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昆虫遗传转化品系的常用标记
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摘要: 遗传转化标记是将遗传修饰昆虫从野生型种群中分辨出来的根据ꎬ遗传转化昆虫的鉴定、转化品系的维持及其遗传

稳定性的监测都依赖于可靠的标记系统ꎬ发展易于应用和监测的转化标记能够极大地促进害虫遗传防治的相关研究ꎮ 用

于遗传修饰昆虫的转化标记主要有昆虫眼睛颜色标记基因、抗药性标记基因和荧光蛋白标记基因等ꎮ 非果蝇类昆虫首个

遗传转化品系的鉴定是通过眼睛颜色突变而实现ꎬ但大多数昆虫物种没有可用的突变体或缺少相应基因的信息ꎬ从而限制

了眼睛颜色标记的应用ꎮ 抗药性基因标记虽然能够通过对转化昆虫进行集体选择而大幅度提高筛选转化体的效率ꎬ但由

于其鉴定的准确性不高且存在安全性问题ꎬ未得到广泛应用ꎮ 荧光蛋白标记基因的发展则显著拓宽了能够转化的昆虫种

类ꎮ 从水母分离的绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)经突变方法获得了多种不同荧光性质的突变体ꎬ经人为修饰后与适宜的强启动子

构成转化标记载体ꎬ能够有效鉴定更多昆虫物种的遗传转化个体ꎬ其中应用较多的是增强型绿色荧光蛋白(ＥＧＦＰ)ꎮ 此外ꎬ
从珊瑚属海葵中分离得到的红色 ＤｓＲｅｄ 标记基因提供了多样化的红色荧光蛋白选择ꎬ在某些生物中 ＤｓＲｅｄ 与 ＧＦＰ 联合应

用的表现明显优于 ＧＦＰ 突变体ꎬ所以其应用前景也非常广泛ꎮ 本文着重从眼睛颜色、抗药性和荧光蛋白等 ３ 个方面阐述了

标记基因的发展历史与现状ꎬ并对其今后的发展方向进行了展望ꎮ
关键词: 遗传修饰昆虫ꎻ 转化标记ꎻ 眼睛颜色标记ꎻ 抗药性标记ꎻ 荧光蛋白标记
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　 　 昆虫遗传转化技术是将携带外源基因的转座子

导入到目标昆虫的基因组ꎬ使其获得特定表型的分

子生物学操纵手段ꎮ 昆虫遗传转化研究对于深入了

解昆虫生理和行为意义重大ꎬ同时已成为一种新型

有效的害虫控制策略ꎮ 自 １９８２ 年首次在黑腹果蝇

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 中应用 Ｐ￣元件实现胚胎转化

(Ｒｕｂｉｎ ＆ Ｓｐｒａｄｌｉｎｇꎬ１９８２)之后ꎬ昆虫遗传转化研究

逐渐兴起并得到广泛重视ꎬ随后开发了各种转座元

件如 Ｍｉｎｏｓ、Ｍａｒｉｎｅｒ、Ｈｅｒｍｅｓ 和 ｐｉｇｇｙＢａｃ 等ꎬ并被成功

应用于重要医学和农业害虫的遗传防治研究中ꎮ 各

种转化标记的发展显著促进了昆虫遗传修饰的研

究ꎬ大大拓宽了能够被转化的昆虫种类(Ａｔｋｉｎｓｏｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００１ꎻ Ｈａｎｄｌｅｒꎬ２００１ａꎻ Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ Ｊａｍｅｓꎬ２０００)ꎮ
遗传转化标记是将遗传修饰昆虫从野生型种群中分

辨出来的根据ꎬ遗传转化昆虫的鉴定、转化品系的维

持及其遗传稳定性的监测都依赖于可靠的标记系

统ꎬ发展易于应用和监测的转化标记能够极大地促

进害虫遗传防治的相关研究ꎮ 用于遗传修饰昆虫的

转化标记主要有昆虫眼睛颜色标记基因、抗药性标

记基因和荧光蛋白标记基因等(Ａｌｐｈｅｙꎬ２００２)ꎮ

１　 眼睛颜色基因转化标记
各种控制眼睛颜色基因的发掘ꎬ丰富了昆虫遗

传修饰研究的眼睛颜色标记ꎮ 早期对果蝇眼睛颜

色突变的研究揭示了编码色氨酸加氧酶的 ｖｅｒｍｉｌｉｏｎ
基因(Ｓｅａｒｌｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９０ꎻ Ｗｈｉｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９６)和编码

犬尿氨酸—单加氧酶的 ｃｉｎｎａｂａｒ 基因 ( Ｃｏｒｎｅｌ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９７ꎻ Ｗａｒｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９６)均参与色素产生的过

程ꎮ 在黑腹果蝇和地中海实蝇 Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ 中ꎬ
ｗｈｉｔｅ 基因负责编码昆虫复眼中色素引入和组装的

ＡＢＣ 转运蛋白(Ｂｈａｌｌａꎬ１９６８ꎻ Ｅｗａｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９４)ꎮ
通常ꎬ这些在复眼中能产生色素的基因如 ｗｈｉｔｅ
(ｗ)、ｖｅｒｍｉｌｉｏｎ (ｖ)和 ｃｉｎｎａｂａｒ (ｃｎ)等均可用作遗传

修饰昆虫研究的眼睛颜色标记基因ꎮ 野生型基因

突变的等位基因会影响昆虫复眼的颜色ꎬ将这些基

因引入适宜的野生昆虫中ꎬ即可产生可见的复眼表

现型差异(Ｒｕｂｉｎ ＆ Ｓｐｒａｄｌｉｎｇꎬ１９８２)ꎮ 这些基因大

多为 ２~３ ｋｂꎬ其突变基本不会造成昆虫适合度的

降低ꎬ过量表达对生物体也无害ꎮ 同时ꎬ对其检测

无需特殊的检测系统ꎬ所以眼睛颜色标记基因更易

于被接受ꎬ从而得到广泛应用ꎮ
眼睛颜色突变体及其相应基因用作评价性标

记体系ꎬ促进了果蝇和其他昆虫遗传修饰技术的发

展(Ｌｏｒｅｎｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎬ黑腹果蝇的首次胚胎转

化和黑果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｖｉｒｉｌｉｓ 转化品系的获得均依

赖于可见眼睛颜色标记系统的应用(Ｇｏｍｅｚ ＆ Ｈａｎ￣
ｄｌｅｒꎬ１９９７ꎻ Ｒｕｂｉｎ ＆ Ｓｐｒａｄｌｉｎｇꎬ１９８２)ꎮ 地中海实蝇

(Ｈａｎｄｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８ꎻ Ｌｏｕｋｅｒｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５ꎻ Ｍｉｃｈｅｌ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)和埃及伊蚊 Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ (Ｃｏａｔｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９８ꎻ Ｊａｓｉｎｓｋｉｅｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)的首次成功转化很大

