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摘 要 2007～2008年，在分别于1999年、2002年和2006年种植Cry1Ac基因抗虫棉的棉田中，于棉花的苗期、蕾期、花铃期和吐絮期采集土壤样品，采用改良的Tullgren法收集土壤中的中小型节肢动物，以监测长期种植转基因抗虫棉对土壤节肢动物群落的影响。2年8次采样共获得12类中小型节肢动物，隶属于节肢动物门中的7纲10目，其中弹尾目、蜱螨目、蜘蛛目为本地区棉田中的优势类群，综合纲、双翅目、半翅目、双尾目、鞘翅目和同翅目为常见类群。广义线性混合模型分析结果表明，随着转基因抗虫棉种植年限的增加，各转基因抗虫棉田中的土壤主要类群中小型节肢动物的个体密度和多样性指数没有产生显著性差异，但是随着采样时期的不同各棉田土壤主要中小型节肢动物的个体密度和群落多样性指数均呈显著性季节变化。主成分分析表明，弹尾目、蜘蛛目、蜱螨目的得分值较高，可作为本地区未来转基因抗虫棉环境影响监测的重要指标生物。
关键词 转基因抗虫棉；土壤；中小型节肢动物；多样性指数；环境风险监测
中图分类号  S154.5      文献标识码    A
随着转基因技术的不断发展与完善，转基因植物的研究及其产业化取得了举世瞩目的成就[1]。全世界转基因植物的种植面积已从1996年的1.7×106hm2增长至2008年的1.25×108hm2[2]。目前，转基因抗虫棉花是我国唯一进行大规模商品化生产的转基因作物，商业化释放种植时间已有10年之多，占我国棉花种植面积的比例已超过70%[2]。但是，转基因植物也可能产生一些潜在的生态风险，例如可能对包括土壤生物在内的非靶标生物产生不利影响[3-5]。土壤节肢动物在土壤的物质能量转化及有机物质降解等方面发挥着重要作用，也是土壤食物链稳定的重要媒介[6]。此外，土壤健康与否与土壤节肢动物的数量和多样性也有着直接的联系[7]。因此，转基因抗虫植物对土壤节肢动物的影响是其环境风险监测和评价的重要方面[8-9]。

在实验室微宇宙的条件下，采用转Cry1Ab/Cry1Ac基因棉叶喂食弹尾目和土壤螨类，对其生长和繁殖均没有显著影响[10]。在大田条件下，与种植非转基因玉米相比，种植转Cry1Ab/Cry3Bb1基因抗虫玉米对土壤中蚯蚓、弹尾目和螨类的数量和种群结构也无显著影响[11-12]。然而，上述研究只是转基因抗虫植物对某种物种或者种群的影响，并不能代表对土壤节肢动物群落的影响；同时，这些研究的周期较短，无法反映转基因作物对土壤节肢动物的长期影响。我国和欧盟的转基因生物安全管理法规要求，在转基因作物进行商业化种植之后，必须对其所产生的环境影响进行监测和调查[13]。本研究在大田栽培的条件下，研究和调查不同种植年限处理转基因抗虫棉对土壤节肢动物种群数量和群落结构的影响，旨在为转基因植物的环境影响监测提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 试验地概况 

试验地位于江苏省盐城市南阳镇新港村，地理位置为120°25′ E，33°44′ N。属北亚热带气候，年均气温14.4～15.5 ℃，年均降水量为785.2～1 310 mm。供试棉花为转Cry1Ac基因抗虫棉，试验设3个种植年限处理：T-1、T-2和 T-3，种植时间分别始于2006年、2002年和1999年。每块样田的面积约为0.33 hm2，土壤质地均为粉砂壤土。棉花苗床拱膜育苗、大田地膜移栽，栽培密度均为27 000株hm-2。棉花的生长时间为每年的5～11月。所有地块的棉花均统一按照常规农田措施进行种植和管理。在棉花的苗期和花蕾期各施用化学肥料一次。棉花收获后，回收棉花植株作为薪柴处理。在每年的11月至下一年的5月之间，3个棉花地块均套播小麦作为冬季过渡作物。
1.2 土壤样品采集

