
Effect of transgenic maize ZZM030 on growth and reproduction of Daphnia magna
ZHANG Li, SHEN Wen-jing, FANG Zhi-xiang, LIU Biao*

（Nanjing Institute of Environmental Sciences, Ministry of Ecology and Environment of the People ′ s Republic of China, Nanjing 210042,
China）
Abstract：To assess the potential risk that transgenic maize poses to aquatic organisms, the effects of the genetically modified（GM）maize
ZZM030 were examined on the water flea Daphnia magna, as a model species for ecotoxicological studies. In a 28-day study, D. magna
were experimentally fed a basal diet of ground flour from ZZM030 or its parental maize X249 at 1.5 g·L-1 per individual per day. Overall, D.
magna fed ZZM030 and X249 showed comparable survival, body size, maturity time, first brood time, first brood size, and total number of
offspring, with no significant differences observed for any of the above parameters. This study suggests that the GM maize ZZM030 is a safe
food source for D. magna with substantial equivalence to its parental non-GM maize.
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摘 要：为探讨抗虫耐除草剂转基因玉米ZZM030对水生生物的安全性，以浮游动物大型蚤（Daphnia magna）为研究对象，使用转

基因玉米ZZM030及其非转基因对照亲本玉米祥 249（X249）饲喂大型蚤 28 d，检测转基因玉米ZZM030对大型蚤生长和繁殖的影

响。28 d测试结果显示，与亲本X249组大型蚤相比，ZZM030玉米组大型蚤在存活率、体长、首次抱卵时间、首次产幼蚤时间、首次

产幼蚤数、新生幼蚤总数等参数上没有显著性差异。28 d饲喂结果表明抗虫耐除草剂玉米ZZM030与X249非转基因亲本玉米对

大型蚤具有同样的安全性。
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玉米害虫和田间杂草是影响玉米产量的重要因

素，因此，增强玉米对害虫和杂草的抵抗力一直是玉

米品种改良的重要内容[1]，利用转基因技术将外源抗

虫基因和耐除草剂基因同时转入玉米基因组中，培育

出抗虫/耐除草剂双抗转基因玉米新品种，这一技术

的成功应用不仅显著降低虫害和草害对玉米产量的

影响，增加农民收入，而且还避免了大量使用化学农

药带来的环境污染、害虫产生抗药性等各种弊端，在
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农业生产上具有重要意义。

与传统育种技术不同，转基因技术在创造优良种

质资源和培育植物新品种的同时，转基因作物对环境

和人类健康可能存在的风险也不能忽视[2]。转基因

作物培育过程中，外源基因的随机插入，可能会影响

转基因作物本身内源基因的表达，进而产生非预期效

应，如改变作物中的营养元素、抗营养因子或固有植

物毒素的表达水平等[3-5]，如果转基因作物发生了这

些改变，可能会对一些生物的健康产生潜在影响。现

有的转基因作物及产品安全性评价研究，实验动物主

要为大型禽畜[6-8]、小型啮齿动物[9-11]，对水生生物的研

究以某些鱼类为主[12-15]，而对于可直接或间接接触到

转基因作物及其产品的小型水生动物的研究主要集

中于毛翅目石蛾幼虫[16-18]以及双翅目蚊子幼虫[18]。

转基因作物种植区及周边沟渠、池塘等自然水

域，是许多无脊椎浮游动物的栖息地，转基因作物在

栽培和生长过程中，其碎屑物、花粉等可能会借助风

力、水流、动物携带等方式进入周边水体，从而使周边

水体中的水生生物接触到转基因成分。由于转基因

作物及相关成分进入水体是一种有机物质的输入，可

能会对无脊椎动物群落结构、数量以及摄食行为等产

生影响[19]，因此评价转基因作物对环境中某些代表性

水生无脊椎物种的潜在毒性效应，对农田及周边水生

生态系统生物多样性保护具有重要意义。大型蚤

（Daphnia magna）为浮游动物的重要类群，是水中细

菌、单细胞藻类、有机物碎屑的主要消费者，也是鱼类

等水生生物的天然饵料。由于大型蚤对 5~50 μm粒

径的食物没有自主选择性[20-22]，其在滤食过程中，可

能会取食到含有转基因成分的碎屑物[22]；另外，大型

蚤作为水生模式动物，生活周期短、室内培养简易、对

污染物反应灵敏[23-24]，已具备成熟的环境物质监测评

价方法，因此本研究以大型蚤为研究对象，运用亚慢

性毒理学原理，在实验室条件下模拟转基因玉米

ZZM030对水生代表性物种的影响，以期为转基因玉

米的生态环境安全提供科学参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本研究所使用的抗虫耐除草剂转基因玉米

