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摘 要 :
对当前桂物杭根结线虫转基因育种中所采用基因的特点和育种策略进行了详细的

蛛迷
。

根结线虫是全世界范围内危害经济作物最为产重的病原性线虫
,

约 1 700 种作物受到根结

线虫的危害
,
而南方根结线虫是 4 种主要根结线虫中危害录严重的一种

.

利用转基因技术进行

扰根结线虫育种是一种有希望的途径
,

因为它具有过程简单
、

费用小和不造成环境污染等优点
.

关健询
:
根结线虫 ;转基因育种 ;基因

中圈分类号 :s 603
.

4 文献标识码
: A 文章编号

: 1001 一。加 9《200 7】04 一 00 70 一 03

全世界每年因根结线虫俊染而造成的粮食和纤维

植物损失约 12 %
,

给果树和蔬菜造成的损失超过 20 %
,

且有逐年加重的趋势
。

在 4 种主要的病原根结线虫中

(南方根结线虫
,

北方根结线虫
,

花生根结线虫和爪洼根

结线虫 )
,

南方根结线虫危害最为严重
。

根结线虫的二龄幼虫侵人植物根部后
,

进人维管束

向上移动
,

通过诱导植物细胞分裂
,

形成巨大的
、

具有多

细胞核的细胞
: 巨型细胞 ( G C

,
G ian t ce ll)

,

并在此建立永

久的取食据点 ( N FS
,

~
t od e

fee id 吧
s it e)

。

根结线虫

通过从巨型细胞汲取营养和水分
,

生长发育为成虫
。

这

个过程不但与植株竞争养分
,

而且根结阻碍植物水分及

营养的运输
,

严重危害植物生长
。

同时
,

根结线虫的怪

染为其它微生物的俊人创造了条件
.

由于传统的根结线虫防治方法效果不佳l1[
,

利用转

基因技术进行抗根结线虫育种已经是皿待开发的策略
,

它具有育种周期短
、

费用低和不改变植株重要农艺性状

等优点 ( tA拓~
,
200 1)

,

可作为进一步育种的资源或直

接在生产中应用
。

南方根结线虫生长和发育的营养直

接来自C C
,

因此
,

通过分子生物学方法
,

阻止根结线虫

诱导 GC 的形成
、

破坏其结构或在 GC 中表达线虫毒性

基因均可以达到抗线虫目的
。

1 阻止或抑制 G C 形成的抗线虫策略
1

.

1 通过过敏反应阻止 GC 形成的抗根结线虫策略

研究发现
,

在番茄中
,

肠 显性基因控制着番茄对南

方根结线虫的抗性21[
.

利用分子标记和定位克隆的方

法
,

已经分离了插 1
.

1 和 iM l
.

2 基因
,

随之证明只有

iM l
.

2基因具有根结线虫抗性
。

摊 1
.

2基因编码一个含
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1 25 7个氨墓酸的蛋白质
,

含有 N BS 和 1卫R 结构域
.

其

N咫 结构域类似于调控细胞凋亡或程序性死亡过程关

键蛋白的八丁几 se 结构域
。

在 N B S 结构域之前
,

有一个

ZL 结构域
,

此种模式通常参与蛋白质之间的相互作用
。

其 N 末端有一个 P C I结构域
,

这种结构域往往参与形成

巨大的蛋白复合物
。

这些结构特征表明 iM l
.

2 蛋白具

有与其它蛋白相互作用的复杂模式
。

含有 iM l
.

2 基因

的抗性番茄中
,

根结线虫可以正常侵染
,

但是不能形成

巨型细胞
,

在俊染部位附近形成过敏性坏死
,

表明 iM l
.

2

基因参与控制针对线虫侵染的过敏反淤 ls1
,

这个过程涉

及某些线虫基因的表达产物 (或植物被线虫诱导表达
、

修饰的蛋白)与洲 1
.

