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土壤真菌群落和潜在功能对施加外源 Bt 毒素的响应* 
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室，上海市农业遗传育种重点实验室，上海 201106；3. 山东省农业技术推广中心，济南 250003；4. 复旦大学生命科学学院，上海 200433） 

摘  要：转 Bt（Bacillus thuringiensis）基因植物和 Bt 菌生物农药释放的 Bt 毒素是一类具有生物毒性的潜在环境外源污染物，

Bt 毒素环境行为和生态效应是转基因植物和植物用转基因微生物安全风险评价的重要内容，但是外源 Bt 毒素对土壤真菌群

落和潜在功能的影响还不清楚。以施加不同浓度 Bt 毒素处理土壤和未施加 Bt 毒素对照土壤为研究对象，分析 Bt 毒素在土

壤中的持留动态；同时采用真菌 18S rRNA 基因高通量测序技术，分析施加 Bt 毒素对土壤真菌群落和功能多样性的影响。

结果表明，Bt 毒素施加量和培养时间均可以显著影响土壤真菌群落组成，且随着 Bt 毒素施加量增加和土壤培养时间延长，

土壤真菌群落差异性逐渐变大。施加 Bt 毒素提高了土壤真菌群落香农指数和关联网络的负相关性比例及模块数，因而没有

对土壤真菌群落的多样性和稳定性产生负面影响。上述结果表明，评估 Bt 毒素的环境行为及微生态效应要关注 Bt 毒素施加

量及其长期影响。随着 Bt 毒素施加量增加，Phymatotrichopsis、Homalogastra、Geosmithia 和 Apiotrichum 等真菌以及参与

蛋白质降解、碳素代谢和磷素代谢的功能基因编码酶相对丰度显著升高，推测上述真菌物种和潜在功能参与了 Bt 毒素在土

壤中的降解和转化过程。研究结果为转 Bt 基因植物、Bt 重组菌生物农药以及 Bt 毒素的生态安全风险评价提供了科学参考和

理论依据。 

关键词：Bt 毒素；转 Bt 基因植物；Bt 菌生物农药；群落多样性；生物安全风险评价 
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Abstract: 【Objective】Bt toxins released from Bt plants and Bt biopesticides are potential exogenous pollutants in the 

environment with biocidal activity. The environmental behavior and ecological effects of Bt toxins are the focus of safety risk 

assessment of transgenic plants and transgenic microorganisms. Fungus is an important component of soil microbes and plays a 

key role in maintaining soil ecosystem stability, but the dynamic response of soil fungal communities and potential functions to 

exogenous Bt toxins remains unclear.【Method】In this study, the retention dynamics of Bt toxins in soils incorporated with 

different concentrations of Bt toxins were analyzed, and high-throughput sequencing technology of fungal 18S rRNA gene was 

used to analyze the effects of Bt toxins application on the soil fungal community and functional diversity.【Result】The results 

showed that the concentration of water-dissolved Bt toxins in soil decreased significantly with the prolongation of soil incubation 

time, and the amounts of water-dissolved Bt toxins in soil with initial Bt toxins concentrations of 50, 100 and 500 ng·g–1 

decreased to those of control soil on the 100th day. Both the application of Bt toxins and incubation time could significantly affect 

the composition of the soil fungal community, and with an increase of initial Bt toxins concentration and prolongation of soil 

incubation time, the difference in soil fungal community gradually widened. The application of Bt toxins increased the Shannon 

index of the soil fungal community, the negative correlation and modules of the association network, and thus it did not adversely 

affect the diversity and stability of the soil fungal community.【Conclusion】The results indicate that the initial concentration of Bt 

toxins and its long-term effects should be of concern when assessing the environmental behavior and micro-ecological effects of 

Bt toxins. With the increase of Bt toxins concentration, the relative abundances of Phymatotrichopsis, Homalogastra, Geosmithia 

and Apiotrichum increased significantly, as well as functional genes encoding enzymes involved in protein degradation, carbon 

metabolism and phosphorus metabolism. It is speculated that the above-mentioned fungal taxa and potential functions were 

involved in the degradation and transformation process of Bt toxins in the soil. This study provides a scientific reference and 

theoretical basis for the ecological safety risk assessment of Bt plants, Bt recombinant biopesticides and Bt toxins. 

Key words: Bt toxins; Bt plants; BT biopesticides; Community diversity; Biosafety risk assessment 

