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中文摘要

本论文以转crylAb基因粳稻(KMDl和KMD2)为材料，评价了其对非靶标害虫褐

飞虱和白背飞虱的杀虫剂敏感性及有关代谢酶活性的影响。结果如下：

1转crylAb基因抗虫粳稻对褐飞虱杀虫剂敏感性及代谢酶的影响

’

褐飞虱室内种群分别持续取食KMDl和KMD2不同世代后，对5种杀虫剂(吡虫啉、

氟虫腈、阿维菌素、毒死蜱和敌敌畏等)的敏感性与取食对照秀水11的相比均无显著差

异；对分别采自KMDl和KMD2上的杭州和富阳田间种群对5种农药的敏感性亦与秀水

1l上的均无显著差异。在KMDl和KMD2上取食的褐飞虱室内种群以及杭州和富阳田间

种群，其体内解毒酶(酯酶和谷胱甘肽S．转移酶)、靶标酶‘(乙酰胆碱酯酶)和保护酶(超

氧化物歧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶)等活性与取食秀水1l的均无显著差异。褐飞

虱室内种群以及杭州和富阳田间种群在KMD上取食后体内的Bt蛋白量相对稳定，其中

以取食KMD2的相对较高。
’

2转crylAb基因抗虫粳稻对褐飞虱氟虫腈抗性及代谢酶的影响

褐飞虱氟虫腈抗性品系分别持续取食KMDl和KMD2后对氟虫腈的LD50值及其体内

解毒酶、靶标酶和保护酶等活性与取食秀水11上的均无显著差异。褐飞虱抗性品系在不

同水稻品系上连续饲养后对氟虫腈敏感性的世代变化与褐飞虱氟虫腈敏感品系的相似。

3转crylAb基因抗虫粳稻对白背飞虱马拉硫磷抗性及代谢酶的影响

白背飞虱马拉硫磷敏感品系分别持续取食KMDl和KMD2后，马拉硫磷的LD50值与

取食秀水ll上的无显著差异；白背飞虱马拉硫磷抗性品系持续取食KMDl后，马拉硫磷

的LD50值与取食秀水ll的无显著差异，持续取食KMD2后，马拉硫磷的LD50值则比取

食秀水1l的显著降低。通过对代谢酶活性的测定发现，除在K_MDl和KMD2上分别取食 ．

．5代的白背飞虱马拉硫磷敏感品系的乙酰胆碱酯酶活性较秀水ll上的显著降低外，酯酶、

谷胱甘肽S．转移酶和乙酰胆碱酯酶活性与秀水1l上的均无显著性差异；在KMDl和

KMD2上取食的抗马拉硫磷品系体内酯酶、谷胱甘肽S．转移酶和乙酰胆碱酯酶活性与秀水

11上的均无显著差异。
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Abstract

Effects of transgenic c砂l Ab gene rice，KMD 1 and KMD2 on susceptibility and activity of

metabolic．enzymes
in brown planthopper，Nilaparvata lugens and white．backed planthopper,

Sogatella furcifera were studied through comparison with those on non．transgenic parental rice

variety，Xiushui l 1 in the paper．

1·Effects of transgenic c秽lAb gene rice on insecticide susceptibility and activity of

metabolic enzymes in different populations ofN．1ugens fed on Bt rice．

For all five insecticides tested，there were no significant differences in LD50 values and

their generational variation amongⅣlugens fed on KMD1，KMD2，and Xiushui 1 1

continuously in the laboratory．The same results were found in the populations ofⅣlugens

collected from rice paddy fields planted with KMD1，KMD2 and Xiushui 1 1 in Hangzhou and

Fuyang．For tested activities of detoxification enzymes(esterase and glutathione S-transferase)，

target enzyme(acetylcholinesterase)，and protective enzymes(SOD，CAT and POD)，there were

no significant differences among different populations of N．1ugens either fed on KMD1，KMD2，

and Xiushui 1 1 for generations in the laboratory or collected from the rice fields．The content of‘

Bt protein，Cry l Ab was relatively stable in differem populations ofⅣlugens fed on Bt rice．

though it Was higher in N．1ugens fed on KMD2．

2·Effects of transgenic c，)，lAb gene rice on fipronil-resistance and activity of metabolic

enzymes in fipronil—resistant strain ofⅣlugens fed on Bt rice continually in the

laboratory．

There were no significant differences

variation in fipronil-resistant strain ofⅣ

in LD50 values of fipronil and their generational

lugens fed on KMDl，KMD2，and Xiushui 1 1

continuously in the laboratory．There were no significant differences in activities of six

metabolic enzymes in fipmnil—resistant strain of N．1ugens fed Oil KMD1，KMD2，and Xiushui

1 1 continuously in the laboratory．The generational variation in fipronil．susceptibility and

activity of metabolic enzymes of fipronil·resistant strain of N．1ugens were similar with those of

fipronil。susceptible strain after feeding on KMD1，KMD2，and Xiushui 1 1 continuously in the

VIIl



laboratory，respectively．

3．Effects of transgenie crylAb gene rice on malathion-resistance and activity of metabolic

enzymes in malathion-resistant and-susceptible strains of&furcifera fed on Bt rice

continuously in the laboratory．

There were no significant differences in LDso values of malathion and their generational

variation in malathion—susceptible strain of S．furcifera fed on KMD 1，KMD2，and Xiushui 1 1

continuously in the laboratory．LDso values of malathion in malathion．resistant strain of N

lugens fed on KMD2 continuously in the laboratory were significant lower than those fed on

Xiushui 1 1，while the differences in LDso values to malathion and their generational variation in

malathion—resistant strain of&furcifera fed on KMD 1 and Xiushui 1 1 were not．significant．

There were no significant differences in enzyme activity of three metabolic enzymes of

malathion-resistant and-susceptible strains of S furcife阳fed on KMD 1，KMD2，and Xiushui

1 1 continuously in the laboratory，except that the activity of acetylcholinesterase of the

malathion。suseptable strain fed on KMD 1 and KMD2 for five generations were significant

lower than those of S．fu，．cifera fed on Xiushui l 1．

Key Words：Transgenic rice；crylAb gene；Nilaparvata lugens；Sogatellafurcifera；insecticide

susceptibility；metabolic enzymes
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前言

水稻是世界重要的粮食作物之一，是全球将近一半的人口的主食。随着人口的不断增

长和耕地面积的减少，水稻的可持续生产在我国农业生产中占有举足轻重的地位．在水稻

害虫中，鳞翅目害虫尤其是二化螟Chilo suppressalis、三化螟Scirpophaga incertulas和稻

纵卷叶螟Cnaphalocrocis medinalis等主要害虫严重威胁水稻的生产，仅在我国每年就造成

几十亿公斤的产量损失。目前生产上对螟虫的防治主要是依靠化学杀虫剂，虽然化学农药

是一种防治螟害的有效手段，但是存在价格昂贵、农药残留和害虫抗药性等不利因素。随

着转基因技术的发展，将外源抗虫基因导入植物基因组中，为培育抗虫作物开辟了一条全

新的道路。自20世纪90年代以来，国内外已培育出多个高抗水稻螟虫的转抗虫基因材料

(Shu等，2000；Jiang等，2004)，中国的转基因水稻已获准进入田间试验和环境释放。2009

年，两个转Bf基因水稻“华恢l号”和“Bt汕优63”获得生产应用安全证书，加速了转

基因水稻商业化的步伐。 ·

目前，就转研基因抗虫植物对非靶标生物影响的研究主要以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的概率大小为

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抗虫植物对其的生态

风险(O’Callaghan等，2005)。褐飞虱Nilaparvata lugens和白背飞虱Sogamlla丘Mifera是

我国稻区的重要害虫，成虫、若虫既可直接刺吸、产卵为害，又可传播或诱发水稻病害，

严重威胁水稻生长，造成稻谷产量大幅度降低(程遐年，2003)．虽然Schonenly等(2003)

通过Bt药剂对水稻进行喷雾实验认为，Bt水稻在田间条件下不会影响原有稻飞虱的生防

控制作用，但是历基因的随机插入对水稻的影响更为复杂，就Bt水稻对非靶标稻飞虱的

影响仍需进行系统地评价。 ．

本论文就转crylAb基因抗虫粳稻对褐飞虱和白背飞虱药剂敏感性及其代谢酶活性的

影响作了较系统的评价，旨在明确Bt水稻对非靶标稻飞虱的毒理学效应，为Bt水稻的生

态安全性评价和历稻田的飞虱综合治理提供理论基础，并推动转基因产业在我国农业上

的发展。
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浙江大学硕士学位论文 第一章转研基因抗虫水稻的安全性评价

第一章转历基因抗虫水稻的安全性评价

水稻是最重要的粮食作物之一，全世界将近一半的人口以水稻为主食。大螟Sesamia

inferens、二化螟Chilo suppressalis和三化螟Scirpophaga(ncertulas是水稻的主要害虫，每

年造成的产量损失可达水稻总产量的5*／o---10％(Pathak and Khan，1994)．目前生产上对螟

虫的防治主要是依靠化学杀虫剂，虽然化学农药是一种防治螟害的有效手段，但是存在价

格昂贵、农药残留和害虫抗药性进化加快等不利因素．培育抗虫品种，提高自身抗性是控

制虫害、减少损失的理想方法。但是仅靠传统的育种方法很难直接利用自然界中存在的有

限抗虫资源。随着转基因技术的发展，将外源抗虫基因导入植物基因组中，为培育抗虫作

物开辟了一条全新的道路。目前已商业化和正在研究中的转基因抗虫作物以转研基因作

物为主。苏云金杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)杀虫蛋白是一种对鳞翅目害虫杀虫活性高

度特异的晶体蛋白。研究表明Bt水稻对螟虫的抗性水平之高，是那些传统抗性品种无法

比拟的，展现出良好的应用前景。虽然Bt水稻有诸多优点，但它的出现也有潜在的生态

风险和弊端。

1．1 Bt水稻的研究概况

苏云金杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)杀虫蛋白基因是目前世界上应用最为广泛的抗

虫基因之一．Bt的杀虫活性来源于内毒素，包括在芽胞形成过程中产生的伴胞晶体蛋白

和孢子形成前形成的营养期杀虫蛋白。现在已有500多种Bt毒素基因被克隆并测序出来

(Crickmore et a1．，2010，http：／／www．1ifesci．SUSSEX．ac．uk／home／Neil_Crickmore／Bt)，其中一部分

