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转基因抗虫棉凝集素的检测
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（河南农业大学 植物保护学院，河南 郑州４５０００２）

摘要：为探讨外源杀虫基因导入对棉花重要防御物质凝集素的影响，同时建立棉花凝集素的灵敏
检测方法，采用血凝法检测转基因（Ｂｔ、ＣｐＴＩ和外源凝集素基因）棉花中凝集素的变化，并经胰蛋
白酶处理鸡血红细胞、不同温度处理和比色法测定棉花的凝集素活性。结果表明，棉花叶片中凝集
素水平随棉花生长而发生变化，不同外源基因的导入使棉花凝集活性升高或降低。采用经胰蛋白
酶修饰后的鸡血红细胞检测，棉花凝集活性明显提高，最高是未经处理检测的６４倍。棉花凝集素
具有一定的抗热性，在４５℃以下很稳定，但随温度的升高和处理时间的延长活性下降。血凝反应
和比色法均能直观、定量地反映棉株中凝集素活性，但后者精度更高。以上研究结果表明，外源杀
虫基因的导入引起棉花凝集素水平发生改变，比色法可以作为检测棉株中自身和外源凝集素基因
表达后凝集活性的重要手段。
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　　凝集素广泛分布于植物、动物和微生物中，尤以
在植物种子和储藏器官中最为丰富，是具有至少１个

非催化结构域并能可逆结合特异性单糖或寡糖的蛋

白或糖蛋白［１］。它是参与有机体生命活动过程的重
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要物质，功能多样，具有抗肿瘤，免疫调节，抗真菌、病
毒、细菌和线虫及昆虫的功能［２－３］。对棉花凝集素的
研究表明，凝集素水平与品种的抗病性呈正相关，抗
病品种中凝集素的含量比感病品种高４倍以上，凝集
活性强的棉花品种抗枯萎病能力强，能显著抑制棉花
枯萎病菌的生长和分生孢子的萌发［４－５］。而其他植物
来源的凝集素，如雪花莲凝集素（Ｇａｌａｎｔｈｕｓ　ｎｉｖａｌｉｓ
ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＧＮＡ）、半夏凝集素（Ｐｉｎｅｌｌｉａ　ｔｅｒｎａｔａａｇｇｌｕ－
ｔｉｎｉｎ，ＰＴＡ）、麦胚凝集素（ｗｈｅａｔ　ｇｅｒｍ　ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，

ＷＧＡ）等则杀虫效果明显，尤其对飞虱、蚜虫、叶蝉
等危害极强的刺吸式害虫具有延缓发育、降低生殖
力、增加死亡率的作用［６－９］。因为在防御植物病虫害
方面的突出效果，植物凝集素成为当前转基因抗虫
作物研究的首选。利用转基因技术将外源杀虫基因
导入农作物，增强作物的抗虫性，在棉花上的运用最
成功，如获得了抗棉铃虫等鳞翅目害虫的转Ｂｔ、Ｃｐ－
ＴＩ基因棉和抗棉蚜的转外源凝集素基因棉［１０－１１］。
但值得注意的是，当这些外源杀虫基因导入棉株基
因组后，打破了棉株原有基因的连锁群，势必造成其
生理生化过程发生变化，如对棉花自身凝集素水平
可能产生影响，而这将关系到棉花的抗性水平。为
此，选取３种不同类型的杀虫基因（Ｂｔ、ＣｐＴＩ和外
源凝集素基因），研究其导入棉花后对重要抗性物质
凝集素活性的影响，并建立棉花凝集素的灵敏检测
方法，以此作为检测和监测棉株中自身和外源凝集
素基因表达后凝集活性的重要手段。

