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中文摘要

转基因作物的生态安全性备受关注，水稻作为人类主要粮食之一，转基因水

稻的生态安全性研究显得尤为必要。本论文以转咧lAb基因抗虫粳稻为材料，

初步研究了其对褐飞虱生长发育及共生微生物的影响。结果如下：

l转哪!Ab基因抗虫粳稻对褐飞虱生长发育的影响

于转c砂1Ab基因抗虫粳稻继代饲养褐飞虱，考察转c秽lAb基因抗虫粳稻对

褐飞虱生长发育的影响。结果表明，于转州Ab基因抗虫粳稻品系KMDl和
l蝴D2上饲养的褐飞虱雌、雄若虫发育总历期与在对照Xiushuill上饲养的褐飞

虱雌、雄若虫发育总历期之间无显著性差异，转c班Ab基因抗虫粳稻品系KMDl

和KMD2对褐飞虱的发育无显著影响。

2转哪lAb基因抗虫粳稻对褐飞虱脂肪体类酵母共生菌的影响

从褐飞虱脂肪体内类酵母共生茵数量变化趋势上看，于转咄1Ab基因抗虫

粳稻上继代饲养后，雌成虫体内类酵母共生菌数量下降，而雄成虫体内类酵母共

生菌数量总体呈上升趋势．从褐飞虱继代饲养代别上看，不论雌虫还是雄虫，从

一代到五代KMDl对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响无显著性差异，而l∞2
和XiuSl岫11对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响有显著性差异．但就总体趋势上

来看，于转基因水稻l洲Dl和KMD2上继代饲养的飞虱其体内脂肪体共生菌数

量的变化与在非转基因水稻xiuShui 11上继代饲养的飞虱是相似的．因此推测，

转基因水稻KMDl和KMD2对褐飞虱脂肪体共生菌的数量并无显著影响。

3 Biolog方法检测抗虫转c秒lAb水稻对褐飞虱肠道微生物多样性的影响

采用Bi0109方法检测抗虫转叫1Ab粳稻对褐飞虱肠道微生物多样性的影

响。室内结果表明，褐飞虱以KMDl或KMD2为食持续1、3、5代后，其肠道

微生物多样性指数(包括Sh锄on、Simp啪和McIntoSh指数)与对照无明显差异；
但以KMDl为食时，其微生物群落的平均颜色变化率(AwcD)明显高于KMD2

和对照．田间调查结果与室内基本相符。综合分析认为，l刚Dl和l删D2对其

非靶标害虫褐飞虱肠道微生物群落多样性无明显的抑制作用．

关键词：转基因水稻；叫1Ab；褐飞虱；发育历期；类酵母共生菌；Biolog；肠

道微生物；多样性；平均颜色变化率
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Abstract

The biosaflety of仃aIlsgenic crops haS been becoming a focus in tlle world．

Concems of bio妣哆of transgenic rice御．e necessary，because rice is one of m旬or

foods of h唧觚．111e e髓ct of tr锄sgeIlic唧lAb rice on龇development aIld

symbiotic microorgjlnjsm of brown plaIltllopper were gtudied锄d discussed iIl tllis

1 Effects of transgenic c，y1Ab rice on the development of the brown

planthopper．

on transgellic口y1Ab rice in succession，and then

咖died t11e e仃ect of t瑚sgellic c秒1 Ab—ce on the development ofbrown plaIltho讲’er．

Wh胁brown pl锄thopper feed on l(MDl a11d KMD2，tllere is no si盟ificam e行eCt

锄oI培nle whole deVelopmem of male 0r fIemale埘m恤br0、Ⅳn plalltllopper feed on

Xiushui 1 1．1’r乏msgenic c巧lAb rice KMDl aIld KMD2 llave n0 adVerse ef．fect on tlle

deVelopment of br0、Ⅳn plantllopper．

2 The e骶ct of t憎nsgenic c秒1Ab rice on yeast-Hke endosymbiote in abdomen fat

。

body of brown planthOpper．

The quanti哆V撕e哆of yeast—like endosymbiote of brown plaJl也opper shows

t11at tlle m蛐ber of yeast-like endosymbiote in f．emale is descendent but aSceIlding in

male aRer feed on廿le tmsgeIlic咧1 Ab rice．See fbm tlle generations，me n啪ber

of yeast-like endosymbiote in f．emale or male，there is no prominent dif诧rence自om

the firSt t0 me fifm gener撕on aRer feed on KMDl，but have veD，prominent

difjf旨ence aRer feed on KMD2 aIld Xiushui l 1．HoweVer，tlle quantity varie够current

of yeaLst·like endosymbiote of brown planthopper feed on KMD 1 a11d KMD2矗re s锄e

wim the bm、vn pl锄thopper feed on Xiushui 1l，therefore tr觚sgenic rice KMD 1 and

KMD2 have no adVerse e仃ect on the yeast—like endosynlbiote ofbroWn planthopper．

3 The eflfect of transgenic c，)，l Ab rice on the diversi留of intestinal microbial

communi够in the brown planthopper by Biolog method．

The diVersity of intestinal microbi甜communit)，in the br0、vn planmopper，
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Ⅳf蛔粥m口纪Zzq罗凇bet、Ⅳeen fed on tmsgenic们，1 Ab rice(1<MDl and l(MD2)and

on tlle non—traIlsgeIlic coI灯ol(Xiushui 11)waS compared uSing Biolog—Eco memod．

7111e laborato巧results Showed tllat the diVersity indexes iIlcluding ShaI】1110n index，

Simpson indeX锄d McIntosh index of ttle intestin址microbial colll】m咖j够in U1e

brown planmoppers fed onⅪ“D1趾dⅪ、，ID2 from nlc firSt t0 jfi觚gen∞ation were

not significandy dif王．erent蠹．0m mose fed on the contr01．In contmst，tlle aVerage、粑ll

color development(AWCD)of me inte妣试microbial com础m时iIl‰brown

p1觚thoppers fed on KMD 1 w嬲m破edly higher tll趾that fed on eitller KMD2 or t11e

Cont．r01．As to也e jcield test，tlle result w勰almost aS the s锄e as恤t oftlle l a：boratory

teSts．Ill conclusio巩it is suggeSted that ef|Fects ofⅪⅥD1 alldⅪⅥD2 on tlle diVers时

of the iIltestin甜mic∞Kal community of non-target iIlseCt pe瓯Ⅳf红P删纽ZMg口，翁
were not sigIlificantly negatiVe．

Key words：TraIlsgellic rice；c秒l Ab；Ⅳf切聊Ⅶ胁，昭P瑚S谯l；DⅣel叩ment；

YeaSt-like endosymbiote；Biolog；Intestinal mi啪bial；DiVersit)r；AVerage well color

deVelopment
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前 言

随着现代生物工程技术的迅猛发展，使得多种生物获得了来自其它生物或人

工合成基因所编码的能促进优质高产、抵抗病虫害等生物灾害和非生物逆境等的

优良性状。1983年世界首例转基因植物培育成功，标志着人类用转基因技术改

良农作物的开始。1986年转基因农作物获得批准进入田间试验，1994年第一例

转基因作物在美国获得批准商业化种植。此后，全球转基因作物应用取得了突飞

猛进的发展。

2002年全球转基因作物种植面积达到5870万公顷，较1996年约170万公

顷猛增了35倍，我国2002年转基因作物种植面积达到210万公顷。2007年植

转基因作物的国家增加到23个，其中包括12个发展中国家和11个工业化国家，

超过全球65亿人口的一半(55％，即36亿)的人口生活在这23个国家，这23个

国家种植了超过世界种植总面积(15亿公顷)一半的转基因作物。2007年，全

球转基因作物种植面积增长率达12％，即增加1230万公顷(3000万英亩)，达到

1．143亿公顷(2．824亿英亩)．转基因作物的种植面积以67倍的空前速度增长，

成为近代历史上发展最快的作物技术(J锄es，2007)．2007年，英国Cropnosis咨

询公司评估转基因作物的全球市场为69亿美元，占2007年422亿美元的全球作

物保护市场的16％，以及2007年全球商业种子市场340亿美元的20％．从1996

年转基因作物首次商业化以来的11年期间累计的全球市场估计为424亿美元，

预计2008年全球转基因作物市场大约为75亿美元(J锄es，2007)。

水稻是世界上最重要的粮食作物之一，是地球上近30亿人口的主要食物来

源，它大约提供全世界能量消费的23％，在一些国家水稻提供的食物能量可以

占到60％(Khush，2003)。中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％。然而，水稻病虫害的发生严重影响了

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。为有效控制水稻螟虫为害，并减少化学杀虫剂使用量，自20世纪

90年代以来，国内外已有多个研究组开展了转基因抗虫水稻的研究工作，并在

转Bt基因水稻培育方面取得了较大进展(Bellnett gf a，．，1997；叶恭银等，1998)，

获得了不少抗虫效果好的籼稻，粳稻和杂交稻株／品系(Hi曲甜口，．，2004)，而且有



些已进入了田间中试(Tu甜口，．，2000；shu ef口，．，2000；Ye Pf讲．，2001a；b；2003)．转

Bt基因水稻的培育成功为水稻增产带来了可能，其商业化前景十分广阔．

目前，就转Bt基因抗虫植物对非靶标生物影响的研究主要以该非靶标生物

在农田中的丰富度、农业生态系统中的经济价值、室内研究的可操作性及可能出

现风险概率大小为出发点，进而选择恰当、合适的非靶标生物作为研究对象，分

析Bt抗虫植物的生态风险(O’CallaghaIl甜口，．，2005)。褐飞虱在亚洲是一类重要

的水稻害虫，它在为害水稻的同时，也是一些植物病毒(如水稻草丛矮缩病和齿

叶矮缩病)的传播媒介(叶恭银等，2006)，对水稻生产造成的损失往往比螟虫更为

严重(Dale，1994)。近20年来，褐飞虱在很多地区的爆发频率有所上升．虽然

SchoeIlly(2003)认为，Bt水稻在田间条件下不可能影响原有的天敌害虫对飞虱和

叶蝉等非靶标植食性害虫的生防控制作用(schoeIlly，2003)。但他的结论是由Bt

药剂对水稻的喷雾实验得来的，而不是直接来源于种植Bt水稻品系的田块。因

此，就不同Bt水稻品系对非靶标害虫飞虱种群的影响作具体的评价显得十分必

要．

本论文就转叫lAb基因抗虫粳稻在室内及大田条件下，从个体到种群水平，

对非靶标重要害虫褐飞虱的生长发育进行了初步评价．检测了转c砂1Ab基因抗

虫粳稻对褐飞虱生长发育的影响，定量检测了转咧1Ab基因抗虫粳稻对非靶标

害虫褐飞虱脂肪体类酵母共生菌的影响，运用Biolog方法定性检测了抗虫转

咧1Ab水稻对褐飞虱肠道微生物多样性的影响。为转基因水稻对非靶标生物的

安全性评价提供了依据旨在为转基因水稻的成功商业化及推广提供科学依据，推

动转基因产业在我国农业上的发展。
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第一章转Bt基因抗虫水稻的安全性评价

随着世界入口的不断增长，持续提高粮食产量显得更为迫切．减少病、虫害

的损失是增加产量的重要途径．长期以来，农作物害虫防治依赖于合成化学杀虫

剂，尽管它们全球的销售量每年高达10亿美元以上，但仍未根本控制害虫的为

害，还严重污染了环境，食物链和水资源．因此，减少杀虫剂使用量，发展现代

植物保护技术，已成为可持续发展农业中必须正视的课题之一．植物基因工程克

服了传统育种受基因资源限制的缺陷，自1983年第一例转基因植物问世以来，

转基因技术的应用取得飞速的发展。目前，已有一批转基因作物被成功应用到农

业生产之中．
’

