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中 Ｂｔ 蛋白的时空表达及抗性评价

孙红炜ꎬ 李　 凡ꎬ 高　 瑞ꎬ 徐晓辉ꎬ 杨淑珂ꎬ 路兴波∗
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摘要: 【目的】探讨转 ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ 和 Ｇ１０ｅｖｏ￣ｅｐｓｐｓ 基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 中外源 Ｂｔ 蛋白时空表达规律ꎬ对 ３ 种主要鳞翅目

害虫亚洲玉米螟、黏虫和棉铃虫的抗性进行鉴定ꎬ为转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 的商业化推广提供科学的数据支撑ꎮ 【方法】
Ｂｔ 蛋白时空表达规律采用酶联免疫法(ＥＬＩＳＡ)ꎬ田间抗虫性和室内抗虫性鉴定分别采用田间人工接虫和离体组织生测方

法ꎮ 【结果】在玉米 ６~８ 叶期ꎬＢｔ 含量表现为根>心叶>茎ꎬ分别为 ５１７.３、４５３.８ 和 ３１２.８ ｎｇｇ－１ꎻ大喇叭口期ꎬＢｔ 含量表现为

心叶>根>茎ꎬ分别为 ３５３.３、２８１.３ 和 ２３２.９ ｎｇｇ－１ꎻ吐丝期ꎬＢｔ 含量表现为心叶>根>茎ꎬ分别为 １８８.９、１１４.１ 和 ５３.６ ｎｇｇ－１ꎻ
乳熟期ꎬ根、茎和心叶含量相当ꎬ分别为 １７８.０、１６０.３ 和 １８５.４ ｎｇｇ－１ꎻ繁殖器官中 Ｂｔ 蛋白含量表现为籽粒>花丝>花粉>雄
穗ꎬ分别为 １８１.３、１００.１、９５.０ 和 ７９.８ ｎｇｇ－１ꎮ 室内抗虫性鉴定表明ꎬ转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 心叶饲喂黏虫 ２４ ｈꎬ幼虫死

亡率低ꎬ但 ４８ ｈ 后达 ９８.２１％ꎻ双抗 ５０５￣１２￣５ 心叶、花丝和籽粒饲喂玉米螟ꎬ２４ ｈ 幼虫死亡率分别为 ８７.３７％、１００％、１００％ꎻ双
抗 ５０５￣１２￣５ 花丝饲喂棉铃虫ꎬ２４ ｈ 幼虫死亡率达 ８０.１８％ꎬ４８ ｈ 死亡率为 ９２.４５％ꎮ 田间鉴定结果显示ꎬ转基因玉米双抗 ５０５￣
１２￣５ 在心叶期和雌穗期对玉米螟、心叶期对黏虫、雌穗期对棉铃虫的抗性均达高抗水平ꎮ 【结论】转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５
各器官在不同生育期中均能表达 Ｂｔ 蛋白ꎬ尤其在鳞翅目害虫为害的主要时期 ６~ ８ 叶期和吐丝期及乳熟期ꎬ易受害器官中

Ｂｔ 蛋白表达量较高ꎮ 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 田间及室内对 ３ 种鳞翅目害虫均表现了显著的抗性效果ꎬ具有推广应用的

