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封面图说: 石羊河———石羊河流域属大陆性温带干旱气候,气候特点是:日照充足、温差大、降水少、蒸发强、空气干燥。 石羊河

源出祁连山东段,河系以雨水补给为主,兼有冰雪融水成分。 上游的祁连山区降水丰富,有雪山冰川和残留林木,是

河流的水源补给地。 中游流经河西走廊平地,形成武威和永昌等绿洲,下游是民勤,石羊河最后消失在腾格里沙漠

中。 随着石羊河流域人水矛盾的不断加剧,水资源开发利用严重过度,荒漠化日趋严重,民勤县的生态环境已经相

当恶化,继续下去将有可能变成第二个“罗布泊冶。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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转 mapk 双链 RNA 干扰表达载体黄瓜对

根际土壤细菌多样性的影响

陈国华1,*,弭宝彬2,李摇 莹3,李春月4

(1. 中国农业科学院蔬菜花卉研究所,北京 摇 100081; 2. 中南大学研究生院隆平分院,长沙摇 410125;

3. 北华大学林学院,吉林摇 132013; 4. 吉林省白山市靖宇县第一中学, 白山 摇 134300)

摘要:随着 RNA 干扰技术的发展,通过植物表达病原物特异的 dsRNA 来防治植物病害的转基因作物越来越多。 转根结线虫

mapk 双链 RNA 表达载体的黄瓜能够通过 RNA 干扰作用沉默线虫的 mapk 基因,对根结线虫具有良好的防治效果。 为了评价

该转基因黄瓜的安全性,明确 mapk 双链 RNA 干扰表达载体转基因黄瓜植株对根际土壤细菌多样性的影响,采用 16S rRNA 基

因克隆文库方法对非转基因黄瓜和转基因黄瓜土壤细菌群落多样性进行分析。 结果表明,非转基因黄瓜土壤细菌文库包含

124 个 OTU(可操作分类单元),转基因黄瓜土壤细菌文库包含 122 个 OTU。 2 个文库共同拥有的 OTU 为 115 个。 2 个文库都包

含 13 个类群细菌,Acidobacteria、Actinobacteria、Armatimonadetes、Bacteroidetes、 candidate division BRC1、Chloroflexi、Firmicutes、

Gemmatimonadetes、 Nitrospira、 Planctomycetes、 Proteobacteria、 Verrucomicrobia、 unclassified _ Bacteria。 其 中 Proteobacteria、

Bacteroidetes、Chloroflexi 和 Acidobacteria 是优势菌群。 其他细菌类群数量相对较少。 在纲分类水平上,两个文库包含的细菌类

群一致,且各类群细菌比例差异不大。 在 Acidobacteria 门中, Acidobacteria _ Gp6 为优势菌群。 在 Bacteroidetes 门中,

Sphingobacteria 纲细 菌 数 量 最 多。 在 Chloroflexi 门 中, unclassified Chloroflexi 细 菌 最 多。 在 Proteobacteria 门 中, 其 中

Betaproteobacteria 纲的细菌数量最多。 从多样性指数角度分析,两种土壤细菌群落的 Shannon、Simpson 和 Chao 值差异不大。 总

体来看,两种土壤细菌类群差异不显著,转基因黄瓜未对根际土壤细菌群落产生明显影响。

关键词:土壤细菌;16S rRNA;克隆文库;转基因黄瓜

The effect of transgenic cucumber with double strands RNA of mapk on diversity
of rhizosphere bacteria
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Abstract: With the development of RNA interference, transgenic crops with double strands RNA to control plant disease
are more and more. The transgenic cucumber with mapk (Mitogen鄄activated protein kinase) dsRNA could inhibit expression
of mapk gene of root knot nematode, and had good control efficiency to the nematode. In order to evaluate the ecological
safety of this transgenic cucumber and to reveal the effect on the community of soil bacteria, the diversity of soil bacteria in
non-transgenic cucumber and transgenic cucumber were revealed by 16S rRNA gene clone library. The result showed that



