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转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米对土壤中
细菌群落结构的影响
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摘要: 【背景】土壤微生物是维持土壤生态系统中生物活性的重要组成部分ꎬ土壤细菌作为土壤中数量最丰富、分布最广泛

的微生物类群ꎬ其结构多样性和动态分布对土壤生态系统的稳定具有重要意义ꎮ 因此ꎬ评价转基因作物的安全性必须考虑

转基因产物对土壤细菌的影响ꎮ 【方法】在大田条件下ꎬ连续 ２ 年以转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和受体对照玉米为研究材料ꎬ采
用变性梯度凝胶电泳(ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ)和磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡ)研究转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和受体对照玉米不同生育期根际土壤

中细菌群落结构的变化ꎮ 【结果】ＰＬＦＡ 分析结果显示ꎬ２０１２ 年ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和受体对照玉米间微生物总量在拔

节期有显著性差异ꎬ其他时期无显著性差异ꎻ然而ꎬ土壤中细菌微生物总量和革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌微生物量比值

在检测的 ４ 个时期均无显著性差异ꎻ其中ꎬ革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌比值均大于 １ꎮ ２０１３ 年的整个生育期内ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ
基因抗虫玉米和受体对照的微生物总量、细菌微生物量、革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌微生物量比值均无显著性差异ꎮ
ＤＧＧＥ 结果显示ꎬ２０１２ 年和 ２０１３ 年玉米的 ４ 个生育时期内ꎬ玉米根际土壤细菌群落结构相对较稳定ꎬ同一生育期转 ｃｒｙ１Ｉｅ
基因抗虫玉米和受体对照玉米间无显著性差异ꎬ且根际细菌群落结构相似性均达到较高水平ꎬ与 ＰＬＦＡ 检测结果大体一致ꎮ
【结论与意义】２ 年的数据均表明ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米对土壤中细菌群落结构无显著性差异ꎬ可为转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉

米安全性评价提供理论依据ꎮ
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　 　 自 ２０ 世纪 ７０ 年代重组 ＤＮＡ 技术建立并于

１９８３ 年首次获得转基因植物以来(Ｌａｌ ＆ Ｌａｌꎬ１９９１ꎻ
Ｚａｍｂｒｙｓｋｅꎬ１９８３)ꎬ转基因作物的开发和应用取得

了突飞猛进的发展ꎮ 根据国际农业生物技术应用

服务组织(ＩＳＡＡＡ)最新报道ꎬ２０１３ 年全球转基因作

物种植面积达 １.７５ 亿 ｈｍ２ꎬ较 ２０１２ 年增长 ３％ꎬ在
转基因作物商业化种植的 １８ 年间ꎬ其种植面积增

长了 １００ 倍( Ｊａｍｅｓꎬ２０１３)ꎮ 其中转基因玉米种植

面积达 ５８００ 万 ｈｍ２ꎬ转 Ｂｔ 玉米种植面积占 １ / ４ꎮ 随

着转 Ｂｔ 玉米的长期种植ꎬ其中的 Ｂｔ 蛋白可通过根

系分泌物、秸秆还田、残茬分解及花粉飘落等方式

在土壤中积累和富集ꎬ可能影响土壤微生物区系的

组成和结构ꎬ改变微生物的多样性 ( Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１ꎻ Ｇａｕｇｈｅｙ ＆ Ｗｈａｌｏｎꎬ１９９２)ꎮ 研究发现ꎬＢｔ 蛋
白进入土壤后ꎬ可与土壤粘粒和腐殖酸迅速结合且

不易分离ꎬ并可抵抗土壤微生物的降解 ( Ｔａｐｐꎬ
１９９４ꎻ Ｔａｐｐ ＆ ｓｔｏｔｚｋｙꎬ１９９８、１９９９)ꎮ

微生物种类多、生长繁殖快、代谢能力强、对环

境影响敏感、与其他生物具有同一套遗传密码ꎬ上
述特性决定了微生物是环境中最敏感的指示生物

之一(昌艳萍等ꎬ２０１１)ꎬ其活性和群落结构的变化

能反映土壤生态系统的质量和健康状况(黎宁等ꎬ
２００６ꎻ Ｋｎｉｇｈｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９７ꎻ Ｚｅｌｌｅｓꎬ１９９９)ꎮ 因此ꎬ研
究转基因作物对土壤微生物的影响对转基因作物

