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摘要

水稻是世界上最为重要的粮食作物之一，随着科学技术的发展，已有抗虫、

抗病、抗除草剂和改良品质等方面的基因应用于水稻中，转基因水稻的生态

安全性研究成为人们关注的焦点。转基因植物的生态安全性评价主要包括了

对非靶标生物的影响、对天敌的影响和对靶标害虫的抗性治理。本文主要以

三类转基因水稻和水稻重要害虫褐飞虱为研究对象，对三类转基因水稻对其

非靶标生物褐飞虱的生长发育和繁殖的继代效应影响进行了评价，并对其机

理进行了初步分析，主要结果如下：

l转咧1Ab／咖3H基因水稻抗螟虫性

转c，．ylAb／v功3H基因水稻G6H1、G6H2、G6H3、G6H4、G6H5和G6H6

对二化螟和大螟的室内生测结果表明，取食转叫lAb～驴3H水稻的二化螟和

大螟在48 h和96 h的死亡率要显著高于取食对照非转基因水稻Xiushuil 10，

48 h和96 h取食面积也显著低于对照，并且在168 h时死亡率达到100％。2008

年和2009年田间调查结果表明：G6H1、G6H2、G6H3、G6H4、G6H5和G6H6

在田间都表现出很高的抗性，其中G6H4和G6H5被螟虫的为害率不到5％。

Westem blot结果表明C巧1Ab／Vip3H蛋白在水稻植株中是融合表达，通过对

C叮lAb蛋白的含量测定来衡量C呵1AbMp3H蛋白在水稻不同时期的表达量，

蛋白含量在各个时期在6个转基因水稻品种中不同时期的表达量相对稳定，

无明显规律。ToPSIS分析表明：G6Hl在田间和实验室内对螟虫的抗性最好。

2转c删1Ab／l，咖3H基因水稻G6H1对褐飞虱生物学影响

G6Hl对褐飞虱生长发育与繁殖的继代效应评价结果表明，不论是在苗期

和成株期，褐飞虱的若虫生长发育和产卵量都不受水稻品种的影响，即取食

G6Hl与取食其非转基因亲本Xiushui 110相比，褐飞虱的生长发育和繁殖没

有受到影响。田间调查也表明，在G6Hl田间和XiushuillO田间的褐飞虱的

若虫、成虫和成虫若虫总密度没有显著差异。

3转c聊1Ab基因水稻KMD2对褐飞虱生物学影响

在苗期，取食转叫1Ab基因粳稻(KMD2)与其亲本非转基因水稻(Xiushui

11)的褐飞虱相比，其若虫发育时间受到水稻类型和代别的显著影响；成虫

寿命受到代别和水稻类型与代别互作的显著影响：产卵量受到水稻类型和代
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别的显著影响。在成株期，褐飞虱若虫发育时间受到水稻类型和水稻类型与

代别互作的影响；产卵量受到水稻类型和代别的显著影响。f测验结果表明不

论是苗期还是成株期，取食KMD2褐飞虱的若虫生长发育显著延迟，并且产

卵量显著下降，这就表明KMD2抑制了褐飞虱的生长发育和繁殖。2008和2009

年田间调查结果表明，KMD2田间褐飞虱的种群数量始终要低于Xiushui 1l，

并且若虫密度和成虫若虫总密度在2008年三个取样时间和2009年4个取样

时间达到显著差异。KMD2田间植株在拔节期、抽穗期、孕穗期和成熟期的

褐飞虱分蘖为害率显著低于Xiushuill；卵块数在成熟期要显著的低；卵数在

抽穗期、孕穗期和成熟期均显著低。褐飞虱在田间KMD2植株上的平均产卵

位置大致上随着时间的推移而升高(除了分蘖期)，而在Xiushui 1l植株上的

平均产卵位置也随着水稻的生长而升高，并且褐飞虱在KMD2和Xiushui ll

上的平均产卵位置存在显著差异。在分蘖期、拔节期、抽穗期和灌浆期，在

KMD2上褐飞虱卵的位置要比其在Xiushui ll上的高，其中在分蘖期抽穗期

和灌浆期达到显著水平。

4转纤维素酶基因水稻KMD2对褐飞虱生物学影响

对转纤维素酶基因水稻Z8．1、Z8．4、Z9．1、Z9．2、CBD．1或CBD．3进行

褐飞虱集团鉴定法进行抗鉴定发现，不论是苗期和成株期它们都对褐飞虱表

现出易感性，且Z9．2最为明显一些。与敏感品系TNl相比，Z9．2其体内的

纤维素酶活性要高一些，而其亲本非转基因水到Xiushui ll体内的酶活性要低

一些。转纤维素酶基因水稻Z9．2与其亲本非转基因水稻Xiushuil 1相比，在

苗期，褐飞虱若虫发育没有受到水稻类型、代别和水稻类型与代别互作的显

著影响，产卵量受到代别的显著影响；在成株期， 除了褐飞虱雄若虫受到代

别的显著影外，雌若虫和总若虫发育时间、成虫寿命都没有受到水稻类型、

代别和稻类型与代别互作的影响；产卵量受到代别的显著影响。2008年和2009

年对Z9．2和Xiushuill田间褐飞虱种群密度进行了调查，结果表明，在2008

年，褐飞虱的若虫数量和成虫若虫总数量受到水稻品种的显著影响，Z9-2田

间的褐飞虱数量要高于Xiushuill田间褐飞虱的数量，并且在其中3个取样时

间达到显著差异；在2009年，褐飞虱的若虫数量和成虫若虫总数量受到取样

时间的显著影响，Z9．2田间的褐飞虱数量要高于Xiushui 11田间褐飞虱的数

量，并且在其中1个取样时间达到显著差异。

II



浙江大学博士学位论文 摘要

S KMD2与Xiushui 11及其褐飞虱诱导后基因表达差异

利用基因芯片技术对转叫lAb基因水稻(KMD2)与其亲本非转基因水

稻(Xiushui 11)及其褐飞虱诱导后基因表达谱进行了初步的分析。KMD2与

Xiushui ll相比，有324个基因探针的mI州A水平发生了变化，表达量上调

的水稻基因有177个，下调的探针有147个。KEGG Pathway分析表明，这

324个差异基因参与到18条途径中，并且Go Ontology分析表明，这324个

差异基因最相关的5个生物过程：氨基酸及其衍生物的代谢、类脂化合物代

谢、光合作用、次生代谢和内源性胁迫反应。褐飞虱诱导后的KMD2与褐飞

虱诱导后的Xiushuill相比，有317个基因探针的mRNA水平发生了变化，

表达量上调的水稻基因有124个，下调的探针有193个。KEGG Pathway分析

表明，这317个差异基因参与到3l条途径中， 并且Go Ontology分析表明与

317个差异基因最相关得7个生物过程是非生物胁迫反应、碳水化合物代谢、

氨基酸及其衍生物的代谢、根瘤发生与形成和UTP(糖合成)、GTP(蛋白合

成)和CTP(磷脂合成)。

关键词叫lAb基因水稻，叫1Ab／l，驴3H基因水稻，纤维素酶基因水稻，褐飞

虱，安全性评价，基因芯片
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Abstra ct

Rice is the one of the moSt important food resource in the world．With the rapid

deVelopment of technology，we haVe obtained the transgenic rice with insect

resistance， disease resistance， herbicides rcsiStance and／0r quality improved

characteristic，and more and more people focus on the ecoIogical safcty髂sessment of

transgenic ri9e．The ecological safe够assessmentS of transgenic plant mainly incIude

the efrect on non-ta唱et pestS，the e岱：ct on naturaI nememies and the resistance

management．The en’eectS of three transgenic rices on the rice seconda呵peSt the

brown planthopper(BPH)，M幻彤zr阳幻，z倡P，搭stal， were evaluated，and the

mechanism was prim甜y analysis．The results are as follows：

l R嚣istance of t髓nsgenic c秒lAb／呻好H gene rice to stem bo陀馏

Bioassay result indicated that the transgenic c，)，1Ab／V妒H rice lines G6Hl，

G6H2，G6H3，G6H4，G6H5 and G6H6 showed high代siStance t0 stem borers

including striped stem borer(SSB)，(劢砌s明Z即酬括(Walker)and pu印lish stem

borer(PSB)，＆舳朋肠吮膨旭淞(Walker)．After 48 h and 96 h ingestion，the mo渤I时

of SSB and PSB that fed on six transgenic rice lines was sign浓cantIy hi曲er than that

fed on its non—nansgenic parentaIline Xiushui ll O，and the cumulate feeding area was

signincantly Iower．ARer l 68 h ingestion，the mortality of SSB and PSB that fed on

six transgenic rice Iines arriVed l oo％．In 2008锄d 2009，when the field test w嬲

conducted under natural infestation，the G6H1，G6H2，G6H3 and G6H6 were highly

resistant to SSB and PSB，and were completeIy undamaged on all sample dates．For

the transgenic Iines G6H4 and G6H5，their plants were undamaged before the sample

date of 8 September'while were encountered to a fcw damage with less than 4％of

plants and O．5％of tillerS．T11e Westem blot anaIysis con6n11ed the presence of the

C拶lAb and Vip3H fusion protein in the six transgenic rice lines．The C巧1Ab protein

was assayed to estima钯the concentration of the fusion pmtein of CD，l Ab／Vip3H

expressed in transgenic rice plantS．In the nag leaves and main stems for each

transgenic Iine， the leVel of C秽l Ab protein significantly changed with rice

deVeIopmentaI stages．h is estimated that G6HI showed best resistance to stem borers

according TOPSIS analysis．

2 Ea．ect of t豫nsgenic c，)，lAb，嵋p3H rice G6Hl on』Ⅵ，l·君它甩s

The nymph deVelopmentaJ duration and reproduction was not affected by rice

type for l巩，2nd and 4th generation neither in seedI．ng or adult stage．Compared with

IV
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fed on Xiushui ll 0，the nymph duration，adult IongeVit)，and egg production of BPH

that fed on G6Hl showed no significant difrerence．And the neld inVestigation

showed that the average densi妙of nymph，aduIt and total of nymph and adult were

simiIar between the G6Hl and Xiushui ll 0．

3 E侬时oftmnsgenic c秒lAb rice KMD2 onⅣ岫
At seedling stage，the nymph duration of BPH feeding on transgenic c秒l Ab rice

KMD2 and its nontransgenic parentaI rice Xiushui l 1 was significantly affected by

rice妙pe and generation；adult longeVi妙w嬲significantly affected by generation and

rice哆pe with generation intemction；egg production w嬲aff．ected by rice妙pe and

generation．At adult stage，the nymphe duration of BPH was aff．ected by rice type and

rice type with generation interaction；egg production w硒aa’ected by rice妙pe and

gener“on．f-1|eSt result indicated that the nymph duration w嬲significantIy prolonged

and the egg production was signifantly reduced when the BPH fed on the KMD2 at

both seedling and adult stage．This result reVealed that the KMD2 suppress the

deVeIopment and reproduction of tIle BPH．The行eld inVestigation indicated that the

aVerage densit)，of BPH in the KMD2 paddy was lower than that in Xiushui ll paddy

at all the sample times in 2008 and 2009．The aVerage density of nymph and total of

nymph and adult showed significantIy difjflerence between KMD2 and Xiushui l 1

paddy both in three sample times in 2008 and four sampIe times in 2009．By

compar．son with the non-Bt rice，botll percentage of t．1lers with eggs and number of

eggs per tiller in the Bt rice were signi6cantly lower f．rom jointing to mature stage for

the fornler and舶m heading t0 mature stage for the Iater．The reIatiVe hei曲t of

oViopsition on the Bt rice waS signi6cantly hi曲er小锄that on the non—Bt rice at the

tiIlering，heading and行lling stage of rice，while was signi6cantly lower than that on

the non—Bt rice at the mature stage of rice．

4 E玎ect of tmnsgenic ce¨ulase rice仰Ⅳ，增朗s

Resistance oftransgenic cellulase rice Iines(Z8-l、Z8-4、Z9—1、Z9-2、CBD·l and

CBD-3)t0 BPH was eValuated using the Modified Seedbox Screening 1'echnique

(MSSD．All of the transgenic Iines showed sensitiVe to BPH both at seedIing and

adult Stage，and the Z9·2 w邪the most sensitiVe Varie锣among the six Varieties．

Compared with the accepted rice Variety that sensitve t0 BPH，tlle actiVi妙of cellulase

in Z9-2 was higher’and itS non—transgenic rice Iine Xiushui l l was lower．At seedling

Stage， the egg production of BPH feeding on transgenic rice Z9-2 and b

V
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non·transgenic parental rice Xiushui ll was signi6cantly afl’ectcd by generation and

nymph deVelopmental duration and adult longeVit)r w嬲not aa’ected by rice type，

generation and rice type with generation interaction．At aduIt stage，the male nymphe

duration and egg production of BPH were significantly a伺融cted by generation．The

field inVestigation indica_ted that the aVe豫ge densi妙of BPH in the Z9—2 paddy was

higher man nlat in Xiushui ll paddy at most sample times in 2008 and 2009．In 2008，

the aVerage densi够of nymph and total of nymph and adult was affected by rice type，

锄d Z9-2 showd signific肌tly higher population at three sample tines．In 2009，the

aVerage density of BPH w鹪an'ected by the sample time．And the aVerage densi够of

nymph in Z9·2 paddy、Vas hjgher than that in Xiushui l 1 paddy at one sample time．

4 The gene expression pronling of l(MD2 and Xiushui 11，BPH induced KMD2

and BPH induced Xiushui ll

The gene expression profiIing of KMD2，Xiushui ll，BPH induced KMD2 and

BPH induced Xiushui l 1 were perf．0姗ed using gene chip method．Compared with itS

non—transgenic parental rice Xiushui l l，仃．anscriptional leVeIs of 324 genes in KMD2

were difrercnt，in which the numbers of upregulated and downregulated genes were

l 77 and l 47 respectiVely。KEGG Pathway analysis indicated that the 324 genes werc

inVolVed in 1 8 pathways．And Go OntoIogy analysis showed that the moSt five

correlatiVe biological processes were amino acid卸d der．VatiVe metabolism，lipid

metabolism，photosynthesis， seconda哆metabo“sm and response t0 endogenous

stimulus．Compared with its BPH induced Xiushui l l，transcriptional levels of 3 l 7

genes in BPH induced KMD2 were diflf-erent，in which in which the numbers of

upregulated and downregulated genes were l 24 and l 93 respectiVely．KEGG Pathway

analysis indicated that the 3 l 7 genes were inVolVed in 3 l pathways．And Go Ontology

analysis showed that the most seVen con．elatiVe biological processes were response

to abiotic stimulus，carbohydrate metabolism，amino acid and derivative metabolism，

nodul“on，UTPbioSythesjs，CTP biosythesis and GTP bjosythesis．

Keywords：c秒lAb rice，c∥lAb／vip3H rice，transgenic cellulase rice，l州印口nⅥ幻

，z倡P珊，saf．ety assessment，gene chip
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前言

转基因技术是利用重组DNA技术将优良目的基因导入受体细胞，并在其中

表达，从而使受体生物获得新的目标性状，这一技术是现代生物技术研究领域的

重要成果之一。目前已有抗虫，抗病，抗除草剂和改良品质等方面的基因用于转

基因植物中。自1983，比利时和美国的科研人员分别将杀虫蛋白基因转入烟草

和番茄以来，先后获得了棉花、玉米、马铃薯、烟草、水稻、番茄等40多种转

基因植物，我国也先后获得了转基因烟草、甘蓝、棉花、玉米和水稻等重要作物

(黄大防，2001)。转基因作物自1996年在美国商业化种植以来，截止到2010

年，种植转基因植物的国家数量飙升到25个，全球转基因棉花、大豆、玉米和

其它作物播种面积达1．25亿公顷，美国、阿根廷、巴西、印度、加拿大、中国、

巴拉圭、南非、乌拉圭和玻利维亚等国转基因作物的总种植面积超过1240万公

顷，复合性状成为转基因作物的重要特性(James 2010)。

水稻是世界主要的粮食作物之一，地球上近30亿人口的主要食物来源。在

水稻的生产过程中由于各种病虫害、不良气候与环境的影响，严重制约了水稻的

高产、稳产。随着转基因技术的兴起，转基因水稻的研究也成为了各国转基因技

术研究的热点。1988年第一批转基因水稻问世之后，越来越多的研究者利用转

基因技术对传统的水稻进行改良，成功地获得了许多具有高产、抗性、营养乃至

药用价值的转基因水稻。目前，转基因水稻主要分为：转基因抗虫水稻、转基因

抗病水稻、转基因抗除草剂水稻、转基因抗旱水稻、转基因营养高效利用水稻、

转基因高产水稻和转基因优质水稻。同时，转基因水稻也朝着复合形状的方向前

行。自2004年，我国一些转基因水稻品种开始进行田间安全性评价，为转基因

水稻商业化奠定基础，转基因水稻取得巨大进步的同时，其种植的生态安全性日

益成为人们关注的焦点。其中，转基因水稻的种植是否会引起非靶标害虫的再猖

獗是近几年研究工作的热点。

褐飞虱是亚洲地区一种远距离迁飞性水稻害虫，也是中国长江流域及华南和

西南广大稻区水稻上的重要害虫。自1980年以来，褐飞虱在我国每年发生面积

约占全国水稻面积的50％。由于栽培制度的改变，农药化肥的滥施与偏施改善了

褐飞虱发生的生态条件，促使其爆发成灾。而转基因水稻是否会引起褐飞虱的爆
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第一章 转基因水稻及其安全性研究进展

水稻是世界上最为重要的粮食作物之一，超过50％的世界人口(或是超过30

亿人)在日常生活中都以稻米为食(FAO 2008)。随着世界人口的不断增长，人类

对食物的需求也越来越大。以当前的人口增长速度，到2030年水稻产量将产生

40％的缺口(Khush 2005)。我国是世界上最大的稻米生产国和消费国，稻作面积

和稻谷总产量分别占全世界的23％和37％。水稻是我国第一大粮食作物，也是

单产水平最高的粮食作物，其常年播种面积约占全国粮食作物总面积的30％，

产量约占粮食总产量的40％。然而，水稻病虫尤其是害虫如水稻螟虫(三化螟

scirp叩hnga incer纵lns、二化螟Chil0 s姆pr￡ssQlis和大螟sesnmi口i面：rens、)等钓

发生严重影响了水稻优质高产和稳产，限制了水稻增产潜能，是严重威胁水稻安

全生产的主要自然灾害之一。据估算，全球每年因水稻螟虫为害而造成的产量损

失可达loo亿公斤。为了有效控制水稻害虫的为害，长期以来因未挖掘到天然抗

螟虫的稻质资源而主要依靠化学农药，其后果是日益严重的农药残留与环境污

染，危害公众健康。

随着转基因技术的问世与发展，为高效、稳定地控制水稻螟虫的为害，国内

有多个研究组培育获得了高抗的抗虫转Bt基因水稻(研水稻)(Hi曲et a1．2004，

Chen et a1．2006a，Cohen et a1．2008)，有的已进入生产性试验阶段，显示了良好的

抗虫效果和丰产性。就研水稻产业化应用后所带来的潜在效应分析得知，种植

研水稻后，预计农药使用量减少80％，农药费用开支节约87％，产量增加6~9％，

而且可避免农药对农民健康的负面影响(Huang et a1．2005，2008)，也将为中国1．1

亿水稻种植户带来预期每年40亿美元的收益(James 2009)。

虽然研水稻有诸多优点，但它也存在潜在的生态风险，如害虫抗性的产生、

基因飘移和沉默、影响生物多样性和对非靶标生物的影响等。

4
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厨水稻的田间实验首先在1998的中国开展(Shu et aL 2000，Tu et aL 2000，Yc

et a1．200lb，Ye et a1．200la)，随后有几个研水稻品系进行了更大规模的田间试验

(Chen et aI．2006a，Wang and Johnston 2007)。历水稻的田间实验在巴基斯坦

(Bashir et aI．2005，Mahmood．ur．Rahman et a1．2007)、西班牙(Breitler et a1．2004)、

伊朗(James 2005)和印度(Bunsha 2006)也有开展。田间实验表明，研水稻对靶标

害虫具有很高的抗性。在中国开展的大田实验还表明和传统的水稻相比，厨水

稻在减少杀虫剂使用的同时还能提高6~9％的产量(Huang et a1．2005)。

目前在美国已有3种抗除草剂(草甘膦)水稻允许商业化，而历水稻还未

在任一个国家商业化。在2005，伊朗曾种植了4000公顷的研水稻用以种子的

繁殖，但政府未允许其商业化(James 2005)。2009年11月27日，中国正式授予

2种研水稻生物安全证书，允许其在湖北省5年的生产性试验。这被誉为具有

6
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里程碑意义的举措(James 2009)可能会使中国成为第一个允许历水稻商业化的国

家。

1．1．2 Bt水稻对非靶标的影响

’在亚洲，上世纪70年代因为化学杀虫剂的引入，导致对稻田害虫的捕食者

及寄生者种群带来了灾难性的影响，导致了次要害虫的大爆发，如褐飞虱

(Ma位eson 2000)。通过研究，人们明白了次要害虫的爆发主要源自对害虫有着的

重要控制作用的复杂的天敌系统被过量施用的杀虫剂完全破坏了，生物控制的重

要性从此被提上议程。根据生物控制对于水稻产量的重要性以及先前对新控害技

术(广谱性杀虫剂)的引入所得到的经验，在髓水稻释放之前必须对它的生态

学影响进行系统的研究。目前，许多历水稻对靶标植食者、捕食者、寄生蜂和

土栖生物(Chen et aI．2006a)以及微生物(吴伟祥等，2003；徐晓宇等，2004)开

展了室内和田间的研究，有些进行了多点多年的研究。总体说来，研水稻未对

非靶标生物的产生负面影响(Chen et a1．2006a)，这与其他历作物的研究结果相一

致(Romeis et a1．2006)。

1．1．2．1天敌

和预期的一样，当以对Bt敏感的亚致死的昆虫为寄主时，廓水稻对天敌有

些负面影响。姜永厚等(2004)报道当二化螟绒茧蜂以取食转c砂lAb基因水稻

的二化螟为寄主时茧长、结茧率和寄生率都要显著低于对照。而以转s础+c秒1Ab

基因水稻为食的二化螟为寄主时，二化螟绒茧蜂的寄生率要显著低于对照，且蜂、

蛹期显著长于对照。但对捕食性天敌的研究发现历水稻未表现出负面影响。

Bemal et a1．(2002)发现在黑肩绿盲蝽取食在所水稻上饲养的褐飞虱后没有不

利的影响。相似的，当中华草蛉和龟纹瓢虫取食研水稻花粉后无显著影响(Bai

et aI．2006；白耀宇，2005b)。而中华革蛉以在厨水稻上饲养的褐飞虱为食时也

无负面影响。目前对稻田蜘蛛拟水狼蛛和食虫沟瘤蛛的生长、存活和繁殖研究表

明研水稻未对它们造成显著影响。大田情况下，(Schoenly et a1．2003)报道在喷

洒Bt制剂的稻田的寄生蜂和蜘蛛的种群数量未产生负面影响。厨稻田的表现与

使用Bt制剂的稻田相似。刘志诚等(2002)研究发现Bt稻田和对照稻田的5种

蜘蛛在种群动态上没有显著不同。黑肩绿盲蝽的种群动态在2年的大田研究也发
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现Bt稻田对其种群动态未产生显著影响。多年的研究结果表明历稻田中的寄生

蜂和捕食者的物种丰富度、多样性、均匀度和优势度与对照相比都十分相似，研

水稻对天敌的种群没有显著的负面影响(刘志诚等，2003，2004；Li et a1．2007，；

田俊策等，2008)。

1．1．2．2非靶标植食者

20世纪70年代由于广普性杀虫剂的使用造成飞虱大爆发，目前在我国仍年

年为害，还有日趋严重的趋势。因此历水稻对非靶标植食者的研究主要集中在

褐飞虱、白背飞虱、黑尾叶蝉和二点黑尾叶蝉。Bemal et a1．(2002)和Bai et a1．

(2006)报道通过ELISA在褐飞虱体内检测到了Bt蛋白，但历水稻对它的适

合度没有负面影响。谭红等(2006a)研究表明虽然白背飞虱在历水稻上发育历

期延长了I．2天，但对产卵行为没有显著的影响。褐飞虱与黑尾叶蝉对历水稻

和对照水稻的取食和产卵选择上也没有显著的差异(陈茂等，2005)。而稻蓟马

(．妣疗幽钟，D帅的仂研西(Bagnall))在6种研水稻上的发育与对照相比都受
到抑制，而且产卵前期显著延长，日产卵量和总产卵量显著下降(Al(htar ct a1．

2010)。

田间的调查结果与室内的实验结果一致。在中国开展的为期2年的对2种

咸水稻品种稻田内飞虱和叶蝉种群的调查结果显示在厨和非研稻田间飞虱和叶

蝉的种群动态无显著差异(Chen etal．2006b)。在菲律宾，Bt制剂处理的稻田中的

飞虱和叶蝉的种群动态与对照间也未发现显著差异((Schoenly et a1．2003)。Al(htar

ct a1．(2010)通过塑料袋取样法和拍盆法系统调查了6种所水稻稻田中稻蓟马

的种群密度，结果表明研稻田的稻蓟马的种群密度要显著低于对照或是与之相

似，说明厨水稻的引入不但不会引起稻蓟马的爆发反而有一定的抑制作用。

1．1．2．3土栖生物

土栖的降解者如弹尾虫在稻田生态系统中扮演了十分重要的角色，它们能够

影响土壤的结构、营养的矿化以及土壤微生物的活力和组成(Brussaard 1998，

Haimi 2000)。白耀宇等(2005)在室内以研水稻(KMDl和KMD2)的腐烂茎

叶为食的灰橄榄长角跳虫(E玎fD所D6∥口∥加DD，^以幻)中检测到了微量的C叮lAb

杀虫蛋白，但田间调查结构表明灰橄榄长角跳虫和钩圆跳虫(肋甜比比如

咖括f肠脚P丹f)的历稻田的密度要显著高于其对照。同时有研究报道灰橄榄长角

跳虫和钩圆跳虫2种弹尾虫在水稻灌浆期采用吸虫器法在稻田落叶层中采集到，
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在历稻田中的种群密度显著高于对照稻田：而在水稻收割

