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转Cry1Ab-Ma基因玉米CM8101对
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摘 要：利用qRT-PCR和ELISA等方法测定转Cry1Ab-Ma基因玉米CM8101不同世代、不同组织目标基因表

达量，开展玉米螟室内和田间生测鉴定，评价转Cry1Ab-Ma基因玉米CM8101对亚洲玉米螟的抗性。结果表明，

Cry1Ab-Ma基因在CM8101各组织中均有表达，不同世代间目的基因的表达量无显著性差异，遗传稳定。室内生测

结果表明，转基因玉米CM8101各组织均对亚洲玉米螟具有显著的杀虫效果，不同世代间玉米螟的存活率均无显著

性差异。田间接虫鉴定结果表明，CM8101在T3、T4、T5世代的抗性等级均为1级，抗性水平为高抗。
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Abstract: qRT-PCR and ELISA methods were used to detect the Cry1Ab-Ma expression, and lab and field bio⁃
assay were applied to evaluate the insect resistance of transgenic Cry1Ab-Ma maize CM8101. The Cry1Ab-Ma

genes could be detected to express in all tested tissues in CM8101, and there was no significant difference among
different generations. Compared with non-transgenic maize Zheng 58, CM8101 showed significant insect resistance
to Ostrinia furnacalis in different tissues both in laboratory and field conditions. And no significant differences in
the survival rate of the Ostrinia furnacalis were observed in these tissues among different generations. The resistance
rate of CM8101 was detected to be Class 1 at each generation, showing high resistance level to Ostrinia furnacalis.
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玉米在国家粮食安全和国民经济发展中占有重

要地位。玉米螟是玉米田间生产的主要害虫，大发

生年减产可达 30%以上，培育抗虫玉米是解决该问

题的重要手段[1～4]。从 1990年首次获得正常结实的

转Bt基因玉米以来，迄今已有 40 余种转 Bt 基因玉

米事件被批准商业生产[5～8]。ISAAA组织统计，2017
年全球转基因玉米种植面积达 5 970万 hm2[9]。目

前，国际上转Bt基因抗虫玉米的发展趋势在选择基
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因上由单基因向多基因发展，性状表现上由单一性

状逐步向复合性状发展，不断扩大抗虫谱 [10，11]。孟

山都公司和陶氏益农合作研发出含有 8 个基因

(Cry2Ab、Cry1A. 105、Cry1 F、Cry3 Bv1、Cry34、Cry35

Ab1、cp4、bar)的转基因玉米 Smartstax TM，表现出 3 种

性状，其中，两种为抗虫性，一种为除草剂耐受性[12]。

沈志成等[13]分别将Cry1Ab/Cry2A和Cry1Ab/vip3DA转

入玉米自交系中，获得抗虫效果较好的转化体。浙

江大学 [14]自主研发出含 Cry1Ab、Cry2Aj基因玉米双

抗12-5，对黏虫、亚洲玉米螟具有较好抗性。

外源目的基因在受体自交系及杂交后代中能够

稳定表达以及功能效率有效性是转基因作物作为育

种材料进行利用的前提条件[15]。Du 等[16]通过田间生

测等手段鉴定转基因自交后代，表明Cry1C基因具

有遗传稳定性并一直保持较好的抗虫性。刘洋等[17]

