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Bt杀虫晶体蛋白的土壤残留及其对土壤磷酸酶

活性的影响*

孙彩霞 � 陈利军� � 武志杰
(中国科学院沈阳应用生态研究所,沈阳 � 110016)

摘 � 要 � � 研究表明以不同形式导入土壤中的杀虫晶体蛋白在土壤中的残留特性及其对土壤磷酸酶活

性的影响有所不同。以 Bt菌体向土壤导入杀虫晶体蛋白的试验表明: 随着培养时间的延长, 土壤中杀虫晶体

蛋白含量逐渐增加,到 15 d时达到一个峰值,而后下降, 在培养 30 d 时,杀虫晶体蛋白含量基本与初始含量相

同。以不同 Bt棉组织添加土壤的试验表明: 随着培养时间的延长,土壤中的杀虫晶体蛋白含量降低,在培养

初期下降的速度较快,随后下降的速度较慢,在培养的中后期基本稳定, 在培养 56 d 时,杀虫晶体蛋白含量为

初始值的 44�7% ( ZK)和 56� 1% ( GK)。不同 Bt棉的盆栽试验表明: 在整个生育期内, Bt棉花种植后根际土壤

中杀虫晶体蛋白含量均明显比非 Bt棉高。Bt菌体和 Bt棉组织处理的土壤磷酸酶活性均呈现出比对照高的

趋势,而在 Bt棉种植过程中 Bt棉根际土壤的磷酸酶活性则呈现出比非 Bt棉低的趋势。无论以何种方式向土

壤中导入杀虫晶体蛋白, 土壤磷酸酶活性在不同杀虫晶体蛋白浓度处理间的差异显著。
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� � 土壤是生态系统中物质循环和能量转化过程的

重要场所,转 Bt 基因作物的外源基因表达产物 Bt

杀虫晶体蛋白( Bt insecticidal crystal protein, BICP)可

通过根系分泌物或作物残茬进入土壤生态系

统[ 1~ 3]。Bt杀虫晶体蛋白是苏云金芽孢杆菌在芽

孢形成过程中产生的, 可分为 ��外毒素、��外毒素、
��内毒素和虱因子, 而转基因植物产生的主要是 ��
内毒素。在菌体内的杀虫蛋白以一种前体的形式存

在,称为原毒素( protoxin)并自发形成伴胞晶体,在昆

虫中肠的碱性和还原性环境下被降解为 60 Kda左

右的活性肽,并与受体蛋白结合, 嵌合于细胞膜,引

起膜穿孔, 最终导致昆虫瘫痪或死亡
[ 4~ 7]

。但插入

转基因作物体内的修饰基因不是编码合成非毒性的

原毒素,而是编码合成活性的杀虫晶体蛋白。因而

活化原毒素的高肠道 pH 和专一蛋白酶将不是其产

生毒性的必需因素了, 尤其是导入土壤中的蛋白能

被结合到土壤环境中的其他颗粒而不易被微生物降

解并仍然保持杀虫晶体蛋白活性,将导致杀虫晶体

蛋白的累积,从而使土壤的特异生物功能类群以及

土壤生物多样性都有可能因此改变[ 8~ 11]。土壤磷

酸酶能酶促有机磷化合物水解, 转化为植物可利用

的形态,后者是土壤磷的重要组分。磷酸酶活性的

变化与作物对营养元素的需求有很大关系, 其活性

是评价土壤磷素转化方向与强度的指标。转 Bt 基

因棉花是通过遗传工程技术能够表达 Bt 基因并产

生一定杀虫晶体蛋白的棉花。转 Bt 基因棉花在田

间释放后,杀虫晶体蛋白通过根系分泌物或凋落物

分解进入土壤后, 能否对在生态系统磷营养元素循

环与周转中发挥重要作用的磷酸酶活性产生影响,

目前还不清楚。本研究试图阐明这一问题, 从而为

转基因棉花的生产和生态风险评价提供依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料及其处理
1�1�1 � 苏云金芽孢杆菌( Bt)菌体杀虫晶体蛋白培

