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① 抗草铵膦转基因作物及其生物安全性研究进展

张宏军　倪汉文3 　周志强　江树人
(中国农业大学,北京 100094)

摘　要　抗草铵膦转基因作物一般可以承受 2. 0 kgõhm - 2有效量以下的剂量,而只要 1. 0 kgõhm - 2就可以得

到很好的杂草防效。其抗性的稳定性受到环境因子、载体构建和抗性基因导入方法等因素的影响; 抗性基因

可以通过花粉漂移;抗性作物与原受体在没有草铵膦作用下有一定的差异。虽然大量文献报道抗草铵膦转基

因作物对周围的生态群落没有影响,但也发现草铵膦可以致毛虫死亡。抗草铵膦转基因作物的安全性问题具

有长期性、复杂性和不可预见性。在应用抗除草剂作物时,应特别注意其抗性稳定性,将之纳入杂草综合治理

体系中。
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M ajor Progress on B iosafety of Glufos ina te Resistan t
Tran sgen ic Crops
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Abstract　Evaluat ing b io safety of t ran sgen ic herb icide resistan t crop s is impo rtan t, as th is

techn ique gets mo re and mo re popu lar in the in tegra ted w eed con tro l p rogram. In genera l,

the m ax im um capacity of t ran sgen ic g lufo sinate resistan t crop s to to lera te g lufo sinate w as at

2. 0 kg (a. i. )õhm - 2, and app lica t ion of 1. 0 kg (a. i. )õhm - 2 w ou ld have a good eff icacy.

How ever, the resistan t stab ility of the tran sgen ic crop s m igh t d iffer as environm en ta l fac2
to rs, t ran sfo rm at ion m ethods of resistan t genes, and con struct ion of exp ression vecto rs var2
ied. T here w ere also certa in varia t ion s betw een tran sgen ic crop s and o rig inal paren ts. H erb i2
cide resistan t genes cou ld drif t by po llen movem en t. A lthough m any repo rts demon stra ted

that t ran sgen ic g lufo sinate resistan t crop s had no effects on o ther o rgan ism s, there w as evi2
dence show ed that g lufo sinate residue on p lan t leaves cou ld k ill ca terp illa r. T hu s, the evalu2
at ion of b io safety of g lufo sinate resistan t t ran sgen ic co rp s w as a comp lica ted m atter, and

w ou ld be a long2term task. It is, therefo re, necessary to pay mo re at ten t ion to the resistan t

stab ility of the tran sgen ic crop s and th is m ethod cou ld on ly be con sidered as one of the effec2
t ive techn iques in the in tegra ted w eed con tro l p rogram.

Key words　herb icide resistan t t ran sgen ic crop s; g lufo sinate; b io safety

当今世界杂草的抗药性不断出现和发展,除草剂新品种的开发成本不断增加,环境要求也

越来越高。农药公司为了增加其产品的市场份额而不断研究开发抗除草剂转基因作物品种。抗
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除草剂转基因作物因有很大优势陆续得到商品化推广,大面积种植。但是出于环境安全等考

虑,国内外的科研机构围绕抗除草剂转基因作物的安全性方面开展了广泛、深入研究。

草铵膦 (Glufo sinate)是德国艾格福公司 (A grEvo)开发的有机磷类广谱灭生性除草剂。

其作用靶标是植物的谷氨酰胺合成酶 (GS) ,通过抑制此酶,导致氮代谢紊乱和氨的过量积累

造成中毒,叶绿体破坏。科学家分别从潮霉菌的菌株 S trep tom y ces hy g roscop icus中分离得到

ba r 基因和从菌株S. v irid och rom og enes分离得到 p a t基因。这 2个基因具有 80%的同源性,都

可以编码草铵膦乙酰化酶 (pho sph ino th ricin acetylt ran sferase) ,而该酶可以使草铵膦乙酰化

而失活。艾格福公司先后将抗性基因导入作物,从而选育出多种抗草铵膦转基因作物品种。如

抗草铵膦大豆、玉米、油菜、甜菜、棉花与水稻等[1～ 4 ]。中国农科院水稻所也培育出抗草铵膦的

转基因水稻,抗性表现稳定,现正进行安全性评价工作。

1　抗性作物耐药性、除草效果及与其他农化制剂的互作

1. 1　抗性作物的耐药性和杂草防效

抗草铵膦转基因作物的耐药性和杂草防效研究较多。K ran sz等在田间评价了一次和连续

多次使用草铵膦对抗草铵膦玉米的安全性和对一年生杂草的防除情况。草铵膦 (0. 4～ 1. 2 kgõ
hm - 2)对玉米有一定伤害但不影响产量[5, 6 ]; 连续多次喷施明显好于一次喷施的药效且发现其

