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转基因棉对棉铃虫幼虫生长及

中肠蛋白酶活性的影响

刘贤进 余向阳 王冬兰 张存政 王 跃

(江苏省农业科学院植物保护研究所
,

南京 21 00 14)

摘要
: 室内刚定 了转慈姑蛋白酶抑制素 ( A PI )基因棉对棉铃虫幼虫的杭虫活性

及对中肠蛋白酶活性的影响
。

结果表明
,

以转基因棉饲养棉铃虫
,

对幼虫拒食率

24 h 达 76
.

49 %
,

72 h 达 80
.

57 %
,

试 虫体重在取食 48 h 后显著下降
,

72 h 后较对

照低 54
.

04 %
。

试虫取食转 AIP 基因棉后
,

中肠的强碱性胰蛋白酶和类胰凝乳蛋

白酶活性显著降低
,

取食 24
、

4h8 后的强碱性胰蛋白酶酶活性分别只有时照组的

68
.

n %和 55
.

89 % ;类胰蛋白酶活性分别为对照组的 85
.

87 % 和 64
.

61 % ;对弱碱

性类胰蛋白酶活性不明显
。

显示转 AP I基因棉对棉铃虫幼 虫中肠蛋白酶的抑制

作用与对棉铃虫生长发育的阻滞有良好的相关性
。

关键词
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利用转基因技术培育抗虫作物为防治农业害虫提供了新途径
。

特别是在当前
,

由于

长期大量使用化学杀虫剂而造成农产品残留
、

生态破坏
、

环境污染和害虫产生抗药性
,

转

基因抗虫作物的研究倍受青睐
。

在植物抗虫基因工程电使用最广泛的是苏云金杆菌毒素

蛋白
。

培育转蛋白酶抑制素 (四et as e ihn i ibt or )基因植株是抗虫基因工程的另一个重要领

域
,

与转 Bt 基因相比
,

这种转基因植物的优点在于其抗虫谱广
,

昆虫不易产生耐受性
,

但

不足之处是杀虫活性较低
,

基因需要大量表达才能产生明显的抑虫或杀虫效果〔’ 〕
。

另外
,

对生物的选择也不及 Bt 毒素
。

从慈姑球块中分离的慈姑蛋白酶抑制素 (
a

orr
w head

p or et as e i n h i ib otr
,

或 Ap l )能抑制胰

蛋白酶
、

胰凝乳蛋白酶
、

激肤释放酶
、

强性蛋白酶
、

师
s 一 c 肤酶「2

一 5〕
,

是我国学者首先发现的

重要抗虫育种资源
。

棉铃虫幼虫中肠中含有多种蛋白酶是慈姑蛋白酶抑制素的重要靶

标
。

目前已通过转基因技术培育出对棉铃虫生长有高抑制活性的转基因株系
。

为了阐明

转 A卫1基因棉的作用机制
,

笔者就转 AP I基因棉对棉铃虫幼虫生长的影响及对中肠蛋白

酶活性的抑制作用进行了研究
。
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:
转基因棉对棉铃虫幼虫生长及中肠蛋白酶活性的影响

1 材料与方法

1
.

1 试验材料 试虫为室内人工饲养转基因的棉铃虫 elH~ 卿
。
I’nT 妙ar ( itH bne )r

,

试

验时采用生长整齐的 4 龄幼虫
。

供试转基因棉由本院经济作物研究所提供
。

试验中所用

P 一 甲苯磺酞
一 L 一 精氨酸甲醋 ( TA M E )

、 a 一 N 一
苯甲酞

一 D
、

L 一 精氨酸
一 P 一

硝基苯胺

( B赶刊A )
、

N 一
苯甲酞酪胺酸乙醋 ( B TE )E 和 irT

s
等试剂均为 iS g l l a

公司产品
。

1
.

2 转基因棉对棉铃虫生长发育抑制作用测定 田间采回抗虫棉棉叶
,

剪成 I cm x l cm
的小叶片制成叶碟

,

参照赵善欢阁等 1985 的方法进行测定
,

24
、

48 和 72 h 后观察转基因

棉对棉铃虫取食量的影响
,

计算拒食率
,

并记录每条虫的体重
,

以比较抗虫棉对棉铃虫生

长发育的影响
。

同时分别定时抽取试虫
,

供中肠蛋白酶活性测定之用
。

1
.