养试验 � � 供试土壤为棕攘。土壤有机质含量为

25�2 g kg- 1, 全氮 1�22 g kg- 1, 全磷 ( P2O5 ) 1�12 g
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kg
- 1

, 全钾 ( K2O) 24�24 g kg
- 1

, 水解性氮 106�37
mg kg- 1, 有效磷 15�92 mg kg- 1, 有效钾 143�29 mg

kg
- 1

, pH 为5�72。每只试管(具通气塞)装入1 g土,

土壤含水量始终保持在 20%。苏云金芽孢杆菌粉

剂(孢子和伴胞晶体蛋白混合物)由武汉科诺生物农

药有限公司提供。用 Bradford[ 12]检测法测定粉剂中

蛋白浓度。将粉剂用蒸馏水按测定蛋白浓度配置成

低( L, 0�005 �g �l- 1 ) , 中 (M, 0�02 �g �l- 1)、高 ( H,

0�08 �g �l- 1
)浓度梯度的悬浊液。用磁力搅拌器混

匀后立即向每只试管中加入 100 �l 悬浊液。置于

30 � 恒温培养箱中培养,分别培养 1、3、5、7、15、30 d

测定各指标。每个处理 3次重复。

1�1�2 � Bt棉盆栽试验 � � 将国内育成转 Bt基因棉

花国抗 12( GK)、中抗 30( ZK)及非转 Bt基因棉花中

棉所 30( ZM) ,温室盆栽。化肥作底肥一次施用,尿

素1�25 g pot
- 1

, KH2PO4 0�97 g pot
- 1

,每盆装土4 kg。

防治蚜虫、红蜘蛛 2 次。其他栽培管理按照常规进

行。分别在苗期( 6月 27日)、盛蕾期( 7月 25 日)、

盛花期( 8月 27日)、盛铃期( 9月 23日)、盛絮期( 10

月21日)采集根际土壤样品进行各指标的测定。每

个处理3次重复。

1�1�3 � Bt棉组织土壤培养试验 � � 分别在苗期、盛
蕾期、盛花期、盛铃期、盛絮期采集 Bt棉 ZK、GK和

非Bt棉 ZM的整个棉花植株, 自然风干, 粉碎并过 2

mm筛。先将植物材料加蒸馏水浸湿,然后按 1�3比
例与土壤混匀装入具塞(可通气)试管, 置于恒温培

养箱 26 � 培养,使土壤含水量稳定在 20%, 分别培

养1、3、7、14、21、28、56 d取样并进行各指标的测定。

每个处理 3次重复。

1�2 � 测定方法
1�2�1 � 杀虫晶体蛋白含量的测定 � � 采用 ELISA

方法测定。试剂盒及所需试剂均购买于美国 Envi�
rologix 公司。具体操作步骤如下: ( 1)每个土壤样品

取0�5 g,加入 0�5 ml提取液, 摇匀, 4 � 下提取 2 h,

6 000 r min- 1离心 10 min, 取上清液, 用于测定。

( 2)包被。每孔加入样品上清液 100 �l, 混匀, 每个

样品重复 2 次。在同一酶标板上分别加入对照

(Negative Control)、0�5 ng g- 1、2�5 ng g- 1、5 ng g- 1的

Bt标准杀虫晶体蛋白用来作标准曲线。将包被好

的酶标板放入内铺湿纱布的带盖瓷盘中, 23 � 下培
养15 min。( 3)将包被好的酶标板取出,用 8孔道加

样器每孔加入 100 �l杀虫晶体蛋白�酶抗体,混匀,

23 � 下湿培养 1 h。( 4)洗板。倒掉培养液, 每孔加

满洗涤液,放置片刻,甩掉洗涤液, 重复洗涤 4次,将

板内残留洗涤液在吸水纸上用力甩干。( 5)每孔加

入 100 �l酶作用底物, 混匀, 放入湿盒, 23 � 下培养

30 min。( 6)每孔加入 100 �l 终止液, 终止反应。

( 7)用酶标仪测定 450 nm处的吸光值。根据标准曲

线计算各个土壤样品中杀虫晶体蛋白含量。

1�2�2 � 土壤磷酸酶活性测定 � � 供试土壤为酸性
( pH 为 5�72) ,故采用对硝基苯磷酸盐法测定酸性磷
酸酶活性[ 13]。

2 � 结果与分析

2�1 � 苏云金芽孢杆菌中的杀虫晶体蛋白在土壤中
的残留及其对土壤磷酸酶活性的影响

� � 由图 1可知, 不同浓度 Bt菌体处理的土壤中

的杀虫晶体蛋白含量的变化趋势基本相同, 即随

着培养时间的延长, 蛋白含量逐渐增加, 到 15 d

时达到一个峰值, 而后下降, 在培养 30 d 时, 蛋白

含量基本与初始含量相同。在整个培养过程中,

土壤中的杀虫晶体蛋白浓度随菌体浓度的增加

而增加。由图 2可知, 在培养的初期(第 3和第 5

d)高浓度及中低浓度菌体处理的土壤磷酸酶活

性分别有所下降, 而后呈上升趋势, 在培养第 15

d时酶活性最高, 之后又呈下降趋势。在培养结

束时, 不同浓度菌体处理的土壤磷酸酶活性趋于

相同, 在此之前的整个培养过程中高浓度菌体处

理的土壤磷酸酶活性明显比中低浓度处理的高。

相关样本的 M 测验表明不同菌体浓度处理的土

壤磷酸酶活性差异显著。

图 1 � 不同浓度 Bt菌体杀虫晶体蛋白处理土壤中蛋白含量

的变化

Fig�1 � Changes in BICP concentration in soil treatedwith Bt different

in content
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图 2� 不同浓度 Bt菌体杀虫晶体蛋白处理的土壤酸性磷酸

