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转Cry基因抗虫水稻和Cry蛋白对褐飞虱的
杀虫活性

王渭霞*　赖凤香　何佳春　魏 琪　万品俊　傅 强

（中国水稻研究所，农业农村部植物生态环境安全检验测试中心（杭州），杭州 311401）

摘要： 为明确转Cry基因水稻与褐飞虱Nilaparvata lugens抗性之间的关系，通过饲喂添加Cry蛋白

的人工饲料筛选出对褐飞虱有杀虫活性的蛋白，并测定该蛋白对褐飞虱的毒力；利用含相应杀虫蛋

白的转基因水稻饲喂褐飞虱验证其杀虫活性；利用酶联免疫吸附试验测定不同转Cry基因水稻茎

秆中杀虫蛋白浓度和添加不同杀虫蛋白的饲料中杀虫蛋白浓度以及取食上述茎秆和饲料后褐飞虱

体内杀虫蛋白的浓度。结果显示：取食含Cry2A、Cry1Ah、Cry1F和Cry1Ba蛋白的人工饲料显著降低

了褐飞虱的存活率。Cry1Ah、Cry1F和Cry1Ba蛋白对褐飞虱的LC50分别为95.41、13.89和559.7 mg/L。

取食转基因水稻 KF6（含 Cry1Ac 和 CpTi 基因）、TT51-1（含 Cry1Ac/Cry1Ab 融合基因）和 ZLSAH10

（含Cry1Ah基因）对褐飞虱存活率无显著影响，但取食转基因水稻TT51-1的褐飞虱雌成虫体重较

对照显著下降。取食含100 mg/L Cry蛋白的人工饲料1 d后，褐飞虱体内就能检测到Cry蛋白，且

体内积累量随取食浓度和取食时间的增加而增加。转基因水稻TT51-1和ZLSAH10茎秆中Cry蛋

白浓度在3个生育期无显著差异，而转基因水稻KF6茎秆中Cry浓度在3个生育期差异显著。取食

不同生育期的转Cry基因水稻15 d后，褐飞虱体内均能检测到Cry蛋白，约为转Cry基因水稻茎秆

中的0.1%，但褐飞虱体内Cry蛋白浓度的变化趋势与各生育期转Cry基因水稻内Cry蛋白浓度的变

化趋势并不一致。
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Abstract: To clarify the relationship between transgenic Cry rice and resistance to the brown planthop‐

per Nilaparvata lugens, proteins with insecticidal activity against N. lugens were screened using an arti‐

ficial diet supplemented with proteins, and their toxicity was determined. Transgenic rice containing the 

corresponding insecticidal proteins was then used to feed N. lugens to verify its insecticidal activity. 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was employed to measure the concentrations of Cry pro‐

teins in stems of transgenic rice, in diets supplemented with different Cry proteins, and in N. lugens 

after feeding on these stems and diets. The results showed that feeding on artificial diets containing 

Cry2A, Cry1Ah, Cry1F, and Cry1Ba significantly reduced the survival rate of N. lugens. The LC50 

values of Cry1Ah, Cry1F, and Cry1Ba against N. lugens were 95.41, 13.89, and 559.7 mg/L, respec‐
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tively. Feeding on transgenic rice KF6 (containing Cry1Ac and CpTi genes), TT51-1 (containing 

Cry1Ac/Cry1Ab genes), and ZLSAH10 (containing Cry1Ah gene) had no significant effect on survival 

rate, but the body weight of female adults fed on TT51-1 was significantly reduced compared to the con‐

trol. Cry proteins were be detectable in N. lugens after one day of feeding on an artificial diet containing 

100 mg/L Cry protein, and their accumulation increased with increasing feeding concentration and dura‐

tion. The Cry protein concentrations in stems of transgenic rice TT51-1 and ZLSAH10 did not differ sig‐

nificantly among the three growth stages, while those in KF6 differed significantly among stages. After 

feeding on transgenic Cry rice at different growth periods for 15 d, Cry proteins were detectable in 

N. lugens, accounting for approximately 0.1% of those in rice stems, but the variation trend of Cry pro‐

tein concentration in N. lugens was not consistent with that in rice stems.

Key words: transgenic rice; Cry protein; brown planthopper; artificial diet; toxicity

