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摘要 以 龄家蚕为供食对象 用洒过转苏云金杆菌 Βαχιλλυστηυρινγιενσισ , 基因水稻纯合品系 ⁄ 生米粉

或熟米粉的桑叶喂养 研究 抗虫水稻稻米对家蚕生长发育及中肠亚显微结构的影响 以明确生米粉与熟米粉之间

的差异 ∀结果发现 用前者喂养的家蚕体重 !熟蚕数 !结茧数 !全茧量和茧层量均明显低于后者和对照 熟蚕整齐度明

显迟于后者和对照 而后者与对照之间无明显差异 ∀进一步的病理切片电镜分析表明 用前者喂养的家蚕 其中肠细

胞亚显微结构发生了明显的变化 杯形细胞和圆筒形细胞的微绒毛明显变短 !变粗 线粒体和粗面型内质网的数量显

著下降 而后者与对照之间无显著差异 ∀由此表明 经蒸煮后 水稻稻米中的杀虫蛋白发生变性 失去活性 进而丧

失致毒能力 ∀
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  自 世纪 年代中期以来 利用转基因技术

将苏云金杆菌 Βαχιλλυσ τηυρινγιενσισ, 杀虫蛋白

基因如 χρψ Αβ !χρψ Αχ等导入农作物 使其获得抗

虫性的研究已取得巨大进展 玉米 ! 棉花 !

马铃薯等已在北美等地进行大面积商品化应用≈ ∀

水稻是世界上最重要的粮食作物之一 大约有半数
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以上的人口以稻米为主食 ∀但是 由于虫害造成的

