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和环境造成威胁的国际公约《斯德哥尔摩公约》。目前我国履行该国际公约面临着巨大的挑战，缺乏 POPs这 

类污染物的第一手资料，有关该类污染物对自然环境、生态系统和人类健康影响的基础研究薄弱 。同时， 

一 些未包括在公约 12种 POPs之内的新的持久性有机污染物也引起各国科学家的注意，如阻燃剂多溴联苯醚 

(PBDEs)，全氟辛酸胺(PFOS)等，它们在生物体内的累积及其毒理研究也已成为迫切需要开展的工作 ]。 

本文重点介绍了 DNA芯片技术和 2D．凝胶电泳技术在持久性有机污染物的生态毒理研究中的应用。阐 

述了生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学的研究进展，以期进一步提升我国生态毒理学研究水平。 

1 生态毒理基因组学研究进展 ． 

基因芯片(gene chip)，又称 DNA微阵列(micmarray)，是由大量DNA或寡核苷酸探针密集排列所形成的探 

针阵列，待检测样本的核酸序列可根据碱基互补配对的原理与芯片上相应探针分子结合。经过标记的两等量 

不同 RNA样本同时与 DNA阵列杂交，可高通量、迅捷精确的比较两样本基因表达谱的差异。利用 DNA微阵 

列技术，一个单一的毒理基因组分析就可能产生成千上万个数据。通过检测哪些基因受到特殊化学污染物的 

影响，寻找同污染物密切相关的基因，用于研究污染物的毒作用机制。通过分析不同污染物暴露的基因表达 

谱特征，确定不同污染物暴露的生物标志物，可实现对污染物毒性的早期预警。通过比较新化学物和已知污 

染物暴露基因表达谱的变化，可在新化合物研发阶段比传统方法更早地了解该化学物的毒理以及潜在的副作 

用。通过研究不同有毒污染物暴露所致特征性基因表达谱的改变(应答“指纹”)，可快速确定环境污染物的性 

质并对其分类。结合生物信息学可开发具有同各类污染物相关基因的新一代小型检测芯片，如“环境激素”芯 

片，用于检测专一性环境激素对生物的影响；“有毒污染物”芯片，专一检测水体中持久性有机污染物以及饮用 

水加氯消毒产生的痕量有毒物质。 

Forrest等人应用基因芯片技术和实时聚合酶链反应(RT。PCR)技术，在职业性接触苯的工人中检测了苯接 

触对外周血单核细胞基因表达的影响。结果显示，CXCL16、ZNF331、JUN和 PF4等基因的表达发生特异性改 

变，这些基因可作为苯接触的潜在的生物标志物，为利用生物芯片技术检测苯暴露提供了重要信息bo]。Wang 

等人用全血总RNA分析了锅炉制造工人职业接触金属烟雾前后的基因表达。由于接触微粒而引起表达改变 

的基因与炎症反应、氧化应激、胞内信号转导、细胞周期和细胞凋亡密切相关u 。 

双氯醋酸(Dichloroacetic acid，DCA)是自来水加氯消毒的副产物，能引起啮齿类动物的肝细胞癌变。2003 

年，Thai运用DNA芯片技术对 DCA的致癌作用进行了研究。基因表达谱分析显示 24个基因表达改变 ，其中 

l5个基因进一步经 Northern印迹证实。在 l5个基因中，14个基因表达明显下调，包括细胞色素 P450 2C29 

(CYP 2C29)、CYP3#I1、肝羧酸脂酶等。另一个基因 CYP2A4／5表达上调。相应研究为快速分析水环境中微量 

有机物的毒性提供新的途径 。 

日本学者 Azumi利用海鞘 DNA芯片，分析比较海鞘基因表达谱变化，据此推测海鞘暴露何种污染物并用 

来监测环境污染程度  ̈。该技术在环境保护和环境监测领域中具有广阔的应用前景。Tamncher-0ldenbu 等 

应用 70mer的寡核苷酸芯片监测并量化环境氮循环中的功能基因多样性  ̈。 

