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摘 要 以转 cry1Ab 基因高粱为材料提取 Cry1Ab 蛋白, 测定了 Cry1Ab 蛋白在 6种土壤中的吸附与解

吸,分析了Cry1Ab 蛋白溶液浓度、土壤理化性质对 Cry1Ab蛋白吸附与解吸的影响。结果表明,不同类型的土壤

对 Cry1Ab 的吸附与解吸存在明显的差异,吸附量表现为红泥土> 灰化土> 青紫泥田> 黄筋泥> 黄松田> 红砂

土,解吸量表现为灰化土> 青紫泥田> 红砂土> 黄筋泥> 红泥土> 黄松田; Cry1Ab 蛋白溶液的浓度与吸附量和

解吸量呈显著正相关, 相关系数分别为0.86 和0.99;土壤有机质、pH 值与土壤吸附Cry1Ab 蛋白的能力呈显著正

相关, 相关系数分别为 0. 83和 0. 82;土壤全氮、有效磷的含量与土壤吸附 Cry1Ab蛋白呈正相关, 土壤全氮、有效

磷和速效钾的含量与解吸均呈负相关。土壤吸附、解吸 Cry1Ab蛋白是加入 Cry1Ab 蛋白溶液的浓度及不同土壤

的理化性质共同作用的结果。
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苏云金芽孢杆菌( Bacillus thuringiensis , Bt )在芽

孢形成时可产生具有杀虫活性的晶体蛋白质
[ 1]

,被

称为杀虫晶体蛋白( insecticidal crystal protein, ICP)或

内毒素 ( endotoxin) [ 2]。自从 1981 年 Schnepf

等[ 3]首次成功地克隆了第一个编码 Bt 杀虫晶体蛋

白基因以来, 到 2005 年 4 月, 人们已经分离了 333

个杀虫晶体蛋白基因,其中 327个已定名[ 4]。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, 它已成为目

前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[ 5] ,

2005年全球种植抗虫转基因作物的面积已达到

1 63 107hm2,占转基因作物总种植面积的 29% [ 6]。

与此同时, 种植转 Bt基因作物后残留在土壤中

的 Bt毒素蛋白对环境产生的风险性效应越来越引

起人们的重视[ 7]。已有研究结果表明, 影响着肥力

因素和土壤耕性的粘土矿物、腐质酸、有机矿物聚合

体等可吸附 Bt 毒素并致使其保持残留
[ 8~ 13]

, 土壤

pH值对其吸附 Bt 毒素也有明显的影响
[ 14]
。结合

态毒素仍保持杀虫活性[ 8, 9, 12] , 对土壤生物和土壤

酶产生不同程度的影响[ 7, 15, 16]。这些研究结果为转

Bt基因植物的安全性评价提供了参考依据。但值

得注意的是, 目前这方面研究报道中所用 Bt毒素多

是从 Bt直接提取纯化的, 所研究的也多是单一土壤

成分与 Bt毒素的结合,尚未涉及不同类型土壤与 Bt

蛋白的结合情况。为此,本研究从转 cry1Ab基因高

粱中直接提取 Cry1Ab蛋白,比较和分析了 6种浙江

省常见水稻土壤及其理化性质对 Cry1Ab 蛋白结合

的影响, 以期为合理评价 Bt蛋白在土壤中的环境行

为提供理论依据。

1 材料与方法

1 1 转 cry1Ab基因高粱与 Cry1Ab蛋白提取

用于提取 Cry1Ab蛋白的转 cry1Ab基因高粱系

采用农杆菌介导恢复系 115培育而成, 目前已进入

中间试验阶段(农基安办字 2003 T005、农基安办字

2004 T106)。收集 2003年春种于浙江大学华家池校

区现代农业示范中心的转 cry1Ab 基因高粱叶片和

茎秆,在液氮中研磨成粉状, 加入 Bt蛋白提取液(成

分与试剂盒提供的相同) 4  下提取 3 h, 浓缩纯化

后置- 70  冰箱保存、备用。
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1 2 供试土壤与理化性质测定

本实验所用土壤由浙江大学环境与资源学院提

供,分别为红砂土、灰化土、红泥土、青紫泥田、黄筋泥

及黄松田,按常规方法测定土壤的基本性质[ 17] ,见表1。

表 1 6 种土壤的理化性质

Table 1 Physical and chemical properties of 6 types of soils used in the experiment

土壤发生分类

Soil genet ic classif ication

土壤系统分类

Soil taxonomy

有机质

OM( g kg- 1)

阳离子交

换量

CEC( cmol

kg- 1)

砂粒

Sand ( % )

