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复合性状转基因玉米外源蛋白的时空表达规律

龙丽坤，李飞武，李葱葱，武奉慈，宋新元
（吉林省农业科学院，吉林长春１３００３３）

　　摘要：应用酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）定量检测转基因玉米ＭＯＮ８９０３４×ＮＫ６０３的３个复合性状转基因玉米中
Ｃｒｙ１Ａ．１０５、Ｃｒｙ２Ａｂ２、ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白在各组织中的表达量，分别取苗期和心叶期叶片、吐丝期花粉和花丝、灌浆期籽
粒、雌穗顶端和茎髓组织进行检测。结果显示，３个转基因品种中，外源基因在各组织中的表达显示较高的一致性，均
在叶片组织表达最高。转化体同一组织中表达外源蛋白在品种间变异不明显，组织间差异大于品种差异。
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　　自１９９８年首例转基因玉米被批准商业化以来，转基因玉
米种植面积不断扩大，随着转基因技术快速发展，新一代转基

因植物及复合性状转基因植物不断涌现［１］。２０１１年，全球共
有１６个国家种植转基因玉米，种植面积达到５１００万ｈｍ２，占
全球玉米种植总面积的３２％。抗虫耐除草剂复合性状转基
因玉米种植面积近 １２年来不断增长，２０１２年种植面积达
２０２９万ｈｍ２，比２０１１年增长１０．９％。复合性状转基因玉米
已逐渐取代了单一性状转基因玉米，成为市场主导［２］。然

而，转基因大面积种植后引起的生态环境安全等问题也引起

了人们的广泛关注［３－４］。因此，对复合性状转基因玉米在不

同栽培条件下外源蛋白时空表达成为转基因环境安全评价的

关注焦点之一［５］。本试验材料为孟山都公司选育的

ＤＫ００７ＹＧＲＲ、ＤＫ００８ＹＧＲＲ、ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ等３个复合性状转
基因玉米品种，这３个品种均以 ＭＯＮ８９０３４和 ＮＫ６０３为亲本
杂交选育而成，具有来自父本的 Ｃｒｙ１Ａ．１０５和 Ｃｒｙ２Ａｂ２杀虫
蛋白基因和母本的 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白外源基因，表达双价抗
虫和耐除草剂的复合性状。本研究采用ＥＬＩＳＡ方法对３个复
合性状转基因玉米不同时期、不同组织进行外源蛋白表达的

实时检测，研究复合性状转基因玉米抗虫和耐除草剂基因的

时空表达规律。同时，以本品种的同型对照品种以及当地主

栽品种作为阴性对照开展外源蛋白组织表达测定，以期阐明

杂交种外源蛋白时空表达规律，为杂交选育复合性状转基因

玉米环境安全评价方案提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
阳性转基因玉米材料 ３个，品种名为 ＤＫ００７ＹＧＲＲ、

ＤＫ００８ＹＧＲＲ、ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ，同型对照阴性玉米样品分别为
ＤＫ００７、ＤＫ００８和ＮＣ６３０４，由美国孟山都公司提供。当地主
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栽品种对照ＺＤ９５８和ＣＰ６１９为当地大田推广材料，购于种子
公司。３个转基因玉米材料均为 ＭＯＮ８９０３４（双价抗虫）和
ＮＫ６０３（耐除草剂）杂交选育的复合性状品种。

主要化学试剂采购于Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　田间试验设计和取样方法
１．２．１　小区设计　ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ和其同型对照 ＮＣ６３０４、主
栽品种对照 ＺＤ９５８种植于吉林省公主岭市；ＤＫ００７ＹＧＲＲ、
ＤＫ００８ＹＧＲＲ，同型对照ＤＫ００７、ＤＫ００８，主栽品种ＣＰ６１９种植
于广西；每小区面积为３０ｍ２（６ｍ×５ｍ），３次重复，随机区组
排列。

