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摘要: 【目的】转基因作物对非靶标昆虫的影响是转基因作物环境安全评价的重要内容ꎬ研究 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫的影

响ꎬ对转基因作物的环境安全评价具有重要意义ꎮ 【方法】采用实验动物学、分子生物学等方法ꎬ研究 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢

虫发育历期、成虫体重、雌雄比例及体内氨基酸种类和含量的影响ꎮ 【结果】与蔗糖对照组相比ꎬＣｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫不

同龄期的发育历期、成虫体重和雌雄比例均无明显差异ꎬ对体内氨基酸种类和含量也没有显著差异ꎮ 【结论】Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白

对龟纹瓢虫的生长发育及代谢无显著影响ꎮ
关键词: 龟纹瓢虫ꎻ Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白ꎻ 生长发育ꎻ 氨基酸ꎻ 生物安全
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　 　 据报道ꎬ截至 ２０１７ 年ꎬ２４ 个国家转基因作物种

植面积已达到 １.８９８ 亿 ｈｍ２(国际农业生物技术应

用服务组织ꎬ２０１８)ꎮ 我国转基因棉花的成功培育

和商业化种植促进了转基因抗虫水稻、玉米等作物

的发展ꎮ 转基因作物的发展ꎬ在节约土地面积、解
决我国部分地区的粮食短缺问题、减少农药污染方

面创造了巨大的社会以及经济效益 (高欣欣等ꎬ
２０１８ꎻ 郭三堆等ꎬ２０１５)ꎮ 然而ꎬ与其他技术一样ꎬ
转基因作物对环境的安全性也引起了人们的关注

(范俊韬和李俊生ꎬ２００７ꎻ 郭建英等ꎬ２００８ꎻ 马祥建

和郝德荣ꎬ２０１１ꎻ 吴启佳等ꎬ２０１６)ꎮ 转基因作物的

大规模种植可能会对人类健康和生态环境造成影

响ꎮ 因此ꎬ任何转基因作物进行商业化种植之前都

必须经过严格的环境风险评价(路献勇等ꎬ２０１７)ꎮ
转基因抗虫作物对农田重要非靶标生物的影响是

生态环境风险评价的重要内容(杨艳等ꎬ２０１４)ꎬ其
中ꎬ对非靶标生物尤其是在生态系统中扮演着重要

角色的天敌昆虫的影响更应该倍加重视(高欣欣

等ꎬ２０１８)ꎮ
龟纹瓢虫 Ｐｒｏｐｙｌｅａ ｊａｐｏｎｉｃａ(Ｔｈｕｎｂｅｒｇ)属鞘翅

目瓢虫科龟纹瓢虫属ꎬ具有耐高温和捕食能力强等

特点ꎬ是农田捕食性天敌的优势类群ꎬ可捕食棉蚜、
飞虱、棉铃虫等多种害虫ꎬ被认为是转基因棉田的

重要非靶标指示性天敌昆虫(郭传斌ꎬ２０１７ꎻ 刘艳

敏ꎬ２０１６ꎻ 杨燕芳ꎬ２０１３)ꎮ
已有研究表明ꎬＢｔ 蛋白对龟纹瓢虫解毒相关基

生物安全学报 ２０１９ꎬ ２８(３): １９５－１９９
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因表达量、解毒酶活性、消化酶活性和肠道微生物

