
摘 要：为探讨转基因玉米的生态安全问题，圆园员缘年分别于玉米拔节期、抽雄期、乳熟期和完熟期采集土壤样品，并采用荧光定量
孕悦砸（匝怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 则藻葬造原贼蚤皂藻 孕悦砸，择孕悦砸）和末端限制性片段长度多态性分析（栽藻则皂蚤灶葬造 则藻泽贼则蚤糟贼蚤燥灶 枣则葬早皂藻灶贼 造藻灶早贼澡 责燥造赠皂燥则责澡蚤泽皂，栽原
砸云蕴孕）技术，研究了转 糟则赠员粤遭 和 藻责泽责泽 基因玉米 悦园园猿园援猿援缘种植对土壤古菌丰度和多样性的影响。结果表明：转 糟则赠员粤遭 和 藻责泽责泽 基
因玉米 悦园园猿园援猿援缘（栽酝）和受体玉米 阅月晕猿员愿（孕酝）的根际土和非根际土古菌数量为 员援源员伊员园怨耀源援园源伊员园怨 糟燥责蚤藻泽·早原员土，随生长时期的推
进均呈现先升高后降低的变化趋势，同一生长时期和土壤样品采集区域，圆种玉米古菌 员远杂 则砸晕粤基因丰度间无显著差异。栽原砸云蕴孕
分析共获得 员缘种不同长度的 栽原砸云泽，其中 愿怨 遭责和 员愿源 遭责片段为优势种群，同一生长时期和土壤样品采集区域每种优势种群在
栽酝和 孕酝间均无显著差异。土壤古菌 杂澡葬灶灶燥灶指数除 孕酝非根际土呈现先降低后升高的变化趋势外，其他均表现为先降低后升高
再降低；栽酝和 孕酝根际土古菌 耘增藻灶灶藻泽泽指数的变化趋势均为先降低后升高，而非根际土古菌 耘增藻灶灶藻泽泽指数表现为先降低后升高
再降低。同一生长时期和土壤样品采集区域 栽酝和 孕酝的 杂澡葬灶灶燥灶指数间及 耘增藻灶灶藻泽泽指数间差异均不显著。冗余分析（砸藻凿怎灶凿葬灶糟赠
葬灶葬造赠泽蚤泽，砸阅粤）显示土壤总氮和硝态氮含量对古菌群落结构有显著影响。主成分分析（孕则蚤灶糟蚤责葬造 糟燥皂责燥灶藻灶贼 葬灶葬造赠泽蚤泽，孕悦粤）表明，栽酝和
孕酝土壤古菌群落在根际土和非根际土中均未发生明显分离，说明 栽酝和 孕酝土壤古菌群落组成无显著差异。上述结果表明：转
糟则赠员粤遭 和 藻责泽责泽 基因玉米 悦园园猿园援猿援缘土壤古菌丰度和群落结构组成与受体玉米 阅月晕猿员愿无显著差异，古菌丰度和多样性主要受生
长时期的影响，受土壤样品采集区域的影响不显著，土壤总氮和硝态氮是调控土壤古菌群落变化的关键因子。
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Abstract：In order to comprehensively understand the ecological safety of transgenic maize, soil samples were collected in 2015 at the joint原
ing, tassel, milky and ripening stage of transgenic maize containing cry1Ab and epsps gene C0030.3.5, and the effects of this maize on the
abundance and diversity of soil archaea were investigated by quantitative polymerase chain reaction and terminal restriction fragment length
polymorphism（栽原砸云蕴孕）analyses. The results indicated that the number of archaea in the rhizosphere and non-rhizosphere zones of trans原
genic maize containing cry1Ab and epsps gene C0030.3.5（栽酝）and the parental maize DBN318（孕酝）was between 1.41伊109 and 4.04伊109

copies·g-1 soil, and all showed the trend of initially increasing and then decreasing with growth stage progression. No significant difference
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was observed in the abundance of the archaeal 16S rRNA gene between TM and PM for the same growth stage and sampling area（孕跃
园援园缘）援 粤 total of 15 terminal restriction fragments of different lengths were acquired by T -RFLP, and among these, the fragments with
lengths of 89 bp and 184 bp were derived from the dominant populations. For the same growth stage and sampling area, each dominant popu原
lation showed no significant difference between TM and PM（孕跃园援园缘）. The Shannon index initially decreased, then increased and decreased
again, with the exception of the non-rhizosphere zone of PM, which showed an initial decrease followed by an increase. The Evenness index of
the rhizosphere of TM and PM initially decreased and then increased. However, in the non-rhizosphere zone of TM and PM, the Evenness in原
dex showed a decrease-increase-decrease trend. For both the Shannon and Evenness indices, there were no significant differences between
TM and PM for the same growth stage and sampling area. Redundancy analysis indicated significant correlations between total nitrogen and
nitrate-nitrogen and the composition of archaea. Principal component analysis indicated no significant separation between TM and PM in ei原
ther the rhizosphere or non-rhizosphere zone, suggesting that there was no significant difference in the composition of archaea between TM
and PM. In summary, no significant differences were found in the abundance and community structure of archaea between the transgenic
maize containing the cry1Ab and epsps genes and its parental maize. The abundance and diversity indices of archaea were mainly affected by
the growth stage of maize. Soil total nitrogen and nitrate-nitrogen were the key factors controlling the soil archaeal community.
Keywords：cry1Ab; epsps; transgenic maize; archaea; abundance; diversity

