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摘要: 为评估转 Cry1Ie 基因抗虫玉米和转 CP4-EPSPS 基因耐除草剂大豆对鱼类的生态毒理效应,以斑马鱼(Danio rerio)为受

� 试动物,配制 4 种分别含有转基因玉米、转基因大豆以及相应非转基因亲本的试验饲料,并以商业饲料为对照,通过 98 d 喂养

实验,调查斑马鱼的摄食、生长、繁殖和抗氧化酶活性,分析不同喂养阶段斑马鱼的组织病理和敏感蛋白 mRNA 表达水平。 结

果表明:抗虫转基因玉米和耐除草剂转基因大豆对斑马鱼的生长表现、肝脏、肠道和性腺的组织病理、产卵量和受精卵孵化率

均无显著影响。 转基因大豆组斑马鱼肝脏中的超氧化物歧化酶(SOD)活性显著高于非转基因大豆组和商业饲料组,且雄鱼显

著高于雌鱼(P<0.05)。 斑马鱼脏器组织中敏感蛋白 mRNA 的表达水平,没有随时间呈现明显的规律性变化,喂养时间与组别

� 和性别之间存在显著的交互作用。 试验饲料组斑马鱼的生长表现、肝脏中 SOD 活性以及 mRNA 表达量与商业饲料组相比有

显著差异,可能与饲料的适口性和营养成分上的差异有关。 总体上看,转 Cry1Ie 基因抗虫玉米和转 CP4-EPSPS 基因耐除草剂

大豆对斑马鱼没有明显的生态毒性效应。
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Abstract: To evaluate the ecotoxicological effects of transgenic Cry1Ie insect-resistant maize and transgenic CP4-
EPSPS herbicide-tolerant soybean on fish, zebrafish (Danio rerio) was used as a model animal and four experimen-

� tal diets, including genetically modified (GM) maize, GM soybean, and corresponding near-isogenic non-GM lines
were prepared respectively. A commercial feed was used as a reference diet. The feed intake, growth, reproduction,
and antioxidant enzyme activity were investigated during a 98-day feeding trial. The histopathology and mRNA ex-
pression levels of sensitive protein were analyzed at different feeding stages. The results revealed that insect-resist-
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ant GM maize and herbicide-resistant GM soybean had no significant effects on growth performance, histopatholo-
gy of the liver, intestinal tract, and brain, fecundity, and hatching rate of fertilized eggs. The activity of superoxide
dismutase (SOD) was significantly higher in the liver of zebrafish fed with GM soybean compared with in those
fed with the non-GM soybean and commercial diets, and was higher in male than in female fish (P<0.05). There

� were no obvious regular changes over time of mRNA expression levels of sensitive protein in zebrafish organ tis-
sues. There were significant interaction effects between feeding duration, diet, and sex. When comparing experi-
mental diets and commercial feed, we detected significant differences in growth performance, SOD activity in the
liver, and mRNA expression levels, which may be related to the differences in palatability and nutrient composition
of diets. In general, transgenic Cry1Ie insect-resistant maize and transgenic CP4-EPSPS herbicide-tolerant soybean
have no obvious ecotoxicological effects on zebrafish.
Keywords: insect-resistant GM maize; herbicide-resistant GM soybean; zebrafish; ecotoxicology

