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四种Bt毒素蛋白对二点委夜蛾幼虫毒力测定
及中肠组织病理学变化
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摘要：为更好地了解苏云金芽胞杆菌Bacillus thuringiensis毒素蛋白对二点委夜蛾Athetis lepigone

的毒力以及作用机理，通过饲喂含有 Cry1Ac、Cry1Ab、Cry2Ab 和 Vip3Aa 四种不同 Bt 毒素蛋白饲

料，测定Bt毒素蛋白对二点委夜蛾幼虫的毒力，并观察取食4种毒素蛋白后幼虫中肠组织的病理学

变化。结果显示，二点委夜蛾幼虫取食毒素蛋白后72 h，Cry1Ab和Cry1Ac毒素蛋白对二点委夜蛾

幼虫的杀虫活性较高，校正死亡率为84.7%和76.4%；Vip3Aa和Cry2Ab毒素蛋白的毒力较弱。二

点委夜蛾幼虫取食4种Bt毒素蛋白后，中肠柱状细胞微绒毛脱落，杂乱地分散在肠腔内，杯状细胞

变形和腔内微绒毛脱落，线粒体和内质网等变形破裂，细胞核的核膜消失、核质凝聚和形状发生变

化，经 Cry1Ab 和 Cry1Ac 毒素蛋白处理后中肠细胞的病变症状和速度明显高于 Cry2Ab 和 Vip3Aa

毒素蛋白处理。表明 Cry1Ab 和 Cry1Ac 毒素蛋白对二点委夜蛾幼虫杀虫活性较高，显著高于

Cry2Ab和Vip3Aa毒素蛋白，且对其中肠细胞的破坏作用也较强。
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Abstract: In order to examine the action mechanism of Bacillus thuringiensis toxin against Athetis lepi-

gone larvae, A. lepigone larvae were fed on Cry1Ac, Cry1Ab, Cry2Ab and Vip3A toxins, and the toxici-

ty of Bt toxin proteins to A. lepigone larvae was detected, and the cellular morphological change in the

midgut of larvae was observed by transmission electron microscope (TEM). The results showed that

Cry1Ab and Cry1Ac toxins had higher toxicity against the larvae of A. lepigone than Cry2Ab and

Vip3Aa toxins, and the corrected mortality were 84.7% and 76.4%, respectively. Obvious histopatholog-

ical changes were observed in the midgut cells after the larvae were fed on Bt toxins. Microvillis of col-

umn cells and goblet cells dropped off. Mitochondria and endoplasmic reticulum were dissolved and

mixed disorderly. Wiredraw of nucleus, condensation of nuclear, and disappearance of nuclear mem-

brane were also observed. The pathological changes of column cells and goblet cells in the midgut of A.

lepigone larvae induced by Vip3Aa and Cry2Ab were slower than that by Cry1Ab and Cry1Ac. The
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results indicated that Cry1Ab and Cry1Ac toxins had higher toxicity against the larvae of A. lepigone

than Vip3Aa and Cry2Ab toxins. Similar to the changes of histopathology, Cry1Ab and Cry1Ac toxins

disrupted the midgut epithelium cells faster than Vip3Aa and Cry2Ab toxins. Lysis of gut epithelium

cells resulting in larval death might be the mode of action of Cry toxin and Vip toxin.
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二点委夜蛾Athetis lepigone Moschler属鳞翅目

