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摘要 利用高效液相色谱 ° ≤ 技术比较了不同生长时期转 基因棉花及其对照亲本不同器官中抗虫萜烯类

物质含量的差异 ∀显著性分析发现 外源 杀虫蛋白表达对棉花原有的棉酚 !总杀实夜蛾素及总抗虫萜烯类合成量

不存在不利的影响 ∀以棉酚作为萜烯类物质代表物 在饲料中进行了棉铃虫幼虫对棉酚和 杀虫蛋白的复合剂量反

应试验 ∀结果表明 棉酚对棉铃虫幼虫的抗虫作用达到极显著水平 棉酚和 杀虫蛋白之间没有交互作用 表明饲料

中棉酚和 杀虫蛋白对棉铃虫的抗虫作用是相加的 ∀
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  棉花抗虫萜烯类化合物 包括棉酚 !半棉酚酮 !

杀实夜蛾素 ! ! ! 以及甲氧基半棉酚酮等

广泛存在于棉花各种组织器官中的色素腺内 是棉

花中除缩合单宁 ) 黄酮类化合物之外又一类重要的

抗生次生物质 ∀国内外自 世纪 年代起就开始

了棉花抗虫萜烯类化合物种类和抗虫性能的研究 ∀

棉酚等对烟芽夜蛾 !棉铃虫和红铃虫以及红蜘蛛具

有毒性≈ ∗ ∀杀实夜蛾素和半棉酚酮对烟芽夜蛾

等棉花害虫具有不同程度的抗生作用≈ ∀ 年代

后期 利用生物技术成功培育出转 基因棉花 在

防治棉铃虫为害方面发挥了巨大作用 ∀为了充分发

挥转 基因棉花的抗虫优势 协调利用外源 抗

虫资源和棉花内源抗虫萜烯类物质成为一个急待解

决的课题 ∀ ≥ ≈ 研究报道指出 抗虫萜烯类物质

含量高的转 基因抗虫棉花品系 对烟芽夜蛾的抗

虫性能明显高于不含或抗虫萜烯类物质含量低的转

基因抗虫棉花 ∀ ≈ 发现抗虫萜烯类化合物

能够增加 杀虫蛋白的功效 ∀但是 外源 杀虫

蛋白表达对棉花原有抗虫萜烯类物质的代谢积累有

无影响和有什么影响目前尚未见报道 这不利于正

确选择抗虫基因材料和有效利用 棉的抗虫优势 ∀

为此 作者采用高效液相色谱法比较了不同生长时
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期转 基因棉花及其对照亲本不同器官中抗虫萜

烯类物质含量的差异 并以棉酚作为萜烯类物质代

表物 在饲料中进行了棉铃虫幼虫对棉酚和 杀虫

蛋白的复合剂量反应试验 初步弄清了外源 杀虫

蛋白和棉花主要抗虫萜烯类物质的互作关系 ∀

1  材料与方法

1 1  供试棉花及处理方法

⁄° !新棉 ⁄° 的转 基因棉花

由美国孟山都远东有限公司提供 泗棉 号 !

泗棉 号的转 基因棉花 由中国农业科学院生

物技术研究所提供 中棉所 !中棉所 中棉所

的转 基因棉花 由中国农业科学院棉花研究

所提供 ∀供试棉花在中国农业科学院植物保护研究

所试验田种植 试验小区随机区组排列 生长期不使

用任何农药 不打顶 不摘边心 其它为常规管理 ∀

各个品种 系 的棉花在生长的 个时期 子叶

期 !三叶期 !七叶期 !幼蕾期 !蕾期 !花期 !花铃期 !铃

期 !吐絮期 分别取子叶 !顶端初展开的嫩叶 顶叶 !

