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中文摘要

本论文就稻纵卷叶螟对Bt水稻抗性风险及其对策进行了初步的研究与探讨，结果如下：

1稻纵卷叶螟对CrylAb杀虫蛋白及其转基因水稻的的敏感性

采用浸叶喂毒法测定了稻纵卷叶螟Cnaphalocrocis medinalis(Ouer证e)不同地区种群对CrylAb的

敏感性。CryiAb蛋白对稻纵卷叶螟不同地区种群的Lc∞范围从20．00 ng／cm2(浙江杭州)到69．60

ng／cm2(浙江宁波)。应用多剂量LD-p线获得了稻纵卷叶螟田间种群对Co'lAb的诊断剂量，为620

negcm2。采用单雌系分析法测定稻纵卷叶螟种群对crylAb蛋白和Bt水稻的敏感性频率分布。

2水稻螟虫对4种m杀虫蛋白的敏感性测定

采用人工饲料喂毒法和浸叶喂毒法测定了二化螟劭洳suppressalis(Walker)、大螟Sesamia

inferens(Walker)和稻纵卷叶螟初孵幼虫对4种Bt杀虫蛋白的敏感性。二化螟对CrylAb、CrylAc、

CrylC和c啦A的LC∞值分别为1．739 ng／mg、2．645 ng／mg、2．794 ng／mg}1]15．965 nghng；大螟依次为

2．455ng／mg、10．046ng／mg、11．803 ng／mg和35．359ng／mg；稻纵卷叶螟依次为4．000 pg／ml、1．611 pg／ml、

69．031 pg／ml和12．708 pg／mi。

3基于c，)谨因的新型融合基因构建

通过分子生物学技术。构建含Cry蛋白结构域Il序列和抗菌活性肤(AMPs)序列融合基因的质

粒载体，其表达产物的杀虫活性还有待于进一步验证。这为筛选新型杀虫候选基因用于转基因抗虫

作物培育提供了新思路。

关键词：稻纵卷叶螟；二化螟；大螟；苏云金杆菌；cly蛋白；结构域II；转基因水稻；抗药性；

生物测定；敏感基线；诊断剂量；抗性频率；抗性治理；抗菌活性肽；融合基因



Abstract

The risk of rice lcaffoldcr,Cnaphaloerocis medinalis(Lepidoptera：Pyralididae)resistance幻Btric≈

and its management were studied and discussed in this paper．

1 Susceptibility ofCnaphalocrods med／na／／s to CrylAb and its transgenk rice

The susceptibility of different C medinalis population to CrylAb惴bioas∞yed using the

leaf-immersion method．The Lc∞values ofCrylAb to C medinalis populations ranged from 20．00 ng／craz

口angzhon population)to 69．60 fIg／cIn2(Ningbo population)．The diagnostic dose of CtylAb to the field

population of C medinalis was estimated as 620rig／era2 using the mul6．do辩LP-p line．Finally．the

freq∽nce distribution of susceptibility in the field population of C medinalis to CtylAb and transgenic

crylAb dee were measured using iso-female analysis method．

2 SusceptibilityofricelepidopteranstofourinsecticidalprotemsfromBacillusthuringiensis

The susceptibility of the neonates of rice lepidopteraas,striped stem borer,Chilo suppressalis

(Walker),pink stem borer,Sesamia infereus(Walker),and leaffolder,Cnapha／ocroc／s medinalis(Ouen∈e)

协four Cry proteins,i．e．CtylAb,CrylAc，CrylC，and Cry2A，‰Bacillus thuringiemis wel'e bioaasayed

using diet-feeding method and leaf-immersion method．The LCm values ofCtylAb，CrylAc，CrylC，and

Cry2A tD C suppressalis Weq'e 1．739ng／mg,2．645ng／mg,2．794ng／mg,and 15．965rig／rag,respectively；and

those forS．晔ren*were 2．455ng／mg,10．046ng／mg,11．803ng／mg,and 35．359ng／mg,respectively；and for

C medinalis，4．0001xg／ml，1．61 Ipg／ml，69．031lag／ml，and 12．708pg／ml，respectively．

3 Construction ofnew fusion geIlles based on cry gene

The pBDIIA vector was constructed by combining the domain ii sequence of cryJAb and

anti-microbic poptides(AMPs)using the modern bioteehnique．Despite the insecticidal activity of the

expression products ofreeombinants still to be fiulher bioasseyed,it provides a new strategy for sustainable

pest resistance in genetically enhanced crops．

Key words：Cnaphalocrocis medinalis；Chilo suppressalis；Sesamta inf口eus；Bacillus thuringieusis；

Cry protein；Domain 11；Transgenic rice；Insecticide resistance；Bioassay；Baseline susceptibility；

Diagnostic dose；Resistance frequency；Resistance management；Anti-microbic peptide；Fusion gene



刖 看

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年问增加了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)，2004年种植面积的年增长率为32％，种植面

积由2003年的0．28亿公顷增长到2004年的0．37亿公顷，相当于我们棉花总种植面积的66％。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)，至2003年已达到440亿美元以上，仅美国转基因作物2003年的净利润就达19亿美元之多。2006

年生物技术作物完成了几个里程碑：生物技术作物年种植面积超过一亿公顷(两亿五千万英亩)；

第一次种植生物技术作物的农民数量(一千零三十万)超过了—千万人；从1996年至2006年的累计

种植面积超过了五亿公顷达五亿七千七百万公顷(十四亿英亩)1996至2006ig空前地翻了60倍，使

转基因成为近代历史为人们采纳最快的作物技术．2006年种植生物技术作物的国家的数量从21个增

加到22个，欧盟国家斯洛伐克第一次种植转基因玉米，并且使欧洲25个国家中参与种植转基因作物

的国家的总数达到6个。西班牙2006年种植面积是六万公顷。继续保持其在欧洲的种植转基因作物的

领先地位。颇具影响的是，欧洲其他五个国家(法国、捷克共和、葡萄牙、德国和斯洛伐克)转基

因玉米的总面积从2005年约计一千五百公顷到今年的八千五百公顷，增长五倍多，虽然面积不大，

但是2007年这五国的种植面积还将继续上升。2006年，全球生物技术作物的市场价值，根据Cropnosis

估算。达六十一亿五千万美元，占2006年全球植保市场总额三百八十亿五千万美元的16％，及2006

年全球商品种子市场总额计三百亿美元的21％(James,2006)．

在中国，据估计2010年转基因作物的净利润将达到50亿美元，其中转基因棉花只占lo亿美元，

而短期内有望获缛批准进行商业化推广的转基因水稻的利润将达40亿美元之多(James,2004)。

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(二化螟凸渤suppressalis、

三化螟Scirpophaga incertulas和稻纵卷叶螟Cnaphalocrocis medinalis等)为害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，白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“

a／．，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(Dattaeta／．，1998；

Tueta／．，1998；叶恭银等，1998)，而且有些己进入了田间中试(Tu eta／．，2000；Shueta／．，2000；Ye et

a／．，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。

Bt水稻的靶标害虫主要是鳞翅目幼虫，如二化螟、三化螟和稻纵卷叶螟等。转Bt水稻在其体内

或特定组织表达的外源杀虫蛋白被靶标害虫取食后，作用于昆虫中肠上的靶标受体而发挥杀虫效果。

Bt水稻在防治害虫的同时，也与其他许多防治药剂一样，存在着害虫产生抗性的风险。

大面积的推广Bt作物可能对给靶标害虫施加较大的选择压力以致害虫产生抗性问题(Tabashnik,

1994；Ostlie eta／．，1997；Gould,1998)。在田问防治害虫方面，Bt已经成功应用了30多年．目前虽仅

报道一种靶标害虫——小菜蛾胁耙妇劬，阳砌在田间产生了抗性(Ferre&van Rie，2002)．但是在

室内人工选择条件下，已有多种害虫对Bt产生抗性(Janmaat＆Myers,2003)，其中有烟蚜夜蛾

Heliothis vire$cens，甜菜夜蛾Spodopteraexigua，和粉纹夜蛾THchoplusia”肖(Van,2000)。

因此，实施有效的害虫抗性治理(墩M)已成为保证Bt作物长期使用的有效措施(US EPA and

USDA，1999)．美国环保署(EPA)要求在美国注册登记Bt作物时必须提供完备的IRM计划(nFRA

Scientific Advisory Panel，2001)．

害虫抗性监测技术是害虫抗性治理的必要组成部分，其目的是明确害虫田间种群敏感，抗性水

平、抗性种群地理分布及其抗性变化动态等，为提出抗性治理策略与措施并展开抗性治理提供依据．

本文就水稻重要害虫——稻纵卷叶螟对Bt水稻的抗性风险及其对策进行了初步的研究，旨在为今后

转基因抗虫水稻全面推广后监测、延缓并治理水稻螟虫的抗性提供必要的理论依据，并为开展转新

型杀虫基因及转多价基因抗虫水稻培育提供物质依据。
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第一章文献综述

1抗虫作物的抗虫基因资源

由于昆虫与植物之间存在相互进化的关系，许多重要害虫日益猖獗，仅靠常规抗虫品种已很难

达到良好的控制效果，因此需不断寻找新的抗虫基因和新的方法以培育出对害虫具有高抗性的转基

因作物。利用基因工程技术将外源抗虫基因导入植株体内使植物自身产生抗虫物质，培育成转基因

抗虫植物，为害虫的有效防治提供了一条新的思路。

克隆得到的抗虫基因按照其来源可分为三大类：第一类是植物源抗虫基因，主要包括植物凝集

素(Lecthls)、蛋白酶抑制剂(proteinaso inhibitor)，淀粉酶抑制剂(a-Amylase inhibitors)和酶类。

第二类是微生物来源的抗虫基因，主要指苏云金杆菌杀虫蛋白基因；第三类是动物源抗虫蛋白，应

用较多的是来自烟草天蛾的蛋白酶抑制剂与蝎和蜘蛛所产生的毒素。

1．1蛋白酶抑制剂(Protease[nhibitors，PI)与GMo

蛋白酶能催化蛋白中的肽键断裂，按照其催化作用的机理和活性中心的氨基酸种类蛋白酶可以

分成四类： (1)丝氨酸蛋白酶，含有丝氨酸和组氨酸； (2)半胱氨酸蛋白酶，含一个半胱氨酸；

(3)天冬氨酸蛋白酶，含天门冬胺酸盐组； (4)金属蛋白酶，含有一个金属离子(zn+，Ca2+或

Mn2+)(Neurath,1984)．

蛋白酶抑制剂是对蛋白酶有抑制活性的一种小分子蛋白质，普遍存在于植物、动物和微生物中．

1936年Kunitz等(Kunitz et 01．，1936)首先从牛胰脏中分离出碱性胰蛋白酶抑制因子(BPTI或Kunitz

型抑制因子)。1946年Kunitz(Kunitz,1946)又从大豆中分离出胰蛋白酶抑制因子，并结晶，证实

了其为蛋白质，从此揭开了蛋白酶抑制因子的研究序幕。

蛋白酶抑制剂根据其作用于酶的活性基团不同及其氨基酸序列的同源性，可分为丝氨酸蛋白酶

抑制剂、巯基蛋自酶抑制剂、金属蛋白酶抑制剂和天冬氨酰蛋白酶抑制剂(Richardson,t991)，其

中，丝氨酸类蛋白酶抑制剂与抗虫关系最为密切，因为大多数昆虫(包括大部分鳞翅目、直翅目、

双翅目、膜翅目以及某些鞘翅目)肠道内的蛋白酶主要是丝氨酸蛋白酶。巯基蛋白酶抑制剂则对以

半胱氨酸类蛋白酶为主要消化酶的鞘翅且昆虫的防治有价值(Ryan,1989)。Broadway研究认为，

当昆虫摄食蛋白酶抑制剂后，蛋白酶抑制剂主要通过抑制昆虫消化道内蛋白水解酶的活性，过度刺

激胰腺合成和分泌大量对抑制裁敏感的蛋白酶，从而引起某些必需氮基酸的缺乏，扰乱昆虫的正常

代谢，最终导致昆虫发育不正常甚至死亡(Broadway，1986)。Hendriks(1991)等认为：蛋白酶抑



制剂的生物合成具有阶段性，即在某一阶段合成后，随后又被降解，其合成机理还有待于迸一步研

究．Cordero(1994)等研究得出，植物的愈伤组织可以诱导蛋白酶抑制剂的合成。当植物组织受到

创伤时，其体内蛋白酶抑制剂量急剧上升，从而抑制昆虫对植物组织的取食．另外，Kim(1991)

