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封面图说: 站立的仓鼠———仓鼠为小型啮齿类动物,栖息于荒漠、荒漠草原等地带的洞穴之中。 白天他们往往会躲在洞穴中睡

觉和休息,以避开天敌的攻击,偶尔也会出来走动,站立起来警惕地四处张望。 喜欢把食物藏在腮的两边,然后再走

到安全的地方吐出来,由此得仓鼠之名。 它们的门齿会不停的生长,所以它们的上下门齿必须不断啃食硬东西来磨

牙,一方面避免门齿长得太长,妨碍咀嚼,一方面保持门牙的锐利。 仓鼠以杂草种子、昆虫等为食。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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磷高效转基因大豆对根际微生物群落的影响

金凌波,周摇 峰,姚摇 涓,姜大刚,梅曼彤,穆摇 虹*

(农业部转基因植物及植物用微生物环境安全监督检验测试中心(广州),华南农业大学,广州摇 510642)

摘要:旨在了解转拟南芥紫色酸性磷酸酶基因的磷高效转基因大豆 AP15鄄1 的种植对土壤微生物生态的影响。 于春秋两季在网

室种植转基因大豆 AP15鄄1 及其受体 YC03鄄3,在大豆幼苗期、盛花期和成熟期,分别采集根际土和非根际土。 平板菌落计数的

实验结果显示:AP15鄄1 和 YC03鄄3 根际土与非根际土中可培养细菌、真菌和放线菌的数量在不同的季节和不同的生长期是会发

生一定的变化,但没有明显的规律;两者根际土间及根际与非根际土间,细菌、真菌和放线菌数量没有明显的差异。 BIOLOG 生

态板实验对碳源代谢特征分析结果显示:同季 AP15鄄1 和 YC03鄄3 根际土中微生物总体代谢活性要强于非根际土,但 AP15鄄 1 和

YC03鄄3 根际土间及根际与非根际土间,微生物碳代谢活性差异均不显著;并且 AP15鄄1 与 YC03鄄 3 根际土微生物对四大类碳源

的代谢也没有明显的偏好。 对春秋季成熟期的 BIOLOG 数据进行生态学丰富度与多样性指数计算分析,也未发现 AP15鄄 1 和

YC03鄄3 根际土及非根际土间存在显著性差异。 主成份和聚类分析结果显示:相同季节和相同生长期,AP15鄄 1 和 YC03鄄 3 根际

间的差异小于根际与非根际间的差异;季节和大豆生长时期对根际微生物群落造成的影响要大于 AP15鄄 1 与 YC03鄄 3 个体差异

所产生的影响。 研究结果表明转酸性磷酸酶基因的磷高效转基因大豆种植对根际土壤可培养微生物的数量和群落结构没有产

生显著的影响。
关键词:大豆;酸性磷酸酶;转基因;BIOLOG 生态板;根际微生物

Effects of P鄄efficient transgenic soybean on rhizosphere microbial community
JIN Lingbo, ZHOU Feng, YAO Juan, JIANG Dagang, MEI Mantong, MU Hong*

Environmental Safety Monitoring and Testing Center for Genetically鄄Modified Plants and Microorganisms Used in Plants ( Guangzhou ), Ministry of

