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转Bt基因作物能够编码杀虫晶体蛋白（ICPs），对鳞翅

目、双翅目、鞘翅目等多种害虫有活性，且对人畜无害，不污

染环境. 抗虫棉自1996年在美国成功商业化以来，在全球取

得了巨大的成功. 迄今为止，转基因棉花是我国研究开发最

为成功、目前唯一实现大规模产业化的转基因作物，我国是

继美国之后第二个拥有抗虫棉自主知识产权的国家. 2008年

我国Bt转基因棉花的种植面积达3.8×106 hm2，占棉花种植总

面积的69%，产生了巨大的经济生态和社会效益[1]. 
然而，转基因抗虫植物的大面积应用是否会对环境特

别是非靶标生物和有益昆虫产生负面影响，这个问题一直是

全球高度关注的焦点之一 [2~3]. 蜜蜂是很多农作物和野生植物

的传粉者，在生态和经济中扮演着非常重要的角色，是一种

关键的非靶标生物. 蜜蜂一方面直接取食转基因抗虫植物的

花粉、花蜜，另一方面花粉在自然界漂移扩散也增加了蜜蜂

接触到转基因作物的风险. 花粉是转基因作物和蜜蜂之间的

重要媒介. 目前，转基因作物对蜜蜂的影响已经作了大量的

研究，但主要集中在：直接接触转基因作物或毒素对蜜蜂存

活率的影响等方面 [4]. 昆虫肠道是众多微生物的良好生活环

境，在长期的进化过程中，肠道微生物与其宿主形成了共生

关系. 肠道微生物对其宿主的生长发育起着非常重要的作用. 
共生菌有利于昆虫的繁殖、消化、营养物质的摄取和信息素

的合成等 [5~9]. 已经有研究发现转基因作物被取食后，外源基
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Abstract   The effect of transgenic cotton SGK321 with cry1Ac gene on bacterial community structures in honeybee (Apis 
mellifera ligustica) intestines was studied by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) based on sequencing of 16S 
rDNA. The honeybees were fed with the transgenic cotton pollens, non-transgenic cotton pollen and foreign DNA of high 
concentration for seven days, respectively. The intestinal bacterial diversity of each treatment was analyzed by DGGE and the 
possibility of a horizontal gene transfer was detected by polymerase chain reaction (PCR). The DGGE profi le showed that the 
number of bands of all treatments ranged between 11.3~15.0 and Shannon’s index between 0.87~1.05. The similarity (Dice) 
coeffi cient among the treatments ranged from 68.3% to 84.7%. These indices showed that different diets could not change 
the bacterial diversity in the honeybee intestines. At the same time, gene transfer was not detected. It was concluded that the 
transgenic cotton had no detrimental effects on the microbial diversity in honeybee intestines in short period of time. Fig 2, Tab 3, 
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摘  要   采用基于16S rDNA的变性梯度凝胶电泳（DGGE）的方法，研究了转Bt cry1Ac基因棉花SGK321对益虫——意

大利蜜蜂（Apis mellifera ligustica）肠道细菌群落的影响. 分别用转基因/非转基因棉花花粉和高浓度外源DNA饲喂

蜜蜂7 d，通过DGGE分析经不同处理的蜜蜂肠道细菌群落组成的差异，同时用PCR检测是否发生外源基因的横向转

移. 结果显示，各个处理组DGGE图谱中的条带数目在11.3~15.0之间，Shannon’s指数在0.87~1.05之间，相似性系数介于

68.3%~84.7%，不同处理组肠道细菌组成差异不明显，用PCR的方法也没有检测到外源基因的横向转移. 因此初步判

定转基因棉花SGK321短期内对蜜蜂细菌群落尚无不利影响. 图2 表3 参22
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因能够在肠道或组织器官中残留[10~11]；而这些残留的DNA是

否会与肠道微生物相互作用，继而对害虫、天敌以及非靶标

昆虫产生不利影响？这些问题尚未有系统研究报道. 因此，

以肠道微生物为指标对转基因作物进行安全性评价具有重

要的理论和实践意义. 
为了研究外源基因是否会转移到其肠道微生物基因组

DNA中，赋予微生物新的遗传信息，进而对肠道微生物群落

产生影响，本研究设计了意大利蜜蜂工蜂分别取食转Bt基因

棉花花粉（自然状态）和以本实验室分离克隆的、对玉米螟

和棉铃虫等鳞翅目害虫高毒力的cry1Ah基因为供试外源DNA
（高浓度的外源DNA作为人为高选择压力）的试验，比较了

超螺旋和线性这两种不同形状DNA发生转移的可能性，分析

了肠道细菌组成差异. 本研究结果将为转cry1Ah基因水稻和

玉米等新一代转基因作物的安全性研究奠定基础. 

