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抗虫相关基因 KTI 对青花菜的转化及其对小菜

蛾抗性的分析 
江汉民 1，宋文芹 2，刘莉莉 1，文正华 1，姚星伟 1，单晓政 1，孙德岭 1,* 
（1 天津科润蔬菜研究所，天津 300384；2 南开大学生命科学学院，天津 300071） 

摘  要：以青花菜（Brassica oleracea L. ssp. italica）下胚轴为外植体，通过农杆菌介导的遗传转化方

法将来源于杨树的 Kunitz 型丝氨酸胰蛋白酶抑制剂（KTI）基因导入青花菜品系‘09LR-11’中，获得 13

株卡那霉素抗性植株。以 KTI 特异引物对转基因植株进行 PCR 检测，其中 8 株为 KTI 阳性植株。Southern 

blot 分析进一步表明，基因 KTI 已成功整合到青花菜基因组中。RT-PCR 检测表明，KTI 在转基因青花菜

中已成功表达。通过室内叶片离体试验和田间观察，初步证明转 KTI 青花菜对小菜蛾幼虫具有一定抗性。  
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Transformation of Broccoli with KTI Gene and the Bioassay for 
Diamondback Moth Resistance  

JIANG Han-min1，SONG Wen-qin2，LIU Li-li1，WEN Zheng-hua1，YAO Xing-wei1，SHAN Xiao-zheng1，

and SUN De-ling1,* 

（1Tianjin Kernel Vegetable Research Institute，Tianjin 300384，China；2College of Life Sciences，Nankai University，
Tianjin 300071，China） 

Abstract：KTI gene was transformed into broccoli（Brassica oleracea L. ssp. italica）genome via 

Agrobacterium mediated transformation method using broccoli lines‘09LR-11’as explants. Thirteen 

kanamycin resistant broccoli plants were obtained. PCR analysis with primers specific to KTI gene 

identified 8 KTI positive plants. Southern blotting analysis with KTI gene as probes showed that the KTI 

gene was integrated into broccoli genome. RT-PCR analysis indicated that the KTI gene was expressed in 

transgenic broccoli. Both laboratory and field tests proved that the transgenic broccoli plants were resistant 

to diamondback moth（Plutella xylostella larvae）. 

Key words：broccoli；KTI gene；Plutella xylostella larvae；insect resistance；genetic transformation  

 

青花菜（Brassica oleracea L. ssp. italica）在生长及结球期间极易遭受十字花科常见害虫，如菜

粉蝶、小菜蛾、以及夜蛾类害虫等的危害，严重影响其产量和品质（吕玲玲，2003；王兆玉，2005）。

培育抗虫新品种在害虫防治中被寄予厚望。现代分子生物学特别是基因工程的迅猛发展，为作物抗 
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性育种开辟了一条崭新而有效的途径。其中，植物蛋白酶抑制剂（PI）是广泛存在于植物界的一类

天然抗虫物质，其具有抗虫谱广，对人、畜无副作用等优点，与抗虫基因工程关系最为密切（王关

林和方宏筠，2002）。然而，目前用于抗虫研究的蛋白酶抑制剂基因多分离自农作物中，豆科、禾本

科、茄科以外物种的植物蛋白酶抑制剂研究开展较晚，报道尚不多见。在十字花科蔬菜的研究上，

国内外仍停留在利用少数几个功能明确、研究比较深入的蛋白酶抑制剂进行转化。随着已有基因应

用范围的不断扩大，经过长期的定向选择作用，这些基因均在不同程度上引发了害虫的耐受性，使

杀虫效果大大降低。研究表明，Kunitz 型丝氨酸胰蛋白酶抑制剂（KTI）可抑制昆虫消化道内蛋白

酶的活性，阻碍昆虫对蛋白质的消化吸收，对鳞翅目昆虫有较强的抑制作用（林春晶 等，2003；

McManus et al.，2005；Macedo et al.，2011）。为此，本研究中将来源于杨树的 Kunitz 型丝氨酸胰蛋

白酶抑制剂基因（Kunitz-type trypsin inhibitors，KTI）导入青花菜，期望获得抗虫的青花菜材料，为

青花菜抗虫育种提供新的资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验于 2010—2012 年在天津科润蔬菜研究所进行。受体材料是以小孢子培养获得的青花菜品