Agriculture, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China

Abstract: Farming is faced with the problems of excessive fertilizer use and the reduction of nutrient use efficiency.
Phosphorus is one of the macronutrients necessary for plant growth and development. However, phosphorus is usually
immobilized by organic substances or oxidized surfaces of iron鄄aluminum, and exists in the form of organic or inorganic
phosphorus, which makes uptake from most soils difficult. It is well known that acid phosphatase increases the use
efficiency of organic phosphorus by releasing inorganic phosphorus from organic phosphorus such as phytate. AtPAP15
encodes a purple acid phosphatase, which has been observed to have phytase activity, in Arabidopsis thaliana. AtPAP15
was over鄄expressed in transgenic soybean AP15鄄1 and its expression product was secreted into the rhizosphere because of the
presence of a carrot extension gene signal peptide, and thus enhanced use of soil organic phosphorus. Previously, there
have not been many reports of research concerning the effects of such nutrient鄄efficient transgenic plants on soil ecology. In
this study, the effects of P鄄efficient transgenic soybean AP15鄄 1 on soil ecology, especially on the rhizosphere microbial
community, were investigated. Transgenic soybean AP15鄄 1 and its receptor YC03鄄 3 were planted in vent鄄netting
greenhouse in 3 m 伊 5 m experimental plots with three replicates. Soybeans were planted in two successive spring and
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autumn seasons, and no manure, herbicide or pesticide was used. To ascertain if phytase activity in root exudates of
transgenic soybean AP15鄄1 affects the soil microbe ecosystem, the rhizosphere and non鄄rhizosphere soil of AP15鄄1 and its
receptor YC03鄄3 were collected at seedling, florescence and mature developmental stages and analyzed by plate culture
count and BIOLOG鄄EcoPlate. The number of colony forming units (CFU) indicated that the number of culturable bacteria,
fungi and actinomyces varied with seasons and development stages. There were no apparent differences in numbers of
bacteria, fungi and actinomyces among rhizosphere and non鄄rhizosphere soil of AP15鄄 1 and YC03鄄 3. The absorbance of
BIOLOG鄄EcoPlate at 590 nm and 750 nm was recorded using microplate spectrophotometer and the average well color
development ( AWCD) values were calculated. The curves of AWCD versus incubation time showed that the carbon
metabolic activity of microbes in rhizosphere soil was higher than that in non鄄rhizosphere soil from the same season.
However, statistical analysis indicated that no significant differences in carbon metabolic activity and carbon source
preference were observed among rhizosphere and non鄄rhizosphere soils of AP15鄄 1 and YC03鄄 3. Statistical analysis of the
calculated microbial abundance and diversity index also exhibited no distinct differences among rhizosphere and non鄄
rhizosphere soils of AP15鄄1 and YC03鄄3. Principal component and clustering analyses revealed that the difference between
the rhizosphere of AP15鄄 1 and YC03鄄 3 was less than that between rhizosphere and non鄄rhizosphere soil from the same
season and at the same plant developmental stage. The effects of season and developmental stage on the community diversity
of rhizosphere microbes were greater than that resulting from the genotype differences between AP15鄄 1 and YC03鄄 3. In
conclusion, these results demonstrated that the P鄄efficient transgenic soybean AP15鄄1 planted in spring and autumn had no
significant impact on the soil microbial numbers and community structures.

Key Words: soybean; acid phosphatase; transgenic; BIOLOG鄄EcoPlate; rhizosphere microorganism

至今,转基因作物在全球每年的种植面积不断增加,2010 年全球 29 个国家种植转基因作物 1. 48 亿 hm2,
种植面积比 2009 年增加 10% 。 从 1996 年至 2010 年,全球转基因作物种植面积增加了 86 倍,累计已经超过

10 亿 hm2 [1]。 转基因作物的安全性及对生态环境的影响,已日益受到公众的关注和争议。 目前,对转基因作

物环境安全性评价主要集中在基因漂移、对靶标和非靶标生物及对农业生态环境的影响等方面[2鄄3]。
作物的生长离不开土壤和养分,当前我国农业生产面临着增肥不增产、土壤养分过量累积、化肥施用过量

和养分利用效率下降等重大问题,大幅度提高作物产量和养分利用效率是我国农业可持续发展的关键[4]。
氮磷钾养分吸收、转运、同化和循环再利用等过程机制的研究及相关功能基因的克隆、功能分析和转化,最终

