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  近年来 ,随着工农业的不断发展, 排入水体的各种污染

物不断增加 ,加速了淡水水域的富营养化进程, 使得浮游藻

类大量繁殖 ,有害藻类水华频繁发生, 世界各地不断有藻类

污染水体引起人畜患病甚至死亡的事件报道。在淡水藻类

中,毒性最强、污染范围最广的为蓝藻门, 目前确定的有毒藻

种包括铜绿微囊藻 ( Microcystis aeruginosa)、水华鱼腥藻 ( An-

abaena flos-aguae)、水华束丝藻 ( Aphanizomenon flos-aquae )、阿

氏颤藻 ( Oscillatoria agardii)、红色颤藻 ( Oscillatoria rubescens )、

泡沫节球藻 (Nodularia spumigena) 等。这些藻类所产生的毒

素根据其致毒作用不同可分为三类: 多肽肝毒素、生物碱类

神经毒素及脂多糖内毒素[ 1] ,其中肝毒素的出现最为广泛且

具有强促癌作用。肝毒素主要由铜绿微囊藻、水华鱼腥藻产

生的微囊藻毒素 ( Microcystin, MC) 和泡沫节球藻产生的节

球藻毒素 ( Nodularin, NODLN) 组成。淡水系统中, 微囊藻毒

素是肝毒素中危害最为严重的一类。有资料表明, 饮用水中

来自淡水系统的微囊藻毒素污染,很可能是除肝炎病毒和黄

曲霉毒素以外导致肝癌的第三个重要原因[2]。自然水体中

的微囊藻毒素已越来越多地影响到人类的饮用水安全。针

对这一问题,目前采用的多是通过物理化学方法进行处理,

虽然可以达到较好的效果, 但其缺陷是成本太高。因此, 研

究水生生物对微囊藻毒素的去毒分子机理及相关调控因子,

用生态学方法解决微囊藻毒素对自然水体的污染问题意义

重大。

1  水生生物对微囊藻毒素的去毒能力

微囊藻毒素的主体结构为环七肽,共有 60 多种异构体,

毒性较大的是 LR、YR、RR。这些毒素具有相似的生物学功

能,会造成肝细胞的损伤, 严重者还会引起肝内出血并导致

动物死亡。

研究表明, 不同水生生物对微囊藻毒素的去毒能力不

同。水生植物是水生生态系统中的初级生产者, 直接与环境

中的微囊藻毒素接触,不同的水生植物对藻毒素的聚集能力

有所差异,与其表面积、对毒素的吸收能力以及被吸收的毒

素所需的清除时间有关。有些藻类, 例如细长聚球藻具有较

强的净化毒素的能力, 毒素处理 1 天后,培养基中的藻毒素

含量只有初始浓度的 2117% ; 处理 6天后, 培养基中的毒素

仅剩 8118% [ 3]。

蚌、贝类以及螯虾等有壳类无脊椎动物对藻毒素的清除

比较缓慢,有富集毒素的作用。把微囊藻作为斑马贻贝的单

一食料时,一星期后观察到藻毒素在贻贝中达到最大含量,

并在接下来的一周内仍保持很高含量, 在第三周时含量开始

降低,但在其体内长时间高浓度存在的微囊藻毒素并未引起

贻贝的可见性损伤[ 4]。

与蚌及贝类相比,鱼类对微囊藻毒素的结合量较低且清
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除速度较快 ,实验条件下用微囊藻填喂虹鳟发现, 1h 后毒素

