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　　摘　要:毒蛋白编码基因 Bt886cry3Aa对小黄菊进行了遗传转化 ,转化植株经过 PCR和总

DNA狭缝杂交验证 ,得到转基因小黄菊4个样品株。对菊天牛2龄幼虫的生物测定表明:4个样

品株毒杀活性明显高于对照 ,校正死亡率分别为:45.89%、39.12%、35.42%和 22.41%。

mBt886cry3a转基因植株表现出较强的天牛毒杀活性 ,为天牛等钻蛀性害虫的防治提供了研究基

础。
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　　小黄菊(Dendrathema grandi f lorum`Xiao Huang' )

是一种多年生菊科草本植物 ,可用于日常保健饮品或入

药 ,同时还具有很高的园艺观赏价值 ,花色淡雅 ,香味宜

人。小黄菊在河南省栽培面积广泛 ,是河南省著名的

“四大怀药”之一[ 1] 。菊天牛(Phytoecia ruf iventris)是菊

花上的重要害虫
[ 2]

,河南小黄菊栽培过程中有些年份危

害严重 ,常需要使用杀虫剂来预防和控制危害。为使化

学杀虫剂导致的环境污染和残留减少到最小程度 ,抗虫

小黄菊品种应用是一种有效的方法。植物基因工程已

成为植物新品种培育的一种重要手段 ,已有关于菊花抗

虫遗传转基因的研究报道均是针对鳞翅目害虫
[ 3-5]

,菊

天牛等鞘翅目害虫的抗虫基因工程尚处于探索阶段。

在建立小黄菊的遗传转化再生体系的基础上
[ 6]

,通过转

基因提高植株抗虫性 ,探索小黄菊的基因工程抗虫育

种。

1　材料与方法
1.1　质粒和菌株

质粒 pBin438-mBt886cry3a 含 NPT-Ⅱ基 因和

mBt886cry3a基因 ,该质粒的构建方法是将 mBt886cry3a

基因置pBin438质粒中GUS基因编码序列(图1)。利用

液氮冻融直接转化法
[ 7]
将质粒 pBin438-mBt886cry3a转

入农杆菌 GV3101中。

图1　植物表达载体 pBin438-mBt886cry3a
Fig.1　a Plant expression vector pBin438-mBt886cry3a

1.2　小黄菊叶盘法遗传转化

从平板上挑取含有质粒 pBin438-mBt886cry3a的农

杆菌GV3101工程菌株单菌落 ,接种到 20 mL 附加 Km

50 mg/L 的 LB
[ 8]
液体培养基中(pH 7.2),于 27℃恒温

摇床中 180 rpm 培养至 OD600为 0.6 ～ 0.8。取 OD600为

0.6～ 0.8菌液 ,按 2%的比例转入新配置的无抗生素的

LB液体培养基中 ,在相同转速和温度下 ,培养至 OD600

约为 1.0时用于转化。小黄菊 Dendrathema grandi f lo-

rum `Xiao Huang'无菌苗的幼嫩叶片剪成 1 cm
2
的方块 ,

于上述菌液中浸泡10 min ,稍用无菌滤纸吸去多余菌液

后 ,转入过渡培养基 MS1 :MS
[ 9]

+6-BA 1 mg/ L+NAA

0.1 mg/L ,于 25℃、闭光 、2 d过夜培养。过夜培养后的

材料转入抗生素筛选培养基 MS2 :MS+羧苄青霉素500

mg/L+Km 20 mg/L ,在25℃下 ,16 h/8h光周期下进行

培养 ,其间14 d继代 1次 ,待其分化出抗性小苗。抗性

丛生苗分株后 ,转入生根培养基 1/2 MS+Km 10 mg/ L

上进行生根培养 ,待转化小苗根系生长至约 5 cm 长度

时 ,将完整的抗性植株移栽至温室。

1.3　转基因小黄菊植株的分子生物学验证

以 mBt886cry3Aa基因序列设计引物 ,引物 m1:5' -

ACCCAGTGTCAAGCAGAAACCC ,引物 m2:5' -GTC-

CACGCTCTTATGAGTCCAG 。CTAB 法
[ 10]
快速微量

提取转化植株的叶片DNA ,植物DNA作模板做PCR扩

增 ,选取扩增结果呈阳性的植株作 DNA狭缝杂交验证

移栽温室。植株DNA提取纯化经EcoR I单酶解后用于
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Southern狭缝杂交 ,杂交试剂盒为 Dig High Prime DNA

