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温湿度胁迫对 Bt棉叶片氨基酸组分及
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摘要:以泗抗 1 号( 常规品种) 和泗杂 3 号( 杂交种) 为材料，于盛铃期用高温低湿度和低温低湿度 2 个处理胁迫
棉株 48 h，研究叶片氨基酸组分的变化及其与 Bt蛋白含量的关系。结果表明，温湿度胁迫大幅度增加了叶片中天冬
氨酸、谷氨酸、丙氨酸及精氨酸含量，对丝氨酸、苏氨酸、缬氨酸含量无明显影响，亮氨酸、异亮氨酸含量小幅下降。低
温低湿度胁迫 12 h后叶片 Bt蛋白含量发生显著下降，而高温低湿度处理胁迫 24 h 后下降幅度较大; 整个胁迫过程
中，低温低湿度下叶片 Bt蛋白含量一直低于高温低湿度处理。温湿度胁迫还降低叶片 GPT 和 GS 酶活性，但提高了
蛋白酶的活性。相关性分析表明，温湿度胁迫叶片中 Bt蛋白主要氨基酸组分总量与 Bt蛋白含量呈显著负相关关系。
说明盛铃期湿度胁迫叶片 Bt蛋白含量的下降与 Bt蛋白合成能力下降、分解能力增强相关。
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Effect of Combination Stress of Temperature and Humidity
on Amino Acids and Bt Protein Content in Leave of Bt Cotton
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Abstract: The purpose of this study was to investigate how high temperature with low humidity stress and low
temperature-humidity stress for 48 hours on leaf amino acids content and the relationship between Bt protein content
and amino acids content using two Bt cotton cultivars in plant growth chamber，one was conventional ( Sikang 1) ，
other was hybrid( Siza 3) ． The results showed that combination stress of temperature and humidity stress increased
sharply the content of Asp，Glu，Ala and Arg，but decreased the content of Leu and Ile，and had no significantly
effect on the content of Ser，Thr and Val． The combination stress of temperature and humidity stress had significantly
effect on the leaf Bt protein content in peak boll period． Leaf Bt protein content was decreased under low tempera-
ture-humidity stress after 12 hours significantly，while that of high temperature with low humidity stress dropped
sharply after 24 hours． Leaf Bt protein content of low temperature-humidity treatment was lower than that of high
temperature with low humidity treatment during stress time． The combination stress of temperature and humidity sig-
nificantly decreased activity of the GPT and GS，but increased protease activity． There existed significantly negative
correlation between total content of main amino acids of Bt protein and Bt protein content． These results suggested
that the decrease of leaf Bt content under combination stress of temperature and humidity was closely associated with
the decrease of Bt protein synthesis ability and the increase of Bt protein decomposition．
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转基因棉花因棉株体内融合了 Bt杀虫基因，能
够稳定地合成 Bt杀虫蛋白，有效地减轻棉铃虫等相
关害虫的危害，降低农药用量。这既节省了植棉用
工成本，又减轻了农药对环境的污染，具有良好的经

济效益和生态效益［1 － 2］。但到现在为止，国内外一
致认为，转 Bt基因棉花的抗虫性表现不稳定，除认
为 Bt棉遗传本身在生育过程中不同生育阶段的抗
虫性表达差异较大外［3 － 4］，还认为气象因子对抗虫

性表达具有较大的影响。目前，相关研究主要集中
在干旱、水分及高温等对 Bt 棉抗虫性的影响，认为
高温胁迫后，棉叶的氮代谢受到影响，生理活性下

降，Bt蛋白表达量明显降低［5 － 7］; 同时，前人用生测

试验也证明了低温环境下棉叶抗虫性明显偏低，棉

铃幼虫存活率提高［8 － 10］。但上述研究基本以单个
因子进行，而棉花生育过程是受自然环境条件特别

是温度和湿度等因子的综合影响，如在棉花生育后

期往往易发生高温干旱、低温寡照等极端性气候，对
棉花抗虫能力的表达产生不良影响。因此，单个因
子往往不能完全反映自然温湿度互作条件下对 Bt
蛋白表达量的影响。此外，氨基酸作为蛋白质的基
本单元，其组分的构成和比例是蛋白类型和功能的

