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种植 Ｂｔ 水稻后的土壤对赤子爱胜蚓
生长发育及酶活性的影响
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摘要: 【背景】转基因作物种植的安全问题一直备受关注ꎮ 关于 Ｂｔ 蛋白对地下非靶标生物影响的研究是转基因作物安全

评价的重要内容ꎮ 【方法】在转 Ｂｔ 基因水稻收割后的稻田里分别种植豌豆、紫云英和油菜作为后茬作物ꎮ 分别于 ２０１３ 年

１、３ 和 ６ 月 ３ 次采集不同后茬作物田中的土壤作为材料ꎬ于室内饲养赤子爱胜蚓ꎬ４ 周和 ７ 周后ꎬ测定蚯蚓的生长发育指标、
存活率以及体内酶活性的变化情况ꎮ 此外ꎬ还测定了不同深度土壤中 Ｂｔ 蛋白的含量以及用 Ｂｔ 蛋白直接饲喂的赤子爱胜蚓

的存活率ꎮ 【结果】与种植过非转基因水稻 ＭＨ６３ 的土壤相比ꎬ分别种植过含 ｃｒｙ２Ａ 和 ｃｒｙ１Ｃ 基因水稻后的土壤对赤子爱胜

蚓的生长发育、存活率及体内酶活性无显著影响ꎮ １ 月份和 ３ 月份转 ｃｒｙ２Ａ 基因水稻田以及 １ 月份转 ｃｒｙ１Ｃ 基因水稻田采

集的表层土样中的 Ｂｔ 蛋白含量显著高于地下 １０ ｃｍ 和地下 ２０ ｃｍ 土壤中的含量ꎬ地下 ２ 层土样中的 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白含量之间

无差异ꎮ ３ 月份转 ｃｒｙ１Ｃ 基因水稻田以及 ６ 月份转 ｃｒｙ２Ａ 和转 ｃｒｙ１Ｃ 基因水稻田的土壤中 Ｂｔ 蛋白的含量均不受土壤深度的

影响ꎮ 种植的后茬作物对土壤中的 Ｂｔ 蛋白无显著消解作用ꎮ 室内模拟土壤最高 Ｂｔ 蛋白浓度的条件下ꎬＣｒｙ２Ａ 蛋白处理的

蚯蚓存活率为 ９６.７％ꎬＣｒｙ１Ｃ 蛋白处理的蚯蚓存活率为 ９５.０％ꎬ两者与对照相比无显著差异ꎮ 【结论与意义】转 ｃｒｙ２Ａ 和 ｃｒｙ１Ｃ
基因 Ｂｔ 水稻的种植对蚯蚓的生长发育和体内酶活性无显著影响ꎮ 本研究为转基因水稻的安全评价提供了一定的依据ꎮ
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　 　 全球转基因作物的种植面积已达 １.７５ 亿 ｈｍ２

(Ｊａｍｅｓꎬ２０１３)ꎬ为降低农田系统中化学农药投入、
增加农民收益以及保护自然环境做出了贡献

(Ｇóｍｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ 转基因作物的种植对非靶标

生物的影响一直是人们关注的焦点( Ｌｕｎｄｇｒｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００９ꎻ Ｖｉｌｌｉｅｒｓ ＆ Ｈｉｉｓｉｎｇｔｏｎꎬ２０１１)ꎮ 目前商业化

种植的转基因作物中主要的杀虫蛋白基因来源于

苏云金芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬＢｔ)ꎮ 转 Ｂｔ
基因作物种植过程中产生的 Ｂｔ 蛋白能通过根系分

泌(郭永灿等ꎬ１９９７ꎻ 王建武和冯远娇ꎬ２００５ａꎻ Ｓａｘｅ￣
ｎａ ＆ Ｓｔｏｔｚｋｙꎬ２０００ꎻ Ｓａｘｅｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)、花粉飘落

(Ｓａｘｅｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)、残茬分解或秸秆还田(王建

武等ꎬ２００５ｂꎻ 邢珍娟等ꎬ２００８)以及土壤动物活动

(袁一杨和戈峰ꎬ ２０１０)等方式进入到土壤系统ꎬＢｔ
蛋白能快速地吸附于土壤活性颗粒(土壤粘土矿

物、腐质酸以及有机矿物聚合体等)的表面ꎬ与之紧

密结合以避免被生物降解ꎬ并能保持至少 ８ 个月甚

至 ４ 年的杀虫活性(Ｃｒｅｃｃｈｉｏ ＆ Ｓｔｏｔｚｋｙꎬ２００１ꎻ Ｉｃｏｚ
＆ Ｓｔｏｔｚｌｃｙꎬ２００８ꎻ Ｔａｐｐ ＆ Ｓｔｏｔｚｋｙꎬ１９９５ꎻ Ｖａｕｆｌｅｕｒｙ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００７ꎻ Ｚｗａｈｌｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ

