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温湿度处理对 棉杀虫蛋白表达的影响
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摘要院以转 基因抗虫棉杂交种泗杂 3号为试验材料袁在人工气候室内设置 4种温度和湿度组合渊高温高湿
度尧高温低湿度尧低温高湿度尧低温低湿度冤袁研究了不同生育期温湿度胁迫及胁迫解除后 棉杀虫蛋白表达

量的变化遥 结果表明袁温湿度胁迫显著抑制 棉杀虫蛋白的表达遥 同一生育期袁高温高湿度下 Bt蛋白含量降

幅最小袁胁迫解除后恢复能力最强曰低温低湿度下 Bt蛋白含量降幅最大袁恢复能力最弱遥 不同时期温湿度胁迫
下 Bt蛋白含量降低幅度表现为盛铃期 >盛花期 >盛蕾期袁 胁迫解除后 Bt蛋白的恢复水平表现出相反的趋

势遥 温湿度胁迫及胁迫解除后 Bt蛋白表达量的恢复与胁迫类型尧棉花生育期密切相关遥
关键词院杀虫蛋白曰温湿度胁迫曰 棉
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Using insect-resistant transgenic cotton Sikang 3 as material, four combined stress was desigened to study the effect of

combination stress of temperature and humidity and its recovery on insecticidal protein expression of transgenic cotton which

was high temperature-humidity, low temperature-humidity, high temperature with low humidity and low temperature with high

humidity. The results showed that combined stress decreased insecticidal protein content. Under the same growth period, the de-

crease amplitude of Bt content was lowest with high temperature-humidity stress, while highest with low temperature-humidity

stress. However, the recovery level of Bt content after released from combined stress was highest with high temperature-humidi-

ty stress, while lowest with low temperature-humidity stress. Under the same stress, the decrease amplitude of Bt content was

low at peak square period, middle at peak flowering period, high at peak boll period under four combined stress, however, the

recovery level of Bt content after stess stopped performed reverse trend. These results suggested that the decrease amplitude of

Bt content under combination stress of temperature and humidity stress and recovery level of Bt content after stress stopped was

closely associated with stress types and cotton development stages.
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国内外研究一致认为转 基因棉花的抗虫

性表现不稳定袁 除了 棉遗传本身存在的不同

生育阶段抗虫性表达差异较大袁即在时间上呈前
期强尧后期弱的特征外[1-2],还认为不良的环境对

抗虫性表达具有较大的影响袁 即 棉在不良的

环境条件下表现出抗虫性显著下降或不抗虫现

象[3-5]遥 目前相关研究主要集中在干旱尧水分及高
温等对 棉抗虫性的影响袁 研究认为高温胁迫
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后袁 棉叶的生理代谢活性下降袁Bt蛋白表达量明
显降低[6-8]曰同时前人用生测试验也证明低温环境
下棉叶抗虫性明显偏低袁棉铃幼虫存活率提高[9-10]遥
但上述研究基本以单个因子进行袁而棉花生育过
程是受自然环境条件特别是温度和湿度等因子

的综合影响袁单个因子往往不能完全反映自然温
湿度互作条件下对 Bt蛋白表达量的影响曰 而且
在胁迫解除后袁Bt棉杀虫蛋白表达量的恢复状况
等也有待于进一步研究遥 因此袁本文通过探讨棉
花生育期关键阶段不同温度和湿度胁迫对 棉

Bt蛋白表达量以及胁迫解除后 Bt蛋白表达量恢
复能力的影响袁 以期为 棉安全生产应用提供

理论和实践指导遥

材料和方法
试验材料

试验于 2008－2009年在扬州大学江苏省栽
培生理重点实验室进行袁采用盆栽方法遥 供试土
壤为沙壤土袁含有机质 1.88%袁水解氮 134.7 mg窑
kg-1袁速效磷 22.5 mg窑kg-1袁速效钾 81.3 mg窑kg-1遥试
验所用盆钵直径 30 cm袁 高 27 cm袁 每盆装土 11
kg袁土壤自然风干尧过筛去杂后装盆袁浇水沉实遥
供试品种为转单价基因( 1Ac)抗虫棉杂交种泗
杂 3号遥 营养钵育苗袁2年均是在 4月 5日播种袁
36 d后将棉苗移栽于盆中遥 管理措施同一般大田
生产遥

