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转 Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因抗虫玉米的获得及分子鉴定

燕树锋，铁双贵，岳润清，韩小花，齐建双，卢彩霞

（河南省农业科学院 粮食作物研究所，河南 郑州　４５０００２）

　　摘要：为将改造合成的抗虫基因（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）导入玉米基因组，以玉米杂交组合 ＰＡ×ＰＢ的胚性愈伤组织为外植

体，用双丙氨磷作为抗性愈伤组织的筛选剂，通过农杆菌介导法获得了 ８２个再生植株。经标记基因（ｂａｒ）和目的基因

（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）的 ＰＣＲ检测，其中 １９株为阳性，即为推断的转 Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因抗虫玉米。对其中 ２株（ｗ１和 ｗ２）进行目的

基因单酶切的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析，发现 ｗ１和 ｗ２分别为单位点和双位点插入，这也进一步证实目的基因已经整合入玉米

基因组中。用 ＢｔＣｒｙ１Ａｂ／Ａｃ金标免疫试纸条进行蛋白质表达的检测，初步证实目标 Ｃｒｙ１Ａｃｗ蛋白在玉米中得到表达。
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　　玉米是我国第一大粮食作物，同时也是重要的
饲料和工业原料，在我国国民经济中占有举足轻重

的地位
［１－２］

。虫害是造成玉米产量损失的主要原

因，传统抗虫玉米育种耗时长、效率低，因而转抗虫

基因玉米成为解决虫害的有效途径之一
［３］
。２０１３

年全球转基因玉米种植面积达到５７４０万ｈｍ２，占到
玉米总种植面积（１．７７亿 ｈｍ２）的 ３２％。自 １９９６
年首例抗虫转基因玉米在美国商品化以来

［４］
，先后

有１０多个转化系分别表达 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ９Ｃ

及 Ｃｒｙ１Ｆａ２蛋白的抗虫玉米在美国、加拿大、西班牙
等国商业化种植

［５］
，在较多的国家和地区获批的抗

虫 玉 米 事 件 分 别 为 ＭＯＮ８１０、Ｂｔ１１、ＴＣ１５０７、
ＭＯＮ８９０３４等［６］

。

目前，转基因抗虫玉米仍未在我国得到商业化

应用，河南省农业科学院粮食作物研究所将本单位

人工改造合成的 Ｃｒｙ１Ａｃｗ抗虫基因，通过农杆菌介
导的方法导入玉米杂交种 ＰＡ×ＰＢ中，创造了转基
因抗虫玉米新种质，并对其进行了分子鉴定，为该种
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质的育种利用以及商业化生产提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料
试验所用农杆菌转化受体材料即杂交组合

ＰＡ×ＰＢ幼胚形成的胚性愈伤组织、人工改造合成的
Ｃｒｙ１Ａｃｗ抗虫基因和农杆菌菌株 ＥＨＡ１０５，均由河
南省农业科学院粮食作物研究所提供，植物表达载

体 ＣＰＢ上的选择标记基因为 ｂａｒ基因。
金标免疫试纸条（ＢｔＣｒｙ１Ａｂ／１Ａｃ免疫试纸条）

产自于美国 Ａｇｄｉａ公司；Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交有关试剂均产
于罗氏生物医学工程公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、
ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ和限制性内切酶均购自宝生物工程
（大连）有限公司。

试验所用培养基（Ｄ基本培养基、筛选培养基、
分化培养基和再生培养基Ⅰ等）的组成和配制见参
考文献［７］。
１．２　试验方法
１．２．１　农杆菌介导的转化　农杆菌转化时 ＯＤ值
为 ０．５～０．６，侵染时间为 ５～１０ｍｉｎ，乙酰丁香酮
（ＡＳ）终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ；侵染后用灭菌滤纸吸去
胚性愈伤组织上多余菌液，２１℃黑暗条件下共培养
２ｄ，用含有 ２５０ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）的无菌水
冲洗 ３～５次，无菌滤纸上晾干，然后转移到筛选培
养基上进行培养。