１．２．２　播种时间与方法　吉林省２０１２年５月１２日播种，常
规播种方式，播种后按当地常规耕作管理模式进行管理。广

西壮族自治区２０１２年４月２０日播种，常规播种方式，播种后
按当地常规耕作管理模式进行管理。

１．２．３　取样方法　分抽雄前、抽丝、灌浆初期和乳熟末期４个
时期取样，取样部位：苗期叶片、心叶期叶片、花粉与花丝、籽粒、

雌穗顶端和茎髓，取样后用液氮速冻，－８０℃低温冰柜保存。
１．３　ＥＬＩＳＡ试验方法
１．３．１　样品处理和蛋白抽提　当在田间对测试材料的各个
组织进行采样后，当天放入实验室－８０℃低温冰箱中进行保
存，直至全部样品采集完毕，开始样品处理。样品组织在处理

时先粉碎成均匀的粉末样本。样品称重后，对 Ｃｒｙ１Ａ．１０５、
Ｃｒｙ２Ａｂ２、ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白用１×ＰＢＳＴ进行提取。提取的蛋
白样品在６ｈ内进行测试时，保存在 ４℃ 条件下，否则用小
管分装保存在－８０℃条件下。
１．３．２　ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白检测方法　单克隆小鼠抗 ＣＰ４ＥＰ
ＳＰＳ抗 体 用 含 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＣＯ３／ＮａＨＣＯ３ 缓 冲 液 和
０．１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的溶液稀释至２．０ｇ／ｍＬ，每孔加１００Ｌ稀释
的抗体在９６微孔板上固定，放入４℃冰箱孵育８ｈ以上。用
１×ＰＢＳＴ洗板３次，分别在各孔对应加入 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白
标准液、样本提取液、标准品和样品缓冲液１００Ｌ／孔，３７℃下
孵育１ｈ。秸秆、叶片、花粉、花丝和根样品提取液使用１×
ＰＢＳＴ／０．１％ ＢＳＡ溶液稀释；籽粒样品使用 １×ＴＢＡ稀释。
１×ＰＢＳＴ洗板３次，每孔加入 １００Ｌ过氧化物酶偶联的抗
ＣＰ４ＥＰＳＰＳ抗体，３７℃孵育１ｈ。用１×ＰＢＳＴ洗板３次，向孔
内加入 １００ＬＴＭＢ，室温静置 １０ｍｉｎ，加入 １００Ｌ６ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ３ＰＯ４终止酶反应。ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白水平定量通过绘制
０４５６～１４６００ｎｇ／ｍＬ的 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白标准曲线用内插
法确定。

１．３．３　Ｃｒｙ２Ａｂ２蛋白检测方法　小鼠抗 Ｃｒｙ２Ａｂ２的捕获抗
体用包被缓冲液（９．２μＬ单克隆抗体加到１０ｍＬ５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＣＯ３／ＮａＨＣＯ３的缓冲液）稀释，最终浓度为２μｇ／ｍＬ，每孔
加１００μＬ稀释抗体在９６微孔板上固定，放入４℃冰箱孵育
８ｈ以上。用 １×ＰＢＳＴ洗板 ３次，分别在各孔对应加入
１００μＬＣｒｙ２Ａｂ２蛋白标准液、样品提取液、标准品和样品缓
冲液（１００μＬ／孔），３７℃孵育１ｈ。１×ＰＢＳＴ洗板３次，每孔加
入１００μＬ生物素偶联的山羊抗Ｃｒｙ２Ａｂ２抗体和ＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ－
ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｃｅ）来检测捕获的Ｃｒｙ２Ａｂ２。１×ＰＢＳＴ洗板３次，每
孔加入 １００μＬＴＭＢ显色。向各孔中加入 １００μＬ６ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ３ＰＯ４终止酶活反应。通过绘制浓度为０．２１９～７．０００ｎｇ／ｍＬ
的Ｃｒｙ２Ａｂ２蛋白标准曲线，用内插法完成定量。

