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填  写  说  明 
1．在填写申报书之前，应认真阅读《农业转基因生物安全管理条例》、《农业转基因生物安

全评价管理办法》、《农业转基因生物进口安全管理办法》等有关法规，了解相关要求。 

2．此申报书同样适用于法规规定的报告类实验研究和中间试验的报告，名称分别改为“农业

转基因生物实验研究报告书”和“农业转基因生物中间试验报告书”。 

3．申报书内容应当包括以下部分：申请表、项目内容摘要、工作目的和意义、国内外研究

的相关背景资料、安全性评价、试验方案、相关附件资料、本单位农业转基因生物安全小组审查

意见、本单位审查意见、所在省（市、自治区）的农业行政主管部门的审查意见。 

4．申请实验研究的，申请表按表 2 填写，项目名称应包含转基因性状、受体生物名称、实

验研究所在省（市、自治区）名称和实验研究阶段等内容，如“转基因抗虫棉花在河北省的实验

研究”。一份申报书只能包含同一物种的受体生物和相同的转基因性状。“安全性评价”可不填写。

“试验方案”包括研究目标、外源基因的名称和来源、载体构建图谱、转化方法和规模、地点、安

全控制措施等。“相关附件资料”包括法人证书和营业执照的复印件，若涉及合作项目，应提交双

方合作或转让协议等。“所在省（市、自治区）的农业行政主管部门的审查意见”可不填写，申报

材料报送农业部时，抄送实验研究所在省（市、自治区）的农业行政主管部门。 

5．申请中间试验的，申请表按表 2 填写。申报书中“安全性评价”、“试验方案”和“相关附件

资料”依照《农业转基因生物安全评价管理办法》附录 I、II、III 要求逐条填写。“所在省（市、

自治区）级农业行政主管部门的审查意见”可不填写，申报材料报送农业部时，抄送中间试验所

在省（市、自治区）级农业行政主管部门。 

6．申请环境释放和生产性试验的，申请表按表 2 填写；申报书中“安全性评价”、“试验方案”

和“相关附件资料”依照《农业转基因生物安全评价管理办法》附录 I、II、III 要求逐条填写。对

于已批准过的环境释放或生产性试验，在试验结束后，若同一转基因生物在原批准地点以相同规

模重复试验，在申报时“安全性评价”部分可省略。 

7．申请农业转基因生物安全证书的，申请表按表 3 填写；申报书中“安全性评价”和“相关附

件资料”依照《农业转基因生物安全评价管理办法》附录 I、II、III 要求逐条填写，“试验方案”

不用填写；转基因植物的品种命名应符合《农业植物品种命名规定》；首次申请农业转基因生物

品种（或品系）生产应用安全证书的，需提供《农业转基因生物品种（或品系）生产应用综合评

价报告》，主要包括对我国生产、贸易、社会等方面影响。 

8.首次申请农业转基因生物生产性试验和安全证书的，在申请截止日 30 个工作日前提供所

申报转基因生物活性样品和技术资料。样品要求：符合要求的，有活性的植物种子 2.5kg，动物

5ml 血样或 3g 组织各三份，微生物 3 批次，各 10 管样品。技术资料要求：申请生产性试验提供

外源片段整合进基因组的 Southern 杂交结果、拷贝数及检测方法等；申请安全证书提供外源插

入片段信息及转化体特异性 PCR 检测方法等。 

9．申报书应当用中文填写，一式十份，一律使用 A4 纸，正文用小四宋体打印，标准字间

距和单倍行距，并提供光盘。对于不符合要求的申报书，不予受理。 

10．申请者可以注明哪些资料需要保密并说明理由。 

11．受理时间：每年 3 次，截止日期分别为 3 月１日、7 月 1 日和 11 月 1 日。 

12．受理单位：农业部行政审批综合办公室科教窗口。地址：北京市朝阳区农展馆南里 11

号。邮政编码：100125。收款单位：农业部科技发展中心；开户行：中信银行北京朝阳支行；帐

号：7111110189800000419。 
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相关技术报告目录 
 

编号 题目 
  

报告 1 Bollgard 棉花转化事件 531 的进一步分子学特性分析（孟山都公司研

究报告：MSL16882） 
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（孟山都公司研究报告：MSL-18204） 
报告 7 苏云金芽孢杆菌库斯亚克变种 HD-73 蛋白离体消化特征的评价（孟

山都公司研究报告：MSL13299） 
报告 8 新霉素磷酸转移酶 II（NPTII）蛋白的安全性评价(孟山都公司发表文

献，1993) 
报告 9 苏云金芽孢杆菌库斯塔克变种[Cry IA(c)] HD-73 蛋白对小鼠的急性

口服毒性研究（孟山都公司研究报告：MSL12708） 
报告 10 新霉素磷酸转移酶（NPTII）对小鼠的急性经口毒性研究（孟山都公

司研究报告：MSL11940） 
报告 11 抗虫保铃棉 531 在 1991、1992 和 1993 年抗虫效果试验总结（孟山

都公司研究报告：RAR-2012-0612） 
报告 12 抗虫保铃棉 531 对非靶标生物影响的研究 

 12-1、纯化 B.t.k.蛋白对蜜蜂成虫的摄食影响评价（孟山都公司研究

报告：CAR 181-92） 
 12-2、B.t.k. HD-73蛋白对寄生膜翅目丽蝇蛹集金小蜂（Nasonia 

vitripennis）食物毒性研究（孟山都公司研究报告：WL-93-234） 
 12-3、B.t.k. HD-73蛋白对瓢虫（Hippodamia convergens）的食物毒性

研究（孟山都公司研究报告：WL-93-232） 
 12-4、B.t.k. HD-73蛋白：对草蛉（Chrysopa carnea）的毒性研究（孟

山都公司研究报告：WL-93-233） 
 12-5、棉籽粕对北方山齿鹑的膳食毒性研究（孟山都公司研究报告：

WL-93-13） 
报告 13 保铃棉 531 的食用安全性检测结果（中国疾病预防控制中心营养与

食品安全所，2004） 
13a. 大鼠 30 天喂养试验 
13b. 游离棉酚检测 



 

II 
孟山都申请书（2004）_MON 531 

保密商业资料（CBI）声明 

 

本申请书包含了许多属于孟山都公司开发并拥有的商业保密资料（CBI，
Confidential Business Information）。这些商业保密资料（CBI）是由孟山都公司投

入巨大的人力物力，经过长时间的研究获得的，包括研究路线的制定、各种表达

调控元件的 DNA 序列、遗传操作策略和各种安全评价的数据等资料。孟山都公

司目前只向世界各国农业转基因生物行政主管部门提交这些商业保密资料，用于

法规安全评价和审批。一旦孟山都公司的竞争对手获得这些资料，竞争对手将会

以很少人力物力投入在很短的时间内开发出类似保铃棉 531 的相应产品，这对孟

山都公司来说是不公平的。孟山都公司在中国国内外面临着许多技术实力很强的

竞争对手。因此，孟山都公司依据《农业转基因生物安全评价管理办法》第三章

第二十七条的有关规定以及本申请书的填写说明，要求对本申请书的商业保密资

料进行保密。 
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一、农业转基因生物安全证书申请表 
项 

目 

概 

况 

项目名称 转 cry1Ac 基因抗虫保铃棉 531 进口用作加工原料的安全证书 

项目来源 孟山都公司 

转 

 

 

基 

 

 

因 

 

 

生 

 

 

物 

 

 

概 

 

 

况 

 

类    别 动物         植物√       微生物   (选√) 

转基因生物名称 保铃棉 531 

受体生物 

中文名 棉花 学   名 Gossypium hirsutum 

分类学 

地位 

锦葵科、棉

属 

品种（品

系）名称
Coker312 安全等级 Ⅰ 

目的基因 1 

名  称 Cry1Ac 供体生物
苏云金芽孢杆菌（Bacillus 

thuringensis） 

生物学 

功能 
编码 Cry1Ac 蛋白，抵御鳞翅目害虫对棉花的侵害 

启动子 P-e35S 终止子 7S 3’ 

载    体 1 PV-GHBK04 供 体 生 物 大肠杆菌 

﹡标记基因 1 
名  称 nptII 供体生物 Tn5 

启动子 P-35s 终止子 Nos 3’ 

﹡报告基因 1 
名  称 无 供体生物 无 

启动子 无 终止子 无 

调控序列 1 
名称  来源  

功能  

转基因方法 农杆菌介导转化 基因操作类型 2 

转基因生物品系（株系）名称 保铃棉 531 转基因生物品系（株系）个数 1 

转基因生物安全等级 Ⅰ 转基因生物产品安全等级 Ⅰ 

试   

验   

概   

况 

中间 

试验 

情况 

转基因生物 

名称及编号 
可以不填写 

批准文号  可以不填写 

试验的时间、 

地点和规模 
可以不填写 

环境 

释放 

情况 

转基因生物 

名称及编号 
可以不填写 

批准文号  可以不填写 

批准时间、地 

点和规模 
可以不填写 
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生产 

性试 

验情 

况 

转基因生物 

名称及编号 
可以不填写 

批准文号  可以不填写 

批准时间、地 

点和规模 
可以不填写 

拟申请使用范围（省、自 治 区 、直 辖 市 ） 境内 

拟 申 请 使 用 年 限  5 年 

申 

请 

单 

位 

概 

况 

单位名称 孟山都远东有限公司 地  址
北京朝阳区工体北路甲 2 号盈科中心

IBM 大厦 916 室 

邮  编 100027 电  话  

传  真  电子邮件  

单位性质 

境内单位（事业    企业   中外合作    中外合资   外方独资   ） 

境外单位（企业√ 其它   ）(选√) 

申请人姓名  电  话  

传  真  电子邮箱  

联系人姓名  电  话  

传  真  电子邮箱  

研 

制 
单 
位 

概 

况 

单位名称 孟山都公司 法人代表  

联系人姓名  电  话  

传  真  电子邮箱  

主    要    完    成    人 

姓名  性别  出生年月  

学历  专业技术职务  

何时何地曾从事何

种基因工程工作 
 

参    与    完    成    人 

姓名 年龄 学历 职称 单      位 在本项目中的分工 

      

      

      

注：1．申请农业转基因生物实验研究的，“受体生物品种（品系）名称、目的基因启动

子和终止子、载体、标记基因、报告基因、调控序列、转基因生物品系（株系）”栏目不用

填写。 

2．如果“标记基因”或“报告基因”已删除，应在表中标注。 

3．申请人指所申请项目的安全监管具体负责人。  
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二、项目内容摘要 

抗虫保铃棉 531（孟山都公司编号 MON 531）是孟山都公司应用二元质粒

载体 PV-GHBK04 通过土壤农杆菌介导方法，将来自于苏云金芽孢杆菌的 Cry1Ac
基因编码序列整合到常规棉花品种 Coker 312 的基因组中所得到的。 

对保铃棉 531 中整合的外源基因的分子生物学分析最初应用 Southern 杂交、

Western 印迹和 ELISA 方法于 1994 年完成。其后随着分子生物学研究的发展，

各项试验鉴定技术的灵敏度和精确性都有了很大进步，所以孟山都公司于 2001
年对保铃棉 531 的分子生物学特性进行了重新鉴定，鉴定结果表明保铃棉 531
中含有如下插入：1）功能性插入：该插入中依次含有一个不完整的 cry1Ac 表达

盒、一个完整的 cry1Ac 表达盒、一个 aad 基因编码序列、一个完整的 nptII 基因

表达盒和来自质粒 PV-GHBK04 的 oriV 序列。其中不完整的 cry1Ac 表达盒片段

包含部分 cry1Ac 基因的 3’序列和 7S 3’终止子，该片段与完整 cry1Ac 表达盒中

的相应序列插入方向相反。完整的 cry1Ac 基因表达盒由 e35S 启动子、全长 cry1Ac
基因和 7S 3’终止子组成，能够表达 Cry1Ac 杀虫蛋白，使保铃棉 531 具有鳞翅目

害虫抗性。nptII基因表达盒由 35S启动子、全长 nptII基因和NOS 3’终止子组成，

可以表达新霉素磷酸转移酶 II（NPTII），该蛋白在产品开发初期作为选择性标

记，用来选择转化体植株。插入中的 aad 序列包括细菌启动子和一个 3’(9)-O-氨
基糖苷腺苷酰基转移酶基因（aad）序列，该基因作为选择性标记，在基因克隆

过程中用于筛选大肠杆菌转化菌株。由于 aad 基因在细菌启动子的控制下，所以

其只能在细菌中表达，而不能在植物体内表达，最初对保铃棉 531 进行的分子生

物学鉴定也证实了这一点。oriV 序列是质粒在农杆菌中维持拷贝数所需要的复

制起始位点，在保铃棉 531 中不参与基因调控。2）非功能性插入：含有部分 7S 
3’序列。该插入大小为 242bp，不能产生任何表达产物。Southern 杂交分析表明，

保铃棉 531 功能性插入序列和非功能性插入序列都是在单一插入位点单拷贝插

入的。插入的世代稳定性分析表明，功能性插入能够稳定存在于保铃棉 531 自交

后代及通过常规育种得到的商业化品种中。 

对保铃棉 531 中表达的 Cry1Ac 蛋白和 NPT II 蛋白的安全性也进行了详细

评价，评价内容包括：蛋白的安全使用历史、与已知毒蛋白和致敏原的序列相似

性、在模拟胃肠液中的消化性、小鼠急性毒性试验。Cry1Ac 蛋白来源于苏云金

芽孢杆菌，含有 Cry 蛋白的苏云金芽孢杆菌作为微生物杀虫剂，已经安全使用了

40 多年。Cry1Ac 与已知的毒蛋白、致敏原和其他对人类及动物有不良影响的生

物活性蛋白没有相似性，在模拟胃肠液中能被迅速消化，用极高剂量的 Cry1Ac
蛋白（数千毫克每千克体重）灌胃小鼠也不会出现毒性效应。NPT II 是最常用的

抗生素标记，它可以使受体具有新霉素和卡那霉素抗性。NPT II 蛋白广泛存在于

大肠杆菌细胞内，因此人类的肠道中经常可以发现这种酶（Jefferson et al., 1986; 
Fuchs 等, 1993）。NPT II 在很多商业化转基因作物产品中都有应用，其安全性也

被详细研究及评价过，NPT II 蛋白与已知的毒蛋白、致敏原和其他对人类及动物

有不良影响的生物活性蛋白没有相似性，在模拟胃肠液中能被迅速消化，用高达

5000mg/kg 体重的剂量灌胃小鼠后，不会产生任何毒性效应。因此，Cry1Ac 和
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NPT II 对人类及动物健康不会产生不良影响。此外，人类可能摄入的棉花产品主

要是棉籽油，棉籽油中蛋白的含量非常低，甚至可以忽略不计，所以人类摄入保

铃棉 531 中表达的外源蛋白的可能性非常低。对保铃棉 531 产生棉籽的成分分析

也表明，保铃棉 531 与常规对照棉花的组成成分实质等同。所有证据均表明，保

铃棉 531 与常规对照的安全性相当，对人类及动物健康不会产生不良影响。 

在环境安全性方面，保铃棉 531 转化体与常规对照相比，除了能够抵抗鳞翅

目害虫危害，减少杀虫剂的使用外，在农艺性状和农业实践上没有任何区别。通

过对多点种植的保铃棉 531 品系进行田间观察和监测，发现保铃棉 531 与非转基

因对照在演变为杂草的可能性、表型及农艺性状、对病虫害敏感程度等方面均无

显著差异。保铃棉 531 中表达的 Cry1Ac 蛋白通过结合靶标害虫中肠上的特异性

受体发挥杀虫作用，其对鳞翅目害虫具有高度的专一性，而对非靶标生物无害。

保铃棉 531 饲喂蜜蜂、草蛉、寄生蜂、瓢虫、弹尾目昆虫、跳虫、鹌鹑等非靶标

生物，均为发现任何不良影响，也验证了 Cry1Ac 蛋白对鳞翅目靶标害虫的专一

性。 

按照相关法律法规的要求，孟山都公司向农业部转基因生物安全管理办公

室提交了《转 cry1Ac 基因抗虫保铃棉 531 进口用作加工原料的安全证书》的申

请，经农业部指定，中国疾病预防控制中心营养与食品安全所用含有保铃棉 531
及其亲本对照棉籽的饲料进行了 30 天大鼠喂养实验。结果发现，在整个试验阶

段，动物未出现拒食现象，生长活动正常，被毛浓密有光泽。保铃棉 531 棉籽饲

喂组和非转基因对照棉籽饲喂组的体重和食物利用率也无显著性差异。血液学检

测结果表明：保铃棉 531 组雄性大鼠的淋巴细胞和中性细胞较亲本组差异有显著

性，但均在实验室的历史检测范围内。其他包括白细胞计数、红细胞计数、血小

板计数等的指标均无显著性差异。血生化检测的结果中，保铃棉 531 组和亲本组

的谷丙转氨酶、尿素氮、甘油三酯等指标都观察到显著性差异，但是都在实验室

的历史检测范围之内，不认为有生物学意义。病理学检查也未见保铃棉 531 棉籽

对被检脏器有任何不良影响。所以认为，保铃棉 531 棉籽对动物体重、食物利用

率、血液学、血生化、脏体比和病理学组织观察不会产生不利影响。此外，对保

铃棉 531及其亲本对照棉籽中游离棉酚的分析结果显示保铃棉 531与亲本对照棉

籽中游离棉酚含量分别为 6.30g/kg 和 5.83g/kg，含量相当。 

综上所述，所有对保铃棉 531 的安全性评价数据均支持保铃棉 531 对人类

健康及环境没有不良影响的结论。保铃棉 531 于 1995 年在美国获得栽培及食用/
饲用批准以后，又先后在南非、阿根廷、澳大利亚/新西兰和哥伦比亚获得栽培

审批，此外，还在加拿大、墨西哥、日本、韩国和欧盟获得了进口批准。按照中

华人民共和国农业部的有关法规要求，现申请保铃棉 531 作为加工原料进口中国

的安全证书，请农业部农业转基因安全管理办公室予以批准。 
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三、工作目的和意义 

棉铃虫是世界棉花生产的一大“公害”，特别是在中国，因棉铃虫危害所造

成的直接经济损失每年超过上百亿元人民币。孟山都公司经过多年研究开发，

应用生物工程技术培育了能够防治包括棉铃虫，红铃虫在内的多种鳞翅目害虫

的“保铃®”棉531。 

保铃棉531含有来自于苏云金杆菌（Bacillus thuringiensis）的cry1Ac基因，

使植株产生有杀虫作用的Cry1Ac蛋白，该蛋白可分布于棉花植株的茎、叶、棉

铃等部位，能有效地控制棉铃虫的危害。 

Cry1Ac蛋白对靶标害虫有很高的特异性，对益虫、鸟类、鱼类和哺乳动物

等非靶标生物不产生任何影响，历时六年的安全性研究证实了MON 531及其产品

在食用/饲用和环境方面的安全性。在对有关数据进行严格审查后，美国环保署

（EPA）将MON 531中所含Cry1Ac蛋白列为“安全”级，免除耐量要求。美国食品

和药品管理局（FDA）确定MON 531及其产品作为食品和饲料具有与常规棉种同

样的安全性和营养价值。美国农业部（USDA）也解除了对MON 531的监管状态。

截至目前，已有数十个保铃棉品种在美国、墨西哥、澳大利亚、阿根廷、南非等

过进入了商业化生产。 

大力推广含有保铃棉531转化事件的保铃棉品种，对棉农、环境和社会经济

都可从中获益，保铃棉可以： 

•有效地防治鳞翅目害虫及其抗性的增加，大幅度提高棉花产量和棉农效益。 

•大量减少农药的使用和人工投入，降低生产成本。 

•减少化学药剂的生产、运输、储存和喷施，有利于环境保护和人类的安全。 

•符合病虫害综合防治原理，代表现代农业的发展方向。 

•促进可持续农业的发展。 

•提高农业科技含量，促进种子产业化进程。  
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四、国内外相关研究的最新动态 

棉花是重要的经济作物和纤维作物，近年来由于气候条件和生态环境的变

化、害虫抗药性的增强，以棉铃虫为主的棉花害虫为害一度十分猖獗。对此人

们虽在积极探讨有效防治棉铃虫的措施，广泛使用化学防治、生物防治、农业

防治等措施，虽取得了一定的成效，但仍没有达到有效防治的目的，目前仍以

化学防治为主，且还伴随着用药次数不断增多、用药浓度不断提高、用药量不

断增加的趋势；这样一方面造成棉成本提高，另一方面造成环境污染、人畜受

害增多，破坏了生态平衡，还造成害虫抗药性的不断增强，据统计目前棉铃虫

对菊脂类农药的抗性比1980年已增加几百倍，因而造成了棉铃虫防治的更加困

难。而且目前我国棉铃虫的为害面积还在不断扩大，为害程度还在不断加重，

造成不少地区棉花大面积减产或绝产，严重挫伤了农民的植棉积极性，使我国

的棉花生产长期处于低谷状态，因而可以说棉铃虫已成为制约我国棉花生产及

其相关产业(如纺织业、出口创汇业、农业可持续发展等)的一个重要因子。 

除中国外，世界上其它植棉大国，如美国、澳大利亚等也都面临着棉花害

虫日益为害严重的局面，因而世界各国都十分重视探讨新的害虫管理措施，其

中利用基因工程手段培育抗虫棉品种是当今棉花害虫管理最经济最有效的方法。

它不仅能使棉花自身产生抗（或杀死）害虫的物质，提高自身防御机制，而且

能减少化学农药的使用，减少环境污染和农药残留，减化劳动操作和降低植棉

成本，从而可提高棉农的植棉积极性，有利于棉花生产及有关行业如纺织业等

的发展。因而世界各国都十分重视将外源抗虫基因导入棉花的研究、开发与利

用，并取得了显著的进展，培育出了一大批高抗棉铃虫、红铃虫等棉花害虫的

转基因抗虫棉，并已在生产上大面积推广使用，对棉花害虫尤其是棉铃虫的有

效防治立下了汗马功劳。 

棉花基因工程的研究起始于1987年，美国Agracetus公司首次报道获得带有外

源标记基因的基因工程棉花。至今棉花基因工程的研究发展很快，先后经历了探

索阶段、发展和应用阶段两个时期。 

探索阶段（1987-1988） 

这个时期主要是棉花基因工程的起步和探索阶段，主要是根据前人在其它

作物上的成功经验，将外源标记基因（如抗卡那霉素基因等）导入到棉花品种

中，并得到表达。这个时期的研究虽然在棉花育种和生产上没有多大的应用价

值，但它却为以后基因工程在棉花上的应用探明了方法，奠定了基础。 

发展和应用阶段（1989年至今） 

在探索阶段成功经验的基础上，人们逐渐将棉花基因工程转向应用。1989
年Barton、Rice、McCall、Firoozabaely等同时将Bt基因、Bxn基因导入到棉花品

种中，获得的转基因棉株分别表现为抗虫、抗除草剂等性状，从而使棉花基因工

程研究转入到快速发展和应用阶段。 

目前在转基因抗虫植株培育中最常用的外源抗虫基因有苏云金芽孢杆菌

毒素蛋白基因（简称Bt基因）、蛋白酶抑制基因、淀粉酶抑制基因、外源凝集
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素基因、几丁质酶基因、褐毒素基因、蜘蛛毒素基因等，其中转化和抗虫效果

较好的是Bt基因和豇豆胰蛋白酶抑制基因（简称CpTI基因）两种，因而转基因

抗虫植株的培育大多选用这两类基因。目前人们已将这两类基因分别导入棉花

植株，并已获得抗虫性极强并能稳定遗传的转化植株。关于CpTI基因对人畜的

安全性问题，学术界仍有争议。 

Bt乳剂作为一种生物杀虫剂农业上应用已有二三十年的历史，虽然它具有

专一性强、效果好、对人畜无害等优点，但在自然界中它易被阳光钝化、雨水

冲淋、且成本较高，从而限制了其在生产上的广泛应用。现代分子生物学证明，

Bt乳剂之所以具有较好的杀虫效果，是因为它能产生一种伴孢晶体蛋白，当害

虫吞食后，该蛋白在昆虫肠道碱性条件下被水解成毒性肽，并很快发生毒性，

破坏昆虫肠的上皮细胞及其体内器官，从而导致昆虫死亡。 

随着分子生物学研究的进一步深入，Schnepf和Whielry等首次从苏云金芽孢

杆菌的kurstaki亚种HD-Dipei变种中分离并克隆了Bt基因。随后人们又从不同苏

云金芽孢杆菌变种分离克隆了出50多个不同的Bt基因。在此基础上，Agracetus
公司的研究者克隆了与Bt内毒素有关的DNA片段，并进行了必要的修饰，然后利

用农杆菌介导法将其导入植株体内，是棉株的每个细胞都能形成自己的杀虫蛋白，

四年的室内和田间试验证明：转基因棉花对鳞翅目害虫具有一定的抗性，且抗性

能够稳定遗传。 

除美国将Bt基因、CpTI基因导入棉花品种外，澳大利亚学者也已将美国

Monsanto公司提供的改良Bt基因导入自育品种，获得了抗虫性较好的转化后代。

80年代中后期，中国农业科学院技术研究中心（现更名为中国农科院生物技术

研究所）、中国科学院微生物所、中国科学院上海植物生理研究所等单位也得

到了转基因植株。经生物杀虫检测，结果证明虽有一定的杀虫性，但都难以或

几乎检测不到Bt晶体蛋白的表达。1989年后，科学家们把注意力集中在杀虫晶

体蛋白基因编码序列的改造和人工合成基因上，所构建的基因分别称为 PM 
cryIA（b）、FM cryIA（b）和 FM cryIVA。1990年将这些基因导入植物后，获