没有不利影响(雒珺瑜等ꎬ２０１５ꎻ 王英丽ꎬ２０１４ꎻ 赵

耀ꎬ２０１６)ꎬ而关于 Ｂｔ 蛋白对非靶标生物体内游离

氨基酸的影响目前还未见报道ꎮ 鉴于此ꎬ本研究以

龟纹瓢虫为实验材料ꎬ研究 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢

虫不同龄期的发育历期、新羽化成虫的体重、雌雄

比例及体内氨基酸种类和数量的影响ꎬ重点研究龟

纹瓢虫取食不同浓度的 Ｂｔ 蛋白后体内游离氨基酸

的种类和含量的变化ꎬ以期为转基因棉花的环境安

全评价积累科学数据ꎬ为转基因生物的安全管理提

供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试昆虫及饲养方法

龟纹瓢虫采自中国农业科学院棉花研究所东

场实验基地ꎬ饲养于养虫笼 ( ５０ ｃｍ × ５０ ｃｍ × ５０
ｃｍ)ꎬ室内连续饲养 ５ 代后备用ꎮ 饲养条件:光照

Ｌ / Ｄ＝ １４ ｈ / １０ ｈꎬ温度(２５±１)℃ꎬ湿度 ７０％±１０％ꎻ
豌豆蚜为实验室扩繁多年的种群ꎬ以蚕豆为寄主ꎬ
在培养箱内扩繁ꎬ扩繁条件:光照 Ｌ / Ｄ ＝ １４ ｈ / １０ ｈꎬ
温度(２０±１)℃ꎬ湿度 ７０％±１０％ꎮ
１.２　 供试化合物

０.００５、０.０５、０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白(中国农

业科学院植物保护研究所植保生物技术研究室)ꎻ
０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ Ｅ￣６４ 蛋白酶抑制剂(美国 Ｓｉｇｍａ 公

司)ꎻ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１蔗糖(索莱宝科技有限公司)ꎮ Ｅ￣６４
蛋白酶抑制剂和 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白均以 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１蔗糖

溶液为溶质进行配制ꎮ
１.３　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫生物学的影响

收集龟纹瓢虫卵块置于培养皿中ꎬ在培养箱光

照 Ｌ / Ｄ＝ １４ ｈ / １０ ｈ、温度(２５±１)℃、湿度 ７０％±１０％
条件下孵化ꎬ然后将幼虫挑至 １.５ ｍＬ 离心管单管

饲养ꎮ 用足量豌豆蚜饲喂龟纹瓢虫ꎬ龟纹瓢虫幼虫

共有 ４ 个龄期ꎬ在每个龄期蜕皮后ꎬ用 ２.５ μＬ 移液

枪吸取 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白 １.０ μＬ 至 １.５
ｍＬ 离心管壁上ꎬ饲喂处理 ２４ ｈꎬ以 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１蔗糖

溶液作为阴性对照ꎻ以 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１Ｅ￣６４ 溶液作为

阳性对照ꎮ 分别记录不同处理条件下龟纹瓢虫不

同龄期的发育历期、羽化后 １２ ｈ 内成虫的体重及性

别比例ꎮ 每个处理设置 ３０ 头幼虫ꎬ３ 个平行重复ꎮ
１.４　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫体内氨基酸种类和

含量的影响

收集龟纹瓢虫卵块置于培养皿中ꎬ在培养箱光

照 Ｌ / Ｄ＝ １４ ｈ / １０ ｈ、温度(２５±１)℃、湿度 ７０％±１０％
条件下孵化ꎬ然后将幼虫挑至 １.５ ｍＬ 离心管单管

饲养ꎬ用足量豌豆蚜饲喂龟纹瓢虫初孵幼虫至 ３
龄ꎮ 用 ２. ５ μＬ 移液枪分别吸取 ０. ００５ 和 ０. ０５
ｍｇ􀅰ｍＬ－１的 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白 １.５ μＬ 至 １.５ ｍＬ 离心管

壁上ꎬ饲喂处理 ７２ ｈ(每个处理设置 ３０ 头幼虫ꎬ５ 个

重复)ꎬ以 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１蔗糖溶液作为空白对照ꎮ 收

取上述样品ꎬ测定龟纹瓢虫 ３ 龄幼虫体内氨基酸的

种类和含量ꎮ
游离 氨 基 酸 测 定: 分 别 称 取 ０. ００５、 ０.０５

ｍｇ􀅰ｍＬ－１Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白处理和 ２ ｍｏｌ􀅰ｍＬ－１蔗糖溶

液处理的样品 ０.１ ｇꎬ在液氮低温环境中充分研磨ꎻ
研磨充分后加入 ２ ｍＬ ０.０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的盐酸ꎬ静置

