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转基因植物检测体系在环境污染物突变性评价中的应用
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摘!要!很多环境污染物都能对生物体产生诱变性$可利用多种测试材料与方法对其基因毒性进行检测’转基因

植物检测体系不仅能对环境污染的诱变性大小进行评价$而且还可以进一步分析其突变的分子机理’介绍了转基

因植株检测体系的应用前景’
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!!环境问题和人类生存有着密切的关系’近年
来$随着工业污染物排放量的增加$以及农药)化肥
的过量使用$水体)大气和土壤遭受着日益严重的破
坏’很多的环境污染物$包括紫外线和电离辐射能
影响生物体基因组稳定性$它们的诱变能力是造成
污染物致畸致瘤的因素之一%)$!&’因此检测这些污
染物质的遗传毒性$有效地控制毒性物质的排放$就
具有十分重要的现实意义’
在环境检测领域$已经建立了一系列的遗传毒性

检测方法$包括最初的KB3D试验%(&)大肠杆菌M*K
聚合酶缺陷型修复试验%’&).V.显色试验%#&)染色体

畸变与微核试验%"!%&等’近几年随着分子生物学和
基因工程技术的迅猛发展$遗传毒理学研究进入一个
新的阶段’)-%$年$W+?B79等首次将转基因动物应
用于遗传毒理学领域%-&$目前已建立鱼%)&&)小鼠%))&等
多个转基因动物模型用于致突变检测’)--%年起$
国外一些实验室开始探索转基因植物检测体系在环

境检测中应用研究’该体系不仅能在分子水平提供
污染物对生物体的遗传学效应信息$而且具有灵敏)
高效)可重复等优点$因此受到越来越多的关注’目
前转基因植物体系仍处于实验室研究阶段$该技术的
深入研究和操作体系的日臻成熟$必将使之成为环境



污染遗传毒性检测一个重要手段!

)!转基因植物检测体系的原理

该技术的原理在于将已知序列的标记基因通过

转基因技术导入植物体中"并使之得到稳定遗传!
然后以此标记基因作为环境诱变剂致突变的靶位

点"通过检测标记基因产生的蛋白质活性的改变作
为环境污染物诱变性大小的指标#)!")($!
该检测体系必须满足以下一些要求%),使用正

确的标记基因"此标记基因对于植物体来说是非必
需的"即在遗传上是中性的&!,标记基因编码的蛋
白质产物的活性易于检测"因此目前常用的基因是

/0(’/DE等&(,选择足够强的启动子"从而使用
于取样的植物组织中有足够多能显示活性改变的标

记基因蛋白质产物!

!!转基因植物检测体系的应用

X+R7:;?/Y实验室在!&&)年建立的体系"成功
地将转/0(基因的拟南芥植株作为检测对象"以点
突变和同源重组的发生频率作为环境污染物诱变性

大小的指标#)’$!下面对他们采用的两种体系分别
做一介绍!

>?@!点突变检测体系
目前较常用的点突变检测体系是将/0( 基因

经Z>[定点突变后(\"E或是\"K)"构建到表达
载体上"然后转化植物"然后通过反复自交"得到含
有单拷贝/0(基因的转基因植株!此转基因植物
体系的基因组整合了发生了点突变(\"E或是\"
K)的单拷贝的/0( 基因"这些单核苷酸的替换导
致了终止密码子的形成 (\\K"E\K)或是氨基酸
的替换(\\K"K\K)"使/0( 基因失去活性"经组
织化学染色后呈白色!用这种转基因植物检测环境
污染时"如果环境污染因子的作用使突变基因发生
同一位点的回复突变"就能使/0( 基因恢复活性"
经组织化学染色呈蓝色!这样就可根据蓝色斑点数
量多少来确定环境污染的严重程度(图))!

>?>!同源重组检测体系
该体系利用生物体基因之间会发生同源重组影响

基因功能的原理"评价环境因子对同源重组的影响!
目前应用较多的一个体系是"通过基因缺失技术"将靶
基因/0(改造成*末端缺失的/0(基因片段和>末
端缺失的/0(基因片段"然后分别构建到潮霉素抗性

图@!用于环境污染检测的点突变体系

A’0B@!1+’,*84*)*’+,)//)7/7/*#8-+.

