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中文摘要

本论文就转Bt基因水稻花粉对家蚕的安全性作了系统评价，并就对家蚕安全的Bt新菌

株的生物学作了初步研究。结果如下。

1转Bt基因水稻花粉对家蚕的毒理学效应

采用ELISA法测定不同Bt水稻品系花粉中毒蛋白含量。籼稻品系TT9．3花粉中毒蛋白

含量约占总可溶性蛋白的0 ol％，显著低予粳稻KMD系列及以其为亲本的杂交后代籼稻纯

合品系华池2000B系列。采用生物测定法就家蚕不同龄期幼虫对华池2000BI和TT9．3花粉

以及Bt纯蛋白CrylAb的敏感性作了测定。家蚕1龄幼虫对华池2000Bl花粉的敏感性相对

较高，是其对TT9．3花粉的313．2倍。1龄幼虫对华池2000BI花粉比3龄幼虫更敏感3 83

倍。与CrylAb蛋白相比，Bt水稻花粉对家蚕幼虫的毒性显著较低，差异达1000倍以上。

2转Bt基因水稻花粉对家蚕的生物学效应

在室内条件下，选择相当于对家蚕I龄幼虫LC20和LC50剂量的华池200081花粉浓度

D1(1311 4：t=161．8 grains／cm2)和D4(24824．64-1895．1 grains／cm2)，分别对1-3龄、3-5龄

和1～5龄幼虫进行持续饲喂处理。Bt水稻花粉，特别在D4浓度下。可导致家蚕幼虫死亡率

显著增高，发育历期显著延长，低龄幼虫体重、化蛹率和羽化率显著降低以及蚕茧质量下降

等。Bt水稻花粉对低龄幼虫的影响较大，其效应可一直延续至成虫期。这表明华池200081

水稻花粉对家蚕存活、生长发育和蚕茧性状等指标均有极为显著的负面影响。

3转Bt基因水稻花粉对家蚕的行为学效应

采用叶碟法就家蚕幼虫对Bt水稻花粉的取食选择行为作了观测。当较高浓度的水稻花

粉与无花粉对照同时存在时，家蚕幼虫极显著她选择无花粉对照；当较低浓度的水稻花粉与

无花粉对照同时存在时，多选择低浓度的水稻花粉。不同龄期幼虫对较低浓度的不同水稻花

粉的选择不尽相同。I龄幼虫多选择非Bt水稻花粉，后随虫龄增大，逐渐趋向选择Bt水稻

花粉。就Bt水稻花粉而言，低龄幼虫显著偏向选择较低浓度花粉，而高龄幼虫有较多选择

较高浓度花粉。

4转Bt基因水稻花粉对家蚕的生理学效应

对家蚕1龄幼虫分别持续饲喂Bt水稻华池200081花粉和CrylAb蛋白直至化蛹，同时

对经不同处理时间后的幼虫中肠消化酶系即淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶(包括类胰蛋白酶、粪

胰凝乳蛋白酶、类弹性蛋白酶和氨肽酶)等的比活力进行了测定。CrylAb蛋白持续处理的

家蚕幼虫在2龄末即全部死亡。CrylAb蛋白对低龄幼虫中肠消化酶系的活性存在明显影响，



而且经CrylAb处理的酶活随时间的变化趋势与对照的并不一致。Bt水稻花粉可不同程度地

影响幼虫中肠消化酶活性，其中以对脂肪酶、类胰凝乳蛋白和类弹性蛋白酶活性的影响较为

显著。这可能导致幼虫体内正常生理和代谢的动态平衡出现扰动，进而影响家蚕幼虫的生存

和生长发育。

5转Bt基因水稻花粉对家蚕的组织病理学效应

采用电镜技术就家蚕幼虫在持续饲喂Bt水稻花粉后，中肠细胞超微结构的病变过程作

了连续观察。经Bt水稻花粉处理的24h内，家蚕幼虫中肠细胞内质网肿胀呈球形，并伴有

少量空泡产生。此后中肠细胞不断空泡化，微绒毛逐渐与细胞断裂，并出现连片脱落；最终

中肠细胞破裂，大量胞质外流至肠腔内。Bt水稻花粉对家蚕幼虫中肠细胞的病理学效应与

CrylAb蛋白处理的相似。

6日照对转Bt基因抗虫水稻花粉毒蛋白的影响

不同自然日照时间处理的Bt水稻花粉中毒蛋白的含量存在一定变化。Bt水稻花粉中毒

蛋白的相对含量起初先明显下降，后随着时间延长，呈现上升趋势。日照处理对花粉中可溶

洼蛋白含量无显著影响。就不同日照时间处理的Bt花粉对家蚕蚁蚕的毒力测定结果表孵，

随处理时间延长，LC50值虽有增高趋势，但变化不明显。这表明日照对Bt水稻花粉中的毒

蛋白含量及活性均无明显影响。

7转Bt基因抗虫水稻花粉的田间飘移分布

通过2年的田间调查，发现飘落在桑叶上的Bt水稻花粉数量随飘移距离增加而呈指数

降低。2002年花粉平均累积飘落密度从稻田内的最高密度255．0粒／ems降低至离田埂9m处

的34．6粒／cm2。相似地，2003年的水稻花粉平均飘落密度从稻田内的190．8粒／cm2锐降至

离田埂9m处的6．0粒／cm!。Bt水稻花粉飘落密度随桑树植株高度增加而明显下降。与生长

期较长的桑叶相比，水稻花粉在嫩叶上的飘落密度显著较低。降雨可极显著减少Bt水稻花

粉在桑时上的飘落密度。采用双面胶和涂有凡士林的载玻片监测水稻花粉飘落密度的结果与

桑叶上测得的基本一致。

8自然飘落的转Bt基因抗虫水稻花粉对家蚕生物学特性的影响

2002年和2003年分别采集田间不同距离自然飘落有Bt水稻华池200081花粉的桑叶，

在室内对家蚕初孵幼虫进行连续饲喂。田间不同距离自然飘落的Bt水稻花粉，对家蚕生存、

生氏发育、繁殖以及蚕茧质量等均无显著影响。2年试验结果均表明，在Bt水稻平均种植

面积为315．85m2的条件下，自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕应无显著的负面影响。



9苏云金杆菌w．2000菌株的杀虫活性评价

应用时间．剂量．死亡率模型就Bt菌株YJ，2000对6种鳞翅目昆虫的杀虫活性作了初步

评价。该菌株对家蚕基本无毒性，而对蔬菜害虫如小菜蛾和菜粉蝶、水稻害虫如三化螟和二

化螟和桑树害虫如桑螟幼虫均有不同程度的毒性，其中对小菜蛾和菜粉蝶的毒性最强，幼虫

死亡率可高达t00％。

10苏云金杆菌YJ．2000菌株对家蚕的安全性评价

通过与对家蚕蚁蚕表现高毒性的Bt菌株CRYlAb和YJ．1999的比较，就对多种鳞翅目

害虫具明显杀虫活性而对家蚕蚁蚕表现低毒的Bt菌株YJ．2000对家蚕的生物学安全性进行

了研究。YJ一2000菌株除导致1龄幼虫历期延长11．1％、取食量减少0％---60．0％及体重降低

52 3％--62．5％Pb，对2龄及其以后各龄幼虫的存活率、发育历期、取食量、眠蚕体重、化蛹

率、蛹期、全茧量、蛹重、茧层量、羽化率和产卵量等均无显著影响。相比之下，CRYlAb

和YJ—1999菌株则不同，高浓度会导致全部蚁蚕死亡，呈现高急性毒性；低浓度虽不能使幼

虫全部死亡，但对幸存幼虫的取食、生长发育、结茧和产卵等大多呈现明显的负影响。YJ．2000

菌株对家蚕不仅低毒，而且对其生长发育、结茧和生殖力等均无明显的负作用。

1l苏云金杆菌YJ．2000菌株伴孢晶体的蛋白质、抗蛋白酶多肽及其基因型

通过与Bt菌株CRYlAb和YJ，1999的比较，就菌株YJ．2000伴孢晶体的蛋白质、抗胰

蛋白酶多肽以及基因型作了初步研究。3个菌株的蛋白图谱基本相同，均有136．6kD主带。

经家蚕幼虫中肠液作用后，YJ．2000和CRYlAll菌株出现64．5kD抗蛋白酶多肽，而仃-1999

菌株为63．4kD多肽；经菜青虫中肠液作用，3菌株除家蚕中肠液作用产生的抗蛋白酶多肽

外，均出现56 2kD多肽。在菌株YJ．2000中仅能检测到相对含量较低的23．1kb质粒，且未

能检测到cryl、c,'y2和c似，类基因。

关键词：苏云金杆菌：Bt水稻；花粉：家蚕：生物测定；存活；生长发育：结茧；生殖力

消化酶：淀粉酶：脂肪酶；类胰蛋白酶；类胰凝乳蛋白酶：类弹性蛋白酶；氨肽酶：比活力

组织病理学；中肠上皮细胞；超微结构；取食行为：叶碟；日照；安全性评价；非靶标昆虫

生物安全：菌株YJ．2000：时间一剂量．死亡率模型；6-内毒素；抗蛋白酶多肽；基因型



前 言

随着现代生物工程技术的迅猛发展，使得多种生物获得了来自其它生物或人工合成基因

所编码的能促进优质高产、抵抗病虫害等生物灾害和非生物逆境等的优良性状。1983年世

界首例转基因植物培育成功，标志着人类用转基因技术改良农作物的开始。1986年转基因

农作物获得批准进入田间试验，1994年第一例转基因作物在美国获得批准商业化种植。此

后，全球转基因作物应用取得了突飞猛进的发展。2002年全球转基因作物种植面积达到5870

万公顷，较1996年约170万公顷猛增了35倍，其中大豆、棉花、玉米和油菜等4种主要转

基因作物的种植面积已占这4种作物世界总面积的22％。我国2002年转基因作物种植面积

达到210万公顷，其中转苏云金杆菌Bacillus thuringiensis(Bt)毒素蛋白基因棉花的种植面

积在2001～2002年间增加了40％，成为继美国、阿根廷和加拿大之后种植转基因作物面积

最大的国家(James，2002)。转基因作物带来的社会、经济和生态效益十分明显。据估计，

1999年全球通过应用转基因作物而获得的经济利益达到甚至超过10亿美元(James，2001)，

2002年美国因此获得的净收益高达15亿美元(James，2002)。

尽管转基因作物在解决人类面临的粮食、资源、环境等重大社会和经济问题以及推动社

会进步等方面具有重要作用，但其环境释放后可能带来的潜在风险却引起了世界范围内的广

泛关注(Wolfeabarger等，2000；Obrycki等，2001)。Dale等(2002)将转基因作物的潜在风

险主要概括为：侵入扩散(invasiveness)、杂草化(weediness)、对非靶标生物的毒害作用

(toxicity)和对生物多样性(biodiversity)的影响等，其中转基因抗虫作物花粉飘移对非靶

标有益昆虫(如经济昆虫、天敌昆虫和观赏昆虫等)的潜在影响，是当今转基因生物安全性

的争论焦点之一(Shelton等，2001)。近年来，国际社会对转基因作物安全性的担忧己成为

影响世界经济贸易和国际关系的一个重要因素。例如Losey等(1999)在{Nature))杂志上

发袭了室内饲喂转Bt玉米花粉可导致大斑蝶Danaus plexippus幼虫死亡的结果后，国际各

犬主要媒体争相报道，社会公众反应异常激烈，最终导致欧盟委员会冻结了所有转Bt玉米

的批准程序，转Bt玉米主要生产商——盂山都公司股票猛挫10％(SheRon等，1999)。因此，

系统开展转基因作物花粉对非靶标有益昆虫潜在风险的研究，对于深入认识、了解转基因作

物的潜在风险并建立完整的生物安全研究、评价和管理科学技术体系以保障转基因作物的健

康发展和合理利用具有十分重要的意义。

众所周知，水稻是地球上近30亿人口的主要食物来源。据估计，到2025年水稻产量需

再增产70％才能满足日益增长人口的需求(Khush，1995)。然而水稻病虫害，特别是螟虫(二

化螟西j『D suppressalis、三化螟Scirpophagaincertulas和稻纵卷叶螟Cnaphalocrocismedinalis

等)为窖常严重威胁水稻生产，限制了增产的潜能。据Herdt(1991)估算，每年因水稻螟虫

为害而造成的产量损失可达100亿公斤。为有效控制水稻螟虫为害，并减少化学杀虫剂使用

量，自20世纪90年代以来，国内外已有多个研究组开展了转基因抗虫水稻的研究工作。并

在转Bt基因水稻培育方面取得了较大进展(Bennett等，1997；叶恭银等，1998)，获得了不



少抗虫效果好的籼稻、粳稻和杂交稻株／品系(Datta等，1998；Tu等，1998；叶恭银等，1998)，

而且有些已进入了田间中试(Tu等，2000；Shu等，2000；Ye等，2001a；b；2003)。转Bt基因水

稻的培育成功为水稻增产带来了可能，其商业化前景十分广阔。但是，作为转基因抗虫作物，

转Bt水稻同样也面临着释放环境之后的生态安全性问题，其中包括转Bt水稻花粉对非靶标

重要经济昆虫——家蚕Bombyx mori的潜在影响。

栽桑养蚕、制丝织绸是我国的历史传统。我国是世界上最大的蚕茧、蚕丝生产国和茧丝

绸出口国(顾国达等，2002)。2000年全国蚕茧、蚕丝年产量各为50．1万吨和5．13万吨，分

别占世界总产量的73．4％和71．2％。蚕丝绸业作为我国传统产业，涉及2000万户农户的收

入和近100万职工的就业及社会稳定：同时又作为特色出口创汇产业，在国民经济中具有特

殊的重要地位。据海关统计，2001年全国丝绸产品出口达到38．03亿美元，占当年全国出口

总值的1．43％；2002年1～10月我国丝绸出口26．79亿美元(不包括真丝针织品)，占同期全

国出口总值的1．02％。我国除西藏、青海外，其他各省(市、自治区)均有蚕桑生产，其中

以浙江、江苏和四』】I等为主产省，桑蚕茧产量占全国总产量50％以上。上述桑蚕主产区均

为我国重要水稻产区，而且这些地区的主要传统作物种植模式是桑稻间种。由于水稻花粉平

均直径(籼稻：33．14_+2．47prn；粳稻：32 78+1．40p_m)明显比玉米花粉直径(73．4-92．69m)

小，而且玉米花粉经风传播距离至少可达60m(Raynor等，1972)，有时甚至在200m之外

(Louette，1997)，因此转Bt基因水稻花粉更有可能随风飘落于稻田附近桑园的桑叶上。家

蚕对Bt毒蛋白十分敏感，在蚕桑区内一般禁止使用Bt类生物杀虫剂。若家蚕一旦取食转基

囡水稻花粉，就会接触到Bt毒蛋白，对家蚕存活、生长发育和结茧等产生严重影响，进而

可能对当地养蚕业和全国蚕丝绸业造成严重后果。因此，开展转Bt水稻花粉对家蚕的生态

风险研究和筛选出对家蚕安全的Bt后备基因的研究，对于我国国民经济发展和社会稳定具

有十分重要的意义。此外，这作为一项风险评估指标，对于明确转基因作物在开发利用、环

境释放和越境转移过程中可能对环境产生的不利影响，力求对这些风险提供可靠的定量预

测，通过采用适当的机制以及与评估结果相适应的技术措施来管理转基因作物及其产品的开

发工作，从而使风险降低到最小程度，都是十分必要的。

迄今，有关转基因抗虫作物花粉对非靶标有益昆虫的生态风险研究相对较少，主要集中

在Bt玉米花粉对大斑蝶的影响(Losey等，1999；Hansen等，2000；Hellmich等，200la；Sears

等，200I；Stanley—Horn等，2001：Zangerl等，2001；Wolt等；2003)。此外，有关转基因作物花

粉在胁迫条件下对其它非靶标昆虫如北美黑风蝶Papilio polyxenes、具斑食蚜瓢虫

Coleomegilla maculate、食螨小花蝽Orius insidiosus、普通草蛉Chrysoperla carlleEic和家蚕

等的影响也有一些零星报道(Pilcher等，1997；Wraight等，2000；王忠华等，2001；李文东等，

2002)。这些研究多表明转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的生态风险足可以忽略。

尽管目前就转Bt玉米花粉对大斑蝶的生态风险问题已有初步定论，但上述研究更多地

从商业目的角度就已大面积种植的转基因玉米花粉可能的影响后果作了调查。由于自然条件



下的情况极为复杂，其中的影响因素繁多，因此个别年份的调查结果并不能证明转基因作物

花粉对非靶标昆虫的潜在风险完全不存在：而且上述研究尚有些关键问题似未明确。如未能

深入分析携带有不同启动子驱动的不同Bt毒蛋白基因类型的转基因玉米花粉对大斑蝶可能

的毒理学影响，缺乏分析Bt毒蛋白基因表达及其产物数量及活性的时空动态变化(田间高

温、太阳紫外光等作用)对暴露环境剂量的影响，忽视了非靶标昆虫对不同转基因花粉密度

的取食选择性及其对潜在风险表现的影响程度，未能验证试虫在室内饲喂条件下的花粉实际

取食量(即使在高浓度下)与暴露的环境剂量的关系等。而且，有关转基因抗虫作物花粉对

非靶标昆虫的潜在风险研究目前主要针对可能产生的表观影响(如死亡、生长发育等)，而

就昆虫体内生理和代谢等的内在影响则尚未见有报道。已有研究表明，Bt 5．内毒素可引起昆

虫体内磷酸酶、蛋白酶和乙酰胆碱酯等酶系活性发生变化，从而影响正常的生命活动(申继

忠等，1994；谭维嘉等，1999；粱革梅等，2001)。因此，开展不同转Bt基因水稻品系花粉对家

蚕生理和代谢等内在的影响研究，探讨转基因花粉对家蚕产生影响的生理和病理机制，对于

指导桑蚕生产实践与抗性育种具有十分重要的理论意义和经济价值。

由于转Bt基因抗虫作物花粉含Bt杀虫晶体蛋白，其随风飘移或扩散可对养蚕业造成严

重威胁，且人为措施较难控制，因此，在养蚕业区要全面推广针对鳞翅目害虫的Bt制剂及

转Bf基因抗虫作物，筛出高效且对家蚕安全的Bt菌株是很有必要的。对此，日本学者在这

方面已有～定的研究，已筛得对家蚕低毒而对菜粉蝶Pieris rapae和小菜蛾Plutellaxylostella

高毒力的Bt菌株AFl0I，并对其杀虫晶体蛋白性质与功能区结构，及基因序列等作了初步

研究(Kim等，1998a；b)，但在应用技术等方面尚乏研究，更未投入产业化应用。

有鉴于此，本论文拟选择商业前景十分广阔的转Bt基因水稻，首先开展转Bt基因水稻

花粉对家蚕潜在风险的系统研究以及高效并对家蚕安全的Bt菌株筛选。以探明转Bt基因水

稻品系花粉(毒蛋白)对家蚕的生物学效应(生长发育、繁殖和取食行为等)、生理学和病

理学效应等：探明转Bt基因水稻花粉在田间飘移扩散与分布规律及其毒蛋白含量与活性的

时间变化动态；探讨并验证自然条件下产生潜在风险的可能性；筛选出高效且对家蚕安全的

Bt菌株。最终为促进我国转基因抗虫水稻产业化发展以及相应的安全管理提供科学支撑，

同时为转基因抗虫作物生物安全性的科学评估提供科学依据，并为我国桑蚕丝绸业的健康发

展提供保障。
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第一章转基因抗虫作物及其生态安全性评价

作物虫害是影响农作物优质高产和稳产的重要限制因素之一。尽管全球每年用于农业害

虫化学防治的费用超过100亿美元，但每年因虫害造成的损失仍占总产量的14％(Hilder

等，1999)，其中我国每年虫害损失亦高达60～100亿元(朱新生等，1997)。化学杀虫剂自问

世以来在害虫防治中起了巨大作用，但由于长期大量地不合理施用化学农药，导致害虫产生

抗药性、害虫再猖獗、污染与残留等严重后果。如在美国每年因害虫抗药性而额外增加使用

药帮的开支达12亿美元，且由此造成的作物损失达20—70亿美元；为了提高防效而开发另

一种新的药剂需投资80--150百万美元(Palumbi，2001)。Pimentel等(1992)就化学农药对环

境与社会代价的分析表明，农药的使用每年给美国农户造成的直接损失(天敌杀伤、抗性增

强、作物损失)近30亿美元，所引起的社会与环境总代价高达81亿美元。该代价相当于美

国化学农药效益值162亿美元的50％，说明化学农药在产生一份经济效益的同时，也导致

了半份的环境与社会负效应。微生物杀虫剂或天敌释放虽然在一定程度上克服了化学农药的

缺点，但由于见效慢、杀虫谱窄、易受环境影响和成本高等因素，其实际应用颇受限制。因

此，寻求安全有效的害虫治理新途径与新策略以减少化学农药使用量，已成为当前世界农业

可持续发展中亟待解决的重要课题之一(Matteson，1995)。

抗虫作物作为害虫治理的有效手段之一，具有操作简便、经济合理和对环境友好等特点，

为全球各国所重视(Panda等，1995)，但由于常规育种耗时长、且往往缺乏理想的亲本资源，

因而进展缓慢。现代分子生物学特别是植物生物技术的迅猛发展，为通过基因工程手段将外

源抗虫基因转入农作物，大量、快速培育高水平抗虫新品种提供了可能，同时也为防治农业

害虫提供了新的思路和途径。利用基因工程手段培育抗虫作物新品种具有以下优点：(1)扩

大了植物获得抗虫性状的基因源，不仅可利用植物本身拥有的抗虫基因，且能利用微生物和

动物中的抗性活性物质基因；(2)提高了作物抗虫能力和抗虫范围，可导入一个或多个抗虫

基固，并控制其在植物中的表达时间和部位，克服喷施杀虫剂防治虫害的时效性和易被冲刷、

流失、分解等缺点，同时减缓害虫抗药性的发生和发展：(3)缩短了育种周期，使得抗虫新

品种的培育和更新更为快速：(4)减少了环境污染，在植物体内表达抗虫基因，避免喷施杀

虫剂对人畜造成的意外伤害。正因如此，利用基因工程手段培育抗虫作物在国内外已受到普

遍关注，并亦成为当今植物基因工程研究和应用的热点。

1转基因抗虫作物的研发概况

转基因抗虫作物的问世被称之为继化学杀虫荆诞生以来，在害虫治理方面最为重要的技

术革命(Vaeck等，1987)。至今，利用基因工程手段培育抗虫作物用于控制害虫的研究与应

用主要集中在以下几个方面。
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1．I抗虫基因

寻求不周来源的抗虫新基因是培育高效抗虫转基因作物的首要条件，是扩大转基因作物

抗虫谱、延缓害虫对其产生耐／抗性的重要保证。目前，有关的转基因抗虫作物研究主要利

用由单基因调控的编码具杀虫活性蛋白或酶类的基因。这些蛋白类杀虫活性物质根据其来源

可分为：(1)微生物来源，主要有来自苏云金杆菌Bacillusthuringiensis(Bt)的6．内毒素(又

称杀虫晶体蛋白insecticidal crystal proteins，[CPs)和营养期杀虫蛋白(vegetative insecticidal

proteins，Vips)、、来自根癌农杆菌爿grobacteriumtumefaciens的异戊烯转移酶(iospentenyl

transferase，Ipt)、以及来自链霉菌属Streptomyces真菌的胆固醇氧化酶(cholesterol oxidase)

等；(2)植物来源，主要包括蛋白酶抑制剂(proteinase inhibitors)、∞淀粉酶抑制剂(a．amylase

inhibitors)、凝集素(1ectins)、几丁质酶(chitinases)、色氨酸脱羧酶(tryptophan decarboxylase)、

多酚氧化酶(polyphenol oxidase)、脂氧化酶(1ipoxygenase)和蔗糖酶(invertase)及已糖

转移酶(hexosyltransferase)等；(3)动物来源，主要是蝎子毒素、蜘蛛毒素、蜂毒、昆虫

几JJ质酶以及来自昆虫或其他动物的蛋白酶抑制剂等。

根据杀虫活性物质的作用方式可分为：(1)直接致死作用，如Bt内毒素、植物胆固醇

氧化酶等直接攻击昆虫中肠上皮细胞膜，以及蝎子毒素和蜘蛛毒素等作用于昆虫膜离子通

道，导致昆虫死亡；(2)间接致死作用，主要包括蛋白酶抑制剂、淀粉酶抑制剂和凝集素等

通过与昆虫必需营养物质结合，以及多酚氧化酶和蔗糖酶等通过改变昆虫食物营养或产生毒

素．干扰昆虫正常营养生理而导致死亡。

有关杀虫活性物质的作用机理、生化特性及其基因结构与应用情况，朱新生等(1997)、

Hilder等(1999)和叶恭银等(2001)等均已详细介绍，在此不作赘述。

1．2抗虫基因的转化

将外源抗虫基因导入植物离不开遗传转化技术。近年来，基因转化技术飞速发展，对于

一些诸如秉本科单子叶植物和木本植物等曾被认为比较难以转化的植物也先后取得威功。目

前，国内外常用的转基因技术体系有：(1)DNA直接转化系统，主要包括通过聚乙二醇

(polyethylene glycol，PEG)、脂质体、电激、超声波、显微注射、激光微束和基因枪等介导

的基因转化：(2)以质粒DNA为载体的转化系统，如根癌农杆菌Ti质粒介导的基因转化；

(3)以种质系统介导的转化系统，包括花粉管通道法、生殖细胞浸泡法以及胚囊与子房注

射法等(王关林等，1998)。

不同的转化技术体系对于外源基因整合到受体细胞染色体上的作用机制不尽相同，最终

可影响到外源基因在转基因植物中遗传与表达的稳定性。外源基因通常是随机地整合到受体

细胞染色体上，这可以是插入到植物基因组的任何一条染色体的任何位点，而且还可以是单

基因位点或多基因位点整合。DNA直接转化系统和以种质系统介导的转化系统往往导致外

源基因在受体细胞中的整合呈现复杂化，并在转化当代及子代中出现DNA环化、甲基化、

外源基因片段分离或丢失、基因重排、串联及多拷贝插入等现象(Finnegan等，1994；Casas



等，1995)；以质粒DNA为载体的转化系统通常可形成1．2个拷贝或低拷贝整合，而且外源基

因结构较为完整，整合位点较为稳定(Zambryski，1988)，其遗传稳定性相对较高(吴刚，

2000)。许多研究发现外源基因在转基因植物中出现转基因沉默(transgene silencing)和表

达活性降低现象，这在很大程度上与不同的转化技术体系所引起的外源基因在受体植物中不

同的遗传与表达模式有关。转基因沉默与失活现象己严重影响转基因抗虫作物在农业生产上

的应用，例如1996年7月美国Texas')·H东部出现Bt棉对美洲棉铃虫Helicoverpa zea失控问题

(Kaiser,19961。此外，转基因沉默与失活也是许多转基因抗虫作物未能进入商品化生产的

主要原因之一。因此，如何稳定、提高外源抗虫基因在植物体内的表达，是当前植物抗虫基

因工程的一个重要研究方向。

1．3转基因抗虫作物的培育与应用

1983年世界首例转基因烟草的培育成功，标志着人类利用转基因技术改良农作物的开

始。1986年首批转基因作物批准进入田间试验，1992年商业化种植，1994年美国第一例转

基因作物产品(延熟保鲜转基因番茄)批准上市，转基因作物发展非常迅猛。2002年全世

界转基因作物种植面积达5870万公顷，产值42．5亿美元，其中种植面积较1996年170万

公顷增加35倍，产值较2000年30．0亿美元增加1．4倍(James．2002)。

就转基因抗虫作物而言，至今已获得百余种转Bt内毒素蛋白基因、蛋白酶抑制剂基因、

凝集素基因以及d．淀粉酶基因等不同抗虫基因的转基因植物(Hilder等，1999；叶恭银等，

2001)。目前，在美国至少有1 8种转基因抗虫作物通过田间试验，其中转基因玉米、棉花和

烟草等己被广泛种植(Obrycki等，2001)。

在现有的转基因抗虫作物中，以转Bt内毒素蛋白基因作物的研究与利用最为广泛、深入。

根据转基因植株获得的先后以及外源Bt基因表达水平的高低，转Bt基因作物的发展可分为2

个阶段。第一阶段为20世纪80年代中后期，以Vacek等(1987)获得的首例转基因烟草为代

表，其特点是Bt基因表达水平相当低，植株抗虫性较差。这是由于当时所使用的Bt杀虫晶体

蛋白基因直接来源于细菌，富含AT碱基，密码子偏好与高等植物差异较大，使得外源杀虫

基因的转录不稳定，翻译效率差。第二阶段为20世纪90年代，以Perlak等(1991)培育的

转基因棉花为代表。在不改变编码氢基酸序列的情况下，对cry基因进行修饰(去除富含AT

区，提高GC含量)以适宜于植物中表达，使得外源基因的表达水平提高近100倍，并获得良

好的抗虫效果。此外，也有通过利用组织特异性启动子或强启动子等方法提高Bt内毒素表达

水平(Koziel等，1993)。

至今全球已获得了60多种转Bt基因抗虫植物。其中以双子叶植物居多，而单子叶植物

因其遗传转化较困难，所以获得的转Bt基因植物相对较少。近年来，许多国家已开展了大规

模转Bt毒素蛋白基因植物的环境释放试验。自1986年PGS公司首次在美国和法国进行转基因

烟草的田间试验以来，全球进行转基因抗虫植物田间试验800余次，占所有转基因植物田间

试验的18％。至1999年初，70多种转基因作物已经在10多个国家得到商品化，在80种已经批
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准或即将批准的商品化转基因作物中，21种为转Bt基因作物，其中以玉米、马铃薯和棉花为

主。2002年全球仅Bti米和Bt棉花这两种转基因作物的商业化种植薤积就高达1．45亿公顷

(James，2002)。在我国，已获得转Bt基因植物有棉花、玉米、水稻、番茄、欧洲黑杨、花

椰菜、马铃薯和烟草等，其中Bt棉花已得到商品化生产，2002年种植面积210万公顷，已超

过全国棉花种植总面积的51％；转Bt抗虫玉米、水稻已进行环境释放试验。

就其它转基因抗虫植物而言，国内外己至少获得20余种转蛋白酶抑制剂基因植物和14

种转外源凝集素基因植物，而且亦已将a．淀粉酶抑制剂基因、几丁质酶基因和Bt营养期杀虫

蛋白基因等导入不同的植物中，其中多数表现显著抗虫性，少数已进行环境释放，但均尚未

进入推广应用阶段(叶恭银等，2001)。

2转基因抗虫作物的潜在风险

尽管转基因抗虫作物可以带来巨大的经济和社会效益，而且发展速度也相当迅猛，但其

环境释放之后可能带来的安全性问题却引起了世界范围内的广泛关注(Wolfenbarger等，

2000；Obrycki等，2001)。近来，国际社会对转基因作物安全性的担忧己成为影响世界农产

品贸易和国际关系的一个重要因素：农业转基因作物安全性科学研究和技术支撑的水平已成

为反映国家综合科技水平和农产品国际竞争力的重要指标之一。因此，转基因作物的安全性

问题已成为国家加强生物安全管理、保障转基因产业健康发展、促进生物产品国际贸易、维

护国家权益急需解决的重大科学问题和社会问题。

转基因作物中导入的外源目的基因、外源非目的基因片段(如启动子序列、载体骨架序

列和标记基因等)以及因外源DNA插入引起的位置效应(position effect)、插入突变(insertional

mutagenesis)、体细胞变异(somaclonal variation)、目标基因产物多效性和次级效应(pleiotropic

and secondary effects)等均可影响其安全性。当前，有关转基因作物安全性的争论主要针对其

生态安全性和食品安全性。生态安全性主要包括转基因作物通过对生态系统中不同营养层：

(I)生产者(作物及其近缘种、野生种等)、(2)消费者(靶标和非靶标消费者等)、(3)

