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摘要  介绍了利用基因工程技术对农药源植物和微生物进行遗传改造 , 从而优化产品质量提高产量。同时阐述了发酵工程在微生物农
药产业化生产方面的巨大作用。简述了在植物源和微生物农药生产中应用基因工程和发酵工程的基本流程。
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  大量化学农药的长期使用导致抗药性害虫大量增加, 增

加农产品中农药残留量, 严重污染环境, 危及人类健康[ 1 - 3] 。

而且化学农药新药开发越来越难 , 研制高效低毒的化学农药

更是难上加难, 因此人们的目光转向一种新型农药———生物

农药[ 4] 。生物农药是指具有农药特性的, 用来防治病、虫、草

等有害生物的生物活体及其产生的生理活性物质和转基因

产物[ 5] 。生物农药具有副作用小、对环境兼容性好、病虫害

不易产生抗性等优点, 日益成为全球农药研究发展的一种趋

势和方向[ 5 - 8] 。同时 , 筛选化学农药的机率只有二万分之

一, 而生物农药的成功率是五千分之一。与生物农药相比 ,

化学农药的开发周期3 倍于生物农药 , 开发费用40 倍于生物

农药, 注册费则是生物农药的100 倍。因此, 寻求新的发展

途径, 用更多的投入来开发生物农药, 大力发展生物农药已

成为必然的趋势。

众所周知 , 生物农药相对化学农药而言还是个新兴的产

业, 在技术支持方面还有待进一步发展, 生物农药研究开发

及产业化技术成为生物农药发展的瓶颈。而生物工程技术

则是这些技术中的核心技术。生物技术不仅能帮助开发生

物农药 , 提高产量和质量 , 而且能改进生物农药。笔者阐述

了基因工程和发酵工程生物技术在植物源和微生物农药生

产中的应用。

1  基因工程为农药源植物和微生物遗传改造提供技术支持

1 .1 基因工程 基因工程, 又称为重组 DNA 技术, 是按照人

们的科研或生产需要, 在分子水平上, 用人工方法提取或合

成不同生物的遗传物质, 在生物体外切割, 拼接形成重组

DNA, 然后将重组DNA 与载体的遗传物质重新组合, 再将其

引入到没有该DNA 的受体细胞中, 进行复制和表达, 生产出

符合人类需要的产品或创造出生物的新性状, 并使之稳定地

遗传给下一代。按目的基因的克隆和表达系统, 分为原核生

物基因工程, 酵母基因工程, 植物基因工程和动物基因工程。

基因工程具有广泛的应用价值, 为工农业生产和医药卫生事
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业开辟了新的应用途径[ 9] 。

1 .2  基因工程技术的应用  ( 1) 应用基因工程对药用植物

源进行基因改造可以增加产量[ 10 - 11] 。利用转基因技术已经

实现了可以使很多基因转入植物细胞并且得以表达, 如轮状

病毒衣壳蛋白[ 12] , 生长激素[ 13] , 各种抗体[ 14] 以及各种抗性

基因[ 15 - 19] , 同样利用基因工程技术可以使目标基因在宿主

体内得以高效表达[ 20 - 23] 。

( 2) 应用基因工程对微生物农药进行基因重组[ 5 ,19 ,24 - 26]

可提高其生物活性、提高发酵水平和质量, 或将某种控制杀

虫活性基因转移到安全易培养的细菌中即遗传工程菌 , 使工

厂化生产成为可能。如利用基因工程生物加工技术通过基

因改造获得了产链霉菌素[ 27] 、南昌霉素[ 28 - 29] 、井冈霉素[ 29]