获得养分高效利用的转基因作物已成为国内外研究的热点[5鄄8]。 磷素为植物正常生长、发育必需的大量营养

元素之一。 然而,在大部分土壤中,磷被土壤中的有机物或铁铝的氧化胶膜所固定,转变为不易被植物吸收的

有机或无机磷。 酸性磷酸酶可以将作物难以利用的有机磷以无机磷的形式释放出来,从而提高植物对有机磷

的利用[9]。 王秀荣等首次成功地将拟南芥中的紫色酸性磷酸酶基因 AtPAP15 连上根分泌导肽转入大豆,获
得了酸性磷酸酶活性明显提高的稳定的转基因株系。 该转基因大豆对土壤中植酸磷和体内有机磷再利用能

力明显提高,在仅施植酸磷沙培条件下,大豆植株生物量和磷吸收量分别增加 117. 8%和 90. 1% ,是一个可用

于新品种选育的磷素高效利用的转基因大豆新材料[10]。
土壤微生物功能多样性与土壤功能关系密切,微生物群落结构与组成变化会直接影响土壤功能的发

挥[11]。 该磷高效转基因大豆通过根系分泌外源基因表达产物酸性磷酸酶,在提高植物对土壤磷养分吸收利

用的同时,也可能会对土壤的微生物生态环境产生一定的影响。 目前,有关植物养分高效利用转基因材料种

植对土壤生态环境影响的相关报道较少。 本研究主要利用平板菌落计数法与 BIOLOG 生态板培养法,研究转

AtPAP15 磷高效转基因大豆的种植,对土壤环境特别是根际土壤微生物数量和群落结构产生的影响。 本研究

结果可以为该磷高效转基因大豆新材料将来的应用及同类转基因材料的环境安全性提供一定的科学依据。
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1摇 材料方法

1. 1摇 供试材料

摇 摇 转拟南芥紫色酸性磷酸酶基因 AtPAP15 大豆(AP15鄄1)及其受体粤春 03鄄3(YC03鄄3),由华南农业大学根

系生物学中心提供。 转入的 AtPAP15 基因由 35S 启动子驱动,表达产物 N 端连有胡萝卜根分泌导肽[10]。
1. 2摇 试验设计和材料种植

试验在位于华南农业大学增城田间基地的转基因植物田间监测与安全评价基地进行,转基因大豆 AP15鄄
1 及其受体 YC03鄄3 种植在网室的水泥池中。 每个种植池 3 m伊5 m,从中间一分为二,随机一半种植 AP15鄄 1
一半种植 YC03鄄3,共设置 3 个重复。 种植池中土壤主要养分氮磷钾含量分别为:全氮 0. 94 g / kg、全磷 0. 76
g / kg、全钾 22. 41 g / kg、碱解氮 57. 81 mg / kg、速效磷 90. 17 mg / kg、有机磷 98. 8 mg / kg、速效钾 0. 01 mg / kg。 大

豆种植由专人管理,为减少耕作措施对土壤微生物数量和类群的影响,大豆种植期间不施肥、不喷洒杀虫剂和

除草剂。
1. 3摇 土样采集

春秋两季在大豆生长的苗期(4 月 20 日;8 月 27 日)、盛花期(5 月 14 日;9 月 10 日)和成熟期(6 月 30
日;10 月 9 日),在小区按五点法,选择长势比较一致的大豆植株,采用“抖根法冶采集 5—10 株植株的根际土,
合并混匀为一个根际土样。 同时在采集根际土样植株的旁侧,约与大豆植株根系同等深度的剖面上,采集适

量土壤,合并混匀为一个非根际土样。 田间采集的土壤样品用新的塑料封口袋封装,放置于冰盒内,带回实验

室后先称取少量进行土壤含水量的测定,其余在 4 益下保存,于第 2 天进行平板培养和 BIOLOG 生态板培养

实验。
1. 4摇 平板培养

平板培养法采用牛肉膏蛋白胨培养基、改良高氏一号培养基和马丁氏培养基,分别对土壤中可培养的细

菌、放线菌和真菌进行分离培养。 土壤菌液的制备和稀释过程:称取相当于 10 g 烘干土壤的鲜土(设 3 个平

行样),加入到盛有 90 mL 无菌生理盐水的三角瓶内,放置于摇床上 225 r / min 震荡 30 min,静置 5 min 后,吸
取 2 mL 上清液,加入到含有 18 mL 无菌生理盐水的三角瓶内,充分摇晃约 10 s;然后再吸取 2 mL 上清液,加
入到放有 18 mL 的无菌生理盐水的三角瓶内,充分混匀;依次稀释获得稀释度为 10-4 和 10-5 菌液。 细菌培养