采集到灰橄榄长角跳虫、钩圆跳虫、球角跳虫(局删护z朔
朋口fz口．口)和等节跳虫(上阳fD肌口历D九Dc施P幻)等4种弹尾虫，其中历水稻稻田中

的灰橄榄长角跳虫和球角跳虫的种群密度显著高于对照稻田(白耀宇等2006)。

4年的2地的水稻休田期调查结果显示尽管弹尾虫的丰富度在年份和地域之间经

常变化，但历稻田和对照稻田之间没有显著差异(Smith ct a1．2010)。2年的大田

试验也表明，弹尾目的3个科(Scatopsidae、Sminthurid∞和Tomoceridae)以及

腐生性双翅目的5个科(Ceratopogonidae、Mycetophilidae、Phoridae、Psychodid∞

和ScatI)psidae)昆虫的种群数量在研水稻和对照之间十分相似(刘志诚等，2003)。

1．1．3基因漂移

水稻有两倍体和四倍体，包括了lO种不同的基因组类型(AA、BB、CC、

BBCC、CCDD、EE、FF、GG、JJHH和JJKK)(Ge et a1．1999)。不同基因组类

型的水稻之间具有明显的生殖隔离现象。亚洲的栽培水稻(D阳胁)属于AA
型，起源于南亚及东南亚，是目前在世界上种植范围最广的水稻种，同时也是转

基因水稻的主要应用种。Naredo的研究表明AA型水稻种之间具有很高的性亲

和性，种间杂交的Fl代在减数分裂时能完全互补配对并且具有较多花粉和花序

(Lu et a1．1997，Naredo et a1．1997)。这就表明，转基因水稻的基因可能通过花粉的

种内和种间的杂交逃逸出来，并持续存在于杂交的水稻中。因此，栽培水稻与

AA型水稻之间的基因漂移评价必须更为严格谨慎。

通常情况下，栽培水稻的自花授粉率非常高，与临近的水稻之间发生异花授

粉的几率非常低，一般不到l％。Rong et a1．(2007)在对二百一十万粒水稻种子分

析的基础上得出随着距离的增加基因漂移几率显著下降的结论，其中在O．2m的

情况下，约为0．028％：在6．2m时为小于O．01％；而在10．2m时仅为0．0021％。

在意大利的实验表明转抗除草剂的转基因水稻向邻近的非转基因水稻发生基因

漂移的几率为0．05．0．53％(Messeguer et a1．2001)。同时，在中国的实验也表明，

无论在田间间隔种植的条件下，还是在密闭的空间内，转抗虫基因的转基因水稻

向邻近的非转基因水稻发生基因漂移的几率都很低，均未超过1％。其中，田问

间隔种植条件下为0．275．0．832％，而在密闭的空间里为0．05·0．79％(RDng et a1．
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2005)。

杂稻(红稻，D．觚，：册刀f册P口)在大部分的水稻生产国都有分布，与栽
培的水稻属于同一个生物种，具有相同的遗传背景。2003年，Gealy et a1．(2003)

回顾了之前的从栽培水稻向杂稻的基因漂移的研究，指出栽培水稻和杂稻的杂交

率为0．01．1％，而且基因既可以从栽培水稻向杂稻漂移，也可以从杂稻向栽培水

稻漂移。在中国和韩国两种栽培方式下，栽培水稻向杂稻基因漂移的几率并没有

显著的变化，约为0．011．0．046％(Chen et a1．2004b)。在意大利，这种基因漂移的

平均几率为O．036±O．006％(MessegucretaL 2004)。在美国，研究结果表明实验

用的2种不同的水稻品种向杂稻的基因漂移几率具有显著差异，不过平均几率都

较低，分别为O．003％和0．008％。基因漂移主要发生在lm的间距，不过远至6m

处也有发现，大概每公顷能产生170颗的杂交杂稻(Gealy et a1．2006)。Zhang et

a1．(2006)通过3年的研究也得到了和上述类似的结果，不过他们观察到有一个实

验田块发生了较高的基因漂移，高达3．2％。同时，L如gevin et a1．(1990)研究发现，

杂合杂稻比杂稻母本更具有活力，而且不到两年的时间，转入的等位基因在整个

杂稻群体中就占了52％。而最近的研究发现，虽然杂交杂稻从母本继承了很多特

征，但很多杂交杂稻的后代成熟期延后致使扬花期与母本不一致(Zhang ct a1．

’

2003，Gealy et aI．2006，Shivrain et a1．2006)，这将影响到转入基因在整个杂稻群体
?

中的保持。

野稻(D，．劬印伊刀)系终年生长的植物，作为一个重要的自然种质资源它

已经被广泛的研究。Song et a1．(2006)通过SSR指纹图谱技术证明在自然条件下

野稻通过基因漂移接收了栽培水稻的基因。同时，已经有研究发现，栽培水稻向

野稻的发生基因漂移的几率要大大高于向杂稻发生基因漂移的几率，在0．1m处

甚至高达ll-18％(Song et a1．2003，Chen et a1．2004b，Wang et a1．2006)。而Song et

a1．(2004a)通过对花粉的研究发现在2．52州s的平均风速下，花粉的传播距离为

38．4m，而在10m／s的风速下，花粉可以传播至110m处。虽然栽培水稻向野稻

发生基因漂移的几率较高，不过外来基因的保持还与杂合稻的生存及产量相关。

在其中的一个例子中，杂合野稻的Fl后代与它的母本相比苗期的生活力、花粉

产量及种子产量都为最低(Song et a1．2004b)。

lO
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1．1．4 Bt水稻抗性管理

与传统杀虫剂相比成作物能更安全有效的控制靶标害虫，它带来了巨大的

经济和生态效益。因此，所作物的抗性管理一直以来都受到科研工作者和政府

法规制定机关的关注。虽然目前在自然条件下还未有昆虫对研作物产生抗性，

但以有报道表明小菜蛾(尸胁纪砌叫，D册，f口)(SheIton et aI．1993)在田间以及粉纹

夜蛾(乃砌印胁缸刀f)(Kain et a1．2004)在商业化的大棚里对Bt蛋白产生了抗性，

因此昆虫也有对厨作物产生抗性的可能。预先的昆虫抗性管理策略将是研作物

可以持续发展的关键(Hi曲ct a1．2004)，这些策略包括高剂量／避难所、多基因和

时间或空间特异表达杀虫蛋白。在这些策略中，只有高剂量／避难所己在一些发

达国家如美国、澳大利亚和加拿大应用。在这些国家，历作物(研棉花和研玉

米)种植者在种植研作物的同时需要保持足够大面积的非研作物做为庇护所以

延缓Bt抗性昆虫的产生。在中国，虽然种植了大量的所棉花但未设置庇护所。

这是因为棉花在中国由成千上万的小农户种植，要求农户自行设置或是强迫设置

庇护所都是不可行的。幸运的是，所棉花的最主要害虫棉铃虫(胁，衍Dw恍

溯咖，口)是多食性的，因此像非历作物的大豆和花生就可以执行庇护所的功能
(Wu and Guo 2005)。

水稻生产的特殊性使它在历水稻抗性管理上面临独一无二的挑战。这些挑

战包括很难为最主要的靶标害虫(三化螟和二化螟)建立足够的庇护所以及明确

螟虫可以持续的暴露在高剂量的杀虫蛋白下。这是因为和棉花一样，水稻在亚洲

也是由成千上万的小农户种植致使在田间设置庇护所不可能实施。而与研棉花

的主要靶标害虫棉铃虫不同，研水稻的主要靶标害虫三化螟或二化螟除了水稻

外没有其他可供选择的野生或栽培寄主植物。虽然有报道说可供二化螟选择的寄

主有6个科41种的植物，但进一步研究发现在田间只有9种植物可作为二化螟

的寄主且没有具体的数据(Cuong and Cohen 2002)。只有一篇文献具体描述了一

种在中国和日本的稻田生产区常见的可供二化螟选择的寄主茭白(五加甩幻

切的妇)，它有时野生但也经常被做为蔬菜种植(Hachiya 1981)。但是有证据表明

水稻种群和茭白种群的二化螟之间存在生殖隔离(Konno and Tanaka 1996)，这将

大大降低茭白作为避难所的应用价值。因此最有可能作为庇护所的就是当研水

稻商业化后仍选择种植非研水稻的田块。高剂量的定义是杀虫蛋白含量的水平
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可以基本杀死含抗性基因和敏感基因的杂合体。抗性杂合体的高死亡率加上庇护

所的合理设置可以大大延缓抗性纯合体产生的频率。但是，历水稻的杀虫蛋白

表达量要大大低于厨玉米，虽然历水稻目前可以有效地控制靶标害虫但还未达

到高剂量的标准。因此，Cohen et a1．(2000)建议出于昆虫抗性管理的考虑，单

基因的水稻不宜释放。

理论模型和大棚试验表明，当研作物中含有两种不同杀虫机制的杀虫蛋白

基因时，即使在混合镶嵌种植而且更小的庇护所的情况下，与单基因的研作物

相比可以更有效地延缓抗性昆虫的产生(Zhao et a1．2003，Zhao et a1．2005)。目前

已有融合C2，刀和叫朋c基因的历水稻品种问世(赵红盈等，2004)，而表达

C∥2A蛋白的历水稻的成功研制也表明了同时拥有叫1A和c啦A基因水稻在

不久的将来也会成为现实(Chen et a1．2005b)。未来的研究目标将是发掘更多的新

的杀虫蛋白基因，测试不同的基因组合，发展出更高Bt蛋白表达量的多基因研

水稻然后进行田间靶标害虫抗性种群产生频率的检测。这也是未来历水稻的预

先昆虫抗性管理策略的研究方向。

1．1．5 Bt水稻的食品安全

苏云金芽胞杆菌作为生物农药已经有100多年的历史(Nester et a1．2002)，至

今还未发现Bt杀虫剂对哺乳动物因口服而造成急性、亚急性和慢性毒性(Be亿et a1．

2000，Siegel 2001)。美国环境保护局至今还未发现已经注册的转基因作物对人体

有毒害或致敏作用(MendeIsohn et a1．2003)。而中国对已批准商业化的转基因植物

(包括棉花、番木瓜、蕃茄、甜椒和矮牵牛)以及已批准进口用于加工原料的转

基因植物(包括棉花、大豆、玉米和油菜)的食品安全型评价发现与受体对照食

品同样安全(付仲文等，2009)。对重组DNA和蛋白质的降解研究发现，消化道

只能检测到痕量的重组DNA和蛋白质(Beever et a1．2003)。对取食转基因玉米

MOIN 810(Monsant0，b!!卫；丛坠型盥!卫Qn§垒坠!Q：曼Q也)的玉米螟喂食鸡后对鸡胸肉样

品进行了分析，未发现含有任何重组DNA或CD，lAb蛋白在鸡胸肉中残留

(Jennings et a1．2003，Reuter and Aulrich 2003)。 另一项研究中表明在食用Bf玉米

的猪体内在其组织样本中没有检测到重组或玉米特有的基因片段(Reuter and

Aulrich 20031。对饲喂历玉米的奶牛的研究中发现，只有小片段的重组C}NA片段

12
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(<200bp)存在于血淋巴中，其它组织中并未发现重组DNA片段(EinspanieretaI．

2001)。

用转叫lAb基因的研水稻饲喂小鼠90天，在高达64克水稻每千克小鼠体

重的剂量下，未发现对小鼠有任何不利的影响，对转植酸酶昭叫基因水稻研究

也得到类似的结果(Wang et a1．2002，TSai et a1．2008)。在研水稻l(aⅥD和亲本对

照Xiushui 11以及亲本Jiazao 935和转基因品系华池B6(以l蝴D为赠体)之间，

厨水稻和其亲本在主要营养成分(粗蛋白，粗脂肪，游离氨基酸，总灰分和矿

物元素)和理化性质方面没有显著差异。虽然在大米中可检测到含有少量的

C叮1Ab蛋白，但是在煮熟的米饭没检测到Bt蛋白(Wu et a1．2003)。更多的所水

稻和表达抗凝素水稻的喂食实验还在进行中，虽然已经明确表达抗凝素水稻对哺

乳动物有毒性，但喂食厨水稻(KMDl)与喂食其亲本对照水稻(Xiushuil 1)

的动物的微生物指标没有变化(舒庆尧等，未发表数据)。

1．1．6 Bt水稻对农户害虫治理的影响

所水稻的种植要获得更大的成功需要改变农户使用杀虫剂的态度。Huang et

aI．(2005)研究发现在中国与种植传统水稻的农户相比种植历水稻和CpTI水稻的

农户可以获得更高的产量，减少农药用量和获得更多的收益。如果在研水稻商

业化后也是同样的结果，那么历水稻将很快就会被农户所接受。但是，为了能

持续稳定的减少不必要的杀虫剂的使用，更多的关于历水稻的信息需要告知种

植农户。Huang et a1．(2005)对历水稻和传统水稻在不同的信息条件进行比较

时未设置无效或空白对照。因此很难判定上述研究中农户减少杀虫剂的使用量是

因为他们观察到了螟虫为害下降还是因为他们被告知种植的是研水稻从而已经

预先决定减少农药的使用(Heong ct a1．2005)。

Naik ct a1．(2005)报道在印度的安得拉邦，一些研棉花的种植者并没有完

全意识到转基因技术带给他们的全部收益，可能是因为错误的信息或缺乏培训使

得他们并没有减少足够的杀虫剂使用量。如果历水稻商业化成为现实，种植农

户必须得到足够的培训并被告知无需为控制螟虫使用杀虫剂。厨水稻的应用是

一个渐进学习的过程，而通过邀请农户参加研水稻的实验可以促使他们了解历

水稻的好处以及改变他们对杀虫剂使用的态度。在更多的农户参与评价实验后，
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研水稻的好处包括收益增加和杀虫剂使用量的减少可以通过媒体活动、种子繁

育和其他渠道传播开。

大部分农户的杀虫剂使用的决策受到他们缺乏足够的虫害及其防治信息和

害怕产量损失的影响。因此，为了农户从研水稻中获得全部的收益就必须改变

他们杀虫剂使用的习惯。为对农户进行信息及技术的支持将是获得释放后持续的

成功关键。

1．1．7结语

历玉米和Bf棉花已取得巨大的成功，虽然研水稻同样是一次成功的创新的

成功，它释放还面临着一些制约和挑战。初步的结果表明研水稻与生物防治和

土壤的健康相兼容，但更大规模和长期的研究还需进行。厨玉米和厨棉花的产

品对人类健康的影响己开展了较多的研究，而研水稻食品安全的研究还开展的

较少(Hi曲et a1．2004)。历水稻的抗性管理即不能像研棉花那样有可选择的寄

主作为庇护所，也不可能像在一些国家的研棉花和研玉米那样设置足够大的田

间庇护所。而且，研水稻的杀虫蛋白含量还要低于其他的历作物。最后，虽然

种植历水稻的农户可以减少杀虫剂的使用量和水稻产量的提高，但减少完全不

i．必要的杀虫剂的使用量需要通过进一步的培训学习，而水稻产量的增加也没研

* 棉花明显。

虽然还有各种制约，但初步的研究己表明研水稻能提高收益而且对环境和

人类健康都没有影响，为什么没有国家释放厨水稻呢?最主要的原因就是消费

者的接受能力以及对国际贸易的影响。水稻不仅是亚洲最主要的食物，同时它也

作为一种文化贯穿着整个亚洲，因此对于研水稻的释放会招致一些抵制也十分

正常。而一些稻米出口国也在考虑进口国的市场接受能力，一旦厨水稻释放，

研水稻和传统水稻就会混杂在一起，对于出口将带来巨大的风险。

就目前来说，表达维生素A的“黄金大米”由于它可以预防儿童失明很有

可能成为第一个释放的转基因水稻(A1．Babili and Beyer 2005)。如果黄金大米能成

功被消费者和国际市场所接受，将十分有助于决定研水稻释放的时间。而中国

农业部于2009 对两种历水稻颁发了生物安全证书

(htqp：／，、矾^，、^，．stee．a鲥．gov．cn／biosafet)r／Spxx／P02009112759l 594596689．pdf)，这也表
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究进展

1．2．1纤维质生物能源作物

高昂的能源价格、能源进口的增加、考虑到石油的供给和对石油产生环境后

果的认识，驱使着我们把目光转移到了生物燃料上面。石油工业的利润不仅来自

石化燃料，而且还从石油衍生副产品如可用于其他烃类化合物的生产润滑剂和芳

烃石化产品中获利。把石油产业的模式应用到纤维质生物能源产业上可能会提高

利益率，具体体现在高价值低容量的重组产物，例如生物制药和纤维素能源作五

中的高附加值的工业化学品。为了确认是否这种克选择的生物燃料替代石油后回

有利益，就有必要对这种生物燃料材料本身的生命周期和它的生产全过程直接和

间接的投入和产出做出计算。

生物质能源之一就就包括了纤维生物质作物。纤维质生物能源作物，就是那

些作物中的纤维素可以转换成生物燃料。伴随着纤维素生物燃料生产相关的两个

主要支出包括前处理过程和微生物纤维素酶的成本费用。早期一代的生物能源作

物的革新，强调在植物生产生物加工所需的酶作为提高生产效率和经济效益的一

个重要手段(而不是使用微生物酶制剂)(Vogel and Jung 200l，Ragauskas et a1．

2006)。例如，在生物燃料生中，多种作物已被设计出生产葡聚糖酶(Ziegler etaI．

2000，Bisw笛et a1．2006，Hood et a1．2007)和漆酶(de Wilde et a1．2008)。

1．2．2转纤维素酶基因植物概况

植物细胞壁可以由单个的纤维素酶降解，纤维素酶与含有一系列酶的纤维素

体协作也可对植物细胞壁进行降解。在植物体内表达纤维素酶和纤维素体可能会

减少木质纤维素生物质在精炼厂糖化作用中所需要的细胞壁降解的成本。一些初
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步的研究已经把嗜酸耐热菌彳c肋历P，．m淞卯刀“肠饥纪淞中的纤维素酶E1成功转

入玉米(Biswas et a1．2006，Ransom et a1．2007，Chuansheng Mei 2008，Mei et a1．

2009)、马铃薯(Dai et aI．2000a)、浮萍(Sun et a1．2007)和烟草(Dai et a1．2000b，

ZiegIer et a1．2000，Ziegelho仃er et a1．2009)。

此外，最新的研究表明，玉米整株植物中表达的纤维素生物质具有较高的转

换效率(Mullet 2009)．研究人员表示，对El的靶目标非原生质体没有不利影响，

并且当植物组织研磨时纤维素酶有助于生物转化(ChaVes et a1．2003)。这些差异是

由于不同的亚细胞定位和不同的酶的激活机制所导致的。例如，热激纤维素酶

El对植物生长在典型的环境温度下无不利影响(Vinocur and Altman 2005)。

1．2．3转纤维素酶基因植物的安全性

在植物中表达纤维素酶或纤维素体表达的效果仍然是有争议的，因为酶的消

化能力是复杂的，这个过程包括了酶在亚细胞内的定位、胞外蛋白糖基化，有效

的酶组合，并需要为诱导表达以避免细胞壁过早消化。并且由于植物生产的转基

因酶表现出在环境中稳定性的上升，伴随着这个生物化学特性许多酶都有可能在

自然环境中或是食物中出现。一旦这些酶打算进行环境释放，那么这种可能性就

．越是应该引起人们的注意。从环境角度看，没有一个权威的理由来预测酶的环境

稳定性会对非靶标生物油影响，而是它们可能会对重要的生态重要服务功能的间

接影响，如对营养循环和分解的见解影响。

水稻淀粉可以转换葡萄糖，葡萄糖可以被通过与适当的酶或酶系统和微生物

作用发酵从而转换成乙醇。水稻的叶片、谷壳和秸秆可以通过酶的水解和发酵过

程最后转化成酒精。在此过程中，耐高温酶将在生物燃料工业生产起重要作用，

特别是在淀粉液化，糖化过程，避免化学预处理，生产淀粉糖最终使糖转化为乙

醇的这一过程中起着重要的作用。而将纤维素酶基因转入到水稻中可以减少加工

环节并降低在加工过程中使用生物酶的成本，这样就有可能得到高效率低成本的

生物燃料。但是，与此同时，纤维素酶基因在水稻种得表达可能会改变水稻细胞

壁的结构，进而影响昆虫或病原菌对其的侵袭能力，同时外缘基因的插入可能导

致水稻植株的物理和化学特状的改变，从而增加了其作为转基因作物的生态风险

性。
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第二章植物对植食性昆虫的防御机制

2．1昆虫取食诱导的植物防御反应

在植物与昆虫在长期的进化中，植物和昆虫形成了相互适应的机制。植物

为了应对昆虫的袭击，植物形成了组成型防御(constitutive defenses)和诱导型防御

(induced defenses)两种机制。组成型防御指植物中自然存在的、阻碍昆虫取食或

病原菌侵染的物理和化学因子；而诱导型防御是由昆虫和病原菌诱导之后产生的

防御(Mauricio et aI．，1997)。当然，植物也有可能在受到昆虫或病原菌诱导后，有

些组成型防御的水平会有所增加。诱导防御机制对植物的正常代谢耗费的少而且

具有特异性，所以诱导防御机制一直是研究植物防御植食性昆虫的热点。

一般来讲，诱导防御包括三个步骤：监测、信号传导和防御信号的产生

(Walling 2000，Kessler and Baldwin 2002，FerTy et aI．2004，Dangl and McDowell

2006)。在第一步中，植物的监测系统依靠对一些特异性信号的识别来检测出外

缘侵染物的攻击。这些被检测出来的信号随后通过信号传导通路的传导最后诱导

出一些防御化学物质(Wan et a1．2002，Hahlbrock et a1．2003，Kaloshian 2004)。在植

物中已经发现存在有两种诱导型的防御，即：直接防御与间接防御。直接防御包

括物理特征(如刺和毛)和化学特征(初生和次生代谢物)．它们影响植食性昆虫的

敏感性和行为表现，增加植物在环境中的适合度(KessIer and Baldwin 2002)。间

接防御即指植物本身不影响昆虫的敏感性和行为表现，但是可以引诱植食性昆虫

的天敌。天敌可以抑制植食性昆虫种群数量的发生因此降低了植食性昆虫对植物

的危害。

2．2植物直接防御的类别

植物间接防御从广义上来讲可以分为抗营养和毒性两个方面(Fig 2．1)(Chen
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2008)。抗营养可以发生在昆虫取食之前或者之后，取食之前可以限制食物供应，

取食之后可以减少昆虫摄入的营养价值。而毒性包括了植物的一些特异性的特征

来对昆虫的取食造成物理上的损害和化学上的干扰。

2．2．1限制食物供给

在取食之前，宿主植物通过一系列的机制来限制对昆虫的食物的供给来。这

些机制包括了细胞壁增强、过敏反应、抗营养核杀虫物质的产生。

植物可以通过增厚细胞壁来提高昆虫刺探和取食机械的障碍以达到限制食

物供给的目的，特别是对那些刺吸式口器的昆虫尤其有效(G0ussain et a1．2005)。

细胞壁的增厚也增加咀嚼式口器昆虫对植物的消化困难程度(CIissold et a1．

2004)。许多增厚细胞的基因在植物遭到昆虫的袭击后上调了，这些基因包括果

胶酯酶、棒曲毒素、纤维素合成酶和木葡聚糖内糖基转移酶(XTH)(Goggin

2007，Liu et a1．2007幻。过敏反应是植物对抗病员微生物的一种重要的抗性形式，

过敏反应使被侵染位点的细胞快速死亡，这就组织了病原微生物的扩散，最终导

致病原微生物致饥而死(Heath 2000)。过敏反应也是植物应对一些知识性昆虫的

一种防御机制，特别是对那些具有固定取食位点的瘿虫类尤其有效(Fernandes

and Negreiros 2001，Hoglund et a1．2005)。例如，过敏反应与水稻对稻瘿蚊a恬PD砌

D仳韶的抗性有关(Bentur and Kalode 1996)。宿主植物对昆虫的反操纵是对瘿虫

抗营养策略的重要机制，同时也可以对那些通过调整局部环境获得营养的其它的

植食性动物有效果(Danks 2002)。一些植物应对昆虫而合成和释放复杂的挥发性

气体(VOCs)混合物，VOCs可以植食性动物的天敌，这就达到了间接防御的

作用(Kessler and Baldwin 2002，Kost and HeiI 2006)。但是，一些VOCs也是作为

一些排斥剂来驱赶昆虫达到直接防御的效果。例如，烟草释放的植食性动物油到

的挥发物表现出系统的时间上的变化，而且一些VOCs只在夜间释放。这些夜间

的VOCs可以驱赶烟青虫Heliothis virescens雌成虫在被危害的植株上或者是附

近未被危害的植株上产卵(De Moraes et aJ．2001)。一些在昆虫取食之后产生的

VOCs可以作为驱赶昆虫的直接防御物质，同时这些VOCs也可以吸引昆虫的天

敌进行间接防御(Kessler and Baldwin 2001)。VOCs产生是被植食性昆虫的口腔分

泌物诱导子所激活的(1hitt et a1．2004，Schmelz et a1．2006)。
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图2．1植食性昆虫诱导的植物直接防御分类

2．2．2降低营养价值

在进入取食阶段之后，抗营养就是通过去除掉一些重要的营养物质或是抑制

消化来降低昆虫取食的营养价值。许多植物的蛋白在被植食性昆虫射入体内后，

在昆虫的肠道内还是很稳定的(Chen et a1．2007a)。一些蛋白酶在昆虫肠道内还保

有活性，这就会破坏食物的营养或者被昆虫所利用。和人类一样，昆虫不能自行

合成一些氨基酸，例如：精氨酸、赖氨酸、甲硫氨酸和苏氨酸，因此这些氨基酸

必须从食物中获得。如果这些必要的氨基酸在昆虫的肠道内被植物的蛋白酶所破

坏，那么昆虫的生长发育就会受到影响。许多氨基酸降解酶都是由昆虫取食所有

到的，并且被昆虫摄入体内以后在昆虫的肠道内仍然有活性。例如精氨酸和酸酸

脱氨酶，分别讲解仅感酸和苏氨酸，受昆虫取食强烈的诱导(Chen et a1．2004a，

19
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Chen et aI．2005a)，这两个酶在昆虫肠道内保持活性，通过消除必须的氨基酸精