等研究发现，马铃薯蛋白酶抑制剂II(proteaseinhibitorII，PTll)基因具有损伤诱导型启动子，如果

使用这类启动子调控其它外源抗虫基因在植物中的表达，将具有特殊的意义。

人们早就观察到植物蛋白酶抑制剂的抗虫作用。1947年Mickel和Standish发现有些昆虫无法在大

豆制品上正常生长．20世纪50年代初Lipke等开始了大豆抑制剂对杂拟谷盗(Tribolium confusum)

生长发育的研究，发现大豆浸提物能使杂拟谷盗生长缓慢，发育不良，同时，还检测到大豆浸提物

对杂拟谷盗幼虫肠道蛋白酶有抑制作用。后来，Brik等发现大豆浸提物能抑制重要害虫赤拟谷盗

(Tcasteman)幼虫的生长。分离纯化结果表明，该抑制物是一种胰蛋白酶抑制剂。这些结果提示人

们，蛋白酶抑制剂可能是一种新的抗虫物质，从此以后，人们开始了对蛋白酶抑制剂抗虫作用的研

究(RyanCA，1990)．

从英国Durham大学Hider(1987)等人利用农杆菌叶盘转化法，首次将豇豆蛋白酶抑制剂(cowpea

trypsin inhibitor,CpTI)的cDNA转化到烟草植株中并获得抗虫转基因植物以来，到目前为止。至少

有15神不同来源的蛋白酶抑制剂的eDNA或基因被克隆，并转入不同植物，其中大部分均获锝对昆虫

具有明显抗性的转基因植株．

在害虫与植物本身含有的或是被诱导产生的蛋白酶抑制协同进化的过程中，害虫会发展出一系

列抵抗其抑制效果的策略。这些策略包括非靶标酶对其降解，由上游其他不被抑制的蛋白酶调控发

展成复杂的酶解系统，以克服抑制作用。害虫对过量表达蛋白酶抑制剂植物的适应反应已被证实

(BoRer and Jongsma,1995；Jongsma甜a／．，1995；Broadway，1996；Girard et a／．，1998；Bonade7-Bottino

eta／．，1999；Paulillo eta／．，2000；Bdtoeta／．，2001)，但是，存在于害虫肠内的蛋白酶抑制剂是怎样诱

导不敏感消化蛋白酶产生还不清楚(Jongsmaand Bolter,1997；Broadway,1997)．

1．2 Bt杀虫晶体蛋白(Insecticidal Crystal Proteins，ICPs)与GMo

苏云金芽孢杆菌是一种能够产生伴孢晶体的革兰氏阳性细菌。Bt伴孢晶体其实是一种具杀虫活

性的蛋白质，即杀虫晶体蛋白(ICPs)或墨内毒素(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

具有一定的毒杀作用，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。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阁。与此同时。Bt基冈也被转进不同作物中以控制日趋严重的昆虫



抗药性问题。

1．2．1 Bt概况

’

Bt首先于1901年由日本人[shiwata Shigetane在患猝倒病的家蚕中分离锝到，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 kiihniella ZelI)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Sporeine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。Sehnepf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年酋例转基因烟草问世。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(Veaek甜a／．，1987)．

在苏云金杆菌(B．thu—ngiensis)和蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)中已经发现150多种Cry蛋白

(Schnepfetal．，1998)。不同中Cfy毒素之间在基因序列上有很大的差异，但都存在一组五个功能区

域的保守区。通过比较Cryl、c帕、cry3的三维结构可以看出他们之间有高度的结构相似性(deMaagd

d以，2001)．由于在保守的区域和结构的相似性，可能在功能上也存在高度的相似性。序列的差异

必然与其靶标昆虫的种类和结合位点的特异性存在相应的联系。Cry蛋白的作用机制主要基于Cryl

得出的，因为较多的研究主要集中在这种蛋白上(Aronson＆Shai．2001；Gringorten,2001)．

幽1．1 CrylAb杀虫蚩向推测的三维结构(Schnepfeta／．，1998)

Fig．I．I Three-dimension structure ofinsecticidal protein ofCrylAb



图1．2Cry3A蛋白N．端带状示意图(Li etal．．1991)

Fig．1．2 Strip structure ofinsecticidal protein ofCry3A

Cry蛋白由三个独特的结构域组成。N一端的结构域(结构域1)含有7个俚一螺旋，其中三对螺旋

围绕一中心螺旋；结构域ll有三个对称折叠的B．片，在受体识别和结合发挥作用；C．端(结构域III)

有两个13晰叠片，在结合、识别、孔洞形成及通道特异性方面有关。三个结构域形成了倒“L”形。

结构域lII叠在结构域11上，结构域l悬吊在侧面(Schnepfeta／．。1998；deMaagdetal．，2001)．

1．2．2 Bt杀虫蛋白的作用机制

首先，进入肠内的植物组织先经过前肠，在前肠摄取的组织被进一步分解成小碎片。延伸到前

肠内腔的小刺充当筛网，阻止大颗粒进入中肠。

通常鳞翅目昆虫的中肠的围食膜上排列着中肠上皮细胞。围食膜一般有黏多糖和蛋白质组成的

蛋白多糖胶与缠绕的几丁纤维相交排列而成。这层膜将中肠内腔分成两部分：包含摄取的食物颗粒

位于肠中央的外围食膜区和位于围食膜和中肠肠壁细胞之间的内围食膜区。围食膜起着物理屏障的

作用，防止中肠上皮细胞层受到机械损伤和选择性得让营养成分通过。这层膜有个小孔，不能让细

菌和植物毒性大分子通过到达内围食膜区，例如单宁(Chapman。1998)．

食物的最初酶解消化发生在外围食膜区，消化后更小的分子进入到内围食膜区再被进一步消化

和被中肠上皮细胞表面的微绒毛吸收。有些消化酶是分区存在的，而另外的消化酶则存在于围食膜



上。比如，胰蛋白酶和淀粉酶等消化酶是食物的最初消化必需的，所以在内围食膜区可以发现。而

在外围食膜区包含氨基肽酶和海藻糖酶，消化后的氨基酸和多糖通过围食膜转运到内围食膜区．

植食性昆虫需要一个极端碱性的中肠环境，鳞翅目幼虫的中肠的pH值一般在10．11的范围内。高

的pH值能防止单宁和消化酶配位并钝化酶的活性。将单宁与叶片蛋白分离之后，昆虫的消化能力增

强了。中肠上皮细胞中的杯状细胞向中肠内腔分泌碳酸钾来保持pH的稳定。这些细胞同样可以利用

依靠能源的K+泵，从血淋巴和柱状细胞将K十泵回中肠内腔，从而维持着高的K+浓度．高的pH值和

K+浓度在内腔中被，于氨基酸的协同扩散，以便中肠上皮的柱状细胞吸收营养(Gringorten,2001)。

Bt要成功发挥其杀虫效果，必须克服昆虫的各种防御措施。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，包括晶体蛋白的溶解、原毒素到活性形式的蛋白水解过程、与

中肠受体，亲和力的结合过程以及毒素插入膜的不可逆过程(Jenkins et以，2000)。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体。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 and PinnocL 1998)．

在细胞表面，Cry蛋白与受体结合(Ferre and Van Rie，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(Luoetal．，1997；Vadlamudi etal．，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晟接近的膜区域。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。所以，害虫对一种Cry蛋白产生抗性时，

不会出现对所有Cry蛋白都产生抗性。尽管个体中的多重抗性等位基因被证明可以导致害虫对多个

Cry蛋白产生交互抗性。(Sayyedetal．。2000；Herreroelal．，2001；Jurat-Fuentes etal．，2002)

当受体与晶体蛋白结合后，结构域1首先发生重排，形成象“伞”一样的结构。其三对*螺旋打

开并插入膜中。把结构域IⅡ带至于膜的表面。“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Eq，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，从中汲取营养。大多数昆虫并不是被杀

虫蛋白直接杀死，而是由于中肠被麻痹、取食受抑制，最终死于饥饿或败血症。



图1．3杀虫蛋白的毒性作用机制(WhalonetaL，2003)

Fig．1．3 Mechanism oftoxicities ofinsecticidal proteins

1．2．3在转基因作物上的应用

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co,lAb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0．001％提高到0．05-0．1％，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，大人提高了翻译效率。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餐的0．05％。此外，经修饰的cry3A和

co,lAb分别在马铃薯和玉米中得到了高效的表达，从而达剑了高效抗虫之效果。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

行转基因烟草的田问试验以来，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

准或即将批准的商品化转基因作物孛，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Bt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，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。

1．3 m营养期杀虫蛋白(Vegetative Insecticidal Proteins。ⅥPs)与GMo

1996年Estruch等在Bt发酵上清液中发现在营养期分泌的一类新型杀虫蛋白即营养期杀虫蛋白

(Vegetative Insecticidal Proteins,VlPs)，对鳞翅目和鞘翅目害虫具有较广谱的杀虫活性(Estruch et

以。1996)．与ICPs不同，ⅥPs蛋白是从对数生长中期开始分泌的，在稳定前期达到最高峰。

直至目前，VIPs主要分为Vipl、Vi皿和Vip3三种，对Vipl和vip2作用于昆虫的情况来进行细胞

病理学和免疫化学试验，对其作用机理也不了解。关于Vip3作用机理的研究已较为深入。其中Vip3A

是一类新型的蛋白质，主要包括Vip3A(a)、Vip3A∞和Vip3A(C)。其qbVip3A(b)与Vip3A(@具有98

％的氨基酸序列同源性，而Vip3A(c)含有746个氨基酸，比VIP3A(a)少了c．端43个氨基酸。现已克

隆Twp3A倒、vip3ACo)、vip3V．rip3A-S184、吻墨、vip83等vip3A类基因(Estmch，1996；Doss，2002)-

15-23％的Bt都含有vip3A基因(Schnepfet越．1998；Rice,1999)。

Vip3A5I起的症状与ICPs的相似。但是时间上推迟了，后者则只需16-24 h．而两者的作用机制

则完全不同：ICPs在昆虫碱性中肠中溶解，前毒素经中肠胰蛋白酶作用后。将C一端切除，加工成对

昆虫有活性的毒蛋白，毒蛋白再与中肠上皮细胞刷状缘膜(brushbordermembranevesicles,BBMv)

的受体结合。引起昆虫细胞膨胀解体，导致昆虫死亡(Sctmepfet口，．，1998)；而Vip3A毒蛋白在pH 5～

lO之间都可溶解(Lee eta／．，2003)，其C．端也不被切除，与敏感昆虫上皮结合，诱发昆虫细胞凋亡，

细胞核溶解．最终导致昆虫死亡(gelvapaadiyan et 01．．2001)。细胞凋亡是细胞程序性死亡

(programmed cell death，PCD)的三种现象之一。PCD在绝大部分多细胞生物中都存在，对昆虫而言，

PCD是在其生长发育或对微生物感染的一种反应(Yu甜a／．，1997；Clem et a／．，2001)。虽然多数PCD

现象相当类似，但对许多昆虫而言。细胞质膨胀、空泡化而不是浓缩似乎是细胞凋亡的一种相关现

象．由于昆虫的中肠作为重要的营养摄取和吸收场所．使中肠细胞崩溃似乎是多数杀虫蛋白的作用

方式，

尽管苏云金杆菌内毒素是有效的杀虫晶体蛋白，但有几种农业上重要的害虫对其仍不敏感。鳞
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翅目小地老虎(Black cutworm，BCW)(．49rotis ipsilon)就是其中一种．小地老虎是为害包括谷类

