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转 Bt基因棉不同品种杀虫蛋白季节性表达及其对棉铃虫的控制作用
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摘要院实验室条件下研究了不同品种转 Bt基因棉花对棉铃虫抗性的差异尧不同生育期棉花抗虫性的变化及 Bt

毒蛋白季节性表达遥 结果显示袁不同品种转 Bt基因棉在不同发育阶段袁其棉叶均有阻止棉铃虫取食的作用袁表
现了明显的抗性袁但其抗性强弱存在明显差异遥 DP 99B抗性表现最好袁Hanza154抗性相对较差袁6 d平均校正

死亡率分别为 89.23%和 75.91%遥转基因棉不同品种对棉铃虫的抗性在时间上呈现动态变化袁以植株发育阶段
划分袁表现为蕾期 >盛花期 >花铃期 >铃期遥 ELISA测定结果表明袁Bt毒蛋白在转基因棉不同器官中的含量

差异显著袁叶片中 Bt毒蛋白的表达量显著大于其它组织器官遥 随着棉花生长发育的推进袁叶片渊鲜重冤中 Bt毒

蛋白含量则明显降低袁表现为七叶期 >三叶期 >蕾期 >铃期 >花铃期遥
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The difference for resistant effects to bollworm, the dynamic of resistance and the content of Bt toxin protein in

different organs during developmental stages of different varieties of Bt transgenic cotton were explored in laboratory. The

results showed that there were significant differences for resistance to cotton bollworm during every growing stage of all

varieties; DP 99B has the highest resistance to cotton bollworm, while Hanza 154 has the lowest, and their average corrected

mortality to cotton bollworm were 89.23% and 75.91%, respectively. The resistance to cotton bollworm of cotton plants in each

growing stage was presented in the following order, budding stage > flowering stage > flowering-boll stage >boll stage. The

results of ELISA showed that Bt toxin protein could be detected in all organs of transgenic cotton, but its content varied

significantly among organs along the developmental stages. There were significant differences of Bt toxin protein content among

the functional leaves in different stages, the order of the content was: seven-leave stage > three-leave stage > budding stage >

boll stage > flowering-boll stage.
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利用基因工程技术转入棉花中的 Bt基因袁
可以在棉花各组织器官中高效表达对鳞翅目害

虫具有高效毒杀作用的 Bt蛋白遥 室内生物测定
结果表明[1-2]袁多数转 Bt基因抗虫棉旺盛生长的
器官对 3龄以下幼虫的毒杀致死率在 90%以上袁
并能够严重抑制大龄幼虫的生长发育[3]遥 转 Bt基

因抗虫棉在大田表现抗虫性是由于其组织中 Bt
毒蛋白的高效表达袁其在叶片中表达量一般为总
可溶性蛋白质的 0.105%～0.110%袁 而且 Bt毒蛋
白含量的高低直接关系到转基因抗虫棉品种抗

虫性的强弱[4]遥 有报道指出袁转 Bt基因棉花对棉
铃虫的抗性随棉株器官尧棉花生育期的变化而变
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表 1 转基因棉不同品种倒 2叶室内抗棉铃虫生测结果
Table 1 The corrected mortality of cotton bollworm
fed on the second leave from different Bt transgenic

cotton varieties in laboratory

品种
平均校正死亡率 /%

3 d 6 d
DP35B 56.69依1.19 a 81.44依1.28 ab
DP37B 60.87依2.42 a 85.35依0.95 ab
DP99B 68.69依5.98 a 89.23依1.34 a
DP410B 58.22依4.04 a 79.53依3.82 ab
NC20B 57.87依0.5 4a 83.02依2.30 ab
Hanza154 53.68依7.36 a 75.91依4.53 b
中棉所 12 17.24依1.26 b 18.69依0.12 c

注院 数据为 2~4代棉铃虫发生高峰期各品种的校正
死亡率平均值依标准误曰 同列中具有相同字母的表示在
5％水平差异不显著曰下同遥

化遥 棉株营养器官的抗虫性较强袁花尧蕾等生殖器
官的抗虫性较弱曰棉花生育前期的抗虫性较生育
后期强[5-6]遥 在棉花抗虫基因工程研究中袁转基因
植株的鉴定以及后代抗虫性的追踪检测袁一般采
用报告基因检测尧Southern 杂交尧Northern杂交尧
PCR扩增产物以及抗虫性测定等袁而与抗虫性直
接相关的 Bt毒蛋白含量测定和 Bt基因在棉株各
个器官中的表达及其与棉花生长发育相关动态

