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摘 要 通过实验室条件下的秸秆还土试验,比较了转基因克螟稻及其亲本稻秸秆对土壤各微生

物生理群的数量、土壤酶活性以及土壤呼吸强度的影响差异。与亲本对照相比,转基因克螟稻秸秆的添加

对土壤好氧性细菌、放线菌和真菌的数量没有显著性影响; 土壤氨化细菌、自生固氮菌和纤维素降解菌的

数量在培养中期有些差异,但差异并不持续;对土壤蛋白酶、中性磷酸酶、脲酶和土壤呼吸强度没有显著性

影响;土壤脱氢酶对转基因克螟稻秸秆的添加极其敏感。转基因克螟稻秸秆处理土壤中脱氢酶的活性在

培养的前 9周明显地高于非转基因秸秆处理土壤( p< 0 05)。尽管如此,培养 63 d后,两种秸秆处理土壤脱

氢酶活性差异逐渐消失。试验结果表明,转 Bt基因克螟稻秸秆中的 cry1Ab 蛋白对土壤可培养的微生物没

有明显的毒害作用。
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转基因技术的发展,将外源 Bt基因导入水稻, 使之产生杀虫活性, 为水稻螟害的防治开辟了全新的

途径。然而,转 Bt基因作物所表达的外源物质在环境中的释放和积累可能引发环境污染和导致潜在的

生态风险等问题[ 1, 2]。美国的 Stotzky[3, 4]和 Donegan [5]研究小组先后对转 Bt棉花和转Bt玉米所产生的杀

虫蛋白的环境行为进行了研究。他们发现, 转 Bt 玉米和转 Bt棉花的表达产物杀虫蛋白能迅速和紧密

地与粘土矿物和腐殖酸及土壤表面活性颗粒等结合,其在土壤中的持留期可达 180 d以上,并且仍保留

相当高的杀虫活性( 56( 11 9) %和 68( 11 9) % ) [6]。由于生产实践中水稻的秸秆以及生长发育阶段

的残枝败叶等通常 还田 。因此,水稻转 Bt基因表达产物可以经秸秆还田和根系分泌等途径, 释放到

农田生态系统中。若这些转基因表达产物在环境中积累, 则有可能导致土壤中对植物生长发育和抗病

特性相关的有益微生物种群结构和功能甚至土壤肥力负面影响。迄今, 对转 Bt基因农作物的生态风险

性评价研究对象主要集中在转 Bt玉米、转 Bt棉花以及转 Bt马铃薯等旱田作物。至今未见有关转 Bt基

因水稻对土壤微生物及其生物学特性影响的研究报道。

本文以转 Bt基因克螟稻及其亲本稻秸秆为试材, 通过实验室条件下的秸秆还土试验, 研究了克螟

稻转基因表达产物对旱土土壤生物学活性的影响。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 供试水稻秸秆及其处理 试验秸秆来源于转 Bt基因 克螟稻 RT11 及其亲本水稻(秀水 11)。

克螟稻 RT11 为浙江大学原子核农业科学研究所与加拿大渥太华大学合作采用农杆菌介导法培育而

成的第 11 代转 Bt cry1Ab 基因纯合株系[ 7]。经喂虫试验表明, 转基因克螟稻对 8 种鳞翅目害虫具有

100%的致死率
[ 8]
。试验用秸秆为收割后的水稻秸秆, 经常温风干,旋风捣碎器磨碎, 60 目过筛后置 4
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冰箱存放备用。其基本理化性状如表 1所示。

表 1 供试秸秆的基本理化性状

Table 1 General characteristics of the straws

样品名称

Straws

水解性氮

Available N

(g kg- 1)

速效磷

Available P

( g kg- 1)

速效钾

Available K

( g kg- 1)

全碳

Total carbon

( g kg- 1)

cry1Ab 蛋白

cry 1Ab toxin

( g g- 1)

亲本水稻秸秆 8 0( 0 1) 1 26( 0 04) 9 6( 0 0) 353 7( 3 45)

克螟稻秸秆 8 9( 0 6) 1 72( 0 05) 4 9( 0 2) 326 8( 3 45) 5 563 0 073

注:样品用浓H2SO4 H2O 2消煮,水解性氮用碱解扩散法,速效磷用钼锑抗比色法,速效钾用火焰光度法, 全碳用

K2Cr22O7 氧化法测定。cry 1Ab 蛋白的测定采用 Lateral Flow Quickst ix 免疫学分析法(EnviroLogix, Port land, ME)

