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亚洲玉米螟犅狋抗性种群的遗传多样性分析
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摘要　近２０年来，在北美、西欧、南美、菲律宾等２０多个国家大面积商业化应用Ｂｔ玉米防治欧洲玉米螟犗狊狋狉犻狀犻犪

狀狌犫犻犾犪犾犻狊（Ｈüｂｎｅｒ）等鳞翅目害虫的实践证明，其不可避免地胁迫靶标害虫产生遗传分化，出现新的抗性种群。研究

精准有效的抗性检测方法，将为抗性监测和抗性治理策略的有效性提供科学依据。本研究基于高通量测序获得的

亚洲玉米螟犗狊狋狉犻狀犻犪犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊（Ｇｕｅｎéｅ）转录组数据，应用ＭＩＳＡ（ＭｉｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ）软件搜索ＳＳＲ位点，从６１６２２条

ＥＳＴ（ＥｘｐｒｅｓｓｅｄＳｅｑｕｅｎｃｅＴａｇ）序列中获得了３４６７个ＳＳＲ位点。通过设计、筛选，共获得３３１６对特异性引物，从

中挑选了１５０对引物进行ＰＣＲ扩增，共有５１对扩增出目的条带，对亚洲玉米螟敏感种群（ＡＣＢＢｔＳ）及５个Ｂｔ毒素

抗性种群（ＡＣＢＡｂＲ、ＡＣＢＡｃＲ、ＡＣＢＡｈＲ、ＡＣＢＦＲ、ＡＣＢＩｅＲ）进行多态性检测，最终得到２０条高多态性引物。

利用这２０对微卫星引物共检测到１２６个等位基因，平均每个位点６．３个。不同Ｂｔ抗性种群间产生了一定程度的

遗传分化，种群间的平均遗传分化系数（犉狊狋）为０．１９５９，即说明种群间的遗传变异为１９．６％。根据遗传距离建立了

ＵＰＧＭＡ系统发育树，显示６个种群的相似度，即ＡＣＢＡｂＲ与ＡＣＢＡｃＲ相似度高。种群变异相似度规律与已报

道的亚洲玉米螟对各Ｂｔ毒素的交互抗性规律相一致。本研究发现的ＳＳＲ位点可作为亚洲玉米螟不同Ｂｔ毒素抗性

种群的分子检测方法。
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　　转Ｂｔ基因抗虫玉米为亚洲玉米螟犗狊狋狉犻狀犻犪

犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊（Ｇｕｅｎéｅ）的防治提供了新途径，虽然在

我国转基因抗虫玉米目前还处于应用前的环境安全

评价阶段，然而一旦大面积商业化种植将会使亚洲

玉米螟长期处于特定的毒素选择压力下，使其产生

抗性。印度谷螟犘犾狅犱犻犪犻狀狋犲狉狆狌狀犮狋犲犾犾犪（Ｈüｂｎｅｒ）是

世界上第一个被报道的对Ｂｔ制剂产生抗性的鳞翅

目害虫［１］。此后，诸多研究证实鳞翅目、鞘翅目和双

翅目的多种昆虫对Ｂｔ蛋白产生抗性
［２８］。分子标记

能够检测到群体间及个体的基因组中某一特异性的

ＤＮＡ片段，是建立在核酸分子水平上检测物种种群

遗传变异的一种标记技术。研究者利用ＲＡＰＤ（随机

扩增多态性ＤＮＡ）技术检测到棉铃虫对Ｂｔ产生抗性

后在基因水平发生变异［９］。雷仲仁等［１０］使用ＲＡＰＤ技

术对不同抗性水平和敏感的棉铃虫种群进行了区分。

潘志萍等使用微卫星标记对橘小实蝇的敏感品系及３

个农药抗性品系进行ＤＮＡ遗传变异分析
［１１］。

本实验室以采自陕西田间的亚洲玉米螟敏感种

群进行Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ｉｅ、Ｃｒｙ１Ｆ、Ｃｒｙ１Ａｈ蛋

白抗性汰选，获得了５个抗性种群。抗性倍数达数

十倍，乃至百倍以上［１２１４］，Ｃｒｙ１Ｆ蛋白抗性种群的抗

性倍数更达近２０００倍
［１５］。本研究基于前期对亚洲

玉米螟Ｂｔ敏感种群的转录组高通量测序结果，进行

ＥＳＴＳＳＲ分子标记搜索和分析，建立了ＥＳＴＳＳＲ标

记，筛选出高多态性的位点，并用这些位点对亚洲玉

米螟不同Ｂｔ抗性种群进行了遗传多样性分析，以期

为建立新的田间抗性检测技术提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫

亚洲玉米螟敏感品系（ＡＣＢＢｔＳ）：采自陕西西

安玉米田，在（２８±１）℃、光周期Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ、

ＲＨ７０％～８０％的条件下用无琼脂半人工饲料饲

养，未接触过任何Ｂｔ产品。

亚洲玉米螟５个抗性种群：Ｃｒｙ１Ａｂ蛋白抗性种

群（ＡＣＢＡｂＲ）、Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白抗性种群（ＡＣＢＡｃＲ）、

Ｃｒｙ１Ｆ蛋白抗性种群（ＡＣＢＦＲ）、Ｃｒｙ１Ｉｅｂ蛋白抗性

种群（ＡＣＢＩｅＲ）、Ｃｒｙ１Ａｈ蛋白抗性种群（ＡＣＢ

ＡｈＲ）均以 ＡＣＢＢｔＳ种群为基础，采用饲料混合

法［１６］进行室内人工汰选。

１．２　微卫星位点的开发及引物设计

基于亚洲玉米螟Ｂｔ敏感种群转录组测序结果

获得的６１６２２条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列，使用ＭｉｃｒｏＳＡｔｅｌ

ｌｉｔｅ（ＭＩＳＡ）软件进行ＳＳＲ位点搜索。搜索的标准

为单核苷酸至少重复１２次，二核苷酸至少重复６

次，三、四核苷酸至少重复５次，五、六核苷酸至少重

复４次。对所有ＳＳＲ重复单元在Ｕｎｉｇｅｎｅ上前后

序列长度进行筛选，一共在３０３５条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中找

到３４６７个符合条件的ＳＳＲ。只保留前后序列均不

小于１５０ｂｐ的ＳＳＲ，用其设计引物。

主要的引物设置参数为：退火温度５５～６５℃，

上、下游引物的Ｔｍ相差不大于２℃，扩增产物大小

８０～３００ｂｐ，引物长度１８～２８ｂｐ，ＧＣ含量４０％～

６５％。将设计出的引物通过以下标准筛选：１、引物

不能存在ＳＳＲ；２、将获得的引物比对到Ｕｎｉｇｅｎｅ序

列，引物的５′端允许有３个碱基的错配，３′端允许有

１个碱基的错配；３、去掉比对到不同Ｕｎｉｇｅｎｅ上的

引物，筛选唯一匹配的引物；４、使用ｓｓｒ＿ｆｉｎｄｅｒ校验

ＳＳＲ，使用产物序列来寻找ＳＳＲ，检验结果是否与

ＭＩＳＡ结果相同，并筛选出相同的ＳＳＲ产物。每条

ＳＳＲ产生５条候选引物，用于后续进行ＳＳＲ的多态

性检测。最终过滤获得３３１６对引物。

１．３　微卫星引物筛选

在２～６碱基重复类型中选择重复次数较高的

ＳＳＲ位点，最终从３３１６对引物中获得了１５０对

ＳＳＲ引物（编号１～１５０，上海Ｓａｎｇｏｎ生物技术公司

合成），这１５０对引物覆盖７３个ＳＳＲ位点。

利用ＡｘｙＰｒｅｐ基因组ＤＮＡ小量试剂盒［康宁

生命科学（吴江）有限公司］提取亚洲玉米螟ＤＮＡ，

－２０℃保存备用，提取方法参照试剂盒的说明书。

以提取的ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应体

系（２５μＬ）包括：２×ＧｏＴａｑＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ；

正反引物各１μＬ；ＤＮＡ模板１．５μＬ；无核酸酶水

９μＬ。ＰＣＲ循环条件为９５℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变

性３０ｓ，合适的退火温度３５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个

循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。各对引物的最适退火温度

通过梯度（５０．８、５２．１、５３．８、５５．２、５７．２、５９．２℃）

ＰＣＲ试验确定。

将可以扩增出目的条带的引物的５′端进行双色

荧光标记（ＦＡＭ、ＨＥＸ），根据以上优化好的ＰＣＲ扩

增条件，用荧光标记的上游引物与原引物的下游引
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物对２４个亚洲玉米螟ＤＮＡ样品（ＡＣＢＢｔＳ、ＡＣＢ