１　材料和方法

１．１　供试棉花
供试棉花材料１０个，即转Ｂｔ基因抗虫棉 Ｈ２

及其亲本中棉１２、转Ｂｔ和ＣｐＴＩ基因抗虫棉中４１
及其亲本中２３、转凝集素基因抗虫棉８００８及其亲
本苏００６、转凝集素基因抗虫棉８００９及其亲本苏

０１１、转基因抗虫杂交棉晋棉３４和常规棉太８。１０
个棉花材料均在室内同期播种于花盆中，栽培、管理
措施一致，苗期用于试验。

１．２　棉花凝集素的提取
取棉花苗期（子叶期、１～３片真叶期、４～６片真

叶期）叶片，称取４ｇ，液氮研磨，加入２ｍＬ　ｐＨ 值

７．４的ＰＢＳ提取溶剂，以４℃、５　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０
ｍｉｎ，取上清液即为棉花凝集素粗提液。

１．３　血凝反应
在９６孔“Ｖ”型血凝板中，分别加入３０μＬ　ｐＨ

值７．４的ＰＢＳ磷酸缓冲液，再加入３０μＬ棉花凝集
素提取液，将其按２－１～２－１２的比例进行倍比稀释，

然后各孔加入３０μＬ　０．５％的鸡血红细胞。３０ｍｉｎ
后观察凝集反应。

１．４　胰蛋白酶处理鸡血红细胞
取胰蛋白酶（３Ｕ／ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司产品），以

０．０１ｍｏｌ／Ｌ 的 ＰＢＳ磷酸缓冲液配制成 ３、１．５、

０．７５、０．３７５、０．１８８Ｕ／ｍＬ的酶液。用胰蛋白酶液
处理鸡血红细胞，在３７℃培养箱中温育１５ｍｉｎ，之
后以２　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，用０．０１
ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ洗涤３次，用于检测棉花叶片中的凝集
活性。

１．５　不同温度和时间处理对棉花凝集素的影响
将提取的棉花凝集素样品分别在４、２５、４５、

６５℃下处理１５、６０、１２０ｍｉｎ后，于４℃、８　０００ｒ／ｍｉｎ
下离心５ｍｉｎ，取上清在“Ｖ”型血凝板上进行血凝反
应，测血凝活性。

１．６　比色法测定血凝活性
取２ｍＬ棉花凝集素提取液，加入２ｍＬ　０．５％

的鸡血红细胞悬浮液，静置３０ｍｉｎ后，取上清，用

Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　７５６型紫外可见分光光度计，于６２０ｎｍ
波长下测定吸光度值。重复３次，取平均值作为最
终测定结果。

２　结果与分析

２．１　棉花生长期叶片中凝集素的变化
结果表明，从供试的１０个棉花材料的叶片中均

检测出凝集素活性（表１）。随棉花生长时期的变化
（如子叶期、１～３片真叶期和４～６片真叶期），不同
品种叶片的凝集素含量有升有降，在子叶期，以常规
棉太８的血凝活性最高，血凝滴度达２６；到了４～６
片真叶期时，其血凝滴度降至２３。１～３片真叶期和

４～６片真叶期，则分别以抗虫杂交棉晋棉３４和中

２３的凝集素含量最低，血凝滴度均为２２，低于它们
在子叶期时的凝集素水平。

表１　棉花生长不同时期叶片中凝集素水平

棉花品种
血凝滴度

子叶期 １～３片真叶期 ４～６片真叶期

中棉１２　 ２４　 ２４　 ２４

Ｈ２　 ２５　 ２５　 ２３

中２３　 ２５　 ２５　 ２２

中４１　 ２４　 ２５　 ２３

苏００６　 ２５　 ２４　 ２４

８００８　 ２５　 ２３　 ２３

苏０１１　 ２４　 ２３　 ２６

８００９　 ２５　 ２５　 ２６

晋棉３４　 ２５　 ２２　 ２３

太８　 ２６　 ２５　 ２３
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　　从表１还可以看出，不同类型杀虫基因的导入
对棉花叶片中凝集素水平产生影响。如外源Ｂｔ基
因导入后，在子叶期，转基因棉 Ｈ２与其受体亲本中
棉１２相比，血凝活性提高了１倍。与之相反，转Ｂｔ
和ＣｐＴＩ基因棉中４１的血凝活性却只有亲本中２３
的１／２。同样，外源凝集素基因的导入也使相应转
基因棉的凝集活性发生了变化，如８００９的凝集活性
在子叶期和１～３片真叶期均比受体亲本苏０１１明
显提高。这说明外源基因的导入对棉花凝集素的生
物合成产生影响，或因基因表达产物的生成使凝集
活性升高或降低。

