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(!5)#AẐQIKcH@+QSRQcH<% *HcN]R_bcI<% ) V̂GQ̂Hc [% XaHJPASX

XWWXQabRWJR_XKeIZRKGXKaHJQHUGINGXMYRbNZXRK ]RKXUXKbIaV

(*)P(KeIZRKGXKaHJ-XbXHZQS%!454%554#6$ &!>:@!"6P

(!!)#%RZILNQSI%%+LNGH(%)HbHcI)%XaHJP(KeIZRKGXKaHJXMYRbNZXaR

QHUGINGHaHJXeXJIKbNWWIQIXKaaRIKUNQXZXKHJaN]NJHZUVbWNKQaIRK

URXbKRaHWWXQa]RKXUXKbIaVHGRKLWXGHJX*HYHKXbXWHZGXZb(*)P

(KeIZRKGXKaHJ-XbXHZQS%!447%"F#5$ & >6@"!P

(!6)#[HJJIK (%-VJHKUXZ/%*RKbbbRK ;R.3%XaHJP(MYRbNZXaR$;@

576 HKU Y%Yn@11(HKU ]RKXGIKXZHJUXKbIaVHKU ]RKXGXaH]RJIbG

GHZcXZbIK GIUUJX@HLXU HKU XJUXZJVGXK HKU _RGXK ( *)P

+baXRYRZRb&Ka%!447%5:#5!$ &!4>7@!4"8P

论著
转 ;a基因大米暴露对亲代雌性大鼠免疫系统影响的研究
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摘#要!目的#研究转 ;a基因大米#AA75$对亲代雌性大鼠免疫系统的影响% 方法#试验分为转 ;a基因大米组
#AA75 组$"亲本明恢 :6 大米组#明恢 :6 组$和市售大米组!各组大米按 :4g的比例掺入饲料进行全食物喂养%

[IbaHZ雌"雄大鼠喂养 54 周后进行交配繁殖!对亲代雌性大鼠于断乳后进行免疫毒性评价% 指标包括血常规"全血

淋巴细胞分型"脾细胞的 ’‘活性检测"刀豆蛋白 .诱导淋巴细胞转化试验"抗体生成细胞检测以及淋巴结的淋巴

细胞分型% 结果#脾淋巴细胞分型中!AA75 组的 AS 细胞"A细胞比例与市售大米组比较差异有统计学意义#6j

4945$!明恢 :6 组的 ;细胞"A细胞比例与市售大米组比较差异有统计学意义#6j4945$&颈部淋巴结淋巴细胞分

型中!AA75 组的 AS 细胞比例与市售大米组比较差异有统计学意义#6j4945$&各组其他功能性试验结果之间差异

无统计学意义% 结论#转 ;a基因大米#AA75$对亲代雌性大鼠免疫系统功能未见不良影响%
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##我国转基因水稻的研发工作已取得了一定进
展%开展了抗病’抗逆’优质’高产等性状的转基因
育种研究%获得了一大批转基因品系, 但目前公众
对转基因水稻的安全性仍存在一定的疑虑%尤其以
我国为代表的以大米为主要粮食的国家对其安全
性更为重视%因此需要对转基因水稻开展更全面的
安全性研究,

本研究主要针对我国拥有自主产权的转 ;a基
因水稻#AA75$进行相关免疫毒性评价, 由于免疫
系统组成和功能的高度复杂性%以及免疫毒物作用
的靶细胞和靶分子的多样性%至今没有形成国际上
较为统一的免疫毒性评价方法, 多数免疫毒理学
家认为%没有一种实验方法能完全检测大多数免疫
毒性化合物所引起的免疫功能的改变 (5) , 因此%本
研究采用全身免疫’肠道黏膜免疫等检测手段%观
察 AA75 大米亲代雌鼠暴露对其免疫系统可能产生
的影响%为 AA75 大米的安全性评价提供一些可供
参考的实验数据,

