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　　据不完全统计�全世界农作物每年因病虫害造
成的损失约占其总产量的37％�其中13％是由虫
害引起的［1］。而马铃薯是虫害危害较严重的作物之
一�马铃薯从播种到收获的整个过程中�有许多害
虫对它进行危害�不仅影响了生长�甚至会造成死
亡。而且害虫在咬伤组织的同时�还带来了病害�
或为病害的侵染带来方便�因此虫害的防治在马铃
薯生产中占有重要的地位。马铃薯的主要虫害包
括：蚜虫、马铃薯瓢虫、马铃薯块茎蛾、地老虎、
蛴螬、蝼蛄和金针虫等。
1　马铃薯虫害的传统防治措施

马铃薯虫害的传统防治措施一般采用综合防治

（包括培育抗虫品种、选择适宜的自然条件、隔
离）、农业防治 （秋翻地、除杂草、轮作等）、化学
药剂防治等。虽然通过常规育种技术和试管培养技
术已获得某些抗虫害的作物品种。如野生型马铃薯
（Solanum chacoense） 和栽培型马铃薯 （ S． tu-
berosum） 的原生质体电融合获得的体细胞杂合品
系对马铃薯甲虫具有抗性［2］。然而�由于马铃薯四
倍体的特性和高度异质性�常导致自交不孕和雄性
不育�使品种的遗传基础处于杂合状态。因此新品
种的选育需要较长的时间�并且某些虫害尚无基因
资源作为杂交的亲本。所以�用这种途径来获得抗
虫作物是很困难的。化学杀虫剂是现在应用最广泛
的防治虫害的方法�且具有防治方法简单、周期
短、见效快的优点。但同时也带来了许多严重问
题：一方面�不仅提高了生产成本�同时还造成了
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严重的环境污染和食品中有害的化学残毒。另一
方面�化学杀虫剂的作用方式是非特异性的�在
杀害虫的同时�也会毒害到有益的昆虫及害虫的
天敌。从而危及到多种生物资源�破坏生态平
衡�长此以往�将会使人类遭受难以估计的损
失。
2　马铃薯抗虫的基因工程研究

利用基因工程技术将外源基因导入植物细胞�
以期提高产量�改良性状�培育出适合人类需要的
植物品种是现代植物遗传育种的重要途径。Fraley
等 （1983） 首次将外源基因导入矮牵牛后�植物基
因工程技术得到了飞速的发展。至今�全世界共有
45个国家25000例转基因植物进入田间试验�涉
及60多个物种�10种性状。1994年第一例转基因
作物在美国批准上市以来�全球转基因作物的种植
面积从1996年的170万 hm2 增加到1999年的
3990万 hm2�四年增加23∙5倍［3］。

马铃薯是世界上主要的农作物之一�其种植面
积仅次于小麦�玉米�水稻�由于马铃薯组织培养
技术已经较完善�再生植株容易�因此马铃薯遗传
转化研究进展较快�生物技术在马铃薯中得到了实
际应用［4］。自1987年世界上首次获得转 Bt-toxin
基因的烟草和番茄后�植物抗虫基因工程的研究得
到了迅猛的发展。而 Bt 基因是应用最多的基因�
全世界已获得50多种转 Bt 基因植物。美国 Mon-
santo公司的 Fischhoff 小组还利用完全改造的 cry
ⅢA基因获得了抗鞘翅目害虫的马铃薯［5］。目前在
美国转 Bt－toxin 基因的马铃薯已经实现商品化。
1997年 Mckersie 和 Brown 将植物来源的 CpTI 转
化到马铃薯中�并对鳞翅目和鞘翅目害虫均具有良
好的抗虫效果［6］。
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3　抗植物虫害基因及其应用
目前经常使用的抗虫基因主要有三种�一是从

微生物苏云金杆菌分离出的苏云金杆菌杀虫结晶蛋

白基因�简称 Bt 基因；二是从植物中分离出的昆
虫的蛋白酶抑制剂基因�其中应用最广泛的是豇豆
胰蛋白酶抑制剂基因 （CpTⅠ）；三是植物凝集素
基因 （Lectin gene）。
3∙1　苏云金芽孢杆菌晶体蛋白基因及其应用

