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摘要: 大量流行病学研究和体内、体外检测分析表明ꎬ长期低剂量接触农药可以导致人体细胞和分子损伤ꎬ诱导细胞凋亡ꎮ 农

药致细胞及 DNA 损伤的机制主要与 DNA 加合物的形成、DNA 单链和/或双链的断裂有关ꎮ 此外ꎬ氧化应激参与农药致细胞

及 DNA 损伤的过程ꎬ可能成为农药致细胞及 DNA 损伤的促发因素ꎮ 从总体上看ꎬ其具体分子机制还不十分清楚ꎬ有待进一

步研究ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: The cytotoxicity and genotoxicity in human cells induced by chronic exposure of pesticides have been

confirmed, proved by the epidemiologic studies and many alternative test methods in vivo and in vitro. The forma￣
� tion of DNA adduct and DNA single and/or double strand breakage are the main forms of DNA damage. In addi￣

tion, oxidative stress plays an important role and may be a promoting factor in the mechanism of pesticide￣induced

cytotoxicity and genotoxicity in human cells. Overall, the specific molecular mechanism of pesticide is not entirely

clear at present and further researches are needed to be done.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: pesticide; cytotoxicity; genotoxicity; oxidative stress

　 　 农药的广泛应用给现代社会ꎬ尤其是发展中国

家带来了革命性的益处ꎮ 首先ꎬ农药在预防、消灭和

控制农作物虫害ꎬ保证充足、优质的粮食生产做出了

巨大的贡献ꎻ其次ꎬ农药在防治和控制流行性疾病中

也发挥了重大作用[1]ꎮ 但是ꎬ农药的广泛使用也带

来了许多负面影响ꎬ有关研究及流行病学调查阐明

了农药残留对人体各系统的危害ꎬ如致癌性[2￣5] 等ꎮ
除了农药急性中毒能够引起明显的临床症状外ꎬ长
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期、低剂量的农药进入人体后ꎬ可能使 DNA 的功能

及结构发生变化ꎬ进而诱导基因突变ꎬ并可能成为肿

瘤发生、发展的原因之一[6]ꎮ 因此ꎬ农药与细胞及

DNA 之间相互作用的机制探讨已成为目前研究热

点ꎮ 本文就近年来常见的有机磷、有机氯、拟除虫菊

酯等农药引起细胞及 DNA 损伤的机制研究进行总

结ꎬ以期为进一步探讨如何避免或减少农药对人体

损害的科学研究提供可能的干预靶点和启发ꎮ

１　 细胞 ＤＮＡ 损伤与农药的相关性(Ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ
ｏｆ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ａｎｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ)

DNA 损伤是指 DNA 分子结构的异常改变ꎬ具
体可表现为:点突变、缺失、插入、倒位或转位以及

DNA 链断裂ꎮ 引起 DNA 损伤的常见原因有物理、
化学因素和 DNA 自发性损伤ꎮ 其中ꎬ常见的引起

DNA 损伤的化学制剂有:碱基类似物、脱氨剂、烷化

剂、大型加合物、插入剂、交联剂等ꎮ 当细胞内发生

DNA 损伤时ꎬ细胞会启动一系列修复机制ꎬ主要包

括切除修复、直接修复、错配修复、交联修复、双链断

裂修复、重组修复等ꎮ
近年来ꎬ国内外不少研究提出并证实了农药对

人类及动植物均存在确切的细胞及分子毒性[7￣8]ꎮ
Nakadai 等[9]提出有机磷农药毒死蜱可诱发人单核

细胞发生凋亡ꎬRamos￣Chavez 等[10]研究证明了苄氯

菊酯/丙烯菊酯混合物对人外周血淋巴细胞具有明

显的细胞毒性ꎮ Hreljac 等[11]通过研究有机磷农药

对人类肝癌 HepG2 细胞 DNA 的作用时指出ꎬ对硫

磷、甲基对硫磷能上调 DNA 损伤反应性基因 p53,

p21, GADD45αꎬMDM2 的 mRNA 表达ꎬ最终导致细

胞凋亡ꎮ 也有人群调查研究显示[12]ꎬ在肺癌高发

区———泰国上北部居住的肺癌患者中ꎬ影响 TP53

基因突变的危险因素之一是农药暴露ꎮ

２　 农药致细胞 ＤＮＡ 损伤的检测方法 (Ｔｈｅ ｔｅｓｔ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ)