潜力ꎮ
关键词: Ｂｔ 蛋白ꎻ 时空表达ꎻ 鳞翅目害虫ꎻ 室内抗虫性ꎻ 田间抗虫性ꎻ 抗性评价

Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐａｔｉａｌ￣ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ ａｎｄ Ｇ１０ｅｖｏ￣ｅｐｓｐｓ ｍａｉｚｅ
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Ｊｉｎａｎꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２５０１００ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: 【Ａｉｍ】 Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐａｔｉａｌ￣ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｔｈｒｅｅ Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ ｐｅｓｔｓꎬ Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｆｕｒｎａｃａｌｉｓꎬ Ｍｙ￣
ｔｈｉｍｎａ ｓｅｐａｒａｔａꎬ ａｎｄ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａꎬ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｄａｔａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ ａｎｄ Ｇ１０ｅｖ￣ｅｐｓｐｓ ｍａｉｚｅ ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ５０５￣１２￣５. 【Ｍｅｔｈｏｄ】 Ｓｐａｔｉａｌ￣ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ
ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｇｒａｆｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｉｓｓｕｅ ｂｉｏａｓｓａｙ. 【Ｒｅｓｕｌｔ】 Ａｔ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｖａｒｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ. Ａｔ ６－８ ｌｅａｆ ｓｔａｇｅꎬ Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ: ｒｏｏｔ (５１７.３ ｎｇｇ－１) > ｌｅａｆ (４５３.８ ｎｇｇ－１) > ｓｔｅｍ (３１２.８ ｎｇｇ－１). Ａｔ ｔｈｅ ｂｅｌｌ ｓｔａｇｅꎬ Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ:
ｌｅａｆ (３５３.３ ｎｇｇ－１)> ｒｏｏｔ (２８１.３ ｎｇｇ－１)> ｓｔｅｍ (２３２.９ ｎｇｇ－１). Ａｔ ｔｈｅ ｓｉｌｋｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬ Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ: ｌｅａｆ (１８８.９
ｎｇｇ－１) > ｒｏｏｔ (１１４.１ ｎｇｇ－１) > ｓｔｅｍ (５３.６ ｎｇｇ－１). Ａｔ ｔｈｅ ｍｉｌｋｙ ｓｔａｇｅꎬ Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｒｇａｎｓꎬ ｒｏｏｔ
(１７８.０ ｎｇｇ－１)ꎬ ｓｔｅｍ (１６０.３ ｎｇｇ－１) ａｎｄ ｌｅａｆ (１８５.４ ｎｇｇ－１). Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｏｒｇａｎｓ ｗｅｒｅ: ｓｅｅｄ (１８１.３
ｎｇｇ－１)> ｆｉｌａｍｅｎｔ (１００.１ ｎｇｇ－１) > ｐｏｌｌｅｎ (９５.０ ｎｇｇ－１) > ｔａｓｓｅｌ (７９.８ ｎｇｇ－１). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｒｍｙｗｏｒｍ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｆｅｅｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ５０５￣１２￣５ꎬ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｏ ９８.２１％ ｍｏｒｔａｌ￣
ｉｔｙ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ. Ｔｈｅ ｃｏｒｎ ｂｏｒｅｒ ｌａｒｖａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ８７.３７％ꎬ １００％ ａｎｄ １００％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｆｅｅｄｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓꎬ ｆｉｌａｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｓｅｅｄｓ ｏｆ ５０５￣１２￣５. Ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ ｂｏｌｌｗｏｒｍ ｗａｓ ８０.１８％ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｆｉｌａ￣
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ｍｅｎｔｓ ｏｆ ５０５￣１２￣５ ａｎｄ ９２.４５％ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ. Ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ５０５￣１２￣５ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｃｏｒｎ
ｂｏｒｅｒ ｉｎ ｗｈｏｒｌ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｅａｒ ｓｔａｇｅꎬ ｔｏ ａｒｍｙｗｏｒｍ ｉｎ ｗｈｏｒｌ ｓｔａｇｅꎬ ａｎｄ ｔｏ ｃｏｔｔｏｎ ｂｏｌｌｗｏｒｍ ａｔ ｓｉｌｋｉｎｇ ｓｔａｇｅ. 【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】 Ｂｔ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ５０５￣１２￣５ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｔ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｐｅｓｔ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｏｒｇａｎｓ ａｔ ６－８ ｌｅａｆꎬ ｓｉｌｋｉｎｇ ａｎｄ ｍｉｌｋｙ ｓｔａｇｅｓ. Ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ５０５￣１２￣５ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｈａｓ ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｉｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｔｈｒｅｅ Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ ｐｅｓｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｓｐａｔｉａｌ￣ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ ｐｅｓｔｓꎻ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ ｆｉｅｌｄｉｎｇ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ ｅ￣
ｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 玉米是我国种植面积最大的粮食作物ꎬ２０１６ 年

中国玉米种植面积 ３６７６ 万 ｈｍ２ꎬ在我国粮食及饲料

工业中占有举足轻重的作用ꎮ 亚洲玉米螟 Ｏｓｔｒｉｎｉａ
ｆｕｒｎａｃａｌｉｓ (Ｇｕｅｎéｅ)、黏虫 Ｍｙｔｈｉｍｎａ ｓｅｐａｒａｔａ (Ｗａｌｋ￣
ｅｒ)和棉铃虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ (Ｈüｂｎｅｒ)是影响