系‘09LR-11’萌发 4 ~ 5 d 的无菌苗的下胚轴。含杨树 KTI 基因的植物表达载体 pX6-KTI 由本研究

室构建，其含有人工合成的 G10-90 启动子、KTI 目的基因和 NPTⅡ抗性标记基因。根癌农杆菌

LBA4404 由本研究室保存。 

1.2 农杆菌介导的遗传转化 

外植体的准备：青花菜种子用含 Tween-20 的自来水震荡漂洗 30 min，75%酒精表面消毒 1 min，

2%次氯酸钠漂洗 15 min，无菌水漂洗 3 次，接种于种子萌发培养基（1/2 MS 培养基 + 0.3% 琼脂，  

pH 5.8）上，28 ℃（16 h 光/8 h 暗）培养。取播种后 4 ~ 5 d 苗龄的下胚轴，无菌条件下切成长 0.2 ~ 

0.3 cm 长的小段，预培养基（MS + 0.5%琼脂 + 1.0 mg · L-1 6-BA + 0.1 mg · L-1 NAA，pH 5.8）中培

养 2 d，使其调整生长状态。 

工程菌液的制备：挑取含质粒 pX6-KTI 的农杆菌单菌落接种于含卡那霉素（Kan）、链霉素（Str）

和利福平（Rif）的 YEB 液体培养基中，28 ℃振荡培养，OD600 = 0.6 ~ 0.8 时，按照 1︰100 的比例

将菌液接种到 100 mL 新鲜 YEB 培养基中进行扩大培养。当 OD600 再次达到 0.6 ~ 0.8 时，于 4 ℃，

5 000 r · min-1，离心 10 min 收集菌体，于添加 100 μmol · L-1 乙酰丁香酮的 MS 液体培养基（pH 5.8）

中重悬菌体，并调节 OD600 至 0.2 ~ 0.3，侵染备用。 

遗传转化及筛选：取在预培养基上培养 2 d 的下胚轴，将其浸入用 MS 液悬浮稀释的农杆菌悬

浮液中室温下不断摇动，使外植体与菌液充分接触 2 min。取出后，用无菌滤纸吸去表面多余的菌

液，然后分别放入共培养培养基（MS + 0.5%琼脂 + 1.0 mg · L-1 6-BA + 0.1 mg · L-1 NAA，pH 5.8）

中，25 ℃暗培养 2 ~ 3 d，将外植体用无菌水洗涤后转入脱菌培养基（MS + 0.5%琼脂 + 1.0 mg · L-1 

6-BA + 0.1 mg · L-1 NAA + 100 mg · L-1 Cef，pH 5.8）中培养 10 d，将脱菌培养后明显分化的下胚轴

转移至含有卡那霉素的筛选培养基（MS + 0.5%琼脂 + 1.0 mg · L-1 6-BA + 0.1 mg · L-1 NAA + 100 

mg · L-1 Cef  + 20 mg · L-1 Kan，pH 5.8）上筛选抗性再生芽。待抗性芽长度达到 1.5 cm 左右时从外

植体上切下，植入生根培养基（MS + 0.5%琼脂，pH 5.8）。选取根系生长较发达的植株炼苗 1 ~ 3 d

后移栽到营养土中，温室中继续培养。以同样培养条件下未经农杆菌转化的植株作为阴性对照。 
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1.3 转基因植株的分子生物学检测 

PCR 检测：CTAB 法提取卡那霉素抗性青花菜植株基因组 DNA，以其为模板进行 PCR 扩增。

根据 KTI 设计 PCR 扩增引物，其上游序列为 KTI-F：5′-AGGGCTCTCTTTCCTTCTCTTTG-3′下游序

列为 KTI-R：5′-CATCGGTGGATTCTGTAACTGGT-3′。PCR 反应条件为：94 ℃变性 30 s，58 ℃退

火 30 s，72 ℃延伸 1 min，重复 30 个循环。反应结束后，1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。同时

