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摘要: 环境污染物能够以多种途径进入生物体内ꎬ在体内产生含氧自由基等活性氧物质ꎬ并通过多种信号通路及酶反应引起

氧化应激ꎬ造成生物体内的脂质过氧化、蛋白质损伤、DNA 表达改变、酶失活等ꎬ从而引发心血管疾病、风湿类疾病、感染及癌

症等的发生ꎮ 本文对环境污染物致氧化应激产生的原因、涉及的信号通路及酶反应、造成的危害ꎬ以及常见的基于细胞模型

的氧化应激检测方法进行了综述ꎬ期望为评价环境污染物和检测氧化损伤提供参考ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Environmental pollutants can be uptaken by living organism through different ways, and produce some

reactive oxygen species like oxygen free radicals in vivo, which arouse oxidative stress by a variety of signaling

� pathways and enzyme reactions. Some of the reactive oxygen species are associated with human diseases, such as

cardiovascular disease, rheumatic diseases, infentions and cancer, which may be resulted by lipid peroxidation, pro￣
tein denaturation, DNA damage, and enzyme inactivation, etc. This article summarized the reasons and harmful

effects of oxidative stress caused by environmental pollutants. It reviewed, the involved signaling pathways and en￣
zymatic reactions during oxidative stress, and the currently used cell￣model￣based approaches for detecting oxida￣
tive stress. The purpose of this review article is to provide information for better understanding the oxidative stress

associated￣mechanisms and further development of detecting methods for oxidative damages.
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　 　 环境问题已经成为 21 世纪的社会焦点问题之