的安全性具有重要意义ꎮ 一些学者提出并研究了

转基因植物环境释放后土壤微生物群落的变化

( Ａｎｇｌｅꎬ １９９４ꎻ Ｊｅｐｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９４ )ꎬ Ｆａｎｇ ｅｔ ａｌ.
(２００５)通过变性梯度凝胶电泳(Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＤＧＧＥ)和 Ｂｉｏｌｏｇ 分子生物学方

法研究发现ꎬ转 Ｂｔ 基因玉米显著影响土壤微生物

群落结构ꎮ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. (２００８)应用 ＤＧＧＥ 和末端限

制性片段长度多态性(Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＴ￣ＰＲＬＰ)技术ꎬ通过 ３ 年的田

间试验ꎬ检测了转 Ｂｔ 基因和非转基因水稻根际细

菌、真菌群落多样性ꎬ结果表明ꎬ水稻生育期显著影

响根际微生物多样性ꎬ但转 ｃｒｙ１Ａｂ 基因水稻对土壤

中细菌、真菌无显著影响ꎮ 刘丽等(２０１０)通过随机

扩增多态性 ＤＮＡ ( Ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡꎬＲＡＰＤ)分子标记技术结合传统的平板计数培

养等方法研究发现ꎬ转抗菌肽 Ｄ 烟草可能抑制病原

细菌及其根围相关的微生物的繁殖ꎬ但不影响微生

物的遗传多样性ꎮ 李长林等(２００８)通过 ＰＣＲ、Ｔ / Ａ
克隆、ＲＦＬＰ 等技术发现ꎬ转基因棉花对根际土壤微

生物多样性无影响ꎬ棉花根际土壤微生物区系差异

主要受生育期影响ꎮ
目前ꎬ国内外研究转 Ｂｔ 玉米对土壤微生物的

影响多数在温室内或人工培养的条件下进行ꎬ田间

研究相对较少ꎬ难以真实反映转 Ｂｔ 玉米与根际微

生物间的关系ꎮ 本研究通过连续 ２ 年田间试验ꎬ以
转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和受体对照玉米为研究材

料ꎬ分析和比较了 ２ 种玉米在同 １ 个生育期内以及

整个生育期内对土壤细菌的影响ꎬ为研究转 ｃｒｙ１Ｉｅ
基因抗虫玉米对土壤细菌群落结构影响提供理论

依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照玉米由中国农

业科学院提供ꎬ于 ２０１２ 年和 ２０１３ 年连续 ２ 年种植ꎮ

１.２　 试验小区设计

试验地设在中国农业科学院河北省廊坊转基

因植物环境安全检测试验基地ꎮ 基地地势平坦ꎬ小
区面积 ２２５ ｍ２(１５ ｍ×１５ ｍ)ꎬ随机区组排列ꎬ小区

间设有 １ ｍ 走道和 ３ ｍ 保护行ꎮ 试验设 ３ 次重复ꎮ
常规耕作管理ꎬ整个生育期内不使用杀虫剂ꎮ

１.３　 样品采集

在玉米的播种前期、拔节期、抽丝期和成熟期

分别采集土壤样品ꎮ 播种前取地表下 １５~２０ ｃｍ 土

壤ꎻ其他各时期以抖落法取根际土壤 (Ｗａｔｒｕｄ ＆
Ｓｅｉｄｌｅｒꎬ１９９８)ꎮ 每个小区采用 Ｓ 型取样法选取 ６
点ꎬ剔除土表杂物ꎬ每点分别取土样约 ３００ ｇ(若因

单株的根系抖落法难以取到 ３００ ｇꎬ可在每点同时
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取几棵植株的混合土壤作为样本)ꎮ 取样后立即分

