
棉 花 学 报 Cotton Science 2010袁22渊4冤院297~303

黄河流域田间棉铃虫对转 Bt基因棉抗性监测
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渊中国农业科学院棉花研究所袁河南安阳 455000冤

摘要院利用改进的单雌系 F1/F2代法袁对黄河流域主要棉区河南安阳县尧河北威县尧山东武城县的棉铃虫种群进
行了系统监测遥 在 2007－ 2009年袁连续 3年保守地估计了以上 3个主要植棉县棉铃虫种群对 1Ac的抗性

基因频率遥结果表明袁山东武城棉铃虫种群 3年的抗性等位基因频率分别为 0.00086尧0.00097和 0.00052曰安阳
田间棉铃虫种群 2008和 2009年抗性等位基因频率分别为 0.00090和 0.00103曰河北威县的田间棉铃虫种群抗
性等位基因频率为 0遥 所有家系 F1代和 F2代的相对平均发育级别均值比较结果显示袁山东武城县棉铃虫种群
耐受性高于其它 2个地区袁其次为安阳县种群袁威县种群敏感度最高遥 总之袁我国黄河流域这 3个主要棉区田

间棉铃虫种群对 Cry1Ac毒素还没有产生明显的抗性袁抗性基因频率仍处于正常水平袁但是棉铃虫对 Cry1Ac

毒素的耐受性有升高趋势袁需要进一步加强全国性的监测工作遥
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In 2007 to 2009, we used genetic method of isofemale lines F1/F2 to detect the frequency of Bt resistance genes in

populations which collected from Anyang County, Henan Province, Weixian County, Hebei Province and

Wucheng County, Shandong Province. A conservative estimation was carried out and showed that the resistance gene frequen-

cies to 1Ac in Anyang County population were 0, 0.00090 and 0.00103 in 2007, 2008 and 2009 , respectively. While in

Wucheng County population, the resistance gene frequencies were 0.00086, 0.00097 and 0.00052 in 2007, 2008 and 2009, re-

spectively. In Weixian County population we didn't detect resistance genes in 2007, 2008 or 2009. In Anyang County popula-

tion, the relative average development rate (RADR) of cotton bollworm larvae in F1 test has increased significantly year by year.

In Weixian County population, the RADR in F1 test has no significant change. In Wucheng County population, the RADR in F1

test showed an obvious induced tendency. In general, the field populations of in Northern China have not evolved

prominent resistance to Cry1Ac, and their resistance frequency to Cry1Ac is at a normal level. But the tolerance of

to Cry1Ac toxin tended to increase, and the early resistance detection and alarm system should be initiated in China as

early as possible.
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棉铃虫 (H俟bner)是世界
性重要农业害虫袁它危害范围广袁繁殖潜力大袁对

环境适应能力强袁20世纪 90年代曾在我国连年
暴发袁几乎对所有化学农药产生抗性遥 苏云金杆
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菌 (Bt)产生的 啄-内毒素渊啄-en-
dotoxin冤 对许多鳞翅目害虫具有很高的杀虫活
性袁而对天敌和人畜很安全遥 1998年可以表达这
种毒素的转 Bt基因棉开始在我国黄河流域棉区
广泛种植袁其对棉铃虫的高效杀虫活性挽救了当
时岌岌可危的中国棉花产业遥 然而经过十多年的
大面积推广和种植袁棉铃虫在整个生长期都受到
了 Bt棉体内持续表达的 Bt 杀虫蛋白的高压选
择袁棉铃虫将会对 Bt棉演化出抗性[1]遥 目前袁在室
内条件下已经有 10多种昆虫约 50多个品系筛
选出对 Bt蛋白或 Bt作物具有高水平抗性袁而且
有些害虫已证明能够在转基因作物上存活[2]遥 据
报道袁 田间小菜蛾 和温室大棚

粉纹夜蛾 对 Bt 制剂已经产生了
抗性[3-4]遥

为了使 Bt作物的使用寿命延长袁 有必要选
择一种合适的方法监测 Bt作物农田生态系统中
Bt的抗性基因频率的变化[5]袁近 10年来已发展了
多种用于监测大田害虫种群对 Bt抗性的检测方
法[6]袁每种检测技术都有各自的优势和局限遥 当
前袁广泛采用的诊断剂量法需要大量的信息来选
择一个合适的诊断剂量袁并且也不适合探测高度
隐性的和极低的抗性基因频率遥 F1代法需要室内

