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影晌苏云金芽子包杆菌基因在转基因植物中表达的因素

卢美贞崔海瑞*姚艳玲忻雅

(浙江大学原子核农业科学研究所，杭州 310029)

摘要 苏云金芽抱杆菌 ( Bacillus thuringiensis , Bt) 杀虫晶体蛋白基因是植物抗虫基因工程中应用最广

泛的基因资源。影响 Bt 基因在转基因植物中表达的因素繁多，阐明这些因素的效应对于获得 Bt 基因在受体植物

中的稳定高效表达具有重要意义。现对 Bt 基因表达的主要影响因子，如 Bt基因表达单元、植物发育、外部环境

条件、受体植物遗传背景、整合位点及 Bt基因沉默现象等进行了综述。
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;苏云金芽f包杆菌(Bacillus thuringiensis , Bt)是

一种广泛非在于土壤中的革兰氏阳性菌，它在芽于包

形成时可产生具有杀虫活性的晶体蛋白质I1l，被称

为杀虫晶体蛋白 (insecticidal crystal protein , ICP)或

0- 内毒素(0-endotoxin)[2J 0 Schnepf 等[3J首次成功地

克隆了第一个编码 Bt 杀虫晶体蛋白基因，揭开了利

用基因工程培育抗虫植物的序幕，到 2005 年 4 月，

己克隆了 333 个杀虫晶体蛋白基因，其中 327 个己

定名 [4J。大量 Bt 基因的克隆，为利用转基因技术进

行植物品种改良提供了丰富和有效的基因资源，目

前它已成为植物抗虫基因工程中应用最广泛的抗虫

基因。通过各种不同的转化途径，己把经过密码子

优化的 Bt 基因成功地导入玉米、棉花、马铃薯、

水稻、烟草、油菜等多种植物[町，其中抗虫玉米、

棉花、马铃薯、番茄等己实现商品化应用， 2003 

年全球种植抗虫转基因作物的面积已达到 1220 万公

顷，占转基因作物总种植面积的 18%[6J 。

了解外源基因在受体植物中的表达特性，对于

提高转基因研究的工作效率和指导转基因植物的合

理利用都具有重要的意义。 Bt 基因的表达水平高低

决定着转基因植物能否应用，从目前的研究报道来

看， Bt 基因在转基因植物中的表达水平受内外多种

因素的影响，它与 Bt 基因本身的结构、受体物种

及环境条件等都有很大关系。

1 表达单元及辅助因子

Bt 基因在转基因植物中的表达受多种因子的影

响和调节，其中 Bt 基因本身的 G+C 碱基含量、所

用启动子以及其他辅助因子等都会影响其在转基因

植物中的表达。

Bt 晶体蛋白基因富含 A+T，但是典型的植物基

因含有较高的 G+C，这就意味着其密码子的使用跟

植物基因有很大的不同，而富含 A+T 的区域可能发

生错误的配对或形成未成熟的 3' 端，并且 AU 模体

可能会使杀虫晶体蛋白基因转录物(mRNA)不稳定，

从而导致低效率的翻译[7] 0 因此，对 Bt 基因编码区

进行改造则可能提高其在植物中的表达水平。

Perlak 等[8] 比较了不同 G+C 含量的 cη1Ab 墓因的表

达水平，他们将 G+C 含量为 37% 的野生型基因 WT

cry1Ab 进行密码子优化，合成了 G+C 含量升高到