玉米产量的三大主要鳞翅目害虫ꎬ在个别年份ꎬ由
于害虫的危害ꎬ甚至会造成玉米绝收ꎮ 如 ２０１２ 年

在吉林省、２０１６ 年在陕西渭南ꎬ均发生严重的玉米

黏虫为害(聂继东和汪洪伟ꎬ２０１７ꎻ 王红军和郭书

亚ꎬ２０１７ꎻ 王振营和鲁新ꎬ２０１０)ꎮ 我国玉米害虫防

治主要依赖化学防治ꎬ化学防治虽然效果较好ꎬ但
存在防治滞后、无法挽回实际损失的缺点ꎮ 另外ꎬ
化学防治不当容易造成环境、食品污染ꎬ同时浪费

大量人力、物力ꎮ
１９９６ 年转基因玉米在美国首次商品化ꎬ转基因

作物在全球蓬勃发展ꎬ其中转 Ｂｔ 基因玉米是目前

商品化生产发展最快的转基因抗虫作物之一

(Ｊａｍｅｓꎬ２０１６)ꎮ 转 Ｂｔ 基因玉米通过持续表达外源

Ｂｔ 蛋白ꎬ在整个生育期都可以对靶标生物产生抑制

或抗性效果ꎬ可以大大减少人力、物力的投入ꎬ且安

全高效ꎮ 国外应用转基因抗虫玉米已超过 ２０ 年ꎬ
对靶标害虫表现了良好的抗性 ( Ｂｕｒｋｎｅｓｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１ꎻ Ｌｙｎｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９ꎻ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ 我

国转基因玉米研发虽然起步较晚ꎬ但发展迅速ꎬ在
Ｂｔ 基因筛选、改造和合成方面取得很多专利成果ꎬ
且有为数众多的转 Ｂｔ 基因玉米进行到中间试验或

环境释放试验阶段 (王延峰ꎬ ２０１０ꎬ 岳同卿等ꎬ
２０１０)ꎮ 转基因玉米双抗 １２￣５ 是浙江大学研发的

含有 抗 虫 基 因 ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ 与 耐 除 草 剂 基 因

Ｇ１０ｅｖｏ￣ｅｐｓｐｓ 的转基因玉米新品系ꎬｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ 对
亚洲玉米螟有较高的杀虫活性ꎬ草甘膦靶标酶基因

Ｇ１０ｅｖｏ￣ｅｐｓｐｓ 对草甘膦具有很高的耐受性ꎮ
转基因作物在推广之前ꎬ必须经过环境安全性

评价ꎬ如抗虫性、除草剂耐受性、生存竞争能力、对
农田生物多样性的影响等(姜伟丽等ꎬ２０１３ꎻ 马小

艳等ꎬ２０１３)ꎮ 本试验利用 ＥＬＩＳＡ 法测定了转基因

玉米双抗 １２￣５ 转育后获得的玉米材料双抗 ５０５￣１２￣
５ 中 Ｂｔ 蛋白在不同生育期不同组织中的 Ｂｔ 蛋白表

达量ꎬ并对其室内及田间抗虫性进行了研究ꎬ为转

基因玉米的基础研究、推广应用以及害虫防治方面

提供依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试玉米

转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 和非转基因对照玉

米中科玉 ５０５ꎬ由浙江大学提供ꎻ常规品种登海 ３
号ꎬ购自当地种子市场ꎻ田间抗虫性鉴定感虫品种

综 ３１ 由中国农业科学院作物科学研究所提供ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 试验设计　 每种玉米材料设 ３ 次重复ꎬ小区

面积 ３００ ｍ２(５０ ｍ×６ ｍ)ꎬ行距 ６０ ｃｍꎬ株距 ２５ ｃｍꎬ
小区间设 ２ ｍ 间隔ꎬ以防害虫在不同小区之间扩

散ꎮ Ｂｔ 蛋白含量测定、鳞翅目害虫室外及室内抗虫

性鉴定均在相应的小区接虫或取样ꎮ
１.２.２　 Ｂｔ 蛋白表达量检测样品采集及前期处理　
在转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 的 ６ ~ ８ 叶期、大喇叭

