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摘要 :本文系统地介绍 了环境基因组学的基本概念和主流技术平台
,

及其在环境污染控制
、

健康风险检测 与评价等方面地应用
,

并阐释 了环境基因组学与环境蛋白组学
、

生物信息学之间的关系
。

环境基因组学在生物基因组水平上揭示 了环垅污染物与生物

之间的相互作用
,

为维护人体与环境健康
,

进行分子水平遗传物质的检测与调控
,

莫定 了理论基础与技术支持
,

目前已经成为控

制环境污染
,

提高人体与环垅健康质量的重要议题
。
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引言

20 03 年 4 月 14 日
,

人类基因组计划(H u m a n G e n o m e p ro
-

jec 长H GP) 宣告顺利完成
。

H G P成功地绘制出了遗传图谱
、

物理

图谱
、

序列图谱和转录图谱 4 张图谱
。

这标志着人类基因组计

划的所有目标全部实现
。

至此
,

H G P的研究发生了翻天橙地的

变化
,

已从结构基因组学研究时代进人了功能基因组 (后基因

组 )时代ll-1I
,

因此也就有了
’‘

人类后基因组计划
” 。

H G P 正朝着

生物信息科学
、

计算机生物技术
、

数据处理
、

知识产权及社会伦

理学研究等多方面发展
,

对生命科学
、

环境科学
、

医疗卫生
、

食

品制药
、

人文科学各领域产生了广泛而深远的影响
。

环境基因组学(E n viro n m e n talG e n o m ie s)是在人类基因组

基础上发展的功能基因组内容之一由基因组学和环境科学交

叉融合而成
,

是一个近期发展起来的新型边缘学科
,

是基因组

学技术和成果在环境污染保护与控制和生态风险评价中的应

用
,

在其发展的短短的几年时间内已渗透到环境科学研究的各

个研究领域
,

并发挥着日益重要的作用
。

环境基因组学的概念及其发展

至今
,

国内外学者对环境基因组学还没有统一明确的定

义
。

但是
,

环境基因组学的概念与毒理基因组学 (Tox ico ge
-

n o m ie s )的概念密切相关
。

自从 1999 年 N u w叮s ir等.,省次提出

毒理基因组学概念至今
,

在短短的八年的时间里这一概念不断

地发展和完善
。

目前人们普遍认可的定义有两种
,

一种是美国

国家毒理学规划机构给出的定义131 :

毒物基因组学是研究外来

化学物对基因活性和基因产物的影响及相互作用的科学 ; 另一

种是由世界卫生组织给出的定义 131
,

认为毒物基因组学是一门

与遗传学
、

基因组水平上 R N A 表达(转录组学)
、

细胞和组织范

围的蛋白表达(蛋白质组学 )
、

代谢谱(代谢组学 )
、

生物信息学

和常规毒理学结合
,

以阐明化学物作用模式和基因一环境相互

作用的潜在意义的科学
。

19 98 年 4 月 4 日
,

美国国会顾问环境

卫生科学委员会正式投资专项基金进行环境基因组计划研究
,

其目的是专门研究与环境相关疾病的遗传易感性
,

寻找对化学

损伤易感的基因
,

鉴定对环境发生反应基因中有重要功能的多

态性
,

并确定它们在环境暴露引起疾病的危险度方面的差异 ;