导入到植物中就可以在植物中表达并积累Bt毒蛋白，从而使转基因植物获得抗虫性。其中，

转历基因水稻使用较多的主要是crylA基因，如crylAb(Fujimoto等，1993；Wiann等，1996；

Ghareyazie等，1997；Wu等，1997；Cheng等，1998；Datta等，1998；舒庆尧等，1998；Alam等，

1999；Ye等，2001；Wu等，2002)、crylAc(Nayak等，1997；Khanna等，2002；Loc等，2002；曾

千春等，2002)以及crylAb／Ac融合基因(Tu等，2000；Ramesh等，2004)，也有少量使用

其他研基因的报道(Maqbool等，1998；Breitler等，2000，2001；Gahakwa等，2000；Chen等，

2005)。这些转研基因水稻大多都表现对二化螟、三化螟和稻纵卷叶螟高度的杀虫活性。
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浙江大学硕士学位论文 第一章转历基因抗虫水稻的安全性评价

双价Bt水稻是在同一水稻品种中转入两个不同的研基因。使用双价Bt水稻是延缓昆虫

抗性产生，提高Bt水稻使用寿命的一种重要策略(Hi曲等，2004)．理论上，昆虫同时对两

种不同的研基因产生抗性的几率大大低于对单历基因产生抗性的几率。因此，双价的Bt

水稻可以大大延缓昆虫产生抗性的时间，从而提高其使用寿命．历基因是水稻上应用最成

功的抗虫基因，它可以有效控制水稻鳞翅目昆虫的危害。2009年转crylAb／Ac基因抗虫水

稻华恢l号和Bt汕优63获得在湖北省生产应用的安全证书。

1．2 Bt水稻生态安全性评价研究进展

Bt水稻在减少化学农药对环境的影响、提高水稻产量的同时，是否存在潜在的危险性

需要对其进行深入的研究和分析，而做出正确的评价．目前，国际上对转基因植物的安全

性评价主要涉及2个方面：一是生态环境安全性风险，即转基因植物的使用带来的直接或

间接的生态影响；二是毒理安全性风险，主要指转基因植物为原料的产品和其它方面的安

全性。

1．2．1抗性产生及治理

Bt水稻防治的靶标昆虫主要是鳞翅目害虫，虽然杀虫率很高，但是和化学农药的使用

一样，害虫在持续的Bt选择压力下，也会对Bt毒素产生抗性(Wu and Guo，2005)。目前，

被广泛认同的延迟抗性的方法主要有两种，一是“高剂量／避难所”，二是“双基因水稻”．

高剂量／避难所是指，在历稻田产生高剂量的Bt毒素将最大量的靶标害虫杀死，避难所(由

不含Bt毒素的植物构成)用来维持对Bt敏感的昆虫种群，通过敏感种群与的少量抗性种

群交配，交配后产生的后代取食高剂量的Bt水稻又会死去，而达到对研抗性基因稀释的

目的．在美国、澳大利亚和加拿大等国家对避难所的种植都有严格规定，并取得了显著成

效(Cohen等，2000)。双基因水稻是指转了两种基因且都是高剂量表达的Bt水稻品种，

这就大大降低了害虫对两种基因同时产生抗性的可能性，而且也不需很多的避难所来防治

这些更小的抗性昆虫。为避免两种Bt毒素间的交互抗性，对水稻害虫二化螟和三化螟而

言，crylAa或crylAc-9 cry2A或crylC是有效的组合，但crylAa-9 crylAc不应组合在

一起，crylAb-9 crylAc也不是很好的组合，但crylAb与crylC或cry2A可能是有效的

(Cohen等，2000)．
’



浙江大学硕士学位论文 第一章转所基因抗虫水稻的安全性评价

1．2．2对非靶标害虫及生物多样性的影响

Bt水稻通常在整个生命周期里均持续产生毒素，不仅会对靶标害虫起作用，还有可能

对非靶标害虫及其它生物产生毒性作用。主要的评价指标有发育历期、繁殖力、体型、控

害效能等。刘志诚等(2002)研究发现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。Bemal等(2002)报道非靶标害虫褐飞虱在取食以CaMA35S和Actin

为启动子的Bt水稻后排泄的蜜露中虽均可检测到杀虫蛋白，但是并没有影响到褐飞虱的

生存、发育时间和体重。陈茂等(2003)通过对Tr9．3和TT9-4的研究发现，Bt水稻并

不会引起田间非靶标类群同翅目害虫主要害虫叶蝉、飞虱数量的上升，相反，对这类害虫

有一定的驱避作用。Schoenly等(2003)通过采用Bt喷雾实验模拟Bt水稻的作用，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。刘志诚等(2004)通

过对Bt水稻和化学杀虫剂处理对稻田节肢动物群落的影响进行了比较，发现Bt水稻田

的功能团及其优势度，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稻相比，有时

甚至具有明显甚至显著的差异。焦晓国等(2006)研究发现，Bt水稻上稻飞虱混合种群与

对照品种间基本一致，在少数时间显著高于对照品种，叶蝉除在少数时间与对照品种无显

著差异外，其种群数量通常显著高于对照品种。田俊策等(2008)通过对研稻田寄生蜂

亚群落结构及其优势类群数量动态的研究表明，寄生蜂各科的组成与优势度总体分布在

B，稻田中和对照无显著性差异，但数量上有时会有差异。综上，Bt水稻对非靶标植食性

节肢动物的影响以及影响的大小因水稻品种的生物学特征、转入的基因类型、靶标害虫的

种类以及时间动态而异。

1．2．3基因漂移

Bt水稻中的历基因可通过花粉授精杂交、种子传播等途径在种群之间扩散，基因漂

移可能会产生的不良影响包括：l，Bt水稻与非转基因近缘种杂交，产生具有抗虫的杂草，

而引起化学农药的大量使用；2，Bt基因漂移到野生植物基因库，进而扩散产生远交衰退、

遗传同化、生物入侵等危害，从而影响物种多样性，造成生态失衡等问题．戎俊等(2006)

研究发现在相邻种植的情况下，3个含双价抗虫基因(Bt／Cptl)的转基因水稻向非转基因
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水稻品种的转基因漂移的频率比较低(0．275-0．832％)．目前已有大量的研究和报道表明，

水稻不同品种之问的基因漂移频率很低，一般在0．01—1％之间(Messeguer等，2001；Rong

等，2004，2005，2006，2007)。通过一定的隔离措施，能够有效降低由花粉介导的转基因漂

移导致的非转基因种子混杂。Lin等(2008)提出一种防止外源基因逃逸的生物限制技术，

即通过利用转基因水稻中解毒除草剂苯达松酶基因的表达被RNA干扰而抑制，使转基因

水稻对苯达松高度敏感．由于转基因水稻中外源目的基因和RNA干扰抑制片段紧密连锁，

因此转基因逃逸一旦发生，其杂交后代就可以用喷洒苯达松而选择性地消灭。这一技术的

深入研究可以为控制水稻转基因向杂草稻逃逸提供新措施。

1．2．4抗虫基因的沉默

外源基因沉默(gene silencing)或基因失活(gene inactivarion)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。近年来，有文

献报道，转研基因水稻中外源基因沉默的现象。吴刚等(2001)发现转crylAb在中8215

株系后代中发生了转录水平沉默，整全过程中基因重排使两个拷贝的ubiquitin启动子同时

插入到水稻基因组中，甲基化分析证实ubiquitin启动子区域发生了甲基化，从而导致

crylAb基因沉默。外源基因的沉没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等因素有关。它在DNA修饰水

平，基因转录水平和转录后调节水平均可能发生(李旭刚等，1998)。对这些，可通过筛

选单拷贝转基因个体，构建细胞基质结合区(matrix attachment region MAR)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的沉默。

1．2．5对食品安全的影响

转基因水稻的安全性评价主要从营养成分实质等同性，动物营养学，毒理学评价三个

方面进行评价。以含crylAb基因的Bt水稻米粉连续饲喂小鼠90d，小鼠未见明显中毒症

状，解剖也未见异常病理改交，发现每公斤体重喂量达649时，仍未对小鼠产生任何不利

的影响(Wang等，2002)。刘雨芳等(2007)以转crylAc／sck双价基因抗虫稻MSA4米粉

对大鼠进行30d的喂养试验，结果显示除高剂量级雌鼠的甘油三酯值极显著低于对照外，

肝、脾、肾等重要脏器系数，2l项血常规参数与其余血生化指标值与对照组均无显著差

4
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异。对蒸煮后的米饭进行ELISA检测，结果未检测到Bt杀虫蛋白，表明蒸煮后稻米中的

Bt杀虫蛋白发生降解或变性。

5
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第二章稻飞虱抗药性的研究进展

稻飞虱属同翅目，飞虱科。国内发生危害较重的稻飞虱主要有褐飞虱Nilaparvata

lugens、白背飞虱Sogatellafurcifera和灰飞虱Laodelphax striatellus。稻飞虱成虫、若虫既

可直接刺吸、产卵为害，又可传播或诱发水稻病害，严重威胁水稻生长，造成稻谷产量大

幅度降低(程遐年，2003)。长期以来，化学防治一直是控制褐飞虱的重要途径，但由于化

学药剂的长期不合理使用，导致稻飞虱对多种杀虫剂产生的不同程度的抗药性(王彦华，

2009a；b)。

2．1褐飞虱抗药性的发生概况

2．1．1褐飞虱对有机氯类杀虫剂的抗性

有机氯类杀虫剂，如六六六、DDT，是最早用于防治褐飞虱的杀虫剂，由于害虫的抗

性背景较差及药剂特性的原因，该类杀虫剂的抗性发展较慢，抗性水平也较低。由于有机

磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的推广应用，有机氯类杀虫剂单一使用的情况并不普遍。国内唐

