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摘  要   Bt( Bacillus thuringiensis )杀虫晶体蛋白基因是植物抗虫基因工程中应用最广泛的基因, 随着大

批转 Bt基因作物的商品化, Bt毒素对土壤生态系统的影响已引起了人们的高度关注。本文对转基因植物释

放 Bt毒素的土壤环境行为与生物效应进行了综述,包括 Bt 毒素蛋白进入土壤的途径、在土壤中的运动、与土

壤颗粒的结合与存留及其对土壤生物和土壤酶的影响。
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  苏云金芽孢杆菌( Bacillus thuringiensis, Bt )是一

种广泛存在于土壤中的革兰氏阳性菌, 它在芽孢形

成时可产生具有杀虫活性的晶体蛋白质[ 1]。自从

Schnepf等
[ 2]
首次成功地克隆了第一个编码 Bt 杀虫

晶体蛋白基因, 到 2004年 5月,人们已经克隆了 323

个杀虫晶体蛋白基因,其中 315个已定大名
[ 3]
。大

量 Bt 基因的克隆,为利用转基因技术进行植物品种

改良提供了丰富和有效的抗虫基因资源, 目前它已

成为植物抗虫基因工程中应用最广泛的抗虫基因。

抗虫玉米、棉花、马铃薯、番茄等已实现商品化应用,

2003年全球种植抗虫转基因作物的面积已达到

1220 @ 104hm2,占转基因作物总种植面积的 18% [ 4]。

土壤-植物系统是地球生态系统中与人类生存

与健康关系最为密切的亚系统,它一方面为人类提

供优质食物、纤维等基本物质,同时为人类生存创造

舒适的环境条件。而土壤环境也与人类生存息息相

关,土壤环境的好坏直接影响了农作物的产量。随

着转 Bt 基因作物在生产上的大面积应用,将会有大

量的 Bt 蛋白通过不同的途径进入土壤并积累。随

之而来的问题是这些 Bt 毒素是否与土壤质粒结合

进而破坏土壤结构? 对土壤生物群落、生物学活性

是否会产生不利的影响? 而土壤结构、土壤生物群

落和生物学活性又与土壤肥力水平、生产能力和可

持续利用等密切相关,因此转基因植物释放 Bt 毒素

在土壤中环境行为与效应已受到人们的关注, 国内

外在这方面也进行了广泛的研究。本文将从 Bt 毒

素进入土壤的途径、在土壤中的归趋及其可能产生

的效应等方面进行综合评述,以期为转 Bt基因植物

的合理利用和安全性评价提供理论依据。

1  Bt 毒素进入土壤的途径

转基因植物释放 Bt 毒素的途径有多种,其中最

具有代表性的途径有三个方面。一是通过植株残体

或凋落物。转 Bt 作物遗留在田间的植株残体或凋

落物(如落叶)可通过耕作方式向土壤中释放 Bt 毒

蛋白,这是 Bt 毒蛋白进入土壤的主要途径, 尤其是

随着作物秸秆还田技术在农业生产上的大面积应

用, 为转 Bt 作物释放的毒蛋白进入土壤并在土壤中

积累提供了有利条件[ 5~ 7]。二是通过根系分泌。植

物可通过根系分泌多种不同的物质,转 Bt作物的根

系则可能不断地向根际周围的土壤生物圈中释放着

Bt毒素蛋白。例如, 转 Bt 基因玉米通过根系向土

壤分泌具有杀虫活性的 Bt 毒素蛋白[ 8]。由于不同

植物的根系分泌特性及其分泌物存在着差异, 因此

不同的转 Bt 基因植物其分泌Bt毒素蛋白的情况也

不完全相同。据 Saxena 等
[ 9]
的研究, Bt 毒素从转Bt

基因玉米、水稻和马铃薯的根系分泌物中释放出来,

而且分泌 Bt 毒素的量也不一样, 但在转 Bt 基因油

菜、棉花和烟草的根系分泌物中却没有检测到。对
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于转 Bt基因植物根系是否分泌Bt毒素及其分泌量

