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摘要 为发展快速 !简便和廉价的检测环境和生物样品中的多氯联苯技术 本研究利用重组有绿色荧光蛋白ƒ°和荧光素酶

∏报告基因的 个细胞系 检测从野外环境中所采集的水 !底泥和生物样品中的多氯联苯的含量 研究结果表明 ƒ°和

∏荧光强度与多氯联苯标样浓度的相关性很好 相关系数分别达到 1和 1 具有很好的剂量2效应关系 与气相

色谱2电子捕获器法≤2∞≤⁄的仪器分析比较 ƒ°和 ∏的荧光强度与环境样品中的多氯联苯化合物含量也具有很好的相

关性 因此可用于受多氯联苯污染的环境样品筛选和半定量快速 !简便 !廉价检测 
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  多氯联苯°≤是二

类化合物的一大类 能与芳香烃受体 结

合≈  在剂量极低时仍可对动物产生致畸 !致癌 !

内分泌干扰等毒性≈  采用传统的化学分析方法 

处理复杂 费用昂贵 纯化与分析过程费时 无法进

行大量环境样品快速筛选和日常监测 基因重组可

以将能发生易观察的生物学信号的报告基因与二

类化合物反应原件⁄ ∞ 基因片段共同整合到

细胞中 构成稳定表达的重组细胞系 由于报告基因

受性状基因控制 因此可以直接测定完整细胞的荧

光强度 以确定环境样品中二 类化合物如多氯

联苯的浓度 省去常规生物分析过程中的细胞破碎 !

提取和生化反应等繁琐程序 发展一套快速 !灵敏 !

廉价 !简便的检测技术 目前这方面的技术发展很

快≈  但大多仍处于实验室的研究过程 用于环境

样品测试则少见报道≈   

本实验采集香港湾区的底泥样品和鱼 以及南

京市乌龙潭公园的水样和金川河入江河口的水样及

底泥样品 利用 种细胞系对这些环境样品中的多

氯联苯含量进行测定 并与仪器分析结果比较 进行

环境样品的初步筛选≈ 为是否必要进行化学分析

提供参考 探讨生物测定方法在检测环境样品中的应

用前景 本研究中是以多氯联苯为模型化合物 因此

所提出的方法原理可以用于测定二 类化合物 

1  材料与方法

111  样品采集

样品分别采自香港铜锣湾地区≤∏ 

的底泥≥和澳背塘地区 °∏×的翡翠贻贝

 南京市乌龙潭公园的水样 •  南京市金川

河入江口处的水样 • 和底泥样≥ 泥样由彼得

森式采泥器收集 经风干 !研细 !过筛后密封保存备

用 水样用采样器收集 采回后立即放置冰箱   ε
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保存 铜锣湾位于香港岛的正北部 与九龙的尖沙咀

隔海相望 其间有来自港岛的生活污水 以及九龙 !