499毛的 FMcη1Ab 基因，用 FM cry1Ab 转化烟草和

番茄后的蛋白质表达量比 WT cry1Ab 基因提高了

30-100倍:另外 Perlak等[9]用 G+C含量修饰后的FM

cη1Ab 基因转化棉花，发现杀虫晶体蛋白在棉花中

的表达量由原来的 0.001% 提高到 0.05%斗.1 %; 1993 

年， Perlak 等[10]又将合成的 FMCηIVA基因导入马

铃薯，表达水平由原来的 0.001%提高到 0.05%-

0.3% ，增加 50-300 倍。 Cheng 等川报道，当把修

饰后的 cηlAb 基因(G+C 含量提高到 47%)导入水稻

后 ， cry1Ab 基因的表达水平有很大提高，表达量

是同类报道的 10-100 倍。 Gleave 等[口1也报道，野

生型 Bt 基因 cη9Aa2T 在马铃薯中的表达水平很低，

而对编码区改造后的表达水平显著提高。由上所述

可见，在开展植物遗传转化之前，对外源 Bt 基因

进行密码子优化，即在遵循密码子简并性的前提

F，增加 Bt 基因中 G+C 碱基含量，可以提高其表
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510 综述

表 1 目前在植物抗虫基因工程中常用的启动子

J, 'jz;!J ( *ìß;f 次 j丰特性 基!大|举例 打l物主严例

CaMV35S 1t树1;;在J主口|悄 f号 35SrRNA 细成型 大部分 Bt 1主 I J;] 大多 li~

MPS i、米化粉 ，lt粉 crvIAb k 长、水和1

MT-L Ii.米类 1;J址。此蛋白 根部优先 cηIAb !、米、水利

PEPC |飞:j<J币用内附，jii奇般竣四1 绿色组织 crvlAb i、米、水和

PR-la 炯 r~: ')-1.的机 1:)(: 蛋白 la 化学 i秃导 crvlAb 州 4'1

Prrn 十生和占 f{\ RNA f鸟飞纵产 IJj- r，i!'体 crvlAc 炯 1 'r'L

RSsl 水稻 lt't糊介!戊附 韧l交部 正 rvlAb 炯 f141

OM 次忏闹市 {(l iV~{i-成酶本|刘 组成 Yt1 crvlAc 州市

rbcL Iq 以 1牛 psbA 棋 I J; I 叶纠织 ι rylAc 11kl 斗

TR(mas) 纠11 肉 IlilU~1'î 1戊酶 ~~.I戊型 cryIAb 俐 fft'( 、 T0 t令捍

Ubi-I Ii.;长 i2.亲 组成型 cry IAb , cry IAc ;j,M 

达效率。

在组成外出i~占因的表达单元巾，启动T起着巨

大的作用(去 l 列 ill T 门前在柏物抗虫基因工程中筒'

旧的 ι~)i] NJ f)。不同的fA 均-f其特性不同，则

,) 1 可 Bd占 1S! {1 不同的组织或器li中求达水平有很大

元异。例如， Koziel 等 113J拟边，利用 CaMV35S 驱

动的 cηlAb )IU大I{L11r片、根中表达量较白，籽粒IU再

低，1fó在花药 rjl则检测不到 CrylAb 蛋白:用 PEPC/

Pollen 为自 Ä)J T 时， J见除在叶片中有较 6~;j ~~币 ff<]