Bt 基因是苏云金芽孢杆菌 （Bacillust huring-
iensis） 晶体蛋白基因的简称。由于 Bt 在芽孢形成
时产生的晶体蛋白具杀虫活性�故称其为 “杀虫晶
体蛋白 （insecticidal crystal proteins�ICPs）” 或
“δ-内毒素 （δ-endotoxin）” ［7］。早在50～60年代经
实验研究已证实苏云金芽孢杆菌对多数鳞翅目 （不
同的蛾科和蝶科） 的幼虫有毒杀作用�对少数鞘翅
目 （跳甲虫科） 或双翅目 （蝇科） 幼虫也有毒性。
但 Bt 对人畜和益虫无害［8］。现已知 Bt 毒蛋白分子
量为130～160KD�在幼虫肠道中被昆虫蛋白酶在
碱性条件下分解成较小的毒性多肽�分子量为60
～64KD。这种毒性多肽引起昆虫肠道麻痹�昆虫
很快停止取食�最后导致昆虫肠壁细胞破坏而死
亡［9］。1981年 Schnept 等首次将 Bt 毒蛋白基因分
离克隆�并分析了它们的序列�以后又有数类 Bt
毒蛋白基因被克隆。由于该基因的 mDNA 在植物
中不稳定�表达量较低�因此研究人员对这些毒蛋
白的基因作了改造�修饰了基因密码�使之为高等
植物所偏爱�但又不改变原有氨基酸顺序�从而使
这些毒蛋白的基因表达量提高了上百倍［10�11］。鉴
于 Bt 毒蛋白具有高度专一性、生物降解性、且对
人畜无害的安全性�因此是植物抗虫基因工程中理
想的杀虫目的基因。1987年7月比利时 Belginan
生物技术公司植物研究小组首次报道了将 BtCrylA
（b） 与抗卡那霉素标记基因 NPTII 融合并通过 Ti
质粒整合到烟草植株内�成功地获得了抗烟草天蛾
（Manducasexta） 转基因烟草植株［12］。同年8月美
国 Monsanto公司研究人员报道了将 BtKurstakiHD
－ 13′ 缺 失 的 CrylA （ d ） 导 入 番 茄

（LesculentumVF38）。转基因番茄显示出对烟草天
蛾 （M∙sexta）、烟草芽夜蛾和番茄果螟 （ H∙z ea）
不同的抗性。稍后 Agracetus 公司的研究小组也发
表了类似结果�把 Bt 毒蛋白基因转入烟草获得抗

虫植株［13］。1987年关于植物抗虫基因方面获得成
功的研究报告仅有4篇�而 Bt 毒蛋白的应用占了
3篇。在以后的几年里�其它实验也将 Bt 不同类
型�经过改造的毒蛋白基因转化到受鳞翅目害虫危
害的其它作物中�如棉花、马铃薯和玉米等。现在
美国 Monsanto公司的抗虫马铃薯已被获准投入商
业化大规模生产�抗虫棉花、玉米也正进入审批程
序［14］。我国植物抗虫基因工程的研究始于1986
年。苏云金毒蛋白抗虫基因工程是国家 “七五” 攻
关课题。1989年�中国农科院生物技术研究中心
杨虹等首次报道了带有一个35s 启动子�δ－毒蛋
白基因�GUS 报告基因和 NOS 终止子组成的嵌合
基因构建的 pGY61和 pGYCK63重组质粒�通过
PEG方法将其导入水稻 （台北309） 原生质体内�
获得了转基因植株。Southernblot 检测证明δ－内
毒素基因已整合进水稻基因组中［15］。1991年谢道
昕等将 Btaizawai7－29和 BtKurstakiHD－1通过花
粉管途径将杀虫基因导入水稻、棉花�并在转基因
植株上得到表达［16�17］。转 Bt 基因作物在所有转抗
虫基因作物中所占比例最大�仅在美国就有几十种
作物获准进行大田试验�其中转 Bt 棉花、玉米和
马铃薯在1997年就已在美国、澳大利亚、日本、
加拿大、南非、阿根廷以及一些欧共体国家商品化
生产［18�19］。
3∙2　蛋白酶抑制剂基因及其应用

蛋白酶抑制基因是一类植物天然抗虫物质�它
能抑制昆虫胰蛋白酶 （T rypsin）、胰凝乳蛋白酶
（Chymotrypsin） 等的活性。它广泛存在于植物的
贮藏组织如禾本科谷类、茄科、豆科等植物的种子
和块茎中及受伤诱导的叶片组织中。它一般为60
～120个氨基酸组成的多肽�分子量约为8～25
KD。蛋白酶抑制剂基因的产物可抑制取食昆虫消
化道的蛋白酶活力�使昆虫得不到所需养分�生长
发育受到影响甚至导致死亡。与 Bt 毒蛋白相比蛋
白酶抑制剂具有抗虫谱广、对人无毒副作用以及害
虫不易产生耐受性等优点［20］。

1987年�英国Durham 大学的 Hilder等把编码
CpTⅠ的 cDNA 转移到烟草品种 Samsun NN 中�
首先获得转 CpTⅠ基因的烟草工程植株。该转基
因烟草抗烟草芽蛾 （ Heliothis uirescens）、玉米穗
蛾、棉铃虫和粘虫等 。在随后的几年中�美国、
英国和我国等的研究人员相继把 CpTⅠ基因转移
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到许多具有重要经济价值的植物中�包括水稻、油
菜、甘薯、苹果和杨树等。