从1996年转基因作物第一次商业化以来，在转基因作物商业化的第一个12

年(1996～2007)中，由于能得到持续稳定的收益，农民种植转基因作物量逐年增

加。2007年，全球转基因作物种植面积增长率达12％，即增加1230万公顷(3000

万英亩)，达到1．143亿公顷(2．824亿英亩)．2007年，种植转基因作物的国家增

加到23个，其中包括12个发展中国家和11个工业化国家，超过全球65亿人口

的一半(55％，即36亿)的人口生活在这23个国家，这23个国家种植了超过世

界种植总面积15亿公顷的一半的转基因作物。转基因作物的种植面积以67倍的

空前速度增长，成为近代历史上发展最快的作物技术(J锄eS，2007)．转基因作物

的高种植率反映在其稳定的良好表现，并且为发展中国家和工业化国家都带来了

显著的经济、环境、健康和社会效益．

转基因作物带来了增产和减少农药使用量等显而易见的好处，结合以害虫抗

性治理策略，其在农业上将会得到可持续性的利用。但是关于转基因作物利益与

风险的争论，在世界的许多地方限制了这个技术的普及程度。

1转Bt基因抗虫水稻的研究概况

1。1水稻

水稻是世界上最重要的粮食作物之一，是地球上近30亿人口的主要食物来



源，它大约提供全世界能量消费的23％，在一些国家水稻提供的食物能量可以

占到60％(Khush，2003)．水稻的生产遍及除南极以外的各大洲．中国是世界上最

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％．

水稻是中国第一大粮食作物，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％，2000年，水稻播

种面积29962千公顷，占粮食播种面积的27．6％，稻谷产量18791万吨，占粮食

产量的40．7％．同时，中国是世界上水稻栽培历史最悠久的国家，据浙江余姚河

姆渡发掘考证，早在六七千年以前这里就已种植水稻，比泰国还早千余年。

然而，水稻病虫尤其是害虫如二化螟C矗ffos聊陀船口凰、三化螟＆咖砌fg口
扬cP砌伽和稻纵卷叶螟C门印Jlz咖册c括所P访刀口船等的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．近年来，我国稻螟虫(主要是二化螟、三化螟和大螟)爆发成灾，年发生面积

1500万hIn2以上，防治代价约50亿元，残虫仍造成产量损失达3．1％左右，直

接经济损失达64．5亿元，总经济损失115亿元左右(盛承发等，2003)．

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提供了条件。

转基因水稻是将Bt中的杀虫蛋白(砒讲淞历咿咖咖埘捃)通过转基因技术转移到
水稻体中，使水稻具抗虫性能。目前，国内外已有多个研究组相继开展转Bt基

因抗虫水稻的培育(RameSh甜口Z，2004；Chen，甜甜．，2005；Melllo Pf口j．，2005)，已有

多家实验室成功培育出转Bt基因抗虫水稻，并在室内和田间对它们的抗虫效果

进行了初步的评价(HuaIlg ef口，．，2005)．中国有世界上规模最大的转基因水稻计

划，专一防治螟虫和水稻白叶枯病的转基因水稻，在大规模田间试验之后，目前

正有待商业化种植的正式批准．CcAP的黄季娓博士估计转基因水稻平均增加产

量2‰6％，每公顷杀虫剂用量可减少近80％，即17千克。转基因水稻商业化种

植每年能给中国带来40亿美元的效益，这将有助于提高可持续发展农业的环境

效益，以及缓解资源匮乏的小农户的贫困(J锄es，2007)。但是Bt水稻与其它任何

一种害虫防治方法一样，只要它能降低害虫的种群，它势必将对整个生物群落产

生某些影响，Bt水稻对环境、生物群落的影响有了一些报道，但总体水平仍处

在初级阶段．



1．1 Bt妞aciHuS tAuringiensi自

Bt是一种需氧的、可以运动的、革兰氏阳性菌，它形成于孢子内壁，能够

产生对鳞翅目、双翅目‘、鞘翅目幼虫有毒的多种晶体杀虫蛋白．Bt最初是由

Ishiwata在日本分离出来的，是由Berliner于1915年正式描述的(siegel，2000)．

Bt的杀虫活性来源于内毒素，包括孢子形成期形成的杀虫晶体蛋白(Cry蛋白)和

孢子形成前形成的营养期杀虫蛋白Ⅳips)．在大部分Bt中，不同形式的杀虫晶体

其晶体蛋白的结合形式是不同的，并且，不同的杀虫晶体蛋白对不同的昆虫有毒

性。现在已有100多种Bt毒素基因被克隆并测序出来，为转基因植物表达毒素

蛋白或者叶面敷施Bt毒素蛋白提供了条件。1995年，EPA已经注册了182种

Bt产品，但是，直到1999年Bt制剂的总销售量还不到所有杀虫剂总销售量的2

％(Shelton甜口7．，2002)。虽然Bt已经是一种很好的生物类杀虫剂，不仅能够控制

作物害虫，提高作物产量，而且比较环保，不会像化学类药剂那样污染环境。然

而，近年来，人们越来越担心转基因粮食对人类的安全性以及Bt杀虫蛋白对生

态的影响．Bt转基因植物是否会对其周围的植物产生影响?Bt转基因植物对其

食入者的影响又有多大?



下表所列为Bt作物发展上的大事件．

Milestones in nIe deVelopment of Bt crop(Hi曲甜讲．，2004)．

1 98 1 FiI。St(：ry gene cloned and sequenced；

1984·1999 Irlception ofThe Rockefeller Foundation’s Intemational IUce

Biotec_hn0109y Pro伊锄；

l 985 TraIlsf．omation of plallts w汕c秽genes；
‘

1 986 First field tests of plants transf．0nned wiul c砂genes iIl tlle USA and Fr锄ce；

1988 First field仃ials of Bt cotcon in the USA；

l 993 First published report ofj印onica rice tr觚sfomed、)l，itll c砂gene；

1 994 Op朗i119 of containment铲eenhouSe at Int唧atioml慰ce Research Institute，

The Pllilippines，for grow山of仃趾sgellic pl锄ts；

1 995 First published q)ort of indica rice仃a11sf．orIIled嘶nl cDr gene；

1996 First gr0诵ng SeaLsonby伽mers ofBt I诚ze，Bt co钍on aIld Bt p喇o；
1997 First gro晰ng seaSon by伽mers ofBt cotton in Qlina；

1997 Field trials ofBt co们n be西n in India；

1998一l 999 Field tests of Bt rice begin in China；

1 999 First published report of rice traIlsf．o栅ed witll铆o cry genes；．

2001 Field teSts ofBt rice begin in India S．K．Rain如perS．commun；

2002 FirSt gra诵ng seaS0n by缸mers ofBt c甜0n in Ind试

2004 FjrSt comme右ali2|ed Bt rice jn Iran．

2转基因水稻生态安全性评价研究进展

1998年苏格兰Ibwer研究所的科学家A．Pusz—taj在一部电视记录片中宣布

他的一个试验结果：用转GNA(雪花莲凝集素)基因的土豆喂养老鼠10d后，老鼠

器官生长异常，体重和器官重量减轻，免疫系统受损。此消息一经披露立即引起

轩然大波。英国皇家学会经过认真评审，1999年5月作出了Pusz—tai的试验有6

条缺陷的结论，认为研究者所见到的情况很可能是老鼠在节食状态下形成的。该

事件以Pusztai提前从Rower研究所退休而告终。

稻田生物群落是一个以水稻为中心，多种害虫、天敌及中性昆虫参与的复合
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网络系统．Bt基因水稻的应用，对靶标害虫的控制作用的加强，人为地改变了这

个食物网或链上的某些链节，有可能导致稻田生物群落内的食物网络关系如天敌

群落结构的变化，转Bt基因水稻将对稻田生态系统(包括稻田生境和廊道生境)

的生物群落(天敌，害虫与土壤生物群落等)与生物多样性、迁移规律、生物种群

组成与结构、生物量及系统功能等产生什么样的影响，对环境的潜在风险有多大，

目前还没有系统详细的研究报告．

Bt水稻在室内和田间条件下都能有效地控制鳞翅目害虫，减少农药使用量并

提高水稻产量，但是，目前Bt水稻并没有在世界范围内广泛地商业化，其中一个

最主要的原因是：在稻田生态系统中，Bt水稻是否会对其非靶标害虫及其非靶标

害虫的天敌有影响(chen Pf以，2007)。Bemal(2002)发现取食Bt水稻的褐飞虱能够

吸收Bt杀虫蛋白，并且其天敌昆虫黑肩绿盲蝽中也发现Bt杀虫蛋白的存在(BerIlal

er口，．，2002。Chen等(2005)也报道了相似的结果，Bt水稻田中，褐飞虱及其天敌

拟水狼蛛体内也含有Bt杀虫蛋白(Chen甜口，．，2005)．在Bt水稻商业化之前，我们

需要对其环境生态风险作出评估。

2．1转基因水稻食品的安全性评价

转基因食品的安全性是转基因作物安全性的最主要争论问题。从20世纪90

年代开始，一些国际组织和国家就致力于制订转基因食品的安全评价条例。1993

年经合组织(OECD)在“现代生物技术安全性评价：概念和原则”的报告中提出

了“实质等同性”的概念，即转基因食品是否与目前市场上销售的传统食品具有

实质等同性。

B口cfZ，淞历舸f俘e珊西作为一种生物杀虫剂来使用已经有100多年了(Nester．，

Pf口，．，2002)。据美国国家环保局(EPA)报道，目前还没有发现已注册生产的及作

物对人体有任何毒性或者过敏作用(Mendelsohn甜讲．，2003)。就重组DNA或是蛋

白质在高等动物消化道内的消化情况进行调查发现，消化道内基本检测不到任何

完整的重组DNA或者蛋白质的存在。Wang等用含c秒1Ab基因的KMDl和亲本的

xiushuil 1面粉饲喂老鼠，当Bt水稻面粉用量达649每千克体重时(即Bt水稻面粉

占小鼠食物总组分的64％)，小鼠每天摄入Bt毒素的最大量为123“g每千克体重，

研究结果表明并没有对小鼠产生毒性，并且小鼠的行为、体重和取食的频率也没



有什么异常(WaIlg甜口，．，2002)。同样用KMDl和Xiushui 1 1两个水稻品种，Mmenc

Scl哟der等做了KMDl对wi咖老鼠的影响，其中，KMDl水稻的Bt毒素含量为

15而g／l(g，wistar老鼠平均每天的Bt毒素取食量为0．54mg每千克体重，研究结果

表明，在wi姗老鼠的行为和取食方面，KMDl水稻并没有对其产生不利的影响
(Malene ScI哟der甜口，．，2007)．虽然这两个实验都表明KMDl水稻对老鼠没有毒

性或者不利影响，但是并不能说明转基因水稻就是安全的，如果想说明这一点还

需要更确切的证据．Malene Sch囝der分别对KMDl和xiushui 11进行成分分析，

发现两者的蛋白、脂肪和矿物质含量有显著差异，而在w觚g等报道中，l洲Dl

和xiuShui 11在成分含量上并没有显著差异。另外，Wu等比较Bt水稻及其非转基

因母本水稻种子的主要营养成分和生理生化特性时发现，除了在未碾稻谷中发现

有少量咧1Ab蛋白外，KMD(Bt粳稻品系)与对照xiushui 11，B6(Bt籼稻品系)和

对照嘉早935问的粗蛋白、脂肪，游离氨基酸和总灰分及矿物质元素等主要营养

指标均无明显差异．此外，有趣的是在煮熟的稻米中并没有检测到杀虫蛋白(wll，

甜讲．，2003)。Malene Scl哟der最后注释，其检测出ⅪvIDl和Xiushui 1l在成分上

有差异性可能是因为生物差异而不是因为转基因的原因，这一点还有待于田间试

验来证明，并且，这个田间实验需要在最佳的水稻生长季节进行，同时需要对各

水稻品种进行随机分组设计．

2．2生物安全性隐患问题

2．2．1基因飘移

咖水稻起源于亚洲，存在两个常见种铆孤玎咖和翻聊r卿唧玎．这
两种水稻和栽培品种D聊s口ff阳(L．)具有相同基因型，在自然条件下相互间可以
进行杂交。此外，在亚洲还有很多杂草化水稻、杂交品种和野生稻均由D，zf阳阳．

