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转Bt基因玉米叶片次生代谢物DIMBOA和

          酚酸类物质含量的变化

        聂呈荣‘,2，骆世明“，王建武‘’，黄京华‘，曾任森，
(1.华南农业大学热带亚热带生态研究所，广州 510642;2.佛山科学技术学院作物遗传育种研究所，佛山 528231)

摘要:异Vi肪酸和酚酸类物质是玉米植株中重要的次生代谢物，可以帮助抵御多种病原菌、害虫、线虫和其它植物的危害。采用

HPLC法研究了Bt玉米341324,G30、农大61(Nongda 61)和1426 X 1482以及部分相应的非转基因玉米叶片DIMBOA和酚酸

类物质含量的变化。试验结果表明，不同玉米品种之间DIMBOA含量的差异很大;各Bt玉米品种叶片的DIMBOA含量普遍低

于相对应的非转基因近等基因系。从不同部位的叶片看，玉米幼嫩叶片中的DIMBOA含量普遍较高;不同品种叶片DIMBOA

含量的差异主要表现在幼叶之间，而老叶间的差异普遍较小。无论是Bt玉米还是非转基因玉米，随着生长时间的增加，各品种

玉米幼苗全株叶片的DIMBOA含量急剧减少;各品种倒1叶的DIMBOA含量也都随着生长期的增加而减少，倒3叶却没有这

样的规律。Bt玉米叶片的DIMBOA含量在单一的干旱胁迫或缺氮胁迫下的变化规律与非转基因玉米相似，即单一的干旱胁迫

或缺氮胁迫下玉米各部位叶片的DIMBOA含量均显著升高;然而，在干旱和缺氮双重胁迫下，Bt玉米1426 X 1482在生长的中

后期各部位叶片的DIMBOA含量却低于正常生长条件，明显不同于非转基因玉米的变化规律。与相应的非转基因近等基因系

相比，虽然Bt玉米中香草酸和丁香酸的含量没有显著减少，但阿魏酸的含量显著降低。这一结果表明，外源Bt基因的导入和表

达，使得玉米原有的部分次生代谢受到了抑制，DIMBOA和部分酚酸类物质的含量减少，削弱了玉米原有的生化防御机制。
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Change in concentration of secondary metabolites一DIMBOA and phenolic acids

in leaves of Bt corn
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and Breeding, Foshan University, Foshan, 528231，China). Acta Ecologica Sinica,2005,25(4):814-823.

Abstract: Cyclic hydroxamic acids and phenolic acids are among important secondary metabolites of corn plant. These materials

and their derivatives have implications for the resistance of the plants to herbivores，pests and pathogens. The content of leaf

DIMBOA (2,4-dihydroxy-7-methoxy y-2H-1,4-benzoxazin-3-one) and phenolic acids in Bt corns 34B24，G30, Nongda 61，and

1426 X 1482 were quantified by HPLC. The content of leaf DIMBOA in Bt corns of 341324 and G30 were significantly lower

than that in their corresponding near isogenic lines 34B23 and G26，indicating that the introduction of Bt gene had inhibited the

biosynthesis and accumulation of DIMBOA. The concentration of DIMBOA in the younger leaves at different plant ages were

generally higher than that in the older leaves. The difference of DIMBOA concentration among different varieties was mainly

existed in their younger leaves. The difference of DIMBOA concentration among the older leaves of different varieties was

relatively smaller. No matter Bt corn and non-Bt corn，the concentration of DIMBOA in the mixed sample of the whole plant
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leaves decreased rapidly as the corn seedlings grew. The DIMBOA concentration in the first leaf of Bt corn or non-Bt corn from

the top also decreased rapidly when the plant stages added while the third leaf from the top had not similar phenomenon. Under

the single stress of drought or nitrogen，DIMBOA concentration in corn leaves was significantly higher than that of normal

condition，which was similar in Bt corn and non-Bt corn. The result indicated that single stress of drought or nitrogen

promoted the biosynthesis and accumulation of DIMBOA in corn leaves. But when compared with the normal condition，Bt

corn leaves had lower DIMBOA concentration in medium and late stages under the coordinated stress of drought and nitrogen,

which was significantly different from non-Bt corn. The content of leaf vanillic acid and syringic acid had no significant

difference between Bt corns and their corresponding near isogenic lines，while the content of leaf ferulic acid in Bt corns were

significantly lower than their corresponding near isogenic lines. This suggested that some phenolic acids in corn leaves could

also be affected greatly by the introduction of Bt gene.

Key words : Bt corn;DIMBOA;Phenolic acids;HPLC
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    酚酸类物质、异经肪酸及其衍生物是玉米等禾本科作物的广谱抗性物质〔1-s10 20世纪50年代以来，国内外学者对异经肝酸

开展了一系列的研究[[2.61。随着转基因植物生物安全性问题的提出，植物本身的抗性物质受到越来越多的重视;特别是随着全球

范围内Bt玉米种植面积的逐年增加，生物安全问题更加突出。为了充分发挥Bt玉米的抗虫优势，如何协调利用外源Bt抗虫资

源与玉米内源抗虫物质如DIMBOA (2, 4一二经基一7一甲氧基一2H-1, 4一苯并恶嗦-3-酮, 2, 4-dihydroxy-7-methoxy -2H-1, 4-

