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摘要!筛选对靶标害虫高效的EP杀虫蛋白"评价蛋白组合对靶标害虫的杀虫作用#对于转基因抗虫新品种的研发
具有重要的指导意义!本文采用人工饲料混合法评价了)OB#FM")OB#(3")OB#)3")OB#E3")OB!F3"a4D%F3##"

a4D%F3!""a4D%F3#&共J种EP杀虫蛋白对亚洲玉米螟的毒力$同时评估了)OB#FM,a4D%F3#&")OB#(3,a4D%F3#&
混合蛋白对亚洲玉米螟的杀虫作用#筛选出毒力最佳的组合比例!结果表明&)OB#FM")OB#(3")OB!F3对亚洲玉米
螟的.)+"在"R!*""RI!#9,9之间#其中)OB#FM的毒力最强#显著高于)OB#(3和)OB!F3蛋白#)OB#(3与)OB!F3
毒力无显著性差异!)OB#)3")OB#E3"a4D%F3##"a4D%F3!""a4D%F3#&对亚洲玉米螟的.)+"均大于+"#9,9!当

)OB#FM,a4D%F3#&")OB#(3,a4D%F3#&混合比例为#z#时#增效作用最强#增效因子分别为%R#J和#R+J!本研究结
果为多价转基因玉米的研发提供了重要依据!
关键词!EP$!)OB$!a4D%F3$!亚洲玉米螟
中图分类号!!,*%%R*!!文献标识码!!F!!'()!!#"@#$$JJ#K@ALM=@!"!#$I#

H,#"&1+&+4$2$&1+9+1/$,4#/,"%*+#-)0&)-6+,$1+),#)02(3&,,-+#"-%&87&)8+&+
:%/$,4A+(-5$$*$+,#1H+#%&8&(<-%8(3(,&+
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"$$$""%9:.2$#!!"#$#%&%'($)*+$#*+',*+-.*/*0'*,1/$2#3.4%$4%4$25624%7#1%4#4%624#.#8#%*,1/$2#

1+*#%7#.*2%9:.2%4%;7$5%<'*,;0+.78/#8+$/"7.%27%4%-%.=.20!#""#&%%9:.2$"
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!!自#&&$年美国首次批准商业化种植转基因抗
虫玉米防治欧洲玉米螟J.%&*$*#$/-*"#"*.以来%转

基因作物在全球范围内已经连续种植!+年(截至

!"#&年%全球!$个国家种植了#R&"*亿=2!转基
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因作物&#'(转基因抗虫作物不仅有效防治了靶标
害虫%减少了杀虫剂的使用量%而且保护了天敌
和生物多样性%增加了农民的收入&!*'(然而%转
基因作物的大面积推广使靶标害虫长期处于一

定的筛选压力之下%导致田间抗性种群的产生%
如亚澳白裙夜蛾>/..('"#7/.)#和地中海玉米蛀
茎夜蛾1(.#,*#$'$#5&*'*;(.对)OB#FM)西部玉
米根 萤 叶 甲 H*#-&'%*)#=*&5*7(&#=*&5*7(&# 对

)OB%EM#)小蔗螟 H*#%&#(#.#))+#&#"*. 对 )OB#(
和)OB#FR#"+等&+J'(

第一代转基因玉米主要表达 )OB#FM蛋白
!3Z/bJ#"43EP##43EP#I$4"))OB#F?蛋白!3YEH1
*#J4"))OB#( 蛋 白 !3H)#+"I4"))OB&) 蛋 白

!3)VE1%+#4"#第二代转基因抗虫作物是将两个或
者多个基因同时导入同一植株内%用来防治同一种
害虫%达到延缓抗性产生)扩大杀虫谱的目的&&'(如
3Z/bJ&"%*4!表达 )OB!FM3*)OB#FR#"+蛋白")
3Z/bJJ"#I4!表达)OB#(3*)OB#FM蛋白")3EP##
wZQG#$!4!表达)OB#FM*a4D%F3!"蛋白"等&#"'(
选择蛋白组合时%不仅要考虑蛋白的互补性)蛋白结
合受体位点的能力%同时需要考虑蛋白间的协同增
效作用或拮抗作用&##'(增效作用能提高防治效力%
达到#[#$!的效果#相反%拮抗作用削弱了聚合多
种EP杀虫蛋白的优势%降低防治效果(蛋白之间的
相互作用可以通过评价单个蛋白的毒力和蛋白混合

