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CO2 倍增和转 Bt水稻对二化螟幼虫的
生理影响
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Impacts of elevated CO2 on the larvae of stem borer Chilo suppressalis fed on transgenic Bt rice.
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Abstract The effects of double-atmospheric CO2 ( 750 vs. 375 μL /L ) on the metabolic enzyme

acetylcholinesterase ( AChE) and the three protective enzymes，superoxide dismutase ( SOD )，peroxidase

(POD) and catalase (CAT)，were investigated on stem borer Chilo suppressalis (Walker) larvae as these fed

on transgenic Bt rice ( cv. KMD expressing pure Cry1Ab) and nontransgenic rice ( cv. XSD; i. e.，the parental

line) in open-top chambers. The results indicate that: (1) Increased CO2 levels significantly reduced AChE

activity in larvae feeding on both transgenic Bt rice or nontransgenic rice. (2) Elevated CO2 and Bt rice both

markedly enhanced the activities of POD and SOD. POD activity decreased sharply but SOD activity increased

only initially. An obvious increase in CAT activity was observed initially but this declined after a period. (3)

There were significant interactive effects between CO2 level，rice variety and sampling time. It appears that C.

suppreddalis can alleviate some short-term adverse effects of elevated CO2 and transgenic Bt rice through

physiological regulation using metabolic and protective enzymes. However，this regulatory mechanism can be

suppressed by environmental factors，which can thereby reduce population performance.
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摘 要 通过开顶式气室研究了 CO2 浓度倍增(750 vs. 375 μL /L)对取食转 Bt 水稻及其对照亲本秀水
11 的二化螟 Chilo suppressalis (Walker)幼虫体内代谢酶乙酰胆碱酯酶(AChE)和保护酶(超氧化物歧化

酶 SOD、过氧化物酶 POD 和过氧化氢酶 CAT)活力的影响，以期明确该类害虫对大气 CO2 浓度升高及转

Bt水稻的生理响应。研究结果表明:(1)AChE 受 CO2 浓度水平影响显著，与对照 CO2 处理相比，高 CO2

条件下该酶活力显著降低;(2)高 CO2 水平及水稻中 Bt 毒素蛋白的存在均会导致二化螟幼虫体内 POD

活力显著降低，SOD 初期活力显著升高，但不能维持较长时间，CAT 活力表现为先升后降的特点;(3)当

受到水稻品种、CO2 浓度水平和取食时间的综合影响时，以上代谢酶和保护酶活力会发生显著变化。短

时间内二化螟幼虫可通过体内以上生理代谢调节减缓受 CO2 浓度升高和水稻中 Bt 毒素蛋白的不利影响，

但长时间环境胁迫下这种应对不利环境的响应机制将会失去作用，最终导致种群适合度的降低。
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二化螟 Chilo suppressalis (Walker)是一种
钻蛀危害水稻的重要害虫，严重影响水稻生产。
因其在水稻表面停留时间短，药物防治困难，所

以利用转基因技术培育优良的水稻抗虫品种可

作为防治二化螟的一种长期而有效的新途径。
已有研究表明，转 Bt 水稻不仅可有效防治包括
二化螟在内的多种鳞翅目害虫，还间接减轻了

因施药对环境造成的污染
［1 ～ 3］。然而，生产中

存在诸多因素影响转 Bt 水稻的抗虫效果。同
时，二化螟的发生危害还受气候、食料、栽培制
度和天敌等因素的综合影响

［4 ～ 6］。
目前，全球正面临着大气 CO2 浓度升高这

一严重的环境问题。据报道，1700—1900 年，
大气 CO2 浓度升高了近 10 μL /L，达到 290
μL /L;而 1900—1998 年，大气 CO2 浓度则升高

了 77 μL /L，达到了 367 μL /L;而当前大气 CO2

浓度已达到了 375 μL /L 左右，并预计在 21 世
纪 50 年代，CO2 浓度将加倍，即增加到 700 μL /

L 左右［7 ～ 9］。大气 CO2 浓度升高可有效提高水

稻的光合作用和生产力
［10，11］，同时导致组织内

的含氮量减少，提高 C /N 比［12，13］，进而影响到
以之为食的植食性害虫(包括二化螟)。此外，
对转 Bt 水稻而言，外源 Bt 杀虫蛋白是组织内
的氮素合成的，CO2 浓度升高直接导致水稻中

