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摘要    棉铃虫是危害棉花最严重的害虫之一. 作为生物技术产品, 转 Bt 杀虫基因棉花产生的

Cry毒素对棉铃虫有高效毒杀作用. Bt棉花已在世界范围内商业化种植, 通过有效控制棉铃虫种群

数量, 而显著减少了化学农药的用量. 尽管没有发现棉铃虫田间种群对 Bt 棉花产生高水平抗性, 但

室内持续筛选已培育出多个高水平抗性品系, 表明存在棉铃虫对 Bt 棉花产生抗性的风险. 鉴于棉

铃虫对 Bt 棉花产生抗性可能对 Bt 棉花利用价值的影响, 国内外近 10 年来对此进行了系统深入地

研究. 本文综述了棉铃虫对 Bt 棉花抗性的生物化学和分子机制、抗性治理与监测技术的最新研究

进展, 并分析了中国、澳大利亚和印度等国家棉铃虫对 Bt 棉花的抗性治理策略. 
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棉花是重要的经济作物之一. 2006年, 全球有 75

个国家种植棉花, 产量达 270 亿公斤, 占世界纤维总

需求的 40%[1]. 许多害虫能够危害棉花, 导致其产量

下降. 因此, 棉花害虫防治费用在棉花种植总费用中

占很大份额. 在种植转基因抗虫棉花之前, 棉花农药

使用量达到总农药使用量的 22.5%[1]. 转基因抗虫棉

花释放的 Cry 毒素能够很好地控制棉田鳞翅目害虫. 

1996 年, 美国开始种植第一代 Bt(Bacillus thuringiensis)

棉花. 到 2007 年, 世界上 Bt 棉花种植已达 1400 万  

公顷[2]. 通过减少化学农药的使用, 从而减少了环境

污染, 降低了农药残留对人类健康的威胁, 控制了一

些害虫的种群数量, 提高了农民的收入. 1996~2005

年, 由于 Bt 棉花的种植, 农药使用量减少了 9450 万

公斤, 农业收入提高了 75 亿美元[1].  

Bt 棉花的种植也存在着潜在的环境安全问题, 

最突出的是害虫对 Bt 毒素的抗性风险[3]. 尽管在转

基因棉田尚没有发现高水平的抗性种群, 但棉铃虫

(Helicoverpa armigera)对传统化学农药抗性的发展

历史, 表明存在对 Bt 毒素产生抗性引起严重后果的

可能[4]. 目前, 在几个实验室, 通过毒素的连续抗性筛

选, 已经培育出多个高水平的棉铃虫抗性品系, 说明

棉铃虫可以发展对 Bt 棉花的高水平抗性[5~7].  

为了延缓害虫对转 Bt 作物的抗性, 国内外对抗

性机制和抗性监测与治理策略开展了深入的研究工

作. 近年来, 在这一研究领域发表了很多相关的文章. 

本文深入分析了 Bt 抗性的生物化学与分子生物学机

制, 扼要介绍了中国、澳大利亚和印度 Bt 棉花的商

业化进程(表 1), 详细阐述了抗性监测与治理策略的

实施与应用.  

1  抗性筛选与适合度 

尽管 Bt 棉花能够有效地控制棉铃虫种群数  

量[8~11], 但大面积种植 Bt 棉花增加了棉铃虫对 Bt 抗 
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表 1  中国、澳大利亚及印度商业化种植 Bt 棉花的基因类型 

国家 杀虫基因 商业化年份 
2009 年种植面积/ 

万公顷 

Cry1Ac 1997 
中国 

Cry1Ac+CpTI 1999 
300 

Cry1Ac 1996 
澳大利亚 

Cry1Ac+Cry2Aba) 2002 
18 

Cry1Ac 2002 
印度 

Cry1Ac+Cry2Abb) 2005 
840 

a) 2003/2004 年, Bollgard-Ⅱ完全替代 Bollgard-Ⅰ; b) 2005 年, 

Bollgard-Ⅱ获得商业化种植许可 

性的风险[12~14]. 近 10 年的抗性监测数据表明, 只有

美洲棉铃虫的田间种群在美国产生了抗性[3], 目前还

没有发现棉铃虫对 Bt 棉花产生抗性. 但在中国、澳

大利亚、印度, 经过多年的室内抗性筛选, 已获得了

几个对 Cry1A 毒素有高水平抗性的品系(表 2)[5~7]. 

