
* 国家 863高新技术发展计划项目( 10101�02�02)、广东省教育厅自然科学基金项目( 200040)、湛江海洋大学自然科学基金( 2001年)资助

作者简介:袁红旭(1964~ ) ,女,博士,副教授,主要从事植物免疫学研究。E�mail: yuanhx588@ sohu� com

收稿日期: 2004- 03- 29;收到修改稿日期: 2004- 07- 23

种植转双价抗真菌基因水稻对根际微生物群落

及酶活性的影响
*

袁红旭1 � 张建中1 � 郭建夫1 � 许新萍2 � 李王月仁3

( 1湛江海洋大学农学院,广东湛江 � 524088)

( 2中山大学生物工程中心,广州 � 510275)

( 3福建农业科学院植物保护所,福州 � 350013)

� � 摘 � 要 � � 对转几丁质酶和葡聚糖酶双价抗真菌基因抗病水稻七转 39 种植后的根际土壤微生物群落

和酶活性进行了分析。研究结果表明,七转 39 根内生真菌和细菌数量显著低于非转基因阴性对照七丝软粘

和常规水稻竹籼 B,根际土壤中真菌和细菌数量也少于七丝软粘,与竹籼 B数量接近。在水稻抽穗期测定,

转基因水稻根际土壤过氧化氢酶、多酚氧化酶、蔗糖酶和脲酶活性以及可溶性有机质、氮、磷含量均与对照

无显著差异。转基因水稻残体腐解过程中土壤腐殖酸含量变化与七丝软粘一致。与对照相比, 种植七转 39

未对下茬水稻的生长产生显著影响。
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� � 水稻是重要粮食作物, 水稻真菌性病害如稻瘟