农药可通过真皮吸收、呼吸道吸入、消化道摄入

等途径进入体内ꎮ 其中ꎬ皮肤被认为是农药暴露量

最大的器官ꎬ这其中最典型的例子当属农民在田地、
果园里喷洒农药时ꎬ可经皮吸收相当数量的农药ꎮ
此外ꎬ农民在混配、分装农药ꎬ或洗刷农药喷洒器械、
容具时ꎬ也同样避免不了这种长期、低剂量的农药暴

露[13]ꎮ 农药标记物的生物监测通常可通过采集尿

液、血液、汗液中的农药代谢产物ꎬ测定血清酶活性ꎬ
以及基因表达改变等方法进行ꎮ 早期生物效应的监

测方法包括评估蛋白或 DNA 加合物的形成、酶活

性改变、微核(micronuclei, MN)的形成、染色体畸变

(chromosomal aberrations, CA)、姐妹染色单体交换的

频率(sister chromatid exchanges, SCE)和彗星形成水

平(彗星试验)
[14]ꎮ 其中ꎬ彗星试验ꎬ也可称单细胞凝

胶电泳试验(single cell gel electrophoresis, SCGE 试

验)ꎬ能够简单、快速且敏感地检测到细胞内 DNA 单

链和/或双链断裂ꎮ 其原理大致为:当细胞核内

DNA 解开超螺旋后ꎬ在电泳电场作用下ꎬ染色体

DNA 移位ꎬ断裂碎片离开细胞核向阳极迁移ꎬ形成

彗星图像[15]ꎮ 同时ꎬ农药致 DNA 加合物的形成ꎬ还
可通过紫外光谱、荧光光谱、免疫分析、32

P￣后标记、
核磁共振、序列分析、碱洗脱法等方法来检测ꎻ另外ꎬ
红外色谱、圆二色谱、共振光散射和拉曼光谱法也可

用来有效地检测 DNA 微观结构的变化[16￣17]ꎮ 此外ꎬ
农药的细胞毒性检测还可采用 MTT 比色法、乳酸

脱氢酶(LDH)释放试验、细胞增殖度法来实现[18￣19]ꎬ
其中 MTT 比色法主要是通过评估线粒体代谢功能

来检测细胞毒性ꎬ而 LDH 释放试验是通过评估细胞

膜的完整性来实现[18]ꎮ

３　 农药致 ＤＮＡ 损伤的形式(Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆｏｒｍｓ ｏｆ
ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ)
３.１　 农药与细胞 ＤＮＡ 发生加成反应

DNA 加合物ꎬ是指外源或内源性的亲电子性化

合物或其代谢产物与亲核性的 DNA 碱基发生反应

而生成的共价加合物ꎬ是 DNA 损伤的一类重要形

式ꎮ 邵华等[20]采用紫外光谱移动法测定马拉硫磷、
呋喃丹、氯氰菊酯两两混合后与小牛胸腺 DNA(ctD￣
NA)相互作用ꎬ发现混合农药可加合到 ctDNA 的亲

核位点中ꎬ研究结果显示ꎬ这些农药可通过形成

DNA 加合物的形式产生诱变作用ꎬ最终对有机体的

DNA 产生化学损伤ꎮ 孙英等[21]利用紫外光谱法研

究 3 种氨基甲酸酯类农药乙霉威、甲萘威、克百威对

ctDNA 的损伤ꎮ 另外ꎬ刘伟等[22] 探讨了氰戊菊酯、
马拉硫磷、毒死蜱与 ctDNA 相互作用ꎬ结果均表明ꎬ
农药中的活性分子可能嵌插进 ctDNA 的碱基对之