褐飞虱Nilaparvata lugens属半翅目飞虱科褐飞

虱属Nilaparvata，是一种单食性刺吸式口器害虫，通

过刺吸水稻韧皮部汁液为害水稻并传播病毒病（金

高晨和李冉，2025）。褐飞虱繁殖力强、致害性强、及

远距离迁飞能力强，是目前水稻生产中的主要害虫

之一。筛选杀虫蛋白并转育抗虫转基因水稻是控制

该害虫的有效策略之一。杀虫晶体（crystal，Cry）蛋

白来源于苏云金芽胞杆菌Bacillus thuringiensis（Bt）

蛋白家族，是植物基因工程及转基因育种中应用最

广、潜力最大的抗虫基因。因此，分析不同Cry蛋白

对褐飞虱的杀虫活性、厘清转Cry基因水稻体内Cry

蛋白浓度以及取食不同转Cry基因水稻后褐飞虱体

内Cry蛋白浓度对于抗褐飞虱转基因水稻的培育具

有重要意义。

Bt蛋白是一种原毒素，其本身无毒。原毒素在

碱性环境下可被昆虫体内的蛋白酶水解而激活，激

活的Bt蛋白可特异性与肠道上的受体结合，导致肠

道穿孔（张龙等，2022）。典型的Bt蛋白能特异性杀

灭鳞翅目、双翅目、鞘翅目和膜翅目等害虫，而对半

翅目刺吸式口器害虫的杀虫活性较低（孙晓妮等，

2023）。 目 前 用 于 水 稻 的 Cry 基 因 有 Cry1Aa、

Cry1Ac、Cry1B（Breitler et al.，2004）、Cry2A和Cry9C

（Riaz et al.，2006；Chen et al.，2008）、Cry1C（Ye et 

al.，2009）和Cry1Ca1（Zaidi et al.，2009）等。我国已

有一系列 Bt 水稻相继问世，其中转入 Cry1Ac/

Cry1Ab融合基因的TT51-1水稻及其衍生的杂交种

籼优 63 已先后两次拿到中国生物安全证书（Li et 

al.，2016）。这些转基因抗虫水稻的作用靶标均为鳞

翅目害虫二化螟 Chilo suppressalis、稻纵卷叶螟

Cnaphalocrocis medinalis等。在室内和田间条件下

这些转基因抗虫水稻对褐飞虱的存活、发育、产卵和

种群数量等无显著影响（崔旭红等，2002；Chen et 

al.，2012；董亚强等，2016），但转Cry1Ab基因的籼稻

对褐飞虱的取食和产卵有影响（陈茂等，2003）。 

2018年以来，国内外研究人员通过饲喂添加蛋白的

人工饲料陆续发现多个对飞虱、蚜虫等半翅目害虫

有较高杀虫活性的新型 Cry 杀虫蛋白（Liu et al.，

2018；Wang et al.，2018；Cao et al.，2020）。例如，

Cry1Ab 原毒素对褐飞虱 3 龄若虫的半致死浓度

LC50高达 190.23 μg/mL，Cry1Ac原蛋白和胰蛋白酶

激活的 Cry1Ac 蛋白对褐飞虱 2 龄若虫的 LC50分别

为 198.92 μg/mL 和 450.18 μg/mL（Shao et al.，2013；

2018）；Cry30Fa1 和 Cry78Aa 蛋白对褐飞虱的 LC50

分别为 96.58 μg/mL 和 15.78 µg/mL（王海鹏等，

2016；Wang et al.，2018），并获得了对褐飞虱高抗的

转Cry30Fa1基因水稻株系（Cao et al.，2020）。但转

Cry基因水稻中Cry蛋白浓度、取食这些水稻后褐飞

虱体内Cry蛋白浓度以及转Cry基因水稻中Cry蛋

白浓度与褐飞虱抗性之间的关系均不清楚。

为明确转Cry基因水稻与褐飞虱抗性之间的关

系，本研究通过用添加Cry蛋白的人工饲料饲喂褐

飞虱来筛选出对褐飞虱有杀虫活性的蛋白，并测定

该蛋白对褐飞虱的毒力；在此基础上利用含相应杀

虫蛋白的转基因水稻饲养褐飞虱，验证其杀虫活性；

利用酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosor‐

bent assay，ELISA）测定含不同杀虫蛋白的转基因水

稻茎秆中和添加不同杀虫蛋白饲料中的杀虫蛋白浓

度以及取食上述水稻茎秆和饲料后褐飞虱体内杀虫

蛋白的浓度，以期为抗褐飞虱转基因水稻材料的选

育和开发提供科学依据。

1 材料与方法

1.1   材料

供试虫源、饲料和植物：褐飞虱种群为本实验室
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在感虫水稻品种台中本地 1 号（Taichung native 1，

TN1）上长期饲养的种群，取2~4龄若虫供试。褐飞

虱人工饲料为本实验室研发的 D97 全纯人工饲料

（Fu et al.，2001）。转基因水稻为转化体TT51-1（含

Cry1Ac/Cry1Ab 融合基因）、转化体 KF6（含 CpTi 和

Cry1Ac 基因）以及转化体 ZLSAH10（含 Cry1Ah 基

因），转化体TT51-1由华中农业大学提供，其他两种

由福建农业科学研究院提供。

试剂和药剂：胰蛋白酶抑制剂，北京酷来博科技

有限公司；Cry1Ac、Cry1Ah、Cry2A、Cry1C、Cry1F和

Cry1Ba杀虫蛋白及Cry1Ab/Ac和Cry1Ah酶联免疫

定量检测试剂盒，上海佑隆生物科技有限公司；其他

试剂均为国产分析纯。10%三氟苯嘧啶（triflumezo‐

pyrim）悬浮剂，上海悦联生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1    Cry蛋白活性检测中褐飞虱龄期的确定