Bt 毒素（Bt toxin）是苏云金芽孢杆菌（Bacillus 

thuringiensis，Bt）在芽孢形成过程中产生的具有高

度特异性杀虫活性的晶体蛋白（Insecticidal Crystal 

Protein，ICP）[1]，由晶体蛋白基因（Crystal protein，

Cry）和溶细胞毒素基因（Cytolytic toxin，Cyt）两

种 Bt 基因编码[2-3]。Bt 基因主要应用于转 Bt 基因植

物和 Bt 菌生物农药。目前抗虫（转 Bt 基因）/耐除

草剂复合性状转基因作物在全球的种植面积 大，

中国批准商业化种植的转 Bt 基因作物是转基因抗虫

棉[4]。将 Bt 基因通过人工遗传修饰改造后转入植物

中表达的 Bt 毒素可通过根系分泌物、花粉和植物残

体等方式释放到土壤环境中[5-6]。此外，Bt 菌生物农

药已成为世界上应用 为广泛的微生物杀虫剂，占

生物农药生产量和使用量的 90%左右，已广泛应用

于农业、林业和环境卫生害虫的防治中[7]。但是目

前 Bt 菌生物农药存在杀虫谱较窄、稳定性较差和残

效期较短的弊端，从而限制了其更广泛的应用。通

过基因工程技术构建高效、广谱的重组 Bt 基因和制

备 Bt 重组工程菌成为 Bt 菌生物农药研究重点[8]。

Wang 等[9]将鞘翅目高毒力的 Cry3Aa7 基因通过电击

转化到对鳞翅目害虫高毒力野生菌株 G03 中获得重

组工程菌 G033A，其是国内获批农药登记的第一例

转基因 Bt 工程菌[10]。转 Bt 基因植物和 Bt 重组工程

菌表达释放的 Bt 毒素与土壤原有 Bt 菌表达的 Bt 原

毒素在结构和功能等方面存在较大差异，因而被视

为具有生物毒性的环境外源物质，其潜在环境生态

风险受到广泛关注[3，11-12]。Bt 毒素在环境中残留和

积累超过了昆虫消耗及环境因子对其的钝化，可能

对环境中微生物的数量、群落结构和功能产生潜在

影响[13]。为了加强对转基因产品的监控和管理，转
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基因植物和植物用转基因微生物在批准商业化生产