在其肝脏内迅速聚集,并且在随后的 24h 内大部分被排出体

外。何家菀等[ 5]研究发现, 鲢鱼滤食大量微囊藻细胞, 但其

消化程度很低,大部分藻细胞被完整地排出, 粪便呈绿色; 而

罗非鱼则消化吸收进入消化道的大部分藻细胞, 粪便呈红褐

色。收集两种鱼的粪便进行毒性测试, 发现鲢鱼粪便藻较喂

食藻毒性降低约 2 倍, 而罗非鱼粪便藻较喂食藻毒性降低

415 倍。由此可见, 罗非鱼有较强的去毒能力,更适应毒素压

力下的生存。投喂微囊藻后,鲢鱼肝细胞肿大且线粒体出现

嵴裂甚至消失;而罗非鱼的肝细胞只是略有肿大, 线粒体无

明显变化,可见罗非鱼较鲢鱼有更强的毒素耐受能力。毒素

半致死量实验结果表明,鲢鱼微囊藻毒素半致死量约为草鱼

的 3倍, 罗非鱼则为草鱼的 5 倍。注射微囊藻毒素后草鱼肝

细胞高度肿大, 基质高度水肿, 细胞器分布松散, 胞核肿胀,

整个细胞都处于严重的中毒状态; 鲢鱼的肝细胞情况稍好,

细胞超微结构变化基本与草鱼相似但细胞核变化不明显; 罗

非鱼的肝细胞在这三者中受损最轻, 仅部分细胞器结构变

化。可见在毒素压力存在下,草鱼对毒素最为敏感而耐受力

最差,鲢鱼居中, 罗非鱼最不敏感而耐受力最强。这三种鱼

对微囊藻毒素的耐受性不同,很可能与这三种鱼肝脏去毒能

力的大小不同有关。

由于某些鱼类可以快速吸收、清除微囊藻毒素, 因而利

用鱼类通过生物操纵方式实现清除蓝藻毒素、净化水质, 一

直是研究人员的工作重点。我国学者用围隔等实验湖沼学

方法在东湖进行长年研究, 发现鲢、鳙在控制微囊藻等蓝藻

水华方面有重要作用, 并提出了通过放养食浮游生物的鲢、

鳙直接控制微囊藻等蓝藻水华的非经典生物操纵理论[ 6, 7]。

利用鲢、鳙控制藻类、改善水质的生态作用也为国内外其他

大量实验研究所证实[ 5, 8]。

2  微囊藻毒素在水生生物体内去毒代谢的分子机理

微囊藻毒素在水生生物体内的去毒代谢主要分为两大

类:一类是在水生动植物体内, 微囊藻毒素在可溶性谷胱甘

肽 S-转移酶 ( sGST ) 的催化下与谷胱甘肽 ( GSH) 发生加合

反应,毒性降低, 直接经排泄系统排出体外 ,另一类则是在水

栖微生物体内,微囊藻毒素在某些水栖微生物独有的微囊藻

毒素酶催化下开环降解。

211  微囊藻毒素在水生动植物体内的去毒代谢

谷胱甘肽 S-转移酶超家族 ( GSTs) 是生物体内普遍存在

的多基因酶超家族,在不同种类的生物体中起着相似的生物

学功能, 主要参与异生素、毒素及组织损伤产生的内源毒素

的去毒过程, 是生物体内去毒的主要酶系。哺乳动物 GSTs

现在已发现至少有 9 种, 其中 8 种 ( Alpha、Mu、Pi、Theta、Sig-

ma、Zeta、Kappa和 Omega) 位于胞质中, 又称为可溶性谷胱甘

肽 S-转移酶,而另 1 种位于微粒体中, 又称为微粒体谷胱甘

肽 S-转移酶 ( mGST)。

早在1992年, 就有报道在强碱性非酶促反应 (M ichael反

应)

约为 1302。但水生生物体的内环境达不到这种强碱性的 pH

环境要求,微囊藻毒素在水生生物体内的降解究竟是通过什

么方式实现的,一直是研究的热点。1998 年 Pflugmacher 等[9]

