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短期喂食转基因大豆对雄性大鼠睾丸
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表达的影响
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摘要#探讨转基因大豆对雄性大鼠睾丸类固醇激素合成急性

调节蛋白!

N-9H'75'

Q

9<7,G,L-9H9

Q

L(G-'H

=O

H'-97<

#

3->E

"

JEP

*>

水平和蛋白水平表达的影响#为转基因大豆的安全性提

供科学依据%将
!$

只健康雄性离乳
3V

大鼠随机分成两组#

设
:6

组喂食含转
0?@P9

O

N

O

N

基因大豆饲料#

0_

组喂食含

非转基因受体大豆!

3'

=

;9G<>/@$!

"饲料#喂食试验饲料
!$

#

%$

#

B$5

后#各组随机处死
!

只大鼠#针对雄性主要生殖器官

睾丸$附睾进行脏器系数分析&运用
E4P?0E

技术检测大鼠

睾丸
3->E

基因表达量&蛋白酶联免疫反应分析大鼠睾丸

3->E

蛋白含量%喂食
!$

#

%$

#

B$5

后#解剖观察大鼠#与
0_

组相比
:6

组大鼠睾丸$附睾形态$颜色正常#大小$器官间

比例协调#大鼠睾丸系数无显著性差异#附睾系数除
!$5

处

理组!

?

#

$)$/

"差异显著外#其它各处理组间
A

检验
?

值均

大于
$)$/

#无显著性差异&

:6

组与
0_

组大鼠相比#

3->E

基

因相对表达量$蛋白含量相同处理时间组间差异不显著%短

期喂食大鼠转
0?@P9

O

N

O

N

基因大豆#雄性大鼠主要生殖器官睾

丸$附睾生长发育正常#喂食转基因大豆对大鼠睾丸中
3->E

基因表达量$

3->E

蛋白含量无明显影响%

关键词#转基因大豆&大鼠&脏器系数&
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转基因作物商品化
#B

年来种植面积不断扩大!

"$#@

年

全球
".

个国家种植
#).#/

亿
IJ

"的转基因作物!其中大豆种

植面积占转基因作物总面积的一半以上,

#

-

$自转基因生物

技术诞生以来!生物安全问题引起了国际社会的激烈争论!

转基因大豆的安全评价成为当前民众普遍关注的科学问题

和社会问题$当前转基因生物安全评价的主要依据是国际

食品法典委员会'

0>0

(制定的转基因食品安全评价指南!评

价内容集中在营养成分&毒理效应和过敏反应三个方面,

"

-

$

关于毒理学评价的研究主要是通过动物饲喂!围绕其主要器

官的生长发育进行研究!张力等,

!

-研究表明饲喂转基因高油

酸大豆对大鼠的器官发育未出现明显的有害影响!主要脏器

也未见明显病理学改变$

m7

等,

@

-采用转基因大豆与传统大

豆喂养大鼠
B$5

后!在体重&食物消耗量&体重增重以及食物

利用率上均无显著差异$

>

OO

9<S9((9H

等,

/

-以抗草甘膦大豆

!/%n@!

为材料对大鼠进行神经系统的检测!研究表明转基

"#



因大豆对大鼠神经行为学也无显著性影响$

XG-7N-G

等,

%

-又

对大豆致敏性进行了研究!发现转基因大豆和非转基因大豆

组未见显著差异$此外!芦春斌等报道了转基因大豆对小鼠

生殖系统,

C

-和雌鼠胚胎发育,

.

-无显著影响$但尚未见喂食

转基因大豆对雄性动物性激素合成影响的研究$睾酮的合

成对雄性生殖器的发育及其维持生精功能是至关重要的$

在睾酮的合成过程中!胆固醇的跨膜转运是关键步骤,

B

-

$在

此过程中!类固醇激素合成急性调节蛋白'

N-9H'75'

Q

9<7,

G,L-9H9

Q

L(G-'H

=O

H'-97<

!