2025年4月在中国水稻研究所农业农村部植物

生态环境安全检验测试中心（杭州）进行试验，采用

人工饲料法饲喂褐飞虱。用吸虫管吸取褐飞虱2、3

和4龄若虫各20头，分别置于直径2.5 cm、长15.0 cm

的双通玻璃管中，一端用孔径0.25 mm纱布封口，另

一端用充分拉伸的两层蜡质封口膜包裹，两层膜中

间滴 50~70 µL D97 人工饲料。将双通管置于铺有

一层塑料和潮湿的黑色棉布上，饲料端朝外，用塑料

布和黑色棉布包裹。趋光性诱使试虫至饲料端，并

用口针穿过内层膜取食两层膜之间的人工饲料。每

个龄期设5个重复，每个重复20头试虫。试虫于温

度（28±2） ℃、相对湿度（75±5）%条件下饲养；每天

更换饲料，用手轻拍双通管使试虫集中于纱布端，撕

去封口膜，并用餐巾纸擦拭双通管内侧褐飞虱的蜜

露；用毛笔将死虫和旧皮挑出，更换新饲料。每日观

察并记录活虫数和羽化成虫数，并对羽化24 h内雌

成虫称重，连续观察7 d。选择存活率高的龄期若虫

进行Cry蛋白活性检测试验。

1.2.2    Cry蛋白活性检测中阳性对照及浓度的确定

2025年4月在中国水稻研究所农业农村部植物

生态环境安全检验测试中心（杭州）进行试验，采用

人工饲料法分别测定不同浓度阳性对照（胰蛋白酶

抑制剂和 10%三氟苯嘧啶悬浮剂）对褐飞虱 4龄若

虫的影响。取胰蛋白酶抑制剂，用水配制成浓度为

10 000 mg/L的母液，用人工饲料将母液按两倍梯度

稀释，得到含5 000、2 500、1 250和625 mg/L胰蛋白

酶抑制剂的人工饲料；按照1.2.1方法用含不同浓度

胰蛋白酶抑制剂的人工饲料饲喂褐飞虱 4龄若虫，

以饲喂正常人工饲料为对照。每个处理 5个重复，

每个重复 20头试虫，每天观察和记录活虫数，计算

死亡率和校正死亡率，连续观察 5 d。校正死亡率=

（处理组死亡率-对照死亡率）/（1-对照死亡率）×

100%。利用GraphPad Prism软件，以浓度对数值为

自变量、以相应校正死亡率的概率值为因变量进行

非线性回归拟合，根据回归方程计算胰蛋白酶抑制

剂对褐飞虱的半致死浓度LC50。

取10%三氟苯嘧啶原液，用水稀释10 000倍得

到浓度为 10 mg/L的母液；将母液按 10倍稀释加入

到人工饲料中，得到含1 mg/L三氟苯嘧啶的人工饲

料；用人工饲料按1 000倍梯度稀释，分别获得含1×

10-3、1×10-6、1×10-9、1×10-12 mg/L三氟苯嘧啶的人工

饲料，其他步骤同上。根据LC50选择阳性对照。

1.2.3    Cry杀虫蛋白的筛选及其对褐飞虱的毒力

Cry杀虫蛋白的筛选：2025年4月在中国水稻研

究所农业农村部植物生态环境安全检验测试中心

（杭州）测定不同 Cry 蛋白对褐飞虱的活性。根据

《转基因植物环境安全评价第一部分：抗虫植物对非

靶标生物影响的技术评价导则》（农业农村部公告第

423 号-18-2021），本研究按转基因水稻中 Cry 蛋白

浓度最大值的 10 倍添加。根据 1.2.1 和 1.2.2结果，

以褐飞虱4龄若虫为试虫，以1.0×10-6 mg/L三氟苯嘧

啶为阳性对照，将 Cry1Ac、Cry1Ah、Cry2A、Cry1C、

Cry1F和Cry1Ba这6种杀虫蛋白分别添加到人工饲

料中，初始浓度为 100 mg/L，以不添加杀虫蛋白的

人工饲料为阴性对照。饲喂方法、饲养条件和饲料

更换同 1.2.1，每个处理 5个重复，每个重复 20头试

虫。每日观察和记录活虫数，计算存活率，连续观察

5 d。选择对试虫存活率无显著影响的Cry蛋白继续

饲喂至第7天，称量初羽化雌成虫的体重。

Cry 杀虫蛋白对褐飞虱的毒力测定：根据上述

结果，选择对试虫存活率有显著影响的 Cry1F、

Cry1Ah 和 Cry1Ba 三种杀虫蛋白进行毒力试验。

Cry1F、Cry1Ah和Cry1Ba初始浓度分别设置为200、

500和 1 000 mg/L，用人工饲料按照两倍梯度稀释，

每种蛋白分别获得5个浓度。按照1.2.1方法用含不

同浓度Cry蛋白的人工饲料饲喂褐飞虱4龄若虫，以

不添加杀虫蛋白的人工饲料为对照。饲喂方法、饲

养条件和饲料更换同1.2.1，每个处理5个重复，每个

重复20头试虫。每天观察和记录活虫数，计算死亡

率和校正死亡率，连续观察 5 d。按照 1.2.2方法计

算不同Cry蛋白对褐飞虱的LC50。
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1.2.4    取食转Cry基因水稻对褐飞虱影响的测定