差异的原因,目前尚不清楚,还需要进一步研究。三

是通过花粉释放 Bt 毒素。大多数转 Bt 作物在花粉

中表达 Bt 毒蛋白, 且表达的量很高[ 10] , 其携带的

Bt 蛋白就可能进入土壤,而通过这一途径释放 Bt

毒素的情况显然与Bt 基因在生殖器官中的表达水

平及转化时所用启动子的特性有关。

2  Bt 毒素在土壤中的归趋

211  Bt 毒素在土壤中的运动

经上述途径 Bt 毒素被释放到土壤中, 通过雨

水、灌溉等可水平运移或者通过淋洗等垂直渗透, 土

壤颗粒是影响 Bt 毒素在土壤中运动的重要因素。

Saxena等
[ 11]
比较了粘土对 Bt 毒素垂直运动的影

响,他们在 0%、3%、6%、9%和 12% 等不同粘土含

量的土壤中分别加入从植株中纯化的 Bt 蛋白和Bt

作物的秸秆,在没有加入粘土的土壤渗透液中测得

Bt 蛋白含量最高( 75%) , 在粘土含量为 12%土壤渗

透液里测得 Bt 蛋白含量最低( 16% ) , 而在未加入

Bt 蛋白的土壤或者加入非转Bt 基因作物秸秆的土

壤渗透液中检测不到Bt 蛋白, 土壤渗透液里的 Bt

蛋白含量随着加入蛋白浓度的增加而增加, 但随着

土壤中粘土含量的增加而降低,其结果表明粘土对

Bt 蛋白具有很强的吸附性,土壤中粘土成分较高有

利于 Bt毒素与土壤颗粒结合, 而结合态的 Bt 毒素

则不易降解,这样通过水平流动将会侵蚀地表水; 相

反,土壤中缺乏粘土则有利于 Bt 毒素渗透进入地下

水。此外, Bt 蛋白含量的高低也直接影响其在土壤

中的垂直运动。

212  Bt 毒素与土壤颗粒的结合

土壤颗粒如粘土矿物、腐质酸、有机矿物聚合体

等,影响着肥力因素和土壤耕性,这些土壤颗粒可吸

附 Bt 毒素。Venkateswerlu 等
[ 12]
的研究表明, 从 Bt

提取的毒素能快速被土壤吸附并紧紧地结合, 但结

合蛋白的结构并未被修饰。Tapp等
[ 13]
报道土壤中

的蒙脱石和高岭石可快速吸附 Bt 毒素, 蒙脱石对

Bt 毒素的吸附作用明显高于高岭石, 其最大吸附量

分别为 790Lg mg- 1和 280Lg mg- 1, 分别占加入毒素

量的 38% 和 1315%。Stotzky 领导的研究小组[ 14, 15]