　 　 以转基因技术为核心的现代生物技术为保障粮

食安全、推动农业可持续发展提供了新的途径。
2019 年,全球 4 种主要转基因作物———棉花、大豆、
玉米和油菜的平均应用率为 52.8% ,其中转基因大

豆和转基因玉米的应用率分别为 74% 和 31% [1]。
转基因作物大规模商业化种植的潜在生态环境风险

已引起了人们的广泛关注。 目前,转基因作物的环

境安全评价仍主要集中在陆地生态系统,对水生生

态系统的研究相对匮乏。
转基因作物中的外源蛋白可通过植物残体、花

粉和根际分泌物等途径进入农田土壤和水体,并随

地表径流和地表径流沉积物进入邻近水域。 已有研

究显示, 转 Bt 玉米田间的地表水和沉积物中

� Cry1Ab 蛋白浓度可分别达 130 ng·L-1和 143 ng·
L-1 [2-4],玉米田附近河流中淡水河蚌的腮、性腺和消

化腺等组织内均能检测到 cry1Ab 基因的存在[5]。
� 转基因蛋白在水体中的存续和累积可能对水生生物

的安全构成潜在风险。 此外,转基因作物的凋落物

和残体可以为水生动物直接或间接地提供食物,是
其邻近水域内生物群落重要的能量和营养来源,长
期大规模种植转基因作物可能会诱发影响水生动物

群落结构、种群数量以及摄食行为等诸多因子的变

化[6]。 鱼类是水生生态系统的重要生物组成之一,
通过检测鱼类生理和行为反应可以有效监测水环境

质量的变化[7]。 近年来,已有研究以鱼类为模式动

物评价转基因作物的生态毒理效应,大多数研究是

通过开展转基因作物的饲喂实验,调查鱼类的生长

表现、组织病理、脏器发育、运动行为、应激和免疫反

应以及繁殖能力等,评估转基因作物的外源基因及

其表达蛋白对鱼类的安全性[8-9]。 在调查鱼类的各

项指标时,通常是在饲喂实验结束时,集中采集样本

进行检测分析,没有对喂养期间鱼类的生长、发育、
病理以及生理等方面的变化进行动态监测,这可能

会影响最终的结果判定。 而且,在鱼类的不同生长

发育时期,其摄取转基因饲料后的反应可能会不

同[10-11]。 对喂养期间鱼类的生长发育、生理等指标

进行跟踪监测,更有利于全面评估转基因作物的潜

在生态毒性或非预期效应。
斑马鱼(Danio rerio)基因组与人类基因组具有

� 较高同源性,是发育生物学、毒理学、基因功能以及

人类代谢疾病研究中的理想模型[12-13]。 由于斑马鱼

体型小、世代周期短、易于饲养和繁殖,近些年也被

推荐作为转基因作物安全性评价中的模式动

物[14-15]。 本研究以斑马鱼为受试动物,以我国自主

研制的转 Cry1Ie 基因玉米 IE09S034 和转 CP4-EP-
SPS 基因大豆中作 J9331 为原料分别配制饲料,检

� 测转基因饲料的营养成分和霉菌毒素含量,通过 98
d 的喂养实验,调查斑马鱼的摄食、生长、抗氧化酶

活性和繁殖等指标,分析不同喂养阶段斑马鱼的组

织病理及敏感蛋白 mRNA 表达水平,探讨转基因作

物对鱼类的生态毒理效应,为转基因作物对水生动

物的环境安全评价提供技术支撑。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 试验材料

供试的玉米材料为转 Cry1Ie 基因抗虫玉米

� IE09S034 及其非转基因近等基因系综 31,供试的大

豆材料为转 CP4-EPSPS 基因耐除草剂大豆中作

� J9331 及其非转基因近等基因系中黄 30,均由中国

农业科学院作物科学研究所提供。
受试动物为野生型 AB 品系斑马鱼,由中国科

学院水生生物研究所国家斑马鱼资源中心购买的种

鱼所繁殖。 幼鱼开口期的饵料为草履虫(Parameci-
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um caudatum),孵化出 20 d 后喂食丰年虫 (Artemia
salina),每天早、中、晚喂食 3 次。 幼鱼在静水中饲

� 养 30 d 左右,转移至斑马鱼养殖系统(Aquatic habi-
tats ZF0601, Apopka, FL, USA)中养殖,该系统为循

环水,每天换水量为 10% 。 鱼龄达到 60 d 时开始喂

食商业颗粒饲料,每天喂食量为其体质量(湿质量)
的 4% 。 斑马鱼鱼龄达到 90 d 时开始试验,测量受

试鱼初始体质量和体长。
1. 2　 试验饲料的制备及检测

试验饲料制备前,对所有玉米和大豆材料的主

要营养成分进行检测,为后续饲料配制提供参考。
根据美国国家研究委员会(National Research Coun-
cil, NRC)制定的鱼类营养需求标准配制人工饲

料[16],饲料配方如表 1 所示。 饲料加工前,将玉米和

大豆种子用商用磨粉机(FLBP-250,上海菲力博)打
磨成粉,过 100 目筛网备用,加工时先将明胶和加丽

素红溶于 80 ℃左右的纯净水中,搅拌均匀,然后按

照比例“由小到大”的顺序依次填加表 1 中的其他

饲料成分,添加过程中用搅拌机不断搅拌使其充分

混合,混合均匀的饲料用家用料理机制作成直径 1.5
mm 的条状,平铺于托盘上,置于阴凉处自然风干,
再根据斑马鱼口径大小进行研磨和过筛,使饲料颗

粒直径为 450 ~ 550 μm,4 ℃冷藏。 商业颗粒饲料

为购买自日清丸红(天津)饲料科技有限公司的热带

鱼饲料,主要成分为鱼粉、豆粕、小麦淀粉、鱼肝油、
复合维生素及矿物质等。 通过酶联免疫法(ELISA)
检测抗虫转基因玉米饲料中的 Cry1IE 蛋白,ELISA
试验的单克隆抗体和检测方法均由中国农业科学院

作物科学研究所刘允军博士提供。 采用 CP4-EPSPS
蛋白检测试纸条(Agdia Elkhart, IN, USA)检测耐除

草剂转基因大豆饲料中的 CP4-EPSPS 蛋白。 同时,
采用转基因蛋白检测试纸条 (Agdia Elkhart, IN,
USA)检测了商业饲料中的 Cry1Ab/Ac 及 CP4-EP-
SPS 外源蛋白。 对转基因和非转基因玉米饲料中伏

