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摘  要: 【目的】通过研究转基因香石竹对土壤细菌群落的影响, 为转基因香石竹的环境

安全性评价提供依据。【方法】通过构建 16S rDNA 克隆文库, 分析种植转基因和非转基

因香石竹的土壤中细菌的群落结构组成。【结果】转基因和非转基因香石竹土壤中, 共有的

菌群有变形菌门(Proteobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、酸杆菌门(Acidobacteria), 其
中 α-变形菌门、β-变形菌门、浮霉菌门为优势菌群; 而在放线菌门(Actinobacteria)、疣

微菌门(Verrucomicrobia)及未培养菌(Uncultured bacterium clone)等菌群存在部分差异。

【结论】通过 16S rDNA克隆文库方法揭示了转基因香石竹的土壤中细菌多样性十分丰富, 
其栽培对土壤细菌群落结构影响有限。 
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Abstract: [Objective] We did this research to analyze the impact on the soil bacterial popula-
tion of the transgenic carnation, which laid the foundation for the safety assessment of GM 
carnation. [Methods] Bacterial 16S rDNA gene clone libraries of GM and non-GM carnations 
were constructed, and the soil bacterial populations of these carnations were compared. 
[Results] The results showed Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Planctomycetes and 
Acidobacteria were shared with GM and non-GM carnation. Some differences were found in 
Actinobacteria, Verrucomicrobia and uncultured bacterium clone. [Conclusion] The results 
indicated that high bacterial diversity was found in these GM carnation soil bacterial libraries, 
and the cultivation of genetically modified carnation did not have a significant impact on the 
soil bacterial community structure. 
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通过从杂交矮牵牛中克隆到二氢黄酮醇-4-还原

酶 (Dihydroflavonol-4-reductase, DFR)基因和类

黄 酮 -3′,5′- 羟 化 酶 (Flavonoid-3′,5′-hydroxylase, 

F3′5′H)基因, 转化白色的香石竹品种 FE123, 经

过筛选获得花色呈蓝紫色的转基因香石竹[1]。月

之霓裳“Moonshade”和月之伊人“Moonlite”是其

中两个品系。 

转基因植物的生物安全性一直是具有争议性

的话题, 其重要原因是它们在非受控条件下使

用, 对环境、生态和人类健康等方面带来的影响

是未知的[2]。因此, 对转基因植物进行生物安全

性评价成为转基因植物释放前必不可少的环节。

转基因香石竹是在中国进行环境安全评价中间

试验的第一例转基因花卉, 目前国内对转基因香

石竹的田间农艺性状[3]等已进行了研究, 而转基

因香石竹对土壤微生物影响方面的研究还十分

有限。 

细菌 16S rDNA 是微生物生态学研究中最广泛

使用的生物标记(Biomarker), 长度在 1 475−1 544

核苷酸之间, 包括保守区和可变区, 已经成为

细 菌 种属鉴 定 和分类 的 标准方 法 [4−6]。 目 前 , 

16S rDNA 克隆文库的构建是细菌菌群分析中应

用最多的方法, 通过对 16S rDNA 全长序列的扩

增和分析, 达到研究和检测样品与环境中细菌多

样性、种群结构和区系变化的目的[7−8]。本文运用

16S rDNA 克隆文库的方法初步探索了转基因香

石竹对土壤细菌群落的影响, 为转基因香石竹的

环境安全性评价提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  土壤样品: Moonshade (转基因)、Moonlite 

(转基因 )、受体 FE123 (非转基因 )、兰贵人

(Rendiz-Vors) (本地品系, 非转基因)种植于上海

市农业科学院白鹤基地(农业部转基因植物环境
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安全评价试验基地) 双层塑料大棚内 , 栽培土

