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摘要    在室内用转 Bt 基因棉和亲本常规棉饲养甜菜夜蛾(Spodoptera exigua Hübner)幼虫, 测
定了不同取食时间后甜菜夜蛾 4 龄幼虫体内营养物质含量和消化酶、保护酶、解毒酶活力的变

化. 结果表明, 分别取食 Bt 棉和常规棉, 甜菜夜蛾幼虫体内的营养物质含量和消化酶、保护酶、

解毒酶活力差异显著. 与取食常规棉相应时间的个体相比, 取食Bt棉 1, 6, 24 h后, 幼虫体内的

游离脂肪酸和葡萄糖含量显著提高; 取食 Bt 棉 1, 4, 6, 24 h 后, 幼虫体内胰蛋白酶和总超氧化

物歧化酶的活力显著增高, 脂肪酶、羧酸酯酶和乙酰胆碱酯酶活力则显著降低. 取食相同品种

棉花, 幼虫体内营养物质含量和消化酶、保护酶、解毒酶活力受甜菜夜蛾危害时间的显著影响. 
取食 Bt 棉 24 h 的幼虫, 其体内游离脂肪酸和总氨基酸含量显著低于取食 1 h 的个体; 脂肪酶和

胰蛋白酶活力显著低于取食 1 和 4 h 的个体, 但羧酸酯酶和乙酰胆碱酯酶酶活力显著高于取食

1, 4, 6 h 的个体. 棉花品种和甜菜夜蛾为害时间的交互作用可显著影响甜菜夜蛾体内脂肪酶、 
胰蛋白酶、乙酰胆碱酯酶和总超氧化物歧化酶的活力. 通过测定甜菜夜蛾体内保护酶和解毒酶

活力对 Bt 棉响应的时间动态, 对于评价植食性昆虫在毒素蛋白持续选择压力下的生理反应和

抗性变化具有重要参考意义. 
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据估计 , 由害虫造成的主要作物损失达 10%~ 

20%, 是限制粮食生产的一个重要因素[1]. 应用杀虫

剂是防治植食性昆虫幼虫的有效方法, 但大多数杀

虫剂所导致的害虫抗性及相关的环境问题会危及它

们的持续使用[2]. 提高植物抗虫性的转基因棉是转基

因技术的成功典范之一. 在过去的 10 年间, 中国Bt
棉的种植面积迅速攀升, 目前Bt棉是中国大面积商

业化生产的主要转基因作物[3,4].  

转Bt基因植物在害虫综合治理(integrated pest 
management, IPM)中具有巨大潜力, 其杀虫选择性较

大多数杀虫剂更高, 因此可与其他生物防治方法协

同应用以提升防治效果[4~6]. Bt Cry蛋白的作用机理包

括: 毒素晶体在昆虫中肠溶解、原毒素在中肠蛋白酶

作用下发生蛋白水解、Cry毒素与中肠受体结合、毒素

嵌入胞膜外侧形成离子通道或微孔 [7] . 昆虫取食Cry
蛋白后, 毒素蛋白与中肠上的特殊受体结合, 在敏感
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昆虫中, 这种结合将破坏中肠的上皮组织, 从而引发

全面的毒理效应最终导致昆虫死亡 [ 8 ] .  表达 
Cry1Ac蛋白的Bt棉对于棉田主要的鳞翅目害虫具有

高效的杀虫作用[9]. 大量田间实验表明, Bt棉对烟草

夜蛾(Heliothis assulta Guenée)、棉铃虫(Helicoverpa 
armigera Hübner)和其他靶标鳞翅目害虫均具有较高

的杀虫效果, 可显著降低棉田靶标鳞翅目害虫的种

群密度[10~12]. 尽管转Bt基因植物具有杀虫专一性和

环境安全的优势, 鳞翅目昆虫对Bt毒素抗性的发展, 
将严重威胁转Bt基因植物的有效应用[13,14].  