振华等(1982)首先监测到褐飞虱对林丹的抗性，发现东阳地区的抗性达到11．5倍。褐飞

虱对有机氯杀虫剂的敏感性下降产生于二十世纪70年代，但抗药性一直都很低。其后，

由于大量有机氯杀虫剂被禁用(DDT和BHC于1983年禁用)，褐飞虱对其的敏感性开

始回升。

2．1．2褐飞虱对有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性

有机氯杀虫剂被禁用后，有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂迅速发展成为防治稻飞虱的主

要品种，因此使用量大增，抗性发展也相对较快。但由于这两类药剂品种较多，品种之间

的毒杀作用差异较大，不同地区使用的状况也不同，因此对不同药剂的抗性也有明显差异．

唐振华等(1982)首先于1977年对浙江地区褐飞虱进行了抗性监测，发现褐飞虱对BPMC

产生了1l倍的抗性，随后陆续有报导褐飞虱对常规药剂产生了不同程度的抗性，其抗性

发展与施药情况有密切的同步性(毛立新等，1992；梁天锡等，1996；刘贤进，1995；王荫长

等，1996；刘泽文，2002)。褐飞虱对有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性是在二十世纪70

6
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年代后期逐渐产生的(Hirai，1994)．国内褐飞虱对有机磷和氨基甲酸酯类的抗药性发展缓

慢，到目前为止一直维持在中低抗水平。

2．1．3褐飞虱对拟除虫菊酯杀虫剂的抗性

由于拟除虫菊酯类药剂对鱼类毒性大，并且容易导致褐飞虱再猖獗，所以在防治褐

飞虱时这类药剂基本上不使用(张瑞亭，1982；程家安等，1995)．毛立新等(1992)连续

4年(1998．1991)监测发现除二氯苯醚菊酯达到中抗水平外，溴氰菊醋和氰戊菊酯都较敏

感。梁天锡等(1996)监测褐飞虱对二氯苯醚菊酯、溴氰菊酯、氰戊菊酯在1989．1993年

间的抗性变化，结果显示年度间差异较小，抗性现状与毛立新等1992年报道结果相一致。

王荫长等(1996)监测了褐飞虱对溴氰菊酯、氰戊菊酯在1987．1995年间的抗性交化，发

现对溴氰菊酯的抗性水平一直较低，除1998和1991年分别达到13．5和7．6倍外，其余年

份都在4倍以下；而对氰戊菊酯己经进入中抗水平，1991年达到了25-3倍，其余年份都

维持在10倍左右。国内褐飞虱对拟除虫菊酯的抗性水平很低，除不含0【．氰基的二氯苯醚

菊酯在个别地区达到中高抗水平外，其他药剂都维持在低抗或敏感水平．

2．1．4褐飞虱对阿维菌素的抗性

阿维菌素是一类新型杀虫剂，由于其作用靶标与常规杀虫剂不同，除与其类似物具有交

互抗性外，与其它大多数农药没有明显的交互抗性(刘开林等，2007)，但一般不单独使用

阿维菌素防治稻飞虱，而是与其它常规药剂一起混用防治稻飞虱，兼治其它害虫。随着高

毒农药的全面禁止使用，阿维菌素及其混配剂在水稻田的应用量将越来越大。目前，水稻

害虫对阿维菌素表现敏感。曹明章等于2001．2002年测定，浙、苏、皖3省6个不同Z-化

螟种群对阿维菌素的敏感度变化小于2．3倍，未曾检测出明显抗药性。但2003、2004年

曲明静等对浙江苍南二化螟种群测定发现，害虫对阿维菌素的抗性水平急剧上升，抗性倍

数分别达26．6倍和30倍。此结果表明如果不合理使用，害虫也易对其产生抗性．阿维菌

素对家蚕、蜜蜂和某些鱼类比较敏感，使用时候要注意避开。在水稻上应用的复配产品，

主要是阿维菌素与毒死蜱、三唑磷、杀虫单、二嗪磷、乙酰甲胺磷和Bt等进行复配，开

展总体防治水稻害虫。
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2．1．5褐飞虱对吡虫啉的抗性

吡虫啉(Imidacloprid)1991年开始投放国内属硝基亚甲基杂环类(又称新烟碱类、

氯化烟碱类)杀虫剂。是由德国拜耳公司和日本特殊农药公司共同开发，于1991年开始

投放市场。它作用于昆虫神经系统突触后膜的烟碱型乙酰胆碱受体(nAChR)上，这是一

个与常规杀虫剂作用机理不同的新一类杀虫剂。由于现有的杀虫剂与这类杀虫剂无交互抗

性，因此对现有的杀虫剂产生抗性的害虫对吡虫啉敏感；又因为它用药量低，对环境安全，

从而成为取代有机磷、氨基甲酸酯类或与其轮用的新一代高效、低毒的内吸性杀虫剂。凌

炎等(2009)对广西12个褐飞虱种群进行监测，发现对吡虫啉的抗性都达高或极高水平。

王彦华等(2008)研究发现2005年苏、浙，皖、赣、湘、桂6省(区)16个大田种群对

吡虫啉的抗性达高水平至极高水平抗性(79～811倍)；2006年除江苏通州大田种群的抗

性为627倍外，苏、浙、皖、赣、湘、桂、闽7省(区)11个种群的抗性为150～322倍。

2．1．6褐飞虱对氟虫腈的抗性

氟虫腈(fipronil)，商品名锐劲特(Regent)，是法国罗纳普朗克农化公司于1987年

开发研制，1993年开始商品化生产的苯基吡唑类新型杀虫剂，其作用机理是与昆虫神经

中枢细胞膜上的丫．氨基丁酸(GABA)受体结合阻塞神经细胞的氯离子通道，从而干扰中

枢神经系统的正常功能而导致昆虫死亡。由于氟虫腈作用机理独特，与拟除虫菊酯类、有

机磷类、氨基甲酸酯类、和阿维菌素类杀虫剂无明显的交互抗性，用于防治对这些杀虫剂

产生抗性的害虫，同时其广谱、高效、持效期长。氟虫腈于20世纪90年代中期进入我国

农药市场，主要用于防治水稻和蔬菜害虫。在水稻上，氟虫腈可防治多种害虫，包括二化

螟、三化螟，稻纵卷叶螟、白背飞虱、褐飞虱、灰飞虱、稻瘿蚊、稻蝗、稻水象甲，稻蓟

马等。此外，氟虫腈对水稻的营养生长和生殖生长都有明显的促进作用(祝春祥等，1999；

朱文达等，2002)。凌炎等(2009)对广西12个褐飞虱种群进行监测，结果发现，除2006

年南宁、玉林等4个褐飞虱种群及2007年贺州褐飞虱种群对氟虫腈仍处于敏感阶段，其

余种群对氟虫腈均达到低或中等水平抗性。

氟虫腈具有一定程度的生物毒性。该农药对水生甲壳类动物鱼、虾、蟹剧毒(徐海娟

等，2004)，对蜜蜂高毒，对高地地区捕食性的鸟类高毒，而对水禽和其它鸟类无毒，并且
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在环境中代谢缓慢，在生物体脂肪内有富集作用。氟虫腈对靶标物种高效，但同时对非靶

标物种有潜在的风险．目前我国农业部规定：一是除卫生用、部分旱田种子包衣剂和专供

出口产品外，停止受理和批准用于其他方面含氟虫腈成分农药制剂的登记和生产批准证

书．只允许氟虫腈原药生产企业生产专供出口含氟虫腈成分的农药制剂；二是除卫生用、

部分旱田种子包衣剂和专供出口产品外，撤销已批准的用于其他方面含氟虫腈成分农药制

剂的登记和生产批准证书：三是自2009年7月1日起，除卫生用、部分旱田种子包衣剂

外。在我国境内停止销售和使用用于其他方面的含氟虫腈成分的农药制剂。

2．2褐飞虱抗药性机理研究

抗性机理的研究是抗性治理的基础。根据害虫抗性机理的性质将抗性分为行为抗性，

生理抗性和代谢抗性(赵善欢，2000)。生理抗性涉及表皮穿透速率降低、靶标部位敏感

性降低、惰性部位贮存和加速排泄。代谢抗性是由于解毒酶活性增加而加速杀虫剂的代谢

所产生的抗性(龚坤元，1982；翟启慧，1995)，其实在这些机理中最主要的是代谢抗性和

由于靶标部位敏感性降低所引起的靶标抗性(唐振华，1993)。

2．2．1代谢抗性

在许多情况下，抗药性的产生是因为昆虫对杀虫剂代谢能力的提高，其中解毒酶如水

解酶(如酯酶)、多功能氧化酶(MFO)及谷肤甘肽转移酶(GSTs)与有机磷杀虫剂的

代谢密切相关，但不是所有的代谢都是解毒代谢(如对硫磷变为对氧磷)，在这种情况下

代谢强度降低反而导致抗性产生。对褐飞虱的抗性机理研究表明，褐飞虱体内对杀虫剂的

解毒作用主要通过水解酶(酯酶)作用而实现的(Gu等，1993)。Miyata等(1983)报道

褐飞虱体内MFO和GSTs的活性较低，一般对其的抗药性机制不起重要作用，但Vontas

等(2001)研究了褐飞虱对氯菊酯和氯氟氰菊酯的抗性机理，发现MFO和GSTs共同参

与解毒代谢。Liu等(2003)报道多功能氧化酶是褐飞虱对吡虫啉抗性的重要解毒酶。

2．2．2靶标部位敏感性降低

靶标部位敏感性下降主要是杀虫剂作用靶标位点发生变异，从而使杀虫剂与靶标位点

9
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的亲和力降低。靶标部位敏感性下降是昆虫对杀虫剂产生抗性的一个重要机制，已在多种

