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摘要 接有芳香烃受体 基因和芳香烃受体核转位子蛋白  ×基因的酵母 Σαχχηαροµ ψχεσ χερεϖισιαε 菌株是测定化学

物质的 受体效应的方法之一 本实验通过优化各个实验条件 发现用 1 葡萄糖作前培养液培养菌  用  半乳糖

作化学物质暴露时的培养液 暴露在玻璃管时 暴露时间从原来的  缩短到  并用已经优化的方法测定了六氯苯和五氯

苯的 受体效应 得出六氯苯和五氯苯相对于 × ≤⁄⁄的毒性等当量值× ∞ƒ分别为 1和 1 

关键词 重组基因酵母检测法 受体效应 六氯苯 五氯苯
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  二恶英类物质是人类生产活动的副产品 对其

生成降解以及毒理学方面的研究是当今环境科学的

前沿≈  芳香烃受体   

  介 导 基 因 表 达 是 以       2

2 π2¬× ≤⁄⁄为代表的二恶英

类化学物质毒性作用的最基本的作用机制  介

导的目标基因表达的改变被认为是 × ≤⁄⁄等物质

引起生物影响的机理 研究表明 还有许多化学物质

如多环芳烃类也能够和  受体结合 显示出和二

恶英类物质类似的生物效应≈ 

目前已经开发出几种监测环境样品的二恶英类

物质的生物监测方法 主要包括 ≠ ∞ ⁄酶诱导

法≈  重组受体报告基因表达培养细胞法

≤ ÷≤ ƒ÷≈ ≈重组受体报告基因表达酵

母法≈ …细胞增殖法≈ 这些方法各有优缺点 如

∞ ⁄酶诱导法灵敏度较高 但是耗时较长细胞培

养需要  再加上化学物质暴露时间需要  整

个实验周期较长 由于 °≤等物质会抑制 ∞ ⁄

的诱导≈ 从而导致此方法信号不准确 重组受体

报告基因表达培养细胞对荧光稳定性有一定要求 

细胞培养需要  细胞增殖法操作简便 但实验周

期长 特异性差 等≈于 年就开发了重

组受体报告基因表达酵母法 这种测定方法是将人

类  受 体 和   × 基 因 克 隆 到 酵 母

Σαχχηαροµ ψχεσχερεϖισιαε菌株上 通过配体诱导激活

受体基因 同时激活报告基因 转录成 Β2半乳糖苷

酶 通过测定 Β2半乳糖苷酶来检测出化学物质的 

受体效应 此方法相对而言有快速简单 较高的灵敏

度等等优点 开始应用于 受体效应物质的筛选

中 但是此方法存在着诸多缺点 如响应值偏低 背

景值较高 色氨酸类物质显示微弱的 受体效应

等等 为此 ≈在 年将方法作了优化 筛

选出了较为理想的菌株 ≠ ≤   报告质粒 × ÷  ∞2

 使监测灵敏度有了很大的提高 并降低了背景

值 同时 作者还发现暴露容器材质对 × ≤⁄⁄的活

性有较大的影响 尽管如此 此方法还存在暴露时间

较长 的问题 而且暴露容器材质对于 × ≤≤⁄
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以外的物质是否也存在影响还没有一个定论 

