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摘 要 以转 Cry1Ab /Ac 抗虫水稻华恢 1 号(HH1)花粉为添加剂，配制 4 种不同花粉含量

(1%、5%、10%、20% )的饲料，以非转基因亲本水稻明恢 63(MH63)花粉为对照，常规泥鳅

饲料(不添加花粉)为阴性对照，投喂 100 d，通过泥鳅的生长指标和肝脏生理酶活性评价转

Cry1Ab /Ac 抗虫水稻 HH1 号花粉对泥鳅的安全性。结果表明，在饲料中分别添加相同比例

的 HH1 与 MH63 花粉，两组泥鳅的增重率、脏体比和肝体比指数均无显著差异，同时对泥

鳅的肝脏抗氧化保护酶 SOD、CAT 活性与解毒酶 GST 活性也均无显著影响。饲料中花粉含

量为 20%时，在饲养 100 d 后，转 Cry1Ab /Ac 水稻花粉对泥鳅的生长性能与肝脏生理酶代谢

功能没有明显影响。因此，转 Cry1Ab /Ac 抗虫水稻 HH1 号花粉对泥鳅无明显的生态风险。
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Abstract: As an additive，the pollen of transgenic Cry1Ab /Ac insect-resistant rice (HH1) was
added to the normal feed of Misgurnus anguillicaudatus，which made the artificial feed containing
1%，5%，10% and 20% pollen，respectively． M． anguillicaudatus were cultured in laboratory
for 100 days fed on one of the artificial feeds mentioned above． Feed with the pollen of non-
Cry1Ab /Ac parent rice (MH63) added was used as a control，while the regular feed without any
pollen was used as a negative control． The ecological safety of transgenic Cry1Ab /Ac rice pollen
on M． anguillicaudatus was evaluated by testing the growth performance and activities of physio-
logical enzymes in liver of M． anguillicaudatus． The results showed that no significant differences
were found in the weight gain rate，viscera somatic index and liver somatic index of M． anguilli-
caudatus feeding transgenic Cry1Ab /Ac rice pollen compared to that in the control groups． The
activities of two antioxidant protective enzyme，SOD and CAT，and detoxification enzyme GST of
M． anguillicaudatus had no significant difference either． With up to 20% pollen content of trans-
genic Cry1Ab /Ac rice in feed，no obvious influences on the growth performance and physiological
metabolism of liver function of M． anguillicaudatus were found after feeding 100 days． The re-
sults suggested that the pollen of transgenic Cry1Ab /Ac rice would have no obvious ecological risk
on M． anguillicaudatus．
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泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)为亚洲本土小

型温水性鱼类，广布于稻田、渠沟和池塘等水生生态

系统，喜居于底层，以水域中腐殖质、植物碎屑及浮

游动物等为食( 雷逢玉和王宾贤，1990)，因其具有

良好的食用、药用市场潜力，我国南方各地多将泥鳅

养殖于稻田中，形成 稻-鱼 共 作 的 经 济 种 养 模 式。
Wang 等(2008) 研究了不同饵料水蚤与小球藻对泥

鳅生长情况的影响，证明增重率等生长性能指数可

较好地反映泥鳅对饲料的利用及饲料对泥鳅健康的

影响。同时，泥鳅作为一种灵敏的毒性检测指示生

物，常用于监测环境的污染程度，如焦传珍(2009)

研究了稀土元素铈对镉染毒泥鳅肝脏抗氧化酶活性

的影响。
利用转 Bt 抗虫水稻分泌杀虫晶体蛋白使靶标

害虫瘫痪或死亡来解决水稻生产中的虫害及化学药

剂污染等问题虽然不断取得进步，但公众更关注其

环境释放后可能会带来的潜在生态风险 ( 梁革梅

等，2003;Clark et al． ，2005)。在水稻扬花期，稻田

及其周边环境有花粉飘落，但花粉数量随距离增加

而减少，且易受风向、降雨等自然因素的影响，这与

非转基因水稻花粉飘移没有差异( 姚洪渭等，2005;