程度上得益于眼睛颜色突变体的存在和用于突

变—拯救选择的野生型基因的克隆及可用性ꎮ 在

地中海实蝇中ꎬ白色眼睛基因座中的一个无效突变

可被克隆的野生型拷贝所补充 ( Ｚｗｉｅｂｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９５)ꎬ随后相似的基因也用于转化同样存在白色

眼睛品系的橘小实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ (Ｈａｎｄｌｅｒ ＆
ＭｃＣｏｍｂｓꎬ２０００)ꎮ 黑腹果蝇 ｃｎ 基因可以拯救埃及

伊蚊突变品系的白色眼睛表型品系ꎮ 对于赤拟谷

盗 Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍꎬ通过克隆其 ｖ 和 ｃ 基因建立

了基于携带眼睛颜色突变 ｖｅｒｍｉｌｌｉｏｎｗｈｉｔｅ拯救的转化

体系ꎮ 应用眼睛颜色标记基因进行遗传修饰的昆

虫物种如表 １ 所示ꎮ

表 １　 采用眼睛颜色标记的遗传修饰昆虫
Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｉｎｓｅｃｔｓ ｕｓｉｎｇ ｅｙｅ ｃｏｌｏｕｒ ｇｅｎｅｓ

ａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ

转化的物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

转座元件
Ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

地中海实蝇Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ Ｍｉｎｏｓ Ｌｏｕｋｅｒｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５
地中海实蝇Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ ｐｉｇｇｙＢａｃ Ｈａｎｄｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８
地中海实蝇Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ Ｈｅｒｍｅｓ Ｍｉｃｈｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１
地中海实蝇Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ Ｍｉｎｏｓ Ｚｗｉｅｂｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５
埃及伊蚊 Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ Ｈｅｒｍｅｓ Ｊａｓｉｎｓｋｉｅｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８
埃及伊蚊 Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ Ｍａｒｉｎｅｒ Ｃｏａｔｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８
橘小实蝇Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ ｐｉｇｇｙＢａｃ Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ ＭｃＣｏｍｂｓꎬ２０００
黑果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｖｉｒｉｌｉｓ ＨｏｂｏꎬＭａｒｉｎｅｒ Ｌｏｈｅ ＆ Ｈａｒｔｌꎬ１９９６ꎻ Ｌｏｚ￣

ｏｖｓｋａｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９６

黑腹果蝇
Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

Ｐ ｅｌｅｍｅｎｔ Ｒｕｂｉｎ ＆ Ｓｐｒａｄｌｉｎｇꎬ１９８２
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２　 抗药性基因转化标记
最初对单独发挥作用的显性选择标记的研究

主要集中于抗药性基因ꎬ如对新霉素类似物有抗性

的磷酸转移酶基因 ＮＰＴ ＩＩ ( Ｓｔｅｌｌｅｒ ＆ Ｐｉｒｒｏｔｔａꎬ
１９８５)、对对硫磷有抗性的有机磷脱氢酶基因 ｏｐｄ
(Ｂｅｎｅｄｉｃｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５ꎻ Ｐｈｉｌｌｉｐｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９０)ꎬ以及对

有机氯杀虫剂狄氏剂 ｄｉｅｌｄｒｉｎ 有抗性的 Ｒｄｌ 基因

(Ｆｆｒｅｎｃｈ￣Ｃｏｎｓｔａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９１)等ꎮ 抗药性标记基因

最早在冈比亚按蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ 中得以应用ꎬ
冈比亚按蚊的第一个转化品系是应用编码新霉素

羧酸酯酶的 ｎｅｏ 基因作为选择标记而建立起来

(Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８７)ꎬ拥有 ｎｅｏ 基因的转化品系可以

获得对氨基糖苷类抗生素 Ｇ４１８ 的抗性ꎮ 然而ꎬ由
于在黑腹果蝇中能够确定基于 Ｇ４１８ 抗性筛选的较

佳条件ꎬ该基因标记只在黑腹果蝇中成功应用

(Ｓｔｅｌｌｅｒ ＆ Ｐｉｒｒｏｔｔａꎬ１９８５)ꎮ
对于大部分昆虫来说ꎬ筛选到适宜的抗药性基

因遗传转化标记ꎬ可以对试验昆虫进行集体选择ꎬ
从而大幅度提高筛选转化体的效率ꎬ这种优势使其

成为可见眼睛颜色标记之外的另一个重要转化标

记ꎮ 然而ꎬ抗药性标记的广泛应用还存在诸多问

题ꎮ 首先ꎬ转化体筛选的准确性ꎮ 野生型昆虫种群

对某些药物或抗生素的抗性具有波动性ꎻ同时ꎬ转
座子介导的遗传修饰昆虫并不能将特定的靶基因

转化到特定的基因组位置上ꎬ所以转化试验将会得

到不同数量的插入子插入到不同位点的多种转化

体ꎻ此外ꎬ由于位置抑制效应的差异ꎬ不同转化体之

间转化标记的表达水平也存在明显差异ꎮ 因此ꎬ在
没有其他可用标记的昆虫物种中应用抗药性标记

筛选转化体ꎬ易筛选出未转化成功的假阳性个体ꎬ
或误杀大多数转化成功的假阴性个体ꎮ 其次ꎬ安全

性ꎮ 很多药物都具有毒性ꎬ且操作过程需要研究人

员暴露于药物中ꎬ所以该技术不被广泛接受ꎮ 同

时ꎬ转化品系的维系传代需要依靠抗药性的选择ꎬ
转化品系的天然抗性选择机制会随世代的增加而

加强ꎬ而抗药性标记可能使连锁的转化基因具有选

择性优势ꎬ因此对以释放遗传修饰昆虫为最终目的

的害虫治理项目而言ꎬ其将面临更大的抗性问题ꎮ
目前ꎬ杀虫剂抗性(Ｈｅｍｉｎｇｗａｙ ＆ Ｒａｎｓｏｎꎬ２０００)和

抗生素抗性(Ｍｏｎｒｏｅ ＆ Ｐｏｌｋꎬ２０００)已成为威胁人类

健康的严重问题ꎬ而抗药性标记的使用将会使现有

的局势变得更为严峻ꎮ

３　 荧光蛋白转化标记
转座子介导的昆虫遗传修饰研究方法具有随

机插入的特性ꎬ所以要想对转化个体进行准确检

测ꎬ就需要应用在不同表达水平均能被稳定监测的

遗传转化标记ꎮ 该种标记基因应具有显性表达、非
破坏性、野生型背景中可见等特性ꎮ 从水母 Ａｅ￣
ｑｕｏｒｅａ ｖｉｃｔｏｒｉａ (Ｐｒａｓｈｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９２)中分离得到的