3->E

(是调节这一过程的关键因

子$

MGH7-G

等,

#$

-研究发现小鼠
3->E

蛋白的缺失会引起雄

性不育!当
3-GH

基因过表达时!睾酮激素显著性上调!说明该

基因对小鼠雄性的发育起至关重要的作用$睾丸间质细胞中

3->E

蛋白的表达与否及其表达量!势必影响睾酮的合成和分

泌!继而影响动物的生殖生理活动$本研究拟通过比较饲喂

转
0?@P9

O

N

O

N

基因大豆及其亲本大豆
3'

=

;9G<>/@$!

配制饲

料对大鼠睾丸组织
3->E

基因表达的差异!进而探讨转基因大

豆对其生殖系统发育及睾丸间质细胞内分泌功能的影响!旨

在为转基因大豆对雄性大鼠生殖安全提供新的科学依据$

#

!

材料与方法

#)#

!

试验材料&仪器与试剂

#)#)#

!

试验材料

3V

大鼠+由山西医科大学实验动物中心提供*

转
0?@P9

O

N

O

N

基因大豆为孟山都
:43@$P!P"

大豆!非转

基因大豆为其亲本
3'

=

;9G<>/@$!

大豆$转基因成分经农

业部转基因生物产品成分监督检验测试中心'太原(验证检

测确认$

#)#)"

!

主要仪器和试剂
!

电子天平+

X3#"@3

型!德国赛多利斯集团*

实时荧光定量
?0E

仪+

1m/

型!美国
X7'PEG5

公司*

移液器+

$)#P"$$

#

]

系列!德国
R

O

9<5'HY

公司*

台式高速冷冻离心机+

*9'YL

Q

9"/E

型!香港力康发展有

限公司*

酶标仪+

R][.$.

型!美国伯腾仪器有限公司*

T

E4P?0E87-

+

/$

#

]

反应
g#"$

次!宝生物工程'大连(

有限公司*

34>E

酶联免疫分析试剂盒+上海酶联生物科技有限

公司*

VR?0

水+

#$$J]

!碧云天生物技术研究所*

三氯甲烷&异丙醇&无水乙醇+分析纯!天津化学试剂

三厂$

#)#)!

!

饲料配制
!

大鼠饲料委托山西医科大学实验动物中

心加工!饲料成分包括玉米'

/.)Bb

(&大豆'

"$b

(&小麦

'

#$b

(&鱼粉'

%b

(&骨粉'

"b

(&酵母'

#b

(&食盐'

#b

(&植物

油'

$)Bb

(和蛋氨酸'

$)"b

(!其中试验组饲料用转
0?@P9

O

N

O

N

基因大豆配制!对照组饲料用
3'

=

;9G<>/@$!

大豆配制!营

养成分满足1实验动物配合饲料营养成分2'

:X#@B"@)!

%

"$#$

(要求$

#)#)@

!

试验动物分组及处理
!

!$

只健康雄性离乳
3V

大鼠!

常规饲料喂食
#

周适应环境后!随机分成两组!设喂食含转

基因大豆饲料大鼠为试验组'

:6

组(!喂食含非转基因大豆

饲料大鼠为对照组'

0_

组(!按试验设计分别喂食
!$

!

%$

!

B$5

后!各组随机处死
!

只大鼠进行试验$

#)"

!

试验方法

#)")#

!

脏器系数
!

喂食
!$

!

%$

!

B$5

后颈椎脱臼法处死大

鼠!称量体重!剪开腹腔!分离摘取双侧睾丸&附睾称重'

Q

(!

依公式'脏器系数
e

脏器重量)大鼠体重(分别计算大鼠睾丸

系数和附睾系数$去除睾丸结缔组织被膜!加入一定量

O

WC)@

的
?X3

浸泡组织!用液氮迅速冷冻后移至
A.$c

冰

箱冷冻保存备用$

#)")"

!

E4P?0E

!

采用
4H7S'(

提取大鼠睾丸组织总
E*>

$

采用
E4P?0E

试剂盒'

4G_GEG

公司(按照指南进行逆转录$

3-GH

基因
?0E

扩增
3-GHP2

引物序列为
>:40>40>000>4P

:>:04::

*

3-GHPE

引物序列为
440>:0404:>4:>0>0P

0:0

$内参基因选用在大鼠各组织&细胞中表达相对恒定的

#.3E*>

基因!