基于以上背景 本文通过研究碳源 实验器材的

种类和暴露时间对 Β2√诱导 受体

效应的影响 优化上述方法 并将其应用到我国污染

较严重的六氯苯 !五氯苯的 受体效应的测试 

1  材料和方法

111  试剂和仪器

Β2√以下简称 ƒ    

用作阳性对照 二甲基亚砜≤≥级 美国

   ∞≥≤    显 色 剂  222⁄2

 ° 东 京 化 成  溶 菌 酶

× 生化学工业 日本 实验用培养基

为去除了 的 ≥⁄培养基 对象物质等标

准物质均购买于日本东京化成和林纯药公司 2

 ⁄  酶标仪 ∏ 孔  条可拆酶标板 

∏    冷冻离心机 

112  受体效应酵母测试方法

用接种针挑取  ∗ 环酵母菌株 ≠ ≤  ≈于放

有葡萄糖培养液的培养瓶中 在  ε 的条件下过夜

培养对数生长期 取上述培养液  Λ加入有

 Λ培养液的小管中 再添加 1 Λ的样品溶

液⁄ ≥ 溶解液 震荡摇匀 置于摇床转速为

 上培养 ε  移取  Λ上述培养液

于酶标板孔中 于  波长下测定菌液的

吸光度值以加入 ⁄ ≥的培养液为参照空白 余

下的溶液离心    弃去上清液后 

加入  Λ含  #   的  ∏

1 的碳酸钠缓冲溶液   1 

的 ≤ 的  ≥溶液 震荡混

匀后 静置反应   ε 去细胞壁 加入含 

#   ° 的缓冲溶液 1 的

 °和 ° Λ于上述溶液中 震荡混

匀 再于  ε 条件下静置反应至产生黄色 记录反

应时间 加入  Λ的  ≤  溶液使反

应停止 离心    吸取上清液 

Λ于 孔酶标板中 分别于  和  波

长下测定吸光度值以加入菌液的培养液为参照空

白 

最后用下式计算 Β2半乳糖甘酶诱导活性 

Β2 √   ≅  Α  1

≅ Ατ ≅ ς ≅ Α

其中 τ为加入 ° 到出现黄色的反应时间 ς

为菌液体积1  Α Α Α为吸光度值 

113  数据统计

本实验中数据统计使用 ∞¬软件 

六氯苯和五氯苯 ∞≤ 值的计算使用 °°

软件 六氯苯和五氯苯 ×∞ƒ值的计算为 × ≤⁄⁄∞≤

值除以氯苯 ∞≤×≤⁄⁄  ∞≤×≤⁄⁄ 值是当氯苯的 Β2

半乳糖苷酶诱导活性为 × ≤⁄⁄的诱导活性的最大

值的  时的浓度值 实验次数为 次 

2  结果和讨论

211  培养基碳源对诱导活性的影响

根据文献报道 在 1启动子表达  !

  × 基因受培养基中碳源影响较大 也即可以受

半乳糖激活被葡萄糖抑制≈ 为了优化碳源对酵母

Β2半乳糖苷酶活性诱导的影响 分别对不同试验阶

段的所用培养液中碳源的种类和浓度对 受体效

应的影响进行了研究 图 表示了化学物质暴露阶

段的碳源种类对 ƒ诱导 受体活性的影响 隔夜

培养的培养液中的碳源为  的葡萄糖 从图 可

知 当化学物质在暴露阶段的培养基碳源为  葡

萄糖时 ƒ 不能诱导 受体活性 而添加同样浓

度的半乳糖后 得到了非常好的 ƒ 的剂量2反应

曲线 

另外发现隔夜培养液碳源种类对酵母 Β2半乳糖

苷酶诱导活性儿乎没有影响 但受其浓度的影响较

大 图 表示了葡萄糖浓度对于 ƒ诱导 受体效

应的影响 当葡萄糖浓度分别为 1 和   隔夜

培养时间为  时  葡萄糖的条件下 ƒ 能更

好地诱导  受体效应 延长隔夜培养时间到 

发现含有 1 的葡萄糖的培养基下 ƒ 对 

受体的诱导活性有很大的改进 而  的葡萄糖的

       

图 1  暴露反应培养基对酵母诱导活性影响(隔夜培养

培养基 :2 %葡萄糖 ;隔夜培养时间 :14 η ;暴露时间 :10 η)

ƒ  ∞∏∏ ∏ ¬∏

Β2√

√∏∏  ∏ ¬∏ 
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图 2  隔夜培养培养基中葡萄糖浓度对酵母诱导活性的影响

(暴露时间 :8 η ;暴露培养基 :2 %半乳糖溶液)