D．，．z咖DgD行和D．s口ffw衍生而来(Hi曲Pf耐．，2004)。并不是所有的水稻植株都与

其邻近的野生型水稻同时开花，即使同时开花的话，异型杂交发生的可能性也很

低。在中国湖南省的一项研究发现，水稻与D"fv口阳的最大杂交比率为3％(Song甜

口Z．，2003)．一般水稻都是进行白花授粉的，品种问发生杂交的比率非常之低．在

西班牙的一项研究发现，转基因品种与常规品种间发生杂交的比率为0．05％一

O．53％(Messeguer，2003)。然而，当大面积种植转基因水稻，且存在野生水稻，
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转基因还是可以通过杂交途径转移到非转基因品种的。目前正在考虑一些新的技

术，如限制花粉的育性和种子萌发率，这在转基因水稻与非转基因水稻即使花期

相遇的时候，可以减少发生杂交的频率。就转基因水稻能否通过杂交转移至野生

型水稻或非转基因水稻品种中，并进行传播，则应该遵循个案原则进行具体的评

价(陈茂，2005)．

2．2．2对生物多样性的影响

Bt作物的重要特性就是cu杀虫蛋白对非靶标生物基本没有明显的影响

(Mendelsohn耵口，．，2003)．由室内或是田间对Bt玉米、Bt棉和Bt马铃薯的研究结

果可知，其对有益的节肢动物和非靶标害虫基本无毒害作用(Dale甜口7．，2002；O’

Call础觚甜口Z．，2005)。此外，虽然Bt杀虫蛋白可以在土壤中保持活性达数月之久，

但转B堪因抗虫植物对土壤生物群落，如蚯蚓、弹尾虫及其它普通土壤微生物均

无显著负面影响(O’CallaghaIl甜a，．，2005)。关于Bt水稻的研究也提供了类似的结

果。刘志诚等(2002)在一些小规模田间试验中发现，Bt水稻和非Bt水稻田间5种常

见蜘蛛的种群密度没有明显的差异．当然，在Bt水稻环境释放前，还应该进行大

规模的田间检测．国际水稻所采用Bt喷雾实验去模拟Bt水稻的作用，以控制食叶

型害虫，并就其对稻田节肢动物的影响做了评价，结果发现，对非靶标植食性昆

虫的生物防治作用没有产生任何不利影响(Sclloenly，K．G．甜讲．，2003)．刘志诚等

(2004)就Bt水稻和化学杀虫剂对稻田节肢动物群落的影响进行了比较，发现，Bt

稻田的节肢动物功能团及其优势度，各功能团内科组成及其优势度分布，功能团

内个体数量的时间动态及物种丰富度、多样性指数、均匀性指数等参数，在多数

情况下与对照常规水稻相比，均无显著差异。但化防田的功能团优势度等群落特

征指标与非化防对照田块相比，有时具有明显甚至显著的差异．可见，Bt水稻田

对稻田节肢动物群落的影响明显弱于化学杀虫剂。所以，Bt水稻的引入，因为导

致杀虫剂使用量减少，可能会增强稻田内生物防治的能力，而不是降低(陈茂，

20051。

2．2．3抗虫基因的沉默

外源基因沉默(gene silencing)或基因失活(gene inactivation)现象是指表达的

外源基因由于受到各种因素的影响，在转基因植株的当代或后代中受到了抑制．



早在80年代，Peerbolte等(1986)就发现根瘤农杆菌T．DNA上的基因在转基因烟草

中发生甲基化而使表达受到抑制(Pee而olte甜口，．，1986)．近年来，有大量文献报

道，包括转Bt基因水稻在内，转基因植物中外援基因的沉默是较为普遍的现象。

一般认为基因沉默有三种情况：位置效应的基因沉默、转录水平的基因沉默和转

录后水平的基因沉默。外援基因的沉默与转基因在受体植物中甲基化状况、导入

的拷贝数、插入受体植物染色体位点及是否与受体植物中有同源基因有关．对于

基因沉默，可通过筛选单拷贝转基因个体，构建细胞基质结合区(m撕x anacllIllent

fegion，删载体，以及采用特殊功能的启动子和增强子等方法来有效地防止外
源基因沉默。

2．2．4抗性产生及治理

Bt水稻防治的靶标昆虫主要是鳞翅日幼虫，如二化螟、三化螟和稻纵卷叶螟。

Bt水稻与其它许多虫害防治技术一样，害虫可以演变对转Bt水稻品种的抗性从而

限制Bt水稻对害虫的有效抗性。目前，Bt的抗性治理仍然是一个很严峻的问题。

延缓害虫对Bt作物的抗性发展，一个被广泛认同的策略是“避难所”．在美

国，Bt棉、Bt玉米、Bt马铃薯上都实施过这种策略。避难所由种植非Bt植物的田

块或Bt田块内的非Bt植物构成，用来维持对Bt敏感的昆虫种群。大量的对Bt敏感

型昆虫可在避难所植物中生存，以保证与Bt植物上生存的少量对Bt有抗性的昆虫

交配，交配后产生的后代取食高剂量的Bt植物时便不能存活(Cohen甜口j．，2000a)。

现在争论的焦点是，需要的避难所的面积应该多大，或者是足够大的避难所对

Bt作物的种植者和消费者来说他们从经济上是否能接受(shelton，2002)。避难所

的空间排列最好依赖于害虫的生物学特性．田内混合型避难所对可在水稻生长期

间相互扩散的昆虫来说不是最好的避难所形式，因为一些害虫同时可以取食Bt

和非Bt水稻，这样会稀释Bt水稻内杀虫蛋白的浓度(Gould，1998)。

另一种延缓害虫对Bt水稻产生抗性的办法是“高剂量”策略，即只释放含双

价素且都是高剂量表达的Bt水稻品种。如Zhao等(2001；2002；2003)以专Bt抗虫花

椰菜和小菜蛾为材料，通过温室罩笼实验证明了转双价抗虫基因作物和避难所措

施对延缓害虫抗性发展具有显著作用。如果很少有害虫能在只含一种高剂量Bt

毒素的转基因植物上生存，那么将有更少的害虫可以在含两种高剂量毒素的植物

上存活。目前已有loo多种Bt毒素基因被克隆并测序。这些毒素的氨基酸序列和



一些生化特性有很大差异．一些组合在一起的2个Bt毒素之间并不需要非常相似，

因一个基因的单方面突变会表现出对2种毒素的交互抗性．

3转基因水稻的前景

Bt水稻的引入可以带来农药使用量的减少、产量增加及节省劳力等好处，这

对环境质量及农民和消费者的身体健康都是十分有益的。如Huang等(2005)报道，

转基因抗虫水稻与常规水稻相比，可以减少80％的农药使用量，大大减少了农户

因用药而造成的各种健康伤害，水稻产量也较常规品种提高了6—9％。同时，Bt

水稻对毒枝菌素的防治也具备一定的积极作用(陈茂，2005)．

一项技术，无论新的还是旧的，都会存在争议和风险性．生物技术被认为是

继工业与计算机革命之后的第三大技术革命，现已成为公众的一个主要话题．虽

然EPA还没有证据说明在美国种植的转基因作物对环境和人类健康有任何伤害，

但也建议需要设计可信的生态实验研究。注册转基因作物，EPA要求提供转基因

作物对关键害虫、害虫天敌和非靶标生物的毒物学研究，并且提供重要信息以供

长期研究群落之用，以便于评价Bt技术的潜在影响。总体而言，Bt作物对环境、

生物群落的影响虽已有一些报道，但尚属初级阶段。Bt水稻更是如此，就其生态

安全性评价工作，还需长期、科学地检测，以确保科学、安全地利用Bt水稻为农

业可持续发展提供新思路，为人类造福(陈茂，2005)。stewart&meaton在他们的
文章中说到：现在并没有证据说明目前美国制造出的转基因作物产品对环境或人