benzoxazin-3-one)和酚酸类物质已成为一个巫待解决的课题。外源Bt杀虫蛋白的表达对玉米体内原有次生代谢物质的积累有

何影响，目前尚未见报道。为此，本研究采用高效液相色谱法(HPLC)对Bt玉米及其相应的非转基因玉米叶片中的酚酸类物质

含量进行了比较，对不同生长时期Bt玉米及其相应的非转基因玉米不同部位叶片中的DIMBOA含量进行了动态分析，对Bt

玉米叶片中外源Bt杀虫蛋白和DIMBOA的相互关系进行相关分析，以便为玉米抗虫品种的培育和玉米害虫综合治理方案的

制定提供理论参考。

1 材料与方法

1. 1 供试品种

    由于近等基因系(Near isogenic lines,NIL)具有相近的遗传背景，因此，本研究采用美国先锋种子公司培育的Bt玉米品种

34B24,G30及与它们相对应的非转基因近等基因系34B23(34B24的近等基因系),G26(G30的近等基因系)为材料，比较它们

次生代谢物质的差异，揭示Bt玉米内外源抗性的相互关系。除了没有外源Bt基因外，Bt玉米品种的近等基因系具有与Bt玉米

品种基本相同的遗传基因。另外，为了解Bt玉米品种与玉米生产当家优良品种的差异，本研究还选用了由中国农业大学培育的

Bt玉米品种农大61(Nongda 61)和1426 X 1482与目前在中国北方玉米产区大面积推广种植的非转基因玉米品种农大3138

(Nongda 3138)进行比较。试验选用的所有Bt玉米所导人的基因均为CrylA调控基因，但外源基因结构有所不同。供试品种

中，农大61,1426X 1482和农大3138由中国农业大学戴景瑞提供，其余品种由美国普渡大学农学系Cindy N akatus惠赠。

1.2 试验设计

    盆栽实验1 以上述7个玉米品种为材料，每品种种植4盆(即4次重复)，每盆种2株洛盆随机排列。在播种后11d每盆

各取1整株的幼苗叶片为材料，测定其中的DIMBOA和酚酸类等抗性物质的含量。在播种后20 d长有6̂-7叶时，每盆各取1

整株幼苗为材料，分别测定倒1叶、倒3叶和倒5叶的DIMBOA含量和Bt蛋白含量，并分析两者之间的相关关系。

    盆栽实验2 以农大3138,1426X 1482和农大61三个玉米品种为材料，每品种种植4盆(即4次重复)，每盆种20株;各盆

随机排列。分别在播种后6d,9d,12d和15d时取样，每盆取样时各取1-5个整株的幼苗叶片为材料，测定其中的DIMBOA

含量。

    盆栽实验3 以农大3138和1426 X 1482两个玉米品种为材料，进行品种、水分胁迫和营养胁迫的3因子盆栽试验。用来进

行盆栽试验的塑料桶规格为30 cm X 60 cm。每个因子设2个水平，水分胁迫设正常淋水和基本不淋水(出现萎蔫时才淋少许

水))2个水平，营养胁迫设施肥(每隔2周施20 g复合肥)和不施肥2个水平，共有8种处理组合。各处理组合设3次重复(即3

盆)，每盆种植4株，在播种后19d开始进行水分胁迫和营养胁迫处理，然后每隔1周取样1次，测倒1叶、倒3叶和倒5叶3个

部位叶片中的DIMBOA含量。

    温室小区实验 以Bt玉米品种34B24,1426 X 1482以及与它们相对应的非转基因玉米品种34B23和农大3138为材料，在

玻璃温室里进行随机区组实验，每个品种设4个重复小区，每个小区种植10株。实验材料于2002年10月12日播种，按常规方

法进行田间管理。分别在播种后 39 d,53 d和67 d共 3个时期随机取样，测定倒 1叶和倒3叶的DIMBOA含量，了解其分布的
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时空动态。

    以上所有试验土壤均取自水稻田。-20 cm表土层，质地为粘壤土，pH值6.1，有机质含量1.810o，全氮0. 09 yo，全磷

(PY )0. 16环，全钾(K20)0.56写。

L3 测试方法

1.3.1  DIMBOA标准样品的制备与检测 DIMBOA的标准样品从玉米黄化幼苗(品种为粤农19号，由广东省农科院作物所

提供)中提取，其抽提与纯化根据Larsen的方法修改进行["', DIMBOA的HPLC-MS检测在华南农业大学实验中心进行，所用

仪器为Finnigan LCQ0ECA高效液相色谱一质谱联用仪。色谱条件为:大连依利特反相C18柱，250mm X 4. Omm, 5ttm;流动相为甲

醇 :2.5%冰醋酸水溶液=20 e 80;检测波长262nm。质谱使用APCI, DIMBOA的NMR检测在中国科学院广州化学研究所完

成。所用仪器为DRX-400型 400兆超导核磁共振仪，分别测定了氢谱和碳谱，使用 TMS外标法，溶剂为氛代丙酮

(CD,COCD3 )。

    DIMBOA的结构鉴定 在Angilen-1100高效液相色谱仪上经DAD检测所得晶体的紫外吸收光谱。将紫外吸收光谱、质谱

和‘HNMR及’3CNMR图谱进行解析并与文献对照验证。经分析，所得晶体的HPLC-MS图谱、'HNMR及‘3CNMR图谱与文献

基本吻合[8- 101，因此，根据上述结果可以确定所提取的晶体就是DIMBOA o

1.3.2 玉米组织中DIMBOA和酚酸类物质的分离提取 参照刘保川等[Eli」的方法加以改进。具体方法为:取玉米叶片1g，加

入少许蒸馏水匀浆，室温下静置15 min，用0. 1 mol/L的H,PO、调节pH至3. 0，转人10 ml离心管在12000 g下离心20 min;

