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　　摘要：从Ｂｔ毒素杀虫机理、受体类型、昆虫对Ｂｔ毒素抗性机理及遗传特性等方面进行了综述，总结了近年来关于
昆虫对Ｂｔ毒素抗性的研究进展情况，并对其研究前景进行了展望。
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　　苏云金芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，简称 Ｂｔ）是一种
能产生伴孢晶体和芽孢的革兰氏阳性细菌，具有多个株系。

由它产生的伴胞晶体对鳞翅目、双翅目和鞘翅目昆虫的幼虫

具有特异的杀灭活性，所以这种伴胞晶体通常被称为Ｂｔ毒素
或Ｂｔ毒蛋白，编码该蛋白的基因则被称为 Ｂｔ基因［１］。但 Ｂｔ
毒素并不是对所有的生物都具有毒性，它仅对昆虫、线虫及其

他特定的物种表现出特异的毒性，尤其对鳞翅目、双翅目、鞘

翅目等昆虫表现出极高的特异性［２］；且不同株系的Ｂｔ菌系产
生的毒蛋白也具有不同的特异性［３］。

１　Ｂｔ毒素杀虫机理

根据孢子形成方式的不同，Ｂｔ所产生的杀虫晶体内含物
是由多种杀虫蛋白组成的，这些蛋白被称为 Ｃｒｙ毒素或 Ｃｙｔ
毒素。根据它们的氨基酸序列和基因序列将这些毒素分为

６７类，即Ｃｒｙ１～Ｃｒｙ６７，它们对特定范围内的昆虫表现出高度
特异的杀灭活性，所以作为可喷射杀虫剂的Ｂｔ产物具有一定
的局限性，将Ｃｒｙ毒素引用到转基因植物中可为农业上的害
虫防治提供一种更加高效特异的方法［４］。Ｂｔ所产生的蛋白
主要包含 ２类杀虫活性成分，即杀虫晶体蛋白（ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ
ｃｒｙｓｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＣＰ）和营养期杀虫蛋白（ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＩＰ）［５］，后者不形成蛋白晶体，且两者在进化上无同
源性。其中，ＩＣＰ由于具有对目标昆虫特异的杀灭活性且对
人及其他动物无害等特点，因此目前已被广泛用于农业害虫

的控制，约占总体杀虫刹市场的２％。ＩＣＰ的毒性并非来自本
身，但当它被特定的昆虫取食以后，在昆虫中肠的碱性环境中

逐步降解为有杀虫作用的活性肽，该活性肽与目标昆虫中肠

刷状缘细胞膜泡（ｂｒｕｓｈｂｏｒｄｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｖｅｓｉｃｌｅ，ＢＢＭＶ）上的
特异性受体相结合，引起细胞膜上孔洞的形成，致使细胞渗透

平衡被破坏而发生渗透裂解［６］。同时，离子浓度梯度的改变

也严重影响了中肠细胞内环境的稳定，从而阻碍昆虫对养分

的吸收，最终导致昆虫停止取食而死亡。

２　Ｂｔ毒素受体种类及作用

某一种杀虫剂可用于防治的各类害虫及使用范围称为杀

虫谱。作为杀虫剂的Ｂｔ毒素也有其特定杀虫谱。毒素的杀
虫谱在很大程度上是由昆虫中肠 ＢＢＭＶ上的特异性受体决
定的，毒素必须与受体结合才具备杀虫活性，因此昆虫体内特