物的毒力效果来判断&#!'(
亚洲玉米螟J.%&*$*#7/&$#)#"*.是为害我国玉

米的重要害虫%对玉米生产和农业安全造成严重的
威胁&#%#*'(室内生测表明多种)OB#类蛋白对玉米
螟具有较高的毒力%如)OB#F3))OB#F?))OB#F=)

)OB#Q;&#+#I'等#田间抗性鉴定结果表明转基因抗虫
玉米3EPI&&43EP##4和3Z/bJ#"4对亚洲玉米螟有
很高的杀虫效果和良好的田间抗螟性&#J!"'(草地贪
夜蛾13';'3%(&#7&/5*3(&;#是世界性重大迁飞害
虫%自!"#&年#月入侵我国云南省后%进一步蔓延
扩散至黄淮海夏玉米主产区%对我国玉米等作物生
产安全构成严重威胁(室内生测结果表明$转

)&2#E-基因玉米和转)&2#E-*=*3%E#玉米对草地
贪夜蛾具有良好的控制效果&!#'(!"!"年#月!#
日%国产转基因抗虫玉米3YEb&&%$4!表达)OB#FM
蛋白"和3瑞丰#!+4!表达)OB#FM和)OB!FK蛋白"
获得了在北方春玉米区的生产应用安全证书#!"!#

年#月##日%3YEb&&%$4扩区审批至黄淮海夏玉米
区)西南玉米区)南方玉米区(!"!#年%农业农村部
对转基因玉米开展了产业化试点(

)OB#FM))OB#(3和a4D%F是目前国际上商业
化应用最广泛的防治鳞翅目害虫的转基因抗虫玉米

表达的EP杀虫蛋白%因此%本文评估了J种杀虫蛋
白 !)OB#FM))OB#(3))OB#E3))OB#)3))OB!F3)

a4D%F3##)a4D%F3#&)a4D%F!""和 ! 个 组 合

!)OB#FM*a4D%F3#&))OB#(3*a4D%F3#&"对亚洲玉
米螟的毒力%筛选出 )OB#FM和 )OB#(3分别与

a4D%F3#&组合的最佳毒力的比例%为多价转基因玉
米的研发提供科学依据(

*!材料与方法

*+*!供试昆虫
亚洲玉米螟室内敏感种群$原始种群于!"#+年

$月采集自吉林省松原市普通玉米种植田%在室内
无琼脂人工饲料&!!'上连续饲养多代%饲养过程中未
接触任何杀虫剂或EP杀虫蛋白(

幼虫在温度!!It#"u)相对湿度I"W"J"W)
光周期.#Yv#$=#J=的条件下饲养(

*+,!供试V<杀虫蛋白

)OB#FM))OB#(3))OB#)3))OB#E3))OB!F3活
化蛋白购自北京乐士宁科技有限公司!由美国)3<;
U;<P;O8G;<;OT;c84T;O<4PB的 Z3O4388;S@)3O;B
实验室生产%经胰蛋白酶活化的毒素"%纯度为&JW
的白色粉末晶体%均用+"2275*.)DVv#"的

b3!)/%溶解(a4D%F3#&)a4D%F3!"分别由北京大
北农生物技术有限公司和先正达生物科技有限公司

提供%均用 # 2275*.)DVv#" 的 SE, 溶解(

a4D%F3##购自美延!北京"农业科技有限责任公司%
用#2275*.)DVv#"的SE,溶解(

*+-!毒力测定
采用人工饲料混合法测定EP杀虫蛋白对亚洲

玉米螟幼虫的毒力%人工饲料配方具体参考宋彦英
等&!!'(主要步骤如下$

#"将EP杀虫蛋白设置$"&个浓度梯度%保证
幼虫死亡率在#"W"&"W()OB#FM和)OB#(3的
浓度设置为 ")"R"!)"R"*)"R#)"R!)"R+)#R")

!R+#9*9#)OB!F3的浓度设置为")"R"!)"R"*)

"R#)"R!)"R+)#R")!R+)+R")#!R+)!+R" #9*9#

)OB#E3))OB#)3)a4D%F3##)a4D%F3#&)a4D%F3!"

