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棉铃虫对转 Bt基因棉花的行为反应
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摘要: 棉铃虫 Helicoverpa armigera ( Hübner) 是转 Bt基因棉花 ( Bt棉) 最重要的靶标害虫之一。害虫对 Bt 棉的
抗性问题是 Bt棉产业持续健康发展的最主要威胁。规避行为可以减少害虫与 Bt棉的接触而降低生理抗性选择压
力。在本研究中，通过比较棉铃虫对 Bt棉与常规棉的行为反应评估了棉铃虫对 Bt棉的行为规避能力。产卵选择
结果显示，棉铃虫成虫在 Bt棉上的落卵量显著低于常规棉。幼虫实验结果显示，棉铃虫初孵幼虫在 Bt棉植株上
的居留时间显著短于在常规棉上的居留时间。无选择条件下，1 龄幼虫在对 Bt 棉叶的取食空洞数以及总取食量
均显著低于常规棉叶。综合以上的结果，认为棉铃虫对 Bt棉具有一定的行为规避能力，这可能是延缓棉铃虫对
Bt棉产生抗性的因素之一。本研究能够帮助有效地预测靶标害虫对 Bt作物的抗性风险。
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Behavioral responses of Helicoverpa armigera ( Hübner ) larvae to
transgenic Bt cotton
ZHAO Dong-Xiao1，2， LIU Biao1* ( 1. Nanjing Institute of Environmental Sciences，Ministry of
Environmental Protection，Nanjing 210042，China; 2． College of Life Science，Nanjing University，
Nanjing 210023，China)
Abstract: Helicoverpa armigera ( Hübner ) is one of the most important target pests of transgenic Bt
cotton. The evolution of resistance by pests is the main threat to the continued success of Bt cotton.
Behavioral avoidance might lead to reduce exposure to Bt cotton and minimize selection for physiological
resistance. In this study，we determined if behavioral avoidance against Bt cotton present in H. armigera
by comparing its behavioral responses to Bt and non-Bt cottons. The oviposition choice experiment showed
that the number of eggs on Bt cotton plants were significantly lower than on non-Bt cotton plants. The
results of larvae test indicated that the residence time of H. armigera neonates on Bt cotton plants was
much shorter than that on conventional cotton plants. Under no-choice conditions，both the number of
consumed holes and the total consumed leaf area of first instars on Bt leaves were significantly less than
those of first instars on non-Bt leaves. According to the results，we conclude that H. armigera larvae
exhibit behavioral avoidance to Bt cotton，providing important insights into one possible mechanism
underlying the durability of Bt cotton resistance. This study may be useful for improving strategies
predicting the risk of pest resistance to Bt crops.
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棉铃虫 Helicoverpa armigera ( Hübner) 属鳞翅
目 Lepidoptera 夜 蛾 科 Noctuidae 铃 夜 蛾 属
Helicoverpa，是棉田危害最严重的害虫之一。在中
国、美国、澳大利亚、印度以及南非等国广泛种
植的转 Bt基因棉花 ( Bt棉) 有效的控制了棉铃虫
的危害与种群扩张，是目前应用最普遍、最成功
的转 Bt 基因抗虫作物之一 ( Huang et al. ，2001;
Zilberman，2003; Qaim and Wu，2008; Carpenter，
2010) 。然而，长期大面积种植 Bt棉增加了棉铃虫
对 Bt 棉产生抗性的风险 ( Gould，1998; Bates
et al. ，2005; Tabashnik et al. ，2005) 。多年的抗性
监测数据表明，尽管棉铃虫种群中抗性基因频率

随 Bt棉种植时间的延长而有所上升，但目前未见
大田 Bt 棉抗棉铃虫失败的报道 ( Zhang et al. ，
2011; Downes and Mahon，2012; Tabashnik et al. ，
2012; Tabashnik et al. ，2013) 。庇护所策略的实施
一直被认为是棉铃虫对 Bt 棉的抗性还没有普遍形
成的主要原因 ( Brévault et al. ，2012; Gryspeirt and
Grégoire，2012; Jin et al. ，2015) 。在我国，特有的
小规模、多样化种植结构使得与棉花同期种植的
玉米、大豆、花生、芝麻等非 Bt 寄主作物为棉铃
虫提供了天然庇护所 ( Wu et al. ，2002; Wu and
Guo，2005) ，成为延缓我国棉铃虫对 Bt 棉生理抗
性发展的重要环境因子 ( Jin et al. ，2015) 。
然而，在分析预测庇护所作物对延缓靶标害