取上清液，用等体积乙醚萃取3次，彻底蒸干乙醚，溶于色谱纯甲醇中，过0. 45 pm滤膜，-20‘ C冰箱中保存以备HPLC测定。

1.3.3  DIMBOA和酚酸类物质的HPLC色谱分析条件

    酚酸标样 原儿茶酸(Protocatechuric acid)、对经基苯甲酸(p-Hydroxybenzoic acid)、香草酸(Vanillic acid)、咖啡酸

(Caffeic acid), T香酸(Syringic acid)、对经基肉桂酸(香豆酸，p-Hydroxycinnamic acid)和阿魏酸(Ferulic acid)均购自美国

ACROS公司。

    主要仪器设备 Angilent 1100高效液相色谱仪，配二极管阵列检测器(DAD)，由美国安捷伦公司(Angilent )制造;日本产

Yamato旋转蒸发仪。
    色谱条件 采用Angillent 110。高效液相色谱仪进行检测，配备二极管阵列检测器。色谱柱为Hypersil ODS C18柱，

250mm X 4.

样量l Opl ,

品峰的归属

物质的含量

Omm, 5pm;柱温为室温(20'C);流动相为25%甲醇，75%PH2. 6冰醋酸水溶液，流速iml/min;检测波长280nm;进

标样和样品均在此条件下检测，将样品峰的保留时间和紫外光谱与标样的进行对照，并采用标准样品叠加法进行样

。以外标法进行定量，以不同浓度标样的吸收峰面积作出标准曲线，确定各处理玉米叶片中DIMBOA和不同酚酸类

1. 3. 4  Bt蛋白含量的测定 Bt蛋白含量的测定采用ELISA法，用美国EnviroLogix公司生产的AP003 ELISA定量试剂盒

测定[[121。试剂盒中包括1块包埋好抗体的96(12X8)孔平板及配套的试剂，4个CrylA(b)标样，其浓度分别为:0,0.5,2.5和

5. 0 ng/g。测定步骤参考试剂盒说明书。在l. 5ml的离心管中加人20 30 mg的鲜叶，捣碎后加入1 X CrylA (b)提取/稀释缓冲

液。. 5 ml，离心2 min使之充分混匀，稀释101倍。待测样品孔中各分别加人100川样品提取液，保鲜膜覆盖，200 r/min下振荡

15min;每个微孔中加入100 Kd CrylA(b)-enzyme conjugate，保鲜膜覆盖，200 r/min下振荡1h;去膜，Wash Buffer冲洗3次;每

一个微孔中加人100 }Ll的反应底物，保鲜膜覆盖，200 r/min下振荡30 min;最后加人100 t1终止液，使之充分混匀。30 min内

在波长450nm下用酶标仪((Sunrise Remote)测定其OD值，根据标准曲线求出Bt蛋白的含量。

1.4 数据分析

    所有数据统计均用Excel进行整理，SAS6. 12统计软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 玉米叶片中DIMBOA的HPLC图谱

    说明按照刘保川等[Eli〕的方法加以改进可以得到玉米叶片DIMBOA的HPLC图谱(图1)，图1显示杂峰较少，DIMBOA与

其它各峰间保留时间的差异较明显。说明本方法能有效地分析玉米叶片中的DIMBOA e

2.2 不同玉米品种叶片中DIMBOA的时空分布

2.2.1 不同玉米品种幼苗植株叶片DIMBOA含量比较 以盆栽实验1播种后11 d的幼苗全株叶片为材料，测定其中的

DIMBOA含量(表1)。结果表明，在各组近等基因系中，Bt玉米品种34B24和G30的DIMBOA含量都显著低于相应的非转基

因近等基因系34B23和G26。与目前中国北方玉米产区大面积推广的非转基因玉米品种农大3138相比，国内Bt玉米品种1426

X 1482的DIMBOA含量显著升高，而另一Bt玉米品种农大61却显著降低。

    从两对近等基因系的情况来看，Bt玉米的DIMBOA含量显著低于相应的非转基因玉米，外源Bt杀虫蛋白的表达有使玉
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图1 玉米叶片DIMBOA的HPLC图谱

Fig. 1 HPLC profiles of DIMBOA in corn leaves

米原有的DIMBOA生物合成受抑制的趋势。与中国北方玉米

产区大面积推广的非转基因玉米品种相比，目前国内培育的

Bt玉米品种，其植株叶片DIMBOA含量有高有低，并不呈现

出一致性的规律;由于这3个品种没有亲缘关系，缺乏相同的

遗传基础，因而它们之间的差异只反映了品种的特性。

2.2.2 不同植株部位叶片中的DIMBOA含量 用盆栽实验

1播种后20 d幼苗((6.5-7叶龄)的倒数第1片、第3片和第5

片展开叶为材料，测定其中的DIMBOA含量(表2)。方差分析

表明，在这些品种中，除了农大61和1426 X 1482外，其余5个

品种倒数第1片展开叶的DIMBOA含量均显著高于倒数第3

片和第5片展开叶;34B23和农大3138倒数第3片展开叶中

的DIMBOA含量均显著高于倒数第5片展开叶。农大61和

1426 X 1482这两个品种所测定的3片展开叶间的DIMBOA

含量差异不显著。结果表明，供试品种无论是Bt玉米品种还

是非转基因玉米品种，基本表现出相同的趋势:上部叶片(幼

叶)的DIMBOA含量高于下部叶片(老叶)。

    在两组近等基因系中，Bt玉米品种34B24和G30上部叶

表1 不同玉米品种lld幼苗全株叶片的

  Table 1  The level of DIMBOA in the

                of 11d-old corn seedlings

DIMBOA含A

mixed leaves

玉米品种 Corn lines
DIMBOA含量DIMBOA level

      (pg/g fresh wt.)