报道, Bt 玉米通过根系向土壤分泌的 Cry1Ab蛋白

能快速紧密地与土壤粘粒及腐质酸结合, 而其与森

林土壤腐质酸、耕作土壤腐质酸达到吸附平衡的时

间分别为 1~ 2h和 4~ 8h; Bt 毒素浓度一定时, 吸附

量与腐质酸含量成正比, 但单位重量腐质酸的相对

吸附率随着毒素含量的升高而下降;当腐质酸含量

一定时, 腐质酸的吸附量与 Bt 毒素的浓度成正比。

Crecchio等[ 16]研究表明, Bt 毒素与腐殖酸的结合受

腐殖酸的各种功能性基团含量的影响,结合态毒素

仍保持杀虫活性。Crecchio 等[ 17]还研究了 Bt 毒素

与蒙脱石- 腐殖酸-A1羟基聚合体混合物的稳态吸

附和结合,发现 1h内吸附达到总吸附量的 70%, 在

8h内产生了最大吸附, 吸附常量随毒素量的增加而

增加。另有研究报道土壤 pH 值对其吸附 Bt 毒素

也有明显的影响[ 18]。笔者也研究了红砂土、碱性

土、红壤、青紫泥、黄筋泥和小粉土等六种常见土壤

与 Bt 蛋白Cry1Ab 的结合情况, 发现不同类型土壤

与 Cry1Ab毒素的结合能力不同,而土壤的颗粒组成

(有机质、粉粒含量、沙粒含量)是造成这种差异的主

要因素(资料将另文发表)。

213  Bt 毒素在土壤中的降解与存留

Bt毒素在土壤中通过生物降解和自然失活作

用得以减少或消除, Bt毒素可直接被土壤微生物降

解或进入靶标害虫和非靶标害虫体内后被/消化0降
解, 另外太阳光中紫外线的照射, 也可使 Bt 毒素分

解。其中,微生物降解是消除土壤中 Bt 毒素的重要

途径[ 19]。

Steven等
[ 20]
分析了转 Bt 玉米组织中的毒蛋白

在土壤中被土壤微生物降解,生物测定的结果显示,

玉米组织中 Bt毒素消散 90%和 50%生物活性的时

间( DT90和 DT50)与土壤有关,将转 Bt 基因的玉米组

织与土壤混合后其 DT90和 DT50值分别为 16 d 和

116 d,而未与土壤混合的 DT90和 DT 50分别为 4017 d

和 2516 d。Palm 等
[ 5]
报道土壤中 Bt 毒蛋白量在前

14 d快速下降,然后下降趋势减缓,经过与 C射线辐

射的无菌土壤分析比较, 揭示快速下降的主要原因

是游离的 Bt 毒蛋白被微生物作为一种碳源或氮源

分解利用所致。

目前, Bt毒蛋白在土壤中存留的时间长短因不

同的材料、试验方法和条件而不同。早期关于 Bt 蛋

白 DT 50的报道变化很大
[ 21, 22] , 而且呈非指数衰减。

Tapp和 Stotzky[ 6]用生测法估算结合态 Bt 毒素在土

壤中的降解时间大于 234 d,这也是迄今已知的 Bt

毒蛋白在土壤中存留的最长时间, 可见结合后的 Bt

毒素不易降解。Palm 和 Sims 等
[ 5, 23, 24]

用半衰期法

估算的转 Bt 基因玉米、棉花的纯化 Bt 毒素在土壤

中的降解时间为 8~ 17 d,其秸秆分解后 Bt 毒素在

土壤中降解时间为 2~ 41 d。笔者在转 cry1Ab基因
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高粱秸秆还田研究中观察到, 粉碎后的秸秆还田后

1~ 22 d内,释放到土壤中 Bt 蛋白量逐步增加, 到

22 d 时达到最大, 此后则逐渐降低, 到 52 d 时为最

大释放量的20% ,而到67 d时土壤中基本检测不到

Bt 蛋白,说明转 Bt 基因高粱在土壤中的降解周期

在67 d之内(资料待发表)。由于没有可靠的衰减

速率常数或半减期, 将杀虫晶体蛋白残留特性数量

化比较困难。目前通过试验仅能提供关于 Bt 杀虫

晶体蛋白在土壤中衰减和残留的定性预测而并非是

通用的量化数值。土壤是复杂的基质, 许多因子可

以影响土壤中蛋白的降解。土壤中杀虫晶体蛋白的

降解速率不仅与杀虫晶体蛋白的类型、形式、浓度有

关,而且与土壤类型、土壤湿度、土壤微生物的构成、

耕作的深度和气候等因子有关[ 25]。

3  Bt 毒素的土壤生物学效应

311  Bt 毒素对根际微生物的影响

根际是植物、土壤和微生物密切相关的一个区

域,土壤微生物种群数量变化的测定将有助于了解

外源转入基因表达产物对土壤微生态的影响。为

此,很多研究学者研究不同转 Bt 基因植物的根际微

生物。

Donegan 等[ 26] 研究了 3 个不同抗虫棉品系

( 247、249、81)对土壤微生物的影响,其结果表明,与

常规棉相比, 种植 Bt ( cry1Ac 基因)抗虫棉 247和

249系土壤中好氧细菌和真菌的数量显著增加, 优

势种为芽孢杆菌和链球菌; 但 81系 Bt ( cry1Ab 基

因)抗虫棉及其纯化蛋白 247和 249系的纯化蛋白

对土壤细菌和真菌则没有显著影响。Saxena等[ 8, 27]