2 生态毒理蛋白质组学的研究进展 

基因芯片技术对于揭示有毒污染物诱导的基因表达谱变化具有十分的重要意义。但是在多数情况下， 

mRNA与蛋白质的关系在结构上和动力学上是高度非线性的，mRNA表达分析不能有效地预测有毒污染物与 

蛋白质的作用。生态毒理蛋白质组学是从整体的蛋白质水平上，探讨生物在同毒物接触或环境胁迫下，细胞 

蛋白质的存在及其活动方式(蛋白质谱)的变化。2D．凝胶电泳技术将蛋白质混合物在二维平面上充分展开， 

． 而基质辅助激光解析飞行时间质谱(MALDI．TOF)和生物信息学相结合用于确定感兴趣蛋白斑点的性质特征， 

是目前蛋白质组学研究中最常用的方法。将蛋白质组学的相关技术应用到生态毒理学中，可在蛋白质水平上 

认识外源性化学物的毒作用及其机制。同时，与基因表达谱相类似，有毒污染物及其浓度变化所致细胞蛋白 

质谱改变的“指纹特征”，可作为有效表征污染物暴露的生物学标记物(图 1)。 

虹鳟暴露壬基酚、地亚农(diazinon)和烯虫磷(propetamphos)3种污染物，以及污水厂排放口和排放口上游 
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参考点，21d后取样分析腮的蛋白质谱变化。结果显示 

虹鳟暴露三种污染物后腮蛋白质谱中 10％ 一30％蛋白 

质出现在污水厂排放口暴露的蛋白质谱中。结果为混 

合污染暴露监测提供了可能q)。 

Shrader研究了斑马鱼胚胎在不同种类(雌二醇和 

壬基酚)和浓度(1．Omg／L和 0 1mg／L)内分泌干扰物暴 

露时的蛋白质谱变化[1 。如图 2A所示，1．Omg／L的雌 

二醇暴露引起 9+31种蛋白质被抑制，诱导产生 27+23 

种新的蛋白质，其中 36(27+9)种蛋白质是专一性的诱 

导和抑制；而 1．Omg／L的壬基酚暴露导致 14+31种蛋 

白质被抑制，诱导产生 32+23种新的蛋白质；46(32+ 

14)种蛋白质属于专一性的诱导和抑制。对比图2A和 

2B，可见不同浓度雌二醇和壬基酚暴露的蛋白表达谱 

明显不同。作者发现在雌二醇和壬基酚暴露诱导产生 

的蛋白质中，1．Omg／L条件下 28％的蛋白质是相同的， 

而在0．1mg／L条件下只有 7％的蛋白质是相同的，说明 

两种化合物的反应路径不同。 

3 生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学近期的研 

究目标 

基于基因芯片的表达谱技术具有高通量、特异性强 

等特点，在生命科学领域已呈现出广阔的应用前景。随 

着研究的不断深入和技术的日臻完善，基因芯片和 2D． 

凝胶电泳技术将对环境保护和监测、环境污染控制等研 

究起到巨大的推动作用，使人类对化学物暴露和环境健 

B 

A 

处理组 Treated 对照组 Control 

处理组 1 TroWedl 处理组 2Treatmt2 处理组 3Treatmt 3 

● 代表出现的蛋白质 
The solid bl̂ck circlcs represent present l~otoins 

U 代表缺少的蛋白质 
Th e open cirdes reproscnt absent proteins 

( 代表对照组和处理组同时出现 
Grey circles represent protein that are expressed 

by both treated and control groups 

图1 蛋白质谱的“指纹”特征 

Fig．1 Illustration of protein expression signature(PES) 