２．２　胰蛋白酶修饰后棉花叶片中凝集活性的变化
胰蛋白酶是一种蛋白水解酶，采用不同剂量胰

蛋白酶处理后的鸡血红细胞，均使棉花凝集素的血
凝滴度升高（表２）。３Ｕ／ｍＬ和１．５Ｕ／ｍＬ的胰蛋
白酶处理可使其凝集活性达到最大，是未经胰蛋白
酶处理的凝集活性的６４倍，当胰蛋白酶剂量低至

０．１８８Ｕ／ｍＬ时，凝集活性最低，相比ＣＫ仅提高了

３倍。

表２　胰蛋白酶处理对棉花叶片中凝集活性的影响

胰蛋白酶／（Ｕ／ｍＬ） 血凝滴度

未处理（ＣＫ） ２５

３ ２１１

１．５　 ２１１

０．７５　 ２９

０．３７５　 ２９

０．１８８　 ２７

　　采用经胰蛋白酶修饰后的鸡血红细胞检测棉花
凝集素，增加了血红细胞的敏感性，明显提高了凝集
素活性检测的灵敏度。这表明鸡血红细胞的细胞膜
上具有与棉花凝集素分子中糖结合部位构象相吻合

的糖基，但该糖基可能位于膜的脂质双分子层中，被
细胞膜的外周蛋白或与之连接的糖蛋白所遮挡，抑
制或降低了该糖基与凝集素的结合，经由胰蛋白酶
对这些蛋白或糖蛋白的温和水解，可使此种遮挡得
以解除，从而使凝集活性增强。

２．３　温度和处理时间对棉花叶片中凝集素的影响
在不同温度和时间处理后，检测棉花叶片中凝

集素提取液的血凝活性，结果见表３。４℃低温和室
温２５℃处理最长时间（１２０ｍｉｎ）不影响血凝活性。

而在４５℃下，随处理时间的延长血凝活性降低，处
理１２０ｍｉｎ血凝滴度由２５ 降至２４。６５℃仅处理１５
ｍｉｎ，与２５℃时相比，血凝活性就下降了１／２。

表３　不同温度和时间处理后棉花叶片中的血凝滴度

温度／℃
处理时间／ｍｉｎ

１５　 ６０　 １２０

４　 ２５　 ２５　 ２５

２５　 ２５　 ２５　 ２５

４５　 ２５　 ２５　 ２４

６５　 ２４　 ２４　 ２４

　　以上结果表明，棉花凝集素具有一定的热稳定
性，但处理时间不宜过长，常温提取不影响其活性。

２．４　比色法测定棉花凝集素结果
与血凝反应的检测结果相对应，经比色法测定

的３个棉花材料的叶片凝集素提取液的吸光度值显
示，血凝效价高的，因相应的红细胞沉积量最多，因
而上清液的吸光度值低，以此建立血凝效价与吸光
度的对应关系，两者呈负相关性，即血凝效价高的，

如８００９为２６，其吸光度值就低，仅为０．０７２；与之相
反，中２３血凝效价最低，为２２，其对应的吸光度值
却最高，达１．１４３（表４）。

表４　棉花凝集素血凝滴度与吸光度的相关性

棉花品种 血凝滴度 吸光度

中２３　 ２２　 １．１４３

Ｈ２　 ２３　 ０．６２３

８００９　 ２６　 ０．０７２

　　通过比色法测定凝集素活性具有定量、准确、灵
敏的特点，特别是对于凝集素水平相近的材料，因血
凝反应只能以血凝滴度２ｎ 表示，即便血凝效价相
同，未必表明它们的凝集素含量完全一致，而采用比
色法则能精确反映它们之间的差异。如表４所示，

Ｈ２和中２３的血凝活性以血凝滴度表示比值为２，
反之，相应的吸光度比值为１．８３，精度更高。对于
有外源凝集素基因导入的材料８００９而言，它的血凝
效价为２６，相应的吸光度值仅为０．０７２。