#.3P2

引物序列+

:>>>0::04>00>0>400

*

#.3PE

引物序列+

>00>:>044:000400>

$

选用
"/

#

]

T

E4P?0E

体系!每个体系中加入
#

#

]

,V*>

!

#")/

#

]3FXE?H9J7[R[4G

T

4611

!上游和下游引物

各
#)$

#

]

!

E+̂ H9Y9H9<,95

=

9$)/

#

]

和水
B

#

]

$每个样本

设
@

个平行$采用
X7'PEG5

公司
1m/

实时荧光定量
?0E

仪

进行扩增$反应条件为+

B/c

预变性
#$J7<

*

B/c

变性
/N

!

%$c

退火
!$N

!

C"c

延伸
#$N

!

@$

个循环*绘制溶解曲线!

B/c#/N

!

%$c#J7<

!

B/c#/N

!

$)!c

)

N

$

相同条件下!内参
#.3

基因和
3-GH

基因在不同的管内扩

增!反应结束后!软件自动导出扩增动力学曲线!溶解曲线和

04

值!通过溶解曲线来判定
E0E

反应的特异性!根据荧光

曲线的
04

值分析计算得出定量结果$

#)")!

!

34>E

蛋白酶联免疫分析
!

取出冷冻保存的睾丸组

织!融化后仍然保持
"

!

.c

$用预冷的
?X3

冲洗去除组织

表面残留血液和杂质!剪刀剪碎组织称重!按
#

Q

组织加入

预冷的
BJ]?X3

!冰上
!$$$H

)

J7<

匀浆
#$N

!重复
!

!

/

次!

!$$$H

)

J7<

离心
"$J7<

!取上清分装'

#J]

(备用$然后按

大鼠类固醇合成急性调节蛋白'

34>E

(酶联免疫分析试剂盒

说明书操作!终止反应后
#/J7<

内上酶标仪完成检测!运用

:R*/0W3")$#

软件分析处理检测数据!统计记录检测

结果$

#)")@

!

统计分析
!

对原始数据进行标准化或归一化处理!数

据录入
M?3

表格进行方差统计分析!数据以(

UdC

表示!组

间数据比较采用
A

检验!以
?

#

$)$/

为有统计学意义$

"

!

结果与分析
")#

!

转基因大豆对大鼠睾丸&附睾脏器系数的影响

解剖观察大鼠睾丸&附睾形态&颜色正常!大小&器官间

比例协调$喂食对应饲料
!$

!

%$

!

B$5

后计算脏器系数结果

显示!试验组睾丸&附睾脏器系数略高于或低于对照组!经
A

检验发现!除
!$5

处理组附睾系数'

?

#

$)$/

(差异显著外!其

它各处理组间
?

值均大于
$)$/

!无显著性差异!见表
#

$

!#

基础研究
!

"$#%

年第
#$

期



表
#

!

转基因大豆对脏器系数的影响h

4G;(9#

!

RYY9,-N'Y:6N'

=

;9G<N'<Z7N,9HG(,'9YY7,9<-N

'YHG-

$

'e/

%

器官 组别
!$5 %$5 B$5

睾丸
:6 $)BC$d$)$/. $)%/$d$)#%/ $)C$!d$)$#"

0_ $)B!$d$)$#/ $)C$"d$)$@$ $)C%Bd$)#$%

附睾
:6 $)"$#d$)$#!

'

$)""$d$)#!@ $)!!%d$)$!/

0_ $)#.Cd$)$$! $)""/d$)$C. $)!!%d$)$"/

!

h

!'

表示试验组与对照组间差异显著'

?

#

$)$/

($

!!

脏器系数是毒性试验的常用指标!可以敏感反映受试物

对动物脏器的毒性作用!

:6

组与
0_

组相比!仅
!$5

处理

组附睾系数'

?

#

$)$/

(差异显著!其它各组间差异均不显著$

董延生等,

##

-研究表明
3V

大鼠
.