http: / / www. ecologica. cn

124 OTUs were obtained from the library of non-transgenic cucumber soil, and 122 OTUs were found from the library of
transgenic cucumber soil. 115 OTUs were shared by two libraries. The bacteria in two libraries were belonged to
Acidobacteria, Actinobacteria, Armatimonadetes, Bacteroidetes, candidate division BRC1, Chloroflexi, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia and unclassified_Bacteria. The bacteria
of Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi and Acidobacteria were dominant groups, and others groups were minority. At
class level, the dominant bacteria groups obtained from two libraries were no difference, and the percentage of clones in
each class was similar. In the phyla of Acidobacteria and Bacteroidetes, the dominant groups were Acidobacteria_Gp6 and
Sphingobacteria. The bacteria of unclassified Chloroflexi and Betaproteobacteria were majority in the phyla of Chloroflexi
and Proteobacteria. From the index of diversity, there was no difference in two types of soil. On the whole, the bacterial
communities of two types of soil were no difference, and not markedly affected by transgenic cucumber.

Key Words: soil bacteria; 16S rRNA gene; clone library; transgenic cucumber

土壤细菌是土壤中数量最丰富、分布最广泛的微生物类群,它占土壤微生物总量的 70%—90% 。 土壤细

菌广泛参与土壤有机质积累、营养元素循环过程,其多样性和活性是保持土壤生态系统稳定的基础。 土壤细

菌对外界干扰比较敏感,是土壤生态系统变化的预警指标,常用于研究转基因作物对土壤生态系统的影响,评
价转基因作物的安全性。 目前,很多科学家针对转 Bt 基因作物对土壤微生物多样性和生物活性的影响进行

大量研究[1鄄4],以揭示 Bt 蛋白对土壤生态系统的安全性。 转基因作物对土壤微生物的影响由转基因作物释放

到土壤中的外源蛋白的化学和生物学特性引起的,或者由转基因植株的生理生化特性改变造成的[5]。 随着

RNAi 技术的发展,利用表达双链 RNA 的 RNA 干扰作用来防治病虫害的转基因作物越来越多。 相对于表达

外源蛋白的转基因作物来说,表达双链 RNA 的转基因植物对土壤微生物的影响可能会通过分泌 RNA 对土壤

微生物起作用。 目前,针对表达双链 RNA 的转基因作物对土壤生态系统安全性的研究未见报道。
陈国华等利用 RNAi 技术成功地沉默了线虫 mapk 基因,致使南方根结线虫的生长发育受阻而导致死亡,

并成功的构建了表达 mapk 双链 RNA 的转基因黄瓜植株,通过黄瓜表达 mapk 的双链 RNA 沉默根结线虫的

mapk 基因,对根结线虫具有良好的防治效果[6]。 MAPK 信号途径在生物中广泛存在,为了明确 mapk 双链

RNA 的转基因黄瓜植株是否对根际土壤细菌具有影响,本研究采用细菌 16S rRNA 基因克隆文库方法对种植

转基因黄瓜根际土壤和非转基因黄瓜根际土壤的细菌群落类群多样性进行分析,以期为转基因植物对土壤微

生物的风险评价提供参考。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验地点及材料

试验田位于中国农业科学院蔬菜花卉研究所温室基地。 供试黄瓜品种为新泰密刺,转基因黄瓜材料转入

MiMPK1 基因片段 dsRNA 表达载体,非转基因黄瓜为普通新泰密刺。 试验田连续种植转基因黄瓜和非转基

因黄瓜 3a,种植方式为一年两茬轮作。 黄瓜正常管理施肥。
1. 2摇 土壤取样方法

土壤取样时间为 2012 年 6 月 14 日和下半年 9 月 14 旬,为黄瓜结果期。 两次土壤样品混合在一起。 土

壤取样采用五点采样法,用土壤采样器采集 10 株黄瓜根系 5cm 范围内黄瓜根际土壤,采集深度为 0—15 cm
的土样,混合后用密封袋带回,土样用 2 mm 孔径筛网过筛,去除颗粒硬物和黄瓜根系。
1. 3摇 土壤微生物 DNA 提取

