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　　苏云金芽胞杆菌 (B acillus thuring iensis, 简称

B t)近缘于蜡状芽胞杆菌 ,革兰氏染色阳性 ,在其芽

孢形成过程中产生 B t杀虫晶体蛋白。B t是目前应

用最广的生物杀虫剂之一 ,其杀虫原理也被广泛应

用于转基因抗虫育种实践中。

转 B t基因作物的外源基因表达产物 B t杀虫晶

体蛋白可通过根系分泌物或作物残茬等方式进入

土壤 [ 1, 2 ] ,其残留会影响土壤生态系统平衡 [ 3 ]。纯

化的 B t毒蛋白可被黏土矿物、腐殖酸和有机矿质复

合体等活性颗粒快速吸附 ,且不易解吸 [ 3～5 ]。吸附

后毒素蛋白仍具有杀虫活性 ,毒性甚至较游离态的

还强 [ 6 ]
;红外光谱和 X射线衍射表明 ,吸附后毒素

蛋白结构仅有微小变化 [ 4 ]。毒素一旦被土壤吸附 ,

就会对微生物分解产生抗性 ,至少保持 8个月的杀

虫活性 [ 4 ]。B t毒素的吸附 —解吸行为可改变其存

在形态和杀虫活性 ,而低分子量有机酸盐能影响蛋

白质的吸附解吸行为 [ 7, 8 ]。但目前有关 B t杀虫蛋白

在土壤中的吸附、转化及环境效应 ,特别是有机酸

盐对毒素残留的影响 ,尚无系统研究。

本文研究溶解状态的 B t毒蛋白在中南地区几种

典型土壤 (红壤、砖红壤、黄棕壤、黄褐土 )胶体上的吸

附特性 ,着重比较乙酸盐对 B t毒蛋白吸附、解吸的影

响和不同土壤胶体对 B t毒素蛋白的吸附能力差异 ,

为揭示 B t毒蛋白环境安全问题提供科学依据。

1　材料与方法

111　苏云金芽胞杆菌杀虫蛋白制备

将 B t工程菌株 (库斯塔克亚种 )经 B IOFLO2
5000全自动发酵罐 (美国 NBS)制备的发酵液喷雾

干燥得到原粉。取苏云金芽胞杆菌原粉若干 ,用去

离子水洗 3次。将洗后的沉淀配成水悬液 ,充分分

散 ,用 1 mol L - 1 NaOH 调 pH至 11～12, 4～5 h后

再用 6 mol L
- 1

HCl调 pH至 7～8,离心去沉淀。上

清液用 25%乙酸调 pH至 414,离心 ,得杀虫蛋白无

定形沉淀。用去离子水反复洗涤直至无 Cl
-

,冷冻

干燥 ,低温保存。经 SDS2PAGE电泳测得提取的 B t

杀虫蛋白分子量约为 66 kDa。

112　土壤胶体制备

红壤、砖红壤、黄棕壤和黄褐土分别采自湖南

长沙、海南詹县、湖北武汉和枣阳。土样用超声波

分散后 ,按虹吸法吸取 < 2μm的胶体悬液 , CaCl2絮

凝 ,收集沉淀。用去离子水和 95%乙醇洗涤至无

Cl- ,烘干 ,研细 ,过 100目筛备用。供试土壤胶体的

基本性质见表 1。
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表 1　供试土壤的基本性质

土壤
有机质

( g kg - 1 )

CEC

( cmol kg - 1 )
等电点 PZC

A ld

( g kg - 1 )

Fed

( g kg - 1 )