和Donegan等
[ 28]
进行了转 Bt 基因作物秸秆还土试

验,在培养 45 d和 56 d后, 观察到添加转基因玉米

或棉花秸秆的土壤细菌、放线菌和真菌数量与对照

无显著差异。王洪兴等[ 29]报道, 在转 Bt 基因水稻

秸秆降解初期, 土壤可培养细菌数量显著低于对照,

而真菌的数量有所增长,且达到了极显著水平。徐

晓宇等[ 30]研究了克螟稻秸秆释放 Bt 毒素对土壤反

硝化细菌、水解发酵细菌、厌氧固氮细菌、产甲烷细

菌等厌氧性微生物的影响,结果表明,克螟稻秸秆的

加入在某些培养阶段, 促进了厌氧微生物类群的生

长发育,与对照处理相比,土壤厌氧微生物在数量上

有明显差异,除厌氧固氮菌外,克螟稻秸秆还土对其

他微生物种群的影响均达到显著水平。尽管在整个

培养过程的某些时段,转 Bt 基因克螟稻和对照秸秆

还土后氨化细菌、好氧性自生固氮菌和纤维素降解

菌等数量存在一些差异, 但这种显著性差异并不持

续, 随着培养时间的延长差异逐渐消失。由上可见,

在目前此类研究报道中, 各研究者所用植物转入的

Bt基因不同,考察的目标也各不相同,得出的结果

也不一样,所以有关转 Bt 基因植物释放Bt 蛋白对

土壤生物种群数量和结构影响还没有明确的定论。

312  Bt 毒素对土壤其他生物的影响

在田间种植条件下,目前尚未发现种植转 Bt 基

因植物会对其他土壤生物产生显著的不利影响的报

道。Donegan等[ 26]在进行了种植转 Bt 基因抗虫棉

和对照间的比较研究后,认为种植转 Bt 基因抗虫棉

对土壤中变形虫、纤毛虫、鞭毛虫的数量没有显著影

响。Saxena 等[ 27]也报道 Bt 玉米根系分泌物或Bt 玉

米生物体降解释放的毒素对土壤中蚯蚓、线虫、原生

动物等没有毒性。但Watrud等[ 31]则报道种植转 Bt

基因烟草后土壤中线虫数量增加明显。而这些仅仅

是初步的研究结果,种植转 Bt 基因作物对这些土壤

生物的种群结构是否有影响仍待深入研究。

转 Bt作物释放的Bt 毒蛋白与土壤活性颗粒间

的结合是一种可逆的物理反应,结合态 Bt毒素并没

有改变其原有的结构,利用这种结合态 Bt毒蛋白室

内饲喂靶标昆虫时仍具有杀虫活性[ 13, 15]。Saxena

等[ 8]报道转 Bt玉米根系分泌的Bt 毒素对烟草天蛾

幼虫具有很强的毒性, 他们[ 14, 32, 33]进一步实验发

现, 转 Bt 玉米植株体和根系分泌物释放的Bt 毒蛋

白能以结合态形式对烟草天蛾和马铃薯甲虫的幼虫

保持较强的毒性, 其杀虫活性甚至在游离态的毒蛋

白之上,对烟芽夜蛾幼虫也同样表现出其较强的毒

性[ 34] ;种植过 Bt玉米和水稻后土壤结合态的 Bt 毒

素对烟草幼虫和天蛾科幼虫都具有毒性, 而种植过

转 Bt马铃薯后对鳞翅目和鞘翅目昆虫都有毒性。

Crechio等[ 16, 17]也报道, 纯化的 Bt 毒蛋白分别与腐

殖质酸和蒙脱石- 腐殖质酸- 铝羟基聚合物的复合

体的结合态同游离态一样具有对烟草天蛾幼虫的杀

虫活性。

313  Bt 毒素对土壤酶学活性的影响

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,在土壤营养

物质的循环和能量的转移中起关键性作用。因而,

转 Bt基因植物释放Bt毒素是否会对土壤酶活性产

生影响也是人们关心的重要问题之一。

Jepson等
[ 35]
首先提出转 Bt 基因植物的种植可

能改变土壤脲酶、土壤脱氢酶、磷酸酶的活性, 但未
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进行实验验证。近来以转 Bt 基因水稻和棉花为试

