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自从1988年Hinchee报道第一例转基因大豆植株诞生以 来，转基因大豆的研究和发展尤为迅速. 1996年转基因大豆

被批准进行商业化生产，到2008年，全球转基因大豆的种植

面积已达到6.58×107 hm2. 目前，抗草甘膦大豆是种植最为广

泛的转基因大豆，而近年来国内外对抗草甘膦转基因大豆的

安全 性进行了较多的研究，包括对非靶标节肢动物群落结

构 [1]、大鼠生理代谢[2]、土壤环境 [3]的影响以及基因漂移情况
[4]等. 然而，大豆作为世界上主要的粮食和油料作物，是重要

的植物蛋白和植物油来源，除受杂草危害外，也受到细菌、
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Abstract   ������ ��� ���� ������������ ���������� ������� ��� ��������������� ��� ���� ������������ ������� �G0431 is the genetically modified soybean by transformation of two anti-fungus genes, “chi” (chitinase gene from 
bean) and “rip” (barley ribosome-inactivating protein gene) into the natural strain, Heinong 35. The methods of classical plate 
counting and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) were employed to analyze the amounts of culture microbes 
in rhizosphere soil and the community structure of bacteria (including Bacillus and fluorescent Pseudomonas), fungi and 
actinomycetes. The results showed that there was no significant difference between the amounts of culture soil microorganisms 
in the rhizosphere soil of the transgenic G0431 and Heinong 35. Moreover, the results of cluster analysis of DGGE profile of 
bacteria and fungi indicated that the time was the main factor which affected the community structure of rhizosphere soil 
microbes. For the two investigations, the Shannon’s index of the bacterial community in the rhizosphere soil was 5.32~5.37 and 
the evenness index was 0.91~0.95; the Shannon’s index of the fungal community in the rhizosphere soil was 4.78~4.91 and the 
evenness index was 0.81~0.89. The same as the community structure of bacteria and fungi, there was no remarkable difference 
in the rhizosphere soil between the transgenic and non-transgenic soybean in the numbers of culture bacteria (including 
Bacillus and fluorescent Pseudomonas), fungi and actinomycetes. It implied that the transformation of the two extra anti-
fungus genes into soybean didn’t cause any significant effect on the amounts and community structure of its rhizosphere soil 
microbes. Fig 4, Tab 2, Ref 22
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摘  要   采用传统的平板计数法和变性梯度凝胶电泳技术，对转chi+rip（几丁质酶和核糖体失活蛋白）双价抗真菌

基因大豆转基因G0431以及其亲本非转基因大豆黑农35种植后的根部土壤可培养细菌（含芽胞杆菌、产荧光假单胞

菌）、真菌、放线菌进行平板计数及细菌和真菌的群落结构分析. 结果表明，二者根部土壤可培养细菌（含芽胞杆菌和

产荧光假单胞）、真菌和放线菌的数量并无显著差异；此外，变性梯度凝胶电泳图谱的聚类分析结果显示，时间变化

是造成根部土壤细菌和真菌群落结构变化的主要因素，而同一时间内转基因G0431和黑农35根部土壤的细菌和真菌群

落结构之间并无显著不同. 在大豆的整个生长期内，根部土壤细菌群落多样性指数为5.32~5.37，群落分布均匀度指数

为0.91~0.95；根部土壤真菌群落多样性指数为4.78~4.91，群落分布均匀度指数为0.81~0.89��. 以上结果说明，几丁质酶和

核糖体失活蛋白双价基因的导入并没有对大豆根际可培养细菌（含芽胞杆菌和产荧光假单胞）、真菌和放线菌的数量

以及细菌和真菌的群落结构产生显著影响. 图4 表2 参22
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真菌以及病毒等多种病害的严重影响，每年都造成不同程度