2 基因的 N 端 (或 L RR 区域)相互

作用 l[ 刃
。

R m e l 基因在 iM l
.

2 基因的上游发挥至关重

要的作用
,

该基因的缺失导致摊 1
.

2 墓因丧失抗线虫能

力
,

但是关于这方面的细节尚不清楚
。

转基因研究发现 iM l
.

2 基因对于 3 种互不相关的

害虫 (根结线虫
、

蚜虫和粉虱 )均有明显的抑制效果
,

表

明了 iM l
.

2基因具有广阔的应用前景
,

但是目前还不清

楚它对三种害虫抗性机制的确切机制 lt 习
.

虽然利用 iM l
.

2基因培育抗线虫番茄品种是较为

成熟和有效的方法.l[
` ..f 9,l 幻

,

但是这一策略仍然存在一

些不足之处
:
如温度敏感性

、

抗性的阶段性和对北方根

结线虫无效等s[, ’ `· 1幻
.

iM l
.

2基因的这些不足表明
,

仅

使用 iM l
.

2 基因培育抗根结线虫植物并不完全符合生

产要求
,

因此有必要配合其它抗线虫策略
,

进一步提高

转基因作物的抗性能力和抗性谱
。

1
.

2 干扰巨型细胞形成有关基因表达的抗线虫策略

根结线虫建立侵染据点并形成 C C 是一个极为复

杂的过程
,

涉及到线虫分泌蛋白和植物细胞天然蛋白之

间相互作用的复杂调控机制
.

线虫可能通过模拟植物

天然多肤或自己分泌信号多肤来改变植物细胞分裂过

程
,

从而诱导形成巨型细胞困
。

R a n

诩y 等通过激光捕
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获显微切割 (LC硒技术分析了根结线虫侵染 4d 后番茄

G C细胞的基因表达模式
,

发现两种 D 型 cyc n n 基因
,

肠吻
`
3D

.

2 和肠吻
`

3D
.

3的显著上调表达
,

表明这两种

基因对于番茄 GC 形成中的细胞分裂有重要作用1e[ 〕
,

因

此通过转基因技术在植物细胞中表达特异抗体
,

封闭根

结线虫分泌蛋白
、

多肤
、

植物多肤或蛋白以阻碍 GC 细胞

的建立
,

是一个有希望的抗线虫策呼
幻

。

最近
,

在封闭特异多胎的表达方面取得了振奋人心

的进展
,

H us s cy 等使用 RN儿 技术在转基因拟南芥中成

功的干扰了根结线虫分泌的 16D 10 多肤的表达
,

获得了

满意的抗线虫效果
,

这为进行广谱性的植物抗根结线虫

育种开辟了崭新的道路
.

2 破坏巨型细胞结构与功能的抗线虫策略
2

.

1 破坏巨型细胞结构的抗根结线虫策略

巨型细胞的维持需要众多寄主基因的表达和代谢

产物的支持
,

通过表达对巨型细胞有破坏效应的基因或

干扰巨型细胞的代谢途径
,

破坏线虫的取食来源
,

也是

有希望的抗线虫策略
。

月5 1帅`
是第一个在植物中发现的天然抗线虫基因

,

它来源于野生甜菜
,

含有 】̀RR 结构域和跨膜区域 [,J
,

表

现出对胞囊线虫的较强抗性
.

世界上有多个实验室正

在开展利用 H S I加`
基因获得抗线虫的农作物研究

,

中东

技术大学植物生物技术实验室的研究发现
,

转 月5 1问基

因的烟草明显提高了对几种根结线虫的抗性
,

显示出这

个基因在茄科植物中抗根结线虫育种的潜力
.

月5 1” `

基因体现了一种与 iM l
.

2 基因完全不同的抗性机制ls[ 〕 。

另外一个被根结线虫诱导而在 G C 中特异表达的

基因是 肠眼刀 7
,

它的编码产物是一种定位于液泡膜的

T IP 型水孔蛋白
.

