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绪论

“民以食为天”，饮食是人类社会生存发展的第一需要。“病从口入”，饮食不卫生，不安全，又是百病之源。食品的安全性，是一个听起来生疏却与人们日常生活关系密切的概念。人们上街购买鱼、肉、禽、蛋等鲜活产品，总要查看一下是否有腐败、异味或病虫污染及标签。在食品店的柜台上，印有“不含添加剂”、“纯天然”、“绿色食品”、“有机食品”等标志的食品，格外吸引购物者的注意。在菜市场，细心的采购者会留心蔬菜的产地，是否有用污水浇灌或被农药污染。这些都反映了人们已经把食品的安全性作为购买食品的重要原则和取舍标准。我国食物中毒每年报告为2万～4万例，但专家估计这个数字不到实际发生数的1/10。由于农药、兽药污染造成的急性食物中毒事件近年有所上升，城乡食品的数量与种类日益丰富，如何提高食品的质量与安全性已成社会公众关注的问题。消费者在初步解决了温饱问题之后，要求吃得更好，吃得安全放心，这是社会发展进步的大势所趋。

第一节 食品毒理学概述

食品是有益人体健康并能满足食欲的物品。人必须每天摄入食物赖以生存，维持健康和繁衍后代。食品质量关系着人们身体健康甚至生命安全。食品应具备的基本条件是：卫生安全、无毒无害；含有人体所需要的营养素和有益成分；感官性状良好、可被人体接受。但是食品除了含有人体必需的营养物外，也可能含有人体非必需的甚至有害生物或化学物质。外源化学物存在于人类生活的外界环境中，可能与机体接触并进入机体，在体内呈现一定的生物学作用的一些化学物质，又称为“外源生物活性物质”。它既包括在食品生产、加工中人类使用的物质，也包括食物本身生长中存在的物质。蔬菜上的农药残留是有害无益的，但有些外源化学物对健康有利，如大蒜中的大蒜素。所以，不应把外源化学物通通认为是对健康有害的。与外源化学物相对的概念是内源化学物，是指机体内原已存在的和代谢过程中所形成的产物或中间产物。地球上污染无处不在，工业化学物种类日益增多，它们进入空气、土壤、水、植物、动物和人体中，我们的食物链不断受污染；食品市场是国际的，因此，食品的安全性是世界各国政府共同关心的问题。

食品毒理学是研究食品中外源化学物的性质、来源与形成以及它们的不良作用与可能的有益作用和机制，并确定这些物质的安全限量和评定食品安全性的一门科学。食品毒理学的作用就是从毒理学的角度，研究食品中可能含有的外源化学物质对食用者健康的危害，检验和评价食品（包括食品添加剂）的安全性或安全范围，从而达到确保人类健康的目的。

本学科的研究对象——外源化学物既包括有一定毒性的化学物（如农药、兽药），也包括毒性很小通常不称为“毒物”的化学物（如食用色素），以及潜在有益作用的化学物［如大蒜氨酸（alin）］。

对食品中外源化学物来说，毒性大小在很大程度上取决于摄入的剂量。然而毒性是很复杂的生物学现象，取决于多种因素。某种物质在正常食用方式与用量情况下，长期食用不产生毒性，可认为是安全的。但是安全是有条件的、相对的。食品中的外源化学物也可能在一定条件下对机体产生不良作用。

毒理学的一个基本原则和首要目的是要对毒性进行定量。欧洲中世纪的科学家Paracelsu（s 1493～1541）曾说过：“所有的物质都是毒物，没有一种不是毒物的。正确的剂量才使得毒物与药物得以区分”（The dose makes the poison）。一般来说，毒物和非毒物之间没有严格的界限。同一种化学物质，由于使用剂量、对象和方法的不同，则可能是毒物，也可能是非毒物。例如，亚硝酸盐对正常人是毒性物质，但对氰化物中毒者则是有效的解毒剂。另外，人体对硒的每日安全摄入量为50～200 μg，如低于50 μg则会导致心肌炎、克山病等疾病，并诱发免疫功能低下和老年性白内障的发生；如摄入量在200～1000 μg之间则会导致中毒，如每日摄入量超过1 mg则可导致死亡。毒性物质按其来源可分为天然、合成和半合成三类，按其用途及分布范围可分为工业、环境、食品有毒成分、农用、医用、军事、放射性、生物性和化妆品中分布的有害化学物，按其毒性强弱又可分为剧毒、高毒、中毒、低毒、微毒等。毒性物质主要通过化学损伤使生物体受其损害。所谓化学损害是指通过改变生物体内的生物化学过程甚至导致器质性病变的损伤。如有机磷酯类化合物农药主要通过抑制胆碱酯酶的活性，使生物体乙酰胆碱超常累积，因而导致生物体的极度兴奋而死亡。

● 学科内容：食品安全性评价原理的基本概念和食品外源化学物与机体相互作用的一般规律；食品外源化学物毒理学安全性评价程序和危险度评价的概念和内容；食品中各主要外源化学物（天然物、衍生物、污染物、添加剂）在机体的代谢过程中对机体毒性危害及其机理。

● 学科任务：研究食品中外源化学物的来源、分布、形态及其进入人体的途径与代谢规律，阐明影响中毒发生和发展的各种条件；研究化学物在食物中的安全限量，评定食品的安全性，制定相关卫生标准；研究食品中化学物的急性和慢性毒性，特别应阐明致突变、致畸、致癌和致敏等特殊毒性。

● 研究方法：一切学科的发展，都与新概念的形成与新方法的发展有密切关系。20世纪60年代以来，毒理学获得较大发展，主要原因之一是引入了相邻学科大量新的概念与新的方法。从方法学来说，毒理学的研究方法可分为两大类。一类是微观方法。随着生物化学、细胞病理学、细胞生物学、分子生物学等边缘学科的迅速发展，这些学科的研究方法应用到毒理学领域上来，使人们能够从细胞水平甚至分子水平观察到多方面毒作用现象，其中包括一些极微小的毒作用表现。另一大类方法是宏观方法，即研究人的整体以至于人的群体与毒物相互作用的关系。要判定某个毒物对人危害程度，它是否属于某种损害现象的原因，单凭体外实验所得结果，是不能作出认定的，只能认为有此可能。只有具体在人类本身直接获得证实，才能获得肯定的评价。而直接观察毒物对人的作用，除少数毒物作用可用“志愿者”之外，目前主要使用流行病学方法。

毒理学研究的最终目的是研究外源化学物对人体的损害作用（毒作用）及其机制，但对人体的研究实际上难以实现，毒理学主要是借助于动物模型模拟引起人体中毒的各种条件，观察实验动物的毒性反应，再外推到人。由于动物，特别是哺乳动物和人体在解剖、生理和生化代谢过程方面有很多相似之处，这就是动物实验的结果可以外推到人的基础。

毒理学实验可采用整体动物、游离的动物脏器、组织、细胞进行。根据采用的方法不同，可分为体内试验（in vivo test）和体外试验（in vitro test）。毒理学还利用限定人体试验和流行病学调查直接研究外源化学物对人体和人群健康的影响。


体内试验：
 也称为整体动物试验。可严格控制接触条件，测定多种类型的毒作用。实验对象采用哺乳动物，例如大鼠、小鼠、豚鼠、家兔、仓鼠、狗和猴等。在特殊需要的情况下，也采用鱼类或其它水生生物、鸟类、昆虫等。检测外源化学物的一般毒性，多在整体动物进行，例如急性毒性试验、亚急性毒性试验、亚慢性毒性试验和慢性毒性试验等。哺乳动物体内试验是毒理学的基本研究方法，其结果原则上可外推到人。


体外试验：
 利用游离器官、培养的细胞或细胞器进行研究，多用于外源化学物对机体急性毒作用的初步筛检、作用机制和代谢转化过程的深入观察研究。体外试验系统缺乏整体毒物动力学过程，并且难以研究外源化学物的慢性毒作用。

（1）游离器官 利用器官灌流技术将特定的液体通过血管流经某一离体的脏器（肝脏、肾脏、肺、脑等），借此可使离体脏器在一定时间内保持生活状态，与受试化学物接触，观察在该脏器出现有害作用，以及受试化学物在该脏器中的代谢情况。

（2）细胞 利用从动物或人的脏器新分离的细胞（原代细胞，primary cell）或经传代培养的细胞［如细胞株（cell strain）及细胞系（cell line）］。

（3）细胞器（organelle）将细胞制作匀浆，进一步离心分离成为不同的细胞器或组分，例如线粒体、微粒体、核等，用于试验。

体内试验和体外试验各有其优点和局限性，应主要根据实验研究的目的要求，采用最适当的方法，并且互相验证。


人个体观察：
 通过中毒事故的处理或治疗，可以直接获得关于人体的毒理学资料，这是临床毒理学的主要研究内容。有时可设计一些不损害人体健康的受控的实验，但仅限于低浓度、短时间的接触，并且毒作用应有可逆性。


流行病学研究：
 对于在环境中已存在的外源化学物，可以用流行病学方法，将动物实验的结果进一步在人群调查中验证，可从对人群的直接观察中，取得动物实验所不能获得的资料，优点是接触条件真实，观察对象包括全部个体，可获得制定和修订卫生标准的资料，以及制定预防措施的依据。利用流行病学方法不仅可以研究已知环境因素（外源化学物）对人群健康的影响（从因到果），而且还可对已知疾病的环境病因进行探索（从果到因）。但流行病学研究干扰因素多，测定的毒效应还不够深入，有关的生物学标志还有待于发展。

最后，我们还必须将体内和体外实验的结果外推到人，并与人体观察和流行病学研究的结果综合起来，以对所研究的外源化学物进行危险度评价。

● 食品安全性毒理学评价：是指从毒理学角度对食品进行安全性评价。其法律依据是《中华人民共和国食品卫生法》第九条第二项：禁止生产经营含有毒、有害物质或者被有害物质污染，可能对人体健康有害的食品。从这项规定中可见并非任何含有害物质的食品都不能生产或销售，而是当它们在性质和数量上有可能对人体健康产生损害时不得生产或销售。

● 食品毒理学发展历史：可以追溯到我们的祖先为了获得丰富的食物而去尝试多种物质的时候。通过观察哪一种物质既能果腹又不至于产生疾病或引起死亡，我们的祖先发展了使人类得以生存繁衍的饮食习惯。早在史前时代，人们就学习制作可供食用的食品。在人类文明的早期，不同地区的民族都以长期的生活经验为基础，在不同程度上形成了一些有关饮食卫生和安全的禁忌。在中国，2500年前的孔子就曾对他的学生讲授过著名的“五不食”原则：“鱼馁而肉败，不食；色恶，不食；臭恶，不食；失饪，不食；不时，不食”。这是文献中有关饮食安全的最早记述。但是，由于人类对客观世界认识的局限性，所选择摄取的食物并非均为人体所需要，其中有一部分不仅是人体所不需要的，而且也是有害的。

随着社会经济的迅速发展和全球生态环境的剧烈变化，这些变化通过食物链对食品质量和安全性的影响明显增大。人类食物中毒性物质的种类、数量及其对人类健康的长远影响都远较以往严重，从而使人类面临更为严峻的生活和生存挑战。进入20世纪以后，食品工业应用各类添加剂日新月异，农药兽药在农牧业生产中的重要性日益上升，工矿、交通、城镇“三废”对环境及食品的污染不断加重，农产品和加工食品中含有害有毒化学物质问题越来越突出。另一方面，化学检测手段及其精度不断提高，农产品及其加工产品在地区之间流通规模日增，国际食品贸易数量越来越大。这一切对食品安全性问题提出了新的要求，以适应生活水平提高、市场发展和社会进步的新形势。人们关注的焦点与热点，逐渐从食品不卫生、传播流行病、掺杂制伪等，转向某些化学品对食品的污染及对消费者健康的潜在威胁方面。20世纪对食品安全性影响最为突出的事件是有机合成农药的发明、大量生产和使用。例如，曾被广泛应用的高效杀虫剂滴滴涕，其发现、工业合成及普遍使用，始于20世纪30年代末40年代初，60年代已达鼎盛时期，世界年产总量可达10万t。滴滴涕对于消灭传播疟疾、斑疹伤寒等严重传染性疾病的媒介昆虫（蚊、虱）以及防治多种顽固性农业害虫方面，都显示了极好的效果，成为当时人类防病、治虫的强有力武器。其发明者瑞士科学家Paul Muller因此巨大贡献获得1948年诺贝尔奖。滴滴涕的成功刺激了农药研究与生产的加速发展，加上现代农业技术对农药的大量需求，包括六六六在内的一大批有机氯农药此后陆续推出，在20世纪50～60年代获得广泛应用。然而时隔不久，滴滴涕及其它一系列有机氯农药被发现难以生物降解而在食物链和环境中积累起来，在人类的食物和人体中长期残留，危及整个生态系统和人类的健康。进入20世纪70和80年代后，有机氯农药在世界多数国家先后被停止生产和使用，代之以有机磷类、氨基甲酸酯类、拟除虫菊酯类等残留期较短、用量较小也易于降解的多种新农药类型。但滥用农药在毒化了环境与生态系统的同时，导致了害虫抗药性的出现与增强，这又迫使人们提高农药用量或更换农药种类。出现了虫、药、食品、人之间的恶性循环。尽管农药种类和使用方法不断更新改进，用药水平和残留水平也在下降，但农产品和加工食品中种类繁多的农药残留，至今仍然是最普遍、最受关注的食品安全性课题。

对食品安全性问题的社会反应和政府对策，最早见于发达国家。如美国在1906年食品与药物法的基础上，于1938年由国会通过了新的联邦食品、药物和化妆品法，1947年通过了联邦杀虫剂、杀菌剂、杀鼠剂法，两法以后又陆续做过多次修正，至今仍为美国保障食品安全的主要联邦法律。世界卫生组织和联合国粮农组织（WHO/FAO）自20世纪60年代组织制定了《食品法典》，并数次修订，规定了各种食物添加剂、农药及某些污染物在食品中允许的残留限量，供各国参考并借以协调国际食品贸易中出现的食品安全性标准问题。至此，尽管还存在大量的有关添加剂、农药等化学品的认证与再认证工作，以及食品中残留物限量的科学制定工作有待解决，控制这些化学品合理使用以保障丰足而安全的食品生产与供应，其策略与途径已初步形成，食品安全管理开始走上有序的轨道。

在我国，近代食品安全性的研究与管理起步较晚，它随卫生工作的发展而发展，近半个世纪以来食品卫生与安全状况也有了很大的改善。解放后虽然我国食品卫生工作有较大的发展，但各生产企业和监督机构管理还是处于较低的水平。随着我国改革开放不断地深入，食品工业得到迅速的发展。20世纪60年代食品工业产值为国民经济总产值的31～32位，1986年上升到8～9位，到1990年达到第3位，1996年为第1位，至今持续保持。食品产量、品种增加和质量的改进使大量化学物质进入食用范围，直接应用于食品的化学物质（如食品添加剂）以及间接与食品接触的化学物质（如农药及污染物）日益增多。20世纪50年代中央卫生研究院营养学系与卫生部药品生物鉴定检定所已开始食品毒理学研究，并于20世纪60年代对木薯毒性、农残毒性、粮食熏蒸剂及白酒中甲醇毒性等进行了食品安全性毒理学评价从而制定了相应的标准。截至20世纪70年代，一些国家已提出安全性评价系统。当时我国尚无系统的食品卫生标准和安全性评价法规，致使食品的卫生质量监督管理工作产生了相当的困难，而在国际食品贸易中，食品质量发生问题时，常因无章可循，给国家带来政治经济上的重大损失。据此，为制定食品卫生标准以及为新产品上市前的安全性评价提供科学依据，制定一个统一的《食品安全性毒理学评价程序和方法》（下称“程序”），以保证食品安全是十分重要的。我国食品添加剂标准化技术委员会于1980年年会首次提出制定毒性评价问题。卫生部（81）卫防字第11号文件将制定“食品安全性毒理学评价程序和方法”列入《1981～1985年全国食品卫生标准科研规划》。从此“程序”得到政府立项，投入经费、组织人才、集中设备优势，开展广泛而深入的研究，促使食品毒理学的成长与发展。一些食源性传染病得到了有效的控制，农产品和加工食品中的有害化学残留也开始纳入法制管理的轨道。我国于1982年制定了《中华人民共和国食品卫生法》（试行），经过13年的试行阶段于1995年由全国人大常务委员会通过，成为具有法律效力的食品卫生法规。在工农业生产和市场经济加速发展、人民生活水平提高和对外开放条件下，食品安全状况面临着更高水平的挑战。国家相继制定和强化了以《食品卫生法》为主体的有关食品安全性的一系列法律法规，初步形成了以卫生管理部门、工商管理部门和技术监督部门为主体的管理体制。但是，我国在进入21世纪和面向全球经济一体化的时代，食品的安全性问题形势依然严峻，还要从认识、管理、法规、体制，以及研究、监测等方面做更多的工作，才能适应客观形势发展的需要。

20世纪末，特别是进入世纪之交的90年代以来，人类社会发展的多个方面通过人类食物链对食品安全性的影响，进一步显露出来。而人类对全球生态环境变化及其与自身生存发展关系的认识深化，激发了人们的生态环境意识。这就使食品安全性再次作为人类面临的重大生活或生存问题，从多个侧面被提上社会的议程。这一期间，新的致病微生物引起食物中毒，畜牧业中滥用兽药、抗生素、激素类物质的副作用，食品的核素污染，以及近年发生的英国疯牛病事件等，都是有代表性的。首先，近年来食源性疾病的暴发性流行仍在世界不同国家不断发生，但病的种类有所变化。其中，肉蛋乳类动物制成品或半制成品带菌致病事件有上升趋势，主要是经动物及其制品传染给人的“人畜共患病”。最为常见的沙门氏菌病是经由灭菌不充分的鸡蛋、牛乳及其制品（如冰淇淋、奶酪）等传播的。现代低温、冷冻条件则有利于一些嗜冷性致病菌发育繁殖，如李斯特菌、耶尔森氏菌等对妇幼群体危害更严重的疾病，呈增多势头。大规模的生产、加工、制作、销售在卫生管理不善的条件下则增加了许多交叉感染的机会。几年前，一种被称作肠道出血性大肠杆菌O157∶H7（EHEC）感染的新的食源性疾病，在欧洲、美国、日本、中国香港等地先后导致多起群体染病的暴发性病案，引起广泛的震动。新的食源性疾病的出现与发展，是在食品生产、加工、保存以及品种、消费方式发生变化条件下食品安全性新态势的反映。其次，在癌症及其它与饮食营养有关的慢性病上升、化学药物对人类特别是妇幼群体危害日益明显、以及动物性食品在饮食结构中重要性增大的条件下，兽药使用不当、饲料中过量添加抗生素及生长促进素对食品安全性的影响，逐渐突出起来，一些研究趋向于认为，最近动物性食品中的某些致病菌如沙门氏菌和大肠杆菌O157，可能是在滥用抗生素条件下抗性提高了的新的致病菌系。现在把抗生素作为饲料添加剂虽有显著的增产防病作用，但除了抗生素本身在使用不当时可产生有害副作用外，也导致了这些抗生素对人的医用效果逐渐丧失。尽管世界卫生组织呼吁减少用于农业的抗生素种类和数量，但由于兽药产品对现代畜牧业的重要支撑作用及其给畜牧业和医药工业带来的丰厚经济效益，要把兽医用药纳入有节制的合理使用轨道远非易事。由于人工合成激素（如乙烯雌酚等）被发现对人有严重的副作用（包括后代致癌），欧洲除已建立较严格的有关各种兽药的使用限制外，还禁止用激素处理的肉类进口。另外，自英国科学家发现疯牛病可使人感染导致致命疾病后，欧洲特别是英国的养牛业和牛肉市场陷入严重的危机。此病是由于患该病牛羊的屠宰下脚料内脏又被再加工用于牛饲料而使病原进入人类食物链的。最后需要提及的，是在人类进入核时代以后食品安全性中的核安全问题。近年来世界范围的核试验、核事故已构成对食品安全性的新威胁。1986年发生于前苏联境内切尔诺贝利的核事故，是人类迄今已知的最严重核事故，使几乎整个欧洲都受到核沉降的影响，牛羊等草食动物首当其冲。欧洲许多国家当时生产的牛乳、肉类、肝脏中都发现有超量的131
 I、137
 Cs、110
 Ag等放射性核素而被大量弃置。日本在牛乳中测出有超出常量4～5倍的131
 I。远在南美的巴西也因从德国进口的乳制食品发现137
 Cs含量超标10倍，不得不将70 t进口品弃置处理。在这种情况下，已经多年研究被认定较为安全的食品辐照技术，受核辐射对人体危害的深远心理影响，在商业上的应用长期受限，有待研究的问题和立法方面也都进展缓慢。

工业的快速发展和社会都市化程度的提高，使大气、土壤和饮用水中的工业、农业及生活污染物逐渐加剧，使得高度稳定的化学物质进入外环境，并通过食物链的生物学富集效应蓄积在食品中，构成对有机体甚至下一代的严重威胁。人类的各种食品，包括供食用的处于生长状态的各种植物和动物，以及食品加工、贮运及包装等各个环节都有可能受到有毒物质的污染。据统计，我国目前每年发生的食物中毒事件有20万～40万例，我国80 %的传染病为肠道传染病，一些有关伤寒、痢疾、霍乱等疾病的地方性暴发性流行，大多与食品和饮水被微生物污染有关，近年来，农药、兽药污染造成的急性食物中毒事件的上升也较快，出售掺杂掺假、过期变质和有毒有害食品坑害消费者的情况也屡禁不止，已成公害。随着我国社会经济的快速发展，如何提高食品安全性的问题日益突出。

食品毒理学原是毒理学和食品卫生学的一个组成部分，世界卫生组织（WHO）、联合国粮农组织（FAO）和美国食品与药物管理局（FDA）是现代食品安全性评价原理的先驱。20世纪70年代，这些组织提出应以食品安全性评估为重点，将食品安全性评价原理从食品营养和卫生学科中单独分离出来，并成立了有关食品卫生方面的机构。我国于20世纪70～80年代在全国各个省市建立了食品检验和食品卫生检测网。1994年和1995年我国又分别正式颁布和实施了《食品安全性毒理学评价程序和方法》标准和《食品卫生法》，这些法规、标准及食品监督机构为我国食品质量和安全性提供了法律和行政上的保障。


第二节 食品毒理学和食品安全性

食品毒理学是食品安全性的基础。食品毒理学的作用就是从毒理学的角度，研究食品中可能含有的外源化学物质对食用者的毒作用机理，检验和评价食品（包括食品添加剂）的安全性或安全范围，从而确保人类的健康。现代毒理学着重于通过化学和生物学领域的知识找寻毒性反应的详细机理，并研究特定物质产生的特定的化学或生物学反应机制，为食品安全性评估和监控提供详细和确凿的理论依据。

一种化学物质对机体健康引起有害作用的能力，称为该物质的毒性（toxicity）。毒性较高的物质，只要相对较小的剂量，即可对机体造成一定的损害；而毒性较低的物质，需要较大的剂量，才呈现毒性。但是一种物质的“有毒”与“无毒”，毒性的大小也是相对的，关键是此种物质与机体接触的量（接触、暴露和染毒有相同的含义）。在一定意义上，只要到达一定的剂量，任何物质对机体都具有毒性。危险度（risk）在文献中也称为危险性或风险度，系指一种物质在具体的接触条件下，对机体造成损害可能性的定量估计。危险度的定义是，在特定的接触条件下终生接触某环境因素引起个体或群体产生有害效应（损伤、疾病或死亡）的预期频率。危险度可分为归因危险度和相对危险度。归因危险度是指人群接触某因素而发生有害效应的可能频率。如归因危险度为0.01表示100个接触者中有1人可能发生有毒效应，归因危险度为10 -6
 表示100万个接触者中可能有1人发生有害效应。相对危险度是指接触组与对照组的危险度的比值。如相对危险度为2.5表示接触组发生有害效应的危险度是对照组（非接触组）的2.5倍。对接触外源化学物的危险度进行估计，即危险度评价（risk assessment）是毒理学的重要内容。

危害性（hazard）定性表示外源化学物对人群健康引起的有害作用。安全性是指无危险或危险度，可为社会接受（即危险度可忽略），即笼统地指在通常条件下接触化学物对人体和人群不会引起对健康有害作用。在毒理学中，安全性评价是利用规定的毒理学程序和方法评价化学物对机体产生有害效应（损伤、疾病或死亡），并外推在通常条件下接触化学物对人体和人群的健康是否安全。由于安全性难以确切定义和定量，因此近年来危险度评价得到了迅速的发展。

食品安全性与毒性及其相应的风险概念也是分不开的。安全性常被解释为无风险性和无损伤性。众所周知，没有一种物质是绝对安全的，因为任何物质的安全性数据都是相对的。即使进行了大量的实验，证明某一种物质是安全的，但从统计学上讲，总有机会碰到下一个实验证明该物质不安全。此外，评价一种食品成分是否安全，并不仅仅决定于其内在的固有毒性，而要看其是否造成实际的伤害。事实上，随着分析技术的进步，已发现在越来越多的食品，特别是天然品中含有多种微量的有毒成分，但这些有毒成分并不一定造成危害。

1984年，世界卫生组织（WHO）在题为《食品安全在卫生和发展中的作用》的文件中，曾把“食品安全”认为是“食品卫生”的同义词，将其定义为：“生产、加工、贮存、分配和制作食品过程中确保食品安全可靠，有益于健康并且适合人消费的种种必要条件和措施”。1996年，WHO在其发表的《加强国家级食品安全性计划指南》中则把食品安全性与食品卫生作为两个概念加以区别。其中，食品安全性被解释为“对食品按其原定用途进行制作和食用时不会使消费者受害的一种担保”，食品卫生则指“为确保食品安全性和适用性在食物链的所有阶段必须采取的一切条件和措施”。不良反应既包括一般毒性和特异性毒性，也包括由于偶然摄入所导致的急性毒性和长期微量摄入所导致的慢性毒性，例如致癌和致畸性等，这些都需要更明确地加以说明。

关于食品的安全性或安全食品，至今尚缺乏一个明确的、统一的定义。综合现有的认识与理解，对什么是食品安全性的回答应该是：食品中不应含有可能损害或威胁人体健康的有毒、有害物质或因素，从而导致消费者急性或慢性毒害或感染疾病，或产生危及消费者及其后代健康的隐患。不过，在这一表述中可能包含着不同的理解或解释。如哪些物质成分应划作有毒、有害类？许多物质或成分的毒性是与剂量多少有关的，所谓“不应”或“不能”含有某种有毒有害物质，是指不得检出或检出剂量不得超过某个阈限值之外？现代超微量分析方法发展很快，许多化学成分的检出精度不断提高，不少曾被认为是“无污染”食品或“清洁”食品远非那么纯净，而许多被宣布为有毒有害的化学物质实际上在环境中和食品中都被发现以极微数量广泛存在，这个安全性怎么界定？从对人体健康的影响来看，除明显致病的以外，所谓慢性毒害、慢性病、健康隐患、对后代的后效等，也都需要更明确的解释。

影响食品安全性的因素很多，包括微生物、寄生虫、生物毒素、农药残留、兽药残留、重金属离子、食品添加剂、包装材料释出物和放射性核素等。另外，食品中营养素不足或数量不够，也容易使食用者发生诸如营养不良、生长迟缓等代谢性疾病，这也属于食品中的不安全因素。

● 食品安全性的现代问题：人类社会的发展和科学技术的进步，正在使人类的食物生产与消费活动经历巨大的变化。与人类历史上任何时期相比，一方面是现代饮食水平与健康水平普遍提高，反映了食品的安全性状况有较大的甚至是质的改善；另一方面则是人类食物链环节增多和食物结构复杂化，这又增添了新的饮食风险和不确定因素。社会的发展提出了在达到温饱以后如何解决吃得好、吃得安全的要求。食品安全性问题正是在这种背景下被提出，而且涉及的内容与方面也越来越广，并因国家、地区和人群的不同而有不同的侧重。以下是英国C.E.Fishe（r 1993）对当代发达和较发达社会或国家提出的一张饮食风险清单，可以代表一般情况。

（1）营养过剩或营养失衡；

（2）酗酒；

（3）微生物污染；

（4）自然产生的食品毒素；

（5）环境污染物（包括核污染）；

（6）农药及其它化学品残留物；

（7）兽用药物残留；

（8）包装材料污染；

（9）食品添加剂和饲料添加剂；

（10）新开发食品及新工艺产品（如生物技术食品、辐照处理食品等）；

（11）其它化学物质引起的饮食风险（如工业事故污染食品）。

此外，假冒伪劣食品（劣质、掺杂毒物异物等）在食品安全性问题中也占有重要地位。

以上可归纳为现代食品安全性的六大类问题，即：营养失控、微生物致病、自然毒素、环境污染物、人为加入食物链的有害化学物质、其它不确定的饮食风险。其中，营养失控或营养素不平衡就其涉及人群之多和范围之普遍而言，在当代食品安全性问题中已处于较发达社会之首位。在食品相对丰裕的条件下，因饮食结构失调使高血压、冠心病、肥胖症、糖尿病、癌症等慢性病显著增多。这说明食品供应充足不等于食品安全性改善。高能量、高脂肪、高蛋白、高糖、高盐和低膳食纤维，以及某些矿物质和必要维生素摄入，都可能给人的健康带来慢性损害。而有些矿物质和维生素用量过多（例如硒、维生素A等）也可能引起严重后果。微生物因素导致食品腐败变质、微生物毒素及传染病流行，是多年危害人类的顽症。人类历史上一些猖獗一时的瘟疫，在医药卫生及生活条件改善的情况下，已受到一定程度的控制。但现实证明人类在与病原微生物较量中的每一次胜利，都远非一劳永逸。原因是社会经济及文化发展的不平衡、食品生产与消费方式的改变以及病原微生物适应性与抗性在与人类的共同进化中不断提高。如果说前述营养不平衡问题在很大程度上是由个人行为决定的，那么，微生物污染致病则始终是行政和社会控制的首要重点。

自然产生的食品毒素是指食品本身成分中含有的天然有毒有害物质，如一些动植物中含有生物碱、氢氰糖苷等，其中有一些是致癌物或可转变为致癌物。天然的食品毒素，实际上广泛存在于动植物体内，所谓“纯天然”食品不一定是安全的。

衍生毒物可由食品的任何内在成分与外源成分（如污染物与添加剂）相互作用形成，或这些物质与外界物质（如氧）相互作用形成。由热、光、酶或其它物质引起食物化学降解也会产生有毒物质。衍生毒物可分为热解有机毒物、非热解毒物、油脂氧化物以及污染物反应产生的毒物等。

在人为特定条件下食品中产生的某些有毒物质，如粮食、油料等在从收获到储存过程中产生的黄曲霉毒素，食品烹饪过程中产生的多环芳烃类，都是毒性极强的致癌物。

环境污染物在食品成分中的存在，有其自然背景和人类活动影响两方面的原因。其中，无机环境污染物在一定程度上受食品产地的地质地理条件所左右，但是更为普遍的污染源则主要是工业、采矿、能源、交通、城市排污及农业生产等带来的，通过环境及食物链而危及人类饮食健康。无机污染物中的汞、镉、铅等重金属及一些放射性物质，有机污染物中的苯、邻苯二甲酸酯、磷酸烷基酯、多氯联苯等工业化合物及多氯二[image: ]
 英、多氯氧芴、多环芳烃等工业副产物，都具有在环境和食物链中富集、难分解、毒性强等特点，对食品安全性威胁极大。在人类环境持续恶化的情况下，食品成分中的环境污染物可能有增无减，必须采取更有效的对策加强治理。

人为加入食物链的化学物质，包括农牧业生产及食品加工过程中为保障生产、提高质量及安全性所使用的多种化合物，既有人工合成的，也有自然生成的，其应用数量、残留量及稳定性均极不相同。农药、兽药、饲料添加剂及食品添加剂等，近年成为当今食品安全性方面的关心焦点，原因有多方面。其中，科技发展加深了对某些化学残留物性质及规律性的认识，以及消费者风险意识、对食品质量及安全性要求的提高，是决定性的因素。我国在工农业生产迅速发展过程中这类化学物质引起的食品安全性问题，呈潜性上升趋势。从世界范围看，科技界、企业界和管理部门为降低这类物质所致的食品风险，投入了巨大的人力物力与财力。美国近年提出要对现行各种农药残留限量作重新审定，改变以“良好生产措施”为确定限量标准依据的做法，代之以对人体健康影响为依据的方法，以提高安全性保险系数，并要求对儿童和婴儿这一敏感群体在制定残留限量方面给以特别的保护。此外，为加强对致癌化合物的控制，一批农药可能被禁用。这一切都反映了在科技与社会进步过程中对这一大类化学物质加强管理、减少饮食风险的总趋势。

由于科技进步、管理水平及社会发展的不平衡性，食品安全性的问题内涵及轻重缓急在不同国家不同地区不完全相同，公众对食品安全性的认同意识也有不同程度的差距。但是从民族健康与繁荣、社会进步与持续发展的角度来看，充分、全面地理解食品安全性问题的意义与趋势，则是一个普遍的、至关重要的课题。

● 食品安全性控制与人类食物链：人类食物生产规模的扩大，加工、消费方式的日新月异，贮藏、运输等环节的增多，以及食品种类、来源的多样化，使原始人类赖以生存的自然食物链，逐渐演化为今天的自然链和人工链组成的复杂食物链网。这当然一方面满足了人口增长、消费水平提高的要求；另一方面，也使人类饮食风险增多，确保食品的安全性成为现代人类日益重要的社会问题。食品安全性的隐患，可能产生于人类食物链的不同环节。首先，人类农牧业生产的生态环境，包括水、土、大气的质量是否良好，生物学环境是否健康无害，都会影响到食品的质量和安全性。农业措施不当引起生态环境退化或生态循环失调，可能使产量、品质下降，加剧农作物及养殖动物的病虫害，进而危及人类的食品安全。其次，在整个生产、流通和消费过程中，都存在着因管理不善使病原菌、寄生虫滋生及有毒有害化学物质进入人类食物链的机会。现代人类食物链通常可分为自然链和加工链两部分，从自然链部分来看，种植业生产中有机肥的搜集、堆制、施用如果不采取严格的卫生管理，可能将多种侵害人类的病原菌、寄生虫引入农田环境、养殖场和养殖水体，进而进入人类食物链。滥用化学合成农药或将其它有害物质通过施肥、灌水或随意倾倒等途径带入农田，可使许多合成的、难于生物代谢的有毒化学成分在食物链中富集起来，构成人类食物中重要的危害因子。由于忽视动物保健及对有害成分混入饲料的控制，可能导致真菌毒素、人畜共患病原菌、有害化学杂质等大量进入动物产品，给消费者带来致病风险。而滥用兽药、抗生素、生长刺激素等化学制剂或生物制品，可因畜产品中微量残留在消费者体内长期超量积累，产生不良副作用，尤其对儿童可能造成严重后果。从人类食物链的加工链部分来看，现代市场经济条件下，蔬菜、水果、肉、蛋、乳、鱼等应时鲜活产品及其它易腐坏食品，在其储藏、加工、运输、销售的多个环节中如何确保不受危害因子侵袭而影响其安全性，这是经营者和管理者始终要认真对待的问题，不能有丝毫疏忽。食品加工、包装中滥用人工添加剂、防腐剂、包装材料等，也是现代食品生产中新的不安全因素。在食品送达消费者餐桌的最后加工制作完成之前，清洗不充分、病原菌污染、使用调味品、高温煎炸烤等，仍会使一些新老危害因子一再出现，形成新的饮食风险。由以上可见，食品安全性中的危害因子，可能产生于人类食物链的不同环节中，其中某些有害物质或成分特别是人工合成的化学品，可因生物富集作用而使处在食物链顶端的人类受到高浓度毒物之害。认识在人类食物链不同环节的可能危害因子及其可能引发的饮食风险，应用食品毒理学的理论和方法，掌握其发生发展的规律，是有效控制食品安全问题的基础。


第三节 国外食品安全评价概况

食品安全问题是一个世界各国所关心的问题，特别是欧盟从20世纪90年代开始，疯牛病、口蹄疫和二[image: ]
 英等涉及广大消费者的恶性食品事故，已经严重动摇了消费者对政府管理的信心和增加了对食品安全的关注程度。与此同时，世界各国也加强了对食品安全的监控力度和研究力度。近年来，WHO、FAO、OECD、IEO和WTO等有关国际组织十分重视并特别强调各国应加强食品安全管理体系的建立和不断提高完善。2001年6月FAO/WHO召开的“保证食品的安全和质量：强化国家食品控制体系”会议上进一步修订了“建立有效的国家食品控制体系导则”，更加明确地强调：各国需建立国家食品安全体系，其框架包括立法（法规体系和食品卫生标准）、管理（包括危险性评价与监督管理）、监测（包括食品污染与食源性疾病）与实验室建设等项内容，其目的是要更为有效地提高全球范围内的食品安全水平。

一、食源性（化学性与生物性）危害关键检测技术现状与发展趋势

实验室检测能力是评价一个国家（地区）食品安全工作水平关键中的关键。为此，各国的食品安全控制系统都把检测机构的设置、先进检测方法的应用、分析质量保证（AQA）体系的建立和提高以及人员培养放在优先地位，也是国家食品安全保障体系的能力建设的重点。目前，发达国家对食品安全卫生控制呈现两个明显的趋势，一是这些安全卫生指标限量值的逐步降低，并出现了诸如二[image: ]
 英等污染物的超痕量指标；二是检测技术日益趋向于高技术化、系列化（多残留）、速测化、便携化。前者对检测技术提出了更高的要求，后者为前者的实现提供了保证。

在化学性危害的检测方面，国际上特别是美国、欧盟等发达国家通行的做法是，按一定的规范对受检产品取样进行快速检验。这种快速筛选的方法，例如酶联免疫法、放射免疫法、受体传感器法、金（荧光素）标记法、cDNA标记探针法等一般是在非实验室的条件下在现场对样品进行筛检，只要检验结果为阳性，受检食品就不允许上市。当需要确切知道所检测项目的确实存在和定量结果时（如国内外贸易纠纷及仲裁、政府行为的监督检查），再把阳性样品送到实验室内，用大型精密（甚至超精密仪器），进行进一步的确证和定量分析。此种检验程序不仅避免了人力、物力的浪费，也适应于实际生产中的工作流程，避免了生产上的损失。国际上运用免疫学、生物工程技术针对食品安全建立的快速检测方法，有以下几个方面的特点：第一，灵敏度高，可达到10亿万分之一，甚至更低；第二，方法的特异性高、假阳性相对较低；第三，适用范围较宽，可测定各类食品；第四，检测的费用低。在农、兽药残留和生物毒素快速筛检的试剂盒方面，国外已有不少产品。

近年来在使用大型精密仪器的测定方法方面也有明显的进步，缩短了检测周期。如快速溶剂提取系统（ASE）、固相萃取系统（SPE）、超临界萃取系统（SPF）、免疫亲和层析柱（IAC）等样品的处理、浓缩技术的应用，能够对于食品中很多痕量级成分进行提取、纯化；与传统方法相比，对微量、痕量成分提取更加简化和快速，平均每个样品提取用溶剂仅为15～40 mL，耗时由通常的10 h以上下降到20 min之内，而且实现了样品提取的自动化。为了追求灵敏度和效率，检测方法的更新和提高十分迅速，如固相微萃取（SPME）技术也正在从环境水、气样品分析应用向在食品安全检测领域过渡，酱油中致癌物2，3-二氯丙醇的分析技术就是一例。

农药残留的检测已从单个化合物的检测发展到可以同时检测几百种化合物的多残留系统分析，兽药残留的检测也向多组分方向发展。目前国际上最具代表性的多残留分析方法主要有美国FDA的多残留方法（可检测360多种农药）、德国DFG的方法（可检测325种农药）、荷兰卫生部的多残留分析方法（可检测200种农药）、加拿大多残留检测方法（可检测251种农药，其中GC-MS检测239种，HPLC-Fluor检测12种）。同时为了适用于不同介质样品的分析，一些国家（如美国FDA等）将农药残留分析的主要步骤、样品的采集、制备、提取、纯化、浓缩、分析、确证等各步骤采用的不同方法建成不同的模块，根据样品及分析要求的不同，而组合成不同的处理分析流程，从而建立起一个多残留检测选择检索程序的前处理技术平台，使复杂的技术流程简化而又有分析质量保证。鉴于某些化学污染物的高度危害和在环境和生物体内难降解性造成食品和人体蓄积，2001年5月被列入斯德哥尔摩公约规定应该限制或禁止的环境持久性有机污染（POPs）有12种。其中3种为二[image: ]
 英及其类似物（包括共平面多氯联苯），检测方法灵敏度的要求为超痕量水平（10 -15
 ～10 -12
 ），需要用高分辨质谱分析和采用稳定性同位素稀释技术的严格质量控制手段。由于色质联机结合稳定性同位素稀释技术具有灵敏、特异、可靠的特点，不仅用于二[image: ]
 英及多氯联苯等超痕量分析，在酱油中氯丙醇的痕量检测方面已成为欧盟唯一认可的方法；而在激素和克伦特罗等β-兴奋剂检测也从奥运会兴奋剂检测领域向食品禁用、兽药监控的确证技术发展。传统的原子吸收分光光度方法检测食品中矿物质和元素，也开始在一些发达国家中被更加灵敏和快速的ICP-MS取代。

在生物性危害方面，一些发达国家建立了致病菌遗传物质的分子结构为基础的DNA指纹图谱鉴定技术，为可靠地确定食源性疾病患者排泄物中所分离的细菌与可疑中毒食品中分离的细菌的同源性提供了重要的手段。而且这些检测技术也为开展食源性致病菌的定量危险性评价，提供了必不可少的技术支撑。而后者则是FAO/WHO积极倡导的控制微生物食源性危害的重要手段。美国已在全国范围内建立了细菌分子分型国家电子网络（pulsenet），并已成功地应用于导致沙门氏菌食物中毒暴发的食品的溯源及控制。而基于PCR的快速检测技术，特别是基因芯片的高通量能力可以从众多肠道致病菌或致泻性病毒与寄生虫中筛检病原并达到溯源的能力。这些技术已成为当前各国食源性疾病监控领域技术发展的方向。

二、食源性疾病与危害的监测、溯源和预警技术现状与发展趋势

利用所设置的哨点（sentinel point）对食源性疾病开展主动监测，以及在发生食源性疾病后，对病原菌的摄入量与健康效应进行剂量-反应关系的分析与危险性评估是一些发达国家掌握食源性疾病的变化趋势和制定食源性疾病控制对策的重要依据。目前，美国疾病预防控制中心（CDC）的主动监测网络在改善食源性疾病的漏报率方面，已取得显著成绩。一些西方发达国家已开展了禽、肉制品中沙门氏菌以及乳制品中李斯特菌的定量危险性评价。

食品中化学污染物的监测不但是摸清家底的重要环节，而且是确定优先控制问题和追踪变化趋势的关键技术。早在1970年，世界卫生组织（WHO）就与联合国环境保护署（UNEP）和联合国粮农组织（FAO）联合发起全球环境监测规划/食品污染监测与评估项目（GEMS/Food），并与相关国际组织制定了庞大的污染物监测项目与分析质量保证体系（AQA），其主要目的是监测全球食品中主要污染物的污染水平及其变化趋势。一些发达国家都有比较固定的监测网络和比较齐全的污染物与食品监测数据。如美国有近20多年的动物性食品中农药（如DDT等）的残留量资料。我国虽是GEMS/Food计划的参加国，在一些重要污染物（重金属、农药、兽药、真菌毒素等）方面开展了一些零星的检测工作，但缺乏系统的监测数据。这不但影响我国食品中污染物标准制定的科学性，而且无法在CAC制定过程中积极参与和保护本国利益。如目前CAC正在讨论水产品中铅的限量标准，而我国的有限数据大多数还停留在20世纪80～90年代的水平，因此在讨论中发言权很少。此外，二[image: ]
 英、氯丙醇和伏马菌毒素等限量标准，CAC已开始讨论，而我国至今还不清楚，迫切需要监测数据。

三、食源性危害的人群接触评估和健康效应的研究现状与发展趋势

建立检测方法和开展监测研究的重要目的之一是为了对各种消费者人群进行接触评估，以得出危险性评价的最终结果。国际上成熟的经验是首先要知道平均每人每天某些危害（如食品中的铅）的膳食摄入量（因为大部分食源性危害的主要接触途径为膳食摄入），即所谓“外接触”；接着要知道在机体内的负荷（如血、尿中铅的浓度，二[image: ]
 英的浓度等），即所谓的“内接触”。鉴于当前所关注的主要化学性危害均系低剂量和长时间接触，要以临床指标评价健康效应是不现实的。因此，必须采用生物学标志物（包括接触性和效应性）。接触性标志物可以反映某些危害的摄入水平（如尿中黄曲霉毒素与DNA的结合物，氯丙醇的代谢产物巯基尿酸和氯乳酸等）；效应性标志物可以反映机体生理功能的损伤（如镉导致尿中β2
 -微球蛋白的出现，伏马菌素引起神经鞘氨醇的改变，二[image: ]
 英和氯丙醇引起男性精子动力学的变化）。这些数据为评价食源性危害的危险性提供十分宝贵的依据。如果外接触指标不超过FAO/WHO提出的安全摄入量水平（每日允许摄入量，即ADI；或暂定每周允许摄入量，即PTWI），内接触不超过正常值，生物学标志物没有变化（不显著高于非接触人群），则可以相当有把握地认为此摄入量是安全的；反之，则是不安全的，需要采取控制措施。这套评估技术是一些发达国家近20年来工作经验的总结，并已纳入FAO/WHO和WTO/CAC的诸多文件；同时，这也是制定食品安全标准和仲裁贸易纠纷的重要手段和依据。

四、新技术、新工艺、新资源加工食品的安全性评价的研究现状与发展趋势

发达国家已经投入巨资开展环境内分泌干扰物的筛选计划，美国已经开始对所批准登记的农药进行内分泌干扰活性的筛选，并将于2008年公布根据内分泌干扰活性重新确定的农药的最高残留限量（MRL）。我国在蔬菜、水果的生产过程中，植物生长调节剂（如赤霉素、细胞分裂素、2，4-D、乙烯释放剂等）的使用已经日趋增加。而对于蔬菜、水果等“膨大”、“催熟”用的这些化合物是否具有性激素活性，成为人们关注的焦点。此外，在日常膳食中存在的植物雌激素（如大豆异黄酮等）对儿童的性激素作用也引起国际学术界对婴儿配方食品中是否允许加大豆制品的争论。

在新技术方面，由转基因技术生产的油料含有反式脂肪酸（致心血管疾病）和辐照食品衍生产物的安全性问题（特别是辐照食品最低有效剂量与衍生产物的关系）也是人们一直关心的问题。而由新技术产生的甘氨酸钙（螯合钙）与传统的钙原的吸收利用率明显不同，如螯合钙仅在1/5剂量就可能造成中毒，对这些新技术带来的安全性问题开展有针对性的评价就显得十分重要。我国保健食品的主要原料成分与国际上的功能食品或膳食补充剂有很大不同。国外的产品多以营养素或单一植物成分为原料，而且纯度很高，质量也有保证。而我国保健食品的原料中往往是多种植物粗提取物的混合物。前者已具备一套成熟的评价其安全性的程序和方法；而后者不适用于此类程序和方法。

食品工业用菌安全性的检测与评价在世界各国均受到很大程度的关注。在欧、美、日等许多国家，对食品发酵用菌种的管理、审批非常严格，对菌种的使用历史、分类鉴定、耐药性、遗传稳定性、有效性都有明确的要求和数据库，生产用的菌株要求必须在国际公认的菌种保存中心保存。许多国家还制定出食品工业中允许使用的菌种名单，建立了完善的菌种安全性评价的检验和方法。

五、食品安全控制技术现状与发展趋势

因为食品原料的产地环境、食品加工、贮藏及其流通过程中的安全保障体系的研究是实施食品安全控制技术的基础，农产品安全生产与加工的技术规范成为现代农业生产的准则。目前，国际上公认的食品安全最佳控制模式是“从农田到餐桌”的全过程控制，在“良好农业规范（GAP）”、“良好兽医规范（GVP）”、“良好操作规范（GMP）”和/或“良好卫生规范（GHP）或卫生标准操作程序（SSOP）”实施的基础上，推行“危害分析和关键控制点（HACCP）”。这些技术可以明显节省食品安全管理中的人力和经费开支，又能最大限度地保证食品的卫生安全。HACCP概念的普遍原则是使人力、财力、物力用于最需要和最有用之处，使得HACCP在通常缺乏人力、财力、物力的许多发展中国家成为极为理想的工具，促使一个不发达的企业能生产可出口的安全食品是HACCP在生产程序或新布局上进行的变革。而HACCP体系是一种系统性强、结构严谨、理性化、有多向约束，适应性强、效益显著的以预防为主的质量保证措施。

在国际上，美国于1972年首先成功地应用HACCP对低酸性罐头生产过程中的微生物污染进行了控制。美国FDA和农业部等有关机构分别先后对HACCP的推广应用作出了一系列强制性规定，并要求建立一个以HACCP为基础的食品安全监督体系（Food Safety Inspection Model Based upon HACCP）；1995年FDA颁布了“水产品HACCP法规”（21 CFR Part 123）；1996年美国农业部食品安全监督局（FSIS）颁布了“致病性微生物的控制与HACCP法规”（61 FR 38805），要求国内和进口肉类食品加工企业必须实施HAC-CP管理；1998年FDA提出了“应用HACCP对果蔬汁饮料进行监督管理法规”草案（63 FR 20486），并于今年正式颁布（21 CFR-123），开始实施。1997年6月，CAC大会通过了《HACCP应用系统及其应用准则》，并号召各国应积极推广应用。实际上，在国际食品贸易中，许多进口国已将HACCP作为对出口国的一项必需的要求。FAO于1994年起草的《水产品质量保证》文件中规定应将HACCP作为水产品企业进行卫生管理的主要要求，并使用HACCP原则对企业进行评估。

欧盟、加拿大、澳大利亚、新西兰、日本、韩国等国也正式认可采用HACCP体系。他们或者直接引用美国的HACCP模式，或者根据HACCP原理，建立符合本国实际的食品加工安全控制模式。如欧盟94/356/EC指令要求水产品加工企业必须实施“自我检查（Own-checks）程序”，以确保或证实水产品的安全；并明确提出必须进行危害分析、风险评估，制定预防措施，确定关键控制点，确定关键限值，监测和检查关键控制点，制定关键控制点失控时的纠偏措施，验证和复核等HACCP体系的要求；与FDA的HACCP法规类似，该指令也要求企业必须实施GMP。“自我检查程序”实际上是欧盟上升为法规的食品加工安全控制模式。新西兰农业部食品法规机构（MAFRA）1997年向该国食品加工企业提供了基于HACCP原理的生产和检验体系基础。澳大利亚和新西兰食品管理局（ANZ-FA）认为，未来的食品管理体系应当是一个以风险分析为基础的预防性体系；在食品安全方面，企业应当承担更多的责任。为此，他们研究制定了全国统一的“食品安全计划（Food Safety Programs，FSP）”；FSP正是根据HACCP原理建立的食品加工安全控制模式。近年来，加拿大食品检验局（CFIA）推出了“食品安全促进计划（Food Safety Enhancement Program，FSEP）”；该计划基于CAC确定的HACCP原理，与加拿大卫生部的良好操作规范（GMP）、加拿大渔业与海洋部的质量管理计划（QMP）以及加拿大各省应用的HACCP计划相一致；FSEP是在所有食品中统一应用HACCP原理的标准方法（模式）。FSEP的总体思路是要发挥生产者的作用，让其承担起食品安全控制的社会责任，通过官方监控体系和生产者自律体系的协同作用，来有效地保证食品的安全性。CFIA还考虑对在FSEP下生产的产品使用特殊标志，以推动其市场销售。此外，FSEP并不排斥需要检验设施的其它计划的存在，如通过检验提供出口证书的计划。

六、食品安全标准研究现状与发展趋势（包括食品安全战略和技术措施研究）

由于各国政府和消费者对食品安全的高度重视，与食品安全管理相关的技术性法规和标准越来越多地成为食品国际贸易过程中必须考虑的重要方面。但为了避免在国际食品贸易过程中过度或滥用食品安全技术措施产生贸易壁垒，WTO在《实施卫生与植物卫生措施协定（SPS协定）》中明确规定：各成员国可以在“危险性分析”的基础上制定本国的食品安全标准与技术措施，但不得违背WTO的有关规定，并且应与国际食品法典委员会的标准（CAC标准）相协调。由于CAC标准作为WTO的SPS协定唯一规定的食品安全仲裁标准，在国际贸易中具有特殊地位和作用，多年来，以英、法、德为主的西欧国家和美国，一直将很多精力和时间放在国际和区域标准化活动上，企图长期控制国际标准化的技术大权，并且不遗余力地把本国标准变成国际标准。因此，各国政府和有关国际组织都把标准化发展战略的制定工作摆在了重要位置，加大标准研究的支持力度，如美国标准科学技术研究院，每年从政府得到的标准研究经费多达7亿美元。1999年6月至2001年9月日本投资数亿日元（仅海外调研费一项就高达13000多万日元，约合人民币900多万元），历时两年三个月完成了日本标准化发展战略的制定任务。美国和日本等发达国家也均把确保标准的市场适应性、国际标准化战略作为标准化战略的重点；而基于健康保护为目的的食品安全成为标准化战略的重点领域；强调科技研究与标准化政策协调统一，促进科研人员参加标准的基础研究。

食品安全性已成为当今影响广泛而深远的社会性问题。加强对食品安全性的管理控制，既是社会进步的需要，也是民族健康的保证。历史的经验和国内外的发展形势都说明，确保食品的安全性必须建立起完善的社会管理体系，这应包括以下几个主要方面：就食品安全性进行完整的立法；对食品生产和供应系统所用的各类化学品，建立严格的管理机制；对食源性疾病风险实行环境全过程控制；采用绿色的或可持续的生产技术，生产对人与环境无害的安全食品；建立健全市场食品安全性的检验制度，加强执法，保障人民健康。

（刘 宁、沈明浩、黄昆仑）


第一篇 食品安全性评价原理基础

——基础毒理学

第一章 毒理学基本概念

第一节 定义和术语

一、毒物、毒性和毒作用

（一）毒物

一般认为，在一定条件下，较小剂量即能够对机体产生损害作用或使机体出现异常反应的外源化学物称为毒物（toxicant）。毒物可以是固体、液体和气体，在与机体接触和进入机体后，能与机体相互作用，发生物理化学或生物化学反应，干扰或破坏机体的正常生理功能，引起暂时性或永久性的病理损害，严重的甚至危及生命。

关于“毒物”一词，历史上许多毒物学家试图对其给出恰当的定义，结果只是在语言上的推敲而不是在毒物学上的实际描述，这是因为各种“毒物”都是相对的，而不是绝对的。瑞士医师Paracelsu（s 1493～1541）指出：“所有物质都是毒物，没有不是毒物的物质，只是剂量决定了它是毒物还是药物”，从而提出了“剂量决定毒物”的至理名言；William withering（1744～1799）指出：“小剂量毒物是最好的药物，而大剂量的有用药物则是有毒的”；西班牙的Orifil（a 1821）给毒物的定义是：“任何一种以很小剂量内服或以任何方式应用于有机体后，能损害健康或造成死亡的物质”；Starkenstein et al.（1929）认为：“毒物是那些进入机体后依据其理化性质损害机体生命活动的物质”；Blakiston's New Gould Medical Dictionary
 （1949）中的定义为：“毒物是一种物质，进入血液循环或以化学形式作用于血液，毁坏生命或严重损害机体一个或多个器官的功能”；Black's Veterinary Dictionary
 （The Third Edition）（1953）中的定义是，“毒物可以是任何物质（固体、液体或气体），当作用于体表或经任何途径进入体内，由于其本身固有的特性，未经活化，不影响体温，则能毁坏生命”；Humphreys D. J.（1988）在世界名著Veterinary Toxicolog（y
 The Third Edition）中规定：“毒物可能是自然存在的或人造的外源化学物，经任何途径或较小剂量进入机体后，导致生物化学的异常和/或生理性损害，严重时影响机体的健康或行为”；朱蓓蕾（1989）认为：“在一定条件下，能够对生物体造成损害的物质都是毒物”。由此可见，有些学者把少量进入机体即可损伤机体的外源化学物称为真正的毒物，而把那些需要较大剂量或较高浓度才能损害机体的物质称为广义上的毒物。

有毒物质主要通过化学损伤使生物体遭受损害。如有机磷酸酯类农药可抑制胆碱酯酶的活性，使生物体内的乙酰胆碱大量积累，从而导致生物体的极度兴奋甚至死亡。

毒物与非毒物之间并无绝对界限，某种外源化学物在某些特定的条件下可能是有毒的，而在另外一些条件下又可能是无毒的。如人体对硒的安全摄入量为每日50～200 μg，当摄入量低于50 μg时可能会导致心肌炎、克山病、免疫力下降等疾病；但是，当摄入量超过200 μg时，可能会导致中毒，若每日摄入量超过1 mg，则可能导致死亡。适量的维生素A能预防夜盲症，过量则会引起严重的胃肠扰乱（神经调节障碍）。正常情况下氟是人体组成所必需的微量元素，但当过量的氟化物吸收进入体内后，可作用于骨骼，与骨盐晶体表面羟磷灰石的羧基和碳酸氢根离子发生交换，并通过抑制骨磷酸化酶或者与体液中的钙离子结合形成难溶性的氟化钙，从而使机体的钙、磷代谢紊乱，导致低血钙、氟斑牙和氟骨症等一系列病理性变化。而氟及其化合物如果是直接与呼吸道和皮肤接触，则会产生强烈的刺激作用和腐蚀作用。由此可见，要区分一种外源化学物是有毒或者无毒，必须充分考虑其接触的剂量和途径。可以认为，任何一种外源化学物在一定的条件下均是有毒的，除化学致突变物和致癌物外，这些外源化学物同时也都存在一个对机体的健康不产生任何损害作用的安全接触条件。

人类最早对毒物的认识，主要是一些动植物中的天然毒素以及有毒的矿物质，如蛇毒、毒芹、乌头属植物、铅和砷等。约5000年前即“神农百草”的时期，我国就有了关于有毒物质及中毒的知识。公元前1500年，古埃及的医学书籍中已出现过对毒物的记载。在古希腊和古罗马的文化中也都存在对有毒植物和矿物的描述。随着社会的进步和人口的不断增长，特别是20世纪以来，人们要求改善健康和营养、衣着、居住和交通等生活条件，生产和使用了许多种类的外源化学物，估计人工合成的有500多万种，且每年还有1000多种新的外源化学物进入人类的生产和生活环境。据估计，目前常用的外源化学物有6万～7万种，其中不少种类的产量和用量都相当大。毒物的种类按其用途和分布范围可分为：

（1）工业化学品 包括生产时使用的原料、辅助剂以及生产中产生的中间体、副产品、杂质、废弃物和成品等。

（2）食品中的有毒物质 包括天然的或食品变质后产生的毒素，以及各种食品添加剂，如糖精、食用色素和防腐剂等。

（3）环境污染物 如生产过程产生的废水、废气和废渣中的各种外源化学物。

（4）日用化学品 如化妆品、洗涤用品、家庭卫生防虫杀虫用品等。

（5）农用化学品 包括化肥、农药、除草剂、植物生长调节剂、瓜果蔬菜保鲜剂和动物饲料添加剂等。

（6）医用化学品 包括用于诊断、预防和治疗的外源化学物，如血管造影剂、医用消毒剂、医用药物等。

（7）生物毒素（biotoxin）也统称为毒素，它是由活的生物体产生的一种特殊毒物。根据其来源的不同，可分为以下几种：① 动物毒素（zootoxin）：即由低等动物产生的毒素。如蛇毒、蜂毒、蟾蜍毒、蝎毒等。② 植物毒素（phytotoxin）：即由植物产生的毒素。如生物碱、非蛋白氨基酸、毒肽与毒蛋白等。③ 霉菌毒素（mycotoxin）：是由某些霉菌产生的毒素。如黄曲霉毒素、赫曲霉毒素等。④ 细菌毒素（bacterial toxin）：为细菌产生的毒素，其中存在于细菌细胞内的毒素称为内毒素（endotoxin），在细菌内合成后排出菌体的毒素称为外毒素（exotoxin）。