多项研究表明, 抗性的产生常伴随着适合度的

成本, 包括发育速率、繁殖、存活率、交配竞争力的

降低. Liang 等人[15]发现, 室内筛选的高抗品系棉铃

虫的幼虫发育相对缓慢, 蛹重降低, 受精率和繁殖力

都有所下降. 在通过渐渗杂交的方式导入一个突变

的抗性基因(Cadherin r1)的近等基因系也发现了幼虫

发育缓慢的现象[19]. 此外, 在抗性品系中也发现有较

高的滞育速率[22]. Zhao 等人[23]发现, 抗性品系棉铃

虫的求偶行为有所改变. 与敏感品系比较, 抗性品系

中求偶个体数量减少; 求偶速率、时间、次数都明显

下降; 求偶高峰延迟. 此外, 抗性品系的交配行为与

敏感品系略有不同. 抗性品系降低了交配频率, 延迟 

了交配时期[24]. Bird 和 Akhurst[25]发现, 不同的寄主

作物对棉铃虫适合度也有很大的影响. 相对于其他

作物, 在非 Bt 棉花上的棉铃虫适合度代价要高一些. 

这些结果都说明, 棉铃虫必须以适合度为代价来进

行抗性演化.  

2  Bt 抗性机制 

为了明确 Bt 的抗性机制, 对 Bt 毒素作用机理的

研究也取得了较大进展. 目前, 关于 Bt 毒素作用机

理假说很多, 被广泛认可的只有 2 个作用模型: 穿孔

模型和信号转导模型. 穿孔模型包括几个步骤: (i) 

摄入的毒素晶体在昆虫中肠特殊的碱性条件下水解, 

前毒素释放出来; (ii) 前毒素在中肠蛋白酶的作用下

水解为有活性的毒素单体分子; (iii) 经过中肠上皮细

胞糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定的毒素受体分子的定位, 

毒素单体分子结合中肠上皮细胞上的钙黏蛋白受体; 

(iv) 在中肠特定的蛋白酶的作用下, 毒素单体分子结

构域Ⅰ中的α-1 螺旋被剪切掉, 毒素单体分子变成了

寡聚体; (v) 寡聚化的毒素分子结合锚定在中肠上皮

细胞的氨肽酶(aminopeptidase N, APN)和碱性磷酸酯

酶(alkaline phosphatase, ALP), 大量聚集在中肠上皮

细胞的寡聚化的毒素分子穿孔, 导致细胞死亡[26,27]. 

信号转导模型是指毒素单体分子结合中肠上皮细胞

的钙黏蛋白受体后, 激发了依赖 Mg2+的细胞信号转

导通路, cAMP迅速增多, 激活了蛋白激酶A, 引起细

胞凋亡[28~30]. 

表 2  中国、澳大利亚、印度室内筛选的棉铃虫 Bt 抗性品系 

抗性特征 
抗性品系名称 国家 

Bt 毒素 筛选代数 抗性倍数 遗传方式 
参考文献 

BtR Cry1Ac 前毒素 87 2893 常染色体不完全隐性遗传 [6,15] 

 564 常染色体不完全隐性遗传 
28 103 − GYBT 

Cry1Ac 毒素 
Cry1Aa 毒素 
Cry1Ab 毒素  >46 − 

[16~18] 

 438 常染色体完全隐性遗传 

− >41 − SCD-r1 

Cry1Ac 毒素 
Cry1Aa 毒素 
Cry1Ab 毒素  31 − 

[19] 

 160 常染色体完全显性遗传 
30 43 − BKBT 

中国 

Cry1Ac 毒素 
Cry1Aa 毒素 
Cry1Ab 毒素  892 − 

[20] 