以未转化青花菜 DNA 的 PCR 产物为阴性对照，质粒 pX6-KTI 的 PCR 产物为阳性对照。 

Southern blot 杂交检测：为进一步验证 PCR 检测结果的可靠性，将 PCR 检测呈阳性的抗性苗总

DNA 用 HindⅢ完全酶切，将产物转移到尼龙膜上与以 DIG 标记的 KTI 的特异性探针进行杂交。探

针标记、预杂交、杂交以及信号检测等操作按杂交试剂盒（DIG High Prime DNA Labeling and 

Detection Starter Kit Ⅱ，Roche Diagnostics Co.）说明书进行，同时设置非转化植株的阴性对照和质

粒阳性对照。 

RT-PCR 检测：Trizol 法提取 Southern 检测呈阳性的转基因植株总 RNA，参照 M-MLV 反转录

试剂盒（Promega）的说明进行 cDNA 第一链的合成。以反转录合成的 cDNA 为模板，以引物 KTI-F

和 KTI-R 扩增 KTI 基因的特异序列。以青花菜 β-Actin 基因的保守区域为内对照，引物序列分别为

Actin-F：5′-CATTCAACCAATCGTCTGT-3′；Actin-R：5′-CTCTTGGACTGTGCTTCGT-3′。KTI 引物

预扩增片段大小为 272 bp，β-Actin 引物的预扩增片段大小为 115 bp。RT-PCR 扩增条件与 PCR 检测

中的相同。同时设置非转化植株作为阴性对照，含有目的基因的质粒作为阳性对照，进行 RT-PCR

分析。阳性植株用 5 μmol · L-1的 17–β–甾二醇对转化幼苗进行诱导，得到无选择标记的转基因幼苗。 

1.4 转基因植株的抗虫性测定 

人工接虫鉴定：取小菜蛾幼虫置于部分转基因植株的叶片上，每片叶接 7 头小菜蛾 2 龄幼虫，

3 次重复，2 d 后调查叶片受害程度，每天观察幼虫的取食与存活状况。以未转基因植株的叶片饲喂

害虫做对照。 

田间自然发生鉴定：青花菜整个生育期间不喷施防治鳞翅目害虫的农药，通过调查青花菜的受

害程度评价其对小菜蛾的抗性程度。 

2  结果与分析 

2.1 转基因植株的获得 

将培养 4 ~ 5 d 的青花菜下胚轴作为农杆菌侵染的受体，转化后转至含卡那霉素 20 mg · L-1 的筛

选培养基上，大约 1 周左右，外植体边缘开始有绿色芽点生成，继续培养，非转基因植株变为紫红

色，而转基因植株继续保持绿色，将抗性芽转移至生根培养基中，生根后的植株转入营养土中炼苗

培养。共获得独立的抗卡那霉素转基因青花菜再生植株 13 株，这些再生植株移栽至大田后，表型与

非转基因对照植株相比没有明显的性状改变。 

2.2 转基因植株的 PCR 检测 

以抗性植株、非转化植株 DNA 为模板，使用 KTI 特异引物进行 PCR 扩增。PCR 产物电泳检测

结果表明，13 株抗性株中有 8 株得到了 272 bp 的特异带，与阳性对照质粒 pX6-KTI 的扩增结果一

致，表明外源基因已经整合到这些青花菜的基因组 DNA 中，而未转化的植株（阴性对照）没有产

生任何条带（图 1）。 
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图 1  转基因青花菜植株的 PCR 检测 

M：DNA 分子量标准；1：阳性对照（质粒）；2：阴性对照（非转化植株）；3 ~ 15：抗性植株。 

Fig. 1  PCR identification of transgenic broccoli plants 

M：DNA marker；1：Positive control（plasmid）；2：Negative control（nontransgenic plant）； 

3–15：Resistant plants. 

 

2.3 转基因植株的 Southern blot 检测 

对 PCR 检测呈阳性的植株进行 Southern blot 分子检测，结果表明，PCR 检测呈阳性的转化植株

全部测出特异性杂交信号，而非转化对照基因组中未出现任何杂交信号，说明外源基因已整合到青

花菜基因组中（图 2）。 

 

图 2  转基因植株的 Southern blot 检测 

1：阳性对照（质粒）；2：阴性对照（非转化植株）；3 ~ 10：PCR 检测阳性的植株；M：λ DNA/HindⅢ分子量标准。 

Fig. 2  Southern blot identification on transgenic plants 

1：Positive control（plasmid）；2：Negative control（nontransgenic plant）；3–10：PCR positive plants； 

M：λ DNA/HindⅢ digestion. 

2.4  转基因植株的 RT-PCR 分析 

以 Southern blot 检测为阳性的植株和非转化植株 cDNA 为模板进行 KTI 和 β-Actin 基因的

RT-PCR 扩增，结果显示，非转化植株和转化植株样品中均可检测到 β-Actin 基因的表达，而转基因

植株还产生了与阳性对照大小一致的目的条带，说明目的基因在转基因植株内已成功表达（图 3）。 

 

 

图 3  KTI 基因的 RT-PCR 检测 

1：阳性对照（质粒）；2：非转基因植株；3 ~ 10：转基因植株。 

Fig. 3  RT-PCR identification of KTI gene 

1：Positive control（plasmid）；2：Nontransgenic plant；3–10：Transgenic plants. 
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2.5  转基因植株的抗虫性检测 

