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　　生物标志物 (Biomarker)可以反映机体接触外来化学物

后出现的细胞、生物化学或分子生物学改变 ,或个体对外来

因素产生反应的易感性 ,因此 ,生物标志物作为指标具有早

期预警作用 ,在生态毒理学、环境毒理学及流行病学研究中

都受到极大的重视[1—6 ]。生物标志物被用于污染物影响的

早期检测时具有极大优势 ,它们的建立依赖于对污染物致毒

机理的揭示 ,随着对污染物作用机理研究的深入 ,建立并采

用的生物标志物越来越多 ,污染物的多样性及生物结构的复

杂性也决定了生物标志物种类繁多、性质各异。虽然生物标

志物的应用已经受到广泛关注并且显示出极大的优越性 ,然

而仍有很大的局限性 ,当生物标志物用于污染物的危害性预

测时 ,如何将污染物引起生物标志物的改变与具有的危害相

关联是尤为受到关注的问题。

将单项的指标按一定规律组合从而得到组合指标 ,用这

些静态的参数组合成为反映生物动态过程的系列化指标 ,将

它们所反映的污染物的作用与可能引起的疾病相关联 ,根据

这种设想 ,本文提出组合生物标志物 ( Integrated biomarker)的

概念 :用特定的细胞学过程将多项生物标志物组合 ,而通过

这个过程作为纽带 ,将生物标志物与生物学效应相关联 ,使

生物标志物更准确、客观、全面地预测污染物可能产生的最

终效应或可能对人引起的疾病 ,这样将可以最大限度体现生

物标志物的预测价值。建立与细胞凋亡相关的组合生物标

志物的分子基础及用微囊藻毒素作为模式物进行的探索性

研究是本文重点阐述的内容。

1　细胞凋亡的分子调节机制

细胞增殖、分化、死亡是细胞经历的基本过程。细胞凋

亡是多细胞有机体为调控机体发育和维护内环境稳定而由

基因控制的细胞主动死亡过程 ,是细胞内在的决定动物发育

和组织平衡的一个重要机制 ,是维持生物正常生理过程和功

能活动所必须的 ,细胞凋亡是多细胞生物生命活动过程中不

可缺少的组成内容 ,贯穿于全部生命周期中 ,无论是低等还

是高等动物都是如此。

111　参与凋亡调控的基因　细胞的死亡像生存一样受基因

控制 ,凋亡是基因活动引起级联反应的结果 ,有多种基因参

与凋亡过程的起始和执行。目前研究较为深入和公认的是

Bcl22基因与凋亡的关系 [7 ]。Bcl22基因的表达是凋亡的重要

调节因素 ,而且有些其他基因对凋亡的影响正是通过对 Bcl2
2基因表达的调控来实现的 ,哺乳动物 Bcl22家族分为抗凋

亡和促凋亡两类 ,分别以 Bcl22和 Bax为主要代表 ,二者蛋白

产物水平的高低与凋亡调控直接相关 ,Bax增高 ,促进凋亡 ,

Bcl22 增高 ,抑制凋亡。Bcl22 与 Bax对凋亡的调节作用主
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要表现在对凋亡执行过程的调节。p53是一个重要的抑癌基

因 ,在细胞凋亡调控中也具有十分重要的作用 [8 ]。p53基因

产物可对多种下游基因包括 Bcl22家族起调节作用。

112　凋亡信号转导通路 　从凋亡起始期到凋亡效应期 ,涉

及到多种信号转导通路、胞间通讯和第二信使 ,不同通路的

作用形式不同 ,而且通路间存在着错综复杂的关系 ,决定细

胞生或死的是多种信号的综合作用。神经酰胺途径 (CE)的

信号可引起 ICE家族蛋白酶激活而诱导凋亡 ,Ca2 +作为凋亡

的信号分子是通过改变线粒体的膜电位而触发凋亡。MAPK

(Mitogen2activated protein kinase) 家族的由生长因子激活的

ERK途径和应激因素激活的 JNK、p38信号途径在细胞凋亡

中起着重要的调节作用 , ERK信号途径活化对细胞增殖、分

化和存活起作用 ,而 JNK、p38信号途径活化对细胞凋亡起作

用 ,因此 ,ERK与 JNK2p38途径的动态平衡在决定细胞的存

活与凋亡中起着重要作用 [9 ]。

大部分组织细胞的生存依赖于由相邻细胞和细胞外基

质提供的生存信号 ,细胞间隙连接通讯 ( Gap junctional inter2
cellular communication ,简写 GJ IC)就是细胞间传递信息的重要

