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抗草甘膦转基因大豆基因漂移的研究
Ι大豆风媒介传粉的基因漂移研究

刘　琦 ,李希臣 ,刘昭军 ,李　铁 ,雷勃钧

(黑龙江省农业科学院生物技术研究所 ,哈尔滨 150086)

摘要:田间生殖隔离状态下 , 将野生大豆和栽培大豆种植在抗草甘膦转基因大豆周围 , 按固定距离收获。每年对

一部分实施喷施高剂量草甘膦进行鉴定筛查 , 另一部分收获留待下年继续鉴定筛查。对每年连续筛查中存活植

株提取 DNA ,进行对目的基因 CP4-EPS PS 的 PCR检测 , 结果为阴性。初步判断在监测的三年时间内没有发

现抗草甘膦转基因大豆通过风媒介使花粉传播 , 对田间大豆及其近缘种野生大豆产生明显的基因漂移。
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Study on Roundup Ready Soybean' s Round up Ready Gene Flowing

ΙStudy on Round up Ready Gene Move to Soybean by Anemophily

LIU Qi ,LI Xi-chen ,LIU Zhao-jun ,LI Tie ,LEI Bo-jun

(Bio technolo gy Techno logy Research Institute ,Heilongjiang Academy of Ag ricultural Sciences ,

Harbin 150086)

Abstract:In reproductive iso lation the expe riment planted w ild soybean and cultivate soybean around Roundup

Ready Soybean and har vested soybean according to fixture distance.A part of so ybean was inspected with high

do sage glyphosate , r emaining soybean w as har vested and kept on inspecting the nex t y ear.Distilled DNA fr om the

surviv al soybean w hich maybe resist to g lyphosate and inspected CP4 -EPS PS with PCR , the re sult w as nega-

tive.The sur vey show ed that RRS did no t transfer pollen to cultiv ate so ybean and w ild soybean by anemophily in

the inspected three years.
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　　随着分子生物学和生物技术的飞速发展 ,转基

因植物研究的中试 、田间释放及商品化种植等取得

了一系列突破性成就 ,愈来愈受世人瞩目。其中 ,最

值得关注的是在全球转基因四大作物(大豆 、玉米 、

棉花 、油菜)中推广最早 、面积最大的大豆。转基因

大豆商业种植始于 1994年美国 ,由此迅速扩散到阿

根廷 、加拿大等国。转基因作物种植面积由 1996年

170万 hm2猛增到 2004年的 8 100万 hm2 。其中转

基因大豆由 50万 hm
2
猛增到 4 840万 hm

2
,至 2005

年 ,全球转基因大豆的种植面积是 5 440万 hm2 ,占

转基因作物种植总面积的 60%,占全球大豆种植面

积的 51%[ 1] 。

转基因大豆中主要是抗除草剂(草甘膦)转基因

大豆(Roundup Ready Soybean ,简称 RRS)[ 2] ,它的

种植可以大大降低种地的费用 ,减少大豆生产成本 ,

并能减少或免耕土地 ,从而减少水土流失 。在关注

RRS所带来的巨大社会 、经济和生态效益的同时 ,

转基因大豆的安全性问题也引起了世界范围内的广

泛关注
[ 3]

。对 RRS科学家预测的某些风险中 ,最重

要的是如在田间通过花粉传播发生抗除草剂基因漂

移到非转基因大豆 、特别是近缘野生大豆和豆科杂

草 ,对大豆资源和生态平衡的破坏将产生不可估量

的严重后果[ 4-6] 。

尽管已知大豆是较严格的自花授粉作物 ,天然

杂交率只有 0.5%～ 1%,通过花粉传播使基因漂移

的可能性极小或不存在 。但预测的风险究竟能否发
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生 ,需要科学准确的试验结果为据 ,并要通过较长时

