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生物标记物检测在海洋环境污染监测中的应用

刘日先 ,王新红 ,洪华生 ,林建清 ,王克坚
(厦门大学　海洋环境科学教育部重点实验室 ,环境科学研究中心 ,福建　厦门　361005)

摘　要 : 总结了国内外近十几年可应用于海洋环境污染监测常见的生物标记物及其主要的检测方法 ,对各自的
应用特点进行了阐述 ,并展望了其应用的前景。其中对 DNA 损伤的检测作了较为详细的介绍。
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Application of biomarkers in marine environment monitoring
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Abstract : This paper sums up the recent - year application of biomarkers in marine environment motoring and the main detection
methods of them. The features and the future prospects of these biomarkers are also discussed. The introduction of the DNA damage
is the most detailed part in this paper.
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　　随着海洋的不断开发与利用 ,大量污染物

进入海洋 ,因此 ,监测这些污染物 ,并对其进行

风险评估和管理显得十分重要。而风险评估

不能仅仅依靠分析海洋环境中的污染物 ,更重

要的是分析这些污染物对生物体造成的毒性

作用。近十几年来 ,分子和细胞水平上的生物

标记物已经在环境评价中作为污染物暴露和

毒性效应的早期预警工具被广泛使用。本文

将介绍这些生物标记物的基本特征并叙述各

自的应用特点。

1 　DNA 损伤的检测

海洋环境中的一些化学物经生物体代谢

活化后 ,将会导致 DNA 分子的各种损伤 ,包

括 DNA 链的断裂、交联 (DNA 链内、链间或

DNA 和蛋白质之间发生交联) 、DNA 加合物

的形成。因此各种类型的 DNA 损伤可以作

为暴露的生物标记物。

1. 1 　DNA 加合物的检测

DNA 加合物 ,是化学致癌物及其代谢产

物与 DNA 分子碱基共价结合所形成的损伤。

这种加合物一旦逃避了生物细胞的自身修复

系统的修复 ,就可能成为致突变、致癌的最小

因子。DNA 加合物的检测可以作为海洋环境

监测的一个良好的标记物。DNA 加合物的检

测有如下优点 :1)与肿瘤和突变的形成有很好

的相关性 ;2)反应灵敏 ;3) 材料经济。DNA 加

合物的测定方法有 :32 P - 后标记法 ;特定加合
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物的单克隆和多克隆抗体的免疫测定 ; GC/

MS ; HPLC/ 荧光分光光度法等。其中 ,32 P -

后标记法是海洋环境监测中分析 DNA 加合

物最常用的方法[1～3 ] ,最适合于检测大块的

和疏水性的加合物 ,例如多环芳烃或者芳香族

杂环所形成的加合物 ;但测定体积较小的加合

物 ,例如烷化剂产生的加合物 ,则难以得到满

意的效果。

1. 2 　DNA 链断裂的检测

在细胞里 ,DNA 链的断裂是一种常见的

现象。在正常环境中 ,由于热能作用 DNA 会

发生碱基的缺失 ,这种缺失能迅速得到修复 ,

但当这些正在修复的 DNA 分子受到环境中

基因毒性的化学物质或物理因素的损伤时 ,就

会发生 DNA 链的断裂。因此 ,DNA 链的断裂

可以作为生物标记物来监测环境污染。

1. 2. 1 　碱性解旋法检测 DNA 链断裂

碱解旋技术是依据在一定的 p H 值和温

度条件下 , DNA 双链的解旋发生在 DNA 分

子内单链断裂的部位这一性质而建立的 ,该方

法经过不断改进 ,已广泛用于分析海星、鲽、鲑

以及贻贝、牡蛎等的 DNA 完整性[4 ] 。此检测

方法简单可行 ,而且能反映多种遗传毒性物质

对 DNA 的损伤 ,对于评价海洋环境质量有较

好的应用价值。

1. 2. 2 　单细胞微凝胶电泳技术 (SCGE或 SCG)