的抗性纯合子袁 且只能检测某一特定的抗性机
制遥而 F1/F2代生物测定方法[7]可以估计对 Bt主效
的袁非隐性杂合子的抗性基因频率遥 我们改进了
这一方法袁 检测了黄河流域的主要植棉县安阳
县尧威县和武城县 3个地区棉铃虫种群对 Cry1Ac
毒素的抗性基因频率遥 通过对这 3个转 Bt棉种
植地区棉铃虫种群对 Cry1Ac毒素抗性的系统监
测袁 可以明确上述地区棉铃虫种群对 1Ac的
敏感程度袁以及其抗性的演化过程袁为制定切实
可行的抗性治理措施提供参考袁以保障转基因作
物在我国有效尧持久安全的利用遥

材料和方法
卵的采集和室内饲养

2007－2009年袁2代棉铃虫卵高峰期袁 在河
南安阳县尧河北威县和山东武城县各选取 3个 Bt
抗虫棉种植区袁每区至少 40 hm2遥 在选定的区域
内随机采集数万粒 2代棉铃虫卵袁放入生物样本

冷藏箱中带回室内遥 在幼虫孵化前用毛笔将卵粒
从抗虫棉叶上刷下袁把刷下的虫卵置于常规棉叶
上孵化袁待幼虫生长至 2龄时转接到人工饲料上
饲养至化蛹遥 将雌雄蛹分开袁挑取健康饱满个体袁
经 10%次氯酸钠溶液消毒后建立单雌家系袁每个
家系置于干净的一次性塑料杯渊340 mL冤中袁杯口
用纱布覆盖以便产卵袁将杯子编号袁蛹羽化为成
虫后袁用 10%的蜂蜜水补充营养遥 饲养条件院27～
30益袁相对湿度 70％～80%袁光周期 14L∶10D遥

供试 Bt蛋白
Cry1Ac型 Bt ICP 20%的MVPⅡ水剂袁Myco-

gen公司产品遥
F1代幼虫的生物测定

采用饲料混合法院以Wu[8]确定的饲料 Bt毒
素浓度 1.0 滋g窑mL-1为诊断浓度袁将 Cry1Ac用蒸
馏水稀释袁混入到溶化渊50益左右冤的饲料中袁充分
混匀袁倒入搪瓷盘中袁凝固后用保鲜膜覆盖袁置于
冰箱 4益保存备用遥幼虫孵化后袁将每个家系的初
孵幼虫分别接在正常饲料和 Cry1Ac饲料上袁每
种饲料接 50头袁 用 25 mm伊100 mm的玻璃试管
饲养袁每管 1头袁饲养条件为 27～30益袁相对湿度
70%～80%袁光周期 14L∶10D袁6 d后参照 Neun-
zig[9]的方法检查幼虫发育级别遥

F2代幼虫生物测定

对于 F1代幼虫在 Cry1Ac 饲料上和正常饲
料上相对发育级别大于 0.8的家系袁 将在正常饲
料上存活的幼虫继续饲养至化蛹袁羽化后进行自
交遥 产卵后孵化的幼虫进行 F2代生物测定袁具体
方法同 F1代幼虫生物测定遥

种群毒力测定

人工饲料的配制院将尚未凝固仍处于液体状
态的饲料倒入 24孔培养板小孔中袁 每孔倒入饲
料量不超过孔体积的 2/3为宜袁 待冷却凝结后清
除孔壁粘结的饲料遥
将 Cry1Ac毒素用无菌水配制成 5个不同浓

度梯度袁 在装有人工饲料的 24孔板中每孔加入
100 滋L毒素溶液袁每个浓度处理设 5个重复遥 待
毒素溶液吸收完全后袁4益保存备用遥
在上述 24孔培养板中每孔接入 1头 2龄初

幼虫袁每个重复测定 24头遥 置于恒温光照培养箱
中 渊26依10冤益袁5 d后参照 Neunzig的方法检查幼
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河南安阳县 2007－2009 年棉铃虫种群 F1