粉粒

Silt ( % )

粘粒

Clay ( % )
pH

全氮

Total N

( g kg- 1)

有效磷

Available

phosphorus

( g g- 1)

速效钾

Available

potassium

( g g- 1)

红砂土

Paddy soil derived from

red sandstone

红色正常新成土

Rougi Orthic

Primosols

13. 21 5. 90 71. 82 10. 50 18. 68 5. 23 0. 62 0. 33 11. 01

灰化土

Typic podzolic soil

简育正常灰土

Hapli Orthic

Spodosols

21. 61 14. 94 16. 10 58. 60 25. 30 7. 60 1. 13 0. 21 40. 02

红泥土

Paddy soil from red clay

铝质湿润淋溶土

Ali Udic Argosols
24. 42 7. 51 21. 94 22. 48 55. 58 6. 92 1. 30 4. 31 11. 09

青紫泥田

Blue purple clay soil

铁渗水耕人为土

Fe leachi Stagnic

Anthrosols

24. 14 17. 18 14. 60 29. 28 56. 12 6. 81 1. 93 2. 10 76. 13

黄筋泥

Paddy soil from

quaternary red clay

简育湿润富铁土

Hapli Udic

Ferrosols

18. 32 6. 13 19. 00 50. 20 30. 80 5. 84 0. 90 4. 13 13. 21

黄松田

Yellow loamy paddy soil

简育水耕人为土

Hapl i Stagnic

Anthrosols

19. 20 9. 30 16. 18 62. 24 21. 58 5. 68 2. 29 2. 40 92. 04

1 3 不同土壤对 Cry1Ab蛋白吸附及解吸的测定

参考 Crecchio 等报道的方法[ 9] , 并有所改动, 具

体如下:土壤自然风干后过筛( 100目) , 不同类型土

壤各称 0. 1 g 于 5 ml 离心管中, 添加不同浓度 C0

( 750 ng ml
- 1
, 600 ng ml

- 1
, 450 ng ml

- 1
, 300 ng ml

- 1
,

150 ng ml- 1) Cry1Ab 蛋白溶液各 4 ml, 摇匀后振荡

培养 24 h( 恒温 25 ! 1  , 150 r min- 1) , 达到吸附

平衡后, 12 000 r min- 1离心, 取出上清液, 记录倾

出上清液体积 V1, 并测定其中的 Cry1Ab 蛋白的

浓度为 C1, 加入 Cry1Ab 蛋白量与此上清液中测

定量的差值即土壤吸附的 Cry1Ab蛋白量 ,用吸附

量来衡量土壤对 Cry1Ab蛋白的吸附能力 ,吸附量

以每克土壤吸附 Cry1Ab 蛋白的量 ( g g
- 1

) 来表

示,即吸附量= { ( C0- C1 ) 4} / 0. 1; 在上一系列

步骤中倾出上清液后的离心管里加入双蒸水至原

来体积 4 ml, 摇匀后振荡培养 24 h(恒温 25 ! 1  ,

150 r min
- 1
) , 达到平衡后, 12 000 r min

- 1
离心, 测

得上清液中 Cry1Ab 蛋白浓度为 C2, 以每克土壤被

解吸的 Cry1Ab 蛋白量来表示解吸量 ( g g- 1 ) , 即

解吸量= { C2 4- C1 ( 4- V1 ) } / 0. 1。测定时 3

个平行样, 并对结果进行统计分析。

1 4 Cry1Ab蛋白的测定

将 100 l待测样品液加入到已包埋抗体的 96

孔板中, 同时加入不同浓度 ( 0、0 5 ng ml- 1、

2 5 ng ml- 1、5 0 ng ml- 1)的 Cry1Ab蛋白标准溶液,

按 Cry1Ab/ Cry1Ac板式试剂盒(美国 ENVIROLOGIX

公司 ) 提供的方法进行测定, 最后根据酶标仪

( SpactronMax190, 德国)在波长为 450nm 下的 OD读

数, 参照标准曲线和稀释倍数计算出待测样品的

Cry1Ab蛋白量。

1 5 数据处理

对各处理的 3个平行样数据进行加权平均, 然
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后利用Excel进行方差分析。

