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转基因在苹果蠹蛾不育昆虫释放技术中的应用*

朱虹昱1，2 徐 婧1 张润志1，3＊＊

( 1. 中国科学院动物研究所动物进化与系统学重点实验室 北京 100101 ;

2. 中国科学院研究生院 北京 100049 ; 3. 农业虫害鼠害综合治理技术国家重点实验室 北京 100101 )

摘 要 使用不育昆虫释放技术是一项新兴的苹果蠹蛾 Cydia pomonella ( L． ) 防治方法，使用转基因得到不育雄

蛾具有比传统辐射方法更多的优点。转基因技术通过使用基于 piggyBac 等转座子的质粒载体，并插入显性条件

致死基因以培育遗传性别品系，同时插入荧光蛋白等标记基因来显示转基因的效果; 在人工控制的发育条件，建

立成熟的稳定苹果蠹蛾品系，用以最终的田间释放以达到防治的目的。
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Abstract The sterile insect technique ( SIT) is a relatively new approach to controlling the codling moth． Compared with

the traditional irradiation method，the application of transgenic techniques is much better at producing sterile males． In

addition to manual control of developmental conditions this involves using plasmid vectors based on the piggyBac

transposon，inserting a dominant conditional lethal gene to culture genetic sexing strains and inserting marker genes such

as fluorescent proteins to elucidate the efficacy of gene transfer．

Key words Cydia pomonella，sterile inscct technique，gene transfer，strain

* 资助项目: 公益性行业( 农业) 科研专项( 200903042 ) 、973 计划课题( 2009CB119204 ) 。

＊＊通讯作者，E-mail: zhangrz@ ioz． ac． cn

收稿日期: 2011-12-14，接受日期: 2011-12-25

1 不育昆虫释放技术及获得不育昆
虫的常规方法

使 用 不 育 昆 虫 释 放 技 术 ( sterile insect
technique，SIT) 防治害虫的概念产生于 20 世纪 30
至 40 年代( Klassen and Curtis，2005 ) 。该技术的
核心是通过释放不育昆虫同野生型的昆虫种群进

行交配，造成后代无法产生，从而达到对于该地区

种群的控制效果( Knipling，1955 ) 。该方法由于能
够结合其他的常规害虫防治方法进行操作，因此

在广域害虫综合治理的项目中有着非常重要的作

用。而且，使用该方法进行的广域害虫综合治理
项目，大都习惯于选择双翅目、鳞翅目等有重大危

害的害虫进行( Lance and McInnis，2005 ) 。其最
典型的防治范例包括针对新大陆螺旋蝇、实蝇类、
采采蝇、舞毒蛾以及苹果蠹蛾 Cydia pomonella
( L． ) 等昆虫进行的广域害虫综合治理项目( Bloem
et al．，2005 ; Enkerlin，2005 ; Feldmann et al．，
2005 ; Vargas-Terán et al．，2005 ) 。
不育昆虫释放技术应用在苹果蠹蛾的防治工

作中已有十余年的历史。自 1992 年开始在加拿
大不列颠哥伦比亚省的 Okanagan Valley 进行的苹
果蠹蛾控制项目，是该技术最为著名的应用例证

( Dyck et al．，1993 ; Vreyson et al．，2010 ) 。该项
目经过多年不育苹果蠹蛾的田间释放，大量减少

了当地杀虫剂的使用，并且对于该地区苹果蠹蛾
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种群起到了较为成功的控制作用( Bloem et al．，
2005 ) 。
一直以来，进行辐射诱导产生显性致死突变

都是得到不育昆虫的常规方法( Robinson，2005 ) 。
由于鳞翅目昆虫的染色体组成结构和双翅目等其

他昆虫并不一样 ( Wolf，1994 ; Traut and Maréc，
1996 ) ，能够达到不育的所需辐射量比其他种类比
如双翅目的昆虫更高( LaChance，1985 ) ，因此诱发
突变的辐射处理通常会降低成虫的寿命、交配竞
争能力和飞翔能力等( 路大光和王华嵩，2002 ) ，而
且辐 射 诱 变 也 会 损 害 到 精 子 的 传 导 过 程

