill 等 [14 ]的

研究表明, 表达巯基蛋白酶抑制剂的转基因马铃薯

植株对马铃薯包囊线虫有较强的抗性, 而且蛋白酶

抑制剂对非目标的草食性昆虫几乎没有影响。目前

人们十分关注水稻巯基蛋白酶抑制剂( oryzacys-

tatin) 的抗虫能力。Asmaa 等 [15 ]利用农杆菌介导法

将与 CaMV35S启动子相连接的水稻巯基蛋白酶抑

制剂Ⅰ( OCⅠ) 转入马铃薯 , 之后在转基因马铃薯

叶片中检测到 OCⅠ的活性 , 并证明 OCⅠ的转入

不会影响马铃薯叶片主要的内源蛋白酶活性, 因而

可以应用于抗科罗拉多甲虫马铃薯的生产。

1.3 植物凝集素基因及其应用

植物凝集素是植物体普遍存在的一类保守性很

强的非免疫性蛋白, 能特异性识别并可逆地结合糖

类复合物的糖基部分。植物凝集素基因的抗虫机制

可能有以下 3种: ①与含有几丁质的昆虫的围食膜

结合; ②与暴露在昆虫消化道上皮细胞外的糖进行

结合; ③与糖基化作用的消化酶结合。当昆虫取食

外凝集素后 , 通过上述结合作用影响营养的吸收 ,

并可能在昆虫消化道内诱发病灶, 使昆虫感病, 达

到抗虫目的。

目前分离得到的植物凝集素有雪花莲凝集素

( GNA) 、麦胚凝集素( WGA) 、豌豆凝集素( p- Lec)

等。雪花莲凝集素是由 105个氨基酸残基组成的成

熟蛋白 , 包括三个重复性的同源片段 , 每个约 25

个氨基酸残基, 对蚜虫、叶蝉、稻飞虱等同翅目吸

食性害虫有极强的毒性; 麦胚凝集素是禾本科典型

的植物凝集素, 从小麦胚芽可以分离到三种相近的

凝集素, 分子中甘氨酸和半胱氨酸含量很高且不含

糖, 对欧洲玉米螟有良好的抗性; 豌豆凝集素是由

275个氨基酸组成的蛋白质, 由α和β两个亚基组

成, 能抑制豇豆象的生长。

Gatehouse 等 [ 7 ]获得了转 GNA 基因的马铃薯

( Desiree)植株, 结果表明, 表达 GNA的马铃薯植株

表现出较强的抗性水平 , 叶片损伤比对照植株小

50%。Down等[16]检测转 GNA基因的马铃薯植株时,

发现不同部位 GNA蛋白积累水平的差异小于植株之

间的蛋白积累差异。通过对转基因植株的大量调查

发现, 转基因产物随着植物的生长不断增加, 成熟

植株体内含量达到最高, 并且植株抗甘蓝夜蛾的能

力与植株表达的 GNA水平直接相关, 植株生长的条

件也影响 GNA的表达水平, 进而影响抗性水平。

2 存在的问题及对策

2.1 昆虫对抗虫基因产生抗性的问题

尽管抗虫基因对害虫有明显的作用, 但已有一

些种类的昆虫在实验室条件下对 Bt 基因产生抗性 ,

并且昆虫也可以适应蛋白酶抑制剂的作用。针对这

一问题, 有以下几种策略:

2.1.1 双价或多价基因协作

使用两种或两种以上甚至杀虫机理不同的抗虫

基因转化马铃薯, 不但可以拓宽抗虫谱, 而且使转

基因植株的抗性水平得到提高, 这是目前的抗虫基

因工程所使用的重要方法。

2.1.2 提高抗虫基因的表达活性

由于害虫对马铃薯地上部与地下部有不同的危

害, 可针对主要害虫的情况采用高效表达的强启动

子、诱导表达启动子, 甚至是块茎特异表达启动子

来提高基因的表达活性, 使得抗虫基因的表达在时

间上和空间上受到调控。另外, 对已有基因的特定

位点或区段进行改造可以提高该基因在植株内的表

达量, 也可以在一定程度上提高抗虫效果。
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2.1.3 利用野生资源寻找广谱抗虫基因

马铃薯具有丰富的野生资源, 其中不乏具有优

良抗虫特性的种类, 因而, 应充分利用该资源克隆

新的植物来源的广谱抗虫基因, 弥补现有抗虫基因

的不足。

2.1.4 通过降低选择压力稀释抗性

如果将转基因植株和非转基因植株混种于同一

大田中, 转基因植株表达的高剂量毒素足以杀死大

部分敏感害虫, 同时部分害虫仍可以在非转基因植

株上繁殖, 通过敏感害虫和抗性害虫的交配稀释了

昆虫的抗性基因, 这样昆虫出现抗性基因的频率就

会大大降低, 而抗虫基因就不会在短期内失效。

2.2 抗虫基因工程的安全性

转基因作物的安全性问题一直受到广泛的关

注, 因而针对人们所担心的问题提出相应的解决办

法是势在必行的。

2.2.1 使用植物来源的基因

目前应用于抗虫基因工程的许多基因和调控元

件来自于动物和微生物, 因而采用植物来源的基因

和调控元件可以消除人们的顾虑, 提高抗虫基因工

程的安全性。

2.2.2 使用安全标记基因

有人提出, 目前所使用的抗性标记基因存在向

动物及人类体内转移的可能, 因而应在以后的研究

中使用更加环保、安全的标记基因或者在转基因后

去除抗性标记基因。

2.2.3 加强管理和监控

尽管采用一些方法来解决抗虫基因工程存在的

问题, 但是仍应该加强对转基因植物的管理, 严格

其审查制度, 公正科学的进行宣传, 以认真负责的

态度对生态系统进行风险评估。

我们希望马铃薯抗虫基因工程能够不断得到发

展, 更好的服务于生产, 并在平衡世界粮食生产与

需求中发挥重要作用。
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