采用稀释度为 10-4 和 10-5 菌液 0. 1 mL 进行接种涂板,每个稀释度重复涂 3 块平板,然后在 37 益下培养 1 d;
放线菌培养采用稀释度为 10-2 和 10-3,在 37 益下培养 1—2 d;真菌培养采用稀释度为 10-1 和 10-2,在 37 益
下培养 3 d,进行平板菌落计数。
1. 5摇 BIOLOG 生态板培养

用八通道移液器吸取上述稀释度为 10-3 菌液,加入 BIOLOG 生态板中,每微孔加 150 滋L。 然后将微平板

放置于 30 益恒温培养箱内温育。 采用 Beckman Beachmark plus 酶标仪,分别读取 590 nm 与 750 nm 的光吸收

值,每 24 h 读板 1 次,连续读 7 次。 每个样品的平均颜色变化率(Average Well Color Development,AWCD 值)

= 移(C - R) / n [12],公式中 C 为每个碳源孔的 OD590-OD750; R 为对照孔的光密度值; n=31 为 BIOLOG 生态

板中培养基碳源种类数。 选择 AWCD 曲线上 72 h 时间点,按公式计算 Shannon 指数(H)、Shannon 均匀度

(E)、Simpson 指数(D)与 Mcintosh 指数(U) [13]。
1. 6摇 数据分析

采用 Excel 2003 和 SPSS18. 0 软件进行统计分析、主成份和聚类分析。 试验数据采用单因素方差分析法;
两个均数间差异性分析采用 T 检验;主成分分析使用固定因子法,固定为 2 个主成分因子;聚类分析采用系统

聚类法。
2摇 结果与分析

2. 1摇 细菌、放线菌和真菌平板培养

为了解转基因大豆 AP15鄄1 种植对根际土壤中可培养细菌、真菌和放线菌数量的影响,采用平板培养法,
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对转基因大豆 AP15鄄1 及其受体 YC03鄄3 根际土与非根际土中细菌、真菌和放线菌数量进行了统计分析。 春

季结果(表 1)显示:在大豆苗期、盛花期和成熟期采集的根际土中,细菌数量在盛花期远远多于苗期和成熟

期,并且 AP15鄄1 和 YC03鄄3 根际土中细菌的数量也明显多于非根际土;对于放线菌,苗期、盛花期和成熟期非

根际土中均要高于根际土,而且放线菌数量最高出现在成熟期;真菌数量在苗期和盛花期变化不大,到成熟期

数量明显下降。 秋季种植的大豆 AP15鄄1 和 YC03鄄3 根际与非根际土中细菌、放线菌和真菌数在苗期、盛花期

和成熟期数量分布与春季明显不同,细菌数量最高出现在成熟期,放线菌数量根际土中多于非根际土,并且秋

季真菌数量明显少于春季(结果未示)。 上述平板培养法结果显示:转基因大豆 AP15鄄 1 与其受体 YC03鄄 3 根

际土中可培养的细菌、真菌和放线菌数量在不同的季节和不同的生长期是会发生一定的变化,并且没有明显

的规律。 对转基因大豆 AP15鄄1 及其受体 YC03鄄3 的根际土间及根际与非根际间细菌、真菌和放线菌数量的

差异进行 T 值检验分析,没有发现有显著性差异。

表 1摇 春季大豆不同生长时期根际与非根际土壤中细菌、真菌和放线菌的培养数量

Table 1摇 Numbers of bacteria, fungi and actinomyces in rhizosphere and non鄄rhizosphere of soybean at three different developmental stages