氨酸和苏氨酸来达到对昆虫的抗营养作用(Chen et a1．2007a)。天冬酰胺酶即降解

其它氨基酸的酶在植物受到昆虫的攻击时会上调(Liu et a1．2007a)。

对植食性动物的消化酶的抑制作用也是降低营养价值的一种方式。经植食性

昆虫的攻击，植物产生各种蛋白抑制剂，可以抑制昆虫的消化酶如淀粉酶和蛋白

酶等(Green and Ryan 1972，Koiwa et a1．1997)。另外，许多的植物此生代谢产物也

对食物的消化起一定的作用，也可能通过抑制昆虫的消化酶来达到降低营养价值

的效果(Du仃cy锄d Stout 1996，Al(htar锄d Isman 2004)，对昆虫消化酶的抑制作用

降低了摄取物质的营养，因此抑制了昆虫的生长和发育。

2．2．3破坏物理结构

除了抗营养作用之外，职务还可以通过产生化学物质来进行防御，这些化学

物质可以导致昆虫的物理损伤。例如，植物在收到昆虫的攻击后，产生了过量的

蛋白酶，这些蛋白在进入昆虫肠道以后可以对昆虫的结构蛋白进行消化，最后对

植食性动物造成物理性伤害。一个很好的例子就是玉米里面的一个33 l①a的半

光氨酸蛋白酶(Pechan et a1．2002)，这个蛋白酶在昆虫的取食位点迅速的累积，在

进入昆虫肠道之后，它对肠道的蛋白进行消化并破坏了毛虫的围食膜，最后抑制

了昆虫的生长发育。

2．2．4抑制化学通路

同样，防御化合物也可以引起植食性昆虫的化学损伤。昆虫的生长发育受到

多种通路的调控，这些通路包括激酶、磷酸酶和调控蛋白每。一些植物的化合物

是昆虫调控蛋白每的抑制剂。例如，一些次生代谢物被昆虫摄入后，可以抑制激

酶或磷酸酯酶的活性(SaIunke et a1．2005)。这种对调控酶的抑制会引起昆虫的化

学损伤，最终导致昆虫的生长发育受阻最终死亡。
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2．3植物直接防御的化学特征

在植物和昆虫的相互作中，植物对昆虫产生的的防御性化合物一般被归为以

下几类：植物次生代谢产物(PSMs)，昆虫消化酶抑制即、蛋白酶、凝集素、

氨基酸脱氨酶、多酚氧化酶和其它的防御蛋白。

2．3．1植物次生代谢产物

植物次生代谢产物(PSMs)是那些在植物生长发育过程中不是必要存在的

有机化合物，它们_般是在初级代谢产物的合成中形成的副产物。一些PSMs在

植物体内执行一些生理功能，例如N的转运和储藏工具、紫外线防护剂和对传

粉和携带动物的吸引。然而，PSMs的最主要的功能是对病原微生物和植食性动

物的化学防御(Bennen and Wallsgrove l 994，neis and Lerdau 2003，Mao ct a1．

2007)。大部分的PSMs对植食性昆虫都是有毒的，除非那些植食性昆虫产生了

解毒机制。就算是那些已经具有解毒能力的植食者，它们在解毒方面花费的力气

也会导致其生长发育的成本增加。

·其中的结构已经阐明的PSM总数约为50 000个，这很可能只是一个自然的

所有现有的PSM的一小部分(De Luca and St Pier陀2000)。由于产生PSMs要付出

代价，所以每种植物只产生少量的单是却是独特的代谢物质组合。例如，环羟肟

酸是一种几乎完全只在谷类作物中产生(Niemeyerl988)，而皂角苷在双子叶植物

种类广泛分布，但在大多数草种缺乏。 另外，植物在受到植食者的攻击或者收

到其他临近植物发出的警告后，可是释放出一些防御性的PSMs(Baldwin et a1．

2006)。尽管有大量文献的证明通过生物测定可以明确PSM潜在的防御功能，但

是某一个特定的PSMs的防御功能还要通过大量的实验去证明。

防御性PSM属于三类：酚醛树脂类(如单宁酸、黄酮类、异荭草素、黄酮类、

丙三醇和木质素)，氮化合物(如白芥子硫苷、黑芥子硫苷酸钾、蜀黍苷、丁布，

和环状氢氧氨酸)和萜类(如皂甙)。不同的PSM通过不同的机制抑制植食性的

成长和发展。有些黄酮类化合物是调节酶抑制剂，如依赖钙的ATP酶(SaIunke et a1．

2005)。木质素和其他酚类化合物能增强细胞壁，因此可以抗营养(Schroeder et a1．

2I



为防御机制最早是被Ryan和他的搭档发现的(Green and Ryan 1972)。他们发现在

马铃薯和番茄受到昆虫的攻击后，它们会迅速表达出蛋白酶抑制剂，并且这种现

象是由一个系统信号所调节的，这个系统信号也可以被机械损伤所激活。从此开

始了对消化酶抑制剂在植物防御中的作用的广泛研究(Ussufet a1．2001)。已经得

到的转蛋白酶和淀粉酶抑制剂的植物大部分都表现出对昆虫生长发育的抑制毒

害作用。

2．3．3蛋白酶

蛋白酶在植物防御中也参与对昆虫的防御。有一个很好的例子就是玉米种有

一个33 l(Da的半胱氨酸蛋白酶(类木瓜蛋白酶)。这个蛋白酶的在昆虫取食位点

迅速积累，它是玉米对鳞翅目害虫抗性的一部分。这个33 kDa的蛋白酶在玉米

愈伤组织过表达，表达产物用来进行饲喂昆虫，发现昆虫的生长发育受到抑制，

抑制率达到80％(Pechan et aI．2002)。这个酶的毒理是破坏毛虫的围食膜，进而削

弱昆虫的消化系统。半胱氨酸蛋白酶在木瓜树里可能对植食性昆虫也发挥了重要

作用(Konno et a1．2004)。木瓜叶在受到昆虫取食后会流露出乳胶，在乳胶中包含

了各种半胱氨酸蛋白酶，包括木瓜蛋白酶，菠萝蛋白酶和无花果蛋白酶。鳞翅目

幼虫在取食含有乳胶的无花果树的叶片时会死亡，但是把乳胶从这些叶子去除洗

涤时或是半胱氨酸蛋白酶是被E64(一种有效的半胱氨酸蛋白酶抑制剂)所灭活

时后在饲喂鳞翅目幼虫，鳞翅目幼虫不会死亡。在实验室条件下，将乳胶中含有

的木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶或者是无花果蛋白酶分别加入到人工饲料里后饲喂家

蚕，对家蚕都具有毒性。这些现象都表明蛋白酶是那些受到昆虫取食后取食位点

分泌出来的果胶中防御体系的一个重要组成部分。
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其他类型的蛋白酶也参与了植物防御植食性昆虫。一种异亮氨酸氨基肽酶在

受到昆虫取食、病原菌危害和机械损伤都会强烈的上调(Pautot etal．1993)。这种

蛋白一旦被摄入到昆虫的肠道中，对昆虫消化酶表现出抗性(Chen et a1．2007a)。

亮氨酸氨基肽酶精氨酸解放N．末端的肽。精氨酸，一种昆虫的必需氨基酸，可

以进一步通过精氨酸酶降解，同时精氨酸也是由昆虫取食所诱导产生的。因此，

亮氨酸氨基肽酶可以与精氨酸酶和其他氨基酸分解酶配合通过消除基本氨基酸

可能导致对植食性昆虫的不利影响。除了直接毒性，蛋白酶还参与了植物防御的

许多信号传导过程(v锄der Hoom and Jones 2004)。考虑到复杂的植物蛋白水解机

制，在植物防御中各种蛋白酶的作用仍然在等待我们去发现。

2．3．4凝集素

凝集素是一种变化多样的蛋白质，它可逆性结合到具体的单糖或寡糖，广泛

分布于微生物，植物和动物组织(Komath et a1．2006)。凝集素纳入人工饲料已经

证明可以降低几种昆虫的取食(Janzen et aI．1976，ShukJe and Murdock 1983，

Murdock et a1．1990，Powell 2001)。其中最广泛的研究，同时也许是对蚜虫的控制

最有前途的化合物之一是雪花莲凝集素。有趣的是这种蛋白是基于它作用于刺吸

式口器昆虫，而这些刺吸式口器昆虫是已知的Bt毒素的非靶标昆虫(PoweU et a1．

1993，R“be et a1．1995，Sauvion et a1．1996，Powell 2001)。在烟草中(Hilder et a1．

1995，YUan et a1．2001)、马铃薯中(Gatehouse ct a1．1996)、水稻(Rao et a1．1998，

Foissac et a1．2000，Sun et a1．2002)中已经看到转基因植物表达雪花莲凝集素对同

翅目害虫表现出抗性。除了对吸食汁液类害虫起作用，雪花莲凝集素对鳞翅目昆

虫(Fitches et a1．1 997，Gatehouse et a1．1 997，Fitches and Gatehouse l 998，Setamou et

a1．2002。Setamou et a1．2003)也表现出一定的杀虫效果。凝集素对昆虫肠道蛋白酶

具有抗性，并且能和肠蛋白能够形成具有高亲和力(类糖基化蛋白质)的复合物

(Macedo ct a1．2004)。

2．3．5氨基酸脱氨酶

氨基酸脱氨酶是另一种在植物体内抗昆虫取食的抗营养蛋白。这些酶可以降

解昆虫肠道中的游离氨基酸，去除草食动物的营养(Chen et a1．2005a)。 两个了
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解较多的氨基酸脱氨酶是精氨酸脱氨酶和苏氨酸脱氨酶，这两种脱氨酶都是可以

由昆虫取食和机械损伤所诱导(Hildmann et a1．1992，Chen et a1．2004a)，他们在昆

虫肠道中都抵抗蛋白质的水解(Chen et a1．2007a)。过表达精氨酸酶的转基因番茄

植株对烟草天蛾M删口幼虫具有一定的抗性(Chen et a1．2005a)，而当野生烟草

中的苏氨酸脱氨酶基因被抑制后，野生烟草对烟草天蛾的防御作用被削弱了

(K卸g ctal．2006)。

2．3．6多酚氧化酶

多酚氧化酶(PPOs)是抗营养的酶，它催化多酚氧化成醌，通过与蛋白质和

游离氨基酸的亲核支链来降低受伤植物的营养价值。对多酚氧化酶在植物体内对

植食性昆虫的防御包括参与被昆虫袭击诱导得多酚氧化酶基因的转录，对多酚氧

化酶参与植物对植食性昆虫防御的证据包括被昆虫袭击的多酚氧化酶基因的转

录诱导(ConstabeI et a1．1 995，11hipyapong and Ste旋ns l 997，Haruta et a1．200 1)，人

工饲料含多酚氧化酶被昆取食后，昆虫的生长受到抑制(Felton甜甜．，1992)，并且

被摄入后活性的PPOs在昆虫肠道内保持高度稳定(Chen et a1．2005a)。另外转过

表达PPO的植物提高了植物对病原菌的抗性(Li and Ste疏ns 2002)，同样地抑制

植物体内PPO基因的表达同时也增加了植物对病原菌的易感性(Thipyapong et a1．

20041。

2．3．6其他蛋白

脂肪氧化酶参与植物激素的生物合成，如茉莉酸和植物源脂肪氧化酶的生物

合成，同时也是防御相关基因的转录调节因子(Kessler et a1．2004)。 脂肪氧化酶

加入到人工饲料之后，也对昆虫表现出直接的毒性(Shukle and Murdock 1983，

FeIton et a1．1994)。尽管我们不知道他们是如何产生有毒代谢产物，但脂肪氧化

酶可以产生的油脂过氧化物例如过氧化氢产物和醛是潜在的的脂质过氧化反应

物。这些反应物可以与与亲核氨基酸侧链的氨基酸反应，从而达到消除营养的作

用(Felton et aI．1 994)。

过氧化物酶对植食性昆虫的这种潜在的直接毒害作用通常也是它们的“消

化减速，，在起作用(Felton and Summers 1993，Du仃ey and stout 1996)。过氧化物酶
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产生的醌和其他过氧化产物可以与任何游离氨基酸或蛋白质侧链反应，从而减少

了在草食动物的肠道摄入食物的营养价值。

2．4基因芯片在当前领域的应用前景

所谓基因芯片(gene chip)也叫核酸芯片、DNA芯片、DNA微阵列(DNA

microa盯ay)，是指采用原位合成(in situ Synthesis)技术或微量点样技术，将数

以百计或者数以万计的DNA探针固相支持物表面，从而产生二维DNA探针阵

列，然后与标记的样品进行杂交，通过检测杂交信号来实现对生物样品的快速、

并行和高效的检测和分析。和传统的计算机芯片相同，即因芯片技术的核心思想

同样是集成化，并且在制作上借鉴了很多源于前者的成熟技术。即因芯片技术的

诞生与基因组和后基因组时代的要求相适应，以其本身所具有的革命性优势，作

为一种强有力的分析工具在生命科学、医学及其相关学科中扮演了重要的角色。

早在基因芯片概念提出不久后，就有其应用于水稻研究的相关报道(Schena

et a1．1995，Y犯aki 2002)。2002年，水稻基因组草图宣告完成(Yu et a1．2002)而后，

随着对水稻的研究进入功能基因组学阶段，基因芯片的应用更加广泛而深入。

_’’ 相对于目前用于检测基因表达水平的几种方法，如ImPCR、Nonhem、mRNA

差异显示等，基因表达谱芯片可通过平行检测众多基因表达模式进行功能分析，

有助于全面了解植物在特殊处理、环境因子影响、发育阶段、病原菌侵染何昆虫

攻击后等条件下较为完整的基因表达情况。通过与样本对照，分析与特定事件相

关的基因，进而确定相应基因的功能或多个基因间的协同作用。

直接参与植物防御植食性昆虫的因子通常是附加的，不同的植物与昆虫系统

之间并不相同。通常是多种因子参与防御某一种昆虫，而且这种对这一种昆虫有

效的主要因子很可能对于其他昆虫来说是次要的或者是根本没有效果的(Blau et

a1．1978)。从另一个角度来讲，植物对昆虫的防御显然是与其他生物过程所相互

联系的，在受到昆虫攻击后，许多基因和通路被激活，而这些基因或通路也参与

了疾病或其他逆境的防御反应(Walling 2000)。植物对昆虫的防御系统是一种非常

复杂的现象，其中涉及到的基因与通路也千差万别，所以用传统方法很难进行全

面的分析。随着生物技术的发展，由于基因芯片上可以固定成千上万的探针，使
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众多基因同时检测成为可能，不仅可以比较在不同条件下相同的基因组大量基因

的转录水平差异，而且可以对比不同基因组中对应基因的转录水平差异。
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et a1．2008b，Kim et a1．2009)、c，)，lB(Breitler et a1．2004)、c，y1C丰(Tang et a1．2006，

Ye et a1．2009)、c秒1Cal(Zaidi et a1．2009)、c啦A(Chen ct a1．2005b)和c，)汐C(Chen

et a1．2008a)。大多数的品系都对螟虫或者其他的鳞翅目害虫表现出良好的抗虫

性。就像其他的Bt作物一样，毒素长期暴露给昆虫后可能会产生抗性(Gahan et a1．

2001，BraVo and Soberon 2008)。

对于延迟昆虫抗性的产生有很多的方法(Hanur 2008)。一个是在表达Bt杀虫

蛋白作物的周围种植不产毒素的植物即庇护所策略(vacher et a1．2006)，另一个就

是采取多基因策略(BraVo and Soberon 2008)。但是，在亚洲国家特别是中国都是

很小的农场，所以不能推行庇护所的策略。因此Bt水稻的开发就朝着多基因的

方向前进，特别是多基因高剂量的毒素表达可以减少抗性的产生。许多含有融合

蛋白的转基因水稻例如c秒lA矾乃，1Ab(Tu et aI．2000，Ye et aI．200lb，Ho et a1．

2006)、c，)，lAb／c∥lB(Ho et a1．2006)、c，)，1Ac／c啦A(Breitler et a1．2004，Riaz et a1．

2006)、明，lAc／CpTI(H锄et a1．2006，2007)都对鳞翅目的害虫具有一定的抗性。

营养期杀虫蛋白(Vips)是在苏云金芽胞杆菌营养期中发现的一种非晶体状胞外



基因水稻抗螟性鉴定及其对褐飞虱生物学影响

杀虫蛋白(Estmch etal．1996)。Vip蛋白对鳞翅目昆虫具有很广的杀虫谱(Rang ct aI．

2005)，并且他们的作用方式与C巧蛋白不同(Lee et a1．2003)。前人已经证明Ⅵp3A

和C哆杀虫蛋白之间的交互抗性很低(L∞et a1．2006，Jacl(son et a1．2007)。因此

Vips被认为是除了CD，蛋白的另外一个选择，可以用在抗虫植物的应用上(Fang ct

a1．2007)。一个表达Vip3A和C巧lA蛋白的玉米品系取代了原来的单基因或者两

个叫基因的转基因玉米(Dively 2005)，并且有几种新的表达单Ⅵp3A蛋白的棉

花和表达Ⅵp3A和C巧lAb融合蛋白的棉花已有报道(Llewellyn ct a1．2007，

Whitehouse ct a1．2007b，Ad锄c巧k锄d Maha舵y 2008，Bommireddy and Leonard

2008)。因此，有必要对c秒1Ab／vfp3H进行室内生物测定以及田间螟虫为害调查

来确定其抗虫性效果。并且，有必要进行咧1Ab～勿3H基因水稻对褐飞虱的生

物学影响进行评价，以确保新的转基因材料不会引起次要害虫的暴发。

3．1材料与方法

3．1．1供试水稻

供试转c砂1Ab～咖3H水稻为处于Rl代的粳稻纯合品系G6Hl。这个品系源

于独立的＆代转化株，含有c哕lAb～奶H基因和玉米Ubiquitin启动子，并且含

有一个高抗曹甘膦的5．烯醇丙酮莽草酸．3．磷酸酯合成酶

(5一enolpyruVylshil(imate一3-phosphate synthaSe，EPSPS)(Fang et a1．2007)，其非

转基因亲本品种Xiushui 110为对照。供试水稻材料一部分于大试管(R：3 cm，L：25

cm)内采用营养液培养(附表1)，放置于控温控光的智能人工气候箱内培养，其培

养条件为：温度28℃±1℃、光周期(L：D)14：10h、光强度12000～14000 Lux、

湿度75±5％(下同)，20日龄时，采用lO％的草甘膦水剂喷施于稻苗上，去除有

可能存在的非转基因杂稻。后于30日龄三叶期时选择同等粗细大小的稻株供试

验用。另一部分播种且移栽于无虫网室内，成株期不同阶段的稻株供实验用。
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3．1．2供试昆虫

二化螟和大螟越冬幼虫均采白浙江大学农场稻田。在田间养虫室内待二种螟

虫雌雄成虫羽化后，分别按一定比例置于放有l丛稻株和浸渍有20％蜂蜜水脱脂

棉球的养虫笼中任其吸食、交配和产卵，每日定时收集卵块。卵块置室温下待孵

化。蚁螟孵化后，参照尚稚珍等(1979)，以水稻(浙辐910)谷芽饲养1．2龄幼

虫，2龄后改用3．5天的种苗饲养。田间养虫室内连续饲养2代，第3代开始，

及时收集卵块，待蚁螟孵化后供生测试验用。

褐飞虱采自杭州田间，在供试原始代褐飞虱取自本试验室在杂交水稻(中浙

优l号)上连续饲养的实验种群。放置于控温控光的养虫室内继代饲养，其中饲

养条件为：温度28℃±1℃、光周期(L：D)14 h：10 h、光强度350叫000 Lux、

湿度70±5％。

3．1．3田间种植和小区设计

G6Hl及其对照Xiushui 1lO品系的田问试验于2008年和2009年在浙江省杭

州市(120．120 E，30．130 N)浙江大学试验农场展开。播种时间为2008年7月2

7 日和2009年6月18日，播种一个月后进行移栽，每个试验田块被分割成等大6

个小区，2个处理(即Bt水稻和非Bt水稻)，3个重复，各小区按随机区组设计。

各小区面积约为20 m×35 m，小区间均以一条宽约50 cm田埂隔开，整个试验

田的四周均种植5行非转基因对照水稻为保护行。稻苗单本手工移栽，试验区内

的水肥管理同其它正常水稻，但整个生长期不用任何农药处理。

3．1．4转哪!Ab～咖3H基因水稻抗螟虫离体测定

二化螟和大螟分别采用离体叶片合离体茎干法进行抗虫性测定。在水稻的苗

期、分蘖期、抽穗期和灌浆期分别自各供试材料的30丛单本种植的稻株中随机

取2个分蘖剪取3-4 cm长的叶片(倒一叶)l片。然后将叶片移置小平底玻管(6．5

×1．5 cm)内经lO％的苯骈咪唑保鲜液浸渍过的滤纸片上，同时在叶片两端压上

小滤纸片。每管分别接入5头蚁螟，管口塞紧脱脂棉花，自接入初孵若虫后第2、

4、7天考查幼虫死亡率，测量二化螟第2天和第四天的累积取食叶面积。



在水稻的苗期、分蘖期、抽穗期和灌浆期进行采样，分别采集主茎和主茎上

的倒数第二片完全展开的叶片15株，液氮速冻以后，迅速转移至．700C冰箱里

冷藏，待用。取0．29叶片或茎干组织用液氮进行研磨，用lM Tris—HCl缓冲液(pH

6．8)提取融合蛋白，后采用一种检测Bt．CD，lAb／1Ac蛋白的试剂盒(EnVirologix

Inc．，Portland，ME，USA)进行定量测定。

3．1．6田间转删1Ab／却3H基因水稻抗螟虫的性状表现

从2008年8月18日到9月28日和2009年8月15日到9月25日，对转基

因品种G6Hl及其对照品种Xiushuill0进行了每隔10天一次的抽样调查。每隔

小区随即抽取10株，考察其总分蘖数、枯心白穗数，若发现为害株则剖开稻秆

察看是二化螟还是大螟危。计算计出植株为害率和分蘖为害率。植株为害率=带

有枯心白穗的植株数／调查的总植株数×100％；分蘖为害率=枯心白穗的分蘖

数／调查的总植分蘖数×100％。

3．1．7苗期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

将G6Hl和Xiushui 110的产卵苗放入大玻璃试管中水培，接入怀卵褐飞虱，

用纱布封口，放入智能人工气候箱内培养。三天后，将产卵后的褐飞虱吸出。待

卵孵化后，12 h初孵若虫用于以下实验。

将选择好的供试G6Hl和Xiushui 110 30日苗龄水稻苗分别移入装有适量培
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养液的大玻璃试管中。每玻璃管移入3株稻株， 接入初孵若虫10头，每个品

种接8管，置智能人工气候箱内饲养。及时更换新鲜的稻株和培养液，并记录若

虫羽化时间，羽化后的成虫进行雌雄配对，配对的褐飞虱成虫接与放置有两个稻

苗的大玻璃试管内产卵，每隔7天换苗，直至成虫死亡。记录成虫死亡时间。换

下的带卵稻苗一部分放在解剖镜下数出稻株上卵的数量，一部分待卵孵化，12 h

内初孵若虫接至新的30日龄稻苗上进行第二代的考察，第四代考察同上。

3．1．8成株期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

将分蘖期G6Hl和Xiushui 110苗从无虫网室内移入塑料盆中，罩于聚乙烯

薄膜塑料笼罩(直径15 cm，高50 cm)内，接入怀卵褐飞虱，用纱布封口，放

于养虫间内待褐飞虱产卵。三天后，将产卵后的褐飞虱吸出。待卵孵化后，12 h

初孵若虫用于以下实验。

将分蘖期G6H1和Xiushuill0单株稻株从无虫网室内移入塑料盆中，罩于聚

乙烯薄膜塑料笼罩(直径15 cm，高50 cm)内，接入初孵若虫10头，每个品种

接8盆，置智能人工气候箱内饲养。及时更换新鲜的稻株并记录若虫羽化时间，

羽化后的成虫进行雌雄配对，配对的褐飞虱成虫接与放置于单株盆栽的稻株上产

卵，每隔7天换苗，直至成虫死亡。记录成虫死亡时间。换下的带卵稻苗一部分

放在解剖镜下数出稻株上卵的数量，一部分待卵孵化，12 h内初孵若虫接至抽穗

期稻株上进行第二代的考察，第四代即第三代产卵苗上孵化的12 h内初孵若虫

接于孕穗期的稻株上，考察方法同上。

3．1．9褐飞虱田间种群调查

从2008年8月19日到10月9日和2009年8月15日到10月15日，每隔

10天进行田间褐飞虱田间种群数量调查，根据Joost和Riley(2004)的取样方法

进行了稍微的改造。拿一个白色瓷盆(36 cm×46 cm×3．5 cm)放在水稻根底部

倾斜45度，然后迅速的拍打稻株4．5秒(大约13．15下)，使褐飞虱落在白搪瓷

盆里面，然后统计白糖瓷盆里面褐飞虱的数量，然后把白糖瓷盆里面清理干净。

每个小区随即抽取lO株进行调查。
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3．3结果与分析

3．3．1转c秒1Ab／坳3H基因水稻对螟虫的抗虫性

水稻

法进

量方

还有

3．3．1．1转c秽1Ab／v咖3H基因水稻对二化螟的抗虫性

离体叶片测定方法表明取食转基因水稻48 h和96 h小时以后的二化螟在各

个水稻时期的死亡率是不同的(表4．1)。6个品系上二化螟取食48 h后的死亡率

范围分别是苗期30．00．64．67％，分蘖期12．00．47．33％，抽穗期17．33．43．33％

和灌浆期4．00．17．33％。96 h以后分别是苗期62．67．100％，分蘖期78．67．

92．00％，抽穗期65．33．86．67％和灌浆期48．00．93．33％。取食168 h以后，二化

螟的死亡率才达到100％。

取食48 h和96 h后，6个转基因品种与其对照上二化螟累积取食叶面积相比，

其累积叶面积在苗期(48 h：F=28．80；矽=6，209；尸<0．00l；96 h：F=40．84；矽=6，

209；尸<0．001)、分蘖期(48 h：，=14．66；矽=6，209；尸<0．001；96 h：F=18．09；矽

=6，209；尸<0．001)、抽穗期(48 h：F=18．63；矽=6，209；尸<0．001；96 h：，=32．93；

矽=6，209；P<0．001)和灌浆期(48 h：F=34．52；矽=6，209；尸<0．00l；96 h：，=

43．59；砂=6，209；尸<0．001)显著的减少(表3．1)。

3．3．1．2转c秒1Ab～珈3H基因水稻对大螟的抗虫性

与非转基因对照相比，所有的转基因水稻品种都表现出显著的抗虫性。取食
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48 h和96 h后，取食转基因水稻的大螟的死亡率在各个时期是不同的(表3．2)。