不同的鳞翅目害虫对Bt毒素的敏感性也存在较

大差异, 一些鳞翅目昆虫取食表达Cry1Ac毒素的Bt
棉花后仍可存活 [15,16]. 大量的非鳞翅目植食性昆虫

则不受Cry1Ac毒素的影响 . 甜菜夜蛾 (Spodoptera 
exigua Hübner)是中国多种农作物的重要害虫, 造成

巨大的经济损失, 它也是重要的棉花害虫, 但不是目

前中国商品化生产的Bt棉的靶标害虫. 中国于 2001
年将甜菜夜蛾列入重要的潜在爆发害虫名单中 [17]. 
过去化学防治控制甜菜夜蛾的失败, 促使研究人员

在害虫综合治理(IPM)中寻求其他有效防治措施(如
转基因植物和天敌). 然而, 转Bt基因植物对非靶标

生物的影响在农业生态系统中显得日益重要[5]. 由于

有报道鳞翅目若干科的昆虫在田间对Bt毒素产生抗

性, 甜菜夜蛾对Bt毒素的抗性发展也受到关注[13]. 郭
同斌等人 [18]报道取食转Bt基因杨树的杨小舟蛾

(Micromelalopha troglodyta Graeser)幼虫的羧酸酯酶活

力显著降低, 表明转基因杨树主要通过抑制杨小舟蛾

幼虫中肠的羧酸酯酶活力, 干扰其代谢导致幼虫死

亡. Bt棉的控害效果取决于其Cry基因表达合成的杀

虫蛋白量[19], Bt棉中杀虫蛋白表达量的时间差异可能

导致植食性昆虫控制效率的不足和害虫抗性的演变
[20]. 至今, 有关甜菜夜蛾体内酶活力对Bt响应的时间

动态的研究尚少, 相关研究十分必要.  
本研究在室内用转 Bt 基因棉(cv. GK-12)和亲本

常规棉(cv. 泗棉 3 号)饲养甜菜夜蛾幼虫, 测定不同

取食时间后甜菜夜蛾幼虫体内营养物质(蛋白质、总

氨基酸、游离脂肪酸和葡萄糖)含量、消化酶(脂肪酸、

胰蛋白酶和淀粉酶)、保护酶和解毒酶(羧酸酯酶、乙

酰胆碱酯酶和总超氧化物歧化酶)活力的变化. 本研

究旨在: (1) 定量研究甜菜夜蛾对 Bt 毒素代谢响应的

时间动态; (2) 评价棉花品种和甜菜夜蛾为害时间(1, 
4, 6, 24 h)对甜菜夜蛾营养物质含量和消化酶、保护酶

和解毒酶活力影响的交互作用.  

1  材料与方法 

1.1  棉花品种与生长条件 

两个品种棉花, 转 Bt 基因棉(cv. GK-12)和其亲

本常规棉(cv. 泗棉 3 号), 均单株种植于塑料花盆(直
径 10 cm, 高 13 cm), 每品种 80 盆, 并置于室温

(28±1)℃, 相对湿度 70%~80%的温室内, 随机放置, 
并每周重新随机摆放 1 次以减小位置影响. 定期浇水, 
整个实验过程中未施用化肥和杀虫剂.  

1.2  供试虫源 

甜菜夜蛾卵块由中国科学院动物研究所昆虫病

理生理学实验室提供, 卵孵化后置于人工气候箱(型
号 : PRX-500D-30, 中国宁波海曙赛福实验仪器厂)  
内, 箱内相对湿度 75%±5%, 温度(28±0.5)℃, 光周期

14L︰10D, 由 39 支 26 W的荧光灯提供 30000 Lux的
有效光强. 初孵幼虫饲喂采用李广宏等人[21]所述人

工饲料和方法进行喂养.  

1.3  甜菜夜蛾为害实验处理 

实验于上述温度和湿度条件的温室内进行. 在
棉花七叶期(播种 35~40 天后), 随机从上述人工气候

箱中随机挑取用人工饲料饲养至 4 龄的甜菜夜蛾幼

虫, 接种在棉株自地面向上的第 4 片真叶上, 每株接

虫 1 头, 然后置于细孔纱网罩(边长 60 cm)内以防止

昆虫出入. 各棉花品种设置 4 种不同为害时间(即 1, 4, 
6, 24 h)的处理, 每处理设 5 盆, 重复 4 次, 因此各棉

花品种的各处理总计观测 20 头甜菜夜蛾. 在幼虫为

害上述设定时间后, 收集幼虫测定其体内的营养物

质含量和酶活力.  