34B23(Bt-)

34B24(Bt+)

G26(Bt-)

G30(Bt+)

Nongd

Nongd

3138(Bt-)

61(Bt+ )

1426X 1482 (Bt+)

57.83士0. 76d

29. 88士0. 74e

71. 36土0. 58c

58. 90士0. 82d

216. 33士4. 136

69. 60士0. 58c

234.80士5. 18a

    ，表中数据为均值士标准误;各列中标有不同字母的表示在

5%水平上差异显著，下同;Bt+和Bt一分别表示转Bt基因品种和非

转Bt基因品种(对照)The data in the table were shown as "mean士

S. E. M"; Means with the same letter within the column were not

significantly different (p>0.05) using REGWQ multiple test (SAS

Institute, 1989), the same below; Bt+and Bt一indicated Bt corn and

Non-Bt corn, respectively

片(倒1叶和倒3叶)的DIMBOA含量都显著低于相应的非转基因玉米品种34B23和G26，这种规律在倒1叶更为明显。Bt玉

米下部叶片(倒5叶)的DIMBOA含量与相应的非转基因玉米差异较小;两组近等基因系341323和34B24以及G30和G26倒5

叶间的DIMBOA含量差异不显著。这些结果表明，Bt玉米显著降低了植株上部叶片的DIMBOA含量，但对下部叶片的

DIMBOA含量影响不显著。

              表2 生长20 d各玉米品种不同部位叶片中的DIMBOA含，(Kg/g FW)

Table 2  Levels of DIMBOA in the differently locatied leaves of 20d-old corn seedlings(pg/g fresh wt.)

玉米品种Corn lines
叶位 Leaf location

倒1 First leaf from the top 倒3 Third leaf from the top 倒 5 Fifth leaf from the top

34B23(Bt一)

34B24(Bt+)

G26(Bt一)

G30(Bt+)

Nongda 3138(Bt一)

Nongda 61(Bt+)

1426X 1482(Bt+)

74. 73士2. 11c

49.88士0. 76d

89. 90士4. 25b

48.84士0. 96d

152. 23士8. 23a

17.91士0. 69e

17. 41士1. 28e

38.10士1. 35b

32.00士0. 83c

39. 72士1. 75b

34.80士2. 49c

66. 10士2. 64a

17. 37士0. 99e

20. 97士1. 02d

29. 65士2. 54b

31. 67土0. 726

38. 99士1. 31a

38. 24士1. 59a

21. 25士2. 18c

18.09士0. 81d

14. 39士1. 08e

2.2.3 不同生长时期玉米幼苗全株叶片DIMBOA含量的变化动态 用盆栽实验2的农大61,1426 X 1482和农大3138幼苗
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的全株叶片为材料，在4个不同生长时期测定幼苗期玉米植株叶片DIMBOA含量动态(表3)。方差分析表明，无论是Bt品种

还是非Bt品种，4个时期之间玉米全株叶片DIMBOA含量差异均达到显著水平，大小顺序依次为:6d>9d>12d>15d。在

播种后15d各品种玉米全株叶片的DIMBOA含量只有播种后6d的1.7800̂'5.79%.以非转基因玉米品种农大3138的

DIMBOA含量随着植株生长推移下降的速度最快，在播种后9d全株叶片内的DIMBOA含量就下降到播种后6d的36-88%.

结果表明，随着生长的推移，各品种玉米幼苗全株叶片的DIMBOA含量急剧减少，这与Cambier等[13〕的实验结果一致。

表3 各玉米品种幼苗全株叶片播种后不同天数的DIMBOA含A(pg/g FW)

Table 3  Levels of DIMBOA in the whole corn leaves at different days after sowing (pg/g fresh wt.)

播种后天数(d)

Days after sowing

6

9

12

15

Nongda 3138(Bt一)

2539. 84士26. 75a

936. 70士32. 666

216.85士10. 25c

45.07士2. 26d

Nongda 61(Bt+) 1426 X 1482(Bt+)

1627. 24士34. 56a

1297. 37士45. llb

69. 67士6. 32c

48. 05士3. 65d

3504. 51士86. 23a

2167. 40士56. 25b

235. 21土10. 18C

202. 90士11. 17d

    不同品种之间，前期以1426 X 1482和农大3138幼苗植株DIMBOA含量较高，农大61较低;随后，各品种玉米幼苗植株叶

片的DIMBOA含量以不同速度急剧下降;播种后15d，农大61和农大3138幼苗植株叶片的DIMBOA含量都比较低，均显著

低于1426 X 1482 a

2.2.4 不同生长时期玉米植株上部叶片DIMBOA含量的变化 为了进一步了解Bt玉米植株上部叶片DIMBOA含量的变

化，本试验分别以国内外两对品种为材料，采用小区实验测定了不同生长时期玉米植株倒1叶和倒3叶的DIMBOA含量(表

4)。方差分析表明，除了34B24倒1叶的DIMBOA含量在播种后53 d与67 d之间差异不显著外，各玉米品种倒 1叶的

DIMBOA含量在3个测定时期间均达到差异显著水平;随着生长时间的推移，各玉米品种倒1叶的DIMBOA含量都逐渐减

少;并且，Bt玉米34B24在各生长时期倒1叶的DIMBOA含量均小于其非转基因近等基因系34B23。倒3叶没有这种规律。这

说明Bt玉米受影响的主要是倒1叶等幼嫩叶片的DIMBOA含量。

                        表4 各玉米品种倒1叶和倒3叶在不同生长时期的DIMBOA含A(Kg/g FW)

Table 4  Levels of DIMBOA in the first and the third leaf from the top of corn plants at different days after sowing (Kg/g fresh wt.)

