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　 　 摘要:　 尽管转基因作物在农业上的推广为人们提供了许多好处ꎬ但其对生态环境的影响也越来越引起人们

的广泛关注ꎮ 本研究采用 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 微平板法ꎬ调查了转基因高蛋氨酸大豆 ＺＤ９１ 对根际真菌群落碳代谢功能的影

响ꎮ 结果表明ꎬ转基因大豆 ＺＤ９１ 与其受体大豆 ＺＤ 的根际真菌群落功能没有显著差异ꎮ 本研究为转基因作物的环

境安全性评价提供了基础ꎮ
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　 　 全球转基因作物种植面积从 １９９６ 年的 １.７００×
１０６ ｈｍ２增加到了 ２０１５ 年的 １.７９７×１０８ ｈｍ２ [１]ꎬ利用

转基因技术可改良作物的农艺性状ꎬ如抗虫、抗病、
抗逆境及抗除草剂等ꎬ还可以改善农作物品质ꎬ如提

高大豆蛋氨酸含量和改善营养结构等[２￣７]ꎮ 然而ꎬ转
基因作物种植之后可能会对土壤生态系统产生不利

影响[８￣９]ꎮ 随着转基因作物新品种的不断涌现ꎬ评价

转基因作物对土壤生态系统的生物安全性变得十分

必要[１０]ꎮ
转基因作物可以通过直接或者间接的方式对土

壤中的非靶标微生物产生影响[１１]ꎮ 土壤生物化学

和微生物特性的检测结果可作为评估生态扰动的早

期指标ꎬ也是用于评价转基因作物潜在环境风险的

必要数据[１２]ꎮ 根系周围的微生物群落对维持作物

健康和生态系统功能稳定是非常重要的ꎮ 作者前期
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研究发现ꎬ转基因大豆 ＺＤ９１ 对根际土壤中的细菌

和丛枝菌根真菌群落结构没有显著影响[１３￣１４]ꎮ
为评价转基因作物对土壤微生物的影响ꎬ科

学家探索了很多方法[１５] ꎮ Ｂｉｏｌｏｇ 微平板法[１６￣１７] 通

过对微生物群落代谢活性的检测ꎬ反映出微生物

群落的变化ꎬ代谢多样性的变化与所培养的微生

物的群落组成和生理活性相关ꎬ该方法已广泛应

用到转基因作物对土壤微生物影响的研究中ꎮ 作

者利用 Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 微平板研究发现ꎬ转基因大豆

ＺＤ９１ 对根际微生物碳代谢功能无显著影响[１６] ꎮ
本研究拟进一步评价转基因大豆 ＺＤ９１ 在连续两

年田间种植过程中ꎬ是否会对真菌群落碳代谢功

能产生影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究以转胱硫醚￣γ￣合成酶基因高蛋氨酸大

豆 ＺＤ９１ 及其受体自贡冬豆 ＺＤ 为研究对象[７]ꎬ种植

于四川省南充市农业科学院试验基地(３０°４８′Ｎꎬ
１０６°０４′Ｅ)ꎬ于 ２０１２－２０１３ 年采集根际土样ꎮ 大豆种

子由中国农业科学院作物科学研究所提供ꎮ 采用随

机区组设计ꎬ每个品种设置 ４ 个重复ꎮ 在大豆生长

苗期 ( Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬ ＳＳ)、花期 ( Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬ
ＦＳ)、鼓粒期(Ｐｏｄ￣ｓｅｔｔｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬ ＰＳ)和成熟期(Ｍａｔｕ￣
ｒｉｔｙ￣ｓｅｔｔｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬ ＭＳ)采用五点取样法进行取样ꎬ并
用抖落法采集根际土壤[１４]ꎮ
１.２　 试验方法

取 ５ ｇ 新鲜土样至装有 ４５ ｍｌ 无菌生理盐水的

三角瓶(含玻璃珠)中ꎬ于旋转振荡器上 １８０ ｒ / ｍｉｎ振
荡 ３０ ｍｉｎꎬ之后静置一段时间ꎬ得１ ∶ １０ 提取液ꎮ 待

瓶中液体澄清后ꎬ取上清液 ５ ｍｌ 加入灭过菌的 １００
ｍｌ 三角瓶中ꎬ再加入 ４５ ｍｌ 无菌生理盐水ꎬ混合均

匀ꎬ得１ ∶ １００ 提取液ꎮ 重复上一步骤ꎬ得１ ∶ １ ０００的
提取液ꎮ 将 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 微平板从冰箱中取出ꎬ用 ２００
ｍｌ 多通道移液器移取土壤微生物提取液于 Ｂｉｏｌｏｇ
ＦＦ 微平板中ꎮ 将加好样的 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 微平板于 ２５
℃黑暗条件下温育 １６８ ｈꎬ每隔 ２４ ｈ 使用酶标仪在