在2007~2008年间，每年分别在3块棉田棉花生长的苗期（5月）、蕾期（7月）、花铃期（9月）、吐絮期（11月）采集4次土壤样品。在每个样地中采用梅花点法布设样点，每块样地取5个重复样。去除土表杂草和落叶后，在单位面积10 cm×10 cm上采集5～10 cm、10～20 cm深的土样装入无菌塑料袋中。采集的土壤样品立刻带回实验室收集土壤中小型节肢动物标本。采用烘干法测定所采土样的含水量。在2年的棉田土壤节肢动物调查中，共采样8次，采取土样方240个。

1.3土壤节肢动物标本的收集和鉴定

称取相当于500 g烘干土的棉田鲜土，采用改良的Tullgren法收集土壤中小型节肢动物标本[14]，获得的土壤节肢动物标本置于75%的酒精中保存。利用Nikon-SMZ1500（日本）体视显微镜鉴定土壤节肢动物样本。动物分类主要参考《中国土壤无脊椎动物检索图鉴》、《中国土壤动物》等著作进行分类定名[15-16]。
1.4 数据统计与分析

    采用幼虫和成虫综合的方式统计土壤节肢动物数量，并对各个样方进行群落多样性分析[17-18]。采用Shannon-Wiener多样性指数（H）：
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；Simpson优势度指数（C）：
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公式进行计算。式中，S为类群数，Pi=ni/N，，ni为第i个类群的个体数；N为群落中所有类群的个体总数；Pi≥10％为优势类群， 10％＞Pi≥1％为常见类群，Pi＜1%为稀有类群。方差分析及主成分分析采用SPSS 13.0完成。

2 结果与分析

2.1 不同处理棉田中土壤中小型节肢动物群落组成
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在2年8次大田调查中，3块棉田共获得节肢动物门中的7纲10目（表1）。由表1可见，共采集到中、小型棉田土壤节肢动物12类，其中优势类群为弹尾目（42.11%）、蜱螨目（22.74%）、蜘蛛目（16.62%），这3种土壤节肢动物共占总个体数量的81.47%，说明这些类群为本地区棉田中小型节肢动物主要组成成分；常见类群为综合纲（4.02%）、双翅目（3.72%）、半翅目（2.76%）、双尾目（2.58%）、鞘翅目（2.40%）和同翅目（1.20%）；其他3类土壤节肢动物分别占个体总数的1.00％以下，属稀有类群。
表1  2年8次采样中不同处理棉田的土壤中小型节肢动物组成和数量
Table 1 Composition and individual numbers of soil meso- and microarthropods obtained from the soil samples collected in 8 times during the 2 years from three cotton fields different in cultivation age (unit: individual 500 g-1 dry soil)
	种类
Taxa
	处理Treatments
	2007年 Year 2007
	2008年Year 2008
	总和Total
	多度Abundance (%)

	
	
	苗期Seedling stage
	蕾期Budding stage
	花铃期Boll forming stage
	吐絮期Boll opening stage
	苗期Seedling stage
	蕾期Budding stage
	花铃期Boll forming stage
	吐絮期Boll opening stage
	
	