!

#"

周龄脏器系数正常值参

考范围+睾丸
$)/%%

!

#)$@!

!附睾
$)#.#

!

$)!@B

*

#"

!

"@

周龄脏

器系数正常值参考范围+睾丸
$)@"$

!

$).B@

!附睾
$)#%B

!

$)!%%

$饲喂试验饲料
!$5

后!大鼠处于
.

!

#"

周龄期间!饲

喂试验饲料
%$

!

B$5

后!大鼠处于
#"

!

"@

周龄期间!分析试

验所得脏器系数数据!所测结果全部处于正常值范围内!

!$5

处理组附睾系数差异显著可能是由动物个体差异造成

的!且转基因大豆并未造成睾丸与附睾的增生&水肿&充血或

萎缩等退行性改变$研究结果与芦春斌等,

#"

-喂食转基因大

豆对子代雄鼠睾丸脏器系数影响一致$

")"

!

转基因大豆对大鼠睾丸
3->EJE*>

水平表达的影响

用
E4P?0E

方法测定大鼠相关基因的表达量!由图
#

可

知!扩增曲线光滑平稳!基线平整没有引物二聚体产生!指数

区较明显!由于多种原因影响扩增后期曲线分散!基本呈
3

型!符合测定要求$

!!

E4P?0E

完成后根据记录数据!在相同模板下!用扩增

目的基因的
04

值减去内参基因的
04

值!得到目的基因的

相对表达量
$

04

值!即
3->E

目的基因相对于内参基因

#.3E*>

的表达量$分别计算
!$

!

%$

!

B$5

转基因饲料饲喂

大鼠'

:6

组(和非转基因饲料饲喂大鼠'

0_

组(的
3->E

目

的基因&内参基因的
04

值和
3->E

目的基因的相对表达量!

具体
$

04

值见表
"

$

!!

由表
"

可知!大鼠内参基因
#.3E*>

基因表达
04

数值

个体间有所差异!但表达量相对稳定!内参基因表达个体间

差异不显著!说明内参基因选择合理$饲喂试验饲料
!$5

后!试验大鼠进入性成熟期!不同处理时间组内大鼠
3->E

基因相对表达量有所变化!但同组内
!$5

)

%$5

&

!$5

)

B$5

&

%$5

)

B$5

基因表达
A

检验
?

值均大于
$)$/

!表明性成熟期组

内大鼠
3->E

基因表达未受时间影响!差异不显著!统计分

析结果见表
!

$

!!

通过计算得
!$

!

%$

!

B$5

饲喂转基因饲料组和非饲喂转

基因饲料组
3->E

基因相对表达量的平均值分别为
/)$!Cd

$)/BC

!

!)B%!d$)!"!

!

@)!/!d$)%@.

!

@)"Bd$)"!!

!

@)C/Cd

$)"%B

!

/)!!Cd$)/CB

$运用方差分析两组大鼠
3->E

基因相

对表达量!经
A

检验!

?

值分别为
$)#C/

!

$)//%

!

$)#./

!均大于

$)$/

!不同处理时间
:6

组与
0_

组
3->E

基因表达差异不

显著!见图
"

$表明试验大鼠
3->E

基因表达未受饲料成分

调节影响$

图
#

!

荧光定量扩增曲线

27

Q

LH9#

!

E4P?0E>J

O

(7Y7,G-7'<?('-

@#

第
!"

卷第
#$

期 史宗勇等+短期喂食转基因大豆对雄性大鼠睾丸
3->E

表达的影响
!



表
"

!

大鼠目的基因和内参基因的
04

值

4G;(9"

!

+;

\

9,-7Z9

Q

9<9G<5H9Y9H9<,9

Q

9<9'YHG-N

处理时间)
5

项目
:6

组
0_

组

目的基因
04

值
"%)## "/)B% "/).@ "%)@. "%)#/ "%)"/

!$

内参基因
04

值
"#).! "$).C "$)#$ "#).. "#)B" "")"#

$

04

值
@)". /)$B /)C@ @)%$ @)"! @)$@

目的基因
04

值
"@)B% "/)#/ "!)B# "@)C/ "@)C# "@)#@

%$

内参基因
04

值
"$)/% "#)/" "$)$/ #B)C% #B).# #B)C%

$

04

值
@)@$ !)%! !).% @)BB @)B$ @)!.