５９０ ｎｍ 和 ７５０ ｎｍ 处读数ꎬ记录各个微孔的吸光度

变化ꎬ计算单孔平均颜色变化率ꎮ
１.３　 数据分析

参照 Ｌａｓｓｅｎ 等[１８￣１９] 的研究方法计算 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ
微平板真菌的单孔颜色平均变化率(Ａｖｅｒａｇｅ Ｗｅｌｌ

Ｃｏｌｏｒ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ＡＷＣＤ )ꎬ 即 ＡＷＣＤ５９０－７５０ ＝
Σ(Ｃ５９０－７５０) / ９５ꎮ 其中ꎬ数值小于 ０􀆰 ０６ 时按 ０ 处理ꎬ
分母表示 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 微平板上供试碳源的种类数ꎮ

参照 Ｇａｒｌａｎｄ 和 Ｍｉｌｌｓ[２０] 的方法对土壤微生物

群落功能多样性进行分析ꎮ 其中ꎬ丰富度指数为底

物碳源利用数 Ｓꎻ Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指 数 Ｈꎬ Ｈ ＝
－Σ(Ｐ ｉ× ｌｎＰ ｉ )ꎬ Ｐ ｉ 为单孔相对光密度值ꎬ 即 Ｐ ｉ ＝
Ｃ５９０－７５０ / Σ(Ｃ５９０－７５０)ꎻＰｉｅｌｏｕ 均匀度指数 Ｅꎬ Ｅ ＝ Ｈ /
ｌｎＳꎮ

所有数据通过 ＳＰＳＳ １７.０ 软件进行统计分析ꎬ
多处理间差异采用单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)比较ꎬ
并对多样性指数在不同年份、不同生育时期及不同

栽培品种间进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 根际真菌群落碳代谢活性

平均颜色变化率(ＡＷＣＤ)是根际真菌群落碳代

谢整体活性的有效指标ꎬ反映了真菌群落利用单一

碳源的能力[２１]ꎮ 在对 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 微平板培养过程

中ꎬ每隔 ２４ ｈ 使用酶标仪记录一次数据ꎮ 从图 １ 中

可以发现ꎬ随着培养时间的延长ꎬ转基因高蛋氨酸大

豆 ＺＤ９１ 及其受体大豆 ＺＤ 根际土壤中真菌群落对

碳源的利用活性均在逐渐增加ꎬ说明真菌群落在持

续不断的利用碳源ꎮ 从接种到 ２４ ｈꎬＡＷＣＤ 值无明

显变化ꎬ说明在 ０~ ２４ ｈ 碳源基本未被利用ꎮ 在

２４~７２ ｈ 转基因大豆及其受体大豆的 ＡＷＣＤ 值增长

较快ꎬ这说明根际真菌群落利用碳源速率增加ꎬ微生

物生长处于对数生长期ꎮ 转基因高蛋氨酸大豆和其

受体大豆相比ꎬ在根际真菌群落活性上没有显著性

差异ꎮ
　 　 ７２ ｈ 后转基因大豆及其受体大豆 ＡＷＣＤ 值趋

于平缓ꎬ表明真菌生长减缓进入稳定期ꎮ 由此确定

培养时间 ７２ ｈ 是所研究根际真菌生长对数期和稳

定期的临界值[２１￣２２]ꎬ采用此时的光密度值进行功能

多样性指标的计算ꎮ
２.２　 根际真菌群落功能多样性指数

多样性指数表征根际真菌群落的功能多样性ꎬ不
同的多样性指数反映根际真菌群落多样性的不同方

面ꎮ 对培养 ７２ ｈ 时的光密度值进行丰富度、多样性

和均匀度指数计算ꎬ统计结果见表 １ꎮ 通过比较发

现ꎬ转基因大豆及其受体大豆在丰富度指数(Ｓ)、多样

性指数(Ｈ)和均匀度指数(Ｅ)上均没有显著性差异ꎮ
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图 １　 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 板底物碳源利用的平均颜色变化率曲线

Ｆｉｇ.１　 Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｌｌ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ (５９０－７５０ ｎｍ) ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ

表 １　 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 板培育 ７２ ｈ 时真菌的丰富度(Ｓ)ꎬＳｈａｎｎｏｎ 多样性指数(Ｈ)和底物利用均匀度指数(Ｅ)(平均值±标准差)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｒｉｃｈｎｅｓｓ (Ｓ)ꎬ Ｓｈａｎｎｏｎ'ｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ (Ｈ) ａｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｅｖｅｎｎｅｓｓ (Ｅ) ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ

ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｆｏｒ ７２ ｈ (ｍｅａｎｓ ± ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ)

年份
苗期

ＺＤ ＺＤ９１

花期

ＺＤ ＺＤ９１

鼓粒期

ＺＤ ＺＤ９１

成熟期

ＺＤ ＺＤ９１

２０１２ 丰富度度 ６３.３３±４.９３ ７７.６７±３.２１ ７２.６７±８.３３ ７８.３３±８.１４ ８２.３３±５.８６ ７５.３３±１１.０６ ６９.００±２.００ ７８.００±５.２９