转基因作物的研究和应用，在全球范围内得到了

蓬勃的发展，已成为“现代农业史上采用最为迅速的

作物技术”。据 ISAAA最新报告，1996—2016年的 21
年间，全球转基因作物累计种植面积达到空前的 21
亿 hm2，市场价值达到 158亿美元[1]。在转基因作物种
植带来可观经济效益的同时，其引发的生态环境安全

性问题受到了国际上的广泛关注[2-3]。
土壤微生物是土壤生态系统中物质能量循环的

主要驱动力，能够表征土壤质量变化，决定着土壤的

健康和稳定性[4]。转基因作物种植是否会对土壤生态
系统产生影响，尤其是对土壤微生物的群落结构和功

能产生影响，成为评价转基因作物生态安全性的一个

重要指标 [5]。20 世纪 80 年代，古菌（Archaea）、细菌
（Bacteria）和真核生物（Eukarya）的三域分类系统被提
出[6]。然而，由于古菌一直被认为仅存在于极端条件下
（如高盐、强碱或强酸环境），对古菌的研究非常有限。

随着在陆地生态系统中发现大量泉古菌的存在，其在

陆地生态系统中的地位引发了科学界的重视，研究发

现古菌数量占微生物总数量的比例高达 12%~38%[7]，
参与土壤元素的转化过程[8]。土壤古菌与细菌一样，
在碳和氮的生物地球化学循环中发挥重要作用。产

甲烷古菌在厌氧条件下能够将有机物甲烷化产生甲

烷气体[9-11]，氨氧化古菌则会参与硝化作用的氨氧化
过程[12-13]。因此，充分认识古菌对环境变化的响应将
为研究环境变化对生态系统的影响提供重要依据。

抗虫转基因玉米的培育，成为解决害虫危害难题

的“绿色”途径，也为解决我国玉米大面积虫害而造成

减产的难题提供了新的思路。具有复合性状的抗虫抗

除草剂转基因玉米兼具抗虫性和除草剂耐受性，成为

转基因玉米发展的新方向。转基因玉米种植后，其根

系分泌物及外源基因表达产物进入土壤可能会引起

土壤微生物以及酶活性等的改变，进而影响土壤营养

元素转化过程[14]。因此，在转基因玉米推广前，应进行全
面的生态环境安全性评价研究。目前转基因玉米生态

环境安全性评价研究主要集中在对非靶标生物[15-16]以
及土壤细菌群落 [17-18]、土壤真菌多样性 [19]和放线菌
等的影响 [20]，基因漂流 [21-22]和外源蛋白残留情况及
动态变化[23]等方面，但对土壤古菌群落的影响研究不
足。本研究采用荧光定量 PCR和 T-RFLP技术分析
转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5 种植后土壤
古菌丰度和多样性的变化，探讨其对古菌丰度和群落

结构的影响，丰富转基因玉米的环境风险性研究内

容，为综合评价转基因玉米的环境安全性提供科学的

理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验地概况
试验地点位于河北省唐山市玉田县陈家铺乡北

京大北农生物技术有限公司试验基地，地处东经

117毅43忆、北纬 39毅47忆。该地区属北温带大陆性季风气
候，年均降水量 693.1 mm，年平均气温 11.2 益，无霜
期约为 193 d，土壤为潮土。试验始于 2015年，试验开
始时，供试土壤 0~20 cm土层含有机质 13.09 g·kg-1，
全氮 2.80 g·kg-1，全磷 0.53 g·kg-1，硝态氮 15.96 mg·
kg-1，铵态氮 0.2 mg·kg-1，速效磷 1.25 mg·kg-1，pH
8.28。

试验以转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5
（TM）及受体玉米 DBN318（PM）为研究对象，均由北
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农业环境科学学报 第 36卷第 10期

表 1 玉米不同生长时期土壤基本理化性质
Table 1 Basic soil physico-chemical properties in different growth stages of maize

京大北农生物技术有限公司提供。试验采用随机区组

设计，转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5和受体
玉米 DBN318各设置 3次重复，共 6个小区，小区面
积为 10 m伊15 m，小区间设有 5 m的非转基因玉米隔
离带，试验基地四周有围墙隔离，周边为设施蔬菜，无