样放入冰盒中并储存于实验室ꎮ 土样平均分成 ２
份ꎬ一份储存于 ４ ℃冰箱用于 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 检测ꎬ另
一份储存于－８０ ℃用于测定 ＰＬＦＡꎮ

１.４　 土壤总 ＤＮＡ 的提取

采用 Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒(Ｏｍｅｇａ 公司)ꎬ分别

称取混合好的土样 ０.５ ｇꎬ按照操作说明书进行提

取ꎬ土壤 ＤＮＡ 经 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测样品质

量后置于－２０ ℃保存备用ꎮ

１.５　 土壤总 ＤＮＡ 的聚合酶链式反应(ＰＣＲ)
采用巢式 ＰＣＲ 扩增细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ 区ꎬ第 １

次 ＰＣＲ 所用引物 Ｐ０ (５′￣ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣
ＣＡＧ￣３′) 和 反 向 引 物 Ｐ６ ( ５′￣ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴ￣
ＴＡＣＧＡ￣３′)ꎬ片段长度 １５００ ｂｐꎬ第 ２ 次 ＰＣＲ 所用引

物 ３３８Ｆ(５′￣ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ￣３′)和反向

引物 ５１８Ｒ(５′￣ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧ５′ＣＴＧＧ￣３′)ꎬ在正向

引 物 的 ５′ 端 添 加 “ ＧＣ￣ｃｌａｍｐ ” ( ５′̄ ＣＧＣＣＣＧＣ￣
ＣＧＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＣＣＧＧＧＧＧ￣３′)
(Ｈａｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎬ片段长

度 ２３０ ｂｐꎮ ５０ μＬ 的 ＰＣＲ 反应体系:０. ２５ μＬ Ｅｘ
Ｔａｇ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ５ μＬ １０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ (Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ)ꎬ
４ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ (各 ２. ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ引物(２０
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各 １ μＬꎬ第 １ 次 ＰＣＲ 所用模板为 ＤＮＡ
１ μＬꎬ第 ２ 次 ＰＣＲ 所用模板为第 １ 次 ＰＣＲ 产物 １ μＬꎬ
无菌超纯水补足 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 采用 ｔｏｕｃｈ￣ｄｏｗｎ 扩增

程序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ６８ ℃退火

１ ｍｉｎꎬ依次每个循环降 １ ℃ꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ共 １０
个循环ꎻ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５８ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸

２ ｍｉｎꎬ共 ２０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ

１.６　 １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ３ 区 ＤＧＧＥ 检测

采用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＤＧＧＥ 电泳系统ꎬ配制聚丙烯酰

胺(３７.５ ∶ １)浓度 ８％、变性剂浓度分别为 ０％和

１００％的胶ꎬ借助旋转进样器配制成梯度浓度为

４０％~６０％的胶ꎬ并插入梳子ꎬ凝胶 ３ ~ ４ ｈ(可在空

调下加热加速凝胶)ꎬ同时预热缓冲液 １×ＴＡＥ(Ｔｒｉｓ￣
Ａｃｅ￣ｔａｔａ￣ＥＤＴＡ) 到 ６０ ℃ 以上 (周小奇等ꎬ２００７)ꎮ
将纯化后的 １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ３ 区 ＰＣＲ 产物 ２０ μＬ 点样ꎬ
电泳温度 ６０ ℃ꎬ２００ Ｖ 电泳 ５ ｍｉｎꎬ待样品进入凝胶

