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环境污染物对水生生物产生氧化压力的

分子生物标志物

王丽平，郑丙辉，孟W 伟
（中国环境科学研究院 河流与海岸带环境研究室，北京W #$$$#!）

摘要：为了能够建立一种简单、快速、准确的环境污染监测预警体系，人们进行了广泛的研究，其中有关环境污染物对分子生物

标志物的影响已成为研究热点。生物体内的氧自由基和其它活性氧分子（Q)-）对组织和细胞成分造成的伤害，称之为氧化压

力，环境中的有毒物质能够对生物体产生不同程度的氧化压力。生物体内的强氧化剂或体外因素（如环境污染物）引起的强氧

化物与抗氧化防御系统之间的平衡能够用于评估环境压力对生物体产生影响的程度，尤其适合于评估不同种化学物质引起氧

化损伤的程度。这些抗氧化防御系统及其对氧化压力的敏感性在环境毒物学研究中占有非常重要的地位，大量研究结果表明：

过渡金属、多环芳烃、有机氯和有机磷农药、多氯联苯、二氧芑和其它异型物质都能够对生物体产生氧化压力。这些有毒物质能

够引起各种有害影响，如对膜脂、R.%和蛋白产生损伤；改变抗氧化酶的活性等。总结了这种氧化压力的研究进展情况，并讨

论了这些分子生物标志物在水生生物中的应用。
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)* 自由基的来源和作用
氧和氮自由基对于维持细胞功能而言是必不可少的，它们在活细胞中持续产生。需氧生物细胞的基本代

谢就会产生氧自由基和活性氧分子（?@A）。大量的实验研究也表明生物体的正常代谢需要超氧阴离子
（@ B

C ）、过氧化氢（DC@C）、氧化氮基（,@·）等自由基和活性氧分子。在生物体中，只有维持自由基产生和氧化
还原作用之间的动态平衡才能维持机体的生理健康。但是在正常代谢过程中仍会有 CE F GE的自由基没有
被机体利用或代谢，因此生物体在长期进化过程中发展了抗氧化防御系统来保护自身免受自由基的氧化伤

害。如果生物体产生的 ?@A没有被抗氧化系统完全消除，就可能会对机体组织和细胞产生伤害，这种不利影
响称之为氧化压力［H］。对氧化压力的研究已经成为生物毒物学研究的一个重要方面。另外，还存在一些内

源性自由基，如某些生物体内的黄嘌呤氧化酶、细胞色素 IJKL 降解酶等氧化酶能够产生 @ B
C ，而鸟苷酸环化

酶、葡萄糖氧化酶等能产生 DC@C
［C］。

+* 活性氧分子的种类及其产生的氧化压力

@ B
C 能够使具抗氧化能力的维生素（维生素 M和抗坏血酸盐）、儿茶酚胺和硫醇以及各种具一定惰性的酶

（过氧化氢酶 N-8和过氧化酶 I@+）发生氧化［G，J］。超氧阴离子和羟基都能对重要的细胞生物分子产生氧化
损伤［K］，它们是两种重要的活性氧分子（?@A）。过氧化氢基（·@D）只有极其短暂的几毫微秒的寿命，但却是
一种非常重要的自由基，它对细胞分子具有很强的氧化潜能，而且没有选择性，能够使如生物膜脂双层、酶蛋

白和 +,-等各种生物分子发生氧化损伤［O，P］。细胞膜和 +,-属阴性，因此极易与金属阳离子结合，在它们之
间发生反应的同时也会发生氧化损伤并产生羟基［Q］。

需氧生物经过长期进化发展了抗氧化防御系统以保护自身不受活性氧分子 ?@A 的氧化损伤。抗氧化酶
控制着 ?@A和抗氧化防御能力间的关系，抗氧化酶的作用就是抑制活性氧分子的活力。另外，细胞外低分子
量的抗氧化分子（如抗坏血酸盐、尿酸等）也能清除一部分自由基和 ?@A。但当生物体暴露在异物中，尤其是
有毒化学污染物中时，可能会造成机体内源和外源 ?@A 之间的不平衡并使机体抗氧化防御能力降低。因此
会给生物体造成氧化压力，对组织造成损伤、炎症、疾病甚至衰老［R，HL］。但在一般情况下，生物体有能力合成