１．３．４　Ｃｒｙ１Ａ１０５蛋白检测方法　山羊抗Ｃｒｙ１Ａ．１０５的捕获
抗体用包被缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３／ＮａＨＣＯ３＋１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ）稀释至终浓度３μｇ／ｍＬ，每孔加１００μＬ稀释抗体在９６
孔微孔板上固定，放入 ４℃冰箱中孵育 ８ｈ以上。用 １×
ＰＢＳＴ洗板３次。进行籽粒样本分析时，向各孔加１００μＬ含
９％脱脂奶粉（ＮＦＤＭ）的 １×ＰＢＳＴ，再进行封闭，３７℃孵育
３０～９０ｍｉｎ，用１×ＰＢＳＴ洗板３次，其他组织样本不进行此步
骤。分别在各孔对应加入１００μＬＣｒｙ１Ａ．１０５蛋白标准液或
样品提取液，３７℃孵育１ｈ。用１×ＰＢＳＴ洗板３次，每孔加入
１００μＬ 生 物 素 偶 联 的 山 羊 抗 Ｃｒｙ１Ａ．１０５ 抗 体 和
ＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｃｅ）来检测捕获的 Ｃｒｙ１Ａ．１０５。用１×
ＰＢＳＴ洗板３次，每孔加入１００μＬＨＲＰ底物３，３′，５，５′－四甲
基联苯胺（ＴＭＢ）显色。向各孔中加入１００μＬ６ｍｏｌ／ＬＨ３ＰＯ４
终止酶活反应。通过绘制０．４３８～１４．０００ｎｇ／ｍＬＣｒｙ１Ａ．１０５
蛋白标准曲线，用内插法完成定量。

１．４　数据统计和分析
ＥＬＩＳＡ研究中采用 Ｂｉｏ－ｒａｄｉＭａｒｋＴＭ微孔板吸收光酶标

仪进行检测。Ｃｒｙ１Ａ．１０５、Ｃｒｙ２Ａｂ２、ＣＰ４ＥＰＳＰＳ蛋白用波长
４５０ｎｍ时的吸光度和波长６５５ｎｍ时的参考吸光度来确定其
在样品中的表达量，在计算时根据标准蛋白所建立的标准曲

线和内插法。蛋白的标准浓度用四参数逻辑曲线模型确定曲

线，用内插法确定 Ｃｒｙ１Ａ．１０５、Ｃｒｙ２Ａｂ２、ＣＰ４ＥＰＳＰＳ蛋白在各
样品中的含量，并将结果由 ｎｇ／ｍＬ转化为 μｇ／ｇ（鲜质量）。
数据用ＥＬＩＳＡ软件进行归纳分析。

２　结果与分析

２．１　组织中外源蛋白表达的差异显著性分析
本试验的３个复合性状品种分别在吉林省和广西壮族自

治区两地栽种，３个复合性状转化体，均为 ＭＯＮ８９０３４和
ＮＫ６０３的杂交选育品种。３个转基因玉米材料的遗传背景的
外源基因具有来自父本 ＭＯＮ８９０３４的双价抗虫基因
（Ｃｒｙ１Ａ．１０５、Ｃｒｙ２Ａｂ２）和来自母本的 ＮＫ６０３耐除草剂基因
（ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ）。采样时期分别为苗期（Ｖ４）、心叶期（Ｖ８）、
吐丝期（Ｒ１）和灌浆期（Ｒ３），各时期采集的组织为 Ｖ４叶片、
Ｖ８叶片、Ｒ１花粉和花丝，Ｒ３籽粒、穗尖（雌穗顶端）、茎髓
（雌穗着生节茎秆），在各小区中对每个组织材料随机选取５
株进行蛋白提取。

对３个平行小区开展３次重复 ＥＬＩＳＡ检测，根据４０５ｎｍ
吸光度的数值在标准曲线中对照其蛋白在转基因玉米植株中

的外源蛋白表达含量。

表 １统计 分析 了 ３个 复 合 性 状 转 基 因 品 种 的
ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白在 ７个不同生长时期的组织中的表达情
况，结果表明，同一组织内的蛋白表达在品种间多差异不显

著，特别是叶片组织，Ｖ４叶片（新鲜）和 Ｖ８叶片（新鲜）的
ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白持续稳定地高表达，均约为３５μｇ／ｇ，其他
组织在品种间或有差异，但各组织间表现了更大的差异显著

性，方差分析结果见表２。
　　表３分析了３个复合性状转基因品种的Ｃｒｙ１Ａ．１０５抗虫
蛋白在７个不同生长时期组织中的表达，该抗虫蛋白在各组
织中表达差异较大。统计分析结果表明，３个品种同一组织
蛋白表达量不同，但差异均不显著，而组织间Ｖ４叶片、Ｖ８叶
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表１　ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白表达情况

