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摘要：采用 6N0!C 方法检测了实验室汰选的对 O’:/C& 产生 /)* 倍抗性的亚洲玉米螟 -.#/+&+$ 01/&$"$)+.（P>";Q"）种群

与敏感种群 4 龄幼虫取食表达 O’:/C& 杀虫蛋白的 R$ 玉米心叶后，杀虫蛋白在幼虫体内的分布情况。结果表明：

O’:/C& 杀虫蛋白在抗性种群幼虫中的组织分布情况与敏感种群相近，主要存在于中肠组织和血淋巴中。抗、感种

群中均以含有内含物的中肠组织中含量最高，分别为 (**M( ;<S< 和 /)2M, ;<S<；其次为血淋巴，分别为 ,4M* ;<S< 和

.,M+ ;<S<；不含内含物的中肠组织中 +(M* ;<S< 和 2)M/ ;<S<；在丝腺和马氏管组织的含量很低，丝腺中分别为 5M+
;<S< 和 //M*;<S<，而马氏管中分别为 .M* ;<S< 和 .M+ ;<S<。脂肪体、生殖器官中未检测到杀虫蛋白。抗性种群中肠组

织（含有内含物和不含内含物）中 O’:/C& 的含量显著高于敏感种群。幼虫期取食过 R$ 玉米的亚洲玉米螟发育的

蛹、成虫及其卵中均不含杀虫蛋白，说明 R$ 杀虫蛋白不会通过幼虫取食向蛹、成虫及卵传递。
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亚洲玉米螟 !"#$%&%’ ()$&’*’+%"（!"#$%#）是我国