BX 澳大利亚 Cry1Ac 前毒素 21 321 常染色体不完全隐性遗传 [7] 

RES-AC Cry1Ac 前毒素 14 93 常染色体半显性遗传 [5,21] 

RES-Bt 
印度 

Cry1Ac 前毒素 15 205 常染色体半显性遗传 [5,21] 
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因此, Bt 毒素需经过连续的水解、结合等反应, 

才能对昆虫具有毒性. 其中任何一个环节的改变都

会导致昆虫对 Bt 毒素产生抗性. 产生抗性机制的主

要因素也是 Bt 毒素作用机制中的关键环节[31]. 目前

所发现的昆虫对 Bt 毒素抗性机制也不尽相同[31,32].  

2.1  Bt 抗性的生化基础 

经过 10 多年的研究, 利用生物化学手段来分析

Bt 抗性机制已取得了一定进展. 在室内筛选的棉铃

虫抗性品系中发现了蛋白酶的缺失、受体结合降低、

免疫反应的增强及酯酶的高表达等抗性机制(图 1).  

(1) 蛋白酶调控的 Bt 抗性.  棉铃虫中肠蛋白酶

在 Bt 前毒素的活化中起着重要作用. 由于蛋白酶的缺

失使前毒素的活化程度降低而产生的抗性是抗性品系

中最普通的机制 [31]. Oppert 等人 [33]发现, 印度谷螟

(Plodia interpunctella)中肠因缺少胰蛋白酶(Trypsin)的

活化作用而对 Cry1A 毒素产生了抗性 . 在玉米螟

(Ostrinia nubilalis)和烟芽夜蛾(Heliothis virescens)的抗

性品系中也发现了同样情况[34,35]. 在棉铃虫的抗性品

系中, 一种丝氨酸蛋白酶 HaSP2(H. armigera serine 

protease 2)的缺失致使前毒素不能正常水解与活化[36].  

(2) 酯酶螯合及免疫反应增强.  酯酶螯合及免

疫反应增强也是 Bt 抗性机制. 酯酶能够螯合 Cry1Ac

毒素, 使之不能与昆虫中肠上皮细胞的受体结合, 从

而降低 Cry1Ac 毒性. Gunning 等人[37]发现, 酯酶在棉

铃虫的抗性品系中的表达量上调而使 Cry1Ac 毒素与

中肠上皮细胞受体蛋白的结合降低. 用亚致死中浓度

的 Cry1Ac 毒素饲喂地中海粉螟(Ephestia kuehniella)

而使其对毒素产生耐性. 耐性品系的免疫反应急剧

升高[38]. 免疫反应产生的一种凝聚物能识别 Cry1Ac

毒素, 并对其包被, 使其与中肠上皮细胞的受体蛋白

结合降低[39]. 在棉铃虫抗性品系中, 发现增强的免疫

反应与血淋巴的黑化及血淋巴中存在一种可与

Cry1Ac 毒素结合的血清蛋白(hexamerin)有关[40]. 增

强的免疫反应可通过母本效应传递给下一代. 因此, 

这种抗性机制对 Bt 作物是潜在的威胁.  

(3) 结合位点的改变.  Bt毒素结合位点的改变可

导致高水平抗性的产生[31]. 通过 Cry1A 毒素与棉铃虫

中肠刷状缘膜囊泡(brush border membrane vesicles, 

BBMV)竞争结合实验, 建立了 Cry1A 毒素的 3 个位

点结合模型(图 2)[41]. Cry1Aa 毒素仅识别位点 1, 

Cry1Ab 毒素识别位点 1 和 2, 而 Cry1Ac 毒素能够全

部识别 3个位点. 通过对 Cry1A毒素与棉铃虫敏感和

抗性品系 BBMV 的结合研究发现, 毒素与受体结合

的降低是棉铃虫对 Cry1A 毒素产生抗性的主要原因

之一[41]. 

