
·专论与综述·

PCR 技术在水生毒理学研究中的应用
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摘 要: 介绍了聚合酶链式反应( PCR) 技术的基本原理，并在此基础上综述了 PCR 技术在水生毒理学研究中的应用及

国内外最新研究进展，其中涉及的模式生物包括原生动物、浮游植物、浮游动物和鱼类等。PCR 技术不仅为污染物对水生

生物的毒性检测带来了便利，还有助于从分子水平上阐述污染物的毒性作用机制。最后指出了目前 PCR 技术应用的局限

性及未来的发展前景。
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Abstract: Technologic principle of polymer chain reaction ( PCR) was described． Research development of
PCR technology for the application of aquatic toxicology was reviewed，which model organism included protozoa，

zooplankton，phytoplankton and fishes at home and abroad． PCR technology not only brought convenient for toxic
detection of pollutant by using aquatic organisms but also help for explanation of toxic pollutants mechanism at
molecular level． Limitation and development of PCR in the future application were also discussed．
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污染物在环境中的迁移、转化及降解过程经历

着一系列复杂的物理、化学和生物变化，这些变化

去除了一部分污染物，但另一部分污染物只是在形

态和性质上发生变化，生成了新的污染物，这些新

污染物可能会给环境带来更大的安全隐患［1］。污

染物从不同途径进入水体，降低水产品质量，威胁

人体健康，从而引起了人们的关注。水生毒理学是

研究污染物与水生生物和环境因素之间相互作用

的科学［2］，传统方法是从剂量 － 反应关系中得出

污染物对水生生物体的毒性，但只能从表观上研究

污染物对生物体的毒害，难以揭示污染物对生物体

的内在毒性作用机制，因而存在一定的缺陷。现代

分子生物技术的高速发展为环境污染物的毒理机

制研究提供了前所未有的机遇。聚合酶链式反应

( polymerase chain reaction，PCR) 技术产生于 1985
年，是特定 DNA 片段体外扩增的新技术。1998 年

Savva 等采用 PCR 技术研究了苯并［a］芘对小鼠的

基因毒性［3］，标志着该技术在毒理学研究中应用

的开始，并逐渐显示出巨大的优越性。PCR 技术

在水生毒理学研究中同样发挥了巨大作用，不仅为

污染物对水生生物的毒性检测带来了便利，还有助

于人们从分子水平上阐述污染物对水生生物的毒

性机制。PCR 技术因特异性好、灵敏度高、快速简

便、可重复性等优点，在水生毒理学研究中受到越

来越多的关注。

1 PCR 技术的基本原理和方法

PCR 技术是体外酶促合成特异 DNA 片段的一
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种方法，利用 DNA 变性与复性的原理。该技术利