间ꎬ或与 DNA 的磷酸基团发生静电结合ꎬ从而改变

了 DNA 的空间构象ꎬ使得一些具有紫外吸收的官

能团发生变化ꎬ导致 DNA 特征性紫外最大吸收波

长段的位移ꎮ Kashanian 等[23]通过紫外吸收光谱法、
圆二色谱法、荧光光谱法、电化学技术等对二嗪农与

DNA 相互作用进行研究ꎬ结果发现二嗪农可以显著

诱导 DNA 螺旋构象的变化ꎬ并可在 DNA 双螺旋的
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大沟中与 DNA 发生作用ꎬ并且二嗪农可直接绑定

到 DNA 表面ꎬ而不是与 DNA 发生嵌插作用ꎮ 然

而ꎬHedli 等[24]采用32
P￣后标记法探测有机氯农药毒

杀芬对小鼠 DNA 的相互作用ꎬ结果显示ꎬ没有 DNA

加合物的形成ꎬ农药对 DNA 的损伤可能还存在其

他形式ꎮ
综上所述ꎬ一些农药在导致细胞 DNA 损伤的

过程中ꎬ确实有 DNA 加合物的形成ꎬ有的是嵌插入

DNA 碱基对之间ꎬ有的是作用于 DNA 双螺旋的大

沟影响双螺旋构象ꎬ有的是直接共价绑定到 DNA

表面ꎮ 但是ꎬ并不是所有农药都是通过加合物的形

式损伤 DNA 的ꎬ还有另外的损伤形式存在ꎮ
３.２　 农药导致细胞 ＤＮＡ 发生单链和 /或双链断裂

彗星试验能够简单快速且敏感地检测到 DNA

单链和/或双链断裂ꎮ Suman 等[25]通过彗星试验发

现氯氰菊酯在低浓度(半数致死浓度 LC50的 1/10)的

情况下就可导致 DNA 单链断裂ꎬ并且随着浓度的

增加ꎬDNA 损伤的程度也随之加重ꎮ 另外ꎬ在低暴

露浓度时ꎬ可观察到染色体畸变的存在ꎬ通过核型分

析显示有染色体断裂和随体联合ꎮ 同时ꎬOjha 等[26]

除了发现有机磷农药毒死蜱、甲基对硫磷、马拉硫磷

可造成 DNA 单链和双链的断裂外ꎬ还通过荧光发

射实验证明了这 3 种农药还可通过 DNA￣蛋白交联

的形式致 DNA 损伤ꎮ Zhao 等[27]采用彗星试验研究

久效磷与鲫鱼外周血红细胞 DNA 作用机制时发现

农药以 DNA 单链和双链断裂以及碱不稳定性位点

的形式广泛损伤 DNAꎮ 其中ꎬ单链断裂是主要的损

伤形式ꎮ 另外ꎬ对氧磷致人唾液腺细胞 DNA 损

伤[18]、溴氰菊酯对神经母细胞瘤细胞 DNA 损伤形

式[28]同样也是使 DNA 链发生断裂ꎮ Hossain 等[28]还

发现ꎬ一开始 DNA 断裂碎片的形成是由溴氰菊酯

与钠离子通道的相互作用和由此产生的钙内流引起

的ꎬ最终导致细胞凋亡ꎮ
综上ꎬDNA 单链和/或双链的断裂也是很多农

药致细胞 DNA 损伤的重要机制ꎮ 然而ꎬ农药致

DNA 损伤的具体过程是什么? 是直接导致 DNA 链

断裂还是通过一些中间物质来促发损伤效应? 针对

这一问题ꎬ目前许多研究都发现了氧化应激是农药

致细胞损伤的一个重要环节ꎮ 但不同的研究也存在

不少争议ꎬ如下文所述ꎮ

４　 氧化应激参与细胞 ＤＮＡ 损伤(Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ)