和控制特定的酶系统，用以修复和移走损坏的蛋白、脂类和 +,-［HH］。既然氧化压力的程度随时都可能发生变
化，生物体就通过额外合成抗氧化酶的方式加以调节，以便缓解可能受到的氧化损伤［HC］。

+7 )* 脂质过氧化及其在生物体中的重要性
需氧生物的细胞膜磷脂分子不断受到氧化压力的攻击，同时发生过氧化的膜和脂质过氧化产物也会对细

胞本身产生伤害。细胞中含有如维生素 M等的抗氧化分子，这些分子能够阻止过氧化的发生，并能够通过修
复氧化损伤的脂分子来维持膜的完整性和动态平衡［C，HG］。脂质过氧化是由一系列链反应组成的，其中·@D
等 ?@A是脂质过氧化作用的启动子，聚不饱和脂肪酸（具有双键）非常容易与这些活性氧分子发生氧化还原
反应，其最终产物大多有毒或具有活性突变功能［HJ］。脂质过氧化还能够产生 +,- 加合物，而这些产物又能
够引起突变和改变基因的表达［HK］。发生过氧化的膜变得坚硬，失去透性和完整性。脂质过氧化的累积性影

响可以导致人类和其它生物产生‘疾病’。

+7 +* 活性氧分子及其引起的 +,-损伤

+,-分子具还原性，较易与金属离子和其它通过膜的渗透物结合并形成羟基［HO］。同时 +,-分子含有多
种碱基和糖苷，很容易受到羟基的攻击，其中糖苷受到攻击后，会导致嘌呤位点上碱基易位、脱氧核糖链断裂
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和半糖氧化［!"，!#］。最近研究表明各种 $%&与 ’()分子反应能够产生 !** 多种不同的产物［!+］。因此细胞核
内的 ’()也是一种易被 $%&氧化并发生氧化损伤的重要细胞分子。
自由基和 $%&攻击 ’()分子后，发生严重损伤的产物是 #,-.-,/’,01-.23456-7861 （#,-.-09），研究者们

将 #,-.-09用作生物体受到氧化压力并产生 ’()损伤的生物标志物 ［/*］。
!: "# 自由基及其对细胞蛋白的氧化损伤
各种自由基和 $%&引起蛋白氧化反应，其结果是导致氨基酸侧链发生氧化修饰、活性氧分子引起肽键裂

解、肽键和脂类及糖类氧化产物发生反应、蛋白质形成碳酰基衍生物等。实验研究表明 $%& 对蛋白产生氧化
损伤后，机体会累积氧化修饰蛋白［/!，//］，促进机体衰老或发生疾病［/;，/<］，导致有机体降解氧化蛋白的能力降

低，并影响转录和翻译的精确度［/=］。

"# 有机体受到自由基氧化损伤的生物标志物
自从发现自由基伤害在许多环境污染物（异型物质）的致毒机制中所起的重要作用以来，人们将氧化压

力作为生物标志物的研究越来越广泛［/>］。分子生物标志物用于测试实验生物因自由基引起氧化损伤和各种

氧化压力的程度。除了用于测定因自由基损伤产生的初级和次级产物外，生物标志物还可以用来监测机体各

种抗氧化防御系统抵抗自由基氧化的状态。

": $# 脂质过氧化作用的生物标志物
脂质过氧化作用是因自由基引发组织伤害研究中的一个重要因素，但由于直接分析脂质过氧化作用的产

物比较复杂，一般都采用测定次级氧化产物（醛类和酮类）含量的方法。应用最广泛的是用硫代巴比妥酸法

测定次级产物丙二醛的含量［/"，/#］。其它测定脂质过氧化的分析方法还有测定由聚不饱和脂肪酸产生的二烯

烃含量，但当含量较少时，这种方法相对不敏感［/+］。比较精确的方法是最近发展起来的利用色析分析技术同

时测定不同的脂质过氧化产物，如利用气象色谱,电子捕捉探测器测定 # 种不同的降解产物（如乙醛、正丁醛、
己醛等）［;*］。

": !# 有机体内 ’()发生氧化损伤的生物标志物
’()氧化损伤的生物标志物，主要是分析测试鸟嘌呤核苷·%? 的羟基化作用，产物为 #,%?09 或 #,

-.-09及其碱基 #,羟基鸟嘌呤，这是从尿中测定因自由基造成氧化损伤的一种间接方法［;!］。大量研究也表
明：#,%?09也是判断相关污染物对水生生物或其它动物造成氧化压力程度的一个有效的生物标志物［;/ @ ;<］。

