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水生生态系统中分子生物标记物的研究进展*
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摘要  生物标记物可用来评价水生生态系统中污染物（金属、有机异生物质、有机金属化合物等）的暴露和效应。金属硫蛋白、乙酰胆碱酯酶、细胞色素P450、性别异常、应激蛋白等都是当前国内外的研究热点。文章对几种重要生物标记物的适用范围、测定方法及应用前景加以综述。
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Abstract: Contaminants existed in sea or fresh water systems，including metals，xenobiotics，etc.Biomarker can be used to evaluate exposure to and effect of different contaminants.Among others，the following biomarkers received special attention：metallothionein, acetylcholinesterase，cytochrome P450，stress proteins，etc.Testing methods, applicable ranges and prospects of some important biomarkers were reviewed in this paper.
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目前大量的污染物进入水环境，如化肥、农药、重金属等，主要在水底沉积物积累，而后又缓慢持续地向水体中释放，造成对水生生态环境低浓度、长时间的污染。已有研究表明，短期内很难观察到低浓度污染物对水生生物的危害，往往需要长期暴露后才能显示出严重后果。选择适合的生物标记物可作为环境污染的早期预警。

外源物质在生物体内的代谢转化包括两个阶段：第一阶段，在细胞色素P450依赖性的混合功能氧化酶（MFO）作用下，将羟基、硝基和羧基等官能团引入，使亲脂性化合物被氧化成为便于进一步代谢的底物；第二阶段，极性内源性分子如还原谷胱甘肽、葡萄糖醛酸等通过转化酶与底物结合，提高有机污染物的溶解度以达到解毒的作用[1]。可见谷胱甘肽的变化与污染物的解毒机制密切相关。同时，谷胱甘肽的氧化还原可以清除经污染物暴露后而产生的大量活性氧中间体，其改变的程度可以定量测定，因而可作为干扰生物体含氧自由基流的污染物暴露的标志。

标记物应对一类污染而非针对某一种污染产生反应。生化标记物是生物体中最早可测得的污染物诱导反应，因而可为更高生物水平可能产生的损害提供信息[2]。生化变化常涉及蛋白水平的变化、酶活性改变或DNA分子的变化。单项指标可以反映污染物毒性的重要方面，目前国内外都重视利用多项分子生态毒理学指标进行综合研究，以提供更多信息和更可靠的数据[3-5]。国际组织与一些环境机构认为，水生系统的危险评价不能只依靠环境样品的化学分析，因为化学方法不能指示生物区内的污染物有害效应，而在分子或细胞水平上生物标记物的应用是环境质量评价中的早期预警工具。

1 选择的生物标记物

1.1 金属硫蛋白（MTs）

金属是水环境中主要污染物，能引起水生生物产生一系列的生化过程变化，在生物体表现出中毒症状之前，毒性会在亚细胞水平上表现出来。20世纪50年代末，金属硫蛋白（MTs）首先在哺乳动物中发现，现在发现至少有80种鱼和水生无脊椎动物有MTs。因此MTs已经成为评价水环境污染的重要指标，同时有潜力作为软体动物和鱼的金属暴露的生物标记物[6]。

虽然MTs的生理作用一直有争论，但基本包括：在必需和非必需金属的代谢途径里一定存在。其功能包括自稳机制和解毒功能等，具有较强的吸附B族金属元素6～12个原子的亲和力，比如银、镉、铜、汞、锌。多余的金属结合到MTs上，通过限制这些阳离子在不需要点位上的可利用性，能保护生物体免受毒性。MTs诱导的程度可在不同物种以及组织间变化，金属的存在能减少MTs，在鳃和肾中表现更为明显，这反映了这些组织在吸收、贮存和排泄金属中的意义。

在蛋白质表达水平上，MTs分析可用不同的方法量化：脉冲极谱法；放射免役法；分光光度法；ELISA-酶联免役吸附测定（需要有质量保证以及MTs标准的基准材料）。

1.2 应激蛋白

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（如葡萄糖调节蛋白），它是细胞保护机制的重要部分。污染物可诱导HSP60和HSP70浓度上升，通过对它们的测定可定量地检测环境污染物的不良生物效应，而且对HSP60和HSP70积累的检测有利于大范围调查监测的回顾性研究。应激蛋白受到生物种类、年龄以及外界环境影响，其产生是一种低剂量效应，可说明生物体及其所在生态系统的一般状态。