1  材料与方法
1.1  主要试剂和仪器

所用的Ex Taq 聚合酶、各种限制型内切酶、pMD19-T 
Vector购自TaKaRa公司，2×Pfu PCR Mix 购自北京汇天东方

科技有限公司，SYBR Green I购自AMRESCO公司，其它生化

试剂均为分析纯. 
PCR引物及 序 列 测定由上 海 生 工生物 技 术 有 限 公司

合成 . PCR仪型号为Thermocycle，购自德国Biometra公司. 
DGGE仪器型号为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  样品采集与制备

供试转Bt基因棉为SGK321，是通过将Bt基因（cry1Ac）
导入石远321常规棉而选育的转Bt基因棉品系. 常规棉为石远

321，为SGK321的受体，这些材料均种植于中国农科院植物

保护研究所廊坊中试基地 . 人工采集这两种棉花的花粉，

-20 ℃保存，鲜嫩叶片于－70 ℃保存. 
超螺旋质粒HF366（含改造的cry1Ah 基因1.8 kb活性区

片段，AmpR，4.8 kb）由本研究组保存，线性改造的cry1Ah基

因由HF366经BamH I 酶切获得；质粒提取和酶切消化参见分

子克隆手册[12]. 
1.3  供试蜜蜂品系及饲养方法

供试蜜蜂为意大利蜜蜂（Apis mellifera ligustica），由

中国农业科学院蜜蜂研究所提供. 选取刚羽化的意蜂工蜂

分为5个处理组，每组50只，在33 ℃、相对湿度为70%的培

养箱中培养. 喂养方式如下：第一组：糖水+质粒HF366（800 
ng/mL）；第二 组：糖水+cry1Ah（800 ng/mL）；第三组：糖

水；第四组：糖水+石远321花粉（150 mg/mL）；第五组：糖水

+SGK321花粉（150 mg/mL），分别连续喂养7 d（鉴于蜜蜂这

种社会型昆虫离开蜂王和群体正常生活的极限时间是10 d以

内，本研究时间设为7 d）. 
1.4  基因组DNA提取

将蜜蜂表面经75%酒精消毒后用无菌镊子解剖，取出肠

道放入一个灭菌的1.5 mL离心管中，每管含10只经相同处理

的蜜蜂肠道，提取肠道微生物基因组DNA，提取方法参照文

献[13]. 

SGK321和石远321叶片基因组DNA提取方法参照文献

[14]. 
1.5  16S rDNA V3区PCR扩增

16S rDNA V3区扩增所用引物为343f（5′-ACTCCTACGGG
AGGCAGCAG-3′）和534r（5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′）[15]

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′），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：DNA模板1 μL，引物（20 μmol/L）各为1 μL，

2×Pfu PCR Mix，灭菌的去离子水补足50 μL，同时以ddH2O代

替基因组DNA为空白对照. PCR扩增程序为：94 ℃预变性4 
min；94 ℃变性1 min，64 ℃退火1 min，72 ℃延伸2 min，其后

的19个循环，每个循环退火温度降低0.5 ℃，其他条件不变；

最后15个循环退火温度为55 ℃，其它条件不变；72 ℃延伸

10 min. 为了去除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1 
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产物用试剂盒纯化. 
1.6  DGGE分析

丙烯 酰 胺（37.5 :  1）浓 度为 8%，所用变 性 剂 梯度为

40%~65%（100%的变性剂溶液包含体积分数为40%的甲酰胺

与7 mol/L的尿素），PCR产物上样量为200 ng，在60 ℃、200 
V电压下持续电泳6 h，然后用SYBR Green I 染色30 min，拍

照. 
1.7  DGGE图谱分析

DGGE图谱用Quantity One软件（Version 4.6.6, Bio-Rad）
进行分析，人工去除组成<1%的条带. Shannon’s指数反映了群

落的多样性，H’ = -∑Pi log Pi，其中Pi指图谱中第i条带的相

对丰度. Similarity（Dice）Coeffi cient，SD反映不同处理组间的

肠道微生物群落相似性，SD=2nAB/(nA+nB)，其中nAB是AB两个

处理组中的共有条带数目，nA是A处理组中的条带数目，nB是

B处理组中的条带数目. 
1.8  特异条带克隆与序列分析

将图2中各个处理组公共的优势条带A、B、C、D切下，

放在1.5 mL灭菌的离心管中，加入 适量灭菌玻璃珠（直径1 
mm）及200 μL超纯水，剧烈震荡，4 ℃过夜，离心，取10 μL
上清PCR，体系同1.4，但所用的引物不含GC-clamp. 纯化PCR
产物加Poly-A后连接到pMD19-T载体（TaKaRa），转化大肠