酶活性变化

Fig�2� Changes in acid phosphatase activity in soil treatedw ith Bt different

in content

2�2 � Bt棉盆栽种植后杀虫晶体蛋白的土壤残留及
其对土壤磷酸酶活性的影响

� � 由图 3可知, Bt棉根际土壤中的杀虫晶体蛋白

含量均比非 Bt棉 ZM高,且不同 Bt棉在不同生育期

释放到土壤中的杀虫晶体蛋白含量有所不同。在生

育前期(苗期、盛蕾期) Bt 棉 ZK 释放到土壤中的杀

虫晶体蛋白含量低于 Bt棉 GK, 在生育中后期(盛花

期、盛铃期、盛絮期) Bt棉 ZK释放到土壤中的杀虫

晶体蛋白含量则明显高于 Bt棉 GK。Bt棉 ZK 释放

后,土壤中的杀虫晶体蛋白浓度分别在苗期和盛铃

期达到高值, 而 Bt 棉 GK 释放后, 土壤中的杀虫晶

体蛋白浓度只有在盛蕾期最高。在本试验中, 土壤

中杀虫晶体蛋白的累积主要是由于 Bt 棉释放后通

过根系分泌物导入的, 而上述变化则可能与不同 Bt

棉植株中杀虫晶体蛋白的时间表达特性有关。由图

4可知, 在棉花的不同生育期,土壤中磷酸酶活性有

图 3� 不同 Bt棉花盆栽种植后土壤中杀虫晶体蛋白含量的变化

Fig�3 � Changes in BICP in soils planted with different Bt cotton

所变化, 其中在盛蕾期, 土壤磷酸酶活性为最高。在

整个生育过程中, 种植非 Bt棉土壤的磷酸酶活性呈

现出比 Bt棉高的趋势,而 Bt棉 ZK释放后土壤中的

磷酸酶活性呈现出比 Bt棉 GK 低的趋势。相关样

本的 M测验表明, 非 Bt棉 ZM 与 Bt棉处理的土壤

中杀虫晶体蛋白含量差异显著;非 Bt棉 ZM与 Bt棉

ZK的土壤磷酸酶活性的差异显著。

图 4� 不同 Bt棉花盆栽种植后土壤中酸性磷酸酶活性的变化

Fig�4� Changes in acid phosphatase activity in soils planted with

different Bt cotton

2�3 � Bt棉组织中杀虫晶体蛋白的土壤残留及其对
土壤磷酸酶活性的影响

� � 由图 5可知, 随着培养时间的延长, 两种 Bt 棉

花组织处理土壤中的杀虫晶体蛋白含量降低, 在培

养初期( 7 d内)下降的速度较快,随后下降的速度较

慢,在培养的后期( 28 d后)基本稳定。在培养结束

时 Bt棉处理的杀虫晶体蛋白含量分别为初始量的

44�7%( ZK)、56�1% ( GK)。在整个培养过程中, 转

基因棉花 ZK的杀虫晶体蛋白含量明显高于转基因

棉花GK, 另外由于土壤中存在一定的Bt或者受检

图 5� Bt棉花组织中杀虫晶体蛋白的土壤残留特性

Fig�5 � Persistence of BICP from Bt cotton tissues in soil
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测精度的影响,非 Bt棉花 ZM 的土壤处理中也检测

