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摘要: 傅里叶变换红外光谱(FTIR)作为一种常用化学分析方法,与多元统计分析方法相结合,可以识别生物分子的变化情况。
红外光谱具有操作简单、快速、灵敏、样品无损等特点,逐渐在环境监测和污染物毒性效应方面被广泛应用。 通过研究生物体

受到外界胁迫时生物大分子在结构上的变化情况,可从分子水平揭示污染物的毒性效应及其毒性机制。 笔者从 FTIR 在环境

毒理学中的研究进展、技术优势,以及其在毒理学中的应用等方面进行了综述。
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Abstract: As a conventional chemical analysis tool, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) combined with
multivariate statistical analysis can identify the changes of biomolecules in biota. FTIR has been widely used in en-
vironmental monitoring and toxic effects of chemical pollutants because of its simple, rapid, sensitive and non-de-
structive characteristics. By analyzing the structural alterations of biomacromolecules under external stress, the toxic
effects and mechanisms of pollutants can be revealed at the biochemical level. In this paper, research status, techni-
cal advantages, applications and future prospect of FTIR in environmental toxicology are reviewed.
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　 　 环境毒理学是研究环境污染物对生物的毒性效

应及作用机制的一门学科,其主要内容是研究环境

污染物毒性效应的监测、毒性作用机制的认识、生物

标志物的提取及污染物的风险评价。 环境污染物在

一定剂量下对生态环境中的生物都存在着直接或间

接的毒害作用。 基于单一效应终点的传统毒性测试

方法很难准确地评估污染物的毒性效应。 因此,发
展多指标、高综合性的毒性测试方法对研究污染物

的毒性效应、评估化学物质的环境风险具有重要的

意义。
红外光谱是通过研究分子内部原子之间振动、

转动信息来确定化合物结构的技术。 对于正常细胞

而言,生物体内蛋白质、脂质、核酸和糖类等生物大

分子的含量始终保持在平衡状态。 当生物受到外界

刺激时,污染物作用于不同的生物大分子或者因污

染物的存在使得某些生物大分子在构型和构象等方

面发生变化,进而引起相应的红外光谱吸收峰的改

变。 通过对特征峰的分析,可以更加准确地得到污

染物介导的细胞内生物大分子的变化情况,从而在

生物大分子水平对污染物的毒性效应进行评价。 相

比于传统的毒性测试方法,基于光谱手段的毒性测

试方法不仅技术便捷、灵敏,而且能够提供更加丰富

的生物大分子变化的信息,为进一步的毒性机制和

毒性通路研究提供新的思路。

1　 红外光谱概述(Overview of infrared spectros-
copy)