( Carpenter et al．，2005 ) 。对于苹果蠹蛾而言，高
剂量辐射能够造成其个体伤害以及野外适应性的

降低( Bloem et al．，1999 ) 。而且，辐射诱导突变
所需设备及保存辐射源所需设施的建设成本较

高，这也是目前仅加拿大有其他国家无类似项目

的原因之一。另外，该种方法也同时也存在较大
的失败风险( Tothová and Maréc，2001 ; Robinson，
2002 ) 。

2 转基因技术及其在不育昆虫释放
技术中的应用

转基因技术是除辐射之外能够得到不育昆虫

的另外一种途径，它主要通过对目标害虫进行遗

传转化而得到想要的控制效果 ( O’Brochta and
Handler，2008 ) 。在昆虫中使用的转基因技术的
主要原理是，通过分子生物学方法将致死突变基

因转 入 目 标 害 虫，使 其 后 代 成 为 遗 传 不 育

( inherited sterility，IS，F1 代不育) ，从而控制目标
害虫种群( Lance and McInnis，2005 ) 。转基因方
法之前在许多昆虫种类中都得以应用 ( Handler
and Harrell Ⅱ，2001 ) ，如地中海果蝇 Ceratitis
capitata ( Handler et al．， 1998 ) 、黑 腹 果 蝇
Drosophila melanogaster ( Handler and Harrell Ⅱ，
1999 ) 、家蚕蛾 Bombyx mori ( Tamura et al．，2000 )
和加勒比果蝇 Anastrepha suspensa ( Handler and
Harrell Ⅱ，2001 ) 等。
包括苹果蠹蛾在内的所有鳞翅目昆虫的染色

体均属于非单着丝点染色体，并且可以认为是全

运动型( Murakami and Imai，1974 ) ，这要求达到不
育所需辐射的剂量非常高。但同时，其在细胞分
裂的过程中发生染色体异位重组的机会也较高

( 染色体畸变) 。如果将特定的致死突变通过转基

因的方法导入，能够很容易的得到可控制的遗传

不育品系。在成熟的转基因品系内，通过插入并
表达显性抑制的致死基因系统，能够大幅度提高

不育昆虫释放的安全性; 同时，可以加入荧光蛋白

等基因标记，使得检测转基因的效率更加简易和

便捷。通过转基因方法得到的苹果蠹蛾成虫，没
有经过辐射处理，野外适应性较强，交配竞争能力

也未受到影响，是一种更为安全更为经济有效的

处理手段。
目前，在苹果蠹蛾的不育昆虫释放研究中，使

用转基因方法的研究核心集中在如何获得高效转

化的遗传性别品系，如何将显性条件致死基因转

入并高效表达以及转化效果的检测等方面。

3 使用转基因方法获得不育苹果蠹
蛾

3. 1 转基因方法得到遗传不育的主要步骤
获得遗传不育的苹果蠹蛾时，自身来源于昆

虫的转座子( 如 piggyBac 和 Minos 等) 成为了进行
转基因操作的质粒载体的绝佳组成。但在实际操
作中单一的转座子无法成功获得转基因，必须依

靠其他特定的基因启动子( 如 hsp90 等) 及其他的
辅助子的协助以促进转座酶的表达。为了表达的
结果能够更容易的被观察和获知，在转座载体中

插入标记基因( 如 EGFP 荧光蛋白标记基因等) 以
得到容易辨认的结果。最为关键的是，在转座质
粒载体中需要插入特定的条件致死基因系统( 如

自我调控的 tetO-tTA 系统) ，并转至苹果蠹蛾的性
染色体中( W 染色体) 并使之连锁表达，这样在重
组的时候即可以通过人工条件的控制达到性别筛

选，也就是所谓的遗传性别品系的培育。最后，通
过之前插入的标记基因表达结果的检测，评估和

测定最终载体的转座效率以及转基因的效率。
转基因方法可以使得遗传性别品系和条件致

死基因系统 2 种技术在苹果蠹蛾不育昆虫释放技
术中同时得到应用( Ferguson et al．，2011 ) ，这充
分利用了遗传学的优势和先进的分子生物学的方