昆虫对多种杀虫剂的抗性研究中得到证实(Zhu and Clark，1997)。Chung and Sun(1983)

用酶的抑制剂和电泳法研究了褐飞虱的抗性机理，认为褐飞虱对氨基甲酸酯类杀虫剂的抗

性主要与乙酰胆碱酯酶(AChE)的敏感度降低有关，其次是酯酶。褐飞虱对吡虫啉抗性

发展的后期与靶标不敏感密切相关。已有报道褐飞虱对吡虫啉的高水平抗性主要是由于乙

酰胆碱受体的Y151S突变所致(“u等，2005)，但Y151S在脊椎动物和无脊椎动物的乙

酰胆碱受体亚基之间是高度保守的，这个残基不可能负责新烟碱类杀虫剂的高度选择性，

故对其作用机理需要做进一步研究(Tomizawa and Casida，2003；唐振华等，2006)。

2．3白背飞虱对马拉硫磷的抗药性研究进展

80年代中、后期，我国监测到白背飞虱对有机磷类杀虫剂的产生，在随后的20年中，

抗性上升十分迅速．毛立新等(1992)于1990年所测得浙江省白背飞虱对马拉硫磷的抗

性差异-9日本Nagata(1967)测定的数据高达110．56倍。姚洪渭等(·2000)测定浙江、

广西、云南、和海南省4个白背飞虱种群对马拉硫磷的抗性倍数为16．2．137．24。龙丽萍

(2005)监测到广西白背飞虱种群对马拉硫磷都处于高抗水平。姚洪渭等(2003)发现白

背飞虱对马拉硫磷产生抗性与羧酸酯酶活性增高有关。 ．
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第三章转crylAb基因抗虫粳稻对褐飞虱的杀虫剂敏感性和

代谢酶活性的影响

水稻螟虫(二化螟Chilo suppressalis、三化螟Scirpophaga incertulas)和稻纵卷叶螟

Cnaphalocrocis medinalis等系我国稻区的重要害虫，常爆发成灾，严重威胁水稻生产(盛

承发等，2003；程遐年等，2003)。为有效控制水稻螟虫为害，减少化学杀虫剂使用量，自

20世纪90年代以来，国内外相继开展并成功培育出不少抗螟效果好的转研基因水稻(Bt

水稻)品系(叶恭银等，1998；High等，2004)。Bt水稻为水稻增产带来可能，商业化前景

十分广阔，但其作为转基因抗虫作物，同样面临环境释放后的生态安全性问题。

近年来，我们就Bt水稻对非靶标节肢动物及其群落多样性等影响作了较系统研究(刘

志诚等，2002，2003，2004；陈茂等，2003，2004；Chen等，2006；谭红等，2006)，发现非靶标

害虫一一褐飞虱Nilaparvata lugens在室内取食转crylAb基因水稻克螟稻(KMD)后，其

若虫历期和雌虫产卵量分别显著缩短和降低，但在田间KMD上仍能爆发成灾，必须施用

杀虫剂才能控制其为害。尽管CrylAb蛋白对刺吸式害虫如稻飞虱缺乏活性(Rao等，

1998)，但是，稻飞虱摄入外源蛋白可能会引起体内代谢水平或自由基等的改变而导致对

杀虫剂敏感性的变化。本章报道褐飞虱在KMD上继代饲养的室内种群和不同的田间种群

对生产上4种常用杀虫剂的敏感性、以及体内相关代谢酶活性以及CrylAb蛋白含量的差

异变化，旨在明确Bt水稻对非靶标稻飞虱的毒理学效应，为Bt水稻的生态安全性评价和

Bf稻田的飞虱综合治理提供理论基础。

3．1材料与方法

3．1．1供试材料

3．1．1．1供试水稻：克螟稻l号(KMDl)和克螟稻2号(KMD2)由浙江大学和加拿

大渥太华大学合作培育，用农杆菌介导法获得的R9代转基因水稻，均含crylAb基因和

ubiquitin启动子．对照系未转基因亲本粳稻品种秀水1l。

3．1．1．2供试昆虫：褐飞虱室内种群于2007年9月采自浙江杭州，在室内不接触农药

ll



浙江大学硕士学位论文 第三章转crylAb基因抗虫梗稻对褐飞虱的杀虫剂敏感性和代谢酶活性的影响

的情况下一直用TNl稻苗继代饲养．试验时，各取30对雌雄成虫分别接到KMDl、KMD2

和秀水11上续代饲养．其中饲养条件为：温度28±1℃、湿度70±5％、光周期14 L：10 D。

在饲养l、3、5、7、9代后，分别取大小一致的羽化1．2 d的长翅型雌成虫用于生物测定

药剂敏感性．

褐飞虱田间种群于2009年10月分别采自位于浙江杭州和富阳转基因试验安全圃内

KMDl、KMD2和秀水11稻田，分别取大小一致的羽化1．2 d的长翅型雌成虫用于生物测

定药剂敏感性。上述种群在测定药剂敏感性的同时，分别取样冷冻于．70"C冰箱中，供酶

活和CrylAb蛋白含量测定。

3．1．1．3供试药剂：用于生物测试的杀虫剂原药有：98％吡虫啉(宁波中化化学品有限

公司)、98％毒死蜱(杭州庆丰农化有限公司)、97％敌敌畏(浙江威尔达化工有限公司)、95％

氟虫腈(浙江永农化工有限公司)和95％阿维菌素(浙江威尔达化工有限公司)。

3．1．2生物测定

采用FAO推荐的微量点滴法进行室内毒力测定。将原药用丙酮配制成母液，按等比

级数稀释成5个系列浓度，取羽化1．2 d的褐飞虱雌成虫经C02麻醉10 S后，用微量点滴

仪(中国科学院上海昆虫研究所研制)将药剂准确点滴于试虫前胸背板上，点滴量为0．25

“L／头，以丙酮为对照。每个药剂浓度处理10头，重复3次。试虫处理后，转移至装有

TNl水稻苗的试管中，在温度28+1℃、相对湿度80％、光周期16 h：8 h(L：D)条件下饲

养，48 h后检查死亡率。

3．1．3酶活测定

3．1．3．1酶液制备：取单头长翅型褐飞虱雌成虫于1．5 ml离心管中，加入冰冷的100Ⅱl

0．067 mol／L磷酸缓冲液(pH7．2)，冰上研磨充分后，10，000 g 4"C离心10 min。取上清液作

为酶源。

3．1．3．2酯酶活力测定：参照Hama等(1983)，取5 uL酶源液加入至120“L 0．067 mol／L．

PBS缓冲液(pH7．2)中，再加入40 1．tL 300肛mol／L a-NA，于37"C下保温反应10 min。然后，

加入40¨L显色剂(1％坚固蓝B盐和5％SDS的2：5混合液)终止反应，以分光光度计测

定波长为600 nm下的吸光值。以a．萘酚制作标准曲线。
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3．1．3．3谷胱甘肽S一转移酶活力测定：采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定

谷胱甘肽S．转移酶活性，具体操作参见试剂盒说明书。 ．

3．1．3．4乙酰胆碱酯酶活力测定：采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定乙酰

胆碱酯酶活性，具体操作参见试剂盒说明书。

3。1．3．5超氧化物歧化酶活力测定：采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定超

氧化物歧化酶活性，具体操作参见试剂盒说明书．

3．1．3．6过氧化物酶活力测定：采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定过氧化

物酶活性，具体操作参见试剂盒说明书。

3．1．3．7过氧化氢酶活力测定：采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定过氧化

氢酶活性，具体操作参见试剂金说明书。

3．1．3．8可溶性蛋白含量测定：参照Bradford(1976)，采用考马斯亮蓝G．250法测定，

以牛血清蛋白(BSA)制作标准曲线。

3．1．4数据分析

所有数据结果均采用DPS软件进行分析(唐启义和冯明光，2002)。生测数据通过计

算毒力曲线斜率和LDso值及其95％置信限，以两者LD50的95％置信限互不重叠示差异显

著(∥O．05)。两个平均数间的比较采用f测验，多个平均数采用单因素方差分析(one．way

ANOVA)和LSD多重比较测验。

3．2结果与分析

3．2．1KMD对室内褐飞虱种群杀虫剂敏感性的影响

3．2．1．1吡虫啉

从表3．1可知，褐飞虱室内种群在不同水稻品系上饲养1代后，对吡虫啉的敏感性以

取食KMDl的明显较高，秀水11的次之，KMD2的最低，但相互间差异不显著；经9代

连续饲养，对吡虫啉的敏感性以取食KMDl和秀水11的波动较大，但最终三者敏感性水

平趋向一致。

3．2．1．2氟虫腈
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从表3．2可知，不同水稻品系上饲养l代后褐飞虱对氟虫腈敏感性以KMD2上的明显

