
　　　

速 ,可同时检测大量样品。该方法拟申报国家标准

检测方法。

本研究成功地制备出针对黄曲霉毒素 (B + G)

具有高亲合力、高特异性的单克隆抗体 ,建立了检测

食品中总黄曲霉毒素的间接竞争 ELISA 检测方法 ,

为开展全国性总黄曲霉毒素污染调查提供了技术

支持。
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论著

Cry1Ie 基因大肠杆菌表达蛋白对小鼠血液生化和肠道菌群的影响

张小霞1 　杨宝兰1 　严卫星1 　刘允军2 　王国英2 　徐海滨1

(11 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 , 北京 　100021 ; 21 中国农业大学生物学院 , 北京 　100094)

摘 　要 :为检测大肠杆菌表达的 Cry1Ie 蛋白为模式蛋白对小鼠血液生化和肠道菌群的影响 ,提供 Cry1Ie 基因的食

用安全依据。将 72 只 ICR 小鼠分为 Cry1Ie 基因表达蛋白组 (以 833μgΠkg BW d - 1剂量喂饲小鼠 30 d) 、小牛血清白

蛋白对照组和空载体大肠杆菌菌液对照组 ,观察小鼠体重、测定血液生化指标 (谷丙转氨酶、谷草转氨酶、总蛋白、血

清白蛋白、尿素氮、肌苷、甘油三酯、胆固醇、血糖)和肠道菌群数量 (肠杆菌、肠球菌、双歧杆菌、乳酸杆菌) 。Cry1Ie 基

因表达蛋白组与大肠杆菌菌液对照组、小牛血清白蛋白对照组比较 ,小鼠体重、血液生化指标和肠道菌群各指标的影

响均未发现差异有显著性。实验结果显示在本实验条件下 , Cry1Ie 基因表达蛋白未对动物健康产生影响。

关键词 :蛋白质类 ;大肠杆菌 ;血液化学分析 ;小鼠

Effects of Cry1Ie Protein Expressed in E coli . on Biochemical Indicators and Flora

of Intestinal Tract in Mice

ZHANG Xiao2xia , YANG Bao2lan , YAN Wei2xing , LIU Yun2jun , WANG Gou2ying , XU Hai2bin

(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100021 , China)

Abstract : Cry1Ie expressed protein is used as a model protein to examine its effects on biochemical indicators and flora of intesti2
nal tract in mice. 72 ICR mice were randomly divided into one experimental group and two control groups. The experimental group

was treated with 833μgΠkg·BW·d - 1
Cry1Ie expressed protein. The two control groups were treated with solution of bovine serum

albumin and culture solution of E coli . with control plasmid without Cry1Ie , respectively. After 30 days , body weight , biochemi2
cal indicators (AST、ALT、TP、ALB、BUN、CRE、TRIG、CHOL、GLU) and numbers of flora of intestinal tract (enteric ba2
cilli , enterococci , Bacillus bifidus , lactobacilli) were examined. There were no significant differences between experimental

group and control groups in body weight , biochemical indicators and numbers of flora of intestinal tract. In the present study , the

Cry1Ie expressed protein had no toxicity to experimental animals. These results offer basic information for safety evaluation of new

transgenic Cry1Ie expressed food , and establish foundation for food safety assessment of exogenous proteins derived from modern

biological technique.

Key word : Proteins ; Escherichia coil ; Blood Chemical Analysis ; mice
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　　随着转基因作物商品化的发展 ,如何评价转基