Kanya et al． ，2009)。转 Bt 抗虫水稻花粉能表达一

定量的 Bt 蛋白，王忠华等(2001) 将 Bt 水稻花粉抖

落在桑叶上饲养家蚕(Bombyx mori)，研究了不同龄

期家蚕的死亡率和体重变化。Yao 等(2006) 调查

了转 Cry1Ab /Ac 基因水稻田周边桑叶上花粉的密

度，并以家蚕为受试对象，研究了不同浓度 Bt 水稻

花粉对其生存率、幼虫发育历期和茧壳重量的影响。
袁艳华等(2007)研究了转 Bt-cry1Ab /Ac 水稻花粉对

家蚕生长发育的影响，探索转 Bt 水稻花粉对家蚕的

安全性。Bai 等(2005) 分别以转 Bt 水稻 KMD1 和

KMD2 花粉为实验材料，秀水 11 做对照，研究了转

Cry1Ab 基因水稻花粉对龟纹瓢虫(Proylea japonica)

雌雄 成 虫 的 生 存 及 健 康 状 况 的 影 响。Wang 等

(2012) 评估了转 Cry2Aa 水稻花粉对中华通草蛉

(Chrysoerla sinica)生存、产卵量及成虫干重的影响。
而这些评价研究均集中在地面以上部分生境中的非

靶标生物，对稻田水体及水生动物的安全评价研究

报道较少。转 Bt 水稻花粉对其稻田水生境中的非

靶标动物的生态风险评估也是转基因水稻生态安全

性评价的重要内容。
本文检测了转融合基因 Cry1Ab /Ac 抗虫水稻华

恢 1 号花粉中 Bt 毒蛋白的田间表达，并在泥鳅常规

饲料中添加转融合基因 Cry1Ab /Ac 水稻花粉，检测

了泥鳅的生理响应，旨在为转融合基因 Cry1Ab /Ac
抗虫水稻对泥鳅等水生动物的生态安全性评价提供

科学实验数据。

1 材料与方法

1. 1 供试稻种与花粉采集

以转融合基因 Cry1Ab /Ac 抗虫水稻华恢 1 号

(简称 HH1)为材料，非转基因亲本籼稻品种明恢 63
(简称 MH63)为对照，2012 年 6 月单季种植于大田。
在水稻扬花期，用盆拍法采集花粉(蒋彩英，2004)，

