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摘  要  【目的】 棉铃虫 Helicoverpa armigera（Hübner）对 Bt（Bacillus thuringiensis）的抗性问题是阻

碍 Bt抗虫棉持续发展的关键，探究棉铃虫对不同 Bt蛋白的抗性演化趋势及交互抗性，可为选择合适的抗

虫棉花备选基因提供参考。【方法】 在室内通过连续多代筛选，获得了 5个对 Bt 具有不同抗性的品系，

利用饲料混合法测定了这些品系棉铃虫的交互抗性。【结果】 经筛选后棉铃虫对 Cry1Ac产生了超高水平

的抗性、对 Cry2Ab、Vip3Aa产生了超低抗性（耐性）；Cry1Ac抗性棉铃虫停止筛选而换成 Cry2Ab或 Vip3Aa

继续筛选后，棉铃虫对 Cry1Ac抗性水平明显降低，对 Cry2Ab或 Vip3Aa产生低抗或超低抗性（耐性）。

Cry1Ac抗性棉铃虫对Cry1Ab敏感性显著降低，而对Cry2Ab、Cry2Ah及Vip3Aa敏感性变化不显著；Cry2Ab

抗性品系棉铃虫对 Cry1Ac敏感性显著降低；Vip3Aa抗性品系棉铃虫对 Cry1Ac敏感性变化不显著。说明

Cry1Ac与 Cry1Ab 间存在明显交互抗性，与 Cry2Ah、Vip3Aa没有交互抗性；而 Cry2Ab 与 Cry1Ac间存

在不对称的交互抗性。【结论】 在筛选新杀虫基因或叠加基因时，应充分考虑抗性发展及交互抗性问题，

Cry2Ah、Vip3Aa是治理 Cry1Ac抗性棉铃虫或与 Cry1Ac叠加最优的选择。 
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Abstract  [Objectives]  The development of resistance to Bt (Bacillus thuringiensis) toxins by Helicoverpa armigera 

(Hübner) is the main constraint on the continuous planting of Bt transgenic cotton. In order to choose appropriate, alternative 

Bt genes to incorporate into transgenic cotton, we studied the resistance, and cross-resistance, of H. armigera to different Bt 

proteins. [Methods]  After successive selection in the laboratory, we obtained 5 Bt-resistant strains with different resistance 

levels and determined the cross-resistance of these strains to different Bt proteins. [Results]  Selection produced a strain of H. 

armigera with ultra-high resistance to Cry1Ac but low resistance (tolerance) to Cry2Ab and Vip3Aa. When Cry1Ac-resistant 

H. armigera were selected for resistance to Cry2Ab or Vip3Aa their resistance to Cry1Ac decreased significantly. Selection 

could only produce low, or ultra-low, resistance (tolerance) to Cry2Ab or Vip3Aa. The susceptibility of H. armigera to Cry1Ab 

dropped dramatically in the Cry1Ac-resistant strain, however, its susceptibility to Cry2Ab, Cry2Ah and Vip3Aa did not change 
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significantly. The susceptibility of Cry2Ab-resistant H. armigera to Cry1Ac decreased significantly while the susceptibility of 

Vip3Aa low-resistant larvae to Cry1Ac did not change. Overall, the present study indicates obvious cross-resistance between 

Cry1Ac and Cry1Ab, but no cross-resistance between Cry1Ac and Cry2Ah or Vip3Aa. However, asymmetrical cross- 

resistance was found between Cry1Ac and Cry2Ab. [Conclusion]  The evolution of resistance and cross-resistance in H. 

armigera should be fully considered when selecting novel, insecticidal genes for transgenic cotton. We suggest that Cry2Ah 

and Vip3Aa are the best choices for incorporation into new transgenic cotton varieties. 