分别选取不同途径接触微囊藻毒素的水生动植物, 获取其组

织提取液与14C 标记的微囊藻毒素反应。研究结果显示, 各

种水生动植物 (包括水生植物、甲壳动物、软体动物、鱼卵和

成鱼等) 组织提取液中的 sGST 都具有催化微囊藻毒素与

GSH 发生加合反应的活性。经 HPLC 和 MALDI-TOF 质谱分

析,加合物荷质比为 1302,与 Michael反应条件下形成的加合

物分子量相同,并且还发现藻毒素对 CDNB-sGST 加合反应的

强烈抑制作用( CDNB 是 sGST的标准反应底物) , 从而证实在

水生动植物体内 sGST 催化微囊藻毒素与 GSH 的加合反应。

这一反应完成了微囊藻毒素在水生动植物体内代谢的关键

步骤,不仅中和了微囊藻毒素的亲电位点, 使其毒性减弱, 而

且使微囊藻毒素水溶性增加, 有利于其通过排泄系统排出

体外。

Beattie等[ 10]的研究间接证明 sGST 在去毒过程中的确扮

演了重要角色。他将三个发育阶段的卤虫暴露在含有微囊

藻毒素的水体环境中一段时间, 发现其酶提取液中 sGST 的

活性显著升高。Best等[ 11]在斑马鱼实验中也发现了类似的

结果。这表明 sGST 参与了微囊藻毒素的代谢过程, 这一现

象的分子机理有以下几种解释: a1 毒素压力存在下, 机体产

生的 sGST构象变化, 但是由于 sGST 的分子量不大并且考虑

到酶液的制备方法, 所以这种假设的影响可能不是主要的;

b1 暴露在毒素存在的环境下, sGST 蛋白转录后修饰发生变

化,由于 sGST 酶蛋白的亚基可以发生磷酸化, 藻毒素抑制蛋

白磷酸酶的活性, 所以 sGST 活性的变化可能与其转录后修

饰加工有关; c1 sGST 基因在外界环境毒素压力的影响下, 转

录及表达加强,生成更多的 sGST 酶蛋白。

Gehringer等[ 12]的实验结果为第三种解释提供了证据。

给予小鼠一定剂量的微囊藻毒素处理后, 获取不同染毒时间

小鼠的mRNA, 反转录得到 cDNA 并对其进行定量。实验数

据显示,谷氨酸半胱氨酸连接酶、C-谷氨酸半胱氨酸合成酶、

谷胱甘肽合成酶、sGSTL、sGSTP、谷胱甘肽过氧化物酶 ( GPX)