重要影响因素，Bt 蛋白作为蛋白质的一种，其氨基
酸构成及比例是固定的，如果发生变化，可能会影响

Bt蛋白的形成。因此，本研究通过人工模拟高温低
湿度和低温低湿度 2 种不同的温湿度互作逆境，观
察盛铃期温湿度逆境下 Bt 棉氨基酸组分的变化及
对 Bt蛋白表达量的影响，试图进一步明确逆境下 Bt
抗虫棉生理生化代谢特征，以期为 Bt棉安全生产应
用提供生理基础。

1 材料和方法
1． 1 试验材料
试验于 2008 － 2009 年在扬州大学江苏省栽培

生理重点实验室人工气候室进行，采用盆栽方法。
供试土壤为沙壤土，含有机质 1． 88%，水解氮 134． 7
mg /kg，速效磷 22． 5 mg /kg，速效钾 81． 3 mg /kg。试
验所用盆钵直径 30 cm，高 27 cm，每盆装土 11 kg，
土壤自然风干、过筛去杂后装盆，用水沉实。供试棉
花品种为泗抗 1 号( 常规品种) 、泗杂 3 号( 杂交
种) 。营养钵育苗，2 年均是在 4 月 5 日播种，36 d
后移栽棉苗于盆中。管理措施与一般大田生产
一致。

1． 2 试验设计
于 8 月 15 日( 盛铃期) ，用人工气候箱对棉株

进行温湿度胁迫。本试验采用 2 个处理，分别为高
温低湿度( HD) 和低温低湿度( DD) ，其中大气相对
湿度设定为 50%，温度分别设高温( 37℃ ) 和低温
( 18℃ ) 2 个水平，胁迫持续时间为 48 h。以上温度
控制误差 ± 1℃，湿度控制误差 ± 5%，光量子通量密
度为 800 μmol / ( m2·s) ，用称重法控制土壤含水量，待
胁迫前调节土壤相对含水量，使之维持在( 70 ±5) %。
1． 3 取样方法及测定内容
在温湿度胁迫 12，24，36，48 h 后取样。2 个处

理均选择生长均匀一致的棉花 3 株，取棉株倒 4 叶
片，混合后叶片分成两部分，一部分液氮速冻后供叶

片 Bt蛋白含量及酶活性的测定; 另一部分先 105℃
杀青，再在 80℃下烘干后待测。
叶片 Bt 蛋白含量的测定，用酶联免疫法

( ELISA) ，参见文献［11］进行。
叶片氨基酸含量的测定，样品衍生后用氨基酸

AccQ·Tag方法测定。
叶片 GPT、GS酶活性的测定，参见文献［12］进

行。
1． 4 数据分析
用 SPSS 13． 0 软件进行统计分析数据，用 Dun-

can's进行处理间差异性检验( P = 0． 05) ，用 Sigma-
plot绘制图表。

2 结果与分析
2． 1 盛铃期温湿度胁迫对叶片氨基酸组分的影响
叶片中氨基酸共有 17 种，根据性质将其分为酸

性、碱性和中性氨基酸 3 类。表 1 表明，盛铃期温湿
度胁迫后叶片天冬氨酸 ( Aspartic acid ) 、谷氨酸
( Glutamic acid ) 都呈快速上升的趋势。处理间相
比，HD 处理前期变化较小，后期增幅较大; 与之相
反，DD处理在胁迫前期酸性氨基酸含量上升较快，
而后期增幅较小。胁迫 12 h，HD和 DD处理下泗杂
3 号叶片酸性氨基酸含量分别比对照增加了 4． 3%
和 18． 1% ; 胁迫 48 h 后泗抗 1 号 HD 处理天冬氨
酸、谷氨酸溶度分别比对照增加了 58． 9% 和
139. 1%，而 DD处理天冬氨酸、谷氨酸溶度分别比
对照增加了 38． 2%和 125． 4%。温湿度处理还促进
了精氨酸( Arginine) 和碱性氨基酸总量的增加，对
赖氨酸( Lysine) 含量无明显影响。
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表 1 盛铃期温湿度胁迫下叶片酸性和碱性氨基酸溶度
Tab． 1 Concentrations of acidic and alkali amino acids in leaves under combination stress of temperature