小蕾 直径约 ∗ !花瓣 !花心 含花药 !花

丝 !子房 !花萼 !苞叶 !小铃 直径约 用液

快速冷冻并在冷冻干燥机上 ε 冻干 研成

粉后过 孔径筛 ε 冰箱保存备用 ∀分

别称取样品冻干粉 置于具塞离心管中 然后

在离心管中加入 溶液 乙酸乙酯Β正己烷

Β 并封口 将离心管摇匀 放在 ε 摇床内

振荡 提取液以 的速度离心

取上清液转移到带盖小瓶中 常温减压浓

缩 再用 气吹干后用 溶液 异丙醇Β乙腈Β

水Β乙酸乙酯 Β Β Β 定容 抽滤 过 Λ
滤膜 后在液相色谱仪上进样 ∀

1 2  供试棉铃虫

敏感品系棉铃虫 年采自河南禹州 在室内

饲养 年一直未使用任何杀虫剂 ∀

1 3  色谱分析条件

仪器 惠普 °2 高效液相色谱仪 ° ≤

色谱 柱 ÷ ÷2≤ 规 格 为 ≅

流动相为乙醇 !甲醇 !异丙醇 !乙腈 !水 !乙

酸乙酯 ! 2 二甲基甲酰胺 !磷酸 Β Β Β

Β Β Β Β 等度洗脱 检测波长

流速 柱温 ε 标准样品 棉

酚 ≥ !其余萜烯类化合物标样由美国农业部南

方实验室 ⁄ ≥ √ 惠赠 进样量 Λ ∀棉花组

织中的萜烯类物质采用外标法定量 以不同浓度各

标样的吸收值作出标准曲线 确定各棉花组织样品

中萜烯类物质含量 ∀

1 4  棉铃虫幼虫在饲料中对棉酚和 杀虫蛋白的

复合剂量反应试验

将不同浓度的 ≤ ≤ 杀虫毒蛋白

和不同浓度

• • 的棉酚 均匀拌

入人工饲料中 然后将初孵棉铃虫幼虫接入有饲料

的养虫盒内 每组接虫 头 重复 次 并把养虫盒

置于养虫室 ∀ 后检查死亡情况 用方差分析法处

理结果 ∀

2  结果与分析

2 1  转 基因棉花组织中抗虫萜烯类化合物的

° ≤ 分离效果

由图可以发现棉花组织中抗虫萜烯类化合物绝

大多数能够用 ° ≤ 方法检测到并且得到比较好

的分离 峰间保留时间差异明显 ∀在本试验条件下

半棉酚酮 !甲氧基半棉酚酮 !棉酚 !杀实夜蛾素 !

! ! 的保留时间分别是 ! !

! ! ! !

∀

2 2  不同生长时期转 基因棉花及其对照亲本

不同器官中主要抗虫萜烯类物质含量的差异

以同一试验田不同小区种植的新棉 !

⁄° ! !泗棉 号 !中棉所 和中棉所 为

试验材料 用 ° ≤ 方法测定各个品种不同生育

期 !不同组织器官的棉酚 !总杀实夜蛾素 包括杀实

夜蛾素 ! ! ! 和总抗虫萜烯类 包括棉酚 !

半棉酚酮 !杀实夜蛾素 ! ! ! 以及甲氧基半

棉酚酮等 的含量 表 ∗ ∀

应用 ∂ 程序分别对 个棉花品种的棉

酚 !总杀实夜蛾素和总抗虫萜烯类含量数值进行成

对样品的显著性方差测验 ∀结果显示 不同生育期

和不同组织器官之间的棉酚含量有极显著差异 ∀

⁄° Φ Φ 泗

棉 号 Φ Φ 中棉所 中

棉所 Φ Φ ∀转 基因

棉花 Φ Φ ! Φ

Φ 和中棉所 Φ

Φ 的棉酚的含量与其对照亲本差异

没有达到显著水平 说明外源 杀虫蛋白表达不会

影响到棉花原有的棉酚合成代谢 ∀
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半棉酚酮 甲氧基半棉酚酮 棉酚 杀实夜蛾素 其余未知  

图  棉花组织中萜烯类化合物液相色谱 ° ≤ 分离图谱

ƒ  ° ≤

表 1  转 基因棉花及其对照亲本不同生长时期各组织中棉酚含量

×  √ √

⁄•

组织器官
× ∏

泗棉 号
≥

中棉所
≤ ≤

中棉所
≤≤

⁄°

子叶期子叶  ≥ √

三叶期顶叶  × √

七叶期顶叶  × √ √

幼蕾期顶叶  × √ ∏

幼蕾期蕾  ≥ ∏ ∏

蕾期顶叶  × √ ∏

蕾期蕾  ≥ ∏ ∏

蕾期苞叶  ∏

花期顶叶  × √

花期蕾  ≥ ∏

花期花瓣  °

花期花心  ƒ

花期花萼  ≤ ¬

花期苞叶  
花铃期顶叶  × √ 2
花铃期蕾  ≥ ∏ 2
花铃期花瓣  ° 2
花铃期花心  ƒ 2
花铃期花萼  ≤ ¬ 2
花铃期苞叶  2
花铃期铃  2
铃期顶叶  × √