壤 为 砻 糠 灰 : 珍 珠 岩 : 复 合 肥 : 骨 粉 : 泥 炭 土

=4:4:1:1:4, 土壤经翻耕、甲醛消毒。土壤样品随

机取自盛花期香石竹根部 15 cm 深度, 各品系分

别取 3 个土壤样本, 装入无菌袋中运回实验室, 

在实验室内将土壤过筛去除其中所附带的植物

根系组织。 

1.1.2  主要试剂: PCR 试剂、pMD18-T 购自

Takara; 限制性核酸内切酶购自上海生工生物

工程技术服务有限公司; DH5α 感受态细胞购自

天根生化科技(北京)有限公司; AxyPrep DNA

凝胶回收试剂盒购自爱思进生物技术(杭州)有

限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  土壤微生物总 DNA 的提取与纯化: 使用

上海申能博彩 3S DNA Isolation Kit V2.2 for En-

vironmental Samples 试剂盒提取及纯化土壤样品

总 DNA。 
1.2.2  PCR 扩增细菌 16S rDNA 的反应条件: 
PCR 扩增所用引物: 27F: 5'-AGAGTTTGATCCT 
GGCTCAG-3', 1492R: 5'-TACGGCTACCTTGTT 
ACGACTT-3'。PCR 扩增总体系为 25 μL: 10×buffer 

2.5 μL, dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL, 引物 P0、P6 (浓

度为10 mmol/L)各0.5 μL, Mg2+(2.5 mmol/L) 1.5 μL, 

Taq 酶(2.5 U/μL) 0.2 μL, 稀释 DNA 模板 1 μL, 

ddH2O 补足至 25 μL。采用 Reconditioning PCR

的方法, 其扩增反应参数见文献[9]。 
1.2.3  土壤细菌 16S rDNA 克隆文库的构建及阳

性克隆的筛选: PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电

泳检测, 大小约 1 500 bp 的 DNA 条带经试剂盒切

胶回收纯化后, 连接至 pMD18-T 载体上, 转化进

入 DH5α大肠杆菌感受态细胞, 涂布于含有 IPTG

和 X-Gal 氨苄青霉素的平板上, 37 °C 培养过夜。

根据 pMD18-T 载体 BcaBEST 测序引物 M13-47

和 RV-M 进行阳性克隆的筛选, 选取片段 1 700 bp

左右(扩增片段包括 1 500 bp 左右的 16S rDNA 序

列和 156 bp 载体上的序列)的克隆构建 16S rDNA

克隆文库。 

1.2.4  ARDRA 分型和测序: 将鉴定为阳性的

PCR 产物进行扩增性 rDNA 限制性酶切片段分析

(Amplified ribosomal DNA restriction analysis, 
ARDRA), 用 HinfⅠ和 Csp6Ⅰ限制性内切酶消

化(37 °C)。2%琼脂糖凝胶成像鉴别各阳性克隆的

酶切图谱类型, 综合各个阳性克隆双酶切图谱类

型, 将所有阳性克隆分成若干个操作分类单位

(Operational taxonomic unit, OTU), 统计操作分

类单位的种类和各操作分类单位所含阳性克隆

的数量[10], 将每一个 OTU 类型送 1 个 PCR 产

物进行测序(测序由英潍捷基 Invitrogen 上海贸

易有限公司完成)。 

1.2.5  克隆文库分析: 所构建文库的细菌多样

性的体现程度以覆盖率 C 来评估, 计算公式为: 

C=(1−n1/N)×100%其中, N 代表 16S rDNA 克隆

文库的库容, n1 代表在 16S rDNA 克隆文库中仅

出现一次的 OTU 的数量[11]。所构建文库的细菌

多样性以 Shannon-Wiener 指数来评估, 计算公

式为: H' = i i
i 1

ln
s

P P
=

−∑ 。其中, Pi 表示第 i 个 OTU

在克隆文库中所占的比例, S 表示克隆文库中

OTU 的数目[12]。 

用 DNAMAN 等软件对测序结果进行编辑、

分析, 并把编辑好的序列在 GenBank 数据库中进

行 BLAST 同源性检索后下载同源性序列。系统

发育树的绘制使用 MEGA 4 软件完成, 算法为邻

位相连法(Neighbor-Joining analysis)。 

2  结果与分析 

2.1  土壤微生物总DNA提取和PCR扩增结果 
以 4 种香石竹的土壤样品总 DNA 作为模板, 

采用 Reconditioning PCR 的方法扩增 16S rDNA
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区, 结果如图 1 所示。经 Reconditioning PCR 扩