间的田间跟踪监测才能得出科学的结论 。因此 ,为

保护生态环境和 RRS 的安全种植 ,也为大豆基因工

程发展 ,特进行本试验研究。

1　材料与方法
1.1　供试材料

抗草甘膦转基因大豆品种美国 2号;非转基因

大豆品种黑生 101 、黑农 38和野生大豆。

1.2　引物合成

根据已知抗草甘膦转基因大豆品种基因组中特

有基因构件成分的序列 ,针对 CP4 -EPSPS 基因

合成特异引物。

表 1　引物序列和扩增片断大小

检测对象 引物名称 产物长度 引物序列

CP4EPSP

基因
CP4EPSP-1 146bp

5′GCA AAT CCT CTG

GCC T TT CC3′

CP4EPSP-2
5′CT T GCC CGT A TT

GAT GAC GTC 3′

1.3　试验方法

1.3.1　草甘膦对栽培和野生大豆致死而转基因大

豆存活的适宜浓度筛选试验 　分别将 RRS 、黑生

101 、黑农 38 、野生大豆种在田间 ,种子密度为 21粒

·行-1 。出苗 20 d后对其进行不同浓度的草甘膦

喷洒处理 。用 41%农达对栽培大豆及野生大豆和

转基因大豆进行筛选 ,设了 5 个浓度梯度 , 1 845.0

(4 500)、1 230.0(3 000)、922 .5(2 250)、615 .0

(1 500)、307.5 g · ai·hm
-2
(750 mL·hm

-2
)对黑农

38 、黑生 101 、RRS 、野生大豆进行筛选 。

1.3.2　RRS通过传粉使抗性漂移到栽培和野生大

豆及漂移距离的风媒介试验　本试验中的 RRS 风

媒传粉试验是在生殖隔离状态下 ,种植在固定的地

块上 。按一定距离交叉取样 ,次年分别种植 ,进行抗

药筛选。(1)田间喷药鉴定:2004年进行了喷药试

验 ,对 2003年 RRS周围种植的栽培大豆喷施 41 %

农达 ,浓度为 2 460 g·ai·hm
-2
(6 000 mL·hm

-2
)。

2005年将 2004 年喷药后成活的大豆株行种植 ,并

喷施 41%农达 , 喷药浓度为 2 460 g · ai · hm-2

(6 000 mL·hm
-2
)。2005 年对 2004年 RRS 周围

种植的栽培大豆喷洒 41%农达 ,浓度为 2 460 g·ai

·hm-2(6 000 mL·hm-2);2006年对 2005 年 RRS

周围种植的栽培大豆喷洒 41%农达 ,浓度为 2 460 g

·ai·hm
-2
(6 000 mL·hm

-2
)。(2)PCR检测:在实验

室对成活株进行 PCR检测 ,以鉴定其真伪。引物序

列根据 CP4EPSP 基因序列 ,设计一对引物;成活株

大豆 DNA 提取采用 CTAB 法;PCR 扩增程序为:

95℃变性 30 s , 62℃复性 30 s ,72℃延伸 25 s , 40个

循环。

2　结果与分析
2.1　非抗草甘膦大豆的致死浓度

草甘膦喷洒处理后 ,经表型鉴定发现 ,不同的草

甘膦浓度处理对美国 2号均无影响(见图 1)。而随

着草甘膦浓度的增大 ,黑生 101 、黑农 38 、野生大豆

受害反应越来越明显。

当草甘膦浓度≥1 230 g·ai·hm
-2
(3 000 mL·

hm -2)时 ,黑农 38叶片枯黄 ,叶边缘卷曲 ,生长点坏

死 ,植株死亡(见图 2)。

当草甘膦浓度≥1 230 g·ai·hm
-2
(3 000 mL·

hm
-2
)时 ,黑生 101叶片枯黄 ,叶边缘卷曲 ,生长点

坏死 ,植株死亡(见图 3)。

当草甘膦浓度≥922.5 g·ai·hm-2(2 250 mL·

hm
-2
)时 ,野生大豆叶片枯黄 ,叶边缘卷曲 ,生长点

坏死 ,植株死亡(见图 4)。

图 1　喷药后的 RRS

图 2　黑农 38在致死浓度下的反应

图 3　黑生 101在致死浓度下的反应
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图 4　野生豆在致死浓度下的反应

2.2　世代遗传跟踪监测

对每一年收获的材料在下年种植时分为两部分

处理 ,一部分进行药剂筛查 ,另一部分留待再下一年

的种植和重复筛查 ,以完成连续三个世代的跟踪

监测 。

2.2.1　草甘膦抗性筛查　2004年对 2003年 RRS

周围种植的栽培大豆喷施 41%农达 ,结果施药 3 d

60%出现轻度萎蔫;5 d 90%明显萎蔫;9 d 绝大多

数品种均已枯死。筛选出较耐草甘膦大豆 16 株单

株收获 、脱粒。2005 年将 2004年喷药后成活的 16

株大豆株行种植 ,并喷施 41%农达 ,又有 6株成活 ,

其余全部枯死 。2005 年对 2004年 RRS 周围种植

的栽培大豆喷洒 41%农达 ,结果全部死亡 。2006年

对 2005年 RRS 周围种植的栽培大豆喷洒 41%农

达 ,结果全部死亡。

2.2.2 　PCR检测 　在实验室提取 6 株成活株的

DNA 进行 PCR检测发现 , 6 株成活株没有阳性带

(见图 5)。说明并没有发生基因漂移 。6 株成活株

喷洒草甘膦没有死亡 ,可能是着药不均造成的 。

图 5　成活株CP4-EPSPS基因的 PCR 检测

1　Marker , 2　水 , 3　绥农 20 , 4～ 9　筛查后的成活株

10　美国 2号 , 11　野生豆

3　结论
从本试验结果可以初步得出 1 230 g·ai·hm

-2

(3 000 mL·hm
-2
)为栽培大豆的致死浓度;922.5 g

·ai·hm-2(2 250 mL· hm -2)为野生大豆的致死浓

度;栽培大豆和野生大豆的生育时期不同 ,所以同时

喷药致死浓度有差异 。

经连续三年的监测 ,在较短的时间内没有发现

通过风媒介使花粉传播 ,发生对田间大豆及其近缘

种野生大豆产生明显的基因漂移 。

4　讨论
在众多转基因检测方法中 ,当蛋白质不表达或

对转基因原料进行加工时 , 用 ELISA 法 、Western

法 、酶法可能无法检测出外源基因的表达产物。而

Southern 、Northern等方法成本大 ,耗时耗力 ,不适

合进行大量材料的检测。相对而言 ,对植株进行田

间抗药性筛查和表型鉴定及 PCR检测相结合的检

测方法则简便易行 ,成本相对较低 ,便于进行大规模

检测
[ 7]

。

田间药剂筛查中的少量成活株被疑似抗草甘膦

植株 ,但进一步筛查不能成活 ,并且 PCR鉴定为阴

性 。其原因是由于试验地有限 ,材料较多 ,致使田间

种植密度过大 ,造成了植株着药不均 ,而出现了能继

续生长发育的植株 。

大豆在田间自然状态下 ,由风媒介的传粉而发

生的基因漂移现象带有很大的偶然性 ,它与当年的

风力 、温度 、湿度等气象因子等关系十分密切;大豆

又是比较严格的自花授粉作物且花粉数量少 、粘重 ,

花药和柱头不外露等不利于接受外来花粉即不利于

风传粉
[ 8]

。因此 ,种植一个世代或者仅监测一年是

得不到结果的 ,即使偶然发生了 ,是否能遗传下去需

要进行较长时期的跟踪监测 ,三年的试验只能得到

初步的结果 ,还不能得出最终的结论 。
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