关系少有报道[7-8]遥 本文采用用 ELISA方法对转
Bt基因棉花叶片尧花尧蕾及铃等器官中的 Bt毒蛋
白含量进行了测定袁 解析了 Bt毒蛋白含量与品
种抗虫性的关系袁 旨在在蛋白水平上阐明 Bt基
因在棉株内表达的时空变化规律及其与抗虫性

动态变化的内在联系遥

材料和方法
供试棉花品种

转 Bt 基因棉花 DP 410B尧DP 99B尧DP 37B尧
DP 35B尧Hanza 154 和 NC 20B 由孟山都远东有
限公司提供袁对照常规棉花品种为中棉所 12遥

供鉴定用的棉铃虫

孵化后在人工饲料上饲养 1～ 2 d 的 1 龄
幼虫遥

试验设计与调查方法

采样院分别在田间棉铃虫 2代
渊6月 25日冤尧3代 渊7月 26日冤 和 4代 渊8月 30
日冤的发生高峰期采摘供试转基因棉株顶部倒数
第 2片展开叶袁每品种随机取 30株遥 另在棉花不
同生育期袁即三叶期尧七叶期尧蕾期尧花期尧花铃期
和铃期袁取顶端倒数第二片展开叶袁每品种随机
取 30株袁每株样本单独装入密封袋曰同时袁在蕾
期尧 花期和铃期每个品种分别取 10个蕾尧 花和
铃袁做好标记后液氮速冻并置于-80益冰箱备用袁
测定毒蛋白含量遥

塑料盒集体饲虫院将供试棉叶放在圆形带盖
塑料盒内渊直径 5 cm曰高 3 cm冤袁每盒接 1龄幼虫
6头袁重复 4次遥 接虫后将小盒盖紧封严袁防止幼
虫逃逸并保持盒内湿度遥
鉴定结果调查院检查 2次袁分别在接虫后第 3

天和第 6天进行袁调查记录幼虫死亡虫数和活虫
数袁计算死亡率和校正死亡率遥

取棉叶样品 0.2 g置于预冷
的研钵中匀浆袁 加入 1 倍 Bt 蛋白提取缓冲液
1000 滋L充分混匀袁 移至 2 mL离心管中袁4益尧
10000 r窑min-1离心 4 min取上清液遥 取 1倍 Bt蛋
白提取缓冲液 900 滋L于 2 mL离心管中袁 加入
100 滋L上清液袁混匀袁即为样品稀释液备用遥 按照
Cry1Ab/Cry1Ac Plate Kit ELISA 试剂盒渊ENVI-
ROLOGIX Inc袁USA冤 操作说明书进行 Bt蛋白含
量检测遥

鉴定结果计算与数据分析

幼虫校正死亡率渊%冤=
处理死亡率-对照组死亡率

1-对照组死亡率 伊100.

上述所有试验结果均采用 SAS 9.0中文版统
计软件进行数据分析袁并用邓肯氏方差分析法及
t测验检验显著性遥

结果与分析

转基因棉不同品种抗棉铃虫室内生测试验

在 2代棉铃虫发生高峰期袁转基因棉不同品
种对棉铃虫的抗性表现不一致渊表 1冤袁抗虫效果
最好的是 DP 99B袁3 d和 6 d的校正死亡率分别
为 80.57%和 90.76%曰 抗虫效果最差的是 Hanza
154袁3 d 和 6 d 的校正死亡率分别为 39.65%和
78.37%遥 在 3代棉铃虫发生高峰期抗虫性最好的
是 DP 99B袁3 d 和 6 d 的校正死亡率分别为
63.94%和 90.36%遥在 4代棉铃虫发生高峰期抗虫
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性最好的仍是 DP 99B袁6 d 的校正死亡率达到
86.56%袁最差的是 DP 410B袁6 d的校正死亡率为
71.98%遥 将 2袁3袁4代棉铃虫发生高峰期的校正死
亡率进行平均袁 平均后 6个品种间 3 d校正死亡
率差异均不显著袁6 d的校正死亡率除 DP 99B与
Hanza 154外袁其它品种间差异均不显著渊表 1冤遥
抗虫效果最好的是 DP 99B袁6 d的校正死亡率达
到 89.23%袁最差的是 Hanza 154袁但 6 d的校正死
亡率也达到了 75.91%遥