增获得了大小约 1 500 bp 的片段, 条带专一, 符

合 后 续 实 验 要 求 。 Reconditioning PCR 是 由

Thompson[9]提出的方法, 由于所用模板是许多序

列相近的 DNA 的混合物, 所以在进行 PCR 扩增

时容易出现错误, 其中异源双链和嵌合体对克隆

文库的构建影响较大, 该方法可有效消除异源双

链的产生。另外, 减少 PCR 循环数和模板浓度, 

延长延伸时间以及选择适当的 DNA 聚合酶也有

利于减少异源双链的产生[13]。 

2.2  细菌 16S rDNA 的克隆文库分析 
2.2.1  16S rDNA 的克隆文库的建立: 将 12 份香

石竹土壤的 16S rDNA PCR 扩增产物分别回收纯

化, 连接在 pMD18-T 载体上转化大肠杆菌, PCR

鉴 定 后 经 统 计 , Moonshade 、 Moonlite 、 受 体

FE123、Rendiz-Vors 土壤中分别获得 43、44、41、

31 个阳性克隆。 

2.2.2  土壤细菌 16S rDNA 的酶切分型分析: 以

159 个阳性克隆质粒为模板扩增 16S rDNA, 应用

限制性内切酶 HinfⅠ和 Csp6Ⅰ进行酶切分型, 每

个 ARDRA 分型的结果作为一个 OTU, 最后共获

得 42 个 OTU, 编号为 OTU1 到 OTU42, 如图 2

所示。42 个 OTU 在四种香石竹土壤中所含克隆

数及在各克隆文库中所占百分比见表 1。经统计

比较, 从 Moonshade、Moonlite、受体 FE123、

Rendiz-Vors 中得到的克隆, 分别分为 21、24、19、

15 种 OTU。42 个 OTU 的分布见表 1。 

2.2.3  土壤细菌 16S rDNA 的多样性分析: 只

有当文库的库容大到足以检出群落中主要成员

且多样性十分丰富时, 文库之间进行比较才有意

义。本文以覆盖率 C 值来评估所构建文库对细菌

多样性的体现程度, 计算结果如表 2。从各香石

竹土壤细菌文库的覆盖率 C 值可以看出, 虽然

Moonlite 的覆盖率要明显低于其它 3 种香石竹, 

但是克隆文库中所包含的细菌的种类占样品中

全部细菌的种类比例较高, 能够较全面地反映细

菌群落多样性, 因此其库容已足够。通过计算反

映微生物多样性的 Shannon-Weiner 指数(见表 2), 

可见本试验中各香石竹的土壤细菌群落均具有

丰富的多样性, 但 Rendiz-Vors 的多样性要低于

转基因品系以及受体, 可能与从土壤中所获得的

OTU 偏少有关。 
 
 

 

图 1  16S rDNA PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳图谱 
Fig. 1  The agarose electrophoresis of 16S rDNA PCR products 

注: M: DL2000 Marker; 1: 空白对照; 2−4: Moonshade 土壤微生物; 5−7: Moonlite 土壤微生物; 8−10: 受体 FE123 土壤微生物; 

11−13: 兰贵人土壤微生物. 
Note: M: DL2000 Marker; 1: No-DNA template control; 2−4: Moonshade soil microorganisms; 5−7: Moonlite soil microorganisms; 
8−10: FE123 soil microorganisms; 11−13: Rendiz-Vors soil microorganisms. 
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表 1  不同香石竹土壤细菌 16S rDNA 克隆文库分析结果 
Table 1  Data of bacterial 16S rDNA clone library constructed with different carnation lines 

OTU 
编号 
OTU 
No. 

GenBank 中最大相似度细菌

(NCBI 登录号、相似度) 
Closest relative in GenBank 

(Accession number, similarity) 

所属细菌类群 
Phylogenetic group

Moonshade
OTU 克隆数

(百分比) 
Number of 
OTU clone 

(Percentage)

Moonlite 
OTU 克隆数

(百分比) 
Number of 
OTU clone 

(Percentage)

FE123 
OTU 克隆数 

(百分比) 
Number of 
OTU clone 

(Percentage) 

Rendiz-Vors
OTU 克隆数

(百分比) 
Number of 
OTU clone 

(Percentage)

OTU2 Ochrobactrum anthropi 
(AB490238, 99%) α-Proteobacteria 3(7.0%) 0 3(7.3%) 1(3.2%) 

