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摘要：四膜虫（1%2*+"03%$+）是毒理学与生态毒理学研究的良好模式生物之一。本文回顾了近年来以四

膜虫为实验生物开展的毒理学与生态毒理学研究进展，并针对目前产生严重环境压力的持久性有毒化

学污染物，提出了以四膜虫为模式生物开展相应的生态毒理学研究的前景以及可行的方法。
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每年，全世界有数以千计新合成的化学物质被投

放到这个星球上，而人们对其可能存在的毒性的认识

远比不上它们生成的速度。这些污染物进入环境后，

不管其最初的分布所在，最后大部分都会经各种途径，

如降雨、地表径流、土壤污染等方式进入水生态系统，

与各种生物和非生物因子接触。其在水中的迁移和归

宿是十分复杂的过程，同时也对水生态系统的生物多

样性和人类自身健康造成了现实和潜在的危害。因

此，正确评价各种污染物的生态毒理效应是改善环境

质量、拯救生态危机的重要前提之一［%］。

纤毛虫是一类大小在几十至几百微米之间的单细

胞真核生物，因具有个体行为与所处生境中的污染物

质紧密联系的特点，其作为毒理学研究的重要实验生

物已有相当长的历史［! ’ #］。这类原生动物适于环境风

险和健康影响评价的特征包括：作为单细胞真核生物，

其在自然界广泛分布，在任何有水或是潮湿的自然地

域都有可能存在；在水域食物链（网）系统中处于能量

流动与物质循环的一个基础环节；直接暴露于水体，对

水环境中有毒物质的毒性反应敏感，是早期预报所处
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短，在实验室培养简单、经济、便捷，实验结果又相对准