前必须进行环境安全性评价[14]，而 Bt 毒素对微生物

群落和功能多样性的影响成为生物安全研究领域中

的前沿热点[15]。 

土壤微生物是土壤中 活跃的部分，不仅对维

持土壤生态系统中的物质循环和能量代谢发挥着重

要作用[16]，而且由于土壤微生物对环境干扰的敏感

性，微生物群落和功能多样性可以作为生态系统健

康监测的标准生态指标[17-18]。土壤微生物群落是由

丰度较高的优势菌属以及低丰度菌属构成，不同菌

种通过直接或间接的相互作用形成复杂的共发生网

络，但微生物多样性不足以解析微生物各个物种间

的相互作用[18]。近年来，关联网络分析被广泛应用

来研究微生物的共发生模式，使物种间的直接互作

或生态位共享特征得到较好的重现，对于理解微生

物生态系统的稳定性至关重要[19-21]。真菌是土壤微

生物的重要组成部分，参与植物残体的分解[22]，推

动土壤养分的循环[23]，对环境变化有指示作用[24]，

因此，解析土壤真菌群落结构与潜在功能对施加外

源 Bt 蛋白的响应规律可更好地理解 Bt 毒素的环境

行为和微生物生态效应。由于可培养的微生物种类

只占总量的 1%～10%[25-26]，基于传统的微生物平板

培养的分析方法无法分析微生物群落中的稀有物

种。近年来，基于核糖体 RNA 高通量测序技术被应

用到微生物生态学研究中，为全面评估 Bt 毒素对土

壤微生物群落结构的影响提供了可靠的技术手段。

由于功能上高度保守，序列上的不同位置具有不同

的变异速率，核糖体 RNA（rRNA）是目前在微生

物分子生态学上 为有用以及应用 广泛的分子标

记[27]。18S rRNA 基因为编码真核生物核糖体小亚基

rRNA 的 DNA 序列，通过 18S rRNA 基因序列比对，

可以分析不同分类水平真核生物的系统发育关系。

基于核糖体 RNA 高通量测序技术覆盖了环境样品

中的全部微生物，因此可以更加全面真实地反映微

生物群落组成，为研究微生物群落结构与功能、微

生物对环境变化的响应与反馈等开辟了一条新的

途径。 

本研究揭示了 Bt 毒素在土壤中的持留动态；同

时采用真菌 18S rRNA 基因高通量测序技术，分析

不同培养时间的土壤真菌群落和功能多样性对施加

Bt 毒素的响应规律；构建土壤真菌群落的物种关联

网络图，解析真菌群落物种之间互做关系及群落稳

定性，探讨真菌群落演替与 Bt 毒素之间的相关关系，系

统阐明施加外源 Bt 毒素对土壤微生态的影响，为 Bt 毒

素的环境安全评价提供理论基础和参考策略。 

1  材料与方法 

1.1  外源 Bt 毒素施加及土壤微宇宙培养 

土壤样品采集于上海市农业科学院（31°13'18"N，

121°19'10" E）蔬菜大棚，大棚土壤中没有种植过转

Bt 基因作物。于 2021 年 5 月 16 日使用五点随机取

样法采集 0～20 cm 土壤样品，装入无菌密封袋，放

入冰桶带回实验室。土样充分混匀后，过 2 mm 钢

筛，称取 100 g 土壤转移至培养瓶中。本研究施加

的外源 Bt 毒素为 Cry1Ab（99.0%纯度，EnviroLogix 

Inc.，Portland，Maine，USA），Cry1Ab 毒素是目前

世界上应用 为广泛的杀虫毒素之一[28]。基于转 Bt

基因作物组织（如叶、根和茎）中的水溶性 Bt 毒素

含量在几十到几百 ng·g–1[29-30]，因此本研究将土壤

中 Cry1Ab 毒素的初始浓度设置为 0、5.0、10.0、50.0、

100.0 和 500.0 ng·g–1 干土。将含有不同浓度 Bt 毒素

土壤的培养瓶在 28℃室内避光放置进行土壤培养，

土壤含水量保持在 60%。在土壤培养的 1、5、10、

50、100 d 采集各浓度处理中的 3 个重复样本，同时

采集未施加 Bt 毒素的土样作为对照，共计采集 93

个土壤样本。部分土壤样品保存于-20℃，进行微生

物总 DNA 提取和真菌 18S rRNA 基因高通量测序，

其余部分保存于 4℃，用于土壤中水溶性 Bt 毒素含

量测定。 

1.2  水溶性 Bt 毒素含量测定 

称取通 1 g 土壤于 50 mL 离心管中，加入 3 mL

十二烷基苯磺酸钠（SDS）提取缓冲液（pH = 7.4）。

室温 200 r·min–1 下摇床中震荡 12 h，8 000 r·min–1

室温离心 20 min。吸取上清液转移至 30 kD 超滤管

（Millipore Filter Corporation）中，4 000 r·min–1 离心

20 min 后，吸取上清液于 1.5 mL 离心管中，采用

Cry1Ab/Ac 酶 联 免 疫 定 量 检 测 试 剂 盒 （ Quanti- 

Plate™ Kit for Cry1Ab/Cry1Ac，EnviroLogix Inc.，

Portland，Maine，USA）测定土壤中水溶性 Bt 毒素

含量，重复测量 3 次，取 3 次重复数值的平均值。 

1.3  土壤微生物总 DNA 抽提 

土壤微生物总 DNA 提取采用 Fast DNA Spin kit 
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for soil 试剂盒（MP Biomedicals，Santa Ana，CA）。

根据试剂盒操作说明提取 0.5 g 土壤样品微生物总

DNA，并使用 Nanodrop ND-1000 超微量分光光度

计（NanoDrop Technologies，Wilmington，DE）和

1%的凝胶电泳检测 DNA 浓度和质量，将 DNA 于

–20 ℃保藏备用，进行后续测序分析。 

1.4  真菌 18S rRNA 基因测序及生物信息学分析 

委 托 上 海 美 吉 生 物 医 药 科 技 有 限 公 司 基 于

Illumina Miseq PE300/NovaSeq PE250 平台，采用引

物 SSU0817F （ 5’-TTAGCATGGAATAATRRAATA 

GGA-3’）和 1196R（5’-TCTGGACCTGGTGAGTTT 

CC-3’）对 93 个土壤样本真菌 18S rRNA 基因 V5-V7

可变区进行高通量测序，具体测序步骤参见 Li 等[15]

