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Bt水稻CrylAb杀虫蛋白表达的时间动态
          及其在水稻土中的降解

白耀宇‘，2，蒋明星‘，程家安“
(1。浙江大学应用昆虫学研究所，杭州 310029; 2，西南农业大学植物保护学院，

重庆市昆虫学与害虫控制工程重点实验室，重庆 400716)

摘要:采用ELISA技术检测了Bt水稻克螟稻1号(KMD1)和克螟稻2号(KMD2)不同生育期茎和叶片中CrylAb基因的表达

水平，以及植株组织(茎和叶片)室内埋于不同稻田土壤中其CrylAb杀虫蛋白的降解动态。结果表明，不论是KMDI还是

KMD2，茎和叶片中。rylAb基因的表达量为3.7-9. 1Kg/g鲜重，均以拔节期和孕穗期相对较低，灌浆初期显著升高，黄熟期又

明显下降(但仍然维持在较高的表达量)a KMDI茎和叶片中CrylAb蛋白在3种水稻土即青紫泥田、黄松田和黄筋泥田中的降

解，均以前期(处理后12d内)较快，但中后期明显较慢;处理后42d，这两种组织中的CrylAb残留量均稳定在}1g级水平，分别

仅有0. 20-0. 85fig/g干重和0. 35-1. 81lg/g干重。KMDI茎和叶片中CrylAb蛋白降解动态与土壤类型密切相关，青紫泥田

中降解最快，黄筋泥田中次之，黄松田中最慢。淹水可加快土壤中茎和叶的腐解，从而促进其中CrylAb蛋白的降解。KMD2粉

碎叶中CrylAb蛋白在有菌水稻土中的降解快于无菌土中，表明土壤微生物存在可加快CrylAb蛋白的降解。在各种土壤淹水

与非淹水、灭菌与非灭菌处理条件下的CrylAb蛋白降解过程均可用指数方程进行拟合，算得其消减半衰期为2-2-11-6d不

等。讨论了土壤类型、淹水等影响CrylAb蛋白降解的可能机制，认为土壤微生物是其中起关键作用的一个因子。
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Temporal expression patterns of CrylAb insecticidal protein in Bt rice plants

and its degradation in paddy soils
BAI Yao-Yu''Z，JIANG Ming-Xing'，CHENG Jia-An'‘(1. Institute of Applied Entomology, Zhejiang University, Hangzhou
310029, China; 2. Plant Protection College, Southwest Agricultural University, Chongqing Key Laboratory of Entomology&Insect Control

Engineering, Chongqing 400716, China). Acta Ecologica Sinica,2005,25(7):1553-1590.

Abstract, Bt (Bacillus thuringiensis) toxins produced in insect-resistant transgenic Bt crops can enter soils in the forms of plant

residues，root exudates and pollens，posing potential risks to beneficial organisms in the soil. Active Bt toxins may be bound to

certain types of soil and persist there for a long period of time. In the present study, seasonal expression patterns of Bt crylAb

in plant tissues of Bt rice were observed，and then by burying the plant tissues highly expressing CrylAb into

degradation

degradation，

patterns of CrylAb in different types of soils，as well as the effects of flooding and microorganisms

soils，

on its

were determined. Thirty-day-old plants of transgenic rice lines，KMD1 and KMD2，and their parent non-

transgenic cv. Xiushui 11 (japonica rice)，were transplanted in a greenhouse of Huajiachi campus of Zhejiang University in mid-

May. At jointing, booting, early milking and maturing stages，stems and leaf blades of KMD1 and KMD2 were sampled
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separately and concentrations of CrylAb within them were determined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

technique. It was found that，during the jointing and maturing stages，CrylAb in the stems and leaf blades of KMD1 ranged

3.74一7.50 and 3.78~  9. 13pg/g fresh weight (FW )，respectively, and in those of KMD2 ranged 3.97一8. 29 and 4. 32一

8. 84Kg/g FW, respectively. For each KMD, the CrylAb concentration was low in both stems and leaf blades at the jointing as

well as booting stage (3. 7一4. 9pg/g FW )，but it significantly increased at early milking stage, reaching 7. 5一9. Ipg/g FW.

The toxins decreased obviously during maturing stage，while it still reached a level as high as 5. 7-7. 8pg/g FW.