夜蛾科，是玉米苗期为害较严重的一类害虫，2005年

该虫在河北省首次发生（姜京宇等，2008；王振营等，

2012），其幼虫主要集中在玉米苗根基部取食为害，

由于该虫潜伏在玉米田的碎麦秸下隐蔽为害，因此

在田间主要使用化学农药来防治（柴同海等，2012）。

随着昆虫抗药性发展和环境保护等问题的出现，对

二点委夜蛾生物防治的研究日益增多，如张海剑等

（2012；2016）研究发现微孢子虫和球孢白僵菌

Beauveria bassiana都对二点委夜蛾种群数量的控制

起到一定作用，具有潜在的应用价值；雷利平等

（2013）发现，筛选得到昆虫病原线虫异小杆线虫Het-

erorhabditis bacteriophora HB8对二点委夜蛾幼虫致

病力最高，也可以在田间推广应用防治二点委夜蛾。

苏云金芽胞杆菌Bacillus thuringiensis（Bt）在营

养期或营养期末期会产生对多种昆虫具有毒性的杀

虫物质，包括Cry蛋白、Cyt蛋白、Vip蛋白、双效菌素

ZWA、苏云金素等，在害虫生物防治中发挥着重要

作用（Höfte & Whiteley，1989；Bravo et al.，2011）。

敏感昆虫取食Cry晶体蛋白后，晶体蛋白在昆虫中

肠内溶解和酶解释放出具有活性的毒素，毒素蛋白

再与昆虫中肠特异的受体结合，破坏中肠细胞的完

整性而导致昆虫死亡（Bravo et al.，2007）。所以，敏

感昆虫取食Bt毒素后，昆虫中肠细胞及其细胞器发

生了明显的组织病理学变化，这些变化主要有微绒

毛脱落、柱状细胞和杯状细胞形变、细胞器空泡破裂

等。亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis 幼虫取食转 Bt

基因玉米后出现微绒毛脱落、内质网肿胀断裂、杯状

细胞杯腔增大空泡化等病变（徐艳聆等，2009）；稻纵

卷叶螟Cnaphalocrocis medinalis幼虫取食转 cry1Ab

基因水稻后，中肠上皮细胞的线粒体出现凝聚、内嵴

稀疏、空泡化等病理学变化，同时还伴随着内质网肿

胀、核糖体脱落、细胞核拉长、核仁聚集等变化（李芳

芳等，2007）；棉叶波纹夜蛾Alabama argillacea幼虫

取食Cry1Ac毒素蛋白后柱状细胞和杯状细胞都发

生了形变、细胞器消失等组织病理变化（Sousa et

al.，2010）。

本实验室前期研究已发现Cry1Ac毒素蛋白对

二点委夜蛾幼虫具有杀虫活性（杨云鹤等，2014），基

于此，本研究选取Cry1Ab、Cry1Ac、Cry2Ab、Vip3Aa

四种不同毒素蛋白，利用透射电镜观察二点委夜蛾

幼虫取食毒素蛋白后的组织病理学变化，以期为进

一步了解Cry毒素的作用机制及更好地利用Bt制剂

防治二点委夜蛾提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试 Bt 毒素蛋白：Cry1Ab、Cry1Ac、Cry2Ab、

Vip3Aa毒素蛋白干粉制剂，由中国农业科学院植物

保护研究所玉米螟组提供，用pH 8的Na2CO3缓冲液

溶解，配制成浓度为 0.5 mg/mL的毒素蛋白溶液原

液，-20℃保存备用。

供试昆虫：二点委夜蛾卵由河北农业大学植物

保护学院害虫生物防治实验室提供，初孵幼虫用人

工饲料饲养至 2龄幼虫用于生物活性测定，饲喂至

4龄幼虫用于组织病理学观察。

试剂及仪器：所用试剂均为国内分析纯。

PRX-450D 智能人工气候箱，浙江宁波赛福实验仪

器有限公司；EM UC6 型超薄切片机，奥地利徕卡

仪器公司；JEM-1230 型透射电子显微镜，日本 JE-

OL公司。

1.2 方法

1.2.1 Bt毒素蛋白对二点委夜蛾幼虫的毒力测定

采用人工饲料混合毒素蛋白方法测定毒素对

二点委夜蛾的毒力。每克人工饲料中加入 1 mL浓

度为 0.5 mg/mL 的毒素蛋白溶液，充分混匀后，分

装于 24 孔板中，每孔接入 1 头 2 龄幼虫，置于 26±

1℃、相对湿度 70%、光周期 12 L∶12 D 的智能人工

气候箱中培养，每个处理 24 头幼虫，重复 3 次，以

无菌水混合人工饲料作对照，饲喂 72 h 后统计各

处理幼虫的死虫数，计算校正死亡率，校正死亡率=

（处理组死亡率-对照组死亡率）/（100-对照组死亡

率）×100%。以针头触碰虫体，无任何反应者视为

死亡，反之则为存活幼虫。

1.2.2 昆虫中肠组织样品处理与电镜观察

将 4龄二点委夜蛾幼虫预先饥饿处理 24 h，分
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别饲喂含有 0.05 mg/g的Cry1Ab、Cry1Ac、Cry2Ab、