正常情况下ꎬ机体内氧化和抗氧化作用处于动

态平衡状态ꎮ 当两者作用失衡ꎬ机体产生过量活性

氧族(reactive oxygen species, ROS)或清除 ROS 的能

力下降时ꎬ机体会发生氧化应激 (oxidative stress,

OS)ꎮ ROS 主要包括超氧阴离子 (􀅰O
￣
2 )、羟自由基

(􀅰OH)和过氧化氢(H2 O2 )等ꎮ 机体存在 2 类抗氧化

系统ꎬ一类是酶抗氧化系统ꎬ包括超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶 (CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH￣Px)等ꎻ另一类是非酶抗氧化系统ꎬ包括维生素

C、维生素 E、谷胱甘肽、褪黑素、α￣硫辛酸、类胡萝卜

素、微量元素铜、锌、硒等ꎮ 当机体处于氧化应激状

态时ꎬ组织细胞内相对过量的 ROS 可造成细胞内重

要的大分子ꎬ如脂质、蛋白质、DNA 的损伤ꎬ进而导

致细胞凋亡[29￣30]ꎮ
这一应激反应同样在农药与细胞相互作用的过

程中出现ꎮ Lu 等[31]发现 5 种有机磷农药(乙酰甲胺

磷、甲胺磷、氯胺磷、马拉硫磷、马拉氧磷)可显著降

低细胞的存活率ꎬ在细胞 DNA 损伤的同时ꎬ细胞内

ROS 和脂质过氧化作用产物丙二醛(MDA)水平显

著升高ꎬSOD、CAT、谷胱甘肽(GSH)的活性降低ꎬ因
此提出氧化应激是农药致细胞损伤的始发事件ꎮ 类

似的实验结果也可见于杀螟硫磷与血细胞[32]ꎬ甲基

对硫磷、对硫磷与人肝癌细胞之间的相互作用[33]ꎮ
Chen 等[34]还发现ꎬROS 的大量产生和 Bcl￣2 基因的

表达改变是有机氯农药五氯苯酚及代谢产物四氯氰

醌具有细胞毒性及致癌性的主要分子机制ꎮ
除了上述利用检测 ROS、氧化代谢产物及相关

酶活性来评估氧化应激对农药致细胞 DNA 的损伤

的方法外ꎬ通过检测 ROS 基因 gss, gstm2, gstt2 和

� sod2 等的上调ꎬ同样可以判断在农药暴露期间生物

� 氧化应激的存在[18]ꎮ 也有研究者检测了 β 脂肪酸

氧化、线粒体呼吸链和 ATP 合成的相关基因ꎬ它们

的显著上调同样可作为细胞内氧化应激的证据[35]ꎮ
此外ꎬ通过研究抗氧化剂对农药致细胞 DNA

损伤的保护作用ꎬ可进一步验证氧化应激的效应ꎮ
El￣Gohary 等[36]发现ꎬ溴氰菊酯是通过氧化产物一氧

化氮(NO)来诱导大鼠睾丸细胞凋亡的ꎬ并且一氧化

氮合成酶抑制剂(NOS)可显著减轻细胞凋亡ꎬ从而

验证了氧化损伤的观点ꎮ 在研究乐果对 DNA 损伤

及其氧化机制的基础上ꎬBen 等[37]发现硒和维生素

E 能够有效减轻农药引起的毒性效应ꎬ提示了硒和

维生素 E 作为潜在的抗氧化剂可起到对 DNA 损伤

的保护作用ꎮ Hsu 等[38] 研究磷化氢诱导 ROS 致大

鼠脑、肺、肝细胞氧化损伤的研究中发现褪黑素能够
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几乎完全阻断这种氧化损伤效应ꎮ
以上各研究者在氧化应激致细胞 DNA 损伤这