ＡｂＲ、ＡＣＢＡｃＲ、ＡＣＢＦＲ、ＡＣＢＩｅＲ、ＡＣＢＡｈＲ６个种

群，每个种群４个个体）进行扩增。ＰＣＲ扩增产物

通过１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测，将检验合格的

产物送往上海Ｓａｎｇｏｎ生物技术公司，利用ＡＢＩ３７３０

仪器进行毛细管电泳基因分型扫描，扫描结果经Ｇｅｎ

ｅＭａｐｐｅｒ软件进行分析。在Ｅｘｃｅｌ表中输入分型结

果，分别用“Ａ、Ｂ”表示每个基因座的两个等位基因，

并用两个字母表示条带：纯合子条带表示为ＡＡ、ＢＢ、

ＣＣ等；杂合子为 ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ等。使用Ｐｏｐｇｅｎｅ３２

（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３２）软件计算每一个多态性ＳＳＲ位点的总

等位基因数（ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ，犖犪）、观测杂合度（ｏｂ

ｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，犎狅）、预计杂合度（ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔ

ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，犎犲）等。分析（ＰＩＣ＿ＣＡＬＣ，Ｖｅｒｓｉｏｎ０．６）

各个位点的等位基因频率，得到多态性信息含量参数

（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，犘犐犆）。

１．４　亚洲玉米螟不同犅狋抗性种群的遗传多样性

选取筛选得到的具有多态性的微卫星位点，分

别在６个种群中进行ＰＣＲ扩增，每个种群扩增３０

个个体。ＰＣＲ反应条件、反应程序、ＰＣＲ产物检测

及荧光标记基因分型数据分析同上。计算Ｎｅｉ’ｓ遗

传距离犇 和群体遗传分化的犉 统计量（犉ｓｔａｔｉｓ

ｔｉｃｓ，犉狊狋）等参数。犇＝－ｌｎ
犑狓狔

犑狓犑槡 狔

，其中狓和狔代表

两个种群，犑狓、犑狔和犑狓狔分别代表种群特有或共有等

位基因频率平均数；犉狊狋＝
ｖａｒ（狆）

狆（１－狆）
，其中狆为种群间

变异，狆（１－狆）为期望的杂合等位基因频率，计算过

程由Ｐｏｐｇｅｎｅ３２软件实现
［１７］。ＭＥＧＡ７．０软件根

据遗传距离和等位基因频率进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　亚洲玉米螟转录组中犛犛犚的分布及频率

在亚洲玉米螟Ｂｔ敏感种群转录组的６１６２２条

ｕｎｉｇｅｎｅｓ中的３０３５条中找到符合条件的３４６７个

ＳＳＲ位点，其中３３７条ｕｎｉｇｅｎｅｓ含２个及２个以上

ＳＳＲ位点。整体上，ＳＳＲ发生频率（含ＳＳＲｕｎｉ

ｇｅｎｅｓ的数目与总ｕｎｉｇｅｎｅｓ数目之比）为４．９３％，出

现频率（检出ＳＳＲ数目与总ｕｎｉｇｅｎｅｓ数目之比）为

５．６３％。从分布情况看，亚洲玉米螟转录组中平均

每１５１６２ｂｐ含有１个ＳＳＲ位点。

２．２　微卫星位点的多态性

经ＰＣＲ条件优化，确定最适退火温度。选取的

１５０对ＳＳＲ引物序列中共有５１对成功扩增出清晰

条带（４９对产生与预期大小相同的条带，另２对产

生条带较长）。对这５１对引物进行双色荧光标记，

利用荧光标记引物ＰＣＲ扩增所有２４个亚洲玉米螟

ＤＮＡ样品，然后对扩增产物进行基因分型。根据基

因分型结果，其中２０对引物（表１）扩增的ＤＮＡ条

带在６个种群中都具有多态性。引物有效扩增率为

３４％，其中多态性占３９．２２％。

表１　２０个微卫星标记在亚洲玉米螟６个种群中的多态性参数

犜犪犫犾犲１　犘狅犾狔犿狅狉狆犺犻狊犿狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳２０犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲

犿犪狉犽犲狉狊犻狀６狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犗狊狋狉犻狀犻犪犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊

位点

Ｌｏｃｕｓ

等位基因数

Ｎｏ．ｏｆ

ａｌｌｅｌｅｓ

个体数

Ｎｏ．ｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ

观察

杂合度

犎狅

期望

杂合度

犎犲

多态性

犘犐犆

１９ ４ １８０ ０．３３８９ ０．５６５０ ０．５０１６

２１ ４ １８０ ０．４１１１ ０．５６２６ ０．５０１１

２６ １０ １８０ ０．４８８９ ０．６０７３ ０．５７５７

４４ ３ １８０ ０．９５００ ０．５９１３ ０．５１０５

６３ ３ １８０ ０．３６６７ ０．６０３６ ０．５２８２

５６ ６ １８０ ０．２８３３ ０．５８１０ ０．５２０３

７３ ５ １８０ ０．６５５６ ０．６４８０ ０．５８５０

７９ ７ １８０ ０．４４４４ ０．７５２５ ０．７１３１

８１ １０ １８０ ０．４６１１ ０．７０８４ ０．６６１３

９２ ７ １８０ ０．３７２２ ０．７１３１ ０．６６３５

９６ ６ １８０ ０．２８３３ ０．６９３５ ０．６３１５

１０７ ６ １８０ ０．６３３３ ０．６５７１ ０．６０１２

１０９ ８ １８０ ０．３３８９ ０．６３４３ ０．５７７９

１２８ ５ １８０ ０．４２７８ ０．６０３４ ０．５４４４

１３４ ７ １８０ ０．４３８９ ０．７２９９ ０．６７９９

１３９ ５ １８０ １．００００ ０．７８９５ ０．７５２８

１４１ ８ １８０ ０．４０００ ０．７５９６ ０．７２１４

１４５ １０ １８０ ０．５６６７ ０．８３３５ ０．８１００

１４７ ６ １８０ ０．５８３３ ０．７５７６ ０．７１５５

１５０ ６ １８０ ０．６１１１ ０．６１６７ ０．５７０１

平均

Ｍｅａｎ
６．３ １８０ ０．５０２８ ０．６７０４ ０．６１８３

２．３　遗传多样性

２０对微卫星引物在６个亚洲玉米螟种群中共

检测到１２６个等位基因，平均值是６．３个（表１）。最

大值出现在位点２６、８１、１４５中，为１０个；最小值出

现在位点４４和６３中，为３个。观察杂合度变化范围

在０．２８３３到１．００００之间，平均观察杂合度０．４８９２；期

望杂合度变化范围从０．５６２６到０．８３３５之间，平均期望

杂合度是０．６７０４。多态性参数在０．５０１１～０．８１００之

间，平均值为０．６１８３，都处于高度多态性。

６个种群的表观杂合度（犎狅）在０．４６３３～

０．５５００之间；预期杂合度（犎犲）在０．４８０８～０．６３３４

之间，平均值为０．５４６７；种群的多态位点百分率犘

均为１００％，同时表明这２０个微卫星位点具有高度

的多态性；种群的基因多样性指数Ｎｅｉ’ｓ在０．４７２８

～０．６２２９之间；香农信息指数（犐）在０．８５６３～

１．１９３４之间（表２）。
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表２　２０个微卫星位点在亚洲玉米螟６个种群的遗传变异参数１
）

犜犪犫犾犲２　犛狌犿犿犪狉狔狅犳犵犲狀犲狋犻犮狏犪狉犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳２０犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲犾狅犮犻犻狀６狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犗狊狋狉犻狀犻犪犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｏｄｅ

观测等位基因数

犖犪

有效等位基因数

犖犲

香农信息指数

犐

基因多样性

Ｎｅｉ’ｓ

表观杂合度

犎狅

预期杂合度

犎犲

多态位点百分率／％

犘

ＡＣＢＡｂＲ ４．１５００ ２．１４３３ ０．８８００ ０．４７２８ ０．４６３３ ０．４８０８ １００．００

ＡＣＢＡｃＲ ３．７５００ ２．１０６６ ０．８５６３ ０．４７８７ ０．４８００ ０．４８６８ １００．００

ＡＣＢＢｔＳ ４．５０００ ２．５７１９ １．０３６４ ０．５５８５ ０．５４５０ ０．５６７９ １００．００

ＡＣＢＡｈＲ ４．５５００ ２．３６９０ １．００５１ ０．５３１０ ０．４８６７ ０．５４００ １００．００

ＡＣＢＦＲ ４．４０００ ２．５６８０ １．０３７９ ０．５６１７ ０．４９１７ ０．５７１２ １００．００

ＡＣＢＩｅＲ ５．２５００ ２．８９７２ １．１９３４ ０．６２２９ ０．５５００ ０．６３３４ １００．００

平均 Ｍｅａｎ ４．４３３３ ２．４４２７ １．００１５ ０．５３７６ ０．５０２８ ０．５４６７ １００．００

　１）犖犪：Ｏｂｓｅｒｖｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；犖犲：Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；犐：Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ；Ｎｅｉ’ｓ：Ｎｅｉ’ｓｇｅｎｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ；犎狅：Ｏｂ

ｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；犎犲：Ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；犘：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｌｏｃｉ．

２．４　遗传分化分析

对于亚洲玉米螟种群整体而言，种群间分化系

数犉狊狋从０．０１５６～０．４２３８，平均遗传分化系数为

０．１９５９，其中位点９２贡献显著。从种群间分化系

数可知，亚洲玉米螟不同Ｂｔ抗性种群间的遗传变

异约为１９．６％。

２．５　６个种群的遗传相似度

使用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１对６个种群的Ｎｅｉ’ｓ遗传

距离进行ＵＰＧＭＡ聚类分析，这些种群的遗传距离

在０．０９８２～０．７０３６。显示６个群体聚类分为两大

分支，ＡＣＢＡｂＲ与ＡＣＢＡｃＲ首先汇聚再与ＡＣＢ

ＢｔＳ聚为一支，ＡＣＢＦＲ与ＡＣＢＩｅＲ汇聚再与ＡＣＢ

ＡｈＲ聚为另一支（图１）。

图１　亚洲玉米螟６个种群间犖犲犻’狊遗传距离的

犝犘犌犕犃聚类图

犉犻犵．１　犝犘犌犕犃犱犲狀犱狉狅犵狉犪犿犳狅狉６狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犗狊狋狉犻狀犻犪

犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊犫犪狊犲犱狅狀犖犲犻’狊犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲

表３　亚洲玉米螟６个种群中犖犲犻’狊遗传相似度和遗传距离１
）

犜犪犫犾犲３　犖犲犻’狊犵犲狀犲狋犻犮犻犱犲狀狋犻狋狔犪狀犱犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲犻狀６狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犗狊狋狉犻狀犻犪犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊

种群Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｏｄｅ ＡＣＢＡｂＲ ＡＣＢＡｃＲ ＡＣＢＢｔＳ ＡＣＢＡｈＲ ＡＣＢＦＲ ＡＣＢＩｅＲ

ＡＣＢＡｂＲ  ０．８０７８ ０．７１４０ ０．５８７５ ０．４９４８ ０．５２３４

ＡＣＢＡｃＲ ０．２１３４  ０．７９６０ ０．５９３５ ０．５２８５ ０．５９８９

ＡＣＢＢｔＳ ０．３３６９ ０．２２８２  ０．５６２９ ０．５１８５ ０．５７４１

ＡＣＢＡｈＲ ０．５３１９ ０．５２１８ ０．５７４６  ０．８７９４ ０．８７６２

ＡＣＢＦＲ ０．７０３６ ０．６３７７ ０．６５６８ ０．１２８５  ０．９０６５

ＡＣＢＩｅＲ ０．６４７４ ０．５１２６ ０．５５４９ ０．１３２１ ０．０９８２ 

　１）表中对角线以上为遗传相似度，对角线以下为遗传距离。

Ｎｅｉ’ｓｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙ（ａｂｏｖｅｄｉａｇｏｎａｌ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌ）．