Key words  Helicoverpa armigera, Bt proteins, resistance, cross-resistance 

棉铃虫 Helicoverpa armigera (Hübner)属鳞

翅目夜蛾科，具有杂食性，严重危害棉花、小麦、

玉米等多种农作物，常造成重大经济损失，是我

国一种重要的农业害虫（郭予元，1998）。Bt

（Bacillus thuringiensis）蛋白具有靶标特异性

强、对天敌和人畜无害等优点。Bt 蛋白在抗虫

植物中的持续表达，不仅可以有效的防治害虫，

降低农作物的产量损失，而且可以减少化学农药

的使用，保护环境。自 1997年以来，Bt抗虫棉

在中国大面积推广种植，不仅有效的控制了棉田

棉铃虫的为害，而且还显著降低了其他寄主作物

田棉铃虫的种群数量（Wu et al.，2008）。 

Bt杀虫剂和 Bt作物的长期应用不可避免的

会引起害虫的抗性产生（Downes and Mahon，

2012），目前已经有报道靶标害虫在田间、温室

或室内对 Bt蛋白产生了的抗性（Gould，1998；

Huang et al.，2011；Tabashnik et al.，2013），如

小菜蛾Plutella xylostella、美洲棉铃虫Helicoverpa 

zea、草地夜蛾 Spodoptera frugiperda、烟芽夜蛾

Heliothis virescens、棉铃虫等多种鳞翅目害虫已

对 Bt产生抗性（Rensburg，2007；Storer et al.，

2010；Dhurua and Gujar，2011；Gassmann et al.，

2011；Farias et al.，2014；Huang et al.，2014）。

在我国华北棉区，表达 Bt-Cry1Ac的抗虫棉已种

植 20 年，棉铃虫的早期抗性问题可能将逐步制

约 Bt抗虫棉的可持续应用（Wu，2007；Zhang  

et al.，2011）。有效的抗性治理策略主要有高剂

量/庇护所策略、新毒素策略和转多价基因策略

等（谭声江等，2002；郭芳等，2009），为了延

缓抗性的产生，目前美国、澳大利亚和印度等国

家推广种植的是同时表达 Cry1Ac 和 Cry2Ab 的

抗虫棉，而我国还一直在种植仅表达 Cry1Ac的

单价抗虫棉。因此，筛选与 Cry1Ac蛋白无交互

抗性的高效新蛋白，对于我国新一代抗虫棉的研

发至关重要。 

Cry1Ab 是目前商业化的转基因玉米中最主

要的一种基因，可以有效地防治玉米螟 Ostrinia 

furnacalis 和二化螟 Chilo suppressalis（王世贵

等，2003；Zhang et al.，2013）；Cry2Ab、Vip3Aa

等新型毒素蛋白已陆续在转基因棉花、玉米等作

物中与其他蛋白叠加表达。拥有自主知识产权的

Cry2Ah 除了对棉铃虫具有较好杀虫活性，对甜

菜夜蛾 Spodoptera exigua、斜纹夜蛾 Spodoptera 

litura等也有较好的控制效果（Kim et al.，2017），

也是未来开发应用的备选基因。因此，我们比较

了棉铃虫对 Cry1Ac、Cry2Ab、Vip3Aa产生抗性

的趋势，并测定了这些抗性或耐性品系棉铃虫对

不同 Bt 蛋白的交互抗性，结果可为筛选转基因

棉花备选基因及制定合理的抗性治理策略提供

参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

棉铃虫敏感品系（96S）：1996 年采集于河

南新乡棉田，室内用人工饲料饲养至今，未接触

任何杀虫剂。 

Cry1Ac 抗性品系棉铃虫（1Ac-R）：由 96S

品系棉铃虫在含 Cry1Ac蛋白的人工饲料上连续

筛选 210代。 

Cry2Ab抗性品系棉铃虫（2Ab-R）、Vip3Aa

抗性品系棉铃虫（Vip-R）：由 96S品系棉铃虫在

含 Cry2Ab 或 Vip3Aa 蛋白的人工饲料上筛选  

80代。 
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1Ac-2Ab-R、1Ac-Vip-R品系为已经对 Cry1Ac