虫生理抗性的作用时，研究者们并没有考虑到 Bt
棉的种植可能对靶标害虫寄主选择行为带来的影

响 ( Zalucki et al. ，2012) 。据报道，害虫对有毒物
质的行为规避能力可以削弱毒物对其产生的选择

压力，从而延缓生理抗性的演化 ( Suiter and
Gould，1994; Jallow and Hoy，2005 ) 。在这种情况
下，首先需要回答的问题是靶标害虫能否识别 Bt
蛋白以及能否通过改变行为方式来减少与 Bt 蛋白
的接触。余月书等 ( 2003 ) 采用 H 型嗅觉仪研究
发现，趋向常规棉叶的棉铃虫 2 龄幼虫数量显著
高于趋向 Bt棉叶的幼虫数，证明了棉铃虫幼虫对
Bt棉叶的识别能力。取食选择研究表明，棉铃虫
幼虫能规避含有 Bt蛋白的饲料而取食不含 Bt蛋白
的饲料 ( Ashifaq et al. ，2001; Singh et al. ，2008) 。
棉铃虫幼虫甚至能够在含不同浓度 Bt 蛋白的饲料
中选择取食 Bt蛋白浓度较低的饲料 ( Singh et al. ，
2008) 。这些报道为研究棉铃虫对 Bt棉的规避行为
提供了重要的线索。
对于鳞翅目昆虫来说，初孵幼虫承担着能否

在植株上 “定居”的重要使命，其低龄幼虫对寄
主植物的基因型以及植物产生的次生性物质最敏

感 ( Dix et al. ，1996; Zalucki et al. ，1999; Zalucki
et al. ，2001) ，是研究对寄主植物行为反应的最好
材料 ( Zalucki et al. ，2002) 。成虫承担着种群维持
和延续的重要使命，雌性成虫规避环境中的有害

物质产卵能够大大降低其后代受害的可能性

( Jallow and Joy，2005) 。在本研究中检测了棉铃虫
成虫对 Bt棉与其亲本常规棉的产卵选择性，探索
了棉铃虫低龄幼虫在 Bt 棉上的觅食取食行为，并
从棉铃虫对 Bt棉抗性演化的角度对研究结果进行
了分析讨论。

1 材料与方法

1. 1 供试材料
1. 1. 1 棉花
供试棉花品种是来自于中国农科院棉花研究

所的转 Bt基因抗虫棉中 30 ( Bt棉) 及其亲本常规
棉中 16 ( CK 棉) 。两种棉花分别于温室内栽培，
待棉花生长至 7 叶期，挑选株高相似的棉花开展
实验。
1. 1. 2 棉铃虫

2014 年 7 月从江苏盐城棉花种植区随机采集
二代棉铃虫卵，在室内用人工饲料饲养一代。饲
养条件为温度 27℃ ±1℃，光周期为 15 L ∶ 9 D，相
对湿度为 75%。
1. 2 检测棉花中的 Bt蛋白
为了避免因棉花混种引起的实验误差，用

CrylAb /CrylAc 试 剂 盒 ( EnviroLogix， Portland，
USA) 对实验中所用到的棉苗进行了 Bt蛋白检测，
具体步骤如下:

( 1) 样品的采集与处理: 选取七叶期从顶端
数第一片完全初展开的顶叶，用 1. 5 mL 离心管盖
扣下一片圆形棉叶，盖上盖子后将离心管置于液

氮中，然后用研磨棒将所取叶片研磨均匀，随后

加入 250 μL蛋白提取液 ( 试剂盒中自带) 。 ( 2 )
点样: 依次点入 Cry1Ab /Cry1Ac 标准 ( 4 ng /mL，
2 ng /mL，0. 5 ng /mL) 、阳性对照、空白对照以及
待测样品，50 μL每孔，每孔两次重复。( 3) 室温
下放置 15 min，可以在摇床上进行。 ( 4 ) 加
Enzyme Conjugate ( 酶交连物) ，50 μL /孔。 ( 5 )
室温下放置 1 － 2 h，可在摇床上进行。 ( 6) 洗板，
250 μL的洗脱液 ( 试剂盒中自带) 洗涤后快速甩
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板，6 － 7 次，2 min /次，洗涤后要在吸水纸上轻
磕。 ( 7 ) 加 Substrate ( 显色底物) ，100 μL /孔。
( 8) 室温放置 30 min，在摇床上使其充分反应。
( 9 ) 加终止液 100 μL /孔，以终止显色反应。
( 10) 450 nm 处测量其 OD 值。
本研 究 中 所 用 的 Bt 棉 均 为 OD 值 为

“overflow”的个体，CK棉为 OD值与阴性对照 OD
值的比值小于 1. 5 的个体。
1. 3 棉铃虫成虫对 Bt棉和 CK棉的产卵选择性
在温室罩笼 ( 2 m ×2 m ×2 m) 内检验了棉铃

虫成虫对 Bt 棉与 CK 棉的产卵选择性。罩笼内放
入事先已检测过 Bt蛋白的现蕾期 Bt 棉和 CK 棉各
8 株，按 4 × 4 格式摆放，Bt 棉与 CK 棉各占两列。
傍晚向笼内释放羽化 24 － 48 h、未交配过的雌虫
8 头、雄虫 10 头。放虫后的第 2 天起，连续 3 d统
计每株棉花上的卵量。实验同时设置 3 个重复罩
笼，每个罩笼内 Bt 棉和 CK 棉放置的位置各不相
同，以排除两种棉花放置方位对棉铃虫产卵选择

可能带来的影响。
1. 4 初孵幼虫在 Bt棉株和 CK 棉株上的居留时间
比较

选取 7 － 8 叶期的 Bt 棉株和 CK 棉株各 3 株，
株高平均为 ( 27. 58 ± 2. 12 ) cm 以排除植株高度
差异过大对实验的影响。将孵化 24 h 内的初孵幼
虫接到棉株顶端处于同一水平面的 2 － 3 片叶片
上，每隔 2 h统计棉株上剩余的虫数，以计算初孵
幼虫在 Bt棉和 CK棉株上的居留曲线。实验设3 个
接虫密度，分别为 15 头 /株、25 头 /株、35 头 /株，
每个密度设置 3 个重复。为了排除初孵幼虫取食
Bt棉叶死亡造成的实验误差，统计了接虫后 12 h
内植株上虫数的动态变化情况。用 SPSS 17. 0 软
件，在 Kaplan Meier 中进行 log-rank 检验，分析初
孵幼虫在 Bt 棉和 CK 棉株上的居留曲线差异是否
显著。
1. 5 1 龄幼虫对 Bt棉叶和 CK棉叶的取食量比较
鉴于 1 龄幼虫取食量相对较大，对 Bt 蛋白敏

感性高，对 1 龄幼虫喂食 Bt 棉与 CK 棉两种棉叶。
将处于植株相同位置的 Bt棉与 CK 棉的叶片取下，
剪成 2 cm × 2 cm 的正方形，置于培养皿中央。
1 龄幼虫饥饿处理 4 h 后单头置于装有叶片的培养
皿内，盖上盖子。Bt组和 CK组均设置 15 个重复，
实验重复 3 次。由于低龄幼虫的趋光性较强，实
验中所有培养皿用遮光布包好，以排除光照的

影响。

每隔 4 h 对取食过的叶片与正方形坐标纸
( 1 cm ×1 cm) 置于同一平面上进行拍照记录1 次，
所得照片用 Photoshop 软件处理。用 “磁性套索”
或者“魔棒”工具选取被取食的小孔，然后打开
菜单中“图像”，选取“直方图”选项，记录显示
参数中的“像素”数值。用软件中“多边形套索”
工具选取坐标纸区域，记录选区 “像素”数值，
作为计算系数。
取食孔面积 ( cm2 ) =取食孔像素点数 /坐标