损失每年达数亿美元 ∀因此 转 基因水稻也具有

重大的应用前景 ∀虽然迄今尚无商品化应用的实

例 但在水稻中 国内外获得 转基因抗虫植株的

报道已有不少≈ ∗ ∀我们与加拿大渥太华大学合

作 利用农杆菌介导法成功地将密码子经过优化的

χρψ Αβ基因导入到多个水稻品种中≈ 并从粳稻

品种/ 秀水 0的转基因株后代中获得了对二化螟

等 种鳞翅目害虫表现高抗的 水稻 / 克螟

稻0≈ ∀

水稻作为一种重要粮食作物 其转基因产品的

商品化必须建立在一系列食品安全性和生态风险性

评价的基础之上 ∀目前大多数转基因植株采用组成

型启动子 ≤ ∂ ≥ 或 转化而成 因此杀虫基

因在所有组织和器官中都能表达 稻米也不例外 ∀

同时 稻米作为大众消费的食品 其食用方式和其它

产品又有很大不同 即稻米通常是经蒸煮之后才食

用 ∀因此 对其进行安全性评价时需要对此加以考

虑 ∀然而 按标准的食品安全性评价方法 人工

饲喂小鼠时只能用一般的米粉 而不能用煮熟的米

饭 ∀因此 有必要建立起一种新的评价机制和方法 ∀

众所周知 家蚕 Βομ βψξ μορι 属于鳞翅目 对

杀虫蛋白十分敏感≈ ∀笔者以家蚕为饲食对

象 在桑叶上人工撒上 水稻的米粉研究了 转

基因水稻生米粉与熟米粉对家蚕生长发育的影响及

其病理学机制 ∀

1  材料与方法

1 1  供试材料

试验所用水稻为晚粳品种秀水 用作非

转基因水稻对照 以及用其转化育成的一个 转

基因纯合品系/ 克螟稻 号0 ⁄ ∀ ⁄ 系

用农杆菌介导法培育而成 除 χρψ Αβ基因外 还串

联排列着 γυσΑ 编码 Β2葡糖苷酸酶 !ηπτ 编码潮霉

素磷酸转移酶 和 νπτ 编码新霉素磷酸转移酶

等基因≈ ∗ ∀用于试验的 ⁄ 和秀水 种子

系 年产于浙江大学华家池校区实验农场 整个

生育期未曾喷施化学农药 ∀供试种子先用 ≥

脱壳机和精米机加工成精米 一部分直接磨成米粉

一部分稻米先煮熟后烘干 再磨成细米粉 ∀两部分

均用直径为 目的筛网过筛 ∀

试验选用的家蚕品种为新抗 ≅ 白云 桑树品种

为湖桑 ∀

1 2  家蚕的饲养及有关数据的统计

供试家蚕首先用桑叶喂养至 龄第 天 然后

分别将秀水 生米粉 !熟米粉及 ⁄ 生米粉 !熟

米粉均匀地喷洒在桑叶上进行喂养 喂养温度为

ε ∀每天喂叶 ∗ 次 ∀每个处理为 头幼虫

重复 次 ∀在幼虫期每隔 调查家蚕幼虫致死率

并称取每条幼虫体重 ∀上蔟后统计结茧数和死笼

率 并对全茧量和茧层量进行称量 计算茧层率 ∀

1 3  杀虫蛋白的测定2∞ ≥ 分析

∞ √ ¬ ≤ ≤ 平板试剂盒均由美

国 ∞ √ ¬公司提供 ∀包括一块包埋好抗体的

孔 ≅ 平板及配套试剂 个 ≤ 标样

浓度分别为 ! ! 和 ∀

测定时分别称取秀水 和 ⁄ 细米粉

放入 的离心管中 然后每管加抽提液

Λ 并将离心管置于震荡器上剧烈震荡几秒钟

进行抽提 ∀离心后 取上清液 Λ 稀释 倍进行

测定 ∀需注意的是要保证稀释溶液 ≤ 浓度不

超过标样的最高浓度 通过预试验观看溶液

的显色即能估计 ∀

测定按照试剂盒说明的方法进行 ∀每次试验同

时做 ∗ 个重复的 ≤ 标样 用以制作标准曲

线 ∀加样及测定都严格按说明书上的步骤在规定的

时间内完成 ∀所有结果均由酶标仪读取 设置波长

为 ∀先将结果换算成单位干重 含有的

杀虫蛋白量 Λ 然后根据家蚕摄入米粉的总量计

算出家蚕摄入的 蛋白总量 ∀

1 4  病理切片电镜分析

喂养至 龄 后 分别取经秀水 生米粉 !

⁄ 生米粉和熟米粉饲养的家蚕进行中肠病理

切片电镜分析 由本校试验中心电镜室完成 ∀主要

实验步骤如下 将中肠切成 长的小块 ψ戊二醛

固定过夜 ψ 磷酸缓冲液漂洗 次 每次

ψ 锇酸固定 ψ 磷酸缓冲液漂

洗 次 每次 ψ脱水 乙醇 乙

醇 乙醇 乙醇 乙

醇 无水乙醇 丙酮 ψ渗透 Β

的 ≥ ∏ 包埋剂Β丙酮渗透 Β 的 ≥ ∏ 包埋剂Β

丙酮渗透 全 ≥ ∏ 包埋剂渗透过夜 ψ ε 聚合

ψ 修块 超薄切片 ψ 染色 醋酸双氧铀染液染

漂洗 再用柠檬酸铅染液染 漂洗 ψ

电镜观察 日本电子 ∞ 2 ∞÷ 透射电镜 加速电

压为 ∂ ∀

2  结果与分析

2 1  家蚕进食中摄入的 杀虫蛋白总量
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我们对家蚕进食过程中摄入 杀虫蛋白的总

量进行了计算与检测 结果见表 ∀表 中摄入米

粉量按食下量占给桑量的比例进行计算 因为我们

在试验过程中发现每次喂叶时基本上都剩余 ∀

由表 可见 家蚕摄入 ⁄ 生米粉的数量最少

但摄入的 杀虫蛋白总量却高达 Λ 其它处

理则未检测到该种蛋白 ∀

表 1  家蚕进食中摄入的 杀虫蛋白总量

×  ∏ √ ∏

材料 施加米粉量
ƒ ∏

摄入米粉量
ƒ ∏

每克米粉的 杀虫蛋白含量

∏ Λ

摄入 杀虫蛋白总量

Λ

秀水 生米粉
÷ ∏ ∏ ∏

秀水 熟米粉
÷ ∏ ∏ ∏

⁄ 生米粉 ?
⁄ ∏

⁄ 熟米粉
⁄ ∏

2 2  不同处理对家蚕生长发育的影响

2 2 1  对家蚕幼虫体重与致死率的影响  不同处

理不同时期对家蚕幼虫体重与致死率的影响结果见

图 !图 ∀不同处理对家蚕幼虫的致死率无多大影

响 而对幼虫的体重影响较大 ∀对相同时期不同处

理间家蚕幼虫体重的差异进行单因素方差分析 发

现秀水 生米粉与 ⁄ 生米粉及 ⁄ 生米粉

与熟米粉处理间存在极显著差异 ∀ 由此表明

⁄ 生米粉对家蚕的生长发育有明显的抑制作

用 ∀

2 2 2  对家蚕幼虫中肠亚显微结构的影响  家蚕

中肠亚显微结构的电镜分析表明 ⁄ 生米粉处

理与对照相比 其中肠杯形细胞 !圆筒形细胞和中肠

内壁的微绒毛明显稀疏而短小 图 杯形细胞和

圆筒形细胞的线粒体和粗面型内质网数量明显减少

图 和图 ∀同时 圆筒形细胞中粗面型内质网

图 1  不同处理家蚕体重随时间的变化

ƒ  ×

图 2  不同处理家蚕幼虫致死率随时间的变化

ƒ  2

图 3  ⁄2 生米粉处理 左 与对照秀水 11 生米粉处理

右 家蚕中肠杯形细胞微绒毛与线粒体分布的差异

ƒ  × ∏ 2 2

⁄ ∏

÷ ∏ ∏ ∏ ∏ 2

√ ∏
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图 4  ⁄2 生米粉处理 左 与对照秀水 11 生米粉处理