马毒素 B1(FB1)、黄曲霉毒素 B1(AFB1)、玉米赤霉

烯酮(ZEB)和呕吐毒素(DON)的含量也进行了检测

(英格尔检测技术服务(上海)有限公司)。
1. 3　 试验设计

选择体质量和体长相近的斑马鱼随机分成 5
组,即转基因玉米组(GMM)、非转基因玉米组(Non-
GMM)、转基因大豆组(GMS)、非转基因大豆组(Non-
GMS)和商业饲料对照组(CF),每组设置 3 个平行(3
缸),每缸 50 条斑马鱼(10 L)。 试验期间的饲养条件

与幼鱼期饲养条件保持一致,试验周期为 98 d。 每

天喂食量为受试鱼初始体质量的 3% ~ 4% ,分 3 次

投喂(8:30、12:30、16:30),并根据受试鱼体质量的变化

表 1　 试验饲料配方成分和比例(%)

Table 1　 Composition and proportion (% ) of the experimental feeds

成分

Ingredient

转基因玉米组(GMM)

Genetically

modified

maize (GMM)

非转基因玉米组

(Non-GMM)

Non-genetically
modified

maize (Non-GMM)

转基因大豆组

(GMS)

Genetically

modified

soybean (GMS)

非转基因大豆组

(Non-GMS)

Non-genetically
modified

soybean (Non-GMS)

转基因玉米 Genetically modified maize 22 -

非转基因玉米 Non-genetically modified maize - 22

转基因大豆 Genetically modified soybean 22 -

非转基因大豆 Non-genetically modified soybean - 22

鱼粉 Fish meal 23 23 20 20

酪蛋白 Casein sodium salt 28 28 20 20

明胶 Gelatin 12 12 12 12

花生油 Peanut oil 5 5

淀粉 Starch 14 14

鱼肝油 Cod-liver oil 3 3 5 5

矿物质/维生素/氨基酸

Mineral mix/Vitamins/Amino acid mix
6 6 6 6

加丽素红 Carophyll red 1 1 1 1
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调整喂食量。 试验期间每天对斑马鱼的游动、集群、
栖息水层、食性及外观的状况进行观察,并记录身体

异常(如呼吸急促、不协调的游动和反常的静止)和死

亡情况等。 试验期间斑马鱼养殖系统的水温为(27.2±
0.5) ℃、pH 为 7.2±0.4、电导率为(507±18) μS·cm-1,溶
解氧为(10.2±1.1) mg·L-1,符合斑马鱼生长条件。
1. 4　 生长指标的测定

在试验开始后的第 14、28、42、56、70、84 和 98
天,每缸随机选取 10 条斑马鱼称量(湿质量)、测量

体长,并根据测得的数据计算特定增长率和饲料转

化率。
1. 5　 组织病理学分析

在试验开始后的第 28、56 和 98 天,将斑马鱼禁

食 12 h 后,每缸随机选取 4 条固定于 10%的福尔马

林溶液中,脱水处理后将整条鱼横切成头、胸腹、臀
和尾 4 段,然后用石蜡包埋机 (HistoStar, Thermo
Fisher Scientific, USA)进行组织蜡块包埋,再利用全

自动石蜡切片机 (Shandon Finesse, Thermo Fisher
Scientific, USA)切为 4 μm 左右的连续切片,采用苏

木精-伊红(HE)将石蜡切片染色,最后在荧光显微镜

(DX45, Olympus, Japan)下进行组织病理学检查。 根

据检查结果,按照病变由轻到重的程度进行打分,分
别标记为 1、2、3 和 4 分,无明显病变为 0 分,极轻度

病变为 0.5 分。
1. 6　 繁殖指标检测

每缸随机选取 5 对斑马鱼按照雌雄比 1 ∶ 2 进

行配对产卵,从试验的第 70 天开始至喂养结束,每
14 d 配对一次,总共配 3 次,记录每对斑马鱼的产卵

量、孵化率、孵化出仔鱼的畸形和异常行为等。
1. 7　 肝脏和肠道超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化

氢酶(CAT)活性测定

在试验开始后的第 98 天,每缸随机选取雌性和

雄性斑马鱼各 2 条,大体解剖后取其肝脏和肠道组

织样本,分别采用 SOD 试剂盒(Sigma, USA)和 CAT
试剂盒(Biovision, USA)检测雌、雄鱼肝脏和肠道组

织中的 SOD 和 CAT 活性。
1. 8　 斑马鱼脏器组织中 SOD、CAT 和热激蛋白 70

� (HSP70) mRNA 表达量检测

在试验开始后的第 28、56 和 98 天,每缸随机选

取雌性和雄性斑马鱼各 3 条,大体解剖后取其肝脏、
肠道和性腺组织样本,采用微量 RNA 提取试剂盒

(Qiagen, Germany)提取脏器组织的总 RNA。 通过超

微量分光光度计(DS-11, DeNovix, USA)和琼脂糖凝

胶电泳,检测 RNA 的纯度和完整性。 RNA 经反转

录合成 cDNA 后,采用实时荧光定量 PCR 检测斑马

鱼肝脏、肠道和性腺组织中 SOD、CAT 和 HSP70 的

� mRNA 表达水平,以 actin 为内参基因,采用相对定

� 量法 2-ΔΔCT 计算 SOD、CAT 和 HSP70 的 mRNA 表

� 达量, 其 中 ΔΔCT = ( CT目的基因 - CT内参基因 )试验组 -
� (CT目的基因-CT内参基因)对照组,各基因的特异性引物序列

� 和检测方法均参照董姗姗等[17]的方法。
1. 9　 数据统计与分析

根据斑马鱼体质量和摄食量计算特定生长率

(special growth rate, SGR)和饲料转化率(feed conver-
sion ratio, FCR),特定生长率和饲料转化率计算公式

如下:
SGR=(lnWt-lnW0)/t×100
FCR=C/(Wt-W0)