１．２．２　抗性愈伤组织筛选和植株再生　将转化后
的胚性愈伤组织转到含 １．５ｍｇ／Ｌ双丙氨磷（Ｂｉａｌａ
ｐｈｏｓ）和２５０ｍｇ／ＬＣａｒｂ的筛选培养基上培养 １４ｄ，
然后转到含 ３ｍｇ／ＬＢｉａｌａｐｈｏｓ和 １２５ｍｇ／ＬＣａｒｂ的
筛选培养基上再培养 １４～２８ｄ，最后转入分化培养
基中进行植株再生。

１．２．３　ＰＣＲ检测　ＰＣＲ反应体系：总体积为 ２０
μＬ，其中 ｄｄＨ２Ｏ１０．９５μＬ、１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ

２＋

Ｐｌｕｓ）２μＬ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．６μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ
引物 Ｆ１．６μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ引物 Ｒ１．６μＬ、５Ｕ／μＬ
Ｔａｑ酶 ０．２５μＬ、１００ｎｇ／μＬＤＮＡ模板２μＬ。

ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性 ４ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３２个循环；然
后７２℃恒温７ｍｉｎ；４℃下保存。ｂａｒ和Ｃｒｙ１Ａｃｗ基
因退火温度均为５８℃。

ＰＣＲ引物和目的片段大小如下。
Ｂａｒ基因 Ｆ：５′ＡＡＣＧＡＣＧＣＣＣＧＧＣＣＧＡＣＡＴＣＣ３′；

Ｒ：５′ＣＡＴＧＣＧＣＡＣＧＣＴＣＧＧＧＴＣＧＴＴＧ３′，目的片段
３９８ｂｐ。

Ｃｒｙ１Ａｃｗ基 因 Ｆ：５′ＣＡＴＴＣＡＡＣＡＴＣＧＧＣＡＴＣ

ＡＡＣ３′；Ｒ：５′ＧＣＧＣＧＣＴＡＴＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＣＴ３′，目的
片段９２６ｂｐ。
１．２．４　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测　取 １０μｇ玉米基因组
ＤＮＡ，ＨｉｎｄⅢ单酶切后，用 ０．８％琼脂糖凝胶电泳
８ｈ，毛细管印迹法转膜；Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因的探针标记
使用罗氏 ＰＣＲＤｉｇＰｒｏｂｅＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ；预杂交、杂交
及检测使用罗氏 ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔ１，操作过程严格按照试剂盒说
明书进行。

１．２．５　金标 ＢｔＣｒｙ１Ａｂ／１Ａｃ免疫试纸条检测　将
玉米叶片放入 ２ｍＬ离心管中，加入液氮研磨充分
后，加入试剂盒自带缓冲液并混合均匀，将试纸条样

品端淹没入样品液中０．５ｃｍ，静置３～６ｍｉｎ后读取
试验结果。

２　结果与分析

２．１　转 Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因抗虫玉米植株的获得
取授粉后接近１４ｄ的玉米穗进行剥胚，将幼胚

放到 Ｄ基本培养基上诱导愈伤组织，愈伤组织每１４
ｄ继代１次，选择生长状态良好的Ⅱ型胚性愈伤组
织用于农杆菌浸染；共培养（图１Ａ）后，将愈伤组织
首先转到含１．５ｍｇ／ＬＢｉａｌａｐｈｏｓ的筛选培养基上培
养１４ｄ，然后转到含 ３ｍｇ／ＬＢｉａｌａｐｈｏｓ的筛选培养
基上再培养１４～２８ｄ，得到抗性愈伤组织（图 １Ｂ、
Ｃ）；将抗性愈伤组织转到再生培养基Ⅰ上，经分化
再生培养得到再生植株（图 １Ｄ、Ｅ），最后进行生根
培养（图１Ｆ）；将生根后的植株移栽到含有泥炭土
和蛭石（３∶１）的营养钵中，在温室中进行炼苗，炼苗