and humidity during peak boll period μmol /g

品种
Cultivars

处理
Treatment

胁迫时间 /h
Stress time

酸性氨基酸
Acidic amino acids

碱性氨基酸
Alkali amino acids

天冬氨酸
Asp

谷氨酸
Glu

总量
Total

组氨酸
His

精氨酸
Arg

赖氨酸
Lys

总量
Total

泗抗 1 号 高温低湿度 0 653． 2d 783． 3d 1 436． 5d 350． 4c 103． 0c 342． 8a 796． 2d
Sikang1 12 698． 1d 777． 7d 1 475． 8d 362． 0c 98． 2c 356． 9a 817． 1d

24 785． 9c 1 216． 5c 2 002． 4c 360． 8c 122． 7b 351． 8a 855． 3c
36 970． 2b 1 775． 1b 2 745． 3b 388． 9b 166． 4a 347． 1a 902． 4b
48 1 038． 4a 2 073． 6a 3 112． 0a 432． 2a 154． 7a 350． 5a 937． 4a

低温低湿度 0 653． 2d 783． 3e 1 436． 5e 350． 4a 103． 0a 342． 8a 796． 2c
12 710． 7c 904． 9d 1 615． 6d 364． 1a 106． 5a 332． 1a 802． 7c
24 780． 2b 1 011． 1c 1 791． 3c 349． 9a 109． 0a 335． 9a 794． 8c
36 879． 9a 1 639． 0b 2 518． 9b 340． 8ab 148． 6a 350． 7a 840． 1b
48 903． 2a 2 037． 7a 2 940． 9a 330． 4b 190． 1a 342． 0a 872． 5a

泗杂 3 号 高温低湿度 0 737． 0d 950． 7e 1 687． 7e 347． 5d 98． 0b 349． 1a 794． 6d
Siza3 12 708． 8d 1 040． 8d 1 749． 6d 384． 6c 106． 8b 332． 7a 824． 1c

24 839． 4c 1 867． 8c 2 707． 2c 479． 1a 99． 7b 358． 9a 937． 7b
36 920． 7b 2 145． 6b 3 066． 3b 472． 1ab 102． 2b 337． 2a 911． 5bc
48 1 191． 3a 2 238． 1a 3 429． 4a 471． 6b 180． 1a 347． 5a 999． 2a

低温低湿度 0 737． 0b 950． 7e 1 687． 7e 347． 5a 98． 0c 349． 1a 794． 6b
12 720． 8b 1 273． 1d 1 993． 9d 344． 9a 90． 7c 330． 0a 765． 6c
24 752． 7b 1 516． 3c 2 269． 0c 339． 5a 94． 8c 355． 3a 789． 6b
36 913． 2a 1 669． 1b 2 582． 3b 339． 5a 148． 2b 347． 4a 835． 1a
48 940． 9a 1 849． 6a 2 790． 5a 335． 8a 172． 0a 342． 0a 849． 8a

注: 同一栏不同小写字母表示在 0． 05 水平上差异显著。表 2 同。
Notes: Means followed by the same letters with each column are significantly different at the 0． 05 probability level． The same as Tab． 2．

图 1 盛铃期温湿度胁迫下叶片中性氨基酸浓度
Fig．1 Concentrations of neutral amino acids in leaves under combination stress of temperature and humidity during peak boll period
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盛铃期温湿度胁迫对叶片中性氨基酸含量影响

表明( 图 1) ，HD和 DD胁迫后叶片氨基酸组分中亮
氨酸( Leucine) 、异亮氨酸( Isoleucine) 溶度呈小幅下
降的趋势，丝氨酸( Serine) 、苏氨酸( Threonine) 、缬
氨酸( Valine) 溶度无显著变化，丙氨酸( Alanine) 和
脯氨酸( Proline) 溶度大幅度提高。低湿度下，高温
处理和低温处理不同品种丙氨酸溶度分别比对照提