矿物组成

砖红壤 1913 1313 3185 1013 5919 高岭石 90%、铁铝氧化物 5%

红壤 1318 1218 3127 911 5414 高岭石 45%、伊利石 40%、114 nm矿物 10%

黄棕壤 1216 4315 219 711 5314 伊利石 70%、高岭石 30%

黄褐土 1511 6313 — 412 3513 伊利石 75%、高岭石 20%、蛭石 5%

　　注 : A ld , Fed指 DCB提取 A l、Fe含量

113　吸附试验

将 B t杀虫晶体蛋白溶解于 pH 710的 Tris2HCl

缓冲液中 ,离心去除不溶成分。等温吸附实验控制

蛋白浓度在 011～110 mg m l
- 1

;乙酸盐影响实验控

制蛋白浓度为 012 mg m l
- 1

,乙酸盐 ( pH710 )浓度

0～120 mmol L
- 1

,土壤胶体浓度为 015 mg m l
- 1

,体

系总体积为 3 m l。蛋白和土壤胶体的混合物在恒温

摇床上于 (25 ±1) ℃振摇 2 h后取出 ,离心 , 280 nm

处测定上清液的吸光度。同时设置对照。以牛血

清蛋白制备标准曲线 ,计算蛋白在土壤胶体上的吸

附量。

114　土壤胶体吸附态 Bt蛋白的解吸

控制乙酸盐浓度为 10 mmol L
- 1

,胶体与蛋白

2∶1浓度比进行吸附 ,同时设置不加乙酸盐的空白

吸附 ,各设 4 次重复。吸附平衡后离心 ,沉淀用

1 molL
- 1

NaCl 解吸 1 次 , pH 710 磷酸盐缓冲液

(Na2 HPO4 2NaH2 PO4 )解吸 2次 ,解吸平衡时间均为

1 h,上清液在 280 nm比色测定毒素含量。

2　结果与分析

211　Bt毒素蛋白在土壤胶体上的等温吸附

由图 1可知 ,土壤胶体对 B t毒素的吸附量随着

图 1　B t毒素在供试土壤胶体上的吸附等温线

毒素浓度升高 ,最初上升很快 ,随后缓慢增加并逐

渐达到饱和。当加入毒素浓度为 110 mg m l
- 1时 ,砖

红壤和黄棕壤胶体对毒素的吸附基本达到饱和 ,吸

附量分别为 0123和 0135 mg mg
- 1

,红壤和黄褐土胶

体吸附未饱和 ,吸附量为 0137和 0147 mg mg
- 1。

由表 2可见 ,毒素在土壤胶体表面的等温吸附

曲线可用 Langmuir方程 Γ = Xm KC / ( 1 + KC )拟合

(R
2 > 0197, n = 6)。供试土壤胶体对 66 kDa 毒素

最大吸附量 (Xm )为黄褐土 (0172 mg mg- 1 ) >红壤

(0161 mg mg- 1 ) >黄棕壤 (0136 mg mg- 1 ) >砖红壤

(0124 mg mg
- 1 ) ,而吸附结合能常数 K值表现为砖

红壤 >黄棕壤 >黄褐土 >红壤 ,表明 B t毒素在砖红

壤表面吸附量低 ,但结合更紧密。

表 2　土壤胶体对 Bt毒素等温吸附的 Langm u ir方程

Γ = Xm KC / ( 1 + KC )参数

土壤 Xm (mg mg - 1 ) K R2

砖红壤 0124 1013 0198

红壤 0161 1180 0199

黄棕壤 0136 1011 0197

黄褐土 0172 2132 0199

　　注 : Xm为 B t毒素的最大吸附量 ; K为结合能常数 ; R2为相关

系数

212　乙酸盐对不同土壤胶体吸附 Bt毒素的影响

由图 2可以看出 ,在乙酸盐浓度为 0时 ,黄褐土

对 B t毒素的吸附量为 0121 mg mg
- 1

,其余 3种供试

土壤的吸附量均小于 0120 mg mg
- 1。当乙酸盐的

浓度增加至 5 mmol L
- 1时 ,红壤和黄褐土对蛋白的

吸附量均达最低值 ,分别为 0108和 0113 mg mg- 1。

而黄棕壤和砖红壤分别在乙酸盐浓度为 10和 20

mmol L
- 1时对 B t毒素的吸附最小 ,吸附量分别为

0112和 0108 mg mg
- 1。随乙酸盐浓度的继续增加 ,

土壤胶体对蛋白的吸附量增大 ,乙酸盐表现出促进

毒素在土壤胶体表面的吸附 ,但仍小于无乙酸盐加

入时的吸附量。显然 ,乙酸盐抑制土壤胶体对毒素

的吸附 ,特别是在低浓度 (0～5 mmol L
- 1 )时抑制作

用更明显。其中 ,对黄褐土的抑制作用最强 ,吸附

量降低了 0107 mg mg
- 1

,其次是黄棕壤和砖红壤 ,
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图 2　乙酸盐对土壤吸附 B t毒素的影响

