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摘要: 通过对 SDS浓度、孵育温度和孵育时间 3种提取条件的研究, 建立了一种基于 SDS溶液的提取土壤中残留

Bt蛋白的方法 (简称 SDS法 )。在 ( SDS)为 2 g L- 1、孵育温度为 50 ! 、孵育时间∀ 4 h条件下,采用 SDS法可

有效地从不同类型土壤样品中提取残留 B t蛋白, 提取效果明显好于碳酸盐法、人造蠕虫肠道蛋白提取液法和

PBST ( phospha te buffer so lution w ith Tw een 20)法。
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Abstract: A nove l SDS based m ethod fo r ex tracting B t pro tein residues from the so ilw as deve loped based on stud ies on

ex traction conditions inc luding concentration o f SDS in the so lution and temperature and duration of incuba tion. Resu lts

show thatw hen SDS was 2 g L- 1 in the so lution at 50 ! formo re than 4 hours itm ight ex tract effec tive ly B t prote in res i

dues from va rious types o f so ils, dem onstrating be tter e ffect than the so fa r known ex traction m e thods, such as carbonate

m ethod, invertebrate gu t flu id chem istry and PBST ( phospha te buffer so lution w ith Tw een 20) .
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由于转 B t作物可以减少 40% ~ 70%的农药施

用量, 经济和生态效益巨大, 因而得到大面积推

广
[ 1]
。2009年全球转基因作物种植总面积已达

1 34亿 hm
2
, 其中转 B t基因作物种植面积占转基因

作物种植总面积的 18%
[ 2 ]
。

转 B t棉花在我国进行商业化种植已达 10余

年,据 2006年统计,转 B t棉花种植面积已占我国棉

花种植总面积的 70%以上
[ 3]
。转 B t作物在种植以

后,会通过根系分泌物、花粉、残茬向土壤释放 B t蛋

白
[ 4]

,这些分泌的 B t蛋白会被土壤中的黏土矿物和

腐殖质等表面活性颗粒吸附,且结合态毒蛋白仍具

有较强的杀虫活性, 在土壤环境中可长时间存

留
[ 5]
。这些残留的毒蛋白可能会对土壤中无脊椎

动物、微生物产生潜在的毒性, 影响土壤生物种群多

样性结构, 从而破坏土壤的物质循环和能量转

换
[ 6]
。因此, 研究 B t蛋白在土壤中的降解动态对于

保护生态环境安全具有十分重要的意义。

目前,对于土壤中残留 B t蛋白的检测方法,主

要有生物测定法和 ELISA试剂盒检测法。生物测

定法以目标害虫取食混有残留 B t蛋白土壤的植物

组织后的死亡率、化蛹率、羽化率、体质量变化等作

为指标,是确认土壤中残留 Bt蛋白杀虫活性的一种

直接、有效、简便易行的手段。但生物测定法需要统

一虫源、虫龄和饲养条件, 且占用的空间大, 检测所

需时间长,环境因素干扰大, 因此难以对大规模的土

壤样品进行检测
[ 7- 8]
。ELISA检测法通过缓冲液提

取土壤样品中的 B t蛋白,然后采用 ELISA检测方法

对提取的蛋白进行定性或定量。相对生物测定法,

ELISA检测法操作较为简单,检测所需时间短,适用

于大批量样品的检测,因此成为目前检测土壤中残

留 Bt蛋白最常用的一种方法
[ 9 ]
。在对土壤中残留

Bt蛋白的检测过程中,最为关键的就是能否高效地

从土壤中提取残留 B t蛋白。目前,提取土壤中残留

Bt蛋白的方法主要有碳酸盐法、人造蠕虫肠道蛋白

提取液法、PBST ( phosphate buffer so lut ion w ith

Tween 20)法,但这些方法都存在一定缺陷。碳酸盐

法和 PBST法提取效率不高, 对于 B t蛋白残留含量
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较低的土样容易造成检测结果假阴性; 虽然相对于