#,3’.+,8#,*)&(+,*)8’,),*/=#*#(*’+,

基因的前面和后面"这两个/0(基因片段有#""碱基
的正向重复序列"然后用这个构建好的质粒转化植物
(图!)"得到的转基因植株可用以监测环境!当转基因
植物在环境污染因子的作用下"通过这两个/0(基因
片段间M*K双链断裂引起同源重组"使原本因缺失而
无功能的/0(基因重组成正常的有功能的/0( 基
因!恢复活性的/0(基因表达情况可以通过组织化
学染色法检测"然后通过计算同源重组频率确定环境
污染因子的诱变作用!
以上两种转基因体系已经被用来检测环境污染

物的基因毒性"特别是用来检测紫外线辐射’电离辐
射和重金属污染的诱变性!在检测重金属污染时"
两种体系都有较好的检测效果!在实验室条件下"
将两种转基因植物种植于含有重金属>4!]’Z5!]’

*8!]’P9!]和>/!]污染的培养基中"可以观察到同
源重组发生频率和点突变频率明显提高"如镉离子
浓度在&I&&)BC*W时"就可以检测到点突变的频率
增加了(倍左右!在检测土壤环境污染时"同源重
组发生的频率和点突变频率同样明显高于对照组"
检测污染区的土壤时"同源重组事件较对照提高了

’!$倍"点突变频率提高了#!)&倍(表))!在紫
外线辐射和电离辐射检测方面"同源重组体系应用
得更多"把转基因拟南芥种植于切尔诺贝利地区以
检测环境的污染程度"可以观察到同源重组频率的
明显增加#)#$!
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图>!用于环境污染检测的同源重组体系
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!!另外!N71B81+:8等人建立的转基因烟草体系也
取得了不错的检测效果")"#$该体系利用胁迫诱导
型启动子大麦!:8<F)$基因!将其与 /0( 基因融
合!然后转化到烟草中!获得稳定的转基因烟草用以
检测环境污染物的基因毒性$用)BB+:%W的镉离
子浓度处理该烟草’&小时后!经检测/0( 基因活
性提高了’倍左右&&I)BB+:%W的镉离子处理’个
星期后!/0(基因活性提高了!倍左右$

表@!生长在重金属含量不同的两处污染土壤的

植物点突变和同源重组发生的频率

!):&#@!1+’,*84*)*’+,),="+8+&+0+4/.#(+8:’,)*’+,

-.#D4#,(7’,%&),*/0.+<,’,*<+=’--#.#,*(+,*)8’,)*#=/+’&/

对照

>+921+:
污染土壤)
.+8:)

污染土壤!
.+8:!

同源重组L+B+:+C+/D
13;+B589728+9

&,%#̂ &,)# #,"&̂ &,’& (,’%̂ &,(!

E"\突变
’E"\B/2728+9(

&,&#̂ &,&) &,’#̂ &,)& &,!(̂ &,&’

K"\突变
’K"\B/2728+9(

&,&"̂ &,&) &,"%̂ &,!% &,!#̂ &,&$

>/’BC%YC( ),% !’,% !(,(
Z5’BC%YC( $,& )-,$ )(,(
P9’BC%YC( %,- !-," )),&
>4’BC%YC( &,) !&," !&,(
*8’BC%YC( &,# !&,- !&,’

(!转基因植物检测体系的特点

由于植物本身的一些特点!使转基因植物检测
体系与动物体系相比!具有一些明显的优势$从灵
敏度看!植物体系要优于动物体系$表!对几种方
法做一粗略的比较!说明植物体系在重金属污染检
测中的优越性$其中在重金属>4的检测中!植物
系统的灵敏度是动物系统的))!!))!&倍!>/的检
测中!前者是后者的"(倍$另外有研究发现由于外
源基因在体内的自发突变频率较高!导致动物体系
检测的灵敏度降低!特别是检测弱致突变剂引起的
微弱变化时如此$N+91+3用一定剂量的N*Q处理
转基因小鼠时!检测结果显示内源的8F;=基因活性
提高了$%倍!而694%仅提高(I)倍!4%)4%%没有检
测到任何的提高")$#!而转基因植物检测体系还未见
这方面的报道$
另外!从精确性看!转基因植物也明显具有优

势$在转基因动物模型检测的过程中!需要从经污
染物处理的动物体内分离出外源基因!体外重新包
装后转化"1456+!然后通过统计蓝色噬菌斑和清亮
噬菌斑的比率来分析致突变率$由于在细菌的扩增

$"# 遗!传!"#"$%&’( ’)*+,+-.(!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



过程中这个外源基因有可能发生变异!从而导致检
测结果的误差"相对于动物模型!转基因植物模型

由于利用/0(基因检测!方便#直接#快捷!不涉及
体外的基因变异事件!减少了产生误差的环节"