红外光谱是将分子中在振动和转动过程中引起

的偶极矩变化信息转化为可视化的透射和吸收形式

的谱图,从而用以分析化学物质以及生物大分子(脂
质、蛋白质及核酸等)在构型和构象上变化的技

术[1-2]。 由于红外光谱在样品检测方面具有样品无

损、非标记性等优势,该技术已经成为生物大分子结

构研究的重要手段之一,在医学、法医学和生命科学

等多个领域被广泛应用[3]。
在生物大分子研究中,主要能够提供有用光谱

信息的振动区域在 3 050 ~ 2 800 cm-1 和 1 800 ~
900 cm-1 这 2 个波段。 前者被称为碳氢伸缩振动

区,后者被称为生化指纹区。 碳氢伸缩振动区主要

反映的是 C—H 键的伸缩振动信息,与脂质烷基链

的结构信息息息相关,主要包括与不饱和脂肪酸相

关的 C—H 伸缩振动,与饱和脂肪酸相关的—
CH2 和—CH3 的对称和反对称伸缩振动。 生化指纹

区主要反映的是生物大分子基本振动模式[1],包括

与脂质相关的羰基基团,与蛋白质结构相关的酰胺

I、酰胺Ⅱ和酰胺Ⅲ振动信息,与核酸结构相关的磷

酸二酯键的振动信息,以及与碳水化合物相关的

C—OH 基团的振动信息[4]。
红外光谱作为生物大分子结构分析中的常用技

术,在毒理学研究中也被广泛应用。 通过对受试生

物在生物大分子水平上结构变化情况,来表征环境

污染物对细胞、组织或者器官等的毒性效应,一方面

可以灵敏、有效地评估污染物的毒性效应,另一方面

还可以基于大分子水平推断其毒理机制。 红外光谱

应用于环境毒理学研究中的优势主要包括;能够用

以分析环境浓度污染物介导的毒性损伤作用;样品

分析用时较短;样品无需复杂的前处理过程,且不会

引起二次污染的问题;光谱信息具有很强的特征性,
同时还能提供丰富的生物分子的变化信息;光谱检

测对样品的形态要求不高,适用于多种生物(细菌、
细胞、植物和动物等)的检测分析[2]。

2　 生物大分子的光谱特征峰识别(Characteristic
recognition of biological macromolecules)

生物样本主要由蛋白质、脂质、核酸和糖类等生

物大分子组成,而这些大分子在结构组成上因具有

独特的化学键而呈现出具有特征性的红外光谱振动

峰[5]。 因此,可以用生物样本的光谱振动信息来表

征细胞内生物大分子的变化情况[2]。 通过对生物大

分子的变化情况进行进一步的分析,可以从分子水

平揭示污染物胁迫对受试生物的影响[4]。
2. 1　 蛋白质

蛋白质是生物的重要组成,其结构信息与活性

及功能密切相关。 结构稳定是蛋白质发挥正常功能

的前提条件。 当受试生物受到来自外界环境的胁迫

或刺激时,会引起细胞内蛋白质在结构上发生改

变[6]。 在基于红外光谱的蛋白质结构研究中,与蛋

白质相关的振动区域主要有酰胺Ⅰ、酰胺Ⅱ和酰胺

Ⅲ。 酰胺Ⅰ的振动信息主要发生在 1 650 cm-1 左

右,该区域的振动峰主要是由碳氧双键和少量的碳

氮单键贡献[7]。 酰胺Ⅱ主要由碳氮键的面内弯曲和

碳氢的伸缩振动贡献,振动峰在 1 550 cm-1 左右[8]。
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酰胺Ⅲ主要在 1 400 ~ 1 200 cm-1 区域,是由氮氢弯

曲和碳氮伸缩振动构成[9]。
基于红外光谱的蛋白质二级结构分析主要以酰

胺Ⅰ为主。 该区域的的振动峰出现在 1 700 ~ 1 600
cm-1 范围内,通过二级倒数和解卷积算法,可以得

到 8 ~ 11 个与蛋白质二级结构相关的振动峰(表 1)。
其中,β 折叠结构主要在较低的波数(1 620 ~ 1 640
cm-1)、其次为无规则卷曲(1 640 ~ 1 648 cm-1 )、α 螺