高了 3． 8 ～ 9． 6 倍和 3． 1 ～ 8． 5 倍。HD 处理还促进
了甘氨酸( Glycine) 、蛋氨酸( Methionine) 、苯丙氨酸
( Phenylalanine) 等含量的增加。

Bt蛋白由 248 个氨基酸组成，其中，Bt 蛋白主

要氨基酸组分由天冬酰胺( 测定过程中，已酸解成

天冬氨酸) 、酸性氨基酸( 谷氨酸和天冬氨酸) 、中性
氨基酸( 纈氨酸、苏氨酸、丙氨酸、亮氨酸、丝氨酸、
异亮氨酸) 8 种氨基酸组成，其含量占叶片氨基酸总
含量的 74． 58%［13］。图 2 表明，不同类型 Bt 棉品种
叶片 Bt蛋白主要氨基酸组分含量都是以酸性氨基酸
和亮氨酸最多，占到总组分含量 45% ～52%，苏氨酸、
异亮氨酸和丝氨酸次之，纈氨酸和丙氨酸含量最低。
胁迫 48 h后，HD和 DD均促进了 Bt蛋白主要氨基酸
总量的提高，泗抗 1 号分别比对照提高了 58． 1%和
48． 9%，泗杂 3号分别比对照提高了 53. 3%和 29%。

图 2 盛铃期温湿度胁迫 48 h后叶片中 Bt蛋白主要氨基酸组分相对含量的变化
Fig． 2 Contents of main amind acids of Bt protein in leaves under combination stress of temperature and humidity

for 48 hours during peak boll period

2． 2 盛铃期温湿度胁迫对叶片 Bt蛋白含量的影响
表 2 表明，盛铃期温湿度胁迫对不同基因型品

种叶片 Bt蛋白含量有明显的影响，胁迫后 Bt 蛋白
含量出现大幅下降的特点，但不同处理对 Bt蛋白含
量影响程度不一样。与 HD处理相比，DD处理 12 h
后 2 个叶片中 Bt蛋白含量就发生显著性下降，胁迫
12 h后 DD处理泗抗 1 号和泗杂 3 号叶片 Bt蛋 2 个
白含量分别比对照下降了 20． 6%和 23． 1%。随着
胁迫时间的延长，HD下叶片 Bt蛋白含量降幅较大，
但仍表现为 DD下叶片 Bt蛋白含量较低，胁迫 48 h

后，HD 和 DD 处理下泗抗 1 号分别比对照下降了
32． 4%和 49． 6%。这说明了盛铃期在低湿度下，低
温比高温更容易引起 Bt棉抗虫性的下降。
品种间，HD 处理下抗虫棉杂交种下降幅度较

大，而 DD处理则与之相反。这可能与杂交种叶面积
较大、高温胁迫导致蒸腾速率变大、受到水分胁迫的
危害较重有关。相关性分析表明，盛铃期高温低湿度
和低温低湿度叶片中酸性氨基酸含量、丙氨酸含量及
Bt蛋白主要氨基酸组分总量与 Bt蛋白含量呈显著或
极显著负相关关系( r = －0． 612 5* ～ －0． 853 7＊＊ ) 。

表 2 盛铃期温湿度胁迫下叶片 Bt蛋白含量的变化
Tab． 2 Bt protein content in leaves under combination stress of temperature and humidity during peak boll period ng /g

品种
Cultivar

处理
Treatment

胁迫时间 /h Stress time
0 12 24 36 48

泗抗 1 号 Sikang 1 高温低湿度 HD 465． 2b 441． 8b 444． 0a 356． 9a 314． 4b
465． 2b 369． 3c 335． 5c 263． 4d 235． 7d

泗杂 3 号 Siza 3 低温低湿度 DD 513． 6a 510． 6a 463． 2a 368． 8b 359． 7a
513． 6a 395． 2c 366． 8b 321． 2c 280． 0c