分别与烟嘧磺隆或溴苯腈混用,也不影响玉米株高和产量[7 ]。抗草铵膦转基因苜蓿田喷施草铵

膦的除草效果很好,虽然苜蓿叶片中叶绿体含量显著降低[8 ] ,但对产量没有显著影响。

高剂量的草铵膦对抗性转基因作物药害较轻,而且统计表明对最终产量没有显著影响。抗

性作物的安全剂量范围一般可以达到 2. 0 kgõhm - 2,而 0. 5～ 1. 0 kgõhm - 2的剂量就可以保证

除草效果。草铵膦抗性作物的耐药性和杂草防效方面的研究很多,但其他除草剂对转基因作物

的耐药性,及其他除草剂等农化物质与草铵膦混用等研究还很少。

1. 2　草铵膦与其他农化制剂的互作

人们担心草铵膦的作用靶标单一, 在抗性作物连作时容易诱导杂草产生抗性,而且如果

转基因作物的抗性基因漂移到杂草上就可能产生超级杂草。于是开始研究草铵膦与其他农化

制剂的互作,期望降低这些风险,并提高草铵膦的吸收和传导,提高药效,节约成本等。

草铵膦中只要添加硫酸铵 20 gõL - 1, 就可以显著提高对稗草、狗尾草和苘麻等杂草的防

效,但是对藜和苋菜防效不理想[9 ]。同位素标记研究发现,硫酸铵可以促进草铵膦的吸收和传

导[9 ]。草铵膦与莠去津混用时杂草防效很差[10 ] ,而与吡氟禾草灵混用的药效很好[11 ]。在抗草铵

膦作物田 (油菜、甜菜、玉米) ,草铵膦混用比草铵膦单用药效好[11 ]。草铵膦与其他部分除草剂

混用可提高除草效果,但有些混配组合也增加了药害。草铵膦 2. 2 kgõhm - 2单用对抗性水稻的

药害最轻只达 6%～ 13% ,与三氟羧草醚混用对水稻植株的药害达到 22% ,与乙氯草定混用对

水稻的药害最严重,达到 59%～ 76%。草铵膦与三氟羧草醚混用对杂草红稻的防效最好,可以

达到 92% , 而且比单用草铵膦, 降低红稻株高 16%、缩短籽粒成熟期 31% , 降低百粒重

24% [12, 13 ]。

2　抗性稳定性

2. 1　环境因子的影响

环境条件的改变尤其是温度和光强的改变,能够影响转基因植物抗性的表达。例如,可以

使白色的突变体呈现红色的玉米A 1基因在导入牵牛花后,可以正常表达,但是在给予强光处
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理并且将温度升高到 36 ℃时,则转入的A 1基因会部分或全部沉默,不表现红色性状。如果没