杆菌JM110，得到克隆文库A、B、C、D. 克隆经M13通用引物

PCR鉴定和酶切鉴定后，每 个条带随机挑4个进行测序. 对

从16S rDNA第343 bp处开始，V3 区的约200 bp的有效序列信

息，在NCBI数据库中进行比对，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. 
1.9  PCR检测外源基因

为了检测食物中的外源基因是否整合到肠道微生物基

因组中，以肠 道总 DNA为模 板，用相应的特异性引物进行

PCR扩增，跟 踪各处理组中的外源基因cry1Ac、cry1Ah，预

期产物分别为300 bp、2.1 kb左右. 50 μL的PCR反应体系为：

DNA模板0.5 μL，引物（20 μmol/L）各为1 μL dNTPs（各2.5 
mmol/L）为4 μL，Mg2+（25 mmol/L）为4 μL，10×Taq Buffer为
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5 μL，1 U Ex Taq，灭菌的去离子水补足50 μL. PCR扩增程序

为：94 ℃预变性4 min；94 ℃变性1 min，55 ℃退火1 min，72 
℃延伸2 min，30个循环；72 ℃延伸10 min. cry1Ac、cry1Ah引

物序列分别为：cry1Ac-F：5' GAAGGTTTGAGCAATCTCTAC 
3'，cr y1Ac -R：5'  CGATCAGCCTAGTA AGGTCGT 3'；
cry1Ah-F：5' GGGGATCCATCCTATTTTTAC 3'，cry1Ah-R：5' 
GGTACCTTATCAAAGCTCGTC 3'. 

2  结果与分析
2.1  PCR扩增16S rDNA V3区

将16S rDNA V3区PCR产物用1.5%的琼脂糖凝胶进行电

泳，从结果（图1）可以看出，目的片段约大于200 bp，与预期

产物大小相符，且特异性良好. 

2.2  DGGE图谱分析
DGGE图谱显示了经过不同处理蜜蜂肠道菌群落组成情

况（图2）. 每组条带分布情况相似，大部分都集中在胶的上

半部分. 用Quantity One软件（Version 4.6.6, Bio-Rad）对DGGE
图谱进行进一步分析. 含质粒的糖水喂养的蜜蜂肠道菌群的

DGGE条带数目最多（Lane 1~3），为15.0，Shannon’s指数为

1.05，但是有些条带的亮度相对其它处理组来说很浅. 含非

转基因棉花花粉的处理组（Lane 4~6）与糖水处理组（Lane 
7~9）条带数目最为接近，分别为11.3和11.7，但是Shannon’s

指数有一定的差异. 含cry1Ah基因的处理组（Lane 10~12）及

含质粒HF366的处理组（Lane 13~15）之间差异很小. 总体来

说，各个处理组DGGE图谱中的条带数目在11.3~15.0之间，

Shannon’s指数在0.87~1.05之间（表1），数值较接近，没有显

著差异，这点也在处理组之间的相似性系数中有所反映（表

2），相似性系数介于68.3%~84.7%，大部分集中在75.0%以

上，相似性很高. 由此可以初步判定，转基因棉花SGK321对

意大利蜜蜂肠道菌群的影响并不显著. 
2.3  DGGE图谱中的特异条带克隆及序列分析

优势菌群在宿主中普 遍存在，在维持宿主的健康中发

挥 着主 要的作用，如 若 优 势群落发 生了变化，将 会对宿主

健康产生威胁，因此有必要对各 个处理组的优势条带进行

分析. 对各处理组的公共优势条带A、B、C、D进行回收和

克隆，经过PCR、Sal I和EcoR I双酶切鉴定，每个条带随机

挑取4个阳性克隆进行测序，结果如表3. 对序列分析发现：

A条带的4个克隆中包含3个不同的序列，其中A2和A4序列

完 全相同 . 在 NCBI中进行序列对比发现，3个序列分别与

乳杆菌（Lactobacillus sp.）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas 
aeruginosa）及一种不可培养的细菌相似性为100%. B条带的4
个克隆的测序结果中，B4为杂合体，在后续分析中去除，B1、

B2、B3与NCBI中的序列相似性不是很高，依次为96%、97%
和98%. C条带也包含3个不同的序列，最高相似性除C1为99%
以外，C2、C3都为100%. D条带的4个克隆测序结果中有一个

为杂合体，D1、D3序列完全相同，与不可培养的肠杆菌相似

性为98%，D2与Saccharibacter sp.相似性为100%. 
从表3可以看出，这些序列大多属于未可培养或不可培

养的细菌，而且在分类学上主要属于厚壁菌门（Firmicutes）、

变形菌门（Proteobacteria），还有一部分序列分类地位还未确

定. Firmicutes主要由Lactobacillus sp.组成，Proteobacteria包含

有α-，γ-proteobacteria. 