土壤中聚集的 Ｂｔ 蛋白是否会被后茬作物所吸

收ꎬ从而随同食物进入人体ꎬ也是人们关心的问题ꎮ
而后茬作物的种植是否会加速土壤中 Ｂｔ 蛋白的降

解还仍未知ꎮ
蚯蚓是土壤中常见的杂食性环节动物ꎬ在土壤

生态系统中占有重要地位ꎬ对土壤物理性状改良和

植物营养循环具有重要作用 ( Ｃｏｒｔｅｚ ＆ Ｂｏｕｃｈｅꎬ
２００１)ꎮ 由于蚯蚓直接暴露于土壤的污染物中ꎬ对
多种污染物较敏感ꎬ因此常被作为指示生物ꎬ成为

土壤污染生态毒理诊断的重要指标ꎬ被广泛应用于

土壤生态毒性的研究(刘廷凤等ꎬ２００９)ꎮ 蚯蚓的存

活率和生长发育是 Ｂｔ 作物对蚯蚓影响研究中的主

要生态指标(张艳艳等ꎬ２０１２)ꎮ 目前ꎬ关于 Ｂｔ 作物

对蚯蚓体内酶的影响开展了很多研究ꎬ主要包括过

氧化氢酶、超氧化物歧化酶、碱性磷酸酶、谷胱甘肽

Ｓ￣转移酶、乙酰胆碱酯酶和纤维素酶等(舒迎花等ꎬ
２０１１ꎻ 肖能文等ꎬ２００５ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ

本研究在室内条件下ꎬ用种植过 Ｂｔ 水稻的土

壤饲养赤子爱胜蚓ꎬ观察赤子爱胜蚓的生长发育和

存活情况ꎬ同时测定其体内总蛋白的含量、乙酰胆

碱酯酶和谷胱甘肽 Ｓ￣转移酶的活性ꎬ旨在探究转 Ｂｔ
基因水稻的种植是否会对蚯蚓的生长发育及体内

酶的活性产生影响ꎻ并测定了种植不同后茬作物

后ꎬ土壤中的 Ｂｔ 蛋白含量ꎬ试图探究后茬作物的种

植是否会影响土壤中残留 Ｂｔ 蛋白的含量ꎻ另外ꎬ在
大于土壤中测得的 Ｂｔ 蛋白含量的浓度条件下

(Ｃｒｙ２Ａ 蛋白的浓度 １.５ μｇｍＬ－１ꎬＣｒｙ１Ｃ 蛋白浓度

８０ ｎｇｍＬ－１)ꎬ于室内饲养赤子爱胜蚓ꎬ观察此浓

度对蚯蚓存活率的影响ꎬ旨在验证土壤中的 Ｂｔ 蛋
白是否会影响蚯蚓的存活ꎮ 这些研究结果可为转

Ｂｔ 基因水稻的安全评价提供有力的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

水稻:转 Ｂｔ 基因水稻品种 Ｔ２Ａ￣１ 和 Ｔ１Ｃ￣１９ꎬ分
别表达 ｃｒｙ２Ａ 和 ｃｒｙ１Ｃ 基因ꎻ非转基因对照品种明

恢 ６３(ＭＨ６３)ꎬ亲本(籼稻)ꎮ ３ 种水稻种子均由华

中农业大学提供ꎮ
转基因试验田:浙江金华石门农场(Ｎ:２９°０１′

１６.７″ꎬ Ｅ:１１９°３７′１７.７″ꎬ海拔 １０６ ｍ)ꎬ试验田东西长

７１.３０ ｍꎬ南北宽 ２６.５ ｍꎬ面积 ０.１９ ｈｍ２ꎮ 试验田平

分为 ４ 大区ꎬ每个大区再分为 ９ 个小区ꎬ共 ３６ 个小

区ꎬ小区之间间隔 ０.５ ｍꎬ大区之间间隔 １ ｍ(图 １)ꎮ
每个小区长 １１ ｍꎬ宽 ３.５ ｍꎬ面积 ３８.５ ｍ２ꎮ 行距 ２５ ｃｍꎬ
株距 １５ ｃｍꎬ每个小区种 １５ 行 ７３ 排共 １０９５ 丛水

稻ꎮ 水稻 ５ 月底育秧ꎬ６ 月底移栽ꎬ各个小区均正常

水肥管理ꎬ１０ 月中旬收割后烧毁ꎮ １１ 月初分别种

植 ３ 种后茬作物:豌豆 Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ.、油菜 Ｂｒａｓ￣
ｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.和紫云英 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓ Ｌ.ꎮ

土壤:供试土壤取自转基因试验田ꎮ 分别于

２０１３ 年 １ 月、３ 月和 ６ 月采集土样ꎮ 每块稻田分 ３
点采集ꎬ按照 ２０ ｃｍ×２０ ｃｍ 的规格采集土壤样品ꎬ
装入自封袋中带回实验室用于饲养蚯蚓ꎮ 以相同

标准分别采集土壤表层、地下 １０ ｃｍ 及 ２０ ｃｍ 深处

的土壤ꎬ分别装入自封袋ꎬ带回实验室于 ５ ℃保存ꎬ
待测其中 Ｂｔ 蛋白的含量ꎮ
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图 １　 转基因田示意图
Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｆｉｅｌｄ ｓｔｕｄｙ

