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盐城棉区棉铃虫田间种群对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率
刘　 标１∗ꎬ 方志翔１ꎬ 郑央萍１ꎬ 徐文华２

１环境保护部南京环境科学研究所生物安全重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００４２ꎻ
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摘要: 【背景】转 Ｂｔ 基因抗虫棉已经在我国进行了近 ２０ 年的大规模商业化种植ꎬ产生了显著的经济和环境效益ꎮ 但是ꎬ靶
标害虫棉铃虫的抗性是转 Ｂｔ 基因抗虫棉产业健康发展所面临的最大问题ꎬ而抗性监测是解决这一问题的必要管理措施ꎮ
盐城市是江苏省转基因抗虫棉的主产区ꎬ但有关该地区棉铃虫对转 Ｂｔ 基因抗虫棉的抗性基因频率未见报道ꎮ 【方法】于
２０１２ 年在盐城三龙镇和东台镇棉区采集田间棉铃虫种群ꎬ检测了初孵幼虫对花铃期转 Ｂｔ 基因抗虫棉中 ３０ 幼嫩叶片的敏

感性ꎬ用区分剂量法检测了 ２ 龄幼虫对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率ꎮ 【结果】取食转 Ｂｔ 基因抗虫棉叶片后ꎬ棉铃虫初孵幼虫在

９ ｄ 内全部死亡ꎻ三龙镇和东台镇棉铃虫 ２ 龄幼虫对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率分别为 ７.６×１０－３和 ６.９×１０－３ꎮ 【结论与意义】目
前ꎬ盐城棉区的棉铃虫对转 Ｂｔ 基因抗虫棉仍保持很高的敏感性ꎬ棉铃虫种群对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率没有发生显著变化ꎬ
但仍需持续监测ꎮ
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　 　 转 Ｂｔ 基因作物因其高效杀虫性而被广泛应

用ꎬ已经在全世界推广种植长达近 ２０ 年之久ꎮ 但

是ꎬ随着 Ｂｔ 作物种植时间的延长以及关于害虫 Ｂｔ

抗性研究的深入ꎬ越来越多的科学家开始关注田间

靶标害虫对 Ｂｔ 作物产生抗性风险的问题ꎮ 多方面

研究已经证实了害虫对 Ｂｔ 作物产生抗性的潜在风

生物安全学报 ２０１４ꎬ ２３(４): ２５３－２５５
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险(Ｆｅｒｒé ＆ Ｖａｎ Ｒｉｅꎬ２００２ꎻ Ｇｒｉｆｆｉｔｔｓ ＆ Ａｒｏｉａｎꎬ２００５ꎻ
Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４ꎻ Ｔａｂａｓｈｎｉｋꎬ１９９４)ꎮ 因此ꎬ针对靶

标害虫对转 Ｂｔ 作物抗性检测和监测显得尤为重

要ꎮ 棉铃虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ Ｈüｂｎｅｒ 是转 Ｂｔ 基
因抗虫棉的靶标害虫ꎬ有关河北、河南、山东、山西

等地的棉铃虫抗性已有较多研究(何丹军等ꎬ２００１ꎻ
Ｗｕꎬ２００７)ꎬ但是ꎬ关于长江中下游地区棉铃虫的抗

性变化情况尚未见报道ꎮ 为此ꎬ本研究选择我国长

江流域盐城棉区为试验地ꎬ开展了田间棉铃虫种群

对 Ｂｔ 毒素抗性基因频率的监测工作ꎬ以期为转 Ｂｔ
基因抗虫棉花的长期发展提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试虫采集及饲养

于 ２０１２ 年 ８ 月(第 ３ 代棉铃虫盛发期)ꎬ在江

苏盐城市三龙镇和东台镇棉花种植区内随机采集

５００ 余头棉铃虫 ４ 龄幼虫ꎬ带回实验室放入培养皿

中ꎬ在室内温度(２７±１) ℃、光周期 Ｌ ∶Ｄ＝ １４ ｈ ∶１０ ｈ、
相对湿度 ７５％~８５％的条件下用人工饲料饲养至化

蛹并羽化ꎮ 然后将羽化后的成虫放入一次性塑料

杯内单对交配(同一棉区 １ 头雌成虫与 １ 头雄成虫

交配)ꎬ每个单对编号ꎬ收集每个单对的有效卵ꎬ每
个单对独立孵化饲养ꎮ 取部分初孵棉铃虫幼虫用

于测定其对转基因抗虫棉的敏感性ꎬ其余幼虫用人

工饲料饲养至 ２ 龄初期ꎬ体重 １ ｍｇ 左右ꎬ用于测定

其对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率ꎮ

１.２　 供试棉

供试棉分别为由中国农业科学院棉花研究所

研制的中棉系列中 １６ 和由山东省棉花研究中心研

制的鲁棉系列转 Ｂｔ 基因抗虫棉中 ３０ꎮ

１.３　 供试毒蛋白

Ｂｔ(ＣｒｙｌＡｃ)活化毒素购自美国 Ｃａｓｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｒｅ￣
ｓｅｒｖｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎮ 将活化后的 Ｂｔ 毒素溶于 ０.０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