两种其它 ’()氧化损伤的羟基化产物是胸腺嘧啶乙二醇和胸腺嘧啶脱氧核苷乙二醇。这些产物一经形成就
从组织 ’()中脱离，不再进一步代谢而是经血液直接排到尿液中［;=］。
这些生物标志物用于测定嘌呤和嘧啶的特定修饰和羟基化作用、脱氧核糖磷酸体和蛋白,’() 铰链产生

的损伤。尽管在正常生理条件下这些过程也会发生（正常情况下尿中也存在氧化核苷），但可以通过各种方

法测定出因异物引发的‘提高’的氧化损伤，从而判断异物的危害程度。

": "# 蛋白质氧化的生物标志物
蛋白质氧化的生物标志物主要是测定蛋白质的碳酰基衍生物，尤其是苯丙氨酸和酪氨酸的氧化产物。酪

氨酸发生氧化会形成二酪氨酸。实验证明，二酪氨酸是一种判断氧化压力的很有用的细胞或尿液标志物［;>］。

这些由蛋白质氧化形成的物质能够被衍生成两种产物：3,谷氨酰半醛和 /,氨基脂肪半醛，这两种物质在生物
体内的含量都能够利用高压液相色谱和质谱方法测定［;"］。

": %# 抗氧化防御系统作为氧化压力的生物标志物
生物体内的抗氧化防御系统包括酶抗氧化剂和非酶抗氧化剂，前者主要指超氧化物歧化酶（&%’）、过氧

化物酶（A%’）、过氧化氢酶（B)C）、谷胱甘肽过氧化物酶（9A.）、谷胱甘肽转移酶（9&C）等抗氧化物酶，后者
主要指谷胱甘肽、维生素 B、维生素 D、抗坏血酸盐、!,胡萝卜素和尿酸盐等抗氧化物质。生物体受到有毒化学
物质污染时，自身在代谢这些异物分子时，通常会产生一些有毒中间产物或活性氧分子，其体内的抗氧化防御

系统可能会发生变化。下面以其中的抗氧化酶 &%’、B)C、9A. 以及抗氧化物谷胱甘肽（9&?）为例简要说明
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机体调节 !"#的机制。
机体正常代谢产生的 !"#能够通过如下反应被消除：

" $
% & %’ !""& ’%"% & "% （(）

’%" !""% ’%" & "% （%）
%)#’ & ’%" !""% )##’ & !"’ & ’%" （*）

其中 #"+催化反应（(）、,-.催化反应（%）、)/0催化反应（*），机体主要通过这 * 种酶调节 !"# 的‘产生’和
‘去除’间的平衡。当机体受到轻微胁迫时，抗氧化酶 #"+、,-. 或 )/0 的活性可能会增加，同时机体也加快
)#’的合成，通过催化（(）、（%）和（*）的反应以清除因污染物胁迫产生的‘提高’的 !"# 量，这是机体正常的
应激反应；当受到重度胁迫，产生的氧化压力超过机体的调节能力时，#"+、,-. 及 )/0 等抗氧化酶的活性不
可能再提高，同时也不能再合成较多的抗氧化物质（)#’等），此时，不能被及时清除的 !"# 就会对机体产生
一定的损伤，如果受到的氧化压力持续不断或短时间内达到一定强度，生物体正常代谢受到一定程度的影响，