得的转基因植株晶体蛋白表达量提高50~100倍，抗虫能力提高70%以上。 

1991 年，“转基因抗虫棉研制”项目获国家高技术研究发展计划（“863”计划）

立项资助。在“863”计划资助下，我国开始了 cryIA 杀虫基因的全合成。1992 年

底，中国农科院生物技术研究所在国内首先合成了 CryIA 杀虫晶体蛋白的结构基

因 GFM cryIA(cryIA（b）、cryIA（c）)，1993 年将 GFM cryIA 基因导入棉花，

1994 年得到高抗虫能力的转基因棉花植株。1998 年其核心技术“编码杀虫蛋白酶

融合基因和表达载体及其应用”获国家技术发明专利，迄今，中国农科院生物技

术研究所已成功地研制出 Bt 基因和 CpTI（豇豆胰蛋白酶抑制剂）的双价抗虫基

因、含 GNA 的抗蚜基因以及抗真菌病的抗病基因第一系列棉花抗虫、抗病基因。

现已成功将改造后的 Bt 基因导入我过自育品种晋棉 7 号、中棉所 12 号、泗棉 2
号中。与此同时，山西棉花所还将中国农科学院生物技术研究中心提供的 CpTI
基因导入了我过自育品种并且还获得了转双基因的多抗虫基因工程棉花。 
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五、安全性评价 

1  受体植物的安全性评价 

1.1  受体植物的背景资料 

1.1.1  学名、俗名和其他名称 

棉花的拉丁名称为 Gossypium hirsutum L.，在中国统称棉花，简称棉；其它

名称：陆地棉。 

1.1.2  分类学地位 

属 于 植 物 界 (Plantae) 、 被 子 植 物 门 (Anthophyta) 、 双 子 叶 植 物 纲

(Dicotyledonopsida)、锦葵目(Malvales)、锦葵科(Malvaceae)、棉族(Gossypieae)、
棉属(Gossypium)，拉丁学名 Gossypium hirsutum。 

1.1.3  试验用受体植物品种(或品系)名称 

试验用受体植物品种为 Coker312 栽培品系（Gossypium hirsutum L.）,是美

国 Coker Pedigree 种子有限公司所拥有的种质资源。它是一种较老的棉花品种，

现在几乎已经不再种植。现在 Coker312 栽培品种主要用于转化，是因为它在转

基因过程中的组织培养系统较成熟。几位研究者（Trolinder 和 Goodin，1987；
Umbeck 等，1987）认为，Coker312 及相关的栽培系在遗传上具有组织培养容易

的特点。尽管 Coker312 已不再大面积种植，但它仍具有商业价值。并且，因为

转基因保铃®棉是从 Coker312 得到的，所以从农业角度来看，此品种在用于试

验目的时仍是可接受的、合适的。 

1.1.4  是野生种还是栽培种 

受体棉花属于栽培种，但目前在美国已经不再商业化种植。 

1.1.5  原产地及引进时间 

棉花原产于高温、干旱、短日照的热带和亚热带的荒漠草原，其起源是多

中心的。 

中国于 1865 年开始从美国引种陆地棉，首先在上海试种。1914 年以后， 从
美国大量引入陆地棉品种，至 1958 年，陆地棉品种基本取代了以前广泛栽培多

年的中棉（G. arboreum）品种。（见《中国农业百科全书-农作物卷》） 

1.1.6  用途 

棉花是唯一一种由种子生产纤维的农作物，它是世界上产量最高的植物纤

维作物。棉纤维是纺织工业的主要原料；棉籽含油分、蛋白质，是食品工业的原

料，也用作饲料添加剂，据文献记载，有很长的安全使用历史。棉短绒也是化学

工业和国防工业的重要物资。 
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1.1.7  在国内的应用情况 

中国于 1865 年开始从美国引种陆地棉，首先在上海试种。1914 年以后，从

美国大量引入陆地棉品种，至 1958 年，陆地棉品种基本取代了以前广泛栽培多

年的中棉（G. arboreum）品种。自 1982 年以来，中国已跃居世界棉花生产和消

费的首位， 年产皮棉 400 万吨以上。以棉花纤维为原料的棉纺织工业已成为中

国重要的支柱和创汇产业。棉籽油在棉产区为主要的食用油，脱毒棉籽饼是优质

的高蛋白饲料，棉籽壳被用作生产食用菌的原料，棉短绒被用于化工和国防工业。

（见《中国农业百科全书-农作物卷》） 

1.1.8  对人类健康和生态环境是否发生过不利影响 

棉花有着长期安全应用的历史，不会对人类健康和生态环境产生不利影响。

但如不进行脱酚处理，棉籽油中的棉酚不利于人类健康，引起一疾病和造成不育。 

1.1.9  从历史上看，受体植物演变成有害植物(如杂草等)的可能性 

棉花作为一种野生植物对环境并无多少影响力。野生种群很少，并且局限

于海滨地区或小岛（Lee，1984）。它有可能影响刚开发的土地，但很难侵扰已建

立的生态系统。在中国的棉花栽培历史上，棉花演变成杂草或其他有害植物的现

象还没有发现。其演变有害植物的可能性也是没有的，并且也未发现能与棉花在

自然条件下进行杂交的其它种群存在。 

1.1.10  是否有长期安全应用的记录 

棉花作为一种主要的、最早被人类驯化的栽培作物，至少已在世界上存在

了 5500 年。从古代文献记载和 18 世纪工业革命以来棉花的在全世界范围迅速推

广的过程中，均未见到不安全应用的的记录。 

1.2  受体植物的生物学特性 

1.2.1  是一年生还是多年生 

受体品种和目前栽培的棉花品种一样，具有潜在的多年生习性，但从商业

种植的角度而言，是典型的一年生植物。 

1.2.2  对人及其他生物是否有毒，如有毒，应说明毒性存在的部位及其毒性的

性质 

已经知道，棉花能与环境中的其它物种相互作用，这些物种包括有益的及

有害的节肢动物、微生物及周围的野草。棉花很早就在中国栽种，有很长的安全

使用历史。一般认为棉花对人体无害，也不会致病，但它能产生棉酚和环丙烯脂

肪酸，这两种物质都是天然的有毒物质。 

棉酚是一种萜类物质，产生于棉花多种组织（包括种子）的分泌腺体

（Abou-Donia，1876）。在棉籽食品及饲料产品中的棉酚含量应减至最低，因为

它能引起人和单胃动物中毒，例如食欲不振、体重降低和呼吸困难（Berardi 和

Goldblatt，1980）和精子活力降低。 
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环丙烯脂肪酸、梧桐脂酸和锦葵酸是所有棉花中特有的脂肪酸。梧桐脂酸

和锦葵酸分别为 18 和 17 个碳原子长，并在丙烯环上包含一个双键。由于环丙烯

脂肪酸的不良影响，其含量也应降低至最低，否则它会导致不安全的食品和饲料

产品（Cherry 和 Leffler，1984；Phelps 等，1965）。环丙烯脂肪酸能抑制硬脂肪

酸去饱和为油酸，这种硬脂肪酸能改变膜的渗透能力。 

黄曲霉毒素是一组由 Aspergillus flavus 和 Aspergillus parasiticus 产生的真菌

毒素，能污染食品和饲料产品（Jorgensen 和 Price，1981）。棉籽则是最容易被黄

曲霉菌污染的商品之一（Bagley，1979）。防止或控制污染是很难的，因为污染

可以是收获前在地里发生，也可以是收获后在储存期间发生（Goldblatt和Dollear，
1977）。由于它给人类和动物健康的危害，食品或饲料产品中黄曲霉素的检测和

去毒是很关键的（Scott，1991）。 

1.2.3  是否有致敏原，如有，应说明致敏原存在的部位及其致敏的特性 

棉花的主要产品为棉纤维，不存在致敏问题。棉籽的加工品通常也不被认

为是致敏源。 

1.2.4  繁殖方式是有性繁殖还是无性繁殖，如为有性繁殖，是自花授粉还是异

花授粉或常异花授粉；是虫媒传粉还是风媒传粉 

棉花的繁殖方式为有性繁殖，通常被认为属于常异花授粉作物，可以发生

自然异交。但也有人将棉花归于自花授粉作物（Niles 和 Feaster，1984）。它的花

粉重而有粘性，不可能由风来传播，而通常是由昆虫来传播的，尤其是各种野蜂、

熊蜂（Bombus spp.）和蜜蜂(Apis mellifera)等。 

1.2.5  在自然条件下与同种或近缘种的异交率 

1.2.5.1 基因向栽培基因型的转移 

因为相似的棉花基因型是完全亲合的，所以任何传授的花粉都有可能产生

杂交种子。某块生产地里的异型杂交度主要取决于这块地的地理位置（Simpson，
1954），也就是取决于作物生态环境。最重要的因素是昆虫媒体的种类和数量。 熊
峰(Bombus spp.) 和蜜蜂（Apis mellifera）是最重要的（Theis，1953；McGregor，
1959；Moffett 和 Stith，1972；Simpson 和 Duncan，1956），而前者则是最有效的

传粉者。这在 Meredith 和 Bridge 的报告（1973）中特别提到，他们的结果表明

异型杂交在美国密西西比三角洲已大为下降（在 11 个测试地点，从 1965 年

Simpson 和 Duncan 报道的 28%下降到平均 2%，变化范围 0.0%—5.9%）。这在许

多棉花种植区是很典型的，因为在这些种植区内昆虫栖居地的丧失和杀虫剂的大

量使用司空见惯。 

在栽培棉花的相邻植株、行及地块间的异型杂交度方面做了大量的工作

（Afzal&Rahn，1950a，b；Green&Jones，1953；Thies，1953；其它汇总于 Brown，
1938）。Agracetus 公司（Umbeck 等，1992）利用分子技术来测定由棉花缓冲的

转基因棉花地块的异型杂交。此报告表明，边界行中异型杂交发生率不超过 6%，
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而随着离地块距离的加大，各行的百分率迅速下降。 

1.2.5.2  对野生植物种类的基因转移 

有性生殖亲合性的尺度大大限制了中国境内栽培棉花的基因流动潜力。棉

亚科（Grossypieae）中没有一个属是在这个国家起源的。棉属（Gossypium sp.）
和其它属之间的远缘杂交很少，仅报道一例，即秋葵（Abelmoschus esculentus）
（Brown，1947）。在该例中，棉花是母本，所得一个杂交株发育不良，并且雄

性、雌性均不育。Stewant（未发表）曾利用木槿（Hibiscus acetosella，H. syriacus）、
秋葵和 Alyogyne spp.对半配子棉进行过无数次授粉。许多情况下得到了种子，但

所得植株都是棉花。这表明可能发生了弧雌生殖。无数实验试图利用木槿作为母

本与海岛棉（半配子 G. barbadense）杂交，均未成功（Stewart，未发表）。上述

经验和文献表明，棉属（Gossypium）与其它棉葵科各属进行异型杂交的潜力很

小，几乎为零。 

1.2.6  育性（可育还是不育，育性高低，如果不育，应说明属何种不育类型） 

棉花是可育植物，并且因为相似的棉花基因型是完全亲合的，所以任何传

授的花粉都有产生杂合种子的潜力(正如上面 1.2.5 所述)。 

1.2.7  全生育期 

棉花的栽培周期从出苗到棉桃成熟吐絮一般为 120-200 个生长日不等

(Waddle, 1984)，按其生育期间形态的变化通常分为苗期(出苗到现蕾)、蕾期(现
蕾到开花)、花铃期(开花到吐絮)和成熟吐絮期。温度、光照、水分、土壤、空气

及养分均会影响棉株的内在生理活动和外部形态结构，从而影响其最适生长。 

1.2.8  在自然界中生存繁殖的能力，包括越冬性、越夏性及抗逆性等 

棉花种子是唯一的继代结构。一般认为，棉花种子不能在环境中长时间生

存。如果在地温到达 15℃之前种植，种子会在土壤中烂掉。发芽后，幼苗非常“脆
弱”，甚至不能破土而出（Hughes 和 Nelson，1957）。另外栽培的棉花没有任何

与长期生存相关的特性，例如种子休眠、长期的土壤存活能力、各种环境条件下

的发芽能力、快速营养生长能力、短生活周期、高产籽率、种子的高扩散力或长

距离扩散力（Stewart，1992）。在中国南部的一些棉花种植区，某些种植及收获

后仍留在地里的种子，如果条件合适的话，会在秋天发芽。没有发芽的种子会烂

掉或失去活力，而这些自行发芽的棉花可以很容易地通过一些现代农业措施加以

控制，这些措施包括栽培措施和使用适当的除草剂，例如阿特拉津、草甘膦、溴

苯腈、草胺膦和百草枯等。 

1.3  受体植物的生态环境 

1.3.1  在国内的地理分布和自然生境 

中国是世界主要产棉大国，植棉历史悠久，植棉地域辽阔。植棉区东起辽

河流域及长江三角洲，西至塔里木盆地边缘，南至海南岛崖县，北抵马纳斯河流
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域，在北纬 18 度至 46 度、东经 76 度至 124 度之间。 

如 1.2.8 中所述，棉花作为一种栽培作物在自然条件下难于存活，在中国未

见有关于自然种群存在的报道。在农田中，棉花构成其所处农业生态环境的一部

分。 

1.3.2  生长发育所要求的生态环境条件，包括自然条件和栽培条件的改变对其

地理分布区域和范围影响的可能性 

棉花生长发育对生态环境条件的要求主要有以下几个方面： 

o 温度和热量：棉花为喜温作物，种子萌发最低温度为10-12C°，棉苗生

长的最低温度为20-25 C°。现蕾最低温度为19-20 C°，开花结铃期的最

适温度为25-35 C°，低于15 C°或高于35 C°，则不利于花粉发育，引起

蕾铃脱落。棉铃吐絮期要求温度在20 C°以上。 

陆地棉整个生育期所需≥15 C°的活动积温约 3000-3600 C°。早熟品

种和晚熟品种对活动积温要求不同， 所需生育期分别为 120-220 天左右。 

o 光照：棉花为短日照作物。一般棉苗需要在日平均温度20-25 C°条件下，

经过18-30天的8-12小时短日照才能现蕾开花。由于大多数陆地棉栽培品

种长期在高纬度驯化和选择，对短日照已不甚敏感。棉花在生育期间喜

光照，不耐荫蔽。棉叶的光饱和点较高，为7万-8万勒克斯，其光补偿

点亦较高，为1000-2000勒克斯。 

o 水分：棉花生育期长，枝多叶大，蒸腾系数大，需水较多。 由于根系

发达，吸水力强，也较能耐旱。苗期需水较少，蕾期需水逐渐增多，到

盛花期需水最多，吐絮后又日趋减少。土壤含水率宜保持在田间最大持

水量的60%左右，低于55%或高于80%，均对棉株发育不利。 

o 空气：棉花进行光合作用时，要求二氧化碳最适浓度为0.1%左右；二氧

化碳的补偿点为0.01%左右，饱和点在0.03%以下。土壤中空气容量以

30%为宜。 

o 土壤：棉花要求土壤深厚，土质疏松，土壤水分适宜，地下水位低。棉

花具有轻度耐盐碱能力，在pH值6.5-8.5范围内均能正常生长，但以中性

至微碱性为宜。 

o 养分：棉花生育期间除了需要大量的氮、磷、钾及钙、硫、镁、钠、铁

等元素外，同时需要硼、锰、锌、铜、钼等微量元素。 

以上各种外界环境因素都会影响棉株的内在生理活动和外部形态结构，而

且这些因素是相互交错发生作用的。 

从理论上讲，自然环境条件(主要是温度)的变化，可以改变棉花的适生范围，

但在中国，正如上面 1.2.8 中所述，已被驯化多年的棉花在自然条件下的繁殖能

力、抗逆性等均较差，不会成为杂草，只能在人工栽培的条件下扩大或缩小其地
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理其分布区域。人工栽培条件的改变确实可以改变棉花的地理分布区域，如保护

地种植等。 

1.3.3  是否为生态环境中的组成部分 

棉花种植田在棉花种植区的整个农业生态系统中，为重要的生态环境组成

部分。其所起作用的大小与方式，则取决于其所处农业生态区的棉田种植制度。

在我国主要棉区，种植制度基本上可分为两种类型：1) 冬季休闲的棉花一年一

熟制；2) 以棉花为主与大麦、小麦、油菜、蚕豆、马铃薯、洋葱等作物套种、

复种或与甘薯、玉米、花生等间作的一年两熟制。 

1.3.4  与生态系统中其他植物的生态关系，包括生态环境的改变对这种（些）

关系的影响以及是否会因此而产生或增加对人类健康和生态环境的不利影响； 

在一年一熟制棉田生态系统中，棉花与其它田间植物(杂草)互相争夺光能、

土壤养分、水分等资源，会互相影响生长发育。生产实践中，棉农会采用中耕、

施用除草剂、覆盖地膜、手工拔除等方法控制或去除杂草，以最大限度地减少杂

草对棉花生长的不利影响。 

在与多种作物间作、套种或复种的一年两熟制棉田生态系统中，棉花除了会

与杂草相互影响外，还会与其它间作、套种、复种的作物产生互作，相互影响。

在生产实践中，常采取下列措施以减少不利影响： 

o 棉田套种：在同一田块，以大麦、小麦油菜等冬作物为前茬，按一定比

例条播或点播(栽)，并预留棉行。春季套种或套栽棉花。通过套栽，可缩短

共生期；选择最适种植比例，可有效地缓和两熟作物相互争光、争肥水的矛

盾。 

o 棉田复种：在同一田块，冬作物收获后播种或移栽棉花的两熟种植制。

不需预留棉行。 

o 棉田间作：在同一田块，以棉花为主，与甘薯、花生、西瓜等春作物组

成等幅或宽窄幅相间的带状种植， 共生期虽长， 但由于高矮搭配， 既提

高了前中期的光能利用率，又在后期保持了较好的通风透光。 

o 棉田轮作：有计划地将棉田和其它作物轮作换茬，能充分利用、保持和

提高土壤肥力，减轻病虫害，防除田间杂草，如南方棉区的棉稻轮作，北方

棉区的棉粮轮作，西北棉区的棉花与苜蓿轮作等。  

生态环境的改变对这种（些）关系没有显著影响，更不会因此而产生或增

加对人类健康和生态环境的不利影响。 

1.3.5  与生态系统中其他生物（动物和微生物）的生态关系，包括生态环境的

改变对这种（些）关系的影响以及是否会因此而产生或增加对人类健康或生态

环境的不利影响 

棉花与棉田生态系统中的动物(主要为节肢动物)和微生物的关系，受生态环
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境影响很大，但这种影响不会直接对人类健康或生态环境产生或增加不利影响。 

o 棉花与节肢动物的关系：主要体现为棉花与田间害虫及益虫之间的关系。

据不完全统计，中国的棉花害虫有300余种，较常见的有30余种，主要为

昆虫纲和蛛型纲等节肢动物，而这些害虫的天敌动物种类数量则更多。

棉花与这些动物之间的关系错综复杂，相互制约。生态环境的变化会影

响田间动物的虫口密度、消长变化及棉花受害程度。 

o 棉花与其它微生物的关系：主要体现为棉花与寄生性棉花病害及有益菌

群和共生菌群之间的关系。据不完全统计，中国的棉花病害有40余种，

较常见的有20余种，其病原物主要是真菌、细菌和病毒等微生物，此外，

还有多种有益菌群和一些共生菌群。棉花与这些微生物之间的关系错综

复杂，相互制约。生态环境的变化会影响这些微生物存活和繁殖，进而

表现为影响病害的发病与否、病害扩散速度与流行规模及棉花受害程度。 

1.3.6  对生态环境的影响及其潜在危险程度； 

棉花在中国已安全种植多年，为常见的主要栽培作物。未见过棉花对生态

环境有任何影响及其存在潜在危险的报道。 

1.3.7  涉及到国内非通常种植的植物物种时，应描述该植物的自然生境和有关

其天然捕食者、寄生物、竞争物和共生物的资料 

棉花属于主要农作物，在中国已种植多年。 

1.4  受体植物的遗传变异 

1.4.1  遗传稳定性 

在人工栽培及自然条件下，陆地棉品种具较高遗传稳定性。 

1.4.2  是否有发生遗传变异而对人类健康或生态环境产生不利影响的资料 

目前未见棉花发生遗传变异而对人类健康或环境产生不利影响的报道。 

1.4.3  在自然条件下与其他植物种属进行遗传物质交换的可能性 

有性生殖亲合性的尺度大大限制了中国境内栽培棉花的基因流动潜力。棉

亚科（Grossypieae）中没有一个属是在这个国家起源的。棉属（Gossypium sp.）
和其它属之间的远缘杂交很少，仅报道一例，即秋葵（Abelmoschus esculentus）
（Brown，1947）。在该例中，棉花是母本，所得一个杂交株发育不良，并且雄

性、雌性均不育。Stewart（未发表）曾利用木槿（Hibiscus acetosella，H. syriacus）、
秋葵和 Alyogyne spp.对半配子棉进行过无数次授粉。许多情况下得到了种子，但

所得植株都是棉花。这表明可能发生了孤雌生殖。无数实验试图利用木槿作为母

本与海岛棉（半配子 G. barbadense） 杂交，均未成功（Stewart，未发表）。上

述经验和文献表明，棉属（Gossypium）与其它棉葵科各属进行异型杂交的潜力

很小，几乎为零。因此，在自然条件下，棉花与其它植物种属进行遗传物质交换

的可能性极小，几乎为零。 
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1.4.4  在自然条件下与其他生物（例如微生物）进行遗传物质交换的可能性 

理论和实践均已证明，作为以有性繁殖为唯一繁殖方式的高等被子植物，

陆地棉在自然条件下与其他生物进行遗传物质交换的可能性非常小，近乎为零。

确有理论推测，高等植物在其漫长的进化过程中，有可能从低等的寄生性微生物

或植物中获得过一些异源基因，但这只是理论推测，而且该过程是以数十万、数

百万年计的，现实发生的可能性极小。 

1.5  受体植物的监测方法和监控的可能性 

转基因棉花已在我国大面积种植，除了传统的遗传育种方法对受体作物进

行监测外。还可利用现代生物技术象 PCR、RFLP 等对受体植物进行监测，而且

十分有效。 

1.6  受体植物的其他资料 

目前没有关于受体植物的其它资料。 

1.7  根据上述评价，参照本办法第十一条有关标准划分受体植物的安全等级。 

综上所述，棉花对人体或者动物不具有毒性，对环境产生负面效应或者演

变成为一种有害的生物的可能性极小。因此，根据《农业转基因生物安全评价管

理办法》第二章第十一条的规定，本项目的受体植物的安全等级为 I。 
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2  基因操作的安全性评价 

2.1  转基因植物中引入或修饰性状和特性的叙述 

保铃棉 531 是孟山都公司利用生物技术开发的抗虫棉转化事件。保铃棉 531
通过将编码苏芸金杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)中杀虫蛋白 Cry1Ac 的 DNA 序

列插入到棉花品种 Coker 312 的基因组中得到的，Cry1Ac 蛋白对危害棉花最为严

重的鳞翅目害虫具有抗性。一个编码新霉素磷酸转移酶 II( NPTII)蛋白的 DNA 序

列也被插入保铃棉 531 中，用来在转化过程中利用卡那霉素选择和鉴定转基因细

胞。此外，被同时插入的还有一个 3’(9)-O-氨基糖苷腺苷酰转移酶基因(aad)。上

述基因通过农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)单边界二元转化载体 PV-GHBK04
被稳定地转入棉花细胞的基因组中。cry1Ac 和 nptII 基因均可在植株中表达，而

aad 基因由于受细菌启动子的控制，在植株中不产生 aad 的基因产物。 

2.2  实际插入或删除序列的以下资料： 

2.2.1  插入序列的大小和结构，确定其特性的分析方法； 

对保铃棉531中整合的外源基因的分子生物学分析最初应用Southern杂交、

Western印迹和ELISA方法于1994年完成。其后随着分子生物学研究的发展，各项

试验鉴定技术的灵敏度和精确性都有了很大进步，所以孟山都公司于2001年对保

铃棉531的分子生物学特性进行了重新鉴定，鉴定结果表明保铃棉531中含有如下

插入：1）功能性插入：该插入中依次含有一个不完整的cry1Ac表达盒、一个完

整的cry1Ac表达盒、一个aad基因编码序列、一个完整的npt II基因表达盒和来自

质粒PV-GHBK04的oriV序列。其中不完整的cry1Ac表达盒片段包含部分cry1Ac
基因的3’序列和7S 3’终止子，该片段与完整cry1Ac表达盒中的相应序列插入方向

