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ａａｄＡ叶绿体转化烟草对根际微土壤生物的影响
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摘　要：为研究叶绿体转基因烟草对土壤根际微生物的影响，以ａａｄＡ叶绿体转基因烟草和对照烟草为实验
材料，对苗期、花期、成熟期烟草根际细菌、放线菌及真菌的菌落数进行统计，利用 Ｂｉｏｌｏｇ法分析微生物群落
功能多样性．结果表明：在相同生育期，ａａｄＡ叶绿体转基因烟草与对照烟草相比，根际土壤细菌、放线菌及真
菌数量均无显著差异；根际土壤微生物群落的代谢相似，转基因烟草对微生物群落功能的影响不显著．ａａｄＡ
叶绿体转基因烟草没有对土壤微生物数量和功能多样性产生显著的影响．
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　　目前，转基因植物风险评估［１－２］主要集中在

转基因植物与近缘物种的基因转移［３］、目标害虫

的抗性［４］，以及对非目标生物的多样性和生态系

统的影响［１，２，５］．土壤是生态系统中物质循环和能
量转化过程的重要场所，而土壤生物多样性与活

性是该系统保持健康稳定的基础［６］．转基因作物
根系分泌物的释放有可能引起微生物多样性和结

构的改变，所以，转基因作物对土壤生态环境、土

壤微生物群落结构和多样性的改变是转基因作物

生态评价中重要的内容［７］．到目前为止，研究主
要集中在核转基因植物对土壤微生物的影响，而

叶绿体转基因植物对土壤微生物影响的报道很

少．由于叶绿体基因组的拷贝数高，叶绿体转基因
植物的外源基因表达量非常大，可达核转基因植

物的几十倍、甚至几百倍．大量的外源基因表达产
物进入土壤，可能使土壤微生物群落结构发生变



化，最终导致生态系统功能的改变．因此，评价叶
绿体转基因植物对土壤微生物群落的影响具有重

要的生态学意义．
本研究以ａａｄＡ基因叶绿体转化烟草为材料，

利用微生物稀释平板法和 Ｂｉｏｌｏｇ检测，比较 ａａｄＡ
基因叶绿体转化烟草与对照烟草在苗期、花期和成

熟期土壤微生物群落和功能的变化，为评价叶绿体

转基因烟草对土壤生态系统的影响提供依据．

１　试　验
１１　植物材料及种植

叶绿体转基因烟草（转ａａｄＡ基因，ＴＡ）及对
照烟草（ＷＴ）由本实验室提供．田间种植采用完
全随机区组，３个重复，转基因烟草和非转基因
烟草相间种植．
１２　土壤采集

分别在烟草的苗期、花期、成熟期随机抽取大

田种植的烟草，采用抖落法取根系表层１～２ｍｍ
土壤［８］，每次每个重复取３株烟草并将其根际土
壤混合，过２ｍｍ土壤筛备用．
１３　微生物数量测定

采用平板稀释分离培养法．土壤微生物数量
分细菌、真菌和放线菌３大类群测定，采用平板稀
释法统计数量．细菌用牛肉膏蛋白胨培养基培养；
真菌用孟加拉红培养基培养；放线菌用高氏一号

培养基培养［９］．
１４　Ｂｉｏｌｏｇ分析

称取５ｇ土壤加入到装有 ４５ｍＬ灭菌 ＮａＣｌ
溶液的三角瓶中（浓度为０１４５ｍｏｌ／Ｌ），然后在
旋转振荡器上震荡３０ｍｉｎ摇匀．土壤溶液依次稀
释至 １０－３，向 ＢｉｏｌｏｇＥｃｏＰｌａｔｅ（美国 ＢＩＯＬＯＧ公
司）上每孔加入１５０μＬ土壤稀释液，然后在室温
条件下（２８℃）将微孔板放在保湿容器中避光培
养，每隔２４ｈ用酶标仪读取在５９０ｎｍ（颜色＋浊
度）和７５０ｎｍ（浊度）波长的数值．

单孔平均光密度值计算按照 Ｇａｒｌａｎｄ和 Ｍｉｌｌｓ
的方法［１０］，即每孔平均吸光度变化率 ＲＡＷＣＤ
（５９０～７５０ｎｍ）＝Σ（Ｃ５９０～７５０）／３１，其中 ３１为
ＢｉｏｌｏｇＥｃｏＰｌａｔｅ上供试碳源的种类数．

采用培养９６ｈ的数据计算微生物群落的多样
性指数［１１］．Ｓｈａｎｎｏｎ指数Ｈ′用于评估丰富度，Ｈ′＝
－Σ（Ｐｉ×ｌｎＰｉ）Ｅ＝Ｈ′／ｌｎｓ，其中Ｐｉ为第ｉ孔的相
对吸光值与整个平板相对吸光值总和的比率，ｓ为颜
色变化孔的数目；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数Ｄ是用于评估常见种
优势度的指数，Ｄ＝１－Σ（Ｐｉ×Ｐｉ），其中Ｐｉ为第ｉ孔
的相对吸光值与整个平板相对吸光值总和的比率；