作物在内50多种作物的世界性害虫。这种害虫之所以很难控制，因为当发现作物被为害时，已经错

过了害虫的敏感期(如幼虫期)，其造成的损失可能非常严重而且不能逆转．

Vip3A对鳞翅目昆虫具有较广谱杀虫活性，甚至是一些对Bt杀虫晶体蛋白有很强抗性的昆虫，如

Vip3A(a)对小地老虎的毒性要比CD,IAe高260倍，但对鞘翅目昆虫无效。

转基因植物可以提高植物的抗虫性，减少损失．V1Ps已经以多种方法导入不同作物。Estruch等

于1998年成功地将v／p3A(a)基因与不同的启动子(如PEPC，Ubi和MTL等)构成表达载体通过粒子轰

击法导入I型玉米愈伤组织，得到的转基因玉米对小地老虎和草地贪夜蛾的杀虫效果都很好。vip3a御

基因可以全序列或毒性片断导入植物，而ICP基因只能以毒性片断导入植物，因为两种毒蛋白在昆虫

中肠作用机制不同．同时，他又将vip3A例基因和其它ICP基因共表达构建出多价转基因植物，如将

转vip3A基因玉米和转c，邶基因玉米杂交，得到杂交后代中有27．9％对欧洲玉米螟和草地贪夜蛾均有
效。同样，转vip3A基因和转crylAb与cry9C基因的玉米杂交也有类似的效果(warren,1998；Estruchet

a1．，2000)．

1．4外源凝集素(Lectin)与GMO

植物外源凝集素(1ectin)是非免疫来源的糖蛋白或结合糖的蛋白质，能聚集细胞和(或)沉淀

糖蛋白，它广泛存在于植物的各种器官中，尤以豆科植物的种子中含量最丰富。凝集素具有对多种

单糖和寡聚糖的专一性结合能力，不同植物的凝集素对同翅目、鞘翅目，鳞翅目和双翅目表现有毒

性(Gatehouse＆Gatehouse,1998)．

凝集素抗虫的作用机制可能是其特异性地结合到昆虫消化道围食膜的几丁质或上皮细胞的糖缀

合物或糖基化的消化酶上，影响营养物质的正常吸收；同时还可能在消化道内诱发病灶，促进消化

道内细胞的繁殖，破坏其消化系统，使昆虫得生长停滞甚至死亡；另外凝集素也能微弱地与脂肪体、

卵巢、血淋巴结合，破坏循环系统(程家安和唐振华。2001)．

目前研究较多的凝集素基因有：雪花莲凝集素(GNA)基因、豌豆凝集素(P-Lec)基因、麦胚

凝集素(WGA)基因和半夏凝集素(P1’A)基因。其中WGA和PTA不仅对昆虫有毒性，对哺乳动物

也有强毒性．GNA和P-Lec对哺乳动物毒害较小，因而较多地集中在GNA和P-Lec基因的转化研究上，

近年来利用这两类凝集素基因所进行的基因转化工作日渐增多，已在包括马铃薯、小麦、陆地棉等

多种植物中得到表达，大大增强了作物的抗虫性(Birch etal．，1999；Stogeretal．，1999；王伟等，1999)。

1999年用GNA转化小麦，证明GNA能降低麦长管蚜(Sitobion avenac)的繁殖力。徐琼芳用基

冈枪法也获得了转GNA基因的小麦植株(徐琼芳，2001)．而Hilder等(1995)在CaMV35S启动子

下构建GNA表达载体获得转基因烟草，试验证明受试组蚜虫个体平均大小显著小于对照组，繁殖力



也大大降低。1997年也有试验表明，转GNA马铃薯能显著降低桃蚜繁殖力(Gatehouse eta／．，1997)．

豌豆凝集素(Pea-lcctin)对人体无毒，可用于根系的特异性表达，将可能用于防治难以控制的

地下害虫。豌豆凝集素基因是研究较为深入的一种抗虫基因，其基因是单拷贝的，它的初始产物是

一个25kDa的前体蛋白，转运到内质网后裂解为成熟的外源凝集素泖B亚基。Edward等(1991)在
CaMV35S启动子及ssRubiscod、亚基启动子下正确表达P．1ectin，其表达量占可溶性总蛋白的l％以上，

凝血活性及特异性均表现正常．另外，麦胚凝集素对稻飞虱和桃蚜也有一定的毒性(Powell et a／．，

1995)。水稻和蓖麻凝集素也具有和麦胚凝集素相同的杀虫效果，把水稻外源凝集素基因转入豇豆

中，可对豇豆象产生抗性(Gatehouse甜a／．。1997)．

1．5淀粉酶抑制剂(a-Amylase Inhibitor,s。aAI)与GMo

淀粉酶抑制剂在植物界广泛存在，可以抑制动物、微生物的淀粉酶活性而对植物本身的淀粉酶

不起作用。小淀粉酶抑制剂对鳞翅目和同翅目等昆虫有毒性。抑制特异性是淀粉酶抑制剂的重要性

质，它保证选择性转入植物的抑制剂基因表达产物只对有害昆虫和病原微生物起作用，不影响植物

自身的淀粉酶和农作物的营养价值，这是淀粉酶抑制剂是否能用于抗虫转基因工程的最重要因素

(Titarenko&Chrispeels．2000)．

目前了解较多的是来自菜豆(Phaseolus vulgaris)的小淀粉酶抑制剂(a AI—I v)，它是一种热

稳定的糖蛋白，能够与昆虫或哺乳动物的咿淀粉酶l：1形成复合物。实验表明，转a-A／-Pv基因的烟

草和豌豆均能阻止鞘翅目幼虫的生长发育(AltabellaandChrispcels,1990；Schrocderetal．，1995)．

1．6动物来源的抗虫基因与GMO

在这一类基因中，研究较多的是来自哺乳动物和烟草天蛾(Manducasexta)的蛋白酶抑制剂基

因。经体外抑制实验发现来自牛的三种蛋白酶抑制剂(BPTl、n 1AT和SI)均能显著抑制昆虫中肠提

取物的蛋白质降解，然而，当把这些基因转入马铃薯，并未出现预期的抗虫效果，以转基因马铃薯

饲喂的幼虫其体重反而超过了对照(Schuler et a1．，1998)。与牛的蛋白酶抑制剂不同，来自烟草天

蛾的蛋白酶抑制剂基因被导入棉花和烟草均表现出了一定的抗虫性(Thomas甜a／．。1995)。

另一类研究较多的是由蝎和蜘蛛所产生的毒素。这些毒素一般都能专一性作用于昆虫而对哺乳

动物无害或毒性很小。Barton(1990)曾将5种蝎毒基因导入烟草，发现转基因烟草对棉铃虫和烟青

虫具有很高的致死性。

第三类来自动物的抗虫基因是几丁质酶基因。从目前的研究来看，这类基因的抗虫效果并不明

显。例如：来自烟草天蛾的几丁质酶基冈被转入烟草，转基因烟草对鳞翅目害虫几乎没有表现出抗

性(Estruch eta／．．1997)。

9



2转基因抗虫作物培育

转基因作物育种又称“基因转移”、。基因导入”或“基因嫁接”，它是在体外或试管中借助

酶促反应将目的基因或异源DNA片段，与适当的载体(Ti质粒或病毒)进行重组，得到杂种DNA

分子，然后将杂种DNA分子导入并整合到受体细胞染色体上，在受体细胞中复制、转录、翻译和表

达出导入DNA所携带的优良遗传性状，从而按育种目标定向培育出新品种或新物种．

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

如禾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成功．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7,--醇(polyethylene91ycol，PEG)、

脂质体、电激、超声波、显微注射、激光微柬和基因枪等介导的基因转化；(2)以质耗iDNA为载体

的转化系统i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甜a／．，1994；Casas甜a／．，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(Iransgene 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mTcxas州东部出现Bt棉对美洲棉铃虫ttelicoverpazea

失控问题(Kaiser,1996)。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，如何稳定和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。

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问试验，1992年商业化种植，1994年美国第一例转基因作物产品(延

熟保鲜转基冈番茄)批准上市，转基因作物发展非常迅猛。

就转基冈抗虫作物而言，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*淀粉酶基因等不同抗虫基因的转基因植物(Hilderet以，1999；叶恭银等，2001)．目前，



在美国至少有18种转基因抗虫作物通过田间试验，其中转基因玉米、棉花和烟草等已被广泛种植

(Obryckl etal．，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990年代，以Perlak等(1991)培育的转基因棉花为代表。在不改变编码氨基酸序列的

情况下，对c秒基因进行修饰(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 et a1．，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180．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Bt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，已获得转B谨因植物有棉花、

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、水稻己进行环境释放试验。

就其它转基因抗虫植物而言，国内外已至少获得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，而且已将*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)．

3抗性产生的研究进展

理论上，昆虫和转基因植物之间存在着协同进化的关系，所以在转Bt作物发挥良好的抗虫效果

的同时，害虫也会产生相应的变化，即抗性的产生。

在田间防治害虫方面，BtP,经成功地应用730多年。尽管只有一种靶标害虫——小菜峨Plutella

xylostella产生了抗性(Ferre&Van Rie,2002)。但是在室内条件下，已经有害虫对Bt产生抗性



(Jannmat&Myers，2003)这些害虫有，烟蚜夜蛾Heliothis virescens，甜菜夜蛾Spodoptera exigua和

粉纹夜蛾Trichoplusia ni等(Van,2000)．

3．1抗性产生的机理

目前，在抗性机制方面的研究主要集中在原毒素的活化以及毒性蛋白与肠膜受体间的相互作用

上(Ferre et a1．，2002)，抗性的类别主要有两大类：

3．1．1蛋白酶调控的抗性：

肠道蛋白酶活性的下降导致伴孢晶体的溶解和原毒素的活化速度减慢或者因为蛋白酶活性的增

强导致原毒素和活化毒素的降解。

在毒蛋白的作用机理中已提到昆虫肠道内蛋白酶在伴孢晶体的溶解和毒素的活化过程有重要的

作用。鳞翅目昆虫的消化酶大部分是丝氨酸类蛋白酶(Applebaum,1985；TerraandFerreira,1994)．

丝氨酸类蛋白酶包括胰岛素(trypsin)、糜蛋白酶(chymotrypsin)和弹性蛋白酶(elastase)。Huang

等(1999)和Li等(2004)报道抗Dipel(一种B制剂，包含CrylAa、Co'lAb、CrylAe、Cty2A、

cry2B五种蛋白)欧洲玉米螟(Ostrinia nubilalis)品系的可溶性胰岛素蛋白酶类似物的溶解活性明

显下降，活化原毒素的下降和蛋白酶活性的下降有关．

在最近的研究中，Li等通过比较了欧洲玉米螟抗性品系对CrylAb原毒素和胰岛素人工活化并纯

化的CrylAb两者的抗性水平，以及利用northern blot和适时定量PCR分析胰岛素蛋白酶类似物基因

在抗性和敏感幼虫中基因的表达水平，确认了上述关于抗DipeI欧洲玉米螟品系的抗性和蛋白酶活

性下降之间关系的假设(Li etaL，2005)．

3．1．2肠膜受体分子调控的抗性：

肠膜受体基因的突变导致和Bt蛋白结合能力下降。Van Rie等(1990)首先比较了人工活化的

CrylAb毒素分子与印度谷螟(Plodia interpunctella)Bt抗感品系的BBMV相互作用的亲和性或Kd值。

发现抗性品系的BBMV与CrylAb的亲和性下降Y50倍，与CrylCa的亲和性没有变化，但其结合位点

显著增加。与CrylAb的亲和性显著下降是对CrylAb抗性的重要原因，与CrylCa的结合位点恰好说明

该抗性品系增强了对CrylCa的敏感性。

肠膜受体Cadhedn调控的Bt抗性首先在一烟芽夜蛾(H virescens)Bt抗性品系(YI-ID2)中发现。

YHD2对CrylAc具高度抗性(>1000倍)，该抗性与其Cadherin基因遭转座子的插入有关．

3．1．3其他一些机制

细胞膜上孔洞的形成细胞膜上离子孔洞的形成受阻以及孔洞的阻塞都有可能是抗性产生的原



因。而且这将是抗性产生的非常有效的环节．因为如果所有Bt毒素都通过这种方式作用，一旦孔洞

不能形成或阻塞，将能阻止其它的毒素在细胞膜上形成孔洞或通过孔洞，很容易产生交互抗性

(Tabashnik，1997)。

行为机理：许多昆虫在取食毒素后几乎都有一个快速的停食反应，害虫在行为上对Bt毒素的逃

避行为将减少毒素的摄入量，这也是抗性产生的一种方式。例如实夜蛾属(Heliothis)昆虫的幼虫能

区分出含有毒素的饲料(Gould et a／．，1991)