类健康有害。但他们仍然建议设计更可信的生态学实验，不仅是为了规则的要求，

也为了明确在商品化之后的监测中需要哪些参数。如果过去我们更多地注意将农

业生物技术与生态研究结合起来，也许今天的公众对转基因作物的态度也完全不

同。

转基因作物的未来是令人鼓舞的。转基因作物种植国家的数量、转基因作物

种类、转基因性状以及种植面积计划都将在商业化的第二个10年之间翻番。在亚

洲的许多国家对转基因作物的研究发展都是很迅速的，光是在中国就有100多个

实验室致力于改良作物质量和产量的研究。在中国已经有几项成功的Bt水稻的田

问试验，但政府并没有允许Bt水稻商业化。加入世贸组织后，中国Bt水稻的商业

化更显得遥遥无期。基于转基因产品潜在安全的不确定性，各国政府都加强对转

9



基因产品进行管理·我国也颁布了相应的条例，并且规定，在中国地区进．口或销

售转基因产品都必须注明标签，Bt作物种子的生产和商业管理也必须要与省的或

地方的种子条例相一致．

10



第二章褐飞虱脂肪体共生茵及肠道微生物研究进展

褐飞虱(Ⅳf却口嗍幻，呼淞s伍1)是我国及东南亚地区许多水稻生产国的主要

害虫，不仅通过直接取食造成严重减产，而且作为植物病毒的介体造成间接危害

(李汝铎等，1996)。近年来随着亚洲各国农业生产的发展，在品种、栽培制度及

耕作技术上发生了深刻的变化，褐飞虱发生有逐年增加的趋势。利用抗性基因培

育和推广抗性品种是综合治理褐飞虱的优先策略(、Ⅳu甜口，．，1986)，但由于褐飞

虱对水稻抗性品种有很强的适应能力，长期连续种植抗性水稻品种易使褐飞虱产

生新的致害性，这对抗性水稻品种的选育和推广构成了严重的威胁(吕仲贤等，

1999)．对稻田生态系统而言，Bt水稻的引入是否会引起褐飞虱种群发生新的变

化值得深入探讨．国内的大量研究主要集中在水稻品种对褐飞虱的抗性、生物型

监测和致害性变异等方面。有研究表明，刺吸危害的同翅目昆虫，如蚜虫、飞虱、

叶蝉等，体内普遍存在内共生菌，为寄主昆虫提供生长发育所需的脂类化合物

(胆固醇)，维生素和必需氨基酸，它们与寄主长期共存、互惠互利、协同进化

(Baumalln甜口7．，1995)．共生细菌为蚜虫提供营养物质和适应新寄主植物所需的代

谢酶是蚜虫生物型形成的主要原因(C锄p．bell，1990)．在豌豆蚜彳删∞i
p』lzD印括“所对新寄主植物的适应过程中，共生菌遗传基因的易变性使其遗传背景

容易发生变化或突变，导致蚜虫很快形成新的生物型(Isllikaw如1986)．近年来，

昆虫体内共生菌的研究越来越引起国内外的重视。本章对近些年来国内外有关褐

飞虱脂肪体共生菌的研究情况进行概括，以期引起更多的学者关注褐飞虱体内的

这种微生态现象。

1褐飞虱脂肪体共生菌研究进展

昆虫与微生物的共生是一种普遍存在的现象，与昆虫共生的微生物从形态学

或生活史上可大致分为三大类：细菌、酵母和立克次氏体。共生茵(symbiotes)是

昆虫体内与昆虫在进化过程中长期共生的微生物，它在寄主的生长、繁殖过程中

起着十分重要的作用(Leonardo甜口，，2003)．共生微生物总是与特定的汁液取食紧

密联系的，作为刺吸危害水稻汁液的主要害虫之一，褐飞虱体内也存在共生菌，

即通常所讲的类酵母共生菌(yeamlike symbionts，YLs)，属于子囊菌亚门



(Ascomycotina)核菌纲(P)代nomycetes)的假丝酵母属(C锄dida)，存在于腹部脂肪

体内，以卵母细胞垂直传递的方式传给子代(chen，1981)．有关褐飞虱共生菌的

研究，国外早在20世纪60年代就有报道，国内进入80年代才开始陆续报道这方面

的试验结果．

1．1褐飞虱脂肪体共生菌的存在部位、形态及数量研究

国外早在20世纪60年代就有有关褐飞虱体内酵母类共生菌的形态描述，

Hook&Gri衔th(1980)观察还发现，酵母类共生菌在寄主褐飞虱腹部脂肪体细胞

中形成其特有的器官一一茵胞(Mycetocyte)。Cheng&Hou(2001)还证实了褐飞虱

雌成虫腹部脂肪体内菌胞的存在，并结合电镜观察得出菌胞已经成为了寄主体内

特有的细胞器，参与了酵母类共生菌在寄主褐飞虱世代问的传递过程．

研究发现，褐飞虱雌成虫的腹部脂肪体中存在大量类酵母共生菌，而头部和

胸部均未发现酵母类共生菌的存在，显微镜下还观察到大量菌胞存在于虫体腹部

的脂肪体中(陈法军等，2006”．褐飞虱体内的共生菌聚集在腹部脂肪体细胞中以

出芽进行无性繁殖，以顶端芽殖为主，还有两端芽殖和侧面芽殖，褐飞虱脂肪体

共生菌通过卵母细胞垂直传递的方式直接传给子代。褐飞虱体内有多种形态的酵

母类共生菌(chen，1981)。其中，长梭形的个体最多，杆状类型其次，卵形酵母

类共生菌较少，而球状个体更少见，此外，显微镜下还观察到一些不规则类型的

共生菌，如具假膈梭状类型和具假膈不规则个体(陈法军等，2006；Cheng&Hou，

1996)．在光学显徼镜观察中发现，交配后雌成虫的受精囊和获得的精包中并无

共生菌的存在(cheng&Hou 2001)。由此可推断，褐飞虱的雄虫并没有参与世代

间体内共生茵的卵巢垂直传递过程(陈法军等，2005)。

褐飞虱生长发育的各个阶段都与其体内共生菌息息相关，而共生菌的种群数

量随着寄主的发育而不断增加。在产卵前，褐飞虱母体内共生菌的数量最多，产

卵后母体内共生菌数量开始下降。其中，5龄若虫期共生菌的数量激增，增幅占

整个若虫期的50％以上．雄虫体内的共生菌数量在5龄若虫期最多，而在5龄若

虫期和成虫期，雌虫体内共生菌的数量均显著多于雄虫(NodaH，1974；1977)。



1．2共生茵在寄主体内的侵染过程

光学和电子显微镜观察显示(Chen甜口Z．，1981；Cheng and Hou．，1996；2001)，

共生茵在褐飞虱体内的侵染过程可分为4个阶段：

1．2．1脂肪体内增殖阶段
一 7：

褐飞虱生长发育的各个阶段都与其体内共生茵紧密相关，共生菌的种群数

量随着寄主的发育而不断增加，产卵前褐飞虱母体内共生菌的数量最多，产卵后

共生菌数量开始下降。有研究表明，2~4龄若虫期共生菌的增殖缓慢，进入5龄后

共生菌数量急剧增加，其增幅占整个若虫期的50％以上，故5龄若虫期是共生菌

增长的关键虫期(吕仲贤，2001b)。

1．2．2茵胞释放和合胞体胞外分泌

显微镜观察发现，稻飞虱羽化为成虫72h后，部分共生菌开始脱离菌胞进入

合胞体，并通过合胞体的胞外分泌作用(eXocVtosis)而进入血腔；96h后，随着合

胞体的发育完全，更多的共生菌进入血腔(cheng and Hou．，2001)。褐飞虱的卵属

于端滋式，共生菌的侵染发生在卵巢管的生殖区(即原卵区)(陈法军等，2005>。

1．2．3卵巢侵染阶段

共生菌由亲代经卵巢传给正在发育的卵或胚胎，这一过程称作卵巢侵染。进

入血腔的共生菌，一部分在随血淋巴流经卵巢管柄(pedicel)的上皮鞘(印i舭lial

plug)时被滤胞细胞(follicle cells泡被，并通过细胞内吞作用(endocytosis)进入卵

原母细胞(Hook and Grimtll．，1980)。

1．2．4卵内发育阶段

进入卵原母细胞的共生茵在卵的后端聚集，随着卵黄的沉积，形成共生球

(symbiotic ball)；共生球以一层膜状结构与卵黄分离，松散地分散共生球内，且

成为胚胎发育过程中腹部的一部分(Cheng and Hou．，1996；2001)．至卵孵化这段

时间内，褐飞虱体内共生菌不断增殖(吕件贤，2001b)。



1．3雌、雄褐飞虱体内共生菌的差异

共生菌在褐飞虱卵巢内垂直传递的过程中，雌：雄性个体作用不同。其中，

雌虫占主导地位，而雄虫并未参与(cheng and Hou．，2001)。由此推测，共生菌在

雌、雄寄主体内的作用不同．已有的研究报道大都是有关飞虱雌虫体内的，而共

生菌在雄虫寄主发育过程中的功能、侵染途径等未见报道。在雌虫中，共生菌存

在于腹部脂肪体中(Chen甜甜．，1981；Cheng aIld Hou．，1996；2001)。从长期进化的

角度看，腹部脂肪体距离生殖系统近，有利于寄主世代间的卵巢垂直传递，两者

都能获得利益。雄虫并不参与共生菌在寄主世代间的传递过程，也就没有必要如

雌虫那样仅在腹部脂肪体内存在共生茵，在头、胸部的脂肪体也可能存在共生菌

(陈法军等，2005)。但是，至今仍然缺乏有关共生菌在雄性褐飞虱体内的分布和

侵染的研究报道。

1．4褐飞虱脂肪体共生菌在寄主生长发育中的作用

通过长期的协同进化，共生菌的遗传背景已经与寄主褐飞虱母体的基本相

同，在褐飞虱生长发育和繁殖过程中起着十分重要的作用(Noda甜口，．，1977)。其

功能主要表现为以下几个方面：

(1)共生菌对褐飞虱的影响首先表现为延缓发育、降低生长速率和繁殖力(吕

仲贤，2001b)。经高温处理的褐飞虱产的卵共生茵含量非常低，并且不能孵化(Lee

a11d Hou'1987)．取食抗性品种(1I也6、Mudgo和ASD7)后，褐飞虱体内共生菌数

量的显著下降，是影响褐飞虱生长发育的重要原因之一(吕仲贤等，2001)。

(2)共生菌参与了褐飞虱胚胎发育和胚后发育所需蛋白质的合成，并对胚胎

腹节分化具有促进作用，从而在寄主系统发育中起着重要作用(Lee Pf讲．，1987)。

明显的例证包括，灰飞虱所产卵都带有共生菌，褐飞虱卵母细胞的成熟与共生菌

的侵染密切相关(chen，1981a)，而热处理后卵内共生菌的数量变少，且不能孵化

(Lee，1987)。由此不难推测，共生菌的卵巢侵染过程是影响褐飞虱繁殖的关键因

子之一．

(3)共生菌能将寄主体内废弃的氮进行脱毒和再循环(Sasal(i口，口，．，1996)。还

能提高寄主对固醇类物质的利用，并合成寄主所必需的氨基酸(傅强等，2001)。

研究发现，当取食的氨基酸量变少时，褐飞虱体内的尿酸含量显著下降，并可在



体内检测分离得到尿酸酶，必需氨基酸如苏氨酸、组氨酸、异亮氨酸、苯丙氨酸

及精氨酸等含量与正常饲养的试虫在同一水平，甚至高于后者，虫体仍能正常生

长．而在热处理或用抗生素处理后的缺菌虫体内无法观察到相应的现象，虫体生

长也受到了严重影响(Hongoh甜讲．，1997)．这是关于共生茵在其寄主营养利用和

新陈代谢方面的重要认识。

(4)共生茵在褐飞虱致害性变异过程中可能发挥重要作用。通过长期的协同

进化，共生菌的遗传特性与母体的基本相同(Noda甜讲．，1977)。然而，在寄主适

应抗性品种的过程中，其遗传背景可能发生变化或突变，以适应褐飞虱对寄主植

物营养物质的吸收和利用，形成新的致害性种群。褐飞虱生物型I和田间种群

(生物型I，Ⅱ，IⅡ和MilldaIlao型)在缺失共生菌和正常情况下取食感虫品种TNl

后，若虫的生长发育出现明显分化，即生物型I的若虫历期和存活率的变化明显

小于田问种群，说明生物型工体内共生菌的特性稳定，遗传背景已经发生变化且

与TNI的营养特性相适应，在缺乏数量的情况下仍能发挥作用；而田间种群则不

同， 它们是不同致害性褐飞虱个体组成的混合体，其体内共生菌的遗传成分复

杂，故而使缺乏共生菌的褐飞虱在TNl上的存活率显著低于正常褐飞虱(吕仲贤

等，2001b)．

1．5外界环境胁迫对褐飞虱脂肪体共生茵的影响

1．5．1高温

Chen等曾报道高温处理褐飞虱初孵若虫可以明显降低试虫体内的共生酵母

菌数量．经卵期高温(35℃)处理的试虫与对照试虫共生菌数量的差距主要表现在

若虫期，成虫期二者的差异明显缩小，主要原因可能是处理试虫有较长的若虫期

(比对照长8天)，羽化时共生菌种群数量得以发展到较高的水平；而且，羽化初

期处理试虫共生菌数量继续增长，而对照试虫趋于减少(至少单位体重的共生茵

含量是如此)，雄虫尤为明显(Chen，1981；傅强等，2001)。

1．5．2杀虫剂

杀虫剂处理后，褐飞虱短翅雌成虫体内共生菌数量有所降低，杀虫剂种类、

浓度及处理时间的不同，对褐飞虱共生菌数量有不同的影响，共生茵的数量与褐



飞虱接触杀虫剂的时间长短有关，在杀虫剂处理的叶片上取食的时间越长，共生

菌数量越低(徐红星等，2000)。

1．5．3氮元素

氮元素含量高会提高若虫成活率．降低若虫历期．增加雌成虫的体重，提高

产卵量、延长雌成虫寿命、并且大大提高孵化率，即是说如果某块水稻田的氮营

养长期丰富的话，褐飞虱便会更容易适应这儿的环境(Lu“讲．，2004)．水稻田氮

元素充足可以提高褐飞虱的抗逆能力，可以提高褐飞虱对高温，饥饿、杀虫剂的

抵抗能力(Lu甜讲，，2005)．

氨基酸对褐飞虱体内的类酵母共生菌数量也有一定影响．高温处理过的缺菌

褐飞虱在多数缺失氨基酸饲料上饲养后共生菌数量明显高于全组分对照饲料上

的处理试虫，缺失必需氨基酸较缺失非必需氨基酸的影响大．

另外，抗性水稻品种与褐飞虱互作会导致虫体内类酵母共生菌的形态变小、

数量减少(陈法军等，2006)；抗生素能显著抑制共生菌的数量；不同地里种群和