    Three types of paddy soils，marine-fluvigenic yellow loamy paddy soil，pale paddy soil on quaternary red clay and blue

clayey paddy soil，which were obviously different in organic matter content，total humic carbon and clay content，were

collected from Hangzhou，Jinhua and Jiaxin of China, respectively. In the laboratory, each type of soils received three

treatments:(1) supplied with water to give 60%一8000 of water-holding capacity, and then buried with KMD1 stems and leaf

blades collected at early milking stage (highly expressing CrylAb)，(2) submerged in water after being buried with these

KMD1 tissues，and (3) sterilized and then mixed with lyophilized powders of KMD2 leaf blades. In each of these treatments，

the buried plant tissues or tissue-soil mixtures were sampled at 6-day intervals to determine the CrylAb residues using ELISA.

During the experiments，all soil-plant tissue systems were maintained in a climatically controlled chamber at 28士10C and 600o

-80% RH with darkness.

    The results revealed that, in each type of soils，the degradation of CrylAb in KMD1 stems

during the early stage，ca. 12d after treatment. Thereafter, however，the degradation slowed,

0.20~0.85pg/g and 0.35一1. 81pg/g CrylAb were retained per g of dry resides of

CrylAb degradation rate was found to be closely related to soil type，being the highest in

stem s

and leaf blades

and at 42d after

and leaf blades

blue clayey paddy soil，

was more rapid

treatment only

，respectively.

and the lowest

in marine-fluvigenic yellow loamy paddy soil. Flooding could accelerate the decomposition of plant tissues and thus enhance the

degradation of CrylAb. CrylAb in KMD2 leaf-blade powders degraded more rapidly in non-sterile soils than in sterile soils,

suggesting

degradation

that existence of microbesin soils had great positive effects on the CrylAb degradation. The pattern of CrylAb

in each of these experiments could be described by exponential equations，with the half-life period of degradation

being 2. 2-V 11. 6d.

microbes being the

The possible mechanisms of soil type and flooding affecting CrylAb degradation were discussed，with soil

words: Bt rice

primary factor responsible for degradation.

;CrylAb insecticidal proteins;expression; rice paddy soils;degradation

Bt作物大规模商品化种植的潜在生态风险是国内外学者关注的焦点〔1̂3]。土壤是生态系统中物质循环和能量转化的重要

。在大田种植过程中，Bt作物植株残体、根系分泌物和花粉等不断向土壤中释放Bt杀虫蛋白[4] ;Bt杀虫蛋白易被土壤中的

活性颗粒表面吸附而形成结合态，这种结合态能在土壤中持留较长时间且仍然有较强的杀虫活性，并能抵抗土壤微生物的降

解〔5-10]。因此，Bt作物的长期种植可能会使Bt杀虫蛋白在土壤生态系统中富集，从而影响土壤特异生物种群、功能类群以及土

壤生物多样性和土壤生态过程[[11,12]o  Bt作物对土壤生态系统的影响，已成为继向近缘物种的基因流、对非靶标生物的影响、靶

标害虫的抗性等问题之后的又一个热点问题E13-161

    Bt作物释放的Bt杀虫蛋白，尤其是秸秆分解释放的Bt杀虫蛋白在土壤中能否快速降解，是评价其环境风险大小的核心

问题[[17]。迄今，有关土壤中Bt杀虫蛋白持留和降解的研究，多以纯化的Bt杀虫蛋白或Bt棉花、Bt玉米等作物为试验材料，并

在早田土壤中进行[[7.17̂20]。这些研究表明，Bt作物释放的Bt杀虫蛋白在土壤中的降解与Bt外源基因、作物品种、土壤性质和环

境条件等多种因素有关。一般假设其降解符合一级化学动力学方程[[18,21]，但也有人提出了降解的经验模型[20]