结合位点的改变是棉铃虫对 Cry1A 毒素产生抗

性的主要机制. 有研究发现, 这种结合的改变不只是

限制在Cry1A毒素, Cry2A毒素与BBMV结合的降低

也使棉铃虫对 Cry2A 毒素产生了抗性 [ 4 2 ](图 2). 

 

 

图 1  Cry1A 毒素的作用机制及棉铃虫抗性机制 
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图 2  Cry1A 和 Cry2Ab 毒素结合棉铃虫中肠不同位点的

模型 
(A) 敏感种群; (B) 抗性种群 

结合研究表明, Cry2Ab 毒素与抗性棉铃虫种群的中肠

BBMV 的结合明显降低, 而 Cry1Ac 毒素的结合没有

改变[42]. 该研究表明, 棉铃虫可以进化成对Cry2Ab毒

素产生抗性的种群.  

2.2  Bt 抗性的分子基础 

Bt 毒素特异性结合昆虫中肠受体蛋白是其产生

毒性的关键环节. 缺失或减少受体蛋白的表达能够

降低 Bt 毒素对昆虫的毒性[43]. 钙黏蛋白、氨肽酶 N

及碱性磷酸酯酶基因的突变及表达下调都与昆虫对

Bt 产生抗性紧密相关. 研究 Bt 抗性的分子机制可为

田间 Bt 抗性监测提供检测工具和理论依据, 为 Bt 抗

性治理奠定科学基础.  

(1) 钙黏蛋白调控的 Bt 抗性.  钙黏蛋白是比

较大而复杂的糖蛋白家族, 是许多细胞活动, 如细

胞识别、细胞信号转导、形态发生、维持细胞结构、

神经传递的基本保证. 与 Cry 毒素结合的钙黏蛋白

主要包括以下几个基本结构: (i) 细胞外结构域, 包

含一个信号肽, 9~12 重复序列; (ii) 一个跨膜区; (iii) 

一个较短的细胞质内域. Cry 毒素的结合区主要位于

临近膜的重复序列, 这段区域在 Cry 毒素产生毒性的

过程中起重要作用[44,45]. 在室内筛选的烟芽夜蛾 [46]

及田间棉红铃虫(Pectinophora gossypiella)[47]的抗性

品系中, 钙黏蛋白基因的 4 种突变体与 Cry1Ac 抗性

紧密连锁.  

在棉铃虫抗性种群中, 已检测出 8 种钙黏蛋白的

基因突变(图 3(B)). 在室内筛选的棉铃虫抗性品系中, 

钙黏蛋白突变基因 r1的产生主要是由于DNA水平上

缺失 10 kb 的碱基[16]. 另外 7 种钙黏蛋白的突变基因

(r2~r8)主要是在 2 个田间的棉铃虫种群中发现的, 这

些突变主要由转座子插入或点突变而引起的转录而提

前终止[17,48]. 由于钙黏蛋白基因突变的多样性, 相对

于 DNA 检测, F1 筛选是检测田间种群钙黏蛋白基因

突变频率的理想且较实际的工具.  

(2) 氨肽酶调控的 Bt 抗性.  通过 GPI 锚定在中

肠上皮细胞的氨肽酶 N 已经被识别为 Cry1A 毒素的

受体蛋白[49~51]. 近来, 通过基因敲除[52]或抗体封闭[53]

来沉默或封闭棉铃虫中肠的氨肽酶 N 的研究表明, 

氨肽酶 N 的缺失与 Cry1A 的毒性相关.  

通过抑制性消减杂交研究发现, 在对 Cry1Ca 毒素

的甜菜夜蛾抗性品系中, 氨肽酶 N 的下调表达是抗性

产生的主要原因[54].  Zhang 等人[55]利用 cDNA-AFLP

方法分析了室内筛选的棉铃虫抗性品系与敏感品系

基因的差异, 发现在抗性品系中氨肽酶 N 缺失了可

与Cry1Ac结合的片段(图3(A)). 通过进一步验证, 缺

失结合区的氨肽酶 N 不能与 Cry1Ac 毒素结合, 说明

棉铃虫抗性品系中氨肽酶基因的突变与 Cry1Ac 毒素

的抗性相关. 