确［!］。

其中，四膜虫（ !"#$%&’(")%）是第一种进行实验室

无菌纯培养并且实现细胞同步化的纤毛虫。关于四膜

虫的各种培养条件及不同条件下其相应的生理生化指

标在过去的数十年里已有详细的报道。同时，作为一

种先进的分子遗传学工具，四膜虫在基础研究中一直

处于前沿地位，尤其是在其他模式生物具有一定困难

的某些体内试验的研究领域，如调节分泌、细胞动力

学、噬菌作用、端粒酶、组蛋白和微管蛋白翻译后修饰

功能以及发育中的 "#$ 重整等。正是基于以上特点，

其越来越受到毒理学与生态毒理学家的关注和重视。

迄今为止，已对四膜虫中的 ! % *’$+,-$(+.、! % #&"$(-*&+/%、

! % 0-$%1、! % *+2(")#-.%&"、! % .&%)2&%+").+. 等诸多物种进

行了多方面的研究［& ’ ()］。结果表明，开展以四膜虫为

模型的毒理学与生态毒理学研究具有很大的科学价值

和应用前景。

本文在对以四膜虫为实验生物开展的旨在建立外

源性化学物质毒性评价方法和所评估化学毒物种类等

进展加以回顾的基础上，针对目前造成重要环境压力

的持 久 性 有 毒 化 学 污 染 物（*+,-.-/+0/ /12.3 -45-/603+-，
789），提出了以四膜虫为模式生物开展相应的生态毒

理学研究的方法和内容。

! 外源性化学物质毒性效应的评估

传统生物急性毒理实验通常利用在不同浓度梯度

下对应的生物致死量来测度外源性化学物质的毒性作

用。发展至今，评估方法主要建立在亚致死条件下生

物所产生的细胞毒性反应的基础上。以梨形四膜虫

（! % *’$+,-$(+.）为例，已有的各种详细的分析参数和指

标，包括分析胞内结合与定位、化学吸力、摄氧率、生长

抑制率等等，并不断得以标准化。而针对不同种系的

四膜虫之间的毒性反应、实验终点、生长基质的平行比

较实验也见有报道，结果反映四膜虫的不同种系间虽

有明显的遗传学和生理学差异，但对于化学物质的毒

性反应并无显著的不同［(:］。叶寒青等对四膜虫在各种

环境化学毒物胁迫下的毒理效应的研究进展已有报

道［(;］。在此，本文将目前四膜虫应用于毒性效应评估

中所用的主要参数和指标做一简单说明。

!"! 细胞生长率与死亡率 在适宜条件下，四膜虫的

生长符合典型的微生物生长曲线模型。当外源性有毒

物质存在时，其种群传代时间趋于延长，据此可通过分

析动态生长曲线来指示其对所处生长环境中的毒性物

质的反应情况。目前普遍采用普通光镜下密度计数和

流式细胞计数仪两种方式进行数目统计，结果以半抑

制浓度（<=>? @A6B4+-）表示。这两种方法所得到的结果被

认为基本等价［(>］，但是前一种方法对所测试的毒性底

物种类有更多限制，也更易受人为干扰。目前，已发展

双色荧光染料标记的方法，其灵敏度和精确性更高［(!］。

!"# 生化标记物 环境中存在的外源性化学物质会

引起四膜虫的代谢合成反应产生相应变化，因此其体

内代谢产物和指标的变化可作为毒性效应指示的特殊

标志。在此类实验中，已有如核 "#$［(&］、碳水化合物、

蛋白质等生物大分子与关键代谢酶，及胞内 *C 值、$87
含量、抗氧化系统、氧气摄取量以及呼吸代谢反应的变

化等作为生化标记物用于检测不同化学物质的毒性作

用［(D］。同时，对更多的有效生化指标的探索也在不断

开展，已有一些特殊的蛋白（如钙调素、热激蛋白）与酶

（羟化酶、细胞色素 3）活性在以四膜虫为材料的试验

中被报道［(D］。=E,.-/+0-+0 等通过四膜虫与哺乳动物细

胞的代谢活性与行为的平行实验比较了它们的某些生

化指标，结果显示四膜虫在绝大部分指标上都有相似

或更高的敏感度［(F］。

!"$ 行为变化 四膜虫在正常情况下具有很强的移

动能力，而当处于不利的环境中时，就会调整（减缓）自

身的行为活动，所以可以用移动能力与泳速的变化指

示其健康状况［)?，)(］。有研究表明四膜虫的泳速与膜流

体性具有相关性，可通过录像的方式来根据其移动能

力、泳速及细胞膜稳定性评估某些亲脂性药物如氯霉

素、洛非帕明的毒性作用［))，):］。这种结合了自动化摄

像并建立相应的数学统计模型的分析方法，被认为是

一种有效的辅助分析手段［);］。

!"% 超微结构变化 许多研究人员也结合了超微结

构分析的研究，提供和丰富诸如毒性物质的作用部位、

生理变化的相关数据。如 #.B--10（)??:）在关于锌离子

浓度对四膜虫的毒性作用实验中，利用电镜照片准确

地显示了锌离子浓度梯度下四膜虫胞质内的小型折射

颗粒的数目、结合位点以及与食物泡相融合等一系列

结果［)>］。

# 外源性化学物种类

在过去的几十年里，四膜虫被广泛地应用于外源

性化学物质的潜在毒性研究，被认为是一种非常有效

的检测工具［)!］。根据所属类别的不同，可以将这些外

源性化学物质分为有机物和无机物两大类。

#"! 有机物 针对工业生产中成千上万种化学物质，

要进行逐一的毒性评估困难重重。93E4B/G 的研究组以

四膜 虫 为 生 物 模 型，通 过 定 量 构 效 关 系（H460/./6/.A+
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!"#$%"$#& ’%"()("* #&+’"(,-!.(/ ，0123）这一方法来评估各类