上述 2种方法,人造蠕虫肠道蛋白提取液法提取量

有一定提高,但是由于该方法需在提取液中加入人

造蠕虫蛋白成分,对于大量的土壤样品检测而言成

本相对较高。为克服以上提取方法的缺点, 笔者尝

试一种基于 SDS溶液的新的提取土壤残留 B t蛋白

的方法,以期为更有效地监测 Bt蛋白在土壤中的残

留提供参考。

1 材料与方法

1 1 土壤样品来源

供试土壤样品分别取自不同地区连续多年种植

转 B t棉花和常规棉的棉田,采样地点分别为江西九

江、河南新乡、陕西杨凌、新疆乌鲁木齐。这 4个采

样点分布于我国的长江流域、黄河流域和西北内陆

产棉区,而这 3个区域分别代表了我国不同生态环

境和土壤类型的 3大产棉区。连续种植转 B t棉花

的时间为:新乡棉田, 3 a;九江棉田, 4 a;乌鲁木齐棉

田, 3 a;杨凌棉田, 4 a。

1 2 土壤样品采集方法

于棉花开花期,在选取的不同转 B t棉田随机采

集土样,同时每个采样点设置 1个种植常规棉的田

块作为对照。每块棉田设置 5个采样点, 各样点相

距 30~ 50 m, 在每个采样点随机选取 5株棉花,在

每株棉花的根际周围 (距主根 5~ 10 cm,距地表 5~

20 cm )取土样, 共取约 500 g土壤, 装入 1个密封

袋, - 20 ! 下冰箱保存。

1 3 土壤残留 Bt蛋白提取方法

采用碳酸盐法提取 B t蛋白的具体步骤参见文

献 [ 10], 采用人造蠕虫肠道蛋白提取液法提取 B t

蛋白的具体步骤参见文献 [ 11] , 采用 PBST法提取

B t蛋白的具体步骤参见美国一龙公司 EL ISA蛋白

提取试剂盒 ( Env irolog ix, USA )上的说明。

由于该研究主要探讨 SDS溶液浓度、孵育时间

和孵育温度 3种提取条件对土壤残留 Bt蛋白提取

效果的影响,在最终的试验中, 采用了最优条件下的

提取方法。以下为最终优化的 SDS溶液配方和提

取方法。

SDS提取液的配制: NaC l 8 g、KC l 0 2 g、

N a2H PO4 1 44 g、KH2 PO4 0 24 g、SDS 2 g、甘油 50

mL,溶于 800 mL灭菌去离子水中, 调节 pH 值至

7 4,定容至 1 L。4 ! 或常温下保存。
提取土壤残留 B t蛋白的主要步骤为: ( 1 )取

100 g土壤样品,采用孔径为 48 m的网筛过筛,以

去除植物根系残体等杂质, 称取 5 g过筛后的土壤

样品置于研钵中, 研磨 1 m in,使土壤颗粒细小均匀;

( 2)将 0 5 g研磨后的土壤样品置于 2 mL离心管

中, 加入 1 5 mL SDS提取液, 置于涡旋混合仪上振

荡 1 m in,使其充分混合均匀; ( 3)将上述土壤悬浮

液置于可控温摇床中, 50 ! 下 200 r m in
- 1
振荡 4~

16 h; ( 4)将振荡后的离心管取出, 迅速置于离心机

中, 12 000 r m in
- 1
离心 1~ 2 m in; ( 5)离心结束后,

用微量移液器小心吸取离心管中上清液,转入新的

离心管中, 该上清液即为含有 B t蛋白的溶液; ( 6)

采用 EL ISA试剂盒对含有 B t蛋白的溶液进行定量。

1 4 数据分析

采用 SPSS 16 0软件进行方差分析及多重比较

( Duncan检验,  = 0 05) ,数据以平均值 #标准差表

示。采用 Excel 2003软件制图。

2 结果与分析

2 1 不同 SDS浓度对土壤残留 Bt蛋白提取效果

的影响

由图 1可知,土样中 B t蛋白提取量随着提取液

中 ( SDS)升高而升高, 但是当 ( SDS) > 2 g L
- 1

之后基本不变,由于过高浓度的 SDS容易使提取液

出现结晶析出而影响缓冲液的使用, 因此将 2 g 

L
- 1
确定为最佳 SDS浓度。

图 1 50 ! 条件下不同 ( SDS)对土样中 B t

蛋白提取效果的影响

Fig. 1 E ffects of SDS concen tration

on Bt prote in extraction at 50 !