编码绿色荧光蛋白( ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＰ)
基因具备转化标记的基本特性ꎬＧＦＰ 在多种不同的

有机体中均可显示出亮绿色的荧光ꎬ且在有机体不

同组织中表达的绿色荧光易于被监测 ( Ｔｓｉｅｎꎬ
１９９８)ꎮ ＧＦＰ 自被发现以来ꎬ以其良好的荧光特性

成为被广泛使用的报告基因或体内蛋白定位的融

合标签(Ｂｒａｎｄꎬ１９９９ꎻ Ｃｈａｌｆｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９４ꎻ Ｃｕｂｉｔｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９５ꎻ Ｐｌａｕｔｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９６)ꎮ 然而ꎬ由于野生型

ＧＦＰ 的相对不可溶性和位于紫外光谱内激发峰的

限制ꎬ尤其是长时间暴露在紫外光条件下不适宜筛

选活体生物等因素ꎬ限制了其在遗传修饰昆虫鉴定

和筛选中的应用ꎮ
随着更可溶性 ＧＦＰ 突变品系如增强型 ＧＦＰ

(ＥＧＦＰ) (Ｃｏｒｍａｃｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９６ꎻ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９６)
的发展ꎬ上述问题基本得以解决ꎮ ＥＧＦＰ 激发峰为

４８８ ｎｍꎬ能够在更无害的蓝光下被激发ꎬ强度比野

生型 ＧＦＰ 提高 ３５ 倍ꎬ适合快捷无损伤检测ꎮ 在黑

腹果蝇中ꎬＥＧＦＰ 标记与眼睛颜色基因标记联合应

用ꎬ验证了 ＥＧＦＰ 对该物种的适用性 (Ｈａｎｄｌｅｒ ＆
Ｈａｒｒｅｌｌꎬ１９９９ꎻ Ｈｏｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎬ并证实 ＥＧＦＰ 遗传

转化标记比其常规转化标记即眼睛颜色基因标记

“ｍｉｎｉ”￣ｗｈｉｔｅ 更加灵敏、可靠ꎮ 以埃及伊蚊为靶标

的验证结果与黑腹果蝇相似 ( Ｐｉｎｋｅｒｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００)ꎬ可能与“ｍｉｎｉ”￣ｗｈｉｔｅ 基因受位置抑制效应更

强有关ꎮ 此外ꎬ由于启动子的不同ꎬ即使基因连锁

插入到相同的染色体位置上ꎬ不同基因受位置抑制

的效应也可能存在明显差异(Ｂｈａｄｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ
通常ꎬＥＧＦＰ 基因标记比眼睛颜色基因标记受到完

全性抑制的可能性更小(Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ Ｈａｒｒｅｌｌꎬ１９９９ꎻ
Ｈｏｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ ＥＧＦＰ 具有可溶性更佳、受蓝光

激发、不易受完全性位置抑制等特性ꎬ是首个被广

泛应用的荧光变体ꎬ也是目前昆虫遗传修饰研究的

主要转化标记ꎮ Ｈｉｇｇｓ ＆ Ｌｅｗｉｓ (２０００)详细综述了

ＧＦＰ 突变品系作为遗传修饰昆虫标记的优势ꎬＨｏｒｎ
ｅｔ ａｌ.(２００２)也指出其优势之一就是能应用野生型
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生物体ꎬ这对于缺少可见型突变品系或突变品系很

弱的昆虫物种至关重要ꎮ 双翅目、鳞翅目和鞘翅目

等 ３ 个目不同物种的成功转化ꎬ表明 ＥＧＦＰ 可以被

用作昆虫遗传修饰的转化标记(表 ２~４)ꎮ
然而ꎬ荧光标记在昆虫遗传修饰研究中仍存在

一些问题ꎮ 首先ꎬ筛选遗传修饰昆虫过程中长时间

的强光照射可能会导致昆虫死亡ꎻ其次ꎬ很多组织

器官如马氏管、几丁质外骨骼或坏死组织的自发光

可能会干扰转化体的检测ꎻ再次ꎬ成虫表皮高强度

的黑化会阻碍对其内部组织表达的 ＥＧＦＰ 的监测ꎮ
很多昆虫的胚胎、幼虫或蛹期阶段比较透明ꎬ根据

胚胎的发育历期以及遗传转化标记经过内部环化

和氧化达到成熟所需的时间(Ｄａｖｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５)推
测ꎬ幼虫孵化之前的阶段可能是筛选遗传修饰昆虫

的最佳时期ꎮ 在该阶段进行荧光筛选不仅能够达

到快速检测的目的ꎬ而且避免了饲养全部 Ｇ１ 代遗

传修饰昆虫ꎬ这对幼虫食材珍贵但食量大或世代周

期很长的物种而言非常重要ꎮ 为了更准确地监测

单拷贝插入的转化基因ꎬ可以借助强启动子驱动

ＥＧＦＰ 的高效表达ꎮ 同时ꎬ根据研究的具体需求ꎬ组
成型和组织特异性的启动子都可用来构建 ＥＧＦＰ
的独立标记系统ꎮ

表 ２　 采用荧光蛋白基因作为转化标记的双翅目昆虫
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表 ３　 采用荧光蛋白基因作为转化标记的鳞翅目昆虫
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异色瓢虫 Ｈａｒｍｏｎｉａ ａｘｙｒｉｄｉｓ ｐｉｇｇｙＢａｃ Ｋｕｗａｙａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６
赤拟谷盗 Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ ｐｉｇｇｙＢａｃ Ｌｏｒｅｎｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７

３ｘＰ３:ＥＣＦＰ 异色瓢虫 Ｈａｒｍｏｎｉａ ａｘｙｒｉｄｉｓ ｐｉｇｇｙＢａｃ Ｋｕｗａｙａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４
３ｘＰ３:ＤｓＲｅｄ 异色瓢虫 Ｈａｒｍｏｎｉａ ａｘｙｒｉｄｉｓ ｐｉｇｇｙＢａｃ Ｋｕｗａｙａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４