式中:Wt 和 W0 分别为试验结束时和试验开始时的

� 鱼体湿质量(mg);t 为试验时间(d);C 为摄食量(mg)。
采用多因素方差分析(multi-way ANOVA)分别

检验玉米组(包括转基因玉米组、非转基因玉米组和

商业饲料对照组)和大豆组(包括转基因大豆组、非
转基因大豆组和商业饲料对照组)中组别、性别、取
样时间以及它们之间的交互作用对不同脏器组织中

敏感蛋白 mRNA 表达量和抗氧化酶活性的影响。
单因素方差分析(one-way ANOVA)检验不同组别斑

马鱼的体质量、体长、特定生长率、饲料转化率、组织

病理以及繁殖等指标的差异,显著性水平设为 α =
0.05,若检验结果显著,则采用 Tukey 法进行不同组

别间的多重比较。 利用独立样本 T 检验(T-test)比
� 较雌性和雄性斑马鱼脏器组织中敏感蛋白 mRNA

表达量及抗氧化酶活性的差异(α =0.05)。 以上分

析均使用 SPSS 19.0 统计软件完成。 试验数据用平

均数±标准误表示。

2　 结果与分析(Results and analysis)
2. 1　 试验饲料的营养成分、霉菌毒素含量以及外源

基因表达蛋白

饲料营养成分的分析结果显示,转基因饲料与

相应的非转基因饲料在主要营养成分上没有明显差

异,且都能够满足斑马鱼的生长需求(表 2),但与商

业饲料相比,人工饲料中的粗蛋白、粗脂肪和粗灰分

含量明显偏低,而淀粉含量明显偏高。 对转基因和

非转基因玉米饲料中霉菌毒素的检测结果显示,非
转基因玉米饲料中的 FB1、DON 和 AFB1 含量略高

于转基因玉米饲料中的,不过两者均远低于《饲料
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卫生标准》 (GB 13078—2017)中规定的最高限量水