    迄今，世界范围内已成功培育出了多个Bt水稻品种(系)，其中，浙江大学与加拿大握太华大学合作，在国际上率先用农杆

菌介导法成功培育的转Bt CrylAb基因水稻品种，对靶标害虫的控制效果明显，已于1998年通过我国农业部的批准进行环境

释放试验E22-241。作者以该Bt水稻为材料，采用美国EPA指定的标准ELISA定量试剂盒，研究了其植株茎叶中Bt蛋白表达的

时间动态，以及该Bt稻茎叶中Bt蛋白在水稻土中的降解动态，以期认识转Bt基因水稻植株残体中Bt杀虫蛋白在稻田土壤中

的残留风险及其与环境因子的关系。

1 材料和方法

L1供试水稻品种

    供试Bt水稻品种为浙江大学培育的“克螟稻”(简称KMD)系列品种，即克螟稻1号(KMD1)和克螟稻2号(KMD2)，均已

得到我国农业部批准进行环境释放。两者以晚粳品种秀水11(XS11)为亲本，通过农杆菌介导法获得，为转Bt基因梗稻纯合品
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系;均含Ubi启动子基因和crylAb基因，后代能稳定表达CrylAb杀虫蛋白，且表达量较高，在室内和田间条件下高抗二化螟、

三化螟和稻纵卷叶螟等8种鳞翅目害虫〔2a7 o KMDI,KMD2和XSl l种子经催芽后播种、生长至30日龄时((6月中旬)移栽于浙

江大学华家池校区网室内。

1.2 供试水稻土
    分别从浙江省3个地点即杭州、金华和嘉兴的水稻田。-15cm耕作层采集土壤，于室内参考中国土壤分类系统[25,261鉴定

其种类，确认3地所采水稻土分别为黄松田(普通简育水耕人为土)、黄筋泥田(普通铁聚水耕人为土)和青紫泥田(底潜铁渗水

耕人为土)。所采土壤经除杂后，避光置于室温下供试。取其中一小部分土壤，经风干、除杂、研碎、混匀并过2mm尼龙筛后，用

于测定土壤的理化性质，包括有机质含量、pH值、氮磷钾含量、

见表 1}

1. 3 Bt水稻茎叶中CrylAb杀虫蛋白表达的时间动态

    分别在KMDI,KMD2及其亲本对照XS11的拔节期(移

栽65d后)、孕穗期(移栽80d后)、灌浆初期(抽穗后1周)和黄

熟期(移栽120d后)，在各种植小区内随机取5个分靡，各品系

3小区内共取15个分粟。各分孽于室内作如下处理:剪下叶片

(不包括叶鞘)和茎秆这两个部分，并分别剪成短条，然后加液

氮迅速粉碎、过2mm筛，放人一80℃冰箱中。该处理中，设1

个分粟为1个重复，各品系分别获得15个叶片组织样品和15

个茎组织样品。测定各样品中CrylAb蛋白含量，每个样品重

复测定3次。结果换算为每克鲜重(Fresh weight，简称FW)组

织中的CrylAb蛋白含量，用pg/g表示。

1. 4  Bt水稻茎叶CrylAb蛋白在不同水稻土中的降解动态

1.4.1 淹水对CrylAb蛋白降解的影响 在KMD1及对照

XS11水稻灌浆初期(抽穗后1周)大量收集鲜嫩、无损伤的茎

秆和叶片。由于Bt水稻植株不同部位Bt蛋白的表达有差异，

为尽量减少实验误差，取样部位相对固定:茎为水稻由上(穗

部)往下数第2节，叶片为由上(旗叶)往下数第3张(不包括叶

鞘)。取适量所收集的组织材料，剪成短条后加液氮粉碎，然后

取适量粉碎后组织用于CrylAb蛋白含量测定。将所测得的

KMD1茎和叶片中CrylAb蛋白含量换算成每克干重(Dry

weight，简称DW)组织中含量，分别为29. 26tcg/g和16. 37[Lg/

g, CrylAb蛋白降解动态实验设土壤设淹水和非淹水两种处理。

阳离子交换量(CEC)、机械组成和腐殖质组分等[27.281，结果

表1  3种供试水稻土的理化性质

Table 1  Physical and chemical properties of the three paddy soils

used in the experiments

  指标
Indexes

  黄松田 黄筋泥田

  Marine-    Pale paddy 青紫泥田
  fluvigenic     soil on    Blue clayey

yellow loamy quaternary    paddy soil

  paddy soil  red clay

有机质Organic matter

content(%)

腐殖质全碳Humic total

carbon(%)

胡敏酸/富里酸
Humic acid/Fulvic acid

全氮Total N(%)

全磷Total P(%)

全钾Total K(%)

CEC (Cmol/kg)

pH值pH value

砂砾Sand content(%)

粗粉粒 Thick silt content

(%)

中细粉粒Thin silt content

(%)

粘粒Clay content(%)