致害性的褐飞虱体内共生茵也会有所不同(吕仲贤等，200la)．

1．6研究褐飞虱脂肪体共生菌的意义

近年来，对褐飞虱共生菌的研究越来越引起国内外的重视。多年来，由于抗

虫水稻品种的大面积推广以及农药的大量使用，国内田间褐飞虱种群的抗药性明

显上升．“抑菌防虫”可能有效解决这一问题。所谓“抑茵防虫力就是通过外源

物质抑制褐飞虱体内共生菌来达到褐飞虱的防治目的(陈列忠，2006)。如前文所

述，褐飞虱对抗虫性水稻品种的适应以及对杀虫剂抗药性的产生和迅速发展，共

生菌起到了至关重要的作用。抑制褐飞虱体内的共生菌不但可直接或间接的达到

控制褐飞虱的目的，而且还可有效提高目前杀虫剂的防治效果，延缓褐飞虱抗药

性的发展，实现“抑茵防虫”，对褐飞虱防治具有重要意义。因此，通过“抑茵

防虫” 对提高目前杀虫剂的防治效果、延缓褐飞虱抗药性的产生、延长目前杀

虫剂的使用寿命具有重要意义．

TI．eseder研究指出共生菌以其短的生活史及其与寄主密切的营养共生关系使

其对寄主所处环境变化的反应更敏感、适应更迅捷(Treseder甜讲．，2004)。在褐飞

虱对抗性水稻品种互作过程中其体内的类酵母共生茵的个体发育变小和数量减

16



少等情况下必然减弱“褐飞虱一共生菌”这一营养共生关系，进而导致寄主昆虫

对抗性水稻品种致害性(适应性)的降低．当然，通过长期的继代取食，褐飞虱体

内共生菌可能产生变异或者适应品种的共生菌占优势．当体内共生菌的数量回

升，达到稳定之后，“褐飞虱一类酵母共生菌”这一营养共生体又恢复功能，新

的致害性种群形成．这都表明褐飞虱体内共生菌与褐飞虱对抗性水稻品种的致害

性差异间可能存在着极为密切的关系。

我国大陆地区，褐飞虱体内共生菌的研究起步较晚，进人20世纪90年代才陆

续开展，且该领域研究是结合抗性品种水稻防治褐飞虱危害的研究开展的(吕仲

贤等，2000)。以往的研究已经证明类酵母菌在褐飞虱对水稻营养物质的吸收和利

用过程中起着重要作用，褐飞虱种群对抗性水稻品种的致害性变化往往伴随着体

内共生菌的变化(张志涛等，1997；吕仲贤等，2001)．为此，我们开展褐飞虱在与

不同抗性水稻品种(KMDl、KMD2和Xiushui 11)互作过程中对共生菌影响的研

究，以期为深入研究褐飞虱致害性变异与共生菌的关系提供科学依据。

2昆虫肠道微生物的研究进展

大多数昆虫消化道中存在活性很强的原核生物，这些微生物可以促进营养的

吸收，降解环境毒素，或者在昆虫的生活史中起着其它重要的作用。共生微生物

也可能在氮循环中起重要作用，已经证明白蚁的后肠内有三种细菌，它们可以在

厌氧条件下将尿酸降解成发酵产物，包括氨水(PotrikuS觚d BrezIlal【，1977)。已经

证明蟑螂中的细胞内细菌共生体可以将储存的尿酸转化成有价值的含氮化合物

(cocImm，1985)．大多数农业害虫是昆虫，因此，研究昆虫一微生物的交互作用

是对农业害虫的生物防治是很有意义的。

动物的肠道中存在微生物群落是一种很普遍的现象，在哺乳动物种，这种肠

道微生物与寄主的共生关系已经得到了广泛研究，包括人类在内(Kimiko甜讲．，

2006)。通过对鱼类的研究发现，肠道细菌跟寄主的营养和消化有关系，这与对

哺乳动物的研究是一致的(Sug池Pf口，．，1997)．

目前，国内外对昆虫肠道微生物的研究还鲜见报道，这方面的研究主要是针对白

蚁和蟑螂，集中在肠道细菌营养贡献方面的研究。基因组分析对肠道微生物的研

究提供了新的方法，并将会揭示昆虫与它体内的微生物群系之间联系的分子学基



础(R．J．Dillon锄d VM．Dillom 2004)。迄今，对褐飞虱肠道微生物的研究还未见诸

报导，基于此，我们开展了褐飞虱与克螟稻互作过程中肠道微生物的功能多样性，

看褐飞虱与克螟稻互作过程中肠道微生物多样性是否会有变化，以此反应Bt杀虫

蛋白对褐飞虱肠道微生物是否产生影响．



第三章转咧1Ab抗虫粳稻对褐飞虱发育历期的影响

为有效、安金地控懿二他螟chilo s啪他ssc【lts、三化螟sci憎0phdgn incerttllQs

和稻纵卷叶螟c聆印乃口勋伽c砌mP锄口凰等危害，近10多年来国内外在抗虫转基

因水稻培育研究方面已取得了较大的进展，业已获得了不少抗性强的籼稻、粳稻

或杂交稻品系，有的已经进入田间试验(Tu甜以，2000；Y．e甜口，．，2001a；Hi曲甜以，

2004)或生产性实验。但是这些品系能否商业化应用，还取决于其环境生态安全

性和食品安全性系统评价的结论。就环境生态安全性评价来说主要包括其对生态

系统中生物群落稳定性，尤其是对天敌和非靶标害虫种群发生规律的胁迫程度。

迄今，有关Bt水稻对非靶标生物影响的研究尚不多，主要探讨了Bt水稻对褐飞

虱Ⅳf匈粥M幻啦妒珊的生存、取食、生长发育，产卵行为及田问扩散规律的影

响(Bemal甜讲．，2002；陈茂等，2003a，2003b，2004)，抗虫转缈lAb基因籼稻对白

背飞虱生长发育、产卵行为及生殖力的影响(谭红等，2006)，对褐飞虱捕食性天

敌黑肩绿盲蝽0wD砌加淞，如娥pP刀聆西(Be皿al甜讲．，2002)和拟水狼蛛Pj，．口，口

s“幼加口ffc淞(刘志诚等，2003a)捕食或生长发育的影响，以及Bt杀虫蛋白在水稻一

褐飞虱一拟水狼蛛食物链中的转移与富集(陈茂等，2005)。本章从继代饲养的水

平上就转咧1Ab基因粳稻及对照xiushui 11对其非靶标害虫褐飞虱发育历期和

死亡率的影响进行了研究，以评判转咧lAb基因粳稻的种植在有效控制螟虫等

靶标害虫的同时是否潜在有引起褐飞虱危害加重的风险，分析褐飞虱在抗虫转基

因水稻田中发生与危害的可能趋势．

1材料与方法

1．1供试水稻与供试昆虫

供试水稻：供试Bt水稻为处于R15代的2个粳稻纯合品系，即l删D1和

KMD2。这2个品系源于2个独立的粕代转化株，均含有叫1Ab基因和玉米

Ubiquitin启动子(Cheng甜口，．，1998)，且在田间对靶标害虫二化螟C矗ffo

s醴印旭s鲫，话， 三化螟＆fp叩向昭a f玎cP，．mfos和稻纵卷叶螟锄印办D，Dcmc话

加P旃，z口泌表现高抗(Ye Pf aj．，2001，2003)。对照为其非转基因亲本品种XiuShui 11。



供试水稻材料均于大试管(R：3cm，L：25cm)内水培，放置于控温控光的智能人工气

候箱内培养，其中培养条件为：温度28℃±l℃、光周期L：D14：10h、光照60

％、光强度1200肛14000 L嵝、湿度75±5％(下同)，并于10日龄三叶期时选择

同等粗细大小的稻株供试验用。

供试昆虫：供试原始代褐飞虱取自本试验室在杂交水稻(中浙优1号)上连续

饲养的实验种群。试验开始后分别置苗龄为60天左右的l湖D1、l洲D2和

xiusM 11上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(明：暗)14 h：10 h、光强度3500~4000 Lux、湿度70±5％．分别于

第1、5、10代测其发育历期。

水培营养液(Yoshida甜讲．，1976)：

储备液1 NH4N03：91．69／L；caCl2：88．69／L
’

储备液2 NaH2PO·2H20：40．39／L；K2S04：71．49／L

储备液3 MgS04·7H20：3249／L

微量元素储备Mncl2·4H20：1．59／L；H3803(硼酸)：o．9349／L

液 CuS04．5H20：0．0319／L；(NH4)6M07024．4H20(七钼酸氨)：

O．0749／L

ZnS04．7H20：O．0359／L；FeCl3．6H20：7．79／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1

升。

配方 储备液1：1．25m1／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。

1．2第一代发育历期的测定

将KMDl，KMD2和Xiushui 11的产卵苗放入大玻璃试管中水培，接入怀卵

原始代褐飞虱，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。初孵若虫用于以下实验。

将选择好的供试KMDl，KMD2和Xiushui 1 l水稻苗分别移入装有适量培养

液的大玻璃试管中．每玻管移人1株稻株， 分别接人初孵若虫l头(孵化12h



以内)，置智能人工气候箱内饲养．每隔12h观察、记录若虫的存活与蜕皮情况，

并及时更换新鲜的稻株和培养液，重复30次。

1．3第五代发育历期的测定

将l洲Dl，KMD2和Xiushui 11的产卵苗放入大玻璃试管中水培，接入于克

螟稻上继代饲养的第四代怀卵褐飞虱，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。以下操作同1．2．

1．4第十代发育历期的测定

将KMDl，KMD2和xiuShuill的产卵苗放入大玻璃试管中水培，接入于克

螟稻上继代饲养的第九代怀卵褐飞虱，用纱布封口，放入人工气候箱内培养。三

天后，将产卵后的褐飞虱吸出．以下操作同1．2．

2结果与分析

2．1同一代间发育历期的比较

单从每一代中KMDl和KMD2对褐飞虱发育历期的影响来看，结果如图3．1

和图3．2所示．对雌性褐飞虱来讲，第一代中二龄、五龄和全期的发育时间有差

异，其中从若虫全期看，取食抗虫粳稻KMDl和KMD2的褐飞虱比取食XiuShui

11的褐飞虱发育历期长，KMDl相对于Xiushui 11差异不显著，KMD2相对于

Xiushui 11差异显著．第五代中，一龄、四龄、五龄和全期的发育时间都有差异，

其中从若虫全期看，取食Xiushuill的褐飞虱要比取食抗虫粳稻l洲Dl和KMD2

的发育历期显著地延长。第十代中，三龄、五龄和若虫全期的发育时间有差异，

并且都是取食ⅪⅥDl的褐飞虱要比取食KMD2和对照Xiushui 11的发育历期显

著地延长，而取食l㈨D2和取食对照xiushui 11的褐飞虱的发育时间并无显著

差异．对雄性褐飞虱来讲，第一代中取食抗虫粳稻KMDl、KMD2和Xiushui 1l

的褐飞虱各个龄期的发育时间均无显著差异。第五代中，三龄、四龄，五龄和若

虫全期的发育时间三者之间都有差异，其中取食XiuShui 11的飞虱比取食KMD2

的发育时间显著地延长．第十代中，从若虫全期看，取食KMDl的飞虱发育时



间要比取食Xiushui 11和KMD2的时间长，取食xiushuill和KMD2的飞虱之

间发育时间无显著差异。

2．2不同代间发育历期的比较

纵向地从继代饲养代数对褐飞虱发育的影响来看，结果如图3．3和图3．4所示。

取食KMDl的飞虱，从若虫全期看，第五代和第十代雌虫的发育时间要显著地比

第一代长，雄虫的发育时间第十代要显著地比第一代和第五代长．取食舯2的
飞虱，无论雌虫或者雄虫，不同的代别间对褐飞虱的发育时间并无显著影响。取

食xiushui 1l的飞虱，无论雌虫或者雄虫，其中第五代的发育时间要显著地比第

一代和第十代长，而第一代和第十代间无显著不同，关于这一点，笔者认为有可

能是实验误差引起。



第一代
口

第五代

第十代

础蚵_I-|

韫。萄由

a

一龄 二龄 三龄 四龄 五龄 全期

龄期lnstao

reslstance，compared with the non·transgenic cont r01(Xiushui

23

M

¨

眩

m

8

6

4

2

0

a工

一

a工

一
a●■曲童

b工

一

a工

一

8

6

4

2

O

8

6

4

2

0

一p)Uo焉』nQ骤尽怔越

6

4

2

O

8

6

4

2

0

吲较№啮

●rP

r『I

1I肌甜：善

i，

】，

V历蟾孙嚣跏发北M

上k

K

—w

d

⋯们
{吾

幽

盯m岫姗加

X

m眯照曲；8对盼冲和吖m

D．。

g㈨?愀和删叽阴∞舱№m曲

K

郇∽稻州．甥粳{；“虫m峋搬唧叭在至、矽贴岫脚溷如M
一1■

，钔‰董．性砣叩雌m岬J引岫

3

昏¨

图H

M



16

14

12

外
“

第一代
■KMDl口KMD2口Xiush

16『 第五代
14 L

12

10

4

0

14

12

蜢．曲菌

6

4

2

0

第十代
a

b
工 C

工

。b b

抑_m
二龄 四龄 五龄 全期

龄期InStar
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Fig．3．2 The male nymph deVelopmental duration of each instar and whole stage of the brown