纸像素点数。
1. 6 数据统计与分析
用 SPSS 21. 0 软件对数据进行分析，均值的多

重比较用 Turkey氏检验，棉铃虫幼虫分别在 Bt 棉
与 CK棉上所得到的两独立样本均数之间的差异比
较采用 t检验。在进行 ANOVA 分析前，对取食面
积、取食孔数以及平均取食孔面积进行自然对数
( ln) 转换，从而保证数据为正态分布以及等方
差。棉铃虫初孵幼虫的居留曲线比较则通过 SPSS
软件的 Kaplan-Meier 方法以及 log-rank test 进行统
计分析。

2 结果与分析

2. 1 棉铃虫成虫对 Bt棉与 CK棉的产卵选择
在温室内，对雌雄配对后前 3 d的产卵量进行

了连续统计 ( 图 1) 。第 1、2、3 天在 Bt棉上的平
均卵量分别为 ( 2. 57 ± 0. 89 ) 、 ( 4. 00 ± 1. 69 ) 、
( 6. 42 ± 2. 17 ) ; CK 棉上的平均卵量分别为
( 9. 25 ± 1. 25) 、( 20. 08 ± 3. 69) 、( 27. 75 ± 4. 96) 。
统计分析发现，每一天的 CK棉上的卵量均显著高
于 Bt棉上的卵量 ( P ＜ 0. 001，T-test) 。
2. 2 棉铃虫初孵幼虫在 Bt 棉株和 CK 棉株上的居
留时间比较

为了探索 Bt 蛋白的表达对初孵幼虫在棉株上
居留 时 间 的 影 响，在 15 头 /株、 25 头 /株、
35 头 /株 3 个密度下分别统计了 7 － 8 叶期 Bt 棉株
和 CK棉株上初孵幼虫的居留时间。统计分析结果
显示，当密度为 15 头 /株时，初孵幼虫在 Bt 棉株
上的平均居留时间为 ( 6. 00 ± 0. 49 ) h，而在 CK
棉株的时间为 ( 8. 40 ± 0. 59 ) h ( χ2 = 13. 504，
P ＜ 0. 001) ( 图 2 A) ; 当密度为 25 头 /株时，在 Bt
棉株上的平均居留时间为 ( 5. 7 ± 0. 49) h，在 CK
棉株上的平均居留时间为 ( 8. 15 ± 0. 44) h ( χ2 =
11. 858，P = 0. 001) ( 图 2B) ; 当密度为 35 头 /株
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图 1 选择条件下，棉铃虫成虫在 Bt棉与
CK棉植株上的产卵量

Fig. 1 Oviposition of Helicoverpa armigera adults on Bt and
non-Bt cotton plants under choice conditions

注: ＊＊＊，差异显著 ( P ＜ 0. 001，T 检验) 。Note: ＊＊＊

Significant difference at P ＜ 0. 001 ( T-test) ．

时，在 Bt棉株上的平均居留时间为( 6. 83 ±0. 37) h，
在 CK棉株上的平均居留时间为 ( 9. 11 ± 0. 26) h
( χ2 = 13. 988，P ＜ 0. 001) ( 图 2C) 。综上，在3 种
密度下，Bt棉株与 CK棉株上的幼虫居留曲线均具
有显著差异，且居留曲线之间的差异与植株上的

幼虫密度无关 ( two-way ANOVA，P = 0. 061) 。
2. 3 棉铃虫 1 龄幼虫在 Bt 棉叶与 CK 棉叶上的取
食行为比较

连续测定了 5 次即 5 个时刻的取食叶面积与取
食孔数，并计算出每个观察时刻的取食孔的平均

面积，分别对 Bt 棉叶与 CK 棉叶的这 3 个指标进
行了比较。从取食叶面积来看，在 22 h 以内，对
两种棉叶的取食面积均出现了显著的增加 ( P ＜
0. 05，Tukey HSD test) 。其中，幼虫在 CK 棉叶上
的取食面积从 6 h的 ( 4. 38 ± 0. 28) mm2增加到了