检测 DNA 链断裂

SCG技术是在碱处理并在碱性条件下电

泳 , DNA 解螺旋且碱变性为单链 ,若细胞

DNA 受损有遇碱不稳定位点和单链断裂则会

出现分子量较小的 DNA 片段。在电场中 ,小

DNA 片段会离开核 DNA 在凝胶分子筛中向

阳极移动 ,形似彗星 ,故称 SCG为彗星实验。

自从 Singh 等[5 ]于 1988 对该方法进行了

改进后 , SCG就以其简便、低耗和可对单个细

胞进行分析等优点迅速在生物 DNA 损伤研

究领域得到广泛应用。近来已有人将此方法

应用于鱼类和无脊椎动物 - 紫贻贝 ,取得了不

同程度的效果[6～8 ] 。结果显示该方法用于检

测目标物质在海洋环境的排放是很有潜力的。

1. 3 　微核测定法检测 DNA 损伤

微核是染色体断裂和纺锤体受损伤的产

物 ,出现在细胞核附近的含 DNA 小体。

Brunetti 等[9 ]在 1988 年首次将该实验用于海

洋无脊椎动物 ,之后 ,有大量研究都检测了双

壳类细胞内的微核 ,如 Paola 等[10 ] 。微核测定

法操作简便 ,所需设备也较为简单。它可以用

于指示海洋环境污染的细胞遗传损伤 (主要是

染色体断裂和仿锤体损伤) 。

2 　金属硫因蛋白 (M T)的生物标记法

M T 主要存在于细胞的胞液之中 ,对二价

金属有极高的亲和力 , 它的一个重要特点是

可在转录水平上被环境中的金属所诱导 ,而且

这种诱导与环境中的 B 族金属浓度有相关

性 , 如 :Ag、Cd、Cu、Hg、Zn , 贻贝体内的 M T

已用来监测海洋环境中的金属污染[11 ] ,但使

用 M T 来估计环境污染中的 Pb、Zn 的暴露是

否可行依然处于探讨中[12 ] 。

应用特点 :用 M T 作为生物标记物可以

反映上述金属的接触剂量和接触效应 ,有研究

表明淋巴细胞 M T 可以视为 Cd 对血液系统

效应的早期指标[13 ] ,但目前 M T 的作为生物

标记物仍存在一些问题 : (1) 如何控制个体之

间基础 M T 的表达差异。(2) 测定 M T 的操

作不太简便。(3)重现性不够理想。(4) 除了

金属 ,尚有许多内外因子都可以诱导金属硫蛋

白 ,对它的机理尚不清楚。

3 　乙酰胆碱酯酶 (AChE)的检测

乙酰胆碱酯酶的抑制与有机磷杀虫药和

氨基甲酸酯类杀虫药的毒性作用密切相关 ,

因此它在血液或组织里的活性已经成为有机

磷和氨基甲酸酯类杀虫药暴露和毒性效应的

生物标记物。一些研究已经成功地将胆碱酯

酶活性的抑制作为鱼类有机磷农药中毒的诊

断工具了[14 ,15 ] 。现在确认 ,20 %以上的 AChE

抑制证明暴露作用的存在 ,50 %以上的 AChE
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抑制表明对生物的生存有危害 , 这对于非急

性毒性检测极其有用。研究表明红细胞

AChE的抑制程度与有机磷农药的中毒症状

的严重性以及接触强度和时间有很好的相关

性。

应用特点 : (1) 在低剂量接触水平 ,AChE

没有明显的抑制 ,因而不能反映低剂量接触水

平。(2)除了这些杀虫药 ,一些其他的污染物

包括 Hg 也能引起胆碱酯酶的抑制。(3) 由于

种属和各组织存在内在的差异 ,这就更要求在

实验室或现场的评估中采样和样品处理需要

相同的条件和时间下进行。 ( 4 ) 有实验表

明[16 ] ,水温的升高能增加贻贝对杀虫药的敏

感性。此外 ,由于被磷酰化的 AChE 活性能被

亲质子剂再次激活 ,因此 ,再激活技术的成功

使用能够协助区分胆碱酯酶是自然还是杀虫

药介导的改变 ,从而能使胆碱酯酶在生物监测

中发挥更大的作用。

4 　细胞色素 P450 系统的检测

细胞色素 P450 ( CYP450) 是微粒体混合

功能氧化酶系中最重要的一族氧化酶 , 其中

细胞色素 P4501A ( CYP1A) 亚基因族的底物

以环境致癌物为主 ,如 : 多氯联苯和多环芳

烃 ;7 - 乙氧基异吩唑酮 - 脱乙基酶 ( EROD)