OTU10 Uncultured Sphingomonas sp. 
(EU794112, 97%) α-Proteobacteria 1(2.3%) 0 0 0 

OTU16 Uncultured alphaproteobacterium 
sp. (AM420114, 99%) α-Proteobacteria 1(2.3%) 0 3(7.3%) 1(3.2%) 

OTU17 Uncultured alphaproteobacterium 
sp. (FN298006, 95%) α-Proteobacteria 2(4.7%) 1(2.3%) 2(4.9%) 2(6.5%) 

OTU18 Mesorhizobium sp. MAP-14 
(FJ560481, 98%) α-Proteobacteria 1(2.3%) 0 1(2.4%) 0 

OTU19 Sphingomonas sp. 
(AF385529, 99%) α-Proteobacteria 4(9.3%) 2(4.6%) 0 0 

OTU20 Sphingomonas sp. 
(AF385529, 96%) α-Proteobacteria 0 1(2.3%) 2(4.9%) 2(6.5%) 

OTU26 Caulobacter sp. 
(DQ337547, 95%) α-Proteobacteria 0 0 0 3(9.7%) 

OTU38 Caulobacter sp. BBCT11 
(DQ337547, 98%) α-Proteobacteria 0 0 2(4.9%) 0 

OTU39 Ochrobactrum anthropi 
(AB490238, 99%) α-Proteobacteria 0 0 3(7.3%) 0 

OTU4 Burkholderia cepacia 
(GQ359110, 99%) β-Proteobacteria 0 0 3(7.3%) 2(6.5%) 

OTU6 Burkholderia cepacia 
(GQ359110, 99%) β-Proteobacteria 0 0 0 2(6.5%) 

OTU9 Burkholderia sp. 
(AB366329, 97%) β-Proteobacteria 3(7.0%) 0 3(7.3%) 2(6.5%) 

OTU21 Azoarcus anaerobius 
(NR_026438, 98%) β-Proteobacteria 2(4.7%) 5(11.4%) 2(4.9%) 1(3.2%) 

OTU27 Azoarcus sp. 
(AB241406,  91%) β-Proteobacteria 0 1(2.3%) 0 0 

OTU28 Ralstonia sp. 
(AB503703, 95%) β-Proteobacteria 0 1(2.3%) 0 0 

OTU30 Burkholderiaceae bacterium 
(DQ490294, 97%) β-Proteobacteria 0 1(2.3%) 0 0 

OTU33 Burkholderia xenovorans 
(EF467847, 95%) β-Proteobacteria 0 1(2.3%) 1(2.4%) 0 

OTU35 Acidovorax sp. 
(AM084035, 99%) β-Proteobacteria 0 1(2.3%) 0 0 

OTU41 Herbaspirillum frisingense 
(AJ238359, 98%) β-Proteobacteria 3(7.0%) 2(4.6%) 0 0 

      (待续)
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      (续表 1)

OTU8 Aquicella siphonis 
(NR_025764, 94%) γ-Proteobacteria 1(2.3%) 0 0 0 

OTU40 Pseudomonas sp. 
(GQ241352, 98%) γ-Proteobacteria 2(4.7%) 0 1(2.4%) 0 

OTU23 Uncultured Polyangiaceae sp. 
(EU665110, 96%) δ-Proteobacteria 0 1(2.3%) 0 1(3.2%) 

OTU1 Uncultured Planctomycetales sp. 
(AM935325, 100%) Planctomycetes 0 0 1(2.4%) 1(3.2%) 

OTU5 Uncultured Planctomyces sp. 
(FJ543006, 97%) Planctomycetes 3(7.0%) 4(9.1%) 5(12.2%) 3(9.7%) 

OTU14 Uncultured Planctomyces sp. 
(FJ543082, 98%) Planctomycetes 1(2.3%) 0 0 0 

OTU29 Uncultured sludge bacterium 
(AF234736, 95%) Planctomycetes 0 2(4.6%) 1(2.4%) 0 

OTU31 Uncultured Planctomycetaceae 
sp. (FJ543038, 97%) Planctomycetes 0 2(4.6%) 0 0 

