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摘  要：比较转 Bt 基因抗虫棉与其母本茎部内生细菌多样性，为评估转基因棉花生物安全性提供基础数据。采用平板培养

方法对转基因棉花（中棉 30，TC）与其母本（中棉 16，CC）茎部内生细菌进行分离与计数，用细菌的通用引物扩增细菌的 16S 

rDNA 片段，进行 RFLP 分析。采用培养方法分离与计数所得的棉花茎部内生菌数量为 105 cfu/g；随机挑取 100 个菌落，分别

用限制性内切酶 Hha I 和 Ras I 酶切，转基因棉花中棉 30（TC）茎部内生细菌酶切后产生 10 种 OTUs，常规棉中棉 16（CC）

茎部内生细菌经酶切后产生 9 种 OTUs；测序结果表明，中棉 30（TC）优势菌属于 Microbacterium 和 Curtobacterium 属，中棉

16（CC）优势菌为 Curtobacterium 和 Enterobacter 属。转 Bt 基因抗虫棉中棉 30（TC）对茎部内生细菌数量和种类没有造成有

害影响。 
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农作物性状转基因化是解决农业问题、发展优质

高效农业的重要方向，转基因抗虫棉育种与产业化的

快速发展无疑是一个成功的典范。从 20 世纪 90 年代

初中国农业科学院成功合成来自苏云金芽胞杆菌的杀

虫晶体蛋白基因（Bacillus thuringiensis insecticidal 

crystal protein gene，Bt cry IA）[1]，到花粉管通道法基

因转移技术的创新[2]，转基因抗虫棉的基础研究与产

业化应用方面均取得了重要进展。然而转基因抗虫棉

的大规模环境释放和产业化应用可能对生物多样性、

生态环境和人体健康产生潜在的不利影响，转基因抗

虫棉的生物安全性成为制约转基因抗虫棉大规模产业

化的最主要因素[3]。在转基因棉花环境影响监测方面，

环境微生物一直是一个研究热点。由于微生物种类多、

数量大、个体小、繁殖快，且微生物对于环境因素的

敏感性，能够很好地指示生态环境的细微变化，因而

成为理想的监测转基因抗虫棉对生态环境影响的指

标。植物内生菌是指那些在其生活史的一定阶段或全

部阶段生活于健康植物的各种组织和器官内部的细菌

或真菌，并与寄主植物建立互惠关系的一类微生物[4]。

这类微生物与转基因棉存在紧密的空间关系，某些具

有“感受态”特征的内生细菌可能会优先发生转基因

棉外源基因水平转移，进而向其他微生物种群发生基 

 

 

 

 

因漂移。国内外学者对转基因抗虫棉进行的大量生物

安全性方面的研究中，主要集中在转基因抗虫棉的基

因漂移[5-7]、对靶标昆虫抗性的影响[8-9]、对非目标昆虫

的影响[10]及对土壤微生物影响[11-14]等方面，对转基因

抗虫棉茎内微生物的多样性影响的研究鲜有报道。本

研究选择转 Bt 基因抗虫棉（中棉 30，TC）与其母本

（中棉 16，CC）为研究材料，到目前为止，未见上述

两棉花品种内生细菌多样性报道。分离棉花茎部内生

细菌，用限制性内切酶对内生菌 16S rDNA 进行酶切，

进而对内生细菌进行酶切分型[15-17]，比较转基因抗虫

棉及其对照茎部内生细菌的多样性变化，为转基因抗

虫棉的生物安全评价提供理论数据和基础，对于完善

转基因抗虫棉的生物安全评价体系具有重要的意义。 

1 材料与方法 

1.1 试验小区设置与样品采集 

    试验小区位于南京市六合区，该地区属亚热带湿

润气候，年平均气温 15.3℃，年降水量 1 106.5 mm。

转基因棉为中棉 30（TC），携带杀虫晶体蛋白（Bt）

基因和卡那霉素（nptⅡ）标记基因；常规棉为 Bt 对照

品系中棉 16（CC）。小区面积为 48 m2（6 m × 8 m），3

次重复。样品采集时间为 2008 年 8 月 5 日，选择 5 株 
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棉花植株，采集棉花茎杆鲜重约 100 g。两种棉的茎，