3．2抗性的监测

转基因作物的生态风险如害虫的抗性问题亦不容忽视。如同各种化学农药的使用一样，随着Bt

作物的推广应用，害虫在持续选择压力下，也将会对Bt毒素产生抗性。据报道，经室内汰选已有lO

余种昆虫对Bt蛋白或Bt作物产生抗性(Tabashnik,1994)。尤其是小菜蛾(Plutella xylostella L．)在

田间自然条件下对B制剂产生了抗性。昆虫对Bt毒素产生抗性已经在3个目的昆虫上得到证实．1985

年，McGaughey首次发现了印度谷螟(P interpunctel Hulmer)对Bt生物药剂的抗性；1992年，Gill

发现双翅目昆虫对其产生抗性；1993年，Whalon等发现鞘翅目昆虫对Bt{5蛴U产生抗性(Navon,2000)。

害虫抗性监测技术是害虫抗性治理的必要组成部分，其目的是明确害虫的抗性水平、地理分布

及抗性变化动态，为抗性治理提供依据。

3．2．1通过种植户对田间仿效的反馈

Bt作物上出现大量的害虫危害和生存迹象，在证明田问Bt作物仿效失败非常有用。在抗性大面

积出现之前，一般在部分区域首先发生．种植户在其Bt作物上发现潜在的抗性问题，这实际上也就

无形中充当了哨兵的角色。但种植户失效的报道最大的弊病是此时通常不能较早地采取治理措施，

应对发现的问题只能是利用其他化学方法简单地代替现有的Bt作物(US EPA，2001)．

3．2．2剂量．反应型生物测定

剂量-反应技术因其成本相对较低和容易操作的优点，而成为害虫抗性监测最常用的方法

(Everich et a／．，1992；Bolin e／a／．，1998；Mascarenhas et a／．，1998；MarPon甜a／．，1999，2000；Hardee et

a／．，2001)。操作方法主要包括：1)田间收集害虫；2)室内饲养一代或多代以提供生测的足够的后

代；3)将特定的时期的昆虫暴露于一系列Bt浓度之下；4)通过概率分析确定致死剂量(比如，LD‰

LC‰L队，’LC∞)；5)通过历史和已有的资料，比较致死浓度的差异。致死一反应生测在建立敏感

性底线，明确害虫抗性种群的存在，确认田间仿效失效是否由于抗性的发展导致都发挥重要的作用。

US EPA(2001)提议田间抗性种群的Lc∞应该超过同期敏感种群的LC50的95％置信上线。

此外，从致死·剂餐生物测定衍生出来的在确定诊断，识别致死剂量己被用于抗性监测。US EPA
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和USDA强制要求对atfl；物的靶标害虫的抗性敏感基线(US EPA，2001)．在致死．剂量生物测定中，

有限的昆虫样本通常又被划分到几个浓度中，其中有些浓度只能造成很低或零的死亡率．而这些信

息通常在抗性频率是否在害虫种群中发生变化的判断中没有什么帮助。所以，当通过致死一剂量生物

测定得出致死裁量值发生了显著变化时，田问的害虫早已进化产生了抗性(Roush＆Miller,1986)．

从致死一剂量生物测定得到的信息和田间的仿效失败的报告一样，都不能及时有效地治理产生抗性的

种群。相应地致死-剂量生物测定方法在Bt作物的抗性监测中通常不单独使用(Andow＆Alstad，

1998)．

3．2．3诊断埸4除剂量生物测定

诊断(或剔除)剂量方法因为所有的昆虫都是通过在单一诊断剂量的表现型来判断，因而比剂

量．反应生物测定方法更有效(Roash＆Miller,1986)。这项技术的关键部分是确定一个能区分含有

抗性基因的基因型的可行的诊断剂量。通常，诊断剂量是有剂量一反应生物测定来确定(Matrron etal．，

2000)．99％死亡率的致死剂量通常在抗性监测中被定为诊断剂量。理想地，一个诊断剂量通常要

通过遗传和抗性水平都已清楚的种群来检验。诊断剂量方法在监测显性或部分显性抗性中特别有效。

但是，这种方法不能监测隐性抗性中的杂合个体。所以此方法本身在Bt抗性频率很低的许多种昆虫

种群监测中不是可行的技术．

3．2．4 Fl代单雌系筛选

Burd(2003)改进了致死剂量用来筛选Bt非隐性抗性Fl单雌系。这方法包括：1)建立能将表现

型呈抗性和敏感的个体区分开的剔除剂量；2)收集田间的雌性成虫；3)建立单雌系：4)在Bt作物

或饲料上筛选FI代；5)筛选后存活的个体认为是抗性个体。Fl代单雌系通常比剂量一反应生物测定或

诊断剂量方法能筛选更多的田间野生个体。所以，在估计抗性等位基因频率时，F1单雌系筛选比只

对田问收集的种群后代进行生测的传统诊断剂量更准确。然而，此方法除非F1代的个体足够多，否

则仅能监测非隐性抗性(Burd甜口j．，2003；Li甜a1．，2004)．因此，单独使用Fl代筛选田间Bt隐性抗

性同样不可行．

3．2．5 F2代筛选

Andow和Alstad(1998，1999)提出了F2代筛选技术。这项技术包括：1)收集田间交配的雌性成

虫；2)通过饲养每一雌性个体后代，并将F-代个体之间自交建立单雌系；3)在Bt作物或含有Bt蛋

白的饲料上筛选F2代；4)筛选后确认抗性个体。通过FI后代的自交，F2代中1／16的个体被认为带有

纯合的抗性等位基因。因为每一交配的雌虫都至少带有四个单倍型(两个来自自己，两个来自其配

偶)，每个单雌系都带有四个等位基因(Andow&Alstad，1998)。所以，这种技术可以监测隐性抗



性中的杂合个体，因为它可以推断出田间收集个体的基因型。F2代筛选被认为在抗性是隐性的情况

下，比单独的诊断剂量方法更有效。然而，这种方法需要从田间收集大量的昆虫建立众多的单雌系，

并用诊断剂量对每一个单雌系的F2后代进行筛选。费用将是F2代筛选的问题，所以，有效的昆虫取

样、饲养和抗性筛选在筛选过程中显得相当关键(Andow&Alslad,1998)。针对降低F2代筛选花费

的几个修正方案也相继提出(Bcntureta／．，2000；G6nissel eta／．。2003；Stodola&Andow,2004)．最近，

Huang等2006年提出利用充分生长的BtT,米V6JV8时期离体的叶片组织代替整株Btt米植株和包含

Bt蛋白的饲料，对玉米螟Bt抗性进行F2代筛选．相对于整株Bt作物，Bt玉米叶片组织用于F2代筛选的

一个缺点在于离体的叶片组织内的Cry蛋白浓度或杀虫活性可能发生了改变(Huang甜以，2006a)．

总之，强大的F2代筛选方法使得对低频率的抗性的监测成为可能，并且应该在Bt作物上害虫抗性监

测的核心方法。

3．2．6与室内已知抗性昆虫杂交进行筛选

Gould等(1997)提出利用一系列田间的昆虫和室内得到的抗性个体杂交来估计田间种群的抗性

等位基因频率。这种方法包括：1)建立室内高度Bt抗性昆虫种群；2)收集田间雄虫；3)将收集的

雄虫与Bt抗性昆虫杂交；4)在Bt作物或Bt诊断剂量处理的饲料上筛选Fl后代。通过杂交，F1代幼虫

如果是纯合的抗性等位基因，那么田问的雄性抗性个体就会被监测出来．这方法有几个主要的假设：

1)抗性是隐性的；2)抗性是常染色体遗传；3)田间种群的抗性等位基因和室内的抗性雌性是相同

的。此方法在监测稀少的隐性抗性等位基因是非常有效的。对已知抗性的监测效果和F2代筛选的效

果是相等的，而费用却大大降低了。但其较大的局限在于高抗性室内种群的获得和遗传学背景的明

晰。此外，这种方法通常仅能识别和已知Bt抗性种群相同的抗性等位基因。

3．2．7田间调查和实验室生物测定结合

某些情况下，当警戒区不能实现的话，那么从田间Bt作物上收集的活虫可以用做抗性等位基因

频率的估计。此方法包括：1)收集田间Bt作物上的昆虫；2)饲养田间采集的昆虫一代或多代为生

测提供足够的虫量；3)在Bt作物或含Bt蛋白的饲料上对田间害虫后代进行筛选。Tabashnik等(2000)

使用了这种方法估计了美国亚利桑那州的棉红铃虫(Pectinophora gossypiella)的Bt抗性等位基因频

率。这种方法最大的局限在于从田间Bt作物上采集活的害虫需要花费大量的人力物力。此外，这种

方法估计因为从高剂量表达的田间Bt作物上只能收集到数量有限的活虫，会有较大的误差．然而，

这种方法的估计精确性可以通过结合F2代筛选或通和过已知室内抗性种群的杂交来提高。

3．2．8 DNA标记

在了解了昆虫种群中Bt抗性的分子机制之后，抗性突变的基冈序列可以被克隆和测序，所以，



每一个突变的等位基因特异性PcR}I物被用于监测田问个体的DNA是否存在相同的突变。DNA为基

础的监测方法可以区分杂合和纯合敏感个体。无论是隐性还是显性遗传，分子监测可以直接监测遗

传差异而非依赖可观察的表现型来区别，因此可以消除环境因子对生测和生化结果的影响。DNA标

记的方法也可以利用各个生育阶段的死虫，所以这方法比传统的监测稀有纯合抗性个体拥有较高的

效率和灵活性(Morin et a1．，2004)。DNA方法的缺点是大多数的抗性基因目前还不知道。此外，其

效果依赖抗性个体的多样性，而且，分子标记监测比传统的生测在供应、设备、较高的技术培训等

方面花费较大。

3．3抗性的治理措施

与化学农药相比．害虫对Bt生物农药及转毒素产品产生抗性的速度比较缓慢，这主要与Bt杀虫

剂残效期短，以及它是由芽孢杀虫晶体蛋白(ICP)及一系列外毒素等组成的混合物有关(Tangetal．．

1992)．尽管如此，室内抗性选育试验表明多种害虫具有对Bt发展抗性的潜在危险，已经报道很多

种昆虫能对Bt产生抗性(Haleombetal．，2000)．如大田小菜蛾由于对常用化学农药产生抗性问题，

从而大量广泛地应用Bt生物农药进行防治，近年来，已经导致了美国夏威夷，美国本土和亚洲小菜

蛾对Bt产生抗性。因此，我们必须在深入研究害虫对Bt抗性的生化及遗传机制的基础上，按照害虫

综合治理的原则。结合田间生态环境，建立合理、有效的抗性管理策略，从而延长B制剂及转Bt基

因作物的应用(梁革梅，谭维嘉，郭予元，1999；崔金杰，夏敬源。2000)．

3．3．1同种作物中转入多个杀虫基因

转基因育种实践表明，目的基因的整合最好是单基因，否则会引起目的基因的沉默，不同转基

因抗虫植物品系间杂种的Bt基因问无同源重复引用的抑制现象(Van Emden,1999)．在Hobbs等人

研究中，GUS基因表达量高的拟南芥转基因品系间互交，GUS基因的表达有累加效应。如果转基

因抗虫棉品系间杂种后代也有累加效应，这将为多个不同的Bt基因转入同一遗传背景。通过Bt基因

的累加效应而提高转基因抗虫棉的抗性效果。据报道，将Bt基因导人烟草叶绿体基因组，可以显著

提高烟草对烟草夜蛾的抗虫性(张天真和唐灿明，2000)．其转入的基因可以是具有不同结合位点

的Bt基因，也可将蛋白酶抑制剂基因(如丝氨酸蛋白酶抑制荆基因、马铃薯蛋白酶抑制剂基因等)

与Bt基因同时转入同一种作物中，以提高杀虫效果，延缓抗性的产生。由于害虫对不同的Bt杀虫晶

体蛋白具有交互抗性(Caprio＆Suckling．2000)，因此应用该策略时必须防止害虫对不同杀虫蛋白

的交互抗性。试验证明，将多个抗性基因转到作物品种或杂交品种中，比连续种植单基因抗虫作物

更具有持久的抗性(Ghidiu＆Zehnder,1993)，但这要依不同的害虫而定，比如对小麦上的蚜虫而

言，该策略没有多大效果，因为蚜虫生物型产生很快。1961～1995年，已经报道蚜虫有1】个生物型，



每5年1个新的生物型，然而仅报道了6个抗性基因。但是对高梁上的蚜虫，在新的生物型产生之前已

经发展和利用该抗性基因2～5年，该策略很有效(PorteretaL，2000)．另外，在棉花抗虫育种中，

除了转移Bt杀虫晶体蛋白、蛋白酶抑制剂基因和其他多肽毒素基因外，也可考虑把无蜜腺、鸡脚叶

等形态抗性和一些生理抗性等结合起来，培育复合的转基因抗虫棉品种，以增加抗虫的有效性。

3．3．2提高转基因植物Bt杀虫晶体蛋白的表达量

高表达策略要求表达的毒素能杀死所有抗性杂合子害虫，由于杂合子相互交配会产生抗性纯合

子后代，从而使抗性迅速提高，所以杀死杂合子害虫是延缓抗性的重要途径。但高表达策略的风险

(Daly，1994)表现在：(1)毒素表达量逐渐减少。Fitt等(1994)发现抗虫植物在生长初期杀虫效

果很好，而后期较差据推测，可能随植物发育成熟，ICPs的表达量减少，或其他次生物质(如单宁)