Vip3Aa Bt毒素蛋白的人工饲料，以饲喂无菌水混合

人工饲料的幼虫作对照，每个处理 24头幼虫，重复

10次，分别在取食12、24、36、48、60、72 h时，对各处

理的试虫进行解剖分离中肠组织，浸泡于2.5%的戊

二醛溶液中固定2~3 d。

用 PBS 缓冲液洗涤戊二醛固定的二点委夜蛾

幼虫中肠样品3次，30 min/次，放入1% OsO4中固定

过夜，再用PBS缓冲液洗涤样品 3次，30 min/次，固

定好的样品用梯度酒精逐级脱水处理，再用丙酮将

样品进行脱水处理约30 min，再用Spurr树脂包埋样

品，然后用徕卡EM UC6型超薄切片机对已包埋充

分的外面裹有Spurr树脂的中肠样品进行切片，再用

醋酸铀-柠檬酸铅双染色，最后用 JEM-1230型透射

电子显微镜观察并拍片。

1.3 数据分析

所有数据利用Excel 2007、SSPS 10.0软件进行

统计分析，采用Ducan氏新复极差法进行差异显著

性检验。

2 结果与分析

2.1 Bt毒素蛋白对二点委夜蛾幼虫的杀虫活性

Cry1Ab、Cry1Ac、Cry2Ab 和 Vip3Aa 四种毒素

蛋白对二点委夜蛾 2龄幼虫的杀虫活性结果显示，

4种Bt毒素蛋白对二点委夜蛾幼虫的杀虫活性差异

较大，在浓度均为 0.5 mg/g时，Cry1Ab和Cry1Ac毒

素蛋白对二点委夜蛾的杀虫活性显著高于Vip3Aa

和 Cry2Ab 毒素蛋白，72 h 时校正死亡率分别为

84.7%和76.4%，而Vip3Aa和Cry2Ab毒素蛋白的校

正死亡率分别仅为47.2%和34.7%。

2.2 取食Bt毒素蛋白后幼虫中肠的细胞病理变化

取食正常饲料后二点委夜蛾幼虫的中肠柱状细

胞顶端的微绒毛数量众多，排列紧密而整齐并且粗

细均匀（图1-a）；杯状细胞杯腔形状呈现规则的椭圆

或长椭圆形，腔内细胞质突起较发达并且排列有序

（图1-b）；线粒体内脊可见，形状有圆、椭圆、球形并

且形态良好；内质网发达、结构完整并且排列有序

（图 1-c）；细胞核核膜完整无破损、核质内的染色质

均匀分布（图1-d）。

图1 取食正常饲料72 h后二点委夜蛾中肠细胞各结构形态

Fig. 1 The midgut cells of Athetis lepigone fed on normal food without Bt toxin

a：微绒毛；b：杯状细胞杯腔；c：内质网和线粒体；d：细胞核。a：Microvill；b：goblet cell；c：endoplasmic reticulum and

mitochondria；d：nucleus.

二点委夜蛾幼虫取食Cry1Ab、Cry1Ac、Cry2Ab

和Vip3Aa毒素蛋白后，中肠柱状细胞微绒毛、杯状

细胞、线粒体、内质网和细胞核等细胞质突起随着取

食毒蛋白时间的延长均出现了一系列变化。取食

Cry1Ab 和 Cry1Ac 毒素蛋白后，36 h 时二点委夜蛾

幼虫中肠细胞微绒毛出现空泡增多、微绒毛肿胀断

裂；72 h时取食Cry1Ab和Cry1Ac毒素蛋白的二点委

夜蛾中肠柱状细胞微绒毛已基本脱落，杂乱地分散在

肠腔内（图2-a~b）。取食Cry2Ab和Vip3Aa毒素蛋白

后，二点委夜蛾幼虫中肠柱状细胞微绒毛变化不明

显，在60 h时微绒毛仍具有较为完整的结构，至72 h

时微绒毛才出现空泡、肿胀断裂等变化（图2-c~d）。
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图2 取食4种Bt毒素蛋白72 h后二点委夜蛾幼虫中肠细胞微绒毛的变化过程