Bt 毒素表达量的显著降低［14］，进而会影响其对
靶标抗虫性。可见，大气 CO2 浓度升高及转 Bt
抗虫水稻的种植也将加重对二化螟种群的影

响，当然，这种综合性影响是复杂的。
本文 通 过 开 顶 式 CO2 气 室 ( Open-top

chamber; OTC)方法，以转 Bt 抗虫水稻及其对
照亲本水稻为寄主植物，研究当前大气 CO2 浓

度(375 μL /L)及 CO2 浓度倍增(750 μL /L)情
况下二化螟幼虫体内代谢酶和保护酶活力的变

化情况，以明确 CO2 浓度升高这一全球气候变

化背景下二化螟对转 Bt 抗虫水稻的生理调控
及其生态响应，为更有效地防治二化螟和延长

转 Bt 抗虫水稻的使用寿命提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 开顶式气室

试验于 2008 年 6 月—10 月在山东宁津大
田 OTC(Open-top chamber)试验基地进行。试
验设置 2 个大气 CO2 浓度水平，即当前的 CO2

浓度(约 375 μL /L)和大气 CO2 浓度倍增(约

750 μL /L)，每个 CO2 浓度水平使用 3 个 OTC
设置。试验期间，全天 24 h 通气。开顶式气室
(OTC)的物理结构和 CO2 浓度自动控制系统

详见陈法军和戈峰
［15］
以及陈法军等

［16］。
1. 2 供试材料
1. 2. 1 供试水稻 试验所用转 Bt 水稻为克螟
稻( KMD)，其对照亲本为秀水 11(XSD) (均由
浙江大学原子能研究所提供)。2008 年 6 月 12
日浸种 48 h 后播种于塑料盆(直径 = 35 cm，高
= 45 cm)中，试验用土为壤土 ∶干牛粪 = 8∶ 2，每
个 OTC 内随机放置每个水稻品种 30 盆，每盆
种植 30 株水稻，分蘖期后每盆保留 60 株水稻。
播种后 OTC 即开始通气，每周相同处理间气室
内水稻轮换放置，以减少气室之间小气候差异

对试验造成的实验误差。试验期间，不使用任
何化肥和农药，整个生育期水稻浸水处理。开
顶式气室顶部罩以 80 目纱网，以防止外面的昆
虫侵入。
1. 2. 2 供试二化螟 试验所用二化螟种群为
南京农业大学昆虫系多年饲养的实验室敏感品

系，未接触转 Bt 水稻及 Bt 毒素。二化螟先接
种于人工培养箱里秀水 11 的稻苗上，扩大种群
以备试验用。人工气候箱的温度:白天为(28 ±
1)℃ ;夜间为(26 ± 1)℃ ;相对湿度为 60% ～
70%，光周期为 L∶ D = 14∶ 10;光照强度为 9 000
lx。水稻分蘖期，每个 OTC 内随机接种 KMD 和
XSD 各 10 盆，每盆接种 3 头饥饿24 h的二化螟 4
龄幼虫，每个水稻品种试验虫数为 3 头 /盆 × 10
盆 /OTC × 3OTCs = 90 头，4 个处理接种危害试验
共计 360 头幼虫。待取食 12、30 h 后各收集一半
虫量，分别 － 20 ℃冷冻保存备用。
1. 3 试验方法
每处理取冷冻保存备用的 10 头 4 龄幼虫，