John等人把来自烟草天蛾的蛋白酶抑制抗弹
性蛋白酶基因和 CaMV35s 启动子插入 PAN70。
通过农杆菌介导转化苜蓿的叶和叶柄�外植体的转
化率为10％�共获1000余株转基因植株。在转基
因植株的叶、根、花中的 PI 的表达量占总蛋白的
0∙125％。温室中生长的转基因苜蓿对蓟马显示出
一定的抗性�可减轻蓟马危害的发生［21］。

国内中国科学院遗传所1992年克隆了 CPTI
的 cDNA。用 CaMV35s启动子构建植物表达载体
pRCL27�由农杆菌 LBA4404转化烟草。抗虫测
试结果�转基因烟草接种棉铃虫 （ H∙armigera）
2～3龄幼虫�4d 死亡率这50％�而对照却无死
亡［22］。
3∙3　植物凝集素基因及其应用

植物凝集素指能凝聚红细胞及其它细胞的结合

碳水化合物的蛋白质。确切的作用机理现今并未研
究清楚�植物凝集素的毒性基于它们特异结合到昆
虫肠的糖缀合物上�目前认为以下三种作用类型是
极可能的�即：（a） 凝集素结合到围食膜的几丁质
上； （b） 结合到消化道上皮细胞的糖缀合物上；
（c） 凝集素结合到糖基化的消化酶上。这些结合影
响了营养物质正常吸收�同时还可能在消化道内诱
发病灶�促进消化道内细菌繁殖�对害虫本身造成
危害�抑制害虫生长发育繁殖�从而达到杀虫目
的［23］。

1990年 Boulter 等所获得的稳定表达 p－lec
（豌豆凝集素） 以及 CpTI （豇豆胰蛋白酶抑制剂）
的转基因烟草植株�均表现出抗烟草夜蛾幼虫�二
者进行杂交�筛选到既表达 CpTI 又表达 p－lec的
C＋L＋双价转基因烟草�烟草的抗虫性比转单一
基因烟草抗虫性显著增强�表明双基因作用具有累
加性。1991年 Edwards 等在 CaMV35S 启动子及
ssRubisco小亚基启动子下正确表达 p－lec�其表达
量占可溶性总蛋白的1％以上�其凝血活性及特异
性均表现正常［25］。1995年 Hilder 等在 CaMV35S
启动子下构建 GNA 表达载体�整株虫试每株接8
头蚜虫�封闭27d 后统计为 GNA 阳性株为300
头�对照株为600头桃蚜。叶片提取并纯化 GNA�
以0∙1％w/v 人工饲料饲喂桃蚜�其校正死亡率为
33±1％�且蚜虫平均大小显著小于对照�桃蚜的

发育、繁殖也大大降低［26］。1997年 Gatehouse 等
转 GNA马铃薯试验表明�显著降低桃蚜繁殖力�
每个雌蚜虫每天产卵数为4∙1～4∙2个�而对照为
5∙4个�每一个转基因植株上的幼虫生产数比对照
显著降低 （p＜0∙001） ［27］。
4　问题与展望

植物抗虫基因工程在短短的是几年里取得了丰

硕的成果�而且已经走出了实验室�并实现了产业
化。为了更好的推动这项技术的应用和发展�今后
应注意以下几个问题：（1） 应继续发现新型、高效
抗虫基因�并深入的研究其抗虫机制�这是基因工
程发展的基础。（2） 利用抗虫基因的协同作用�将
多个抗虫基因导入植物中�提高转基因植物的抗虫
能力。（3） 研究外源基因的整合及表达机理�提高
外源基因的表达量和稳定性。（4） 应加强转基因抗
虫植物与生物环境关系的研究�以防止破坏自然界
的生物资源多样性。

尽管存在一些有待进一步解决的问题�但应该
看到�植物抗虫基因工程技术的发展为防治害虫提
供了一条崭新的途径。可以相信�随着基因工程研
究的深入和技术的进一步发展�植物抗虫基因工程
必将为农业的发展起到巨大的推动作用。
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马铃薯组培脱毒试管苗繁育技术
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1　前　言
马铃薯通过组织培养途径�从而建立无病毒生

产体系是一种非常有效的高新生物技术实用化措

施。发达国家早在上世纪50年代就采用多种脱毒
途径生产无病毒种薯�取得巨大成功。70年代初
吉林农业大学进行了马铃薯茎尖组织培养�以后黑
龙江省农科院马铃薯研究所、中国科学院微生物研
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究所、植物研究所、内蒙古乌盟农科所也相继开展
了这方面的研究工作。目前已有20多个省、市、
60多家单位成功利用此项技术�已获得近百个品
种的脱毒种薯。我们从2001年开始马铃薯脱毒组
培快繁研究�至今已得到 “米拉”、“威芋3号” 的
脱毒试管薯千余粒、微型薯万余粒�这些脱毒种薯
是全面大幅度提高马铃薯产量和质量的可靠保证。
2　马铃薯病毒与检测

主要危害马铃薯的病毒有 PLRV、PVA、
PVY、PVM、PVX、PVS、PAMV 七种�类病毒
有 PSTV。一般情况下�首先采用聚丙烯酰胺凝胶
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