相反。完整的cry1Ac基因表达盒由e35S启动子、全长cry1Ac基因和7S 3’终止子组

成，能够表达Cry1Ac杀虫蛋白，使保铃棉531具有鳞翅目害虫抗性。nptII基因表

达盒由35S启动子、全长nptII基因和NOS 3’终止子组成，可以表达新霉素磷酸转

移酶II（NPTII），该蛋白在产品开发初期作为选择性标记，用来选择转化体植株。

插入中的aad序列包括细菌启动子和一个3’(9)-O-氨基糖苷腺苷酰基转移酶基因

（aad）序列，该基因作为选择性标记，在基因克隆过程中用于筛选大肠杆菌转

化菌株。由于aad基因在细菌启动子的控制下，所以其只能在细菌中表达，而不

能在植物体内表达，最初对保铃棉531进行的分子生物学鉴定也证实了这一点。

oriV序列是质粒在农杆菌中维持拷贝数所需要的复制起始位点，在保铃棉531中
不参与基因调控。2）非功能性插入：含有部分7S 3’，该插入大小为242bp，不

能产生任何表达产物。 

功能性插入片段及其基因组侧翼序列分析 

用位于功能性插入片段及其相邻的基因组侧翼序列的 7 对引物对保铃棉

531 插入片段的组成和排列进行 PCR 分析。每对引物扩增产物的位置、大小及

PCR 扩增结果见图 1 和图 2。同时以非转基因对照 Coker312 的基因组 DNA 和

质粒 PV-GHBK04 作为阴性和阳性对照，以无 DNA 模板对照作为系统对照进行

PCR 反应。如预期，所有 7 对引物在非转基因对照和无 DNA 模板对照中都没有

产生 PCR 产物。6 对引物在保铃棉 531 和质粒对照中产生了预期大小的扩增产
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物。由于质粒中不含有基因组侧翼序列，含有基因组侧翼序列特异性引物的一对

引物在质粒对照中没有产生任何扩增产物。 

将 PCR 扩增产物进行 DNA 序列分析后进行拼接，得到整个功能性插入的

序列信息，以确定功能性插入中各遗传元件的组成及排列。与完整 cry1Ac 表达

盒反向相连的部分 cry1Ac 表达盒序列及其相邻的基因组侧翼序列见图 5。含有

完整 cry1Ac 表达盒的插入片段序列见图 6。插入片段各元件的组成及排列示意

图见图 10。表 1 列出了各遗传元件在图 6 序列中的位置。 

以保铃棉 531 种子基因组 DNA 为模板，以分别位于 5’和 3’插入-侧翼序列

区域的两对引物（引物 C/D 和引物 A/B，图 3）进行 PCR 扩增。将得到的扩增

产物进行 DNA 序列分析，得到了保铃棉 531 的 5’和 3’端侧翼序列信息（图 7
和图 8）。 

非功能性插入片段及其基因组侧翼序列分析 

用位于非功能性插入序列及其相邻的基因组侧翼序列的两对引物（图 4）对

保铃棉 531 的非功能性插入片段进行分析。PCR 扩增得到大小分别为˜700 和

˜600bp 的两个产物，将两个产物进行 DNA 序列分析后进行拼接，得到了包含基

因组侧翼序列的非功能性插入片段，非功能性插入片段大小为 242bp，含有来自

于质粒 PV-GHBK04 的 176bp 7S 3’序列和 66bp 的多聚接头。非功能性插入及其

相邻的基因侧翼序列见图 9。 

图 1. 对保铃棉531功能性插入的PCR分析（产物1-4） 

 

 

图 2. 对保铃棉531功能性插入的PCR分析（产物5-7） 

 

 

图 3. 保铃棉531功能性插入侧翼序列的PCR分析鉴定 

 

 

图 4. 对保铃棉531非功能性插入的PCR分析 

 

 

图 5. 保铃棉531功能性插入中与完整cry1Ac表达盒反向相接的部分cry1Ac表达

盒及其相邻的基因组侧翼序列 

 

 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 
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图 6. 保铃棉531功能性插入中含有完整cry1Ac表达盒的插入片段序列 

 

 

 

图 7. 功能性插入的5’侧翼序列 

 

 

图 8. 功能性插入的3’侧翼序列 

 

 

图 9. 保铃棉531非功能性插入及其相邻的基因组侧翼序列序列 

 

 

 

图 10. 保铃棉531中插入片段的示意图 

A 图为 1994 年分子特性鉴定的结果，B 图为 2001 年应用灵敏度更高、更精确的方法对

保铃棉 531 进行重新分子特性鉴定的结果。在最初的鉴定中认为部分 cry1Ac 表达盒与

含有完整表达盒的片段顺向相连。新的分子鉴定结果表明该片段与含有完整表达盒的片

段反向相连，并又鉴定出一个 242bp 的非功能性插入。 
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表 1. 保铃棉531中含有完整cry1Ac表达盒的插入片段中的遗传元件汇总及在附

图7序列中的位置 

遗传元件 在附图 7 中的位置 功能（参考文献） 

间插序列 1-38 合成序列，多聚接头。 
7S 3’ 39-479 来自于大豆 7S种子储存蛋白基因(Schuler et al., 

1982)的 3’非翻译区，用于指导 cry1Ac 基因

mRNA 的多聚腺苷酸化。 
间插序列 480-521 合成序列，多聚接头。 

cry1Ac 522-4058 合成的苏云金杆菌 Cry1Ac 蛋白变异蛋白编码

序列（Donovan et al., 1992）。 
间插序列 4059-4089 合成序列，多聚接头 

P-e35S 4090-4708 花椰菜花叶病毒(CaMV) 启动子(Odell et al., 
1985)，带有重复增强子区域(Kay et al., 1987)。

间插序列 4709-4816 合成序列，多聚接头。 
aad 4817-5605 细菌启动子和来自于转座子 Tn7 的 3’(9)-O-氨

基糖苷腺苷转移酶基因编码序列(Fling et al., 
1985)（GenBank accession X03043）。 

间插序列 5606-5684 合成序列，多聚接头。 
NOS 3’ 5685-5925 来自土壤农杆菌的胭脂碱合成酶基因的 3’非翻

译区，其功能是终止转录，控制 nptII mRNA 的

多腺苷化(Depicker et al., 1982; Bevan et al.,
1983)。 

间插序列 5926-5940 合成序列，多聚接头。 
npt II 5941-6908 从 Tn5 分离出来的新霉素磷酸转移酶 II 基因编

码序列(Beck et al., 1982)。表达该基因可以使植

物具有卡那霉素抗性，作为选择标记用于筛选

转化体(Fraley et al., 1983)。 
间插序列 6909-6941 合成序列，多聚接头。 

P-35S 6942-7265 花椰菜花叶病毒 (CaMV)的 35S 启动子区

(Gardner et al., 1981; Sanders et al., 1987)。 
间插序列 7266-7361 合成序列，多聚接头 

Ori-V 7362-7755 来自于广谱寄主质粒 RK2，为质粒在农杆菌中

的复制起点(Stalker et al., 1981)。 
间插序列 7756-7916 合成序列，来自于质粒骨架。 
 

2.2.2  删除区域的大小和功能； 

保铃棉 531 研发过程外源序列插入时没有删除棉花基因组序列。 

2.2.3  目的基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列； 
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cry1Ac 基因的核苷酸序列 

 

 
cry1Ac 基因的推导氨基酸序列 

1  MDNNPNINEC IPYNCLSNPE VEVLGGERIE TGYTPIDISL SLTQFLLSEF 
51 VPGAGFVLGL VDIIWGIFGP SQWDAFLVQI EQLINQRIEE FARNQAISRL 
101 EGLSNLYQIY AESFREWEAD PTNPALREEM RIQFNDMNSA LTTAIPLFAV 
151 QNYQVPLLSV YVQAANLHLS VLRDVSVFGQ RWGFDAATIN SRYNDLTRLI 
201 GNYTDHAVRW YNTGLERVWG PDSRDWIRYN QFRRELTLTV LDIVSLFPNY 
251 DSRTYPIRTV SQLTREIYTN PVLENFDGSF RGSAQGIEGS IRSPHLMDIL 
301 NSITIYTDAH   RGEYYWSGHQ IMASPVGFSG PEFTFPLYGT MGNAAPQQRI 
351 VAQLGQGVYR TLSSTLYRRP FNIGINNQQL SVLDGTEFAY GTSSNLPSAV 
401 YRKSGTVDSL DEIPPQNNNV PPRQGFSHRL SHVSMFRSGF SNSSVSIIRA 
451 PMFSWIHRSA EFNNIIASDS ITQIPAVKGN FLFNGSVISG PGFTGGDLVR 
501 LNSSGNNIQN RGYIEVPIHF PSTSTRYRVR VRYASVTPIH LNVNWGNSSI 
551 FSNTVPATAT SLDNLQSSDF GYFESANAFT SSLGNIVGVR NFSGTAGVII 
601 DRFEFIPVTA TLEAEYNLER AQKAVNALFT STNQLGLKTN VTDYHIDQVS 
651 NLVTYLSDEF CLDEKRELSE KVKHAKRLSD ERNLLQDSNF KDINRQPERG 
701 WGGSTGITIQ GGDDVFKENY VTLSGTFDEC YPTYLYQKID ESKLKAFTRY 
751 QLRGYIEDSQ DLEIYSIRYN AKHETVNVPG TGSLWPLSAQ SPIGKCGEPN 
801 RCAPHLEWNP DLDCSCRDGE KCAHHSHHFS LDIDVGCTDL NEDLGVWVIF 
851 KIKTQDGHAR LGNLEFLEEK PLVGEALARV KRAEKKWRDK REKLEWETNI 
901 VYKEAKESVD ALFVNSQYDQ LQADTNIAMI HAADKRVHSI REAYLPELSV 
951 IPGVNAAIFE ELEGRIFTAF SLYDARNVIK NGDFNNGLSC WNVKGHVDVE 
1001 EQNNQRSVLV VPEWEAEVSQ EVRVCPGRGY ILRVTAYKEG YGEGCVTIHE 
1051 IENNTDELKF SNCVEEEIYP NNTVTCNDYT VNQEEYGGAY TSRNRGYNEA 
1101 PSVPADYASV YEEKSYTDGR RENPCEFNRG YRDYTPLPVG YVTKELEYFP 
1151 ETDKVWIEIG ETEGTFIVDS VELLLMEE 

2.2.4  插入序列在植物细胞中的定位(是否整合到染色体、叶绿体、线 粒体，或

以非整合形式存在)及其确定方法； 

利用 Southern 杂交、PCR 方法，证明保铃棉 531 中的 cry1Ac 基因都整合到

棉花基因组 DNA 中，未整合到叶绿体、线粒体上，也不以非整合形式存在。 

2.2.5  插入序列的拷贝数 

利用在插入序列内和插入序列外具有不同酶切位点的多个限制性内切酶消

化保铃棉 531 及非转基因受体 Coker312 的基因组 DNA，所用的限制性内切酶如

下：AseI 和 BstZ17I，这两个酶在质粒 PV-GHBK04 上没有酶切位点，只在基因

组侧翼序列中存在酶切位点；SspI，这个酶酶切后的基因组 DNA 片段进行

Southern 杂交后可以看到 3 个拷贝的 7S 3’序列存在；XmnI，该酶的酶切位点存

在于部分 cry1Ac 表达盒片段相邻的基因组侧翼序列中，可以用来指示该片段与

全长 cry1Ac 表达盒的相对方向和空间位置；BamHI，BamHI+NdeI，和

BamHI+PmeI，用这 3 个酶组合消化的 DNA 进行 Southern 杂交能够表明含有部

分 cry1Ac 表达盒的插入片段与完整表达盒的插入方向相反，且该片段的 T-DNA
右边界序列与含有完整表达盒的 T-DNA 的右边界序列紧密相连。分别利用相互

重叠并覆盖整个插入片段和质粒骨架序列的探针 1、探针 2、探针 3、探针 4 和

探针 5（图 11，转化质粒载体 PV-GHBK04 图谱）进行杂交，其中探针 1 覆盖插

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 
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入序列 7S3’区域，因此预期也可以与非功能性插入序列产生杂交信号，探针 5
覆盖插入片段以外的质粒骨架序列。Southern 杂交结果证实了功能性插入中遗传

元件的组成及排列如图 10 所示，同时，由于探针 1 杂交结果显示存在 3 个拷贝

7S3’区域，也证实了非功能性插入片段的存在。此外，Southern 杂交结果也表明

保铃棉 531 功能性插入序列和非功能性插入序列都是在单一插入位点单拷贝插

入，除了图 10 中所示的遗传元件外，来自质粒载体 PV-GHBK04 的其他骨架序

列没有插入到保铃棉 531 的基因组中（图 12 到图 16）。 
 

 

图 11. PV-GHBK04质粒环状图谱 
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图 12. MON 531 Southern 杂交分析-探针1 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI+BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 1（图 11）杂

交。 

泳道 1：分子量标记 

泳道 2：空白 

泳道 3：空白 

泳道 4：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 5：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA （BamHI） 

泳道 6：与 34pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 7：AseI＋BstZ17I 酶切的 MON 531 基因组 DNA 

泳道 8：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA（） 

泳道 12：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

 

  指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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图 13. MON 531 Southern 杂交分析-探针2 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI＋BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 2（图 11）杂

交。 

泳道 1：分子量标记 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA（BamHI） 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：分子量标记 

指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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图 14. MON531 Southern 杂交分析-探针3 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI＋BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 3（图 11）杂

交。 

泳道 1：分子量标记 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA（BamHI） 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：分子量标记 

        指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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图 15. MON 531 Southern 杂交分析—探针4 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI＋BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 4（图 11）杂

交。 

 
泳道 1：分子量标记 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA（BamHI） 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：分子量标记 

指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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图 16. Bollgard 531的Southern 印迹杂交分析：骨架序列分析（探针5） 

泳道 1：Maker 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：Maker 

              指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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2.3 目的基因与载体构建的图谱，载体的名称、来源、结构、特性和安全性，包

括载体是否有致病性以及是否可能演变为有致病性。 

质粒载体 PV-GHBK04 是 11.4kb 的单边界二元转化载体。它含有质粒在细菌

中选择和复制所需的遗传元件，以及启动与插入植物基因组有关的 DNA 区域

（T-DNA）的右边缘。DNA 克隆和载体构建的宿主菌都是大肠杆菌 MM-294，
即普通实验室常用的、非致病性的大肠杆菌 K-12 菌株衍生物。PV-GHBK04 的

遗传元件详见表 2。来自 RK2 质粒的 0.70kb oriV 片段（Stalker 等，1981）提供

了在土壤农杆菌中得以保持的复制点，并与 pBR322 中 3.4kb 的 SalI 至 PvuI 的片

段融合，该段含有在大肠杆菌中保持的复制起点(ori322)及向农杆菌接合转移的

bom 位点（Boliver 等，1977；Sutcliffe，1978）。这一段与来自 pTiT37 质粒的 3.36kb 
DNA 片段融合，该片段含有胭脂碱型 T-DNA 的右缘（Depicker 等，1982；Bevan
等，1983）。质粒 DNA 的剩余部分包括：cry1Ac 和 nptII 基因表达盒以及一个在

细菌启动子控制下选择标记基因（aad）。cry1Ac 表达盒包括增强型的 35S 启动

子（e35S, Kay 等，1987；Odell 等，1985），cry1Ac 编码序列,以及提供 mRNA 多

腺苷化信号的来自于 β-大豆球蛋白基因 α亚基非翻译区的 7S 3’序列。该表达盒

与含有 aad 基因(从转座子 Tn7 分离而得)的 0.93kb 的片段相连，add 基因编码壮

观霉素或链霉素抗性蛋白(Fling 等,1985)。aad 基因下游是产生卡那霉素抗性的

nptII 表达盒，该表达盒由花椰菜花叶病毒 35S 启动子、新霉素磷酸转移酶 II 型
基因（nptII）和来源于胭脂碱合成酶基因 3’非翻译区的 NOS3’序列（Rogers 等，

1985）。 

2.4  载体中插入区域各片段的资料 

2.4.1  启动子和终止子的大小、功能及供体生物的名称 

如前所述，保铃棉 531 中 cry1Ac 表达盒包括增强型的 35S 启动子（e35S, Kay
等，1987；Odell 等，1985），cry1Ac 编码序列,以及提供 mRNA 多腺苷化信号的

来自于β-大豆球蛋白基因α亚基非翻译区的7S 3’序列。产生卡那霉素抗性的nptII
表达盒，该表达盒由花椰菜花叶病毒 35S 启动子、新霉素磷酸转移酶 II 型基因

（nptII）和来源于胭脂碱合成酶基因 3’非翻译区的 NOS3’序列（Rogers 等，1985）。
两个功能性表达盒中启动子和终止子的大小、功能和供体生物详见表 2。 
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表 2. PV-GHBK04质粒主要遗传元件一览表 

遗传元件  大小 (kb) 功 能 (参考文献) 
右边界(RB) 0.09 来自 pTiT37 质粒的片段，含有 24 bp 的胭脂碱

T-DNA 右边界，用于启动 T-DNA 从土壤农杆

菌中转移(RB)到植物染色体组中(Depicker et 
al., 1982；Bevan et al., 1983)。.  

P-e35S 0.62 花椰菜花叶病毒(CaMV)启动子 (Odell et al., 
1985)，带有重复增强子区域(Kay et al., 1987)。

cry1Ac 3.50 合成的苏云金杆菌 Cry1Ac 蛋白变异蛋白编码

序列（Donovan et al., 1992）。 
7S 3’ 0.43 来自于大豆 7S 种子储存蛋白基因(Schuler et 

al.,1982)的 3’非翻译区，用于指导 cry1Ac 基因

mRNA 的多聚腺苷酸化。 
aad 0.79 细菌启动子和来自于转座子 Tn7 的 3’(9)-O-氨

基糖苷腺苷转移酶基因编码序列(Fling et al., 
1985)（GenBank accession X03043）。 

P-35S 0.32 花椰菜花叶病毒 (CaMV)的 35S 启动子区

(Gardner et al., 1981; Sanders et al., 1987)。 
nptII 0.79 从 Tn5 分离出来的新霉素磷酸转移酶 II 基因编

码序列(Beck et al., 1982)。表达该基因可以使植

物具有卡那霉素抗性，作为选择标记用于筛选

转化体(Fraley et al., 1983)。 
NOS 3’ 0.26 来自土壤农杆菌的胭脂碱合成酶基因的 3’非翻

译区，其功能是终止转录，控制 nptII mRNA 的

多腺苷化 (Depicker et al., 1982; Bevan et al., 
1983)。 

oriV 0.62 来自于广谱寄主质粒 RK2，为质粒在农杆菌中

的复制起点(Stalker et al., 1981)。 
ori322/rop 1.8 来自于质粒 pBR322，为质粒在大肠杆菌中保持

拷贝数所需的复制起始点，并为质粒结合转移

到土壤农杆菌细胞提供引物(rop)区和 bom 位点

(Bolivar et al., 1977; Sutcliffe, 1978)。 

2.4.2  标记基因和报告基因的大小、功能及其供体生物的名称 

nptII 编码序列编码一个选择性标记酶，新霉素磷酸转移酶II(NPTII)，该酶

被用来鉴定含有Cry1Ac蛋白的转化体。NPTII利用三磷酸腺苷(ATP)使新霉素和

相关的卡那霉素磷酸化，从而消除这类氨基糖苷抗生素的活性，从而使转化体具

有卡那霉素抗性。nptII基因的编码序列来源于原核生物的转座子Tn5 (Beck 等, 
1982)，其在保铃棉中的大小约为0.79kb。 

保铃棉 531 中转入的另一个选择性标记基因为 3’(9)-O-氨基糖苷腺苷转移酶

基因（aad），来自于转座子Tn7，该基因编码3’(9)-O-氨基糖苷腺苷转移酶(AAD)，
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用于壮观霉素或链霉素培养基上的细菌选择(Fling 等,1985)，能在含有壮观霉素

或链霉素的培养基上选择带有 PV-GHBK04 质粒的细菌。aad 基因由于受它本身

的细菌性启动子控制，其蛋白在保铃棉 531 转化体中不表达。 

2.4.3  其它表达调控序列的名称及其来源（如人工合成或供体生物名称） 

除去 2.4.1 和 2.4.2 部分所描述的调调控序列以外，保铃棉 531 中不含有其

他的调控序列。 

2.5  转基因方法 

保铃棉 531 含有来自苏云金杆菌库斯塔基亚种的 cry1Ac 基因，来自原核生

物转座子 Tn5 的 npt II 基因，以及来自转座子 Tn7 并受细菌启动子控制的 aad 基

因。这些基因利用植物表达载体 PV-GHBK04 通过土壤农杆菌介导已稳定地转移

到棉花细胞的基因组内（Perlak 等，1991）。  

保铃棉 531是通过一个二元质粒载体采用土壤农杆菌介导得方法，将 cry1Ac
基因编码序列转移到常规棉花品种 Coker 312 的基因组中所得到的棉花转化事件。

一般说来，利用土壤农杆菌作为载体时，只有 T-DNA 转移到植物的基因组并与

之结合（Zambryski，1992）。普遍认为 T-DNA 这种转移过程是不可逆的（Huttner
等，1992）。T-DNA 插入植物基因组的过程中，边界序列本身并不全部转移

（Bakkeren 等，1989）。也就是说，并插入的 DNA 不再是功能性的 T-DNA；一

旦结合，即使再受 vir 基因作用，也不能重新调动起来插入另一植物的基因组。 

转化载体含有质粒在细菌中进行选择和复制以及T-DNA向植物细胞转移所

需的功能清楚的DNA片段。参照 Ditta等人方法，构建植物表达载体PV-GHBK04，
转化到大肠杆菌，然后通过三亲融合方式依靠穿梭质粒 Prk2013，转化到 ABI 农
杆菌中（Ditta 等，1980）。ABI 菌株含有去毒的（即缺少 T-DNA 植物激素基因

的）pTiC58 质粒 pMP 9 ORK（Konkz 和 Schell，1996）。去毒的 pMP9 ORK Ti
质粒不带 T-DNA 植物激素基因，对植物不再构成威胁（Huttner 等，1992）。pMP9 
ORK Ti 质粒经过遗传工程处理，提供了质粒与 ABI 菌株结合后自行复制所需的 
trfA 基因功能。当植物组织经过 ABI::质粒载体整合物接种时，T-DNA 通过去毒

的 pMP 9 ODK Ti 质粒编码的 vir 功能转移到植物细胞里（Klee 等，1983；Stachel
和 Nester，1986）。Ti 质体并不转移到植物细胞，而留在农杆菌中。  

含有 cry1Ac、npt II 和 aad 基因的 T—DNA 转移到单个的棉花细胞的基因组

中，然后经卡那霉素筛选。数日后，残留的农杆菌细胞被另一种抗生素杀灭。

Umbeck 等(1987 年)报导了改良的植株再生技术。其后，棉株组织经过处理以刺

激转基因细胞再生成芽，进而形成完整的幼苗，最后在土壤中培育，鉴定抗虫能

力。 

2.6  插入序列表达的资料 

2.6.1  插入序列表达的器官和组织，如根、茎、叶、花、果、种子等 

插入保铃棉531基因组的DNA会出现在保铃棉531转化体的所有细胞中。加强

型花椰菜花叶病毒(CaMV) e35s启动子驱动cry1Ac基因在保铃棉中等表达，而花

椰菜花叶病毒(CaMV) 35s启动子则驱动npt II基因的表达。35s启动子在多种不同
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双子叶植物中的组织特异性已有许多深入的研究(Odell 等,1985; Jefferson 等, 
1987; Williamson 等, 1987; Holtorf 等, 1995;Mitsuhara 等, 1996; ) ，并基本达成

