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① 抗虫内生工程菌对亚洲玉米螟的杀虫效果
及其在植株体内的动态变化

段灿星3 　张青文　徐 静　熊延坤　周明　
(中国农业大学 植物保护学院, 北京 100094)

摘　要　利用 3 株转B t cry 1A (c) 基因的抗虫工程菌, 对亚洲玉米螟O strin ia f u rnaca lis 进行离体生物测定。

结果表明: 在相同浓度下, 工程菌对玉米螟的杀虫活性均高于 B t 野生菌株; 幼虫死亡率与浓度呈正相关, 体

重、体长与浓度呈负相关; 工程菌 R PT 40、R PT 50、R PT 55 和野生型B t 菌株HD 273 对玉米螟的L C 50值分别为

71. 26, 36. 33, 84. 71 和 172. 36 Λgõg- 1。在以R PT 50 注射接种的活体生测中, 处理株对玉米螟具有明显的抗

性, 虫体重减轻 24. 5%～ 52. 3% , 体长降低 22. 6%～ 64. 6%。工程菌R PT 50 接种玉米 10 d 后, 玉米体内菌量

逐步增多, 20 d 后菌量迅速增加, 30 d 左右达到最高峰, 根、茎、叶中的菌量分别达 3. 7×106, 3. 0×106, 1. 3×

106 cfuõg- 1; 此后开始回落, 50 d 后趋于稳定; 60 d 后根、茎、叶中的菌量约保持在 4. 0×105, 3. 5×105, 7. 0

×104 cfuõg- 1的水平。该菌在玉米根、茎中的分布量明显高于叶片。
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Endophytic Eng ineered Bacter ia l In sectic ida l Activ ity to A sian
Corn Borer and D ynam ica l D istr ibution in Corn Plan t

D uan Canx ing　Zhang Q ingw en　Xu J ing　X iong Yankun　Cheo M ingtsang
(Co llege of P lan t P ro tection, Ch ina A gricu ltu ral U niversity, Beijing 100094, Ch ina)

Abstract　T he in sect icidal act ivity of th ree engineered bacteria st ra in s w ith B t cry 1A (c) gene
to larvae of A sian co rn bo rer, O sty in ia f u rnaca lis, w as tested in v itor. R esu lts ob ta ined
demon stra ted that the engineered sta in s of R PT 40, R PT 50 and R PT 55 had a h igher in sect i2
cidal act ivity to the co rn bo rer than B t HD 273, a w ild B t st ra in. L arval mo rta lity w as po si2
t ively, w h ile larval w eigh t and length w as negat ively co rrela ted to concen tra t ion of the bacte2
ria. L C 50 to larval co rn bo rer fo r sta in s of R PT 40, R PT 50, R PT 55 and HD 273 w as 71. 26,
36. 33, 84. 71 and 172. 36 Λgõ Λg- 1 respect ively A co rn p lan t in jected w ith R PT 50 also
show ed an obviou s resistance to the co rn bo rer. W eigh t and length of living larvae w ere reduced
by 24. 5%～ 52. 3% and 22. 6%～ 64. 6% , respect ively. T he bacteria num ber of R PT 50 in2
creased gradually w ith in 20 days after inocu la t ion (DA I) , and at ta ined a peak app rox im ately
at 30 DA I, w hen the num ber of bacteria in roo t, sta lk and leaf w as 3. 7×106, 3. 0×106, 1. 3
×106 cfuõg- 1, respect ively. Since then, the bacteria l num ber w as decreased and tended to be
stab le a t 50 DA I. T here w ere app rox im ately 4. 0×105, 3. 5×105 and 7. 0×104 cufõg- 1 in the
roo t, sta lk, and leaf a t 60 DA I. Based on these resu lts, it seem ed clear that the dist ribu t ion
of R PT 50 in the roo t and sta lk w as strik ingly h igher than that in the leaf of co rn p lan t.
Key words　engineered bacterium ; A sian co rn bo rer; in sect icidal act ivity; P seud om onas f lu2
orescens
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　　亚洲玉米螟 (简称玉米螟)O strin ia f u rnaca lis Guenée 是影响玉米产量和品质的重要害