（8）军事毒物 主要指用于军事上的一些外源化学物，如沙林、芥子气、索曼、塔崩、路易氏气等。

此外，毒物还可按其毒性作用的靶部位、毒性作用性质和外源化学物的化学结构或理化性状进行分类。

（二）毒性

毒性（toxicity）是指外源化学物与机体接触或进入体内的易感部位后，能引起损害作用的相对能力，包括损害正在发育的胎儿（致畸胎）、改变遗传密码（致突变）或引发癌症（致癌）的能力等。一种外源化学物对机体的损害作用越大，则其毒性就越高。毒性反映毒物的剂量与机体反应之间的关系，因此，引起机体某种有害反应的剂量是衡量毒物毒性的指标。毒性较高的物质，只需要相对较小的剂量或浓度即可对机体造成一定的损害；而毒性较低的物质，则需要较高的剂量或浓度才能呈现毒性作用。

除了剂量外，接触条件如接触途径、接触期限、速率和频率等因素对外源化学物的毒性及性质也有影响。

接触途径：多数情况下，外源化学物需要进入血液并随血流到达作用部位才能发挥其毒性，而同一种外源化学物经由不同途径（经口、经皮、经呼吸道等）与机体接触时，其吸收系数（即入血量与接触量之比）是不同的。例如，经静脉染毒时，外源化学物直接入血，吸收系数为1，即完全被吸收，通常表现出的毒性也最高。其它静脉外途径染毒，一般吸收系数都小于1，表现出的毒性也相对较低。经口染毒时，外源化学物在胃肠道吸收后经由门静脉系统到达肝脏被代谢（称为首过效应，first pass effect）。在这种情况下，代谢产物的毒性直接影响外源化学物对机体的损害能力。

接触期限、速率和频率：在毒理学研究中，通常按给动物染毒的时间长短分为急性、亚慢性和慢性毒性试验。急性毒性试验为1次或24 h内多次对实验动物高剂量染毒，而亚慢性和慢性毒性试验则为较长时间（至少1个月以上）内对动物反复多次低剂量染毒。多外源化学物的急性染毒与较长时间染毒的毒性表现不同，一般前者迅速而剧烈，后者则相对平缓。除了强度差别外，有时还有性质差别。例如，有机溶剂苯的急性中毒表现是中枢神经系统抑制，而重复接触则导致再生障碍性贫血和白血病。

不同外源化学物即使染毒剂量相同，但吸收速率不同，则中毒表现也将不同。吸收速率快者（如静脉注射）可在短时间内到达作用部位并形成较高浓度，从而表现出较强的毒性。

与时间相关的另一影响因素是接触频率。对于具体的外源化学物而言，接触的间隔时间如短于其生物半减期（t
 1/2
 ）时，进入机体的量大于排出量，易于积累至一个高水平，从而引起中毒。反之，如接触的间隔时间长于 t
 1/2
 时，就不易引起中毒，但高剂量接触时除外。

在一定条件下，外源化学物对机体的毒性作用具有一定的选择性。一种外源化学物只对某一种生物有损害，而对其它种类的生物不具有损害作用，或者只对生物体内某一组织器官产生毒性，而对其它组织器官无毒性作用，这种外源化学物对生物体的毒性作用称为选择毒性（selective toxicity）。受到损害的生物或组织器官称为靶生物或靶器官，未受损害的即为非靶生物或非靶器官。外源化学物在靶器官中的浓度并不一定是机体中的最高浓度部位。例如，甲基汞由于具有亲脂性而易于透过血脑屏障进入脑组织，从而对神经系统产生毒性作用，它的靶器官是中枢神经系统，但甲基汞在脑组织中的浓度却远低于肝脏和肾脏。

外源化学物对机体存在选择毒性的原因可能有以下几个方面：

（1）物种和细胞学的差异 例如，植物在许多方面不同于动物，它缺少神经系统，缺少有效的循环系统和肌肉组织，但却具有光合作用和细胞壁。又如，细菌具有细胞壁而人类却没有，正是利用这种差异而研制的有选择毒性的化学药物，如青霉素和先锋霉素等，可杀灭细菌而对人体细胞相对无损害。

（2）不同生物或组织器官对外源化学物或其毒性代谢产物的蓄积能力不同 如在医学上用放射性碘治疗甲状腺机能亢进，就是利用甲状腺能选择性蓄积碘的功能。

（3）不同生物或组织器官对外源化学物在体内生物转化过程的差异 例如，细菌不能直接吸收叶酸，要利用对氨基苯甲酸、谷氨酸和蝶啶来合成，但人类却只能从食物中吸收叶酸而不能自身合成。因此磺胺类药物对细菌有选择毒性，对人体却没有。这是因为磺胺与对氨基苯甲酸的分子结构和大小相似，可拮抗对氨基苯甲酸参与合成叶酸的过程。黄曲霉毒素B1
 对大鼠和小鼠的致癌作用也存在不同的选择性。小鼠能抵抗黄曲霉毒素B1
 的致肝癌作用，原因是小鼠体内含有一种谷胱甘肽转硫酶的同工异构酶，该酶与黄曲酶毒素B1
 的致癌性环氧化物具有高度亲和力，可对黄曲霉毒素进行解毒。而大鼠对黄曲霉毒素的这种解毒作用较低，即使摄入很少量黄曲霉毒素B1
 也会诱发肝脏肿瘤。又如，在正常情况下，甲醇在体内先代谢成为甲醛和甲酸盐，然后再生成二氧化碳和水。由于在人类眼睛中缺少将甲醛转变为甲酸的酶类，所以人类眼睛对甲醇的毒性就特别敏感。

（4）不同生物或组织器官对外源化学物所造成损害的修复能力存在差异 例如，化合物N
 -甲基-N
 -亚硝基脲（N
 -methyl-N
 -nitrosourea，MNU）对大鼠诱发的肿瘤主要在胸部，在肝脏中从未发现。这是因为肝脏能有效地将RNA和DNA分子中形成的O6
 -烷基-鸟嘌呤进行酶解，而胸组织中却不存在这种酶解作用。

选择毒性的存在，虽然会在一定程度上对实验动物毒性试验结果外推到人类的过程产生影响，但在农业、畜牧业和人类医药卫生事业等领域中都有着重要的理论意义和广泛的应用价值。

所有毒物的毒性并不相等，有些物质（如水）只有在饮入极大量时才能引起动物中毒，而另外一些物质，如肉毒梭菌毒素，很小量（以μg计）就会使动物中毒死亡。目前，全世界尚缺乏统一的毒性分级标准。我国卫生部1994年在《食品安全性毒理学评价标准》中将各种物质按其对大鼠经口LD50
 的大小，把毒物分为极毒、剧毒、中毒、低毒、实际无毒和无毒6级来表示毒物毒性的大小（毒性程度）。但这种表示方法并不能反映动物在中毒现场接受毒物的真实剂量，它既不能反映动物接触毒物的持续时间，亦不能反映影响机体对毒物产生反应的各种因素。因为在动物和毒物固定不变时，动物所呈现的毒效应可因条件的不同而异。例如空腹服下毒物时，往往毒效应表现较剧烈，相反，当胃较饱满时，毒效应则相对较小。因此，毒性的大小同样是由剂量（或半数致死量，即LD50
 ，median lethal dose）所决定的。当研究某个物质的毒性时，应着重了解其相对毒性。

各种外源化学物的毒性与其结构有关，同一类化合物，由于结构（包括取代基）不同，其毒性也有很大差异。

1. 功能团与毒性的关系

卤素有强烈的吸电子效应，在化合物结构中增加卤素就会使分子的极化程度增加，更容易与酶系统结合，使毒性增强。例如甲烷不具致癌作用，而碘甲烷（CH3
 I）、溴甲烷（CH3
 Br）及氯甲烷（CH3
 Cl）等均有致癌作用。芳香族化合物引入羟基后，由于极性增强而加大了毒性，又如在苯环上引入羟基后则生成酚，酚具弱酸性，易与蛋白质中的碱性团作用，因此酚与酶蛋白有较强的亲和力，从而使毒性增强。在化合物中引入—COOH和—SO3
 H等，可使理化性质发生很大变化：水溶性及电离度增高，脂溶性降低，因而不易通过细胞膜扩散，所以难以深入组织，毒性也随之减弱。例如苯甲酸的毒性就较苯低。

2. 基团的电荷性与毒性的关系

电负性基团如硝基（—NO2
 ）、苯基（—C6
 H5
 ）、氰基（—CN）、醛基（—CHO）、酮基（—COR）、酯基（—COOR）、乙烯基（—CH CH2
 ）、乙炔基（—C≡CH）、三氯甲基（—CCl3
 ）及三氟甲基（—CF3
 ）等，均可与机体中带正电荷的基团相互吸收，从而使毒性增强。

3. 光学异构与毒性的关系

动物体内的酶对光学异构体有高度的特异性。当外源化学物为不对称分子时，酶只能作用于一种光学异构体。如果两个不同的光学异构体在动物体内与其它光学活性化合物结合，则生成两个非对映异构体，它们具有不同的物理性质，其通透细胞膜的程度、在组织内的分布及代谢速度均不相同。一般来说，左旋异构体对机体作用较强，如左旋吗啡对机体产生作用，右旋体往往无作用。但是也有例外，如右旋和左旋尼古丁对大鼠的毒性相等；而对豚鼠，则右旋体的毒性较左旋体大2.5倍。

除了外源化学物的结构外，其理化性质如溶解度、解离度、pH、旋光度、表面张力等也与毒性密切相关。例如，化合物在体内转运的先决条件是能否溶解于体液，因而能溶于水的化合物有利于在体内的吸收和转运。有些化合物虽不溶于水，但在体内可转变成水溶性物质，其毒性也相应得到增强。组织中的水溶性化合物不能通过细胞膜的类脂层，必须同时具有脂溶性才能通过细胞膜扩散。如乙醇进入机体后可迅速转运至全身各个部位，就是这个缘故。化合物脂溶性的提高，有利于通过细胞膜的类脂层，毒性也相应增强。强酸、强碱和一些盐类都是强电解质，在体液中多以离子形式存在。由于水是极性物质，与离子间有引力，因而高度电离的物质不但易溶于水，而且其离子在体液中常是水合的。水合的离子体积增大，同时带有电荷，很难通过细胞膜。如季铵盐是强电解质，内服后，在胃肠道中的吸收不完全，更难通过血脑屏障并对中枢神经系统产生毒性作用。

（三）毒性作用及分类

毒性作用是指外源化学物对生物体的损害作用。毒性作用可通过观察的方法来判断，如有机磷农药对胆碱酯酶有抑制作用；苯可抑制造血功能，导致贫血；强酸、强碱可引起局部的皮肤灼伤等。外源化学物对机体的毒性作用可按以下几方面进行分类：

（1）速发或迟发性作用 某些外源化学物在一次接触后的短时间内所引起的即刻毒性作用称为速发性毒作用（immediate toxic effect）。如氰化钾和硫化氢等引起的急性中毒。在一次或多次接触某种外源化学物后，经一定时间间隔才出现的毒性作用称为迟发性毒作用（delayed toxic effect）。例如，某些有机磷类化合物具有迟发性神经毒病作用。致癌性外源化学物，人类一般要在初次接触后10～20年才能出现肿瘤。

（2）局部或全身作用 局部毒性作用（local toxic effect）是指某些外源化学物在机体接触部位直接造成的损害作用。如接触具有腐蚀性的酸碱所造成的皮肤损伤，吸入刺激性气体引起的呼吸道损伤等。全身毒性作用（systemic toxic effect）是指外源化学物被机体吸收并分至全身后所产生的损害作用。例如一氧化碳引起机体的全身性缺氧。

（3）可逆或不可逆作用 外源化学物的可逆作用（reversible effect）是指停止接触后可逐渐消失的毒性作用。一般情况下，机体接触外源化学物的浓度越低、时间越短、造成的损伤越轻，则脱离接触后其毒性作用消失得就越快。反之，不可逆作用（irreversible effect）是指在停止接触外源化学物后其毒性作用继续存在，甚至对机体造成的损害作用可进一步加深。例如，外源化学物引起的肝硬化、肿瘤等就是不可逆的。

（4）对形态或功能的影响 外源化学物对形态的作用（morphologic effect）是指机体组织形态发生的肉眼或镜下可见的病理变化。如微生物农药苏云金杆菌内外毒素混合原粉，大剂量经口给予大鼠后，主要损害其肝、肾和小肠，病理变化为肝细胞颗粒性变性或水泡变性，肾近曲小管上皮细胞变性或坏死，小肠黏膜上皮细胞肿胀、变性和脱落。外源化学物引起的形态学改变有许多是不可逆的，例如组织坏死、神经元损伤等。而对功能性的作用（functional effect）通常是指外源化学物引起靶器官功能的可逆性变化，例如一定条件下肝、肾功能发生的变化。

（5）过敏性反应（hypersensitivity）也称为变态反应（allergic reaction）或超敏反应，是机体对外源化学物产生的一种病理性免疫反应。引起这种过敏性反应的外源化学物称为过敏原（allergen），过敏原可以是完全抗原，也可以是半抗原。许多外源化学物作为一种半抗原，当其进入机体后，首先与内源性蛋白质结合形成抗原，然后再进一步激发抗体的产生。当再次与该外源化学物接触后，即可引发抗原抗体反应，产生典型的变态反应症状。变态反应是机体不需要的一种有害反应，从毒性学的角度也可视为是一种损害作用。

通常所说的高敏感性与过敏性反应不同，它是指少数个体对某种外源化学物具有的高反应性（hyperreactivity）或高感受性（hypersusceptibility），在这种情况下，只要机体接触一次小剂量的该化学物即可产生毒性作用，而不需要预先接触，也不产生抗原抗体反应。如果以人群作为研究对象，这部分个体称为易感人群。与此相对应的是，接触外源化合物的人群中，有少数个体，他们对某种外源化学物特别不敏感，能够耐受远远高于大多数个体所能耐受的剂量，即这些个体具有高耐受性（hyperresistibility）。

（6）特异体质反应（idiosyncratic reaction）通常是指机体对外源化学物的一种遗传性异常反应。例如，肌肉松弛剂丁二酰胆碱，一般情况下所引起的肌肉松弛时间较短，因为它能迅速被血清胆碱酯酶（cholinesterase）分解。但有些病人由于这种酶的缺乏，所以接受一个标准治疗剂量的丁二酰胆碱后，可出现较长时间的肌肉松弛甚至呼吸暂停。又如，对亚硝酸盐和其它能引起高铁血红蛋白症的外源化学物异常敏感的人，其体内则缺乏NADH高铁血红蛋白还原酶（NADH methemoglobinemia reductase）。

二、损害作用与非损害作用

外源化学物在机体内可引起一定的生物学效应，其中包括损害作用和非损害作用。损害作用是外来化合物毒性的具体表现。毒理学的主要研究对象是外来化合物的损害作用。因此必须明确损害作用的概念，并与非损害作用加以区别。

（一）非损害作用

一般认为非损害作用（non-adverse effect）不引起机体机能形态、生长发育和寿命的改变；不引起机体某种功能容量的降低，也不引起机体对额外应激状态代偿能力的损伤。非损害作用中，机体发生的一切生物学变化应在机体代偿能力范围之内，当机体停止接触该种外来化合物后，机体维持体内稳态（homeostasis）的能力不应有所降低，机体对其它外界不利因素影响的易感性也不应增高。稳态是机体保持内在环境稳定不变的一种倾向或能力，一般通过负反馈过程完成。

（二）损害作用

损害作用（adverse effect）与非损害作用相反，应具有下列特点：

（1）机体的正常形态、生长发育过程受到严重的影响，寿命亦将缩短。

（2）机体功能容量或对额外应激状态代偿能力降低。

（3）机体维持稳态能力下降。

（4）机体对其它某些环境因素不利影响的易感性增高。

随着生命科学的进展，对损害作用与非损害作用的认识也逐渐深入。总的发展趋势是由炎症、增生、坏死等经典的病理学变化，逐渐深入代谢过程、酶学以及生物化学反应过程等更为细微的变化，下列变化都属于损害作用：

（1）随着接触外来化合物剂量的增加，机体对外来化合物的代谢转化效率降低，或外来化合物由体内消除的速度变慢。消除速度可由生物半减期表示。

（2）对代谢过程具有关键性作用的酶被抑制或机体内某些系统的相对活力发生改变，例如谷草转氨酶（GOT）与谷丙转氨酶（GPT）活力比值偏离正常范围。

（3）由于某些酶活力的抑制，可使与其有关的天然底物在体内的浓度或含量增高；例如乙酰胆碱酯酶活力抑制可使与神经突触膜上受体结合的乙酰胆碱不能及时清除，局部乙酰胆碱浓度增高，造成严重功能紊乱。或在其专一性底物的负荷试验（load-test）中，对此种专一性底物的代谢能力降低。负荷试验是将与机体某一代谢酶或代谢过程有关的特定化学物，以超负荷的较大剂量给予机体，然后观察此种化学物在体内代谢、排泄、消除速度等情况，借此，可以确定机体的代谢或排泄消除能力。

三、毒效应谱

外源化学物与机体接触后引起的毒效应包括肝、肾、肺等实质器官损伤、内分泌系统紊乱、免疫抑制、神经行为改变、出现畸胎、形成肿瘤等多种形式。效应的范围则从微小的生理生化正常值的异常改变到明显的临床中毒表现，直至死亡。毒效应的这些性质与强度的变化构成了外源化学物的毒效应谱（spectrum of toxic effects）。

在毒理学研究中，人们使用不同的毒作用终点来检测外源化学物引起的各种毒效应。这些反映毒作用终点的观察指标大致可以分为两类：一类是特异指标。例如，有机磷农药抑制血液中胆碱酯酶活性，致使神经递质乙酸胆碱不能及时水解而堆积于神经突触处，引起瞳孔缩小、肌肉颤动、大汗、肺水肿等中毒表现。又如苯胺可致红细胞内高铁血红蛋白形成，各组织器官乏氧，出现中枢神经系统、心血管系统及其它脏器的一系列损害。这类指标的出现与特定外源化学物之间有着明确的因果关系，常有助于中毒机制的阐明是其优点。不足之处是这样的指标在完成系统的毒理学研究之前常难以确定。而且由于指标的多种多样，无法对不同外源化学物的毒性大小进行比较。另一类是死亡指标。该指标简单、客观、易于观察，虽然比较粗糙，不能反映毒作用的本质，但可作为衡量不同作用部位和作用机制的外源化学物毒性大小的标准。特别是在急性毒性评价中，死亡是经常使用的主要指标。

四、靶器官

外源化学物进入机体后，对体内各器官的毒作用并不一样，往往有选择毒性（selective toxicity），外源化学物可以直接发挥毒作用的器官或组织就称为该物质的靶器官（target organ）。如脑是甲基汞的靶器官，肾脏是镉的靶器官。毒作用的强弱，主要取决于该物质在靶器官中的浓度。但靶器官不一定是该物质浓度最高的场所。例如，铅浓集在骨中但其毒性则由于铅对造血系统、神经系统等其它组织的作用所致。同样DDT在脂肪中的浓度最高，但并不对脂肪组织产生毒作用。在全身毒作用中常见的靶器官有神经系统，血液和造血系统、肝、肾、肺等。机体与外源化学物接触后引起毒性效应的器官称为效应器官。效应器官可以是靶器官，或不是靶器官。例如马钱子碱中毒可引起抽搐和惊厥，靶器官是中枢神经系统，效应器官是肌肉。

某个特定的器官成为毒物的靶器官可能有多种原因：① 该器官的血液供应；② 存在特殊的酶或生化途径；③ 器官的功能和在体内的解剖位置；④ 对特异性损伤的易感性；⑤ 对损伤的修复能力；⑥ 具有特殊的摄入系统；⑦ 代谢毒物的能力和活化/解毒系统平衡；⑧ 毒物与特殊的生物大分子结合等。

机体对外源化学物的处置是影响毒性效应的重要因素。这是因为，在靶器官内的外源化学物或其活性代谢物的浓度及持续时间，决定了机体的毒性效应的性质及其强度。影响吸收、分布、代谢和排泄的各种因素和外源化学物物理化学性质均可影响在靶器官中外源化学物的量。对特定靶器官的毒性，直接取决于外源化学物与生物大分子如受体、酶、蛋白、核酸、膜脂质的作用，激活并启动了生物放大系统，靶器官和/或效应器官在生物放大系统的支配下，发生功能或形态变化，产生具体的局部毒性效应；受到机体整合、适应和代偿等因素的影响产生整体毒效应。

五、生物学标志

生物学标志（biomarker）是指外源化学物通过生物学屏障并进入组织或体液后，对该外源化学物或其生物学后果的测定指标，可分为接触生物学标志，效应生物学标志和易感性生物学标志（图1-1）。

接触生物学标志（biomarker of exposure）是测定组织、体液或排泄物中吸收的外源化学物、其代谢物或与内源性物质的反应产物，作为吸收剂量或靶剂量的指标，提供关于接触外源化学物的信息。接触生物学标志包括反映内剂量和生物效应剂量两类标志物（如化学物原型、代谢物、血红蛋白加合物、DNA加合物等），用以反映机体生物材料中外源性化学物或其代谢物或外源性化学物与某些靶细胞或靶分子相互作用产物的含量。这些接触生物学标志如与外剂量相关或与毒作用效应相关，可评价接触水平或建立生物阈限值。
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图1-1 从接触到健康效应的模式图和与生物学标志的关系



效应生物学标志（biomarker of effect）指机体中可测出的生化、生理、行为或其它改变的指标，包括反映早期效应生物学标志、结构和/或功能改变效应生物学标志及疾病效应生物学标志，提示与不同靶剂量的外源化学物或其代谢物有关联的对健康有害效应的信息。

易感性生物学标志（biomarker of susceptibility），是关于个体对外源化学物的生物易感性的指标，即反映机体先天具有或后天获得的对接触外源性物质产生反应能力的指标。如外源化学物在接触者体内代谢酶及靶分子的基因多态性，属遗传易感性标志物。环境因素作为应激原时，机体的神经、内分泌和免疫系统的反应及适应性，亦可反映机体的易感性。易感性生物学标志可用以筛检易感人群，保护高危人群。

通过动物体内试验和体外试验研究生物学标志并推广到人体和人群研究，生物学标志可能成为评价外源化学物对人体健康状况影响的有力工具。接触标志用于人群可定量确定个体的接触量；效应标志可将人体接触与环境引起的疾病提供联系，可用于确定剂量-反应关系和有助于在高剂量接触下获得的动物实验资料外推人群低剂量接触的危险度；易感性标志可鉴定易感个体和易感人群，应在危险度评价和危险度管理中予以充分的考虑。

第二节 剂量、剂量-效应关系和剂量-反应关系

一、剂量

剂量（dose）是指给予机体或与机体接触的毒物的数量，它是决定外源化学物对机体造成损害作用的最主要因素。剂量的概念较为广泛，可指给予机体的数量、与机体接触的数量、吸收进入机体的数量或在体液或靶器官中的含量或浓度。虽然外源化学物对机体的损害作用主要取决于吸收进入体内的数量或在体液或靶器官中的浓度或含量，但要准确测定体内这些外源化学物的含量十分复杂。一般情况下，给予机体或机体接触外源化学物的数量越大，则吸收进入体内或在靶器官中的数量也越大。因此，一般多以给予机体的外源化学物数量或与机体接触的数量作为剂量的概念。

剂量的单位通常是以单位体重接触的外源化学物数量（mg/kg体重）或环境中的浓度（mg/m3
 空气，mg/L水）来表示。

对于同一种外源化学物，不同的剂量对机体可以造成不同性质和不同程度的损害作用，因而在涉及剂量的概念时，必须与损害作用的性质和程度相联系。同时，在说明某种毒物的剂量时，必须说明其给予的途径。如某种毒物经不同的途径（如经口、皮肤、呼吸道、肌肉或皮下注射等）给予时，机体对其吸收系数（给予量/进入血液量）和吸收速率各不相同，因而出现中毒反应的时间和程度也不一样。剂量包含致死剂量、阈剂量、最大无作用剂量等概念（见第三节）。

二、量反应与质反应

反应（response）指外源化学物与机体接触后引起的生物学改变，可分为两类：一类属于计量资料，有强度和性质的差别，可以某种测量数值表示。如有机磷农药抑制血中胆碱酯酶活性，其程度可用酶活性单位的测定值表示。这类效应称为量反应（graded re-sponse）。另一类效应属于计数资料，没有强度的差别，不能以具体的数值表示，而只能以“阴性或阳性”、“有或无”来表示，如死亡或存活、患病或未患病等，称为质反应（quantal response）。量反应通常用于表示外源化学物在个体中引起的毒效应强度的变化，质反应则用于表示外源化学物在群体中引起的某种毒效应的发生比例。

三、剂量-量反应关系和剂量-质反应关系

剂量-量反应关系（graded dose-response relationship）表示外源化学物的剂量与个体中发生的量反应强度之间的关系。如空气中的CO浓度增加导致红细胞中碳氧血红蛋白含量随之升高，血液中铅浓度增加引起ALAD的活性相应下降，都是表示剂量-量反应关系的实例。

剂量-质反应关系（quantal dose-response relationship）表示外源化学物的剂量与某一群体中质反应发生率之间的关系。如在急性吸入毒性实验中，随着苯的浓度增高，各试验组的小鼠死亡率也相应增高，表明存在剂量-质反应关系。

剂量-量反应关系和剂量-质反应关系统称为剂量-反应关系，是毒理学的重要概念。外源化学物的剂量越大，所致的量反应强度应该越大，或出现的质反应发生率应该越高。在毒理学研究中，剂量-反应关系的存在被视为受试物与机体损伤之间存在因果关系的证据。当然，前提是排除实验干扰因素造成的假象。

四、剂量-反应曲线

剂量-反应关系可用曲线表示，即以表示量反应强度的计量单位或表示质反应的百分率或比值为纵坐标，以剂量为横坐标，绘制散点图所得到的曲线。不同外源化学物在不同具体条件下，引起的反应类型是不同的，这主要是剂量与量反应或质反应的相关关系不一致，因此，在用曲线进行描述时可呈现不同类型的曲线。一般情况下，剂量-反应曲线有下列基本类型：
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图1-2 S形剂量-反应曲线向直线的转换



（1）直线型 反应强度与剂量呈直线关系，即随着剂量的增加，反应的强度也随着增强，并成正比关系。但在生物体内，此种直线型关系较少出现，仅在某些体外实验中，在一定的剂量范围内存在。如采用修复缺陷的细菌或细胞试验系统进行致突变试验时，常常在较低剂量下即曲线的起始部分观察到线性的剂量反应关系，在这种情况下，剂量与反应率完全成正比。

（2）抛物线型 剂量与反应呈非线性关系，即随着剂量的增加，反应的强度也增高，且最初增高急速，随后变得缓慢，以致曲线先陡峭后平缓，而呈抛物线形。如将此剂量换成对数值则成一直线。将剂量与反应关系曲线转换成直线，可便于在低剂量与高剂量或低反应强度与高反应强度之间进行互相推算。可见于剂量-量反应关系中。

（3）S形曲线 是典型剂量反应曲线，多见于剂量-质反应关系中，分为对称S形曲线和非对称S形曲线两种形式。

① 对称S形曲线：当群体中的全部个体对某一外源化学物的敏感性差异呈正态分布时，剂量与反应率之间的关系表现为对称S形曲线（图1-2，中图）。对称S形曲线往往见于试验组数和每组动物数均足够多时，在毒理学中仍属少见。

② 非对称S形曲线：与对称S形曲线比较，该曲线在靠近横坐标左侧的一端曲线由平缓转为陡峭的距离较短，而靠近右侧的一端曲线则伸展较长。它表示随着剂量增加，反应率的变化呈偏态分布（图1-3）。由于毒理学试验使用的实验组数和动物数有限，受试群体中又存在一些高耐受性的个体，故此种曲线最为常见。

无论是对称还是非对称S形曲线，在50 %反应率处的斜率最大，剂量与反应率的关系相对恒定。因此，常用引起50 %反应率的剂量来表示外源化学物的毒性大小。如半数致死剂量（LD50
 ）、半数中毒剂量（TD50
 ）、半数效应剂量（ED50
 ）等。
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图1-3 非对称S形曲线



（4）“全或无”反应（all or none response）在毒性试验中有时可见到“全或无”的剂量反应关系现象。这种现象仅在一个狭窄的剂量范围内才能观察到，为坡度极陡的线性剂量-反应关系。例如，致畸试验中的剂量反应关系，在低剂量时，由于只有极个别的动物易感，因此致畸率的增长并不明显，当剂量增加到一定程度时，致畸率迅速增高，随后剂量稍有增加，即可引起胎仔或母鼠的死亡，因此在高剂量范围内致畸率增高的曲线就无法被观察和描述。产生“全或无”反应的原因应根据具体情况进行分析和解释。

除上述几种反应类型的曲线外，剂量-反应关系还可能表现为其它的曲线形式。

为通过数学的方法更加准确地计算LD50
 等重要的毒理学参数并得出曲线的斜率，有必要将S形曲线转换为直线。

当把纵坐标的标识单位反应率改为反应频率时，对称S形曲线转换为高斯曲线（图1-2，下图）。在该分布曲线下，如把使一半受试个体出现反应的剂量作为中位数剂量，并以此为准划分若干个标准差，则在其两侧1个、2个或3个标准差范围内分别包括了受试总体的68.3 %、95.5 %和99.7 %。将各标准差的数值均加上5（-3～3变为2～8）即为概率单位。概率单位与反应率之间的对应关系见表1-1。当纵坐标单位用概率单位表示时，对称形曲线即转换为直线（图1-2，上图）。


表1-1 反应率与概率单位之间的对应关系
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非对称S形曲线转换为直线，需要分两步进行：先把横坐标的剂量单位换算为相应的对数，再把纵坐标的反应率改为概率单位，即可得到一条直线。

转换而来的直线可以建立数学方程，计算出各剂量对应的反应率及曲线斜率。LD50
 、TD50
 、ED50
 等只是引起50%反应率发生的一个点剂量，不能全面反映外源化学物的毒性特征，而曲线斜率可反映这方面的情况。如图1-4所示，A、B两外源化学物的LD50
 相同，但其曲线斜率不同。A物质的曲线斜率小，需要有较大的剂量变化才能引起明显的死亡率改变；而B物质的曲线斜率大，相对小的剂量变化即可引起明显的死亡率改变。在较低剂量时，A物质的危险性较大，而在较高剂量时，B物质的危险性较大。
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图1-4 两种外源化学物的毒性比较



第三节 表示毒性的常用指标

外源化学物进入机体达到一定的剂量，才能引起毒作用效应。引起某一毒作用效应的剂量越小，表示毒性越大，毒性大小与有效剂量（effective dose）、致死剂量（lethal dose）呈反比，可用[image: ]
 或[image: ]
 表示，化合物之间的毒性可以相差几千倍，甚至上万倍。

影响毒性大小的主要是进入机体的外源化学物在血液中的含量，对多途径污染物（铅、汞、多环芳烃等），血液中含量的检测比环境中样品检测在毒性评价上价值更高，对各种途径进入的污染物，都通过血液对全身产生影响。

一、致死剂量

致死剂量（lethal dose，LD）是指某种外源化学物能引起机体死亡的剂量。常以引起机体不同死亡率所需的剂量来表示。在一个群体中，个体死亡的多少有很大程度的差别，所需的剂量也不一致，因此致死剂量又具有下列不同概念。

（1）绝对致死量（absolute lethal dose，LD100
 ）指能引起一群机体全部死亡的最低剂量。“一群”是一个广泛的概念，可能包括10、50、100或更多的个体。

由于在一个群体中，不同个体之间对外源化学物的耐受性存在差异，可能有少数个体耐受性过高或过低，并因此造成100 %死亡的剂量出现过多的增高或减小。所以表示一种外源化学物的毒性高低或比较不同外源化学物的毒性时，一般不用LD100
 而采用半数致死量（LD50
 ），因为LD50
 较少受到个体耐受性差异的影响，比LD100
 更为准确。

（2）半数致死量（median lethal dose，LD50
 ）指能引起一群个体50%死亡所需的剂量，也称致死中量。表示LD50
 的单位为mg/kg体重，例如，滴滴涕（DDT）的LD50
 为300 mg/kg体重（大鼠，经口）。LD50
 数值越小，表示外源化学物的毒性越强；反之，LD50
 数值越大，则毒性越低。

由于不同动物物种品系、外源化学物与机体接触的途径和方式都可影响外源化学物的LD50
 ，所以表示LD50
 时，必须注明试验动物的种类和接触途径，如果其毒性存在性别差异，还应说明试验动物的性别。例如，2-甲基-丙醇 -1（2-methyl -propanol -1）的LD50
 为2650mg/kg体重（雄性大鼠，经口），3100mg/kg体重（雌性大鼠，经口）。此外，还应注明95%的可信区间，一般以lg-（1 lgLD50
 ± 1.96 × SlgLD50
 ）来表示其可信区间，SlgLD50
 为标准误差。例如，西维因（sevin）的LD50
 为363mg/kg体重（小鼠，经口），其95%的可信区间为294～432 mg/kg体重。

与LD50
 概念相似的还有半数致死浓度（LC50
 ），即能引起一群个体50%死亡所需的浓度。一般以mg/m3
 表示空气中的外源化学物浓度，以mg/L表示水中的外源化学物浓度。

经呼吸道接触外源化学物的剂量问题具有一定的特殊性。机体经呼吸道接触的外源化学物，真正能进入体内的数量受很多因素的影响，例如，吸入物质的浓度、理化性质、接触时间长短和接触时机体呼吸的频缓以及通气量等。这些因素可使真正经呼吸道进入机体内环境的外源化学物剂量不易精确掌握。所以通常采用呼吸环境中外源化学物浓度（c）和机体在此种环境中呼吸持续时间（t）的乘积（ct
 ）来表示。在实际工作中，可将时间固定不变，而只改变外源化学物的浓度。这样就可用LC50
 来表示外源化学物经呼吸道与机体接触后产生的毒性作用，即能使一群动物在接触外源化学物一定时间（一般固定为2～4 h）后，并在一定观察期限内（一般为14 d）死亡50 %所需的浓度。

在环境毒理学中，还常用半数耐受限量（median tolerance limit，TLm），也称半数存活浓度来表示一种环境污染物对某种水生生物的急性毒性。TLm是指在一定时间内一群水生生物中50%个体能够耐受的某种环境污染物在水中的浓度，单位mg/L。一般用TLm48表示在若干mg/L浓度下，经48h，50%的鱼可以耐受，即有50%的死亡。表示TLm时，也可采用96h，即TLm96。由于各种水生生物或鱼类对不同外源化学物的耐受程度不同，所以还应说明水生生物或鱼的种类，如鲤鱼、鲢鱼等。例如，某种外源化学物的TLm48（鲢鱼）为36 mg/L，即表示50 %鲢鱼可以耐受48 h的某种环境污染物在水中的浓度为36 mg/L。

（3）最小致死量（minimum lethal dose，MLD或LD01
 或LDmin）指在一群机体中仅引起个别发生死亡的最低剂量。低于此剂量即不能使机体出现死亡。

（4）最大耐受量（maximal tolerance dose，MTD或LD0
 ）指在一群个体中不引起死亡的最高剂量。接触此剂量的个体可以出现严重的毒性作用，但不发生死亡。

二、阈剂量

阈剂量（threshold dose）也称最小有作用剂量。在一定时间内，一种外源化学物按一定方式或途径与机体接触，并使某项灵敏的观察指标开始出现异常变化或使机体开始出现损害作用所需的最低剂量。阈剂量包括急性阈剂量（acute threshold dose，Limac
 ）和慢性阈剂量（chronic threshold dose，Limch
 ）。确定阈剂量是毒理学研究工作的重要内容，也是制定卫生标准的主要依据，特别是慢性阈剂量是制定车间空气中最高容许浓度时不可缺少的参数。

用不同的指标、方法观察不良反应（或毒效应），可以得出不同的阈剂量（表1-2）。为了安全，需采用敏感的指标、敏感的动物和足够数量的动物进行试验。随着科学的发展和观察指标的变化，阈剂量也会变动，但应注意区别效应是生理的、无毒的，还是毒性效应。例如体重减轻可能是食物摄入量减少引起的，也可能是机体对化学品不适应产生的毒效应，又如肝大可能是化学品一时性兴奋了肝混合功能氧化酶的结果，也可能是化学品形成肝损伤而引起的毒效应。实验设计者有时将生化酶指标与电镜亚细胞结构观察结合进行，将条件反射变化与大脑皮层细胞形态学观察结合进行，以便分析一些生理功能变化的毒理学意义。早在20世纪50年代，前苏联学者用0.1～0.2 mg/L的氯甲烷蒸气染毒动物，出现条件反射变化，同时还观察了脑皮层细胞形态学的变化，出现带有刺状突轴突和树状突，出现纺锤形和球形增厚与肿胀，一方面是对当时有争议的条件反射指标，提出结构形态基础的论证；另一方面方法学的研究也说明形态学变化可作为毒性效应观察的早期指标。


表1-2 几种化学品不同指标的阈剂量 单位：mg/L

[image: ]


慢性毒作用的敏感阈剂量是最低的，在制定最高容许量（浓度）的人群接触卫生标准时，由于考虑人和动物的敏感性不同，人群中的个体差异以及有限的实验动物数据用于大量的接触人群等因素，需要有安全系数。对车间内接触的化学品一般采用的安全系数＜10，如敌敌畏；对于毒作用带窄的，采用的安全系数则＞10，如印度博帕尔市异氰酸甲酯中毒事件中，人们接触的异氰酸甲酯毒作用带很窄，安全系数为100。食品采用的标准一般都比较严格，从无作用剂量（NOEL）推用于人的每日允许摄入量（acceptable daily intake，ADI），安全系数常采用100，但根据毒性资料，可供选用的范围也很大，WHO专家委员会曾建议可在10～2000范围内选用。
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致癌物的阈剂量是有待研究的课题。石棉与间皮瘤、氯乙烯与肝血管肉瘤、联苯胺与膀胱癌等，在人群中均明显呈现剂量-反应的关系；在体内不经代谢活化的化学致癌物烷化剂，也完全和辐射一样，致癌作用和剂量呈直线关系；但大多数化学致癌物在体内要经过代谢活化后才具有致癌作用，根据动物实验资料推算的建议标准均有待实际考验。在缺乏测定阈剂量方法的情况下，实际可测其危险性水平，计算接触一种化学品或污染物增高毒性效应或肿瘤发生率的期望频率。

对一些效应与时间因素有关的外源化学物，存在着剂量（浓度）、时间与效应的关系，如一氧化碳对碳氧血红蛋白（HbCO）的影响，就同时取决于一氧化碳接触的浓度和时间。
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式中 CO
 ——接触的浓度，mg/kg


t
 ——接触的时间，min

三、最大无作用剂量

最大无作用剂量（maximal no-effect level，MNEL），是指某种外源化学物在一定时间内按一定方式或途径与机体接触后，根据现有认识水平，用最为灵敏的试验方法和观察指标，未能观察到对机体造成任何损害作用或使机体出现异常反应的最高剂量，也称为未观察到损害作用剂量（no observed adverse effect level，NOAEL）。如果涉及外源化学物在环境中的浓度，则称为最大无作用浓度。

一般来说，略高于最大无作用剂量或浓度，即为最小有作用剂量（minimal effect level，MEL）或浓度“阈剂量”。在理论上，最大无作用剂量与最小有作用剂量应该相差极微，任何微小甚至无限小的剂量增加，对机体造成的损害作用也应该有相应的增加。但由于受到对损害作用观察指标和检测方法灵敏度的限制，不能对机体任何细微的异常变化进行检测，而只有当两种剂量的差别达到一定数量时，才能明显观察到损害作用程度的不同，所以MNEL和MEL之间实际上存在有一定的剂量差距。当外源化学物与机体接触的时间、方式或途径以及观察对机体造成损害作用的指标发生改变时，最大无作用剂量或最小有作用剂量也将随之改变。所以表示一种外源化学物的最大无作用剂量和最小有作用剂量时，必须说明试验动物的物种品系、接触方式或途径、接触持续时间和观察指标等。

最大无作用剂量是根据亚慢性毒性试验或慢性毒性试验的结果来确定的，是评定外源化学物对机体造成损害作用的主要依据。以此为基础可制定出某种外源化学物的每日允许摄入量（ADI）和最高允许浓度（maximal allowable concentration，MAC）。ADI是指人类终生每日随同食物、饮水和空气摄入的某一外源化学物不致引起任何损害作用的剂量。MAC是指某种外源化学物可以在环境中存在而不致对人体造成任何损害作用的浓度。这一概念对生活环境和生产环境都适用。但在两种环境中，人类生活与生产活动的情况不同，具体的接触条件存在较大差异，因而同一种外源化学物在生产环境与生活环境中的MAC也不相同。

四、毒作用带

毒作用带（toxic effect zone）指阈剂量作用下限与致死毒作用上限之间的距离，它是一种根据毒性和毒性作用特点综合评价外来化合物危险性的常用指标，包括急性毒作用带（acuto-toxic effect zone，Zac）、慢性毒作用带（chronic toxic effect zone，Zch）。

1. 急性毒作用带（Zac）

通常以LD50
 /Limac
 的比值表示，此比值越大，毒物的急性毒作用带越宽，则急性最小有作用剂量与可能引起半数死亡的剂量的差距就越大，说明该毒物引起急性致死性中毒的危险性越小；反之，比值越小，则引起致死性中毒的危险性就越大。也有人提出用毒物引起致死效应的剂量-反应关系曲线的斜率（δ
 ）代表急性毒作用带的宽窄来评价该化合物的危害性大小，剂量-反应关系曲线斜率可按下述公式计算：
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2. 慢性毒作用带（Zch）

通常以Limac
 /Limch
 的比值表示，此比值越大，毒物的慢性毒作用带越宽，说明该毒物引起慢性中毒的危险性越大，这是因为假定两种化合物的Limac
 相同或相近，那么Zch宽的化合物，其Limch
 则小，说明引起慢性中毒的可能性大。反之，比值越小，引起慢性中毒的危险性越小，而引起急性中毒的危险性则相对较大。此种表示方法亦可用于亚急性毒性作用（亚急性毒作用带）。
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第四节 安全限值

安全限值即卫生标准，是对各种环境介质（空气、土壤、水、食品等）中的化学、物理和生物有害因素规定的限量要求。它是国家颁布的卫生法规的重要组成部分，是政府管理部门对人类生活和生产环境实施卫生监督和管理的依据，是提出防治要求、评价改进措施和效果的准则，对于保护人民健康和保障环境质量具有重要意义。

一、每日允许摄入量

每日允许摄入量（acceptable daily intake，ADI）指允许正常成人每日由外环境摄入体内的特定外源化学物的总量。在此剂量下，终生每日摄入该外源化学物不会对人体健康造成任何可测量出的健康危害，单位用mg/kg体重表示。

二、最高容许浓度

在劳动环境中，最高允许浓度（maximum allowable concentration，MAC）是指车间内工人工作地点的空气中某种外源化学物不可超越的浓度。在此浓度下，工人长期从事生产劳动，不致引起任何急性或慢性的职业危害。在生活环境中，MAC是指对大气、水体、土壤等介质中有毒物质浓度的限量标准。接触人群中最敏感的个体即刻暴露或终生接触该水平的外源化学物，不会对其本人或后代产生有害影响。由于接触的具体条件及人群的不同，即使是同一外源化学物，它在生活或生产环境中的MAC也不相同。

三、阈限值

阈限值（threshold limit value，TLV）为美国政府工业卫生学家委员会（ACGIH）推荐的生产车间空气中有害物质的职业接触限值。为绝大多数工人每天反复接触不致引起损害作用的浓度。由于个体敏感性的差异，在此浓度下不排除少数工人出现不适、既往疾病恶化，甚至罹患职业病。

四、参考剂量

参考剂量（reference dose，RfD）由美国环境保护局（EPA）首先提出，用于非致癌物质的危险度评价。RfD为环境介质（空气、水、土壤、食品等）中外源化学物的日平均接触剂量的估计值。人群（包括敏感亚群）在终生接触该剂量水平外源化学物的条件下，预期一生中发生非致痛或非致突变有害效应的危险度可低至不能检出的程度。

在制定安全限值时，毒理学资料是重要的参考依据，其中最重要的毒性参数是LOAEL和NOAEL。外源化学物的安全限值一般是将LOAEL或NOAEL缩小一定的倍数来确定的。这个缩小的倍数称为安全系数或不确定系数。在选择安全系数或不确定系数时要考虑多种因素，如外源化学物的急性毒性等级、在机体内的蓄积能力、挥发性、测定LOAEL或NOAEL采用的观察指标、慢性中毒的后果、种属与个体差异大小、中毒机制与代谢过程是否明了等。需要说明的是，经验在安全系数或不确定系数的选择上会起到很大的作用，故最后确定的数值大小常带有一定的主观色彩。

（罗安伟）

思考题

1. 什么是毒物、毒性、毒作用和毒作用剂量？

2. 急性毒性指标包括哪些？

3. 什么是靶器官？

4. 致死剂量包括哪些？


第二章 外源化学物在体内的生物转运

机体对化学毒物的处置（disposition）可简单地分成相互有关的吸收、分布、代谢及排泄四个过程（ADME过程）。外源化学毒物经与机体接触部位进入体循环的过程为吸收；然后由体循环分散到全身组织细胞中为分布；在组织细胞内经酶类催化发生化学结构与性质变化的过程称为转化（biotransformation）或代谢转化；在代谢过程中可能形成新的衍生物以及分解产物，即代谢产物；最后外源化学毒物及其代谢物通过排泄过程离开机体。化学毒物在体内的吸收、分布和排泄过程称为生物转运（biotranspotation）。化学毒物的代谢和排泄合称为消除（elimination）。

化学毒物对机体的毒性作用，一般取决于两个因素：一是化学毒物的固有毒性和接触量；二是化学毒物或其活性代谢物到达作用部位的效率，而后者与化学毒物在体内的吸收、分布、代谢和排泄过程有关。因此，研究化学毒物在体内的生物转运和生物转化过程，可为了解化学毒物在体内的转归、生物学效应和毒作用机制提供可靠资料。

在靶器官内的化学毒物或其活性代谢物的浓度及持续时间，决定了机体的毒性效应的性质及其强度。吸收、分布、代谢和排泄过程影响在靶器官中化学毒物的浓度和持续时间。

在机体对化学毒物的处置过程中，化学毒物在体内的浓度随时间变化的规律，可用数学方程或动力学参数来描述。毒物动力学（toxicokinetics）的研究对象是机体对化学毒物的作用（ADME过程）和靶器官中化学毒物或其活性代谢物的量。而毒物效应动力学（toxicodynamics）的研究对象是涉及在靶器官内化学毒物或其活性代谢物与大分子（靶分子）的作用，引起的局部的或整体的毒性效应。

第一节 生物转运

外源化学物的吸收、分布和排泄过程是通过生物膜构成的屏障的过程。生物膜（bi-omembrane）是细胞膜（cell membrane，也称质膜）和细胞器膜（如核膜、线粒体膜、内质网膜和溶酶体膜等）的总称。

一般将生物膜结构描述为流动镶嵌模型，如图2-1所示。生物膜主要由脂质和蛋白组成，生物膜表面也含有少量的糖。生物膜的基本结构是连续排列的脂质分子双层，膜蛋白可以是结构蛋白、受体、酶、载体和离子通道等。生物膜主要有三个功能：① 隔离功能，包绕和分隔内环境；② 是进行很多重要生化反应和生命现象的场所；③ 内外环境物质交换的屏障。生物膜也是一些毒物的毒作用靶，膜毒理学研究外源化学物对生物膜的毒作用及其机制。
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图2-1 生物膜



一、被动转运

被动转运（passive transport）包括简单扩散、滤过和易化扩散三种。

1. 简单扩散

简单扩散（simple diffusion）又称脂溶扩散（lipid diffusion）。大多数化学毒物经简单扩散方式通过生物膜。化学毒物从浓度较高的一侧向浓度较低的一侧经脂质双分子层进行扩散性转运。简单扩散方式的条件是：① 膜两侧存在浓度梯度；② 化学毒物必须有脂溶性；③ 化学毒物必须是非电离状态。简单扩散方式不消耗能量，不需载体，不受饱和限速与竞争性抑制的影响。

外源化学物经简单扩散方式的扩散速率R
 遵从Fick定律：


R
 = K
 ·A
 （c
 1
 -c
 2
 ）/d


式中 K
 ——扩散常数


A
 ——膜的面积

（c
 1
 -c
 2
 ）——外源化学物在膜两侧的浓度梯度


d
 ——膜的厚度

其中最主要的是浓度梯度。

被动扩散依赖于外源化学物溶解于膜的脂质，因此具有脂溶性（亲脂性）化学毒物以此方式通过生物膜。外源化学物的脂溶性（亲脂性）可用脂/水分配系数（lipid/water par-tition coefficient）来表示。脂/水分配系数是当一种物质在脂相和水相的分配达到平衡时，其在脂相和水相中溶解度的比值。实际工作中，常以正辛醇、氯仿或己烷来代表脂相。一般来说，外源化学物的脂/水分配系数越大，经膜扩散转运的速率越快；但也有一些例外的情况。分配系数极高的化学毒物易存留在膜内，不易通过膜。如外源化学物A和B的脂/水分配系数分别为1和10，当膜外侧水相浓度为1，膜内侧水相浓度为0.5时，在膜脂相外侧和内侧的浓度差外源化学物A为0.5（即1 ×1-0.5 ×1），而化学毒物B为5（即1 × 10-0.5 × 10）。因此外源化学物B经膜扩散速率为A的10倍（图2-2）。
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图2-2 脂/水分配系数不同的两种化学物（A为1，B为10）经脂膜扩散

注：a和c为脂膜内外的水相，b脂相。选择的时间点为膜外浓度是膜内的2倍。化学物B的扩散速度是A的10倍。



简单扩散受外源化学物的电离（ionization）和解离（dissociation）状态的影响很大。有很多化学毒物为弱有机酸或弱有机碱，在体液中可部分解离。解离型极性大，脂溶性小，难以扩散；而非解离型极性小，脂溶性大，容易跨膜扩散。非解离型的比例，取决于该化学毒物的解离常数pK
 a和体液的pH。根据Henderson-Hasselbach公式：

有机酸：pK
 a-pH=l（g非解离型HA/解离型A-
 ）

有机碱：pK
 a-pH=l（g解离型BH+
 /非解离型B）

当pH=pK
 a时，［HA］=［A-
 ］或［BH+
 ］=［B］，pK
 a是弱酸性或弱碱性化学毒物的溶液在50%解离时的pH。根据化学毒物的pK
 a和环境的pH之差可计算在达到动态平衡时，解离型和非解离型化学毒物的比值。

2. 滤过（filtration）和水溶扩散（aqueous diffusion）

毛细血管和肾小球的膜上具有较大的孔（约4 nm），可通过相对分子质量小于白蛋白（相对分子质量60000）的分子，由于水压和渗透压而产生的水流可顺压差携带化学毒物穿过膜孔。然而，大部分细胞的膜孔都较小（约0.4 nm），只能通过相对分子质量小于100、不带电荷的极性分子如水、乙醇、尿素、乳酸等水溶性小分子和O2
 、CO2
 等气体分子可通过水溶扩散跨膜转运，其相对扩散率与该物质在膜两侧的浓度差成正比；但甘油较难通过，葡萄糖几乎不能通过。

滤过可使化学毒物的浓度在血浆和细胞外液之间达到平衡，但不能使化学毒物的浓度在细胞外液和细胞内液之间达到平衡。

3. 易化扩散

易化扩散（facilitated diffusion）又称为载体扩散，其机制可能是膜上蛋白质载体特异地与某种化学毒物结合后，其分子内部发生构型变化而形成适合该物质透过的通道而进入细胞。易化扩散只能按顺浓度方向转运，因而不需消耗能量。一些水溶性分子（如葡萄糖）在体内的转运，由肠道进入血液、由血浆进入红细胞和由血液进入中枢神经系统都是通过这一转运过程。

二、主动转运

生物膜的主动转运（active transport）具有下列特点：① 需有载体参加；② 化学毒物可逆浓度梯度转运；③ 该系统需消耗能量，因此代谢抑制剂可阻止此转运过程；④ 载体对转运的化学毒物有特异选择性；⑤ 转运量有一定极限，当化学毒物达一定浓度时，载体可达饱和状态；由同一载体转运的两种化学毒物间可出现竞争性抑制。

目前已鉴定的主动转运系统有以下8种：① 多药耐受（mdt）蛋白或p-糖蛋白质家族可将化疗药物转运出肿瘤细胞，导致肿瘤的耐药。mdt也可通过将化学物质转运出小肠细胞、脑上皮细胞、肝细胞、肾细胞等以保护这些细胞不受化学物质的伤害，也可保护胎体免受某些化学物质的伤害；② 多耐受药物蛋白质（mrp）家族也可将化学物质移出细胞，Ⅱ相代谢物（葡萄糖醛酸和谷胱甘肽结合物）是它们的首选底物；③ 有机阴离子转运多肽（oatp）家族不仅转运酸，还转运碱和中性化合物，在肝脏吸收外源化学物中特别重要；④ 有机阴离子转运体（oat）家族与有机阴离子转运多肽相反，在肾脏吸收阴离子中特别重要；⑤有机阳离子转运体（oct）家族在肝脏和肾脏吸收外源化学物中都很重要；⑥ 核苷转运体（n1）家族协助胃肠道吸收核苷；⑦ 二价金属离子转运体（dmt）协助胃肠道吸收金属；⑧ 肽类转运体（pept）协助胃肠道吸收二肽和三肽。

三、膜动转运

颗粒物和大分子物质的转运常伴有膜的运动，称为膜动转运（cytosis），如图2-3所示。
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图2-3 细胞的吞噬和胞吐作用



（1）吞噬作用（phagocytosis）又称入胞或胞饮（pinocytosis）。一些固态颗粒物质如大气中的烟、尘等进入细胞是由于当其与细胞膜接触后，可改变膜的表面张力，引起外包或内凹，将异物包围进入细胞，这种转运方式称为吞噬作用。某些液态蛋白或大分子物质也以此种方式进入细胞，称为吞饮或胞饮作用。

（2）胞吐（exocytosis）某些大分子物质也可通过此种方式从细胞内转运到细胞外，又称为出胞作用。

第二节 吸收

吸收（absorption）是指外源化学物从接触部位，通常是机体的外表面或内表面（如皮肤、消化道黏膜和肺泡）的生物膜转运至血循环的过程。外源化学物主要通过呼吸道、消化道和皮肤吸收。在毒理学实验研究中有时还采用特殊的染毒途径如腹腔注射、静脉注射、肌肉注射和皮下注射等。

外源化学物在从吸收部位转运到体循环的过程中已开始被消除，此即在胃肠道黏膜、肝和肺的首过效应（first-pass effect）。例如，乙醇可被胃黏膜的醇脱氢酶氧化，吗啡在小肠黏膜和肝内与葡糖醛酸结合。因此，首过效应可减少经体循环到达靶器官组织的外源化学物数量或可能减轻毒性效应。外源化学物在吸收部位引起的消化道黏膜、肝和肺的损伤也与首过效应有关。

一、经胃肠道吸收

水和食物中的有害物质主要是通过消化道吸收。毒物的吸收可发生于整个胃肠道，甚至是在口腔和直肠中，但主要是在小肠，因肠绒毛可增加200～300m2
 的小肠吸收面积。毒物经胃肠道吸收主要通过被动扩散、膜孔过滤、载体中介、吞噬或胞饮等机制。

外源化学物经胃肠道被动扩散主要取决于外源化学物的脂溶性和pKa、胃肠道腔内pH。消化道从口腔至胃、肠各段的pH相差很大，吸收率的物种差异可能与消化道中pH有关，如大鼠胃pH为3.8～5.0，兔为1.9。有机酸和有机碱在不同pH溶液中的解离度不同，在胃肠道不同部位的吸收有很大差别，如弱酸（苯甲酸）易被胃所吸收；相反，在小肠内（pH6）则苯甲酸吸收减少，而弱碱（苯胺）吸收增多。因此，有机酸在胃内（pH2）主要呈非解离状态，脂溶性大，主要在胃和十二指肠内吸收，而有机碱在胃内呈解离状态难以吸收，主要在小肠吸收。分子质量较小的水溶性外源化学物可经膜孔滤过。通过膜孔的水流可能携带小分子外源化学物通过膜。特别是高剂量水溶性差的外源化学物以较大容量的低渗溶液染毒时，可能因大量水流通过膜孔导致吸收增加。同时有亲水性和亲脂性的分子通过胃肠管壁是依据物理化学的基本原理，对于亲脂性较强的分子，静水层是限速屏障；而对于亲水性较强的化合物则上皮细胞膜是屏障。

某些外源化学物可以通过相同的特殊转运系统吸收。例如，氟尿嘧啶通过嘧啶转运系统吸收，铊、钴和锰通过铁转运系统吸收，铅通过钙转运体吸收。某些二肽和寡肽转运体在含有β
 -内酰胺结构的药物的主动吸收中发挥重要的作用。胃肠道至少有一个主动转运系统可减少外源化学物的吸收，多药耐受转运体（mdr）定位于肠细胞，当作为mdr底物的化学物质（免疫抑制剂环胞霉素和化疗药紫杉醇、秋水仙碱、长春新碱）进入肠细胞时，可被排回到肠腔，不易从胃肠道吸收。此外，一些颗粒物质如偶氮染料和聚苯乙烯乳胶可通过吞噬或胞饮作用进入小肠上皮细胞。

某些外源化学物受胃肠道中的消化酶或菌群的作用后，可形成新的外源化学物而影响其吸收或改变其毒性。如饮用含有高浓度硝酸盐的井水，易引起婴儿高铁血红蛋白血症，因新生儿胃肠道的pH较高并存在某些细菌，可使硝酸盐还原成亚硝酸盐，使血中变性血红蛋白增高。小肠内的菌群还能还原芳香硝基成芳香胺，后者是可疑致甲状腺肿物和致癌物。

此外，其它因素诸如胃肠道的内容物减少、胃排空时间和肠蠕动减缓均有助于增加外源化学物的吸收。

外源化学物的胃肠吸收具有物种差异的原因尚不清楚，可能有：① 大部分外源化学物吸收的限速屏障是肠黏膜的静水层，静水层厚度的物种差异可能对亲脂性化合物吸收有影响；② 被动扩散具有膜表面积和位置依赖性，不同物种肠道的相对长度差异很大，在反刍动物和杂食动物还存在功能差异，而且不同物种胃肠道的pH差异可以达到2；③ 胃肠菌丛的差异。

二、经呼吸道吸收

空气中的外源化学物主要从呼吸道侵入机体。呼吸道从鼻腔到肺泡由于各部分结构不同，对外源化学物的吸收情况也不同。经呼吸道吸收，以肺泡吸收为主，经肺吸收的速度相当快，仅次于静脉注射。鼻腔的表面积较小，但鼻黏膜有高度通透性，因此经鼻腔吸收也受到重视。

气态物质水溶性影响其吸收部位，易溶于水的气体如二氧化硫、氯气等在上呼吸道吸收，水溶性较差的气体如二氧化氮、光气等则可深入肺泡，并主要通过肺泡吸收。气态物质到达肺泡后，主要经简单扩散透过呼吸膜而进入血液，其吸收速度受多种因素影响，主要是肺泡和血液中物质的浓度（分压）差。呼吸膜两侧的分压达到动态平衡时，在血液内的浓度与在肺泡空气中的浓度之比称为该气体的血-气分配系数（blood-gas partition coefficient），此系数越大，气体越易被吸收入血液。例如：乙醇的血-气分配系数为1300，乙醚为15，二硫化碳为5，乙烯为0.4，说明乙醇远比乙醚、二硫化碳和乙烯易被吸收。此外，气态物质的吸收速率还取决于其在血中的溶解度、肺通气量和血流量。血-气分配系数低的气态外源化学物经肺吸收速率主要取决于经肺血流量（灌注限制性），在血液和气相之间达到平衡时间为8～21 min。血-气分配系数高的气态外源化学物经肺吸收速率主要取决于呼吸的频率和深度（通气限制），在血液和气相之间达到平衡的时间至少为1h。
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图2-4 影响颗粒物沉积的参数