加入预冷的 pH 7. 2，0. 04 mol /L 的磷酸盐缓冲
液 4 mL，冰浴匀浆，以 4 000 r /min 速度离心
10 min，取上清液为代谢酶酶源，各 3 次重复。
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同时，每处理取冷冻保存备用的 20 头老龄若虫，
加入 4 mL 预冷的 1%聚乙烯吡咯烷酮(pH7. 0，
0. 05 mol /L 的磷酸盐缓冲液配制)冰浴匀浆，以
12 000 r /min 离心 10 min，取上清液为保护酶酶
源，各 3 次重复。代谢酶乙酰胆碱酯酶(AChE)
和 3 种保护酶超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物
酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)的活性测定参照相
关试剂盒(南京建成生物技术有限公司)。酶源
蛋白含量测定参照 Brodford 的方法［17］。以牛血
清蛋白为标准蛋白制作标准曲线。
1. 4 统计分析
用 SAS6. 12 统计软件(SAS Institute，USA，

1996)来进行试验数据的统计分析。用三因子
方差分析(Three-way ANOVA)来研究水稻品种
和 CO2 浓度变化对二化螟体内解毒酶和代谢

酶活力变化情况。处理组间差异显著性采用
LSD 检验(P < 0. 05)。

2 结果与分析

2. 1 二化螟体内乙酰胆碱酯酶活性变化

CO2 浓度水平可极显著影响二化螟幼虫体

内 AChE 活力(P < 0. 001);同时，CO2 水平、水
稻品种和接种危害时间之间存在极显著的交互

作用(P = 0. 0008 < 0. 001;表 1)。与对照 CO2

处理相比，高 CO2 浓度可明显抑制二化螟幼虫

体内 AChE 活性(图 1);接种危害 12 h 和 30 h
后，高 CO2 处理下二化螟幼虫体内 AChE 活性
分别比对照 CO2 处理降低 23. 3% (P < 0. 05)
和 3. 6% (转 Bt 水稻)，2. 9% 和 13. 9% ( P <
0. 05)(对照亲本处理)。此外，与亲本处理相
比，高 CO2 处理下接种危害转 Bt 水稻 12 h 后
二化螟幼虫体内 AChE 活力也显著降低 16. 7%
(P < 0. 05;图 1A)。不同接种危害时间处理
间，二化螟幼虫体内 AChE 活性仅在取食高浓
度 CO2 下生长的转 Bt 水稻和对照亲本水稻时
才表现显著性差异(P < 0. 05;图 1)，12 h 处理
AChE 活性显著升高 15. 2%，30 h 处理 AChE
活性显著降低 12. 1%。

表 1 CO2 浓度升高对接种危害转 Bt 水稻(克螟稻)及其亲本水稻(秀水 11)不同时间的

二化螟幼虫相关酶活性的影响(三因子方差分析，P 值)

作用因子 AChE POD SOD CAT

CO2 水平 < 0. 0001 < 0. 0001 < 0. 0001 0. 15

水稻品种 0. 50 < 0. 0001 0. 0009 0. 28

接种时间 0. 26 < 0. 0001 < 0. 0001 < 0. 0001

CO2 水平 ×水稻品种 0. 19 < 0. 0001 < 0. 0001 0. 55
CO2 水平 ×接种时间 0. 21 < 0. 0001 0. 032 * 0. 67

水稻品种 ×接种时间 0. 056 < 0. 0001 0. 014 * 0. 0022

CO2 水平 ×水稻品种 ×接种时间 0. 0008 < 0. 0001 < 0. 0001 0. 0021

注:CO2 水平 : 750 μL /L vs 375 μL /L;水稻品种: 克螟稻 vs 亲本秀水 11;接种时间: 12 h vs 30 h;* P < 0. 05，P < 0. 01，

P < 0. 001。

2. 2 二化螟体内 POD 活性变化
三因子方差分析表明，CO2 浓度水平、水稻

品种、接种危害时间及三者间的交互作用都显
著影响二化螟幼虫体内 POD 活性(P < 0. 001;

表 1)。与对照 CO2 处理相比，高 CO2 处理下接

种危害亲本水稻 12 h 和 30 h 后幼虫体内 POD

活力分别显著降低 30. 1% 和 24. 2% ( P <
0. 05)，而取食转 Bt 水稻时其 POD 分别升高
4. 4% (P > 0. 05) 和 8. 9% ( P < 0. 05)。此外，