在疾病流行病学中研究基因与环境的相互作用
,

从而改善遗传

分析技术
,

优化研究设计
,

建立样品资源库
,

把公用的多态性应

用于社会
、

法律和伦理学I材lo

20 01 年
,

M ille r提出环境基因组是在人类基因组计划基础

上发展起来的后基因组时代功能基因组研究的重要内容之一
它是建立在对疾病病因的认识基础上

,

深人探讨环境胁迫一 基

因
、

基因一基l司间交互作用
。

其目标是研究环境胁迫对机体遗

传变异的过程和机理
,

包括发掘环境应激应答基因的多态性
,

探究这些多态性基因的功能及其与患病风险的关系
。

环境基因

组计划拟分析的候选基因中大约有 100 个左右的代谢及解毒

基因
,

它们调控细胞色素 P450
、

N
一

乙酸化酶 (N AT)
、

谷眺甘队
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一

S
一

转移酶
、

葡萄醛酸转移酶
、

磺基转移酶
、

甲基转移酶
、

金属硫

蛋白酶
、

二乙基对硝基苯磷酸醋酶等 ; 大约有 50 个 D NA 修复

基因及 50 个毒物受体基因
。

D NA 修复基因可纠正 D NA 匹配
、

核酸切除
、

碱基切除及重组过程中发生的错误
。

毒物受体基因

包括那些可改变毒物反应的基因
,

如芳烃受体
、

雌激素受体
、

孕

激素受体等基因 ; 大约有 25 个基因涉及到营养介质或营养代

谢 ; 另约有 25 个基因涉及到雌激素
、

孕激素及肇丸激素合成的

类固醇的代谢川 。

尽管环境污染物致毒机理以及毒性评价是环

境基因组学研究的一个重要领域
,

然而它还应包括污染控制
、

生物修复与环境污染预警方面的研究与应用
。

因此有学者提出

环境基因组学指利用基因组研究改良和培育能改善生态环境

的微生物
、

动植物新品种
,

或者是利用基因组技术如 D N A 芯

片
、

生物传感等进行环境检测侧 。

综上所述
,

环境基因组学不仅包含环境毒理基因组学的研

究
,

还应包括在基因组水平上筛选鉴定降解污染物的功能基因

及其菌株
、

利用 D NA 芯片等基因组技术检测环境污染和有害

基因漂移以及生物修复与环境污染预警健康风险评价方面的

研究,, “l。

2 环境基因组学的研究方法与技术

环境基因组学的研究是以基因组学技术为依托的
。

经典的

减法杂交
、

差示筛选等技术已被广泛用于鉴定和克隆污染环境

下差异表达的基因
。

近年来
,

基因组学研究新技术
、

新方法不断

涌现
,

如包括各种 D N A (c D N A )微阵列和 D N A 芯片
、

转基因和

基因删J涂技术
、

基因表达序列分析(Se rialA n a lysis o fG e n e E x ·

Pre ssio n ,

SA G E )技术
、

差异显示反转录 PC R (D D R T
一

PCR )技

术
、

实时定量 PC R (R eal
一
tim e an d Q u a n titativ e PC R )技术

、

蛋白

质组技术等
.

为环境基因组的研究提供了便利的技术平台
。

目

前
,

应用于环境基因组学研究的主流技术有三种
: ¹ DN A ( c D

-

N A ) 微阵列和 D N A 芯 片技术 ; º 差异显示反转录 PCR

( o o R T 一

PCR )技术 : » 基因表达序列 ( SA G E )分析
。

2
.

1 D N A( c DN A) 微阵列在环境基因组学的应用

当代生物芯片技术的基木思想在 20 世纪 80 年代后期已

经出现
。

19 91 年
,

Fo dor 在《科学》杂志上发表了利用光刻技术

与光化学合成技术制作检测多肤和寡聚核背酸的微阵列芯片

的成果 ’l, , 。 D N A ( e D N A )微阵列技术则于 199 5年由 Se h e n a 创

立 l’6 1,

现已逐渐发展成为功能基因组学研究的最有力的工具之

一
。

通过光导化学合成
、

照相平版印刷以及固相表面化学合成

等技术
,

在固相表面合成成千上万个寡核昔酸
“

探针
”

( c D N A 、

ES T 或基因特异的寡核背酸 )
,

并与用放射性同位素或荧光物

标记的来自不同来源的 D N A 或 m R N A 反转录生成的第一链
c D NA 进行杂交

,

然后用特殊的检测系统对每个杂交点进行定

员分析
。

D N A (c DN A )微阵列技术在环境科学领域已广泛应用

于快速筛选毒物
,

鉴别毒性作用相关基因
,

揭示毒作用的基因

表达谱 ;检测基因多态性和基因突变
、

进行安全性评价等
,

从而

为解决化学物的联合作用
、

高通量的筛选化学物
、

研究毒作用

机制等问题‘17.26 !。 此外还应用于研究废水处理系统以及环境污

染物中微生物的反应和调节过程和机制
、

营养物循环和富营养

作用的微生物生态原理
、

微生物多样性以及生物学过程中与胁

迫反应相关的基因功能和调节控制
,

建立基因表达谱l27. 均 。

因

此
,

D NA (c DN A )微阵列是当前环境基因组学研究中的一种有

效手段
。

2
.