产生超高抗棉铃虫，第 125 代后改用含 Cry2Ab

或 Vip3Aa蛋白的人工饲料筛选 80代。 

1.2  人工饲料 

棉铃虫人工饲料具体配方和饲养方法参照

梁革梅等（1999）。 

1.3  供试 Bt 蛋白 

Cry2Ah 大肠杆菌 Escherichia coli Rosetta

（DE3）由中国农业科学院植物保护研究所抗虫

生物技术组馈赠，提取和亲和层析纯化参照

Zhou（2015）等。Cry1Ab、Cry1Ac、Cry2Ab、

Vip3Aa 毒素蛋白购于北京绽诺思特生物科技有

限公司。 

1.4  生物测定 

采用混合饲料法，将一定剂量的 Bt 蛋白与

人工饲料充分混匀，分装到 24 孔板内。每种蛋

白设 6个浓度梯度，根据预试验，不同蛋白设置

不同的浓度梯度（浓度范围在 0-200 μg/g）。Bt

蛋白用 50 mmol/L、pH 为 10.5 的 Na2CO3/ 

NaHCO3缓冲液进行溶解稀释，以缓冲液加入饲

料作为对照。每孔接入 1头棉铃虫初孵幼虫，放

入（27±2）℃，相对湿度 70%±10%，光周期     

14 L︰10D的培养箱中培养，7 d后调查幼虫死

亡情况，以轻触虫体不动为死亡，小于 1龄的幼

虫也记为死亡。每处理重复 3次。 

1.5  数据统计与分析 

生物测定数据采用 SPSS软件进行分析，计

算 LC50和 95%置信区间（贾春生，2006）。以抗、

感品系 LC50 之比计算相对抗性倍数（Relative 

resistance，RR）。抗性分级条件如下：无抗性：

RR=1，超低抗性：RR=2-10，低抗：RR=11-20，

中抗：RR=21-50，高抗：RR=50-100；超高抗：

RR>100（Shah et al.，2017）。 

2  结果与分析 

2.1  棉铃虫抗性种群的筛选 

经长期连续筛选后，棉铃虫对 Cry1Ac、

Cry2Ab 和 Vip3Aa 产生了不同程度的抗性（表

1）。与 96S 敏感品系棉铃虫相比，棉铃虫对

Cry1Ac 产生了超高水平抗性（1Ac-R），相对抗

性倍数为 606.01 倍；对 Cry2Ab（2Ab-R）和

Vip3Aa（Vip-R）产生了超低抗的抗性（或耐性），

相对抗性倍数分别为 6.69 倍和 7.14 倍。经 125

代筛选已经对 Cry1Ac产生高抗的棉铃虫改用含

Cry2Ab（1Ac-2Ab-R）或 Vip3Aa（1Ac-Vip-R） 

 
表 1  Cry1Ac、Cry2Ab 和 Vip3Aa 筛选后棉铃虫的相对抗性 

Table 1  Resistance rations of selected Helicoverpa armigera strains to Cry1Ac, Cry2Ab and Vip3Aa 

品系 Strains Bt蛋白 Bt proteins 筛选代数 Generations of selection LC50（95% CI）（μg/g） 相对抗性倍数 RR*

96S Cry1Ac / 0.14（0.07-0.30） 1 

 Cry2Ab / 0.12（0.09-0.17） 1 

 Vip3Aa / 1.80（1.21-2.77） 1 

1Ac-R Cry1Ac 210 82.42（52.10-125.86） 606.01 

2Ab-R Cry2Ab 80 0.89（0.63-1.36） 6.69 

Vip-R Vip3Aa 80 12.86（6.89-51.28） 7.14 

1Ac-2Ab-R 

 

Cry1Ac  Cry2Ab 125 
80 

7.42（4.74-12.20） 

1.50（0.86-4.95） 

54.54 
12.20 

1Ac-Vip-R 

 