分别放入无菌的样品袋，带回实验室放 4℃ 冰箱保存，

内生细菌的计数和分离实验在一周之内完成。 

1.2 实验试剂 

四碱基限制性内切酶 Hha I 和 Rsa I 购自 Takara

公司（Hha I 酶切位点为 GCG'C；Rsa I 酶切位点为

GT'AC）；dNTP、Taq DNA 聚合酶购自上海 Genbase

公司，引物由上海 Sangon 公司合成。 

1.3 内生细菌的分离及计数 

棉花茎部用去离子水清洗表面晾干后，称取 2 g，

将经过表面消毒（75% 乙醇浸 1 min，2% 次氯酸钠溶

液中 3 min，75% 乙醇 30 s，无菌水漂洗 3 次）[18-19]

的材料剪碎放于无菌研钵中，加 18 ml 无菌水，加石

英砂充分研磨，所得到的汁液为母液，梯度稀释到 10-5，

取 10-2、10-3、10-4、10-5 4 个浓度的菌悬液，以 0.2 ml

（200 µl）加入 LB 固体分离培养基进行涂布，在恒温

30℃ 条件下培养 3 天。选取合适的浓度（每皿 20 ~ 300

个菌落）进行菌落计数。 

1.4   16S rDNA 的扩增 

采用菌体 PCR 扩增其 16S rDNA，用细菌通用引

物分别扩增其 16S rDNA。引物序列为：5′ 端引物：

5′-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3′（63F），3′ 端引

物：5′-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3′（1387R）。建

立 25 μl 反应体系的扩增反应体系：dNTP（20 mmol/L）

2.5 μl，Mg2+（25 mmol/L）2.5 μl，吐温 20（10%）2 μl，

5′端引物（25 pmol/μl）0.5 μl，3′ 端引物（25 pmol/μl）

0.5 μl，Taq DNA 聚合酶（5 U/μl）0.3 μl，补 ddH2O 至

25 μl。PCR 扩增反应条件：94℃ 预变性 5 min；94℃ 变

性 30 s，52℃ 退火 30 s，72℃ 延伸 1 min，30 个循环；

72℃ 终末延伸 10 min。PCR 产物经 0.75% 的琼脂糖

电泳，EB 染色后用紫外分析仪检测，检查产物有无及

扩增特异性情况。每个样品扩增 3 个重复，扩增产物

均匀混合以消除单次扩增的偏向性。  

1.5  扩增片段的限制性酶切分析 

分别用 Hha I 和 Rsa I 两种四碱基酶对 16S rDNA 

PCR 扩增产物进行酶切分析。酶切体系为：5 × 酶切缓

冲液 1 μl，PCR 产物 1 μl，Hha I 酶（或 Rsa I 酶）（10 

U/μl）0.2 μl，补水至 5 μl。37℃ 水浴 4 h 以上以充分

酶切。酶切产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳，银染显色后，

得到 16S rDNA 指纹图谱。以基因片段多态图谱为基

础进行聚类，聚合到一起的具有相同图谱的克隆需要

用第二种限制性内切酶进行酶切与电泳分离。当第二

次所得的基因图谱仍然相同时，则认为它们是相同的

基因型（OTU）。 

1.6  核酸序列注册登录号与系统发育树的构建 

    选择 12 种 OTUs，由上海英骏生物公司完成测序

工作，测出的 16S rDNA 基因序列在 NCBI 网站中比对

同源性并提交GenBank数据库，获得登录号（Accession 

number）为：FJ941080 ~ FJ941091。根据 NCBI 同源

性比对的结果，从核酸数据库中下载同源性高的 16S 

rDNA 序列以及不同分类来源的代表性 16S rDNA 序