	弹尾目Collembola
	T-1
	5
	47a
	16a
	7
	91
	46
	15
	7
	234
	42.11

	
	T-2
	4
	47a
	28b
	11
	110
	44
	15
	11
	270
	

	
	T-3
	6
	20b
	17a
	3
	82
	50
	17
	3
	198
	

	蜱螨目Acarina
	T-1
	3
	0
	2
	81a
	35
	12a
	2
	40
	175
	22.74

	
	T-2
	1
	0
	2
	35b
	25
	13a
	2
	35
	113
	

	
	T-3
	0
	0
	4
	26b
	25
	6b
	4
	26
	91
	

	蜘蛛目Araneida
	T-1
	1
	12
	15
	22a
	9
	2
	13
	23a
	97
	16.62

	
	T-2
	3
	12
	13
	26a
	15
	2
	12
	26a
	109
	

	
	T-3
	6
	8
	8
	12b
	11
	6
	8
	12b
	71
	

	鞘翅目Coleoptera
	T-1
	3
	0
	1
	2
	3
	0
	1
	2
	12
	2.40

	
	T-2
	2
	0
	1
	3
	1
	0
	1
	3
	11
	

	
	T-3
	7
	1
	1
	0
	7
	0
	1
	0
	17
	

	双翅目Diptera
	T-1
	1
	0
	0
	0
	5a
	1
	0
	0
	7
	3.72

	
	T-2
	0
	0
	0
	0
	28b
	4
	0
	0
	32
	

	
	T-3
	0
	0
	0
	0
	21b
	2
	0
	0
	23
	

	半翅目Hemiptera
	T-1
	4
	6
	2
	3
	0
	0
	0
	0
	15
	2.76

	
	T-2
	3
	6
	2
	0
	0
	0
	0
	0
	11
	

	
	T-3
	11
	6
	3
	0
	0
	0
	0
	0
	20
	

	双尾目Diplura
	T-1
	6
	0
	2
	0
	18a
	0
	2
	0
	28
	2.58

	
	T-2
	0
	0
	0
	0
	1b
	2
	0
	0
	3
	

	
	T-3
	1
	1
	0
	0
	10a
	0
	0
	0
	12
	

	等翅目Isoptera
	T-1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	1
	0.30

	
	T-2
	1
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	2
	

	
	T-3
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	1
	2
	

	唇足纲Chilopoda
	T-1
	0
	0
	2
	0
	0
	0
	2
	0
	4
	0.60

	
	T-2
	0
	0
	2
	1
	0
	0
	2
	1
	6
	

	
	T-3
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	

	同翅目Homoptera
	T-1
	1
	0
	0
	0
	3
	0
	1
	0
	5
	1.20

	
	T-2
	1
	0
	2
	0
	0
	0
	2
	0
	5
	

	
	T-3
	1
	0
	0
	0
	9
	0
	0
	0
	10
	

	缨翅目Thysanoptera
	T-1
	0
	0
	0
	1
	1
	0
	0
	0
	2
	0.96

	
	T-2
	1
	0
	1
	4
	0
	0
	1
	0
	7
	

	
	T-3
	3
	1
	0
	3
	0
	0
	0
	0
	7
	

	综合纲Symphyla
	T-1
	0
	12a
	2
	0
	0
	1
	1
	1
	17
	4.02

	
	T-2
	0
	12a
	1
	0
	1
	1
	1
	4
	20
	

	
	T-3
	0
	2b
	7
	2
	8
	0
	8
	3
	30
	


注：同列不同小写字母表示3个棉田之间差异显著 (p<0.05) Note：In the same column in above table, different lowercase letters show significant difference between three cotton fields (p<0.05)
2.2 不同处理棉田对土壤中小型节肢动物个体密度的影响
影响中物数量

























































































































在2007年棉花蕾期和花铃期，T-3中的弹尾目个体密度显著低于T-2（p<0.05；表 1），但在其他6次采样中各处理间均无显著差异。在2007年棉花吐絮期和2008年棉花蕾期，T-1中的蜱螨目个体密度显著高于T-3，而在其他6次采样中各处理间均无显著差异。在2007年和2008年棉花吐絮期，T-3中的蜘蛛目个体密度显著低于T-1和 T-2，但在其他6次采样中各处理之间亦均无显著差异。在2008年棉花苗期，各处理之间双翅目和双尾目的个体密度差异显著，但在其他7次采样中各处理间无显著差异。在2007年棉花蕾期，T-3中的综合纲个体密度显著低于T-1和T-2，但在其他7次采样中各处理间均无显著差异。在所调查到的其他节肢动物中，如鞘翅目、半翅目、等翅目、唇足纲、同翅目、缨翅目的个体密度在2年8次采样中各处理之间均无显著差异。
采用广义线性混合模型对2年8次采样中的主要节肢动物类群进行分析，结果见表2。从中可看出，不同处理棉田对土壤弹尾目、蜱螨目、蜘蛛目以及总节肢动物密度没有显著影响（p>0.05），说明随着转基因抗虫棉种植年限增加，对土壤主要节肢动物个体密度没有显著影响。不同采样时间对土壤弹尾目、蜱螨目、蜘蛛目以及总节肢动物密度具有显著影响（p<0.05），说明随着棉花生长期的不同，棉田土壤主要节肢动物个体密度呈显著性季节变化。
表2 土壤中小型节肢动物总体效应的广义线性混合模型分析结果