的减产，在病害大流行的年份可造成大面积减产甚至绝收 . 
因此，近年来利用基因工程手段培育抗病大豆新品种的研

究工作得到了迅速开展，并取得了一定的进展 [5~8]. 
土壤是农业生产中物质转化与能量交换的重要场所，

在农业生态系统中处于核心地位. 土壤微生物是土壤生态系

统的重要组成部分，因此，评价转基因作物对土壤微生物的

影响意义重大 [9]. Means等（2007）发现在抗草甘膦大豆田中

大量喷施草甘膦，导致土壤根际微生物种群发生变化，促进

了大 豆田中镰 孢菌和腐 霉菌的生长，从而延缓和减 少了抗

草甘膦大豆苗根部的生长 [3]；Donegan等在研究转基因Bt棉
花和转基因马铃薯的根系分泌物对土壤中细菌的影响时，

发现根系细菌数量短期内在转基因植物与对照组之间并无

明显差异 [10~11]. 而沈法富等（2004）发现转cry1Ac基因抗虫棉

在苗期和吐絮期，根际土壤微 生物的数量与非转基因棉花

差异不显著，在棉花龄期，转基因棉花根际土壤中细菌比对

照增加，但差异也未达到显著性水平 [12]. Schmalenberger也

发现转基因玉米的根部细菌组成与其非转基因亲本对照没

有明显差异 [13]. 本实验室在转基因生物对土壤微生物的影响

方面也作了诸多研究工作 [14~15]. 本试验以转chi+rip双价抗真

菌病基因大 豆为材料，以不依 赖于培养的变性梯度凝胶电

泳（Denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE）为主要手

段，进行转基因抗真菌病害大豆对根际微生物群落影响的

相关研究，以期为转基因大豆的生产性试验以及产业化提供

重要的理论依据和技术支撑. 

1  材料与方法
1.1  主要试剂和仪器

rTaq聚合酶、pMD19-T Vector购自TaKaRa公司；KOD Plus 
DNA聚合酶购自北京百灵克生物科技有限责任公司；SYBR 
Green I购自Amresco公司，其它生化试剂均为分析纯；土壤总

DNA提取试剂盒（E.Z.N.A.TM Soil DNA Kit）购自美科美（北

京）生物医学科 研中心；PCR产物纯化试剂盒为AxyPrepTM 

PCR Clean Kit. 
PCR引物及序列测定由上海生工生物技术有限公司提供

和完成. ���PCR仪为Thermocycle，购自德国Biometra公司. DGGE
仪为DCodeTM Universal Mutation Detection System（Bio-Rad 
Laboratories，USA）. DGGE凝胶成像系统为Universal Hood II
（Bio-Rad Laboratories，USA）. 
1.2  供试大豆及栽培方法

供试大豆为经农杆菌转化获得的转chi+rip双价抗真菌

病基因大豆G0431（chi为来源于菜豆的几丁质酶基因，rip为

来自于大麦的核糖体失活蛋白基因）以及其亲本非转基因大

豆黑农35. 
试验地点位于河北省廊坊市农业部廊坊有害生物防治

重点野外科学观测试验站，试验地为农业生态类型. 试验小

区总面积为42.8 m2，东西长4 m，南北长10.7 m，中间保留1 m
过道，播种量12 000 g/hm2；分别种植转基因G0431及转基因

亲本对照品种黑农35大豆品系，每个处理3次重复. 
1.3  供试土壤的采集和处理

分别于播种前（0 d）及播种15 d、30 d、90 d、180 d后，以

各小区对角线五点取样. 首先铲除大豆根部地表约2~3 cm左

右的浮土以避免地面微生物与土样混杂，每个小区取约2 kg
的土壤样品，迅速装入塑料袋内，带回室内，充分混匀后分

别取2 g和0.5 g进行可培养微生物的平板计数分析和进行总
DNA提取. 
1.4  微生物的培养与计数方法
1.4.1  培养基  ��   细菌及芽胞杆菌计数采用牛肉膏蛋白胨培养