3 棉铃虫中肠酶液的提取 取供试幼虫在 O 一 4℃的冰台上解剖
,

用预冷的 0
.

15 n l 0】/ L

的 N aC I溶液冲去体液
,

截取中肠去除内容物
。

测试前用 0
.

巧mo F L 的 Na CI 溶液在冰浴中

匀浆
,

匀浆液在 4℃下
,

15 0以) r/ 而
n
离心 15 而

n ,

取上清液作为测试用的中肠酶液
。

1
.

4 酶活性测定 蛋白酶活性均在 30 ℃
、

最适 pH 下使用 VU
一

721 型分光光度计测定
,

所用方法参照 c am pb ell 阁等和王深柱等川方法
。

弱碱类胰蛋白酶活性测定以 P 一
甲苯磺

酞
一 L 一 精氨酸甲脂 ( TA ME )为底物

,

在加人 0
.

1 mo F L CH I 的 0
.

I n lo l / L irT
,
缓冲液中测

定
,

pH 8
.

0
。

TA ME 以 Z im l l o l / L 溶于 0
.

15 mo F L NaC I溶液中
。

测定时
,

取 TA ME 溶液 0
.

5

血加人 0
.

5 而含中肠酶液的缓冲液中
,

在 从7 lun 下测 OD 值
。

强碱性类胰蛋白酶活力以
a 一 N 一

苯甲酞
一 D L 一 精氨酸

一 P 一 硝基苯胺 ( B赶W )A 为底物
,

在含 4 % 的二甲基亚矾的甘

氨酸 ( o
.

Zm o l / L )
一 N a OH ( 0

.

2 n l o F L )缓冲溶液中测定
,

p H or
.

5
。

B Ap NA 以 20
11唱/ d 溶于二

甲基亚矾
,

测定时
,

取 B A卫NA 溶液 40 沁加人含 1
.

5以 中肠酶液的缓冲液中
,

后加人 0
.

5时

30 % (W v) 乙酸
,

终止反应
,

在 4 05 lnn 下测 O D 值
。

类胰凝浮L蛋白酶活力测定以 N 一
苯甲

酞酪氨酸乙醋 ( B T E)E 为底物
,

在 irT
s 一 HC L 缓冲溶液中测定

,

p H 8
.

5
。
BT E E 以 I n m 1 0 1/ L 溶

于含 10 % ( V / V) 甲醇的 0
.

巧m 0 1/ L N aC I溶液中
,

测定时
,

取该溶液 0
.

5而 加人 0
.

s ult 含中

肠液的缓冲液中
,

在 25 6mn 下测 O D 值
。

以固定时间 (巧 而n) 反应混合物的 OD 值变化作

为酶活力单位
,

以对照组测定的酶活力单位作为 100
,

计算处理组的相对酶活力
。

2 结果与分析

2
.

1 转 A IP 基因棉对棉铃虫的取食和生长发育的影响

转 A P I基因棉对棉铃虫的取食有明显的抑制作用
,

饲喂 24
、

4 8
、

7 h2 拒食率分别为

76
.

49 %
、

77
.

97 % 和 80
.

57 %
。

取食转 A IP 基因棉对棉铃虫生长发育也有明显的抑制作

用
,

而且时间越长
,

试虫体重与对照组差别越明显
。

取食 7h2 后测定
,

对照组试虫单头体

重较处理前增加 74
.

07 %
,

而处理组减轻了 21
.

74 % (表 1 )
。

从表 1 可以看出
:
转 AP I基因

棉可以迅速抑制棉铃虫幼虫取食
,

并导致生长发育受阻
,

但并未致死
。

2
.

2 转 A P I 基因棉对棉铃虫中肠强碱性类胰蛋白酶活性的影响

取食转 Ap l基因棉后 24
、

48
、

7h2 的棉铃虫中肠强碱性类胰蛋白酶活性的测定结果见

表 2
。

从表 2可以看出
,

棉铃虫取食转 A P I基因棉后
,

中肠强碱性类胰蛋白酶活性受到抑
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表 1转 l A叹基因棉对棉铃虫取食和生长的影响
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取食 F喇 111 9体重 B吻 eiwg th
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T r朋 hl l e n t
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(阴早 /i n djv i dil司 )

Av e
r

g a
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mg e st ion
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(% )

儿吐旋汕
ng

s rt e
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(m留 i汕讨山扭 1 )

Av e a rg e h妇乡

1 ew咖

比 CK (
士 % )

Cl l ol P明 g n to

K C

比处理前
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h级〕比

I n泪七 11巴 11

转基因棉 Al p
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腼
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K C
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咖
sg el n。 。

~
CK
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一

atn r
s罗 111。

~ CK

8 376
.