分解者(土壤生物等)等影响，从而引发新的生态环境问题，如杂草化、外源基因漂移扩散

与污染、产生新有害种、靶标害虫产生抗性和次要害虫发生加剧等。食品安全性主要包括转

基因作物产品对人体的毒性、过敏性、营养成分变化与抗营养因子影响以及抗生素抗性等。

近年来．转基因抗虫作物的安全性研究多集中在生态安全性中有关对消费者(非靶标昆

虫)和分解者(土壤昆虫与根系微生物)等影响方面。

2．1转基因抗虫作物对非靶标昆虫的影响

2．1．I对非靶标植食昆虫的影响

外源抗虫基因的导入改变了作物原有的抗虫性，势必造成对其它非靶标植食性昆虫的影

响。转基因作物对非靶标植食性昆虫的影响包括：(1)对一些非靶标植食性昆虫如大斑蝶

Danaus plexippus和北美黑凤蝶Papilio polyxenes等因被动取食飘落在寄主植物叶片的转基



因玉米花粉而可能受到不利影响(Losey等，1999；Hansen等，2000；Wrai曲t等，2000；Zangerl

等，2001)：(2)对转基因作物上某些非靶标害虫致害性的影响。例如转Bt棉花上甘薯白粉

虱BPm扛面tabaci(Wilson等，1992)、棉蚜Aphisgossypii、棉叶蝉Empoasca biguttula和棉

盲蝽Lygus lucorum等(崔金杰等，1998；2000)以及转Bt马铃薯上蚕豆小绿叶蝉Empoasca

fabae(Riddick等，1998)的发生与为害加重，转crylAb基因籼稻和转豇豆胰蛋白酶抑制剂

基因杂交稻上褐飞虱Nilaparvata lugens的取食痕数增多、蜜露排泄量减少(陈茂等，2003)。

目前，有关转基因抗虫作物上非靶标害虫致害性变化的研究尚较少，多是对现象的描述，而

缺乏规律性探讨。

2．1．2对传粉昆虫的影响

转基因抗虫植物对传粉昆虫如蜂类可能产生直接或间接影响。转基因抗虫作物花粉／花

蜜中表达的毒素蛋白可能对传粉蜂类有直接毒害作用。目前研究多集中于已纯化的毒素蛋白

对蜜蜂爿口由mellifera和熊蜂Bambusterrestris的影响。研究表明，除对鞘翅目具杀虫活性的

Bt菌株tenebrionis(Vandenberg，1990)外，绝大多数Bt内毒素对蜜蜂的存活、生长发育以

及飞行能力等均无显著影响(Sim，1995；Arpaia,1996；Malone等，1999；2001)；蛋白酶抑制

剂对蜜蜂与熊蜂的影响似存在明显剂量效应，低浓度蛋白酶抑制剂对传粉蜂类体内消化酶活

性、存活、飞行和嗅觉学习行为等无明显影响(Belzunces等，1994；Malone等，1995；1998；2001

Burgess等，1996；Picard-Nizou等，1997；Girard等，1998；Arruego等，2000)，而高浓度毒素可

导致蜜蜂与熊蜂行为改变、存活率与体内消化酶活性等降低(Belzunces等，1994；Malone等，

1995；1998；2000；Burgess等，1996；Picard-Nizou等，1997；Pham-Delegue等，2000)：其它毒素

蛋白如几丁质酶和13-i，3葡聚糖酶等对蜜蜂未显现明显的毒性效应．且其嗅觉学习行为也未

受到明显影响(Picard-Nizou等：1997)。蜜蜂取食Bt玉米花粉对幼虫生长发育无明显影响

(Hilbeck等，2000；Schur等，2000)。

转基因抗虫作物对传粉昆虫的间接影响可能来自于外源基因遗传转化而导致转基因植

物表型异常变化，如花香、花粉，花蜜中营养组分及其比例改变等。有关这方面研究多针对

转基因抗虫作物对蜂类取食偏向行为是否有所变化，而且目前尚未发现有明显差异。如蜜蜂

除在转蛋白酶抑制基因油菜上搜寻频率明显较高外，其访花时间、总停留时间及采集行为等

并无显著变化(Grallien等，1995)。

2．1．3对天敌昆虫的影响

转基因抗虫作物可能从以下两个层面对天敌昆虫产生影响：(I)个体水平，天敌昆虫通

过直接取食转基因抗虫作物组织(如花粉等)、取食，寄生以转基因抗虫作物为食的猎物以及

感受因遗传转化导致组成与含量发生变化的转基因植株挥发性物质而对其存活、生长发育、

繁殖和对猫物／寄主搜索行为等产生直接或间接影响。(2)种群水平，因取食转基因抗虫作

物的猎物，寄主种群数量与结构改变，从而引起天敌昆虫种群相应的动态变化。

至今．就转基因抗虫作物对天敌昆虫的胁迫作用及其相互关系研究主要集中在转Bt基
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因作物上。虽然大多数天敌昆虫往往缺乏适合Bt内毒素蛋白作用的生理生化条件(Flexner

等，1986)，但由于转Bt基因作物产生的是高水平表达的经截短的活性蛋白(Koziel等，1993；

Perlak等，1990)，因此不能排除对天敌昆虫的影响。就现有研究来看，尚未发现天敌昆虫因

取食转Bt作物组织如花粉而造成不利影响。如具斑食蚜瓢虫Coleomegillamaculate、食螨小

花蝽Oriusmsidiosus和普通草蛉Chrysoperla carnea取食转cryMb基因玉米(176)花粉对

其存活和生长发育均无显著影响(Pilcher等，1997)。用含有Cry3Bbl蛋白的Bt玉米(MON

863)花粉饲养钓具斑食蚜瓢虫在生物学指标上无明显变化(Duan等，2003)。

天敌昆虫在取食／寄生以转Bt作物为食的猎物／寄主后，其存活、生长发育以及捕食／寄

生能力的变化情况不尽相同。以取食转erylAb基因玉米叶片的欧洲玉米螟Ostrinianubilalus

饲喂的普通草蛉幼虫死亡率较高、发育历期延长(Hilbeck等，1998)。瓢虫Adalia bipunctata

取食转雪花莲凝集素(GNA)基因马铃薯叶片饲喂的蚜虫Myzuspersicae后，其生长发育及

繁殖能力均受明显影响(Birch等，1999)。取食转豇豆胰蛋白酶抑制剂(CpTI)基因马铃薯

叶片的番茄夜蛾Lacanobia okracea可导致其外寄生姬蜂Eulophuspennicornis的寄生率明显

降低(Bell等，2001a)，二化螟绒茧蜂Apanteles chilonis对以转Bt基因水稻(克螟稻)为食

的二化螟Chilo suppressalis的寄生率明显较低(姜永厚等，2004)，拟水狼蛛Pirata subp&a#ew

对取食转crylAb基因水稻的稻纵卷叶螟Cnaphalocrocis medinalis幼虫的瞬时攻击率显著较

低(刘志诚等，2003)：而转Bt基因烟草上棉铃虫毁蝎姬蜂Campoletis 5∞oMm打对烟芽夜蛾

Heliothis virescens(Johnson等，1992)、转GNA基因马铃薯上姬蜂对番茄夜蛾(Bell等，2001b)

的寄生率却有明显提高。其他相关报道多数则认为以转基因抗虫作物为食的猎物／寄主对其

天敌昆虫应无明显影响(Dogan等，1996；Pilcher等，1997；On"等，1997；Lozzia等，1998；

Riddick等，1998；Pilchec 1999；Zwahlen等，2000；AI-Deeb等，200l；Schuler等，2001)。

转基因抗虫作物可能因外源基因插入而导致其体内化学组分(张永军等，200la)，特别

是挥发性物质组成的变化(张永军等，2001b；阎凤呜等，2002)，从而影响寄生蜂对寄主的信

息搜索与定位。据我们室内研究结果表明，二化螟绒茧蜂ApanN拓s chilonis对转Bt籼稻有

极显著偏好，而对转Bt粳稻(克螟稻)则更显著偏向亲本对照：二化螟黑卵蜂Telenomus

chilocolus亦显著偏好选择转Bt糊稻，但对克螟稻则无明显偏好。在田间，稻飞虱和叶蝉的

卵寄生蜂：稻虱缨小蜂Anagrus spp．和叶蝉柄翅小蜂Lynaenon如，神，w多从Bt籼稻区向对
照区扩散(陈茂等，2003)。转Bt基因棉田及转Bt基因稻田中的靶标害虫寄生蜂如茧蜂或姬

蜂的数量明显较少(崔金杰等，1998；Pilcher,1999；Jasinski等，2001；刘志诚，2002)，这可能

与转基因抗虫作物田块中靶标害虫种群数量较少有关，但也不能排除转基因抗虫作物对寄生

蜂搜索寄主行为影响的可能性。

从作物虫害防治角度来看，取食转基因抗虫作物可导致靶标害虫生长发育延缓，这在一

定程度上有利于天敌的捕食／寄生(Johnson等，1992；1997；Arpaia等，1997)，可延缓靶标害

虫的抗性发展(Gould等，1991：Arpaia等，1997；Johnson等，1997)，即发挥协同控害作用。



当转基因抗虫作物表达高水平毒素蛋白时，对靶标害虫表现出较快、较强的致死作用，一方

面因田间寄主种群数量显著降低面导致天敌种群下降，另一方面因寄主高死亡率致使出蜂率

较低(Chilcutt等，1999)或因寄主个体变小和体重降低致使天敌捕食量不足而影响其生长发

育(崔金杰等，1997)。这显然对天敌昆虫自然种群的发展较为不利。因此，关于转基因抗虫

作物与天敌相互关系，特别转基因抗虫作物对天敌的直接或间接作用的内因方面以及在作物

虫害防治中的合理有效持续协调利用，均有待于深入而系统的研究。

2．2转基因抗虫作物对土壤生物的影响

转基因抗虫作物中的毒素蛋自主要通过根系分泌物、植株残体和花粉等3种形式进入土

壤生态系统(自耀宇等，2003)。毒素蛋自如Bt内毒素等通常极易与土壤活性颗粒(如蒙脱

石、高岭土和腐殖质酸复合物等)结合(Venkateswerlu等，1992；Tapp等，1994；1995a；b；

Crecchio等，1998；2001；Stotzky,2000)，不仅难以被生物降解，且能保持较强杀虫活性(Tapp

等，1998；Sexana，2000；2001)。转基因抗虫作物对土壤微生物组成和种类的影响不尽相同。

种植转Bt抗虫棉土壤中的微生物数量、种类和组成等与常规棉差异显著(Donegan，1995)，

可提高土壤中细菌和真菌数量(Watrud等，1998)，转蛋白酶抑制剂基因烟草、转*淀粉酶

基因苜蓿等根际土壤中的微生物数量与组成亦发生明显变化(Donegan等，1997；Donegan，

1999)：而转Bt马铃薯和转Bt玉米等对根际土壤微生物却无明显影响(Donegan，1996；Watrud

等，1998；Saxena等，2001)。然而值得注意的是，转基因作物中的外源基因可能会水平转移

到其它微生物中(Hoffmann等，1994)。此外，转Bt基因棉花和马铃薯中的毒素蛋白对土壤

昆虫如弹尾虫Fobom抽candida和奥甲螨Oppia nitens等也无显著负面影响(Yu等。1997)。

鉴于目前国内外有关转基因抗虫作物对土壤生态、肥力和土壤特异生物种群、功能类群以及

生物多样性等影响的研究尚处于起步阶段，这方面研究还有待于不断深入探讨。

2．3靶标害虫适应转基因抗虫作物的风险

当前已获得的多数转基因抗虫作物，在其整个生育阶段均能持续高水平地表达杀虫毒素

蛋白，这势必对靶标害虫造成持续的强选择压，最终可促使害虫对转基因作物产生抗性。鉴

于害虫对Bt制剂及其毒素蛋白的抗性发展速度相对较快，并可导致防治失效(Tabashinik,

1994)，因此靶标害虫对转基因抗虫作物(特别是转Bt基因作物)在短期间能否产生抗性颇

受关注和担忧。

目前通过室内筛选已获得数个抗转Bt作物的害虫品系。如Stone等(1989)报道烟芽

夜蛾在室内以转Bt荧光假单胞菌Pseudomonasfluorescens连续饲养7代后，产生24倍抗性

(达显著水平)，并对纯化的Bt内毒素蛋白及Bt杀虫剂Dipel的敏感性有明显降低。该抗

性品系对转Bt植物的抗性系由多因子控制的位于常染色体上的不完全显性遗传，但其遗传

稳定性并不强，停止筛选5代后，其抗性水平由原来的69倍降为13倍(Sims等，1991)。

国内梁革梅等(2000a)经过室内16代筛选，获得了对转Bt棉产生43．3倍抗性的棉铃虫

He“coverpa(1rmigem品系，并发现该抗性系由单个不完全隐性基因控制。对Bt杀虫剂产生
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抗陛的马铃薯甲虫Leptinotarsadecemlineata(Whalon等，1994)和棉铃虫(沈晋良等，1998；

粱革梅等，2000b)可分别对转Bt马铃薯和转Bt棉花产生不同程度的交互抗性。

许多理论研究表明若不进行抗性治理，靶标害虫能对转基因抗虫作物很快产生抗性适应

(Gould，1988；Roush等，1998；Ires等，2002；Linacre等，2004)。对于如何延缓并治理这种抗

性产生与发展，国内外己作了些研究与探讨，提出了如提供避难所(Refuge)、转育强毒力植

株、同一作物中导入多种抗虫基因、在特定组织和特定时间内表达毒素蛋白以及与天敌协调

利用等有关策略(Roush，1996，1997；Gould，1998；Carriere等，2001)。值得庆幸的是，至今在

田间尚未监测到靶标害虫对转基因抗虫作物产生抗性(Fox，2003)。

3转基因抗虫作物的生态安全性评价

转基因作物风险评价是以保证人类健康和环境安全为目的，包括食品安全性评价和生态

安全性评价。转基因作物食品安全性园与人类健康密切相关而颇受关注．对其评价均采用经

济发展合作组织(OECD)1993年提出的实质等同性原则(substantial equivalence)。转基因

抗虫作物的生态安全性评价适用于转基因作物生态安全性评论的一般原则与方法。

3．1转基因抗虫作物生态风险评价的基本概念与原则

风险(risk)通常表示发生特定危害事件的可能’陛及事件后果的严重程度。在风险分析

中，风险是综合危害发生可能性(暴露exposure)与严重程度(效应effects)的一种概率

表示，即风险=效应×暴露。生态风险评价(ecological risk assessment)是在暴露于一个或多

个胁迫作用下，对生态将要产生或正在产生的不利影响(危害)的可雏性评估过程(EPA，

1992)。

转基因抗虫作物的生态安全性不仅与外源基因供体、载体、受体以及转基因作物的生物

学特征密切相关，还受到转基因抗虫作物预设用途和释放环境条件等影响。限于当前对转基

因抗虫作物的认识水平，系统、定量评估转基因抗虫作物环境释放后的生态风险是相当困难

的。因此，在具体的生态风险评估实践中．为最大限度地保证风险评估的科学性和评估结果

的准确性，通常遵循实质等同性、预先防范性(precaution)、个案评估(case．by．case)、逐

步评估(step—by-step)、风险效益平衡(balance ofbenegts all risks)和熟悉性(familiarity)

等原则(阎新甫，2003)。

3．2转基因抗虫作物的生态风险评价

转基因抗虫作物生态风险评价是转基因生物风险评价的重要组成部分。转基因抗虫作物

与一般转基因生物的最大区别在于可产生对靶标昆虫具有杀虫活性的毒素蛋白，因此其生态

风险评价多偏重于评价毒素蛋白对所在生态系统中生物多样性的负面影响。目前有关转基因

抗虫作物的生态风险评价体系在很大程度上承用了以前生态毒理学中有毒化合物释放后对

环境风险分析的概念与方法(钱迎倩等，1998)，采用以提出问题(problem formulation)、特

征分析(analysis)和风险鉴定(dsk characterization)为过程的概念’陛框架模式(图1．1)，
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即暴露．效应分析模式(王根绪等，2003)。该模式主要围绕效应特征(characterization of

effects)和暴露特征(characterization ofexposure)这两个基本要素对潜在的生态风险展开系

统分析与评价，主要包括危害识别(hazard identification)、剂量．反应关系评价(nature ofdose

responseto atoxin)、暴露在有效剂量下的概率(probability ofexposureto a11 effective dose)

和风险特性鉴定(characterizationoffisk)等4个重要部分(NRC．1983)。

转基因抗虫作物生态风险评价的一般过程首先是危害识别，包括确定评价对象、目标以

及评价范围与尺度，明确胁迫及其效应、胁迫对象以及所处的生态系统等相关特征，明确与

之相关的主要危险特征，即评估关键因子(assessment endpoints)，形成概念性评价模型

(conceptual models)；然后针对在所处生态环境条件下可能发生的各种危险(评佶关键因子)

估算可能发生的概率(暴露于有效胁迫作用下的可能性，即暴露概率)及其潜在的危害程度

(生态效应，即胁迫响应程度)，再根据“风险限)=胁迫响应程度×暴露概率”，估算各关键

因子的风险；最后综合评价转基因抗虫作物在其所处的生态系统中所有关键因子的总体风

险，科学地确定转基因抗虫作物在该环境条件下对生态系统是否安全。

转基因抗虫作物生态风险评价的暴露．效应分析模式既可对转基因抗虫作物对整个生态

系统安全性进行评估，也可以是转基因抗虫作物部分组织对生态系统中组成部分安全性的风

险评估。有关转基因抗虫作物生态风险评价均已有成功的事例，前者如对转Bt棉花、转Bt

玉米和转Bt马铃薯的生态安全性评价(阎新甫。2003)．后者如转Bt玉米花粉对非靶标昆虫

一大斑蝶的生态安全性评价(Hellmich等，2001a；Sears等，2001；StanleyoHom等，2001；Wolt

等，2003)。

转基因抗虫作物的生态风险是一个极其复杂的问题。近十余年的研究表明，短期的、小

规模的试验结果并不能全面评价转基因作物大范围环境释放后的长期效应。因此，研究、建

立并规范转基因抗虫作物生态风险的长期监测、评价体系是十分必要的。
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图I．1生态风险评价框架体系(EPA，1998)



第二章转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的生态风险

自1983年世界首例转基因抗病毒植物培育成功，1986年转基因农作物获得批准进入田

间试验，1994年转基因延熟番茄首先在美国获准商业化种植以后，全球转基因作物应用取

得了突飞猛进的发展。目前，在美国至少有18种转基园抗虫作物通过田间试验，其中转基

因玉米、棉花和烟草等己被广泛种植(Obrycki等，2001)。从1996到2001的5年内．全世

界转基因作物的种植面积累计1．75亿公顷。2002年全球种植面积高达0．587亿公顷，较1996

年增长了35倍，其中大豆、棉花、玉米和油菜等转基因作物的种植面积已占这4种作物世

界总面积的22％(James，2002)。转基因作物带来的社会、经济和生态效益十分明显。据估

计，1999年全球通过应用转基因作物而获得的经济利益达到10亿美元(James．2001)．2001

年美国因此获得的净收益高达15亿美元(James，2002)。

尽管转基因作物在解决人类面临的粮食、资源、环境等重大社会和经济问题以及推动社

会进步等方面具有重要作用，但其环境释放后可能带来的潜在风险却引起了世界范围内的广

泛关注(Wolfenbarger等，2000；Obrycki等，2001)。Dale等(2002)将转基因作物的潜在风

险主要概括为：侵入扩散(invasiveness)、杂草化(weediness)、对菲靶标生物的毒害作用

(toxicity)和对生物多样性(biodiversity)的影响等，其中转基因抗虫作物花粉飘移对非靶

标昆虫的潜在影响，己成为当今转基因生物安全性的争论焦点之一(Shelton等，2001)。近

年来，国际社会对转基因作物安全性的担忧已成为影响世界经济贸易和国际关系的一个重要

因素。例如Losey等(1999)在{Nature))杂志上发表了室内饲喂转苏云金杆菌毒紊蛋白基

因玉米(Bt玉米)的花粉可导致大斑蝶幼虫死亡的结果后，国际各大主要媒体争相报道，

社会公众反应异常激烈，最终导致欧盟委员会冻结了所有Bt玉米的批准程序，Bt玉米主要

生产商——孟山都公司股票猛挫10％(Shelton等，1999)。鉴于开展转基因作物花粉对非靶

标昆虫潜在风险的研究，对深入了解转基因作物的潜在风险以及保障转基因作物的健康发展

和合理利用具有十分重要的意义，本文就当前有关研究概况作一简介。

1转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的影响

迄今，有关转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的生态风险研究并不多，主要集中在Bt

玉米花粉对大斑蝶的影响。继Losey等(1999)报道之后，Hansen等(2000)发现大斑蝶

幼虫取食田间自然飘落的Bt玉米“176”品系花粉48h后，死亡率显著高于对照，而该转

Bt玉米品系花粉对另一种非靶标植食性昆虫——北美黑风蝶幼虫亦存在显著的致死作用

(Wraight等，2000；Zangerl等，2001)。上述结果被理解成转基因作物对非靶标昆虫会产生严

重的负面影响，而一些民众和“环境主义”等组织据此纷纷提出要求限制甚至停止转基因玉

米的生产与销售，这在一定程度上影响了转基因作物的研究、开发和产业化的进程。为了恢



复公众对转基因作物的信心，在生物技术公司资助下，美国环境保护局(EPA)组织专家小

组就大斑蝶问题展开了调查研究。经过为期2年的田间多点调查，最终认定除Bt玉米176

品系(含花粉特异’陛表达启动子，Bt毒蛋白在花粉中表达水平特别高)外，当前己商业化

种植的Bt玉米品系的花粉对大斑蝶应无负面影响(Hellmich等，2001a：Sears等，2001：

Stanley—Hom等．2001)。

有关转基因抗虫作物花粉在胁迫条件下对其它非靶标昆虫的影响也有一些零星报道。如

Pilcher等(1997)报道取食转BtcrylAb基因玉米花粉对捕食性天敌昆虫：具斑食蚜瓢虫、

食蝻小花蝽和普通草蛉的存活及生长发育均无显著影响。以含有Cry3Bbl蛋白的Bt玉米

(MON 863)花粉饲养的其斑食蚜瓢虫在生物学指标上无明显变化(Duan等，2003)。取食

Bt玉米花粉对蜜蜂幼虫的生长发育和一种水蚤Daphniamagna的存活并无明显影响(Hilbeck

等，20001。王忠华等(2001)发现家蚕幼虫连续取食转Bt基因水稻花粉至3龄后，除体重

有明显变化外，对幼虫死亡率无显著影响。李文东等(2002)以转Bt crylAc基因棉花、转

crylA+c扫TI双价抗虫棉花以及转crylAb基因玉米花粉饲喂家蚕l龄幼虫72h后，对后来的

生长发育及繁殖并无显著影响。

就现有研究来看，转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的影响因昆虫种类和转基因抗虫作

物品种，系而异(表2．1)，其影响按作用结果可分为三种情况：(1)非靶标昆虫取食转基因

花粉后，对其生长发育、存活等产生明显，显著的不利影响。如大斑蝶和北美黑凤蝶幼虫取

食Bt玉米176品系花粉后，死亡率显著增高，生长发育明显减缓(Losey等，1999；Hansen

等，2000；Wraight等，2000；Zangerl等，2001)。(2)取食转基因花粉后，非靶标昆虫的生物学

指标无明显变化。如大斑蝶取食Bt玉米Mon810品系花粉<Hellmich等，2001a；Stanley．Hom

等，2001)，具斑食蚜瓢虫、食螨小花蝽和普通草蛉等取食Bt玉米176品系花粉等。(3)取

食转基因花粉后，对非靶标昆虫的生长发育可能起促进作用。如具斑食蚜瓢虫单独取食以转

Bt cry3A基因马铃薯叶片为食的马铃薯甲虫后，其羽化率明显低于同时又取食转Bt马铃薯

花粉的(Riddick等，1998)；取食Bt玉米花粉的蜜蜂羽化率显著高于取食其非转基因玉米花

粉的(Hilbeck等，2000)。

转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的影响按作用途径可分为两种情况：(1)直接影响，

通过非靶标昆虫直接取食而产生影响。如蜜蜂、瓢虫等具有摄食植物花粉习性的非靶标昆虫

取食转基因花粉后，就有机会接触到杀虫毒蛋白，从而可能遭受潜在的不利影响。此外．有

些非靶标植食’陛昆虫却被动地取食飘落在寄主植物叶片的转基因花粉而可能受到不利影响。

如大斑蝶和北美黑凤蝶等(Losey等，1999；Hansen等，2000；Wraight等，2000；Zangerl等，

2001)。(2)间接影响，植食性害虫取食转基因抗虫作物花粉后，再通过食物链传递方式影

响其天敌的生长发育、寄生或捕食行为、以及种群数量等。这方面虽已有报道天敌昆虫因其

寄主取食转基因抗虫作物而受到不利影响，如普通草蛉饲嚷以Bt玉米为食的欧洲玉米螟或

其它鳞翅目幼虫后，幼虫死亡率显著增加(Hilbeck等，1998)，但至今尚未见有因寄主取食



转基因花粉而对天敌产生影响的研究报道。

转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的不利影响，一般被认为主要是通过昆虫直接取食花

粉，接触花粉中表达的外源杀虫毒蛋白而引起的，但是。这其中也不能排除因外源基因片段

的插入效应而造成不利影响的可能性。外源基因片段随机插入、整合到植物基因组中。可能

导致植物体内次生物质组成、含量发生改变(张永军等，2001a；b；阎凤鸣等。2002)。从而对

植食性昆虫产生影响(Maessen，1997)。有关这方面尚待研究确证。

2转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫生态风险的影响因素

转基因抗虫作物对非靶标昆虫的影响程度主要取决于两方面：(1)杀虫基因／毒蛋白的

种类，即外源基因表达的毒蛋自杀虫特异性(对非靶标昆虫是否具有杀虫活性)。以Bt杀虫

晶体蛋白为例，属多基因家族，以其基因序列同源性及晶体蛋白杀虫谱来分类。Cryl类群

主要对鳞翅目昆虫具特异杀虫活性，Cry2对鳞翅目，双翅目、Cry3类群对鞘翅目、以及Cry4

对双翅目等有特异活性。当非靶标昆虫不属于外源基因表达毒蛋自的杀虫谱范围内时，其取

食含有该毒蛋白的花粉后，受到影响的可能性就不明显。转Bt crylAb基因玉米植株体内表

达的杀虫蛋白对鳞翅目昆虫有杀虫活性，而对诸如鞘翅目昆虫如瓢虫等可能不会产生明显影

响。研究结果也得以证实，如Bt玉米176品系花粉对大斑蝶和北美黑风蝶幼虫的生长发育

与存活可造成显著影响(Losey等，1999；Hansen等，2000；Wraight等，2000；Zangerl等，2001)，

而对具斑食蚜瓢虫等则未有明显作用(Pilcher等，1997)。(2)非靶标昆虫摄入毒蛋白的数

量。即使花粉中的毒蛋白对某种非靶标昆虫具杀虫活性。但是当摄入的毒蛋白数量还不足于

对昆虫产生毒害时．转基因花粉对非靶标昆虫的影响程度也就相应减弱，甚至不产生作用。

非靶标昆虫对毒蛋白的摄入量与杀虫基因在花粉中的表达水平以及昆虫接触到转基因花粉

的机会有关，其中就那些具有摄食花粉习性的非靶标昆虫面言，前者显得更为重要，而对于

被动取食花粉的非靶标昆虫如大斑蝶、北美黑凤蝶等则两者均相当重要。

2．1转基因花粉中毒蛋白的表达水平

外源杀虫基因在花粉中的表达水平决定着花粉中毒蛋白的丰度。显然，毒蛋白含量高，

非靶标昆虫只要取食少量的转基因花粉即可产生不利影响：反之，影响程度就小。研究表明，

毒蛋白在花粉中的表达水平与所使用的启动子密切有关。当前在转基因抗虫作物培育中常用

的启动子包括：(1)在植株体内系统表达的组成型启动子(constitutive promoter)，如烟草

花叶病毒35S启动子<CaMV35S)、玉米泛素启动子(Ubiquifin)和水稻肌动蛋白启动子

(Actin．I)等：(2)在植株特定组织或器官中表达的组织特异性启动子(tisue．specific

promoter)，如玉米烯醇丙酮酸磷酸羧化酶启动子(PEPC，在绿色组织中表达)、花粉特异

表达基因(1at52)启动子(Pollen．specific promoter，PSP，在花粉中表达)和菜豆植物凝集

素．L启动子(PHA．L，在种子内表达)等；(3)特定条件下诱导表达的诱导型启动子(inducible

promoter)，如马铃薯蛋白酶抑制剂．II启动子(Pot PT-IIK，损伤诱导)和烟草发病相关蛋白
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．1a启动子(PR．1a，化学诱导)等(王关林等，1998；叶恭银等，2001)。以CaMV35S启动