基，产荧光假单胞菌计数采用Kings’B培养基 [16]，真菌计数采

用马丁氏培养基，放线菌计数采用高氏1号培养基 [17]. 
1.4.2  微生物计数方法    采用传统的系列稀释法对可培养细菌

（包括芽胞杆菌和产荧光假单胞菌）、真菌和放线菌进行平

板计数 [17]. 
1.5  数据分析    平板计数结果 数 据 采用统计分析软件 
SPSS 11.5进行处理. 
1.6  分子生态学分析
1.6.1  土壤样品总DNA提取    土壤样品总DNA提取步骤和方
法参照试剂盒说明书. 
1.6.2  细菌16S rRNA V3区和真菌18S rRNA（V1+V2）区的PCR
扩增    16S rDNA V3区扩增所用引物为 P2（5′-ACT CCT ACG 
GGA GGC AGC AG-3′）和P3（5′-ATT ACC GCG GCT GCT 
GG-3′）在正向引物的5′端添加“���������GC-clamp�”（5′-CGC CCG CCG 
CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCC CGG GGG-3′）[18]，

目的是为了防止PCR产物在变性梯度凝胶电泳中完全 解链. 
50 μL 的 PCR 反应体系为：5 μL 10×PCR Buffer（Mg2+ Plus），

4 μL dNTP Mixture（各2.5 mmol/L），引物（20 μmol/L）各1 
μL，DNA模板1 μL（10 ng），0.4 μL Taq DNA polymerase（2 
U），无菌超纯水补足50 μL，同时以无菌超纯水为模板作阴

性对照. PCR采用Touch-down扩增程序：94 ℃���预变性 5 min；
94 ℃变性1 min，65 ℃退火1 min，依次每两个循环降1 ℃�，72 
℃延伸2 min，共20个循环；94 ℃变性1 min，55 ℃退火1 min，
72 ℃延伸2 min，5个循环，72 ℃延伸10 min. 为去除PCR过程

中产生的异源双链，将PCR产物作为模板进行Reconditioning 
PCR，反应程序为：94 ℃预变性5 min，94 ℃变性1 min，55 ℃
退火1 min，72 ℃延伸2 min，循环5次，72 ℃延伸10 min. PCR
产物过柱纯化. 

18S rRNA（V1+V2）区所用扩增引物为NS1（5′-GTA GTC 
ATA TGC TTG TCT C-3′）和FungGC（5′-CGC CCG CCGCGC 
CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCC CATTCC 
CCG TTA CCC GTT G-3′）[19]. 50 μL的PCR反应体系为：5 μL 
10×KOD-Plus Buffer，5 μL dNTPs（2 mmol/L)，2 μL MgSO4（25 
mmol/L），引物（20 μmol/L）各1 μL，DNA模板1 μL（10 ng），
2 μL KOD Plus DNA polymerase（2 U），无菌超纯水补足50 
μL，同时以无菌超纯水为模板作阴性对照. PCR扩增程序为：
94 ℃���预变性5 min，94 ℃变性1 min，50 ℃退火1 min，68 ℃
延伸1 min，28个循环，68 ℃延伸7 min. Reconditioning PCR与
16S rDNA V3区处理相同，PCR产物过柱纯化. 
1.6.3  变性梯度凝胶电泳分析（DGGE）    丙烯酰胺（37.5 : 1）
浓度为8%，16S rDNA V3区所用变性剂梯度为37.5%~60% 
（100%的变性剂溶液包含40%（V/V）的甲酰胺与7 mol/L的
尿素），18S rRNA（V1+V2）区所用变性剂梯度为15%~35%，
PCR 产物上样量均为500 ng，电泳参数为60 ℃恒温、200 V恒
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压下电泳 240 min，SYBR Green I 染色 30 min，拍照. DGGE
三次重复，均得到相同的图谱. 
1.6.4  DGGE图谱分析    DGGE图谱结合Image J和PAST软件

进行分析. 香农指数（Shannon’s index）反映群落组成的多样

性，H=-∑Pi ln Pi，其中Pi指图谱中第i条带的相对丰度；均匀

度（Evenness）即群落中不同类群分布的均匀程度，是表述群

落多样性的另一个基本参数，E=H/ln S，其中H为香农指数，
S为每条泳道的条带数目. 
1.6.5  特异条带克隆与序列分析    将DGGE图谱中的优势条带

