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摘要 研究了转 χρψ Αβ基因水稻克螟稻中 ≤毒蛋白的表达 !根系分泌及其在土壤中的残留规律 结果表明 分蘖始期

至成熟期 克螟稻地上部和根部中的 ≤毒蛋白的表达量ƒ • 分别为 1 ∗ 1 Λ和 1 ∗ 1 Λ生育期间克

螟稻根系分泌的 ≤毒蛋白含量仅为 1 ∗ 1 株# 试验证实 克螟稻根际土中的 ≤毒蛋白残留含量低

于检测限  1干燥土 生物测定还表明 克螟稻根际土及其提取液对棉铃虫初孵幼虫和 龄幼虫不产生致死性效应 

相对于 ≤毒蛋白的根系分泌转移 克螟稻秸秆还田对土壤环境的影响应引起重视 
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  水稻生产受稻螟虫和稻纵卷叶螟等鳞翅目害虫

的严重威胁≈ 转基因技术的发展为水稻螟害的防

治提供了新的途径 舒庆尧等≈ !项友斌等≈将 Βτ

 Βαχιλλυσ τηυρινγενσισ基因χρψ Αβ导入秀水2

÷∏∏2等水稻品种中 育成了高抗多种鳞翅目

害虫的转 Βτ 基因水稻新品系克螟稻 ⁄≈ 

年 ×∏等≈也获得了纯合的转 Βτ基因水稻新

品系≥∏和 ∏ 由于转基因植物可

能存在潜在的生态风险性和环境污染等问题≈ ∗  

已引起世界各国科学家的高度重视 转 Βτ基因植

物中的 Βτ毒蛋白若在土壤中积累 则可能造成两方

面的不利影响 一是使靶标害虫的选择压增加 对

Βτ毒蛋白产生抗性 二是有可能对害虫天敌等非靶

标生物的生长 !发育等造成不良影响 目前 国内外

有关转 Βτ基因作物的生态风险性研究 其对象主

要为 Βτ 玉米 ! Βτ 棉花以及 Βτ 马铃薯等旱田作

物≈ ∗  ⁄等≈ 研究表明 Βτ棉花枝叶

埋入 种不同微生态系统 后 种土壤中仍能

检测到 Βτ毒蛋白 ≥等≈ ∗ 发现 Βτ玉米的

根系能分泌 ≤毒蛋白 而且该毒蛋白能快速

地与土壤基质结合 持留期可长达 且保留杀虫

活性 较之游离态更难被生物降解 但迄今为止 国

内外有关转 Βτ基因χρψ Αβ水稻 ≤毒蛋白

的时空表达 !根系分泌及其在土壤中的残留等研究

鲜见报道 

本文以转 χρψ Αβ基因水稻克螟稻及其非转

基因亲本秀水2为试材 在大田和实验室条件下

研究了克螟稻不同生育期 ≤毒蛋白的表达 !
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根系分泌及其在根际土壤中的残留规律 为克螟稻

的环境安全性评价提供科学依据 

1  材料与方法

1 1  供试材料

试验水稻为转 χρψ Αβ 基因水稻 克螟稻 

 ⁄及其非转基因亲本 秀水  ÷∏∏ 克

螟稻为第 代转 χρψ Α基因纯合株系≈ 经喂虫

试验表明克螟稻对 种鳞翅目害虫具有  的致

死率≈ 供试土壤为华家池的黄松土 基本理化性

质为 有机碳 1 水解性氮 1 速

效磷 1 速效钾 1 为

1 

112  试验方法

11211  水稻田间培养及根系和地上部的 ≤

毒蛋白测定

按统计学设计田间小区小区面积 1 

个重复 分别移栽克螟稻和非转基因亲本秀水

 于分蘖始期 !分蘖盛期 !分蘖末期 !孕穗期 !抽穗

期 !灌浆期和成熟期采样分析 每个生育期取样一

次 每次随机取克螟稻和非转基因亲本各 株每

小区各 株 用清水洗净根际土 地上部和根系剪

成小段 分别放入小型磨粉机中 用液氮冷冻后磨

粉 装入封口袋中放入   ε 超低温冰箱 √美

国中备用 分别称取 1 已磨好的地上部和

根系粉于 离心管中 加入 提取液∞√2

¬1 美国 室温振荡提取 离心 

  取上清液 重复提取 次 合并上清

液 提取液稀释 ∗ 倍后 取 Λ加入到已

包埋好抗体的  孔板中 同时加入不同浓度 !