平(表 2)[18]。 在转基因玉米饲料和转基因大豆饲料

中均检测到了外源基因表达蛋白,而相应的非转基

因饲料和商业饲料中 Cry1Ac 和 CP4-EPSPS 蛋白呈

阴性(表 2)。
2. 2　 生长表现

受试斑马鱼的初始平均体质量和体长分别为

(124.78±4.69) mg 和(23.0±0.3) mm,在试验期间各

组斑马鱼的体质量和体长均呈明显增加趋势。 转基

因组与相应非转基因组斑马鱼的各项生长指标整体

上无显著差异(图 1),但在试验 98 d 时,转基因玉米

组斑马鱼体质量显著低于非转基因玉米组的 (P<
� 0.05),与商业饲料组相比,人工饲料组斑马鱼的体

长、体质量和特定生长率均显著偏低,饲料转化率显

著偏高(图 1)。
2. 3　 组织病理

斑马鱼肝脏、肠道和脑组织的病理检测结果整

体上为无明显病变、极轻度或轻度病变。 肝脏病变

主要表现为肝细胞脂变,多数为轻度,少数为中度,
个别重度。 少数斑马鱼肠壁黏膜上皮中的杯状细胞

数量增多,提示肠道黏液分泌增加。 各组斑马鱼脑

组织神经细胞和白质未见明显病变,只在试验 28 d
时非转基因玉米组有 1 条受试鱼的个别神经细胞坏

死。 对组织病理评分的方差分析结果显示,在试验

56 d 时,商业饲料组斑马鱼肠道病变程度显著高于

转基因大豆组(P<0.05)(表 3),其他取样时间点各组

� 间斑马鱼肝脏、肠道和脑组织病变程度无显著差异。
随着试验时间推移,各组肝脏病变(肝细胞脂变)程
度有加重趋势(表 3)。
2. 4　 繁殖指标

斑马鱼配对产卵结果显示,在每组随机选取的

45 对斑马鱼中,转基因和非转基因玉米组有 75%左

右的雌鱼产卵,转基因和非转基因大豆组有 68%左

右的雌鱼产卵,商业饲料组有 84% 产卵,转基因饲

料组与非转基因饲料组的平均产卵量和受精卵孵化

率均无显著差异(图 2),不过试验饲料组的产卵量和

孵化率与商业饲料组相比整体偏低(135±15 vs 175±
23,(53.1±4.5)% vs (60.8±2.3)% ),各组孵化出的幼

� 鱼均未见身体畸形和明显异常行为。
2. 5　 肝脏和肠道中抗氧化酶活性

玉米组多因素方差分析结果显示(表 4),组别和

性别对斑马鱼肠道中的 SOD 酶活有显著影响,非转

基因玉米组斑马鱼 SOD 酶活显著高于商业饲料组

的,商业饲料组雌鱼 SOD 酶活相对于雄鱼显著偏

低。 性别以及性别与组别的交互作用对玉米组斑马

鱼肠道中的 CAT 酶活有显著影响,即在不同组别

中,雌鱼和雄鱼的表现不一致,T 检验发现仅在转基

� 因玉米组中雌鱼肠道中的 CAT 酶活显著高于雄鱼

(图 3)。 大豆组多因素方差分析结果显示(表 4),组
别和性别对斑马鱼肝脏中的 SOD 酶活有显著影响,
转基因大豆组显著高于非转基因大豆组和商业饲料

组,雄鱼的 SOD 酶活显著高于雌鱼。

表 2　 饲料的营养成分、外源蛋白和霉菌毒素含量

Table 2　 Nutrient composition, exogenous protein and the content of mycotoxins of the diets
成分 Components GMM Non-GMM GMS Non-GMS CF

干物质/% Dry matter/% 88.5 89 88.5 88.6 95.4

粗蛋白/% Crude protein/% 56 54.5 50.7 53 57.8

粗脂肪/% Crude lipid/% 9 11.2 11.1 10.9 15.9

淀粉/% Starch/% 10.3 11 12.4 12.2 1.2

粗灰分/% Crude ash/% 8 7.8 7.8 8.3 14

维生素 B6/(mg·kg-1 ) Vitamin B6/(mg·kg-1 ) 20.6 22.8 9.31 7.73 15

铁/(mg·kg-1 ) Iron/(mg·kg-1 ) 257 292 224 289 866

锰/(mg·kg-1 ) Manganese/(mg·kg-1 ) 12 12 17 17 53

锌/(mg·kg-1 ) Zinc/(mg·kg-1 ) 34 34 32 32 238

伏马毒素 B1/(mg·kg-1 ) Fumonisin B1/(mg·kg-1 ) 1.09 2.04 - - -

玉米赤霉烯酮/(μg·kg-1 ) Zearalenone/(μg·kg-1 ) 0.94 0.95 - - -

呕吐毒素/(μg·kg-1 ) Deoxynivalenol/(μg·kg-1 ) 3.65 28.29 - - -

黄曲霉毒素 B1/(μg·kg-1 ) Aflatoxin B1/(μg·kg-1 ) ND 0.28 - - -

外源蛋白 Foreign protein 阳性 Positive 阴性 Negative 阳性 Positive 阴性 Negative 阴性 Negative

注:CF 是商业饲料组。
Note: CF is commercial feed.
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图 1　 不同组别斑马鱼的体长、体质量、特定生长率和饲料转化率

注:不同大写字母表示转基因玉米组、非转基因玉米组和商业饲料组之间在 P<0.05 水平上差异显著;
不同小写字母表示转基因大豆组、非转基因大豆组和商业饲料组之间在 P<0.05 水平上差异显著;下同。

Fig. 1　 Length, weight, specific growth rate and feed conversion ratio of zebrafish in different groups
Note: Different capital letters represent significant difference between GMM, Non-GMM and CF at P<0.05;

different lowercase letters represent significant difference between GMS, Non-GMS and CF at P<0.05; the same below.

表 3　 不同组别斑马鱼肝脏、肠道和脑组织病理学检测结果

Table 3　 Histopathological results of liver, intestinal tract and brain of zebrafish in different groups

试验时间/d

Experimental duration/d

组别

Group

肝脏

Liver

肠道

Intestinal tract

脑

Brain

28

GMM 0.22±0.22 0.22±0.15 0.00±0.00
Non-GMM 0.00±0.00 0.11±0.11 0.06±0.06

GMS 0.00±0.00 0.22±0.15 0.00±0.00
Non-GMS 0.00±0.00 0.11±0.11 0.00±0.00

CF 0.33±0.24 0.33±0.24 0.00±0.00

56

GMM 0.50±0.33 0.22±0.22 0.00±0.00
Non-GMM 0.89±0.45 0.33±0.24 0.00±0.00

GMS 0.67±0.33 0.00±0.00b 0.00±0.00
Non-GMS 0.00±0.00 0.22±0.15ab 0.00±0.00

CF 0.28±0.15 0.67±0.22a 0.00±0.00

98

GMM 0.78±0.52 0.33±0.17 0.00±0.00
Non-GMM 1.33±0.41 0.33±0.24 0.00±0.00

GMS 0.11±0.11 0.00±0.00 0.00±0.00
Non-GMS 0.22±0.22 0.11±0.11 0.00±0.00

CF 0.61±0.23 0.11±0.11 0.00±0.00

注:不同小写字母表示转基因大豆组、非转基因大豆组和商业饲料组之间差异显著(P<0.05)。
Note: Different lowercase letters represent significant difference between GMS, Non-GMS and CF at P<0.05.
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图 2　 不同组别斑马鱼的产卵量和受精卵孵化率