异性受体的种类是决定毒素杀虫特性的关键因子之一［７］。

有研究证明，在目标昆虫体内主要有氨肽酶Ｎ（ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓ
ｅＮ，ＡＰＮ）、类钙黏蛋白（ｃａｄｈｅｒｉｎ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ）、碱性磷酸酯酶
（ＧＰＩ－ａｎｃｈｏｒｅｄａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）以及某种糖脂类（ｇｌｙｃｏ
ｌｉｐｉｄｓ）物质等４种Ｂｔ毒素受体［８］。其中，ＡＰＮ和类钙黏蛋白
是昆虫体内与 Ｂｔ密切相关的受体，所以对其研究也较为深
入。ＡＰＮ是一种常见的蛋白酶，在动植物中分布广泛。ＡＰＮ
上具有与Ｃｒｙ毒素特异结合的位点，目前已经确认某些鳞翅
目昆虫中肠 ＢＢＭＶ上的 ＡＰＮ是 Ｂｔ毒素的主要结合对象。
Ｃｒｙ毒素与ＡＰＮ受体的特异性结合是决定Ｃｒｙ毒素杀虫活性
的关键因素之一［９］。在家蚕（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ）体内，ＢｍＡＰＮ１上
与Ｂｔ毒素结合的区域位于异亮氨酸（Ｉｌｅ）１３５至脯氨酸（Ｐｒｏ）
１９８之间，该序列包含６３个氨基酸残基［１０］。虽然所有的鳞翅

目昆虫的中肠ＢＢＭＶ上都有丰富的 ＡＰＮｓ，但由 ＡＰＮ所介导
的Ｃｒｙ１Ａ家族毒素的毒力大小在不同昆虫之前存在差异。

类钙黏蛋白是依赖钙离子的跨膜糖蛋白家族中的一员，

在细胞增殖、分化以及细胞间的连接等生物过程中发挥重要

作用。在昆虫中肠内，类钙黏蛋白与 Ｃｒｙ毒素具有高度的亲
和力，两者紧密结合会使中肠上皮细胞的结构和功能瓦解，最

终导致昆虫死亡［１１］。纯化得到烟草天蛾中肠 ＢＢＭＶ上
Ｃｒｙ１Ａｂ毒素的受体Ｂｔ－Ｒ１，已被证明为一种类钙黏蛋白，能
与Ｃｒｙ１Ａｂ毒素高度特异性结合［１２］。且Ｂｔ－Ｒ１与Ｃｒｙ１Ａａ及
Ｃｒｙ１Ａｃ的结合特征与 Ｃｒｙ１Ａｂ相似，说明 Ｂｔ－Ｒ１可能对
Ｃｒｙ１Ａ毒素家族具有高度亲和力。

３　昆虫对Ｂｔ毒素抗性形成机理

Ｂｔ杀虫晶体蛋白制剂及 Ｂｔ转基因作物已被广泛用于农
业害虫的防治，一方面减少了化学杀虫剂的使用及其所产生

的环境问题，另一方面也导致目标昆虫对其产生越来越强的

抗性。据调查，已有多种昆虫群体在自然环境下对 Ｂｔ蛋白制
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剂及Ｂｔ转基因作物产生了抗性；也可在实验室和温室中通过
人工选择获得多种昆虫的抗性虫系［１３］。这些抗性虫系对 Ｂｔ
毒素的抗性具有水平高、遗传稳定性好等特点，有的能够在

Ｂｔ作物上完成整个生活史，说明抗性风险广泛存在于自然环
境与人工环境中。

根据 Ｂｔ毒素的杀虫机制，可推测昆虫对 Ｂｔ毒素产生抗
性的机理主要有Ｂｔ原毒素的溶解性及其水解能力、毒素与昆
虫中肠细胞膜上受体结合情况的变化、细胞膜上孔洞的形成

与疏通及中肠上皮细胞的自我修复功能等［１４］。其中，毒素与

昆虫中肠细胞膜上受体结合情况的变化是目前普遍认可的昆

虫对Ｂｔ毒素产生抗性的最主要机理。受体结合情况的变化
主要包括结合能力的变化和特异性位点数目的改变。经研究

发现，烟芽夜蛾抗性虫系 ＹＨＤ对 Ｃｒｙ１Ａａ、Ｃｒｙ１Ａｂ和 Ｃｒｙ１Ａｃ
产生抗性主要是由于这３种毒素在细胞膜上共同的结合受体
发生改变，且这种抗性表现为隐性遗传方式。有研究表明，

Ｃｒｙ１Ａｃ对中肠上皮细胞的作用取决于细胞膜上是否具有
ＡＰＮ，在成功构建了烟芽夜蛾的 ｃＤＮＡ文库基础上，从 ＹＨＤ
烟芽夜蛾中克隆了含有 ＡＰＮ与 Ｂｔ毒素特异结合的蛋白，称
为Ｂｔ结合蛋白［１５］。