1 !1 和 1 的 ≤毒蛋白标准溶

液 测定步骤按 ∞√¬公司提供的方法进行 

用酶标仪≥ ¬  德国测定 波长为

 依据标准曲线和提取液稀释倍数计算出地

上部和根系的 ≤毒蛋白含量 

11212  水稻根际土中 ≤毒蛋白的提取与测

定

取克螟稻和非转基因亲本各 株 分别放在搪

瓷盘上自然风干 然后轻轻抖去根系上多余的

浮土 取附着在根系上的土根际土 过筛目

并仔细去掉其中的微小细根 装入封口袋 于   ε

下保存备用 称取 1土到 离心管中 加

入 专用提取液1≤   1 

≤     ∞⁄×   

° # 适量表面活性剂 振荡提取 

离心     取上清液 重复提取 

次 合并上清液 余下 ≤毒蛋白测定步骤同

11 

11213  水稻根系分泌物中的 ≤毒蛋白的测

定

另取克螟稻和非转基因亲本各 株 洗净根系

注意不要损伤根系 分别放到 的烧杯中 

加入水稻培养液国际水稻研究所研制的水稻培养

液室温下培养 培养期间保持培养液

体积不变 取全部培养液 在冷冻干燥机 ∂×

 美国中浓缩 定容至 余下

≤毒蛋白测定步骤同 11 

11214  根际土及其提取液对棉铃虫初孵幼虫和三

龄幼虫的致死率分析

分别称取 1克螟稻和非转基因亲本根际土

设  次重复 采用 11 方法提取土壤中的

≤毒蛋白 合并提取液 透析袋脱盐后 浓缩并

定容至 吸取 Λ提取液加入到装有 人

工饲料的小瓶中 分为 组 每组 个养虫瓶 每瓶

饲喂 头棉铃虫初孵幼虫 每份土壤样品共处理

头棉铃虫 同时 按同法饲喂三龄幼虫 另称取

1克螟稻和非转基因亲本根际土设 次重

复 参照 ×等
≈的方法 直接喂养棉铃虫 喂虫

试验设 组 每组 头棉铃虫 每份土壤样品共处

理 头棉铃虫 棉铃虫室温培养一周光照周期 光

Β暗  Β后调查死亡率 

2  结果与分析

211  克螟稻植株地上部和根系中 ≤毒蛋白

随时间的变化规律

由表 可见 克螟稻植株地上部 ≤毒蛋

白的表达量 分蘖始期与盛期之间以及分蘖末期与

孕穗期之间均无显著性的差异 但分蘖末期和孕穗

期地上部 ≤毒蛋白的表达量显著高于分蘖始

期和分蘖盛期 π  1 从孕穗期到灌浆期 克螟

稻地上部 ≤毒蛋白的表达量持续增加 至灌

浆期达到最大量 灌浆期以后维持在较高水平

1Λ 由表 可见 克螟稻根系中 ≤毒

蛋白的表达量从分蘖始期到成熟期 差异不显著 其

表达量远低于地上部 约为后者的  ∗  表 

和表 结果还表明 非转基因亲本秀水 不论是

地上部还是根系中均检测不到 ≤毒蛋白的存

在  1 
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表 1  克螟稻地上部中 Χρψ1 Αβ毒蛋白随时间的变化(ΦΩ)1)Λ# 

×  ≤ ≤   ⁄  ∏ƒ • Λ# 

 时间

 

分蘖始期



分蘖盛期

∏

分蘖末期



孕穗期



抽穗期



灌浆期



成熟期

∏

克螟稻  ⁄   ?     ?     ?     ?     ?     ?     ?  

非转基因亲本 2 Βτ        

   表示 ≤毒蛋白含量低于检测限   

表 2  克螟稻根系中 Χρψ1 Αβ毒蛋白随时间的变化(ΦΩ)1)Λ# 

×  ≤ ≤   ⁄  ∏ƒ • Λ# 

时间



分蘖始期



分蘖盛期

∏

分蘖末期



孕穗期



抽穗期



灌浆期



成熟期

∏

克螟稻  ⁄   ?     ?     ?     ?     ?     ?     ?  