伽伴~
对 了砧R月 7 启动子的分析

表明
,

不同的缺失型具有不同的表达模式
。

其中一种 5

`

缺失突变体
’ ,

即 却
.

3 启动子
,

仅仅驱动报告基因在

oc 细胞中作特异性表达lst 〕 ,

并且这种启动子可以被几

乎所有根结线虫 (包括 M ha P么 )诱导表达
.

它驱动的反

义 万沃刀7基因破坏了 C C 的水分平衡
,

使细胞死亡而达

到了抗线虫的目的 l[ 幻
。

美国和澳大利亚等国研究人员正

在采用类似的策略进行番茄
、

黄瓜和马铃薯抗线虫研究
。

除反义 不劝尺刀 7 基因外
,

aT 贝or 将却
.

3 启动子驱

动的 加而 se 基因转人烟草
,

获得的转基因植株表现出

非常强的抗线虫活性
,

表明 却
.

3 启动子具有高度根结

线虫侵染特异性
。

2
.

2 抑制巨型细胞代谢的抗线虫策略

植物细胞受线虫诱导后会改变代谢模式
,

以利于巨

型细胞的形成和营养的不断供应
。

凡佣口 等通过启动

子捕捉技术分离到一个在侵染据点形成早期阶段有重

要作用的 R P E 基因
,
Rae 】肠m e R T 一 P CR 结果表明

,

R P E 基因在南方根结线虫诱导的马铃薯和拟南芥 G C

细胞初始阶段显著表达
,

同时在胞囊线虫俊染形成 N FS

的晚期阶段也被诱导表达
,

这可能与磷酸戊糖途径参与

维持 N川护 H 的数 t 和核酸及其它物质的合成有关
幻

。

RP E 基因在 GC 和 N F S 结构中表达模式的差异
,

可能是

因为 N FS 形成的早期阶段对 DN A 合成的依赖性较小
,

而 G C 形成的早期阶段需要大 t D N A 合成
,

因为 CC 发

育是以细胞核的重复有丝分裂为基础
,

而 N F S 形成则以

细胞融合为墓础
.

缺失该基因的拟南芥纯和突变体中
,

南方根结线虫

的 GC 形成率只有 5写
,

杂合型突变体 GC 的形成率有

10 %~ 20 %
,

并且这些 GC 的发育速率均显著降低
,

进而

终止
。

由于 RPE 基因在遗传背景较远的线虫种类诱导的

不同植物 N F S 中表达
,

有理由推测
,

该基因对于根结线

虫的其它种类 (如北方根结线虫 )诱导和维持 GC 也有重

要作用
。

通过合适的技术抑制番茄 RP E 同源基因的表

达
,

将极有可能开辟新颖
、

高效的抗线虫途径
.

2
.

3 在巨型细胞中表达线虫毒性基因的抗线虫策略

一且 G C形成后
,

通过使用对根结线虫有毒害的基

因同样可以取得抗线虫的效果
.

这些基因包括
:
蛋白酶

抑制剂基因 ( lP s)
、

公灯初川 和 O ) 基因ls[ 〕
,

其中 lP s
基因

的应用较为成功
。

在 2种类型的 lP s
基因中

,

由于琉墓

蛋白阵抑制剂基因对哺乳动物无害.s[ 叼
,

因而更为常用
.

P ls 对多种线虫的抑制效应已经被实验确认
,

如在番茄

和马铃落中表达 任一 1 基因
,

对胞囊线虫和根结线虫生

长发育均造成有害影响l6[ 〕 .在拟南芥中
,

通过共表达两

种不同的蛋白酶抑制剂基因
,

CP IT 和任一 1现6
,

达到了

更明显的抑制效果let]
.

已经有许多不同来源的植物蛋白

醉抑制剂基因得到克隆
,

如水稻 Q 一 I荃因和向日葵 csy
-

女“ 认基因
.