in spring

样品
Sample

细菌数量(伊105 个 / g 土)
Number of bacteria

苗期
Seedling

盛花期
florescence

成熟期
mature

真菌数量(伊102 / g 土)
Number of fungi

苗期
Seedling

盛花期
florescence

成熟期
mature

放线菌数量(伊103 个 / g 土)
Number of actinomyces

苗期
Seedling

盛花期
florescence

成熟期
mature

APGJ 6. 3依3. 2 81. 9依36. 8 21. 1依1. 6 14. 8依10. 3 13. 9依6. 3 1. 8依0. 7 29. 3依11. 2 12. 4依6. 6 65. 6依16. 6

APFG 8. 9依7. 6 29. 8依12. 8 21. 1依1. 7 11. 1依6. 9 10. 9依3. 8 2. 7依1. 3 90. 4依28. 2 39. 1依26. 7 109. 6依35. 1

YCGJ 11. 6依2. 6 109. 0依69. 9 10. 8依0. 5 7. 2依4. 1 5. 7依2. 3 5. 5依3. 3 15. 8依6. 0 13. 1依3. 8 30. 3依7. 2

YCFG 9. 4依5. 4 29. 8依22 6. 9依2. 6 8. 4依5. 6 7. 0依2. 5 1. 3依0. 8 33. 4依29. 3 47. 6依6. 5 117. 6依80. 9

摇 摇 表中数据为 3 次重复的平均值依标准差;同一列数据单因素方差分析显示相互间差异不显著(P>0. 05); APGJ,YCGJ: 分别表示 AP15鄄 1 和

YC03鄄3 根际土; APFG,YCFG:分别表示 AP15鄄1 和 YC03鄄3 非根际土

2. 2摇 BIOLOG 生态板培养

2. 2. 1摇 土壤微生物群落对 BIOLOG 生态板 31 种碳源的代谢特征

为进一步了解转基因大豆 AP15鄄1 及其受体 YC03鄄3 根际与非根际土中可培养微生物群落对碳源利用的

能力,采用 BIOLOG 生态板对不同季节和不同生长时期 AP15鄄 1 和 YC03鄄 3 大豆根际与非根际土微生物进行

了研究。 从图 1a—c 可以看出,春季大豆苗期、盛花期和成熟期 AP15鄄1 和 YC03鄄3 根际土中微生物代谢活性

要强于非根际土(秋季也有类似的结果未示)。 而从春秋季根际土中微生物代谢活性的情况来看(图 1d—f),
可以发现在苗期和盛花期,秋季根际土微生物碳代谢强度高于春季,而在成熟期则春季强于秋季。 春秋季苗

期 AP15鄄1 根际土微生物碳代谢强度曲线与 YC03鄄3 的基本重叠,而在盛花期和成熟期,AP15鄄1 与 YC03鄄3 根

际土碳代谢活性春秋季互为相长,但总体差异 T 值检验结果显示 P 值均大于 0. 05,表明 AP15鄄1 和 YC03鄄3 根

际土间,微生物碳代谢活性差异均不显著。 整体碳代谢活性测定结果显示:转基因大豆 AP15鄄 1 与其受体

YC03鄄3 种植,对其根际与非根际土中微生物碳代谢活性没有显著影响,而季节的影响似乎更明显一些。
2. 2. 2摇 根际微生物利用不同种类碳源的代谢特征

将 BIOLOG 生态板上 31 种碳源分为糖类及其衍生物、氨基酸类及其衍生物、脂肪酸和脂类以及代谢中间

产物和次生代谢物四大类[14],分析转基因大豆 AP15鄄1 与受体 YC03鄄3 根际土微生物对上述四类碳源代谢的

动力学特征。 图 2 显示的是春秋季成熟期 AP15鄄1 和 YC03鄄 3 根际土对上述四类碳源代谢活性的变化,可以

看出,成熟期春季根际微生物利用四类碳源的活性都强于秋季。 除氨基酸及其衍生物碳源外,春季 AP15鄄 1
根际微生物对其它三类碳源的代谢活性要高于 YC03鄄3;而在秋季则相反,并且培养到第 6 天,秋季根际土微

