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摘 � 要 � 介绍了抗氧化防御系统、应激蛋白 HSP70、活性氧 ( ROS) 以及植络素 ( PCs) 等作为分子水平上

的生物标志物, 在水和土壤环境污染早期诊断和生态风险评价中的研究现状及最新进展, 以及污染物胁迫

下活性氧的产生及对机体的氧化损伤机理, 并展望了分子生物标志物在污染环境早期诊断和生态风险评价

中的发展方向.
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� � 近年来, 细胞或分子水平上的生物标志物作为污染物暴露和毒性效应的早期预警指标受到广泛关

注, 并已成为国内外生态毒理学研究的热点之一
[ 1� 4 ]

, 由于其具有特异性、预警性和广泛性等特点,

在水和土壤环境生态风险评价中的应用日益广泛. 国际毒理界对引起生物系统损伤的估算, 包括污染

物暴露、敏感性等生物标志物的研究极为重视, 我国国家自然科学基金委员会已把生物标志物作为环

境化学的鼓励研究领域.

� � 本文综述了抗氧化防御系统、应激蛋白 HSP70、活性氧 ( ROS)以及植络素 ( PCs) 等作为分子水

平上的生物标记物, 在水和土壤环境污染早期诊断和生态风险评价中的研究现状, 以及污染物胁迫下

活性氧的产生及路径和对机体的氧化损伤机理, 并展望了分子生物标志物在污染环境早期诊断和生态

风险评价中的发展方向.

1� 抗氧化防御系统用作生物标志物的研究

� � 抗氧化防御系统包括酶和非酶系统两大类, 在参与活性氧的清除及机体的保护性防御反应中发挥

巨大作用. 超氧化物歧化酶 ( SOD) 是最先与活性氧自由基作用的酶, 它可将超氧阴离子 ( O
-
2� ) 分

解为 H 2O2和 O2, 过氧化氢酶 ( CAT ) 又可继续分解 H2O2, 从而降低体内 H 2O2的浓度. 除过氧化氢

酶外, 谷光甘肽过氧化物酶 ( GPx ) 也可利用 H2O2将还原型谷光甘肽 ( GSH ) 氧化生成氧化型谷光

甘肽 ( GSSG) . 谷光甘肽硫转移酶 ( GST) 作为第二阶段解毒酶, 可催化污染物与 GSH结合, 生成

极性的小分子物质, 从而减轻其毒性. 生物体的抗氧化酶对污染物胁迫相当敏感, 其活性变化可为污

染物胁迫下的机体氧化应激提供敏感信息, 因此, 抗氧化酶被用作指示环境污染的早期预警, 从而成

为分子生态毒理学生物标志物研究的热点之一
[ 5� 11 ]

. 有机污染物如 20
#
柴油和 2, 4�二氯苯酚 ( 2, 4�

DCP) 在较低的浓度下便可引起机体的氧化应激和氧化损伤
[ 12]

, SOD, GST和 GSH 等对两种污染物

的响应都很敏感, 柴油和 2, 4�二氯苯酚在国家现行渔业用水标准以下 ( 0�005mg� l
- 1

) , 都能引起抗

氧化酶活性的改变. 研究发现
[ 13 ]

, Cu在低于我国现行渔业水质标准时 ( 0�01mg� l
- 1

) , 就能对 GST

产生显著诱导, 表明 GST对 Cu反映敏感, 有潜力成为指示 Cu污染的生物标志物. 然而, 用抗氧化

酶的活性变化来指示环境污染, 不同的实验室和野外研究中得到的结果不尽相同, 甚至相反. 如未发

现污染物胁迫下 GST活性发生显著变化
[ 14, 15]

, 相反, PCDDs, PAH s或一些杀虫剂胁迫下, 红鳟鱼,

鲈科鱼以及翻车鱼体内 GST活性降低
[ 3]
. 因此, GST能否作为理想的生物标志物指示环境污染还值

得进一步研究. 将 SOD作为生物标志物研究时也出现类似的问题, V an der Oost总结了 20几个实验

室的研究结果
[ 3]
, 发现 SOD在污染物胁迫下做出的响应不尽相同, 60%多的实验室未发现 SOD活性

产生显著性变化, 20%的实验室发现 SOD产生诱导, 而大部分的野外研究表明 SOD活性出现诱导.