和特异性条带分别切下，置于1.5 mL灭菌的离心管中，用tip
捣碎，加入100 μL超纯水，4 ℃浸泡过夜，离心，取1 μL上清

作为模板进行PCR扩增，体系同1.4，但所用的引物不含GC-
clamp. 纯化PCR产物连接到pMD19-T载体（TaKaRa），转化

大肠杆菌JM110，得到克隆文库. 克隆经M13通用引物PCR鉴

定和酶切鉴定后，每个条带随机挑3个克隆进行测序. 测序结

果去载体序列处理，与NCBI数据库中的序列进行比对，寻找

同源性最高的序列，同源性以一致序列所占的百分比作为标准. 

2  结果与分析
2.1  根部土壤样品中可培养微生物的平板计数统计分析

采用传统的平板记数法对不同品系大豆根部可培养细

菌（含芽胞杆菌、产荧光假单胞菌）、真菌和放线菌的研究

结果（表1）表明，可培养细菌总数为3.68×106~13.10×106 cells/
g(土)，可培养芽胞杆菌总数为0.73×106~2.60×106 cells/g(土)，可

培养产荧光假单胞菌总数为1.49×105~3.43×105 cells/g(土)，可

培养真菌总数为6.75×104~12.28×104 cells/g(土)，可培养放线菌

总数为1.51×105~6.83×105 cells/g(土). 根部土壤中可培养微生物
的数量随时间的变化呈现出一定的消长变化 . 但是，转基因

大豆G0431根部土壤无论是可培养细菌（含芽胞杆菌、产荧光

假单胞菌），还是真菌和放线菌的数量，与亲本对照的非转

基因大豆黑农35均无显著性差异. 
2.2  DGGE图谱分析
2.2.1  细菌DGGE图谱分析    16S rDNA V3区DGGE图谱（图

1）显示了转基因大豆G0431和非转基因大豆黑农35不同取

样时间根部土壤的细菌群落结构组成. 聚类分析结果（图2）
显示，取样时间相同或相近的土壤样品细菌群落结构组成

相似性较高. 在整个大豆生长期内，细菌群落结构组成比较

稳定，不同取样时期的相似性均在90%以上；而相同时间取

样的两种大豆根部土壤细菌群落结构组成没有明显差别，d 
180两种大豆根部土壤细菌群落结构组成相似性最低，约为

93%；在d 30两种大豆根部土壤细菌群落结构相似性最高，约

为97.6%��. 不同取样时间转基因大豆G0431和非转基因大豆黑

农35的根部土壤细菌群落多样性指数（Shannon��� �����’s index）在 
5.32~5.37 之间，细菌群落分布的均匀度在0.91~0.95（表2），

多样性和均匀度都非常稳定，并且没有显著差异. 由此可以

看出，双价抗真菌病害基因的转入并没有引起根部土壤细菌

群落结构发生明显的变化. 
对细菌 DGGE图谱（图1）中所标示条 带回收和克隆，

经PCR鉴定后，每条条带随机选取3个克隆进行测序. 测序
结果显 示，大部 分为未知细菌和不 可培养菌 . 其中的B1中
包含3个不同序列，分属于厚壁菌门（Firmicutes）、未知种
类（Unknown）和杆菌类（Bacilli）；B2中包含两个不同的
序列分属于厚壁菌门（Firmicutes）和杆菌类（Bacilli）；B3
只包含一种属于杆菌类（Bacilli）的Lactococcus lactis；B4
中包含两个不同的序列，分属于未知种类（Unknown）和γ-
变形杆菌（γ-proteobacteria）；B5包含两种分属于放线菌类
（Actinobacteria）和嗜酸杆菌类（Acidobacteria）；B6在d 0
天和d 15的土壤 样品图谱中存在比较明显，只包含属于脂
鞘菌类（Gemmatimonadetes）的一 个序列；B7与B5类似，
同时包含分属于放线菌类（Actinobacteria）和嗜酸杆菌类
（Acidobacteria）的两个序列；B8只在d 90的土壤样品图谱中
存在，包含分属于γ-变形杆菌（γ-proteobacteria）、δ-变形杆菌
（δ-proteobacteria）和未知菌类（Unknown）3个序列；B9 只
在d 90和d 180的土壤样品图谱中存在，同时包含分属于未
知菌类（Unknown）、放线菌类（Actinobacteria）和脂鞘菌
类（Gemmatimonadetes）的两个序列；B10与B9类似，但包含
了4个不同的序列，分属于未知菌类（Unknown）、放线菌类
（Actinobacteria）、α-变形杆菌（α-proteobacteria）和拟杆菌类

