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摘要：采用 7J./!方法检测了 &个转 "-.,!/ 基因水稻（6@水稻）品系 OQR,和 OQR&不同生育期叶鞘内 5#S,!T杀虫蛋白的含
量及其通过褐飞虱和拟水狼蛛的转移和富集情况。结果表明，这 &个品系中抽穗期和黄熟期叶鞘内 5#S,!T的含量均显著低
于苗期、分蘖期和孕穗期，OQR,和 OQR&中 5#S,!T杀虫蛋白可以通过食物链转移到 6@水稻非靶标害虫褐飞虱及其天敌拟水
狼蛛体内。褐飞虱在 OQR,或 OQR&上取食 & E后，体内均含有 5#S,!T杀虫蛋白，但连续取食 &、)、2、*和 ,’ E后，其体内含量
并未因取食时间的延长而呈现明显增加的趋势。当拟水狼蛛捕食以 OQR,或 OQR&为食的褐飞虱时，在捕食 &、)、2、*和 ,’ E
后，其体内均可检测到 5#S,!T杀虫蛋白，其含量并未随捕食时间的延长而明显上升，但均显著高于相应时间褐飞虱体内的含
量。可见，该蛋白可通过水稻转移至褐飞虱，再转移至拟水狼蛛，并存在明显的富集现象，而这种富集并不随蜘蛛捕食时间的

延长而加强。拟水狼蛛捕食以 OQR,或 OQR&为食的褐飞虱时，其捕食量未受到显著影响，其中肠酶粗提物对 5#S,!T杀虫蛋
白具有明显的降解作用。
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近年来，抗虫转 K!基因作物对其非靶标生物的
影响业已成为人们关注的生物安全焦点之一

（L)>>:，4999）。植食性或捕食性非靶标生物因直接
取食转基因植物，或以转基因植物上植食者为食物

源，均可能会受到直接或间接的影响。这种影响一

旦出现，即可能会导致植物B植食者B天敌三营养层
间呈现新的互作关系。迄今，有关抗虫转 K!基因作
物对其非靶标植食者及天敌的正面或负面的影响已

有不少报道（M($’!), .) (, %，4994；J"+( .) (, %，
4995）。但这些报道仅分析了温室或是田间条件下
转基因作物对供试对象生物学特性的影响，而极少

探讨 K!杀虫蛋白能否在转基因植物B非靶标植食者B
天敌三者间进行转移与富集。其实，K!植物中的杀
虫蛋白通过食物链传递到非靶标植食者及天敌体内

是可能的（N"22"-O .,2 K.1=)0.，8PP7），而且 K$1,.’
等（4994）也验证了这点，即褐飞虱 +&,(%(’0()( ,#-./"
M!Q’在取食含 <.@R GEM 或 (*)&/ 启动子的 K! 水稻
后，在其分泌的蜜露中即可检测到 K!杀虫蛋白。但
是，能否进一步转移至第三营养层的天敌，及能否在

转移过程中出现富集尚乏深入探讨。为此，本文通

过 STUM&（$,V:#$ "##*,)0)1=$,! .00.:）方法，定量检测
了 4个 K!水稻品系中 <1:8&=杀虫蛋白通过食物链
向非靶标害虫褐飞虱，及其天敌拟水狼蛛 !&’()(
"#$%&’()&*#" K)$0$,=$1+ .) M!1.,2 的转移过程，旨在分
析 <1:8&= 杀虫蛋白在转基因植物B非靶标植食者B
天敌这一食物链中转移与富集的规律。

) 材料与方法

)*) 供试转基因水稻
供试 K! 水稻为处于 N89代的 4 个粳稻纯合品

系，即 ?@A8和 ?@A4。这 4个品系源于 4个独立的
N9代转化株，均含有 *’182$ 基因和玉米 #$&3#&)&/ 启
动子（<($,+ .) (, %，8PP7），且在田间对靶标害虫二

化螟 45&,6 "#%%’.""(,&"（W.’O$1）、三化螟 7*&’%6%5(-(
&/*.’)#,("（W.’O$1）和稻纵卷叶螟 4/(%5(,6*’6*&"
8.9&/(,&"（X*$,Y$）表现高抗（Z$ .) (, %，4998，
499G）。对照为其非转基因亲本品种秀水 88。供试
水稻材料均播种、移栽于防虫网室内。