通过对连续 3 代的转基因材料 HiII-NGc-1 进行

PCR、RT-PCR和试纸条的检测，结合除草剂和玉米

螟生测试验，获得了抗虫、抗除草剂双价转基因玉米

自交系。岳同卿等[18]利用目的蛋白表达量分析并结

合田间接虫鉴定方法，筛选出性状优良的转化体

B1-1和B1-7。孙红炜等 [19]通过ELISA方法测定转

基因玉米双抗 505-12-5中Cry1Ab蛋白的表达量，

同时进行玉米螟室内及田间生测，证明其具有显著

的抗虫效果。

中国农业科学院作物科学研究所采用将Cry1Ab

密码子优化等方法合成具有自主知识产权的抗虫基

因Cry1Ab-Ma，采用农杆菌介导法转入易于转化的

玉米杂交种HiⅡ中，通过回交转育获得了以郑58为
遗传背景的转基因玉米 CM8101[20]。本研究利用

qRT-PCR和ELISA等方法测定目的基因在不同生

育时期不同组织中的表达量，并对CM8101进行玉

米螟室内和田间生测，研究CM8101对亚洲玉米螟

的抗性，为抗虫转基因玉米新品种选育提供基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

转基因材料为转Cry1Ab-Ma基因的T3、T4、T5代

转基因玉米 CM8101，其中，T3、T4、T5代转基因玉米

CM8101分别为转化事件CM8101与郑58回交3代、

4代、5代并自交2代得到材料，对照材料为郑58，以
上材料均由中国农业科学院作物科学研究所提供。

转基因材料及对照种植于隔离条件严格的吉林省农

业科学院转基因植物环境安全评价基地，试验地周

围有高墙围绕，墙外有防护林带。所有材料均按常

规栽培管理，全生育期不喷施杀虫剂。

1.2 实验方法

1.2.1 Cry1Ab-Ma基因实时荧光定量PCR检测

参照Xie等 [21]的方法进行 RNA的提取、纯化、

cDNA的合成和 qRT-PCR 的表达分析。检测的组

织包括6个生育时期的9个组织样品：叶片、根、茎、

雄穗、花粉、花丝、苞叶、雌穗尖和子粒，相应的受体

对照同时进行取样和检测。Cry1Ab-Ma基因上、下

游引物分别为：5'- CGGAATCAAGCGATCAGC-3'和
5'-GTTCGCCGCCTGGACATA-3'。GAPDH为内参，

上、下游引物分别为：5'-TTGTCTCCTGCGACTTCA-
ACA-3'和5'-TGGTACCAGGAAATGAGCTTGAC-3'。
1.2.2 Cry1Ab-Ma蛋白含量检测

利用美国Agdia公司生产的Bt Cry1Ab/Ac ELI⁃
SA检测试剂盒检测转基因玉米中Cry1Ab-Ma蛋白

的含量。液氮研磨待测样品，称量0.1 g磨好的样品

加入 1 mL样品提取缓冲液。测量过程按说明书进

行操作和绘制标准曲线，所有样品的吸光度值均由

酶标仪(Biotek Synergy H1)读取。取样时期及检测部

位同1.2.1。
1.2.3 玉米螟室内及田间鉴定

试验所用亚洲玉米螟为吉林省农业科学院农业

生物技术研究所转基因植物环境安全研究课题组室

内饲养种群，植物材料为转基因玉米CM8101 T3、T4、

T5世代及对照郑58。室内生测分别采集心叶期内层

未展开心叶、抽雄期未展开雄穗、吐丝期苞叶内部花

丝、雌穗尖、灌浆末期子粒进行饲喂。从接虫后第1
天开始，每 2 d调查 1次幼虫存活状况，调查至第 7
天。田间抗性鉴定在心叶期和吐丝期分别接虫，每

小区接虫45株，3次重复。心叶期接虫第14天后调

查食叶级别，采用 9 级标准[22]，并根据食叶级别确定

心叶期抗螟性。花丝期接虫后，待收获时调查并记

录茎秆蛀孔数、孔道长度等。

1.3 数据处理

采用 Microsoft Excel 2007 对数据进行初步整

理，采用SPSS 23.0对调查数据进行方差分析和差异

显著性分析。

2 结果与分析

2.1 qRT-PCR检测

图 1分析结果显示，Cry1Ab-Ma基因在各检测

组织均有表达。在CM8101的 T5代转基因植株中，

叶片在6个取样时期中Cry1Ab-Ma基因的相对表达

量平均值为 26.68，随着玉米的生长，相对表达量呈

下降趋势。雌穗尖的相对表达量为40.56，雄穗的相

对表达量为48.67，花丝的相对表达水平为34.45，苞



2.2 ELISA检测

采用ELISA方法进行检测(图 2)。测定结果表

明，CM8101 转基玉米所测组织中均能检测到

Cry1Ab-Ma蛋白，叶片中含量最高，花粉中含量最

低。在T5代，在叶片中的含量随着植株生长发育呈

下降趋势，苗期时表达量最高。吐丝期时，在雌穗尖

中的表达量为 16.81 μg/g，在雄穗中的表达量为

18.01 μg/g，在花丝中表达量为10.08 μg/g，苞叶中的

表达量为9.19 μg/g，乳熟期子粒表达量为2.64 μg/g。
T3、T4、T5这 3个回交后代苗期(V3)时期的叶片组织，

Cry1Ab- Ma 蛋 白 含 量 分 别 为 32.80、31.18、
31.00 μg/g。3个世代的相对表达量经单因素方差分

析无显著性差异(P> 0.05)。

叶的相对表达量为32.22，乳熟期子粒的相对表达量

为2.40。Cry1Ab-Ma基因在吐丝期花粉的相对表达

水平最低，在根里的相对表达水平最高。郑58各时

期样品组织中均未检测到目的基因表达。

注：A图为不同时期叶片中Cry1Ab-Ma基因的表达水平；B图为不同组织中Cry1Ab-Ma基因的表达水平。

Note: A, Expression level of Cry1Ab-Ma in leaves at different stages; B, Expression level of Cry1Ab-Ma in different tissues.
图1 转基因玉米CM8101不同时期、不同组织Cry1Ab-Ma基因转录表达水平