（Bacteroidetes）.  
2.2.2  真菌DGGE图谱分析    18S rDNA V1+V2区DGGE图谱

（图3）显示了转基因大豆G0431和其亲本对照非转基因大豆

黑农35不同取样时间根部土壤的真菌群落结构组成. 每组条

表1  转基因大豆和非转基因大豆根际可培养细菌、真菌和放线菌的数量（n/106 cells g-1soil，x- ± s）
Table 1  Amounts of culture bacteria, fungi and actinomycetes in rhizosphere soil of GM 

and non GM soybean varieties (n/106 cells g-1soil, x- ± s)
微生物区系

Microbial flora
处理

Treatment d 0 d 15 d 30 d 90 d 180

细菌
Bacteria

转基因G0431 Transgenic G0431 7.63±3.00a 4.20±1.15a 3.68±1.00a 8.92±1.15a 12.20±1.40a
黑农35 Heinong 35 6.01±2.42a 4.78±1.75a 4.43±1.45a 8.10±1.05a 13.10±1.5a

芽胞杆菌
Bacillus

转基因G0431 Transgenic G0431 1.25±0.29a 0.73±0.17a 1.33±0.39a 1.53±0.13a 2.60±0.98a
黑农35 Heinong 35 1.53±0.17a 0.87±0.20a 1.40±0.22a 1.65±0.21a 2.60±0.48a

产荧光假单胞菌
Fluorescent 

Pseudomonas

转基因G0431 Transgenic G0431 3.43±0.96a 2.50±0.23a 2.53±0.77a 1.78±0.83a 1.80±0.63a

黑农35 Heinong 35 2.93±0.47a 2.60±0.32a 2.60±0.74a 2.03±0.47a 1.49±0.49a

真菌
Fungi

转基因G0431 Transgenic G0431 10.38±1.11a 12.28±1.23a 7.08±0.40a 9.90±1.04a 7.60±0.95a
黑农35 Heinong 35 10.98±1.41a 10.28±1.70a 7.90±0.90a 9.40±1.14a 6.75±0.93a

放线菌
Actinomycetes

转基因G0431 Transgenic G0431 2.19±1.20a 5.69±1.14a 1.89±0.21a 1.55±0.40a 2.60±0.45a
黑农35 Heinong 35 2.50±0.33a 6.83±1.43a 2.06±0.77a 1.51±0.18a 2.00±0.42a

仅对在同一时间取样的G0431和黑农35的根部土壤样品间的数据进行比较；同列字母相同的表示差异不显著
The difference between the samplings of G0431 and Heinong 35 obtained at the same time is tested only. The same letters in one column show the differences 
between G0431 and Heinong 35 are not statically significant (P < 0.05; N = 3) 
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带分布情况相似，与细菌群落结构组成变化相似，聚类分析

结果（图4）显示：取样时间相同或相近的土壤样品真菌群落

结构组成相似性较高；在整个大豆生长期内，真菌群落结构

组成也比较稳定，不同取样时期相似性均在93%以上；而相

同时间取样的两种大豆根部土壤真菌群落结构组成没有明

显差别，d 15两种大豆根部土壤真菌群落结构组成相似性高

达约98%��. 不同取样时间转基因大豆G0431和非转基因大豆

黑农35的根部土壤真菌群落多样性指数（Shannon��� �����’s index）在
4.78~4.91之间，真菌群落分布的均匀度在0.81~0.89（表2），多