生物利用代谢中间产物和次生代谢物、氨基酸及其衍生物的活性接近和超过春季根际土。 虽然 AP15鄄 1 与

YC03鄄3 根际土对四大类碳源的代谢活性有一定差异,但是对四类碳源的代谢也没有显示明显的偏好特征,并
且同季总体差异也不大。
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图 1摇 转基因大豆 AP15鄄1及其受体 YC03鄄3根际与非根际土微生物 AWCD 值的变化

Fig. 1摇 Changes of AWCD of microbe in rhizosphere or non鄄rhizosphere of transgenic soybean AP15鄄1 and its receptor YC03鄄3

a—c:分别为春季大豆苗期、盛花期和成熟期 AP15鄄1 及 YC03鄄3 根际与非根际土微生物 AWCD 值随时间的变化情况; APGJ, YCGJ: 分别表

示 AP15鄄1 和 YC03鄄3 根际土; APFG,YCFG:分别表示 AP15鄄1 和 YC03鄄3 非根际土; d—f:分别为春秋两季大豆苗期、盛花期和成熟期 AP15鄄

1 及 YC03鄄3 根际土微生物 AWCD 值变化情况

2. 2. 3摇 微生物群落利用碳源的丰富度和多样性指数

Shannon 指数和 Shannon 均匀度是反应土壤微生物的丰富度和均匀度的重要指数;Simpson 指数是评价某

系统最常见种的优势度指数;Mcintosh 指数是基于群落物种多维空间上距离多样性的指数和均匀度[15]。 根

据公式计算得到的春秋季大豆成熟期土壤微生物生态学指数值结果(表 2)显示同季 AP15鄄 1 与 YC03鄄 3 根际

土与根际土、非根际土与非根际土微生物群落多样性指数值非常接近,均不存在显著差异。 而春秋不同季节

上述土壤微生物群落多样性指数值差异相对比较大,差异显著(P <0. 05)。
2. 2. 4摇 主成份和聚类分析

根系分泌物、不同生长时期、季节和气候对土壤微生物都会产生影响,为了找出 AP15鄄 1 和 YC03鄄 3 种植

对根际微生物影响的主要因素,对春秋根际土 BIOLOG 生态板试验数据进行了主成分分析(图 3),得到的主

成分一贡献率达到了 67. 50% ,主成分 2 的贡献率也有 14. 06% ,两个主成分总计贡献率达 81. 56% ,完全可以

说明数据之间的差异。 春秋季的根际土样明显地分布在 Y 轴(主成分 2)上下方,而同季大豆 3 个不同生长时

期根际土样,除秋季成熟期 AP15鄄 1 和 YC03鄄 3 在 X 轴上相距较远外,其余同季相同生长期的 AP15鄄 1 和
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图 2摇 成熟期转基因大豆 AP15鄄1及其受体 YC03鄄3根际土微生物对四类碳源的代谢活性

Fig. 2摇 Metabolic activities of four different carbon sources utilized by microbe in rhizosphere of transgenic soybean AP15鄄1 and its receptor

YC03鄄3 at mature stage

YC03鄄3 在 X 轴上靠的最近,说明季节和大豆生长发育阶段对于根际土壤微生物群落的影响要大于 AP15鄄 1
和 YC03鄄3 基因型上的不同。 此外,如果将春秋季同一生长时期根际土与非根际土 BIOLOG 生态板试验结果