2 2 不同孵育温度对土壤残留 B t蛋白提取效果的

影响

由图 2可知, B t蛋白提取量随着孵育温度的上

升而升高,当温度高于 50 ! 后进入平台期,因此将

50 ! 确定为最佳孵育温度。

2 3 不同孵育时间对土壤残留 B t蛋白提取效果的

影响

由图 3可知, B t蛋白提取量随着孵育时间的延
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长而升高,但是 4 h以后的变化已趋于平缓。因此,

采用∀ 4 h的孵育时间。若延长孵育时间至过夜则

可以取得更好的提取效果。

综合以上试验结果,将土样中 Bt蛋白的提取条

件优化为: ( SDS), 2 g L
- 1

;孵育温度, 50 ! ; 孵育

时间, ∀4 h,延长孵育时间可获得更好的提取效果。

图 2 ( SDS)为 2 g L- 1下不同孵育温度

对土样中 Bt蛋白提取效果的影响

F ig. 2 E ffec t of incubat ion temperature on Bt protein

extraction w ith SDS being 2 g L- 1 in concentrat ion

图 3 ( SDS)为 2 g L- 1下不同孵育时间

对土样中 Bt蛋白提取效果的影响

Fig. 3 E ffect of in cubation duration on Bt prote in

extraction w ith SDS be ing 2 g L- 1 in concen tration

2 4 SDS法与其他 3种提取法对土壤残留 Bt蛋白

提取效果的比较

4种提取方法对转 B t棉田和常规棉田土样中

残留 B t蛋白的提取结果见表 1~ 2。由表 1~ 2可

知, 采用 SDS法对不同棉田土壤样品中残留 B t蛋白

的提取效果均明显优于其他 3种方法。

表 1 4种提取方法对转 Bt棉田土样中残留 Bt蛋白的提取结果

Table 1 Extraction of B t prote in residues from soil sam p les co llected inB t transgen ic cotton fie ld sw ith four d ifferen t extrac

tion m ethods

采样地点
w ( Bt蛋白 ) / ( ng g- 1 )

SDS法 碳酸盐法 AGF法 1) PBST法

河南 4 39 # 0 08a 1 44 # 0 04b 0 76 # 0 05c 0 61 # 0 04c

江西 11 25 # 1 37ab 3 28 # 0 03a 1 36 # 0 03d 1 05 # 0 02e

新疆 2 66 # 0 11d 1 15 # 0 03e 0 67 # 0 05c 0 74 # 0 01c

陕西 3 47 # 0 10b 1 64 # 0 04c 1 22 # 0 07ad 1 03 # 0 03ae

同列或同行之间英文小写字母相同表示不同类型土壤间或不同提取方法间差异不显著,英文小写字母不同表示差异显著 ( P < 0 05)。 1)人造

蠕虫肠道蛋白提取液法。

表 2 4种提取方法对常规棉田土样中残留 Bt蛋白的提取

结果

Table 2 Extrac tion of B t protein residues from so il sam

p les collec ted in conven tional cotton fields w ith four differ

en t extraction m ethods

采样地点
w ( B t蛋白 ) / ( ng g- 1 )