5#材料与方法
595#材料
59595#受试物

转 ;a基因大米#AA75$’亲本大米#明恢 :6$由
华中农业大学提供%市售大米由超市购得, 6 种大
米的营养成分检测已经完成%由北京市营养源研究
所出具报告%主要营养成分数据见表 5, 将 6 种大
米分别按 :4g比例掺入饲料 (!) %维持饲料和繁殖饲
料分别按照 .&’@"6<和 .&’@"63标准配制%由北京
华阜康生物科技股份有限公司进行加工,

表 5#6 种大米营养成分表#Lh544 L$
AH]JX5#.KHJVbIbRWKNaZIXKaQRGYRKXKabRWaSXaSZXX

cIKUbRWZIQX
成分 AA75 大米 明恢 :6 大米 市售大米
水分 549"4 559>4 569>4

蛋白 F9>: >94: :9FF

粗脂肪 5954 5944 5954

粗纤维 !9:F 79!> 497"

粗灰分 498" 498F 4966

5959!#实验动物
清洁级[IbaHZ大鼠%雌性 "4 只%体重 5!7 =567 L%

雄性 87 只%体重 564 =584 L(购自北京维通利华实
验动物技术有限公司%许可证号&)$B‘#京$!44F D
4445)"饲养于中国医学科学院医学实验动物研究
所动物房(许可证号&)2B‘#京$!454 D44!")%室温
!4 =!: k%湿度 74g=:7g,
59596#主要仪器和试剂

<(‘@:>56‘全自动血球计数仪 #日本光电$’
0.$)$HJI]NZ流式细胞仪#美国 ;1$’1XKJXV1ZHLRK
酶标仪,

5:84 完全培养基%$XJJ)aIGNJHaIRK $RQcaHIJ#美
国 X;IRbQIXKQX$%多聚甲醛固定液#北京科悦达生物
科技有限公司$%<A) 细胞增殖检测试剂盒’非放射
性细胞毒性检测试剂盒#均购自美国 ?ZRGXLH$%刀
豆蛋白 .#$RK.$ #美国 )ILGH$%无菌脱纤维绵羊血
#北京兰伯瑞生物技术有限公司$%红细胞裂解液’
Ah;h’‘流式检测抗体’$18h$1>h$16 流式检测抗
体’F4 !G细胞筛#均购自美国 ;1$,
59!#方法
59!95#动物分组及处理

"4 只 [IbaHZ雌性大鼠’87 只 [IbaHZ雄性大鼠适
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应性饲养 F U 后%随机分为 6 组&转 ;a基因大米组
#AA75 组$’亲本大米组 #明恢 :6 组$和市售大米
组%每组 64 只雌鼠’57 只雄鼠, 分别给予掺入 AA75

大米’明恢 :6 大米和市售大米的普通饲料%自由饮
水和摄食, 每周称量体重’剩食%计算饲料利用率,
持续喂养 54 周后%将同组雄鼠和雌鼠进行交配%以
发现阴栓为妊娠第 4 天, 仔鼠出生后第 8 天%进行
窝标准化%随机剔除多余仔鼠%使每窝仔鼠数目均
为 > 只%雌雄各半, 交配期间’妊娠期及哺乳期对各
组母鼠继续给予掺入相应受试大米的繁殖饲料%每
天观察母鼠状况并每周称量母鼠体重,

仔鼠 !5 U 断乳后%对亲代母鼠进行免疫毒理
指标检测, 每组随机选出 : 只母鼠%于剖杀前 7 U

腹腔注射 ! l54"个绵羊红细胞#-);$$ %处死后进
行抗体生成细胞检测试验 #?0$$ "另每组再随机
选出 : 只母鼠%于剖杀前 5 U 尾静脉取血进行血常
规检测%剖杀后进行全血淋巴细胞分型’脾淋巴细
胞分型’潘氏结淋巴细胞分型’腹股沟和颈部淋巴
细胞分型以及 ’‘细胞活性测定和 $RK.诱导淋巴
细胞转化试验, 其余亲代母鼠和断乳后仔鼠用于
其他研究,
59!9!#指标测定
59!9!95#血液学指标测定