一ꎮ 环境污染物是人体健康和生态系统安全的一个

重要威胁ꎬ而氧化损伤是环境污染物对人类及其他

生物体造成伤害的一个具体表现ꎮ 正常情况下ꎬ机
体内的氧化系统和抗氧化系统处于平衡状态ꎮ 但

是ꎬ当机体或细胞发生病变或受到外源刺激时ꎬ机体

内的以氧自由基为代表的活性氧物质(reactive oxy￣
gen speciesꎬROS)及衍生的含氧自由基的产生与消

除失衡ꎬ或外源性氧化物质的过量摄入ꎬ超出了抗氧

化系统的还原能力ꎬ导致氧自由基在细胞内过量蓄

积ꎬ便会引起氧化应激[1]ꎮ 总之ꎬ氧化损伤是体内的

氧化物质与抗氧化系统失衡ꎬ产生过量 ROSꎬ引起

的分子、细胞和机体的损伤效应[2]ꎮ 环境污染物是

导致生物体氧化应激的重要原因之一ꎬ污染物通过

各种途径进入机体内ꎬ引起 ROS 含量上升ꎬ造成氧

化还原电位的变化ꎬ对细胞、组织、机体造成伤害ꎮ
研究者对此开展了大量的研究ꎮ 近年来ꎬ氧化应激

对生物体内脂类、蛋白质、DNA 和线粒体的损伤及

抗氧化物防御系统的变化均被作为生物标志物ꎬ广
泛地应用到环境污染物的监测中ꎮ 为了充分了解氧

化应激产生的全过程ꎬ人们围绕环境污染物对生物

体、分子生物等靶目标进行了广泛的研究ꎬ亟待建立

一个基于氧化应激的简单、快速、精确的环境污染物

监测系统ꎮ

１　 氧自由基的产生与清除

１.１　 氧自由基的产生

在正常的生理条件下ꎬ生物体内的氧化活性物

质和抗氧化防御体系处于动态平衡状态ꎮ 但在外源

性物质刺激下ꎬ机体内会持续产生 ROSꎬ打破这一

动态平衡系统ꎮ 当环境污染物进入机体后ꎬ会通过

各种信号途径或酶联反应使机体内环境改变ꎬ从而

产生含氧自由基ꎮ 生物体内的含氧自由基主要有

ROS 和 RNS (reactive nitric speciesꎬ RNS) 两大类ꎮ
ROS 包括超氧阴离子(􀅰O2

￣
)、羟自由基(􀅰OH)和过氧

化氢(H2O2)等ꎻRNS 包括一氧化氮(􀅰NO)、二氧化氮

(􀅰NO2)和过氧化亚硝酸盐(􀅰ONOO
￣
)等ꎮ 氧自由基

和氮自由基在活细胞中持续产生ꎬ对维持细胞功能

必不可少的ꎮ 需氧生物细胞的基本代谢就会产生

ROS 和 RNSꎮ 含氧自由基能够使具抗氧化能力的

维生素(维生素 E 和抗坏血酸盐)、儿茶酚胺和硫醇

以及各种具一定惰性的酶(过氧化氢酶和过氧化物

酶)发生氧化[3￣4]ꎮ 除了正常的生理代谢产生的氧自

由基外ꎬ生物体内的另外一些内源性自由基ꎬ如某些

生物体内的黄嘌呤氧化酶、细胞色素 P450 降解酶等

氧化酶能够产生 O2ꎬ鸟苷酸环化酶、葡萄糖氧化酶

等也能产生 H2 O2ꎮ 除了生物体内自身产生的 ROS

之外ꎬ大量体外和体内实验的研究均表明ꎬ外源性污

染物ꎬ如重金属镉、铜、汞等[5￣9]ꎬ除草剂、染料等多环

芳烃类化合物[10￣12]ꎬ多氯联苯类化合物[9]ꎬ有机磷和

有机氯农药等有毒污染物[13]ꎬ均是 ROS 介导的细

胞、组织损伤的主要诱导因子ꎬ是对生命有机体产生

氧化损伤的主要因素ꎮ 此外ꎬ电离辐射也能够氧化

H2O 产生 HO􀅰ꎮ人的皮肤收到紫外照射(290 ~ 400

nm)也会产生大量的 ROSꎬ最终影响细胞的正常生

理功能[14]ꎮ
１.２　 氧自由基的清除

在生物体内ꎬ维持氧自由基产生及清除作用间

的动态平衡才能维持机体的生理健康ꎮ 但是在正常

代谢过程中仍会有 2% ~ 3% 的自由基未被机体利用

或代谢ꎮ 因此生物体在长期进化过程中形成了抗氧

化防御系统ꎬ以维持体内氧自由基的动态平衡[15]ꎮ
机体有 2 类抗氧化系统:一类是酶抗氧化系统ꎬ主要

由各种抗氧化酶组成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是指不直接参与分解

代谢 ROS 物质ꎬ却能起到维持体内氧化还原平衡作

用的蛋白类化合物ꎬ主要包括血红蛋白、肌红蛋白等

含有 Fe
3+

/Fe
2+离子的传输蛋白、各种金属硫蛋白及

人绒毛膜促性腺激素(HCG)等可以抑制氧化应激过

程中细胞调亡等损伤的功能蛋白[16]ꎮ 此外ꎬ生物体

内还存在多种抗氧化性物质ꎬ包括麦角硫因、谷胱甘

肽、褪黑素、α￣硫辛酸、类胡萝卜素、维生素 C、维生

素 E、微量元素锌、铜、硒(Se)等ꎮ 在正常情况下ꎬ细
胞内的氧化还原平衡主要由抗氧化防御系统维持ꎮ
其中ꎬ谷胱甘肽、硫氧还原蛋白、过氧化物氧化还原

酶循环起着至关重要的作用[17￣18]ꎮ 抗氧化系统的失

衡导致 ROS、RNS 等含氧自由基的积累ꎬ是引起氧

化损伤的直接原因ꎮ

２　 氧化应激的危害

正常条件下ꎬ 生物体内都存在着一定量的

ROSꎬ作为体内代谢和信号通路的信使ꎬ用以激活和

调控各种转录因子ꎬ诱导体内各种基因的转录及相
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关功能蛋白的表达ꎬ进而参与细胞的增殖、分化、迁
移和维护机体的新陈代谢[19￣20]ꎮ 当 ROS 浓度升高

时ꎬ因其含有未成对电子ꎬ极不稳定ꎬ易与邻近分子

反应并诱导产生新的自由基ꎬ便会直接或间接对

DNA、蛋白质及细胞膜等脂类物质发生氧化损伤ꎬ
诱发细胞调亡、衰老和死亡[21￣24]ꎮ 大量研究结果表

明:过渡金属类污染物、多环芳烃、有机氯和有机磷

农药、有机磷酸酯类化合物、多氯联苯等有机物类污

染物及其他异型物质都能够对生物体产生氧化压

力[25]ꎮ 这些环境污染物能够在生物体的各个分子水

平上造成的危害ꎬ如对膜脂、DNA 和蛋白产生损伤ꎬ
改变抗氧化酶的活性等ꎬ进而造成细胞内蛋白损伤

和 DNA 损伤ꎬ最终导致细胞的衰老、凋亡或坏死ꎬ
引起各类疾病的发生[26￣29]ꎮ 外源性氧化物质不仅能

增加机体内的总氧化能力ꎬ还可能破坏机体内的抗

氧化系统ꎬ引起氧化损伤ꎮ
研究表明ꎬ氧自由基对机体的损伤主要体现在

4 个方面:第一是对脂质的过氧化作用ꎬ直接造成细

胞的萎缩ꎬ导致细胞衰老或死亡ꎻ第二是对蛋白质氨

基酸的破坏或交联反应产生的损伤ꎻ第三是对高糖

分子的氧化降解作用ꎻ第四是对 DNA、RNA 的交联

反应或氧化作用产生的损伤[30]ꎮ
２.１　 细胞的衰老和死亡

氧化损伤的直观表现是细胞的衰老和死亡ꎮ 近

年来ꎬ有研究证实细胞内高水平的 ROS 的会使细胞

变形ꎬ酶系统损坏ꎬ进而导致细胞衰老和凋亡ꎮ 持续

性的细胞老化和坏死在组织中累积ꎬ会造成机体组

织坏死、出现黄斑等衰老迹象[31]ꎮ 有机磷酸酯类化

合物可经呼吸道、消化道等途径被机体吸收和累积ꎬ
使机体内对氧磷酶活性受到抑制ꎬ引起过氧化反应ꎬ
造成细胞因子分泌增多ꎬ引起细胞死亡[32]ꎮ 此外ꎬ氧
化应激还会损害视网膜色素上皮细胞ꎬ导致遗传性