方式 ,水溶性的小分子如 IP3 ,cAMP ,通过跨膜的间隙连接通

道在细胞之间通过从而迅速传递信息 ,当遗传突变或环境因

素对 GJ IC产生作用时 ,它对细胞凋亡及增殖、分化的调控作

用将受到影响[10 ]。

113　凋亡执行过程　尽管信号途径及反应途径多样 ,但目

前研究发现 ,凋亡过程的执行都是通过 Caspases来完成的。

Caspase是 cystein2aspartate proteases 的缩写 , C表示 Cys 蛋白

酶 ,aspase则反映了酶的 Asp断裂位点专一性 ,它们是一类在

进化上保守的酶 ,目前已发现了 14种 [11 ] ,按照它们被发现的

顺序编号 ,从它们的功能看 ,包括起始 Caspase (上游 caspase)

和效应 Caspase (下游 caspase) ,起始 Caspase是刺激信号最先

激活的 Caspase ,它们在 TNF、DNA损伤等促凋亡信号的作用

下被活化 ,从而激活下游的 Caspase即效应 Caspase ,后者的激

活则参与对特定底物的切割 ,如细胞骨架蛋白和核蛋白 ,它

们的酶解反应直接决定了凋亡的特征性的生物化学变化和

形态变化。

Caspases是以酶原的形式存在 ,它的活化有线粒体途径

(非受体介导)和非线粒体途径 (受体介导 ,如 Fas受体)。当

通过线粒体途径激活 Caspases时 ,线粒体膜 PT孔在凋亡信号

作用下打开 ,线粒体跨内膜电位ΔΨm降低 ,cyto C释放 ,与

Apaf21、Caspase 9酶原、dATP形成复合物 ,这个复合物触发

Caspase23酶原的断裂而活化 ,因此启动了 Caspase级联反应

而执行凋亡 ,被激活的 Caspases作用于其底物 ,包括蛋白激

酶、DNA酶 ,Rb蛋白及 Caspases本身 ,当 Caspases 3被激活后

细胞凋亡便不可逆转。cyto C的释放受 Bcl22家族成员的调

节 ,即 Bcl22/ Bax对凋亡的调节作用是通过对线粒体的影响

来完成的。因此 ,线粒体在介导凋亡中起着枢纽作用 ,线粒

体的异常足以触发可导致凋亡的下游事件。

114　凋亡影响因素　细胞凋亡是多种生理病理因子参与的

由凋亡相关基因启动的细胞主动死亡过程 ,许多炎性介质如

细胞因子均影响凋亡过程。除了生理性刺激成为凋亡信号 ,

活性氧 ROS也可作为信号在许多细胞中诱导凋亡 [12 ]。细胞

内活性氧水平的增加和细胞内抗氧化剂水平的降低可导致

凋亡 ,如 GSH水平与凋亡相关[13—15]。活性氧诱导细胞凋亡的

可能机制是调节凋亡相关基因的表达和活化凋亡程序 ,或通

过影响线粒体的稳定性释放出 cyto C而触发凋亡 ,表明外源

性因子同样可以通过一定的信号通路对凋亡发挥刺激效应。

2　环境污染物对细胞凋亡的影响