病、纹枯病给农业生产造成严重的损失,成为水稻生

产可持续发展的主要限制因素之一。由中山大学和

湛江海洋大学等单位合作研究的转基因抗病水稻七

转 39是通过基因枪法将串联的抗真菌基因水稻碱

性几丁质酶基因( RC24) 和苜蓿葡聚糖基因 ( ��1,
3�Glu)导入籼稻七丝软粘中,经多代( R8代)选育,证

实外源基因能稳定遗传并对稻瘟病和纹枯病具有优

良抗性的转双价抗真菌基因水稻新品系[ 1]。种植转

抗真菌基因水稻具有生态风险,其中包括可能对土

壤微生物群落和土壤生态环境的影响, 如对土壤生

物种群的影响、对土壤肥力和理化性质的影响以及

是否影响下茬作物生长等多个方面[ 2, 3]。本研究针

对转基因水稻七转 39种植后根系的微生物种群变

化、部分酶活性和营养元素构成变化以及残茬对下

茬水稻生长可能产生的影响展开了初步研究。

1 � 材料与方法

1�1 � 供试水稻的栽培方法
供试水稻品种为转基因水稻七转 39、籼稻品种

七丝软粘和竹籼 B。其中七丝软粘为七转 39 的非

转基因阴性对照; 竹籼 B为常规栽培稻。

水稻栽培方法:在隔离试验区,选择水肥条件一

致的稻田,分成 9个试验小区, 每小区面积为 2 � 4

m2,将各小区表层 20 cm 土层充分翻耕混合后,再铺

于田表,使各小区 0~ 20 cm 土层均匀一致。该土层

有机质(碳)量 16�3 g kg- 1;全 N量 1�2 g kg- 1;速效

N量 189�6 mg kg
- 1

;全 P量 373�8mg kg
- 1

;速效P 量

49�9 mg kg- 1。

水稻种子经催芽播于秧田, 将供试水稻四叶期

秧苗插入试验小区, 每品种 3个小区重复, 随机排

列。按常规大田管理的方法管理, 每公顷施入 N

101 kg、P2O5105 kg 和K2O 105kg。

水稻根际土壤取样方法:将 0~ 20 cm表层土中

根围 0�5 cm 范围内的土壤作为根际土壤。水稻抽

穗期挖取水稻根系,收集距根 0~ 0�5 cm土壤, 小区

中部随机取 30株水稻的根际土壤充分混合。

1�2 � 转基因水稻根系微生物群落分析

根内微生物群落分析
[ 4]
: 水稻抽穗期挖取水稻

根,去掉老根和死亡根,每小区 30 株。根样经表面

消毒后, 研磨,无菌水稀释,制成根组织悬浮液。采

用平板培养法分析真菌和细菌群落[ 4]。真菌、细菌

和放线菌分别采用 PDA、牛肉汁蛋白胨和改良高氏
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1号培养基培养。微生物数量均以单位根鲜重产生

的菌落数表示:真菌(细菌、放线菌)数= 菌落数/根

鲜重( cfu g
- 1
)。

根际微生物群落分析[ 4] :水稻抽穗期取根际土

壤,采用平板培养法分析土壤真菌和细菌群落[ 4] ; 真

菌和细菌的数量以单位土壤(干重)产生的菌落数量

表示:真菌(细菌)数= 菌落数/土干重( cfu g- 1)。

1�3 � 转基因水稻根际土壤酶活性分析
参见文献[ 4, 5]。水稻抽穗期取根际土壤分析

土壤酶活性:过氧化氢酶活性测定采用高锰酸钾滴

定法;多酚氧化酶活性测定采用邻苯三酚比色法; 蔗

糖酶活性测定采用磷钼酸比色法;脲酶活性测定采

用奈氏比色法。

1�4 � 转基因水稻根际土壤有机质及 N、P分析

参见文献[ 5]。水稻抽穗期取根际土壤,进行成

分分析。有机质(碳)测定采用重铬酸钾法;全 N量

测定采用高氯酸�硫酸消化法;可溶 N量测定采用扩

散吸收法;全 P量测定采用氢氧化钠碱熔�钼锑抗比
色法;速效 P 量测定采用碳酸氢钠法

[ 6]
。

1�5 � 水稻残体腐解进程

水稻收获后,田间残体自然腐解( 2002年 11月

至 2003年4月)。2003年 1月15日开始,每 15 d取

土样,取样方法为每小区中部大五点取样,每点取表

层0~ 20 cm 土层 1 kg, 将五点土样混合, 过 200目

筛。采用焦磷酸钠提取  重铬酸钾法测定腐殖酸
量[ 5]。

1�6 � 水稻残体腐解过程对下茬水稻生长的影响
水稻收割后, 五点取样法,在水稻田里采集成熟

期收割后的各品种水稻秸秆、土壤,将秸秆 30g 与相

应水稻品种的土壤(干重) 120 g充分混合, 倒入 1000

ml烧杯中,再加入 600 ml蒸馏水,置于27 ! 温箱中,

分别在 20 d和 35 d后取湿土50 g,加入的蒸馏水50

ml,浸提12 h后离心( 1000 r min- 1) , 弃沉淀。上清

液浸泡露白的水稻种子(水稻品种为竹籼 B) , 25 !

培养 7 d,测定水稻胚根和胚芽长度。

第二年春季各实验小区种植常规水稻竹籼 B

( 2004年4月插秧) ,观察水稻生长情况并测定产量。

2 � 结果与分析

2�1 � 转基因水稻根系微生物群落

采用分离培养法研究水稻根际微生物结果表明

(表 1) ,转基因水稻七转 39的根内生真菌和细菌数

量远低于两个非转基因水稻品系, 其内生真菌和细

菌数量仅为非转基因对照七丝软粘的 21�0% 和
4�1% ,竹籼 B 的 30�3% 和 6�5%。研究结果还表
明, 两个非转基因水稻根内菌群数量也存在差异,其