Cry1Ac  Vip3Aa 125 
80 

9.05（5.67-16.30） 

9.34（6.61-13.60） 

66.54 
5.19 

*表示相对抗性倍数是用相同蛋白测定的抗性品系 LC50与 96S敏感品系 LC50的比值。 

* indicates the relative resistance ratio, the LC50 of Bt-resistant strain divided by the LC50 of 96S strain for the same toxin. 
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蛋白的人工饲料筛选 80代后，棉铃虫对 Cry1Ac

的抗性明显降低，相对抗性倍数为 54.54 倍和

66.54倍，对 Cry2Ab和 Vip3Aa敏感性明显降低，

抗性倍数分别为 12.20倍和 5.19倍，产生了低抗

和超低抗水平的抗性。 

2.2  交互抗性 

测定了 1Ac-R、2Ab-R和 Vip-R 3个抗性品

系棉铃虫对 Bt的交互抗性（表 2），结果发现：

超高抗品系棉铃虫对 Cry1Ab 的敏感性显著降

低，LC50值大于 100 μg/g（最高 Bt蛋白浓度处

理的实验组也未达到半数死亡），说明 Cry1Ac

与 Cry1Ab 间具有较高水平的交互抗性。但

1Ac-R 超高抗棉铃虫对 Vip3Aa 和 Cry2Ah 敏感

性变化不大，相对抗性倍数分别是 1.26倍和 1.11

倍，同时 Vip-R品系对 Cry1Ac抗性倍数也仅为

1.61倍，说明 Cry1Ac与 Cry2Ah和 Vip3Aa之间

没有明显的交互抗性。但 1Ac-R 棉铃虫对

Cry2Ab 敏感性有一定程度降低，抗性倍数为

6.69（超低抗性），而 2Ab-R品系对 Cry1Ac的敏

感性明显降低，抗性倍数为 22.24（中抗），说明

Cry1Ac与 Cry2Ab具有明显的交互抗性，且这种

交互抗性为不对称交互抗性。 

3  讨论 

Bt蛋白对多种鳞翅目、双翅目、膜翅目、直

翅目、鞘翅目害虫都具有杀虫作用，是迄今推广

应用最成功的生物杀虫剂，而且通过在转基因抗

虫植物中的表达，成功用于害虫防治。为了延缓

害虫对 Bt的抗性，延长 Bt和抗虫作物的使用时

间，新基因和蛋白的筛选在抗性治理中尤为重

要。目前 Cry1Ab、Cry2Ab、Vip3Aa 和 Cry1F

等蛋白已陆续在转基因棉花、玉米等作物中表

达，不仅扩大了杀虫谱，而且有利于延缓抗性发

展，因此这些基因通常与其他 Bt 基因共表达，

如 Yang等（2016）研究表明转双价或转三价 Bt

棉能够有效防治对 Cry1F 产生高抗（>270 倍）

的草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda，孟山都公

司已经开发并应用 Bollgard ΙΙ 抗虫棉（表达

Cry1Ac+Cry2Ab）和转入 Vip3A+Cry1Ac+Cry2Ab

基因的抗虫棉等（Walsh et al.，2014）。 

 
表 2  抗性种群棉铃虫对 Bt 蛋白的交互抗性 

Table 2  The cross-resistance of resistant Helicoverpa armigera to Bt proteins 

品系 Strains Bt蛋白 Bt proteins LC50（95% CI）（μg/g） 相对抗性倍数 RR 

1Ac-R Cry1Ab >100 >100 

 Cry2Ab 0.82（0.62-1.65） 6.69 

 Cry2Ah 1.93（0.54-4.34） 1.11 

 Vip3Aa 2.28（1.37-4.13） 1.26 

2Ab-R Cry1Ac 3.02（2.07-4.35） 22.24 

Vip-R Cry1Ac 0.22（0.16-0.31） 1.61 

  