的活性或 CYP1A 蛋白水平与环境中 CYP1A

诱导物如 PAH 或多氯联苯的水平密切相关。

在近几年 ,细胞色素 P450 系统的检测在许多

海洋环境监测项目中已经被广泛地作为暴露

标记物[17～19 ] ,发挥着越来越重要的作用。

应用特点 : (1) 在自然环境中很难期望总

能得到上述致癌物浓度与 CYP1A 蛋白水平

的剂量 - 反应线性关系 ,因为在这些环境中 ,

CYP1A 的诱导物和抑制物是同时存在并同时

起作用的[20 ] 。(2)其他的因素如温度、季节变

化和性激素也会影响到 CYP1A 系统在鱼体

内的反应[21 ] 。(3) 用细胞色素 P450 系统诱

导这种分子水平上的反应可以给出污染水平

的综合效应 ,包括生物的可利用性 ,生物物质

与污染物的相互作用 ,毒物之间的相互作用 ,

机体的防御反应等。这对于反映海洋环境质

量具有重要意义。(4) 与一般参数不同 ,体内

P450 系统增高不仅证明污染的存在。而且还

表明体内解毒机制的破坏 ,从而确切地指出对

机体的早期影响的存在。(5) P450 系统活性

偏高还反映出化学物的代谢增加并有可能活

化了致癌物质 ,这些结果将对海洋环境中污染

物的早期影响的判断提供重要信息。

5 　抗氧化防御系统的生物标记法

抗氧化防御系统是动物体内重要的活性

氧介质 (ROI)清除系统 ,主要包括酶性清除剂

抗氧化酶以及小分子抗氧化剂。超氧化物歧

化酶 (SOD) 是生物体内唯一一种以自由基为

底物的酶 ,其作用底物为 O2 - ,可催化 O2 - 发

生歧化反应生成 H2O2 ,是动物体内重要的抗

氧化酶。还原型谷胱甘肽 ( GSH) 是动物体内

重要的水溶性抗氧化剂 ,它既可作为谷胱甘肽

过氧化物酶 ( GPx) 和谷胱甘肽硫转移酶

( GST)的底物 ,通过这两种酶起解毒作用 ,又

可直接与动物体内的亲电化合物结合起解毒

作用 ,因此 ,在动物体内的解毒代谢中起着极

其重要的作用。抗氧化防御系统的一个重要

特征是其活性或含量可由于污染的胁迫而发

生改变 ,因而 SOD 活性和 GSH 含量的变化可

间接反映环境中氧化污染的存在 ,可作为环境

污染胁迫的指标。

应用特点 : 一些毒理实验研究虽然可以

得到环境胁迫后抗氧化系统中抗氧化酶的显

著改变 ,但它们的改变却很难得到良好的剂量

———反应线性关系[22 ] 。由于近年来海洋污染

日益严重 ,而且许多污染物具有氧化还原循环

活性 ,国外关于氧化胁迫下海洋动物抗氧化防

御系统的研究正在成为毒理学研究新的热点。

6 　与组织损伤相关的非特异性酶的检

测
在海洋生物中 ,许多非特异性酶的活性可
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以作为监测环境污染的标记物。谷丙转氨酶