口期、吐丝期、乳熟期取根、茎、心叶ꎬ吐丝期取花

丝ꎬ乳熟期取幼嫩籽粒ꎮ 每小区 ５ 点取样ꎬ每点选

取 ２ 株生长一致的玉米植株ꎬ每个小区采集 １０ 株

玉米ꎬ按不同部位分类采集样品ꎬ同一小区同一部

位样品剪碎混合ꎬ－８０ ℃低温保存备用ꎮ
１.２.３　 Ｂｔ 蛋白的测定 　 采用 Ｃｒｙ１Ａｂ / Ａｃ 酶联免疫

定量检测试剂盒(上海佑隆公司ꎬ货号:ＡＡ０３４１)测
定样品 Ｂｔ 蛋白含量ꎬ按照说明书操作并绘制标准

曲线ꎬ样品吸光度值由酶标仪(ｂｉｏ￣ｒａｄ ｉＭａｒｋ ｍｉｃｒｏ￣
ｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ)读取ꎬ记录 Ｄ４５０ ｎｍ吸光度ꎮ
１.３　 转基因玉米室内抗虫性鉴定

亚洲玉米螟、黏虫、棉铃虫均由本研究室人工

繁殖ꎬ处理组为转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ꎬ对照组

为非转基因玉米中科玉 ５０５ꎮ 玉米螟在 ６ ~ ８ 叶期、
花丝期、籽粒期采集相应幼嫩部位饲喂ꎻ黏虫在 ４ ~
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６ 叶期ꎬ棉铃虫在花丝期采集相应幼嫩部位饲喂ꎮ
饲喂容器均采用 ６ 孔细胞培养板ꎬ每孔 １０ 头初孵

幼虫ꎬ每板为一个重复ꎬ４ 次重复ꎮ 所有处理每 ２４ ｈ
更换相同来源的新组织ꎬ并记录活虫数ꎬ按以下公

式计算校正死亡率ꎮ
校正死亡率 / ％ ＝(处理组死亡率－对照组死亡

率) / (１００－对照组死亡率)×１００
１.４　 田间抗虫性鉴定

１.４.１　 亚洲玉米螟　 在玉米心叶期(６ ~ ８ 叶期)和
吐丝期人工接种初孵幼虫ꎬ选择傍晚接虫ꎮ 心叶期

接种到心叶内ꎬ吐丝期接种到花丝上ꎮ 每小区人工

定株接虫 ４０ 株ꎬ每株接虫 ３０ ~ ４０ 头ꎮ 间隔 ３ ｄ 后

进行第 ２ 次接虫ꎬ最后一次接虫 １４ ｄ 后调查ꎮ
心叶期调查:调查接虫株中上部叶片被玉米螟

危害程度ꎬ包括受害叶片上的虫孔大小、数量及分

布等ꎬ计算平均食叶级别ꎬ根据平均食叶级别判定

玉米心叶期对玉米螟的抗性水平ꎮ 危害程度分级

标准及抗性评价标准参照中华人民共和国农业部

(２００６)ꎮ
吐丝期调查:根据雌穗被害情况、蛀孔数量、隧

道长度及存活幼虫龄期、数量等ꎬ计算各小区雌穗

被害级别平均值ꎬ判定玉米穗期对玉米螟的抗性水

平ꎮ 雌穗被害级别分级标准及抗性评价标准参照

中华人民共和国农业部(２００７)ꎮ
１.４.２　 黏虫　 ４~６ 叶期接虫ꎬ接虫方法及接虫次数

同玉米螟ꎮ 最后一次接虫后 １４ ｄ 调查玉米叶片被

害程度及黏虫幼虫存活数ꎬ记录心叶被害级别并计

算被害级别平均值ꎬ判定玉米心叶期对黏虫的抗性

水平ꎮ 被害程度分级标准及抗性评价标准参照中

华人民共和国农业部(２００７)ꎮ
１.４.３　 棉铃虫　 吐丝期接虫ꎬ接虫方法及接虫次数

同玉米螟ꎮ 最后一次接虫后 １４ ｄ 调查雌穗被害率、
幼虫存活数、雌穗被害长度ꎬ确定雌穗被害级别并

计算平均值ꎬ判定玉米对棉铃虫的抗性水平ꎮ 雌穗

被害级别分级标准及抗性评价标准参照中华人民

共和国农业部(２００７)ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 中 Ｂｔ 蛋白的时空

表达

２.１.１　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 根、茎及叶片中 Ｂｔ
蛋白的时空表达　 由图 １ 看出ꎬ根、茎、叶 ３ 种器官