玉米生产上最重要的害虫，对玉米的产量和质量影

响很大（周大荣和何康来，&’’(）。近年来人们利用

转基因技术培育抗虫玉米为玉米螟防治提供了新途

径，转 )* 基因抗虫玉米已在多个国家商品化生产种

植（+,#-*.$ ,# ’+ /，0110），室内和田间结果表明对亚

洲玉米螟具有很好的控制作用（2# ,# ’+ /，0113，王

冬妍等，0114）。我国自己研发的转 )* 基因玉米也

已进入田间释放阶段，国外公司的转 )* 基因抗虫玉

米被批准在我国进行环境释放，有的还进入了生产

性试验阶段。

昆虫对 )* 产生潜在抗性的报道已有很多，自

56!7"8,#9（&’:(）首 次 报 道 了 印 度 谷 螟 -+./%’
%&#,$0)&*#,++’ 对 )* 产生了抗性后，至少有 &1 余种昆

虫在室内汰选的条件下对 )* 产生了抗性（;#<<% 7$=
>7$ ?@#，0110）。转 )* 抗虫玉米由于在整个生长期

都能表达杀虫蛋白，大面积连续种植 )* 抗虫玉米会

使玉米螟处于高强度的选择压力环境中，有可能迫

使玉米螟对 )* 玉米产生适应性而对 )* 玉米产生抗

性。国 外 汰 选 研 究 已 经 表 明 欧 洲 玉 米 螟 能 够 对

A<9&BC 杀虫蛋白产生适应性（2"7$8 ,# ’+ /，&’’D）。

本实验室通过对亚洲玉米螟进行室内 3: 代的汰选，

得到对 A<9&BC 产生了 &1D 倍的抗性种群（李光涛，

0114）。目前关于昆虫对 )* 杀虫蛋白的抗性研究主

要集中在 )* 与昆虫中肠的结合位点和中肠酶系变

化等方面，但很少有关于抗性种群幼虫取食 )* 作

物后杀虫蛋白在靶标害虫体内组织分布与含量变化

的研究。

本实验通过 EFG+B（#$H9I#J-@$K#= @II"$.L.<C#$*
7LL79）方法，比较了实验室人工汰选的对 A<9&BC 产

生抗性的以及敏感种群的亚洲玉米螟幼虫取食 )*
玉米后，A<9&BC 杀虫蛋白在两种种群幼虫体内不同

组织、器官以及在蛹、成虫和卵等各虫态中的分布与

含量，旨在为更深入的研究 )* 对昆虫的致病和害虫

对 )* 抗性产生机理，以及 )* 作物中的 )* 杀虫蛋白

在三级营养传递过程中对天敌昆虫的影响提供理论

依据，并有利于实现 )* 玉米的持续利用。

! 材料与方法

!"! 供试玉米

试验用玉米为孟山都公司的转 A<9&BC 杀虫蛋

白基因的 )* 玉米（5MN:&1）及其非转基因对照品种

（OPQ4D），种植在北京中国农业科学院植物保护研

究所内农场，生长期不施用任何农药，常规管理。在

玉米心叶期从田间采回心叶，在 1R3S的 N7A- 中浸

泡 3 I@$，用蒸馏水冲洗 3 遍，在滤纸上吸干水分，备

用。

!"# 供试昆虫

亚洲玉米螟抗性和敏感种群初始虫源均采自河

北省衡水市的野生种群。敏感种群在室内用无琼脂

半人工饲料连续饲养且未接触任何杀虫剂；抗性种

群为野生种群经过室内 41 代汰选对 A<9&BC 杀虫蛋

白产生 &1D 倍种群。

A<9&BC 抗、感种群的 3 龄幼虫经饥饿 &0 ,，取食

采回的玉米心叶，在取食 3 天后采集部分幼虫进行

解剖，剩余幼虫则转移到正常玉米螟人工饲料上，饲

养至蛹期或成虫，并使部分成虫产卵，用作 )* 杀虫

蛋白的进一步检测。以取食非转基对照品种玉米心

叶为对照。

!"$ 玉米螟幼虫各组织的收集

在冰浴条件下解剖玉米螟幼虫，分别收集中肠

（含肠道内含物和除去肠道内含物两类）、丝腺、脂肪

体、马氏管、生殖器官，利用刺破腹足的方法收集血

淋巴，各组织均在液氮中保存。幼虫全虫 D 头为 &
个处理；除中肠组织为 01 头幼虫是 & 个处理外，其

他组织均是 31 头幼虫为 & 个处理。各处理均设 3
个重复。

!"% 玉米螟蛹、成虫和卵收集

将蛹、蛾、卵分别收集到冻存管中，液氮保存。

!"& 幼虫各组织中 ’()!*+ 含量的测定

采用 EFG+B 方法，)*JA<9&BCTB6 EFG+B 试剂盒由

美国 B8=@7 公司生产。具体操作步骤：（&）准备样

品：各样品放入组织研磨器中，加入 U)+V 缓冲液，

磨成匀浆，再转入 &R( IF 离心管中，4W &( 111 X 8
离心 ( I@$；（0）点样：分别取样品上清液、( 个不同

梯度的 )* 标准蛋白（阳性对照）和 U)+V（阴性对照）

&11!F 加入同一酶标板内（重复 Q 次），每孔加入 &11

!F V5) 酶标记物，4W过夜；（3）洗板；（4）加入 &11

!F V5) 底物；（(）在酶标仪（)GMJVEP，Q:1）Q(1 $I
波长下读数；（Q）采用 )<7=Y.<= 法测定总可溶性蛋白

含量，并计算 A<9&BC 杀虫蛋白占总可溶性蛋白的比

率。每样品重复测定 3 次。

!", -. 玉米心叶中 ’()!*+ 含量的测定

取 &R& 中采回的心叶 & 8，迅速加液氮研磨成

粉，液氮中冻存，A<9&BC 含量的测定方法同 &R(，设 (
个取样重复。每样品重复测定 3 次。
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!"# 数据分析