中七丝软粘真菌数量和细菌数量高于竹籼 B。

表1 � 转基因水稻和对照常规水稻根系真菌和细菌数量
Table 1� Numbers of fungi and bacteria in root systems of rice plants different in strain

水稻品系

Rice strain

根内微生物 Microbe in root

真菌 Fungi ( cfu g- 1) 细菌 Bacteria ( � 103 cfu g- 1)

根际微生物 Microbe in rhizospheral soil

真菌 Fungi ( � 102 cfu g- 1) 细菌 Bacteria ( 105 cfu g- 1)

七转 39

Qizhuan 39

19�2 ∀ 2�1 a 2�0∀ 1�1 a 5�2 ∀ 0�41 a 3�2∀ 0�58 a

七丝软粘

Qisirunanzhan

91�4 ∀ 13�1 c 22�1 ∀ 4�5 b 7�3 ∀ 1�2 b 5�3 ∀ 1�2 b

竹籼 B

Zhuxian B

63�4∀ 6�6 b 17�5 ∀ 2�8 b 5�7 ∀ 1�0 a 3�6∀ 0�54 a

� � 注:同一栏中数据后小写字母不相同者表示处理间差异在 5%水平显著 Note: Means in a column followed by the different small letters represent

significant diff erence at 5% level

� � 水稻根际微生物研究表明,七丝软粘根际真菌

和细菌的数量最高, 其次为竹籼 B和七转 39。虽然

七转 39根际真菌和细菌数量均小于非转基因对照

七丝软粘,但其与竹籼 B无显著差异。两个非转基

因常规水稻根际菌群数量存在显著差异。

综上所述, 转抗基因水稻七转 39根际微生物群

落变化集中表现在内生细菌和真菌数量的减少,而

根际土壤真菌和细菌数量虽然较非转基因阴性对照

七丝软粘少, 但接近另一常规稻竹籼 B的水平。

2�2 � 转基因水稻根际土壤酶活性和土壤有机质及
N、P

� � 对水稻根际土壤四种常见酶活性分析结果表明
(表 2) ,转基因水稻七转 39根际土壤除脲酶活性略

高于其他两个对照外,过氧化氢酶、多酚氧化酶和
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表 2 � 不同水稻品系根际土壤过氧化氢酶、多酚氧化酶、蔗糖酶和脲酶活性
Table 2 � Activities of some soil enzymes in the rhizospheres of rice plants different in strain ( U g- 1 h- 1)

水稻品系

Rice strain

过氧化氢酶

Hydrogen peroxidase

多酚氧化酶

Polyphenol oxidase

蔗糖酶

Sucrase

脲酶

Urease

七转 39

Qizhuan 39

0�21 ∀ 0�03 0�15 ∀ 0�09 42�53∀ 3�11 0�23 ∀ 0�05

七丝软粘

Qisiruanzhan

0�16 ∀ 0�03 0�15 ∀ 0�07 40�41∀ 1�12 0�16 ∀ 0�01

竹籼 B

Zhuxian B

0�23 ∀ 0�05 0�08 ∀ 0�04 43�22∀ 4�38 0�18 ∀ 0�03

� � 注: U表示酶活性单位注 Note: # U∃ is unite for act ivity of enzymes

蔗糖酶活性均在两个非转基因对照之间。对试验数

据进行差异显著性检验表明, 供试 3个水稻品系根

际土壤中过氧化氢酶、多酚氧化酶、蔗糖酶和脲酶活

性没有显著差异。

试验结果表明(表 3) , 转基因水稻七转 39的根

际有机碳含量略低于七丝软粘但高于竹籼 B; 全 N

和全 P 量略低于另外两个品系, 速效 N和速效 P 量

均高于七丝软粘而略低于竹籼 B。试验数据进行差

异显著性检验表明, 3个水稻品系根际土壤中上述

指标也不存在显著差异。

表 3� 不同水稻品系根际土壤有机质及 N、P 含量

Table 3 � Organic matter, nitrogen and phosphate contents in the rhizospheres of rice plants different in strain