子驱动的杀虫外源基因在Bt玉米全株中都能表达，其中一般以根、茎、叶中的毒蛋白含量

为高，穗部相对较低，花粉中最少(表2．2)。如果选用花粉特异性启动子，花粉中的毒蛋白

表达量则会显著增高。例如Bt玉米176品系花粉含有PSP启动子，毒蛋白表达量大约是以

CaMV35S启动子驱动的MON810品系的45倍(Wraight等，2000)，而这可能就导致了大斑

蝶和北荚黑凤蝶对Bt玉米不同品系花粉敏感性差异的变化(Hansen等，2000；Wraight等，

2000：Zangerl等，2001)。从转基因作物生态安全-陛角度而言，使用具有诱导表达特性的启

动子似更为适宜。

2．2非靶标昆虫与转基因花粉的接触机率

在室内条件下虽能通过检测毒蛋自在花粉中的表达量及其对菲靶标昆虫的毒力，以明确

转基因花粉的危害，但就花粉对非靶标昆虫的生态风险评价而言，还需要探明自然环境条件

下转基因花粉对非靶标昆虫的暴露剂量。与室内人为胁迫条件相比，非靶标昆虫在自然环境

中接触、摄入转基因花粉的情况远为复杂，其中受到诸多因素如转基因作物本身、非靶标昆

虫和许多环境条件等的影响。

2．2．1转基因抗虫作物生产、释放花粉的能力

在一定地域范围的自然生态环境中，非靶标昆虫对转基因花粉的接触机率很大程度上决

定于该地域范围内的花粉绝对数量，而后者叉取决于转基因抗虫作物生产、释放花粉的能力

和该作物在这个地区的种植面积。虽然至今尚未见有关植物在导入外源基因后，其花粉生产

和释放发生变化的研究报道，但这种可能性还是存在的。而且，不同地区、不同年份的气候

变化，也可能会对转基因抗虫作物花粉的生产和释放量造成一定影响。此外，转基因抗虫作

物种植面积越大，在一定范围内的花粉生产绝对量就越大，非靶标昆虫接触到转基因花粉的

机率也就越高。

2．2．2非靶标昆虫发生与转基因抗虫作物扬花期的重迭程度

非靶标昆虫发生期与转基因抗虫作物扬花期的一致性，是非靶标昆虫可能遭受转基因花

粉生态胁迫的关键所在。有研究表明，非靶标昆虫幼虫不同龄期对Bt毒蛋白敏感性是明显

不同的，其中以低龄幼虫较为敏感。因此，在转基因抗虫作物扬花期间，而非靶标昆虫正处

低龄幼虫时，则更容易受到转基因花粉的不利影响。菲靶标昆虫发生敏感期与转基因抗虫作

物扬花期的重迭程度在不同年份、不同地区会有所变化。例如，2000年田间调查发现，位

于美国相对偏北的爱荷华州和马里兰州，大斑蝶1~2龄幼虫的田间发生时间与玉米扬花期约

有15～20％重迭，而在相对偏南的明尼苏达卅I和安大略湖地区的重迭比例高达40,--60％

(Oberhauser等，2001)。

此外，非靶标昆虫接触转基因花粉的持续毒性还与飘积在寄主叶片上的花粉中毒蛋白的

降解／失活速率有关。通常，植物花粉会在扬花后的若干小时内快速失活，而且自然条件下

的田间高温及太阳紫外线照射，必然影响花粉中毒蛋白活性的持续时间，从而使有效重迭性



发生变化。

2．2．3转基因花粉的田间飘移扩散和分布

对于那些被动摄食花粉的非靶标昆虫来说，当其幼虫发生期与转基因抗虫作物扬花期吻

台或部分重迭时，转基因花粉在田间的飘移扩散和分布就显得非常重要。转基因花粉的飘移

密度分布与扩散距离是对非靶标昆虫遭遇花粉机率作准确评估所必须的检测内容。研究结果

表明，虽然玉米花粉经风传播距离至少可达60m(Raynor等，1972)，有时甚至在200m之外

(Louerte，1997)，但绝大部分玉米花粉飘落沉积发生在玉米田块当中，飘移沉积在大斑蝶

骞主叶片上的花粉数量及比例在距离玉米田块2-3m内就急剧下降(Wraight等，2000；

Pleasants等，2001)。如在玉米田中花粉的平均沉积密度高达170．6粒，cm2，而在田边2m处

的花粉平均飘落密度仅为14．2粒／cm2。

降雨、风向／速、以及非靶标昆虫寄主植物叶大小、着生部位与朝向等均能影响花粉的

飘移扩散和分布(Pleasants等，2001)。一次降雨过程可冲刷去约90％飘落于寄主植物叶片

上的花粉。

2．2．4非靶标昆虫的行为生态学

虽然具有摄食花粉习性的非靶标昆虫对转基因花粉和非转基因花粉是否有选择性，至今

尚不得而知，但对于那些被动取食花粉的非靶标昆虫如大斑蝶而言，花粉的存在可以影响其

取食行为变化(Hellmich等，2001b)。有研究结果表明，当撤落有大量花粉的寄主叶片和没

有花粉的叶片同时存在时，大斑蝶幼虫更多地选择取食没有花粉的叶片；对于撒落少量花粉

的叶片和没有花粉的叶片，大斑蝶多选择取食前者。这表明不同剂量的花粉对大斑蝶幼虫取

食行为的影响是不同的。有关转基因花粉对非靶标昆虫幼虫取食、雌成虫产卵选择行为的作

用，及其对潜在风险的影响程度还有待进一步研究。

3转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的生态风险评价

生态风险评价是评估在暴露于一个或多个胁迫作用下，对生态系统将要产生或正在产生

不利影响(危害)可能性的过程(EPA，1998)。目前有关转基因作物的生态风险评价体系在

很大程度上承用了以前生态毒理学中有毒化合物释放后对环境风险分析的概念与方法(钱迎

倩等，1998)，采用以提出问题、特征分析和风险鉴定为过程的概念性框架模式，即暴露．效

应分析模式(王根绪等，2003)。该模式主要围绕效应特征和暴露特征这两个基本要素对潜在

的生态风险展开系统分析与评价。其一般过程是首先提出问题，包括确定评价对象、目标以

及评价范围与尺度，明确胁追及其效应、胁追对象以及所处的生态系统等相关特征，确定评

估关键因子并形成概念性评价模型：然后进入分析阶段，通过对相关指标的量化与分析，明

确在该生态系统中暴露于有效胁迫作用下的可能性(暴露概率)以及可能产生的生态效应(胁

迫响应程度)：最后在风险鉴定阶段，综合暴露与效应的分析结果。估算可能产生风险的概

率，井为风险管理提供依据。
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转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的生态风险评价作为转基因作物生态风险评价的重

要组成部分，它适用于后者的评价体系与方法，多采用暴露-效应分析评价模式。以Bti米

花粉对大斑蝶的生态风险评价为例，Sears等(2001)通过对Bt玉米花粉中表达的毒蛋白类

型和数量、大斑蝶各龄幼虫对毒蛋白敏感性以及Bt花粉取食量的分析．估计可能的危害程度

(即效应特征，P。)：同时通过调查导致对大斑蝶幼虫及其发育后期产生致死或亚致死作用的

Bt花粉密度(闽值)、田间自然飘落的Bt花粉密度达到或超过闽值的寄主植物叶片比例、取

食玉米田间寄主植物的大斑蝶种群数量以及大斑蝶幼虫发生与玉米抽穗扬花的时空重迭程

度，明确Bt花粉对大斑蝶的暴露程度、作用时间以及空间分布与影响大小等(即暴露特征，

P。)，然后综合概率化的效应特征与暴露特征，估算出Bt玉米花粉对大斑蝶的生态风险(五；

P。x P。)，即大斑蝶暴露在Bt玉米花粉胁迫作用下产生不利影响的种群比例。得出的最后结

论是目前大多数转Bt玉米品系花粉中的毒蛋白表达量较低，大斑蝶的自然种群发生与Bt花粉

的时空重迭可能性不大，且存在多种自然因素(如降雨等)影响，使得Bt花粉在田间飘移、

分布的密度远不及室内研究时的试验浓度，因此，Bt玉米花粉对大斑蝶自然种群造成不利影

响的风险很低。

Wolt等(2003)采用screening．1evel法,就Bti米花粉对大斑蝶生态风险也作了评估。该方

法同样基于暴露．效应分析模式，但与Sears等(2001)不同，是通过逐个量化分析Bt玉米花

粉的田问密度、寄主植物分布比例、毒蛋白在花粉中的表达量以及毒力效果、Bt花粉扬花时

间、大斑蝶幼虫发生时间、幼虫对毒蛋白的剂量响应以及Bt花粉与大斑蝶敏感幼虫的时空分

布等特征，从而估计环境中Bt毒蛋白的浓度(estimated environmental concentration，EEC)以

及可导致大斑蝶种群90％个体产生胁迫效应的毒蛋白的有效浓度(LCso)，以此算得风险系

数(Risk quotients，RQ=EEC／LC50)，即Bt花粉胁迫大斑蝶种群导致生态风险的相对强度。上

述两种评估方法虽然在评价指标上不尽相同，但最终所得结论是～致的。

4展望

总的说来．目前有关转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的潜在风险研究均主要针对可能

产生的表观影响(如死亡、生长发育等)，但就昆虫体内生理和代谢等的内在影响则尚乏研

究，而且今后对以下问题还有待于加强深入研究：(1)探明携带有不同启动子驱动的不同

Bt毒蛋白基因类型的转基因玉米花粉对大斑蝶可能的毒理学影响：(2)分析Bt毒蛋白基因

表达及其产物数量及活性的时空动态变化(田间高温、太阳紫外光等作用)对暴露环境剂量

的影响；(3)明确非靶标昆虫对不同转基因花粉密度的取食选择性及其对潜在风险表现的影

响程度；(4)验证试虫在室内饲喂条件下的花粉实际取食量(即使在高浓度下)与暴露的环

境剂量的关系，等。

尽管当前就Bt玉米花粉对大斑蝶的生态风险问题己有初步定论，但这些研究更多地从

商业目的角度就已大面积种植的转基因玉米花粉可能的影响后果作了调查。由于自然条件下
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的情况极为复杂，其中的影响因素繁多，因此个别年份的调查结果并不能完全表明转基因作

物花粉对非靶标昆虫的潜在风险并不存在；而且随着新的转基因抗虫作物不断培育成功，就

转基因花粉对非靶标昆虫生态安全性的潜在风险，需作常年、多点、连续的系统监测与评估，

同时选用对非靶标昆虫生态安全的转基因抗虫作物品种，合理布局种植，以减轻或改善转基

因花粉对非靶标昆虫的生态胁迫，从而保障转基因抗虫作物的合理利用与转基因植物产业健

康发展。



表2．1转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的影响

昆虫种类 转基因作物 杀虫基因1’ 启动子1’ 表达水平14 试验点 影响程度参考文献

丈斑蝶 Corn(BtlI) crylAb CaMV35S 25ng／mg protein Lab 幼虫取食碱少，发育延Losey等，1999

Danaus口le．xippus 缓，死亡-：g增高

Cofll(Bt

Com(Bt

Corn(176)

Corn(176)

Com(176)

Corn(176)

0139ljlg／gpollen*Lab 幼虫死亡率显著增高Hansen等，2000

Field 无明显影响He]Imich等．2001a，

Stanley-Horn等200

crylAb PEPC／PSP 7 Il_tg／g fresh Lab 幼虫死亡率显著增高Hansen等．2(300

Com(Mon810) crylAb CaMV35S

Com(Mort 863) cry3Bbl

Corn(Dbt418) crylAc

Corn(TcI 507) crylF

Corn(Cbh351) crygc

北美翼风蝶 Corn(Mon810)

Papiliopolyxenes

家蚕

Bomby：c mori

Com(176)

Com(176)

Corn(Mon810

Cotton

(NuCOTN33B)

Cotton(SGK321)

Rice(KMD)

具斑古蚜瓢虫 Corn(176)

Coleomegilla

maculate

crylAc

C“V35S

Ubiquitin

CaMV35S

crylAc+CpT[

crylAb Ubiquitin

weight ofpollen

60pg／g pollen+ Field

FIeJd

Field

009 p晚fresh Field

weight ofpollen

374 pe／g fresh Lab

weightofpollen

Field

Field

Field

2 I士0 3nedg pollen+Lab

90 5：v．2 6ng／g Lab

pollen+

Field

Lab

1l 5n晚pollen Lab

Lab

Lab

Lab

幼虫死亡率显著增高Harden等，2000；

Hellmich等2001a

无明显影响 Wralght等．2000

低剂量：体重降低；高Stanley-Horn等，200I

剂量：体重下降、死亡

事增高

无明显影响Hellmich等．2001a；

Stanley-Hom等2001

无明显影响 EPA．2002

无明显影响

无明显影响

无明显影响

无明显影响

Hellmich等．200Ia

Hellmieh等2(301a

Hellmich等．2001a

Wraight等．2000

幼虫死亡率显著增高 Wrai曲【等，2000

亚致死效应明显

无明显影响

Wraight等．2000

李文东等2002

无明显影响 李文东等，2002

无明显影响

幼虫体重降低

无明显影响

李文东等．2002

王患华等，2001

Filcher等．1997

Corn(Mon 863) cry3,9bl CaMV35S 77 1}lg，g fresh Lab 无明显影响Duma等，2003

weight ofpollen’

Potato cry3A
Lab 无明显影响，羽化率显Riddick等1998

著增加

食蜻小花蝽 Corn(176)Lab 无明显影响Pilcher等，1997

Onus imtdio$1t$

普通草蛤 Corn(176)Lab 无明显影响Pilcher等，1997

Chrysoperla㈣P目
蜜蜂 Corn(176)Lab 无明显影响Hilbeck等，2000

dpls mell腑r口

Water fleas Corn(176)Lab 无明显影响Hilbeck等．2000

注：1)相同的转基因作物品系只标写在第一次出现时；

2)霉素蛋白在花粉中的表达水平数据摘自EPA(2001)．带啪数据引自相应的文献。
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表2．2 CrylAb蛋白在玉米“Bt“”品系中的表达量”

竺竺： 薹茎耋笠篓!
叶片Leaf 9．4·168

茎秆Stalk 茎髓Pith &8-27

茎表皮Stalk epidermis 9 0·36

根Root 次生根Sub surface roots 2．2·37

支持根Brace roots 3．2-7．0

穗Tassel 6．8·8 8

花丝Silk 2 4-6 6

花粉Pollen 1。25

籽粒Kernel 0．4·8．2

颍壳、穗轴和穗柄
2 6．27 2

旦!!!：12Q磐!!坚些!然 ：一 一注：11数据引自EPA(2001)。
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第三章苏云金杆菌研究进展

苏云金芽孢杆菌是～种革兰氏阳性、能够产生伴孢晶体的细菌。Bt伴孢晶体其实是一种

具杀虫活|生的蛋白质，即杀虫晶体蛋白(ICPs)或}内毒素(Knowles，1994)：伴孢晶体一般

含有一种或多种杀虫晶体蛋白。而且，Bt的杀虫活性和杀虫特异性均取决于ICPs的性质。

到目前为止，Bt对鳞翅目、双翅目、鞘翅目、膜翅目、同翅目、直翅目和食毛目的昆虫以及

对线虫、螨类和原生动物等都具有一定的毒力作用，且对哺乳动物和非靶标生物(如捕食性

天地和昆虫病原寄生物)无毒，在生物防治中备受青睐，其生物制剂广泛应用于农林防治和

蚊虫控制中。到1995年为止，在美国环境保护局登记注册的Bt产品已经有182种，但是直

到1999年Bt杀虫剂只占杀虫剂总销售额的不到2％。随着害虫对化学杀虫剂的抗性的增强，

Bt也被越来越广泛地使用。与此同时+Bt基因也被转进不同作物中以控制日趋严重的昆虫

抗药性问题。

1 Bt由来及其杀虫晶体蛋白的结构和功能

1．1 Bt重要事件回顾

Bt首先于1901年由日本人Ishiwata Shigetane在患猝倒病的家蚕中分离得到，当时只认

为是由一种杆状细菌所引起的疾病，因此该病源未能保存下来。1909年，E．Berliner从德国

苏云金省的地中海粉螟Ephestia kUhniella Zell中重新分离得到，并于191 1年将感染家蚕幼

虫的这种致病菌正式定名为苏云金芽孢杆菌Bacillus thuringiensis。1938年，Bt的第一个商

品制剂Spor6ine在法国问世，并用于防治地中海粉螟。Angus在1954年证实Bt在孢子形成

过程中产生的晶体蛋白内含体具有杀虫活性，即Bt杀虫特性由其杀虫晶体蛋白决定。Schnepf

等(1981)首次成功克隆得到第一个编码杀虫晶体蛋白基因，此后不断有新基因被发现并克

隆。1983年首例转基因烟草问世，这为Bt基因广泛而深入的应用提供了新的发展方向。随

后，转Bt基因抗虫烟草最先培育成功(Veack等，1987)。迄今，已经至少获得了50多种转

Bt基因抗虫作物，其中有些已进入大田试验，少数已商品化生产应用。转Bt基因棉花于1996

年在美国上市；截止2001年，在美国种植的约69％棉花和26％玉米均为遗传修饰体。Bt

基因已经成为植物基因工程及转基因育种中最具应用潜力且应用最广泛的抗虫基因资源。

1．2Bt的作用机制

到目前为止，Bt的作用方式主要是通过对Cryl类杀虫晶体蛋白的研究来认知的。昆虫

中肠的碱性环境对Bt毒力的发挥是必要的。Bt对昆虫产生致病性必须击毁昆虫自身的各种

防御机制。Bt晶体蛋白被昆虫摄入后，其毒力发挥依赖于一个多步骤的复杂过程，包括晶

体蛋自的溶解、原毒素到活性形式的蛋白水解过程、与中肠受体高亲和力的结合过程以及毒

素插入膜的不可逆过程。为了能通过昆虫的前肠，Bt必须以非常小的孢子形式而不是营养

21



体的形式出现。在中肠中，碱性环境不利于孢子的生长，而杀虫晶体蛋白则刚好可以发挥作

用。从Bt孢子的晶体内容物中释放出的Cry蛋白是以非活性的原毒素形式存在的。在毒力

发生以前，原毒素必须经过蛋白水解过程。这过程则需要昆虫中肠的高pH值环境和各种消

化酶的参与。活化过程包括晶体蛋白羧基端和氨基末端的去除(Gringorten，2001)。毒素一

旦被活化，就由内腔经壁膜扩散进入内膜空间，这样就到达了柱状上皮细胞的表面(Hill和

Pinnock，1998)。在细胞表面，Cry蛋白与受体结台(Ferre和VanRie，2002)。在此过程中，

氨肽酶和类似于钙粘着蛋白的细胞支持分子被认为是Cry蛋白的结合受体(Luo等，1997：

Vadlamudi等，1995)。Dorsch等(2002)认为Cry蛋白的结合过程通常发生在与膜结合蛋

白结构最接近的膜区域。此外，Jurat-Fuentes等(2002)通过对受体结合的研究发现Cry蛋

白在细胞表面可以和多个位点结合，且认为糖基化对蛋白和受体间的相互作用起着积极重要

的作用。

1．3 Bt杀虫晶体蛋白结构和功能

1．3．1 ICPs的结构特征

Bt杀虫晶体蛋白分子量一般为27～140kD，主要以原毒素(protoxin)形式存在。Bt杀虫

蛋白能自发形成伴孢晶体，这在一定程度上防止该蛋白在环境中的被迅速降解。伴孢晶体通

常具有菱形、正方形、卵形和锥形等几何形状。不同类型ICPs可同时存在于同一伴孢晶体

中。杀虫晶体蛋白的一级结构即氨基酸序列是由不同的基因编码，除编码Cry4D的蛋白外其

可以分为毒性区(N-端)和非毒性区(C．端)。C一端氨基酸序列有高度的保守性，大多数半

胱氨酸均位于此，可以形成二硫键，这与伴孢晶体的形成和结构的稳定性有关，而N．端则

包含有5个保守序列区，除Cry2和Cry4D外，都含有一个120个左右氮基酸序列的疏水区

域。

此外，到目前为止，通过x射线晶体衍射分析，Li等(1991)、Grochulski(1995)和

Li等(1996)分别对Cry3A、Cry／Aa和Cyt2A这三种晶体蛋白的结构迸行了分析。结果发

现Cry3A和CrylAa的三维构象极其相似，其氨基酸序列同源性为36％，而cyt2A则与CrylAa

和Cry3A氨基酸序列间的同源性低于20％，即cyt2A与CrylAa和Cry3A的结构明显不同。

Cyt毒素不同于Cry的6．内毒素，其能在体外溶解很多细胞类型。而且Cyt2A只有一个

结构域组成，即2个外层的q．螺旋围绕于混合B．折叠片。据此推测，CytlA可能有类似于Cyt2A

的结构。与Cyt2A相比，Cry3A和CrylAa则由三个结构域组成。结构域I由7个反平行的

d．螺旋组成，其中％螺旋被其余Ⅱ螺旋围在中心。结构域II和结构域ⅡI并列排在结构域I的

旁边。结构域II由3个反平行的的D．折叠组成，形成典型的的“Greek key”拓扑结构．即形

成了所谓的p．棱柱折叠(Shimizu等，1996)。结构域fflN由2个反平行的B．折叠高度缠绕形

成一个B．三夹板的结构组成，即形成典型的“jelly roll”拓扑结构。

1．3．2杀虫晶体蛋白结构与功能的关系

研究表明，Bt杀虫晶体蛋白由三个不同的结构域组成。N，端结构域即结构域I由7个



*螺旋组成，其参与了膜插入过程。结构域II由3个对称折叠的B一折叠片组成，其在受体

识别和结合过程中发挥作用。C．端即结构域III则由2个$．折叠片组成，则与结合、识别、

孔结构和通道特异性有关。三个结构域形成一个倒的“L”型，结构域III堆积在结构域II

上，而结构域I则位于边上。以Cry蛋白为例，当受体与晶体蛋白结合后，结构域I首先

发生重排，形成象“伞”一样的结构，其三对o．螺旋打开并插入膜中，把结构域III带至

于膜的表面。Li等(2001)研究发现Cry蛋白的插入是个不可逆的过程。随着插入过程

Cry蛋白发生了聚合，孔结构也随之形成。孔结构在很大程度上是一个四聚物，也形成K．

选择通道(Gringorten，2001)。此通道的形成，立即给昆虫带来了两个致命的生理变化。首

先，上皮细胞中的K’梯度被破坏，导致血淋巴中K+浓度的增加。其次，pH值梯度的破坏，

导致中肠内腔pH值的下降和血淋巴中pH值的提高。最终，导致受影响的细胞被破坏和渗

透裂解。随着中肠上皮细胞的裂解，孢子也得以在中性环境中生长，从破坏中汲取营养。

大多数昆虫并不是被毒素直接杀死，而是由于中肠被麻痹、取食受抑制，最终死于饥饿或

败血症。

2 Bt杀虫晶体蛋白基因

Bt杀虫晶体蛋白因其所具有的杀虫特异性和在环境中广泛存在，得到了广泛的关注与

研究。自从Schnepf和Whiteley(1981)克隆了第一个杀虫晶体蛋白基因以来，许多新的

Bt基因序列也被相继分离测定。截止2004年3月22日，已经分离并命名杀虫晶体蛋白基

因有311个(http：／／www．biots．susx．ac．uk／home／Neil Crickmore／Bt／toxins2．html)。起初，新克

隆的Bt基因或蛋自由发现者自行命名，如‘印，cry，七“rhd／，Bta，btl，bt2，type B，type

c．4．5 kb，5 3 kb和6．6 kb等(McLinden等，1985；Geiser等，1986；H6fte等，1986；1988；

Kronstad等，1986；Ward等，1987；Donovan等，1988；Sanchis等，1989)。为此，H6tte和Whiteley

(1989)提出了以Bt晶体蛋白的杀虫谱为依据的分类方法，把他们分为4个大类14个亚类．

即cryl(对鳞翅目昆虫具杀虫专一性)、crylI(对鳞翅目和双翅目昆虫具杀虫专一性)、crylII

(对鞘翅目昆虫具杀虫专一性)和crylV(对双翅目昆虫具杀虫专一性)。

随着新基因的不断克隆，此分类方法的不足之处也日益暴露。此外一些不规则的现象如

crylC基因对双翅目双翅目和鳞翅目均具杀虫活性(Bradley等，1995)、cryIB基因对鳞翅目

和鞘翅且均具杀虫活性等(Smith等，1994)也与原有的命名方法均不协调，这就需要建立

一种新的分类系统。鉴于此，Crickmore等(1998)提出了一个新的命名方法，即根据Bt

基因的序列同源性进行分类，新的命名系统阶元为：阿拉伯数字代表群，替代原先的罗马字，

表示氨基酸序列的同源性小于45％：大写英文字母代表亚群，表示氨基酸序列的同源性达

45蜘75％：小写英文字母代表类，表示氨基酸序列的同源性达750／一95％；最后阿拉伯数字

代表亚类，表示氨基酸序列的同源性高达95％以上：eytⅢⅡ继续保留。

根据Crickmore等(1998)提出的分类标准，对现己分离的3l 1个Bt蛋白基因进行归



类，将cry基因分为“群、72亚群、91类、155亚类；将掣r基因则分为2群、6亚群、9

类、22亚类。现将已分离到的部分基因列于表3．1。

3现有转Bt作物的概况

随着生物技术的不断发展，通过转基因技术来改变一些传统育种所不能及的作物特性已

成为可能。Bt内毒素蛋白基因目前研究最多，至今已克隆得基因己达300余种。然而自然

的野生型Bt内毒素蛋白基因在转基因植物中的表达水平较低。因此为了获得高效抗虫的转

基因植物，就须对野生型基因进行修饰，消除对高效表达不利的因素。如Perlak等(1991)

对crylAb和crylAc进行修饰，改变了21％的核苷酸，经修饰的基因在棉花中获得了高效表

达，表达量由原来的占可溶性蛋白总量的O，001％提高到O．05～0 1％，增加了50---100倍。1993

年Fujimoto等对crylAb进行广泛地修饰，66％密码子第三位的A或T碱基被G或C所取代，

crylAb经修饰后不仅消除了其mRNA不稳定的因素，而且使其密码子更适合于水稻的翻译

系统，不存在调控密码子，大大提高了翻译效率。该修饰的crylAb在水稻中能进行高效表

达，其蛋白表达量近占可溶性蛋白总量的O．05％。此外，经修饰的cry3A和erylAb分别在

马铃薯和玉米中得到了高效的表达，从而达NT高效抗虫之效果。

自1987年第一个转Bt基因抗虫烟草问世以来，至今全球己获得了60多种转Bt基因

抗虫植物(表3．2)。近年来，许多国家已开展了大规模转Bt毒素蛋白基因植物的环境释放

试验。自1986年PGS公司首次在美国和法国进行转基因烟草的田间试验以来，全球进行转

基因抗虫植物田间试验800余次，占所有转基因植物田间试验的18％。至1999年初，70多

种转基因作物已经在lO多个国家得到商品化，在80种已经批准或即将批准的商品化转基因

作物中，21种为转Bt基因作物，其中以玉米、马铃薯和棉花为主。2002年全球仅Bl玉米

和Bt棉花这两种转基因作物的商业化种植面积就高达1．45亿公顷(James，2002)。在我国，

己获得转Bt基因植物有棉花、玉米、水稻、番茄、欧洲黑杨、花椰菜、马铃薯和烟草等，

其中Bt棉花己得到商品化生产，2002年种植面积210万公顷，己超过全国棉花种植总面积

的51％：转Bt抗虫玉米、水稻已进行环境释放试验。



壅i：!Q!堂磐!圭量望丝!型塑￡丝董旦
基因类型 杀虫谱 编警鼍譬子 霉蓑 编码区域 基因编号 来源株系 作者，年份

crylAal L’ 133500 4222 527-4057 M11250 BtkurstakiHDl Schnepf等，1985

cryIAbl

crylAcl

cryIAdl

ct'v】Ael

crylAfl

crylAgl

crylAhl

crvlAil

c九，IBal

cwlBbl

crvlBcl

cry】Bdl

cwlBel

crylBfl

crylBgl

crylCal

crylCbl

crvlDal

ct'v{Dbl

ct3,1Eal

c，v1 Ebl

CrylFal

cHlFbl

c川1Gal

crvlGb】

cwlGc

crylHaI

crylHbl

crylIal

c川1lbl

crvlIcl

cwlldl

crFl【e】

crylln

c，v1Jal

crvIJbl

c川¨c1

cwl Jdl

crvlKal

cm2Aal

L

L

L

L

L，D

L

L／C

L

D

加
L

叽
C几

130615

133330

131000

131000

130215

136500

136500

138000

132000

130500

129500

12900

133236

130500

130500

13100

129500

30000

81200

80000

29500

13100

70500

3778

4300

3540

3722

3453

3859

3687

3934

3842

8306

3684

3687

3706

4106

3903

3913

3655

3525

5649

4120

3886

571l

1167

4148

4350

2965

2847

2180

2855

2920

37】3

3766

3507

4623

2269

142．3609

388．3924

1．3540

81-3626

172．>2905

159．3689

l-3687

67-3756

141-3842

842-4537

l-3684

卜3687

47．3616

296．3823

264．376I

241．3723

130．3645

1．3525

478．4002

483．4007

67-3567

532-4041

1．1167

530．4048

728．4195

355-2514

237．2396

1．2160

502-266l

310-2469

99．3602

177．3689

1．3507

451-4098

156-2057

M13898 Bt berliner 1715

M1 1068 Bt kurstaki HD73

M73250 Bt aizawai PS81I

M65252 Bt alesti

U82003 Btm423
AF081248

AF291866

AYl74873

X0671 l Bt thuringiensis HD2

L32020 Bt EG5847

7．46442 Bt mOIZri$Onf

U70726 BtwuhanensisJ{D525

AF077326 Bt PSl58C2

AXl89“9

AYl76063

X07518 Bt entomocidus 60．5

M97880 Btgalleriae HD29

X54160 Bt aizawai HD68

Z22511 埘BT800349A

X53985 Bt kenyae 4F1

M73253 Bt aizawai PS81A2

M63897 Bt aizawai EG6346

Z22512 皿BTS00349A

Z22510 Bt BTS00350A

U70725 Bt wuhanensis HD525

AAQ5238l

Z22513 目BTS02069从
U35780 Bt morrisoni BFl90

X62821 Bt kurstaki

U07“2 Bt entomocidus BP465

AF056933 Bt C18

AF047579

AF211190 BtBTC007

AAQ52382

L32019．叶EG5S47

U31527 BtEG5092

190730

AXl8965l

U2880l Bt morrisoni BFl90

M31738 Bt kurstaki

Wabiko等，1986

Adang等．1985

Payne等，1993

Lee等，1991

Kim譬，2001

Mustafa,1999

Tan等．2000

Wang等，2002

Brizzard等，1988

Donovan等，1994

Bishop等，1994

Kuo等，2000

Payne等，1998

Amaut等，2001

Wang等，2002

Honee等，1988

Kaiman等．1993

Hofte等，1990

Lambert，1993

Visser等，1990

Payne等，1993

Chambers等，199l

Lambert．1993

Lambert，1994

Kuo等，1999

Banm等，2003

Lambert，1993

Koo等，195

Tailor等，1992

Shin等，1995

Osman等，1998

Choi，2000

Song等，2000

Baum等，2003

Donovan等，J994

Van Terseh等，1994

Payne等，1998

Amaut等．2001

Koo等，1995

Donovan等，1989

∽L
L

L∽L
L

L∞



续上表

基因类型 杀虫谱 编霎鼍譬于 篱曩 编码区域 基因编号 来源株系 作者／年份

cry2Abl

cry2Acl

cry2Adl

cry2Ael

cry3AaI

cry3Bal

c13J3Bbl

cry3Cal

cry4Aal

cry4Bal

cry5Aal

cry5Abl

cry5AcI

cry5Bal

ere6Aal

cry6Bal

cry7Aal

cry7Abl

cry8Aal

crySBal

cJ3,8Bbl

crpSBcl

cry8Cal

cry8Dal

cry8Eal

crvSFaI

cry9Aal

cry9Bal

cry9Cal

cry9Dal

cry9Eal

crygEbl

cry9Ecl

cJv】0Aal

cwllAal

w11Bal

cryllBbl

cryl2Aal

cryl3AaI

cn，14Aal

cryl5Aal

N

N

H

L

L

70500

69000

139000

52500

44000

129000

126500

128500

130000

30000

128500

127000

1 29800

75000

72000

81293

88200

139500

89000

132800

34000／40000

1912

4315

3121

1一1902

2125．3993

666．2567

1～>1956

1．>1977

202—2160

232．2181

1-3543

157—3567

1->4155

l->3867

1—3660

1->3735

l->1425

1．>1185

】84-3600

l->3414

1．>3471

1I>3507

】-362l

1．3633

1-3483

1．1144

5807．9277

<56．3490

2096．5569

47．3556

2l 1．3663

l·3459

1-3465

941．2968

41-1972

64-2238

97-2349

l->3771

1-2412

1·3561

45．971

M23724

X57252

AF200816

AAQ52362

M22472

X17】23

M89794

X59797

Y00423

X07423

L07025

L07026

134543

U19725

L07022

L07024

M64478

U04367

U04364

U04365

A)(543924

Ax543926

U04366

AB089299

AY32908l

AY551093

X58120

X75019

Z37527

D85560

AB011496

AXl89653

AF093107

M12662

M31737

X86902

AF0174i6

L07027

L07023

U13955

M76442

Bt kurstaki HDl

Bt shanghai S1

皿BR30

Btsandiego

Bt tolworthi 43F

Bt EG4961

Bt缸rstaki Bdl09P

Bt israelensis

Bt israelensis 4Q2-72

Bt darmstadiensis

PSl7

Bt darrastadiensis

PSl7

Bt PS86Q3

Bt PS52A1

Bt PS69DI

Btgalleriae PGSl245

研出幻细HD511

Bt kumamotoensis

Bt kumamotoensis

Btjaponensis Buibui

Btgalleriae

Btl85

历185

Btgalleriae

Btgalleriae

m lohorthi

Btjaponensis N141

Bt aizawai SSK．10

Btgalleriae

Bt israele坩is

Bt israele埘is

Btjegathesan 367

Bt medellin

Bt PS33F2

BtPS63B

厨sotto PS80JJl

Bt thompsoni

Widner等．1989

Wu等，1991

Choi等，1999

Baum等，2003

Hcrmstadt等．1987

Sick等，1990

Donovan等，1992

Lambert等，1992

Ward等，1987

Chungjatpomehai等
1988

Narva等，1994

Narva等，1991

Payne等，1997

Foncerrada等，1997

Na／'va等，1993

Narva等，1991

Lambert等，1992

Payne等，1994

Narva等，1992

Narva等，1993

Abad等，2002

Abad等，2002

Ogiwara等，1995

Yamamoto等，2002

Fuping等，2003

Fuping等，2004

Smulevitch等，1991

Shevelev等，1993

Lambert等，1996

Asano等，1997

Midoh等，1998

Alnaut等，2001

Wasano等，2003

Thome等，1986

Donovan等，1988

Delecluse等，1995

Orduz等，1998

Nalva等，1991

Narva等，1992

Narva等，1994

Browa等，1992
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续上表

基因类型 杀虫谱 缡呈鼍翳子 莓器 编码区域 基因编号 来源株系 作者，年份

盯r16Aal D

crq'l 7Aal D

m，18Aal C

c九，18Bal

c邝18Caj

cⅣ19AaI D

f九，19Bal I)

crl-20Aal D

c九0IAal N

cm,2lBal

cry22Aal H

cO,22Abl

crv22Ba】

c九03AaI

cry24Aal

cta,25Aal

cry26Aal

cm,27Aal 1)

cr'l 28Aal

cra．'29Aal D

cm,30Aal D

c几-30Bal D

cry3lAal

￡·nt31Aa】 L

m82BaI

co,32Cal

cry32Dal

cra'33AaI

crv34AaI C

c九34AbI C

crv34Acl C

c／％·34Bal C

cry34Bb】

crv34Bcl

crY35AaI (、

订105Abl (1

co'35ACl C

co,35Bal C

cry35Bbl

cry35BcI

f九-36AaI C

71128

71727

80000

74700

78467

86000

94000

81045

139200

3600

3600

3600

43800

43800

43800

158-1999 X94146 Cb malaysia CHl8 Barloy等，1996

12·1868 X99478 C6 malaysia CHl8 Barloy等，1998

139-666 X99049 Paenibacilluspopilliae Zhang等．1997

147％3504 AFl69250 Paenibacilluspopilliae Patel等，1999

229-2316 AFl6925l Paenibacilluspopilliae Patel等。1999

719-2665 Y07603 Btjegathesan 367 Rosso等，1996

626-2674 D8838l Bt^喀D Hwang等，1998

60．232l U82518 Bt向．,b,'okaens／s Lee等。1997

l-3504 132932 Paync等．1996

397．4257 AB08“06 Bt roskildiensis Sato等，2002

l-2l 72 134547 Paync等，1997

92-2257 AAK50456 Bt EG4140 Baum等，2000

28-1926 AX472770 Bt Isaac等，2002

l-904 AAF76375 册DOnOVmrl等，2000

I·2024 U88188 Btjegathesan Kawalek等．1998

卜2028 U88189 Btjegathesan Kawalek等t 1998

897删AFl 22897 Btfinitimus B-1166 黼眦岫等’
523-3003 AB023293 Bt higo Saitoh，J999

129-4458 AFl32928 Btfinitimus B-1161 黼砌。础等’
“2-2594 AJ251977 Bt medeIlin Delecluse等．2000