新界工业区排放的废水 澳背塘位于香港东北海域

及大鹏湾附近 曾是香港海产养殖的重要场所 但由

于毗邻深圳 可能会受到影响 乌龙潭公园位于南京

市居民区内 周围有数家医疗机构对其直接排放 金

川河是南京市区中心地带一条重要的城市内河 汇

入长江 流域内工厂企业 家 工业废水的排放量

占其纳污总量的 1  ≈ 

112  样品中多氯联苯的提取

底泥及生物样品的提取≈  保存的底泥样

品经风干 !研碎 准确称取干燥的 底泥样品或 

生物样品于 离心管中 同时定量加入 

重蒸水 甲醇及 正己烷 密封后用

≥⁄型超声清洗仪宁波科生仪器厂超声萃取

 离心 静置 移取上层萃取清液 再加入 

正己烷 再次超声萃取 次 移取上层萃取液 与前

次萃取液合并于梨形瓶内 

水样的提取  准确称取 1硅胶和

1≥至 固相萃取柱 成 ≤2≥°∞

固相吸附柱 美国 ≥°∞≤  公司 萃取柱用

正己烷清洗 次 加压过柱 然后将萃取浓缩

的样品溶液加于萃取柱顶部 至样品渗入柱内时 用

 异丙醇正己烷溶液淋洗柱内被吸附的有

机化合物 并将洗脱液收集入 梨形瓶中 用

 ∞2型旋转蒸发器上海亚荣生化仪器厂 蒸去

其中的正己烷 以备生物测试 另将提取液转移入特

制小样品管 用缓流高纯氮吹至 Λ加入内标 

移至带内衬管的进样瓶中 以备仪器分析 

113  样品的分析

 样品的仪器分析  仪器分析采用气相色谱

2电子捕获器法≤2∞≤⁄ °型气相色谱仪 

配自动进样器和 ∞≤⁄检测器 ≤2∞≤⁄操作条件 

初温 β≤ 程序升温法 β≤升高至 β≤ β

≤升高至 β≤ β≤升高至 β≤ β≤

升高至 β≤ β ≤升高至 β ≤ 保持

载气 高纯氦气纯度 1   进样量为

Λ

 样品的生物测试  本实验利用经电激转染

法 分别含有绿色荧光蛋白 ∏2

ƒ°报告基因的细胞系11以及荧

光素酶∏∏报告基因的细胞系 ∏2

∏1 基因重组细胞从美国加州大学戴维斯分校

教授实验室获得 ⁄ 转染及筛选过程另

文发表 11细胞培养在 2  ∞ 培养

基 加入   牛血清蛋白并含有抗菌素 

 ∏∏1 细胞培养于 2  ∞

培养基 加入  牛血清蛋白培养基 培养条件为

 ε ≤ 浓度为   

绿色荧光蛋白测定 细胞11 经培养

后 在 孔黑色微孔板中加入细胞悬浮液  Λ

孔 每微孔中细胞数达到 1 ≅  在培养箱中静

置过夜 使细胞附着在微孔底部 第 天 移去上部

培养基 加入  Λ培养基并含有不同浓度的作为

多氯联苯标准溶液的  .  . 2°≤和待测环

境样品的提取液 培养基与 °≤浓度标准液和提取

液体积比为 Β 对照为二甲基亚砜 在  ε 培养

箱内处理  后 在荧光分光光度计° ∞

≥ 上 激发波长为  发射波长为

 直接测定每个微孔板中细胞的荧光强度 并

按照标准曲线计算环境样品的多氯联苯浓度 与仪

器分析比较 每个处理有 个平行 并重复实验 取

其平均值 

荧光素酶活性测定 将细胞∏∏1培

养于 孔培养板 每孔加入 细胞悬浮液 静置

过夜 使细胞附着于培养板底部 第 天 移去上部

培养基 加入 培养基并含有不同浓度的上述标

准溶液和待测环境样品的提取掖 培养基与标准液

和提取液体积比为 Β 对照为二甲基亚枫  ε

处理  后 移去上部处理液 用磷酸缓冲液洗涤细

胞 次 加入 Λ裂解液 摇床  收集细胞

裂解液于离心管   离心  在 孔

微孔板中 每孔加入离心后的细胞裂解液 Λ在

荧光分光光度计上加入反应底物 读数后 再加入荧

光胺 测定蛋白质含量 计算单位蛋白质的荧光素酶

荧光强度 

统计分析用 ∞¬计算标准误差和回归系数 

2  结果与讨论

211  仪器分析结果

≤2∞≤⁄仪器分析结果表明 ≥ ! !• 样的多

氯联苯含量的负对数值分别为 1 !1和 1 

水样 • 和底泥样 ≥分别为 1和 1 

212  生物测定结果

 绿色荧光蛋白  ƒ°测定结果见图 和图

 从这 个图中可见 ƒ°荧光强度与多氯联苯标

样的浓度的相关性很好 回归方程为 ψ 1 

1 ξ 相关系数达到 1 因此从理论上来
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说利用该重组细胞的荧光蛋白可以很好地表征溶液