中ꎬ６~８ 叶期至吐丝期ꎬＢｔ 蛋白含量逐渐降低ꎬ乳熟

期略有回升ꎮ ６~８ 叶期ꎬＢｔ 蛋白含量最高ꎬ其中根部

最高(５１７.３ ｎｇｇ－１)ꎬ其次为心叶(４５３.８ ｎｇｇ－１)ꎬ
茎中表达量最低ꎻ大喇叭口期ꎬ根、茎、心叶中 Ｂｔ 蛋
白含量均较 ６ ~ ８ 叶期降低ꎬ心叶中 Ｂｔ 蛋白含量最

高(３５３.３ ｎｇｇ－１)ꎬ根中 Ｂｔ 蛋白降幅最大ꎬ为 ２８１.３
ｎｇｇ－１ꎬ总体表现为心叶>根>茎ꎻ吐丝期ꎬ根、茎、
心叶中 Ｂｔ 蛋白含量继续降低ꎬ仍然表现为心叶>根
>茎ꎻ乳熟期ꎬ心叶 Ｂｔ 蛋白含量和吐丝期相比略有

下降ꎬ为 １８５.４ ｎｇｇ－１ꎬ根、茎中 Ｂｔ 蛋白上升ꎬ三者

Ｂｔ 蛋白含量相当ꎬ在 １６０~１９０ ｎｇｇ－１之间ꎬ差异不

显著ꎮ ６~８ 叶期是亚洲玉米螟的第一次发生高峰ꎬ
第一代幼虫均集中在心叶内取食ꎬ因此ꎬ６ ~ ８ 叶期

Ｂｔ 蛋白表达量高低是决定转基因玉米后期能否推

广的关键ꎮ 从研究结果看ꎬ６ ~ ８ 叶期心叶 Ｂｔ 蛋白

表达量高达 ４５３.８ ｎｇｇ－１ꎬ对于防止亚洲玉米螟幼

虫侵害具有重要作用ꎮ

图 １　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５不同生育期

根、茎、叶片中 Ｂｔ 蛋白含量
Ｆｉｇ.１　 Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ５０５￣１２￣５ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍａｉｚｅ ｉｎ ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ

２.１.２　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 中 Ｂｔ 蛋白在繁殖

器官中的表达　 由图 ２ 可以看出ꎬ转基因玉米双抗

５０５￣１２￣５ 繁殖器官中 Ｂｔ 蛋白含量比其他组织中含

量低ꎬ不同繁殖器官 Ｂｔ 蛋白含量有差异ꎬ幼籽 Ｂｔ 蛋
白含量最高(１８１.３ ｎｇｇ－１)ꎬ其他依次是花丝、花
粉、雄穗ꎬ分别为 １００.１、９５.０、７９.８ ｎｇｇ－１ꎮ 从吐丝

期繁殖器官 Ｂｔ 蛋白含量看ꎬ籽粒和花丝中 Ｂｔ 蛋白

含量较高ꎬ有助于抵御亚洲玉米螟幼虫的侵害ꎬ可
以有效减少入侵幼穗的亚洲玉米螟数量ꎬ从而保护

幼穗ꎬ减少产量损失ꎮ
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图 ２　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５繁殖器官中

Ｂｔ 蛋白含量
Ｆｉｇ.２　 Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ５０５￣１２￣５ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍａｉｚｅ ｉｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｏｒｇａｎｓ

２.２　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 对 ３ 种鳞翅目害虫

的田间抗虫性

双抗 ５０５￣１２￣５ 对 ３ 种鳞翅目害虫田间抗性见

表 １ꎮ 感虫品种综 ３１ 对 ３ 种鳞翅目害虫抗性均为

感虫水平ꎮ 对亚洲玉米螟来说ꎬ心叶期和雌穗期ꎬ
双抗 ５０５￣１２￣５ 的被害级别平均值分别为 ２. ７１、
１.４０ꎬ均表现为高抗ꎬ中科玉 ５０５ 均表现为感虫ꎬ而
当地对照登海 ３ 号在心叶期表现为中抗ꎬ在雌穗期

表现为感虫ꎻ对黏虫来说ꎬ心叶期ꎬ双抗 ５０５￣１２￣５ 的

平均食叶级值为 １.９７ꎬ抗性类型为高抗ꎬ中科玉 ５０５
和登海 ３ 号分别为感虫和抗性级别ꎻ对棉铃虫来

说ꎬ雌穗期ꎬ双抗 ５０５￣１２￣５ 被害级别平均值为 ０.９７ꎬ
中科玉 ５０５ 和登海 ３ 号的被害级别平均值分别为

５.９７、５.６７ꎬ均表现为感虫ꎮ
总体看ꎬ转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 田间对亚洲