1 1 2 供试土壤及其处理 供试土壤为具代表性的简约水耕人为土,采自浙江大学华家池校区实验

农场未种植过转基因克螟稻的水稻田耕层土( 0~ 15 cm)。土样经室温风干, 碾碎,过筛( 2 mm)去杂后置

4 冰箱保存备用。供试土壤基本理化性状为: 有机质 14 1 g kg - 1 , 水解性氮 115 5 mg kg- 1, 速效磷

25 2 mg kg - 1 ,速效钾 58 5 mg kg- 1, pH( H2O)为 7 0。

试验设置三个处理,分别为 5 kg 纯风干土 ( NS)、含 30 g kg
- 1
克螟稻秸秆( BTS)的风干土和含 30 g

kg- 1亲本稻秸秆( NBTS)的风干土。土样经滚筒充分混匀 30 min, 自来水调节含水量至最大持水量的

60%后,分别置于长 30 cm、宽 24 cm、高 12 cm 的盆钵中, 28 1 恒温室黑暗条件下培养,定期测定土

壤含水量以维持土壤湿度。采样用 28 mm 无菌玻璃管九点垂直法采集,经充分混匀后备用。

所有试验均设置 3次重复。

1 2 微生物的培养与计数方法

1 2 1 培养基 细菌计数用牛肉膏蛋白胨培养基, 放线菌计数用高氏培养基, 真菌计数用马丁氏培

养基。各培养基及氨化细菌培养基、自生固氮菌培养基、纤维素降解细菌培养基的配制参照文献[ 9]。

1 2 2 微生物计数方法 土壤好氧性细菌、放线菌和真菌的计数采用固体平板法;土壤氨化细菌、自

生固氮菌和纤维素降解菌的计数采用五管最大或然数法( MPN法)。

1 3 土壤生物学活性的测定

1 3 1 土壤酶活性的测定 脲酶、蛋白酶、磷酸酶和纤维素酶酶活性的测定参照文献[ 9] , 略作修改;

土壤脱氢酶活性的测定采用TTC还原法[ 10]。除土壤脱氢酶活性的测定采用湿土外, 其它土壤酶活性测

图 1 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤好

氧性细菌数量影响的差异

Fig. 1 Difference in the CFU of aerobic bacteria between

soils amended with BTS and NBTS

定均采用风干土。

1 3 2 土壤呼吸强度的测定 土壤呼吸强度的测定

采用上海分析仪器厂生产的 102 型气相色谱仪, 热导

池检测器检测 CO2 的产生量。称取不同处理新鲜土样

10 g 于 100 ml 血清瓶中, 加入 1 ml 0 1 mol L- 1的无菌

葡萄糖溶液, 混匀。盛有土样的血清瓶经无 CO2 空气

换气 2 min 后,用异丁基橡胶塞封住, 置 28 1 恒温

培养箱中培养 10 h。抽取血清瓶气样, 以标准 CO2 作

参照气相色谱测定,外标法计算 CO2 的产生量。

1 4 数据分析

试验处理间数据的差异性分析采用 DPS 数据处理

软件[ 11]中的 Duncan s 新复极差测定方法进行(在 p=

0 05水平上进行比较)。
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2 结 果

2 1 转基因克螟稻秸秆还土对土壤微生物数量的影响

2 1 1 对土壤中好氧性细菌总数的影响 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤好氧性细菌总