ZZM030（ZZM030）为中国种子集团有限公司自主研

发品系，是以亲本对照玉米祥 249（X249）为受体材

料，插入外源 cry1Ab/c基因以及 epsps基因，同时具有

抗虫特性和对草甘膦和草丁膦除草剂的抗性。

将 ZZM030 籽粒和 X249 籽粒剔除霉变粒、秸秆

等杂物后，使用 TGQ20流化床超音速气流粉碎分级

机低温（<10 ℃）粉碎至粒径<10 μm，粉碎后的玉米

粉-80 ℃储存备用，使用时用大型蚤水生四号培养

液[25]配制成 1.5 g·L-1的米粉液。为避免样品间的交

叉污染，首先对亲本玉米进行籽粒粉碎。

1.2 试验动物

试验动物大型蚤（Daphnia magna）为本实验室培

养 3代以上、具有相同遗传背景的孤雌生殖幼蚤，蚤

龄小于 24 h。试验蚤在测试前，依据大型蚤毒性试验

敏感性要求，测定 20 ℃时重铬酸钾（Sigma，美国）24 h
半数效应浓度（24 h-EC50）。测定结果显示，重铬酸

钾24 h-EC50为1.127 mg·L-1，符合实验要求[26]。

1.3 试验方法

试验分小球藻（Chlorella vulgaris）组、X249 玉米

粉组和 ZZM030玉米粉组 3个处理，每处理 3个重复，

每个重复10只大型蚤。实验容器为50 mL烧杯，并盛

放 40 mL大型蚤培养液[25]，每个烧杯随机放置 1只蚤。

试验过程中，各处理组大型蚤每日饲喂 1次，其中小

球藻组饲喂浓缩后的小球藻藻液，密度约为5×105个·

mL-1，X249玉米粉组和ZZM030玉米粉组分别饲喂浓

度为 1.5 g·L-1的玉米粉 1 mL，本研究实验设计参照了

文献[22，27]的方法。实验过程中，每日定时观察和

记录各处理组大型蚤存活和繁殖情况，大型蚤开始繁

殖后，记录各处理组蚤繁殖情况，并将新生幼蚤移出。

实验过程中，每隔 2 d更新 1次培养液。试验初始、第

7、14、21 d和第 28 d时，使用显微镜（LEICAM125）测

定大型蚤体长。试验在培养箱（Binder-KBF720，德
国）中进行，温度（22±1）℃，光暗比 16 h∶8 h，光强 60
μmol·m-2 s-1，共持续28 d。
1.4 数据处理与分析

采用 Excel 2003统计分析软件进行数据录入和

整理，用 IBM SPSS 17.0软件ANOVA程序中的单因素

方差分析及Tukey′s test多重比较进行数据显著性差

异分析，以P=0.05作为统计学上检验的显著性水准。

2 结果与分析

2.1 存活率

图 1显示的是饲喂小球藻、亲本玉米 X249和抗

虫耐除草剂玉米 ZZM030的实验蚤 28 d存活率变化

情况。如图 1所示，小球藻组大型蚤在测试期内存活

率缓慢下降，虽然个别试验蚤在幼龄期及成龄早期

（<7 d）存在死亡现象，但 7 d后实验蚤存活率缓慢下
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降，至 28 d试验结束时，小球藻组存活率达 46%。与