2. 00 2.80         4.80

0.26 0.49         0. 68

0.53 0.36         0. 51

0.12

0.10

2. 22

10.00

7.49

26

0.16

0.08

1.44

9. 50

5. 51

14

26

0.22

0.06

2. 29

18.40

5. 84

20

38

22

50

26

0
凸

连
︸

    淹水处理的方法是，将所收集的KMD1和XSl l叶片剪成约8cm长的小段，然后将其随机埋入分别盛有上述3种水稻土

(厚度约15cm)的塑料盆(44cm X 32cm X 20cm)中;埋人位置距土表3-5cm，每只盆中共埋叶片40个，叶片间不相互重叠。然后

向盆内加水，完全淹没土壤，并在土表保留约2cm的水层。叶片非淹水处理的方法基本同淹水处理，只是将底部有孔的塑料盆

放置在盛有2cm水层的大盆中，将土壤含水量保持在田间最大持水量的60% '̂80%. KMDI和XS11叶片的淹水和非淹水处

理分别设置2-3只盆。以相同方法处理稻茎。处理后，塑料盆置于28℃士1̀C,600o-800. RH的人工气候室内，各盆均加盖以

阻隔光照，但允许气体交换。其后，每6d取样所埋人的水稻组织1次，共取样7次。取样时，从各盆3个以上点轻轻取出水稻组

织，用水小心洗掉其上泥土，用吸水纸吸去组织表面的水，然后迅速剪成小段置于研钵中，加液氮研磨成细小粉末，立即置于一

80℃冰箱中冷藏备测其中CrylAb蛋白。CrylAb蛋白测定结果换算为每克干重(DW)组织中的含量，用n/g表示。

1.4.2 土壤微生物对CrylAb蛋白降解的影响 收集KMD2分孽盛期水稻叶片，拿回室内取部分先用75肠酒精消毒lmin，然

后加液氮充分研磨，过2mm筛，制成无菌叶冻干粉，放人一80℃冰箱供试。测得该冻干粉中CrylAb含量为4. 86t.g/g FW o

    分别将3种水稻土装入直径1. 5cm、长12cm的试管中，每管盛土2. 5g，用y射线进行照射后获得无菌水稻土。每管加人

KMD2无菌叶冻干粉0. 5g，与土充分混匀后加适量无菌蒸馏水，使3种水稻土的含水量达到田间最大持水量的50 0 o (2. 5g青

紫泥田、黄筋泥田和黄松田需分别加水0. 78g, 0. 73g和0. 50g，其含水量分别达到31.300,29.2%和19.900)。设有菌水稻土对

照处理。经此处理后，每只试管中含CrylAb蛋白2. 43[g/g FW，算得每克青紫泥田、老黄筋泥田和黄松田土中分别含CrylAb

0. 643tg, 0. 651IAg和0. 694pgo
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    将各处理试管置于RXZ型智能人工气候箱(宁波江南仪器厂生产)中，气候箱内保持25士0.5̀C,85%-90% RH，无光照。

其次，每周取样1次不同土壤处理试管，测定其内CrylAb蛋白残留量;共取样5次，每次取各土壤处理试管3支。

3 . 5  Bt杀虫蛋白的测定— ELISA定量分析

    Envirologix CrylAb/CrylAc平板试剂盒购自美国Envirologix公司，其中包括一块包埋好抗体的96孔(12X8)平板及配

套试剂，4个CrylAb标样，其浓度分别为0, 0. 5, 2. 5ng和5. 0 ng,

    分别称取KMDI,KMD2和XS11组织。.1g或含有该组织的土样0. 5g，放人1. 5mL离心管中，加适量抽提液，置于震荡器

上剧烈震荡数秒，进行抽提和离心，取上清液进行稀释。稀释倍数根据事先估算所测样品中的CrylAb量来确定，保证CrylAb

浓度在标样的范围内。对各样品测3-5个重复。

    严格按试剂盒说明书上的步骤在规定的时间内加样和测定。所有结果均由酶标仪读取，设置波长为450nm。每次试验均用

CrylAb标样制作标准曲线，将所得结果换算成供试样品中每克含有的CrylAb杀虫蛋白含量(ng或1"g) o

1. 6  Bt水稻茎叶CrylAb杀虫蛋白在水稻土中的降解模型

    选用一级化学反应动力学方程(First-order reaction kinetics)来反映Bt水稻茎叶CrylAb蛋白在水稻土中的降解动态。该

方程能较好拟合Bt水稻茎叶在水稻土中经历一定时间后的CrylAb蛋白残留量[4]

y=Cue-k̀

式中，y为t时间CrylAb蛋白的残留量伽9或ng);C。为CrylAb的初始含量恤9或ng);t

e为自然对数。其降解半消减期to. s为:

                                    (1)

为降解时间(d);k为降解速率常数;

                                                    to. s=0. 693k一‘ (2)

    利用(1)式的非线性回归方程和(2)式分别计算降解反应的速率常数k和半消减期to. so

L7 数据统计分析

    CrylAb杀虫蛋白在土壤中残留量的方差分析结果以及降解方程的拟合均使用《实用统计分析及其计算机处理平台》软

件[29」运算所得。

2 结果与分析

2. 1     Bt水稻茎叶中CrylAb蛋白表达的时间动态 结果表明，在所测定的各个生育期，KMD1, KMD2叶片和茎中的CrylAb

表达量均比较高，每克鲜组织中达到了3. 7一  9. l[Cg。但相对而言，无论在叶片和茎中，这两种Bt稻灌浆初期和黄熟期的

CrylAb表达量均显著高于拔节期和孕穗期((p<0.01),稻灌浆初期表达量又显著高于黄熟期((p<0.05)。叶片和茎中的

CrylAb表达时间格局相似，两者表达量在拔节期和孕穗期十分接近，但在灌浆初期和黄熟期表达量以叶片中的为显著较高

(图 1)。
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2. 2  Bt水稻茎叶CrylAb蛋白在不同水稻土中的降解动态

2.2.1 水稻土类型和淹水处理对CrylAb蛋白降解的影响

KMDI稻茎和叶片中CrylAb蛋白在3种土壤淹水和非淹水条

件下的降解动态见图2和图3。总体上看，不论是淹水条件还是

非淹水条件，稻茎和叶片中的CrylAb蛋白降解均以前期(处理

后前12d)较快，而中后期显著较慢;处理42d后，这两种组织中

的CrylAb残留量均稳定在 tAg级水平，分别仅有 0.20-

0. 85rg/g DW和0. 35̂-1. 81fLg/g DW o

    非淹水条件下，KMDI稻茎CrylAb蛋白在黄松田中降解

较慢，其量经6,12和18d仅分别下降30.7%,40. 8%和63.40o;

叶片Leaf blade

JS   BS  FMS  MS       JS   BS  EMS  MS

图1 转Bt CrylAb基因水稻KMDI和KMD2不同生育期茎和叶片

中CrylAb杀虫蛋白的表达量(均值土标准误，Pg/g组织鲜重).JS:

拔节期;BS:孕穗期;EMS灌浆初期;MS:黄熟期

黄筋泥田中降解稍快，经6和12d后分别下降了37.2%和Fig. 1  Concentrations of CrylAb insecticidal proteins (mean士SE,
65.3%清紫泥田中降解最快，经6d后即下降了59.2%。淹水条。g per g fresh plant tissue) expressed in the stem and leaf blade of
件下，经6d后CrylAb蛋白在黄松田、黄筋泥田和青紫泥田中的，ransgenic Bt rice KMDI and KMD2 during different growth stages.
残留量分别下降了45.300,76.3%和79. 9%，其下降幅度均不同JS: Jointing stage; BS: Booting stage; EMS: Early milking stage;
程度地大于非淹水条件下。在大多数取样时间内，黄松田中MS: Maturing stage

CrylAb残留量显著高于黄筋泥田和青紫泥田中((p<0. 05)。稻茎中CrylAb残留量与处理后天数呈极显著指数相关((p<

0.01)，拟合方程见图2。算得CrylAb在黄松田、黄筋泥田和青紫泥田中的半消减期to. s，淹水条件下分别为11. 2,3- 4d和2. 9d,

非淹水条件下分别为11. 6,8-6d和6. 9d ,

    KMD1叶片中CrylAb的降解动态见图3。非淹水条件下，经6d和12d后黄松田中CrylAb量分别下降了43. 6%和
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  图2 转Bt crylAb基因水稻KMD1稻茎CrylAb杀虫蛋白在黄松田(A)、黄筋泥田((B)和青紫泥田((C)淹水与非淹水条件下的降解动态

Fig. 2  Degradation dynamics of CrylAb insecticidal proteins of stems of transgenic Bt rice KMDI in the marine-fluvigenic yellow loamy

paddy soil (A)，pale paddy soil on quaternary red soil (B) and blue clayey paddy soil (C) under flooded and unflooded conditions.