对 CAT的研究, 超过 50%的实验室未发现 CAT活性发生显著变化, 大于 20%的实验室研究表明,

CAT活性受到抑制, 而小于 20%实验室研究表明, CAT活性产生诱导. 以上结果表明, 抗氧化酶用



� 3期 王晓蓉等: 分子生物标志物在污染环境早期诊断和生态风险评价中的应用 321��

作环境污染的早期预警指标, 必须考虑其它环境因素如温度、溶解氧等的影响. 环境条件的微小差异

都可能导致酶活性产生变化, 另外, 生物种属间的个体差异以及年龄、性别、不同生长发育阶段等也

可能影响酶活性的检测结果. 总之, 将抗氧化酶如 SOD, CAT, GST用作生物标志物指示环境污染的

早期预警, 需考虑多种因素的综合影响, 在实验条件的操作上应严格控制, 尽量减少可能会产生的各

种误差, 以确保实验结果的真实可靠.

� � 除抗氧化酶外, 非酶参与的小分子抗氧化物质在机体保护防御过程中也发挥了不可替代的作用,

这类物质包括还原型谷光甘肽 ( GSH ), 抗坏血酸 (维生素 C) , ��生育酚 (维生素 E) 等. GSH是一

种小分子三肽, 作为机体抵抗污染胁迫的第一道防线, 对机体起保护作用主要表现在两个方面, 其

一, 在谷光甘肽硫转移酶的催化作用下, 作为外源性污染物及其体内代谢产物所产生的亲电中间体的

结合靶点, 降低污染物的生物毒性; 其二, 作为抗氧化剂保护机体因各种由生理及污染胁迫而造成的

氧化应激及氧化损伤, 在清除活性氧如 H2O2以及 � OH过程中发挥重要作用. 生物体遭受污染物胁迫

时, GSH含量降低
[ 12]

, 大量活性氧产生并积累, 使机体处于氧化应激态, 此时, 体内正常的氧化还

原电位平衡机制被扰乱, 还原型谷光甘肽向氧化型谷光甘肽 (GSSG) 转化, GSSG含量升高. 健康的

生物体, GSH /GSSG比值一般维持恒定且大于 10�1[ 16] . 生物体遭受污染胁迫时, 该比值降低. 因此,

GSH /GSSG比值通常可作为指示环境污染物引起生物体氧化应激
[ 3]
的生物标志物.

2� 活性氧 (ROS) 用作生物标志物的潜力

� � 目前, 生物体因病理原因产生的内源性自由基 ( endogenous sources of ROS) 所引起的健康问题已

经在生物医学领域引起足够的重视, 并展开了相当广泛的研究
[ 17� 21]

. 自由基造成的线粒体损伤以及

由此而引发的一系列机体健康问题成为生物医学领域的研究前沿. 而随着环境污染的日趋加剧, 许多

疾病的发生都不可避免地与环境中的污染物有着密切的联系. 目前, 国内外针对环境污染物特别是持

久性有毒有机污染物和近年来备受关注的内分泌干扰物以及最新出现的溴化物胁迫下引起生物体自由

基产生以及氧化损伤的研究几乎还是空白. 而已有的研究表明, 污染物胁迫下生物体活性氧的产生及

其氧化损伤可能是污染物致毒的重要路径. 因此, 开展污染物胁迫下生物体自由基的产生 ( exogenous

sources o fROS) 及其分子毒性作用机制的研究, 对于生态系统的安全与健康意义重大.

� � 生物体内活性氧在正常的生理条件下产生, 这些化学性质异常活泼的基团, 可氧化体内许多大分

子, 包括不饱和脂肪酸, 蛋白质以及 DNA等, 造成这些物质的损伤从而影响其发挥正常的生理功能.

正常的生理条件下, 活性氧的产生以及抗氧化防御系统之间存在动态平衡机制, 当活性氧的产生超出

平衡机制, 此时机体产生氧化应激 ( Ox idative stress)
[ 22]

.