后 ６０ Ｖ 电泳 １６ ｈꎮ 电泳结束后ꎬ凝胶加入固定液

(１０％乙醇ꎬ０.５％冰乙酸)固定 １５ ｍｉｎꎬ蒸馏水漂洗 ３
次ꎻ加入染色液(０.２％硝酸银ꎬ０.１％甲醛)银染 １５ ｍｉｎꎬ

蒸馏水漂洗 ３ 次ꎻ加入显色液(１５％氢氧化钠ꎬ０.５％
甲醛)显色 １０ ｍｉｎ 并摄像(梁宏伟等ꎬ２００８)得到

ＤＧＧＥ 图谱ꎮ

１.７　 ＰＬＦＡ 分析

取 ８ ｇ 土样ꎬ利用 ＦＡＭＥｓ 法进行提取ꎬ将含有

磷脂的提取液过柱分析ꎬ并将得到的磷脂甲酯化处

理ꎬ以酯化 Ｃ１９ ∶ ０ 为内标ꎬＡｇｉｌｅｎｔ６８９０ 气相色谱仪

检测分析ꎬＰＬＦＡ 的鉴定采用 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ ＭＩＳ ４.５ 系统

(Ｂｌｉｇｈ ＆ Ｄｙｅｒꎬ１９５９ꎻ Ｂｏｓｓｉｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８ꎻ Ｆｒｏｓｔｅｇåｒｄ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ

１.８　 数据分析

采用 Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ １２.０ 和 ＳＰＳＳ１９.０ 软件对试验数

据进行方差分析(ＬＳＤ 法)ꎮ ＤＧＧＥ 指纹图谱应用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件分析ꎬ构建聚类树状图ꎮ 应用

ＳＡＳ １８ 进行主成分分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 玉米根际土壤微生物的磷脂脂肪酸分析

２.１.１　 玉米根际微生物磷脂脂肪酸含量及组成 　
对 ２ 年的玉米根际微生物总磷脂脂肪酸分析表明ꎬ
２０１２ 年共分离了 ２７ 种碳链长度在 １４ ~ ２２ 的 ＰＬ￣
ＦＡｓꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照根际 ＰＬＦＡ 总量

均呈现先降低后升高再降低的趋势ꎬ在播前期、抽
丝期和成熟期ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照玉米

土壤总微生物量无显著差异ꎬ但在拔节期显著低于

对照 ３１.５６％(图 １Ａ)ꎮ ２０１３ 年共分离出了 ５１ 种碳

链长度在 １４~２２ 的 ＰＬＦＡｓꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米

和对照玉米的主峰相似ꎬ在整个生育期内ꎬ两者的

间根际土壤总 ＰＬＦＡ 含量变化趋势与 ２０１２ 年一致ꎬ
但在拔节期ꎬ两者无显著差异ꎬ且转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗

虫玉米 ＰＬＦＡ 含量均高于对照玉米(图 １Ｂ)ꎮ
２.１.２　 土壤细菌 ＰＬＦＡ 总量分析 　 ２０１２ 年细菌微

生物量变化趋势与总微生物量变化趋势一致ꎬ最低

值均出现在拔节期ꎬ且拔节期的转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫

玉米细菌生物量低于对照ꎬ但差异不显著ꎮ 选取的

代表细菌生物量指标:１４ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１５ ∶ １ ｉｓｏ Ｇꎬ１５ ∶ ０
ｉｓｏꎬ１５ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１５ ∶ ００ꎬ１６ ∶ １ ｉｓｏ ＧꎬＣ１６ Ｎ ａｌｃｏｈｏｌꎬ
１６ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１６ ∶ １ ω９ｃꎬ１６ ∶ １ ω７ｃꎬ１６ ∶ １ ω５ｃꎬ１６ ∶ ００ꎬ
ｉｓｏ １７ ∶ １Ｇꎬ１７ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１７ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１７ ∶ １ ω８ｃꎬ１７ ∶
０ ｃｙｃｌｏꎬ１６ ∶ １ ２ＯＨꎬ１８ ∶ １ ω５ｃꎬ１８ ∶ ００ꎬ１９ ∶ １(ω８?)
ａｌｃｏｈｏｌꎬ１９ ∶ ０ ｃｙｃｌｏ ｃ１￣１２ꎬ２１ ∶ １ ω３ｃꎮ 革兰氏阳性

菌通过 ＰＬＦＡ 总含量估算:１４ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１５ ∶ １ ｉｓｏ Ｇꎬ１５
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∶ ０ ｉｓｏꎬ１５ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１６ ∶ １ ｉｓｏ Ｇꎬ１６ ∶ ０ ｉｓｏꎬ ｉｓｏ １７
∶ １Ｇꎬ１７ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１７ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎮ 革兰氏阴性菌通过