铃期蕾  ≥ ∏

铃期花瓣  °

铃期花心  ƒ

铃期花萼  °

铃期苞叶  
铃期铃皮  
铃期铃心  
吐絮期顶叶  × √

吐絮期铃皮  
吐絮期铃心  

表示未进行含量测定 ∀下同   ≥ ×
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表 2  转 基因棉花及其对照亲本不同生长时期各组织中总杀实夜蛾素含量

×  × √ √ 2

⁄•

组织器官
× ∏

泗棉 号
≥

中棉所
≤ ≤

中棉所
≤≤

⁄°

子叶期子叶  ≥ √

三叶期顶叶  × √

七叶期顶叶  × √ √

幼蕾期顶叶  × √ ∏

幼蕾期蕾  ≥ ∏ ∏

蕾期顶叶  × √ ∏

蕾期蕾  ≥ ∏ ∏

蕾期苞叶  ∏

花期顶叶  × √

花期蕾  ≥ ∏

花期花瓣  °

花期花心  ƒ

花期花萼  ≤ ¬

花期苞叶  
花铃期顶叶  × √ 2
花铃期蕾  ≥ ∏ 2
花铃期花瓣  ° 2
花铃期花心  ƒ 2
花铃期花萼  ≤ ¬ 2
花铃期苞叶  2
花铃期铃  2
铃期顶叶  × √

铃期蕾  ≥ ∏

铃期花瓣  °

铃期花心  ƒ

铃期花萼  °

铃期苞叶  
铃期铃皮  
铃期铃心  
吐絮期顶叶  × √

吐絮期铃皮  
吐絮期铃心  

  不同生育期和不同组织器官之间的总杀实夜蛾

素 包括 ! ! ! 含量有极显著差异

⁄° Φ Φ 泗棉

号 Φ Φ 中棉所 中棉所

Φ Φ ∀转 基因棉花

Φ Φ ! Φ

Φ 和中棉所 Φ

Φ 的总杀实夜蛾素的含量与其对照亲

本没有显著差异 说明外源 杀虫蛋白表达基本上

不会影响到棉花原有的总杀实夜蛾素合成代谢 ∀

不同生育期和不同组织器官之间的总抗虫萜烯

类含量有极显著差异 ⁄° Φ

Φ 泗棉 号 Φ Φ

中棉所 中棉所 Φ Φ

∀转 基因棉花 Φ Φ

! Φ Φ 和中棉

所 Φ Φ 的总抗虫萜烯

类含量与其对照亲本没有显著差异 说明外源 杀

虫蛋白表达总体上不会影响到棉花原有的总抗虫萜

烯类物质合成代谢 ∀

2 3  棉铃虫幼虫在饲料中对棉酚和 杀虫蛋白的

复合剂量反应

把棉铃虫幼虫死亡率进行反正弦转换得到表

进行方差分析 结果显示 随着饲料中 杀虫蛋

白浓度的增加棉铃虫幼虫死亡率显著上升 杀虫

蛋白对棉铃虫幼虫的毒杀作用达到极显著水平 Φ

Φ 棉酚对棉铃虫幼虫的抗虫

作用也达到极显著水平 Φ Φ

但棉酚和 杀虫蛋白之间没有交互作用 Φ

即饲料中棉酚和 杀虫蛋白对棉铃虫仅为相加作

用 而无增效作用 ∀
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表 3  转 基因棉花及其对照亲本不同生长时期各组织中总抗虫萜烯类含量

×  × √

√ ⁄•

组织器官
× ∏

泗棉 号
≥

中棉所
≤ ≤

中棉所
≤≤

⁄°

子叶期子叶  ≥ √

三叶期顶叶  × √

七叶期顶叶  × √ √

幼蕾期顶叶  × √ ∏

幼蕾期蕾  ≥ ∏ ∏

蕾期顶叶  × √ ∏

蕾期蕾  ≥ ∏ ∏

蕾期苞叶  ∏

花期顶叶  × √

花期蕾  ≥ ∏

花期花瓣  °

花期花心  ƒ

花期花萼  ≤ ¬

花期苞叶  
花铃期顶叶  × √ 2
花铃期蕾  ≥ ∏ 2
花铃期花瓣  ° 2
花铃期花心  ƒ 2
花铃期花萼  ≤ ¬ 2
花铃期苞叶  2
花铃期铃  2
铃期顶叶  × √