� � 已有资料表明, 生物体遭受污染物胁迫时, 体内产生的活性氧大大增加, 当超出机体抗氧化防御

能力时, 会在机体内积累并导致细胞的解毒机制受到损伤, 从而造成生物的氧化损伤, 使机体处于氧

化应激状态. 而污染物胁迫下, 无论抗氧化防御系统如何做出响应, 污染物或其它氧化剂都会通过诱

导活性氧的生成进而对生物体造成不同程度 (个体、细胞、分子水平上 ) 的氧化损伤
[ 5, 23� 25]

. 愈来

愈多的证据表明
[ 26� 31 ]

, 污染物胁迫下, 生物体活性氧的产生及其氧化损伤可能是污染物致毒的重要

路径.

� � 虽然抗氧化防御系统能对环境污染胁迫做出快速响应, 但是, 由于污染物的组成成分复杂, 而环

境污染的实际情况往往是多种污染物共存下的复合体系, 抗氧化系统酶活性的变化只能间接反映生物

体受污染胁迫的程度, 且其活性变化往往是个动态过程, 将其作为污染暴露的生物标志物时需考虑多

种因素的影响. 因此, 以单一的某种酶的活性变化来反映机体在外来污染物胁迫下的氧化应激虽然具

有特异性, 但往往不能直接反映生物体受污染胁迫的程度, 如果能够直接测定生物体内的活性氧, 弄

清污染物与生物体活性氧和抗氧化防御系统之间的耦合关系, 对于预测水污染生物体早期伤害将更具

意义.

� � 由于生物体活性氧寿命极短, 并且在组织中存在的浓度极低, 因此检测极为困难. 目前, 除少数

化合物如醌类、硝基苯类、二吡啶基除草剂以及百草枯等诱导生物体产生的活性氧自由基被直接证实

外, 提供活性氧在水生生物体内产生的直接证据鲜见报道, 更多的则是停留在一种猜测的基础上, 还
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未得到证实. 而相关研究多以活性氧 ( ROS) 毒性作用的终点如脂质过氧化和 DNA损伤等作为指标

间接反映污染物胁迫下生物体内活性氧的生成.

� � 近年来, 电子顺磁共振 ( EPR) 技术的广泛应用使得直接测定生物体内产生的活性氧自由基成为

可能, 也为研究环境污染物对生物体的微观致毒机理提供了新的手段
[ 32]

. 施华宏, 罗义, 孙媛媛

等
[ 33� 35 ]

运用自由基捕获 /EPR 技术, 获得了四种非氧化还原污染物萘 ( NAP)、 2, 4�二氯苯酚
( DCP)、2, 4�二硝基苯酚 ( DNP) 和镉以及菲等有机污染物胁迫诱导鲫鱼肝脏产生活性氧的直接证

据. 表明这些结构多样的非氧化还原污染物能够诱导鲫鱼活性氧的产生并导致氧化损伤, 氧化应激可

能是这些非氧化还原特性污染物致毒的一种重要机制. 同时发现, 污染物浓度与生成羟自由基的强度

存在剂量�效应关系, 这种定量关系是使其能成为生物标志物的关键所在
[ 34 ]

, 对 2, 4�二氯苯酚诱导鲫
鱼产生活性氧的类型和机制的研究发现, 该物质诱导鲫鱼肝脏产生的自由基为羟自由基, 羟自由基的

生成与 2, 4�二氯苯酚存在较好的剂量 �效应关系. 超氧阴离子可能是羟自由基的前体, 经过 Fenton反

应生成羟自由基.

� � 另外, 内分泌干扰物质因其扰乱激素平衡、影响人或动物的正常生殖功能, 成为生态毒理学研究

的热点. 内分泌干扰物在鱼体内浓度有逐年升高的趋势, 它可以改变鱼体内脂类的组成
[ 36]

. 活性氧

自由基可以引起脂类, 尤其是多不饱和脂肪酸发生过氧化反应, 导致氧化损伤. 内分泌干扰物可能会

通过诱导生物体产生活性氧的路径使其产生氧化应激
[ 37]

. 因此, 对于能引起生物体自由基爆发的有

机污染物的筛选及定量分析在生态毒理学研究中尤为重要.

