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转双基因抗虫烟草对烟夜蛾和

小地老虎幼虫的抗性

罗梅浩 杨铁钊 丁永乐 段增强

( 河南农业大学
,

郑州 4 5 0 0 0 2 )

韩军霞

(河南新郑卷烟厂
,

新郑 )

摘要 以 栽培品种 N C 89 为对照
,

通过室内饲养和组织切 片
,

系统研究 了转双基

因 ( B t
、

C p T I )杭虫烟草对烟夜峨和小地老虎幼 虫的杭性表现
。

结果表明
,

转双基

因杭 虫烟 草对烟 夜峨幼 虫具有稳定的杀 虫作用
,

取食后 2~ d3 死亡
,

死亡 率达

1 00 %
,

不 同龄期间表现一致
;对小地老虎幼 虫具有一定的杀 虫作用

,

其杭性随龄

期的增加而 减弱
,

1 龄死亡率为 48 %
,

2 龄为 28 %
,

3龄 以后 死亡率为 O
,

但对各

龄幼 虫的生长发育均具有明显的抑制作用
。

组织 切 片观察表明
,

烟 夜峨幼 虫取

食杭 虫烟 草后
,

引起中肠肠壁细胞端部的微绒毛全部溶解
,

大部分肠壁细 胞完全

崩清
; 而小 地老虎幼 虫取食杭 虫烟 草后

,

中肠肠壁细胞端部的微绒毛溶解
,

但肠

壁细胞淤溃不明显
,

只引起细胞休缩短
,

细胞层变薄
。

关键词 转基因烟 草
,

抗性
,

烟 夜峨
,

小地老虎

烟夜蛾 H e l i c o v e rP a a s s u l z a 和小地老虎 A g or z i s yP
s il o n

是烟 田重要害虫
。

小地老虎

幼虫为害移栽至团棵期的烟苗
,

造成缺苗断垄
。

烟夜蛾幼虫取食烟草心芽及顶部嫩叶
,

造

成叶片孔洞或缺刻
,

严重时可把整片叶片食光
,

导致烟叶产量和品质下降
。

自 1 98 7 年 V a e
ck 等首次报道了转 Bt 基 因的烟草抗烟草夜蛾昆虫 lj[ 后

,

抗虫基因工

程研究为作物抗虫性的提高开辟了一条新的途径
。

目前
,

国际上用于抗虫基因工程育种的

主要抗虫基因有两个
:

一是来源于苏云金杆菌的 Bt a
一

内毒素基 因
,

一是来源于斑豆等作

物的胰蛋白酶抑制剂 C p T I基因
。

作者等与中国农科院生物技术研究中心联合
,

将 Bt 己
一

内

毒素基因和胰蛋白酶抑制剂基因同时转入烤烟栽培品种 N C 89 中
,

经过连续多代的分离

筛选
,

培育出抗虫 93 1 转双基因纯合系
。

本试验系统鉴定了该品系对烟夜蛾和小地老虎

幼虫的抗性水平
,

以证实转双基因抗虫烟草的实用价值和抗性表现
。

1 材料与方法

1
.

1 试验材料 供试烟草材料为转双基因抗虫 9 31 品系和普通栽培品种 N C 89 的嫩 叶
。

烟夜蛾幼虫 由采自邦县烟草研究所烟 田的新鲜卵粒孵化而来
。

小地老虎幼虫 由黑光灯诱
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捕的越冬代成虫所产的卵粒孵化而来
。

1
.