用两段寡核苷酸( 3'和 5'引物) 作为反应引物，以 4
种脱氧核苷三磷酸 dNTP、DNA 聚合酶作为反应

物，将 提 取 到 的 DNA ( 即 模 板 DNA ) 片 段 精 确

扩增［4］。
PCR 由变性—退火( 复性) —延伸 3 个基本反

应步骤构成［5］。变性阶段主要是 DNA 解离，以便

于单链 DNA 与引物结合，为复性阶段做准备; 复性

阶段是将引物与模板 DNA 单链的互补序列配对结

合; 引物的延伸阶段是在 TapDNA 聚合酶的作用

下，以 dNTP 为反应原料，靶序列为模板，按碱基配

对与半保留复制原理，从引物的 5'端→3'端延伸，

合成与模板互补的 DNA 链。重复循环变性—退

火—延伸过程，就可获得更多的“半保留复制链”，

而且这种新链又可成为下次循环的模板。每完成

一个循环需 2 min ～ 4 min，2 h ～ 3 h 就能将目的基

因扩增放大几百万倍。
PCR 技术可分为如下类型: ①不对称 PCR 技

术;②反向 PCR 技术; ③多重 PCR 技术; ④标记

PCR( LP － PCR) 技术;⑤瞄定 PCR 技术; ⑥PCR 固

定相分析法技术; ⑦原位 PCR 技术; ⑧实时 PCR
( RT － PCR) 技术;⑨荧光定量 PCR 技术;⑩随机扩

增多态性 PCR ( RAPD － PCR) 技术。在水生毒理

学研究中，较为常用的有多重 PCR 技术、RT － PCR
技术、荧光定量 PCR 技术和 RAPD － PCR 技术，在

研究污染物对水生生物的毒理机制方面起到了非

常重要的作用。

2 PCR 技术在水生毒理学中的应用

水生毒理学研究常用的模式生物包括藻类、水
蚤、鱼类等，主要的研究方法可以简单地归纳为: 在

实验室条件下，将模式生物暴露于一定浓度的污染

物中，再采用 PCR 技术检测模式生物在污染物暴

露下的相关基因表达水平。直接从模式生物中分

离特定 DNA 片段异常困难，难以满足实验要求。
PCR 技术能在短时间内对极少量的特定 DNA 扩

增，使得扩增数量达到实验目的，此优势使其在毒

理研究中得到越来越多的应用。目前，在原生动

物、浮游植物、浮游动物和鱼类毒理学研究中，利用

PCR 技术所取得的研究成果为环境污染物生态风

险评估提供了科学依据。
2． 1 PCR 技术在原生动物毒理学研究中的应用

上个世纪中期，人们已经清楚认识到水体中的

原生动物在净化水体和食物链中所起的作用，在水

生毒理学研究中常用的受试原生动物是嗜热四膜

虫( Tetrahymena thermophila) 。嗜热四膜虫是一种

全球分布的单细胞真核生物，以自由游泳的方式生

活在淡水湖泊和江河流域，具有个体生理、行为与

所处环境中的污染物质紧密联系的特点，对水生污

染物的胁迫作用响应非常敏感。与其他模式生物

相比，嗜热四膜虫培养简单、快速、经济，因处于水

生态系统食物链的底层，更有利于污染物毒性的早

期预报，所以被认为是水生毒理学研究中的良好模

式生物［5］。2006 年以来相继完成的嗜热四膜虫大

核基因组测序计划，为分子水平上与毒性相关基因

的嗜热四膜虫研究奠定了基础［6］。
有机氯农药 DDT ( dichloro-diphenyl-trichloro-

ethane) 是一种重要的持久性有机污染物，主要通

过降雨和地表径流等方式进入水生生态系统［7］。
郭利 娜 等［8］ 筛 选 出 一 个 DDT 暴 露 下 的 差 异 基

因———酮戊二酸 /苹果酸载体蛋白基因( omc) ，再

用实时定量 PCR 技术测定了不同浓度 DDT 暴露

下该基因的表达水平。结果表明，DDT 使 omc 基

因的表达水平下降，DDT 对该基因的调控模式可

能类 似 于 雌 激 素 对 高 等 动 物 的 调 控 途 径，推 测

DDT 可能通过调控 omc 等基因而影响线粒体正常

功能，进而对细胞产生毒害作用。
在应用 PCR 技术的过程中，引物的选择特别

重要，选择最优的引物，可以增大检测精度，提高灵

敏度。愈婷等［9 － 10］应用荧光定量 PCR 技术研究了

铜和镉对嗜热四膜虫金属硫蛋白基因( MTT1 ) 的诱

导表达，对不同浓度重金属对 MTT1 基因的诱导进

行了定量分析，解析了不同浓度重金属诱导 MTT1

基因表达的变化规律。通过比较金属硫蛋白基因

两个亚族( MTT1 和 MTT2 ) 的特性，发现前者容易

受到镉诱导，而后者容易受到铜诱导。在此基础

上，Wang 等［11］对这两种基因的功能性进行了对照

研究，发现嗜热四膜虫的 MTT1 基因起到了重金属

解毒作用，而 MTT2 则参与嗜热四膜虫体内铜离子

平衡的生理调节作用。
在嗜热四膜虫的毒理效应研究中，不但可以应

用 PCR 技术检测基因表达水平，而且可以将 PCR
技术与其他分子技术联合应用，以检测嗜热四膜虫

在污染物暴露下相关基因的表达水平，这些研究为

嗜热四膜虫作为淡水生物监测的指示生物提供了

更有力的实验手段。三丁基锡( TBT) 一直广泛应
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用于防垢油漆、农业杀菌剂和塑料稳定剂［12 － 13］，是