1.4  甜菜夜蛾体内营养物质和酶活力的测定 

对上述幼虫进行生物化学测定以检测其对Bt棉
的生理代谢反应. 测定指标包括分别取食Bt棉和常

规棉, 甜菜夜蛾体内的 4 种营养物质(蛋白质、总氨基

基酸、游离脂肪酸和葡萄糖)的含量、3 种消化酶(脂
肪酶、胰蛋白酶和淀粉酶)和 3 种保护酶和解毒酶(羧
酸酰酶、乙酰胆碱酯酶和总超氧化物歧化酶)的活力. 
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羧酸酯酶活力采用van Asperen[22]方法测定. 营养成

分含量和酶活力的测定方法参照试剂盒(中国江苏省

南京建成生物制剂有限公司)说明书进行. 酶活相关

的蛋白质浓度测定采用牛血清白蛋白(中国江苏省南

京建成生物制剂有限公司)和Bradford[23]方法测定.  

1.5  数据分析 

采用单因素方差分析(one-way ANOVA)比较不

同为害时间对甜菜夜蛾体内营养物质含量和酶活力

的影响. 采用双因素方差分析(two-way ANOVA)分析

棉花品种和为害时间的影响及其交互作用. 处理间

的显著性差异采用LSD检验. 以上数据分析用统计软

件SAS6.12[24]进行.  

2  结果 

2.1  Bt 棉对甜菜夜蛾幼虫体内营养成分的影响 

(1) 蛋白质和总氨基酸. 棉花品种显著影响甜菜

夜蛾 4 龄幼虫体内蛋白质(P<0.001)和总氨基酸(P< 
0.01)的含量; 棉花品种和甜菜夜蛾为害时间具有交互

作用, 可显著影响幼虫体内的蛋白质(P<0.05)和总氨

基酸含量(P<0.01)(表 1). 
取食 Bt 棉 6(P<0.01)和 24 h(P<0.001)的甜菜夜蛾

4 龄幼虫, 体内蛋白质含量显著低于取食常规棉相同

时间的个体; 取食 Bt 棉 1 h 的幼虫, 体内蛋白质含量

显著低于取食 Bt 棉 4, 6 和 24 h 的个体(F=3.74, df=3,  

12, P=0.0415)(图 1(A)). 取食 Bt 棉 6(P<0.01)和 24 
h(P<0.001)的幼虫, 体内总氨基酸含量显著低于取食

常规棉相同时间的个体; 取食 Bt 棉 1 和 4 h 的幼虫, 
体内总氨基酸含量显著低于取食Bt棉 6 和 24 h 的总氨

基酸含量(F=15.84, df=3, 12, P=0.0002)(图 1(B)).  
(2) 游离脂肪酸和葡萄糖. 棉花品种显著影响甜

菜夜蛾 4 龄幼虫体内游离脂肪酸(P<0.001)和葡萄糖

(P<0.001)的含量; 甜菜夜蛾为害时间显著影响幼虫

体内游离脂肪酸含量 (P<0.05)(表 1). 取食 Bt 棉

6(P<0.01)和 24 h(P<0.001)的幼虫 , 体内游离脂肪  
酸含量显著低于取食常规棉相同时间的个体(图 1 
(C)). 取食 Bt 棉 1, 6 和 24 h 的幼虫, 体内葡萄糖含量

(P<0.01)均显著低于取食常规棉相同时间的个体(图
1(D)). 

2.2  Bt 棉对甜菜夜蛾幼虫体内消化酶的影响 

(1) 脂肪酶. 棉花品种显著影响甜菜夜蛾 4 龄幼

虫体内脂肪酶的活力(P<0.001); 棉花品种和甜菜夜蛾

为害时间具有交互作用, 显著影响幼虫体内脂肪酶

活力(P < 0.01)(表 1). 取食 Bt 棉 24 h 的幼虫, 体内脂

肪酶活力显著低于取食 Bt 棉 1, 4 和 6 h 的个体

(F=6.13, df=3,12, P=0.009). 取食 Bt 棉 1(P<0.01), 
4(P<0.01), 6(P<0.001)和 24 h(P<0.001)的幼虫, 体内

脂肪酶活力均显著低于取食常规棉相同时间的个体

(图 2(A)). 