旋(1 650 ~ 1 658 cm-1)、310 螺旋(1 663 cm-1 )、β 转角

(1 666 ~ 1 690 cm-1 )以及反平行 β 折叠 (1 690 ~
1 695 cm-1)[6]。 由于红外光谱可以准确、灵敏地反

映蛋白质二级结构信息的变化,使得光谱技术在蛋

白质结构分析领域快速发展[10]。 在环境毒理学研究

中,当受试生物受到污染物胁迫,蛋白质二级结构中

折叠结构发生改变,酰胺Ⅰ振动峰主要表现为窄峰;
当蛋白质结构比较松散,呈现出无序结构的特征时,
酰胺Ⅰ以宽峰为主[11]。 蛋白质结构中另外一种构象

形式为 α 螺旋结构,该结构的变化情况与谷氨酸、
甘氨酸和脯氨酸有关。 甘氨酸和脯氨酸含量的增加

往往会导致螺旋结构发生强烈改变[12]。 与 β 折叠结

构关系较为密切的是缬氨酸和谷氨酸,蛋白质结构

的错误折叠会引起细胞功能发生紊乱、蛋白质聚集

等[13]。 甘氨酸和脯氨酸的含量变化与 β 转角结构有

关,而 β 转角的变化可以用来表征球形蛋白的形成

以及磷酸化和糖基化的氨基酸侧链修饰[14]。 无规卷

曲结构一般与折叠、螺旋和转角结构一起用于说明

蛋白质变性情况[15]。
在蛋白质结构研究中,由于红外光谱对蛋白质

的二级结构非常敏感,因此也被广泛应用于蛋白质

聚集的研究中。 Miller 等[10]综述了蛋白质聚集的红

外光谱检测表征技术,发现具有高信噪比的同步辐

射光源的光谱仪可以对蛋白质的错误折叠和聚集进

行检测;在阿尔茨海默症、帕金森等疾病的病变组织

进行光谱分析发现,蛋白质聚集与 α 螺旋和 β 折叠

之间的转换存在相关性,这一结论与圆二色光谱和

核磁共振结果相一致。 此外,红外光谱还可以用于

蛋白质翻译后修饰的研究。 Zhang 等[16]运用红外光

谱研究曲古霉素 A 介导的 Hela 细胞在蛋白质乙酰

化水平上的变化情况,发现可以通过 A (CH3 )/A
(CH2)和 α-螺旋的含量来定量分析蛋白质乙酰化水

平。 此外,红外光谱还可以用于蛋白质磷酸化的研

究中,以 970 cm-1 的变化情况来表征磷酸化水平。
这是因为当细胞内蛋白质中的羟基被磷酸根离子取

代后,维持分子内层构象的氢键被打破,使得 β 折叠

含量出现明显的下降,因此可以用磷酸基团的振动

信息与酰胺Ⅰ的振动信息综合反映蛋白质磷酸化

水平 [17]。
总的来说,红外光谱能够很便捷地对生物大分

子中官能团的变化进行表征。 通过对与蛋白质相关

的红外光谱振动信息的变化来阐释生化过程中蛋白

质分子在结构上的差异性;通过对酰胺Ⅰ中各二级

结构的分析,对污染物介导蛋白质二级结构变化进

行评估。 因此,基于红外光谱的蛋白质结构研究,有
助于揭示环境污染物与细胞内蛋白质之间的动态关

系,为污染物毒理机制的研究提供新的思路。
2. 2　 脂质

脂质是细胞膜的重要组成部分,主要由磷酸基

和磷酸胆碱基的极性亲水头部和以长链脂肪酸为主

的中性脂分子的疏水尾部两部分组成。 脂质分子中

不饱和双键的数目以及脂肪酸烷基链长度的变化均

会引起细胞膜在结构与功能上的改变[18]。 基于红外

光谱的细胞膜脂质研究,一方面可以说明磷脂分子

在结构上的变化,另外一方面还可以分析细胞膜上

蛋白和脂质过氧化等现象[19]。 在脂质分子的红外光

谱图来看,脂质分子的红外吸收峰主要分布在碳氢

伸缩振动区域以及部分生化指纹区域。 在碳氢伸缩

振动区域,主要包括与不饱和碳氢键相关的振动峰

( ~ 3 010 cm-1 )、CH3 的对称和反对称伸缩振动( ~
2 870 cm-1 和 ~ 2 960 cm-1)以及 CH2 的对称和反对

称伸缩振动( ~ 2 850 cm-1 和 ~ 2 920 cm-1)。 通过对

该区域与碳氢相关的振动信息分析,可以获得不饱

和脂肪酸与饱和脂肪酸之间的变化情况[20]。 通过对

CH2 基团的振动峰进行分析,可以得到与脂质分子

亚甲基的堆积、烷基链的长度以及烷基链的无序化

信息等[21]。 通过对甲基和亚甲基的含量进行分析,
可以用亚甲基的含量总和来表征总脂肪酸的量 [22],
用不饱和碳氢与总脂的比值来说明脂肪酸的不饱

和程度,用甲基和亚甲基的比值来说明膜脂的流

动性 [23]。
在生物指纹区,与脂质相关的振动峰主要出现

在 1 800 ~ 1 700 cm-1 范围内。 当振动信息出现在

低波数(1 705 cm-1 )时,可以表征氢键化的羰基基

团;而在高波数(1 740 cm-1)表征的是非氢键化的羰

基基团;在 1 710 cm-1 左右的振动峰表征的是羧基。
羰基基团与亚甲基基团的比值,可以用以分析脂质

过氧化程度[24]。 综合 2 个振动区域的光谱信息,可
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以从结构和功能上对细胞膜的损伤作用进行评价。
综上所述,细胞膜上脂质分子在结构上发生微