以下指标估算:Ｃ １６Ｎ ａｌｃｏｈｏｌꎬ１６ ∶ １ ω５ｃꎬ１６ ∶ １ ω９ｃꎬ
１６ ∶ １ ω７ｃꎬ１７ ∶ １ ω８ｃꎬ１７ ∶ ０ ｃｙｃｌｏꎬ１６ ∶ １ ２ＯＨꎬ１８ ∶
１ ω５ｃꎬ１９ ∶ １(ω８?) ａｌｃｏｈｏｌꎬ１９ ∶ ０ ｃｙｃｌｏ ｃ１￣１２ꎬ２１ ∶ １
ω３ｃ(Ｆａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００ꎻ Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 在除拔节期

外的整个生育期内ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米的细菌

生物量高于对照ꎬ但无显著差异(图 ２Ａ)ꎮ 在拔节

期ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因玉米根际土壤中革兰氏阳性细菌

的比例较低ꎬ在抽丝期ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因玉米Ｇ＋ / Ｇ－
比值较高ꎬ但差异未达到显著水平(图 ３Ａ)ꎮ ２０１３
年转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因玉米和对照根际土壤细菌生物量

以及 Ｇ＋ / Ｇ－比值见图 ２Ｂ 和图 ３Ｂꎮ ２０１３ 年的细菌

生物量通过 １２ ∶ ００ꎬ１３ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１４ ∶ １ ｉｓｏ Ｅꎬ１２ ∶ ０
３ＯＨꎬ１４ ∶ １ ω５ｃꎬ１４ ∶ ００ꎬ１５ ∶ １ ｉｓｏ Ｇꎬ１５ ∶ １ ａｎｔｅｉｓｏ
Ａꎬ５ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１５ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１５ ∶ ００ꎬ１６ ∶ ０ Ｎ ａｌｃｏｈｏｌꎬ１６
∶ ０ ｉｓｏꎬ１６ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１６ ∶ １ ω５ｃꎬ１６ ∶ ００ꎬ１５ ∶ ０ ｉｓｏ
３ＯＨꎬ１７ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１７ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１７ ∶ １ ω８ｃꎬ１７ ∶ ０ ｃｙ￣

ｃｌｏꎬ１７ ∶ ００ꎬ１６ ∶ ０ ２ＯＨꎬ１８ ∶ １ ω５ｃꎬ１８ ∶ ００ꎬ１９ ∶ ０
ｉｓｏꎬ１９ ∶ ０ ｃｙｃｌｏ ω８ｃꎬ１８ ∶ １ ２ＯＨꎬ２０ ∶ １ ω９ｃꎬ２０ ∶ ００ꎬ
１６ ∶ １ ω６ｃꎬ１７ ∶ １ ｉｓｏ Ｉꎬ１８ ∶ １ ω８ｃ 来估算ꎮ 革兰氏阳

性菌通过以下 ＰＬＦＡ 总含量估算:１２ ∶ ００ꎬ１３ ∶ ０ ｉｓｏꎬ
１４ ∶ １ ｉｓｏ Ｅꎬ１４ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１６ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１６ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１６ ∶
００ꎬ１７ ∶ ０ ｉｓｏꎬ１７ ∶ ０ ａｎｔｅｉｓｏꎬ１７ ∶ ００ꎬ１８ ∶ ００ꎬ１９ ∶ ０
ｉｓｏꎬ２０ ∶ ００ꎬ１７ ∶ １ ｉｓｏ Ｉꎮ 革兰氏阴性菌通过以下 ＰＬ￣
ＦＡ 的总含量估算:１２ ∶ ０ ３ＯＨꎬ１４ ∶ １ ω５ｃꎬ１６ ∶ ０ Ｎ
ａｌｃｏｈｏｌꎬ１６ ∶ １ ω５ｃꎬ１５ ∶ ０ ｉｓｏ ３ＯＨꎬ１７ ∶ １ ω８ｃꎬ１７ ∶ ０
ｃｙｃｌｏꎬ１６ ∶ ０ ２ＯＨꎬ１８ ∶ １ ω５ｃꎬ１９ ∶ ０ ｃｙｃｌｏ ω８ｃꎬ１８ ∶ １
２ＯＨꎬ２０ ∶ １ ω９ｃꎬ１６ ∶ １ ω６ｃꎬ１８ ∶ １ ω６ｃ(Ｆａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００ꎻ Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ ２０１３ 年玉米的细菌 ＰＬＦＡ
总含量和Ｇ＋ / Ｇ－比值变化趋势与 ２０１２ 年变化趋势