Ａ．浸染后共培养；Ｂ．筛选培养；Ｃ．抗性愈伤组织；
Ｄ．分化培养；Ｅ．再生培养；Ｆ．生根培养。

Ａ．Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；Ｂ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃ．Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｃａｌｌｕｓ；
Ｄ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅ；Ｅ．Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｓ；Ｆ．Ｒｏｏｔｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

图 １　农杆菌介导法获得转基因玉米再生植株

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｖｉａ

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄｍｅｔｈｏｄ
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后移至大田种植。本试验用于转化的愈伤组织数为

２２０个，获得的抗性愈伤组织数为 ３５个，再生植株
数为８２个。
２．２　转 Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因抗虫玉米的 ＰＣＲ检测

对８２个再生植株取少量叶片提取 ＤＮＡ，进行
标记基因（ｂａｒ）和目的基因（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）的 ＰＣＲ检
测。依据标记基因 ｂａｒ序列信息设计特异引物进行
ＰＣＲ扩增，８２个再生植株中有 ２０株扩增出与质粒
ＣＰＢ大小一致的片段（３９８ｂｐ），部分标记基因的
ＰＣＲ检测结果见图２。而依据目的基因Ｃｒｙ１Ａｃｗ序
列信息设计特异引物进行ＰＣＲ扩增，８２个再生植株
中仅有１９株扩增出与质粒 ＣＰＢ大小一致的片段
（９２６ｂｐ），部分目的基因的 ＰＣＲ检测结果见图 ３。
此外发现，这 １９株所对应的标记基因 ＰＣＲ反应也
同时呈现阳性，初步证实这１９株转化植株的目的基
因与标记基因均整合到了玉米基因组中。

Ｍ．ＤＬ２０００标记；ＣＫ１．阳性对照（质粒）；ＣＫ２．空白对照（蒸馏水）；
ＣＫ３．阴性对照（非转基因植株）；１～１０．推断的转基因株系。图３同。
Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；ＣＫ１．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｐｌａｓｍｉｄ）；ＣＫ２．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
（ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ）；ＣＫ３．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｕｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ）；１－１０．Ｐｕ
ｔａｔｉｖｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．３．

图 ２　标记基因（ｂａｒ）的 ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌａｂｅｌｌｅｄｇｅｎｅ（ｂａｒ）

图 ３　目的基因（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）的 ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）

２．３　转 Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因抗虫玉米的试纸条检测
由金标免疫试纸条 ＢｔＣｒｙ／Ａｂ／Ａｃ检测结果可

知，这１９个植株所对应的试纸条均出现质控线和检
测线２条带（部分试纸条检测结果见图 ４），质控线
出现证明检测环境是可靠的，检测线出现证明所测

样品为阳性，２条带同时出现证明 Ｃｒｙ１Ａｃｗ蛋白在
转基因植株中得到了表达。检测线显现的深浅度与

蛋白质表达量的多少成正比，由图 ４试纸条显色情
况可知，Ｃｒｙ１Ａｃｗ蛋白在不同转基因玉米植株中表
达强弱不一致，这可能与目的基因的插入位点或拷

贝数等因素有关。

ＣＫ．阴性对照（非转基因植株）；１～１０．推断的转基因株系。
ＣＫ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｕｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ）；
１－１０．Ｐｕｔａｔｉｖｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图 ４　目标蛋白（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）的免疫试纸条检测结果

Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）

２．４　转 Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因抗虫玉米的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交
检测

