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　　摘要：以ＳＤ大鼠为试验动物模型，分别饲喂含转ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因大豆和常规大豆饲料，以转基因大豆饲料饲喂
大鼠为试验组，常规大豆饲料饲喂大鼠为对照组，择期进行精子畸变试验、显性致死试验和致畸试验。结果表明：试验

组和对照组相比精子畸变率无显著差异（Ｐ＞０．０５），二者与阳性对照组差异显著（Ｐ＜０．０５）；显性致死试验中试验组
与对照组胚胎死亡率无显著差异（Ｐ＞０．０５）；致畸试验中２组活胎同性别间的体质量、体长、尾长、前肢长度均无显著
差异，经活胎外表检查、骨骼检查、内脏检查无畸形。结果说明，喂食转ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因大豆饲料对大鼠精子畸变、
胚胎致死、胎仔畸形无不良影响，不存在生殖毒性。
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　　１９８８年世界第一例转基因大豆诞生［１］，自１９９６年美国
首次批准Ｍｏｎｓａｎｔｏ（孟山都）公司抗草甘磷转基因大豆商业
化种植１９年以来，其种植面积在全球范围内不断扩大，２０１４
年全球转基因大豆种植面积达０．９０亿ｈｍ２，占当年转基因作
物总面积１．８１５亿ｈｍ２的近５０％，更是占全球大豆种植面积
的８２％［２］。抗除草剂大豆ＧＴＳ－４０－３－２累计获得２６个国
家和欧盟２８个成员国的５２次批准，是全球获得监管机构批
准频次最多的作物，也是应用最为广泛的转基因作物之

一［３］。抗除草剂大豆ＧＴＳ－４０－３－２是在 Ｓｏｙ－ｂｅａｎＡ５４０３
大豆中导入从天然农杆菌菌系 ＣＰ４中分离出的具有抗草甘
膦功能的ＥＰＳＰＳ酶，使植株对草甘膦不敏感，能够忍受正常
剂量或更高剂量的草甘膦而不被杀死，从而获得重大效益。

目前，国内外对转基因大豆食用性安全的研究集中在其

营养成分方面［４－５］，而动物试验主要集中在日常行为、脏器系

数、组织病理学、血液学和血清化学等分析，大多数研究结果

显示转基因大豆是安全的［６－７］。Ｑｉ等以复合性状转基因大
豆（３５４２３×４０－３－２）喂养ＳＤ大鼠９０ｄ后，发现大鼠的脏
器系数、血常规和血生化等指标存在少数显著性差异，但这些

差异与转基因成分无关且变量数值在正常范围内［８］。由于

近年来关于转基因作物安全性的深入研究，转基因食品评价

的实质等同性原则受到质疑，从手性 Ｄ－氨基酸（ＤＡＡ）角度
考量，转基因食品和传统食品的安全性不实质等同［９－１０］，转

基因食品的食用安全性受到了社会和公众的广泛关注。

哺乳动物生殖过程中，精子的形成和胚胎的发育对外界

剌激极为敏感，易受化学、环境因素的影响而发生畸变，而且

这些潜在的生殖毒性对生物个体和种群的影响是长期的。当

前关于转ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因大豆致畸效应研究和报道较少。

本试验以ＳＤ大鼠为动物模型，评估喂食转 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基
因大豆对大鼠生殖过程致畸性的影响，进而探讨转ＣＰ４－ＥＰ
ＳＰＳ基因大豆的潜在生殖毒性作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物分组及处理
雄、雌各６０只３０日龄ＳＤ大鼠购自山西医科大学实验动

物中心，按性别分类组群，分笼饲喂。适应性喂食７ｄ后，各
群内随机取３０只，喂食含转基因大豆豆粕加工的饲料（ＧＭ
组），其余３０只喂食含常规大豆豆粕的饲料（ＣＫ组），按国家实
验动物饲养标准喂食，根据试验进程随机挑选大鼠进行试验。

１．２　饲料
试验用转基因大豆豆粕为孟山都远东有限公司抗农达

ＧＴＳ４０－３－２大豆加工品，对照组常规大豆豆粕为其亲本
Ｓｏｙ－ｂｅａｎＡ５４０３大豆加工品。转基因豆粕经农业部转基因
生物产品成分监督检验测试中心（太原）检测确认含 ＣＰ４－
ＥＰＳＰＳ外源基因。大鼠饲料委托山西医科大学实验动物中
心加工，２种饲料组成成分配比相同，其中豆粕成分占比
２０％，除豆粕外其余成分来源一致，饲料经检测符合 ＧＢ
１４９２４３—２０１０《实验动物配合饲料营养成分》要求。
１．３　主要试剂与器材