１: ＭＨ６３ꎻ ２: Ｔ１Ｃ￣１９ꎻ ３: Ｔ２Ａ￣１ꎻ Ａ: 豌豆 Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍꎻ Ｂ: 油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓꎻ Ｃ: 紫云英 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓｉｎｉｃｕｓꎻ Ｄ: 空白 Ｂｌａｎｋꎮ

　 　 蚯蚓:试验所用的赤子爱胜蚓由浙江省农业科

学院农药所提供ꎮ 试验时选择 ２ 月龄以上、体重

３００~６００ ｍｇ、环带明显、大小一致的健康成蚯蚓ꎬ试
验前ꎬ室温下清肠 ２ ｈꎮ

Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ２Ａ Ｂｔ 蛋白:购于武汉科诺生物科

技股份有限公司ꎮ

１.２　 试验方法

１.２. １ 　 土壤中 Ｂｔ 蛋白含量的测定 　 采用 Ｅｎｖｉｒ￣
ｏｌｏｇｉｘ 公司 ＥＬＩＳＡ Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白定量检测试

剂盒检测ꎬ每个处理重复 ５ 次ꎮ 根据标准曲线计算

Ｂｔ 蛋白的含量ꎬ用每克干土中所含的 Ｂｔ 蛋白含量

(ｎｇｇ－１)表示ꎮ
１.２.２　 Ｂｔ 蛋白对赤子爱胜蚓存活率的影响　 根据

土壤中测定的 Ｂｔ 蛋白(Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白和 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白)
含量ꎬ设定 Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白浓度 ８０ ｎｇｍＬ－１ 和 Ｃｒｙ２Ａ
蛋白浓度 １.５ μｇｍＬ－１ꎮ 试验采用滤纸法(王彦华

等ꎬ２０１０)ꎬ在直径 ９ ｃｍ 的培养皿底部垫入直径为

１１ ｃｍ 的单层滤纸 (滤纸包住培养皿边缘)ꎮ 将

２ ｍＬ配置好的 Ｂｔ 蛋白溶液滴加到滤纸上ꎬ同时设

置空白对照组ꎮ 每个培养皿中加入 ６ 条已清肠的

蚯蚓ꎬ用保鲜膜封口ꎬ并用解剖针在保鲜膜扎孔以

保持透气性ꎬ试验于人工气候室[(２０±１) ℃、相对

湿度 ８０％ ~ ８５％] 中进行ꎮ 每个处理 １０ 个重复ꎮ
７２ ｈ后统计蚯蚓的存活数ꎬ以蚯蚓前尾部对机械刺

激无反应视为死亡ꎬ并计算存活率ꎮ
１.２.３　 Ｂｔ 水稻种植后的土壤对蚯蚓存活率和死亡

率的影响　 将田间取回的土壤绞碎均匀后称取 ４００ ｇ
装入柱状塑料盒(直径 １５ ｃｍꎬ高 １１ ｃｍ)中ꎬ每盒放

入 ６ 条体重 ２００~３００ ｍｇ 的蚯蚓ꎮ 用解剖针扎孔的

保鲜膜封口后ꎬ饲养于人工气候室中(条件同 １.２.２)ꎮ
每个处理设置 ９ 个重复ꎮ 在第 ４ 周和第 ７ 周时ꎬ取

出蚯蚓放在室温下清肠 ２ ｈꎬ用无菌水洗净ꎬ经滤纸

干燥后ꎬ称量其总体重ꎬ计算生长率ꎮ 同时统计死

亡率ꎮ 试验结束后ꎬ将蚯蚓保存在－７０ ℃冰箱中ꎬ
以供酶源制备ꎮ
１.２.４　 蚯蚓体内总蛋白含量和解毒酶活性的检测

　 每个处理选取 ３ 条健壮、大小一致的蚯蚓ꎬ剪成

数段放入预冷的匀浆器中ꎬ按体质量 １ ∶ １０ 加入预

冷的 ０.９％生理盐水ꎬ匀浆后 ４ ℃、１００００ ｒｍｉｎ－１离

心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液于－７０ ℃下冷藏ꎬ待测酶活性ꎮ
１.２.５　 蚯蚓体内酶活性测定　 总蛋白含量的测定:
参照考马斯亮蓝法ꎬ以牛血清蛋白做标准曲线ꎬ测
定上清液中总蛋白含量ꎮ