SDS法 碳酸盐法 AGF法 1) PBST法

河南 1 37 # 0 04a 0 32 # 0 11b 未检出 未检出

江西 1 79 # 0 05a 0 39 # 0 03b 未检出 未检出

新疆 0 61 # 0 14b 0 11 # 0 02a 未检出 未检出

陕西 0 33 # 0 08b 0 28 # 0 08b 未检出 未检出

同列或同行之间英文小写字母相同表示不同类型土壤间或不同提

取方法间差异不显著,英文小写字母不同表示差异显著 (P < 0 05)。

1)人造蠕虫肠道蛋白提取液法。

3 讨论

有研究表明释放到土壤中的游离态 Bt蛋白极

易与土壤活性颗粒结合且不易分离, 因此难以有效

分离和纯化
[ 6]

, 一直以来这都是转 B t基因作物对土

壤生态系统影响研究的难点之一。由于土壤组成成

分复杂,因此会对提取结果造成严重干扰,导致提取

效率偏低,甚至无法从土壤中提取残留蛋白。为了

能深入研究外来蛋白对土壤生态系统可能造成的影

响, 亟需一种高效的土壤蛋白提取方法。

SAXENA等
[ 4]
发现,即使转 B t基因玉米根际周

围土壤中毒蛋白含量高达 95 g g
- 1

,实际操作中

可分离的毒蛋白含量甚至低于检测限。尽管目前可

以用生物毒理试验来验证有毒 B t蛋白的存在,但是

要想进一步深入开展研究,则需要高效的土壤 B t蛋

白提取方法的协助。基于此目的, 笔者研究了基于

SDS溶液的土壤残留 Bt蛋白的提取方法, 它可以从

多种类型土壤中较高效、低成本地提取 B t蛋白, 提
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取效率高于现有的常用提取方法。 SDS是一种阴离

子型表面活性剂,它可以通过吸附的方式使蛋白质

分子带上负电荷。尽管目前没有直接的试验证据证

明 SDS分子可以导致蛋白质分子从其吸附的土壤

成分微粒上解吸下来, 但是从该研究不同梯度

( SDS)的试验结果来看, SDS分子确实是决定能否

从土壤中提取残留 B t蛋白的关键因子。该研究中

温度对 B t蛋白提取效率的影响结果表明, 土壤 B t

蛋白的提取量随着温度的升高而增加。以往的土壤

残留 Bt蛋白提取方法通常是在 0、4 ! 或者常温下
孵育, 而笔者尝试在较高温度下进行孵育, 结果表

明,在 50 ! 下能够取得较好的提取效果。初步推断

其原因可能是由于随着温度的升高, 反应体系中的

各种分子运动加剧, 从而导致蛋白质分子更容易从

其吸附的颗粒上解吸下来。此外, 为验证试验所用

提取液中 SDS是否会对后续检测过程造成影响,笔

者在 ELISA试剂盒自带的 B t蛋白标样中加入 SDS

提取液后进行检测, 并与未加 SDS的提取液进行比

较,两者检测结果一致, 证明 SDS不会对后续检测

过程造成影响。

该研究中,采用 SDS提取液及相应的提取方法

对几种不同类型的土壤残留 B t蛋白的提取效果显

著好于其他 3种方法。对于不同的土壤类型, 属于

黏土类型的江西土壤样品中 B t蛋白残留量较高,而

属于典型砂土类型的新疆土壤样品中 Bt蛋白残留

量较低, 这与其 他研 究者的 研究 结果 是一

致的
[ 9, 12- 14]

。

综上所述,基于 SDS提取液的土壤残留 Bt蛋白

提取方法步骤简单,成本低廉, 并能较高效地从不同

类型土壤样品中提取残留 B t蛋白。采用该方法提

取到的 B t蛋白可以直接用于后续的 ELISA定量检

测,这为进一步深入研究转 B t作物产生的土壤残留

B t蛋白对土壤生态系统影响打下了重要的技术

基础。

参考文献:

[ 1] 徐征. 农业转基因生物对土壤生态系统功能影响的研究进展

[ J] . 中国农学通报, 2004, 20( 4 ): 47 - 50.