代 6 d的相对平均发育级别差异达到极显著水平
( =0.0000袁 =0.0000袁 =0.0000)袁且呈逐年升高趋
势渊表 1冤遥 这可能意味着河南安阳县棉铃虫种群
耐受性在年际之间有上升趋势遥

山东武城县 2007年与 2008年相比袁棉铃虫
种群相对平均发育级别略降低 ( =0.02<0.05)袁
2008年与 2009年相比袁 棉铃虫种群相对平均发
育级别亦无明显差异( =0.4368>0.05)袁但 2009年
F1代 6 d的相对平均发育级别与 2007年相比有
明显下降趋势( =0.0028<0.01)渊表 1冤遥 这说明在
2007－2009年的 3年间山东武城县棉铃虫种群
耐受性有所下降遥

比较 3个地区间 F1代相对平均发育级别袁山
东武城县棉铃虫种群耐受性最高袁其次为安阳县
种群袁而威县种群敏感度最高遥

河北威县 2007－2009年 F2代 6 d后的相对平
均发育级别与同年 F1 代相比均无明显差异

注:不同字母表示 F1代相对平均发育级别在不同年份间的差异显著性渊 <0.05曰Duncan test冤袁小写和大写字母分别代
表 0.05和 0.01水平遥

图 1 2007原2009年威县尧安阳县和武城县棉铃虫种群 F1代相对平均发育级别均值比较

Fig.1 Comparative variation of RADR in F1 generation iso-female lines of populations in Anyang,
Wucheng and Weixian County from 2007 to 2009

地点 年份
相对平均发育级别均值依标准误渊SE冤

F1代 F2代

武城县 2009 0.53依0.02 aA 0.61依0.05 aA
2008 0.52依0.03 aA 0.59依0.03 bB

安阳县 2009 0.54依0.04 aA 0.56依0.01 bB
2008 0.52依0.01 aA 0.55依0.01 bB

威县 2009 0.41依0.020 aA 0.44依0.04 aA
2008 0.42依0.021 aA 0.43依0.03 aA
2007 0.41依0.026 aA 0.45依0.05 aA

2007 0.55依0.01 aA 0.57依0.03 bB

2007 0.51依0.01 aA 0.53依0.04 bA

虫发育级别遥 完全死亡或生长发育受到严重抑制
渊体重小于 5 mg冤的都认为死亡遥

计算与统计方法

根据生物测定的结果袁计算每个家系幼虫在
2种饲料的平均发育级别袁 确定各个家系的相对
平均发育级别遥 用 SAS软件进行方差分析尧多重
比较渊Ducan法冤和相关性分析遥

用 POLO软件计算毒力回归曲线和 LC50遥

结果与分析
F1尧F2代相对平均发育级别

由图 1可以看出袁2007－2009年之间河北威
县棉铃虫种群 F1代 6 d相对平均发育级别差异
不显著袁这说明田间种群耐性并没有发生明显变化遥

表 1 安阳县尧武城县和威县田间棉铃虫种群 F1和 F2代

6 d幼虫相对平均发育级别
Table 1 The relative average development rates for

six-day old larvae of F1 and F2 generation
iso-female lines in Anyang, Wucheng and

Weixian County

注院 数字后不同小写和大写字母分别表示同一年份
F1和 F2之间的差异达 0.05和 0.01水平遥
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毒力测定方法衍生于传统的农药毒力测定

方法袁通过不同浓度梯度和其所对应的死亡率计
算 LC50值袁然后与室内敏感种群比较袁计算抗性
倍数遥 试验中对 3个地区群体毒力测定的结果显
示袁山东武城县种群的抗性倍数要明显高于其它
2个地区袁其次是安阳县和威县渊表 2冤遥 这从另一
个角度证明了武城县田间棉铃虫种群对 Bt棉的
耐受性要高于其它 2个地区袁威县种群在 3个种
群中敏感度最高遥 与前面所得出的结果一致遥