具体方法是用手在水稻稻穗一侧轻轻拍打，用干净

的白色瓷盘在稻穗另一侧收集被振落的花粉，分别

收集 HH1 和 MH63 水稻花粉后，用干净毛笔将花粉

轻轻扫出，保鲜袋封装带回实验室，于 250 μm 孔径

(60 目)过筛后，－ 80 ℃冷藏备用。
1. 2 供试泥鳅与实验饲料

实验泥鳅为湖南省湘潭市润田水产养殖有限公

司的规格泥鳅，用曝气 1 d、充分除氯的自来水于水

族箱(70 cm ×65 cm ×50 cm)内驯养，挑选健康活跃

泥鳅 45 尾，测得初始体长(7． 18 ± 0． 08) cm，体质量

(1． 51 ± 0． 06) g，5 尾 1 组，随机分为 9 组备用。
泥鳅基础饲料购自湖南省湘潭市润田水产养殖

有限 公 司，其 营 养 成 分 及 组 成 百 分 比 为: 粗 蛋 白

(34% )、粗纤维(17% )、灰分(17% )、食盐(4% )、
总磷(2． 2% )、钙 (4% )、赖氨酸 (1． 5% )、蛋氨酸

(0． 2% )、水分(10% )。将基础饲料粉碎后，分别添

加占干重 1%、5%、10% 和 20% 的 HH1、MH63 水稻

花粉，加水混匀后制成直径约 1． 5 mm 的实验饲料，

风干后包装，于 4 ℃冰箱中保存备用。
1. 3 饲养设计与取材

将供试泥鳅单尾饲养在容积 1 L 的烧杯中，盛曝

气 24 h 的自来水 800 mL，初始水质:pH 8． 02，溶解氧

9． 51 mg·L －1。置于温度为(23 ± 1) ℃，L ∶ D =
10∶ 14的人工气候箱内，每 24 h 换饲养水并投食，

日投饵量为泥鳅初始体重的 4%。其中，投喂添加

转融合基因 Cry1Ab /Ac 抗虫水稻 HH1 花粉饲料的

为试验组，添加非转基因 MH63 花粉饲料的为对照

组，投喂常规泥鳅饲料的为阴性对照。饲养持续

100 d 后，测量各组泥鳅的体重与体长，活体解剖取

出内脏称重，用于计算泥鳅的增重率、脏体比与肝体

比等参数。将肝脏冰浴匀浆制成粗酶液，离心取上

清液于 － 20 ℃保存待测。
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1. 4 水稻花粉中 Cry1Ab /Ac 杀虫蛋白的 ELISA 检测

分别取 HH1 和 MH63 花粉 10 mg，加液氮研磨

后，移入 2 mL 离心管内，加 2 mL 提取液静置 5 min
后离心，取上清液，用试剂盒方法，通过 Biolek 酶标

仪，在波长 450 nm 下检测 Cry1Ab /Ac 蛋白含量，检

测设 3 次重复。Cry1Ab /Ac 试剂盒购自美国 Envio-
Logix 公司。
1. 5 酶活测定

泥鳅肝脏的超氧化物歧化酶(SOD)活力测定采

用邻苯三酚自氧化法(邹国林等，1986)，过氧化氢酶

(CAT) 活 力 测 定 采 用 紫 外 分 光 光 度 法 ( 蒋 传 葵，

1982)，谷胱甘肽硫转移酶(GST)活力测定采用 CDNB
比色法(毛德寿等，1986)，酶液蛋白含量采用考马斯

亮蓝 法 测 定，以 牛 血 清 蛋 白 为 标 准 物 (Bradford，

1976)。
1. 6 参数计算与数据分析

增重率、脏体比与肝体比等生长性能参数( 谭

肖英等，2009)计算公式如下:

增重率(WGＲ) =
(W1 －W0)

W0
× 100%

脏体比(VSI) =
V1

W1
× 100%

肝体比(HSI) =
H1

W1 － V1
× 100%

式中:W0、W1 分别为泥鳅初重与末重(g);V1 为泥鳅

内脏重(g);H1为泥鳅肝脏重(g)。
实验结果为平均值 ± 标准误，采用 Excel 2007

和 SPSS 13． 0 统计软件进行试验数据分析和制图，

应用独立样本 t 检验对试验组和对照组进行差异性

分析;应用 Duncan 多重比较检验同种花粉但不同花

粉含量(% )的组内差异性。

2 结果与分析

2. 1 花粉与混合饲料中 Cry1Ab /Ac 蛋白含量

经 ELISA 定 量 测 定，HH1 水 稻 花 粉 表 达 了

Cry1Ab /Ac 杀虫蛋白，在对照 MH63 花粉中没有检测

到 Cry1Ab /Ac 蛋白。结合人工花粉饲料混合比例，

测算 出 添 加 了 不 同 含 量 的 HH1 花 粉 饲 料 中 的

Cry1Ab /Ac 蛋白含量，结果见表 1。
2. 2 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅生长性能的影响

在饲料中添加相同含量的 HH1 与 MH63 水稻

花粉，100 d 饲喂实验结束后，2 组泥鳅均无死亡，泥

鳅的增重率、脏体比与肝体比情况如表 2 所示。经

独立样本 t 检验，饲料中添加各比例含量的花粉，

HH1 组泥鳅的增重率、脏体比与肝体比均与对照

MH63 组无显著差异(表 3)。
饲料中添加同种不同比例(0、1%、5%、10% 和

20% )花粉，HH1 组内与 MH63 组内泥鳅的增重率、
脏体比、肝体比两两之间均无显著差异(P ＞ 0． 05)。
2. 3 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅肝脏超氧化物歧化