玉米种植。采取春播单季玉米的种植模式，试验前此

样地的种植模式为小麦和玉米轮作，小麦和玉米均为

普通非转基因品种。试验田施复合肥，其中基肥占

60%，拔节期追肥占 40%，试验期间的田间管理措施
均按照当地常规操作进行，全生育期不施用农药。

1.2 土壤样品采集
根际土（GJ）和非根际土（FGJ）样品分别采集于

2015年 6月 28日（拔节期，J）、2015年 8月 10日（抽
雄期，T）、2015年 8月 31日（乳熟期，M）和 2015年 9
月 28日（完熟期，R）。根际土采用十字交叉法采集，
在每个小区随机选取 5~10株玉米，采用抖落法收集
紧紧附着在根上的土壤；非根际土采用 W形多点采
样法采集，在每个小区随机选取 15个采样点，距离玉
米主茎 20 cm处利用土壤采样器采集 0~15 cm的表
层土壤。在每个生长时期，将同一处理小区同一采样

区域的土壤充分混匀作为 1个样品，装入自封袋中。
所有土壤样品混匀后放入低温样品储藏箱中带回实

验室。土壤样品过 2 mm筛剔除植物残体、根系、石头

及其他杂物后分为 2份，一份保存于-70 益冰箱中用
于分子实验分析，另一份用于土壤理化性质测定。

1.3 土壤基本理化性质测定
采用连续流动分析仪测定土壤全氮、硝态氮和铵

态氮含量。采用重铬酸钾容量法测定土壤有机质含

量，硫酸-高氯酸消煮法测定土壤全磷含量，碳酸氢钠
浸提-钼锑抗比色法测定土壤速效磷含量，采用烘干
法测定土壤含水量（H2O），电位法（水土比 2.5颐1）测定
土壤 pH值，具体操作步骤参见文献[24]的方法。土壤
基本理化性质的测定结果见表 1。
1.4 土壤总 DNA提取

采用 PowerSoilTM Total DNA Isolation 试剂盒（Mo
Bio Laboratories，Solana Beach，CA，USA）提取于-70 益
冰箱中保存的土壤样品的总 DNA。共提取 48个土壤
样品（2种玉米，2个土壤样品采集区域，4 个生长时
期，3次重复）的总 DNA。提取步骤参考试剂盒说明
书，最后用 100 滋L ddH2O洗脱。提取产物采用 1.0%
琼脂糖凝胶电泳分析完整性后保存于-70 益冰箱中
待用。

1.5 qPCR分析
土壤古菌 16S rRNA 基因的 qPCR 在 Stratagene

Mx3005P上进行，引物序列信息和 PCR反应条件见
表 2。25 滋L的 qPCR反应体系如下：1伊SYBR Premix

注：同列不同字母表示玉米不同生长期根际土及非根际土间差异显著（P<0.05）。
Note: Different letters in the same column indicate significant differences among rhizosphere and non-rhizosphere in different growth stages at P<0.05.

生长
期

品种
总氮

Total N/g·kg-1
铵态氮

NH+4-N/mg·kg-1
硝态氮

NO-3-N/mg·kg-1
全磷

Total P/g·kg-1
速效磷

Available P/mg·kg-1
有机质 Organic

matter/g·kg-1
含水率

Moisture/% pH值
GJ J PM 1.10依0.04c 0.39依0.17bcd 78.04依34.63a 0.73依0.02a 15.12依2.84a 15.09依2.24bc 18.34依0.20b 7.97依0.02d

TM 1.18依0.14c 0.17依0.03d 98.84依31.56a 0.58依0.09b 11.54依2.45ab 16.30依3.30bc 18.08依1.15b 7.92依0.13d
T PM 3.17依0.84ab 0.32依0.14cd 3.07依0.64b 0.80依0.02a 9.23依3.08bc 18.29依1.55abc 15.41依1.01c 8.27依0.09abc

TM 3.54依1.06ab 0.17依0.09d 3.63依0.65b 0.85依0.10a 10.52依3.34bc 20.45依3.25ab 14.48依0.56c 8.22依0.02c
M PM 4.09依0.69ab 0.87依0.20a 3.21依0.76b 0.76依0.11a 1.85依0.39d 23.22依6.51a 12.08依1.12d 8.24依0.02bc

TM 4.39依0.50a 0.59依0.14b 4.40依1.11b 0.80依0.03a 2.71依1.25d 20.60依2.58ab 11.61依0.37d 8.24依0.06bc
R PM 3.08依0.47b 0.61依0.01b 2.80依1.00b 0.83依0.08b 6.74依1.07c 17.25依1.89abc 20.90依0.69a 8.39依0.09a

TM 3.70依0.91ab 0.45依0.20bc 2.72依0.52b 0.80依0.04a 8.21依2.16bc 13.35依3.30c 20.50依0.70a 8.35依0.03ab
FGJ J PM 1.27依0.10d 0.17依0.09d 30.49依12.92b 0.77依0.15b 12.56依5.97bc 17.74依0.80bc 17.78依1.45ab 7.97依0.18c

TM 1.30依0.09d 0.39依0.10cd 54.76依16.21a 0.82依0.06ab 13.56依3.48b 16.61依2.51bc 18.49依1.33a 7.91依0.04c
T PM 3.11依0.43a 0.21依0.06d 9.04依2.14c 0.73依0.13b 14.77依6.08b 20.87依4.45ab 16.11依1.35b 8.01依0.11bc