对照小球藻组相比，饲喂 X249 和 ZZM030 玉米粉均

使大型蚤死亡率增加，在试验期内，两个玉米粉组试

验蚤随实验天数的增加均有一定的死亡，方差分析显

示 ZZM030组大型蚤和亲本X249组大型蚤存活率没

有显著差异（P>0.05）。

2.2 体长

研究测定了不同食物饲喂条件下试验蚤初始、第

7、14、21 d及第 28 d体长。研究发现，不同食物饲喂

条件下大型蚤的体长不同（图 2）。小球藻组试验蚤

体长在试验初期增长较快，14 d后，体长缓慢增长。

而两个玉米粉组试验蚤体长试验期内呈现缓慢增长

趋势，从试验初始至第 28 d，饲喂抗虫耐除草剂玉米

ZZM030的大型蚤体长与亲本X249组试验蚤体长相

当，两者之间没有显著差异。至 28 d实验结束时，小

球藻组、X249组和ZZM030组大型蚤平均体长分别为

（3.82±0.25）mm、（2.54±0.14）mm 和（2.64±0.22）mm，

两个玉米粉组实验蚤最终体长与小球藻组实验蚤最

终体长达到显著差异水平（P<0.05），但 X249 和

ZZM030玉米粉组大型蚤间没有显著差异（P>0.05）。

2.3 繁殖

不同饲喂处理条件下大型蚤的繁殖参数见表 1。
饲喂亲本玉米X249和抗虫耐除草剂玉米 ZZM030的

大型蚤在首次抱卵时间、首次产幼蚤时间、新生幼蚤

总数上与小球藻组实验蚤均有显著差异（P<0.05）。

对于X249组和 ZZM030组大型蚤，统计分析表明，抗

虫耐除草剂玉米 ZZM030和亲本玉米X249组大型蚤

在上述参数上均无显著性差异（P>0.05），28 d试验期

内，各处理组试验蚤均未出现卵鞍。

3 讨论

地上水域和邻近陆地环境密切相关[28]，转基因作

物在生长过程中，风力可使作物花粉漂移到 110 m远

的地方[29]，雨水也可以使花粉脱落并随水流转运，作

物收获后，滞留在农田内的作物残体可被风或水流运

送到周围水体，这些转基因作物副产品一旦进入水

域，可能会被微生物分解、水生动物消耗、沉积或漂流

至下游水域，并成为农业灌溉水渠中碎屑物的组分之

一[16]。转基因作物开发和应用过程中，含有外源蛋白

的作物碎屑物进入水体后，是否会对食碎屑类生物产

图1 不同处理组大型蚤存活率变化

Figure 1 Survival rate of Daphnia magna fed with Chlorella
vulgaris，X249 maize and ZZM030 transgenic maize

注：表内数据以“平均值±标准差”表示，同一行内具有相同字母表示差异不显著，不同字母表示差异显著（Tukey′s test，P<0.05）。
Note：Data presented are Means ± SD，means with different superscripts in the same line are significantly different（Tukey′s test，P<0.05）.

表1 不同处理组大型蚤繁殖参数

Table 1 Fecundity of Daphnia magna fed with Chlorella vulgaris，X249 maize and ZZM030 transgenic maize
项目 Items

首次抱卵时间 Mature time/d
首次产幼蚤时间Age of first brood/d

首次产幼蚤数Number of first brood/ind.
累积幼蚤总数Total number of offspring/ind.

卵鞍数量 Number of ephippia/ind.

小球藻Chlorella vulgaris

5.17±0.82b
8.26±0.28b
14.64±2.42a

137.67±19.22a
0

祥249 X249
9.27±0.42a
13.06±0.54a
8.11±1.55ab
72.00±16.70b

0

ZZM030
8.62±0.89a
11.89±0.61a
6.73±0.64b
78.67±9.29b

0

图2 不同处理组大型蚤的体长变化

Figure 2 Body size of Daphnia magna fed with Chlorella vulgaris，
X249 maize and ZZM030 transgenic maize
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生不利影响？基于转基因作物对水生生物可能存有