影响气溶胶吸收的重要因素是气溶胶中颗粒的大小和化学物质的水溶性。气溶胶的沉积部位主要取决于颗粒物大小（图2-4及图2-5）。直径在5 μm及以上的颗粒物通常在鼻咽部沉积。在有纤毛的鼻表面黏液层，通过纤毛运动推动不溶性的颗粒物。这些颗粒物和经口吸入的颗粒物在数分钟内被咽下。直径在2～5 μm的颗粒物主要沉积在肺的气管支气管区域，主要通过呼吸道纤毛部分的黏液层逆向运动而被清除，颗粒物质最终可能被吞咽下并在胃肠道吸收。直径在1 μm及以内的颗粒物可到达肺泡，它们可以被吸收入血或通过肺泡巨噬细胞吞噬移动到黏液纤毛远端的提升装置被清除或通过淋巴系统清除。颗粒物从肺泡中清除的效率不高，在第一天仅有大约20 %的颗粒物被清除，24 h后剩余部分的清除非常缓慢。
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图2-5 吸入气溶胶沉积部位与颗粒大小的关系



颗粒物可引起上呼吸道炎症、肺炎（如锰尘）、肺肉芽肿（如铍尘）、肺癌（如石棉尘、镍尘）、肺尘埃沉着病（如二氧化硅尘）以及过敏性肺部疾患。可溶性有毒颗粒物很快被吸收入血引起中毒，不溶性颗粒物则可引起肺尘埃沉着病。毒物经肺吸收的物种差异是由于生理学的差异（呼吸速度、血流速度等）和暴露条件（如寿命）的不同造成。

三、经皮肤吸收

毒物经皮吸收必须通过表皮或附属物（汗腺、皮脂腺和毛囊）。汗腺和毛囊在皮肤的分布密度不同，其总截面积仅占皮肤总面积的0.1% ～1.0%。尽管小量毒物可以较快速度通过附属物吸收，但化学物质主要还是通过占皮肤表面积较大比例的表皮吸收。化学物质经皮吸收必须通过多层细胞才能进入真皮小血管和毛细淋巴管。化学物质经皮吸收的限速屏障是表皮的角质层。

经皮吸收的第一阶段是外源化学物扩散通过角质层。极性物质似乎是通过含水的角质层蛋白细丝的外表面扩散，而非极性分子则溶解于蛋白细丝间脂质基质并扩散。非极性毒物的扩散速度与其脂溶性成正比，与其相对分子质量成反比。但也有例外，如高度亲脂性的TCDD的皮肤渗透速度非常有限。

经皮吸收的第二个阶段包括毒物扩散通过表皮较深层（颗粒层、棘层和生发层）及真皮，然后通过真皮内静脉和毛细淋巴管进入体循环。扩散的速度取决于血流、细胞间液体运动，以及与真皮成分的相互作用。

一般来说，脂水分配系数高的外源化学物质易经皮肤吸收，相对分子质量大于300的物质不易通过无损的皮肤。外源化学物的经皮吸收还受其它一些因素的影响，如表皮损伤可促进外源化学物的吸收；在皮肤潮湿时，角质层可使其结合水增加3～5倍，可导致通透性增加2～3倍；溶剂二甲基亚砜（DMSO）也可通过增加角质层的通透性等机制，增加毒物经皮吸收。

人体不同部位皮肤对毒物的通透性不同，阴囊＞腹部＞额部＞手掌＞足底。不同物种动物皮肤通透性不同，大鼠及兔的皮肤较猫的皮肤更易通透，而豚鼠、猪和猴的皮肤通透性则与人相似。化学物质经皮肤附属物吸收和穿透角质层都有高度的物种依赖性，此外，皮肤血流量和有助于吸收的皮肤生物转化也有物种差异。皮肤吸收的物种差异可解释农药对昆虫和人的毒性不同。例如，对哺乳动物和昆虫注射途径给予DDT的LD50
 相近，但当经皮肤接触时，DDT对昆虫的毒性远大于哺乳动物。这可能是由于DDT很容易穿过昆虫的壳质外甲，并且，昆虫相对于其体重的体表面积大。

四、经其它途径吸收

外源化学物通常经上述三种途径吸收。但在毒理学动物实验中有时也采用腹腔、皮下、肌肉和静脉注射进行染毒。静脉注射可使外源化学物直接进入血液，分布到全身。腹腔注射因腹腔具有丰富的血流供应和相对广大的表面积，使外源化学物的吸收迅速。经腹腔染毒的化合物主要通过门脉循环吸收，因此在其到达其它器官前必先经过肝脏。皮下或肌肉注射时吸收较慢，但可直接进入体循环。

通过比较外源化学物经不同途径染毒的毒性可获得关于其吸收、生物转化和排泄的初步信息。

第三节 分布

外源化学物通过吸收进入血液和体液后，随血流和淋巴液分散到全身各组织的过程称为分布（distribution）。不同的外源化学物在体内各器官组织的分布也不一样。研究外源化学物在体内的分布规律，有利于了解外源化学物的靶器官和贮存库。

器官或组织的血流量和对外源化学物的亲和力是影响外源化学物分布的最关键的因素。在外源化学物的初始分布阶段主要取决于器官或组织的灌注速率。人体器官组织灌注速率高的有肺、肾上腺、肾、甲状腺、肝、心、小肠、脑［血流速率1000～55 mL（/ min · 100 g）］，灌注速率低的有皮肤、骨骼肌、结缔组织、脂肪［血流速率5～1 mL（/ min · 100 g）］。在初始分布阶段，灌注好的器官组织，外源化学物浓度高。但随时间延长，分布受到外源化学物经膜扩散速率和器官组织对外源化学物的亲和力的影响，引起外源化学物的再分布（redistribution）。如铅一次经口染毒后2 h，剂量的50 %在肝内，1个月后体内铅残留剂量的90 % 与骨结合。一次静脉注射二[image: ]
 英（TCDD）后5 min，剂量的15 % 在肺内，仅约1%在脂肪中，但24h后仅有剂量的0.3%在肺中，约20%在脂肪中。

一、毒物在体内的贮存

进入血液的外源化学物在某些器官组织蓄积而浓度较高，如果外源化学物对这些器官组织未显示明显的毒作用，称为贮存库（storage depot）。毒物在体内的贮存具有两重意义：一方面对急性中毒具有保护作用，可减少在靶器官中的化学毒物的量；另一方面可能成为一种游离型化学毒物的来源，具有潜在的危害。

1. 与血浆蛋白结合作为贮存库

血浆中各种蛋白均有结合其它化学物质的功能，尤其是白蛋白的结合量最高。不同的化学毒物与血浆蛋白质结合的量不同，如安替比林不结合，丙烯巴比妥结合50 %，杀虫剂狄氏剂结合99 %。结合型化学毒物由于分子质量增大，不能跨膜转运，暂无生物效应，不被代谢排泄，可延缓消除过程和延长化学毒物的毒作用。因此，也有认为血浆蛋白是暂时贮存库。化学毒物与血浆蛋白结合可降低血游离型化学毒物浓度，此可能增加胃肠道或肾小管与血液的浓度梯度，增加从胃肠道或肾小管向血液的扩散。化学毒物与血浆蛋白结合是可逆的，与血浆中游离型化学毒物形成动态平衡。游离型化学毒物转运到靶部位产生毒作用，游离型化学毒物浓度与毒作用强度相关。化学毒物-蛋白复合物的解离速率以毫秒计，与组织扩散时间比较可以忽略不计。在肝和肾等以主动转运作用使血浆游离型浓度迅速降低的组织，化学毒物可迅速从血浆蛋白解离。不同的化学毒物与血浆蛋白的结合是有竞争性的，结合力更强的化学毒物可取代已被结合的化学毒物，使之成为游离态而显示毒性。例如DDE（DDT的代谢产物）能竞争性置换已与白蛋白结合的胆红素，使其在血中游离出现黄疸。

2. 肝和肾作为贮存库

肝和肾具有与许多化学毒物结合的能力。这些组织的细胞中含有一些特殊的结合蛋白。如肝细胞中有一种配体蛋白（ligandin）能和许多有机酸结合，而且还能与一些有机阴离子、偶氮染料致癌物和皮质类固醇结合，使这些物质进入肝脏。肝、肾还有一种可诱导蛋白即金属硫蛋白（metallothionein）能与镉、汞、锌及铅结合。肝、肾既是一些外来化学毒物贮存的场所，又是体内有毒物质转化和排泄的重要器官。

3. 脂肪组织作为贮存库

脂溶性有机物易于分布和蓄积在体脂内，如有机氯农药（氯丹、DDT、六六六）和二[image: ]
 英（TCDD）等。体脂占肥胖者体重的50 %，占消瘦者体重的20 %。化学毒物在脂肪中的贮存可降低其在靶器官中的浓度。因此，这类化学毒物对肥胖者的毒性要比消瘦者低。但当脂肪迅速动用时，可使血中浓度突然增高而引起中毒。

4. 骨骼组织作为贮存库

由于骨骼组织中某些成分与某些化学毒物有特殊亲和力，因此这些物质在骨骼中的浓度很高，如氟离子可替代羟基磷灰石晶格基质中的OH—，使骨氟含量增加，而铅和锶则替代了骨质中的钙而贮存在骨中。化学毒物在骨中的沉积和贮存是否有损害作用，取决于化学毒物的性质，如铅对骨并无毒性，但骨氟增加可引起氟骨症，放射性锶可致骨肉瘤及其它肿瘤，故骨骼也是氟和锶的靶组织。

二、机体的屏障作用

屏障是阻止或减少化学毒物由血液进入某种组织器官的一种生理保护机制。主要的屏障有血脑屏障和胎盘屏障等，但是这些屏障都不能有效地阻止亲脂性物质的转运。

（1）血-脑屏障 血 -脑屏障（blood -brain barrier）的解剖学和生理学基础是：① 中枢神经系统（CNS）的毛细血管内皮细胞间相互连接很紧密，几无空隙；② 在毛细血管周围被星形胶质细胞突所包围。因此，化学毒物必须穿过上述屏障才能进入大脑，其通透速度主要取决于化学毒物的脂溶性和解离度。例如脂溶性的甲基汞很易进入脑组织，引起CNS中毒，而非脂溶性的无机汞盐则不易进入脑组织，故其毒作用主要不在脑而在肾脏。但由于脑内的甲基汞逐渐被代谢转化成汞离子而不能反向穿透出血脑屏障被排除，可在脑内滞留而引起中毒；③ 在CNS间液中蛋白质浓度很低，因此在不溶性化学毒物从血液进入脑的过程中，蛋白质结合机制不能发挥作用（图2-6）。但是也有例外，一些脂溶性化学毒物如TCDD也不易进入脑，其机制尚不清楚，可能由于它和血浆蛋白或脂蛋白的紧密结合，限制了TCDD进入大脑。
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图2-6 血-脑屏障超微结构模式图

（中间为毛细血管，内皮外有基膜、周细胞及星形胶质细胞）



新生动物的血 -脑屏障发育不完全，这也是吗啡、铅等化学物质对新生儿的毒性较成人大的原因之一。

（2）胎盘屏障 过去曾有胎盘屏障（placental barrier）的概念，但至今还没有肯定胎盘在防止毒物从母体进入胚胎的特殊作用。致畸物可经过胎盘引起胚胎畸形，有些致癌物也具有经胎盘致癌作用。大多数脂溶性化学毒物经被动扩散通过胎盘，脂溶性越高，达到母体-胚胎平衡越迅速。胚胎中不同组织的毒物浓度则取决于胚胎组织浓集该毒物的能力。例如在胚胎脑中可见到较高浓度的铅和二甲基汞，这是因为胚胎的血脑屏障未发育完全。母体和胚胎的组织成分的差别是胎盘屏障的另一个原因，例如胚胎几乎没有脂肪，因此对高度脂溶性物质（如TCDD）无蓄积作用，而母体则相反。胎盘是由在母体与胎儿血液循环之间的多层细胞构成。胎盘屏障的细胞层数随动物物种不同和不同妊娠阶段而各异。最多的有6层，称之为上皮绒膜胎盘；人为3层称血绒膜胎盘；大鼠仅有一层称血内皮胎盘。家兔在妊娠初期有6层细胞，到妊娠末期时仅有一层。胎盘的结构可能是影响化学毒物向胎仔分布的一个因素（图2-7）。
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图2-7 胎盘结构与血液循环模式图（箭头表示脐血流方向）



（3）其它屏障 血-眼屏障，血-睾丸屏障等可以保护这些器官减少或免受外来化学毒物的损害。在性腺，由于有多层细胞将生殖细胞与毛细血管分隔开，可阻止水溶性毒物进入生殖细胞，如卵母细胞为粒层细胞包绕，精原细胞由支持细胞和血-睾丸屏障的其它成分所包绕。

三、特殊的膜转运机制

某些细胞具有特殊的膜转运机制，主动摄取毒物，使这些细胞成为靶细胞或使细胞避免毒物的损害。

第四节 排泄

排泄（excretion）是化学毒物及其代谢产物向机体外转运的过程，是生物转运的最后一个环节。毒物及其代谢产物从机体排出的主要途径是经肾脏随尿排出和经肝、胆通过肠道随粪排出。其次，可随各种分泌液如汗液、乳汁和唾液排出。挥发性物质还可经呼吸道排出。

一、经肾脏排泄

肾脏排泄外源化学物的效率极高，也是最重要的排泄器官，其主要排泄机理有三：即肾小球滤过、肾小球简单扩散和肾小管主动转运，其中简单扩散和主动转运更为重要。人体肾单位结构模式见图2-8。
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图2-8 肾单位结构模式图



（1）肾小球滤过 肾小球的毛细管有较大的膜孔（7～10 nm）并有滤过压，除与大分子蛋白结合的化学毒物外，相对分子质量小于60000的外源化学物分子几乎都能通过肾小球滤过而到达肾小管。约有20 %的游离型化学毒物由血浆水携带进入肾小球滤液。

（2）肾小管重吸收 肾小球滤液所含的很多重要的机体内源性化学毒物（如葡萄糖、氨基酸）由载体转运方式重吸收。由于原尿中水被重吸收，脂溶性化学毒物的浓度增高，可经被动扩散从肾小管回到血液中。尿pH一般低于血浆pH，因此pH分配倾向于增加弱酸的排泄。以氯化铵处理可降低尿pH，碳酸氢钠处理可升高尿pH。血浆因缓冲能力强，pH几乎无改变。但改变了毒物在肾小管内液和血浆的pH分配，可以增加或降低消除速率。尿呈酸性时，有利于碱性毒物的解离和排出，呈碱性时则酸性化学毒物较易排出。如苯巴比妥中毒时可服用碳酸氢钠使尿呈碱性，促进排泄。

（3）肾小管分泌 近曲小管有有机酸类和有机碱类的主动转运系统，毒物可经阳离子和阴离子主动转运系统逆浓度梯度分泌至肾小管。这两个系统是可饱和的，选择性不高。很多碱性或酸性化学毒物和它们的代谢产物（特别是Ⅱ相结合产物）可经此两系统分泌至肾小管。如对-氨基马尿酸盐可通过有机酸转运系统排入尿中，胺类化学毒物（如对甲基烟酰胺）可通过有机碱主动转运系统排泄。

二、经肝与胆排泄

血循环中化学毒物进入胃肠道的最主要的机制是经过胆汁排泄。胆汁排泄可看作为经尿排泄的补充途径，小分子经肾排泄，较大分子经胆汁排泄。胆汁是很多结合产物（如谷胱甘肽结合物和硫酸结合物）的主要排泄途径。经胆汁排泄的相对分子质量存在物种差异，大鼠为325 ± 50，豚鼠为440 ± 50，兔为475 ± 50。在大鼠，相对分子质量小于350不从胆汁排泄，相对分子质量大于450不从尿排泄，相对分子质量在350～450之间，则由此两种途径排泄，一种途径排泄受阻可导致另一途径排泄增加。

肝脏至少有三种转运系统，经主动转运机制分别将有机酸类、有机碱类和中性有机化学毒物排泄至胆汁。此外，还可能有另一种主动转运系统排泄金属。

化学毒物及其代谢物由胆汁进入肠道。一部分可随粪便排出，一部分由于肠液或细菌的酶催化，增加其脂溶性而被肠道重吸收，重新返回肝脏，形成肠肝循环（enterohepatic circulation），这就使化学毒物从肠道排泄的速度显著减慢，生物半减期延长，毒作用持续时间延长。例如甲基汞主要通过胆汁从肠道排出，由于肠肝循环，使其生物半减期平均达70 d。临床上给予甲基汞中毒患者口服巯基树脂，此树脂可与汞化合物结合以阻止其重吸收，促进其从肠道排出。

化学毒物也可能通过其它机制进入胃肠道，如经胃肠壁直接扩散或分泌，随唾液排出，有机碱经pH分配排至低pH的胃内，以及随胰液排出等。从这些途径的排出量并不重要，但这些途径对于需经胃肠道菌群代谢才具有毒性的化学毒物可能有一定的意义。

三、经肺和其它途径排泄

在体温下优先以气态存在的物质，主要经肺排泄，如一氧化碳、醇类等可通过简单扩散经肺排出。经肺排泄速率与其吸收速率成反比。血-气分配系数低的物质（如乙烯）排泄快；血-气分配系数高的物质（如氯仿）排泄慢。

化学毒物在体内还可经乳汁等途径排出。乳汁虽非排泄毒物的主要途径，但具有特殊的意义。因有些化学毒物可经乳汁由母体转运给婴儿，也可由牛乳转运至人。此外，有些化学毒物可通过汗腺和毛发排泄，因而毛发中重金属等含量可作为生物监测的指标。

第五节 毒物动力学

外源化学物动力学是源于药物的研究，即药物（代谢）动力学。毒物动力学（toxicoki-netics）是以速率论的观点出发，用数学模型分析和研究化学毒物在体内吸收、分布、代谢和排泄的过程及其动力学的规律。目的在于：① 有助于毒理学研究的设计（如剂量和染毒途径选择）；② 通过对暴露、时间依赖性的靶器官剂量与毒作用关系研究，解释毒作用机制；③ 确定有关剂量、分布、代谢和消除的参数，用以进行对人的危险性评价。

毒物动力学研究的数学处理一般利用计算机程序，如国外的WinNonlin、PKAnalyst、Summit和SAS等和国内的3 P87程序，均可用于经典毒物动力学，进行房室数、计算模型、权重和收敛精度选择，并输出各种参数和作图。

● 经典毒物动力学

经典毒物动力学的基本理论是速率论和房室模型。房室模型（compartment model）是用来描述毒物在体内的分布情况，房室模型是假设机体像房室，毒物进入体内可分布于房室中，由于分布速率的快慢，可分为一室开放模型、二室开放模型或多室模型（图2-9）。通常将化学毒物内转运的速率过程分为一级、零级和非线性三种类型。

血浆毒物浓度随时间变化的动态过程，可用时量关系来表示。在染毒后不同时间采血样，测定血毒物浓度，以血毒物浓度为纵坐标，时间为横坐标作图即为毒物浓度-时间曲线（concentration-time curve），简称时量曲线，通过曲线可定量地分析毒物在体内动态变化。毒物在体内的吸收、分布、代谢及排泄过程是同时进行的。时量曲线实际上是吸收、分布速率和消除速率的代数值。非静注染毒的时量曲线（图2-10）可分为三个期：潜伏期、持续期及残留期。潜伏期（latent period）是染毒后到开始出现毒作用的一段时间，主要反映毒物的吸收和分布过程。静注染毒时一般无潜伏期。峰时间（peak time）是指染毒后达到最高浓度的时间。
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图2-9 一室开放模型、二室开放模型
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图2-10 非静注染毒的时量曲线



峰浓度（peak concentration）与毒物剂量成正比，峰浓度超过最低有害浓度时，就出现毒作用。持续期（persistent period）是指毒物维持有害浓度的时间，其长短与毒物的吸收及消除速率有关。残留期（residual period）是指体内毒物已降到有害浓度以下，但尚未从体内完全消除的时间。残留期的长短与消除速率有关。残留期长反映毒物在体内贮存，多次反复染毒易引起蓄积中毒。

（刘 宁、沈明浩）

思考题

1. 机体对化学毒物的处置包括哪几个方面？什么是生物转运？

2. 什么是生物膜？生物膜主要有哪几个功能？

3. 什么是分布？毒物是如何在体内贮存的？

4. 毒物是怎样被排泄出体外的？


第三章 化学毒物的生物转化

生物转化（biotransformation）是指外源化学物在机体内经过多种酶催化的代谢转化。生物转化是机体对外源化学物处置的重要的环节，是机体维持稳定的主要机制。对于外源化学物或毒物，“生物转化”和“代谢”两个名词常常作为同义词使用。一般情况下外源化学物经代谢转化后，极性增强，形成水溶性更强的化合物，使其易于由体内排泄。同时也形成一些毒性较低的代谢物，使毒性降低。但有些外源化学物的代谢产物毒性反而增强，例如有机磷杀虫剂对硫磷（parathion），中间代谢产物为对氧磷，毒性反而增强；甚至有些外源化学物，经代谢转化后，其代谢物产生致癌、致突变和致畸作用。

第一节 生物转化概述

一、生物转化的意义

肝脏是机体内最重要的代谢器官，化学毒物的生物转化过程主要在肝脏进行。其它组织器官，例如肺、肾、肠道、脑、皮肤等也具有一定的生物转化能力，虽然其代谢能力及代谢容量可能相对低于肝脏，但有些化学毒物可在这些组织中发生不同程度的代谢转化过程，有些还具有特殊的意义。未经肝脏的生物转化作用而直接分布至全身，对机体的损害作用相对较强。

代谢反应过程分为两相（图3-1），氧化、还原和水解为Ⅰ相反应，与某些内源性物质结合过程为Ⅱ相反应。通过Ⅰ相反应，使毒物的分子暴露或增加功能基团，例如—OH、—NH2
 、—SH或—COOH，通常仅导致水溶性少量的增加。Ⅱ相反应包括葡萄糖醛酸化、硫酸化、乙酰化、甲基化，与谷胱甘肽结合以及氨基酸结合，如甘氨酸、牛磺酸和谷氨酸。这些反应的辅助因素与外源Ⅱ相反应化学物功能基团反应，功能基团可能是外源化学物原有组成分，也可以是经Ⅰ相反应引入或暴露的。大多数Ⅱ相反应可导致外源化学物的溶性增高，并加速其排泄。
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图3-1 Ⅰ相反应和Ⅱ相反应



外源化学物生物转化的另一结果是改变其毒效学性质。大多数情况是生物转化终止了药物的药效作用或降低了外源化学物的毒性，但对有的毒物却可使毒性增强，甚至产生致癌、致突变和致畸效应，又称为代谢活化（metabolic activation）或生物活化。经过代谢活化生成的活性代谢产物可分为四类：① 生成亲电子剂：常见的有苯并（a）芘和2-乙酰氨基芴的代谢活化；② 生成自由基：如百草枯、硝化呋喃妥英经催化还原，四氯化碳还原脱卤，醌经单电子还原，生成自由基等；③ 生成亲核剂：少见，如苦杏仁苷经肠道菌群酶催化生成氰化物，二卤甲烷经氧化脱卤生成一氧化碳；④ 生成氧化还原剂：比较少见，如硝酸盐经肠道菌群酶催化生成亚硝酸盐，还原酶催化C（r VI）生成C（r V），C（r V）再催化生成HO·。

代谢解毒：化学物（毒性）—→中间产物（低毒性或无毒性）—→产物（无毒性）；

代谢活化：化学物（无毒性）—→中间产物（毒性）—→产物（无毒性）。

二、毒物代谢酶的基本特性

生物转化酶类底物特异广泛，一类或一种酶可代谢几种外源化学物，而且还可代谢内源性化学物如乙醇、丙醇、甾体激素、维生素A和维生素D、胆红素、胆酸、脂肪酸及花生酸等。

生物转化酶类在体内持续地少量表达，可称为结构酶；外源化学物可刺激（诱导）很多生物转化酶类合成，可称为诱导酶。

某些生物转化酶具有多态性，其结构（即氨基酸序列）和活性不同。不同个体的生物转化酶多态性，造成外源化学物转化速度的个体差异。化学物生物转化酶中氨基酸改变对催化活力的影响通常存在底物依赖性，如生物转化酶的等位变体可与某些底物及抑制剂正常地相互作用，但对于其它底物则反应异常。

有些手性外源化学物的生物转化具有立体选择性，即一种对映体（或立体异构体）的生物转化速率要快于另一对映体。例如，抗癫痫药物麦山妥英，它是R-和S-型外消旋混合物，其在人体S-对映体迅速由细胞色素2 C19羟化并排泄；而R-对映体则较慢。有些手性外源化学物具有抑制生物转化酶的能力，也具有立体选择性。而且，在某些情况非手性分子（或非手性中心）可转变成对映体代谢物的混合物，代谢产物也有立体选择性，即一种对映体要优于其另一对映体的形成。

外源化学物生物转化酶的命名，由于其具有广泛的和交叉的底物特异性，如按其催化反应来命名，不可避免地造成混乱。现在，许多生物转化酶已被克隆和测序，基于单个酶的氨基酸一级序列而建立的命名系统可避免在命名上的混乱。

三、毒物代谢酶的分布

毒物代谢过程主要在肝脏进行，但肝外组织也有一定代谢能力，如肾脏、小肠、肺脏和皮肤等（表3-1）。在脊椎动物，肝脏是含外源化学物生物转化酶最丰富组织，次之为皮肤、肺脏、鼻黏膜、眼及胃肠道。此外，其它组织如肾脏、肾上腺、胰、脾、心、大脑、睾丸、卵巢、胎盘、血浆、血细胞、血小板、淋巴细胞及大动脉等均有生物转化酶。肠道菌群在某些外源化学物生物转化中起着重要的作用。由胃肠道吸收的外源化学物，肝脏和肠道上皮限制了经口摄入外源化学物的全身生物活性作用，称为首过消除。例如，在小肠经细胞色素P-450的环孢菌素氧化反应及吗啡与葡萄糖醛酸结合反应，限制了这些药品的全身生物学活性。不同的组织对外源化学物生物转化能力的显著区别对于解释化学物损伤的组织特异性具有重要的毒理学意义。


表3-1 生物转化的主要器官和细胞
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外源化学物生物转化酶广泛分布于全身组织，在细胞则分布于几种亚细胞组分。在肝脏及大多数组织中，外源化学物生物转化酶主要位于内质网（微粒体）或脂质的可溶部分（胞浆），在线粒体、细胞核及溶酶体则较少分布。内质网富含生物转化酶是因为经尿液或胆汁排泄的外源化学物多为脂溶性，在内质网脂质双层中易于溶解进行生物转化。

第二节 Ⅰ相反应

生物转化的Ⅰ相反应（phase I biotransformation）主要包括氧化（oxidation）、还原（re-duction）和水解（hydrolysis）反应。

一、氧化作用

1. 细胞色素P-450酶系

微粒体细胞色素P-450酶系又称为微粒体混合功能氧化酶（microsomal mixed func-tion oxidase，MFO）或单加氧酶（monooxygenase）。此酶系由三部分组成，即血红素蛋白类（细胞色素P-450和细胞色素b5
 ）、黄素蛋白类（NADPH-细胞色素P-450还原酶和NADH-细胞色素b5
 还原酶）和磷脂类。以细胞色素P-450最为重要。

细胞色素蛋白及其它血红素蛋白在可见光范围内各自呈现典型的吸收光谱。例如，细胞色素P-450本身在420 nm处出现强吸收光谱，但在还原条件下与CO结合后，最强吸收光带在450 nm处，因此而得名。细胞色素P-450酶系的主要功能是催化体内许多内源和外源化学物在生物转化过程中的氧化反应。

很早就了解P-450至少有两种。用苯巴比妥（PB）和3-甲基胆蒽（3-MC）处理动物，对大鼠肝微粒体的药物氧化代谢有不同的作用，将诱导型P-450分为PB型和3-MC型。后者又称为P-448，主要存在于肝外组织，其催化的底物及其它性质不同于P-450。目前已确定，P-450是一个蛋白质超家族，其每一种对底物专一性有特征性谱，其中某些是P-450结构型的，其它的是诱导型的。很多P-450的cDNA和基因结构已经阐明。这些蛋白质根据结构的相似性组成家族和亚族。

P-450酶氨基酸序列相似性＞40 %是属于同一家族，如＞59 %则属于同一亚族。截至1995年10月已分离鉴定了481个P-450基因和22个假基因。这些基因又分为36个基因族，其中哺乳类12个，由22个基因亚族组成。目前已定位了人类P-450基因组的17个基因亚族和小鼠的15个基因亚族，每个亚族代表着一紧密连接的基因簇。P-450的命名是用斜体词根CYP代表除小鼠之外所有物种的细胞色素P-450的基因和cDNA（小鼠用Cyp），词根后的阿拉伯数字代表基因族，大写英文字母代表基因亚族，字母后的阿拉伯数字代表基因亚族中的一个基因。如CYP1 A1表示P-450的1基因族A亚族第1基因。所有物种P-450的mRNA和酶都用大写字母表示。人肝脏主要含15种以上不同的生物转化毒物和（或）内源性底物的P -450（CYP1 A2，2 A6，2 B6，2 C8，2 C9，2 C18，2 C19，2 D6，2 El，3 A4，3 A5，3 A7，4 A9和4 A11）。涉及毒物生物转化的人肝主要P-450的底物、抑制剂和诱导剂举例见表3-2。


表3-2 人肝主要P-450底物、抑制剂和诱导剂举例
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注：人肝不表达CYPlAl。



P-450的催化机制共有七步。① 氧化型细胞色素P-450（Fe3+
 ）首先与RH结合形成一种复合物；② 再在NADPH-细胞色素P-450还原酶的作用下，由NADPH提供一个电子使其转变为还原型细胞色素P-450（Fe2+
 ）复合物；③ 此复合物和一个分子氧结合形成含氧复合物；④ Fe2+
 O2
 复合物再加上一个质子（H+
 ）和由NADPH-细胞色素P-450还原酶或由细胞色素b5
 提供的第二个电子，转变成Fe2+
 OOH复合物；⑤ 第二个质子的加入使e2+
 OOH复合物裂解，形成水和（FeO）3+
 复合物；⑥（FeO）3+
 复合物将氧原子转移到底物，生成ROH，并提供一个电子，使其中的O2
 活化，活化氧；⑦ 释放ROH产物，此时P-450（Fe2+
 ）变为P-450（Fe3+
 ），可再次参与氧化过程（图3-2）。Cyt P-450的催化机制还有些附加反应，如果催化循环在不同的步骤中断（解偶联），则可分别产生单电子还原、生成超氧阴离子、生成过氧化氢和过氧化物旁路。
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图3-2 细胞色素P-450代谢循环示意图



P-450催化氧化的总反应为：

底物（RH）+O2
 +NADPH+H2
 —→产物（ROH）+H2
 O+NADP+


细胞色素P-450催化下面几种类型的氧化反应：

（1）脂肪族或芳香族碳的羟基化；

（2）双键的环氧化作用；

（3）杂原子（S
 -、N
 -、
 I-）的氧化和N
 -羟基化；

（4）杂原子（O
 -、S
 -、N
 -和Si
 -）脱烷基作用；

（5）氧化基团的转运；

（6）酯的裂解；

（7）脱氢作用。

在前三种反应类型中，来自FeO3+
 复合物的氧与底物结合，否则底物将维持原态。在第四种反应类型，导致胺（N
 -脱烷基）或醚（O-和S-脱烷基）裂解的重排反应跟随底物氧化后发生。来自FeO3+
 复合物的氧与残留烷基合并，生成一分子醛或酮。第五种反应类型中，底物氧化后，随后发生导致杂原子丢失的重排反应（氧化基团转移）。第六种反应类型中，酯的裂解与杂原子脱烷基相似，功能基团裂解后与来自FeO3+
 复合物的氧合并成一个残余基团，生成一分子醛。在第七种反应类型中，两个氢从底物中抽提出来，使底物形成双键的形式（C═C，C═O或C═N），而氢与从（FeO）3+
 复合物还原的氧结合生成水。需要特别指明的是，这一长串反应列表并不包括细胞色素P-450催化的所有反应。本部分前文指出的细胞色素P-450能够催化还原反应（如偶氮还原、硝基还原和还原脱卤化）和异构化反应（如PGH2
 转变为血栓素和前列腺环素）。在合成类固醇激素的过程中，细胞色素P-450催化C—C键的断裂以及被置换的环己烷的芳香化，C—C键断裂发生在胆固醇在支链裂解酶（也称P-450 scc和CYP11 A1）作用下转变为孕烯醇酮的时候，而被置换的环己烷的芳构化则发生在当雄激素在芳香酶（P-450 aro
 和CYP19）的作用下转变为雌激素的时候。

P-450催化的反应类型举例如下。

（1）脂肪族和芳香族的羟化（hydroxylation of an aliphatic or aromatic carbon）又可称为碳羟化反应。脂肪族在体内的羟化往往是末端的或倒数第二个碳原子被氧化成羟基。例如，有机磷农药八甲磷（schradane，OMPA）末位甲基羟化生成N
 -羟基八甲磷，后者在体内毒性增高，抑制胆碱酯酶的能力较八甲磷强10倍。大多数芳香族毒物被羟化为酚类。例如苯胺可氧化为对氨基酚、邻氨基酚或羟基苯胺。

（2）双键的环氧化（epoxidation of double bond）黄曲霉毒素B（1
 AFB1
 ）和氯乙烯等含双键的芳香族和烯烃类毒物氧化时，常常形成环氧化中间产物，环氧化物不稳定可重排而成酚类。如苯环上有卤素取代或是多环芳烃进行环氧化时，则能形成较稳定的环氧化物。很多环氧化物是亲电子剂，毒性高于母体毒物。环氧化的解毒过程包括：① 非酶催化的水化；② 非酶催化的与GSH反应；③ 环氧化物水化酶催化的水化反应；④ 谷胱甘肽S-转移酶催化的结合反应。

苯并（a）芘（BaP）是一种重要的环境致癌物，已在体内鉴定了包括各种结合产物在内共50多种代谢产物，其中3-羟BaP是主要的解毒产物。BaP的代谢活化途径见图3-3。BaP首先由P-450酶系催化生成4，5-，7，8-，9，10-三种主要的环氧化物。这些环氧化物在环氧化物水化酶（EH）的催化下加水生成二氢二醇衍生物。7，8-和9，10-二氢二醇可由P-450酶系进一步生成邻二氢二醇环氧化物，即7，8-二氢二醇-9，10-环氧化物和9，10-二氢二醇7，8-环氧化物。7，8-二氢二醇-9，10-环氧化物有四种异构体，其中7，8-二氢二醇-9，10-环氧化物（+）-Ⅱ为终致癌物。

（3）杂原子（S
 -，N
 -和I
 -）氧化和N
 -羟化（heteroatom oxygenation and N
 -hydrox-ylation）含有硫醚键（—C—S—C—）的有机磷毒物，可在MFO的催化下进行S-氧化反应，转化成亚砜或砜，这些氧化产物毒性可增高5～10倍。例如内吸磷在体内通过此反应而毒性增强。
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图3-3 苯并（a）芘（BaP）的代谢活化和解毒



对芳香胺毒物，可在其NH3
 基上进行N
 -羟化生成羟氨基毒物，毒性往往较母体毒物高。如苯胺进行N
 -羟化生成N
 -羟基苯胺，后者可导致血红蛋白氧化成高铁血红蛋白，引起组织缺氧。

（4）杂原子（O
 -，S
 -和N
 -）脱烷基（heteroatom dealkylation）氮、氧和硫原子上带有烷基的毒物，可以发生脱烷基反应。这些反应过程是先使烷基氧化为羟烷基毒物，后者又分解产生醛或酮。如氨基比林的N
 -脱烷基过程，可以产生甲醛。

二甲基亚硝胺通过P-450的催化作用，进行N
 -脱烷基反应，进一步产生有亲电子剂CH3+
 （碳宾离子），可使DNA发生烷化作用，致癌和致突变。

（5）氧化基团转移（oxidative group transfer）氧化基团转移是经P-450催化的氧化脱氨、氧化脱硫、氧化脱卤素作用。如苯丙胺经P-450催化氧化脱氨生成苯丙酮，释出氨；氧化脱氨作用也可由单胺氧化酶（MAO）催化，但苯丙胺不是MAO的良好的底物。有机磷农药对硫磷经氧化脱硫后形成对氧磷，对氧磷的大鼠经口LD50
 值约为对硫磷的1/3，即毒性大3倍。

（6）酯裂解（cleavage of esters）P-450催化磷酸酯裂解，如对硫磷氧化生成中间产物，此中间产物也可裂解生成对硝基酚和二乙基硫代磷酸。P-450催化羧酸酯裂解可生成羧酸和醛，而酯酶水解生成羧酸和醇。

R1
 COOCH2
 R2
 +［O］—→R1
 COOH+R2
 CHO

（7）脱氢（dehydrogenation）P-450也催化很多毒物的脱氢反应，如尼古丁，对乙酰氨基酚（acetaminophen，扑热息痛）。对乙酰氨基酚可脱氢活化成肝毒物 N
 -乙酰苯醌亚胺。

2. 微粒体含黄素单加氧酶

肝、肾、肺等组织微粒体含一种或几种含黄素单加氧酶（microsomal flavin-containing monoxygenase，FMO）可氧化多种毒物的亲核性氮、硫和磷杂原子。此酶以黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）为辅酶，需要NADPH和O2
 。由FMO催化的很多反应也可为P-450催化。

与P-450酶系的不同之处是此酶不能在碳位上催化氧化反应。FMO可催化亲电子的胺氧化生成N
 -氧化物，催化伯胺氧化生成羟胺和肟。如苯异丙胺、苄达明、氯丙嗪、氯氮平、胍乙啶、丙咪嗪、甲苯丙胺、奥氮平及三苯氧胺等含氮药物，可经FMO进行N
 -氧化，但大多数情况经细胞色素P-450进行N
 -氧化。FMO还可氧化含硫的外源化学物（如硫醇、硫醚、硫酮、硫代氨去甲酸盐、甲氰咪呱和舒林酸硫化物）和磷化氢分别生成S-和P-氧化物。肼类化合物、碘化物、硒化物和含硼化合物也是FMO的底物。

FMO的催化机制见图3-4。经NADPH将FAD分子还原成FADH2
 后，氧化性辅助因子NADP仍结合在酶上，FADH2
 然后结合氧产生过氧化物（即FAD的4a
 -氢化过氧化黄素）这种过氧化物相对稳定，可能是因为FMO的活性中心由非亲核性而亲脂性氨基酸残基组成。在外源化学物氧化期间，4a
 -氢过氧化黄素蛋白转变成4a
 -羟基黄素蛋白，并将黄素蛋白过氧化物的氧转送到底物上，FMO产生的代谢物是在外源化学物与过氧化物或过酸化物之间反应的产物。与P-450不同，FMO在与底物结合前就与分子氧结合并使之活化。催化循环的最后一步涉及4 a
 -羟基黄素蛋白的脱氢作用，并释放NADP+
 。因为它是限速反应，且在底物氧化后完成。
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图3-4 FMO的催化机制



人类和其它哺乳动物的表达五种不同的黄素加单氧酶（FMO1、FMO2、FMO3、FMO4和FMO5），具有物种特异性和组织特异性。FMO和P-450相对表达的物种差异，决定了吡咯烷生物碱类、千里光宁、倒千里光碱及单响尾蛇毒蛋白的毒性物种差异。这些化合物经FMO解毒，其催化形成叔胺N
 -氧化物，但它们经细胞色素P-450是活化产生有毒的亲电化合物。大鼠有较高的形成吡咯P-450活性和较低的形成N-氧化物的FMO活性；而豚鼠则相反。这就是吡咯烷生物碱对大鼠是剧毒，而对豚鼠则低毒的原因。在人体，FMO在几种药物（如苄达明、西咪替丁、氯氮平、呱乙啶、甲巯咪唑、奥氮平、舒林酸、硫醚、他莫昔芬）和各种二甲基氨基烷化吩噻嗪衍生物（如氯丙嗪和丙咪嗪），外源化学物（如可卡因、甲苯丙胺、尼古丁、酪胺）以及内源性底物（如三甲胺、半胱氨酸）的生物转化中起着重要作用。在肝微粒体表达的FMO酶类调节控制与P-450不一样。在大鼠，巴比妥或3-甲基胆蒽诱导P-450，阻遏FMO1的表达；吲哚-3-甲醇与3-甲基胆蒽一样诱导P-450，可明显地抑制大鼠肝脏和小肠的FMO活性。

3. 醇、醛、酮氧化-还原系统和胺氧化

（1）醇脱氢酶 醇脱氢酶（ADH）是一种含锌酶，位于胞浆，分布于肝脏（含量最高）、肾脏、肺脏及胃黏膜。人ADH是由两个40ku亚单位组成二聚体蛋白质，其亚单位有六个不同的基因位点（ADH1～ADH6）编码，它们是α
 、β
 、γ
 、π和χ
 以及第六个亚单位δ与或者μ
 。

ADH依不同的分子分为四类。Ⅰ型（α-ADH、β-ADH和γ
 -ADH）主要存在于肝脏和肾上腺等，包括ADH1、ADH2和ADH3，它们是同工酶，催化乙醇及其它短链脂肪醇的氧化过程，吡唑可抑制酶活性。Ⅱ型（π-ADH）主要表达在肝脏，而在胃的量较低。在肝脏它主要催化长链脂肪醇和芳香醇的氧化，Ⅱ型ADH对乙醇和甲醇的氧化几乎不起作用，且不受吡唑的抑制。Ⅲ型ADH（χ
 -ADH）的底物是长链醇（戊醇和更长）及芳香醇（如肉桂醇）。Ⅲ型ADH是普遍存在于全身组织，包括脑，它在甲醛的分解过程中起着重要作用。Ⅱ型和Ⅲ型ADH均不受吡唑的抑制。Ⅳ型ADH在成人的肝脏中没有表达，它主要在胃肠道的上部，与慢性乙醇中毒者导致肿瘤有关。其原因是Ⅳ型ADH使乙醇转变成乙醛（乙醛可能导致上胃肠道肿瘤）；乙醇中毒抑制Ⅳ型ADH代谢维生素A的活性，而维生素A在上皮细胞生长和分化中有重要作用。

（2）乙醛脱氢酶 乙醛脱氢酶（ALDH）以NAD+
 为辅助因子将乙醛氧化成羧酸。几种ALDH酶类涉及醛类化合物的氧化过程，亦具有酯酶的活性。在人体，有12种ALDH基因被鉴定，即ALDH1～10，SSDH和MMSDH。已在人体证实了ALDH的遗传多态性，在日本人、中国人、韩国人和越南人中有45% ～53%的人因为点突变（Glu487
 —→Lys487
 ）而缺乏ALDH2的活性。许多亚洲人在饮酒后易产生红晕综合征，其原因是乙醛的迅速堆积，造成局部血管因释放儿茶酚胺而扩张。其它ALDHs的遗传缺陷可损害其它醛类的代谢，这是某些疾病发生的基础。例如，ALDH4缺乏，干扰了脯氨酸代谢，引起Ⅱ型高卟啉血症，其症状包括智力发育迟缓和惊厥。

（3）二氢二醇脱氢酶 除几种羟化类固醇脱氢酶和醛糖还原酶外，醛-酮还原酶（AKR）超家族还包括几种二氢二醇脱氢酶。

（4）钼水解酶（molybdozymes）醛氧化酶和黄素脱氢酶/黄素氧化酶（XD/XO）为有含钼酶，钼酶的最适底物不是细胞色素P-450的底物。醛氧化酶能氧化许多取代基团如吡咯、吡啶、嘧啶、嘌呤、蝶啶及碘离子。由醛氧化酶催化的外源化学物还原反应需要无氧条件或者有还原性底物，如N
 ＇-甲基尼古丁胺、2-羟基嘧啶或者苯甲醛的存在。

（5）单胺氧化酶、二胺氧化酶 在肝、肾、肠、神经等组织的线粒体中有单胺氧化酶，胞液中有二胺氧化酶，这些酶能使各种胺类氧化脱氨生成醛和氨。

单胺氧化酶有两种形式，称为MAO-A和MAO-B。MAO-A主要氧化5-羟色胺，去甲肾上腺素和萘心胺的脱烷基代谢物。Clorgyline可抑制MAO-A的活性。而MAO-B主要氧化β
 -苯乙胺和苄胺，可受1-司来吉兰的抑制。

单胺氧化酶是因为其在MPTP（1-甲基-4-苯基-1，2，5，6-四氢吡啶）活化成为神经毒素中的作用而受重视。MPTP在人和猴可引起帕金森病，而在啮齿类动物则未见。研究表明MPTP的活化为神经毒性代谢物主要由MAO-B催化。MAO-B剔除小鼠在给予MPTP后，未发现黑质纹状体多巴胺神经元的选择性损害，这说明MAO-B是可影响帕金森病易感性的遗传因素之一。

二胺氧化酶位于胞浆，是含铜离子的磷酸吡哆醛依赖的酶类。其分布于肝脏、肾脏、小肠和胎盘，其选择性底物包括组胺和简单的烷基二胺，具有4或5碳原子的支链。

4. 过氧化物酶依赖性的共氧化反应

氧化物酶催化的外源化学物生物转化，包括氢过氧化物的还原和其它底物氧化生成脂质氢过氧化物，这一过程称为共氧化。几种不同的过氧化物酶可催化外源化学物的生物转化，它们见于各种组织和细胞内。例如，肾脏髓质、血小板、血管内皮细胞、胃肠道、脑、肺及尿膀胱上皮细胞含有前列腺素H合成酶（PHS），乳腺上皮细胞的乳过氧化物酶，以及白细胞的髓过氧化物酶。PHS具有两个催化活性：一为环加氧酶，可将花生四烯酸转变成环状内氢过氧化物PGG2
 ，该过程涉及2个氧分子加到花生四烯酸的每个分子上；另一是过氧化物酶，将氢过氧化物转变成相应的醇PGH2
 ，它通过外源化学物的氧化来完成。例如氨基吡啉的N
 -脱甲基反应、对乙酰氨基酚的脱氢反应、苯并（a）芘羟化反应和7，8-二氢二醇苯并（a）芘的环氧化、黄曲霉毒素B1
 的8，9-环氧化反应等都可通过共氧化作用而完成。
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肾髓质和膀胱上皮的P-450含量较低，而PHS含量相对较高。在肾髓质PHS活化黄曲霉毒素和乙酰氨基苯可产生肾毒性，尿膀胱上皮的PHS能活化芳香胺，如联苯胺、4-氨基联苯和乙-氨基蒽，形成DNA反应性代谢物，引起某些物种如人和狗的膀胱癌。

二、还原作用

在哺乳动物组织中还原反应活性较低，但在肠道菌群内还原酶的活性较高。

（1）硝基和偶氮还原 偶氮还原和硝基还原是经肠道菌群和两种肝脏酶，如细胞色素P-450和NADPH醌氧化还原酶（一种胞浆黄素酶，也称为DT-黄递酶）催化。在某些情况下，醛氧化酶也参与偶氮还原反应和硝基还原反应。其反应需要NAD（P）H，可被氧抑制。胃肠道下段的无氧条件很适合偶氮还原和硝基还原反应，所以这些反应主要由肠道菌群催化的。而在低氧分压时，细胞色素P-450也能催化外源化学物的还原反应。

肠道菌群催化的硝基还原对某些硝基芳香毒物的毒性起重要的作用。如雄性大鼠肝致癌物二硝基甲苯的代谢活化见图3-5。二硝基甲苯经肝P-450氧化后与葡萄糖醛酸结合成葡糖苷排入胆汁，由肠道菌群进行生物转化，一个或两个硝基被硝基还原酶还原成胺，葡糖苷为β
 -葡糖苷酶水解。水解后的代谢物被重吸收转运至肝，新生成的氨基由P-450催化N
 -羟化，并可乙酰化或与硫酸结合。这些结合物可裂解生成高度反应性的氮宾离子，氮宾离子可攻击DNA，引起肝细胞突变和肝癌。因此，某些化学致癌物的代谢活化涉及几个不同的生物转化酶，并需要几个器官组织的配合。因而，2，6-二硝基甲苯与DNA反应并引起突变，在大多数评价化学物遗传毒性的短期试验中是观察不到的。因为这些体外的遗传毒性试验缺乏肠道菌群的生物转化或者Ⅱ相（结合）酶的作用。
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图3-5 二硝基甲苯经肝和肠道菌群的代谢活化



（2）羰基还原作用 某些醛类还原成伯醇和酮类还原成仲醇的过程是经醇脱氢酶和羰基还原酶催化。羰基还原酶是单聚体，依赖NADPH的酶，分布于血液和肝脏、肾脏、大脑及其它神经细胞的胞浆中。经羰基还原酶还原的外源化学物有氟哌啶醇（抗精神病药物）、己酮可可碱、乙酰苯磺环乙脉、柔红霉素、依他尼酸、华法林、甲萘醌以及4-硝基苯乙酮等。前列腺素可能是羰基还原酶的生理性底物。

肝脏的羰基还原酶活性主要在胞浆，而在微粒体则有不同的羰基还原酶。胞浆和微粒体羰基还原酶的区别在于它们立体选择由酮还原成仲醇的程度不同。

在大鼠肝脏胞浆中，醌的还原作用主要由DT-黄递酶催化（见醌还原反应）。而在人肝脏胞浆中醌的还原作用则由DT-黄递酶和羰基还原酶共同催化。人肝脏和脑组织的胞浆有一种以上的羰基还原酶。在不同个体中，肝脏胞浆的羰基还原酶低亲和性与高亲和性的活性之差有10倍。在结构上，虽然某些醛还原酶属于醛酮还原酶（AKR）超家族（包括其它的羟化甾类脱氢酶和醛糖还原酶），但羰基还原酶还属于短链脱氢酶/还原酶（SDR）的超家族（包括某些羟基甾类脱氢酶和前列腺素脱氢酶）。

（3）二硫化物、硫氧化物和N
 -氧化物还原 含硫基团还原反应在体内较少。二硫化物还原并裂解成巯基毒物，如戒酒硫由肝、肾细胞胞浆中硫氧化还原依赖性酶催化还原。

在肝、肾细胞胞浆中硫氧还蛋白依赖性酶类可还原硫氧化物（如亚砜），硫氧化物又可通过P-450或FMO而形成的，通过这些相反作用的酶系统的再循环可能延长某些外源化学物的生物半减期。

N-氧化物本身毒性不高，由细胞色素P-450和NADPH细胞色素P-450还原酶催化经单电子还原迅速活化生成氧化性氮氧的自由基，转变成细胞毒性或与DNA结合的毒物。

（4）醌还原 醌由NAD（P）H-醌氧化还原酶催化还原成氢醌，此酶是黄素蛋白，又称为DT-黄递酶，催化醌双电子还原。醌双电子还原还可由羰基还原酶催化。醌的双电子还原是无毒性的。但醌经NADPH-P-450还原酶催化单电子还原，生成半醌自由基。半醌自由基可经自氧化，伴有氧化应激，生成具有细胞毒性的超氧阴离子、过氢氧自由基、过氧化氢、羟基自由基（图3-6）。氧化应激是某些含醌或可转变为醌的毒物毒作用的重要机制，如多柔比星和柔红霉素的心脏毒性、百草枯和硝基呋喃妥因的肺毒性、6-羟基多巴胺的神经毒性。
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图3-6 甲萘醌二电子还原成氢醌和一电子还原成半醌时生成活性氧自由基



（5）脱卤反应 有三种机制涉及脱卤素反应，即还原脱卤反应、氧化脱卤反应和脱氢脱卤反应。还原脱卤反应和氧化脱卤反应由P-450催化，脱氢脱卤反应由P-450和GSH S-转移酶催化。这些反应在一些卤代烷烃的生物转化和代谢活化中起重要的作用。如肝脏毒物四氯化碳经还原脱卤反应代谢活化，单电子还原生成三氯甲烷自由基（·CCl3
 ），后者启动脂质过氧化作用并产生各种其它代谢物。

三、水解作用

外源化学物的水解作用（hydrolysis）主要由酯酶和酰胺酶、肽酶、环氧水化酶催化。

（1）酯酶和酰胺酶 哺乳动物含有许多种水解酶，包括各种酯酶（esterase）和酰胺酶（amidase），可水解含有羧酸酯（普鲁卡因）、酰胺（普鲁卡因酰胺）、硫酯（螺甾内酯）、磷酸酯（对氧磷）及酸酐等功能基团的外源化学物。酯类毒物被酯酶催化水解生成醇和酸，酰胺被酰胺酶催化水解成酸和胺，硫酯被分解为羧酸和硫醇。

在1953年，Aldridge依据其与有机磷酸酯相互作用的性质将酯酶进行了分类。水解有机磷酸酯的酯酶分为A-酯酶，有机磷酸酯可抑制的酯酶为B-酯酶，而不能与有机磷酸酯相互作用的酯酶为C-酯酶。羧酸酯酶和胆碱酯酶属于B-酯酶，也可称为血清酯酶家族。像对氧磷酶等有机磷酸酯酶则属于A-酯酶。

羧酸、酰胺及硫酯的水解主要由位于各种组织和血清中的羧酸酯酶和血液中真性乙酰胆碱酯酶及假性胆碱酯酶催化。真性乙酰胆碱酯酶位于红细胞膜上，与神经组织中的为同一酶类。有机磷农药及氨基甲酸酯杀虫剂的中毒机制是通过修饰大脑的乙酰胆碱酯酶活性中心的丝氨酸抑制其活性，该酶水解神经递质乙酰胆碱。

假性胆碱酯酶又名丁酰胆碱酯酶，位于血清中，可水解琥珀酰胆碱、肌肉松弛剂米库氯铵、普鲁卡因、丁卡因、可卡因、二醋吗啡及其它药物等。肌肉松弛剂琥珀胆碱的作用持续时间取决于血清中假性胆碱酯酶活性，在有些个人（约2%高加索人）琥珀酰胆碱可引起持续的肌肉松弛，甚至呼吸暂停，其原因是假性胆碱酯酶基因发生突变Asp70—→Gly20。

基于人类羧酸酯酶的氨基酸序列与其它物种羧酸酯酶氨基酸序列的比较，已鉴定了四个基因家族，即CES1～4。其又可分为亚基因家族及组。

（2）肽酶 在血液和组织中有许多肽酶（peptidase）可水解肽类。例如，氨基肽酶和羧基肽酶，分别在N-末端和C-末端水解氨基酸，而内肽酶则在肽内部特定部位裂解肽类，如胰蛋白酶水解肽类C-末端的精氨酸残基或者赖氨酸残基。肽酶可裂解邻近氨基酸之间的酰胺键，因此其功能是酰胺酶。

（3）环氧水化酶 环氧水化酶（epoxide hydrodase，EH）催化由环氧化物与水的反式加成物，其水合产物是具有反式构型的邻位二醇。

在哺乳动物，环氧水化酶有五种形式：微粒体环氧水化酶（mEH）、可溶性环氧水化酶（sHE）、胆固醇环氧水化酶、LTA4水解酶及hepoxilin水解酶，后三种酶似乎仅仅水解内源性氧环化酶。mEH与sEH在氨基酸序列上完全不同，故在免疫化学方面，亦是完全不同的蛋白质。虽然两种酶可以水解广谱化合物，但它们有自己的底物特异性。

EH在苯并（a）芘4，5-氧化物解毒过程中起主要作用，但在苯并（a）芘转变成终致癌物苯并（a）芘-7，8-二氢二醇-9，10-氧化物的过程还是起一定的作用。

环氧水化酶是肝脏微粒体中可诱导的酶类之一，几种细胞色素P-450诱导剂均可诱导环氧水化酶的活性。

人体mEH基因的编码区和5＇-区（即调节区）已证实了几种遗传多态性，两种变异体涉及113氨基酸的取代（Tyr→ His）或者139氨基酸取代（His→Arg），此处分别是外显子3和外显子4的编码区。虽然mEH位基因变异体几乎有正常的酶活性（至少达到正常的65 %），但是其稳定性远不如野生型酶。已观察到这些氨基酸取代可使机体对抗癫痫病药的损害作用更为易感，但这其中的联系尚不知。

第三节 Ⅱ相反应

Ⅱ相反应（phaseⅡbiotransformation）又称为结合作用（conjugation）。Ⅱ相反应中，毒物原有的功能基因或由I相反应引入（暴露）的功能基因与内源性辅因子反应。除了甲基化和乙酰化结合反应外，其它Ⅱ相反应显著增加毒物的水溶性，促进其排泄。葡糖醛酸结合、硫酸结合、乙酰化作用、甲基化作用涉及活化的（“高能”的）辅因子，而与谷胱甘肽（GSH）结合和与氨基酸结合则是与活化的毒物反应。

Ⅱ相反应可引起代谢活化，如致癌物2-乙酰氨基芴（2-acetylaminofluorene，2-AAF）和2-氨基芴，可以在N
 -乙酰转移酶和脱乙酰酶催化互相转化，并均可经P-450和黄素加单氧酶催化形成N
 -羟基芳酰胺和N
 -羟基芳胺。这两种毒物是近致癌物，与硫酸结合、乙酰化和葡糖苷酸结合（反应途径见图3-7），结合物在酸性pH尿可水解或由小肠菌丛的β-葡糖苷酸酶催化水解，生成N
 -羟基芳香胺，后者可自发性生成芳基氮宾离子（亲电子剂），攻击DNA，引起膀胱癌和结肠癌。
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图3-7 2-乙酰氨基芴的代谢活化



一、葡糖醛酸结合

葡糖醛酸结合（glucuronidation）是Ⅱ相反应中最普遍进行的一种，由UDP-葡糖醛酸基转移酶（UDP-glucuronyl transferase，UDPGT）催化对毒物的代谢（解毒和活化）具有重要的作用。

葡糖醛酸结合反应中葡萄糖醛酸供体是来自胞液的尿苷二磷酸葡萄糖醛酸（uridine diphosophate glucuric acid，UDPGA）。外源性底物包括羟基、羧基、氨基和巯基毒物。UD-PGT催化的结合反应中，UDPGA的葡糖醛酸部分C-1碳原子被活化受到底物中O、N、S或C原子的亲核攻击，形成有β构型的糖苷酸结合物，并释出UDP。葡糖苷酸结合物是高度水溶性，易于从尿和胆汁排泄。

UDPGT是一组分子质量为50～60 ku的同工酶，主要定位于肝内质网和核膜，是可诱导酶。基于序列分析，人肝内已鉴定了两个亚族共九种酶。第1亚族的四种同工酶催化酚和胆红素的葡糖苷酸结合，一般不催化类固醇和胆盐；第2亚族的五种同工酶催化类固醇、胆盐和某些毒物的葡糖苷酸结合。

二、硫酸结合

硫酸结合（sulfate cojugation）反应的供体是3＇-磷酸腺苷-5＇-磷酰硫酸（PAPS）在磺基转移酶（sulfo-transferase）作用下，生成硫酸酯：

ROH+PAPS—→ROSO3
 H+PAP

此反应从PAPS转移—SO-3
 （不是—SO-4
 ）至毒物。结合反应涉及亲核性氧或氮原子攻击PAPS分子中的亲电性硫原子，磷硫脂链断裂。磺基转移酶不被典型的诱导剂（PB和3 MC）所诱导。

由于PAPS的前体自由半胱氨酸浓度有限，细胞PAPS浓度（～75 μmol/L）显著低于UDPGA（～350 μmol/L）和GSH（～10 mmol/L）。硫酸结合与葡糖醛酸结合的底物功能基团相似，对于酚类，硫酸结合亲和力高、代谢容量低，而葡糖醛酸结合亲和力低、代谢容量高。因此同一种毒物与硫酸和葡糖醛酸结合的相对量取决于染毒剂量。在低剂量时主要的代谢产物为硫酸结合物，剂量增加则与葡糖醛酸结合的比例增加。外源化学物的硫酸结合物主要经尿排泄，少部分从胆汁排泄。毒物与硫酸结合后尿中有机硫酸酯与无机硫酸盐比值明显增加，可以用作一些毒物的接触指标。