和张永杰等 [31]。真菌原始序列已经提交至 NCBI 

SRA（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/），登录号

为 SRP392775。施加不同浓度 Bt 毒素的土壤经过不

同 时 间 培 养 后 ， 真 菌 群 落 组 成 的 差 异 通 过 基 于

Bray-Curtis 距离的主坐标分析（PCoA）进行分析。

相似性分析（Analysis of similarities，ANOSIM），

是一种非参数检验，用来检验组间（两组或多组）

差异是否显著大于组内差异，从而判断分组是否有

意义。首先利用距离算法（默认 Bray-Curtis）计算

两两样品间的距离，然后将所有距离从小到大进行

排序，按以下公式计算 R 值，之后将样品进行置换，

重新计算 R*值，R*大于 R 的概率即为 P 值。本研

究选择相对丰度前 200 的真菌属进行 LEfSe（Linear 

discriminant analysis effect size）分析。LEfSe 分析

是将线性判别分析与非参数的 Kruskal-Wallis 以及

Wilcoxon 秩和检验相结合，从而筛选关键的生物标

记物 Biomarker（关键群落成员）[32]。在差异物种

进化分支图（Cladogram）中，由内至外辐射的圆圈

代表了由门至属（或种）的分类级别。差异物种的

LDA 值分布图颜色代表对应分组，柱状图的长度代

表差异物种的贡献度大小（即为 LDA Score），本研

究的图中展示了 LDA Score 大于设定值（默认设置

为 3）的条件下不同组间丰度有显著差异的物种，

即 每 组 内 丰 度 显 著 高 于 其 他 各 组 的 Biomarker 。

PICRUSt2（Phylogenetic Investigation of Communities by 

Reconstruction of Unobserved States）是一款基于标

记基因序列来预测功能丰度的软件[33]。本研究基于

真菌 18S rRNA 基因测序信息，采用 PICRUSt2 预测

真菌编码酶来提供真菌群落功能组成的信息。关联

网络图是用来探究微生物之间的相互关系，本研究

选择相对丰度前 200 的真菌属水平物种构建真菌群

落关联网络。基于随机矩阵理论（Random matrix 

theory，RMT）方法，通过计算 Spearman 相关系数

和 Jaccard 距离，确定微生物共现网络的阈值。通过

Permutation 和 Bootstrap ， 迭 代 1 000 次 获 得

Spearman 相关系数和 Jaccard 距离的 P 值。然后使

用 Brown's 方法合并上述 P 值。采用错误发现率

（False discovery rate，FDR）对 P 值进行校正，将具

有显著性（P < 0.05，r > 0.6）的关系构建关联网路

图。使用 R 语言 igraph 包和 Gephi 对网络进行可视

化[34]。节点间的连线的粗细代表物种之间的相关性

大小，线条越粗，相关性越大；红色线条表示正相

关，灰色线条表示负相关。 

1.5  数据统计分析 

采用 SPSS 26.0 软件（SPSS Inc，Chicago，IL，

USA）对 Bt 毒素含量、真菌物种及真菌群落多样性

指数（香农指数（Shannon index，H'）、辛普森指数

（Simpson index，D）、丰富度指数（Richness index，

R）和均匀度指数（Evenness index，E））进行单因

素方差分析（One-way ANOVA），具体计算公式参

见文献 [22，35]。使用 Fisher 氏 小显著差检验

（Fisher's least significant difference，简称 LSD 检验）

进行多重比较，显著性差异水平设置为 P < 0.05。 

2  结  果 

2.1  Bt 毒素在土壤中持留 

不同土壤培养时间的水溶性 Bt 毒素含量如图 1

所示。未施加 Bt 毒素的对照土壤中，其原有的 Bt

菌 产 生 的 水 溶 性 Bt 毒 素 含 量 范 围 为 0.282～

0.312 ng·g–1 干土，在不同培养时间没有表现出显著

差异（图 1a）。Bt 毒素的初始浓度为 5 和 10 ng·g–1

的土壤，经过 1d 培养后，其水溶性 Bt 毒素含量显

著降低（图 1b，图 1c），在第 5 天下降到对照土壤

中水溶性 Bt 毒素含量水平。Bt 毒素初始浓度为 50、

100 和 500 ng·g–1 的土壤，随着培养时间延长，其水

溶性 Bt 毒素含量显著降低，在第 100 天下降到对照

土壤水平（图 1d-图 1f）。 
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注：Bt 毒素初始浓度为 0 ng·g–1（a）、5 ng·g–1（b）、10 ng·g–1（c）、50 ng·g–1（d）、100 ng·g–1（e）、500 ng·g–1（f）土壤。Note：

Soil with Bt toxins initial concentration of 0 ng·g–1（a），5 ng·g–1（b），10 ng·g–1（c），50 ng·g–1（d），100 ng·g–1（e），500 ng·g–1（f）. 

 
图 1  不同培养时间的土壤中水溶性 Bt 毒素含量 

Fig. 1  The concentration of water-dissolved Bt toxins in the soil at different incubation times 

2.2  土壤样本真菌测序结果及测序深度评估 

通过对 93 个土壤样本真菌的 18S rRNA 基因进

行测序，总计获得 4 359 089 条有效序列，经过优化

过滤低质量序列得到 4 273 657 条优质序列。供试土

壤样品序列经拆分、去冗余后在 97%的相似度下进

行 OTU 聚类，总计获得 541 个 OTUs。微生物多样

性测序分析中可以用稀释曲线来验证测序数据量是

否足以反映样品中的物种多样性。基于 93 个土壤样

本在 OTUs 水平的观测物种数目（Observed OTUs，

Sobs）和香农指数的稀释曲线均趋于平缓，表明测

序深度已经基本覆盖到土壤样本真菌的所有物种

（图 2）。 

 

注：（a）基于 OTUs 水平的 Sobs 稀释曲线；（b）基于 OTUs 水平的 Shannon 稀释曲线。Note：（a）Sobs rarefaction curves based 

on OTUs levels；（b）Shannon rarefaction curves based on OTUs levels. 

 
图 2  土壤样本真菌测序数据的稀释曲线 

Fig. 2  Rarefaction curves of fungal sequencing data from soil samples 
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2.3  土壤真菌群落多样性 

施加外源 Bt 毒素的土壤和未施加 Bt 毒素的对

照土壤经过不同时间培养后，其真菌群落构成均发

生显著改变（图 3a）。PCoA 结果显示，在土壤培养

1d 时，与未施加 Bt 毒素的对照土壤相比，仅 Bt 毒

素初始浓度为 500 ng·g–1 土壤真菌群落组成发生了

明显改变（图 3b），表明真菌群落结构改变的程度

与施加 Bt 毒素浓度有密切关系；随着土壤培养时间

延长，施加低浓度 Bt 毒素的土壤真菌群落组成也逐

渐发生了明显变化（图 3c-图 3f），在培养 100 d 后，  

 