测试方法：对污染物和环境因子（冷、热）诱导的HSP70蛋白水平的检测可用HSP70广谱抗体通过Western blotting 进行。也可以用cDNA探针技术、代谢标记、蛋白染色等技术来检测生物体内应激蛋白的表达水平。

1.3 细胞色素P450

许多学者从酶活性、酶蛋白和mRNA 3个水平上研究发现，外源性化合物能诱导生物体内混合功能氧化酶。细胞色素P450单加氧酶包括一类结构与功能相关的血红蛋白。许多亚类被检测出在各种酶作用物的氧化新陈代谢中有活性，包括药物和环境化学物质，比如内生化合物类固醇、神经激素、脂肪酸、前列腺素等。
细胞色素P4501A1（CYP1A）亚类之所以引起了特别的注意，是由于在许多外源化合物包括呋喃、多氯联苯（PCBs）和多环芳烃的生物转化中的关键作用，生物体对于化合物暴露导致胞质Ah受体对CYP1A的诱导。在排泄和解毒的第一步，诱导的CYP1A蛋白催化亲脂性外来物质转化为更多的水溶性化合物，其中的一些代谢物的活性很高，可能最终导致毒性和致癌性增强。

在某些有机物暴露后，鱼的CYP1A被诱导，细胞色素P450可以作为生物标记物。鱼EROD活性或CYP1A蛋白水平与化学物质诱导CYP1A的环境水平相关，不过自然环境中某种化学物质的浓度与CYP1A的含量和/或活性并不总是存在线性的剂量—效应关系。有报道比目鱼中EROD活性与有机污染并非呈简单线性关系[7]。

其他因素比如温度、季节和性激素也能调节鱼体内的CYP1A系统的响应。因此，当结识独立的生物标记物数据时需要谨慎。在许多环境监测项目中，如欧洲和北美等地区，细胞色素P450系统被广泛用做暴露生物标记物。

P450活性对有机物污染（如PAHs、PCBs等）极为敏感，且许多有机物代谢早期都由MFO介导。MFO系统成分中的常用指标有羟乙基试卤灵-O-脱乙基酶（EROD）及芳香烃羟化酶（AHH）、氨基比林-N-脱甲基酶（APDM）、尿苷二磷酸葡萄糖转移酶（UDPGT）、NADPH-细胞色素还原酶、细胞色素b5、总细胞色素等。
1.4 乙酰胆碱酯酶（AchE）

乙酰胆碱酯酶负责乙酰胆碱水解变成胆碱和乙酸。有机磷以及氨基甲酸酯杀虫剂能抑制其活性。AchE和非特异性的胆碱酯酶在血液和组织中的活性变化，可以作为生物医学领域的诊断工具。这项指标一直作为神经传导抑制剂的特异性生物标记物。

一些研究已成功地应用胆碱酯酶的活性抑制作为有机磷农药对鸟类、鱼类致毒的诊断指标。现已确认，20%以上的AchE被抑制证明暴露作用的存在，50%以上的AchE抑制表明对生物的生存有危害。洗涤剂能抑制大型蚤胆碱酯酶活性[8]。有机磷农药以及氯化烃类污染物除了诱导MFO酶系活性外，也可抑制鳟鱼和比目鱼肌肉的乙酰胆碱酯酶活性[9]。AchE 活力受年龄和活动状态等因素的影响而有所波动，AchE的活性升高还可以作为细胞凋亡的标志[10]。
1.5 与组织破坏相关联的非特异性酶

许多酶活性能作为氧化胁迫的生物标记物。如ALAD（δ-氨基乙酰丙酸脱氢酶）能对铅、铁产生效应。天冬氨酸（AST）和丙氨酸转氨酶（ALT）可以作为鱼肝的损害诊断指标，双壳类鳃内的ALT活性随Cd、Cu、Pb的浓度增加而降低。