三、乙酰化作用

乙酰化作用（acetylation）涉及酶催化或非酶催化的从乙酰辅酶A将乙酰基转移到含伯胺、羟基或巯基的毒物。这些酶分布在很多器官，但肝是N-乙酰化作用的主要器官。芳香伯胺和肼的伯氨基乙酰化作用是这些毒物的主要生物转化途径。

人类的乙酰化也有多态性，根据对异烟肼乙酰结合反应的速度，将人群分为快乙酰化型和慢乙酰化型。

四、氨基酸结合

与氨基酸结合（amino acid conjugation）有两类毒物，即羧酸和芳香羟胺。羧酸必须首先经酰基辅酶A合成酶催化，需要ATP和乙酰辅酶A，活化生成酰基辅酶A硫酯，再由N-乙酰转移酶催化与氨基酸如甘氨酸、谷氨酸、牛磺酸的氨基反应，形成酰胺键。例如苯甲酸与甘氨酸结合生成马尿酸。羧酸的氨基酸结合是解毒反应。芳香羟胺则由氨酰-tRNA合成酶催化并需要ATP，与氨基酸的羧基反应，生成N-酯，后者可形成亲电子的氮宾离子和碳宾离子，因此是活化反应。

五、甲基化作用

内源性底物的甲基化如组胺、氨基酸、蛋白、糖和多胺对细胞的正常调节有重要的意义，仅当毒物符合这些酶的底物要求，甲基化作用（methylation）才有重要性，甲基化反应不是毒物结合的主要方式。甲基化反应由S-腺嘌呤蛋氨酸（SAM）供给甲基。甲基化反应可分为N-，O-，S-甲基化。这种结合形成的产物虽然可能比母体毒物水溶性降低，但一般都能使毒物解毒。

六、谷胱甘肽结合

谷胱甘肽S-转移酶（glutathione S-transferase，GST）催化还原性GSH（亲核剂）与含有亲电子C、N、S、O的毒物反应，生成结合物。GST的底物的共同点为：有一定疏水性，含有亲电子原子，并可与GSH发生非酶反应。GSH结合物具有极性和水溶性，可经胆汁排泄，并可经体循环转运至肾。在肾内GSH结合物经一系列酶催化反应转变为硫醚氨酸（mercapturic acid）衍生物，由尿排泄。GST在细胞内含量很高，可高达细胞总蛋白的10 %，主要存在于胞液中，在微粒体内含量较低，GST是可诱导酶。
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图3-8 谷胱甘肽在对乙酰氨基酚与肝蛋白共价结合的保护作用



GST催化的GSH结合反应是亲电子剂解毒的一般机制，并在自由基解毒中也起重要作用。然而，如果上述亲电性物质在体内的量过大，则可引起谷胱甘肽的耗竭，导致明显毒性反应，如对乙酰氨基酚与肝蛋白共价结合与谷胱甘肽的耗竭关系如图3-8。

结合作用的主要类型及结合酶定位小结于表3-3。


表3-3 结合作用的主要类型及结合酶定位

续表
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第四节 毒物代谢酶的诱导和激活、抑制和阻遏

毒物在体内的生物转化过程，受很多因素的影响，如物种、性别、遗传、年龄、营养、疾病等。本节仅介绍毒物代谢酶的诱导（激活）或抑制（阻遏）对生物转化的影响。

人体在生产和生活环境中往往同时接触多种化学物质［包括空气中（车间空气和大气）、食物中及饮水中］，尤其是同时服用某些药物或嗜烟、酒。这些化学物质中如果含有某种能诱导和激活或抑制和阻遏代谢酶，则可改变其它毒物的代谢。很多毒物可有多种可能的代谢途径，产生多种生物学活性的不同的代谢产物，这些途径之间的平衡和竞争对于毒物的毒作用有重要的意义。当代谢酶被诱导和激活，对在体内是经代谢活化的毒物，则表现出毒性增强；对经代谢转化减毒的毒物，则表现为毒性降低。当代谢酶被抑制和阻遏，则得到相反的结果。

一、毒物代谢酶的诱导和阻遏

有些毒物可使某些毒物代谢酶系合成增加并伴活力增强，此种现象称为酶的诱导（induction）。凡具有诱导效应的毒物称为诱导剂（inducer）。除P-450酶系外，其它一些生物转化酶也可被诱导，见表3-4。


表3-4 P-450系以外的其它生物转化酶的诱导剂
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诱导剂分为双功能和单功能诱导剂。双功能诱导剂包括β
 -萘黄酮、苯并（a）芘、三甲基胆蒽和TCDD，它们既能诱导I相酶（细胞色素P-450酶系，如CYP1 A1），又诱导Ⅱ相酶如GSH-S-转移酶和UDP-葡萄糖醛酸转移酶。这些化合物的信号通过两种不同机制转导，一是涉及ARE（抗氧化效应因素），也称为EpRE亲电子效应因素；另一是首先与Ah受体结合，活化外源化学物效应因子（XRE），XRE是DNA的短序列，常常位于基因5区域的上游，其可结合控制基因表达的转录因子。有些酶，如CYP 1 A1主要由XRE调控，而其它的，如谷胱甘肽S-转移酶，主要由ARE调控。有些酶，如DT-黄递酶可由两种机制调控。单功能诱导剂不与Ah受体结合，而是通过ARE来诱导Ⅱ相酶的合成。

毒物代谢酶的阻遏（enzyme repression）较酶诱导作用少见。有时对某些毒物代谢酶的诱导的同时也阻遏了另一些毒物代谢酶的阻遏。如某些过氧化物酶体增生剂能显著地降低几种GST和CYP同工酶的表达，同时诱导了CYP4 A1、UGT1和sHE。

二、毒物代谢酶的抑制和激活

许多毒物对代谢酶产生抑制作用（inhibition）。抑制作用可以分为几种类型。

（1）抑制物与酶的活性中心发生可逆或不可逆性结合 如β-二乙基氨基苯丙基乙酯（SKF525 A）和胡椒基丁醚与P-450的结合而抑制其活性。对氧磷能抑制羧酸酯酶，以致马拉硫磷水解速度减慢，加强马拉硫磷的生物学作用，表现为对昆虫杀虫效果增强，对人畜毒性增高。

（2）两种不同的毒物在同一个酶的活性中心发生竞争性抑制 如1，2-亚乙基二醇和甲醇中毒，此两种毒物经醇脱氢酶催化代谢而导致毒性，临床上给予乙醇治疗，因乙醇与此酶有更大的亲和力，故可降低1，2-亚乙基二醇和甲醇的代谢和毒性。

（3）破坏酶 如四氯化碳、氯乙烯、肼等的代谢产物可与P-450共价结合，破坏其结构和功能。

（4）减少酶的合成 如氯化钴抑制涉及血红素合成的δ-氨基酮戊酸合成酶，并增加血红素氧化酶活性，故可抑制P-450酶系活性。

（5）变构作用 如一氧化碳可与P-450结合，引起变构作用，阻碍其与氧结合。

（6）缺乏辅因子 如马来酸二乙酯可耗尽GSH，抑制其它毒物经GSH结合代谢。

毒物代谢酶的激活（activation）是指外源化学物直接作用于酶蛋白，使其活性增加。例子较少，如异喹啉和克霉唑在体外可使mEH对苯乙烯氧化物的活性增加5倍。

（刘宁、沈明浩）

思考题

1. 什么是生物转化？生物转化的意义是什么？

2. 经过代谢活化生成的活性代谢产物可分为几类？

3. 代谢反应过程分为哪几相？其定义是什么？

4. 生物转化的Ⅰ相反应（phase I biotransformation）主要包括哪几个反应？举例说明。


第四章 毒作用机制

化学毒物不可逆地影响机体功能和结构，主要取决于其接触途径和程度。对于有害或毒性作用的定性和定量研究是评价特定化学毒物潜在危害的基础，对于了解毒性本质机制也较有价值。毒作用机制研究内容包括：毒物如何进入机体，怎样与靶分子相互作用，怎样表现其有害作用及机体对损害作用的反应等。

掌握化学毒物毒作用机制，不仅具有理论意义，而且具有实际意义。通过对毒作用机制了解，可阐明描述性毒性资料；估计化学物所致有害作用的可能性；建立预防或解毒措施；设计危害较小的药物和工业品；开发对靶生物具有强烈选择性毒性的农药。化学毒物毒性机制的阐明有赖于基础生理和生化过程包括神经传导到脱氧核糖核酸（DNA）修复的深入了解。不断地研究毒作用机制毫无疑问可使人们了解更多毒性的本质。

第一节 概述

一、基本概念

毒物可以是固体、液体和气体。它们与机体接触或进入机体后，可与机体相互作用，产生损害作用。理论上，毒性的强度主要取决于终毒物（ultermate toxicant）在其作用部位的浓度和持续时间。

终毒物是指一种特别化学性质的物质，它可与内源性靶分子（如受体、酶、DNA、微纤维蛋白及脂质等）相互作用，使整体性结构和/或功能改变，从而导致毒性作用。终毒物常常是母体化合物，即机体接触的化合物，也可能是母体化合物的代谢产物或者是在毒物生物转化期间产生的活性氧。终毒物也可以是内源性分子。

二、化学毒物产生毒性的可能途径

由于潜在毒物的数目巨大和生物机体结构的复杂性，目前只有极少数可能的毒作用已阐明。据现有知识，毒物进入机体后产生毒性可能的途径如图4-1所示。
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图4-1 产生毒性可能的途径示意图



图中所示，为毒物进入机体，与机体发生多种相互作用，并最终引起毒作用的过程。图中介绍三种途径导致毒作用：① 最直接的途径，即化学毒物在机体重要部位出现，而不与靶分子作用。例如，过量的糖进入肾小管。② 较为复杂途径，毒物进入机体后，抵达靶部位，与靶分子相互作用，导致毒作用。例如，河豚毒素（tetrodotoxin）进入机体，抵达运动神经元，与Na+
 通道相互作用，使Na+
 通道阻塞，抑制运动神经元的功能。③ 最为复杂的途径，需要许多步骤。首先，毒物分布到靶部位（步骤1），在此，终毒物与内源性靶分子相互作用（步骤2），引起细胞功能和域结构的紊乱（步骤3），启动分子水平、细胞或组织水平的修复机制，当毒物所致紊乱超过修复能力，使修复功能失调或丧失，毒作用就发生（步骤4）。组织坏死，癌的形成皆为经4个步骤产生。

按照导致毒作用的途径和较为公认的中毒机制，本章重点介绍毒物对生物膜的损害作用，包括对细胞内钙稳态、酶或受体的影响，毒物所致氧化损伤及毒物对生物大分子的作用。当然，关于中毒机制还有许多假设和理论，如对免疫功能的影响，对机体物质代谢及能量代谢的影响等，将在本书其它章节述及。

第二节 化学毒物对生物膜的损害作用

细胞表面及各种细胞器的表面都覆盖着特殊的膜状结构，称为生物膜。如质膜、细胞膜、核膜、内质网膜及线粒体膜等。前已述及，化学毒物在机体内的生物转运和生物转化过程均与生物膜有关，而生物膜的正常结构对维持细胞正常生理功能和信息传递又至关重要。近年来，毒理学又发展了一个新的分支——膜毒理学。膜毒理学主要研究化学毒物对生物膜的组成成分、生物膜的生物物理功能、膜上的酶或受体、信息的传递和物质的转运过程的影响和损伤。

一、化学毒物对生物膜的组成成分的影响

维持细胞膜的稳定性对机体内的生物转运、信息传递及内环境稳定是非常重要的。某些环境化学物可引起膜成分的改变，如四氯化碳可引起大鼠肝细胞膜磷脂和胆固醇含量下降；二氧化硅可与人红细胞膜的蛋白结合，使红细胞膜蛋白α-螺旋减少。

化学物还可影响膜上某些酶的活力，如有机磷化合物可与突触小体及红细胞膜上乙酰胆碱酯酶共价结合；对硫磷可抑制突触小体膜和红细胞膜Ca2+
 -ATPase和Ca2+
 ，Mg2+
 -ATPase；苯并（a）芘可抑制小鼠红细胞膜Ca2+
 -ATPase和Na+
 ，K+
 -ATPase活性；Pb2+
 、Cd2+
 可与Ca2+
 -ATPase上的巯基结合，使其活性抑制。

二、化学毒物对膜生物物理性质的影响

生物膜的生物物理性质主要表现在生物膜的通透性、流动性、膜电荷和膜电位等几个方面。其生物物理性质稳定与正常生理功能发挥有密切关系。再者，生物物理性质可用现代仪器设备方便检测，如膜流动性等，也为毒理学家观察化学毒物对生物膜作用机制打下了基础。

（1）对膜通透性的影响 膜通透性的改变主要也是膜蛋白的改变，如Pb、Hg、Cd等重金属可与膜蛋白的巯基、羰基、磷酸基、咪唑和氨基等作用，改变其结构和稳定性，从而改变膜的通透性；Zn、Hg、Cd、Al、Sn等可与线粒体膜蛋白反应，改变其结构与功能；DDT等高脂溶物也可与膜脂相溶改变膜的通透性。

生物膜的通透性指生物膜与周围环境极性物质的交换能力。膜通透性有选择性，不同物质在膜上有不同的通透率。生物膜是有高度选择性的通透屏障，并造成某些物质的细胞内外浓度差。它可保持细胞内pH和离子组成的相对稳定，并可以进行摄取和浓缩营养物，排除废物，产生神经、肌肉兴奋所必需的离子强度等重要生理功能。在毒理学中，可利用生物膜的选择通透性，研究化学毒物对生物膜的影响，以通透性作为细胞毒性作用的观察指标。例如，细胞内重要离子，如K+
 浓度可作为评价膜通透性及膜完整性的指标。用胞内某些酶如乳酸脱氢酶、酸性磷酸酶的漏出，作为膜通透性损伤的指标。

膜的选择通透性与细胞的功能有密切的联系。许多可以改变细胞膜或细胞器膜通透性的物质往往具有一定的毒性。比如，缬氨霉素（valinomycin）可使膜对K+
 的通透性增大，以致线粒体发生解偶联，从而造成细胞损伤。农药DDT可作用于神经轴索膜，改变Na+
 、K+
 通透性；在离体的神经纤维上，可观察到DDT使其动作电位持续时间延长和重复；在整体动物上则可观察到动物兴奋性增高、震颤和痉挛。因此，DDT中毒的症状与神经细胞膜离子通透性改变有关。

但是通透性的改变与细胞毒性大小并非绝对相关，因为通透性的改变不是细胞损伤的唯一原因。

（2）对膜流动性的影响 流动性是生物膜的基本特征之一。其定义为膜成分的许多不同类型的运动，包括：脂质分子的旋转，沿长轴的伸缩和振荡，侧向扩散运动及翻转运动；蛋白质分子侧向扩散和旋转运动，还应包括膜整体结构的流动性。膜流动性不是绝对的，它可随环境条件和生理功能变化不断受到控制和调节。不仅表现在膜流动性量的变化，即程度变化，而且表现为质的变化，如相变和分相现象。膜流动性具有重要的生理意义，物质运输、细胞融合、细胞识别，细胞表面受体功能调节等均与膜流动性有关。细胞可以通过代谢等方式调节控制膜流动性，使其保持相对稳定的水平。正是由于膜流动性具有重要的生理意义，毒理学家试图探讨膜流动性与毒性作用的关系，以丰富中毒机制和寻找早期损伤的指标。如今有许多生物物理实验技术可用于研究膜流动性。如荧光偏振、核磁共振、激光拉曼光谱、激光漂白荧光恢复法和电镜冷冻蚀刻技术均可研究不同条件下膜结构的变化。

现已发现不少化学毒物可以影响膜脂流动性，影响膜的通透性和膜镶嵌蛋白质（即膜酶、膜抗原与膜受体）的活性。如DDT、对硫磷可引起红细胞膜脂流动性降低，乙醇可引起肝细胞线粒体膜脂流动性增高。溴氰菊酯对膜流动性影响研究发现：溴氰菊酯可使人工膜的脂质流动性升高。而用突触体膜，其易与脂质双层分子极性头部和膜蛋白分子极性基团相互作用，增加脂质双层极性基团活动程度，可能削弱了膜脂和膜蛋白相互作用，而导致膜脂流动性降低。重金属二价离子引起膜流动性下降已有不少报道。铅可引起大鼠离体肾脏细胞微粒体膜脂流动性降低，且具有剂量-效应关系。其机制可能是铅致膜脂和膜蛋白运动限制晶格所需的温度提高。SiO2
 可引起巨噬细胞膜脂流动性升高，对硫磷引起人与大鼠红细胞膜脂流动性下降。总之，有机化合物、无机化合物或重金属对膜脂流动性均可产生影响，虽然影响剂量各有不同，有些至今尚不清楚，但是均可通过对膜脂流动性的影响分析其对膜的毒性作用。

（3）对膜表面电荷的影响 膜表面糖脂、糖蛋白形成膜表面极性基团，组成表面电荷。细胞膜表面电荷的性质和密度可以反映细胞表面的结构和功能。因此，可通过测定细胞膜表面电荷来了解化学毒物与膜作用的途径和方式。

第三节 化学毒物对细胞钙稳态的影响

一、细胞内钙稳态

细胞内的钙有结合钙和离子钙两种形式。只有离子钙才具有生理活性。离子钙又分为细胞内Ca2+
 和细胞外Ca2+
 。正常情况下细胞内的钙浓度较低（10 -8
 ～10 -7
 mol/L），细胞外浓度较高（10 -3
 mol/L），内外浓度相差103
 ～104
 倍。在细胞静息状态下细胞内游离的Ca2+
 仅为10 -7
 mol/L，而细胞外液Ca2+
 则达10 -3
 mol/L。当细胞处于兴奋状态，第一信使传递信息，则细胞内游离Ca2+
 迅速增多可达10 -5
 mol/L，此后再降低至10 -7
 mol/L，完成信息传递循环。故将Ca2+
 称为体内第二信使。Ca2+
 浓度的这种稳态状的变化过程称为细胞钙稳态（calcium homeostasis）。

Ca2+
 在细胞功能的调节中起重要作用，如神经传导、肌肉收缩、细胞增值和分化、细胞形态发生、细胞衰老等。而细胞的多种功能都依赖细胞内外极高的Ca2+
 浓度差，一旦某种因素使细胞钙稳态紊乱，就会引起细胞功能性损伤，甚至死亡。大量实验表明，细胞内钙的持续增高是引发各种组织和细胞的毒性机制，可称之为“细胞死亡的最终共同途径”。在正常情况下，对细胞溶质中的Ca2+
 浓度，具有极为严格的调控机制，细胞溶质内许多蛋白质、核苷酸、酸性磷脂等都可与Ca2+
 结合形成缓冲体系。内质网、线粒体等细胞器有细胞内“钙库”之称，其钙浓度较高，内质网Ca2+
 约为0.5μmol/L，是细胞溶质的5倍，对Ca2+
 具有很大的缓冲能力，并与溶质Ca2+
 处于不断的交换之中。肌浆网中的集钙蛋白（calsequestrin）组分也具有这种缓冲能力。线粒体内钙的磷酸盐可能起主要的缓冲作用。因此，可以认为钙库是细胞溶质Ca2+
 稳态最重要的调节场所。

正常情况下，细胞内钙稳态是由质膜Ca2+
 转位酶和细胞内钙隔室系统共同调控。现已知控制细胞内钙的浓度的运送系统有多种，有的是接受外部刺激而允许钙进入胞液中，从而产生钙信号。而有的是移动钙并将细胞内钙浓度维持在低水平，从而使信使系统具有效率。比较重要的是钙通道和钙泵。钙通道系指利用浓度梯度，使胞外高浓度的钙进入胞内的通道。其本质是膜上的分子微孔，可允许大量的离子沿浓度梯度进入细胞，在兴奋性细胞，钙浓度受动作电位影响；而在非兴奋性细胞，则不受动作电位影响。钙泵，或称钙转位酶，Ca2+
 ，Mg2+
 -ATPase等，具有高亲和力，可通过消耗ATP，将胞内钙逆浓度差移至胞外，以保证胞内钙浓度的低水平。

在细胞内的钙有两种类型，游离的钙离子和与蛋白质结合的钙。与蛋白结合的钙有两种类型：一是结合在细胞膜或细胞器膜内的蛋白质上；二是结合在可溶性蛋白质上。激动剂刺激引起细胞Ca2+
 动员，可调节细胞的多种生物功能，包括肌肉收缩、神经传导、细胞分泌、细胞分化和增殖。Ca2+
 在细胞功能的调节中起了一种信使作用，负责将激动剂的刺激信号传给细胞内各种酶反应系统或功能性蛋白。主要通过下列途径：① Ca2+
 与钙结合蛋白：Ca2+
 对细胞功能的调节作用多数是通过各种钙结合蛋白介导的，如钙调蛋白（calmodulin，CaM）。② Ca2+
 与cAMP：Ca2+
 与cAMP两种系统在多种水平上以协同或拮抗的方式相互影响，如何影响取决于细胞反应过程与细胞类型。③ Ca2+
 与蛋白激酶C（PKC）、磷脂酶C（PLC）：它们均是受Ca2+
 调节的酶。这些酶在细胞内信号传导中有重要作用。④Ca2+
 与离子通道：胞内Ca2+
 浓度的增加可调节离子通道，即活化Ca2+
 通道、Cl-通道及Na+
 通道，也可调节Ca2+
 自身通道。由此可见，钙离子在细胞中有重要的生理意义。在毒理学中，发现细胞损伤和死亡与胞内钙浓度增高有关。目前，钙浓度变化研究已成为中毒机制研究热点之一，发展成细胞钙稳态紊乱（distribution of calcium homeostasis）学说，指细胞内钙浓度不可控制地增高，从而产生一系列反应，导致细胞损伤或死亡。

二、细胞钙稳态的紊乱与细胞毒性

化学物质可以通过干扰细胞内钙稳态从而引起细胞损伤和死亡，即细胞钙稳态的紊乱是某些化学毒物中毒的机制之一。已发现不少化学毒物如硝基酚、醌、过氧化物、醛类、二[image: ]
 英、卤化链烷、链烯和Cd2+
 、Pb2+
 、Hg2+
 等重金属离子均能干扰细胞内钙稳态。如非生理性增高细胞内钙浓度可激活磷脂酶而促进膜磷脂分解，引起细胞损伤和死亡。增加细胞内的Ca2+
 ，还可激活非溶酶体蛋白酶而作用于细胞骨架蛋白引起细胞损伤。使用Ca2+
 激活蛋白酶的抑制剂可延缓或消除细胞毒作用。Ca2+
 也能激活某些可引起DNA链断裂和染色质浓缩的核酸内切酶，某些环境化学物可能通过这一途径引起细胞损伤，甚至死亡。

重金属离子的中毒，主要有铅和镉。铅一方面与Ca2+
 及CaM结合，激活Ca2+
 -CaM依赖酶系，另一方面高浓度时与细胞内巯基激活，可抑制Ca2+
 -CaM依赖酶系，并呈剂量依赖的双相效应。可见铅的中毒机制中Ca2+
 的浓度具有重要意义。镉可使CaM含量减少。表现为免疫系统、雄性生殖系统以及心肌等改变，有的可用钙调素拮抗剂来预防或减轻损伤作用。

农药如拟除虫菊酯为神经毒化合物，有研究发现它可使神经细胞内游离钙浓度增高，可能与其抑制Ca2+
 、CaM-ATPase、CaM和磷酸二酯酶（PEE）有关。

四氯化碳可抑制肝细胞微粒体Ca2+
 -ATPase，表现为肝内质网酶活性改变及钙的蓄积。其机制可能是CCl4
 可在肝脏氧化产生自由基，后者攻击Ca2+
 -ATPase上的巯基，使酶活性下降；另外，Ca2+
 浓度增加，可激活某些酶，如磷酸化酶a。

三、钙稳态失调的机制

细胞钙稳态失调引起细胞损害的机制较为复杂。细胞内Ca2+
 浓度不可控制地持续升高，即使细胞内的钙稳态失调，这种紊乱或失调将破坏正常生命活动所必需的细胞内外Ca2+
 的瞬变，破坏各种细胞器的功能和细胞骨架结构，最终激活不可逆的细胞成分的分解代谢过程。这就是钙稳态失调学说的主要内容。具体如下。

（一）对能量代谢的影响

胞浆高浓度Ca2+
 通过单转运器使线粒体Ca2+
 摄取增加，抑制ATP的合成，因为线粒体基质中Ca2+
 的累积可使线粒体膜势能减弱，ATP合成酶的驱动力降低，从而损害ATP的合成。Ca2+
 摄入增加的第二个后果是线粒体呼吸（电子传递）加速，伴有氧自由基生成增加，又可使线粒体内膜脂质过氧化。线粒体的ATP生成损害可累及细胞膜、内质网上的Ca2+
 -ATP酶及细胞膜上的Na+
 -K+
 -ATP酶的能量供给，造成细胞内Ca2+
 泵出减少或泵入内质网的减少，进一步升高胞浆Ca2+
 浓度，最终可导致线粒体内膜的过氧化损伤及可能的水解性损害，后者则受Ca2+
 激活的磷脂酶诱发。

（二）微管功能障碍

胞浆Ca2+
 无控制的升高引起的细胞损伤也涉及到微管的解聚。肌动蛋白丝的整个细胞通过骨架蛋白的微丝黏附于质膜中的肌动蛋白以维持细胞的正常形态。胞浆Ca2+
 增加使肌动蛋白丝同α-辅肌动蛋白（α-actinin）和胞衬蛋白（fodrin）分离，促使质膜大疱（细胞表面出现多个突出物）的形成，质膜变得易于破裂。试验资料已证实了这种论断，例如，将甲萘醌与人血小板一起温育，可见胞浆游离Ca2+
 显著增加，并导致聚合的肌动蛋白明显减少，α-辅肌动蛋白从细胞骨架中分离。

（三）水解酶激活

Ca2+
 对细胞损害机制的第三个方面是激活降解蛋白质、磷脂和核酸的水解酶。许多完整的膜蛋白是Ca2+
 激活的中性蛋白酶或需钙蛋白酶（Calpains）的靶位点。Calpain介导的肌动蛋白结合蛋白的水解也可引起膜大疱。Ca2+
 激活的蛋白酶经蛋白水解可将黄嘌呤脱氢酶转变成次黄嘌呤氧化酶，其副产物O-.
 2和H2
 O2
 可引起细胞损伤。

第四节 机体内生物大分子氧化损伤

一、自由基的来源与类型

（一）自由基的来源

自由基是指含有一个或多个未配对电子的任何分子或离子。未配对电子是指单独在一个轨道里的电子。自由基的共同特点是具有顺磁性、化学反应性极强、作用半径小、生物半减期极短。生物体内自由基有两类：一类是正常参与线粒体电子转运过程的自由基；另一类是自由的非结合状态的并能与各种组织成分相互作用的自由基。后者自由基有较强的反应性基易与组织细胞成分中的电子结合以达到更稳定的配对电子状态。在毒理学中，主要关注自由的自由基，即通常说的活性氧族（reactive oxygen species，ROS），包括氧自由基如超氧阴离子（O-.
 2）、羟自由基（OH·），也包括一些含氧的非自由基衍生物，如单线态氧、氢过氧化物、次氯酸、过氧化物及内源性脂质和外源化合物的环氧代谢产物，因为它们在化学本质上都含有活性氧功能团。以氧为中心的自由基最为常见，但有机分子中也含有以自由基存在的其它原子，对组织损伤也起重要作用。自由基在生物体中的来源分两部分：细胞正常生理过程产生的自由基；外来化学物质在体内产生的自由基。

（1）细胞正常生理过程产生的自由基 正常生理情况下，机体会产生自由基，参与某些生物学功能，而对机体没有损害作用。

线粒体是活性氧的重要来源，活性氧族如超氧阴离子自由基（O-.
 2）、过氧化氢（H2
 O2
 ）、羟自由基（OH·）和单线态氧都是正常有氧代谢的副产物。在大多数细胞中超过90 %的氧是在线粒体消耗的，其中2 %的氧在线粒体内膜和基质中被转化成氧自由基。线粒体呼吸链在正常条件下通过自氧化一种或多种还原物质（如叶酸、铁-硫复合物、辅酶Q）而释放少量的O-.
 2和H2
 O2
 。据报道，大鼠体一天可产生约3 × 107
 个O-.
 2，超氧化物和H2
 O2
 估计可分别达到pmol和nmol水平。生理条件下，线粒体中的O-.
 2可被锰超氧化物歧化酶分解，如该酶活性降低，[image: ]
 将不被清除。同样，线粒体内的过氧化氢酶和过氧化物酶的活性降低时，增多的H2
 O2
 和超氧化物形成活性更强的OH·，可致脂质氧化链式反应，进一步扩大细胞损伤。

细胞内的酶反应也是产生自由基的来源。最著名的是黄嘌呤氧化酶，它可直接将分子氧还原成过氧化物和过氧化氢，或许生成羟自由基。尽管这种反应在体外试验时被广泛用于生成自由基，但其在体内的重要性仍有相当大的争论。过氧化物酶体具有很强的形成H2
 O2
 的能力，凡能刺激过氧化物酶体生物合成的化学物均可诱导H2
 O2
 的大量生成。由于黄嘌呤氧化酶在许多组织中广泛存在，且具有明显产生ROS的能力，故其在自由基组织损伤方面可能具有重要作用。

（2）外来化学物质在体内产生的自由基 许多外来化合物可通过各种不同途径产生自由基，但其中最主要的途径是通过氧化还原反应。它通过加入一个单电子使化学物还原为不稳定的中间产物，随后这个电子转移给分子氧而形成超氧阴离子自由基（O-.
 2），而中间产物则再生为原化学物。能发生氧化还原反应的物质有：① 醌类：如丝裂霉素、阿霉素、博莱霉素等。② 硝基化合物：主要为苯的硝基化合物如硝基苯和硝基杂环化合物如呋喃妥因。③ 双吡啶化合物：如百草枯和杀草快。此外，有些化学毒物可干扰线粒体呼吸链功能，如甲基汞、氰化物、3-硝基丙酸等，使ROS生成增加。

（二）自由基的类型

与生物有关的自由基有以下的类型：

（1）氧中心自由基 这类自由基持续不断地在机体中产生。活性氧（ROS）这个术语指一个集合名词，包括氧自由基如[image: ]
 、OH·，氧的非自由基衍生物如H2
 O2
 、单线态氧、次氯酸等，也包括过氧化物、氢过氧化物以及内源性脂质和外来化合物的环氧代谢物，因为它们都含有化学性质活泼的含氧功能基团。

（2）其它自由基 包括以碳为中心的自由基如三氯甲基自由基CCl3
 ·、以硫为中心的自由基如烷硫自由基R-S·、以氮为中心的自由基如苯基二肼自由基C6
 H5
 N=N·以及金属离子如Cu+
 /Cu2+
 、Fe2+
 /Fe3+
 、T（i Ⅲ）/T（i Ⅳ），这些金属离子具有接受和供给电子的能力从而成为自由基反应的重要催化剂。

二、机体对氧化损伤的防御系统

机体虽有多种途径产生自由基，但并不是产生自由基就会对机体有损害作用。自由基产生只有超过抗氧化能力或机体抗氧化能力降低时，才会造成损害作用。这是因为机体有相应的防御系统，包括非酶类和酶类抗氧化系统。

（一）非酶类抗氧化系统

在生物体系中广泛分布着许多小分子，它们能通过非酶促反应而清除氧自由基。例如谷胱甘肽、维生素C、维生素E、GSH、尿酸、牛磺酸和次牛磺酸等。

谷胱甘肽能与过氧化氢或有机过氧化物作用，可保护细胞免受过氧化物损害，是重要的自由基捕获剂。不同类型的细胞内GSH的浓度不同，一般处于0.5～10 mmol之间，哺乳动物肝细胞为4～8 mmol。

维生素E（α-生育酚）是一种天然的抗氧化剂，是细胞膜上主要的脂溶性抗氧化剂。维生素E可通过阻断过氧自由基链反应，防止膜上的多不饱和脂肪酸的氧化。它能与氧自由基反应提出一个氢离子并转变为反应性较低的形式（生育酚自由基），再由抗坏血酸-GSH氧化还原偶联反应而还原。维生素C也能还原氧自由基，形成的脱氢抗坏血酸可由GSH还原。β
 -胡萝卜素是自然界中已知最有效的单线态氧清除剂，与维生素E具有协同抗氧化作用。尿酸、牛磺酸和次牛磺酸也有防止自由基损伤的保护作用。

尿酸也是一种捕捉自由基很有效的抗氧化剂。近年来发现金属硫蛋白（metallo-thionin）具有抗氧化损伤效应。它对于羟自由基有很高的反应活性，使之灭活，但对超氧化物的作用较弱。

（二）酶类抗氧化系统

在生物进化过程中，需氧生物如人或动物，机体内存在防御过氧化损害的酶系统，即消除自由基的酶系统。包括超氧化物歧化酶（superoxide dimutases，SOD）、过氧化氢酶（catalase）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH -Px）及谷胱甘肽还原酶（glutathione reductase）等。

超氧化物歧化酶（SOD）几乎存在于所有的真核细胞中，有铜 -锌超氧化物歧化酶

（CuZnSOD）和锰超氧化物歧化酶（MnSOD），前者主要存在于胞浆内，而后者主要存在于

线粒体内。这些酶可催化超氧阴离子（[image: ]
 ）歧化为H2
 O2
 和O2
 。

[image: ]


谷胱甘肽过氧化物酶（glutathioneperoxidase，GSH-Px）多种组织细胞中均含有此酶，主要存在于真核细胞的胞浆中，线粒体中也含有。GSH-Px可催化H2
 O2
 和有机氢过氧化物还原，此过程需以GSH为辅基。此酶含有四个具有催化活性的硒原子。其催化反应为：

[image: ]


过氧化氢酶（catalase）广泛分布于各种组织细胞中。在高浓度H2
 O2
 存在时，能有效地从细胞中清除H2
 O2
 ：

[image: ]


谷胱甘肽还原酶（glutathionereductase，GR）的组织分布与GSH-Px相同，是一种胞浆酶，该酶利用各种途径生成的NADPH还原氧化型谷胱甘肽（GSSG）：

[image: ]


三、自由基对生物大分子的损害作用

正常机体内，自由基与其防御体系之间处于动态平衡之中，由于种种原因，机体内活性氧积累过多，不能被防御体系消除，或者防御体系功能不足，不能消除过多的自由基时，机体的功能就可能发生紊乱，受到自由基反应的损害，导致疾病发生或中毒。由氧自由基产生的细胞毒性效应称为氧化应激（oxidative stress）。氧化应激还可定义为促氧化与抗氧化之间的平衡失调，而倾向前者，导致可能的损害。后一定义准确解释自由基在体内引起毒性的条件，即当自由基的产生超过机体防御体系的清除能力，或机体防御体系受损而不能发挥正常功能时，自由基才会对细胞有一定的毒性作用。研究证实，所有的细胞成分，包括核酸、蛋白质及脂类等均可受到自由基反应的损害。

（一）脂质过氧化作用及其损害

脂质过氧化（lipid peroxidation）是指多不饱和脂肪酸的氧化破坏，由于生物膜具有脂质双分子层结构，自由基易攻击生物膜上的不饱和脂肪酸而造成脂质过氧化，进而对生物膜产生强烈的破坏作用。人们发现许多中毒过程可用膜脂过氧化的理论来解释。因此，从脂质过氧化的角度来研究化学毒物的毒性作用，在膜毒理学中也具有相当重要的意义。

膜脂质过氧化过程可分为启动、发展和终止三个阶段。体内的自由基如Cl3
 COO·和HO.
 通过脂肪酸的氢抽提而引发脂质的过氧化变性形成脂质自由基（L ·），脂质自由基通过氧固定可连续不断地转化成脂质过氧自由基（LOO·），经过氢抽提转化成脂质氢过氧化物、通过二价铁离子催化的Fenton反应转化成脂质烷氧自由基（LO ·）。随后的片段产生烃如乙烷、活性醛如4-羟基壬醛（4-hydroxynonenal）和丙二醛（malondialde-hyde）。可见，自由基的形成是一系列连锁反应的结果，已形成的自由基可作为一种诱导物引发新的自由基生成，使反应不断发展。在此过程中，某一自由基可经多种反应形成另一种形式的自由基团，最后形成脂质过氧化自由基和脂质过氧化物。

（二）对蛋白质的氧化损伤

对蛋白质的作用，实质上是对氨基酸的作用。所有氨基酸的残基都可被羟自由基作用，其中以芳香氨基酸与含硫氨基酸最为敏感。对脂肪族氨基酸氧化损伤的机制可能是，在α-位置上将一个氢原子除去，形成C-中心自由基，其上再加氧，生成过氧基衍生物。后者分解成NH3
 及α-酮酸，或生成NH3
 、CO2
 与醛类或羧酸，破坏脂肪族氨基酸的结构。对芳香族氨基酸氧化损伤的机制可能是形成羟基衍生物。后者可将苯环打开或在酪氨酸处交联成二聚体。

自由基对氨基酸的氧化，其后果是造成蛋白质的凝集与交联或降解与断裂，这主要取决于蛋白质成分的特征及自由基的种类。蛋白质在体内有重要的功能，如酶蛋白、受体蛋白或载体蛋白等。对蛋白质影响表现在两个方面：一是直接作用，如酶蛋白分子受到自由基与过氧化降解产物作用，使其功能受损。由于酶具有催化作用，其功能的变化可能有放大效应。二是间接作用，许多蛋白质功能的发挥有赖于生物膜，生物膜的完整性是蛋白质作用的基础。当膜脂质的组分和含量受脂质过氧化的影响，也将间接地影响与膜结合的酶活性。


（三）对DNA的氧化损伤


活性氧对DNA的氧化损伤作用，是毒理学研究的热点之一，因为它可能是突变或癌变的基础。氧化所致的DNA损伤是最重要的内源性损伤之一。近年发现，氧化应激与细胞程序化死亡（programmed cell death，PCD）或称凋亡（apoptosis）有关。

活性氧对DNA产生许多不同类型的损害，如碱基损伤、DNA-蛋白质交联物的形成和DNA链的断裂等。不同的活性氧对DNA作用不同，OH·可作用于DNA的所有成分，单线态氧主要作用DNA链中鸟嘌呤碱基，[image: ]
 能使DNA链断裂，H2
 O2
 虽不能直接攻击DNA，但参与其损伤DNA的过程。活性氧如何引起DNA损伤，其确切机制尚未阐明。但是，对DNA氧化损伤的研究已有一定深度。主要的研究如下：

（1）活性氧对碱基的损伤 研究表明活性氧攻击DNA的靶位点是腺嘌呤与鸟嘌呤的C8
 、嘧啶的C5
 与C6
 双键。其机制可能为：氧自由基直接作用于双键部位，使之获得一个加合基而改变其结构；或自由基可使DNA链上出现无嘌呤或无嘧啶部位；或OH可以自动从胸腺嘧啶的甲基中除去H原子。

活性氧与DNA反应，最终可形成20余种不同类型的碱基修饰产物，其中8-羟基脱氧鸟嘌呤（8-OHdG）形成数量最多，也最为常见。8-OHdG是毒理学中重要的生物标志物，以它作为DNA氧化损害的重要指标。

（2）活性氧造成DNA链断裂 活性氧还可造成DNA链的断裂。其机制可能为：①氧自由基对DNA的攻击，主要针对DNA分子中的核糖部分，可能的位置在DNA分子中核糖的3＇和4＇碳位上，造成DNA链的断裂；或自由基对胸腺嘧啶碱基作用，造成的损害经修复酶切除，可产生类似的单链断裂；或氧化应激可启动细胞内的一系列代谢过程，激活核酸酶，导致DNA链的断裂。DNA链断裂在基因突变的形成过程中有重要意义。DNA链断裂后，可能造成部分碱基的缺失；可能造成被修复的DNA碱基的错误掺入和错误编码；可能引起癌基因的活化，或抑癌基因的失活等，从而产生突变、癌变。

第五节 化学毒物与细胞大分子的共价结合

共价结合指化学毒物或其具有活性的代谢产物与生物机体内的一些重要大分子如核酸、蛋白质、酶、膜脂质等发生共价结合，从而改变这些生物大分子的化学结构与生物学功能。共价结合的特点是永久性地不可逆地改变了内源性分子结构：亲电子毒物与细胞内的亲核部位或基团相互作用，通过共价键形成稳定的复合物——加合物（adducts），使外源化合物或其代谢产物进入生物大分子内而成为其中的组成部分，一般生化处理或化学处理不能使其解离。加合物是一种重要的生物标志物，可用于反映机体对毒物的接触程度，不同类型和不同性质的早期中毒反应等，有助于中毒的早期诊断和防治。共价结合是重要的细胞损害机制之一，可解释某些化学毒物的中毒作用。

一、与蛋白质的共价结合

蛋白质是生物体普遍存在的一类重要高分子化合物，是细胞的主要成分之一。外来化学毒物进入机体后，可以多种方式与蛋白质相互作用，影响蛋白质的结构与功能。相互作用的方式有两种：一是可逆性的，如底物与酶蛋白的作用；另一是不可逆性的，如共价结合形成加合物。蛋白质分子中有许多功能基团可与外源化合物相互作用，除各种氨基酸分子中普遍的氨基和羟基外，还包括丝氨酸和苏氨酸所特有的羟基、半胱氨酸分子中的巯基、精氨酸中的胍基、组氨酸分子中的咪唑基，以及酪氨酸中的酚基和色氨酸分子中的吲哚基。特别是羟基、巯基、ε-氨基、胍基和咪唑基。这些基团多为酶蛋白的催化活性部位或对维持蛋白质构型起重要作用，一旦这些部位与外源化合物发生共价结合，必将影响蛋白质的结构和功能。

（一）与白蛋白的共价结合

白蛋白是血液和组织间质中的主要蛋白质，也是脂肪酸、内源性化合物及外源化合物的主要载体，容易与终致癌物结合形成共价加合物。血清白蛋白直接由肝细胞合成，同时肝细胞正是致癌物代谢活化的重要部位，因而白蛋白更易接触到由肝细胞活化的亲电性代谢产物。实验研究证明，动物的暴露量与所形成的白蛋白加合物之间呈现剂量-反应关系。食用含黄曲霉毒素B1
 污染的食品的人体内白蛋白加合物水平显著升高。

（二）与血红蛋白的共价结合

外源化合物进入血液后，先与红细胞膜结合继而进入红细胞内与血红蛋白发生共价结合。血红蛋白氨基酸中的氨基、巯基和芳香胺基团，易与外源化合物发生共价结合。例如，烷化剂可与血红蛋白氨基末端缬氨酸氨基的N、半胱氨酸的巯基和组氨酸氮杂环上N1
 或N3
 共价结合；环氧乙烷可与血红蛋白中的组氨酸、缬氨酸共价结合；血红蛋白加合物可用于化学物接触人群的生物监测，具有样品容易获得，寿命长（120 d）的优点。在职业人群中，已有十数种化学物可与血红蛋白的某些氨基酸形成加合物而用于生物监测，例如：溴甲烷与半胱氨酸、环氧乙烷与缬氨酸和组氨酸、乙烯与缬氨酸、环氧丙烷与组氨酸和缬氨酸、丁二烯与缬氨酸、苯乙烯与缬氨酸、苯胺与半胱氨酸、环氧丙酰胺与缬氨酸、氯乙烯与组氨酸和缬氨酸、丙烯腈与缬氨酸、丙烯酰胺与缬氨酸、多环芳烃与氨基酸的羧基。

（三）与组织细胞蛋白质的共价结合

进入体内的外源化合物或其代谢产物可与胞浆、质膜、核内的蛋白质发生结合而形成加合物。其中有的可直接与蛋白质反应形成加合物，有的则需经过代谢活化才能形成加合物。通常将溴苯和醋氨酚作为共价结合的模型药物。溴苯是一种重要的肝脏毒物，进入体内后经细胞色素P-450作用形成溴苯-3，4-环氧化物，继而重排形成4-溴酚，或经环氧化物水化酶催化成二氢二醇。环氧溴苯可与蛋白质等共价结合。溴苯的肝脏毒性主要是由于大量的溴苯可消耗内源性具有重要解毒作用的谷胱甘肽，而使溴苯代谢产物与蛋白质共价结合，以及醌类-半醌代谢物通过氧化还原循环引发的氧化应激，产生自由基和脂质过氧化作用。

有的毒物，进入机体后首先与胞浆蛋白或核蛋白共价结合，影响细胞的正常代谢过程或信号传递系统，同时，与核蛋白共价结合也必将对细胞生长、增殖和分化等的调控产生重要影响。

二、与核酸分子的共价结合

现今最令人关注的是化学毒物或其代谢物与核酸分子的共价结合。它是研究化学毒物致癌作用的热点。化学毒物与核酸共价结合形成加合物有两种方式：一是母体化合物直接与核酸发生共价结合，如烷化剂是带有烷化功能基团的化合物，无需代谢即具有亲电子活性，可直接与DNA进行共价结合；二是需经代谢活化，生成具有活性的代谢物才能与核酸发生共价结合，绝大多数的化学毒物是以此种方式与核酸发生共价结合，如多环芳烃类、黄曲霉毒素以及芳香胺类等。研究证实，一旦细胞内DNA加合物形成，致癌过程即已启动，随后进入促进和发展阶段。因此，DNA加合物形成是化学致癌过程中一个早期可检测的关键步骤，可以作为致癌物接触的内部剂量仪（dosimeter）。致癌物的活性代谢产物多为亲电子物，其反应中心带有正电荷，易与核酸分子的富电子位点作用，形成加合物。一些亲核活性代谢产物由于富含电子，易与核酸分子的低电子位点共价结合。此外，代谢过程中形成的自由基也可攻击核酸分子，造成DNA分子损伤。核酸分子上的多个位点如碱基、核糖或脱氧核糖、磷酸等都易受到致癌活性产物的攻击，但以碱基损伤的毒理学意义最大。亲电子活性代谢产物主要攻击鸟嘌呤N7
 、C8
 、O6
 ，腺嘌呤的N1
 、N2
 ，胞嘧啶和鸟嘌呤的氨基；而亲核代谢产物主要攻击胞嘧啶、尿嘧啶和胸腺嘧啶的C6
 。此外，胸腺嘧啶的N3
 、O2
 、O6
 也易受到攻击。不同类型的DNA加合物可引起不同的生物学效应，包括细胞毒性、诱变作用、活化癌基因，乃至引发细胞癌变。

DNA加合物有许多不同类型：烷化DNA加合物，多环芳烃的DNA加合物，环化的DNA加合物，DNA链间和链内交联，DNA与蛋白质的交联等，可引起不同的生物学效应。

亚硝基脲，苯并芘二醇环氧化物加合物，烷化的DNA加合物如O6
 -甲基脱氧鸟苷和N3
 -甲基脱氧腺苷等均可引起细胞毒性。黄曲霉毒素加合物能抑制大肠杆菌RNA聚合酶在体外的转录。O6
 -甲基脱氧鸟苷在限制性酶切部位的存在可消除该酶识别和剪切该部位的能力。某些DNA加合物是细胞发生突变的原因，例如，复制期间DNA分子，如存在O6
 -甲基脱氧鸟苷，可使DNA聚合酶催化O6
 -甲基脱氧鸟苷的对侧插入一个脱氧胸腺嘧啶而不是正常的碱基-脱氧胞嘧啶，这样造成了复制的错误，N
 -乙酰基-N
 -α-乙酰氨基芴的鸟嘌呤加合物引起移码突变。

DNA加合物形成可活化癌基因，影响调节基因和抑癌基因的表达。例如，芳香胺可引起碱基颠换型改变，活化ras癌基因；多环芳烃类如苯并芘可在ras原癌基因第12位密码子上诱导G→T颠换，点突变将导致该基因转变为活化的癌基因。

DNA加合物是判断遗传毒性致癌物的生物标志物之一，但它要应用于人群流行病学研究，尚有许多未能解决的问题，如人群及个体间的差异较大，人群接触因素复杂，往往不是单一的化学物，混杂因素多，可用于检测分析的组织样品有限等。因此，在设计利用DNA加合物评价人体对致癌物接触问题的研究和解释研究结果时，必须充分考虑上述因素。

（张波）

思考题

1. 外来化合物对生物膜主要有哪些方面的影响？

2. 什么是细胞钙稳态？外来化学毒物如何影响细胞钙稳态？

3. 机体内自由基的来源主要有哪些方面？自由基如何损害生物大分子？

4. 什么是共价结合？共价结合主要引起大分子哪些损害？


第五章 影响毒性作用的因素

化学物对不同的物种、品系、个体，在不同的条件下，在不同的环境中所诱导的毒性是有差异的。研究外源化学物毒性作用的影响因素对外源化学物的安全性评价、毒理学研究的设计及其资料的评估都是十分重要的。

外源化学物或其代谢产物必须以具有生物学活性的形式到达靶器官及靶细胞，必须具备有效的剂量、浓度，持续足够的时间，并与靶分子相互作用或改变其微环境，才能够引发毒性作用。任何影响这一过程的因素都会影响化学物的毒性作用。影响因素归纳为三个方面：① 毒物因素；② 化学物与机体所处的环境条件；③ 机体因素。

第一节 毒物因素

毒物的生物学活性与其化学结构及理化特性有关系，也受毒物的剂型、不纯物含量等因素影响。

一、化学结构

研究化学物的结构与毒性之间的关系，有助于通过比较来预测新化合物的生物活性、作用机理和安全限量范围。然而，对化学物构效关系的研究尚处在发展阶段，仅找到一些相对有限的规律，举例如下。

1. 同系物的碳原子数

在烷烃中甲烷和乙烷是惰性气体，从丙烷至庚烷，随碳原子数增加，其麻醉作用增强，庚烷以后由于水溶性过小，麻醉作用反而减小；丁醇、戊醇的毒性较乙醇、丙醇大；甲醛在体内可转化成甲醇和甲酸，故其毒性反比乙醇大。

2. 烃基

对非烃类化合物分子中引入烃基，使脂溶性增高，易于透过生物膜，毒性增强。但是，烃基结构可增加毒物分子的空间位阻，从而使毒性增加或减小。

3. 分子饱和度

分子中不饱和键增多，使化学物活性增大，其毒性增加。如对结膜的刺激作用，丙烯醛大于丙醛，丁烯醛大于丁醛。

4. 卤素取代

卤素元素有强烈的吸电子效应，结构中增加卤素使分子极性增加，更易与酶系统结合，使毒性增高。例如氯化甲烷对肝脏的毒性依次为：

CCl4
 ＞CHCl3
 ＞CH2
 Cl2
 ＞CH3
 Cl＞CH4
 ，其麻醉作用依次为：CHCl3
 ＞CH2
 Cl2
 ＞CH3
 Cl＞CH4
 。

5. 羟基

芳香族化合物中引入羟基，分子极性增强，毒性增加。如苯引入羟基而成苯酚，后者具弱酸性，易与蛋白质中碱性基团结合，与酶蛋白有较强的亲和力，毒性增大。多羟基的芳香族化合物毒性更高。

脂肪烃的麻醉作用，引入羟基（成为醇类），麻醉作用增强，并可损伤肝脏。

6. 酸基和酯基

酸基一般指羧基（—COOH）和磺酸基（—SO3
 H），引入分子中时，水溶性和电离度增高，脂溶性降低，难以吸收和转运，毒性降低。如苯甲酸的毒性较苯低，人工合成染料中引入磺酸基也可降低其毒性。酸基经酯化后，电离度降低、脂溶性增高，使吸收率增加，毒性增大。

7. 氨基

胺具碱性，易与核酸、蛋白质的酸性基团起反应，易与酶发生作用。胺类化合物按其毒性大小依次为：伯胺（RNH2
 ）、仲胺（RNHR＇）、叔胺（RNR＇R″）。

8. 构型

机体内的酶对化学物质的构型有高度特异性。当环境化学物为不对称分子时，酶只能作用于一种构型。

同分异构体：化学物的同分异构体之间的毒性不同，一般来说，对位＞邻位＞间位，如二甲苯、硝基酚、氯酚等。但也有例外，如邻硝基苯醛的毒性大于其对位异构体。

旋光异结构：由于受体或酶一般只能与一种旋光异构体结合，产生生物效应，故化学物旋光异构体之间的毒性不同。一般L-异构体易与酶、受体结合，具生物活性，而D-异构体反之。例如L-吗啡对机体有作用，而D-吗啡对机体无作用。但也有例外，如D-尼古丁的毒性比L-尼古丁的毒性大2.5倍。

9. 有机磷化合物结构与毒性

有机磷杀虫剂一般为五价磷化合物，其结构通式为：
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R＇、R″为烷基，烷基的碳原子数越多，毒性越强，即甲基＜乙基＜异丙基。Y为氧时较为硫时的毒性大。X为酸根时，强酸根时的毒性较弱酸根大。X为苯基时，其毒性与苯环上的取代基性质有关，毒性按大小依次为：—NO2
 、—CN、—Cl、—H、—CH3
 、—C4
 H9
 、—CH3
 O、—NH2
 。若同为—NO2
 ，则与取代位置有关，其毒性一般为：对位＞邻位＞间位。

二、理化性质

化学物的物理性质如相对分子质量、熔点、折射率等对其毒性均有影响，但影响毒性的主要物理性质有以下几点。

1. 脂/水分配系数

化合物在脂（油）相和水相的溶解达到平衡时的平衡常数，称为脂（油）/水分配系数（lipid/water partition coefficient）。它直接影响化合物的吸收、分布、转运、代谢和排泄，与其毒性密切相关。一般脂溶性高的毒物易于被吸收且不易被排泄，在体内停留时间长，毒性较大。如机体对氯化高汞的吸收率为2 %，醋酸汞50 %，苯基汞50 % ～80 %，甲基汞90 %以上，因甲基汞脂溶性高，易进入神经系统，毒性较大。化合物的毒性除与其在脂、水中的相对溶解度有关外，还与其绝对溶解度有关。一般有毒化学物在水中，特别是在体液中的溶解度越大，毒性越强。例如，砒霜（As 2
 O3
 ）在水中的溶解度比雄黄（As2
 S3
 ）大3万倍，因而毒性较后者大：又如氯气、二氧化硫易溶于水，能对上呼吸道迅速引起刺激作用，而NO2
 的水溶性较低，不易引起上呼吸道病变，且需经一定潜伏期才能引起深部呼吸道病变。

2. 电离度

电离度即化合物的pKa，对于弱酸或弱碱性有机化合物，在体内环境pH条件下，其电离度越低，非离子型比例越高，越易吸收，发挥毒效应作用越强；反之，离子型的比例越高，虽易溶于水，但难被吸收，且易随尿排出。

3. 挥发度和蒸气压

液态毒物在常温下容易挥发则易于形成较大蒸气压，易通过呼吸道和皮肤吸收进入机体。如汽油、四氯化碳、二硫化碳等因易于挥发可通过空气对机体引起损害。有些液态毒物的LD50
 值相近，即绝对毒性相当，但由于各自的挥发度不同，所以实际毒性（即相对毒性）可相差很大。如苯与苯乙烯的LC50
 值均为45mg/L，绝对毒性相同，但苯乙烯的挥发度仅为苯的1/11，所以苯乙烯在空气中不易挥发形成高浓度，比苯的实际危害性为低。将物质的挥发度估计在内的毒性称为相对毒性。相对毒性指数更能反映液态毒物经呼吸道吸收的危害程度。

4. 分散度

粉尘、烟、雾等固体物质，其毒性与分散度有关。颗粒越小、分散度越大，生物活性越强，越易进入呼吸道深部。粒径大于10 μm的空气颗粒污染物在呼吸道上部被阻，而小于5 μm的颗粒才能进入呼吸道深部。由口摄入的固态化学物质，其分散度也影响其被消化道的吸收率，从而影响毒性。

三、不纯物含量

工业化学品中往往混有溶剂、剩余的原料、原料中的杂质、合成副产品等；商品中往往还含有赋形剂和添加剂等。这些杂质有可能影响、增强、甚至改变原化合物的毒性作用，有的杂质比原化合物的毒性还要大。例如，除草剂2，4，5-T的致畸性主要是由于所含杂质四氯二苯二[image: ]
 英（TCDD）所致。

四、毒物进入机体的途径

1. 接触途径

接触化学物的途径不同，则吸收、分布、首先到达的组织器官不同，其代谢转化、毒性反应的性质和程度也不同。各种接触途径中以静脉注射吸收最快，其它途径的吸收速度一般依次为：呼吸道＞腹腔注射＞肌肉注射＞经口＞经皮。吸入接触与静脉注射的吸收速率相近。但也有例外，如农药久效磷小鼠腹腔注射与经口吸收毒性基本一致，其LD50
 分别为5.37mg/kg和5.46mg/kg；又如大鼠经口给予氨基氰LD50
 为210mg/kg，经皮为84 mg/kg，经口毒性反应比经皮低。这是因为氨基氰在胃内可被胃酸作用迅速转化，经胃肠道吸收先到肝脏被较快降解之故。又如硝酸盐经口染毒，可在胃肠道中还原为亚硝酸盐，引起高铁血红蛋白症，如静脉注射则无此毒效应。

2. 溶剂

染毒时往往要将毒物用溶剂溶解或稀释，有时还要用助溶剂。有的溶剂和助溶剂可改变化合物的理化性质和生物活性。因此，选用的溶剂和助溶剂应是无毒的、与受试毒物无反应、且制成的溶液应稳定。常用的溶剂有水（蒸馏水）、生理盐水、植物油（玉米油、葵花子油、橄榄油）、二甲基亚砜等。常用的助溶剂有吐温-80，其为非离子型表面活性剂，具有亲水性基团和亲脂性基团，可将水溶性化合物溶于油中，脂溶性化合物溶于水中。但吐温-80对某些化合物的吸收有影响，且有一定毒性。溶剂选择不当，可加速或减缓毒物的吸收、排泄而影响其毒性。例如，DDT的油溶液对大鼠的LD50
 为150mg/kg，而DDT水溶液为500mg/kg，这是因为油能促进DDT的吸收所致。用油量过大会导致腹泻而影响吸收。又如测定敌敌畏和二溴磷的毒性时，用吐温-80和丙二醇作溶剂，后者毒性比前者高，原因是丙二醇的烷氧基可与这两种毒物的甲氧基发生置换，形成毒性更高的产物所致。

3. 毒物浓度与容积

一般在同等剂量情况下，浓溶液较稀溶液毒作用强。如氰化钾和氰化钠，以1.25 %水溶液灌胃对20只小鼠分别引起9只与2只死亡，而5 %水溶液，虽剂量如前，但在20只小鼠中分别死亡19只与13只。但也有例外，如1，1-二氯乙烯原液的毒性不明显，但稀释后肝毒作用增强。染毒容积对毒性也有影响。在动物实验中一次灌胃容积一般为体重的1% ～2%，不应超过2%，静脉注射在鼠类不能超过0.5mL，较大动物不能超过2mL。

4. 交叉接触

毒物经呼吸道接触时，应保护皮肤，防止气态毒物经皮肤吸收。对易挥发化合物，经皮涂布接触时，应将涂布处密封起来，以防其蒸气经呼吸道吸收或动物舔食涂布部位，引起经消化道吸收。

第二节 环境因素

许多环境因素可影响外源化学物的毒性作用，如气温、气压、昼夜或季节节律及其它物理因素（如噪声）、化学因素（联合作用）等。

一、气温、气湿和气压

气温增高可使机体毛细血管扩张，血液循环加快、呼吸加速、经皮和经呼吸道吸收的化合物其吸收速度加快。高温多汗，氯化钠随汗液排出增多，胃液分泌减少，胃酸降低，影响胃肠吸收。此外，排汗增多则尿量减少，使经肾随尿排出的毒物在体内滞留时间延长，毒作用增强。有人比较了58种化学物在不同温度下对大鼠LD50
 的影响，结果有55种在36℃高温环境中毒性最大，26℃时毒性最小。