Labeling and Detection Starter Kit I ,Roche公司 ,试验步

骤遵照试剂盒产品使用说明。

1.4　转基因小黄菊杀虫活性生物测定

试虫取自河南温县农科所菊花田的成虫 ,在河南农

业大学昆虫生理室经过饲养产卵后 ,用人工饲料饲养得

到菊天牛 2龄幼虫。幼虫进行生物测定前饥饿 24 h。

供试转基因菊花选取顶端幼嫩叶片和嫩茎 ,于液氮速冻

条件下于研钵中研磨成粉 ,同等重的天牛人工饲料均匀

混合 ,同时设置未经基因遗传转化的小黄菊植株为对照

CK ,幼嫩茎叶与人工饲料等量混合。试验菊天牛于全自

动人工气候箱中培养 ,25℃恒温 、 70%恒湿 、光照 16 h 、

黑暗 8 h。饲养容器为 5 mL塑料管 ,管帽处留透气孔。

生物测定每处理5头 ,5次重复。

2　结果与分析
2.1　转基因小黄菊植株的获得

在小黄菊遗传转化再生体系的基础上 ,采用农杆菌

叶盘法 ,将mBt886cry3a基因导入小黄菊。结果表明 ,小

黄菊叶片以农杆菌浸染10 min ,菌液浓度 OD600为0.6～

0.8 ,共培养时间在 60 ～ 72 h ,可获得较高的转化频率。

经过共培养的叶片组织转至含 500 mg/ L羧苄青霉素及

20 mg/L 卡那霉素的筛选培养基培养 20 d ,外植体出现

不定芽(图2 A),在选择培养基中进行筛选得到41株绿

苗 ,小苗转移到含有 20 mg/L 卡那霉素的生根培养基

(1/2 MS+NAA 0.1 mg/L),Km中诱导生根 ,35株发育

成为形态正常的小植株(图 2 B),并且将小苗移栽至温

室。在温室中生长健康 ,秋季开花正常。

图 2　小黄菊遗传转化
注:A转化叶片外植体分化不定芽, B小苗生根。

Fig.2　Genet ic t ransformation of Dendrathemagrandi f lorum `Xiao Huang'

Note:A transformation of leaf explants diff erentiation of adventitious

buds , B seedlings that taking root.

2.2　转基因小黄菊植株的PCR检测

取形态正常的抗生素抗性筛选植株经 PCR扩增

mBt886cry3a基因。电泳图见图 3所示。泳道“1 ～ 4”与

泳道“+”阳性对照均扩增出 500 bp大小一致的片段。

检测出 4株转化植株为有效植株。

2.3　转基因小黄菊植株的狭缝杂交

PCR结果呈阳性的转基因系提取基因组总 DNA ,

1、2 、3 、4号植株的总DNA狭缝杂交检测结果呈现阳性

条带(图4),与 PCR扩增结果一致 ,mBt886cry3a整合进

植株基因组 ,转基因阳性植株用于抗虫活性分析。

图 3　转mBt886cry3a基因植株的 PCR检测电泳图

注:W表示模板空白对照扩增 ,/表示未转化植株 DNA 扩增, +表示

质粒 pBin438-mBt886cry3a扩增 , M表示分子量标记 , 1～ 4表示结果呈阳

性的转基因植株扩增。

Fig.3　Plant gene transfer PCR detection of mBt886cry3a electrophoresis

Note:W indicated control template amplification,-indicated non t ransformed

plants DNA amplification ,/ indicated that plasmid pBin438-mBt886cry3a ampli-

fied, 1～ 4 indicated positive amplification of transgenic plants.

图4　转 mBt886cry3a 基因植株 DNA狭缝杂交

注:W表示水作空白对照 , /表示未转化植株 DNA , +表示质粒

pBin438-mBt886cry3a ,1～ 4表示结果呈阳性的转基因植株DNA 。

Fig.4　DNA slot blot of Gene transfer mBt886cry3a plant

Note:W indicated blank cont rol ,-indicated that no t ransformation of

plant DNA , / indicated that plasmid pBin438-mBt886cry3a , 1 ～ 4 indicated

positive transgenic plants DNA.

