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前　　言
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定起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由中华人民共和国农业农村部提出.
本文件由全国农业转基因生物安全管理标准化技术委员会归口.
本文件起草单位:农业农村部科技发展中心、中国农业科学院植物保护研究所、华中农业大学.
本文件主要起草人:李云河、王亚南、马伟华、华红霞、蔡万伦、梁晋刚、彭于发.
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转基因植物环境安全检测
外源杀虫蛋白对非靶标生物影响　青翅蚁形隐翅甲

１　范围

本文件描述了转基因植物外源基因表达的杀虫蛋白对青翅蚁形隐翅甲(PaederusfuscipesCurtis)影
响的检测方法.

本文件适用于转基因植物外源基因表达的杀虫蛋白对青翅蚁形隐翅甲潜在经口毒性的检测.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于

本文件.
农业农村部公告第１１１号—１３—２０１８　转基因植物环境安全检测　外源杀虫蛋白对非靶标生物影响

第１部分:日本通草蛉幼虫

农业部１４８５号公告—１７—２０１０　转基因生物及其产品食用安全检测　外源基因异源表达蛋白质等

同性分析导则

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
外源杀虫蛋白　exogenousinsecticidalprotein
转入植物的外源抗虫基因所表达的杀虫蛋白.
[来源:农业农村部公告第１１１号—１３—２０１８,３􀆰１]

３􀆰２
经口毒性　oraltoxicity
通过将受试杀虫蛋白均匀混入饲料,经口给予受试生物,对受试生物的生存和生长发育产生的有害影响.
[来源:农业农村部公告第１１１号—１３—２０１８,３􀆰２]

３􀆰３
剂量　dose
受试杀虫蛋白的使用量.用每克人工饲料(鲜重)中混入受试杀虫蛋白的质量(μg)来表述.
[来源:农业农村部公告第１１１号—１３—２０１８,３􀆰３]

３􀆰４
死亡率　mortality
死亡的受试生物个体数占总受试生物个体数的比率(％).
[来源:农业农村部公告第１１１号—１３—２０１８,３􀆰４,有修改]

３􀆰５
半数致死剂量　medianlethaldose,LD５０

经口给予受试杀虫蛋白后,通过统计获得的预期能够引起受试生物死亡率为５０％的受试杀虫蛋白剂

量(基于第７d青翅蚁形隐翅甲死亡率进行计算).
[来源:农业农村部公告第１１１号—１３—２０１８,３􀆰８,有修改]

３􀆰６
最大耐受剂量　maximumtolerateddose,MTD
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在试验周期内,受试杀虫蛋白不引起受试生物出现死亡的最大试验剂量.当受试杀虫蛋白对受试生

物无毒或极低毒性的情况下,无法或不需要计算出半数致死剂量时,以试验中所设立的最大剂量确定受试

生物可耐受的最大剂量.

４　原理

以青翅蚁形隐翅甲幼虫为受试生物,将一定剂量(浓度)转基因植物外源杀虫蛋白均匀混入人工饲料,
直接饲喂受试生物.以纯人工饲料(或混入受试杀虫蛋白溶剂/介质的饲料)作为阴性对照,以混入已知对

青翅蚁形隐翅甲幼虫有经口毒性的有机或无机化合物的人工饲料为阳性对照,观察计算青翅蚁形隐翅甲

的死亡率,比较分析处理组间青翅蚁形隐翅甲死亡率的差异.受试杀虫蛋白处理组青翅蚁形隐翅甲死亡

率显著高于阴性对照组时,求得半数致死剂量(LD５０),明确外源杀虫蛋白对青翅蚁形隐翅甲的潜在经口

毒性.

５　试剂和材料

５􀆰１　溶剂

蒸馏水、磷酸盐缓冲液(PBS)或其他适宜溶剂.

５􀆰２　受试杀虫蛋白

受试外源杀虫蛋白可直接从转基因植物提取纯化获得,也可经微生物表达、提取和纯化获得,但需要

保证所获得的杀虫蛋白与转基因植物组织中表达的外源杀虫蛋白具有实质等同性,符合农业部１４８５号公

告—１７—２０１０的规定和要求.

５􀆰３　阳性对照化合物

采用重铬酸钾(potassiumdichromate;K２Cr２O７)(分析纯)作为阳性对照化合物.