TM 2.13依0.59c 0.32依0.14d 7.47依0.34c 0.82依0.07ab 26.10依10.09a 24.02依4.83a 16.51依0.90b 7.97依0.08c
M PM 2.77依0.57abc 1.09依0.41b 5.72依1.98c 0.77依0.10b 4.29依1.08c 17.76依0.93bc 11.13依0.72c 8.21依0.08a

TM 2.31依0.25bc 1.75依0.64a 10.09依3.21c 0.80依0.04ab 5.67依2.02bc 17.23依0.58bc 10.41依0.83c 8.18依0.03ab
R PM 2.48依0.15abc 0.89依0.22bc 6.15依2.23c 0.97依0.07a 9.64依2.29bc 15.85依1.85bc 19.60依0.62a 8.27依0.09a

TM 2.87依0.43a 0.57依0.22bcd 5.71依1.52c 0.81依0.12ab 13.29依4.11bc 15.17依3.57c 19.67依0.75a 8.24依0.14a
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表 2 qPCR和 T-RFLP引物和反应条件
Table 2 Primers and conditions for qPCR and T-RFLP

Ex TaqTM Buffer（TaKaRa），0.2 滋mol·L-1上下游引物，
1伊ROX Reference dye 域（TaKaRa），0.01 g·L-1 T4 gene
32 protein（Roche），1.0 滋L 20倍稀释的 DNA模板，用
灭菌水补足至总体积为 25 滋L。设置无模板对照（No
Template Control，NTC），每个 DNA样品和 NTC各 3
次重复。所有 qPCR反应均于 72 益延伸时收集荧光
信号，并绘制熔解曲线（60~95 益，每扫描 1次温度增
加 0.5 益）。

标准曲线的制作：将采用 ARC344F和 ARC915R
引物对扩增获得的片段进行克隆测序，用阳性克隆质

粒以 10 倍梯度逐步稀释制备成的标准样品进行
qPCR，绘制标准曲线。本研究中标准曲线的 R2在
0.998~1.000之间，扩增效率在 90.0%~92.8%之间。
1.6 T-RFLP分析

土壤古菌 16S rRNA基因采用引物对 Ar109F和
Ar915R进行扩增，其中引物 Ar915R的 5忆端采用 6忆-
FAM荧光标记，引物序列信息和 PCR反应条件见表
2。扩增体系如下：50 滋L的 PCR 反应体系包括：1伊
Buffer（Promga，USA），1.5 mmol·L-1 MgCl2，0.4 mmol·L-1

dNTP（TaKaRa），0.4 滋mol·L-1上下游引物，0.4 g·L-1

BSA（TaKaRa），1.25U的 Go TaqTM Hot Start Polymerase
（Promga，USA），DNA模板 1.0 滋L，用灭菌水补足至总
体积为 50 滋L，每个样品各 3次重复。PCR反应设置
无模板对照（NTC）。每个样品和 NTC 各 3 次重复。
将3次重复的扩增产物混合均匀经切胶纯化后，用限
制性内切酶 Taq玉（TaKaRa）65 益下酶切 3 h，后加入
10伊loading buffer终止反应。酶切产物的 T-RFLP分
析由生工生物工程（上海）股份有限公司完成。

1.7 数据分析
T-RFLP数据分析时将相差为依1 bp的片段归为

同一 T-RF[27]，参照 Lukow等[28]的方法计算相对丰度
（Relative abundance，Ra），所有 Ra大于 1%的 T-RFs
为有义片段并用于 T-RFLP分析，Ra大于 10%的 T-
RFs为该样品的优势种群[29]。生物多样性用 Shannon
指数（H）和 Evenness指数（EH）评价。计算公式如下：

H=-撞Pi lnPi

EH=H/lnS
式中：H 为 Shannon 指数；EH 为 Evenness 指数；S 为
不同片段的种类数；Pi为第 i条片段峰面积占该样品
总峰面积的比率。

数据的显著性分析采用 SPSS 22.0单因素方差分
析（One-Way ANOVA）检验，并进行多重比较（Duncan
法），2 个处理间的数据比较采用独立样本的 t检验
（Independent-Samplet Test）。PCA分析采用 SPSS 22.0
软件进行，并通过 Origin 9.0软件作图。土壤古菌群落
结构与土壤环境因子的关联关系采用 RDA 方法
（CANOCO for Windows 4.5.1）分析，并应用蒙特卡洛
检验进行显著性分析（P<0.05）。
2 结果与分析

2.1 转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5对土壤古
菌 16S rRNA基因丰度的影响

土壤古菌 16S rRNA 基因丰度的变化如图 1 所
示。PM和 TM的根际土和非根际土古菌 16S rRNA基
因丰度随生长时期均呈现先升高后降低的变化趋势，

PM根际土和非根际土古菌 16S rRNA基因丰度范围
分别为 2.12伊109~3.05伊109 copies·g-1土和 1.64伊109~
4.04伊109 copies·g-1 土，TM 根际土和非根际土古菌
16S rRNA 基因丰度范围分别为 1.68伊109~3.74伊109

copies·g-1土和 1.41伊109~3.29伊109 copies·g-1土，最低
值均出现在完熟期，而最高值除 TM非根际土出现在
抽雄期外，均出现在乳熟期，不同生长时期土壤古菌