注：所有样本的 PCoA 分析（a）；不同初始 Bt 毒素浓度的土壤培养 1 d（b）、5 d（c）、10 d（d）、50 d（e）、100 d（f）的真菌

PCoA 分析；初始 Bt 毒素为 0 ng·g–1（g）、5 ng·g–1（h）、10 ng·g–1（i）、50 ng·g–1（j）、100 ng·g–1（k）、500 ng·g–1（l）土壤不同培养

时间的真菌 PCoA 分析。Note：PCoA analysis of all samples（a）. Fungal PCoA analysis of soil incubated at different initial Bt toxin 

concentrations on 1d（b），5 d（c），10 d（d），50 d（e），100 d（f）. Initial Bt toxin of 0 ng·g–1（g），5 ng·g–1（h），10 ng·g–1（i），50 ng·g–1

（j），100 ng·g–1（k），500 ng·g–1（l）fungal PCoA analysis of soils with different incubation times. 

 
图 3  土壤真菌群落组成的主坐标分析 

Fig. 3  PCoA analysis of soil fungal community composition 
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Bt 毒素初始浓度为 5 ng·g–1 土壤真菌群落结构也发

生显著改变（图 3f）。此外，未施加 Bt 毒素的对照

土壤和施加 Bt 毒素土壤在不同培养时期，其真菌群

落组成均出现了明显变化，且群落改变的程度会随

时间延长而逐渐加剧（图 3g-图 3l），说明土壤培养

时间增强了土壤真菌群落的多样性演替。相似性分

析（ANOSIM）结果表明，不同 Bt 毒素施加浓度或

不同土壤培养时间的土壤真菌群落组成存在极显著

差异（P = 0.001）。 

鉴于 Bt 毒素施加浓度和土壤培养时间均可以

影响土壤真菌群落组成，本研究选取 Bt 毒素初始浓

度 高（500 ng·g–1）和土壤培养时间（100 d） 长

的土壤处理样本 BT500_100（3 个重复）与其培养

时间的对照土壤样本 BT500_1（3 个重复）、其未施

加 Bt 毒素的对照土壤样本 BT0_100（3 个重复）以

及其空白对照的土样样本 BT0_1（3 个重复）为研

究对象，继续进行真菌群落多样性分析（图 4）。土

壤真菌群落多样性指数分析结果表明，未施加 Bt

毒素的对照土壤培养 100 d 后，香农指数显著降低；

Bt 毒素初始浓度 500 ng·g–1 的土壤经过培养 100 天

后，其香农指数显著提高（图 4a）；辛普森指数和

均匀度指数均表现为类似结果（图 4b，图 4d）。值

得注意的是，丰富度指数在各个样本之间没有显著

性差异（图 4c）。 

 

图 4  土壤真菌群落多样性指数的差异性分析 

Fig. 4  Analysis of diversity index of soil fungal communities 

LEfSe 分析的物种进化分支图展示了真菌多级

物 种 层 级 组 成 （ 图 5a）。 LDA 图 表 明 土 壤 样 本

BT500_100 与 BT0_100 有 15 个显著差异的真菌属

（图 5b，LDA score > 3，P < 0.05）。Cladosporium、

Paratritirachium 和 Conidiobolus 等 5 个真菌属在土

壤 样 本 BT0_100 显 著 富 集 ， Phymatotrichopsis、

Homalogastra、Geosmithia 和 Apiotrichum 等 10 个

真菌属在 BT500_100 显著富集（图 5b），说明在施

加 Bt 毒素的土壤样本 BT500_100 中富集的真菌属

明显高于对照土壤样本 BT0_100。图 5c 展示从门到

属分类水平上的真菌丰度前 20 的差异物种。T 检验

分析表明，Cladosporium、Robbauera 和 Geosmithia

等物种相对丰度在 BT500_100 与 BT0_100 之间有显

著差异（图 5c）。 
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注：（a）真菌群落的物种进化分支图，由内至外辐射的圆圈代表了由门至属（或种）的分类级别。在不同分类级别上的每一个

小圆圈代表该水平下的一个分类，小圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比。无显著差异的物种统一着色为黄色，差异物种跟随组进

行着色，红色节点表示在红色组别中起到重要作用的微生物类群，绿色节点表示在绿色组别中起到重要作用的微生物类群。（b）LDA

值分布柱状图，图中展示了 LDA Score 大于设定值 3 的显著差异的真菌属。（c）各个分类水平上显著差异的真菌物种。Note：（a），

Cladogram of fungal community taxa，circles radiating from the inside to the outside represents taxonomic levels from phylum to genus（or 

species）. Each small circle at different taxonomic levels represents a taxon at that level，and the size of the small circle diameter is 

proportional to the relative abundance size. Significantly different species are unified and colored in yellow，and differential species are 

colored following the group，with red nodes indicating microbial taxa that play an important role in the red groups and green nodes indicating 

microbial taxa that play an important role in the green groups.（b），LDA score distribution histogram，the figure shows the fungal genera with 

a significant difference in LDA Score over the set value of 3.（c），Fungal taxa differ significantly at different taxonomic levels. 