以下共识：35s启动子在很多植物器官(包括根、花瓣、叶、茎及维管束、子叶、

花器、未成熟及成熟种子)中，在植株的整个生育期内均可起作用。但是，35s在
某些特定组织的特定细胞类型中表达很少或不表达。35s启动子的表达通常会贯

穿植物的整个生育期，但在成熟组织中这种表达会出现停滞或下降的现象。这种

表达(变化)现象究竟是由于启动子活力下降，还是由于报告基因的蛋白质降解所

致，目前还不清楚。35s启动子在两类不同的双子叶植物种类中如烟草和拟南芥

中的表达模式相似，而棉花中的表达方式可能与其在其它双子叶植物中的表达方

式相似。 

1992年在美国田间试验的6个试验点收集的保铃棉531和非转基因对照的叶

片和种子中 Cry1Ac 和 NPT II 蛋白的表达情况进行了 ELISA 分析，结果显示，

Cry1Ac 和 NPT II 蛋白在种子和叶片组织中均有表达。详细结果见 2.6.2 部分。 

2.6.2  插入序列的表达量及其分析方法 

用经过验证的ELISA方法对收集于1992年美国田间试验的保铃棉531和非转

基因对照的叶片和种子中的Cry1Ac、NPT II和ADD蛋白进行定量检测。详细方

法描述如下： 

棉花叶片组织蛋白的提取：分析过程中，根据SOP # BtC-PRO-019-02每个

叶片样本（包括4片叶片）混合起来、取样，在一个离心管里提取。从田间送达

的冷冻叶片在样品袋中干冰上研磨称粗粉状。冷冻组织称重，按照大约1 mg叶片

组织/40 μL（1：40）的比例加入预冷的Tris-硼酸盐（T-B）提取缓冲液。T-B提
取缓冲液为100 mM Tris-HCl，pH 7.5，10 mM硼酸钠，0.05% (v/v) Tween-20，5 mM 
MgCl2，0.2% (w/v) L－抗坏血酸。组织用配有PTA 10TS 发电机的Polytron 
PT3000匀浆器（Brinkman, Inc., Westbwy, NY）大约22,000 rpm下提取1分钟，然

后立即置于冰上。在10,000 ×g，4°C下离心大约10分钟，去除不溶解组织。取出

上清液，分装，作为进一步分析的“棉花叶片提取物”。分装的叶片提取物在分析

之前保存在-80°C下。 

棉花种子组织蛋白的提取：根据SOP # BtC-PRO-019-02，每个脱绒种子样

本取5粒种子称重，在一个离心管中提取。每粒种子分别压碎，置于一个塑料管

中，按照大约1 mg叶片组织/20 μL（1：20）的比例加入预冷的Tris-硼酸盐（T-B）
提取缓冲液（如上所述）。种子用配有PTA 10TS 发电机的Polytron PT3000匀浆

器（Brinkman, Inc., Westbwy, NY），脉冲处理15秒，脉冲处理之间使组织冷却

下沉。提取之后，组织匀浆立即置于冰上。组织匀浆在10,000 ×g，4°C下离心大

约10分钟，使之澄清。取出上清液作为进一步分析的“棉花种子提取物”。分装的

种子提取物在分析之前保存在-80°C下。 

棉花组织提取物总蛋白的分析：按照Bradford（1976）的方法采用Bio-Rad
蛋白分析的微孔板（Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA）测定总蛋白。经过检

验，所用的方法（SOP #PRO-90-015-00）表现的变异范围可以接受，适合于分析

棉花组织中的总蛋白。通过对蛋白分析结果与相同提取物的氨基酸成分进行比较，
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选取小牛血清蛋白（BSA）（Sigma Chemical, St. Louis, MO）溶于T-B提取缓冲

液（如上所述），作为适当的标准（Rogan, et al., 1992）。 

B.t.k. HD-73（Cry1Ac）蛋白的定量分析方法：采用酶联免疫法（ELISA）

（SOP# BtC-PRO-017-02）测定叶片和种子组织提取物中B.t.k. HD-73蛋白的含量。

所用的方法为双抗体夹心法，间接检测棉花组织提取物中的B.t.k. HD-73蛋白。

B.t.k. HD-73苏丹百被单克隆抗体（M19N4A6，批次7/18/91）捕获，再由一个兔

多克隆抗体（F212，批次8113/91SB）形成夹心。连接的兔抗体由结合碱性磷酸

酶（AP）（Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA）的驴-抗-兔抗

体来检测。通过将植物产生的蛋白转换成抗胰蛋白酶核心（HD-73T），并与

HD-73T蛋白（货号SMAC）的纯化参照标准制成的校正曲线进行比较，对棉花

组织提取物中B.t.k. HD-73蛋白进行定量分析。 

利用ELISA测定了植物组织提取物中的HD-73T蛋白的含量（ng/ml），分子

量为130 kD的B.t.k. HD-73蛋白是由抗虫棉植株产生的。由于典型核心蛋白（约66 
kD）的分子量大约是在植物中表达的B.t.k. HD-73蛋白的一半（Bietlot, et al., 1989; 
Hofte and Whitely, 1989；第2卷），所以ELISA分析得到的ng/ml值需乘以一个校

正系数2。这样将测定的HD-73T含量转换成组织提取物中的全长B.t.k. HD-73蛋白

（以重量/体积为基础）。 

在用于本实验之前，首先确定HD-73 ELISA法的准确性和精确度。根据方

法的偏差（提取效率和蛋白的回收率），ELISA法分别能够测出抗虫棉品系531
种子和叶片组织中B.t.k. HD-73实际含量的大约45%和78%。棉籽和幼叶测定数值

的变异系数百分数（％CV）分别为43％和28％。 

NPTII蛋白的定量分析方法：采用酶联免疫法（ELISA）（SOP # 
PST-92-PRO-014, Rogan, et al., 1992）测定棉花叶片和种子组织提取物中NPTII蛋
白的含量。该方法是一种检测棉花组织提取物中NPTII蛋白的直接双抗体夹心法。

在固定于微孔板蛋白A-纯化兔多克隆抗体（批次3/11/93）中加入与NPTII和辣根

过氧化物酶标记的抗体（制备方法与多克隆兔抗体一样），形成夹心。NPTII蛋
白的含量与结合的过氧化物酶标记的抗体含量成正比。纯化的重组NPTII蛋白（批

次4821020）用于生成校正曲线：由标准曲线获得的浓度和吸收值适合于一个由4
个参数构成的逻辑曲线，这个曲线被用于计算棉花组织提取物中的NPTII含量。

在用于本实验之前，首先确定该方法的准确性和精确度。根据方法的偏差，ELISA
法分别能够测出抗虫棉品系531种子和叶片组织中NPTII实际含量的大约84％和

86%。棉籽和幼叶组织测定数值的变异系数百分数（％CV）分别约为22％。 

AAD蛋白的定量分析方法：采用ELISA法（SOP # PST-92-PRO-020）取得

的数据证明棉花叶片和种子组织提取物中没有可检测到的AAD蛋白。ELISA法是

一种两步双抗体夹心法。蛋白A-纯化多克隆兔抗体（F379，批次3/7/91）被吸收

到微孔板壁上，然后加入含AAD标准品（目的是控制微孔板效应）的转基因棉

花组织提取物或对照组织提取物。用AP结合多克隆抗体（F379-AP，批次1/25/93,
与兔抗体同批次生产）检测结合的AAD蛋白。采用纯化参照标准（批次4454557，
5/10/90）的校正曲线，利用log-log转换的数据（吸收值对AAD含量）计算棉花组

织样本中的AAD蛋白含量。ELISA方法是对AAD蛋白特异的，并且在本研究开
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始前经过精确度、准确性和微孔板效应验证。ELISA法平均分别能够检测到加入

种子和叶片组织提取物中64％和73％的AAD蛋白。棉籽和幼叶组织AAD蛋白测

定值的变异系数百分数（％CV）分别约为21％和19％。 

数据处理和统计分析：收集ELISA数据后，采用经过验证的计算系统和软

件计算B.t.k. HD-73、NPTII和AAD蛋白的含量。用BioRad分光光度计（型号3550）
读取ELISA吸收读数和总蛋白测定值，并利用孟山都开发的软件（ELISAread程
序）直接收录到一个Microsoft® Excel（版本3.0）文件中。利用一个经过验证的

Microsoft® Excel（版本3.0）宏程序和专门为每种方法设计的模板将每个微孔板

的原始数据转换成含量值。 

利用提取组织：体积比将棉花组织提取物中B.t.k. HD-73、NPTII和AAD蛋

白的含量（ELISA方法测定）由ng蛋白/mL转换成μg蛋白/g冷冻组织鲜重（fwt）。
这些计算是利用经过验证的Microsoft® Excel（版本4.0）工作表进行的。 

利用SAS程序以μg蛋白/g (fwt)表达水平进行统计分析。利用SAS MEANS程
序计算对每一试验地点叶片和种子表达量进行简单汇总统计计算，同时计算总平

均数及其标准误。利用SAS和SAS V AROCOMP程序计算方差成分。 

分析结果： 

1992年采自美国试验田的棉花种子中Cry1Ac蛋白水平平均为每克鲜重0.857
微克，NPTII蛋白水平则为每克鲜重2.45微克，AAD蛋白未检出。由于aad 基因

由一个细菌性启动子所驱动，不应该在棉花植株中表达，因此这一结果正是所期

望的。由于未检出，未对ADD蛋白进行报道。正如所期望的那样，在对非转基

因棉花亲本Coker 312的叶片和种子所做的检测中均未测出Cry1Ac和NPTII蛋白。

分析结果如表 3 

表 3. 1992年美国田间试验收集的材料中Cry1Ac和NPT II蛋白的ELISA检测结

果 

年份/组织 对照 保铃棉 531 对照 保铃棉 531

1992 年（6 点） Cry1Ac（µg/g 组织鲜重） NPT II（µg/g 组织鲜重）

种子 均值 ND 0.857 ND 2.451 

 范围 NA 0.40-1.32 NA 1.97-2.93 

 标准误 NA 0.180 NA 0.185 

叶片 均值 ND 1.562 ND 3.145 

 范围 NA 1.18-1.94 NA 2.46-3.84 

 标准误 NA 0.148 NA 0.269 

ND:未检出；NA:不适用 

2.6.3  插入序列表达的稳定性 
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作为品种表现和质量保证计划的一部分，保铃棉 531转化体中功能插入物

的稳定性已通过以下几种方式进行评价：cry1Ac基因及其产物Cry1Ac蛋白所赋予

的抗虫表现型的稳定性、插入物在代代相传时和不同遗传背景下的物理稳定性。

自从1991年以来，已经在不同的条件和遗传背景下，对531转化体中功能插入物

的遗传稳定性通过其对鳞翅目昆虫的抗性以及田间农艺表现得到了评价。这些研

究的结果总结如下： 

•对许多代保铃棉所进行的Southern杂交分析表明功能性cry1Ac基因插入物

是稳定的； 
•对来自多个试验点的种子所做的ELISA分析表明：它们的Cry1Ac和NPTII
蛋白的水平是相似的； 
•在不同环境条件下、对众多保铃棉品种所做的免疫测验和/或效果试验数据

都确认了Cry1Ac蛋白的产生； 
•通过半授粉或与其它棉花品种进行回交后，观察到保铃棉抗虫特性的遗传

符合孟德尔遗传规律； 
•在本产品的研发过程中，以及自1996年上市以来，在美国累计1700万英亩

的大田中，保铃棉一直保持着抗虫特性。 
•将cry1Ac基因转入不同遗传背景的棉花品种中后，保铃棉的种子质量未受

影响。 

这些数据证实保铃棉的转基因性状已稳定地整合到了棉花的染色体组中。 

2.7  据上述评价，参照本办法第十二条有关标准划分基因操作的安全类型 

综上所述，保铃棉 531转化所采用的基因操作没有改变受体生物的安全性。

根据《农业转基因生物安全评价管理办法》第二章第十二条的相关标准，用于保

铃棉 531 转化的基因操作方法属于类型 2。 
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3  转基因植物安全性评价 

3.1  转基因植物的遗传稳定性 

以上 2.2.5 部分已经表明保铃棉中的功能性目的基因为单拷贝插入，整合进

受体基因组后将表现出孟德尔遗传规律。 

对保铃棉育种世代中的 R5 和 R6 代，以及两个 531 商业化品种利用 Southern 
杂交分析，以确定插入序列的世代稳定性。结果表明：R5、56 和两个商业品种

都产生了 4.6kb 大小的杂交信号（图 17，泳道 6，7 和 8，9），该片段为探针 6
与功能性插入序列的杂交结果。此外 R5 和 R6 还产生了 2.5kb 大小的杂交信号，

而两个商业品种则没有产生这个2.5kb的杂交信号，该杂交信号为探针6（图 11）
与含有部分 7S3’终止子序列的 242bp 非功能性插入杂交产生的。两个商业品种

是通过常规育种途径选育的保铃棉 531 衍生品种，在育种过程中 242bp 插入序列

与功能性插入序列分离，因此没有检测到上述 2.5kb 的杂交信号。如预期，非转

基因对照 Coker 312 没有产生任何杂交信号（图 17，泳道 4）。上述结果表明功

能性插入序列在试验的 R5、R6 代和商业化品种中稳定存在。 
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图 17. 保铃棉531四个世代遗传稳定性Southern 杂交分析 

保铃棉 531 的 R5、R6 代和两个抗虫棉商业品种、非转基因对照 Coker 312、
PV-GHBK04 质粒约 34pg DNA 用 XmnI 酶切，32P-标记的探针 6（图 11）杂交。

每泳道 10µg。泳道描述如下： 

泳道 1: 分子量标记  

 2: 空白 

 3: 空白 

 4: Coker 312  

 5: Coker 312 DNA 与 PV-GHBK04 质粒混合（约 34pg） 

 6: R5  

 7:  R6  

 8: MON 531 商业品种 1 

 9: MON 531 商业品种 2 

 10:  空白 

 11: 空白 

 12: 分子量标记                          

  表示 DNA 分子量大小，单位 kb 
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3.2  转基因植物与受体或亲本植物在环境安全性方面的差异 

3.2.1  生殖方式和生殖率 

棉花主要是一种自授粉作物，但也可以通过某些昆虫进行交叉授粉。然而

由于以下原因，保铃棉 531 中的 cry1Ac 基因不太可能与其他 Gossypium 种属或

其他锦葵属家族发生远交杂交（Percival 等，1999）： 

 栽培棉花是一种同源四倍体，与栽培或野生型的二倍体棉花种属之

间存在杂交不亲和性；因此，它不能与其杂交并产生具有繁殖力的

后代。 

 虽然可能与野生型同源四倍体Gossypium种属进行杂交，商品化棉花

生产一般不会与野生型亲本具有相同的地理学分布。 

 目前没有非棉花植物与栽培棉花杂交成功的报道。 

棉花原本是一种温暖季节生长的多年生植物，但随着栽培驯化，棉花实际

上在世界范围内主要棉花产区已经变成一种一年生的栽培作物。有四种栽培化棉

花种属：亚洲棉（Gossypium arboreum L.）、非洲棉（G. herbaceum L.）、海岛棉

（G. barbadense L.）和陆地棉（G. hirsutum L.）。其中陆地棉（G. hirsutum）占

世界产量的 90%左右，随后是海岛棉（G. barbadense），占大约 8%。棉花在世界

范围内的热带纬度地区生长，但也能够在中国的北纬 45°生长。 

保铃棉 531 在具体生产活动中与常规非转基因棉花作物具有相同的栽培方

式。没有报道表明和实验证据保铃棉 531 植株和常规非转基因棉花植株之间存在

农艺性状和生物学特性的差异，除了对鳞翅目靶标害虫的抗性。在美国一些地区

对保铃棉 531 农艺性状和生物学特性、杂草化倾向、生长发育特点、抗虫性和抗

病性等进行了详细的调查和分析。结果表明保铃棉 531 和其受体对照之间没有显

著性差异。二者在生殖方式、生殖率等方面没有显著性差异，均不会对环境造成

不良影响。 

3.2.2  传播方式和传播能力 

在棉花中需考虑三种基因逃逸的可能途径：（1）通过植物体；（2）通过种

通过种子；（3）通过花粉。一般情况下棉花的基因逃逸不通过植物体传播，即使

有这种情况，其后代在自然条件下太可能在美国或在中国的大多数棉花产区的寒

冷条件下存活越冬。基因通过种子进行逃逸也不太可能，因为棉花很少应用种子

进行传播。还有一点需要说明，棉花圆荚由于其体积和一般特性，不太可能通过

任何常见的种子散布的机制如风、鸟或陆地动物进行散布。基因可能通过花粉进

行传播，但也只有当花粉传播至具有适当染色体类型的 Gossypium 种属时才可能

发生。 

一般认为棉花没有杂草的特性，如种子休眠、土壤中持续存在、在多种环

境条件下萌芽、快速生长、生活周期短或种子产出率高、易于散布等。保铃棉

531 棉花与对照棉花株之间在农艺学或形态学特性方面没有差异，因而不会为其

在生长的生态系统中较其他的物种带来竞争优势。另外，任何 Gossypium 种属与

保铃棉 531 棉花植株杂交后不太可能变得更加杂草化。棉花的所有野生型的亲本
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都是热带生长的、木本的、多年生灌木，只有少量草本灌木（Percival et al., 1999）。
在大多数情况下，这些种属的分布决定于土壤和气候条件。作为多年生植物，它

们没有规定特定程序，使得每年都产生种子。 

3.2.3  休眠期 

棉种不具有休眠特性，不能在土壤中长期存活。而且，棉种不能耐受越冬

的寒冷条件。保铃棉的抗虫性状不会对棉种的休眠及越冬能力产生影响，而且在

美国多年商业化种植和评价后，也未见任何相关报道。 

在美国所做的越冬试验表明：保铃棉 531 转化体的种子与其亲本品种 Coker 
312 的种子的表现相似。整个试验过程中没有棉苗出土。根据上述结果，保铃棉

531 转化体并未具有加强的越冬存活能力，因而并未增加其变为杂草的风险。 

3.2.4  适应性 

田间试验数据及包括对感病虫性在内的农艺性状进行的观察表明：保铃棉

531 转化体与非转基因棉花品种相比在农艺表现上没有区别。由于保铃棉缺乏杂

草的特性，同时对非靶标生物无影响，因此，保铃棉在变为对其它植物和环境有

害植物的风险性上，与常规棉花品种没有区别。 

3.2.5  生存竞争能力 

在上述的 3.2.2、3.2.3 部分节和下面的 3.2.6 部分指出，棉花不具备超强的

生存和竞争能力，不具有转变为杂草的倾向和特性。保铃棉的广泛推广并未改变

这一评价。田间亩成株数的报告和发芽数据都证实：保铃棉 531 转化体与其亲本

品种 Coker 312 两个品种间在萌发率和存活力没有明显差异。 

3.2.6  转基因植物的遗传物质向其他植物、动物和微生物发生转移的可能性 

棉花异花授粉的评估 

虽然可以发生自然杂交，但是棉花一般被认为是常异花授粉作物或者是一

种自花授粉的作物（Niles and Feaster, 1984）。根据花的结构，不存在阻止异花

授粉的形态学障碍。然而，棉花花粉较为粘重，风力传播的范围有限。但棉花

花粉可由昆虫传播，特别是通过各种野蜂、熊蜂（Bombus sp.）和蜜蜂（Apis 
mellifera）进行传播。 

早期的报道表明，相近的棉株间实现异花授粉的可能性较高（McGregor, 
1976；Webber，1903； Ricks and Brown，1916； Simpson (1954)；Simpson and 
Duncan，1956）。但这些较早的研究中的作物生长条件与现在的棉花生长条件有

很大的不同。最近的有关棉花花粉漂移的文献表明，异花授粉的次数随离花粉源

的距离的增加而减少。McGregor（1976）利用荧光颗粒跟踪花粉的运动并在棉

花地周围放养大量蜂群，以保证花粉得到充分的传播机会。在这种试验条件下，

在距离棉花地为 150 到 200 英尺的花里，只有 1.6％的花上能检测到荧光颗粒。

Llewellyn 和 Fitt（1996）的研究中采用了各种田间试验设计，发现棉花的异花授

粉的次数很少。在离花粉源只有一米的距离时，他们观察到异花授粉的频率为
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0.15 至 0.4％，在距花粉源 16 米时下降到低于 0.3％。 

Umbeck 等人（1991）采用可选择标记，检查了来自于一个 30×136 米的生

物技术棉花花粉源的异花授粉情况。当离花粉源小区的距离从 1 米增至 7 米时，

异花授粉的比率从 5%下降到不足 1%。当采样距离最远为 25 米时，偶尔检测到

较低的异花授粉率（低于 1％）。Berkey 等人（2002）报道说，被一条 13 英尺宽

的道路分隔的二个田块，它们之间的异花授粉率从同花粉源最近的垄沟的 1.89％
下降至第 24 条垄沟的 0％。因此，在美国棉花原原种和商品种子的制种隔离距

离分别为 1320 英尺和 660 英尺（7CFR § 201.76）。 

根据孟山都公司以前提交的申请书中的信息，USDA 在保铃棉（Bollgard）
的环境评估文件中指出，“基因从基因工程棉花系渗入野生或其它栽培植物的机

率非常低”（USDA, 1995）。更重要的是，花粉从保铃棉 531 向其它棉花物种或

棉属相关物种的传播，我们认为其对环境的影响是可以忽略不计的，这是因为棉

花花粉的移动范围有限，导入的蛋白质具有安全性，和导入野化棉或野生亲缘物

种的抗农达特性缺乏选择优势。 

基因向野生亲缘物种的转移 

根据细胞学证据，棉属有了 7 个基因组类型，即 A 至 G，其中许多类型还

有亚型（Endrizzi et al., 1984）。驯化的物种陆地棉（G. hirsutum）和海岛棉（G. 
barbadense）属于异源四倍体(AADD, 2n=4x=52)，而野生的瑟伯氏棉（G. thurberi）
则是二倍体(DD, 2n=2x=26)，夏威夷棉（G. tomentosum）是异源四倍体（AADD, 
2n=4x=52）。人们认为夏威夷棉能同驯化栽培棉种杂交，产生可育后代；然而在

夏威夷，棉花并不是商用种植，所以基因向这些野生亲缘物种的转移的可能性是

十分有限的。假若瑟伯氏棉和驯化栽培棉种之间有发生基因漂移的可能，这种基

因漂移势必会形成三倍体（ADD, 3x=39）不育植株，因为陆地棉和海岛棉都是

异源四倍体(AADD, 2n=4x=52)，而瑟伯氏棉是二倍体(DD, 2n=2x=26)。在野生环

境里，已观察到此类杂交种。尚无人报道在野生环境里发现可育异源六倍体

(6x=78)。 

基因向其他有机体的水平转移 

目前，还没有任何证据表明遗传物质可以从一个生物水平转移至另外一种

生物。棉花也是如此。 

3.2.7  转变成杂草的可能性 

商业化的棉花品种不被认为是杂草或者是可以转变为杂草，因为它们也不

能有效地侵袭现有的生态系统。在美国，不认为棉花具有杂草特性。棉花不具有

通常与杂草相关的任何特性，如土壤持续性、侵袭并成为新环境或者复杂环境里

的主导物种的能力、同本地植被竞争的能力等。人们认识到，在某些农业系统里，

在后续的轮作作物里，可以有棉花自生苗。然而，采用耕作或者适当的除草剂，

可以十分容易地控制自生苗。在美国加利福尼亚州的南部，现在还有棉属物种野

生群体和陆地棉栽培品种的某些野生亚种群体。但是，其范围十分有限，其原因

至少部分地是，因为在冬季结冰的地区，棉花不能是多年生植物，通过耕作和正
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规的棉花除草剂可以容易地管理轮作作物里的自生苗。  

至于保铃棉 531 或者同它杂交的任何棉属物种可能成为有危害性的杂草，

这种可能性是极小的。对保铃棉 531 的农艺性状和环境互作评价也表明，保铃棉

531 不会比常规棉更可能成为杂草。 

3.2.8  抗病虫转基因植物对靶标生物及非靶标生物的影响，包括对环境中有益

和有害生物的影响 

有关含有 Cry1Ac 晶体蛋白的苏芸金杆菌库斯塔基亚种 (Bacillus 
thuringiensis subsp. kurstaki (B.t.k))的微生物制剂的大量信息表明：这些蛋白对非

靶标生物是无毒的(EPA, 1988; Betz 等, 2000)。文献已证实这一 Cry(晶体)蛋白对

鳞翅目昆虫具极强的选择性，它只专一地与鳞翅目昆虫中肠上的受体结合，对益

虫或非靶标生物无毒。 

此外，也用与保铃棉 531 中表达的 Cry1Ac 蛋白实质等同的 Cry1Ac 对几种

代表性非靶标害虫的影响进行了分析，评价了 Cry1Ac 蛋白对非靶标生物的潜在

影响。所评价的非靶标昆虫种类包括传粉昆虫蜜蜂 (Apis mellifera L.)、棉田及其

它作物田间的常见捕食性昆虫绿草蛉(Chrysopa carnea)、家蝇的寄生蜂 (Nasonia 
vitripennis)，以及常见于杂草与栽培作物茎叶上的捕食蚜虫和其它植物害虫的捕

食性益虫瓢虫(Hippodamia convergens)。研究结果表明：Cry1Ac 蛋白对参试生物

的生长和发育无任何不利影响。 

一些文献报道也表明，用含有 Cry1Ac 蛋白的转基因棉花叶片的饲料饲喂跳

虫(Folsomia candida)和一种粉螨(Oppia nitens)，未见有任何影响(Yu 等, 1997; 
Betz 等, 2000)。对出现在保铃棉田间的鸟类的潜在影响的评价也表明：分别用