+##%+



!"!%

的浓度设置为")"R"!)"R"*)"R#)"R!)"R+)#R")

!R+)+R")#!R+)!+R")+"R"#9*9(

!"混合蛋白与饲料(将对应剂量的蛋白加入蒸
馏水中%混合均匀后与无琼脂半人工干粉饲料搅拌
混匀%同时设置蒸馏水作为空白对照(

%"接入幼虫并封口(将混合均匀的人工饲料分
装到*J孔培养板中%每孔用毛笔挑入#头初孵幼虫
!孵化时间&#!="%每个蛋白浓度%个重复%每个重
复*J头%共#**头(然后用封口膜覆盖!)3P0%Z1
&I%%%Z488;<7P3Z48489386Z38>:3?P>O489)721
D38B%Z488;<7P3%c,F"%防止试虫逃逸(并用解
剖针扎孔%保证空气流通%避免湿度太大造成幼虫
死亡(

*"饲养并调查结果(将所有培养板放置在温度
!!It#"u)相对湿度I"W"J"W)光周期.#Yv
#$=#J=的培养箱内%饲养期间无需更换或添加饲
料%I6后调查试验结果%记录每板幼虫死亡数量(
幼虫死亡评判标准$用毛笔轻触虫体尾部%虫体无反
应或单头存活幼虫体重&"R#29(

*+.!数据统计与分析
用对数 几率值法模拟剂量 死亡率反应曲线%

统计计算过程采用S757S5><SO7M4P软件(根据

&+W置信区间判断差异性%如果置信区间有重叠%则
无显著差异#如果置信区间无重叠%则有显著差异(

通过比较实际死亡率和预期死亡率%评价)OB类
和a4D%F类蛋白间的相互作用(预期死亡率是在两

种蛋白间不存在相互作用且独立发挥作用的假设下

得到的死亡率&!%'(根据H3M3<=84N的方法&##'$

.)+"!2"v #
O3

.)+"!3"
[ OM

.)+"!M"

其中%.)+"!2"$混合蛋白预期致死中浓度#

.)+"!3"和.)+"!M"分别是蛋白3和蛋白M对靶标害虫
的致死中浓度#O3和OM分别是3蛋白和M蛋白在混
合蛋白中的比例(增效因子!<B8;O94<2:3?P7O%,("
按如下公式计算$

,(v.)+"!2"

.)+"

其中%.)+"为混合蛋白对靶标害虫的实际致死

中浓度(当,($#时%表现为增效作用#当,(v#
时%表现为叠加作用#当,(&#时%表现为拮抗作用(

,!结果与分析

,+*!O种V<杀虫蛋白对亚洲玉米螟的毒力

J种EP杀虫蛋白对亚洲玉米螟幼虫的毒力测
定结果如表#所示(.)+"从"R!*#9*9到大于

+"#9*9%其中 )OB#FM对亚洲玉米螟的毒力最
强%.)+"仅为"R!*#9*9()OB#(3和)OB!F3对亚
洲玉米螟的毒力显著低于)OB#FM%.)+"分别为

"R+!#9*9和"RI!#9*9%但是两种蛋白的毒力不存在
显著差异()OB#E3))OB#)3)a4D%F3##)a4D%F3#&)

a4D%F3!"对亚洲玉米螟的致死效果差%.)+"均大于

+"#9*9!表#"(

表*!O种V<杀虫蛋白对亚洲玉米螟幼虫的毒力

1234"*!17F$8$<?7>"$:B<V<<7F$A&<7L*&'+5+)>1'5)0)$+*426#2"
EP蛋白

EPDO7P;48
试虫数*头

Q8<;?P8>2M;O
.)+"!&+W(."*

#9+9s#
.)&+!&+W(."*

#9+9s#

斜率t标准误
,57D;t,0 3! ;7

)OB#FM $I! "R!*!"R#I""R%#" !R!!!#R$""%R+I" #RI#t"R#& $R% #!
)OB#(3 J$* "R+!!"R%$""RI"" JR&$!$R%I"#%RJ$" #R%%t"R## $R* #$
)OB!F3 I$J "RI!!"R*J"#R"#" JR!*!+R&I"#!R!+" #R!#t"R## JR# #*
)OB#E3 J$* $+" s s s s
)OB#)3 J$* $+" s s s s

a4D%F3## J$* $+" s s s s
a4D%F3#& J$* $+" s s s s
a4D%F3!" J$* $+" s s s s

,+,!M6?*H3和U$@-H2*S蛋白混合后对亚洲玉米
螟的毒力

!!为了进一步明确)OB#FM和a4D%F3#&之间的
相互作用%评价了两种蛋白在不同混合比例下对亚
洲玉米螟初孵幼虫的毒力%结果见表!(当)OB#FM

和a4D%F3#&混合的比例分别为#z#和#z!时%,(
分别为%R#J和#R%!%均大于#%表明存在增效作
用(其他比例组合的实际.)+"均高于预期.)+"%

,(值范围为"R*&""R&$%说明存在一定的拮抗
作用(

+!#%+
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表,!M6?*H3和U$@-H2*S蛋白混合对亚洲玉米螟幼虫的毒力