３０ ｍｉｎ 后摇匀浸提样品ꎬ然后在 １２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、４
℃条件下离心 １０ ｍｉｎꎻ准确吸取 １.５ ｍＬ 上清液于离

心管中ꎬ加入 １.５ ｍＬ ８％的磺基水杨酸ꎬ充分混匀ꎬ
静置 １５ ｍｉｎꎻ取上清液ꎬ通过 ０.４５ μｍ 的微孔滤膜

过滤后上机检测氨基酸种类和含量ꎮ 氨基酸分析

采用 Ｓ￣４３３Ｄ 型全自动氨基酸分析仪(德国赛卡姆

公司)ꎮ
１.５　 数据分析方法

用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件对数据进行方差处理和分析ꎬ
采用单因素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ′ｓ 差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫生物学的影响

２.１.１　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫发育历期的影响　
由表 １ 可知ꎬＥ￣６４ 蛋白酶抑制剂处理后ꎬ龟纹瓢虫

２、３、４ 龄ꎬ预蛹以及蛹的羽化历期与 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白处

理和蔗糖对照处理相比均明显延长ꎬ说明本实验处

理方法有效ꎮ 与蔗糖对照组相比ꎬ取食 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋

白后龟纹瓢虫幼虫的 ２、３、４ 龄的发育历期及预蛹

和蛹期均没有显著性差异ꎮ 可见ꎬＣｒｙ２Ａｂ 蛋白对

龟纹瓢虫幼虫的发育历期和化蛹及蛹的历期均没

有显著影响ꎮ
２.１.２　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫成虫体重的影响　
Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白处理组的雌虫平均体重为 ７.３７ ｍｇꎬ雄
虫平均体重为 ５.９９ ｍｇꎬ蔗糖组雌虫平均体重为７.５６
ｍｇꎬ雄虫平均体重为 ６.１９ ｍｇꎬ不同处理对雌雄成虫

体重影响不大ꎬ且雄虫体重均低于雌虫ꎮ 说明

Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白处理对龟纹瓢虫雌雄体重没有影响ꎮ
２.１.３　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫雌雄比例的影响　
Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白处理组和蔗糖对照组的雌、雄虫比例
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相近ꎮ Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白处理组中龟纹瓢虫的雌虫比例

为 ２０％ꎬ雄虫比例为 ８０％ꎻ蔗糖对照组中雌虫比例

为 ２３％ꎬ雄虫比例为 ７７％ꎬ雌、雄虫比例之间差异未

达显著水平ꎮ 说明 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫成虫的

雌雄性比无明显影响ꎮ

表 １　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫发育历期的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

发育时间 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅ / ｈ

２ 龄 ２ｎｄ ｉｎｓｔａｒ ３ 龄 ３ｒｄ ｉｎｓｔａｒ ４ 龄 ４ｔｈ ｉｎｓｔａｒ 预蛹 Ｐｒｅｐｕｐａ 蛹 Ｐｕｐａ

　 　 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１Ｃｒｙ２Ａｂ ５５.５０±０.８８ａ ５９.４５±２.３５ａ ５６.０８±２.８５ａ ９６.３０±３.１０ａ ６５.５７±０.４４ａ
　 　 ２.０ ｍｏｌ􀅰ｍＬ－１蔗糖
　 　 ２.０ ｍｏｌ􀅰ｍＬ－１Ｓｕｃｒｏｓｅ

５６.８２±１.７９ａ ５８.１８±２.５５ａ ５４.２２±２.３３ａ ９６.７３±２.５７ａ ６６.３２±０.４７ａ

　 　 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１Ｅ￣６４ ７９.４０±１.３２ｂ ８４.６９±１.９８ｂ ９８.６２±２.５６ｂ １２９.９０±２.３５ｂ ７０.９０±０.５８ｂ

同列数据后的不同小写字母表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

２.２　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫体内氨基酸种类和

含量的影响

取食不同浓度 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白的龟纹瓢虫幼虫体

内主要氨基酸种类与蔗糖对照组相同ꎬ均为缬氨

酸、蛋氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、酪氨酸、组氨酸、赖
氨酸和精氨酸ꎻ不同处理条件下ꎬ龟纹瓢虫幼虫体