乙酰胆碱酯酶活性和总蛋白的测定:采用南京

建成科技有限公司的试剂盒进行测定ꎮ
谷胱甘肽 Ｓ￣转移酶活性测定:在 ９６ 孔酶标板

中每孔依次加入 ９０ μＬ ０.１ ｍｏｌＬ－１、ｐＨ ７.６ 的磷

酸缓冲液、１０ μＬ 酶液、１００ μＬ １. ２ ｍｍｏｌＬ－１ 的

ＣＤＮＢ 和 １００ μＬ 的 ６ ｍｍｏｌＬ－１的 ＧＳＨꎮ 用酶标仪

每隔 ２０ ｓ 记录一次 Ｄ３４０ ｎｍꎬ共记录 １５０ 次ꎮ 酶促反

应阶 段 温 度 ２７ ℃ꎮ 以 反 应 速 度 表 示 酶 活 力

(ΔＤ３４０ ｎｍｍｉｎ－１ｍｇ－１)ꎮ

１.３　 数据统计与分析

生长率 ＝ (Ｗｔ －Ｗｏ) / Ｗｏꎬ Ｗｏ 为蚯蚓初始重量ꎬ

Ｗｔ 为处理 ｔ 天后蚯蚓重量ꎮ
死亡率＝(Ｄｏ－Ｄｔ) / ＤｏꎬＤｏ 为初始蚯蚓数ꎬＤｔ 为

存活蚯蚓数ꎮ
采用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件对试验数据反正弦平方根

转换后进行双因素方差分析并采用 Ｔｕｋｅｙ 进行多

重比 较ꎮ 采 用 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ 检 验 ( Ｐ <
０.０５)比较不同处理条件下蚯蚓总蛋白含量和酶活

性的差异显著性ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 不同深度土壤中 Ｂｔ 蛋白含量

由表 １ 可知ꎬ随着取样时间的延长ꎬ土壤中

Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白的含量显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 在相同取

样时间和取样深度的条件下ꎬ种植 ３ 种后茬作物的

土样中 Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白的含量与空白对照(抛荒田)相
比无显著差异ꎮ １ 月份采集的土样中ꎬ表层土样中

的 Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白含量显著高于地下 １０ ｃｍ 和地下

２０ ｃｍꎬ而地下 ２ 层中 Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白的含量差异不显

著ꎮ ３ 月份和 ６ 月份采集的土样中 Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白的含

量基本不受土壤取样深度的影响ꎬ不同深度间

Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白的含量无显著差异ꎮ Ｃｒｙ２Ａ 蛋白含量随

着取样时间的延长而显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ相同时间

相同深度的条件下ꎬ种植 ３ 种后茬作物的土壤中

Ｃｒｙ２Ａ 蛋白含量与对照(抛荒田)相比无显著差异

(Ｐ＝ ０.５４８)ꎮ 在 １ 月和 ３ 月的土样中ꎬ表层土壤中

Ｃｒｙ２Ａ 蛋白含量显著高于地下 １０ ｃｍ 和地下 ２０ ｃｍ
土壤中 Ｂｔ 蛋白含量ꎬ地下 １０ ｃｍ 和地下 ２０ ｃｍ 土壤

中 Ｂｔ 蛋白含量差异不显著ꎮ ６ 月份采集的土壤中ꎬ
各土层中 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白的含量均无显著差异ꎮ

表 １　 Ｂｔ 水稻田经不同后茬作物种植的土壤中 Ｂｔ 蛋白的含量(ｎｇｇ－１)
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｂｔ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ａｆｔｅｒ￣ｒｅａｐ Ｂｔ ｒｉｃｅ (ｎｇｇ－１)

Ｂｔ 水稻
Ｂｔ ｒｉｃｅ

取样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ
(ｍｏｎｔｈ￣ｄａｙ)

取样土层深度
Ｄｅｐｔｈ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ

(ｃｍ)

抛荒田
Ｆａｌｌｏｗ

豌豆田
Ｐｅａ ｐｌｏｔｓ

紫云英田
Ａｌｆａｌｆａ ｐｌｏｔｓ

油菜田
Ｒａｐｅ ｐｌｏｔｓ

Ｔ１Ｃ￣１９ ０１－１５ ０ ０.６３±０.０２Ａａ ０.５８±０.０３Ａａ ０.７０±０.０８Ａａ ０.７３±０.０８Ａａ
１０ ０.４９±０.０３Ｂａ ０.４８±０.０２Ｂａ ０.４７±０.０４Ｂａ ０.５２±０.０４ＡＢａ
２０ ０.４０±０.０３Ｂａ ０.３８±０.０２Ｃａ ０.３７±０.０２Ｂａ ０.４３±０.０５Ｂａ

０３－１５ ０ ０.４２±０.０７Ａａ ０.３０±０.０３Ａａ ０.４１±０.０９Ａａ ０.３８±０.０３Ａａ
１０ ０.２７±０.０３Ａａ ０.２６±０.０２Ａａ ０.２９±０.０６Ａａ ０.３２±０.０２Ａａ
２０ ０.３８±０.０７Ａａ ０.２８±０.０３Ａａ ０.３３±０.０１Ａａ ０.３４±０.０５Ａａ

０６－１５ ０ ０.１６±０.０２Ａａ ０.１６±０.０１Ａａ ０.１９±０.０２Ａａ ０.１４±０.０３Ａａ
１０ ０.１６±０.０２Ａａ ０.１６±０.０２Ａａ ０.１５±０.０２Ａａ ０.１８±０.０２Ａａ
２０ ０.１２±０.０２Ａａ ０.１３±０.０１Ａａ ０.１５±０.０２Ａａ ０.１６±０.０２Ａａ

Ｔ２Ａ￣１ ０１－１５ ０ １２.７１±０.６１Ａａ １２.８５±０.５７Ａａ １１.５２±０.４９Ａａ １０.８９±０.９８Ａａ
１０ ２.２２±０.４４Ｂａ ２.２３±０.３０Ｂａ ２.０４±０.３３Ｂａ ２.１７±０.２３Ｂａ
２０ １.５２±０.１０Ｂａ ２.０２±０.５１Ｂａ ２.０７±０.５８Ｂａ １.７２±０.１６Ｂａ