样性和均匀度都非常稳定，并且没有显著差异. 由此可以看

出，双价抗真菌病害基因的转入并没有引起根部土壤真菌群

落结构发生明显的变化. 
对真菌 DGGE图谱（图3）中所标示条 带回收和克隆，

经 PCR鉴 定 后，每 条 条 带 随 机 选 取 3个克 隆 进 行 测序.  测

序 结 果 显 示，主 要为 担 子 菌、半 知 菌、子 囊 菌 和 一 些 未

知真 菌类 .  其中的F1中包含两个不同序列，分属于半知菌

（Deuteromycetes）的镰 孢菌属（Fusarium sp.）和子 囊菌

（Ascomycota）的球座菌属（Guignardia sp.）；F2中包含3个不

同的序列分属于半知菌、未知真菌（Unknown fungi）和子囊

菌；F3包含4个不同序列，分属于Kickxellomyces、子囊菌、半

知菌和壶菌（Chytridiomycota）；F4中包含3个不同的序列，

分属于子囊菌、半知菌、未知真菌；F5包含了分属于子囊菌、

壶菌和担子菌（Basidiomycota）的3个不同的序列；F6、F7经

测序比对结果显示分别为原生动物和后生动物；而F8也为不

可培养的真核生物（Uncultured eukaryote）；F9仅包含了属于

图1  不同时期大豆根部土壤总DNA 细菌群落结构DGGE图谱分析

Fig. 1  DGGE image of bacterial community structure in soil sampled in 
different periods 

1：G0431 180 d；2：黑农35 180 d；3：G0431 90 d；4：黑农35 90 d；5：G0431 
30 d；6：黑农35 30 d；7：G0431 15 d；8：黑农35 15 d；9：G0431 0 d；10：黑农

35 0 d
1: G0431 180 d; 2: Heinong 35 180 d; 3: G0431 90 d; 4: Heinong 35 90 d; 5: 
G0431 30 d; 6: Heihong 35 30 d; 7: G0431 15 d; 8: Heinong 35 15 d; 9: G0431 
0 d; 10: Heinong 35 0 d 

图2  大豆根部土壤细菌群落结构聚类分析
Fig. 2   Cluster analysis of bacterial community structure in soybean 

rhizosphere soil

表2  大豆根部土壤细菌、真菌群落结构特征
Table 2  Community structure characteristics of bacteria and 

fungi in soybean rhizosphere soil 

土壤样品
Soil sample

细菌 Bacteria 真菌 Fungi

香农指数
Shannon’s 

index

均匀度
Evenness

香农指数
Shannon’s 

index

均匀度
Evenness

黑农35 0 d
Heinong 35 0 d 5.35±0.09a 0.93±0.05a 4.79±0.07a 0.83±0.03a

G0431 0 d
Transgenic G0431 0 d 5.32±0.10a 0.91±0.06a 4.86±0.05a 0.86±0.04a

黑农35 15 d
Heinong 35 15 d 5.36±0.09a 0.94±0.05a 4.80±0.06a 0.81±0.05a

G0431 15 d
Transgenic G0431 15 d 5.37±0.08a 0.94±0.04a 4.78±0.06a 0.84±0.06a

黑农35 30 d
Heinong 35 30 d 5.35±0.09a 0.93±0.05a 4.90±0.05a 0.89±0.05a

G0431 30 d
Transgenic G0431 30 d 5.36±0.09a 0.94±0.06a 4.85±0.05a 0.86±0.05a

黑农35 90 d
Heinong 35 90 d 5.33±0.08a 0.91±0.04a 4.91±0.05a 0.89±0.04a

G0431 90 d
Transgenic G0431 90 d 5.37±0.08a 0.95±0.05a 4.82±0.08a 0.83±0.07a

黑农35 180 d
Heinong 35 180 d 5.37±0.08a 0.95±0.05a 4.78±0.10a 0.82±0.06a

G0431 180 d
Transgenic G0431 180 d 5.37±0.08a 0.95±0.04a 4.78±0.10a 0.83±0.05a

图3  不同时期大豆根部土壤总DNA真菌群落结构DGGE图谱分析

Fig. 3  DGGE image of fungal community structure in soil sampled in 
different periods