16S rRNA基因丰度间的显著性分析表明，PM根际土
古菌 16S rRNA基因丰度在 4个生长期间无显著性差
异（P>0.05）；PM非根际土乳熟期古菌 16S rRNA基因
丰度显著高于拔节期和完熟期（P<0.05），与抽雄期差
异不显著（P>0.05），其他 3 个生长期间差异不显著
（P>0.05）；与 PM非根际土相似，TM根际土古菌 16S
rRNA基因丰度乳熟期显著高于拔节期和完熟期（P<
0.05），与抽雄期差异不显著（P>0.05），但抽雄期显著

注：Y=C/T；K=G/T.
Note: Y=C/T；K=G/T.

引物 Primers 序列 5忆-3忆Sequences 5忆-3忆 反应条件 Thermal condition 产物大小 Product size 应用 Application 参考文献 Reference
ARC344F
ARC915R

ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA
GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

95 益 2 min；95 益 15 s，55 益 30 s，
72 益 30 s，30个循环 552 bp qPCR [25]

Ar109F
Ar915R

ACKGCTCAGTAACACGT
GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

95 益 5 min；95 益 30 s，52 益 45 s，
72 益 45 s，30个循环；72 益 5 min 800 bp T-RFLP [26]
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不同字母表示同一种玉米不同生长期间差异显著（P<0.05）。
图 1 土壤古菌 16S rRNA基因丰度变化

Figure 1 Abundance changes of soil archaeal 16S rRNA gene

高于完熟期（P<0.05），而与拔节期无显著差异（P>
0.05），拔节期与完熟期无显著差异（P>0.05）。TM非
根际土古菌 16S rRNA基因丰度抽雄期显著高于拔节
期和完熟期（P<0.05），与乳熟期差异不显著（P>0.05），
乳熟期显著高于完熟期（P<0.05），但与拔节期差异
不显著（P>0.05），拔节期与完熟期间无显著差异（P>
0.05）。

对比同一生长时期同一土壤样品采集区域 PM
和 TM 根际土古菌 16S rRNA 基因丰度（表 3），发现
PM根际土在拔节期和完熟期高于 TM，而在抽雄期和
乳熟期相反，非根际土的分析结果与根际土基本一致

（除乳熟期 PM高于 TM）。同时显著性分析结果表明，
在 4个生长时期，PM和 TM根际土古菌 16S rRNA基
因丰度之间均无显著差异（P>0.05），非根际土的分析
结果与根际土一致。同一种玉米同一生长时期根际土

和非根际土古菌 16S rRNA基因丰度间的对比结果表
明，根际土和非根际土之间均无显著差异（P>0.05）。

以上研究结果表明，转 cry1Ab 和 epsps基因玉米
C0030.3.5 与受体玉米 DBN318 土壤古菌 16S rRNA
基因丰度无显著差异，土壤古菌 16S rRNA基因丰度
变化主要受到玉米生长时期的影响，而受土壤样品采

集区域的影响并不显著。

对土壤古菌 16S rRNA基因丰度与土壤理化因子
进行相关性分析（表 4），结果显示古菌 16S rRNA基
因丰度与土壤全氮、速效磷、有机质和含水率呈正相

关，而与铵态氮、硝态氮和 pH值呈负相关，但均未达
到显著水平。

2.2 转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5对土壤古
菌群落结构的影响

T-RFLP图谱（图 2）显示，不同生长时期土壤中
共获得 15种不同长度的 T-RFs，其中 89 bp（相对丰
度19.34%~30.28%）和 184 bp（相对丰度 60.20%~
74.47%）的片段所代表的物种为所有土壤共有的优势
种群，它们的相对丰度显著高于其他 T-RFs。PM根际
土中，89 bp片段的相对丰度在抽雄期最低（19.58%），
拔节期最高（25.00%）；184 bp片段的相对丰度最低值
出现在拔节期（67.21%），抽雄期最高（74.47%）。PM
非根际土中，89 bp片段的相对丰度最低值和最高值
同样出现在抽雄期（19.34%）和拔节期（27.72%）；184
bp片段的相对丰度则在拔节期最低（63.67%）和抽雄
期最高（71.80%）。TM根际土中，89 bp片段的相对丰
度均高于 20%，乳熟期最低（21.02%），拔节期最高
（30.28%）；184 bp片段的相对丰度均大于 60%，拔节
期最低（60.2%），乳熟期最高（73.63%）。TM非根际土
89 bp片段的相对丰度拔节期（25.79%）最高，与根际

表 3 土壤古菌 16S rRNA基因丰度显著性分析
Table 3 Significant analysis of 16S rRNA gene abundance of soil archaea

PM TM

生长期 Growth stage
土壤古菌 16S rRNA基因丰度 16S rRNA gene abundance of soil archaea/copies·g-1 soil