有机物的毒性作用的线性关系，旨在通过已知的化学

物质毒性来预测其它类似化学物的潜在毒性，并已建

立了一系列的化学物质数据库［45］。国内，6$ 等也开展

了类似的实验，用于推断在松花江水域的硝基苯类有

机物的相对毒性［47］。由于 0123 在分析预测多元化合

物的复杂毒性作用上存在不足，已有基于机率神经网

络方法以及多种非线性模型的方法在四膜虫的毒理学

研究中得到应用［48，9:］。目前，已经针对许多不同种类

的有机化合物，包括芳香醇、不饱和醇、不饱和酮、苯酚

衍生物、含氮芳香化合物、嘧啶、酯类化合物、硫氰异构

化合物等开展了毒性作用的研究。此外，杀虫剂也是

一大类具有明显毒性作用的有机物质，已经进行相关

实验的包括有机磷和有机氯类的多种杀虫剂，如磷胺、

对硫磷、敌敌畏、林丹及艾氏剂等［;7］。

1+’<<&#" 和 =,#>’- 建立了测定氧气吸收率的方法

分析四膜虫暴露于金属离子、杀虫剂以及其它有机物

中时的相应毒性作用，但同时也指出该方法在检测饮

用水中所含的污染物时，即使是对饮用标准所允许的

最大浓度也依然存在着敏感度不足的问题［9;］。1+’<<&#"
和 =’#&& 进一步提出，当在实验中混合加入多种水中

常见的化学物质以进行毒效评估时，会产生拮抗、协

同、叠加或中性作用等一系列有别于将这些化学物质

各自单独添加时的结果，其毒性效应更趋复杂［94］。

?’#!&- 等通过以四膜虫为材料进行的针对 @ 种具

有典型代表性的工业化学物质，旨在建立毒性检测标

准化步骤的小规模联合实验结果显示，由不同实验室

提供的数据之间并无显著差异，并且所得到半抑制浓

度（ABC: D)’+$&!）数值与经济合作与开发组织（EFBG）颁

布的急性水体毒性测试标准有很好的一致性［;C］。

!"! 无机物 已有许多的实验报道了利用对四膜虫

的生长抑制的影响来测试重金属（B$、BH、I&、J>、K-、L<
等）以及其他多种无机物的毒性作用的评价方法［99］，基

于 0123 预测无机物的相对毒性实验也已经开展，对比

发光细菌（=(%#,",M）毒性测验法其相关性更显著，敏感

度也更高［9N］。?($ 等的一项实验结果表明，尽管已有的

大量工作是基于对四膜虫的生长抑制这一点来评定无

机物的（相对）毒性，但在一定条件下这些具有一定浓

度的无机物也同样可以促进四膜虫的生长［9C］。

此外，许多学者将四膜虫作为一个毒性筛选的模

型进行研究。其中，J$<&# 与 1’)’-" 两个研究小组的实

验结果均显示了四膜虫对于某些无机物具有比哺乳细

胞更强的敏感性特征［9@，95］。四膜虫也被用作研究亲金

属蛋白合成机理的良好材料，对其亲金属蛋白的序列

分析结果认为其与哺乳细胞的对应序列的相似性较

低［97］。1’$)’-" 等比较了四膜虫与纤维原细胞对于 C
种经典的体外试验的结果，用以评价经 LOB、LFP 和玻

璃 9 种不同材料储存的水的细胞毒理学影响［98，N:］。尽

管用化学检测结果显示与正常条件下的水源并无明显

的区别，但是四膜虫与纤维原细胞在生理上均表现出

了对某些储存水的毒性反应，这也多少反应了灵敏度

的大小在不同程度上限制了运用类似方法进行研究的

局限性。

# 在持久性有毒化学污染物（LP1）生态

毒理学研究中的应用

过去的几十年中，对各类化学污染物的毒性研究

以急性实验为主，而针对长期暴露于环境毒物下的慢

性作用，因方法的繁琐与技术的局限以及对致毒机理

本质的认识不足，进展相对缓慢。有学者指出，目前毒

理学与生态毒理学研究的主要难题在于如何将各类化