( GPT)在生物体蛋白质代谢中起着重要作用 ,

当海洋中的 Cd、Cu、Pb、Hg 等金属浓度增加

时 ,可以引起海洋动物体内 GPT 的变化 ,例如

在菲律宾蛤仔腮里可检出降低。因此 GPT 可

做为一般的环境压力生物标记物。A TPase 是

生物体内重要的酶 ,存在于所有细胞中 ,广泛

分布于细胞膜上。它与氧化磷酸化、离子转

运、神经冲动传递等生理生化活动密切相关。

在研究氯化烃农药的作用机制时 ,人们发现

DD T 对 Na + , K+ —A TPase , Mg2 + —A TPase

有抑制作用 ,并因此对多种污染物与生物体

A TPase 的关系作更广泛的研究 ,已发现多种

水生生物包括鱼、龟、乌贼以及鱼的多种组织 ,

如鳃、肾、脑的多种 A TPase 对不同污染物均

有反应 ,都有一定的剂量/ 效应关系的存在。

Stagg 等人实验显示了 Na + , K+ - A TP 酶在

比目鱼的腮中的活性可以评测污染物对海洋

生物的副效应[23 ,24 ] 。

应用特点 : (1)对于 Cd 和 Pb ,软体组织和

腮的 GPT 可以作为标记物 ,但对于 Cu ,只有

腮可以用作标记物[25 ] 。(2) 一些研究表明 ,海

洋动物的各种组织对上述金属的反应是不一

致的 ,有的 GPT 会受到抑制 ,而有的却出现

GPT 诱导现象[26 ,27 ] 。(3) 这些酶的应用也需

要注意其季节和自然的变化[28 ,29 ] ,以区别于

污染引起的变化。(4) 虽然毒物对 A TPase 作

用的研究已进行了三十年 ,由于多种类型的水

污染物对 A TPase 有显著的影响 ,因此 ,从分

子生态毒理学的角度来看 ,A TPase 至今仍是

一项评价污染压力的参数。

7 　溶酶体和过氧化物酶体的检测

当生物体内的污染累积到一定程度 ,细胞

会产生相应的代谢反应和毒性反应 ,此时细胞

内的反应就可以作为环境监测中暴露和效应

的生物标记物。溶酶体的变化和过氧化物酶

体增生就是此类细胞生物标记物的例子。

溶酶体膜的不稳定可被用作环境胁迫的

标记物 ,而对溶酶体体积的简单计算却是一般

环境胁迫综合作用的一个良好的指标[30 ] 。当

不同的污染因素包括有机的、金属的污染物和

一些自然环境的改变 (温度、盐度、食物的改变

等)出现时 ,溶酶体就会发生变化。而估计溶

酶体的大小可使用自动图象分析系统[31 ] ,它

已经成为评价环境污染对水生物影响的一种

敏感、精确、快速的技术。在奥斯陆和巴黎共

同开发的联合评价监测项目中它也被推荐用

作生物效应的评估[32 ]指标。此外 ,过氧化物

酶体增生也已作为有机污染物如多环芳烃污

染的特殊标记物[33 ,30 ] ,其主要依靠自动图象

分析系统进行分析。

应用特点 : (1) 在一些研究中 ,正常溶酶

体和过氧化物酶体有明显底季节变化[34～37 ] 。

(2)研究表明溶酶体膜的不稳定性作为生物标

记物在指示海洋环境中的化学物污染中具有

灵敏度高的特点 ,但却不具有特异性[11 ] 。

8 　性畸变 ( Imposex)的检测

所谓的性畸变就是一种性别的生物上出

现了另一种性别的特征 ,是由于环境激素的作

用而导致生物的变化。在海洋环境中普遍存

在有机锡污染 ,三丁基锡 ( TB T)是环境中一种

很强的雄性激素性质的组分 ,在世界范围内 ,

多于 128 种海洋腹足动物发现了雌性动物出

现雄性特征[38 ] ,而这些动物都对 TB T 污染具

有敏感性。在一些严重事件中 , 性畸变可以

导致不孕和/ 或早熟雌性生物的死亡。在一些

研究中 ,荔枝螺的性畸变就被逐渐发展成为监

测 TB T 的标记物[39 ] 。另外在雄性鱼中卵黄

蛋白原的检测也是一种监测化学物质对内分

泌干扰的暴露生物标记物[40 ] 。

使用性畸变作为生物标记物应注意以下

几点 : (1) 性畸变存在的同时还有可能受到

动物内分泌系统的干扰。(2) Evans 等人做过

实验结果 :12 %未接触过 TB T 的雌性荔枝螺

会产生性畸变。他们分析这可能暗示着一些

自然因素也会诱导性畸变的出现[39 ] 。(3) 要
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注意种类的选择 ,并不是所有种类都适合把性

畸变作为生物标记物。Nicholson 等人曾经证

明 :峨螺的性畸变与有机锡污染不相关 ,虽然

它们的组织里含有高浓度的有机锡 ,但它们并

不发生性畸变[41 ] 。

在环保观念日益增强的今天 ,海洋环境的

评价始终都将是一个热点问题 ,而生物标记物

研究是它的核心。上述生物标记物检测方法

都是监测海洋环境污染较为常用的指标 ,各有

优点和不足 ,只有对它们作进一步深入的研

究 ,完善优点 ,弥补缺点 ,根据各自地区的实际

情况和研究实力 ,把它们联合应用 ,才能最大

限度地发挥每一种方法的作用 ,为海洋环境评

价和污染物的风险评估提供有力的支持 ,并为

海洋环境保护作出贡献 ,造福人类。
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