在取食非转基因水稻48 h和96 h后，大螟的死亡率分别不到1％和5％。取食转

基因水稻48 h后，其死亡率很低，苗期接近20％，分蘖期接近25％，抽穗期接

近15％和灌浆期近10％(表3．2)。96 h后，取食各个品种大螟的死亡率分别为：

苗期65．83．90．83％；分蘖期65．33．100．00％；抽穗期65．00．89．oo％和灌浆期

63．33．90．00％。所有大螟若虫在取食转基因水稻168 h后全部死亡(表3．2)．

此外，在水稻的各个发育时期大螟的死亡率与二化螟的死亡率相比绝大时候

是要低一些的(表3．1和表3．2)，这就表明大螟对转基因水稻中表达的

CD，lAbMp3H蛋白的耐受性药比二化螟强一些。

3．3．2转哪lAb／却3H基因水稻各个时期蛋白表达量测定

3．3．2．1 CrylAbⅣip3H融合蛋白western blot

Westem b10t分析结果表明，转叫lAb～矽3H基因水稻品系表达了一个195 l①a

的融合蛋白，这个融和蛋白的条带并没有在非转基因水稻中出现(图3．1)。两种

抗体即兔抗Bt C叫lAb和兔抗Bt Vip3抗体都证实了叫1Ab～驴3H基因在G6Hl，

G6H2， G6H3， G6H4， G6H5和G6H6的融合表达(图3．1)。

PC l 2 3 4 5 6 NC

a

b

图3．1转基因水稻中crylAbⅣip3H融合蛋白的westem bIot分析．

Fig 3．1 Weste加bIot a叻lysiS ofa fused pmtein ofCrylAb，vip3H in si】【tnnsgenjc rice lines．

Note：ImmuIloblot showing nearly l 95 kDa proteill∞(pe曲ed for a觚ed Bt gene bom by Cry l Ab

amibody(a)锄d Vip 3孤tibody(b)，which is absent iIl unn锄sfo册ed con仃ol(NC)．PC：me fIISi∞

proteiIl expressed in点墨c觑恤^版coli；l—6：G6Hl，G6H2，G6H3，G6H4，G6H5卸d G6H6；NC：

Lultrallsfb咖ed con仃ol Xiushuil l 0．

注：Westem blot分析结果表明用C呵lAb抗体(a)和Ⅵp 3抗体都可以检测到一个195l<Da

的融合蛋白，这个蛋白在非转基因亲本对照(NC)中没有检测到。PC：西拍∥fc^缸中表达

的融合蛋白；l～6：G6Hl，G6H2，G6H3，G6H4，G6H5锄d G6H6；NC：非转基因亲本对照

Xiushui llO。
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表3．1转C呵lAb朋p3H蛋白水稻不同发育时期对二化螟的抗虫性

’rabIe 3．1 ResiStance evaluation oftransgenic rice expr鹤sing CrylAb，vip3H pmtein at

di仃．e他nt developmental stage againstC s雌矽陀鼯口臌neonate Iarvae

DeVelopmentaI

s衄ge 硒ce line

CumulatiVe feeding area

(mm2／five IaⅣ扯) Mortal时(％)

(me锄士SE)

48 h 96 h 48 h 96 h 168 h

S∞dling stage Xiushui llO 10．6士1．7a 23．1士2．3a 4．67 5．33 5．33

G6H】 1．8士O．5c 2．9士O．8cd 66．OO 87．33 100

G6H2 4．9士1．2b 7．8士2．Ob 40．00 64．67 100

G6H3 O．2士O．0c O．2士O．0d 64．67 95．33 100

G6H4 4．O士0．8b 6．1士1．1bc 30．OO 62．67 100

G6H5 1．7士0．4c 2．1士O．4d 52．67 89．33 loo

G6H6 O．2士0．Oc O．2士O．Od 45．33 100．00 100

币Uering stage Xiushui 1lO 6．3士0．6a 11．4士1．2a O 1．33 1．33

G6Hl 1．7士O．5c 2．9士O．8bc 30．67 91．33 100

G6H2 0．9士O．4c 1．4士0．6c 47．33 92．00 lOO

G6H3 1．2士0．6c 1．8士O．8c 36．67 81．33 lOO

G6H4 3．2士0．9b 5．4士1．4b 12．00 78．67 100

G6H5 O．3士O．2c O．4士O．3c 28．67 82．67 100

G6H6 O．8士0．3c 1．1士O．5c 19．33 79．33 100

Heading stagrc Xiushui 110 8．4士1．2a 13．1士1．1a I．33 3．33 3．33

G6H1 1．2士O。6c 1．9士1．0bc 29．33 78．67 100

G6H2 O．2士0．Oc O．3士0．Oc 43．33 85．33 100

G6H3 1．O士O．4c 1．7士O．7bc 34．67 86．67 lOO

G6H4 2．8士1．0b 3．4士1．1b 17．33 65．33 100

G6H5 O．8士O．3c 1．2士O．5bc 25．33 85．33 100

G6H6 0．4士O．1c O．7士0．1c 17．33‘ 80 100

F订ling S1age Xiushui 110 8．1士O．9a 15．O士1．7a O．67 2．OO 2．00

G6Hl 1．5士0．4c 2．4士0．6bc 4．OO 76．00 100

G6H2 1．3士O．3c 1．7士O．4c 8．OO 82．00 100

G6H3 0．4士O．1c O．5士0．1c 17．33 93．33 100

G6H4 2．6士0．4b 4．3士0．6b 4．00 48．00 lOO

G6H5 O．7士0．1bc 1．O士O．2c 12．OO 84．00 100

G6H6 O．8士O．3bc 1．2士O．5c 4．00 引．33 loo

Note：AtⅡ1e s锄e rice developmental S_tage，means witIlin the s锄e colu舳followed by the s锄e

lowerc雒e l酬|er are not si印ific锄tly diff打朗t(P<0．05)accordillg to∞e—way ANOVA勰d least

signifi锄t difrereIl∞(LSD)test．注：单因素方差分析LSD法表明同时期同列中具相同大小

写字母示平均数间未达显著差异(p=0．05)．
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表3．2转crylAb朋p3H蛋白水稻不同发育时期对大螟的抗虫性
ThbIe 3·2 Resistance eVaIuation of transgenic rice expItssing CI了lAb厂V1p3H protein at

mffe心nt deveIopmental s切ges against&觑，翟，跚s neonate lanrae

DeVelopmentaJ ⋯． Mo砌l时(％)
‘R_ce l硫——’‘。

s魄e 48 h一———面i————面
Seedhng stage Xiushuill0 O．00 1．67 1．67

‘

G6Hl 19．17 90．83 lOO

G6H2 17．50 80．83 loo

G6H3 39．17 89．17 loo

G6H4 lO．83 65．83 100

G6H5 30．00 70．00 l00

G6H6 20．OO 70．00 1 00

TilleriIlg stage Xiushui ll O 0．67 4．67 4．67

G6H1 24．67 90．33 100

G6H2 28．67 84．67 l 00

G6H3 24．33 65．33 lOO

G6H4 ． 23．33 85．33 lOO

G6H5 26．33 87．67 lOO

G6H6 32．00 100．00 100

Heading stage Xiushui llO 0．67 4．67 4．67

G6Hl 21．00 89．00 100

G6H2 14．17 83．33 100

G6H3 18．33 66．67 lOO

G6H4 12．50 80．83 100

G6H5 13．33 79．17 100

G6H6 11．67 65．00 100

FilliIlg S协ge Xiushui l lO 0．00 1．33 1．33

G6Hl 10．00 90．OO 100

G6H2 3．33 90．00 100

G6H3 3．33 63．33 100

G6H4 3．33 63．33 lOO

G6H5 6．67 76．67 100

G6H6 10．OO 63．33 lOO

Note：At me same rice deVelopmental stage，meaIls withiIl tlle s锄e col啪n followed by吐le

s锄e Iowerc笛e letI甜are not significantly diff．erent(P<O．05)accordiIlg to one-way ANO、，A觚d

le勰t si印ific飙t difFer印∞(LSD)test．注：单因素方差分析LSD法表明同时期同列中具相同

大小写字母示平均数间未达显著差异(p=O．05)．
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3．3．2．2 c眄1AbMp3H融合蛋白在转基因水稻中的含量

正因为c，．'，lAb～咖3H基因在G6Hl， G6H2， G6H3， G6H4， G6H5和

G6H6中的融合表达，所以用C巧lAb蛋白的浓度来衡量CD，lAbMp3H融合蛋白

的浓度。在每个转基因水稻各个时期的茎杆和叶片内均可以检测到C科lAb蛋白。

在每个转基因品种中叶片中C哆lAb蛋白的含量因水稻的不同发育时期而不同，

除了G6H6外，所有品种均在苗期达到最高值(图3．2)。从苗期到灌浆期，G6H1

中CD，lAb蛋白占可溶性总蛋白含量的0．007到O．027％，G6H2，G6H3，G6H4，

G6H5和G6H6中蛋白占可溶性总蛋白含量的比例分别为O．00l到0．034％，0．010

到0．037％，0．006到0．023％，O．009到0．038％和0．00l到0．006％。并且在6个

转基因品种之间全期C眄1Ab蛋白的平均含量存在显著差异(表3．3)。并且，叶

片中C巧lAb所占比列的变异系数在6个品种中也不相同(表3-3)。其中G6H2

的CD，lAb的变异系数是最大的，这就表明CrylAb蛋白在各个品种及其不同发

育时期所占的比例的变化是最大的。基于CqlAb表达量的变异系数不同，不同

水稻品种各个发育时期的C秽lAb表达量稳定性排序为：G6H4>G6H1>G6H6>

G6H3>G6H5>G6H2。

在每个转基因品种中茎杆中C巧1Ab蛋白的含量因水稻的不同发育时期而不

同，除了G6H6外，所有品种均在苗期达到最高值(图3．2)。从苗期到灌浆期，

G6H1中CD，lAb蛋白占可溶性总蛋白含量的0．042到0．071％， G6H2，G6H3，

G6H4，G6H5和G6H6中蛋白占可溶性总蛋白含量的比例分别为0．015到0．053％，

0．027到O．056％，0．007到0．036％，0．012到O．033％和0．006到0．019％。并且在

6个转基因品种之间茎杆全期CrylAb蛋白的平均含量存在显著差异，G6H1的

表达量最高而G6H6的表达量最低(表3．3)。并且，茎杆中C碍IAb所占比列的

变异系数在6个品种中也不相同(表3．3)。其中G6H4的C巧1Ab的变异系数是

最大的，这就表明C巧lAb蛋白在各个品种及其不同发育时期所占的比例的变化

是最大的。基于C科lAb表达量的变异系数不同，不同水稻品种各个发育时期的

CrylAb表达量稳定性排序为：G6Hl>G6H6>G6H5>G6H3>G6H2>G6H4。

此外，取食转基因水稻不同发育时期96 h的二化螟死亡率与转基因水稻叶片

中CrylAb蛋白含量不成线性相关(F=O．0130；df=l，23；，-=0．0243；尸=0．9103)，

与此相似，取食转基因水稻不同发育时期96 h的大螟死亡率与转基因水稻茎杆

中C巧1Ab蛋白含量不成线性相关(F=2．2802；df=l，23；，．=O．3066；P=0．1451)。
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图3．2转基因水稻不同发育时期茎杆和叶片中C眄1Ab蛋白占可溶性总蛋白的比值

F追3．2·The阳tio of CrylAb protein to total solubIe p阳teiⅡin main stems and their mg

IeaVes of six t腿nsgenic rice Iines at di仃e代nt rice deVeIopmentaI stag伪．

Note：111e data areexpressed雏me饥±SE(n=15)．

注：所有数值均为平均值±标准误(n=15)

表3．3转基因水稻苗期到灌浆期茎杆和叶片中c呵1Ab蛋白占可溶性总蛋白比例的平均值

TabIe 3．3 The overaU仡tio of CrylAb pmtein to total soluble protein in main stems and

their nag leaVes of six transgenic rice Hnes lhm seedIing to矗Iling stage

RiceIiIle

Ratio ofCry lAb proteill to total SoIuble proteiIl(％)(me锄±SE)

Flag leaves CV(％)a Maill stems CV(％)a

G6HI O．0138±O．OOlob 57．24 0．0585±0．OOl9a 24．62
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的抗性，在所有的取样时间都没有发现危害状。在9月8日，G6H4和G6H5有

危害状，但是为害植株率不到4％，为害分蘖率不到O．5％。为害状是由于大螟取

食引起的，而不是二化螟所引起的。而其亲本对照超过95％是由于二化螟危害所

引起的，并且在每个取样时间都可观测到。在9月28日，对照田为害率达到最

高为56．67％植株和17．78吮分蘖(图3．3)。转基因水稻和非转基因水稻之间带有

白穗或枯心的植株旷=415．04；df=6，14；尸<0．001)和白穗枯心率旷2 124．72；df

=6，14；尸<O．001)都有显著的差异。同时，对照田间的植株为害率(F=6．8l；df=4，

14；尸=0．007)和分蘖危害率旷=7．15；df=4，14；户=O．006)在各个不同的发育时

期也表现出显著的差异图3．3)。但是，6个转基因水稻品种之间不存在显著差异。

在2009年6个转基因水稻品种对二化螟和大螟的抗性表现与其在2008年田

间的表现相似，只是G6H3在最后的两个取样时间有一些危害状(图3．4)a
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图3．3 2008年田间自然条件下二化螟和大螟对转基因水稻和其亲本非转基因对照的为害

Fig 3．3 C sM即，娜口腼and&盹厅巩脚damage in si】【transgenic rice lines expnssing

Cryl Ab，Vip3H pI．otein and one controI Iine subjected to naturaI inf．estation in 2008·
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注：所有数据均为平均值±标准误(刀=3)。·表示达到显著差异(尸<O．05；重复测量方差

分析)。
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图3．4 2009年田问自然条件下二化螟和大螟对转基因水稻和其亲本非转基因对照的为害

Fig 3．4 C s卅甲陀铅口脑and&觑膨陀珊damage in six tnnsgenic rice Iines exp他ssing

CryIAb～ip3H proteiIl and one contmIIine subjected to蚰tumIinfestation in 2∞9·

Note：111e data in all s锄ples are expressed弱me锄±SE O=3)．Values foIlowedby弱teriSl((幸)

r印res朗t s咖ific锄t di行e啪ces(尸<O．05；repeated me觞ures锄alysis of V盯iarIce)．

注：所有数据均为平均值±标准误(刀=3)。奉表示达到显著差异(P<0．05；重复测量方差

分析)。

3．3．4转基因水稻对二化螟和大螟抗虫性的排序

根据TOPSIS分析结果(表3．4)，6个转基因水稻品种对二化螟和大螟的抗性排

序为： G6H6>G6H2>G6H1>G6H3>G6H5>G6H4。
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表3．4 CrylAb，vip3H水稻对二化螟和大螟的抗虫性排序

Table 3．4 R豁istance nnl‘s ofsix traⅡsgenic rice Iin姻expmssing CrylAbMp3H pmtein

against C娟q甲船s口脑and&啦膨陀撑，

Note：Df+：distan∞of des晒厅0m舭ideal sol砸0Il for tlIe地c觚didate lille；Df-：diSt狮ce of

deSign丘Dm nle negatiVe solutjon f．0r nle柚c粕didate liIle；G：tlle relative closen船s of nle袖

啪didate lille to the ideal solutior塔．

注：Di+：第i个评价对象与最优方案的距离；Di．：第i个评价对象与最劣方案的距离； Ci：

第i个评价对象与最优方案的接近程度。

3．3．5苗期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

褐飞虱的若虫历期不受水稻类型、代别及水稻类型和水稻类型与代别互作的

影响(表3．5)。与非转基因水稻Xiushui 110相比，取食G6Hl水稻褐飞虱若虫

的发育时间没有显著差异(表3．5)。(第一代：r籼。=0．386，矽=68，p=0．70l；f簟

虫=1．488，∥=65，p=0．1415；f垒蓐=0．880，∥=135，p=O．380；第二代：f雄虫=

1．694，矿=66，p=O．095；f雌虫=1．223，缈=65，p=0．226；f螺=1．862，∥=124．9，

p=0．065；第四代：f堆虫=0．397，矽=70．9，p=O．692；f雌虫=1．683，矽=74，p=O．097；

f全部=O．884，缈=156，p=O．378)。

褐飞虱成虫的寿命没有受到水稻品种、代别及水稻类别与代别互作的影响，

并且用f测验对转基因水稻和非转基因水稻之间每代褐飞虱成虫寿命进行比较也

没有显著差异(表3．5)。雄虫寿命、雌虫寿命和全部成虫的寿命在G6Hl和Xiushui

llO之间f测验没有显著性(第一代：f堆虫=0．29l，矽=56．1，p=0．772；f簟虫_O．737，

矽=63，p=0．464；f全萨0．276，矽=122．3，p=0．783；第二代：，t虫=1．138，矽=60，p=

O．260；f t虫=1．243，∥=59，p=O．219；f全蕾=1．649，够=12l，p=0．102；第四代：f簟虫

=O．579，矽=63，p=0．565；f唯虫2 0．453，矽=64，p=0．652；f垒簟=O．733，矽=12l，p=

0．465)。
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代：f雄虫：o．237，矽=62，p=O．813；f雌虫=1．168，矽=62，p=0．247；f全部=

0．903，∥=126，p=0．368；第四代：f触=0．891，矽=64，p=O．376；r雌虫=O．516，矽

=58．5，p=O．608；f全嘏-0．237，缈=132，p=0．813)。

褐飞虱成虫的寿命没有受到水稻品种、代别及水稻类别与代别互作的影响，

并且用f测验对转基因水稻和非转基因水稻之间每代褐飞虱成虫寿命进行比较也

没有显著差异(表3．6)。雄虫寿命、雌虫寿命和全部成虫的寿命在G6Hl和Xiushui

110之间f测验没有显著性(第一代：r堆血=0．76l，矽=58，p=O．450；f雌虫=O．768，咿

=58，p=O．446；f全部=1．460，∥=118，p=0．903；第二代：f簟虫=0．240，矽=62，p=

O．811；，t虫=O．13l，矽=62，p=O．896；，全蓐=O．270，矽=126，p=O．788；第四代：，堆虫

=O．294，矽=64，p=0．770；f雎虫=0．095，矽=66，p=0．924；f聿：蕊=O．174，够=132，p=

0．862)。 ，

褐飞虱的产卵量受到代别的显著影响，但是没有受到水稻类型和水稻类型与

代别互作的显著影响(3．6)。在每一代中，取食G6Hl的褐飞虱的产卵量与取食

非转基因水稻Xiushui 1lO相比，产卵量进行f测验分析差异不显著(表3．6)(第

一代： f=0．520，∥=45．9，p=0．606；第二代：f=0．604，矽=62，p=0．548；第四

代：f=0．463，矽=66，p=0．645)。
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3．3．7褐飞虱田间种群动态

2008年采用盘拍法对田间褐飞虱种群动态进行了调查，调查结果表明，褐飞

虱的若虫数量受到取样时间旷=7．52，矽=5，30；p<0．001)和水稻种类与取样时

间互作旷=5．47，矽=5，30；p=O．003)的显著影响，但是没有受到水稻种类旷=

4．45，矽=1，4；p=O．103)的影响；褐飞虱成虫的数量受到取样时间旷=17．96，矽=5，

30；p<O．001)和水稻品种与取样时间互作旷=8．48，矽=5，30；p<0．001)的影响的

显著影响，但是没有受到水稻品种旷=5．23，够=l，4；p=O．084)：成虫和若虫的

总数量受到取样时间(F=13．82，矽=5，20；p<0．001)和水稻品种和取样时间互作

旷=8．66，矽=5，30；p<0．001)的显著影响，但是没有受到水稻品种旷=6．49，矽=

l，4；p=0．064)的影响。2008年田间调查结果表明，G6Hl和Xiushui 110田间褐

飞虱若虫数量除了在9月19日外，其余5个取样时间点的数量没有差异(Fig 3．1l

上部)，褐飞虱成虫数量在8月29日和9月19日两个取样时间存在显著差异，

其余取样时间没有差异(Fig 3．5中部)，褐飞虱若虫和成虫得总合只在9月19

日存在显著差异，其余取样时间不存在显著差异(Fig 3．5下部)。

2009年采用盘拍法对田间褐飞虱种群动态进行了调查，调查结果表明，褐飞

虱的若虫数量受到取样时间旷=18．67，矽=5，30；p<0．001)的显著影响，但是没

有受到水稻种类(，=O．15，矽=l，4；p=0．718)和水稻种类与取样时间互作(F=

O．88，矽=5，30；p=0．51 1)的影响；褐飞虱成虫的数量受到取样时间旷=46．16，矽=

5，30；p<O．001)的显著影响，但是没有受到水稻品种旷=0．2l，矽=1，4；p=0．673)

和水稻品种与取样时间互作(，=1．30，矽=5，30；p=O．304)的影响；成虫和若虫的

总数量受到取样时间旷=20．79，矽=5，20；p<0．001)的显著影响，但是没有受到

水稻品种旷=o．21，矽=1，4；p=O．673)和水稻品种和取样时间互作旷=O．08，矽=

5，30；p=O．511)。G6Hl和Xiushui llO田间褐飞虱若虫数量、成虫数量及若虫和

成虫数量的总合在各个取样时期都没有显著差异(Fig 3．6)。
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N0te：。Two-factor ANOVA：for the眦les，屁∞孵2 0．94，矽2 l，218，p=O．334；‰lcr址i。=2．30，
纱2 2，218，p

2 O．103；，‰孵·胂枷5 1．22，矽2 2，218，p=0．297；for me femaIes，R。噼=

5．68，咿2 l，2lO，p
5 0．018；‘“删ion 2 1．24，咿2 2，2lO，p

2 0．292；‰孵·鲫硎。=0．20，矽=2，
210，p

2
O．82l；for 111e触l，凡。孵2 4．08，矿。1，429，p 2 o．044；‰。=2．4l，纱=2，429，p

2 O．09l；R“ty弦·伊n州∞2 0．2l，矽2 2，429，p=0．811．

。TWo·factorANOvA：formemales，昂。孵。0．7l，俨l，193，p=O．402；‰。=O．94，∥=2，
193，p

2 O．392；R“咿ge丑。椭2 O．46，矽2 2，193，p
2 0．63l；for龇梳ales，‰孵=1．80，咿=

l，194，p
2 O．182；，ge嘲妇2 1．40，矽=2，194，p 2 O．250；凡。孵·鲫刚。=O．08，∥=2，194，p=

o．924；forⅡle total，‰孵2 2．2l，∥=l，388，p=o．138；碌螂栅=2．1l，矽=2，388，p=O．123；

矗*咖·铲。枷m 2 O．38，∥2 2，388，p
2 O．685．

。TWo-factor ANOVA：R。孵2 0．12，矽=1，185，p=O．729；以即洲∞=12．74，∥=2，185，p<

O．OOl；R。|y弦·辨。咖2 O．1 l，够2 2，185，p=0．899．

D如a他r叩rcs叫ted鹧mealls士SEl噍、，alues followed by di毹rem lowerca辩lette娼w池illⅡ圮

s锄e col硼衄difjF盯si印ific锄tly according to t、jI，o-fac自盯ANO、，A锄d Thke，r’s multiple-瑚ge test．

WithillⅡle s锄e colu姗，廿1e symbols i11 me p删lnle∞s illdicate signific锄di行确c嚣ill t11e

s锄e par锄eter for me s锄e g蛐eration betw∞n G6Hl锄d Xiushlli l lO副∞ordiIIg to f-test．

注：4双因素方差分析：雄虫，，槲晶种=O．94，∥=1，218，P=O．334；，代爿=2．30，扩2，218，p=
O．103；，水稻品种x代崩。1．22，匆r2 2，218，p=0．297；f．0r吐le fbmales，F木稻品种=5．68，西r=l，210，p=

O．018；F代崩2 1．24，国r22，2lO，p20．292；F水稻晶种×代崭20．20，国r=2，210，p20．82l；fortlletotal，

F水稻品种2 4．08，国r2 l，429，p
2 O．044；F代崩。2．4l，国r2 2，429，p

2
0．09l；F农疆晶种x代嗣2 O．2l，∥

=2，429，p。0．811．

6双因素方差分析：，承耦跚=O．7l，矽=l，193，p=O．402；，代尉=O．94，∥=2，193，p=O．392；R∞

帅e．g。。Ⅲi。2 0．46，句r2 2，193，p
2

O．63l；fbr nle fbmales，，承稻品种2 1．80，匆r2 1，194，p
2

0．182；

F代崩2 1．40，够2 2，194，p
2 O．250；，水稻品种x代嗣=O．08，国r2 2，194，p=O．924；for廿Ie total，F木稻品

种=2．2l，矽2 l，388，p=O．138；，代捌=2．1l，矽=2，388，p=O．123；F水稻品种×代弱=O．38，万=2，

388，p=O．685．

。双因素方差分析：，水稻品种=O．12，∥=l，185，，=0．729；，代掰=12．74，矽=2，185，p<O．ool；，

水羁品种×代科=O．1l，国r=2，185，p=O．899．

图中数据为平均数±标准误。1、lkcy多重比较测验双因素方差分析表明，同列中不同小写字

母的数据间差异分别达显著。在同一列中，叶℃表了G6H1和Xiushui 110相同代别相同生物

学参数之间进行f测验分析差异达显著水平．
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N咖：。Two一触or ANOvA：for me mles，R。晴=0．35，矽=l，193，p=O．558；，'g舶剃∞=8．39，

纱2 2，193，p<O．OOl；R∞钞pe·g。“撕m 2 027，∥2 2，193，p
2

0．767；f．or the梳ales，屁∞帅。=
0．03，矽2 l，193，p

2 O．868；‰晌。O．26，够2 2，193，p
2 0．768；‰咿驷剃锄=1．06，矿=2，

193，p
2

0．348；内Ir the total，凡*．y弦2 0．17，妙2 1，387，p
2 0．684；户o。2 2．8l，纱=2，387，P

2
0．062；R*嘲昨·即。，。撕m

2
O．48，矽2 2，387，p

2 O．619．

。TWo-触or ANOVA：for吐le嫩les，‰孵2 O．19，缈=l，189，p=O．66l；‰。=1．35，咿=2，
189，p

2 O．26l；R*咿铲柏妇2 0．19，矽2 2，189，p
50．823；f．0rⅡle females，，kly芦=O．4l，矿=

l，19l，p=O．524；铀蜘=1．05，矽=2，19l，p=0．354；R∞孵·g∞枷∞=o．2l，∥=2，19l，p=
O．814；f0Ir nle total，R。ly即2 O．01，缈=l，38l，p=O．915；，赫。=2．05，c扩=2，38l，p=O．118；
‰孵·鲫蒯帆2 O．05，矿。2，38l，p 2O．950．