学污染物对动植物造成的个体毒害作用与其对整个生

态环境的影响相统一。而今后数十年内将面临 N 个方

面的挑战：揭示分子的代谢机制及在亚细胞水平与化

学污染物的交互作用，包括对基因组和蛋白质组的影

响；发展作用于复杂细胞与生理过程的毒性效应的模

型；阐明分子、细胞与药理生理实验“终点”与更高层次

的生态效应间的联系；实现对包括生物技术与纳米技

术在内的工业生产的进步所可能带来的危害预警［N;］。

在丰富多样的化学污染物中，持久性有机污染物

（/&#!(!"&-" ,#>’-(% /,++$"’-"! ，LEL!）以其对环境和人体造

成的巨大影响逐渐为人们所认识并受到国际上的高度

重视。这些污染物不仅大多具有致癌、致畸、致突变

性，而且化学结构稳定，具半挥发性，能够远距离大规

模地在全球迁移。4::4 年联合国环境规划署（QRFL）

进一步提出持久性有毒化学污染物（LP1）的概念，将无

机物在内的一切微量或痕量的持久性毒物也包括在

内。由于 LP1 可通过食物链途径传递，产生生物累积

和生物放大效应，因此会对水生态系统的生物多样性

以及人类的健康造成严重危害。更令人担心的是，当

其中的一些物质因具有环境内分泌干扰物作用而被发

现时，其对自然生态系统的破坏已经相当严重［N4］。

目前，化学方法对 LP1 的检测费用昂贵，分析过程

冗长费时，无法满足大量环境样品快速筛选的需要。

而且由于亚致死效应，一般的细胞计数等方法也不适

用。近年来，利用类激素污染物和激素受体基因相互

作用的机理，将相关的核基因或激素受体基因作为生

物标志物（<(,S’#T&#），其表达的变化与污染物浓度间的

·:;;· 动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 N: 卷



剂效关系反映了类激素污染物的毒性，从而开展了对

大量样品进行快速筛选及其致毒机理的研究工作。例

如，目前国内外已广泛开展通过鱼肝细胞体外培养，分

析其细胞色素 !"#$%&!’(’ 和 () 受体基因对多环芳

烃、氯代芳烃等环境污染物的响应，进而建立相应的标

准检测评估体系和技术等研究工作；同时，如二恶英

（*%++）等危害严重的类激素污染物对于 !"#$ 的诱导

和调控机制也正逐步地得以揭示［",］。

体细胞检测的这一方法具有耗时短、毒性低、灵敏

度高及无需同位素标记等优点，但体细胞培养的要求

相对较严格，同时，常用的高等动物体细胞也存在如下

问题：一是这些高等动物均已处于食物链的高层；二是

这些体细胞在自然情况下并不直接暴露于环境类激素

中，因此它们对环境类激素毒性的敏感度和早期评价

的准确性都有待优化。以四膜虫作为研究工具对 !*-
进行毒性试验和致毒机理的研究，则具有以下独到优

点：其以自由游泳方式生活在淡水环境中，处于水生态

系统食物链的底层，对 !*- 毒性高度敏感；作为毒理学

研究的重要实验生物，具有数十年的深入基础研究；在

比较基因组学上具有关键的系统发育地位，且其胞核

结构功能复杂程度与多细胞动物相似，与其它真核微

生物模式生物相比（如真菌），人类和四膜虫具有较高

程度的功能保守性［""，"#］。因此在 .$$, 年由美国国家

科学基金会（/-0）和国家卫生研究所（/12）启动了四膜

虫大核基因组测序计划，来积极推动对未知功能基因

的研究。

针对 !*- 中的此类环境内分泌干扰物，虽然在四

膜虫体内并不存在甾醇及甾醇类性激素，但外源性的

甾醇类性激素却可以诱导其产生相关的与高等动物相

同的激素受体，并且在体内完成甚至是与人相类似的