３.１　 组成型启动子驱动的 ＥＧＦＰ
遗传修饰昆虫转化载体构建程序中应用强启

动子驱动 ＥＧＦＰ 的表达ꎬ有利于准确检测单拷贝插

入子ꎮ 组成型启动子在所有细胞中都有活性ꎬ所以

能够在昆虫发育的所有阶段(包括胚胎、幼虫和成

虫)筛选转化体ꎮ Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ Ｈａｒｒｅｌｌ (１９９９、２００１ａ)
成功地应用黑腹果蝇 ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动子驱动 ＥＧ￣
ＦＰ 的表达ꎬ构建了 ＰＵｂｎｌｓＥＧＦＰ 转化标记ꎬ在黑腹

果蝇和加勒比按实蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｓｕｓｐｅｎｓａ 整个发育

阶段中实现了荧光的表达ꎮ 该标记载体的 ＥＧＦＰ
被融合到一核定位信号上ꎬ荧光蛋白的亚细胞定位

利于准确地从非核定位的自发荧光背景中鉴定转

化体ꎮ 这对由位置效应而导致 ＥＧＦＰ 低表达水平

的转化体的鉴定尤为重要ꎮ
另一种常用的驱动 ＥＧＦＰ 的组成型启动子来

自黑腹果蝇 ａｃｔｉｎ５Ｃ 基因ꎮ 转化标记 ａｃｔｉｎ５Ｃ:ＥＧＦＰ
在黑腹果蝇、埃及伊蚊和斯氏按蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｓｔｅ￣
ｐｈｅｎｓｉ 各发育阶段的表现均很好(Ｃａｔｔｅｒｕｃｃｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００ꎻ Ｐｉｎｋｅｒｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎬ但只能介导厩螫蝇

Ｓｔｏｍｏｘｙｓ ｃａｌｃｉｔｒａｎｓ 低水平非均质性的 ＥＧＦＰ 表达

(Ｏ′Ｂｒｏｃｈｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎬ表明 ａｃｔｉｎ５Ｃ 启动子可能

并非应用于各物种的最佳启动子ꎮ 鳞翅目的家蚕

Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ( Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００) 和棉红铃虫

Ｐｅｃｔｉｎｏｐｈｏｒａ ｇｏｓｓｙｐｉｅｌｌａ (Ｐｅｌｏｑｕｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)的第

一次系统的胚胎转化ꎬ是选用家蚕 ａｃｔｉｎ ＢｍＡ３ 作为

启动子驱动 ＥＧＦＰ 的表达ꎮ 虽然通过 ＥＧＦＰ 的表达

成功鉴定了这 ２ 个物种的转化体ꎬ但在其胚胎期并

未检测到 ＢｍＡ３:ＥＧＦＰ 标记的表达ꎮ 此外ꎬ尽管

ＢｍＡ３ 启动子在中肠的活性比较明显(Ｍａｎｇｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９７)ꎬ但很多昆虫食物的自发光现象导致只能检

测到转化基因多重插入的个体中强烈表达的 ＥＧ￣
ＦＰꎬ因此中肠是转化体难以有效鉴定的组织之一ꎮ
而其他的荧光标记ꎬ如 ＤｓＲｅｄ 造成生物组织自发光

的现象则较少(Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ Ｈａｒｒｅｌｌꎬ２００１ｂ)ꎮ

３.２　 驱动眼睛特异性荧光表达的通用转化标记

３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ
多细胞动物的眼睛发育都受到进化保守遗传

通路的控制ꎬ而这个通路受转录激活因子 Ｐａｘ￣６ /

􀅰８９􀅰 生物安全学报　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ２４ 卷　



Ｅｙｅｌｅｓｓ 的调控(Ｃａｌｌａｅｒｔｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９７)ꎬＰａｘ￣６ 结合位

点 Ｐ３ 调节光受体特异性基因的表达(Ｓｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９７)ꎮ 基于此ꎬＢｅｒｇｈａｍｍｅｒ ｅｔ ａｌ.(１９９９)在单转录

因子激活的人工启动子的基础上发展了一个通用

转化标记ꎬ即将 ３ 个 Ｐ３ 位点的串联重复序列置于

ＴＡＴＡ 同源物(３ｘＰ３)的前边ꎬ驱动眼睛特异性 ＥＧ￣
ＦＰ 的强表达(Ｈｏｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ ３ｘＰ３ 与 ＥＧＦＰ 联

合ꎬ最初在赤拟谷盗和果蝇中应用成功(Ｂｅｒｇｈａｍ￣
ｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 标记载体主要在赤

拟谷盗的眼睛和脑中表达ꎬ并且在整个生活周期均

能表 达 ＥＧＦＰ 和 ＤｓＲｅｄ ( 图 １ꎻ Ｌｏｒｅｎｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７)ꎮ Ｓｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.(１９９７)应用人工 ３ｘＰ３ 启动子构

建的载体也能够介导 ＥＧＦＰ 在其受测昆虫的幼虫、
蛹和成虫眼睛中表达ꎬ这与 Ｐａｘ￣６ 常规功能相一

致ꎬ所以该组织特异性启动子与组成型启动子相

似ꎬ可用于鉴定转化昆虫的所有发育阶段(Ｈｏｒｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 只有 １.３ ｋｂꎬ而较小的转座

载体通常能产生更高的转化效率ꎮ 值得一提的是ꎬ
３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 标记能够在 Ｇ１ 代转化昆虫的胚胎发育

末期产生可检测到的表达(图 １Ａ)ꎬ从而实现转化

个体的鉴定ꎬ省却了将所有实验昆虫饲养至成虫的

繁琐工序ꎬ该标记对幼虫食量较大或人工饲料成本

较高的昆虫具有重要价值ꎮ

图 １　 ３ｘＰ３ 驱动 ＥＧＦＰ 和 ＤｓＲｅｄ 在赤拟谷盗中表达

(由北卡罗莱纳州立大学昆虫学系 Ｍａｒｃｅ Ｌｏｒｅｎｚｅｎ 教授提供)
Ｆｉｇ.１　 ３ｘＰ３ ｄｒｉｖｅ ＥＧＦＰ ｏｒ ＤｓＲｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ

(ｐｈｏｔｏ ｃｏｕｒｔｅｓｙ ｆｒｏｍ Ｄｒ. Ｍａｒｃｅ Ｌｏｒｅｎｚｅｎꎬ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｎｏｒｔｈ Ｃａｒｏｌｉｎａ Ｓｔａｔｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ)
Ａ: ＥＧＦＰ 在胚胎中表达ꎻ Ｂ: ＥＧＦＰ 在蛹中表达ꎻ Ｃ: ＤｓＲｅｄ 在成虫中表达ꎮ

Ａ: ＥＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｍｂｒｙｏꎻ Ｂ: ＥＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｕｐａｅꎻ Ｃ: ＤｓＲｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｄｕｌｔ.