2 结果与分析

2 1 不同土壤类型对 Cry1Ab蛋白的吸附与解吸

不同类型土壤对 Cry1Ab蛋白的吸附能力不同,

结果见表2。以红泥土对Cry1Ab蛋白的吸附能力最

强, 达到 5 22 g g- 1, 占添加 Cry1Ab 蛋白的

25 33%,其他由高到低依次是灰化土、青紫泥田、黄

筋泥、黄松田和红砂土, 分别占加入 Cry1Ab 蛋白量

的 21 36%、21 13%、13 85%、28 17% 和 15 91%。

统计测验的结果表明, 红泥土的吸附量显著大于红

砂土、黄松田和黄筋泥,但未达到极显著水平, 而其

他各土壤之间均未达到显著水平。

6种不同类型土壤中 Cry1Ab蛋白的解吸量也

有很大差别, 灰化土被解吸出来的 Cry1Ab蛋白最

多,为 0 048 g g- 1, 黄松田被解吸的最小, 只有

0 011 g g- 1,其他依次为青紫泥田、红砂土、黄筋泥

和红泥土。但从上述 6种土壤解吸出的 Cry1Ab 蛋

白总量来看, 分别占吸附总量的 1 99%、2 23%、

1 37%、1 66%、0 35%和 0 98%, 所占比例很小, 说

明绝大多数 Cry1Ab蛋白被土壤吸附后,能与土壤结

合而不易再∀释放#。统计分析显示, 6 种不同土壤

被解吸出的 Cry1Ab蛋白的量差异大都达到显著水

平; 除青紫泥田外,灰化土与其余 4种土壤间的差异

均达到极显著水平,红泥土与红砂土、灰化土和青紫

泥田间也均达到极显著差异。

表 2 不同类型土壤中 Cry1Ab蛋白的吸附及解吸

Table 2 Adsorption and desorption of Cry1Ab protein in different types of soils

土壤类型

Types of soils

吸附量

Amount of adsorption

( g g- 1)

解吸量

Amount of desorpt ion

( g g- 1)

红砂土

Paddy soil derived from red sandstone
2. 76(15. 91% 1) ) a3) 0. 028( 1. 66% 2) )bBC

黄松田

Yellow Loamy paddy soil
2. 79(28. 17% ) a 0. 011( 0. 35% ) adAB

黄筋泥

Paddy soil from quaternary red clay
2. 90(13. 85% ) a 0. 026( 1. 37% ) bdAC

青紫泥田

Blue purple clay soil
4. 05(21. 13% ) ab 0. 039( 1. 99% ) cBD

灰化土

Typic podzolic soil
4. 16(21. 36% ) ab 0. 048( 2. 23% ) cD

红泥土

Paddy soil from clay red soil
5. 22(25. 33% ) b 0. 016( 0. 98% ) aA

注: 1)占加入 Cry1Ab蛋白量的百分数 ; 2) 表示占吸附总量的百分数; 3) 小写和大写字母分别表示差异显著性水平为 0. 05 和 0. 01

Note: 1) Percentage of Cry1Ab adsorbed against Cry1Ab added; 2) Percentage of Cry1Ab desorbed against Cry1Ab adsorbed; 3) Lowercase and uppercase let

ters represent significant diff erence at the levels of 0. 05 and 0. 01, respectively

2 2 添加 Cry1Ab蛋白溶液的浓度对吸附和解吸的

影响

添加 Cry1Ab蛋白溶液的浓度对吸附和解吸具

有明显的影响, 结果见表 3。Cry1Ab 蛋白溶液浓度

为750 ng ml
- 1
时,土壤对 Cry1Ab蛋白的吸附量最大

为5. 30 g g- 1,占加入Cry1Ab蛋白总量的 17 89% ,

450 ng ml
- 1
浓度下的吸附量为最小, 吸附量为 1 54

g g- 1,占加入 Cry1Ab总蛋白的 10 62%, 其余按添

加Cry1Ab蛋白浓度大小顺序依次占加入总 Cry1Ab

蛋白的 22. 74%、14. 67% 和 34 50%。经统计分析

后, 在 750 ng ml- 1与 600 ng ml- 1浓度时被吸附量无

显著差异, 但极显著高于浓度为 450 ng ml
- 1
、300

ng ml
- 1
、150 ng ml

- 1
时的被吸附量。

土壤解吸 Cry1Ab蛋白的量随着加入 Cry1Ab 蛋

白溶液浓度的增加而增加,其中浓度为 750 ng ml- 1

时土壤中 Cry1Ab 蛋白被解吸的量最大为 0 048

g g
- 1
, 占吸附总蛋白的 1. 21% ,浓度为 150 ng ml

- 1

时解吸量最小为 0. 010 g g
- 1
, 占吸附总蛋白的

0 61% ,前者是后者的 4. 8倍;其余按加入浓度大小

依次占吸附总蛋白的 1. 67%、3. 02%和 1 72% , 可
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见解吸出来的 Cry1Ab蛋白均较少。统计分析结果