(3) 碱性磷酸酯酶调控的 Bt 抗性.  碱性磷酸酯

酶也是一类通过 GPI 锚定在昆虫中肠上皮细胞的蛋

白. 研究表明, 碱性磷酸酯酶也是 Cry1A 毒素的受体

蛋白[56]. 目前认为, 碱性磷酸酯酶在Cry1A毒素的作

用机理中有两个作用: 一是通过 Cry1A 毒素的单体

分子与碱性磷酸酯酶结合, 毒素单体分子定位在中

肠上皮细胞的表面; 二是寡聚化的毒素分子与碱性

磷酸酯酶结合后插入细胞膜内[57]. 因此, 碱性磷酸酯

酶在昆虫的抗性品系中的变化直接与 Bt 抗性相关.  

研究表明, 在对 Cry1Ac 的烟芽夜蛾抗性品系中, 

碱性磷酸酯酶的表达下调, 酶活力降低[58]. 通过遗传

连锁实验, 发现在回交后代中的碱性磷酸酶的表达

量与 Cry1Ac 的毒性相关[59].  

近来, 利用 RT-PCR 及酶活力分析, 在本实验室

内筛选对 Cry1Ac 的棉铃虫抗性品系中, 碱性磷酸酯

酶的表达量及酶活力都呈下降趋势(未发表资料). 这

些研究直接证明了碱性磷酸酯酶的表达量是昆虫产 
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生对 Cry1A 抗性的关键因素. 

3  Bt 抗性治理 

为了有效地延缓Bt抗性的进化, 几项相应的抗性

治理策略已经在田间实施应用. 这些策略主要包括 Bt

毒素在转基因作物中高效表达、双价基因、Bt 毒素特

异性时空表达及利用非转基因作物作为庇护所等[32]. 

庇护所是在田间应用较早的抗性治理策略 [12,14,60]. 

研究数据表明, 庇护所能明显降低害虫对 Bt 抗性的

进化[61]. 在中国, 通过系统评估 Bt 棉花对棉铃虫种

群区域性变化调控作用和非棉花寄主作物对棉铃虫

的天然庇护所功能, 提出了利用小农模式下玉米、小

麦、大豆和花生等棉铃虫寄主作物所提供的天然庇护

所治理棉铃虫对 Bt-Cry1Ac 棉花抗性的策略[62~65]. 

双价基因策略是指在同一转基因作物中表达两

种不同杀虫机理的 Bt 毒素, 这种策略可有效延缓抗

性的进化[66]. 1996年, 只表达一种Cry1Ac毒素的转基

因棉花(Bollgard-Ⅰ)在澳大利亚开始商业化种植. 2002

年, 为了预防棉铃虫种群对Bt产生抗性, 表达Cry1Ac

毒素和 Cry2Ab 毒素的双价转基因棉(Bollgard-Ⅱ)在

澳大利亚获得商业化种植许可 . 在 2003~2004 年 , 

Bollgard-Ⅱ完全替代了 Bollgard-Ⅰ. 截止到 2006 年, 

Bollgard-Ⅱ已占总棉田的 80%[67]. 同时, 有数据表

明, Bollgard-Ⅱ较好地控制了棉田里的多种靶标害

虫[68].  

在印度, 利用非 Bt 棉做庇护所及双价基因棉的

策略来延迟 Bt 抗性的产生. 表达单一 Cry1Ac 基因的

Bt 棉花于 2002 年在印度开始商业化种植[8]. 2005 年, 

Bollgard-Ⅱ已获得商业化种植许可. 此外, 在印度种

植的 Bt 棉花周围要求设置至少 5 行或 20%非转基因

棉花. 印度与中国有相似的种植模式, 即 Bt 棉花附

近会种植番茄、向日葵、高粱、玉米、辣椒等棉铃虫

寄主作物. Ravi 等人[69]认为, 这些非 Bt 棉花的寄主作

物被棉铃虫取食, 从而起到天然庇护所作用. 因此, 

印度对是否需要强制性设计结构化的庇护所还存在

一些争议.  