� � 当前, 生态毒理学发展的一个重要趋势是加强分子水平上污染物对生物毒性作用机制的研究, 因

此, 建立在分子水平上的对污染物胁迫能做出早期预警的生物标志物的筛选显得非常迫切. 研究表

明
[ 38]

, 活性氧对环境污染物的响应非常敏感, 且比抗氧化防御系统更快速、更直接, 有潜力成为指

示环境污染的早期预警指标. 研究污染物胁迫下活性氧的产生势必对揭示污染物生物毒性的微观作用

机理提供重要启发和补充. 将活性氧用做分子生物标志物应用在污染环境早期诊断和生态风险评价

中, 今后应加强: ( 1) 具有诱导自由基爆发潜力的化学品污染物的筛选, 尤其加强持久性有机污染

物、内分泌干扰物以及最新出现的溴化物诱导生物体产生活性氧的研究; ( 2) 环境污染物诱导生物

体产生活性氧的剂量 �效应关系, 以及由活性氧引起的氧化应激和生物大分子的氧化损伤及其机制的

探讨; ( 3) 污染物胁迫下, 产生不同类型活性氧的检测方法的建立及其路径的研究.

3� 应激蛋白 HSP70的研究

� � 应激蛋白又称为热休克蛋白, 是一切生物细胞 (包括原核细胞及真核细胞 ) 在受热、病原体、

理化因素等应激原刺激后, 发生热休克反应时所产生的一类在生物进化中最保守并由热休克基因所编

码的伴随细胞蛋白. 应激蛋白是环境压力促使特定基因表达的产物, 包括 HSP (热休克蛋白 ) 家族

及相关蛋白, 是细胞保护机制的重要部分. 根据 HSPs分子量的不同, 通常分为四个主要家族:

HSP90家族 ( 83� 90 Kda), HSP70 ( 66� 78K da) 家族, HSP60家族, 小分子 HSP ( 15� 30Kda) 家

族. 其中, HSP70家族是序列最保守并且对污染物的应激反应最为显著的一类应激蛋白. 近年来, 被

广泛地应用于指示污染物胁迫的早期预警指标. 研究表明, 亚砷酸, 重铬酸盐, Cd
2+
, Cu

2 +
, 五氯

酚和林丹等污染物胁迫下, 都能引起水生生物体内 HSP70显著诱导
[ 39� 41]

, 这些污染物在接近于环境

真实值甚至更低浓度下就能对 HSP70显著诱导, 显示其具有作为水环境生态安全早期预警指标的巨

大潜力. HSP70作为生物标志物的研究在国内相对较少, 尚属起步. 胡炜等
[ 42 ]
发现 Cu

2 +
浓度低达

10�g� l
- 1
, 5d对稀有枸鲫 54kda的应激蛋白显著诱导, 100�g� l

- 1
的 Zn

2+
5d后分别诱导出 94kda,

67kda, 40kda的应激蛋白. 沈骅等
[ 43]
以鲫鱼为实验动物, Cu, EDAT�Cu, Zn, Pb, Cd, 染料橙

(HC O range 1)及两种金属同时进行长期低浓度暴露, 在不同浓度下, 应激蛋白 HSP70被不同程度地

诱导, 并有明显的剂量�效应关系. 研究发现, 在低于国家渔业水质标准的浓度下, HSP70仍然有显

著的诱导表达, 说明水体中污染物在低于现行渔业水质标准的浓度下, 长期暴露仍然会对鱼类产生一

定的损伤. HSP70比传统的生长、繁殖等生物指标更为敏感, 可考虑将 HSP70作为反映污染物对生

物体早期伤害的毒理学指标.