有强光协同处理,即使将温度升高到 48 ℃,基因沉默的比例也只能达到 5% ,这充分说明强光

跟温度协同作用可导致基因A 1沉默[14 ]。温度并不是导致A 1基因沉默的主要环境因子。但是

对于抗草铵膦转基因的作物来讲,温度胁迫是一个重要因子。一些学者研究了高温对转基因作

物基因表达的影响。微生物 (P hotinus py ra lis)中的荧光素酶基因导入烟草中,在常温下可以正

常表达,但是只要在 37 ℃下培养此转基因植物 10 d,导入的基因就全部沉默; 尽管荧光素酶

基因对应的信使RNA 含量增加了,却没有表达; 而且温度胁迫下的基因沉默是可逆的过程,

把温度下降到常温时,该基因恢复表达[14 ]。高温可诱导抗草铵膦苜蓿和烟草的细胞丧失抗

性[15 ]。在将抗草铵膦的 p a t基因导入紫花苜蓿作为标记基因过程中,将草铵膦加入培养液进

行细胞悬浮培养,具有稳定的抗性; 但是在不同温度 37 ℃和 25 ℃下培养比较, 抗性很不稳

定。37 ℃时,只连续培养了 10 d 就有 95%的细胞失去了抗性,对这些细胞进行的基因检测发

现, p a t基因稳定存在,但是靶标酶2谷氨酰胺合成酶完全失去活性[16 ]。在田间种植转基因抗除

草剂作物 (水稻和马铃薯)时,发生代谢紊乱[17 ]。

水层深度和遮荫程度对抗性水稻生长影响的研究说明随着水层深度增加,遮荫程度增加,

并随氮肥用量减少,水稻的生长明显受到抑制,并且对除草剂的抗性明显降低。但是抗性降低

的具体原因仍然不清楚。

温度等环境因子导致基因沉默的机理还不清楚。是环境因子造成抗性基因的丢失,还是使

之不能转录? 是在表达的过程中出现了问题,还是虽能正常表达但靶标酶失活? 究竟环境因子

启动了哪个信号导致这样的结果,有待于深入研究。

2. 2　导入方法及载体构建的影响

用基因枪法将 ba r和 p a t抗除草剂基因导入水稻成熟种子胚培养的愈伤组织中,可以得

到 5%的高转化率,在田间 3代的抗性稳定性评价发现,在第 3代有一定比例的抗性分离[18 ]。

研究指出温度胁迫造成的基因沉默与基因DNA 序列无关,而与导入基因时连接的启动

子和终止子的类型有关。研究温度胁迫下烟草草铵膦的对抗性时,把微生物中克隆的p a t41基

因连接在 832个碱基的CaM V 35s启动子后,导入植物中,抗性正常表达,但在经过 10 d 连续

37 ℃培养完全丧失了对草铵膦的抗性,无论是靶标酶的活性,还是 p a t41 基因对应的蛋白都

检测不到; 相比之下, p a ts基因连接了具有 534个碱基的CaM V 35s启动子,将其导入植物,表

现出正常的抗性。而且在温度胁迫下保持了稳定的抗性。序列比较发现, p a t41基因编码区富

含腺嘌呤和鸟嘌呤,而 p a ts基因编码区富含胞嘧啶和胸腺嘧啶。但同样是 p a ts基因 5′- 3′和

3′- 5′不同顺序导入植物,只是 5′- 3′序列导入后,植物对温度胁迫仍具有稳定抗性。为了深

入研究转基因植物抗性稳定性的表达,一些学者还采用不同的载体构建,来研究不同载体在连

接目的基因之后,再将之导入植物后的抗性稳定性[19 ]。M cCabe等采用从病毒中得到的CaM V

启动子和从菜豆中得到的 p etE 启动子分别连接上抗除草剂草铵膦的 ba r基因后导入苜蓿中。

研究发现这 2 种载体的导入结果差异非常显著。用CaM V 启动子导入的苜蓿在 T 0 代只有

2. 5%的抗性比例, T 1 代为 16% , T 2 代为 22% , T 3 代达到 11%。而用 p etE 启动子导入的苜蓿

抗性比例非常大, 在 T 0 代就有 97%的抗性比例, T 1 代有 63% , 在 T 2 代有 83% , T 3 代达到

99%。基因分析结果也发现用 p etE 启动子导入的苜蓿具有更加稳定的抗性[20 ]。

在转基因过程中,不同的载体构建对转化率也有影响。抗草铵膦芥子的转基因过程中, 启

动子采用CaM V 35s和 35sdeba r。结果启动子的转化率分别为 23%和 16% [21 ]。
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3　抗草铵膦转基因作物与原受体之间的差异

很多人从转基因抗除草剂作物问世以来,就一直寻找抗除草剂品种与原受体的差异和区
别。但是现在除了抗除草剂这一特性外,人们还没有其他明显证据[22 ]。所以一些生物学家也认

为,抗性基因的导入,除了使原受体具有除草剂抗性外,不会有任何影响。然而实际工作中,人

们不断发现二者的差异。抗性最先发生在杂草上,于是人们研究了杂草抗性和对应敏感型的表

现。如抗莠去津的杂草在没有莠去津的压力作用下,抗性型不如敏感型的竞争力强[23～ 25 ]。基于

一些相应的研究结果,科学家推测,在没有除草剂高压选择之下,抗性型仍然要合成抗性蛋白

酶,这样就消耗了大量的能量,所以其生长不如敏感型竞争力强。对于抗除草剂的作物而言,我

们可以比较抗性品种与原受体之间竞争力的差异。O ard 等利用基因枪法将 ba r基因导入已经

商品化的 3个水稻品种。对转基因后的材料进行DNA 和RNA 检测表明, ba r基因整合到水稻

的DNA 中,可以稳定遗传和表达,并表现了很好的抗性。在水稻 4叶期,喷施 2. 12或 2. 24 kgõ
hm - 2的草铵膦对转基因品种不造成任何伤害,而原受体亲本在 7 d 之内就会被完全杀死。但