到低浓度的蛋白。由图 6可知,在培养的初期( 3 d

内) , 各处理的磷酸酶活性明显上升并且在第 3 d达

到最大值,而后又呈明显下降的趋势,到培养的后期

(28 d后)酶活性基本稳定。另外,在整个培养过程

中两种 Bt棉处理的酶活性呈现出比非 Bt棉高的趋

势。相关样本的 M 测验结果表明各处理酶活性间

的差异达极显著水平。

图 6 � Bt 棉花组织处理土壤酸性磷酸酶活性的变化

Fig�6 � Changes in soil acid phosphatase activity treated with Bt

cotton tissues

3 � 讨论与结论

转Bt基因作物释放后导入土壤中杀虫晶体蛋

白的生物活性是评价其对非目标物种潜在风险和环

境命运的最重要参数[ 1]。因而,为了评价杀虫晶体

蛋白对土壤环境的潜在风险, 学者们对杀虫晶体蛋

白在土壤中的残余量进行了大量的试验并取得了一

些结果。在试验室内进行的纯化杀虫晶体蛋白与土

壤性质关系的研究结果表明, 杀虫晶体蛋白能快速

被土壤吸附并紧紧地结合, 结合态杀虫晶体蛋白仍

保持杀虫活性且比游离态杀虫晶体蛋白更抗降

解[ 14~ 17]。另外, 转 Bt基因作物释放后,向土壤中导

入杀虫晶体蛋白的主要方式之一是作物残茬, 因而

可以通过将转 Bt基因作物组织添加到土壤中的研

究以揭示植株体内杀虫晶体蛋白在土壤中的残留特

性。Sims和 Holden以 Bt 玉米组织为添加材料处理

土壤的研究表明,转 Bt基因玉米组织材料中的杀虫

晶体蛋白的生物活性由于暴露在土壤中而快速下

降[ 18]。Palm等以 Bt棉组织为添加材料处理土壤的

研究表明, 由于生物降解或与土壤颗粒的缓慢结合

和吸附, Bt棉组织加入土壤的 7天内, 土壤中可提

取的杀虫晶体蛋白浓度快速下降, 之后下降的速度

比较稳定,甚至维持数周不变[ 2]。在灭菌土壤中蛋

白浓度是稳定的, 这一试验结果揭示了生物降解的

作用。

本文以不同浓度菌体杀虫晶体蛋白及不同 Bt

棉组织添加处理土壤的研究表明,用菌体和 Bt棉组

织处理土壤后,杀虫晶体蛋白在土壤中的残留特性

有所不同。在菌体处理中, 土壤中杀虫晶体蛋白含

量有一个上升的过程,这可能是由于二者导入土壤

中杀虫晶体蛋白的形式不同, 因而在土壤中衰变的

快慢不同。另外, Bt组织中杀虫晶体蛋白比菌体中

杀虫晶体蛋白在土壤中降解快, 这可能是由于植物

材料腐烂时释放出降解性酶和化合物(直接来源于

植物或者是来源于植物相关微生物) ; 或者由于植物

材料的添加增加了土壤微生物的种群。不同 Bt 棉

释放后根际土壤中杀虫晶体蛋白的含量的研究结果

表明,在生长发育前期(苗期、盛蕾期) Bt 棉 ZK释放

到土壤中的杀虫晶体蛋白含量低于 Bt棉 GK, 在生

长发育中后期(盛花期、盛铃期、盛絮期) Bt棉 ZK释

放到土壤中的杀虫晶体蛋白含量则明显高于 Bt 棉

GK。在该处理中,土壤中的杀虫晶体蛋白累积主要

是由于 Bt棉释放后通过根系分泌物导入的,而上述

变化则可能与不同 Bt棉植株中杀虫晶体蛋白的时

间表达特性有关。

土壤酶活性反映了土壤中各种生物化学过程的

强度和方向,是土壤重要的生物学特性。现有的研

究结果表明,转 ��淀粉酶和木质素过氧化物酶基因
的紫花苜蓿释放后,土壤中的脱氢酶和碱性磷酸酶

活性下降
[ 19]

; 转凝集素和内切几丁质酶基因的马铃

薯释放后, 土壤中脱氢酶活性上升[ 20] ; Jepson 等提

出转 Bt基因植物的种植可能改变脲酶、脱氢酶、磷

酸酶的活性但没有进行试验验证[ 21]。目前尚无人

开展 Bt棉组织中杀虫晶体蛋白对土壤磷酸酶影响

的系统研究。本文的研究结果表明:在室内试验中

Bt菌体和 Bt棉组织处理的土壤磷酸酶活性均呈现

出比非 Bt棉处理高的趋势,而在 Bt棉盆栽种植过

程中 Bt棉土壤的磷酸酶活性则呈现出比非 Bt棉低

的趋势。但无论以何种方式向土壤中导入杀虫晶体

蛋白,土壤磷酸酶活性在不同杀虫晶体蛋白浓度处

理间的差异显著。值得注意的是, 土壤是复杂的基

质,许多因子可以影响土壤中蛋白的降解和磷酸酶

的活性,而导入土壤中杀虫晶体蛋白对磷酸酶的影

响不仅可能与杀虫晶体蛋白的类型、形式(孢子或晶

体)、浓度有关,而且可能与土壤类型、土壤湿度、土
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壤微生物的构成、耕作的深度和气候等因子有关。

因而目前研究获得的尚为描述性结果, 土壤磷酸酶

活性与杀虫晶体蛋白含量的数量化关系仍需进一步