。Two．factor ANOVA：R龆孵2 o．08，矽2 l，19l，p
2 O．780；尼。蒯。2 23．23，矿=2，19l，p<

0．001；R*哆弦·伊。妇2 0．34，矽。2，19l，p
2O．710．

Data眦r印res饥tcd雏me挪士SEM．vaIues内Ilowcd by砌f．cr肌t IoWercase Ictt粥wi廿liIl tlle

s锄e col咖m dif勋si伊ific锄tly accordiIlg to t、Ⅳo．fac衙ANO、rA觚d 1址ey’s multiple-r觚ge test．

WitIliIl廿le s锄e colur皿，tlle Symbols jn tlle p盯铋th∞es indicace signi6c锄t diff酹朗ces i11 nle

s砌e p猢eter向r t量le s枷e g饥啪Cion be帆∞n G6Hl锄d XiuShui l 10 accordiIlg to f-test．

注：4双因素方差分析：雄虫，F水稻品种=O．35，缈=1，193，p=O．558；F代搿=8．39，矽=2，193，p<

0．00l；，木疆晶种x化捌2 O．27，巧『12 2，193，p
2

O．767；矗)r the fb：IIIales，，东藉晶种2 O．03，国r2 l，193，p=

O．868；F代捌=O．26，矽=2，193，p=O．768；，术簟晶种×代捌=1．06，矽=2，193，p=O．348；for tlle total，

，承稻晶种。0．17，∥2 l，387，p
2
0．684；F代捌2 2．81，矽2 2，387，p=O．062；，水稻晶种×代崩2 O．48，匆r

2
2，387，p 20．619．

6双因素方差分析：F木-品种=O．19，∥=l，189，p=O．661；，删=1．35，矽=2，189，p=O．26l；R。

承稻品种×代舅=O．19，矽=2，189，p=O．823；f．0r me femal髓，，榍品种=O．4l，∥=l，191，p=O．524；F

代嗣2 1．05，匈r=2，19l，p=O．354；F水稻品种×代捌2 O．21，西r2 2，19l，p=O．814；f-orⅡletotal，F承辐品种

=O．0l，矽2 l，381，p
2 0．915；，彻=2．05，够2 2，381，p

2 O．118；，椭品种×代捌2 0．05，∥2 2，38l，

p=0．950．

。双因素方差分析：，水稻晶种=0．08，矿=l，191，p=O．780；，代尉=23．23，矽=2，191，p<0，00l；，

水稻晶种x代捌=0．34，国r=2，191，p=0．7lO．

图中数据为平均数±标准误。呲ey多重比较测验双因素方差分析表明，同列中不同小写字
母的数据问差异分别达显著。在同一列中，叶℃表了G6H1和Xiushui 110相同代别相同生物

学参数之间进行f测验分析差异达显著水平。
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2009)和c拶lAb／c巧lAc融合基因(Tu et a1．2000，Ye et a1．2001b)、c哕lAc／CpTI融

合基因(H锄et a1．2006)表现出更好的抗虫性，因为上述材料都或多或少的被SSB

危害。所以G6Hl，G6H2和G6H6可以被看作是替代但基因的抗虫转基因商业

化水稻，并且根据田间调查和试验室生物测定结果进行ToPSIS分析，G6H6在

这三者之中是最好的。

取食转基因水稻的96小时的PSB死亡率要比相同条件下SSB的死亡率要低

(表3．1和3．2)，并且在水稻生长后期对G6H3、G6H4和G6H5造成了轻微的危

害(图3．3和3．4)。因此，这些表明PSB对C巧1AbMp3H蛋白的耐受性要好高

一些并且Ⅵp3～CqlAb蛋白的杀虫效果具有种特异性。这个结果与前人研究结

果相似，即转culAb／culAc基因水稻TT9．3和TT9．4也会被螟虫轻度危害，而

这种危害是由PSB引起的(Ye etal．2001b)。类似的，Ⅵp3A和C叫1Ab蛋白对鳞

翅目昆虫的杀虫效果是因种而异的。表达Vip3A蛋白的转基因棉花对草地贪夜

蛾跏却纪阳所脚P砌(J．E．Smith)和甜菜夜蛾＆麟f{弘口的杀虫效果要比
C叫lAb棉花要高一些，而对烟芽夜蛾Z，P?勋砌西v沈氯∞脚(F．)的效果要比C拶lAb

棉花差一些，并且C呵lAbMp3A棉花对上述三种夜蛾表现出相似的抗虫性

(Adamcz)，k锄d Maha仃ey 2008)。因此，要研发一个整个生长周期对鳞翅目昆虫表

现出抗性的广谱抗虫转基因水稻，就要考虑到鳞翅目昆虫(例如SSB、PSB、YSB

和稻纵卷叶螟等)对不同的C巧蛋白或者Ⅵp蛋白的敏感度不同，这就需要

C叫／Mp蛋白的分别融合表达或双基因融合表达来获得对鳞翅目昆虫更好的控制

作用。

6个转基因品种中茎杆和叶片中的C巧lAb蛋白从苗期到成株期含量是变化

的并且表现出显著的不同(图3．2)。这一结果是类似于以前的报告中大多数具有
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相似结果的Bt外源蛋白的浓度通常在不同的转基因植物品系中存在很大的差异

(Breitler et a1．2000，Mabqool ct a1．200 l，Husnaill et a1．2002，I匕mesh et a1．2004，

Chen et a1．2008)。本试验结果表明C巧lAb蛋白在主茎和叶片中的含量在同一个

转基因水稻品种的不同发育时期也是存在显著差异的，并且在大多数时候灌浆期

的蛋白含量最低(图3．2)。这个结果也与C拶lAb(Wh ct a1．2001)和C巧lC木(Ye et

a1．2009)蛋白在转基因水稻中时间变化动态相似。而转基因水稻对SSB和PSB

的抗虫性欲C巧1Ab蛋白在水稻的主茎杆和叶片中的含量没有显著的相关性。这

种现象也发生在Cry9C水稻品系中(Chen et a1．2008a)。尽管C叫lAb在

G6H6zho觚g的表达量是最低的，并且显著的低于其他品种，但是它却比G6H3、

G6H4和G6H5的抗虫性要好，在田间的表现尤为出色一些。所以这就表明G6H6

中C巧lAbMp3H蛋白的表达量足够到对SSB和PSB表现出良好的抗虫性，而

G6H6的这种较好的抗虫效果可能归结于C巧lAbMp3H蛋白在水稻各个时期的

表达稳定性相关。而为什么高的表达量反而没有起到好的抗虫效果值得进一步研

究。

在实验室条件下，与其非转基因亲本水稻Xiushui l 10相比，转叼，lAb／v勿3H

基因水稻G6H1的30日龄稻苗和成株期植株对褐飞虱连续四代的若虫的生长发

育和产卵量没有显著影响，并且田间褐飞虱连续两年的调查表明，G6H1田间的

‘．褐飞虱种群数量与XiushuillO田间的褐飞虱种群数量没有显著差异。G6Hl对褐

飞虱的生物学特性的影响与之前的转双价的Bt水稻的对褐飞虱的影响有一些不

同。转c秽lAb+cwl Ac融合基因的Bt水稻对非靶标植食性昆虫，尤其是优势类

群或种类的总数量和密度有时会呈现一定的负面或正面效应(刘志诚，2003)。褐

飞虱M姗棚锄弦舢在取食和产卵时对转咧lAc／Cp"抗虫水稻无明显选择
性，但白背飞虱若虫和成虫均明显趋向转基因水稻(傅强，2003)。这可能是由于

不同类型的基因融合表达对水稻本身的影响不同所引起的。就种群动态来讲。转

cwlAc瓜出双基因抗虫水稻系MSA、MSB、MSA4移栽后，对白背飞虱和褐飞

虱种群数量的影响有一定的差异，但与它们的对照均没有显著差异，并且没有引

起稻田叶蝉数量的明显变化，表明，MSA、MSB和MSA4不会引起关键非靶标

水稻害虫数量的明显上升(Liu et a1．2007b)。已有研究表明转v驴基因棉花与非转

基因棉花相比，其田间的节肢动物的多样性与丰富度没有差异，但Ⅵp棉花上的

白粉虱的数量比较多一些，这可能是因为转基因棉花与非转基因棉花的叶片上的
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绒毛差异所导致的(whitehouse et a1．2007b)。因此，转不同杀虫机制的毒蛋白的

单基因转基因作物或双基因融合作物对非靶标昆虫的影响不同，需要进行个案分

析以评价不同材料对不同植食性昆虫的安全性。
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第四章转倒lAb基因水稻对褐飞虱生长

发育和繁殖的继代效应评价

转Bt基因抗虫水稻对二化螟、大螟及稻纵卷叶螟控制作用明显(Ye et a1．

200lb，H粕et a1．2006，2007)，减少了化学农药的使用，取得了一定的经济效益。

但是转基因抗虫作物的外源基因的插入可能导致一些非预期的效应，例如作物本

身的物理性状、营养物质和非营养物质的变化，这就存在一些潜在的生态风险。

因此，要尽量避免因种植转基因抗虫水稻而带来的生态风险的加重，及时对转基

因抗虫水稻对非靶标害虫的生长发育和繁殖等进行评价，进一步筛选既高抗靶标

害虫又具有一定的抗非靶标害虫地转基因抗虫水稻品系或品种是极其重要的。

褐飞虱是温带和热带水稻田间的重要害虫，同时也是转Bt基因抗虫水稻田

的非靶标害虫，它取食水稻茎杆的韧皮部(Sogawa 1982)，造成叶片枯萎和稻穗变

白形成“枯心”(B∞明d Pathak 1970)。自上个世纪80年代起，褐飞虱在我国稻

田的危害面积年均50％左右(程暇年等，2003)。目前，研究主要集中在：褐飞

虱在转基因水稻和非转基因水稻之间取食和产卵选择行为(陈茂等，2003a；陈

茂等，2003b：陈茂等，2004)、褐飞虱田间种群动态(Chen et a1．2006b，Chen et a1．

2007b，Li et a1．2007)和Bt毒素在褐飞虱体内的残留(Bemal et a1．2002，Bai et a1．

2006)。褐飞虱在浙江省年发生4代，并且存在世代重叠现象(程暇年等，2003)，

而目前的研究中没有考虑到褐飞虱继代取食后造成的影响，本章就转咧lAb基

因水稻KMD2为材料，在试验室条件下对其连续对代的生物学特性进行了研究，

并对其田间种群动态进行了调查。
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4．1材料与方法

4．1．1供试水稻

供试转c砂lAb水稻为处于R16代的粳稻纯合品系KMD2。这个品系源于独

立的硒代转化株，含有咧1Ab基因和玉米Ubiquitin启动子，其非转基因亲本

品种Xiushui ll为对照。供试水稻材料一部分于大试管(R：3 cm，L：25 cm)内采用

营养液培养(附表I)，放置于控温控光的智能人工气候箱内培养，其培养条件为：

温度28℃±l℃、光周期(L：D)14：10h、光强度12000～14000 LuX、湿度75

±5％(下同)，并于30日龄三叶期时选择同等粗细大小的稻株供试验用。另一部

分播种且移栽于无虫网室内，成株期不同阶段的稻株供实验用。

4．1．2供试昆虫

褐飞虱采自杭州田间，在供试原始代褐飞虱取自本试验室在杂交水稻(中浙

优l号)上连续饲养的实验种群。放置于控温控光的养虫室内继代饲养，其中饲

养条件为：温度28℃±l℃、光周期(L：D)14 h：10 h、光强度3500~4000 LuX、

湿度70±5％。

4．1．3田间种植和小区设计

li0ⅥD2及其对照Xiushuill品系的田间试验于2008年和2009年在浙江省杭

州市(120．120 E，30．130 N)浙江大学农场展开。播种时间为2008年7月2日和

2009年6月18日，播种一个月后进行移栽，每个试验田块被分割成等大6个小

区，2个处理(即Bt水稻和非Bt水稻)，3个重复，各小区按随机区组设计。各

小区面积约为20 m×35 m，小区间均以一条宽约50 cm田埂隔开，整个试验田

的四周均种植5行非转基因对照水稻为保护行。稻苗单本手工移栽，试验区内的

水肥管理同其它正常水稻，但整个生长期不用任何农药处理。
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4．1．4苗期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

将Ⅺ以D2和Xiushui 11的产卵苗放入大玻璃试管中水培，接入怀卵褐飞虱，

用纱布封口，放入智能人工气候箱内培养。三天后，将产卵后的褐飞虱吸出。待

卵孵化后，12 h初孵若虫用于以下实验。

考察方法同3．1．7。

4．1．5成株期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

将分蘖期KMD2和Xiushui 1l苗从无虫网室内移入塑料盆中，罩于聚乙烯

薄膜塑料笼罩(直径15 cm，高50 cm)内，接入怀卵褐飞虱，用纱布封口，放

于养虫间内待褐飞虱产卵。三天后，将产卵后的褐飞虱吸出。待卵孵化后，12 h

初孵若虫用于以下实验。

考察方法同3．1．8。

4．1．6褐飞虱田间种群调查

从2008年9月2日和2009年8月19日起，每隔7天进行田间褐飞虱田间

种群数量调查，调查方法同3．1．9。

4．1．7褐飞虱田间产卵量调查

2009年，在lcavID2和Xiushui ll的分蘖期、拔节期、抽穗期、灌浆期和成

熟期随机从小区抽取稻株10丛，移回实验室，在解剖镜下考察稻株的总分蘖数、

每分蘖株高、含卵分蘖数、卵块的高度、每分蘖含卵块数、每卵块含卵数等。褐

飞虱分蘖为害率=含卵分蘖数／总分蘖数×100％。：卵块相对高度=卵块的

高度／分蘖高度×100％。
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4．2数据统计分析

试验数据用DPS(1Iang锄d Feng，2007)系统软件进行方差分析(ANOVA)。苗

期水稻和成株期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的影响采用双因素方差分析并采

用Tukey测验法进行多重比较。褐飞虱田间种群动态分析和褐飞虱田间产卵量分

析采用ANOVA重复测量方差分析方法。所有显著水平均为p=O．05。

4．3结果与分析

4．3．1苗期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

褐飞虱的雄虫和雌虫若虫发育历期受水稻类型和代别的影响，但是没有受到

水稻类型与代别互作的影响(表4．1)。与非转基因水稻Xiushui ll相比，取食

l蝴D2水稻的l代和2代的褐飞虱若虫明显的延长了，但是第四代的却没有收到

显著影响(表4．2)。(第一代：f触=0．903，矽=67，p=O．3696；r雌虫=2．9187，矽=

54．3，p=0．005；f全群=1．799，妙=131，p=O．074；第二代：f雄虫=0．583，∥=70，p

=0．562；f雌虫=O．503，∥=6l，p=0．612；f±蕾=0．627，∥=133，p=0．5313；第四

代：r雄虫=2．534，矽=80，p=0．027；f雌虫=2．517，咿=80，p=0．014；f全靠2 2．826，矽5

162，p=0．053)。

褐飞虱雌成虫和全部成虫的寿命受到代别和水稻类型与代别互作的影响，但

是对转基因水稻和非转基因水稻之间每代褐飞虱成虫寿命进行f测验发现，除了

第二代雌虫和全部成虫寿命有显著差异外，其余皆没有显著差异(表4．2)(第一

代：f雄虫：O．974，矽=46．8，p=0．335；f雌虫=0．339，矽=50．2，p=0．736；f全f 0．447，矽

=98．3，p=O．656；第二代：f堆虫=2．109，矽=65，p=0．039；f·垃-3．253，矽2 51．2，p
2

0．002；f全萨1．989，妒=120．5，p<O．00l；第四代：f簟虫-0．425，矽=70，p
2

0．672；f t

虫_0．798，矽=67．2，p=0．428；f全尹O．838，矽=145，p=0．403)·

褐飞虱的产卵量受到水稻类型和代别的显著影响，但是没有受到水稻类型和

代别互作的显著影响(表4．2)与取食非转基因水稻Xiushui ll相比，在每一代
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中，取食KMD2的褐飞虱的产卵量显著减少，r测验分析差异显著(表3．2)(第

一代： f=0．897，矽=56，p=0．373；第二代：f=1．202，矽=45．7，p=O．235；第四

代：f=2．154，矽=69，p=0．035)。

4．3．2成株期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

褐飞虱的若虫历期(除去雄虫)受水稻类型和水稻类型与代别互作的影响，

但是没有受到代别的影响。与非转基因水稻Xiushui 11相比，取食ⅪⅥD2水稻

的l代和2代的褐飞虱若虫明显的延长了，但是第四代的却没有受到显著影响(表

4．2)。(第一代：f簟虫=5．695，矽=6l，p<O．00l；f t虫=4．067，∥=63，p<0．001；f全

摹=5．997，矿=126，p<0．ool；第二代：，雄虫=3．937，∥=68，p<0．00l；f雌虫=

2．621，矽=60，p=0．0ll；f全蕾=2．010，够=130，p=0．047；第四代：f壤虫=0．791，矽

=68，p=O．432；f雌虫=0．545，矽=8l，p=0．587；，全部=1．939，矽=132．8，p=0．055)。

褐飞虱成虫的寿命没有受到水稻品种、代别及水稻类别与代别互作的影响，

并且用f测验对转基因水稻和非转基因水稻之间每代褐飞虱成虫寿命进行比较也

没有显著差异(表4．2)。雄虫寿命、雌虫寿命和全部成虫的寿命(除了第二代)

在KMD2和Xiushui ll之间f测验没有显著性(第一代：f隼虫=1．373，矽=53．6，p

=O．1 76；，触=O．377，∥=63，p=O．708；f全部=0。6629，矽=120．4，p=O．509；第二代：

f簟虫=1．194，国r=64，p=O．237；f雌虫=1．696，磅r=55．2，p 2 0．096；，全颤=1．989，磅r=

122．3，p=0．049；第四代：f雄虫_0．123，矽=66，p=0．903；f雌虫=0．209，矽=67，p=

0．835；f全嚣=0．233，∥=135，p=0．817)。

褐飞虱的产卵量受到水稻类型和代别的显著影响，但是没有收到水稻类型和

代别互作的显著影响(表4．2)与取食非转基因水稻Xiushui 11相比，取食转基

因水稻KMD2的褐飞虱第l代、第二代和第4代的产卵量分别降低了25．6％，

21．5％和29．6％。在每一代中，取食KMD2的褐飞虱的产卵量与取食非转基因水

稻Xiushui 11相比，产卵量进行f测验分析差异显著(表4．2)(第一代：f=2．613，

矽=47．3，p=O．012；第二代：f=2．254，矽=58，p=0．028；第四代：f=3．172，矽=

66，p=O．002)。
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4．3．3褐飞虱田间种群动态

2008年采用盘拍法对田间褐飞虱种群动态进行了调查，调查结果表明，褐飞

虱的若虫数量受到水稻种类旷=93．18，∥=l，4；p<0．001)、取样时间旷=29．96，

矽=8，32；p<O．001)和水稻种类与取样时间互作旷=2．86，矽=8，32；p=0．016)的

影响；褐飞虱成虫的数量受到取样时间旷=22．59，矽=8，32；p<0．001)的显著影

响，但是没有受到水稻品种旷=O．37，矽=8，32；p=0．574)和水稻品种与取样时间

互作旷=O．96，矽=l，4；p=O．487)的影响；成虫和若虫的总数量受到水稻品种旷=

171．84，矽=1，4；p<0．001)、取样时间∥=45．80，矽=8，32；p<0．001)和水稻品种

和取样时间互作旷=3．26，∥=8，32；p=0．008)的影响。KMD2和Xiushuill田间

褐飞虱成虫数量在9个取样时间点的数量没有差异(Fig 4．1中部)，而在其中三

个取样时间点(10月14日、10月21日和10月28日)褐飞虱若虫在KMD2田

间的数量要比在Xiushui 1l田间的数量要显著的降低(Fig 4．7中部)，并且褐飞

虱成虫和若虫的总数在KMD2田间的数量在上述三个时间点要比在Xuishui ll

田间的数量显著的低(Fig 4．1下部)。KMD2田间的褐飞虱的数量一直在防治指

标之下，而Xiushui 11田间的褐飞虱数量在10月14和10月21日两个调查时间

点是在防治指标之上的(Fig 4．1下部)。

2009年采用盘拍法对田间褐飞虱种群动态进行了调查，调查结果表明，褐飞

虱的若虫数量受到水稻种类旷=69．52，矽=1，4；p=0．001)、取样时间旷=138．32，

矽=8，32；p<0．001)和水稻种类与取样时间互作旷=52．72，矽=8，32；p<0．001)

的影响：褐飞虱成虫的数量受到取样时间旷=11．06，矽=8，32；p<O．001)的显著影

响，但是没有受到水稻品种(，=0．27，矽=l，4；p=0．634)和水稻品种与取样时间

互作旷=0．29，矽=l，4；p=0．964)的影响；成虫和若虫的总数量受到水稻品种(，=

50．7l，矽=l，4；p=0．002)、取样时间旷=92．20，矽=8，32；p<0．001)和水稻品种和

取样时间互作(F=33．74，矽=8，32；p=0．008)的影响。KMD2和Xiushuill田间

褐飞虱成虫数量在9个取样时间点的数量没有差异(Fig 4．2中部)，而在其中四

个取样时间点(9月23日、9月30日、10月7日和10月14日)褐飞虱若虫在

KMD2田间的数量要比在Xiushuill田间的数量要显著的降低了(Fig 4．2中部)，

并且褐飞虱成虫和若虫的总数在KMD2田间的数量在三个调查时间点(9月23

59
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注：4双因素方差分析：雄虫，，水稿晶种=4．08，矽=l，222，p=O．045；F删2 6．13，矽2 2，222，p。

0．003；，水稿晶种。代别=O．54，国r=2，222，p=0．584；雌虫，F木稻品种=9．16，国r=1，208，p
2

O．003；，代

荆=1．28，矽=2，208，p=0．282；F水稻品种。代搿=1．01，奄r=2，208，p=0．368；总和，，承稻晶种2 8．70，

缈=l，43l，p=0．003；F代剐=3．38，矽=2，43l，p=0．035；，术籍晶种。代捌2 O．98，矽2 2，43l，p。

0．377．

6双因素方差分析：雄虫，F未藕品种=0．23，矽=l，199，p=0．630；F代鬟=1．07，矽2 2，199，p
2

O．346；F承稿昌种。代崩=2．8l，国r=2，199，p=0．063；雌虫，F水稻品种=2．66，国r=l，196，p2 O．105；F代

喇=4．75，矽=2，196，p=0．010；，水稿品种。代崩=3．98，园r=2，196，p=O．020；总和，，水稻品种2 1．92，

∥=l，396，p=O．167；，代孵=4．30，∥=2，396，p=O．014；，棚品种x代掰2 6．10，矿2 2，396，p
2

O．003．

‘双因素方差分析：F承霜品种=6．06，∥=1，188，p=O．015；F代囊2 29．79，矽22，188，p<0．00l；F

木稻品种。代嗣=O．8l，国，．2 2，188，p=0．448．

图中数据为平均数±标准误。做ey多重比较测验双因素方差分析表明，同列中不同小写字
母的数据间差异分别达显著。在同一列中，·代表了ⅪⅢ)2和XiuShui ll相同代别相同生物

学参数之间进行f测验分析差异达显著水平。

6l



^oni

u)

日岭岭．卜m_千o．∞卜寸

^∞ni

u)

^．_)bIq代H．岭NⅥ卜．婚nn

^oni
u)

—嚼No．n—=千n．nnn

—on
o

u)

一。口i
u)

一寸o．I坩一．小一

一卜卜i
u)

爵o∞．o卅∞．8一

^g
i

u)
矗n■o州甙．8．1

^∞

f-3clI母“口-c一卜N

【．-对∞小．o书

一岔Ni
u)

uo卜寸．卜．ir干寸．onn

—oni
u)

一*v

u叫N．卜一槲卜．”寸N

纣岭爵寸o．^田岭对AA．

^oniav

—oni口v

一寸卜。暑一

爵卜一．1剞寸．∞一

再寸卜．I州卜．a一

^△nj皇v

一∞ni
u)

碍岭o．I州一．∞H

矗一N．I州寸．西一

^Nn

o口一

^oniIIv

膏婚∞．o州卜．∞一

矗一N．．【。冈．西．I

^N寸i盘v

q寸一．6I千心．n1【

勺。叠卜一．ol千o．寸一

^A卜。口v
D—o一．0州岔．c一

^寸崎i
u)

勺QD

N_．o书∞．c．【

^一寸i盘v

屯口号n．【．o卅一．寸_

^nnj
u)

口nI．o—岂!