planthopper’Ⅳff(妒臼，‘V臼，口^倡g，?s Stal on rice genotypes(KMDl and KMD2)with insect
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with insect resistance，compared with the non—transgenic control(Xiushui 1 1)．
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3讨论

综合2．1和2．2的分析，结果表明，纵向地从继代饲养代数对褐飞虱发育的

影响来看，取食KMD2的飞虱一代，五代与十代间其发育历期无显著差异，而

取食KMDl的飞虱其发育时间由一代到十代有所延长，其中雌虫五代和十代间

无显著差异，雄虫_代和五代问无显著差异；横向地从基因型上来看，排除第五

代中取食Xiushui ll的飞虱发育时间显著延长的特异现象，取食KMD2的飞虱

相对于取食xiushui 11的飞虱其发育历期无显著差异，第十代中，取食KMDl

的飞虱相对于取食Xiushui 11的其发育时间显著地长一些。

综合起来看，笔者认为，褐飞虱以转咧lAb基因抗虫粳稻品系lⅢD1和KMD2

为食时，其雌、雄若虫发育总历期与取食对照xiushlli ll的飞虱之间无显著性差

异，转咧lAb基因抗虫粳稻品系KMDl和KMD2对褐飞虱的发育无不利影响．

这与转SCK+cD，认c双基因抗虫水稻品系MsA和MsB对褐飞虱和白背飞虱若虫

发育总历期均无显著影响(傅强等，2003)的结果一致，也与Bemal等报道的5

种含不同Bt基因或启动子的转基因抗虫水稻品系对褐飞虱若虫发育无显著影响

的结果相符(Ben谢Pf讲．，2002)．至于取食KMDl的飞虱其发育时间显著地长这

一点，有可能与褐飞虱在KMDl上的取食量少，不能为其生长发育提供足够的

营养有关(陈茂，2005)．然而，谭红等的研究表明，白背飞虱以转crylAb基因抗

虫籼稻品系B1和B6为食时，其雌、雄若虫发育总历期均显著长于对照，证明

Bl和B6似不利于白背飞虱的发育(谭红等，2006)．究其原因，可能与供试水稻

品系亲本本身抗虫性，及其所含有的抗虫基因和启动子类型、外源基因插人位置

等有关(谭红等，2006)．



第四章转c秒lAb抗虫粳稻对褐飞虱脂肪体共生菌的影响

近年来，抗虫转Bt基因作物对其非靶标生物的影响业已成为人们关注的生

物安全焦点之一(Poppy，2000)。褐飞虱属同翅目飞虱科(DelphaCi妇e)，是我国及

东南亚诸多水稻生产国重要害虫之一．褐飞虱腹部脂肪体中存在类酵母共生菌，

其在褐飞虱生长发育和繁殖过程中起着十分重要的作用(Noda酣讲．，1977)。我国

大陆地区，褐飞虱体内共生菌的研究起步较晚，进人20世纪90年代才陆续开展，

且该领域研究是结合抗性品种水稻防治褐飞虱危害的研究开展的(吕仲贤等，

2000)。以往的研究已经证明类酵母菌在褐飞虱对水稻营养物质的吸收和利用过

程中起着重要作用，褐飞虱种群对抗性水稻品种的致害性变化往往伴随着体内共

生菌的变化(张志涛等，1997；吕仲贤等，2001)。为此，本章开展褐飞虱在与不

同抗性水稻品种(KMDl、KMD2)及对照xi州11互作过程中对共生菌影响的
研究，以期为深入研究褐飞虱致害性变异与共生菌的关系提供科学依据。

1材料与方法

1．1供试水稻

供试Bt水稻为处于R15代的2个粳稻纯合品系，即KMDl和KMD2。这

2个品系源于2个独立的‰代转化株，均采用农杆菌介导法获得，均含有咧1Ab

基因和玉米Ubiquitin启动子(Cheng甜口，．，1998)，对照为其非转基因亲本品种

Xiushui 11。供试水稻材料均播种于防虫网室内，并于30日龄左右移栽，供室内

试验用。

1．2供试昆虫

供试原始代褐飞虱取自本试验室在杂交水稻(中浙优1号)上连续饲养的实验

种群。试验开始后分别置苗龄为60天左右的KMDl、KMD2和Xiushui 11上于

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(明：

暗)14 h：10 h、光强度350叫ooO LuX、湿度70±5％。



1．3样品采集

继代饲养期间，于KMDl，KMD2和xiushui 11饲养的褐飞虱，分别于第1

至5代的每一代各随机取羽化24h内的雌雄成虫各50头供实验用。

1．4样品制备与褐飞虱脂肪体共生菌计数

样品每10头设为一个重复，雌雄各设5个重复。将每个重复置于1．5ml离心管

中，1／10 OoO电子天平称重以计算虫体重，然后回置于1．5ml离心管中，研磨，

研磨充分后，加lmlO．8％生理盐水稀释。混匀，10×40倍显微镜下观察稀释液，

血细胞记数板刻度不清晰，鉴于此，进一步做如下处理：稀释液离心(3000 r／min)

8lIlin，弃上清(镜检无共生菌)，加1mL0．8％的生理盐水震荡混匀后再次离心，

弃上清(镜检无共生菌)，再加lmL0．8％的生理盐水震荡混匀，吸取6此匀浆液于

血球计数板上，在lO×40倍显微镜下观察，血细胞记数板刻度变得清晰，通过5

点取样法观察共生菌数量，重复5次．

每一代样品都做如上处理。用原始代褐飞虱做一个对照处理，步骤同上。

1．5数据分析

计数所用血球计数板为25格×16格规格，每毫升类酵母共生菌数(u)计算公式

如下(方法参照：IaIl Freshney，2004)

U(类酵母共生菌数／m1)=(80小格内酵母细胞个数／80)×400×104

类酵母共生菌数／克虫体重=U／每个重复中10头虫的重量

数据分析采用8．50版DPS试验统计分析软件进行分析(唐启义和冯明光，

20071。

2结果与分析

2．1褐飞虱类酵母共生菌数量变化趋势

褐飞虱于转咧1Ab基因抗虫粳稻上继代饲养后，褐飞虱脂肪体内类酵母共

生菌数量变化趋势如图2．1所示(共生菌数量数据取常用对数)。于转c砂lAb基因



抗虫粳稻上继代饲养后，相对于原始代褐飞虱来讲，雌成虫体内类酵母共生菌数

量下降，而雄成虫体内类酵母共生茵数量总体呈上升趋势．相对于l洲D2和

xiushui ll，KMDl对褐飞虱脂肪体内类酵母共生菌数量的影响较平缓。
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原始代 一代 二代 三代 四代 五代

二

图4．1褐飞虱类酵母共生菌数量变化趋势

F毽4．1 Qu锄t时V撕啊of yeaSt-1ike endoSymbiote ofbmwn

planthopp％朋五弘删口m，z秽瑚．

2．2转咧lAb粳稻对褐飞虱雌成虫脂肪体共生菌数量的影响

统计数据显示，本实验中雌，雄成虫体内脂肪体类酵母共生菌数量上相差一

个数量级，有极显著性差异的．由表4．1得知，横向的从水稻基因型上看，第一

代、第二代和第三代中，p值>0．05，KMDl、KMD2及Xiushui 11分别对褐飞虱

脂肪体共生茵数量的影响之间是无显著性差异的，且第一代、第二代中取食

KMDl和KMD2的飞虱体内共生菌的数量相对于取食xiushui 11的飞虱是有所
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升高的，而第四代和第五代中KMDl，KMD2及xiushui 11分别对褐飞虱脂肪体

共生茵数量的影响之间有显著性差异的(p值<O．05)，且取食l州Dl和KMD2的

飞虱体内共生茵的数量相对于取食XiuShui 11的飞虱显著性升高；纵向的从褐飞

虱继代饲养代别上看，KMDl从一代到五代对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响无

显著性差异(p值>0．05)，而lmD2和xiuShlli 1l从一代到五代对褐飞虱脂肪体共

生菌数量的影响有极显著性差异(p值<O．01)．
-’’

表4．1转哪lAb基因抗虫粳稻对褐飞虱雌成虫脂肪体类酵母共生茵的影响

T．able 4．1 E行ect of觚1sgellic rice 0n q啪t时ofyeaSt·like明dosymbiote iIl female brown

plaJlthopper'^厂f矗咎l口九硷f口，缸g窖，翁．

注：表中数据为平均值土标准差．Dunc孤氏多重比较结果表明，同一行或同一列中具同小

写字母的数据间差异分别未达显著(尸<0．05)水平．表4．2同之．
N0te：The da岫Showed in廿le table were me锄趾S．E．Me觚s of the姐me gene妙pc rice in

diff．erent generation inⅡle s锄e VerticaI row f01lowed by the di仃．er∞t lOwerca∞letter were

s咖ific锄tly di髓rent(尸<o．05)by Dunc卸’s multiple舢g teSt，S0雒the means of di髓rent

genetype rice in the s锄e horizontal row．The s锄e with ta_ble 5．2．

2．3转哪lAb粳稻对褐飞虱雄成虫脂肪体共生菌数量的影响

由表4．2得知，横向的从水稻基因型上看，第一代和第三代中，KMDl、KMD2

及xiushui 11分别对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响之间无显著性差异的，而第

二代、第四代和第五代中，KMDl、KMD2及xiuShui 11分别对褐飞虱脂肪体共

生菌数量的影响之间有显著性差异的，其中第四代差异极显著(p值<O．01)．其中

第四代和第五代中，取食KMDl和KMD2的飞虱体内共生菌的数量相对于取食

Xiushuill的飞虱显著性升高，这与雌性褐飞虱的结论是一致的；纵向的从褐飞

虱继代饲养代别上看，KMDl从一代到五代对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响无



显著性差异，而KMD2和Xiushui 11从一代到五代对褐飞虱脂肪体共生菌数量

的影响有极显著性差异，这与对褐飞虱雌成虫的影响是一致的．

表4．2转哪lAb基因抗虫粳稻对褐飞虱雄成虫类酵母类酵母共生苗的影响

Table 2．2 E骶ct oft啪sgenic rice 0n qmnt时ofyeaSt—like endo驰biote in male br0Wn

pl卸thoppeT，Ⅳf脚树Ⅷ纪f昭P凇．

第1代(Fi删
第2代(Second)