转录表达增强,并且一些辅助 GPX转录的含硒蛋白质的转录

表达也有所增强 (推测可能是亚硒酸钠预处理可以对抗毒

素损伤机体[ 13]的原因所致 )。针对这一实验结果, Gehringer

就其分子机理提出如下解释: 微囊藻毒素进入肝细胞后, 使

细胞中产生大量的活性氧分子,这些活性氧分子将脂质分子

氧化为过氧化脂质分子 ( ROOH) , ROOH 在 GPX 的作用下,

被 GSH 还原生成 ROH, 同时产生的 GSSG 经谷胱甘肽还原酶

催化生成两分子 GSH,而充足的 GSH 供应则是 GST 对微囊藻

毒素进行加合去毒的基础,这就很好地解释了实验中 sGST、

GPX 等去毒相关基因转录表达同时增强的现象。

Gehringer等[ 12]进一步研究发现, 正常生命状态下, 肝糖

原动员进入磷酸戊糖途径产生的 NADPH 为过氧化脂质分子

提供还原动力,减轻活性氧分子带来的氧化压力, 而在急性

5期 于  燕等:水生生物对微囊藻毒素去毒分子机理及调控因子研究 739  



脏的损伤[ 14] , 推测其原因可能是: VitE 可以还原 ROOH,自身

生成醌化VitE,再经维生素 C 还原为 VitE, 减轻去毒系统的

氧化压力。另外, 机体处于毒素压力的环境中, 不但参与去

毒加合反应的相关基因表达增强,在我们的定量表达实验中

发现, 为了适应毒素压力下的生存, 肝脏内一些对活性氧分

子敏感的抗毒相关基因的转录表达也显著增强, 例如, 肝细

胞抗凋亡因子解偶连蛋白 2 ( UCP2) [ 15, 16]。

212  微囊藻毒素在水栖微生物体内的降解

蓝藻水华发生后, 一小部分进入水生动植物体内, 经加

合反应后毒性降低再次排到水体中, 另外大部分一直存在于

水体当中。当光照充足时,藻毒素可以进行缓慢的光化学降

解或异构化使其毒性明显降低,但在自然水体中必须有水溶

性的细胞色素或腐殖质等光敏剂的存在, 才能有效地进行光

降解[ 17, 18]。腐殖质等光敏剂吸收日光或复合紫外光中的

290nm 到可见光这一波段的光, 形成高活性的 O3和H2O2等物

质,这些强氧化性的物质可以打开微囊藻毒素的环状结构,

促使微囊藻毒素降解。可是光降解受到许多条件的限制, 如

光照强度、光敏剂的多少等。发生水华的水体通常透明度很

低,因此藻毒素的光降解很难顺利进行, 所以水体中大部分

微囊藻毒素的降解必定存在其他更为有效的方式, 研究发现

通过水栖微生物进行降解才是水体中微囊藻毒素降解的主

要途径。

由于微囊藻毒素的环状结构和间隔双键非常牢固,并不

是所有的微生物都能对其进行降解, 只有一些可以产生微囊

藻毒素酶 ( microcystinase) 的特殊微生物菌种才具备降解藻

毒素的能力,这也是藻毒素能够在自然水体中长期存在的一

个重要原因。Takenaka 和Watanabe[ 19]发现从自然水体中分

离出的铜绿假单胞菌 ( Pseudomonas aeruginosa) 对 MC-LR 有

降解能力, 在初始 50mg/ L 高初始浓度下, 20d 的除去率为

90%以上,并发现铜绿假单胞菌所分泌的碱性蛋白酶 ( Alka-

line protease) 主要负责催化降解微囊藻毒素。Park 等[20]发现

了一株具备对微囊藻毒素有降解能力的鞘氨醇单胞菌 ( Sph-

ingomonas ) , 对藻毒素MC-RR和 MC-LR的最大日降解速率分

别达到 1310mg/ L和 514mg / L。闫海等[ 21]从云南滇池底泥中

分离出了能够降解微囊藻毒素的微生物纯菌种, 经中国科学

院微生物研究所鉴定为 Ralstonia solanacearum。研究发现此

菌种在 3天内可将初始浓度分别为 5012mg/ L和 3011mg/ L 的

藻毒素 MC-RR 和 MC-LR 全部降解, 日平均降解速率分别高

达 1617 mg/ L和 914mg/ L。

澳大利亚学者 Bourne等[22]研究了鞘氨醇单胞菌对藻毒