污染增加了氧化自由基或在致癌作用与细胞毒性中起重要作用的活性氧中间物（ROI）的生成。抗氧化防御系统中，超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶和谷胱甘肽还原酶、过氧化物酶（CAT）等的功能是消除活性氧中间体ROI，因此保护生物体不受氧化胁迫。研究表明，抗氧化防御系统的成分可由于氧化污染的胁迫而发生改变，以这些抗氧化防御系统成分变化作为氧化胁迫的生化指标的研究正成为毒理学研究的新热点[11～13]。Cu2+、Zn2+对真鲷幼鱼组织中CAT、GPT和胃蛋白酶活性均有抑制作用且有剂量—效应关系[14]。SOD、CAT、GSH-Px是脊椎动物体内的主要保护酶系统，在正常情况下，3种保护酶联合清除活性氧自由基，保护动物免受自由基伤害[15]。

谷胱甘肽是近年来比较受重视的分子生物标记物。水生生物中与谷胱甘肽代谢相关的成分包括还原谷胱甘肽（GSH）、谷胱甘肽过氧化物酶（GS-Px）、谷胱甘肽还原酶（GS-R）、谷胱甘肽硫转移酶（GST）。其中，GS-R和GS-Px主要控制着GSH-GSSG的转化，而GST 是解毒系统第二阶段的一种生物转化酶。在抗氧化机制中，硒依赖型谷胱甘肽过氧化物酶（Se-GPx）、GR、GSH均是污染物毒性的良好标记物。GSH之所以能保护鱼的细胞不受金属离子的损害，可能是由于金属离子吸附在GSH的巯基上，GSH可以作为细胞内的金属螯合剂来保护鱼类不受金属离子的伤害[16]。国内冯涛等[17～19]研究了苯并（a）芘对鱼体内的谷胱甘肽系列的影响，发现不同污染浓度可引起鱼体内GSH、GST、GPx等不同程度的抑制或诱导。但是各研究结果并不总是一致的，可能是测定方法、取样时间及所采用的底物不同所致[20]。如在牡蛎中GPx活性与组织中污染物水平相关[21]，而比目鱼肝脏中未产生污染物诱导的标记物反应[22]。因此，对这些抗氧化酶在不同污染、不同测试生物中的反应差异有待深入研究。
卵黄蛋白原是具有特异性和高分子量的磷脂蛋白。雌鱼在卵黄生成期可生成大量卵黄蛋白原，而在其他生长期内，体内的卵黄蛋白原的含量却很低[23]。雄鱼和幼鱼在人工雌激素以及类雌激素长期作用下，都能诱导体内卵黄蛋白原的生成[24,25]。一些内分泌干扰物具有抗雌激素的作用，能干扰雌鱼体内卵黄蛋白原的生成，使雌鱼血液中卵黄蛋白原的含量比正常时低。鱼体内生成的卵黄蛋白原水平的变化作为环境中类雌激素存在的生物标记物成为当前国际上研究的前沿和热点[26]。

血清中卵黄蛋白原（VTG）的定量方法常用酶联免疫吸附实验法（ELISA），其具有特异性强，灵敏度高，操作方便快速等优点而受到广泛应用。

1.6 DNA损伤

大量的研究表明，外源性化合物及其活性代谢产物能引起DNA损伤，DNA加合物是产生DNA损伤最早期的作用。污染物在体内代谢活化后与遗传物质DNA共价连接，形成DNA加合物，若这些DNA加合物逃脱了生物体内的修复，则将导致遗传信息的改变而诱发变异。污染严重的水体能导致鱼类中DNA加合物的形成，并表明DNA加合物形成与鱼类肿瘤形成有很好的相关性。苯并（a）芘能引起鱼体内DNA加合物相对标记水平的增大[27]。

重金属能够引发鲫鱼肝脏DNA的断裂[28]，可能是由于重金属离子的胁迫造成鲫鱼体内活性氧不能被有效清除，引发自由基产生而引起[29,30]。重金属胁迫能对生物体内的生理过程产生严重影响，其原因不仅与重金属胁迫引起蛋白质损伤有关，也与DNA损伤有关。其中DNA加合物引起了人们的注意，研究表明污染物与水环境中鱼的病变有一定联系[31]。