^nni口v

^i

N-o书心．c一
^卜ni盎一

再崎一．o州∞．n一
^NniII一

口D卜_1．o制寸．n一

-∞．口。口菡．uo口

～i昌盘-兰h盆pI矗一s暑硼Q-o．oZ

一

曾3芒oo再IJp它置暑暑=芒。葺盏皇甘々薯



浙江大学博士论文 第四章转c砂lAb基因水稻对褐飞虱生长发育和繁殖!!!堡奠效堕i量笪

Note：口Two-胁0rANOvA：for雠mles，‰孵=30．52，缈=l，202，p<0肿1；‰lef蚯∞22．17，
∥2 2，202，p=0．117；R。孵·g。嘶=4-3l，缈=2，202，p 2 O．015；for me fenlales，尼*孵2

13．70，够=l，209，p<o．00l；，赫删。=1．63，矿=2，209，p=o．198；R。孵·ge—蚵m 2
2．07，矽2

2，209，p=0．129；f．0r nle total，R。帅。=33．79，∥=l，412，p<O．001；，知。2 1．17，矿2 2，412，

p。O．3ll；R。铆。·弘，。嘣。2 3．22，矽=2，412，p20．041．

‰o．触0r ANovA：for me mles，R。孵=0．03，矽=l，196，p=O．870；‰州∞2 1．13，矽5 2，

196，p
2 O．325；R。孵·删。=1．38，纱2 2，196，p

2
O．253；for也e femal骼，E沁孵2 1．64，步2

l，197，p=0．2022；磊袖=O．90，缈=2，197，p 2 O．409；‰孵·鲫州m 2 O．58，纱2 2，197，p
2

0．562；for龀t0协l，R∞孵=0．92，缈=l，394，p=0．338；‰∞=2．02，矽=2，394，p=0．134；
R*孵·鲫删。2 I．69，矽2 2，394，p

2 O．186．

‰0-f痂r ANOVA：‰孵=20．97，形=l，186，p<O-00l；F如咖2 9．55，步2 2，186，p<

O．00l；R。聊睥·舻。妇=0．90，∥2 2，186，p
2 0．408．

Data眦r印resented弱me娜士SEM．Values folloWed by di仃e砌t lowerc觞e letters wi廿liIl me

s锄e col硼∞di丘．盯si印ificantly acoordiIlg to似o-f．actor AN0、，A锄d T酞ey’s multiple-r肌ge test．

、撕thill nle s锄e colum玛tlle symbols iIl tlle parenmeses indicate significant di丘I仃锄ces iIlⅡle

s锄e parameter for me same g∞emtion bet、ve∞l(MD2锄d xiuShuil l aCcordiIlg to f-teSt．

注：4双因素方差分析：雄虫，F水疆品种=30．52，矽=l，202，p<O．ool；F代捌=2．17，缈=2，202，p

=O．117；F求奄品种。代搿=4．3l，矽=2，202，p=0．015；雌虫，，水稻品种=13．70，矽2 l，209，p<O．00l；

，代崩=1．63，矽=2，209，p=0．198；，水稻品种。代崩=2．07，国r=2，209，p=0．129；总和，，水稻品种2

33．79，国r=l，412，p<O．00l；，代鬟=1．17，国，．=2，412，p=0．31l；，水稻品种。代捌5 3．22，矽2 2，412，

p20．041．

6双因素方差分析：雄虫，F求藕品种=0．03，咿=l，196，p=0．870；F代崩=1．13，矽=2，196，p=

0．325；F木藉品种x代捌=1．38，∥=2，196，p=O．253；雌虫，F永霜品种=1．64，∥=l，197，p=O．2022；F

代掰=O．90，矿=2，197，p=0．409；F水稻品种。代鬟=0．58，矽=2，197，p=O．562；总．和，，水蕾晶种2 O．92，

西r=1，394，p=O．338；F代崩=2．02，匆r=2，394，p=O．134；F水稻品种。代捌2 1．69，巧r2 2，394，p
2

0．186．

。双因素方差分析：，桶晶种=20．97，纱=1，186，p<0．00l；，代崩=9．55，矽=2，186，p<O．00l；F

承稿晶种。代捌=O．90，国r=2，186，p=0．408．

图中数据为平均数±标准误。Tul(ey多重比较测验双因素方差分析表明，同列中不同小写字

母的数据间差异分别达显著。在同一列中，叶弋表了l(MD2和xiushuill相同代别相同生物

学参数之间进行f测验分析差异达显著水平。



Fig 4．1 The popuIation dynamic of^【l砖弘，ls in KMD2 and Xiushui ll in neId in 2008

日、lO月7日和lO月14日)要比在Xiushui ll田间的数量显著的低(Fig 4．2

下部)。l州D2和Xiushui ll田间的褐飞虱的数量一直在防治指标之下(Fig 4．2

下部)。
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卵数在抽穗期、孕穗期和成熟期均显著低于对照田间的植株。
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图4．3：褐飞虱田间在水稻不同发育时期的产卵量

Fig 4．3 The egg production of^l l缸gt研s in KMD2 and Xiushui ll行eId at diafe他ⅡtiaI rice

developmentaI stag伪
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图4．4：2009年褐飞虱田间在水稻不同发育时期的产卵相对位置

Fig 4．4 The reIative position of^‘，Jt{rE船in KMD2 and Xiushui I l field at dif耗rent rice

deVeIopmentaI stages

褐飞虱在田间KMD2植株上的平均产卵位置大致上随着时间的推移而升高(除

了分蘖期)，而在Xiushuill植株上的平均产卵位置随着水稻的生长而升高(Fig

4．4下部)。并且褐飞虱在l@∞2和Xiushui 11上的平均产卵位置存在显著差异。

在分蘖期、拔节期、抽穗期和灌浆期，在l洲D2上褐飞虱卵的位置要比其在

Xiushuil l上的高，其中分蘖期抽穗期和灌浆期达到显著差异。其中，在各植株

上褐飞虱卵在下部(相对高度为0—20．00％)、中部(相对高度为20．0l一40．oo％)

和下部(相对高度为>40．0l％)所占的比例也不尽相同(Fig 4．4上部)。在KMD2

67
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下部的褐飞虱的卵在分蘖期、拔节期、抽穗期和灌浆期少于其在Xiushui 1l上的，

而在KMD2上部的卵除了成熟期外，其比例一直高于Xiushui 11上的(Fig 4．4

上部)。．

4．4小结

本研究表明在实验室条件下，与其非转基因亲本水稻Xiushui 1l相比，转

c秒lAb基因水稻KMD2的30日龄稻苗和成株期植株对褐飞虱连续四代的若虫的

生长发育时间延长和产卵量下降，并且田间褐飞虱连续两年的调查表明，l@仍2

田间的褐飞虱种群数量要少于Xiushui ll田间的褐飞虱种群数量。已有研究表明

白背飞虱雌成虫在Xiushui 1l、l@位l和KMD2上的产卵前期无显著差异，但是

KMD2上的白背飞虱雌成虫寿命显著短于另两个品种上的；KMDl和KMD2上

白背飞虱的产卵期显著短于秀水11上的(周霞，2006)，这就表明KMD2可能对

飞虱类害虫有一定的控制作用。最新的报道也表明，转叫lAb基因水稻KMD2

和KMDl与其亲本非转基因水稻Xiushui ll延长了稻蓟马的若虫发育历期并降

低了产卵量(AI(htar et a1．2010)。

刺吸式口器昆虫靠吸食植物汁液为生，与植物之间的关系紧密。已有研究报

道Ⅵp棉花上的白粉虱的数量比较多一些，这可能是因为转基因棉花与非转基因

棉花的叶片上的绒毛差异所导致的(Whitehouse et a1．2007b)。这就说明稻株叶鞘

物理性状的地改变有可能与褐飞虱的生长发育与繁殖有关。本研究发现取食

l蝴D2水稻的褐飞虱若虫的生长发育受到轻微的抑制，就其内因可能与外源基因

插入导致的代谢化合物不同所引起。同时，田间KMD2稻株上分蘖期、拔节期、

抽穗期、灌浆期和成熟期的含褐飞虱卵分蘖率、褐飞虱卵块数和总卵数都要比其

亲本非转基因水稻Xiushuill田问的要少，且褐飞虱卵块位置在除了成熟期以外

也要比Xiushui 1l田间稻株上的高一些。褐飞虱具有世代重叠现象，其若虫发育

时间的轻微改变不会导致其种群很大程度的变化，同时田间褐飞虱成虫的数量在

转基因水稻和非转基因田间没有差异，而若虫数量的变化是导致褐飞虱田间种群

数量的重要因素，这就表明了其产卵量在种群发生重的重要作用。而外源基因的

插入可能导致了水稻的物理结构发生改变，进而导致了褐飞虱产卵位置的变化，



!坚奎兰堡主笙茎一 兰璺兰簦三2=!垒!茎里查塑翌塑立塾竺篓垄童翌茎堕堕垄垡塾窒堡竺

另一方面植物次生代谢物质的改变也可能影响褐飞虱的成虫时期的营养吸收，进

而影响其产卵量。

对于转叫1Ab基因水稻KMD对非靶标害虫褐飞虱的影响是抑制的，而对于

其他材料和其他的非靶标害虫的影响应该因时、因地、因种的去逐一评价。
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第五章转纤维素酶基因水稻对褐飞虱生长

发育和繁殖的继代效应评价

如果可以在环境和经济的持续的谨慎评估下，生物能源就有可能成为取代现

有的石油为来减少炭的排放量的一个选择(sticklen 2009)。目前，在温带地区，

如果关键的技术问题得到了解决，那么从木质纤维素物质获取生物燃料自然成为

了最佳的选择。木质纤维物质原料可以从许多植物或者农作物林业和农业残留物

获得(sticklen 2007)，这就为生物能源的来源物质提供了保障。因此，如果解决

从纤维物质到酒精的转换成为了关键的技术问题，即在自然条件下，那些能转化

为生物燃料的生物质的细胞壁的结构是很复杂的并且不容易降解的，这就意味着

如何使那些木质纤维物质原料的细胞壁得到降解成为了关键。木质纤维素生物质

的转化当前过程包括预处理即糖化(水解)和发酵(黜gauskas et a1．2006)。改进

或者取代上述过程的关键就是提高转化效率并且降低生物燃料生产的成本。显然

糖化和水解的费用降低就是生物燃料成本降低的关键。因此纤维素酶法转化木质

素物质为可发酵糖类是关键一步，这个过程包括了三种不同的酶：葡聚糖内切酶

(endo．1，4-b．glucanase，E．C．3．2．1．4)、葡聚糖外切酶(exo．cellobiohydrolase，

E．C．3．2．1．91)和B．葡萄糖苷酶(p．glucosidase，E．C．3．2．21)(T0mme et a1．1995)。

水稻淀粉可以转换葡萄糖糖，葡萄糖可以被通过与适当的酶或酶系统和微生物作

用发酵从而转换成乙醇。水稻的叶片、谷壳和秸秆可以通过酶的水解和发酵过程

最后转化成酒精。而将纤维素酶基因转入到水稻中可以减少加工环节并降低在加

工过程中使用生物酶的成本，这样就有可能得到高效率低成本的生物燃料。本文

对得到的几种转纤维素酶基因水稻进行了对褐飞虱的生态安全性评价，为转纤维

索酶基因水稻是否成为生物能源物质进行初步评估。



浙江大学博士论文 第五章转纤维素酶基因水稻对褐飞虱生长发育个繁殖的继代效应评价

5．1材料与方法

5．Ll供试水稻

供试转cellobiohydrolase(纤维二糖酶)基因水稻为处于Rl代的粳稻纯合品

系Z9．1和Z9．2。这两个品系源于独立的髓代转化株，含有Cellobiohydr0IaSe基

因和水稻泛素(Ubiqutin．1)启动子，并且含有GFP标记基因。供试转endogluc锄ase

(葡聚糖内切酶)基因水稻为处于Rl代的粳稻纯合品系Z8．1和Z8．4。这两个品

系源于独立的凡代转化株，含有endoglucanase基因和水稻泛素(Ubiqutin—1)

启动子，并且含有GFP标记基因。供试转纤维素酶结合域(ceIlulose binding

domain)基因水稻为处于Rl代的粳稻纯合品系CBD．1和CBD．3。这两个品系源

于独立的Ro代转化株，含有纤维素酶结合域基因和水稻泛素(Ubiqutin—1)启动

子，并且含有GFP标记基因。其非转基因亲本品种Xiushui ll为对照。供试水

稻材料一部分于大试管(R：3 cm，L：25 cm)内采用营养液培养(附表1)，放置于控

温控光的智能人工气候箱内培养，其培养条件为：温度28℃士1℃、光周期(L：D)

14：10h、光强度12000～14000 Lux、湿度75士5％(下同)，后于30日龄三叶期时

选择同等粗细大小的稻株供试验用。另一部分播种且移栽于无虫网室内，成株期

不同阶段的稻株供实验用。

5．1．2供试昆虫

褐飞虱采自杭州田间，在供试原始代褐飞虱取自本试验室在杂交水稻(中浙

优l号)上连续饲养的实验种群。放置于控温控光的养虫室内继代饲养，其中饲

养条件为：温度28℃士1℃、光周期(L：D)14 h：10 h、光强度3500~4000 Lux、

湿度70士5％。

5．1．3田间种植和小区设计

Z9．2及其对照Xiushui ll品系的田间试验于2008年和2009年在浙江省杭州
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市(120．120 E，30．130 N)浙江大学试验农场展开。播种时间为2008年7月2

日和2009年6月18日，播种一个月后进行移栽，每个试验田块被分割成等大6

个小区，2个处理(即Z9．2和非Xiushuill)，3个重复，各小区按随机区组设计。

各小区面积约为20 m×35 m，小区间均以一条宽约50 cm田埂隔开，整个试验

田的四周均种植5行非转基因对照水稻为保护行。稻苗单本手工移栽，试验区内

的水肥管理同其它正常水稻，但整个生长期不用任何农药处理。

5．1．4水稻苗期对褐飞虱的抗性鉴定

各水稻品种种子播于温室玻璃房的鉴定圃内26．8℃士3．4℃)，每个鉴定圃(60

锄×50 cm x 10 cm)设3个小区，每个小区10个品种加2个对照(TNl为感虫

对照，IR72为抗虫对照)。每品种l行10株苗，小区随机排列。2叶l心期时

平均每苗接入l～2龄褐飞虱若虫8～lO头。当感虫品种TNl死苗率达70％时，

逐日记载各品种上的死苗数，至TNl全部枯死时评定各品种受害等级(表5．1)，

对于抗级为l～5级的抗性品种，在TNl达9级后继续记载稻苗受害等级的变

化动态，参照陶林勇等(1999)的方法，评定品种的持抗期(durable resistance period)

(表5．2)。

、5．1．5水稻成株期对褐飞虱的抗性鉴定

对苗期筛选出的抗性品种和有望推广的部分苗期感虫品种进一步复筛。把复

筛品种播种后移栽在水泥池中，每品种l行10株(行长50 cm，行距10 cm，株

距5 cm)，重复3次，随机排列，每隔lO行种l行感虫品种TNl。40 d左右苗

龄时每丛接当年田间采集繁殖的褐飞虱2～3龄若虫3～4头，让其取食繁殖。待

TNl受害7级时开始调查、记录各品种的受害等级，每隔3 d调查1次，根据稻

株受害程度评定抗性等级。对于抗级为l～5级的抗性品种，在TNl达9级后继

续观察记载其受害等级的变化动态，每3 d调查1次，至18 d止。从TNl为9级

后供试品种的抗级上升至7～9级时的前3 d止的时期为持抗期(表5．2)。
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表5．1水稻品种抗褐飞虱鉴定评价标准

Table 5．1 EValuation standard for他sistance of Varieties to the bmwnplanthoppeL

5．1．6酶活力测定

取Z9．2及其亲本非转基因水稻Xiushui l l 30日龄新鲜叶片在缓冲液(50

mM的醋酸钠pH值5．5，100 mM的NaCl，10％v／v甘油，0．5 mM的乙二胺四

乙酸，1 mM的苯甲基磺酰氟，l m∥l aprotinin抑肽酶，l m∥lleupeptin亮肽素，

l m∥l抑肽素)中研磨匀浆，每毫克样品加入2¨I研磨缓冲液进行充分研磨。

15000 g离心5 min，取上清。冰浴30 min后，15000 g再次离心5 min。取上清

液稀释适当浓度进行酶活力测定。反应液为50 mM醋酸钠pH 5．5，100 mM

NaCl，O．5 mM 4．methylumbellif．eD，l B—D．cellobioside(MUC)(Sigma)。 MUC被

纤维素酶水解后产生4．methylumbelliferone为荧光产物。取出96孔板，每个孔

加入4¨l的样品，假如100 pl反应液。96空用保鲜膜覆盖后65℃下孵育30 min

加入100 pl终止液(0．15 M氨基乙酸)终止反应。荧光信号采用酶标仪(Bio．Tel('

USA)(入ex 360 nm，入em 465 nm)进行检测。

5．1．7苗期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

将Z9．1和Xiushui 11的产卵苗放入大玻璃试管中水培，接入怀卵褐飞虱，

用纱布封口，放入智能人工气候箱内培养。三天后，将产卵后的褐飞虱吸出。待

卵孵化后，12 h初孵若虫用于以下实验。

考察方法同3．1．7。
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表5．2水稻品种对褐飞虱持抗期评价标准

T．abIe 5．2 Evaluation stalld习喇f．0r d啪ble resistance ofrice v，lrieties t0 the brown

plamhopper．

5．1．8成株期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

将分蘖期Z8．4和Xiushui ll苗从无虫网室内移入塑料盆中，罩于聚乙烯薄

膜塑料笼罩(直径15 cm，高50 cm)内，接入怀卵褐飞虱，用纱布封口，放于

养虫间内待褐飞虱产卵。三天后，将产卵后的褐飞虱吸出。待卵孵化后，12 h初

孵若虫用于以下实验。

考察方法同3．1．8。

5．1．9褐飞虱田间种群调查

从2008年8月19日到10月9日和2009年8月15日到10月15日，每隔

10天进行田间褐飞虱田间种群数量调查，调查方法同3．1．9。

5．2数据统计分析

试验数据用D PS系统软件进行方差分析(ANOVA)。苗期水稻和成株期水稻

对褐飞虱生长发育和繁殖的影响采用双因素方差分析并采用Tukey测验法进行

多重比较。褐飞虱田间种群动态分析采用重复测量方差分析方法。所有显著水平

均为p=O．05。
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析

5．3．1水稻对褐飞虱的抗性反应

鉴定结果(表5．3)表明，不论是Z8．1、Z8．4、Z9．1、Z9．2、CBD．1或CBD．3

在苗期和成株期都表现出对褐飞虱的易感性。而其亲本非转基因水稻xiushui ll

相对来说其抗性水平属于短抗中感品种。并且当感虫水稻品TNl苗期死亡率达

到70％，Z9．2的苗死亡率达到100％，Z8．1和Z8-4的苗死亡率达到80％，Z9．1、

CBD．1和CBD．3的苗死亡率达到70％。鉴于Z9．2对褐飞虱的为害更为敏感一些，

以下选取Z9．2为代表进行试验。

表5．3不同水稻品种苗期和成株期对褐飞虱的抗性比较

ThbIe 5．3 Comparison fIor resistance of rice varieties at seedling and adun stages to^‘

tngens．

5．3．2酶活力测定

如图5．1所示，Z9．2体内纤维素酶活性要比TNl的高，并且，其亲本非转基
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因水稻Xiushui ll体内的酶活性要比TNl低～些。

Z9-2 Tnl Xiushuill

图5．1不同水稻品种体内荧光值

Fig 5．1 Fluorence in di仃．el℃nt rice Varietics

5．3．3苗期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

褐飞虱的若虫历期不受水稻类型、代别及水稻类型和水稻类型与代别互作的

影响(表4．5)。与非转基因水稻X．ushui 1l相比，取食Z9．2水稻褐飞虱若虫除

了第一代和第二代的雌若虫有显著差异之外，其余的发育时间没有显著差异(表

4．5)。(第一代：f乓虫=O．248，矽=67，p=0．805；f簟虫=3．507，缈=44．8，p
2

0．001；f

幸-=1．952，∥=131，p=O．053；第二代：f雄虫=0．337，∥=70，p=0．737；f雌虫=

2．53，矽=6l，p=0．014；f全靠=1．824，矿=133，p=O．070；第四代：，壤虫=0．396，∥=

69．4，p=0．694；f雌虫=O．997，矽=80，p=0．322；f幸f 0．876，缈=153．2，p=0．382)·

褐飞虱成虫的寿命没有受到水稻品种、代别及水稻类别与代别互作的影响，

并且用f测验对转基因水稻和非转基因水稻之间每代褐飞虱成虫寿命进行比较也

没有显著差异(表4．5)。雄虫寿命、雌虫寿命和全部成虫的寿命在Z9．2和Xiushui

ll之间f测验没有显著性差异(第一代：，雄虫=O．745，矽=47．1，p=0．460；，t虫=O．24l，

矽=58，p=0．810；f全萨0．395，矽=103．6，p=O．694；第二代：f雄虫=1．674，矽=64，p=

0．099；f簟虫=0．872，∥=60，p=0．387；，全赫=1．861，咿=126，p=0．65l；第四代：f鼍虫

=O．800，∥=68，p=O．4275；，堆虫=O．444，纱=72，p=0．659；，全簟=0．905，纱2 142，p
2

O．367)。

褐飞虱的产卵量受到代别的显著影响，但是没有受到水稻类型和水稻类型与

代别互作的显著影响(4．5)。在每一代中，取食Z9．2的褐飞虱的产卵量与取食

非转基因水稻Xiushui ll相比，第一代的Z9．2的产卵量要比其对照Xiushui ll
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的显著增高，第二代和第四代的产卵量进行f测验分析差异不显著(表4．5)(第

一代： f=2．409，咿=56，p=0．045；第二代：，=1．850，矽=48．7，p=0．07l；第四

代：f=0．326，矽=52．8，p=0．746)。

5．3．4成株期水稻对褐飞虱生长发育和繁殖的继代影响

褐飞虱的若虫历期除了雄虫的发育时间受代别的显著影响外，其他都不受水

稻类型、代别及水稻类型和水稻类型与代别互作的影响(表5．6)。与非转基因水

稻Xiushui 11相比，取食Z9．2水稻褐飞虱若虫的发育时间没有显著差异(表5．6)。

(第一代：f雄虫=0．135，矽=6l，p=0．893；，触=0．800，∥=60，p=0．427；f全lI=

0．308，缈=123，p=O．758；第二代：f雄虫=0．14l，矽=63，p=0．888；f雌虫=

0．24l，矽=49．2，p=0．8ll；f全一=0．23l，矽=117．8，p=0．817；第四代：f堆虫=0．004，

司r=63，p=0．997；f雌虫=0．94l，刁厂=65．9，p=O．350；f全謦=O．17l，巧，．=139，p=

O．865 O．89l，∥=64，p=0．376；f雌虫=0．516，矽=58．5，p=0．608；f全部=O．237，矽2

132，p=O．813)。

褐飞虱成虫的寿命没有受到水稻品种、代别及水稻类别与代别互作的影响，

并且用，测验对转基因水稻和非转基因水稻之间每代褐飞虱成虫寿命进行比较也

没有显著差异(表5．6)。雄虫寿命、雌虫寿命和全部成虫的寿命除了第一代的雄

虫寿命存在显著差异外，其他在Z9．2和Xiushuil l之间f测验没有显著差异(第

一代：f雄虫-2．303，∥=58，p=0．025；f雌虫=0．059，咿=59，p=0．953；f全部2 1．533，矽2

llO．2，p=0．128；第二代：f堆虫=O．006，矽=60，p=0．995；f雌虫=0．112，矽=62，p
2

0．9ll；f辛部-O．069，∥=124，p=0．945；第四代：f堆虫=O．616，矽=47．1，p=O．541；f t

矗_1．59l，∥=62，p=O．117；f伞部=4．430，缈=101．9，p
2 0．156)。

褐飞虱的产卵量受到代别的显著影响，但是没有受到水稻类型和水稻类型与

代别互作的显著影响(5．6)。在每一代中，取食Z9—2的褐飞虱的产卵量与取食

非转基因水稻Xiushui ll相比，第四代的产卵量显著的增加了，而第一代和第四

代的产卵量进行f测验分析差异不显著(表5．6)(第一代：f=0．613，矽=47．1，p

=0．543；第二代：f=1．213，矽=58，p=O．230；第四代：f=2．193，矽=49，p
2

0．033)。
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5．3．5褐飞虱田间种群动态

2008年采用盘拍法对田间褐飞虱种群动态进行了调查，调查结果表明，褐飞

虱的若虫数量受到水稻种类(，=78．10，矽=l，4；p<0．001)的显著影响，但是没有

受到取样时间伊=2．39，矽=5，30；p=0．075)和水稻种类与取样时间互作旷=O．6l，

矽=5，30；p=0．695)的影响；褐飞虱成虫的数量受到取样时间(F=6．40，矽=5，30；

p=O．001)的显著影响，但是没有受到水稻品种旷=4．15，矽=l，4；p=0．1l 1)和水

稻品种与取样时间互作∥=2．36，矽=5，30；p=0．077)的影响；成虫和若虫的总数

量受到水稻品种旷=53．68，矽=l，4；p=0．002)和取样时间旷=5．08，矽=5，20；p

=0．004)的显著影响，但是没有受到水稻品种和取样时间互作(F=1．24，矽=5，30；

p=O．327)的影响。Z9．2和Xiushuil l田间褐飞虱若虫数量在四个取样时间点(8

月29日、9月19日、9月29日和10月9日)存在显著差异(Fig 5．2上部)，

成虫数量在两个取样时间点(9月19日和9月29日)存在显著差异(Fig 5．2中

部)，并且褐飞虱成虫和若虫的总数在Z9．2田间的数量在三个时间点(9月9日、

9月19日和9月29日)要显著高于在Xuishuill田间的数量(Fig 5．2下部)。

2009年采用盘拍法对田间褐飞虱种群动态进行了调查，调查结果表明，褐飞

虱的若虫数量受到取样时间旷=13．64，∥=5，30；p<0．001)的显著影响，但是没

有受到水稻种类(F=4．83，矽=l，4；p=O．093)和水稻种类与取样时间互作伊=

1．57，∥=5，30；p=O．213)的影响；褐飞虱成虫的数量不受水稻品种旷=O．28，矽=

l，4；p=0．625)、取样时间旷=27．82，矽=5，30；p<0．001)和水稻品种与取样时间

互作(F=0．37，矽=5，30；p=O．866)的影响；成虫和若虫的总数量受到取样时间旷

=26．45，∥=5，20；p<O．001)的显著影响，但是没有受到水稻品种旷=3．84，矽=l，

4；p=0．122)和水稻品种和取样时间互作旷=0．97，矽=5，30；p=0．460)的影响。

Z9．2和Xiushui 11田间褐飞虱若虫数量除了在9月19日存在显著差异之外，其

余时间点都不存在显著差异(Fig 5．3上部)，成虫数量在各个时间点都不存显著

差异(Fig 5．3中部)，并且褐飞虱成虫和若虫的总数在Z9．2田间的数量在9月9

日要显著高于在Xuishuil l田间的数量(Fig 5．3下部)。
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Note：。1’wo-factor ANOVA：for tIle males，R。typc。0．3 l，矿2 l，222，p
2

O．576；吒。。。一∞=6．43，

矽=2，222，JD=0．002；凡。孵·鲫cr眦j∞2 O．Ol，∥5 2，222，p。O．995；for the females，R刚yp。5

14．69，缈=l，208，p<0．oOl；钿∞=2．65，∥2 2，208，p
2

O．073；斥。。孵·g咖rⅢi。2 1．18，矽。

2，208，p=0．308；for the total，凡。帅。=7．20，矽2 l，43l，p
2

O．008；，品。。fali。2 4．98，矿。2，431，

p
2
0．007；R。帅c·gc。—li蛳2 0．40，∥3 2，4317，p

2 O．667．

‰o-f犯or ANOvA：for the males，‰孵=O．Ol，矽2 l，196，p=0．930；‰er越i。2 1．86，矿2 2，

196，p=0．158；R。孵·gencIlli。2 2．03，矽2 2，196，p
5
O．134；forthe females，凡*孵2 O．15，矿5

l，195，p=0．695；如。咖．啪=2．0l，矽=2，195，p 2 0．137；凡∞孵·聊cralim。O．38，矿2 2，195，p
5

O．683；for nle total，R。啪pe=O．1l，∥=l，392，p
2 0．746；，．g。鼬2 3．75，矽2 2，392，p。O．024；

厅。孵·唧。d。。=2．10，矿=2，392，p
2 O．124．

。rwo．factor ANo、，A：R。孵=3．19，∥2 l，185，p
2 O．076；尼蝴越ioI-2 34．09，∥2 2，185，p<

O．ool；凡。噼·唧。“。2 0．94，∥2 2，185，p
2 O．392．

Data are repres朗ted as means士SEM．Values followed by diff．erent lowercase l甜e陪winliIl t11e

s锄e coIumn differ si印ific锄tly accordiIlg to M0．最lctor ANO、，A锄d 1冰ey’s multiple-range test．