2025年4月在中国水稻研究所农业农村部植物

生态环境安全检验测试中心（杭州）测定转不同Cry

基因水稻对褐飞虱存活率和成虫体重的影响。将转

化体TT51-1（含Cry1Ac/Cry1Ab融合基因）、转化体

KF6（含CpTi和Cry1Ac基因）以及转化体ZLSAH10

（含Cry1Ah基因）水稻种子分别播种到直径 20 cm、

高5 cm的花盆中，每盆5粒种子，30 d后每盆保留健

壮的水稻苗3株，待苗龄30 d时每株接入10头褐飞

虱2龄若虫，每盆共接入30头试虫（1个重复），每种

水稻重复 3次；以取食感虫对照TN1水稻的试虫为

对照。接虫15 d后统计活虫数，计算存活率，收集雌

雄成虫并称重。

1.2.5    饲料中Cry蛋白浓度的检测

2025年6月在中国水稻研究所农业农村部植物

生态环境安全检验测试中心（杭州）测定分别含

Cry1Ac蛋白和Cry1Ah蛋白的人工饲料在饲喂条件

下浓度的稳定性。分别将Cry1Ac蛋白和Cry1Ah蛋

白添加至人工饲料中，初始浓度为 100 mg/L。于温

度（28±2） ℃、相对湿度（75±5）%条件下分别放置

1 d和2 d后取样，每个处理每次取100 µL样品（1个

重复），稀释 20 000 倍后分别采用 Cry1Ab/Ac 和

Cry1Ah酶联免疫定量检测试剂盒检测Cry1Ac蛋白

和Cry1Ah蛋白的浓度。每个处理3个重复，每个样

品重复测3次。

1.2.6    取食含Cry蛋白饲料后褐飞虱体内Cry浓度测定

2025年6月在中国水稻研究所农业农村部植物

生态环境安全检验测试中心（杭州）测定取食含不同

浓度Cry1Ac蛋白和Cry1Ah蛋白的人工饲料后褐飞

虱4龄若虫体内Cry蛋白浓度。将两种蛋白分别加

入到人工饲料中，浓度均设置为 100 mg/L 和

500 mg/L。按照1.2.1方法用含不同Cry蛋白的人工

饲料饲喂褐飞虱 4龄若虫，以不添加杀虫蛋白的人

工饲料饲喂的褐飞虱 4龄若虫为对照。饲喂方法、

饲养条件和饲料更换同1.2.1，每个处理3个重复，每

个重复 20头试虫。分别于取食 1 d和 2 d后收集褐

飞虱，于液氮中研磨成粉末。每个处理称取 2.0 mg

样品，在冰上加入 400 µL样本提取液研磨成匀浆，

8 000 r/min离心5 min，取上清液转移至新的离心管

内，分别采用Cry1Ab/Ac和Cry1Ah酶联免疫定量检

测试剂盒检测Cry1Ac蛋白和Cry1Ah蛋白的浓度。

每个样品重复测3次。

1.2.7    转Cry基因水稻中Cry蛋白浓度的检测

2025年6月在中国水稻研究所农业农村部植物

生态环境安全检验测试中心（杭州）测定转Cry基因

水稻中Cry蛋白浓度。将转化体TT51-1（含Cry1Ac/

Cry1Ab 融合基因）、转化体 KF6（含 CpTi 和 Cry1Ac

基因）以及转化体 ZLSAH10（含 Cry1Ah 基因）水稻

种子按1.2.4方法播种。待长至苗期、分蘖期和孕穗

期时分别收取水稻茎秆，用液氮研磨成粉。每个品

种每个生育期称取200 mg样品，在冰上加入1 000 µL

样本提取液研磨成匀浆，8 000 r/min离心 5 min，取

上清液转移至新的离心管内，稀释 500 倍后作为

ELISA 测试样品。采用 Cry1Ab/Ac 和 Cry1Ah 酶联

免疫定量检测试剂盒检测Cry1Ac蛋白和Cry1Ah蛋

白的浓度，每个处理每个生育期3个重复，每个重复

3株水稻。

1.2.8    取食转Cry基因水稻后褐飞虱体内Cry浓度测定

1.2.7 中取样测定 3 种水稻中 Cry 蛋白浓度时，

另取苗期、分蘖期和孕穗期3种水稻植株接虫，每株

接入10头褐飞虱2龄若虫，每盆共接入30头试虫（1个

重复），每种水稻每个生育期重复3次。接虫15 d后

收取活虫，立即放入研钵中加入液氮研磨。取食不

同生育期水稻上的褐飞虱各称取2.0 mg样品，在冰

上加入 400 µL样本提取液研磨成匀浆，8 000 r/min

离心 5 min，取上清液转移至新的离心管内，采用

Cry1Ab/Ac 和 Cry1Ah 酶联免疫定量检测试剂盒检

测Cry1Ac蛋白和Cry1Ah蛋白的浓度，每个样品重

复测3次。

1.3   数据分析

利用DPS 9.01软件对数据进行统计分析，采用

单因素方差分析，应用Duncan氏新复极差法进行差

异显著性检验。

2 结果与分析

2.1   Cry蛋白活性检测中褐飞虱龄期

取食人工饲料7 d后，褐飞虱4龄若虫能正常生

长发育，存活率达81.40%（表1）；初羽化雌成虫体重

为1.19 mg，7 d羽化率为44.40%。取食人工饲料7 d

后，褐飞虱2龄和3龄若虫的存活率分别为52.40%和

68.60%，显著低于4龄若虫的存活率（P<0.05，表1）。

因此Cry蛋白活性检测中采用4龄若虫作为试验对象。

2.2   Cry蛋白活性检测中阳性对照及其浓度

2.2.1    胰蛋白酶抑制剂对褐飞虱的毒力

根据不同浓度胰蛋白酶抑制剂处理后褐飞虱

4 龄若虫的校正死亡率（表 2）得到毒力回归方程。

经计算胰蛋白酶抑制剂对褐飞虱4龄若虫的LC50为

767.3 mg/L。
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2.2.2    三氟苯嘧啶对褐飞虱的毒力

根据不同浓度三氟苯嘧啶处理后褐飞虱4龄若虫

的校正死亡率（表3）得到毒力回归方程。经计算三氟

苯嘧啶对褐飞虱4龄若虫的LC50为2.45×10-10 mg/L。

根据LC50选择三氟苯嘧啶作为阳性对照。1.0×

10-6 mg/L 三氟苯嘧啶处理 5 d 时试虫的死亡率达

100.00%，因此选择此浓度用于Cry蛋白活性检测。

2.3   Cry杀虫蛋白的筛选及其对褐飞虱的毒力

2.3.1    Cry杀虫蛋白的筛选

取食 Cry1F、Cry1Ah、Cry1Ba 和 Cry2A 四种蛋

白 5 d 后，褐飞虱 4 龄若虫的存活率分别为 0.3%、

51.3%、64.7% 和 69.5%，均显著低于阴性对照（P<

0.05），且取食 Cry1Ba 和 Cry2A 两种蛋白后存活率

之间差异不显著；因此，选择 Cry1F、Cry1Ah 和

Cry1Ba蛋白进行毒力试验。而取食Cry1Ac蛋白和

Cry1C蛋白5 d后，褐飞虱4龄若虫的存活率均大于

表2  不同浓度胰蛋白酶抑制剂处理后褐飞虱4龄若虫的校正死亡率

Table 2  Corrected mortality of 4th instar nymphs of Nilaparvata lugens after treatment with different