OTU36 Planctomycetes GMD21C08 
(AY162119, 89%) Planctomycetes 0 1(2.3%) 0 0 

OTU42 Planctomycetales bacterium 
(AY673410, 94%) Planctomycetes 2(4.7%) 0 2(4.9%) 0 

OTU12 Uncultured Actinobacteria sp. 
(CU918748, 95%) Actinobacteria 1(2.3%) 0 2(4.9%) 0 

OTU15 Arthrobacter monumenti 
(AJ315070, 96%) Actinobacteria 2(4.7%) 1(2.3%) 2(4.9%) 0 

OTU24 Uncultured Acidobacteria sp. 
(EF663281, 95%) Acidobacteria 0 2(4.6%) 0 2(6.5%) 

OTU32 Uncultured Acidobacteria sp. 
(AM934963, 95%) Acidobacteria 3(7.0%) 2(4.6%) 0 0 

OTU37 Uncultured Acidobacteria bacte-
rium (EU449684, 96%) Acidobacteria 0 1(2.3%) 2(4.9%) 0 

OTU7 Uncultured Verrucomicrobiales 
sp. (FJ516822, 89%) Verrucomicrobia 2(4.7%) 1(2.3%) 0 0 

OTU22 Alterococcus agarolyticus 
(AF075271, 96%) Verrucomicrobia 0 1(2.3%) 0 0 

OTU34 Uncultured Verrucomicrobia sp. 
(EF018226, 94%) Verrucomicrobia 0 2(4.6%) 0 0 

OTU3 Uncultured bacterium clone 
(DQ532258, 95%) 

Uncultured 
bacterium 3(7.0%) 5(11.4%) 0 6(19.4%) 

OTU11 Uncultured bacterium clone 
(EU881147, 95%) 

Uncultured 
bacterium 1(2.3%) 0 0 0 

OTU13 Uncultured bacterium clone 
(EF157249, 93%) 

Uncultured 
bacterium 2(4.7%) 3(6.8%) 0 0 

OTU25 Uncultured bacterium clone 
(EU134679, 93%) 

Uncultured 
bacterium 0 0 0 2(6.5%) 
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图 2  42 种 ARDRA 类型图谱 

Fig. 2  Forty-two patterns of ARDRA 
 

表 2  不同香石竹土壤细菌的覆盖率 C 值和香农-维纳指数 
Table 2  Coverage C and Shannon-Wiener index of soil bacteria in different carnation lines 

品系 
Line 

覆盖率 C 值 
Coverage C (%) 

香农-维纳指数 
Shannon-Wiener index 

Moonshade 82.9 4.257 

Moonlite 70.5 4.329 

FE123 87.8 4.100 

Rendiz-Vors 83.9 3.701 

 
2.2.4  系统发育分析: 每个 OTU 挑取 1 个克隆子

进行测序, 测序结果在 GenBank 数据库中进行

BLAST 比对, 查找其相似性菌株, 结果见表 1。

对获得的序列构建系统发育树如图 3 所示。 

42 个 OTU 分别属于细菌域的 9 个主要类

群, 并且所得序列与数据库中的序列具有极高

的相似性, 均在 89%−100%之间, 其中绝大部

分相似性达到 95%以上。其中, 与香石竹土壤

中细菌相似性较高的 α-变形菌门菌属主要是

苍 白 杆 菌 属 (Ochrobactrum) 、 鞘 脂 单 胞 菌 属

(Sphingomonas)、根瘤菌属 (Mesorhizobium)、

柄杆菌属(Caulobacter); 与香石竹土壤中细菌

相似性较高的 β-变形菌门菌属主要是伯克氏

菌属 (Burkholderia)、固氮弧菌属 (Azoarcus)、

草 螺 菌 属 (Herbaspirillum) 、 青 枯 菌 属

(Ralstonia)、食酸菌属(Acidovorax); 与香石竹

土壤中细菌相似性较高的 γ-变形菌门菌属主

要是 假单胞菌 属 (Pseudomonas)、 Aquicella。

样品中属于浮霉菌门(Planctomycetes)、酸杆菌

门(Acidobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、
疣 微 菌 门 (Verrucomicrobia) 、 δ- 变 形 菌 门