法，通过结合使用得到较好的效果。

3. 2 常用转座子载体与 DNA 重组
目前经常使用的昆虫转基因载体主要包括以

piggyBac、Minos 等转座子为基础的质粒载体。
piggyBac( PB ) 转座子其最早是在建立粉纹夜蛾
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Trichoplusia ni 受杆状病毒( Baculovirus ) 侵染的细
胞系( TN － 368 ) 时发现的 ( Fraser et al．，1983 ;
Cary et al．，1989 ) ，并被广泛应用于昆虫的转基因
研究中( Handler and Harrell Ⅱ，1999 ; O’Brochta
and Handler，2008 ) 。piggyBac 转座子能够在生物
染色体中准确的切出和转座，适用范围较广，可在

鳞翅目等昆虫中作为基因转化载体而发挥作用。
由于 piggyBac 属于第Ⅱ类转座子，自身带有转座
酶基因，整个转座过程不需要转录和反转录过程，

因此它在基因间的移动更加自由，用途也更加广

泛。piggyBac 转座子由于本身就是来源于鳞翅目
昆虫，而这类昆虫共同的特点是生活周期短、饲养
较容易、转基因品系的培育和稳定保持都较为简
便，转基因效果的检验评估也较为容易。因此，使
用 piggyBac 转座子作为苹果蠹蛾转基因的载体是
非常适合的。近年来，该转座子在哺乳动物中也
得到了较为广泛的应用和研究( 谢飞等，2011 ) 。
在 piggyBac 转座子中可以包含有 EGFP 等标记基
因，以便于转基因个体的识别 ( Thibault et al．，
1999 ) 。使用 piggyBac 转座子进行过成功转基因
研究的目标昆虫包括地中海果蝇、黑腹果蝇、家蚕
以及加勒比果蝇等。

Minos 转座子最初是从海德氏果蝇 Drosophila
hydei ( Sturtevant ) 中 意外得到的，它属于 Tc1 /
mariner 转座元件超家族( Franz and Savakis，1991 ;
Pavlopoulos et al．，2007 ) 。Minos 转座子也是一类
目前作为鳞翅目昆虫转基因载体的转座子，但是

应用有一定的局限性。Minos 转座子之前曾应用
在黑腹果蝇和地中海果蝇( Loukeris et al．，1995a，
1995b) 等昆虫的研究中。其他经常用做昆虫转基
因载体的转座子还有: P 因子、mariner 转座子、
hobo 转座子、hermes 转座子等等。

3. 3 遗传性别品系的建立与筛选
遗传性别品系( genetic sexing strains，GSS) 是

遗传学上的一个概念，主要指的是通过和性染色

体连锁的基因表达的不同条件要求，或者其表达

产物( 表达性状) 的不同特点，通过控制影响该品

系的特定条件，达到筛选和鉴别雌雄的目的。在
苹果蠹蛾的不育昆虫释放中，通过建立特定的遗

传性别品系，能够做到单独释放不育雄蛾。使用
遗传性别品系单独释放不育雄蛾的优点包括: 1 )
降低交配率; 2 ) 降低饲养成本; 3 ) 控制由于释放雌

蛾产卵造成可能的果实危害; 4 ) 仅储存雄蛾能显
著减少额外成本( Maréc et al．，2005 ) 。遗传性别
品系在鳞翅目昆虫中已经得以成功应用，其最主

要的基础在于，将特定的显性条件致死突变基因

插入至雌蛾的 W 染色体中并使之连锁，从而达到
有效区分雌雄、并且从内部控制了转基因雌蛾的
意外释放造成的安全问题的目的。
在昆虫中，通常的方法是使用特定的细胞操

作技术( 如胚胎显微注射) 将已经制备好的外源

DNA( 质粒载体) 导入目标昆虫的个体内( 如新产
的苹果蠹蛾卵) ，以此来建立所需的遗传性别品

系。由载体中包含的一些标记基因的表达，来观
察是否发生转化及其效率如何; 同样，使用人工条

件的控制，观察已经整合在载体中的条件致死基

因的表达情况( 结果为不需要的个体死亡) 。根据
上述目标基因的表达来筛选想要的成功进行转基

因的个体。之后通过遗传学方法的培养，并挑选
一些特定代的个体进行分子生物学的表达情况检

查，观察转基因的具体效率。待整个品系稳定表
达且大量繁殖时，才算该目标遗传性别品系建立

成功。
在建立遗传性别品系的过程中，需要提高转

基因的效率。一般来说使用的方法包括以下几
点: 1 ) 使用更有效的强启动子和转化辅助子; 2 ) 使
用更高效的转化质粒载体; 3 ) 提高细胞培养的效
率以提高转化率。