concentrations of trypsin inhibitor

浓度
Concentration/（mg/L）

5 000

2 500

1 250

625

取食不同时间的校正死亡率 Corrected mortality at different feeding durations/%

1 d

21.21±7.76 a

21.21±6.70 a

27.27±3.78 a

3.03±1.00 b

2 d

65.96±5.47 a

59.57±9.46 a

38.35±7.69 b

12.77±2.71 c

3 d

91.21±3.29 a

79.12±6.12 a

59.56±7.43 b

14.18±1.18 c

4 d

97.80±1.35 a

91.21±5.10 a

76.92±4.72 b

29.67±4.73 c

5 d

100.00±0.00 a

97.78±2.22 a

85.56±6.71 b

37.00±3.54 c

表中数据为平均数±标准误。同列不同小写字母表示不同处理之间经 Duncan 氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。

Data are mean±SE. Different lowercase letters within the same column indicate significant differences among different treatments 

according to Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表1  取食人工饲料不同时间后褐飞虱2~4龄若虫的存活率

Table 1  Survival rates of 2nd-4th instar nymphs of Nilaparvata lugens after feeding on artificial diet for different durations

龄期
Instar

2龄2nd instar

3龄3rd instar

4龄4th instar

取食不同时间的存活率 Survival rate at different feeding durations/%

1 d

99.00±1.00 a

97.00±1.22 a

98.00±1.22 a

2 d

83.00±1.22 b

85.00±1.58 b

92.20±1.96 a

3 d

75.00±4.18 b

77.00±3.00 b

90.60±2.98 a

4 d

58.00±3.74 c

75.00±2.24 b

90.60±2.98 a

5 d

55.00±2.74 c

74.00±2.45 b

89.00±2.81 a

6 d

55.00±2.74 c

69.60±3.26 b

81.40±0.98 a

7 d

52.40±2.18 c

68.60±3.39 b

81.40±0.98 a

表中数据为平均数±标准误。同列不同小写字母表示不同处理之间经 Duncan 氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。

Data are mean±SE. Different lowercase letters within the same column indicate significant differences among different treatments 

according to Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表3  不同浓度三氟苯嘧啶处理后褐飞虱4龄若虫的校正死亡率

Table 3  Corrected mortality of 4th instar nymphs of Nilaparvata lugens after treatment with different

concentrations of triflumezopyrim

浓度
Concentration/（mg/L）

1

1×10-3

1×10-6

1×10-9

1×10-12

取食不同时间的校正死亡率Corrected mortality at different feeding durations/%

1 d

4.04±2.26 ab

6.06±2.02 a

4.04±1.60 ab

1.01±1.24 b

0.00±1.01 b

2 d

43.55±3.90 a

20.74±2.71 b

12.77±6.20 bc

3.19±1.99 c

0.00±3.20 d

3 d

75.82±7.89 a

43.96±5.33 b

23.08±7.57 c

7.69±3.20 cd

1.06±2.71d

4 d

92.31±2.80 a

88.52±7.16 ab

76.92±4.40 b

46.15±3.64 c

5.49±2.69 d

5 d

100.00±0.00 a

100.00±0.00 a

100.00±0.00 a

74.44±2.83 b

7.11±1.74 c

表中数据为平均数±标准误。同列不同小写字母表示不同处理之间经 Duncan 氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。

Data are mean±SE. Different lowercase letters within the same column indicate significant differences among different treatments 

according to Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

491



53卷植   物   保   护   学   报

80.0%，均与阴性对照无显著差异（图 1-A）。虽然

Cry1Ac蛋白和Cry1C蛋白对4龄若虫的存活率无显

著影响，但取食至7 d时，羽化1 d内雌成虫体重较阴

性对照均显著下降（P<0.05，图1-B）。

2.3.2    Cry杀虫蛋白对褐飞虱的毒力

根据不同浓度 Cry1F、Cry1Ah 和 Cry1Ba 蛋白

取食 5 d 后褐飞虱 4 龄若虫的校正死亡率（图 2）得

到毒力回归方程。经计算Cry1F、Cry1Ah和Cry1Ba

蛋白对褐飞虱 5 d 的 LC50 分别为 13.89、95.41 和

559.70 mg/L。

2.4   取食转Cry基因水稻对褐飞虱的影响

在KF6、TT51-1和ZLSAH10三种转Cry基因水

稻上取食 15 d后，褐飞虱的存活率均高于 80.00%，

与对照均无显著差异；雄成虫体重分别为 1.112、

1.213和 1.084 mg，与对照亦无显著差异；雌成虫体

重分别为4.864、4.314和5.345 mg，其中在TT51-1上

取食的雌成虫体重显著低于对照（P<0.05），而在另

外两种转基因水稻上取食的雌成虫体重与对照均无

显著差异（表4）。

2.5   取食杀虫蛋白后褐飞虱体内Cry蛋白浓度

2.5.1    杀虫蛋白在人工饲料中的稳定性

含 100 mg/L Cry1Ac 蛋白和 100 mg/L Cry1Ah

蛋白的人工饲料分别放置1 d和2 d后，其蛋白浓度

较初始浓度均未发生明显变化（图 3），因此，在取食

含Cry蛋白人工饲料试验中，理论上可将饲料更换

时间设置为1 d或2 d。但在实际取食过程中由于褐

飞虱取食及其分泌的蜜露易导致饲料污染变质，故

仍采取每天更换饲料。

图1  取食Cry蛋白后褐飞虱4龄若虫的存活率（A）和雌成虫的体重（B）

Fig. 1  Survival rate of 4th-instar nymphs (A) and body weight of female adults (B) of

Nilaparvata lugens after feeding on Cry protein

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示不同处理之间经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are 

mean±SE. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments according to Duncan’s new multiple range 

test (P<0.05).