相一致ꎬ均为先减少后升高再减少ꎬ细菌 ＰＬＦＡ 总

含量在拔节期最低ꎬＧ＋ / Ｇ－比值在成熟期最低(图
２Ｂ)ꎮ 在播前期和拔节期ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因玉米的比值

均小于对照ꎬ但在抽丝期和成熟期ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因玉

米的比值高于对照ꎬ但二者也无显著差异(图 ３Ｂ)ꎮ

图 １　 ２ 年中转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照对根际土壤磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡ)的影响
Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｏｎ ｓｏｉｌ ＰＬＦＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｂｏｔｈ ２０１２ ａｎｄ ２０１３

Ａ.２０１２ 年ꎻＢ.２０１３ 年ꎮ １:播前期ꎻ２:拔节期ꎻ３:抽丝期ꎻ４:成熟期ꎮ
Ａ. ２０１２ꎻ Ｂ. ２０１３. １: Ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ２: Ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ３: Ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ４: Ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ.

图 ２　 ２ 年转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照对根际土壤细菌微生物量的变化
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ＰＬＦＡｓ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ２０１２ ａｎｄ ２０１３

Ａ.２０１２ 年ꎻＢ.２０１３ 年ꎮ １:播前期ꎻ２:拔节期ꎻ３:抽丝期ꎻ４:成熟期ꎮ
Ａ. ２０１２ꎻ Ｂ. ２０１３. １: Ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ２: Ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ３: Ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ４: Ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ.

􀅰７６􀅰　 第 １ 期 叶慧香等:转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米对土壤中细菌群落结构的影响



图 ３　 ２ 年转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照对根际土壤革兰氏阳性菌 /革兰氏阴性菌动态变化
Ｆｉｇ. ３　 Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ Ｇ＋ / Ｇ－ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｆｉｅｌｄｓ ｉｎ ２０１２ ａｎｄ ２０１３

Ａ.２０１２ 年ꎻＢ.２０１３ 年ꎮ １:播前期ꎻ２:拔节期ꎻ３:抽丝期ꎻ４:成熟期ꎮ
Ａ. ２０１２ꎻ Ｂ. ２０１３. １: Ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ２: Ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ３: Ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ４: Ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ.

２.１.３　 土壤微生物群落结构　 ２０１２ 年 ＰＣＡ 分析结

果表明ꎬ与微生物 ＰＬＦＡ 生物标记多样性相关的主

成分 １ 和主成分 ２ 分别解释变量方差的 ７３.５１％和

１６.９６％(图 ４)ꎮ 不同生育期的 ＰＬＦＡ 在图中各占

不同的空间ꎬ表明不同生育期玉米根际土壤微生物

群落组成差异较大ꎮ 同一时期ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫

玉米和对照分布较集中ꎬ说明 ２ 种玉米的根际土壤

微生物群落结构较相似(图 ４)ꎮ ２０１３ 年主成分 １
解释变量方差的 ６９.３７％ꎬ主成分 ２ 解释变量方差

的 １５.８４％ꎬ播前期玉米的 ＰＬＦＡ 在图中与其他 ３ 个

时期相距较远ꎬ表明播前期玉米根际土壤微生物群

落组成与其他 ３ 个时期相差较大ꎬ同一时期ꎬ转
ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照在图中分布较集中ꎬ说明