材的研究结果证实了这一观点。吴伟祥等[ 36~ 39]研

究了淹水条件下转 Bt 基因水稻(克螟稻)秸秆还田

对土壤酶活性的影响,其结果表明,与相同生长期的

亲本水稻秸秆相比, 孕穗期和成熟期克螟稻秸秆对

磷酸酶活性的影响较小, 而对脱氢酶活性的影响非

常显著,并且添加孕穗期和成熟期秸秆对脱氢酶的

影响趋势也存在较大差异;而在非淹水条件下,克螟

稻秸秆还田对土壤蛋白酶、中性磷酸酶、脲酶活性和

土壤呼吸强度没有显著性影响,而土壤脱氢酶对添

加克螟稻秸秆极其敏感, 培养前 63d 内其活性明显

高于对照处理, 但此后两种秸秆处理间的土壤脱氢

酶活性差异逐渐消失。孙彩霞等[ 40]也报道了种植

转 Bt 基因水稻对一些土壤酶活性的影响,转 Bt 基

因水稻生长15 d时,根围土壤脲酶活性比对照显著

下降(降幅为 2147%) , 酸性磷酸酶活性显著升高

(增幅为 8191%) , 而芳基硫酸酯酶、蔗糖酶和脱氢

酶活性无显著变化; 生长 30d时,土壤脲酶活性仍显

著下降(降幅为 16136%) ,但酸性磷酸酶、芳基硫酸

酯酶和脱氢酶活性显著升高 ( 35169%、19170%和
16183%) ,而土壤蔗糖酶活性仍无显著变化。孙彩

霞等[ 41]还研究了以不同处理方式所导致的土壤残

留 Bt 毒素对土壤磷酸酶活性的影响,在土壤中添加

Bt 菌体和转 Bt 基因棉组织后, 土壤磷酸酶活性均

呈现出比对照增高的趋势,但种植 Bt 棉过程中根际

土壤的磷酸酶活性则呈现降低的趋势; 而且无论以

何种方式处理, 不同 Bt蛋白残留量(浓度)间的土壤

磷酸酶活性都存在显著差异。

4  结  语

转 Bt 基因植物已在农业生产上大面积种植利

用,通过植株残体或凋落物、根系分泌和花粉飘落等

不同途径, Bt 毒素被释放到土壤中并仅在短时间内

呈游离态,随后将被土壤表面活性颗粒所吸附结合,

结合态的 Bt 蛋白不易降解,残留在土壤中的活性可

保持数周或数月,并对土壤生物产生一定的影响, 这

已被大量研究证实, 也为转 Bt 基因植物的安全性评

价提供了理论依据。

根据现有的研究结果,转基因作物释放的 Bt毒

蛋白可被生物降解和自然分解, 因此,同商业 Bt 生

物制剂一样,理论上转 Bt 作物释放的Bt 毒素在土

壤中应不会保持较高的量。但是,如果长期重复种

植这些转 Bt作物, 则可能会造成土壤中残留 Bt 毒

蛋白的积累,从而影响土壤生物并引起其他生物的

连锁反应,进而影响整个土壤生态系统。为此, 应对

转基因作物释放的 Bt 毒素在土壤中残留与积累情

况进行长期的追踪和监控研究。

土壤颗粒与 Bt 毒素的结合在很大程度上决定

着Bt毒素的归趋。不同土壤结构对 Bt 毒素的结合

及渗透能力各不相同, 而土壤在不同温度、不同 pH

条件下对 Bt毒素的吸附、解吸及降解规律是否一致

也有待进一步研究。另一个值得注意的问题是, 目

前这方面研究报道所用的 Bt 毒素多是从Bt中直接

提取纯化的, 而在转化时为了提高 Bt基因的表达水

平, 不同研究者往往对野生 Bt 基因进行了密码子修

饰,使得不同转 Bt 基因植物间以及与Bt 本身的杀

虫晶体蛋白在化学结构和性质等方面可能存在差

异,所以这些研究结果难以反映目前转基因作物释

放 Bt毒素与土壤结合及其行为的田间实际情况。

土壤中富集的 Bt 毒素对土壤生物的潜在影响

不容忽视。目前报道的结果并不一致,不同转 Bt 基

因植物对根际生物影响不同, 但大多数仅仅是针对

非靶标生物、细菌、真菌的总数进行的测定, 评价的

物种相对单一,而且研究周期较短,并不能全面而又

真实地反应实际情况。此外, 对土壤中最敏感的微