组织 品种名
蛋白表达量（μｇ／ｇ）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 标准差
０．０５显著水平

Ｖ４叶片 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ３２．０４０ ５３．７５０ ３５．６９０ １２．００ ａ
ＤＫ００７ＹＧＹＧＲＲ ２２．９２０ ３９．３７０ ３８．３４０ ９．２０ ａ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ３６．５７０ ３４．４１０ ３７．７７０ １．７０ ａ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

Ｖ８叶片 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ３５．０６０ ２９．１６ ３４．４８０ ３．３０ ａ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ３６．２３０ ３０．３７０ ３３．７００ ２．６０ ａ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ３９．７６０ ３０．７００ ３３．４７０ ４．６０ ａ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

花丝 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ １．８０４ １．８０２ １．６６４ ０．０８ ｅ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ８．２９２ １４．０４２ ８．１６０ ３．４０ ｃｄ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ７．０９２ ８．６６６ ８．４２２ ０．８５ ｄｅ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

花粉 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ １３．１９０ １２．６５６ １１．２９１ ９．８０ ｃｄ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ９．１２７０ １０．２４４０ １０．７６２ ８．４０ ｃｄ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ １０．７６６０ １３．２２２０ １３．５９１ １５．００ ｃｄ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

茎髓 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ １５．５７２ １２．７７２ １４．０６６ １．４０ ｂｃｄ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ １５．６３０ ２５．７１０ ２２．７７０ ５．２０ ｂ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ １３．９９０ １８．９７０ ３１．５８０ ９．１０ ｂ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

穗尖 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ８．２２８ ８．４０８ ９．７２６ ０．８２ ｂｃ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ２２．８３０ １５．２１０ １４．６３０ ４．６０ ｄｅ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ １１．１８０ ５．７３０ ６．５４０ ２．９０ ｄｅ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

籽粒 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ７．３３０ ５．７７０ １５．７８０ ５．４０ ｄ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ １．２９２ １．５４０ １．３９１ ０．１２ ｅ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ２．０８１ １．６２４ １．６８７ ０．２４ ｅ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

　　注：ＬＯＤ为检测极限。

表２　ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
处理间 ９５９７．４３６７ ２０ ４７９．８７１８ ２２．３８９０ ０
处理内 ９００．２１０６ ４２ ２１．４３３６
总变异 １０４９７．６４７３ ６２

　　注：ＬＳＤ０．０５＝７．６２８５，ＬＳＤ０．０１＝１０．１９８９。

片均显著高于其他组织，３个品种蛋白表达量在穗尖和籽粒上
差异显著，在其他组织上差异均不显著，广西的２个品种间在
同一组织内表达仅在穗尖组织上差异显著，方差分析见表４。
　　可见，复合性状的转化体组织表达外源蛋白在转化个体间
变异不明显，其表达量与表达蛋白种类有关。组织间的差异大

于品种差异，栽培种植条件也是影响其蛋白表达的原因之一。

２．２　抗虫和耐除草剂基因在转化体中的蛋白表达
由图１、图 ２、图 ３可见，转基因植株中耐除草剂蛋白

ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ在Ｖ４叶片、Ｖ８叶片、花粉、茎髓、穗尖、籽粒中
表达量均高于Ｃｒｙ１Ａ．１０５、Ｃｒｙ２Ａｂ２抗虫蛋白，只有在花丝中
３种蛋白表达量均较低的情况下，Ｃｒｙ２Ａｂ２蛋白表达量略高
于ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ。
　　Ｃｒｙ１Ａ．４、Ｃｒｙ２Ａｂ２２种抗虫蛋白的表达量在３个品种中
表现趋势也较明显，Ｃｒｙ１Ａ．１０５抗虫蛋白在 Ｖ４叶片、Ｖ８叶
片、花粉、穗尖组织中的表达量高于 Ｃｒｙ２Ａｂ２抗虫蛋白；仅在
３个品种的花丝、广西品种ＤＫ００７ＹＧＲＲ和ＤＫ００８ＹＧＲＲ茎髓
和籽粒中，Ｃｒｙ２Ａｂ２表达的抗虫蛋白量略高于Ｃｒｙ１Ａ．１０５。