３　讨论

多态位点百分率犘＞５０％时为高多态位点；

２５％＜犘≤５０％，则为中度多态位点；当犘≤２５％时

为低多态位点，犘 是衡量遗传多样性的重要指

标［１８］。本试验２０个位点的犘值均具有高多态性，

可作为有效的遗传标记用于亚洲玉米螟不同Ｂｔ抗

性种群的遗传多样性研究，同时说明亚洲玉米螟种

群具有丰富的遗传多样性。

种群间杂合度的高低可以衡量种群的遗传分化

程度，其与种群遗传同一性成反比关系［１９］。本试验结

果中，６个种群的表观杂合度在０．４６３３～０．５５００范

围，预期杂合度在０．４８０８～０．６３３４范围，ＡＣＢＢｔＳ和

ＡＣＢＩｅＲ种群相对其他Ｂｔ抗性种群杂合度更高一

些，表明这两个种群的遗传多样性相对更丰富。

种群的遗传分化系数犉ｓｔ大小代表了种群间的

遗传分化强弱程度，当０＜犉ｓｔ＜０．０５时，种群遗传

分化水平较小；当０．０５＜犉ｓｔ＜０．１５时，遗传分化水

平中等；当犉ｓｔ＞０．１５时，遗传分化水平较大
［２０］。本

试验得到的６个种群的犉ｓｔ在０．０１５６～０．４２３８之

·６０１·
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间，平均为０．１９５９，说明６个种群均有一定程度的遗

传分化。种群遗传分化包括多方面的原因，如细胞突

变、自然选择、环境因素等。本试验的５个亚洲玉米

螟Ｂｔ抗性种群分别以亚洲玉米螟Ｂｔ敏感种群ＡＣＢ

ＢｔＳ为起始种群，以饲料中分别添加不同的Ｂｔ杀虫蛋

白为胁迫因子，经多代汰选演化而来。饲养过程中添

加的不同Ｂｔ蛋白是各种群演化的最大环境差异（胁

迫）因素，故不同Ｂｔ蛋白这一环境因素是导致亚洲玉

米螟产生不同Ｂｔ抗性遗传分化种群的主要原因。

Ｃｒｙ１Ａｂ和Ｃｒｙ１Ａｃ的氨基酸序列相似性大于

８５％，且在Ｎ末端有４９％～５２％的氨基酸序列一

致［２１２２］，有研究表明这两种蛋白拥有一个共同的结

合位点，存在较高的交互抗性［２３２４］。亚洲玉米螟不

同Ｂｔ毒素抗性种群的遗传特征与交互抗性研究表

明，Ｃｒｙ１Ａｂ和Ｃｒｙ１Ａｃ毒素汰选的品系对这两种蛋

白存在显著的高交互抗性［２５２６］，说明二者对于亚洲

玉米螟的胁迫汰选力相近似。Ｃｒｙ１Ｆ汰选的抗性品

系ＡＣＢＦＲ对Ｃｒｙ１Ａｂ和Ｃｒｙ１Ａｃ毒素的交互抗性

水平显著低［１４］。Ｃｒｙ１Ｉｅ汰选的抗性品系ＡＣＢＩｅＲ

对Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｃ和Ｃｒｙ１Ａｈ毒素不存在交互抗

性［１３］。Ｃｒｙ１Ａｈ 汰选的抗性品系 ＡＣＢＡｈＲ 对

Ｃｒｙ１Ａｂ和Ｃｒｙ１Ａｃ交互抗性较低，而对Ｃｒｙ１Ｆ的交

互抗性较高［１５］。此外，Ｃｒｙ１Ａｂ和Ｃｒｙ１Ａｃ毒素汰选

下，亚洲玉米螟的抗性演化速率缓慢，汰选１４代后

的抗性提高仅２０～３０倍，而Ｃｒｙ１Ｉｅ和Ｃｒｙ１Ｆ汰选７

代后的抗性倍数达到４００倍以上（本实验室未发表

数据）。从这些交互抗性模式和抗性演化规律的结

果可以看出各Ｂｔ蛋白对于亚洲玉米螟胁迫之间的

相似性。本研究结果揭示的各种群间的遗传相似度

与交互抗性模式和抗性演化规律具有一致性，即

ＡＣＢＡｂＲ与ＡＣＢＡｃＲ种群遗传关系相近，ＡＣＢ

ＡｈＲ与ＡＣＢＦＲ、ＡＣＢＩｅＲ种群遗传相似性较远。

本研究发现的ＳＳＲ位点可作为亚洲玉米螟不同Ｂｔ

毒素抗性种群准确的分子检测方法，亦为今后Ｂｔ玉

米商业化种植后，建立田间抗性监测项目所需的精

准、简易的抗性检测技术提供了科学支撑。
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