Fig. 2　 The egg-laying amount and hatching rates of fertilized eggs of zebrafish in different groups

图 3　 不同组别斑马鱼肝脏和肠道中超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)活性

注:(a)和(b)为肝脏,(c)和(d)为肠道;*和* *分别表示同组雌鱼与雄鱼间在 P<0.05 和 P<0.01 水平上差异显著。

Fig. 3　 Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity in the liver and intestinal tract of zebrafish in different groups
Note: (a) and (b) are liver, (c) and (d) are intestinal tract; * and * * represent significant difference

between female and male zebrafish at P<0.05 and P<0.01, respectively.

2. 6　 不同脏器组织中 SOD、CAT 和 HSP70 的 mR-
� NA 表达量

对玉米组斑马鱼肝脏、肠道和性腺组织中,敏感

蛋白 mRNA 表达量的多因素方差分析结果显示(表
5),试验持续时间与组别和性别的交互作用对脏器

组织中 SOD、CAT 和 HSP70 mRNA 表达量有显著

� 影响,说明在不同取样时间点、不同组别和性别间差

异的表现不同。 例如:在试验 28 d 时,转基因玉米

组斑马鱼肝脏中 CAT mRNA 表达量显著高于商业

� 饲料组,但在 98 d 时,转基因和非转基因玉米组

CAT mRNA 表达量均显著低于商业饲料组;在 28 d
� 时,雌鱼肝脏中的 HSP70 mRNA 表达水平与雄鱼相
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表 4　 组别和性别对斑马鱼肝脏和肠道中抗氧化酶活性影响的多因素方差分析

Table 4　 Multi-way ANOVA of the effects of group and sex on the antioxidant enzymes
activities in liver and intestinal tract of zebrafish

脏器

Organ

变异来源

Source of variation

玉米组

Maize

大豆组

Soybean

SOD CAT SOD CAT

肝脏 G 3.144 0.745 10.110* * * 2.871

Liver S 3.283 3.154 30.356* * * 1.5

G×S 2.722 0.35 0.004 0.328

肠道 G 3.977* 0.028 1.013 2.648

Intestinal tract S 6.467* 5.233* 8.814* * 0.134

G×S 0.764 4.222* 0.768 3.11

注:SOD 是超氧化物歧化酶,CAT 是过氧化氢酶;表中数值表示多因素方差分析所得 F 值,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001;G
� 代表组别,S 代表性别,G×S 代表两因素交互因子。

Note: SOD is superoxide dismutase; CAT is catalase; the values in the table represent the F value of the multi-way ANOVA, * represents P<0.05, * * re-
� presents P<0.01 and * * * represents P<0.001; G means group, S means sex, and G×S means the interaction factor of two factors.

表 5　 组别、性别和试验时间对斑马鱼脏器组织中敏感蛋白 mRNA 表达水平影响的多因素方差分析

Table 5　 Multi-way ANOVA of the effects of group, sex and experimental duration on
mRNA expression levels in tissues of zebrafish

脏器 变异来源 玉米组 Maize 大豆组 Soybean

Organ Source of variation SOD CAT HSP70 SOD CAT HSP70

肝脏

Liver

G 1.65 1.6 1.74 3.64* 6.35* * 1.71

S 0.09 0.79 0.04 0.56 0.06 1.92

D 3.41* 8.67* * * 1.75 2.1 1.82 0.39

G×S 0.93 0.25 0.14 0.06 1.08 0.61

G×D 0.59 3.32* 1.66 1.08 1.56 2.11

S×D 0.95 2.69 15.21* * * 0.8 0.69 6.79* *

G×S×D 0.35 1.14 3.94* * 0.13 1.04 1.78

肠道

Intestinal tract

G 1.01 2.51 2.64 6.65* * 6.62* * 0.95

S 3.68 0.77 2.57 0.03 0.01 5.23*

D 19.36* * * 8.39* * * 2.75 8.02* * * 2.34 7.25* *

G×S 1.81 2.15 1.29 0.40 0.57 1.29

G×D 5.41* * * 1.94 1.35 2.10 1.99 1.26

S×D 5.32* * 4.53* 1.48 1.04 0.07 1.08

G×S×D 1.62 1.52 0.71 0.98 0.81 2.34

性腺

Gonad

G 5.03* * 20.40* * * 7.33* * 0.99 26.05* * * 4.47*

S 0.19 0.67 4.70* 0.65 11.98* * 0.02

D 18.27* * * 3.61* 0.08 13.89* * * 8.81* * * 7.23* *

G×S 0.22 0.24 2.93 0.83 0.57 0.36

G×D 5.67* * * 3.63* * 1.44 5.52* * * 4.37* * 1.08

S×D 2.95 2.78 1.69 4.63* 5.28* * 2.38

G×S×D 0.51 0.91 0.99 1.21 0.25 0.61

注:HSP70 是热激蛋白 70;表中数值表示多因素方差分析所得 F 值,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001;D 代表试验时间,G×D
� 和 S×D 代表两因素交互因子,G×S×D 代表三因素交互因子。