进行主成分分析,可以发现基本上同季苗期、盛花期和成熟期,AP15鄄1 与 YC03鄄3 根际土和非根际土散点分别

聚集在一起,说明同季同期根际与非根际之间的差异要大于 AP15鄄1 和 YC03鄄3 基因型上的不同。

表 2摇 春秋季大豆成熟期根际与非根际微生物生态学指数

Table 2摇 Microbial ecology indexes of rhizosphere and non鄄rhizosphere microbial communities of soybean at mature stage planted in spring

and autumn

样品
Sample

香农指数 H
Shannon鄄wiener index H
春季
Spring

秋季
Autumn

香农均匀度指数 E
Shannon鄄wiener index E
春季
Spring

秋季
Autumn

辛普生多样性指数 D
Simpson忆s diversity index D

春季
Spring

秋季
Autumn

McIntosh 指数 U
McIntosh index U

春季
Spring

秋季
Autumn

APGJ 3. 333 1. 010 0. 970 0. 294 0. 963 0. 941 0. 194 0. 243

APFG 3. 076 1. 059 0. 896 0. 308 0. 948 0. 935 0. 227 0. 254

YCGJ 3. 335 1. 062 0. 971 0. 309 0. 962 0. 948 0. 194 0. 228

YCFG 3. 064 0. 979 0. 892 0. 285 0. 944 0. 931 0. 232 0. 261
摇 摇 表中数据为 3 次重复的平均值依标准差;同一列数据单因素方差分析显示相互间差异不显著(P>0. 05); APGJ, YCGJ: 分别表示 AP15鄄1 和

YC03鄄3 根际土;APFG, YCFG:分别表示 AP15鄄1 和 YC03鄄3 非根际土

将春秋根际土 BIOLOG 生态板试验数据进一步进行聚类分析的结果如图 4。 从图中可以看出,12 个根际

土样初步按季节聚类成两大簇,其中春季苗期、花期 AP15鄄 1 和 YC03鄄 3 根际土;秋季苗期、花期 AP15鄄 1 和

YC03鄄3 根际土以及成熟期 YC03鄄3 根际土分属这两簇的主要成员,除了秋季花期和成熟期,其余同季同期的

AP15鄄1 和 YC03鄄3 根际土都处于一级聚类,显示它们之间的关系最接近。 春季的成熟期根际土与秋季苗期聚

在一起,可能是这两个相邻的时期土壤环境改变比较小所致。
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分

分

摇 图 3摇 春秋季大豆不同生长期根际土微生物功能多样性主成份

分析

Fig. 3 摇 Principal components analysis on function diversity of
microbe in rhizosphere of soybean at three different
developmental stages planted in spring and autumn
SSAP, SFAP 和 SMAP:分别表示春季 AP15鄄1 在苗期、花期和成熟

期的根际土;SSYC, SFYC 和 SMYC:分别表示春季 YC03鄄 3 在苗

期、花期和成熟期的根际土;ASAP, AFAP, AMAP, ASYC, AFYC
和 AMYC:分别表示秋季 AP15鄄1 和 YC03鄄3 在苗期、花期和成熟期