2.4　转基因小黄菊对菊天牛的生物测定

M1 、M3 、M2 、M4分别代表 1 ～ 4号样品植株 ,取小黄

菊嫩茎混合人工饲料饲喂菊天牛 2龄幼虫。转基因系

对菊天牛幼虫毒杀活性生物测定结果表明 ,4个转基因

系(M1 ～ M4)对菊天牛幼虫均有显著的毒杀活性 ,且转

基因系之间差异明显(表 1)。小黄菊转基因系 M1的毒

杀效果最好 ,2龄幼虫的校正死亡率为46.89%;M3 、M2 、

M4转基因系毒杀效果依次降低 ,2龄幼虫的校正死亡率

分别为 39.12%、35.42%和22.41%。

　　表 1 转基因植株对菊天牛幼虫生物测定结果

植株编号Strain 平均死亡率 Mortality/ % 校正死亡率Mortality/ %
M1 77.14±3.04d 45.89
M2 66.67±2.23c 35.42
M3 70.37±2.65c 39.12
M4 53.66±4.04b 22.41
CK 31.25±3.04a 0

　　注:显著性水平为0.05 ,相同字母表示差异显著。

Note:The significance level was 0.05 level , the same letters significant ly different.
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3　讨论
田颖川用对鳞翅目害虫具有高毒力的 Bt毒蛋白人

工合成的 Cry1Ac基因构建了双元表达载体 pBin438-

Cry1Ac ,并将 Cry1Ac基因转入松树表达 ,转基因松树对

鳞翅目害虫毒杀致死率达 70%
[ 11]

。pBin-438是高效的

植物表达载体。从对鞘翅目昆虫具有良好毒杀作用

Bt886菌株中克隆出对天牛害虫毒杀作用强烈的 Bt毒

蛋白编码基因 cry3Aa
[ 12]

,并且在不改变 cry3Aa基因编

码前提下 ,以杨树基因密码子的偏好性为基础 ,对密码

子进行有利于植物高效表达的优化 ,人工合成得到改造

基因 mBt886cry3a[ 13] , 生 物 测 定 原 核 表 达 的

mBt886cry3a蛋白证实对光肩星天牛幼虫具有很强的毒

杀活性[ 14] 。为了探究 mBt886cry3a在植物体内表达的

生物活性以及对其它天牛等害虫毒杀活性 ,植物表达载

体 pBin438-mBt886cry3a转化小黄菊对菊天牛幼虫校正

死亡率最高接近 46%。表明 mBt886cry3a 在植物体内

表现的毒杀活性还是很好的 ,作为抗鞘翅目昆虫的候选

基因有非常大的应用价值。转基因植株对其它害虫影

响以及在自然田间表现如何 ,如何使转基因表现更强的

杀虫活性还有待研究。
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mBt886cry3a Gene Transformed into Chrysanthemum Dendranthemum

grandif lorum `Xiao Huang' Resistant to The Long Horn Beetles

ZHOU Zhou1 ,2 , YIN Xin-ming1 , LU Meng-zhu3 , JIANG Zhi-wei1 , WANG Pei1

(1.Colloge of Plant Protection , Henan Agricultural University, Zhengzhou , Henan 450002, China;2.College of Forestry , Henan University of
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Abstract:Bt886Cry3Aa was cloned from Bacillus thuringiensis 886 strain , which was shown toxic to the larva of long

horn beet le.Based on the characters of coding usage for pulpous genes , mBt886cry3a was artificially modified and then

named mBt886cry3a.Anoplophora glabripennis infests Chry santhemum Dendrathema grandi f lorum `Xiao Huang'

seriously in Henan province.Transgenic approach may be an efficient way to control long horn beetle.In this study ,

mBt886cry3a were transformed into Chrysanthemum Dendrathema grandi f lorum `Xiao Huang' through Agrobacterium

tumef aciens-mediated transformation.Four independent transformed lines of mBt886cry3a ly were obtained , by PCR and

DNA blotting.Bioassay of four transgenic lines to second instars larvae of Anoplophora glabripennis under the control

condition showed that they gave the mortalities of larvae f rom high as 45.89%, 39.12%and 35.42%to low as 22.41%.

There was a statistical difference between the transgenic lines and wide line (P <0.05).The mBt886cry3a transgenic

chrysanthemum plants exhibited high activity against Anoplophora glabripennis , thus this study provides the basis for

the genetic modification on plant resistant to long horn beetles.

Keywords:Phytoecia ru f iventris ;Bt;Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation;Dendrathema grandi f lo-

rum `Xiao Huang'
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