Fig.1 Relative expression levels of Cry1Ab-Ma gene in nine tissues of CM8101 at different growth stages

注：A图为不同时期叶片中Cry1Ab-Ma蛋白含量；B图为不同组织中Cry1Ab-Ma蛋白含量。

Note: A, Cry1Ab-Ma protein expression in leaves at different stages ; B, Cry1Ab-Ma protein expression in different tissues.
图2 转基因玉米CM8101不同时期不同组织Cry1Ab-Ma蛋白的表达水平

Fig.2 Expression levels of Cry1Ab-Ma proteins in different tissues of transgenic maize CM8101 at different stages

2.3 室内玉米螟抗性鉴定

调查饲喂转基因玉米CM8101的心叶、雄穗、花

丝、雌穗穗尖、子粒部位在第1、3、5、7天后亚洲玉米

螟的存活率。调查结果表明，饲喂第3天时，亚洲玉

米螟的存活率显著降低，均达到30%左右；饲喂第7
天后亚洲玉米螟的存活率为 0(表 1)。在 5%显著水

平范围内，取食转基因玉米CM8101的心叶、雄穗、

花丝、雌穗穗尖、子粒的亚洲玉米螟初孵幼虫第7天
时的存活率均低于取食非转基因对照郑 58对应部

位的亚洲玉米螟幼虫的存活率，且存在显著性差

异。T3、T4、T5代转基因玉米CM8101的心叶、雄穗、

花丝、雌穗穗尖、子粒部位均对亚洲玉米螟具有较强

611期 张 爽等：转Cry1Ab-Ma基因玉米CM8101对亚洲玉米螟抗性研究
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杀虫效果，且抗虫效率稳定。

2.4 田间玉米螟抗性鉴定

2.4.1 心叶期抗虫性鉴定

人工接虫 14 d后逐株调查食叶级，叶级别划分

依据NY/T1248.5-2006的 9级分级标准。叶片危害

级别调查结果显示，T3、T4、T5这3个世代转基因玉米

CM8101对靶标害虫玉米螟有很好的控制作用，食

叶级别均为 1级，抗性水平为高抗。非转基因对照

郑58的食叶级别为8级，抗性水平为感。在5%显著

水平范围内，CM8101叶片危害级别显著低于非转

基因玉米郑58(表2)，且达显著差异水平。

2.4.2 吐丝期抗虫性鉴定

在收获前逐株剖秆调查蛀茎情况，记录活虫数、

隧道长度和驻孔数。依据农业部953号公告-10.1-
2007的玉米穗期玉米螟为害程度分级标准和穗期

对玉米螟抗性的评价标准，对照郑58的危害级别为

7级，抗性级别为感。分析结果显示，T3、T4、T5这3个
世代CM8101转基因品系为害级别均为1级，抗性级

别为高抗(表3)。转基因玉米调查的活虫数、隧道长

度和驻孔数均极显著低于非转基因对照。

表1 不同组织对亚洲玉米螟幼虫的杀虫效果

Table 1 Efficacy of different tissues against the Ostrinia furnacalis neonates

玉米组织

Maize tissues

心 叶

雄 穗

花 丝

穗 尖

子 粒

注：表中数据为平均值±标准误，同行中字母不同表示差异显著(P<0.05)。下表同。

Note: The data indicated by Mean ± SE, different letters within a line were significantly different(P<0.05). The same below.