列，用BioEdit将序列转换为 FASTA 格式。以上FASTA

格式文件用 ClustalX 进行多序列比对后，用 MEGA

进行分析比对，最后通过邻接法（neighbor-joining）生

成系统进化树。 

2 结果与分析 

2.1  棉花茎部内生细菌分离与计数 

采集中棉 30（TC）和中棉 16（CC）的茎部进行

适当的表面消毒后计数结果显示，茎部内生细菌相当

丰富。中棉 30（TC）茎部内生细菌数量每克鲜组织中

约有 1.70×105 cfu，而中棉 16（CC）每克鲜组织中约

1.17×105 cfu，中棉 30（TC）茎部内生细菌数量上略高

于中棉 16（CC）。 

2.2 16S rDNA 的扩增及 RFLP 分析结果 

以 63F 和 1387R 为引物，特异性地对 100 株内

生细菌 16S rDNA 区段进行扩增，扩增片段大小约为

1.5 kb 左右（图 1）。利用限制性内切酶 Hha I 和 Rsa I

分别酶切，经聚丙烯酰胺凝胶电泳（图 2），统计发

现中棉 30（TC）酶切后产生 10 种不同的 OTUs，中

棉 16（CC）经酶切后产生 9 种不同的 OTUs（图 3）。

在中棉 30（TC）样品酶切的 10 种 OTUs 中，TC-1

和 TC-4 的 OTUs 占据主要优势，约占总文库的 62%。

而在中棉 16（CC）的酶切的 OTUs 中，占文库绝大

部分为 CC-2 和 CC-4 的 OTUs，约占总文库的 82%。 

2.3  多样性指数分析 

一般从两个方面考虑群落物种的多样性，一方  

面是环境中物种数量的丰富度（Species richess），另

一方面是各物种的相对比例，即均一度（Species 

evenness）[20]。克隆文库的库容体现样品各类微生物的

覆盖程度，由表 1 可以看出两种 16S rDNA 克隆文库

酶切文库的库容值都达 90% 以上，表明所研究的克隆

文库库容较高，可以反映两种棉花茎内生细菌的多样

性。对两种棉的茎内细菌的多样性指数分析（表 1）发      
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        图 1 部分 16S rDNA 扩增结果（Maker: DL2000）                  图 2 部分 16S rDNA 酶切 PAGE 电泳图谱 

                 Fig. 1  16S rDNA PCR amplification                                Fig. 2  Restriction patterns of PAGE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     中棉 30（TC）                                  中棉 16（CC） 
 

图 3 两种棉花茎内细菌的 RFLP 种类与比例 

Fig. 3 Patterns and proportion of 16S rDNA digested by Hha I and Rsa I 

 

表 1 16S rDNA 克隆文库酶切类型的多样性 

Table1 Diversity of restriction endonuclease types in 16S rDNA clone library 

棉花品种 库容（C） Shannon-wienner 指数（H′） Simpson 指数（D） 丰富度（dMa） 均匀度（E） 

中棉 30（TC） 93.62% 1.608 1 0.718 8 2.077 9 0.418 

中棉 16（CC） 92.45% 1.314 9 0.648 5 1.763 1 0.331 

 