 
图 5  土壤样本 BT500_100 与 BT0_100 真菌群落的 LEfSe 分析 

Fig. 5  LEfSe analysis of fungal communities in soil samples between BT500_100 and BT0_100 

土壤样本 BT500_100 与 BT0_100 的 PICRUSt2

功能预测分析结果表明，总共有 870 个真菌功能基

因编码酶参与了 Bt 毒素施加后的土壤物质和能量

的转化过程。采用 T 检验分析相对丰度前 50 个真菌

酶的差异性，结果表明 39 个真菌酶发生显著变化。

相对于 BT0_100，BT500_100 有 38 个真菌酶相对丰

度显著增加，仅 1 个真菌酶 NAD（+）ADP 核糖转

移酶（EC：2.4.2.30）相对丰度显著降低（图 6）。

其中参与蛋白质降解（三肽基肽酶 IEC：3.4.14.9）、

碳素代谢（几丁质酶 EC：3.2.1.14、乙醛脱氢酶 EC：
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1.2.1.3、L-阿拉伯糖异构酶 EC：5.3.1.4、α-葡萄糖

苷酶 EC：3.2.1.20、β-葡萄糖苷酶 EC：3.2.1.21 等）

和磷素代谢（酸性磷酸酶 EC：3.1.3.2）的功能基因

编码酶相对丰度显著升高。 

 

注：蓝色星号表示相对于 BT0_100，BT500_100 的真菌功能基因编码酶的相对丰度显著降低；红色星号表示相对于 BT0_100，

BT500_100 的真菌功能基因编码酶的相对丰度显著升高；一个星号对应 5%的显著性水平，即 P < 0.05；两个星号对应 1%的显著性水

平，即 P < 0.01。Note：The blue asterisks indicate a significant decrease in the relative abundance of fungal functional genes encoding 

enzymes for BT500_100 relative to BT0_100. The red asterisks indicate a significant increase in the relative abundance of fungal functional 
genes encoding enzymes for BT500_100 relative to BT0_100. One asterisk corresponds to a 5% significance level，P < 0.05. Two asterisks 

correspond to a 1% significance level，P < 0.01. 

 
图 6  真菌功能基因编码酶的相对丰度热图 

Fig. 6  Heatmap of the relative abundance of fungal functional genes encoding enzymes 

2.4  土壤真菌群落关联网络 

采用关联网络分析用于寻找土壤真菌群落在施

加 Bt 毒素及土壤培养过程中呈现的共现或互斥的

固有模式，探究微生物群落中是否存在特定的模块

单元（Module）以完成特定的生态功能，并据此寻

找整个群落的组成变化的关键物种。对照土壤样本
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BT0_100 的真菌群落的正负相关比例分别是 89.37%

和 10.63%，土壤处理样本 BT500_100 的真菌群落的

正负相关比例分别是 75.98%和 24.02%（图 7a，图 7b）；

BT0_100 网络节点形成 13 个主要模块，BT500_100

网络节点形成 15 个主要模块（图 7c，图 7d）。关联

网络图中节点度（Node degree）越高，表明其与其

他节点关联的边数（Edge）越高，被视为微生态群

落中的关键物种。BT500_100 真菌群落的 9 个关键

物 种 （ Goniomonas 、 Cercomonas 、 Mycamoeba 、

Aplanochytrium 、 Colpoda 、 Leptomyxa 、 Morus 、

Nuclearia 和 Parafuscospora）的节点度均大于 7，

为该微生态群落中的关键物种。 

 

注：（a）基于正负相关性的土壤样本 BT0_100 真菌网络分析；（b）基于正负相关性的土壤样本 BT500_100 真菌网络分析；（c）

基于模块化的土壤样本 BT0_100 真菌网络分析；（d）基于模块化的土壤样本 BT500_100 真菌网络分析。Note：（a），Fungal network 

analysis of BT0_100 in soil samples based on positive and negative correlation；（b），Fungal network analysis of BT500_100 in soil samples 

based on positive and negative correlation；（c），Fungal network analysis of BT0_100 in soil samples based on modularity；（d），Fungal 

network analysis of BT500_100 in soil samples based on modularity. 