根际土 GJ 非根际土 FGJ
PM TM PM TM

J 2.13伊109依4.07伊108 1.96伊109依4.86伊108 1.96伊109依7.34伊108 1.89伊109依4.16伊108

T 2.94伊109依5.22伊108 2.99伊109依8.91伊108 2.96伊109依1.08伊108 3.29伊109依8.19伊108

M 3.05伊109依6.67伊108 3.74伊109依6.37伊108 4.04伊109依1.04伊108 2.70伊109依5.72伊108

R 2.12伊109依2.15伊108 1.68伊109依3.29伊108 1.64伊109依3.43伊108 1.41伊109依8.54伊108

6伊109

5伊109

4伊109

3伊109

2伊109

1伊109

0
生长期 Growth stage

J T M R

非根际土 Non-Rhizosphere

b bc

ab a
a

ab

c
b

6伊109

5伊109

4伊109

3伊109

2伊109

1伊109

0
生长期 Growth stage

J T M R

根际土 Rhizosphere

a bc
a ab a

a

ca
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表 4 土壤古菌 16S rRNA基因丰度与基本理化性质相关性分析
Table 4 Correlation coefficients for relationships between16S rRNA gene abundance of soil archaea and basic physico-chemical properties

土相同，但最低值出现在抽雄期（20.21%）；184 bp片
段则与根际土一致，拔节期最低（66.33%），乳熟期最
高（71.92%）。

研究同时发现，176 bp和 256 bp片段在 TM完熟
期非根际土中存在，而在 PM中缺失；178 bp片段在
PM完熟期非根际土中存在，而在 TM中缺失；538 bp
片段在 PM乳熟期根际土和拔节期非根际土中存在，
在 TM中缺失，而在 TM乳熟期非根际土中存在，在
PM中缺失；544 bp仅存在于 PM拔节期根际土和非
根际土中；546 bp片段在 TM抽雄期根际土和拔节期
非根际土中存在，相应时期的 PM中缺失，而在 PM
完熟期根际土和非根际土中存在，TM中缺失；548 bp
和 561 bp片段存在于 TM拔节期根际土和 PM完熟
期非根际土中，而相应的 PM和 TM 中缺失；553 bp
片段存在于 PM 拔节期和抽雄期根际土和 TM 拔节
期及乳熟期非根际土中，相应的 TM和 PM中缺失。
这些表现存在与缺失的非优势 T-RFs的相对丰度均
非常低，虽然它们表现为缺失，但并不说明在该样品

中不存在，很可能是它们在各自样品中的含量低于所

采用的 T-RFLP方法的检出限。
同一生长时期和土壤样品采集区域 2种玉米相

同优势种群（89 bp和 184 bp）的相对丰度间显著性分
析表明，PM和 TM间均无显著差异（P>0.05），TM和
PM共有的非优势种群与优势种群分析结果一致。不
同 T-RFs所代表土壤古菌种群在各生长时期的土壤
中所占比例发生变化，说明土壤古菌的群落结构发

生一定的改变，但 89 bp和 184 bp 2种 T-RFs所代

表的优势群变化很小，表明土壤古菌整体的群落组

成未发生显著变化，转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米
C0030.3.5与受体玉米 DBN318间土壤古菌群落组成
无显著差异。

2.3 转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5对土壤古
菌 16S rRNA基因多样性指数的影响

由表 5 可见，PM 根际土古菌 16S rRNA 基因的
Shannon指数表现为降低-升高-降低的变化趋势，抽
雄期最低，乳熟期最高，而非根际土的 Shannon指数
表现为降低-升高的变化趋势，最低值同样出现在抽
雄期，而最高值出现在完熟期；TM根际土和非根际土
古菌 16S rRNA基因的 Shannon指数，均呈现先降低，
后升高，再降低，抽雄期最低，乳熟期最高。PM和 TM
根际土古菌16S rRNA基因的 Evenness指数变化均表
现为先降低后逐渐升高的趋势，抽雄期最低，完熟期

最高；而 PM和 TM非根际土的 Evenness指数变化趋势
均与根际土不同，且呈现降低-升高-降低的趋势，其
中最小值均出现在抽雄期，PM最大值出现在乳熟期，
TM最大值出现在拔节期。对同一生长时期和土壤样
品采集区域 PM和 TM的 Shannon指数间及 Evenness
指数间进行显著性分析，结果表明，PM和 TM间均无
显著差异（P>0.05），多样性指数的变化主要受到玉米
生长时期的影响，受土壤样品采集区域影响较小。

2.4 土壤古菌群落的 PCA分析
采用 T-RFLP结果中相对丰度大于 1%的 T-RFs

进行 PCA分析，结果表明，不同生长时期，PM和 TM
根际土古菌群落组成在 PC1和 PC2轴上未发生明显

图 2 土壤古菌 16S rRNA基因的限制性酶切片段和相对丰度
Figure 2 Average relative abundance of T-RFs of soil archaeal 16S rRNA gene

+4

相关性
总氮

Total N
铵态氮

NH+4-N
硝态氮

NO-3-N
速效磷

Available P
有机质

Organic matter
含水率

Moisture pH值
古菌 16S rRNA基因丰度 16S rRNA gene abundance of archaea 0.072 -0.241 -0.006 0.049 0.253 0.144 -0.211