由于细胞凋亡有许多调节因素 ,除了内源性因素 ,外源

性物质亦可以通过对这些调节因素的干扰来影响凋亡 ,例如

许多外遗传物质就是通过抑制凋亡而导致癌症的发生或促

进癌症的形成 ,因此细胞凋亡这一热点研究领域的飞速发展

也给研究外源性化学物质的毒性作用机制带来更多的新思

路 ,借助于细胞凋亡研究迅速发展所获得的成就 ,环境毒理

学研究已得以在细胞动力学水平上阐述污染物的生物效应。

有多种类型的环境污染物包括农药、重金属、多环芳烃类 ,在

发挥其毒性作用的机制中都包括了触发凋亡 ,并且这种影响

也发生在细胞凋亡调控的多个层次。

211　污染物在不同层次对细胞凋亡产生影响

21111　对基因的影响　多种化学物质可以诱导凋亡相关基

因的表达而对凋亡产生影响 ,如苯并芘可能是通过调节 Bcl2
2家族的表达对 Daudi细胞的凋亡产生影响 [16 ]。

21112　对信号转导途径的影响 　研究发现 Cd在影响 GJ IC

功能的同时 ,可以诱导氧化应激作用而降低 GJ IC通道中的

连接蛋白 Cx26和 Cx32的表达[17 ]。对大鼠的小脑神经元细

胞的研究证明亚砷酸钠可以通过活化 JNK3和 p38而诱导细

胞凋亡并推测可能是其产生神经毒性的机制 [18 ]。

21113　对 Caspase的影响　有机磷类物质可以诱导 SH2SY5Y

凋亡同时伴随 Caspase 3被活化并具有时间依赖性 [19 ]。研究

发现 ,除草剂对人外周血淋巴细胞和 Jurkat T细胞的凋亡的

诱导作用可被广谱 Caspase抑制剂完全阻止 [20 ]。

21114　对线粒体的影响　在大多数由化学物引起的凋亡中

都包含了对线粒体的作用 ,引起细胞色素 C的释放、激活

Caspase级联反应。铅可以通过使线粒体 PT孔开放而触发

cyto C2caspase级联反应 ,诱导细胞凋亡 [21 ]。低剂量有机锡在

离体实验中通过破坏线粒体完整性和通过对 Caspase的作用

来诱导凋亡的发生[22 ]。柴油燃烧颗粒的提取物可以通过线

粒体途径诱导肺泡巨嗜细胞发生凋亡 [23 ]。

21115　对 ROS产生的影响　化学物诱导的凋亡中 ,氧化损

伤是一个关键的调节环节 ,ROS可诱导凋亡 ,例如苯是广泛

存在的环境污染物 ,它在肝脏中被 CYP 2E1代谢 ,代谢物通

过氧化还原循环产生活性氧 ,活性氧可以促进细胞凋亡。实

验研究表明 ,CO通过产生可调节凋亡作用的 NO自由基而影

响细胞凋亡[24 ]。过量 ROS的产生可能是硫丹影响细胞凋亡

的重要途径[25 ]。

212　多种污染物可对细胞凋亡产生影响

21211　金属类污染物 　　砷可引起细胞的砷浓度、染毒时
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间依赖性的凋亡[26 ] ,无机砷具有免疫毒性 ,它诱导的免疫抑