０３－１５ ０ ７.９５±１.３６Ａａ ７.７４±１.３９Ａａ ６.４３±０.５７Ａａ ５.４７±１.１３Ａａ
１０ ０.９４±０.１０Ｂａ １.０８±０.４１Ｂａ ０.５９±０.０６Ｂａ ０.７９±０.０８Ｂａ
２０ １.１１±０.３３Ｂａ ０.８０±０.０６Ｂａ １.０３±０.０８Ｂａ ０.７２±０.０７Ｂａ

０６－１５ ０ ０.３７±０.０２Ａａ ０.３４±０.０４Ａａ ０.３２±０.０４Ａａ ０.３５±０.０２Ａａ
１０ ０.３７±０.０３Ａａ ０.３９±０.０４Ａａ ０.３２±０.０４Ａａ ０.３１±０.０５Ａａ
２０ ０.３３±０.０３Ａａ ０.３５±０.０４Ａａ ０.３５±０.０２Ａａ ０.３８±０.０３Ａａ

　 　 表中数据为平均值±标准误ꎮ 同列数据后附不同大、小写字母者表示同一时期不同处理在 ０.０１、０.０５ 水平上差异显著ꎮ
Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｍｅａｎｓ±ＳＥ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ａｎｄ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ

ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ａｔ ０.０５ ａｎｄ ０.０１ ｌｅｖｅｌｓ.

２.２　 特定 Ｂｔ 蛋白浓度对赤子爱胜蚓存活率的影响

根据土壤中 Ｂｔ 蛋白的含量设定 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白的浓

度为 １.５ μｇｍＬ－１ꎬＣｒｙ１Ｃ 蛋白浓度为 ８０ ｎｇｍＬ－１ꎬ饲
养 ７２ ｈ 后ꎬ Ｃｒｙ２Ａ 处理的蚯蚓存活率为 ９６.７％ꎬ
Ｃｒｙ１Ｃ 处理的蚯蚓存活率为 ９５.０％ꎬ空白对照蚯蚓

的存活率为 ９８.３％ꎮ 结果表明ꎬ经过 ２ 种 Ｂｔ 蛋白处

理ꎬ蚯蚓的存活率与对照相比无显著差异ꎮ

２.３　 不同处理条件下蚯蚓的生长率与死亡率

方差分析结果显示ꎬ取样时间、后茬作物、水稻

品种、取样时间和后茬作物的交互作用、取样时间

和水稻品种的交互作用、后茬作物和水稻品种的交

互作用以及取样时间、后茬作物和水稻品种的交互

作用对蚯蚓 ４ 周和 ７ 周生长率与死亡率均无显著

影响(表 ２~４)ꎮ

２.４　 经 Ｂｔ 水稻种植后的土壤对蚯蚓体内解毒酶的

影响

田间取样试验结果表明ꎬ经 Ｂｔ 水稻种植后的

土壤饲养的蚯蚓ꎬ４ 周和 ７ 周后体内的总蛋白含量

以及解毒酶 ＡＣｈＥ 和 ＧＳＴｓ 活性与对照相比无显著

差异(表 ５)ꎮ
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表 ２　 Ｂｔ 水稻田经不同后茬作物种植的土壤饲养的赤子爱胜蚓的生长率(％)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅｓ(％) ｏｆ Ｅ.ｆｏｅｔｉｄａ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ Ｂｔ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ａｔ ｗｅｅｋｓ ４ ａｎｄ ７

取样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ
(ｍｏｎｔｈ－ｄａｙ)

水稻品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

饲养 ４ 周 Ｗｅｅｋ ４

抛荒田
Ｆａｌｌｏｗ

豌豆田
Ｐｅａ ｐｌｏｔｓ

紫云英田
Ａｌｆａｌｆａｐｌｏｔｓ

油菜田
Ｒａｐｅ ｐｌｏｔｓ

饲养 ７ 周 Ｗｅｅｋ ７

抛荒田
Ｆａｌｌｏｗ

豌豆田
Ｐｅａ ｐｌｏｔｓ

紫云英田
Ａｌｆａｌｆａ ｐｌｏｔｓ

油菜田
Ｒａｐｅ ｐｌｏｔｓ

０１－１５ ＭＨ６３ ３１.２±３.２ａ ２８.１±４.１ａ ３８.７±４.６ａ ３７.７±３.９ａ ４２.４±４.６ａ ３７.３±６.３ａ ５１.３±６.６ａ ５３.４±６.５ａ
Ｔ２Ａ￣１ ２６.６±３.６ａ ３１.４±１.６ａ ３２.９±２.７ａ ２９.３±１.８ａ ３４.７±６.１ａ ４０.８±３.５ａ ４１.９±８.５ａ ３９.２±３.０ａ
Ｔ１Ｃ￣１９ ３４.９±３.９ａ ３２.１±３.１ａ ３６.９±２.９ａ ２９.６±４.２ａ ４２.６±４.２ａ ４１.９±３.９ａ ４６.８±３.４ａ ４０.７±６.２ａ