1234",!17F$8$<?7>87=3$A2<$7A&7>M6?*H32A9U$@-H2*S<7L*&'+5+)>1'5)0)$+*426#2"

EP蛋白
EPDO7P;48

比例

G3P47

试虫数*头
Q8<;?P
8>2M;O

.)+"!&+W(."*#9+9s#

实际值

/M<;OT;6T35>;
预期值

0̂D;?P;6T35>;

斜率t标准误
,57D;t,0 3! ;7 ,(

)OB#FM*a4D%F3#& #z" I$J "R!*!"R#I""R%#" s #RI#t"R#& $R% #! s
)OB#FM*a4D%F3#& +z# J$* "R+*!"R*!""R$I" "R!& !R#"t"R!# JR& #$ "R+%
)OB#FM*a4D%F3#& !z# J$* "RI*!"R++""R&%" "R%$ #RI+t"R#I $R+ #$ "R*&
)OB#FM*a4D%F3#& #z# I$J "R#+!"R"#""R!#" "R*J #R*#t"R#* #"R# #* %R#J
)OB#FM*a4D%F3#& #z! I$J "R+*!"R*"""R$&" "RI# #R$It"R#J JR# #* #R%!
)OB#FM*a4D%F3#& #z+ I$J #R*I!#R#J"#RI$" #R*# !R!+t"R!% &R+ #* "R&$
)OB#FM*a4D%F3#& "z# J$* $+" s s s s s

,+-!M6?*L2和U$@-H2*S蛋白混合对亚洲玉米螟
的毒力

!!)OB#(3*a4D%F3#&在不同混合比例下对亚洲
玉米螟初孵幼虫的毒力测定结果表明$当)OB#(3*

a4D%F3#&混合比例为#z#和#z!时%实际.)+"均低

于预期.)+"%,(分别为#R+J和#R%!%均大于#%存
在较弱的增效作用(当两种蛋白的混合比例为+z#
时%,(为#%表现为简单的相加作用(当两种蛋白的
混合比例为!z#和#z+时%,(均小于#%说明存在一
定的拮抗作用!表%"(

表-!M6?*L2和U$@-H2*S蛋白混合对亚洲玉米螟幼虫的毒力

1234"-!17F$8$<?7>87=3$A2<$7A&7>M6?*L22A9U$@-H2*S<7L*&'+5+)>1'5)0)$+*426#2"

EP蛋白
EPDO7P;48

比例

G3P47

试虫数*头
Q8<;?P
8>2M;O

.)+"!&+W(."*#9+9s#

实际值

/M<;OT;6T35>;
预期值

0̂D;?P;6T35>;

斜率t标准误
,57D;t,0 3! ;7 ,(

)OB#(3*a4D%F3#& #z" J$* "R+!!"R%$""RI"" s #R%%t"R## $R* #$ s

)OB#(3*a4D%F3#& #z# ++! "R$+!"R%&""R&#" #R"% #RI&t"R!J &R+ !# #R+J

)OB#(3*a4D%F3#& +z# $"" "R$!!"R%%"#R"*" "R$! "RJ%t"R"J *R* !% #R""

)OB#(3*a4D%F3#& !z# +I$ "RJ!!"R%%"#R*#" "RIJ #R#It"R#J JR! !! "R&+

)OB#(3*a4D%F3#& #z! $!* #R#$!"R$%"#RIJ" #R+% #R*"t"R#J &R" !* #R%!

)OB#(3*a4D%F3#& #z+ $&$ *R""!!R*#"+R+&" !R&I #R$Jt"R!+ &RJ !I "RI*

)OB#(3*a4D%F3#& "z# J$* $+" s s s s s

!!