品种 Lines

            倒1叶播种后不同天数(d)

First leaf from the top at different days after sowing

倒3叶播种后不同天数Third leaf from the top
        at different days after sowing

39               53               67                  39               53                 67

34B23(Bt一)

34B24(Bt+)

Nongda 3138(Bt一)

1426 X 1482 (Bt+ )

123. 71士10. 26a

77. 98士6. 76b

146. 02士17. 61a

30. 63士4. 51c

71. 20士8. 51a

13.24士5. 15c

47. 95士6. 78b

17. 33士3. 56c

44.01士6. 18a

10. 35士2. 78c

22. 02士3. 56b

10.94士1. 32c

55. 19士6. 87a

53. 67士5. 68a

26. 37士2. 78b

17. 02土2. 1 Oc

13.01士2. 78a

ND

ND

15. 68士2. 55a

32. 41士3. 75a

20. 13士3. 466

ND

18. 53士2. 756

*ND表示未检测到，下同 ND means not detectable, the same below

2. 3    Bt玉米中Bt蛋白含量与DIMBOA含量的相关关系

    用盆栽实验1播种后20 d Bt玉米幼苗((6-5-7叶龄)的倒数第1、第3和第5片展开叶为材料，测定其中的DIMBOA与Bt

蛋白含量，这两者的分布均与叶位相关，DIMBOA含量随叶片年龄增加而减少(见2.2.2),Bt蛋白含量随叶片年龄增加而增

加。进一步地分析两者的相互关系，34B24, G30、农大61和1426 X 1482等品种的相关系数分别为一0. 7326" " , -0. 8509' " ,

-0. 9720“和0. 3179(当n=12时，ro.o5=0.576, ro.oi=0.708)。除了1426 X 1482外，其余3个品种叶片中Bt蛋白含量与

DIMBOA含量之间均呈极显著负相关。结果表明，在这3个Bt玉米品种中，外源Bt基因表达的Bt蛋白量越高，玉米原有抗性

物质DIMBOA的表达受抑制越大。玉米原有的内在抗性物质与所导人的外源抗性表现出拮抗关系。

2.4 不同胁迫条件下Bt玉米的DIMBOA含量

2.4.1 干旱胁迫对叶片DIMBOA含量的影响 以盆栽实验3的玉米叶片为材料检测DIMBOA含量。无论是Bt玉米还是非

Bt玉米，凡是能检测到DIMBOA的，干旱胁迫下叶片的DIMBOA含量均高于正常生长条件，并且绝大多数达到显著水平(表

5)。干旱胁迫促进了玉米叶片DIMBOA的合成和积累;这与Richardson等[E14〕的结果相一致。Bt玉米叶片DIMBOA含量在干

早胁迫下的变化规律与非Bt玉米相似。

2.4.2 营养胁迫对叶片DIMBOA含量的影响 与干早胁迫相类似，无论是Bt玉米还是非Bt玉米，在能检测到DIMBOA含

量的情况下，营养胁迫下倒1叶的DIMBOA含量均高于正常生长条件，并且绝大多数达到显著水平(表5)。因此，一定程度的

营养胁迫也会促进玉米叶片DIMBOA的合成和积累。Bt玉米叶片DIMBOA含量在营养胁迫下的变化规律与非Bt玉米相似。
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2.4.3 干早和营养双重胁迫对叶片DIMBOA含量的影响 与单一胁迫相比，在大多数情况下干旱和营养双重胁迫的叶片

DIMBOA含量没有显著增加，有的甚至反而下降，没有表现出累加效应(表5)。方差分析结果表明，在播种后33 d以前，无论是

Bt玉米还是非Bt玉米，在能检测到DIMBOA含量的情况下，干旱和营养双重胁迫下各部位叶片的DIMBOA含量均显著高于

正常生长条件。在播种后40 d以后，非Bt玉米农大3138在干旱和营养双重胁迫下各部位叶片的DIMBOA含量仍显著高于正

常生长条件，而Bt玉米1426 X 1482在干早和营养双重胁迫下各部位叶片能检测到的DIMBOA含量却低于正常生长条件。这

说明在生长的中后期，干早和营养双重胁迫已经影响到Bt玉米叶片DIMBOA的合成和积累。

            表5 不同胁迫条件下各玉米品种不同部位叶片DIMBOA含f变化动态(tg/g FW)

Table 5  Levels of DIMBOA in different leaves of corn plants under different stress conditions (fg/g fresh wt.)

植后26d  26 d after sowing 植后33d  33 d after sowing

倒

洲

品种Lines
营养胁迫

Nitrogen

干旱胁迫

  W ater 倒 1叶

15̀  LFT

倒 3叶

3rd LFT

倒 5叶

5th LFT

倒 1叶

I" LFT
3Ot
LFT

Nongda 3138(Bt一)

Nongda 3138(Bt一)

Nongda 3138(Bt一)

Nongda 3138(Bt一)

1426 X 1482 (Bt+ )

1426 X 1482 (Bt+)

1426X 1482(Bt+)