因食品的食用安全性成为国际学术界的热点和难点

问题。Bt 杀虫蛋白基因来源于苏云金杆菌 (即 Bt 杆

菌) ,是天然存在于土壤中的革兰阳性菌[1 ]
,在其芽

孢形成过程中产生许多以结晶方式存在的蛋白质 ,

这些蛋白质具有杀虫活性 ,Bt 杀虫蛋白按氨基酸序

列的同源性可分为 45 大类 313 种。Cry1Ie 基因属

于 Bt 杀虫蛋白家族 ,是我国科学家首次分离克隆出

来的一种新的 Cry1 基因。

由经合组织提出的评价转基因食物的实质等同

性原则获得了大多数国家和国际组织的认同。实质

等同性侧重的是转基因食品与传统食品差异的比

较 ,转入基因的蛋白表达产物的安全性评价是目前

食品安全性评价的一个重要方面 ,由于蛋白质获得

困难 ,直接用转基因植物分离的蛋白进行动物实验

不现实。大肠杆菌表达系统是基因表达技术中发展

最早、目前应用最广泛的经典表达系统[2 ]
,此系统具

有成本低、表达量高、表达产物容易纯化、稳定性好、

抗污染能力强以及适用范围广等优点 ,本研究利用

这一系统生产、纯化 Cry1Ie 基因表达蛋白进行小鼠

喂养实验 ,初步了解 Cry1Ie 基因表达蛋白对动物生

长、血生化和肠道菌群的影响 ,为转 Cry1Ie 基因玉

米的食用安全性提供依据。

1 　材料与方法

111 　材料 　Cry1Ie 蛋白在中国农业大学农业与生

物国家重点实验室制备 ,纯度达 90 %以上 ,所用大

肠杆菌菌株 BL21、小牛血清白蛋白 (BSA) 及常用化

学试剂均购自道普公司。

112 　剂量设计 　根据我国膳食调查 ,国人均为

100 gΠd 玉米 ,按玉米中蛋白质的含量 10 %
[3 ] 、Cry1Ie

基因表达蛋白占转基因玉米总蛋白的 5 ×10
- 5 ～

10 - 6μg Πkg计算[4 ] , Cry1Ie 基因表达蛋白大约总摄入

量为50μgΠd ,以成人平均体重 60 kg 计算 , Cry1Ie 基

因表达蛋白的摄入量为833 ngΠkg BW d
- 1 。安全系

数以 1 000计 , Cry1Ie 基因表达蛋白设计剂量为

833μgΠkg BW d
- 1

,用蒸馏水配制所需浓度 ,BSA 配

制浓度同 Cry1Ie 基因表达蛋白组 ,空载体大肠杆菌

菌液用培养基原液。

113 　实验分组和方法 　72 只清洁级 ICR 小鼠 (购

自北京维通利华实验动物技术有限公司) ,雌、雄各

半 ,体重 16～18 g ,适应 3 d ,随机分为 Cry1Ie 基因表

达蛋白组、BSA 对照组和空载体大肠杆菌菌液对照

组 ,每组 12 只。以833μgΠkg BW d - 1 剂量受试物给

Cry1Ie 基因表达蛋白和 (BSA)对照组小鼠灌胃 30 d ,

小鼠灌胃量20 mlΠkg BW ,于实验开始 0 d 和实验结

束第 30 天无菌取小鼠粪便 ,检测肠道菌群相关指

标。动物自由饮食 ,观察动物生长情况 ,每周记录小

鼠的体重 ,实验结束 ,离心收集血清 ,测定生化指标。

114 　实验指标

11411 　一般状况观察 　体重、活动状况。

11412 　生化指标 　谷丙转氨酶 (AST) 、谷草转氨酶

(ALT) 、总蛋白 ( TP) 、血清白蛋白 (ALB) 、尿素氮

(BUN) 、肌苷 ( CRE) 、甘油三酯 ( TRIG) 、胆固醇

(CHOL) 、血糖 ( GLU) 。

11413 　肠道菌群测定 　肠杆菌、肠球菌、双歧杆菌、

乳酸杆菌。

115 　实验数据统计 　采用 SPSS 软件进行统计分

析 ,若各组方差齐 ,采用单因素方差分析法 (Oneway

- ANOVA) ,以α= 0105 作为显著性水平 ,采用 Dun2
nett 法进行各组织间的均数比较。

2 　结果

211 　一般情况观察 　给予小鼠不同受试物灌胃 30

d ,实验期间动物活动、生长正常。由表 1 可见 ,

Cry1Ie 基因表达蛋白组与 BSA 对照组、空载体大肠

杆菌菌液对照组比较 ,体重及体重增重无显著变化。

表 1 　对小鼠体重的影响 ( �x ±s)

性别 组别
蛋白含量

(μgΠkg)
动物数

(只)
始重
(g)

30 d 体重
(g)

增重
(g)

大肠杆菌菌液对照组 - 12 1812 ±018 3412 ±310 16. 0 ±219

雄 Cry1Ie 表达蛋白组 833 12 1810 ±018 3518 ±212 17. 8 ±213

BSA 对照组 833 12 1811 ±018 3615 ±216 18. 4 ±215

大肠杆菌菌液对照组 - 12 1810 ±018 2619 ±213 8. 9 ±210

雌 Cry1Ie 表达蛋白组 833 12 1812 ±018 2816 ±213 10. 3 ±212

BSA 对照组 833 12 1810 ±017 2711 ±212 910 ±118

212 　对小鼠血生化指标的影响 　由表 2 可见 ,雌雄

小鼠 Cry1Ie 基因表达蛋白组与BSA 对照组、空载体大

肠杆菌菌液组的血生化指标各项指标 (AST、ALT、TP、

ALB、BUN、CRE、TRIG、CHOL、GLU)未见差异显著性。
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表 2 　对小鼠部分血生化的影响 ( �x ±s)