研究。
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PERSISTENCE OF Bt TOXIN IN SOIL AND ITS EFFECTS ON SOIL PHOSPHATASE

ACTIVITY

Sun Caixia � Chen Lijun
� � Wu Zhijie

( Institute of Applied Ecology, Chinese Academy of Sciences, Shenyang � 110016, China )

Abstract � � Experiments in lab indicated that the persistence of Bt insecticidal crystal protein (BICP) in soil and its ef�

fects on soil phosphatase activity were different between forms of BICP introduced into the soil. In the first treatment of the exper�
iments, Bt was applied directly into the soil with results showing that BICP concentration in the soil increased gradually along

with the incubation time and reached the peak value on D15 and then decreased. On D30 the concentration of BICP was almost

the same as at the initial stage after the applicat ion. In the second treatment, Bt cotton tissues were used. The results showed

that BICP concentration in soil decreased along with the incubation time. There was a rapid decline at the initial stage of the in�
cubations and the trend leveled off in the middle and late stages. On D56 of the incubation, BICP in soil was at 44. 7% ( ZK)

and 56. 1% ( GK) of the initial values. In the third treatment, Bt cotton was planted in pots. Analysis of the soil showed that

during the whole growth period, the concentration of BICP in the rhizospherice soil of Bt cotton was significantly higher than that

of non�Bt�cotton. The treatment with Bt and Bt cotton tissues showed a trend of the soil phosphatase activity being higher than

that in CK. But the phosphatase activity in the rizhospherice soil of Bt cotton was lower than that of non�Bt cotton. Whatever

forms of BICP were introduced into soil, the difference in soil phosphatase activity between treatments different in BICP concen�
tration treatment was significant.

Key words � � Bt ( Bacillus thuringiensis) ; Insecticidal crystal protein; Soil phosphatase
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