酶(SOD)活性的影响

饲料中添加不同比例花粉时，HH1 组泥鳅肝脏

的 SOD 活性与对照 MH63 组均无显著差异 (P ＞
0. 05)(图 1，表 4)。与阴性对照比较，HH1 与 MH63
花粉饲料均有诱导泥鳅肝脏 SOD 活性升高的现象，

其中，除饲料中添加 10% HH1 花粉时，泥鳅肝脏

SOD 活性显著高于阴性对照组(P ＜ 0． 05) 外，饲料

中添加 1%、5%、20% 的 HH1 花粉与 MH63 花粉及

添加 10% MH63 花粉，泥鳅肝脏 SOD 活性均与

表 1 水稻花粉及加入花粉后混合饲料中 Cry1Ab /Ac 蛋白

的含量
Table 1 Concentration of Cry1Ab /Ac protein in pollen of
rice and mixed-pollen-feed
供试
花粉

Cry1Ab /Ac
蛋白含量

(μg·g － 1)

饲料中
花粉比例

(% )

饲料中 Cry1Ab /Ac
蛋白含量 (μg·g － 1)

HH1 MH63
HH1 12． 52 ± 0． 28 0 0 0

MH63 0 1 0． 13 0

5 0． 63 0

10 1． 25 0

20 2． 50 0

表 2 饲料中添加 HH1、MH63 花粉后泥鳅的生长性能比较
Table 2 Comparison of growth performance of Misgurnus anguillicaudatus feeding with different proportions of HH1 and
MH63 rice pollen
花粉含量
(% )

增重率 (% )

HH1 MH63
脏体比 (% )

HH1 MH63
肝体比 (% )

HH1 MH63
0 65． 67 ± 26． 51 65． 67 ± 26． 51 4． 76 ± 0． 69 4． 76 ± 0． 69 0． 85 ± 0． 23 0． 85 ± 0． 23
1 42． 24 ± 15． 02 68． 77 ± 22． 88 3． 77 ± 0． 18 4． 96 ± 0． 79 0． 77 ± 0． 05 1． 17 ± 0． 31
5 61． 27 ± 5． 74 78． 65 ± 26． 44 4． 32 ± 0． 75 4． 54 ± 0． 37 1． 20 ± 0． 28 0． 85 ± 0． 05
10 79． 00 ± 14． 35 63． 22 ± 17． 84 4． 91 ± 0． 56 4． 47 ± 0． 34 0． 96 ± 0． 20 0． 96 ± 0． 14
20 85． 69 ± 9． 60 57． 30 ± 12． 50 4． 74 ± 0． 38 3． 82 ± 0． 35 1． 00 ± 0． 15 0． 66 ± 0． 16
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表 3 HH1 与 MH63 组间泥鳅生长性能参数的 t 检验(n =
5)

Table 3 t-test on the growth performance of Misgurnus an-
guillicaudatus between HH1 and MH63
花粉含量
(% )

增重率

t P
脏体比

t P
肝体比

t P
1 0． 97 0． 36 1． 45 0． 18 1． 24 0． 28
5 0． 64 0． 55 0． 25 0． 81 1． 20 0． 26
10 0． 69 0． 51 0． 67 0． 52 0． 00 0． 99
20 1． 80 0． 11 1． 78 0． 11 1． 51 0． 17

图 1 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅肝脏 SOD 活性的影响

Fig． 1 Effects of pollen of HH1 on SOD activity in lever of
Misgurnus anguillicaudatus
同种花粉的不同比例处理间的差异性用不同大写字母表示 (P ＜
0. 05)，下同。

阴性对照无显著差异(P ＞ 0． 05)。饲料中添加同种

不同比例(0、1%、5%、10%和 20% ) 花粉，同组内泥

鳅肝脏 SOD 活性均无显著差异(P ＞ 0． 05)。
2. 4 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅肝脏过氧化氢酶

(CAT)活性的影响

相同含量的 HH1 花粉组泥鳅肝脏的 CAT 活性

与 MH63 组泥鳅肝脏 CAT 活性无显著差异 (P ＞
0. 05)(表 4)。饲料中添加 HH1、MH63 花粉后，均

对泥鳅肝脏的 CAT 活性具有抑制作用，其中，饲料

中添加 10%、20% HH1 花粉与 1%、5%、10%、20%
MH63 花粉，泥鳅肝脏 CAT 活性均显著低于阴性对

照组(P ＜ 0. 05)(图 2)。

表 4 HH1 与 MH63 组间泥鳅肝脏酶活性 t 检验 (n =5)