Ｍｃｉｎｔｏｓｈ指数Ｕ是基于群落物种多维空间距离的多

样性指数，为一致性的量度，Ｕ＝ （ｎｉ×ｎｉ槡 ），其

中ｎｉ为第ｉ孔的相对吸光值．
１５　数据分析

所有数据均用 Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ１６０软件进行
数据分析处理和差异统计学意义分析（Ｐ＜００５
差异有统计学意义）．同列数据后具有相同字母
者，表示在００５水平上差异无统计学意义．ＲＡＷＣＤ
折线图采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ２０００软件，ＰＣＡ图由
ＭＡＴＬＡＢ软件做出．

２　结果与分析
２１　ａａｄＡ叶绿体转基因烟草对根际土壤微生物

数量的影响

对苗期、花期、成熟期土壤中微生物数量进行

统计（表１）．结果表明，在各个生育期内，细菌数
量苗期最小，花期最大，成熟期有所降低；放线菌、

真菌数量苗期最低，花期增加，成熟期最大．所有
在３个不同时期的ＷＴ根际微生物的数量均略高
于ＴＡ根际的微生物数量，这一趋势很明显，但都
没有达到差异有统计学意义水平．说明在试验期
间ａａｄＡ叶绿体转化烟草的种植对各个时期的根
际土壤微生物数量没有影响．

表１　烟草根际微生物数量分析

品系
细菌／１０８

苗期 花期 成熟期

放线菌／１０７

苗期 花期 成熟期

真菌／１０５

苗期 花期 成熟期

ＴＡ ０９８±０１９ａ ２５３±０２３ａ １４７±０２１ａ ０８２±０２４ａ １４１±００９ａ ２４２±０５０ａ ０６８±０１３ａ １１０±０２１ａ ２２２±０３４ａ
ＷＴ １１９±０３９ａ ２７２±０２０ａ １６１±０２６ａ ０９０±０１０ａ １４９±０１４ａ ２９８±０１３ａ ０７０±０２１ａ １１４±０１５ａ ２２４±０５８ａ

　ａ表示同列数据比较差异无统计学意义．

２２　ａａｄＡ叶绿体转基因烟草对根际土壤微生物
活性的影响

对苗期、花期、成熟期ａａｄＡ叶绿体转基因烟草
土壤微生物进行Ｂｉｏｌｏｇ分析（图１）．结果表明，各
个时期内ａａｄＡ叶绿体转化烟草根际土壤微生物群

落的ＲＡＷＣＤ变化曲线与野生型烟草根际土壤的
ＲＡＷＣＤ变化曲线接近吻合．说明在试验期间ａａｄＡ叶
绿体转化烟草对土壤微生物的整体活性影响很小，

转基因烟草根际土壤中的微生物群落对微平板上

碳底物利用的能力和对照土壤差异无统计学意义．
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图１　不同生育期烟草根际土壤微生物
ＲＡＷＣＤ随时间的变化

２３　土壤微生物群落功能多样性分析
进一步对不同生育期烟草土壤细菌群落 Ｂｉ

ｏｌｏｇＥｃｏＰｌａｔｅ底物碳源代谢主成分进行了分析（图
２）．结果表明，ａａｄＡ叶绿体转基因烟草和对照烟草
在苗期、花期和成熟期主成分都有交集，说明在这

３个时期转基因与非转基因烟草根际土壤细菌群
落对底物碳源的代谢特征差异无统计学意义．
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图２　不同生育期烟草土壤微生物群落碳源
利用的主成分分析

　　对苗期、花期、成熟期３个时期两种土壤微生
物功能多样性进行了分析（表 ２）．结果表明，
ａａｄＡ叶绿体转化烟草和野生型烟草根际微生物
种群在 Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、Ｍｃｉｎｔｏｓｈ指
数和Ｓｈａｎｎｏｎ均匀度方面差异无统计学意义．说
明在试验期间ａａｄＡ叶绿体转化烟草的种植对根
际土壤微生物功能多样性没有影响．

表２　根际微生物群落多样性指数分析

样品 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ均匀度 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｍｃｉｎｔｏｓｈ指数

苗 期
ＴＡ
ＷＴ

３０８９±００８８
３１４７±００２３

０８９９±００２６
０９１６±０００６

０９５０±０００４
０９５４±０００２

０２２３±００１０
０２１４±０００４

花期
ＴＡ
ＷＴ

３２３５±００３０
３１１９±０１５７

０９４２±０００９
０９０８±００４６

０９５９±０００１
０９５１±０００９

０２０４±０００２
０２２１±００２１

成熟期
ＴＡ
ＷＴ

３００１±０１０２
２８５０±００８４

０８７４±００３０
０８３０±００２５

０９２４±００１５
０９３３±０００５

０２７４±００２６
０２５８±０００９

３　讨　论
自转基因作物商业化种植以来，其对环境的

影响一直备受关注．现已知多种作物的多个转基
因品系及其残体可以改变作物土壤微生物群体的

组成，但这些改变也同时受田间土壤性质、季节变

化和评估方法等的影响［１２］．Ｙｕｄｉｎａ等［１３］发现 ４
种不同转Ｂｔ基因棉花促使了土壤中细菌和真菌
数量发生短暂性的显著增加．Ｄｕｎｆｉｅｌｄ和 Ｇｅｒｎｕ
ｄａ［１４］研究了在加拿大的４个不同田块连续两年
种植４种转抗除草剂基因的油菜和４种常规油菜
品种对根际微生物多样性的影响．结果表明，转基
因油菜品种细菌群落与常规品种有差异．转基因
油菜的根际微生物群落在一些脂肪酸上显著偏

高，表明其微生物群落组成发生了变化．近年来，
国内学者也陆续报道了转基因植物对土壤微生物

的影响的研究成果．王洪兴等［１５］的研究表明，土

壤中施入转Ｂｔ基因稻秆后细菌数量显著低于施
入非转基因稻秆后土壤中的细菌数量，但对于真

菌结果正好相反，放线菌数量变化差异无统计学

意义．沈法富等［７］在大田栽培条件下，连续两年

测定棉花不同发育时期转 Ｂｔ基因抗虫棉 ＧＫ１２
和对照品种泗棉三号之间对土壤微生物的影响，

结果表明，转基因抗虫棉根际微生物和细菌生理

群的数量发生了变化，且根际细菌生理群分布的

均匀度下降．袁红旭等［１６］对转几丁质酶和葡聚糖

酶双价抗真菌基因水稻种植后的根际土壤微生物

群落进行了分析．结果表明，转基因水稻根际土壤
中真菌和细菌数量明显少于非转基因对照，与常

规水稻品种数量接近．陈敏等［１７］的研究结果显

示，转Ｂｔ水稻根际土壤的细菌生理类群无论在数
量或是结构组成上均明显不同于常规水稻．李本
金等［１８］通过温室模拟试验，评估了抗真菌转基因

水稻对根际土壤细菌、放线菌、真菌数量的影响．
结果表明，在水稻整个生长发育过程中，供试转基

因水稻根际土壤细菌、放线菌、真菌数量与相应非

转基因水稻相比差异无统计学意义．本研究以
ａａｄＡ叶绿体转基因烟草和非转基因对照烟草为
材料，分别于苗期、花期、成熟期对种植在大田中

的ａａｄＡ叶绿体转基因烟草与对照烟草根际土壤
可培养的微生物进行了分析．结果表明，所有在３
个不同时期的ＷＴ根际微生物的数量均要略高于
ＴＡ根际的微生物数量，但都没有达到差异统计学
意义水平，说明在试验期间 ａａｄＡ叶绿体转基因
与对照植株根际土壤微生物在数量上差异无统计

学意义．

·３４１·第４期 郭长虹，等：ａａｄＡ叶绿体转化烟草对根际微土壤生物的影响



微生物功能多样性信息对于明确不同环境中

微生物群落的作用具有重要意义．以 Ｂｉｏｌｏｇ微孔
板碳源利用为基础的定量分析为描述微生物群落

功能多样性提供了一种更为简单、快速的方法，并

广泛应用于评价土壤微生物群落的功能多样

性［１９－２１］．Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ等［２２］利用 Ｂｉｏｌｏｇ法研究表明，
转凝集素基因马铃薯对根际微生物群落功能多样

性没有产生影响．阮妙鸿等［２３］利用 Ｂｉｏｌｏｇ结合微
生物的平板培养研究了转 ＳｃＭＶＣＰ基因甘蔗对
根际土壤微生物的影响．结果表明，转基因甘蔗对
土壤微生物的数量和均匀度有一定影响，但对其

活性和多样性则影响不明显．本研究利用 Ｂｉｏｌｏｇ
技术分析了ａａｄＡ叶绿体转基因烟草的种植对根
际土壤微生物群落功能多样性的影响．结果表明，
在３个不同时期 ａａｄＡ叶绿体转基因烟草与对照
烟草根际土壤微生物在ＲＡＷＣＤ变化曲线、主成分、
微生物群落指数等方面均有一定差异，但差异均

没有达到统计学意义水平．说明在试验期间ａａｄＡ
叶绿体转基因烟草的种植对根际微生物群落功能

多样性没有影响．
本研究首次在大田条件下研究了不同生育期

ａａｄＡ叶绿体转基因烟草对土壤微生物数量和功
能多样性的影响．今后，还将对不同基因型的叶绿
体转基因烟草采用更多的方法（如 ＤＧＧＥ），进行
更长时间的跟踪，从而更加全面、客观地评价叶绿

体转基因植物对土壤微生物群落的影响．
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