进一步研究发现，烟芽夜蛾ＹＨＤ２品系对Ｃｒｙ１Ａｃ产生高
水平抗性的主要原因是类钙黏蛋白发生了突变，编码区发生

了反向转座子插入，导致该蛋白完全失活，使 Ｂｔ毒素不能结
合到中肠膜上［１６］。因此，类钙黏蛋白改变也是昆虫对 Ｂｔ产
生抗性的主要原因之一。类钙黏蛋白和 ＡＰＮ都是棉铃虫的
Ｃｒｙ１Ａｃ受体，它们的突变分别产生抗性虫系 ＧＹＢＴ和Ｂｔ－Ｒ。
在Ｂｔ毒素杀灭害虫过程中，类钙黏蛋白为毒素的第一受体，
ＡＰＮ为其第二受体，它们分别在不同的过程中发挥作用，这２
类受体的改变必然导致昆虫对Ｂｔ毒素产生一定的抗性。

４　抗性形成的分子机制和遗传特性研究

昆虫对Ｂｔ毒素的抗性与晶体毒素的致毒机理密切相关，
Ｂｔ毒素在杀虫过程中的任何一个步骤发生改变，都可能会导
致昆虫产生抗性，因此体现出抗性机制的多样性。不同抗性

机制所引起的抗性表现出各种遗传特性，如抗性水平的差异、

不同的抗谱、显隐性和交叉抗性等。因此，有必要对抗性机制

和遗传特性进行更加深入的研究。

Ｂｔ抗性的遗传方式随虫种和杀虫晶体蛋白类型不同而
不同，但多为隐性遗传，只受少数基因位点控制［１７］。烟芽夜

蛾ＹＨＤ２虫系是在室内经过人工筛选得到的，对 ＣｒｙｌＡｃ具有
１万倍以上的抗性，且表现为隐性遗传。经过回交连锁分析，
将该虫系的抗性主效基因定位在第９连锁群上２个分子标记
之间，命名为ＢＴＲ－４，是第１个被鉴定的Ｂｔ抗性基因。克隆
发现的 ＢＴＲ－４是一个已发生突变的钙黏蛋白基因，在第５
个钙黏蛋白的编码序列中插入了１个反转座子，导致该钙黏
蛋白的编码提前终止，失去了与 Ｃｒｙ１Ａｃ结合的能力，从而使
烟芽夜蛾对Ｃｒｙ１Ａｃ毒素产生高度抗性［１８］。随后，人们又从

Ｂｔ转基因棉中筛选获得了７个Ｃｒｙ１Ａｃ抗性虫系，有研究表明
它们的抗性都是由钙黏蛋白基因的突变造成的［１９］。

利用ｃＤＮＡ－ＡＦＬＰ方法分析了室内筛选的棉铃虫抗、感
２种品系基因间的差异，发现抗性虫系体内的 ＡＰＮ缺失了可
与ＣｒｙｌＡｃ结合的片段，导致毒素不能与受体结合而使昆虫对

其产生抗性，说明棉铃虫抗性品系中ＡＰＮ基因的缺失突变与
ＣｒｙｌＡｃ的抗性相关［２０］。最近鉴定出１个烟芽夜蛾抗性品系
的抗性等位基因，该基因由 １个编码 ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ，
ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ）转运蛋白分子的基因突变而来。这一
基因的突变影响了 Ｃｒｙ１Ａ毒素与烟芽夜蛾中肠 ＢＢＭＶ的结
合，说明ＡＢＣ转运蛋白分子可能作为一个新的Ｃｒｙ１Ａ毒素受
体，与低聚物和细胞膜的结合有关［２１］。

以家蚕为研究对象，通过图位克隆鉴定出１５号染色体上
一个候选基因ＢＧＩＢＭＧＡ００７７９２－９３，该基因以隐性方式控制
家蚕对Ｃｒｙ１Ａｂ的抗性。与上述烟芽夜蛾相似，该基因也编码
一个ＡＢＣ转运蛋白分子，且在家蚕中肠中表达［２２］。