３　结论与讨论

棉花抗枯萎病能力与棉花凝集素水平的高低呈

正相关，这是基于抗病品种中凝集素能识别枯萎病
菌分生孢子表面的甘露糖和葡萄糖外被，经凝集使
其失去或降低侵染能力；而感病品种因为缺乏凝集
素或凝集素含量低，枯萎病菌分生孢子可以自由侵
染，摄取棉株养分，导致棉花枯萎。经证实，分子量
为１３．４ｋＤ的棉花凝集素能凝集枯萎病菌分生孢
子，并抑制分生孢子萌发［５］。既然棉花凝集素含量
与抗病性有关，那么其与抗虫性关系如何，尚未见相
关报道。基于此，本研究在前人所做的棉花凝集素
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动态规律的基础上，重点对昆虫取食的主要部
位———叶片进行了凝集素含量的检测，特别是对外
源杀虫基因导入后凝集素的变化进行了监测。结果
发现，棉花苗期的不同生长阶段凝集素水平发生变
化，有的棉花材料在子叶期含量最高，有的却在１～
３片真叶期或４～６片真叶期最高。而外源杀虫基
因的导入，可使凝集活性升高或降低，说明外源基因
的导入对棉花自身的生理生化和代谢过程产生了一

定的影响，导致凝集素的生物合成发生改变。而这
些与植物抗性相关的物质水平的监测也应成为转基

因棉花安全性评价的重要组成部分。
采用经胰蛋白酶水解后的鸡血红细胞检测棉花

凝集活性，发现其凝集活性明显上升，说明酶促反应
使鸡血红细胞表面的糖基如 Ｄ－半乳糖、Ｎ－乙酰－
Ｄ－氨基葡萄糖或Ｄ－葡萄糖暴露，提高了与这些能被
棉花凝集素识别的糖基的结合能力，增强了棉花的
凝集活性［１２］。经胰蛋白酶处理后，棉花凝集素的血
凝滴度是未经处理的６４倍，这使得提取少量的试材
即能测定其凝集活性，从而可以方便检测外源凝集
素基因是否导入以及表达量的高低。
棉花凝集素具有较高的抗热性。蔡马等［１２］研

究棉花凝集素的热稳定性时发现，在７０℃和７５℃
分别处理１５、１０ｍｉｎ，血凝活性不变；在７５ ℃和

８０℃条件下分别处理１５、５ｍｉｎ时，血凝活性略有下
降，在８０℃加热１０ｍｉｎ，其血凝活性基本丧失［１２］。
本研究结果表明，棉花凝集素在４５℃以下处理时间
长达６０ｍｉｎ不影响其活性，但是，随着加热处理时间
的延长和温度的升高，凝集活性下降。综合棉花凝集
素在不同温度下处理不同时间后的活性变化，为其进
一步的分离、纯化条件的建立奠定了基础。
用比色法能准确反映待测凝集素凝集能力的差

异，特别是对于“Ｖ”型板血凝反应后，较难确定血凝
滴度的样品，能定量反映凝集活性的大小，具有准
确、定量的特点，尤其适用于转凝集素基因材料中凝
集素表达水平的检测。如外源雪花莲凝集素ｇｎａ
基因导入小麦后，转化植株的叶片蛋白提取液中的
凝集素可使鸡血红细胞发生凝集反应，用比色法证
实叶片蛋白提取液上清液的吸光度值随凝集沉降程

度增强而下降。经检测呈阳性的植株，ＯＤ６２０值均显
著低于对照，表明ｇｎａ基因在各转化植株中均有不
同程度的表达，其中吸光度值最低的植株具有较高
的血凝活性。该检测结果表明，外源雪花莲凝集素

ｇｎａ基因可能在受体小麦内已完成正常的翻译后修
饰，在小麦的叶片中表达，并具有一定的生物学活

性［１３］。由此可见，利用血凝反应的原理，采用比色
法可以反映外源凝集素基因在受体植株中的表达水

平，从而为研究人员提供检测和监测植株中自身和
外源凝集素基因表达后凝集活性的重要手段。
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