1467-3533 AJ251978 Bt medellin Deleeluse等．2000

卜2052 BAD00052 Bt entomocidus 1ke、，a菩．2003

534-2705 AB031065 Bt 84一HS·卜1l Mizuki等．2000

1 12张2 AY008143 Btyunnanemh 黔蜘⋯协等’
J-3813 BAB78601 Bt Takcbe等．200】

l-3765 BAB78印2 Bt Takcbe等。2001

l-3843 BAB78603 Bt Takebe等，2001

96-896 AAL2687l 厨dakola Kim等，2003

26-385 MG5034l Bt PS80JJl Ellis等．2002

305-676 AAG41671 Bt PSl4981 Moellenbeck等．200l

480．851 AAG50118 Bt PSl67H2 Ellis等．2002

1773-2171 AAK64565 BtEG4851 Rupar等，2001

AY536900 Schnepf等，2004

AY536898 Schnepf等．2004

506-1663 AAG50342 Bt PS80JJl Ellis等．2002

784·1935 AAG41672 Bt PSl4981 Moellcnbeck等，200l

958·2109 AAG50117 研PSl67H2 Ellis等，2002

2264·3427 AAK64566 Bt EG4851 Rupar等，200I

AY536894 Schnepf等，2004

AY536893 Schnepf等．2004

70-1632 AAK64558 Bt Rupar等．2001
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续上表

基因类型 杀虫谱 编霎秀黔子 摹慧 编码区域 基因编号 来源株系 作者，年份

cw37Aal

ow38Aal

cry,39Aal

cm,40Aal

crv40Bal

cry4lAal

cry41Abl

cry42Aal

crv43Aal

cry438al

crT44Aa

cvtlAal

cvt】Abl

cv／1Bal

C

D

D

D

D

D

D

27340

21370

38l 1．38 2 AAF76376 Bt Donovan等．2000

1022 83·1015 AAK64559 Bt Rupar等．2000

3725 (卜1981 BAB72016 Bt aizmeai lto等，2001

3746 <1—2002 BAB72018 Bt aizawai Ito等，200 2

4100 279-2279 BAC77648 Bunl·14 lto等。2003

ABl 16649 Yamashita等，2003

ABll665l Yamashita等，2003

ABl 16652 Yamashlta等，2003

ABl 15422
Pl hi予。也“

Yokoyama等。2003semadara

ABll5422 P如舢粤m“。
Y。koySemfKl42ra

ama等．2003

3931 l-2061 BAD08532篙星嚣oc抛 Ikcya-等。2004

1052 140-889 X03182 Bt israelens／s Waalwijk等，1985

796 28·780 X98793 Bt小e幽llin Thicry等，1997

798 i-798 U37196 Bt[qeOfeoens妇Payne荨，1995

cytlCal 127923 AL731825 Bt israele脚打 Berry等，2002

cyt2Aal UD，cY 29236 1244 270-2049 Z14147 Bt kyushuensis Koni等，1993

cyt2Bal CY 29000 1093 287-1078 U52043 Bt israelertsis 4Q2 Guerchicoft"等，1997

cyt2Bb 2 DICY 30100 1400 416-1207 U82519 Btjegathesan Cheong等，1997

叫／2Bcl D 29700 6632 1456—2238 CAC80987 Bt mede／／m Deleclusc等．1999

cyt2Cal C／CP 928 29—724 AAK50455 Bt Baum等，200 2

注：’L：鳞翅目；D：双翅目；c鞘翅目；H：膜翅目：N：线虫；CP：蚤；CY：细胞毒素



表3．2转Bt内毒素蛋白基因抗虫植物部分种类‘

注：‘引自叶恭银等(2001)



第二部分转Bt基因抗虫水稻花粉对家蚕

的生态安全性评价



第四章转Bt基因水稻花粉对家蚕的毒理学效应

20世纪90年代以来，随着转苏云金杆菌内毒素蛋白基因棉花、玉米和马铃薯等的商业

化应用，转基因抗虫植物的培育与应用作为一种新型的虫害控制技术己愈来愈受到重视，现

今约有百余种转基因抗虫植物问世(Hilder等，1999)。就转基因抗虫水稻而言，国内外已有

不少研究机构开展了这方面的工作，并在转Bt基因水稻(Bt水稻)培育方面取得了较大进

展(Bennett等，1997；叶恭银等，1998)，获得了不少抗虫效果好的籼稻、粳稻和杂交稻株，

品系(Datta等，1998；Tu等，1998；叶恭银等，1998)，而且有些已进入了田间中试(Tu等，2000；

Shu等，2000；Ye等，200ia；b；2003)。Bt水稻的培育成功为水稻增产带来了可能，其商业化

前景十分广阔。但是，作为转基因抗虫作物，Bt水稻同样也面临着释放环境之后的生态安

全性问题，其中包括Bt水稻花粉对非靶标重要经济昆虫——家蚕的潜在影响。

我国是世界上最大的蚕茧、蚕丝生产国和茧丝绸出口国(顾国达等，2002)。除西藏、青

海外，其他各省(市、自治区)均有蚕桑生产，其中以浙江、江苏和四川等为主产省，桑蚕

茧产量占全国总产量50％以上。上述桑蚕主产区均为我国重要水稻产区，而且这些地区的

主要传统作物种植模式是桑稻间种(图4．1)，Bt水稻花粉可随风飘落于稻田附近桑园的桑

叶上。由于家蚕对绝大多数Bt内毒索蛋白十分敏感，在蚕桑区内一般禁止使用Bt类生物杀

虫剂，而且目前Bt水稻多采用系统表达启动子(如玉米泛素Ubiquitin启动子和水稻肌动蛋

白actin I启动子等)，在花粉中亦能表达Bt毒素蛋白，因此当家蚕取食飘落有Bt水稻花粉

的桑叶后，就可能接触到Bt毒蛋白，从而产生毒害。本章就Bt水稻花粉对家蚕幼虫的急性

毒性进行了测定，结果如下。

l材料与方法

1．1供试水稻品系

TT9．3为第R，代转Bt基因籼稻纯合品系，采用微粒轰击法获得，含有crylAb／crylAc

融合基因和actinI启动子基因，室内和田间条件下对水稻螟虫表现高抗(Tu等，1998；Ye等，

2001b)。亲本为籼稻品种IR72。

克螟稻1号(KMDl)和克螟稻2号(KMD2)为第R8、R9代转Bt基因粳稻纯合品系，

采用农杆菌介导法获得，含有crylAb基因和Ubiquitin启动子，室内和田间条件下对水稻螟

虫均表现高抗(舒庆尧等，1998；Shu等，2000；Ye等，2001a)。亲本为粳稻品种秀水ll。

华池200081(B1)和华池200086(B6)为KMDl分别与早籼稻品种浙辐504和嘉早

935杂交后，与旱籼亲本连续3次回交，再自交选育的第凡代(BC3F8)抗虫早籼稻纯合品

系，室内和田间条件下对水稻螟虫表现高抗(数据未发表)。



1．2供试家蚕品种

家蚕春蚕品种：青松×皓月，购于浙江省蚕种公司。按常规方法催青得初孵蚁蚕，供试

验用。

1．3供试桑树品种

家蚕室内饲养所用桑叶均采自浙江大学华家池校区实验桑园，桑树Morus alba

Linnaeus品种为农桑8号。

1．4水稻花粉田间采集

水稻扬花期间，采用盆拍法收集田间不同水稻品系花粉。用手轻拍水稻稻穗，在稻穗另

一侧基部以搪瓷盆收集飘落的花粉。待收集完毕。盖上盆盖并置于装有冰块的塑料盒中，迅

速带回实验室。用毛笔将搪瓷盆中的花粉轻轻拭下，60目(孔径2509m)过筛后，置于．70℃

冰箱中保存备用。

1．5生物测定

准确称取0．59水稻花粉于10ml灭菌蒸馏水(无菌水)中制成花粉悬浮原液(ox)，振

荡摇匀后用无菌水按1X、5×和25x连续稀释，依花粉浓度由低到高分别记为DI～D4。在系

列浓度花粉悬浮液中加入0．2％吐温作为乳化剂，以无菌水为对照。取大小一致的新鲜桑叶

分别浸入系列浓度的花粉悬浮液中，不断摇晃使叶片充分粘着花粉混合液，取出后自然晾干，

取样用】％12．KI液染色、镜检计数单位面积桑叶上的花粉颗粒(图4．2)后，分别置于灭菌

果酱瓶(500m1)中饲喂家蚕蚁蚕、3龄和5龄幼虫，48h后，将存活试虫移至更换过的灭

菌果酱瓶中，改喂未经花粉悬液处理的鲜叶继续饲养。每天考查记载死亡情况直至7d(1

屑)，各处理30头，重复3次。饲养温度为25±0．5℃，相对湿度75±1．0％，光周期L：D为

16：8h。

纯Bt毒素蛋白CrylAb对家蚕蚁蚕的毒力测定步骤同上。

1．6 Bt水稻花粉中毒素蛋白含量测定

采用美国EnviroLogix公司生产的CrylAb／CrylAc酶标板试剂盒以ELISA法测定Bt水

稻花粉中毒素蛋白含量。严格按试剂盒说明书操作，设3次重复，以非转基因亲本水稻花粉

为阴性对照。采用考马斯亮蓝G250比色法(Bradford，1976)测定花粉中可溶性蛋白含量。

1．7数据分析

本章数据包括平均数、标准误(=标准差，‘，H为重复数)的计算和f测验等均采用

删s统计软件(SAS，1996)进行分析，生物测定结果由软件POLO-PC(LeOm，1997)分析

获得。



2结果与分析

2．1不同Bt水稻品系花粉中毒素蛋白含量的比较

不同Bt水稻品系花粉中的毒素蛋白含量存在极显著差异(F=237．925；dr=4，10；p<0．001)

(图4．3)，其中以KMDI和B6品系的含量为最高，Bt毒素蛋白在花粉中的表达量占总可

溶性蛋白含量的0．05％强。籼稻TT9—3品系花粉中毒蛋白含量最低，约为KMDI和B6的

1，5。B1品系花粉中毒蛋白含量显著低于KMDI和B6，相差约20％左右，但显著高于KMD2

和TT9．3。不同Bt水稻品系花粉中的可溶性蛋白含量并无显著差异(，．=o．759；垆4，5；

p=0．5936)。

根据Bt水稻花粉中的毒素蛋白含量可推算出系列浓度花粉悬浮渡中的毒蛋白含量(表

4．I)。经不同浓度水稻花粉悬浮液处理后，桑叶表面粘着的花粉密度梯度与浓度系列一致，

且Bt水稻与其非转基因亲本花粉在不同浓度处理桑叶上的密度均无显著差异(D1：t=1．795，

df=58，p=0．0778；D2：t=0．506，df=58，p铷．6147；D3：t--0．404，句658，矿O．6879；D4：t=-0．394，

af=s8，旷O 6953)。

2．2家蚕幼虫对Bt水稻花粉敏感性的测定

家蚕蚁蚕对不同Bt水稻品系花粉的敏感性明显不同(表4．2)，籼稻n’9-3花粉中的毒

素蛋白对蚁蚕的Lc5。值为早籼稻Bl品系的313，2倍。家蚕不同龄期幼虫对Bt花粉的敏感

性亦显著不同，其中以1龄幼虫最为敏感，3龄幼虫敏感性相对较低。B1品系花粉对3龄

幼虫的Lc∞值约为蚁蚕的3．83倍。将Bl花粉对家蚕各龄幼虫的Lc50值分别折算为水稻花

粉密度：1龄幼虫21405．17粕3_／em2、3龄幼虫117226．19粒／cm2和5龄幼虫28535．13 92／cm2。

与Bt纯毒素蛋白CrylAb相比，Bt水稻花粉对蚁蚕的毒性相对较小，差异高达1000倍以上。

3讨论

Bt水稻花粉对不同龄期家蚕幼虫的LC50值各不相同。鳞翅目低龄幼虫抗逆性通常较弱，

故蚁蚕对Bt水稻花粉表现出相对较高的敏感性。家蚕5龄幼虫可能由于取食量相对较大，

摄入花粉中毒素蛋白的积累量较多而导致其致死中浓度(LC50)偏低。就总体趋势而言，家

蚕低龄幼虫易受Bt水稻花粉的毒害作用。

不同Bt水稻品系花粉对家蚕蚁蚕的毒性存在明显差异，这可能与导入的外源Bt毒蛋白

基因种类以及在花粉中的表达丰度有关。家蚕一般对Cryl家族(具鳞翅目特异杀虫活性)

的Bt内毒素蛋白相当敏感，如本文CrylAb蛋自对蚁蚕的高毒性。但现有研究表明，同一

家族内不同类的Bt毒素蛋白以及来自不同Bt菌株的同一种内毒素蛋白的杀虫特异性亦育明

显不同，如CrylAa蛋白对家蚕的毒性比CryIAc高400倍左右(Ge等，1989)，来自AFl01

菌株的CrylAb蛋白对家蚕的杀虫活性比来自HD—l菌株的低约6·ll倍(Kim等，1998a)。

因此，Bt水稻TT9．3品系花粉对蚁蚕的毒性明显较B1品系低，可能是由其外源crylAb／crylAc
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融合基因在花粉中表达的毒素蛋白本身对家蚕的活性不强而导致产生与B1品系的差异。

TT9d品系花粉对蚁蚕的低毒性还可能与外源Bt基因的低表达量有关。一方面，虽然

TT9．3和B1均采用可使外源基因在植株体内系统表达的组成型(constitutive)启动子(王

关林等，1998)，但这2种启动子引导基因表达的水平并不相同。在水稻悬浮细胞中，Ubiquitin

启动子的引导表达能力明显高于actin I启动子(吴刚，2000)。另一方面，外源Bt基因在水

稻TT9．3和BI品系染色体上的插入位点不同，其表达水平亦不相同。如erylA基因在不同

插入位点的棉花株系中的表达差异十分明显(Sachs等，1998)。

我们测得的在不同水稻品系花粉中的Bt毒蛋白表达量与其在相应品系的叶片、茎秆和

根等组织／器官中的表达水平相一致(Shu等，2000；Wu等，2002)。与已报道的Bt玉米花粉

中毒蛋白表达水平相比(详见第二章表2．1)，Bt水稻如KMD系列和华池2000B系列的花

粉中毒蛋白表达水平除了与转cry3Bbl基因Mon863品系(EPA，2001；Duan等，2003)相当

或较低外，比其它Bt玉米品系如Btll、Mon810和176品系等(Hansen等，2000；wraight

等，2000；EPA，200l；Zangerl等，2001)均明显要高。从Bt水稻对家蚕生态安全性的角度考

虑，应避免使用在花粉中特异表达的组织特异性启动子(tisue-specific promoter)，而应使用

诱导型启动子(inducible promoter)或在花粉中不表达的特异性启动子则更为安全。
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图4．1中国长江流域典型的桑稻间种模式

(2001年9月摄于杭州余杭，浙大农学系樊龙江教授提供)

图4．2桑叶上经染色处理后的水稻花粉颗粒(80×10倍)
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第五章转Bt基因水稻花粉对家蚕的生物学效应

自Losey等(1999)报道大斑蝶取食Bt玉米花粉导致死亡率明显增高后，转基因抗虫

作物的生态安全性，尤其是对非靶标生物如珍稀昆虫或经济昆虫的安全性一直倍受全世界关

注。不少学者就Bt玉米花粉在室内与田问条件下对大斑蝶和北美黑风蝶的影响以及Bt玉米

花粉的田间飘移沉降分布展开系统研究(Hansen等，2000；Wraight等，2000；Hellmich等，

2001a；Sears等：2001；Stanley．Hom等，2001；Zangerl等，2001)，通过综合分析最后认定当前

商业化种植的Bt玉米品系的花粉在自然条件下对大斑蝶应无负面影响(Shelton等，2001)。

Et前，除Bt玉米176品系花粉在室内胁迫条件下可对大斑蝶和北美黑风蝶产生明显不利影

响(Losey等，1999；Hansen等，2000；Wraight等，2000；Stanley—Horn等，2001)外，转基因抗

虫作物如Bt玉米、Bt棉花和Bt马铃薯等花粉对其它非靶标昆虫如具斑食蚜瓢虫、食螨小

花蝽、普通草蛉、蜜蜂和家蚕等均不构成风险(Pileher等，1997；Riddick等，1998；Hilbeck

等，2000；李文东等，2002；Duan等，2003)。

有关转基因抗虫水稻花粉对家蚕的生态安全性影响，仅王忠华等(2001)报道家蚕幼虫

室内连续饲喂人工抖落有Bt水稻花粉的桑叶至3龄后，幼虫死亡率无显著差异，而体重有

极显著变化。我们研究结果表明，家蚕不同龄期幼虫在室内Bt水稻花粉的胁迫作用下，出

现明显的急性中毒现象，而且不同龄期幼虫对Bt花粉的敏感不尽相同(详见第四章结果)。

在此，我们根据Bt花粉对家蚕不同龄期的毒力测定结果，并考虑到水稻扬花期通常持续2

周左右(这大概是家蚕在常温下l～3龄幼虫发育所需时间)，分别选择可导致1龄幼虫50％

左右死亡的Bt花粉浓度D4(即LC50，相当于3龄幼虫的LC3s)和3龄幼虫10％左右致死

的花粉浓度D1(即LCIo，相当于1龄幼虫的LC20)对1龄幼虫始和3龄幼虫始进行持续饲

喂处理，期望在室内条件下从可能出现的最大风险角度，评估Bt花粉对家蚕生物学指标的

影响。

1材料与方法

1．1供试材料

供试水稻品系为华池200081(B1)及其非转基因亲本，有关Bt水稻品系背景介绍与花

粉田间采集方法详见第四章1．1和1．4。桑叶采自浙江大学华家池校区实验桑园，桑树品种

为农桑8号。

配制Bt水稻及其非转基因亲本的花粉悬浮液原液(D4)及其25×稀释液(D1)，分别

处理用打孔器(07．0cm)制成一定面积的新鲜桑叶。花粉悬浮液配制及桑叶处理方法同第

四章1．5。

家蚕品种：秋丰×白玉，购于浙江省蚕种公司。



1．2试验设计

根据家蚕幼虫饲喂水稻花粉的龄期及持续时间不同。设计以下3种试验方案：(1)1-3

龄幼虫(低龄期)连续饲喂，将自然晾干的经过不同水稻品系不同浓度花粉悬浮液处理的桑

叶持续饲喂蚁蚕至3龄结束，后改喂未经花粉处理的新鲜桑叶直至化蛹。(2)3-5龄幼虫(中

高龄期)连续饲喂，挑取以新鲜桑叶饲喂的个体大小基本一致的家蚕新蜕皮3龄幼虫，喂以

不同处理的桑叶直至化蛹。(3)10龄幼虫(全幼虫期)连续饲喂，用不同水稻花粉处理的

桑叶持续饲喂蚁蚕直至化蛹。

所有试验均在人工气候室内进行，室内温度25±O．5"C，相对湿度75±1．O％，光照L：D

为16：8h。各处理重复5次，每重复处理10头试虫。试验期间每天观察并记录死亡和脱皮情

况，在各龄末称量眠重，化蛹后考查各处理的化蛹率、蛹历期、茧重、蛹重和茧壳重，待成

虫羽化后考查羽化率、成虫寿命、怀卵量和产卵量等生物学指标。

1．3数据分析

幼虫存活率分析采用生存分析(LIFETEST)方法，各处理平均数比较采用单因素方差

分析(ANOVA)与Duncan’S新复极差测验，百分数经反正弦平方根转换后进行比较分析。

所有数据均用SAS统计软件(SAS，1996)进行分析。

2结果与分析

2．1幼虫期相关生物学指标

2．1．1幼虫存活率

1～3龄幼虫连续饲喂不同水稻花粉的幼虫存活率曲线存在极显著差异(z2Log．Runk=

322．5260，df=4，p<0．0001；x2mk。。=332．7930，af--4，p<O．0001)(图5．I)。Bt花粉Dl和D4处

理第37天的幼虫存活率各为30．0％和12．8％，均极显著低于非Bt花粉的91．5％和81．I％(D1：

zt《．m产53．1179，af=1，p<0．0001；∥w,teoxo,,=52．4392，印‘1，p<o．0001：D4：z2￡∞Rm2121．0371，

df=1，p<0．000 i；x2晰七一=1 20 7484，垆l，p<0．0001)。134浓度的Bt花粉处理期间，家蚕低龄

幼虫的存活率急剧下降，而D1浓度Bt花粉处理下的幼虫存活率平缓下降，在改喂未处理

的新鲜桑叶后，幼虫存活率变化均不明显。不同浓度非Bt花粉处理的家蚕幼虫存活率与无

花粉处理的差异未达显著水平(x2L∞Mf3．7183，妒；2，p=0．1558；X2mk。。=3．9152，园仨2，

p=0．1412)。

3～5龄幼虫连续喂食不同水稻花粉，对其存活率曲线影响显著(x2￡∞me_29．3201，af=4，

p<0．0001；x2M№。=34．6737，af=4，p<O．0001)。DI浓度Bt和非Bt花粉连续处理下的幼虫存活

率曲线之间无显著差异(x2姗m庐o．5926，af=l，p=0．4414；fm№。2 o．7496，af=l，p=o．3866)，

而D4浓度下，两者似存在一定差异(x2L∞M产3．7085，af=l，p---o．0541；x。所，，=4．2487，印仨1，

p=0．0393)。Bt或非Bt花粉不同浓度对3-5龄幼虫生存的影响显著不同(Bt花粉D1和D4：

x!抽plCank=]3 7940，(护1，p=o．0002；x2晰，㈣=17．0240，《仨1，p<O．0001：非Bt苹E粉Dl和D4：



x。L∞Ⅻ女=6．3482，国‘1，p=0．0118；∥№k。。=7．7735，df=l，p=0．0053)，这表明水稻花粉对家蚕中

高龄幼虫存活率的影响主要与花粉的处理浓度有关，即D4浓度花粉连续处理对中高龄幼虫

生存的影响较为显著。

不同水稻花粉全幼虫期(I-5龄)连续喂食，对家蚕幼虫存活率存在极显著影响

(z2蛔一M女=46 4080，df=4，p<0．000I；妒mk。=65．6834，df=4，p<o．0001)。持续取食Bt花粉对

幼虫存活率的影响比持续取食非Bt花粉的影响显著较大(D1：也。№*-5．4996，af=l，

p=0．0190；矿"№“o打。7．3993，df=l，p20．0065；D4：x2￡∞M^=4．8787，af=l，p=0．0272；∥mk。=

18．8684，妒：1，p<o 0001)。从总的趋势来看，Bt花粉对家蚕幼虫低龄阶段存活率的影响较大，

而D4浓度花粉(不论Bt或非Bt花粉)对家蚕中高龄幼虫的生存影响较为明显，这与l～3

龄连续饲喂和3～5龄连续饲喂的结果一致。

2,1．2幼虫历期与体重

取食Bt水稻花粉，尤其是D4浓度花粉可显著延长家蚕1龄幼虫的发育历期(图5．2和

图5．4)，取食非Bt花粉对1龄历期并无显著影响。继续饲喂水稻花粉可导致2龄幼虫的发

育历期较对照均显著延长，但3龄历期则出现不同程度缩短。3龄以后停止喂食Bt花粉，

其4龄历期无显著变化，5龄历期则显著增长：停止喂食非Bt花粉对4龄、5龄历期无显著

影响。自3龄开始喂食水稻花粉，对该龄历期的影响并不显著，而4龄历期显著较短，5龄

历期却相对较长(图5．3)。持续喂食Bt花粉对4龄、5龄历期影响不甚明显，而持续喂食

非Bt花粉的幼虫5龄历期显著较长。从整个幼虫期来看，自低龄开始喂食Bt花粉，不论期

间是否停止饲喂，均可显著延长幼虫历期；1~3龄喂食非Bt花粉对幼虫历期影响不明显，

而1-5龄持续喂食则可导致幼虫历期有不同程度增长；3龄开始饲喂水稻花粉对幼虫历期无

显著影响。这表明取食Bt花粉对低龄幼虫的发育有显著影响，而持续喂食非Bt花粉对高龄

幼虫的发育影响较大。

不同水稻花粉不同持续时间喂食对家蚕各龄幼虫体重的影响程度各不相同(图

5．5—5．7)。从总体变化趋势来看，除D4浓度Bt花粉对低龄幼虫体重的影响较大，幼虫体重

显著较低之外，其它处理对幼虫体重，特别对高龄幼虫的体重均无显著影响。

2．2蛹期相关生物学指标

Bt水稻花粉以及D4浓度非Bt花粉的持续喂食均可导致家蚕幼虫的化蛹率显著降低(图

5 8～5．10)。家蚕经过不同水稻花粉不同持续时间的处理，其蛹期虽有一定变化，但差异未达

显著。l～3龄饲喂水稻花粉的蛹重多无显著差异，而3-5龄喂食134浓度水稻花粉的蛹重却

显著较低。这表明在高龄幼虫阶段，D4浓度水稻花粉持续可显著影响家蚕蛹重。1～5龄持

续饲喂水稻花粉对蛹重的影响并不明显。

I～3龄持继喂食Bl花粉可明显提高茧重和茧壳重，喂食非Bt花粉对茧重和茧壳重无明

显影响。3-5龄喂食水稻花粉的茧重比对照明显较高，喂食Bt花粉的茧壳重却明显较低，

但所有差异均未达显著。1～5龄饲喂水稻花粉的茧重比对照有所降低，其中D4浓度Bt花粉

处理的茧重显著较低；全幼虫期持续喂食Dl浓度水稻花粉的茧壳重无显著差异，但D4浓



度花粉处理后的茧壳重比对照明显要低，其中D4浓度Bt花粉的达显著水平。这表明家蚕

幼虫期持续喂食D4浓度Bt水稻花粉，对蚕茧的经济性状存在显著影响，而这可能是134浓

度Bt花粉对低龄幼虫的作用加剧了对高龄幼虫的影响。最终导致蚕茧质量的变化。

2．3成虫期相关生物学指标

1~3龄连续饲喂水稻花粉可在一定程度上提高成虫羽化率，其中Bt水稻花粉的影响较

非Bt花粉明显，D4浓度水稻花粉的影响较D1浓度花粉明显，但所有差异均未达显著(图

5．11)。3-5龄饲喂水稻花粉除134浓度Bt花粉处理的成虫羽化率明显较低外，其它处理差

异均不明显(图5．12)。1~5龄幼虫连续饲喂水稻花粉，其成虫羽化率比对照明显较低，其

中Bt花粉处理的差异达显著水平，D4浓度处理的成虫羽化率为0(图5．13)。

不同水稻花粉不同持续时间喂食对蚕蛾寿命和雌蛾比率均无显著影响。1^。龄连续喂食

D1浓度Bt花粉的雌蛾怀卵量明显较低；非Bt花粉连续处理1-．-3龄幼虫的雌虫怀卵量与对

照无显著差异。不同水稻花粉连续饲喂l～3龄幼虫对雌蛾产卵量无显著影响。3～5龄幼虫连

续喂食不同水稻花粉的雌虫怀卵量和产卵量相对较高，其中怀卵量的差异不显著。全幼虫期

持续饲喂不同水稻花粉对雌蛾怀卵量及产卵量的影响与1—3龄处理的相似。

3讨论

在室内持续胁迫饲喂下，Bt水稻花粉对家蚕的存活、生长发育和蚕茧性状等指标均有

极为显著的负面影响。Bt水稻花粉，特别是在D4浓度下，可导致家蚕幼虫死亡率显著增高，

发育历期显著延长，低龄幼虫体重、化蛹率和羽化率显著降低以及蚕茧质量下降等。此外，

Bt水稻花粉对家蚕幼虫低龄阶段的作用较大，其影响一直可延续至成虫期。较高浓度(D4)

的水稻花粉(无论Bt或非Bt)对家蚕高龄幼虫的影响相对较大。本章的结果与王忠华等

(200 1)的报道不尽相同，而且Bt水稻花粉对家蚕产生不利影响的程度更甚过于Bt玉米

176品系花粉对大斑蝶和北美黑风蝶的影响(Losey等，1999；Hansen等，2000；Wmight等，

2000；Zangerl等．2001)。这一方面可能与Bt水稻花粉中毒蛋白本身的表达水平较高有关，

另方面可能与Bt花粉处理的剂量与时间相对较高、较长有关。

虽然室内的研究结果清楚地证实了Bt水稻花粉对家蚕具有较强的毒害作用，即已产生

危害，但是不能由此轻易断言，在自然条件(非人为胁迫)下Bt水稻花粉对家蚕也同样存

在严重的生态风险。由于风险是危害与暴露的函数，因此Bt水稻花粉对家蚕的风险还与家

蚕暴露在这种危害作用下的可能性有关。如果在自然条件下，家蚕暴露在Bt水稻花粉有效

剂量下的概率很小，那么即使是对家蚕高毒性的Bt水稻花粉，其带来的风险也相对较小。

何况从Bt水稻产生有毒花粉到家蚕摄入至有效剂量这一过程中，可受到众多环境和人为等

因素的影响。以Bt玉米花粉对大斑蝶的风险为例，虽然Bt玉米176品系在室内条件下对大

斑蝶存活与生长发育存在明显的不利影响，但在自然环境条件下，由于176品系的种植面积

较少，而且其它多数Bt玉米品系花粉中的毒蛋白含量较低。大斑蝶自然种群发生与Bt花粉

的时空重迭程度较小，加上还有许多自然因素(如降雨等)的影响，使得大斑蝶在田间接触、



摄入Bt花粉的剂量远不及室内研究时的试验剂量，最后Bt玉米花粉对大斑蝶自然种群的风

险程度足可忽略(Hellmich等，2001a；Oberhauser等，2001；Pleasants等，2001；Sears等，2001；

Stanley—Hom等，2001：Zangerl等，2001；Wolt等；2003)。

由于室内研究并不能完全重复自然环境中的所有因子，因而不能真实反映在自然条件下

所发生的事件(Gatehouse等，2002)。室内研究表明是有风险的转基因生物在自然界中可能

并不会出现风险。这是因为自然条件通常比较恶劣，在实验室内发现的风险也许在自然界中

根本就不存在(Muir，2002)。因此，要真正明确Bt水稻花粉对家蚕的风险，尚需在探明自

然条件下影响Bt花粉对家蚕有效暴露的因素基础上进行综合性评价。
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第六章转Bt基因水稻花粉对家蚕的行为学效应