的根际土

3摇 结论与讨论

转基因植物在田间种植可通过根茬、残枝落叶、根
系分泌物等途径,将外源基因及其表达产物带入土壤生

态系统,从而可能对土壤微生物数量和生物多样性、及
土壤养分的释放和有效性等产生影响[16鄄18]。 至今,国
内外对转基因植物种植对土壤微生物群落结构和功能

多样性的影响已进行了不少研究,得到的结果也不尽相

同。 袁红旭等采用转几丁质酶和葡聚糖的抗真菌转基

因水稻进行根际微生物研究,发现根际和根内细菌和真

菌数量均显著少于其非转基因对照[19];而李本金等用

上述同样的转基因水稻进行的研究则显示转基因水稻

根际细菌、放线菌和真菌数量发生了一定的变化,但与

非转基因对照差异不显著[20]。 Dunfield 和 Germida 在

研究转相同基因的抗除草剂油菜 4 个株系时发现其中

一个转基因株系的根际微生物群落多样性发生了改变,
而另外 3 个转基因株系却对根际微生物没有产生影

响[21]。 Heuer 等研究转 T4 溶菌酶基因土豆发现根际微

摇 图 4摇 春秋季大豆不同生长期根际土微生物群落多样性聚类分析

Fig. 4 摇 Cluster analysis on microbial communities diversity in

rhizosphere of soybean at three different developmental stages

planted in spring and autumn

SSAP, SFAP 和 SMAP:分别表示春季 AP15鄄1 在苗期、花期和成熟

期的根际土;SSYC, SFYC 和 SMYC:分别表示春季 YC03鄄 3 在苗

期、花期和成熟期的根际土;ASAP, AFAP 和 AMAP:分别表示秋

季 AP15鄄 1 在苗期、花期和成熟期的根际土; ASYC, AFYC 和

AMYC:分别表示秋季 YC03鄄3 在苗期、花期和成熟期的根际土

生物群落结构主要与季节、种植地点和年份有关[22];
Becker 等将转产生果聚糖基因土豆种植 3a,发现根际

微生物受转基因因素影响要小于季节、年份和田地的异

质性所产生的影响[23]; Baumgarte 和 Tebbe 以转基因抗

虫玉米 Mon10 为材料进行的研究发现 Cry1Ab 在根际

土中的残留量大于非根际土,但是根际微生物群落结构

并没有受到明显影响,转基因的影响要小于其它环境因

素[24]。 这一系列的研究结果显示转基因材料种植对土

壤微生物的影响与转基因材料有关,还与种植地点、季
节和研究分析方法等有关[17]。

本研究通过平板培养和 BIOLOG 生态板对转酸性

磷酸酶 AtPAP15 磷高效转基因大豆种植根际土中微生

物数量和群落水平多样性的研究,结果显示:转基因大

豆 AP15鄄1 与其受体 YC03鄄3 之间,其根际细菌、放线菌

和真菌数量及群落水平多样性虽然存在一些差异,但这

些差异却不如根际与非根际之间、苗期、盛花期和成熟

期不同的生长阶段之间及春秋季节变化对于土壤微生

物数量和群落水平产生的差异大。 Adilia 等在研究抗

虫转基因玉米时也观察到明显的季节效应和根际与非

根际之间的差别,并发现转基因玉米种植两年后没有明

显改变土壤微生物数量和活性[25]。 而 Houlden 等也观

察到植物的不同发育阶段对根际微生物多样性和活性

的影响[26]。
研究结果表明转酸性磷酸酶基因并可将表达产物分泌到根外的磷高效转基因大豆 AP15鄄 1,其种植对根
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际土壤微生物数量和群落水平没有产生显著的影响。 本结果与 George 等首次报道异源表达植酸酶并分泌到

细胞外的转基因烟草对根际和土壤相关微生物群落结构无明显的影响的结果类似[27]。 George 等研究采用的

转基因烟草中异源的植酸酶基因是由 35S 或磷酸盐转运蛋白启动子驱动并连有胡萝卜分泌导肽,与所用的转

基因大豆 AP15鄄1 中将酸性磷酸酶分泌到根外的原理相似,虽然他们采用的末端片段长度多态性(Terminal
Fragment Length Polymorphism, T鄄RFLP)分析方法与本研究的不同,但得到的结果也表明引入植物酶基因,单
基因的改变对根际微生物群落没有产生明显的影响,反而试验中不同的土壤处理,由于干扰微生物量和改变

了磷营养水平,对微生物群落结构产生了显著影响。
土壤微生物数量繁多种类复杂,本研究采用的研究方法平板培养和 BIOLOG 生态板根本上都还是以培养

为基础的研究方法,得到的菌落数量及群落代谢多样性的类型并没有反映转基因材料种植根际土壤整个微生

物群落的功能多样性的情况。 因此,对根际土中不可培养的土壤微生物及对土壤磷代谢相关微生物类群的影

响,还需通过分子生物学等的研究手段来进一步研究揭示。 此外,还需通过大田及长期种植跟踪试验来观察

该磷高效材料种植对根际微生物的影响是否有累积效应。
致谢:华南农业大学根系生物学中心王秀荣副教授、廖红教授提供转基因大豆材料,华南农业大学资源环境学

院刘可星副教授对 Biolog 实验及数据分析提供帮助。
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