内 ８ 种主要游离氨基酸含量最高的是赖氨酸ꎬ组氨

酸次之ꎬ蛋氨酸含量最低ꎬ且 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白处理组与

蔗糖对照组相比无显著差异ꎮ 可见ꎬＣｒｙ２Ａｂ 蛋白

对龟纹瓢虫幼虫体内主要氨基酸种类及含量无显

著影响ꎬ即对幼虫体内代谢没有显著影响(表 ２)ꎮ

表 ２　 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫体内氨基酸种类和含量的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

氨基酸含量 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ / (μｇ􀅰ｍｇ－１)

缬氨酸
Ｖａｌｉｎｅ

蛋氨酸
Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ

异亮氨酸
Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ

亮氨酸
Ｌｅｕｃｉｎｅ

酪氨酸
Ｔｙｒｏｓｉｎｅ

组氨酸
Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ

赖氨酸
Ｌｙｓｉｎｅ

精氨酸
Ａｒｇｉｎｉｎｅ

０.００５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ Ｃｒｙ２Ａｂ ２.５２±０.４８ ０.３９±０.１４ １.７１±０.５７ ２.５５±０.７４ ２.４８±０.７２ ３.８６±０.４２ ６.５３±０.６４ １.４４±０.２７
０.０５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ Ｃｒｙ２Ａｂ ２.２５±０.２６ ０.１９±０.１９ １.８４±０.６０ ２.８４±０.５７ １.８２±０.４４ ３.１１±０.５７ ５.８９±１.２２ １.６０±０.３１
２.０ ｍｏｌ􀅰ｍＬ－１蔗糖
２.０ ｍｏｌ􀅰ｍＬ－１ Ｓｕｃｒｏｓｅ

２.１５±０.３５ ０.４６±０.１３ １.９０±０.１８ ２.８８±０.５６ ２.２８±０.９３ ３.６６±０.１０ ５.３２±１.３７ １.４４±０.６３

３　 结论与讨论
转基因作物的推广和转基因技术的成熟加速了

转基因作物在全球的商业化种植ꎬ随之而来的潜在

的环境安全问题也引起了人们的关注ꎮ 转基因作物

对非靶标昆虫的影响是潜在环境安全问题关注的焦

点之一(周霞等ꎬ２０１８)ꎮ 转基因作物表达的目的蛋

白可以通过食物链从植物传递给天敌ꎬ从而使天敌

暴露于转基因作物所表达的蛋白环境中(高欣欣等ꎬ
２０１８)ꎮ 对非靶标昆虫的影响是转基因作物环境安

全评价的重要内容(Ｒａｍｉｒｅｚ￣Ｒｏｍｅｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ
已经有研究从不同方面评估了 Ｂｔ 蛋白对非靶

标性昆虫没有显著影响ꎮ 有研究表明转基因棉田里

的节肢动物群落昆虫结构和组成ꎬ生物多样性等与

非转基因棉田无显著性差异(雒珺瑜等ꎬ２０１６)ꎻＣｈｅｎ
ｅｔ ａｌ.(２０１５)研究表明ꎬＢｔ 水稻上褐飞虱卵对绿盲蝽

Ａｐｏｌｙｇｕｓ ｌｕｃｏｒμｍ (Ｍｅｙｅｒ￣Ｄüｒ.)的生存能力(成虫羽

化率和卵孵化率)、发育期(卵期ꎬ若虫发育期)、成虫

鲜重、成虫寿命和繁殖力没有显著影响ꎮ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.
(２０１７)研究显示 Ｂｔ 蛋白对非靶标昆虫蜘蛛的种群

密度、捕食能力、相对丰度没有负面影响ꎮ
转基因作物对捕食性天敌影响的研究具有非

常重要的经济学和生物学意义ꎬ在害虫综合防治中

也具有重要地位(李丽莉ꎬ２００４)ꎮ 大量试验研究了

Ｂｔ 蛋白对非靶标捕食性天敌的影响ꎮ 研究表明ꎬ中
华通草蛉 Ｃｈｒｙｓｏｐｅｒｌａ ｓｉｎｉｃａ (Ｔｊｅｄｅｒ)取食含 Ｃｒｙ１Ａｂ
蛋白的饲料后幼虫的发育历期、结茧率、茧期、羽化