9 4

5 3一

3 277
.

9 7

5 3一

困 0 5
.

5 7

卯 一

一 5
.

7

一 3 2
.

0 3

一
5 4

.

以

+ 5 6 2

+ 1 5
.

5 6

+ 6
.

5 2

+ 1 4
.

8 4

一 1 2
.

7 4
十

7 4
.

0 7

5 6 77 441 90 80
凡、ù

20
门,ú

` .二

注
:

表中数据为 30 头试虫测定的平均值
,

试验前测定处理组棉铃虫平均单头体重为 138 1】

娜头
,

对照组平均单头体

重为 135 11

娜头
。
No t e : llA het da ta in het ablt

e

aer het ~
v al u e of 30 i汕讨du 吐 t e s t司 ; het ~

h妇 , iwe hgt of per l印 , a i o 138

gm for Ap l七即昭即 i。 七℃田匕 l曰滋 ,

朋d 135 gm per laVr
a

ofr CK
.

表 2 取食转 A IP 基因棉对棉铃虫中肠强碱性类胰蛋白酶活力的影响

毛山le 2 Infl
u e
cn

e
on hte ac it

v
ity of ih gh al k al ine t ry ps i -n ll ke

e l视 ” n e in H
. “
溯绍毋

口
砍

e r

企司 Ign AP I
一

加川罗 in c c

oott
n p la nts

处理

肠
p只 h . 1

叩 t

取食时间 (h)

T in le of fe de in g

活性单位 (O D / 15 ~ )

Ae t ivi ty u n i t

酶相对活性

R e lat ive
a e t i v i t y

1189390068552100244872转 AP I基因棉

AP I
. 仃曰鹅印

】c c o tt o n p lan t

对照 CK

0
.

入拓5 士 0
.

03 12

0
.

2 1 87 士 0
.

《) 49 1

0
.

08 37 士 0
.

03 7 8

0
.

3 9 13 士 0
.

江抖9

注
:
表中对照组酶活力测定数据为取食 科

、

48
、
7h2 测定的平均值

,

下同
。
N o t e : E I稠” n e

毗 ivi yt of c K 15 ht e

~
v司I l e

细 m 阮
r份 t d t s of 24

,

48 an d 72 h
,

het ~ aer Ul o se in ht e fo ll 创衍ng tab les
.

制
。

取食 24
、

48 和 7h2 酶活力逐步下降
,

至取食后 72 h 时
,

仅为正常虫的 21
.

39 %
。

2
.

3 转基因棉对中肠胰凝蛋白酶的影响

测定取食转 A IP 基因棉的棉铃虫中肠胰凝乳蛋白酶活性结果见表 3
。

从表 3可 以看

出
,

取食 24 h 后
,

中肠胰凝乳蛋白酶被轻微抑制
,

随时间延长
,

抑制作用逐步增强
,

至 72 h

抑制作用已非常明显
,

活性下降至正常的 41
.

14 %
。

2
.

4 转 A P I 基因棉对棉铃虫中肠弱碱性类胰蛋白酶的影响

取食转基因棉的棉铃虫中肠弱碱性类胰蛋 白酶的活性变化见表 4
。

结果表明
,

取食

A IP 棉的棉铃虫中肠弱碱性类胰蛋白酶降解能力与对照无明显差异
。

仅在取食后 72 h 降

解作用有所降低
,

为对照组的 75
.

45 %
。

3 讨论

20 世纪 50 年代 iB kr 等发现含有大豆胰蛋白酶抑制素的大豆浸提物可抑制赤拟谷盗

幼虫的生长
,

珑 lde lsr 〕等 1987 年 首次证实了转蛋白酶抑制素基因植物的抗虫作用
。

目前
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转基因棉对棉铃虫幼虫生长及中肠蛋白酶活性的影响

表 3 取食转 A P I 基因棉对棉铃虫中肠胰凝乳蛋白酶活性的影响
r

fs hl e 3 l r诅u e
nc

e
on ht e ac it vi yt of e

h , 拍娜 , i-n il ke
e l u卿 I l le in H

.