磷酸盐缓冲液、生理盐水、甲醇、伊红、丝裂霉素 Ｃ
（ＭＭＣ）、乙醇、氢氧化钾、茜素红、冰醋酸、甘油、水合氯醛、氢
氧化钾、鲍音（Ｂｏｕｉｎ）氏液；生物显微镜、解剖刀、剪刀、镊子、
眼科剪、眼科镊、单面刀片、注射器等。

１．４　方法
１．４．１　精子畸变试验　取７０ｄ龄体质量相近的雄性大鼠共
１５只，其中ＣＫ组１０只，平均分为２组，设为阳性对照组和正
常对照组，ＧＭ组５只设为试验组。阳性对照组大鼠腹腔注
射丝裂霉素Ｃ（ＭＭＣ）１．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）连续处理５ｄ，给药剂
量参照傅剑云等小鼠精子致畸数据结合药理实验等效剂量系

数折算法换算确定［１１］。正常对照组和试验组不做任何处理。

处理期间和处理后各组仍按试验设计分组进行饲喂。喂食
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４２ｄ后颈椎脱臼法处死大鼠，剪开腹腔，分离并摘取双侧附
睾置于生理盐水中，用剪刀剪碎，用吸管轻轻吹打悬浮液５～
６次后静置３～５ｍｉｎ，用４层擦镜纸过滤组织碎片，取滤液滴
于洁净载玻片上，均匀推片。晾干后用甲醇固定５ｍｉｎ，伊红
染色１ｈ，用水轻轻冲洗，干燥后进行镜检。在高倍镜下观察
５００个精子的形态，计算精子畸变率。精子畸变率 ＝畸变精
子数／总检测精子数×１００％。
１．４．２　显性致死试验　在ＣＫ组、ＧＭ组内选取７０ｄ龄体质
量相当的大鼠，每组选取雌性１５只，雄性５只，组内按雌雄比
３∶１交配，下午１８：００同笼，次日０８：００雌雄分笼，随即冲洗
雌鼠阴道制做涂片检查精子，以查到精子为受孕 ０ｄ，受孕
２１ｄ剖腹取出即将分娩孕鼠的子宫，辨认子宫内的活胎、死
胎、吸收胎数。

１．４．３　胚胎生长发育情况　每组随机选取显性致死试验雌
性孕鼠３只，称量胎鼠体质量，测体长、尾长、前肢长。将胎仔
按子宫内位置顺序编号。单数的胎仔放入８０％的乙醇溶液
中固定５ｄ，用１％的氢氧化钾溶液浸泡５ｄ，至肌肉透明可见

骨骼，然后用茜素红染色３ｄ至骨骼染成紫色，置于透明液中
２ｄ，做骨骼畸形检查。编号双数的胎仔放入鲍音（Ｂｏｕｉｎ）氏
液中固定１０ｄ后，取出标本用自来水洗去固定液，用单面刀
片沿口经耳做水平切面查口腔；将切下的颅顶部，沿眼球前缘

垂直作额状切面查鼻道；然后沿着眼球正中垂直作第二额状

切面，检查眼球、脑室；沿眼球后缘垂直作第三额状切面，检查

脑、脑室。之后沿胸、腹壁中线和肋下缘水平线作“十”字切

口，暴露胸腔、腹腔及盆腔内的器官，做内脏畸形检查。

２　结果与分析

试验期间，各组试验动物活动正常，生长发育良好，被毛

浓密有光泽，未见外观体征、行为活动和饮食方面异常，也未

发生死亡现象。

２．１　转ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因大豆对大鼠精子畸变的影响
试验组、对照组和阳性对照组在喂食４２ｄ后取附睾精子

进行试验，发现３组均有畸变精子，由图１可知，异常精子表
现为胖头、双头及无头等。

　　将精子镜检结果进行统计分析后发现，试验组、正常对照
组与阳性对照组精子畸变率具有极显著性差异（Ｐ＜０．０１），
说明阳性对照显著，结果成立。试验组和正常对照组相比，采

用ｔ检验Ｐ值为０．１４７（Ｐ＞０．０５），无统计学意义（表１）。

表１　转基因大豆对大鼠精子畸形的影响

处理
动物数

（只）

受检精子总数

（个）

畸变精子总数

（个）

畸变率

（％）

正常对照 ５ ２５００ ３５ １．４±０．３１ａＡ
试验组 ５ ２５００ ５０ ２±０．４５ａＡ
阳性对照 ５ ２５００ １３５ ５．４±０．５ｂＢ

　　注：同列数据后不同小写字母、大写字母分别表示处理间差异显
著（Ｐ＜０．０５）、差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２　显性致死试验
剖腹取出即将分娩母鼠的子宫，辨认子宫内的活胎、死