ƒ  ∞∏ √

∏ ∏  Β2√

¬∏¬∏∏∏  

条件下 即使延长培养时间 其诱导活性没有改善 

212  暴露时间对诱导活性的影响

暴露时间是生物监测方法的一个关键参数之

一 图 为当隔夜培养基中的葡萄糖浓度为  

时 暴露时间对诱导活性的影响 从图中可以知道 

在暴露时间为  时 ƒ 对 受体的诱导活性非

常低 当暴露时间增加到  诱导活性有很大的增

加  时 ƒ 诱导 受体的最高活性为  

∏另外方面 当隔夜培养基中的葡萄糖浓度降为

1 时 暴露时间对诱导活性的影响表示在图 

中 从图中可以看出 即使在暴露时间为  时 

ƒ就显示出较高的 受体活性 当暴露时间增加

到  其诱导活性有了非常高的增加 但是暴露时

间过长 导致诱导过甚使吸光度值超过酶标仪量程 

        

图 3  暴露时间对酵母诱导活性的影响(暴露反应培养基 :2 %半乳糖 ;隔夜培养培养基 :(Α)2 %葡萄糖 ,14 η :(Β)012 %葡萄糖 ,24 η)

ƒ  ∞¬∏ Β2√¬∏∏∏  √∏∏

  ∏ 1  ∏ 

在以后的实验中 暴露时间设定为  

213  暴露容器材质对 ƒ诱导  活性的影响

由于显示 受体效应的物质往往是低极性的

化学物质 因此这些化学物质有可能会吸附在暴露

          

图 4  容器材质对酵母诱导活性的影响

ƒ  ∞¬∏2∏ 

Β2√

实验管的管壁上 图 中 隔夜培养培养液碳源为

1 葡萄糖 暴露反应培养基碳源为  半乳糖 

暴露时间为  时暴露实验管材质对 ƒ 诱导 

受体活性的影响 在相同的实验条件下 用聚苯乙烯

管作为暴露实验管时 ƒ 的 受体诱导效应低于

用硼硅玻璃管作为暴露实验管时的活性 这一实验

结果和 ≈的结果非常相似 在他们的实验中 

发现管材对 × ≤⁄⁄的 受体效应有很大的影响 

在以后的实验中 都采用玻璃管作为暴露实验管 

214  重组基因酵母检测几种化学物质的 受体

效应

优化了实验方法后 本研究测试了六氯苯

≤ 五氯苯°2≤的剂量2效应关系如图 

所示 发现六氯苯有比较强的 受体效应 在 

浓度时就表现出活性 而且在 

时的活性值甚至和 ƒ 的最大活性值相当 六氯苯

期 环   境   科   学



的相对于 × ≤⁄⁄的毒性当量值为 1 五氯苯

的 受体效应相对较小 可是从  开

始也表现出了一定的活性 并且随着浓度的增加活

性值有明显的上升趋势 五氯苯的相对于 × ≤⁄⁄的

毒性当量值为 1 

图 5  六氯苯 !五氯苯的剂量2反应活性关系

ƒ  ⁄2 ≤ °2≤

3  结论

本实验优化了 受体效应酵母测试方法的各

个实验条件 发现用 1 葡萄糖做前培养液培养

菌  用  半乳糖做化学物质暴露时的培养液 

暴露在玻璃管时 暴露时间从原来的  缩短到 

并用已经优化的方法测定了六氯苯和五氯苯的

受体效应 得出六氯苯和五氯苯相对于 × ≤⁄⁄

的毒性等当量值  ×∞ƒ  分别为 1 和

1 重组受体基因报告基因表达酵母法是一

种比较快速有效地筛选和定量分析环境样品中二恶

英类污染物质的方法 
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≈ ×¬  ° 113  ∗  

≈    °∏  ∏ ≤√  ∏

∏∏¬∏22

¬∏¬2∏≈ ×¬

 105  ∗  

≈    ≤      ∏    

≥ ° ≤∏  ≠ ⁄ √

   ¬∏≈  ×¬  

°  160  ∗  

≈    ⁄√  ≥∏∏ √

2  ≥√≈  

≤ 4  ∗  

 环   境   科   学 卷