含有 10%分别来自保铃棉和对照的棉子的粗饲料饲喂鹌鹑的幼雏（这一饲喂水平

大约相当于每公斤体重的鸟消耗 400 粒种子），饲喂保铃棉子饲料的鹌鹑与饲喂

对照棉子饲料的鹌鹑在饲料消耗及体重增加上没有任何区别(Betz et al., 2000)。 

田间试验数据及包括对感病虫性在内的农艺性状进行的观察表明：保铃棉

531 转化体与非转基因棉花品种相比在农艺表现上没有区别。由于保铃棉缺乏杂

草的特性，同时对非靶标生物无影响，因此，保铃棉在变为对其它植物和环境有

害植物的风险性上，与常规棉花品种没有区别。  

3.2.9 对生态环境的其他有益或有害作用。 

保铃棉中所产生的 Cry1Ac 蛋白在结构与活性上与自然界发现的以及商业

销售的 B.t.k 微生物制剂中的 Cry1Ac 蛋白几乎完全一致。苏芸金杆菌及其制剂表

现出了对靶标害虫的专一性，对非靶标生物(如包括人类在内的益虫、鸟类、鱼

类和哺乳动物等生物)无害(EPA,1988)。如 3.2.8 部分所述，除靶标害虫抗性外，

保铃棉 531 不可能对包括非靶标害虫在内的生态环境产生任何不利影响。此外，

由于抗虫保铃棉的应用，大大减少了杀虫剂的喷施，对生态环境具有积极作用。 

3.3 转基因植物与受体或亲本植物在对人类健康影响方面的差异 

保铃棉 531 能够表达 Cry1Ac 蛋白和 NPT II 蛋白，Cry1Ac 蛋白使转化体植

株产生对靶标鳞翅目害虫的抗性，NPT II 是一种使新霉素和卡那霉素失活从而产
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生对这两种抗生素抗性的一种酶，可作为选择标记，用于筛选最初的转化体植株。 

Cry 蛋白通过与靶标害虫中肠中的特异性受体结合发挥毒性效应，而人类和

哺乳动物中不含有 Cry 蛋白的特异性受体，所以 Cry 蛋白对人类和哺乳动物无毒

性效应。Cry1Ac 蛋白及其供体生物具有长期的安全使用历史，此外，针对保铃

棉 531 中表达的 Cry1Ac 蛋白的安全性评价数据也支持 Cry1Ac 蛋白对人类及哺

乳动物不会产生毒性和致敏性的结论，详细的安全性评价数据见 3.1和 3.2部分。 

作为选择性标记的 NPTII（新霉素磷酸转移酶 II）广泛存在于大肠杆菌细胞

内。作为选择标记，NPT II 曾被用于西红柿、棉花、油菜和玉米等作物的转基因

操作中，并经过了美国食品与药品管理局（FDA）的安全评价。FDA 认定，NPT 
II 蛋白作为食品添加剂和在转基因作物中应用一般认为是安全的（GRAS）（FDA, 
1994; FDA, 1998）。美国环保署也免除了在未加工农业商品中作为选择标记的

NPT II 的抗性要求（40 CFR Part 180.1134）。大量的研究表明，植物中产生的 NPT 
II 蛋白不会对食物的安全性产生任何的影响。 

3.3.1 毒性  

Cry1Ac蛋白 

在保铃棉中产生的Cry1Ac蛋白，与苏云金杆菌亚种Kurstaki（B.t.k.）细菌品

系产生的蛋白质有>99.4%的一致性。自以Bt为基础的微生物产品开始应用至今，

包括Cry1Ac蛋白在内的Cry蛋白已经具有长期的安全使用历史（EPA，1998；IPCS，
2000）。苏云金杆菌的各种品系作为商业化微生物杀虫剂，已安全使用了40多年。

在B.t.k.中天然出现的Cry蛋白质，对鱼、鸟、哺乳动物和其他非靶标生物没有有

害作用（EPA，1998；Betz等，2000）。美国环保署（EPA）和世界卫生组织（WHO）

认为，在粮食作物上喷雾使用微生物制剂，可能会造成对Cry蛋白质的膳食暴露，

苏云金杆菌的孢子也可能在粗加工农产品上的残留，但接触Cry蛋白及苏云金杆

菌对一般人群和婴幼儿不存在危险（EPA，1998）。 

对Cry1Ac蛋白的生物信息学分析表明：与PIR、核苷酸序列资料库（欧洲）

（EMBL）、蛋白质序列资料库（Swissprot）和核苷酸序列资料库（GenBank）
中储存的已知毒蛋白相比较，除去以其它的Cry蛋白家族成员的相似性外，

Cry1Ac蛋白质没有显示与已知毒蛋白存在有意义的氨基酸序列相似性。除去在

人类和哺乳动物消化道内缺少Cry1Ac蛋白质的受体外，离体蛋白消化性研究也

表明Cry1Ac蛋白在模拟胃肠消化液中能迅速降解。研究表明，在接触模拟胃液

约30秒内，Cry1Ac蛋白质即降解。在模拟肠液中，Cry1Ac蛋白质被消化成抗胰

蛋白酶核心，并至少维持原样和生物活性达21个小时。这个结果是预料到的，因

为已知B.t杀虫蛋白的杀虫活性区域对胰蛋白酶消化有抗性。在体内，Cry1Ac蛋
白质在进入肠腔前，已暴露在胃液中。可以预期胃中的低PH值和胃蛋白酶，可

以使蛋白迅速消化或使它对肠的消化更敏感。此外，小鼠急性毒性实验也表明，

用最高4200 mg/kg体重的给药剂量饲喂小鼠，没有观察到任何与处理相关的不利

效应。实验期间各组动物在体重、累积体重或食物消耗量方面没有统计学显著差

异，也没有观察到异常临床症状。 

NPT II蛋白 
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如前所述，NPT II是最常用的抗生素标记，它可以使受体具有新霉素和卡那

霉素抗性。NPT II蛋白广泛存在于大肠杆菌细胞内，因此人类的肠道中经常可以

发现这种酶（Jefferson等，1986; Fuchs等, 1993）。作为选择标记，NPT II曾被用

于西红柿、棉花、油菜和玉米等作物的转基因操作中，并经过了美国食品与药品

管理局（FDA）的安全评价。FDA认定，NPT II蛋白作为食品添加剂和在转基因

作物中应用一般认为是安全的（GRAS）（FDA, 1994; FDA, 1998）。美国环保

署也免除了在未加工农业商品中作为选择标记的NPT II的抗性要求（40 CFR Part 
180.1134）。大量的研究表明，植物中产生的NPT II蛋白不会对食物的安全性产

生任何的影响（Miki and McHugh, 2004）。Nap等（1992）对NPT II在植物中应

用是否会对生态环境产生影响做了研究。研究认为，通过微生物和动物的粪便等

进入土壤并在土壤中累积的自由卡那霉素的量受土壤成分吸收性的限制，，不会

产生对卡那霉素抗性植物的直接选择压力。此外，NPT II发挥酶活（卡那霉素或

新霉素的磷酸化作用）需要辅助因子ATP的参与。ATP在消化系统的低pH条件下

不稳定，在胃中的内源浓度低于催化活性的要求。这些资料与对NPT II蛋白的其

他安全性评价结果支持：摄入含NPT II蛋白的植物产品不会影响口服卡那霉素或

新霉素抗生素的功效。卡那霉素或新霉素作为抗生素目前已经被更有效的氨基糖

苷类抗生素所取代（例如armikacin和netilmycin），这些新型抗生素不是NPT II
蛋白的底物。因此可以得出结论，在转基因作物中用NPT II蛋白作为选择标记是

安全的（Flavell等, 1992; Nap等, 1992; Fuchs等, 1993; WHO, 1993; FDA, 1994; 
Huppatz and Fitzgerald, 2000; Miki and McHugh, 2004）。 

生物信息学分析表明，NPT II蛋白与已知毒素无有意义的氨基酸序列相似性

（Calgene, 1990和1993）。用纯化的NPT II进行体外模拟消化实验，Western印记

分析表明，NPT II在模拟胃液中降解极为迅速。在孵育的第一个时间点（10秒钟），

Western杂交就检测不到NPT II蛋白了。在模拟肠液中37°C孵育2-5分钟，NPT II
也能很容易地被降解50％。酶活分析也表明，NPT II蛋白在在模拟胃液中孵育2
分钟，在肠液中孵育15分钟，酶活就完全丧失了（Fuchs等，1993）。NPT II蛋
白小鼠急性口服毒性研究中，用高达5000mg/kg体重的剂量饲喂小鼠，没有观察

到任何与处理相关的不利效应。实验期间各组动物在体重、累积体重或食物消耗

量方面没有统计学显著差异，也没有观察到异常临床症状。 

中国境内用含保铃棉531棉籽的饲料进行的30天大鼠喂养实验结果： 

中国疾病控制中心营养与食品安全所将保铃棉531棉籽混入饲料中，于2003
年对保铃棉531进行了30天大鼠喂养试验，以确认其安全性。结果显示： 

用含5%保铃棉531的饲料饲喂大鼠30天后，动物未出现拒食现象，生长活动

正常，被毛浓密有光泽。保铃棉531组对雌雄大鼠的体重和食物利用率与亲本对

照组合普通对照组无显著性差异。 

血液学检测结果：雄性保铃棉531组白细胞分类中的淋巴细胞低于亲本对照

组，中性细胞高于亲本组，有显著性差异（P<0.05）,但均在本实验室的历史检测

范围内，其他雌雄保铃棉531组的白细胞计数及其分类中的其他细胞、红细胞计

数、血小板计数、血红蛋白等血液学指标与亲本组和普通对照组比较无显著性差

异（P>0.05）。 
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血生化检测结果：雄性保铃棉531组的谷丙转氨酶低于普通对照组、胆固醇

高于普通对照组、尿素氮和甘油三酯高于亲本棉籽组、血糖、总蛋白和白蛋白高

于普通对照和亲本组、雄性亲本组的总蛋白和白蛋白高于普通对照组，雌性 in
本组的谷丙转氨酶和雄性保铃棉531组的肌酐低于普通对照组、雄性保铃棉531
组合亲本组中的胆固醇、总蛋白和白蛋白均高于普通对照组、雌性保铃棉531组
血糖普通对照组，上述指标均有显著性差异（P<0.05），但均在本实验室的历史

检测范围内，认为无生物学意义。其他雌雄保铃棉531组中的的谷草转氨酶、碱

性磷酸酶、雌性保铃棉531组谷丙转氨酶、雄性保铃棉531组肌酐、雌性保铃棉531
组尿素氮、甘油三酯与亲本对照组合普通对照组比较无显著性差异（P>0.05）。 

雌性肾、体比下降与亲本和普通对照组比较均有显著性差异（P<0.05），但

在本实验室历史性对照范围内，认为无生物学意义。其他脏体比值与亲本和普通

饲料组比较均无显著性差异。病理学检查未见保铃棉531对被检脏器产生有意义

的病理变化。 

故保铃棉531棉籽组与亲本棉籽组合普通对照组比较，未发现保铃棉531抗
虫棉籽对动物体重、食物利用率、血液学、血生化、脏体比和病理组织学观察有

生物学意义的改变。 

综上所述，保铃棉531中表达的Cry1Ac和NPT II蛋白不会对人类和哺乳动物

健康造成不良影响。 

3.3.2 过敏性  

如3.1部分所述，Cry1Ac和NPT II蛋白具有长期的安全使用历史，其供体生

物在自然界中广泛存在，被人类广泛接触。 

Cry1Ac蛋白的供体生物Bt subsp. kurstaki是一个能产生孢子的、自然存在于

土壤中的格兰士阳性细菌。自从1958年以来，Bt菌株一直在美国进行商业应用，

以生产具有杀虫活性的微生物衍生产品 (EPA, 1988)。没有报告表明Bt菌株或由

这些菌株产生的蛋白具有过敏性。npt II基因是从大肠杆菌K12菌株的Tn5转座子

中得到的。大肠杆菌在环境中无处不在，在脊椎动物的消化道中都可以发现大肠

杆菌（Jefferson et al., 1986）。FDA将大肠杆菌的安全评估归于大肠杆菌K12菌株

的凝乳酶制剂的安全性评价的一部分（Flamm，1991）。作为FDA的安全性评价

结果，供体生物体被确定为安全的，并获得了FDA的GRAS（一般认为是安全的）

认证。大肠杆菌是实验室中研究最广泛的微生物，具有在实验室环境下长期安全

使用的历史。大肠杆菌代表了人类所了解最深入的生物体，对它整个基因组的测

序已经完成（Blattner et al., 1993）。大肠杆菌是人们进行基因克隆和表达最理想

的安全载体，人们对其已经有很多商业性应用（Bogosian and Kane, 1991）。与大

肠杆菌的致病性菌株相比，K12菌株与它们没有相似性，是安全无毒的大肠杆菌

株（Mühldorfer and Hacker，1994）。 

造成特定蛋白质致敏的一个重要的重要因素是它在食物中的高浓度(Taylor
等,1987；Taylor,1982；Fuchs和Astwood,1996)。但蛋白含量分析表明，Cry1Ac和
NPT II蛋白质在保铃棉植株中以低水平存在。此外，棉籽油和棉纤维是人类主要

接触的棉花产品，但棉籽油和棉纤维中几乎不含任何蛋白质（Sims等，1996）。
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因此通过接触保铃棉531及其产品中的Cry1Ac和NPT II蛋白不太可能对人类产生

致敏效应。此外，对Cry1Ac和NPT II蛋白的一系列安全性评价也证实这两种蛋白

不可能为致敏原。主要的研究包括：通过生物信息学分析，将Cry1Ac蛋白和NPT 
II蛋白与已知致敏原序列进行比对，未发现这两个蛋白与已知致敏原存在有意义

的序列相似性。Cry1Ac和NPT II蛋白在模拟胃肠液中能够被迅速消化，而主要的

食物过敏原在胃蛋白酶消化和酸性条件下可稳定存在。因此，Cry1Ac和NPT II
蛋白不可能对人类产生致敏性。此外，保铃棉531在美国多年的商业化种植，以

及NPT II蛋白已被美国食品与药物管理局批准为番茄、棉花和油菜的食品加工添

加剂（食品与药物管理局，1994），而且被美国环境保护局（EPA，1994）作为

一个惰性成分免除了耐量要求的事实，均证明了Cry1Ac和NPT II的安全性。 

3.3.3 抗营养因子 

棉花中含有被认为是抗营养因子的棉酚和环丙烯类脂肪酸，抗营养因子可

以在加工过程中被除去，只有高度精炼的产品才能被人类消费(Berberich 等, 
1996)。 

棉酚能使含有棉籽的食物和饲料产生毒性（Berardi 和 Goldblatt, 1980)。棉

酚中毒的症状包括肝脏病变以及肺和肾脏充血。反刍动物较非反刍动物更耐受棉

酚。棉酚是一种萜烯醛，用于保护棉花植株免受害虫和动物的取食损伤。从乙酰

基 CoA 到萜类物质的生物合成是通过甲瓦酸通路完成的。棉酚在棉花种子、叶

片、茎秆和根的溶生腺中生成。检测棉酚一般检测两种形式：游离的和结合的。

游离棉酚是活性形式，是粗棉籽中棉酚的主要存在形式。在粗棉籽加工成油和粕

的过程中，绝大多数游离棉酚被转变成无活性的结合形式。棉酚在精炼棉籽油中

一般不能检出(Berberich 等, 1996). 

棉花中的环丙烯类脂肪酸（CPFA）包括二氢苹婆酸、苹婆酸、锦葵酸。这

些脂肪酸大约占棉籽油总重的 1-2% (Berberich 等, 1996)。锦葵酸和苹婆酸分别是

17 和 18 碳脂肪酸，并且在环丙烯环中存在双键。CPFA 主要用来抑制硬脂酸到

油酸的去饱和作用，进而改变膜渗透性和增加脂类的熔点。也观察到 CPFA 使鸡

蛋变色、减少产蛋量、导致大鼠发育迟缓，以及改变奶牛酪乳中的脂类含量(Phelps 
等, 1965)。也有研究认为 CPFA 能够与脂蛋白上的自由硫氢基团发生反应，这种

经过修饰的蛋白可能与 CPFA 的生物学效应相关。环丙烯脂肪酸与萜烯醛混合后

能够加强萜烯醛的毒性，可能对植物的抗虫性有作用(Bell, 1986)。  

有研究认为 CPFAs 来源于种子中的油酸(Wood, 1986)。环丙烯环是其活性基

元，其对加工过程中的灭活非常敏感，所以商业化的棉籽油中此类脂肪酸的含量

可以忽略不计。此外，加工棉籽粕中的残留油分已经从完整棉籽的 30%降低到

0.5-3.5%，所以与粗棉籽相比，加工棉籽粕中 CPFA 的含量可以被降低 98%。 

对收集于美国田间试验的保铃棉 531 及其亲本品系的棉籽，以及棉籽加工产

品粗棉籽粕、烘焙棉籽粕和精炼棉籽油中的棉酚进行分析（表 4），结果以占样

品总干重的百分比表示。结果表明，保铃棉 531 和亲本对照棉籽中棉酚含量无显

著性差异，且均在不同田间条件下种植的棉花品种中报道的总棉酚含量的范围内

（0.39-1.7%）(Berardi 和 Goldblatt, 1980；Abou-Donia, 1976)。粗棉籽粕中总棉

酚含量与棉籽中相当，这是预料当中的，因为粗棉籽粕只是把棉籽进行简单去皮
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和研磨的产物。粗棉籽粕中游离棉酚约占总棉酚的 2/3。在精炼棉籽油中，除对

照品系 Coker312 中检出极低含量的总酚外，保铃棉 531 未检出总酚和游离酚。

对棉籽中环丙烷脂肪酸（苹婆酸、锦葵酸和二氢苹婆酸）分析显示，保铃棉 531
与常规对照棉籽和精炼油中环丙烷脂肪酸的含量相当(表 5)。因此，在保铃棉 
531 和亲本棉花中，抗营养因子的含量无显著性差异。 

中国疾病预防控制中心营养与食品安全所对保铃棉 531 及其亲本对照

Coker312棉籽中的游离棉酚检测结果显示保铃棉 531棉籽中棉酚含量为 6.3g/kg，
在亲本对照棉籽中的含量为 5.83g/kg。 

表 4. 保铃棉531与对照Coker312中的棉酚分析 

材料 总棉酚a 游离酚f 

 均值 范围  
棉籽b    
Coker312 1.16 0.97-1.43 NAc 
531 1.10 0.86-1.29 NA 
粗制棉籽粕d    
Coker312 1.06 NA 66.7% 
531 1.05 NA 68.7% 
烘焙棉籽粕d    
Coker312 1.11 NA 0.011 
531 0.87 NA 0.008 
精炼油    
Coker312 0.09 ≤0.01% (1 ppm)g NDe 
531 ND ≤0.01% (1 ppm)  ND 

a. 以占总样品干重的百分数记 

b. 棉籽样品的总酚为统计分析后得到的最小均方值，范围为所有样品值的最小和最大值。 

c. NA=不适用。一般不对棉籽中的自由酚进行检测。由于粗制棉籽粕和烘焙棉籽粕是由不

同田间试验点收集样品混合后的混合样加工而成，所以范围值不适用。 

d. 粗制和烘焙棉籽粕是将不同实验点收集的棉籽样品混合后得到的混合样的加工品，所以

其数值来自于一个值，不能进行统计分析。 

e. ND=未检出，棉籽油中总酚和自由酚的检测限分别为0.04%和0.002%。 

f. 精炼油中的游离酚以样品干重百分数表示。 

g. Cherry和Leffler(1984)。 
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表 5. 保铃棉531和亲本对照棉籽与棉籽油中环丙烷脂肪酸含量 

检测物 均值a（范围）b

棉籽 Coker312 531  
锦葵酸 0.37(0.22-0.45) 0.38(0.23-0.47) 
苹婆酸 0.59(0.48-0.70) 0.62(0.54-0.69)) 

二氢苹婆酸 0.36(0.29-0.50) 0.49(0.24-0.84) 
 均值c（范围）d

棉籽油 Coker312 531  
锦葵酸 0.36(0.22-1.44) 0.46(0.22-1.44) 
苹婆酸 0.48(0.08-0.56) 0.43(0.08-0.56) 

二氢苹婆酸 0.22/NAe 0.16/NA 
a. 均值表示为占总脂的百分比，为最小均方值（Coker312的5个样品和531的4个样品）。 

b. 范围为不同试验点样品值中的最大和最小值 

c. 表示为占总脂的百分比。来自于一个混合棉籽样品加工后得到的棉籽油。 

d. 范围来自于发表文献，Phelps等，1965. 

e. 无发表文献范围。 

3.3.4 营养成分 

1993 年，对收集于美国 4 个试验点的保铃棉 531，5 个试验点的亲本对照

Coker312 的棉籽及其加工产品进行了成分分析，以评价在棉籽和棉籽加工产品

中主要营养成分和抗营养素的水平，抗营养因子的分析见 3.3.3 部分。其余分析

的成分如下：  

1)常规成分：蛋白质、脂肪、灰分、水、碳水化合物、卡路里（表 6）  

2）脂肪酸：包括总脂和单个脂肪酸的含量（表 8） 

3）氨基酸：单个氨基酸的百分含量（表 7）  

4）常见毒素：黄曲霉毒素 

虽然少数分析组分，保铃棉 531 与常规对照存在显著性差异，但是由于存

在显著差异的组分都落于或十分接近文献报道的范围值，不认为这些差异存在生

物学意义。这些分析的结果表明，保铃棉 531 与亲本棉花品种和其它商品棉花品

种在成分上是实质等同的（Berberich 等，1996）。  

保铃棉的精炼棉籽油中脂肪酸组成与商品棉籽油一致。在加工后，自由棉

酚减少到检测不出的水平，生育酚的水平与商品棉籽油中的水平一致。 

黄曲霉素是黄曲霉（Aspergillus flavus）和寄生曲霉（Aspergillus parasiticus）
产生的一类真菌毒素，这些毒素可能污染食品和饲料产品（Jorgensen and Price, 
1981）。棉籽是最容易被黄曲霉素污染的商品之一（Bagley, 1979）。在红铃虫危

害严重的棉花种植区域，由于红铃虫幼虫侵害棉铃，一般棉籽的黄曲霉素含量比

较高（McMeans 等，1976; Ashworth 等., 1971）。通常如果棉籽的黄曲霉素含量

水平过高，就不能用作动物饲料。FDA 允许的最高水平为 20 μg/kg（20 ppb）
（Jorgensen 和 Price, 1981）。本研究中，抗虫棉和对照品系棉籽中都没有检测到
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4 种主要黄曲霉素（检测极限为 1 ppb）。 

综上所述，对保铃棉 531 的详细成分分析表明：在营养成分上，如蛋白、

脂肪、纤维、灰分和氨基酸上，保铃棉 531 与亲本或商业栽培品种之间没有不

同。因此，保铃棉籽的营养价值，与现在使用的其它棉花品种在本质上相当。  

除去成分研究以外，通过用含有保铃棉和对照棉粗棉籽的饲料饲喂奶牛，

表明了保铃棉种子的营养安全。奶牛研究的结果表明，保铃棉的棉种与对照棉种

效果是一致的。在奶产量、牛奶成分和牛的身体条件分数上，没有显著性差别

（Castillo 等，2001）。这些研究的结果导出结论：新表达的蛋白质和含有这些蛋

白质的棉籽，无安全性问题。 

表 6. 保铃棉531和亲本对照棉籽中常规成分含量 

组分 a 均值（范围）b 文献范围 
 Coker312c 531d  

蛋白质 % 27.00（23.3-28.4） 27.56（22.8-31.0） 12-32e 
总脂 % 22.96（19.6-25.1） 23.23(22.2-25.8) 16.1-26.7f 
灰分 % 4.63(4.3-5.0) 4.53(3.9-4.7) 4.1-4.9g 

碳水化合物 % 45.40(42.8-47.6) 44.68(42.0-46.7)  
卡路里/100g 496.32(479-508) 498.11(495-511)  
含水量（%） 12.36(9.6-15.9) 13.43(11.2-14.7) 5.4-10.1h 
a. 蛋白、总脂、灰分、碳水化合物和含水量以占样品干重百分比表示。 
b. 范围为不同试验点样品值得最高和最低值。 
c. 以来自 5 个试验点样品的最小均方值表示。 
d. 以来自 4 个试验点样品的最小均方值表示。 
e. Turner 等，1976；Cherry 等 1978；Kohel 等，1985。 
f. Cherry 和 Leffler,1984；Cherry 等,1978。 
g. Cherry 等,1978；Belyea 等,1989。 
h. Cherry 等,1978。 
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表 7. 保铃棉531与常规对照棉籽中氨基酸组成分析 