水稻品系

Rice strain

有机质

Organic matter

( g kg- 1)

全 N

Total N

( g kg- 1)

速效N

Available N

( mg kg- 1)

全 P

Total P

( mg kg- 1)

速效 P

Available P

( mg kg- 1)

七转 39 Qizhuan 39 19�75 ∀ 0�48 1�48 ∀ 0�20 258�59 ∀ 21�58 477�84 ∀ 14�35 60�25∀ 11�32

七丝软粘 Qisiruanzhan 20�12 ∀ 1�14 1�74 ∀ 0�22 249�10 ∀ 5�10 485�30 ∀ 20�41 56�60 ∀ 9�42

竹籼 B Zhuxian B 19�67 ∀ 0�91 1�65 ∀ 0�12 268�71 ∀ 15�51 508�13 ∀ 17�03 66�86∀ 13�13

2�3 � 转基因水稻残体腐解过程中土壤腐殖酸量分

析

� � 试验结果见图 1。转基因水稻七转 39 和对照

七丝软粘残体的腐殖化进程中土壤腐殖酸含量变化

的趋势基本一致,两水稻品系在1月 15日第一次取

样时达到高峰, 七转 39的平均值为10�53 g kg- 1, 而

七丝软粘为 9�35 g kg- 1两者不存在显著差异。由 1

月15日至 2月 28 日, 土壤中的腐殖酸含量一直保

持稳定的水平, 且转基因水稻和对照间不存在显著

差异。

2�4 � 转基因水稻残体腐解过程对下茬水稻生长的
影响

� � 表 4的实验结果表明, 七丝软粘和竹籼 B 的残

体腐殖20 d , 其土壤浸提液对水稻幼根生长有抑制

作用, 但至 36 d 时, 两处理均与蒸馏水对照无显著

差异。腐解 20天和 36 天的转基因水稻七转 39残

体腐解浸提液处理的水稻生长情况与蒸馏水对照无

显著差异。

图 1 � 七转 39和七丝软粘腐殖化过程土壤腐殖酸量

Fig�1� Humic acid in soil during rott ing process of rice residue
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表 4 � 不同水稻品系残体腐解浸提液处理后水稻根长和芽长
Table 4 � Length of roots and shouts of rice seedl ings treated with liquid from decomposing rice residues different in strain( cm)

水稻品系

Rice strains

腐解时间Time of decomposition

20 d

根长Root length 芽长 Shout length

36 d

根长 Root length 芽长 Shout length

七转 39 Qizhuan 39 2�7 ∀ 0�7 ab 3�2 ∀ 1�1 2�9 ∀ 1�3 3�4∀ 1�6

七丝软粘 Qisiruanzhan 2�1 ∀ 1�1 a 3�0 ∀ 1�4 2�8 ∀ 1�7 3�0∀ 1�5

竹籼 B Zhuxian B 2�1 ∀ 1�1 a 3�0 ∀ 1�8 3�1 ∀ 1�8 2�8∀ 1�7

CK 3�1∀ 1�5 b 3�4 ∀ 1�5 3�2 ∀ 1�8 3�0∀ 1�8

� � 注:同一栏中数据后小写字母不相同者表示处理间差异在 5%水平显著 Note: Means in a column followed by the different small letters represent