数的影响见图 1所示。结果表明, 两种水稻秸秆处理土壤好氧性细菌总数没有明显的差异。

2 1 2 对土壤放线菌数量的影响 由图 2 可见,在整个土壤培养过程中, 添加转基因和非转基因水

稻秸秆的土壤中放线菌数量的变化趋势基本相似; 与亲本稻秸秆处理土壤相比,转基因克螟稻秸秆处理

土壤中放线菌的数量除在培养的第 49d 明显偏高外,其它培养时期两者之间未见有显著性差异。

2 1 3 对土壤真菌数量的影响 转基因克螟稻和亲本稻秸秆还土对土壤真菌数量影响的差异类似

于好氧性细菌。尽管两种秸秆所含的真菌数量明显不同, 但在整个培养过程中,两种秸秆处理土壤中的

真菌数量之间未呈现有显著性差异(图 3)。

图 2 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土

对土壤放线菌数量影响的差异

Fig. 2 Difference in the CFU of actinomycetes

between soils amended with BTS and NBTS

图 3 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤

真菌数量影响的差异

Fig. 3 Difference in the CFU of fungi between soils

amended with BTS and NBTS

图 4 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤氨化

细菌数量影响的差异

Fig 4 Difference in the population of ammonifying bacteria

in soils amended with BTS and NBTS

2 1 4 对土壤氨化细菌数量的影响 克螟稻秸秆

还土对土壤氨化细菌数量影响的测定采用 MPN 法。

与非转基因亲本稻秸秆还土相比, 在培养的第 21 d

和第 35 d,添加转基因克螟稻秸秆的土壤中氨化细

菌数量明显偏低, 仅为非转基因秸秆处理土壤的

27 62%和 21 18%。但随着培养时间的延长, 两种秸

秆处理土壤中氨化细菌数量的差异逐渐缩小, 培养

后期数量基本相近(图 4)。

2 1 5 对土壤中自生固氮菌数量的影响 两种秸

秆处理土壤中自生固氮菌数量的变化见图 5 所示。

在培养的第 35 d 和第 49 d,转基因克螟稻秸秆处理

土壤中自生固氮菌数量明显大于非转基因亲本秸秆

对照。但这种显著性差异并不持续, 培养后期, 两者

之间的差异逐渐消失。

2 1 6 对土壤中纤维素降解菌数量的影响 由图

6可见, 除培养的第 35 d 和第 49 d, 两种秸秆处理土

壤中纤维素降解菌数量略有波动外,其它培养时间取样分析未观察到两者之间纤维素降解菌数量存在

明显的差异。
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图 5 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤固氮

细菌数量影响的差异

Fig 5 Difference in the population of aerobic nitrogren

f ixation bacteria between soils amended with BTS and NBTS

图 6 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤

纤维素降解菌数量影响的差异

Fig 6 Difference in the population of cellulose decom

posing bacteria between soils amended with BTs and NBTS

2 2 转基因克螟稻秸秆还土对土壤酶活性的影响

2 2 1 对土壤中性磷酸酶活性的影响 土壤中性磷酸酶对两种不同来源水稻秸秆的反应见图 7 所

示。在整个培养过程中,转基因克螟稻秸秆处理土壤中性磷酸酶的活性略高于非转基因亲本稻秸秆处

理土壤。尽管如此,两种秸秆处理土壤中中性磷酸酶活性之间没有产生明显的差异。克螟稻秸秆处理

土壤磷酸酶活性总体略高的主要原因可能是由于克螟稻秸秆速效磷含量相对偏高(表 1)所致。

2 2 2 对土壤蛋白酶活性的影响 与土壤磷酸酶活性的变化相比,土壤蛋白酶对两种秸秆的添加反

应相对较为复杂(图 8)。尽管如此,数据分析表明,转基因克螟稻秸秆还土与非转基因亲本稻秸秆还土

对土壤蛋白酶活性的影响不存在显著性差异。

图 7 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤磷酸

酶活性影响的差异

Fig. 7 Difference in the neut ral phosphatase activit ies

between soils amended with BTS and NBTS

图 8 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤蛋白酶

活性影响的差异

Fig. 8 Difference in the protease act ivities between soils

amended with BTS and NBTS

2 2 3 对土壤脲酶活性的影响 由图 9 可见,除培养的第 42 d转基因克螟稻秸秆处理土壤中脲酶活

性明显高于非转基因对照外,两种秸秆处理土壤中脲酶的活性基本相近,没有显著性差别。

2 2 4 对土壤脱氢酶活性的影响 不同于其它酶, 土壤脱氢酶对转基因克螟稻和非转基因亲本稻秸

秆的添加反应截然不同。由图 10可见, 与亲本稻秸秆相比,在培养的前 9周, 转基因克螟稻秸秆的添加

显著促进了土壤脱氢酶的活性( p < 0 05)。脱氢酶活性在培养的第 49 d 达到高峰, 此时转基因克螟稻
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秸秆处理土壤中脱氢酶的活性高达亲本秸秆处理土壤的 1 77 倍。但随着培养时间的延长,促进作用逐

渐减弱, 63d 以后两种秸秆处理土壤中脱氢酶活性的显著性差异逐渐消失。

图 9 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤脲

酶活性影响的差异

Fig. 9 Difference in the urease act ivities between soils

amended with BTS and NBTS

图 10 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤脱

氢酶活性影响的差异

Fig. 10 Difference in the dehydrogenase activit ies between

soils amended with BTS and NBTS

图 11 转基因克螟稻及其亲本稻秸秆还土对土壤呼吸

强度影响的差异

Fig. 11 Difference in the respirat ion act ivities between soils

amended with BTS and NBTS

2 3 转基因克螟稻秸秆还土对土壤呼吸强度的影响

转基因克螟稻秸秆还土对土壤呼吸强度的影响

结果见图 11。由图可见, 除培养的第 35 d 转基因克

螟稻秸秆处理土壤的呼吸强度略低于非转基因亲本

稻秸秆处理外,其它时间取样分析表明两种秸秆处

理土壤的呼吸强度没有显著性差异。

3 讨 论

土壤微生物分析已被广泛用于各种外源化学物

质或环境污染物质(如除草剂、肥料、重金属等)对土

壤肥力和农作物产量影响的评价[ 12, 13]。因此, 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潜在风险性。秸秆还