虫, 对玉米生产威胁很大。在玉米螟防治中由于长期大量施用化学农药, 污染了环境、杀伤了天

敌、增强了害虫的抗药性, 影响了农业的可持续发展。因此, 生物制剂的开发和应用越来越受重

视。近年以植物内生菌为载体菌, 用DNA 重组技术将B t 毒素基因转入内生菌体内, 构建抗虫

内生工程菌, 逐步成为生物制剂领域的热点[1 ]。

荧光假单胞菌是植物根围常见的有益细菌, 许多菌株有防病增产作用[2 ]。将B t 毒素基因

转入荧光假单胞菌中[3, 4 ] , 产生的杀虫晶体蛋白对烟草天蛾、玉米螟、小菜蛾等的幼虫具有显著

的毒杀作用。本研究室从 1990 年开始对植物内生工程菌的研究做了大量工作, 构建了棉

花[5, 6 ]、水稻[7 ]、玉米[8 ]等内生抗虫工程菌; 以转座子m in i2T n5 为介导, 将B t cry 1A (c) 基因整

合到了荧光假单胞菌 P30321 的染色体上, 构建的工程菌R PT 40、R PT 50、R PT 55 等通过酶切

分析、PCR 扩增、Sou thern 杂交、SD S2PA GE 电泳鉴定、EL ISA 检测后, 证实上述重组菌株中

均含有B t cry 1A (c) 基因并能产生约 133 kD 的原毒素, 但对于其在离体和活体条件下对靶标

生物的毒力尚未详细报道。为了加速工程菌的应用进程, 笔者现对玉米螟的生物测定结果进行

报道。

1　材料与方法

1. 1　材料

供试虫源: 玉米螟 2 龄幼虫、玉米螟卵块, 由中国农科院植保所提供。

供试菌株: 工程菌株R PT 40、R T P50、R PT 55 [9 ]和B t 野生菌株HD 273, 由本室提供。

1. 2　生物测定方法

发酵液的培养和孢晶制剂的制备参照冯书亮等[10, 11 ]的方法。

1. 2. 1　室内离体杀虫效果测定　用盐酸调整发酵液为 pH 7. 0 左右, 5 000 g 离心 10 m in, 收

集菌体沉淀, 悬浮在 0. 1～ 0. 05 体积的 5% 乳糖溶液中, 振荡 30 m in, 加入 4 倍体积丙酮, 摇动

20 m in, 离心去上清, 再用少量丙酮悬浮, 振动 20 m in, 离心沉淀, 重复 3 次, 将所得沉淀 (孢晶

制剂)风干, 用 PBS 缓冲液 (N aC l 0. 85%、K 2H PO 4 0. 6 %、KH 2PO 4 0. 3%、吐温 0. 001% ) 按梯

度稀释到指定浓度, 拌入玉米螟的人工饲料中[8, 10, 13 ] , 使孢晶制剂的浓度分别为 500, 250, 125,

62. 5 和 31. 25 Λgõg- 1, 以未转入毒素基因的 P30321 和 PBS (空白处理) 为对照, 对玉米螟 2 龄

幼虫进行毒力测定, 每个浓度处理试虫 30 头, 27 ℃下饲养, 光暗比为 16ö8 h, 48 h 后统计死

亡虫数, 连续观察到第 7 天, 并测存活幼虫的体长和体重。

1. 2. 2　活体杀虫效果测定　以上述杀虫效果较好的菌株R PT 50 做进一步研究, 将玉米感虫

品种郑 518 种植在温室中 4 周后, 用 5 种浓度 (5. 0, 5. 0×10- 1, 5. 0×10- 2, 5. 0×10- 3, 5. 0×

10- 4 ΛgõmL - 1) 的R PT 50 菌剂注射接种幼茎, 各浓度接种 20 株, 对照用 PBS 注射。接种 2 周

后, 约在玉米心叶中期将黑头期玉米螟卵块接于心叶丛中, 每株接卵 2 块 (约 60 粒) , 4 周后调

查玉米螟为害食叶级别, 按国际通用的玉米抗螟性 9 级分级标准进行抗性评价[12 ]。

1. 3　抗虫工程菌在玉米植株体内动态变化研究

以工程菌R PT 50 (浓度 5. 0×10- 2 ΛgõmL - 1) 处理的玉米株为研究对象, 在注射接种 10,

20, 30, 40, 50, 60 d 后取植株的根、茎、叶 (心叶或顶叶)进行分离, 方法参照文献[ 13 ]。取 1 g 鲜