率、成虫体重等生物学参数与取食不含 Ｃｒｙ１Ａｂ 蛋

白的饲料处理相比均没有显著差异 (高欣欣ꎬ
２０１７)ꎮ Ａｌｉ ｅｔ ａｌ. ( ２０１７ａ ) 通 过 分 析 Ｃｒｙ１Ａｃ、
Ｃｒｙ２Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｃａ、Ｃｒｙ１Ｆ 蛋白对异色瓢虫 Ｈａｒｍｏｎｉａ
ａｘｙｒｉｄｉｓ (Ｐａｌｌａｓ)化蛹率、羽化率、７ ｄ 幼虫重量、性
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比和体重的影响来评估转基因作物对环境的风险ꎮ
研究发现ꎬ含 Ｃｒｙ１Ｆａ 的转基因作物对草蛉没有不

利影响(Ａｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ｂ)ꎮ 以食物链为切入点的研

究发现蚜虫不受 Ｃｒｙ 蛋白的影响ꎬ从而消除了猎物

质量对天敌寄生蜂等的影响(Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 有

研究发现带有 Ｂｔ 蛋白的烟粉虱 Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ
(Ｇｅｎｎａｄｉｕｓ)被龟纹瓢虫取食后ꎬ其生长发育和捕

食量没有明显变化(顾爱祥ꎬ２０１２)ꎮ 龟纹瓢虫取食

含 Ｂｔ 的水稻花粉后ꎬ其幼虫、蛹的生长发育和成虫

生殖参数与取食非转基因水稻花粉的相比无显著

差异(白耀宇ꎬ２００４)ꎮ 张小洁(２０１４)研究表明ꎬ转
Ｃｒｙ２Ａ 和 Ｃｒｙ１Ｃ 基因的水稻对龟纹瓢虫的生长发

育不会产生负面影响ꎮ 目前ꎬ大多数的研究表明ꎬ
转基因抗虫作物对非靶标昆虫ꎬ特别是对有益昆虫

如捕食性天敌没有明显的不利影响 (李丽莉等ꎬ
２００４)ꎮ 这些结论和本研究结果一致ꎬ龟纹瓢虫取

食 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白后其发育历期、成虫体重ꎬ雌、雄虫

比例与对照组相比均没有显著变化ꎮ
蛋白质是细胞的主要组成成分和构成机体组

织、器官的重要组成部分ꎮ 构成蛋白质的基本单位

是氨基酸ꎬ组织中的游离氨基酸可以直接参与机体

蛋白质合成和氨基酸代谢ꎮ 本研究以体内游离氨

基酸为切入点ꎬ发现取食不同浓度的 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白

后龟纹瓢虫幼虫体内主要氨基酸种类与蔗糖对照

组相同ꎬ均为缬氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、酪
氨酸、组氨酸、赖氨酸和精氨酸ꎻ与对照组相比ꎬ龟
纹瓢虫幼虫体内 ８ 种主要游离氨基酸的含量也没

有明显差异ꎮ 可见ꎬＣｒｙ２Ａｂ 蛋白对龟纹瓢虫体内

主要氨基酸种类及含量无显著影响ꎮ
随着转基因技术的深入和不断发展ꎬ转基因作

物的研发力度和商业化种植的规模将逐渐扩大ꎮ
一种新型转基因作物在商业化种植之前必须进行

安全评价工作ꎬ特别是对非靶标天敌的影响ꎮ 本研

究以非靶标天敌昆虫龟纹瓢虫为研究对象ꎬ从发育

历期、成虫体重ꎬ雌、雄虫比例、游离氨基酸种类和

含量的变化说明了 Ｃｒｙ２Ａｂ 蛋白对其生物学特性和

氨基酸代谢没有显著影响ꎮ 本研究结果可为转基

因作物的商业种植和推广提供参考依据ꎮ
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