　 　 多细胞动物眼睛发育中 Ｐａｘ￣６ 的“主调节器”
功能ꎬ揭示 ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 标记可以应用到所有具有眼

睛的动物中ꎮ 野生型昆虫复眼的小眼通常通过眼

睛色素相互隔离ꎬ所以只能在朝向观察器的小眼中

检测到荧光(图 １Ｃ)ꎮ 这对于鉴定野生型黑腹果

蝇、斯氏按蚊(Ｉｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)、家蚕(Ｔｈｏｍａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)和赤拟谷盗的转化成虫难度不大(Ｂｅｒｇｈａｍ￣
ｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎻ但其他物种如家蝇 Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉ￣
ｃａ 或埃及伊蚊成虫眼睛的色素会将荧光完全屏蔽

或猝灭ꎬ从而导致鉴定的失败(Ｈｅｄｉｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１ꎻ
Ｋｏｋｏｚａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)ꎮ 然而ꎬ在野生型家蝇和埃及伊

蚊的幼虫和蛹阶段ꎬ能够检测到 ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 介导的

眼睛荧光的表达 (Ｈｅｄｉｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ꎻ Ｋｏｋｏｚａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００１)ꎬ表明 ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 的转化标记体系既能

用于野生型品系ꎬ也能用于突变品系ꎮ
荧光标记在视觉系统如眼睛中的表达ꎬ使得其

在具有很厚或黑化表皮的动物中也能被检测到(图

１Ｂ)ꎮ 荧光标记的选择和转化个体鉴定的最佳发育

阶段的确定ꎬ很大程度上依赖于昆虫外表皮的形成

和黑化以及眼睛发育和色素形成的时间与程度ꎮ
对于大多数昆虫而言ꎬ程序操作和荧光检测的最佳

时期可能都是胚胎末期和幼虫期ꎬ这限制了 ３ｘＰ３￣
ＥＧＦＰ 标记在该阶段视觉系统不发达的昆虫中的应

用ꎮ 然而ꎬ研究证实 ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 标记能够介导荧光

在黑腹果蝇胚胎末期或幼虫期中枢神经系统、部分

外周神经系统、肛板和后肠中的表达(Ｈｏｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００)ꎬ在鞘翅目和鳞翅目昆虫中也观察到中枢神

经系统中荧光的表达(Ｔｈｏｍａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ 这拓

展了 ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 标记在幼虫阶段没有眼睛或视觉

系统不发达昆虫中的应用ꎮ 迄今为止ꎬ以 ３ｘＰ３￣ＥＧ￣
ＦＰ 为基础的转化系统已用于 ３ 个目昆虫转化个体

的生产和鉴定ꎬ这充分表明人工构建的 ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ
标记与转座子联合具有广泛的适用性 ( Ｈｏｒｎ ＆
Ｗｉｍｍｅｒꎬ２０００ꎻ Ｈｏｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ

􀅰９９􀅰　 第 ２ 期 申建茹等:昆虫遗传转化品系的常用标记



３.３　 荧光蛋白的毒性

哺乳动物细胞培养试验结果表明ꎬ水母 ＧＦＰ 及

其突变体的高水平表达能够造成对细胞的毒性

(Ｈａｎａｚｏｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９７)ꎬ但毒性问题对 ＧＦＰ 作为昆

虫转化标记应用的影响并非特别严重ꎬ仅以 ｐｏｌｙｕ￣
ｂｉｑｕｉｔｉｎ 或 ａｃｔｉｎ５Ｃ 驱动的 ＥＧＦＰ 标记转化埃及伊蚊

ＲＥＤ 品系时表现出了毒性ꎬ因此只能建立 ＥＧＦＰ 低

表达品系ꎬ所有高表达的转化 Ｇ１ 后代在蛹期全部

死亡ꎮ 该种效应是由高水平表达的 ＥＧＦＰ 造成还

是由针对特定品系转化方法中的不同参数造成尚

不明确ꎮ 在黑腹果蝇和野生型埃及伊蚊中ꎬ ａｃ￣
ｔｉｎ５Ｃ:ＥＧＦＰ 的表达均未对其生育力造成明显不利

影响(Ｐｉｎｋｅｒｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ 同时ꎬ３ｘＰ３￣ＥＧＦＰ 标

记即使在眼睛和中枢神经系统中高水平表达并产

生强烈的荧光ꎬ也未发现其对转化昆虫的存活率存

在显著性影响(Ｂｅｒｇｈａｍｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ
　 　 对于遗传不育释放项目而言ꎬ不仅要考虑遗传

修饰昆虫的生育能力ꎬ而且要考虑释放昆虫与野生

型昆虫的竞争力以及转化品系的稳定性ꎮ 通常ꎬ荧
光转化标记是否对转化昆虫的寿命、繁殖力、生育

力或适合度造成一定的影响ꎬ对评估项目的效益具

有决定性意义ꎮ 鉴于 ＧＦＰ 的潜在毒性ꎬ组织特异性

启动子驱动的荧光转化标记可能更适于遗传不育

释放项目的研究ꎮ 因为组成型启动子介导的荧光

在转化昆虫毒性敏感组织中表达的可能性更大ꎬ而
组织特异性启动子驱动的荧光在限定空间或组织

内表达ꎬ可以避免对遗传修饰昆虫关键敏感组织的

不利影响ꎮ 如从海洋珊瑚虫海鳃 Ｒｅｎｉｌｌａ ｒｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
中克隆的另一绿色荧光蛋白基因(Ｗａｒｄ ＆ Ｃｏｒｍｉｅｒꎬ
１９７９)经人为修饰(ｈｒＧＦＰꎻ Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ)后ꎬ在哺乳动

物培养试验中的毒性低于水母 ＧＦＰ 突变体(Ｆｅｌｔｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ 天然珊瑚虫 ＧＦＰ 作为生物学标记比水