2试验方法 将采回的新鲜卵粒置于底部铺有湿润滤纸的直经 1c 2m 培养皿中饲养
。

试验分别取 l
、

2
、

3
、

4
、

5 龄行动活泼
、

生长发育正常的两种幼虫各 5 0头
,

1皿 1头
,

并分为

2组
,

每组 25 头
,

皿内分别放入 N C 89 和抗虫 93 1 品系的嫩叶饲喂
。

试验过程中记载饲喂

始期和终止期幼虫的体长
、

体宽
、

体重
。

饲喂过程中幼虫的活动情况和死亡时间
。

在饲喂

过程中
,

取不同龄期用抗虫 93 1 和 N c 89 烟叶饲喂的幼虫各 5 头
,

以汪世泽 ( 1 99 3) 川的方

法
,

先用乙醚麻醉
,

然后马上解剖
,

取出中肠
,

用布安氏液固定
、

脱水
、

包埋
、

切片
、

染色
,

制

成玻片
,

在光学显微镜下观察抗虫 93 1对幼虫中肠组织结构的影响
。

2 结果与分析

.2 1 抗虫 9 31 对两种幼虫死亡率的影响

抗虫 93 1 对两种幼虫死亡率的影响见表 1
。

由表 1 可知
,

抗虫 93 1 对烟夜蛾幼虫具有

稳定的杀虫作用
,

取食后 2一 d3 死亡
,

死亡率达 1 00 %
,

且不同龄期间表现一致
。

抗虫 9 31

对小地老虎幼虫具有一定的杀虫作用
,

其抗性随龄期的增加而减弱
,

1龄幼虫死亡率为

4 8%
,

2 龄幼虫死亡率为 28 %
,

3龄以后死亡率为 。
。

表 1 抗虫 , 31 对烟夜蛾和小地老虎幼虫死亡率的影响

接虫 日期 (月
.

日 )

烟夜蛾 小地老虎

饲养数量 (头 ) 死亡时间 ( d) 死亡数量 (头 ) 死亡率 (% )

龄期 处理
烟夜蛾 小地老虎 烟夜蛾 小地老虎 烟夜蛾 小地老虎 烟夜蛾 小地老虎

N C 8 9

抗 9 3 1

N C 8 9

抗 9 3 1

N C 8 9

抗 9 3 1

N C 8 9

抗 9 3 1

N C 8 9

抗 9 3 ]

:
`

::
0 0

25 1 2

25 7 1 0 0

0

自n曰00
ǎ
h广9 n一q̀O乙,ó,óq

...620620620620

:
.

:;

2 5 2 5 一

2 5 2 5 2 ~ 3 3~ 7

2 5 2 5 一 一

2 5 2 5 2 ~ 3 5~ 8

2 5 2 5 一 一

25 2 5 2 ~ 3 一

25 2 5 一 一

2 5 2 5 2~ 3

2 5 2 5 一 一

2 5 2 5 2~ 3 一 1 0 0 0

.566
O凸O曰Q曰9̀9ó9ó产nǎ卜é户n

2
.

2 抗虫 9 31 对两种幼虫生长发育的影响

两种类型烟叶饲喂烟夜蛾幼虫的结果见表 2
。

由表 2 可知
,

取食抗虫 9 31 烟叶的各龄

幼虫死亡时体长 比接虫时缩短 23
.

3%一 42
.

7 %
,

平均缩短 30
.

8 % ;
体宽比接虫时减少

3
.

3%一 3 3
.

3%
,

平均减少 19
.

1% ;
体重比接虫时减少 32

.

3%一 43
.

2%
,

平均减少 37
.

8%
。

而对照 N C 89 品种烟 叶饲喂的烟夜蛾幼虫生长发育正常
,

体长
、

体宽
、

体重均有明显增加
。

用抗虫 9 31 烟叶饲喂的烟夜蛾幼虫死亡时
,

之所以体长缩短
,

体宽变窄
,

体重下降
,

其主要

原因是当幼虫取食后并非马上中毒死亡
,

而是在取食后第 ld 活动加剧
,

而后活动 由强变

弱
,

体色变暗
,

后 d2 内停止取食
,

虫体活动继续消耗能量和失去大量水分所致
。

抗虫 9 31 对小地老虎幼虫生长发育的影响见表 3
。

由表 3 可知
,

转双基因抗虫 93 1 对

各龄幼虫的生长发育均具有明显的抑制作用
,

虽然体长
、

体宽
、

体重都有不同程度的增加
,

但增加速度缓慢
,

增值率均低于取食 N C 89 烟叶的幼虫
。

取食抗虫 9 31 烟叶的幼虫体长 比
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表 2抗虫 931 对烟夜蛾幼虫生长发育的影响

1 龄 2龄 3 龄 4龄 5 龄
项 目

— — — — _
抗 9 3 1 C 9 N 8抗 9 3 1 NC 89 抗 9 3 1 C N9 8抗 93 1 NC 89 抗 93 1 C N 89

接虫 日期 (月
.

日 )7
.

2 47
.

247
.

2 47
.

27 4
.

5 7 2
.

25 7
.

27 7
.

27 8
.

3 8
.

3

接虫体长 ( m m )3
.

03
.

25
.

25
.

3 7
.

5 5
.

1 1 1
.

7 1 0
.

6 21
.

1 9 6
.

0

死虫体长 ( rn m )2
.

3 5
.

3 8
.

5 7
.

4 4
.

3 7
.

5 8
.