王 晶，等：转 cry1Ab 和 epsps基因玉米 C0030.3.5对土壤古菌丰度和多样性的影响 2053



农业环境科学学报 第 36卷第 10期

PM-J TM-J PM-T TM-T PM-M TM-M PM-R TM-R
0 1 2 3 4 5

A
4
3
2
1
0

-1
-2

Rhizosphere

-1
PC1（16.6%）

Non-Rhizosphere

0 1 2 3

B4
3
2
1
0

-1
-2

-1
PC1（18.51%）

表 5 不同生长时期土壤古菌 16S rRNA基因的多样性指数
Table 5 Diversity index of soil archaeal 16S rRNA gene in different growth stages

注：同列不同字母表示玉米不同生长期间差异显著（P<0.05）。
Note: Different letters in the column indicate significant differences among the growth stages at P<0.05.

分离（图 3A），非根际土古菌群落同样未发生明显分
离（图 3B）。这说明转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米
C0030.3.5土壤古菌群落组成与受体玉米 DBN318无
显著差异。

2.5 土壤古菌群落与土壤理化因子的 RDA分析
对不同生长时期根际土古菌 16S rRNA 基因的

T-RFLP结果进行 RDA分析，结果显示（图 4A），前两
轴可解释古菌 16S rRNA基因多样性变化的 90.3%。蒙
特卡洛检验表明，土壤硝态氮含量（P=0.002）、pH值
（P=0.002）、总氮含量（P=0.008）和总磷含量（P=0.014）
与根际土古菌群落组成显著相关。不同生长时期非根

际土古菌 16S rRNA 基因的 RDA分析结果显示（图
4B），前两轴可解释古菌 16S rRNA基因多样性变化
的 89.9%，土壤总氮含量（P=0.010）和硝态氮含量（P=
0.014）与非根际土古菌群落组成显著相关。综合分析
认为，土壤总氮和硝态氮是调控土壤古菌群落的关键

因子。由图 4还可见，无论是根际土还是非根际土，PM
和 TM均未发生明显分离，表明转 cry1Ab 和 epsps 基
因玉米 C0030.3.5与受体玉米 DBN318的土壤古菌群
落组成无显著差异，与 PCA分析结果一致。

3 讨论

随着转基因作物的大面积种植，其对土壤生态系

统，尤其是对土壤微生物的影响受到广泛关注[30]。土
壤微生物作为土壤生态系统的重要组成成分，会对作

物种植产生敏感的响应，进而影响作物生长[31]。古菌
作为一种可以适应极端环境如高温、强酸的生物，在

整个生态系统中起着不可估量的作用[32-36]。本研究采
用 qPCR 和 T-RFLP方法分析了土壤古菌的丰度和
多样性的变化，探讨了转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米
C0030.3.5种植对土壤古菌丰度和群落结构的影响。

qPCR 分析结果表明，TM 和 PM 根际土中古菌
16S rRNA基因丰度均呈先升高后降低的趋势，说明
玉米种植后，玉米的根系活动及其产生的根系分泌

物，为微生物营造了更适应其生长和繁殖的微环境。

在玉米生长前期（营养生长阶段），根系不断生长，根

系活动增强，其分泌物和脱落物都不断增加，为古菌

提供了可利用的碳源、氮源及其他营养物质，因此古

菌的数量也随之增加，在乳熟期达到最大值，而在玉

米生长后期，其根系生长缓慢，根系活动减弱，古菌可

图 3 土壤古菌群落组成的 PCA分析
Figure 3 PCA analysis of the composition of soil archaea

生长期 Growth
stage

Shannon指数 Shannon index Evenness指数 Evenness index
根际 GJ 非根际 FGJ 根际 GJ 非根际 FGJ

PM TM PM TM PM TM PM TM
J 1.03依0.08b 1.22依0.07b 1.17依0.29a 1.27依0.29a 0.41依0.04b 0.46依0.03a 0.51依0.10a 0.52依0.10a
T 0.99依0.11b 1.04依0.13c 1.14依0.21a 1.17依0.19a 0.36依0.02b 0.42依0.08a 0.39依0.06a 0.40依0.04b
M 1.48依0.08a 1.50依0.01a 1.47依0.04a 1.51依0.03a 0.48依0.02a 0.44依0.09a 0.51依0.04a 0.51依0.03a
R 1.46依0.05a 1.37依0.10ab 1.48依0.01a 1.49依0.15a 0.50依0.03a 0.47依0.04a 0.48依0.01a 0.49依0.02ab
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图 4 土壤古菌群落组成的 RDA分析
Figure 4 RDA analysis of the composition of soil archaea

以利用的碳源和氮源也相应减少，其生长受到限制，

数量也随之减少。在 4个生长期中，同一时期同一土
壤样品采集区域 PM和 TM根际土古菌 16S rRNA基
因丰度之间均无显著差异（P>0.05），并且同一玉米品
种同一生长时期根际土和非根际土古菌 16S rRNA基
因丰度间同样均无显著差异（P>0.05）。