)*+ 供试昆虫和蜘蛛
褐飞虱采自浙江大学实验农场，置于人工气候

室内（相对湿度 79[ \ P9[，温度 4E ] 8I，光照时
间 85 (^2），于感虫品种 _D8水稻上连续饲养 G代。
取羽化后 45 (内的褐飞虱成虫供试验用。拟水狼
蛛雌成蛛采自浙江大学实验农场，并单头分装于指

形管内饲养，管底垫一以水浸湿的海绵球，脱脂棉塞

封口，供水饥饿 57 (后供实验用。
)*, 不同生育期 !-.) 与 !-.+ 水稻叶鞘内
/&#)01杀虫蛋白含量的测定
分别取 ?@A8、?@A4和对照水稻苗期、分蘖期、

孕穗期、抽穗期和黄熟期的叶鞘 E99 #+，迅速加液氮
研磨成粉，‘ H9I冻存。<1:8&=杀虫蛋白含量以 K!B
-1:8&=^8&- 蛋白试剂盒（L.!()M-1$$,，美国 &+2". 公
司）测定，具体操作步骤严格按试剂盒说明书进行。

对各材料每一生育期的检测，均设重复 89次。水稻
叶鞘总可溶性蛋白以 K1.23)12法（K1.23)12，8PH6）测
定，并计算 <1:8&=杀虫蛋白占不同生育期水稻叶鞘
总可溶性蛋白的比率。

)*2 褐飞虱摄入 /&#)01杀虫蛋白量的测定
将羽化后 45 (内的褐飞虱雌成虫置于人工气

候室（条件同 )*+）内分别用移栽后 E9 ] 4 2 的
?@A8、?@A4和对照水稻分蘖期的健株饲养，任其
取食。取食 4、5、6、7和 89 2 后，自各供试材料植株
上分别收集 G9 头成虫，并立即置 ‘ H9I冻存。同
时，于饲喂水稻植株前，分别收集 G9头成虫，供作未
取食 ?@A8和 ?@A4的对照。按方法 )*,分别测定
各样品飞虱体内 <1:8&=杀虫蛋白含量。检测时各
样品以 E 头为一组（预备试验检测显示，单头体内
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!"#$%&含量甚低，检测结果不稳定），以液氮共同匀
浆测定。另外，在收集飞虱样品同时，按方法 !"#也
收集相应时间的各供试水稻叶鞘 $’ 份，检测其中
!"#$%&杀虫蛋白含量。
!"$ 拟水狼蛛摄入 %&’!()杀虫蛋白量的测定
分别以在移栽后 (’ ) * +的 ,-.$、,-.*和对

照水稻植株上取食 * +后的褐飞虱雌成虫饲喂拟水
狼蛛雌成蛛，每头每天饲喂 /头。记录每天被完全
吞食、捕食致死及存活的飞虱数量。连续饲喂 *、0、
1、/ 和 $’ + 后，分别自各处理收集成蛛 2’ 头，
3 4’5冻存。同时，于饲喂前，分别收集 2’ 头雌成
蛛，供作对照。按方法 !"# 分别测定各样品成蛛体
内 !"#$%&杀虫蛋白含量。检测时各样品以 2 头为
一组（单头体内 !"#$%& 含量甚低，检测结果不稳
定），以液氮共同匀浆测定。

!"* 拟水狼蛛中肠酶粗提物对 %&’!()杀虫蛋白
降解作用的分析

于 678缓冲液（9: 4;’，’;$ <=>?@）体系下解剖
拟水狼蛛雌成蛛，取中肠，迅速用液氮冷冻。参照

A="BC+C等（$DD1），每头中肠加 $(’!@ -E7 抽提液
（$’’ <@ 678F，’;( G FHIIJ *’，’;0 G脱脂奶粉），冰
上匀浆，05下 $* ’’’ K G 离心 $( <LJ，收集上清液，
得中肠酶粗提物。然后，将纯 !"#$%& 杀虫蛋白用
-E7缓冲液稀释到 /’ JG?<@，再加等体积的中肠酶
粗提物，使其终浓度为 0’ JG?<@。对照直接用 -E7
缓冲液将纯 !"#$%&杀虫蛋白终浓度调至 0’ JG?<@。
而后，于 245避光条件下分别反应 *、0、/、$* 和 *0
M，并立即收集酶处理和对照样品，置于 3 4’5 保
存。每一反应时间各设重复 $’ 次。最后，统一以
7NOB"#$%&?$%B 蛋白试剂盒测定各样品中 !"#$%& 杀
虫蛋白含量，以分析中肠酶粗提物对该蛋白的降解