５　昆虫对Ｂｔ毒素抗性研究前景

由于多种昆虫对毒素产生抗性的机理基本相似，在不同

Ｂｔ毒素间容易产生交互抗性，且Ｂｔ品系和杀虫毒素间的交互
抗性型也会随不同的抗性昆虫而有所不同［２３］。虽然已对抗

性的发生鉴定出多种潜在机理，但昆虫对Ｂｔ抗性的机理并无
定论，分子生物学技术的发展有助于进一步研究不同昆虫对

不同Ｂｔ毒素产生抗性的机制，从而进一步筛选、利用最高效
的Ｂｔ毒素，发展多样化的Ｂｔ制剂及转Ｂｔ基因作物。

随着对Ｂｔ毒素受体等研究的深入，逐渐明确昆虫对 Ｂｔ
制剂或转Ｂｔ植物产生抗性的机制，以更好地持续利用 Ｂｔ毒
素这一珍贵的生物杀虫剂资源［２４］。同时，陆续发现新的 Ｂｔ
毒素受体，这些新的受体基因的功能及其产生的突变与Ｂｔ抗
性的关系成为未来昆虫对Ｂｔ毒素抗性机制研究的重点之一。
这些研究为农林害虫的抗性监测和提出预防性的抗性治理策

略提供了科学依据，这对我国 Ｂｔ毒素制剂及转 Ｂｔ植物的可
持续应用具有重要意义。
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嫁接不同柠檬接穗对植株生长的影响
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　　摘要：选择柠檬健康、缺锌、缺氮、感染碎叶病、感染黄龙病、综合征感病枝条的接穗，以枳作砧木进行嫁接，对不同
接穗的柠檬植株生长与形态进行调查。结果表明，不同接穗对柠檬成活率、生长有显著的影响；健康接穗，植株综合表

现效果最好，发芽率高，分枝数多，生长速度较快；感染碎叶病的接穗植株综合表现显著低于其他处理，效果最差。因

此，在柠檬种苗繁育过程中选择健康植株接穗进行嫁接繁育，是提高柠檬种苗成活率、良种健康苗木繁育的前提保障。
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　　柠檬（Ｃｉｔｒｕｓｌｉｍｏｎ）属芸香科柑橘属枸橼类常绿果树［１］，

在世界四大类柑橘（甜橙、宽皮柑橘、柠檬、柚类）中，柠檬栽

培面积居第３位，占柑橘栽培总面积的１１％。柠檬全身都是
宝，用途广泛，是鲜食、加工兼用的高档水果，具有降血脂、降

血糖、止咳、清热、开胃等功效，同时，柠檬的深加工产品也广

泛应用在食品、饮料、化工、美容、保健、医疗和环卫等行

业［２－４］。柠檬主要分布在热带和亚带热地区，目前世界上已

有６０多个国家生产柠檬，其中主产国有印度、墨西哥、阿根
廷、巴西、中国、美国等［５－６］。在中国，柠檬主要分布在四川、

云南、重庆、广东、广西、福建、海南、台湾等地。近几年，云南

省德宏州柠檬栽培发展规模较大，品种以尤力克和费米耐劳

柠檬为主，产业的发展需要大量的健康种苗。健康无毒优质

种苗已成为制约产业发展的重要因素，而优质苗木的繁育工

作一直都是果树产业关注的焦点［７］。长期以来，产区生产柠

檬种苗，在脱毒种苗不能完全保障时，部分产区繁育种苗的接

穗选择直接源大田果园，导致不能确保选择到完全健康的接

穗，而且若选择了感病、缺素的枝条进行嫁接，对种苗繁育将

产生很大的影响。柠檬的嫁接技术有一定的突破［８－９］，但在

嫁接接穗的选择方面未见相关研究报道。柠檬病害种类很

多，有黄龙病、碎叶病、流胶病、裂皮病、疮痂病等［１０］，此外还

有一些非传染性病害如缺素等。本研究选择不同柠檬接穗嫁

接进行比较，旨在为柠檬良种繁育提供指导。

—１５１—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第７期