氨基酸 a 均值 文献范围 b 
Coker312c 531d  

门冬氨酸 9.72 9.49 8.8-9.5 
苏氨酸 3.40 3.42 2.8-3.2 
丝氨酸 4.62 4.67 3.9-4.4 
谷氨酸 19.56 18.21 20.5-22.4 
脯氨酸 4.22 4.03 3.1-4.0 
甘氨酸 4.32 4.18 3.8-4.5 
丙氨酸 4.12 4.03 3.6-4.2 
半胱氨酸 1.60 1.68 2.3-3.4 
缬氨酸 4.50 4.09e 4.3-4.7 
蛋氨酸 1.48 1.94e 1.3-1.8 
异亮氨酸 3.26 3.02e 3-3.4 
亮氨酸 5.98 5.93 5.5-6.1 
酪氨酸 2.92 3.08e 2.8-3.3 
苯丙氨酸 5.32 5.28 5-5.6 
赖氨酸 4.50 4.73e 3.9-4.1 
组氨酸 2.72 2.94e 2.6-2.8 
精氨酸 11.20 11.68 10.9-12.3 
色氨酸 1.04 1.00 1-1.4 

a. 氨基酸以棉籽中 mg/kg 干重蛋白表示。 

b. Lawhon, 1977。 

c. 5 个样品的最小均方值。 

d. 4 个样品的最小均方值。 

e. 在 5%水平上，亲本与 531 存在显著性差异。 
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表 8. 保铃棉531与亲本对照棉籽中的脂肪酸组成分析 

成分a 
Coker 312 531 

均值c 范围b 均值 范围 
总脂 33.5 30.9-35.5 33.5 30.8-35.9 

豆蔻酸 (14:0) 0.94 0.67-1.07 0.88 0.75-0.98 
15烷酸 (15:0) 0.40 0.32-0.60 0.62 0.32-0.90 
棕榈酸 (16:0) 26.5 24.8-27.8 26.3 25.1-27.2 
棕榈油酸(16:1) 0.64 0.48-0.71 0.61 0.54-0.64 
17烷酸 (17:0) 0.16 0.13-0.20 0.18 0.14-0.27 
硬脂酸 (18:0) 2.63 2.32-3.26 2.90 2.71-3.26 
油酸 (18:1) 15.3 14.8-16.0 16.8 14.8-19.1 
亚油酸 (18:2) 47.8 46.4-49.9 45.6 41.6-49.0 
亚麻酸 (18:3) 0.20 0.13-0.29 0.14 0.13-0.18 
二十烷酸 (20:0) 0.29 0.26-0.31 0.28 0.22-0.33 
山嵛酸 (22:0) 0.15 0.12-0.17 0.14 0.13-0.15 
锦葵酸 (C-17) 0.37 0.22-0.45 0.38 0.23-0.47 
苹婆酸 (C-18) 0.59 0.48-0.70 0.62 0.54-0.69 

二氢苹婆酸 (C-19) 0.36 0.29-0.50 0.49 0.24-0.84 
a. 总脂以干重百分比表示，脂肪酸以占总脂的百分比表示。 

b. 范围表示所有试验点数据中的最大值和最小值。 

c. 最小均方值，Coker312 有 5 个样品，531 有 4 个样品。 
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表 9. 来自于保铃棉531和对照棉籽的棉籽油中脂肪酸与维生素的含量 

成分 
含量 a 文献范围 

Coker312 531 
豆蔻酸 (14:0) 0.98 0.77 0.5-2.5b 
棕榈酸 (16:0) 25.42 25.08 17-29 b 
棕榈油酸(16:1) 0.64 0.58 0.5-1.5 b 
17烷酸 (17:0) 0.19 0.10 Not available 
硬脂酸 (18:0) 2.53 2.67 1.0-4.0 b 
油酸 (18:1) 14.92 15.89 13-44 b 
亚油酸 (18:2) 50.27 50.88 33-58 b 
亚麻酸 (18:3) 0.16 0.17 0.1-2.1 b 
二十烷酸 (20:0) 0.21 0.30 <0.5 b, 0.41 c 
山嵛酸 (22:0) 0.12 0.13 <0.5 b 

苹婆酸（C-18） 0.48 0.43 0.08-0.56 d 
锦葵酸 (C-17) 0.36 0.46 0.22-1.44 d 

二氢苹婆酸（C-19） 0.22 0.16 Not available 
生育酚（维生素 E） 638 568 136-660 e 

a. 精炼油由一份混合棉籽样品加工而成。脂肪酸以占总脂百分数表示，生育

酚以占 mg/kg 精炼油表示。 
b. 脂类/油类食品法典委员会（棉籽油，1993）。 
c. Cherry, 1983。 
d. Phelps 等，1965。 
e. Rossel, 1991；Dicks, 1965) 

 

3.3.5 抗生素抗性  

保铃棉 531 的插入序列中含有 aad 和 npt II 基因，由于 aad 基因在细菌启动

子的调控下，所以在保铃棉 531 中不能被转录翻译，不能产生任何蛋白。保铃棉

531 中含有完整的 npt II 基因表达盒，能够产生 NPT II 蛋白，从而使转化体植株

具有卡那霉素抗性。 

NPT II 常被用作转化体初步筛选过程中的抗生素抗性标记，npt II 基因不存

在安全问题。在保铃棉 531 中表达的 NPT II 蛋白，与在已被许多政府机关和科

研机构证明是安全的转基因作物所表达的 NPT II 蛋白是一样的。npt II 基因及其

表达的蛋白的安全性已经被美国 FDA 确认，并准许其在转基因作物的开发期间

作为食品加工助剂添加剂使用（FDA, 1994）。对 NPT II 蛋白的安全性也在许多

研究文献上有过叙述（Fuchs 等, 1993; Flavell 等, 1992; Nap 等, 1992）。美国环

保署（EPA）也决定免除对农产品或原材料中 NPT II 蛋白及其表达所必须的遗传

物质的抗性评价要求（40 CFR 第 180.1134）。此外，对 NPT II 蛋白的详细安全

性评价也表明：NPT II 蛋白来源于广泛存在于自然界中的大肠杆菌 K12 菌株，

该蛋白具有长期的安全应用历史，与已知的致敏原和毒蛋白间不存在序列相似性。

用高达 5000mg/kg 体重的 NPT II 蛋白饲喂小鼠也不会出现任何毒性效应。所以
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NPT II 蛋白是安全的，不会对人类健康造成不良影响。 

3.3.6 对人体和食品安全性的其它影响 

基于如前所述的安全性评价和组成成分分析资料，除引入的抗虫性状外，

保铃棉 531 与商业化的常规棉花品种实质等同。因此，与常规棉花品种相比，保

铃棉 531 不会对人体和食品安全性产生任何不良影响。相反，由于保铃棉的应用，

导致杀虫剂的喷施量降低，对人类健康具有积极作用。  

3.4 根据上述评价，参照本办法第十三条有关标准划分转基因植物的安全等级。 

受体生物安全等级为 I 级，基因操作类型为 2 类，按照农业部转基因生物安

全等级的确定，转 cry 1 Ac 基因棉花安全等级为 I 级。  
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4 转基因植物产品的安全性评价  

4.1 生产、加工活动对转基因植物安全性的影响。 

种植棉花主要是为了应用其纤维，棉籽是其副产品。棉籽可以加工成 4 种主

要的产品：油、棉籽粉、棉籽壳、棉绒。棉籽加工后一般可以产生（以重量计算）：

16%的油、45%的棉籽粉、9%棉短线、26%的棉籽壳，加工过程中消耗掉 4%
（Cherry 和 Leffler，1984）。 

棉籽主要是用作牛的饲料，一小部分棉籽粉可以用作家禽、羊、鲶鱼和猪的

饲料（棉籽及其产品，1998）。由于棉籽油基本不含有亚麻酸，这一点增加了其

稳定性，并具有中性口味，因此适用于食物油炸。棉籽油也应用于食品工业，用

作沙拉的调味品（棉籽油，1990）。由于棉籽中存在抗营养成分，棉籽和棉籽油

加工都受到加工规范和条例的制约，以将对人类和动物健康存在不良营养的抗营

养因子含量降低到可接收范围内。棉绒是棉籽表面的短纤维，棉绒中基本上完全

为纤维素（>99%）(NCPA, 2002; Nida 等, 1996)，在碱性 PH 环境和温度高于 100 
ºC 的条件下进行加工后 (AOCS, 2009)，棉绒可被用作高纤膳食产品。从保铃棉

531 获得的棉籽及其加工产品与 Coker312 亲本对照株获得的棉籽及其加工产品

在成分和质量上是相当的。加工活动不会对安全性产生不良影响。 

棉籽油和加工后的棉绒是用于人类食物的主要棉花产品（国家棉籽产品协会，

1989）。对从 Coker312 和保铃棉 531 中得到的精炼棉籽油和棉绒进行了分析，

发现在精炼油和棉绒中均未检测到蛋白（Sims 等人，1996），这与之前研究表

明的，在油内无可检测到的蛋白相一致（Taffrie 和 Yaguchi，1973）。因此，人

类大量接触来自于保铃棉 531 的 Cry1Ac 和 NPTⅡ蛋白是不可能的。这也进一步

证实，生产加工活动不会对保铃棉 531 的安全性产生不良影响。 

4.2 转基因植物产品的稳定性。 

分子特性分析表明，保铃棉 531 中的功能性插入能够在不同世代中能够稳定

遗传。自 1996 年商业化至今，保铃棉 531 对靶标害虫都表现出良好的抗性，也

证实了引入抗虫性状的稳定性。 

4.3 转基因植物产品与转基因植物在环境安全性方面的差异。 

对田间种植的保铃棉 531 对环境影响的分析表明，除对抗鳞翅目害虫的抗性

外，保铃棉 531 与常规棉花品种相比，在对病虫的易感性、生存能力、种子繁殖

能力等方面没有发生改变。Cry1Ac 蛋白对非靶标生物影响的分析也表明，该蛋

白对非靶标生物的生长和发育均无有害作用（Betz 等，2000）。 

自商业化至今，保铃棉 531 以其对靶标害虫良好的抗性，为农民提供了一种

优良的虫害管理工具，降低了成本，减少了杀虫剂的喷施，从而减少了对种植者

健康的危害，改善了有益昆虫和野生动物的生存环境（Edge 等，2001；Perlak
等，2001；Carpenter 和 Gianessi，2001；Betz 等，2000；经济研究处/USDA，

2000；Falck-Zepeda 等，1998；Falck-Zepeda 等，2000；Fernandez-Cornejo 和 
McBride，2000；Gianessi和 Carpenter，1999； Klotz-Ingram等，1999；Traxler
和 Falck-Zepeda，1999；Wier 等，1998； Xia 等，1999）。  
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4.4 转基因植物产品与转基因植物在对人类健康影响方面的差异。 

保铃棉 531 中含有的 Cry1Ac 和 NPT II 蛋白无毒性和致敏性，且在人类主要

接触的棉花产品中含量可忽略不计。此外，保铃棉 531 与常规棉花品种在营养成

分上具有实质等同性。动物饲喂试验进一步证明了保铃棉 531 与常规棉花品种的

安全性相当。保铃棉 531 在美国已经商业化多年，没有任何资料表明它对人类健

康影响方面与常规棉花品种有差异。 

4.5 参照本办法第十四条有关标准划分转基因植物产品的安全等级。 

根据农业部转基因生物的安全等级和产品的生产、加工活动对其安全等级的

影响类型和影响程度，孟山都公司通过对受体植物、基因操作、转基因植物及转

基因产品的安全进行了全面的评估（包括基因操作、环境、毒性、食品安全等），

认为转 cry 1Ac 基因棉花的安全登级为 I 级。 
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1. 目的基因的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列； 

cry1Ac 基因的核苷酸序列 

 
 
 
cry1Ac 基因的推导氨基酸序列 

1  MDNNPNINEC IPYNCLSNPE VEVLGGERIE TGYTPIDISL SLTQFLLSEF 
51 VPGAGFVLGL VDIIWGIFGP SQWDAFLVQI EQLINQRIEE FARNQAISRL 
101 EGLSNLYQIY AESFREWEAD PTNPALREEM RIQFNDMNSA LTTAIPLFAV 
151 QNYQVPLLSV YVQAANLHLS VLRDVSVFGQ RWGFDAATIN SRYNDLTRLI 
201 GNYTDHAVRW YNTGLERVWG PDSRDWIRYN QFRRELTLTV LDIVSLFPNY 
251 DSRTYPIRTV SQLTREIYTN PVLENFDGSF RGSAQGIEGS IRSPHLMDIL 
301 NSITIYTDAH   RGEYYWSGHQ IMASPVGFSG PEFTFPLYGT MGNAAPQQRI 
351 VAQLGQGVYR TLSSTLYRRP FNIGINNQQL SVLDGTEFAY GTSSNLPSAV 
401 YRKSGTVDSL DEIPPQNNNV PPRQGFSHRL SHVSMFRSGF SNSSVSIIRA 
451 PMFSWIHRSA EFNNIIASDS ITQIPAVKGN FLFNGSVISG PGFTGGDLVR 
501 LNSSGNNIQN RGYIEVPIHF PSTSTRYRVR VRYASVTPIH LNVNWGNSSI 
551 FSNTVPATAT SLDNLQSSDF GYFESANAFT SSLGNIVGVR NFSGTAGVII 
601 DRFEFIPVTA TLEAEYNLER AQKAVNALFT STNQLGLKTN VTDYHIDQVS 
651 NLVTYLSDEF CLDEKRELSE KVKHAKRLSD ERNLLQDSNF KDINRQPERG 
701 WGGSTGITIQ GGDDVFKENY VTLSGTFDEC YPTYLYQKID ESKLKAFTRY 
751 QLRGYIEDSQ DLEIYSIRYN AKHETVNVPG TGSLWPLSAQ SPIGKCGEPN 
801 RCAPHLEWNP DLDCSCRDGE KCAHHSHHFS LDIDVGCTDL NEDLGVWVIF 
851 KIKTQDGHAR LGNLEFLEEK PLVGEALARV KRAEKKWRDK REKLEWETNI 
901 VYKEAKESVD ALFVNSQYDQ LQADTNIAMI HAADKRVHSI REAYLPELSV 
951 IPGVNAAIFE ELEGRIFTAF SLYDARNVIK NGDFNNGLSC WNVKGHVDVE 
1001 EQNNQRSVLV VPEWEAEVSQ EVRVCPGRGY ILRVTAYKEG YGEGCVTIHE 
1051 IENNTDELKF SNCVEEEIYP NNTVTCNDYT VNQEEYGGAY TSRNRGYNEA 
1101 PSVPADYASV YEEKSYTDGR RENPCEFNRG YRDYTPLPVG YVTKELEYFP 
1151 ETDKVWIEIG ETEGTFIVDS VELLLMEE 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 
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2. 目的基因与载体构建的图谱； 

 

附图1. PV-GHBK04质粒环状图谱 
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附表1. PV-GHBK04质粒主要遗传元件一览表 

遗传元件  大小 (kb) 功 能 (参考文献) 
右边界(RB) 0.09 来自 pTiT37 质粒的片段，含有 24 bp 的胭脂碱

T-DNA 右边界，用于启动 T-DNA 从土壤农杆

菌中转移(RB)到植物染色体组中(Depicker et 
al., 1982；Bevan et al., 1983)。.  

P-E35S 0.62 花椰菜花叶病毒(CaMV)启动子 (Odell et al., 
1985)，带有重复增强子区域(Kay et al., 1987)。

cry1Ac 3.50 合成的苏云金杆菌 Cry1Ac 蛋白变异蛋白编码

序列（Donovan et al., 1992）。 
7S 3’ 0.43 来自于大豆 7S 种子储存蛋白基因(Schuler et 

al.,1982)的 3’非翻译区，用于指导 cry1Ac 基因

mRNA 的多聚腺苷酸化。 
aad 0.79 细菌启动子和来自于转座子 Tn7 的 3’(9)-O-氨

基糖苷腺苷转移酶基因编码序列(Fling et al., 
1985)（GenBank accession X03043）。 

P-35S 0.32 花椰菜花叶病毒 (CaMV)的 35S 启动子区

(Gardner et al., 1981; Sanders et al., 1987)。 
nptII 0.79 从 Tn5 分离出来的新霉素磷酸转移酶 II 基因编

码序列(Beck et al., 1982)。表达该基因可以使植

物具有卡那霉素抗性，作为选择标记用于筛选

转化体(Fraley et al., 1983)。 
NOS 3’ 0.26 来自土壤农杆菌的胭脂碱合成酶基因的 3’非翻

译区，其功能是终止转录，控制 nptII mRNA 的

多腺苷化 (Depicker et al., 1982; Bevan et al., 
1983)。 

oriV 0.62 来自于广谱寄主质粒 RK2，为质粒在农杆菌中

的复制起点(Stalker et al., 1981)。 
ori322/rop 1.8 来自于质粒 pBR322，为质粒在大肠杆菌中保持

拷贝数所需的复制起始点，并为质粒结合转移

到土壤农杆菌细胞提供引物(rop)区和 bom 位点

(Bolivar et al., 1977; Sutcliffe, 1978)。 
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3. 目的基因与植物基因组整合及其表达的分子检测或鉴定结果

（PCR 检测、Southern 杂交分析、Northern 或 Western 分析结果、目

的基因产物表达结果）； 

对保铃棉531中整合的外源基因的分子生物学分析最初应用Southern杂交、

Western印迹和ELISA方法于1994年完成。其后随着分子生物学研究的发展，各项

试验鉴定技术的灵敏度和精确性都有了很大进步，所以孟山都公司于2001年对保

铃棉531的分子生物学特性进行了重新鉴定，鉴定结果表明保铃棉531中含有如下

插入：1）功能性插入：该插入中依次含有一个不完整的cry1Ac表达盒、一个完

整的cry1Ac表达盒、一个aad基因编码序列、一个完整的npt II基因表达盒和来自

质粒PV-GHBK04的oriV序列。其中不完整的cry1Ac表达盒片段包含部分cry1Ac
基因的3’序列和7S 3’终止子，该片段与完整cry1Ac表达盒中的相应序列插入方向

相反。完整的cry1Ac基因表达盒由e35S启动子、全长cry1Ac基因和7S 3’终止子组

成，能够表达Cry1Ac杀虫蛋白，使保铃棉531具有鳞翅目害虫抗性。nptII基因表

达盒由35S启动子、全长nptII基因和NOS 3’终止子组成，可以表达新霉素磷酸转

移酶II（NPTII），该蛋白在产品开发初期作为选择性标记，用来选择转化体植株。

插入中的aad序列包括细菌启动子和一个3’(9)-O-氨基糖苷腺苷酰基转移酶基因

（aad）序列，该基因作为选择性标记，在基因克隆过程中用于筛选大肠杆菌转

化菌株。由于aad基因在细菌启动子的控制下，所以其只能在细菌中表达，而不

能在植物体内表达，最初对保铃棉531进行的分子生物学鉴定也证实了这一点。

oriV序列是质粒在农杆菌中维持拷贝数所需要的复制起始位点，在保铃棉531中
不参与基因调控。2）非功能性插入：含有部分7S 3’，该插入大小为242bp，不

能产生任何表达产物。Southern杂交分析表明，保铃棉531功能性插入序列和非功

能性插入序列都是在单一插入位点单拷贝插入的。插入的世代稳定性分析表明，

功能性插入能够稳定存在于保铃棉531自交后代及通过常规育种得到的商业化品

种中。 

PCR 与 DNA 序列分析确定插入片段中各元件的组成及排列情况(CBI) 

功能性插入片段及其基因组侧翼序列分析 

用位于功能性插入片段及其相邻的基因组侧翼序列的 7 对引物对保铃棉

531 插入片段的组成和排列进行 PCR 分析。每对引物扩增产物的位置、大小及

PCR 扩增结果见附图 2 和附图 3。同时以非转基因对照 Coker312 的基因组 DNA
和质粒 PV-GHBK04 作为阴性和阳性对照，以无 DNA 模板对照作为系统对照进

行 PCR 反应。如预期，所有 7 对引物在非转基因对照和无 DNA 模板对照中都没

有产生 PCR 产物。6 对引物在保铃棉 531 和质粒对照中产生了预期大小的扩增

产物。由于质粒中不含有基因组侧翼序列，含有基因组侧翼序列特异性引物的一

对引物在质粒对照中没有产生任何扩增产物。 

将 PCR 扩增产物进行 DNA 序列分析后进行拼接，得到整个功能性插入的

序列信息，以确定功能性插入中各遗传元件的组成及排列。与完整 cry1Ac 表达

盒反向相连的部分 cry1Ac 表达盒序列及其相邻的基因组侧翼序列见附图 6。含有
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完整 cry1Ac 表达盒的插入片段序列见附图 7。插入片段各元件的组成及排列示意

图见附图 11。附表 2 列出了各遗传元件在附图 7 序列中的位置。 

以保铃棉 531 种子基因组 DNA 为模板，以分别位于 5’和 3’插入-侧翼序列

区域的两对引物（引物 C/D 和引物 A/B，附图 4）进行 PCR 扩增。将得到的扩

增产物进行 DNA 序列分析，得到了保铃棉 531 的 5’和 3’端侧翼序列信息（附图

8 和附图 9）。 

非功能性插入片段及其基因组侧翼序列分析 

用位于非功能性插入序列及其相邻的基因组侧翼序列的两对引物（附图 5）
对保铃棉 531 的非功能性插入片段进行分析。PCR 扩增得到大小分别为˜700 和

˜600bp 的两个产物，将两个产物进行 DNA 序列分析后进行拼接，得到了包含基

因组侧翼序列的非功能性插入片段，非功能性插入片段大小为 242bp，含有来自

于质粒 PV-GHBK04 的 176bp 7S 3’序列和 66bp 的多聚接头。非功能性插入及其

相邻的基因侧翼序列见附图 10。 

附图2. 对保铃棉531功能性插入的PCR分析（产物1-4） 

 

 

附图3. 对保铃棉531功能性插入的PCR分析（产物5-7） 

 

 

附图4. 保铃棉531功能性插入侧翼序列的PCR分析鉴定 

 

 

附图5. 对保铃棉531非功能性插入的PCR分析 

 

 

附图6. 保铃棉531功能性插入中与完整cry1Ac表达盒反向相接的部分cry1Ac表
达盒及其相邻的基因组侧翼序列 

 

 

附图7. 保铃棉531功能性插入中含有完整cry1Ac表达盒的插入片段序列 
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附图8. 功能性插入的5’侧翼序列 

 

 

附图9. 功能性插入的3’侧翼序列 

 

 

附图10. 保铃棉531非功能性插入及其相邻的基因组侧翼序列序列 

 

 

 

附图11. 保铃棉531中插入片段的示意图 

A 图为 1994 年分子特性鉴定的结果，B 图为 2001 年应用灵敏度更高、更精确的方法对

保铃棉 531 进行重新分子特性鉴定的结果。在最初的鉴定中认为部分 cry1Ac 表达盒与

含有完整表达盒的片段顺向相连。新的分子鉴定结果表明该片段与含有完整表达盒的片

段反向相连，并又鉴定出一个 242bp 的非功能性插入。 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 
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附表2. 保铃棉531中含有完整cry1Ac表达盒的插入片段中的遗传元件汇总及在

附图7序列中的位置 

遗传元件 在附图 7 中的位置 功能（参考文献） 

间插序列 1-38 合成序列，多聚接头。 
7S 3’ 39-479 来自于大豆 7S种子储存蛋白基因(Schuler et al., 

1982)的 3’非翻译区，用于指导 cry1Ac 基因

mRNA 的多聚腺苷酸化。 
间插序列 480-521 合成序列，多聚接头。 

cry1Ac 522-4058 合成的苏云金杆菌 Cry1Ac 蛋白变异蛋白编码

序列（Donovan et al., 1992）。 
间插序列 4059-4089 合成序列，多聚接头 

P-e35S 4090-4708 花椰菜花叶病毒(CaMV) 启动子(Odell et al., 
1985)，带有重复增强子区域(Kay et al., 1987)。

间插序列 4709-4816 合成序列，多聚接头。 
aad 4817-5605 细菌启动子和来自于转座子 Tn7 的 3’(9)-O-氨

基糖苷腺苷转移酶基因编码序列(Fling et al., 
1985)（GenBank accession X03043）。 

间插序列 5606-5684 合成序列，多聚接头。 
NOS 3’ 5685-5925 来自土壤农杆菌的胭脂碱合成酶基因的 3’非翻

译区，其功能是终止转录，控制 nptII mRNA 的

多腺苷化(Depicker et al., 1982; Bevan et al.,
1983)。 

间插序列 5926-5940 合成序列，多聚接头。 
npt II 5941-6908 从 Tn5 分离出来的新霉素磷酸转移酶 II 基因编

码序列(Beck et al., 1982)。表达该基因可以使植

物具有卡那霉素抗性，作为选择标记用于筛选

转化体(Fraley et al., 1983)。 
间插序列 6909-6941 合成序列，多聚接头。 

P-35S 6942-7265 花椰菜花叶病毒 (CaMV)的 35S 启动子区

(Gardner et al., 1981; Sanders et al., 1987)。 
间插序列 7266-7361 合成序列，多聚接头 

Ori-V 7362-7755 来自于广谱寄主质粒 RK2，为质粒在农杆菌中

的复制起点(Stalker et al., 1981)。 
间插序列 7756-7916 合成序列，来自于质粒骨架。 
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Southern 杂交分析 