Table 4 t-test on the activity of lever enzyme in Misgurnus
anguillicaudatus between the group HH1 and MH63
花粉含量
(% )

SOD
t P

CAT
t P

GST
t P

1 1． 07 0． 32 1． 79 0． 11 0． 39 0． 71
5 2． 19 0． 06 0． 33 0． 75 0． 60 0． 56
10 1． 40 0． 20 0． 61 0． 56 0． 17 0． 86
20 1． 17 0． 28 1． 68 0． 13 1． 27 0． 24

图 2 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅肝脏 CAT 活性的影响

Fig． 2 Effects of pollen of HH1 on CAT activity in lever of
Misgurnus anguillicaudatus

图 3 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅肝脏 GST 活性的影响

Fig． 3 Effects of pollen of HH1 on GST activity in lever of
Misgurnus anguillicaudatus

2. 5 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅肝脏谷胱甘肽硫转

移酶(GST)活性的影响

如图 3 所示，在饲料中添加不同比例的 2 种水

稻花粉，HH1 组泥鳅肝脏 GST 活性与 MH63 组无显

著差异;由图 3 可以看出，饲料中添加 1% HH1 花

粉组泥 鳅 肝 脏 GST 活 性 高 于 添 加 了 5% 和 20%
HH1 花 粉 组 ( P ＜ 0. 05 )，饲 料 中 添 加 不 同 比 例

MH63 花粉，对泥鳅肝脏 GST 活性的影响趋势与

HH1 花粉完全一致，添加 1% MH63 花粉组显著高

于 5%和 20% MH63 花粉组(P ＜ 0． 05)，其他各组

间无显著差异(P ＞ 0． 05)。

3 讨 论

3. 1 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅生长性能的影响

转 Bt 抗虫水稻华恢 1 号的不同组织在不同的

生长期间能高效地表达 Cry1Ab /AC 蛋白( 王园园，

2012;Yuan et al． ，2013)，本研究也表明 HH1 水稻花

粉可以 有 效 地 表 达 Cry1Ab /AC 蛋 白。研 究 表 明，
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HH1 对鳞翅目靶标害虫的生长发育具有显著的抑

制作用(Xu et al． ，2011;李志毅等，2012)，但 HH1
水稻对非靶标生物的生存及安全性研究还处于初级

阶段(祝向钰等，2012;戚琳等，2013)。
本研究表明，饲料中添加相同比例的 HH1 花粉

和 MH63 花粉，即使饲料中花粉含量已高达 20%
时，泥鳅的生长性能参数如增重率、脏体比、肝体比

均无显著差异，说明转 Bt 抗虫水稻华恢 1 号花粉对

泥鳅的生长性能没有明显的生态影响。这与王忠华

等(2001)关于转 Bt 水稻花粉对不同龄期家蚕的生

长发育无显著影响的研究结果一致。转 Bt 水稻

TT9-3 花粉表达的 Cry1Ab /Cry1Ac 蛋白对幼龄家蚕

的存活、生长和发育也没有明显影响 (Yao et al． ，

2006)。用 KMD1、KMD2 花粉饲喂龟纹瓢虫，其蛹

和成虫重量与饲喂非转 Bt 水稻 XS11 花粉没有显著

差异(Bai et al． ，2005)。转 Bt 玉米花粉在室内生测

条件下也对茄二十八星瓢虫、小萤叶甲的存活和生

长没有明显影响( Shirai，2006)。Ｒose 等(2007) 研

究表明，转 Cry1Ab 基因玉米花粉饲喂蜜蜂 35 d 后，

对蜜蜂的存活率和体重也未见毒性作用和显著影

响，均与本文的研究结果相似。
有研究 报 道，田 间 花 粉 浓 度 为 0 ～ 200 粒·

cm －2
的概率较高(姚洪渭等，2005;Yao et al． ，2006;