15 6
.

9 1 5
.

4 21
.

6

体长增值 ( mrn )一 0
.

7 2
.

6一 1
.

7 2
.

1 一 3
.

2 2
.

4一 3
.

5 2
.

3 一 6
.

2 2 6

增值率 (% )一 23
.

3 1 8
.

3 一 3 2
.

7 3 9
.

6一 4 2
.

7 47 1 一 2 6
.

5 5 0
.

0一 25
.

7 1 3
.

7

接虫体宽 ( m m )0
.

5 0
.

5 0
.

9 0
.

1 8
.

2 0
.

1 8
.

81
.

83
.

1 3
.

0

死虫体宽 ( m m )0
.

41
.

0 0
.

61
.

3 0
.

81
.

21 7 2
.

3 3
.

0 4
.

2

体宽增值 ( m m )一 0
.

1 0
.

5 一 0
.

3 0
.

5 一 0
.

4 0
.

4一 0
.

1 0
.

5 一 0
.

1 1
.

2

增值率 (% )一 2 0
.

01 00
.

0一 3 3
.

3 62
.

5 一 3 3
.

3 5 0
.

0一 5
.

6 27
.

8一 3
.

3 40
,

o

接虫体重 ( m g ) 2 0
.

6 2 4
.

0 1 2 2
.

3 1 15
.

2

死虫体重 ( m g ) 1 1
.

7 5 7
.

2 5 2
.

5 2 26
.

7

体重增值 ( m g ) 一 8
.

9 3 3
.

2 一 3 9
.

5 1 1 1
.

5

增值率 ( % ) 一 4 3
.

2 1 3 8
.

3 一 3 2
.

3 9 6
.

8

表 3 抗虫 9 31 对小地老虎幼虫生长发育的影响

l 龄 2 龄 3 龄 4 龄

项 目

— — _ _
抗 9 3 1 N C 8 9 抗 9 31 N C 8 9

接虫 日期 ( 月
.

日 )

处理 日期 ( 月
.

日 )

接虫体长 ( m m )

处理体长 ( m m )

体长增值 ( m m )

增值率 ( % )

接虫体宽 ( m m )

处理体宽 ( m m )

体宽增值 ( m m )

增值率 (% )

接虫体重 ( m g )

处理体重 ( m g )

体重增值 ( m g )

增值率 ( % )

5
.

1 5

5 2 1

2
.

6

7 4

4
`

8

18 4
.

6

0
、

4

l 0

0 6

1 5 0
.

0

5
.

2 0

5 2 6

4 7

7 4

2
.

7

5 7
.

5

0
.

8

1
.

3

0
.

5

6 2
.

5

5
.

2 0

5 2 6

4
.

7

1 1
.

7

7
.

0

14 8
.

9

0
.

8

1
,

8

1
.

0

12 5
.

0

抗 9 3 1

5
.

2 0

5
.

2 6

8
.

0

14
.

5

6 5

8 1
.

3

N C 8 9

5
.

20

5
.

2 6

抗 9 3 1

5
.

2 6

N C 8 9

5
.

2 6

2
.

6 7 7

1 8
.

7

1 1
.

0

14 2 9

1
,

3

2
.

8

1
.

5

;:
.

:
几

.

飞

巧21
巴d亡LJ

2
.

7

9
.

3

0
.

4 狱s0
0

.

6 2
.

2

0
.

2 0
.

9

2 5
.

3

1 1
.

8

8 7
,

4

l 8

3
.

1

1
.

3

50
.

0 6 9 2 1 15
.

4

2
.

8

1
.

0

55
.

6

2 5
.

2

1 3 8
.

7

1 1 3 5

4 5 0
.

4

7 2 2

2 5
.

0

14 0
.

成

1 15 4

46 1 6

日卜

接虫时增加 3
.

9 % 一 81
.

3 %
,

平均增加 5 3
.

4 % ;而取食 N C 89 烟叶的幼虫体长比接虫时增

加 87
.

4 % ~ 1 84
.

6 %
,

平均增加 1 41
.

0%
。

体宽
、

体重也有类似结果
。

从表 3还可看出
,

随

小地老虎幼虫龄期的增大
,

抗虫 93 1对其的抑制作用在减弱
,

因此导致前期增长缓慢
,

后

期增长则较快
。

取食抗虫 9 31 与取食 N C 89 烟叶的 1龄幼虫体长增值率差值为 1 80
.

7%
,

2 龄为 91
.

4%
,

3龄为 61
.