性别 组别 动物数 (只) AST (UΠL) ALT (UΠL) TP(gΠL) ALB(gΠL)

大肠杆菌菌液对照组 12 13715 ±2812 4014 ±619 7211 ±416 3812 ±213

雄 Cry1Ie 表达蛋白组 12 12316 ±2415 3917 ±516 6715 ±212 3712 ±115

BSA 对照组 12 11217 ±3317 3716 ±712 6712 ±217 3711 ±111

大肠杆菌菌液对照组 12 13513 ±3518 3416 ±615 7414 ±410 4112 ±214

雌 Cry1Ie 表达蛋白组 12 12217 ±2516 3119 ±512 7015 ±412 4015 ±118

BSA 对照组 12 12917 ±1414 3614 ±618 7015 ±215 4016 ±116

性别 　　　组别 BUN (mmolΠL) CRE (UΠL) TRIG (mmolΠL) CHOL (mmolΠL) GLU (mmolΠL)

大肠杆菌菌液对照组 9152 ±1151 7618 ±616 1199 ±0137 4101 ±0159 8199 ±1104

雄 Cry1Ie 表达蛋白组 9133 ±0199 7019 ±515 2112 ±0163 4122 ±0192 8159 ±0179

BSA 对照组 9194 ±1103 7010 ±515 2136 ±0153 4156 ±0193 8110 ±1139

大肠杆菌菌液对照组 8129 ±1109 7419 ±1010 2161 ±0166 3179 ±0181 8157 ±1112

雌 Cry1Ie 表达蛋白组 8186 ±1163 7310 ±913 2155 ±0149 3146 ±0149 8122 ±0178

BSA 对照组 8189 ±0193 7210 ±819 2157 ±0171 3130 ±0132 8140 ±0182

213 　对小鼠肠道菌群的影响 　由表 3、4 可见 ,雌雄

各组 ,实验前后自身比较 ,实验第 30 天 Cry1Ie 基因

表达蛋白组与大肠杆菌菌液对照组、BSA 对照组的

肠道条件致病菌菌群 (肠杆菌、肠球菌) 、肠道益生菌

菌群 (双歧杆菌、乳酸杆菌) 的数量均未见差异有显

著性。

表 3 　对小鼠肠道条件致病菌群的影响 ( �x ±s)

性别 组别 动物数 (只)
肠杆菌 (对数值) 肠球菌 (对数值)

0 d 30 d 0 d 30 d

大肠杆菌菌液对照组 12 6174 ±0147 5198 ±0160 5128 ±0171 5151 ±0146

雄 Cry1Ie 表达蛋白组 12 6121 ±0122 5196 ±0132 5159 ±0123 5125 ±0115

BSA 对照组 12 6155 ±0143 5195 ±0188 4182 ±0163 5170 ±0152

大肠杆菌菌液对照组 12 6108 ±0192 5170 ±0154 5108 ±0141 5127 ±0165

雌 Cry1Ie 表达蛋白组 12 6161 ±0162 7110 ±0198 5132 ±0197 5139 ±0172

BSA 对照组 12 7112 ±0195 7124 ±0194 5140 ±0146 4184 ±0153

表 4 　对小鼠肠道益生菌群的影响 ( �x ±s)

性别 组别 动物数 (只)
双歧杆菌 (对数值) 乳酸杆菌 (对数值)