图2  取食Cry1F（A）、Cry1Ah（B）和Cry1Ba（C）蛋白5 d时褐飞虱4龄若虫的校正死亡率

Fig. 2  Corrected mortalities of 4th instar nymphs of Nilaparvata lugens after 5 d of feeding on Cry1F (A),

Cry1Ah (B), and Cry1Ba (C) proteins

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示不同处理之间经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are 

mean±SE. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments according to Duncan’s new multiple range 

test (P<0.05).
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2.5.2    取食杀虫蛋白后褐飞虱体内Cry蛋白浓度

取食正常人工饲料（对照）后，褐飞虱体内未检

测到Cry蛋白。取食含 100 mg/L Cry1Ac蛋白的饲

料1 d后，褐飞虱体内Cry1Ac蛋白浓度为9.91 ng/g；

取食2 d后褐飞虱体内Cry1Ac蛋白浓度显著上升至

65.28 ng/g（P<0.05，表 5）。取食含500 mg/L Cry1Ac

蛋白的人工饲料 1 d后，褐飞虱体内Cry1Ac蛋白浓

度达167.87 ng/g，显著高于100 mg/L浓度处理组（P<

0.05）；取食2 d后褐飞虱体内Cry1Ac蛋白浓度显著

下降至94.12 ng/g（P<0.05），但仍显著高于100 mg/L

浓度处理组（P<0.05，表 5）。表明褐飞虱体内蛋白

浓度随取食时间和饲喂浓度增加而显著增加。

取食含 100 mg/L Cry1Ah 蛋白的人工饲料 1 d

和 2 d 后，褐飞虱体内 Cry1Ah 蛋白浓度分别为

18.59 ng/g和42.96 ng/g，两者之间差异不显著；取食

含 500 mg/L Cry1Ah 蛋白的人工饲料 1 d 和 2 d 后，

褐飞虱体内Cry1Ah蛋白浓度分别为 184.67 ng/g和

171.88 ng/g，两者之间差异不显著，但均显著高于

100 mg/L 浓度处理组（P<0.05，表 5）。表明取食添

加Cry蛋白的人工饲料 1 d后即可在褐飞虱体内检

测到目标蛋白，其浓度与取食剂量和取食时间密切

相关。

2.6   取食转Cry基因水稻后褐飞虱体内蛋白浓度

2.6.1    不同生育期转Cry基因水稻中Cry蛋白浓度

在苗期、分蘖期和孕穗期，转基因水稻 TT51-1

（含 Cry1Ac/Cry1Ab 融合基因）茎秆中 Cry1Ac 蛋白

浓度分别为 1.320、1.257 和 1.240 µg/g，三者之间差

异不显著；ZLSAH10（含 Cry1Ah 基因）茎秆中

Cry1Ah蛋白浓度分别为 0.826、0.626和 0.716 µg/g，

三者之间差异不显著；转基因水稻 KF6（含 Cry1Ac

和 CpTi 基因）茎秆中 Cry1Ac 浓度分别为 0.431、

1.053和1.212 µg/g，三者之间差异显著（P<0.05），其

中在孕穗期的浓度最高（表6）。

表4  取食转Cry基因水稻对褐飞虱存活率及成虫体重的影响

Table 4  Effects of feeding on transgenic Cry rice on survival rate and adult body weight of Nilaparvata lugens

水稻品种
Rice variety

KF6（含Cry1Ac和CpTi） KF6 (containing Cry1Ac and CpTi)

TT51-1（含Cry1Ac/Cry1Ab） TT51-1 (containing Cry1Ac/Cry1Ab)

ZLSAH10（含Cry1Ah） ZLSAH10 (containing Cry1Ah)

TN1 (CK)

存活率
Survival rate/%

83.33±1.92 a

85.56±2.94 a

81.11±1.11 a

86.67±1.92 a

体重Body weight/mg

雌成虫Female adult

4.864±0.057 ab

4.314±0.768 b

5.345±0.457 a

5.388±0.301 a

雄成虫Male adult

1.112±0.088 a

1.213±0.024 a

1.084±0.210 a

1.166±0.101 a

表中数据为平均数±标准误。同列不同小写字母表示不同处理之间经 Duncan 氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。

Data are mean±SE. Different lowercase letters within the same column indicate significant differences among treatments according 

to Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

图3  Cry1Ac（A）和Cry1Ah（B）蛋白在人工饲料中的稳定性

Fig. 3  Stability of Cry1Ac (A) and Cry1Ah (B) proteins in artificial diet

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示不同处理之间经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are 

mean±SE. Different lowercase letters indicate significant differences among different days according to Duncan’s new multiple 

range test (P<0.05).
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2.6.2    取食转Cry基因水稻后褐飞虱体内Cry浓度