Table 2 Generalized linear mixed model (GLMM) analysis of the overall effects on the numbers and diversity indices of soil meso- and microarthropods
	效应 Effects
	自由度Degree of freedom

df
	F值

F Value
	p值
p Value

	弹尾目Collembola
	处理Treatments
	2；14
	3.038
	0.080

	
	采样时间Sampling time
	7；14
	51.894
	<0.001

	蜱螨目Acarina
	处理Treatments
	2；14
	2.255
	0.142

	
	采样时间Sampling time
	7；14
	9.391
	<0.001

	蜘蛛目Araneida
	处理Treatments
	2；14
	3.130
	0.075

	
	采样时间Sampling time
	7；14
	8.101
	0.001

	动物总量Total invertebrates
	处理Treatments
	2；14
	2.160
	0.152

	
	采样时间Sampling time
	7；14
	25.780
	<0.001

	Shannon-Wiener 多样性指数
Shannon-Wiener diversity index
	处理Treatments
	2；14
	0.406
	0.674

	
	采样时间Sampling time
	7；14
	9.313
	<0.001

	Simpson 优势度指数

Simpson dominance index
	处理Treatments
	2；14
	0.705
	0.531

	
	采样时间Sampling time
	7；14
	14.417
	0.004


2.3不同处理棉田对土壤中小型节肢动物群落多样性的影响
不同处理棉田中土壤中小型节肢动物Shannon-Wiener多样性指数在棉花整个生长期内变化一致，由棉花苗期至蕾期大幅下降，然后升高，至棉花吐絮期又大幅下降（图1）。不同采样时间同一棉田的Shannon-Wiener多样性指数之间存在显著差异（p<0.001；表 2），而在相同的采样时间，不同处理棉田的Shannon-Wiener多样性指数之间不存在显著差异（p=0.674；表 2）。
不同处理棉田中土壤中小型节肢动物Simpson优势度指数在棉花整个生长期内变化一致，由棉花苗期至蕾期大幅上升，然后下降，至棉花吐絮期又大幅上升（图2）。不同采样时间同一棉田的Simpson优势度指数之间存在显著差异（p=0.004；表 2），而在相同的采样时间，不同处理棉田的Simpson优势度指数之间不存在显著差异（p=0.531；表 2）。
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图1 不同采样时间各棉田土壤中小型节肢动物的Shannon–Wiener多样性指数
Fig.1 Shannon–Wiener diversity index of soil meso- and microarthropods in cotton fields at the different sampling time
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图2 不同采样时间各棉田土壤中小型节肢动物的Simpson优势度指数
Fig. 2 Simpson dominance index of soil meso- and microarthropods in cotton fields at the different sampling time
2.4 不同处理棉田中土壤中小型节肢动物群落组成的主成分分析
为了解各中小型节肢动物种群在棉田中的综合作用，对表2数据经标准化处理后进行主成分分析。以特征值 >1选取成分，共提取了2个主成分。以每个主成分所对应的特征值占所提取主成分总的特征值之和的比例作为权重计算主成分综合模型，然后对所调查的物种进行综合评价比较，结果见表 3。在综合主成分中得分较高的前3位为弹尾目、蜘蛛目和蜱螨目，其得分值分别为3.675、1.485、1.462。这与上述3种土壤节肢动物均为3块棉田的优势物种的结果是一致的。第一主成分、第二主成分的累计贡献率分别达到62.94%、86.14%，可以代表棉田土壤中的主导因子。

表 3 棉田土壤中小型节肢动物种群的主成分分析

Table 3 Principal component analysis on soil meso- and microarthropods communities in cotton fields

	主成分Principal components
	分值 Score
	累计贡献率Accumulative contribution rates(%)