胎、吸收胎数。检查发现活胎胎仔完整成形，肉红色，能自然

运动，对机械刺激有运动反应；胎盘较大呈红色，发育正常。

晚死胎胎仔完整成形、灰红色、无自然运动，对机械刺激无反

应；胎盘灰红色、较小。吸收胎呈暗紫或浅色点块，不能辨认

胚胎和胎盘。对各受孕组统计分析表明：试验组和正常对照

组平均着床数（Ｐ＝０．６８８）、胚胎死亡率（Ｐ＝０．９９４）差异不
显著（表２）。
２．３　致畸试验

解剖母鼠子宫逐一详细察看，行胎仔外部检查，发现全部

胎仔外观检查正常无畸形。测量活胎体质量、体长、尾长和前

肢长度（图２），各组按胎仔性别归类，经统计学分析，２组间

表２　转基因大豆对大鼠显性致死试验的影响

处理
动物数

（只）

总着床数

（个）

平均着床数

（个）

胚胎死亡率

（％）

正常对照 １５ １９１ １２．７３±１．９０ａ ６．９３±７．４３ａ
试验组 １５ １９５ １３．００±１．６９ａ ６．９１±６．５９ａ

雄性胎仔、雌性胎仔各指标ｔ检验Ｐ值全部大于０．０５，表明两
组间同性胎仔生长发育无显著差异。

　　用放大镜检查处理好的胎仔骨骼透明标本，可见试验组、
对照组均有少数胸骨、颅骨发育不全，肋骨、椎骨、四肢骨数量

正常，各骨形态、大小未见异常。

经内脏检查，发现活胎仔口腔无腭裂、舌缺或分叉；鼻道无

扩大、单鼻道等畸形；眼球形态正常成双；无脑水肿积水，无脑室

扩大；胸腔、腹腔内心脏和呼吸、消化、泌尿、生殖等主要器官数

目、形态、位置无异常，大小匀称无异常。内脏检查无畸形。

３　讨论与结论

精子畸变试验通过观察精子形态的变化，检测受试物对

实验动物精子形成过程的影响，在可引起生殖细胞遗传性损

伤的因素作用下，动物睾丸产生的畸形精子数可大量增加，雄

性动物接触受试物后精子畸变率的改变，可反映该受试物的

生殖毒性和对生殖细胞的致突变性。试验结果发现，试验组

精子畸变率 ２％，处于大鼠的精子正常畸变范围 ０．８％ ～
３．４％［１２］，与对照组相比亦无明显差异，表明喂食含转 ＣＰ４－
ＥＰＳＰＳ基因大豆饲料不会影响实验大鼠的精子畸形率，与张
奕等对转ＧＬ融合蛋白基因大米对ＳＤ大鼠的亚慢性毒性试
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验研究的精子畸变结果［１３］一致。本试验精子畸变结果也与

芦春斌等喂食转基因大豆对小鼠精子存活率与畸形率影响的

研究结果［１４］相似。

显性致死试验通过观察大鼠胚胎死亡情况，检测受试物

诱发哺乳动物生殖细胞的染色体畸变，反映受试物对哺乳动

物生殖细胞的致突变性。试验结果显示，试验组与对照组的

平均着床数和胚胎死亡率均无显著差异，表明 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ
基因大豆未导致实验大鼠染色体结构异常或染色体数目变

化。芦春斌等研究也表明，喂食转基因大豆对大鼠早期胚胎

发育无不良影响［１５］。

致畸试验是应用实验动物鉴定外来受试物致畸性的试

验，母体在孕期如受到可通过胎盘屏障的有害物质作用，就会

影响胚胎的正常发育与器官分化，导致胚胎结构和机能的缺

陷，表现出畸胎，从而检测受试物导致胚胎结构畸形及生长迟

缓等毒性作用。参考余梦瑶等对转基因棉籽壳栽培毛木耳安

全性评价时采用在动物的器官敏感期进行染毒的检测方法对

转基因大豆进行检测［１６］。试验未发现转基因大豆对胎鼠的

形成、发育、外观、骨骼及内脏等有致畸作用。本试验结果与

张珍誉等对转Ｂｔ基因稻谷的研究结果［１７］相同。

本试验研究结果表明，喂食转 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因大豆饲
料对雄性大鼠精子畸变、孕鼠胚胎致死、胎仔畸变效应无明显

影响，说明转ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因大豆对大鼠无明显生殖毒性。
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