 
表 1  棉花品种和甜菜夜蛾为害时间及其交互作用对甜菜夜蛾 4 龄幼虫体内营养物质含量和酶活力的影响 

测定指标 棉花品种a) 为害时间/hb) 棉花品种×为害时间 

蛋白质 0.0001*** 0.4961 0.0218* 

总氨基酸 0.0072** 0.066 0.0026** 

游离脂肪酸 0.0001*** 0.0344* 0.1657 

葡萄糖 0.0001*** 0.9551 0.3166 

脂肪酶 0.0001*** 0.9595 0.0019** 

胰蛋白酶 0.0001*** 0.0001*** 0.0001*** 

淀粉酶 0.5619 0.9711 0.8659 

羧酸酯酶 $CarE 0.0001*** 0.0036** 0.1061 

乙酰胆碱酯酶 &AC hE 0.0001*** 0.7183 0.0018** 

总超氧化物歧化酶 §T-SOD 0.0001*** 0.0925 0.0004*** 

a) 棉花品种: GK-12 和泗棉 3 号; b) 为害时间: 1, 4, 6 和 24 h, $ CarE-Carboxylesterase; & AC hE-Acetylc holinesterase; § T-SOD-Total 
superoxide dismutase. * P<0.05, ** P<0.01 和*** P<0.001 
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(2) 胰蛋白酶. 棉花品种显著影响甜菜夜蛾 4 龄

幼虫体内胰蛋白酶的活力(P<0.001); 棉花品种和甜菜

夜蛾为害时间具有交互作用, 显著影响幼虫体内胰

蛋白酶活力(P<0.001)(表 1). 取食 Bt 棉(F=85.52, df= 
3,12, P=0.0001) 和 常 规 棉 (F=12.19, df=3,12, P= 
0.0006)24 h 的幼虫, 体内胰蛋白酶活力均显著低于

取食相同品种棉花 1, 4 和 6 h 的个体. 取食 Bt 棉 1, 4, 
6 和 24 h 的幼虫, 体内脂肪酶活力较取食常规棉相同

时间的个体显著提高(P<0.001) (图 2(B)).  
(3) 淀粉酶. 棉花品种、甜菜夜蛾为害时间及其

交互作用对甜菜夜蛾 4 龄幼虫体内的淀粉酶活力均

无显著影响(P>0.05)(表 1). 在相同棉花品种的不同为

害时间(1, 4, 6 和 24 h), 幼虫体内的淀粉酶活力无显

著差异; 在不同棉花品种(Bt 棉 vs 常规棉)的相同为

害时间 , 幼虫体内的淀粉酶活力也无显著差异(P> 
0.05)(图 2(C)). 

2.3  Bt 棉对甜菜夜蛾幼虫体内保护酶和解毒酶的
影响 

(1) 乙酰胆碱酯酶. 棉花品种显著影响甜菜夜蛾

4 龄幼虫体内乙酰胆碱酯酶的活力(P<0.001); 棉花品

种和甜菜夜蛾为害时间具有交互作用, 显著影响甜菜

夜蛾体内乙酰胆碱酯酶活力(P<0.01)(表 1). 取食 Bt
棉 24 h 的幼虫, 体内乙酰胆碱酯酶活力显著高于取

食 Bt棉 1, 4 和 6 h 的个体(F=7.58, df=3,12, P=0.0042). 
取食 Bt 棉 1, 4, 6 和 24 h 的幼虫, 体内乙酰胆碱酯酶

活力显著低于取食常规棉相同时间的个体(P<0.001) 
(图 3(A)).  

(2) 羧酸酯酶. 棉花品种显著影响甜菜夜蛾 4 龄

幼虫体内羧酸酯酶的活力(P<0.001); 甜菜夜蛾为害

时间也显著影响幼虫体内羧酸酯酶的活力(P<0.01) 
(表 1). 取食 Bt 棉(F=6.14, df=3,12, P=0.009)和常规 
棉(F=3.74, df=3,12, P=0.0416)24 h 的幼虫, 体内羧酸

酯酶活力显著高于取食相同品种棉花 1, 4 和 6 h 的个

体; 取食 Bt 棉 1, 4, 6 和 24 h 的幼虫, 体内羧酸酯   
酶活力显著低于取食常规棉相同时间的个体 (P< 
0.001)(图 3(B)).  