1426 X 1482(Bt+)

正常Normal

正常Normal

缺氮Stress

缺氮Stress

正常Normal

正常Normal

缺氮Stress

缺氮Stress

正常Normal

干旱Stress

正常Normal

干旱Stress

正常Normal

干早Stress

正常Normal

干旱 Stress

122. 80d

203. 20b

164. 48c

158. 57c

118. 90d

149. 37c

150. 07c

272. 28a

ND

79. 81c

ND

150. 15a

59. 53d

108. 02b

66. 82cd

125. 96a

ND

ND

ND

101. 85a

ND

91. 32a

ND

72. 05b

8. 00e

14. 68d

21. 51b

22. 82b

11. 12d

18. 49c

18. 56c

39. 32a

ND

ND

ND

9. 99a

ND

ND

ND

12. 59a

倒 5叶

5̀h LFT

ND

ND

ND

9. 03a

ND

ND

ND

ND

植后 40d 植后 47d 植后 61d

倒

lst

品种 Lines
营养胁迫

Nitrogen

干早胁迫
  W ater

40 d after sowing 47 d after sowing 61 d after sowing

倒 1叶

1s̀  LFT

ND

ND

ND

ND

倒 3叶

3,d LIFT

倒 5叶
5̀h LFT

倒 3叶

3rd LFT

倒 5叶

5̀h LFT
1叶
LFT

倒 3叶

3̀d LFT

倒 5叶

5̀h LFT

Nongda 3138(Bt-) 正常Normal正常Normal

Nongda 3138(Bt-)‘正常Normal干旱Stress

Nongda 3138(Bt-) 缺氮Stress 正常Normal

Nongda 3138Bt-) 缺氮Stress 干早Stress

1426 X 1482(Bt+) 正常Normal正常Normal

1426X 1482(Bt+) 正常Normal干早Stress

1426X 1482(Bt+) 缺氮Stress 正常Normal

1426X 1482(Bt+) 缺氮Stress 干早Stress

40.

70.

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

倒 1叶

I't LIFT

9. 89e

13. 86c

21. 226

22. 23b

15. 00C

79. 21a

18. 29b

11. 07d

ND

11. 50c

15. 726

16. 406

54. 69a

58. 54a

ND

9. 13d

ND

ND

13. 14b

15. 93a

ND

8. 75c

ND

ND

7. 69d

20. 37c

10. 44c

39. 66a

5. 43e

27. 276

8. 00d

5. 13e

7. 4od

10. 73c

ND

33. 59a

ND

16. 406

ND

4. 55e

ND

10. 26c

ND

31. 35a

ND

13. 69b

ND

ND

L
U

a

C

1

l
l

C

9

八
︺

~0

*播种后19d开始实施营养胁迫和干旱胁迫Water stress and nitrogen stress treatments started 19 days after sowing;LFT=leaf from the

top

2.5 酚酸标样的HPLC检测图谱

    为了对玉米叶片中的酚酸类物质进行定性和定量

种酚酸混合标样的HPLC图谱(图2)0

，分别单独检测了每种酚酸的HPLC图谱和紫外吸收光谱，并测定了7

2. 6  Bt玉米中酚酸类物质含量的变化

    以盆栽实验1播种后lld的整株玉米幼苗叶片为材料检测酚酸类物质。检测结果表明(表6)，幼苗期不同玉米品种的叶片

中能检测到的酚酸类物质有3种:香草酸、丁香酸和阿魏酸。

    香草酸以农大3138、农大61和1426 X 1482含量最高;34B23与34B24这一对近等基因系的香草酸含量显著低于其它玉米

品种。在每对近等基因系内，Bt玉米与非转基因玉米叶片香草酸的含量差异不显著，表明Bt玉米叶片香草酸的含量主要是受

受体本身原有的基因组决定。

    丁香酸也以农大3138、农大61和1426 X 1482等品种含量最高;34B23与34B24这一对近等基因系的丁香酸含量显著低于

其它玉米品种。在来自中国农业大学的3个品种之间，Bt玉米品种农大61和1426 X 1482的叶片丁香酸的含量显著高于非转基

因玉米品种农大3138。在各对近等基因系的Bt玉米与非转基因玉米品种之间，叶片丁香酸的含量差异不显著，表明Bt玉米叶

片丁香酸的含量主要是受受体本身原有的基因组决定。

    阿魏酸以来自中国农业大学的3个品种含量最低，显著低于其它玉米品种。在每对近等基因系的不同品种之间，Bt玉米叶

片中的阿魏酸含量均显著低于相应的非转基因玉米品种。试验结果表明，玉米叶片阿魏酸的含量既由受体本身原有的基因组决

定，也受外源Bt基因导人的显著影响。
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图2  7种酚酸(proto一原儿茶酸、p-OH-b一对轻基苯甲酸、van一香草酸、caf一咖啡酸,syr一丁香酸、p-coum一对经基肉桂酸和fer一阿魏酸)标样的

HPLC色谱图

Fig. 2  HPLC profiles of a mixture of 7 standard phenolic acids. Proto, Protocatechuric acid; p-OH-b, p-Hydroxybenzoic acid; van,

Vanillic acid; caf, Caffeic acid; syr, Syringic acid; p-coum, p-Hydroxycinnamic acid; fer,Ferulic acid.

              Table 6

品种Lines

34B23(Bt一)

34B24(Bt+)

G26(Bt一)

G30(Bt+)

Nongda 3138(Bt一)

Nongda 61(Bt+)

1426X 1482(Bt+)

              表6 不同玉米品种幼苗叶片的酚酸类物质含，(Frg/g FW)

Concentrations of phenolic acids in the leaves of Bt corn and non-Bt corn seedlings (pg/g fresh wt.)