小的变化,都可以在光谱振动信息上得到明显的表

征。 细胞膜结构的稳定性决定其功能的完整性[25]。
细胞膜上烷基链长度、膜的流动性、脂肪酸不饱和度

以及过氧化程度都可以作为指示环境污染物胁迫的

生物标志物[26]。 基于红外光谱的细胞膜脂研究,可
以为污染物介导的膜损伤机制研究提供便利。
2. 3　 核酸

核酸是生命体存储遗传信息的重要组成。 核酸

分子结构的变化往往会影响生物体的生长发育。 基

于红外光谱的核酸分子研究中,DNA/RNA 的特征

振动信息在 1 300 ~ 860 cm-1 区域,主要用以说明

DNA 分子的构型信息[27]。 与 DNA 分子相关的振动

信息主要包括基于 DNA 骨架结构在 1 300 ~ 1 000
cm-1 的振动信息,以及 900 ~ 800 cm-1 的五碳糖的

振动信息。 DNA 在结构上主要由具有刚性特点的

A-DNA、柔性特点的 B-DNA 以及左手 Z-DAN 组

成。 其中,B-DNA 的振动峰主要在 1 225 cm-1 和

1 080 cm-1 左右,>1 225 cm-1 的振动峰归属于 A-
DNA,1 025 cm-1 归属于 Z-DNA[28]。 当 DNA 分子

受到外界环境的刺激和胁迫时(如高盐度环境下),
左手 Z-DNA 容易形成,而 A-DNA 和 B-DNA 容易

发生相互的转化[29]。 因此,可以通过 DNA 分子结

构变化信息反映 DNA 损伤程度。

3　 在环境毒理学研究中的应用(Application in en-
vironmental toxicology research)

截至目前,红外光谱在毒理学研究中主要应用

于环境污染物的快速毒性检测以及在生物大分子水

平上的毒性机制的研究。 但是该领域的发展很大程

度上依赖于生物信息学方面的支持。 总而言之,红
外光谱结合多元统计的手段,以环境中常见的生物,
如细菌、细胞、绿藻、浮萍、斑马鱼和小鼠等为研究对

象,对环境污染物的毒性效应进行识别和分析,在
污染物毒性筛查以及毒性机制研究中起到很重要

的作用。
3. 1　 红外光谱在重金属毒性研究中的应用

在重金属的毒性研究中,Palaniappan 和 Vijaya-
sundaram[30]基于红外光谱研究了砷对南亚野鲮(La-
beo rohita)肾脏毒性,发现砷会对肾脏组织产生损伤

� 作用。 通过对肾脏光谱信息解析发现,砷中毒会引

起肾脏组织中脂质和蛋白质等生化组成发生显著性

改变,并在分子水平引起肾脏组织的组成和结构发

生改变。 Senthamilselvan 等[31]研究镍和汞对尖吻鲈

(Lates calcarifer)组织的毒性作用时,发现镍和汞中

� 毒的肌肉组织的光谱差异主要集中在与脂类、蛋白

质和核酸相关的振动信息。 且在亚致死浓度下,2
种重金属均会引起蛋白质二级结构的变化,表现为

α 螺旋结构的减少和无规则卷曲结构的增加。 Kar-
das 等[32]研究发现,钴会引起细菌细胞膜和细胞壁

结构的改变,同时还发现蛋白质构象自由度降低。
Llabjani 等[33]利用不同浓度的砷、铜和硒处理 MCF-
7 细胞,发现 3 种重金属的关键靶分子是脂质和蛋