吸附量均减少了 0106 mg mg- 1 ,而红壤吸附量减少

幅度最小 ,为 0105 mg mg
- 1。

213　NaC l和磷酸盐溶液对土壤胶体吸附态 Bt毒

素的解吸

　　由表 3可见 ,对照处理中 , NaCl溶液对黄棕壤

和砖红壤吸附毒素的解吸率分别为 313% 和

310% ,而对红壤和黄褐土吸附态毒素解吸率为 0%

和 113% ,表明 NaCl很难解吸土壤胶体吸附态 B t毒

素。磷酸盐缓冲液对供试土壤吸附毒素的解吸率

以黄棕壤最大 ,为 1311% ,其次为黄褐土和红壤 ,分

别为 1012%和 619% ,而砖红壤吸附的毒素基本上

不能被解吸 ,解吸率仅为 012%。

乙酸盐体系中 , NaCl对吸附态毒素的解吸率为

213%～510% ,且磷酸盐缓冲液对土壤吸附态毒素

的解吸率为 2014%～2816% ,但是 NaCl和磷酸盐缓

冲液均不能解吸砖红壤胶体吸附的 B t毒素。与对

照处理比较发现 ,乙酸盐体系中 NaCl和磷酸盐缓冲

液对毒素的解吸率均有不同程度的增加 (除砖红

　　　　表 3　NaC l、磷酸盐连续解吸矿物吸附态

Bt毒素的解吸率 ( % )

土壤 处理 NaCl
磷酸盐

1 st 2nd
合计

砖红壤 对照 310 — 012 312

乙酸盐 — — — —

红壤 对照 010 318 311 619

乙酸盐 213 915 1019 2217

黄棕壤 对照 313 417 814 1614

乙酸盐 317 916 1910 3214

黄褐土 对照 113 117 815 1115

乙酸盐 510 610 1518 2617

　　注 :“—”表示计算的解吸率为负值 ,表示不能被解吸

壤吸附的毒素外 ) ,特别是磷酸盐的解吸率增加了

2～3倍。总体来看 ,土壤胶体吸附态毒素的解吸率

为 312%～3214% ,表明吸附态毒素较难被 NaCl和

磷酸盐解吸 ,但随乙酸盐的加入 ,解吸能力增强 ,毒

素在土壤胶体表面的结合变松。而对不同土壤胶

体吸附毒素的解吸量而言 ,不论是否存在乙酸盐 ,

均表现为黄棕壤 >黄褐土 >红壤 >砖红壤。

3　讨　论

低分子量有机酸广泛存在于土壤特别是根际

土中 ,其中很小部分以游离态存在 ,绝大部分是以

吸附态存在于土壤固相部分 [ 9 ]。而有机酸的吸附

改变土壤表面化学性质 ,并影响 B t毒素在土壤胶体

表面的吸附。

本文供试土壤中 ,有机质含量以砖红壤最高 ,

依次为黄褐土、红壤和黄棕壤 ;黄褐土和黄棕壤矿

物组成以 2∶1型矿物为主 ,而红壤和砖红壤以高岭

石和铁铝氧化物为主 ,其游离铁铝含量较高 ,黄棕

壤游离铁铝含量次于红壤。土壤对有机酸的吸附

与土壤中游离铁含量正相关 [ 10 ]
,且土壤 CEC越高 ,

表面带负电荷量越高。毒素的等电点 ( IEP)约为

515
[ 11 ]

,而供试土壤的等电点 ( PZC)均小于 4,故在

pH710时土壤胶体和毒蛋白表面均带负电 ,静电斥

力阻碍吸附作用。因此 ,毒素在供试土壤胶体表面

吸附及乙酸盐抑制程度的差异是土壤有机质含量、

CEC、PZC、游离铁含量以及矿物组成共同作用的结

果。而 Stotzky等 [ 3 ]的研究表明 B t毒素在有机矿质

复合体表面的吸附与复合物的比表面、CEC等没有

显著的相关性。

毒素蛋白可通过配位交换、静电力、疏水键、氢

键和范德华力等方式结合在土壤胶体表面 [ 12 ]
,一般

认为能被中性盐 (NaCl等 )解吸的为静电吸附 ,能被

磷酸盐解吸下来的为配位吸附。实验结果表明 ,吸

附的大部分毒素不能被 NaCl和磷酸盐缓冲液解吸 ,

特别是吸附在砖红壤表面的 ,说明毒素极少部分

( < 5% )以静电方式吸附在土壤胶体表面 ,少部分

( < 1 /3)以配位方式吸附。而乙酸盐的存在增加了

吸附态毒素的解吸率 ,一定程度上增加了毒素在土

壤胶体表面的静电吸附和配位吸附作用 ,使毒素和

土壤间的结合变松。
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