较低，其LD50值均为KMDl和秀水11上的2．1倍；3代后KMD2上的敏感性显著降低，

仅为l代的36．0％，且略低于KMDl和秀水1 l的；此后，3种水稻品系上的敏感性均随

取食世代增加而有所下降，但相互间差异不显著。

3．2．1．3阿维菌素

从表3．3可知，褐飞虱在不同水稻品系上连续饲养后，对阿维菌素的敏感性虽均有所

降低，但不同水稻品系以及不同飞虱世代之间的差异均不显著。

3．2．1．4毒死蜱

从表3．4可知，毒死蜱对KMDl和KMD2上饲养l代褐飞虱的LD50值相对较低，分

别是秀水11的88．0％和86．1％；经9代连续取食，KMDl和秀水11上的褐飞虱LD50值变

化趋势相似，均明显升高，而KMD2的则在原水平附近波动；在不同水稻品系上连续饲

养不同世代的褐飞虱对毒死蜱的敏感性均无显著差异。

3．2．1．5敌敌畏

从表3．5可知，敌敌畏对1代褐飞虱的LD50值以KMDl的明显较高，其次秀水11的，

KMD2的最低，但三者间差异未达显著；经过连续世代取食后，除秀水11上的LD50值在

原水平上下波动外，KMDl和KMD2的均显著降低，其中9代后KMDl和KMD2上的

LD50值分别仅为l代的59．6％和43．0％，均明显低于秀水11的。

3．2．2KMD对田间褐飞虱种群杀虫剂敏感性的影响

3．2．2．1杭州田间褐飞虱种群

从表3．6可知，杭州褐飞虱田间种群在KMD上对氟虫腈、阿维菌素、敌敌畏敏感性

均高于秀水ll，其中KMD2又高于KMDl，但相互间差异未达显著。杭州褐飞虱田间种

群对吡虫啉和毒死蜱敏感性以KMD2最高，秀水11次之，KMDl最低，但相互间差异未

达显著。

3．2．2．2富阳田间褐飞虱种群

从表3．7可知，富阳褐飞虱田间种群在KMD上对吡虫啉敏感性均低于秀水11，其中

KMDl低于KMD2，但相互间差异未达显著。富阳褐飞虱田间种群对氟虫腈、阿维菌素、

毒死蜱敏感性以KMD2最高，秀水11次之，KMDl最低，但相互间差异未达显著。富阳
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褐飞虱田间种群在KMD上对敌敌畏敏感性以都高于秀水ll，其中KMD2高于ICMDl，

但相互间差异未达显著。

3．2．3 KMD对室内褐飞虱种群代谢酶的影响

3．2．3．1酯酶 ·

褐飞虱室内种群在不同水稻品系上饲养1代后，酯酶活性以KMDl和KMD2上的显

著较低，各为秀水1l上的79．9％和75．2％；持续饲养多代后酯酶活性均有上下波动，且相

互间无显著差异(图3．1)。

3．2．3．2谷胱甘肽S．转移酶

褐飞虱室内种群在不同水稻品系上饲养1代后，KMDl上谷胱甘肽S．转移酶活性为秀

水11的96．5％倍，但相互间差异不显著，KMD2上谷胱甘肽S．转移酶活性为秀水11：的

1．22倍，相互问差异显著，但KMDl上谷胱甘肽S．转移酶活性较KMD2上显著较低；·持

续饲养多代后褐飞虱乙谷胱甘肽S．转移酶酶均有上下波动，且相互间无显著差异(图3．2)。

3．2．3．3乙酰胆碱酯酶

褐飞虱室内种群在不同水稻品系上饲养l代后，KMDl上乙酰胆碱酯酶活性为秀水

11的1．19倍，但相互间差异不显著，KMD2上乙酰胆碱酯酶活性为秀水11的1．58倍，

相互间差异显著；持续饲养多代后褐飞虱乙酰胆碱酯酶均有上下波动，且相互间无显著差

异(图3．3)。

3．2．3．4超氧化物歧化酶

褐飞虱室内种群在不同水稻品系上连续饲养，超氧化物歧化酶活性以秀水ll上最高，

KMDl上次之，KMD2上最低，KMDl上除第1代比秀水ll上显著较低外，其它各代与

秀水11之间无显著差异；KMD2上除第3代与秀水11上无显著差异为，其它各代均比秀

水11上显著较低(图3．4)。

3．2．3．5过氧化物酶

褐飞虱室内种群在不同水稻品系上饲养l代后，KMDl上过氧化物酶活性为秀水l 1

的1．08倍，相互间差异不显著，KMD2上过氧化物酶活性为秀水11的77．6％，相互间差

异显著；持续饲养3、5、7代的褐飞虱过氧化物酶活性均以KMDl较高，秀水l 1次之，

KMD2最低，KMDl和KMD2与秀水ll之间差异不显著，KMDl上比KMD2上显著较
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高；持续饲养9代的褐飞虱过氧化物酶活性在各水稻品系上无显著差异(图3．5)．

3．2．3．6过氧化氢酶

褐飞虱室内种群在不同水稻品系上连续饲养l、3、5、7代后，过氧化氢酶活性有上

下波动，但相互间无显著差异。持续饲养第9代后，KMDI上过氧化氢酶活性为秀水1l

上的63．6％，且差异显著，KMD2上过氧化氢酶活性为秀水1 1上的83．8％，但相互间差

异不显著(图3．6)。

3．2．4KMD对田间褐飞虱种群代谢酶的影响

3．2．4．1酯酶

杭州褐飞虱田间种群酯酶活性在KMDI上为秀水1l的91．7％，相互间无显著性差异，

KMD2上与秀水11上相近。富阳褐飞虱田问种群酯酶活性在KMDI和KMD上均为秀水

1 l的1．20倍，相互间无显著性差异(图3．7)。

3．2．4．2谷胱甘肽S．转移酶

杭州褐飞虱田间种群谷胱甘肽S．转移酶活性在KMDl上为秀水1l的1．08倍，KMD2

上为秀水ll的94．7％，相互间均无显著性差异。富阳褐飞虱田间种群谷胱甘肽S．转移酶

活性在KMDl上为秀水1l的97．3％， KMD2上为秀水11的1．10倍，相互间均差异显

著(图3．8)。 ，

3．2．4．3乙酰胆碱酯酶

杭州褐飞虱田间种群乙酰胆碱酯酶活性在KMDl上为秀水1 l的72．6％，相互间差异

显著，KMD2上为秀水1 1的1．10倍，相互间无显著性差异。富阳褐飞虱田间种群乙酰胆

碱酯酶活性在KMDl上为秀水11的1．17倍，相互间无显著性差异，KMD2上为秀水11

的1．37倍，相互间差异显著(图3．9)。

3．2．4．4超氧化物歧化酶

杭州褐飞虱田间种群超氧化物歧化酶活性在KMDl和KMD2上分别为秀水11的1．06

和1．02倍，相互间均无显著性差异。富阳褐飞虱田间种群超氧化物歧化酶活性在KMDl

和KMD2上分别为秀水1l的1．04和1．02倍，相互问均差异显著(图3．10)。

3．2．4．5过氧化物酶

杭州褐飞虱田间种群过氧化物酶活性在KMDl和KMD2上分别为秀水11的95．3％

16
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和82．1％，相互间差异显著。富阳褐飞虱田间种群过氧化物酶活性在KMDl上为秀水1l

的85．4％，相互间无显著性差异，KMD2上为秀水11的1．11倍，相互问差异显著，KMDl

和KMD2之间存在显著性差异(图3．11)。

3．2．4．6过氧化氢酶

杭州褐飞虱田间种群过氧化氢酶活性在KMDl和KMD2上分别为秀水11的1．48和

1．18倍，相互间均无显著性差异。富阳褐飞虱田问种群过氧化氢酶活性在KMDl和KMD2

上分别为秀水1 1的1．47和1．36倍，相互间均差异显著(图3．12)．

3．2．5取食KMD的褐飞虱体内Bt蛋白含量的变化

3．2．5．1室内褐飞虱种群

褐飞虱室内种群在KMD2上饲养1代后，体内的Bt蛋白含量是KMDl的1．7倍；连

续饲养9代后，褐飞虱体内的Bt蛋白量与l代的结果相似(图3．13)。褐飞虱体内的Bt

蛋白含量在不同水稻品系和不同世代间均无显著差异，表明褐飞虱体内的Bt蛋白量相对

稳定。

3．2．5．2田问褐飞虱种群

杭州褐飞虱田间种群体内的Bt蛋白量虽以KMD2上明显较高，约为KMDl上的2．0

倍，但两者差异未达显著(图3．14)。富阳褐飞虱田间种群体内均Bt蛋白量亦以KMD2

上的明显较高，但与KMDl的差异不显著。杭州褐飞虱田间种群在不同转Bt基因水稻上

取食后体内的Bt蛋白量均比富阳田间种群的明显较高，且与室内种群的相当，表明褐飞

虱体内的Bt蛋白量已处于相对稳定的平衡状态。

3．3讨论

抗虫转基因作物对非靶标生物及其多样性的潜在风险一直是国内外研究关注的重点，

其中Bt水稻对非靶标害虫药剂敏感性及相关代谢酶活性的影响可归为抗虫转基因作物生

态安全性评价中非靶标效应的范畴。本章研究表明，褐飞虱无论是在转crylAb基因水稻

KMD上持续饲养9代的室内种群，还是在KMD稻田采集的田间种群，对5种生产上常

用杀虫剂，包括新烟碱类(吡虫啉)，苯基咪唑类(氟虫腈)、大环内酯类(阿维菌素)和

有机磷(毒死蜱和敌敌畏)等的敏感性水平、以及体内代谢酶如解毒酶(酯酶和谷胱甘肽
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S．转移酶)、靶标酶(乙酰胆碱酯酶)和保护酶(超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和过氧化

物酶)等的活性均与非转基因亲本水稻秀水ll上的无显著差异。该结果与张炬红等(2006)

报道Bt棉对棉蚜Aphisgossypii的吡虫啉和辛硫磷敏感性以及酯酶和乙酰胆碱酯酶等活力

无显著影响的结果相似；而与Ding等(2001)报道转所基因欧洲黑杨对美国白蛾Hyphantria

cunea保护酶、郭同斌等(2006)报道转Bt单基因和转Br+cp乃双价基因杨树对杨小舟

蛾Micromelalopha troglodyta保护酶和张巍等(2008)转crylAb／crylAc基因水稻对稻纵卷

叶螟Cnaphalocrocismedinalis保护酶等活性存在显著影响的结果不一致，这可能与转基因

Bt蛋白对鳞翅目靶标害虫的毒性而引起保护酶活性变化有关。

Bt水稻对褐飞虱药剂敏感性的影响，一方面可能由于Bt水稻外源基因的随机插入而

引起抗虫性状改交，导致褐飞虱体内代谢解毒酶和保护酶等活性变化，从而影响飞虱对药

剂的敏感性；另一方面可能由于褐飞虱过多摄入Bt水稻外源蛋白而引起体内代谢平衡紊

乱和自由基过量产生，使得代谢解毒酶和保护酶等活性变化，进而导致药剂敏感性发生改

变。尽管早先的研究结果显示KMD对褐飞虱的生长发育与繁殖存在显著影响，但该作用

机制并未影响到褐飞虱的药剂敏感性以及相关代谢酶活性。由于褐飞虱不同种群在KMD

上体内的Bt蛋白量相对稳定，不存在世代积累效应，因此可以排除过量摄入Bt蛋白对褐

飞虱药剂敏感性以及体内代谢解毒酶和保护酶等活性产生影响的可能性。
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表3．1褐飞虱在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上连续取食后