利用在插入序列内和插入序列外具有不同酶切位点的多个限制性内切酶消

化 MON 531 及非转基因受体 Coker312 的基因组 DNA，所用的限制性内切酶如

下：AseI 和 BstZ17I，这两个酶在质粒 PV-GHBK04 上没有酶切位点，只在基因

组侧翼序列中存在酶切位点；SspI，这个酶酶切后的基因组 DNA 片段进行

Southern 杂交后可以看到 3 个拷贝的 7S 3’序列存在；XmnI，该酶的酶切位点存

在于部分 cry1Ac 表达盒片段相邻的基因组侧翼序列中，可以用来指示该片段与

全长 cry1Ac 表达盒的相对方向和空间位置；BamHI，BamHI+NdeI，和

BamHI+PmeI，用这 3 个酶组合消化的 DNA 进行 Southern 杂交能够表明含有部

分 cry1Ac 表达盒的插入片段与完整表达盒的插入方向相反，且该片段的 T-DNA
右边界序列与含有完整表达盒的 T-DNA 的右边界序列紧密相连。分别利用相互

重叠并覆盖整个插入片段和质粒骨架序列的探针 1、探针 2、探针 3、探针 4 和

探针 5（附图 1，转化质粒载体 PV-GHBK04 图谱）进行杂交，其中探针 1 覆盖

插入序列 7S3’区域，因此预期也可以与非功能性插入序列产生杂交信号，探针 5
覆盖插入片段以外的质粒骨架序列。Southern 杂交结果证实了功能性插入中遗传

元件的组成及排列如附图 11 所示，同时，由于探针 1 杂交结果显示存在 3 个拷

贝 7S3’区域，也证实了非功能性插入片段的存在。此外，Southern 杂交结果也表

明保铃棉 531 功能性插入序列和非功能性插入序列都是在单一插入位点单拷贝

插入，除了附图 11 中所示的遗传元件外，来自质粒载体 PV-GHBK04 的其他骨

架序列没有插入到保铃棉 531 的基因组中（附图 12 到附图 16）。 
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附图12. MON 531 Southern 杂交分析-探针1 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI+BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 1（附图 1）杂

交。 

泳道 1：分子量标记 

泳道 2：空白 

泳道 3：空白 

泳道 4：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 5：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA （BamHI） 

泳道 6：与 34pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 7：AseI＋BstZ17I 酶切的 MON 531 基因组 DNA 

泳道 8：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA（） 

泳道 12：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

 

  指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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附图13. MON 531 Southern 杂交分析-探针2 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI＋BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 2（附图 1）杂

交。 

泳道 1：分子量标记 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA（BamHI） 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：分子量标记 

指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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附图14. MON531 Southern 杂交分析-探针3 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI＋BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 3（附图 1）杂

交。 

泳道 1：分子量标记 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA（BamHI） 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：分子量标记 

        指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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附图15. MON 531 Southern 杂交分析—探针4 

10μg MON 531 基因组 DNA 用 AseI＋BstZ17I，SspI，XmnI，BamHI，BamHI+NdeI，

BamHI+PmeI 消化，10 μg 对照 Coker312 基因组 DNA、对照 Coker312 基因组 DNA 与

17pg, 34pg PV-GHBK04 DNA 混合，BamHI 消化，印迹与 32P 标记的探针 4（附图 1）杂

交。 

 
泳道 1：分子量标记 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA（BamHI） 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA（BamHI） 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA（BamHI） 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：分子量标记 

指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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附图16. Bollgard 531的Southern 印迹杂交分析：骨架序列分析（探针5） 

泳道 1：Maker 

泳道 2：Coker 312 基因组 DNA 

泳道 3：与 17 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312 DNA 

泳道 4：与 34 pg PV-GHBK04 DNA 混合的 Coker312DNA 

泳道 5：AseI+BstZ17I 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 6：SspI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 7：XmnI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 8：BamHI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 9：BamHI+NdeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 10：BamHI+PmeI 酶切的 531 基因组 DNA 

泳道 11：Maker 

              指根据溴化乙锭染色的凝胶上分子量标准而确定的 DNA 大小。 
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插入的世代稳定性分析 

对保铃棉育种世代中的 R5 和 R6 代，以及两个 531 商业化品种利用 Southern 
杂交分析，以确定插入序列的世代稳定性。结果表明：R5、56 和两个商业品种

都产生了 4.6kb 大小的杂交信号（附图 17，泳道 6，7 和 8，9），该片段为探针 6
与功能性插入序列的杂交结果。此外 R5 和 R6 还产生了 2.5kb 大小的杂交信号，

而两个商业品种则没有产生这个 2.5kb 的杂交信号，该杂交信号为探针 6（附图

1）与含有部分 7S3’终止子序列的 242bp 非功能性插入杂交产生的。两个商业品

种是通过常规育种途径选育的保铃棉 531 衍生品种，在育种过程中 242bp 插入序

列与功能性插入序列分离，因此没有检测到上述 2.5kb 的杂交信号。如预期，非

转基因对照 Coker 312 没有产生任何杂交信号（附图 17，泳道 4）。上述结果表

明功能性插入序列在试验的 R5、R6 代和商业化品种中稳定存在。 
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附图17. MON 531四个世代遗传稳定性Southern 杂交分析 

MON 531 的 R5、R6 代和两个抗虫棉商业品种、非转基因对照 Coker 312、PV-GHBK04

质粒约 34pg DNA 用 XmnI 酶切，32P-标记的探针 6（附图 1）杂交。每泳道 10µg。泳道

描述如下： 

泳道 1: 分子量标记  

 2: 空白 

 3: 空白 

 4: Coker 312  

 5: Coker 312 DNA 与 PV-GHBK04 质粒混合（约 34pg） 

 6: R5  

 7:  R6  

 8: MON 531 商业品种 1 

 9: MON 531 商业品种 2 

 10:  空白 

 11: 空白 

 12: 分子量标记                          

  表示 DNA 分子量大小，单位 kb 
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蛋白表达量的 ELISA 检测  

用经过验证的ELISA方法对收集于1992年美国田间试验的保铃棉531和非转

基因对照的叶片和种子中的Cry1Ac和NPT II蛋白进行定量检测。分析结果如附表 
3。 

附表 3. 1992年美国田间试验收集的材料中Cry1Ac和NPT II蛋白的ELISA检测

结果 

年份/组织 对照 保铃棉 531 对照 保铃棉 531

1992 年（6 点） Cry1Ac（µg/g 组织鲜重） NPT II（µg/g 组织鲜重）

种子 均值 ND 0.857 ND 2.451 

 范围 NA 0.40-1.32 NA 1.97-2.93 

 标准误 NA 0.180 NA 0.185 

叶片 均值 ND 1.562 ND 3.145 

 范围 NA 1.18-1.94 NA 2.46-3.84 

 标准误 NA 0.148 NA 0.269 

ND:未检出；NA:不适用 
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4. 转基因性状及产物的检测和鉴定技术； 

 

 

5. 各试验阶段审批书的复印件（进口转基因生物直接申请安全证书的，

本项不填写）； 

本申请为转基因生物直接申请进口用作加工原料的安全证书。 

6. 各试验阶段的安全性评价试验总结报告（进口转基因生物直接申

请安全证书的，本项不填写）； 

本申请为转基因生物直接申请进口用作加工原料的安全证书。 

7. 转基因植物对生态环境安全性的综合评价报告； 

转基因植物对生态环境安全性的综合评价报告请见下页。 

8. 食品安全性的综合评价报告，包括: A）必要的动物毒理试验报告；

B）食品过敏性评价试验报告；C）与非转基因植物比较，其营养成

份及抗营养因子分析报告等； 

食用安全性综合评价报告请见下页。 

涉及商业保密资料，在本公开版本中已删除 
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转 cry1Ac 基因抗虫保铃棉 531 环境和食用安全性

综合评价报告 

一、摘要 

抗虫保铃棉 531（孟山都公司编号 MON 531）是孟山都公司应用二元质粒载

体 PV-GHBK04 通过土壤农杆菌介导方法，将来自于苏云金杆菌的 Cry1Ac 基因

编码序列整合到常规棉花品种 Coker 312 的基因组中所得到的。保铃棉 531 表达

的 Cry1Ac 蛋白能够与靶标鳞翅目害虫中肠中的特异性受体结合发挥杀虫效应，

对靶标害虫有高度的专一性，而对包括人类在内的非靶标生物无害。保铃棉 531
中还含有 npt II 基因编码序列，表达 NPT II 蛋白，从而使转化体植株具有卡那霉

素抗性，该基因作为选择性标记，在最初开发阶段用于筛选转化体。 

对保铃棉531中表达的Cry1Ac蛋白和NPT II蛋白的安全性进行了详细评价，

评价内容包括：蛋白的安全使用历史、与已知毒蛋白和致敏原的序列相似性、在

模拟胃肠液中的消化性、小鼠急性毒性试验。Cry1Ac 蛋白来源于苏云金芽孢杆

菌，含有 Cry 蛋白的苏云金芽孢杆菌作为微生物杀虫剂，已经安全使用了 40 多

年。Cry1Ac 与已知的毒蛋白、致敏原和其他对人类及动物有不良影响的生物活

性蛋白没有相似性，在模拟胃肠液中能被迅速消化，用极高剂量的 Cry1Ac 蛋白

（数千毫克每千克体重）灌胃小鼠也不会出现毒性效应。NPT II 是最常用的抗生

素标记，它可以使受体具有新霉素和卡那霉素抗性。NPT II 蛋白广泛存在于大肠

杆菌细胞内，因此人类的肠道中经常可以发现这种酶（Jefferson et al., 1986; Fuchs 
et al., 1993b）。NPT II 在很多商业化转基因作物产品中都有应用，其安全性也被

详细研究及评价过，NPT II 蛋白与已知的毒蛋白、致敏原和其他对人类及动物有

不良影响的生物活性蛋白没有相似性，在模拟胃肠液中能被迅速消化，用高达

5000mg/kg 体重的剂量灌胃小鼠后，不会产生任何毒性效应。因此，Cry1Ac 和

NPT II 对人类及动物健康不会产生不良影响。此外，人类可能摄入的棉花产品主

要是棉籽油，棉籽油中蛋白的含量非常低，甚至可以忽略不计，所以人类摄入保

铃棉 531 中表达的外源蛋白的可能性非常低。对保铃棉 531 产生棉籽的成分分析

也表明，保铃棉 531 与常规对照棉花的组成成分实质等同。所有证据均表明，保

铃棉 531 与常规对照的安全性相当，对人类及动物健康不会产生不良影响。 

在环境安全性方面，保铃棉 531 转化体与常规对照相比，除了能够抵抗鳞翅

目害虫危害，减少杀虫剂的使用外，在农艺性状和农业实践上没有任何区别。通

过对多点种植的保铃棉 531 品系进行田间观察和监测，发现保铃棉 531 与非转基

因对照在演变为杂草的可能性、表型及农艺性状、对病虫害敏感程度等方面均无

显著差异。保铃棉 531 中表达的 Cry1Ac 蛋白通过结合靶标害虫中肠上的特异性

受体发挥杀虫作用，其对鳞翅目害虫具有高度的专一性，而对非靶标生物无害。

保铃棉 531 饲喂蜜蜂、草蛉、寄生蜂、瓢虫、弹尾目昆虫、跳虫、鹌鹑等非靶标

生物，均为发现任何不良影响，也验证了 Cry1Ac 蛋白对鳞翅目靶标害虫的专一

性。 

受农业部的委托，中国疾病预防与控制中心营养与食品安全所于 2003 年对
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保铃棉 531 的食用安全性进行了评价。中国疾病预防与控制中心营养与食品安全

所采用保铃棉 531 和非转基因对照棉籽对 Sprague-Dawley 大鼠进行了 30 天喂养

试验。结果发现，在整个试验阶段，动物未出现拒食现象，生长活动正常，被毛

浓密有光泽。保铃棉 531 棉籽饲喂组和非转基因对照棉籽饲喂组的体重和食物利

用率也无显著性差异。血液学检测结果表明：保铃棉 531 组雄性大鼠的淋巴细胞

和中性细胞较亲本组差异有显著性，但均在实验室的历史检测范围内。其他包括

白细胞计数、红细胞计数、血小板计数等的指标均无显著性差异。血生化检测的

结果中，保铃棉 531 组和亲本组的谷丙转氨酶、尿素氮、甘油三酯等指标都观察

到显著性差异，但是都在实验室的历史检测范围之内，不认为有生物学意义。病

理学检查也未见保铃棉 531 棉籽对被检脏器有任何不良影响。所以认为，保铃棉

531 棉籽对动物体重、食物利用率、血液学、血生化、脏体比和病理学组织观察

不会产生不利影响。此外，中国疾病预防与控制中心营养与食品安全所对保铃棉

531 棉籽的抗营养成分进行分析，发现保铃棉 531 棉籽中游离脂肪酸含量为

6.3g/kg，而亲本中为 5.83g/kg。保铃棉较亲本对照的抗营养因子含量略高，但是

这些值均在自然变化范围内，无生物学意义。 

二、背景介绍 

孟山都公司最先于 2002 年向农业部转基因生物安全管理办公室提交了《转

cry1Ac 基因抗虫保铃棉 531 进口用作加工原料的安全证书》的申请，并在中国境

内由农业部指定检测机构进行了食用安全检测，没发现任何安全问题。 

保铃棉531通过表达来自苏云金杆菌的Cry1Ac蛋白而对鳞翅目害虫具有抗

性。保铃棉531于1995年在美国获得栽培及食用/饲用批准以后，又先后在南非、

阿根廷、澳大利亚/新西兰和哥伦比亚获得栽培审批。此外，保铃棉531还在加拿

大、墨西哥、日本、韩国和欧盟获得了进口批准。 



 

- 81 – 
孟山都申请书（2004）_MON 531 

保铃棉531的选育过程： 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

三、受体生物学特性 

棉花属于植物界 (Plantae)、被子植物门 (Anthophyta)、双子叶植物纲

(Dicotyledonopsida)、锦葵目(Malvales)、锦葵科(Malvaceae)、棉族(Gossypieae)、
棉属(Gossypium)，拉丁学名 Gossypium hirsutum。棉属中共有四个栽培种，分别

是陆地棉（G. hirsutum）、海岛棉（G. barbadense）、亚洲棉（G. arboreum）和草

棉（G. herbaceum）。目前在中国种植的大多为陆地棉，在新疆维吾尔自治区有少

量海岛棉种植。 

棉花原产于高温、干旱、短日照的热带和亚热带的荒漠草原，其起源是多

中心的。中国于 1865 年开始从美国引种陆地棉，首先在上海试种。1914 年以后，

从美国大量引入陆地棉品种，至 1958 年，陆地棉品种基本取代了以前广泛栽培

多年的中棉（G. arboreum）品种（见《中国农业百科全书-农作物卷》）。 

棉花是唯一一种由种子生产纤维的农作物，它是世界上产量最高的植物纤

维作物。棉纤维是纺织工业的主要原料；棉籽含油分、蛋白质，是食品工业的原

料，也用作饲料添加剂，据文献记载，有很长的安全使用历史。棉短绒也是化学

工业和国防工业的重要物资。 

中国是世界主要产棉大国，植棉历史悠久，植棉地域辽阔。植棉区东起辽

河流域及长江三角洲，西至塔里木盆地边缘，南至海南岛崖县，北抵马纳斯河流

域，在北纬 18 度至 46 度、东经 76 度至 124 度之间。自 1982 年以来，中国已跃

居世界棉花生产和消费的首位，年产皮棉 400 万吨以上。以棉花纤维为原料的棉

纺织工业已成为中国重要的支柱和创汇产业。棉籽油在棉产区为主要的食用油，

确认 531 为最佳转化体 

评价转化体后代的抗虫性 

用农杆菌介导法将质粒转入受体品系 Coker312 中 

筛选转化体 

构建 PV-GHBK04 质粒 
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脱毒棉籽饼是优质的高蛋白饲料，棉籽壳被用作生产食用菌的原料，棉短绒被用

于化工和国防工业（见《中国农业百科全书-农作物卷》）。 

产生保铃棉 531 的转化受体品种为 Coker312 栽培品系（Gossypium hirsutum 
L.），是美国 Coker Pedigree 种子有限公司所拥有的种质资源。它是一种较老的棉

花品种，现在几乎已经不再种植。现在 Coker312 栽培品种主要用于转化，是因

为它在转基因过程中的组织培养系统较成熟。几位研究者（Trolinder 和 Goodin，
1987；Umbeck 等，1987）认为，Coker312 及相关的栽培系在遗传上具有组织培

养容易的特点。 

四、基因操作 

对保铃棉 531 中整合的外源基因的分子生物学分析最初应用 Southern 杂交、

Western 印迹和 ELISA 方法于 1994 年完成。其后随着分子生物学研究的发展，

各项试验鉴定技术的灵敏度和精确性都有了很大进步，所以孟山都公司于 2001
年对保铃棉 531 的分子生物学特性进行了重新鉴定，鉴定结果表明保铃棉 531
中含有如下插入：1）功能性插入：该插入中依次含有一个不完整的 cry1Ac 表达

盒、一个完整的 cry1Ac 表达盒、一个 aad 基因编码序列、一个完整的 npt II 基因

表达盒和来自质粒 PV-GHBK04 的 oriV 序列。其中不完整的 cry1Ac 表达盒片段

包含部分 cry1Ac 基因的 3’序列和 7S 3’终止子，该片段与完整 cry1Ac 表达盒中

的相应序列插入方向相反。完整的 cry1Ac 基因表达盒由 e35S 启动子、全长 cry1Ac
基因和 7S 3’终止子组成，能够表达 Cry1Ac 杀虫蛋白，使保铃棉 531 具有鳞翅目

害虫抗性。nptII基因表达盒由 35S启动子、全长 nptII基因和NOS 3’终止子组成，

可以表达新霉素磷酸转移酶 II（NPTII），该蛋白在产品开发初期作为选择性标记，

用来选择转化体植株。插入中的 aad 序列包括细菌启动子和一个 3’(9)-O-氨基糖

苷腺苷酰基转移酶基因（aad）序列，该基因作为选择性标记，在基因克隆过程

中用于筛选大肠杆菌转化菌株。由于 aad 基因在细菌启动子的控制下，所以其只

能在细菌中表达，而不能在植物体内表达，最初对保铃棉 531 进行的分子生物学

鉴定也证实了这一点。oriV 序列是质粒在农杆菌中维持拷贝数所需要的复制起

始位点，在保铃棉 531 中不参与基因调控。2）非功能性插入：含有部分 7S 3’，
该插入大小为 242bp，不能产生任何表达产物。 

PCR 和 DNA 序列分析对保铃棉 531 功能性和非功能性插入的组成进行了分

析，表明其与转化质粒的相应序列相同，此外，与插入序列相连的基因组侧翼序

列为野生型棉花基因组序列。Southern 杂交分析表明，保铃棉 531 功能性插入序

列和非功能性插入序列都是在单一插入位点单拷贝插入的。插入的世代稳定性分

析表明，功能性插入能够稳定存在于保铃棉 531 自交后代及通过常规育种得到的

商业化品种中。 

五、遗传稳定性 

对保铃棉 531 育种世代中的 R5 和 R6 代，以及两个 531 商业化品种利用

Southern 杂交分析，以确定插入序列的世代稳定性。结果表明：R5、56 和两个

商业品种都产生了预期的功能性插入片段的杂交信号，而两个商业品种没有产生

与非功能性插入杂交的信号。两个商业品种是通过常规育种途径选育的保铃棉

531 衍生品种，在育种过程中 242bp 插入序列与功能性插入序列分离，因此没有
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检测到杂交信号。这些结果表明功能性插入序列在试验的 R5、R6 代和商业化品

种中稳定存在。 

此外，上世纪 90 年代初开始，孟山都公司和很多独立研究机构对含有保铃

棉 531 转化事件的棉花品系的抗虫性和抗虫蛋白表达都进行了很多研究调查，结

果表明，这些棉花品系保持了持续的良好抗虫性，且都能够稳定的表达 Cry1Ac
蛋白，进一步说明了功能性插入及其表达产物的遗传稳定性。 

六、环境安全评价 

生存竞争能力：棉花作为一种野生植物对环境并无多少影响力。野生种群很

少，并且局限于海滨地区或小岛（Lee，1984）。它有可能影响刚开发的土地，但

很难侵扰已建立的生态系统。在中国的棉花栽培历史上，棉花演变成杂草或其他

有害植物的现象还没有发现。 

保铃棉 531 在美国获得商业化栽培批准前，孟山都公司于 1991-1993 年在美

国多个试验点进行了田间试验，收集表型特征、杂草化倾向、对非靶标昆虫的易

感性和对病害的易感性等数据。结果表明，所有观察的参数中，保铃棉 531 与常

规对照都不存在有生物学意义的显著性差异。田间试验收获后对试验地自生苗的

监控结果也表明，保铃棉 531 和其他商业化品种残留棉籽的存活性相当。这些数

据充分说明与常规对照相比，保铃棉 531 的生存竞争能力并没有增加。 

生物多样性：保铃棉 531 能够表达苏云金杆菌 Cry1Ac 蛋白，该蛋白对鳞翅

目害虫具有杀伤性，而对非靶标生物无害。Cry1Ac 蛋白通过结合靶标害虫中肠

的特异性受体发挥杀虫效应。含 Cry 蛋白的苏云金杆菌作物生物杀虫剂已经应用

了 40 多年，大量的文献研究已经确认了苏云金杆菌及其表达蛋白对非靶标生物

的安全性。保铃棉 531 中表达的 Cry1Ac 蛋白与广泛应用的生物杀虫剂中表达的

蛋白有很高的相似性。此外，孟山都公司还用全长 Cry1Ac 蛋白和该蛋白的活性

胰蛋白酶抗性核饲喂包括鳞翅目在内的 10 种不同害虫，以验证其专一性，结果

表明，只有四种鳞翅目害虫对这两种形式的活性蛋白敏感。孟山都公司还研究了

Cry1Ac 蛋白对寄生蜂、蜜蜂幼虫和成虫、瓢虫、草蛉、鸟类和鱼类的潜在毒性，

结果表明，Cry1Ac 对这些非靶标生物无害。此外，田间试验研究也表明，保铃

棉 531 对非靶标病虫害的易感性与常规对照相当。 

基因漂移：因为相似的棉花基因型是完全亲合的，所以任何传授的花粉都

有可能产生杂交种子。某块生产地里的异型杂交度主要取决于这块地的地理位置

（Simpson，1954），也就是取决于作物生态环境。最重要的因素是昆虫媒体的种

类和数量。 熊峰(Bombus spp.) 和蜜蜂（Apis mellifera）是最重要的（Theis，1953；
McGregor，1959；Moffett 和 Stith，1972；Simpson 和 Duncan，1956），而前者

则是最有效的传粉者。这在 Meredith 和 Bridge 的报告（1973）中特别提到，他

们的结果表明异型杂交在美国密西西比三角洲已大为下降（在 11 个测试地点，

从1965年Simpson和Duncan报道的28%下降到平均2%，变化范围0.0%—5.9%）。

这在许多棉花种植区是很典型的，因为在这些种植区内昆虫栖居地的丧失和杀虫

剂的大量使用司空见惯。 

在栽培棉花的相邻植株、行及地块间的异型杂交度方面做了大量的工作
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（Afzal&Rahn，1950a，b；Green&Jones，1953；Thies，1953；其它汇总于 Brown，
1938）。Agracetus 公司（Umbeck 等，1992）利用分子技术来测定由棉花缓冲的