现，中棉 30（TC）的均匀度高，表明其内生细菌的

数量更多，这与计数体现的结果是一致的。中棉 30

（TC）的 Shannon-wienner 指数、Simpson 指数、丰

富度、均匀度均高于母本中棉 16（CC），表明转 Bt

基因棉花中棉 30（TC）棉花茎内细菌的多样性高于

中棉 16（CC）。 

2.4 序列测定及系统进化树的构建 

    根据限制性酶切后的片段多态性图谱，挑选酶切

类型不同菌株的 16S rDNA 进行测序。测序结果根据

BLAST 同源性比对的结果，构建系统发育树（图 4）。

从图 4 中可以看出，茎部内生细菌主要有 6 个属，分

别是 Curtobacterium、Microbacterium、Enterobacter、

Bacillus、Pseudomonas、Sphingobacterium，分别属于

Actinobacteria 、 Firmicutes 、 Bacteroidetes 、

γ-Proteobacteria 纲。中棉 30（TC）茎和中棉 16（CC）

茎中的内生细菌的优势菌群有所不同，Microbacterium 
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图 4  基于 16S rDNA 序列的系统发育树 

Fig.4 Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequencing 

       

 EU714337 Microbacterium esteraromaticum 2122  

 FJ941089 CC-5 

 FJ765512 Microbacterium sp. JJD-1  

 FJ348036 Microbacterium sp. GGC-P9A  

 FJ941085 CC-4/TC-2

 DQ870704 Microbacterium arborescens KSC Ak2E  

 AY649756 Microbacterium arborescens SE14 

 AB271048 Microbacterium ginsengisoli  

 FJ941084 CC-2/TC-1

 EU236753 Curtobacterium sp. Y6 

 FJ823008 Curtobacterium citreum gx-89  

 EU072704 Curtobacterium sp. M060824-7  

Actinobacteria 

 FJ941090 TC-7 

 AB167231 Bacillus fusiformis c84  

 DQ643066 Bacillus sp. CO64 

 DQ286311 Bacillus sphaericus Dak614  

 FJ941081 TC-6 

 FJ796434 Bacillus megaterium IMER-B4-12 
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 FJ595878 Bacillus subtilis 4(9-2)  
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Firmicutes 
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 FJ378899 Sphingobacterium sp. PF-8  
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 AM411066 Sphingobacterium faecium Z18zhy  

 AB361248 Sphingobacterium kitahiroshimense  

 FJ941080 CC-6 

Bacteroidetes 

 EF102826 Enterobacter sp. G-2-10-2  
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 FJ596989 Pseudomonas putida IS82  
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和 Curtobacterium 为中棉 16（CC）茎部内生细菌的优