非转基因亲本 2 Βτ        

  表示 ≤毒蛋白含量低于检测限   

  舒庆尧等研究表明 克螟稻叶片对 种鳞翅目

害虫具有  的致死率≈ 由于克螟稻地上部具

有较高含量的 ≤毒蛋白 达到了棉铃虫 Ηε2

λιοχηισ αρµιγερα)和烟青虫( Μανδυχα σεξτα幼虫的

半致死剂量值≈ Λ级 因此 从环境安全性角

度出发 应尽量避免克螟稻秸杆还田以防止植株中

≤毒蛋白在土壤中积累 

212  克螟稻中 ≤毒蛋白的分泌规律及其在

根际土中的积累

由表 可见 从分蘖始期到成熟期 非转基因亲

本秀水 的根系分泌物中检测不到 ≤毒蛋

白 克螟稻根系分泌物中虽可检测到 ≤毒蛋

白 但其每株日分泌量仅为 1∗ 1表 

结果还表明 克螟稻根系日分泌 ≤毒蛋白的

量从分蘖始期至分蘖末期一直呈上升趋势 至分蘖

末期达到最大值 随后日分泌量显著下降 至抽穗期

后维持在较低水平 依据上述结果推算 从分蘖始期

到成熟期少于  每株克螟稻通过根系分泌的

≤毒蛋白的总量至多只能达到 Λ级水平 由

此可见 克螟稻中的 ≤毒蛋白不易通过根系

分泌途径向土壤环境转移 

由表可见 不同生育期分蘖始期至成熟期

表 3  克螟稻根系分泌物中 Χρψ1 Αβ毒蛋白随时间的变化(ΦΩ)1)#株# 

×  ≤ ≤ ¬∏  ⁄ 2 Βτ   ∏#√∏# 

时间



分蘖始期



分蘖盛期

∏

分蘖末期



孕穗期



抽穗期



灌浆期



成熟期

∏

克螟稻  ⁄   ?     ?     ?     ?     ?     ?     ?  

非转基因亲本 2 Βτ        

  表示 ≤毒蛋白含量低于检测限  1

克螟稻根际土提取液中均检测不到 ≤毒蛋白

≈  1土 本研究采用的提取方法 对土壤中

≤的提取效率达   明显高于 ∞√¬

现有提取法的效率     这与克螟稻根系分泌

≤毒蛋白量少表 的结果是相吻合的 克螟

稻表达的 ≤毒蛋白难以通过根系分泌途径向

土壤环境转移和形成残留 这一结果与 ≥

等≈ 有关转基因 Βτ 玉米的表达蛋白 也为

≤毒蛋白易在土壤中形成残留的试验结论明

显不同 究其原因 可能由 个方面引起 一是作物

种类不同 χρψ Αβ 基因的表达量以及根系分泌

≤毒蛋白的能力可能不同 二是作物生长环境

不同 ≤毒蛋白的降解规律与残留特性可能不

同 试验结果还表明 仅从根系分泌 ≤毒蛋白

角度看 较之 Βτ玉米≈ 生育期间克螟稻对土壤环

境的影响相对较小 

213  克螟稻根际土及其提取物对棉铃虫的致死效

应

由表 和表 可知 较之非转基因亲本的根际

土及其提取液 !饲料对照和提取液对照 克螟稻根际

土及其提取液对棉铃虫初孵幼虫和 龄幼虫的致死

亡率均无显著性差异 这一结果表明 在生育期间的
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   表 4  不同生育期克螟稻根际土(风干土)中的 Χρψ1 Αβ毒蛋白含量
1)# 

×  ≤ 2   ⁄ 2 Βτ   ∏# 

时间



分蘖始期



分蘖盛期

∏

分蘖末期



孕穗期



抽穗期



灌浆期



成熟期

∏

克螟稻  ⁄       

非转基因亲本 2 Βτ       

   表示 ≤毒蛋白含量低于检测限  12 

表 5  不同生育期克螟稻和非转基因亲本的根际土及其提取液对棉铃虫初孵幼虫的致死率 

×    √   Ηελιοχηισ αρµιγερα)  ¬

∏ √   ⁄  2 Βτ  

时间



分蘖始期



分蘖盛期

∏

分蘖末期



孕穗期



抽穗期



灌浆期



成熟期

∏

克螟稻根际土

 ⁄
  ?     ?     ?     ?     ?     ?     ?  

非转基因亲本根际土

2 Βτ 
  ?     ?     ?     ?     ?     ?     ?  

克螟稻根际土提取液

∞¬ ∏   ⁄



  ?     ?     ?     ?     ?     ?     ?  

非转基因亲本根际土提取液

∞¬ ∏  2
Βτ 

  ?     ?     ?     ?     ?     ?     ?  

饲料对照


  ?  

提取液对照

∞¬ ∏ 
  ?  

表 6  不同生育期克螟稻和非转基因亲本的根际土及其提取液对棉铃虫 3 龄幼虫的致死率 

×    √   Ηελιοχηισ αρµιγερα  

¬ ∏ √   ⁄ 2 Βτ  

时间



分蘖始期



分蘖盛期

∏

分蘖末期



孕穗期



抽穗期



灌浆期



成熟期

∏

克螟稻根际土

 ⁄
  ?    ?    ?    ?    ?    ?    ?  

非转基因亲本根际土

2 Βτ 
 ?    ?     ?    ?    ?     ?    ?  

克螟稻根际土提取液

∞¬ ∏   ⁄



 ?     ?    ?    ?     ?    ?    ?  

非转基因亲本根际土提取液

∞¬ ∏  2
Βτ 

 ?    ?    ?     ?    ?    ?     ?  

饲料对照


  ?  

提取液对照

∞¬ ∏ 
 ?  