的合成增多，对ICPsjer生拮抗。ICPS的表达量也可能因植株受到高温或低温、干旱等环境胁迫而减

少。一旦表达量不足以杀死杂合子害虫，该策略就可能失效；(21对大量初孵幼虫的高强度选择压，

将加速害虫抗性种群的发展。(3)由于抗虫植物区害虫数量大大减少。天敌数量也将大为减少，从

而使避难区天敌数量增多，减少了避难区的敏感虫数，这违反了lPM理论，也将加速抗性上升．考

虑到高表达策略可能的风险，该策略与避难区策略结合实施乃是最佳方案(Denholm＆Rowland,

19921．

3．33“高剂量一庇护所”策略

用“高剂量一庇护所”策略来防止害虫产生抗性的理论基础有3个因素：(1)植物组织必须高

毒性，以便昆虫抗性是隐性并且杂合体也被杀死(Roush＆Mckenzie，1987)．被报道的主要Bt抗性

等位基因是部分、或完全隐性(Tabashnik et a1．，1997)；(2)抗性突变因子是稀有的(P<10。3)，以

便有少量的同型纯合子存在(P2<i04)；(3)Bt作物与非Bt作物保护带的合理配置以便抗性纯合

子(RR)将能与敏感纯合子(SS)随机杂交或优先选择杂交产生不能继续生存的杂合后代(Gould,

1998)．无论是计算机模拟还是室内实验都已证实。用“高剂量一庇护所”策略可防止棉铃虫产生

抗性(张天真等，2000；谭声江等，2002)．最近发现欧洲玉米螟(D．nubilalis)对Bt生物农药Dipel

的抗性表现为不完全显性，因此，玉米用“高剂量一庇护所”策略来防止欧洲玉米螟产生抗性的效

果就会下降口(Huang,1999)．用混有Bt生物农药的饲料喂养烟蚜夜蛾等多种害虫的试验表明，对

Bt生物农药产生抗性的昆虫是由于发生了隐性基因突变。即这种抗性是由一对隐性基因(rr)控制的，

因而在大面积种植转基因抗性品种后。害虫产生基因突变，由RR变成鼢。在转基因抗虫植物杀虫

晶体蛋白高剂量表达下，杂合体Rr也将被杀死。即使产生基因型为(rr)的抗性害虫，由于可以与“庇

护所”中的野生型昆虫(RR)交配，产生基因型为时的后代，它们对转基因抗虫作物敏感，仍然可

以被杀死。
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3．3．4加强早期抗性监测

在使用转基因技术的过程中，进行抗性监测非常重要。多种抗性检测综合应用，特别需要充分

利用现代科学技术进行抗性监测，提供一个更完整的监测项目。监测的结果可用于抗性治理策略的

成功实施并为新策略的实施提供可靠的依据，同时也可以根据田问害虫发生情况和抗性监测的调查

结果适时调整监测计划。

3．3．5特定时间和组织的表达

治理害虫抗性的最有效办法是避免害虫不必要的接触杀虫蛋白(Roush，1997)．构建组织特异

性或特定时间表达杀虫基因作物，使Bt毒素在作物的某一部分或作物发育的特定时期表达(Williams

et a／．，1992)．一般来说，如能种植具有组织、时间专一性表达Bt毒素的植株，调节Btt素在转基因

植物上的时空表达特性，尽可能在害虫为害的高峰期表达将能较好地延缓抗性的发展(Goul正1998)。

诱导表达启动子能够通过使用不同的良性的化合物让Bt蛋白在需要的位置和时间表达(例如，

当害虫的密度超过了经济阈值或易受威胁的植物生殖结构形成时)．已有研究表明利用含有化学诱

导启动子的转crylAb的甘蓝可以诱导迅速表达Bt蛋白(Cao etal．，2001)．然而，这种植物启动子系

统作为抗性治理方法的有效性还有待于进一步验证。

3．3．6发现新的杀虫蛋白

利用具有不同靶标位点新的CIy蛋白和选择性强并有不同的作用机理，不产生交互抗性的非Cry

杀虫蛋白，在IRM中有巨大的潜在价值，实施起来会更快和更有效。苏云金杆菌在芽胞期产生杀虫

晶体蛋白，而在营养生长阶段产生同样产生集中杀虫蛋白(Sehnepfaa／．。1998)．这些杀虫蛋白(Vips)

结构和功能都不同于晶体蛋白，并对很多种鳞翅目和鞘翅目害虫表现出杀虫活性(Warren,1997；Lee

eta／．，2003)．转v0)基因棉花正在Syngenta(Greensboro,NC，USA)进行田间评价。

另外一种具有IRM应用潜力的tECry蛋白是从嗜线虫致病杆菌(Photohabdus luminescens)分离

的杀虫蛋白。毒素A”．嗜线虫致病杆菌是和某些病原线虫共生的细菌。当线虫感染害虫时，毒素A

会导致害虫的死亡．转毒素A基因的拟南芥(ArabidopMs thaliana)可以高水平表达蛋白。并且转化

的植物至少对一种鳞翅目害虫表现良好的杀虫效果和对一种鞘翅目害虫表现中等的杀虫效果(Liu et

a／．，2003)。除了毒素A外，嗜线虫致病杆菌的基因组被认为包含了几种编码有杀虫活性蛋白的基因

(Williamson＆Kaya,2003)．



图IA影响转基因抗虫作物IRM治理策略的因子(Sarahaetal．．2005)

Fi91．．4 Factors influencing the IRM strategies oftransgenie insect resistant crops

3．3．7其他害虫综合治理措施

分子育种不应该是发展了的转基因作物IRM策略的唯一关注点．在澳大利亚，农业防治在棉红

铃虫(H armigera)的控制和其抗性治理中仍发挥重要作用。通过翻耕土壤压制越冬蛹数量，缩短

植物生长期以减少筛选的代数和限制Bt的种植面积等在降低抗性的选择压方面都发挥了重要的作用

(Roush,1997；Zhaoetal．，1998)。

天敌的利用很值得一提。模型已显示，如果天敌造成的取食转基因作物的敏感昆虫死亡率大于

保护区敏感昆虫死亡率，那么捕食者和寄生生物可能会延缓抗性发展的速度(Gould。1994)。但是

如果在保护区植物上的害虫密度较高将导致天敌对其的致死率发生不均衡的偏高，那反而会加速抗

性的发展。

从IPM宗旨出发，对害虫治理应该同时使用多种措旅，以防害虫对其中一种产生高抗性。还有

许多措施可以考虑，如农业和生物防治、利用性引诱剂干扰性成虫交配等。
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第二章稻纵卷叶螟对CrylAb蛋白及其转基因水稻的敏感性

诊断剂量(diagnostic dose)或区分剂量(discrimination dose)技术是联合国粮农组织(FAO)

推荐用于害虫抗性田问监测的主要方法之一．它可以区分田间种群中对药剂敏感的个体进而估测抗

性分布频率及其变化．诊断剂量技术无论是用于早期诊断还是抗性治理的效果评估都比致死中浓度

(Lc∞)或致死中量(LDso)更灵敏、准确。诊断剂量的确定方法很多，通常，需要先获得目标害

虫的ss个体(敏感纯合子品系)对某药剂的敏感度基线，然后用该品系的LC99或LD99．9的剂量处理，

存活个体即为杂合子(RS)和抗性纯合子(RR)个体。一般都要求以敏感基线的LD99或LD999作为

诊断剂量。这就要求用害虫的敏感品系来测定，但绝大多数害虫的敏感品系都很难获得。目前，在

室内通常是通过遗传杂交方法来纯化、获得与害虫田间种群具有相同遗传背景的敏感品系，筛选工

作较繁琐、费时，因此多数害虫的抗性研究多以在尚未用药地区采集相对敏感种群作为研究的敏感

品系。

从种群遗传学角度来看，害虫田间种群按不同基因型和表现型可分为敏感纯合子(SS)、杂合

子(Rs)和抗性纯合子(RR)，抗性表现型分为敏感个体和抗性个体。因而田问种群对杀虫剂的毒

力反应也有一定差异。以某药剂的20-30个系列浓度梯度绘出的LD-p线具有若干个平坡和拐点，平

坡和拐点的数量与种群抗性基因的个数和显隐性有关。因此可根据LD-pI曲线的平坡和拐点来确定该

害虫中去对某药剂的诊断剂量，进而监测害虫田间种群的药剂敏感性及其变化(李显春和王荫长，

1997)。

至今，有关稻纵卷叶螟对Bt杀虫蛋白的敏感性问题尚未有系统研究。本文采用诊断剂量法及常

规毒力曲线法测定了稻纵卷叶螟田间种群对Co'lAb蛋白和转crylA6基因水稻的敏感性水平，为稻纵

卷叶螟对Bt及B冰稻的抗性研究和田间抗性监测抗性监测提供参考依据。

1材料与方法

1．1供试虫源

2006年分别自浙江(杭州、富阳、宁波和温州等)、江苏、安徽、江西、广东、广西和云南等

地采集稻纵卷叶螟1代蛹，于室内羽化、交配和产卵，待孵化后以初孵幼虫供生物测定。同时，于浙

江杭州田间采集3代稻纵卷叶螟成虫配成单雌系用于对CrylAb蛋白及转crylAb水稻的敏感性测定。饲

养温度28324-1℃，相对湿度80*／,，光周期16L：8D。



1．2供试水稻

转Bt基因水稻——克螟稻l号(KMDl)为第R8代转Bt基因粳稻纯合品系，采用农杆菌介导法

获得，含有c秒朋6基因和ubiqui6n启动子，室内和田问条件下对水稻螟虫均表现高抗(舒庆尧等，

1998；Shuetal．，2000；Yeet cd．，2001a)．非转基因亲本为粳稻品种秀水1I．

1．3浸叶生物测定法

配制系列浓度cfy蛋白溶液(含O．1％TritonX．100)，取新鲜非转基因水稻叶切成6．Ocm长，经灭

菌双蒸水漂洗后于系列蛋白溶液中分别浸没30s，取出晾干后置于铺有润湿滤纸的培养皿(012．0era)

中，两端压以含保鲜液的棉花球保湿．每浓度设3—5次重复，每重复处理10头初孵幼虫。接虫后，用

Parafilm膜封口，在温度28"G__+IX2，相对湿度80％、光周期16L：8D条件下饲养，96h后考查幼虫死

亡率(Yeeta／．，2001；Han eta／．，2007)。

1．4稻纵卷叶螟对Bt杀虫蛋白敏感性测定

参照1．3方法．根据死亡率测定结果绘制多剂量LD-P曲线。利用平坡法确定抗性个体的诊断剂

量．应用该诊断剂量，采用浸叶法(同1．3方法)测定稻纵卷叶螟田问种群单雌系(1200对)幼虫对

Bt蛋白的死亡率。

1．5稻纵卷叶螟对Bt水稻敏感性测定

采用植株生物测定法测定稻纵卷叶螟田闻种群单雌系(400对)幼虫对Bt水稻的敏感性。取单对成虫

移至栽有70天苗龄的Bt水稻的笼罩里产卵，记录初始产卵量，5日后记录残留卵量、存活幼虫数及虫

龄等指标。饲养温度28"12±l'C，相对湿度80％，光周期16L：8D。

1．6数据分析

生物测定数据采用POLO-PC软件计算获得Lc50值及其9s％置信限，以两者LCso值的95％置信限

互不重迭示为显著性差异(Litchfield＆Wilcoxin，1949)。

2结果与分析

2．1 稻级卷叶螟对CrylAb敏感性的诊断剂量

以多剂量LD．p曲线法测定杀虫蛋白crylAb对稻纵卷叶螟的诊断剂量(图2．1)，结果如图所示·



CrylAb的多剂量L口p曲线共呈现2个平坡，第1个平坡的crylAb对数剂量为0．70-1．60，对应的稻纵

卷叶螟幼虫死亡率的机率值为5．16左右(死亡率约为57％)；第2个平坡的c哆1Ab对数剂量为1．90．2．79

时，对应的死亡率的机率值为6．7l左右(死亡率约为96％)。由此，嘴-620ng／cm2作为抗性监测
的诊断剂量。
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图2．1稻纵卷叶螟初孵幼虫对杀虫蛋白cIylAb多剂量LD-p线