母 ＧＦＰ 具有更大的优势和更广阔的应用前景ꎮ 在

光吸收方面ꎬ珊瑚虫 ＧＦＰ 的消光系数比野生型水母

ＧＦＰ 高 ５ 倍ꎬ比人源化红移转变的水母蛋白高 ２.５
倍ꎮ 然而ꎬ有关 ｈｒＧＦＰ 在昆虫转化中的应用还未见

报道ꎮ

３.４　 ＥＢＦＰ、ＥＣＦＰ 和 ＥＹＦＰ 转化标记

在模式生物中ꎬＧＦＰ 和 ＥＧＦＰ 通常用作分析增

强子或启动子的报告基因ꎬ以标记特定的组织或细

胞ꎬ或作为体内亚细胞蛋白定位的融合标签(Ｔｓｉｅｎꎬ

１９９８)ꎮ 非模式昆虫的深入研究也迫切需要 ＧＦＰ
或 ＥＧＦＰ 的表达载体ꎮ 然而ꎬ这些表达载体与 ＥＧ￣
ＦＰ 转化标记联合应用可能会产生一些干扰问题ꎬ
所以报告基因和转化标记的研究仍需发展多样化、
可区分的荧光分子ꎮ

ＥＢＦＰ 是 ＧＦＰ 的一个蓝光突变系ꎬ其荧光的激

发峰和发射峰分别为 ３８３ 和 ４４５ ｎｍ (Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９７)ꎮ 基于 ＥＢＦＰ 与 ＥＧＦＰ 的光谱差异ꎬ足以

应用特异性过滤装置清晰地将 ＥＢＦＰ 从 ＥＧＦＰ 中区

分出来ꎮ 然而ꎬＥＢＦＰ 的量子产率低ꎬ光褪色较快ꎬ
所以当需要鉴定的个体数量很多或照射时间较长

时ꎬＥＢＦＰ 并不适宜用作转化标记ꎮ ＧＦＰ 的另一个

更稳定的突变系为青色荧光突变系 ＥＣＦＰꎬ其激发

峰和发射峰分别为 ４３４ 和 ４７７ ｎｍ (Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１)ꎮ 该突变品系能够用更无害的蓝光进行激

发ꎬ且稳定性强ꎬ适宜用作转化标记(Ｈｏｒｎ ＆ Ｗｉｍ￣
ｍｅｒꎬ２０００)ꎮ 但 ＥＣＦＰ 的光谱不能与 ＥＧＦＰ 完全分

开ꎬ所以限制了其与带有 ＧＦＰ 和 ＥＧＦＰ 载体的联合

应用ꎮ 应用特异性的过滤装置能够将 ＥＧＦＰ 从

ＧＦＰ 的黄色突变品系 ＥＹＦＰ 中完全区分出来ꎬＥＹＦＰ
的激发峰和发射峰分别为 ５１４ 和 ５２７ ｎｍ (Ｃｕｂｉｔｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９５)ꎮ ＥＣＦＰ 和 ＥＹＦＰ 的量子产率和光褪色时

间特性较佳(Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)ꎬ可用作独立的遗

传修饰昆虫转化标记(Ｈｏｒｎ ＆ Ｗｉｍｍｅｒꎬ２０００)ꎮ 各种

荧光蛋白及突变体的激发峰和发射峰值如表 ５ 所

示ꎬＧＦＰ 突变体及 ＤｓＲｅｄ 表达的荧光如图 ２ 所示ꎮ

表 ５　 用于遗传修饰昆虫的荧光蛋白特性
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｕｓｅｄ

ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｉｎｓｅｃｔｓ

荧光蛋白种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅ￣
ｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

激发峰
Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
ｍａｘ. (ｎｍ)

发射峰
Ｅｍｉｓｓｉｏｎ
ｍａｘ. (ｎｍ)
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图 ２　 荧光突变体的荧光颜色及激发峰值(Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)
Ｆｉｇ.２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｏｆ ＧＦＰ ｖａｒｉａｎｔｓ ａｎｄ Ｄｓ￣Ｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｍａｘ. (Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)

３.５　 红色荧光 ＤｓＲｅｄ 转化标记

从珊瑚属海葵 Ｄｉｓｃｏｓｏｍａ ｓｔｒｉａｔａ 中分离的红色

荧光蛋白 ＤｓＲｅｄ (ｄｒＦＰ５８３)ꎬ是另一种可用的荧光

标记(Ｍａｔｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ ＤｓＲｅｄ 与水母 ＧＦＰ 荧光

发色团附近的保守性氨基酸序列具有 ２３％的相似

性 ( Ｗａｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ Ｙａｒｂｒｏｕｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ )ꎮ
ＤｓＲｅｄ 的激发峰和发射峰分别为 ５５８ 和 ５８３ ｎｍꎮ
较高的光褪色抗性、高量子产率以及较长的寿命是

其作为转化标记的理想特性ꎮ 更为重要的是ꎬ
ＤｓＲｅｄ 在多数生物组织中表达的荧光都在自发光

范围以外ꎬ更利于转化体的准确鉴定ꎮ 但是ꎬＤｓＲｅｄ
的成熟时间较长ꎬ在遗传修饰转化昆虫的鉴定过程

中不能像 ＥＧＦＰ 一样在胚胎发育期就能被检测到

(Ｂａｉｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００ꎻ Ｈｏｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ

　 　 人工修饰过的突变系 ＤｓＲｅｄ１ 与 ＤｓＲｅｄ 具有相

似的荧光特性(Ｍａｔｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ Ｈａｒ￣
ｒｅｌｌ ( ２００１ｂ) 采用果蝇 ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动子驱动

ＤｓＲｅｄ１ 的表达以鉴定遗传修饰的黑腹果蝇幼虫和

成虫ꎬ结果显示ꎬＰＵｂＤｓＲｅｄ１ 介导表达的红色荧光

比较明亮ꎬ 并且与 ＥＧＦＰ 相比ꎬ 更低数量级的

ＤｓＲｅｄ１ 表达量也能被监测ꎬ而较高的信噪比有利

于转化体的鉴定ꎮ Ｈｏｒｎ ＆ Ｗｉｍｍｅｒ (２０００)利用人

工 ３ｘＰ３ 眼睛启动子驱动 ＤｓＲｅｄ１ 的表达ꎬ检测其在

黑腹果蝇中作为转化标记的适用性ꎬ结果表明ꎬ在
成虫白色突变品系和野生型黑腹果蝇的复眼和单

眼中均能轻易地检测到强烈表达的红色荧光ꎬ且透

过轻微黑化的头壳也能在成虫脑中检测到 ＤｓＲｅｄ１
的表达ꎬ而 ＥＧＦＰ 的绿色荧光则被阻断ꎮ 在澳大利
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亚铜绿蝇 Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ 双元件系统中ꎬ通过杂交