3. 4 显性条件致死基因的使用及其自我调控
显性条件致死突变基因( dominant conditional

lethal mutation gene，DCLM Gene) 是同性染色体相
连锁的，其主要特征是在一定限制条件下，如低

温、食物限制等，致死基因表达从而导致个体死亡
( Ferguson et al．，2011 ) 。
适用于苹果蠹蛾的显性条件致死基因系

统———四环素条件致死基因系统，来源于对于地
中海果蝇的遗传性别品系的建立过程 ( Thomas
et al．，2000 ) 。四环素是一种天然的抗生素，其主
要通过结合核糖体并破坏密码子 － 反密码子的相
互作用来抑制细菌生长。大肠杆菌体内的多亚基
反向转运蛋白( TetA 蛋白) 是四环素防御的主要
因素。而它的抑制蛋白 TetR 的控制基因 tetR 可
以通过反向调控作用，调节自身和 tetA 基因的转
录，也就是控制了大肠杆菌对于四环素的抗性
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( Grossen and Bujard，1992 ) 。在这个系统中，将
TetR 蛋白换成组成更为自由的反式激活因子 tTA
( 四 环 素 控 制 的 反 式 激 活 因 子，tetracycline-
controlled transactivator) ，就构成了 Tet 反式激活因
子调控系统，该系统能够有效地根据插入靶基因

的情况，使用不同的人工条件控制其表达，这为我

们使用某些特定的靶基因并控制其表达提供了便

利的手段。该系统的一个优点在于，将整个包括
反式激活因子基因和靶基因的目标系统克隆在单

一质粒载体中即可进行稳定转化( Schultze et al．，
1996 ) 。在这之后的研究中，人们又使得反式激活
因子 tTA 受到 tetO 基因元件的调控，即 tTA-tetO 系
统 ( Shockett et al．，1995 ; Shockett and Schatz，
1996) ，即整个系统能够实现自我调控。此时在系
统的靶基因区域插入需要的致死基因( 如 hid 基
因，控制头部发育) ，就可以通过控制四环素的存

在而间接控制致死情况( 黄培堂，2005 ) 。
该系统最初在转基因植物如烟草中得以成功

应用。在昆虫中，对于地中海果蝇进行应用得到
了广泛的关注 ( Alphey，2002 ; Robinson，2002 ) ，
Gong 等( 2005 ) 论述了该系统在地中海果蝇中的
应用，他和作者提出了 2 种可能的系统，一种为单
组分的，另外一种为多组分的。在这 2 个系统中，
都通过转基因手段得到了特别的 tTA 蛋白，携带
有该蛋白的雄性果蝇与雌性果蝇交配产生的后代

是不 育 的。相 关 结 果 曾 被 Science 和 Nature
Biotechnology 等期刊报道。
在苹果蠹蛾中，使用该转基因系统的最初尝

试是由捷克的 Maréc 和美国的 Lisa 等人共同进行
的。2005 年之前，在鳞翅目昆虫的类群之中从未
有过使用显性条件致死突变基因系统得到成功的

转基因成虫的报道 ( Maréc et al．，2005 ) 。2007
年，他们又发表了关于使用基于显性致死基因系

统的方法进行苹果蠹蛾不育昆虫释放技术方面的

相关研究进展( Maréc et al．，2007 ) 。

3. 5 转基因效果的评估检验及其技术手段
遗传学方法的使用: 在人工转入目标基因和

标记基因之后，同野生型杂交并检测筛选转化阳

性个体、同野生型回交并筛选表达的 G2 代实验室

种群，之后进行自交扩大种群数量，做过分子生物

学检测之后筛选标记阳性个体进行杂交以得到最

终释放用稳定品系。

生物学方法的使用: 在有无四环素等抑制条

件存在的情况下观察苹果蠹蛾包括孵化率、产卵
量、化蛹率和羽化率在内的相关指标，了解生存能
力的变化，以评估转化效果。细胞生物学方法的
使用: 使用显微注射技术依次将携带有目标 DNA
的质粒载体注入苹果蠹蛾初产胚胎中，在其胚胎