用转基因植株各株系的离体叶片饲喂小菜蛾幼虫，结果表明，转基因青花菜对小菜蛾幼虫有一

定抗性。饲喂小菜蛾幼虫 2 d 后，转基因植株叶片与非转基因对照相比，被危害程度明显较轻（图

4），说明转基因植株叶片对小菜蛾的取食活动有明显抑制作用。转基因植株饲喂的幼虫与对照相比

活动减缓，体重增加缓慢，转基因植株离体叶片饲喂的小菜蛾校正死亡率在 9.20% ~ 26.08%（表 1）。

未被杀死的幼虫生长发育受到一定的抑制，后期化蛹比对照迟 3 ~ 4 d。 

将获得的转基因植株和对照植株定植于田间，常规肥水管理，在不喷施防治鳞翅目害虫农药的

情况下，转基因青花菜被取食程度明显比未转基因对照植株轻（图 5）。 

上述结果表明 KTI 转基因青花菜对小菜蛾幼虫具有明显的抗性。 

 

图 4  转 KTI 基因青花菜离体叶片对小菜蛾抗性分析 

Fig. 4  Resistance of KTI transgenic broccoli to Plutella xylostella larvae  
 

 

图 5  转基因青花菜田间抗虫鉴定 

Fig. 5  Resistance analysis of the transgenic broccoli to Plutella xylostella larvae in the field 
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表 1  青花菜转基因植株离体叶片对小菜蛾的抗性分析 

Table 1  Resistance evaluating of in vitro leaves from transgenic broccoli to Plutella xylostella larvae 

转基因株系 
Transgenic line 

校正死亡率/% 
Corrected mortality 

平均单虫质量/mg 
Weight of larva 

叶片损伤程度 
Degree of leaf area damaged 

Wt  5.61 ± 0.533 a +++++ 
QZ-1 17.82 3.64 ± 0.348 c +++ 
QZ-2 19.21 3.90 ± 0.542 bc ++ 
QZ-3 14.32 4.28 ± 0.387 bc ++ 
QZ-4 26.08 3.56 ± 0.272 c + 
QZ-5 24.50 4.11 ± 0.238 bc + 
QZ-6 9.20 4.26 ± 0.304 bc ++++ 
QZ-7 14.75 4.65 ± 0.499 b ++++ 
QZ-8 19.98 4.14 ± 0.317 bc ++ 

注：a、b、和 c 表示邓肯氏新复极差法检测差异显著（P < 0.05）。+ 表示叶片被咬食的程度，+ 越多表示被咬食越严重。 

Note：a，b and c indicate statistically significant difference at 0.01 level；+ indicates the leaf area damage. The more + indicate that the leaf area 

damage are more serious. 

3  讨论 

随着转基因技术在农业上的广泛运用和人们认识的不断深入，越来越多的科研工作者致力于分

子抗性育种的研究，大量植物抗虫相关基因已被分离和克隆，来自木本植物的抗虫基因也开始受到

重视（Haruta et al.，2001；Major & Coustabel，2008）。其中，Kunitz 型丝氨酸胰蛋白酶抑制剂基因

被认为对鳞翅目昆虫具有一定的抗性（Bradshaw et al.，1989；Hollick & Gordon，1993，1995；Tuskan 

et al.，2006）。迄今为止，已从数十种植物中分离出 Kunitz 型丝氨酸胰蛋白抑制剂基因（Ryan et al.，

1998；Stuart et al.，2003）。KTI 通过影响昆虫对蛋白质的消化吸收，抑制昆虫的生长发育，从而使

转基因植物对害虫表现出一定的抗性（McManus et al.，2005；罗玉娇 等，2012）。本试验中通过农

杆菌介导的青花菜遗传转化体系，成功获得了转 KTI 基因的青花菜植株，从分子水平上证明 KTI 基

因已经整合到青花菜基因组中，且在 RNA 水平上得到了表达；抗虫性试验结果表明，转 KTI 基因

青花菜不仅遭受虫害的症状较轻，而且对小菜蛾幼虫的生长发育有明显的抑制作用，说明转基因植

株对小菜蛾具有一定的抗性。 

本试验中所获得的 8 个青花菜转基因株系对小菜蛾的抗性存在一定的差异，可能是由于目的基

因整合位点的随机性或拷贝数不同，导致 KTI 的表达量不同。虽然所得到的转 KTI 青花菜对取食小

菜蛾幼虫的校正死亡率不高，但可导致其生长发育缓慢，从而控制害虫的繁殖速度，降低种群数量。

而且有研究认为，这样可以延缓对害虫的筛选压力，使之不易产生耐受性，对保护生态环境及保障

人类健康具有重要的现实意义（Yeh et al.，1997）。 

本试验初步获得对小菜蛾有一定抗性的转 KTI 的青花菜植株，为选育新一代绿色环保型青花菜

新品种提供了新的材料和方法，由于外源基因在受体基因组中插入位点具有随机性，KTI 在后代中

遗传稳定性以及对青花菜品质的影响还有待于进一步的研究。 
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