应用 !"! 软件对试验数据进行方差分析（#$%&
"’%("），同一品系不同组织的差异显著性比较采

用 )*+,-+’. 测验，抗性和敏感种群同一组织的差异

显著性比较采用 ! 测验。

$ 结果与分析

$"! %&’!() 蛋白在抗、感亚洲玉米螟幼虫各组织

中分布与含量

试验用 /0 玉米心叶中 &123"4 杀虫蛋白含量经

测定为 5 678 +9:9。由表 3 可知，取食 /0 玉米的敏感

玉米螟幼虫体内 &123"4 杀虫蛋白总体含量为 8;<3
+9:9；各组织中以含有食物残渣的中肠组织可溶性

蛋白中 &123"4 含量最高，为 3;8<= +9:9，是除去内含

物后的中肠组织含量的 > 倍，说明中肠中的大多数

杀虫蛋白存在于未消化的食物中；杀虫蛋白在血淋

巴内有相对较高的含量，高于中肠组织（不含内含

物）。中肠和血淋巴中的 &123"4 含量均与对照处理

的玉米螟形成显著差异；在丝腺、马氏管中只测出少

量的 &123"4 杀虫蛋白含量，与对照未形成显著差

异，而脂肪体、生殖器官组织中未检测到杀虫蛋白。

取食 /0 玉米后抗性种群幼虫体内大部分组织

中 &123"4 杀虫蛋白的含量均高于敏感幼虫，整虫、

含食物残渣和不含食物残渣的中肠的 &123"4 含量

与敏感种群相比差异显著，比值分别达到 3<6、5<?、

3<6；血淋巴中的含量是敏感种群的 3<> 倍，但差异

不显 著；抗、感 种 群 幼 虫 体 内 丝 腺、马 氏 管 中 的

&123"4 含量相近，均含有微量的 &123"4 杀虫蛋白；

而在脂肪体、生殖器官中未检测到杀虫蛋白（表 3）。

表 ! 取食 *+ 玉米心叶 , 天后 %&’!() 杀虫蛋白在抗、感亚洲玉米螟 , 龄幼虫不同组织中的分布与含量

-.)/0 ! 123+&2)4+256 .67 856+06+ 59 %&’!() 26308+2827./ :&5+026 26 ,&7 263+.& /.&;./ +233403 59 !"#$%&%’ ()$&’*’+%"
*+<&0323+.6+ .67 34380:+2)/0 85/56203 900726= 56 *+ 85&6 >?5&/ /0.;03 95& , 7.’3

组织 @A..*B
&123"4 含量 &123"4 ,C+0B+0（+9:9）

抗性 $B.A.0-+0
（$）

敏感 !*.,BD0A4EB
（!）

比值 $-0AC
（$:!）

中肠（含内含物）FAG9*0（HA0I ,C+0B+0.） 577<5 J 53 K= -! 3;8<= J 3;K5 - 5<?

血淋巴 L-BMCE2MDI =><7 J 8K> 4 ?=<6 J N K5 4 3<>

幼虫全虫 OICEB E-1P- ?3<= J ? K? 4! 8;<3 J ?K5 , 3<6

中肠（不含内含物）FAG9*0（HA0IC*0 ,C+0B+0.） 65<7 J 8K8 4,! >6<3 J 8K7 , 3<6

丝腺 !AEQ 9E-+G N<6 J ; K7 ,G 33<7 J 3 K= ,G ;<7

马氏管 F-EDA9IA-+ 0*4*EB. ?<7 J ; KN ,G ?<6 J > KN ,G 3<;

脂肪体 R-0 4CG2 ;<; J ; K; G ;<; J ; K; G S

生殖器官 $BD1CG*,0APB C19-+. ;<; J ; K; G ;<; J ; K; G S

对照 &T ;<; J ; K; G ;<; J ; K; G S
注：> 龄幼虫在取食 /0 玉米心叶 > 天后解剖各组织测得的 &123-4 杀虫蛋白含量；!表示抗性与敏感种群差异显著（" U ;K;6）；表中数据为平

均值 J #$，数字后不同字母代表同种群内各组织差异显著（" U ;K;6）。

’C0B.：@IB &123"4 ,C+0B+0 A+ GAVVB1B+0 0A..*B. CV >1G A+.0-1 E-1P-B CV 0IB /0W1B.A.0-+0 -+G .*.,BD0A4EB ,CEC+AB. VBG C+ /0 ,C1+ HIC1E EB-PB. VC1 > G-2.K ! MB-+.
.A9+AVA,-+0 GAVVB1B+,B 4B0HBB+ 0IB /0W1B.A.0-+0 -+G .*.,BD0A4EB ,CEC+AB.（" U ;<;6）K @IB G-0- -1B MB-+ J #$ K @IB GAVVB1B+0 EB00B1. MB-+. .A9+AVA,-+0 GAVVB1B+,B
4B0HBB+ GAVVB1B+0 0A..*B. HA0IA+ 0IB .-MB ,CEC+2（" U ;<;6）K