Fig．2．1 The multi-dose LD-p cilrve ofC．raedinalis response to CrylAb

2．2稻纵卷叶螟对CrylAb蛋白敏感性的种群结构分析

采集的约1200对单雌系，仅有300对单雌系符合生物测定要求。经诊断剂量处理后，各单雌系的

发育进度情况整理如下(表2．1)．

300对单雌系共孵化12，623头幼虫，经诊断剂量处理后，绝大部分稻纵卷叶螟群体对CrylAb是敏

感的，高敏感种群达到92．82％，中度敏感性种群为6．72％，而不表现敏感性的群体只为0．17％。

300对单雌系对CrylAb的敏感性按幼虫发育阶段可分为4组，其中有178组(约59．33％)单雌系

对CrylAb高度敏感，仅发育至1龄初：有93组(约31％)的单雌系表现中度敏感，有19组(约6-33％)

单雌系g々j'CrylAb表现低敏感性；只有10组(约3．33％)的单雌系为不敏感，可发育至3龄。84％的对

照幼虫发育至3龄。



表2．1稻纵卷叶螟对CrylAbf约种内敏感性变异

Table 2．1 Intra-population variation in susceptibility ofC．medinalis to CrylAb

2．3稻纵卷叶螟对Bt水稻敏感性的种群结构分析

采集约400对单雌系用于测定对Bt水稻的敏感性，其中有150对符合生物测定要求(表2．2)。150

对单雌系共孵化12，874头幼虫。其中5头发育至2龄末期，占总体的0．04％，只有l头发育至3龄，占总

虫数的0．008％．稻纵卷叶螟种群对Bt水稻敏感性分布与对CrylAb的反应趋势相似，均以高敏感性单

雌系所占比例较高，不敏感性单雌系比例较低。

表2．2稻纵卷叶螟对转crylAb水稻的种内敏感性变异

Table 2．2 Intrapopulation variation in susccptibility ofC．medinalis to transgenie Btriee

2．4稻纵卷叶螟不同地区种群聂j'CrylAb蛋白的敏感性

crylAb蛋白对稻纵卷叶螟不同地区种群的Lc∞范围从20．oo ng／cm2(浙江杭州)-蛩169．60 n咖m2

(浙江宁波)，其中后者LC∞是前者的3．48倍，有显著差异(表2．I)．其他地区种群之问对CrylAb

敏感性并无显著差异。稻纵卷叶螟不同地区种群LD-p线的斜率以浙江宁波种群的相对较低，表明该
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种群对crylAb敏感性的异质性较高。结果表明，稻纵卷叶螟不同地区种群对cIylAb仍较为敏感。利

用累计剂量对数反应方法(Kranthi eta／．，2001；Kranthi P，a／．，2004)，将各地的数据通过概率分析得

到了累计对数剂量反应关系，从其中可以推导得出Lc∞为38．23 ng／cm2，即敏感基线值。

表2,3稻纵卷叶螟不同地区种群对CrylAb的敏感性

Table 2．3 The susceptibility ofdifferentC medinalis populations to CrylAb
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3讨论

通常情况下，当田间防治失效时，害虫已产生较高水平的抗性。对此，只能换用无交互抗性的

杀虫剂来防治。抗性治理只有抗性基因频率较低时才有效，所以必须对田间种群进行抗性监测(唐

振华等，2003)．目前，常用的抗性早期诊断技术有基于敏感性测定的毒力测定法和区分剂量技术、

基于抗性生理，生化机制的酶活测定技术、基于Kdr的电生理测定法、基于PCR技术的特异性等位基

因PCR扩增(PCR amplification of specific alleles。PASA)，单链构象多态性分析(Single stranded

conformationalpolymorphism，SSCP)和PCR限制性内切酶核苷酸分析法(PCR restrictionendonuclease

nucleotide，PCR／REN)等，其中以区分剂量法最为简便、实用(Forrg斌eretaL。1993；Simset以，1996；

Kmathi et a1．，1997)．

有关稻纵卷叶螟对Bt杀虫蛋白的抗性研究尚少有报道。本文测定了不同地区稻纵卷叶螟对

BtCrylAb蛋白的敏感性，发现不同地区种群之间的敏感性虽有一定差异，但多未达显著水平。这表

明当前不同地区稻纵卷叶螟种群对Bt蛋白仍相对较为敏感，这可能与在B喇剂在水稻生产上的应用

相对较少有关．鉴于缺乏与田间种群具有相同遗传背景的敏感品系，本文利用多剂量LD-pfltl线法估

测稻纵卷叶螟对Bt蛋白的诊断剂量，并可望用于田间抗性监测。从本文结果来看，稻纵卷叶螟种群

对CrylAb和转crylAb水稻的敏感性呈现相似趋势，其中以对转crylAb水稻的敏感性水平相对更高。

虽然稻纵卷叶螟测试种群中绝大多数个体仍相对较敏感，但该种群已有Bt蛋白抗性基因分布．如对

CrylAb蛋白表现不敏感的比例，单雌系占3．33％，幼虫占0．17％；而对转co,lAb水稻表现不敏感的比

饲，单雌系占0．67％，幼虫个体占0．008％。



第三章水稻螟虫对4种Bt杀虫蛋白的敏感性测定

水稻螟虫，如二化螟劭洳suppressalis(Walker)、大螟Sesamia inferem(Walker)和稻纵卷叶

螟Cnaphalocrocis medinalis(Guen&)等是严重威胁水稻生产的鳞翅目害虫。全球每年因其为害而造

成的产量损失高达100亿公斤(Herdt,1991)，其中我国水稻螟虫年发生面积约0．15亿公倾，年防治

代价约45．7亿硼．0亿元，残虫造成的作物损失近65．0亿元，总经济损失达115．0亿元(盛承发等，2003)。
至今，生产上一直使用化学杀虫剂防治水稻螟虫，但长期大量不合理用药已导致水稻螟虫产生抗药

性，引起防效降低，防治成本增加(王荫长， 1991；黄诚华，2006)．微生物杀虫剂如苏云金杆菌

Bacillus thuringiensis(Bt)制剂等对水稻螟虫具较好防效(王忠柳，1990；范仰东，2001)，但由

于见效慢、易受环境条件影响等而在实际应用颇受限制。

为有效控制水稻螟虫为害、减少化学杀虫剂使用量，自上世纪90年代以来，转基因抗虫水稻，

特别是转Bt基因水稻不断培育成功，不少抗虫效果好的水稻品系已进入或通过了田问试验(叶恭银

等，1998；Bajaj，2005；Huang et a1．，2005)。2005年，伊朗率先开展了转Bt基因水稻的商业化种植

(James,2005)。我国亦正积极推进转基因水稻的商业化进程(Huangeta／．，2005)。但是，水稻螟

虫作为靶标生物，在转Bt基因水稻大面积商业化推广后能否产生抗性的风险问题一直颇受关注(High

et a／．，2004)．鉴于目前有关水稻螟虫对Bt杀虫蛋白(Cry蛋白)的敏感性尚少有研究，本文就不同

水稻螟虫田间种群对常用于转基因抗虫作物，水稻培育的目的基因所编码的4种Cry蛋白(Co'lAb、

CrylAe、CrylC和C啦A等)的敏感性进行了测定，为水稻螟虫的Bt抗性研究以及转多价基因抗虫水

稻的培育提供必要的依据。

I材料与方法

1．1供试昆虫

2006年自杭州稻田分别采集二化螟、大螟和稻纵卷叶螟第2代成虫，置养虫室内于稻苗上产卵。

饲养温度28"C±】℃，相对湿度80％，光周期16L：8D。待卵孵化后，取初孵幼虫测定对Bt杀虫蛋白

的敏感性。

1．2生物测定

采用人工饲料喂毒法测定二化螟和大螟对Bt杀虫蛋白的敏感性。分别参照FAO(FAO，1980)和

Chaueoi等(ChaUeoi，1969)配方配制二化螟和人螟幼虫的人工饲料。分别取4种cry蛋白(CrylAb、



CrylAc、CrylC和Cry2A等，由本实验室保存)按一定浓度梯度与人工饲料充分混合均匀，装入玻璃

指形管(02．00nxl0．0cm)中。每处理浓度设3个重复，每重复接虫10头，共处理180头。以不含Cry

蛋白的人工饲料为对照。接虫后，用棉花球封口。在无光照、温度28"C±l℃和相对湿度800／dr}件下

饲养，96 h后考幼虫死亡率。

稻纵卷叶螟对Cry蛋白的敏感性测定采用浸叶法。分别配制不同Cry蛋白系列浓度溶液(含O．1％

Triton X．100)，取新鲜稻叶切成6．0 cm长，经灭菌双蒸水漂洗后于蛋白溶液中浸没30 s，取出晾干后

置于铺有润湿滤纸的培养皿(012．0cm)中，两端压以含保鲜液的棉花球保湿。每处理浓度设3个重

复，每重复接虫30头，共处理300头。以未经蛋白溶液处理的为对照。接虫后，用Parafilm膜封13，

在温度28"C±l℃、相对湿度80％、光周期16L：8D条件下饲养，96 h后考幼虫死亡率。

数据采用POLO-PC软件(LeOra,1987)计算获得Lc50值及其95％置信限，以两者LC50值的95％

置信限互不重迭示为显著性差异。

2结果

不同水稻螟虫对4种Cry蛋白的敏感性不尽相同(表3．1)．二化螟以Cry2A的Lc∞值显著较高，

分别是CrylAb、CrylAc和CrylC的9．2、6．0和5．7倍；其中后3种Cry蛋白对二化螟的LC50值无显著性

差异．大螟对不同Cry蛋白的敏感性变化与二化螟的相似，亦以Cry2A的敏感性显著较低，分别是

CrylAb，CrylAe和CrylC的14．4、3．5和3．0倍；其中CrylAc和CrylC对大螟的Lc∞值无显著差异，但

均显著高于CrylAb的。4种Cry蛋白对大螟的Lc，0值均明显较二化螟的为高，即大螟对该4种Cry蛋白

的敏感性相对较低，其中对CrylC和Cry2A的敏感性差异均达显著。稻纵卷叶螟以对CrylC的敏感性

显著较低，其次为Cry2A，其Ic50值为前者的18A％．CrylAb和CrylAc的LC50值显著较低，其中CrylAc

的Lc50值是CrylAb的2．5倍，但两者间差异不显著．

4种Cry蛋白对二化螟、大螟和稻纵卷叶螟!构LD-p线的斜率均以Cry2A和CrylAb的相对较高，即3

种水稻螟虫田间种群对Cry2AgC掣lAb敏感性的异质性相对较低(表3．2)．不同水稻螟虫之间，以

4种Cry蛋白对稻纵卷叶螟LD-p线的斜率相对较低，即种群异质性相对较高。



表3．1．4种Cry蛋白对水稻螟虫的LCso值比较

Table 3．1 1．Comparison on LC∞values ofinsecticidal proteins from Bacillus thuringiensis to rice

lepidopterans

注：&LC50值单位为l咖lg人工饲料，括号数值示Lc50的95％置信限；b．Lc∞值单位为p咖l，括号数
值示LC50值的95％置信限。

表3．2．4种cry蛋白对水稻螟虫的LD-P线斜率比较

Table 3．2．Comparison on the slopes ofLD-p lines ofinsecticidal proteins from Bacillus thuringiemis to