表明,各处理浓度间解吸量差异均达到显著水平, 且

750 ng ml
- 1
、600 ng ml

- 1
浓度下的解吸量极显著高

于其他浓度, 150 ng ml- 1浓度下解吸量与其他各浓

度均有极显著差异。

进一步对 Cry1Ab 蛋白浓度与土壤吸附量和解

吸量的相关性进行了分析, 吸附量和解吸量都与

Cry1Ab蛋白溶液的浓度呈正相关, 相关系数为 0 86

和 0. 99, 分别达到显著水平和极显著水平。因此,

Cry1Ab蛋白溶液的浓度是影响土壤吸附、解吸

Cry1Ab蛋白的重要因素,且对土壤解吸 Cry1Ab蛋白

影响更大。

表 3 不同浓度下 Cry1Ab蛋白的吸附及解吸

Table 3 Adsorption and desorption of Cry1Ab protein in relation to

concentrat ion of Cry1Ab

添加 Bt蛋白浓度

Concentration of Cry1Ab

(ng ml- 1)

吸附量

Amount of adsorption

( g g- 1)

解吸量

Amount of desorption

( g g- 1)

750 5. 30( 17. 89% 1) ) aA 3) 0. 048( 1. 21% 2) ) aA

600 4. 20( 22. 74% ) abAB 0. 035( 1. 67% ) bA

450 1. 54( 10. 62% ) bB 0. 027( 3. 02% ) cB

300 1. 69( 14. 67% ) bB 0. 018( 1. 72% ) dB

150 1. 86( 34. 50% ) bB 0. 010( 0. 61% ) eC

注: 1)占加入Cry1Ab蛋白量的百分数; 2)表示占吸附总量的百

分数; 3)小写和大写字母分别表示差异显著性水平为 0. 05 和 0. 01

Note: 1) Percentage of Cry1Ab adsorbed against Cry1Ab added; 2) Percent

age of Cry1Ab desorbed against Cry1Ab adsorbed; 3) Lowercase and upper

case letters represent significant difference at the levels of 0. 05 and 0. 01,

respectively

2 3 土壤理化性质对吸附与解吸的影响

土壤理化性质也影响着不同土壤对 Cry1Ab蛋

白的吸附与解吸,结果见表 4。土壤对 Cry1Ab 蛋白

的吸附作用与土壤有机质、粘粒、土壤 pH 值呈正相

关,相关系数分别为 0. 83、0. 77和 0. 82,其中吸附量

与有机质和土壤 pH 值均达到显著相关, 说明有机

质含量高、土壤酸碱度为中性或偏碱性的土壤吸附

Cry1Ab蛋白的能力越强;土壤颗粒成分中的粘粒含

量越高也越有利于 Cry1Ab 蛋白的吸附。土壤中

Cry1Ab蛋白的解吸量与土壤阳离子交换量有一定

正相关,但未达到显著水平。另外, 土壤全氮、有效

磷含量与土壤吸附 Cry1Ab蛋白呈正相关,而土壤全

氮、有效磷和速效钾的含量与解吸都呈负相关,可以

推知,土壤中N、P、K含量越高可能越有利于土壤吸

附Cry1Ab蛋白而不利于解吸。综上所述, 土壤吸

附、解吸 Cry1Ab蛋白是土壤各理化性质共同作用的

结果, 其中以土壤有机质含量和土壤酸碱度对

Cry1Ab蛋白的吸附与解吸影响最大。

表 4 土壤的理化性质与吸附、解吸的相关性分析

Table 4 Analysis of correlation between soil propert ies and

Cry1Ab adsorpt ion/ desorption

土壤理化性质

Physical and chemical

propert ies of soils

相关系数

Correlation coeff icient

吸附量

Amount of adsorption

解吸量

Amount of desorpt ion

有机质 OM 0.83* 0. 14

阳离子交换量 CEC 0. 36 0. 69

砂粒 Sand - 0. 39 - 0. 06

粉粒 Powder - 0. 22 0. 05

粘粒 Clay 0. 77 0. 02

pH 值 pH of soils 0. 82* 0. 57

全氮 Total N 0. 05 - 0. 31

有效磷 Readily available P 0. 26 - 0. 6

速效钾 Readily available K - 0. 17 - 0. 03

注: * 表示差异显著性水平为 0. 05 Note: * represents significant

diff erence at the level of 0. 05

3 讨 论

Venkateswerlu等报道[ 13]从 Bt提取的毒素能快

速被土壤吸附并紧紧地结合; Tapp等报道[ 10]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790 g mg
- 1
和280 g mg