中的多氯联苯含量 根据标准曲线 在底泥样品 ≥

中 多氯联苯的含量的负对数值为 1 样值达

到 1 水样 • 中为 1图  与仪器分析结果

比较 底泥中的含量基本一致 为 1 但是在贻贝

体内和水中的测定分别低一个或 个数量级 在底

泥 ≥中 多氯联苯含量在生物和仪器测定分别为

1和 1 十分吻合 而水样 • 的生物测定和

仪器测定相差一个数量级图  

图 1  第一批样品绿色荧光蛋白发光值

ƒ   ƒ   ƒ° 

图 2  第二批样品绿色荧光蛋白发光值

ƒ   ƒ   ƒ° 

在这 批样品测定的 ƒ°荧光强度无论是标

样还是环境样品均有一定的差异 这说明 不同批次

的细胞在同样的化合物诱导下 会产生不同强度的

荧光 因此 在测定环境样品时 标样的选择十分重

要 从图中可以看到 当标样浓度在   ∗   

# 附近 荧光强度达到一个饱和值 这一现象在

等人的研究中已有提及≈ 如果有样品的发

光强度值落在这个饱和区域 需要稀释以获取较准

确的结果 

 荧光素酶  荧光素酶在环境样品中多氯联

苯诱导下荧光强度的测定结果见图 和图  结果

表明 荧光素酶活性与多氯联苯标样浓度同样具有

很好剂量2效应关系 相关系数介于 1 ∗ 1间 

用生物测定环境样品的结果也与仪器分析比较吻

合 如在仪器分析中 • 水样 !底泥样 ≥和鱼体样

品的多氯联苯含量负对数值分别为 1 1 和

1 而生物测定结果分别为 1 1和 1 

在对 • 的测定中 底泥样品中生物测定的结果与

仪器分析基本一致 分别为 1 和 1 但水样的

测定结果却与仪器分析相差  个数量级 分别为

1和 1 其原因还有待分析 

图 3  第一批样品荧光素酶活性

ƒ   ƒ  ∏

图 4  第二批样品荧光素酶活性

ƒ   ƒ  ∏

 生物测试与化学分析的比较  图 和图 

中取测定浓度的负对数为纵坐标做图因为是取负

对数 所以绝对值越大 其表示的实际浓度越低 从

图中可以看出 以 ƒ°为报告基因时 生物测定的

结果往往低于传统气相色谱法的结果图  个别

样品误差可达一个数量级 

而采用荧光素酶为报告基因的测定结果 相对

来说要与气相色谱的结果吻合得多 但是在测定金

川河河水样时 出现了误差图  

生物测定和仪器测定差异也有可能来自于仪

器的分析误差 因为本实验所采用的多氯联苯提取

及 ≤2∞≤⁄检测方法有研究者认为其分离 !净化步

骤不是专门针对样品中的 °≤的 因此在进入 ≤2
∞≤⁄的样品的响应不能准确代表 °≤的响应 计

算 °≤的浓度也会产生偏差 
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图 5  绿色荧光蛋白和气相色谱法的数据比较

ƒ  ≤  ƒ°  ≤2∞≤⁄

图 6  荧光素酶和气相色谱法的数据比较

ƒ  ≤  ∏ ≤2∞≤⁄

从对标样的测定可以看到 生物测定与溶液中

的多氯联苯浓度存在很好的剂量2效应关系 对环境

样品的测定与仪器测定结果也基本吻合 本实验表

明 采用转基因的重组细胞可以检测出环境样品中

低至 2的多氯联苯 这一方法为实验室内进行环

境样品的半定量筛选提供可能 也为野外污染物含

量的测定提供参考 因此从理论上看 这种快速 !简

便 !廉价的生物测定方法作为一种筛选和半定量测

定的手段在不断完善后 在某些对精度要求不高 不

要求使用复杂 !昂贵的仪器分析的场合 是比较理想

的替代方法 但是 从本实验中个别水样的测定 生

物测定和仪器测定方法仍有一定差异 从生物学角

度考虑 这可能是由于环境样品提取液中含有对生

物遗传及蛋白质表达过程产生影响的物质≈  使

得生物测定产生一定的波动 因此给生物测定方法

的发展提出了新的课题 

3  结论

 从试验过程来看 利用报告基因重组细胞

检测多氯联苯的方法相对于传统处理方法具有快

速 !简便 !廉价等优点 本研究是以多氯联苯为模型

化合物 因此所提出方法原理可以用于测定二

类化合物 

 从试验结果来看 用报告基因 尤其是采用

荧光素酶作为报告基因时的测定结果令人满意 初

步确定该方法在检测和筛选环境样品中的多氯联苯

的含量在完善后可成立 

 生物方法在对环境样品测定中 可能对样

品的提取过程有一定的要求 以减少对生物遗传及

表达过程的影响 还需进一步改善 以减小误差 
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