使用设计合成的 Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因引物，并用罗氏
ＰＣＲＤｉｇＰｒｏｂｅＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ进行探针标记。用普通
ｄＮＴＰｓ进行的 ＰＣＲ扩增，其电泳条带明显比使用含
地高辛标记的 ｄＮＴＰｓ扩增出的条带小，原因为带有
地高辛标记的 ＰＣＲ扩增片段其分子量要大于不带
有标记的片段。由图 ５所示，２号泳道的片段明显
大于１号泳道的片段，这表明探针已标记成功。选
取２株 ＰＣＲ和试纸条检测呈阳性的植株（ｗ１和
ｗ２），ＣＴＡＢ法大量提取叶片总 ＤＮＡ，ＨｉｎｄⅢ单酶切
后，电泳、转膜，用制备好的探针进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交。
结果表明，转化事件 ｗ１和 ｗ２分别为单位点和双位

Ｍ．ＤＬ２０００标记；１．未标记的 ＰＣＲ扩增结果；
２．已标记的 ＰＣＲ扩增结果。

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１．ＵｎｌａｂｅｌｅｄＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ；２．ＬａｂｅｌｅｄＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ．

图 ５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交探针的标记

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｐｒｏｂｅｌａｂｅｌｏｆＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

１．转化事件 ｗ１；２．转化事件 ｗ２。
１．ｗ１ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｖｅｎｔ；２．ｗ２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｖｅｎｔ．

图 ６　Ｃｒｙ１Ａｃｗ基因的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析
Ｆｉｇ．６　ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣｒｙ１Ａｃｗｇｅｎｅ
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点插入（图６），这也进一步证实目的基因已经整合
入玉米基因组中。

３　结论与讨论

本研究通过农杆菌介导法进行遗传转化，经双

丙氨磷、ＰＣＲ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交和免疫试纸条等筛选和
鉴定，证实了改造合成的抗虫基因（Ｃｒｙ１Ａｃｗ）成功
导入玉米基因组且目标蛋白得以表达，这为转基因

玉米育种创造了新种质。

同位素标记法是 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交最经典的方法，
但需要在特定的实验室和防护措施下进行，由于人

们对其安全性的担忧以及试验条件的限制等，ＤＩＧ
等非放射性标记被越来越多地使用。目前，棉花、烟

草、水稻、油菜和小麦等植物用地高辛标记探针进行

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交均获得良好的试验效果［８－１０］
。大多数

研究都使用随机引物标记，需要对模板和探针纯度、

标记时间等因素进行摸索，且耗时耗力，极易造成失

败。而本研究使用 ＰＣＲ方法进行 ＤＩＧ探针标记，具
有耗时短、效果直观、通过条带亮度可以推断出探针

的含量、成功率高等优点，因此，推荐使用该方法进

行植物 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交的探针标记。此外，本研究中
发现１株转化植株只扩增出标记基因未扩增出目的
基因，可能是农杆菌中混有少量未插入目的基因的

质粒，也可能是质粒在农杆菌中发生重组导致少量

菌株目的基因丢失等，其原因还有待于进一步考证。

目前得到商业化应用的转基因抗虫玉米主要抗

鳞翅目害虫（Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ９Ｃ及 Ｃｒｙ１Ｆａ２），具
有较窄的抗虫谱。而利用抗鳞翅目、鞘翅目或双翅

目的蛋白酶抑制剂基因（ＣＰＴＩ、ＡＰＩ、ＳＫＴＩ和 ＰＩＩＩ
等），抗鞘翅目和地老虎的营养期杀虫蛋白基因（Ｖｉ
ｐｌ、Ｖｉｐ２和 Ｖｉｐ３Ａ），以及抗玉米线虫（Ｃｒｙ３、Ｃｒｙ３４和
Ｃｒｙ３５）、抗鳞翅目和鞘翅目（Ｃｙｔ１Ａａ）和抗双翅目
（Ｃｙｔ１Ａｂ、Ｃｙｔ１Ｂａ、Ｃｙｔ２Ａａ１和 Ｃｙｔ２Ｂａ１）等其他抗虫

基因
［１１－１２］

，培育复合抗虫性状的转基因玉米，将成

为未来发展的主要趋势。
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