A B 

图2 斑马鱼胚胎内分泌干扰物暴鼹时蛋白质谱变化 

康之间的关系产生全新的认识。以持久性有机污染物 n ”m Ⅲ k砒 images of ed 蚰。mb口 

为例，近期内利用该类技术可以开展如下研究。 th砒 ：h dbv t 。。 。 t t ．ndicat d i th rj ppi g 
3．1 在分子水平寻找人类及动物暴露的生物标志物 

生物对污染物暴露或环境胁迫具有独特的反应，不 (A)1．Omg／L处理浓度；(A)1．Omg／L treatment dose．(B)0．1mg／L处理 

同化学物诱导的基因和蛋白质表达方式的细微差别体 浓度；(B)0·1mg／Ltreatment dose· 

现了化学物专一暴露的特征。采用基因芯片技术和 2D．凝胶电泳技术研究持久性有机污染物暴露所致特征 

性基因表达谱及蛋白质谱的改变，以这些特征性改变为生物标志物，可判断生物体生存环境的变化。现阶段 

由于不了解污染物作用的早期反映及真正靶位，难以对污染物的环境影响作出准确的预测或早期警报，而以特 

定污染物所致生物体表达谱的改变作为其专一暴露的生物标记物，能更敏感、更准确的实现对持久性有机污染 

物的早期预警。应用生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学研究同一生物对不同类型污染物、不同生物对相 

同或相似污染物的表达谱的专一性，以及生物毒性随时间变化的差异性等，最终可实现根据应答“指纹”快速、准 

确确定持久性有机污染物性质的目标。应用生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学比较对照样本和有毒物 

质暴露所致模式生物基因表达谱和蛋白质谱改变，可预测新POPs的毒性，并对其毒性进行分类。 

3．2 通过基因表达谱(网络)来表征持久性有机污染物的毒作用机制 

在基因转录和蛋白质水平上的表达谱改变反应了污染物暴露和环境胁迫所致生物体生理、生化代谢的变 

① 数据来自：http：／／depts．w舢hingt0n．edu／irarc 
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化，构成了污染物暴露和环境胁迫所致毒作用的分子基础。基因芯片技术和 2D．凝胶电泳技术所表征的特定 

时空点表达谱网络改变为研究污染物发挥毒作用的整个动态过程提供重要参照信息。 

3．3 研究复合污染暴露的毒性效应 

在现实环境中往往不是仅一种污染物独立存在，而是多种污染物共同或协同发挥作用。应用生态毒理基 

因组学的技术，发挥高通量、高覆盖率芯片技术的特点，在对单一POPs暴露表达谱变化及毒性效应充分认识 

的基础上，开展复合污染的联合毒性效应及分子机制方面的研究，实现对复合污染的联合毒性效应评价。 

3．4 建设基于生态毒理基因表达谱的公共数据库，实现信息共享与交换 

微阵列一次性地可在成百上千个基因上获得有研究价值的数据。并且随着芯片技术的快速发展，获取数 

据的质量得到了很大的改善。进一步通过解决微阵列巨大的数据总量和限定可用数据量之间的矛盾，实现在 

不同的微阵列、实验室信息管理系统 、数据库和分析软件之间的数据交换，开发微阵列基因表达标识语言(简 

称 MAGE．ML)，建立微阵列数据公共信息库。 

4 生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学研究存在的问题殛发展趋势 

4．1 生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学研究存在的问题 

基于 DNA芯片和2D．凝胶电泳技术的生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学研究具有广阔的发展前 