CrylAb 蛋白外， {E1(二药巾也检泪1) 10 Cry I Ab 蛋白， I(U 

在恨、茎髓、籽粒 IjJ ýJlJ表达量较低。 Cheng 甘宁1IIJtU

道，以 k米 Ubi 为启动 f的 crylAb 基闷，在水和

Ro 柏林中去达示1U蛋白量高达可溶性蛋白含垦的

1%~3%，比|司类报i草中用其他启动子号|寻 crylAb 基

因的友达出后~ 11'1 10~100 倍，他们认为玉米 Ubi 启;胡

子垣适宜水柄等单子叶植物，而 CaMV35S 启动子

适合f烟草甘双 f叶植物。因此，根据不同的植物

和 Bt基因边川不 I ，;J 的启动子，也是提高 Bt基因在转

基因植物中表达水平的→个有效于段。

些Bt杀虫蛋白占11体的形成币坚某些辅助蛋白

的参与，{f:构建转化载体时加入这些辅助囚 F则可

以挺高 Bt 基凶的友达水平。汤慕瑾等[14)报道辅助蛋

白 P20;N cηlAb 基因的表达丰IJ晶体形成均有帮助，

提高了 Cry 1 Ab :Ê旨仆的表达量，并使其晶体增大。

除了 P20 .f(杀虫 iib体蛋白表达中起若分 f伴侣的作

用外，刀、ι金丰 F闽中许多辅助蛋白对手:虫晶体蛋白

的表达都有促进作用 115.161 。

另外，其他非启动子再件对 r外源基因在转二民

间打1物 Itl 的表达 i用拉山起着重蜒的作用，包括调节

转录终 J]:::效率、转 )J七产物稳应性、转录盯修饰以及

翻译效率等多种;t:;件， I1P 终 lt f对转习毛的阿拉、

T 、 3' 端序列对外源丰|可转习毛后的调拧、 5' 末立;品阳

子 JY;列的调控、 5' 端先导序列的i时宅、 Poly(A)及

其信号序列的问控、 mRNA 不稳定序列的调控、内

含于对外源基国的表达调控以及信弓.)J大转化外源基

因翻译产物的调控作用 117J 。

2 植物发育

通过对 Bt;!基因在转尾因植物 1 }I 的衣达特性研

究，人们发现其表达水平随生长发自时期反m织或

器官的不同而表现出→定的芜异118J 0 Bt 呆住l去地水

平具有时空特异性，表明其表达受发育调控。

在不同转基因植物中， Bt 基怯1表达陆生育进程

的变化趋势不同。在棉花中， Bt 萃，时的表达水平的

变化基本是随着生育期进程的推进而且现 F降趋

势，口11 在生长期前期，柏株生理;占 l.~J 旺盛，蛋白

质表达坠白，杀虫蛋白的含量也随之增加，到了

中、 f月Jt月，杀虫蛋白的含量急剧1"降。例如，李

汝忠咛[ 19 1+U道，示虫蛋白的含量求现为:苦期>4

wj 期>目均J>花其IJ>铃期>絮期， fi;二期 Bt 蛋白含量

11, r可溶性蛋白的 0.147% ，而絮期 Bt 蛋白含[量只有

0.073%; Wu 等口。I/{才转 crylAb 基因水稻的测定结果

则 Eik，叶片中杀虫蛋白含量在伊德j0j最高，抽德

期最低，随生育进程的表现趋势为:于f榕期>分嚷

期>成熟期 >li7月j>抽椿期。

不同组织或器官 I卡， Bt 蛋白表达量也有:在:-+i 差

异。在棉花花铃盛期，以幼叫不口幼苦的 Bt 虽白含

量最高，而组织者化后的器'白'中含量较低，衣罢y~为

幼叶、幼苦>幼铃、功能叫、花>老 111'1 19 J 0 而在

水稻中，各部位 CrylAb 蛋白含量也小同，拙桂;其月

茎中 CrylAb 蚕白含量局面，根叶J i!剖吼:且他器1日

中 CrylAb 蛋白含量表现为谷壳>/1十制、|叶，成熟

期各器官'/ 1 的表达水平依次为茎 >11 十剧、 11i'> 谷壳

>根>T粒 120 I 。
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3 外部环境条件

副主基因在受体细胞中的表达水平还受外界因素