抗氧化酶活性很可能会下降，甚至失活，同时抗氧化物质也可能会不断减少。当然，未受到污染胁迫的‘正

常’生物体内的抗氧化防御系统也会因环境因素的变化（如温度、盐度）而发生一定的波动，但波动范围较

小［*1］，因此在试验或应用过程中需要正确判断机体本身的正常波动范围。

综上，分析生物体细胞内的抗氧化酶活性和抗氧化物质的含量能够预测有机体的抗氧化状态，它们可以

作为判断机体受到氧化压力程度的生物标志物。但由于机体内抗氧化防御系统的变化程度与化学物质的种

类、生物体本身的敏感性和环境条件等各种因素密切相关［*2］，所以单个因子对于理解污染物的作用方式和可

能发生的分子相互作用是有意义的，也可以起到早期预警作用，但不能整体的预测生物体或环境的健康状态，

需要多种生物标志物或将多种生物标志物应用到不同种生物中才能够对环境污染物产生的氧化压力进行正

确的‘诊断’［34］。

!" 水中污染物对水生生物的氧化压力
由于水生生物具有滤水能力、易于笼养以及在慢性或亚致死剂量污染物下易发生氧化损伤等特性，研究

者们经常选择它们作为氧化压力测试物种。研究表明，水生生物可以为有关 !"# 如何损伤细胞成分、细胞如
何响应和机体如何修复这种损伤以及氧化压力如何导致机体致病等的研究提供模型式的系统资料［3(，3%］。水

生生物也是研究恶性肿瘤与致癌污染物之间关系的良好实验材料［3*］。

先前对于水生生物的环境毒物学研究基本上都是以鲶鱼（56789:;）、虹鳟鱼（<69=>?@ 7<?A7）、比目鱼
（8B6789:;）和贻贝（CA::DB）等的成体或幼体为实验材料，在生物体外研究参与氧化循环的物质对机体主要器官
亚细胞片断（微粒体）的影响［33 E 3F］。直到最近，才有一些针对生物体内 !"# 产物方面的研究，但总存在一些
技术上的难题。不过，可以通过测定贻贝等消化腺细胞中自由基的形成和 +G- 链断裂（彗星分析）等间接方
法来研究 !"#的产物［3H E 32］。

大量研究表明：具氧化还原特性的异型物质（如过渡金属、苯醌、染料、二吡啶基除草剂和含硝基的芳香

族分子等）以及多环芳烃、多氯联苯、有机磷和有机氯农药、金属、二氧芑等有毒化学污染物是导致生物体中

过量 !"#产生的重要根源。那些有氧化还原特性的物质能够通过催化或直接参与生物体内的一些氧化还原
反应，对生物体产生很强的氧化压力［I4］，如铁离子能够催化·"’的产生：

JD* & & " $ !""% JD% & & "% （3）

JD% & & ’%" !""% JD* & & ·"’ & "’ $ （I）
方程（3）和（I）合并既为：

" $
% & ’%" !""% "% & ·"’ & "’ $ （F）

方程（F）只有在合适催化剂存在下（如铁离子）才会发生。·"’ 是一种非常重要的 !"#，它能够与许多
重要的细胞大分子物质发生反应，可能会导致蛋白降解、酶失活、脂质过氧化作用增强、+G-损伤甚至导致细
胞死亡。许多亲脂性有机污染物能够通过渗入膜系统和干扰线粒体 K内质网上的电子传递过程来刺激 !"#
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的产生［!"］。

!# "# 水生生物体内的脂质过氧化作用

脂质过氧化作用已经成功的用作异型物质诱导氧化压力的测定指标［!$，!%］。近年来，人们对金属和有机

污染物（镉、汞、铜、氯化三联苯等）对各种鱼体产生自由基损伤和氧化压力等方面进行了大量研究，结果表明

污染物会导致鱼肝和卵巢内的 &’(含量升高、影响鱼体生长、引起很多组织发生过氧化伤害［!) * !+］。,-./01
等［!2］通过对印度淡水鱼氧化压力的研究认为：氧化压力的各种测定指标都可以用作水体污染监测的生物标

志物。(345等［!6］应用鱼体肌肉和肝脏组织中的过氧化作用（&’(含量）监测石油精炼厂对环境的污染程度。
在环境污染物对双壳类软体动物的影响研究中，人们经常使用 &’(含量作为氧化压力指标来测定生物