因此，３个品种显示的耐除草剂和抗虫蛋白的组织表达

规律一致，其外源蛋白的表达量可能与在其亲本来源有关，在

亲本中的基因插入位置和表达调控可直接影响到其在杂交品

种中的表达。

２．３　植物各组织中外源蛋白的鲜质量含量
如图４、图５、图６所示，３个复合性状品种ＤＫ００７ＹＧＲＲ、

ＤＫ００８ＹＧＲＲ、ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ在各组织中表达情况也显示出
较高的一致性，即营养器官组织（Ｖ４叶片、Ｖ８叶片）的外源
蛋白表达量均高于生殖器官（花丝、花粉、穗尖、籽粒、茎髓）。

Ｖ４叶片中３种外源蛋白表达最高，Ｖ８叶片其次，这一结果可
能与叶片中可溶性蛋白含量较高有关。

　　在３个转化体中，ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ各时期的植物组织器官中
Ｃｒｙ１Ａ．１０５蛋白表达量最高，ＤＫ００７ＹＧＲＲ其次，ＤＫ００８ＹＧＲＲ
中表达相对较低。

　　在植物的营养器官中，ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ的 Ｃｒｙ２Ａｂ２蛋白表
达量最高，而生殖生长阶段中ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ生殖器官（花丝、
花粉、穗尖、籽粒、茎髓）中 Ｃｒｙ２Ａｂ２蛋白表达量均低于
ＤＫ００８ＹＧＲＲ。

在苗期和心叶期，３种转化体叶片中ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白表
达量最高，其中Ｖ４叶片时期略大于 Ｖ８叶片时期，这种情况
可能与前期转化体筛选有关。这一时期叶片的高表达量为草

甘膦喷施效果提供了有效保证。

２．４　植物生长条件对转化体外源蛋白组织表达的影响
ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ是在吉林种植和栽培管理的玉米品种，

ＤＫ００７ＹＧＲＲ、ＤＫ００８ＹＧＲＲ在广西栽培种，因此植株生长的
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表３　Ｃｒｙ１Ａ．１０５蛋白表达情况

组织 品种名
蛋白表达量（μｇ／ｇ）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 标准差
０．０５显著水平

Ｖ４叶片 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ２５．３４５ ２７．６７５ ３０．８１５ ２．７０ ａ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ２９．２０５ ３０．１３０ ２５．６１０ ２．４０ ａ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ２３．９５０ ２４．４ ２９．１８５ ２．９０ ａｂ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

Ｖ８叶片 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ２０．６９０ ２５．５９５ ２５．２５５ ２．７０ ｂｃ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ２０．４７０ １９．５１５ ２９．３３０ ５．４０ ｂｃ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ １６．２００ ２３．３５５ ２３．０８５ ４．１０ ｃ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

花丝 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ２．４５６ １．９３１ ２．５０３ ０．３２ ｆｇｈ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ２．６７７ １．２３６ １．００６ ０．９１ ｇｈ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ０．９９７ １．０４８ １．４０２ ０．２２ ｈ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

花粉 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ６．４８３ ６．８１０ ７．６０５ ０．５８ ｄ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ３．９８５ ４．６２０ ４．３５８ ０．３２ ｄｅ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ３．５５５ ６．００８ ５．８２３ １．４０ ｄｅ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

茎髓 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ５．０３０ ４．６６５ ４．９２０ ０．１９ ｄｅｆ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ４．４４０ ３．５８５ ２．３２０ １．１０ ｆｇｈ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ４．０２０ ３．８３０ ８．３２０ ２．５０ ｄｅｆ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

穗尖 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ ８．５１５ ８．６６５ ６．０２５ １．５０ ｄｅ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ ７．３４０ ９．３８５ ６．９２０ １．３０ ｄ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ ４．４２５ ３．３４０ ５．３６５ １．００ ｅｆｇｈ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

籽粒 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ １．８４８ ３．４８８ ４．６２ １．４０ ｆｇｈ
ＤＫ００７ＹＧＲＲ １．３０８ １．８１９ ０．９０５ ０．４６ ｈ
ＤＫ００８ＹＧＲＲ １．６２７ １．１３７ ０．８５６ ０．４０ ｈ
受体对照 ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ ＜ＬＯＤ