客观评价Bt水稻花粉在自然条件下对家蚕的生态风险，需在明确Bt花粉对家蚕产生危

害效应的同时，正确评估家蚕对Bt花粉危害的暴露机率。家蚕对Bt花粉的暴露机率不仅受

到Bt水稻花粉产量、飘落在桑叶上花粉密度、环境因子(如降雨)以及水稻扬花期与养蚕

期重迭程度等的影响，还受到家蚕幼虫取食行为的影响。桑叶上存在一定数量的水稻花粉可

在一定程度上改变家蚕食物的性质，从而影响食物适口性、营养成分比例以及摄入后的消化

吸收等，过量摄入水稻花粉(即使是非Bt水稻)对家蚕也多存在明显的不利影响。更何况，

Bt水稻花粉在室内人为胁迫条件下可导致家蚕幼虫发生急性中毒(第四章)，并对家蚕主要

生物学特性(第五章)产生明显的负面效应。这些均可能导致家蚕幼虫取食行为发生改变，

使得家蚕对Bt水稻花粉暴露机率的变化，最终影响Bt水稻花粉对家蚕的生态风险。本章报

道家蚕幼虫对不同水稻花粉的取食选择性差异及其对Bt水稻花粉生态风险的影响。

l材料与方法

1．1供试材料

供试水稻品系为华池200081(B1)及其非转基因亲本，有关Bt水稻品系背景介绍与花

粉田闯采集方法详见第四章1．1和{．4。桑叶采自浙江大学华家池校区实验桑园，桑树品种

为农桑8号。

配制Bt水稻及其非转基因亲本的花粉悬浮液原液(D4)及其125×(DO)、25×(DI)、

5×(D2)和1×[D3)稀释液，分别处理用打孔器(07．0era)制成一定面积的新鲜桑叶(叶

碟，leafdisc)。花粉悬浮液配制及桑叶处理方法同第四章I．5。

家蚕品种：青松×皓月，蚕卵购于浙江省蚕种公司。按常规方法催青得初孵蚁蚕，部分

蚁蚕以新鲜桑叶分别饲养至3龄、5龄，供试验用。

1．2试验设计

1,2．1不同龄期幼虫对不同水稻花粉的取食选择行为

将同一浓度Bt和非Bt水稻花粉(DO、D1和D4)毗及无菌水处理的叶碟沿周边等距

离随机放于一圆盘上，用双面胶固定以防止叶碟移位。取个体大小、龄期一致的蚁蚕、3龄

或5龄幼虫饥饿12h后，分别置于圆盘中央，加盖黑布遮光形成黑暗环境。一定时间间隔(1h、

2h、4h、8h、12h和24h)后观察、计数在不同处理叶碟上取食的幼虫数。每处理10头初孵

家蚕，重复6次。处理期间控温25±O 5"C，相对湿度75±1．0％。

1．2．2不同龄期幼虫对不同浓度花粉的取食选择行为

取Bt或非Bt水稻花粉不同浓度以及无菌水处理的叶碟沿周边等距离用双面胶随机固定

于圆盘上，其余处理方法及条件同上。
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1．3数据分析

所得数据采用唐启义等(2002)DPS数据处理软件进行非参数Kruskal．Wallis检验

(Jaccard等，2001)分析。

2结果与分析

2．1家蚕幼虫对不同水稻花粉的取食选择

家蚕1龄幼虫在DO浓度Bt水稻花粉处理桑叶上的比例与非Bt水稻花粉处理的大致相

同．均明显高于对照处理的，但差异未达显著，且随时间延长并无显著变化(图6．1)。在

D1浓度下，1龄幼虫开始选择无花粉处理桑叶的较多：随着时间延长，选择非Bt水稻花粉

处理桑叶的比例逐渐增多，明显大于选择Bt水稻花粉和对照处理的；最后对三者的选择比

例趋于相同。整个选择过程中，所有差异均未达显著。在D4浓度下，1龄幼虫选择无花粉

处理桑叶的比例极显著为高，且随时间延长无明显变化。

3龄幼虫对DO浓度水稻花粉处理桑叶的取食选择随时间变化而呈现明显的波动，其中

对Bt花粉的选择趋势与对非Bt花粉的正相反(图6．2)。3龄幼虫开始对无花粉处理的选择

比例相对较高，后随时间延长而逐渐降低，最后三者比例趋于相同。整个选择过程中，所有

差异均未达显著。3龄幼虫对D1浓度不同花粉处理的选择比例及其时间变化多与DO浓度

处理的相似。在D4浓度下，3龄幼虫对不同处理桑叶的选择比例虽有一定变化，但多以对

无花粉处理桑叶的选择显著为高。

5龄幼虫对DO浓度Bt水稻花粉处理桑叶的选择比例明显较高，且随时间变化并无明显

改变(图6．3)。5龄幼虫对D1浓度不同水稻花粉处理桑叶的选择比例随时间变化出现较大

的波动，在总体上亦以选择Bt水稻花粉的明显较多。在D4浓度下，5龄幼虫对无花粉处理

的选择比例明显较高，多数差异达显著水平。

2．2家蚕幼虫对不同浓度水稻花粉的取食选择

家蚕1龄幼虫对不问浓度Bt水稻花粉处理桑叶的选择，开始多以DO浓度处理的显著

为高，无花粉对照处理的显著为低；但在后期，对无花粉处理的取食选择比例明显增多。与

DO浓度处理的无显著差异(图6．4)。1龄幼虫对不同浓度非Bt水稻花粉处理桑叶的选择趋

向与对Bt花粉的大致相同，开始多选择DO浓度花粉处理的，后期选择无花粉处理的增多；

但所有差异均达显著。

3龄幼虫对不同浓度Bt水稻花粉处理桑叶的选择，多以DO浓度和无花粉对照处理的明

显较高；后期对D1浓度处理亦有一定的选择比例，但所有差异并不显著(图6．5)。3龄幼

虫对不同浓度非Bt水稻花粉处理桑叶的选择主要以DO、D1浓度和无花粉对照处理的明显

较多，其中有些不同浓度处理闻的差异达显著水平。

5龄幼虫对Bt水稻花粉的选择开始以DO浓度的相对较多，后随时间延长，对D1、D2

浓度和无花粉对照的选择比例有明显增多，整个选择过程中的所有差异均未达显著(图6．6)。
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5龄幼虫对非Bt水稻花粉的选择多以无花粉对照的相对较多，其中个别对DO和Dl浓度花

粉的选择比例相对较高些。5龄幼虫对不同浓度非Bt水稻花粉的选择差异均未达显著。

3讨论

当高浓度水稻花粉处理与无花粉对照处理的桑叶同时存在时，家蚕幼虫极显著地选择取

食无花粉处理的桑叶；对于以相对较低浓度(DO或D1)处理与无花粉处理的桑叶，家蚕幼

虫多选择取食前者。这与Hellmich等(2001b)就大斑蝶对寄主叶片上有无玉米花粉的选择

试验结果一致，表明不同浓度花粉对诸如家蚕和大斑蝶等这些被动取食花粉的非靶标昆虫取

食行为的影响是不同的。

家蚕不同龄期幼虫对相对较低浓度(DO或D1)的不同水稻花粉选择亦不尽相同。1龄

幼虫多选择菲Bt水稻花粉的，后随虫龄增大，逐渐趋向选择Bt水稻花粉的。

对于同种水稻花粉不同浓度处理，家蚕幼虫更多选择较低浓度(DO或D1)或无花粉对

照。就Bt水稻花粉丽言，低龄幼虫显著偏向选择D0浓度处理的，而高龄幼虫有较多选择

Dl浓度。这表明随着虫龄增长，家蚕幼虫可耐受Bl水稻花粉的剂量相应提高，即不同龄期

幼虫对Bt花粉选择的闽值不同。

家蚕偏向选择取食落有一定水稻花粉(较低密度)的桑叶，可能与水稻花粉中富含氨基

酸、糖、维生素、微量元素、激素和有机酸等(蔡继炯等，1987)有关。家蚕取食少量花粉

可能有利于其生长发育及繁殖，但过多摄入水稻花粉则对其生长发育明显不利(第四章)。

家蚕幼虫对Bt和非Bt水稻花粉不同浓度的选择趋向并不完全一致．可能与外源基因插入而

导致其体内化学组分(张永军等，2001a)，特别是挥发性物质组成的变化(张永军等，2001b；

阎风呜等，2002)有关。

水稻花粉，特别是Bt水稻花粉的存在可影响家蚕取食行为的变化，从而影响家蚕对Bt

水稻花粉的暴露机率，最终影响Bt水稻花粉的生态风险程度。家蚕幼虫偏食低剂量水稻花

粉，增加了其接触Bt水稻花粉中毒蛋白的概率，并在一定程度上加剧了Bt水稻花粉的生态

风险。
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第七章转Bt基因水稻花粉对家蚕的生理学效应

至今，国内外有关转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫潜在风险的研究均主要针对可能产

生的表观影响(如死亡、生长发育等)，而就昆虫体内生理和代谢等的内在影响则尚未见有

报道。当昆虫体内正常的生理功能和代谢平衡受到于扰后，通常会表现出生长发育发生改变，

如体重减轻、生长加快或发育延缓等，进而可导致死亡率增高。现有研究表明，Bt 6．内毒素

可引起昆虫体内蛋白酶等代谢相关酶系潘I生发生变化，从而影响正常的生命活动(申继忠等，

{994；梁革梅等，】998；2001)。因此，当非靶标昆虫取食转Bt基因花粉后，Bt毒蛋白可能会

引发昆虫体内正常生理水平和代谢平衡的扰动，导致对其生长发育及生存等的负面影响。

家蚕幼虫在室内持续胁迫饲喂Bt水稻花粉后，其存活、生长发育和蚕茧性状等生物学

指标均发生极显著的不利变化。这一方面可能因花粉中Bt毒蛋白的直接毒杀作用而引起存

活率下降，另方面也可能因Bt毒蛋白的毒害作用引起对家蚕幼虫体内正常代谢生理水平的

紊乱而造成生长发育等生物学指标的变化。鉴于消化代谢相关酶系在维持、稳定昆虫体内正

常生理代谢平衡过程中的重要性，本章就家蚕幼虫取食Bt水稻花粉后，其中肠内主要的消

化酶活性变化作了初步研究，以探讨Bt水稻花粉对家蚕体内生理代谢的影响。

1材料与方法

1．1供试材料

家蚕品种为秋丰×白玉，蚕卵购于浙江省蚕种公司。按常规方法催青得初孵蚁蚕后，即

进行连续饲喂Bt水稻和非Bt水稻花粉，直至幼虫结茧化蛹。同时，以无菌水为阴性对照和

以纯Bt毒素蛋白CrylAb为阳性对照。水稻品系、花粉浓度与桑叶处理以及饲养条件同第

五章1．I和1．2，CryIAb毒蛋白处理浓度为0．5“grnl。在对初孵幼虫不同处理的第2d即开

始每天定时取样，直至八眠；2龄以后则分别在龄初(眠醒取食后第2d)、龄末(入眠第ld)

进行取样，供酶活测定。

1．2中肠酶液的制备

中肠酶液的制各过程主要参照王琛柱等(1996)。当天取样的幼虫立即在冰台上迅速解

剖，用冰冷的0．15mol／L NaCI溶液冲洗，截取中肠及其内含物，-70"C冰冻保存。测试前，

取出稍融后，用O．15mol／L NaCI溶液在冰浴内匀浆，120009 4"C离心15min，取上清液即为

粗提酶液。

1．3淀粉酶活性测定

参照Shaw等(1995)和Silva等(2001)，取201al酶液。加309l底物(0．5％可溶性淀

粉溶于含有2mmol／L CaCl2和20mmol／L NaCl的50mmol／L Tris-HCI缓冲液pH 9．0中)于

37"C保温1h，加200pJ反应终Jk齐U(19 3，5一二硝基水杨酸和309酒石酸钾钠，加20ml 2mollL



NaOH溶液，再用双蒸水定容至100mI)后100。C水浴5 min，自然冷却后加入2001』1双蒸

水混匀，取300“1用MQX200型UQuant酶标仪(Bio-Tek公司)于550rim处测定吸光值。

以麦芽糖制作标准曲线：Y=3．213lx一0．052l(R2=0．9992，p<0．01)，其中x为OD值，Y为

底物量(单位0．m01)。

1．4脂肪酶活性测定

参照李影林(1987)，取100．1酶液，加入500．1 50mmol／L甘氨酸oNaOH缓冲液pHl0．0

和50}_tl o．2％---油酸甘油酯水溶液，于37。C保温1h后，加500．t氧化剂(O．59过碘酸钠溶

于300ml双蒸水中，加38．59无水醋酸铵溶解，再加冰醋酸30ml，用蒸馏水定容至500m1)

和500．1乙酰丙酮溶液(v／v=1：】)，65。C水浴】5min，自然冷却后，取200p．I用MQX200型

UQuant酶标仪(Bio—Tek公司)于420nm处测定吸光值。以甘油制作标准曲线：Y=1717．3x

+O．0205(R2=0．9946，p<0．01)，其中x为OD值，Y为底物量(单位pm01)。

1．5蛋白酶活性测定

蛋白酶活性测定主要参照Christeller等(1989)、王琛柱等(1996)和Baker等(2000)

等方法。

总蛋白酶活性用氨苯磺胺偶氮酪蛋白(azoeasein)为底物测定。取loul酶液，加入400．1

50mM甘氨酸．NaOH缓冲液pill0．0，300C温育lOmin，加100／al 1．5％偶氮酪蛋白底物，30。C

保温3h，加150bd 10％三氯乙酸终止反应。反应混合物经120009 4"C离心20min，取200“1

上清液用MQX200型UQuant酶标仪(Bio-Tek公司)于415nm处测定吸光值，以1个吸收

单位的变化定义为1个偶氮酪蛋白单位。

类胰蛋白酶(trypsin—like proteases)活性用专性底物Nct一苯甲酰一DL一精氮酸一p-硝基苯胺

(Na-Benzoyl·DL—Arginine-p-Nitroanilide，BApNA)测定。取10¨l酶液，加入400．1 50ramol／L

甘氨酸-NaOH缓冲液pHl0 0，30。C温育10rain，加1000．1 1．0mmol／L BApNA底物(含5％

二甲基亚砜)，30。C保温30rain，加1509l 30％7,酸终止反应。用MQX200型UQuam酶标

仪(Bio．Tek公司)于410nm处测定吸光值。BApNA摩尔消光系数e=8800 moFLL-J．cm一。

类胰凝乳蛋白酶(chymotrypsin-like proteinase)活性用专性底物N·苯甲酰-L一酪氨酸乙

酯 (N—Benzoyl-L-Tyrosine Ethyl Este‘BTEE)测定。取10pl酶液，加入40p．1 50mmol／L

T6s．HCI缓冲液pH8．0，37。C温育10min，加200¨1 1．Ommol／L BTEE底物(含10％甲醇)

迅速混匀后，用MQX200型UQuant酶标仪(Bio-Tek公司)于256nm处测定吸光值变化。

BTEE摩尔消光系数e=964 tool-I．L-1．cm～。

类弹性蛋白酶(elastase．1ike proteases)活性用专性底物N_琥珀酰一丙氨酸．丙氨酸一脯氨

酸-亮氨酸-P·硝基苯胺(N—Succinyl—Ala-Ala-Pm-Leup-Nitroanilide，SAAPLpNA)测定。反应

体系和测定方法等均与类胰蛋白酶相同。SAAPLpNA摩尔消光系数s=8800 m01-1,L-I．Gm一。

氨肽酶(aminopeptidases)活性用专性底物L．亮氨酸．P．硝基苯胺(上．Leucine-p-Nitroanilide，

LpNA)测定。反应体系和测定方法等均与类胰蛋白酶相同。LpNA摩尔消光系数a=8800



mol-t．L-1．cm～。

1．6可溶性蛋白含量测定

参照Bradford(1976)，用考马斯亮蓝G250测定各酶液中可溶性蛋白含量。以牛血清蛋

白制作标准曲线Y=0．0781x+O．1976(92；0．9708，p<0．01)，其中x为OD值，Y为蛋白含

量(单位“g)。

2结果与分析

2．1对家蚕幼虫中肠淀粉酶活性的影响

连续饲喂Bt或非Bt水稻花粉的家蚕1龄幼虫中肠淀粉酶活性随时间延长无显著变化，

且与对照多无显著差异(表7．1)。家蚕幼虫2龄以后的淀粉酶活性在不同花粉处理之间虽有

～定变化，其中5龄末幼虫淀粉酶活性以非Bt水稻花粉持续处理的显著为高，但在总体水

平上与对照基本一致。家蚕幼虫连续饲喂CrylAb蛋白，在2龄末的死亡率即达100％。低

龄幼虫中肠淀粉酶活性随CrylAb蛋白处理时间延长呈下降趋势。此外，Bt水稻花粉D4浓

度和CrylAb蛋白处理均导致家蚕1龄幼虫历期延长1d。

通过对不同处理、不同发育阶段家蚕幼虫中肠淀粉酶活性随时间的变化比较，发现连续

取食水稻花粉(Bt或非Bt)的酶活变化与对照存在极显著的正相关(表7．2)。连续处理CrylAb

蛋白的幼虫中肠淀粉酶活性变化与花粉处理及对照的相关性均不显著。

2．2对家蚕幼虫中肠脂肪酶活性的影响

家蚕l龄幼虫中肠脂肪酶活性以经不同处理ld后，以Bt水稻花粉和CrylAb蛋白处理

的显著较高，非Bt水稻花粉处理的显著为低(表7．3)。此后随处理持续时间延长，不同处

理的幼虫脂肪酶活性变化呈现多样化。

就不同处理、不同发育阶段的脂肪酶活性变化进行相关性分析，表明在低龄期Bt水稻

花粉处理的酶活变化与CrylAb蛋白处理的里极显著正相关，而Bt水稻花粉D4浓度和

CrylAb蛋白处理的酶活变化与对照相关性不显著(表7．4)。从整个幼虫期看，Bt水稻花粉

Dl浓度和非Bt水稻花粉持续处理的脂肪酶活性变化与对照呈显著正相关。这表明，Bt毒

蛋白对家蚕低龄幼虫中肠脂肪酶活性有着明显影响，且其中似存在剂量效应。

2．3对家蚕幼虫中肠蛋白水解酶活性的影响

2,3．1总蛋自酶活性

连续饲喂水稻花粉的家蚕低龄幼虫中肠总蛋白酶活性多存在显著变化(表7．5)。经水稻

花粉处理1d的幼虫总蛋白酶活性显著低于对照，后随处理时间延长而呈现不同变化。对照

家蚕1龄幼虫总蛋白酶活性随发育时间延长而显著降低，2龄以后通常以龄初的活性相对较

低，龄末的活性相对较高。不同水稻花粉处理家蚕幼虫总蛋白酶活性在2龄以后的变化与对

照一致。CrylAb蛋白处理的酶活多显著低于对照的。

就总蛋白酶活性变化的相关分析表明，不同水稻花粉处理之间以及与对照的酶活变化趋

势均呈显著正相关，表明水稻花粉对家蚕幼虫总蛋白酶活性的影响不明显；而CrylAb蛋白
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处理的酶活变化与水稻花粉处理以及对照多无显著相关性，表明Bt CryIAb蛋白对家蚕总蛋

白酶活性存在明显影响(表7．6)。

2．3．2类胰蛋白酶

家蚕幼虫中肠类胰蛋白酶在不同处理之间的活性差异及其时间变化趋替多与总蛋白酶

的情况相似(表7．7～7．8)。

2．3，3类胰凝乳蛋白酶

家蚕幼虫中肠类胰凝乳蛋白酶活性多随龄期延长而呈降低趋势(表7．9)。不同水稻花粉

及CryIAb蛋白处理1d后，1龄幼虫类胰凝乳蛋白酶的活性即有显著提高，后随处理时间延

长而出现不同程度变化，但在总体上，各处理的酶活多较对照明显为高。

不同水稻花粉、CfyIAb蛋白以及对照处理之间的相关性，除Bt水稻花粉Dl浓度和

CryIAb蛋白、非Bt水稻花粉D1浓度与对照间达显著外，其它相关性多不显著(表7．10)。

这似表明水稻花粉以及Bt水稻花粉中的毒蛋白均可以不同方式、不同程度影响家蚕幼虫中

肠内的类胰凝乳蛋白酶活性，而且水稻花粉组分与Bt毒蛋白间似存在交互影响作用。

2．3．4类弹性蛋白酶

不同水稻花粉和CrylAb蛋白处理可导致家蚕幼虫中肠内类弹性蛋白酶活性的复杂变化

(表7．11)。在不同水稻花粉处理1d后，类弹性蛋白酶活性即显著降低，后随虫龄增加而多

趋增高：CrylAb蛋白处理ld后，酶活性有显著提高，后随处理时间延长面呈下降。

不同处理的酶活变化多无显著相关性(表7．i2)。这表明水稻花粉组分以及Bt毒蛋白可

不同程度地影响中肠类弹性蛋白酶活性，致使该酶代谢功能出现扰动。

2．3．5氮肽酶

不同水稻花粉处理对家蚕低龄幼虫中肠氨肽酶活性的影响多不显著，且与对照无显著差

异(表7．13)。此后，酶活随虫龄增加而呈上升趋势，其中在5龄末花粉处理的酶活显著较

对照为高。CrylAb蛋白处理1d即可导致氨肽酶活性显著增高，后随处理时间延长而少有变

化。

不同水稻花粉处理的酶活变化均与对照极显著相关，表明水稻花粉对家蚕幼虫氨肽酶活

性无明显影响(表7．14)。经CrylAb蛋白处理的酶活变化与水稻花粉处理、对照之间均无

显著相关性，表明Bt C叮IAb蛋白对家蚕氨肽酶活性存在明显影响。

3讨论

在家蚕幼虫中肠中均可检测出不同活性程度的淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶等消化酶。

淀粉酶是昆虫体内涉及食物消化和碳水化合物代谢的重要酶系之一(Abrallam等，

1992)。家蚕淀粉酶活性高低因与幼虫存活、生长发育和蚕丝产量密切相关而颇受重视，并

在家蚕育种中作为衡量品种优劣的关键性状之一(Chatterjee等，1993；Pamaik等，1995；

Maribashetty等。1998)。研究表明高温可导致家蚕幼虫中肠淀粉酶活性明显增高，幼虫历期

显著缩短(Basavaraju等，1996)。家蚕幼虫连续饲喂较高浓度Bt水稻花粉后，其中肠淀粉
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酶活性多无显著变化。经非Bt水稻花粉D4浓度处理的5龄末幼虫，淀粉酶活性显著增高。

尚不清楚这是否与5龄幼虫有关生物学指标的相应变化(详见第五章)有关。

脂肪酶是昆虫体内参与脂类消化与代谢的重要水解酶，而脂类通常是昆虫贮存能量的载

体，也是表皮和细胞膜的结构要素(王荫长．1994)。经Bt水稻花粉处理和CrylAb蛋白处

理的家蚕低龄幼虫脂肪酶活性，与对照多存在显著差异：而且Bt水稻花粉D4浓度和CrylAb

蛋自处理的酶活变化与对照并无显著相关性。这表明Bt毒蛋自对家蚕低龄幼虫中肠脂肪酶

的活性存在明显影响，从而使体内脂肪含量变化，导致其它代谢水平改变。

昆虫肠道蛋白酶是一类能够催化蛋白质肽键断裂形成氨基酸的系列水解酶(蒋彩英等，

2001)。根据酶作用方式，蛋白酶可分为内切肽酶(endopeptidases)和外切肽酶

(exopeptidases)，其中前者根据酶催化机制又可分为丝氨酸蛋白酶(serine proteases)、半胱

氨酸蛋白酶(cysteine proteases)、天冬氨酸蛋白酶(aspartic acid proteases)和金属蛋白酶

(metallo．proteases)。丝氨酸蛋白酶属碱性蛋白酶(alkaline proteases)，半胱氨酸蛋自酶和

天冬氨酸蛋白酶属酸性蛋白酶(acidic proteases)，金属蛋白酶属中性蛋白酶(neutra!

proteases)。外切肽酶包括氨肽酶(aminopeptidases)、羧肽酶(carboxypeptidases)和∞．步h切

肽酶(omega．pepetidases)。本章测定的类胰蛋白酶、类凝乳蛋白酶和类弹性蛋白酶均同属

丝氨酸蛋白酶。

昆虫肠道蛋白酶一方面消化降解食物中的蛋白质为多肤或氨基酸．由肠壁细胞吸收，为

机体提供氨基酸来源；另方面可降解Bt伴孢晶体在中肠碱性环境中溶解形成的原毒素为激

活的毒性肽，与专性受体结合后产生病理效应。有研究表明，昆虫肠道类胰蛋白酶和类凝乳

蛋自酶参与Bt杀虫蛋白的激活过程，而类弹性蛋白酶可能参与Bt毒素蛋白的沉淀作用，限

制毒蛋白的激活(农广等，1998)。本章结果表明，BtCrylAb蛋白对家蚕中肠不同类型的蛋

白酶均存在不同程度的影响：水稻花粉，特别是Bt水稻花粉处理可导致家蚕类胰凝乳蛋白

酶和类弹性蛋白酶活性明显变化。由于Bt水稻花粉中表达的毒蛋白是活性肽，无需蛋白酶

的降解激活，而且水稻花粉中富含氨基酸(蔡继炯等，1987)．因此水稻花粉引起家蚕肠道蛋

白酶活性变化，一方面可能是因为食物中氨基酸比例增高引起蛋白酶活性改变，另方面可能

因为Bt毒性肽对家蚕机体的病理效应而导致部分蛋白酶活性变化。

无论如何，Bt水稻花粉与Bt毒素蛋白可不同程度地影响家蚕幼虫肠道消化酶活性变化，

从而导致体内正常生理和代谢的动态平衡出现扰动，进而影响幼虫生存、生长发育等生物学

指标。
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表7．2不同处理后家蚕不同幼虫阶段中肠淀粉酶比活力的相关分析
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表7．4不同处理后家蚕不同幼虫阶段中肠脂肪酶比活力的相关分析
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表7．6不同处理后家蚕不同幼虫阶段中肠总蛋白酶比活力的相关分析
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表7．8不同处理后家蚕不同幼虫阶段中肠类胰蛋白酶比活力的相关分析



表7．9家蚕幼虫中肠类胰凝乳蛋白酶比活力(nmol／min／mg protein)比较

Bt-DI Bt—D4 Non-Bt—DI Non-Bt-D4 CrylAb CK

1龄ld 17 0348 12．1542 14 8020 15．3713 24．8183 6 7581

1豁2d 5 3366 17．4“5 12．9983 3．2690 5．5678 8．2322

I龄3d 13 7790 12 3712 7．7013 12．584I 12．1706 5．3460

t龄4d、 3 5514 6 5459 4，1303 14 2896 9．4051 8，3014

1龄5d 一 94293 一 一 5 2732 —

2龄初 6．0771 7 5991 15 2432 5 9357 6 8289 8．3193

2龄束 7 7339 13 7084 5．3955 24 1368 10 9660 4 1078

3龄初 10 6359 6 7479 17 2453 7．8424 一 11 9487

3龄末 l 6000 5 6722 3 9089 9．1228 — 1 604I

4龄初4 9626 3 0733 3 6649 1．8833 —
0．9253

4龄末4 6939 5 4952 6．7114 2．6122 — 3．9699

5龄初 5 6358 4 0934 8．9036 9 6967 — 5，2226

5龄末 4 3670 7 2321 8 5037 3 8245 — 2,3Ill

表7．10不同处理后家蚕不同幼虫阶段中肠类胰凝乳蛋白酶比活力的相关分析

CrylAb R -O．30517

P 0 5565

N 6
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表7．】2不同处理后家蚕不同幼虫阶段中肠类弹性蛋白酶比活力的相关分析
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表7．14不同处理后家蚕不同幼虫阶段中肠氨肽酶比活力的相关分析

Bt．D4 Non—B卜Dl Non—Bt-D4 CrylAb CK

BI．D1 R 0 95133 O 97288 0 94102 0 74912 0．921 12

p <0．0001 <0．0001 《0．0001 0 0865 <0．0001

N 12 12 12 6 12

Bt．D4 R 0 93416 0．90958 -0 12458 0 9181 1

P <0．0001《O．0001 0．7901 (o．0001

N 12 12 7 12

Non．B1-D1 R 0．96269 -0．】9304

P
(0．0001 0 714

0，9576

<0．0001

N 12 6 12

Non．Bt．D4 R -0．60517 0 94384

P
0 2031 <0．0001

N 6 12

CrylAb R ·0 0911

P
0．8637

N 6



第八章转Bt基因水稻花粉对家蚕的组织病理学效应

苏云金杆菌杀虫晶体蛋白(ICPs)引起鳞翅目幼虫中肠细胞的病理变化，国内外已有较

多报道(Sutter等，1967；Ebersold等，1977；Lacey等，1979；Endo等，1980；1981；Liithy等，1981；

Percy等，1983；Mathavan等，1989；王程等，1991；项秀芬等，1996)。然而，有关转Bt基因抗

虫作物中表达的经人为修饰的活性肽对鳞翅目幼虫中肠细胞病变的影响，除王世贵(2002)

对二化螟取食转Bt基因水稻KMDl号后的中肠细胞超微结构曾有观察外，尚未见有其它报

道。本章报道Bt水稻花粉对家蚕幼虫中肠细胞的组织病理学影响。

1材料与方法

1．1供试材料

供试水稻品系、花粉采集与D4浓度花粉悬浮液配制以及桑时处理等详见第四章I I和

1 3-1．5。家蚕品种：秋丰×白玉，蚕卵购于浙江省蚕种公司。

1．2试验处理与电镜观察

取家蚕初孵幼虫若干头分别饲喂D4浓度Bt和非Bt水稻花粉，同时设以0．Sgg／ml

CrylAb纯蛋白作相同处理的阳性对照。在不同处理12h、24h、48h和72h后分别取样。将

取样的家蚕幼虫置于载玻片上冰冷的生理盐水中，在双筒解剖镜下截取其中肠后放于2．5％

戊二醛固定液中预固定。

超薄切片样品的制各过程如下：从预固定液中取出中肠，用O．1mol／L磷酸缓冲液pH7．2

漂洗三次，每次15min。尔后投入1％四氧化锇固定液中常温固定1h，结束后重复磷酸缓冲

液的漂洗过程。再将固定好的中肠样品投入系列浓度梯度酒精(50％、70％、80％、90％、

95％、100％)以及丙酮中脱水，脱水过程除100％酒精和丙酮处理20rain外，其余均为15min。

然后经812环氧树脂包埋，用LKB．8800型超薄切片机切片。

将切片样品置于2％醋酸双氧铀酒精液中染色30分钟，柠檬酸铅复染15分钟，最后在

JEM-1230型透射电镜下观察并拍照，加速电压为60KV。

2结果

在家蚕幼虫肠道内，被摄入的水稻花粉颗粒清晰可见(图8．1．1)。

家蚕幼虫持续饲喂非Bt水稻花粉后，中肠细胞的结构随处理时间延长均少有变化。图

8．1—2和图8 1．3分别示意非Bt水稻花粉处理12h内的中肠细胞微绒毛和内质网。

Bt毒蛋白处理12h内的家蚕幼虫中肠细胞内质网端池出现肿胀(图8．1-4，箭头示意处)，

并有空泡产生，其它细胞结构无明显变化。经毒蛋白处理的24h内，发现中肠细胞内空泡弱

显增大、增多(图8．1—5)，在中肠细胞靠近微绒毛处存在明显的质膜褶(图8．1．6，箭头示



意处)，连片的微绒毛沿质膜褶出现脱落(图8．1．7)，大量细胞质流入肠腔内(图8．1-8)。

经Bt水稻花粉处理的12h内，家蚕幼虫中肠细胞内质网端池出现轻度肿胀，并且网状

组织膜间距离稍有增大(图8．1．9)，其它细胞结构未有明显变化。Bt水稻花粉处理24h内，

幼虫中肠细胞内质网肿胀呈球形，并伴有空泡产生(图8．1．10)：此后中肠细胞空泡不断增

大、增多(图8．1-11)；最终中肠细胞破裂，大量胞质外流至肠腔内(图8，1—12)。

3讨论

家蚕幼虫持续饲喂高浓度Bt水稻花粉，其中肠细胞出现与Bt毒蛋白作用相似的组织病

理变化，表明Bt水稻花粉中表达的毒蛋白活性肽确实可对家蚕幼虫造成严重的病理学影响。

Bt水稻花粉对家蚕幼虫中肠细胞的病变过程比Bt CrylAb蛋白处理的明显缓慢，这可能与

家蚕幼虫需摄入较多的Bt水稻花粉，才能在中肠内累积足够量的活性毒蛋白有关。

本研究结果与王世贵(2002)的Bt水稻对二化螟、王程等(1991)的Bt菌株lid．1纯

晶体蛋白对粘虫Mythimna separata的病理学效应基本一致。
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B：空泡；C：细胞质；MV．微绒毛：P：花粉粒；R．内质嘲