是在 1993—1994年田间评价过程中,却发现了一些新问题; 转基因抗草铵膦水稻与原受体亲

本比较可以正常受精,产生成熟的种子,但是在没有草铵膦作用下,转基因抗草铵膦水稻生育

期延迟。原受体已经有 50%抽穗,而转基因品种只有 20%抽穗,而且株高和产量都有不同程度

的差异[26 ]。O ard 等田间评价发现抗草铵膦水稻与原受体亲本比较,在没有草铵膦作用下,二
者株高和成熟期等方面存在显著差异[27 ]。

4　抗性基因漂移

抗除草剂转基因植物的基因漂移问题自从转基因植物问世以来,科学家就开始了对其讨

论、争执和验证。Bartsch 等研究了转基因抗除草剂草铵膦的甜菜与野生种进行人工杂交,研究

抗性基因通过花粉飘移的可能性,发现抗性基因可以通过花粉而漂移。一些学者还在田间研究

了抗草铵膦转基因芸薹与其近源野生杂草杂交的可育性,得到了同样的结论[28～ 33 ]。对抗草铵

膦小麦与野生山羊草 (A eg ilop s cy lind rica )杂交种进行的研究发现杂种可以在田间自发地与

野生山羊草回交。Su ja tha 等研究了抗除草剂草铵膦转基因水稻和杂草红稻杂交的可能性。试

验证实抗性基因完全可以从抗性水稻漂移到杂草红稻,其杂交的 F 1 代可以耐受2. 2 kgõhm - 2

的草铵膦;而在 F 2 代抗性发生了分离,抗性和敏感的比例为 3∶1[34 ]。林鸿生等通过试验也证

实抗草铵膦水稻的抗性基因可以随花粉漂移,在 3 m 以内的同种非抗性水稻上就可以检测到

一定比例的 ba r基因[35 ]。由此表明,经过不断的回交, 转基因作物中的外源基因可进入野生亲

缘种的遗传背景。

5　加速抗性杂草发生

目前,在世界范围内,由于长期大量使用除草剂,已在 171种杂草中发现 231种抗性生物

型对各类除草剂产生了抗药性,给杂草防除带来了很大障碍。在管理不善情况下,种植抗除草

剂作物会增加除草剂的用量,而且连续多年种植,进一步加速杂草抗药性的产生。通过合理轮

换作物种类或品种,采用综合的杂草防治措施等,可有效防止或延缓抗药性杂草的产生[36 ]。

6　环境安全性

统计发现,种植抗除草剂甜菜可以减少除草剂的用量,更有益于环境安全[37 ] ,种植抗除草
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剂转基因作物,把需要大量土壤处理的除草剂都改为茎叶处理,显著降低了施入到环境中除草

剂的总量[38 ]。在抗草铵膦玉米周围的缓冲区种植了抗草铵膦转基因玉米而且连续多次使用草

铵膦,大量调查都说明,缓冲区内及周围的生物种群及组成等未发现有任何异常[39 ]。另一周边

调查也说明:蝴蝶、腹足纲动物、节肢纲动物的生长、繁殖情况未发现异常。王茵等采用抗草铵

膦水稻的稻米喂养小鼠和大鼠来评价转基因水稻的毒性,发现抗草铵膦稻米对小鼠和大鼠没

有致畸、致突变作用[40 ]。

许多科学家和公众都担心抗除草剂作物的种植会影响生物多样性,但是目前还没有证据

表明抗除草剂作物种植影响了其他生物生长、发育,或繁殖[41 ]。可是最近一项研究表明: 抗草

铵膦水稻在喷施一定量 (100 Λgö叶)的草铵膦后,导致喂养毛虫的死亡,作者分析,草铵膦的作

用靶标是谷氨酰胺合成酶 (GS) ,而昆虫和动物体内也有这个参与氮代谢的酶; 在检测毛虫的

谷氨酰胺合成酶活性之后,证实草铵膦抑制GS的活性,影响毛虫氮代谢而导致死亡[42 ]。最近

又有研究发现草铵膦具有杀菌活性[43 ]。可由此推测抗草铵膦转基因作物种植过程中随着草铵

膦的不断施用,可能会对周边区域的生物造成影响,这就需要我们对抗除草剂转基因作物进行

持续监测和研究。

7　结　语

草铵膦是广谱灭生性除草剂。如果在使用过程中,抗性基因沉默,或表达量低,将会引起极

大的损失,所以安全性应以其抗性稳定性为核心。环境因素的变化导致抗性沉默,那么哪些环

境因子,多大的强度可以导致抗性沉默? 这些因子之间有什么关系? 抗性基因沉默的机理是什

么? 如何避免其发生? 如果发生,如何补救? 这些都是与生产紧密相关的课题。

草铵膦对抗除草剂种植区周边的生物群落的发生,发展是否有影响? 有多大的影响? 这对

于生态的可持续发展意义重大而深远。抗性基因如果真的发生漂移的话,人们一直担心会出现

超级杂草。而且现有的一些研究表明,抗性基因可以通过抗性品种与近源野生种杂交而发生漂

移。那么我们在研究抗性基因漂移的具体证据的时候,是否也应该考虑如何消除这方面的威

胁,以及威胁发生之后的补救措施。

为了充分利用抗除草剂转基因作物,防止应用后可能发生的危害,我们应将抗除草剂转基

因作物纳入杂草综合治理,而不是完全依赖它来防除杂草,从而避免抗性杂草的发生,降低其

负面影响。抗除草剂转基因作物有很多优点,但像其他转基因作物一样,其生物安全性问题具

有长期性、复杂性和不可预见性。因此,我们必须持积极、谨慎的态度,以保证该项新技术发挥

作用,又不至于给我们的经济和环境造成影响。
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