制的重要机制是诱导凋亡 [27 ]。铬暴露时 ,可使人成纤维细

胞发生剂量依赖性的凋亡增加 [28 ]。根据研究推断金属对细

胞增殖/凋亡的干扰可能就是金属致癌的机制。

21212　对信号转导途径的影响　狄氏剂被认为是帕金森氏

症可能的环境性危险因子 ,研究发现它可使多巴胺能细胞发

生迅速的多巴胺释放和 ROS产生 ,而 ROS作为重要的信号

诱导凋亡的发生 [29 ]。硫丹可诱导人 T细胞白血病细胞株发

生凋亡 ,这可能与体内 T细胞和淋巴细胞的丧失直接相

关[24 ]。

21213　多环芳烃类污染物　TCDD可诱导L2MAT细胞株发生

凋亡所特有的形态学和生物化学改变 ,Caspase抑制剂 z2Asp可

抑制这些改变的发生 ;在凋亡特征出现前可检测到 Bcl22蛋白

水平的降低 ,表明它是通过影响 Bcl22蛋白来干扰凋亡的 [22]。

TCDD还可导致鱼胚胎发育的异常 ,其原因可能与它引起的

脑、鳃、肾、心、小肠等组织的细胞凋亡增加相关 [30]。苯并芘在

Hepalclc7细胞中通过激活内在的 Caspase23、Caspase29、引起线

粒体功能紊乱、p53的活化而诱导凋亡[31]。

21214　其他污染物　微囊藻毒素浓度为 800nmol/ L 时 ,30min

即可使大鼠原代肝细胞发生凋亡 ,延长处理时间和增加处理

浓度时也可使其他类型的哺乳动物细胞发生凋亡 ,标志着细

胞凋亡的 DNA梯状带均可检测到 [32 ] ,100nmol/ L的微囊藻毒

素LR染毒 24h可使大鼠肾细胞凋亡率增加 [33 ]。表面活性剂

也可引起人或其他脊椎动物细胞凋亡 ,出现特征性的 DNA

梯状带 ,PARP分子断裂 ,而 Caspase的被抑制则可以防止凋

亡的发生[34 ]。

3　细胞凋亡相关的组合生物标志物及其应用前景

　　从环境污染物对细胞凋亡影响的研究中可以看到 ,污染

物对凋亡相关基因、凋亡信号转导过程、凋亡效应因子的影

响都是污染物产生影响的作用机制或是对生物的早期作用 ,

因此可以根据污染物对细胞凋亡各类调控因子的影响建立

多种生物标志物 ,这些生物标志物都与细胞凋亡相关。

311　细胞凋亡相关的组合生物标志物的意义　细胞凋亡与

细胞增殖一样都是机体自然的生理过程 ,正是二者之间的平

衡维持着机体的恒稳态 ,细胞凋亡是细胞受高度精密调控并

有序地向死亡发展的过程 ,异常的上调/下调都会导致生物

体平衡的失调 ,如果这个受到严密调控的细胞自杀机制发生

功能障碍或失去控制将导致多种疾病的发生 ,因而细胞凋亡

研究的不断深入已使人们得以在细胞学基础上重新认识多

种疾病的发生发展机制 [35 ]。可以影响凋亡的因素就可能导

致疾病 ,内源性因素的失调导致的细胞凋亡的异常可以引起

疾病 ,而外源性因素的影响也可以产生同样后果。如图 1所

示 ,如果环境污染物通过任何方式对细胞凋亡复杂的调控系

统产生影响 ,则必然破坏细胞凋亡的平衡从而导致细胞内正

常动态过程的紊乱并产生健康效应或导致疾病的发生 ,因

此 ,根据细胞凋亡异常与疾病发生的关系 ,从环境污染物对

细胞凋亡调控因子的影响建立的生物标志物就可以用于预

测污染物可能导致的疾病。

图 1　环境污染物、细胞凋亡、疾病的相关性

Fig11　Relevancy of environmental pollutants ,apoptosis and disease

　　细胞凋亡相关生物标志物的一个十分重要的意义在于

可以通过它们与细胞凋亡的直接关系来预测污染物可能产

生的生物效应 ,从而更直观地将污染物的影响与疾病及健康

效应相关 ,而且由于生物标志物通过细胞凋亡而相互关联 ,

因而可以形成综合性极强的组合生物标志物 ,在预测污染物

的潜在危害中更具有了单项生物标志物所无法比拟的优越

性。因此 ,通过细胞学效应的体现将生物标志物与生命现象

和过程相关联 ,这是在生物标志物研究上的重要突破 ,而将

生物标志物的研究从单一指标转入到与细胞动力学过程相

关联的组合指标则是生物标志物研究中的一个全新概念 ,根

据这个思路 ,将可以建立更多细胞动力学相关联的组合指

标 ,对于细胞学研究、毒理学研究及病理学研究将有极为重

要的价值。

312　细胞凋亡相关的组合生物标志物的应用前景　迄今研

究表明 ,在不同组织中几乎所有凋亡细胞形态学与生物化学

改变是一致的 :凋亡细胞核的 DNA在酶的作用下降解为 1802
200bp整数倍的寡核苷酸 ,在电泳中形成特征性的 DNA梯

带 ,细胞收缩 ,细胞间接触丧失 ,染色质浓缩 ,细胞骨架解体 ,

形成凋亡小体 ,近年的研究表明乙酰胆碱酯酶 (AChE)参与了

凋亡信号的转导 ,AChE活性也被认为是细胞凋亡的标志。

凋亡的特征性形态学和生物化学改变为凋亡的判定提供了

依据 ,其中 Bcl22/ Bax基因 ,Caspase ,DNA片段化被认为是凋
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亡的专一性标志物 ,而凋亡的形态学改变是最专一的标志。