生态安全风险，本研究以抗虫耐除草剂转基因玉米

ZZM030及其亲本非转基因玉米祥 249为研究材料，

以水生生物大型蚤为研究对象，使大型蚤的食物来源

全部为转基因玉米碎屑物，室内可控条件下研究转基

因作物材料对特定非靶标水生生物的影响。

在 28 d测试期内，以抗虫耐除草剂玉米 ZZM030
饲喂大型蚤，通过大型蚤存活率、体长、首次抱卵时

间、首次产幼蚤时间和新生幼蚤总数等参数，评价

ZZM030对大型蚤的安全性。实验结果表明，与饲喂

X249亲本玉米粉的大型蚤相比，ZZM030玉米粉组大

型蚤的生长指标存活率和体长，以及首次抱卵时间等

繁殖指标（表 1）与亲本玉米没有显著差异，实验期间

未出现有性生殖的卵鞍，这些结果说明 ZZM030转基

因玉米并没有对大型蚤产生不良影响。Mendelson
等[30]使用 100 mg·L-1和 150 mg·L-1的转 cry1Ab花粉和

100 mg·L-1转 cry1F基因玉米花粉饲喂大型蚤 48 h，测
试期间大型蚤没有出现不良反应。张莉等[27]使用转

cry1Ab和 epsps基因玉米C0030.3.5饲喂大型蚤 28 d也

得到了相似的结论。与我们的研究结果不同的是，

Bøhn等[22，31]使用转 cry1Ab基因玉米饲喂大型蚤 42 d，
发现与对照组相比 Bt玉米组的大型蚤适合度下降，

使用转基因玉米饲喂的大型蚤死亡率增加、实验蚤性

成熟时间延长、新生幼蚤总数下降，其他一些转基因

作物对大型蚤的室内评价研究也有相似结论[32-33]。

现有以大型蚤为试验动物进行转基因作物的安全性

评价研究，通常采用不同的评价时间、不同的剂量水

平和评价参数来达到评价目的，而转基因作物的品

种、饲喂剂量、暴露时间等参数的不同[34]，都可能会对

大型蚤受试物毒性评价的结果产生影响，上述结果的

不一致性可能与下列因素有关：（1）转基因作物品种

差异。上述研究者使用的转基因玉米材料在目标基

因上明显不同，受体材料和转育过程也不尽相同，这

些遗传背景上的差异可能产生的非预期效应的类型

和程度，以及不同材料组成成分上的差异都会在一定

程度上影响大型蚤评价结果；（2）暴露时间不同。大

型蚤在受试物中的暴露时间不同，对大型蚤产生的影

响也会不同[25]。研究者用大型蚤进行饲喂试验时，暴

露时间在 48 h~42 d不等，本研究采用 28 d，0~28 d这

一时间段涵盖了大型蚤幼龄期及成龄期，此时大型蚤

生长和繁殖已经趋于稳定[35]，能够得出稳定可靠的评

价结果。而Bøhn等[22，31]选用 42 d，暴露时间的延长虽

然可能将一些不良效应或微小变化所产生的影响表

现出来，但此时大型蚤已趋于衰老，衰老过程中抗氧

化防御体系的损坏以及抗逆性变化等不可控因素可

能会干扰评价结果[36-37]。

目前转基因作物对大型蚤生态安全性评价研究

中，研究者多参照经典毒理学评价方法，与化学品组

分明确和结构明晰不同，转基因作物在营养成分、潜

在致敏性、代谢产物等方面可能存在一些不确定因

素，这在一定程度上突出了转基因作物安全性评价的

复杂性，因此评价过程中，尽可能使实验条件标准规

范化、选择合理的响应参数，这将有助于得到可靠的

实验数据和评价结果。在使用转基因作物对大型蚤

进行生态安全性评价研究中，研究者多以作物种子或

果实、花粉、叶片等作为测试材料，这些材料以微粒形

式进入大型蚤培养液时，若饲喂剂量较低，则不能满

足大型蚤的生存需求；若饲喂剂量过高，富余的受试

材料微粒悬浮在培养液中，这部分受试物微粒容易黏

附于大型蚤的触角、壳刺等部位，使大型蚤浮游能力

下降，还易引起培养液水质恶化，进而间接增加培养

液的更新频率，由此也可能增加大型蚤机械性损伤。

因此，使用不同转基因作物材料进行研究时，尽可能

选择合理的受试材料浓度，并加强培养液水体环境变

化检测，这将有助于降低环境条件引起的可能误差。

另外，本研究在评估转基因玉米 ZZM030对大型蚤生

长和繁殖的影响评价时，优先选择大型蚤存活率、体

长、新生幼蚤总数 3个最常用的监测指标，而其他一

些可以量化的指标，如受试蚤首次繁殖时间、首次新

生幼蚤数、产幼蚤次数、试验期间是否有卵鞍出现等

指标能够提供一些亚毒性效应信息，这些参数作为辅

助检测指标能够更好地说明转基因玉米 ZZM030是

否对大型蚤产生某些不利影响。

4 结论

本研究以抗虫耐除草剂转基因玉米 ZZM030
（ZZM030）及其亲本非转基因玉米祥 249（X249）为研

究材料，以 ZZM030 和 X249 玉米粉为食物来源对大

型蚤进行 28 d 饲喂实验，未发现转基因玉米材料

ZZM030对大型蚤生长和繁殖产生不良影响，28 d饲

喂结果表明抗虫耐除草剂玉米 ZZM030与X249亲本

玉米对大型蚤具有同样的安全性。
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