双杂合子品系(Ｄｏｕｂｌｅ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｌｉｎｅ)筛选双纯

合子品系(Ｄｏｕｂｌｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｌｉｎｅ)ꎬ由于亲代的雄

虫和雌虫分别含有一个拷贝的 ＺｓＧｒｅｅｎ 和 ＤｓＲｅｄꎬ
经过减数分裂后子代可能含有不同荧光蛋白类型

和拷贝数(图 ３)ꎮ ＺｓＧｒｅｅｎ 和 ＤｓＲｅｄ 均由强组成型

启动子 Ｌｃｈｓｐ８３ 驱动ꎬ因此双拷贝 Ｌｃｈｓｐ８３￣ＤｓＲｅｄ 幼

虫即使在白光照下也能被看出 ＤｓＲｅｄ 的表达(图
３Ａ)ꎻ在 ＧＦＰ２ 滤镜下 ＺｓＧｒｅｅｎ 绿色荧光会受到红色

荧光的干扰(图 ３Ｂ)ꎻ而 ＧＦＰ￣ＮＢ(Ｎａｒｒｏｗ ｂｒｏａｄ)滤
镜则屏蔽了红色荧光ꎬ更容易筛选出双拷贝 Ｌｃｈ￣
ｓｐ８３￣ＺｓＧｒｅｅｎ 的幼虫(图 ３Ｃ)ꎻ再结合 ＤｓＲｅｄ 滤镜筛

选双拷贝 Ｌｃｈｓｐ８３￣ＤｓＲｅｄ 的幼虫(图 ３Ｄ)ꎮ

图 ３　 澳大利亚铜绿蝇 ３ 龄幼虫的双元件系统荧光图片
Ｆｉｇ.３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ ３ｒｄ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｓｙｓｔｅｍ

驱动载体为 ｐＢａｃ￣ＬｃＨｓｐ８３￣ＺｓＧｒｅｅｎ￣ＴｕｂｐＡ￣Ｌｓｂｎｋ ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｔＴＡｏｐｔ￣ＳＶ４０ꎻ效应载体为 ｐＢａｃ￣ＬｃＨｓｐ８３￣ＤｓＲｅｄ￣ｔｅｔＯ￣Ｌｃｈｓｐ７０￣Ｃｈｔｒａ￣Ｌｓｈｉｄ [ａｌａ２]ꎮ
幼虫从左到右携带的荧光蛋白类型和拷贝数分别为 ２Ｒ / ０Ｇ、２Ｒ / １Ｇ、１Ｒ / １Ｇ、２Ｒ / ２Ｇ、１Ｒ / ２Ｒ、０Ｒ / ２Ｇꎬ其中 Ｒ＝ＤｓＲｅｄꎬＧ＝ＺｓＧｒｅｅｎꎬ０、１、２ 为

拷贝数ꎬ从左到右第 ４ 头幼虫为双纯合子品系ꎮ 照片采用 Ｌｅｉｃａ ＤＦＣ５００ 拍摄ꎬ采用的滤镜:Ａ.白光ꎻＢ.ＧＦＰ２ꎻＣ.ＧＦＰ￣ＮＢꎻＤ.ＤｓＲｅｄꎮ
Ｄｒｉｖｅｒ: ｐＢａｃ￣ＬｃＨｓｐ８３￣ＺｓＧｒｅｅｎ￣ＴｕｂｐＡ￣Ｌｓｂｎｋ ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｔＴＡｏｐｔ￣ＳＶ４０ꎻ Ｅｆｆｅｃｔｏｒ: ｐＢａｃ￣ＬｃＨｓｐ８３￣ＤｓＲｅｄ￣ｔｅｔＯ￣Ｌｃｈｓｐ７０￣Ｃｈｔｒａ￣Ｌｓｈｉｄ [ａｌａ２] .
Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｃａｒｒｉｅｄ ｂｙ １ｓｔ ｔｏ ６ｔｈ ｌａｒｖａｅ ( ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ) ａｒｅ: ２Ｒ / ０Ｇꎬ ２Ｒ / １Ｇꎬ １Ｒ / １Ｇꎬ ２Ｒ / ２Ｇꎬ

１Ｒ / ２Ｒꎬ ０Ｒ / ２Ｇꎬ ｈｅｒｅ Ｒ＝ＤｓＲｅｄꎬ Ｇ＝ＺｓＧｒｅｅｎꎬ ０ꎬ１ꎬ２＝ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ４ｔｈ ｌａｒｖａｅ ｉｓ ｆｒｏｍ ｄｏｕｂｌｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｌｉｎｅ.
Ｔｈｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｕｓｉｎｇ Ｌｅｉｃａ ＤＦＣ５００ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｌｔｅｒｓ ａｒｅ: Ａ. Ｗｈｉｔｅ ｌｉｇｈｔꎻ Ｂ. ＧＦＰ２ꎻ Ｃ. ＧＦＰ￣ＮＢꎻ Ｄ. ＤｓＲｅｄ.

　 　 另一突变品系 ＤｓＲｅｄ２ 具有与 ＤｓＲｅｄ１ 相似的

荧光特性ꎬ且可溶性更好ꎬ成熟更快ꎬ形成多聚物的

可能性更低ꎬ甚至毒性更低ꎮ 然而ꎬ作为适宜的报

告基因ꎬ２４ ｈ 左右的成熟时间依然较长ꎮ ＤｓＲｅｄ 的

另一突变系 Ｅ５ꎬ也称作“荧光计时器” (Ｔｅｒｓｋｉｋｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０００)ꎬ能够在几小时后检测到荧光信号ꎬ成熟

之前由最初的绿色荧光变为红光荧光ꎮ 该标记目

前的功能是用作内部荧光时钟的报告基因ꎬ可以检

测基因表达的时空动态ꎮ 荧光显示的绿色、黄色

(绿色和红色叠加)或红色状态ꎬ表明基因的活化和

下调表达的情况(Ｔｅｒｓｋｉｋｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ 绿色—红

色荧光计时器ꎬ作为报告基因可与 ＥＣＦＰ 联合应

用ꎬ并作为昆虫遗传修饰研究的可辨认标记ꎬ但是

目前还没有成功应用的报道ꎮ

４　 结语
自 １９８２ 年科学家成功转化出首例遗传修饰的

果蝇以来ꎬ昆虫遗传修饰技术因其潜在的广泛应用

前景而成为研究热点ꎮ 昆虫遗传修饰技术的开发

与应用离不开性状优良的标记基因ꎮ 作为遗传修

饰转化载体构建的关键组成部分之一ꎬ标记基因对

于遗传修饰昆虫转化体的准确鉴定和转化昆虫稳

定性的监测具有重要意义ꎬ开发可靠性高、稳定性

好、应用面广的转化标记基因ꎬ对于充分挖掘遗传

修饰技术的潜力非常重要ꎮ 眼睛颜色基因转化标

记的多数特征虽然比较理想 ( Ｓａｒｋａｒ ＆ Ｃｏｌｌｉｎｓꎬ
２０００)ꎬ但多数重要的卫生害虫和农业害虫缺少适

宜的受体突变品系ꎬ从而限制了该标记的应用ꎮ 尽
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管理论上各物种都能产生突变—恢复转化标记ꎬ但
突变株的获得、相应基因的克隆、突变表型的最终