这些凋亡特征性的标志为建立污染物对凋亡影响的生物标

志物奠定了基础 ,同时 ,对凋亡研究的深入及对污染物作用

机理了解的深入 ,可以有更多反映凋亡受到影响的生物标志

物被建立。表 1列出了几类可以建立的细胞凋亡相关的生

物标志物及与细胞凋亡的关系。

多种独立的生物标志物通过细胞凋亡而彼此相关联并

组合起来 ,这些指标的预测价值又通过细胞凋亡而体现出

来 ,因此 ,这种与细胞功能相关联的组合生物标志物在环境

毒理学中将发挥重要作用 :不仅可以综合地反映环境污染物

的早期作用并能准确预测对生物可能产生的有害影响 ,而且

多层次研究污染物对细胞凋亡的影响还可为揭示化学因素

致病机理提供重要的参考依据 ,同时多维、立体的指标体系

对于有效的化学品评价与筛选也具有极其重要的价值。此

外 ,由于细胞凋亡研究尚处于不断发现和深入的阶段 ,从环

境毒理学角度系统研究外源性物质对凋亡的影响 ,对于病理

学研究及治疗与细胞凋亡相关疾病药物的探索等内容的研

究也有十分重要意义。

表 1　目前可建立的与细胞凋亡相关的生物标志物

Tab. 1　Currently eligible biomarkers correlated with apoptosis

细
胞
凋
亡
相
关
联
组
合
生
物
标
志
物

类别 可建立的生物标志物 在凋亡中的作用或意义

基因及其

蛋白产物

p53基因 ,p53蛋白

Bcl22基因 ,Bcl22蛋白

Bax基因 ,Bax蛋白

凋亡相关联基因

小分子

Ca2 +

CE

ROS

影响凋亡的因素

信号通路

ERK

JNK,p38

GJ IC

参与凋亡信号转导

凋亡执行 Caspases 参与凋亡的执行

凋亡标志
DNA梯状带

AChE
凋亡发生的标志

313　用微囊藻毒素作为模式物建立组合生物标志物的探讨

及研究设想　基于上述设想 ,本研究室选用目前广泛存在、

对水生态系统造成严重危害并威胁人群健康 [36—49 ]的水污染

物微囊藻毒素作为模式物 ,研究了三种浓度微囊藻毒素染毒

时不同细胞株的凋亡增加及凋亡相关基因 bcl22、Bax、p53的

蛋白表达水平 ,凋亡执行者 Caspase23 ,凋亡影响因素细胞间

隙连接功能 GJ IC等的变化[50—55 ]。100nmol/ L 的微囊藻毒素

LR染毒 24h使大鼠肾细胞凋亡率明显增加 [33 ] ,而对同样的

细胞株和同样的藻毒素浓度 ,在染毒 1h 时就可以检测到

Caspase23被诱导[51 ] ,表明在有可见的凋亡改变前就已经可

以检测到影响凋亡的相关因素的变化。图 2综合了微囊藻

毒素对肝细胞株 BRL23A五种指标影响的情况。从图可以看

出 ,在 8h内的不同染毒剂量和时间时 ,各种指标发生变化的

程度不同 ,在所采用的最低浓度组 ,p53、Bax和 Caspase23都

在 1h内有显著改变并且以 p53和 Bax的变化最大 ,而 bcl22

没有改变 ;在染毒时间 2、4、8h时 ,四种指标都有显著改变并

且与染毒时间相关 ,促凋亡蛋白 Bax和抗凋亡蛋白 bcl22变

化的相关性也十分吻合 ,不仅表明上述指标参与了微囊藻毒

素诱导的细胞凋亡过程 ,同时也证明了外源性物质诱导细胞

凋亡的变化可以在短时间里从多层次的凋亡影响因素密切

相关的变化中反映出来。随着浓度升高 ,这种变化的情形有

所不同 ,这可能是毒素在高浓度下不仅仅对细胞凋亡产生影

响 ,也对细胞具有了毒性作用 ,因此作用效应与时间不是相

关的。

初步的探讨证明了本文关于用细胞凋亡相关的系列指

标的变化来建立组合生物标志物的设想是可行的 ,而且这些

指标的变化具有生物标志物所具有的灵敏、早期的特点。目

前尚在进一步用不同类型的典型化学污染物进行系统研究 ,

得到预期结果后将进一步进行病理学检验以证明组合生物

标志物用于预测的有效性。
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图 2　微囊藻毒素对肝细胞株多项凋亡相关因素的影响及时间/浓度-效应关系

Fig12　Effects of microcystin on apoptosis related factors of BRL23A and the

time/ concentration2response relationships
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