- 1
,分别占加入毒素量

的 38%和 13. 5%。这些结果说明土壤颗粒如粘土

矿物、腐质酸、有机矿物聚合体等可吸附 Bt毒素, 但

不同成分的吸附能力不同。本研究结果表明不同类

型的土壤对 Bt蛋白的吸附量与被解吸 Bt蛋白的量

有明显的差异,而这种差异与其组成和理化性质相

关联。Stotzky 等报道[ 11, 12] , Bt 毒素浓度一定时, 吸

附量与腐质酸含量成正比;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。Saxena 等

报道[ 18] Bt蛋白与土壤结合的量随着土壤粘粒含量

的增加而增加,Aronson等报道
[ 14]
土壤 pH 值对其吸

附 Bt毒素也有明显的影响。本研究发现有机质含

量和 pH 值与土壤吸附 Bt蛋白的能力呈显著正相

关, 土壤粘粒含量也对其有较大影响, 与以上这些报

道的结论是一致的。
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Crecchio等研究发现
[ 9]

,添加的 Bt蛋白中 70%

左右在1h内被吸附, 8h内达到最大吸附量, 而更长

时间的接触对吸附总量影响不大, 而被吸附的 Bt蛋

白相当稳定, 且 SDS PAGE 测定结果显示被解吸出

来的 Bt蛋白结构和大小并没有因为与土壤结合而

有显著的改变, 与自由态 Bt蛋白相同。因此本实验

设计培养时间为 24 h, 使样品充分吸附或解吸后达

到平衡,实验反映的是系统达到平衡状态后土壤对

Cry1Ab蛋白的最大吸附量和最大解吸量。实验结

果发现从不同类型土壤中解吸的 Cry1Ab 蛋白量大

多都在结合 Cry1Ab蛋白的 2%以下, 这也进一步说

明了 Cry1Ab蛋白与土壤颗粒的结合是紧密的, 不易

再解吸,这将可能导致土壤 Cry1Ab 蛋白的积累。土

壤中的 Cry1Ab蛋白存在的量取决于其积累和降解

的速率,因此,对种植转 Bt基因作物释放 Bt毒素的

土壤环境行为需要进行长期的定位检测与研究,才

能做出客观、合理的评价。

在目前有关 Bt 蛋白与土壤结合及其行为的研

究报道中,所采用的 Bt蛋白多是从 Bt直接提取和

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 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; 另一方

面,土壤是一种复杂的混合物,而研究者大多采用土

壤有机质或矿物质等为实验材料,考虑因素较为简

单。在本研究中所用的 Bt 蛋白是从种植于田间的

转基因高粱中提取的, 而且研究的对象是不同类型

土壤, 因此,与以往类似的研究报道相比, 本研究的

结果更能全面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, 将为合理评价

转 Bt基因植物的安全性提供更有力的依据。
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ADSORPTION/ DESORPTION OF CRY1AB CRYSTAL PROTEIN IN DIFFERENT SOILS

Yao Yanling Cui Hairui Lu Meizhen Jin Jiqiang

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

Abstract Adsorption/ desorption of Cry1Ab crystal protein extracted from cry 1Ab transgenic sorghum in six types of soils

were determined, and effects of concentration of Cry1Ab protein in the solution and physical and chemical property of 6 types of

soils on adsorption/ desorpt ion of the protein were studied. Results show that adsorption and desorption of Cry1Ab protein in the

6 soils were obviously different. Paddy soil from red clay was the highest in Cry1Ab adsorption, and followed by typic podzolic

soil, blue purple clay soil, paddy soil from quaternary red clay, yellow loamy paddy soil and paddy soil derived from red sand

stone in a decreasing order, while typic podzolic soil was found the highest in Cry1Ab desorption and followed by blue purple clay

soil, paddy soil derived from red sandstone, paddy soil from quaternary red clay, paddy soil from red clay and yellow loamy pad

dy soil. A significant positive correlation was found between the concentration of Cry1Ab in the solut ion added and the adsorption

or desorption of the protein by the soils, with coefficients being 0. 86 and 0. 99, respectively. Effects of organic matter content

and pH of the soil on adsorption were posit ive and significant, with coefficients being 0. 83 and 0. 82, respectively. The correla

tion between the adsorption and the content of total nitrogen or readily available phosphorus was positive, while it was negative

between the desorption and the content of total nitrogen, readily available phosphorus or readily available potash. Consequently

the adsorption and desorpt ion of Cry1Ab in the soils were controlled jointly by concentration of Cry1Ab protein and physical and

chemical propert ies of the soil.

Key words Cry1Ab crystal protein; Soil type; Adsorption; Desorption
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