0 d 30 d 0 d 30 d

大肠杆菌菌液对照组 12 8175 ±0139 8196 ±0175 8138 ±0136 8141 ±0166

雄 Cry1Ie 表达蛋白组 12 8157 ±0150 8151 ±0167 8159 ±0145 7184 ±1146

BSA 对照组 12 8141 ±0113 8137 ±0133 8135 ±0130 8132 ±0158

大肠杆菌菌液对照组 12 8195 ±0159 8193 ±0167 8173 ±0169 8182 ±0174

雌 Cry1Ie 表达蛋白组 12 8135 ±0158 8126 ±0126 8127 ±0133 8129 ±0149

BSA 对照组 12 8158 ±0142 8118 ±0189 8136 ±0144 8130 ±0164

3 　讨论

转基因食品的安全性评价是一个复杂的过程 ,

目前开发的转基因食品安全性评价应着重从受体、

载体、插入基因、供体、基因表达产物和全食品等方

面加以考虑。诸多因素中非核酸物质 (蛋白质)的安

全性毒理学评价是所有评价的基础。实际研究中 ,

由于直接从转基因植物中分离纯化出可以用于动物

毒理学实验的外源表达蛋白非常困难 ,因此可以通

过体外表达系统产生在生化、结构和功能上与转基

因植物食品中相同的表达产物 ,通过等同性比较即

可进行后续的评价试验[5 ] 。在本研究前期研究中 ,

确认了大肠杆菌表达系统生产的 Cry1Ie 蛋白与转

基因玉米中表达的 Cry1Ie 蛋白具有等同性 ,奠定了

Cry1Ie 蛋白毒性研究的基础。选用大肠杆菌菌液为

内对照、BSA 为外对照 ,目的是排除培养菌液对实验

结果的干扰 ,获得 Cry1Ie 蛋白对动物健康一些潜在

影响的资料。实验结果提示 , Cry1Ie 蛋白的灌胃剂

量在人体可能接触量的 1 000 倍情况下 , Cry1Ie 基
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因表达蛋白组与大肠杆菌菌液对照组、BSA 对照组

比较 ,均未发现小鼠的体重、血液生化和肠道菌群各

指标差异有显著性 ,未提示 Cry1Ie 基因表达蛋白对

动物健康有影响。Noteborn 和 Kuipe 等对转 CrylA 基

因番茄进行了大鼠、小鼠全食品喂养实验 ,受试动物

生长发育正常 ,未出现任何病理反应 ,90 d 喂养试验

结果表明 ,受试动物的所有检测指标均处于正常范

围之内[6 ] ,说明 Cry1Ie 基因表达蛋白与 Bt 家族 Cry

蛋白的毒理学实验结果一致。本研究也探讨了

Cry1Ie 蛋白对小鼠肠道菌群的影响 , 结果表明

Cry1Ie 蛋白对肠球菌、肠杆菌等条件致病菌群和双

歧杆菌、乳酸杆菌等益生菌群的数量均没有影响。

本研究为新的抗虫基因 Cry1Ie 表达蛋白的安

全性评价积累了第一手的实验资料 ,并为摸索转基

因食品中外来蛋白的食品安全性评价的方法奠定了

一些基础 ,在新引入食品的蛋白质还缺乏安全食用

的历史时 ,必要的急性经口毒性试验是其安全性评

价的一个重要组成部分[7 ] ,本研究由于样品的数量

限制 ,未进行此实验。今后还将以 Cry1Ie 基因为模

式蛋白 ,在外源蛋白质纯化的表达量、制备单克隆抗

体、致敏性研究等方面继续开展工作 ,以获得比较完

整的 Cry1Ie 蛋白毒性资料 ,同时进一步完善我国转

基因食品的安全性评价体系和规范。
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论著

缺铁性贫血大鼠模型建立和补充乳酸亚铁改善血红蛋白水平研究

汪会玲 　孟 　晶 　潘丽莉 　赖建强 　荫士安

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021)

摘 　要 :为探讨缺铁性贫血大鼠模型建立及补充乳酸亚铁后大鼠生长发育和血红蛋白水平的变化 ,为相关研究提

供参考数据 ,采用二级初断乳 Wistar 大鼠 25 只 ,体重 50～60 g ,在二级动物房单笼饲低铁饲料 4 周 ,测定尾血血红

蛋白 (Hb) ,将 Hb 低于100 gΠL的大鼠依血红蛋白水平随机分成缺铁对照组和补充铁组 ,每组 10 只。实验期为 4 周。

缺铁大鼠和乳酸亚铁补充组大鼠的及其差值均有差异有非常显著性 ( P < 01000 1) ;缺铁性贫血大鼠肝脏重量和心

脏重量低于补充乳酸亚铁组大鼠 ( P < 01000 2) ,而脾脏和肾脏重量高于补充乳酸亚铁组大鼠 ,两组脾脏重量差异有

显著性 ( P < 0105) ;缺铁性贫血大鼠的脾脏Π体重与心脏Π体重显著大于补充乳酸亚铁组大鼠 ( P < 0105) ,补充乳酸亚

铁组大鼠的肾脏Π体重则大于缺铁性贫血大鼠 ( P = 01001) ;缺铁对照组大鼠的血红蛋白含量非常显著低于补充乳

酸亚铁组大鼠 ( P < 01000 1) ,而缺铁对照组大鼠的红细胞游离原卟啉含量非常显著高于补充乳酸亚铁组大鼠 ( P <

01000 1) ,缺铁组大鼠的白细胞数量是补充组的 314 倍 ,红细胞数量却仅为补充组的 3319 %。缺铁大鼠模型建立需

要严格控制饲养条件 ,缺铁大鼠通过一定的代偿性增生改善机体适应缺铁和缺氧状况的能力有限 ,补充乳酸亚铁

后可以有效地改善缺铁状况。
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