利用全自动血球计数仪测定红细胞计数’白细
胞计数’淋巴细胞计数等"利用流式细胞仪测定全
血淋巴细胞分型,
59!9!9!#$RK.诱导淋巴细胞转化试验

无菌取脾%经 F4 !G细胞筛过滤%用红细胞裂
解液裂解 7 GIK%644 lL离心 7 GIK%用无菌 ?;) 洗
6 遍%悬浮于 ! GJ完全培养液中 (6 D8) %得到无菌脾细
胞悬液, 调整脾细胞浓度为 5 l54: 个hGJ%将细胞
悬液分两孔加入 ": 孔培养板中%每孔 "4 !J%一孔加
54 !J74 !LhGJ$RK.%另一孔加 54 !J完全培养基做
对照%另设不加细胞的空白对照, 将 ": 孔板置于
7g $+! 孵箱 6F k培养 F! S%培养结束前 8 S 每孔加
入 !4 !J<A)%继续培养 8 S 后%用酶标仪在 8"4 KG处
测定吸光度,
59!9!96#’‘细胞活性检测

按照 59!9!9! 方法获得无菌脾细胞悬液%调整
细胞浓度为 7 l54: 个hGJ%试验前 5 U 将靶细胞
#2.$@5$进行传代培养%应用前用 5:84 完全培养基
调整细胞浓度为 547 个hGJ, ": 孔培养板中%试验
孔每孔加靶细胞和效应细胞各 74 !J"靶细胞自然释
放孔%加靶细胞和培养液各 74 !J"靶细胞最大释放
孔%加靶细胞和培养液各 74 !J%培养结束前87 GIK
加入 54 !J裂解液"最大释放体积校正孔%加 544 !J

培养液%培养结束前 87 GIK 加入 54 !J裂解液"空白
对照孔%加 544 !J培养液, 将 ": 孔板置于 7g $+!
孵箱 6F k培养 8 S, 培养结束后%将 ": 孔板 !74 lL
离心 8 GIK%每孔吸取上清 774 !J置于另一板中%加
基质液 74 !J%室温避光反应 64 GIK 后加入 74 !J终
止液%用酶标仪在 8"4 KG处测定吸光度,
59!9!98#脾’淋巴结的淋巴细胞分型

按照 59!9!9! 方法获得无菌脾细胞悬液, 解
剖取下颈部淋巴结放入平皿中%用无菌注射器将
颈部淋巴结划破%过 F4 !G细胞筛%滤液用无菌
?;) 洗两遍后重悬在 5:84 完全培养基中"腹股沟
淋巴结解剖取下后处理方法同颈部淋巴结处理方
法%最终获得淋巴细胞悬液, 经 $18h$1>h$16 和
Ah;h’‘抗体染色后%采用流式细胞仪检测淋巴细
胞分型,
59!9!97#抗体生成细胞检测试验#?0$$

无菌脱纤维绵羊血 774 lL离心 54 GIK%用无菌
?;) 最多洗 6 次%之后用 ?;) 调整细胞浓度为 7 l
54" 个hGJ%剖杀前 7 U 腹腔注射 498 GJ, 按照
59!9!9! 方法获得无菌脾细胞悬液%调整细胞浓度
为 7 l54: 个hGJ, 另配制琼脂培养基#744 GJ琼脂
溶于544 GJ水中$’浓度为 ! l54"个hGJ的 )-;$,

之后在 8F k水浴条件下%在小试管中逐一加入
544 !J脾细胞’!7 !J)-;$’674 !J琼脂液’!7 !J豚
鼠补体%共 744 !J液体迅速倾倒在 64 GG小平皿
内%盖上盖玻片%6F k孵育 6 S 后%用肉眼或放大镜
观察溶血空斑的数量 (7) ,
59!9!9:#潘氏结淋巴细胞分型及 A’0@"表达检测
#肠道黏膜免疫试验$