香草酸Vanillic acid

16. 67士2. 76c

13. 80士3. 85c

21. 36士4. 36b

23. 18士3. 256

81. 94士10. 81a

77. 30士11. 83a

90.04士11. 25a

丁香酸Syringic acid

5. 06士0. 63d

4.81士0. 69d

8.32士1. 21c

8. 69士0. 66c

13. 84士2. 386

19. 24士4. 36a

20. 35士2. 30a

阿魏酸Ferulic acid

49. 00士12. 25a

24. 65士3. 87c

53. 82土11. 31a

34. 17士6. 51b

7. 37士1. 28d

4. 65士0. 79e

4.94士0. 67e

3 讨论

3.1 玉米植株内的异经厉酸及外界生长条件对Bt玉米叶片DIMBOA含量影响

    异经肪酸和相关的苯并恶哇琳酮是禾本科植物重要的次生代谢物[[2,41。作为主要的苯并恶嗓类物质，DIMBOA (2 , 4一二经基

-7一甲氧基一2H-1, 4一苯并恶嗦-3-酮, 2, 4-dihydroxy-7-methoxy -2H-1, 4-benzoxazin-3-one)是玉米抗欧沙!玉米螟(Ostrinia

nubilalis)、亚洲玉米螟(O. furnacalis)、巨座玉米螟(Diatraea grandiosella)、玉米蚜(Rhopalosiphum maidis)、玉米幼芽切根叶

甲(Diabrotica virgifera)和西非大螟(Sesamia nonagriodes)等玉米害虫和玉米大斑病(Helminthosporiam turcicum),茎腐病

(Diploida maydis)、软腐病(Erwinia )和玉米丝黑穗病(Sphacelotheca reiliana)等病害的主要抗性物质[C1,21。在植物体内，异轻})N}

酸是由它们的内酞胺前体衍生而来的[C15, IS]。在完整的植物细胞中，异经肪酸以其((2R)-2-件D-葡萄糖昔的形式被鳌合而稳定存

在;当组织受损或遭受病原侵袭时，液泡里的R-葡萄糖昔在水解酶作用下释放出异经肪酸。异经肪酸具有较强的生理活性，在一

定的温度下很容易分解[17]