对吡虫啉敏感性的世代变化

Table 3．1 Generational variation of susceptibility to imidacloprid ofN．1ugens fed on Bt rice

(KMD 1 and KMD2)and non-Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

取食代数 水稻品系 斜率 标准误LD50 LD5095％置信限 比值

Generations Rice variety Slope SE p∥早LDso 95％FL n∥早 Ratio

19
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表3．2褐飞虱在室内Bt水稻(KMDI和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上连续取食后

对氟虫腈敏感性的世代变化

Table 3．2 Generational variation of susceptibility to fipronil of N．1ugens fed on Bt rice(KMD 1

and KMD2)and non-Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

20
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表3．3褐飞虱在室内Bt水稻(KMDI和KMD2)和非Bt水稻(秀水II)上连续取食后

对阿维菌素敏感性的世代变化

Table 3．3 Generational variation of susceptibility to avermectins ofN．1ugens fed on Bt rice

(KMD 1 and KMD2)and non—Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

2l
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表3．4褐飞虱在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上连续取食后

对毒死蜱敏感性的世代变化

Table 3．4 Generational variation of susceptibility to chlorpyrifos of N．1ugens fed on Bt rice

(KMD I and KMD2)and non—Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory
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表3．5褐飞虱在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上连续取食后

对敌敌畏敏感性的世代变化

Table 3．5 Generational variation of susceptibility of N．1ugens to dichlorovos fed on Bt rice

(KMD 1 and KMD2)and non-Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory



浙江大学硕士学位论文 第三章转c秽lAb基因抗虫梗稻对褐飞虱的杀虫剂敏感性和代谢酶活性的影响

表3．6褐飞虱在田间取食Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)后

对杀虫剂的敏感性(杭州，2009)

Table 3．6 Insecticidal susceptibility of N．1ugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non-Bt

rice(Xiushui 1 1)in the fields(Hangzhou，2009)

幸注：LD50值及其95％置信限的单位为p∥早．

·Note：The unit of LDs0 vulues and their 95％FL is p∥早．



浙江大学硕士学位论文 第三章转erylAb基因抗虫粳稻对褐飞虱的杀虫剂敏感性和代谢酶活性的影响

表3．7褐飞虱在田间取食Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)后

对杀虫剂的敏感性(富阳，2009)

Table 3．7 Insecticidal susceptibility ofN．1ugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non．Bt

rice(Xiushui 11)in the fields(Fuyang，2009)

取食代数 水稻品系 斜率 标准误 LD50 LD50 95％置信限 比值

Generations Rice variety Slope SE LD50 95％FL Ratio

．．．．

KMDl 2．76 0．54 16．40 12．60～21．50 1．2l

吡虫啉
KMD2 2．56 0．50 13．80 10．10～18．00 1．01

Imidacloprid
Xiushuill 3．23 0．59 13．60 10．40"--17．00 1．OO

氟虫腈

Fipronil

阿维菌素幸

Avermectins

毒死蜱

Chlorpyrifos

敌敌畏

Dichlorovos

KMDl

KMD2

2．40 0．42 1．50

2．46 0．44 1．10

1．20～2．00

0．80．--1．40

Xiushuil 1 2．69 0．45 1．30 0．90"-"1．60

KMDl

KMD2

2．02 O．35 1．60

2．72 0．46 1．10

1．10～20．40

8．00"-14．30

Xiushuill 2．41 0．42 1．30 9．50--．16．70

KMDl

KMD2

2．15 0．40 1．50

2．74 0．46 1．20

1．00～1．90

O．80～1．50

Xiushuill 2．72 0．45 1．30 0．90"-"1．60

KMDl

KMD2

2．51 O．61 3．80

3．26 0．69 3．30

2．50一--4．90

2．20"4．20

Xiushuil 1 3．08 0．64 4．10 3．10～5．10

1．15

O．85

1．00

1．23

O．85

1．00

1．15

0．92

1．OO

0．93

0．80

1．00

}注：LDso值及其95％置信限的单位为p∥早。

宰Note：The unit of LDso vulues and their 95％FL is pg／S7．
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Figure 3．1 Activities of esterase inⅣlugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non．Bt rice
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图3．7褐飞虱在田间Bt水稻(KMDl，YdVID2)和非Bt水稻(秀水11)上取食后

酯酶的活性

Figure 3．7 Activities ofesterase inⅣlugens fed on Bt rice CKMDl and KMD2)and non—Bt rice’

(Xiushui 1 1)in the fields
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图3．8褐飞虱在田间Bt水稻(KMDl，KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上取食后

谷胱甘肽S．转移酶的活性

Figure 3．8 Activities of Glutathione S-transferase in N．1ugem fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)

and non-Bt rice(Xiushui 1 1)in the fields
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图3．9褐飞虱在田间Bt水稻(KMDl，KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上取食后

乙酰胆碱酯酶的活性

Figure 3．9 Activities ofAcetylcholinesterase inⅣlugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)

and non—Bt rice(KMD 1 and KMD2)in the fields
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图3．10褐飞虱在田问Bt水稻(KMDl，KMD2)和非Bt水稻(秀水1 1)上取食后

超氧化物歧化酶的活性

Figure 3．1 0 Activities of SOD inⅣlugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non．Bt rice

(Xiushui 1 1)in the fields
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过氧化物酶的活性

Figure 3．1 1 Activities of POD inⅣluge雕fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non．Bt rice

(Xiushui 1 1)in the fields
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图3．12褐飞虱在田间Bt水稻(KMDl，EMD2)和非Bt水稻(秀水11)上取食后

过氧化氢酶的活性

Figure 3．1 2 Activities of CAT inⅣIuge淞fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non．Bt rice

(Xiushui 1 1)in the fields
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图3．13褐飞虱在室内Bt水稻(暮LMDl，KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上连续取食

1代和9代后Bt蛋白含量 。．

Figure 3．1 3 The content of Bt protein inⅣlugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and

non。Bt rice(Xiushui 1 1)for 1 and 9 generations continuously in the laboratory
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图3．14褐飞虱在田间Bt水稻(YdV[D1，KMD2)和非Bt水稻(秀水11)上取食后

Bt蛋白含量

Fibre 3．1 4 The content of Bt protein inⅣlugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and

non-Bt rice(Xiushui 11)in the fields
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第四章转crylAb抗虫粳稻对褐飞虱氟虫腈抗性及代谢酶的影响

褐飞虱Nilaparvata lugens(Stal)属同翅目，飞虱科，是我国重要的水稻害虫。由于化学

药剂的长期不合理使用，导致稻飞虱对多种杀虫剂产生的不同程度的抗药性(王彦华，2009a；

b)。不同抗性品系的害虫在生物适合度上存在不同。本章测定比较了室内褐飞虱氟虫腈敏

感品系、氟虫腈抗性品系在转crylAb基因水稻一克螟稻1号(KMDl)和克螟稻2号(KMD2)

及其非转基因亲本水稻秀水11(Xiushuill)上取食不同世代后对氟虫腈敏感性水平及其体

内解毒酶活性，旨在明确Bt水稻对非靶标褐飞虱苯基吡唑类杀虫剂的毒理学效应，为Bt

水稻的生态安全性评价和历稻田的褐飞虱综合治理提供理论基础。

4．1材料与方法

4．1．1供试材料

4．1．1．1供试水稻：同3．1．1．1。

4．1．1．2供试昆虫：褐飞虱氟虫腈敏感品系同3．1．1．2，于2007年9月采自浙江杭州，在

室内不接触农药的情况下一直用TNl稻苗继代饲养。褐飞虱氟虫腈抗性品系由室内氟虫腈

敏感品系经氟虫腈筛选得到，抗性倍数为169倍，在室内一直用TNl稻苗继代饲养。试验

时，各取30对雌雄成虫分别接到KMDl、KMD2和秀水11上续代饲养。其中饲养条件为：

温度28+1℃、湿度70±5％、光周期14 L：10 D。在饲养l、3、5、7、9代后，分别取大小

一致的羽化1．2d的长翅型雌成虫用于生物测定药剂敏感性。上述种群在测定药剂敏感性的

同时，分别取样冷冻于．70。C冰箱中，供酶活测定。

4．1．1．3供试药剂：95％氟虫腈原药，由浙江永农化工有限公司提供．

4．1．2生物测定

同3．1．2。
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4．1．3酶活测定

同3．1．3。

4．1．4数据分析

同3．1．4．

4．2结果与分析

4．2．1KMD对室内褐飞虱氟虫腈敏感品系氟虫腈敏感性的影响

不同水稻品系上饲养l代后褐飞虱氟虫腈敏感品系对氟虫腈敏感性以KMD2上的明显

较低，其LD50值均为KMDl和秀水11上的2．08倍；3代后KMD2上的敏感性显著降低，

仅为1代的36．0％，且略低于KMDl和秀水1l的；此后，3种水稻品系上的敏感性均随取

食世代增加而有所下降，但相互问差异不显著(同3．2．2．2)。

4．2．2KMD对室内褐飞虱氟虫腈抗性品系氟虫腈敏感性的影响

从表4．1可知，不同水稻品系上饲养1代后褐飞虱氟虫腈抗性品系对氟虫腈敏感性以

KMDl和KMD2上的高于秀水1l，但相互间差异不显著；3代后在KMDl和KMD2上的

敏感性均下降，且略低于秀水ll的，但相互间差异不显著；5代后在KMDl和KMD2上的

敏感性与秀水ll，但相互间差异不显著。

4．2．3KMD对室内褐飞虱氟虫腈敏感品系代谢酶敏感性影响

室内褐飞虱氟虫腈敏感品系在KMD上饲养多代后，体内代谢酶如解毒酶(酯酶和谷

胱甘肽S．转移酶)、靶标酶(乙酰胆碱酯酶)和保护酶(超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和过