多样性 ３.４９±０.４４ ３.７３±０.１２ ３.７９±０.３５ ３.９０±０.０６ ３.７１±０.０８ ３.７３±０.０８ ３.５５±０.４９ ３.４８±０.２２

均匀度 ０.８４±０.０９ ０.８６±０.０３ ０.８８±０.０７ ０.８９±０.０２ ０.８４±０.０２ ０.８６±０.０２ ０.８４±０.０９ ０.８０±０.０５

２０１３ 丰富度度 ４２.３３±５.１３ ４１.６７±１.５３ ８５.００±６.０８ ７４.００±８.８９ ８０.００±３.６１ ８６.００±４.３６ ７４.３３±５.０３ ８１.６７±１.１５

多样性 ２.６０±０.４９ ２.５２±０.５２ ４.１０±０.０３ ４.０７±０.０８ ３.８７±０.０４ ３.９１±０.０７ ３.４８±０.３１ ３.８０±０.０１

均匀度 ０.６９±０.１１ ０.６８±０.１４ ０.９２±０.０１ ０.９５±０.０１ ０.８８±０.００ ０.８８±０.０１ ０.８１±０.０７ ０.８６±０.００

２.３　 根际真菌群落对不同种类碳源的利用率

Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 微平板含有 ９５ 种不同的碳源ꎬ其中

糖类 ４４ 种ꎬ羧酸类 １７ 种ꎬ氨基酸类 １３ 种ꎬ聚合物类

５ 种ꎬ胺 /氨类 ６ 种ꎬ其他类 １０ 种[２３]ꎮ 研究根际真菌

群落对不同种类碳源的利用率差异ꎬ能够更全面地

了解真菌群落代谢功能特征以及真菌群落的结构组

成[２４]ꎮ 图 ２ 为转基因大豆 ＺＤ９１ 与受体大豆 ＺＤ 在

２０１２ 年和 ２０１３ 年对不同种类碳源的利用率ꎬ分析

发现转基因大豆与受体大豆对不同种类碳源的利用

率没有显著差异ꎮ 根际真菌群落对羧酸类、氨基酸

类、聚合物类和其他类碳源的利用率较多ꎬ对糖类和

胺类的利用率相对较少ꎮ

３　 讨 论

作物与其根际微生物的关系错综复杂ꎬ转基因作

物对其根际微生物可能产生的抑制作用引起了人们

的广泛关注[１７ꎬ２５]ꎮ 生物学参数可作为衡量土壤特性

改变的早期且敏感的指标[２６]ꎮ 基于 Ｂｉｏｌｏｇ ＦＦ 微平

板系统的研究结果表明ꎬ转基因大豆 ＺＤ９１ 与其相应

的非转基因大豆根际真菌群落功能多样性没有显著

差异ꎮ 目前ꎬ该技术已被广泛应用于解析微生物农

药、转基因作物等对根际土壤微生物的影响[２７￣２８]ꎮ

５９９梁晋刚等:转基因高蛋氨酸大豆对根际真菌群落碳代谢功能的影响



对不同种类碳源的利用率(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ２　 转基因大豆 ＺＤ９１ 及其受体 ＺＤ 根际土壤中真菌群落

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ＺＤ９１ ａｎｄ ＺＤ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

　 　 影响土壤微生物群落的因素很多ꎬ比如ꎬ土壤的

性状ꎬ作物群落组成以及农事活动等ꎮ 根据之前的

研究结果ꎬ自然因素对土壤微生物数量的影响要大

于转基因品种的影响ꎮ 例如ꎬＶｅｌａｓｃｏ 等[２９] 报道ꎬ在
相同采样时间点ꎬ转基因玉米与非转基因玉米根际

土壤微生物代谢活性没有差异ꎬ但不同采样时间点

的根际微生物功能有显著差异ꎬ说明微生物功能的

差异主要是由采样时间不同引起的ꎮ 陈丰等[３０] 在

网室栽培条件下ꎬ分析富含硫氨基酸的转基因大豆

对土壤生态系统的影响ꎬ结果表明转基因大豆与非

转基因大豆相比ꎬ真菌代谢活性没有显著差异ꎮ 在

本研究中ꎬ转基因大豆 ＺＤ９１ 与非转基因大豆 ＺＤ 对

底物碳源的利用没有显著差异ꎮ
总体而言ꎬ基于两年的田间试验结果ꎬ转基因大

豆 ＺＤ９１ 对根际真菌群落碳代谢功能没有产生影

响ꎮ 另外ꎬ今后需采用更细化的不依赖微生物培养

的方法(如高通量测序技术)研究转基因大豆对根

际真菌群落及其他微生物群落结构的潜在影响ꎮ
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