(3) 总超氧化物歧化酶. 棉花品种显著影响甜菜

夜蛾 4 龄幼虫体内总超氧化物酶的活力(P<0.001); 棉
花品种和甜菜夜蛾为害时间具有交互作用, 显著影响

幼虫体内总超氧化物酶活力(P<0.001)(表 1). 取食 Bt
棉(F=33.29, df=3,12, P=0.0001)24 h 的幼虫, 体内 

 

 
 

图 1  取食 Bt 棉(cv. GK-12)和常规棉(cv. 泗棉 3 号)不同时间(1, 4, 6 和 24 h)甜菜夜蛾 4 龄幼虫体内营养物质的含量 
 (A) 蛋白质; (B) 总氨基酸; (C) 游离脂肪酸; (D) 葡萄糖. 不同小写字母表示不同棉花品种之间差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示不

同为害时间之间差异显著(P<0.05) 
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总超氧化物酶活力较取食 Bt 棉 1, 4 和 6 h 的个体显

著降低; 取食 Bt 棉 1(P<0.001), 4(P<0.001), 6(P<0.001)
和 24 h(P<0.001)的幼虫, 体内总超氧化物酶活力显

著高于取食常规棉相同时间的个体(图 3(C)). 

3  讨论 
2006 年, 全球转基因作物的种植面积超过 1 亿

公顷, 其中, 转Bt基因棉的种植面积为 1340 万公顷, 
约占全部转基因作物面积的 13%[3]. 在中国, Bt棉的

种植面积由 1998 年的 6.3 万公顷增至 2006 年的 350
万公顷, 约占中国棉花种植总面积的 60%[3,25]. Bt棉
能有效控制鳞翅目害虫的发生, 减少杀虫剂的喷施, 
 

 
 

图 2  取食 Bt棉(cv. GK-12)和常规棉(cv. 泗棉 3号)不同时

间(1, 4, 6 和 24 h)甜菜夜蛾 4 龄幼虫体内消化酶的活力 
(A) 脂肪酶; (B) 胰蛋白酶; (C) 淀粉酶. 不同小写字母示不同棉

花品种之间差异显著(P<0.05), 不同大写字母示不同为害时间之

间差异显著(P<0.05) 

有助于保护有益节肢动物种群, 对棉农和生态环境

均很有益[26,27]. 目前, 针对Bt毒素对植食性昆虫发育

和繁殖影响的报道较多. 例如, Dutton等人[28]报道转

Bt基因玉米可延长斜纹夜蛾 (Spodoptera littoralis 
(Boisduval))幼虫的发育历期, 增加其死亡率. Liu等
人 [29]发现用含Cry1Ac蛋白的饲料饲喂棉铃虫幼虫 , 
幼虫发育历期显著延长, 化蛹率和蛹重显著降低. Liu
等人 [30]发现与取食常规棉的棉蚜 (Aphis gossypii 
Glover)相比, 取食转Bt+CpTI基因棉的棉蚜, 产卵期

缩短, 生活史增长, 存活率降低, 第一代和第二代的

死亡高峰期提前. 

 

 
 

图3  取食Bt棉(cv. GK-12)和常规棉(cv. 泗棉3号)不同时间

(1, 4, 6和24 h)甜菜夜蛾4龄幼虫体内保护酶和解毒酶的活力 
(A) 乙酰胆碱酯酶; (B) 羧酸酯酶; (C) 总超氧化物歧化酶. 不同

小写字母示不同棉花品种之间差异显著(P<0.05), 不同大写字母

示不同为害时间之间差异显著(P<0.05) 
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此外, 害虫抗性及耐受性是害虫综合治理(IPM)
和抗性综合治理 (integrated resistance management, 
IRM)策略中要应对的问题[27]. 自转Bt基因作物的首

次商业化释放以来, 人们就关注其对环境的潜在影

响. 特别是生长季节植物组织中Bt蛋白的持续表达, 
可能引起靶标害虫抗性和耐受性的演变, 及对非靶

标生物产生潜在的生态和经济影响[20,31,32]. 多数植食

性昆虫受其寄主植物(如表达Cry1Ac毒素的棉花)生
理及营养状态的影响[33]. 一些害虫在杀虫蛋白的持

续选择压力下已对Bt毒素产生抗性[2,34], 如植食性昆

虫红铃虫(Pectinophora gossypiella (Saunders))和烟芽

叶蛾(Heliothis virescens (Fabricius))[35,36]. Chen等人[37]