克螟稻根际土中 其 ≤毒蛋白的残留量不足

以对棉铃虫初孵幼虫对 ≤毒蛋白非常敏感

和 龄幼虫产生致死性效应 前已述及 从分蘖始期

至成熟期 克螟稻根际土中的 ≤毒蛋白含量

低于检测限 而 ≤毒蛋白对棉铃虫初孵幼虫

的半致死剂量为 Λ级
≈  因此 克螟稻根际土及

其提取液对棉铃虫不产生致死性效应这一结果与

213 的试验结论是相符的 

3  讨论

研究表明 从分蘖始期至成熟期 克螟稻根系分

泌 ≤毒蛋白的量较低表  在其根际土中检

测不到 ≤毒蛋白的残留表  生物测定还表

明 克螟稻根际土中的 ≤毒蛋白的残留量不

足以对鳞翅目昆虫产生致死性效应表 和表  

因此 仅从根系分泌 ≤毒蛋白及其在土壤中

期 环   境   科   学



的残留特性角度看 较之转 Βτ玉米≈ ∗  克螟稻

表达的 ≤毒蛋白对土壤生态系统的不利影响

相对较小 刘志诚等≈的研究也表明 生育期间的

克螟稻不会对田间捕食蜘蛛有影响 

本课题组早先的研究结果另文发表表明 在

整个生育期 根际土中的细菌数量 克螟稻显著低于

其非转基因亲本 而真菌则反之 由于根系分泌物中

的 ≤毒蛋白含量很低 而且根际土中检测不

到 ≤毒蛋白的残留 因此 克螟稻根际土中的

细菌数量的显著下降和真菌数量的显著增加不太可

能由 ≤毒蛋白直接引起 而可能是由于克螟

稻根系分泌物中的其它物质组成如有机酸种类和

含量 !次生代谢物及其选择标记基因的表达产物

) ) ) 潮霉素酸转移酶和新霉素磷酸转移酶与非转

基因亲本的不同所导致 笔者新近的研究结果另文

发表表明 克螟稻根系分泌物中的有机酸主要为

酒石酸的含量显著低于其非转基因亲本 

等≈研究也表明 转基因豆类植物根系分泌物对根

际土中细菌数量和群落的影响 主要由根系分泌物

中的冠瘿碱所引起 

值得注意的是 尽管克螟稻不易通过根系分泌

途径向土壤转移 ≤毒蛋白 但由于其植株中

毒蛋白表达量较高Λ级 而且叶片对 种鳞翅目

害虫有  的致死率≈ 因此 若克螟稻的秸秆全

部还田 则单季约有 ∗ 
 的纯 ≤

毒蛋白≈按 生物量约  ƒ • 折算转移

到土壤环境 这些毒蛋白可能与土壤基质腐殖质 !

粘粒 !蒙脱石和高岭石等结合形成结合态残留 并

保留生物活性≈ ∗  土壤中 ≤毒蛋白的积

累 一方面可能使靶标害虫对该毒蛋白的选择压增

加 从而增加抗性 缩短转 χρψ Αβ基因作物的应用

时间 另一方面可能对其它非靶标生物包括害虫天

敌 传粉昆虫 动物 其它原生动物等的生长 !发育

等造成不利暂时性影响 吴伟祥等≈ 研究表明 

淹水条件下 添加 添加量克螟稻秸杆的土壤中

的真菌数量 在培养后期培养 后明显低于添

加非转基因亲本秸秆的土壤 土壤脱氢酶活性 在培

养初期 ∗  添加克螟稻秸杆显著高于添加亲

本秸秆活性前者约是后者的 1倍 但培养后期

 ∗  情况正好相反活性前者仅为后者的

   产甲烷细菌和厌氧菌活性在培养  ∗ 时

显著低于非转基因亲本的土壤 而培养 后 则反

之 王洪兴等≈的研究也表明 在好气条件下 添加

 添加量克螟稻秸秆土壤中的细菌数量和反硝

化细菌的活性明显低于添加非转基因亲本秸秆的土

壤 而对真菌的影响则反之 由此可见 克螟稻秸秆

还田后 其对土壤微生物和土壤酶活性都有不同程

度的暂时性影响 ⁄
≈曾报道 转 Βτ棉花叶

还田后对土壤微生物也会产生的不同影响 因此 在

克螟稻规模化生产时 其秸秆还田问题应该引起足

够的重视 有关克螟稻秸杆中的 ≤毒蛋白在

土壤环境中的环境行为与归趋 仍有待于进一步的

研究 

致谢 克螟稻原创研究由浙江大学原子核农业

科学研究所舒庆尧教授 !高明尉教授与加拿大 2

大学 教授合作完成 环境释放

试验由本所吴殿星博士负责 舒庆尧教授提供了本

研究克螟稻试材 在此一并感谢 
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