Fig. 2 The changes in the microvill of midgut cells of Athetis lepigone larvae after treated with four kinds of Bt toxins

a：Cry1Ab毒素蛋白；b：Cry1Ac毒素蛋白；c：Cry2Ab毒素蛋白；d：Vip3Aa毒素蛋白。a：Cry1Ab toxin；b：Cry1Ac tox-

in；c：Cry2Ab toxin；d：Vip3Aa toxin.

二点委夜蛾幼虫取食4种Bt毒素蛋白后，中肠

杯状细胞都出现了杯腔变形和腔内微绒毛伸长并向

腔中心延伸、微绒毛脱落等现象，处理72 h时杯状细

胞杯腔内充满了断裂的微绒毛（图3）。

图3 取食4种Bt毒素蛋白后二点委夜蛾幼虫中肠杯状细胞的变化过程

Fig. 3 The changes in goblet cells of Athetis lepigone larvae after treated with four kinds of Bt toxins

a：Cry1Ab 毒素蛋白；b：Cry1Ac 毒素蛋白；c：Cry2Ab 毒素蛋白；d：Vip3Aa 毒素蛋白。a：Cry1Ab toxin；b：Cry1Ac

toxin；c：Cry2Ab toxin；d：Vip3Aa toxin.

取食 4种Bt毒素蛋白后二点委夜蛾幼虫中肠

细胞器变化较为明显。Cry1Ab和Cry1Ac毒素蛋白

作用下的中肠细胞细胞器变化较为迅速，12 h时已

出现细胞核、线粒体和内质网变形等现象，72 h时在

细胞质中已基本看不出完整的细胞器（图 4-a）。取

食Cry2Ab毒素蛋白的幼虫中肠细胞内质网并未发

生严重断裂情况，72 h时依然清晰可见，Vip3Aa毒

素蛋白作用下的中肠细胞内细胞质空泡化最严重，
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72 h 时空泡已布满整个细胞并且细胞器降解严重

（图4-b）。细胞核的变化主要表现在核膜逐渐消失、

核质凝聚和形状的变化，72 h时Cry1Ab、Cry1Ac毒

素蛋白作用下的中肠细胞核已完全看不出核膜（图

5-a~b），Cry2Ab 和 Vip3Aa 毒素蛋白作用下的细胞

核也出现了核质凝聚和形状的变化，但细胞核的核

膜还是清晰可见（图5-c~d）。

图4 取食Cry1Ac和Vip3Aa毒素蛋白后二点委夜蛾幼虫中肠细胞细胞器的变化过程

Fig. 4 The changes in the organelles midgut cells of Athetis lepigone larvae after treated with Cry1Ac and Vip3Aa toxins

a：Cry1Ac毒素蛋白；b：Vip3Aa毒素蛋白。a：Cry1Ac toxin；b：Vip3Aa toxin.

图5 取食4种Bt毒素蛋白后二点委夜蛾幼虫中肠细胞细胞核的变化过程

Fig. 5 The changes in the nuclei of midgut cells of Athetis lepigone larvae after treated with four kinds of Bt toxins

a：Cry1Ab毒素蛋白；b：Cry1Ac毒素蛋白；c：Cry2Ab毒素蛋白；d：Vip3Aa毒素蛋白。 a：Cry1Ab toxin；b：Cry1Ac tox-

in；c：Cry2Ab toxin；d：Vip3Aa toxin.