标志物对细胞发生自由基伤害的响应情况［78 * 7$］。9:;<-.1 等［7%］研究了金属镉、铜和汞对贻贝 !"#$%&’()’*+,
"-’.)/+,脂质过氧化作用和氧化状态的影响，结果发现在这种贻贝的鳃内存在抗氧化酶保护系统。
!# $# 水生生物和氧化 ’=(损伤

有关这方面的研究包括利用高压液相色谱>电化学方法测定 2>?@/A 及其氧化产物 2>:B:/A 的含量［7)］、
’=(蛋白交联反应［7!］和 ’=(修复效率［77］。=5CD5;:E:等［7+］发现呋喃妥英（一种氧化循环异型物质）使鱼体
内肝细胞中的 2>?@/A含量提高。F:/G5HI0J>(G5J-等［%$］研究表明鱼 01".+, "+."#"体内染色体 ’=(中 2>:B:/A
的含量可以用作测定城镇和工业环境污染所导致的氧化压力的生物标志物。’0 (K;05/- 等［%)］测定了贻贝
23.4" 13.4"消化腺和套膜组织中 2>:B:/A的含量，也认为 2>:B:/A可以作为测定环境污染物造成氧化压力程
度的一个良好的指标。在野外的调查研究中，受污染位点贻贝体内 2>:B:/A的含量比未受污染位点贻贝体内
的 2>:B:/A含量要高，且脂质过氧化作用明显增强［72］。
单细胞凝胶电泳技术（彗星分析）被广泛用于定量测定水生有机体发生的 ’=( 损伤，实验证明这是一种

迅速、敏感的方法。含硝基的芳烃类物质和苯并［-］芘能够通过细胞色素 ,)!8 的催化反应导致贻贝 5%#)*+,
3(+*),和比目鱼（LK-EL5CD）消化腺细胞内的 ’=(链发生断裂［)+，)2，76］。苯并［-］芘、多氯联苯 "$!) 和二氧芑能够
导致欧洲鳗鲡 647+)**" "47+)**"体内红细胞 ’=(链断裂和细胞编程性死亡，这些致癌物质都是通过氧自由基
机制产生影响的［+8，+"］。

在许多国家，都将贻贝用作重金属诱导氧化压力的监测物种，并采用基因毒性、碱性洗提和微核测试等方

式评估这种压力的程度。铜和汞会导致 ’=(单链断裂、提高微核频率，而镉会引起 ’=(损伤［+$］。
!# %# 水生生物体细胞的抗氧化防御系统
水生生物细胞内的抗氧化防御系统在保护机体免受异型物质引发的氧化损伤中起着重要的作用。到目

前为止，有很多关于水生生物体内氧化压力生物标志物的研究。F0H:K5 等［+%］测定了疏浚设备对羊鱼抗氧化
反应和氧化压力的影响；F0H:K5［+)］研究了重金属污染对贻贝鳃和消化腺抗氧化物酶的影响。F:;0G: M FI5J
等［+!］通过移植双壳类（蛤 0/.’8)/+*".)" 1*"4"）的方法来测定西班牙黄铁矿有毒金属溢出物的毒害作用。
N-100/ 等［+7］通过测定类除虫菊酯杀虫剂对淡水鱼抗氧化酶和抗氧化物质的影响，来进行生态风险评估。
’:G3-K等［++］通过测定有机氯杀虫剂硫丹对虹鳟鱼肾上腺皮质细胞氧化压力生物标志物和抗氧化物酶状态的
研究，证实了抗氧化物在维持其肾上腺皮质细胞功能完整性中所起的重要作用。9:;<-.1［7%］等测定了镉、铜
和汞对贻贝鳃中抗氧化酶活性和脂质过氧化作用的影响。O:44D0EE5等［+2］通过测定地中海受痕量金属污染区
域多毛类 0"83**" ,1"**"4-"4)) 的抗氧化防御物质及其对氧自由基的清除能力，证实了抗氧化酶系统在生态毒
理学研究中的重要作用。&-./IJ5:等［+6］指出测定贻贝体内 N?’ 的变化可以用于监测海洋环境的污染状况。
9D0I.H等［28］测定了苯并［-］芘和多氯联苯 "$!) 的混合物对绿嘴贻贝抗氧化酶的影响，一共监测了 "2/，结果
表明特定的抗氧化生物标志物在评估海洋环境复杂污染物的影响程度中起着重要的作用。P-.H 等［2"］通过
体内注射的方式研究了三丁基氯化锡和多环芳烃苯并［-］芘对鱼 038",#),/+, &".&’."#+,肝脏抗氧化防御系统
的影响，结果表明两种有毒有机污染物对鱼体肝脏内的谷胱甘肽转移酶（ANQ）、谷胱甘肽过氧化物酶（A,B）
活性以及谷胱甘肽（AN@）、丙二醛（&’(）含量都产生了不同程度的影响，降低了鱼体对氧化压力的抵抗力，
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因此他们认为抗氧化防御系统可以用在环境污染监测体系中，起到预警作用。