解剖取小肠%清除内容物%逐一取下潘氏结放
入平皿中, 按照 59!9!98 方法获得肠道潘氏结淋巴
细胞悬液, 将淋巴细胞重悬于 ! GJ5:84 完全培养
基中%分为两份%各 5 GJ, 其中 5 GJ经 $18h$1>h
$16 和 Ah;h’‘抗体染色后%采用流式细胞仪检测
淋巴细胞分型"另外 5 GJ放入 !8 孔细胞培养板中%

加入培养刺激剂#$XJJ)aIGNJHaIRK $RQcaHIJ$后%置于
7g $+! 孵箱6F k培养 8 S, 培养结束后%将孔中的
液体吸出% !74 lL离心 8 GIK%弃去上清%加入
497 GJ阻断剂#多聚甲醛固定液$%再经 A’0@"抗体
染色后%采用流式细胞仪检测其表达情况,
596#统计学分析

各项指标均采用 "1m2表示, 运用 )?)) 5597 软
件进行统计分析%进行单因素方差分析#.’+C.$%
组间比较采用 =).法% 以 6j4947 为 差 异有
统计学意义,



转 ;a基因大米暴露对亲代雌性大鼠免疫系统影响的研究!!!冯永全%等 !645## !

!#结果
!95#亲代雌鼠一般状况

各组亲代雌鼠的体重随试验时间的延长而增
加%且各组之间比较差异无统计学意义, 另各组亲
代雌鼠的食物利用率比较差异也无统计学意义,
!9!#血液学指标检测结果

各组雌鼠的血常规指标’全血淋巴细胞分型比较
差异均无统计学意义%全血淋巴细胞分型结果见表 !,

表 !#亲代雌鼠全血淋巴细胞分型#"1m2%# i:%g$

AH]JX!#?XZQXKaHLXRWJVGYSRQVaXbN]bXabIK ]JRRU RW

YHZXKaHJLXKXZHaIRK WXGHJXZHa
分组 AS 细胞 AQ细胞 ;细胞 A细胞 ’‘细胞

市售大米组 6:9> m69: 559F m697 5>9F m79> 8:9> m69F 79> m894

明恢 :6 组 6697 m>98 5698 m!98 589! m898 879" m>9" 559! m79F
AA75 组 6F96 m5497 5!96 m69" 5>97 m89F 8>9" m"9" "9> mF9!

!96#脾’腹股沟淋巴结和颈部淋巴结的淋巴细胞分
型结果

雌鼠脾淋巴细胞分型结果#见表 6$显示%AA75
组的 A细胞’AS 细胞比例明显高于市售大米组%差
异均有统计学意义 #6j4945$"明恢 :6 组的 ;细
胞’A细胞比例与市售大米组比较差异均有统计学
意义#6j4945$%其 ;细胞比例低于市售大米组%而
A细胞比例高于市售大米组, 由颈部淋巴结淋巴细
胞分型结果#见表 8$可知%AA75 组的 AS 细胞比例
明显高于市售大米组%差异有统计学意义 #6j
4945$, 腹股沟淋巴结淋巴细胞分型结果#见表 7$
显示%各组之间差异无统计学意义,
!98#潘氏结淋巴细胞分型和 A’0@"表达检测结果

由表 : 可知%潘氏结淋巴细胞分型’潘氏结 A’0@
"的表达在 6 组之间比较差异均无统计学意义,

表 6#亲代雌鼠脾淋巴细胞分型#"1m2%# i:%g$

AH]JX6#?XZQXKaHLXRWJVGYSRQVaXbN]bXabIK bYJXXK RWYHZXKaHJLXKXZHaIRK WXGHJXZHa
分组 AS 细胞 AQ细胞 ;细胞 A细胞 ’‘细胞