(δ-Proteobacteria)的大多是未培养菌。 
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图 3  16S rDNA 基因克隆文库的系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of 16S rDNA gene sequences of the obtained clones 
注: A: α, δ, γ-变形菌门, 放线菌门, 酸杆菌门, 未确定的细菌, 疣微菌门; B: β, γ-变形菌门; C: 浮霉菌门, 未确定的细菌; 括号

内为序列登录号; 标尺代表 0.02 进化距离单位; Bootstrap 值(百分值)标注在分支处. 
Note: A: α, δ, γ-Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Unclassified bacteria, Verrucomicrobia; B: β, γ-Proteobacteria; C: 
Planctomycetes, Unclassified bacteria. GenBank accession numbers are given in parentheses. The scale bar indicates the 0.02 evolu-
tionary distance unit. Bootstrap values (percent) are shown at branch nodes. 
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2.2.5  不同香石竹土壤细菌 16S rDNA 克隆文库

的比较: 比较不同香石竹土壤细菌 16S rDNA 克

隆文库的结果见图 4, 转基因和非转基因香石竹

土壤细菌群落组成大致相同, 转基因香石竹具有

更为丰富的多样性。 

4 种香石竹土壤 16S rDNA 克隆文库均得到

大量来源于变形菌门(Proteobacteria)的克隆, 包

括 α, β, γ, δ-变形菌门。变形菌门的克隆在 4 种克

隆文库中所占比例分别为 : Moonshade 53.5%, 
Moonlite 38.6%, FE123 63.4%, Rendiz-Vors 
54.8%。其中 α, β-变形菌门在 4 种土壤文库中所

占比例较大, 而 γ, δ-变形菌门所占比例相对较

小。另外, 浮霉菌门(Planctomycetes)、酸杆菌门

(Acidobacteria)也是转基因和非转基因香石竹土

壤克隆文库中所共有的菌群。 

4 种香石竹的土壤细菌克隆文库之间也存在

部分差异。Moonlite 中 α-变形菌门比例较小, β-

变形菌门比例较大, 这与其他 3 种香石竹呈现相

反的趋势。部分 OTU 在文库之间呈现不均衡分

布 ,  如 α -变形菌门中的柄杆菌属 (OTU26、 

OTU38)、苍白杆菌(OTU39)和 β-变形菌门中的洋

葱伯克氏菌(OTU4、OTU6)仅存在于非转基因香

石竹土壤克隆文库中, 而在转基因香石竹土壤克

隆 文 库 中 未 被 发 现 。 此 外 , 放 线 菌 门

(Actinobacteria)存在于 Moonshade、Moonlite、

FE123 土壤克隆文库中, 在 Rendiz-Vors 中则未发

现; 一些未培养菌(Uncultured bacterium clone)在

转基因香石竹和 Rendiz-Vors 土壤克隆文库中有

少量分布, 而 FE123 土壤克隆文库中未发现; 疣

微菌门(Verrucomicrobia)仅存在于转基因香石竹

土壤克隆文库中, 而在非转基因香石竹土壤克隆

文库中未发现。 

3  讨论 

转基因香石竹的种植对土壤微生物群落的影

响是评价其环境安全性的重要指标之一。本文采

用构建 16S rDNA 克隆文库的方法, 分析了转基

因和非转基因香石竹土壤细菌群落结构组成, 结

果表明种植转基因香石竹的土壤中细菌多样性

十分丰富。 

 
 

 
图 4  不同香石竹土壤细菌群落组成比较 

Fig. 4  Comparison of bacteria community in different carnation soil 
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转基因和非转基因香石竹所共有的优势菌群

为变形菌门(Proteobacteria)中的 α-变形菌门、β-

变形菌门、浮霉菌门(Planctomycetes)、酸杆菌门

(Acidobacteria), 其中 α-变形菌门、β-变形菌门、

浮霉菌门为优势菌群。这与近几年来利用 16S 

rDNA 克隆文库的方法对土壤样品进行分析研究

所获得的结果基本一致。Handelsman 等[14]利用

16S rDNA 基因序列来研究农田土壤样品细菌的

生态学分类, 结果得到土壤样品细菌包括 7 个主

要 类 群 Proteobacteria (48.6%), Acidobacteria 

(15.3%)等。国内部分研究结果亦表明[15−17]α-变形

菌门、β-变形菌门、浮霉菌门、酸杆菌门等是土

壤中常见的微生物类群。 

本试验中所分离到的较多菌株如苍白杆菌属

(Ochrobactrum)[18]、伯克氏菌属(Burkholderia)[19−20]