景，但这类检测技术的特异性、重复性、标准化等问题亟待解决。 

4．1．1 如何克服基因型、表型和环境因素对基因表达谱的影响 在理想状态下，以非暴露组为对照，污染物 

诱导的基因表达直接映射了暴露组生物生理、生化路径的变化。但基因表达是一个动态、复杂的过程，表型的 

可塑性、基因型的多样性及环境因子都直接影响到基因的表达。另外，受试生物的生理因素如年龄、性别和营 

养状况对基因表达也具有调节作用。目前，在毒理基因组学实验中采用标准模式生物来减少遗传差异性的影 

响，但未能控制表型和污染物暴露的环境条件对基因表达的影响。由于非暴露组个体基因的表达受上述因素 

的影响，因此难以界定非暴露组的“正常”反应。通过加大对照组样品数量来减少个体差异，通过芯片分析软 

件的改进，以及寻找对照组基因表达趋势作为“正常”反应等方法可望对这类实验偏差实现有效控制  ̈。 

4．1．2 能否基于同源基因表达谱的变化来进行毒性推理 同源基因的核酸序列具有较高的相似性，编码具 

有相同或相似功能的蛋白质，而且物种亲缘关系越近，相似性就越高。但物种间的基因表达和调控网络存在 

较大的差异，不同的基因可编码相同或相近功能的蛋白，相同基因亦可编码不同功能的蛋白(如异构重整酶)， 

因此应当慎重对待基于同源基因表达谱的实验结论在不同物种之间的推理。尤其是对基因序列、细胞代谢路 

径、结构功能各方面信息了解甚少的非模式生物，必须要有其它毒性实验来验证。 

4．2 生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学发展趋势 

随着分子生物学理论和方法在毒理学研究中的应用，使外源性化学物的毒性评价发展到体外细胞、分子 

水平的毒性测试与动物毒性试验相结合的新模式。 

4．2．1 大量新技术和新方法的应用将使生态毒理学研究水平更加深入 应用常规的生态毒理学方法研究外 

源性化学物的毒性，费用高，耗时长，难以获得足够的毒理学信息。要想对众多的外源性化学物的毒性有一个 

合理评价，就应该建立新的毒理学研究方法。这些新方法应该符合以下标准：减少动物用量；缩短试验周期； 

研究化学物在环境中的实际浓度；充分利用统计或数学模型等。 

DNA芯片可同时测定数以千计的基因表达，通过基因表达谱的变化，为环境污染物的毒性研究提供全新 

的线索。寻找污染物的靶基因及受靶基因调控的基因，通过基因功能分析，深入理解污染物的作用机制。研 

究不同层次的多基因协同作用的生命过程，发现新的基因功能，研究生物体在环境胁迫下遗传、发育过程中的 

规律。DNA芯片还可用来检测单核苷酸多态性(SNP)，深入研究遗传因素对环境污染物的影响和不同的基因 

型个体对污染物的反应差异。基于NMR技术的代谢组学(metabolomics)可以研究环境污染物的生物降解、转 

化过程以及中间产物的形成，特定污染物的代谢图谱可以作为毒物代谢的生物标记物  ̈。如：用 NMR分析 

尿中的代谢产物，可以确定作为毒性反应生物标记物的代谢变化模式，特异的DNA和蛋白质加合物用于有效 
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暴露的生物标记。另外，随机扩增多态 DNA(RAPD)，可变数串联重复(VNTR)，示差逆转录(DDRT)等技术在 

检测定位突变方面具有广阔的发展前途。 

4．2．2 微观与宏观方法相结合来评价有毒污染物的毒性将是一个重要趋势 分子、细胞、个体、种群、群落直 

至整个生态系统是一个有机联系的整体。在不同结构和功能层次上阐述污染效应对生态毒理学的环境解释 

能力是不同的。从细胞到分子水平是生态毒理学微观技术发展的必然趋势。但仅从基因和蛋白质水平上研 

究外源性化学物的毒性及其机制是不够的。只有通过将细胞、分子水平的研究与整体、种群等各不同层次的 

研究结合起来才能正确评价污染物的毒性效应。 

5 结论 

生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学的研究将生态学、环境化学、环境生物学等多学科有机地结合 

起来，从基因和蛋白质水平上深入研究污染物的毒作用及其机制，呈现了广阔的应用前景。随着研究的不断 

深入和技术的日趋完善，生态毒理基因组学和生态毒理蛋白质组学在污染物的环境风险评价中必将发挥越来 

越重要的作用。 
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