组织, 冲洗后置于 70% 的酒精中浸 2 m in, 再用 0. 5% 的次氯酸钠溶液 (含 0. 05% T ritonX2
100)处理 3～ 10 m in, 无菌水冲洗 3 次, 吸干, 置于灭菌的研钵中, 加 9 mL 无菌水研磨, 取上清
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液稀释。将稀释液接入直径 9 cm 的单抗LB (基本成分: N aC l 10 gõL - 1, 酵母提取物 5 gõL - 1,

胰蛋白胨 10 gõL - 1, pH 7. 5, 利福平 100 ΛgõL - 1)与双抗LB (N aC l 10 gõL - 1, 酵母提取物 5 gõ

L - 1, 胰蛋白胨 10 gõL - 1, pH 7. 5, 利福平 100 ΛgõL - 1, 四环素 10 ΛgõL - 1 ) 平板上, 每皿

0. 1 mL , 均匀涂布, 每个处理接 3 皿, 重复 3 次; 28 ℃暗培养 24 h, 统计菌落数。

2　结果与分析

2. 1　室内离体杀虫效果测定

用工程菌R PT 40、R PT 50、R PT 55 和野生菌HD 273 感染的饲料饲养玉米螟 2 龄幼虫, 第

7 天幼虫死亡率分别为 80. 0% , 90. 0% , 76. 7% 和 70. 0% , 死亡率与浓度呈正相关, 体重、体长

与浓度呈负相关; 对照 P30321 和空白 (PBS) 处理的玉米螟死亡率分别为 16. 7 % 和 13. 3 %

(图 1) , 且发育良好。R PT 40、R PT 50、R PT 55 和HD 273 的L C 50值分别为 71. 26, 36. 33, 84. 71

和 172. 36 Λgõg - 1, 各菌株的毒力回归方程和相关系数 (表 1) 均表明工程菌对玉米螟幼虫具有

显著的杀虫活性。

图 1　工程菌与对照菌株的浓度对玉米螟的杀虫效果的影响
　

表 1　离体生测中各菌株L C50值

菌 株 相关系数 (r) 回归方程式 (Y = ) L C 50ö(Λgõg- 1)

R PT 40 0. 991 2 3. 243 8+ 0. 947 8X 71. 26±6. 96

R PT 50 0. 993 6 3. 435 4+ 1. 002 8X 36. 33±3. 98

R PT 55 0. 990 6 3. 071 0+ 1. 000 6X 84. 71±7. 63

HD 273 0. 980 2 2. 520 1+ 1. 108 9X 172. 36±16. 98

　　从各菌株对玉米螟幼虫毒杀作用的统计分析结果 (表 2) 可以看出, 抗虫工程菌R PT 50 对

玉米螟幼虫的毒杀作用极显著地高于R PT 40 和R PT 55; R PT 40 和 R PT 55 的杀虫活性极显

著地高于野生菌株HD 273; HD 273 的杀虫活性极显著地高于 P30321; 而R PT 40 和R PT 55 之

间则无显著差异; 各菌株的不同浓度之间的杀虫活性均有极显著差异。

2. 2　活体杀虫效果测定

将 5 种不同浓度的工程菌R PT 50 菌剂注射入玉米茎秆后, 处理株表现出了从高抗到中抗

等不同程度的抗螟性, 而对照株均表现为感虫型。同时R PT 50 能抑制玉米螟的生长发育, 处理

株上玉米螟的体长和体重明显的低于对照株, 与对照相比, 虫体重减轻 24. 5%～ 52. 3% , 体长

降低 22. 6%～ 64. 6% (表 3)。
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表 2　离体生测中各菌株对玉米螟杀虫活性的D uncan’s 新复极差测验的多重比较

A 因素 (菌株) SSR 检验

菌　株
幼虫平均
死亡率ö%

显著性
(P = 0105)

显著性
(P = 0101)

B 因素 (浓度) SSR 检验

质量分数ö
(Λgõg- 1)

幼虫平均
死亡率ö%

显著性
(P = 0. 05)

显著性
(P = 0. 01)