高气湿，尤其伴随高气温时，使化学物经皮吸收速度加快。气湿增大，汗液蒸发困难，皮肤表面的水合作用加强，水溶性强的化合物可溶于皮肤表面的水膜而被吸收；同时也延长了化合物与皮肤的接触时间，使吸收量增加。此外，在高湿环境下，某些化合物如HCl、HF、H2
 S的刺激作用增大；某些毒物还可改变形态，如SO2
 可转化为SO3
 和H2
 SO4
 ，使毒性增加。

气压可引起某些毒物毒性作用的变化。如在高原低气压下士的宁的毒性降低，而氨基丙苯毒性增强。

此外，某些化学物如大气中的氮氧化物和醛类，在强烈日光的照射下，可转化为毒性更强的光化学烟雾等。

二、季节和昼夜节律

生物节律即生物钟是生命进化过程中长期历史形成的基本特征，包括季节和昼夜节律。研究证明化学物的毒性与其进入机体发挥作用的时间有关。例如，给小鼠腹腔注射相同剂量的乙醇，发现下午4时和8时死亡率最高；又如给大鼠相同剂量的苯丙胺，清晨3时死亡率为78 %，而上午8时仅为7 %。季节节律也影响化学物的毒性。如表5-1所示，大鼠对巴比妥钠的反应具有明显的季节性。


表5-1 大鼠对巴比妥钠反应的季节变化
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三、动物笼养形式

动物笼的形式、每笼装的动物数、垫笼的草和其它因素也能影响某些化学物质的毒性。例如，异丙基肾上腺素对单独笼养3周以上的大鼠，其急性毒性明显高于群养的大鼠。养于“密闭”笼（四壁和底为薄铁板）内的群鼠对吗啡等物质的急性毒性较养于“开放”笼（铁丝笼）中的大鼠为低。

四、毒物的联合作用

毒物的联合作用指两种或两种以上的外来化合物对机体的交互作用。人类在生活和劳动过程中经常同时接触各种各样的外来化合物，包括食品污染物（如残留农药、食用色素以及其它食品添加剂）、水与空气污染物、劳动环境中的有害化合物以及药物等。这些外来化合物在机体中往往呈现十分复杂的交互作用，或彼此影响代谢动力学过程，或引起毒性效应变化，最终可以影响其各自的毒性或综合毒性。外来化合物对机体的联合作用的机理非常复杂。至今仍了解尚少。总的来说，联合作用大体可分为四种形式：

（1）相加作用 指交互作用的各种化合物在化学结构上如为同系物，或其毒作用的靶器官相同，则其对机体产生的总效应等于各个化合物成分单独效应的总和。

（2）协同作用 指各化合物交互作用结果引起毒性增强，即其联合作用所发生的总效应大于各个化合物单独效应的总和。

（3）拮抗作用 指各化合物在体内交互作用的总效应，低于各化合物单独效应的总和。

（4）独立作用 指两种或两种以上的化合物作用于机体，由于其各自作用的受体、部位、靶细胞或靶器官等不同，所引发的生物效应也不相互干扰，从而其交互作用表现为化合物的各自的毒性效应。

第三节 机体因素

机体对环境化学物的感受性和耐受性，与其种属、年龄、性别、营养和健康状况等有关。

一、代谢酶的多态性

许多种外源性化学物质的代谢酶都具有多态性。目前这方面的研究已进入分子水平，很多种代谢酶代谢功能的改变与其相关突变有密切关系。

对于一些Ⅰ相酶，如细胞色素P-450酶类有30余种，已知P-450酶系中多种酶参与外源性物质代谢。这些酶的多态性使代谢功能出现很大差异，并因此而影响到对某些毒物的敏感性。例如细胞色素P-450亚型CYP1 A1主要催化多环芳烃（PAH）氧化成酚类及环氧化物。B（a）P、三甲基胆蒽、黄酮类、吲哚类、色氨酸的光衍生物以及紫外线均可诱导CYP1 A1活性增高。从20世纪70年代初期就已注意到CYP1 A1诱导活性与肺癌的关系，发现肺癌的敏感性与CYP1 A1诱导活性有关。

酯酶参与多种化学毒物的水解。这些酶存在一些变异型，血液胆碱酯酶（Ache）就是一例。

环氧水化酶（epoxide hydrodase，EH）的作用具有二重性，既是活化酶参与B（a）P的代谢，又与P-450酶系一起使之最后生成终致癌物。EH活性有明显的个体差异，因而对摄取苯妥英与其它解痉药后所产生致畸效应的敏感性亦有不同。EH活性低者，获得出生缺陷的可能性较大。

对于一些Ⅱ相酶如谷胱甘肽硫转移酶（GST）均有多态性。GST的作用是使许多疏水性及亲电物质与谷胱甘肽结合形成硫醚酸经尿排出体外，GST还可在细胞内与胆红素及一些有机阴离子结合。GST参与氧化烃类［包括B（a）P］的代谢，因而有学者认为GST缺乏与肺癌敏感性有密切关系。

二、种属和个体差异

不同种属的动物和同种动物中的不同个体之间对同一毒物的感受性存在差异，其原因很多，但主要是由于毒物在体内代谢的差异（包括代谢酶）所致。如食草动物长期接触氰化物产生了适应酶，故其对氰化物的解毒能力较人、狗等杂食动物强；又如2-乙酰氨基芴（2-AAF）在许多动物体内（如大鼠）可经N
 -羧化而形成致癌的3-OH-2-AAF，使动物致癌；而在猴、豚鼠体内经芳香族羟化后不能形成致癌物，故无致癌性。化学物致畸作用的种属差异可能与胎盘屏障的转运情况不同有关。如反应停对大、小鼠剂量高达4000 mg/kg也几乎无致畸作用。而0.5～1.0 mg/kg的剂量即对人有致畸作用，对兔、猴、狒狒也只有某个品系才能引起畸胎。农药敌枯双对大、小鼠有强烈致畸作用，而对人是否可致畸尚未得到证明。因此，在进行化合物毒性研究时，应多用几种动物，一般至少用两种以上，其中一种应为非啮齿动物。

同一种群不同个体对毒物的反应也有差异。在动物试验时应尽可能选择条件一致的动物，以减少个体差异。

三、受体与毒作用敏感性

蛋白质对于各种外源化学物包括毒物的结合有高度的特异性与敏感性，结果会影响到外源化学物的生物活性。

高等生物体内还有一类重要蛋白质就是受体蛋白，它是毒作用的靶分子，不同毒物作用于不同的受体上。受体本身可产生变异，这些变异可对毒作用敏感性产生变化，目前的认识仍然处于起步阶段，但它的重要性已逐渐显露出来。如20世纪60年代发现一些病人使用麻醉剂如卤烷类及琥珀胆碱后出现高热，代谢急剧升高，肌肉僵硬，死亡率高。90年代初才发现这种病的出现是由于骨骼肌钙释放通道受体的缺陷所致，正常受体内氨基酸序列上的精氨酸变成了半胱氨酸。另一方面，受体可以出现变异型，其生物活性会产生变化，因而影响对于相应外源化学物的反应。

四、其它因素对于毒作用敏感性影响

1. 性别与激素

性别对化学物毒性的影响主要见于成年动物。一般情况下成年雌性动物比雄性动物对化学物的毒性敏感，已发现苯、二硝基酚、对硫磷、艾氏剂等对雌性动物毒性较大，但也有些化学物如铅、乙醇、马拉硫磷对雄性大鼠毒性较大。性别差异主要与性激素有关。雄激素能促进细胞色素P-450的活力，故外源化学物在雄性体内易于代谢和降解。雄性大鼠将DDT转化为DDE的能力较雌性强。雄性大鼠的葡萄糖醛酸结合反应能力也较雌性为高。

孕激素能抑制肝微粒体酶的氧化作用和葡萄糖醛酸的结合作用。怀孕可增加小鼠对某些毒物如农药和一些金属毒性的敏感性。

2. 年龄

新生和幼年动物通常对毒物较成年动物敏感，对多数毒物，估计要敏感1.5～10倍。动物发育的不同阶段，某些组织器官和酶系等功能发育并不相同。新生动物中枢神经系统（CNS）发育还不完全，故对CNS的兴奋剂敏感性较差，而对抑制剂则较敏感。如CNS兴奋剂有机氯杀虫剂DDT、狄氏剂对新生大鼠的LD50
 值分别为成年大鼠的20倍和2～10倍（见表5-2）。新生动物的膜通透性（包括血脑屏障）较强，因此对甲基汞等脂溶性神经毒物毒性反应较大。新生动物某些毒物代谢酶缺乏，如大鼠出生后30 d其葡萄糖醛酸基转移酶才能达到成年水平；又如人出生后8周龄肝微粒体混合功能氧化酶才能达到成人水平。因此，凡经代谢转化后毒性增加的化学物，对新生和幼年动物的毒性较成年低；反之，凡在体内可迅速代谢失活的化合物，对新生和幼年动物的毒性就可能较大。如八甲磷需在体内羟化后才具有毒性，以35 mg/kg给初生大鼠灌胃不引起死亡，但以相同剂量给成年大鼠灌胃则100 %死亡。而对硫磷在体内可迅速代谢失活，对幼年大鼠的毒性较成年大鼠为强。


表5-2 大鼠年龄对三种农药急性毒性的影响
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动物进入老年，酶的活性下降，对化学物的代谢功能逐渐衰退，对化学物毒性的反应与幼年动物相似。如仍给八甲磷35 mg/kg则仅引起大鼠20 %死亡。老年大鼠的肝、肾中葡萄糖-6-磷酸酶、线粒体细胞色素还原酶、红细胞膜Na，K -ATP酶等的活性也在下降。

此外，幼年和成年个体对毒物吸收与排泄能力的差异也可影响毒性。如儿童对铅的吸收较成年人多4～5倍，对镉则多20倍。

因此，在毒理学研究中，一般选用成年动物，以减少年龄差异对实验结果的影响。

3. 营养与健康

营养不足或失调将影响化学物的毒性作用。蛋白质缺乏将引起酶蛋白合成减少及酶活性降低，使毒物代谢减慢，机体对多数毒物的解毒能力降低，毒物毒性增加。如喂以低蛋白饲料的大鼠对各种农药的敏感性增高2～26倍，如六六六、对硫磷的毒性增强。膳食中蛋白质不足可使细胞色素P-450与NADPH-细胞色素P-450还原酶活性下降，导致苯并（a）芘、苯胺在体内氧化反应减弱。少数生物转化后毒性增高的化学物如四氯化碳、二甲基亚硝胺等，低蛋白饲料可降低其对肝脏的毒性和致死作用。

缺乏维生素A、维生素C或维生素E使微粒体混合功能氧化酶活性下降，但维生素B1
 缺乏则作用相反。维生素A缺乏还可增高呼吸道对致病物的敏感性。维生素B2
 是黄素酶的辅基。磷脂是生物膜的重要组成成分。

健康状况也可影响化学物的毒性作用，如肝病使解毒能力下降而毒性增加；慢性支气管炎和肺气肿患者易发生刺激性气体中毒，且后果也较严重，如1952年伦敦烟雾事件中80 %死亡者患有心、肺疾病。

（张波）

思考题

1. 主要有哪些机体因素影响毒性作用？

2. 主要有哪些环境因素影响毒性作用？


第六章 化学毒物的一般毒性作用

化学毒物是指在一定条件下，以较小剂量给予时，可与生物体相互作用，引起生物体功能性或器质性损害的化学物质。但即使是较安全的药物，甚至食物中的某些重要营养成分，在过量给予时也会引起毒效应。因此，毒物与非毒物之间并不存在绝对的界限，而只能以引起中毒的剂量大小相对地加以区别。外来化学物引起生物体损害的能力称为毒性（toxicity），毒物毒性的大小可通过所产生损害的性质和程度表现出来。所产生的损害称为毒作用或毒效应。毒性较高的物质，用较小剂量即可造成损害；而毒性较低的物质必需较大剂量才呈现毒性作用。几乎所有物质都具有毒性，但只有在一定剂量和一定接触条件下才可能对机体造成损害。如食盐在一次经口摄入8～10 g/kg体重会造成许多动物死亡；而很多临床上应用的药物如砷、汞等也是剧毒物。因此“毒物”是因条件不同而决定的，不是一个绝对的概念。和我们日常生活密切相关的食物、药物和毒物，在本质上讲可因条件的不同而互相转换。

具有一定毒性的外来化学物，根据其化学性质一般可分为挥发性毒物、金属毒物、农药兽药残留、鼠药、药物、有毒动植物、真菌毒素及其它化学污染物等。各类危害人体健康的化学物作用于机体，都会引起一系列病理改变，呈现一定的中毒症状，甚至危及生命造成死亡。外来化学物在一定剂量、一定接触时间和接触方式下对试验动物产生的综合毒效应称为一般毒性作用（general toxicity），又称基础毒性（basic toxicity）。一般毒性作用根据接触毒物的时间长短又可分为急性毒性、亚慢性毒性和慢性毒性。相应的试验称急性毒性试验、亚慢性毒性试验和慢性毒性试验。一般毒性试验的方法如图6-1所示。

[image: ]
图6-1 外来化学物一般毒性试验项目



第一节 急性毒性作用及其评价

外来化学物的急性毒性作用是基础毒性研究的主要内容之一，可为该化学物毒作用的认识提供重要信息。如果一种外来化学物的毒性很强，即使不会引起机体的遗传损害或其它迟发性损害，也应当放弃或严格控制，尽量减少其进入环境，以保证人体健康。因此，对一个新的外来化学物，首先必须阐明其急性毒性的强度和急性毒作用特征，为深入、全面研究该化学物的毒理打下基础。

一、基本概念

急性毒性（acute toxicity）是指机体（人或试验动物）一次接触或在24 h内多次接触外来化学物之后所引起的快速剧烈的中毒效应，包括一般行为、外观改变及形态改变，甚至死亡效应。

由于外来化学物的质与量的不同，使实验动物发生中毒效应的快慢和剧烈程度也会不同。有的化学物在实验动物接触致死剂量的几分钟之内就可发生中毒症状，甚至死亡；而有的化学物在几天后才出现明显的中毒症状和死亡，即迟发死亡。此外，实验动物接触外来化学物的方式（或称染毒途径）不同，“一次接触”的含义也有所不同。凡是经口接触和各种方式的注射接触，“一次接触”是指在瞬间将受试物输入试验动物的体内；而经呼吸道吸入与经皮肤接触，“一次接触”是指在一个特定期间内试验动物持续性地接触受试物的过程。所以，“一次接触”有时间性差异。也有人提出在24 h内，不论经何种途径，试验动物多次间断接触外来化学物，也可纳入急性毒作用试验的范畴。

近来，国际上又提出一种短期试验（short-term test）概念，是指在几日之内（如7～14 d），每日使试验动物接触一次受试物的试验，以探讨较大剂量和较短时间的毒作用，此概念与急性试验不同。

二、急性毒性试验目的

外来化学物的急性毒作用试验称急性试验（acute test），是指一次给予或24 h内多次给予受试物后，短时间内动物所产生的毒性反应，包括致死或非致死的指标参数。通过急性毒性试验可确定受试物的致死剂量、有效剂量和某种效应的急性阈剂量等表示剂量-效应关系的参数。外来化学物的急性毒性试验是认识与研究其对机体毒性效应的第一步，其主要目的包括：

（1）确定受试物使一种或几种实验动物死亡的剂量水平，即定出LD50
 ，以初步估计该化学物对人类毒害的危险性。为进一步的蓄积性试验、亚慢性与慢性毒作用试验及其它特殊毒性试验的实验设计的剂量选择和毒性判断指标提供依据。

（2）阐明一种化学物的相对毒性、作用方式和特殊毒性表现，找出其剂量-效应和剂量-反应关系，以便对一种化学物的毒性有初步的了解，包括临床症状、生理生化、病理变化及受试物的毒性性质和可能的靶器官等。

（3）确定机体在环境中接触的受试物侵入机体的途径，研究受试物在机体内的生物转化过程及动力学变化。

（4）研究受试物急性中毒的预防和急救治疗措施。

三、急性毒性试验设计

外来化学物的毒性作用是通过生物体表现出来的，所以生物体对外来化学物的吸收、排泄及代谢转化过程和生物体本身的种属品系、年龄、营养及健康等机体状态也是影响毒性作用的重要因素。因此，讨论一种化学物的毒性时必需考虑到它进入机体的剂量、方式（经口、经呼吸道、经皮肤）和时间分布（一次给予或反复多次）等，其中最基本的因素是剂量。所以，急性毒性试验设计包括选择动物种类、受试物剂量、观察指标及计算方法等。

（一）实验动物的选择

以实验动物为研究对象进行外来化学物的急性毒作用试验，最终目的是为了阐明该外来化学物对人的急性危害性质和危害强度，所以，在选择实验动物时，要求在其接触受试物之后的毒性反应与人接触该受试物的毒性反应基本一致。这是选择实验动物的重要原则。

1. 动物种属选择

啮齿类动物大鼠和小鼠由于繁殖力较强、价格较低、体积小（占地少、易操作）、寿命短（试验期短）、食谱与人相似（杂食动物）及具有便于分析比较的明确的生物学指标，而常被用于外来化学物的急性毒作用试验，尤其是被认为在代谢和毒性反应上与人类较为接近的大鼠，几乎占全世界所报道的研究外来化学物急性毒作用所用试验动物的一半，但大鼠并非对外来化学物都敏感。占第二位的是小鼠，也被大量用于外来化学物的急性毒作用试验，但小鼠也同样不能完全反映外来化学物对人类的急性毒性作用。家兔由于盲肠较长，在经口接触外来化学物时，尤其在完全禁食和胃完全排空的情况下，胃肠道吸收化学物所产生的毒效应往往大于其它动物；但近年来一些试验证实，家兔胃肠道对外来化学物的吸收动力学，其生物有效性与人类有一定的相关。此外，啮齿类动物由于缺乏呕吐反射而有利于经口接触受试物的吸收，但不适于研究经口能引起呕吐的化学物的毒性。

猫和狗作为非啮齿类动物的代表被广泛应用于急性毒性试验，但由于价格较贵，不易大数量使用。一般不用其测定受试物的LD50
 ，而仅仅用来验证对毒性或对受试物的毒效应作较深入研究时以及对某些毒作用的种属敏感性进行比较。但猫和狗有高度发达的呕吐反射系统，有催吐效应的化学物在经口接触时需要注意。

猪是杂食动物，某些生物现象与人有近似之处，尤其是皮肤的结构较为近似，因此是一种用来估计外来化学物对人急性毒性危害水平的较好的试验动物，但其体大、价高，不便大量使用。

灵长目动物在种系上与人类接近，甚至对某些外来化学物的毒性反应也与人相似，如百草枯对人和猴的肺脏可引起相似病变。但由于价格昂贵又难于获得，实际很少用于急性毒性试验，只限于必要时作比较毒性研究。

归纳起来，在外来化学物急性毒性试验中，应尽量选择对化学物毒性反应与人近似的动物，要求试验操作方便、易于饲养管理、易于获得且价格较低的动物。为更好地预测其对人的危害，要求选择两种或两种以上的试验动物，最好一种为啮齿类，另一种为非啮齿类，分别求出其急性毒作用参数。

2. 动物品系、性别及年龄的选择

动物品系是指源于一个共同祖先而具有特定基因型的一群生物。不同品系的同种动物，可对同一被检物发生不同反应，即存在品系差异。为了在同种动物中减少这种遗传特性所决定的品系差异，在毒性试验中，最好采用纯品系动物，即“纯种”动物。

性别选择则依试验目的、要求而定。如需要着重观察受试物对雄性动物生殖功能的影响，应选用雄性动物；如为受试物的致畸试验作准备，则可只选用雌性动物；如一般地阐明受试物的毒性大小与毒效应，则应雌雄各半。

年龄则一般选用初成年者。最常用的是出生2～3月龄、体重分别为200 g和20 g左右的大、小鼠。狗则需喂养1年左右者。也可选用豚鼠（200～250 g）、家兔（2000～2500 g）和猫（1500～2000 g）。如需研究受试物急性毒作用的年龄差别，就应选择不同年龄组动物。

此外，实验动物在试验前应有1～2周的检疫观察期，选取其中体重相差在10 %以内的健康动物。对狗还应做肠道寄生虫检查或直接进行驱虫治疗。试验前及试验期间应防止试验动物交配及受孕。实验前应隔夜空腹，约禁食16 h左右，饮水不限。

（二）各剂量组动物数及实验动物分组

急性试验中每个剂量组的动物数，小鼠应不少于10只，大鼠6～8只，家兔4～6只。这样设计的重复性较好，95 %可信限也不过大，可得到满意效果。若采用霍恩氏法计算LD50
 时，动物数可减少。每组动物应雌雄各半。如受试物毒性有性别差异，则应分别求雌、雄动物各自的LD5
 （0 LC50
 ）。

实验动物分组时，原则上要求所有动物分配到各组的机会均等，以消除或尽量降低动物的个体差异对实验结果的影响。为此，应尽量避免试验人员有意或无意造成的主观倾向。正确的方法是进行随机分组。如将60只雌雄各半的小鼠分成6个试验组，具体操作为：

（1）先将雌、雄动物分开，分别按随机方法分组。

（2）将动物称量、编号并记录每只动物的体重及号码。根据动物的不同可采用不同的编号方法，如大动物可采用挂牌法，小动物如大、小鼠则多采用染色法和剪耳法相配合编号。染色法是以苦味酸的乙醇饱和液为染料，对动物的不同部位进行染色，代表不同的编号，一般以头部为1号，按顺时针方向，右前肢2号，右肋部3号，右后肢4号，尾跟5号，左后肢6号，左肋部7号，左前肢8号，背部9号，不染色10号，在相应部位染不同形状或大小的色块分别代表10，20，⋯⋯，90等。剪耳法则常与染色法配合使用，如右耳剪口代表100，左耳剪口代表200等。

（3）随机分组。将实验动物按体重大小顺序排队。30只动物按体重从大到小排队依次为1，2，3，⋯⋯，30号。再取随机数字分配到1～30号动物，每个随机数字除以组数（n），以余数0，1，2，3⋯⋯将动物分配至各组。每组5只，共分6组，分配方法和结果见表6-1。


表6-1 实验动物随机分组表
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分组结果为：A组——8，11，15。共3只。

B组——3，7，14，18，19，23。共6只。

C组——1，9，13，16，20，22，26，29。共8只。

D组——2，30。共2只。

E组——6，10，12，21，24，25，28。共7只。

F组——4，5，17，27。共4只。

为使各组动物数均为5只，应再按随机分配原则从B组选1只到A组，C组选1只到A组、2只到D组，F组选1只给D组、1只给F组。为此，需继续查随机数字表，B组87；C组59，36，22；E组41，26。B组87/6余3，将第4只动物即18号给A组，依此类推，最后经调整后的分组情况见表6-2。


表6-2 30只小鼠随机分组结果
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（三）实验动物喂养环境

实验动物喂养室室温应控制在（22 ± 3）℃，家兔可控制在（20 ± 3）℃，相对湿度30 % ～70 %，无对流风。每笼动物数以不干扰动物个体活动及不影响试验观察为度，必要时单笼喂养。饲养室采用人工昼夜为好，早6点至晚6点进行12 h光照，其余时间黑暗。一般食用常规试验室饲料，自由饮水。

（四）剂量选择及剂量分组

探讨外来化学物急性毒性应首先测定半数致死剂量或浓度（LD50
 或LC50
 ）。对未知毒性的外来化学物求其LD5
 （0 LC50
 ）应先做预试验。做预试验首先应了解分析受试物的化学结构和理化性质，依此查阅文献，找出与受试物化学结构及理化性质近似的化学物的毒性资料，并以其LD5
 （0 LC50
 ）值作为受试物的预期毒性中值，并注意需是相同动物种系和相同接触途径。以此预期毒性中值作为受试物的中间剂量组，再上下各推1～2个剂量组做预试验。每个剂量组间的组距可大些，以便于找出受试物的致死剂量范围。初起组距可用剂量间的4倍差，即以log4来划分各组剂量。如某种受试物的近似已知毒性的化学物大鼠经口LD50
 为40 mg/kg体重，以此为受试物的中间剂量，组距取对数值（log4=0.6），上下各推两个剂量组，则受试物大鼠经口预试验的剂量组设计见表6-3。


表6-3 某种化学物大鼠经口预试验剂量设计
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如估计受试物的剂量范围较窄，也可将组距缩小为对数值0.2，即剂量组间比值为1.6，此时上表中最低剂量组至最高剂量组的剂量范围就缩小为15.9～100.5 mg/kg，其剂量对数为1.2021～2.0021。经预试验找出受试物对某种系实验动物、某种接触途径的大致致死剂量范围，即死亡率10 % ～90 % 的剂量范围，再依次求出正式试验的剂量组距（i）值。


i
 =（logLD90
 -logLD10
 ）（/ n
 -1）或i
 =（logLD100
 -logLD0
 ）（/ n
 -1）

式中i
 为组距，表示相邻两个剂量组剂量对数之差或相邻两组剂量比值的对数值。n为设计的剂量组数。求得i值，以最低剂量组（LD10
 或LD0
 ）剂量对数加上一个i值，即为第2个剂量组剂量对数，依此类推直至最高剂量组，查各自的反对数即为各组剂量的数值。

剂量组的设置应依据预试验结果而定，一般最高最低两剂量组间差别较大者，则组数及每组动物数应较多。最高最低剂量如相差2～4倍，至少应设3～4组；相差4～9倍者，至少应设4～5组；相差10倍以上者，至少应设6个组。一般说来，最高最低剂量多在10倍以内，通常设置5～7个剂量组，既符合统计计算要求又可节省人力财力。

（五）实验动物染毒方法

在研究外来化学物的急性毒性时，实验动物接触受试物途径的选择，应以人在生产生活环境中接触该化学物的方式为出发点。归纳起来人接触环境中外来化学物的途径主要有经口接触、经呼吸道接触及经皮肤接触三种方法。因此，在研究外来化学物的急性毒作用时，试验动物接触化学物的方式，也应以上述三种接触方式为主。但在某些特殊研究需要时，也可选择注射接触途径。而对食品中化学物来说则主要是经口给予，并多采用灌胃法。

1. 经口（胃肠道）接触

经口接触是指将外来化学物经口摄入到达胃或用器械直接送入胃的过程。目的是研究受试物能否经胃肠道吸收、吸收的速度、经胃肠道吸收后毒效应的特点及求出受试物经口接触的致死剂量等。由于外来化学物可污染饮水及食物，此种染毒方式在急性毒作用中占重要地位。经口接触又因实验动物不同，化学物理化性质不同，可分为以下几种具体接触方式。

（1）灌胃 是将液态、固态或气态受试物溶于某种溶剂中，配制成一定浓度，装入注射器或其它定量容器，经导管注入胃内。优点是染毒过程中口腔及食道上段不与受试物接触，排除了口腔黏膜吸收的可能性，使试验动物接触受试物的剂量和时间较准确，但需要对每只动物逐一操作，工作量大，并有伤及动物食道或误入气管的可能，一般只适用于一次给予被检物的急性毒性试验。

（2）掺入饲料法 是将受试物掺入饲料或饮水中，让实验动物自行摄入的方法。需单笼喂养动物以计算每日进食量或饮水量来折算摄入受试物的剂量。掺入饲料法简便，接触方式符合人类接触外来化学物的实际情况，由于口腔黏膜有丰富的血管，不少物质在口腔就开始被吸收。

（3）吞咽胶囊 是指将一定剂量受试物装入药用胶囊内，强制放到动物的舌后咽部迫使动物咽下。此种方式剂量准确，特别适用于易挥发、易水解和有异味的化学物。胶囊分软胶囊和硬胶囊两种，软胶囊适用于油状物质和其它不含水的液体，硬胶囊适用于固体粉末。但无论哪一种胶囊均有一定体积，不适用于大鼠和小鼠，但家兔、猫和狗等大动物可用此法。

在实施经口接触时，实验动物在接触受试物前应禁食以防止胃充盈而影响化学物的吸收和毒性。如大鼠食入氯化钠，不禁食时LD50
 为6.14g/kg体重，而在禁食状态下时LD50
 为3.75g/kg体重。至于禁食时间，则与实验动物生活习性有关。家兔、猫和狗可在每日上午喂食前先给予受试物，即可达到空腹受试的目的。大、小鼠因主要在夜间进食，应采用隔夜禁食。接触受试物后应继续禁食3～4h。

2. 经呼吸道接触

有些化学物如CO、Cl2
 等在常温常压下为气态，或在生产生活过程中以气态、蒸汽态、气溶胶、烟、尘状态污染生产与生活环境中的空气，就有可能经呼吸道吸入机体。所以，必须研究外来化学物在上述物理性状下能否经呼吸道吸入、吸入过程及对机体的危险性。以了解这些存在于空气中的外来化学物在经呼吸道吸收的过程中对呼吸道有无损伤及其危害程度、吸收的速度、吸收后对全身毒性效应的特征并求出吸入接触的致死浓度等。

呼吸道接触方式可分为两大类型：一是吸入接触，即将实验动物置于含有一定浓度的受试物的染毒柜或其它容器中，让动物自然吸入；另一个是将受试物注入实验动物气管——肺内。

呼吸道吸入接触的持续时间可依据试验要求而设计。目前国内在求化学物的LC50
 时，一般采用接触吸入2h计。必要时也可采用吸入几分钟、几十分钟或1h，甚至几小时的吸入接触持续时间。

3. 经皮肤接触

液态、粉尘态和气态外来化学物均有接触皮肤的机会。不仅与外露皮肤接触并被吸收，有的化学物还能穿透衣服经皮肤吸收。外来化学物经皮肤吸收是指角质层完整的皮肤，如若皮肤表皮层破损，化学物可经真皮直接吸收，而与静脉吸收机理近似。

（六）试验周期

急性毒性试验除计算受试物的LD50
 外，还需要通过观察实验动物的中毒症状判断受试物的毒作用性质，推断中毒的靶器官等。所以，试验周期以2周为宜。

（七）观察指标

应根据急性毒性试验的目的确定观察动物的中毒症状以及主要生理功能和结构形态指标，并在此基础上确定受试物的剂量与对机体效应的关系。引起实验动物某种反应（效应）所需剂量越小，则毒性越大，反之亦然。

1. 致死剂量或浓度

LD5
 （0或LC50
 ）是急性毒性研究中的常用指标。在测定中，由于有的化学物中毒症状发展迟缓或发生迟发性死亡，加上有的化学物引起动物死亡的时间存在很大的个体差异，所以测定外来化学物的LD5
 （0 LC50
 ）时，一般要求计算实验动物接触受试物两周内的总死亡数。但也有不少化学物很快引起动物死亡，对这些化学物求其LD5
 （0 LC50
 ），也可仅计算24h的死亡率，因为其24h的LD50
 与两周的LD50
 值往往没有差别。在表示任何外来化学物的LD5
 （0 LC50
 ）时，无论何种接触途径，都应注明观察时间，以便在进行毒性比较时有共同的基础。

2. 症状观察、病理学检查和其它指标观察

观察实验动物接触外来化学物的中毒症状是了解受试物急性毒性很重要的一环，可补充LD50
 的不足。所以应详细观察动物的主要中毒症状、开始出现时间、死亡时间及死亡动物的病理解剖学病变。停止观察后，对存活的动物也可选取一部分进行病理解剖学检查，可为亚慢性、慢性或其它毒性试验提供资料。这有助于揭示受试物甚至同类化学物的不同衍生物的急性毒性特征。

（1）中毒症状 中毒症状的观察对外来化学物毒作用的了解非常重要，很多化学物在试验动物接触后往往首先引起不同症状的兴奋现象，而有的化学物则首先引起抑制现象，还有的是先引起短时间兴奋后迅速转入抑制状态。此外，不少化学物还可引起试验动物出现瞳孔变化或黏膜刺激症状，或引起出汗，甚至血性分泌物等。在急性毒性试验中，动物的中毒症状以及死亡，一般多出现在给予被检物后24～48 h内，故观察一周即可。如中毒反应出现较迟，主要在48 h或3～4 d后出现，则观察期也需相应延长至2周甚至4周。特别是前48～70 h内要仔细观察记录各剂量组动物的一般反应、临床表现、死前表现及这些反应的出现时间等。

（2）死亡与死亡时间 观察试验动物接触外来化学物后的死亡过程有利于探讨化学物的中毒机理或受试动物的死因。在一族化学物中，有些化学物在致死剂量下表现出使动物先兴奋后抑制，死亡时发生抽搐；而有的化学物只引起抑制症状，表现精神萎靡、反应迟钝，并在抑制下慢慢死亡，表明同系物之间的毒作用有差别。

（3）体重 试验动物急性中毒后体重的变化是一个非常重要的指标。在测定外来化学物的LD50
 时，对于存活动物，尤其是对低于LD50
 剂量组的存活动物，应当观察其体重变化，以便了解受试物引起的中毒效应是短暂的还是有较长时期的效应。尽管引起动物体重下降或增长率减慢的原因较为复杂，如受试物影响食欲或消化系统功能而使动物厌食或拒食可使体重下降，受试物可能会引起腹泻而影响食物的吸收利用也能导致体重下降，另外，影响水的摄取或肾功能急性损伤也可能在体重上有反映。因此，对试验动物体重的变化要仔细观察分析。

（4）其它指标 根据上述某些指标的阳性结果可以进一步扩大观察项目，如测定体温、心电、脑电等生理学指标或某些生化指标，有利于深入探讨受试物的毒作用特征。对死亡动物要抽取一部分进行病理解剖学检查，记录各器官系统肉眼可见的病变；停止观察后，对存活的动物也可选取一部分进行病理解剖学检查。而病理组织学检查对迟发性死亡动物，尤其是发生“双峰”死亡现象时是必要的。“双峰”死亡现象是指早期死亡较多，继之有所减少，然后又出现大批死亡的现象。病理解剖学检查对估计被检物的毒理作用有一定意义，并可为以后的亚慢性、慢性和其它毒性试验的实验设计提供资料。在观察期间还应当保证良好的饲养条件，保障实验动物有营养素完全的膳食、充足的饮水及适宜的温湿度环境，以防止动物出现非中毒性死亡。啮齿类动物的临床观察见表6-4。


表6-4 啮齿类动物急性毒性主要观察项目
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四、急性毒性评价

为评价外来化学物急性毒性的强弱及对人类的潜在危害程度，国际上提出了外来化学物的急性毒性分级（acute toxicity classification）标准用以对急性毒性进行评价。LD50
 是急性毒性分级的主要依据。在生产、包装、运输、储存和销售使用过程中，也需要根据外来化学物的毒性分级，采取相应的防护措施。为便于比较化学物的毒性及有毒化学物的管理，国内外根据LD50
 值大小提出了许多急性毒性分级标准，但各种分级标准未完全统一，也有不少缺点，还有待完善。值得注意的是，一些化学物急性毒性不大，而慢性毒性却很高，所以化学物的急性毒性分级与慢性毒性分级不能混淆。几种常见的急性毒性分级标准如表6-5、表6-6、表6-7、表6-8、表6-9和表6-10所示。目前推荐，如给予实验动物5000 mg/kg体重也不死亡，不必再加大剂量染毒。


表6-5 WHO或IPCS划分农药危害的分级标准

[image: ]



表6-6 我国农药的急性毒性分级标准
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表6-7 我国工业毒物的急性毒性分级标准
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表6-8 我国食品毒理学中外来化学物经口毒性分级

[image: ]



表6-9外来化学物急性毒性分级（WHO）
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表6-10 几种外来化学物质经口毒性举例
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LD50
 值是一个很有用的急性毒性评价指标，但在实际应用中远不能表示急性毒性的全部内容。首先，它以死亡作为观察终点，只表示一种物质的急性毒性，只能说明一种化学物引起试验动物半数死亡所需的剂量或浓度，无法反映化学物的作用部位和作用机制；其次，由于LD50
 是一个统计学估计数值，受试验动物内外环境中各种因素如实验动物种属、品系、性别、年龄、遗传易感性和实验条件等的影响；也受试验人员操作熟练程度和受试物的浓度或稀释倍数的影响。所以，同一化学物的LD50
 值在不同实验室的测定结果可有4～7倍之差。有时两种化学物的LD50
 值相似，但在不同剂量范围内的致死毒性不一定相同；有时两种化学物的LD50
 值并不相同，但其致死毒性也不一定有明显差别。因此，在比较不同外来化学物的LD50
 或比较同一化学物不同实验室所测定的LD50
 值时，要注意实验条件的同一性和量概念的等效性，需要检查完整的剂量-反应关系资料，包括LD50
 值的95 %可信限，剂量-反应曲线的斜率及动物急性致死的时间。剂量-反应曲线的斜率反映化学物急性致死效应剂量范围的宽和窄，更能看出某种化学物固有的毒性特征。斜率平坦的化学物，在剂量低于LD50
 值时，致死作用要大于斜率大的毒物，这对化学物的危险度评定非常重要。所以在应用LD50
 值解释化学物的急性毒性时，另一个重要问题是致死效应发生的时间。如两种化学物的LD50
 值和剂量-反应曲线相似，但它们的致死效应产生时间不同，则死亡时间快的危害更大。

由于LD50
 值进行评价的局限性，所以单纯根据LD5
 （0 LC50
 ）值评定化学物的急性毒性是不够的，因此在急性毒性试验中需要仔细观察试验动物中毒症状和选择其它有关的参数。为此，有主张使用化学物的LD84
 与LD1
 （6或LC84
 与LC16
 ）的比值来表示，因为如用曲线来表示此种剂量与动物死亡率之间的关系时呈现一种两端平直、中间陡峭的S形曲线，一般S形曲线两端由平直到陡峭的转折点相当于动物死亡率16%和84%，LD16
 与LD84
 正好是致死剂量反应曲线的直线部分，即与动物死亡率的概率单位（probit）4.0和6.0相当，也是LD5
 （0 LC50
 ）值± 16的值。

有助于补充LD5
 （0 LC50
 ）不足的另一个参数是求化学物的急性毒作用带（Zac）。其大小可反映急性阈剂量与LD50
 距离的宽窄。比值越大，表明化学物引起急性死亡的危险性越小，反之则表明引起急性死亡的危险性越大。如甲乙两种化学物的LD5
 （0 LC50
 ）值相等，但甲的Zac低于乙的Zac值则说明甲的潜在危险大于乙。但由于每个实验室测定急性阈剂量值的观察指标水平不同，阈剂量值也会不同，导致Zac值产生较大的波动。

附：LD50
 的计算方法

在急性毒性试验中，根据动物死亡数目计算LD5
 （0 LC50
 ）的方法很多，主要有寇氏法、改进寇氏法、概率单位法及霍恩法等。

（一）寇氏法及改进寇氏法

1. 寇氏法（Karbor）

寇氏法也称平均致死剂量法，是依据剂量对数与死亡率呈S形曲线时所包含的面积推导出死亡率为50 %的剂量。该法要求各组实验动物数量相等，死亡率呈常态分布，最小剂量组死亡率为0，最大剂量组死亡率为100 %。

计算公式：logLD50
 =1/2∑（X
 i
 +X
 i+1
 ）×（p
 i
 -p
 i+1
 ）

式中（X
 i
 +X
 i+1
 ）——相邻两组剂量对数之和

（p
 i
 -p
 i+1
 ）——相邻两组死亡率之差

2. 改进寇氏法

改进寇氏法是对寇氏法的改进，其最高剂量组死亡率可以不是100 %，最低剂量组死亡率也可以不是0，仅仅要求最低剂量组死亡率小于20 %，最高剂量组死亡率大于80 %，各剂量组间的剂量按几何级数排列。

计算公式： logLD50
 =Xk
 -（i
 ∑p
 -0.5）

式中 Xk
 ——最高剂量组对数值


i
 ——组距（相邻两组剂量对数值之差）

∑p
 ——死亡率总和

如某受试物对大鼠经口急性毒性试验分6组进行，各组剂量与结果如表6-11所示。i=0.2，计算LD50
 。


表6-11 某受试物的大鼠经口急性毒性死亡资料
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根据公式： logLD50
 =Xk
 -（i
 ∑p
 -0.5）=3.0-0.2 ×（2.8-0.5）=2.54

LD50
 =346.7mg/kg

寇氏法易于了解、计算简便、可信限不大、结果可靠，特别是在试验前对受试物急性毒性了解不多时，尤其适用。


（二）概率单位（Probit Method）
 -对数图解法


对数图解法是将死亡率（反应率）转换成概率单位与剂量的对数值作图，则S形曲线转换成为直线，在直线上找出概率单位等于5.0（即死亡率50 %）的点，其相应的剂量对数就是logLD50
 值，查反对数表即可求得LD50
 。此法简便，各染毒剂量组动物数不要求相等，组间距也不要求成等比级数（但等比可使各点距离相等而利于作图）。

由于0和100 %死亡率在理论上不存在，为计算需要将0改为（0.25 × 100/N）%，而100 %改为［（N-0.25）× 100/N］%后作点（N为该组动物数）。以各对数剂量与概率单位点作图后，在尽量照顾到概率单位为5的一点条件下作一直线，使各点分布于最靠近直线的两侧。直线上相当于概率单位5的相应剂量对数值，即为logLD50
 值。

也可将剂量化成对数值，并将死亡率换算成概率单位，方格纸横坐标为剂量对数，纵坐标为概率单位，根据剂量对数及概率单位作点连成线，由概率单位5处作一垂直线，在横坐标上的相交点即为剂量对数值，再求对数致死量（LD50
 ）值。

（三）霍恩法

霍恩（Horn）法又称流动平均法或剂量递增法，推荐使用4个染毒剂量组，每组动物数相等（4只或5只）。一个染毒剂量系列的剂量组距为2.15倍，另一为3.16倍。以组距2.15倍设计则剂量系列为1 × 10 t
 、2.15 × 10 t
 、4.64 × 10（t t=0、± 1、± 2⋯⋯）。以组距3.16倍设计则剂量系列为1 × 10 t
 、3.16 × 10 t
 ⋯⋯（t=0、± 1、± 2⋯⋯）。

正式试验时，先将动物在实验动物房饲养观察1～2d，使其适应环境，证明系健康动物后进行随机分组。给予受试物后一般观察7d或14d，若给予4d后继续有死亡时需观察14 d，必要时延长到28 d。记录死亡数，通过查表6-12、表6-13、表6-14或表6-15求得LD50
 ，并记录死亡时间及中毒症状。


表6-12 霍恩法LD50
 计算用表1（每组4只动物、组距2.15倍）
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续表
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表6-13 霍恩法LD50
 计算用表2（每组5只动物、组距2.15倍）
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续表
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表6-14 霍恩法LD50
 计算用表3（每组4只动物、组距3.16倍）
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续表
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表6-15 霍恩法LD50
 计算用表4（每组5只动物、组距3.16倍）
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续表
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霍恩法的优点是所需动物少，计算简便，但LD50
 的95%可信限范围较大，不够精确。但经多年实际应用验证，同一受试物与寇氏法所得结果极为相近。因此认为其测定结果可信有效。

第二节 蓄积毒性作用及其评价

一、基本概念

大多数外来化学物进入机体后，经过复杂的生物转化和生物转运过程，最后将从体内消除。如果一种外来化学物反复多次进入机体而且其前次进入剂量尚未完全消除，则这一化学物在体内的总量将不断增加并贮留，这种现象称为化学物的蓄积作用（accumula-tion）。外来化学物的此种性质称为蓄积性。物质容易蓄积的组织部位称为贮存库（dep-ot）。机体常见的贮存库有血浆蛋白、脂肪组织、肝脏、肾脏及骨骼等。化学物在贮存库中可以物质原形存在，也可与机体中某些物质相结合，还可以其代谢转化产物的形式存在。而化学物在贮存库中是否会造成贮存部位的损害则与化学物的生物活性有关。

外来化学物在体内的蓄积一般包括两层含义：一是当化学物进入机体后，在体内消除的数量少于输入的数量，导致该化学物或其代谢产物在体内的储留量逐渐增加，即物质的蓄积（material accumulation）。另一个是化学物进入机体后虽然贮存在体内的物质或其代谢产物的数量极微，甚至不能检出，但是会引起机体的功能或形态结构发生一定程度的改变，如果是一种不可逆的变化，或在机体修复过程尚未完成前该化学物又第二次进入机体并再次造成损害，则这种功能或形态变化也可逐渐积累，即功能蓄积（functional accumula-tion），是一种慢性中毒现象。

外来化学物的蓄积作用是发生亚慢性和慢性毒作用的物质基础，当一种有毒化学物以低于其中毒阈剂量的较小剂量输入机体并不引起中毒，但是如将这一较小剂量以一定时间间隔反复多次输入体内，一定时间后此种有毒物质在体内可蓄积一定数量，当蓄积的总量超过其中毒阈剂量时，机体可出现蓄积毒性作用。而外来化学物有无蓄积毒性作用是评价其是否可能引起慢性中毒的依据之一，也是制定卫生限量标准时选择安全系数的一个依据。

严格讲，所有外来化学物都有一定的蓄积性。蓄积性的大小主要决定于化学物进入机体的速度与其从机体内消除速度的比较。化学物进入机体的速度主要决定于每次输入机体的间隔时间，而在体内的消除速度则主要决定于机体状态和化学物本身的性质。外来化学物由体内消除的速度通常以生物半减期（biological half-life）表示。

二、蓄积毒性试验方法及其评价

任何毒物都可在体内蓄积，只是有些毒物分次进入的量很小，间隔时间较长仍可产生毒性；而另一些毒物则需要较高的剂量，间隔时间较短，才发生蓄积。化学物在生物体内的蓄积现象是发生慢性中毒的物质基础。蓄积作用的研究方法有多种。蓄积毒性试验是检测外来化学物蓄积性大小的试验，通过蓄积试验可以了解一种外来化学物在体内的蓄积情况和程度，并可为慢性毒性试验进行准备。常用试验方法有蓄积系数法及生物半减期法。


（一）蓄积系数法（accumulation coefficient
 ，K）


用蓄积系数法研究外来化学物的蓄积作用是一种生物效应的试验方法，其原理是在一定期限内以低于致死剂量（小于LD50
 剂量）间隔分次给予试验动物，直至出现预计的毒性效应（或死亡）为止。计算达到预计效应的总蓄积剂量，求出此累积剂量与一次接触该化学物产生相同效应的剂量的比值，即为蓄积系数K
 。即将能够达到同一效应（ED50
 或LD50
 ）分次给予所需的总剂量［以ED50（n）
 或LD50（n）
 表示］与一次给予所需的剂量之比来表示一种化学物蓄积性的大小。

当观察指标为受试物对机体的特异性损害时：蓄积系数K
 =ED50（n）
 /ED50（l）


当以死亡为指标时：蓄积系数K
 =LD50（n）
 /LD50（l）


式中 n
 ——多次接触受试物时产生预期效应的蓄积剂量之总和


l
 ——一次接触该物质产生相同效应的一次剂量

如果受试物在体内全部蓄积或每次接触后毒性效应是完全蓄积的，则多次给予的总剂量与一次给予同等剂量的毒性相当，ED50（n）
 =ED50（l）
 ，即K
 =1。如果该化学物在体内仅有一部分蓄积则分次给予总量的毒性作用与一次给予相等剂量的毒性作用将有一定程度的差别，而且蓄积性越小，相差程度越大。一般可根据K
 对蓄积性进行估计，K
 ＜1表示高度蓄积，1≤K
 ＜3表示明显蓄积；3≤K
 ＜5表示中等蓄积；K
 ≥5表示轻度蓄积。即K
 越大，蓄积毒性越弱，反之蓄积毒性越强。从理论上说，K
 不应＜1，但在实际测定中偶尔会出现，这可能是在多次接触中，由于功能性蓄积或者是与未被发现的其它毒物存在的联合作用，也可能是实验动物对受试物发生过敏反应，则可能出现K
 ＜1。

蓄积系数法根据分次染毒剂量的不同又分为固定剂量法、定期递增剂量法和20 d法。

1. 固定剂量法

一般先按常规方法测定一种化学物的LD50
 。然后用另一批条件相同的动物，分成2～4组，每组10～20只，雌雄各半。试验组每日定时、定量（接触剂量在1/20～1/5 LD50
 之间）并以相同途径给予受试物，试验期间每日观察记录试验组动物的蓄积死亡数至累积发生一半动物死亡，即可终止试验（要注意排除接触组动物与受试物无关的意外死亡）。计算累积总接触量〔LD50（n）
 〕，求出K，
 进行评价。若接触剂量已蓄积达到5个LD50
 剂量，而动物死亡数目仍未到半数，也可终止试验，此时K
 以大于5计。按此法进行时，试验期最长为100d（1/20LD50
 剂量），最短为25d（1/5LD50
 剂量）。由于LD50
 是按动物体重计算，所以试验期中应经常根据动物的体重变化相应调整剂量。

2. 定期递增剂量法

与固定剂量法基本相同。在测出受试物LD50
 后，同上法选择相同条件的试验动物，分成对照组和接触组。试验以4d为一期，此期中每天给予受试物的剂量相同。开始时按1/10LD50
 给予实验动物，此后每期给予剂量按等比级数递增1.5倍。在连续接触20d即可结束试验，因为20d时蓄积剂量已达5.26个LD50
 。此外，在试验期中只要受试物引起实验动物蓄积死亡一半便可随时终止试验。最后计算蓄积剂量，求K，
 进行评价。

3. 20 d试验法

20 d试验法是我国对农药及食品安全性的毒理学评价中提出的方法。采用体重200 g左右的成年大鼠，也可选用小鼠。每个剂量组雌雄动物各10只。各组受试物剂量分别为LD50
 的1/20、1/10、1/5及1/2，另设对照组。每天染毒1次，连续20d，各组累计总剂量可达1、2、4和10LD50
 。再继续观察7d。结果评价：20d试验法如1/20LD50
 组动物有死亡，且有剂量-反应关系，则为强蓄积性，应予以放弃。如仅1/2LD50
 组动物有死亡，则为弱蓄积性。

蓄积系数法简便，具有一定的使用价值，但是蓄积毒性大小还受化学物本身的特性，分次染毒的剂量、动物种属及所用观察指标等因素有关，使用同一化学物用不同的方法测得的蓄积系数有较大的差异，在进行评价时应特别注意测定蓄积系数的实验方法是否相同。

（二）生物半减期法

进入机体的外来化学物由体内消除一半所需的时间称为生物半减期（biological half-life，t1/2
 ）。t1/2
 是表达与衡量一个外来化学物从体内清除速度的尺度，单位为min或h。t1/2
 以化学物在体内的数量为基础来表示蓄积性，是表示外来化学物蓄积性的一个重要指标。在一定时间内，外来化学物不断进入机体，在体内的数量将不断增加；另一方面，在同一时间内，由于代谢转化和排泄，体内化学物数量在不断减少。如果前者大于后者则化学物在体内不断蓄积，直至达到一极限为止；相反，如后者超过前者，化学物的量将不断减少，最后完全消除，不出现蓄积。所以外来化学物的进入量与消除量之间的相互消长可以决定外来化学物在体内的蓄积情况。进入机体的外来化学物的量是已知的，如果掌握了外来化学物在体内的生物半减期，再根据这一化学物每次进入机体的间隙时间长短，就可以对其在体内的蓄积情况作出估计。概括说来，如果一种化学物每次进入机体的间隙时间比t1/2
 长，则在体内蓄积的可能减少；如每次进入的间隙时间较t1/2
 短则容易蓄积；如二者相等也将蓄积。在二者相等的情况下，每经过一个t1/2
 ，化学物质在体内的蓄积量应为前一阶段蓄积总量的半数与在相当于代谢半减期时间内进入机体化学物总量的半数之和。根据计算，一种化学物无论其t1/2
 长短，在每个与t1/2
 等时间间距接触化学物条件下，其在体内经过6 个t1/2
 的接触期限就可达到蓄积极限，此时理论蓄积量为极限值的98.4 %，此时即使该化学物继续进入机体，体内蓄积量将保持一个动态平衡，基本上不再增加，即每次蓄积量极少，趋近于零。即化学物在一定剂量范围内在机体中的蓄积量不是直线地无限增加，而是有一定的极限。而剂量范围则取决于每个受试物的特性。化学物的t1/2
 与该化学物在体内蓄积过程的典型曲线关系如图6-2所示。
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图6-2 化学物在体内的蓄积曲线



生物半减期的测定是将被检物由静脉注入，然后按一定时间间隔连续多次测定机体接触受试物后试验动物血浆中该物质的浓度，以时间为横坐标，以血浆中物质浓度的对数值为纵坐标绘图，依图求出直线的斜率k（e即速率常数），生物半减期t
 1/2
 =0.693/ke。生物半减期较短的物质达到蓄积极限所需的时间短，机体一旦停止接触该物质，也易于很快从机体消除。相反则越不容易由体内消除，蓄积可能性越大。除吸入染毒外，化学物在体内蓄积的极限值可按下列公式估算：蓄积极限值L（
 mg）=1.44 ×化学物吸收量（mg/d）× t1/
 （2 d）。

（三）蓄积率及其测定

外来化学物的蓄积性试验还可通过蓄积率测定来进行。蓄积率是指在一定时间内，外来化学物在体内的蓄积量与同一期间进入机体总量的百分比。蓄积率越高表明该化学物蓄积可能性越大。测定时可用两组条件一致的动物，蓄积试验组在一定时间内先每日给予一定剂量被检化学物，但动物不能发生死亡，经一定时间给予一定剂量后再与对照组同时分别测定该被检物的LD50
 。动物数目可参照一般急性毒性试验方法。如果被检化学物在体内有蓄积性（蓄积率＞1），则由于蓄积试验组动物在进行LD50
 测定之前，体内已蓄积有一定数量，所以其LD50
 必定较对照组为小。在两组动物之间测得的LD50
 之差可以认为是前一时期蓄积试验组动物体内的蓄积量。

蓄积率（%）=［（对照组LD50
 -蓄积试验组LD50
 ）/蓄积期间给予蓄积试验组动物被检物质总量］× 100%

与其它生物鉴定方法类似，由于生物的差异，几次重复测定LD50
 的数值有一定波动，会影响对实验结果的评价，使有些实验中化学物的蓄积量和蓄积率出现负值。但在应用时，在试验组预给量固定并取受试物LD50
 的几分之一的条件下，用于比较同系物的蓄积作用，有一定的应用价值。

在现有的蓄积毒性试验中，通常选择死亡为观察毒效应指标，很少采用其它效应指标。但由于某些化学物虽然在亚慢性或慢性接触时可对某些靶器官产生严重的毒效应，但其急性毒性却很低，很大剂量的染毒也不致引起死亡。因此，以急性毒性试验常用的死亡指标来判定这类化学物的蓄积毒性，由于不易引起实验动物死亡而可能得出弱蓄积性的错误结论。例如，以死亡为指标测定氯丁二烯的蓄积毒性为弱蓄积性，推论其慢性毒作用不强，但实际上动物长期低剂量接触氯丁二烯能引起以肝损害为主的慢性中毒。这主要是由于氯丁二烯一次染毒会引起动物中枢麻痹而致死，但在蓄积毒性试验中氯丁二烯的靶器官为肝脏，其所引起的肝损害达不到致死的程度，而得出了错误的结论。但如果在蓄积毒性试验时选用肝损伤为观察指标，分别求取ED50（n）
 和ED50（1）
 ，并计算蓄积系数，就会得出正确的结论。

也有人将LC50
 和慢性阈浓度的比值称为蓄积作用带，根据其比值大小评价化学物的蓄积作用。评价标准为蓄积作用带在≤10、10～、100～及1000～时，蓄积作用依次分级为弱、中等、明显及强。本方法的优点是利用急性和慢性毒性实验资料来分析化学物的蓄积作用，不需另外进行实验，但在缺乏蓄积作用资料时，慢性毒理实验的设计会有一定困难。

三、关于机体耐受性

在某些情况下，某一外来化学物反复作用于机体后，有时一些本来可以引起机体呈现一定剂量的效应，却没有引起反应，必须加大剂量才能使机体呈现预期的效应。此种现象称为机体对这一化学物的耐受性或称习惯性。耐受现象在试验动物或有关人群中经常可以出现，如反复给予试验动物乙醇或嗜酒的人，其对麻醉的反应性都会降低。所以，在蓄积实验中有时常于实验结束时将存活的动物给予一次冲击剂量（一般用一次LD50
 的剂量）后统计动物死亡率与预先未经化学物处理的对照组的死亡率进行比较，以观察动物在小剂量长期染毒情况下是否出现对毒物的耐受性。如实验组死亡率明显低于对照组，表示有一定的耐受性；实验组死亡率高于对照组或无显著差别，则表示无耐受性。

耐受性机理的形成，可能是机体对该化学物的代谢过程发生改变，如代谢转化过程加速使血中毒物浓度低于无耐受性的动物，也可能是靶器官对此种外来化学物的感受能力降低。无论是代谢过程的变化或感受能力的改变，都是一种中毒效应。因此，耐受性也是蓄积性的另一种表现形式之一，甚至可能隐藏着潜在的慢性中毒。所以，在测定或评定一种化学物的蓄积性时，应予以注意。机体对毒物耐受性的产生决定于毒物种类、动物种属以及毒物剂量等因素。其中毒物剂量有重要意义。也已证明，耐受性的产生也有阈剂量，低于此剂量，机体不会产生耐受性。此外，用定期递增染毒剂量法可以增强机体的耐受性。

机体对化学物的蓄积和耐受往往是同时存在的，只是化学物不同所引起的效应和程度不同，有的以前者为主，有的以后者为主。因此，蓄积、耐受与慢性中毒之间的关系是需要进一步研究的问题。

第三节 亚慢性、慢性毒性作用及其评价

人类在生产和生活环境中所接触到的有毒化学物的剂量水平，在多数情况下不易发生急性中毒。但长期反复接触低剂量的有毒化学物则可能引起慢性中毒。有些化学物虽然没有急性毒性或急性毒性很低，但由于具有较强的蓄积作用，也易引起慢性中毒。此外，有些化学物发生急性毒作用和慢性毒作用的靶器官可完全不同。因此，研究和评价化学物的亚慢性和慢性毒性作用是评价外来化学物安全性的主要内容之一，可为制定卫生标准提供实验动物的试验依据，对预防人类发生慢性中毒或长期有害影响具有重要意义。

一、基本概念及试验目的

（一）亚慢性毒性作用的基本概念及试验目的

亚慢性毒性作用（subchronic toxicity）是指试验动物连续多日接触较大剂量的外来化学物所出现的中毒效应。所谓“较大剂量”是相对的，没有明确的剂量范围下限，但是剂量上限应小于急性毒性LD50
 的剂量，在接触过程中要求每日或每次接触的剂量一般相等。所谓“连续多日接触”约相当于实验动物寿命的1/30～1/10的时间，如大鼠的平均寿命约30个月，其亚慢性毒性试验染毒期限则应为1～3个月，但也没有严格的统一的时间界限，而主要由实验目的来决定。考虑到人类接触大气、水和食品污染物的持续时间一般较久，在环境毒理学与食品毒理学中所要求的连续接触一般为3～6个月，在工业毒理学研究中则多为1～3个月。但有研究报道认为动物连续接触外来化学物3个月，其毒性效应往往与再延长接触时间所表现的毒性效应基本相同，而不必再延长接触期限，主张经呼吸道接触可进行30d或90d试验，每天6h，每周5d；经皮肤试验30d。

亚慢性毒性试验的目的主要是为慢性毒作用试验进行探索性或准备性工作。主要包括以下几方面：一是探讨试验动物长期接触外来化学物可引起有害效应的剂量，以估计该化学物慢性接触的危险性，为进一步进行慢性毒性试验提供接触剂量的设计范围；二是探讨亚慢性毒性的阈剂量或阈浓度，确定对动物的毒作用性质、发生毒效应的类型和靶器官并初步确定最大无作用剂量，即未观察到毒效应的剂量水平（no-observed-effect level；NO-EL），依据化学物对试验动物亚慢性毒作用的效应确定选择慢性毒作用试验的观察指标。三是根据化学物的亚慢性毒性阈剂量和最大无作用剂量，估计慢性接触的危险性，为初步提出接触该化学物的安全限量标准提供毒理学依据，以确定是否需要进一步进行慢性毒性试验。此外，通过亚慢性毒性试验还可了解受试物对动物繁殖及对子代的致畸作用，可为评价受试物能否应用于食品提供依据。