� 3期 王晓蓉等: 分子生物标志物在污染环境早期诊断和生态风险评价中的应用 323��

4� 植络素 ( PCs) 作为生物标志物的研究

� � 植物络合素 ( phytochelatins, PCn ) 广泛分布于植物界, 是重金属胁迫诱导下细胞质中响应的一

类低分子量巯基多肽, 其合成随金属浓度增加而增加, 一旦金属离子与形成的 PC s螯合, PCs的合成

就会终止. 目前国际上对重金属胁迫下 PC s的响应及其发挥的生理功能仍存在较大质疑, 尚无明确定

论, 国内对此尚未展开系统研究. PCs作为金属胁迫下细胞内一项反应敏感的生化指标受到极大关

注
[ 44, 45 ]

. 目前多侧重于单一重金属胁迫下 PCs的研究, 而重金属复合污染下对 PC s的研究则相对较

少. Sun等
[ 46]
建立了 mBBr�HPLC柱前衍生荧光检测分析法测定 PC s的新方法并系统研究了 Cd, Pb,

Zn单一和复合 ( Cd /Pb和 Cd /Zn) 污染下小麦体内 PC s的响应机制, 及 M �PC s复合物的分离、鉴定

及其动力学形成过程, Cd胁迫下不同环境因子对 PCs合成的影响, 以及 Cd超积累植物东南景天对

Cd /Zn /Pb胁迫是否存在 PC s的响应等. mBB r�HPLC柱前衍生荧光检测分析法具有稳定、快速、衍生

产物不易光衰等优点, 是一种科学而可行的测定 PC s方法. 结果表明, 重金属暴胁迫下小麦体内 PC s

的合成是一快速的响应过程, 且随胁迫浓度的增加而显著增加, 与根系内金属的积累量呈极显著的正

相关. PCs的响应表现出明显的组织特异性, 表现为小麦根系 >茎 >叶片, 且其诱导量与重金属的种

类、浓度、暴露时间相关. PC s的合成与 Cd, Cd�Zn, Cd�Pb复合暴露的生物毒性保持良好的线性关
系, 两者不仅可作为 Cd, 还可作为 Cd�Zn或 Cd�Pb复合污染的早期预警指标. 发现在 Cd /Zn /Pb胁迫

下超积累植物东南景天体内不能合成 PCs, 证实其对 Cd /Zn /Pb的积累和忍耐与 PCs的诱导无关. PCs

可以考虑作为植物对重金属污染胁迫的分子生物标志物.

5� 生物标志物研究展望
� � 当前, 生态风险评价研究正朝着多重性和实际性的方向发展. 在现阶段的研究中, 国内工作多集

中在单一化合物和单一暴露途径的风险问题, 这显然与实际的生态系统状况不同. 作为受体的生物种

或生态系统, 往往暴露于来自多重途径的多种化合物的综合影响. 目前的研究多注重室内暴露和效应

的关系, 在宏观上尚未很好地同野外实际相结合, 微观上未能深入研究污染物的致毒机理, 因此, 考

虑作为生态安全的早期诊断, 应加强 ( 1) 复合污染研究; ( 2) 生态系统中各指标的变化和相互关系

研究; ( 3) 生物标志物在野外真实环境的早期诊断和生态风险评价的应用研究; ( 4) 污染物的微观

致毒机理研究.
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APPLICATION OFMOLECULAR BIOMARKERS

IN EARLY DIAGNOSIS AND

ECOLOGICAL RISK ASSESSMENT FORWATER AND SOIL

WANG X iao�rong� � LUO Yi� � SH IH ua�hong � � ZHANG J ing�f ei
( S tate K ey Laboratory of Pollu tion Contro l and Resou rce Reuse, S chool of the En vironm ent, Nan jing Un iversity, Naj ing, 210008, Ch ina)

ABSTRACT

� � Molecu lar b iom arkers due to the ir sensitiv ities in earlyw arning to ind icate bio log ica ldamages fo llow ing the

long�term exposure w ith low concentra tions of the pollutants, have been w ildly used in eco log ical risk assess�
ment ofw ater and soil compartmen ts, and are becom ing one of the hotspots in eco tox ico log ica l studies� In th is

paper, the overview stud ies and the most advanc ing deve lopments in antiox idant defense, HSP70, react ive

oxygen spec ies ( ROS), phy toche latins ( PC s) wh ich are used as themo lecu lar biomarkers in early diagnosis

and eco log ical risk assessment in w ater and so il are rev iew ed, as w e ll as the m echan ism s o f ROS generation

and it med iated ox idative dam age� Fina lly, perspectives o f trends in mo lecular biomarkers in early diagnosis

and eco log ical risk assessment are d iscussed�
� � Keywords: biomarker, antiox idan t defense, HSP70, ROS, phytochelatins.