Kanya et al． ，2009)，但在自然稻田环境中，水稻扬

花期 1 周左右，水稻花粉释放多集中在扬花期的前

5 d(胡凝等，2010)，因此在自然生态环境下，泥鳅暴

露于转 Bt 水稻花粉环境中的时长明显短于本实验用

花粉饲喂泥鳅的时长(本研究用花粉饲喂泥鳅 100
d)。研究结果说明，华恢 1 号水稻花粉的大田释放对

田间及周边水域泥鳅的生长无明显不利影响。
本研究也发现，泥鳅生长的不同参数对饲料中

不同含量 HH1 花粉的响应趋势略有不同。表现为

取食不同含量的 HH1 花粉饲料后，泥鳅的增重率和

花粉含量呈正比，且 10%、20% HH1 组泥鳅增重率

明显高于阴性对照，这表明和常规泥鳅饲料相比，适

量的 HH1 花 粉 可 能 会 促 进 泥 鳅 的 生 长。Shirai
(2006)研究表明，玉米叶片上不同密度转 Bt 玉米花

粉对小萤叶甲幼虫的体重没有影响。然而，张蕾等

(2011)直接将 Cry1Ab 蛋白添加到饲料中喂食淡足

侧沟茧蜂，发现其成虫体重、蛹重均显著下降;钟勇

等(2009)在饲料中混合 Bt 杀虫蛋白饲养甜菜夜蛾，

也表明随 Bt 蛋白浓度增加夜蛾幼虫的生长发育明

显受到抑制。本实验测试过程中，泥鳅脏体比的变

化趋势和增重率比较接近，一般情况下动物的脏体

比值都比较稳定，这说明 HH1 花粉量的增多并没有

影响泥鳅内脏的发育。
3. 2 转 Bt 抗虫水稻花粉对泥鳅 SOD、CAT、GST 活

性的影响

生理酶活性的变化可以表现有机体内部化学反

应的能力和有序性，SOD、CAT 是生物体内普遍存在

的具有抗氧化功能的防御性酶，SOD 通过将 O2
－·歧

化为 H2O2和 O2，以避免超氧阴离子自由基对机体

的伤害;CAT 将 H2 O2 分解为 H2 O 和 O2，阻断了

OH －
自由基的生成途径;GST 具有消除自由基和解

毒作用，促进有害物质代谢，从而保护机体免受损伤

(Kappus，1985;Ding et al． ，2010)。
在转 Bt 水稻胁迫下，非靶标动物不同机体组织

的生理酶活性做出如何响应呢? 熊燕飞等(2011)

以 20 日龄昆明雄性小白鼠为对象，研究了小鼠血

液、肝组织的保护酶(SOD、CAT、POD、GH-Px) 和解

毒酶(AChE、GST)活性在转 Bt 水稻汕优 63 稻米饲

喂下的响应趋势，结果表明，转 Bt 基因水稻对小鼠

的生理代谢活动没有明显的危害作用。Wang 等

(2013)用转 Cry1Ab 水稻饲喂雌性瑞士小鼠 90 d
后，分析了其不同脏器( 脑、肾、肝脏、脾脏和骨髓)

的 SOD、CAT、GSH、AChE 活性，明确了转 Bt 水稻对

小鼠的生理特征酶系统没有毒性作用。本研究结果

表明，泥鳅取食转 Bt 水稻花粉饲料 100 d 后，肝脏

抗氧化保护酶(SOD、CAT) 和解毒酶(GST) 活性较

非转基因对照而言，在同一花粉水平下没有显著差

异，说明 HH1 水稻花粉对泥鳅肝脏的正常代谢活动

没有产生明显的负作用。
为全面评估 HH1 水稻对泥鳅的生态风险与安

全性，本研究组将从 Bt 杀虫蛋白在泥鳅各组织内的

富集、对组织毒理学以及性腺发育的影响等多角度

多层面进一步开展相关研究。

致 谢 转基因水稻稻种华恢 1 号由华中农业大学林拥军
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