关于 卿血丘
n
基因对生物安全等方面的评估

正在进行之中
,

最近以即等研究表明
,

通过使用根特异

的启动子 1飞见一 1
,

可以将任一 1〔冶6 的表达限制在 GC
细胞附近

,

因而在很大程度上消除安全性方面的优麟周
.
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摘 要 :
农药在人类防治农作物病虫害

、

草害等方面发挥 了举足轻重的作用
,

但 随之而 来的

农药残留问趁对环境和人类健康也带来了严重的危害
。

为解决这一问题
,

人们进行 了大釜的科

学研究
,

其中利用徽生物降解农药残留已引起人们的广泛关注
。

现综述了土坡农药残留及徽生

物降解技术的发展与新技术应用
。

关键词
:
农药残留 ;微生物降解

中圈分类号
:
5 154

.

4 文献标识码
: A 文章编号

: 10 0 1一 0 00 9 ( 200 7 )0 4一 0 07 2一0 3

自 193 9 年瑞士科学家米勒 ( aP ul
.

肠n er )发明了

D D T 杀虫剂以来
,

农药的应用取得了很大的进展
。

至今

世界农药的年产量超过 200 万 t 以上
,

每年农药的生产

与销售量都处于上升趋势
,

化学农药的品种也越来越

多 lj[
.

已研制的农药品种达 1 200 多种
,

其中 500 多个

品种已投人使用
,

农药已成为现代农业不可缺少的生产

资料
。

首先
,

农药的使用保证了农业的增产增收
。

据估

计
,

如果不使用化学农药
,

世界粮食产量的一半会被各

种病虫害和杂草所吞噬 ;其次
,

农药有效地防治了林业
、

牧业病虫害
,

保证自然林和人工林的健康发展
,

尤其是

保证了经济林的增产增收 ;另外
,

农药对农业产品 (蔬

菜
、

瓜果等 )和种子的保存也起了重要作用
。

然而大里

结一作者简介 :李玉梅 (1 97卜)
,

女
,

助理研究贝
,

东北农业大学在

读博士
.

现从亨植物营养学研究
。

通讯作者 :王根林 (1 971
一

)
,

男
,

高饭农艺师
,

从事土坡肥料的研究

与开发
。

苍金项目 :瓜龙江省农科陇青年基全项目 ( 200 以摊的2)
。

收稿日期 : 2以拓一 12一加

使用农药也给环境和生态系统带来了负面影响
,

主要表

现在
:
农药在杀死害虫的同时

,

对害虫的
“
天敌

”

及传粉

的益虫益鸟也有伤害作用
,

因而破坏了自然界的生态平

衡 ,由于长期使用同一类型农药
,

使害虫产生了抗药性
,

导致农药量越来越大
,

成本越来越高 ;农药在土坡
、

水体

中残留
、

扩散
,

使土壤资源
、

水资源环境遭受污染 .由于

农药在农副产品中残留
,

最终进人食物链而影响人类的

生存与发展
。

以有机磷类农药为例
。

有机磷类农药是目前应用

最广泛的一类农药
,

一直在国内外大量生产并大面积使

用图
.

和其它种类的农药一样
,

有机磷农药真正用于毒

杀病虫害的量通常仅占施用总量的 10 纬~ 20 %左右
,

其

余大部分农药都直接进人环境
,

污染土壤
、

水体和空气
。

低剂量的有机磷农药对人和动物可产生慢性中毒
,

会诱

发多发性神经病
、

中风等 ;急性中毒可引起肌肉痉孪
、

瞳

孔收缩
、

呼吸困难
,

甚至引发死亡
.

农业生产中过量使

用有机磷农药会导致蔬菜
、

瓜果及动物性食品上农药残

留增加
,

人若长期使用此类食品
,

对身体极为有害
.

在

一项针对持久性有机污染物在农田生态系统中的环境
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