０３－１５ ＭＨ６３ ３３.１±２.８ａ ３３.９±１.７ａ ４０.２±２.４ａ ３３.７±１.２ａ ４６.４±４.６ａ ４８.２±７.３ａ ５０.２±７.９ａ ４３.７±５.３ａ
Ｔ２Ａ￣１ ２６.４±２.２ａ ３３.１±３.５ａ ３１.６±２.４ａ ３２.６±３.５ａ ３５.８±３.６ａ ４６.９±４.２ａ ４０.５±２.８ａ ４３.６±４.６ａ
Ｔ１Ｃ￣１９ ２７.８±２.８ａ ２８.２±２.６ａ ４０.８±３.４ａ ３３.２±２.５ａ ３５.６±１.３ａ ４２.１±４.６ａ ５４.９±５.８ａ ４４.０±６.８ａ

　 　 表中数据为平均值±标准误ꎮ 同列数据后附不同小写字母者表示同一时期不同处理在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｍｅａｎｓ±ＳＥ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ

ｔｉｍｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

表 ３　 Ｂｔ 水稻田经不同后茬作物种植的土壤饲养的赤子爱胜蚓的死亡率(％)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ (％) ｏｆ Ｅ.ｆｏｅｔｉｄａ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ Ｂｔ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ａｔ ｗｅｅｋｓ ４ ａｎｄ ７

取样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ
(ｍｏｎｔｈ－ｄａｙ)

水稻品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

饲养 ４ 周 Ｗｅｅｋ ４

抛荒田
Ｆａｌｌｏｗ

豌豆田
Ｐｅａ ｐｌｏｔｓ

紫云英田
Ａｌｆａｌｆａ ｐｌｏｔｓ

油菜田
Ｒａｐｅ ｐｌｏｔｓ

饲养 ７ 周 Ｗｅｅｋ ７

抛荒田
Ｆａｌｌｏｗ

豌豆田
Ｐｅａ ｐｌｏｔｓ

紫云英田
Ａｌｆａｌｆａ ｐｌｏｔｓ

油菜田
Ｒａｐｅ ｐｌｏｔｓ

０１－１５ ＭＨ６３ ７.４±２.９ａ ９.３±２.９ａ ９.３±２.９ａ ７.４±２.９ａ ２０.４±２.５ａ ２０.４±３.７ａ １８.５±１.８ａ １８.５±３.３ａ
Ｔ２Ａ￣１ １１.１±２.８ａ ５.６±２.８ａ １１.１±２.８ａ ９.３±４.０ａ １８.５±３.３ａ １８.５±４.３ａ ２０.４±３.７ａ １６.７±３.９ａ
Ｔ１Ｃ￣１９ ９.３±４.０ａ ９.３±２.９ａ ９.３±３.７ａ １２.９±２.５ａ ２４.１±４.０ａ ２０.４±２.５ａ ２２.２±３.９ａ ２０.４±２.５ａ

０３－１５ ＭＨ６３ １１.１±２.６ａ １６.７±２.５ａ １５.７±２.８ａ １１.１±２.１ａ ２２.２±２.３ａ １８.３±２.２ａ ２３.３±１.９ａ ２２.２±２.５ａ
Ｔ２Ａ￣１ ９.２±２.９ａ １５.６±３.６ａ １０.５±２.２ａ １０.６±３.０ａ １５.６±２.１ａ ２１.４±２.３ａ １６.６±１.４ａ １７.１±２.６ａ
Ｔ１Ｃ￣１９ １０.１±３.２ａ １１.１±１.７ａ １５.６±３.２ａ １６.７±２.３ａ １７.２±１.２ａ ２２.２±２.６ａ １９.６±２.１ａ ２５.８±３.６ａ

　 　 表中数据为平均值±标准误ꎮ 同列数据后附不同小写字母者表示同一时期不同处理在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｍｅａｎｓ±ＳＥ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ

ｔｉｍｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

表 ４　 不同处理对蚯蚓生长发育影响的双因素方差分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｒｅｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｅ.ｆｏｅｔｉｄａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　 　 因素 Ｆａｃｔｏｒｓ
生长率 Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ

４ 周 Ｗｅｅｋ ４ ７ 周 Ｗｅｅｋ ７

死亡率 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

４ 周 Ｗｅｅｋ ４ ７ 周 Ｗｅｅｋ ７
取样时间 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ ０.８３２ ０.５７３ ０.５２３ ０.８０８
后茬作物 Ａｆｔｅｒ￣ｒｅａｐ ｃｒｏｐ ０.０９７ ０.１８３ ０.８１１ ０.９９５
水稻品种 Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ０.３２２ ０.０９７ ０.２７８ ０.２７０
取样时间×后茬作物 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ× ａｆｔｅｒ￣ｒｅａｐ ｃｒｏｐ ０.９５８ ０.９７８ ０.４６４ ０.８３５
取样时间×水稻品种 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ×ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ０.９０９ ０.７８７ ０.１６０ ０.７７４
后茬作物×水稻品种 Ａｆｔｅｒ￣ｒｅａｐ ｃｒｏｐ×ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ０.８２１ ０.６６７ ０.３５７ ０.７４８
取样时间×后茬作物×水稻品种
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ× ａｆｔｅｒ￣ｒｅａｐ ｃｒｏｐ× ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