作用。

+ 结果与分析

+"! 不同生育期转基因水稻叶鞘内 %&’!() 杀虫
蛋白的含量

E@P8%结果表明，不同生育期 ,-.$和 ,-.*水
稻叶鞘内均含有 !"#$%&杀虫蛋白（图 $），而对照秀
水 $$水稻中没有。,-.$和 ,-.*水稻相同生育期
叶鞘内杀虫蛋白含量没有显著差异（! Q ’;’(）。方
差分析表明，!"#$%&杀虫蛋白的含量在 ,-.$（" R
(2;*(D，! S ’;’(）和 ,-.*（" R (/;$22，! S ’;’(）的
不同生育期间则存在显著差异，其中苗期、分蘖期和

图 $ ,-.$和 ,-.*不同生育期叶鞘内 !"#$%& 杀虫蛋白
占总可溶性蛋白的百分率
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孕穗期叶鞘内 !"#$%&杀虫蛋白的含量显著高于抽
穗期和黄熟期。

+"+ 褐飞虱体内 %&’!()杀虫蛋白的含量
在喂饲褐飞虱的同时（第 *、0、1、/ 和 $’ +），分

蘖期 ,-.$水稻中 !"#$%& 杀虫蛋白占叶鞘总可溶
性蛋白的比率变动在 ’;’2$X Y ’;’20X 之间；
,-.*叶鞘中杀虫蛋白的含量在 ’;’20X Y ’;’21X
之间。*个品系中 !"#$%& 杀虫蛋白含量都比较稳
定。褐飞虱体内 !"#$%&杀虫蛋白含量随其对 ,-.$
或 ,-.*取食时间的延长呈现有先升后降，并趋于
稳定。褐飞虱未取食 ,-.$ 或 ,-.* 水稻时，其体
内均未检测到 !"#$%&杀虫蛋白，而取食 * +后则均
能检测到该杀虫蛋白（表 $）。.WJBCJ’V多重比较表
明，该飞虱在 ,-.$水稻上取食后第 1 +，其体内的
!"#$%&杀虫蛋白含量显著低于第 *、/ 和 $’ +（! S
’;’(），而其他取食时间之间则无显著差异（ ! Q
’;’(）；在 ,-.* 水稻上取食后第 0 和 1 +，体内
!"#$%&杀虫蛋白含量显著较第 *、/和 $’ +低（! S
’;’(），其他取食时间之间则也无显著差异（ ! Q
’;’(）。
+"# 拟水狼蛛体内 %&’!()杀虫蛋白的含量
拟水狼蛛对以不同供试水稻为食的褐飞虱的累

计捕食量随捕食时间的延长而增加并渐趋稳定（图

*）。对以不同供试水稻植株为食的飞虱而言，它们
被该蜘蛛完全吞食及捕食致死的数量没有显著差异

（! Q ’;’(）。可见，7N水稻对该蜘蛛的捕食能力无
明显的影响。当该蜘蛛以取食 ,-.$和 ,-.*植株
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的飞虱为猎物时，其体内即可检测到 !"#$%&杀虫蛋
白，且其单头体内的蛋白含量显著高于单头飞虱体

内的含量（表 $），表明 !"#$%&杀虫蛋白可通过食物
链由水稻转移到飞虱体内，再由其转移到蜘蛛体内，

存在富集现象。就该蜘蛛体内 !"#$%&杀虫蛋白含
量的变化而言，存在有随捕食时间延长而先增后降，

再渐于稳定的趋势，即在捕食第 ’ ( 后不再有显著
增加的趋势（表 $）。

表 ! 取食 "#水稻不同时间后褐飞虱及其捕食者拟水狼蛛体
内 $%&!’(杀虫蛋白的含量

)*(+, ! $-.#,.# -/ $%&!’( 0.1,2#0203*+ 4%-#,0. 0.
! 5 "#$%&’ /,,30.6 -. "# %02, /-% 30//,%,.# #07,1

*.3 0#1 4%,3*#-%，( 5 ’#)*+,-.+/#’

供试 )*水
稻品系

)* "+,-
.+/-0 *-0*-(

取食时

间（(）
1--(+/2
*+3-

!"#$%&杀虫蛋白含量（/24头）
!5/*-/* 56 !"#$%& +/0-,*+,+(7. 8"5*-+/
（/2 4+/(+9+(:7.）

褐飞虱

! ; "#$%&’
拟水狼蛛

( ; ’#)*+,-.+/#’
<=>$ ? ? ,（7） ? ,（7）

@ ?A?B C ?A?$ &（&） ?ADB C ?A?D 7（7）
E ?A?F C ?A?$ 7&（&） ?A@? C ?A?D &（7）
G ?A?H C ?A?$ &（&） ?A$F C ?A?@ ,（7）
’ ?A$E C ?A?$ 7（&） ?AD? C ?A?H 7&（7）
$? ?A$E C ?A?D 7（&） ?A@E C ?A?D &,（7）