 
图 7  土壤真菌群落的关联网络分析 

Fig. 7  Correlation network analysis of soil fungal communities 

2.5  土壤真菌群落与水溶性 Bt 毒素的相关性 

鉴于施加外源 Bt 毒素可以显著改变土壤真菌

群落结构（图 3），选取不同培养时间的 Bt 毒素施

加浓度 高土壤处理样本（500 ng·g–1）为研究对象，

分析其土壤真菌物种与水溶性 Bt 毒素相关关系（图 8），

结果表明真菌物种 Bipolaris、Paratritirachium 和

Leucosporidium 具有较高平均度，其相对丰度与水

溶性 Bt 毒素含量为显著正相关关系（P < 0.05）；

Cyrtolophosis 、 Phascolodon 、 Goniomonas 、

Marine_Group、Phymatotrichopsis 具有较高平均度，

其相对丰度与水溶性 Bt 毒素含量为显著负相关关

系（P < 0.05）。 

3  讨  论 

3.1  土壤培养过程中水溶性 Bt 毒素的含量变化 

Bt 作物和 Bt 重组工程菌释放的 Bt 毒素在土壤

中持留及降解动态，是评价其环境风险大小的核心

问题[36]。Saxena 等[37]、Stotzky[38-39]研究发现转 Bt

基因植物和土壤 Bt 菌释放 Bt 毒素进入土壤中，会

迅速被土壤颗粒和腐殖酸吸附形成结合态 Bt 毒素，

难以被微生物降解从而保持较长时间的生物活性。

土壤对 Bt 毒素的吸附作用受到 Bt 毒素类型、土壤

性质和环境条件的影响[40]。Valldor 等[28]报道目前常

用的磷酸盐吐温缓冲液（PBST）只能提取土壤中水
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溶性 Bt 毒素，被土壤颗粒吸附的结合态 Bt 毒素所

占 比 例 较 高 且 较 难 被 提 取 ， 无 法 用 酶 联 免 疫 法

（ELISA）进行测定。汪海燕[11]以克螟稻为试材，建

立了 CrylAb 毒素纯化制备方法、土壤中 CrylAb 蛋

白的提取方法以及 HPT 蛋白酶联免疫分析方法，并

在此基础上研究了实验室条件下源于克螟稻秸秆的

Cry1bA 毒素在土壤中的吸附和降解规律。Li 等[41]

研究发现初始浓度为 50 和 100 ng·g–1 的 Cry1Ac 在

土壤培养 1 d 后，水溶性 Bt 毒素浓度迅速降低；在

10d 后，其浓度接近其所用分析方法的 低检出浓

度。本研究采用美国环境保护署指定的标准 ELISA

定量试剂盒，分析了 Cry1Ab 毒素在土壤中降解情

况，结果也发现 Cry1Ab 毒素进入土壤中，其水溶

性 Cry1Ab 毒素浓度迅速降低，但是 Cry1Ac 初始浓

度为 50、100 和 500 ng·g–1 的土壤经过 50d 培养后，

其水溶性 Cry1Ab 毒素浓度仍然显著高于对照土壤

（图 1），本研究结果与 Li 等[41]研究结果差异的原因

可能是所采用的测定方法、Bt 毒素类型或土壤理化

性质不同。Bt 毒素在土壤中会进行一系列复杂的物

理、化学和生物过程，包括土壤吸附、解吸附、生

物降解和转化等。付庆灵[40]研究发现，Bt 毒素进入

土壤中 2 h 后便基本达到吸附-解吸附动态平衡状

态，因此推测本研究中土壤培养 1 d 后，水溶性 Bt

毒素含量迅速降低主要是由土壤颗粒吸附引起；而

随着培养时间的延长，土壤微生物对水溶性 Bt 毒素

的降解作用是其含量降低的主要原因。 

 

注：网络图中的圆形节点代表真菌属水平的物种；圆形节点的度越大，节点越大；网络图中的方形节点代表 Bt 毒素。Note：

The circular nodes in the network diagram represent taxa at the fungal genus level. The larger degree of the circular node，the larger the node. 

The square nodes in the network diagram represent Bt toxins. 

 
图 8  土壤真菌物种与水溶性 Bt 毒素的关联网络图 

Fig. 8  Correlation network diagram of soil fungal taxa and water-dissolved Bt toxins 

3.2  Bt 毒素对土壤真菌群落影响的评估 

Bt 毒素在土壤生态系统中长期积累，一方面可

能使靶标害虫对该毒素的选择压增加，从而增加抗

性，缩短转 Bt 基因植物的应用时间；另一方面可能

对其他非靶标生物例如土壤微生物的群落组成和多

样性等造成不利影响，从而破坏土壤生态系统健康

与稳定性。农业农村部发布的《转基因植物安全评

价指南（2022 年修订）》中明确要求，需要进行转

基因植物与外源基因表达蛋白对微生物群落结构和

多样性影响的评估，但是目前相关研究主要集中于

转基因植物[15，35]，Bt 毒素研究相对较少，其微生态

效应亟待系统阐释。Li 等[41]采用末端限制性片段长

度多态性（T-RFLP）指纹图谱技术分析了施加不同

浓度 Cry1Ac 毒素对土壤真菌群落多样性的影响，

结果表明在土壤培养的 100 d 中，土壤真菌群落结

构没有发生显著改变。在本研究中，施加 Bt 毒素和

培养时间均可以显著影响土壤真菌群落组成，且随

着施加 Bt 毒素浓度增加和土壤培养时间延长，土壤

真菌群落差异性逐渐变大（图 3）。本结果研究与 Li

等[41]研究结果不一致，原因可能与分析微生物群落
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所采用方法不同有关。本研究采用真菌 18S rRNA

基因进行测序，总计获得 541 个 OTUs。而 Li 等[41]