发育的过程中，使用荧光检测该转化基因在每个

胚胎中表达的情况，以此确定转化率的大小。使
用细胞培养技术培育和筛选用以最终导入苹果蠹

蛾胚胎中的成功转化载体细胞。使用免疫荧光杂
交 ( 如 荧 光 原 位 杂 交 fluorescence in situ
hybridization，FISH) 来确定目标基因是否和 W 染
色体连锁及其转化情况。分子生物学方法的使
用: 使用 Southern Blot 核酸印迹杂交技术和 Inverse
PCR 技术检测包括标记基因在内的外源 DNA 在
染色体上的插入和位点。如 PCR 阳性条带出现规
律性的 TTAA 序列，则表明 piggyBac 转座酶的介
导; 而 Southern Blot 核酸印迹杂交主要检测的是具
体目标基因插入的位点数，说明了转基因效率的

高低。

4 转基因的安全性问题

转基因的安全性一直是其应用的焦点所在。
在田间释放转基因不育昆虫的潜在危险在美国农

业部( Bergsten et al．，2008 ) 和欧洲食品安全机构
( Benedict et al．，2010 ) 内部都一直在被讨论。其
存在一些潜在的风险，这包括适应性和行为的改

变、转基因的稳定性、由于基因背景作用或者基因
功能突变消失导致的致死基因的效果降低等等。
在今后的研究中，通过插入第 2 个致死突变等其
他方法，转基因的安全性应可以得到较大的增长。

5 展望

转基因方法同使用放射线进行辐射处理一样

作为得到苹果蠹蛾不育成虫的一种手段，相比后

者来说，具有更加安全、更加高效、更加经济的诸
多优点。使用转基因的方法得到的苹果蠹蛾不育
成虫，生存力更高，交配能力不受损害，是绝佳的

进行释放控制的材料。在转基因的整个技术流程
中，结合了诸多先进的研究方法和技术，并体现了

分子生物学、细胞生物学、遗传学在昆虫学领域的
研究及应用趋势，这种学科结合的应用对于在类

似苹果蠹蛾等传统重要农林业害虫的防治工作中
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会不断发挥重要的作用。
使用不育昆虫释放技术对于苹果蠹蛾的综合

防治研究在国际上还处在理论的深入研究和野外

效果检验阶段，而使用转基因以获得苹果蠹蛾不

育成虫的理论和实践研究则更为短暂。在我国，
对于该技术的研究仍尚未起步。究其原因，该技
术所需要的整套设备和技术流程是一个庞大的完

整体系，虽然该方法的理论基础简单易懂，但是在

具体的实现过程中需要解决相当多的实际问题，

如大规模饲养厂房建造的成本、释放研究基地的
选择、具体技术细节的确定等等，都是需要研究领
导和课题负责人认真考虑并规划的。转基因是该
技术中新兴的手段，这不但要求相关的研究工作

人员熟练掌握全套的包括分子生物学、细胞生物
学、遗传学等操作技术，并且也要求相关负责的研
究机构具有全面的控制能力来具体安排各项研究

工作，这必须同政府与相关行政机构出面才能共

同达到。因此，在我国要进行该项研究，必须有较
大的科研课题经费的支撑，以及相关行政机构强

有力的管理。这项技术如果成功引入，必将会对
我国全局的苹果蠹蛾广域综合治理工作产生非常

重大的有益影响。
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封面介绍

苹果蠹蛾 Cydia pomonella( L． )

苹果蠹蛾 Cydia pomonella( L． ) 是世界重要的苹果害虫，原产于欧洲中南部，现在已经入侵世界 5 大
洲 71 个国家。该入侵昆虫 1953 年首次报道在中国新疆发现，目前已入侵新疆、甘肃、宁夏、内蒙古、黑龙
江和吉林 6 省区，直接威胁我国最大的黄土高原苹果产区和渤海湾苹果产区，对全国苹果产业的安全生
产构成严重威胁。封面照片为苹果蠹蛾成虫在空中飞翔的状态，前翅臀角的深色椭圆形斑是其最明显的
识别特征。

( 中国科学院动物研究所 张润志)