素MC-LR 的降解途径, 发现环状 MC-LR 首先被开环变成线

型MC-LR, 然后再进一步降解成四肽化合物, 并且还发现这

两种中间代谢产物抑制 50%鸡脑蛋白磷酸酶活性的浓度都

远远高于MC-LR,说明经代谢产生的中间代谢产物毒性明显

降低,可见降解的过程就是一个去毒的过程。他们进一步研

究发现,在鞘氨醇单胞菌降解 MC-LR过程中, 至少有 3 种酶

参与了MC-LR的催化降解反应, 并将对应的基因进行了克隆

和分

51 8kb,包括 mlrA、mlrB、mlrC、mlrD 四个基因, 其中 mlrA 编码

微囊藻毒素酶MlrA,一种金属蛋白酶, 它是降解过程中的第

一个酶, 是由 336 个残基组成的肽链内切酶, 在该酶的催化

下MC-LR开环变成线状的 MC-LR; 位于 mlrA 下游且具有相

同翻译方向的是 mlrD , 是一个伴随在 mlrA 旁边的寡肽转运

子; mlrB 位于它们的下游并具有相反翻译方向, 由它编码的

酶MlrB ( 402个残基 ) , 可以将线形 MC-LR 分裂成四肽; 最后

一个基因 mlrC 位于mlrA 上游具有相反的翻译方向, 它编码

的酶MlrC ( 507 个残基) , 也是一种金属蛋白酶, 可以降解

四肽。

Saito[ 24]等通过 PCR监测 mlrA 基因, 发现具有降解能力

的Y2 菌、MD-1 菌都含有 mlrA 基因, 且通过 16S rDNA分析发

现其属于鞘氨醇单胞菌属,并推测那些很接近鞘氨醇单胞菌

属而且含有 mlrA 基因的细菌可能都具有降解微囊藻毒素的

能力。另有许多学者对混合菌降解微囊藻毒素进行了研究。

吕锡武等[25]采用序批式生物膜反应器对 3 种微囊藻毒素进

行降解的实验显示, 混合菌对其有一定的降解作用, 且好氧

条件好于厌氧条件,但在 3 天内微囊藻毒素的去除量都低于

400Lg/ L。敖鸿毅等[ 26]利用双协菌(分别属 Basidiomycetes 和

Geotrichum candidum) 降解微囊藻毒素并对其进行动力学研究

发现,双协菌在 28 ) 32 e 条件下进行固态发酵培养, 2 天后毒

素含量明显降低, 6 天后基质中未检测出毒素存在,毒素的去

除率达到 91%以上。该双协菌是靠营养限制来启动降解过

程的 ,当将其接入发酵基质中, 由于微生物对营养限制作出

应急性应答反应而产生一套酶系。在好氧条件下, 依赖于一

个主要由该双协菌细胞分泌产生的酶组成的细胞外降解体

系,借助自身形成的 H2O2激活并靠酶触发启动一系列的自由

基链式反应,在细胞外对基质中的微囊藻毒素进行彻底的氧

化分解。

3  水生生物微囊藻毒素去毒代谢调控因子

目前,我们对水生生物微囊藻毒素去毒代谢相关基因的

研究还处于起步阶段, 这些基因的表达调控元件、调控机理

都尚未明了, 也是目前该领域的研究热点所在。有研究发

现,自然水体中的某些物质, 特别是那些由藻类水华产生的

物质,可以通过调节水生动植物去毒代谢相关基因的转录表

达,影响其去毒效率。

脂多糖 ( LPS) 广泛存在于革兰氏阴性菌 (包括水体中

产生有毒水华的蓝藻,如微囊藻)的表面及周围。LPS通常以

大分子聚合体的形式存在,各亚基以疏水键相连。这些大分

子一般都具极强的致炎性,会刺激人及动物大量炎症因子的

释放,包括 TNF-A、IFN-C、IL-1、IL-6、白三烯、前列腺素、NO等。

在哺乳动物中, Choi等[ 27]研究证实 LPS 抑制小鼠 sGST 基因

的表达。Best等[ 15]研究发现,不论是从纯的蓝藻还是蓝藻水

华中提取的 LPS 都明显降低斑马鱼胚胎中 sGST 的活性, 而

且这种抑制作用只在活体处理时才存在, 推测 LPS 可能影响

sGST 的合成过程, 即可能与 sGST 基因的转录调控有关。虹
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子浓度, 破坏原有的渗透压平衡, 表现为虹鳟饮水频率提高,