激素代谢和信号传导过程［"3］。据此推测其会对环境类

激素产生与高等动物类似的响应机制。%4565 等在研

究 , 种外源性类固醇化合物对四膜虫的激素印记诱导

作用时，发现其可能同时具有将睾酮转化为雌甾二醇

的代谢途径，这也提示了四膜虫在外源性激素的刺激

下，体内有相应的细胞色素 !"#$ 基因发挥着一系列的

调节作用［"7］。

生物体的发育分化及对环境因子刺激所产生的应

答反应等生命活动过程均受到基因调控，是基因差异

表达的结果。从表达序列水平进行研究，是研究功能

基因的快捷方式，因此可根据由外源性刺激引起的表

达变化来获取与之对应的与特定代谢相关的那些只有

数个拷贝但却在功能上起关键作用的基因。其中，抑

制差减杂交（4899:;44<=> 486?:5@?<A; )B6:<C<D5?<=>，--2）的

方法具有背景低、目的序列富集程度高、且丰度相对一

致等突出优点，在差减杂交过程中使不同丰度 @+/( 的

拷贝数差异趋于均衡，因此不同丰度的差异表达基因

都能得到有效克隆［"E］。我们利用嗜热四膜虫为模式生

物，构建了在 ++* 和三丁基锡（?:<68?BF?<>，*G*）胁迫下

的 @+/( 差减文库，得到了表达差异较大的表达序列标

签（H-*）近 .$$ 个，经比对分析后发现了包括细胞色素

!"#$ 酶系基因在内的一些与能量传递、解毒、信号传导

相关和相应激素受体的基因的特征性序列。据此，希

望通过这些特征序列的获取为下一步筛选与 ++* 和

*G* 有良好剂效关系的基因，建立相应的毒性评价方

法并开展与重要的代谢、调控机制相关的功能性基因

的研究，逐步解释某一类环境内分泌干扰物的致毒机

理等工作奠定基础。此外，基于作为单细胞的四膜虫

拥有与高等生物相类似的激素代谢过程，所参与的这

类重要的代谢过程中可能更能反映出基本的或是相对

较简单的基因网络调控作用。结合目前已有的基因组

数据库中的大量信息，对四膜虫拥有的类似高等生物

某些与激素调节代谢密切关联的基因家族的进化谱系

加以研究，以获取在进化历史上具有特殊地位的这一

种类的相关信息，不仅可以提供反映该基因家族的进

化历史的可能，也是揭示特定基因功能演化背后的进

化驱动力的有效手段。
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欢迎订阅《动物学杂志》

《动物学杂志》是中国科学院动物研究所、中国动物学会主办的科技期刊，亦是中国自然科学核心期刊，本刊主

要报道动物学领域的最新研究成果，介绍有创见的新思想、新学说、新动向、新技术、新方法。主要栏目有：研究报

告、动物资源与管理、珍稀濒危动物、动物养殖、有害动物防治、技术与方法、研究简报和快讯、基础资料、自然保护

区、学术论坛、专题知识讲座、科技动态、新书评介等。欢迎动物科学领域的研究、教学、技术、管理人员及广大业余

爱好者订阅。

《动物学杂志》为 -0 开，双月刊，DBBC 年增至 --D 页，每册定价 DC 元，全年 -CB 元，国内外公开发行。国内邮发

代号：DUVDD；国外发行代号（5;A’ Q;,）OFC/。全国各地邮局均可订阅。如未能在当地邮局订到，可与编辑部直接联

系。本刊对在校学生及个人订户 E 折优惠（直接与编辑部联系订阅）。联系地址：北京市北四环西路 DC 号《动物学

杂志》编辑部；邮编：-BBB/B；电话：（B-B）0DC/-VEC；MU)%8(：\;4$*%(] 8;K, %&, &*。
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