<=>@ ? ? ,（7） ? ,（7）
@ ?A$$ C ?A?$ 7（&） ?AD? C ?A?D &（7）
E ?A?H C ?A?$ &（&） ?AE’ C ?A$? 7（7）
G ?A?E C ?A?$ &（&） ?A$’ C ?A?D &（7）
’ ?A$? C ?A?$ 7（&） ?A@? C ?A?$ &（7）
$? ?A$$ C ?A?D 7（&） ?A@’ C ?A?H &（7）

注 I5*-0：同一 )*水稻品系数据后有相同字母的表示差异不显著（(
J ?A?H）（>:/,7/’0多重比较）。同一 )*水稻品系数据后括号内有相
同字母表示褐飞虱与拟水狼蛛间差异不显著（( J ?A?H）（ . 测验）。
KL- (7*7 65" *L- 073- )* "+,- .+/- 65..5M-( &# *L- 073- .-**-" +/(+,7*- /5
0+2/+6+,7/* (+66-"-/,-（( J ?A?H）&# >:/,7/’0 3:.*+8.- "7/2- *-0* ; KL- (7*7
65" *L- 073- )* "+,- .+/- 65..5M-( &# *L- 073- .-**-" +/ 87"-/*L-0+0 +/(+,7*- /5
0+2/+6+,7/* (+66-"-/,- &-*M--/ ! ; "#$%&’ 7/( ( ; ’#)*+,-.+/#’（( J ?A?H）&#
.N*-0* ;

89: 拟水狼蛛中肠酶粗提物对 $%&!’( 杀虫蛋白
的降解

拟水狼蛛中肠酶粗提物与 !"#$%&杀虫蛋白在
DBO下混合反应 @ L后，H?P以上的 !"#$%&杀虫蛋
白即被降解，但随着反应时间的延长，其降解作用并

未表现出显著增强趋势（ ( J ?A?H），对照组中
!"#$%&杀虫蛋白则基本未被降解（图 D）。

; 讨论

就生物量金字塔而言，生产者（)*水稻）体内的
!"#$%&杀虫蛋白可以通过被取食而转移到初级消

图 @ 拟水狼蛛对以 )*水稻及其对照水稻为食的褐飞虱
累积捕食量

1+2; @ %,,:3:.7*-( 735:/* 56 *L- &"5M/ 8.7/*L588-"（)QR），
! ; "#$%&’ 6-( 5/ )* "+,- 7/( +*0 :/*"7/065"3-( ,5/*"5.
（S+:0L:+ $$）"+,- 8"-(7*-( &# ( ; ’#)*+,-.+/#’

%：捕食致死的褐飞虱数量 )QR +/(+9+(:7.0 T+..-(；)：被吞食的

褐飞虱数量 )QR +/(+9+(:7.0 ,5/0:3-(；!：总捕食量 K5*7.

8"-(7*+5/ 735:/* ;

图 D 拟水狼蛛中肠酶粗提物在离体条件下对 !"#$%&
杀虫蛋白的降解作用

1+2; D >-2"7(7*+5/ 56 !"#$%& +/0-,*+,+(7. 8"5*-+/ +& 0+.,1
&# ,":(- 8"5*-70- -U*"7,* 6"53 ( ; ’#)*+,-.+/#’ 3+(2:*

耗者（褐飞虱）体内，再通过捕食作用而转移到次级

消耗者（拟水狼蛛）体内。在这个过程中，!"#$%&杀
虫蛋白可能会在初级和次级消耗者体内富集。测定
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表明，在转基因水稻 !"#$和 !"#%上取食 % &后，
平均每头褐飞虱体内分别含 ’(’) 和 ’($$ *+ 的
,-.$/0杀虫蛋白。但在这 %种水稻上连续取食 $’ &
时，,-.$/0杀虫蛋白含量并没有表现出随取食时间
延长而始终明显上升的趋势，有时反而下降。这可