[ 2 ] 刘文娟, 刘勇. 转 B t基因作物毒蛋白对土壤生态系统的影响

[ J] . 中国测试, 2009, 35( 6 ) : 91- 96.

[ 3] 吴孔明. 我国 B t棉花商业化的环境影响与风险管理策略 [ J].

农业生物技术学报, 2007, 15 ( 1 ): 1 - 4.

[ 4 ] SAXENA D, FLORES S, STOTZKY G. Insect icida lToxin in Root

E xudates From B t C orn [ J]. Natu re, 1999, 402( 2 ): 480 - 481.

[ 5] SAXENA D, STEW ART C N, AHOSAAR I, et a l. Larvie idal cry

Proteins From B acillus thuring iensisA re Released in Root Exudates

ofT ran sgen ic B. thu ring iensis Corn, Potato, and R ice but not of

B. thuring ien sis Cano la, Cotton, and Tobacco[ J] . Phys iology and

B ioch em istry, 2004, 42( 5) : 383- 387.

[ 6] SIMS S R, HOLDEN L R. Insect B ioassay or Determ in ing So il

Degradation ofB acil lus thuring iensis ssp. kurstaki cry1A ( b) Pro

tein in Corn T issue [ J] . E nvironm ental Entom ology, 1996, 25

( 3 ) : 659 - 664.

[ 7 ] 李云河, 王桂荣, 吴孔明, 等. B t作物杀虫蛋白在农田土壤中

残留动态的研究进展 [ J] . 应用与环境生物学报, 2005, 11

( 4 ) : 504 - 508.

[ 8 ] TAPP H, STOTZKY G. M on itoring the In secticidal Tox ins From

Baci llu s thu ringiensis in SoilW ith F low Cytom etry [ J] . Canadian

Jou rnal ofM icrob iology, 1997, 43( 11 ) : 1074 - 1078.

[ 9] TAPP H, CALAMA I L, STOTZKY G. Adsorpt ion and B ind ing of

the Insecticidal Proteins From B acil lus thuring ien sis sub sp. ku rsta

ki and subsp. tenebrion is on C layM inerals [ J] . So il B iology and

B ioch em istry, 1994, 26( 6) : 663- 679.

[ 10] 徐海根, 薛达元, 刘标, 等. 中国转基因生物安全性研究与风

险管理 [M ] . 北京: 中国环境科学出版社, 2008: 493 - 495.

[ 11] SHAN G, EM BREY S K, HERMAN R A, et a l. B iom im et ic E x

traction ofBac illu s thu ringiensis Insect icidal Crystal Protein s From

Soil B ased on Invertebrate Gut F lu id Chem is try [ J ]. Journal of

Agricu ltural and Food Chem istry, 2005, 53 ( 17) : 6630- 6634.

[ 12] CRECCH IO C, STOTZKY G. B iodegradation and In sect icidalAc

t ivity of the Tox in From Ba cillu s thuring ien sis sub sp. kurstaki

Bound on C omp lexes ofMontmorillon ite H um icA cids A lH ydroxy

polym ers [ J ]. Soil B iology and B iochem is try, 2001, 33 ( 4 /5 ):

573 - 581.

[ 13] TAPP H, STOTZKY G. Dot B lot En zyme L inked Imm un osorbent

Assay for Mon itoring the Fate of Insecticidal Tox ins From B acillus

thuring iensis in Soil [ J] . App lied and Env ironm entalM icrob iolo

gy, 1995, 61( 2) : 602- 609.

[ 14] TAPP H, STOTZKY G. Insecticidal Activity of the Tox ins From

Baci llu s thu ringiensis subspecies ku rstaki and ten ebrionis Adsorbed

and B ound on Pure and So ilC lays[ J]. Appl ied and Environm en

talM icrob iology, 1995, 61( 5) : 1786- 1790.

作者简介: 方志翔 ( 1982∃ ) , 男,江苏南京人, 研究实习员,

硕士, 主要从事转基因生物安全风险评估方面的研究。

E m a i:l zx fang23@ 126. com

 87 