与亲本水稻处理相比，除了高 CO2 处理下接种

危害转 Bt 水稻 30 h 后二化螟幼虫体内 POD 活
性显著提高外(P < 0. 05;图 2B)，其它情况下
取食转 Bt 水稻可显著降低其 POD 活力( P <
0. 05;图 2)。不同接种危害时间处理间，二化
螟幼虫取食转 Bt 水稻和对照亲本水稻后其
POD 均表现显著性差异( P < 0. 05;图 2)。对

照 CO2 处理下，12 h 处理 POD 活性显著升高
41. 3%，30 h 处理 POD 活性显著降低 9. 6%，而
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高 CO2 处理下，12 h 处理显著升高 47. 5%，30
h 处理显著降低 2. 0% (P < 0. 05; 图 2)。

图 1 CO2 浓度升高对接种危害转 Bt 水稻(克螟稻)

及其亲本水稻(秀水 11)12 h(A)和 30 h(B)的二

化螟老熟幼虫乙酰胆碱酯酶(AChE)活力的影响
KMD:克螟稻，XSD:秀水 11;不同小写字母表示同一接种

时间危害不同 CO2 浓度下生长的转 Bt 水稻及其对照亲本

的老熟幼虫体内酶活力差异显著，不同大写字母表示接种

在相同 CO2 浓度下生长的同种水稻上危害不同时间的二化

螟老熟幼虫体内酶活力差异显著;LSD:P < 0. 05。(下图同)

2. 3 二化螟体内 SOD 活性变化
CO2 浓度水平、水稻品种和接种危害时间

对二化螟幼虫体内 SOD 活力影响与其对 POD
活力的影响恰恰相反(图 3)。与对照 CO2 处理

相比，高 CO2 处理下接种危害亲本水稻 12 h 和
30 h 后幼虫体内 SOD 活力分别提高 18. 2% (P
< 0. 05)和 6. 0%，而取食转 Bt 水稻时其 SOD
活力分别显著降低 67. 5% 和 61. 2% ( P <
0. 05)。此外，与亲本水稻处理相比，对照 CO2

处理下接种危害转 Bt 水稻 12 h 和 30 h 后二化
螟幼虫体内 SOD 活性分别显著提高 45. 0% 和
12. 4%，而高 CO2 处理下接种危害转 Bt 水稻
12 h 和 30 h 后其 SOD 活力分别显著降低
18. 8%和 9. 1% (P < 0. 05)。接种危害 12 h 和
30 h 处理间，二化螟幼虫取食转 Bt 水稻和对照
亲本水稻后其 SOD 活性分别显著显著升高
11. 6% 和 44. 0% (对照 CO2 处理)，44. 5% 和
29. 1% (P < 0. 05; 高 CO2 处理)。

图 2 CO2 浓度升高对接种危害转 Bt 水稻(克螟稻)

及其亲本水稻(秀水 11)12 h(A)和 30 h(B)的二化

螟老熟幼虫过氧化物酶(POD)活力的影响

图 3 CO2 浓度升高对接种危害转 Bt 水稻(克螟稻)

及其亲本水稻(秀水 11)12 h(A)和 30 h(B)的二化

螟老熟幼虫超氧化物歧化酶(SOD)活力的影响

2. 4 二化螟体内 CAT 活性变化
随 CO2 浓度升高二化螟幼虫体内 CAT 活

力变化不显著(P > 0. 05;表 1)，三因子方差分
析(表 1)水稻品种对二化螟幼虫 CAT 影响不
显著，而水稻品种与接种危害时间之间存在显

著的交互作用(P < 0. 01;表 1)。与亲本水稻处
理相比，对照 CO2 浓度下，接种危害转 Bt 水稻
12 h 后二化螟幼虫体内 CAT 活力显著升高
79. 0% (P < 0. 05;图 4A)，而取食危害 30 h 后
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又显著降低 31. 5% (P < 0. 05;图 4B)。此外，
CO2 浓度水平、水稻品种和接种危害时间之间
还存在显著的交互作用(P < 0. 001;表 1)。接
种危害 12 h 和 30 h 处理间，二化螟幼虫取食转
Bt 水稻和对照亲本水稻后其 CAT 活性分别显
著显著升高 34. 4% 和 250. 9% (对照 CO2 处