能有 %个原因：第一，,-.$/0杀虫蛋白是水溶性的，
它可以通过排泄物排出体外，如褐飞虱即可通过蜜

露排出（12-*34 !" #$ 5，%’’%）；第二，可能与昆虫中肠
酶对这种蛋白的降解作用有关。正如 67-83&3 等
（$99:）报道，在抗 1;杀虫蛋白的烟芽夜蛾 %!$&’"(&)
*&+!),!-) 品系中，其中肠酶在离体条件下对 1; 杀虫
蛋白就表现有降解作用，可减少中肠内杀虫蛋白的

含量，进而降低杀虫蛋白的毒性。我们在分析拟水

狼蛛中肠酶粗提物对 ,-.$/0的降解作用时也证实
了这点。但褐飞虱中肠酶本身的降解作用如何尚未

分析，需进一步验证。本文结果表明，当拟水狼蛛以

取食 1;水稻的褐飞虱为猎物时，其体内可检测到
,-.$/0杀虫蛋白，且含量显著高于飞虱体内的含
量。可见，该蛋白在食物链中可通过生产者（1; 水
稻）转移至初级消耗者（褐飞虱），进而再转移至次级

消耗者（拟水狼蛛）体内，且在次级消耗者体内有明

显的富集现象。但是，该蛋白在拟水狼蛛中的富集

并不明显随着捕食时间的延长而加强，有时反而下

降（表 $）。究其原因，一方面可能与该蜘蛛中肠蛋
白酶对其表现有明显的降解作用（图 <）有关；另方
面与该杀虫蛋白可能也会通过狼蛛的排泄物排出有

关。我们曾通过洗脱饲养蜘蛛的器皿收集其排泄

物，并对其中杀虫蛋白进行 =>?@/检测，在排泄物中
确能测出少量 ,-.$/0杀虫蛋白，但难以定量（故未
列出数据）。如何定量有待进一步摸索，以更客观地

证实后一原因。

虽然，1;水稻中 ,-.$/0杀虫蛋白可以通过食物
链转移至褐飞虱及其捕食者拟水狼蛛体内，但并没

有对褐飞虱的存活、行为等生物学指标（12-*34 !"
#$ 5，%’’%；,A2* !" #$ 5，%’’<），以及拟水狼蛛的捕食
能力（图 %）和田间种群动态（刘志诚等，%’’%）产生
明显的负面影响。这与 1;杀虫蛋白本身的杀虫机
理紧密相关。不同 1;杀虫蛋白是通过与其靶标昆
虫中肠上的特异性受体结合后才表现杀虫活性的，

若没有对应的受体就不能表现活性，如 ,-.$/0杀虫
蛋白仅能与鳞翅目幼虫中肠上的受体表现特异性的

结合，从而对这类害虫表现杀虫作用（@8A*2BC !"
#$ 5，$99D）。由于在褐飞虱和拟水狼蛛中肠上都不
存在结合 ,-.$/0杀虫蛋白的受体，故该蛋白即使存

在于它们的中肠内，也不可能表现杀虫活性。具体

可通过同位素或荧光标记 ,-.$/0杀虫蛋白，分析褐
飞虱和拟水狼蛛中肠细胞膜提取物与标记 ,-.$/0
杀虫蛋白的结合动态作进一步的验证。迄今，虽有

一批转 ,+.$/0 或 ,+.$/, 基因水稻品系被成功转化，
且在室内或是田间条件下对水稻螟虫表现出较高的

抗性水平（EF+A !" #$ 5，%’’G），但均因其可能存在的
非预期生态风险问题，而阻碍了其商业化的脚步。

H34I等（$99G）等也报道 1;杀虫蛋白在土壤中可以
存活 % J $%’ &。同样，它也可以在收割后的植物组
织中存活（@FIK 3*& E74&2*，$99:）。这就说明 1;杀
虫蛋白在转基因植物收割后，仍然可以在自然条件

下保持其杀虫活性。从而使得杀虫蛋白由作物转移

到昆虫，再由昆虫到其他动物或人类成为可能，更是

增加了种植 1; 作物的生态风险性。不过，根据 1;
杀虫蛋白本身的作用机理，即使这些蛋白能通过食

物链转移与富集，但要在其非靶标生物中表现生物

活性的可能性还是很小的。本文结果表明，,-.$/0
虽能累积于拟水狼蛛体内，但并未影响到它的捕食

能力，可在一定程度上说明这点。以往有关 1;水稻
对非靶标生物影响评价显示其负作用不明显（刘志

诚等，%’’%；12-*34 !" #$ 5，%’’%；刘志诚等，%’’<；
,A2* !" #$ 5，%’’<）也可以佐证这点。当然，目前的
研究是在较短时间内得出的，长期作用如何，尚有待

进一步跟踪评价。
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