的影响，如Li二壤肥力、水分、光照、温度等。尤

其是当夕|、泪-i ~塔因处于诱导型启动子的控制时，这种

影响更为突出。

Sachs 等[21]发现环境因于对cηlA基因的表达有

很大的影响，不同年份、不同地点种植的转 crylA

基因棉花叶片中 CrylA 蛋白含量差异显著。我们实

验室也观察到，白然环境条件下种植的转 cηlAb 基

因水和株系，在不同年份间的各自叶片中 CrylAb 蛋

白表达量相差近 10 倍(吴刚，浙江大学博士学位论

文， 2000) 。以上两例研究中所用的启动子分别为

CaMV35S 和长米泛素，尽管都是组成型，但在不

同自然环境条件下它们各自引导的 Bt 基因表达量都

显巫山较大的壳异，显然这种差异是环境因素，如

光照、温度匀环境因子的不同所致。因此，在不

同年份、地点种植转 Bt 基因植物时，应根据各自

独特的自然环境条件，采取相应的监控措施和制订

不同IvH白或综合治理措施，以使转 Bt基因作物能够

合理利用。

水肥条件对 Bt基因的表达也有明显的影响。王

家'卡等[221报道，追肥对启动-f CaMV35S 引导的 Bt

基因表达影响较大，增施氮肥可以促进棉花的营养

生长，因而可捉高蛋白质的合成速率:积水后各器

官 Bt蛋白的含量降低，干旱对转基因棉 Bt蛋白表达

的抑制比积水更严重。

Takimoto 等[刀]证实玉米泛素启动子的表达不受

系统调节，向是受独立的对热击或物理胁迫产生反

应的细胞调节，在受胁迫情况下，该启动子会改变

它的特异性表达。我们实验室也曾分析过温度和辐

照对豆米泛京启动子引导的 crylAb 基因表达的影

响，转基因水和中 cηlAb 基因的表达受温度影响较

大，且各部位受温度影响的程度都不-样，所表现

出的变化趋势也不大一致。在根中， 35 "C 时表达量

为最高，在 40 "C 时表达量为最低;在茎中，随着

温度的升高， Cry1Ab 蛋白含量呈现出下降的趋势;

在叶片中， 25 "C 时 crylAb 基因的表达量为最高，

在 30 "C 与 35 "C 时表达量为最低。[60Co]-y射线辐照

对 cry1Ab 基因表达也有」定的影响， M1 代辐照样

品表现出 cη1Ab 基因表达量 F降趋势，辐照样品与

对照之间差异显著，同样在M2代转基因水稻中，随

着辐Jffi、剂量的增加，转基因水稻叶片中 CrylAb 蛋

白含量有下降趋势(吴刚，浙江大学博士学位论文，

2000) 。

4 受体植物的遗传背景

受体遗传背景也是影响 Bt基因在转基因植物中

表达水平的 d个重要因素。这主要表现在以下两个

方面。首先，相同的 Bt 基因导入不同的植物后其表

达水平不同。例如， cηlAb 基因分别导入茄子、烟

草、马铃薯、西红柿后，其在叶片中的表达量分

别占可溶性总蛋白含量的 0.02% 、 0.01% 、 0.002%-

0.005% 和 0.3%[24-27] ，最高相差近 100 倍。耿车义

等[28]研究了不同陆地棉基因型品系(种)之问抗虫性，

观察到部分品系间的抗虫性差异达到极显著水平，

说明 Bt基因在陆地棉不同遗传背景下的表达存在显

著差异。其次，在转 Bt 基因植物与常规品种的不

同杂交或回交后代中， Bt 基因的表达水平不同。刘

宗华等[川在研究不同回交世代转基因E米抗虫性鉴

定中报道，同…材料采用不同的因交方式进行选

育，其后代抗虫性有很大的差异，以抗虫株做母本

进行正向回交明显优于以抗虫株做父本进行的反向

回交。刘海涛等[30]对抗虫杂交棉 FJ 代与亲本 Bt 蛋白

表达量进行了比较，结果表明抗虫亲本的 Bt 蛋白表

达量明显高于杂种 F1 代。以上各报道的结果说明，
受体的遗传背景影响着 Bt 基因的表达， Scott 等[31]