相关分析发现，古菌 16S rRNA基因丰度与土壤
总氮、速效磷、有机质和含水量呈正相关，而与铵态

氮、硝态氮和 pH值呈负相关，但均未达到显著水平。
土壤有机质和总氮可以提供古菌生长需要的碳源和

氮源。当土壤中总氮和有机质含量满足古菌生长所需

时，古菌会大量繁殖，数量会随之增加。水分作为土壤

中各种元素的溶质，可以通过溶解土壤中的营养物质

影响古菌对养分的利用[37]，同时，土壤水分会影响土
壤的通气状况，进而影响微生物的呼吸作用，对土壤

古菌数量产生影响。土壤古菌能够耐受极端环境，如

强酸等，但极端条件会对古菌数量产生抑制作用，因

此古菌数量与 pH值表现为负相关关系；同时 pH值
又会影响土壤中铵态氮与硝态氮的转化过程[38]，也造
成速效氮素与古菌数量呈负相关关系。

T-RFLP数据表明，不同 T-RFs所代表土壤古菌
种群在不同生长时期的土壤中所占比例发生变化。虽

然土壤古菌的群落结构在各生长时期间发生一定的

改变，但 89 bp和 184 bp 2种 T-RFs所代表的优势群
的相对丰度变化很小，表明土壤古菌整体的群落结构

组成未发生显著变化。土壤古菌多样性指数分析数据

表明，TM土壤古菌 Shannon指数和 Evenness指数与

PM无显著差异，与吴元凤等[39]对转基因抗虫棉种植
后土壤氨氧化古菌群落多样性指数变化的研究结果

一致。Shannon指数是用来估计群落多样性的高低的
指标[40]，多样性指数越高则群落结构越稳定，抗外界
干扰的能力就越强，在 2种玉米的 4个生长期中，无
论根际土还是非根际土古菌 Shannon指数均呈现先
升高后降低的趋势，并在乳熟期达到最高值。该结果

说明玉米乳熟期时土壤群落结构最稳定，而到完熟期

古菌 Shannon指数降低，可能是由于玉米生长末期时
根系活动程度降低，根系老化，分泌物减少所致。

Evenness指数通常是用来描述物种中个体的相对丰
富度或所占比例的一个指标，土壤 Evenness指数呈
先降低后升高再降低的趋势，在乳熟期古菌的 Even原
ness指数达到最大值，说明在此时期某些古菌类群的
相对丰度高于其他时期。

PCA分析结果表明，不同生长时期，PM和 TM根
际土和非根际土古菌群落未发生明显分离，说明古菌

群落组成相对稳定，受转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米
C0030.3.5种植的影响不显著。Fang等[41]研究认为，转
Bt基因玉米并未显著影响土壤微生物群落结构，反
而是土壤质地和采样时间对其产生了影响，与本文结

论基本一致。RDA分析发现古菌群落结构与硝态氮、
总氮含量变化显著相关。氮素是所有生命体最重要的

元素，植物吸收无机态氮在体内转化为有机态氮，而

微生物兼具吸收无机态氮和有机态氮[42]，在种植玉米
的旱地土壤中，对氮素的利用主要以氧化态的硝态氮

为主。因此，土壤中无机态氮和有机态氮都会对土壤古
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菌群落结构产生影响。氨氧化古菌作为古菌的主要组

成类群，参与土壤氮循环，与土壤总氮和硝态氮关系密

切。本课题组研究发现，氨氧化古菌在古菌中所占比例

较高，且其群落结构随生长时期发生变化。这种变化也

在土壤古菌总体群落变化中得以体现。

本研究从土壤古菌数量和群落结构变化 2个方
面探讨了转基因玉米种植对土壤古菌群落的影响。但

本研究仅对 1年和 1个地点的土壤古菌群落进行了
分析，不能全面地评价转基因玉米种植对土壤古菌群

落的影响，并且由于方法的局限性，未能从古菌物种

角度细致分析转基因玉米种植后土壤古菌群落结构

的变化，因此在今后的研究中将进行长期多地区监

测，并结合多种先进的分子生物学方法[43-44]，如高通量
测序等进行更全面的研究，为转基因作物的生态安全

性评价提供更加全面的理论基础。

4 结论

（1）转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5土壤
古菌 16S rRNA基因丰度与受体玉米 DBN318无显著
差异。玉米生长时期是影响土壤古菌 16S rRNA基因
丰度的主要因素。

（2）土壤古菌 16S rRNA基因丰度与土壤总氮含
量、速效磷含量、含水量和有机质含量呈正相关关系，

而与 pH值以及铵态氮和硝态氮呈负相关关系，但相
关性均不显著。

（3）转 cry1Ab 和 epsps 基因玉米 C0030.3.5土壤
古菌 16S rRNA基因的多样性与受体玉米 DBN318无
显著差异。玉米生长时期是古菌群落结构变化的主要

影响因素，土壤总氮和硝态氮是调控土壤古菌群落结

构变化的关键因子。
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