取食苗期、分蘖期和孕穗期的TT51-1转基因水

稻 15 d 后，褐飞虱体内 Cry 蛋白浓度分别为 1.435、

1.267和 1.204 ng/g；取食苗期和孕穗期的KF6转基

因水稻 15 d后，褐飞虱体内Cry蛋白浓度低于定量

限，而取食分蘖期的 KF6 转基因水稻 15 d 后，褐飞

虱体内 Cry 蛋白浓度为 0.721 ng/g；取食苗期的

ZLSAH10转基因水稻15 d后，褐飞虱体内Cry蛋白

浓度低于定量限，而取食分蘖期和孕穗期的

ZLSAH10转基因水稻15 d后，褐飞虱体内Cry蛋白

浓度分别为 0.616 ng/g和 1.651 ng/g（表 6）。表明褐

飞虱体内Cry蛋白浓度的变化趋势与各生育期水稻

内Cry蛋白浓度的变化趋势并不一致，但取食不同

生育期的转基因水稻15 d后，褐飞虱体内均能检测到

Cry蛋白，其体内蛋白浓度约为水稻茎秆中的0.1%。

3 讨论

当前应用最广的植物抗虫基因资源主要来源于

苏云金芽胞杆菌的Cry蛋白，然而对半翅目害虫具

有杀虫活性的Cry蛋白非常有限。例如，即使极高

剂量的Cry2、Cry3A及Cry4D蛋白对马铃薯长管蚜

Macrosiphum euphorbiae 的毒力仍然很低（Walters 

表5  取食不同浓度Cry1Ac蛋白和Cry1Ah蛋白后褐飞虱体内Cry蛋白浓度

Table 5  Cry protein concentrations in Nilaparvata lugens after feeding on different concentrations of Cry1Ac and Cry1Ah proteins

Cry蛋白类型
Cry protein type

Cry1Ac

Cry1Ah

浓度
Concentration/（mg/L）

100

500

100

500

取食时间
Feeding time/d

1

2

1

2

1

2

1

2

褐飞虱体内Cry蛋白浓度
Cry protein concentration in
Nilaparvata lugens/（ng/g）

9.91±1.90 d

65.28±8.51 c

167.87±11.49 a

94.12±1.41 b

18.59±2.68 b

42.96±5.32 b

184.67±56.46 a

171.88±11.12 a

表中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示同种蛋白不同处理之间经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。

Data are mean±SE. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments within the same protein according to 

Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表6  转Cry基因水稻茎秆中及取食15 d后褐飞虱体内Cry蛋白浓度

Table 6  Cry protein concentrations in stems of transgenic Cry rice and in Nilaparvata lugens after 15 days

of feeding on transgenic Cry rice

水稻品种
Rice variety

KF6（含Cry1Ac和CpTi）
KF6 (containing Cry1Ac
and CpTi)

TT51-1（含Cry1Ac/Cry1Ab）
TT51-1 (containing
Cry1Ac/Cry1Ab)

ZLSAH10（含Cry1Ah）
ZLSAH10 (containing Cry1Ah)

生育期
Stage

苗期Seedling stage

分蘖期Tillering stage

孕穗期Booting stage

苗期Seedling stage

分蘖期Tillering stage

孕穗期Booting stage

苗期Seedling stage

分蘖期Tillering stage

孕穗期Booting stage

Cry蛋白浓度Cry protein concentration

水稻茎秆中
In rice stems/（µg/g）

0.431±0.042 c

1.053±0.069 b

1.212±0.015 a

1.320±0.135 a

1.257±0.019 a

1.240±0.042 a

0.826±0.254 a

0.626±0.116 a

0.716±0.189 a

取食15 d后褐飞虱体内
In N. lugens after 15 d of feeding/（ng/g）

低于定量限 Below the quantification limit

0.721±0.515

低于定量限 Below the quantification limit

1.435±0.258

1.267±0.506

1.204±0.607

低于定量限 Below the quantification limit

0.616±0.140

1.651±0.823

表中数据为平均数±标准误。同列不同小写字母表示同一水稻品种不同生育期之间经Duncan氏新复极差法检验差异显

著（P<0.05）。Data are mean±SE. Different lowercase letters within the same column indicate significant differences among growth 

stages of the same rice variety according to Duncan’s new multiple range test (P<0.05).
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et al.，1994；Walters & English，1995）；浓度高达