rice lepidopterans

3讨论

二化螟对4种Cry蛋白的敏感性依次为：CryIAb>CryIAc>CrylC>Cry2A，这与Alcantara等

(Alcantara甜a／．，2004)报道的结果一致，而与Lee等(Lee etal．，1997)报道的Cry2A>CrylC>CrylAc

不尽相同。二化螟对不同Cry蛋白的敏感性差异主要与其幼虫中肠表皮刷状缘膜囊泡(brush border

membranevesicles，BBMV)上特异性受体对Cry蛋白的结合能力及数量不同有关。=化螟中肠BBMV

受体对CryIAb和CrylAc具有相同的结合位点，且结合亲和力较强；对CrylC和Cry2A的结合位点与

CrylAb及CrylAc的明显不同，亲和力虽相对较弱，但位点数量则明显较多(Alcantaraelal．，2004；Lee

“a／．，1997)。本文测得不同Cry蛋白对二化螟的Lc50值比Lee等和Alcantara等报道的均明显较低，这



可能与杭州地区稻田较少使用B件0剂防治水稻螟虫而导致当地二化螟种群对Bt相对较为敏感有关。

CrylAb对杭州地区二化螟种群的LD-P线斜率相对较高，也表明该种群对CrylAb敏感性的异质性较

低。

大螟对4种Cry蛋白的敏感性及种群异质性变化与二化螟的相似，但不同Cry蛋白对大螟的LC∞

值均明显高于二化螟的，即大螟对cry蛋白的敏感性相对较低。这与现已有报道的夜蛾科害虫对转Bt

基因作物的敏感性比螟蛾科的普遍较低相一致(FilletaL。1994)。稻纵卷叶螟对不同Cry蛋白的敏感

性变化与二化螟和大螟的不尽相同，但仍以对CrylAb和CrylAc相对较为敏感。有关不同害虫种类对

Cry蛋白的敏感性差异及其内在机制尚有待进一步研究。

不同水稻螟虫g}JCrylAb的敏感性均较高，这与转CrytAb基因水稻(克螟稻及其杂交后代)表现

的优异杀螟效果相一致(YeetaL，2001；Ye etal．，2003)．目前，4种Cry蛋白的基因均被广泛用于转

基因抗虫作物的培育，其q，CrylC和Cry2A因与CrylAb、CrylAc在鳞翅且害虫中肠BBMV上具有不

同的结合位点，该2种基因被用来与后2种基因组合共同转入作物体内，培育成转双价基因抗虫作物

(ghao et aL，2003；Bashir et aL，2004)，不仅获得较理想的杀虫效果，而且可延缓靶标害虫产生抗

性。



第四章基于cry基因的新型融基因构建

Bt生物农药和转Bt基因作物的推广使用能有效控制虫害发生，并减少化学农药的用量。保护生

态环境。但是，如同各种化学农药的使用一样，随着Bt制剂及转Bt作物的广泛应用，害虫在持续的

选择压作用下，可能对Bt蛋白产生的抗性；甚至在田问推广种植转Bt作物之前，某些害虫已在田间

或实验室条件下对Bt产生了显著抗性(McGaUghey,1985；Tabashnik,1994；Tabashnik，1997；Heckel．

1997)．因此，寻找新型杀虫基因进而培育高效转基因抗虫作物不仅可有效减缓害虫抗性产生与发

展，而且还可用于抗性治理。

目前，用于转基因抗虫作物培育的主要是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：微生物来源(如Cry蛋白等)、植物来源(如蛋白

酶抑制剂等)和动物来源(如蝎子毒素等)(叶恭银等，2001)。近年来，随着现代分子生物学技术

的快速发展，通过基因突变或改造来构建新型功能基因已成为可能。Mehlo等(2005)通过将crylAc

基因片段与蓖麻毒蛋白B链(ficin B-chain)上的半乳糖结合结构域(galactose-binding domain)序列

连接构建合成新的融合基因，其表达蛋白具有较高杀虫活性，且转入水稻和玉米体内亦具有较强杀

虫活性。本文拟通过将CrylAb蛋白结构域lI基因序列与抗菌活性肽(anti—microbialpeptides,AMPs)

基因连接构建新的融合基因，为新型杀虫候选基因筛选提供思路与材料。

1材料与方法

1．1材料和试剂

1．1．1菌株和载体

菌株E．coli DH5ct和克隆载体pETcoco-2(图4．1和4．2)等由昆虫生理生化实验室保存；限制性

内切醌4atlt，Sphl和Pad购于New England Biolabs,TaqPlus DNA聚合酶、T4DNA连接酶购Sangon

公司；DNA MarkerDL2000，15000、购Takara公司；Tryptone Powder、Yeast Extract、Mineral Oil

Agrose等购自Bio Basic lnc．。



图4．1 pETm2表达载体图谱
Fig．4．1 pETcoco-2 vccior map

图4．2 pETcoco-2载体的多克隆位点和表达区序列

Fig．4．2 pETcoco-2 Multi-cloning site and expression region

1．1．2常用试剂的配制

1)LB培养基的配制

蛋白胨(Polypepton) 109

3l



酵母抽提物(Yeast Extraction) 5 g

Nacl 109

用玻棒搅动至溶质完全溶解，用5 mol／L NaOH调节pH值至7．0，加入去离子水至总体积l L。在

120℃、151 bfnn2(1．034xlO爷a)高压下蒸汽灭菌20 mj玎。

固体培养基的配制：在LB培养基中加入15 g琼脂糖，灭菌后轻轻旋动以使熔解的琼脂糖均匀分

布于LB培养基溶液中，待冷却至60℃左右铺制平板。

2)氨苄青霉素(100 mghnl)

0．5 g氨苄青霉素，加A．5 ml无菌水溶解，分装后于-20℃贮存。

3)TE缓冲液(oH 8m)

10 mmol／L ads·cl(oH 8．O)

1 mmoFL EDTA(oH 8．O)

50 mmolA,CaCl2

800 ml Mili-Q水加入5．55 g无水CaCl2(国产分析纯)溶解后定容至l L，分装，高压灭菌，4℃保存．

4)3mmol／LNaAc(oH 5．2)

NaAc·3H20 408．19J叩Mili-Q水溶解，用冰醋酸调pH值至5．2，定容至l L，分装，高压灭菌，室温存放．

5)50xTAE缓冲液

成分及终浓度 配制lL溶液各成分的用量

2mol／L Tris碱 2429

lmol／L乙酸 57．1 ml的冰乙酸(17．4 tool／L)

100 mmol／L EDTA 200ml的0．5 mol／L EDTA(DH 8，O)

加水补足l L，室温保存．

6、10mg／mlEB

在100 ml水中加入l g EB，磁力搅拌数小时以确保其完全溶解，然后转移至棕色瓶中，室温避光保存。

7)10mg／mlRNa．seA

O．1 g RNase A溶于lO mmol／L Trjs’Ci(oH 7．5)、15 mmol／L NaO‘P，配成lO mg／ml的浓度，于100℃

加热15min，缓慢冷却至室温，分装成小份保存于一20℃。

8)核酸电泳上样缓冲液(6×)

0．25％溴酚蓝

40％(W／V)蔗糖水溶液

用Milli-Q水配制，于4℃贮存。

9) 20％葡萄糖和2％L．阿拉伯糖



称量209葡萄糖和29 L阿拉伯糖，100 ml㈣-，0．22岬滤膜过滤除菌，室温储藏，需要时加
)kLB@·

1．2方法

1．2．1 crylAb基因结构域II(Domainll，DII)序列的PcR扩增

1)PCR引物及Sphl和Aatll的酶切位点：

DIl-a：5’primer：5’-GAA鱼f盗!Q￡：￡￡AGA G AAA TCT ATA CTA ACC

SphI

Dll-b：3’Primer：．5’一CAl坠△￡鱼里￡：T GTT GAA CTC AC-C ACT AC

彳d“T

2)PCR反应体系(50ttD：

10xPCR buffer(with MgCl2)

10mMmqTP

DII，a

DII-b

crylAb

Taq酶

加ddH20至终体积sota。混匀后离心。

反应参数设置：

94℃预变性4rain后开始以下循环反应，

变性 94℃ 60 S

退火 55℃ 60 s

延伸 72℃ 60 s

5山

0．5山

1山

1山

2山

1 lIl

35个循环后，72℃继续延伸10 min。

反应完毕后，从反应液@取5rtl，1．5％琼脂糖凝胶电泳检查扩增结果。

3)PCR产物纯化

使用PcR纯化试剂盒处理PcR产物，使用紫外分光光度计测得DII浓度。

1．2．2 pETeoco-2质粒载体的大量制备

从LB平扳上(含100n∥m氨苄青霉素，Amp)挑单克隆，在lOml含有O．2％葡萄糖的LB液体培养基(100

ng／pl Amp)，37"C摇过夜。



按h 50比例将培养基加入预热的不含葡萄糖的新鲜LB液体培养基(100 ng删Amp)。

培养基在37"(2，250rpm摇至OD600=0．2加．4，加2％L-阿拉伯糖至O．01％终浓度。

再在37"C，培养4一S小时，后用Plasmid Mini Kit EZNA质粒试剂盒提取质粒。

1．2．3 DII和pETcoco-2的Aat II和Sph I酶切

DII终浓度为50 ng／td，pETcoco-2浓度蔓J250 n∥Ill。

Sphl酶切体系(50p1){

2．5ttg模板(DII或pETcoco-2)

5pl 10xBuffer

2．5ul SphI

ddH20补足至50m

37℃酶切2h，后60℃，10rain

纯化试剂盒纯化酶切溶液，40td ddH20洗脱，得到终浓度约50吲|11．再进行Aatll酶切。

Aatll酶切体系(40山)

34ttl模板(DII或pETcoco-2)

4．1 10xT-Buffer(with BSA)

29t Aatll

37℃酶切2h，后60℃，lOmin灭活。割胶回收试剂盒，30山ddH20洗脱，浓度约为50 n酌lI，电泳检

测结果。

1．2．4 SphI和4atll酶切后的DII和pETcoco-2连接，构建成pBDII载体

连接反应体系(20ral)

10xBuffer 2山

T4连接酶 1 m

pETcoco-2 4一

DII 4脚

ddH20 9山

自连反应体系(10p1)

10xBuffer

T4连接酶

pETcoco-2

ddH20

1山

1 ul

4山

4山



以上反应7℃过夜。转化DH5a，涂LB板(100ng／plAmp)，37"C培养过夜，次日检查结果，挑单

克隆摇菌，测序。

1．2．5 AMPs和pBDII的，hcl和爿4ⅡI双酶切

1)AMPs序列(见表4．1)

表4．1 AMPs序列

Table 4．1 AMPs sequences

CAGACGTCTCCl℃CCGATCATTGCAGGCATTGCCGCGAAAGTGllCCCA

AM旷l 1a AAGAl℃T丌TGCGCTATAAGCAAGAAGTGTTAATTAAT
ATTAA TrAACA CTTCTrGCT TATAGCGCA AAAGAT CTT TGG GAA CAC

1b mcGCGGCAATGCCTGCAATGATCGGGAGGAGACGTCTG
CAGACGTCCCAGGTCCAGCCGTGCCGGCCT℃CAGTTCCCGGTCGGGCGC

A～口P7 7a GTGCACCGGCTGCTrAGAAAGTlTAATTAAT

ATT AAT TAA ACT TTC TAA GCA GCC GGT GCA CGC GCC CGA CCG GGA ACT

7b GGAGGCCGGCACOGCTGGACCTGGGACGTCTG

CAGACGTCTCCTCGGGGGCCTGATTAAGATAGTCCCGGCGATGAl℃11GC

Ah仔．8 8a GCCGTGACCAAGAAATGTTTTAATTAAT

ATrAATTAAAACAr丌’CTTGGTCACGGCGCAGATCATCGCCGGGACTATc
8b rrAATcAGGCCCCeGAGGAGACGTCTG

CAGACGTCGGAGCAAAAAGCCGGTGCCAATCATrTACTGCAACAGGCGG

AMPll 1la ACCGGCAAGTGTCAGCGCATGTll-AATTAAT

ATT AAT TAA ACA TGC GCT GACA CTT GCC GGT CCG CCT GTT GCA GTA AAT

11b GATTGGCACCGGCTT丁I]rGCTCCGACG TCTG

CAGACGTCTCCTCoCATGGAAGTGGCCCTGGTGGCCGTGGAGGCGClll

A^棚P15 15a AATTAAT

ATl'AAT TAA AGC GCC TCC ACG GCC ACC AGG GCC ACT TCC ATG GGA GGA

15bGACGl℃TG

a) 化学合成五对寡聚核苷酸链，AMPI，AMP7，AMP8，AMPl l，AMPl5。

b)溶解六对A~Ⅱ，达到2增刖终浓度，-20"C保存备用。

c) 分别取2腭互补链加入离心管中。加水至20山，100"C水浴3min，室温冷却，此过程将形成双链

AMP。

d)2％琼脂糖凝胶电泳检测形成的AMP大小是否正确。

2)AMP的Aatll和Pacl双酶切

反应体系(50p1)

10xNEB 5 ul

AMP 17Ⅲ

100xBSA 0．5 Ill

Pael 1 ul
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AatII l ul

dd H20加至50山；37"C，4h：后65"C，10min；乙醇沉淀(2倍体积无水乙醇+1／10体积的3MKAc)，

-20℃过夜。

3)paDII的Aatll和Pacl双酶切

反应体系(50山)