０.８５９ ０.８２６ ０.８２２ ０.６３３

表 ５　 经 Ｂｔ 水稻种植后的土壤对赤子爱胜蚓体内总蛋白含量以及解毒酶活性的影响
Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｅ.ｆｏｅｔｉｄａ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ Ｂｔ ｒｉｃｅ ａｔ ｗｅｅｋｓ ４ ａｎｄ ７
取样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ
(ｍｏｎｔｈ－ｄａｙ)

水稻品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

总蛋白含量 (ｍｇｇ－１)

４ 周
Ｗｅｅｋ ４

７ 周
Ｗｅｅｋ ７

ＡｃｈＥ 活性(ΔＤ３４０ ｎｍｍｉｎ－１ｍｇ－１)

４ 周
Ｗｅｅｋ ４

７ 周
Ｗｅｅｋ ７

ＧＳＴｓ 活性(ΔＤ３４０ ｎｍｍｉｎ－１ｍｇ－１)

４ 周
Ｗｅｅｋ ４

七周
Ｗｅｅｋ ７

０１－１５ ＭＨ６３ ３９.２±３.６ａ ４１.５±４.９ａ ７.３±０.６ａ ７.３±０.４ａ １.６±０.３ａ １.６±０.１ａ
Ｔ１Ｃ￣１９ ４０.６±２.３ａ ３９.９±１.６ａ ７.２±０.７ａ ７.１±０.７ａ １.５±０.２ａ １.７±０.２ａ
Ｔ２Ａ￣１ ４０.１±４.５ａ ４０.９±４.４ａ ７.６±０.９ａ ６.７±０.６ａ １.６±０.３ａ １.５±０.４ａ

０３－１５ ＭＨ６３ ４０.６±５.５ａ ３８.２±２.５ａ ６.５±１.４ａ ６.６±０.６ａ １.７±０.１ａ １.５±０.１ａ
Ｔ１Ｃ￣１９ ３７.６±３.３ａ ４１.９±２.６ａ ７.７±０.７ａ ７.０±１.４ａ １.５±０.２ａ １.８±０.２ａ
Ｔ２Ａ￣１ ４１.８±４.５ａ ４２.４±２.１ａ ６.９±０.６ａ ７.４±０.９ａ １.７±０.２ａ １.５±０.３ａ

　 　 表中数据为平均值±标准误ꎮ 同列数据后附不同小写字母者表示同一时期不同处理在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｍｅａｎｓ±ＳＥ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ

ｔｉｍｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

９２２　 第 ３ 期 刘凯等:种植 Ｂｔ 水稻后的土壤对赤子爱胜蚓生长发育及酶活性的影响



３　 讨论
蚯蚓是土壤生物中生物量较大的类群之一ꎬ主

要以作物残留物为食ꎬ在植物残体的降解和土壤中

营养物质的循环过程中起重要作用ꎮ 蚯蚓的挖穴

和取食活动能改善土壤和土壤中有机质的结构ꎬ影
响着土壤的疏松性和通气性ꎬ并能为土壤中其他生

物改善生物资源(Ｓｃｈａｍｐｈｅｌｅｉｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ
Ｓａｘｅｎａ ｅｔ ａｌ.(２００２)在前茬种植 Ｂｔ 玉米田中种

植非 Ｂｔ 玉米、胡萝卜和小萝卜等ꎬ２０ ~ １２０ ｄ 后ꎬ在
后茬作物中没有检测出 Ｂｔ 蛋白ꎬ而土壤中的 Ｂｔ 蛋
白晶体依然存在ꎮ 在无菌营养液中种植转 Ｂｔ 基因

玉米 １５ ｄ 后ꎬ再将非 Ｂｔ 玉米种子移栽到该营养液

中ꎬ７~１５ ｄ 后ꎬ在非 Ｂｔ 玉米中没有检测到 Ｂｔ 蛋白ꎮ
本研究检测了田间不同深度的土样中 Ｂｔ 蛋白的含

量ꎬ结果显示无论是转 ｃｒｙ２Ａ 基因水稻田还是转

ｃｒｙ１Ｃ 基因水稻田的土壤中ꎬＢｔ 蛋白的含量均随着

时间的延长而降低ꎬ其原因可能是随着时间的延

长ꎬ土壤中的 Ｂｔ 蛋白逐渐发生降解ꎮ ３ 种后茬作物

的种植对土壤各层的 Ｂｔ 蛋白含量无显著影响ꎬ说
明测试的 ３ 种后茬作物对土壤中 Ｂｔ 蛋白的降解没

有显著的作用ꎮ １ 月份和 ３ 月份转 ｃｒｙ２Ａ 基因水稻

田以及 １ 月份转 ｃｒｙ１Ｃ 基因水稻田采集的表层土样

中的 Ｂｔ 蛋白含量显著高于地下 １０ ｃｍ 和地下２０ ｃｍ
土壤中的含量ꎬ地下 ２ 层土样中的 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白含量