理)，112. 2%和 123. 3% (P < 0. 05; 高 CO2 处

理)。

图 4 CO2 浓度升高对接种危害转 Bt 水稻(克螟稻)

及其亲本水稻(秀水 11)12 h(A)和 30 h(B)的二化

螟老熟幼虫过氧化氢酶(CAT)活力的影响

3 讨论

国内外许多研究表明昆虫在农药、温湿度
降雨等环境、食料不适、水分缺乏等不良环境
中，其生理生化过程会发生某些改变而使其适

应下来
［18 ～ 22］。大气 CO2 浓度升高会导致昆虫

体内代谢变化，同时其导致的转 Bt 水稻营养品
质等也会引发昆虫生理代谢变化。可见，在
CO2 浓度变化引起的直接和间接作用共同影响

下，二化螟取食转 Bt 水稻后体内关键代谢酶
(如乙酰胆碱酯酶 AChE)和保护酶(如过氧化
物酶 POD、超氧化物歧化酶 SOD 和过氧化氢酶
CAT)等活力的变化可维持着虫体内相对稳定
的环境。本研究表明，二化螟取食不同水稻品
种时其体内 AChE 活力对 CO2 浓度的敏感性虽

有不同，但差异未达到显著性。长时间高浓度

CO2 处理会导致昆虫体内 AChE 活力的降低，

这与李灿等
［23］
的研究结果一致，这种变化可能

与被处理昆虫体内的神经递质乙酰胆碱的积累

有关。乙酰胆碱积累，AChE 活力降低，最终导
致昆虫的死亡，其机制有待进一步研究。
保护酶作为生物体内一类重要酶系，其活

力变化是生物适应逆境的主要指示指标之一。
据推测保护酶可直接参与 Bt 杀虫蛋白的代谢
作用并与其抗性产生有关

［24，25］，因此，当取食

转 Bt 水稻时昆虫体内保护酶会发生变化，扰乱
氧自由基的正常清除，进而对昆虫产生毒害作

用
［26］。本试验也证实短时间(12 h)接种危害
取食 Bt 蛋白后，保护酶 SOD 和 CAT 的活力都
升高，但不能维持长时间应激水平。3 个主要
的保护酶通过分工协调作用使虫体内氧自由基

维持一个较低水平，进而提高生物体的抗逆能

力
［27，28］。其中 SOD 可清除 O一2 并反应生成

H2O2;CAT 能进一步催化 H2O2 分解成 H2O 和
O一2 ;POD 则具有分解 H2O2 的能力。高浓度
CO2 环境和取食 Bt 蛋白均导致二化螟幼虫
SOD 活力在短时间内升高，说明高浓度 CO2 和

取食 Bt 蛋白都会导致二化螟体内 O一2 的积累。
初期处理时在清除二化螟体内 H2O2 方面 POD

起主要作用，CAT 作用不明显。王世贵［29］研究
表明，二化螟 3 龄(5 龄)幼虫取食克螟稻 24 h
(72 h)后死亡率高达 50%。可见，高 CO2 浓度

及 Bt 毒素共同作用下二化螟死亡加剧。本研
究保护酶活性最终降低，此时二化螟体内积累

大量氧自由基，破坏了体内平衡环境，是虫体最

终死亡的原因之一。
CO2 浓度升高和取食转基因水稻品种对二

化螟幼虫而言为胁迫作用，分析两者单独作用

时酶系均表现出 AChE 和 POD 活性降低，SOD
活性升高，CAT 初期升高后期降低。两因子交
互作用时酶系变化趋势相同，但仅对 POD 和
SOD 的活性变化有显著性影响。关于高浓度
CO2 对保护酶影响及 Bt 毒素对乙酰胆碱酯酶
的影响研究较少，本试验将 CO2 浓度和转 Bt 水
稻品种结合起来，研究两者对二化螟体内代谢

酶乙酰胆碱酯酶，超氧化物歧化酶、过氧化物酶
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和过氧化氢酶 3 种保护酶的影响，有助于进一
步明确大气 CO2 浓度升高环境下靶标害虫二

化螟对转 Bt 水稻的生理生态学响应机理。
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