    玉米植株异经肪酸的含量受外界生长条件影响显著，有多种因素可诱导玉米植株异羚厉酸的产生。在紫外辐射[CU8]和水分

胁迫[19〕下，异经肪酸的含量明显增加;黑暗条件下生长的玉米幼苗中DIMBOA含量大约是自然光照下生长的2倍[[71;玉米组

织受损伤时，DIMBOA含量也会大量增加[[20]。本试验结果表明，干早和营养胁迫下Bt玉米叶片的DIMBOA含量也显著升高，

其变化规律与非Bt玉米相似;但在生长的中后期，干旱和营养双重胁迫已经影响到Bt玉米叶片DIMBOA的合成和积累，这与

非Bt玉米明显不同。

3.2 外源Bt基因插人对玉米叶片DIMBOA含量影响

    对于受体玉米而言，外源Bt基因的插人也可以看成是一种诱导因素;但这种诱导不仅没有使受体玉米DIMBOA含量增

加，本试验中，Bt玉米叶片中的DIMBOA含量尤其是幼嫩叶片的DIMBOA含量普遍低于相对应的非转基因近等基因系，说明

外源Bt基因的导人和表达会影响到玉米原有抗性物质DIMBOA的合成与积累。外源Bt杀虫蛋白的表达，必然会消耗植株的

一部分能量和物质，使得玉米原有的部分次生代谢受到了抑制，DIMBOA的合成也可能因此受阻，含量减少。



4期 聂呈荣 等:转Bt基因玉米叶片次生代谢物DIMBOA和酚酸类物质含量的变化 821

    Bt玉米品种34B24,G 30和农大61叶片中的Bt蛋白含量与DIMBOA含量呈极显著负相关，表明Bt玉米外源抗性与内源

抗性呈不协调状态。除了Bt玉米外，转Bt基因抗虫棉中缩合单宁和总酚的含量也显著低于其对照亲本[[z11。这一现象在使用转

Bt基因抗虫作物时必须给以充分的重视;因为次生代谢物质是作物抵抗有害生物人侵的重要生化机制，外源Bt基因导入对作

物原有次生代谢的抑制作用将会深刻地影响到作物与其它有害生物之间的相互关系，并可能影响整个农田生态系统。

3. 3  Bt玉米幼叶和老叶可能具有各不同的防御机制

    本试验结果表明，在玉米植株下部的叶片中，DIMBOA含量普遍较低，并且各品种之间的差异也不大。相对来说，玉米的幼

嫩叶片应该比其它组织更需要保护。在长期的进化过程中，玉米的幼嫩叶片除了有较旺盛的初级代谢如氮代谢外，也具有比其

它组织更强的次生代谢过程，能合成更多的异g肪酸物质[13]，以便防治有害生物的人侵。老叶由于含有较多的纤维组织和机械

组织，具有较好的抵御有害生物的形态解剖机制，因而不需要太多的生化抗虫机制。这说明DIMBOA的主要作用是帮助玉米幼

嫩叶片防御有害生物的侵人。

    另一方面，玉米幼嫩叶片主要依靠自身的DIMBOA等次生代谢物质来防御害虫。外源Bt基因的插人，使玉米植株下部叶

片具有较高的Bt蛋白含量，而幼嫩叶片中Bt蛋白含量相对较低。因此，Bt玉米通过表达Bt蛋白而对有害生物的抵御作用，可

能主要是作为玉米下部叶片机械抵御的一种补充。玉米幼嫩叶片虽然也表达Bt蛋白，但由于它本身已有足够的DIMBOA含

量，因而Bt蛋白对玉米幼嫩叶片的保护作用比不上老叶。这一方面的问题仍值得深人研究。

3. 4  Bt玉米中酚酸类物质含量的变化

    玉米中的次生代谢物除了DIMBOA及其衍生物，还含有各种酚酸类化合物;这些化合物都是作物抗虫抗病的物质基础，并

且大多具有化感作用[3]。玉米和高粱的叶片被病菌Peronosclerospora sorghi侵染后，叶片中酚酸类物质的含量会发生变化;随

着侵染的加重，酚酸类物质的浓度会增加。在玉米和高粱等作物的抗性品种中，肉桂酸、氯原酸和阿魏酸的浓度增加得最为显

著「5l

    与相应的非转基因玉米品种相比，虽然Bt玉米中香草酸和丁香酸的含量没有显著减少，但阿魏酸的含量却显著降低。这一

结果表明，外源Bt基因的导人和表达，使得玉米原有的部分次生代谢受到了抑制，某些酚酸类物质的含量减少，削弱了玉米原

有的生化防御机制。如前所述，外源Bt基因导人对玉米原有次生代谢的限制作用，既有可能是耗植株体内能量和物质再次分配

的结果，也有可能是Bt基因表达对玉米植株代谢的影响所造成的。

35 转基因抗虫植物的生物安全问题中应考虑的次生代谢问题

    在害虫的选择压力之下，植物在长期的进化过程中形成了形式多样的防御系统。这是大自然留给人类的一笔宝贵财富。深

人地研究它们的防御机理、有效地挖掘和利用次生防御物质，有助于更好地控制害虫[Czzl。在转基因抗虫植物的生物安全问题受

到越来越广泛重视的情况下，在分析转基因抗虫植物外来抗性与内源抗性的相互关系时，以下几个方面的研究尤其值得关注:

①Bt玉米及其同源常规玉米异经肪酸和酚酸类化合物的分离、鉴定、定量和比较;②模拟病虫害和信号物质对异轻肪酸和酚酸

类化合物产生的诱导作用，以及对玉米病原菌和害虫选择行为的影响;③在分子水平上，深人了解玉米外源抗虫基因((Bt基因)

导入后原有异轻JF5酸和酚酸类化合物调控基因的表达。通过这些方面的研究，为协调利用玉米自身抗性与基因工程改良，为如

何兼顾以植物次生代谢物质为基础的品种抗性与转基因技术培育抗虫品种提供新的理论依据。本文对第一个问题进行了初步

的探索，后两个问题值得今后深人研究。

3. 6  Bt玉米内在抗性与转基因导人的外源抗性之间的相互关系

    在长期的进化过程中，植物形成了一整套有利于其自身生长发育的基因体系。当外源Bt基因被导人玉米植株内部后，必将

打破其自身固有的基因连锁群，对其生长性状和生理代谢产生影响，其中也包括对玉米受体内在抗性的影响，如保护酶活性、阱

肌质含量以及异A肪酸和酚酸类化合物的含量。关于作物内在抗性与转基因导人的外源抗性之间的相互关系有可能出现3种

不同的情况:①协同效应;②拮抗作用;③互不相干。

    本研究结果表明，外源Bt基因导人的抗性与保护酶活性在正常水培和PEG胁迫条件下既有拮抗关系也有协同关系。外源

Bt基因导人后，玉米植株体内原有具抗性作用的次生代谢物质发生了变化，转Bt基因抗虫玉米异经肪酸类化合物及酚酸类物

质的含量较其非转基因近等基因系玉米明显减少。当作为多种病虫害抗性物质基础的异经厉酸和酚酸类化合物受到影响后，有

可能会进一步影响玉米植株与有害生物之间的关系。由于玉米体内异经厉酸和酚酸类化合物与玉米对玉米螟、玉米大斑病等病

虫害的抗性密切相关[1,14,23-241，这种变化将对玉米与这些有害生物的相互关系乃至整个玉米田生态系统产生某些重要的影响。

    目前在抗虫植物基因工程的研究中，利用基因的直接表达产物— 杀虫蛋白质作为抗虫效应物几乎是所有研究者采用的

策略。在植物化学防御系统中，特别是在抗虫方面占主导地位的是次生代谢产物，如:生物碱、街类化合物和某些氨基酸的衍生

物。通过基因工程方式强化植物原有次生代谢产物途径以达到抗虫目的的研究难度较大，目前尚未见到成功报道，然而，仍不失

为未来植物抗虫基因工程研究的一个重要方向[E251。一些植物如胜红蓟本身可产生类似昆虫蜕皮激素或保幼激素的化学物质，
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如将此类物质的合成机制转移到受体植物中，有可能使受体植物获得相应的抗虫特性。通过基因工程方式调动植物内在的防御

机制，已经在抗病方面取得进展，是另一条值得尝试的途径。

    在目前培育Bt玉米为主要抗虫途径的形势下，综合利用DIMBOA合成的调控基因，建立多基因抗虫机制，使用DIMBOA

和Bt蛋白这两种或两种以上不同的抗虫基因协调作用的转基因玉米，可以起到延缓玉米螟等昆虫耐受性产生的作用。由于目

前对玉米抗虫生化机理方面已有较深的了解，特别是关于DIMBOA的合成与代谢途径以及它在抗虫防御系统中的作用机制已

有清晰的认识[z. z6-271，通过基因工程方式调动玉米高剂量合成DIMBOA这一内在的抗虫防御机制，很有可能成为Bt玉米之后

更重要、也更安全的玉米抗虫新途径。
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