1
.

1 快速筛选鉴定环境污染物或进行毒性评价

Em m a n u e lFra n e o is 等l切对利用 D N A 微阵列技术筛选鉴定

环境内分泌干扰物的可行性进行了研究
。

他们利用自动化的照

相平版印刷技术
,

将 190 00 多个人类基因的 c D N A
“

探针
”

固定

在了微小的玻璃载体表面
,

用与不同荧 么物标记的不同底物培

养的乳腺癌细胞 T
一

47 一 和 M CF一7 反转录生成的第一链 cD-
NA 进行杂交

。

研究证实了利用 D N A 微阵列技术筛选鉴定环

境内分泌干扰物能够更深人的了解细胞对内分泌
一

j
三

扰物的调

控机制
,

可以同时对大量基因进行分析比较
,

也可以同时分析

不同细胞间或不同环境内分泌干扰物胁迫下基因表达的差异
。

此外
,

荧光检测结果有助于我们发现新的内分泌信号传输链
,

还有助于我们发现调控特殊内分泌功能信号的未知基因
。

Hyim
一

Ju Ki m 等网应用 c D N A 微阵列技术检测酿酒酵付基

因组在不同环境胁迫下表达文库的差异
.

以此为依据来衡址纺

织厂废水的潜在毒性
。

研究表明
,

酿酒酵毋这种基囚组 m R N A

表达文库差异性变化可以作为衡址环境污染物潜在毒性的指

标
。

实验证明
,

D N A 微阵列技术可以检测全基闪组水平土的基

因表达
,

通过分析环境污染物的毒性
,

为环境污染监测和
一

早期

预警提供了一种强有力的方法
。

2
.

1
.

2 鉴别环境污染物的毒性作用的方式和基因表达的时序调

控

Hos sa in 等130 1应用 c D N A 微阵列技术成功的鉴别出一种铅

诱导神经毒性的潜在的作用方式
,

这种神经毒性的作用机制是

破坏血脑屏障的完整性
。

实验表明暴露在含铅培养基巾的胎儿

脑星形细胞血管渗透蛋白生长因子的表达水平增强了 3倍
,

导

致血脑屏障形成更多的血管而损害血脑屏障的完整性
。

应川同

样的技术
.

H os sa in 等还证明了铅能诱导脑星形细胞 an nc xi n 一

V

基因表达水平的显著提高
,

而 an ne xi n 一

V 正是铅毒性作川的细

胞靶位点
。

实验证明 D N A 微阵列可以川于鉴定传统方法无法

研究的环境污染物的毒性作用方式
,

为毒性作用机理的研究提

供了一种有效的途径
。

Yon ed a 等1州将 c D N A 微阵列技术运用于研究人上皮细胞

暴露于过氧化氢等氧化剂时基因表达的时序变化
,

实验中观察

到了三个明显不同的时序变化阶段
。

这只个基因表达的阶段性

时序变化较好的反应了在环境污染物胁迫下所引起的细胞暴

露一效应关系
。

实验结果表明
,

利用 c D N A 微阵列技术研究机

体基因表达的时序变化
,

可以较好地反映在持续污染物胁迫下

机体的抵抗外界环境压力的基因调控机制
,

揭示毒性作川的从

因表达谱
。

2
.

1
.