22 h的 ( 16. 52 ± 1. 69) mm2 ; 在 Bt棉叶上，取食
面积从 6 h的 ( 0. 43 ± 0. 11) mm2增加到了 22 h的

图 2 3 个虫密度下棉铃虫初孵幼虫在 Bt棉株与 CK棉株上的居留曲线
Fig. 2 Residence curves of Helicoverpa armigera neonates on Bt and CK cotton plants under three initial neonate densities
注: A，15 头 /株; B，25 头 /株; C，35 头 /株。Note: A，15 per plant; B，25 per plant; C，35 per plant.
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( 1. 86 ± 0. 52) mm2。在每一个时刻均出现了 Bt 棉
叶取食量显著低于 CK 棉叶的现象 ( P ＜ 0. 001，
T-test) ( 图 3A) 。取食孔数与取食面积随时间的变
化规律相似，在 22 h 内，CK 棉叶与 Bt 棉叶的取
食孔数均显著增加 ( P ＜ 0. 05，Tukey HSD test) 。
从 6 h到 22 h，幼虫在 CK棉叶与 Bt棉叶上的取食
孔数分别从 ( 16. 00 ± 1. 70) 和 ( 2. 80 ± 0. 57) 增
加到了 ( 30. 50 ± 1. 15) 和 ( 10. 88 ± 1. 49 ) 。每一
个时刻 Bt 棉叶上的取食孔数均显著低于 CK 棉叶

( P ＜ 0. 001，T-test) ( 图 3 B) 。分析两种棉叶上每
个时刻的平均孔面积发现，除最初的 2 h 外，其余
时刻 CK棉叶的平均孔面积均高于 Bt 棉叶 ( P ＜
0. 001) 。但是两种棉叶的平均孔面积随时间的变
化规律完全不同。CK 棉叶的平均孔面积随时间的
延长而显著增加 ( P ＜ 0. 001，Tukey HSD test ) ，
而 Bt棉叶的平均孔面积在整个观察期内始终保持
在一个相对稳定的水平上，没有出现显著的增加

或减少 ( 图 3C; P = 0. 418，Tukey HSD test) 。

图 3 1 龄幼虫在 Bt棉叶与 CK棉叶上的取食行为
Fig. 3 Feeding behavior of 1st instar larval of Helicoverpa armigera on Bt and CK cotton leaves

注: A，取食孔洞的总面积; B，取食孔数; C，取食孔洞的平均面积。Note: A，total consumed leaf area; B，
number of consumed patches on leaves; C，mean area of each consumed patch.

3 结论与讨论

雌虫的产卵位置即是幼虫的孵化位置，是初

孵幼虫需要面对的首个生存环境。由于初孵幼虫
的活动能力非常有限，此位置也将是其最初生长

发育的场所 ( Renwick and Chew，1994; Scoble，
1995; Patricelli et al. ，2011 ) 。所以，雌虫产卵选
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择对后代的长期生存率具有重要的影响。本研究
发现棉铃虫成虫能够规避 Bt 棉而显著偏好在常规
棉上产卵。Jongsma等 ( 2010 ) 利用模型预测结果
显示，靶标害虫规避 Bt 作物产卵将显著延缓靶标
害虫对 Bt作物生理抗性的进化。具体说来，如果
在同一个种群中，存活下来的个体均为具有规避

Bt作物产卵的成虫后代，那么诱导产生这种规避
行为能力的选择压力将逐代增强。进一步分析，
如果规避产卵行为的产生早于生理抗性，那么生

理抗性选择压力将非常微弱，进而延缓生理抗性

的演化速率。
根据鳞翅目幼虫的觅食原则，如果幼虫在搜

寻过程中发现适宜之地，它将选择 “定居”在此
地取食。反之，如果取食寄主具有含有毒素等不
适宜条件，幼虫将继续前行搜寻适宜的取食之地

( Khan et al. ，1996; Harris et al. ，1997; Foster and
Howard，1999; Parker and Luttrell，1999; Zalucki
et al. ，2002) 。Parker 等 ( 1999) 报道，大田条件
下烟蚜夜蛾的初孵幼虫在抗虫棉株上比在常规棉

株上更加活跃。Yang 等 ( 2008) 通过对植株上棉
铃虫初孵幼虫的定位，发现 Bt 棉上的棉铃虫初孵
幼虫规避 Bt蛋白表达量高的顶端嫩叶而偏好居留
在 Bt蛋白表达量相对较低的中下部老叶。Zhang
等 ( 2004) 发现棉铃虫 5 龄幼虫在抗虫棉叶以及
棉铃上的运动时间显著高于其在常规棉叶上的运