试验设计

试验设置温度和湿度 2个处理曰温度处理设
高温渊37 益冤尧低温渊17 益冤2个水平袁湿度处理设
高湿度渊95%冤和低湿度渊50%冤2个水平遥 不同温
湿度处理水平相互交叉袁 共计 4个组合处理袁分
别为高温高湿度渊HH表示冤尧高温低湿度渊HD表
示冤尧低温高湿度渊DH表示冤和低温低湿度渊DD表
示冤袁于棉花盛蕾期尧盛花期尧盛铃期袁用人工气候
箱对棉株进行温湿度胁迫处理遥 3个时期对照处
理分别设昼 /夜温度为 26 益/15 益尧30 益/15 益尧
32 益/20 益袁湿度为 60%尧70%和 70%遥 以上温度
控制误差依1 益袁湿度控制误差依5%袁光量子通量
密度为 800 滋mol窑m-2窑s-1遥用称重法控制土壤含水
量袁待胁迫前调节土壤相对含水量袁使之维持在
70%依5%遥 胁迫 48 h后将植株移至正常温湿度环

境中恢复遥 分别于胁迫处理后的 0袁24袁48 h和恢
复正常温湿度后的 24袁48袁96 h (分别为胁迫后
72袁96袁144 h)袁取主茎倒 4叶,液氮速冻保存遥

Bt蛋白含量的提取和测定
称取 0.5 g的叶片鲜样, 加入 3 mL pH 7.5的

磷酸缓冲液中袁冰浴研磨后放入 4 益冰箱中提取
4 h以上袁离心 15 min袁弃去残渣袁取上清液保存
备用遥 采用酶联免疫吸附分析法渊Enzyme-linked
immunosorbent assays, ELISA冤测定袁药盒由中国
农业大学提供袁每处理 3次重复遥 酶标仪波长为
450 nm袁 每次检测均用 CrylA蛋白标样制作 Bt
蛋白浓度和吸光值关系的标准曲线袁根据标准曲
线求出样品中的 Bt杀虫蛋白含量袁 换算成鲜质
量每克杀虫蛋白含量袁用 ng窑g-1表示遥用方差分析
和 Duncan多重比较进行数据分析遥

结果与分析
盛蕾期温湿度胁迫及其恢复对叶片 Bt蛋白

含量的影响

图 1表明袁盛蕾期在相同湿度环境下袁高温
处理叶片 Bt蛋白含量在 0～48 h内稍有波动袁但
变化幅度不大遥而低温处理 24 h后袁叶片 Bt蛋白
含量开始下降曰且随着胁迫时间的延长袁含量有
所降低遥 相同温度下袁不同湿度间差异不明显袁温
度和湿度间交互作用未达显著水平遥 恢复正常温
湿度后袁叶片 Bt蛋白表达量呈逐步上升的趋势袁
72～144 h 内含量大幅度增加袁4 个处理下叶片
Bt蛋白含量都能恢复且超过对照蛋白水平曰与对
照处理相比袁 叶片 Bt 蛋白含量提高了 7.7%～
26.3%遥不同处理间恢复程度不一样袁具体表现为
HH>HD>DH>DD遥以上结果说明了盛蕾期温度和
湿度胁迫对棉叶 Bt蛋白表达量影响较小袁 胁迫
解除后袁Bt蛋白表达量存在恢复和补偿效应遥

盛花期温湿度胁迫及其恢复对叶片 Bt蛋白
含量的影响

图 2表明袁 盛花期温湿度胁迫持续 48 h袁叶
片 Bt蛋白含量出现了明显的下降遥 相同湿度下袁
高温处理叶片 Bt蛋白含量在 0～24 h内变化较
小袁24 h后大幅下降曰 低温处理对棉花叶片胁迫
强度更大袁48 h内明显低于高温胁迫袁 两者之间
的差异达到极显著水平渊 ＜0.01冤遥湿度间差异及
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盛铃期温湿度胁迫及其恢复对叶片 Bt蛋白
含量的影响