恢复等一系列步骤往往需要耗费大量的时间和人

力物力ꎮ 抗药性基因标记不易获得ꎬ且在转化昆虫

的鉴定过程中存在诸多准确性和安全性方面的问

题ꎮ 因此ꎬ要对更多的昆虫物种进行广泛而深入的

遗传修饰研究ꎬ就需要开发性能更佳的适宜野生型

背景使用的标记系统ꎮ
荧光蛋白基因能够在野生型背景转化后代中

起作用(Ｔｓｉｅｎꎬ１９９８)ꎬ通过突变方法获得的多种不

同荧光性质的突变体ꎬ因具有快速、简便、低毒等特

点而得以广泛应用ꎬ其中应用较多的是 ＥＧＦＰ 和

ＤｓＲｅｄ 标记基因ꎮ 组成型和组织特异性的启动子

都可用来构建 ＥＧＦＰ 的独立标记系统以驱动 ＥＧＦＰ
的高效表达ꎬ但由于天然启动子均来源于特定的物

种而具有物种特异性ꎬ因此ꎬ每个组成型启动子的

荧光转化标记只能应用到近缘物种ꎮ 此外ꎬ绿色荧

光蛋白的自发光现象也限制了其在某些物种中的

应用ꎮ 红色荧光蛋白 ＤｓＲｅｄ 造成生物组织自发光

的现象则较少(Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ Ｈａｒｒｅｌｌꎬ２００１ｂ)ꎬ更利于

转化体的准确鉴定ꎻ在某些生物中与 ＧＦＰ 联合应用

的表现优于 ＧＦＰ 突变体ꎬ所以应用前景很广泛ꎮ
ＤｓＲｅｄ 荧光在生物组织中长达数周的寿命(Ｍａｔｚ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９９)和光褪色的抗性ꎬ也是不育昆虫释放技术

在田间应用的理想特性(Ｐｅｌｏｑｕｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎬ能
用于稳定监测野生型种群的扩散和其在野外环境

中与其他物种间的水平传播ꎮ 然而ꎬＤｓＲｅｄ 较长的

成熟时间限定了转化体鉴定的阶段ꎬ阻碍了 ＤｓＲｅｄ
作为报告基因在短期基因表达研究中的应用(Ｂａｉｒｄ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００ꎻ Ｈａｎｄｌｅｒ ＆ Ｈａｒｒｅｌｌꎬ２００１ｂ)ꎮ 鉴于大量

不同的 ＧＦＰ / ＥＧＦＰ 报告基因和融合标签载体都已

经可用ꎬ针对具体的转化物种ꎬ需要根据物种的具

体情况选择适合的荧光转化标记ꎬ避免假阳性或假

阴性现象ꎬ或通过更换标记逐一将其解决ꎮ 目前规

避干扰的最好方法就是联合应用以 ＧＦＰ 为基础的体

内报告基因与以 ＤｓＲｅｄ１ 或 ＤｓＲｅｄ２ 为基础的转化标

记ꎮ 即使 ＥＧＦＰ 和 ＤｓＲｅｄ 在相同的组织中同时表

达ꎬ应用特异性的过滤装置也能够将其完全区分开ꎬ
从而进行独立的鉴定和监测ꎮ

除了眼睛颜色标记基因、抗药性标记基因和绿

色荧光蛋白及上文中提到的突变体外ꎬ还有 Ｚｓ￣
Ｇｒｅｅｎ 等其他的荧光蛋白标记和蛹颜色标记(Ｍｃ￣

Ｃｏｍｂｓ ＆ Ｓａｕｌꎬ１９９５ꎻ Ｗａｐｐｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５)ꎮ 基于

水母 ＧＦＰ 的开发ꎬ在其他生物如珊瑚、海葵、水螅、
甲壳类动物甚至低等脊索动物中相继发现了 ＧＦＰ
样蛋白(Ｗｉｅｄｅｎｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎬ荧光光谱覆盖蓝

色到远红光ꎬ使荧光蛋白的适用范围不断扩大ꎮ 更

多更有效的荧光蛋白和其他标记基因的获得ꎬ以及

更适宜特定物种的转化系统和检测技术的发展ꎬ大
大提高了对任何一种昆虫进行遗传修饰改造的可

能性ꎮ
昆虫遗传修饰技术为基因表达调控、生物大分

子相互作用、胚胎发育以及发展生物传感器等研究

创造了条件ꎬ同时为农林害虫和媒介害虫的防治提

供了新的思路ꎮ 应用遗传修饰手段获得的不育昆

虫释放技术是一种可控制甚至根除靶标害虫的环

境友好型防控措施ꎮ 为了保障释放昆虫的最佳防

控效果ꎬ要求遗传修饰转化昆虫中的转化标记除不

影响靶标物种的竞争性和适合度之外ꎬ还需要具有

良好的遗传稳定性ꎬ以便于对其长期监测ꎬ达到灵

活调控释放不育昆虫与野生昆虫的比例ꎬ获取最佳

防控效果的目标ꎮ 然而ꎬ遗传修饰昆虫的释放尤其

是携带致死基因的昆虫的释放还存在一定的风险ꎬ
所以在监测释放昆虫环境稳定性的同时ꎬ需要监控

其在物种间的水平传播ꎬ避免对生物多样性、生态环

境和人体健康产生潜在的不利影响ꎮ

致谢:赤拟谷盗与澳大利亚铜绿蝇荧光图片分别来

自北卡罗来纳州立大学 Ｄｒ. Ｍａｒｃｅ Ｌｏｒｅｎｚｅｎ 与 Ｄｒ.
Ｍａｘ Ｓｃｏｔｔ 实验室ꎬ在此表示衷心的感谢ꎮ
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Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ３２: １２２１－１２３５.
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ａｎｄ Ｂｅｅｍａｎ Ｒ Ｗ. ２００７. ｐｉｇｇｙＢａｃ￣ｂａｓｅｄ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｌ ｍｕｔａ￣
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