第3代(删)
第4代(For岫

第5代∞蛳
Dunc锄检验泸值)

7．959士O．0708ab

7．965士O．0966 a_b

7．857士0．0595a_bc

7．902士0．1 46ab

7．985士O．030ab

>0．05

7．91 5士0．0763ab >0．05

7．675士O．348cd <O．05

7．869士0．1 82abc >0．05

7．394士O．141f<O．01

7．774士0．1 75bcd<O．05

<O．01

3讨论

水稻抗虫品种的利用是水稻害虫综合治理重要策略之一，尤其是在用于治理

水稻重要害虫稻飞虱(如褐飞虱和白背飞虱)方面已发挥了很好的作用。随着以稻

螟虫等鳞翅目害虫为靶标的抗虫转基因水稻的问世，如何使获得的抗虫转基因水

稻材料至少仍保留其亲本原有的对非靶标害虫如稻飞虱的抗性是颇为重要的。考

虑到褐飞虱脂肪体类酵母共生菌在褐飞虱生长发育中的重要作用，及时的为转基

因水稻对褐飞虱脂肪体共生菌的影响作出评价显得尤为必要。

本章结果表明，从褐飞虱脂肪体内类酵母共生菌数量变化趋势上看，于转

叫1Ab基因抗虫粳稻上继代饲养后，相对于原始代褐飞虱来讲，雌成虫体内类

酵母共生菌数量下降，而雄成虫体内类酵母共生茵数量总体呈上升趋势，这可能

是因为雌成虫取食量多，雄成虫取食量少，进入新的环境后雄成虫取食量更少，

而雌成虫体内共生菌数量基数大，雄成虫体内共生菌数量基数小，因此雄成虫需

要更多的共生菌为其提供氮源，提高其对固醇类物质的利用(SaSaki甜口Z．，1996)，

并合成寄主所必需的氨基酸(傅强等，2001)，以提高虫体的生长发育能力．其中

取食KMD2和xiushui ll的褐飞虱体内共生菌数量变化比较一致，且变化比较
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剧烈，这可能与飞虱突然转移到一个新的环境，需要适应过程有关；而取食KMDl

的褐飞虱脂肪体内类酵母共生菌数量变化较平缓。这可能与相对于lmD2和

xiushlli 1l褐飞虱在KMDl排泄蜜露量少或取食量少有关(陈茂，2005)，具体的

机理问题目前尚不清楚，有待进一步研究．

转叫lAb基因抗虫粳稻对褐飞虱成虫脂肪体类酵母共生菌的影响显示，不

论雌虫还是雄虫，第一代和第三代中，KMDl、l蝴D2及xiuShui 11分别对褐飞

虱脂肪体共生菌数量的影响之间是无显著性差异的(p>0．05)，而第四代和第五代

中KMDl、KMD2及xiushui 11分别对褐飞虱脂肪体共生茵数量的影响之间是有

显著性差异的，且从一代到五代的过程中，相对于取食xiushuill的飞虱来讲，

取食KMDl和KMD2的飞虱体内共生茵数量总体上呈现先升高、后降低、再升

高的趋势。这可能是因为，l洲D1和KMD2不利于飞虱的取食，而褐飞虱脂肪

体共生菌在其寄主营养利用和新陈代谢方面有重要作用，因此取食KMDl和

KMD2的飞虱需要多一些的共生菌为其提供营养并促进代谢。而由于第二代是褐

飞虱适应抗性水稻的关键代，第二代和第三代的共生菌数量便呈现减少的现象。

这与已有的研究结果不太一致，已有研究证明水稻品种抗性对褐飞虱体内共生菌

的数量有明显影响，如取食抗性水稻品种(Mudgo含印办J『抗虱基因和AsD7含

印触抗虱基因)后共生菌数量急剧减少(吕仲贤等，2001)，连续取食抗性水稻品种

(Il也6和IR36，II匕6含印JizJ抗虱基因，IR36含印加抗虱基因)二三个世代后，

褐飞虱体内共生菌的数量均显著降低(陈法军等，2006)。这应该是因为抗性水稻

品种Mudgo、ASD7、II毪6和II妈6中含有抗虱基因，而KMDl和KMD2中不含

抗虱基因。

另外，从褐飞虱继代饲养代别上看，不论雌虫还是雄虫，KMDl从一代到五

代对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响无显著性差异，而KMD2和Xiushui 11从

一代到五代对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响有极显著性差异。笔者认为，这可

能与相对于l刚D2和xiushui 11褐飞虱在KMDl排泄蜜露量少或取食量少有关

(陈茂，2005)，具体的缘由机理还有待进一步研究．

总体来讲，于转基因水稻(KMDl和KMD2)上继代饲养后褐飞虱体内的脂肪

体共生菌数量相对于对照非转基因Xiushui 11上继代饲养的褐飞虱并无显著不

同，转基因水稻KMDl和KMD2对褐飞虱脂肪体共生菌并无不利影响．



第五章Biolog检测转c秒lAb抗虫粳稻对褐飞虱肠道微生物

多样性的影响

20世纪90年代以来，为了有效控制水稻螟虫的为害国内外有不少单位相继

开展并成功获得了一些抗虫转Bt基因水稻(Bt水稻)种质或品系(Hi曲甜讲．，

2004)，其中我国有几个Bt水稻材料已进入生产性试验阶段，显示了良好的应用

前景(H啪g甜讲．，2008；w撕g and JollllSton，2007)。同时，就Bt水稻的对非靶标

节肢动物和土壤微生物等的影响、基因漂移、靶标害虫抗性等生态安全性(chen甜

口7．，2006)与食用安全性(wang aIld JollIlSton，2007)等相继也作了不同程度的评价

研究。就对非靶标害虫影响的评价，多关注于对其生物学与生态学特性的影响，

而没有关注对其体内肠道微生物的影响。其实，这种潜在的影响也是很受关注的

(Joh锄aIld w她kemagel，2004；Nielsen and To、Ⅳnsend，2004)。然而，除有关抗除

草剂油菜外源基因通过花粉水平转移至意大利蜜蜂彳p缸聊P刀咖阳、熊蜂BD珑6埘

纪，．旭s护妇和壁蜂cbm胁6七D朋括肠道细菌的探讨外(Mollr aIld Tebbe，2007)，迄今

尚乏对其他昆虫影响的报道，更乏有关Bt水稻的研究。为此，我们利用Biolog．Eco

方法研究了Bt水稻对其非靶标害虫褐飞虱Ⅳf切卯v口细，烀船的肠道微生物的影

响，以探明Bt水稻是否会对其体内肠道微生物的活性及其多样性产生影响，进

而为全面评价Bt水稻生态安全性提供信息参考。

1材料与方法

1．1供试水稻

供试Bt水稻为处于R15代的2个粳稻纯合品系，即KMDl和l洲D2。这

2个品系源于2个独立的Ib代转化株，均含有c∥1Ab基因和玉米Ubiquitin启动

子(Cheng Pf口，．，1998)，对照为其非转基因亲本品种xiushui 1l。供试水稻材料均

播种于防虫网室内，并于30日龄左右移栽，供室内试验用。



1．2室内试验

供试原始代褐飞虱取自本试验室在杂交水稻(中浙优1号)上连续饲养的实验

种群。试验开始后分别置苗龄为60天左右的l洲D1、KMD2和Xiushui ll上于

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(明：

暗)14 h：10 h、光强度350叫ooo LuX、湿度70±5％。试验期间，分别于l蝴D1，

l刚D2和Ⅺushlli 11种群第l、3、5代随机取羽化后72h的雌成虫供作肠道微生

物分析用。

1．3田间试验

在浙江大学实验农场同一田块中设置3个小区，各小区分别于2007年7月

25日单本插种(面积)KMDl、KMD2和对照XillsI“11，其中对照置于2个Bt

水稻品系小区间．小区面积为333．3 In2，小区间设有1．5 m的隔离田埂。整个生

育期肥水管理按常规操作，但不施任何化学农药。在褐飞虱盛发的9月，分别于

10日、20日和30日自各小区采集褐飞虱雌成虫．每小区每次随机3点取样，每

样品取50头雌成虫，供肠道微生物检测。

f．4取样与Biolo垂检测

随机取羽化72小时后的雌成虫50头，置．20℃迅速冻死，75％酒精体表消

毒3 min，再用0．8％生理盐水清洗。尔后，在无菌状态下解剖并取出肠道，以

0．8％生理盐水清洗，并收集至1．5 m¨肖毒的Eppendorf离心管中，加O．8％生理

盐水200 pL，研磨匀浆，定容至5 ml。最后，加样到Biolog—Eco微平板(Biolog InC．，

Hayward，CA)上，每孔加120 pL，每样一板(包括三个重复)，将Biolog板置于

30℃恒温箱中培养，4 h后用Biolog读数仪(Biolog，Inc．，Hayward，CA)读数一次，

此次读数设为初始值，然后每隔24 h读数一次，连续一周。具体参照claSSen等

(ClaSsen“口，．，2003)。

1．5数据统计分析

微生物代谢活性用每孔平均颜色变化率AwCD(Average well color



development)表示，计算方法如下：

AwcD=匹似一缸)】／31

其中：A为每个碳源孔590 nm下的吸光度值减去750 m下的吸光度值；

AcK为对照孔的吸光度值．

利用各样品培养96 h的数据，计算其微生物群落多样性有关指数，即sh黜lon

指数(奶、simpson指数(1／功、McIntosh指数(∽。计算方法参照Ma目mn(Magurr峨

1988)如下：

H’=一∑p，·lnp，

D；y咝堡二!12
-(Ⅳ(Ⅳ一1)) ，

u=√(∑％2)
其中：

只为第i孔的相对吸光值与整个平板相对吸光值总和的比率

％是第i孔的相对吸光值；

Ⅳ是相对吸光值总和。

数据分析采用8．50版DPS试验统计分析软件(唐启义，冯明光，2007)进行分

析。

2结果与分析

2．1褐飞虱肠道微生物利用碳源的动力学特征

室内试验结果如图1．不论Bt水稻品系KMDl／l(MD2，还是对照，其反映

肠道微生物利用碳源量的重要指标AwCD均随培养时间延长而呈逐渐增大的趋

势，其中72 h前增长较迅速，此后渐趋于平稳。综合继代饲养的5代的结果可

知，以KMDl为食的褐飞虱肠道微生物AwCD明显高于KMD2和对照，说明

其肠道微生物利用碳源的能力相对较强。相比之下，以KMD2为食的第l，3代

褐飞虱肠道微生物AwCD在培养72 h后明显低于对照，说明利用利用碳源的能

力相对较弱
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图5．1 m水稻和对照上室内不同世代褐飞虱肠道微生物群落AwcD的动力学

Fig．5．1 Kinetics of aVerage welJ c010r deVelopmem(AWCD)ofthe inteStinal microbial

c响mun埘ofthe brown pIanthopper'M埤树v口幻，略P凇fe(I on Bt rice(1(MDl锄d

KMD2)and its non一仃ansgenic con仃0l(Xiushuil 1)劬m the 1 st t0 5th genemtion under

laborato巧conditions．

田间试验结果如图2。不论Bt水稻品系KMDl／l洲D2，还是对照，其肠道微生

物AwCD均随培养时间延长而呈逐渐增大的趋势与室内结果相似。综合3次调

查结果可知，以l训D1为食的褐飞虱肠道微生物A、ⅣCD明显高于KMD2和对
照，而KMD2和对照间差异不明显。
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图5．2 Bt水稻和对照上田间褐飞虱肠道微生物群落AwcD的动力学