1：黑农35 0 d；2：G0431 0 d；3：黑农35 15 d；4：G0431 15 d；5：黑农35 30 d；
6：G0431 30 d；7：黑农35 90 d；8：G0431 90 d；9：黑农35 180 d；10：G0431 
180 d 
1: Heinong35 0 d; 2: G0431 0 d; 3: Heinong35 15 d; 4: G0431 15 d; 5: 
Heinong35 30 d; 6: G0431 30 d; 7: Heinong 35 90 d; 8: G0431 90 d; 9: 
Heinong35 180 d; 10: G0431 180 d   G0431 180 d
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担子菌的一个序列；F10与F8类似为不可培养的真核生物. 

3 � 讨 论
芽胞杆菌和荧光假单胞菌作为土壤中细菌的重要组成

成员，在土壤微生物群落结构中占有重要的地位，这些细菌

分泌的某些特定的次 生代谢物质，能够抑制植物病原菌的

生长 [20~21]，对植物的健康生长起着尤为重要的作用. 它们与

真菌和放线菌都在一定程度上维持着土壤生态系统的动态

平衡，因此，实验中对可培养的芽胞杆菌和产荧光假单胞菌

进行了单独的分离培养计数分析. 结果显示，不论是可培养

细菌总数（包括可培养芽胞杆菌和产荧光假单胞菌单 独计

数）、真菌和放线菌，转基因大豆与非转基因大豆之间均未

发现显著差异，从传统的分离培养技术上明确了外源基因的

导入对土壤微生物是安全的，对大豆根部可培养微生物的数

量没有显著影响. 这与之前的有关转基因棉花 [10]、转基因马

铃薯 [11]和转基因玉米 [13]等转基因作物对根部土壤微生物没有

显著影响的结果是一致的. 
另一方面，由于传统培养方法的局限性，不能对土壤中

的微生物进行全面、系统的分析. 本试验通过变性梯度凝胶

电泳技术，对大豆根部土壤中的细菌和真菌群落结构进行分

析，发现大豆生长期是引起根部土壤细菌和真菌群落结构变

化的主要因素. 本试验从分子生态学角度证明了外源基因的

导入没有引起大豆根部细菌、真菌群落组成结构的变化，该

遗传操作是安全的. DGGE 图谱中特异性条带的回收克隆测

序结果表明，大豆根部的细菌主要由不可培养菌和未知菌类

组成，而大豆根部真菌则主要分属于担子菌、半知菌、子囊

菌和一些未知真菌类. 另外，图4中，转基因大豆 G0431 大豆
d 0与黑农 35在d 30和d 90的土壤样品中真菌群落结构组成聚

集在一个分支内，可能是由于 F7 和 F8 两条条带所致，但测

序结果表明，这两条带分别代表的是后生动物和不可培养的

真核生物，并非是真菌类群. ���Kim以 DGGE 和 PLFA（Profile 
of phospholipid fatty acids，PLFA）的方法对两个抗草甘膦转

基因水稻品系 Iksan 483 和 Milyang 204 根部土壤细菌群落研

究时，发现转基因水稻和非转基因水稻根部细菌群落也没有

明显不同[22]. 
综上所述，本试验 结合传统的平板培养法和不依赖于

培养的 DGGE 技术，对转基因大豆根部土壤中可培养微生物

的数量及细菌、真菌的群落结构组成进行了全面系统的研

究. 结果说明，菜豆几丁质酶基因和大麦核糖体失活蛋白基

因两个外源基因的导入，并没有引起大豆根部土壤可培养微

生物的数量和细菌、真菌群落结构的显著变化，说明这两个

外源基因的转入对于大豆根部土壤微生物的环境来说是安

全的. 本研究为该转基因抗病大豆的商业化种植提供了科学

依据和理论基础，也为其他转基因植物根部土壤微生物安全

性研究提供了可靠的参考. 
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