6 %
,

4 龄为 16
.

4 %
。

体宽亦有类似趋势
。

2
.

3 抗虫 9 31 对两种幼虫中肠组织结构的影响
2

.

3
.

1 杭 虫 9 31 对烟夜峨幼 虫 中肠组织结构的影响 (图 l )
:

从图 1 可以看出
,

取食普通

栽 培品种 N C 89 烟叶的幼虫中肠肠壁细胞排列紧密
,

端部的微绒毛发达
; 而取食转双基因
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抗虫 9 1 3烟叶的幼虫中肠肠壁细胞端部的微绒毛完全溶解消失
,

大部分肠壁细胞完全崩溃
。

图 1 烟夜蛾 5龄幼虫中肠组织切片 ( 1 0只 40 倍 )

注
:

左
:

饲喂 N C 89 烟叶的幼虫
,

右
:

饲喂抗虫 93 1 烟叶的幼虫
。

2
.

3
.

2 杭 虫 9 3 1 对小地老虎幼 虫中肠组织 结构的影响 ( 图 2 )
:

从图 2 可以看出
」

,

N C 89

烟叶饲喂的小地老虎幼虫中肠肠壁细胞排列紧密
,

端部的微绒毛长而密 (图 a2 ) ;
抗虫 9 31

烟叶饲喂的小地老虎 1 龄幼虫中肠肠壁细胞端部的微绒毛完全溶解
,

细胞体缩短
,

细胞层

变薄 (图 Zb ) ;
抗虫 9 31 烟 叶饲喂的小地老虎 3 龄幼虫中肠肠壁细胞端部的微绒毛部分

溶解
,

细胞排列显得疏松 (图 Zd ) ;
抗虫 93 1 烟叶饲喂的小地老虎 2 龄幼虫中肠肠壁细胞

的损伤情况介于 1龄和 3龄之间 (图 Z c )
。

比较不同龄期小地老虎幼虫中肠组织切片可以

看出
,

随龄期的增加
,

抗虫 93 1 烟叶对中肠组织结构的损伤能力降低
。

图 2 小地老虎幼虫中肠组织切片 ( 10 x 40 倍 )

注
: a 为饲喂 N C 89 烟 叶的 名龄幼离

, 卜、 c 、 d 分别为饲喂抗出 卯 1 烟叶的
1

、
2

,

3 龄幼虫

2
.

3
.

3 杭 虫 9 31 对两种幼 虫的毒性
:

对照烟夜蛾和小地老虎两种幼虫的中肠组织切片还

可看出
,

转双基因抗虫 9 3 1 对这两种幼虫的毒性存在着明显差异
,

取食抗虫烟 叶后
,

烟夜

蛾幼虫中肠组织结构的损伤程度大于小地老虎
。
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山
3讨论
3

.

1中肠是昆虫食物消化和吸收的主要场所
,

中肠肠壁细胞行分泌和消化功能
,

肠壁细

胞顶端分化出的微绒毛
,

扩大了中肠的消化和吸收面积
。

同时转入 Bt 基因和 c p T I基因

的抗虫 9 31 烟叶进入中肠后
,

Bt 冬内毒素晶体蛋白在肠液碱性条件下降解成毒性多肤
,

破坏了肠壁细胞的结构
,

胰蛋白酶抑制剂降低了昆虫消化道内胰蛋白酶的活性
。

赵荣敏

( 1 9 95 )[
3〕研究报道

,

取食转 Bt 基因烟草的烟夜蛾幼虫死亡率为 80 %
,

取食转 C p T I 基因

烟草的烟夜蛾幼虫死亡率为 20 %
。

而取食转 Bt 基因和 C p T I 基因烟草的烟夜蛾幼虫全部

死亡
,

这可能是两个基因累加作用的结果
。

3
.

2 烟夜蛾和小地老虎同属鳞翅 目夜蛾科昆虫
,

对转双基因抗虫 9 31 烟草的反应却不一

致
。

抗虫 93 1对烟夜蛾幼虫的抗性是 1 00 %
,

而对小地老虎幼虫的抗性却不足 1 00 %
,

体

长
、

体宽
、

体重等生长发育变化也不一致
。

为此
,

作者对这两种幼虫取食抗虫 93 1后中肠组

织结构的变化进行了比较
,

发现两个基因的产物对中肠的破坏程度也不同
,

对小地老虎的

破坏程度不如烟夜蛾严重
,

具体原因有待进一步研究
。

州性
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