DNA损伤还表现在姊妹染色单体互换（SCE）、染色体异常（CA）及微核（MN）等，其中微核被认为是水生生物检测诱变效应的有用标记物。微核是胞浆内的染色质团块，据认为微核是来自于后期的染色体迟滞或由于有丝分裂/减数分裂扰乱引起的无着丝粒染色体片段。Hose 等[32]在遭受DDT和PCBs污染的水域现场采集鱼样分析发现，鱼外周血红细胞微核率6倍于清洁水体同种鱼的红细胞微核率。

对生物机体暴露于污染物后DNA加合物形成有不同的研究方法：放射性标记法和薄层层析分析；鉴定特异加合物方法，如荧光光度法，色谱技术、酶联免疫检测（ELISA）等。

以DNA加合物作为生物指标来评价环境中化学污染物的遗传毒性，越来越受到人们的重视。然而，环境污染水平与DNA加合物形成的程度之间的关系相当复杂。DNA损伤不仅反映了作用于DNA的多种化合物质的综合效应，也反映了化学物质在体内的代谢、组织中的分布、生物可利用性和解毒作用等，也反映了机体对DNA损伤的修复能力。

1.7 性别异常（Imposex）

近年来研究发现，环境中存在一些天然物质和人工合成的环境污染物具有动物和人体激素的活性，这些物质能干扰和破坏野生动物和人内分泌功能，导致动物的繁殖障碍甚至诱发肿瘤。这些物质被称为环境激素或环境内分泌干扰物。

雌性的动物被强加了雄性的特征——这就是众所周知的“imposex”。环境激素可使野生动物性发育和雄性生殖器异常。有机锡是环境中普遍存在的污染物，不同鱼种中检测出TBT和三苯基锡（TPhT），TBT是进入环境中的最强效的雄性化合物之一。今后研究的关键是，水生生物的有机锡的影响与环境所容许的防污策略。
1.8 溶酶体的变化

溶酶体是包含能降解大分子物质转变为低分子量产物的酸性水解酶的细胞器。溶酶体变化，如溶酶体增大、溶酶体膜失去稳定性可作为是细胞生物标记物。自然环境变化（如温度、盐度、食物可利用性）、有机和金属污染物都能诱导溶酶体增大。

软体动物消化细胞内的溶酶体，积累金属和有机污染物，反过来污染物在这些细胞器内引起明显的变化。这些变化通常伴随溶酶体膜稳定性的降低、溶菌酶活性的增加。

使用自动的外形分析仪测定溶酶体的大小，具有敏感、精确、快速的特点，可用来监测水生生物的污染影响。世界卫生组织与联合国粮农组织都认为，溶酶体的变化在环境质量评价中是非常有用的。

2 结论与展望

生物标记物是早期警报的信号，掌握污染物危害发生前生物标记物的状况，对于制定预防性的管理措施，及时避免或减轻环境污染的损害都具有重要意义。这是生物标记物在生态风险评价中最有益的应用前景[33]。对于敏感和重要的生态系统，监测其生物标记物的暴露水平和生态效应是非常必要的，同时可对生态退化进行早期预警。

生物标记物有着良好的发展前景，但如何筛选出普适性的标记物是首要解决的问题。例如脊椎动物肝脏细胞色素P450与污染物之间的剂量—效应关系良好，而对无脊椎动物，研究结果就不甚理想。其他生物标记物有的在藻类中表现明显，有的则在鱼类中存在剂量—效应关系。

从分子水平上研究受污染生物体的各种指标的变化，可以阐明生态毒性微观产生机制，并可能发现污染物效应灵敏的指标，这些指标可用于污染物长期毒性早期预报系统。脂质过氧化常用的指标丙二醛(MDA)、体内抗氧化系统酶如超氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT)、谷胱甘肽氧化酶 (GSH-Px)的活性指标等在当前的分子生态毒理学研究中得到关注，但对野外受污染的不同层次生物的生理生化指标的研究较少。

作为胁迫生物标记物的某些酶活性的应用，必需了解他们的周期性和自然的变化、包括温度、pH、氧化还原电位、水的类型等，这些因素都会影响生物标记物的表达。酶活性的周期性变化可能与动物的代谢情况有关，还要考虑周围环境的影响，所以在室内实验数据外推到野外时，必须慎重考虑多方面因素。
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