（二）慢性毒性作用的基本概念及试验目的

慢性毒性（chronic toxicity）是指以低剂量外来化学物长期（生命大部分时间或终身接触）给予试验动物接触，其对试验动物产生的慢性毒性效应。

慢性毒性试验是外来化学物一般毒性评价程序中最后阶段的观察，其目的是为了评价动物长期接触某受试物后可能出现的毒性作用，尤其是进行性或不可逆的毒性作用以及致癌作用，以确定外来化学物的毒性下限，即长期接触该化学物可以引起机体危害的阈剂量和最大无作用剂量，为最终评价受试物能否应用于食品提供依据，为进行该化学物的危险评价与制定人接触该化学物的安全限量提供毒理学依据，如最高允许浓度和每日允许摄入量等。

二、亚慢性毒性试验设计

在遗传毒理学及一些前期的试验难以做出明确评价时需要进行亚慢性毒性试验。根据前期的试验结果来设计亚慢性毒性试验，其试验的周期从几个月到一年不等。在整个亚慢性试验期间，动物均应摄食试验饲料。受试物可掺入饲料中，也可掺入饮水中。不得已时可采用灌胃法进行。

（一）试验动物的选择及喂饲环境

亚慢性试验中试验动物的选择，原则上要求对受试物代谢过程基本与人类相似，应当是急性毒性试验已证明的对受试物敏感的种属和品系，同时还应考虑与慢性毒作用试验中预计使用的动物种属和品系相同。如无法掌握这一情况，则应有两种实验动物，一种为啮齿类动物（如大、小鼠），另一种为非啮齿类动物（如狗或猴），以便全面了解受试物的毒性特征。目前要求至少用一种啮齿动物进行全面系统的试验。由于大鼠对一般化学物的反应和代谢过程大多与人近似，而在实际中常被采用。

亚慢性毒性试验要求雌雄兼用，但在一些特殊研究中也可以仅使用一种性别的动物，如研究外来化学物的性腺毒性或生殖毒性。由于亚慢性试验期较长，所以试验动物要求刚断乳者，其体重较轻、年龄较小、代谢旺盛、进食量大及生长迅速，容易出现阳性反应，并且动物摄入受试化学物的时间可得到充分延长。大鼠要求出生后4周，体重约为50 g；小鼠要求出生后3周，体重为10 g左右。试验动物品系应明确一致。体重相差应在10 %范围内。如有同窝动物，应分配在不同剂量组内。每剂量组至少雌雄各20只，同时另设对照组。

在选择试验动物时还需参考将采用的观察指标，如一受试物的急性毒作用敏感动物是小鼠，但如该物质为肝脏毒物，则在亚慢性毒作用试验阶段需要多次反复抽取血液进行肝功能的动态变化观察时，小鼠血量有限就不能满足这种试验要求，此时就应选择对受试物的毒性和生物学效应与小鼠相似但体重较大的动物，即使该动物对受试物的毒作用敏感性相对较低。

在亚慢性试验期间，实验动物的喂饲条件与喂饲环境可能影响受试物的毒性效应，所以应注意动物饲料的营养平衡和环境条件的稳定，必须有营养合理的饲料、充足干净的饮水及清洁的生活环境，并保持适宜的温度和湿度，以保证动物健康。尤其当受试物在饲料中的比例较高时（＞5%），必须考虑其可食性与营养平衡问题，还要避免经胃肠代谢后的毒物又被动物摄取而影响试验结果。此外，不同物种动物应分室喂养，笼具应保证实验动物可自由活动，必要时单笼喂养，且应有人工昼夜设施。

（二）剂量选择与剂量分组

在亚慢性毒性试验设计中，染毒剂量选择是否恰当是试验成败的关键，所选择的上限剂量应控制在试验动物接触受试物的整个过程中不发生死亡或仅有个别动物死亡，但要有明显的中毒效应或靶器官出现典型的损伤，上限剂量的确定可参考急性毒性的阈剂量为亚慢性试验的最高剂量，或以该化学物LD50
 值的1/20～1/5为最高剂量。

化学物的亚慢性毒性试验需要求出其剂量-反应关系以阐明受试物的亚慢性毒作用特征，并为慢性毒性试验打下基础。因此，亚慢性试验至少应设计3～4个染毒组和一个对照组，必要时再加一个受试物的溶剂对照组。对照组的设置可排除实验动物在试验期间随着年龄增长而发生的某些生理生化变化及与受试物无关的疾病或死亡。染毒组中最高剂量组的动物在接触期间最好出现明显或典型的中毒症状或效应，但不引起动物死亡；中剂量组动物以出现轻微中毒效应为度，相当于亚慢性毒性的阈剂量；低剂量组不产生任何毒效应，剂量应相当于亚慢性的最大无作用剂量水平。各剂量组间剂量差至少应大于2倍。

具体剂量设计可参考急性非致死试验的阈剂量作为亚慢性试验的最高剂量，或参照LD50
 值及其斜率，在1/20～1/100的LD50
 值范围内选择设定3～4个剂量组，相邻组距可根据死亡剂量-反应曲线斜率和蓄积系数，选择3～10倍的比例。死亡曲线斜率平坦，蓄积性强的化学物，组距要大些，反之则小些。

各试验组及对照组的动物数应相等，体重（年龄）相近，组内动物个体体重相差应在平均体重的10 %以内，组间平均体重相差不超过5 %。每组动物数大鼠应为20～40只，兔子为10～20只，狗为6～8只，猴子为2～4只。雌雄各半。若需要在试验中期处死部分动物进行病理学观察，则每组动物数应相应增加。

当各剂量组所得结果均为阴性时，如最高剂量组的剂量水平远高于实际摄入量，则此最高剂量组即可作为无作用剂量组而对受试物进行评价。如最高剂量组接近实际摄入水平则很难做出结论，应考虑重新设计进行试验。

（三）试验动物染毒途径

亚慢性毒性试验接触受试物途径的选择，必须考虑两方面：一是要尽量模拟人类在环境中接触该化学物的途径和方式；另一个是应与后来预期要进行的慢性毒性试验的接触途径一致。具体的接触途径主要有经口、经呼吸道和经皮肤三种。

经口接触一般采用喂饲法，即将受试物混入饲料中供动物自由进食。为防止受试物在饲料中发生变化并保证能摄入一定剂量（mg/d · kg体重），需要每周或每两周将饲料中受试物剂量调整一次。由于灌胃操作易造成食道或呼吸道损伤，而亚慢性试验持续时间较长，每只试验动物要经受几十次甚至上百次的灌胃，一次事故就会损失一只受试动物，所以尽量不用灌胃法。但如受试物有异味，动物拒食，也可采用灌胃方式或利用胶囊或与少量食饵混合后单独给喂。在整个试验期间，受试物的规格、纯度不能改变。受试物在饲料中应充分分布均匀。阴性对照组给喂不含受试物的普通饲料。

经呼吸道吸入接触的时间随所接触的受试物而不同，如为工业毒物可接触1～4h，环境污染物则可适当延长至4～8h。

亚慢性试验中试验动物每日接触受试物应定时，以维持实验动物血液或体液中化学物浓度的稳定，保持外来化学物每日相似的生物效应。

（四）试验周期

亚慢性毒性试验的周期一般占实验动物生命的1/10，这是由于不同动物寿命的不同导致实验周期有所不同，从几个月到1年不等。对长期、经常接触的受试物可选择90 d试验周期，而对阶段性接触的受试物可选择30 d。

（五）观察指标及选择

亚慢性毒性试验中观察指标比较广泛，其选择十分重要，常根据急性、蓄积性试验提供的线索及相关文献资料，选择一些特异和非特异的指标，包括一般性指标（如动物体重、食量、中毒症状）、血液和行为学检查、生理和生化指标、病理解剖学检查、病理组织学检查及器官系数的测定等（表6-16）。


表6-16 亚慢性和慢性毒性研究中的一般检查、临床实验室检查和病理学检查

[image: ]
注：全部动物均要进行肉眼检查，所列器官和组织应进行显微镜检查。

* 器官要称重。



1. 一般性指标

一般性指标为非特异性观察指标，包括一般综合性观察指标和一般化验指标。

一般综合性观察指标属非特异性的外观指标，是外来化学物对机体毒性作用的综合性的总体反映。包括：① 动物体重：在亚慢性试验中有多种因素均可影响实验动物体重的增长，如食欲变化、消化功能变化、代谢及能量消耗变化等。若出现试验组动物体重增长减慢、停止增长甚至体重下降，则表明受试物引起的毒性效应。如果各试验组体重增长呈剂量-反应关系，就可以肯定是一种综合毒性效应。② 食物利用率：即动物每食入100 g饲料所增长的体重（以g计）。分析比较接触组与对照组的食物利用率有助于了解受试物对实验动物的生物学效应。如受试物通过影响食欲导致进食量减少，体重增长会受影响，但食物利用率不一定下降。如不影响食欲而体重增长受影响，则可能是受试物干扰了食物的吸收或代谢，使食物利用率改变。③ 症状：试验动物在接触受试物后所出现的各种中毒症状及症状出现的先后次序都应详细观察并记录，尤其要注意观察动物被毛色泽、眼分泌物、呼吸、神态及行为等。这些资料有利于探讨受试物损伤的部位及程度。④ 脏器系数或称脏/体比值：是指某个脏器的湿重与单位体重的比值，通常以100 g体重计算。试验动物在不同年龄期，脏器与其体重之间重量比值有一定规律，如果由于接触受试物致使某个脏器受到损害，则脏/体比值就会改变。脏器系数通常能反映中毒引起的病变情况，脏器系数减小表示器官萎缩，发生退行性变化，反之则可能是充血、水肿及增生性肥大变化等。如凡是能引起肺充血的外来化学物往往可以使试验动物的肺/体比值增大；一般能诱导肝脏药物代谢酶的外来化学物，可使动物的肝/体比值增大。

一般化验指标主要指血象和肝肾功能的检测。在亚慢性试验中使用这类指标一般为筛检性和探讨性的。通常血象检测包括红细胞计数、白细胞计数和分类及血红蛋白定量等。肝肾功能检测包括血清尿素氮、尿蛋白定性定量及尿沉渣镜检等。

2. 病理学检查

凡是在染毒过程中死亡的动物均应及时解剖进行病理组织学检查，必要时作组织化学或电镜镜检。检查时所选脏器应参照前面急性毒性的脏器改变或亚慢性中毒症状等而定。需要时可进行所有脏器的病理组织学检查。

3. 特异指标

特异指标是指受试物对机体亚慢性毒性作用本质的特征性指标。但要确定特异指标并不容易，因为特异指标与受试物的中毒机理相联系，而外来化学物的中毒机理并不容易确定。一般可从以下两方面进行分析和探讨：一是全面分析受试物的急性毒作用特征，初步发现该化学物主要危害的组织系统或靶器官，通过这一线索有可能发现一些敏感或特异的指标。如以苄甲胺给小鼠灌胃，急性中毒死亡小鼠肝脏有淤血现象，进一步以较低剂量多次给小鼠灌胃，发现其肝/体比值增大，在此基础上又发现小鼠肝匀浆甲苯代谢率增高且肝微粒体细胞色素P-450含量也增加，从而在进行苄甲胺的亚慢性毒作用试验时，即可继续观察这些指标的变化规律，或再深入探讨肝脏其它生化指标有无变化。二是进行文献检索，参考一些化学物的某些特殊基团具有的特定毒性，利用其化学结构中的共性来选择亚慢性毒性指标。如分析同系衍生物的毒作用特征。

三、慢性毒性试验设计

外来化学物的急性毒性与其致癌性之间并无必然联系，常需要进行慢性毒性试验才能阐明其致癌作用。在亚慢性毒性试验中已经表现出进行性或不可逆的毒性作用，但又不易对其做出评价时也必须进行慢性毒性试验。多数情况下，肿瘤的发生常需要经过较长的时间才能表现出来，以大鼠作为试验动物进行致癌试验时，往往需要经过12～18个月才行，所以致癌试验一般要观察动物终生。此外，慢性毒性试验结果是制定人体每日允许摄入量所需要的关键资料。

慢性毒性试验是在实验动物生命周期中的关键时期，用适当的方法和剂量给动物饲喂被检物质，观察其蓄积的毒性效果，有时可包括几代的试验。其试验设计的基本原则同亚慢性试验，设计要求如下。

（一）试验动物选择及饲养环境要求

由于试验期为动物的大部分生命期甚至终生，而只能选择生命期较短的动物。同时又要对其饲养条件、生化系统、繁殖、自发性疾病等均有比较系统的了解，因此传统上慢性毒性试验多选用生命期只有2～3年的大鼠或小鼠，并要求实验动物品系明确一致，以消除肿瘤自然发生率的干扰。所以在慢性试验中一般选用年龄较小的刚断乳大鼠或小鼠，即小鼠出生后3周，体重10～12 g；大鼠出生后3～4周，体重50～70 g。雌雄各半。在试验中选用何种动物品系取决于被检物质的毒性作用部位，以及该品系对各种不同毒剂总的敏感性。在慢性试验中一般均采用一些著名的对致癌物敏感的动物品系。

各染毒组的动物数，应充分估计试验期间自然死亡和中途进行定期检查需要处死的动物数目，保证用于组织病理学检验的需要和在试验结束后动物数目符合统计学处理的最低要求。所以选择合适的试验样本数目是慢性毒性试验的一个主要问题。如使用啮齿类动物则各染毒剂量组动物应有20只以上（雌雄各半），如在试验期间设计处死部分动物进行病理组织学或某些脏器生化指标的动态观察，则需相应增加实验动物的数目，在试验结束时应保证每剂量组至少有10只动物存活。此外，如果某物质的毒效应低则必须采用较大数量的动物进行试验。

慢性毒性试验试验动物的饲养条件和饲养环境与亚慢性毒性试验相同，如应保证试验动物有温湿度适宜的生活环境及合理的营养等。因为膳食成分的变化可明显改变慢性毒性试验的结果。与一般膳食相比，给试验动物饲喂半合成膳食可增加一些致癌物诱导肿瘤的数目，热能不足可减少肿瘤发生的几率，蛋白质缺乏可延缓肿瘤的生长速度等；相反，很多膳食成分，如蔬菜和水果中的吲哚、黄酮类化合物及大蒜素等均可诱导肝脏和其它组织的外源物质脱毒系统，从而降低许多物质的潜在致癌性。

（二）剂量选择与分组

由于慢性毒性试验持续时间较长，故恰当的剂量分组特别重要。如试验目的是制定受试物的安全限量标准，即卫生标准，一般应设五个剂量组，即零剂量组（对照组）、预期无作用剂量组、阈剂量组、发生比较轻微但有明确毒性效应的剂量组和发生较为明显的毒效应甚至亚致死（sublethal）水平剂量组（最高剂量组），以求出剂量-反应关系。必要时可增设溶剂对照组。

染毒组剂量的设计选择可参考三组数据。一是以亚慢性毒效应为出发点，即以亚慢性毒效应的阈剂量和最大无作用剂量为依据，即以其阈剂量的1/5～1/2为慢性毒性试验的最高剂量组，1/20～1/10为轻微毒效应剂量组，1/50～1/20为慢性毒作用的预计阈剂量组，以亚慢性最大无作用剂量的1/10或阈剂量的1/100或人群实际最大摄入量的10～50倍为预计的慢性最大无作用剂量组；另一方法是以急性毒性的LD50
 剂量为出发点，即以LD50
 的1/10剂量为慢性试验的最高剂量组，以LD50
 的1/100为预计慢性阈剂量组，以LD50
 的1/1000为预计的最大无作用剂量组，各染毒剂量组之间的剂量间距应当大些，有利于求出剂量-反应关系，也有助于排除实验动物个体敏感性差异；第三是美国环境保护局（EPA）的建议，设两个染毒剂量组和对照组，以最大耐受量（maximum tolerated dose，MTD）为出发点，设两个剂量组，分别为0.125 MTD和0.25 MTD。MTD的概念是在此剂量下实验动物体重比对照组动物体重减轻不超过10 %，且不发生死亡，也未出现临床中毒症状和病理损伤。

各染毒剂量组之间的剂量间距应大一些，组间剂量差一般以5～10倍为宜，最低不小于2倍，以利于求出剂量-反应关系，并有助于排除实验动物个体敏感性差异。

（三）接触途径

慢性毒性试验多采用经胃肠道与经呼吸道接触。经胃肠道接触一般是将受试物与食物或饮水混合，由动物自然摄入，但如受试物有异味或易水解时也可以采用每日定时灌胃的方式。经呼吸道吸入接触，依试验要求定每日接触时间，如为工业毒物的试验通常要求每日吸入4～6h，如为环境污染物一般要求每日吸入8h或更长。

（四）试验期限

在慢性毒性试验中，试验动物接触受试物的期限依试验的要求和试验动物种类而定，原则上要求试验动物生命的大部分时间或终生连续长期接触受试物。但各种试验动物寿命长短不同，所以慢性毒性试验的期限也不同。在使用大、小鼠时，工业毒理学中一般要求慢性毒性试验进行6个月；而环境毒理学与食品毒理学的慢性毒性试验一般要求试验动物染毒一年以上，以两年为好，但也有学者认为慢性试验中大鼠接触受试物长达两年并不一定必要（除了致癌性试验外），因为有试验证明大鼠在连续接触受试物达到其生命周期的1/10所表现的毒效应已较为充分，因此认为以大鼠为试验动物时，连续接触受试物90 d即可确定受试物的慢性无作用水平（no-effect level，NEL）。也有主张动物终生接触受试物才能全面反映受试物的慢性毒性效应以及求出阈剂量或无作用剂量。如果慢性毒性试验与致癌试验结合进行，则实验动物染毒时间最好长达接近动物的预期寿命，甚至终生染毒。

由于慢性毒性试验时间较长和剂量较低，其营养状况、饲养条件和环境因素的影响相对较大。因此饲料组成必须能保证动物健康并稳定不变。如缺乏某种营养素引起生长发育和某些生理功能障碍，就不易与受试物可能出现的毒性作用区别。但营养水平过高，既不符合人类实际情况，也会掩盖某些毒性表现，甚至促进某些毒性作用，需要避免。此外，饲养环境的温湿度应尽量保持恒定，因为采光照明会通过对动物生物节律的干扰而影响机体对外来化学物的反应，其它刺激因素对动物的影响也应减少到最低限度，使试验结果更为可靠。

（五）观察指标的选择

慢性毒性试验中观察指标的选择应以亚慢性毒性试验的观察指标为基础，选择亚慢性毒性试验中已呈现有意义的变化指标。但是在慢性毒性试验中，由于受试物剂量较低，往往一些观察指标在接触早期变化微小，或在整个接触期间变化都较微弱，所以应注意以下三点：一是试验前应对一些预计观察指标，尤其是血、尿常规及重点测定的生化指标进行正常值测定，废弃个体差异过大的动物；二是在接触受试物期间进行动态观察的各项指标，应与对照组同步测定；三是各化验测定方法应精确可靠并进行质量控制。

除一般健康状况、体重等常用观察指标及血液学、生化检查外，应在不同间隔期（如6个月、12个月、18个月）处死部分动物，进行各种指标的测定以观察各种毒性作用，包括肿瘤的发生、进行性或不可逆反应等的动态变化。因为某些变化可能是可逆的，如中间不予观察，有可能被忽略而影响评价。由于一些受试物在接触早期可引起某些脏器出现代偿性现象或某些酶出现诱导性活力改变，对此应注意分析。还需注意一些生理生化指标，甚至组织学指标可随着年龄增长而有改变，而应强调各项指标的观察应在对照组和各剂量组间同步进行，便于同期比较，以消除年龄差的因素。

在慢性接触过程中，除靶器官受累外，长期反复的毒作用也可引起机体的主要代谢器官和排泄器官受累，尤其是肝和肾易出现继发性损害，所以一般在慢性毒作用试验中通常将肝、肾功能作为常规观察指标。

在外来化学物的慢性毒作用试验中，还应重视病理组织学的检查，凡试验期间死亡的动物均应做病理组织学检查。实验结束时，必须对试验动物进行详细的尸检，并将主要器官和组织固定保存。由于全部进行病理组织学检查有相当大的困难，因此可将高剂量组及对照组所有动物进行病理组织学检查，必要时再对低剂量组的动物进行镜检。在选择观察指标时还要注意尽量减少观察项目，如将采血作有关的测定时就应尽量减少每次采血量，以防实验动物贫血和减少人为的过分刺激，从而防止加重或改变受试物的毒效应。

此外，可在试验结束时，将部分实验动物继续留养1～2个月，以便对已显现变化的指标进行追踪观察，以探讨受试物对实验动物有无后作用及损伤是否易于恢复，此种观察结果对制定卫生限量标准、选择安全系数具有参考价值。

四、亚慢性、慢性毒性作用评价

评价实验资料，首先应确定毒效应。通过对毒效应资料的分析，了解受试物毒性的大小及靶器官并找出敏感的毒效应指标，即最早出现在最低剂量组并与对照组比较差异有显著性的毒效应指标。以敏感毒效应出现改变的最小剂量确定为阈剂量，不产生任何毒效应的最大剂量为最大无作用剂量，即通过亚慢性和慢性毒性试验可确定某物质的慢性阈剂量（Limch），但在亚慢性和慢性实验中，阈剂量表达为最低有害作用水平（lowest observed effect level，LOAEL）或最小作用剂量（minimal effect dose，MED）。通过亚慢性和慢性毒性试验还可确定某物质的最大无作用剂量（no-effect dose），即化学物不引起生物体某种毒效应的最大剂量，在亚慢性或慢性实验中表达为无明显作用水平（no observed effect level，NOEL）或无明显有害作用水平（no observed adverse effect level，NOAEL）。

根据亚慢性和慢性毒性试验的结果获得的LOAEL或NOAEL是评价外来化学物引起生物体损害的主要指标，以此为基础可制定某种外来化学物的接触极限。但由于阈剂量和无作用剂量都有一定的相对性，不存在绝对的阈剂量和无作用剂量，如使用更敏感的实验动物和观察指标，就可能出现更低的阈剂量和无作用剂量。所以在评价某种外来化学物的LOAEL或NOAEL时，必须说明实验动物的种属、品系、接触途径、接触时间和观察指标。

经过对亚慢性试验资料的全面评价，确定毒效应及毒效应敏感指标或特异指标，根据阈剂量和最大无作用剂量，为慢性毒性试验选择观察指标和剂量设计提供可靠的基础。敏感指标和特异指标可作为探索中毒早期诊断或接触群体生物学监测资料提供依据。根据最大无作用剂量可决定是否需要继续进行慢性毒性试验。我国《食品安全性毒理学评价程序》中规定，如某物质的亚慢性毒性无作用剂量小于或等于人的可能摄入量的100倍，则表示毒性很强，应放弃该化学物的使用；在100～300倍之间者，可进行慢性毒性试验；若大于或等于300倍者则不必进行慢性试验，可直接进行毒性评价。WHO也曾提出，如果最大无作用剂量大于1000 mg/kg，而人们实际接触量很低、接触时间又很短，产生慢性中毒的可能性很小，可考虑不做慢性毒性试验而直接进行评价。根据亚慢性毒性资料，参考最大无作用剂量，给予适当的安全系数可以提出该化学物安全接触限量标准的建议值，为制定该化学物的卫生标准提供毒理学依据。

通过对慢性毒性资料的分析，可阐明化学物慢性毒作用的特点、毒作用类型和主要的靶器官。根据敏感指标确定慢性阈剂量和最大无作用剂量也可以求出基准剂量（BMD）。对决定是否接受一种物质用于食物而言，慢性毒性试验的结论是最终的。如果该物质在慢性毒性试验中未发现有致癌性，则可根据上述急性和慢性毒性实验的数据以及该物质的摄入水平，对该物质应用于食品作出总的风险性评估，慢性毒性试验所得的最大无作用剂量（以mg/kg体重计）小于或等于人群的可能摄入量的50倍者，表示毒性较强，应予以放弃；在50～100倍之间者，需相关专家共同评议；大于或等于100倍者，则可考虑允许使用于食品，并制定卫生标准。慢性阈剂量和最大无作用剂量越小，卫生标准要求越严格。根据慢性毒性试验的阈剂量和最大无作用剂量或基准剂量（BMD），再结合该化学物的其它毒性实验资料和参数，以及特殊毒性的评价和人群的实际接触情况，给予适当的安全系数，可提出该化学物的卫生标准的建议值。如在任何一个剂量组发现有致癌作用，且有剂量-效应关系，在绝大多数情况下该物质将不被允许作为食品添加剂使用。如发现毒性试验的设计有误或在将来出现未预料的发现，则需要进一步的试验。在观察与表达慢性毒性时还可使用慢性毒作用带（Zch）。Zch为急性阈剂量与慢性阈剂量的比值，即Zch=Limac
 /Limch
 。某化学物的慢性毒作用带越宽，说明该化学物引起慢性中毒的危险性越大，也表明该化学物的蓄积作用大。实验动物多次接受较低剂量（浓度）即可产生慢性毒效应。

可能出现于食品中的外来化学物，在各种毒性试验中，一般都可表现出一定的毒性效应。在决定此种化学物是否可应用于食品时，主要是根据其毒性在目前生产生活条件下，是否可以得到控制。凡是在目前生产生活条件下，无法控制其毒害的物质，不允许在食品中应用。

（周才琼、沈明浩）

思考题

1. 何谓急性毒性？急性毒性试验的目的是什么？怎样进行急性毒性试验设计？

2. LD50
 常用的计算方法有哪些？各有何优缺点？

3. 何谓蓄积毒性作用？常用的蓄积毒性试验方法有哪些？

4. 何谓亚慢性毒性作用？其试验的目的是什么？怎样进行亚慢性毒性试验设计？

5. 何谓慢性毒性作用？其试验的目的是什么？怎样进行慢性毒性试验设计？

6. 怎样进行亚慢性和慢性毒性作用评价？


第七章 化学毒物的生殖毒性

生殖过程一般是指从配子形成直到胎儿娩出的整个过程。生殖过程是很广泛的，它包括精子的发生、卵的形成和发育、配子的释放、受精、卵裂和胚泡发育、着床、胚胎发生、胎儿发育、分娩。而胎儿的娩出也并不意味着胎儿发育成熟的终止。从广义上讲还应包括胎儿娩出后的新生儿期、哺乳期、直到性成熟的整个过程。

生殖毒性是指外源化学物对雄性和雌性生殖功能或能力以及对后代产生的不良效应。生殖毒性既可发生于生殖细胞、受精卵、胚胎形成期，也可发生于妊娠、分娩和哺乳期。表现为外源化学物对生殖过程的影响。例如，生殖器官及内分泌系统的变化，对性周期和性行为的影响，以及对生育力和妊娠结局的影响等。

影响人类生殖功能的环境因素包括各种化学物、电离和非电离辐射、物理因素、感染因素、生活方式以及药物的应用等。

第一节 雄性生殖毒性

一、雄性生殖细胞的发生过程

睾丸由一系列高度卷曲的输精管和具有支持功能的结缔组织、淋巴细胞、脉管、吞噬细胞及间质细胞等组成。输精管系统由两类不同的细胞，即精子细胞和间质细胞组成。随着睾丸的发育成熟，精原细胞不断增多，并由输精管的基底膜向管腔迁移，经减数分裂分化成精子。精子是一种高度分化的细胞，它不仅把父代的遗传信息传递给卵细胞，而且又可决定新生后代的性别。

精子的发生过程是指精原细胞发育成为成熟精子的过程。精子发生过程始于胎儿期的原始生殖细胞。出生后，原始生殖细胞分化成精原细胞，后者直至青春期以前在曲细精管中处于休止状态。在青春期，在脑垂体促性腺激素的作用下，开始增值，进行有丝分裂，形成两个单倍体的次级精母细胞，再经第二次成熟分裂，形成四个单倍体的精子细胞，精子细胞再经过一系列形态学变化成为具有特殊形态的成熟精子。随后由间质细胞包裹释放入输精管内，移入附睾后进一步成熟，成为具有受精能力和活动力的精子，进入精囊并在此贮存。精子生成是一连续发生过程，从一个精原细胞分化成为成熟的精子，在不同的物种和品系中所需要的时间并不相同，如人类需要64 d、小鼠35 d、兔43 d、wistar大鼠53.2 d、公牛54 d。

精子发生过程是在神经内分泌的精密调控下进行的。调节精子发生的激素主要有垂体前叶分泌的卵泡刺激素（FSH）、黄体生成激素（LH）以及睾丸间质细胞产生的雄激素。黄体生成激素可刺激睾丸间质细胞发育，使其分泌雄性激素，主要是睾丸酮。雄激素可能促进精细胞的增值与分化及维持性功能。而卵泡刺激素可促进睾丸内精子的发生。精子发生存在周期性变化，它受到神经内分泌的调控。对于同一种动物而言，精子发生所需要的时间相对恒定。了解生精上皮的周期性变化，对确定环境因素特别是化学毒物对精子发育各阶段的影响有重要意义。外源化学物作用时间与精子发育阶段的关系见表7-1。


表7-1 外源化学物作用时间与精子发育阶段
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二、外源化学物的雄性生殖毒性

睾丸的功能主要是生成精子和合成雄激素。精子的生成有赖于丘脑下部-垂体-睾丸轴的调节功能。外源性化学物无论是直接影响睾丸的功能或间接影响丘脑下部-垂体-睾丸轴的调节功能，均表现为生殖系统受损。

（一）对睾丸生精细胞的影响

棉酚是影响睾丸功能的典型外源性化学物，是存在于棉子中的一种黄色酚类色素。实验发现，人类长期食用粗制棉子油，组织学观察中可发现睾丸的生精上皮丢失，而其它器官无病理变化。通过电子显微镜观察，可见睾丸内精子、精细胞和精母细胞受损，对精子影响的主要表现是精子细胞的顶体（acrosome）肿胀、分离与碎裂，精子中段的线粒体螺旋鞘排列紊乱，嵴目减少。棉酚还可直接作用于精子，使其活力受到抑制，其机理可能为葡萄糖与果糖代谢障碍。现已证实棉酚的毒作用部位是睾丸，它作用于精子发育过程的不同阶段，最终表现为精子减少、不育。

重要的工业污染物二硫化碳（CS2
 ）早在1860年就已被发现可引起睾丸萎缩。动物试验证实CS2
 对多种动物睾丸有损害作用。表现为睾丸明显萎缩，精子生产障碍。此外，还发现CS2
 对雄性小鼠的生殖细胞有致突变作用，主要表现为睾丸的初级精母细胞染色体的畸变和性染色体异常。

铅、镉、汞、锰等重金属，均具有不同程度的生殖毒性。铅可通过血-睾屏障，对睾丸的形态和功能造成损害。具体表现为精液中畸形精子增多，正常精子数目和活动率下降。而且大量实验资料还证明，哺乳动物的睾丸和附睾组织对镉的毒性作用特别敏感，主要作用部位是曲精小管上皮和间质细胞，引起睾丸退行性变化，睾丸、精囊、附睾的平均重量明显减轻，输精管中精子数目和精液中完整的精子大为减少。

此外，动物试验均证明，多种农药具有使精子生成减少、睾丸萎缩、畸形精子增多、性功能减退等雄性生殖毒性作用。

（二）对内分泌功能的影响

睾丸的功能受垂体前叶分泌的促性腺激素的调节，而垂体分泌的促性腺激素又受下丘脑产生的促性腺释放激素（GnRH）的调节。促性腺激素包括卵泡刺激素（FSH）和黄体生成激素（LH）。FSH能促进睾丸内精子的发生和精子的成熟。LH能刺激睾丸间质细胞的发育并分泌雄激素。

精子的生成是在神经内分泌的精密调节和控制下进行。在血液中雄激素和促性腺激素含量达到一定水平后，引起反馈作用于大脑皮质、下丘脑和腺垂体，影响它们的分泌活动，调节各级激素的产生，以维持动态平衡，精子生成过程方可正常进行。如果上述的任何一环节受到环境因素特别是化学毒物的作用，不仅影响其功能的发挥，更重要的是影响精子的生成。

已证实，重金属铅可干扰下丘脑-垂体-睾丸轴的正常功能，主要是影响GnRH的释放，表现为FSH、LH、睾酮含量降低。据报道，对铅作业工人性激素含量进行研究的结果，发现血清中FSH、LH、睾酮含量的平均值明显低于对照组，三种激素与血铅含量有明显的剂量-反应关系，呈负相关。并造成铅作业工人睾丸内精子发生和成熟受阻，精子数目减少，活动能力减弱，又由于睾酮含量减少，造成阳痿和性欲减退者增多。

此外，对CS2
 作业男性工人性激素含量检查结果表明，血中睾酮含量显著低于对照组，而血清中FSH和LH含量均显著高于对照组，并与血中睾酮水平的降低呈明显相关，表现为睾丸明显萎缩、精子生成障碍和性欲降低。

（三）对性功能和生殖功能的影响

雄性机体性功能包括性欲、阴茎勃起、性交、情欲高潮和射精等几个方面。整个过程由一系列复杂的条件反射和非条件反射构成。维持雄性正常性活动的基础是正常的雄性生殖器官、正常的内分泌系统和神经系统的生理、生化反应以及正常的精神心理状态。

繁殖是雌、雄双方共同完成的过程。雄性发育应具备的基本条件为：具有正常的内分泌系统，即下丘脑-垂体-睾丸轴的功能正常；精子的生成、成熟、贮存及输出，即有正常的睾丸、附睾、输精管、射精管和尿道；外生殖器和附属性腺正常。

环境因素特别是外源化学物（化学毒物）如果造成上述任何一个环节的异常，则表现出雄性不育，即造成雄性生殖功能障碍。对性功能和生殖功能影响较大的外源化学物不仅有铅、镉、汞、锰等重金属，而且已证明环境因素等均对性功能和生殖功能有明显的不良影响。

三、雄性生殖毒性的检测方法

观察外源化学物对生殖过程各个阶段可能出现的损害作用，在毒理学中常用大鼠和小鼠作为研究对象。

（一）精子生成分析

精子生成分析是研究雄性生殖毒性中最简单的试验方法。收集精子的方法可采用交配射精后冲洗阴道的方式获取精子，但大多数采用处死动物收集附睾尾部和输卵管中的精子。可通过下列指标对精子生成情况做出评定。

（1）精子计数 精子数是雄性性功能的一项重要指标，可提供有关精子发育与成熟方面的粗略信息。如果精子数目显著减少，则可以认为受试外源化学物对雄性生殖具有损害作用，但不能确定毒性作用发生在精子生成周期的哪个环节。

（2）精子形态观察 精子的形态通过伊红染色在显微镜下很容易观察。精子头部和尾部的形态学改变可影响精子运动和穿透卵细胞的能力。但此项指标不够灵敏，应结合其它试验结果进行综合分析。

（3）精子状态分析试验 包括精液的pH、液化时间，精子运动能力，蛋白质、脂质和微量元素的含量等。通过此项试验，可了解精子所处的微环境及精子运动等情况是否与外源化学物有关。试验结果需结合其它试验结果进行综合评价。

（二）精子穿透试验

精子穿透试验实际上就是精子体外受精的实验，是检测精子在体外能否成功地穿透去透明带的金黄地鼠卵子而受精的试验，精子在体外成功地穿透卵子的能力是常规精子分析所不能显示的。可作为常规精液分析的辅助指标。不仅可做大鼠、小鼠、兔、猪及牛的精子，而且可做人的精子。此项试验方法，为综合评价外源化学物对人类精子受精能力的影响、探明雄性不育，提供了科学依据。可用于不育症和外源化学物生殖毒性方面的检测。

（三）睾丸中标志酶活性的测定

睾丸作为靶器官，在形态学尚无明显改变时，睾丸的标志酶活性就可能已受到影响。通过睾丸中标志酶活性的测定，就可以简便且可靠地反映出外源化学物对睾丸功能的损害。此种酶的活力的变化可作为早期损害的指标。已知睾丸中的酶大致可分为两类，一类为透明质酸酶、山梨醇脱氢酶（SDH）、乳酸脱氢酶同工酶x（LDH-x）、5-核苷酸酶、α-磷酸甘油脱氢酶等，在精母细胞和精细胞中首先出现，其含量和活性随精子的形成、成熟而达到高峰。另一类为6-磷酸葡萄糖脱氢酶、苹果酸脱氢酶、三磷酸甘油醛脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶、γ-谷氨酰转肽酶、尿苷二磷酸酶、鸟氨酸脱羧酶等，在睾丸足细胞、间质细胞或精原细胞内含量最高，其含量和活性在性成熟前达到高峰，并随精母细胞、精细胞和精子的形成、成熟而降低。

临床和动物实验中常检测乳酸脱氢酶（x LDH-x）、山梨醇脱氢酶、6-磷酸葡萄糖脱氢酶的变化，并结合精子生成过程中各阶段细胞的功能和形态学改变，即可评价外源性化学物的生殖毒性，并有可能探明其毒性作用部位和机理。

（四）体外试验

虽然整体动物实验是评价外源化学物生殖毒性的主要途径，且实验结果外推于人类时具有相对可靠的优点，但其耗时、费力，不能满足一大批受试物检测的要求，而且在中毒机制的研究中也受到诸多限制。因此出现了体外试验或离体实验以替代整体动物的实验方法。体外试验主要是将哺乳动物的生殖细胞在体外条件下进行培养，并与受试外源化学物接触，观察生殖细胞的变化。

睾丸组织中除生殖细胞外，还有支持细胞和间质细胞。支持细胞是睾丸生殖上皮中唯一非生殖细胞，对精子的发生具有十分重要的意义。支持细胞能分泌多种生物活性物质，对各级生殖细胞起到营养、支持和保护作用。因为生精细胞本身不能利用葡萄糖，它所需的能量必须由支持细胞糖酵解所产生的乳酸和丙酮酸来提供。支持细胞具有较强的糖酵解能力，可将葡萄糖转化为乳酸和丙酮酸。间质细胞分布在睾丸曲细精管的结缔组织中，细胞呈圆形、梭形或多角形，体积较大，胞核有1～2个核仁，呈嗜酸性，含有滑面内质网。间质细胞通过合成和分泌雄激素保证生精过程的正常进行以及雄性器官和性行为的发育和维持。通过支持细胞和间质细胞等体外分离培养，测定支持细胞的乳酸含量和乳酸脱氢酶活性的变化以及测定间质细胞分泌的雄激素含量来判断外源化学物是否对所培养细胞的功能有影响。

另外，对分离培养的支持细胞和间质细胞，亦可通过细胞计数和形态学检查的方法来判断外源化学物是否对支持细胞和间质细胞有损害作用。若细胞受到损害，则表现出固缩、脱壁、死亡及崩解。

（五）雄性激素检测

睾丸在生成精子的同时还具有分泌性激素的功能。雄性激素是睾丸中产生的主要性激素，睾丸的功能主要靠FSH、LH和雄激素（主要为睾酮）来维持和调节。FSH主要作用于曲细精管的支持细胞，使其合成与分泌雄性激素结合蛋白。使曲细精管中的雄性激素浓聚并达到一定水平。LH主要作用于间质细胞，使其合成和分泌睾酮。雄性生殖系统无论生精过程、精子成熟过程，还是附属性腺的分泌活动，都需要有足够的睾酮，通过检测上述三种性激素的含量变化来判断外源性化学物是否对雄性生殖产生影响。检测上述三种性激素含量有助于生殖毒性的评价以及生殖毒作用机制的探讨。

（六）显性致死试验

显性致死试验是通过给予雄性动物受试化学物，将其与未经受试物处理的雌性动物交配，观察雌性动物早期胚胎死亡情况，以评价受试物是否对雄性动物的生殖有损害作用的试验。

哺乳动物生殖细胞，受到损伤发生突变后，往往不能与异性细胞结合，即失去结成合子的能力。例如，雄性生殖细胞不能使卵细胞受精，或使受精卵在着床前死亡，也能使着床后的受精卵不能成活以至胚胎早期死亡。由于此种损害在F1
 代即可表现，故称为“显性”。试验观察指标为早期胚胎死亡，故称为显性致死试验。通过显性致死试验可以评定受试物对雄性动物性功能的影响。

本方法系采用哺乳动物进行试验，较接近人体实际情况，主要观察指标为胚胎早期死亡，即观察子宫中活胎、死胎及吸收胎等数目，易于观察，试验技术容易掌握，不需要复杂的设备条件。缺点是不够灵敏，只有较大剂量，精细胞严重损伤，才能引起胚胎早期死亡。

（七）雄性生殖细胞遗传毒性检测

雄性生殖细胞遗传毒性检测方法，除小鼠睾丸染色体畸变分析试验、小鼠精子畸变分析试验、黑腹果蝇染色体性隐性分析试验等传统的哺乳动物生殖细胞突变试验外，这里再介绍一下近年在遗传毒理学研究中广泛被采用的新方法——单细胞凝胶电泳试验（single cell gel assay，SCG）。

单细胞凝胶电泳试验是1984年由Ostiling和Johanson首先建立并应用于遗传毒性试验的，该方法具有能简便而又快速测试完整细胞DNA链断裂的优点。其原理和方法为：

细胞在体内和体外试验中受化学物作用后，DNA链发生断裂。将细胞制成单细胞混悬液，在载玻片上制备加有受检细胞混悬液的凝胶，在碱性条件下使细胞裂解，解旋DNA后进行电泳。带负电荷的DNA断裂端由阴极向阳极迁移。DNA经EB染色后在荧光显微镜下可观察到DNA受损的细胞核拖一条尾巴，呈彗星状，如DNA无损伤则见圆形的核。故单细胞凝胶电泳试验又称彗星试验。观察时通过自动图像分析仪测定呈彗星状细胞的数量和比例并计算出受损的DNA量，或通过手工操作的方法用目镜测微尺在荧光显微镜下测量细胞核的直径和彗星尾部的长度，以此作为DNA受外源化学物损伤的评价指标。

（八）雄性生殖毒性病理检查

睾丸、附睾、前列腺以及精囊的重量和大小的改变常是接触有害外源化学物的明显征兆。睾丸组织易受到外来化学毒物的侵害，因此在亚慢性或慢性动物毒性试验中，睾丸组织形态检查是一项重要的观察指标。外来外源化学物作用于雄性生殖系统，可引起睾丸及其附属器官、组织或细胞的病理性损伤。睾丸各种细胞，特别是各级生精细胞的生理、生化功能各异，因而毒作用引发的受损表现与程度亦有很大差异。动物试验表明，不同化学毒物对睾丸曲细精管生精上皮的发育有不同程度的影响，有些化学毒物可引起生精细胞胞质、胞核的改变，甚至引起细胞产生变性、坏死；有些化学毒物可引起精子数目减少。

解剖观察是生殖毒性病理检验的主要环节，对以后的光镜或电镜观察结果的可靠性以及结论的正确性都有很大的影响，必须认真做好大体解剖的操作、检视和记录，正确取材，选择合适的固定液保存病理检验材料，为病理检验的正确性提供前提条件。

某种意义上而言，从解剖、病理学观察等形态学角度评价外来外源化学物对雄性生殖系统的毒性作用，是雄性生殖毒理学研究中不可缺少的较为敏感的指标和重要手段。

第二节 雌性生殖毒性

一、雌性生殖细胞的发生过程

雌性生殖系统由卵巢、输卵管、子宫和外生殖器等组成。卵巢产生生殖细胞（即卵细胞）和分泌性激素，输卵管是输送卵细胞和卵受精之处，子宫是孕育胎儿的器官。

卵巢由正在生长的卵泡（包括卵细胞、包裹的颗粒细胞和膜细胞）和支持细胞组成。卵泡的发育是一个连续变化的过程，一般可分为原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡和成熟卵泡四个阶段。在雌性胎儿卵巢内，最初为卵原细胞，聚集在卵巢皮质，经有丝分裂增殖与分化发育为初级卵母细胞，出生后，停止分裂活动直至青春期。女婴出生时卵巢中有10万～200万个初级卵母细胞，至青春期，排卵前，初级卵母细胞进行第一次减数分裂形成次级卵母细胞和第一极体，而后次级卵母细胞迅速进行第二次减数分裂，但停留在分裂中期直到受精，精子进入卵细胞后第二次分裂才完成。

卵巢的周期性变化与动情周期密切相关。小鼠及大鼠的动情周期是4～5d节律性地重复一次。预定成熟的卵泡大约在动情期开始发育，下一个动情期末排卵。卵子生成周期是在垂体促性腺激素的调节下，主要通过FSH和LH的作用，促使卵巢内发生周期性的变化，即卵泡发育、排卵和黄体生成。而垂体促性腺激素的分泌又受下丘脑产生的促性腺释放激素（GnRH）的调节。

初级卵母细胞进一步成熟并发育至次级卵母细胞，需垂体下叶分泌的FSH和LH的作用，并在卵泡膜内层细胞分泌的雌激素作用下，促进子宫内膜增生和生殖器的发育，为受孕做好准备。当卵泡接近成熟时，FSH、LH和雌激素分泌处于高峰，促成成熟卵泡的破裂、排卵和黄体生成。如果卵子受精成功，黄体在绒毛膜促性腺激素（HCG）的作用下继续发育，体积变大，孕酮和雌激素分泌持续增高，抑制下丘脑和垂体前叶的分泌活动。如果卵子未受精，黄体萎缩退化，血中雌激素和孕酮的浓度下降，表现为子宫内膜的脱落。同时，不再抑制下丘脑和垂体前叶的分泌活动，又开始分泌促性腺激素。卵巢中又有卵泡的生成，如此生长反复循环，形成卵子生成的周期性变化。

雌性（女性）动物在出生后，卵细胞数目即已固定，不再形成新的初级卵母细胞。对女性而言，到青春期在垂体促性腺激素的作用下，每月有8～10个卵泡向成熟卵泡发育，但一般只有一个能发育成熟并由卵泡中排出（一个妇女一生中有300～400个卵细胞成熟）。与此相反，男性在青春期以后还能不断地产生初级精母细胞，即精子的发生伴有数以万计的细胞群复制。

因此，有人认为，环境因素特别是外源性化学物对女性生殖系统的影响远大于男性生殖系统。

二、外源化学物的雌性生殖毒性

雌性哺乳动物也和雄性哺乳动物一样，生殖系统及其功能有许多组织器官参与，也涉及许多内在和外在因素。因此，外源化学物对雌性动物毒作用也往往表现有许多部位或环节。

（一）对卵细胞的影响

对卵细胞发育过程受化学毒物损伤的研究无论深度和广度都不如精子的研究，主要是研究难度要大些，特别是对人的研究。怀孕后的生理变化使得妇女比处于同样环境中同龄男子可能会吸收更多的化学毒物，因而受到的潜在危害性也会大些。无论是体细胞还是卵细胞受到损害都有可能影响其后代的健康。

研究表明，卵细胞发育到排卵前阶段即第一次减数分裂的终变期和中期对化学毒物最敏感。如镉，NIH雌性小鼠皮下一次注射氯化镉1、3、6 mg/kg后，排卵能力明显受抑制，排卵数目随剂量增加而减少，呈明显的剂量-反应关系。在肉眼与光镜下可见性腺发生明显病理学改变；电镜下中高剂量组的初级卵母细胞和次级卵母细胞出现明显病理学变化，可见到细胞核核膜严重扩张，核基质电子密度增加，核仁凝聚成团，胞浆线粒体肿胀，高尔基复合体和内质网严重扩张与肿胀，同时发现染色体数目异常等现象。

根据放射免疫分析和卵巢镉含量测定结果提示，镉可能直接进入到卵母细胞内并损伤其遗传物质。镉与金属硫蛋白中的Zn2+
 相互作用，干扰器官中锌的动力学平衡和DNA合成的聚合酶（含锌），从而导致次级卵母细胞染色体数目异常。另外，镉还可能与形成细胞分裂时的纺锤体的含巯基蛋白质相互作用而干扰染色体的分离过程。

二硫化碳（CS2
 ）不仅对多种动物的睾丸有毒性作用，而且对雌性动物性腺、胚胎也有损害作用，可影响卵巢，使动物的动情周期发生改变，受孕能力降低，影响受精卵和胚胎的正常发育。动物研究表明，多次由静脉给予雌狗CS2
 ，总剂量达20.5mL时，可观察到卵巢萎缩、原始细胞数减少、原始细胞和滤泡变性等损害作用。对雌性大鼠也可观察到卵巢萎缩、动情周期延长、卵泡上皮营养障碍性变化、肿胀、局部萎缩、细胞核失去明显的边缘等现象。近年的研究还发现，CS2
 可引起大鼠卵母细胞染色体畸变，可能是影响受精卵和胚胎的原因之一。

双环氧-4-乙烯环己烯等工业污染物可使成年鼠和幼年鼠原始滤泡中卵母细胞数分别减少33 %和10 %。环磷酰胺、胺草灵、克菌丹等均不同程度地引起雌性生殖细胞染色体畸变。多氯联苯能降低小鼠下一代卵子受精能力与胚的着床率。

此外，某些物理因素如电离辐射、放射线激光等，对雌性生殖细胞有致突变作用，小剂量能引起基因突变，大剂量能引起染色体畸变。

（二）对内分泌功能的影响

卵巢的功能和生殖周期受体内内分泌系统的调节，即通过下丘脑-垂体-性腺轴。外源化学物可影响上述任何一个环节而对雌性生殖产生损害作用。大量的人群调查和动物试验证实，苯及其同系物在一定剂量下会造成女性或雌性动物的生殖功能损害，造成月经异常、绝经期明显改变、生殖细胞突变，从而引起生育异常及后代的遗传性疾病等严重后果。发病机理可能是该类化合物直接干扰下丘脑，作用于垂体-卵巢系统，使内分泌调节系统异常，而导致月经异常。绝经期的改变是因为卵巢功能受到抑制，卵巢发生萎缩所致。

此外，林丹、开蓬等有机氯农药，可使雌性动物阴道开启和排卵周期延迟，甚至停止排卵，以及死胎和自然流产等。血清中LH和催乳素降低，而FSH浓度升高，垂体和子宫的重量明显低于对照组。

（三）其它毒性作用

外源化学物对雌性哺乳动物的毒性作用不仅表现在对卵细胞和内分泌调节系统（下丘脑-垂体-性腺轴）的影响，而且也可表现在子代，造成畸形、死胎、功能发育不全等。各种生殖功能毒性作用在整个生命过程的不同阶段都可出现，这充分说明雌性生殖毒性的复杂性。

三、雌性生殖毒性的检测方法

（一）体外试验

对外源化学物在雌性生殖系统的作用部位、可能的作用机理以及对雌性动物生殖功能的影响，Amann等（1982年）曾对雌性生殖毒性提出一个较为全面的试验方案，见表7-2。


表7-2 成年雌性动物生殖毒性作用部位与机理及其检测方法

[image: ]
注：PRL（prolactin）—催乳激素；E2
 —雌二醇；P4
 —孕酮；PGE—前列腺素E；PGE2
 —前列腺素E（2
 摘自Amann KP，Fundam.Appl.Toxicol 1982；2∶13-6）。



如表7-2所示，在雌性生殖毒性评价中，包括多种体外试验方法，能说明生殖器官多方面的功能及完整性。体外试验对于阐明化学毒物的毒性作用机理具有重要意义。但目前尚不能完全替代整体动物试验，例如一代繁殖试验、多代繁殖试验等。

（二）动物试验

雌性动物是繁殖后代过程中的主体，卵子的发生、卵细胞受精、着床、胚胎形成、胚胎发育、器官形成、胎仔发育、分娩和授乳等过程皆在雌性动物体内完成。在上述过程中，外源化学物可影响其中某一个或几个环节，并导致对母体或后代的不良影响。在毒理学领域中，生殖与发育毒性的确切评定较为困难。原因在于：① 在许多不同的生殖与发育阶段都可以诱发损害作用；② 损害作用的后果多种多样，可以是结构损伤或者功能损伤，并可表现在不同的器官等；③ 损害作用可表现在初生时期或发育成熟以后，即可表现在整个生命过程的不同阶段。

生殖毒性的评定需要特别的策略与方法，单一方法不能对外源化学物的生殖毒性做出全面的评价。目前，整体动物试验仍为主要评价方法。整体动物试验常用的方法有两类：一类为一代繁殖试验或多代繁殖试验和致畸试验；另一类为三段生殖试验，分别在三个不同阶段给予受试物，即妊娠前期及初期、器官形成期、围产期及授乳期。三段生殖试验的第一、二阶段与传统的繁殖试验和传统的致畸试验基本相似，第三阶段是观察外源化学物对胎儿出生后发育的影响。具体试验方法将在本节四中讨论。

（三）其它辅助试验

雌性生殖毒性的检验方法，除上述体外试验和整体动物试验外，还可进行雌性动物动情周期观察、排卵观察、雌激素水平的测定、病理组织学测定等一些辅助试验。这些试验不仅可对雌性生殖毒性做出估计，而且对中毒机制的探讨具有重要意义。

第三节 致畸试验

能引起妊娠的人或试验动物产生畸胎的外源化学物称为致畸物。它通过胎盘直接作用于发育的胚胎和胎儿而产生后果。通过动物试验和体外致畸试验方法，可检测外源化学物能否引起胚胎毒性或后代畸形。

一、动物致畸试验

（一）基本原理

致畸试验是检查受试外源化学物能否通过妊娠母体引起胚胎毒性或后代畸形的动物试验。通过致畸试验可以确定一种受试物是否具有致畸作用。胚胎在器官形成期，可因受到化学物或放射性物质的作用，使细胞分化、器官形成和正常发育受到阻滞，以致出现胎仔器官的器质性缺陷而呈现畸形。因此，可以通过观察妊娠母体在敏感期（器官形成期）接触受试物后胚胎及胎仔的发育状况来评价某种外源化学物有无致畸作用。

（二）基本方法

（1）动物选择 致畸试验中动物的选择，除参照毒性试验中选择动物的一般原则，即食性和对受试物代谢过程与人类相似、体型小、容易饲养和繁殖以及价廉外，还应特别注意妊娠期较短而一致、产仔数多和胎盘结构与人类接近且自发畸形率较低等特点。一般选用两种哺乳动物，首先为大鼠，此外可采用小鼠或家兔。

大鼠作为致畸试验首选动物的原因，一是大鼠对大多数外源化学物的代谢过程，基本与人类接近；二是大鼠的受孕率较高，每窝产仔可达8～12只，易获得所需样本数；三是胎仔大小适中，易观察畸形情况。缺点是大鼠对外源化学物的代谢速率较快，对致畸物的易感性较低，易出现假阴性结果。同时，大鼠的胎盘结构也与人类有一定差异。小鼠对某些致畸物虽然较敏感，但自然畸形发生率较大鼠高，且胎仔小，不易检查。

（2）动物交配处理 选择健康性成熟的未曾孕产雌雄动物，大鼠体重200～250 g，小鼠20～25 g，雌雄按1∶1或2∶1同笼交配。次日早晨阴道图片检查精子或检查阴栓，凡发现检出精子或阴栓，即确定为妊娠第0天。将查出的孕鼠按随机分组的原则分组，大鼠或小鼠每组10～20只，家兔8～12只，狗等大动物每组3～4只。

受试动物接触外源化学物的方式与途径应与人体实际接触情况一致，一般多经口给予，雌鼠妊娠的第7～15天染毒，常用灌胃方式。试验期间每2～3天称取孕鼠体重。通过体重变化可观察受试动物的妊娠情况和胚胎发育情况。受孕鼠的体重如持续增长，则表示妊娠过程及胚胎发育正常；如体重停止增长或下降，可能由于受试物的毒性作用或母体的其它原因，引起胚胎死亡或流产。

（3）剂量分组 致畸试验中剂量分组是一个极为关键与复杂的问题。一般原则是一方面要求出最大无作用剂量，以及引起致畸的阈剂量，同时还要保持母体生育能力，不致母体大批流产和过多胚胎死亡，也应避免较多母体死亡。

一般高剂量组可选雌鼠LD50
 的1/5～1/3剂量，低剂量组取1/50～1/30LD50
 的剂量；也可以以亚慢性毒性试验中的最大无作用剂量作为高剂量组，以其1/30作为低剂量组。若没有对受试物急性毒性试验的LD50
 值，亦可根据预试验结果，确定正式剂量组。应最少设三个剂量组，另设对照组。最高剂量组要求为可以引起母体轻度中毒，即进食少，体重减轻，死亡不超过10 %；最低剂量组不应观察到任何中毒症状；中间剂量组可以允许母体出现某些较轻的中毒症状，其剂量与高、低剂量呈等比关系。另外，有些学者建议以人体实际接触量为低剂量，以此剂量的3～5倍为高剂量。在高、低剂量之间再插入一个中间剂量组。对照组包括阴性对照（溶剂对照）和阳性对照。常用的阳性对照物有维生素A（15000 IU/kg），此外，也可用乙酰水杨酸（250 mg/kg）、敌枯双、五氯酚钠等作为阳性对照物。

（4）动物剖检 鼠类有食畸形胎仔的习性，应在预期分娩前1～2d处死母鼠进行检查。一般大鼠在受孕后第19～20 d，小鼠第18～19 d。剖检前称量并记录母鼠最终体重。常采用颈椎脱臼法或断头处死法处死动物。从腹中线剖腹，暴露子宫和卵巢，为胎仔检查做准备。

（5）胎仔检查 切开左右两侧子宫鉴别并记录每窝胎仔中活胎数、晚期死胎数、早期死胎数、吸收胎数及各种胎仔的特征，并记录编号。对活胎仔要测量其体重、体长、尾长和性别（生殖突与肛门间距离，雌胎仔约1 mm，雄胎仔约2 mm）。对大鼠还应取出卵巢、记录黄体数。黄体呈黄色，突起于卵巢表面，呈鱼卵状，可代表排卵数。然后进行胎仔外观畸形检查、内脏及软组织畸形检查和骨骼畸形检查。畸形检查只限于活产胎仔。内脏检查的胎仔需在鲍音氏（Bouin）溶液中固定2周以上，用自来水冲洗固定液后，方可用切片法检查内脏。而骨骼畸形检查则需经固定、透明和茜素红（alizarimred）染色等步骤后，才能进行。

致畸试验中常见外观畸形、内脏畸形、骨骼畸形见表7-3、表7-4和表7-5。


表7-3 常见的外观畸形
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表7-4 常见的内脏畸形
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表7-5 常见的骨骼畸形
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（三）结果判定方法

在致畸试验结果评定时，主要计算畸胎总数和畸形总数。在计算畸胎总数时，每一活胎仔出现一种或一种以上畸形均作为一个畸胎。在计算畸形总数时，同一胎仔出现一种畸形作为一个畸形计算，出现两种或两个畸形，则作为两个畸形计算，依此类推。常用的评价指标有：
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以上结果，经统计学处理后，若试验组母体畸胎出现率高于对照组，活胎仔畸形出现率显著高于对照组，而且畸形的出现具有剂量-效应关系时，才能判定外源化学物对受试动物具有致畸作用。此外，可通过危险度评定方法，即采用致畸指数来比较不同致畸物对受试物的致畸效应强度。致畸指数——母体LD50
 与胎仔最小致畸作用剂量之比。该比值愈大，表明致畸作用愈强。比值10以下为不致畸物，即不具致畸作用，10～100具有致畸作用，100以上为具有强致畸作用。

二、体外致畸作用试验法

传统的动物整体致畸试验需要大量试验动物，耗费大量人力物力和财力，且时间亦较长，而且不适于探讨致畸作用的机制，从而应用短期的体外致畸试验方法评价外源化学物的致畸作用受到研究者的重视。

体外致畸试验的方法很多，主要有体外全胚培养、器官培养和细胞胚培养三个层次的试验。体外致畸试验的优点是：① 可以节约大量人力和时间，方法快速，有时48 h可观察结果；② 可利用人类的血清、尿液进行试验，便于直接观察受试物对接触人群的作用；③ 可利用单加氧酶或微粒体等酶观察外源化学物在体内的代谢转化过程对其致畸作用以及发育毒性的影响；④ 容易严格控制试验条件，有可能排除母体中一些其它干扰因子和母体对致畸原的影响。有利于致畸作用机理的探讨。