磷酸盐缓冲液(ｐＨ＝ ７.４)ꎬ配成 ０.１ μｇ􀅰μＬ－１的毒蛋

白溶液ꎻ对照组试剂(ＣＫ)为 ｐＨ ７.４、０.０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

磷酸盐缓冲液ꎮ

１.４　 转 Ｂｔ 基因棉花对棉铃虫死亡率和体重的影响

把湿润的滤纸放入培养皿中ꎬ每皿接初孵棉铃

虫幼虫 ５ 头后分别饲喂转 Ｂｔ 基因棉花(中 ３０)及其

对照非转基因棉花(中 １６)的幼嫩叶片ꎮ 接虫后用

纱布封严培养皿ꎬ防止幼虫逃逸和保持皿内湿度ꎬ

置于(２６±１) ℃、Ｌ ∶Ｄ ＝ １４ ｈ ∶１０ ｈ 的养虫室内ꎮ 试

验设 ５ 个重复ꎮ 每天更换新鲜的棉花叶片ꎬ并调查

各处理幼虫死亡情况ꎬ计算死亡率ꎬ用分析天平精

确称量各处理组存活幼虫的体重ꎮ

１.５　 棉铃虫幼虫对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率

区分剂量法是在生物测定的基础上发展起来

的ꎬ其原理是用杀死 ９９％敏感个体的剂量作为诊断

剂量ꎬ在此浓度下存活的个体为抗性个体ꎬ反之则

为非抗性个体ꎮ 根据陈海燕等(２００７)的方法ꎬ棉铃

虫 ２ 龄初期幼虫对活化 Ｃｒｙ１Ａｃ 毒素的区分剂量为

１０ μｇ􀅰头－１ꎮ 具体操作步骤:(１)取已冷却凝结的

棉铃虫人工饲料ꎬ以切片器将之切成 ３ ｍｍ 厚的薄

片ꎻ然后用打孔器打成圆片状ꎬ用镊子放入 ２４ 孔培

养板底部ꎮ (２)将 ２４ 孔培养板每个孔中的饲料压

实ꎬ并将孔口和孔壁等可能沾有饲料的地方清理干

净ꎮ (３)将 １００ μＬ ０.１ μｇ􀅰μＬ ＣｒｙｌＡｃ 活化毒素加

入每个孔ꎬ培养板数量以供试幼虫数量而定ꎮ 取一

个 ２４ 孔培养板作对照ꎬ只加入 １００ μＬ 磷酸盐缓冲

液ꎮ (４)待 ２４ 孔培养板饲料表面的溶液晾干后ꎬ每
孔接入上述 １.１ 中获得的 １ 头体重约 １ ｍｇ 左右的 ２
龄初期幼虫ꎬ用 ２ 层尼龙纱和 １ 层黑布覆盖防止其

逃跑ꎮ 置于恒温光照培养箱(２６±１) ℃、Ｌ ∶Ｄ ＝ １４ ｈ
∶１０ ｈ、相对湿度 ７５％~８５％条件下ꎬ５ ｄ 后检查幼虫

的死亡状况ꎮ 完全死亡或生长发育受到限制(体重

小于 ５ ｍｇ)均视为死亡ꎮ

１.６　 统计分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件对数据进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转 Ｂｔ 基因棉花对棉铃虫死亡率和体重的影响

由表 １ 可见ꎬ初孵棉铃虫幼虫取食转 Ｂｔ 基因

棉花幼嫩叶片之后ꎬ在 ９ ｄ 之内全部死亡ꎬ而取食非

转基因棉花叶片的初孵棉铃虫幼虫在 ９ ｄ 之内绝大

多数存活ꎬ且生长发育正常ꎮ 这说明目前盐城棉铃

虫田间种群对转基因抗虫棉仍保持很高的敏感性ꎮ

２.２　 盐城田间棉铃虫种群对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率

三龙镇和东台镇的受试总虫数分别为 ３９７ 和

４４８ 头ꎮ ２ 龄幼虫经区分剂量处理 ５ ｄ 后ꎬ绝大多数

死亡ꎬ两地的死亡虫数分别为 ３９４ 和 ４４５ 头ꎬ由此

计算出三龙镇和东台镇的田间棉铃虫种群对 Ｂｔ 蛋
白的抗性基因频率分别为 ７.６×１０－３和 ６.９×１０－３ꎮ
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表 １　 初孵棉铃虫取食不同棉叶后的死亡率和体重
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｗｌｙ ｈａｔｃｈｅｄ ｌａｒｖａｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｔｔｏｎ ｂｏｌｌｗｏｒｍ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｔｔｏｎ ｌｅａｖｅｓ

棉花
Ｃｏｔｔｏｎ ｌｉｎｅｓ

幼虫死亡率 Ｌａｒｖａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ (％) ａｔ
１ ｄ ３ ｄ ６ ｄ ９ ｄ

幼虫体重 Ｌａｒｖａｌ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ (ｍｇ)
３ ｄ ６ ｄ ９ ｄ

中 １６ Ｚｈｏｎｇ￣１６ ３.３３±１.２６Ａ ５.７６±２.３１Ａ ５.７６±２.３１Ａ ５.７６±２.３１Ａ ２.６１±０.４６Ａ ７.３５±０.５０Ａ ２４.５２±２.１５Ａ
中 ３０ Ｚｈｏｎｇ￣３０ １１.５４±３.８６Ｂ ５７.１４±９.６７Ｂ ９７.６４±１１.５４Ｂ １００.００±０.００Ｂ １.３５±０.０９Ｂ ２.２４±０.１４Ｂ ０.００±０.００Ｂ

　 　 数据为 ５ 个重复的平均值±标准偏差ꎬ同列数据后附不同大写字母者表示不同品种间差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
Ｄａｔａｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ±ＳＤꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｔｔｏｎｓ.