2.4  PCR检测外源基因水平转移
SGK321、质粒HF366为阳性对照，石远321为阴性对照，

通过特异性的引物对外源基因进行PCR扩增发现，除了阳性

对照有扩增产物之外，供试样品均无条带. 这表明无论在自

然条件下或是人为高选择压力下，杀虫基因等外源基因没有

发生水平转移（PCR产物检测分析图略）. 

图1  16S rDNA V3区PCR产物检测结果

Fig. 1   Analysis of PCR products of 16S rDNA V3 fragment 
M, DM2000 DNA marker (2 000, 1 000, 750, 500, 250, 100 bp); Lane 1, 
Diet containing plasmid HF366; Lane 2, Diet containing cry1Ah gene; Lane 
3, Diet; Lane 4, Negative control; Lane 5, Diet containing non-transgenic 
pollen; Lane 6, Diet containing transgenic pollen 

图2  16S rDNA V3片段PCR产物DGGE分析

Fig. 2  DGGE analysis of PCR products of 16S rDNA V3 fragments amplifi ed 
from gut bacteria

Lanes 1~3: Diet containing transgenic pollens; Lanes 4~6: Diet containing 
non-trangenic pollens; Lanes 7~9: Diet; Lanes 10~12: Diet containing 
cry1Ah; Lanes 13~15: Diet containing plasmid HF366

表1  各处理组中的条带数目和Shannon’s指数
Table 1  Band number and Shannon’s index H’ of different treatments

处理 
Treatment 1 2 3 4 5

N 13.7 13.3 11.3 11.7 15.0
H’ 1.02±0.14a 0.98±0.04a 0.87±0.02a 0.99±0.14a 1.05±0.16a

a: Standard deviation 

表2 各处理组之间的相似性系数 (SD/%)
Table 2  Similarity indexes among different treatments (SD/%)

处理 Treatment 2 3 4 5
1 84.7 80.0 68.3 83.7
2 81.8 83.7 77.3
3 79.4 81.0
4 75.9
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3  讨 论
迄今为止，还没有发现转Bt基因作物花粉或是Bt毒素会

对蜜蜂产生显著的负面影响. Babendreier等通过T-RFLP技术

研究了转Bt基因玉米花粉或其表达产物对蜜蜂肠道微生物

的影响，发现无论是转Bt玉米花粉或是高浓度的Cry1Ab蛋白

（0.001 4%）都不会对蜜蜂肠道微生物群落产生显著的影响
[16]. Mohr等对转pat基因的抗除草剂油菜环境释放进行了安

全行评价，发现长期生活在转pat基因油菜田间的卡尼鄂拉蜂

（Apis mellifera ssp. carnica）、熊蜂（Bombus terrestris）以及

独栖蜜蜂（Osmia bicornis）3种蜜蜂肠道细菌群落组成与对

照相差不大，用PCR方法也没有检测到外源基因的横向转移
[17]. 

本文研 究了在自然条 件和人为高选择压力下，转基因

棉花SGK321对蜜蜂肠道细菌群落的影响，人为设计了高浓

度的外源DNA，包括质粒 DNA及线性的DNA片段，旨在提

供一个有可能发生基因转移的条件. 通过变性梯度凝胶电泳

（DGGE）图谱直观地比较了不同处理组的群落组成，从各

个处理组的条带数目、Shannon’s指数和相似性系数三方面进

一步分析DGGE图谱，发现不同处理组细菌群落没有很明显

的差别；而且用PCR方法也没有检测到外源DNA整合到肠道

微生物的基因组中. 从这3个表征群落多样性的参数和PCR检

测结果来看，不同处理对蜜蜂肠道细菌群落并无显著影响. 