采用 T-RFLP 指纹图谱技术得到的真菌 OTUs 数目

为 65～85 个。与 T-RFLP 等低通量测序方法相比，

基于二代高通量技术的微生物多样性测序能同时对

样品中的优势物种、稀有物种以及一些未知的物种

进行检测，可以获得更加全面和准确的物种分类和

群落组成。基于本研究结果，同时考虑到转 Bt 基因

植物在不同生长期通过根系分泌物、花粉和植物残

体等方式向环境中释放 Bt 毒素数量不同[5，12]，建议

对转 Bt 基因植物和 Bt 毒素的微生态效应的评估应

该要考虑其长期影响及 Bt 毒素施加量。 

在本研究中，相对于未施加 Bt 毒素的对照土

壤，Bt 毒素初始浓度 500 ng·g–1 的土壤经过培养

100 d 后，其真菌群落的丰富度指数没有显著改变，

但其香农指数显著提高（图 4），说明施加外源 Bt

毒素虽然没有改变真菌物种在分类水平上的数目，

但是提高了真菌物种的丰度，从而提高了真菌群落

多样性。值得注意的是，随着培养时间延长，施加

Bt 毒素土壤的水溶性 Bt 毒素含量显著降低，在

100 d 下降至对照土壤水平（图 1）。Valldor 等[28]向

土壤中施加 14C 标记的 Cry1Ab 毒素，在土壤微生物

生物量碳中检测到了 14C，表明微生物参与了 Bt 毒

素碳素转化过程。因此推测本研究向土壤中施加外

源 Bt 毒素后，土壤中水溶性 Bt 蛋白可以作为土壤

真菌的底物和营养，从而提高了真菌丰度和多样性。

微生物生态系统稳定性是指微生物群落抵抗外界环

境变化、干扰和保持系统平衡的能力[20]。施加外源

Bt 毒素是否对微生物群落结构稳定性产生影响，目

前少见相关报道。微生物关联网络中特定模块数和

物种之间的负相关比例是评估群落稳定性的两个常

用指标[17]。本研究采用相对丰度前 200 的真菌属水

平物种构建的关联网络中，土壤样本 BT500_100 真

菌群落的负相关比例和模块数均明显高于对照土壤

样本 BT0_100，表明施加外源 Bt 毒素提高了土壤真

菌群落的稳定性。 

3.3  参与 Bt 毒素降解和转化的潜在真菌物种和

功能 

Bt 毒素作为有机碳和有机氮的化合物，其在土

壤微生物的作用下，进行着碳素和氮素的代谢过程。

探索微生物物种和潜在功能与 Bt 毒素碳、氮素循环

之间的关系，成为评价 Bt 毒素生态效应的新切入

点。本研究通过 LEfSe 分析发现，相对于 BT0_100，

Phymatotrichopsis 、 Homalogastra 、 Geosmithia 和

Apiotrichum 等 10 个真菌属在 BT500_100 显著富集

（ 图 5）。真菌 物种 Cyrtolophosis、 Phascolodon、

Goniomonas、Marine_Group、Phymatotrichopsis 相对

丰度与水溶性 Bt 毒素含量为显著负相关关系（图 8）。

上述结果说明，施加 Bt 毒素可以显著提高上述这些

物种的丰度，并且土壤中水溶性 Bt 毒素含量随着培

养时间延长而降低，因而推测这些物种可以高效同化

来自 Bt 毒素的碳素和氮素。值得注意的是，LEfSe

分析和关联网络分析均发现 Phymatotrichopsis 与水

溶 性 Bt 毒 素 有 密 切 关 系 。 Uppalapati 等 [42] 报 道

Phymatotrichopsis 可以利用单糖、双糖或多糖作为碳

源，并且其可以产生淀粉酶和具有碳素分解的代谢途

径。Geosmithia 作为腐生真菌广泛生活在各种植物基

质、土壤或食物中，可以能利用包括有机酸和氨基酸

在内广泛碳源来促进菌体生长[43]，因而推测这些真

菌可能通过多糖水解、糖酵解和有机酸代谢等碳素利

用途径参与到 Bt 毒素的碳素转化过程中。PICRUSt2

功能预测结果表明，施加 Bt 毒素可以显著提高参与

蛋白质降解、碳素代谢和磷素代谢的功能基因编码酶

相对丰度（图 6），表明真菌群落的物种多样性和潜

在多功能性对外源 Bt 毒素的响应是一致的。此外，

Bt 毒素是含氮有机化合物-蛋白质，蛋白质会水解为

氨基酸，进而通过氨化作用和硝化作用转化生成铵态

氮和硝态氮[44]。在上述的土壤氮素循环过程中，氮

素代谢功能微生物发挥了关键作用，但是在本研究中

没有发现驱动氮素循环的功能基因编码酶显著变化，

主要归因于细菌在氮素循环微生物中占主导地位，所

占比例 95%，真菌仅占 3%[45]。 

4  结  论 

本研究解析了土壤真菌群落和潜在功能对施加

外源 Bt 毒素的动态响应规律，施加 Bt 毒素和培养

时间均可以显著影响土壤真菌微生态，但是未检测

到施加 Cry1Ab 毒素对土壤真菌群落多样性和稳定

性产生负面影响。基于本研究结果，建议对转 Bt 基

因植物、Bt 重组菌生物农药和 Bt 毒素的微生态效应

的评估应该要关注 Bt 毒素施加量及其长期影响。 
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