因而最终导致其摄入的毒素量增加。由此可见, 水体中 LPS

的存在将会加重水生生物的去毒压力。

哺乳动物中,对于外源物质激活 GST 基因的表达调控研

究已有相当的进展。Rushmore等[ 29]利用基因敲除技术证实,

在大鼠 GST1-Ya 亚基基因的 5. 侧翼区存在 5 个独立的调控

元件。第一个调控元件是位于- 860 至- 850 之间的核苷酸

序列,其核心序列能被肝脏特异转录调控因子HNF1 ( Hepato-

cyte nuclear factor 1) 识别[ 30,31] , 与 Ya 亚基基因的最大基础表

达水平有关。在- 775 至- 755 核苷酸之间存在着第二个起

增强子作用的调控元件, 包含一个 HNF4 ( Hepatocyte nuclear

factor 4) 识别序列[ 32]。借助计算机对 GST1-Ya 亚基基因的

启动子序列进行分析, 发现还有另外两个调控元件: 异生素

反应元件XRE ( Xenobiotic responsive element) 和糖皮质激素反

应元件 GRE ( Glucocorticoid responsive element) , 它们分别与外

源性物质和糖皮质激素对 Ya 亚基基因的表达调控有关。

XRE 的核心序列 ( GCGTG) 位于 HNF1 序列的上游- 908 至

- 899 核苷酸之间[ 30, 31] , GRE 位于- 1609 至- 1595 核苷酸之

间[30]。XRE 可以被芳香烃 ( Ah) 受体复合物识别,并通过Ah

受体与多环芳香族化合物的高亲和性结合而介导多环芳烃

等外源性物质对 Ya 亚基基因转录的激活[ 32) 36]。随后证实

的第5 个调控元件为抗氧化剂反应元件 ARE ( Antioxidant re-

sponsive element) , 位于- 722 至- 682 之间的核苷酸序列[ 37]。

在Ah 受体缺乏的情况下, 它可激活芳香族复合物或酚类抗

氧化剂对 GST1-Ya 亚基基因的调控作用。经过对 ARE 进行

5. 和 3. 缺失及突变分析, 发现 ARE 的核心序列为: 5.-PuGT-

GAC2NNNGC-3. / 3.-PyCACTGNNNCG-5. [ 38]。在小鼠 GST -Ya

亚基基因中,发现有类似于大鼠 GST-Ya 基因中 ARE 的亲电

试剂反应元件 EpRE ( Electrophile responsive element ) [ 39) 41 ]。

EpRE 含有与ARE相同的核心序列。

鱼类 GST 基因5. 侧翼区调控元件的研究不如哺乳类清

楚。Leaver[ 42, 43]对 GSTA、GSTA1、GSTA2基因启动子区域序列

进行比较分析发现, 比目鱼 GSTA 启动子区含 4 个 ARE (或

EpRE)调控元件, GSTA1 启动子区含几个 PPRE ( Peroxisome

proliferators response element) 和 2 个 ERE ( Estrogen response

elelment) 调控元件, 而 GSTA2 的调控区则不含任何可识别的

启动子元件,很可能是一个假基因。对比目鱼 GSTA、GSTA1

及 GSTA2 启动子区进行活性分析发现, 比目鱼 GSTA 启动子

区活性最高, GSTA1次之, 而 GSTA2 最低。比目鱼 GTSA 基因

的表达调控模式可能跟哺乳类 sGST 的 Alpha家族相类似, 均

由一系列亲电子的外源性物质通过 ARE 诱导 GST 的表达,

提示GSTA 在鱼类及哺乳类的抗氧化应激方面可能发挥着相

似的作用。与哺乳类不同,比目鱼 GTSA1 基因可能受雌激素

和过氧化物酶体增殖物 (包括脂肪酸等) 的调控, 其生理作

用尚待研究探讨。

我们已成功克隆鲢鱼、鳙鱼、罗非鱼、草鱼、鲫鱼、鲮鱼、

斑鳢、鳜鱼、唐鱼等淡水鱼类 sGST 基因 cDNA的核心片段, 并

进行

一步获得鲢鱼、鳙鱼、罗非鱼、唐鱼等 sGST 基因 cDNA 全序列

及 5. 侧翼调控序列。对鲢鱼、罗非鱼 sGST 基因侧翼区序列

分析发现,这些序列中除含有 EpRE 等哺乳类 sGST 普遍存在

的调控元件外,还含有 LPS 结合位点,提示微囊藻毒素与 LPS

对 sGST 基因的转录表达均有潜在的调控作用, 这也进一步

为我们的活体表达调控实验结果所证实。

4  研究展望

蓝藻水华暴发后,一部分微囊藻毒素进入水生动植物体

内,诱导机体内去毒相关基因 (如 sGST、GPX、谷胱甘肽合成

酶等) 转录表达加强, 这些基因的表达产物一方面缓解氧化

压力、抑制活性氧对机体的损伤, 另一方面催化毒素形成亲

水化合物经排泄系统排出体外;而剩下的大部分未进入水生

动植物体内的微囊藻毒素,在自然水体中经光或水栖微生物

的作用最终被降解。由于光降解和微生物降解在自然生态

环境下都是缓慢进行的,而污染造成蓝藻水华频繁地大规模

地暴发,以致水体中藻毒素的含量长时间维持在一个较高的

水平上,最终导致微囊藻毒素在自然水体中大量积聚, 影响

水生生态系统的稳定,并且威胁到人类的饮用水安全及淡水

水产品食用安全。

目前,关于微囊藻毒素在水生动植物体内去毒代谢的详

细研究还只停留在去毒的第一步 ) ) ) sGST 催化下微囊藻毒

素与 GSH 发生的加合反应,将体内微囊藻毒素转化成极性更

高的物质,使其毒性减弱、水溶性增加, 至于微囊藻毒素去毒

代谢相关基因的精确结构,以及这些基因的顺式元件及反式

因子的作用机理尚不清楚。我们对中国主要淡水养殖鱼类

sGST 基因研究表明, 这些鱼类肝脏 sGST 基因 mRNA 表达水

平与其对微囊藻毒素耐受能力存在明显相关性, 但这些鱼类

肝脏 sGST 基因差异表达的机理尚待探明。另外, 目前有关

淡水鱼类 sGST 基因对微囊藻毒素去毒作用的研究主要以

MC-LR 为代表,但淡水鱼类 sGST 对于不同类型微囊藻毒素

(例如MC-YR、MC-RR 等) 是否具有相同的去毒作用也有待

进一步研究。
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