另外，海洋无脊椎动物的抗氧化防御系统也已广泛用作污染监测的指示指标［!"，!#］。$%&&’ 等［!(］通过移
植培养方式研究了淡水双壳类 !"#$ %&’#(&)在不同污染区域的生物反应，他们认为将生物标志物应用到野外
是一种进行环境监测有效的生物监测方法。)%*+,&-.+, 等［!"］测定了黑海海岸带两个区域（一个相对清洁区，
另一个为受污染区域）贻贝 *+%#,&) -.,,$/0$1#"2#.,#)体内的抗氧化物质，结果表明：受污染区域贻贝体内的抗氧
化酶活性高于相对清洁区，所以该海域贻贝体内的抗氧化物酶可以作为环境污染监测的一个附加参数。

/%0.%等［!1］将贻贝移植到地中海西北部受到不同程度污染的位点，通过测定抗氧化防御物质的变化来评估
水体质量。2. 3’456788%--等［!9］将贻贝 340". 1#0#(#)和蛤 5&(#%./4) /6#,#//#".0&’从‘清洁’水域经净化后转移
到香港一个受化学污染的水域中，经过 :(;和 "!;之后，测定这些生物体内鳃和肝胰腺中的几种抗氧化参数。
结果表明：蛤肝胰腺中的过氧化氢酶（$7<）和谷胱甘肽转移酶（)=<）以及贻贝鳃和肝胰腺中的 $7< 与水体
中的有机氯、多氯联苯具有明显的相关性，可以作为香港海岸水域中污染程度的生物标志物。

!> !" 氧化压力的另外一种生物标志物：金属硫蛋白
金属硫蛋白（?<）也广泛地用作水生生物氧化压力的分子生物标志物，尤其是用于有毒金属的污染研究

中［!@］。金属硫蛋白是低分子量、富含半胱氨酸的蛋白质，在哺乳动物、植物和微型生物以及几种海洋无脊椎

动物中都能够通过金属诱导产生。金属硫蛋白是一种金属螯合剂，能够螯合细胞中过量的金属，因此在水生

生物的金属代谢，尤其是在解毒机制中起着重要的作用［!! A BC］。另外，金属硫蛋白还可以净化生物体内的氧自

由基，以消除氧化压力带来的损伤［B:］。

#" 结论
由于自由基反应和 /D=在活有机体的生理过程和环境污染物的毒害机制中起着重要的作用，因此研究

者在这方面开展了广泛的研究并将其应用到野外调查中。近年来，人们将脂类、2E7和蛋白质的氧化损伤以
及对生物体抗氧化物防御系统的影响作为生物标志物广泛地应用到环境污染物的监测中。

生物标志物是如何体现环境污染物对生物体产生的影响及其在环境管理中如何加以广泛应用，是人们关

注的焦点。研究污染物对标准生物标志物的影响，确定其‘正常反应’范围并将各实验室的数据加以比较是

非常重要的。由于生物标志物的反应受到环境因素如温度、盐度［B"］以及生物体自身特点如年龄等的影

响［B#，B(］，因此需要应用多种生物标志物的反应对环境污染物产生的压力进行诊断，从而将污染物对生物生理

上的影响与分子水平的损伤结合起来，并预测相关污染物对生态系统产生的影响。因此有人认为将氧化生物

标志物与其它类型的生物标志物（如肝、基因毒性和血细胞免疫毒性）结合起来应用到大规模水体环境监测

项目中，将会起到非常好的监测效果［B1，B9］。
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