报道, 取食Bt棉的棉铃虫的种群动态指标(population- 
trend index, I)较取食常规棉的对照显著降低. 取食含

Bt毒素的饲料, 小菜蛾(Plutella xylostella (L.))的产卵

量下降, 幼虫存活率降低[38,39]. Carriere等人[40]发现具

有Cry1Ac抗性的红铃虫的越冬适合度下降. 也有其

他昆虫在Bt蛋白的连续选择压力下对Bt产生抗性的

报道[2,34]. 然而, 不同种类鳞翅目害虫对Bt毒素的敏

感性不同. 以往研究多侧重于Bt毒素对非靶标植食

性昆虫的直接不利影响[15,16,41]. 甜菜夜蛾是Bt棉的非

靶标害虫, 也是中国重要的经济害虫. 鉴于有些鳞翅

目昆虫对Bt毒素产生了抗性[13], 人们担忧甜菜夜蛾

对Bt毒素也会产生抗性. 目前多数研究针对Bt毒素对

甜菜夜蛾的影响 [42~44], 包括Cry1C毒素的影响 [45,46]. 
室内实验表明, 甜菜夜蛾可对Cry1C产生高达 500 倍

以上的抗性[45].  
Bt棉可能影响鳞翅目昆虫体内一些酶的活力 . 

乙酰胆酰酯酶(acetylcholinesterase, AChE)、超氧化物

歧 化 酶 (superoxide dismutase, SOD) 和 羧 酸 酯 酶

(carboxylesterase, CarE)是鳞翅目昆虫体内重要的保

护酶和解毒酶. 超氧化物歧化酶在平衡鳞翅目昆虫

的氧化和抗氧化作用中起重要作用, 可保护昆虫细

胞免受有害环境的伤害. 乙酰胆酰酯酶直接调节昆

虫神经系统的功能, 在不利环境条件下, 昆虫体内乙

酰胆酰酯酶的活力降低. 本实验中, 取食Bt棉 1, 4, 6
和 24 h的甜菜夜蛾 4 龄幼虫, 体内的乙酰胆酰酯酶活

力分别比取食常规棉相同时间的个体降低 25.3%, 
21.4%, 18.6%和 15.3%, 超氧化物歧化酶的活力则分

别增加 31.5%, 22.3%, 8.6%和 10.2%. 表明在持续选

择压力下, 甜菜夜蛾可对Bt毒素产生显著的耐受性. 
推测, Bt蛋白的连续选择压力可引起甜菜夜蛾体内解

毒酶活力的变化, 以利用其在Bt棉上存活, 因此可能

导致甜菜夜蛾对Bt毒素逐渐产生抗性和耐受性[6].  
本研究发现, 棉花品种显著影响甜菜夜蛾体内

除淀粉酶以外的消化酶(脂肪酶和胰蛋白酶)、保护酶

和解毒酶的活力. 可见, 表达Cry1Ac蛋白的Bt棉可显

著影响甜菜夜蛾体内消化酶、保护酶和解毒酶的活力, 
其作用与Bt棉对靶标害虫的影响相似[8]. 甜菜夜蛾为

害时间仅显著影响其体内胰蛋白酶和羧酸酯酶的活

力, 表明棉花品种的差别对甜菜夜蛾体内酶活力的

影响远远大于甜菜夜蛾为害时间的影响. 棉花品种

和甜菜夜蛾为害时间具有交互作用, 可显著影响甜

菜夜蛾体内乙酰胆酰酯酶和超氧化物歧化酶的活力, 
但对羧酸酯酶无影响, 表明甜菜夜蛾体内的保护酶

和解毒酶在其不同为害时间内对Bt棉的敏感度存在

差异.  
害虫抗性治理(IRM)策略的制定和实施是保障Bt

植物长期使用的关键[47]. 本研究例证了Bt棉对甜菜

夜蛾营养成份和酶活力的直接影响, 以期明确甜菜

夜蛾对Bt棉响应的时间动态. 通过测定甜菜夜蛾体

内保护酶和解酶酶的活力对Bt棉响应的时间动态 , 
对于评价植食性昆虫在毒素蛋白持续选择压力下的

生理反应和抗性变化具有重要参考意义. 
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