4  Bt 抗性监测 

一般认为, 抗性监测是抗性治理的主要工具之

一. 从 1997~2006 年, 中国一直使用传统的生测方法

来检测田间棉铃虫种群对 Cry1Ac 蛋白的敏感性[70]. 

田间监测数据表明, 棉铃虫种群对 Cry1Ac 毒素的敏

感性没有改变[70]. 在 10 年大规模的 Bt 棉花商业化种

植后, 棉铃虫种群的抗性基因仍十分稀少, 而玉米、 

大豆、花生及一些蔬菜等天然庇护所是使田间棉铃虫

种群保持对 Cry1Ac 毒素敏感性的主要因素之一. 此 

 

 

图 3  Cry1Ac 抗性棉铃虫氨肽酶 N 基因及钙黏蛋白基因突变位点 
(A) 氨肽酶 N; (B) 钙黏蛋白 
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外, 由棉铃虫种群迁飞而引起的基因交流也是延缓

Bt 抗性进化的因素之一[71,72]. 尽管传统的生测分析

能进行常规的抗性监测, 但当抗性频率低于 0.005 时, 

这种方法就不够灵敏了[73]. 从 2002~2008 年, F1/F2

筛选监测棉铃虫抗性频率已在山东夏津县和河北安

次县实施. 监测数据表明, 田间棉铃虫种群没有进

化成抗性种群, 天然庇护所对延缓抗性的进化、保持

抗性基因频率处在较低水平以下起到非常重要的作

用[74,75].  

1994 年, 澳大利亚在 Bt 棉花商业化种植之前就

开始了 Bt 抗性监测研究. 从那时就已用 F0 筛选监测

Cry1Ac 抗性基因频率. 2002 年, 澳大利亚开始使用

F0 筛选监测 Cry2Ab 抗性基因频率. 2004~2005 年间, 

为了能够广泛种植 Bollgard-Ⅱ, 澳大利亚利用 F2 筛

选来监测 Cry1Ac 和 Cry2Ab 的抗性基因频率 . 

2002~2003 年, 利用 F2 筛选方法分析了 Cry1Ac 抗性

的 1680 个等位基因和 Cry2Ab 抗性的 1684 个等位基

因. 结果没有发现 Cry1Ac 的抗性基因, 却发现了 7

个 Cry2Ab 抗性的等位基因[68,76]. 利用贝叶斯方法, 

Andow 和 Alstad[77]分析了 F2 筛选监测数据, 发现澳

大利亚的抗性棉铃虫种群Cry1Ac和Cry2Ab抗性基因

频率分别是 0.0001(0.0000~0.0005)和 0.0012 (0.0005~ 

0.0021). 尽管初期的 Cry2Ab 抗性基因频率比预测的

稍高, 但近来的数据表明, 在种植期内棉铃虫种群的

抗性基因频率没有很大的变化[68].  

与澳大利亚的情况不同, 印度限制了 Bollgard-

Ⅱ替代 Bollgard-Ⅰ的商业化种植[8]. 因此, 棉铃虫种

群主要存在于单价棉(Cry1Ac)和双价棉(Cry1Ac 和

Cry2Ab)中. 单价棉与双价棉组合使用提高了棉铃虫

种群对双价棉的适应性[78]. 为确保双价棉的长期使

用, 预防性的抗性治理策略实施十分必要. 通过分析

2004~2005 年的生测数据(引进 Bollgard-Ⅱ前棉铃虫

种群对Cry2Ab的敏感性)及 2007~2008年的生测数据

(引进 Bollgard-Ⅱ后 2 年内棉铃虫种群对 Cry2Ab 的

敏感性)发现, 田间棉铃虫种群对Cry2Ab毒素敏感性

没有明显变化[79].  

致谢 感谢澳大利亚联邦科学与工业研究组织 Sharon Downes 博士提供相关数据. 
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