市售大米组 5>9"8 m5977 >9:! m5984 8!95: m798! !69:" m598" 5795F m89:>

明恢 :6 组 !7985 m:958 5!9F6 m698: 6694F m6976# 6:9"8 m>946# 5F9!8 m79:7

AA75 组 !:97! m795F# "976 m595F 6"965 m89"5 67947 m:988# 5!9>: m!9"5

注&#表示与对照组比较%6j4945,

表 8#亲代雌鼠颈部淋巴结淋巴细胞分型#"1m2%# i:%g$

AH]JX8#?XZQXKaHLXRWJVGYSRQVaXbN]bXabIK QXZeIQHJJVGYS KRUXRWYHZXKaHJLXKXZHaIRK WXGHJXZHa
分组 AS 细胞 AQ细胞 ;细胞 A细胞 ’‘细胞

市售大米组 8!9:" m79F4 559F> m69>8 6>9!4 m69:7 749>: m89F: 597: m4966

明恢 :6 组 759"" m798: F9:6 m896> 669!> m!9"" 769>F m895: 59F> m49:8

AA75 组 7>9F6 m:96:# 8967 m49>! 6898F m79FF 789:4 m:9!" 59:" m498"

注&#表示与对照组比较%6j4945,

表 7#亲代雌鼠腹股沟淋巴结淋巴细胞分型#"1m2%# i:%g$

AH]JX7#?XZQXKaHLXRWJVGYSRQVaXbN]bXabIK JVGYSRLJHKUNJHXIKLNIKHJXbRWYHZXKaHJLXKXZHaIRK WXGHJXZHa
分组 AS 细胞 AQ细胞 ;细胞 A细胞 ’‘细胞

市售大米组 F5978 mF9!" >96> m!9": !!96" m69"6 :"9FF m8966 5946 m49!:

明恢 :6 组 :>98F m89!> >9>4 m59>" !6944 m89>> :!9:: mF97> 5986 m49!!
AA75 组 :"948 m79>5 >9:: m69F4 !49": m697: :F9>! m697F 59!7 m498:

表 :#亲代雌鼠潘氏结淋巴细胞分型及 A’0@"表达#"1m2%# i:%g$

AH]JX:#?XZQXKaHLXRWJVGYSRQVaXbN]bXabHKU XMYZXbbIRK RWA’0@"IK ?XVXZ/bYHaQS RWYHZXKaHJLXKXZHaIRK WXGHJXZHa
分组 AS 细胞 AQ细胞 ;细胞 A细胞 ’‘细胞 A’0@"

市售大米组 64948 m694" !945 m49"8 8:9>7 m89:: 649>" m!9"F !947 m5955 496> m49!4

明恢 :6 组 64975 m89"F 69!F m49"4 8!9!7 m69>" 6!9"! m89F4 !9"5 m5947 4978 m4965

AA75 组 679"" mF96" !9F7 m49"! 8!9!! m:9!: 6:956 m7987 !966 m5957 4968 m4956

!97#各免疫器官脏器指数
由表 F 可知%各组脏器系数比较差异无统计学

意义,
!9:#免疫功能学试验结果

抗体生成细胞检测试验’’‘细胞活性检测和
$RK.诱导淋巴细胞转化试验的结果均表明各组之
间比较差异无统计学意义#见表 >$,

表 F#亲代雌鼠脏器系数#"1m2%# i:$

AH]JXF#+ZLHK QRXWWIQIXKabRWYHZXKaHJLXKXZHaIRK WXGHJXZHa

分组 脾指数 胸腺指数 肝脏指数

市售大米组 49!> m4947F 495! m494!7 !9>8 m49!F

明恢 :6 组 49!> m494F5 4956 m494!F 694F m497!