RPT 50 71. 980 0±7. 023 7 a A 500 70. 016 7±6. 876 9 a A

RPT 40 64. 000 0±6. 630 2 b B 250 63. 333 3±6. 275 1 b B

RPT 55 62. 000 0±6. 187 9 b B 125 58. 333 3±5. 820 3 c C

HD 273 50. 000 0±5. 623 7 c C 62. 5 47. 766 7±4. 936 5 d D

P30321 14. 000 0±1. 738 6 d D 31. 25 36. 650 0±4. 057 6 e E

表 3　RPT50 菌剂处理的玉米植株对玉米螟的抗性指标 Λmo lõm - 2õs- 1

　　　指　标
质 量 浓 度ö(ΛgõmL - 1)

5. 0 5. 0×10- 1 5. 0×10- 2 5. 0×10- 3 5. 0×10- 4 CK

　　被害级数 1 1 3 5 6 8

　　抗性等级 高抗 高抗 抗 中抗 中抗 感虫

　　虫重减轻率ö% 52. 3 42. 5 35. 6 31. 8 24. 5 0

　　体长降低率ö% 64. 6 53. 8 43. 6 30. 7 22. 6 0

　注: 虫体重减轻率和体长降低率是指处理株上玉米螟体重、体长的平均值相对于对照株上的减轻或降低率。

2. 3　工程菌在玉米植株体内的动态变化

图 2　工程菌RPT50 在玉米各组织内的

动态变化曲线

抗虫工程菌R PT 50 注射接种后, 最初 20 d 内, 工程

菌在玉米植株体内的菌量增加较为缓慢; 20 d 后菌量迅

速增长, 约 30 d 左右达到高峰, 此时玉米根、茎、叶中的

菌量分别达 3. 7×106, 3. 0×106, 1. 3×106 cfuõg - 1。此后

菌量即开始回落, 50 d 后趋于稳定, 60 d 后根、茎、叶中

的菌量约保持在 4. 0×105, 3. 5×105, 7. 0×104 cfuõg- 1

的水平 (图 2)。由此可见, 工程菌R PT 50 注射接种玉米

后, 在根、茎中的分布明显多于叶中, 说明该菌在玉米根、

茎中定植力比在叶中强; 同时可看出, 控制玉米螟危害的

较好时期应为注射菌剂后的 20～ 40 d 之间。

3　讨　论

1) 抗虫工程菌的离体生测表明其对玉米螟具有显著的毒杀力, 其毒力均高于野生菌株B t

HD 273, 而工程菌的杀虫活性还可通过基因工程手段加以提高 (如构建更好的表达载体, 转入

2 个或多个不同的毒素基因等)。

2) 在注射接种的活体生测中, 表明工程菌R PT 50 能在玉米体内定植繁衍, 对玉米螟的危

害具有明显的抑制作用, 显示了利用该菌在生产上防治玉米螟的可能性和注射接种方法的有

效性。另外, 浸种和喷雾处理也是常用的接种方式, 但效果有待进一步检验。

3) 注射接种后, 工程菌在玉米根、茎、叶中的分布量有一定的差异, 这是由于荧光假单胞

菌本身是一种根际内生菌, 根部的微环境可能更有利于该菌的生长繁殖, 因而在根中的分布量

多于茎和叶, 茎、叶中的菌量不一致可能也是由于植株内部微环境不一样所致。

工程菌在玉米体植株体内的动态变化表现为先增加后降低, 原因是该菌能定植于植物体
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内, 随着植株的生长而不断繁殖扩增, 同时工程菌还受植物本身遗传调控的影响, 抗虫基因容

易丢失, 从而出现分化, 且分化率逐步增大[14 ] , 丢失了抗性基因的内生菌在抗性培养基上无法

存活, 因此, 从抗性培养基上长出的工程菌的菌量表现出先增加后降低的动态变化。

在以上工程菌的动态分布研究中, 只测定了其在玉米根、茎、叶中菌量变化情况, 对于幼嫩

雄穗 (1 代)、花丝、幼嫩籽粒 (2 代)等几个亚洲玉米螟喜食部位尚未进行试验。因此今后的工作

重点是对工程菌在这些部位的动态分布进行的研究, 以便进一步确定该菌的抗螟情况。
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