右 家蚕中肠圆筒形细胞粗面型内质网分布的差异

ƒ  × ∏ ∏

∏∏ ⁄ ∏

÷ ∏ ∏ ∏ ∏ 2

√ ∏

和线粒体的形态均发生了不同程度的变化 如粗面

型内质网的池状变粗等 ∀由此可见 杀虫蛋白

通过与家蚕中肠上皮细胞受体特异性结合进而影响

中肠的亚显微结构 最终显著降低家蚕的消化和吸

收能力 ∀

2 3  对熟蚕结茧率和茧层率的影响

熟蚕上蔟后 对家蚕的结茧率和茧层率进行了

调查与统计 结果见表 ∀由表 可见 ⁄ 生米

粉处理与其他处理相比 其熟蚕数 !结茧数 !结茧率 !

全茧量和茧层量明显偏少 ∀经单因素方差分析 发

现 ⁄ 生米粉处理的全茧量和茧层量与其他处

理间有极显著差异 ∀由于 ⁄ 生米粉处理的家

蚕全茧量和茧层量呈相同比例的减少 因此茧层率

与其它处理差别不大 ∀

另外 对熟蚕的老熟整齐度进行了统计 结果见

图 ∀由图 可见 ⁄ 生米粉处理的熟蚕老熟

时间明显迟于其它处理 ∀ 月 日 ⁄ 生米粉

处理的正处于盛熟期 而其它处理的熟蚕结茧已基

本完成 ∀

表 2  不同处理对熟蚕结茧率和茧层率的影响

×  × ∏

处理
×

熟蚕数

∏

结茧数
结茧率
×

全茧量
×

茧层量
×

茧层率
×

秀水 生米粉 ? ?

÷ ∏ ∏ ∏

秀水 熟米粉 ? ?
÷ ∏ ∏ ∏

⁄ 生米粉 ? ?
⁄ ∏

⁄ 熟米粉 ? ?
⁄ ∏

正常桑叶 ? ?
∏

图 5  不同处理熟蚕结茧数随时间的变化

ƒ  

3  讨论

细胞学研究已经证实 杀虫晶体蛋白 2

≤° 通过破坏昆虫中肠上皮

引起昆虫饥饿 !麻痹和败血 最终导致昆虫死亡≈ ∀

当昆虫取食 ≤° 后 这些蛋白在昆虫中肠内碱

性环境条件下 溶解并进一步被蛋白酶水解

成 ∗ ⁄带有 2末端具杀虫活性的蛋白质≈

这些具杀虫活性的蛋白质穿过围食膜小孔并与中肠

上皮细胞膜上的特异蛋白质受体相结合≈ 导致细

胞内 值上升 破坏细胞的渗透平衡 细胞肿胀破

裂 最终导致昆虫停止进食而死亡≈ ∀ χρψ Αβ 是

一类对鳞翅目昆虫具有特异毒杀作用的 基因 而
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家蚕属于昆虫纲鳞翅目蛾亚目蚕蛾科 其肠液呈强

碱性 值一般为 ∗ ∀ 由此 家蚕进食

χρψ Αβ ≤°后可引起中肠细胞肿胀破裂 最终导致

家蚕停止进食而死亡 ∀在本试验中并未发现家蚕进

食 χρψ Αβ ≤° 后大量死亡的现象 这可能是由于

家蚕摄入的 χρψ Αβ ≤°含量未达到致死剂量造成

的 ∀

在试验中 发现家蚕进食转基因纯合品系

⁄ 生米粉后 其体重 !全茧量和茧层量明显轻

于其它处理 熟蚕数和结茧数也明显少于其它处理 ∀

同时还发现其熟蚕整齐度明显迟于其它处理 ∀这与

家蚕的消化和吸收能力密切相关 因为我们在试验

过程中发现进食撒上抗虫转基因纯合品系生米粉后

家蚕的食桑量明显少于其它处理 ∀进一步的家蚕病

理切片电镜分析发现 其中肠亚显微结构发生了明

显的变化 中肠内壁 !杯形细胞和圆筒形细胞的微绒

毛明显变粗 !变短 同时发现中肠细胞线粒体和粗面

型内质网的数量明显减少 ∀由此表明 进食抗虫转

基因纯合品系生米粉后 由于生米粉中具有较高含

量的 杀虫蛋白 影响了家蚕主要消化器官 中

肠的亚显微结构 进而降低家蚕的消化和吸收功能

最终导致家蚕生长发育的延缓和推迟 ∀

在本次试验中 还发现家蚕进食抗虫转基因纯

合品系熟米粉后 其体重 !全茧量和茧层量 !熟蚕数 !