５􀆰４　试验昆虫

采用实验室多代饲养(２代以上)、遗传背景相对一致的青翅蚁形隐翅甲种群.随机选择青翅蚁形隐

翅甲初孵幼虫(孵化２４h内)用于生物测定试验.

５􀆰５　青翅蚁形隐翅甲幼虫人工饲料

将全机能肝粉与蜂蜜以质量比５:１的比例混合均匀,制备成青翅蚁形隐翅甲幼虫人工饲料,保存于４
℃冰箱待用(不超过３d);所述全机能肝粉营养成分含量为:猪肝５０％、鸡肝２０％、鹅肝１５％、红枣１０％、
低聚半乳糖５％.全机能肝粉的制备按照附录 A的规定执行.

５􀆰６　青翅蚁形隐翅甲幼虫饲喂方法

青翅蚁形隐翅甲幼虫采用５􀆰５所规定的人工饲料饲喂,并辅以褐飞虱作为营养补充.即在取食人工

饲料的第６d、７d、８d,为每头幼虫每天补充１０头１~３龄褐飞虱若虫活体供取食.
注:褐飞虱采用实验室多代饲养(２代以上)、遗传背景相对一致的褐飞虱种群.

６　主要仪器

６􀆰１　分析天平:感量０􀆰１g和０􀆰０１mg.

６􀆰２　解剖镜.

６􀆰３　真空冷冻干燥仪.

６􀆰４　光照培养箱或人工气候室.

６􀆰５　烘箱.

７　试验步骤

７􀆰１　试验处理

７􀆰１􀆰１　阴性对照组:在青翅蚁形隐翅甲幼虫人工饲料中均匀混入等质量受试杀虫蛋白的溶剂.

７􀆰１􀆰２　阳性对照组:将重铬酸钾均匀混入青翅蚁形隐翅甲幼虫人工饲料,含量为１５００μg/g(按鲜重计).
２
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７􀆰１􀆰３　受试杀虫蛋白处理组:在青翅蚁形隐翅甲幼虫饲料中均匀混入受试杀虫蛋白,剂量为青翅蚁形隐

翅甲幼虫在自然条件下可摄取到的受试杀虫蛋白最高剂量的１０倍以上(可将植物组织中外源杀虫蛋白的

最高浓度作为受试昆虫可摄取到的受试蛋白最高剂量).如果发现受试杀虫蛋白对青翅蚁形隐翅甲存活

有显著不利影响,则需要进一步试验计算LD５０,试验剂量组的设置应满足在９５％置信限下确定LD５０的统

计需要(通常通过预实验确定正式试验的剂量,在含有LD５０的剂量范围内,至少设置５个按几何级数排列

的剂量);如果无法或不需要计算LD５０,则只需设１个符合一般要求的剂量.

７􀆰２　处理组饲料制备

７􀆰２􀆰１　受试杀虫蛋白应先溶解或悬浮于蒸馏水、PBS或其他适宜溶剂中.

７􀆰２􀆰２　如果需要助溶剂,必须保证含该助溶剂的溶液对青翅蚁形隐翅甲幼虫没有显著影响,且要在对照

组饲料中加入等量该溶剂.

７􀆰２􀆰３　将预先制备好的受试蛋白或对照化合物溶液加入适量的去离子水,再与全机能肝粉混合,充分搅

拌均匀,液氮冷冻后进行真空冷冻干燥,所得干粉分装后置于－２０℃冰箱保存待用(不超过１个月).试

验开始前将干粉与蜂蜜按５􀆰５规定比例混合均匀使用,现用现配.

７􀆰３　试验操作与记录

７􀆰３􀆰１　试验在光照培养箱或人工气候室中进行,温度为(２８±１)℃,相对湿度为６５％~８０％,光周期为

１２h∶１２h(L∶D).

７􀆰３􀆰２　将初孵青翅蚁形隐翅甲幼虫单头置于塑料指型管(直径约３cm,高约６cm)饲养.指型管事先在

底部中心打１个吸水孔(孔径约为０􀆰５mm),铺垫约１􀆰５cm 的脱脂棉,上部垫上滤纸,滤纸上铺约０􀆰３cm
的腐殖土.腐殖土事先经高压蒸汽灭菌(１２１℃ ,３０min),冷却后使用.用洁净的载玻片盛放人工饲料,
饲料面朝上放置于腐殖土上.接入试虫后,指型管用１００目的纱网封口,防止逃逸.适时通过吸水孔给基

质土补水保证基质土湿润.每天更换新鲜饲料,直至试验结束.每处理组设至少３个重复,每重复不少于

２０头幼虫.