氧化物酶)等的活性均与非转基因亲本水稻秀水11上的无显著差异(同3．2．3)．

4．2．4KMD对室内褐飞虱氟虫腈抗性品系代谢酶敏感性影响

4．2．4．1酯酶
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褐飞虱室内氟虫腈抗性品系在不同水稻品系上饲养1代后，KMDl和KMD2上酯酶活

性分别为秀水ll上的1．08和1．09倍，相互间无显著差异；持续饲养多代后，褐飞虱酯酶

活性均有上下波动，相互间无显著差异(图4．1)。

4．2．4．2谷胱甘肽S．转移酶

褐飞虱室内氟虫腈抗性品系在不同水稻品系上饲养l代后，KMDl和KMD2上谷胱甘

肽S．转移酶活性为分别为秀水11上的83．6％和82．7％，相互问差异不显著；持续饲养多代

后褐飞虱谷胱甘肽S．转移酶均有上下波动，相互间无显著差异(图4．2)。

4．2．4．3乙酰胆碱酯酶

褐飞虱室内氟虫腈抗性品系在不同水稻品系上取食后，乙酰胆碱酯酶活性以秀水1 1上

最高，KMDl上次之，KMD2上最低，相互间均无显著性差异(图4．3)。

4．2．4．4超氧化物歧化酶

褐飞虱室内氟虫腈抗性品系在不同水稻品系上饲养1代后，KMDl和KMD2上超氧化

物歧化酶活性为分别为秀水ll上的92．2％和87．7％，相互间差异不显著；持续饲养多代后

褐飞虱超氧化物歧化酶均有上下波动，相互间无显著差异(图4．4)。

4．2．4．5过氧过物酶

褐飞虱室内氟虫腈抗性品系在不同水稻品系上饲养l代后，KMDl上过氧过物酶活性

为秀水11上的1．23倍，相互间差异不显著，KMD2上过氧化物酶活性为秀水11上的93．8％，

相互间差异不显著；持续饲养多代后褐飞虱过氧过物酶均有上下波动，相互间无显著差异

(图4．5)。

4．2．4．6过氧化氢酶

褐飞虱室内氟虫腈抗性品系在不同水稻品系上饲养1代后，KMDl上过氧过氢酶活性

为秀水11上的92．1％，相互间差异不显著，KMD2上过氧化氢酶活性为秀水11上的1．06

倍，相互间差异不显著；持续饲养多代后褐飞虱过氧过氢酶均有上下波动，相互间无显著

差异(图4．6)。

4．3讨论

本章研究表明，无论是褐飞虱氟虫腈敏感品系，还是褐飞虱氟虫腈抗性品系，在转

crylAb基因水稻KMD上连续饲养后，对氟虫腈的敏感性及其体内代谢酶如解毒酶(酯酶
34
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和谷胱甘肽S．转移酶)、靶标酶(乙酰胆碱酯酶)和保护酶(超氧化物歧化酶、过氧化氢酶

和过氧化物酶)与非转基因亲本水稻秀水ll上相比均没有显著差异．褐飞虱氟虫腈抗性品

系与敏感品系之间代谢酶之间无明显差异，这与李超(2007)结果相似，说明氟虫腈抗性

不是由代谢酶活性的改变而引起的，可能是褐飞虱体内丫．氨基丁酸受体位点突交引起的．

虽然不同抗性种群间的适合度不同，但研究结果发现KMD对褐飞虱不同品系间对氟虫腈

的敏感性没有影响。
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表4。1褐飞虱氟虫腈抗性品系在室内Bt水稻(KMDI和KMD2)和非Bt水稻

(秀水11)上连续取食后对氟虫腈敏感性的世代变化

Table 4．I Generational variation in susceptibility of fipronil-resistant strain of N．1ugens to

fipronil fed on Bt rice(KMD 1 and KIvlD2)and non-Bt rice(Xiushui 1 1)

continuously in the laboratory
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1代
1 st generation

3代
3th generation

5代
5th generation

图4．1褐飞虱对氟虫腈抗性品系在室内Bt水稻(KMDl和YdVtD2)和非Bt水稻(秀水1 1)

上连续取食后酯酶的活性

Table 4．1 Esterase activity of fipronil—resistant strain ofN．1ugens fed on Bt rice(KMDl and

KMD2)and non-Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

0 2

●—●KMDl

圈圈圈KMD2

1代

1 St generation

3代
3th generaoon

5代
5th generation

图4．2褐飞虱对氟虫腈抗性品系在室内Bt水稻(KMDI和KMD2)和非Bt水稻(秀水1 1)

上连续取食后谷胱甘肽S．转移酶的活性

Table 4．2 Glutathione S-transferase Activity of fipronil—resistant strain of N．1ugens fed on Bt rice

(KMD 1 and KMD2)and non-Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory
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0 1

0．0

一KMDl

1代
1 st generation

图4．3褐飞虱对氟虫腈抗性品系在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)

上连续取食后乙酰胆碱酯酶的活性

Table 4．3 Acetylcholinesterase activity offipronil—resistant strain ofN．1ugens fed on Bt rice

(KMD I and KMD2)and non-Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

1代
1 st generation

3代
3th generation

5代
5th generation

图4．4褐飞虱对氟虫腈抗性品系在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)

上连续取食后超氧化物歧化酶的活性

Table 4．4 SOD activity of fipronil—resistant strain ofN．1ugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)

and non·Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

38
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—■●KMDl

■_KMD2
口Xiushuill

3代
3th generation

5代

5th generation

图4．5褐飞虱对氟虫腈抗性品系在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)

上连续取食后过氧化物酶的活性

Table 4．5 POD activity offipronil—resistant strain ofN．1ugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)

and non—Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

1。一 37弋 5j：

!st gene ration 3{h generation 5th generation

图4．6褐飞虱对氟虫腈抗性品系在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻(秀水11)

上连续取食后过氧化氢酶的活性

Table 4．6 CAT activity of fipronil—resistant strain of N．1ugens fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)

and non-Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory
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第五章转crylAb抗虫粳稻对白背飞虱马拉硫磷抗性及代谢酶的影响

白背飞虱Sogatella furcifera(Horv￡ith)属同翅目，飞虱科，是我国重要的水稻害虫。

由于化学药剂的长期不合理使用，导致稻飞虱对多种杀虫剂产生的不同程度的抗药性(王

彦华，2009)．不同抗性品系的害虫在生物适合度上存在不同．本章测定比较了室内白背飞

虱马拉硫磷敏感品系、马拉硫磷抗性品系在转crylAb基因水稻一克螟稻l号(KMDl)和

克螟稻2号(KMD2)及其非转基因亲本水稻(Xiushuill)上取食不同世代后对马拉硫磷

敏感性水平及其体内解毒酶活性，旨在明确Bt水稻对非靶标白背飞虱有机磷类的毒理学效

应，为Bt水稻的生态安全性评价和研稻田的白背飞虱综合治理提供理论基础。

5一．材料与方法

5．1．1供试材料

5．1．1．1供试水稻：同3．1．1．1。

5．1．1．2供试昆虫：白背飞虱对马拉硫磷敏感品系为不接触任何杀虫剂在TNl水稻上连

续饲养80代的白背飞虱品系，白背飞虱对马拉硫磷抗性品系是对敏感品系用马拉硫磷筛选

获得，抗性倍数为11倍。试验开始后分别置苗龄3天左右的KMDl、KMD2和秀水11上

于养虫室内继代饲养，其中饲养条件为：温度28+1℃、湿度70±5％、光周期14 L：10 D。

分别于第1、3、5、7、9代测其对马拉硫磷的敏感性，同时取样置于．70"C供生化测试用。

5．1．1．3供试药剂：94．5％马拉硫磷原药(浙江宁波农药厂)。

5．1．2生物测定

同3．1．2．

5．1．3酶活测定

同3．1．3。
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5．1．4数据分析

同3．1．4。

5．2结果与分析

5．2．1KMD对白背飞虱马拉硫磷敏感品系的马拉硫磷敏感性影响

从表5．1可知，不同水稻品系上饲养1代后，马拉硫磷对在KMDl上的白背飞虱马拉

硫磷敏感品系LD50值为秀水1l上的93％，对在KMD2上的LD50值为秀水11上的78％；

连续饲养3代后，对在KMDl和KMD2上的LD50值与秀水11相比略为较高；5代后KMDl

上的LD50值为秀水11上的1．02倍， KMD2上LD50值为秀水ll上的93％。所有LDso值

之间的差异均不显著。

5．2．2KMD对白背飞虱马拉硫磷抗性品系的马拉硫磷敏感性影响

从表5．2可知，在不同水稻品系上饲养l代后，白背飞虱马拉硫磷抗性品系对马拉硫磷

的敏感性以在KMD2上显著较高，其LD50值分别为KMDl和秀水1l上的55．5％和53．5％，

在KMDl上的与秀水1l上的无显著差异；不同水稻品系上饲养3代后，对马拉硫磷的敏

感性均有降低，其中以KMD2上的敏感性相对较高，其LD50值分别为KMDl上的和秀水

1l上的60．4％和50．9％，但相互间差异不显著；连续饲养5代后，马拉硫磷LD50值以KMD2

上的相对为低，是秀水ll上的56．7％，差异达显著，而KMDl上的LD50值则为秀水11上

的1．12倍，差异不显著。

5．2．3KMD对室内白背飞虱马拉硫磷敏感种群代谢酶活性的影响

5．2．3．1酯酶

白背飞虱对马拉硫磷敏感品系在不同水稻品系上连续饲养1代后，KMDl和KMD2上

的酯酶活性分别为秀水11上的92．2％和98．1％；连续饲养后酯酶活性虽均呈现波动，但相

互间差异均不显著(图5．1)。

5．2．2．2谷胱甘肽S．转移酶
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白背飞虱对马拉硫磷敏感种群在不同水稻品系上饲养1代后，KMDl上的谷胱甘肽S．