玉米螟、黏虫、棉铃虫的抗性水平均达到高抗ꎬ抗性

显著高于非转基因对照中科玉 ５０５ 及当地对照登

海 ３ 号ꎮ

表 １　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５对 ３ 种鳞翅目害虫的田间抗性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｉｅｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ５０５￣１２￣５ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｒｅｅ Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ ｐｅｓｔｓ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

亚洲玉米螟－心叶期
Ｏ. ｆｕｒｎａｃａｌｉｓ ｌａｔｅ ｗｈｏｒｌ ｓｔａｇｅ
平均级值

Ｍｅａｎ
ａｖｅｒａｇｅ

抗性类型
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｔｙｐｅ

亚洲玉米螟－雌穗期
Ｏ. ｆｕｒｎａｃａｌｉｓ ｆｅｍａｌｅ ｅａｒ
平均级值

Ｍｅａｎ
ａｖｅｒａｇｅ

抗性类型
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｔｙｐｅ

黏虫－心叶期
Ｍ. ｓｅｐａｒａｔａ ｌａｔｅ ｗｈｏｒｌ ｓｔａｇｅ
平均级值

Ｍｅａｎ
ａｖｅｒａｇｅ

抗性类型
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｔｙｐｅ

棉铃虫－雌穗期
Ｈ. ａｒｍｉｇｅｒａ ｆｅｍａｌｅ ｅａｒ
平均级值

Ｍｅａｎ
ａｖｅｒａｇｅ

抗性类型
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｔｙｐｅ
综 ３１ Ｚ３１ ８.５６±０.６０ａ Ｓ ５.６７±０.１２ｂ Ｓ ６.６４±０.３２ａ Ｓ ６.３７±０.１５ａ Ｓ
双抗 ５０５￣１２￣５ ＤＲ５０５￣１２￣５ ２.７１±０.３２ｃ ＨＲ １.４０±０.１７ｃ ＨＲ １.９７±０.０６ｂ ＨＲ ０.９７±０.０８ｂ ＨＲ
中科玉 ５０５ ＺＫＹ５０５ ７.４４±０.２８ａｂ Ｓ ７.１３±０.２１ａ Ｓ ６.３０±０.２６ａ Ｓ ５.９７±０.２０ａ Ｓ
登海 ３ 号 ＣＨ３ ５.２１±０.３５ｂ ＭＲ ５.７７±０.４０ｂ Ｓ ５.９０±０.２０ａ ＭＲ ５.６７±０.３２ａ Ｓ

　 　 同列不同小写字母表示差异显著ꎮ Ｓ:感虫ꎬ ＨＲ:高抗ꎬ ＭＲ:中抗ꎮ
Ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｃｏｌｕｍｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ Ｐ<０.０５. Ｓ: Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅꎻ ＨＲ: Ｈｉｇｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｔꎻ ＭＲ: Ｍｏｄｅｒａｔｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ.

２.３　 转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 对 ３ 种鳞翅目害虫

的室内抗虫性

６~８ 叶期ꎬ用双抗 ５０５￣１２￣５ 幼嫩叶片饲喂亚洲

玉米螟幼虫 ２４ ｈ 后ꎬ校正死亡率为 ８７.３７％ꎬ４８ ｈ 后

达到 １００％ꎻ花丝期和乳熟期ꎬ接虫后 ２４ ｈꎬ亚洲玉

米螟幼虫校正死亡率均达到 １００％ꎮ 研究表明ꎬ转
基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 在心叶期、花丝期和乳熟期