一种重要的水环境污染物。Feng 等［14］采用抑制

性差减杂交技术( SSH 技术) 与实时定量 PCR 技术

相结合的方法，鉴定 TBT 对嗜热四膜虫基因表达

的差异性影响，构建了 TBT 胁 迫 下 嗜 热 四 膜 虫

SSH 文库，并筛选出 3 个与 TBT 暴露呈正向调节

或反向调节的基因。TBT 胁迫下嗜热四膜虫相关

基因的差异性表达，为嗜热四膜虫作为灵敏、快速、
方便的 TBT 监测指示生物奠定了基础。

采用 PCR 技术与其他分子技术相结合的方

法，筛选与污染物暴露相关的差异性表达基因，并

定量其表达水平，在嗜热四膜虫的毒理研究中发挥

了主要作用。嗜热四膜虫在载体和转基因构建方

面比其他水生生物体容易而且简单，所以一旦构建

了转基因细胞系，嗜热四膜虫将会展现其优越性。
2． 2 PCR 技术在浮游植物毒理学研究中的应用

浮游植物的毒理研究是水生毒理学中一个重

要的研究分支。藻类作为初级生产者，对于水生系

统的平衡和稳定起着极其重要的作用，生物测试中

的藻类测试是水生毒理学研究中必不可少的方法

之一。对大量生物测试结果分析发现，藻类对许多

污染物敏感，而且具有生长周期短、繁殖快、易于分

离培养等优点，是非常理想的毒性试验材料［15］。
很多研究都使用藻类来评估金属元素、农药除草剂

和其他外源污染物对水生环境的生态风险［16 － 19］。
目前大多数研究主要集中于污染物对藻类的急性

毒性，从基因转录水平上描述污染物对藻类毒性作

用机制的研究很少。
Qian 等［20］研究了铜和镉对普通小球藻( Chlo-

rella vulgaris) 生长的联合毒性，并采用 PCR 技术检

测了重金属暴露下普通小球藻光合作用相关基因

的转录水平。结果表明，铜和镉降低了基因 psbA
和 rbcL 的转录水平，二者联合没有表现出协同效

应; 而两种金属联合暴露增加了基因 psaB 的转录

水平，并表现出协同效应。当前水环境中存在一种

新型污染物，即人用、兽用药物及个人护理用品

( PPCPs) ，大部分污水处理厂是针对传统意义上的

污染物而设计，导致低浓度的药物活性物质持续不

断地排入水环境［21 － 22］。抗生素是一种典型的新型

污染物，有研究发现抗生素会影响叶绿体基因的复

制、转录和翻译，以及一些代谢途径如叶酸合成和

脂肪酸合成［23］。Qian 等［24］利用实时 PCR 技术研

究了链霉素对普通小球藻和铜绿微囊藻( Microcys-

tis aeruginosa) 的影响，结果表明，链霉素抑制了藻

的光合作用相关基因的转录，阻碍了光合作用中电

子的传输，并且导致藻类产生过多的反应氧。农药

莠去津是一种毒性很强的除草剂。Qian 等［25］采用

PCR 技术定量了普通小球藻 3 个光合体系基因

( psaB、psbC 和 rbcL) 在莠去津暴露下的转录水平，

发现莠去津降低了 3 个靶基因的转录水平，而且呈

现剂量依赖性。壬基酚是一种重要的精细化工原

料和中 间 体，同 时 也 是 重 要 的 环 境 雌 激 素［26］。
Qian 等［27］研究发现，壬基酚不仅能够影响普通小

球藻光合作用相关基因的转录水平，而且会导致小

球藻产生过多的活性氧，从而破坏细胞结构。
应用 PCR 技术对藻类的毒性研究可以从分子

水平上揭示污染物的毒性作用机理: 一方面是水中

污染物可能抑制光合作用相关基因的转录水平; 另

一方面污染物会刺激小球藻产生过多的活性氧来

破坏细胞结构。
2． 3 PCR 技术在浮游动物毒理学研究中的应用

大型蚤( Daphnia magna) 是一种典型的浮游动

物，具有繁殖快、方便易得、对毒物敏感等特点，因

而成为毒理学研究中常用的指示生物。Ha 等［28］

利用半定量 RT － PCR 技术研究了壬基酚、双酚 A
和百草枯等污染物对大型蚤血红蛋白基因表达的

影响，测定了大型蚤血红蛋白基因的表达水平和繁

殖率，结果表明，大型蚤血红蛋白基因可以作为评

价污染物毒理效应的指标。
PCR 技术还可以和其他分子技术联合应用，

检测污染物暴露条件下大型蚤相关基因表达水平，

其中 PCR 技术主要起校核作用，确保研究结果的

正确性。Soetaert 等［29］研究了镉诱导下大型蚤不

同基因的表达状况，先用 DNA 微阵列分析了相关

基因在镉暴露下的表达水平，再利用 RT － PCR 技

术检测相应基因的转录水平。结果表明，DNA 微

阵列和 RT － PCR 技术的检测结果具有一致性，二

者联用揭示了镉影响大型蚤消化、氧运输、表皮代

谢和胚胎发育相关的分子途径。Soetaert 等［30］利

用与生殖相关的 DNA 微阵列，研究杀虫剂丙环唑

对大型蚤基因表达的影响，主要采用 PCR 技术与

抑制性差减杂交技术( SSH 技术) ，构建生态毒理

标准生物体的特异双链 DNA 库，将已获得的成年

蚤和幼蚤的相关基因用于 DNA 微阵列，监测暴露

于有毒物质中大型蚤的基因表达水平变化，鉴定出

差异性表达基因，揭示丙环唑对大型蚤的毒性作用
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机理。Schamphelaere 等［31］利用微阵列技术和 RT
－ PCR 技术研究发现，大型蚤牧食含锌量高的绿