等高产菌株。这充分显示基因工程生物加工技术在农用抗

生素方面有着广阔的利用空间[ 30 - 36] 。

1 .3  以基因工程为核心的生物农药研究进展 目前, 在新型

杀虫微生物农药方面, 国内外主要以苏云金杆菌( Bt) 为主, 广

泛采用高效广谱的工程菌株[ 25] 。采用基因工程技术构建药效

稳定, 防治面较广的Bt 工程菌, 是当前Bt 生物农药发展的新趋

势[ 37] 。微生物农药的研究工作在前苏联起步很早, 且处于世

界领先水平, 这为俄罗斯微生物农药的发展奠定了基础[ 19] 。

据俄《消息报》报道, 科学家曾发现, 苏云金芽孢杆菌有多种菌

株, 能分别合成一些彼此不同的晶状蛋白质。这些蛋白质都属

于内毒素, 但其中能杀死蛾类的内毒素往往对甲虫无效, 反之

亦然。为解决这种问题, 俄工业微生物遗传育种国立研究所等

机构的专家, 选到了两种苏云金芽孢杆菌菌株, 其合成内毒素

的杀虫范围互不相同。科研人员利用现代生物技术对这两种

杆菌的遗传物质进行加工改造, 最终培育出了一株杆菌新品

种, 它的独特DNA 能同时指导合成其“父母”特有的两种内毒

素。实验室测试显示, 新型杆菌的孢囊和内毒素对马铃薯甲虫

的杀灭能力是该杆菌“父母”的数倍, 能使危害果树的舞毒蛾幼

虫的死亡率达到58 %。我国微生物资源极其丰富,分离有自主

知识产权和重要应用价值的新的抗虫和抗病蛋白基因; 通过杀

虫蛋白基因组合, 分子进化、不同结构域中氨基酸定点诱变、融

合、互换等分子设计手段进一步提高杀虫毒力, 扩大杀虫谱研

制工作刻不容缓。
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未来生物农药的主要发展趋势为: 以基因重组为核心的