significant diff erence at 5% level

� � 第二年春季各小区种植水稻实验结果表明,种

植转基因水稻七转 39后,下茬水稻的生长状况和产

量均与非转基因对照无显著差异(经折算三处理水

稻的 平 均产 量 无 显 著差 异, 为 6447 ~ 6573

kg hm- 2)。

3 � 讨论

转基因植物种植对土壤的潜在影响的核心内容

是其可能影响土壤的生态过程[ 3, 6]。一些研究证明

转基因植物种植后确实引起土壤微生物群落和土壤

酶活性甚至土壤营养特性的变化。如转甘露碱基因

烟根际土壤以甘露碱为底物的细菌数量增加 80

倍[ 7] ,转几丁质酶基因马铃薯土壤脱氢酶活性增

加
[ 6]
。但也有研究表明转基因植物对土壤没有产生

显著影响[ 3, 8, 9]。转基因植物对土壤的影响, 除与导

入的外源基因密切相关外, 不同的转基因个体因为

外源基因导入位点和拷贝数等不同, 造成的变异不

同,其产生的生态效应也会有所差异,因此即使是导

入同一外源基因的同类转基因植物, 其生态效应也

并不完全一致。另外,在对土壤生态过程研究时, 针

对不同的研究指标也会得到不同的研究结果。转双

价抗真菌基因的转基因水稻种植后对土壤最可能的

直接效应就是引起土壤的微生物群落变化, 进而影

响一系列的生态过程。本研究表明, 转基因水稻七

转 39根内真菌和细菌数量显著低于非转基因阴性

对照及常规稻竹籼 B, 根际土壤真菌和细菌数量显

著小于非转基因阴性对照, 接近常规水稻竹籼 B。

说明外源抗真菌基因的表达, 确实引起了水稻体内

和根际土壤微生物群落的变化,但是土壤微生态具

有多样性和复杂性, 作物不同品种之间常存在显著

差异,转基因水稻导致的土壤微生态的变化, 对农业

生产造成何种影响值得深入研究。本研究以最为敏

感的根际土壤为主要研究对象的研究结果表明, 在

抽穗期, 七转 39的土壤有机质、可溶性 N、P 以及土

壤部分酶活性指标与非转基因对照均无显著差异。

另外,七转39残体腐解化过程中土壤腐殖酸量的变

化与对照一致。种植七转 39 也未对下茬水稻生长

产生显著影响。但是,本研究仅就种植七转 39的个

别时期和少数指标进行了初步研究,对于长期种植

七转 39对土壤微生物种类和数量的影响以及对土

壤各种理化性质的影响的研究仍然有待深入展开。
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ACTIVITIES OF MICROBES AND ENZYMES IN SOIL AFTER GROWING TRANSGENIC

RICE WITH TWO EXTRA ANTI�FUNGUS GENES

Yuan Hongxu1 � Zhang Jianzhong1 � Guo Jianfu1 � Xu Xinping2 � Li Yueren3

( 1 Agricultural College of Zhanjiang Ocean University, Zhanj iang , Guangdong � 524088, China )

( 2 Biotechnology Research Center of Zhongshan University, Guangzhou � 510275, China )

( 3 Plant Protection Division of FujianAgriculture Institute , Fuzhou � 350013, China)

� � Abstract � � Qizhuan 39 was a genetically modified strain of rice stemming from an indica rice cultivar, Qisiruanzhan, by

accepting 2 anti�fungus genes, # RC24∃ ( a rice chinase gene) and # ��1, 3�Glu∃ ( a alfalfa ��1, 3�Glucanase gene) . Preliminary

analysis showed that there were fewer endophytic bacteria and endophytic fungi in the roots of Qizhuan 39. The numbers of bacte�
ria and fungi in the rhizosphere of Qizhuan 39 were markedly lower than of Qisiruanzhan, but near to those of Zhuxian B ( another

non�transgenic control) . In the earing period, there was no remarkable difference in the rhizospheric soil between Qizhuan 39 and

the controls in concentration of soluble organic matter, nitrogen, phosphorus, and the activities of polyphenol oxidase, hydrogen

peroxidase, sucrase and urease. The amount of humic acid in the soil during the rotting process of transgenic rice residuewas the

same as in the non�transgenic control. There was no remarkable detrimental effect on growth of rice in next season after growing

Qizhuan 39.

Key words � � Transgenic rice; Soil; Microbe; Enzyme
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