采用土壤总 DNA 提取试剂盒(美国 MOBIO 公司)提取土壤微生物 DNA。 按照试剂盒说明书,分别提取

转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤 DNA,每个处理分别提取 5 份土壤微生物 DNA,分别混合,经电泳和分

光光度计检测 DNA 质量,-20 益保存。
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1. 4摇 16S rRNA 基因克隆文库构建

采用通用引物 27F (5忆鄄AGAGTTTGATCCTGGCTCAG鄄3忆)和 1492R (5忆鄄TACTTGTTACG ACTT鄄3忆) [7]从土壤

微生物 DNA 中扩增 16S rRNA 基因。 PCR 反应体系 20 滋L,具体如下:1 滋L DNA 模板 (100ng), 0. 5滋mol / L
引物, 0. 2 mmol dNTPs, 5 units of EasyTaq DNA 聚合酶、1伊反应缓冲液,13. 7滋L dd 水。 为了减少扩增偏嗜性,
采用梯度 PCR 程序进行扩增,且重复 5 次,将 PCR 产物混合。 PCR 反应程序如下:95益 4 min; 95益 30 s,
52益至 58益 30 s,72益 2 min,30 个循环;72益 10 min。

将 PCR 产物经电泳检测,割胶纯化,连接入 PGM鄄T 载体(天根生化科技有限公司),转化 Top10 感受态细

胞(北京全式金生物技术有限公司),在涂有 IPTG 和 X鄄gal 的安苄青霉素 LB 平板上进行蓝白斑筛选,随机

200 个挑取白色克隆构成 16S rRNA 基因文库,将克隆培养于 LB 液体培养基(安苄青霉素 50 滋g / mL)中振荡

培养 8 h,菌液 PCR 进行阳性克隆鉴定,采用引物为 T7 和 SP6。 随机挑取 150 个阳性克隆送诺塞基因公司

测序。
1. 5摇 数据分析

用 Chimera Check 程序将所得 16S rRNA 基因序列在 RDP(Ribosomal Database Project)数据库进行嵌合体

检验,去除嵌合体序列。 以 97%为划定阈值,用 DOTUR 软件包对 16S 序列划分操作分类单元(OTU),并构建

稀缺性曲线[8]。
多样性指数依据下列公式进行计算[9]:

H = 移 (pi) (log2p - i)

式中, pi 代表每个物种样本数量占总样本数量的比例。
均匀度: (E) = H / Hmax,Hmax = log2(S)

式中,丰富度(S)是样本中物种的数量,这里等同 OTU 的数量。
2摇 结果与分析

2. 1摇 转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤细菌类群

非转基因黄瓜根际土壤细菌 16S rRNA 克隆文库测序 150 个克隆,以 97% 划分 OTU,获得 124 个 OTU。
转基因黄瓜土壤细菌 16S rRNA 克隆文库测序 150 个克隆,获得 122 个 OTU。 两个文库共同包含的克隆共有

115 个,这表明两个文库细菌类群比较一致。
转基因黄瓜根际土壤细菌分为 13 个类群 (图 1A): Acidobacteria、 Actinobacteria、 Armatimonadetes、

Bacteroidetes、 candidate division BRC1、 Chloroflexi、 Firmicutes、 Gemmatimonadetes、 Nitrospira、 Planctomycetes、
Proteobacteria、 Verrucomicrobia、 unclassified _ Bacteria。 Proteobacteria 为 优 势 种 群, 占 24. 1% ; 其 次 为

Bacteroidetes,占 19. 0% ,再次为 Chloroflexi,占 16. 8% ;Acidobacteria 占 11. 7% ,其他种群比例相对较低。 这表

明转基因黄瓜土壤中,优势细菌类群为 Proteobacteria、Bacteroidetes、Chloroflexi 和 Acidobacteria,而其他细菌类

群为非优势菌群。
非转基因黄瓜根际土壤细菌分为 14 个类群 (图 1B):Acidobacteria、Actinobacteria、Armatimonadetes、