$"$ %&’!() 蛋白在亚洲玉米螟其他各虫态中的传

递

将取食转 /0 玉米 > 天后的抗、感种群亚洲玉米

螟幼虫，分别转入正常饲料上发育，其发育成的蛹、

成虫体内和成虫所产的卵内均未检测到 &123"4 杀

虫蛋白的存在，说明 /0 杀虫蛋白不会通过幼虫的取

食向蛹和成虫及卵传递。

, 讨论

昆虫取食 /0 蛋白后其主要生理机制是杀虫蛋

白对中肠组织的局部破坏最终导致中肠消化酶合成

和分泌的减弱，引起肠道细胞破坏、蛋白酶的活性改

变（周冬生等，5;;3）。/0 抗性种群亚洲玉米螟取食

/0 玉米后 &123"4 杀虫蛋白在不同组织中的分布与

敏感种群相似，主要集中在中肠和血淋巴中，但抗性

种群体内的 &123"4 含量明显高于敏感种群，这可能

与抗性种群比敏感亚洲玉米螟幼虫取食 /0 玉米组

织量大有关，因为敏感的亚洲玉米螟幼虫取食 /0 玉

米后会造成拒食（王冬妍等，5;;6）。而 /0 对抗性种

群幼虫拒食作用比较弱（F-10X+BY %! &’ K，3===），对中

肠的损害程度轻（梁革梅等，5;;3），因此导致抗性玉

=6== 期 徐艳聆等：/0 抗、感种群亚洲玉米螟幼虫取食 /0 玉米后 &123"4 杀虫蛋白在其体内的组织分布与含量



米螟取食的 !" 玉米组织较多，可能是其体内杀虫蛋

白含量较多的主要原因。在亚洲玉米螟抗性和敏感

两种群的脂肪体和生殖器官均没有发生阳性反应，

可能是由于含量低于酶联免疫吸附方法的检出阈值

而检测不到或这些组织中根本就没有 #$%&’( 杀虫

蛋白 存 在。)*+, 等（-..&）也 报 道 欧 洲 玉 米 螟

!"#$%&%’ &()%*’*%" 取食含 #$%&’( 饲料后体内可检测

到 #$%&’( 蛋白，而且虫体经过冷冻干燥混入人工饲

料中饲喂 & 龄幼虫，死亡率可达 -./。但亚洲玉米

螟体内残留的 !" 蛋白是否具有杀虫活性仍有待于

进一步研究。

虽然取食转 !" 玉米的玉米螟幼虫体内含有大

量的杀虫蛋白，但取食 !" 玉米的抗、感种群幼虫化

的蛹、羽化的成虫和及所产的卵中均未检测到 !" 杀

虫蛋白的存在，这与 012"*34 等（-..5）的结果相似。

012"*34 等（-..5）报道了灰翅夜蛾 +,-.-,#/$’ *%##-$’*%"
整个幼虫期取食转 !" 基因玉米后，成虫体内也检测

不到 !" 杀虫蛋白，并认为幼虫在化蛹前已将体内杀

虫蛋白随排泄物全部排出体外。因此，!" 杀虫蛋白

不会从 !" 玉米向捕食或寄生亚洲玉米螟蛹、成虫和

卵的天敌昆虫传递。

由于 !" 杀虫蛋白存在于取食 !" 玉米的亚洲玉

米螟幼虫中肠和血淋巴等组织器官中，捕食性或寄

生性天敌在捕食或寄生过程中，有可能会有部分 !"
杀虫蛋白通过寄主昆虫，进入第三营养阶层天敌昆

虫体内，这种现象已经在蜘蛛捕食转基因抗虫水稻

上取食的褐飞虱中得到证实（陈茂等，-..5）。尽管

目前的研究表明，!" 玉米对捕食性天敌的种群数量

和捕食作用没有明显的副作用（67834*$ /# ’* 9，&::;；

’8<=**( /# ’* 9，-..&），但有研究表明一种亚热带蛀

茎螟虫 0-$/(1’ *-2#%&% 幼虫取食 !" 玉米组织后，会

对一种寄生性天敌 3’$’**-$4-5’" ,6$’*-,4’5(" 的某些

适合度有负面影响（!*$>+8 /# ’* 9，-..-）。同时，由于

!" 杀虫蛋白在植食性昆虫不同组织以及同一昆虫

不同抗、感种群中的含量不同，这样使捕食或寄生对

!" 杀虫蛋白敏感程度不同的天敌昆虫暴露在不同

剂量的 !" 杀虫蛋白下，对天敌的作用可能有所不

同。因此，研究 !" 杀虫蛋白在 !" 植物<害虫<天敌三

者营养关系的食物链传递过程中是否会对捕食和寄

生性天敌的生理代谢产生不良影响，探讨转 !" 基因

抗虫植物对天敌的潜在效应是转 !" 基因抗虫作物

生态安全性需要深入研究的重要方面。
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