图中值指每克干茎中的CrylAb含量;**表示在0.01水平上差异显著，下同The values of CrylAb residue were those in per g dry

stems; * * denote significant difference at 0. 01 levels, the same as the following figures

57.1%，黄筋泥田中分别下降了45.2%和66.700;青紫泥田中降解明显较快，经6d后即下降了60. 7 %。淹水条件下，经6d后黄

松田中CrylAb量下降了42. 7 ，其降解速度接近非淹水条件下;但在黄筋泥田和青紫泥田中，淹水条件下其降解速度明显快

于非淹水条件下，经6d后CrylAb量分别下降了67.6%和75.9%o。在大多数取样时间内，黄松田中CrylAb残留量显著高于黄

筋泥田和青紫泥田((p<O. 05).稻叶中CrylAb残留量与降解时间呈极显著指数相关((p<O. 01)，拟合方程见图3。算得CrylAb

在黄松田、黄筋泥田和青紫泥田中的半消减期to. s，淹水条件下分别为8. 1, 3. 7d和3. Od，非淹水条件下分别为9.4,7.9和

5. 4d
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    图3 转Bt crylAb基因水稻KMDl叶片CrylAb蛋白在黄松田(A)、黄筋泥田((B)和青紫泥田((C)淹水与非淹水条下的降解动态

Fig. 3  Degradation dynamics of CrylAb insecticidal proteins in leaf blades of transgenic Bt rice KMD1 in the marine-fluvigenic yellow

loamy paddy soil (A)，pale paddy soil on quaternary red soil (B) and blue clayey paddy soil (C) under flooded and unflooded conditions

图中值指每克干叶片中的CrylAb含量The values of CrylAb residue were those in per g dry leaf blades

    上述结果表明，KMDI稻茎和叶片中CrylAb蛋白在水稻土中的降解动态与土壤类型密切相关，青紫泥田中降解较快，而

黄松田中则明显较慢。淹水可显著促进这两种稻株组织中CrylAb蛋白的降解，但其促进程度因土壤类型而异。

2.2.2 土壤微生物对CrylAb蛋白降解的影响 结果表明，对同种土壤，KMD2稻粉碎叶中CrylAb蛋白在有菌土中的降解

快于无菌土中;在同样无菌条件下，青紫泥田中CrylAb降解速度明显快于黄筋泥田和黄松田中(图4)。有菌与无菌条件下的降

解动态均可用一级化学动力学指数方程准确拟合，CrylAb残留量和降解时间呈极显著指数相关((p G o. 01)。无菌条件下，

CrylAb在青紫泥田、黄筋泥田和黄松田中的半消减期to. s分别为2. 6,3- 8d和4. Id，有菌条件下to. s出现不同程度缩短，分别为

2. 2,2. 4d和2. 4d，表明土壤微生物存在可加快CrylAb蛋白的降解。

3 结论与讨论

    Bt杀虫蛋白在土壤中的环境动态的研究主要有ELISA定量和昆虫生测两种方法，二者的结果有时存在不一致性[E171昆虫

生测法由于可受众多不可知因素的干扰，其准确性和可靠性往往受到影响，如通过生测法所反应的Bt作物Bt蛋白杀虫性通常

是植物内部次生代谢物等各种因子与Bt蛋白互作的结果[[3o,311。相比之下，ELISA定量方法能否对CrylAb进行准确定量，关键

在于土壤中与粘粒紧密结合的Bt蛋白能否被土壤提取/稀释缓冲液完全提取，而据报道，ELISA法对Bt作物秸秆Bt蛋白在土

壤中的提取率可达到60% ̂-80 0 o C3zJ。因此，在定量研究Bt作物Bt蛋白在不同土壤中的环境动态，估算其消减半衰期时应用

ELISA定量方法较好，在估算ECsn(半数有效浓度)时应用昆虫生测法较好。但在评价Bt作物外源基因表达产物在土壤中的安
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全性时，往往将ELISA定量测定与昆虫生测法结合进行C331
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    图4 转Bt crylAb基因水稻KMD2叶片粉CrylAb蛋白在黄松田(A)、黄筋泥田(B)和青紫泥田(C)有菌与无菌条件下的降解动态