结茧数 !熟蚕整齐度和食桑量等生理指标与对照相

比 均未发生明显变化 病理切片电镜分析也未发现

其中肠亚显微结构有明显变化 ∀这是 ≤ 蛋白

在蒸煮过程中发生变性的结果 ∀这进一步验证了

转基因抗虫水稻稻米经蒸煮后的确检测不到

≤ 蛋白 ∀也表明利用熟米粉评价 转基因抗

虫水稻的食品安全性是可行的 ∀

≈  • ≤∏ ≥ ∏± ≠ × √ ∏

2 Βαχιλλυστηυρινγιενσισ 2
Χηινεσε Βυλλετιν Βοτανψ,

≤
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≈  ÷ ⁄ ÷ ƒ ≠ ° ≤

∏ Βαχιλλυστηυρινγιενσισ √ 2
∏ Σχιενχε ιν Χηινα ≥

≤
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辑

≈  ƒ∏ ≠

∏ ¬

Βαχιλλυστηυρινγιενσισ. Βιο/ Τεχηολογψ,

≈  • ∏ ∏ ° ×

¬

Βαχιλλυσ τηυρινγιενσισ √ √

Βιο/ Τεχηνολογψ

≈  ƒ ∏ ≤ ∞ 2
2

χρψΙ Α(β) Μολεχυλαρ Βρεεδινγ

≈  • ∏≤ ƒ ≠ ≤ ×

¬ χρψΙ Α( β)

Πλαντ Χελλ Ρεπορτσ

≈  ° ∏ ⁄ ⁄ ≥ ×

¬ ≤ Δ2 ¬ Βαχιλλυσ τηυρινγιενσισ

Σχιρποπηαγα ινχερτυ2
λασ) . Προχ . Νατλ. Αχαδ . Σχι . ΥΣΑ .

≈  ≤ ÷ ≥ ∏ 2 2
¬ χρψΙ Α(β) χρψΙ Α(χ)

¬ 2
Προχ . Νατλ. Αχαδ . Σχι . ΥΣΑ .

≈  ⁄ ∂ ∏ ×∏ ≤ ∏ √ ∏2 2
¬ χρψΙ Α(β)

Τηεορ . Αππλ.

Γενετ

≈  ×∏ ⁄ ƒ ∞¬ ∏

¬ 2
Πλαντ Βιοτεχηνολογψ

≈  ÷ ≠ ± • ∏ 2 2
Βαχιλλυσ τηυρινγενσισ χρψ Αβ

χρψ Αχ ¬ Χηινεσε ϑ .

Βιοτεχηνολογψ, ≤

项友斌 梁竹青 高明尉 等 农杆菌介导的苏云金杆菌抗虫

基因 χρψ Αβ和 χρψ Αχ在水稻中的遗传转化及蛋白表达 生

物工程学报

≈  ≥ ∏ ± ≠ ≠ ≠ ≤∏ ⁄ √

Βαχιλλυστηυρινγενσισ

ϑ . Ζηεϕιανγ Αγριχυλτυραλ Υνιϖερσιτψ

≤

舒庆尧 叶恭银 崔海瑞 等 转基因水稻 / 克螟稻0选育

浙江农业大学学报

≈  ≥ ∏ ± ≠ ≠ ≠ ≤∏ ×

χρψ Αβ Βαχιλλυστηυρινγιενσισ 2
Μολεχυλαρ

Βρεεδινγ

≈  √ ≥ ≥∏ ° ° ∏ ∏≥ ∞ ∏

∏ ∏ Βομ βψξ μ ορι √

∏ ϑ . Ινϖερ . Πατηολ

≈  ≤ ≤∏ × ≤ ×

Βαχιλλυστηυρινγιενσισ ∏2
∏ Βιοτεχηνολ. Γενετ . Ενγιν . Ρεϖ

≈  √ ¬ ≥ ∏

Βαχιλλυσ τηυρινγιενσισ

∏ ϑ. Ινϖερτ .

Πατηολ.

≈  ≥ ≥ ≤ ∞ ° ° ∂ ×

Βαχιλλυσ τηυρινγιενσισ ¬ Αννυ . Ρεϖ. Εντομ ολ.
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