10xNEB 5lll

pBDII 7山

100xBSA 0．5山

Pad 1 uI

AatlI l IIl

dd H20加至50p．1；37"C，5h；后65"(2，10rain：

4) 酶切后用割胶回收试剂盒回收目的片段，30山H20冼脱。

5)pBDlI和DIl的连接，构建p8D11A载体

反应体系(50山)

10xBuffer 2山

T4连接酶 l uJ

pBDII 9Ill

AMP 2 u1

ddH20 7lIl

反应7℃过夜。转化DH5d，涂LB板(100ng／pJAmp)，37℃培养过夜，次日检查结果，挑单克隆

测序。

2结果

经PcR扩增获：(导BtcrylAb基因结构域11(DID DNA片段(图4．3)，K为600bp。测序结果如下：

经GenBank数据库比对，确证为cwJ一6基因的结构域Il序列。

D11序列经固咖l和一口fIl酶双切后和经同样双酶切的pE，rcoc帕载体连接，构建p'戎pBDII载体(图

4．4)。AMPs序列和pBDll经肠l和一讲¨双酶切后连接，构建pBDIIA载体(图4．5)．通过对pBDlIA
载体测序与比对，确ilT．crylAb基因的结构域II序列pBDII已与AMPs序列融合成功。



劬I

A茂GCATGCCCAOAGAAATCTATACTAACCCAGTTCTTGAGAAC四CGACGGTAGCTT

CCGTGGTTCTGcOCAAGGTATCG_越搀GCTCCAOCAGGAGCCCACACTTGA．TGGACAT

CTTGA砬AGCA￡AACTATCTACACC黜GCTCACAGAGq掂AGT茂TTACTGGTCTGG
AeACCAGATCATGGCCTeTCe酩孵GGATTC鱼GCGGGCCCG鱼GTTTj跹CTTTCCTCT

CTATGG2珏CTATGGGAAACGCCGC：TCCAa蝤￡AAeGTATCGTT￡℃TCA跹TAGe踅CA

GG《；TGTCT_ACA劬选CCTTGTCTTCCACC硼GTACAGAAGACCCTTCAATATcoGTAT

CAACAACCAGC嗽TTTccGTTCTTGACGGAACAGAGT瓮GCC弧ulGGAACCTCTTC
TA砬TTGCCATCCGCTG玎TACAGA马AGAGCGGAMCGTTG解KCTTGGACGAAAT

CCC跹a虻AGAAC盎ACAATGTlGCCACCCAGGCA酷强TTCTCCCACAG∞TGAGCCA

CGTGTCCATGTrC：CG研CCGGATTcAGCA茂CAGTTOCGTGAGCATCATCAG雒(=TCC

TATGTTCTCATGGATTCA—TCGTAGTC-CTGAGTTCAAC趟型盟
名茁Ⅱ

图4．3 crylAb的Domainll的PCR扩增产物电泳图

M：Marker2000；泳道1：PCRl9个循环；泳道2：PCR35个循环

Fig．4．3 Agrose eleclrophoresis ofthe PCR products ofDomainll ofcrylAb

Lane 1 products of 19 cycles ofPCR；Lalle 2 products of35 cycles ofPCR
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图4．4 pETcoco-2的Sphl和lAatll酶切结果及DBDII载体的构建

M： 2000bD和15000bp的DNA Marker；A：pETcoco-2的Sphl酶切结果；B为s#i酶切后再被4nnl酶
切的结果：C：pETcc℃．o-2载体；D：paDII载体．

Fig．4．4 The DNA digested orderly by Sphl and Aatll ofpETcoco-2 and the recombinant vector ofpaDH

A：The digestion ofSphl ofpETcoco-2；B：The digestion ofAatll ofpETcoeo-2 after the digestion ofSphl；

C：Veetor ofpETeoeo-2；D：Vector ofpBDII

图4．5 AMP和pBDII的Pael、Aatll确J,酶切结果及pBDIIA载体

其中M： 2000bp和15000bp的DNA Marker；A：AMP的PacI、AadlYCX．酶切结果；B)bpBDI[的Pacl、

Aatll双酶切的结果；C：pBDilA载体．

Fig．4．5 The DNA digested simultaneously by Pacl and Aatll ofAMP and pBDII，recombinant vector of

pBDIIA

A：The double digestions ofPacl andAatll ofAMfP：B：The double digestions ofPacl andAatll ofpBDll；

C：Vector of pBDIIA



3讨论

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a-螺旋组成，主要参与在昆虫中肠细胞膜形成穿孔；结构域lI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IlI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 et以199l；Groehulski et口f．1995)。

本文成功地将杀虫蛋白基[]crylAb的结构域lI与AMPs融合重组至质粒pETcoco-2中，构建了

pBDIIA载体。由于试验时间关系，重组基因表达的融合蛋白是否能有效的结合昆虫中肠上的受体，

并具有良好的杀虫活性还有待于今后通过生物测定来进行验证。但无论如何，这为构建新的杀虫基

因提供了新的思路。



第五章总讨论

本论文就稻纵卷叶螟对Bt水稻抗性风险及其对策进行了初步的研究，得到了一定的结果，为今

后的害虫抗性评价和治理提供了一定的实践参考价值。

1稻纵卷叶螟对CrylAb蛋白及其转基因水稻的敏感性

目前关于Bt杀虫蛋白对稻纵卷叶螟的抗性监测还未见报道，本文在杀虫蛋I刍CrylAb对稻纵卷叶

螟的抗性监测方面做了初步的尝试性研究．因为没有室内敏感品系，所以利用平坡法确定了抗性监

测的诊断剂量。并据此测定了稻纵卷叶螟对CrylAb敏感性水平。虽然其得出的结果和利用转基因水

稻直接检测的结果有相同的趋势，但是利用蛋白检测得到的抗性个体比例较转基因水稻检测得到的

比例高得多。其中原因可能是用转crylAb水稻监测抗性个体时，刚孵化的幼虫最初取食的就是转基

因水稻，从而较先接触杀虫蛋白。而杀虫蛋白检测抗性个体时，利用稻纵卷叶螟成虫先产卵于非转

基因水稻上，幼虫刚孵化取食的是不含CrylAb的水稻组织，所以较迟得接触杀虫蛋白，以致更能抵

抗CrylAb的毒杀。

从稻纵卷叶螟对杀虫蛋lElCrylAb和转crylAb水稻敏感性结果可以初步看出，稻纵卷叶螟种内已

经表现出一定的变异性。对CrylAb蛋白表现不敏感的比例，单雌系占到3．33％，幼虫个体占到0．17％，

对转crylAb水稻表现不敏感的比例，单雌系占No．67％，幼虫个体占到0．008％。

目前高剂量／庇护区策略受到广泛重视(Tabashnik,1997；Gould,1998)，已被美国、澳大利亚

等国家采用。高剂量／庇护区策略是根据昆虫种群遗传学和昆虫生态学理论，采用计算机模拟研究

提出的(Mcgaughey，1998)，其中就假设：大田害虫种群的起始抗性等位基因频率应该很低，<10．3

(Rouse 1994)。那么，按照Bt抗性遗传理论，当抗性隐性等位基因频率<1矿，要监测抗性个体的

话，就必须检查至少lO 6的个体(Roush&McKenzie，1987)。在本实验中，用转crylAb水稻共检测

了12827头个体，随然远远未达到假设要求106的数量。但是已发现有1头幼虫发育至三龄，达到了本

实验划分的不敏感的抗性水平。其中的原因可能是转基因水稻的CrylAb蛋白的表达存在时间和空间

的动态变化，导致杀虫蛋白没有按高剂量表达(Alinia,2000)。可以进一步通过DNA检测手段来验

证。在未完全确认是否为抗性个体之前我们应该对此保持应有的重视。

在各地稻纵卷叶螟种群对CrylAb的敏感性差异中，除了杭州外，其他各种群之问对CrylAb的敏

感性没有显著差异。可能与稻纵卷叶螟的迁飞性有关．害虫的高度迁飞特性使得对Bt的敏感性种群

间难以形成。Heliothine种类的昆虫因为具有高度的飞行本性，所以很难得到其种群之间对Bt敏感性

差异的估计(Fitt,1989)。
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2水稻螟虫对4种Bt杀虫蛋白的敏感性测定

二化螟对4种Cry蛋白的敏感性依次为：CryIAb>CrylAc>CrylC>Cry2A，这与Alcantara等

(Alcantaraetal．，2004)报道的结果一致，而与Lee等(Leeeta／．，1997)报道的Cry2A>CrylC>CrylAc

不尽相同。二化螟对不同Cry蛋白的敏感性差异主要与其幼虫中肠表皮刷状缘膜囊泡(brush border

membrane vesicles，BBMV)上特异性受体对Cry蛋白的结合能力及数量不同有关。二化螟中肠BBMV

受体对CrylAb和CrylAc具有相同的结合位点，且结合亲和力较强；对CrylC和Cry2A的结合位点与

CrylAb及CrylAc的明显不同，亲和力虽相对较弱，但位点数量则明显较多(Alc,a“tam甜a／．．2004；Lee

“a／．，1997)。本文测得不同Cry蛋白对二化螟的LC∞值比Lee等和Alcantata等报道的均明显较低，这

可能与杭州地区稻田较少使用Bt制剂防治水稻螟虫而导致当地二化螟种群对Bt相对较为敏感有关。

CrylAb对杭州地区二化螟种群的LD-P线斜率相对较高，也表明该种群对CrylAb敏感性的异质性较

低。

大螟对4种Cry蛋白的敏感性及种群异质性变化与二化螟的相似，但不I司cry蛋白对大螟的LC∞

值均明显高于二化螟的，即大螟对Cry蛋白的敏感性相对较低。这与现已有报道的夜蛾科害虫对转Bt

基因作物的敏感性比螟蛾科的普遍较低相一致(FiReta／．。1994)。稻纵卷叶螟对不匾]cry蛋白的敏感

性变化与二化螟和大螟的不尽相同，但仍以对CrylAb和CrylAc相对较为敏感。有关不同害虫种类对

Cry蛋白的敏感性差异及其内在机制尚有待迸一步研究。

不同水稻螟虫对CrylAb的敏感性均较高，这与转CrylAb基因水稻(克螟稻及其杂交后代)表现

的优异杀螟效果相一致(Ye eta／．，2001；Yeetal．，2003)。目前，4种Cry蛋白的基因均被广泛用于转

基因抗虫作物的培育，其中CrylC和Cry2A因与CrylAb、CrylAc在鳞翅目害虫中肠BBMV上具有不

同的结合位点，该2种基因被用来与后2种基因组合共同转入作物体内，培育成转双价基因抗虫作物

(Zhao et a／．，2003；Bashir et a／．，2004)，不仅获得较理想的杀虫效果，而且可延缓靶标害虫产生抗

性。

3基于cry基因的新型融合基因构建

本文成功将杀虫蛋白基因c，)，川6的domainIl(简称DII)与化学合成的AMPs重组至质粒pETcoco-2

中，构建了pBDIIA载体。究竟重组基因表达的产物是否能有效的结合昆虫受体蛋白，发挥良好的杀

虫效果，还有待于进一步通过生物测定和相关的指标来判定。但是，不管结果如何，都会得到相应

的结论。一方面是具有杀虫效果，从实践的角度证明我们设计的重组是合理的，为害虫抗性的治理

提供了相应的参考价值。另一方面，不具有杀虫效果，那么也证明了杀虫蛋白的作用过程中关于结
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合机理的正确性，从某种程度上，该实验也具有一定的理论意义。

4本研究的特色与创新点

有关转基因抗虫水稻的环境释放已被提上日程．我国更是在考虑是否要加快批准转基因水稻的

商业化种植进程(Jia,2004)．本论文就稻纵卷叶螟对Bt水稻抗性风险及其对策进行了初步的研究，

在国内，甚至国外尚属首次。本文结果对于今后Bt水稻在中国推广后面临的抗性监测问题提供参考

价值，并对抗性的治理奠定一定的物质基础。

5今后研究的方向

由于时间等种种原因，本文只对稻纵卷叶螟对Bt水稻抗性风险及其对策进行了初步的研究，今

后有待于进一步研究的工作有：

1)采用DNA标记技术等其他技术相结合，进一步完善抗性监测体系，使其更有效和准确。

2)进行多年份、多地区的抗性监测，进而使抗性监测系统更全面。

3) 尝试利用其他杀虫基因或者和Bt基因的组合，来筛选既能有效抗虫又对脊椎动物安全且作

物产量和品质不受影响的抗虫基因。
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