Withill tIle same col啪n，tIle symbols ill the parenmes∞indicate significant di仃cr朗c伪iII nle

s锄e parameter forⅡle same g∞eration beMe饥Z9-2锄d Xi邯hui 11∽cordmg to f-test．

注：4双因素方差分析：雄虫，F槲品种=o．3l，矽=l，222，p=O．576；F代搿=6．43，纱=2，222，p=

0．002；F承稿岛种。代捌=0．0l，矽=2，222，p=O．995；for me females，F术榴晶种2 14．69，矽2 l，208，p<

O．00l；F代捌=2．65，匈，．=2，208，p=0．073；，一c疆品种。代搿=1．18，国r=2，208，p=0．308；f．orthetotal，

，承括品种=7．20，巧，-=l，43l，p=O．008；F代捌=4．98，国r=2，43l，p=O．007；F农韬品种x代嗣20．40，句r2

2，4317，p=O．667．

61'wo．factor ANOVA：for the males，，水稻品种=0．0l，矽=l，196，p=0．930；尸代翻=1．86，矿=2，

196，p=0．158；F水稻品种。代尉=2．03，矽=2，196，JD=0．134；f．0rthe fbmales，F糸霜品种2 0．15，矽2 l，

195，p=0．695；，代崩；2．0l，国r=2，195，p=0．137；，水韬品种x代崩2 0．38，匆r2 2，195，Jp
2

O．683；for

the total，F求稻品种=0．1l，国r=1，392，p=0．746；，代崩=3．75，矽=2，392，p
2 O．024；尸水稻品种。代掰。

2．10，∥2 2，392，p
2O．124．

1、vo-factorANO、，A：，求精品种=3．19，∥=l，185，p=O．076；，代掰=34．09，纱=2，185，p<O．00l；

，术捆品种。代崩=0．94，国r=2，185，p=0．392．

图中数据为平均数±标准误。Tukey多重比较测验双因素方差分析表明，同列中不同小写字

母的数据间差异分别达显著。在同一列中，叶弋表了z9．2和Xiushui ll相同代别相同生物学

参数之间进行f测验分析差异达显著水平。
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Note：4Two·跏tor ANoVA：for the mal∞，‰孵。O．03，矿5 l，192，，2 O．87l；‰n幽=9．19，
矽2 2，192，p<0．001；R∞-y雌·g∞e，毗i∞2 O．Ol，∥。2，192，p 2 O．992；for the f．emales，R∞Iy弦2

O．54，∥=1，200，p
2 0．462；‰。2 0．96，矽2 2，200，p

2 O．384；R∞孵·g。“。2 o．37，∥2 2，

200，p
2

0．694；for the total，R。孵2 o．02，∥2 l，393，p。O．903；‰彻2 2．41，咿2 2，393，p

2
O．15l；R。哼pe·g。。嘶。2 0．2l，∥2 2，393，p

2 0．924．

‰o-fa咖r ANOVA：fortIle mal船，‰孵2 2．4l，矽2 l，184，p
2 0．12l；吒删im。1．3l，矿。2，

184，p=O．27l；R。孵·g。。“。=1．Ol，纱2 2，184，p
2

0．366；for ttle femal％，凡*孵。0．72，∥2

l，188，p=O．398；，凶er越ion 2 2．53，矽=2，188，p2 O．083；，‰聊昨·g。alli。2 O．79，矿5 2，188，p。

O．458；for t量le total，R。孵。3．02，矽=l，379，p 2 O．083；铀m 2
3．64，咿2 2，379，p。O．027；

Eicc孵·g。。bm 20．86，纱2 2，379，p
2 O．424．

。Two·factor ANO、厅～：R。孵2 3．18，∥2 l，183，p
2 O．076；f，。—删∞2 32．93，矽2 2，183，p<

O．OOl；屁。孵·g啪6。2 2．1l，够2 2，183，p
2 0．125．

Data a陀r印resented嬲mea鹏士SEM．、，alues followed by difrerent lo、粑rcase lette惜withiIl nle

s咖e col啪n di融si印ificantly accordiIlg t0 t、vo-factor ANOVA舭d Tukey’s muItiple一啪ge teSt．

WitlliIl tlle s锄e column，廿le symbols iIl tIIe p蝴Ithes鼯indicate signific锄t di腩r朋c岱iIl me

s锄e p啪meter for the same geIleration beMe饥Z9-2狮d Xiushuil l∞cording to f．test．

注：4双因素方差分析：雄虫，F水稻晶种=0．03，矽=l，192，p=O．87l；，删=9．19，够=2，192，p<

0．00l；F木橱晶种·代弱=O．0l，园，．=2，192，p=0．992；for the传males，F木稿晶种=0．54，巧r=l，200，p=

0．462；F代科=0．96，刁，．=2，200，p=O．384；，水稻晶种·代崩=0．37，功r=2，200，p=O．694；for the total，

，承格晶种=0．02，固r=l，393，p=0．903；F代崩2 2．4l，国r=2，393，p=0．15l；F水韬品种·代尉2 O．2l，国r2

2，393，p
2 O．924．

。’I、^，o-factor ANO、vrA：f．or the males，，术莉品种=2．4l，园r=l，184，p=0．12l；，代崩=1．3l，句r=2，

184，p=0．271；，水稻品种·代崩2 1．01，矽=2，184，p=0．366；f．or me fcmales，，东稻品种。0．72，国，．2 l，

188，p=0．398；F代嗣=2．53，巧，_=2，188，p=O．083；，水耘晶种·代掰=O．79，矿=2，188，p
2

0．458；for

thetotal，尸水稻品种=3．02，国，．2 l，379，p20．083；，代崩2 3．64，巧r=2，379，p20．027；，水稻晶种·代辫2

0．86，矽=2，379，p=O．424．

。双因素方差分析：，水稻晶种=3．18，矽=l，183，p=o．076；F代掰=32．93，矽=2，183，p<O．ool；F

水疆晶种×代崩=2．1l，砑r=2，183，p=0．125．

图中数据为平均数±标准误。Tukey多重比较测验双因素方差分析表明，同列中不同小写字

母的数据间差异分别达显著。在同一列中，叶弋表了Z9．2和xiushui ll相同代别相同生物学

参数之间进行f测验分析差异达显著水平。
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明他们要比公认的对褐飞虱敏感的水稻TNl还要敏感，并且田间调查数据表明，

与其亲本转基因水稻相比，转纤维素酶基因水稻田中的褐飞虱的数量始终要较高

一些。本文第三章中转钾IAb基因水稻KMD2的褐飞虱生长发育与生殖的继代

效应评价表明，KMD2抑制了褐飞虱种群数量的增加，而第四章中转

c∥lAb～勿3H基因水稻对褐飞虱的生长发育与繁殖没有显著的影响。已有研究表

明转基因棉花的种植伴随着化学农药的使用量有所降低，使得一些刺吸式口器害

虫的数量有所增加(Whitehouse et aI．2007a，Lu et a1．2008)。Ⅵp棉花上的白粉虱的

数量比较多一些，这可能是因为转基因棉花与非转基因棉花的叶片上的绒毛差异

所导致的(Whitehouse et a1．2007b)。

Kaida等人通过在南洋合欢细胞壁表达白杨纤维素酶对南洋合欢进行了改

造，南洋合欢内纤维素含量没有减少，但造成了葡聚糖绑定到细胞壁的减少，与

野生型南洋合欢相比，转基因南洋合欢中的糖化水平和酒精的产量都增加了

(Kaida et a1．2009)。而过表达白杨纤维素酶的南洋合欢的茎干的长度和宽度都有

所增加，并且叶片也变大。本文中表明转取食纤维素酶基因的褐飞虱的产卵量有

所增加，这就有可能是因为纤维素酶的导入一方面导致了水稻体内糖基化水平的

提高，这就可能增加了水稻体内的糖类化合物水平有利于褐飞虱的生长发育，另

一方面，也可能是因为纤维素酶基因的导入使水稻茎干的组织发生变化从而更适

合褐飞虱取食和产卵。褐飞虱靠吸取植物韧皮部筛管内植物汁液为食物来源，不

同的转基因材料对不同的或是相同的非靶标的生物的影响不尽相同，因此对生态

安全性的研究多数是在进行具体案件具体分析。因此，不同转基因水稻品种与其

亲本非转基因亲本水稻之间对褐飞虱的差异反应需要去逐一深入研究。
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第六章转c秒1Ab水稻与亲本水稻及其褐

飞虱诱导后基因表达谱分析

Bt杀虫毒蛋白的发现及其应用有效地控制了鳞翅目昆虫的为害，减少了农业

生产的损失。转Bt基因作物仍是世界和中国的第一种大规模种植的转基因作物，

自一些转Bt基因作物开始商业化种植以来，转基因生物的生态风险问题如非靶

标效应(Andow and Hilbeck 2004)等，就开始引起人们的关注，至今仍是关于转基

因生物争论的焦点之一。经过基因饰变的作物对非靶标生物也有一定的影响。如

种子休眠期的改变、种子萌发率的提高、对有害生物和逆境的耐受性以及作物具

有的生长优势等。外源基因的插入可能会引起植物本身的物化性质的改变，究其

根源，可能是基因表达谱差异所导致的转基因作物与其亲本非转基因作物之间的

差异。这种表达基因的差异是千差万别的，传统的方法很难进行全面的分析。相

对于目前用于检测基因表达水平的几种方法，如RT-PCR、Northem、mRNA差异

显示等，基因表达谱芯片可通过平行检测众多基因表达模式进行功能分析，有助

于全面了解植物在特殊处理、环境因子影响、发育阶段、病原菌侵染何昆虫攻击

后等条件下较为完整的基因表达情况。通过与样本对照，分析与特定事件相关的

基因，进而确定相应基因的功能或多个基因间的协同作用。本章以转咧lAb基因

粳稻l㈨D2以及其亲本非转基因水稻xiushui ll为材料，褐飞虱取食诱导后，采

用基因芯片方法对上述材料进行了基因表达谱差异进行了初步的分析，以初步明

确l州D2与其亲本非转基因水稻Xiushui 11之间本身固有的差异，以及对褐飞虱

取食转基因水稻与其亲本产生的差异进行了初步的分析。
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稻为处于R16代的粳稻纯合品系KMD2。这个品系源于独

立的‰代转化株，含有明，lAb基因和玉米Ubiquitin启动子，其非转基因亲本

品种Xiushu．1l为对照。供试水稻材料一部分于大试管限：3 cm，L：25 cm)内采用

营养液培养(附表I)，放置于控温控光的智能人工气候箱内培养，其培养条件为：

温度28℃±l℃、光周期(L：D)14：10 h、光强度12000～14000 Lux、湿度75

±5％(下同)，并于30日龄三叶期时选择同等粗细大小的稻株进行RNA抽提。

6．1．2供试昆虫

同5．1．2。

6．1．3水稻处理

水稻用自来水冲洗干净，随机分成两组，处理组和对照组。处理组每株水稻

接10头2．3龄褐飞虱若虫，72 h取整株水稻，以未处理水稻苗为对照组，迅速

除去褐飞虱若虫后，将所取稻株液氮冷冻后，置．80℃冰箱保存，每组重复取3

株水稻。

6．1．4水稻总IⅢA的提取

A、水稻总I斟A采用Trizol法提取，Trizol试剂为Invitrogen公司产品。

B、水稻组织在液氮中研磨，取100．150 mg水稻组织粉末，加入l ml Trizol，

充分混匀、室温放置5 min，使其充分裂解

C、120009，4℃离心lO min

D、弃沉淀，转移上清液入新管，加入200卜I氯仿，用手振荡混匀，室温放

置15 min
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E、120009，4℃离心15 min

F、上层水相转入DEPC处理过的离心管，加入500 pl异丙醇，室温放置10．30

min

G、120009，4℃离心15min，弃上清，RNA沉于管底

H、加入lml 75％乙醇洗涤，温和振荡，悬浮沉淀，75009，4℃离心5 min

I、倒去乙醇，留沉淀。将离心管倒放在纸上，室温干燥5．10 min

J、用30．50“l DEPC处理水溶液样品，在55。60℃温浴5．10 min

K、120009，4℃离心5 min，若发现有沉淀，则将上清液转入新离心管

6．1．5基因芯片

本实验采用美国A母metrix公司水稻全基因组57 K GeneChip@Rice Genome

加Tay。该芯片含有超过59，000个基因杂交探针，几乎包含了水稻所有编码基因。

由博奥公司进行检测和数据分析工作。

6．2结果与分析

6．2．1总基因变化幅度

6．2．1．1 KMD2与Xiushui 11总基因变化幅度

转cwlAb基因水稻I跚D2与其亲本非转基因水稻相比，有324个基因探针

的mRNA水平发生了变化，其中表达水平变化在2．4倍为214个，占差异表达

基因的59．27％，即大部分差异表达基因mRNA含量变化增加或降低了2-4倍；

基因表达变化在4．8倍的有51个，占差异表达基因的15．74％；变化在8倍以

上的基因共有59，占差异基因总数的18．21％。324差异基因中，表达量上调的

水稻基因有177个，占差异基因总数的54．63％；下调的探针数量为147个，占

差异表达基因的45．37％(表6．1)。



析

2为

因：

Dow．Il-regulated：表达量F调的基因·

6．2．1．2褐飞虱诱导后xiushui 11总基因变化幅度

褐飞虱诱导后的Xiushuill有3834个基因探针的mRNA水平发生了变化，

其中表达水平变化在2．4倍为2772个，占差异表达基因的72．30％，即大部分差

异表达基因mRNA含量变化增加或降低了2．4倍；基因表达变化在4．8倍的有

692个，占差异表达基因的18．05％；变化在8倍以上的基因共有370，占差异基

因总数的9．65％。3834差异基因中，表达量上调的水稻基因有1 534个，占差异

基因总数的40．01％：下调的探针数量为2300个，占差异表达基因的59．99％(表

6．2)。

表6．2褐飞虱取食诱导的Xiushuil l基因变化幅度统计

TabIe 6．2 111e number of BPH regulated genes of Xiushui l l w胁di行erent ch锄ge leVels

注：Log ratio：褐飞虱取食处理的Xiushuil l芯片探针信号值与对照Xiushuil l芯片该探针信

号值的比值取以2为底的对数值，即为上调或下调倍数的对数值；Up．reguIated：表达量上升

的基因：DoⅥ，11．regulated：表达量下调的基因。
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6．2．1．3褐飞虱诱导后KMD2总基因变化幅度

褐飞虱诱导后的KMD2有3273个基因探针的m】刚A水平发生了变化，其中表

达水平变化在24倍为2435个，占差异表达基因的74．40％，即大部分差异表达基

因mRNA含量变化增加或降低了2．4倍；基因表达变化在4．8倍的有556个，占

差异表达基因的16．98％；变化在8倍以上的基因共有282，占差异基因总数的

8．62％。3273差异基因中，表达量上调的水稻基因有1269个，占差异基因总数的

38．77％；下调的探针数量为2004个，占差异表达基因的61．23％(表6．3)。

表6．3褐飞虱取食诱导的KMD2基因变化幅度统计

TabJe 6．3 T1le number of BPH regulated genes of K～正)2 witll di行．er铋l change 1evels

注：Log ratio：褐飞虱取食处理的KMD2芯片探针信号值与对照Xiushuil 1芯片该探针信号值

的比值取以2为底的对数值，即为上调或下调倍数的对数值；Up．regulated：表达量上升的基

因：Down·regulated：表达量下调的基因。

6．2．1．4褐飞虱诱导后KMD2与Xiushui 1l相比总基因变化幅度

褐飞虱诱导后的KMD2与褐飞虱诱导后的Xiushu订l相比，有317个基因探

针的mRNA水平发生了变化，其中表达水平变化在2-4倍为200个，占差异表

达基因的63．09％，即大部分差异表达基因mRNA含量变化增加或降低了2．4倍：

基因表达变化在4．8倍的有50个，占差异表达基因的15．77％：变化在8倍以上

的基因共有67，占差异基因总数的21．14％。317差异基因中，表达量上调的水

稻基因有124个，占差异基因总数的39．12％：下调的探针数量为193个，占差

异表达基因的60．88％(表6．4)。
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表6．4褐飞虱取食诱导量avID2水稻与其亲本Xiushui 1l相比基因变化幅度统计

Table 6．4 Comp批d Xiushuil l，Ⅱle n哪ber of BPH regulated genes ofKMD2 with di您}r∞t

ch明ge levels

注：Log ratio：褐飞虱取食处理的KMD2芯片探针信号值与褐飞虱取食处理后对照Xiushuil l

芯片该探针信号值的比值取以2为底的对数值，即为上调或下调倍数的对数值；Up—reguIated：

表达量上升的基因；Do、帕-regulated：表达量下调的基因。

6．2．3 KEGG Pathway分析

6．2．3．1 l(MD2与Xiushui 11差异基因l(EGG pathway分析

利用在线博奥生物分子功能注释系统(CB．MAS)对l<MD2与Xiushuil l之间

表达的差异基因进行了KEGG Pathway分析，发现，一共有18条通路存在差异(表

6．5)。其中，最可能相关的5条通路为：芴降解途径、Y．六氯环己烷降解途径、

柠檬烯和蒎烯降解途径、维生素C代谢途径和细胞色素P450与异源物质代谢(表

6．5)。

KMD2与Xiushui 11相比，其基因在18条途径中，有一些途径是都上调的，例

如：细胞色素P450与异源物质代谢、l、2．甲基奈降解、胆汁酸合成、泛酸生物

合成、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸合成和讲解、甘油脂代谢、脂肪酸代谢、蛋白

质转运、酪氨酸代谢、苯基丙氨酸、酪氨酸和色氨酸合成、糖酵解／糖异生和核

糖体途径；并且有几条途径是既有上调的基因，又有下调的基因，如：芴降解、

Y．六氯环己烷降解、柠檬烯和蒎烯降解、维生素C代谢和苯丙烷合成途径；但

是不存在只有下调基因的途径(表6．5)。

6．2．3．2褐飞虱诱导后KMD2与xiushui 11差异基因KEGG pathway

分析

9l
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利用在线博奥生物分子功能注释系统(CB．MAS)对褐飞虱诱导后的l蝴D2

与Xiushui ll之间表达的差异基因进行了KEGG Pathway分析，发现，一共有3l条

通路存在差异(表6．6)。其中，最可能相关的5条通路为：苯丙烷合成、甲烷代

谢、苯基丙氨酸代谢、链霉素合成和细胞色素P450与异源物质代谢(表6．6)。

KMD2与Xiushuill相比，其基因在18条途径中，有一些途径是都上调的，例

如：链霉素代谢、泛酸生物合成、氮素代谢、尿素循环和氨基代谢、甘油脂代谢、

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解、芴降解、磷酸戊糖途径、精氨酸和脯氨酸代谢、

Y．六氯环己烷降解、柠檬烯和蒎烯降解、谷氨酸脂代谢、维生素C代谢和淀粉

蔗糖代谢；有几条途径是既有上调的基因，又有下调的基因，如：苯丙烷合成、

甲烷代谢、苯基丙氨酸代谢和糖酵解／糖异生途径；只有下调基因的途径包括：

细胞色素P450与异源物质代谢、l、2．甲基奈降解、胆汁酸合成、叶酸和成、甘

油脂代谢、脂肪酸代谢、酪氨酸代谢、蛋白酶体、嘧啶和嘌呤代谢(表6．6)。

表6．5 KMD2与Xiushuil l差异基因KEGG Patllway分类

1'able 6．5 Cl雏sification di仃ereT妇l genes b咖een KMD2矾d xiushui ll by KEGGPathⅥray

锄alysis
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KEGG Pathway No． of genes No．of up P Value

loc锄耐in v盯io吣 regulatcd

P甜1ways
gen髂

PhenylaIaIline， 够rosine 觚d t岬toph跏 2 2 0．1 92

biosyntIlesis

Glycolysis，Gluconeog％esis l l O．358

砌bosome 2 2 0．784

表6．6褐飞虱诱导后l(MD2与Xiushui ll相比其差异基因KEGG Pathway分类

Table 6．6 Cl弱sification di虢他ntal ge舱s bet、】ve踟Ⅺ订D2锄d Xi吣hui 11 induced by BPH by

KEGG Pathway觚alysis

Phenylpropanoid biosynthesis 3 2

Methane metaboli锄 2 l

Ph∞ylal锄ine metaboli锄 2 l

Streptomycin bio踟thesis l l

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 l 0

Glycolysis／Gluconeogenesis 2 l

l·觚d 2-MenlyInaphthalene degradatiOn l 0

Riboflavin metabolism l l

B订e acid bios)rnthesis l O

Folate biosynthesis l 0

Pantothenate锄d CoA bios)rnmesis l l

Ni仃og铋metabolism l l

Urea cycle锄d metabolism ofam访。伊oups l l

Galactose metabolism l l

valine，leuciIle锄d isoleucine biosynthesis l l

Gly∞roIipid metabolism l 0

ProteiIl export l l

FatIy acidmetabolj锄 l 0

valine，Ieucine柏d isoleucine de伊adation l l

Fluorene degradation l l

O．012

O．02l

0．028

0．053

0．065

O．07l

O．073

0．073

O．080

0．099

0．107

0．140

O．140

0．144

O．148

0．165

0．168

0．168

0．175

0．175

Brosine metabolism 1 0 0．175
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6．2．4 Go Ontology分析

6．2．4．1 KMD2与Xiushui 11差异基因Go Ontology分析

利用博奥生物分子功能注释系统(CB．MAS)对KMD2与Xiushui ll之间表达

的差异基因进行了Go Ontolog)，的分子功能(molecular funciton)和生物过程

(biolo画cal process)分析。lcUⅥD2与Xiushui 11之间差异表达基因与受体活性、转录

因子活性、丝氨酸型内肽酶抑制因子活性、羧基裂合酶活性和水解酶活性等18

项分子功能密切相关(表6．7)。在39个生物过程中存在差异，最相关的5个生物

过程是：氨基酸及其衍生物的代谢、类脂化合物代谢、光合作用、次生代谢和内

源性胁迫反映(表6．8)。Go Ontolog)，的分子功能、生物过程和细胞组分各部分所

占比例见图6．1。

表6．7 KMD2与Xiushuil 1之间差异基因的分子功能分类

Table 6．7 MoIecuIar Function categories of diff．erential genes between KMD2绷d Xiushuil 1
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-—·—————-—————————————————————————————：———‘。。—-：：——：_‘一
Go te肌 No．ofgenes No．ofup P Value

ch锄ged regulated g∞es

Carboxy．1yase activity l l u·uyo

Hydrol弱e activ时 13 8 O．109

sug盯poner activ时 l l O·153

GTPbiIlding l 1 O．2lO

protein birIding 12 8 O·304

仃嗣岫sla士i∞factor activi以删cleic acid b访d访g l 1 O．33 l

Tr锄sporc盯activ时 9 7

RNAb砌ing 2 2 O．602

Lipidb砌ing l O O·646

叫cIeotide birIding ll 7 0．692

kin∞e activ时 7 5 O．805

ca扭虮ic activity 33 22 0·875

stmctuml moIecule activi妙 3 2 O．879

帆nsfe眦e activ时 ll 4 0．917

signal仃肌Sducer activity l l O·983

DNAbiIlding 6 2 O．986

binding 19 12 1．000

nucleic∞idbinding 4 3 1．000

MoIecul小^mction 7 3 1．000

——I—-l—l--———_———_—I●——_-—_-__--—-—_——-———__一

表6．8 l(MD2与XiuShuill之间生物过程的分子功能分类

1’abIe 6．8 Biological process categories ofdi仃erential genes bet、】l，e钮KMD2锄d Xiushui n

Gotenn No． of genes No· oI uP r V4‘uc

changed regulated genes

AminO acid锄d derivative metabolism 20 l 4 u

Lipid metabolism

Photosymhesis

SecondaW metabolism

RespoIlSe t0 endog锄ous StiIIlu№

Respo璐e t0 abiotic stimul吣

Carbohydrate metabolism

15

5

8

27

20

12

12

O

6

18

ll

6

O

0

O

0

0．002

O．003

Resp哪et0 S廿ess 20 12 O·006

一————————————————————————————————————————————一
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Gotem No． of genes No． of up PValue

changed regul2Ited genes

Biosyllthesis 2l 14 0．007

NOdulatiOn 2 2 O．013

Electron transpOrt l 0 8 O．023

Respo璐e to wounding l l O．024

ReSpo璐e to biotic stiIllul吣 12 9 0．058

Protein ta唱eting l l 0．070

Si髓al tI锄sduction l 8 l 3 O．088

CataboIism 7 2 0．117

CeU deatll 3 2 0．120

Carbohydrate transport

Reproduction

Response to瞰咖aI stimuJus

pollen—pistilintemction

Amino acid me眦oli锄

POlIination

ProteiIl modification

Tr孤scripti佣

Cell cycle

Response to“tmce玎ular stimul郴

。Flower devel叩ment

DNA metabolism

pOSt-锄b哕onic deVeIopme眦

DeVelopment

CeU organization锄d biog锄esis

TraflSpon

Secr眦。叮pathway

Nucleobase， nucleoside， nucleotide and

nucleic acid metabolism

Cellul盯process

BiologicaLprocess

Metabolism

PhysiologicaI pmce鹞

2

29

15

14

17

2

18

7

7

12

O．159

O．168

O．220

0．250

0．347

O．361

0．383

0．415

0．429

0．477

O．817

0．90l

0．902

0．905

0．953

0．977

1．000

1．000

1．OOO

1．000

1．ooO

1．ooO

l

3

5

l

l

l

9

l

l

l

O

l

I

3

l

4

2

l

4

5

l

l

l

￡1

7

l

l

l

2

l

4

l

9

2
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图6．2 Go OntoIogy对l<MD2和Xiushui Il差异基因分类