图8．1家蚕幼虫经不同处理后中肠细胞超微结构的时间变化
1家蚕幼虫肠道中的花粉粒1500×；2．非Bl水稻花粉处理12h的中肠细胞微绒毛7500x；3．非Bt水稻花
粉处理12h的中肠细胞内质网20000x；4．Bt毒蛋白处理12h的中肠细胞内质网20000x；5．Bt毒蛋白处理
24h的中肠细胞内空泡5000x；6．Bt毒蛋白处理24h的中肠细胞质膜褶6000×：7．Bt毒蛋白处理24h的中
肠细胞质微绒毛脱落6000×；8．BI毒蛋白处理24h的中肠细胞破裂6000x；9 Bt水稻花粉处理12h的中肠
细胞内质网20000x；10．Bt水稻花粉处理24h的中肠细胞内质网20000×：11．Bt水稻花粉处理48h的中肠

细胞内空泡8000×；12 Bt水稻花粉处理72h的中肠细胞破裂6000x
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第九章日照对转Bt基因抗虫水稻花粉毒蛋白的影响

田间条件下，水稻花粉的活力丧失很快，如3rain内即有50％失去活力，5min几乎全部

失活(李要民等，1998)。随着花粉快速失活，转Bt基因水稻花粉中毒蛋白的含量和活性是

否受到影响，至今尚缺乏研究。此外。阳光中的紫外线能迅速致使Bt伴胞晶体失活(19noffo

等．1977)，而且这是造成Bt制剂田间防效差的首要原因(Leong等，1980；崔云龙等，1993)。

田间喷洒的Bt制剂经过2～3d的日光照射，其生物活性基本丧失(张益，1984)。紫外线可破

坏Bt伴胞晶体表面结构，导致后者在碱性溶液或家蚕胃液中的溶解度降低，不能被降解为

原毒素和具杀虫作用的活性片段而丧失活性(Pusztai等，1991；萑云龙等，1993)。由于Bt

水稻花粉中表达的是截短的活性毒蛋白，其活性是否也受到自然日照的影响，至今尚不清楚。

鉴于田间Bt水稻花粉中毒蛋白活性保持时间的长短关系到家蚕对该毒蛋白有效剂量的暴露

概率，最终影响到Bt水稻花粉对家蚕的生态安全性，本章就日照对Bt水稻花粉中的毒蛋白

含量与活性的影响进行了初步研究，结果如下。

1材料与方法

1．1供试材料

供试水稻品系为华池200081(B1)，该品系背景与花粉田间采集方法详见第四章1．1和

1．4。桑叶采自浙江大学华家池校区实验桑园，桑树品种为农桑8号。家蚕品种：丰一×五四，

蚕卵购于浙江省蚕种公司。

1．2Bt水稻花粉的日照处理

将田问收集的Bt水稻花粉分成若干等分，分别置于培养皿中。自2003年9月23日上

午10时始，将培养皿放在目光下进行暴晒，于0、2、4、8、24、48和72h后，各取～等分

置于．70"C冰箱中保存，直至日照处理结束。处理期间的温湿度数据采用数据记录仪(浙江

丈学电气设备厂研制)自动采集，日照紫外线辐射强度由杭州市气象局提供。处理期间日均

温为30．7±0．6"C，日均湿度为62．9±5．2％，日均紫外辐射强度为13．6±2．2W／m2，其中日最

高紫外辐射强度为20．3--+2．7W／m2。

采用ELISA法(美国EnviroLogix公司CrylAb／CrylAc酶标板试剂盒)和考马斯亮蓝

GⅫ比色法(Bradford，1976)分别测定不同日照处理后花粉中的毒蛋白和可溶性蛋白含量。

1．3生物测定

自冰箱中取出不同日照处理的Bt水稻花粉，按第四章I．5方法配制系列浓度花粉悬浮

液并处理桑叶后，对家蚕蚁蚕作生物测定。相关数据分析同第四章1．7。
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2结果与分析

2．1日照对Bt水稻花粉毒蛋白含量的影响

不同日照时间处理的Bt水稻花粉中毒蛋自的含量存在显著变化(F=42．602，旁：6，14．

p<0．000I)(图9．1)。在日照处理的开始阶段，Bt水稻花粉中毒蛋白的相对含量明显降低，

后随着时间延长，却呈现上升趋势。Bt水稻花粉中的可溶性蛋白含量在开始日照处理的lh

内有明显上升，这可能与花粉迅速丧失水份有关；后随处理时间延长面逐渐降低，不同日照

时间处理的花粉中可溶性蛋白含量之间并无显著差异(，|0．872，影=6，7，p=0．558)。

2．2日照对Bt水稻花粉毒蛋白活性的影响

经过不同日照时间处理的Bt花粉对蚁蚕的LC，o值虽有一定变化．但总体差异并不显著

(95％置信限相互重叠交叉)；而且随处理时间延长，LC，o值虽呈增高趋势．但变化相当平

缓(图9．2)。这表明连续经过3d日均紫外辐射强度为13．6±2．2W／m2的日照处理下，Bt水

稻花粉对家蚕l龄幼虫的毒性几乎不受影响。

3讨论

经过不同日照时间处理的Bt水稻花粉对家蚕幼虫的毒性不存在显著差异，这与已报道

的日照可致使Bt伴胞晶体迅速失活(19noffo等，1977；Leong等，1980；张益，1984；Myasnik

等，2001)的结果并不一致。由于Bt水稻中导入的是经人工改造的直接编码活性毒蛋白的基

因片段，在花粉中表达的即是具杀虫活性的毒素蛋白，可宣接靶标昆虫中肠上皮细胞的刷状

缘微绒毛膜(brush border membrane vesicles，BBMV)上特异性受体结合(van Rie等．1990；

Gilt等，1992；Knowles，1994)，进而形成孔洞或离子通道．引起胶体渗裂解(colloid．osmotic

lysis)而导致虫体死亡(Gill等，1992)，由此表明短期日照紫外线处理对Bt水稻花粉中活

性毒蛋白并无明显影响。至于Bt水稻花粉中毒蛋白的相对含量随日照时间延长而显著升高，

可能与花粉含水量和可溶性蛋白含量降低有关。

Bt水稻花粉中毒蛋白的活性在田间条件下具有较强的稳定性，势必提高家蚕对毒蛋白

有效剂量的暴露概率，从而在一定程度上增加Bt水稻花粉对家蚕的生态风险。此外，Bt水

稻花粉中毒蛋白可随花粉飘落或经雨水冲刷进入土壤生态系统，对土壤生物多样性造成生态

风险。
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图9．1不同日照时间处理对Bt水稻花粉毒蛋白与可溶性蛋白含量的影响
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图9．2不同日照时间处理对Bt水稻花粉毒蛋白活性的影响
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第十章转Bt基因抗虫水稻花粉的田间飘移分布

在自然条件下，明确Bt水稻花粉在桑叶上的实际飘落密度是否达到室内条件下对家蚕

产生影响的有效剂量，以及达到有效剂量的花粉密度发生频度，这是正确评估家蚕对Bt水

稻花粉的暴露概率，从而准确评价转Bt基因水稻花粉对家蚕生态风险的重要保证。本章报

道转Bt基因水稻花粉在田间的飘移密度分布。

l材料与方法

1．1供试材料

供试水稻品系为华池2000131(B1)，该品系背景与花粉田间采集方法详见第四章1 1和

1 4。

1．2 Bt水稻花粉的田间飘落密度调查

试验在农业部批准的浙江大学实验农场Bt水稻中试圃中进行。气候条件属温暖湿润的

亚热带季风气候，夏季盛行东南风。

2002年Bt水稻田块面积为308．5m2，周围无其它水稻品种与开花植物种植。水稻于5

月20日移栽，行距x株距为15x15cm。自水稻扬花期开始。取高度、长势基本一致的盆裁

桑苗，在顺风向距离田埂．3．0、0、1．0、3．0、5．0、7．0和9．0m处并排放置。这里将田埂定义

为0m处，负整数表示在田块当中至田埂的距离，正整数表示水稻田块外至田埂的距离。在

不同距离放置的桑苗上，离地面高度0．5、I．0和1．5m处各随机选取6张长相相似的桑叶，

在其正面分别小心贴上双面胶(大小5x5cm2)。每天傍晚定时随机采摘不同距离不同高度处

8—10张长相相似的桑叶．同时回收、更换桑叶上的双面胶。将采摘的桑叶与回收的双面胶

小，tl,带回室内．经1％12．KI染色后，随机选取5-6点镜检单位面积上的花粉数，直至扬花期

结束。在扬花期间，还在不同距离桑苗的0．5m高度处分别随机采摘6张嫩叶和老叶，相同

方法处理并镜检单位叶面积上的花粉数。

2003年Bt水稻田块面积323．2m2，于5月12日移栽。Bt水稻花粉飘移密度调查除桑叶

和双面胶外，还采用表面涂布有凡士林的载玻片来监测花粉飘移密度。在距离田埂不同距离

(-3．0、0、1．0、3．0、5．0、7．0和9，0m)处分别设立木桩，将经凡士林处理的载玻片水平分

别固定在木桩的不同高度(O．5、1．0和1．5m)上。每个高度放置6块载玻片，每天傍晚定时

回收、更换。花粉镜检方法同上。

在扬花末期，就水稻分蘖数、叶片数和株高(穗高和剑叶高)等指标进行测定，结果如

袭10 l。



2结果与分析

2．1 Bt水稻花粉不同距离的飘移分布

2002年：Bt水稻花粉在桑叶和双面胶上的飘落密度均随飘移距离增加而呈指数降低，

桑叶：y=138．7541e4 20“(r2=0．9803；F=249．1，af=l，5，p<0．001)、双面胶：5=64．8890e4
126“

(r2=0 9070；F=48．7，舻l，5，p<0．001)(表10．2--10．3)。飘落在桑叶上的Bt水稻花粉密度明

显高于双面胶上的，这可能与在桑叶上的是花粉累积密度，而在双面胶上的是每日飘落密度

有关。降雨可明显影响Bt水稻花粉在桑叶上的数量，但对双面胶上的花粉数量却少有影响

(图10．1)。7月22日的降雨可导致第二天桑叶上的花粉密度至少降低了39．9～70．0％，而

25日的降雨使得桑叶上的花粉密度下降了70．3～84．9％。飘落在双面胶上的水稻花粉密度随

天数增加而呈单峰曲线变化，这与水稻花粉在扬花期的释放数量变化相一致。

2003年：与2002年结果相似，Bt水稻花粉在桑叶、双厦胶和载玻片上的飘落密度均以

距离田埂．3m处的为明显较高，并均随飘移距离增加而呈指数降低，桑叶：尸76．1386e4”2“

(r2=0 9417；F=80．0，af=l，5，p<O．001)、双面胶；y=104．1697e4“8(r2=o．9819；F=270．7，垆1，5，

p<0．o们)和载玻片：旷79 3020e。0”“(r2=0．9893；F=463．0，df=l，5，p<0．001)(表10．和10．6)。

在距离田埂1m处，桑叶上的花粉密度比在．3m处的降低了83．9％；在离田埂9m处桑叶上

的花粉密度仅为．3m处的3．1％。飘落在桑叶上的花粉密度略低于双面胶和载胶片上的，这

可能与扬花期间风速较大而使桑叶叶面上沉积的花粉大多被吹落有关。7月6日午后降雨导

致在桑叶上的花粉密度至少降低了32．3—93．8％(图10．2)。

2．2 Bt水稻花粉不同高度的飘落分布

2002年和2003年，Bt水稻花粉不同高度的飘落密度均以50cm的明显较高，其中在距

离田埂3m以内的显著为高(图10．3～10．4)。这与水稻植株高度(穗高)密切相关，即水稻

小花着生的穗部离地面距离稍高于50cm(表lo．1)。扬花时，水稻花粉大部分飘落于高度为

50cm左右的桑叶、双面胶和载玻片上。上升气流虽可将Bt水稻花粉带至较高高度，且随飘

移距离增加，不同高度间花粉密度的差异逐渐缩小，直至不显著，而与此同时，远距离飘落

的花粉密度亦明显降低。

2．3 Bt水稻花粉在不同生长期桑叶上的密度分布

在50cm高度处，Bt水稻花粉较多飘落沉降在生长期相对较长的桑叶(老叶)上，而较

少在生长期较短的桑叶(嫩叶)上(图10．5)。在离田埂．3m处，沉降在老叶上的花粉密度

是嫩叶上的3．1倍，差异达极显著(t=5．219，舻：178，p<0．001)。水稻花粉在不同生长期桑叶

上的飘落密度不同，可能与老叶叶片老化，叶面腊质层受损而变得较为粗糙．致使花粉不易

脱落有关。



3讨论

经过2年以不同载体(桑叶、双面胶和载玻片)形式对Bt水稻花粉田间飘落的密度调

查，发现在不同载体上的花粉密度分布基本一致，均以稻田中50cm高度处为最高，且随着

飘移距离增加而呈指数降低。水稻花粉平均密度在不同年份、不同距离和不同载体上的变化

较大，为6，0-一255．0粒／cm2，其中最高观测到的花粉密度为46粒，视野，约7041．7粒，cm2。

这与樊龙江等(2003)田间观测到普通水稻花粉在桑稻混栽区桑叶上的实际飘落平均密度为

13．3～199．o粒／cm2是基本一致的，而比Bt玉米花粉在田问的自然飘落密度分布(Wraight等，

2000；Pleasants等，2001)略低。虽然水稻花粉颗粒明显比玉米花粉较小(花粉直径：籼稻

33 14_+2 471xm；粳稻32．78_+1 409m：玉米73．4--92．6I_tm)，随风传播距离相对较远(玉米花

粉经风传播距离一般在60m左右，而水稻常规育种的安全间隔距离通常为100m)，但是，

玉米产生花粉的能力明显较高(玉米：3000万粒／雄穗；水稻：22万粒／稻穗)(樊龙江等，

2003)，而且玉米植株相对较高，因此，在近距离范围内，花粉的自然飘落密度就相对较高。

另方面，Bt水稻花粉在较高高度飘落的密度比例似与飘移距离呈正比，即随风飘移越远，

在较高高度上的花粉密度的分布比例相对较高。事实上，在桑稻混栽区，种植桑树的畦垄一

般明显高于水稻田块，畦面通常与水稻稻穗齐平，而且桑枝高度通常在2．0～2．5m左右(图

4．1)。因此，Bt水稻花粉在近距离范围内很难飘落至如此高度的桑叶上，即使随风飘移至较

远距离的枝头叶面，其密度也是相当低的。

在自然条件下，许多因子影响水稻花粉在桑叶上的飘落密度分布(Pleasants等，2001)，

其中以降雨和风向／速的影响程度较大。一次降雨过程可至少冲刷去约80％飘落于桑叶上的

水稻花粉，这与Plcasants等(2001)报道的降雨对Bt玉米花粉在大斑蝶寄主植物叶片上的

密度分布影响相一致。较高风速虽可将水稻花粉飘移至更远距离，但花粉不易在叶面附着，

从而导致花粉密度降低。2003年桑叶上累积的花粉密度不及在双面胶或载玻片上粘着的花

粉密度，很大程度上可能是由于在7月初水稻扬花期间受东南季风或热带风暴高速气流的影

响。

Bt水稻花粉在田间飘落的平均密度远低于室内毒力测定测得的对家蚕各龄幼虫的LC50

值(详见第四章)，也远低于在室内连续饲喂家蚕幼虫丽无明显影响的Dl浓度。由此可见，

Bt水稻花粉田间飘落在桑叶上的平均密度远不及室内对家蚕幼虫产生不利影响的有效剂

量，故可推测田间飘落至桑叶上的Bt水稻花粉的数量不足以对家蚕幼虫产生明显影响。当

然，这尚有待于试验证实。



表10．1不同年份Bt水稻扬花末期的生长指标

表10．2 2002年田间不同距离桑叶上飘落的Bt水稻花粉密度频率分布

表10．3 2002年田间不同距离双面胶上飘落的Bt水稻花粉密度频率分布



表10．4 2003年田间不同距离桑叶上飘落的Bt水稻花粉密度频率分布

Average 190．8 107．3 30．8 20．9 14．6 9．9 6．0

1璺趔!i !型 !业 !塑 !!! !!! !：! !!!

表10．5 2003年田间不同距离双面胶上飘落的Bt水稻花粉密度频率分布

Average 230．3 1 18．7 63．1 41．7 32．3 17．0 19．6

1竺坐! !业 !型 !!! !业 !!! !!! ．!!!



表10．6 2003年田间不同距离载玻片上飘落的Bt水稻花粉密度频率分布

Average 214．1 70．2 56．5 33．0 21．6 1 1．9 17．2

1塑21塑 !塑 !业 !塑 塑! !!! ．!!! !!1
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图10．1 2002年Bt水稻花粉在田间不同距离的飘落密度分布
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图10．4 2003年Bt水稻花粉在田间不同距离不同高度上的飘落密度分布
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第十一章自然飘落的转Bt基因抗虫水稻花粉对家蚕生物学

特性的影响

室内人为胁迫条件下，高剂量Bt水稻花粉对家蚕生物学、生理学、病理学和行为学等

指标均可产生明显的负面影响。但是，在自然条件下，在田间不同飘移距离的桑叶上的Bt

水稻花粉密度均远不及室内条件下对家蚕幼虫产生影响的有效剂量。从理论上而言，田间如

此较低的Bt水稻花粉飘落密度应不足引起对家蚕幼虫的不利影响，但实际情况如何尚不得

知。本章报道饲喂田间自然飘落有Bt水稻花粉的桑叶对家蚕生物学指标的影响。

1材料与方法

1．1供试材料

供试水稻品系为华池200081(B1)，该品系背景与花粉田间采集方法详见第四章1．1和

1．4。家蚕品种：青松×皓月，蚕卵购于浙江省蚕种公司。

1．2田间飘落有Bt水稻花粉桑叶的饲喂处理

本试验与第十章Bt水稻花粉的田间飘移调查同时进行。前期工作如Bt水稻田间栽培管

理以及盆栽桑苗田闻摆置等均与第十章1．2同。自水稻扬花期始，在不同距离桑苗的不同高

度分别随机采摘桑叶，小心带回实验室。部分抽样镜检花粉数，其余同一距离的桑叶混合后

对家蚕初孵幼虫进行连续饲喂，同时设无水稻花粉的桑叶对照。在扬花期结束，继续采摘田

间的桑叶进行饲喂，直至家蚕幼虫结茧化蛹、成虫羽化、交配和产卵。试验每处理IO头初

孵幼虫，重复5-6次。饲养条件、考查指标以及数据处理等均与第五章1．2同。

2结果与分析

2．1田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕幼虫期指标的影响

对家蚕初孵幼虫分别连续饲喂田间不同距离自然飘落的Bt水稻花粉，其幼虫生存曲线

之间均无显著影响(2002年：x乙∞‰产10．2608，df=7，p=o，1743；z2wk。flo。3486，妒=7，

p=0 1697：2003年：x‘Log-RanF2 12A342，af=7，p=o．0872；fw。。产13．1678，ey=7，p=0．0681)(图

11．I)。连续饲喂田问不同距离自然飘落的Bt水稻花粉后，家蚕幼虫生存率的变化似与花粉

的飘移距离并无明显关系。

饲喂田间不同距离自然飘落的8t水稻花粉对家蚕幼虫各龄历期的影响，不同年份之间

存在一定的差异(图112)。2002年，家蚕幼虫I龄历期之间无显著差异，后随龄期增长。

飘移距离越近的花粉处理的幼虫历期越高于对照，多达显著水平，但在5龄期的差异并不显

著。就整个幼虫期来看，连续喂食田间不同距离自然飘落Bt水稻花粉的幼虫历期显著高于



无Bt水稻花粉对照，其中饲喂距离田埂．3m处桑叶的幼虫历期较取食对照桑叶的延长7．3％，

约1．7d。2003年，取食不同距离自然飘落Bt水稻花粉的l～3龄幼虫的历期多显著高于对照，

4N5龄幼虫的历期变化则正相反。从整个幼虫期来看，不同飘移距离花粉处理的幼虫历期变

化趋势大致与2002年相同。

2002年，连续饲喂不同距离自然飘落Bt水稻花粉的1~4龄幼虫的体重多显著低于对照，

但在5龄期，体重差异并不显著(图11．3)。2003年的幼虫体重结果似与2002年正相反，

取食Bt花粉的各龄幼虫体重多显著高于对照。

2．2田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕蛹期和成虫期指标的影响

2002年和2003年经不同距离自然飘落Bt水稻花粉处理的家蚕化蛹率与对照的差异均

不显著(2002年：F=I 383，dr=7，24，p=0．2575；2003年：F=0．544，萨7，39，p=0．7956)(图11．4)。

经不同处理距离自然飘落Bt水稻花粉处理的家蚕成虫羽化率的变化与化蛹率相似，无显著

差异(2002年：F=I．756，el=7，24，网，1432：2003年：F=I．247，泸7，32，t7=0．3070)。
自然飘落Bt水稻花粉处理的家蚕蛹重和茧重在不同年份、不同飘移距离间的差异多不

显著(图1I．5)，而不同处理的茧壳重似比无花粉处理的对照要明显较重，表明摄入一定数

量的水稻花粉可能有增加蚕丝产量的趋势。

2002年和2003年不同距离自然飘落花粉处理的家蚕蛹历期之间无显著差异(图11．6)。

家蚕成虫寿命在不同年份、不同距离飘落花粉处理间存在一定变化，但总体差异多不显著。

不同距离自然飘落花粉处理的家蚕雌成虫产卵量与怀卵量多比无花粉处理的对照明显

较高(图1 1．7)，不同处理间的差异虽多不显著，但从趋势上看，似存在取食一定水稻花粉

可增强家蚕生殖力的可能。

3讨论

经过2年不同距离自然飘落Bt水稻花粉对家蚕幼虫的处理，结果表明在自然条件下，

Bt水稻花粉对家蚕的生物学指标无显著的不利影响。虽然在室内人为高剂量Bt水稻花粉的

胁迫下，家蚕的生物学、生理学、病理学和行为学指标受到显著不利影响，但如此高剂量的

花粉密度在田间出现的可能性较小，即家蚕对Bt水稻花粉有效剂量的暴露概率极小。因此，

在自然条件下，Bt水稻花粉对家蚕的生态风险可忽略。该结果与Bt玉米花粉对大斑蝶的风

险评价结论一致(Sears等，2001；Wolt等，2003)。

目前有关转基因抗虫作物花粉对非靶标昆虫的生态风险研究多以室内研究为主，而在田

间条件下研究转基因抗虫作物花粉的菲靶标风险主要限于转Bt基因玉米花粉对大斑蝶的影

响(Hansen等，2000；Wraight等，2000；Stanley-Horn等，2001；Zangerl等，2001)。与大斑蝶这

一野生昆虫种类不同，家蚕已是被人类长期驯化成只能在室内饲养的昆虫种类，其在野外根

本无法生存。因此，有关自然条件下Bt水稻花粉对家蚕的风险评价主要在室内进行．这比

Bt玉米花粉对大斑蝶的风险评价要更为简单、便利，且其评价过程不易受外界环境的干扰。
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图11 1田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕幼虫生存曲线的影响

30

25

20

15

tO

5

一
O

i 25

{
蠹

Z0

1S

10

5

i；聪

匹F

l：黼黼谢醐匐 i震
8
2
8
8

l

l
2
l
{
{

1sthBt-r zndImhr 3mInsmr 妯Inmmr SmImmr

■·3m 日0m 口Im 日)m 口5m口7m自9m口CK

图11 2田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕幼虫历期的影响
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图11．3田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕幼虫体重的影响
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图11 4田问自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕化蛹率和羽化率的影响
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图11．5田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕蛹重、茧重和茧壳重的影响
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图11．6田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕蛹历期和成虫寿命的影响
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图11．7田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕产卵量和怀卵量的影响
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第三部分高效并对家蚕安全的Bt菌株
YJ．2000



第十二章苏云金芽孢杆菌Y,I．2000菌株杀虫活性评价

苏云金芽孢杆菌是一种革兰氏阳性的昆虫病原细菌，它在形成芽孢过程中能产生具有杀

虫活性的蛋白晶体。由于Bt菌株资源丰富，杀虫谱广，能防治包括鳞翅目、双翅目、鞘翅

目和蜱螨目等数百种害虫，且具有对人畜安全、易于工业化生产等优点，因此，Bt制剂已

成为当前世界上应用最广泛、最有效的微生物杀虫剂，并取得了显著的经济、社会和生态效

应(喻子牛，1990)。目前绝大多数对鳞翅耳害虫高效的Bt制剂对家蚕皆高毒性，因此这些

制剂在亚洲蚕桑地区的应用受到了严格限制(Aizawa,1987)。自20世纪90年代转Bt基因

作物的问世及其商业化的应用后，其花粉的飘移也颉受担忧，譬如在我国南方水稻和玉米田

常邻近桑园，若转Bt基因水稻或玉米花粉飘于桑叶即可能对养蚕业带来问题。这种担忧自

Losey等(1999)于室内观察到转Bt基因玉米花粉对大斑蝶幼虫有明显毒性后更受关注。

因此，筛选与研制适于养蚕区桑树及其邻近作物害虫防治用并对家蚕安全的Bt菌株，或以

其毒蛋白基因培育出花粉对家蚕安全的转Bt基因抗虫作物已显得相当重要。为此，本实验

室近年通过采样、分离与鉴定，就对家蚕安全且对其它鳞翅目害虫具杀虫活性的Bt菌株的

筛选作了系列工作，其中已获得1株菌株(编号YJ．2000)，并在室内证实了该菌株对家蚕

幼虫几乎无毒性，而对其它多种鳞翅目重要害虫呈现有不同程度的杀虫活性。

1材料与方法

1．1菌株与试虫

苏云金杆菌YJ．2000菌株由本实验室筛选获得。供试昆虫包括：家蚕、二化螟、三化螟

和菜粉蝶Pieris rapae初孵幼虫，小菜蛾的2龄幼虫和桑螟Diaphaniapyloalis的3龄幼虫。

家蚕为春蚕品种：青松x皓月，购于浙江省蚕种公司；其它试虫均采自野外，经室内繁殖1

代后供试验用。

1．2杀虫活性测定

1．2．1发酵液制各

参照喻子牛(1990)，采用牛肉膏蛋白胨培养基(牛肉膏0．5％、蛋白胨1．0％和NaCIO．5％)

pH7．0—7．2。30"C下220 rpm摇床上培养36h，即至70--90％晶体脱落，得该菌株发酵液。镜

检计数，计算单位体积晶体数。

1．2．2生物测定

将发酵液按比例稀释成系列浓度，加入0．2％吐温作为乳化剂，以无菌水为对照。把生

长期、大小一致的新鲜桑叶、甘蓝叶或水稻茎秆分别浸入系列浓度的YJ-2000稀释菌液中，

不断摇晃使叶片或稻秆充分粘着胞晶混合体液，取出后自然晾干，分别饲喂各试虫。设相应

对照。48h后，考查死亡虫数。尔后，再将各浓度系列处理的存活试虫移至更换过的灭菌果



酱瓶中，改饲喂未经菌液处理的鲜叶或稻秆继续饲养。每隔48h考查记载死亡情况。每试虫

各处理和对照供试虫均为30头，重复3次。其中，家蚕的处理浓度C1一c5依次为：2．38X

105、1．19×105、5．96×104、1．49×104和3．72×103晶体／ml；桑螟的处理浓度C1．c5依次为：

1．95×105、9 75×104、4．88×104、1．22×104和3．05×103晶体，ml：菜粉蝶的处理浓度cl，c5

依次为2．81×105、1．40×105、7，02×104、1．75×104和4．39×103晶体／ml；小菜蛾的处理浓

度c1-c5依次为：9．75×104、4．88×104、1．22×104、3．05×103和7．61×102晶倒k／ml：三化

螟的处理浓度cl—c5依次为：2．38X 105、5．96X 104、1．49×104、3．72×103和9．31×102晶

体／ml；二化螟的处理浓度c1．c5依次为：1．40×105、7．02x 104、1．75×104、4．39×103和

l。10×103晶体／ml。

1．2．3数据分析

应用时间一剂量．死亡率模型(TDM模型，又称互补重对数模型，即CLL模型)(冯明光，

1998；Preisler,1989)分析所得数据：其中累计死亡概-率po=1．exp(-exp(日+用Oglo@)))；条件

死亡概率日“=l—exp(-exp(力+,gloglo(d3))，式中西为剂量，声、§和西为未知参数。卢嚷示描述剂

量效应的斜率，是i对应于时间t的参数，乃是相应于测试时间区间(々．』t‘)的参数，由口

可估计得i。以上参数估计使用DPS数据处理软件(唐启义等，2002)。

2结果与分析

2．1苏云金杆菌YJ．2000菌株对不同试虫毒力的比较

YJ．2000菌株对家蚕的毒性明显较弱，即使在高剂量(1～2×l护晶体／m1)处理下，家蚕

的累计死亡率始终低于10％(图12．1)。对于其它试虫，在不同剂量处理后第2d起均出现

不同程度的死亡，其中小菜蛾在高剂量处理后第2d的死亡率就高达100％，菜粉蝶幼虫在

不同荆量处理后6d的累积死亡率均在70％以上，表明该菌株对蔬菜害虫的毒力相对较高。

水稻害虫如三化螟和二化螟经不同剂量YJ，2000处理后，死亡率多在第6d达到最高，其中

较高剂量下的累积死亡率分别为60．7—86．2％和50．0--．66．7％，后趋于稳定。YJ-2000对桑螟的

毒力相对较低，低剂量(<lxl04晶体／m1)下无明显致死效应；高剂量下，桑螟的死亡率及

达到较高死亡率的时间分别低于和晚于其它试虫。就总体而言，饲喂不同浓度YJ．2000后，

不同试虫的累计死亡率多随处理剂量增高、处理后时间延长而呈递增趋势，这表明累计死亡

率不仅是剂量相关函数，而且还是时间相关函数。

2．2时间．剂量．死亡率模型模拟

YJ．2000菌株对菜粉蝶的作用模型参数西相对较低，表明剂量效应的斜率较小；对小菜

蛾的西相对较高，说明出现致死效应的时间较短(表12．1)。不同试虫的参数≠均随处理后

时间的延跃而增加，表明条件死亡率与时间明显相关。



拟合的CLL模型可形象直观地描述YJ．2000菌株对各试虫的累计死亡率随剂量和时间

的变化趋势(图12．2)。在处理剂量与时间范围内，各试虫的累计死亡率均为随剂量和时间

而变化的曲面。根据曲面的高度和变化趋势，可看出YJ．2000菌株对不同试虫的毒力强弱差

异。综合剂量效应和时间效应，YJ．2000菌株对蔬菜害虫的毒力最强，水稻害虫次之，桑树

害虫最弱。

由CLL模型考察死亡概率与剂量关系可知，log(LC50)和Iog(LCgo)值随时间延长而平缓

降低(图{2．3)。YJ一2000菌株对菜粉蝶和小菜蛾的log(LC50)较低，表明毒力较强，而对桑

螟的则正相反，其中饲毒后第6d对菜粉蝶、小菜蛾、三化螟、二化螟和桑螟的LC50分别为

3378 8、13688．0、14535．2、173157．0和386384．8晶体／ml，LC90分别为1141221．6、53449．1、

107961771．0、6005234．9和1855026．0晶体／ml。

由CLL模型考察YJ．2000菌株不同剂量对各试虫致死率的时间效应可知，各试虫【Tso

值均随剂量增加而降低，其中小菜蛾和桑螟的L1150降幅最大，表明不同剂量下毒性作用时

间的差异较大：菜粉蝶的降幅最小，毒性作用时间相对一致(图12．4)。此外，在同一时限

内，LTso所对应的剂量越低，表示对该虫毒力越强：同一剂量下，LT50值越小，对该虫毒力

亦越强。较高剂量YJ-2000对各试虫的LT50值大小依次为桑螟>二化螟>三化螟>菜粉蝶>小

菜蛾，即对各试虫的毒力依次增强。此结果与剂量效应所得结论基本一致。

3讨论

Bt菌株及其杀虫晶体蛋白基因是极其多样的。至今国内外己分离的Bt菌株超过4万株

(张光美，2001)，其中有70个血清型、分属83个亚种(Lacadet等，t999)；在GenBank上

登记的杀虫晶体蛋白基因己超过300个。由于Bt各亚种间的杀虫谱及其毒力均不尽相同，

甚至同一亚种不同菌株间亦有较大差异，使得寻找高效和特异的Bt菌株及其杀虫晶体蛋白

基因已是当前Bt研究的重点和热点之一。本文结果表明YJ一2000菌株对家蚕毒性甚低，即

使在高剂量(1～2x10’晶体／m1)处理下，累计死亡率始终低于10％而无法测出LCm但对

菜蛾科(Plutellidae)的小菜蛾、螟蛾科(Pyralidae)的三化螟、二化螟和桑螟及粉蝶科(Pieridae)