~ 管叭之
砍

e r

fe司 il唱 AP I
~ 廿朗罗 in

o c o tt o n 禅asnt
处理

肠洲
刁 h l l闷 It

取食时间 ( h)

iTme of of司 i n g

活性单位 ( O D八 5~ )

A e t ivi yt um t

酶相对活性

Re l a tive
a e it vi yt

487224转 A卫 1基因棉

A卫1
一

antr
s罗 111。 印 t t o n 禅田 n s

对照 C K

0
.

22 73土 0
.

03 3 1

0
.

17 05 士 0
.

0 20 7

0
.

10 87 士 0
.

0 25 3

0
.

2翻 7 士 0
.

0 17 5

85
.

87

64
.

6 1

4 1
.

14

100
.

00

表 4 取食转 A F叹棉对棉铃虫中肠弱碱性类胰蛋白酶活力的影响

Tal 〕 le 4 11诅 t l e

cen on het
a e
it
v
i yt

fe翻 gn

of low al k al ien 娜哪 i-n il ke
e l拐 yn 祀 of H

.

阴
刀盈
群 m 曲

e r

on Ap l
一廿田拐 ge in

o c o tt仪 l p lan ts

处理

T此 a n n e n t

取食时间 ( h)

iTme of fe欣 111 19

活性单位 ( o D/ 巧 ~ )

A e l l行 yt 画 t

酶相对活性

Re lat ive ac it vi t y

244872转 AP I基因棉

AP I
~ t n双 l哭笋 l li c co t t o n Plan t s

对照 C K

0
.

254 7 士 0
.

02 83

0
.

26 8 1
士 0

.

03 8 1

0
.

19 76 士 0
.

03 67

0
.

26 19
土 0

.

胆 4 8

97
.

25

100
.

00

75
.

45

100
.

00

已转人植物中的蛋白酶抑制剂基因有 10 余种
,

主要来 自大豆
、

更豆和马铃薯
,

比较成功的

受体植物包括烟草
、

棉花
、

毛白杨等 〔̀ 〕
。

本试验用转慈姑蛋白酶抑制剂 ( Ap l )基因棉喂饲

棉铃虫幼虫的试验结果表明
:
转 AP I基因棉对棉铃虫幼虫有明显的拒食作用

,

而且取食转

基因棉使棉铃虫生长明显受到抑制
,

进一步证明了转 AP I基因棉具有抗虫效果
。

关于蛋白酶抑制素对昆虫体内消化蛋 白酶的影响国内外进行了大量的研究
。

B or ad
-

way 9[] 等的研究表明
,

棉铃虫和甜菜夜蛾在长期取食大豆胰蛋白酶抑制素后
,

中肠类胰蛋

白酶的活性明显增高
,

并由此推论蛋白酶抑制素对昆虫的作用是由于诱导类胰蛋白酶的

过量产生从而造成一些重要营养物缺乏所致
。

而王深柱等 v[] 199 5 年研究结果认为
:
蛋白

酶抑制素对昆虫的作用方式在于影响多种蛋白酶的活性
,

如强碱性类胰蛋白酶的活性降

低
,

而弱碱性类胰蛋白酶的活力反而提高
,

最终破坏昆虫消化过程中重要蛋白酶的协调

性
,

导致昆虫生长受阻
。

本试验结果表明
:
取食转 Ap l 基因棉对棉铃虫中肠强碱性类胰蛋

白酶和类胰凝乳蛋白酶活性具有抑制作用
。

由此可 以初步推断转 AP I基因棉的抗虫机

制
,

即取食后生长受明显抑制的棉铃虫幼虫
,

蛋白酶活性下降
,

引起昆虫对食物中的蛋白

质消化障碍
,

并影响昆虫进一步摄食
,

破坏昆虫营养吸收与平衡
,

干扰昆虫生长
,

最终导致

昆虫死亡
。

试验中也可以看到部分试虫在用转基因棉叶饲喂过程中
,

生长始终未受到明

显影响
,

部分在前期取食受到抑制的试虫
,

在恢复用非转基因棉叶饲喂后
,

可基本恢复正

常生长
。

这种现象一方面可能与转基因棉的抗虫表达有关
,

另一方面也反应出试虫对转

AP I基因棉的耐受性可能存在较大的差异
。

揭示这些差异
,

对深人认识蛋白酶抑制素的

作用机制和开展利用方面的研究均具有重要意义
。
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