转基因棉花地块的异型杂交。此报告表明，边界行中异型杂交发生率不超过 6%，

而随着离地块距离的加大，各行的百分率迅速下降。 

保铃棉 531 表达的 Cry1Ac 和 NPT II 蛋白的安全性已经被许多法规审查机

构和研究机构所确认，即使在几率很低的情况下发生基因漂移，也不会对环境产

生任何不良影响。 

七、食用安全评价 

营养学评价：孟山都公司在美国多个田间试验点收集籽粒样品，分析棉籽中

主要成分（蛋白、脂类、水分、灰分、碳水化合物、卡路里）、脂肪酸组成和主

要毒素（棉酚、环丙烯型脂肪酸、黄曲霉毒素）。结果表明保铃棉 531 与常规对

照的主要成分相当。在 11 种检测脂肪酸中，3 种脂肪酸存在统计学差异，但是

所有存在差异的分析成分值均在发表的商业化棉花品种的范围内，因此，不认为

具有生物学意义。保铃棉 531 与对照的棉酚和环丙烯类脂肪酸含量也不存在统计

学差异。4 种主要黄曲霉毒素在保铃棉 531 及对照中均低于检测限。所以成分分

析结果表明保铃棉 531 与对照的组成成分实质等同。 

中国疾病预防控制中心营养与食品安全所对抗营养因子检测结果为：保铃棉

531 和亲本对照棉籽中游离脂肪酸的含量分别为 6.3g/kg 和/5.83g/kg，虽然保铃棉

较亲本对照的抗营养因子含量略高，但是这些值均在自然变化范围内，无生物学

意义。 

毒理学评价：Cry1Ac 蛋白来源于苏云金芽孢杆菌，含有 Cry 蛋白的苏云金

芽孢杆菌作为微生物杀虫剂，已经安全使用了 40 多年。Cry1Ac 与已知的毒蛋白

和其他对人类及动物有不良影响的生物活性蛋白没有相似性，在模拟胃肠液中能

被迅速消化，用极高剂量的 Cry1Ac 蛋白（数千毫克每千克体重）灌胃小鼠也不

会出现毒性效应。NPT II 是最常用的抗生素标记，它可以使受体具有新霉素和卡

那霉素抗性。NPT II 蛋白广泛存在于大肠杆菌细胞内，因此人类的肠道中经常可

以发现这种酶（Jefferson et al., 1986; Fuchs et al., 1993b）。NPT II 在很多商业化转

基因作物产品中都有应用，其安全性也被详细研究及评价过，NPT II 蛋白与已知

的毒蛋白和其他对人类及动物有不良影响的生物活性蛋白没有相似性，在模拟胃

肠液中能被迅速消化，用高达 5000mg/kg 体重的剂量灌胃小鼠后，不会产生任何

毒性效应。因此，Cry1Ac 和 NPT II 对人类及动物健康不会产生不良影响。此外，

人类可能摄入的棉花产品主要是棉籽油，棉籽油中蛋白的含量非常低，甚至可以

忽略不计，所以人类摄入保铃棉 531 中表达的外源蛋白的可能性非常低。 

中国疾病预防与控制中心营养与食品安全所采用保铃棉 531 和非转基因对

照棉籽对 Sprague-Dawley 大鼠进行了 30 天喂养试验。结果发现，在整个试验阶

段，动物未出现拒食现象，生长活动正常，被毛浓密有光泽。保铃棉 531 棉籽饲

喂组和非转基因对照棉籽饲喂组的体重和食物利用率也无显著性差异。血液学检

测结果表明：保铃棉 531 组雄性大鼠的淋巴细胞和中性细胞较亲本组差异有显著

性，但均在实验室的历史检测范围内。其他包括白细胞计数、红细胞计数、血小
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板计数等的指标均无显著性差异。血生化检测的结果中，保铃棉 531 组和亲本组

的谷丙转氨酶、尿素氮、甘油三酯等指标都观察到显著性差异，但是都在实验室

的历史检测范围之内，不认为有生物学意义。病理学检查也未见保铃棉 531 棉籽

对被检脏器有任何不良影响。所以认为，保铃棉 531 棉籽对动物体重、食物利用

率、血液学、血生化、脏体比和病理学组织观察不会产生不利影响。 

致敏性评价：保铃棉 531 中表达的 Cry1Ac 蛋白来源于苏云金杆菌，该细菌

已经作为生物杀虫剂被应用了 40 多年。Cry1Ac 的供体生物不具有致敏性。NPT 
II 蛋白来源于大肠杆菌 K12 菌株，大肠杆菌广泛存在于自然界中，不具有致敏

性。此外，Cry1Ac 与 NPT II 蛋白与已知致敏原不存在序列相似性，在模拟胃肠

液中能够被迅速消化，对热处理也不稳定。这些结果表明 Cry1Ac 和 NPT II 蛋白

不具有致敏性。 

抗生素抗性：保铃棉 531 的插入序列中含有 aad 和 npt II 基因，由于 aad 基

因在细菌启动子的调控下，所以在保铃棉 531 中不能被转录翻译，不能产生任何

蛋白。保铃棉 531 中含有完整的 npt II 基因表达盒，能够产生 NPT II 蛋白，从而

使转化体植株具有卡那霉素抗性。 

NPT II 常被用作转化体初步筛选过程中的抗生素抗性标记，npt II 基因不存

在安全问题。在保铃棉 531 中表达的 NPT II 蛋白，与在已被许多政府机关和科

研机构证明是安全的转基因作物所表达的 NPT II 蛋白是一样的。npt II 基因及其

表达的蛋白的安全性已经被美国 FDA 确认，并准许其在转基因作物的开发期间

作为食品加工助剂添加剂使用（FDA, 1994）。对 NPT II 蛋白的安全性也在许多

研究文献上有过叙述（Fuchs et al., 1993a, 1993b; Flavell et al., 1992; Nap et al., 
1992）。美国环保署（EPA）也决定免除对农产品或原材料中 NPT II 蛋白及其表

达所必须的遗传物质的抗性评价要求（40 CFR 第 180.1134）。此外，对 NPT II
蛋白的详细安全性评价也表明：NPT II 蛋白来源于广泛存在于自然界中的大肠杆

菌 K12 菌株，该蛋白具有长期的安全应用历史，与已知的致敏原和毒蛋白间不

存在序列相似性。用高达 5000mg/kg 体重的 NPT II 蛋白饲喂小鼠也不会出现任

何毒性效应。所以 NPT II 蛋白是安全的，不会对人类健康造成不良影响。 

八、非预期效应 

保铃棉 531 在美国获得商业化种植审批前已经进行了大量的环境安全和食

用安全性的评价研究，并未发现任何对环境和人类健康的不利影响。保铃棉 531
产生的Cry1Ac和NPT II蛋白的安全性和作用模式也被孟山都公司和许多研究机

构进行过广泛研究。保铃棉 531 棉籽的组成成分与常规对照也是实质等同的，所

有这些数据均支持保铃棉 531 不可能产生非预期效应的结论。自在美国首次商业

化以来，保铃棉 531 也经过了全球多个独立的法规审批机构的严格审查，先后在

阿根廷、澳大利亚/新西兰和哥伦比亚获得栽培审批。此外，保铃棉 531 还在加

拿大、墨西哥、日本、韩国和欧盟获得了进口批准。此外，2003 年在中国境内

进行的食用安全检测结果也证实了保铃棉 531 的安全性。 

九、生产应用前景及拟采取的安全监控措施 

棉花是全球重要的种子纤维作物。鳞翅目害虫是棉花生长期间的主要害虫，
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影响棉花最严重的是棉铃虫、红铃虫、烟青虫，在中国还用甜菜夜蛾、斜纹夜蛾

等也造成一定程度的危害。孟山都公司开发的保龄棉 531 能表达来自苏云金杆菌

（Bt）的 Cry1Ac 蛋白，于 1996 年开始在美国商业化，由于该产品能有效地控制

鳞翅目如棉铃虫、红铃虫、烟青虫的危害，大大减少杀虫剂的使用量，与常规棉

花相比不仅产量得到提高，由于减少了投入，种植棉花的收益也得到提高，因此

迅速为种植者接受。据估计，仅 1998 年一年时间，比 1995 年（保龄棉商业化前

一年）减少了价值 200 万英镑的杀虫剂使用（Gianessi and Carpenter, 1999）。 

孟山都公司在中国申请保铃棉531转基因安全证书的目的是进口用作加工原

料。作为加工原料的保铃棉 531 产品为棉纤维、籽粒及其相应的加工产品。除籽

粒外，其他均为没有生命活力的产品。作为保铃棉 531 的研发商，取得安全证书

后，孟山都公司会要求贸易商采取措施，严格遵守相关法律法规，包装运输要可

靠，标识要清楚，运输各环节严格操作，必要时向贸易商提供技术指导和支持，

以保证保铃棉 531 的贸易符合农业部颁发的安全证书的要求。 

十、结论 

大量的研究结果表明，保铃棉 531 对人类健康和环境安全没有负面影响，

与受体和常规棉花品种同样安全。 
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9. 该类转基因植物国内外生产应用概况； 

棉花是重要的经济作物和纤维作物，近年来由于气候条件和生态环境的变

化、害虫抗药性的增强，以棉铃虫为主的棉花害虫为害一度十分猖獗。据统计，

目前棉铃虫对菊脂类农药的抗性比 1980 年已增加几百倍，因而造成了棉铃虫防

治的更加困难。而且目前我国棉铃虫的为害面积还在不断扩大，为害程度还在不

断加重，造成不少地区棉花大面积减产或绝产，严重挫伤了农民的植棉积极性，

使我国的棉花生产长期处于低谷状态，因而可以说棉铃虫已成为制约我国棉花生

产及其相关产业 (如纺织业、出口创汇业、农业可持续发展等)的一个重要因子。  

除中国外，世界上其它植棉大国，如美国、澳大利亚等也都面临着棉花害

虫日益为害严重的局面，因而世界各国都十分重视探讨新的害虫管理措施，其中

利用基因工程手段培育抗虫棉品种是当今棉花害虫管理最经济最有效的方法。它

不仅能使棉花自身产生抗（或杀死）害虫的物质，提高自身防御机制，而且能减

少化学农药的使用，减少环境污染和农药残留，减化劳动操作和降低植棉成本，

从而可提高棉农的植棉积极性，有利于棉花生产及有关行业如纺织业等的发展。

因而世界各国都十分重视将外源抗虫基因导入棉花的研究、开发与利用，并取得

了显著的进展，培育出了一大批高抗棉铃虫、红铃虫等棉花害虫的转基因抗虫棉，

并已在生产上大面积推广使用，对棉花害虫尤其是棉铃虫的有效防治立下了汗马

功劳。 

孟山都公司开发的抗虫保铃棉目前已经在包括美国、澳大利亚/新西兰、阿

根廷和哥伦比亚在内的多个国家被批准商业化种植，此外，日本、韩国、加拿大、

墨西哥和欧盟也批准了抗虫保铃棉的进口。 

1991 年，“转基因抗虫棉研制”项目获国家高技术研究发展计划（“863”计划）

立项资助。在“863”计划资助下，我国开始了 Bt cry1A 杀虫基因的全合成。1992
年底，中国农科院生物技术研究所在国内首先合成了 Cry1A 杀虫晶体蛋白的结

构基因 GFM cry1A(cry1A（b）、cry1A（c）)，1993 年将 GFM cry1A 基因导入棉

花，1994 年得到高抗虫能力的转基因棉花植株。1998 年，其核心技术“编码杀虫

蛋白酶融合基因和表达载体及其应用”获国家技术发明专利。迄今，中国农科院

生物技术研究所已成功地研制出 Bt 基因和 CpTI（豇豆胰蛋白酶抑制剂）的双价

抗虫基因、含 GNA 的抗蚜基因以及抗真菌病的抗病基因第一系列棉花抗虫、抗

病基因。现已成功地将改造后的 Bt 基因导入我国自育品种晋棉 7 号、中棉所 12
号、泗棉 2 号等中。与此同时，山西棉花所还将中国农科学院生物技术研究中心

提供的 CpTI 基因导入了我过自育品种并且还获得了转双基因的多抗虫基因工程

棉花。 

10. 田间监控方案，包括监控技术、抗性治理措施、长期环境效应的

研究方法等； 

本申请书为获得保铃棉 531 进口用作加工原料的安全证书，不会在中国境

内种植。 
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如果能够获得保铃棉 531 的进口安全证书，孟山都公司会按照相关的法律

法规和农业部批准的安全证书上的要求严格使用和管理安全证书，并明确要求贸

易商清楚了解批准的安全证书应用范围和有效期，要求贸易商在有效期范围内向

孟山都公司申请保铃棉 531 进口安全证书的复印件。孟山都公司对贸易商在安全

证书使用上的要求将包括： 

1、要求贸易商必须持有相应转化事件的进口安全证书才能进口含有相应转化

事件的商品。 

2、孟山都公司提供的安全证书复印件只供申请的贸易商自用或其拥有或控

制的子公司使用。 

3、贸易商必须同意只按照安全证书的批准范围使用安全证书，不得将其复印

件提供给任何第三方。 

4、贸易商在使用安全证书进行交易时必须严格遵守相关的法律和法规。 

5、所提供的安全证书只允许作为加工原料用于食用及饲用的原料的进口，不

支持作为遗传研究或种植的材料进口。贸易商必须同意采取必要合理的安

全控制手段，以保证进口原料不会被释放到环境中或者被用于可能对生物

多样性、可持续利用或人类健康存在潜在风险的用途。 

6、如果贸易商没有按照规定使用安全证书，孟山都公司保留收回安全证书使用

权的权力。 

除了在安全证书使用上对贸易商提出明确要求外，孟山都公司还会详细记

录并保存所有申请过安全证书复印件的贸易商信息，包括公司名称、地址、联系

人、联系电话和电子邮箱地址，以便更好的对使用孟山都公司安全证书的贸易商

进行监督。此外，孟山都公司还会就包装/标识和运输环节，对从事转基因产品

贸易的贸易商提出要求，并不定期的回访贸易商，对进口产品进行监督，如发现

任何违规操作或意外事件发生，立即向当地的农业行政主管部门和农业部报告。

在必要时，孟山都公司也会向贸易商提供技术指导和支持。 

孟山都公司就包装/标识和运输环节对从事转基因产品贸易的贸易商提出的

具体要求如下： 

1. 遵守相关法律法规：在保铃棉 531 向中国进口的过程中，严格地遵守出口国

和中国的相关法律和法规，遵守国际性生物安全公约，履行中国政府在进口

安全证书中的要求和条件。 

2. 包装和标识：包装要牢固，标识要清楚。要与其它相似的非转基因产品明显

区分开。 

3. 运输环节： 

1) 产地国内陆运输：要求使用专门的运输工具用以装载转基因产品。

对运输工具在使用前将进行充分地清洗，以避免其它转基因生物的污染。 
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2) 出口终端：对运往中国的转基因产品在进入出口终端之前，将对指

定的筒仓进行清洗，以避免其它转基因生物的污染。在确认其出口装船之

前，将接受出口国相关部门的检验。 

3) 装船：船只到达装货港之前进行清仓，对船仓和船上各作业区进行

彻底地清洗，请专门机构进行监督和检查，并出具船只清洁、安全、并适

用于装载的证书。装货过程中会有独立的检测机构负责监装，以确保装货

过程在独立和公正的检测下完成。 

4) 海运：在海运的全程中我们将确保舱盖密闭，我们将要求船方定期

对仓内货物进行检查，并规定船方不得随意靠港，特别是可能存在疫情的

港口。 

卸货：当船只到达中国口岸时，要求中国进口商严格执行中国农业部所制定

的转基因安全管理条例，避免在港口卸货和中转中，有转基因产品流入农业生产

领域，确保中国的农业生物安全。将督促国内收货人，对其用于进口转基因产品

的包装物和运输工具进行必要的清洗和标识。将要求国内收货人和中国有关港务

部门，将进口转基因产品与在港的其它农产品分开存放，以确保不发生可能的污

染。 
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11. 审查所需的其它相关资料 

对保铃棉 531 在国外和中国境内进行了大量的安全性评价研究，包括全面的

分子生物学特性、新引进蛋白的生化特性、环境安全性评价以及食用安全性评价

研究，所有研究表明：保铃棉 531 对人类、动植物和生态环境不会产生不利影响。

为保持申请书的完整性和便于审阅，所有技术报告附在申请书正文之后。 

12. 转基因生物在输出国家或地区已经允许作为相应用途并投放市

场的证明文件（境内单位申请安全证书的，本项不填写） 

保铃棉531在1995年获得美国食品药物管理局（FDA）、美国农业部（USDA）、

美国环保署（EPA）批准后在美国商业化。 
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1. 美国食品与药品管理局批件 
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人类健康服务部                                   大众健康服务 
 
                                                   食品与药品管理局 
                                                   华盛顿特区20204 
 
 
W.Martin Strauss 博士 
农业法规主管 
孟山都公司  
Suite 1100 
700 14th Street, NW 
Washington,DC 20005 
 
 
尊敬的Strauss 博士: 
 

就贵公司向食品与药品管理局（FDA）提请咨询的基因改造抗鳞翅目害虫(包
括棉铃虫、烟叶夜娥和红铃虫)的保铃棉品系531, 757 和1076,现予以回复。这些

新的棉花品系通过表达来自苏云金杆菌亚种kurstaki的杀虫蛋白而获得对鳞翅目

昆虫的抗性。 

为了使你们就这些产品向食品与药物管理局所作的咨询有一定论，你们于

1994年11月提交了一份新棉花品系531的安全及营养评估摘要。1995年2月27日,
你们又就这一申请的支持数据做了详细的口头陈述，并提交了新棉花品系757和
1076的安全及营养评估摘要。我们认为孟山都所做的这些努力是为了告知食品与

药物管理局，你们已采取了适当的步骤，确保这些产品符合食品与药物管理局相

关法律法规的要求。而且基于你们已经进行的安全及营养评估，我们同意你们的

结论，即这些新的棉花品种与目前市场上存在的品种在成分、安全性及其他方面

是实质等同的，因此这些棉花品系并不需要FDA做出上市前的审查或批准。所有

与此咨询相关的资料均汇集入编号为BNF0013的文件，并由上市前审批办公室保

管。 

基于咨询期间提交的数据和信息描述,新的棉花品系在21 CER170.30（f）(2)
的含义范围内不存在显著性改变。关于这些产品我们目前没有其他问题。但是，

你公司有责任确保销售的食品是安全的、完整的，并且合乎相关法律法规的要求。 

                                           

您诚挚的 

Alan RIllis博士 

代理主任 

上市前审批办公室 
食品安全及应用营养中心 
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2. 美国农业部动植物健康监督局批件 
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美国农业部动植物健康监督局就孟山都公司寻求抗鳞翅目害虫棉花品系 531、
757 和 1076 的非监管状态的申请 94-308-01p 的决定。 
 
环境评估与 
未发现显著性影响报告 
 
 
1995 年 6 月 
 
美国农业部（USDA）动植物健康监督局（APHIS）在确定由孟山都公司开发的

抗虫棉品系531、757和1076 不再受7CFR340的监管前准备了一份环境评估，此

环境评估决定“抗虫棉品系531、757 和1076或其后代将不再属于受监管产品”，

并从该决定中得出“未发现显著性影响报告”。 
 
 
John H.Payne， 博士 
代理处长 
生物技术、生物制品及环境保护处 
美国农业部动植物健康监督局 
日期：1995 年6 月22 日 
 
关键词：棉花；抗虫；苏云金杆菌；cryIA（C）；δ-内毒素蛋白；标记基因；

nptⅡ；新霉素磷酸转移酶；卡那霉素抗性 
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3. 美国环保署批件 
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美国环保署（EPA） 
杀虫剂项目办公室 
注册处（H7505C） 
401 “M” St., S.W. 

Washington, DC. 20460 

农药登记公告 

×   登记 
     续登记 

EPA 登记号： 

524-478 
签发日期： 
1995 年 3 月 21 日

签发类别：无限制 

农药产品名称： 
 
棉花中表达的素云金杆菌 kurstaki 亚种

（B.t.k）杀虫蛋白 

登记者名称（包括邮政编码） 

孟山都公司 

700 Chesterfield Parkway North 

St. Louis, Missouri 63198 

注意：与本登记有关的任何标签内容的改变必须提出申请，经生物农药和污染防治处批

准后方可商业化应用，任何与本登记有关内容请查阅上述环保局登记号。 

在申请者提供信息的基础上，依据《联邦杀虫剂、杀菌剂、灭鼠剂法案》，

上述农药产品获得登记/续登记。 

产品获得登记在任何情况下都不能解释为是环保局对该产品的认可或推荐。

为了保护健康和环境，管理机构可以在任何时候按照法案延缓或取消农药产品的

登记。环保局依据法案接受与一个登记产品有关的任何名称不能解释为登记者获

得专用该名称或在该名称已被其他登记者涵盖的情况下使用该名称的权利。 

本登记并不意味取消对该杀虫剂进行不断重新评估的需要。如果环保署在任

何时候决定有需要提供额外数据来维持现有登记，会依据 FIFRA 3(c)(2)(B)要求

申请者提交这些数据。 

上述产品的登记申请已按照《联邦杀虫剂、杀菌剂、灭鼠剂修改法案》第

3(C)7(C)款提交，在下述条款和条件下被接受： 

1. EPA 注册号为 EPA Reg. No. 524-478 

批准者签名 

 

日期 1995 年 3 月 21 日 
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13. 输出国家或地区经过科学试验证明对人类、动植物和生态环境无

害的资料（境内单位申请安全证书的，本项不填写） 

针对保铃棉 531 的安全性，孟山都公司根据法规要求做了详细的分子特征、

蛋白特性、食用/饲用安全及环境安全评估，除中国境内 30 天大鼠喂养实验报告

外，孟山都公司在中国提交法规申请前得到的安全性评价技术资料如下： 
编号 题目 

  
报告 1 Bollgard 棉花转化事件 531 的进一步分子学特性分析（孟山都公司研

究报告：MSL16882） 
报告 2 1992 年抗虫棉花田间试验采集的幼叶和种子组织中特异蛋白表达水

平评估（孟山都公司研究报告：MSL13275） 
报告 3 抗虫棉田间试验中收获的棉花品系 757、1076、531 和 C312 棉籽质

量和组成成分分析（孟山都公司研究报告：MSL14055） 
报告 4 1998 和 1999 年田间试验中 MON531 抗虫棉农艺性状和表型特性数

据的统计学分析（孟山都公司研究报告：RAR-09-439） 
报告 5 大肠杆菌和抗虫棉来源B.t.k. HD-73蛋白等同性评价及抗虫棉表达的

B.t.k. HD-73 蛋白特性鉴定（孟山都公司研究报告：MSL13170） 
报告 6 利用毒蛋白和公共序列数据库对 Cry1Ac 蛋白进行生物信息学分析

（孟山都公司研究报告：MSL-18204） 
报告 7 苏云金芽孢杆菌库斯亚克变种 HD-73 蛋白离体消化特征的评价（孟

山都公司研究报告：MSL13299） 
报告 8 新霉素磷酸转移酶 II（NPTII）蛋白的安全性评价(孟山都公司发表文

献，1993) 
报告 9 苏云金芽孢杆菌库斯塔克变种[Cry IA(c)] HD-73 蛋白对小鼠的急性

口服毒性研究（孟山都公司研究报告：MSL12708） 
报告 10 新霉素磷酸转移酶（NPTII）对小鼠的急性经口毒性研究（孟山都公

司研究报告：MSL11940） 
报告 11 抗虫保铃棉 531 在 1991、1992 和 1993 年抗虫效果试验总结（孟山

都公司研究报告：RAR-2012-0612） 
报告 12 抗虫保铃棉 531 对非靶标生物影响的研究 

 12-1、纯化 B.t.k.蛋白对蜜蜂成虫的摄食影响评价（孟山都公司研究

报告：CAR 181-92） 
 12-2、B.t.k. HD-73蛋白对寄生膜翅目丽蝇蛹集金小蜂（Nasonia 

vitripennis）食物毒性研究（孟山都公司研究报告：WL-93-234） 
 12-3、B.t.k. HD-73蛋白对瓢虫（Hippodamia convergens）的食物毒性

研究（孟山都公司研究报告：WL-93-232） 
 12-4、B.t.k. HD-73蛋白：对草蛉（Chrysopa carnea）的毒性研究（孟

山都公司研究报告：WL-93-233） 
 12-5、棉籽粕对北方山齿鹑的膳食毒性研究（孟山都公司研究报告：

WL-93-13） 
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七、本单位农业转基因生物安全小组审查意见 

抗虫保铃棉 531 已经在许多国家进行过安全性评价，获得了大量安全评价

资料，所有这些资料均表明抗虫保铃棉 531 不会对人类健康和生态环境造成危害。

抗虫保铃棉 531 在美国商业化应用已将近 10 年的时间，未发现对人类健康和环

境安全存在任何不利影响。 

综上所述，我们同意在中国申请抗虫保铃棉 531 的进口安全证书。 

 

 

 

 

 

 

     小组组长（签章）： 

 

 

 

                                           2004 年 1 月 20 日 
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八、本单位审查意见 

孟山都公司利用现代生物技术开发了保铃棉 531。它可以产生 Cry1Ac 蛋白，

该蛋白来于自然界存在的苏云金土壤杆菌。保铃棉 531 可以有效的控制包括棉铃

虫在内的靶标鳞翅目害虫。作为害虫治理体系的一部分，保铃棉 531 可提供多方

面的效益和好处。 

种植保铃棉 531 有很多好处，包括提供可靠的防治棉花主要害虫的工具，

在控制目标害虫的同时对有益昆虫无影响，并因此可以大量减少化学杀虫剂的使

用，从而避免农药对喷施者的危害。 

根据中国相关法律法规的要求，同意上报本申请书，申请保铃棉 531 进口用

作加工原料的安全证书。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

    单位公章                          负责人（签章） 

                                               
 
 
 
                                       2004 年 1 月 20 日  
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九、所在省（市、自治区）的农业行政主管部门的审查意见 

（进口转基因生物直接申请安全证书的，本项不填写） 

 