和鞘脂单胞菌属(Sphingomonas sp.)[21]等, 都与生

物降解有关, 出现该现象的可能原因是: 在田间

试验的过程中, 为了防治香石竹病虫害, 在植株

上喷洒了农药百菌清, 对土壤微生物产生了筛选

作用[22]。 

此外, 与其他 3 种香石竹相比, Moonlite 土壤

中 β-变形菌门的比例较大(27.3%), 其中固氮菌

较 多 , 如 固 氮 弧 菌 属 (Azoarcus) 、 草 螺 菌 属

(Herbaspirillum)等都是常见的固氮菌属。目前, 

在自然条件下固氮菌很少能成为根际土壤细菌

的优势菌群, 数量一般占总数的 1%−10%, 当土

壤中氮素很贫乏时固氮菌才会表现出竞争的优

势。李鹏等[3]的统计结果表明, Moonlite 的植物茎

粗、叶片长度、花瓣数目、花柱长度均小于受体

FE123 和 Moonshade, 需要较多的氮素来促进生

长, 这可能是 Moonlite 土壤中的固氮菌数量多于

其他 3 种香石竹的原因。 

本次试验结果显示转基因与非转基因香石竹

土壤微生物群落存在某些差异。α-变形菌门中的

柄杆菌属(OTU26、OTU38)、苍白杆菌(OTU39)

和 β-变形菌门中的洋葱伯克氏菌(OTU4、OTU6)
仅存在于非转基因香石竹土壤克隆文库中, 而在

转基因香石竹土壤克隆文库中未发现, 但由于本

次试验所得的文库克隆数有限, OTU26、OTU38、

OTU39、OTU4 和 OTU6 的数量在非转基因香石

竹土壤克隆文库中所占比例相对较高, 造成了这

种差异。 

另外 , 未确定种属的未培养菌 (Uncultured 

bacterium clone)在转基因香石竹、Rendiz-Vors 与

FE123 中差异较为显著, 而经综合统计后发现: 

已分类的和未分类的未培养菌之总数在 4 种香石

竹土壤细菌克隆文库中所占比例分别为 46.5% 

(Moonshade)、59.1% (Moonlite)、39.0% (FE123)、

58.1% (Rendiz-Vors), 可见未培养菌在各克隆文

库中都占有较大的比例。 

疣微菌门(Verrucomicrobia)在转基因和非转

基因香石竹土壤细菌中也存在差异。疣微菌门是

新划分出来的一类菌群, 目前相关的报道普遍说

明该类菌群主要存在于一些极端环境中, 如国外

一些研究发现在一些极端的酸度、温度、盐碱度

环境下, 例如火山口周围、热泉、碱湖等, 分离

到属于疣微菌门的嗜极端环境的甲烷营养型微

生物[23−26]; 陈彬等[27]在研究羊八井热田两废弃地

热热井沉积物及热水中的细菌多样性时, 分离到

未确定的疣微菌(Unidentified Verrucomicrobium); 

李涛等[16]从南海南部陆坡表层沉积物中也分离

到少量的疣微菌。本试验在转基因香石竹土壤中

分离到 Alterococcus agarolyticus 以及未培养的疣

微菌(Uncultured Verrucomicrobia sp.)相似菌株 , 

据报道 Alterococcus agarolyticus 是一种嗜盐嗜热

菌[28]。由于本次试验分离到的疣微菌的数量在香

石竹土壤细菌总数中所占比例很小(3.8%), 不足

以确定该菌群的存在是否由于种植转基因香石

竹而引起的, 可能与土壤取样的随机性有关, 或

者由于外界因素如施用农药等引起, 还需要今后
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的试验中作进一步的检测和分析。 

本文通过 16S rDNA 克隆文库方法揭示了转

基因香石竹的土壤中细菌多样性十分丰富, 其栽

培对土壤细菌群落结构影响有限, 该研究将为转

基因香石竹的环境安全性评价提供依据。 
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