3 利用 D NA 微阵列技术检测环境样品中基因多态性

Zho u J等【41 1首次研制了用于复杂环境条件下的各种类型

微生物检测和鉴定的基因芯片(M ic ro a rr ay )
,

如功能基因芯片

(Fu n e tio n al G e n e Arra y )
、

群落基因组芯片( C o m m u n ity G e n o m e

A n 习y )以及用于亲缘关系研究的寡聚核昔酸芯片(Phy log cn 以ic

Ol ig on uc le oti de A rr ay )
,

并成功地将这些芯片用于检测和鉴定

土壤及海洋沉积物中各种类型的微生物
。

这些芯片具有快速
、

专一
、

灵敏
、

定量等优点
。

研究表明
,

D N A 微阵列技术是川于土

壤环境监测的有利工具
。

Fran ke ·

W hitt le 等日, I利用 16 S rR N A 的可变l义域制成的D N A

微阵列来检测堆肥中微生物的丰度与多态性
。

通过微阵列检测

发现堆肥中含有链球菌 ( s加p to co cc IJs )
、

不动菌属 ( A ci nc to bac
-

tc r ,wo 价i) 和破伤风梭状芽胞杆菌 ( C lo s份id沁m tc tc ni )等多种微



生物
。

实验结果表明
,

D N A 微阵列技术能用来筛选鉴定环境样

况
:

中特定微生物种群以及不同微生物的存在与缺失
。

T a ro n c he r- o lde n b u唱 等14 , ,成T)J 地将 D NA 微阵列技术应用

于水生生态系统中氮循环功能基因多样性的研究
。

该实验使用

了两种 D NA 微阵列
,

第一个微阵列上固定有多种口标功能基

因如 am
0 A (氨单加氧酶基因 )

、

ni 川(固氮酶基因 )
、

ni rK (含铜

亚硝酸还原酶基因) 以及 ni rs (含细胞色素亚硝酸还原酶基

因 )
。

另一微阵列上固定有从河口沉积物中提取的亚硝酸还原

酶基因
。

不同的环境样品杂交图谱的差异表明
,

样品间微生物

群落的组成存在很大的差异
,

产生这种差异可能是由于生境的

不同(如
:

盐度
、

无机氮和溶解性有机碳的含量 )
。

这说明 D NA

微阵列技术是检测环境样品是否存在目标功能基因以及基因

多态性的有力工具
。

Mi ch ael w ag ne r等囚应用 D NA 微阵列技术对活性污泥中

微生物的群落结构进行了研究
。

微阵列分析结果显示活性污泥

中多种菌胶团微生物
、

硝化细菌
、

反硝化细菌和聚磷菌且污水

处理系统中反硝化作用非常活跃
。

该实验证实了DN A 微阵列

技术在检测环境样品微生物群落多态性的巨大应用潜力
,

同时

还可以用来分析在特定基因表达与否以及其表达强度
。

2
.

2 D D R T
·

PC R 在环境基因组学的应用

差异显示反转录 PC R (D DRT
一

PCR )是一种新的显示 m R-

N A 差异表达的技术
,

1992 年由梁鹏和 Pard ee 等附l建立
。

它是

以 PCR 和聚丙烯酞胺凝胶电泳为基础经过 5
’

端和 3
’

端引物

的合理设计不!朗合
,

通过对不同细胞或组织的总 R NA 反转录

生成的 c D NA 进行 PCR 扩增
,

将不同细胞或组织中表达的基

因片段在 D NA 测序胶上电泳分离
,

从而筛选出不同细胞或组

织中表达有差异的 c D N A 片断
。

该方法灵敏度高
,

且简单易行
,

主要用于分析 D NA 突变及多态性
,

检测同一组织细胞在不同

状态下或在同一状态下多种组织细胞基因表达水平的差异
,

发

现新的致病基因
、

疾病相关基因
、

抗性基因以及污染物降解性

基因I

“lo

由于差异显示反转录 PCR 技术不断完善
,

在环境科学研

究各个领域中都得到了广泛地应用
。

19 92 年
,

梁鹏等田 !就利用

D D R T
一

PCR 技术对正常的乳腺细胞与乳腺癌细胞间进行了比

较
,

电泳检测发现 Sl 和 s2 基因仅在正常乳腺细胞中才表达
,

而 M 基因只在乳腺癌细胞中表达
。

R
.

J
.

v a n Be n ede n 等I, ‘l将

D D R T
一

PCR 技术应用于对环境内分泌干扰物四氯二苯并
一

p
-

二恶英(T CD D )诱导缅因州软壳蛤性腺肿瘤的病理学研究
。

通

过分析比较染毒前后基因表达的改变
,

共筛选出 14 个差异显

示的 c D N A 片断
。

进一步分析了其中 3 条 c D N A 片断
,

并在基

因库里找到了其同源基因
,

分别为编码人硫酸乙酸肝素蛋白聚

糖
、

人 E 6 结合蛋白以及人 P68 蛋白的基因
。

E
.