体外致畸试验方法主要用于研究致畸作用机理和初步筛选化学致畸物。

第四节 繁殖试验

繁殖试验的目的在于了解外源化学物对机体整个生殖过程以及对子代是否产生毒性作用。通过繁殖试验即可了解外源化学物对动物性功能、交配行为、受精能力、分娩、授乳等过程。由于一代繁殖试验并未考虑受试物对幼仔形态结构异常，行为生理状况等生殖毒性情况，试验动物在出生或断奶时将被全部处死，仅能观察外源化学物对生殖过程的影响。而二、三代等多代繁殖试验可以弥补一代繁殖试验中未能观察生殖毒性在子代表现的不足。同时，多代繁殖试验在整个生命期内接触受试化学物，更符合人类实际生活中长期低剂量接触食品添加剂、微量重金属、农药及环境污染物的情况。故二代、三代等多代繁殖试验在实际研究中应用较多。与三代繁殖试验相比，二代繁殖试验具有节省试验时间和经费等优点。仅在受试物对早期性细胞有损害作用，而对后期的细胞无损害作用时，才进行三代繁殖试验。本节重点介绍二代繁殖试验法。

一、试验方法

（一）试验动物

多选用健康刚断乳大鼠。每组用20只雌鼠，10只雄鼠。

（二）染毒剂量及分组

设对照组、高剂量组（为90 d或长期毒性试验的最大无作用剂量）、低剂量组（可以采用最大无作用剂量的1/30或人类可能摄入量的100倍）。必要时也可在高剂量和低剂量组之间增设一个中间剂量组。接触途径应与人类实际接触的途径相同。即经口、经皮肤或呼吸道，且亲代和子代染毒方式与投予剂量应相同。

（三）试验步骤

试验动物按设计剂量先给予受试物90 d，性成熟后即可按常规方式交配，所生仔鼠为第一代（F1
 ）。每代交配两次，第一次生仔（F1a
 ）断乳后10d再使亲代进行第二次交配，生仔为（F1b
 ）。即第一代为F1a
 和F1b
 。其余各代依次类推。

二、观察指标
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三、结果判定

将试验组动物各项观察指标统计结果与对照组动物进行比较，如试验动物在交配、妊娠、幼仔存活、幼仔发育（哺育）等方面受到影响，则说明受试物对动物繁殖功能有损害作用。

第五节 胚胎毒性-胎儿动脉管畸形的研究方法

胚胎毒性作用（embryotoxicity）指外源化学物对母体子宫内发育的胚胎或胎儿产生的毒性作用。

由外源化学物引起的胚胎毒性具体表现在以下几个方面：

（1）胚胎死亡 在外源化学物的作用下，受精卵未着床可发生死亡，也可在着床后胚胎发育的某个阶段出现死亡。早期胚胎死亡仅能看见吸收胎，晚期死亡则为死胎。这是外源化学物引起胚胎毒性的最严重表现。

（2）生长发育迟缓 胎儿的生长发育较正常的胎儿缓慢，表现在体重、身长及骨骼钙化等方面。如果胎儿的平均体重低于正常对照组胎儿平均体重的2个标准差即为生长迟缓。动物试验研究结果表明，胎儿在外源化学物的作用下，除身长、体重等降低外，其脑组织重量、脑细胞数目以及脑组织中各种酶的含量和活性均比对照组低。

（3）胎儿先天缺陷和畸形（congenital malformation）包括外观、内脏和骨骼畸形以及中枢神经系统畸形等。如维生素A过多可导致胎儿中枢神经系统畸形、心血管畸形和面部异常等。

（4）功能发育不全 由于胚胎发育障碍所致的功能障碍，包括代谢、免疫及神经系统方面的缺陷和障碍。

在上述胚胎毒性的四种表现中，除胚胎死亡外，胎儿先天缺陷和致畸作用对人类健康的危害较大，是胚胎毒性中最为研究者所关心的问题。具体试验操作法已在本章第三节中详细阐述。

下面就近年在胚胎毒性研究中有关由外源化学物引起胎儿动脉管畸形的研究方法加以阐述，以供研究者了解。

众所周知，母体循环系统与胎儿循环系统有着本质的区别。胎儿通过胎盘这一特殊的通路从母体身上吸取养分和氧气，而且由于胎儿生活在羊水中，故肺不起血液循环和输入氧气的作用。作为胎儿循环系统的特点，除具有胎盘外，还具有脐动脉、脐静脉、肝静脉、卵圆孔和动脉管（ductus arteriosus）等。其中，动脉管是直接把胎儿肺动脉连接到大动脉的辅助通路。是在母体内见不到的独特的血管。在胎生期内动脉管承担着重要的循环作用。动脉管的组成与具有丰富弹性纤维的肺动脉和大动脉不同，它是由丰富的平滑肌存在于中膜的筋型动脉中。

动脉管随着妊娠末期的接近，徐徐增大其内径，胎儿出生后，随着肺呼吸的开始，动脉管又引起收缩闭锁，以索状组织残存于体内。据研究，胎儿呼吸开始后引起动脉管收缩闭锁所需的时间，人类胎儿为10～15 h、兔60～90 min、大鼠60～90 min。

动脉管在胎生期内，如果由于受到某种因素，如药品、农药等影响引起收缩，则胎儿在出生为止可引起持续性的肺高血压症。而且，在胎儿出生后，由于某种原因未引起胎儿动脉管的收缩闭锁，也可引起胎儿动脉管的开放症。动脉管作为带有特殊性质的血管，具有以下特点：一是动脉管对血液中的氧分压变化具有很敏感的反应。作为胎儿出生后引起动脉管收缩闭锁的原因之一，可以考虑到氧分压的上升。二是在胎生期内，胎儿动脉管的扩张作用靠前列腺素（PGE2
 ）来维持。三是作为动脉管的调节物质，除PGE2
 外，还有血管紧张肽（ET）。ET是1988年由Yanagisawa等研究者首次在世界上单离的由21个氨基酸组成的肽。它是已经知道的血管收缩物质中具有最强持续性收缩作用的物质。

由外源化学物引起的胚胎毒性-胎儿动脉管畸形（收缩）的研究方法，常用将大鼠胎儿固定于急速冻结台后切割观察法。具体方法如下，断头处死妊娠末期大鼠，立即切开子宫取出胎儿并迅速投放到预先准备好的-50～ -45℃的丙酮里，使其全身急速冻结。保存于-20℃的冰柜中。观察时，首先切断胎儿的头部和胸骨剑状软骨部的后方，把剩下的胸部按画像解析系统所确定的使动脉管与水平面大体保持垂直的角度，固定于实体显微镜的恒温急速冻结台上，从胎儿背面开始用手术刀切割。在实体显微镜下切割时，首先沿水平面稍微切割胎儿的背面，露出白色的胸椎和左右两侧肋骨，进一步切割，露出胸大动脉。再进一步切割，露出食道、大动脉和肺动脉的分支部分以及动脉管和大动脉，继续切割到动脉管内径达到最小为止。然后用测微尺测定动脉管内径的变化。

如果外源化学物对胎生期的特殊血管-动脉管产生毒性，则可观察到胎儿动脉管内径显著收缩的现象。据研究，7.0 mg/kg敌草快除草剂可使妊娠21 d大鼠胎儿动脉管内径显著小于对照组，且收缩率达到对照组的55 %。通过以上切割、观察方法，即可知外源化学物对胎儿循环系统特别是对动脉管是否产生毒性作用。

（沈明浩）

思考题

1. 什么是生殖毒性？

2. 外源化学物对雄性生殖毒性的检测方法有哪些？

3. 什么是显性致死试验？

4. 雄性生殖毒性的检测方法有哪些？

5. 整体动物试验常用的方法有什么？

6. 什么是致畸物？

7. 致畸试验指的是什么？

8. 致畸试验中选用的动物及其优、缺点是什么？

9. 体外致畸试验有哪些优点？

10. 什么是胚胎毒性作用？

11. 由外源化学物引起的胚胎毒性具体表现在哪几个方面？


第八章 化学毒物的致突变作用

关于化学物质引起的致突变作用，1927年Muller首先发现电离辐射可引起基因突变和1947年Auerback报告某些化学物质也能导致基因突变以来，先后有很多学者研究了化学物质对生物机体遗传机构的影响。并认为环境因素导致机体遗传机构的改变可以引起人类的某些遗传性疾病及癌症。此外，动脉粥样硬化、糖尿病及衰老也可能与遗传机构的损伤有关。近二十多年来，关于化学物质及其它环境因素对机体遗传机构的毒作用研究已发展成为毒理学的一个重要分支——遗传毒理学。遗传毒理学的目的是检测在亚毒性暴露水平即能特异性地引起基因损伤，造成机体遗传特性改变的物质，研究其毒性作用特点及对人类的潜在影响。

第一节 概述

一、基本概念

地球上任何生物物种，从原核细胞生物到灵长类动物，尽管其形态和生理状态特征千差万别，但在漫长的自然选择和生物进化过程中，都能以相对稳定的生命形式和状态存在于自然界，并持续不断地繁衍后代。这种长期保持遗传性状相对稳定的能力是与遗传物质DNA的特殊结构和精确的复制以及与修复能力是密不可分的。遗传是保持其种族特性的根本。遗传的稳定是相对的，一方面生物的遗传物质在自我复制过程中有可能发生改变；另一方面在复杂的内外环境影响下，生物个体其性状的发育可能有所不同。这种在物种的个体和各代之间出现的种种不同程度的差异通常称为变异（variation）。变异是生物物种推陈出新的来源。造成生物变异的原因有：① 父本、母本的遗传物质由于重组而发生；② 由于基因突变而发生，它是新基因产生的根本来源；③ 由于生物的染色体组成发生变化（染色体突变）或细胞质发生变化而发生。

从现代基因论的观点出发，只有起源于基因和染色体的变异才能够遗传。突变（mu-tation）实际上是遗传物质的一种可遗传的变异。突变可分为自发突变（spontaneous muta-tion）和诱发突变（induced mutation）。自发突变的发生率极低，物种的进化与自发突变有密切关系。诱发突变是指人为造成的突变。目前，通过诱发突变的方法已培育出增产、抗病、耐旱、抗冷的新品种，广泛应用于农业、林业、养殖业等方面。但是诱发突变也会引起对人类健康的危害。早在1927年Muller通过研究发现电离辐射可引起果蝇发生基因突变，并推测体细胞突变可引起癌症，1947年Auerbach报告某些化学物质也能导致基因突变以来，很多学者研究了化学物质对生物体遗传机构的影响，并认为环境因素导致机体遗传机构的改变可以引起人类的某些遗传性疾病及癌症。从此认识到外源化学物引起的致突变对健康危害的严重性。并随之产生了研究化学物质及其它环境因素对机体遗传机构毒性作用的一门新学科，即遗传毒理学（genetic toxicology）。遗传毒理学主要研究致突变的作用机制，应用检测系统发现和探究致突变物，提出评价致突变物对健康危害的方法。

至今已发现相当数量的外源化学物及其它环境因素能损伤机体的遗传物质，从而诱发突变，这些物质称为致突变物或诱变物（mutagen），也称遗传毒物（genotoxic agent）。而外源化学物及其它环境因素能引起细胞核中的遗传物质发生变化，而且这种改变随同细胞分裂过程而传递的过程称为致突变作用（mutagenesis）。简单地说突变的发生及其过程即称为致突变作用。突变是致突变作用的结果，其中包括基因突变（gene mutation）和染色体畸变（chromosome aberration）。基因突变是指一个或几个DNA碱基对的改变，亦称点突变（point mutation）。而染色体畸变是指染色体数目及结构的改变。染色体畸变能够在光学显微镜下直接观察到，而基因突变不能在光学显微镜下直接观察。

二、遗传学基础


（一）DNA与基因结构


生物界遗传与变异现象，都与遗传物质DNA的特殊结构及其精确复制和高保真度的修复方式有密切关系。DNA是由许多核苷酸组成的大分子物质，它决定了生命现象的基本属性。生命体系中的信息分子，除一些病毒是由RNA组成外，其它都是由DNA组成的。在DNA分子中每个核苷酸又由一个脱氧核糖、一个磷酸根和一个碱基构成。DNA中有四种碱基，即腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）、胞嘧啶（C）和胸腺嘧啶（T），每一种碱基和一个脱氧核糖、一个磷酸根组成一个核苷酸。即DNA分子中有腺嘌呤核苷酸、鸟嘌呤核苷酸、胞嘧啶核苷酸和胸腺嘧啶核苷酸四种核苷酸。DNA分子就是由这四种核苷酸构成的双螺旋结构的长链。基因（gene）是DNA分子中具有完整功能的最小单位。基因的基本作用在于：① 基因是生物遗传信息的携带者，即基因是带有一定遗传信息并能产生某种功能产物的DNA分子片断。基因产物是多肽，多肽按其功能可分为结构性、酶性和调控性。一个生物体所表现出的性状有赖于这些基因产物的正确结构和表达。② 三个碱基构成的三联密码（即密码子）体现了一个氨基酸的信息。密码子在基因中的排列顺序决定氨基酸在多肽中的排列顺序。③ 基因中密码子组成的变化，可导致生成无功能的基因产物，最终可能引起细胞或生物体的遗传变异及死亡。④ 多肽基因产物的生成与信使RNA（mRNA）和转移RNA（tRNA）有关。信使RNA起传递信息的作用。转移RNA作用是运送氨基酸并将氨基酸按顺序连接成多肽。⑤ 基因转录的启动和终止由另一组调节基因来控制。基因是生物遗传信息的携带者，同时，它又是遗传信息传递、表达、性状分化、发育的依据。细胞或生物体的一套完整单位的遗传物质称为基因组（genome）。

（二）染色质与染色体

在间期真核细胞的细胞核中，通过光镜可见一种能被碱性染料着色的由DNA、组蛋白、非组蛋白及少量RNA组成的形似串珠结构的物质，即为染色质（chromatin）。在间期细胞核中，一般没有染色体结构，只有在细胞分裂前期，染色质经多次的螺旋化形成染色单体（chromatid），再由两个染色单体依着丝点连成一个染色体（chromosome）。故染色质与染色体是由相同物质组成的，染色体存在于细胞中，且其形态在细胞周期中是动态变化的。通常只有在细胞分裂时经过特殊染色才能清楚地看到。细胞分裂中期染色体长度适宜，形态稳定，便于观察，是研究细胞遗传毒理学的重要材料。根据细胞分裂中期染色体的特征和国际统一规定，将体细胞的全部染色体按其大小形态等方式编排所组成的染色体图像称核型。每一种生物种属的核型是固定的，如小鼠有20对染色体，大鼠有21对，人有23对等。人类每个体细胞的23对染色体中，2个为性染色体，即x和（y男性为xy，女性为xx），其余22对为常染色体。充分了解每一种生物种属的核型，对细胞遗传毒理学研究是至关重要的，因为细胞遗传毒理学研究主要是计算染色体数目及结构的变化。

染色体与基因存在着平行的关系，表现为：① 染色体可以在显微镜下观察到，有一定的形态结构。而基因是遗传学的单位，不能在显微镜下观察到，且每对基因在杂交中仍保持它们的完整性和独立性。② 染色体成对存在，基因也成对存在。在配子中每对基因只有一个，而每对同源染色体也只要一条。③ 个体中成对的基因一个来自父本，另一个来自母本，染色体也是如此。④ 不同对基因形成配子时的分离与不同对染色体在减数分裂期的分离，都是独立分配的。

（三）体细胞与生殖细胞

大多数真核生物都由体细胞和生殖细胞组成。体细胞（somatic cell）多是二倍体（diploid）细胞。生殖细胞往往是单倍体细胞。体细胞含有完全相同的成对染色体，受外源化学物的作用，其遗传损伤不会遗传给子代；而生殖细胞的染色体受外源化学物的作用，可发生改变，即突变，且其突变可传给子代。突变的生殖细胞根据其在二倍体中的表达，可分为显性或隐性。显性突变无论是纯合子，还是杂合子均会出现表型异常；而隐性突变如为纯合子，将出现表型异常，若为杂合子，则表现为表型正常的携带者。

（四）细胞周期与细胞的分裂

细胞周期是指细胞从DNA复制起，经过分裂直到把DNA均等地分配到两个新的子细胞的全过程。此过程所需要的时间为细胞周期时间。真核细胞特别是哺乳动物细胞的细胞周期有明显的周期，即间期和分裂期。通常讲的细胞核的形态和结构，都是指间期核。间期指两次分裂的中间时期。在间期中，细胞完成生成过程及DNA复制。根据功能，间期又可分为G1
 期、S期、G2
 期。过去将细胞周期分为间期和分裂期（M期）。目前，将细胞周期分为四个时期：G1
 期、S期、G2
 期和M期。G1
 期即合成前期，是细胞进行急剧合成的时期，细胞主要合成RNA和蛋白，并做好合成DNA的准备。S期即合成期，细胞主要合成DNA，完成DNA的复制。G2
 期即合成后期，细胞主要合成RNA和蛋白，为有丝分裂做准备。M期即有丝分裂期。细胞主要完成DNA的分配。有丝分裂（mitosis）指细胞核分裂的过程。一个细胞由此生成两个子细胞，每个子细胞各具有与亲代细胞完全相同的染色体。在有丝分裂期，根据细胞核形态变化情况，又可分为前、中、后、末期。前期，核仁、核膜消失，染色质纤维螺旋化并逐渐形成染色体。中期，所有的染色体排列于细胞中部形成赤道板。此期很适于做染色体的形态和结构方面的研究。后期，染色体着丝粒纵裂，两个染色单体各被一纺锤体牵引，移向细胞的两极。末期，细胞体分裂，染色体消失而又恢复间期的核结构。

减数分裂（meiosis）指通过两次细胞分裂（即两个细胞周期）使染色体数目减少一半的一种特殊的有丝分裂。减数分裂的主要特点是，各对同源染色体在细胞分裂的前期配对，发生遗传重组，而且，其细胞核两次分裂，而染色体只复制一次。经过减数分裂后染色体数目减少一半，变成单倍体（haploid），减数分裂的生物学意义在于维持生物染色体数目的恒定，保证有性生殖的顺利进行和为个体发育和物种的绵延起重要作用。

第二节 化学毒物的致突变类型

化学致突物造成的遗传学损伤有基因突变、染色体畸变和染色体数目的改变。这些遗传学损伤可能因DNA受损所致，也可能因DNA以外的靶组织受损所致。对于以DNA为靶所产生的损伤常以能否为光学显微镜所见来区分，即分为基因突变和染色体畸变两种损伤。由于光学显微镜的分辨能力极限为0.2 μm，染色体在这一长度范围内约含4.7 × 106
 核苷酸对，因此这一长度以内的改变不能在光镜下看到。故基因突变只能通过生长发育、生化、形态等表型改变来判断，而染色体畸变可用光学显微镜观察到。

一、基因突变

基因突变亦称点突变，是组成一个染色体的一个或几个基因中DNA序列发生的变化。化学致突变物造成的DNA损伤，在DNA复制过程中转变为碱基排列顺序的变化，导致基因突变。根据作用方式和引起的后果不同，基因突变可分为三个类型：碱基置换（base substitution）、移码（fram shift）和大段损伤。

（一）碱基置换

碱基置换是某一碱基配对性能改变或脱落所致的突变。当DNA链上某一碱基在致突变物的作用下而脱落或其配对性能发生改变，就会在DNA复制过程中使DNA互补链上的相应位点配上一个错误的碱基，即错误配对（mispairing）。这一错误配对上的碱基在下一次DNA复制时，却按正常规律配对，于是原来的碱基对被错误的碱基对所置换，最终产生碱基对置换或简称碱基置换。在碱基置换中，如果原来的嘌呤被另一种嘌呤置换，或原来的嘧啶被另一种嘧啶置换称为转换（transition）；如果原来的嘌呤被另一种嘧啶置换，或原来的嘧啶被另一种嘌呤置换，称为颠换（transversion）。转换和颠换的结果取决于其在蛋白质合成过程中的错义密码和无义密码的多少，而且都只涉及一对碱基，是名副其实的点突变，其结果可造成一个三联密码子的改变，可能出现错义密码、同义密码和无义密码（终止密码）。由于错义密码所编码的氨基酸不同，于是基因表达产物的蛋白质有可能受到某种影响。终止密码可使所编码的蛋白质肽链缩短。

（二）移码

移码是DNA中增加或减少了一对或几对不等于3的倍数的碱基对所造成的突变。由于碱基序列所形成的一系列三联体密码子相互间并无标点符号，于是从受损点开始碱基序列完全改变，从而形成错误的密码，并转译成为不正常的氨基酸。在移码突变中，如果所形成的错误密码中包含有终止密码，则肽链还会缩短。发生移码突变后由于所编码的蛋白质的活性改变较大，故常出现致死性突变。如果减少或增加的碱基对数目刚好是3对，则基因产物的肽链中仅减少或增加1个氨基酸，其后果与碱基置换相似，与移码突变完全不一样，故不包括在移码突变范畴。

（三）大段损伤

大段损伤是DNA链大段缺失或插入，这种损伤有时可跨越两个甚至数个基因。涉及数以千计的核苷酸。严格意义上讲，基因突变应是在一个基因范围内因损伤所导致的改变。当损伤足够大，例如超过104
 碱基对以上，就介于基因突变与染色体畸变之间的不明确的过渡范围。

在大段损伤中，因缺失的片断远远小于光学显微镜可观察到的染色体缺失，故称小缺失（small deletion）。它往往是DNA链断裂后重接的结果，有时在减数分裂过程中发生错误联合和不等交换也可造成小缺失。小缺失通常可引起突变。小缺失游离出来的DNA片断可整合到另一染色体的某一位置而形成插入（insertion）。每次整合都可发生突变。小缺失的片断也可倒转后仍插入原来位置而形成基因重排。

二、染色体畸变

本节中染色体畸变仅指染色体结构异常，它是指遗传物质大的改变，是由染色体或染色单体断裂所致。当断端不发生重接或虽重接而不在原处，即可出现染色体结构异常。一般可用光学显微镜检查适当细胞有丝分裂中期的染色体来发现。如果畸变只涉及两条染色体单体中的一条，则称为染色单体型畸变，否则称为染色体型畸变。能使染色体或染色单体发生断裂的物质称为断裂剂（clastogen）。这种作用的发生及其过程称为断裂作用（clastogenesis）。断裂作用的关键是诱发DNA链发生断裂。大多数化学断裂剂像紫外线一样，只能诱发DNA单链断裂，发生染色单体型畸变，故称为拟紫外线断裂剂。少数化学断裂剂与电离辐射一样，可诱发DNA双链断裂，发生染色体型畸变，故称为拟放射性断裂剂。产生何种畸变，取决于损伤发生在DNA复制前，还是复制后。如果少数化学物质或电离辐射在DNA复制前处理，可诱导染色体型畸变，如果在DNA复制后处理，则可诱导染色单体型畸变。在任何情况下见到的染色单体型畸变都将在下一次细胞分裂时衍生为染色体型畸变。

染色体结构异常的类型：

（1）倒位（inversion）当某一染色体发生两次断裂后，其中间节段倒转180 °再重接，因其位置被颠倒，故称倒位。如果被颠倒的片断包括着丝点，则称为臂间倒位；如果被颠倒的片断，不包括着丝点则称为臂内倒位。

（2）缺失（deletion）染色体丢失一个片断。结果保留在核中的有着丝粒节段缺少了部分遗传物质。

（3）重复（duplication）在一套染色体里，一个染色体片断出现不止一次。

（4）易位（translocation）从某个染色体断下的节段接到另一染色体上称为易位。即一个染色体节段的位置发生了改变。两个染色体各发生一处断裂，仅一个染色体的节段连接到另一个染色体上称为单方易位。两个染色体各发生一处断裂，其节段相互交换重接形成两个结构重排的染色体称为相互易位。三个或三个以上染色体发生断裂，其节段交换重接而形成的具有结构重排的染色体称为复杂易位。在这三种易位中，最常见的是相互易位。

此外，还有裂隙和断裂、环状染色体等染色体结构异常的类型。

三、染色体数目异常

各种生物都有其固定的染色体数目和核型。以动物正常体细胞染色体数目2n为标准，则染色体数目异常可表现为整倍性畸变（euploidy aberration）和非整倍性畸变（aeu-ploidyaberration）。整倍性畸变可能出现单倍体、三倍体或四倍体（monoploid，triploid，tetraploid）。超过二倍体的整倍性畸变也统称为多倍体（polyploid）。其染色体数目可成倍增加。非整倍性畸变系指比二倍体多或少一条或多条染色体。例如，人类体细胞正常为二倍体（2 n），有46条染色体。如果细胞有45或47条染色体，则定义为非整倍性畸变。如果有69条染色体，则定义为多倍体，此为三倍体。

第三节 化学毒物致突变作用的机理及后果

化学毒物可诱导试验动物产生基因突变，染色体畸变和染色体数目的异常。在已检出的致突变物中，大多数有不同程度的特异性。有些致突变物以DNA为靶，诱导基因突变和染色体畸变。而有些致突变物则不以DNA为靶，常以有丝分裂和减数分裂的成分，如以纺锤丝为靶，诱导染色体数目的异常。

一、以DNA为靶的损伤机理


（一）DNA加合物形成


许多化学诱变剂或其活化产物是亲电子物，可与细胞内DNA、RNA和蛋白质等大分子亲核物质通过共价键，形成稳定的复合物，即加合物（adduct）。通常很难用一般的化学和生物学方法使其解离。DNA加合物的形成被普遍认为是诱变作用的重要事件。例如，黄曲霉毒素B和苯并（a）芘等致癌物质在体内经生物活化形成环氧化物后，与DNA发生共价结合形成巨大的加合物分子，从而可诱发突变并产生强烈的致癌作用。又如一些对DNA和蛋白质都具有强烈烷化作用的物质，即烷化剂可提供甲基或乙基等烷基与DNA共价结合（称烷化作用），使DNA甲基化或乙基化而发生诱变。诱变剂与DNA发生共价结合所攻击的碱基和位置有些是专一的，有些则专一程度较低。如乙酰氨基芴（AAF）仅特异地作用于鸟嘌呤的C8
 位，引起移码突变。而烷化剂则在中性环境中几乎都能与核苷酸链上的全部氧和氮原子（除连接在戊糖上的氮以外）产生烷化作用，但已知烷基硫酸酯则几乎仅与氮反应，并多数攻击鸟嘌呤的N7
 位，而烷基-N-亚硝基化合物则几乎完全与氧反应，并多数攻击鸟嘌呤的O6
 位，引起碱基置换。

鸟嘌呤的O6
 位被烷化常引起碱基错配，由原来的G∶C转换为A∶T，并常诱发肿瘤。鸟嘌呤的N7
 位或其它碱基环上的氮被烷化后，一般不至引起错配，但有时发生碱基脱落，即碱基缺失（base deletion），结果发生移码突变。


（二）平面大分子嵌入DNA链


引起化学致突变的关键是需要致突变物与DNA发生共价结合反应。然而，有些化合物能以非共价结合的静电吸附形式嵌入DNA单链的碱基之间或DNA双螺旋结构的相邻多核苷酸链之间，称嵌入剂（intercalating agent）。它们多数具有多环的平面结构，尤其是三环结构，易于嵌入DNA单链的碱基之间或DNA双螺旋结构的相邻多核苷酸链之间，造成移码突变。如9-氨基吖啶（9-aminoacidine）与DNA的结合即为非共价结合。像这种非共价结合后引起的致突变作用，是化学物嵌入DNA碱基对中后所致的结果。在DNA复制时，由于吖啶分子具有较扁平的结构，能够结合到DNA分子上，并嵌入邻近的碱基对中，使它们分开。此时DNA链出现歪斜，造成排列不齐，结果导致一个碱基对增多，一个碱基对减少的不等交换的两个重组子产生。即造成碱基对的缺失或额外碱基对嵌入的移码突变。另外，有些既能以非共价结合的静电吸附形式嵌入DNA链，又能与DNA发生共价结合的化合物，如吖啶芥ICR-191（acridine mustard ICR-191）等，要比单一嵌入剂更具有潜在的致突变作用。


（三）DNA-蛋白质交联物（DNA-protein crosslinks，DPC）形成


DNA-蛋白质交联物的形成是致突变物对细胞内DNA、RNA和蛋白质等大分子亲核物质的一种重要的遗传损害，也是一种稳定的共价结合物。已知许多外来化合物如烷化剂、苯并（a）芘、砷化物、醛类化合物及一些重金属（如Ni，Cr）等，均使DNA链内、链间或DNA与蛋白质之间发生交联（cross linkage）。引起DNA-蛋白质交联物的形成。虽然不同化学物引起DNA-蛋白质交联物的交联有所不同，但一旦形成DPC，则必将对DNA构象与功能产生严重影响。结果导致DNA链不易修复或发生易错修复，同时导致高度致基因突变也经常发生染色体或染色单体断裂，并易发生致死性突变现象。

（四）改变或破坏碱基的化学结构

一些化合物可对碱基产生氧化作用，从而破坏或改变其结构，有时还引起链断裂。它们主要改变核酸中核苷酸的化学组成，其作用与DNA复制无关。例如，亚硝酸根能使腺嘌呤和胞嘧啶发生氧化性脱氨（deamiuation），相应生成次黄嘌呤和尿嘧啶；羟氨能使胞嘧啶C6
 位的氨基变为羟氨基。以上改变都会造成转换型碱基置换。一些化合物可通过另一种机制破坏碱基结构，可在机体内形成有机过氧化物或自由基来破坏嘌呤的化学结构，最终导致DNA链的断裂。如甲醛、氧基甲酸乙酯（又称尿烷或乌拉坦）和氧咖啡碱等都以这种机制使DNA链发生断裂。

（五）碱基类似物取代

有些化合物的结构与DNA分子中的四种天然碱基非常相似，称为碱基类似物（base analogue）。这些化合物在细胞周期的DNA合成期（S期）能与正常的碱基竞争，取代其位置。结果常造成错误配对，即发生碱基置换。常见的例子是5-溴脱氧尿嘧啶核苷（5-bromodeoxyuridine，Brdu）取代胸腺嘧啶，2-氨基嘌呤（2-AP）取代鸟嘌呤。取代后如出现异构互变（tautomerism），则Brdu可由常见的酮式变为少见的烯醇式结构，或2-AP由常见的氨式变为亚氨式结构。就会使互补链发生错误配对，下次复制时该错配的碱基按常规配对，即发生碱基置换现象。

（六）二聚体的形成

当细胞或机体受到紫外线刺激，会使DNA发生化学变化，主要产生环丁烷嘧啶二聚体和（4-6）光产物（4-6-photoproduct）。这些较大的损伤可阻止DNA的复制，并引起细胞的死亡。机体受到紫外线刺激后，引起细胞死亡的致突变机制为：① 连接A-T，C-G之间的氢键断裂；②DNA分子的一个或两个键中的糖-磷酸基之间断裂；③DNA同一条链上，相邻的嘧啶形成二聚体；④水的电离，产生自由基；⑤引起DNA双链断裂或单链断裂。从而引起缺失、倒位、易位甚至破坏碱基，并引起细胞的死亡。

二、不以DNA为靶的损伤机理


（一）对DNA合成和修复有关的酶系统作用


对DNA合成和修复有关的酶系统作用也可间接导致DNA损伤，从而发生基因突变或染色体畸变。DNA的高保真复制（即合成）需多种酶类的参与，并且在基因调控下进行。如果其过程中的任何一个环节受损伤，将影响DNA复制的高保真性，有可能引起突变。例如，一些氨基酸类似物可使DNA合成有关的酶受到破坏从而诱发突变。脱氧核糖核苷三磷酸在DNA合成时的不平衡也可诱发突变，此外，有些化合物虽然不损伤DNA分子，但可作用于组蛋白和非组蛋白成分，也可造成突变。另外，DNA是生命物质中唯一具有自身修复能力的分子，其修复过程必须依赖各种各样的酶，但这些酶有可能成为化学毒物的靶分子，从而无法清除受损伤的DNA片段，或无法合成新的片段来替换受损伤的DNA片段。使DNA的修复无法正常进行，导致DNA的损伤。

（二）对纺锤体的毒作用

前述染色体数目异常可表现为整倍性畸变和非整倍性畸变。整倍性畸变和非整倍性畸变的产生不同于其它致突变作用，它们受作用的靶比较广泛，是由于染色体分离异常，导致染色体数目改变而产生。主要涉及细胞分裂过程的改变如纺锤体、微管蛋白的合成与聚合，微管结合蛋白的合成和功能发挥，细胞分裂纺锤纤维的功能发挥，着丝粒及与之有关的蛋白质作用，极体的复制与分离，减数分裂时同源染色体的联合配对重组等。

整倍性畸变和非整倍性畸变的产生机制是相似的，可能有程度上的不同。例如，对纺锤体形成的干扰，如完全阻止，即形成整倍性畸变，如部分阻止，则形成非整倍性畸变。目前，对于它们产生的生化机制，已了解的主要是有关纺锤体的下列几方面：

（1）与微管蛋白二聚体结合 微管蛋白二聚体是构成纺锤体纤维的基本材料，一旦该蛋白的某一特定位置被化学致突物占据，即可妨碍微管的正确组装，很易发生细胞分裂完全抑制，即纺锤体的完全抑制。秋水仙碱和鬼臼毒素都能与该蛋白的某一特定部位结合，产生细胞染色体不分离。

（2）与微管上的巯基结合 微管蛋白带有巯基，某些化学物、药物和金属等都能与微管蛋白不同部位的巯基特异性结合，影响微管的作用。如苯基汞易与着丝微管（即染色体纤维）结合，而甲基汞则易与极间微管（即连接两中心粒的连续纤维）结合。结合可有多种后果，但细胞分裂多数不至于完全抑制，即造成非整倍性畸变。

（3）破坏已组装的微管 在正常细胞中，微管经常和游离的二聚体处于聚合和解聚的动态平衡中。微管结合蛋白可使二聚体聚合，维持微管的结构和功能的正常发挥。秋水仙碱、灰黄霉素、长春花碱、乙酰甲基秋水仙碱等化学毒物都能与微管结合蛋白结合，虽结合点和作用方式不同，但都可使已组装好的微管解聚。

有些化学毒物，如毛地黄皂苷能通过非特异的蛋白质变性作用而破坏微管。

另一些化合物，如异丙基-N
 -氨基甲酸苯酯和其它氨基甲酸酯等通过对细胞分裂和DNA合成的复杂作用，使微管失去定向能力。

（4）妨碍中心粒移动 秋水仙碱可妨碍有丝分裂早期两对中心粒的分离和移向两极。但其机制尚不明确。

（5）其它作用 与秋水仙碱一样，N2
 O也可产生相同的后果，但受N2
 O影响后，观察不到微管组装受抑制、组装好的微管破坏、中心粒位置不正常等现象，N2
 O的作用机制尚不清楚。

三、突变的后果

化学致突变物引起的突变后果，主要取决于其所作用的靶细胞类型。如果致突变物作用于体细胞，引起体细胞突变，则仅能影响接触致突变物的个体，不影响下一代。体细胞突变的后果有肿瘤、畸形、动脉粥样硬化、糖尿病及衰老等，但最受注意的是肿瘤。如果致突变物作用于生殖细胞，引起生殖细胞的突变，则可影响下一代。造成显性致死或可发生遗传性改变，进而可能影响人类的基因。

化学致突变物引起生殖细胞的基因突变对人类的影响，按其严重程度可分为：① 对机体无影响，如同义突变；② 导致对健康无影响的正常人体生化组成的遗传学变异，例如ABO血型、血清白蛋白类型及各种同工酶型等。但在特殊情况下，如不同血型输血及同种移植的排斥等，也可引起严重的后果；③ 导致遗传易感性的改变；④ 导致遗传性疾病，包括多种分子病和遗传性代谢缺陷病等；⑤ 致死性突变，造成配子死亡、死胎及自发流产等。

由化学致突变物引起的染色体畸变对后代的影响，其数目异常往往大于结构异常；而且，染色体畸变不平衡的影响大于染色体畸变平衡。染色体畸变可造成死胎、自发流产以及引起多种染色体病。

生殖细胞突变能否在人类基因库中固定下来，取决于回复突变的频率和突变体的适合度（fitness）。由于人类食物链的增加，人类通过食物和空气接触农药残留、食品添加剂、有害气体等化学致突变物甚至接触环境激素等的机会也不断增加，从而导致生殖细胞突变的人群也日益增多。据统计，目前每人平均携带5～6个甚至更多的有害基因。环境致突变作用影响人类基因库，造成遗传负荷的增加已是一个不容忽视的问题。

第四节 化学毒物致突变作用的研究方法

观察化学毒物致突变作用一般通过致突变试验来进行。致突变试验旨在评定外源化学物对生殖细胞及体细胞的致突变性，对致癌、致畸和遗传危害的潜在可能作出初步评价。致突变试验所用的指示生物涉及到病毒、细菌、霉菌、昆虫、植物、体外培养的哺乳动物细胞和哺乳动物等。这些指示生物在对外源化学物的代谢、DNA损伤修复及其它影响突变发生的生理过程等方面虽存在差异，但作为遗传物质的DNA其基本特征具有普遍性，这是用非人类检测系统预测对人类遗传危害性的基础。致突变试验的研究发展很快，包括新方法的建立，原有方法的日益完善。目前已建立了200多种致突变试验方法，但重要的和作为常规使用的仅约20种。

一、常用的致突变试验


（一）细菌回复突变试验（Ames试验）


细菌回复突变试验是以营养缺陷型的突变体为指示生物，观察受试物能否纠正或补偿突变体所携带的突变发生改变的体外试验。常用的菌株有组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium
 ）和色氨酸营养缺陷型大肠杆菌（E.coli）。

鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验是目前应用最广泛的检测基因突变的试验。它是由美国加州大学的Ames教授在1979年建立并完善的，又称Ames试验。Ames试验是采用鼠伤寒沙门氏菌组氨酸营养缺陷型突变菌株作为指示物，检测受试物能否引起基因突变的试验。其原理是鼠伤寒沙门氏菌的组氨酸营养缺陷型菌株在某个调控组氨酸合成的基因发生了点突变，丧失合成组氨酸的能力，突变的菌株必须依赖外源性组氨酸才能生长。而在无组氨酸的选择性培养基上不能存活，致突变物可使其基因发生回复突变，使它在缺乏组氨酸的培养基上也能生长成可见的菌落。通过选择性培养基上回变菌落数的变化来判定受试物是否有致突变性。其试验原理见图8-1。

[image: ]
图8-1 Ames试验原理示意图



试验中可供选用的测试菌株有多种，所携带的突变是在不同基因中各有不同的特性，有的测定碱基置换，有的测定移码突变，有的两者都可能。我国普遍采用1983年由Mamn和Ames推荐的四种标准测试菌株，即TA97、TA98、TA100和TA102。TA97和TA98可检测移码突变，TA100检测碱基置换突变，TA102对醛、过氧化物及DNA交联剂较敏感。这四种测试菌株除了含有his-突变外，还含有一些如脂多糖（rfa）突变、切除修复突变（ΔuvrB）等附加突变和K因子（pKM101）及pAQ1质粒，以提高敏感性。

此外，国际协调组织（International Conference on Harmonization，ICH）建议，在用细菌回复突变试验法进行常规检测时，应使用TA98、TA100、TA1535、TA1537或TA97或TA97 α、TA102或E.coli
 WP2 uvrA或E.coli
 WP2 uvrA（pKM101）。

由于鼠伤寒沙门氏菌缺乏哺乳动物的代谢酶，因此在进行Ames试验时，必须进行不加及加代谢活化系统的检测。最常用的活化系统是S9混合液。它是用多氯联苯诱导的大鼠肝匀浆，于9000 × g速度离心，所得的上清液（S9），加上NADP及葡萄糖-6-磷酸等辅助因子，作为代谢活化系统。如不加S9混合液得到阳性结果，说明受试物可能是直接致突变物；加S9混合液才得到阴性结果，说明该受试物是间接致突物。

Ames试验的方法有点试验法、平板掺入法及预培养平板掺入法。点试验法一般用于预试验，平板掺入结果是Ames试验的标准试验法。


（二）哺乳动物细胞基因突变试验（mammalian cell gene mutation assay）


哺乳动物细胞基因突变试验是体外培养细胞的基因正向突变试验。正向突变是野生型基因失活的突变。常用的试验方法有小鼠淋巴瘤（L5178 y）细胞胸苷激酶位点（tK）突变检测、中国仓鼠卵巢细胞（CHO）及中国仓鼠肺细胞（V97）次黄嘌呤鸟嘌呤转磷酸核糖基酶位点（hgprt）突变检测和中国仓鼠卵巢细胞的AS52细胞株黄嘌呤鸟嘌呤转磷酸核糖基酶位点（gpt）突变检测。正向突变试验是利用培养的哺乳动物细胞系如小鼠淋巴瘤（L5178 y）细胞系、中国仓鼠肺（V97）细胞株和中国仓鼠卵巢细胞（AS52）的细胞株，观察特定基因座位（locus）上是否诱变产生突变体的试验。已发现在哺乳动物中有数十个基因座易被诱发突变，可出现各种类型的突变体。突变体检出可依赖于营养需求型、细胞周期型、辐射及拟辐射物质敏感型、抗药性及溴尿嘧啶脱氧核苷依赖性等指标。最常用的基因座是hprt、tK和gpt。hprt基因座位于x染色体上，其基因产物是次黄嘌呤鸟嘌呤转磷酸核糖基酶（HPRT）。tK基因（座）位于常染色体上，其基因产物是胸苷激酶（TK），gpt基因产物是黄嘌呤鸟嘌呤转磷酸核糖基酶（GPT）。正向突变试验可检测座位内的碱基置换、缺失、移码和重排等点突变。


（三）微核试验（micronucleus test，MNT）


微核（micronucleus）与染色体损伤有关。经致突变作用后，染色体或染色单体的无着丝点断片或因纺锤体受损伤而丢失的整个染色体在细胞有丝分裂的后期不能进入子代细胞的细胞核中，而在间期的子代细胞浆内形成一个或几个规则的次核，因比主核小，故称微核。微核与细胞主核着色一致，呈圆形或椭圆形。在细胞质中微核来源有二：一是断片或无着丝粒染色体在细胞分裂后期不能定向移动，而遗留在细胞质中；二是对有丝分裂过程有毒的化学物作用使个别染色体或带着丝粒的染色体环和断片在细胞分裂后期被遗留在细胞浆中。微核试验（micronucleus test，MNT）是通过观察受试物能否产生微核，并检出DNA断裂剂和非整倍体诱变剂的试验。可用于微核检测的细胞很多，现已建立植物细胞（如紫露草花粉母细胞、蚕豆根尖等）、哺乳类动物细胞（如骨髓细胞、肝细胞、脾细胞、淋巴细胞、红细胞等）、非哺乳类动物细胞（如鱼红细胞、蟾蜍红细胞等）的微核试验方法。目前在常规检测中应用最多的是啮齿类动物骨髓多染红细胞（PCE）微核试验，PCE是红细胞成熟的一个阶段。当成红细胞发展为红细胞时，主核排出，成为多染红细胞（PCE），这些细胞保持其嗜碱性约24 h，然后成为正染红细胞（NCE），并进入外周血。在主核排出时，微核可留在胞浆中，容易辨认。同时，由于PCE胞质含RNA，染色与成熟红细胞易于区别，故为骨髓微核试验的首先细胞群。

骨髓多染红细胞微核试验常用小鼠，至少设两个处理组，最高剂量组为LD50
 /7的80%（LD50
 /7为在7d使50%动物死亡的剂量），另一组为LD50
 /7的40%。同时设阴性和阳性对照组（常用环磷酰胺）。每组至少8只动物，雌雄各半。通过染毒、处死、取骨髓、涂片、固定、染色等程序后，每鼠计数1000个PCE的微核细胞率（‰）。如果试验组微核细胞率显著高于阴性组，并呈剂量-反应关系时，则可认为受试物对该试验动物的骨髓细胞染色体有损伤作用。

微核试验，除上述体内试验外，还有用中国仓鼠肺细胞（CHL），中国仓鼠卵巢细胞（CHO）及中国仓鼠成纤维细胞（V97）等细胞进行试验的体外微核试验法、有可能成为在人群中观察化学毒物遗传毒性一种手段的周围血微核试验法、双核细胞法和不仅可提高其灵敏度，还可判断微核是来源于断片还是染色体的免疫荧光染色法和荧光原位杂交法等。


（四）染色体畸变试验（chromosome aberration test）


制备细胞分裂中期相染色体标本，在光镜下观察染色体形态结构和数目的改变称为染色体畸变分析。染色体畸变试验也常称为细胞遗传学试验（cytogenetic assay）。

对于染色体畸变，能观察到裂隙、断裂、断片、无着丝粒环、染色体环、双或多着丝粒染色体、射体和染色体粉碎。对于缺失，除染色单体缺失外，需作核型分析或用流式细胞仪作电脑图像分析才能作出判断。对于倒位、插入、重复以及易位（除生殖细胞非同源染色体相互易位外）均需显带技术检查。对于染色体数目异常包括整倍性畸形（多倍体）及非整倍性畸形（非整倍体），则需在染毒后经过一次细胞分裂才能出现，但此时一些不稳定的染色体畸变往往消失。故试验中观察时间应是多次，以便分别检查。同时，应注意致突变物可能在细胞周期的不同时期所起的作用。

染色体畸变试验可分为体内试验和体外试验两种。

体内染色体畸变试验主要有啮齿类动物骨髓细胞染色体畸变试验及啮齿类动物睾丸细胞染色体畸变试验。常用初成年的小鼠或大鼠。在啮齿类动物睾丸细胞染色体畸变试验中，常用精源细胞及初级精母细胞进行染色体畸变试验。观察精源细胞的染色体畸变同骨髓细胞一样是在染毒后经过一次有丝分裂的细胞中进行，一般在末次染毒后一天取样测定。初级精母细胞的染色体畸变试验，一般是在染毒后12～14 d取样，观察受试物作用于前细线期引起的损伤在终变期的表现。啮齿类动物骨髓染色体分析是检测受试物对骨髓细胞（体细胞）的致染色体畸变作用。而睾丸染色体分析是检测受试物对生殖细胞的致染色体畸变作用，生物学意义不同。

体外染色体畸变试验因靶细胞与受试物直接接触而灵敏度高，且不会因毒物动力学的原因所致器官特异性而漏检。常用的分析细胞为中国仓鼠卵巢（CHO）细胞、中国仓鼠肺（CHL）和V97细胞株及外周血淋巴细胞等。由于这些细胞染色体数目小，形态多样而易于观察。


（五）显性致死试验（dominant lethal assay）


显性致死试验是一种体内试验，用于检测整体哺乳动物生殖细胞的遗传性损伤。显性致死突变指生殖细胞染色体发生结构和数目异常的遗传学损伤，此种损伤不影响受精，但可导致受精卵在着床前死亡或胚胎的早期死亡。显性致死试验以胚胎死亡为观察终点，可检出受试物对生殖细胞的染色体损伤作用。即单纯染色体断裂所导致的大缺失或重复；或者因染色体重排所形成的不平衡染色体分离或不分离，即非整倍型畸形（非整倍体）。

由于卵子对诱变物的敏感性相对较低，而且受试物有可能作用于母体，产生不利于胚胎发育的种种干扰因素，影响试验结果的准确性。因此，本试验一般采用仅对雄性动物染毒，然后与未处理的雌性动物交配，观察一个精子发育周期中各个阶段雌鼠胚胎早期死亡发生率的变化，进而判断受试物有无对雄性生殖系统的损害及损害发生的敏感阶段，是否具有致突变作用。

常用性成熟的雄性大、小鼠。一般设三个处理组，最高剂量为LD50
 的1/10～1/3，一次或连续5d，每天染毒一次。同时设阴性和阳性对照组。于最后一次染毒后的1～2d开始交配。每只雄鼠与两只雌鼠同笼5d，休息两天后与另两只未交配过的新雌鼠同笼5d，如此连续6～8周，大鼠8～10周。每只雌鼠于同笼的第3天算起的第13～14天处死，检查子宫内的着床数、早死胎、晚死胎和活胎数。分析各周交配的显性致死情况，可检出精子是处于哪一个发育阶段受到遗传毒性作用。染毒后前3周交配的结果表示化学物对精子和精细胞有毒性作用，第4～5周交配的结果表示化学物对精母细胞有毒作用，第6周及以后的结果表示化学物对精源细胞有毒作用。

由于显性致死试验是在哺乳动物体内进行，不需特殊设备条件，同时通过该试验还可进一步确证体外试验或其它试验系统获得的阳性结果，故它是评价化学毒物对雄性动物生殖细胞遗传毒性的一种较好的方法。其不足之处在于灵敏度差和使用动物数量大，且要求有一定的受孕率。


（六）程序外DNA合成试验（unscheduled DNA synthesis test，UDS试验）


正常细胞需经过细胞周期才能达到增殖的目的，细胞周期包括G1
 期、S期、G2
 期和M期。正常细胞在有丝分裂过程中，仅在S期按固定程序进行DNA复制合成。称为程序性DNA合成（scheduled DNA synthesis）。当DNA受损后，DNA的修复合成可发生在正常复制合成期（S期）以外的其它时期，称为程序外DNA合成。它是机体为保证其遗传特征的高度稳定而对DNA双键上出现的变异或损伤进行修复合成的过程。

本试验可以利用放射自显影法或液体闪烁计数法显示DNA修复合成。常用的细胞系统有大鼠原代培养肝细胞、外周血淋巴细胞、人成纤维细胞、Hela细胞及人羊膜细胞FL株等。一般使用不是处于正在增殖状态的细胞进行试验。如果细胞处于增殖时期，则用同步培养法将细胞阻断于G1
 期，使增殖同步化，在药物的抑制下使残存的半保留DNA复制降低到最低限度，然后用受试物处理细胞，并在加有3
 H-胸腺嘧啶核苷的培养基中进行培养。如果受试物引起DNA损伤，并启动DNA损伤修复机制，则培养液中的标记DNA合成材料即3
 H-胸腺嘧啶核苷就会掺入到新合成的DNA链中。3
 H所释放出的β
 粒子使感光材料中的银粒还原为可显影的银粒，根据镜下所观察到的细胞核内银粒数来判断受试物是否造成DNA的损伤。

程序外DNA合成试验具有经济、快速、操作简便，无需昂贵设备和复杂技术等的特点。


（七）姐妹染色单体交换试验（sister chromatid exchange assay）


在DNA合成期，所有染色体均可进行复制形成两条姐妹染色单体。姐妹染色单体交换（sister chromatid exchange，SCE）是染色体同源座位上DNA复制产物的相互交换，其频率可能与DNA的断裂和重接有关，故可间接提示DNA的损伤。

SCE的观察方法是采用姐妹染色单体的差别染色法，细胞在含5-溴脱氧尿嘧啶核苷（5-Brdu）的培养液中生长两个周期，在DNA合成期，5-Brdu就可取代胸腺嘧啶掺入DNA中。由于DNA的复制是半保留复制，在第一个细胞周期，染色体的两条单体各有一条DNA链掺入Brdu，此时两条姐妹染色单体之间染色没有区别。但到了第二个周期的分裂中期，两条染色单体就会出现Brdu掺入的不同。一条单体中两条DNA链均有Brdu的掺入，而另一条则仅一条DNA链中有Brdu的掺入。此时，用染色剂如吉姆萨和光处理，则在普通光学显微镜下可见到，双股含Brdu的染色单体着色浅淡，而单股含Brdu的染色单体着色深的现象。并可清晰分辨出交换的染色单体，计数SCE数。以此判断受试物是否对DNA有损伤作用。

SCE试验可进行体外试验，也可进行体内试验。体外试验可用人外周血淋巴细胞或睾丸生殖细胞进行。


（八）果蝇伴性隐性致死试验（sex-linked recessive lethal test，SLRL试验）


果蝇伴性隐性致死试验是利用隐性基因在伴性遗传中具有交叉遗传的特征而进行的试验。试验所用的果蝇是黑腹果蝇（Drosophila melanogaster），由于其体内对化学物的生物转化能力与哺乳动物相似，而且世代周期短、繁殖率高、饲养方便、经济、判断突变终点客观、不需活化等优点，广泛应用于遗传毒理学试验中。

给予雄果蝇受试物后，如发生点突变、小缺失、重组等各类基因突变的隐性致死效应，则将传给F1
 代雌蝇，再通过F1
 代雌蝇传给F2
 代雄蝇。由于x染色体上的隐性基因在F1
 代雌蝇为杂合子，不能表达，而在F2
 代雄蝇为半合子，使位于x染色体上的隐性基因在半合型雄蝇中表现出来。即由于致死基因突变不出现，会有明显标记（如眼睛的形状和色泽）的野生型雄蝇出现。

本试验尽管具有观察技术简单易行、判断突变终点客观、不需活化等优点，但由于它与哺乳动物差异较大，且染毒方式与计量计算等都与哺乳动物试验不同。故对阴性结果在没有真核系统试验支持前不能完全认为是无致突变性，对其结果外推应慎重。


（九）单细胞凝胶电泳（SCGE）试验


单细胞凝胶电泳试验是1984年由Ostiling和Johanson首先建立并应用于遗传毒性试验的，该方法具有能简便而又快速测试完整细胞DNA链断裂的优点。其原理和方法为：

细胞在体内和体外试验中受化学物作用后，DNA链发生断裂。将细胞制成单细胞混悬液，在载玻片上制备加有受检细胞混悬液的凝胶，在碱性条件下使细胞裂解，解旋DNA后进行电泳。带负电荷的DNA断裂端由阴极向阳极迁移。DNA经EB染色后在荧光显微镜下可观察到DNA受损的细胞核拖一条尾巴，呈彗星状，如DNA无损伤则见圆形的核。故单细胞凝胶电泳试验又称彗星试验。观察时通过自动图像分析仪测定呈彗星状细胞的数量和比例并计算出受损的DNA量，或通过手工操作的方法用目镜测微尺在荧光显微镜下测量细胞核的直径和彗星尾部的长度，以此作为DNA受化学损伤的评价指标。

（十）荧光原位杂交技术

荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization FISH）是原位杂交（insituhybridization，ISH）的一种。荧光原位杂交法是近年发展的一种在保持组织、细胞或染色体原有形态结构基础上，对其内部特殊核苷酸顺序进行检测及定位的分子生物学新技术。该法用生物荧光来标记的各类DNA和RNA进行原位杂交，即可使被观察的特定DNA序列显现荧光。FISH与放射性核素标记不同，具有操作、分析简便，立体分辨率高，信号明亮清晰和安全性高的优点，是分子遗传学与经典细胞遗传学之间的桥梁。通过FISH，可准确、迅速地分析不同生理状态下自发和诱发的细胞遗传物质结构及成分的改变，特别是对于分裂活跃和分裂不活跃的细胞中进行染色体结构成分分析，大大优于常规细胞生物学技术。FISH在遗传毒理学中主要有以下两个方面的应用：一是对染色体精细结构的分析；另一是对非整倍性畸变（非整倍体）的检测。目前成功地应用于微核试验（MNT）的DNA探针有两类：一类是含DNA重复序列，用以检测着丝粒的DNA；另一类是含染色体端粒DNA序列的探针，用以显示染色体臂。如两种探针结合使用，则可较准确地判断微核是断片还是染色体。通过FISH技术，都能检出体细胞或生殖细胞、分裂细胞或间期细胞的染色体断裂剂、非整倍性畸变（非整倍体）诱发剂，并可检出染色体精细结构的改变。


（十一）转基因动物致突变检测（transgenic animal mutagenicity assay）系统


对外源化学物质是否引起致突变作用，目前尽管已有200多种检测方法。但在这些检测方法中，由于体外试验系统需加入模拟的代谢活化系统，不能精确模拟化学物在体内的生物转化过程及其它与突变发生有关的生理、生化过程。其结果不能正确反映化学物是否具有致突变作用。而体内试验系统，尽管能精确反映化学物在体内的代谢过程，但由于哺乳动物体内基因突变率很低，且目前还缺乏高效识别和分离突变基因的技术，难以检测化学物质引起的致突变作用。

随着分子生物学技术的发展和广泛应用，有可能在体内更准确地检测致突变作用。近年发展起来的转基因动物致突变检测模型系统为研究哺乳动物体内基因突变提供了有效手段。它是利用穿梭载体于原核和真核之间往返转移，并带可回收靶基因载体的转基因小鼠提供哺乳动物体内基因的检测系统。可以在动物个体水平研究突变的器官、组织的特异性，包括生殖细胞。并通过从动物基因组织中重新回收的基因进行基因突变的组织专一性和顺序变化的序列分析研究。

转基因动物是基因组中整合有用试验方法导入的外源DNA，并能遗传给下一代的一类动物。目前，用于研究致突变作用的转基因动物主要有转基因小鼠模型。其注册商品名为Big Blue Mouse和Muta Mouse。Big Blue Mouse以大肠杆菌LacI为靶基因，Muta Mouse以大肠杆菌LacZ为靶基因。

二、致突变试验研究中应注意的一些问题

（一）体外试验的活化系统

许多化合物不具有致突变性，除非它们经哺乳动物代谢转变成致突变物，这些物质称为前致突变物（promutagen）。由于在体外试验中细菌和培养的哺乳动物细胞对外源化学物的代谢能力有限，因此，在致突变试验中，为了检测直接及间接诱变剂（前致突变物），必须在加入代谢活化系统的条件下进行试验，以检出间接诱变剂。在试验中加入的代谢活化系统除使用完整的哺乳动物细胞作为代谢活化系统外，一般还用S9混合液作为代谢活化系统。使用完整的哺乳动物细胞，特别是以大鼠肝原代细胞作为代谢活化系统，与测试细菌或细胞一起培养。由于它具有完整的细胞结构和各种酶及内源性辅助因子，故其代谢能力优于无细胞系统如S9。但不如体内代谢活化系统。而S9，它是经多氯联苯诱导的大鼠肝匀浆，经9000 × g离心所得的上清液，加上适当的缓冲液和辅助因子而组成的混合液，是构成NADPH的再生系统。它主要含有混合功能氧化酶（MFO），可活化大多数的前致突变物，是国内常规用于体外致突变试验的代谢活化系统。其缺点是S9随试验动物种属或器官的不同而有差异；S9含有的大量亲核物质有可能影响试验的敏感性；对一些通过其它方式活化（如1，2-二氯乙烷通过与谷胱甘肽结合而活化）或需经肠道菌群活化的化学物质，S9就不能显示致突变活性。故应选择其它合适的活化系统。

（二）阳性和阴性对照组的设立

在致突变试验的设计中一般要有阳性对照和阴性对照。阳性对照是用某种已知能产生阳性反应的物质作对照。其目的是通过对阳性物质的试验，① 证明试验方法的可靠；② 验证试验的重复性；③ 验证完成技术和鉴定致突变物的能力。阴性对照，它是空白对照，即不加任何处理。或者是溶剂对照，其目的是获得试验的基础数据。

在体外试验时，阳性对照应在加或不加代谢活化系统的条件下进行；在体内试验中，除可遗传易位试验、显性致死试验及小鼠点试验对它们近期的历史性对照可接受外，其它的试验都应设阳性对照组。

（三）致突变试验结果的判定

各种致突变试验都有其特定的遗传学终点，但在试验结束后均会面临一个所得的数据表示阳性结果或表示阴性结果的问题。在评定试验结果前，首先应检查试验的质量控制情况。对致突变试验的质量控制，首先应注意试验程序与操作的正确性，其次应注意在体外试验中是否存在体内并不存在的某些因素如过高或过低的pH、渗透压以及代谢活化系统浓度是否偏离细胞或细菌的生理条件。这是正确判断体外试验结果是否为阳性的重要依据。此外，保证试验质量的还有：① 阴性和阳性对照组的设立；② 盲法观察；③ 资料的统计学分析；④ 试验结果的重复性等。

对于体外试验的阴性结果则应特别注意提供的代谢活化系统对于受试物的活化是否适合和充足。在判定体内试验的阴性结果时，特别是当体外试验已显示有致突变性时，应考虑受试物是否未能到达靶部位。

总之，对于致突变试验结果的判定，应综合分析试验组的效应比阴性对照组是否明显增加、是否具有剂量-反应关系，即随剂量增加，致突变作用增加。对于弱的或可疑的效应结果是否具有可重复性等，还应对试验的条件（如体内体外的差异）进行分析。