目的基因
04

值
"C)$" "%)B% "%)B% "C)/% "C)%% "C)/@

B$

内参基因
04

值
"")B/ "!)"" "#)C# "#)CC "#)B% "!)$"

$

04

值
@)$C !)C@ /)"/ /)CB /)C$ @)/"

表
!

!

组内大鼠不同处理时间
3->E

基因表达量比较

4G;(9!

!

0'J

O

GH7N'<'Y

Q

9<99[

O

H9NN7'<7<57YY9H9<-

-7J9

Q

H'L

O

N'Y3->EHG-N

组别
?

值

!$5

)

%$5 !$5

)

B$5 %$5

)

B$5

:6

组
$)$.B $)!!@ $)@.B

0_

组
$)#!C $)$CC $)"%.

图
"

!

目的基因相对表达水平

27

Q

LH9"

!

4I9H9(G-7Z99[

O

H9NN7'<(9Z9('Y-GH

Q

9-

Q

9<9

")!

!

转基因大豆对大鼠睾丸
3->E

蛋白水平表达的影响

记录酶标仪检测结果!根据标准品系列数据!运行

:R*/0W3")$#

软件!得到检测标准曲线'见图
!

(!生成

M

"

e#

的曲线方程
:

e9eFg8fH

!其中
Fe$)$$C!!

!

HeA$)$/#$%

$

!!

根据酶标仪检测结果!依试验操作换算!结果见图
@

!喂

图
!

!

3->E

检测标准曲线

27

Q

LH9!

!

3-G<5GH5,LHZ9'YR]13>-9N-Y'H3->E

图
@

!

喂食转基因大豆对大鼠睾丸
3->E

蛋白含量的影响

27

Q

LH9@

!

RYY9,-'Y:6N'

=

;9G<N'<3->E-9N-7N'YHG-

食转基因大豆
!$

!

%$

!

B$5

后!

:6

组大鼠睾丸组织中
3->E

蛋白含量分别为'

$)%B#d$)$!B

(!'

$)C"$d$)$#!

(!'

$)B.Cd

$)#!$

(

<

Q

)

Q

!与
0_

组
3->E

蛋白含量'

$)C/.d$)$".

(!

'

$)C/%d$)$"@

(!'

$)C@"d$)$B@

(

<

Q

)

Q

相比!

A

检验
?

值分别

为
$)##.

!

$)#!$

!

$)$B.

!均大于
$)$/

!表明喂食转基因大豆对

大鼠睾丸中
3->E

蛋白含量无明显影响$

!!

睾酮是雄性大鼠的主要性激素!在胚胎发育雄性化&精

子生成&雄性性行为激发与维持以及性腺的发育等生理过程

中起着重要的作用$睾酮合成在睾丸间质细胞线粒体内膜

上进行!而合成原料胆固醇存在于线粒体外!生理条件下胆

固醇从线粒体外膜向内膜的转运需要
3->E

蛋白作用于线

粒体外膜!介导并促进胆固醇的转运!转运蛋白
3->E

在胆

固醇转运中起限速作用,

#!

-

$研究表明在饲喂含转
0?@P

9

O

N

O

N

基因大豆饮料
!$

!

%$

!

B$5

后!试验组大鼠睾丸组织中

3->E

基因
JE*>

水平的表达与对照组无显著差异!

3->E

基因蛋白水平的表达对应组间差异无统计学意义!可见短期

喂食含转基因成份饲料不会影响动物的生长发育及其组织

器官的功能$

m7

等,

@

-认为复合性状转基因大豆
!/n@"!g

@$P!P"

与非转基因大豆具有同样的安全性$刘莎莎等,

#@

-也

未发现大豆转基因成分对肉鸡生化指标&器官发育&代谢残

留有不良影响!且刘斌等,

#/

-也报道转基因豆粕对崂山奶山

羊生长性能和肌肉品质无显著影响$但这类研究有其局限

性!如
EGYYG9((G

等,

#%

-研究发现喂食抗草甘膦大豆的母羊所

产的小羊
&

P

谷氨酰胺转移酶的水平较高!影响了其肝脏和肾

脏的细胞代谢$

/#

基础研究
!