一问题上形成了较为一致的观点ꎮ 但是ꎬ关于农药

致细胞 DNA 损伤是否可逆、农药的暴露浓度和暴

露时间这几个问题上ꎬ不同的研究者却有着不同的

结论ꎮ Marques 等[39]在发现草甘膦对细胞 DNA 损

伤的基础上ꎬ得出氧化损伤是农药致 DNA 损伤的

重要机制ꎬ并且在农药暴露后期可观察到 DNA 完

整性恢复到暴露初期水平ꎬ说明草甘膦所致 DNA

损伤是暂时、可逆的ꎬ细胞内存在 DNA 氧化损伤的

修复机制ꎮ 然而ꎬ针对草甘膦所致 DNA 损伤是否

可逆这一问题ꎬ Guilherme 等[40]进行了更为具体的

实验ꎮ 他们按照草甘膦暴露浓度的高低把鱼的肝细

胞进行分组ꎬ结果显示ꎬ农药暴露后 1 d 时ꎬ高、低浓

度 2 组细胞都发现了 DNA 链断裂ꎬ而在 3 dꎬ低浓

度组细胞 DNA 损伤恢复ꎬ而高浓度组细胞 DNA 损

伤不但不可逆ꎬ反而会随着时间推移而加重ꎬ这表

明ꎬ农药暴露浓度也是致 DNA 损伤的一个重要因

素ꎮ 然而关于暴露浓度ꎬMoore 等[41]在研究马拉硫

磷对人肝癌细胞的作用时发现ꎬ不同浓度的农药可

产生截然不同的生物效应:低剂量马拉硫磷促有丝

分裂ꎬ而高剂量马拉硫磷致细胞毒性、DNA 损伤ꎮ
Guilherme 等[40] 还对氧化应激对 DNA 损伤的

作用进一步探讨ꎬ发现同一高暴露浓度组在暴露 1 d

后未发现氧化损伤的证据ꎬ而在暴露第 3 天可检测

到 DNA 氧化嘌呤存在ꎬ这表明氧化应激与短时间

农药暴露引起的 DNA 损伤并不相关ꎬ而在农药暴

露的后期ꎬ氧化应激才扮演重要的角色ꎮ 因此ꎬ我们

可以推断在暴露时间的不同阶段ꎬDNA 损伤的机制

是不同的ꎮ 然而ꎬ有趣的是ꎬZhao 等[27]在探讨久效

磷对金鱼 DNA 损伤机制时ꎬ通过检测农药暴露后

不同时间点(24 hꎬ48 hꎬ96 h 和 168 h)的 DNA 损伤

程度、MDA 浓度、SOD 及 GSH￣Px 活性得出:DNA

损伤在 48 h 达到高峰ꎬROS、GSH￣Px 活性分别在

48 h和 96 h 达到高峰ꎬSOD 在各时间点与对照组无

显著差异ꎮ 结果表明ꎬDNA 损伤程度的变化趋势与

丙二醛浓度的变化趋势呈正相关ꎬ而与 GSH￣Px 活

性的变化趋势呈负相关ꎬ提示久效磷暴露初期 ROS

的过量积聚是导致 DNA 损伤的重要机制ꎬ而农药

暴露后期有效的 ROS 清除和 DNA 修复是 DNA 损

伤恢复的重要原因ꎬ这一结论显然与 Guilherme

等[40]的观点截然不同ꎮ
综上所述ꎬ氧化应激参与农药导致的细胞 DNA

损伤的过程ꎬ并扮演着重要的角色ꎬ氧化应激不仅能

促进农药对细胞 DNA 的损伤ꎬ还可能成为农药毒

性效应的促发事件ꎮ 然而ꎬ对于不同暴露浓度引起

的生物效应差异ꎬ以及不同暴露阶段 ROS 的作用差

异的问题ꎬ笔者认为ꎬ这可能与不同种类的农药ꎬ其
活性分子作用机理存在差异有关ꎻ也可能跟不同研

究对象ꎬ其细胞对农药的耐受性和反应性不同有关ꎮ
当然ꎬ这不能仅仅停留于猜想ꎬ仍然需要更加详尽确

切的研究进一步阐明具体机制ꎮ

５　 农药导致细胞凋亡(Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ)