C o rs ini al5
2 1应用

该方法进行了 SD S 和二硝基氯苯皮肤试验
,

从中筛选出两个

选择性调控基因
,

它们分别是 A D R P( 一种编码 53 kD a 细胞膜

结合蛋白的基因)和 KI AA 0368
。

实验表明 D D R T
一

PC R 技术是

筛选和检测新的致病及疾病相关基因强有力的工具
。

200 0 年 D av id M
.

Che n l, , 1等运用差异显示反转录 PCR 技

术筛选按树小颈膜 (Euc al yPt us m icro co ry s) 在适应高盐胁迫环

境下的抑制高盐刺激反应的调控基因
。

在实验过程中发现 6 90

和 goo b p两个特异性条带仅在盐敏感性培养基中表达强烈
,

其

中
,

9 00 bp 的 eD N A 片断与编码 A rab ido psis th a lian a 微管蛋白

的基因有 84 %的同源性
,

而 69 Ob p 的 c D N A 片断在基因库中没

有相关的同源基因
,

可能是一种新型的抑盐胁迫调控基因
。

由

此可见
,

D D R T
一

PCR 是一种检测不同环境胁迫下基因表达水平

的差异
、

分离筛选差异基因的有效方法
。

2. 3 SA G E 技术在环境基因组学的应用

基因表达序列分析一个非常有效的分析基因表达的方法
,

通过比较分析来自c D NA 3
’

端特定位置的一段 9一 1lbP 长的

基因表达序列标签 (SA G E ta g )来区分基因组 中差异表达的基

因冈
。

它能够同时在两个或多个细胞或组织间对所有的差异表

达的基因进行分析
。

通过制备 c D NA SA G E 标签并给这些标记

序列做上一定的标记(M ar ker )
.

将其随机连接
、

扩增
、

克隆
,

选

择一定数量的克隆产物进行测序分析
,

不仅可以显示各 SA G E

所代表的特定基因在不同细胞或组织中是否表达
,

而且还可以

根据各 SA G E 标签的出现频率来衡量该基因的表达强度
。

SAG E 方法在环境科学的应用主要集中在各种环境污染

作用下机体的毒理学研究以及生物对逆境胁迫抗性的功能基

因组研究
。

通过对不同环境
、

不同生理病理状态下表达图谱的

构建
,

对不同状态下基因表达水平进行定量或定性 比较
,

探究

基因表达与机体各种癌变
、

免疫以及抗逆性之间的关系””, 。

19 97 年,z han g 等冈人利用 SAG E 方法对人类正常细胞与

结肠癌以及胰腺癌细胞间基因表达的差异进行了研究
。

通过对

从正常人
、

结肠癌患者和胰腺癌患者的结肠上皮细胞中采集的

表达序列标签(E x Pre sse d Sequ e n ee T a g s,

ESTs )进行分析
,

结果

表明大量的基因表达处于低水平
,

少量基因表达水平 显著升

高
。

比较正常胰脏组织和胰腺癌细胞 SA G E 资料发现有 136 个

基因可能与癌组织的形成有关
。

实验表明
.

SAG E 技术有助于

识别并研究机体的各种癌变机理和过程
。

C u shm a n M
·

A
·

等l, , l将 SA G E 技术应用于研究在盐胁迫和

正常环境下松叶菊(从
c勺心白Ilin

u m )叶片细胞间基因表达的差

异
。

通过对两者表达图谱差异的分析显示
.

与正常环境下相比
,

发现有 15 %新的未知基因在盐胁迫下表达
,

仅有 13 % 的非冗余

EST s 在盐胁迫和无胁迫下都表达
。

这表明在松叶菊叶片中可

能存在有许多与胁迫抗性相关的功能基因
。

实验结果证明运用

SA G E 技术可以确定和筛选植物胁迫抗性及耐受性相关的基

因位点和胁迫相关基因并利用基因组改良技术
,

培育能从土壤

和矿物中提取金属植物的新品种
。

20 01 年
,

sh ire sJ
.