均对亚洲玉米螟表现出明显的抗虫效果ꎮ
４~６ 叶期ꎬ双抗 ５０５￣１２￣５ 对黏虫的抗性起效较

慢ꎬ接虫后 ２４ ｈꎬ黏虫校正死亡率仅为 １０.１７％ꎬ但
接虫后 ４８ ｈꎬ校正死亡率达到 ９８.２１％ꎬ表明双抗

５０５￣１２￣５ 室内对黏虫同样具有较好的抗性ꎮ
花丝期ꎬ用双抗 ５０５￣１２￣５ 花丝饲喂棉铃虫幼虫

２４ ｈ 后ꎬ棉铃虫幼虫校正死亡率达到 ８０.１８％ꎬ４８ ｈ
后校正死亡率为 ９２.４５％ꎬ表明双抗 ５０５￣１２￣５ 室内

对棉铃虫也表现出较好的抗性ꎮ

３　 讨论
转 Ｂｔ 基因玉米在美国、巴西等部分拉美国家

已经得到大面积推广ꎬ转基因玉米占种植玉米总面

积的 ８０％以上ꎬ常见的转 Ｂｔ 基因玉米有 ＭＯＮ８１０、
Ｂｔ１７６、Ｂｔ１１ 等ꎮ 抗虫转基因玉米外源杀虫蛋白的

表达量高低与玉米的杀虫效果有直接的关系ꎮ 本

试验中ꎬ心叶期根部 Ｂｔ 蛋白的含量最高ꎬ高于心叶

等其他器官ꎬ但与心叶表达量相差仅为 ７０ ｎｇｇ－１ꎬ
这与其他报道心叶含量最高略有差异(姜志磊等ꎬ
２００８ꎬ 史晓利等ꎬ２００９ꎻ 王建武等ꎬ２００３)ꎮ 随着植

株生长ꎬ到大喇叭口期ꎬ各器官表达量尤其根部 Ｂｔ
蛋白的含量显著下降ꎬ心叶中的 Ｂｔ 蛋白表达量最

高ꎻ吐丝期各器官 Ｂｔ 蛋白表达量持续降低ꎬ发育后
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期繁殖器官 Ｂｔ 蛋白表达量低于其他生育期各器

官ꎮ 总体来看ꎬＢｔ 蛋白表达量表现出随着生育期延

长而逐渐降低的趋势ꎬ不同器官在不同生育期 Ｂｔ
蛋白的表达量也不同(王冬妍等ꎬ２００４ꎻ 王建武等ꎬ
２００３)ꎬ国外主要抗虫品种 ＭＯＮ８１０ Ｂｔ 蛋白时空表

达的研究也显示了类似的结果 ( Ｓｚéｋáｃｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎮ Ｂｔ 蛋白的表达量除了与转基因调控元件有

关外ꎬ与玉米品种、生长环境、播种时间也有关系ꎮ
同一玉米品种播期不同ꎬＢｔ 蛋白表达量也有差异ꎬ
如 Ｂｔ１１ 春玉米心叶比夏玉米心叶表达量低大约

７００ ｎｇꎬ而 Ｂｔ￣Ｘ 春玉米心叶比夏玉米心叶表达量低

约 １５０ ｎｇ(王培等ꎬ２０１２)ꎮ 另外ꎬ研究表明ꎬＢｔ 蛋白

的表达量与温度有关ꎬ在一定范围内ꎬ温度低ꎬ蛋白

表达量相对较低(路献勇等ꎬ２０１５)ꎮ
转基因抗虫玉米推广前ꎬ除了测定蛋白表达

量ꎬ最关键的是明确抗虫效果ꎮ 国外推广品种经田

间及离体生测试验证实ꎬ均对靶标害虫具有显著的

抗性(常雪等ꎬ２００７ꎻ Ｂｕｒｋｎｅｓｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１ꎻＬｙｎｃｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９９ꎻ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ 本试验中ꎬ转基因

玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 的室内抗虫性鉴定结果表明ꎬ心
叶期饲喂转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 后 ４８ ｈꎬ亚洲玉

米螟校正死亡率达 １００％ꎮ 常雪等 ( ２０１３) 用转

ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ 基因玉米不同品系心叶饲喂亚洲玉

米螟幼虫 ４８ ｈ 的死亡率为 ６０％ ~ ６.８％ꎬ９６ ｈ 后大

部分幼虫死亡ꎬ死亡时间较双抗 ５０５￣１２￣５ 推迟ꎻ双
抗 ５０５￣１２￣５ 花丝期、乳熟期饲喂亚洲玉米螟幼虫校

正死亡率 ２４ ｈ 即达 １００％ꎬ常雪等(２０１３)发现亚洲

玉米螟幼虫取食转 ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ 基因玉米各品系

雄穗、苞叶、花丝和雌穗 ４８ ｈ 后死亡率在 ９０％左

右ꎻ双抗 ５０５￣１２￣５ 花丝期饲喂棉铃虫后 ４８ ｈꎬ校正

死亡率为 ９２.４５％ꎬ而常雪等(２０１６)发现取食转 ３
个转 ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ 玉米品系和 １ 个转 ｃｒｙ１Ａｂ /
ｖｉｐ３ＤＡ 品系 Ｂｔ 玉米叶片 ９６ ｈ 后棉铃虫死亡率为