细胞凋亡指机体为维持内环境稳定ꎬ由基因控

制的细胞自主的有序的死亡ꎮ 细胞凋亡与细胞坏死

不同ꎬ细胞凋亡不是一件被动的过程ꎬ而是主动过

程ꎬ它涉及一系列基因的激活、表达以及调控等的作

用ꎬ它并不是病理条件下ꎬ自体损伤的一种现象ꎬ而
是为更好地适应生存环境而主动争取的一种死亡过

程ꎮ 许多研究表明ꎬ农药所致的细胞毒性结果便是

细胞凋亡ꎮ
Saleh 等[42]在比较对氧磷和对硫磷细胞毒性的

实验中发现ꎬ对氧磷在低于半抑制浓度的时候就可

诱导显著的细胞凋亡ꎬ而对硫磷却没有明显的致凋

亡效应ꎮ Nakada 等[9]研究证明毒死蜱是通过激活细

胞内细胞凋亡蛋白酶￣3 来促进细胞凋亡的ꎮ Hreljac

等[11]发现 3 种有机磷农药甲基对硫磷、甲基对氧磷、
甲氟磷中ꎬ只有前两者具有细胞毒性ꎬ而甲氟磷具有

促有丝分裂活性ꎮ Ahmed 等[43] 在研究甲拌磷对人

外周血单核细胞的 DNA 损伤及其相关机制的基础

上进一步实验观察到ꎬ随着农药暴露浓度的增加ꎬ胞
浆内细胞色素 C 也增加ꎬ因此研究者提出ꎬ甲拌磷

导致凋亡机制是通过线粒体细胞色素 C 释放途径ꎻ
另外ꎬ研究者还发现ꎬN￣乙酰半胱氨酸和姜黄素可

以作为抗氧化剂ꎬ明显减少农药引起的细胞凋亡ꎬ这
进一步说明ꎬ甲拌磷是通过氧化应激诱导线粒体细

胞色素 C 的释放而导致细胞凋亡的ꎮ 除了线粒体

途径ꎬ Vaithinathan 等[44] 通 过 原 位 末 端 标 记 法

(TUNEL 标记法)检测细胞凋亡ꎬ并观察到甲基滴滴

涕可同时通过线粒体途径和 Fas 途径ꎬ启动一系列

酶联反应ꎬ最终导致细胞凋亡ꎮ Jin 等[35]通过检测凋

亡相关基因 p53, Apaf1 和 Cas3 的上调ꎬBcl2/Bax 表

达率的下降ꎬ同样证明了氯氰菊酯致细胞凋亡效应ꎮ
然而ꎬ并不是所有的农药都具有细胞毒性和分

子毒性ꎬ有些农药不但没有细胞毒性ꎬ反而可促进细
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胞的增殖活动ꎬ甚至具有诱发肿瘤形成的潜力ꎮ
Benford 等[45]探讨了常见有机磷农药敌敌畏与小鼠

前胃上皮细胞的相互作用ꎬ发现敌敌畏可诱发 DNA

的复制合成ꎬ并可使前胃组织增生ꎬ这表明敌敌畏的

毒性效应是加强细胞增殖ꎬ而不是细胞毒性和基因

毒性ꎮ Kolaja 等[46]研究发现ꎬ有机氯农药异狄氏剂

可以显著并选择性地促进小鼠和大鼠肝小叶中心区

肝细胞的 DNA 合成ꎬ提示异狄氏剂促分裂机制的

存在ꎬ并具有诱发肝癌发生的潜力ꎮ 如前文所述ꎬ甲
氟磷、低剂量马拉硫磷也具有促有丝分裂活性[11, 41]ꎬ
可促进细胞增殖ꎮ

６　 结语

总体上看ꎬ农药致细胞 DNA 损伤的证据确凿ꎬ
损伤的形式多见于 DNA 加合物的形成和 DNA 单

链或双链断裂ꎬ并且氧化应激是促发农药致细胞

DNA 损伤的重要因素ꎬ细胞损伤的结局以凋亡为

主ꎮ 然而ꎬ目前不同种类的农药致细胞 DNA 损伤

的具体过程和分子机制还不十分清楚ꎬ仍有待进一

步研究阐明ꎮ

通讯作者简介:张积仁(1955￣)ꎬ男ꎬ博士ꎬ教授ꎬ主任医师ꎬ研

究方向为肿瘤个体化靶向综合治疗及慢病预防医疗ꎮ
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