取食时间(d)
Feeding time

1
3
5
7
1
3
5
7
1
3
5
7
1
3
5
7
1
3
5
7

幼虫存活率(%)
Survival rate of neonate larvae

郑58(CK)
100.00±0.00 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a

100.00±0.00 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a

100.00±0.00 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a

100.00±0.00 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a

100.00±0.00 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a
98.00±4.47 a

CM8101(T3)
88.00±5.83 bc
10.00±7.07 b
2.00±2.20 b
0.00±0.00 b

68.00±8.94 b
30.00±12.00 b
4.00±4.47 b
0.00±0.00 b

84.00±2.00 b
30.00±13.00 c
12.00±7.00 b
0.00±0.00 b

60.00±13.00 bc
34.00±12.00 bc
18.00±8.00 c
0.00±0.00 b

62.00±2.45 b
25.00±4.47 b
2.00±2.00 b
0.00±0.00 b

CM8101(T4)
70.00±7.07 b
14.00±5.48 b
0.00±0.00 b
0.00±0.00 b

54.00±13.00 b
12.00±8.00 b
2.00±1.25 b
0.00±0.00 b

78.00±4.47 b
58.00±8.37 b
8.00±8.37 b
0.00±0.00 b

66.00±8.94 b
30.00±10.00 b
2.00±4.47 b
0.00±0.00 b

60.00±2.45 b
32.00±5.83 b
2.00±2.00 b
0.00±0.00 b

CM8101(T5)
80.00±3.16 bc
12.00±3.74 b
10.00±3.16 b
0.00±0.00 b

68.00±2.00 b
12.00±5.48 b
4.00±2.45 b
0.00±0.00 b

46.00±2.45 c
22.00±2.00 c
6.00±2.45 b
0.00±0.00 b

48.00±2.00 c
14.00±2.45 b
4.00±2.45 b
0.00±0.00 b

64.00±4.47 b
24.00±2.45 b
4.00±2.45 b
0.00±0.00 b

表2 心叶期转基因玉米CM8101与非转基因玉米郑58被害级别及抗性水平

Table 2 Disease ratings and resistant levels of CM8101 and non-transgenic controls aganist
Ostrinia furnacalis in the field at whorl stage

材 料

Material
CM8101(T3)
CM8101(T4)
CM8101(T5)

郑58

食叶级别

Leaf feeding rating
1.0 a
1.0 a
1.0 a
8.0 a

虫害级别

Disease rating
1 a
1 a
1 a
7 b

抗性水平

Resistant level
高抗

高抗

高抗

感



3 结论与讨论

抗虫转基因玉米的Bt蛋白表达水平与其抗虫

性直接相关。龙丽坤等 [23]采用ELSIA方法，测定了

Mon89034的杂交后代Cry1A.105蛋白在苗期和心叶

期叶片、花丝、花粉、雌穗尖、茎髓以及乳熟期子粒中

的表达含量，结果表明，叶片中蛋白表达含量最高，在

16.20～30.82 μg/g。Nguyen等 [24]测定了转基因玉米

Mon810生长发育的 4个时期 5个部位的Cry1Ab蛋

白表达量，表明Cry1Ab蛋白在玉米乳熟末期的叶片

中表达量最高，在花粉中表达量最低。姜志磊等[25]

对 2个转Bt基因玉米株系进行了Bt蛋白含量的测

定，表明Bt蛋白在玉米各个部位以及各个发育时期

均表达，随着植株生长，Bt蛋白表达量逐渐减少。

在不同组织中Bt蛋白的表达量有显著性差异，叶片

中表达量最高，根、种子和花丝中较少。但也有一些

研究表明，Bt蛋白的表达量在吐丝期达到峰值，之

后呈下降趋势。含量随生育期的推移呈明显先上升

后下降趋势，而在茎秆、花粉和子粒中保持比较稳定

的水平，这可能与转基因材料种植季有关。Gutha
等[27] 在印度多个试验地种植一系列杂交玉米材料，

并连续两年通过ELISA实验测定了3个发育时期的

叶片中Actin、EF1-alpha和GAPD 3个内源蛋白的含

量，结果表明，玉米内源蛋白的表达受到生长环境的

影响较大。因此，评价转基因作物外源蛋白表达的

稳定性需要同时考虑遗传背景、发育时期、不同组织

以及不同生长环境等因素。

转基因植株是否具有优良的目标性状，是评价

其育种利用价值的关键。美国孟山都公司研发的第

1代转Bt基因玉米Mon810对亚洲玉米螟和欧洲玉

米螟具有较高的田间抗虫性[28]。孙红炜等分别在玉

米 6～8叶期、花丝期、子粒期采集幼嫩部位饲喂玉

米螟，24 h 后幼虫死亡率分别为 87%、100%和

100%；田间鉴定在心叶期和吐丝期接虫，调查结果

均为高抗。孙越等[29]采用在培养室中接虫方法，鉴

定玉米螟心叶期的抗性；同时用灌浆期的子粒和苞

叶对玉米螟进行饲喂，2周后调查玉米螟的死亡

率。结果表明，在饲喂12 d后，玉米螟的死亡率高达

80%以上。本研究对转基因玉米CM8101心叶、雌穗

尖、雄穗、花丝及子粒的玉米螟室内生测表明，

CM8101对亚洲玉米螟有较高的抗性，各组织饲喂

3 d后，玉米螟死亡率均达75%以上；7 d后死亡率达

100%。对CM8101在心叶期和吐丝期进行田间接虫

鉴定。结果表明，对亚洲玉米螟的抗性水平为高

抗。转基因玉米CM8101的Cry1Ab-Ma目的基因在

转录和翻译水平稳定表达，不同世代各组织均对亚

洲玉米螟有较强的杀虫效果，田间抗虫性等级为 1
级，抗性水平为高抗，抗虫效率在各世代间表现

稳定。
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