图 3表明袁 盛铃期叶片 Bt蛋白表达量随胁
迫时间的延长袁呈逐步下降的趋势遥 胁迫至 48 h袁
叶片 Bt蛋白含量降低了 41.6%～51.3%遥 不同温

度间仍以低温处理叶片 Bt蛋白含量低曰 在相同
温度下袁不同湿度处理 0～24 h差异较小袁24 h后
差异显著袁在 24～144 h内叶片 Bt蛋白含量一直
表现为高湿度＞低湿度遥 方差分析表明盛铃期温
度与湿度间存在显著的交互作用袁低温低湿度环

图 1 盛蕾期温湿度胁迫及其恢复对叶片 Bt蛋白含量的影响
Fig. 1 Effect of combination stress of temperature and humidity and its recovery on leaf Bt protein content during

peak square period

温湿度交互作用与盛蕾期一致袁 未达显著水平遥
胁迫解除后袁 叶片 Bt蛋白含量变化总体呈抛物
线型袁处理 48～96 h呈上升趋势袁96～144 h又表
现一定程度的下降袁至处理 144 h叶片 Bt蛋白含
量只相当于对照的 79.6%～85.2%遥 说明盛花期

温湿度胁迫持续 48 h对叶片 Bt蛋白表达量影响
较大袁不能使 Bt蛋白含量恢复到未胁迫前水平遥
处理间 Bt蛋白含量的差异与盛蕾期基本一致袁
都是以 HH处理最高袁DD处理最低遥

图 2 盛花期温湿度胁迫及其恢复对叶片 Bt蛋白含量的影响
Fig. 2 Effect of combination stress of temperature and humidity and its recovery on leaf Bt protein content during

peak flower period
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结果与讨论
周冬生等[9]研究不同温度处理对转 Bt基因

棉离体叶片抗虫活性的影响时发现袁低温(16 益)
下转基因棉花对棉铃虫的抗性明显降低袁 高温
(36 益)下随处理时间的推进袁幼虫累计校正死亡
率和低温处理相差无几遥 本研究发现袁温尧湿度胁
迫降低了抗虫棉 Bt蛋白的表达量遥 在高湿度或
低湿度环境下袁 高温在胁迫前 24 h内对叶片 Bt
蛋白表达影响小袁Bt蛋白含量下降幅度较小袁24
h后随着胁迫时间的延长袁降幅逐步增大曰而低温
处理叶片 Bt蛋白含量下降时间出现早袁 整个胁
迫期降低幅度大遥 在高温或低温环境下袁高尧低湿
度处理间叶片 Bt蛋白表达量在盛蕾期和盛花期
差异较小袁至盛铃期两者差异明显袁达显著水平遥
4个温湿度处理组合在不同生育期均表现为低温
低湿度处理在胁迫期间及解除胁迫后 Bt蛋白的
含量最低遥 温度和湿度的交互作用也进一步说
明袁 盛铃期低湿度环境会加剧叶片 Bt蛋白含量
的下降遥

已有研究表明袁在干旱尧涝灾等逆境胁迫解
除后袁 棉叶片中 Bt蛋白含量及抗虫性仍有一
定程度的恢复袁其恢复水平与胁迫程度尧品种密

切相关[7]遥 本研究发现袁盛蕾期温湿度胁迫后 Bt
蛋白表达量可以恢复袁恢复后含量甚至超过原有
的水平曰盛花期虽有所恢复袁但 Bt蛋白表达量未
能恢复到胁迫前水平曰 而到了盛铃期袁Bt蛋白含
量不但完全不能恢复袁而且随着时间的延长而快
速下降遥 由此可见袁不同温湿度胁迫类型尧不同生
育期也能影响抗虫棉叶片 Bt蛋白表达量的恢复遥

综上所述袁不良的温度和湿度环境都能抑制
棉杀虫蛋白的表达袁 其中温度对 Bt蛋白表达

量影响较湿度大遥 随着棉花生育进程袁温湿度胁
迫下 棉叶片 Bt蛋白表达量降幅增大袁胁迫解
除后恢复能力也随之下降袁不同温湿度处理组合
以低温低湿度胁迫的 Bt蛋白表达量下降快袁解
除胁迫后恢复能力差遥 因此袁生产上在盛铃期要
注意极端气候特别是高温低湿和低温低湿气候

对抗虫性的影响袁根据抗虫性的下降程度及时调
整棉铃虫等相关害虫的防治策略袁 为 棉的安

全应用提供保障遥
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