Fig. 4  Degradation dynamics of CrylAb insecticidal proteins in leaf blade powder of transgenic Bt rice KMD2 in the marine-fluvigenic

yellow loamy paddy soil (A)，pale paddy soil on quaternary red soil (B) and blue clayey paddy soil (C) under nonsterile and sterile

conditions

图中值指每克叶片粉一土壤混合物中的CrylAb含量The values of CrylAb residue were expressed in per g fresh mixture of leaf blade

powder and soils

    土壤类型与供试材料中的CrylAb蛋白降解存在着某种密切关系。本实验中3种供试土壤以青紫泥田中的降解最快，这可

能主要和土壤的理化特性有关。土壤有机质可改善土壤结构、持水量和通气性，是细菌等土壤微生物的重要营养来源。对不同类

型的土壤，由于其有机质含量不同，其中的微生物数量及其生物活性往往不同[341。在本研究中，青紫泥田中的有机质含量较高

(表1)，这在一定程度上决定了其土壤微生物数量较大、活性较强。这种基于有机质的土壤微生物数量和活性差异，与汪海珍

等[[3s〕的报道一致，他们发现青紫泥田土壤微生物生物量碳为928. 9mg/kg，明显高于黄筋泥田417. 8mg/kg和黄松田302.2

mg/kg。土壤中有机质和腐殖质等活性颗粒具有高度特殊的表面积和离子交换能力，对Bt蛋白有吸附作用[[41。许多研究表明，

微生物活性高的土壤，虽然对其中的一些化学残留物(如农药等)的降解较快，但形成的抗微生物降解的结合态残留物也较

多[[351。在本试验有机质含量高的青紫泥田中，试验中后期CrylAb蛋白的残留量并没有显著低于其它两种土壤中，说明此时虽

然青紫泥田中微生物活性高，但腐烂Bt稻组织茎叶向土壤中释放的CrylAb蛋白量极有可能被大量吸附在了土壤活性颗粒表

面，从而抗微生物的降解。

    土壤微生物对CrylAb蛋白的降解影响显著，无菌土中CrylAb蛋白的半消减期明显长于有菌土中的，这和Palm等[[36〕用Y

射线处理土壤后的试验结果相似，说明土壤微生物是影响土壤中Bt杀虫蛋白降解的主要因子之一[[7[。据此可推测，在本研究

中，Bt稻粉碎叶中CrylAb蛋白在试验的前6d大量释放，造成其快速降解的主架原因是CrylAb蛋白在自由态下被土壤微生
物作为一种碳源或氮源分解利用所致[361

    淹水可显著促进土壤中Bt稻CrylAb蛋白的降解。究其机制，一种可能的途径是，淹水改变了土壤微生物的种类、数量或

活性，从而促进其对CrylAb蛋白的分解利用;另一种途径是，淹水后，由于某些种类微生物的数量或活性得到增强等原因，水

稻组织的腐解明显加快[37伙在本研究中，淹水后水稻组织腐解加快的现象相当明显)，由此有利于CrylAb蛋白的释放，从而可

促进其降解。

    总之，结果表明，转CrylAb基因水稻茎和叶片中CrylAb的表达量均以拔节期和孕穗期相对较低，灌浆初期显著升高，黄

熟期虽又明显下降但仍然维持在较高的表达量。KMD1茎和叶片中CrylAb在3种水稻土中的降解均以前期(处理后12d内)

较快，中后期明显放慢。CrylAb降解动态与土壤类型密切相关，青紫泥田中降解最快，黄筋泥田中次之，黄松田中最慢。淹水可

加快土壤中茎和叶的腐解，从而促进其中CrylAb的降解。CrylAb在有菌水稻土中的降解快于无菌土中，表明土壤微生物存在

可加快CrylAb蛋白的降解，其降解过程可用指数方程进行拟合。这些研究结果无疑为Bt水稻环境安全性评价提供了基础理

论依据。由于室内可控条件和室外大田环境有很大的不同，今后有待于在大田环境条件下研究此类作物外源Bt杀虫蛋白的环

境动态，对其在土壤中的降解规律进行系统的长期定位监测与研究。
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