125 500 mg/L 的 Cry3A、Cry4Aa 及 Cry11Aa 也仅对

豌 豆 蚜 Acyrthosiphon pisum 产 生 较 低 的 毒 性

（Porcar et al.，2009）。本研究利用人工饲料饲喂法

筛选出 Cry2A、Cry1Ah、Cry1F 和 Cry1Ba 四个蛋白

对褐飞虱有杀虫活性，其中Cry1F对褐飞虱的LC50

为 13.89 mg/L，与经改造的 Cry1Ab-2S 蛋白对褐飞

虱的 LC50（18.75 mg/L）接近（Shao et al.，2013）。已

有研究利用人工饲料饲喂法筛选出多个对稻飞虱有

杀虫作用的Cry蛋白。例如，Cry30Fa1蛋白对褐飞

虱的LC50为96.58 mg/L（王海鹏等，2016）；Cry64Ba/

Cry64Ca复合蛋白对半翅目灰飞虱Laodelphax stri‐

atellus和白背飞虱 Sogatella furcifera的LC50分别为

3.15 mg/L和2.14 mg/L（Liu et al.，2018）；Cry78Aa蛋

白对灰飞虱和褐飞虱的 LC50 分别为 6.89 mg/L 和

15.78 mg/L（Wang et al.，2018）；Cry78Ba1 蛋白对灰

飞虱的 LC50为 9.72 mg/L（Cao et al.，2020）；但这些

蛋白很少能成功应用到抗飞虱水稻育种中。为探索

其原因，本研究通过测定转基因水稻以及取食转基

因水稻后褐飞虱体内外源杀虫蛋白的浓度，分析褐

飞虱能否通过韧皮部取食获取到足够的杀虫蛋白。

本研究发现取食不同浓度Cry蛋白后褐飞虱体

内蛋白浓度随取食时间和取食浓度的增加而显著增

加，与已有关于取食转Cry基因水稻的研究结果一

致。例如，取食克螟稻 1 后，褐飞虱若虫体内

Cry1Ab 蛋白浓度较低，为 11.67 ng/g（Tian et al.，

2010），但连续饲养 30代后，其体内Cry1Ab蛋白浓

度升高至1.19 µg/g（高明清，2010）；取食转基因水稻

T2A-1 后，褐飞虱体内 Cry 蛋白的积累量与水稻组

织中蛋白浓度及取食代数呈正相关关系（张青玲等，

2013；Niu et al.，2017）。上述研究结果表明通过连

续多代取食褐飞虱体内可逐渐累积杀虫蛋白，但该

过程所需世代数过多，难以用于实践中改良转基因

水稻的抗飞虱性。因此，提高转基因水稻中杀虫蛋

白的浓度是增强其对褐飞虱抗性的有效途径。

要将Cry蛋白应用于抗褐飞虱育种，首先要保

证褐飞虱短时间取食转基因水稻韧皮部汁液可以获

得足量Cry。但目前转Cry基因水稻的韧皮部汁液

中有没有Cry蛋白以及其具体浓度均不是很清楚。

白耀宇等（2005）和 Tian et al.（2010）通过测定水稻

吐液或伤流液间接证实转Cry基因水稻的韧皮部汁

液中均含有Cry蛋白，其浓度是茎秆中浓度的千分

之一到万分之一。例如，克螟稻1和克螟稻2吐液中

Cry1Ab 蛋白浓度分别为 0.5 ng/mL 和 0.7 ng/mL

（Ren et al.，2016），克螟稻 1 和克螟稻 2 伤流液中

Cry1Ab蛋白浓度分别为 14 ng/mL和 620 ng/mL（高

明清，2010）。本研究结果显示取食转Cry基因水稻

15 d后褐飞虱体内Cry蛋白浓度与已有研究结果处

于同一数量级。基于以上结果可知，转基因水稻韧

皮部汁液中有Cry蛋白，但浓度很低。转基因水稻

韧皮部汁液中所含的低浓度Cry蛋白能否对褐飞虱

产生抗性，目前尚缺乏定量评价。Cry30Fa1蛋白对

褐飞虱的LC50为96.58 mg/L（王海鹏等，2016）；而陈

书元（2015）和刘哲铭（2019）测定田间转 Cry30Fa1

基因水稻株系对褐飞虱有中抗及以上抗性水平，此

研究测定的是水稻体内Cry30Fa1基因的相对表达

量，未测定水稻和褐飞虱体内的实际浓度，因此无法

明确抗性与Cry30Fa1蛋白剂量之间的相关性。本

研究结果显示，虽然Cry1Ah蛋白对褐飞虱的LC50为

95.41 mg/L，与Cry30Fa1对褐飞虱的LC50接近，但转

基因水稻 ZLSAH10（含 Cry1Ah）并未表现出抗虫

性，其茎秆中Cry1Ah蛋白浓度为0.553~1.036 µg/g，

远低于Cry1Ah蛋白对褐飞虱的LC50。相比之下，转

Cry基因水稻对二化螟表现为显著抗性，除了目标

蛋白对二化螟有杀虫作用外，取食部位（茎秆）中

Cry蛋白的浓度接近Cry蛋白对二化螟的LC50（周睿

琦等，2014）。众所周知，蛋白浓度的高低与编码该

蛋白表达的基因的启动子密切相关，目前转基因水

稻常用的启动子有源于花椰菜病毒（cauliflower 

mosaic virus，CaMV）的 CaMV35s、水稻的肌动蛋

白、玉米的泛素和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（phos‐

phoenolpyruvate carboxylase，PEPC）等。这些启动

子均为组成型表达的启动子，它们在转基因植物韧

皮部中驱动表达的能力很弱（Romeis & Meissle，

2011），而使用韧皮部特异性强启动子可有效提高外

源蛋白在该部位的积累。Shi et al.（1994）研究表明

水稻蔗糖合酶（rice sucrose synthase，RSS）启动子

RSS1 具有韧皮部特异表达特性，利用 RSS1 驱动

lectin1在水稻韧皮部中表达可提高其对褐飞虱的毒

力（Yoshimura et al.，2012）。

此外，本研究还发现取食不同生育期的KF6后

褐飞虱体内蛋白的浓度与不同生育期茎秆内蛋白浓

度不一致，即孕穗期茎秆中Cry蛋白浓度显著高于

分蘖期茎秆中浓度，而取食孕穗期KF6后褐飞虱体

内Cry蛋白浓度低于定量限，反而取食分蘖期KF6

后褐飞虱体内Cry蛋白浓度为0.721 ng/g，究其原因

可能是，褐飞虱偏好取食分蘖期的KF6，从而导致取

食量差异。本研究虽筛选获得了对褐飞虱有明显杀
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虫活性的蛋白Cry1F，但未对其进行水稻转化与验

证。后续研究可利用韧皮部特异性强的启动子构建

转Cry1F基因水稻，系统评估转Cry1F基因水稻的

抗性水平，并确定转 Cry1F 基因水稻中 Cry 浓度与

取食该水稻后褐飞虱体内Cry蛋白浓度之间的定量

关系，深入了解其杀虫机理，从而为利用Cry蛋白进

行水稻抗褐飞虱育种提供依据。
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