"$#%

年第
#$

期



!

!

结论
试验研究了短期喂食转

0?@P9

O

N

O

N

基因大豆对雄性大

鼠睾丸
3->E

表达的影响!结果表明!喂食转基因大豆未造

成雄性大鼠主要生殖器官病理改变!睾丸&附睾生长发育正

常*试验变量对大鼠睾丸间质细胞雄性激素合成过程固醇类

原料转运蛋白表达没有明显影响$表明短期饲喂转
0?@P

9

O

N

O

N

基因大豆对试验大鼠无毒害作用!但随着对转基因喂

食动物的深入研究'检测更多的相关分子(!或更长久地'以

年为单位(喂食动物转基因饲料是否会影响动物的生长发育

及其组织器官的功能还有待深入研究$本课题组正在对大

鼠雄性激素合成调控的其它关键基因表达进行研究!以进一

步探讨转基因大豆的食用安全性$
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年国际食品安全大会!大会将设置培训班与大会!会

议主要议题将关注加工食品发展&各国在食品安全监管方面

的差异以及食源性疾病与微生物检测新技术等领域的最新

动态$正如国际食品科技联盟秘书长
KL57-I699,I

女士表

示!国际食品科技联盟与中国食品科技学会多年来保持了密

切的沟通与合作!每年一度在北京举行的国际食品安全大会

已形成品牌!在国际舞台具有重要影响力$中国食品科学技

术学会副理事长饶平凡教授代表
01234

代表团对国际食品

科技联盟的欢迎表示感谢!他表示!相信未来会有更多"中国

声音#和"中国力量#在国际舞台传出和展示$

%

!

学习借鉴!

01234

代表团参访
_9HH

=

研发
中心及牧场

!!

会议期间!在欧洲食品安全局前主席&第十六届世界食

品科技大会学术委员会主席
?G-H7,8MG((

教授的精心组织

下!代表团成员有幸参观了位于都柏林附近的
_9HH

=

研发中

心及牧场!实地考察了爱尔兰食品企业以及乳品产业链前端

的发展情况$

_9HH

=

公司成立于
#BC"

年!是一家全球范围内

的知名食品配料生产企业!总部设在爱尔兰都柏林的西南地

区!年销售额约
%#

亿欧元!近年来一直致力于为食品企业提

供更为健康&美味的食品配料$本次代表团参观的是
_9HH

=

公司新成立的研发中心!在工作人员的详细讲解下!代表团

认真了解
_9HH

=

研发中心在食品新技术开发&新型食品配料

研究以及健康食品研发方案设计等方面的主要研究工作!体

会到这一现代化的研发中心所拥有的世界领先水平值得中

国食品产业界的借鉴与学习$

随后!代表团一行来到了都柏林大学在都柏林北郊的牧

场!参观了奶牛饲养以及挤奶的全过程!全方位地考察了爱

尔兰乳业的产业链前端如何保证安全的一系列方法和措施$

在为期一周的时间里!
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代表团参加了各类学术论

坛&听取了精彩报告!并同国际食品科技联盟等国际组织进

行了卓有成效的沟通与交流!并实地考察了爱尔兰当地食品

企业的发展情况$此次访问不仅深化了中国食品科学技术

学会与国际食品相关组织的交流与合作!还在一定程度上加

大了中国食品界的国际话语权!诸多"中国声音#与"中国面

孔#在世界舞台的出现!让世界人民不禁感慨中国食品科技

界的成长与成功$让我们共同期待
"$#.

年在印度孟买举行

的第十九届世界食品科技大会3

!中国食品科学技术学会秘书处
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期 史宗勇等+短期喂食转基因大豆对雄性大鼠睾丸
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表达的影响
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