	
	弹尾目Collembola
	蜘蛛目Araneida
	蜱螨目Acarina
	综合纲Symphyla
	半翅目Hemiptera
	鞘翅目Coleoptera
	双尾目Diplura
	双翅目Diptera
	同翅目Homoptera
	缨翅目Thysanoptera
	唇足纲Chilopoda
	等翅目Isoptera
	

	第一主成分PC 1
	6.368
	1.893 
	0.906 
	-0.565 
	-0.426 
	-0.793 
	-0.973 
	-1.142 
	-1.222 
	-1.278 
	-1.317 
	-1.450 
	62.94

	第二主成分PC 2
	-1.433
	1.264 
	3.844 
	-0.308
	-0.873 
	-0.452 
	-0.509 
	-0.355 
	-0.378 
	-0.270 
	-0.259 
	-0.270 
	86.14

	综合主成分Comprehensive PC
	3.675
	1.485 
	1.462 
	-0.427 
	-0.471 
	-0.604 
	-0.731 
	-0.801 
	-0.857 
	-0.867 
	-0.889 
	-0.975 
	


3 讨 论
随着转基因抗虫棉大规模种植，其商业化释放后的环境影响监测越来越引起科学家的重视，有必要就连续多年种植转基因抗虫棉对土壤中小型节肢动物种群的实际影响开展研究[19-20]。在2年的大田研究中，Al-Deeb等[11]发现转Cry3Bb1基因玉米对土壤中弹尾目、螨类和线虫的数量没有任何毒害影响。Griffiths[21]和Lang[12]等的大田研究发现，种植转基因抗虫玉米和非转基因玉米的土壤中蚯蚓、弹尾目、线虫和原生动物的数量均无显著差异，但采样点和采样时间对土壤节肢动物的密度和生物量有显著影响。本文

































































































































应05hi期采样来看，我们的物种群数量











































































































通过对2年的土壤中小型节肢动物数据进行GLMM模型分析表明，在棉花不同生长期，棉田土壤主要中小型节肢动物个体密度以及动物总量呈显著季节性变化；但是随着转基因抗虫棉种植年限增加，棉田土壤节肢动物各类群的密度没有显著差异。虽然在个别采样时期不同处理棉田的某些土壤节肢动物个体密度有显著差异，但是，这种显著性在整个采样期间没有持续出现，这种差异可能是由采样点之间差异等其他因素造成的。这与Al-Deeb[11]、Griffiths[21]、Lang[12]等的研究结果一致。
在生态学研究中使用的功能性分析和各种指数可用于评价转基因作物对土壤生物的间接影响[22]。在本研究中，随着棉花生长期的不同，棉田土壤中小型节肢动物的Shannon-Wiener多样性指数、Simpson优势度指数均呈显著性季节变化，但是随着转基因抗虫棉种植年限的增加，其土壤节肢动物各群落多样性指数没有显著变化。本研究结果与Al-Deeb[11]、Bitzer[23]和Priestley[22]等的研究结果一致，他们的研究认为表达Cry1Ab和 Cry3Bb1蛋白的转基因抗虫植物对土壤节肢动物多样性没有显著不利影响。
虽然对转基因生物商业化种植之后的环境影响进行监测已成为共识，但是，监测的内容和方法尚未明确[19]。为了分析比较所调查的土壤中小型节肢动物种群对棉田中小型节肢动物群落的贡献大小，利用主成分分析法对各处理棉田的土壤节肢动物种群进行了分析，结果表明，弹尾目、蜘蛛目、蜱螨目在综合主成分中得分较高，即此3种土壤节肢动物对总群落贡献较大。由此可见，弹尾目、蜘蛛目、蜱螨目等中小型节肢动物在大田调查中具有其数量相对稳定、分布较为均匀的特性，同时为本地区棉田中的优势物种，可总体上反映中小型土壤节肢动物总群落水平，因此可作为未来转基因抗虫棉环境影响监测的指标生物。