生物的研究仅局限在占土壤微生物不到 1%种类的

可人工培养种类上。因此, 今后研究转基因植物释

放 Bt 毒素的土壤生物效应时,重点应放在对土壤生

物多样性、生物群落构成及功能的长期定位研究。

土壤酶活性在土壤生态系统的物质循环和能量

转化过程中起着重要的作用。土壤中的脲酶、磷酸

酶、芳基硫酸酯酶、蔗糖酶、脱氢酶与土壤中的 N、P、

S、C 等营养元素循环及植物营养状况的关系密

切[ 42~ 44]。土壤酶主要以酶-无机矿质胶体复合体、

酶-腐殖质复合体和酶-有机无机复合体等形式存在

于土壤中,土壤酶活性与土壤粘粒和腐殖质含量密

切相关[ 45, 46] ,而转基因植物释放的 Bt 毒蛋白能被

土壤矿物质、土壤腐殖酸、土壤有机矿质复合体吸附

和结合, 因而 Bt 毒蛋白可能通过与土壤酶竞争土壤

颗粒活跃表面的结合位点而对土壤酶活性产生影

响。目前,在有关转 Bt 基因水稻和棉花研究中已证

实了 Bt毒素对一些土壤酶活性的影响,但考察的土

壤酶种类有限,且不同的土壤酶对 Bt毒素的反应不

一, 而土壤酶系统包含着繁多的不同酶类, 它们的功

能不同,所以在这方面还有待于进行广泛和深入的

研究。
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ENVIRONMENTAL BEHAVIOR AND BIOLOGICAL EFFECTS OF Bt TOXINS RELEASED

FROM Bt-TRANSGENIC PLANTS IN SOIL

Yao Yanling  Cui Hairui  Lu Meizhen  Xin Ya

( Institute of Nuclear and Agricultural Sciences, Zhejiang University, Hangzhou  310029, China)

Abstract  The insecticidal crystal protein gene of Bt ( Bacillus thuringiensis ) has been the most extensively used one in

plant insec-t resistant genetic engineering1Along with commercialization of large groups of Bt- transgenic crops, the impact of Bt

toxins released from transgenic plants on the soil ecosystem has aroused high concerns1 In this paper the environmental behavior
and biological effects of the Bt toxin are reviewed, addressing ways of Bt toxins released into the soil from transgenic plants, its

movement, bond onto soil surface- active particle, degradation, persistence and effects on organisms and enzymes in the soil1
Key words  Transgenic plant; Bt toxin; Soi-l environmental behavior; Biological effects
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