７􀆰３􀆰３　试验持续１４d后结束,并记录第７d和第１４d每个处理组试虫的存活情况.

８　结果分析与表述

８􀆰１　对照处理结果分析

阴性对照组青翅蚁形隐翅甲的死亡率低于３０％,阳性对照组青翅蚁形隐翅甲死亡率高于８０％,且显

著高于阴性对照组,表明试验体系工作正常,可用于检测外源杀虫蛋白对青翅蚁形隐翅甲的潜在毒性;否
则需要查找原因,重新进行试验.

８􀆰２　数据处理

根据试验记录,计算青翅蚁形隐翅甲死亡率,死亡率用百分数(％)描述,数据以表格形式表述,给出每

１个处理组和对照组的数据.死亡率按公式(１)计算,计算时保留小数点后两位小数.可用 Dunnett’s
test或 MannＧWhitneyU检验等方法分析受试杀虫蛋白处理组或阳性对照组与阴性对照组间的差异显著

性.如果受试杀虫蛋白处理组与阴性对照组青翅蚁形隐翅甲死亡率具有显著性差异,并可求得受试杀虫

蛋白的LD５０,则通过概率值分析法(Probitanalysis)、寇氏(Korbor)或其他计算方法求得LD５０值;如果无

法求得LD５０,仅给出实际的统计分析数据.

K＝ n
N ×１００ (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

K ———青翅蚁形隐翅甲死亡率,单位为百分号(％);

n ———死亡的青翅蚁形隐翅甲个体数;

N ———总受试青翅蚁形隐翅甲个体数.

８􀆰３　结果表述

根据统计分析结果,评估转基因植物外源杀虫蛋白对青翅蚁形隐翅甲的潜在经口毒性,结果表述为

３
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“与阴性对照组相比,受试杀虫蛋白处理组的青翅蚁形隐翅甲死亡率高于(等于/低于)阴性对照组,差异达

(未达)显著(极显著)水平”.
如果受试杀虫蛋白处理组与阴性对照组死亡率有显著(极显著)性差异,并可求得 LD５０值,结果表

述为“受试杀虫蛋白对青翅蚁形隐翅甲的半数致死剂量为××”;如果受试杀虫蛋白处理组与阴性对照

组死亡率有显著性差异,但无法求得LD５０值,或受试杀虫蛋白处理组与阴性对照组死亡率没有显著性

差异,结果表述为“青翅蚁形隐翅甲对该受试杀虫蛋白的经口毒性最大耐受剂量(MTD)＞ ×× (最大

试验剂量)”.

４
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附　录　A
(规范性)
全机能肝粉

　

A􀆰１　肝粉制备

猪肝粉、鸡肝粉和鹅肝粉均按照以下步骤制备获得.

A􀆰１􀆰１　将新鲜肝脏洗净,剔除外在的筋膜、血管、淋巴管等高密度组织.

A􀆰１􀆰２　切成约２mm 厚的薄片.

A􀆰１􀆰３　平铺于不锈钢烤架上,置于烘箱中,升温至７０℃并保持,烘干２４h.

A􀆰１􀆰４　自烘箱取出后使用研磨器研磨成粉末状.

A􀆰１􀆰５　所得粉末过１００目网筛,分装于５０mL离心管,保存于－２０℃冰箱备用(不超过１个月).

A􀆰２　红枣粉制备

A􀆰２􀆰１　挑选无虫蛀霉变的红枣,洗净去核,沥干水分.

A􀆰２􀆰２　单层放置于不锈钢烤架上,置于烘箱中,升温至７０℃并保持,烘干２４h.

A􀆰２􀆰３　自烘箱取出后使用研磨器研磨成粉末状.

A􀆰２􀆰４　所得粉末过１００目网筛,分装于５０mL离心管,保存于－２０℃冰箱备用(不超过１个月).

A􀆰３　全机能肝粉制备

将 A􀆰１获得的猪肝粉、鸡肝粉、鹅肝粉,A􀆰２获得的红枣粉,与低聚半乳糖按照１０∶４∶３∶２∶１的重

量比混合均匀,即得全机能肝粉.所得全机能肝粉直接使用,或分装于５０mL 离心管,保存于－２０℃冰

箱备用(不超过１个月).

５