３　 结论与讨论
转 Ｂｔ 基因棉长期大量种植ꎬ造成的潜在风险

之一是靶标害虫对 Ｂｔ 棉的抗性进化ꎬ这将严重威

胁 Ｂｔ 棉的持续有效应用ꎮ 靶标害虫对转 Ｂｔ 基因作

物的抗性进化依赖于多种因素ꎬ包括靶标害虫种群

中抗性等位基因的初始频率、害虫抗性遗传模式、
抗性的显隐性度及适合度、害虫在不同寄主上的时

空分布情况以及不同地理种群间的基因流等

(Ｇｏｕｌｄꎬ１９９８ꎻ ＭｃＧａｕｇｈｅｙ ＆ Ｗｈａｌｏｎꎬ１９９２ꎻ Ｔａｂａｓｈ￣
ｎｉｋꎬ１９９４)ꎮ 抗性监测是了解害虫抗性发展的有效

途径ꎬ能够为防治抗性害虫种群提供科学依据

(Ｈｕａｎｇꎬ２００６)ꎮ Ａｋｈｕｒｓｔ ｅｔ ａｌ.(２００３)将田间采集

的 ３ 个棉铃虫种群与室内敏感品系交配ꎬ在含有

Ｃｒｙ１Ａｃ 毒素的饲料上筛选 １６ 代后检测 Ｂｔ 抗性ꎬ研
究结果显示ꎬ对 Ｂｔ 有抗性的棉铃虫能够在表达

Ｃｒｙ１Ａｃ 毒素蛋白的转基因棉上完成幼虫生长发育

且羽化繁殖ꎬ说明棉铃虫有可能对 Ｂｔ 棉产生抗性ꎮ
Ｌｉ ｅｔ ａｌ.(２００４)通过 Ｆ１ 代筛查法检测到 ２００２ 年采

自河北安次县和山东夏津县的棉铃虫田间种群对

Ｃｒｙ１Ａｃ 的抗性基因频率分别为 １×１０－３和 ０.６×１０－３

左右ꎮ 陈海燕等(２００７)采用改进的 Ｆ１ 筛查法检测

到 ２００５ 年采自河南安阳和河北沧县的棉铃虫种群

对 ＣｒｙｌＡｃ 的抗性基因频率分别为 １.４×１０－３和 １.５×
１０－３ꎮ 刘凤沂等(２００８)采用 Ｆ１ 代法在室内用喂饲

法检测了 ２００６ 年采自河北省邱县 Ｂｔ 棉田棉铃虫对

Ｂｔ 棉的抗性等位基因频率ꎬ发现 １２７ 头田间雄虫中

２４ 头携带抗性基因ꎬ估测抗性等位基因频率为

０.９４ꎬ该值为我国首次检测到的高抗性等位基因频

率ꎮ 须志平(２００８)采用单雌系 Ｆ２代法监测到河北

邱县地区 ２００３~２００５ 年棉铃虫种群对转基因 Ｂｔ 棉
的抗性等位基因频率为 ０.０１４６ꎬ该频率值明显高于

１９９９ 年的监测结果(何丹军等ꎬ２００１)ꎬ表明持续监

测棉铃虫田间种群的抗性变化十分必要ꎮ
本研究表明ꎬ盐城地区棉铃虫种群对我国目前

的主栽转基因抗虫棉仍保持很高的敏感性ꎬ三龙镇

和东台镇 ２ 龄幼虫对 Ｂｔ 蛋白的抗性基因频率分别

为 ７.６×１０－３和 ６.９×１０－３ꎮ 这个结果与河北、河南、山
东等地的监测结果(卢美光等ꎬ２０００)属于同一数量

级水平ꎬ表明我国种植转基因棉花地区的田间棉铃

虫种群还未出现明显的抗性进化ꎮ 但是ꎬ管理措施

不足已经导致某些靶标害虫对转 Ｂｔ 基因抗虫作物

抗性的快速发展(ｖａｎ Ｒｅｎｓｂｕｒｇꎬ２００７)ꎬ且根据近年

来冀、鲁、豫棉区抗虫棉抗性监测结果ꎬ抗虫棉对棉

铃虫的防效有下降的趋势(吕丽敏等ꎬ２０１３)ꎮ 这说

明棉铃虫抗性风险依然存在ꎬ对此绝不能放松警

惕ꎬ必须连续、系统地做好棉铃虫抗性监测工作ꎮ
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