表>!几种检测方法的比较

!):&#>!9+8%).’/+,+-84*)0#,’(’*7*#/*/

方法!N32?+4 >/$BC%W& >4$BC%W& Z5$BC%W& *8$BC%W& P9$BC%W& KD$BC%W&
转基因小鼠E179DC398;B+/D3’))( (,)% ),)! &,$#
转基因烟草E179DC398;2+57;;+’)"( &,&)!&,)
转基因拟南芥E179DC398;717584+0D8D’)’( &,&# &,&&)!&,&) &,#& &,#& ",&& &,&#

!!由于动植物生活方式的差异!使两种检测方法
分别适应于不同的检测目的"一般说!动物对环境
因子的反应更接近于人体!因此应用动物检测体系
得到的数据具有较高的参考价值"但是由于动物移
动的生活特性!很难利用其作为检测环境污染!特别
是慢性污染的有效手段"
而植物由于可种植于某一固定区域!特别适用

于对土壤中污染物的监控"与实验室建立的体系不
同!植物系统可直接种种植于待测地点定期进行检
测!充分模拟自然系统产生的遗传效应"处于食物
链较低营养级!与更高营养级的动物相比!能更迅速
地接触到有毒污染物!因此可以在生态环境发生显
著破坏之前就向人们提供预警信号"
另外!植物系统特别是目前广泛采用的模式植

物如拟南芥等!个体小!生长快!可产生大量种子用
于检测!使植物系统的操作变得更简单#快速#成本
低#可进行大量重复实验"相对而言!动物体系成本
偏高!操作系统复杂!不可能进行大规模测试"另外
还会引起伦理上的一些争议"
当然!植物检测系统也存在一些局限性"如有

时候环境污染物对植物靶分子的诱变作用和产生的

损伤表型与哺乳动物和人体的情况会有所差异!一
些环境污染物对人体有诱变效应!而在植物中却观
察不到"理论上!人们希望一种材料能用于多种污
染物的检测!但事实上每种生物对污染物的反应有
一定特异性"因此充分利用转基因植物和动物系统
各自的优势!相辅相成!互为补充!互作参考!才是一
种科学的态度"

’!展!!望

长期以来!植物细胞广泛应用于各种污染物#药
物#食品等的致突变性检测!已成为监测环境污染的
一种有效的生物传感器"而近几年发展的转基因植

物检测体系则从分子角度!试图揭示污染物对植物
细胞基因组的影响!并以此作为环境因子致突变率
的评价指标"该技术将致突变检测和分子突变分析
相结合!在对化合物的致突变性进行评价的同时!又
可以进一步深入研究其分子突变机理"但是由于检
测体系基本上还处于实验室阶段!如何使之更好地
应用于实际!还需要做很多工作"关键在于如何发
挥其优势!并且进一步改进存在的不足和缺陷!如简
化和规范操作程序!降低成本等"
迄今!转基因植物检测体系已在重金属#紫外线

辐射#电离辐射等方面进行一些尝试!并取得了一些
可靠的数据!为进一步的研究和探索奠定了基础"
但是环境中还存在着多种污染物!其中有很多是人
为造成的!如除草剂#杀虫剂等!都对人体具有很大
毒性!目前转基因检测体系在这些方面的检测还未
见报道!另外污染物间的互作效应也鲜有研究"这
些方面的都值得进一步的探索"
由于模式植物本身具有的一些优点!使目前的

研究主要集中在拟南芥和烟草等植物!是否可以尝
试根据具体环境的差异!选择其他的植物种类作为
转基因材料"比如利用水生植物检测水体污染)利
用农作物检测农田污染等"
另外!转基因植物检测体系往往是通过检测点

突变和同源重组发生频率!而在目前建立的一些体
系中!只有当二倍体基因组中单一碱基对的发生变
化后才能引起表型的变化!因此能检测到的突变频
率相对较低"X+R7:;?/Y等’)%(提出一种新的思路!
他将编码四环素抑制因子的基因与标记基因相连导

入植物!正常情况下!依赖四环素的标记基因的转录
被抑制"当诱变因子造成抑制因子基因突变后!抑
制了抑制因子与标记基因启动子的结合!使标记基
因活化"在这种方法中!只要抑制因子任何位点发
生使之失活的突变!标记基因的转录活性都会发生

%"#!#期!!!!!!!!!!!陈!东等*转基因植物检测体系在环境污染物突变性评价中的应用



改变!即通过增加突变位点!使灵敏度提高"当然对
检测方法及条件进行进一步的优化也有益于灵敏度

和精确性的提高"
总之!只要我们进一步完善和规范操作!发挥植

物体系的一些优势!转基因植物体系在环境污染物
的致突变检测中一定具有光明的应用前景"
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