讨论

田间棉铃虫种群对 1Ac的抗性监测技
术比较

自转 Bt基因棉商品化生产以来袁 棉铃虫对
Bt棉的抗性成为各棉花生产国关心的问题遥为了
评估抗性风险袁 近 10年来各国科研工作者已发

展了多种用于监测大田害虫种群对 Bt抗性的检
测方法遥 每种监测技术都有各自的优势和局限袁
都结合了本国的实际情况袁检测对象也不尽相同遥
抗性倍数法袁衍生于传统的农药毒力测定方

法袁 此方法比较合适检测中高频率的抗性水平袁
而在种群初次出现抗性个体时袁致死剂量和毒力
曲线斜率数据对抗性频率的微小变化往往不够

敏感[10]遥 在大田种群的抗性检测中袁一般要求在
Bt棉商品化种植前袁首先要建立不同地理种群靶
标害虫的敏感基线遥
诊断计量法袁在标准生物测定的基础之上发

展而来袁通常情况下使用杀死大约 99%的敏感个
体的剂量作为诊断剂量袁 此浓度下存活的个体
为抗性个体[11]遥 卢美光等[12]应用诊断剂量法袁在
1998年检测到山东高密棉铃虫种群的抗性个体
频率为 0.9%袁河北省邱县尧冀州市和河南省西华

(2007袁2008袁2009 年 值分别为 0.0829袁0.1731袁
0.0794)遥

河南安阳县 2007年 F2代种群 6 d后的相对
平均发育级别显著高于同年 F1代相对平均发育

级别( =0.0390<0.05)曰2008袁2009年 F2代种群 6 d
的相对平均发育级别均极显著高于同年 F1代种

群的(2008袁2009年 值分别为 0.0001袁0.0077)遥
山东武城县 2007年 F2代 6 d后的相对平均

发育级别与同年 F1 代相比无明显差异 ( =
0.2041>0.05)遥 2008袁2009年 F2代 6 d的相对平均
发育级别均极显著高于同年 F1代的(2008袁2009

年 值分别为 0.0001袁0.0006)遥
抗性基因频率估计

抗性基因频率与抗性的形成有着密切的关

系袁它是评估抗性风险的一个重要的参数遥 本试
验在 2007－2009年袁 对 3个地区棉铃虫种群的
抗性等位基因频率进行了估计袁抗性监测数据表
明 3个地区棉铃虫对 Bt抗虫棉抗性基因频率还
处于相对低的水平渊<0.003冤遥 其中河北威县连续
3年没有检测出抗性个体袁 在 3个地区中威县种
群对 Cry1Ac毒素的敏感度最高袁 其次是武城县
和安阳县渊表 2冤遥

表 2 安阳县尧武城县和威县田间棉铃虫对 1Ac抗性基因频率估计
Table 2 Estimate of 1Ac resistance allele frequencies in Anyang County, Wucheng and Weixian County

populations of

注院相对敏感性指数计算时采用的棉铃虫敏感性基线水平为 0.17 滋g窑mL-1遥

监测地区 年份 生测总数 /个
F1 F2

等位基因频率 群体 LC50/渊滋g窑mL-1冤 相对敏感性指数逸0.8 逸0.8
安阳县 2007 312 5 0 0.00000 0.209 1.23

2008 279 13 1 0.00090 0.279 1.64

武城县 2007 263 10 1 0.00095 0.509 2.99
2008 415 10 2 0.00120 0.467 2.75

威县 2007 252 7 0 0.00000 0.231 1.36
2008 372 7 0 0.00000 0.224 1.32
2009 322 12 0 0.00000 0.258 1.52

2009 486 21 1 0.00103 0.314 1.85

2009 485 11 2 0.00103 0.472 2.78
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县均为 0遥但是这种检测方法存在着一些缺点院第
一袁选择一个合适的浓度需要大量的信息袁需要
做大量前期基础工作曰第二袁没有明确抗性发展
的程度曰第三袁不能估计浓度死亡曲线袁得到的具
有统计学意义的数据指标过于单一遥
基因分子检测法袁Gahan等[13]报道了以 DNA

为基础的抗性检测方法袁可以直接检测到杂合子
的抗性基因遥 这种分子检测方法无疑是最准确尧
可靠的方法袁但该方法需要对田间种群的抗性基
因具有深入的了解袁 明确棉铃虫对 Bt毒素的抗
性机制袁 但目前关于这方面的研究正在进行中袁
抗性机制仍未完全明了遥