铃期蕾  ≥ ∏

铃期花瓣  °

铃期花心  ƒ

铃期花萼  °

铃期苞叶  
铃期铃皮  
铃期铃心  
吐絮期顶叶  × √

吐絮期铃皮  
吐絮期铃心  

表 4  棉铃虫幼虫在饲料中对棉酚和 杀虫蛋白的复合剂

量反应试验结果

×  × 2

2 ≤°

√

棉酚浓度
≤

 

蛋白浓度
≤

2 ≤°  

次重复平均值
√

3  讨论
棉铃虫幼虫在饲料中对棉酚和 杀虫蛋白的

复合剂量反应试验结果表明 棉酚和 杀虫蛋白之

间没有交互作用 两者合用对棉铃虫幼虫的杀虫效

果是相加的 ∀原因可能有以下几方面 一方面棉酚

等化合物的酚羟基远较棉花缩合单宁少 鞣化蛋白

的功能不强 因而对 杀虫蛋白的负面影响较小

另一方面 棉酚在棉铃虫幼虫消化道内的标靶受体

不同于 杀虫蛋白 不会在幼虫消化道内干扰

杀虫蛋白充分与受体蛋白结合发挥作用≈ ∀另外

棉酚对棉铃虫幼虫生长的抑制作用也有利于 杀

虫蛋白发挥作用 ∀所以 棉酚等萜烯类抗虫物质可

以和 杀虫剂协调应用来防治棉铃虫幼虫对棉花

的为害 ∀从高效液相色谱法测定结果可以看出转

基因棉花及其对照亲本不同生育期 !不同组织器

官的棉酚 !总杀实夜蛾素和总抗虫萜烯类的含量差

异均不显著 表明外源 杀虫蛋白表达对棉花原有

的总杀实夜蛾素 !棉酚及总抗虫萜烯类合成量不存

在不利的影响 ∀将 杀虫蛋白基因转入抗虫萜烯
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类物质含量高的棉花品系或者将转 基因棉花与

富含抗虫萜烯类物质的棉花品种杂交 可能有利于

发挥两者的协同抗虫作用 并且延缓棉铃虫的抗性

发展 ∀

棉花抗虫萜烯类的合成是棉花防御机制的重要

组成部分 ∀棉花的倍半萜环化酶 2Δ2杜松烯合

成酶是棉花抗虫萜烯类生物合成的关键酶 ≤ ÷

≠ 等≈ 克隆了 2Δ2杜松烯合成酶 ⁄ 和基

因 并且发现在离体状态下 2Δ2杜松烯合成酶在

转录水平上被诱导子 诱导 酶活力迅速提

高 导致棉酚等抗虫萜烯类大量合成与积累 ∀如果

通过基因工程将控制抗虫萜烯类化合物生物合成的

关键酶基因和 杀虫蛋白基因一同转入棉花或通

过诱导手段提高转 基因棉花抗虫萜烯类化合物

合成量 对于合理有效利用 棉抗虫潜力将具有一

定的实践意义 ∀

≈  ×

ϑ . Εχον . Εντομ ολογψ,

≈  ƒ √

¬

Αχτα Πηψτοπηψλ. Σιν . ≤

张金发 等 棉花对朱砂叶螨抗性的鉴定和抗性机制研究

植物保护学报

≈  √

Σποδοπτερα λιττοραλισ √ Ανν . Εντομ ολ. Σοχ . Αμερ .

≈  ∞ √ Ηελιοτηισ

∏ √ ϑ.

Χηε μ . Εχολ.

≈  • ≤ ∞

√ Αχτα Πηψτοπηψλ.

Σιν ≤

王琛柱 棉酚和单宁酸对棉铃虫幼虫生长和消化生理的影

响 植物保护学报

≈  ≥ √ ⁄

Πηψτοχηε μιστρψ,

≈  ≥ √ ⁄ ≤ 2
Γοσσψπιυ μ ηιρσυτυ μ ϑ . Αγριχ . Φοοδ .

Χηε μ .

≈  ≥ ∞ ≥ °

∏

Νοχτυιδαε ∞ √ ∞

≈  ƒ ƒ Τηε

Αυστραλιαν Χοττονγροωερ ,

≈  ∏ ⁄ ° ∏√

Ηελιοτηισ ζεα

¬ 2
Πεστιχ . Βιοχηε μ . Πηψσιο

≈  ≤ ÷ ≠ ≤ ¬

2Δ2 ¬

Αρχη . Βιοχηε μ . Βιοπηψ.

≈  ≤ ÷ ≠ ≤ ∏ ¬ 2
2Δ2 Γοσσψπιυ μ αρβορευ μ ϑ .

Νατ . Προδ .
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