的菜粉蝶均有强或较强的毒性。这与其它已报道的对家蚕低毒的HD．73菌株(LC，。为3521．0

mg晶体／m1)(李荣森等，1989)和对家蚕低毒(LC5。为O．342 rag晶体蛋圭t／m1)而对小菜蛾、

菜粉蝶和美国自蛾Hyphanm胁cⅫ∞(灯蛾科Arcliidae)呈较高毒性的AFl01菌株(Aizawa

等，1975)等相比，YJ．2000菌株对家蚕的毒性更低，而对其他鳞翅目害虫的杀虫谱较广且

有较强的杀虫效果。因此，YJ．2000菌株是～株对家蚕安全而对其他鳞翅目杀虫效果较强的

理想Bt菌株。它一方面有望开发出供养蚕地区桑树及其邻近作物上害虫防治使用的微生物

农药；另方面可望将其晶体蛋白杀虫基因用于工程Bt微生物杀虫剂和转Bt基因抗虫植物的

研发或培育，并使得它们可在我国荞蚕区推广应用。至于本文对桑螟幼虫毒性偏低的原因，

可能与供试虫龄偏高有关，若用1～2龄幼虫，毒，陛会有所提高，因为一般情况下低龄幼虫对



Bt晶体蛋白更敏感，具体有待验证。

本文结果表明。TDM模型能较好地反映YJ-2000毒力的时间和剂量效应，获得信息完

全，生物学意义明确。因此该模型适用于不同Bt菌株杀虫效果的综合评价。
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表12．1苏云金杆菌YJ．2000对不同试虫毒力的时间．剂量．死亡率模型模拟与参数估计

注：·参数符号下标表示处理后相应的时间区间(d)。
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图12．1各试虫饲喂不同浓度苏云金杆菌YJ．2000(晶体数／m1)后的累积死亡率

A家蚕Bombyx mD一；B．桑螟Diaphaniapyloalis：C．菜粉蝶P村豇rapae；D．小菜蛾Plutellaxylostella

E．兰化螟Scirpophaga incermlas；F．二化螟Chilo suppressalis。下同。
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图12．2苏云金杆菌YJ．2000对各试虫作用的CLL模型拟台
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第十三章苏云金杆菌YJ-2000菌株对家蚕安全性的评价

YJ一2000菌株是一株对家蚕无毒性而对其他鳞翅目杀虫效果较强的理想Bt菌株。至今

虽已有对家蚕低毒的Bt菌株如AFl0I(Aizawa,1987)和HD-73(李荣森等，1989)等报道，

但均仅限于对这些菌株产生杀虫活性差异的可能机理进行了些探讨(鄂宗泽等，1995；Kim等

1998a；b)，而未见有关它们对家蚕生物学安全性评价的研究。为此，本章就其对家蚕生物学

特性和产丝量有否影响作进一步的研究。

1材料与方法

1．1菌株

供试苏云金芽孢杆菌菌株包括YJ．2000、YJ-1999(由本实验室筛选获得)，CRYIAb菌

株(本室保存)为crylAb基因转入DIJL受体中单一表达的工程菌。本试验以CRYlAb和

YJ．1999为对照菌株。

1．2供试家蚕品种

家蚕为春蚕品种：青松x皓月，购于浙江省蚕种公司。按常规方法催青得初孵蚁蚕，供

试验用。

113发酵液制备

采用喻子牛(1990)牛肉膏蛋白胨培养基，30℃下220 r／min摇床上培养至70％～90％

晶体脱落t得Bt菌株发酵液，其中CRYIAb菌株培养基中加有红霉素(终浓度25 p,g／mL)。

镜检计算单位体积晶体数。Y,L2000、CRYIAb和YJ-t999的发酵原液浓度分别为2．38_+0．38、

l 85+0，13和2．17+0．12(×105个晶体／mL)，统计检验无显著差异。

1．4致死中浓度的测定

将各菌株发酵原液按比例稀释成系列浓度，并加1％吐温作展着刘，以无菌水为对照。

取大小一致的新鲜桑叶分别浸入系列浓度发酵液中，不断摇晃使叶片充分黏附发酵液，取出

后自然晾干。分别饲喂家蚕蚁蚕24h后，考查死亡虫数。每处理20头，重复3次。最后计

算各菌株的毒力曲线、致死中浓度LCm及95％置信限。

1．5存活率、取食量、历期、体重和茧质的测定

根据毒力测定结果，每菌株分别设置3个稀释浓度处理，即原液(o×)和16X、256X

稀释液，加无菌水为对照。按方法1．4处理，并持续饲喂蚁蚕48 h后，将存活幼虫转移至已

灭菌果酱瓶中，饲喂正常新鲜桑叶，3龄后在果酱瓶中进行单头饲养。每天定时考查记载取
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食、蜕皮和死亡情况等。化蛹后15天，称量全茧量、蛹重和茧层量。每菌株各浓度处理30

头蚁蚕，重复3次。

1．6蚕蛾羽化率、寿命和产卵量的测定

在方法1．5的基础上，继续考查供试菌株的各处理存活蚕蛹的羽化率、羽化后蚕蛾的寿

命，并将同一处理的雌雄蚕蛾进行配对，任其自由交配，再考查单头雌蛾的产卵量。

2结果与分析

2．1对蚁蚕的毒力

YJ．2000菌株对家蚕蚁蚕的致死率极低，与对照相比无明显差异，而CRYlAb和YJ-1999

菌株则有较强的毒力，其中YJ一1999菌株更强(表13．1)。

2．2对幼虫的影响

2．2．1存活率

YJ．2000菌株对幼虫无明显致死作用，不同浓度处理下的幼虫存活率均保持在85％以上，

其存活率曲线与对照无明显差异，两者几乎重叠(图13．1)。CRYlAb和YJ．1999菌株对幼

虫存活的影响均具明显的剂量效应，处理浓度越高，幼虫存活率越低，存活率曲线降幅越显

著。相同稀释倍数下，YJ一1999对家蚕的致死效应比CRYlAb更明显。就各龄幼虫死亡率而

言，YJ．2000处理与对照无显著差异。CRYIAb和YJ-1999菌株高浓度处理均可导致1龄幼

虫全部死亡；低浓度处理l、2龄幼虫死亡率显著较高，但仍有部分幼虫免于死亡，且这些

幸存者进入3龄后的死亡率与对照差异不显著，即CRYlAb和YJ·1999菌株低浓度处理仅

对低龄幼虫具较明显的影响。

2．2．2发育历期

3种Bt菌株处理对低龄幼虫的发育均有一定的影响(表13．2)。YJ一2000可使l龄历期

极显著延长11，l％，且高浓度处理的影响可持续至2龄，此后各龄历期与对照间无显著差异。

CRYlAb和YJ．1999的低浓度处理结果与YJ．2000正相反，存活幼虫1龄历期均极显著缩短，

而2龄及其以后各龄的历期则大多明显长于对照，表明这两种Bt菌株处理对幼虫发育的影

响较为持久。从总幼虫历期来看，除YJ．1999导致总历期极显著延长外，其余处理与对照间

均无显著差异。

2．2．3取食量与体重

Bt菌株对1龄幼虫食叶量的影响与其它各龄相比则更为明显。CRYlAb、YJ．1999和高

浓度YJ．2000(O×)处理均可使l龄幼虫食叶面积显著减少，分别为21．0％90．0％、90．O％
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和60．O％，且多随处理浓度增高而减少更多，即表现抑食效应，其中YJ-1999菌株的抑食效

应可延续至3龄。这表明家蚕对这些菌株均有不同程度拒食现象，但对YJ．2000的拒食程度

相对较低。

Bt处理可导致l龄眠蚕体重明显降低，其中CRYlAb、YJ一1999和YJ-2000处理的1龄

眠重分别降低了50．0％'--51．1％、83．O％和52．3％--62．5％，这可能与取食量减少有关。此后，

除YJ．1999处理的眠蚕体重偏低外，其余均与对照无显著差异。

2．3对蛹及成虫的影响

YJ．2000对化蛹率、蛹历期、蛹重和茧量等指标均无显著影响，而CRYlAb和YJ．1999

处理均可导致这些指标不同程度降低，其中化蛹率差异达显著水平(表13．3)。

YJ．2000对家蚕蛹羽化率、成虫寿命和产卵量均无显著影响(表13．4)。当以CRYlAb

的256倍稀释液处理时，幸存的蛹能正常羽化，但羽化后雌蛾不能正常产卵；除此之外，

CRYlAb和YJ．1999的其它所有处理，其幸存的蛹均不能正常羽化。

3讨论

毒力测定和全幼虫期存活率持续考查的结果表明，Bt菌株YJ-2000明显不同于CRYlAb

和YJ一1999菌株，对家蚕蚁蚕的致死作用甚微，而且对整个幼虫期幼虫的存活率、化蛹率和

羽化率均无明显的影响，这与我们第十二章结果完全相符，也即再次证明Bt菌株YJ．2000

对家蚕基本无毒性。就Bt菌株YJ．2000对家蚕幼虫历期、取食量、幼虫体重、全茧重、蛹

重、茧壳重、羽化率和产卵量等生物学特征指标的影响来看，除导致l龄幼虫历期延长、取

食量减少及体重降低外，对2龄及其以后各龄幼虫的生物学特性均无显著的影响；不仅如此，

而且对茧层量和产卵量也无显著影响。与此相比，CRYIAb和YJ-1999菌株则不同，高浓度

会导致全部蚁蚕死亡，呈现强急性毒性：低浓度虽不至于使幼虫全部死亡，但对幸存幼虫的

生长发育、茧层量和产卵量等大多呈现明显的负影响。综合分析可知，YJ．2000菌株不仅对

家蚕存活与生长发育基本无负作用，而且对养蚕或制种所需的某些重要指标，如茧层量和单

蛾产卵量等均无显著影响，即系一株对家蚕安全性颇高的特异性菌株。

该菌株的获得只是为今后开发用于蚕桑地区害虫生防提供了物质准备，但如何将其得以

真正的应用尚待进一步探讨。



表13．1三种Bl菌株对家蚕蚁蚕的毒力

菌株 毒力曲线 抽 p (×103糯体触) 95％置信区间

YJ-2000 · ·

CRYIAb 尸1．0313 x-I 5746 1I．24 0．024 33．65 798～1黯．55

YJ．1999 y=O．9402 x-O 6217 6 59 0．160 4 58 2．210 98

表13．2三种Bt菌株处理后家蚕幼虫历期的比较

注：Duncan’S新复极差测验表明，同一列数据中具相同大、小写字母者差异分别未达极显著(P>001)和显

著fP>0．05)水平(下同)。

表13．3三种Bt菌株处理后家蚕蛹期有关指标的比较

菌株 稀释倍数德黧翟_裂2篱警鐾—黜)￡ 茧层量(g)
Mcall蛆￡

YJ．2000

CRYlAb

YJ．1999

0×82．6士6．3曲A 16．4±O．4 aAB 1．73士0．05 abeA l 33±0 04 a

16×88．9±6．4 aA 16．1士0．5 abAB 1．63士0．06 abcA 1．13±O．07a

256×81．5±9．8曲A 15．9±0．5 abAB 1．78±-0．06 abA 1．36i-0．05 a

16× 3．3-+-3．3 dB 18．0士0．0 aA 1．40士0．00beA 1 04±0 00 a

256× 66．O-a=7．3 bA 17．3±0．5 aAB I．80--“)．06 aA 1 25±0 10 a

256× 16．7±6 7 cB t3．0±0．0 bB 1．38±-0．13 eA 1 04±0 09 a

04l±00l a

0 38±0 0l a

0．40-±0．0l a

0 33±-0．00 a

0．43±002 a

0 33j=0 04 a

CK 81．3“．3曲A 17．5±0．4 aAB 1．70=i=0．04 abcA 1 32±0．04 a 0．38±0 02 a

表13．4三种Bt菌株处理后家蚕成虫有关指标的比较

菌株 稀释倍数
羽化率(％)
Mearl越E

成虫寿命(d)
Mean±&E

每雌产卵量(粒)
Mean趣E

YJ-2000 0× 74．7"1．8 a 3 2-+O．3 a 253．9=I=108．6 abA

16× 91．7±8 3 a 3．8士0．4 a 374．8±123．5 aA

256× 79．6：￡--4 6 a 3．4=t-O．3 a 400．1±1 17 6 aA

CRYIAb 256× 79．2j=20．8 a 2 1土0．3 13． 0 O-J=O．0 bA

Yj-l 999 一 一 一
CK 82．7±5 4 a 3．5士0．3 a 289 2±91．2 abA
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第十四章苏云金杆菌Y，J一2000菌株伴孢晶体的蛋白质、抗蛋

白酶多肽及其基因型初探

YJ．2000菌株是新获得的对家蚕安全且对其它鳞翅目害虫具较强杀虫活性的特异性Bt

菌株。明确该菌株杀虫晶体蛋白的结构与功能的关系以及杀虫基因序歹U结构与表达调控，可

为该菌株在今后得到广泛而深入应用提供重要的理论保证，同时还可为改造生产具有选择性

高效工程菌株以及培育对家蚕安全的转Bt基因抗虫作物提供候选基因资源。鉴于Bt杀虫晶

体蛋白的毒力特性与其蛋白质组成、抗蛋白酶毒性多肽性质以及晶体蛋白基因型等密切相

关，本章就YJ一2000菌株伴孢晶体的蛋白及其基因相关的特性作了初步探索，结果如下。

1材料与方法

1．1菌株

供试苏云金芽孢杆菌菌株包括YJ．2000、YJ．1999和CRYlAb工程菌株，其中YJ．2000

和YJ．1999由本实验室筛选获得，CRYlAb菌株由本实验室保存，仅含c，)，lAb基因。本试

验以CRYlAb和YJ一1999为对照菌株。

1．2发酵液制备

参照喻子牛(1990)，采用牛肉膏蛋白胨培养基(牛肉膏0．5％、蛋白胨1．0％和Nacl 0．5％)

pH7．o~7．2。30℃下220rpm摇床上培养36h，即至70---90％晶体脱落，得该菌株发酵液。CRYIAb

菌株发酵液制各中，需加终浓度为259∥ml的红霉素。

1．3伴孢晶体的分离与提纯

参照喻子牛(1990)，采用液体双相分离法分离、提纯伴孢晶体。将发酵液1000眶4℃

离心30min，收集菌体，尔后用无菌水洗涤、离心3次，再用生理盐水洗涤沉淀，再离心，

收集沉淀。然后按70mg沉淀每毫升蒸馏水制成悬液于分液漏斗中，剧烈摇动，将下层水相

放入烧杯中以去除泡沫。再转入分液漏斗，加入I％Na2S04溶液及cch溶液(晶体悬

液：1％Na2s04：CCl4三者体积比为7：6：7)，振荡约10rain，静置约15min，将上层水相吸出，

离心。再用双蒸水洗一次，离心，收集沉淀物。如第一次提纯的晶体纯度不够，可重复分离，

直到符合要求(镜检观察每一视野中少于一个芽孢)。将沉淀物真空冷冻干燥后保存备用。

1．4原毒素的制各

将提纯的伴孢晶体10m∥ml悬浮于含10mmol几二硫苏糖醇(D，兀)的0．05mol几

Na2c03．HCI(pill0．0)缓冲液中，37℃作用60min，5000rpm离心10rain，收集原毒索的

上清液。280nm处紫外分光光度法测定蛋白含量，以牛血清蛋白为标准。

1．5昆虫肠液制备及原霉素的体外酶激活

取家蚕和菜青虫5龄幼虫，解剖肠道吸取肠液，5000rpm 4℃离心30min，取上清液置



．20。C冰箱保存备用。

取0．7一1．2mg晶体蛋白，以含胰蛋白酶10mg／m1的0．5mol／L Na2C03-NaI-iC03(pH9．5)

37。C消化lh后。在所取样品中加入终浓度1％SDS，并立即于沸水浴中加热3rain终止酶反

应。原毒索溶液加家蚕和菜青虫肠液抽提物(5：l，V／V)，37"12温育60min，以4mmol／L的

PMSF终止酶反应。

1．6 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

对原毒素及毒性敢进行SDS．PAGE分析。浓缩胶浓度5％，分离胶10％，电泳缓冲液

SDS．Tris．Gly(pH8．5)，样品缓冲液SDS-MDP(I％SDS，0，Imol几磷酸盐缓冲液，pH 7．0，

25mmol几DTT)。晶体以蒸馏水悬浮，按1：1加入样品缓冲液，沸水浴3min，100009离心

5rain取上清点样。对晶体蛋白胰酶降解产物分析时，不加样品缓冲液。每种样品取约20 J_tg

蛋白质，并测定分子量。

1．7质粒提取(Triton X-100裂解法)

接种Bt菌株于LB(胰化蛋白胨1％，酵母提取物0．5％，NaCI 1％)平板上，培养16—18h

后，取单菌落于3mI LB液体培养基中，306C振荡培养过夜；取1，5ml培养液于Eppendorf

管中，以4000r／min离心5rain，去上清：加入1001xl TES(50mmol／L Tris-HCI，5mmol／L EDTA，

50mmol／L NaCl，pH8．0)洗涤菌体，4000r／min离心2min，弃上清。

于Eppendorf管内加入150lxl溶液l(5mg儿Lysozyme，1009tg／ml RNase溶于TES)，

37"C水浴60min：加入3009l溶液2(6％Triton X-100，50mmol／L"Iris—HCl pH8．0，10mmol／L

EDTA，t00¨g／L Pronase K)，37。C水浴90min，每隔30rain摇匀一次；加入601．tl 5mol几NaCI，

混匀，室温放置2rain；用等体积饱和酚连续抽取3次，再用酚：氯仿和氯仿各抽取一次；12，000x

g离心10min，弃上清，加2倍体积冰冷无水乙醇沉淀，一20"C放置1h，离心，再用70％乙

醇洗涤，真空抽干，即得质粒DNA：用209．1 TE(10mmol／L Tris-HCI，1mmol／L EDTA，

pH8．0)缓冲液溶解质粒DNA，0．5％琼脂糖凝胶电泳鉴定后，于-20"(2保存备用。

1．8 Bt晶体蛋自基因类型的快速PCR检钡4

Bt菌株用LB平扳划线培养后，用接种环刮取菌苔一满环于100p_l无菌水中，一20"C冰

冻20min后煮沸10min，8000rpm离心2-3rain，取上清4111为模板进行PCR扩增。

参照Cemn等(1995)和Bravo等(1998)．根据Bt基因不同类型设计特异性引物如下：

1．crylAa-SP： 5'-GAGCCAAGCAGCTGGAGCAGTTTACACC-3’(724 bp)

2，crylAb-SP： 5'-TCGAATTGAATTTGTTCCGGCAGAAGTA-3’(238 bp)

3 crylAc—SP： 5'-TcAcTTcccATccGAcAcTcTAcc-3’(487 bp)

4，crylB—SP： 5'-GTCAACCTTATGAGTCACCTGGGCTTC．3。(830 bp)

5．crylC-SP： 5'-CAACCTCTATTTGGTGCAGGTTC-3’(288 bp)

6． crylD·SP： 5'-GGTAcATTTAGATATTcAcAGccAc一3’(414 bp)

7 crylE．SP： 5'-CTTAGGGATAAATGTAGTACAG-3。(883 bp)



8．crylF—SP：

crylA．F．AP

9．crylI-SP：

crylI—AP：

10．cryl．SP：

cryl一AP：

11 cry2．SR：

cry2．AP：

12．cry3．SP：

cry3．AP：

5'-CCGGTGACCCATTAACATTCCAATC-3。(368 bp)

5'-ATCACTGAGTCGCTTCGCATGTTTGACTTTCTC．3

5<ATGAAACTAAAGAATCAAGA一3。(700 bp)

5’一ACCTGTGCTATACCATTTCA-3’

5'-CTGGATTTACAGGTGGGGATAT·3’(558 bp)

5’一TGAGTCGCTTGGCATATTTGACT-3’

5'-ACTATTTGTGATGGGTATAATGTA-3’(600 bp)

5。-AATTCCCCATTCATCTGC．3’

5'-TTAACCGTTTTCGCAGAGA-3’(700 bp)

5．．TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG．3-

2结果与分析

2．1不同Bt菌株伴孢晶体的蛋白质和抗蛋白酶多肽

Bt菌株YJ一2000、YJ—1999和工程菌株CRYlAb中原毒素的SDS．PAGE图型基本一致，

都含有136．9kD蛋白组分(图14．1)。在相同蛋白加样量情况下，YJ。2000菌株136．9kD蛋

白组分的含量较其它2菌株明显偏低。经胰蛋白酶作用，YJ．2000和CRYIAk菌株原毒素主

要被降解为数条在64．5kD左右的抗蛋白酶多肽，而耵一1999菌株的降解产物主要为63．4kD：

经家蚕幼虫中肠液作用，YJ-2000和CRYlAh菌株原毒素主要被降解为64．5kD多肽，而

l暂．1999菌株的降解产物仍主要为63．4kD多肽；经菜青虫中肠液作用，除YJ-2000和CRYIAk

菌株的64．5kD多肽、擂．1999菌株的63．4kD多肽外，均出现56．2kD多肽。不同Bt菌株原

毒素经酶解后的64．5kD多肽以YJ-2000菌株的含量明显较低，但对于56．2kD多肽的相对含

量，不同菌株间则无明显差异。

2．2不同Bt菌株的质粒组成及其杀虫晶体蛋白基因型的PCR分析

YJ-2000菌株的质粒相对含量较低，仅检测到长度约为23．1kb的质粒(图14．2)。YJ一1999

和CRYlAb菌株至少含3种大小不一的质粒，其中均以23．1kb质粒的相对含量较高。

用快速PCR检测不同菌栋所含杀虫晶体蛋白基因型，发现在菌株YJ-2000中均未检测

到cryl、c明和cry3类杀虫晶体蛋白基因(图14．3、表14．1)。YJ-1999菌株中检测出含有

cryl～3类基因，而工程菌株CRYIAb中无cry2类基因。

3讨论

我们对YJ．2000菌株内毒素蛋白组分以及所含质粒作了初步分析，发现该菌株中的毒素

蛋白含量明显偏低，这可能与该菌株内含有杀虫晶体蛋白编码基因的质粒数量明显较低有

关。YJ．2000菌株原毒素经家蚕幼虫中肠液作用的主要降解产物为64．5kD多肽，而经菜青
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虫中肠液作用后的主要产物为64．5kD和56．2kD多肽，其中56．2kD多肽的相对含量较高，

且与YJ一1999和CRYlA-菌株中的含量相当。

利用Bt菌株及其杀虫晶体蛋白基因多样性来筛选具有特异杀虫活性的Bt新菌株已成为

当前该领域研究热点之一。至今已报道对家蚕低毒并对其它鳞翅目害虫具一定活性的Bt菌

株有AFl0I(Aizawa,1987)和HD一73(李荣森等，1989)等。AFl01菌株的杀虫晶体蛋白

基因与库斯塔克亚种HD一1菌株的crylAb基因93％同源．其中活性区序列同源性高达97％

(Kim等，1998b)。将两菌株编码晶体蛋白羧基端(非活性区)的基因序列互换，重组表达

后测定杀虫活性，发现AFl01菌株CrylAb蛋白羧基端序列差异可能是导致对家蚕毒性较低

的主要原因(Kim等，1998a)。面HD一73菌株的伴孢晶体含有crylAc编码的原毒素，但其

中缺少138kD蛋白组分，导致其对鳞翅目昆虫的毒性降低(李荣森等，1989)。邵宗泽等(1995)

报道鳞翅目幼虫胃液pH值差异可引起对Bt的敏感性变化。至于YJ．2000菌株对家蚕的较

低毒’陛。推测一方面可能与其体内毒素蛋白的136．9kD蛋白组分含量以及含有该蛋白编码基

因的质粒数量较低有关，另方面还可能与经家蚕中肠液降解产生的对家蚕具杀虫活性的

64 5kD多肽含量偏低有关。限于本章对YJ．2000菌株的粗浅研究，不能排除存在其它原因

导致该菌株对家蚕的低活性。

目前己知cryl和cry9类毒素蛋白对鳞翅目昆虫、cry2类对双翅耳／鳞翅目具有杀虫活性，

cry3类主要对鞘翅目有杀虫活性，而个别如Cry3Aal对鳞翅目亦有一定活性。我们采用

cryl-3类基因型特异性引物对YJ-2000菌株作了快速PCR检测，发现该萄株体内编码杀虫

晶体蛋白的基因均不属于这3类基因型，因此该菌株杀虫晶体蛋白应属于其它类别的基因

型。有关YJ一2000菌株杀虫蛋白的基因型以及杀虫基因结构与家蚕不敏感性之间的关系等还

有待于今后深入研究。



表14 I不同Bt菌株杀虫晶体蛋自的基因型
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

图14．1不同Bt菌株杀虫晶体蛋白及其酶解产物的SDS．PAGE电泳分析

+136．9kD

—卜64．5kD

+63．4kD

+56．2kD

注：IN3分剐为YJ-1999、CRYlAb和YJ·2000菌株杀虫晶体蛋白；4西分别为YJ-1999、CRYIAb和YJ-2000

菌株的胰蛋白酶的水解产物；7—9分别为YJ．1999、CRYlAb和YJ．2000菌株的家蚕幼虫中肠液的水解产物

10--12分别为YJ-1999、CRYlAb和YJ-2000菌株的菜青虫幼虫中肠液的水解产物：13：家蚕幼虫中肠液

14：菜青虫中肠液

图14．2不同Bt菌株质粒的琼脂糖凝胶电泳分析

注：l：YJ一2000：2：CRYlAb；3：YJ一1999：4；Marker
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AI B1 CI A4 B4 C4 NC M A2 B2 C2 A5 B5 C5 M NC A9 B9 C9 NC M

M A3 B3 C3 A8 B8 C8 M A6 B6 C6 A10810C10A7 B7 C7 AllBllCllAl2812C12M NC

图14．3不同Bt菌株杀虫晶体蛋白基因的PCR分析

注：A：YJ．2000；B：cRYlAb：c：YJ．1999；M：Markcr：NC：阴性对照；1～12：特异性弓f物编号
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第四部分总讨论