之间无显著差异ꎬ可能是因为残留水稻秸秆的分解

导致表层 Ｂｔ 蛋白含量高于地下ꎮ ３ 月份转 ｃｒｙ１Ｃ
基因水稻田以及 ６ 月份转 ｃｒｙ２Ａ 基因水稻田和转

ｃｒｙ１Ｃ 基因水稻田的土壤中 Ｂｔ 蛋白的含量均不受

土壤深度的影响ꎬ原因可能是 Ｂｔ 蛋白的降解基本

完成ꎬ含量达到了稳定状态ꎮ
有关 Ｂｔ 作物的种植对蚯蚓生长和繁殖的研究

已有很多ꎬＡｈｌ￣Ｇｏｙ ｅｔ ａｌ.(１９９５)将 Ｂｔ 玉米粉碎后加

入土壤中饲养蚯蚓ꎬ在蚯蚓的肠道和粪便中均能够

检测到 Ｂｔ 蛋白ꎬ但 Ｂｔ 蛋白对蚯蚓没有急性致死效

应ꎮ Ａｈｍａｄ ｅｔ ａｌ.(２００６)将 Ｂｔ 玉米的秸秆粉碎后加

入到种植过 Ｂｔ 玉米的土壤中ꎬ发现其对蚯蚓的死

亡率和体重变化无显著影响ꎮ 崔蕾等(２０１４)发现ꎬ
转 ｃｒｙ１Ｉｅ 基因玉米残体对赤子爱胜蚓的体重、产茧

量和茧的孵化率没有不利影响ꎮ Ｓｃｈｒａｄｅｒ ｅｔ ａｌ.
(２００８)认为ꎬ蚯蚓能够促进 Ｂｔ 蛋白的降解ꎬ但 Ｂｔ
蛋白对蚯蚓无不良影响ꎮ Ｖｅｒｃｅｓｉ ｅｔ ａｌ.(２００６)的研

究表明ꎬ在室内设定的转 ｃｒｙ１Ａｂ 基因玉米最高 Ｂｔ

蛋白浓度(５ ｇｋｇ－１干土)条件下饲喂 Ａｐｏｒｒｅｃｔｏｄｅａ
ｃａｌｉｇｉｎｏｓａꎬ对其幼蚓的存活和成蚓的生长和繁殖无

显著影响ꎮ 本研究通过在室内条件下用田间采集

的土样饲养蚯蚓 ４ 周和 ７ 周ꎬ结果表明ꎬ无论是饲

养 ４ 周还是 ７ 周ꎬ种植过转 Ｂｔ 基因水稻后的土壤对

蚯蚓的率和死亡率与对照相比无显著差异ꎬ在 ２ 种

Ｂｔ 蛋白最高浓度的条件下和对照相比对蚯蚓的存

活率没有不利影响ꎬ表明田间 Ｂｔ 蛋白的含量不足

以对蚯蚓产生影响ꎮ
有关 Ｂｔ 作物对蚯蚓体内酶活性的研究已有较

多报道ꎬ但大多数研究集中于 Ｂｔ 玉米和 Ｂｔ 棉花中

(崔蕾等ꎬ２０１４ꎻ 舒迎花等ꎬ２０１１ꎻ 肖能文ꎬ２００５ꎻ Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎬ均表明其对蚯蚓体内的总蛋白含量、
ＣＡＴ、ＡＣｈＥ 和 ＳＯＤ 酶的活性没有显著影响ꎮ 而有

关转 Ｂｔ 基因水稻种植对蚯蚓酶活性的研究则较

少ꎮ 本试验测定了用种植过转 Ｂｔ 基因水稻的土壤

处理 ４ 周和 ７ 周后的蚯蚓体内的总蛋白含量和 ２
种解毒酶 ＡＣｈＥ 和 ＧＳＴｓ 活性ꎬ结果表明ꎬ用种植转

Ｂｔ 基因水稻过后的土壤饲养赤子爱胜蚓ꎬ其体内的

总蛋白量以及 ＡＣｈＥ 和 ＧＳＴｓ 的活性与对照相比没

有显著差异ꎮ
综合上述内容ꎬ种植过转 Ｂｔ(ｃｒｙ２Ａ 和 ｃｒｙ１Ｃ)基

因水稻的土壤对赤子爱胜蚓的生长发育和繁殖没

有不利的影响ꎬ对其体内相关的解毒酶以及总蛋白

含量亦无显著的影响ꎮ Ｂｔ 蛋白随时间的延长而逐

渐降解ꎬ水稻收割初期ꎬ土壤表层 Ｂｔ 蛋白含量显著

高于地下土层中的含量ꎮ 后茬作物的种植对土壤

中 Ｂｔ 蛋白的含量没有影响ꎮ Ｂｔ 蛋白在土壤中存在

时间较长ꎬ而且会有一定的积累过程ꎬ因此需要进

一步更长时间的研究来确定其对地下非靶标生物

的影响ꎮ 后茬作物是否存在对 Ｂｔ 蛋白的吸收亦需

要进一步对后茬作物的检测ꎮ
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