藻会导致控制蜕皮过程基因的差异性表达。
PCR 技术和 DNA 微阵列法相结合在大型蚤的

毒理研究中发挥了重要作用。在实验中一般先用

微阵列法分析受试动物相关基因的表达信息，再采

用 PCR 技术确认分析结果，从而大大提高了水生

毒理学研究的准确性和科学性。
2． 4 PCR 技术在鱼类毒理学研究中的应用

鱼类对水质变化十分敏感，只要水体中含有极

微量的有毒物质，就会引起很强的反应，所以在水

生毒理学研究中常用鱼类作为受试生物。实验必

须选择合格而且具有代表性的鱼类［32］，常用受试

鱼类包括斑马鱼( Danio rerio) 、日本青鳉( Oryzias
latipes) 、南亚野鲮( Labeo rohita) 等小型鱼类。水

中微量或痕量有毒污染物一般不会导致鱼类死亡，

却能改变其生理生化指标，特别对鱼类的生长、发
育甚至繁殖产生不利影响。PCR 技术的运用为在

分子水平上开展亚致死毒性研究提供了可能。
Mohanty 等［33］利用 RAPD － PCR 技术研究了

呋喃丹对南亚野鲮的基因毒性，实验结果表明，呋

喃丹暴露时间对肝组织 DNA 稳定性的影响很大。
Lapointe 等［34］用定量 RT － PCR 技术研究了温度和

铜暴露对黑头呆鱼( Pimephales promelas) 的单一及

联合影响。实验结果表明，温度不但影响黑头呆鱼

的蛋白质代谢，而且会影响其抗氧化能力; 铜暴露

会影响一些功能性蛋白基因的转录水平，这些功能

性蛋白包括能量代谢蛋白、重金属解毒蛋白和保护

蛋白; 而二者的联合作用则表现出协同效应。
双酚 A 不仅会导致机体雌激素内分泌干扰，

而且会引起多种疾病，甚至诱发肿瘤［35］。端正花

等［36］采用实时定量 PCR 技术和斑马鱼基因芯片

技术相结合的方法，从分子水平上研究了双酚 A
对斑马鱼的毒理机制，发现双酚 A 具有遗传毒性。
斑马鱼芯片检测双酚 A 对 RNA 的损伤存在一定

的误差，实时定量 PCR 技术在研究中起到了校核

作用。PCR 技术不但可以和基因芯片技术联用，

还可以和彗星实验及扩散法联用，以确保研究结果

的科学性。Rocco 等［37］利用彗星实验、扩散法和

RAPD － PCR 技术，研究了意大利污水厂处理水中

所含药物对斑马鱼的细胞毒性和基因毒理效应，三

者检测结果一致，表明水环境中的药品对斑马鱼产

生了严重的基因毒性。随着技术水平的提高，PCR

技术不仅能够用于阐明污染物的基因毒性，还可以

用于揭示污染物的内分泌干扰机理。Zhang 等［38］

采用 RT － PCR 技术研究了雌激素 17α 乙炔雌二

醇( EE2 ) 和雄性激素 17β 群勃龙( TRB) 对日本青

鳉下丘脑 － 垂体 － 性腺( HPG) 的作用效应，日本

鳉鱼的 HPG － PCR 阵列不但能够作为内分泌干扰

物质的筛选工具，而且可以阐述污染物对鱼类内分

泌干扰效应的作用机制。

3 研究展望

( 1) PCR 技术的不断完善与发展，为水生毒理

学研究提供了新的方法和思路，但是目前该领域的

研究成果非常有限。一方面 PCR 技术相对传统毒

理学方法应用范围很小，尚需拓展; 另一方面，目前

多数相关研究局限于定性研究或者半定量研究，缺

少对特殊基因表达的定量研究。特别是利用 PCR
技术研究高等水生生物毒理机制方面的成果甚少，

如污染物的内分泌干扰机理研究等，此类内容应该

成为今后重点发展的研究方向。
( 2) 目前该领域研究采用的模式生物比较有

限，主要是上述 4 类模式生物。采用其他模式生物

如贝类及毛蚶类等底栖生物的研究需要加强，这将

有助于积累相关研究成果，丰富毒理学数据库，为

PCR 技术在水污染环境生物监测中的实际应用提

供科学依据。
( 3) 进一步推动 PCR 技术与其他分子生物技

术结合，以定量痕量及极微量的基因表达，提高毒

理研究的准确度和精确度，为水生毒理学研究提供

更广阔的前景。
( 4) 目前 PCR 技术在水生毒理学研究中的应

用还处于探索阶段，在方法学方面需要进一步标准

化和规范化，以利于不同实验室间数据的比较及研

究成果的应用。
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