Note: HSP70 is heat shock protein 70; the values in the table represent the F value of the multi-way ANOVA, * represents P<0.05, * * represents P<0.01
and * * * represents P<0.001; D means experimental duration, G×D and S×D mean the interaction factor of two factors, and G×S×D means the interac-

� tion factor of three factors.
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比显著偏高,到 98 d 时显著偏低(表 6)。 大豆组的

多因素方差分析结果显示(表 5),组别对斑马鱼肝脏

和肠道中的 SOD 和 CAT mRNA 表达量有显著影

� 响,转基因和非转基因大豆组的 SOD 和 CAT mR-
� NA 表达量均显著低于商业饲料组(表 7),试验时间

与组别和性别的交互作用显著影响性腺组织中

SOD 和 CAT mRNA 的表达水平,各组之间的差异

� 在不同取样时间点没有一致的表现。 通过对玉米组

和大豆组中不同处理组间的多重比较,发现组别之

间的差异主要来自人工饲料组与商业饲料组之间,
而不是转基因与非转基因饲料组之间(表 8)。 而且

随着试验时间的推移,斑马鱼脏器组织中的敏感蛋

白 mRNA 表达水平并没有表现出明显升高或下降

的趋势。

3　 讨论(Discussion)
3. 1　 转基因作物对斑马鱼生长表现的影响

抗虫转基因玉米和耐除草剂转基因大豆对斑马

鱼的体质量、体长、饲料转化率和特定生长率整体上

没有显著影响,但在试验 98 d 时,转基因玉米组斑

马鱼的体质量显著低于非转基因对照组。 生长指标

的变化通常被认为是生物体中各种生物因素综合变

化的结果,并且可能作为评估鱼类生态毒性效应的

终点指标[19]。 一般情况下,生长指标的降低会伴随

着饲料摄取量和转化率的下降,本研究未发现转基

因与非转基因玉米组斑马鱼的饲料转化率有显著差

异,而且整个试验期间仅在最后一次调查中发现转

基因玉米组的体质量显著偏低,这种差异可能是测

量中的随机效应导致,没有生物学意义。 在用含有

抗虫转基因玉米(MON810)的饲料喂食大西洋鲑的

研究中,同样发现转基因玉米组的最终体质量显著

低于非转基因玉米组,推测可能是由于饲料中某些

成分的差异,比如:直链淀粉与支链淀粉的比例或纤

维素含量的差异等,可能会影响鱼类的消化率进而

引起生长指标的变化[10]。
值得注意的是,与 4 个试验饲料组相比,商业饲

料组斑马鱼的生长表现更好,之前在以商业饲料作

为对照的研究中也有类似结果[17,20]。 尽管我们配制

的试验饲料能够满足斑马鱼的营养需求,但在加工

工艺上与商业饲料有较大差别。 为了最大限度保证

转基因作物中的外源蛋白在饲料制备过程中不被降

解,我们没有对试验饲料进行加热加压处理,而商业

饲料是经高温、高压处理后的颗粒饲料,其适口性和

消化率都优于试验饲料,这可能会直接影响斑马鱼

的摄食量和饲料利用率。 此外,商业饲料中粗蛋白

和粗脂肪的含量相对较高,可能更利于营养成分的

吸收和利用[21],从而提高斑马鱼的特定增长率。
3. 2　 转基因作物对斑马鱼组织病理的影响

98d 的喂养试验结果显示,抗虫转基因玉米和

耐除草剂转基因大豆对斑马鱼肝脏、肠道和性腺的

组织病理没有显著影响。 但随着试验时间增加,各
组斑马鱼肝细胞脂变程度表现出从无明显病变至轻

度病变的趋势,推测与饲料中的脂肪和蛋白质配比、
霉菌毒素、抗营养因子以及营养素(比如:胆碱、维生

素)等因素有关,长期饲喂可能影响斑马鱼的脂肪代

谢,导致肝脏脂肪沉积[22-23]。 已有文献报道,经过 7
个月的长期喂养,转基因大豆组和非转基因大豆组

大西洋鲑肠道均出现轻微炎症,推测可能是大豆中

抗营养因子诱发的炎症[24]。 在用含有抗虫转基因玉

米的饲料连续喂食 2 代斑马鱼的研究中,转基因组

和非转基因组子一代斑马鱼都有个别样本的肠道组

织出现轻微炎症[25]。
3. 3　 转基因作物对斑马鱼繁殖的影响

抗虫转基因玉米和耐除草剂转基因大豆对斑马

鱼的繁殖性能无显著影响,各组斑马鱼的平均产卵

量为(144±17)粒,与文献报道的相近[25]。 但试验饲