很多研究报道转基因抗虫棉在生长过程中和收获后可通过棉花残体、根系分泌物和花粉等方式向土壤中分泌外源蛋白[24-26]，因而长期重复种植转基因抗虫棉引起外源蛋白在土壤中积累是转基因抗虫棉对土壤生物影响的主要机制之一[1,27-30]。然而，以Cry蛋白为对象的研究结果表明，在实验室条件下Cry蛋白会在土壤中很快降解[17,28-29]，在多年种植转Cry基因作物的大田土壤中也未发现Cry蛋白会随着种植时间的延长而累积[31-32]。本研究采用Envirologix试剂盒对各处理棉田土壤中的外源Cry1Ac蛋白残留进行了测定，结果发现土壤中Cry1Ac蛋白的残留水平低于试剂盒的定量检测极限。所以，转基因抗虫植物表达的外源蛋白不会随着种植时间的延长而在土壤中积累，也就不会对节肢动物产生显著影响。

总之，2年大田调查结果表明，随着采样时期的不同，各处理棉田土壤主要中小型节肢动物的密度和群落多样性呈显著性季节变化；但是随着转基因抗虫棉种植年限增加，其对土壤中小型节肢动物密度和群落多样性无显著不利影响。种植转基因抗虫棉所引起的影响在农业系统正常变异范围之内，并且这种影响可能没有采样点和采样时间所引起的影响大。须指出的是，土壤中小型节肢动物群落常受到多种环境因素的综合影响，例如农田干旱、气候变化、杀虫剂的应用、作物的轮作、翻耕及有机和无机化肥的施用等[1,21]。此外，本研究中所调查的土壤中小型节肢动物均只鉴定到目水平，无法更准确地反映长期种植转基因抗虫棉对某些土壤节肢动物种类的影响。因此，在未来转基因抗虫植物的环境风险评价和监测中，不仅要考虑外源基因以及其表达产物所带来的影响，还应考虑转基因植物的应用所引起农业实践变化（如化肥和杀虫剂用量的改变，以及耕作制度的改变）对土壤生物产生的间接影响，以及在科、属、种等层次监测转基因植物对土壤生物的影响。
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EFFECTS OF TRANSGENIC INSECT-RESISTANT COTTON PLANTS DIFFERENT IN PLANTING AGE ON SOIL MESO- AND MICRO ARTHROPODS

Li Xiaogang1,2  Liu Biao1†  Cao Wei3  Xu Wenhua4  Fang Zhixiang1  Meng Jun1  Zheng Yangping1  Han Zhengmin2
(1 Nanjing Institute of Environmental Sciences, Ministry of Environmental Protection of China, Nanjing 210042, China)
(2 College of Forest Resources and Environment, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China)
(3 College of Life Sciences, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China)
(4 Institute of Agricultural Sciences of Jiangsu Coastal District, Yancheng, Jiangsu 224002, China)
Abstract  In the consecutive 2-year field study (2007~2008), we took soil samples at four different cotton growth stages, namely, seedling, budding, boll forming and boll opening stages from cotton fields that had been planted with Cry1Ac cottons separately since 1999, 2002 and 2006, and collected soil meso- and microarthropodas in the samples with the modified Tullgren method, to monitor environmental impact of long-term cultivation of transgenic insect-resistant cotton in field conditions. A total of 12 taxonomic groups of soil meso- and microarthropods were obtained from soil samples collected in 8 times during the 2 years and could be further sorted into 7 classes, and 11 orders under arthropodas phyla. Collembola, Opisthopora and Acarina were the dominant groups and Symphyla, Isoptera, Hemiptera, Diplura, Coleoptera and Homoptera were the common groups in the soil. The Generalized Linear Mixed Model (GLMM) analysis of the 2-year data on soil arthropods shows that no significant difference was found between cotton fields different in cultivation age in individual number and the community diversity indices of the soil meso- and microarthropodas of the main soil arthropod groups, but significant seasonal variation was observed of the individual numbers and the diversity indices of the main soil meso- and microarthropodas. The Principal Component Analysis suggested that Collembola, Opisthopora and Acarina were relatively higher in value and can be cited as important indicator organisms to monitor environmental impacts of transgenic plants in the future in this region.
Key words  Transgenic insect-resistant cotton; Soil; Meso- and microarthropods; Diversity index; Environmental risk monitoring
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