动时间。在本研究中也发现了类似的现象。不同
密度下，棉铃虫初孵幼虫在 Bt 棉株与常规棉株的
逃离曲线比较显示，在 Bt 棉植株上的居留时间显
著低于在常规棉上的居留时间。这说明 Bt 棉促进
了棉铃虫初孵幼虫的运动，且是以离开 Bt 棉株的
方向运动。由此本研究推测，在非选择条件下，
棉铃虫初孵幼虫仍对 Bt棉具有抗拒能力。
前人研究表明，同等时间内，棉铃虫幼虫对

Bt棉叶的消耗量显著低于对常规棉叶的消耗
( Zhang et al. ，2004; Men et al. ，2005) 。在此基础
上，本研究对棉铃虫幼虫对 Bt 棉叶与常规棉叶的
取食过程进行了时空跟踪观察分析。取食孔数的
增加可以说明幼虫通过移动位置来增加取食量，

而孔平均面积的变化代表幼虫是否会在同一个位

置持续取食，或者是否会再次回到原先的位置继

续取食。结合实验结果可推测，对于常规棉叶上
的幼虫来说，通过增加取食位置以及对同一位置

持续或多次取食两种方式双管齐下来完成取食行

为。而对于 Bt 棉叶上的幼虫来说，随着时间的推

移，其取食孔数持续增加，而孔平均面积却没有

显著的变化。这说明，幼虫取食 Bt 棉叶时在不断
的更换取食位置，且对尝试过的位置不持续或反

复取食。换言之，1 龄幼虫对 Bt 棉叶的具有 “浅
尝辄止”的拒食行为。综合这部分结果，可推测，
棉铃虫 1 龄幼虫在常规棉叶上能够稳定在不同的
位置持续或反复取食，而在 Bt 棉上却一直处于搜
寻适宜取食之地的路上。
综合以上的研究结果，尽管棉花是棉铃虫的

最适寄主之一，但是 Bt 抗虫基因的导入使得棉花
不但没有更加吸引棉铃虫，反而使棉铃虫产生了

远离、规避的行为，偏好寄主转变为陷阱作物
“sink crop” ( Zalucki et al. ，2012) 。在环境中的
自然或人工毒素的诱导下，昆虫进化出的抗性包

括使其能够承受高浓度毒素的生理抗性和使其主

动规避毒素的行为抗性 ( Jallow and Joy，2005 ) 。
对于抗性的研究，大多数集中在昆虫取食含有毒

素的食物而引起的生理抗性上，而对行为抗性的

研究相对较少 ( Kongmee et al. ，2004) 。行为抗性
使昆虫通过减少与毒素的接触而削弱毒素的选择

压力，从而延缓生理抗性的演化速率 ( Suiter and
Gould，1994; Jallow and Hoy，2005 ) 。由此可以推
断，对 Bt棉的规避行为能够在一定程度上削减 Bt
棉对棉铃虫幼虫的选择压力，这也成为延缓棉铃

虫对 Bt棉生理抗性演化的主要原因之一。本研究
为棉铃虫等重要的靶标害虫对 Bt 棉的行为抗性提
供了重要的线索依据，也证明了棉铃虫对 Bt 棉的
抗性问题是涉及生理与行为两个方面的复杂过程。
害虫的有效防治应该服从于多变的环境带来

的自然选择与进化方向 ( Hendry et al. ，2011;
Thrall et al. ，2011) 。棉铃虫在大田条件下可产卵、
取食的寄主范围非常广泛，仅江苏省内调查已发

现其寄主分属 24 个科，包括 60 种栽培植物以及
34 种野生植物 ( 柏立新等，1997 ) 。然而，Bt 棉
大面积推广种植 20 年后的今天，棉花是否仍为棉
铃虫的首选或偏好寄主仍无系统的研究和明确的

定论。因此，进一步系统地开展棉铃虫对 Bt 棉以
及非 Bt寄主作物的选择行为研究有助于全面认识
棉铃虫对 Bt棉的抗性风险问题。行为与生理方面
的结论有机结合，将对合理的抗性预测与管理、
全面掌握棉铃虫与 Bt 棉的协同进化关系具有重要
的指导意义，对于保障我国 Bt 棉产业的持续健康
发展也具有极其重要的意义。
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