认为这种表达水平的差异是由上位性及无性系变异

引起的。

5 Bt 基因在受体细胞染色体上的插入位点

在不同的插入位点， Bt 基因的表达受到插入位

点及其周围序列的影响。当 Bt基因插入到转录活跃

区域， Bt 基因就会顺应该区域的染色质结构，因而

可能进行高水平转录:相反，如果 Bt 基因插入到

转录不活跃区，如异染色质区， Bt 基因也会融入到

这种染色质结构，只能进行低水平转录或发生基因

沉默。 Bt 基因整合到染色体 DNA 或整合到叶绿体

DNA，其表达水平也不相同。 McBride 等问报道将

未经修饰的 Bt 基因整合到烟草叶绿体中，并获得了

高水平的表达，其 Bt 毒素蛋白表达量占可溶性蛋白

总量的 3%-5%。张中林等[33]也报道了将 Bt 基因成

功转入高等植物叶绿体中并获得表达，并认为由于

叶绿体基因组的分子量较小，结构相对简单，决定

了 Bt基因可通过同源重组的方式，定点整合入质体

基因组中，有利于控制 Bt 基国的表达，而且 Bt 蛋

白表达量也较高。林良斌等[34]认为当 Bt 基因整合到
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与生长发育有关的基因附近， Bt 基因的表达就会受

生长发育基因调控序列的调控，随着生长时期的不

同而发生变化。

6 转基因植物中 Bt 基因的沉默
自 Peerbolte 等[35J 首次报道转基因烟草中转基因

发生沉默以来，转基因沉默的例子屡见不鲜。导致

转基因沉默有多种机制，并且各种机制都涉及到核

酸(DNA-DNA 、 DNA-RNA 和 RNA-RNA)间的相互

作用，形成了相 E影响、相互制约的复杂的调控机

制。从所报道的转基因沉默例子来看，几乎所有的

转基因沉默现象都与启动子的甲基化有关。

在转 Bt 墓因植物的研究中，也观察到了 Bt 基

因的沉默现象。在转 crylAb 基因水稻 8215 株系后

代中，吴刚等[36.37 J通过 PCR 和分子杂交证实了

crylAb 基因的存在，{H未检测到 CrylAb 毒素蛋白，

进-步分析发现 crylAb 基因在转录水平上发生沉

默，是由于玉米泛素启动子区域发生了甲基化所造

成的，而这种沉默又可以通过5氯胞背处理使其有所

恢复，在灌浆期复活率约为 8%~30%。郭旺珍等[38J

利用整合位点不同的转 Bt 抗虫棉品系间互交，选出

2 对 Bt 基因纯合的抗虫棉品系(含 4 个 Bt 基因)，结

果表明并未因为 Bt 基因拷贝数的增加而起到抗性增

强的效果，相反;压因转基因间的同源抑制而有所降

低，主要原因可能是相同的目的基因或启动子而造

成的同源抑制。某国沉默成为生物遗传工程走向商

品化和实用化的严重障碍，为有效地减少甚至克服

转 Bt 基因沉默，应对这方面开展深入的研究。随

着人们对转 Bt 基因沉默机制研究的不断深入，以及

分子生物学和1分子育种学科的不断发展，转 Bt 基因

沉默的问题 'Æ能得到很好的控制和解决。

综上所述， Bt 基因在转基因植物中的表达受

内、外多种因子的影响和调节，并且各种因子之间

相E作用，相互影响，是一个非常复杂的过程。有

许多研究表明 Bt 基因在转基因植物中是能稳定表达

的，但是也有报道表明 Bt基因在转基因植物中低水

平表达或发吏沉默现象。随着这方面研究工作的广

·综述.

泛和深入， Bt 抗虫基因工程的 E作效率将会进 步

提高，转 Bt 基因植物在农业生产上也将发挥其更大

的作用。
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Abstract The insecticidal crystal protein gene from Bacillus thuringiensis (Bt) is the most widely used 

resource in plant engineering for insect resistance to date. There are many factors affecting Bt gene expression , 

elucidating their effects is important to acquire stable and high expression of Bt gene in transgenic plants. Effects of 

main factors on Bt gene expression, such as the expression cassette of Bt gene, plant development, extemal environ­

mental conditions, genetic background of receptors and integration site in plant genome, and Bt gene silence were 

reviewed in the paper. 

Key words transgenic plants; Bt gene expression; affecting factors 
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