料组的产卵量和受精卵孵化率,与商业饲料组相比

均略偏低,可能主要由于试验饲料与商业饲料在适

口性和营养成分上的差异,影响斑马鱼的摄食、饲料

转化和营养物质吸收,在一定程度上对其性腺等生

殖器官的发育产生不利影响,导致产卵量和孵化率

偏低[26-27]。 目前国际上在转基因作物对鱼类的饲用

安全性研究中,涉及繁殖能力的还很少,主要因为大

部分研究以大西洋鲑为受试动物,其性成熟时间较

晚,仔鱼孵化期长,对环境条件要求较高,试验操作比

较困难,而斑马鱼生育周期短、易于人工繁殖[9]。 一

项以斑马鱼为模式动物,调查转 Bt 玉米对其繁殖能

� 力影响的研究显示,尽管转基因玉米组亲鱼的产卵量

略高于非转基因对照组(P>0.05),但 2 组胚胎的 DNA
� 甲基化水平和仔鱼的行为活动均无显著差异[25]。

3. 4　 转基因作物对斑马鱼脏器组织中抗氧化酶活

性和 mRNA 表达水平的影响

斑马鱼脏器组织中敏感蛋白 mRNA 的表达水

平,没有随时间呈现明显的规律性变化,各组间 mR-
NA 表达量的差异(92.6% )主要来自于试验饲料组

与商业饲料组之间,转基因作物对其没有显著影响。
这与 Sagstad 等[23]对大西洋鲑的研究结果相似,他们
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发现转基因与非转基因大豆组大西洋鲑脏器组织中

的 SOD、CAT 和 HSP70 mRNA 表达量没有显著差

� 异,但与鱼粉饲料组相比,2 组大西洋鲑肠道中的

HSP70 mRNA 表达水平均表现出上调趋势,推测可

� 能与大豆中的抗营养因子(如大豆凝集素)有关。 已

有文献报道大豆凝集素能够与大西洋鲑小肠上皮细

胞特异性结合,影响肠道的结构和功能[28-29]。 本研

究中,性别与试验时间的交互作用对斑马鱼脏器组

织中的 mRNA 表达量有显著影响,在不同取样时间

和不同检测指标上雌鱼与雄鱼的差异表现不同。
Sissener 等[20]对喂食转基因大豆饲料的雌性和雄性

斑马鱼检测发现,转基因大豆组雌鱼肝脏中 SOD 的

� mRNA 转录水平显著低于非转基因大豆组,而雄鱼

在 2 组间没有显著差异。 已有研究显示,转基因大豆

与非转基因大豆中大豆异黄酮等植物雌激素的含量

可能存在差异[30],雌鱼和雄鱼对植物雌激素的敏感程

度也有所差别[31],植物雌激素能够诱导雄鱼肝脏中

卵黄蛋白原的合成、影响鱼的性腺发育和繁殖[32]。
斑马鱼脏器组织中的抗氧化酶活性与其 mR-

NA 表达量之间没有明显的相关性,可能主要与基

因表达过程中转录和翻译调控有关。 值得注意的

是,玉米组雌鱼和雄鱼肠道中 SOD 酶活与其 98 d
时的 mRNA 表达量显著相关,非转基因玉米组的

SOD 酶活及其 mRNA 表达量均显著高于商业饲料

组,可能是饲料组成和营养成分上的差异导致。 肠

道是营养物质消化吸收的主要器官,也是生物体免

疫防御的重要屏障,肠道中抗氧化酶活性的变化可

以指示胁迫条件下机体的氧化应激反应。 本研究

中,非转基因玉米饲料的 FB1、DON 和 AFB1 含量

均略高于转基因玉米饲料,已有文献报道高剂量的

霉菌毒素暴露可以诱导鱼脏器组织中 SOD 基因转

� 录水平上调[33-34],DON 和 AFB1 在鱼体中的靶标器

官分别是肠道和肝脏[35],因此,推测非转基因玉米组

斑马鱼肠道中的 SOD 酶活和 mRNA 表达量显著偏

高,可能也与饲料中霉菌毒素含量相对偏高有关。
综上所述,摄食含有抗虫转基因玉米和耐除草

剂转基因大豆饲料的斑马鱼,在生长表现、组织病理

和繁殖性能上与非转基因对照组相比均无显著差

异。 转基因大豆组斑马鱼肝脏中的 SOD 酶活显著

高于非转基因大豆组和商业饲料组,且雄鱼显著高

于雌鱼(P<0.05)。 斑马鱼脏器组织中敏感蛋白 mR-
� NA 的表达水平,没有随时间呈现明显的规律性变

化,喂养时间与组别和性别之间存在显著的交互作

用。 总体上看,转 Cry1Ie 基因抗虫玉米和转 CP4-
EPSPS 基因耐除草剂大豆对斑马鱼没有明显的生态

毒性效应。 但是,试验饲料组斑马鱼的生长表现、肝
脏中 SOD 酶活以及 mRNA 表达量与商业饲料组相

比有显著差异,可能与饲料的适口性和营养成分上

的差异有关。

通讯作者简介:刘燕(1977—),女,硕士,研究员,主要研究方

向为转基因生物安全、生物多样性保护。
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