Bacteroidetes、 BRC1、 Chloroflexi、 Cyanobacteria / Chloroplast、 Firmicutes、 Gemmatimonadetes、 Nitrospira、
Planctomycetes、Proteobacteria、 Verrucomicrobia、 unclassified _ Bacteria。 其中 Proteobacteria 是优势菌群, 占

22郾 8% ;其次为 Bacteroidetes,占 19. 9% ;Chloroflexi 占 17. 6% ,Acidobacteria 占 10. 3% ,其他类群数量相对较

少。 这表明在非转基因黄瓜土壤中,优势细菌类群为 Proteobacteria、Bacteroidetes、Chloroflexi 和 Acidobacteria,
而其他细菌类群为非优势菌群。
2. 2摇 转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤细菌多样性比较

转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤细菌类群差别不大,13 个类群细菌为两种土壤所共有,转基因黄瓜

土壤缺少 Cyanobacteria / Chloroplast 细菌类群,而该类群细菌在非转基因黄瓜土壤比例很低,仅仅为 0. 7% 。
在优势细菌类群上,转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤基本一致,Proteobacteria、Bacteroidetes、Chloroflexi 和
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图 1摇 文库各门细菌比例

Fig. 1摇 Proportions of bacteria in two libraries at phylum

A 为转基因黄瓜土壤细菌文库,B 为非转基因黄瓜土壤细菌文库

图 2摇 转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤细菌类群比较

Fig. 2摇 Comparison of bacteria groups between transgenic cucumber soil and non鄄transgenic cucumber soil

Acidobacteria 均为优势细菌类群, 但在比例上存在细微差别。 转基因黄瓜土壤中, Proteobacteria 和

Acidobacteria 的比例略高于非转基因黄瓜土壤,而 Bacteroidetes 和 Chloroflexi 的比例略低于非转基因黄瓜土

壤。 总体来看,两种土壤细菌类群无显著差异。
在纲分类水平上,两种土壤的优势细菌类群差异也不大(图 3)。 在 Acidobacteria 门细菌中,两种土壤包

含 6 个纲的细菌,Acidobacteria_Gp3、Acidobacteria_Gp4、Acidobacteria_Gp5、Acidobacteria_Gp6、Acidobacteria_
Gp25 和 unclassified Acidobacteria, 其 中 Acidobacteria _ Gp6 为 优 势 菌 群。 在 Bacteroidetes 门 中, 包 含

Bacteroidetes_incertae_sedis、Flavobacteria、Sphingobacteria 和 unclassified Bacteroidetes,其中 Sphingobacteria 纲细

菌数量最多。 在 Chloroflexi 门细菌中,两种土壤的 unclassified Chloroflexi 细菌最多,这表明土壤中存在大量的

细菌新类群。 在 Proteobacteria 门细菌类群中,两种土壤细菌分属于 Alphaproteobacteria、Betaproteobacteria、
Deltaproteobacteria 和 Gammaproteobacteria,其中 Betaproteobacteria 纲的细菌数量最多,Deltaproteobacteria 细菌

数最少。
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图 3摇 纲分类水平上两种土壤优势细菌类群比较

Fig. 3摇 Comparison of the dominant bacteria groups in two libraries at class level

从多样性指数来看(表 1),转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤的细菌群落差异不大。 Shannon 评价一

个群落物种多样性,其值越高,表明群落的物种多样性越高。 两种土壤的 Shannon 指数均为 4. 6,这表明两种

土壤细菌多样性无显著差别。 Simpson 也是描述群落物种多样性的指数,两种土壤细菌的 Simpson 指数差异

不大,也反映出两种土壤细菌的多样性差异不大。 Chao 是描述群落丰富度的指数,其值越高表明群落物种的

丰富度越高。 非转基因黄瓜土壤细菌群落的 Chao 高于转基因黄瓜土壤,这表明非转基因黄瓜土壤细菌的丰

度略高于转基因土壤。

表 1摇 转基因黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤细菌多样性指数

Table 1摇 The index of diversity of two libraries

多样性指数
Index of diversity

转基因黄瓜土壤
Transgenic cucumber soil

非转基因黄瓜土壤
Non鄄transgenic cucumber soil

Shannon 4. 623 4. 609

Simpson 0. 002 0. 003

Chao 392. 182 466. 803

S 122 124

3摇 讨论

随着基因工程技术的不断发展,利用 RNAi 技术培育抗病新品种更是有效的植物病害防治方法。 Yadav
等将编码根结线虫特异联接因子和整合酶的管家基因的双链 RNA 表达载体转入烟草,表达 dsRNA 的转基因