战略高技术竞争日趋激烈, 关键技术创新显著加快, 最新分子

生物学手段越来越多地被应用到生物农药研发中去, 转基因生

物农药新品种不断涌现; 其研发和应用向更安全和更环保方向

发展;产品更新换代速度加快, 生物农药产业已成为涉农工业

最具前景的发展领域。

2  发酵工程是微生物源农药产业化生产的理想途径

2 .1  发酵工程及其在生物农药生产中的应用  发酵工程一

般是指利用微生物的特定性状, 通过现代化工程技术, 在生

物反应器中生产有用物质的一种技术系统。目前医用抗生

素、农用抗生素等已有近200 个品种 , 绝大部分都是发酵的

产品, 如Bt [ 38] 、南昌霉素[ 28] 、井冈霉素[ 39] 和梅岭霉素[ 40] 等。

国内外Bt 发酵工艺多采用液体深层发酵, 我国也有通过固

体浅层发酵方式大规模开放式生产[ 25] 。除抗生素外 , 发酵

工程产品还包括氨基酸、酶等。在生物农药生产中发酵技术

可以大大提高生物农药的产量、质量和效益。利用发酵工程

技术研究农用抗生素发酵代谢规律, 可望获得大幅度提高发

酵水平的新型工艺。

2 .2  用于微生物源农药产业化生产的发酵工程研究进展  

自20 世纪30 年代发现木霉菌对植物病害的防治作用以来 ,

它是研究最多, 应用面积最大的真菌杀菌剂, 目前产品主要

是采用液固两相发酵生产分生孢子[ 41] 。20 世纪90 年代末

期, 美国研究出的液体发酵产厚垣孢子工艺有望为木霉菌产

业化提供新途径。开展木霉菌产厚垣孢子调控机制研究, 进

行担子拟青霉等高效菌株筛选和工程菌株的构建, 为真菌发

酵工艺突破提供技术支持。液体发酵工艺主要采用批式发

酵技术, 后提取技术采用离心浓缩工艺, 导致发酵液中增效

因子等有效成分大量损失。此外, 我国目前的喷雾干燥设备

也制约了产品回收率的提高。现代发酵工业以微生物纯种

培养与大规模工业化生产为条件 , 至今只有液体深层发酵技

术能满足此要求。固态发酵法则长期被隔离在外。经过15

年的努力, 我国科学院生化工程国家重点实验室创建了以压

力脉动固态发酵反应器为核心的, 包括真空冷凝干燥, 超音

速气流粉碎及固态培养基输送无菌操作的现代固态发酵技

术体系 , 摆脱了传统化工3 传1 反理论的束缚, 提出了4 传1

反非线性作用机理 , 推演出外界周期刺激强化生物反应及细

胞内外传递的生物反应器设计新原理, 从而诞生了压力脉动

固态发酵反应器。与现行的液体深层发酵路线比较, 压力脉

动固态发酵新路线的优点是: 投资少; 生产效率高; 原料来源

广、价格便宜; 无三废排放 ; 生产成本低。该技术以生物农药

Bt 生产为应用对象, 于1999 年1 月建成并投产200 吨/ 年 Bt

可湿性粉剂示范生产厂。经7 个月连续生产( 包括夏天) , 发

酵水平稳定在10 000 IU/ mg 以上, 获得16 000 IU/ mg 批量产

品。发酵工程的技术进步为生物农药的产业化生产提供了

有力保障。

3  基因工程和发酵工程应用于植物源和微生物农药生产的

基本流程

3 .1  基因工程改造农药源植物遗传性状的基本流程  植物

遗传转化方法大致可分两类[ 42] : ①载体介导的转化[ 43 - 45] , 即

利用另一种生物实现基因的转入与整合。目前这种载体有

质粒载体和病毒载体两种。相应地有两种转化方法。即通

过机械接种感染植物的病毒载体转化方法和通过农杆菌质

粒介导的基因转化方法。农杆菌质粒介导的基因转化方法

稳定性、重复性好, 设备简单, 操作方便 , 应用较广泛。②基

因直接转化[ 43 - 44] 。由于农杆菌载体转化系统对单子叶植物

的局限性 , 同时试验表明: 转化 DNA 整合植物基因组不一定

需要特殊的T- DNA 序列或结构。根据该事实发展了一系列

将DNA 导入植物的技术。所谓DNA 直接导入转化就是不依

赖农杆菌载体和其他生物媒体, 将特殊处理的裸露 DNA 直

接导入植物细胞实现基因转化的技术, 因此也称为无载体

DNA 介导转化。其中基因枪法最常用, 而且操作简便、快速 ,

甚至可克服无菌的困难; 但缺点是转化频率低。目前大多数

只报道转化后的瞬时表达, 而稳定遗传的比例很低, 有待于

进一步发展完善[ 46] 。另外, 对目的基因的理解可以是广义

的, 它们也可通过定向诱变等其他途径获得[ 28] , 主要有编码

基因和调节基因等[ 47 - 48] 。图1 为利用基因工程改造农药源

植物遗传性状的基本流程。

图1 基因工程改造农药源植物遗传性状的基本流程

3 .2  微生物农药生产中应用基因工程和发酵工程的基本流

程 发酵工程涉及培养基的配制、菌种选育、灭菌、扩大培养

和接种、发酵过程和产品的分离提纯。其中菌种选育方法一

般有: ①从自然界存在的菌种中分离; ②人工诱变; ③用细胞

工程和基因工程的方法对菌种的遗传特性进行定向改造。

这里未提及人工诱变和自然界存在的菌种中分离得到高产

菌株直接进入发酵工艺 , 只是强调了利用基因工程技术, 通

过发酵培养基因工程菌, 得到所需要的高附加值产品。在发

酵过程, 要充分注意发酵过程的检测、发酵条件的控制, 包括

发酵条件对菌种代谢途径的影响。在发酵罐中, 菌种利用培

养基中的营养物质, 不断地生长繁殖, 而通过发酵条件的控

制, 可以使微生物的代谢朝着对人类有利的方向进行。因

此, 控制发酵条件是人工控制微生物代谢的一个重要方

面[ 38 ,42 ,49 - 52] 。再之, 收获微生物细胞和从细胞或培养液中

分离纯化所需要的代谢产物方法常有: 浓缩、吸附、过滤、离

心、萃取、干燥、重结晶等。图2 为微生物农药生产中应用基

因工程和发酵工程的基本流程。

4  展望

鉴于环境保护、农业可持续发展以及绿色食品生产的需

要, 生物农药的发展无疑是一个热点。基因工程技术和发酵

工程技术将对生物农药的研究开发和工业生产起突破性的

作用。先进高效的发酵技术将大大提高生物农药的产量、质

量和效益; 应用基因工程对农药源微生物进行基因重组, 提

高其生物活性、提高发酵水平和质量; 或将某种控制杀虫活

性基因转移到安全易培养的细菌中即遗传工程农药, 以使生
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图2 微生物农药生产中应用基因工程和发酵工程的基本流程

产更加容易 ;应用基因工程对农药源植物进行基因重组, 将

使生物农药的产量大幅度提高。未来的生物农药无论是产

量还是质量都将有质的飞跃。
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