白质,但是不同重金属的指纹特征又存在特异性。
同时,光谱数据表明 3 种重金属均会引起活性氧

(ROS)的产生,可对细胞的生长起到刺激或损伤作

用。 在对镍和铬的细菌毒性研究中,发现镍和铬联

合暴露存在协同效应[34]。 Hu 等[35]研究铜离子暴露

对大肠杆菌(Escherichia coli)的毒性,发现红外光谱

� 在细菌膜脂、核酸、肽聚糖和蛋白质等的检测中灵敏

度高,并且能够检测到短时间暴露引起的磷脂组成

的变化。 Dao 等[36] 运用红外光谱研究铅对绿藻

(Chlorella sp. FleB1 和 Scenedesmus acutus YaA6)毒
� 性,发现铅会引起碳水化合物和脂质含量增加,蛋白

质和磷酸化分子含量下降;且光谱技术结合化学计

量学方法能从分子水平快速揭示污染物毒性特征,
还可以通过细胞内分子损伤水平预测污染物的暴露

水平。
3. 2　 红外光谱在有机化合物毒性研究中的应用

红外光谱在有机物的毒性研究中应用较为广

泛。 在持久性有机污染物毒理学研究方面,Barber
等[37]研究低剂量多溴联苯醚(PBDEs),包括 PBDEs
同系物 47、99、153、183 和 209 对 MCF-7 的毒性时

发现,当暴露浓度<10-9 mol·L-1时,PBDEs 引起的

细胞内生物分子的变化可以被光谱信息捕获。
Llabjani 等[38]研究了 PBDEs(同系物 47、153、183 和

209)、苯并(a)芘(B[a]P)、杂环胺(PHIP)、雌二醇(E2)及
林丹对 MCF-7 细胞的毒性作用,结果表明,即使在

极低的暴露浓度(10-12 mol·L-1 ),PBDE 处理组与对

照组之间光谱信息仍然具有显著性差异,且主要出

现在与脂质和蛋白质二级结构相关的振动区域。
Llabjani 等[39]运用红外光谱进一步研究了 PBDEs(同
系物 47、153、183 和 209)和多氯联苯(PCBs)(同系物

126 和 153)的联合毒性作用,发现 PCB126 与 PB-
DEs 的联合作用表现为拮抗作用,而 PCB153 与 PB-
DEs 的联合作用表现为协同作用。 Pang 等[40]研究
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了 B[a]P 对不同周期(S 期和 G0/G1 期)细胞的毒性

作用,结果表明,B[a]P 对 S 期和 G0/G1 期细胞的影

响均呈现剂量-效应关系, 主要影响的是 DNA/
RNA、蛋白质二级结构和脂质。 Gorrochategui 等[41]

运用红外光谱研究全氟辛酸化合物对非洲爪蟾 A6
肾上皮细胞的毒性效应,发现全氟及多氟烷基化合

物(PFASs)类化合物主要影响细胞 DNA/RNA,蛋白

质二级结构和脂肪酸等。
在激素类物质的毒性研究中,Cakmak 等[42]运用

红外光谱研究 17β-雌二醇对虹鳟鱼(rainbow trout)
肝脏的毒性作用时发现,处理组肝脏组织中糖原和

蛋白质水平降低,甘油三脂和核酸的含量增加,还发

现肝脏细胞膜流动性下降,膜脂结构发生改变;研究

者同时对比了 17β-雌二醇和壬基酚处理组中肝脏

组织的光谱差异,证实二者对未发育成熟虹鳟鱼具

有类似的作用。 Johnson 等[43]开展了 17β-雌二醇介

导雌激素效应的研究,发现传统的 E-screen 方法和

红外光谱方法检测 17β-雌二醇的半数抑制浓度

(EC50)分别为 2.29 ng·L-1和 2.56 ng·L-1,说明光谱

技术是一种快速、灵敏的雌激素筛查方法。 Duan
等[8]运用红外光谱研究了壬基酚(4-NP)对大鼠睾丸

组织和睾丸支持细胞的毒性效应,发现 4-NP 主要

影响的光谱振动区域为酰胺、脂质和 DNA/RNA,其
中处理组多肽聚集水平、酰胺Ⅰ与酰胺Ⅱ的比值,以
及磷酸基团和碳水化合物的比值出现明显的下降,
说明光谱手段可以用于睾丸组织生物分子损伤的研

究中。
在农药和杀菌剂类物质的毒性研究中,Dakha-

khni 等[44]在 2,4-二氯苯酚(2,4-D)的肝毒性研究中,
发现 2,4-D 能够显著降低大鼠肝脏蛋白质含量,引
起脂质碳链疏松以及脂质极性改变,证明红外光谱