出现这样的情况可能有以下三方面的原因：首先，外源基因

在消化道中被一些酶或是微生物代谢产物降解；其次，蜜蜂

肠道环境不适合外源基因通过接合或转化等方式转移到微

生物基因组中；第三，外源基因有可能在消化道存活并发生

了基因转移，但含转基因的细菌只占极小部分，无法被检测

出. 
优势菌群在宿主中普 遍存在，在维持宿主的健康中发

挥着主要的作用，如若优势群落发生了变化，将会对宿主健

康产生威胁. 因此，对各个处理组的优势条带进行了分析，

本研究对DGGE图谱中的公共优势条带进行回收、克隆、测

序. 通过序列分析发现优势菌群分类学上主要属于厚壁菌门

（Firmicutes）和变形菌门（Proteobacteria）. Firmicutes主要

由乳杆菌（Lactobacillus sp.）组成，Proteobacteria包含有α-，
γ-proteobacteria，未具体分类的proteobacteria，与前人研究结

果一致 [18~19]. 
本研究16S rDNA V3区片段只有200 bp左右，其信息量尚

不足以用来确定细菌的分类地位，判断微生物所属的系统类

群要求分析的16S rDNA片段长度至少达到500 bp [20]，但是用

DGGE分析超过500 bp片段的DNA会降低其分辨率. DGGE在

有些情况下能够区分同一个种的不同基因型 [21]，但在本实验

中，对DGGE图谱的特异条带A、B、C、D进行回收、克隆、测

序分析，发现DGGE并不能检测到种的水平，因此要准确可信

表3  DGGE切胶回收条带的序列与NCBI数据库比对结果
Table 3  Results of DGGE band sequence of alignment against the sequences from NCBI database

测序的克隆
Sequenced clone

类群
Group

登录号
Accession number

相似性
Similarity

序列来源
Sequence source

A1 Firmicutes EF187242 100% Lactobacillus sp. Bma5
Firmicutes AY667701 100% Lactobacillus apis strain 1F1

A2 γ-proteobacteria EU097342 100% Uncultured Pseudomonas sp.
γ-proteobacteria EF584110 100% Pseudomonas aeruginosa
γ-proteobacteria AF448038 100% Pseudomonas aeruginosa

A3 Unknow FJ229345 100% Uncultured bacterium
Unknow EU528229 100% Uncultured bacterium

A4                    The same as A2
B1 α-proteobacteria AJ971906 96% Saccharibacter sp. Am 22

α-phaproteobacteria AJ971902 96% Saccharibacter sp. Am 06
α-proteobacteria AJ971857 96% Uncultured alpha proteobacterium
α-proteobacteria AJ971850 96% Uncultured alpha proteobacterium

B2 Unknown EF511704 98% Uncultured bacterium
Unknown EF509090 98% Uncultured bacterium

γ-proteobacteria FJ194518 98% Pseudomonas aeruginosa
Unknown EF509505 98% Uncultured bacterium

γ-proteobacteria EF016296 98% Pseudomonas sp. 2,4BNP
B3 Unknown FJ229345 97% Uncultured bacterium

Unknown FJ228974 97% Uncultured bacterium
Unknown DQ816552 97% Uncultured bacterium

C1 Firmicutes DQ837634 99% Uncultured Firmicutes bacterium
C2 γ-proteobacteria FJ360760 100% Enterobacter aerogenes
C3 Unknown FJ229345 100% Uncultured bacterium

Unknown EU198063 100% Uncultured bacterium
C4                  The same as C3
D1 γ-proteobacteria FJ268980 98% Uncultured Enterobacter sp.

γ-proteobacteria EU554428 98% Enterobacter cloacae
γ-proteobacteria FJ179170 98% Enterobacter sp. Sw 39

D2 α-proteobacteria AJ971906 100% Saccharibacter sp. Am 22
α-proteobacteria AJ971902 100% Saccharibacter sp. Am 06

D3                  The same as D1
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地分析微生物群落多样性，还需要更多的技术互相补充. 
综合上述分析可以推断，转基因棉花SGK321短期内不

会对蜜蜂产生显著的不良影响. 当然今后需要设 计 新的试

验，增加田间放蜂与大型网室的调查，进行整个生长季节的

追踪和研究，以获取更加丰富的研究结果. 
cry1Ah基因是本实验室分离得到的具 有自主知识产权

的新基因 [22]，并对其进行密码子优化使其适合在植物中表

达，目前，该基因已经被导入到水稻和玉米中，在转基因植株

中表现出良好的抗虫性状. 本研究以转基因棉花SGK321为主

要试材，通过建立DGGE监测肠道微生物群落变化与PCR检

测外源基因漂移相结合的监测方法，对转基因植物进行了安

全性评价，这种监测方法的建立为我国新一代转基因玉米、

水稻等即将商业化的GMO作物的环境安全性评价创造了条

件. 
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