AA75 组 49!: m4948" 4956 m49467 !9"6 m496"
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表 >#亲代雌鼠免疫功能学相关试验结果#"1m2%# i:$

AH]JX>#&GGNKRJRLIQWNKQaIRK baNUVRWYHZXKaHJ
LXKXZHaIRK WXGHJXZHa

分组
?0$h#个h54: 脾

细胞$
’‘细胞活
性测定hg

$RK.诱导
转化实h+1

市售大米组 5:! m!:9>" 8!96 m495: 598" m49!F

明恢 :6 组 57F m569>8 6"9" m49!4 59F5 m49!8
AA75 组 58: m!:96! 889" m496F 5975 m494>

6#讨论
目前%国内外对转基因大米的安全性评价主要

以亚慢性动物喂养试验为主%检测指标主要包括临
床观察’血液生化指标检测和毒性病理学检验等,
虽然已有的国内外相关报道 (: D>)并未提示转基因大
米的免疫毒性作用%但由于机体免疫功能的改变往
往发生在器质性改变之前%因此免疫毒理学评价对
于转基因作物的安全性来说仍具有重要意义,

由于本研究中所采用的转 ;a基因大米#AA75$
是将 ;a基因转入明恢 :6 大米基因组中得到的转基
因品种%为了更充分说明转 ;a基因大米对免疫系统
的影响%分别设立市售大米对照和亲本明恢 :6 大米
对照两个对照组%通过对两组大米同时进行免疫学
评价可以一定程度排除由于品种差异而产生的对
试验结果可靠性的质疑, 另外%本研究按 :4g的比
例在大鼠饲料中分别掺入转 ;a基因大米’明恢 :6
大米及市售大米%并按照 .&’@"6 的标准进行饲料配
制%以此保证大鼠在生殖期间对营养和能量的需
求, 研究结果表明%各组亲代雌性大鼠试验期间生
长状况良好%未出现不良症状%体重增长和食物利
用率等指标未见有意义的变化,

对于转基因作物的免疫毒性评价的方法%国际
上还未形成明确的实验指南%尚无能 544g检测大
多数免疫毒性化合物引起的免疫功能改变的方法%
目前普遍认为 A细胞依赖的抗体反应 #A@QXJJ@
UXYXKUXKaHKaI]RUVZXbYRKbX%A1.-$和 ’‘细胞活性
的测定在预测化学物的免疫毒性上相对而言更有
价值 (") %所以本研究在免疫功能学试验方面也选择
了抗体生成细胞检测#?0$$和 ’‘细胞活性检测试
验, ;a蛋白的杀虫机制是与鳞翅目昆虫肠道的特
异性受体结合%引起细胞膜穿孔%破坏细胞渗透平
衡%最终导致昆虫停止取食而死亡, 由于人体肠道
没有这一特异性受体%因此普遍认为 ;a蛋白对人体
肠道没有不良影响 (54) , 但是%目前对于 ;a蛋白能
否通过肠道黏膜免疫毒性作用引起肠道损伤%进而
透过粘膜进入循环的质疑仍引起很多研究者的关
注 (55) , 潘氏结是肠道黏膜免疫的重要组成部分%其
中 A’;淋巴细胞的比例及亚群等可以反映肠道黏
膜免疫的局部免疫状态, A’0@"由单核巨噬细胞产

生%对免疫系统有强有力的作用%可促进机体免疫
炎症反应, 因此%潘氏结 A’0@"表达水平在一定程
度上可以反映肠道炎症状态 (5!) , 本研究中增加了
对肠道黏膜免疫指标肠道潘氏结淋巴细胞分型的
分析%从而为进一步的研究提供参考,

研究结果表明%AA75 组’明恢 :6 组和市售大米组
之间%全身免疫毒性指标和潘氏结淋巴细胞分型结果
比较差异均无统计学意义%而脾淋巴细胞分型以及颈
部淋巴细胞分型结果中仅有个别指标存在差异%且相
关联免疫指标未见异常%因此不认为与受试物有关,

综上所述%亲代雌鼠妊娠前 54 周及妊娠’哺乳期
转 ;a基因大米暴露未见其免疫系统功能产生影响,
当然%仅转 ;a基因大米对亲代免疫系统的影响研究
无法全面评价其可能的免疫毒性等非预期效应%因此
本研究组将通过更加深入和长期的试验%进一步深入
探讨转 ;a基因大米对子代或多代免疫系统的影响%
以期获得更加完整和可信的毒理学基础数据,
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