在细胞毒性检测和毒物介导生物膜和蛋白质损伤监

测方面具有明显的优势。 Strong 等[45]运用红外光谱

研究多菌灵和氟喹唑对非洲爪蟾 A6 细胞的单一毒

性和联合毒性,结果表明,2 种化合物单一暴露均会

影响细胞的蛋白质和磷脂分子,并且二者的联合暴

露还会对 DNA 和碳水化合物产生影响,说明红外

光谱是一项研究细胞水平上环境浓度杀菌剂毒性效

应的灵敏度较高的技术。 Xin 等[46]运用红外光谱从

分子水平揭示三氯生和卡马西平对淡水绿藻(Chlo-
rococcum sp.)的毒性效应,发现三氯生对淡水绿藻

� 的毒性效应远大于卡马西平,三氯生主要通过抑制

绿藻的脂肪酸合成以及引起蛋白质聚集从而产生毒

性,而卡马西平主要通过与磷脂双分子层相互作用

破坏细胞膜而产生毒性。
3. 3　 红外光谱在纳米材料毒性研究中的应用

在对纳米材料的毒性研究中, Palaniappan 和

Pramod[47] 运用红外光谱研究了纳米二氧 化 钛

(nTiO2)对斑马鱼鳃组织的毒性作用,发现 nTiO2 暴

露会引起鳃组织中蛋白质和脂质组成之间的变化,
对蛋白质结构进一步研究发现 nTiO2 暴露还会增加

蛋白质的 α 螺旋结构,减少 β 折叠结构。 在碳纳米

颗粒毒性研究中,结果表明,光谱信息的变化情况与

纳米颗粒的浓度之间呈现剂量-效应关系,同时还发

现多壁碳纳米管和富勒烯主要影响细菌的脂质、酰
胺Ⅱ和 DNA,并且碳纳米颗粒的毒性大小与其尺寸

相关[48]。 Li 等[49]也运用红外光谱研究了碳纳米颗

粒的毒性效应,发现光谱技术结合化学计量学的方

法可以检测到 μg·L-1级别的碳纳米颗粒对细胞的

毒性效应。 Novak 等[50]在研究氧化钨纳米纤维对鼠

妇(Porcellio scaber)的毒性时,发现传统的毒性测试

� 方法没有检测到氧化钨纳米纤维的毒性效应,而红

外光谱却检测到了脂质过氧化以及 DNA 结构的变

化。 Rhiem 等[51]研究多壁纳米管对绿藻细胞的毒性

时发现,多壁纳米管会影响绿藻细胞的生物组成。
Li 等[52]研究银离子和纳米银对大肠杆菌的杀菌作

用,发现银离子和纳米银均会影响巯基基团、蛋白

质、脂多糖和 DNA 的振动信息,但是二者呈现出不

同的动力学特征。

4　 展望(Prospects)
随着光谱技术的不断进步,红外光谱在毒理学

领域的应用越来越广泛。 红外光谱因其具有样品无

损、非标记和样品前处理简单等优点,有望成为一种

新的毒理学研究工具。 但是,红外光谱在毒理学研

究中目前处于起步阶段,各项基础性工作还需要进

一步完善。 从仪器平台来说,高分辨的红外光谱和

具有成像功能光谱仪的应用将丰富生物光谱信息,
提高我们对生物样本分子层面的认识;从数据分析

来说,更加准确和便捷的统计模型以及模式识别方

法、特征提取手段等的应用可以辅助我们进一步深

入理解生物大分子构型构象等的变化;从峰值指认

来说,各个红外吸收峰对应的化学键的振动信息以

及归属问题的解决,将对我们的光谱解析与分析给

予关键支持,并且使我们对疾病诊断和毒性机理的

认识更加准确;除此之外,红外光谱数据库的建设,
基于分子构型构象变化的生物信息数据与基于质谱
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的蛋白质组学、代谢组学等的结合将是未来光谱技

术发展的一个重要方向。

通讯作者简介:应光国(1964—),男,博士,研究员,博士生导

师,主要研究方向为污染物化学和生态毒理学。
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