单对杂交法袁这种方法是在实验室内筛选获
得对 Bt毒素的高抗品系袁 从田间采集此种害虫
的雄性个体袁室内与抗性雌虫单对杂交袁利用后
代表现基因型袁来推断出携带抗性基因的雄性父
代数量遥 此种方法主要的局限性在于院第一袁实验
室内需要有抗性品系曰第二袁不适合检测多基因
抗性曰第三袁只能检测单一的抗性机制遥
目前田间棉铃虫种群最可能以杂合子形式

携带抗性基因袁抗性基因常常为不完全隐性或隐
性袁而且起始抗性基因频率比较低袁主效和微效
的抗性基因对害虫种群的抗性演化都起到了很

大的作用[14]遥 因此传统的生物测定方法很难用于
检测抗性基因频率袁本研究所使用的单雌系 F1/F2

代生物测定方法专门为那些带有主效和微效的

抗性基因的个体设计袁用来探测杂合子形式的抗
性基因的频率袁特别是在检测隐性抗性基因时较
为方便有效遥 本试验结合了抗性倍数法袁测定了
各地田间种群的抗性倍数袁以此来比较不同地区
间田间种群对 1Ac的耐受水平遥 本研究检测
到山东武城县田间种群对 1Ac敏感度降低袁
这与抗性倍数法检测到的结果相同袁2种方法印
证了同一结果袁从而能更加接近田间的实际抗性
发展趋势袁为抗性治理提供可靠依据遥

棉铃虫自然种群对 1Ac的抗性基因频
率分析及原因初探

近年来袁我国种植 Bt棉面积逐年增长袁部分
地区 Bt棉的种植面积已经占到当地植棉面积的
90%以上袁 棉铃虫在整个棉花生长季都受到持续
的选择压力袁很可能对 Bt棉演化出抗性遥 然而试

验结果表明袁 在 Bt棉连续种植 11年的情况下袁
棉铃虫没有对 Bt棉产生明显的抗性袁 田间棉铃
虫种群的抗性基因频率仍处于较低的水平袁特别
是在河北威县袁如此大面积种植 Bt棉的地区袁在
3年内没有检测到抗性个体袁 种群毒力测定结果
也显示威县地区抗性倍数处于很低的水平遥 这说
明此地区的抗性演化速度不是很快袁同时造成这
一结果的原因还可能与当地的种植模式有关遥 在
河北威县地区常年植棉面积 4.67万 hm2袁占耕地
面积的 83%袁其中转基因棉占 90%以上袁2005年
以来当地政府为增加农民收入大力推广棉田间

套技术袁推广瓜－棉－菜间套种面积 1万 hm2袁占
植棉面积的 21.4%遥 这种棉田间套的种植模式可
能为棉铃虫提供有效的庇护所袁降低了棉铃虫的
选择压力遥 但是也有研究表明分离种植非 Bt作
物比混合种植对于延缓抗性的发展效果好袁这有
待于进一步研究分析遥
关于我国棉铃虫对 Bt毒素的抗性基因频率

的报道也有很多遥 Wu等采用区分计量法检测了
田间棉铃虫对 Bt棉的敏感力袁 证明田间棉铃虫
对 Bt棉保持敏感性[15-16]遥然而袁2001年何丹军等[17]

应用 F2法测定了河北邱县田间棉铃虫种群的抗

性等位基因频率袁 结果显示在转 Bt基因棉新棉
33B只种植 1年的情况下袁抗性等位基因的频率
在 5.8伊10-3以上遥 2006年袁刘凤沂等[18]采用 F1代

法在室内用 Bt棉叶喂饲法检测到河北省邱县 Bt
棉田棉铃虫对 Bt 棉的抗性等位基因频率为
0.94袁 这是在国内首次检测到的高抗性等位基因
频率遥 2003－2005年袁李国平等[19]采用 F1/F2法对

夏津和安次县棉铃虫种群对 1Ac的抗性基因
频率进行了测定袁 结果表明抗性基因频率在 Bt
棉花种植面积大的地区有上升的趋势遥 2006－
2008年袁高玉林等 [20]采用 F1/F2法对夏津和安次