视网膜疾病的产生[33]ꎮ
２.２　 蛋白损伤

各种活性自由基和 ROS 会引起肽键裂解及蛋

白的氧化ꎬ其结果是导致氨基酸侧链发生氧化修饰ꎬ
肽键与脂类及糖类的氧化产物发生反应ꎬ形成碳酰

基衍生物等ꎮ 实验研究表明 ROS 对蛋白产生氧化

损伤后ꎬ机体会累积氧化修饰蛋白[34￣35]ꎬ促进机体衰

老或发生疾病[36￣37]ꎬ导致有机体降解氧化蛋白的能

力降低ꎬ并影响转录和翻译的精确度[38]ꎮ 罕见的

Rett 综合症就与氧化损伤有关ꎬ大多数 Rett 综合症

是由 X 染色体上的甲基￣CpG 结合蛋白 2(methyl￣

CpG binding protein 2ꎬ MeCP2 ) 的 突 变 造 成ꎬ 但

MeCP2 突变的机制尚未研究透彻[39]ꎬ近几年来的研

究显示在 Rett 综合症患者的皮肤细胞中发现高浓

度的 ROSꎬ以及 NADPH 氧化酶和蛋白激酶活性增

强的现象ꎬ细胞内抗氧化系统和线粒体的功能出现

障碍ꎬ证明 Rett 综合症的发病机制可能与氧化损伤

有关[40]ꎮ
２.３　 线粒体损伤

在环境污染物诱发的细胞氧化损伤过程中ꎬ细
胞内的线粒体起着至关重要的调节作用ꎮ 线粒体是

细胞的能量工厂ꎬ在氧化代谢制造 ATP 过程中会伴

随大量 ROS 的产生ꎮ 在正常生理条件下ꎬ线粒体

ROS 的生成速率与线粒体膜电位水平有直接关

系[41]ꎮ Suski 等[42]证实ꎬ线粒体膜电动势的降低直接

导致 ROS 的产生量増多ꎻ此外ꎬ线粒体内的抗氧化

防御体系能够有效消除过量的 ROSꎬ使自身免受氧

化应激的伤害ꎬ继续发挥其重要生理功能[43]ꎮ 但是ꎬ
当细胞内 ROS 大量蓄积时ꎬROS 会氧化渗透性转

运通道上的敏感位点ꎬ从而导致线粒体发生形态肿

胀、膜电位降低等氧化损伤效应ꎬ产生严重的细胞

毒性[44]ꎮ
２.４　 ＤＮＡ 损伤

DNA 分子具有还原性ꎬ较易与金属离子和其他

通过膜的渗透物结合并形成羟基[45]ꎮ 同时ꎬDNA 分

子含有多种碱基和糖苷ꎬ容易受到羟基的攻击ꎬ当糖

苷受到攻击后ꎬ会导致嘌呤位点上的碱基易位、脱氧

核糖链断裂和半糖氧化[46]ꎮ 有研究表明:ROS 与

DNA 分子反应能够产生 100 多种不同的产物[47]ꎮ
例如ꎬ有机磷酸酯类和叔丁基￣氢过氧化物会引起细

胞内乳酸脱氢酶(LDH)的泄露ꎬ增强脂质过氧化的

速率ꎬ加速 DNA 的损伤ꎬ减少谷胱甘肽(GSH)的含

量[48￣49]ꎮ 重金属汞和铜会导致 DNA 单链断裂ꎬ镉则

会引起 DNA 损伤[50]ꎮ 长期暴露于过量 PM2.5中ꎬ会
严重降低人体支气管上皮细胞 (16HBE)的细胞活

力ꎬ导致 ROS 的大量产生和累积ꎬ抑制线粒体内相

关基因的表达 (包括一些融合蛋白 Mfn1、OPA1、
SIRT1 和 p53R2 的表达)ꎬ对线粒体 DNA 造成伤害ꎬ
破坏细胞的线粒体呼吸链[51]ꎮ

３　 氧化应激产生的主要信号通路及酶反应

３.１　 主要的信号通路

氧化应激涉及多种信号通路ꎬ其中主要的一些

信号通路示意图如图 1 所示ꎮ
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图 １　 氧化应激的关键信号通路示意图

注:PAHs 为多环芳烃ꎬPCBs 为多氯联苯ꎬOCPs 为有机氯农药ꎬHM 为重金属ꎮ

Fig. 1　 Schematic diagram of the main signal pathway of oxidative stress

Note: PAHs is polycyclic aromatic hydrocarbons; PCBs is polychlorinated biphenyls; OCPs is organochlorine pesticides; HM is heavy metals.