土试验表明,转 cry1Ab 基因克螟稻秸秆与非转基因

亲本稻秸秆的添加对土壤细菌、放线菌和真菌数量

的影响没有显著性差异。结果与 Saxena
[ 4]
和 Done

gan [ 14]等人的研究报道相似。他们发现,培养 45 d和 56 d 后, 转 Bt 基因玉米或棉花秸秆与相应的非转

基因秸秆相比,土壤细菌、放线菌和真菌数量不存在显著性差异。尽管在整个培养过程的某些时段, 转

Bt基因克螟稻秸秆和非转基因亲本稻秸秆对土壤氨化细菌、好氧性自生固氮菌和纤维素降解菌等数量

的影响存在一些差异,但这些显著性差异并不持续,随着培养时间的延长, 差异逐渐消失。由此可见,克

螟稻秸秆中释放的转基因表达产物 Bt杀虫蛋白对土壤可培养的好氧性微生物没有明显的毒害作用。

土壤酶在土壤营养物质的循环和能量的转移中起关键性作用, 其主要来源于土壤微生物的生命活

动。大量的研究将土壤酶作为土壤微生物活性和土壤肥力测定的重要指标[ 15~ 17]。本研究以亲本水稻

秸秆为对照,考察了转基因克螟稻秸秆对土壤酶活性的影响。试验结果表明,转 Bt基因克螟稻秸秆对

土壤蛋白酶、中性磷酸酶、脲酶活性和土壤呼吸强度等没有显著性的影响。然而, 值得注意的是,在培养

的前 9周, 转基因克螟稻秸秆的添加对土壤脱氢酶活性具有显著性促进作用( p< 0 05) (图 10)。产生这

种现象的原因可能是由于外源基因在水稻染色体中的插入引发基因表达的多效性效应, 进而引起水稻

秸秆化学组成成分的变化所致。由表 1可见, 亲本稻秀水 11 中导入苏云金杆菌杀虫蛋白基因( cry1Ab )
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等外源基因后,水稻秸秆中的化学物质含量发生了变化,如秸秆全碳和速效钾含量的下降以及氮和磷含

量的上升等。营养基质组成和含量的细微变化可能导致土壤中微生物类群和数量的变化, 进而引起土

壤脱氢酶活性的显著性差异。

土壤脱氢酶活性通常反映土壤中存活的微生物的总体活性[ 18] ,而土壤中可培养的微生物一般只占

微生物总量的 0 1% ~ 1%左右, 至多不超过 10%
[ 19]
。因此, 作者认为有必要采用诸如变性梯度凝胶电

泳( DGGE)、末端标记的限制性片段长度多态性分析( T RFLP)以及单链构象多态性( SSCP)分析等分子生

态学手段研究转基因表达产物对土壤中难培养微生物种群和数量的影响, 以进一步阐明克螟稻秸秆的

添加对土壤脱氢酶活性具促进作用的微生物学机理, 以及基因表达产物在土壤和微生物中的可能分布

与残存。尽管如此,在本试验期间克螟稻秸秆还土对土壤酶活性的影响试验结果可以间接证明,克螟稻

转基因表达产物 cry1Ab杀虫蛋白对土壤微生物没有明显的毒害作用。
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Summary

Differences in the population of culturable microorganisms and the enzymatic activit ies between soils

amended with Bt transgenic rice straw and non Bt transgenic rice straw, respectively, were invest igated

under laboratory conditions No significant differences( p < 0 05)were observed in CFU ( colony forming

units) of culturable bacteria, act inomycetes and fungi between the two soils Although some apparent dif

ferences were observed in the populat ions of ammonifying bacteria, nitrogen fixing bacteria and cellulose

decomposing bacteria in the middle of the incubation, they did not last long Responses of various soil en

zymes to the incorporation of Bt transgenic rice straw and non Bt transgenic rice straw varied No signifi

cant differences( p< 0 05) in protease activities, neutral phosphatase activities, urease activities and res

piration act ivities were found between the soil amended with Bt transgenic rice straw and the soil blended

with non Bt transgenic rice straw Soil dehydrogenase was more sensitive than the other enzymes to a

mendment of the Bt transgenic rice straw into soil Dehydrogenase activities in the soil amended with Bt

transgenic rice straw were significantly higher( p < 0 05) as compared to those in the soil with non Bt

transgenic rice straw, and the apparent differences in the soil dehydrogenase act ivities, however, disap

peared after incubation for 63 days Results indicate that the cry 1Ab toxin in straws of Bt transgenic rice

appears to be in toxic to the culturable microorganisms in upland soil

Key words Bt transgenic rice straw, Cry1Ab toxin, Soil culturable microorganisms, Soil enzyme

act ivities
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