县棉铃虫种群对 1Ac的抗性基因频率进行了
测定袁 结果表明两地田间种群对 1Ac耐受性
没有发生明显变化遥 陈海燕等[21]研究结果也认为

我国华北棉区田间棉铃虫种群还未对 1Ac产
生明显的抗性袁抗性等位基因频率仍处于正常水平遥
在国外袁Bt棉商品化种植比较早袁 种植规模

很大袁相关研究报道显示靶标害虫的抗性等位基
因频率仍处于较低水平遥 澳大利亚的科研人员采
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用 F0和 F2代法检测的结果表明田间抗性没有显

著增加[22-23]遥在美国亚利桑那州袁1997－2001年间
大规模种植转 Bt基因棉袁 但棉红铃虫的抗性等
位基因频率并未上升[24-25]遥 在美国北卡罗莱纳州袁
Burd等[7]在 2000年从田间采集的 583头美洲棉
铃虫 雌蛾中袁仅有 1头携带抗性
基因袁其抗性等位基因频率为 4.3伊10-4遥而 Jackson
等 2001年从田间采集了 561头美洲棉铃虫雌蛾
中均未携带抗性基因袁表明其抗性等位基因频率
并未上升[26]遥 Andow等[27-28]以及 Bourguet等[29]在

转 Bt玉米种植 5年(1996－2001年)间均未检测
到欧洲玉米螟 的抗性等位基因

频率的上升遥
总的来说袁我国田间棉铃虫种群抗性等位基

因频率仍处于正常水平袁并且到目前为止也没有
发现因为田间种群抗性问题而导致转 Bt植物防
控失败的例子袁但是包括本试验在内的许多研究
结果表明袁 在我国的一些棉区棉铃虫对 1Ac
的耐受水平有上升趋势遥 因此袁继续加强抗性基
因频率监测工作是非常有必要的遥

转 Bt基因棉田棉铃虫抗性治理策略探讨
在国外袁被广泛采用的抗性治理策略主要是

野高剂量 /庇护所冶遥 但是袁在我国由于 Bt棉推广
的品种尧主要目标害虫尧种植制度尧农户规模等生
态和社会环境与国外有很大的差异袁因此这种抗
性治理策略在我国很难实施遥

Bt抗虫棉的杀虫活性在不同品种间尧不同的
器官以及不同的生长季都存在着差异遥吴孔明等[15]

研究调查结果表明在 Bt 棉花后期 1Ac 表达
量明显下降袁5%~20%的棉铃虫幼虫可以存活下
来遥 因此袁Bt抗虫棉中的毒蛋白不能达到抗性治
理中的野高剂量冶的要求遥 针对这一问题袁应辅以
其它方法进行防治遥 已有模型分析表明袁当对第
3尧4代棉铃虫化学防治的效果达到 80%时袁Bt抗
虫棉的使用寿命可以从 38代延长到 66代[30]遥

在我国除新疆以外袁大部分棉区农户植棉规
模小袁农户自我意识很强袁很难统一规划种植结
构袁因此国外的非 Bt棉野庇护所冶措施在我国除
新疆外的其它地区缺乏实施的条件遥 不过袁我国
复杂的种植模式也有其有利的一面袁在华北棉区
大量的玉米等棉铃虫寄主作物可以作为天然的

野庇护所冶遥
由于野高剂量 /庇护所冶策略在我国大部分地

区难以实施袁因此研究多个作用位点的双价或多
价抗虫棉更适合我国国情遥 目前已成功获得了多
个转 1Ac+ 基因的双价抗虫棉品种袁对棉
铃虫杀虫活性和生长抑制效果很好袁可以延缓抗
性的发生遥
此外袁抗性监测可为抗性治理决策和制定应

急措施提供重要的参考依据袁是抗性治理计划中
必不可缺少的一部分遥 本试验利用改进的单雌系
F1/F2法连续 3年检测了安阳县尧威县和武城县的
田间棉铃虫种群的抗性基因频率袁 试验结果表
明上述 3个地区没有超过抗性治理对策的假设
条件遥
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