３.１.１　 AMPK 通路

氧化应激发生的信号通路中ꎬ研究最透彻的信

号通路有增殖过程中蛋白激酶 (AMPK)/激活蛋白

(AP￣1)
[52] 和基质金属蛋白酶 (MMP) 激活信号通

路[53]ꎮ AMPK 在细胞和生物体内发挥着关键作用ꎬ
维持着细胞内的氧化还原代谢平衡和线粒体的功

能ꎮ 在神经、心脏、骨骼、血管平滑肌、胰腺和肝细胞

中氧化应激都会激活 AMPK 信号系统[54]ꎮ 例如ꎬ
H2O2在诱导胶原蛋白降解过程中ꎬJNK 和 p38 蛋白

的表达上升 1.2 倍和 3.8 倍ꎬ柑橘类果汁混合物诱导

ERK1/2 蛋白的表达上调ꎬ这些蛋白 (JNK、 p38 和

ERK1/2)都是细胞内 AMPK 信号通路中的关键蛋

白ꎬ从而介导 AMPK 信号通路表达的改变ꎮ 此外ꎬ
H2O2通过抗氧化系统的监管(regulation)改变 MMP

信号通路ꎬ增加 MMP￣2 和 MMP￣9 的活性ꎬ降解胶

原蛋白和皮肤上的细胞外基质(ECM)
[31]ꎮ

３.１.２　 Nrf2 通路

Nrf2 是抗氧化系统的一个重要元件ꎬ在抵抗

ROS 过程中扮演着重要的作用ꎬ在过量 ROS 刺激

下ꎬ通过 Nrf2 通路诱导下游抗氧化响应元件的表

达ꎬ进而诱导一系列包括解毒酶基因、谷胱甘肽 S￣
转移酶、NAD(P)H:醌氧化还原酶等基因的表达ꎬ从
而调节生物体内 ROS 的含量[55￣56]ꎮ 在 H2 O2的诱导

下ꎬNrf2 调节的相关基因 FLT1、过氧化物氧化还原
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酶 3 和谷氨￣半胱氨酸连接酶的表达水平会明显上

升[57]ꎮ 此外ꎬ重金属铜(Cu
2+

)的累积ꎬ会造成 pSer40

和 Nrf2 蛋白过度表达ꎬHO￣1 基因的持续转录ꎬ接着

诱导 Nrf2 通路ꎬ削弱细胞内抗氧化系统消除 ROS

的能力ꎬ造成氧化损伤[58]ꎮ
３.１.３　 PI3K/AKT 通路

PI3K/AKT 通路是诱导细胞生长、生存、凋亡等

功能的一条重要途径[59]ꎮ 在 H2 O2 诱导下ꎬp￣AKT

的表达水平明显下降ꎬ而过氧化物氧化还原酶 6

(PRDX6)亦可以通过 PI3K/AKT 通路提高 p￣AKT 的

表达ꎬ保护 ARPE￣19 细胞免受 H2 O2 诱导的氧化应

激和凋亡[33]ꎮ 有研究亦证实了低聚糖通过诱导细胞

凋亡途径 PI3K/AKT 和 MEK/ERK1/2 保护神经元免

受葡萄糖毒性诱发的氧化损伤[60]ꎮ
３.１.４　 NF￣κB 通路

NF￣κB 作为一个转录因子蛋白家族ꎬ主要参与

与 DNA 结合、二聚体化和核异位ꎬ调控早期免疫反

应和炎症反应各阶段相关基因的表达ꎮ 研究表明ꎬ
肿瘤坏死因子受体相关因子(TRAF)2 能够经 NF￣κB

途径抑制肿瘤坏死导致的 ROS 积累ꎬ以及随后的丝

裂原活化蛋白激酶(MAPK)通路的激活[61￣62]ꎮ 此外ꎬ
线粒体中过量的 ROSꎬ除了造成氧化损伤外ꎬ还会

参与线粒体中氧化还原系统相关的多种转录因子的

激活过程ꎬ其中包括 NF￣κB 和 AP￣1[63]ꎮ 转录因子

NF￣κB 的激活ꎬ促进 IL￣1β、 IL￣6 和 TNF￣α 等的释

放ꎬ最终导致血管感染ꎬ动脉粥样硬化ꎬ血管收缩、高
血压等症状ꎮ 有研究证明ꎬ阿魏酸预处理大鼠血管

平滑肌细胞后ꎬ会抑制 NF￣κB 通路的激活ꎬ从而使

细胞内 NADPH 氧化酶的表达受到抑制ꎬAMPK 通

路和 AKT 通路蛋白表达下调ꎬROS 含量降低[64]ꎮ
３.１.５　 其他信号通路

线粒体内膜上的电子呼吸链是氧化还原反应的

主要场所ꎬ其中的三羧酸循环是重要的氧化还原通

路之一ꎬROS 的产生和消除在此通路中均有体现ꎮ
线粒体膜电动势的去极化ꎬ细胞色素 C 的释放激发

caspase 蛋白家族活性ꎬ激活半胱天冬酶活性ꎮ 在线

粒体释放细胞色素 C 后ꎬ氧化损伤会直接刺激

caspase￣3￣like 的活性ꎬ导致 DNA 的破碎和沉淀ꎬ诱
导细胞凋亡ꎮ 线粒体中的琥珀酸脱氢酶(复合物Ⅱ)