等间运用 SA G E 技术分析了小鼠肠上皮

淋巴细胞(IE Ls )在弓浆虫(肠尤叩Iasm
o go n

而)感染下的标记序

列
,

共鉴别出了 15
,

57 4 个独特的转录标签
。

通过对这些特异性

的标签的分析
,

成功地识别出了一种有活性但还处于休眠状态

的
,

Th 卜歪斜的溶菌免疫调控的表型
。

该实验也进一步证实了

通过继承性转移
,

JE Ls 是小鼠预防弓浆虫获得性感染的主要的

免疫屏障
。

由此可知
,

SA G E 技术是研究寄生虫免疫学的强有

力的工具
。

环境基因组学相关学科的联系

3
.

1 环境基因组学与环境蛋白组学

虽 然 目前 可 以利用 c D N A 微阵列
、

SA G E 分析 以 及

D D R T
一

PC R 等功能基因组技术检测基因的表达产物 m R N A
,

可以在一定程度上反应其产物蛋白质的活动
,

但 m R N A 自身

存在贮存
、

转运
、

降解
、

翻译调控同时蛋白质也存在修饰加工
、

转运定位
、

结构形成
、

蛋白质与蛋自质相互作用
、

蛋自质与核酸

相互作用等活动
,

而这些均无法在基因组水平上获知
,

所以单
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.

6 N o
.

12 12 1

纯通过检测 m R NA 难以准确地反映基因的最终产物蛋白质的

情况
。

由此产生了研究细胞内蛋白质的组成及其活动规律的新

兴学科蛋白质组学(Pro tco m ies 严州
。

蛋白质组学能从整体的蛋

白质水平上
,

在一个更深层上来探讨和发现生命活动的根木规

律及研究人类发病机制等
。

所以环境基因组学研究为环境蛋白

组学的研究提供了必要的基础
,

其研究领域和趋势必然会向环

境蛋自组学研究发展
,

环境蛋自组学是环境基因组的延伸与扩

展
。

3 2 环境基因组学与生物信息学

随着环境功能基因组研究的逐渐深人
, c D N A 微阵列

、

ONA 芯片和 SAG E 分析等都将产生高通量
、

大规模的基因组

信息
,

而且这些基因组信息正在以天文数字的计算量
,

规模化

地积累数据和信息
,

分析如此庞大的信息非人力所能胜任
,

因

此迫切需要一种技术对海量生物信息进行分析处理
。

生物信息

学技术正好能满足环境基因组研究的这种需求
。

它以庞大的数

据库作为支持
,

如核酸数据库
、

蛋白质数据库
、

结构数据库
、

二

维凝胶电泳数据库
、

代谢数据库等资源对大规模的生物信息数

据进行收集
、

整理与服务
,

并从中分析挖掘基因组序列中代表

蛋自质和 R N A 基因的编码区
,

归纳
、

整理与基因组遗传信息表

达及其调控相关的转录谱和蛋自质谱数据时剑
。

生物信息学为

功能基因组学提供了强有力的研究手段和直接推动力
,

发挥着

日益重要的作用
。

基因组(包括蛋白质组和环境基因组)和生物

信息学一体化的生物信息采集
、

分析和开发平台已成为 21 世

纪最耀眼的新兴学科和产业发展方向之一圆
。

4 展望

基因组时代的到来
,

给环境科学的研究提供了新的思路和

研究方法
。

在环境基因组学发展的短短几年时间已对环境科学

的理论
、

环境污染物毒性评价的方法和模式
、

发现与界定降解

污染物的功能基因及其菌株以及鉴定废水处理工艺中微生物

群落等方面的研究产生了巨大的影响
.

环境生物信息学和环境

蛋自组学更为环境基因组学的飞速发展插上了翅膀
。

可以预

见
.

环境基因组学研究的兴起和发展将在揭示环境污染毒性识

别与检测
、

致毒性机理
、

环境疾病的诊断
、

治疗以及污染生物修

复与环境预警等方面发挥重要作用
。
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