８７.５０％ ~ ９０.００％ꎬ死亡时间较双抗 ５０５￣１２￣５ 推迟

４８ ｈꎮ 双抗 ５０５￣１２￣５ 心叶期饲喂黏虫ꎬ接虫后 ２４ ｈ
校正死亡率仅为 １０.１７％ꎬ但 ４８ ｈ 后即达 ９８.２１％ꎮ
转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 室内对亚洲玉米螟、棉铃

虫、黏虫杀虫效果更为快速ꎬ分析其原因可能是玉

米材料不同ꎬ杀虫蛋白活性有差别ꎬ同时与试虫来

源、饲养环境、饲养方法等有关ꎮ
转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 田间接种 ３ 种试虫

后ꎬ基本没有受害症状ꎬ在心叶期及花丝期对亚洲

玉米螟的抗性、在心叶期对黏虫、花丝期对棉铃虫

的抗性均达高抗水平ꎬ其平均级值与非转基因对照

玉米、当地品种及感虫品种相比ꎬ差异显著ꎮ 这与

常雪等(２０１３)对国产转 ｃｒｙ１Ａｂ / ｃｒｙ２Ａｊ 基因玉米的

研究一致ꎬ其抗虫效果不逊于国外常见转基因抗虫

玉米(常雪等ꎬ２００７ꎻ 常雪艳等ꎬ２００６)ꎮ 目前ꎬ国内

报道的转基因玉米大多也表现出了对靶标害虫的

良好抗性ꎬ如玉米螟对玉米 Ｂｔ７９９ 的食叶级别为 １
级(武奉慈等ꎬ ２０１４)ꎬ转 ｃｒｙ１Ａｈ 基因抗虫玉米

ＨＧＫ６０ 对于亚洲玉米螟和棉铃虫有很强的杀虫活

性ꎬ达到高抗级别ꎬ但对于黏虫为抗性级别(宋苗

等ꎬ２０１６)ꎻＢＴ￣Ｘ 高抗亚洲玉米螟(王培等ꎬ２０１２)ꎬ
但大部分品种只研究了对某一种害虫的抗性或仅

研究了田间抗性ꎬ需进一步研究其综合抗性ꎮ
综合分析ꎬ转基因玉米双抗 ５０５￣１２￣５ 对 ３ 种重

要鳞翅目害虫在田间及室内均表现了显著的抗虫

性ꎬ值得进一步研究和推广应用ꎮ
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ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｃｏｒｎ ｈｙｂｒｉｄｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ａ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｔｏｘｉｎ
ｆｏｒ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｎｕｂｉｌａｌｉｓ (Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ: Ｃｒａｍｂｉ￣
ｄａｅ) ａｎｄ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ｚｅａ ( Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ: Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ). Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ ９４(１): １９７－２０３ .

ＬＹＮＣＨ Ｒ Ｅꎬ ＷＩＳＥＭ ＡＮ Ｂ Ｒꎬ ＰＬＡＩＳＴＥＤ Ｄꎬ ＷＡＲＮＩＣＫ Ｄꎬ
１９９９. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏ ｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｗｅｅｔ ｃｏｒｎ ｈｙｂｒｉｄｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＣｒｙＩＡ(ｂ) ｔｏｘｉｎ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｏｒｎ ｅａｒ ｗｏｒｍ ａｎｄ ｆａｌｌ ａｒｍｙ￣
ｗｏｒｍ (Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ: Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ ). Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｅｎｔｏ￣
ｍｏｌｏｇｙꎬ ９２(１): ２４６－２５２ .

ＷＩＬＬＩＡＭＳ Ｗ Ｐꎬ ＢＵＣＫＬＥＹ Ｐ Ｍꎬ ＳＡＧＥＲＳ Ｊ Ｂꎬ １９９８. Ｅｖａｌ￣
ｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｒｎ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｏｒｎ ｅａｒｗｏｒｍ
( Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ: Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ )ꎬ ｆａｌｌ ａｒｍｙｗｏｒｍ ( Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ:
Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ)ꎬ ａｎｄ ｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎ ｃｏｒｎ ｂｏｒｅｒ ( Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ:
Ｃｒａｍｂｉｄａｅ) ｉｎ ａ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｂｉｏａｓｓａｙ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ １５(２): １０５－１１２.

(责任编辑:郭莹) 　 　
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