势菌群；而 Curtobacterium 和 Enterobacter 为中棉 30

（TC）茎部内生细菌的优势菌群。Curtobacterium 为

两种棉茎部内生细菌共同的优势菌群。 

3 讨论 

棉花茎部内生细菌的数量与棉花品种的基因型，

棉花的栽培条件、栽培措施、自然环境、微生态环境

有关[21]。本研究采用平板培养方法，分离获得的棉花

茎部内生菌的数量为 105 cfu/g，这一分离结果介于李

春红等[22]测定的几种棉花品种中茎部内生细菌的数量

（103 ~ 105 cfu/g）。 

对分离的两种棉花茎内细菌  16S rDNA 进行了 

PCR-RFLP 分析。从酶切分型结果可以看出，转 Bt 棉

花中棉 30（TC）与其对照亲本中棉 16（CC）内生菌

群落组成发生了较大变化。例如 TC-2 和 CC-4 是相同

的 OTU，但它们数量在其文库中所占比例分别为 6% 

和 42%；TC-3 和
 CC-7 也是相同的 OTU，比例分别

为 9% 和 2%。在转 Bt 棉花中棉30（TC）与其对照亲

本中棉 16（CC）茎内，均存在不同的 OTUs，如 TC-4 

数量在其文库中所占比例高达 17%，CC-1 和 CC-9 比

例均为 4%。 

分离得到的茎部内生细菌主要有  6 个属，其中 

Bacillus、Pseudomonas、Curtobacterium 是比较常见的

土壤微生物，同时 Bacillus 和
 Pseudomonas 也是最常

见的内生菌。已经证实 Bacillus 和 Pseudomonas 是分

布较广泛、数量较多的内生细菌，它们通过产生多种

的生长调节物质、抗生素来调节植物生长和发育[23-24]。

不同植物、不同基因型和不同的组织中内生细菌的种

类不相同。鲁素芸[25]等从棉花中分离得到的优势菌为 

Bacillus 属；邓欣等[26]分离得到的 6 种棉花叶围细菌

主要涉及  9 个细菌属，占优势的为  Bacillus 及 

Pseudomonas；植物如甘草分离得到的优势菌为 

Bacillus 属[27]。 

棉花茎内生细菌比较丰富，以纯培养技术为基础

的分离方法，会有一部分未培养内生细菌的存在。转

基因棉花通过基因工程方法获得，与自然条件下普通

棉花突变与选择不同，可能直接或间接地对生态系统

造成不利影响，需要一定的时间才会显露出来。转基

因抗虫棉潜在的生态风险性是一个重要而且特殊的问

题，因此，必须对大面积种植的转基因抗虫棉的生物

安全性进行长期跟踪监测。目前对转基因抗虫棉评估

方面安全性的研究有限，对其生物安全性全面、系统

的研究有待进一步深入。 

我国是个农业大国，棉花作为主要的经济作物，

在农业生产中具有重要的地位。转基因棉的种植产生

了显著的经济和社会效益[28]。转基因棉花的大规模种

植使得农药的使用量大大减少，因农药过度使用造成

的环境污染降低[29]。采用培养和分子生物学的方法对

茎内生细菌进行了研究，清楚地呈现了中棉 30（TC）

和中棉 16（CC）茎内生细菌的变化，为转基因抗虫棉

的生物安全评价提供理论依据。 

4 结论 

转基因抗虫棉中棉 30（TC）相对于母本中棉 16

（CC）茎部内生细菌数量增加，通过多样性指数分析

发现转基因抗虫棉中棉 30（TC）相对于母本中棉 16

（CC）茎部内生细菌种类增多，表明转 Bt 基因抗虫

棉中棉 30（TC）对茎部内生细菌数量和多样性没有造

成有害影响。 

挑选酶切类型不同的菌株的 16S rDNA 测序结果

发现棉花中棉 30（TC）与其对照亲本中棉 16（CC）

内生菌群落优势菌群发生了一定变化，中棉 30（TC）

茎部内生细菌的优势菌群为 Curtobacterium 和

Enterobacter；中棉 16（CC）茎部内生细菌的优势菌

群为 Microbacterium 和 Curtobacterium。 
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Effects of Insect-resistant Transgenic Cotton on Diversity of Endophytic Bacteria in Stems 
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Abstract:  This paper tries to compare the diversities of endophytic bacteria from Bt transgenic cotton and its parent cotton, and provides 

basic data for the biosafety evaluation of Bt transgenic cotton. Endophytic bacteria were isolated separately from the stems of two cottons 

(Zhongmian 30, Bt transgenic cotton, TC; Zhongmian 16, contrast non-transgenic parent, CC) by culture-dependent method. 16S rDNAs were 

amplified with universal primers of bacteria, and PCR products were digested with restriction endoenzyme Hha I and Rsa I respectively, than 

analyzed by RFLP analysis. The results showed that endophytic bacteria content was 105 cfu/g. There were 10 OTUs (operational taxonomic units) in 

the stems of Bt transgenic cotton and 9 OTUs in contrast parent cotton. The 16S rDNA sequences of 12 respective strains were identified and 

submitted to GenBank. 16S rDNA sequencing indicated that the dominant genera of Bt transgenic cotton are Microbacterium and Curtobacterium. 

The predominance families of corresponding receptor cotton are Curtobacterium and Enterobacter. Bt transgenic cotton did not bring harmful effects 

upon the number and diversity of endophytic bacteria in stems. 

Key words:  Insect-resistant transgenic cotton, Endophytic bacteria, Biosafety, RFLP analysis, Biodiversity 