是产生 ROS 的重要场所ꎬ而其电子链上游和下游的

复合物能起到负反馈的作用ꎬ从而保证整个氧化还

原系统的稳定[65]ꎮ
此外ꎬ在细胞内凋亡信号通路中ꎬROS 可以作

为第二信使诱导 DNA 的合成和 mRNA 的表达ꎬ引
发原癌基因的表达[66]ꎮ
３.２　 主要的酶反应

抗氧化防御系统由抗氧化物质、抗氧化酶及非

酶抗氧化蛋白等组成ꎬ其中抗氧化酶系统是体内抗

氧化防御系统的主要方式ꎬ机体内抵抗氧化应激主

要由抗氧化酶反应完成ꎮ 抗氧化酶主要包括 SOD、
CAT、GSH￣Px、谷胱甘肽还原酶(GR)、谷胱甘肽转硫

酶(GST)及溶菌酶(lysozyme)等ꎮ 除谷胱甘肽酶系统

之外ꎬ细胞体内还存在经典的 Fenton 反应酶系统ꎬ
ROS 在体内的一个主要存在形式是 H2 O2ꎬ而 H2 O2

极易透过细胞膜与细胞内的铁离子(Fe
2+

)通过 Fen￣
ton 反应产生活性更高的羟自由基(􀅰OH)ꎬ损害细胞

和组织和结构[67]ꎮ
抗氧化酶控制着 ROS 含量和抗氧化防御系统

的能力ꎬ抗氧化酶的作用是抑制活性氧自由基的活

性ꎮ 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 ROSꎮ 有机

磷酸酯类化合物能够经机体内的细胞色素 P450

酶代谢系统引起过氧化反应 [33]ꎮ 此外ꎬ很多化学

药品如一些神经性药品(安非他命)ꎬ在一定浓度下

(5 000 ng􀅰L
￣1

)的就能使双壳类动物(斑马贻贝)的呼

吸酶系统失衡ꎬ使 ROS 过度累积ꎬ造成氧化损伤[68]ꎮ

４　 基于细胞模型的氧化损伤检测方法

氧化损伤的检测方法包括化学检测法、活体生

物模型检测法和离体细胞模型法[69]ꎮ 化学检测法是

检测机体内含氧自由基的氧化能力ꎮ 这种方法简

单、直接ꎬ但不能真实地反映机体内部复杂的生理环

境和代谢变化ꎬ更无法准确地定位氧化和抗氧化反

应发生的具体部位(组织、器官)ꎮ 活体生物模型检

测法应用比较常见ꎬ常用水生生物类、小鼠等作为模

型生物ꎬ来研究环境污染物对生物体的氧化损伤[25]ꎮ
但活体生物的实验周期长ꎬ成本高ꎬ涉及生物体多种

代谢途径ꎬ难以明确显示环境污染物对分子水平上

的氧化应激效应ꎮ 细胞模型法是以生物体细胞为模

型ꎬ通过暴露化合物使化合物与细胞内的载体或酶

等生物大分子相互作用ꎬ环境化合物能够致使细胞

发生改变ꎬ通过监测细胞生理指标的变化ꎬ就能够反

映环境污染物对细胞的氧化损伤程度ꎬ评价环境污

染物的危害程度ꎮ 细胞模型法在一定程度上能够模

拟氧化应激发生的全过程ꎬ展示环境污染物导致氧

化应激发生的机理ꎬ因此越来越多的检测方法也基

于细胞模型得以建立ꎮ
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由于细胞受 ROS 的损伤的机制比较复杂ꎬ使得

研究者们在不同角度、不同的分子水平上构建适合

于研究氧化应激效应的细胞模型ꎬ并建立和完善氧

化损伤的检测指标与监测手段ꎮ 自发现“氧化应激

是许多环境污染物的致毒机制”以来ꎬ人们就开始

着手将氧化压力作为生物标记物来探寻氧化损伤机

制ꎮ 起初ꎬ环境检测者通过分析生物体细胞内的抗

氧化酶活性和抗氧化物质的含量就能够预测有机体

的抗氧化状态ꎬ并将抗氧化酶(物质)作为判断机体

受到氧化应激的生物标志物ꎮ 但由于机体内抗氧化

防御系统的变化情况与化学物质的种类、个体的敏

感性及环境污染物等多种因素密切相关ꎬ因此需要

建立一个完整的检测体系ꎮ
４.１　 氧化应激研究的细胞模型

细胞模型的建立是氧化应激研究的关键所在ꎮ
通常根据环境污染物的种类、具体研究的氧化应激

通路及酶反应的不同ꎬ选择不同的细胞作为模型ꎮ
模型细胞的选择要以合适的生物体细胞为靶点ꎬ以
便更准确地反映环境污染物的危害性ꎮ 细胞的结

构、生长周期、生长条件、对化合物的敏感性等均是

细胞实验的重要因素ꎮ 选取的细胞必须具有结构的

完整性和对氧化应激反应的敏感性ꎮ 细胞株的选择

还取决于化合物的作用机理及其作用靶位ꎬ通常根

据化合物的作用部位ꎬ选择动、植物相应部位的组织

或者胚胎细胞ꎬ以更准确地模拟化合物对机体靶位

的效应ꎮ 例如大鼠嗜铬细胞瘤细胞系 PC12 能够生

长分化出类似神经元细胞的突触ꎬ具有神经元的基

本生物学特性ꎬ而由含氧自由基引起的中枢神经退

行性疾病 (如帕金森病、阿尔茨默克病)正好需要

PC12 这类细胞的生物学特性ꎬ故在评价潜在的具有

神经毒性的环境污染物时ꎬ常选用 PC12 来构建细

胞氧化损伤模型ꎮ 临床观察和动物实验中ꎬ含氧自由

基的大量累积ꎬ会造成心肌细胞凋亡[70￣71]ꎬ因此ꎬ在很

多污染物毒性试验中ꎬ常选用大鼠心肌细胞(H9c2)