Fig．5．2 Kinet．cs ofaveIIage well c010r deVelopmem(AWCD)ofthe inteStinal microbial

community of the bro、vIl pl锄thopper’M蛔姗仳砌Z蹭P瑚f酣on Bt rice(1i0ⅥD 1卸d

KMD2)a11d itS non．t啪sgenic control(Xiushui 11)under field condit{ons

2．2褐飞虱肠道微生物多样性指数分析

室内继代试验结果如表1．褐飞虱在室内于Bt水稻(KMDl依MD2)上继代饲

养1、3，5代后，其肠道微生物群落的Sh锄on和Simpson指数与对照相比均无
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显著差异。就McIlltosh指数而言，Bt水稻(KMDl啪2)与对照相比则无极显
著差异。可见，Bt水稻对褐飞虱肠道微生物群落的物种丰富度、最常见物种的

优势度和均匀度无明显的影响。

田间调查结果如表2．Bt水稻(KMDl瓜MD2)对褐飞虱肠道微生物群落影响

的结果与室内试验相仿，即对物种丰富度、最常见物种的优势度和均匀度无明显

的影响．

表s．1 Bt水稻和对照上室内不同世代褐飞虱肠道微生物群落的多样性指数

T．able 5．1 DiVerSi锣indices ofthe intestinal microbial commun时ofthe bfown plmoppeL
^7如阳r馏幻魄研s fed 0n Bt rice(KMDl彻d l(MD2)and砥non-仃鲫sgenic con昀l(XiuShui 11)

f珀m the l St to 5th generatiOn under ldborato巧conditiorIs

注：表中数据为平均值±标准差．Dunc柚氏多重比较结果表明，同列中具同一大、小写字

母的数据间差异分别未达极显著伊<o．01)和显著(P<0．05)水平．表5．2同之．

N0te：The date showed in the table were means士S．E．Me锄s ofthe s锄e index ofdi仃．erent rice in

different generation followed by the di矗'erent 10werc弱e 0r c印i伽ization letter'were Ve口

significaIltly di舵rent(P<0．01)or sigIlificamly di仃erellt妒<0．05)by Dunc觚’s multiple

rau唱自眵t．The same winl table 5．2．

3讨论

Biolog方法测定原理：微生物在利用碳源的过程中产生自由电子，与四唑燃

料发生还原显色反应，颜色的深浅可以反映微生物对碳源的利用程度；因微生物

对不同碳源的利用能力很大程度上取决于微生物种类和固有性质。因此，在同一

块微平板上同时测定微生物对不同单一碳源利用能力(sole carbon Source

utilization，ScSU)，就可以鉴定微生物种类或比较分析不同的微生物群落。迄今，

该方法因具有快速、简便等优点而在根际或土壤微生物群落的功能多样性等研究

方面已得到广泛的应用(Preston Pf n，．，2002；Konopka P，口，．，1998；郑华等，2004)。
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但用于昆虫肠道微生物群落研究仍甚少，这方面有待尝试与验证。

昆虫肠道微生物与其消化、营养，以及发育是密切相关的fDillonR J∞d Dillon

v M，2004)。因此，评价Bt水稻对非靶标害虫褐飞虱肠道微生物的影响，在一

定程度也探明其对褐飞虱生物学的影响．本文不论室内还是田间的结果均表明，

从AwcD动力学特征来看以KMDl为食的褐飞虱其肠道微生物的生理活性均显

著地高于KMD2和对照。这可能与褐飞虱在KMDl排泄蜜露少或取食少有关(陈

茂，2005)，印肠道微生物生理活性的提高或许能弥补取食少而造成营养不良的缺

陷。是否确实如此尚待验证．从褐飞虱肠道微生物的shallnon、s-姗口son，McIntosh

多样性指数综合分析可知，Bl水稻(KMDl／KMD2)对褐飞虱肠道微生物多样性无

明显的影响。这与田问调查得知，其对褐飞虱种群密度无显著影响(chen d df．，

2007)是一致的．此外，至于褐飞虱肠道微生物群落究竟有哪些种类，这有待通

过分离培养并结合分子标记检测等方法进行研究。

表5．2 m水稻和对照上田同褐飞虱肠道微生物群落的多样性指数

T铀le 5上D|vers耐indices ofthe inlestinal 111ic∞bial comnlun畸ofme bmwII plantlloppe‘

Ⅳ恸几咖^侣P弛fed on PH nce(KMDl and KMD2)and ns non-廿-aIlsg导nlc

co州roI(Xiushuj ll】帅der矗eld c∞djtiom
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第六章总讨论

目前，转基因产品已经引起国内外各界的广泛关注。2007年，全球转基因

作物种植面积增长率达12％，即增加1230万公顷(3000万英亩)，达到1．143亿

公顷(2．824亿英亩)。转基因作物的种植面积以67倍的空前速度增长，成为近代

历史上发展最快的作物技术(Jam％，2007)。面对转基因作物如此迅速的增长，不

论是反对者还是赞成者都不能对此视而不见。现在亟待解决的问题已不再是要不

要研究和开发转基因产品，而是如何就转基因作物的生态安全性进行准确科学的

评价，如何运用转基因技术为人类的生存与发展提供更多，更安全的优质产品．

本论文就转c砂lAb基因抗虫粳稆对褐飞虱生长发育及共生微生物的影响进行了

初步的研究，得到了一定的结果，为转基因水稻的生态安全性评价提供了一定的

参考依据。

1转哪!Ab基因抗虫粳稻对褐飞虱生长发育的影响

目前，关于转基因水稻对非靶标害虫褐飞虱生长发育的影响已有报道，但还

未有褐飞虱于转基因水稻上连续继代饲养后的影响有研究，为了更深入地反应转

基因水稻对非靶标害虫褐飞虱生长发育的影响，本文就褐飞虱于转∞，1Ab基因

抗虫粳稻上继代饲养后的发育历期进行了测定．实验结果表明，纵向地从继代饲

养代数对褐飞虱发育的影响来看，取食KMD2的飞虱其发育时间无显著不同，

而取食KMDl的飞虱其发育时间由一代到五代有所延长，其中雌虫五代和十代

问无显著不同，雄虫一代和五代问无显著不同；横向地从基因型上来看，取食

KMD2的飞虱相对于取食Xiushutll的其发育时间无显著不同，第十代中，取食

KMDl的飞虱相对于取食xiushui 1l的其发育时间显著地长一些．

结果表明，褐飞虱以转c州Ab基因抗虫粳稻品系KMDl和KMD2为食时，

其雌、．雄若虫发育．巷历期与对照xiushui 1l之间无显著性差异，转∞dAb基因

抗虫粳稻品系KMDl和KMD2对褐飞虱的发育无不利影响。这与转scK+∞，lAc

双基因抗虫水稻品系MsA和MsB对褐飞虱和白背飞虱若虫发育总历期均无显

著影响的结果一致，也与Bemal等报道的5种含不同Bt基因或启动子的转基田

抗虫水稻品系对褐飞虱若虫发育无显著影响的结果相符。然而，与谭红对转
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叫Ab基因抗虫籼稻品系Bl和B6对白背飞虱影响的研究结果却不一致．这可
能与供试材料有关，由此可见，在评价抗虫转基因水稻对非靶标害虫抗性程度及

影响非靶标害虫发生与为害程度时应遵循面mmonS等(1996)提出了因时、因地、

因种的个案原则去评估转基因作物的环境安全性。

2转哪!Ab抗虫粳稻对非靶标害虫褐飞虱脂肪体共生菌的影响

从褐飞虱脂肪体内类酵母共生菌数量变化趋势上看，于转哪lAb基因抗虫

粳稻上继代饲养后，相对于原始代褐飞虱来讲，雌成虫体内类酵母共生菌数量下

降，而雄成虫体内类酵母共生菌数量总体呈上升趋势。其中取食KMD2和xiusl而

ll的褐飞虱体内共生菌数量变化比较一致，且变化比较剧烈，这可能与飞虱突

然转移到一个新的环境，需要适应过程有关；而取食lⅢD1的褐飞虱脂肪体内

类酵母共生菌数量变化较平缓。这可能与相对于KMD2和xiushlli 11褐飞虱在

KMDl排泄蜜露量少或取食量少有关(陈茂，2005)，具体的机理问题目前尚不清

楚，有待进一步研究．转c砂1Ab基因抗虫粳稻对褐飞虱成虫脂肪体类酵母共生

菌的影响显示，不论雌虫还是雄虫，第一代和第三代中，KMDl、KMD2及Xiushlli

11分别对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响之间是无显著性差异的(p>0．05)，而第

四代和第孟代中ⅪⅥD1、l㈨D2及xiushui 11分别对褐飞虱脂肪体共生菌数量的

影响之间是有显著性差异的，且从一代到五代的过程中，相对于取食xiushui 11

的飞虱来讲，取食I洲D1和KMD2的飞虱体内共生菌数量总体上呈现先升高、

后降低、再升高的趋势。另外，从褐飞虱继代饲养代别上看，不论雌虫还是雄虫，

KMDl从一代到五代对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响无显著性差异，而KMD2

和xiushuill从一代到五代对褐飞虱脂肪体共生菌数量的影响有极显著性差异。

但是，从总体趋势上看，于KMDl、KMD2及对照xiushui 11上继代饲养的褐飞

虱其体内脂肪体共生菌数量变化是一致的，因此笔者认为转基因水稻KMDl和

KMD2对褐飞虱脂肪体共生菌并无不利影响。



3 Biolog检测转咧1Ab抗虫粳稻对褐飞虱肠道微生物多样性的影

响

昆虫肠道微生物与其消化、营养，以及发育是密切相关的，因此，评价Bt

水稻对非靶标害虫褐飞虱肠道微生物的影响，在一定程度也探明其对褐飞虱生物

学的影响。本论文首次采用Bi0109方法检测了抗虫转咧1Ab水稻对褐飞虱肠道

微生物多样性的影响。本文不论室内还是田间的结果均表明，从AwcD动力学

特征来看以lMDl为食的褐飞虱其肠道微生物的生理活性均显著地高于KMD2

和对照，这可能与褐飞虱在l洲D1排泄蜜露少或取食少有关．从褐飞虱肠道微

生物的Sh锄on、SiIllpson、McIntosh多样性指数综合分析可知，Bt水稻

(KMDl依MD2)对褐飞虱肠道微生物多样性无明显的影响。

4本研究的特色与创新点

本论文采用继代饲养的方法研究转基因抗虫粳稻对非靶标害虫褐飞虱生长

发育的影响，与以往只是单代评价转基因水稻对飞虱生长发育的影响相比能够更

深层次的反应问题．本论文首次采用Biolog方法检测抗虫转咧1Ab基因水稻对

褐飞虱肠道微生物功能多样性的影响，这在国内外尚属首例．

本文的结论对转基因水稻的安全性评价，及转基因水稻的商业化决策、管理

与合理持续利用均有一定的参考价值。

5今后有待研究的问题

由于时间等种种原因，本文仅对转叫lAb基因抗虫粳稻对褐飞虱生长发育及共

生微生物的影响进行了初步的研究，尚有很多工作需进一步加以研究，也存在一

些不足之处。今后有待进一步研究的工作主要有： ．

1)就对褐飞虱生物学性状影响方面应进一步考察产卵量、存活率、羽化率、取

食量等指标；

2)就更多转基因水稻品系对褐飞虱生物学特性及共生微生物的影响进行更系

统的研究；
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3)‘明确Bt杀虫蛋白在褐飞虱体内的传递动态；

4)检测Bt杀虫蛋白是否会转移到褐飞虱共生微生物中．
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