3 结论与讨论
3． 1 铃期温湿度胁迫改变了叶片氨基酸组分含量，
可能与 Bt蛋白的降解密切相关
本试验研究结果表明，构成 Bt蛋白主要氨基酸

组分含量中均是以天冬氨酸、谷氨酸和亮氨酸最多，
苏氨酸、异亮氨酸和丝氨酸次之，缬氨酸和丙氨酸含
量最低。与对照相比，8 个氨基酸在温湿度胁迫下
其组分并没有改变，但不同氨基酸的相对含量发生

了变化，不同时期都表现为亮氨酸和异亮氨酸含量
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小幅下降，丝氨酸、苏氨酸和缬氨酸含量保持稳定，
而酸性氨基酸、丙氨酸含量上升的特征。其中，酸性
氨基酸溶度和相对含量在温湿度胁迫下变化幅度最

大。由此可见，组成 Bt蛋白的主要成分酸性氨基酸
含量发生了明显的变化。
谷氨酸在氨基酸代谢中处于中心位置，是很多

氨基酸合成的前体。天冬氨酸是由草酰乙酸接受由
谷氨酸转来的氨基形成，丙氨酸是丙酮酸与谷氨酸

在谷 －丙转氨酶( GPT) 的作用下形成的，而谷氨酸
在谷氨酰胺合成酶( GS) 催化下合成谷氨酰胺。本
研究同时发现，温湿度胁迫 48 h 后 GPT 和 GS 这 2
种酶活性明显降低，而蛋白酶活性增强( 图 3) 。说
明以上氨基酸组分含量的增加可能是由于蛋白质分

解而导致的。Bt主要氨基酸组分总量与 Bt 蛋白含
量呈极显著负相关，也进一步说明盛铃期温湿度胁

迫下叶片 Bt蛋白分解加强，从而导致抗虫性下降。

图 3 盛铃期温湿度胁迫 48 h叶片中相关酶活性的变化
Fig． 3 Different enzyme activity in leaves under combination stress of temperature and humidity

for 48 hours during peak boll period

3． 2 盛铃期温湿度胁迫引起 Bt棉抗虫性下降对棉
铃虫及相关害虫防治的意义

棉花生产是一个开发的生态系统，棉花的生长

季节也是各种灾害性气候频繁发生的季节，其中，高

温、低温、干旱是生产中比较常见的，且是对棉花的
生长发育和产量品质影响较大的环境因子。陈德华
等［7］发现，在结铃盛期高温胁迫叶片蛋白酶和肽酶

增加，而 Bt蛋白含量显著下降。周冬生等［8］研究认
为，低温下抗虫性明显偏低，随温度升高，转 Bt基因
棉对低龄棉铃虫的抗虫性增强，但随处理时间的推

进，高温下抗性和低温相差无几。本试验研究了在
低湿度 ( RH 50% ) 条件下，高温 ( 37℃ ) 和低温
( 18℃ ) 处理对抗虫棉 Bt 蛋白含量的影响。结果表
明，高温低湿度在胁迫 24 h 内对叶片 Bt 蛋白含量
影响较小; 而低温低湿度胁迫至 12 h 就出现大幅度
下降; 24 h 后随着胁迫时间的延长，高温低湿度胁
迫下 Bt蛋白含量的下降幅度也同时增大，而同阶段
低温低湿度处理下 Bt 蛋白含量降幅变缓，至 48 h
高温低湿度处理 Bt蛋白含量低于低温低湿度处理。
此外，不同基因型品种对温湿度胁迫响应存在差异，

抗虫棉杂交种对高温低湿度环境较敏感，Bt 蛋白含
量降幅较常规种大，但含量的绝对值仍显著高于常

规品种; 而低温低湿度下不同品种 Bt蛋白含量变化
与之相反，杂交种 Bt 蛋白含量降幅较小。总之，在
以上 2 种逆境下叶片的抗虫性下降了 30% ～ 50%。
因此，生产上在盛铃期要注意极端性气候对抗虫性的

影响，根据抗虫性的下降程度及时调整棉铃虫等相关

害虫的防治策略，为 Bt棉的安全应用提供保障。
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