Fig 6．1 Categories of di僚rentiaI g锄es bet、ve∞KMD2锄d XiuShui ll by Go Ontolo影

6．2．4．2褐飞虱诱导后KMD2与Xiushui 11差异基因Go ontology分

析

利用博奥生物分子功能注释系统(CB．MAS)对褐飞虱诱导后KMD2与

Xiushui ll之间表达的差异基因进行了Go Ontolog)r的分子功能(molecular

如nciton)和生物过程(bioIogicaI process)分析。褐飞虱诱导后，Ⅺ以D2与Xiushui 1l

差异表达的基因，转录因子活性、核苷二磷酸激酶活性、过氧化物酶活性、翻译

因子活性与核苷酸绑定、受体因子活性和核酸酶活性等密切相关(表6．9)。317

个基因在38个生物过程中存在差异，最相关的5个生物过程是：非生物胁迫反应、

碳水化合物代谢、氨基酸及其衍生物的代谢、根瘤发生与形成和UTP(糖合成)、

GTP(蛋白合成)和CTP(磷脂合成)(表6．10)。Go Ontology的分子功能、生物

过程和细胞组分各部分所占比例见图6．2。
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表6．9 KMD2与Xiushuill之间差异基因的分子功能分类

亿山le 6．9 Molecular F啪cti∞categOries of di骶remial genes betwe朗KMD2卸d Xiu‘Ihui ll

Gote兀n ‘：u’u。拿‘IIu。 ⋯‘l：了 ⋯一。
changed regulatcd

genes

Transcription factor actlVl够
“ ‘。 ⋯一

肌cleo§ide diphosphate km丛e activ埘 l 0 0·0 l 3

per0Xi妇剃v时 l l 0．257

咖slation触or activ咄nucleic∞idbiIlding l l 0·300

rec印tor枷v时 2 l o．376

Tmsp0栅activ时 8 3 0．455

肌cle躐activ时 1 1 o．552

Lipidbinding
2 0 O·64l

DNAbinding
lO 5 o．802

tmIlsfc鹏e activ时
12 2 O·848

signal的nsducer activi钞
2 l o．909

catalytic actiVity
3l lO o．928

proteinbinding
7 2 O·947

RNAbinding
l l o．954

Hvdrol弱e activ时
4 2 O·958

ATPbinding
l 0 o．966

咖ctuml molecule activ时
2 O O·973

nucleotidebindillg
7 3 o．992

kin船e∞tiv时
4 2 O·994

Molecul铲劬ction 7 2 1．000

bind．mg
lO 3 l·000

nudeic acidbinding
2 2 1．000

表6．10褐飞虱诱导后KMD2与Xiushui l l之间生物过程的分子功能分类

Table 6．1 O Biological process categories 0f di仃erential genes inducedby BPHb咖een

KMD2硼dXiushui ll

G0咖 黼ng茹铲“。茹latej赢；‘
Response tO ablOtlc stlmulus 11 ’

carbohvdmte metabolism
ll 2 0．009
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Gote哪 No． of genes No． of up PVaIue

ch锄ged regula刚g∞es

Amino acid and derivative metabolism 12 5 0．010

Nodulation l O 0．013

UrP biosynthesis l O O．013

CTP biosynmesis l 0 0．013

GTP biosynthesis l 0 0．013

Cataboli锄 10 2 0．018

SecondaW me诅bolism 3 2 0．044

Reproducti∞ 4 2 0．06

ReSponse to biotic stimul吣 10 5 O．100

胁po眦eto妣ss 16 5 O．115

Biosyntllesis 15 6 O．129

Oligopeptide n?anspon l 0 O．1 29

Response to extemal stimul吣 4 l 0．134

Post-embD，Onic development 6 l O

Lipid me曲olism 8 4 0．2 ll

Response to endogenous stimuIus l 8 7 0．246

Pollen-piStil intemcti∞ 1 l 0．247

Pollillation l 1 0．357

Tr柚s谢ption 7 3 0．40l

Elec仃on舰nsport 3 2 O．442

Response to extemal stimulus 5 l O．6 14

CeII deatll l 0 0．695

Development 7 4 0．775

CeU org锄ization锄d biog朋esis 2 l 0．80l

Si弘al t啪sduction ll 6 0．832

Cen diff．erentiation l l O．860

DNA metabolism 2 l O．896

⋯．．．⋯．．．1．⋯⋯ ‘ ’ n 031

Tr舭sport

Protein modification

Nucleob弱e， nucleoside， nucleotide 锄d

nucleic acid metabolism

ll

4

0．949

O．994

1．000

Biological-process
8 3 l·000

____——————————————————————————————————————————————一
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图6．2 Go 011toJog)，对褐飞虱诱导的KMD2和Xiushuill差异基因分类

Fig 6．2 Categories of difrerential genes induced by BPH between KMD2 and XiuShui l l by Go

Ontology

6．4小结

本研究结果表明，转咧lAb基因水稻KMD2与其亲本非转基因xiushuil l水稻

相比，有324个基因探针的mRNA水平发生了变化，上调基因为177个，下调基因

为147个；褐飞虱诱导后的Xiushuill有3834个基因探针的mRNA水平发生了变

化，表达量上调的基因有1534个，下调的基因有2300个；褐飞虱诱导后的l蝴D2

有3273个基因探针的mI矾A水平发生了变化，表达量上调的基因有1269个，下

调的基因有2004个；褐飞虱诱导后的KMD2与褐飞虱诱导后的Xiushuil 1相比，有

317个基因探针的m心A水平发生了变化，表达量上调的水稻基因有124个，下
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调的基因为193个。

就转c砂lAb基因水稻I(MD2与其亲本非转基因水稻Xiushui l l而言，Go生物

过程分析表明其光合与光合作用相关的5个基因都是下调的，同时，碳水化合物

代谢也存在显著差异(表6．8)，结合上述两点就外源基因c砂lAb的插入表明可能

会对水稻本身对光的吸收与利用产生影响，进一步对其积累有机物与能量产生影

响，最终导致KMD2与Xiushui 11之间生长发育的不同。已有研究表明：KMDl

的稻苗较瘦小，株型较矮，叶片窄，且分蘖极多，对肥料的需求量是其亲本X．ushui

11的2倍以上，尤其是对氮、钾肥的需求量大，这就表明克螟稻的补偿能力较弱

(谢家建，2008)。同时，氨基酸及其衍生物的代谢、类脂化合物代谢、次生代

谢、内源性胁迫反应、非生物胁迫反应、压力反应和创伤反应在Ⅺv【D2与Ⅺushui

ll之间存在显著差异。

褐飞虱诱导后的KMD2与Xiushui l l相比，最相关的差异生物过程是非生物胁

迫反应，这就与之前的研究结果相似，即Zhang等(2004)采用108个基因的水稻

cDNA芯片研究了褐飞虱取食三叶期敏感水稻品种(明灰63)和抗性品种(B5)

72 h后的基因表达情况， B5在褐飞虱取食后有14个基因表达有差异；感性品种

明恢63有44个基因表达有差异，研究表明褐飞虱诱导水稻产生抗性途径独立于茉

莉酸途径而同非生物胁迫、病原物浸染、植物激素信号途径存在联系(Zhang et a1．

2004)。许多生物和非生物胁迫能够诱导，如与病原体有关或者和创伤诱导的蛋

白质的表达。这表达产物可一保护植物及减少的外界压力所造成的损失(Godoy

et a1．2000，BaIdwin et aI．200l，Moran and Thompson 2001)。同时发现与结瘤作用、

UTP(糖合成)、CTP(磷脂合成)和GTP(蛋白质合成)相关的一个基因都下调

了(表6．10)，其它的显著相关的生物过程还包括了对碳水化合物代谢、氨基酸

及其衍生物的代谢、分解代谢和次级代谢。也有研究发现，当褐飞虱取食敏感水

稻品种之后，那些与大分子降解和植物防御相关的基因上调，而那些参与光和作

用和细胞生长的基因是下调的(Cho et a1．2005)。

本文中第三章的研究结果表明，KMD2对褐飞虱的生长发育和繁殖有抑制作

用，并且在田间的表现也是抑制的。植物与植食性昆虫之间的相互作用关系是复

杂的，就l；：MD2与Xiushui ll来讲，c哕JAb基因的插入可能导致了KMD2与其亲本

Xiushui l l之间在生长发育或是物理结构的差异表现。褐飞虱在LMD2上的产卵位

置明显要高于Xiushui ll上的，另有研究表明褐飞虱在抗性品系和敏感品系上的

lOl
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取食位置是有差异的，即在敏感品系上的取食位置比抗性品系上的低一些(Zhang

et a1．2004)，这就表明水稻品种对褐飞虱的抗性程度与褐飞虱的取食与产卵位置

有关，而产卵位置的变化可能是由于c砂lAb基因的插入导致了与光合作用和碳水

化合物代谢相关基因的变化最终导致KMD2本身物理结构变化所致。褐飞虱取食

KMD2与Xiushui 11后，许多基因的表达发生了变化，与根瘤作用相关的一个基

因下调了，植物的根瘤作用是依靠根瘤菌来完成固氮作用，而前人的研究结果表

明KMDl需要增施N肥才能满足其生长发育的需要(谢家健，2008)，因此这个与

根瘤相关的基因值得进一步去研究。其中还有一部分是涉及到次生代谢物质的变

化。植物次生代谢物质是植物直接防御外来生物的重要组成部分，也是植物吸引

天敌等间接防御的重要物质，因此，与之相关的2个上调基因和一个下调基因还

需进一步研究。
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第七章总讨论

目前，转基因水稻主要分为转抗虫基因水稻、转抗病基因水稻、转抗除草剂

基因水稻和转抗逆性基因水稻等。转基因水稻取得巨大进步的同时，转基因水稻

的生态安全性引起了国内外各界的广泛关注。其中生态安全性评价主要包括了：

对非靶标害虫的影响、对天敌昆虫的影响和靶标害虫抗性治理。而目前对非靶标

害虫的影响主要集中在对非靶标害虫的生物学影响，非靶标害虫的种群动态和靶

蛋白非靶标昆虫体内的积累与传递上。褐飞虱是亚洲水稻主产区的重要害虫，自

19世纪80年代以来，褐飞虱在我国年发生面积约为全国水稻种植面积的50％左

右。由于环境的变化、农药化肥的过度使用和栽培制度的改变，褐飞虱的发生有

可能变得更为严重。转基因水稻的种植是否会引起褐飞虱的爆发一直是目前研究

的焦点和热点。

1转基因作物对非靶标刺吸式口器害虫的影响

在目前的转基因作物中，转Bt基因作物占了很大的比重，Bt作物的靶标害

虫是鳞翅目昆虫。而蚜虫、叶蝉、飞虱、蓟马和叶螨等刺吸式口器则为Bt作物

的非靶标害虫。它们靠吸食植物的汁液来吸取营养以完成其生长发育，与植物的

之间的相互作用密切又复杂。本文研究结果表明，不论是在苗期或是成株期，转

删1Ab基因水稻KMD2对褐飞虱连续多代的生长发育和繁殖的评价结果是消极

的，即KMD2延长了褐飞虱若虫的生长发育时间和降低了其产卵量。而转纤维

素酶基因水稻Z9．2却刺激了褐飞虱的生长发育与繁殖。同时，转咧lAb／、，p3H

基因水稻G6H1却对褐飞虱的生长发育与繁殖没有影响。

目前大部分实验室内关于Bt作物对于非靶标刺吸式口器害虫的生物学影响

分为三种观点。第一种观点是认为Bt作物刺激了它们的生长发育。白背飞虱若

虫和成虫均明显趋向转基因水稻(傅强，2003)，这就有可能提高了白背飞虱在转

基因水稻上的初始数量。一旦定殖后，Bt棉花缩短了棉蚜的若虫发育时间，致

使其内禀增长率升高(Zhang et a1．2008)；Bt玉米也提高了后代有翅的禾谷缢管蚜
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Bt玉米上禾谷缢管蚜的虫口密度(LumbierI．es ct a1．2004，Pons

aI．2007)：Bt水稻对螟虫的控制有利于稻飞虱在Bt稻田中的

2002)。第二种观点是认为Bt作物对非靶标刺吸式口器昆虫的

生长发育没有影响。Bt棉花对棉蚜彳．gD，习pff的行为(Lawo ct a1．2009)和定殖

(Sujii et a1．2008)没有影响，褐飞虱呦M细姆埘在取食和产卵时对转咧1Ac
／Cp仃抗虫水稻无明显选择性(傅强，2003)，这些结果都表明非靶标昆虫在Bt作

物上的初始种群数量是没有差别的。随后的试验证明了转Bt棉花对棉蚜彳．

gD凹垆打的产卵前期、产卵期、寿命、存活曲线和日产卵量等没有显著差异

(Ramirez．Romer0 et a1．2008，S叫i et a1．2008)；Bt水稻对褐飞虱的取食、生长发育

和存活均无显著影响(Bemal et a1．2002)，并且对其产卵量也没有显著影响(傅强，

2003)，对白背飞虱雌成虫产卵前期也无显著差影响(周霞，2006)。第三种观点则

认为Bt作物对非靶标刺吸式口器害虫的生长发育与繁殖有一定的抑制作用。如：

Bt水稻对褐飞虱的取食是不利的(傅强，2003)；l㈨D2上的白背飞虱雌成虫寿

命显著短于Xiushuill上的白背飞虱雌成虫寿命，并且KMDl和KMD2上白背

飞虱的产卵期显著短于Xiushuill(周霞，2006)：白背飞虱以转咧1Ab基因籼稻

Bl和B6及对照嘉早935为食时，其雌雄若虫发育总历期均显著长于对照，其中

在Bl上雌雄若虫历期分别延长了1．3和1．5天，B6上雌雄若虫历期分别延长了

2．0和1．4天(谭红，2006b)；Bt水稻延长了稻蓟马S跆”c办伽幻砌，．ff坫6咖rm括的若

虫发育时间、蛹发育时间和产卵前期，并且缩短了产卵期、雌虫寿命和降低了产

卵量(Al(11tar et a1．2010)。

正因为转基因作物对非靶标刺吸式口器害虫的生物学影响不同，所以，非靶

标刺吸式口器害虫在田间的种群动态也有不同的反映。本文研究结果表明，

ⅪvlD2田间的褐飞虱种群密度要低于其非转基因对照Xiushui ll；G6H1田间的

褐飞虱种群密度要与其非转基因对照Xiushui 110没有差异；而Z9-2田间的褐飞

虱种群密度要高于其非转基因对照Xiushui 1 l。前人的研究结果大多数都表明转

基因作物对节肢动物群落没有影响(V0lI(mar and Freier 2003，Candolfi et a1．2004，

Naranjo 2005， T0rres and Ruberson 2005， Cattaneo et a1． 2006， Sharma and

Pampapathy 2006，Mellct and Schoeman 2007，Rose and DiVely 2007，To玎es and

Ruberson 2007，T0schki et a1．2007，Higgins et a1．2009)，如Bt玉米对步甲和弹尾虫

的多样性和均匀度没有显著影响(PrieStIey and Brownbridge 2009)，对花蝽、瓢虫
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和植株的丰富度没有影响(de la Poza et a1．2005)；Bt水稻对跳甲的丰富度没有影

响(Bai et a1．2010)。同时，一部分学者认为转基因作物对非靶标害虫的种群数量

没有影响。如Bt水稻对白背飞虱(Chen et a1．2006b，Chen et a1．2007b)和叶蝉(Chcn

et a1．2006b，Liu et a1．2007b)的种群密度没有影响；Bt玉米对叶蝉的数量没有影响

(Pons et aI．2005)。也有人认为转基因作物的种植减少了化学农药的使用，这就使

得一些刺吸式口器害虫的数量有所增加(whitehouse ct a1．2007a，Lu et a1．2008)。

少数研究发现转基因作物田间的节肢动物种类减少(Nar{峋o 2005)，并且其中某

些物种的数量有减少的趋势(Candolfj et a1．2004)。

2转基因水稻对褐飞虱生物学影响的机理

鉴于本文研究结果表明不同的转基因水稻对褐飞虱的生物学的影响不同，因

此对不同转基因水稻对褐飞虱生物学影响进行逐一分析。

与Xiushuill相比，KMD2显著延迟了褐飞虱若虫的发育时间，并且显著降低

了褐飞虱的产卵量。同时田间调查结果也表明，l(ND2田问的褐飞虱若虫数量和

成虫若虫总数量都低于Xiushui 11，并且在几个取样时间达到显著差异。这就表

明KMD2会抑制褐飞虱的生长发育与繁殖。最新的报道也表明，转叫lAb基因水

稻KMD2和l州Dl与其亲本非转基因水稻Xiushui 11延长了稻蓟马的若虫发育历

期并降低了产卵量(Akhtar et aI．20l 0)，我们的试验结果与此相似，这种抑制作用

可能是由于外源基因的插入导致了水稻营养或者是化学物质的改变所引起的

(Faria et al-2007)。田间的实验结果表明褐飞虱在KMD2和XiuShuil l田间的成虫

数量没有差异，褐飞虱种群数量在KMD2和Xiushui 1 l之间差异是由于褐飞虱若

虫数量的差异所引起的。褐飞虱在浙江地区年发生约4代，世代重叠现象明显，

结合试验室内对褐飞虱生长和发育连续多代评价的结果，这就表明褐飞虱在

KMD2和Xiushui 11田间的种群数量关键是由产卵量决定的。田间对褐飞虱卵在

l洲D2和Xiushui 11稻株上的分布情况验证了这一观点。褐飞虱在田间KMD2稻株

上分蘖期、拔节期、抽穗期、灌浆期和成熟期的含褐飞虱卵分蘖率、褐飞虱卵块

数和总卵数都要比Xiushui 11的要少，且褐飞虱卵块在植株上的相对位置从分蘖

期到灌浆期都要比Xiushui 1l田间稻株上的高一些。本文结果与前人关于褐飞虱

在抗性品系和敏感品系上的取食位置差异的研究相符，即在敏感品系上的取食位
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置比抗性品系上的低一些(Zhang et a1．2004)。对KMD2和Xiushuil l的差异表达基

因分析结果表明，KMD2与Xiushui l l稻株本身光合作用有差异，碳水化合物代

谢也存在显著差异，这就表明外源基因c∥1Ab的插入表明可能会对水稻本身对光

的吸收与利用产生影响，进一步对其积累有机物与能量产生影响，最终导致

KMD2与Xiushuill之间生长发育的不同。已有研究表明：l似D1的稻苗较瘦小，

株型较矮，叶片窄，且分蘖极多，对肥料的需求量是其亲本X．ushuil l的2倍以上，

尤其是对氮、钾肥的需求量大，这就表明克螟稻的补偿能力较弱(谢家建，2008)。

这种外源基因插入导致稻株发生的变化可能是引起水稻植株对褐飞虱的生物学

反映存在差异的原因之一。褐飞虱诱导后的KMD2与Xiushui ll相比，最相关的

差异生物过程是非生物胁迫反应，这就与之前的研究结果相似，即Zhang等(2004)

采用108个基因的水稻cDNA芯片研究了褐飞虱取食三叶期敏感水稻品种(明恢

63)和抗性品种(B5)72 h后的基因表达情况， B5在褐飞虱取食后有14个基因

表达有差异；感性品种明恢63有44个基因表达有差异，研究表明褐飞虱诱导水稻

产生抗性途径独立于茉莉酸途径而同非生物胁迫、病原物浸染、植物激素信号途

径存在联系(Zhang et a1．2004)。

转纤维素酶基因水稻Z9．2与其非转基因亲本水稻Xiushui 1l相比，其30日

龄稻苗和成株期植株对褐飞虱连续四代的若虫的生长发育时间基本没有影响，但

是产卵量有所上升，并且在第四代时有显著差异。田间褐飞虱连续两年的调查表

明，Z9．2田间的褐飞虱种群数量要多于Xiushui ll田间的褐飞虱种群数量。并且

转纤维素酶基因水稻(Z8．I、Z8．4、Z9．1、Z9．2、CBD．1和CBD．3)的苗期鉴定

结果都表明他们要比公认的对褐飞虱敏感的水稻TNl还要敏感。目前已获得许

多的转纤维素酶基因的植物材料。Kaida等人通过在南洋合欢细胞壁表达白杨纤

维素酶对南洋合欢进行了改造，南洋合欢内纤维素含量没有减少，但造成了葡聚

糖绑定到细胞壁的减少，与野生型南洋合欢相比，转基因南洋合欢中的糖化水平

和酒精的产量都增加了(Kaida et a1．2009)。而过表达白杨纤维素酶的南洋合欢的

茎干的长度和宽度都0。有所增加，并且叶片也变大。本文中表明转取食纤维素

酶基因的褐飞虱的产卵量有所增加，这就有可能是因为纤维素酶的导入一方面导

致了水稻体内糖基化水平的提高，这就可能增加了水稻体内的糖类化合物水平有

利于褐飞虱的生长发育，另一方面，也可能是因为纤维素酶基因的导入使水稻茎

干的组织发生变化从而更适合褐飞虱取食和产卵。目前，大部分的研究都集中在
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对转纤维素酶基因的植物的获得上，但就其生态风险的评估还未开始进行。转纤

维素酶基因水到的价值在于直接在植物体内合成纤维素酶，纤维素酶可以降低纤

维素物质转化为生物燃料的成本，但转纤维素酶基因可能会导致褐飞虱的大发

生，进而提高化学农药的使用，降低了节约成本的可能。

3转Bt基因水稻品种的选育

目前得到的大都是转单个基因的Bt水稻(Shu et aI．2000，Ye et a1．200lb，

Bashir et a1．2004，R．az et a1．2006，Chen et a1．2008b，Kim et a1．2009)，而毒素长期

暴露给昆虫后可能会产生抗性(Gahan et a1．2001，Bravo and Soberon 2008)，对于

延迟昆虫抗性的产生有很多的方法(Hanur2008)。一个是在表达Bt杀虫蛋白作物

的周围种植不产毒素的植物即庇护所策略(Vacher ct a1．2006)，另一个就是采取多

基因策略(BraVo and Soberon 2008)。随着科学技术的发展，复合性状已经成为转

基因作物发展的一种趋势(James，2009)。营养期杀虫蛋白(Ⅵps)是在苏云金

芽胞杆菌营养期中发现的一种非晶体状胞外杀虫蛋白(Es劬ch et a1．1996)。Ⅵp蛋

白对鳞翅目昆虫具有很广的杀虫谱(Rang et a1．2005)，并且他们的作用方式与C巧

蛋白不同(Lee et a1．2003)。

本研究表明所有的6个转c拶lAb／坳3H基因水稻品种与其非转基因亲本对照

Xiushui 110相比都对SSB和PSB都表现出良好的抗性。但6个转基因品种中茎

杆和叶片中的融合蛋白含量自从苗期到成株期含量是变化的并且表现出显著的

不同。这一结果是与以前的报告结果相似，即Bt外源蛋白的浓度通常在不同的

转基因植物品系中存在很大的差异(Breitler et a1．2000，Mabqool et a1．2001，

Husnain et a1．2002，Ramesh et aI．2004，Chen et a1．2008)。C眄lAb蛋白在主茎和叶

片中的含量在同一个转基因水稻品种的不同发育时期也是存在显著差异的，并且

在大多数时候灌浆期的蛋白含量最低，这个结果也与C巧lAb(Wu et a1．2001)和

C叫lC宰(Ye et a1．2009)蛋白在转基因水稻中时间变化动态相似。而转基因水稻对

SSB和PSB的抗虫性与C巧lAb蛋白在水稻的主茎杆和叶片中的含量没有显著的

相关性。这种现象也发生在CD，9C水稻品系中(Chen et aI．2008a)。尽管CrylAb

在G6H6中的表达量是最低的，并且显著的低于其他品种，但是它却比G6H3、

G6H4和G6H5的抗虫性要好，在田间的表现尤为出色一些。所以这就表明G6H6
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中C叫lAbMp3H蛋白的表达量足够到对SSB和PsB表现出良好的抗虫性，而

G6H6的这种较好的抗虫效果可能归结于C叮1Ab厂vip3H蛋白在水稻各个时期的

表达稳定性相关。

进一步的研究表明，与其非转基因亲本水稻XiuShui 110相比，转

缈lAb～印3H基因水稻G6Hl的30日龄稻苗和成株期植株对褐飞虱连续四代的

若虫的生长发育和产卵量没有显著影响，并且田间褐飞虱连续两年的调查表明，

G6Hl田间的褐飞虱种群数量与Xiushui llO田间的褐飞虱种群数量没有显著差

异。综上所述，G6H1对水稻螟虫的抗虫性最好的同时，也不会导致其非靶标害

虫褐飞虱的爆发，所以在进行转Bt基因水稻品种的选育时，既要兼顾对靶标害

虫的抗虫性效果，又要兼顾其对非靶标害虫的生态影响。

本文创新点

l建立转基因水稻对褐飞虱连续多代的生物学影响评价体系

2明确了c拶lAb基因KMD2与其亲本非转基因水稻Xiushui 11相比对褐飞虱生

长发育和繁殖的抑制作用

3利用基因芯片技术对KMD2和×iushui ll及其褐飞虱诱导后基因表达差异进

行了分析

不足之处及今后的研究方向

l本文建立了转基因水稻对非靶标害虫褐飞虱的生长发育和繁殖的多代的评价

体系，但是未对其他非靶标害虫如白背飞虱、灰飞虱和黑尾叶蝉等进行验证，需

要进一步对其他非靶标害虫进行研究。

2利用基因芯片技术对KMD2和Xiushui 11及其褐飞虱诱导后基因表达差异进

行了基本的分析，得到的许多差异基因需要进一步验证。

3本文中主要选取了三种不同类型的转基因水稻，研究了其对褐飞虱的生物学影

响，应该选用更多的品种进行一对一分析，以明确不同转基因水稻可能对非靶标

生物产生的影响。在明确了KMD2对褐飞虱生长发育与繁殖的抑制作用和KMD2

和Xiushui ll及其褐飞虱诱导后基因表达差异的基础上，找出KMD2导致褐飞

虱生长发育和繁殖受到抑制的主要因素。
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附表I
水稻水培营养液配方

储备液l

储备液2

储备液3

微量元素储备液

NH4N03：91．6 g／L：CaCl2：88．6∥L

N龇PO·2H20：40．3 g，L；K2S04：71．4 g／L

MgS04·7H20：3249，L

№C12·4H20：1．5 g／L；H3803(硼酸)：O．934 g／L

CuS04．5H20：0．03 l g／L；

㈣4)6M07024．4H20(七钼酸氨)：O．074 g／L

znS04．7H20：O．0359，L；Fecb．6H20：7．79，L

柠檬酸(一水合物)：11．99，L

以上试剂分别溶解，然后加入50mL浓硫酸，加蒸馏水至l升。

配方 储备液l：1．25ml／L；储备液2：1．25ml／L；

储备液3：1．25ml，L；微量元素储备液：1ml／L

用NaOH调PH值为4．5．5．O，不超过6．O，稍偏酸无碍。
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