转移酶活性为秀水1l上的1．05倍，而KMD2上的酶活为秀水11上的96．6％；连续饲养不

同世代后，KMDI和KMD2上的谷胱甘肽S．转移酶活性均呈现上下波动，但相互间的差异

均不显著(图5．2)．

5．2．2．3乙酰胆碱酯酶

白背飞虱对马拉硫磷敏感品系在不同水稻品系上饲养1代后，乙酰胆碱酯酶活性在

KMDl上的为秀水ll上的72％，在KMD2上的为秀水11上的1．07倍，相互间差异不显著，

但在KMDl上的酶活性则比KMD2上的显著较低；连续饲养3代后，在KMDl和KMD2

上的酶活均比秀水11上的明显较高，但相互间无显著差异；5代后，在KMDl和KMD2

上的酶活性均比秀水ll上的显著较低，分别为秀水1l上的46％和42％(图5．3)．

5．2．4KMD对室内白背飞虱马拉硫磷抗性品系代谢酶活性的影响

5．2．4．1酯酶
．

白背飞虱对马拉硫磷抗性品系在不同水稻品系上饲养l代后，KMDl上的酯酶活性为

秀水ll上的90．1％，KMD2上的酯酶活性为秀水1l上的1．01倍；持续饲养不同世代后，

不同水稻品系上的酯酶活性均呈上下波动，但相互间无显著差异(图5．4)。

5．2．4．2谷胱甘肽S．转移酶

白背飞虱对马拉硫磷抗性品系在不同水稻品系上饲养多代，谷胱甘肽S．转移酶活性以

KMDl上最高，秀水1l上次之，KMD2上最低，但相互间均无显著差异(图5．5)。

5．2．4．3乙酰胆碱酯酶

白背飞虱对马拉硫磷抗性品系在不同水稻品系上饲养l代后，KMDl和KMD2上的乙

酰胆碱酯酶活性分别为秀水ll上的1．11和1．19倍；饲养不同世代后，KMDl和KMD2上

的酶活性均比秀水1l上的明显较低，但相互问差异均不显著(图5．6)。

5．3讨论

本章研究表明，在转c∥lAb基因水稻KMD上连续饲养的白背飞虱马拉硫磷敏感品系

对马拉硫磷的敏感性与非转基因亲本水稻秀水ll上的相比，均无显著差异；KMDl上连续

饲养的白背飞虱马拉硫磷抗性品系的马拉硫磷敏感性与非转基因亲本水稻秀水ll上相比，
43
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亦均无显著差异，KMD2上连续饲养的白背飞虱马拉硫磷抗性品系的LD50值与非转基因亲

本水稻秀水11上的相比，则有显著下降。进一步通过对代谢酶活性的测定发现，转c砂lAb

基因水稻KMD上白背飞虱马拉硫磷敏感品系除连续饲养5代后的乙酰胆碱酯酶活性比非

转基因亲本水稻秀水1l上的显著降低外，酯酶和谷胱甘肽S．转移酶活性与秀水11上的均

无显著性差异；转c秒lAb基因水稻KMD上白背飞虱对马拉硫磷抗性品系体内酯酶、谷胱

甘肽S．转移酶和乙酰胆碱酯酶活性与秀水11上的均无显著性差异。对于白背飞虱马拉硫磷

抗性品系在KMD2上对马拉硫磷的敏感性则比秀水11上的明显较高(LD50值相差不到两

倍)，这可能是由表皮通透性改变，‘或实验误差引起。白背飞虱对马拉硫磷抗性品系的酯酶

活性较敏感品系的明显较高，这与姚洪渭(2001)结果相似．综上，KMD对白背飞虱不同

品系间对马拉硫磷的敏感性并没有影响。
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表5．1白背飞虱马拉硫磷敏感品系在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻

(秀水11)上连续取食后对马拉硫磷敏感性的世代变化

Table 5．1 Generational variation in susceptibility ofmalathion-susceptible strain ofS．^彤扣朋to

malathion fed on Bt rice(KMD I and KMD2)and non—Bt rice(Xiushui 11)continuously in the

laboratory
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表5．2白背飞虱马拉硫磷抗性品系在室内Bt水稻(KMDl和KMD2)和非Bt水稻

(秀水11)上连续取食后对马拉硫磷敏感性的世代变化

Table 5．2 Generational variation in susceptibility ofmalathion-resistant strain ofS furcifeFa to

malathion fed on Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non-Bt rice(Xiushui 11)continuously in the

laboratory
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图5．1白背飞虱对马拉硫磷敏感品系在室内Bt水稻(KMDl+和Y,uVID2)和非Bt水稻

(秀水11)上连续取食后酯酶的活性

Table 5．1 Esterase activity of malathion—susceptible strain of S．furcifera fed on Bt rice(KMDl

and KMD2)and non—Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory

0 7
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图5．2白背飞虱对马拉硫磷敏感品系在室内Bt水稻(YdVIDl和KMD2)和非Bt水稻

(秀水11)上连续取食后谷胱甘肽S。转移酶的活性

Table 5．2 Glutathione S-transferase activity of malathion-susceptible strain of S．furcifera fed on

Bt rice(KMD 1 and KMD2)and non—Bt rice(Xiushui 1 1)continuously in the laboratory
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水稻螟虫(二化螟C厅如suppressalis、三化螟Scirpophaga incertulas和稻纵卷叶螟

Cnaphalocrocis medinalis)和稻飞虱(褐飞虱Nilaparvata lugens、白背飞虱Sogatellafurcifera

和灰飞虱Laodelphax striatellus)系我国稻区的重要害虫，常爆发成灾，严重威胁水稻生产

(程遐年等，2003；盛承发等，2003)。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，国内外相继开展并成功培育出不少抗螟效果好的转历基因水稻(Bt

水稻)品系(叶恭银等，1998；High等，2004；Chen等，2009)．Bt水稻为水稻增产带来可能，

商业化前景十分广阔，但是其作为转基因抗虫作物，同样面临环境释放后的生态安全性问

题。因此，对Bt水稻的潜在生态风险开展全面的安全性评价就非常重要(Shelton等，2002)． ．

6．1转crylAb基因抗虫粳稻对稻飞虱杀虫剂敏感性及代谢酶的影响

本文测定比较了在转crylAb基因水稻一克螟稻1号(KMDl)和2号(KMD2)及其

非转基因亲本秀水ll(Xiushuil 1)上连续饲养的褐飞虱室内种群以及田间种群(杭州和富

阳种群)对5种杀虫剂(吡虫啉、毒死蜱、敌敌畏、氟虫腈和阿维菌素)的敏感性水平及

其体内解毒酶的敏感性水平及其体内解毒酶(酯酶和谷胱甘肽S．转移酶)、靶标酶(乙酰胆

碱酯酶)和保护酶(超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶)的活性以及摄入Bt蛋白

量的差异变化，在KMDl、KMD2和秀水11上连续饲养的褐飞虱室内氟虫腈抗性品系对氟

虫腈的敏感性水平及其解毒代谢酶活性，在KMDl、KMD2和秀水1l上连续饲养的白背飞

虱敏感种群和抗马拉硫磷种群对马拉硫磷的田敏感性水平及其解毒代谢酶活性。结果表明，

5种杀虫剂对分别持续取食KMDl和KMD2的褐飞虱室内种群LD50值及其世代变化与取

食秀水11的相比无显著差异；对分别采自KMDl和KMD2上的杭州和富阳田间种群LD50

值亦与秀水ll的无显著差异．在KMDl和KMD2上连续取食多代的褐飞虱室内种群以及

杭州和富阳田间种群，其体内解毒酶、靶标酶和保护酶等活性与取食秀水1l的差异不显著。

褐飞虱不同种群在KMD上摄入的Bt蛋白量相对稳定，其中以取食KMD2的相对较高。

本文测定了在KMDl、KMD2和秀水ll上连续饲养的褐飞虱氟虫腈抗性品系对氟虫腈

的敏感性水平及其代谢酶活性、以及白背飞虱抗／感马拉硫磷品系对马拉硫磷的敏感性水平

S0
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及其代谢酶活性，结果表明在KMDl和KMD2上连续饲养的褐飞虱氟虫腈抗性品系对氟虫

腈的敏感性水平及其代谢酶活性与对照秀水1l上的无显著差异；在KMDl和KMD2上连

续饲养的白背飞虱马拉硫磷抗性品系对马拉硫磷的敏感性水平及其代谢酶活性与秀水ll上

的亦均无显著性差异。

上述结果表明，KMDl和KMD2对褐飞虱和白背飞虱的杀虫剂敏感性和代谢酶活性无

显著影响。

6．2本研究的特色与创新点

本论文采用继代饲养的方法较为全面的研究了转基因抗虫粳稻对非靶标害虫褐飞虱和

白背飞虱杀虫剂敏感性和解毒代谢酶活性的影响，并通过对两个抗性品系的深入研究作了

进一步评价。

本论文的结论可为以后转基因水稻的商业化决策、及以后转基因水稻商业化种植后防

治非靶标害虫褐飞虱和白背飞虱提供一定的理论依据。

6．3不足之处和今后待研究的问题

由于时间，精力等种种原因，本文仅对转crylAb基因抗虫粳稻对褐飞虱和白背飞虱4

类农药的药剂敏感性进行了分析，尚有很多工作可待进一步研究。今后有待研究的工作主

要有：

1、对不同类型的转基因水稻品系开展相关研究；

2、在田间，需通过多地点、多年份监测转基因水稻对非靶标害虫药剂敏感性的影响；

3、就避护所里的非转基因水稻品种对飞虱的药剂敏感性进行监测．
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