1转Bt基因抗虫水稻花粉对家蚕生态安全性的评价

本文就转Bt基因抗虫水稻花粉对家蚕的生态风险作了较为全面而系统的评价。至今，有

关转基因抗虫植物花粉对非靶标昆虫影响的研究并不多，而就转基因抗虫植物花粉对非靶标

昆虫生态风险开展系统而全面的评价更是缺乏。目前仅就B压米花粉对大斑蝶自然种群的生

态风险作过为期2年的系列调查研究，其结论是已商品化种植的Bt3i米花粉在自然条件下对

大斑蝶的生态风险可以忽略(I-Iellmich等，200k Oberhauser等，2001：Pleasants等．2001；Sears

等，2001：Stanley-Hom等，2001)。

与大斑蝶不同，家蚕系经人I-9ll化的需在室内人为饲养、繁殖的绢丝昆虫，已完全不能

适应野外的生存条件。因此，相对于大斑蝶而言，转Bt基因抗虫水稻花粉对家蚕的生态胁迫

作用更易受人事操作的影响。而且其生态风险也更易人为管理与控制。

1．1 Bt水稻花粉对家蚕的危害

就Bt水稻花粉对家蚕的生态安全性开展评价，首先需明确Bt水稻花粉对家蚕幼虫是否能

产生毒害效应。由于目前Bt水稻多采用系统表达启动子，在花粉中亦能表达一定含量的Bt

毒蛋白。因此，当家蚕取食飘落Bt水稻花粉的桑叶时，即有可能摄入花粉中表达的Bt毒蛋白，

从而造成危害。事实上，在室内人为强迫连续饲喂经高浓度Bt水稻花粉处理的桑叶后，家蚕

确实出现急性中毒症状，死亡率明显增高。虽然Bt水稻花粉处理对家蚕幼虫的Lc，。值远不及

纯Bt毒蛋白CrylAb处理的，但这显示出一个危险的信号，即高浓度Bt水稻花粉处理对家蚕

存在明显的致死效应。

通过对家蚕幼虫连续饲喂不同剂量Bt水稻花粉处理的桑叶，发现家蚕生物学相关的指标

均受到明显的负面影响，具体表现在幼虫死亡率显著增高，发育历期显著延长，低龄幼虫体

重、化蛹率和羽化率显著降低以及蚕茧质量下降等：而且家蚕幼虫中肠消化酶如脂肪酶、类

胰凝乳蛋白和类弹性蛋白酶的活性亦受到显著影响。在家蚕幼虫取食Bt水稻花粉处理的桑叶

后，就其中肠的组织病变情况进行了电镜观察，并与Bt毒蛋白CrylAb处理的病变过程作了

比较分析，发现家蚕幼虫能够摄入桑叶上的Bt水稻花粉，而且取食Bt水稻花粉处理的桑叶后，

其中肠细胞超微结构的病变情况与Bt毒蛋l刍CrylAb处理的基本一致。这充分证明了Bt水稻

花粉中表达的毒蛋白确实能够引起家蚕中肠细胞的病变，致使家蚕幼虫体内正常生理和代谢

的动态平衡受到干扰与破坏，从而使得相关的生物学指标发生明显变化，最终导致家蚕死亡。

由于在Bt水稻中转入的是经过人工截短、改造的Bt杀虫蛋白结构基因，因此在花粉中表

达产生的应为活性肽，可直接与家蚕幼虫中肠细胞膜上的受体结合，快速产生病理症状。然

而，电镜观察结果显示，Bt水稻花粉引起家蚕中肠细胞的病变过程明显比CrylAb蛋白处理

的要缓慢得多。而且，Bt水稻花粉对家蚕幼虫的LC50值亦远低于CrylAb蛋白的。这表明Bt

水稻花粉对家蚕幼虫产生毒害可能存在一个累积过程，即家蚕幼虫需摄入足够多的Bt水稻花

粉，使得家蚕体内的Bt毒蛋白累积到一定数量后才可能引发病症。此外，高剂量的非Bt水稻

花粉对家蚕幼虫，特别是高龄幼虫的生物学指标亦存在明显的不利影响。



1．2家蚕暴露在Bt水稻花粉有效剂量下的概率

室内人为胁追试验结果表明，高剂量的Bt水稻花粉对家蚕确实存在危害。然而，在自然

条件下，飘落在稻田附近桑叶上的Bt水稻花粉密度能否达到在室内人为迫胁条件下的有效剂

量，这关系到家蚕对Bt水稻花粉危害的暴露概率。

经过2年的田间调查，发现在BtTg稻种植面积为315．85m2的条件下，年均花粉累积飘落

密度从稻田内的平均最高密度221．8粒／cm2降低至离田埂9m处的19．5粒，cm2，飘落在桑叶上的

Bt水稻花粉数量随飘移距离增加而呈指数函数尸106．9824e4245”(，2=o．9667；F=145．1，af=l，5，

p<0．0001)降低。仅从Bt水稻花粉在桑叶上自然飘落的平均密度来看，即使是稻田内的花粉

飘落密度也远小于室内的处理剂量(D1：1311．44-161．8粒／cm2：D4：24824．6：t：1895．1粒儿m2)。

田间Bt水稻花粉在桑叶上的自然飘落密度受诸多因素的影响，其中包括桑叶特征(如嫩

／老叶)、桑叶在植株上位景(高度)、桑树与稻田的距离以及气候因子(如降雨和风等)等。

本文结果表明，在50cm高度处，稻田内(．3m处)B冰稻花粉飘落在老叶上的密度是嫩叶上

的3．1倍，在1m处两者的密度差异为2．4倍。这可能与老叶叶面腊质层受损而变得较为粗糙，

使得飘落的花粉不易掉落有关。Bt水稻花粉在不同高度上的飘落密度以50era处明显较高，

这可能与水稻穗的高度多为50cm有关。花粉在不同高度上的密度分布随飘移距离增加而趋

于平均，但桑叶上的花粉密度也相应明显降低。而且，在江浙地区的桑稻混栽区，种植桑树

的畦垄一般明显高于水稻田块，畦面通常与水稻稻穗齐平。而桑枝高度通常在2．∞2．5m左右

(图4 1)。因此，Bt水稻花粉在近距离范围内很难飘落至如此高度的桑叶上，即使随风飘移

至较远距离的枝头叶厩，其密度也是相当低的。

降雨可显著减少桑叶上的花粉密度。一次降雨过程可冲去桑叶上30～80％的水稻花粉颗

粒。而较高风速虽可将水稻花粉飘飞至更远距离，但使得花粉却不易在叶面上附着，更易掉

落．从而导致叶面上的花粉密度显著降低。由于本论文的水稻试验品种为早籼稻，其扬花期

通常在每年6月下旬至7月上旬。这期间在江浙地区正值夏季雷阵雨天气．且伴有热带气流的

频繁活动，因此，Bt水稻花粉在桑叶上的自然飘落密度可受到天气的影响，花粉密度不易累

积。

此外，家蚕对Bt水稻花粉危害的暴露概率还受到自然飘落的Bt水稻花粉中毒蛋白的含量

变化、家蚕幼虫对Bt水稻花粉的取食选择行为、家蚕幼虫龄以及水稻扬花期与养蚕期的重迭

程度等的影响。自然日照对Bt水稻花粉申的毒蛋白含量及其毒性均无显著影响。这表明随着

Bt水稻花粉在桑叶上的累积，毒蛋白的绝对量也相应增加。家蚕幼虫偏向取食飘落有一定水

稻花粉密度(约262．3粒／cm2)的桑叶，而该密度与Bt水稻花粉田间飘落的平均最高密度相当。

上述结果在一定程度增加了家蚕对Bt水稻花粉危害的暴露概率。

家蚕不同龄期幼虫对Bt水稻花粉的敏感性并不相同，明显以低龄幼虫较为敏感。由于水

稻扬花期约2周左右，相当于家蚕1龄幼虫发育至3龄所需的时间，因此当水稻扬花期与家蚕

幼虫低龄期相吻合时，BtTR稻花粉对家蚕的影响最大。本文供试Bt水稻扬花期正值夏蚕的饲

119



养时间。在江浙蚕区，家蚕饲养多以春蚕(4月下旬至6月上旬)和中秋蚕(8月下旬至9月下

旬)为主，夏蚕饲养比例仅占春蚕的25～30％，约占全年桑蚕饲养总量的9．1～10．5％(顾国达

等，2002)。因此，从全年豹桑蚕饲养量来看，Bt早籼稻花粉对桑蚕生产的影响相对较小。

1．3田间自然飘落的Bt水稻花粉对家蚕的影响

经过2年分别采集田间不同距离自然飘落有B泳稻花粉的桑叶．在室内对家蚕初孵幼虫

进行连续饲喂。2年试验结果均表明，在Bt水稻种植面积为315．85m2的条件下，田间不同距

离自然飘落的Bt水稻花粉，对家蚕生存、生长发育、繁殖以及蚕茧质量等均无显著影响，即

Bt水稻花粉在自然条件下对家蚕应无明显的负面影响。

由于Bt水稻目前尚处于田间中试阶段，因此，仅根据现有Bt水稻种植面积的结果，尚不

能于推断在Bt水稻大面积推广后，产生的花粉数量足可以对家蚕造成不利的影响。如果以樊

龙江等(2003)田间观测到普通水稻花粉在桑稻混区桑叶上的实际平均飘落密度(13．3。199．0

粒／cm。)为参照，假设Bt水稻生产花粉的能力未有变化，则可推断本文试验的Bt水稻品系一

一华池200081花粉对家蚕应无明显的生态风险。

此外，考虑到家蚕人工饲喂豹特点，还可就Bt水稻花粉对家蚕的生态风险进行有效管理。

例如在桑稻交界处设置隔离带；尽量避免在水稻扬花期间饲养低龄幼蚕：对桑叶进行漂洗、

晾干后再饲喂家蚕幼虫等。

2家蚕对Bt菌株的敏感性差异

苏云金芽孢杆菌(Bt)于1901年首次在患猝倒病的家蚕中分离得到，至今已逾百年。

这百年来，无论是菌株筛选、形态与培养特征观察、生理生化鉴定、杀虫谱测定、发酵工艺

与制剂研制、伴孢晶体蛋白结构与功能分析、杀虫蛋白基因克隆、序列结构与表达调控分析、

基因遗传改造与高毒性工程菌株开发以及转基因抗虫植物培育等各方面的不断深入研究。还

是Bt制剂在农、林、仓贮和环卫等害虫防治上的广泛应用(现已成为世界上生产量最大的

微生物杀虫剂)，以及转Bt基因抗虫作物培育与在全球范围内的广泛推广种植(如Bt棉和

Bt玉米等)，Bt占据了微生物学理论研究与害虫生防应用的中心地位(喻子牛，1990)。然而，

Bt毕竟是导致家蚕病害暴发流行的病源菌，可严重威胁桑蚕业的生产与发展，而且目前绝

大多数对鳞翅目有效的Bt制剂对家蚕均是高毒性，因此Bt在各桑蚕生产国养蚕区的应用很

受限制(Aizawa，1987)。尤其在近年来，随着转Bt抗虫植物品种的不断创新，Bt作物全球

商业化种植面积的不断扩大，家蚕作为敏感的非靶标昆虫，势必可能受到园转Bt基因抗虫

植物花粉飘移而带来的Bt毒蛋白的不利影响。因此，筛选、开发新的对家蚕低毒或无毒的

高效Bt菌株及其特异性杀虫蛋白基因已显得相当重要。这不仅为更广泛、深入地开发利用

Bt防治害虫提供物质资源，还为刨制对家蚕安全的高效特异性工程菌株和转Bt基因抗虫作

物提供候选基因。



2．1对家蚕低毒的Bt菌株及其杀虫蛋白基因

Bt菌株及其ICP基因极为多样。目前全世界至少己分离获得4万株Bt菌株(张光美。

2001)，其中包括70个血清型和83个血清型亚种(Lacadet等，1999)。截止2004年1月，

在GenBank上登记的ICP基因共311条，分属46个不同类群(cryl-44和cytl．2)，其中对

鳞翅目具杀虫潘眭的类群有cryl-4、∞丹一10、cryl5、cry32和eyt2，共涉及约43个ICP基

因(其中27个基因对鳞翅目具专一活性)。研究表明，Bt各亚种的寄主范围以及毒力各不

相同，同一亚种不同菌株间亦有较大差异(喻子牛，1990)。而且，同一菌株内不同基因编码

的杀虫蛋白的杀虫谱与活性都不尽相同，不同菌株中相同基因编码的杀虫蛋白对昆虫的毒力

差异也很大。以家蚕为例．Bt鲇泽亚种(subsp．aizawai)IPL7菌株CrylAa蛋白的毒力是来

自同一菌株的CrylAb蛋白的17倍(Iham等．1993)；来自库斯塔克亚种(subsp．kurstak／)

HD．1菌株的CrylAb蛋白的毒力是来自猝倒亚种(subsp．sotto)AFl01菌株相同基因编码的

CrylAb蛋白的5．6-11倍(Kim等，1998b)。

目前，有关对家蚕相对低毒或无毒性的Bt菌株与ICP基因在国内外已有些报道(表

15．1)。这些报道多是以家蚕作为标准试虫来比较Bt菌株对不同鳞翅耳昆虫的杀虫活性水平

高低(Kondo等，i987；van Frankenhuyzen等，1991；1993；Ihara等，1993；Nakatani等，1994；Koo

等，1995；Shin等，1995；Sasaki等，1996；1997；Kim等，1998b；Pujiastmi等，1999；Choi等，

2000)，而部分涉及Bt菌株或ICPs对家蚕以及其它鳞翅目昆虫产生毒力差异的机理探讨(李

荣森等，1989；Ge等，1989；Lee等，1992；Lu等，1994；邵宗泽等，1995；Kim等，1998a)。

2．2 Bt菌株及杀虫晶体蛋白对家蚕毒力的差异机制

Bt菌株的杀虫谱以及毒力差异不仅与ICPs及其编码基因有关，还受到寄主昆虫种类的影

响。

2．2．1杀虫晶体蛋白

ICPs的蛋白质组成直接影响到Bt菌株杀虫特异性。如liD．73菌株的伴孢晶体含有crylAc

编码的原毒素，但其中缺少138kD蛋白组分，导致其对鳞翅目昆虫的毒性降低(李荣森等，

1989)。YJ．2000菌株中ICPs含量明显较低，经家蚕中肠液作用产生的抗蛋白酶多肽(毒性肽)

含量亦明显偏低，而经菜青虫中肠液作用后产生的56．2kD毒性肽的水平与CrylAb菌株相当。

这表明ICPs及其特异性毒性肽的含量高低也可影响Bt菌株特异活性。

ICPs蛋白序列与结构差异是导致Bt菌株产生杀虫特异性的根本原因。ICPs的氨基酸序列

变化中导致蛋白结构改变，从而直接影响其功能。通常情况下，Bt的毒性肽一般由三个结构

域(活性区域)组成。结构域I位于毒性肽N端，由两亲性m螺旋组成，主要参与在昆虫中

肠细胞膜形成穿7L；结构域II由B．折叠构成，参与毒素与膜受体蛋白的专一识别和特异性结

合：结构域ⅡI位于C端，亦由B．折叠组成，主要调节毒素活性，在不同毒素中的功能不同(Li

等，199l；Grochulski等，1995)。毒性肽结构域中的氨基酸差异往往可导致杀虫活性的显著变

化。如库斯塔克亚种HD．1菌株的CrylAa蛋白位于结构域II中的365．371氨基酸组成的超可变



区(hypervariable region)对家蚕中肠BBMV高亲和地不可逆结合，从而导致该蛋白对家蚕

的毒力比来自相同亚种HD-244菌株CryIAc蛋白要高400多倍(Ge等，1989；Lee等，1992；Lu等，

1994)。在ICPs的非活性区域的氨基酸变异．也能导致杀虫活性的明显差异。jZlIAFl01菌株

cry基因序列与HD-1菌株c，ylAb基N193％同源，其中活性区序列同源性高达97％(Kim等．

1998b)。将两菌株编码晶体蛋白羧基端(非活性区)的基因序列互换，重组表达后测定杀虫

活性，发现AFl01菌株CrylAb蛋白羧基端序列变化可能是导致对家蚕毒性较低的主要原因

(Kim等．1998a)。

2．2．2 Bt菌株的质粒与杀虫蛋白基园定位

Bt菌株中的质粒类型以及ICP基因定位也可影响杀虫活性的多样性。Bt不同亚种之间的

质粒类型不尽相同，甚至同一亚种的不同菌株之闻质粒也不相同。达姆斯塔特亚种(subsp，

darmstadiensis)不同菌株间质粒差异较大，导致其ICPs形态和杀虫谱各不相同，如对鳞翅目

幼虫有毒性的菌株含有107．15MD的质粒，并产生菱形伴孢晶体：而对双翅目幼虫有毒性的

菌株含有4个大分子质粒，产生球形伴胞晶体；对鳞翅目和双翅目均无毒性的菌株则含有

107．15MD和7．78MD两种质粒，产生钻石形具凹形表面的伴胞晶体(喻子牛．1990；Carlson

等，1994；张光美，2001)。在本文的YJ．2000菌株中，仅能检测到7．69MD质粒，且其类型以

及含量均明显少于其它Bt菌株。

ICP基因在Bt菌不同亚种之间的分布也并不均衡，即使在同一菌株内也可能位于不同质

粒或不同染色体上(Kronstad等，1983)。有些Bt菌株是多个ICP基因定位于同～质粒上：而

有些则同一IcP基因定位于不同质粒上，或者同时定位于质粒和染色体上。如库斯塔克亚种

HD．1菌株的cryl基因位于质粒上，而属同一亚种的HD．73菌株cryl基因却同时位于质粒和染

色体上(Carlson等，1993)。Bt菌株ICP基因定位的多样性和复杂性在很大程度上影响菌株的

杀虫特异性。如HD一2菌株中75Mu质粒丢失可导致该菌株丧失产生伴孢晶体能力(GonzNez

等，1981)；Bt以色列亚种(subsp．israelensis)突变株HD567．26中存在75MD可转移质粒，该

质粒丢失则可导致菌株不形成ICPs并丧失活性(Gonzalez等，1984)。

2．2．3寄主昆虫

Bt菌株及ICPs的杀虫活性大小与寄主昆虫种类密切相关。不同种类的昆虫对Bt不同亚

种、不同菌株乃至不同的ICPs的敏感|生各不相同。不同昆虫对Bt的敏感性差异通常与ICPs

的作用机制有关。ICPs被敏感昆虫摄食后，在昆虫中肠碱性环境和肠道胰蛋白酶作用下被分

解并激活，形成其活性的抗蛋白酶多肽，与中肠细胞膜上特异性受体结合，形成穿孔，进而

通过胶体渗透裂解将细胞膨胀并裂解，最终导致昆虫死亡(Aroson，1993；Knowles，1994)。

因此，Bt菌株及ICPs的杀虫活性受到昆虫中肠环境pH值、蛋白酶组成与活性以及中肠细胞

膜受体的影响。

不同种类昆虫对ICPs的溶解和激活能力存在明显差异，并因此而使得ICPs表现不同的毒

力水平(Jaquet等，1987；Dai等，1993；农广等，1998)；而且，同--[CPs经不同方式和程度的



激活，也可表现出不同的杀虫特异性(Haider等，1986；李荣森等，1993；邵宗泽等，1995)。

本文YJ．2000菌株ICPs经家蚤和菜青虫中肠液作用后，产生的毒性肽的蛋白质组成也不相同。

此外，有研究表明，昆虫肠液中蛋白酶对ICPs不仅有激活作用，还有降解作用(Keller等，

1996)。高活性的特异蛋白酶对ICPs的过度消化，可能导致毒性降低。还有研究发现，肠液

蛋白酶对ICPs：i丕具有共沉淀作用。一种具有类弹性蛋白酶活性的75kD蛋白可引起ICPs专一

性沉淀，g瞄JJICPs被激活．从而导致毒力下降(Milne等，1995)。多种鳞翅目昆虫肠道中均

存在共沉淀作用，但在家蚕肠道中，这种作用似较弱。

ICPs杀虫活性是通过昆虫中肠细胞膜上专一性受体蛋白而起作用的。ICPs的毒性大小与

昆虫中肠受体的结合能力呈正相关(Hofmann等，1988)。因此，昆虫中肠细胞膜上受体蛋白的

类型、数量以及结合亲和性决定了ICPs的毒力和专一性。研究表明，毒蛋白与受体的结合不

是简单的识别作用，而是极具多样性和复杂性(Garezynski等，1991；Oddou等，1991；1993；

Knigllt等，1994；Gill等，1995；Vadlamudi等，1995；Valaitis等，1995；de Magged等，1996)。这具

体表现在同一种毒蛋白与不同昆虫中肠上的受体结合的位点和专一性可能并不相同，一种毒

蛋白还可能和多个受体相结合：同一种昆虫中肠上的受体与不同的毒蛋白结合的位点和专一

性程度也可能不尽相同。正是由于昆虫中肠细胞膜上受体种类、数量和亲和力的差异，使得

不同昆虫对Bt毒蛋白的敏感性各不相同。

综上所述，目前有关Bt菌株及ICPs的杀虫特异性研究，尤其是关于对家蚕低毒且具杀虫

活性的Bt菌株的研究相对较零散，且更未见有生产应用的报道．可见这方面尚具有深入研究

和应用开发的潜力和空间。本文的YJ．2000菌株不仅对家蚕安全，且对其它鳞翅目害虫具较

强毒性。该菌株对于今后无论是在深入开展理论研究，还是在进一步应用开发方面均是理想

的试验材料与物质资源。

3本研究的特色与创新点

本研究针对的转基因水稻花粉对非靶标昆虫的生态安全性，属我国转基因生物产业化中

急待解决的重大科学问题，体现了国家的重大需求。

就转基因抗虫植物花粉对非靶标昆虫体内生理和代谢等的内在影响开展研究，在国内外

尚属首次。

开展转基因水稻花粉漂移对非靶标重要经济昆虫——家蚕生态风险的系统评价，既有中

国特色，又居国际领先。

就对蔬菜、茶树或桑树等作物主要鳞翅目害虫表现高毒力，而对家蚕又安全的苏云金杆

菌新菌株开展杀虫谱与安全性研究，在国内外尚系首次。



4今后的研究方向

由于试验时闻的限制，本论文仅就转Bt基因水稻——华池200081花粉对家蚕的安全性

作了相对较为系统的评价，同时就对家蚕安全的Bt新菌株的生物学作了初步研究，今后可在

以下几方面再作深入探讨。

1．明确Bt水稻花粉对不同家蚕品种(原种与杂交种、春蚕种与秋蚕种)的影响，进而

探明对家蚕育种的影响；

2．明确Bt水稻花粉对家蚕体内解毒酶、保护酶及其它代谢相关酶系的影响，并结合生

产上氟污染严重的现状，开展Bt水稻花粉对家蚕抗逆性影响的研究：

3．明确YJ、2000菌株基因型，在克隆杀虫蛋白基因基础上，探明该菌株对家蚕无毒性的

分子机制；

4．探索、筛选YJ。2000菌株的适宜培养基、培养条件和有效制剂配方，为产业化生产提

供技术保障。
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表15．1对家蚕相对低毒或无毒的Bt菌株及其杀虫蛋白基因种类

Instar

Gene Isolate Assay Zype LCso r95％e1) Units Pet*．

e，ylAb B t$otto AFl01 Diet surface L3 220(194-248) ng／ml Kim等．1998b

c，ylAb &t$OltO AFl01 Diet surface L3 342(306-453) ng／ml Kim萼．t998b

cwlAb 且f kurstaki HD．1 Force feed L4 一’ va．q Frankenhuyzen等，1991

crylAb4 Bt kurstakiHD·1 Dietincorporation L3 5100 ng／ml Kondo等．1987

crylAb5 B L wuhanens8

crylAb5 B．￡wuhanensis

cryIAb8

crylAb8

crylAb8

crylAc

crylAc

占L aizawailPL7

且t口izawai IPL7

Bt aizawailPL7

且t kurstaki HD—l

Force feed L5

Force fecd L4

Diet incorporation L4

Diet incorporation L4

Diet incorporation L4

Fomefeed L4

口^karstaki HD一73 Leafsurface L5

c叫lAcl B t kurstaki HD-244 Leafsurface ／

crylAcl B t kurstaki HD-244 Fome feed L4

’

Nakatani等，1994

>1000

175800

27800

74000

>150000

42l

cryl Bal B^HD一2 Diet incorporaIion L3 >46320

rig／larva Pujia．mti等，1999

ng／ml Ihara等．1993

ng／ml lhara等，1993

ag／ml Ihara等．1993

vsa'l Frankenhuyzen等，1991

邵宗泽等．1995

ng／larva Ge等．1989
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Risk assessment of Bt rice pollen on the domestic silkworm，

Bombyx mori(Lepidoptera：Bombyxidae)and biological

study of the Bt strain safe to the silkworm

Abstract

In this paper,the safety of transgenic Bacillus thuringiensis(Bt)rice pollen grains on the

domestic silkworm，Bombyx mori Linnaeus(Lepidoptera：Bombyxidae)is systematically

evaluated under both laboratory and field conditions，and some biological properties of a new Bt

strain，being safe to the silkworm，are also studied，The results are shown as follows．

1 Toxicity effects ofBt rice pollen grains on the domestic silkworm，Bombyx mori

An ELISA was employed to quantify levels of the Cry protein in pollen grains from

transgenic Bt rice lines KMDI，KMD2，Huachi200081，Huanchi200086 and TT9-3 using a kit

purchased from EnviroLogix Inc．(Portland，USA)．The expression level of the Bt insecticidal

crystal protein was estimated up to about O．Ol％oftotal soluble proteins in pollen grains ofTT9-3，

which was significantly lower than that in pollen grains of other tested lines．The susceptibilities

of the silkworm larvae with different instars to purified CrylAb protein and pollen grains from

Huachi2000B 1 and TT9·3 were respectively measured using the bioassay method．TT9-3 pollen

grains were about 313．2 times less toxic to the first instar silkworm larvae than pollen grains from

Huachi200081．The first instar larvae were about 3．83 times more susceptible to Huachi200081

pollen grains by comparison with the third instar ones，The purified CrytAb protein acted higher

toxic to the silkworm larvae，being over 1000 times more than pollen grains from different tested

所rice 1ines．

2 Biological effects ofBt rice pollen grains on the domestic silkworm，Bombyx mori

The silkworm larvae were continuously exposed to the mulberry leaves contaminated by

pollen grains on from Bt rice line，Huachi2000B 1 and its non-Bt parental control cultivar(Jiazao

935)at two concentrations ofDl(1311 4±161．8 grains／cm‘)and D4(24824．6-±1895．1 grains／cm‘I

being equivalent to LC20 and LCs0 values of Huachi2000B 1 pollen grains against the first instar

larvae for different exposure periods under laboratory conditions．The exposure periods included

from the first to third instar,the third to fifth instar and whole lalval stage of the silkworm larvae．
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Bt rice pollen，especially at the eoncentration of D4，resulted in significantly higher larval

mortality,longer developmental time，less body weight gain ofearly instar larvae，lower pupation

and emergence rate，and poorer COCOOn quality，The impact of Bt pollen grains on early instar

silkworm larvae was more significant,and its consequence could be extended to the adulthood．

These results suggested that high concentration ofBt rice pollen grains have dramatically adverse

effects On biological characteristics of the silkworm such as larval survival，growth and

development，and cocoon traits under laboratory conditions．

3 Behavioral effects of Bt rice poHen grains of the domestic silkworm，Bombyx mori

Choicetestswere conductedtodeterminethe changesinfeedingbehaviorofsilkworm larvae

t0 Bt rice pollen using the method of leaf discs．When presented with a choice of leaf discs

without pollen and leaf discs with high amounts of pollen，more larvae were found on the discs

without pollen．However,when presented with leaf discs without pollen and leaf discs with small

amounts of pollen，more larvae were found on the leaves with pollen．Choices of different instars

to the discs with Bt or nOrl-Bt pollen at low density were much different．More first instars were

found on the discs with non-Bt pollen．while Iate instars were found more and more on the discs

with Bt pollen．As for Bt rice pollen，early instar larvae tended to choose leafdiscs with the lower

density ofpollen，and late instars tended to the higher density ofpoUen．

4 Physiological effects ofBt rice pollen grains on the domestic silkworm，Bombyx mori

The silkworm larvae with the first instar had been treated respectively by pollen grains from

Bt rice line，Huachi200081 and CrylAb protein until pupation，and the activities of some

digestive enzymes in the larval midgut，including amylase，lipase，trypsin-like proteinase，

chymotrypsin—like proteinase，elastase—like protease and aminopeptidase were measured within

different times after treatment．The larvae were all dead at the end of the second instar after

continuously treated by CrylAb protein．Treatment of CrylAb protein could obviously influence

the activities of digestive enzymes in the midgut of early instars，and there were no significant

correlation relationships in the time—changing patterns of the activity of digestive enzymes

between Cryl Ab treatment and the negative control，Exposed continuously to Bt rice pollen could

also influence the activities of digestive enzymes in the midgut of the silkworm larvae to various

degrees，among them the impact on the lipase，chymotrypsin-like proteinase and elastase-like

proteinase was more remarkable．It suggested that these changes cause the disruption of normal

physiological and metabolic equilibrium，and then influence larval survival，growth and

development．



5 Histopathological effects ofBt rice pollen grains on the domestic silkworm，Bombyx mori

Sequential observations were made of the ultrastructural effects on midgut epithelial cells of

the silkworm after exposed to Bt rice pollen．Transmission electron micrographs showed that the

microvilli of the midgut epithelial cells became disrupted，after which the endoplasmic reticulum

became swoIlen，and the cells became vacuolated．Finally,the epithelial cells lysed，and releasing

cytoplasmic contents into the midgut lumen．The histopathological changes of the midgut

epithelial cells of silkworm larvae exposure to Bt rice poIlen were similar to those affected by the

CrylAb protein，

6Effects ofthe sunlight on content and activityofCryproteininBtricepoHen grains

Contents of Cry protein were much different after the Bt rice pollen exposed to direct sun

light with different times．Relative contents of Cry protein decreased obviously at the beginning，

and then tended to get higher along with the increase of treatment time．There was no significant

effect of direct sunlight on the content of soluble protein in Bt rice pollen．In the laboratory

bioassay,the toxicities of the pollens after treated by direct sunlight with different time were

similar against silkworm first instars though the values of LCs0 of the pollens increased with

treatment time prolonging．It suggested that there were no remarkable effects ofexposure to direct

sunlight on the content and activity ofCry protein in Bt rice pollen．

7 Deposition ofBt rice pollen grains under field conditions

The results of field investigation in 2002 and 2003 showed that the density of rice pollen

grains 0n leaves of mulberry exponentially decreased with the increase of distance from edge of

the rice field，In 2002，the average of cumulative deposition ofBt pollen grains was highest within

the rice field(255．0 grains／cm2)and decreased to 34．6 grains／era2 pollen at 9m from the edge of

the field．Similarly in 2003，pollen load declined steeply from amean of 1 90．8 grains／cm2 within

the field to a mean of 6．0 grains／cm2 at a distance of 9m from the rice field．The deposition of

pollen also declined with the increase of mulberry plant highness．The density of pollen on

younger leaves was markedly less than that on older leaves．Rainfall carI highly significantly

reduce the amounts of pollen on the mulberry leaves．Adhesive tapes and sticky slides were also

used to investigate the deposition ofpollen in the rice field，whose results were similar with those

on mulberry leaves．

8 Impact of Bt rice pollen grains deposited on mulberry leaves under field conditions on the



domestic silkworm，Bombyx mori

Mulberry leaves deposited with pollen grains of Bt flee line Huaehi200081 at different

distance from the Bt rice field were collected and fed to silkworm larvae with the first instar

respectively in 2002 and 2003．No significant adverse effects were observed on the survival，

growth and development．fertility of the silkworm as well as the quality of COCOOn．The 2-year

studies suggested that the impact of Bt rice pollen grains from the tested Bt rice line on the

silkworm is neg!igible in natural setXings．

9 Toxicity evaluation ofBt strain YJ-2000

Insecticidal activities of Bt strain YJ-2000 against six species of lepidopterous insects were

evaluated with the time—dose-mortality model．The strain was safe to the silkworm，Bombyx mori

with very low toxicity,while showed the toxicity with different levels to vegetable insect pests

such as Pieris rapae neonate larvae and 2nd instar larvae of Plutella x-ylostella．rice insect pests

such as neonate larvae of C^渤suppressatis and Scirt70phaga incertulas∞well as mulberry

insect pests such as 3rd or 4th instar larvae of Diaphania pyloalis．Among tested insect species．

1arvae of Plutella xylostella and Pieris rapae were the most susceptible to the strain，with the

highest mortality of 100％．

10 Safety evaluation ofBt strain YJ-2000 on the domestic silkworm，Bombyx mori

The biological safety of Bt strain YJ一2000，which acted the low toxicity to Bombyx mori

neonate larvae，while the marked insecticidal activity to other lepidopterous insects was evaluated，

compared with other two Bt strains，CRYlAb and YJ·1999 with high toxicity to Bombyx mori

neonate larvae．As compared with those of the control，the survival rate，stadia,feeding amount

and molter body weight of 2nd instar and more older Larvae,pupation rate，pupal span，COCOOn

weight,pupal weight，cocoon shell weight，emergence rate and amount of laid eggs were not

affected after treatment with Bt YJ-2000，except that about 11，1％in the stadia．0％--60．0％in

feeding amount and 52．3％---62．5％molter body weight of 1st instar larvae were markedly

lengthened，minimized and lightened，respectively．In contrast,CRYlAb and YJ-1999 could cause

all neonate larvae death as treated at high concentration．They could not kill all neonate larvae as

treated at low concentration，however perform marked negative effects on growth and

development,cocoouing and oviposition of the survived larvae，which were restored from

CRYlAb or YJ-199 treatment at low concentration，at most cases．It was concluded that YJ·2000

not only showed low toxicity to the silkworm，but also acted no marked negative impacts on

growth and development,cocooning as well as fecundity ofthe silkworm．



11 Proteins，proteinase-resistant polypeptides and genotype of 5-endotoxins from Bt strain

YJ-2000

Proteins，proteinase—resistant polypeptides(PRP)and genotype of pamsporal crystals

(_fi-endotoxins)from Bt swain YJ-2000 were preliminarily investigated，compared with other two

Bt strains，CRYlAb and YJ-1999．The peptide mapping of Bt strains were similar,which aii

showed one main band of 136．6kD．After treated with midgut juice from silkworm larvae，there

was a PRP of 64．5kD in YJ一2000 and CRYlAb．and a PRP of 63．4kD in YJ-I 999．After treated

with midgut juice from Pieris rapae larvae，there were two PRP in all 3 strains which the one was

same to the PRP after treated by midgut juice of silkworm larvae，and another was a PRP of

56 2kD．Only one plasmid of23．1kb was detected weakly in YJ一2000 strain．PCR analysis showed

that YJ-2000 did not contain cryl，cry2 and cry3 genes．

Key Words：Bacillus thzo'ingiensis；Bt rice；pollen；Bombyx mori；bioassay；survival；growth and

development；cocooning；fertility；digestive enzymes；amylase；lipase；trypsin—like proteinase；

chymotrypsin—-like proteinase；elastase—-like protease；aminopeptidase；special activity；

histopathology；midgut epithelial cell；ultrastructure；feeding behavior；leaf disc；sun·light；safety

assessment；nOl'l-target insect；biosafety；strain YJ-2000；Time-dose-mortality model；i5-endotoxins

proteinase-resistant polypeptide；genotype
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