表４　Ｃｒｙ１Ａ．１０５蛋白方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
处理间 ５９７５．１０５０ ２０ ２９８．７５５３ ６７．４２３０ ０
处理内 １８６．１０４８ ４２ ４．４３１１
总变异 ６１６１．２０９８ ６２

　　注：ＬＳＤ０．０５＝３．４６８５，ＬＳＤ０．０１＝４．６３７３。

环境条件有所不同。生长在吉林的 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ的 Ｃｒｙ１Ａ．
１０５蛋白表达量基本均大于生长于广西的 ＤＫ００７ＹＧＲＲ、
ＤＫ００８ＹＧＲＲ。Ｃｒｙ２Ａｂ２蛋白和ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白表达量两地
各不相同，无明显规律。复合性状转基因品种各组织中的外

源蛋白表达量存在差异，且在相同条件栽种的 ＤＫ００７ＹＧＲＲ、
ＤＫ００８ＹＧＲＲ蛋白表达量同样存在差异，但差异较小。
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３　结论与讨论

转基因植株外源基因蛋白在不同生育期不同组织器官表

达不同［６］，既可能与外界栽培条件有关，也可能与外源基因

整合的位点有关［７］。当外源基因整合到与生长发育有关的

基因附近，外源基因的表达就会受生长发育基因调控序列的

调控，随着生长时期的不同而发生变化。

本研究结果表明，在转基因玉米各生长时期中，抗虫 Ｂｔ
蛋白含量均未明显减少，其抗虫的表达量趋于稳定，能够持续

地进行抗虫表达，因此能够达到更好的抗虫效果。在玉米不

同生长发育阶段的组织中，苗期叶片转基因蛋白表达量明显

高于心叶期叶片。这可能与表达不同时期的环境条件有关，

也可能与发育阶段中基因的表达调控相互关联。

在苗期和心叶期，３种转化体中，叶片 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白
表达量最高，其中Ｖ４叶片时期略大于 Ｖ８叶片时期，这种情
况可能与前期转化体筛选有关。这一时期叶片的高表达量为

草甘膦喷施效果提供了有效保证。３个复合性状品种的
ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白均来源于转基因玉米品种ＮＫ６０３，因此笔者
认为，通过杂交育种的复合性状转基因转化体对其亲本的安全

评价可作为复合性状杂交种的安全评价的数据参考，其外源基

因表达可能直接决定亲本多种杂交后代中外源基因的表达。

　　由于 ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ是在吉林种植和栽培的管理玉米材
料，ＤＫ００７ＹＧＲＲ、ＤＫ００８ＹＧＲＲ在广西栽种，因此植株生长的
环境条件有所不同，组织间外源蛋白表达呈现差异。这与文

献中所述转基因植物外源基因表达与生长自然环境条件、栽

培管理措施密切相关的结论相一致。而在相同条件下栽种的

ＤＫ００７ＹＧＲＲ、ＤＫ００８ＹＧＲＲ同样存在表达蛋白量的差异，但
差异较小。因此，组织表达与蛋白种类相关性更强，即与转入

的外源基因的本身构建及插入基因组位置有显著的相关性，

该研究结果与其他作物的转基因外源蛋白表达调控影响的研

究［８－９］相一致。有研究表明，杂交本身对于外源基因的表达

存在影响［１０］，复合性状玉米与其亲本的表达差异和调控，有

待于进一步研究。

ＥＬＩＳＡ方法是直接检测转基因植物体内外源蛋白表达量
的手段之一，具有快速、简单、低耗、结果客观、易判定等特

点［１１］。本试验的Ｂｔ蛋白和 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白最低检出量为
０．５ｎｇ／ｍＬ，灵敏度较高。每样品均作平行检测，并设立阴性
和空白对照，提高了检测的准确性与可靠性。ＥＬＩＳＡ方法的
检测也受到检测环境温度、湿度的影响，因此每次检测要在环

境相同的条件下进行，并且每次均须同时作空白及标准曲线，

以减小误差。穗尖、花丝及花粉的外源蛋白含量比其他部位

的含量低，因为这些部分的可溶性蛋白本身含量就低，多为纤

维素及其他物质［１２］。外源蛋白含量用１ｇ鲜质量中含量表示
时，结果受样品本身含水量的影响较大，导致有一定的误差。
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