转基因棉不同品种不同器官的 Bt毒蛋白含
量测定

转 Bt基因棉花不同品种对棉铃虫的抗性强
弱不一定完全相同遥 除棉株外部形态性状差异和

内源次生代谢物质含量可能不同外袁对棉铃虫的
抗性主要取决于棉株不同发育时期各器官的 Bt
蛋白合成量袁即 Bt基因的表达效率遥用 ELISA技
术测定以上 6个品种不同器官的 Bt蛋白含量袁
结果表明渊表 2冤袁6个应试品种不同器官的 Bt蛋
白含量差异也较明显袁NC 20B尧DP 35B尧DP 37B尧
DP 99B的叶尧蕾尧花和铃中的 Bt蛋白含量总体上
高于其它品种遥 结合室内抗棉铃虫生测结果分析
可知袁 棉株中 Bt毒蛋白的表达量与棉株的抗虫
性密切相关遥 另外袁不同抗虫棉前期抗虫效果好
于后期袁 也与棉株前期 Bt毒蛋白含量总体高于
后期有一定关系渊表 2冤遥

表 2 转 Bt基因棉不同品种不同组织杀虫蛋白表达量
Table 2 The Bt-protein contents in different organs from different Bt transgenic cotton varieties

品种
不同器官毒蛋白含量 /渊ng窑g-1)

叶 蕾 花 铃

DP 35B 1057.02依25.52a 662.32依48.02abc 870.68依99.9a 444.89依75.76a
DP 37B 1014.71依46.52a 795.91依72.34ab 719.73依8.95ab 395.45依31.53a
DP 99B 860.14依5.47b 648.83依204.79abc 719.21依33.14ab 273.74依40.17ab
DP 410B 722.37依17.87c 444.73依33.19bc 359.62依40.13c 147.38依29.51b
NC 20B 1003.81依43.87a 889.91依45.36a 821.15依34.6a 416.13依20.48a
Hanza 154 734.26依13.94c 381.66依52.66c 510.81依118.71bc 312.86依114.25ab

转基因棉不同品种对棉铃虫抗性的时间

动态

对不同生育阶段棉株顶部平展倒 2叶室内
抗虫性测定结果(表 3)表明袁抗虫棉不同品种在不
同发育阶段袁 其棉叶均有阻止棉铃虫取食的作
用袁表达了明显的抗性袁但其抗性强弱存在明显
差异袁且在不同发育阶段抗性表现也有差异遥 除
NC 20B外袁 各材料对棉铃虫初孵幼虫的校正死

亡率在蕾期最高曰校正死亡率最低的时期因材料
而异袁 其中 Hanza 154在盛花期最低袁NC 20B在
花铃期最低袁而其它品种均是在铃期最低遥 除了
NC 20B和 Hanza 154外袁所有品种均是在前中期
抗性表现比较平稳袁到后期则波动幅度较大遥 不
同品种对棉铃虫的抗性在时间上呈现动态变化袁
以植株发育阶段划分袁表现为蕾期＞盛花期＞花
铃期＞铃期遥

表 3 转基因棉不同品种各生育期棉株倒 2叶抗棉铃虫生测结果
Table 3 The corrected mortality of cotton bollworm fed on the second leave from bottom of different Bt transgenic

cotton varieties in every developmental stages

品种
平均校正死亡率 /%

蕾期 盛花期 花铃期 铃期

DP 35B 86.21依3.24 ab 84.14依3.74 ab 84.01依2.84 ab 77.40依4.43 ab
DP 37B 88.15依3.26 ab 85.62依3.06 ab 86.83依2.75 ab 81.30依2.60 a
DP 99B 90.91依2.78 a 90.76依2.34 a 90.36依2.18 a 84.68依2.78 a
DP 410B 85.24依3.11 ab 84.25依2.98 ab 82.37依3.24 ab 68.05依5.25 b
NC 20B 80.11依4.62 b 78.43依5.15 b 78.36依3.60 b 82.86依3.02 a
Hanza 154 87.05依3.62 c 67.13依4.43 c 85.65依2.65 ab 79.74依4.29 a
中棉所 12 16.22依5.10 d 18.87依4.36 d 18.52依4.31 c 18.98依2.60 c
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讨论
随着基因工程技术的发展袁 棉花转 Bt基因