本研究结果显示，经室内筛选后，棉铃虫对

Cry1Ac、Cry2Ab 和 Vip3Aa 产生了不同程度的

抗性，尤其对 Cry1Ac产生了超高水平的抗性。

说明在室内高选择压下，棉铃虫对具有不同杀虫

机制的 Bt蛋白都可以产生抗性。虽然经过 80代

左右筛选，棉铃虫对 Cry2Ab 和 Vip3Aa 的抗性

水平仍属于超低抗性，与 Cry1Ac的抗性演化趋

势明显不同。梁革梅等（2000）报道，棉铃虫对

Cry1Ac经 12代筛选后有一个抗性突增期，之后

抗性水平明显上升，到 16 代以后就增加到 100

多倍。但在我们筛选 Cry2Ab和 Vip3Aa的过程，

却没有这样的突增期，反而出现敏感性反复起伏

的现象，抗性倍数一直低于 20 倍，造成这种现

象的主要原因可能是 Cry2Ab 和 Vip3Aa 具有与

Cry1Ac 不同的特异杀虫机制（Whalon and 

Wingerd，2003）；也可能是我们的初始敏感种群

饲养时间较长，或其他因素共同影响，具体原因

有待进一步研究。 

Cry1Ac 超高抗棉铃虫对与 Cry1Ab 敏感性

显著降低，说明 Cry1Ac 与 Cry1Ab 间存在明显
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交互抗性。Cry1Ac 超高抗棉铃虫对 Cry2Ah 及

Vip3Aa敏感性变化不显著，Vip3Aa超低抗品系

棉铃虫对 Cry1Ac 敏感性变化也不显著，因此

Cry1Ac 与 Cry2Ah、Vip3Aa 没有交互抗性。但

Cry1Ac超高抗棉铃虫对 Cry2Ab有 6.69倍抗性，

Cry2Ab 超低抗品系棉铃虫对 Cry1Ac 敏感性降

低 22.24倍，说明 Cry2Ab与 Cry1Ac间存在不对

称的交互抗性（Yang et al.，2017）。Wei等（2015，

2017）的研究结果也显示 Cry1Ac 与 Cry2Ab 之

间存在着弱交互抗性，与本研究结果一致。利用

DNAman 比较上述几种蛋白的氨基酸序列一致

性，发现：Cry1Ac与Cry1Ab的相似性为 86.17%；

而 Cry1Ac 与 Cry2Ab 相似性较低，为 9.29%，

Cry2Ah 与 Cry1Ac 相似性也较低，为 8.85%；

Vip3Aa不属于 Cry类蛋白而是营养期杀虫蛋白，

与 Cry1Ac 相似性最低，仅为 7.38%。不同蛋白

的基因序列和三维结构上的差异决定了 Bt 特异

性杀虫作用，差异越大，与昆虫中肠是结合位点

就可能不同，产生交互抗性的可能性就越小。 

靶标害虫长期在单种 Bt 的筛选下能够产生

抗性，多基因叠加表达不仅能够有效延缓靶标害

虫的抗性，同时还可以扩大转基因作物的杀虫

谱。但在选择叠加基因时，一定要明确不同蛋白

间是否存在交互抗性。根据本文试验结果，不建

议种植仅表达 Cry1Ab的棉铃虫其他寄主作物，

或将 Cry1Ac 与 Cry1Ab 进行叠加表达。虽然

Cry2Ah 与 Cry2Ab同源性高达 92.58%，但本次

试验显示 Cry1Ac 与 Cry2Ab 存在交互抗性、但

与 Cry2Ah 没有交互抗性，因此，治理 Cry1Ac

抗性棉铃虫 Cry2Ah可能更优于 Cry2Ab。Cry1Ac

与 Vip3Aa也没有交互抗性，而且由于营养期蛋

白杀虫机制的特异性，使得 Vip3Aa也可作为与

Cry1Ac叠加的主要基因。 
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