两者的根际土壤微生物群落结构无显著差异(图 ５)ꎮ

图 ４　 ２０１２ 年转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照对根际土壤磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡ)主成分分析
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ２０１２

ＢＱ:播前期ꎻＢＪ￣Ｔ:拔节期转基因玉米ꎻＢＪ￣Ｎ:拔节期非转基因玉米ꎻＣＳ￣Ｔ:抽丝期转基因玉米ꎻＣＳ￣Ｎ:抽丝期非转基因玉米ꎻ
ＣＳＨ￣Ｔ:成熟期转基因玉米ꎻＣＳＨ￣Ｎ:成熟期非转基因玉米ꎮ

ＢＱ: Ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ＢＪ￣Ｔ: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ＢＪ￣Ｎ: Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ＣＳ￣Ｔ: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ
ＣＳ￣Ｎ: Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ＣＳＨ￣Ｔ: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅꎻ ＣＳＨ￣Ｎ: Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ.

２.２　 玉米根际土壤微生物 ＤＧＧＥ 分析

１６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ３ 区 ＤＧＧＥ 图谱显示了转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基

因抗虫玉米和对照在不同时期根部土壤的细菌群落

结构组成(图 ６~７)ꎮ ２０１２ 年ꎬ播前期二者相似性高

达 １００％ꎬ拔节期 ８６％ꎬ抽丝期 ８３％ꎬ成熟期 ８６％(图
６)ꎻ２０１３ 年ꎬ播前期转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因玉米和对照根际细

菌群落结构相似性为 ９９％ꎬ拔节期 ９５％ꎬ抽丝期和成

熟期均高达 ９６％(图 ７)ꎮ 因此ꎬ在同一时期内二者的

土壤样品细菌群落结构组成相似性较高ꎬ在整个生

育期内ꎬ细菌群落结构组成比较稳定ꎮ ２ 年结果均显

示土壤中细菌菌群类别丰富ꎬ且同一年的玉米整个

生育期内所有优势种群均未发生较大变化ꎮ
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图 ５　 ２０１３ 年转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照对根际土壤磷脂脂肪酸(ＰＬＦＡ)主成分分析
Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ２０１３

ＢＱ:播前期ꎻＢＪ￣Ｔ:拔节期转基因玉米ꎻＢＪ￣Ｎ:拔节期非转基因玉米ꎻＣＳ￣Ｔ:抽丝期转基因玉米ꎻＣＳ￣Ｎ:抽丝期非转基因玉米ꎻ
ＣＳＨ￣Ｔ:成熟期转基因玉米ꎻＣＳＨ￣Ｎ:成熟期非转基因玉米ꎮ

ＢＱ: Ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ＢＪ￣Ｔ: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ＢＪ￣Ｎ: Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ＣＳ￣Ｔ: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ
ＣＳ￣Ｎ: Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ＣＳＨ￣Ｔ: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅꎻ ＣＳＨ￣Ｎ: Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ.

图 ６　 ２０１２ 年转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照 ＤＧＧＥ 图谱分析结果
Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ２０１２

１:播前期ꎻ２:拔节期转基因玉米ꎻ３:拔节期对照玉米ꎻ４:抽丝期转基因玉米ꎻ５:抽丝期对照ꎻ６:成熟期转基因玉米ꎻ７:成熟期对照玉米ꎮ
１: Ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ２: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ３: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ４: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ

５: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ６: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅꎻ ７: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ.

３　 讨论
土壤微生物是维持土壤生态系统中生物活性

的重要组成部分(Ｗａｒｄｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎬ土壤细菌作

为土壤中数量最丰富、分布最广泛的微生物类群ꎬ
其结构多样性和动态分布对土壤生态系统的稳定

具有重要意义ꎮ 因此ꎬ评价转基因作物的安全性必

须考虑转基因作物对土壤细菌的影响ꎮ

在本研究中ꎬ２０１２ 年ꎬ除了在拔节期转 ｃｒｙ１Ｉｅ
基因抗虫玉米土壤 ＰＬＦＡ 总量较对照玉米显著降

低以外ꎬ在其他同一时期二者均无显著差异ꎮ 出现

差异的可能原因是在第 １ 年玉米种植时ꎬ有些植物

残体进入土壤生态系统ꎬ在拔节期造成土壤微生物

群体结构产生一些变化ꎬ造成二者之间出现差异ꎬ
还有待进一步深入研究ꎮ 细菌微生物量以及
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Ｇ＋ / Ｇ－比值在同一生育期内ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉

米和对照玉米均未出现显著差异ꎮ ２０１３ 年的研究

结果表明ꎬ同一时期内ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和

对照玉米的总 ＰＬＦＡ 量、细菌微生物量以及 Ｇ＋ / Ｇ－
比值均无显著差异ꎮ 且 ２ 年的结果均表明ꎬ在不同

生育期内玉米根际土壤微生物群落结构差异也不

显著ꎮ Ｋａｉ ｅｔ ａｌ.(２００５)利用 ＰＬＦＡ 技术ꎬ以转 Ｂｔ 基
因玉米和转 Ｂｔ 基因马铃薯为材料进行研究ꎬ结果

表明ꎬ转基因作物提高了细菌 ＰＬＦＡ 含量ꎬ但二者

之间差异不显著ꎬＧ＋ / Ｇ－比值也无显著差异ꎮ Ｋｉｍ
ｅｔ ａｌ.(２００８)研究 ２ 个抗草甘膦转基因水稻品系 Ｉｋ￣
ｓａｎ ４８３ 和 Ｍｉｌｙａｎｇ ２０４ 对根部土壤细菌群落影响ꎬ
发现转基因水稻和非转基因水稻根部细菌群落也

无明显差异ꎮ 刘微等(２０１１)研究表明ꎬ各个生育

期ꎬ转 Ｂｔ 基因水稻的种植没有造成根际土壤细菌、
真菌、放线菌磷脂脂肪酸含量发生显著改变ꎮ

图 ７　 ２０１３ 年转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米和对照玉米 ＤＧＧＥ 图谱分析结果
Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ２０１３

１:播前期转基因玉米ꎻ２:播前期对照玉米ꎻ３:拔节期转基因玉米ꎻ４:拔节期对照玉米ꎻ５:抽丝期转基因玉米ꎻ
６:抽丝期对照玉米ꎻ７:成熟期转基因玉米ꎻ８:成熟期对照玉米ꎮ

１: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ２: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｐｒｅ￣ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ ３: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ ４: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｔａｇｅꎻ
５: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ６: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｌａｄｄｅｒ ｓｔａｇｅꎻ ７: Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅꎻ ８: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｉｚｅ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ.

　 　 关于 ＰＬＦＡ 方法也存在一些争议ꎬ如环境温度

以及营养元素可能会影响结果ꎬ另外土壤中的植物

组织也可能含有与微生物相同的脂肪酸(张洪勋

等ꎬ２００３)ꎮ 本文同时采用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 技术来探讨

土壤细菌微生物群落结构以揭示转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗

虫玉米对根际微生物的影响ꎮ ２ 年的 ＤＧＧＥ 结果

均显示ꎬ在同一玉米生育期ꎬ转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉

米和对照玉米细菌群落结构相似性均很高ꎮ 邹雨

坤等(２０１１)和刘玲等(２０１２)利用 ＤＧＧＥ 技术分析

转 Ｂｔ 基因玉米对土壤细菌群落的影响ꎬ结果无显

著差异ꎻＬｉｕ ｅｔ ａｌ.(２００８)用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 在分析转 Ｂｔ
基因水稻对酶活性和微生物区系组成影响时指出ꎬ
转 Ｂｔ 基因水稻与亲本之间无显著性差异ꎬ不同生

育期土壤细菌群落结构变化也较稳定ꎮ 本研究以

ＰＬＦＡ 法和 ＤＧＧＥ 法分析了转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米

对土壤微生物群落结构的影响ꎬ与 ＰＬＦＡ 研究结果

基本一致ꎬ２ 种方法均表明转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因抗虫玉米

对土壤微生物群落结构无明显影响ꎮ
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