3 讨论

本试验结果表明，4 种 Bt 毒素蛋白中，Cry1Ab

对二点委夜蛾幼虫杀虫活性最高，Cry1Ac次之，而

Cry2Ab 和Vip3Aa的杀虫活性较低，与本研究中肠

组织病理学结果一致，即Cry1Ab和Cry1Ac毒素蛋

白对二点委夜蛾幼虫中肠组织的破坏速度较快，而

Cry2Ab 和Vip3Aa毒素蛋白的破坏速度较慢。

本研究还发现，72 h 时 Cry1Ab 和 Cry1Ac 毒素

对二点委夜蛾幼虫具有较高的杀虫活性，而Cry2Ab

和Vip3Aa毒素蛋白对二点委夜蛾幼虫表现出较弱

的毒力。对中肠组织病理学的观察结果与之吻合，

即二点委夜蛾幼虫取食Cry1Ab和Cry1Ac毒素蛋白

后，12 h时幼虫中肠细胞已出现病变，除了破坏速度

较快之外，这 2种毒素对细胞线粒体、内质网、细胞

核的破坏程度均比Cry2Ab 和Vip3Aa毒素蛋白大。

Lemes et al.（2014）研究发现草地贪夜蛾 Spodoptera

frugiperda取食Vip3Aa毒素蛋白后，昆虫中肠第5天
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才出现病理变化，第7天才表现出死亡症状，本试验

研究发现二点委夜蛾取食Vip3Aa毒素后，从60 h时

中肠组织才开始表现出病理变化，说明Vip3Aa毒素

蛋白对昆虫中肠的破坏作用明显慢于Cry毒素蛋白，

并且本试验只检测到了72 h时Vip3Aa毒素蛋白对二

点委夜蛾幼虫具有较弱的毒力，而没有延长毒力测

定的检测时间，说明在测定Vip3Aa毒素蛋白对试虫

毒力时需要延长检测的时间。本试验还发现Vip3Aa

毒素蛋白对二点委夜蛾中肠细胞的破坏作用和Cry

毒素蛋白作用机理相似，这一结果和Vip3Aa毒素蛋

白对其它夜蛾科昆虫的研究结果相同（Estruch et al.，

1996；Jackson et al.，2007；Song et al.，2016）。

Cry2Ab毒素蛋白对鳞翅目和双翅目昆虫都具有杀虫

活性，对鳞翅目昆虫有抑制生长作用（McNeil &

Dean，2011；Siebert et al.，2012；Pan et al.，2014），但该

毒素蛋白需要在高pH（pH 12）环境中才能发挥作用

（Gill et al.，1992），在本研究中发现Cry2Ab毒素蛋白

对二点委夜蛾幼虫具有较弱的毒力，可能与该虫中

肠内环境有关，但是二点委夜蛾取食Cry2Ab毒素蛋

白后，随着时间延长该虫中肠细胞也出现一定的病

理变化，推断该虫中肠细胞对Cry2Ab毒素蛋白也有

一定敏感性，高珍等（2013）也研究发现Cry2Ab毒素

蛋白对棉铃虫Helicoverpa armigera中肠组织的破坏

作用要比Cry1Ac毒素蛋白的破坏作用慢一些，关于

如何提高Cry2Ab毒素蛋白的毒力以及Cry2Ab毒素

蛋白的作用机理还需要进一步研究。

cry1Ab基因主要用于构建转基因抗虫玉米，在

鳞翅目害虫的生物防治中发挥着重要作用（Székács

et al.，2010；李宁等，2011），为了延缓昆虫的抗药性

（Crespo et al.，2010；Burkness et al.，2015），又有

cry1Ab/cry2Aj、cry1Ie/cry1Ac、cry1Ab/cry1Fa基因联

合转入玉米中（Jakka et al.，2015；Zhang et al.，2016；

2017）获得双基因或多基因抗虫玉米来用于鳞翅目

害虫的防治，二点委夜蛾是玉米苗期为害较严重的

害虫，本研究中发现Cry1Ab和Cry1Ac毒素蛋白对

二点委夜蛾幼虫的毒力差异不显著，而本实验室已

经研究发现Cry1Ac毒素蛋白在二点委夜蛾幼虫中

肠的结合受体蛋白为APN蛋白，那么Cry1Ab毒素

蛋白在二点委夜蛾中肠结合受体蛋白的种类、

Cry1Ab毒素蛋白和Cry1Ac毒素蛋白是否存在交互

抗性还需要进一步研究。
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