-!结论与讨论

不同EP杀虫蛋白的杀虫谱不同%且对靶标害虫
的毒力不同(因此%在研发转基因作物时%有必要评
估不同EP杀虫蛋白对靶标害虫的毒力(本文采用
饲料混合法评价了J种EP杀虫蛋白对亚洲玉米螟
的毒力%其中)OB#FM对玉米螟初孵幼虫的毒力效
果最好%显著高于另外I种蛋白()OB#FM除了对亚
洲玉米螟具有较强的毒力外%对其他鳞翅目害虫也
具有较强的毒力%包括欧洲玉米螟)小菜蛾!"/%(""#
F2"'.%(""#)草地贪夜蛾等&!*!$'(#&&$年%以欧洲玉
米螟和巨座玉米螟H45&#$;*'.(""#为靶标害虫的
转单价EP玉米在美国商业化种植%包括转)&2#E-
玉米!3EP##43Z/bJ#"4"和转)&2#E)玉米!3YEH1
*#J4"&&'(!""!年%为了扩大杀虫谱)延缓抗性产

生%美国和澳大利亚率先批准种植转双价基因棉花
3E75593O6QQ4!表达)OB#F?*)OB!FM蛋白"防治美
洲棉铃虫@("*)'=(&3#9(#和棉铃虫@4#&,*5(&#(

!"##年%阿根廷开始种植3EP##wZQG#$!4%主要防
治草地贪夜蛾)小蔗螟等鳞翅目害虫&J%!I!J'(前期
研究结果表明%a4D%F3对黏虫82%+*,$#.(3#&#6
%#)草地贪夜蛾)粉纹夜蛾0&*)+'3"/.*#$*)烟芽夜
蛾@("*'%+*.=*&(.)($.等鳞翅目害虫均具有较好的
毒力&!&%#'%本 研 究 结 果 显 示 )OB#E3))OB#)3)

a4D%F3对亚洲玉米螟没有毒力%可能是因为这些蛋
白在玉米螟幼虫中肠上不存在相应的特异性结合位

点(但是 a4D%)3 对亚洲玉米螟敏感品系和

)OB#FM抗性品系均具有很好的毒力&%!'(该试验结
果为新基因的挖掘)转基因作物的研发提供了重要
的参考信息(

随着转基因作物的不断推广%靶标害虫的抗性

+%#%+



!"!%

问题引起越来越多的重视(但在选择多个基因叠加
时%不仅要考虑单个基因的毒力%还要考虑蛋白之间
的相互作用&##%%%'(多个研究表明%当)OB类和a4D
类蛋白混合时%存在增效)拮抗或者叠加作用(E;O1
9323<?7等&%*'报道了)OB#Q3#"和a4D%F3相互作用
的物种特异性(体外竞争结合试验表明%在草地贪
夜蛾体内%)OB#Q3#"和a4D%F3具有不同的结合位
点%表现为增效作用(在灰翅夜蛾14(&*;#$*#体
内%两种蛋白竞争结合同一个受体位点%表现为明显
的拮抗作用&%*'()OB&F3和a4D%F3蛋白在水稻二
化螟<+*"'./33&(..#"*.体内存在特异性结合并具
有不同的受体结合位点是协同增效作用的主要因

素&%+'(本 研 究 发 现 当 )OB#FM 和 a4D%F3#&)

)OB#(3和a4D%F3#&为#z#混合时%表现为增效作
用%表明共表达两种蛋白将提高转基因作物对亚洲
玉米螟的防治效果%延缓抗性的产生(a4D%F3和

)OB#FM对草地贪夜蛾具有显著的增效作用&%$'#

)OB#(3和 a4D%F3#&对黏虫亦有显著的增效作
用&%"%%I'(除了受体位点的不同%蛋白间氨基酸序列
的差异也可能是产生增效作用的原因&%J'(同种蛋
白组合的相互作用可能因为受试靶标的不同而不

同(比如)OB#)3和a4D%F3对草地贪夜蛾表现为
拮抗作用%而对小蔗螟表现为增效作用(

不同蛋白组合的增效作用是提高蛋白毒力的

方法之一(评价混合蛋白的相互作用%利用启动子
调控EP杀虫蛋白的表达量%可以最大程度地提高
转基因作物的抗虫作用%实现转基因作物与EP生
物资源的可持续利用(本研究结果将为中国的转
基因玉米研发提供基础数据%促进转基因玉米的可
持续应用(
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