作为模型细胞株ꎮ
４.２　 环境污染物的氧化应激作用

外源化合物进入生物体内后ꎬ其产生或消除含氧

自由基的能力是评价环境污染物致氧化应激能力的

重要指标ꎮ 很多环境污染物对脂类、蛋白质、糖类等

具有很强的氧化性ꎬ可以通过检测其代谢产物含量的

变化及氧化能力评价环境污染物的氧化损伤作用ꎮ
研究表明ꎬ一些具有氧化还原特性的环境污染

物ꎬ如过渡金属类、染料、苯醌、二砒啶除草剂和含硝

基的芳香族化合物ꎬ是导致生物体产生过量 ROS 的

重要因子ꎮ 这些物质能够催化或者参与生物体内一

些氧化还原反应ꎬ对生物体造成严重的氧化损

伤[9￣12]ꎮ 但很多环境污染物不能被简单地定义为氧

化剂或者还原剂ꎬ但可以通过不同的方式产生或者

消除 ROSꎮ 常见的多环芳烃类污染物、重金属类化

合物、消毒副产物类等均能导致生物体内 ROS 含量

升高ꎬ引起氧化应激[13, 72]ꎮ 研究证明ꎬ酚类化合物是

一类能够清除 ROS 的重要化合物ꎬ它们可以显著减

缓脂质的过氧化反应ꎬ增加 GSH 的含量ꎬ降低氧化

损伤[48]ꎮ 其他物质ꎬ如内分泌干扰物类ꎬ它们在结构

上与天然激素相似ꎬ能够模仿或抑制生物体内激素

的作用ꎬ或者干扰其合成与代谢ꎬ能够干扰氧化应激

的相关信号通路及酶反应ꎬ从而对细胞造成氧化损

伤[73]ꎮ 有机磷酸酯类化合物能够经细胞色素 P450

系统代谢引起细胞毒性[49]ꎮ GSH、GSH￣Px、类谷胱

甘肽过氧化氢酶类(含硒、碘等元素)硫氧还原蛋白

能够有效地清除活性氧成分ꎬ防止 DNA 损伤[74]ꎮ
陈立立等[75]以甲状腺激素(T3)作为暴露化合物ꎬ不
仅证明了 T3 是胰岛 β 细胞存活和抗凋亡的保护因

子ꎬ还证实了其可以诱导细胞内抗氧化的相关基因

(PI3K、Nrf2、NQO)的表达ꎬ提高抗氧化酶的活性ꎬ降
� 低 ROS 水平ꎬ防御细胞内的氧化损伤ꎬ增加细胞的

存活率ꎮ 越来越多证据表明ꎬVA、VC、VE、异黄酮、
硫辛酸等被用作抗氧化的物质ꎬ在低剂量使用条件

下能够表现出抗氧化作用[76]ꎮ 研究表明ꎬ促红细胞

生成素可以抑制 caspase￣3 的活性ꎬ低剂量(1 国际单

位/毫升)的促红细胞生成素可以显著增加细胞对抗

ROS 的能力ꎬ减少炎症细胞因子和肿瘤坏死因子￣α
的释放ꎬ促使氧化损伤的 RPE 细胞恢复形态结构的

完整性ꎬ阻止氧化剂诱导细胞 DNA 破碎和膜磷脂

酰丝氨酸泄露ꎬMDA、脂质过氧化反应的终产物产

量下降ꎬ细胞内 ROS 水平降低ꎮ SOD 与 GSH￣Px 水

平上升ꎬ细胞的总抗氧化能力得以恢复[77]ꎮ 一些含

硒化合物也被当做含硒酶[78]ꎬ用来模拟 GSH￣Px 降

低过氧化氢的能力ꎬ来合成类谷胱甘肽过氧化氢酶

的含硒化合物[79]ꎮ miR￣99a 是一种非编码的单链小

RNAꎬ参与调节多个信号通路ꎬ也是一种抑癌基因[80]ꎬ
有研究表明ꎬmiR￣99a 能够增加还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸(nicotinamide adenine dinucleotide reducedꎬ
NADH)的含量ꎬ改善细胞的代谢能力ꎬ增强细胞内外