抗虫品系研发日趋成熟尧稳定袁越来越显示了其
在棉铃虫防治上的优势遥 转基因棉严重影响棉铃
虫的生长发育及生存率袁进而控制棉铃虫对棉花
的危害遥 但转基因棉不同品种的抗虫性是有差异
的袁 通过对 DP 37B等 6个转基因棉花品种室内
生测及 Bt毒蛋白含量的测定结果来看袁 导致不
同品种抗虫性差异的主要原因是 Bt毒蛋白在不
同棉花品种尧不同组织器官和不同生育期表达不
一致所造成的遥
本试验对苗期渊三叶期和七叶期冤尧蕾期尧花

铃期和铃期棉花叶片中 Bt毒素蛋白含量进行了
测定遥 结果发现袁随着棉花生长发育的推进袁叶片
中 Bt毒素蛋白含量则明显降低袁 在花铃期达到
最低袁仅为 464 ng窑g-1 (DP 410B)遥 董双林等[9]推

测袁随着棉花生育期的推进袁棉株衰老可钝化 Bt
杀虫基因袁使其表达量降低曰或因单宁物质含量
增高并与杀虫蛋白相互作用而使毒蛋白失去活

性遥崔金杰等[10]认为袁棉株生长后期营养生长与生
殖生长并存会导致棉花负担过重袁 影响了 Bt基
因的表达袁 并认为不良环境也可能影响 Bt基因
表达遥 棉花蕾尧铃发育对氮素营养的需求量增加袁
尤其是进入花铃期袁棉铃发育需要大量的蛋白质
和光合产物袁功能叶中的光合产物及其它养料多
数运往蕾尧铃等生殖器官[11]袁此时叶片中可溶性蛋
白质含量比营养生长期明显下降遥 受蕾尧铃发育
的影响袁叶片中 Bt毒蛋白的合成可能会减弱袁导
致生殖生长后期叶片中 Bt毒蛋白含量显著低于
营养生长期遥 因此袁后期 Bt毒蛋白含量的降低直
接导致了抗虫棉生长发育后期抗棉铃虫性较前

期下降遥
根据对棉花不同器官渊叶尧蕾尧花和铃冤中 Bt

毒蛋白含量的测定结果袁表明转基因抗虫棉对棉
铃虫抗虫性呈现出空间动态变化袁 测定结果是
叶＞花＞蕾＞铃遥 其根本原因可能是 Bt基因表
达强度在不同器官中存在差异袁 导致 Bt毒蛋白
在不同器官中的含量分布显著不同遥 而棉花生育

转基因棉不同品种 Bt毒蛋白的时间动态
对苗期 渊三叶期院6月 7日曰 七叶期院6月 16

日冤尧蕾期渊7月 7日冤尧花铃期渊8月 9日冤和铃期
渊9月 4日冤 棉花叶片中 Bt毒蛋白含量进行了测
定遥 结果发现袁随着棉花生长发育的推进袁叶片中
Bt毒素蛋白含量渊以鲜重计冤明显降低渊图 1冤遥 从
图 1可看出袁不同发育阶段其 Bt含量变化较大袁
不同品种在同一时期的 Bt毒蛋白含量不同遥 除

DP 35B外袁 其余材料的 Bt毒蛋白含量均在七叶
期达到最高袁花铃期最低遥 以上 6个转基因棉品
种的 Bt毒蛋白含量呈现时间动态变化袁 即七叶
期＞三叶期＞蕾期＞铃期＞花铃期袁这与它们的
抗性呈时间动态变化规律基本吻合遥 但铃期 Bt
毒蛋白含量低袁而校正死亡率却高袁可能与叶片
组织老化袁棉铃虫不喜取食有关遥

图 1 转基因棉不同品种 Bt毒蛋白的季节性表达
Fig. 1 Seasonal expression of Bt-protein in different Bt transgenic cotton varieties
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后期 Bt基因表达强度较生育前期明显减弱袁则
是造成转基因抗虫棉在生育后期对棉铃抗虫性

普遍下降的原因之一遥 因此袁在生产上 Bt棉生育
后期的棉铃虫防治不容忽视[12]遥 此外袁如何调控
Bt基因在花尧蕾等生殖器官中的表达强度以及提
高其在棉花生育后期的表达效率袁是转基因抗虫
棉研发所面临的重要课题遥
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