烟草对根结线虫具有很高抗性,证实利用 RNAi 方法控制植物寄生害虫是一个十分有效的策略[10]。 本研究

采用的转基因黄瓜材料能够表达 mapk 的双链 RNA,能够靶向的抑制根结线虫 mapk 基因的表达,有效控制根

结线虫的侵染,具有广阔的应用前景[6]。 然而,针对该转基因植物的生态安全性还未进行研究。
土壤细菌作为土壤中最丰富的微生物,其种群多样性和功能多样性对土壤生态系统的稳定具有重要意

义。 因此,评价转基因作物的安全性必须考虑转基因产物对土壤细菌的影响。 目前,针对转 Bt 和抗除草剂基

因的转基因作物安全性进行了大量研究[11鄄12],有些研究表明转基因作物对土壤微生物群落产生了显著影

响[13],有些研究得出相反的结论[14]。 转 Bt 植物在生长过程中产生的 Bt 蛋白会以根系分泌物的形式进人到

土壤中,并牢牢结合在土壤颗粒中难以降解,最终对土壤微生物造成影响。 迄今为止,针对双链 RNA 在土壤

中的残留动态情况和双链 RNA 转基因植物的生态安全性研究未见报道。
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从本研究结果来看,转 mapk 双链 RNA 黄瓜并未对根际土壤细菌群落产生明显的影响。 造成这种情况,
可能基于 4 个方面的原因:(1)外源的双链 RNA 表达特异性,它们只能在植物的细胞内表达[15]。 未有研究表

明双链 RNA 能够分泌到植物体表。 (2)双链 RNA 发挥作用需要依赖真核生物的 Dicer 酶[16],而细菌不具有

Dicer 酶,双链 RNA 无法对细菌起作用。 (3)双链 RNA 只针对同源性较高的靶基因起 RNA 干扰作用[16],细
菌不具有与 mapk 同源的基因。 (4)土壤环境样品中 RNA 酶含量丰富,RNA 易被降解[17]。 即使分泌到植物

体外的双链 RNA 也会很快被土壤 RNA 酶降解。 由于转基因黄瓜的 mapk 双链 RNA 特性和土壤环境的影响,
使得转基因黄瓜对根际土壤细菌群落的影响较小,而温室的特殊环境对土壤细菌的影响可能更大。

本研究中土壤取自黄瓜连作温室,温室环境特殊,如高温高湿、高有机质含量、高复种指数,这会对土壤微

生物群落产生一定的影响。 黄瓜连作田土壤微生态环境产生显著改变,导致微生物种群平衡遭受破坏,根际

微生态平衡的失调[18],且黄瓜根际细菌种类和数量变化与黄瓜根分泌物密切相关[19]。 本研究发现,转基因

黄瓜土壤和非转基因黄瓜土壤中 Proteobacteria 为优势菌群。 这与他人的研究结果基本一致[20鄄22]。 另外,在
本研究两种土壤中,Bacteroidetes 和 Acidobacteria 的比例也相对较高,也与他人研究结果基本符合[20鄄22]。 此

外,Chloroflexi 的比例也较高。 Janssen 通过 16S rRNA 基因克隆技术发现 Chloroflexi 在土壤中数量丰富,由于

该类细菌生长缓慢,很难用培养法分离获得[23鄄24]。 Chloroflexi 是海绵中大量存在,与海绵形成共生体,对于海

绵来说具有重要的生态功能[25]。 在土壤生态系统中,该类细菌的生态功能还有待深入研究。
总体来看,双链 RNA 转基因黄瓜并未对土壤细菌群落产生明显影响,但后续的长期观察以及对根际土壤

真核生物群落的影响还需深入研究。
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