SOD 的表达水平和活性ꎬ清除氧自由基[81]ꎮ
４.３　 检测方法

氧化应激产生的原因比较复杂ꎬ可供检测的能



第 1 期 袁圣武等:环境污染物导致氧化应激的关键信号通路及其检测方法 ３１　　　

够反映氧化应激的指标也比较多ꎮ 氧化应激的监测

方法包罗万象ꎬ如表 1 所述ꎬ检测氧化应激的方法集

中在测试实验靶标因自由基引起的氧化损伤及各种

氧化压力ꎬ除了用于测定因自由基损伤产生的初级

和次级产物外ꎬ还扩展到细胞水平、蛋白质 (酶)水

平、转录水平以及基因水平ꎮ
４.３.１　 酶活性检测

细胞内 SOD、CAT、GSH￣Px、GR、GST 等酶的含

量和活性是反映氧化损伤最有力的指标ꎬ也是检测

氧化应激最传统的指标ꎮ 不论是活体实验还是离体

细胞实验ꎬ均有利用酶活性检测试剂盒检测提取物

中氧化酶/抗氧化酶活性的变化来判断氧化应激是

否产生ꎬ然后再结合其他环境组学技术进一步检测

氧化应激ꎮ 酶活性检测依然是氧化应激研究最先使

用的检测方法ꎬ韩飞等[82]就通过检测 SOD 及 GSH￣
Px 活性来研究氧化损伤ꎮ 许多环境污染物暴露细

胞后ꎬ可以检测到细胞内外 SOD 的活性和含量明显

增高ꎬ说明这些污染物能够引起细胞内 ROS 水平的

增多ꎬ造成氧化应激[81]ꎮ
４.３.２　 脂质过氧化物检测

脂质过氧化作用的研究比较传统ꎬ因自由基引

发组织伤害是研究氧化损伤的一个重要手段ꎮ 但由

于直接分析脂质过氧化作用的产物非常复杂ꎬ一般

采用测定次级氧化产物 (醛类、酮类)含量的方法ꎮ
应用最多的是用硫代巴比妥酸法测定次级产物丙二

醛(MDA)的含量[83￣84]ꎬ机体内的氧自由基在与抗氧

化酶系统反应过程中会与细胞膜不饱和脂肪酸结合

发生脂质过氧化反应ꎬ产生的脂质过氧化物又会自

动生成次级的小分子产物 MDAꎬ在此过程中生成的

MDA 的量与脂质过氧化反应处于一种平衡状态ꎬ
因而 MDA 通常被作为检测脂质过氧化的合适指

标ꎮ 测定由聚不饱和脂肪酸产生的二烯烃含量[85]ꎮ
最新发展起来的有利用色谱分析技术同时监测不同

的脂质过氧化作用产物ꎬ如利用气相色谱￣电子捕捉

探测器检测多种不同的降解产物(乙醛、正丁醛、己
醛等)

[86]ꎮ
４.３.３　 蛋白质氧化产物检测

蛋白质(酶)氧化的产物测定方法主要是测定蛋

白质的碳酰基衍生物ꎬ特别是酪氨酸与苯丙氨酸的

氧化产物ꎬ酪氨酸会被氧化形成二酪氨酸ꎮ 有实验

证明ꎬ二酪氨酸是一种判断氧化应激的很有用的细

胞或生物标志物[87]ꎮ 很多蛋白质氧化后形成的物质

表 １　 常见的氧化应激检测方法

Table 1　 The common detection methods of oxidative stress

检测方法

Detection method

原理

Principle

检测指标

Detection index

技术

Assay

特点

Advantage

参考文献

References

酶活性检测

Enzyme activity

detection

氧化酶/抗氧化酶系统

Oxidase/Anti￣oxidant

enzyme system

SOD、CAT、GSH￣Px、GR、GST
酶活性试剂盒

Enzyme activity Kit

简单、直观

Simple, intuitive
[89￣90]

代谢产物检测

Metabolites detection

脂质、蛋白质等的氧化代谢产物

The oxidation metabolitesof

lipid, protein, etc

MDA、醛类、酮类等

MDA, aldehyde, ketone, etc

比色法、气相、质谱

Colorimetry, GS, MS

传统、成本小

Traditional, low￣cost
[83￣84]

蛋白(酶)水平检测

Protein (enzyme)

level detection

氧化应激在蛋白水平的损伤、
蛋白酶含量及活性

Oxidative damages

in protein level

差异蛋白表达量、
酶活性、酶含量

Protease content, activity,

and variation

Western 免疫印记法、
试剂盒

Western blotting, Kit

灵敏度高、
信息量大

High￣sensitivity,

informative

[37,91￣92]

转录水平检测

Transcription level

detection

氧化应激的信号通路

Oxidative stress signaling

pathways

转录因子、mRNA

Transcription

factor, mRNA

RT￣PCR 法、RNA 测序

RT￣PCR, RNA￣seq

高通量、灵敏

High￣throughput,

sensitive

[58,63]

线粒体水平检测

Mitochondrial

level detection

线粒体是氧化还原

的主要场所

Mitochondria is the main

place of redox reaction

线粒体形态、
线粒体膜电动势

Mitochondria membrane

potential, morphology

高内涵、JC￣1 试剂盒

High￣content screening,

JC￣1 Kit

新颖、针对性强

Novel,

highly￣targeted

[42,93]
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会被衍生产生 2 种产物:γ￣谷氨酰半醛与 2￣氨基脂

� 肪半醛ꎬ利用高效液相色谱和质谱方法就可以测定

这 2 种物质在生物体内的含量[88]ꎮ 外源性污染物造

成的氧化损伤前后抗氧化酶活性变化是由酶结构

(酶结构决定酶活性)和酶含量(机体对抗氧化应激的

反馈调节)的变化决定的ꎮ 因此ꎬ只有系统地测定氧

化应激过程中酶结构与酶含量的变化才能准确阐明

氧化应激过程中抗氧化酶活性变化的机理ꎮ 氧化损

伤涉及多个信号通路ꎬ其中信号通路上关键蛋白的

表达变化常用作衡量氧化损伤的重要指标ꎬWestern

免疫印记法就被用作这些关键蛋白的表达差异

分析ꎮ
４.３.４　 转录水平检测

在转录和基因水平ꎬ主要应用各种监测手段检

测 ROS 引起的 DNA 损伤ꎬ从最基础的分析测试鸟

嘌呤核苷􀅰OH 的羟基化作用ꎬ以及 DNA 氧化损伤

的羟基化产物(胸腺嘧啶乙二醇、胸腺嘧啶脱氧核苷

乙二醇)的测定ꎬ到分子生物学手段检测特定基因在

转录水平含量的变化ꎬ以及其表达产物的变化ꎮ 氧

化应激产生涉及多重信号途径的传导ꎬ其中引起凋

亡途径中的转录因子常被列为必测指标ꎬ例如 NF￣
κB 和 AP￣1 转录因子活性的检测ꎬ用 RT￣PCR 法扩

增特定转录因子ꎬ从而在 mRNA 水平上评价氧化

损伤ꎮ
４.３.５　 线粒体膜电动势检测

线粒体损伤也是氧化损伤的一个重要体现ꎬ而
且线粒体是 ROS 的主要产生部位ꎬ大约 4% 的氧气

通过线粒体的电子传递链被转换为超氧化物阴离

子[94]ꎮ 因此ꎬ线粒体形态、线粒体膜电动势是检验氧

化损伤重要的指标ꎮ 线粒体膜电动势常用试剂盒

JC￣1 进行测试ꎮ
氧化损伤的检测方法多种多样ꎬ 从噻唑蓝

(MTT)比色试验测定细胞活力ꎬ电子自旋共振法或

化学发光法直接检测氧化受损细胞内含氧自由基ꎬ
硫代巴比妥酸法 (TBARS) 对脂质过氧化物产物

MDA 的测定[95]ꎬ到彗星试验[96] 检测受氧化损伤的

细胞 DNAꎬRT￣PCR 法[75]检测模型细胞株相关基因

及其表达蛋白受氧化损伤前后表达的差异ꎮ 抗氧化

酶类包括 SOD、细胞内锰超氧化物歧化酶 (Mn￣
SOD)ꎬ细胞外超氧化物歧化酶(EC￣SOD)和总超氧化

物歧化酶(T￣SOD)活性、GSH 含量、GSH￣Px 和 CAT

活性的检测ꎬ二氯荧光素二乙酸酯探针[97]对细胞内

总抗氧化能力水平的测定ꎬ细胞形态、数量、凋亡数、

遗传能力以及其他一系列对氧化应激导致细胞凋亡

的观察和检测方法等ꎮ

５　 总结与展望

细胞受 ROS 损伤的机制比较复杂ꎬ使得研究者

们在不同角度、不同检测层次上构建适合研究氧化

应激效应的细胞模型ꎬ并建立和完善氧化损伤的检

测指标与监测手段ꎬ进而客观、可靠、准确地评价环

境污染物的毒性作用ꎬ为环境污染物的风险评价提

供强有力的依据ꎮ
现阶段ꎬ氧化应激的检测需要应用多种生物标

志物共同检测环境污染物对生物体产生的氧化压

力ꎬ将污染物对生物体的影响与分子水平的损伤有

效的结合起来ꎬ预测和评价相关污染物对人类和环

境产生的影响ꎮ 未来对于氧化应激的研究ꎬ应该根

据环境污染物的不同、其触发氧化应激途径的不同、
进而导致氧化损伤机制的不同ꎬ构建合适的氧化应

激损伤细胞模型ꎬ建立污染物经不同途径引起氧化

损伤的 AOP(Adverse Outcome Pathways)系统网络ꎬ
将活体生物检测与离体细胞测试结合ꎬ并着力解决

如何以离体细胞效应反映活体生物效应的问题ꎬ从
而追本溯源地解释环境污染物的氧化损伤机制ꎬ并
不断优化检测指标与监测手段ꎮ 通过离体细胞的损

伤效应预测生物体的氧化应激结果ꎬ进而客观、可
靠、准确地评价各类环境污染物的毒性作用ꎬ实现环

境污染物致氧化应激过程的监测ꎮ

通讯作者简介:马梅(1967￣)ꎬ女ꎬ博士ꎬ研究员ꎬ博士生导师ꎬ
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