（沈明浩）

思考题

1. 什么叫变异？

2. 造成生物变异的原因有哪些？

3. 什么是突变及致突变作用？

4. 化学毒物的致突变类型有哪些？

5. 化学毒物致突变作用的机理及其后果如何？

6. 什么是基因突变？

7. 染色体畸变指的是什么？

8. 列举八种常用的致突变试验。

9. 致突变试验研究中应注意哪些问题？

10. 致突变试验中设立阳性及阴性对照的目的是什么？


第九章 外源化学物的致癌作用

肿瘤（tumor，neoplasm）是一种常见病、多发病，因其在人类死因构成中占比较大的比重，对于化学致癌的研究日益受到更大的关切。近年在化学致癌物的鉴定、化学致癌过程发生与发展规律、肿瘤生物标记的发展与利用以及肿瘤化学预防等方面都取得了一定进展，为解决化学致癌问题提出了一些新的途径，为最终解决人群中化学致癌问题打下良好基础。

第一节 化学致癌物质

一、人类化学致癌物

化学致癌物（chemical carcinogen）为凡能引起动物和人类肿瘤、增加其发病率或死亡率的化合物，比如黄曲霉毒素、3，4-苯并（a）芘及苯等。化学致癌作用（chemical carcino-genesis）是化学致癌物在人体内引起肿瘤的过程。到20世纪90年代中期为止，国际癌症研究中心（IARC）2002年共评述了878种化学物质。根据证据的强度将已评述的化学物质分为四组：

（1）Ⅰ组 对人类确是致癌物，是指在人类流行病学及动物致癌实验中均有充分证据的致癌物，有87种；

（2）Ⅱ组 对人类是很可能或可能是致癌物。又分为两组，Ⅱ组2A和Ⅱ组2B。

① Ⅱ组2A：对人类很可能是致癌物，是指对人类致癌性证据有限，对试验动物致癌性证据充足，有63种；

② Ⅱ组2B：对人类是可能致癌物，是指对人类致癌性证据有限，对试验动物致癌性证据并不充分，或是指对人类致癌性证据不足，对试验动物致癌性证据充分，有234种；（3）Ⅲ组 可疑致癌物，现有的证据不能对人类致癌性进行分类，有493种；

（4）Ⅳ组 非致癌物，对人类可能是无致癌作用，有1种。

IARC已确定的人类致癌物或生产方式及其靶器官见表9-1。


表9-1 已知的人类致癌物或生产方式及其靶器官

[image: ]
注：靶器官栏内括号内是指可能作用的其它靶器官或系统。



根据化学致癌物对细胞成分作用及引起癌症发生的机制不同可分为遗传毒性致癌物和非遗传毒性致癌物。

（1）遗传毒性致癌物 化学致癌物或其代谢物与DNA共价结合，引起基因突变或染色体结构和数量的改变导致癌变，称为遗传毒性致癌物（genotoxic carcinogens）。这类致癌物占化学致癌物的大多数，因其作用机制是损伤遗传物质，可利用遗传毒理学试验来检测该类致癌物。

① 直接致癌物（direct carcinogens）：本身直接具有致癌作用，在体内不需要经过代谢活化即可致癌。例如，各种烷化剂，大多数为亲电子反应物。

② 间接致癌物（indirect carcinogens）：本身并不直接致癌，必须在体内经代谢活化，其所形成的代谢产物才具致癌作用。例如，多环芳烃、芳香胺类化合物等。

③ 无机致癌物：有些可能是亲电子剂，但有些是通过选择性改变DNA复制保真性，导致DNA的改变，如金属镍、铬。

（2）非遗传毒性致癌物 化学致癌物或其代谢物不直接作用遗传物质，而作用于遗传物质以外的生物大分子，称为非遗传毒性致癌物（nongenotoxic carcinogens or epigenotox-ic carcinogens）。

① 促长剂：本身无致癌性，在给以遗传毒性致癌物之后再给以促长剂可增强遗传毒性致癌物的致癌作用，也可促进“自发性”转化细胞发展成癌。例如，佛波脂（TPA及其衍生物）、苯巴比妥、二丁基羟基甲苯（BHT）、1，8，9-蒽三醇、DDT、ALkanes及胆盐等。

② 内分泌调控剂：主要改变内分泌系统平衡及细胞正常分化，常起促长剂作用。例如乙烯雌酚、雌二醇、硫脲等。

③ 免疫抑制剂：主要对病毒诱导的恶性转化起增强作用。例如，嘌呤同型物。

④ 细胞毒剂：可能引起细胞死亡，导致细胞增殖活跃及癌发展。例如，次氮基三乙酸及氯仿等。

⑤ 过氧化物酶体增殖剂：过氧化物酶体增殖可导致细胞内氧自由基过量生成。例如，祛脂乙酯、邻苯二甲酸乙基己酯。

⑥ 固体物质：物理状态是关键性因素，可能涉及细胞毒性。例如，塑料、石棉等。

二、化学致癌物的代谢活化与灭活

致癌物通过不同途径进入人体后，有些可直接与靶分子起作用，有些需经过Ⅰ、Ⅱ相代谢，所产生的代谢产物才有致癌活性（代谢活化）。各种有活性的致癌物再经历不同的代谢过程成为致癌性减弱、极性增高的产物排出体外（代谢灭活）。不同致癌物的代谢活化与代谢灭活的过程不一，但都受一系列Ⅰ、Ⅱ相酶所催化，代谢酶活性强弱直接左右代谢过程的强弱程度，最终影响到达靶子的有效剂量，此剂量被称为生物有效剂量，它是体内剂量中与致癌物作用强弱关系最为直接的剂量。不同组织中不同类型代谢酶的分布有明显差异，这种分布的特点直接影响致癌物作用靶子的特异性。

以下是几种常见化学致癌物活化代谢举例：

（1）多环芳烃（polycyclic aromatic hydrocarbons，PAH）PAH为数达十种，其中最受注意的是3，4-苯并（a）芘［B（a）P］。它首先在芳烃羟化酶（AHH）的催化下生成环氧化物（4，5-环氧化物、7，8-环氧化物与9，10-环氧化物），同时还生成酚类化合物（1-OH、3-OH、6-OH、7-OH与9-OH）。B（a）P环氧化物在GST的催化下，生成GSH-S结合物，极性增加，易排出体外，是一种灭活代谢。一部分B（a）P环氧化物经EH的作用，生成4，5-二氢醇、7，8-二氢二醇与9，10-二氢二醇。经P-450的作用再次形成环氧化物。这些二氢二醇环氧化物有顺式与反式异构体（反式BPDE，顺式BPDE）。其中以7，8-二醇-9，10-环氧化物最受注意，它与DNA结合活性最高，是B（a）P主要终致癌物。

（2）N-取代芳香族化合物（N-substituted aromatic compounds，N-SAC）是指芳香族化合物环上的C连接上N原子后形成的化合物，过去统称为芳香胺（aromatic amine），但其中一部分可能是硝基化合物，经过代谢才产生芳香胺。此外还包括有胺类代谢产物，如羟胺、酰胺等化合物，其中一些具有很强的致癌性。N-SAC是前致癌物。参与它的代谢活化一般有三类酶：P-450、乙酰基转移酶与硫转移酶。通过代谢生成具有很强亲电作用的化合物。以2-AAF为例，它可以被P-450或黄素单氧化酶催化出现N-氧化，生成N-羟基-AAF，亦可先经过酰胺酶（amidase）作用生成2-AF，再行N-氧化，生成N-羟基AF。以后可出现两种反应途径：一是N-羟基基团经硫转移酶作用生成N-O-硫酸酯，它不稳定，很易水解成亲电的氮宾离子（nitrenium ion），并与正碳离子产生共振，与DNA碱基产生亲核反应；另一途径是N-羟基基团在乙酰转移酶催化生成N-O-醋酸酯，同样也易于水解出现氮宾离子。

（3）黄曲霉毒素（aflatoxin AFB l
 ）AFB l
 在肝内代谢。在P-450多种亚型的参与下进行氧化代谢。在人肝中微粒体则以3A4参与为主。AFB1
 的活化代谢是环氧化，生成AFB1
 -8，9-环氧化合物，并与DNA形成加合物。P-450酶系统参与AFBl
 的活化代谢，并参与它的灭活代谢。通过羟化与O-去甲基化形成羟化产物AFMl
 、AFPl
 与AFQl
 ，致癌活性下降。但AFB1
 的解毒灭活主要是由Ⅱ相酶起作用。

（4）N-亚硝胺类（NOC）NOC可通过多种途径与人类接触，例如饮食、吸烟、化妆品、人工橡胶产品等。NOC又可体内合成，即在胃内酸性条件下，正常菌群可参与亚硝酸盐对胺类的亚硝基化（nitrosation）生成NOC。以二甲基亚硝胺（DMN）为例说明NOC的活化代谢。在P-450 2 El参与下，使α-碳出现氧化，生成一个不稳定的α-羟化NOC，可自行分解生成甲醛与甲基重氮氢氧化物，它是一种很强的SN-1型的烷化剂，最终生成甲基重氮甲醇（methylazomethanol），它是各种NOC、肼类、三氮烯（triazenes）类共同的最终活性代谢产物。NOC是一类含有不同结构的化合物，它们经代谢活化后都是生成对DNA产生甲基化或乙基化的产物。

三、化学致癌物作用的靶子

化学致癌物本身或它的活性代谢产物在体内诱发肿瘤必先作用于有关靶子。就目前所知的这类靶子可分为两大类：DNA靶子与非DNA靶子。

（1）DNA靶子 由于各种与肿瘤发生和发展的基因都排列在DNA链上，因此很自然注意力就集中到化学致癌物是否引起DNA损伤？损伤的部位与肿瘤发生发展有什么关系？这些问题目前已得到一定程度的解决。

在上文已述及各种类型的致癌物都可与DNA作用，产生碱基损伤、链断裂、链交联等不同形式的损伤。这在多种体内、体外模型的观察中都得到了充分的证实。但问题是这些损伤与肿瘤的发生是否有关？就目前所得观察结果来看，回答是肯定的。人体内细胞数共约为1014
 个，每个细胞内的DNA每日可能出现的损伤数可达4000个之多。严重损伤可致细胞死亡，未致死亡的损伤可经历修复过程，少部分可能出现突变。突变的结局是多方面的，其中部分可发展成恶性转化。因此，权衡DNA损伤与致癌关系时，这些因素需加以充分考虑。一般认为致癌物诱导生成DNA加合物的数量与致癌性有密切关系。DNA上的前癌基因很可能是化学致癌物的靶子。

抑癌基因同样可能是致癌物的主要靶子。以p53为例，突变主要在第5～8外显子的保守区域，G-C碱基对出现转换引起错义突变。这类突变主要见于多种人类肿瘤，亦见于实验用啮齿类动物的同类肿瘤。

（2）非DNA靶子 主要有两类：一是作用于纺锤丝系统，另一个是作用于与DNA修复或基因表达调控有关的酶系统。

作用于纺锤丝的化学物质本身不直接作用于遗传物质，传统上认为它不是诱变剂，但实际上具有诱变作用。例如，通过抑制微管蛋白聚合作用（tubuline polymerization），细胞周期停止在中期相，或在进入间期后，染色体不能做后期移动，使细胞内出现多倍体。有时在纺锤丝功能丧失时，出现染色体复制成双份后，有丝分裂不能进行。同一个细胞有双份染色体，即出现内复制（endoreplication）。这些现象在人类肿瘤细胞都常可见到。有些纺锤丝毒物可形成异常纺锤丝，通过作用于中心粒（centrioles），使染色体分离过程出现多极性，部分染色体出现不分离（nondisjunction）。或者是染色体受到毒物作用后，不能浓集或浓集不适当，此时即使有纺锤丝存在，亦无法使染色体正常分离，最后导致染色体出现非整倍体。这类染色体数目畸变与肿瘤发生的关系受到很大重视，有认为可能是抑癌基因灭活的一种重要途径。

第二节 化学致癌过程

动物或人的正常细胞如何在化学致癌物的作用下，逐步转化成恶性癌细胞？在体内如何逐步发展成可见肿瘤，并转移到机体其它部分组织？有哪些因素参与？通过哪些机制获得不同阶段的发展？这过程一旦开始是否有可能加以阻止或使之逆转？癌变早期可能出现哪些可以加以识别和利用的特异性标记？这些都是需要解决的问题。

一、化学致癌作用——一个多因素、多基因参与的多阶段过程

20世纪60年代中期，世界卫生组织（WHO）提出了人类肿瘤与环境中化学致癌物有关。这是通过大量流行病学资料所得的结论。这一结论引起人们对于环境中各种已有的或可能的化学致癌因素严重的关切。20世纪80年代初癌基因的发现，似乎问题解决在望，但不久即发现，决定肿瘤发生与发展不单取决于癌基因，肿瘤的形成与发展需要有原癌基因的激活与肿瘤抑制癌基因的灭活，二者同时存在。一些细胞生长因子、生长信号传递系统等一系列与生命重要功能有密切关系的基因出现突变，才使肿瘤细胞得以形成和发展。

近年对于多基因、多因素参与人类致癌过程问题，大致有以下几个方面认识：

（1）致癌过程有多个与癌肿有关的基因参与。就目前所知有关的基因可分为四类：第一类是前癌基因，包括生长与增殖基因、各种转录因子或信号传递功能的基因；第二类是肿瘤抑制基因；第三类是程序性死亡有关的基因；第四类是新近发现的如肿瘤易感基因，见于乳腺癌患者家属。这几类基因是相互作用的。增加细胞的生长与增殖固然可能是肿瘤形成的途径，减少细胞死亡亦可造成细胞的过度扩增。

在50多种前癌基因中，研究得最深入的是ras基因族。它在多种人类肿瘤或化学致癌物诱导的动物肿瘤均见出现活化。主要活化型或是在第12、13、16、117与146密码出现点突变。

（2）不同器官来源、不同组织类型、临床阶段以至同一种肿瘤在不同地区所见的遗传变化是不同的。例如K-ras突变常见于胰腺癌、结肠癌，但是乳腺癌及肝癌则少见。胃的肠型腺癌见c-erbB-2扩增，但在硬化型则见不到这种变化。K-ras癌基因（编码酪氨酸激酶受体）在硬化型胃腺癌、图章戒指型胃癌出现扩增，而在肠型腺癌则不见有。在50 %食管癌与15 % 乳腺癌见HSTI与INT2基因扩增。在胃癌从未见有。同属肝癌在AFB1
 高度污染区与低度污染区所见p53基因突变类型不一。

（3）多种环境致癌物、致癌因子或条件可协同作用。人类接触致癌物、致癌因子或条件都不可能是单一的。例如，接受环境致癌物的同时会接受到内源性致癌因素的作用。又如体内氧化过程产生的各种活性氧可导致DNA损伤并引起突变。这些遗传改变亦可能参与致癌过程。感染亦在某些肿瘤发展中起着重要作用。以肝炎C型病毒（HCV）感染为例，它一方面使肝细胞死亡，继而使之出现代偿性再生。肝细胞通过多次细胞分裂，可使已有遗传改变逐渐积累扩大，同时形成局部老化。正常成人肝细胞很少分裂，可能最多是一年一次。若HCV感染后出现30次分裂，这就意味着比正常人老化速度快30倍。

（4）个体的不同遗传背景对肿瘤的发生发展有重要影响。高癌家族现象已为人所熟知。近年对于着色性干皮病（XP）、家族性多发性肠道息肉、Wilm瘤以及视网膜母细胞瘤的遗传学及有关基因已基本弄清楚。DNA正确修复能力与突变发生有直接关系，而DNA修复能力缺陷者往往对肿瘤有易感倾向。因此，多种DNA修复缺陷与肿瘤敏感性关系已越来越受到重视。

二、细胞增殖与致癌作用

细胞增殖（CP）可通过多种途径影响致癌过程。从启动、促癌、发展以及转移各个过程，往往都有CP参与。启动过程导致启动细胞的出现。正常细胞DNA受损经错误修复出现突变需要通过固定（fixation）过程才能形成启动细胞。细胞必须经过DNA合成、细胞分裂才可能出现各种形式基因突变、染色体畸变或基因扩增，可见细胞增殖是一个影响致癌过程的重要因素。若细胞暂时停止进入细胞分裂周期，细胞DNA就会有较充分的时间进行修复，突变就可能不出现。即使有启动细胞出现，没有CP，启动细胞的数目亦不会增加。肿瘤也可看作是一种机会性疾病（disease of probabilities）。受损细胞的数目越多，得到下次遗传性损害的机会亦越大，发展成可见肿瘤的机会亦越大。促癌阶段中CP的作用更为明显。

近年对于CP与致癌作用关系的研究已逐步深入到化学致癌如何影响细胞周期控制方面。细胞周期粗分为DNA合成期（S期）与有丝分裂期（M期）。M期与S期之间一些生长控制点（G1，G2），用以调节细胞大小、数目及监控细胞对细胞外环境的营养供给及生长信号的传递。G1、G2的存在保证了细胞内的一些活动真正完成以后进入另一个细胞周期。这些控制点又可称细胞周期的关卡（check point）或R点（restriction point），具有启动DNA复制的作用。细胞所得养分不足时，细胞周期就会停止在后G1点上。

三、细胞程序性死亡与致癌过程

致癌过程与细胞的生与死都有密切关系。大量无控制的细胞增殖固然是致癌过程不可缺少的条件，而细胞死亡调控的失调亦是导致肿瘤形成的一个重要（甚至可以说是必要）的条件。因此有学者提出：细胞恶性转化是由于细胞增殖与域细胞死亡调控功能失调所致。

细胞死亡与细胞增殖过程一样，涉及到一个相当复杂的调控过程。细胞程序性死亡（PCD）的触发是一个系列基因（有人认为至少有14个基因参与）表达的结果，它广泛存在于正常组织的不同形态发生、生长与发育阶段。PCD所诱发的细胞与坏死性细胞死亡在形态上、生长改变上都有明显差别，可见这是一种特殊的主动形式，因此称为凋亡，如同秋天落叶，生死规律的交替，使生命得以正常的延续。

机体对于致癌物所引起的DNA损伤除了动员修复机制进行修复以外，亦会启动自身清除机制，例如PCD清除突变或癌变细胞。在外源性或内源性因素作用下，体内细胞的突变频率应当是相当高的（相当于每个基因和细胞10 -9
 ～10 -5
 次，再乘以每日细胞分裂数，约为109
 细胞/d），若无适当的清除机制，突变频率将十分高，据此推算肿瘤发生率应比现在高得多，但事实并非如此。PCD可能是清除这类突变细胞或癌变细胞的途径之一。启动细胞要发展成可见肿瘤必须改变自身对于PCD的反应，以便能逃脱这种清除。任何一种机制若能使经致癌物损伤的细胞更多地存活下来，都有会增加致癌的危险性，因为这种存活意味着有更多的机会积累必要的多次遗传损伤，使之获得肿瘤表型。

四、DNA修复与致癌过程

外源性或内源性因素对于人体内DNA损伤的方式是多种多样的。可出现单个或多个碱基损伤，亦可出现链断裂或链交联。机体对此相应发展了多种形式的修复方式。目的是将受损部分去掉，再补上被除去部分的空缺。这部分成分若是完整无缺的或功能上是完全相同的，就是正确修复（error proof repair），机体内这部分DNA完全回复原有的结构或功能。但在一定条件下，经修补的部分结构或功能上可能是有缺陷的。这就出现易错修复（error prone repair）。通过错误修复，细胞尽管仍然能够生存并保持了部分功能，但代价是出现突变。从这一角度来看，有些修复过程，它本身也是一个诱变过程，修复与突变的关系是密不可分的，甚至可以说：没有修复就没有突变。化学突变不是通过损伤-突变这样一种模式，而是损伤-修复-突变模式形成的。DNA损伤的后果是什么？在很大程度上是受机体对DNA损伤方式与修复能力所左右。受到致癌物的作用后是否会出现癌基因活化，抑癌基因失活等一系列致癌过程，在一定程度上亦受制于DNA修复。

五、某些非遗传机制与致癌过程

传统上将致癌过程中致癌因素对于DNA所引起的一系列启动作用列为遗传机制，而对于DNA以外靶子所起的作用称为非遗传或非遗传毒性机制。这类机制，涉及的因素很多，目前研究得比较充分的主要有：细胞间隙连接通讯（gap junction intracellular communi-cation，GJIC）；信号传导系统，其中特别是蛋白激酶C（protein kinase C，PKC）作用；激素作用等方面的因素。它们在不同方面不同程度上参与了多阶段的致癌过程。对于某些致癌因素来说，这些非遗传机制对于它们所诱导的致癌过程起着关键的作用，是不容忽视的方面。

第三节 化学毒物致癌性的判别

目前所使用的系统大致可分为三大类：短期试验、动物诱癌试验和人类流行病学观察。它们在判别化学物质致癌性方面各有其长短处，往往需要互为补充才能作出可靠的结论。

一、短期试验

目前已建立的短期试验为数近百种。在发展这些方法的早期，由于对于致癌过程的复杂性认识还不充分，有些学者认为诱变性与致癌性关系密切，单纯利用短期的诱变试验就可以预测致癌性（Ames，1973）。但经过大量的试验表明：一些化合物可对于啮齿类动物具有致癌作用，而在Ames试验或其它诱变试验系统则呈现阴性。四个短期试验系统分别与动物诱癌试验结果相对比可见Ames试验与动物试验相关显著性最高，特异性亦最高（91 %），但敏感性最低（48 %）。Ames试验阳性预测率亦最高（89 %）。姐妹染色体交换与小鼠淋巴瘤试验则敏感性较高（分别为69 % 与72 %），但阳性预测率低（64 %，63 %）。由此可见Ames试验对于诱变作用的致癌性可检出大部分，但对于无诱变性的致癌物则不能准确判定。

当前短期试验在预测致癌性方面所遇到的最大问题是如何检出非诱变性致癌物。一些化合物可通过影响细胞的自稳状态或代谢，通过引起炎症或抑制修复过程，或者影响细胞增殖周期、细胞分化、基因表达程度等方面作用于致癌过程。这些作用利用现有的短期试验无法检出。迄今为止，只有动物诱癌试验可以准确判别人类致癌物的致癌性。

二、动物诱癌试验

一般认为动物诱癌试验结果对于判别化学物质致癌性具有很高价值，短期试验固然不能取而代之，即使是人类流行病资料，虽然在一定条件下，单独就可以证实是否属人类致癌物，但动物诱癌模型对于阐明其致癌原理，研究有关作用因素具有不可替代的作用。动物诱癌试验至今仍然是鉴定致癌性的重要条件，目前可用的化学致癌动物模型已有多种（表9-2）。


表9-2 常用的化学致癌动物模型
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短期试验固然不可取代动物诱癌试验，但短期试验对于帮助选择适当的动物试验受试物具有重要的价值。

三、人群流行病学观察

要判别人类致癌物，流行病学资料是具有决定意义的，甚至只根据完整的人类流行病学资料，即可判别某种物质是否为人类致癌物。砷化物即为一例。但完整的、可信的流行病学材料来之不易。过去流行病调查都以肿瘤发病数或死亡作为观察单位，其判别的准确性是无疑的。但这是属最后期的结果，不能用于早期发现、早期阻断。近年在流行病学研究中引进了生物标记，其中包括一些早期、中期生物标记（intermediate biomarkers），特别是分子水平标记的方法。使分子流行病学在一定条件下应用于判别某些化合物对于人类的致癌性、致癌危险性评价以及肿瘤化学预防的干预试验等方面。目前已在使用的化学致癌生物标记有以下几类：

（1）接触标记 可检查在细胞、组织或体液内某些致癌物的含量，用以衡量接触的水平，例如检查血清及脂肪组织内DDT、多氯联苯的浓度，吸烟者血清及唾液中N-甲-2-（3-吡啶基）-5-吡咯烷酮（cotinine）等。这类标记测定结果只说明机体接触情况，不说明所接触物质对机体，特别是靶细胞是否已起作用。

另一方面可检查生物有效剂量，即检查致癌物到达细胞的剂量或反映与细胞大分子相互作用的程度。虽然所作用的细胞不一定是靶细胞而是它的替代物（surrogate），但二者之间有一致的关系。目前常用的有各种致癌物-DNA加合物或致癌物-蛋白质加合物。由于这是致癌物经历体内一系列吸收、分布、排泄以及生物转化后在靶分子上所呈现的结果，比一般内剂量有更直接的生物学意义。近年已有使用这类标记观察接触环氧乙烷、氨基酚、黄曲霉毒素、多环芳烃、4-（甲基亚硝胺）-1-（3-吡啶）-1-丁氮酮（NNK）等物质后在体内作用于靶子上的水平。

（2）生物效应标记 反映致癌物对于靶子或相类似部位所造成的损害，这些损害可能与肿瘤有关。这类标记很多，但最终能完全证明它与肿瘤发生的因果关系的标记为数尚不多。这类标记常用的有姐妹染色体交换（接触多种工业毒物、电离辐射），微核形成（有机溶剂、重金属、吸烟、咀嚼槟榔），染色体畸变（工业毒物、电离辐射、大气污染物），次黄嘌呤磷酸核糖转移酶（肿瘤化疗药物、电离辐射），MN血型糖蛋白（GPT），突变（肿瘤化疗药物、电离辐射）、肿瘤抑制基因（例如p53）突变（黄曲霉毒素），癌基因活化（多环芳烃、吸烟）等。

（3）敏感性标记 这是一类衡量致癌物反应性个体差异的标记。可用于检出肿瘤高危个体。目前多注意参与致癌物活化与灭活代谢的酶系多态性。已知这些酶系的个体差异可达十至数百倍，因而同样的接触水平所产生的BED以及相应的生物效应亦会有很大差异，可以从无反应到严重反应（肿瘤形成）。在I相酶系中，细胞色素P-450亚型最受注意。Ⅱ相酶中，对于致癌物结合灭活最重要是参与GSH代谢的GST。它的多态性，可能与肺、胃、结肠癌的敏感性有关。此外对于乙酰转移酶与接触芳香胺引起膀胱癌及大肠癌敏感性的关系已有较多的证据。

以上三类生物标记在化学致癌研究中常用于三个方面：一是病因学研究，用以确立某种因素与某种肿瘤之间的因果关系。用一种特异性的生物标记作为观察终点，代替传统流行病学所选用的疾病或死亡终点，可达到早期判别、早期预防的目的。例如在20世纪90年代，有些学者以多环烃-DNA（PAH-DNA）加合物作为标记，观察工业大气污染及吸烟接触PAH后，白细胞内、肺组织内、胎盘组织内PAH-DNA的出现与分布规律。有些学者还同时观察相应生物效应，例如淋巴细胞hprt基因突变频率的关系，以确定PAH在某些肿瘤病因学上所起的作用。二是用于危险度评价。使用生物有效剂量衡量PAH的危险度比其它接触参数更为直接，是一次有应用前景的尝试。它比利用肿瘤发生率（或死亡率）作为观察指标更为敏惑，更有利于使危险度评价应用于预防。其它早期效应标记亦有同样作用。慢型乙酰化型吸烟者4-氨基双酚-血红蛋白较高。提示在危险度评价时，对于接触者乙酰化表型应是一个需要考虑因素。GSTM1
 、AHH活性与DNA加合物亦见类似的关系。三是用于干预试验中临床流行病学观察。肿瘤化学预防的干预试验过去是利用肿瘤发生率的变化作为判别终点。凡能降低肿瘤发生率的物质就是具有化学预防作用，但是得到这一结果往往需要长至10年的观察期，这期间有很多干扰因素，要作出准确的结论是不容易的。

致癌性判别不单纯是一个学术上的问题，而且和管理部门制定政策有密切关系。必须将短期试验、动物试验以及人群流行病学资料所得结果综合起来，详加分析，才能得出准确的结论。目前这三个方面试验的方法学仍然有许多不足之处，有待进一步完善。

（刘宁、沈明浩）

思考题

1. 什么是化学致癌物？如何分类？

2. 多环芳烃是如何活化代谢的？

3. 简述化学致癌机制。

4. 化学致癌过程如何阻断？


第十章 化学毒物的免疫毒性

免疫系统对于防御病原体的入侵和维持机体自身的稳态有十分重要的作用。早在20世纪初人们就注意到职业接触化学物所致的免疫损伤现象，还发现不少食品、药品、香料及日用化学品能引起过敏反应。进一步研究发现，外来化合物对免疫系统的影响出现早，损害剂量低，且个体差异大。对免疫毒性的研究既为化学物的毒性评价提供了早期诊断指标，也拓展了化学物毒作用机制的研究范围，由此逐渐形成了毒理学的分支学科——免疫毒理学（immunotoxicology）。

不同化学毒物可通过干扰神经内分泌网络等，使机体免疫功能低下即免疫抑制（im-munosuppression），导致个体易受感染因素或肿瘤等的攻击；也可影响免疫细胞的抗原识别能力或敏感性，引起病理性免疫应答，表现为过敏反应（hypersensitivity）或自身免疫性疾病（autoimmunity disease）。化学物对免疫系统的作用具有双相性，同一化学物可在不同条件下分别表现为对机体的免疫抑制或过敏。

免疫毒理学的主要任务就是研究化学毒物与免疫系统的相互作用，借助于啮齿类动物试验，监测和评估化学毒物引起的免疫系统的不良反应，进而确定其对人类健康的影响及其防治措施。

第一节 机体免疫系统及免疫功能

免疫系统由中枢淋巴器官、外周淋巴器官、免疫细胞和免疫分子组成，是机体免疫机制发生的物质基础。免疫系统中不同的免疫细胞和免疫分子协同作用产生免疫应答，识别和清除外来异物，对机体进行防御和保护。根据其功能不同可将整个系统分成三个组织层次：① 免疫组织与器官；② 免疫细胞；③ 免疫分子。各层次不同类型的组织和细胞又有着不同的作用，通过淋巴细胞再循环和各种免疫分子将各部分的功能协调统一起来。免疫系统有着一系列的内部调节机制，但不是完全独立运行，而是与其它系统互相协调，尤其是受神经体液调节，又可进行反馈影响，共同维持机体的生理平衡。

一、免疫应答的类型及作用

抗原性物质进入机体后激发免疫细胞活化、分化和效应的过程称为免疫应答（Im-mune response，IR），是机体对外来物质侵入机体的自身防御反应。

在体内有两种免疫应答类型，一种是遇到病原体后，首先并迅速起防御作用的，称为固有性免疫应答（innate immune response）。执行固有免疫功能的有皮肤、黏膜的物理阻挡作用及局部细胞分泌的抑菌、杀菌物质的化学作用；有吞噬细胞的吞噬病原体作用；自然杀伤细胞（natural killer cells，NK）对病毒感染靶细胞、肿瘤细胞的识别及杀伤作用以及血液和体液中存在的抗菌分子，如补体（complement）成分的细胞溶解作用。固有免疫在感染早期（数分钟至96 h内）执行防御功能。另一种是适应性免疫应答（adaptive immune response），其执行者是T及B淋巴细胞。T及B细胞识别病原体成分后被活化，活化后并不即刻表现防御功能，而是经免疫应答过程，4～5d后，才生成效应细胞，对已被识别的病原体施加杀伤清除作用。适应性免疫应答是继固有性免疫应答之后发挥效应的，在最终清除病原体、促进疾病治愈及防止再感染中起主导作用。适应性免疫应答又根据其效应机制可分为以B细胞介导的体液免疫（humoral immunity）和以T细胞介导的细胞免疫（cellular immunity）两类。这两类免疫应答都是由多细胞系，如单核吞噬细胞、T细胞和B细胞等来完成的。

二、免疫细胞

在免疫系统中有许多类型的细胞，这些细胞中的大多数为淋巴细胞，包括B细胞和T细胞及NK细胞。此外还有各种粒细胞、肥大细胞、单核吞噬细胞以及各种辅助细胞。免疫细胞均由骨髓中造血干细胞的两大谱系分化而来：即淋巴干细胞和骨髓干细胞谱系。前者分化发育为各种淋巴细胞，后者分化发育为粒细胞、肥大细胞、单核吞噬细胞及辅助细胞。单核细胞在离开血液进入组织时进一步分化成巨噬细胞。

淋巴细胞共有三种类型：T淋巴细胞、B淋巴细胞和非T非B淋巴细胞或称裸细胞，最常见的是自然杀伤细胞。大部分免疫细胞以白细胞形式在血液中循环，小部分存在于组织中，在必要时对抗损伤和感染。肥大细胞和巨噬细胞与其它免疫细胞不同，只存在于组织中，在血液中很少见。淋巴细胞和非淋巴细胞在免疫系统中都有各自的功能，对免疫应答起着重要的作用。

1. B淋巴细胞

B淋巴细胞为骨髓依赖的淋巴细胞（marrow-dependent lymphocytes）的简称。B淋巴细胞在鸟类法氏囊中发育成熟，在哺乳类和人类则在骨髓中发育成熟。成熟的B淋巴细胞可定居于淋巴结的皮质区和脾脏的红髓及白髓的淋巴小结内。外周血中B淋巴细胞占淋巴细胞总数的10 % ～25 %，淋巴结占20 % ～25 %，脾脏中占40 % ～50 %。

已证明，B细胞在骨髓内的发育，可经过祖B细胞、前B细胞、不成熟B细胞、成熟B细胞及浆细胞几个阶段。B细胞的一个重要特征是细胞膜表面带有自己合成的免疫球蛋白，即膜免疫球蛋白（membrane immunoglobulin，mIg）。在抗原的诱导下B细胞分化为浆细胞，可分泌与膜抗体相同的免疫球蛋白（immunoglobulin，Ig），只是比膜免疫球蛋白缺少了一段穿膜肽，即抗体（antibody）。一种浆细胞只能产生一种类别的Ig分子，并且丧失产生其它类别的能力。浆细胞寿命较短，其生存期仅数日，随后即死亡。

免疫球蛋白单体分子由两条较长的重链和两条较短的轻链组成，链间二硫键连结起来的大分子。免疫球蛋白在木瓜酶和胃蛋白酶作用下可裂解成Fab片段（fragment antigen-binding），具有抗原结合能力和Fc段（fragment crystalized）。根据免疫球蛋白重链抗原特异性不同，将免疫球蛋白分为5类，即IgG、IgM、IgA、IgD、IgE。同类Ig分子还可进一步分为亚类。

2. T淋巴细胞

T淋巴细胞是胸腺依赖的淋巴细胞（thymus-dependent lymphocytes）的简称。T淋巴细胞来源于骨髓淋巴干细胞，在胸腺内发育成熟后，分布于周围淋巴器官。在胸导管中有90 %以上是T淋巴细胞，在外周血中占淋巴细胞的60 % ～80 %，在淋巴结中占70 % ～75 %，在脾脏中占40 % ～50 %。

T淋巴细胞膜表面具有多种膜抗原成分，国际上用CD（cluster differentiation），即分化抗原来命名。除此之外，T淋巴细胞表面还有多种表面受体，即T细胞抗原受体（TCR）、促有丝分裂素受体、白细胞介素受体（IL-R）及黏附分子受体等。抗原受体是T淋巴细胞识别外来抗原并与之结合的特异受体，而且外来抗原只有与自身MHC抗原结合后，才能被T细胞识别。

T细胞表达的TCR是双肽链分子，按肽链编码基因不同，分为TCRαβ
 及TCRγδ
 两类。在外周中，绝大部分T细胞表达TCRαβ
 ，只有1% ～5%的T细胞为TCRγδ
 。但在表皮及小肠黏膜下，TCRγδ
 细胞占明显优势。T细胞的特异免疫应答主要是由αβ
 +
 T细胞完成。位于表皮及肠黏膜下的γδ
 +
 T细胞只能识别多种病原体表达的共同抗原成分，增殖、分化为效应细胞后，能杀伤病原体感染细胞及肿瘤细胞，故γδ
 +
 细胞执行的是固有免疫功能。

根据T淋巴细胞的表面标志及功能的不同，可分为细胞毒性T细胞（cytotoxic T cells，Tc），其效应是对靶细胞（病毒感染细胞及肿瘤细胞）施加杀伤作用；调节T细胞（regulatory T cells），按调节功能不同，又分为辅助性T细胞（helper T cells，Th）和抑制性T细胞（suppressor T cells，Ts），前者经其分泌的细胞因子，正反馈调节各种免疫细胞功能；后者抑制其它免疫细胞功能，负反馈调节免疫应答。Th细胞呈CD4 +
 ，而Ts/Tc则呈CD8 +
 。

3. 单核吞噬细胞

有吞噬功能的细胞有单核吞噬细胞及嗜中性粒细胞。单核吞噬细胞是除淋巴细胞外免疫系统中第二大的细胞群。所以这里着重讨论单核巨噬细胞。

单核细胞起源于骨髓干细胞，在骨髓中发育为单核吞噬细胞进入血液，随着血流移行到全身各组织器官内。因此，单核吞噬细胞系统包括骨髓内的前单核细胞（pre-mono-cyte）、外周血中的单核细胞（monocyte）和组织内的巨噬细胞（macrophage）。巨噬细胞在不同的器官组织中有不同的名称，如肝脏中的枯否（kupffer）细胞、肺脏中的肺泡巨噬细胞、胸腔和腹腔中的巨噬细胞及神经组织中的小胶质细胞等。

巨噬细胞的表面标记有补体受体和Fc受体等，通过这些受体表现其吞噬作用、抗原呈递作用及分泌生物活性物质参与免疫应答等。

4. 自然杀伤细胞

自然杀伤细胞（natural killer cell，NK）是一群具有自然杀伤能力的淋巴细胞，它们不需经抗原刺激，也不需要抗体参与，就能杀伤肿瘤细胞、病毒感染细胞及移植的组织细胞，但对正常组织细胞无杀伤作用。

NK细胞来源于骨髓干细胞，成熟的NK细胞离开骨髓进入外周血及周围免疫器官。人体外周血中NK细胞占淋巴细胞总数的5 % ～7 %。NK细胞表面无T、B细胞特有的标志。CD16、NKH-1和CD2抗原是人NK细胞特征性抗原。

三、免疫组织与器官

免疫应答是通过体液免疫和细胞免疫介导完成的，它们都是外来抗原首先特异性地刺激了免疫细胞。这些免疫细胞是在适合于它们自己的组织器官中产生和发育成熟，并参与循环和转移到另外一些能与外来抗原接触的组织器官中去的。这些组织器官就是免疫器官。哺乳动物及人类的免疫器官有初级免疫器官（如骨髓和胸腺）及次级免疫器官（如淋巴结、脾脏、肠系淋巴组织等）。

（一）淋巴器官

1. 骨髓

骨髓（bone marrow）是造血器官。淋巴细胞以及其它所有的血细胞都来自于骨髓中造血干细胞。造血干细胞是淋巴干细胞的前体。造血干细胞中的淋巴干细胞分化产生B细胞和T细胞。B细胞从干细胞分化到不成熟B细胞都是在骨髓中完成的。淋巴干细胞分化产生T细胞前体，运往胸腺发育成熟为胸腺淋巴细胞和外周T细胞。粒细胞、单核细胞、巨噬细胞都来自骨髓干细胞谱系。

骨髓中各种前体细胞的增殖和成熟都受到细胞介素的刺激，例如群落刺激因子（col-ony-stimulating factor，CSF），它们可以刺激骨髓中各种白细胞的生长发育。这些与造血有关的细胞介素是由骨髓中的基质细胞和巨噬细胞产生的。不同的造血细胞介素能促进不同的骨髓细胞前体的分化增殖和成熟。

2. 胸腺

胸腺（thymus）位于胸腔的上部，胸骨后方。胸腺分左右两叶，外表有被膜。每一叶中又有隔膜分成许多小叶，每个小叶外层为皮质，皮质的浅部为外皮质，深部为内皮质，小叶的内部为髓质（如图10-1）。
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图10-1 胸腺的结构



胸腺是由胸腺基质细胞（thymic stromal cells，TSC）与胸腺细胞（thymocytes）组成。胸腺是胸腺细胞分化成熟的地方。前T细胞经过胸腺，在胸腺素和胸腺生成素的作用下进行分化增殖，使细胞表面标志从CD4-CD8-双负变为双正CD4 +
 CD8 +
 ，最后继续分化为CD4-CD8 +
 或者CD4 +
 CD8-，并表达抗原受体等细胞表面分子。进入胸腺的T细胞只有约5%发育为成熟T细胞，这些T细胞具有免疫应答能力。

3. 淋巴结

淋巴结（lymph nodes）位于遍布全身的淋巴通道相互联结的交点上，大小类似大豆，人的正常淋巴结直径小于1.0 cm。淋巴结外部有被膜，被膜上可见许多输入、输出淋巴管；向内伸入实质形成许多小梁，将淋巴结分成许多小叶。淋巴结的外周部分为皮质，中央部分为髓质（如图10-2）。
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图10-2 淋巴结结构



皮质区有淋巴小结，又称淋巴滤泡。受抗原刺激后出现生发中心，此区内富含B细胞和滤泡树突状细胞，所以又称非胸腺依赖区。皮质深层和滤泡间隙为副皮质区，因富含T细胞又称胸腺依赖区；此区是淋巴细胞再循环的门户，有大量T细胞和巨噬细胞分布在滤泡周围，是传递免疫信息的场所。髓质区的B细胞、浆细胞和网状细胞集结成索状，称髓索。在髓索之间为髓窦，此区是滤过淋巴液的场所。可见淋巴结是淋巴细胞定居和增殖的地方，也是过滤淋巴液的地方。

4. 脾脏

脾脏（spleen）位于腹腔的左上方，是体内最大的外周淋巴器官。脾脏按解剖结构分为白髓及红髓，白髓由密集的淋巴细胞组成，红髓由脾索及血窦组成。脾脏内有血液循环，但无淋巴循环。血液中的病原体及异物经血液循环带至脾脏，被巨噬细胞过滤清除；或降解为抗原分子后，活化T及B细胞，进行特异免疫应答。脾脏主要是对血液中的抗原进行应答的场所。

5. 黏膜淋巴样组织

黏膜淋巴样组织（mucosal associated lymphoid tissue，MALT）广泛并弥散地分布于呼吸及消化系统的黏膜下或形成完整的淋巴滤泡，如扁桃腺、小肠的皮尔氏体（Peyer＇s pat-ches）及阑尾。这些淋巴组织内有B细胞、浆细胞、巨噬细胞及T细胞，受局部入侵病原体的激活，除执行固有免疫外，还活化B细胞分化为浆细胞，分泌IgA型抗体，输送至局部腔道，执行局部特异免疫作用。

（二）淋巴细胞的循环

各种免疫器官中的淋巴细胞并不是定居不动的群体，而是通过血液和淋巴液的循环进行有规律的迁移（如图10-3），这种规律性的迁移称为淋巴细胞再循环（recirculation of lymphocytes）。淋巴细胞经淋巴循环及血液循环，运行并再分布于全身各处淋巴器官及淋巴组织中。淋巴循环汇集于胸导管，再入上腔静脉，进入血液循环。
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图10-3 淋巴细胞再循环模式图



淋巴循环的意义在于：① 增加了与抗原、侵入物接触的机会，被活化的淋巴细胞变为效应细胞参与免疫应答；② 能使B、T细胞和记忆细胞很快地分布到全身的组织器官。

第二节 化学毒物对机体免疫功能影响及其作用机制

随着科学的发展与社会的进步，越来越多的化合物进入人类的生产和生活环境，其中有很多化合物的毒性作用广泛。近十多年的毒理学研究表明，由于免疫系统的特殊动力学特征，决定了其受毒物损伤较其它系统更为早期和敏感。化学毒物作用于免疫系统的重要靶部位如图10-4。

皮肤、呼吸道和消化道有很大的表面积，是机体与外源性化学毒物接触的重要途径。在呼吸道，吸入外源性物质如氧化性气体和颗粒物（硅谷、石棉、煤尘等）可使肺上皮细胞和巨噬细胞产生多种活性物质，如白细胞介素1（interleukins-1，IL-1），肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）、血小板源生长因子（platelet-derived growth factor，PDGF）、转化生长因子（transforming growth factor，TGF）等。另外，肺泡巨噬细胞还分泌多种短活性物质，如氧化反应类物质超氧化物、氮氧化物、过氧化氢和花生四烯酸代谢产物等，可改变机体肺部对感染和炎症的抵抗力。同时，体液免疫功能抑制，可能提高机体对感染或肿瘤的易感性，发生炎症和退化反应。

皮肤是免疫毒作用的重要靶器官，皮肤可与某些外源性化合物和化学致敏原（如一些化妆品等）、紫外线等起特异性应答或非特异性炎症反应，这两种反应均与诱导前炎症细胞因子有关。
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图10-4 免疫系统主要组分与潜在毒作用部位的相互关系



骨髓对毒作用最为敏感，临床使用的多种药物都有抑制骨髓功能，增加感染的危险性。许多新的免疫抑制剂均可抑制DNA合成而损伤骨髓功能。

免疫系统作为化学毒物攻击的靶部位，其毒性反应可使免疫活性改变。免疫活性降低表现为免疫抑制，可增加对疾病的易感性，甚至导致反复、严重感染或诱发肿瘤；免疫活性增强可致免疫介导疾病发生，如超敏反应或自身免疫应答甚或自身免疫疾病。

一、免疫抑制

（一）具有免疫抑制的外源化学物

（1）多卤代芳香烃类 多氯联苯（PCB）、多溴联苯（PBB）、四氯二苯对二[image: ]
 英（TC-DD）、六氯苯（HCB）等。

（2）多环芳烃类 苯蒽（BA）、7，12- 二甲基苯蒽（DMBA）、三甲基胆蒽（3-MCA）等。

（3）农药类DDT、敌百虫、甲基对硫磷等。

（4）金属 铅、镉、砷、汞、镍、锌、铜、甲基汞等。

（5）大气污染物 二氧化氮、二氧化硫、臭氧、一氧化碳等。

（6）工业污染物 氯乙烯、苯、苯乙烯、联苯胺、三硝基甲苯、石棉等。

（7）治疗用药物 环磷酰胺、氨甲蝶呤、6-巯基嘌呤、5-氟尿嘧啶、环孢菌素A、雌二醇、白消安等。

（二）外源化学物对免疫功能的抑制作用

近年来，随着细胞生物学和分子生物学的迅速发展，对外源性化学物导致免疫系统毒性的作用机制也有了较大发展。外源性化学物是通过多种物质介导、多种作用途径而使机体的体液免疫、细胞免疫和巨噬细胞等功能下降，宿主抵抗能力改变，从而表现为免疫抑制。

1. 核因子与免疫抑制

（1）核转录因子Kappa B与免疫抑制 转录因子Kappa B即κ
 基因结合核因子（Nu-clear factor-κ
 -gene binding，NF-κ
 B）是许多细胞因子的调节剂，在正常淋巴细胞活化中可调节许多重要基因的表达。近年的免疫研究表明，免疫抑制剂如糖皮质激素、苯的代谢产物氢醌、二甲基二硫代氨基甲酸酯等，均可通过抑制NF-κ
 B而发挥其免疫抑制作用。NF-κ
 B是一类能进入细胞核与DNA相互作用，调节染色体上基因表达的核蛋白，由蛋白质P50和P65（VelA）两个亚单位组成的二聚体，与抑制蛋白分子（inhibitor -κ
 bing，Iκ
 B）形成复合物保存于胞浆中。Iκ
 Bs包括Iκ
 Bα、Iκ
 Bγ以及NFκ
 B前体分子P105（NFκ
 B1）和P100（NFκ
 B2）。在未受刺激的细胞，NF-κ
 B和Iκ
 B形成无活性的NFκ
 B-Iκ
 B复合物保存于胞浆中。细胞受各种免疫信号刺激后，Iκ
 Bs降解，游离出的NFκ
 B迁移至胞核并激活相应的淋巴细胞靶基因。被NFκ
 B激活的重要免疫调节基因包括编码IL-1、IL-2、IL-3、IL-6、IL-8、TNFα、IFK-r、GM-CSF、MHCI、MHCII、ECAM-1、ICAM-1等。

多种免疫抑制剂或外源性化学物质可使NF-κ
 B合成减少，和/或Iκ
 Bs合成增加，或者也可以通过抑制正常时能激活NF-κ
 B的各种活性物质等，从而抑制NFκ
 B正常免疫功能。

（2）T细胞活化核因子与免疫抑制 如临床上用于治疗骨髓移植排斥的药物环霉素A（CsA），可优先作用于T细胞，抑制T细胞TCR的信号途径。CsA可与细胞内蛋白Cy-clophillin结合，形成CsA-Cyclophillin复合物，这一复合物可抑制神经贮钙蛋白的活性（Calcineurin）。Calcineurin的功能是促进T细胞活化核因子（nuclear factor of actived-T-cell，NF-AT）脱磷酸作用。NF-AT脱磷酸后进入细胞核内，可诱导IL-2基因转录。CsA通过形成CsA-Cyclophillin复合物，抑制Calcineurin，结果NF-AT脱磷酸受阻，阻断了IL-2的转录合成，从而抑制了T细胞的活化。

2. 第二信使与免疫抑制

外源性化学物可以作用于细胞内第二信使通路中的各个环节，如酪氨酸磷酸化作用、cAMP和钙等，从而使第二信使介导的免疫过程发生变化，最终导致免疫抑制。

（1）酪氨酸蛋白激酶与淋巴细胞氧化应激 淋巴细胞氧化应激可降低对有丝分裂原或抗原的应答，淋巴细胞内由于谷胱甘肽耗竭而抑制有丝分裂原刺激T细胞分泌淋巴因子（IL-2），使T细胞增殖反应受抑制。氧化应激可直接诱导细胞早期信号使核转录调节子如NFκ
 B移至核内并激活炎症反应基因，如TNFα、
 C-Jun等。氧化应激原还可激活应激活化蛋白激酶（stress-activated protein kinases，SAPKs），使外界信号传递到胞核的主要通路。另外，氧化应激可破坏淋巴细胞内依赖酪氨酸蛋白激酶（PTK）信号途径。在这一途径中，通过产生三磷酸肌醇（inositol triphosphate，IP3）和二酰甘油（diacylglycerol，DAG）引起钙动员并激活蛋白激酶C，后者是淋巴细胞应答的重要酶。

蛋白酪氨酸磷酸酶（protein tyrosine phosphatase，PTPs）也是淋巴细胞内氧化应激的主要靶子。PTPs对淋巴细胞活性存在双向调节作用，如CD4
 （5
 一种跨膜PTP）。在淋巴细胞抗原受体信号启动时需CD45
 的参与，而在抗原受体信号启动后，CD45
 和胞浆中其它PTP则起终止信号作用。淋巴细胞氧化应激可抑制PTP。PTPs对含巯基物质如苯基氧化砷和H2
 O2
 很敏感。

（2）G蛋白、腺苷酸环化酶与免疫抑制 我们以大麻素（cannabinoid）的免疫抑制作用为例，讨论这类外源化合物的免疫抑制机制。大麻素是从植物大麻中提取的一族结构相关的化合物，约有60多种同系物，大麻素家族成分是广泛的免疫抑制剂。大麻素的免疫抑制作用涉及对G蛋白、腺苷酸环化酶（adenylatecydase，AC）、cAMP、cAMP-依赖蛋白激酶（PKA）途径的广泛抑制。目前已分离到的大麻素受体（cannabinoid receptors，CB）有CB1和CB2两种，这两种受体均属G蛋白偶联受体的超家族成员。CB2是免疫系统中表达最多的受体，因而也称CB2为外周大麻素受体（peripheral cannabinoid receptor）。研究证明，大麻素以受体复合物形式作用于被激活的淋巴细胞。CB通过百日咳毒素致敏GTP结合蛋白介导，与腺苷酸环化酶逆向偶合，抑制腺苷酸环化酶活性，导致cAMP降低（cAMP在生理水平时对免疫起正调节作用），进而使PKA功能以及由PKA介导的磷酸化反应受到抑制，从而发挥其免疫抑制作用。

（3）Ca2+
 与免疫抑制 近年来的研究已证明，B细胞和T细胞中的许多生化途径可经特异的非受体PTKs传递活化信号，PTKs通过酪氨酸磷酸化作用激活产生三磷酸肌醇（IP3
 ），并促进Ca2+
 从内质网中释放，使细胞内Ca2+
 增高，激活依赖Ca2+
 的各种酶。最终导致蛋白磷酸化并产生或激活细胞活化所需的各种转录因子。钙是调节许多细胞内生化过程的主要因素，包括激活某些酶如钙依赖性调节蛋白激酶I（I CAM-II）、MAPKs、蛋白激酶C（PKC）和钙依赖蛋白酶。钙信号转导和钙调节作用是毒物破坏的两大目标。多环芳烃类（PAHs）和卤代烃类（HAHs）化合物均可通过干扰钙信号转导，最终导致细胞内Ca2+
 降低，进而引起机体免疫功能抑制。

如上所述，多种化学物可致机体免疫抑制。凡具有免疫抑制的化学物均能降低机体对细菌、病毒、肿瘤及寄生虫的抵抗力。

临床上由于采用免疫抑制剂治疗某些疾病导致机体免疫功能下降，往往引起由细菌、病毒、霉菌及寄生虫感染导致的严重合并症。而且由于免疫抑制作用，引起继发性癌症发生率增高，如果治疗停止后，继发癌症可部分或完全消失。

二、超敏反应

超敏反应（hypersensitivity）又称变态反应（allergy），是指机体对某些抗原初次应答后，再次接受相同抗原刺激时，发生的一种以机体生理功能紊乱或组织细胞损伤为主的特异性免疫应答。变态反应与免疫反应本质上都是机体对某些抗原物质的特异性免疫应答，但变态反应主要表现为组织损伤和/或生理功能紊乱，免疫反应则主要表现为生理性防御效应。

（一）外源性化学物引起的超敏反应

在生活中，由于职业暴露、空气污染、化妆品等使机体通过各种途径接触各类化学物质，均可引起各型变态反应，多表现为皮炎、哮喘等。现仅就引起较常见的这两种过敏性疾病做一介绍。

（1）接触性皮炎 某些染料、油漆、金属、塑料、药物等物质与人体接触，使机体致敏，机体再次接触同样的物质，能发生湿疹样反应称接触性皮炎。这类接触性皮炎约占整个职业性皮炎的60 %。是由致敏T淋巴细胞引起的Ⅳ型变态反应，表现为红肿、硬结，严重的反应可引起局部组织坏死、皮肤溃疡及剥脱性皮炎。其组织学表现为血管周围有单核细胞，在表皮与真皮间发生水肿。除了职业接触有毒的化学物质外，一些化妆品对某些过敏个体也会引起超敏反应。化妆品的不良反应往往只来自其中某一成分。较易引起不良反应特别是炎症反应的是化妆品中的香料（肉桂叉、秘鲁香胶等），防腐剂（对羟苯甲酸酯类等），颜料（D-C黄11、曙红等），基质（鲸蜡醇、硬脂醇、羊毛脂、1，2-丙二醇等）等组分。

（2）过敏性肺病 在过敏性肺病中，最具代表性的是哮喘。在欧洲和美国职业哮喘人群为0.2 % ～6 %，日本约有15 %的哮喘病例与职业有关。甲苯二异氰酸酯（TDl）是异氰酸酯类化合物，广泛应用于制造泡沫塑料、黏合剂、橡胶、合成纤维、特种油漆等，对黏膜有刺激作用和致敏作用。另外，各种刺激性气体，如氯、氨、氮氧化物、光气、氟化氢、二氧化硫、三氧化硫和硫酸二甲酯等；一些高分子化合物，如酚醛树脂遇热释放出苯酚和甲醛具有刺激作用，聚四氟乙烯塑料受高热分解出四氟乙烯、六氟丙烯、八氟异丁烯，吸入后引起化学性肺炎或肺水肿。

（二）外源性化学物引起超敏反应的机制

1963年Gell和Coombs根据超敏反应发生的机理和临床特点，将其分为4种类型，见表10-1。


表10-1 引起组织损伤的超敏反应的4种类型
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1. Ⅰ型超敏反应

Ⅰ型超敏反应发生速度快，也称速发型超敏反应（immediate hypersensitivity）或变态反应。经呼吸道、皮肤或消化道接触适当抗原，接触部位的淋巴组织，如扁桃体、支气管淋巴结、消化道淋巴组织产生的IgE水平最高，但脾脏产生的最低。血清中IgE浓度也较低，且其生物半衰期短。IgE一旦产生即与局部组织肥大细胞结合，进入循环后与远部位的循环肥大细胞、嗜碱性粒细胞和组织肥大细胞结合。当再次接触抗原时，即可引起肥大细胞脱颗粒，释出预先形成的介质和Th2型细胞因子，诱导合成白三烯（leukotrienes，LTs）和血栓素（thromboxanes）。这些介质促进血管扩张、支气管收缩和炎症反应，临床表现多样，从皮肤荨麻疹到枯草热体征，或更为严重疾病如严重的过敏症。

2. Ⅱ型超敏反应

Ⅱ型超敏反应也称抗体依赖细胞毒超敏反应（antibody-dependent cytotoxic hypersensi-tivity），由抗体介导。涉及的抗体包括IgG和IgM。组织损伤可由于细胞毒素的直接作用而引起，如巨噬细胞、中性粒细胞或嗜酸性粒细胞通过细胞表面的Fc受休与抗体覆盖靶细胞结合，或通过经典途径激活补体系统，补体激活引起补休C3 b或C3 d结合在靶细胞表面，对效应细胞起趋化作用。另一方面，膜攻击复合物也与靶细胞表面结合，而使靶细胞溶解。

3. Ⅲ型超敏反应

Ⅲ型超敏反应也涉及IgM和IgG。不同的是，Ⅱ型是抗特异性组织相关抗原，Ⅲ型则是抗血清可溶性抗原。其结果是在免疫复合物沉积部位引起广泛组织损伤，最常见的部位是在肺、关节和肾的血管内皮，皮肤和循环系统也可累及。其病理是由于抗原-抗体复合物激活补休系统而引起的炎症反应。巨噬细胞、中性粒细胞和血小板被吸附到复合物沉积部位促进了组织损伤。故此型超敏反应也称免疫复合物介导超敏反应（immune-complex-mediated hypersensitivity）。

4. Ⅳ型超敏反应（细胞介导超敏反应）

Ⅳ型或称迟发型超敏反应（delayed type hypersensitivity，DTH）可分为两型：接触超敏反应（contact hypersensitivity）和结核菌素超敏反应（tuberculin hypersensitivity）。接触超敏反应是始发于皮肤表面接触抗原，且最初病变在表皮，临床特征是在接触变应原部位湿疹样反应，并由两相组成：致敏和激发。半抗原穿透表皮并与蛋白载体形成一种复合物即发生致敏。半抗原-载体复合物经朗罕树突状细胞处理后，由表皮迁移至局部淋巴结，在此由APC将经处理的抗原呈递给CD4 +
 T细胞。导致克隆扩增并产生记忆T细胞。激发是当第二次接触抗原时，朗罕树突状细胞再次迁移至淋巴结并呈递经处理的半抗原-载体复合物给记忆T细胞，这些被激活的T细胞分泌细胞因子，并使T细胞进一步增殖和诱导皮肤的角质细胞和内皮细胞表面表达黏附分子。黏附分子的表达和由T细胞、角质细胞分泌的前炎症细胞因子促进炎症细胞迁移至皮肤，导致红斑、丘疹和水疱形成。

Coombs和Cell将超敏反应分为4种类型有助于理解其发生机制。而在病理上经常是几型超敏反应机制联合作用的结果。除此之外，有关的炎症反应可能是非免疫急性反应和/或免疫-介导反应，如由酸酐引起的支气管上皮损伤，细胞因子释出诱导非免疫炎症反应，化学物对炎症细胞的直接作用并刺激传入迷走神经，导致反射性支气管收缩和超敏反应，因此该化学物损伤机制显示了非免疫机制和4种类型免疫介导超敏反应机制的联合作用。

三、自身免疫应答

机体对自身组织成分或细胞抗原性失去免疫耐受性，导致自身免疫效应细胞和自身抗体产生，称为自身免疫。自身免疫反应达到一定强度以致破坏正常组织结构并引起相应临床症状时，就称为自身免疫病。

（一）引起自身免疫病的外源化学物

目前已发现许多外源化学物可改变自身细胞的抗原性质或出现新的抗原性，引起自身免疫病，尤其是在易感个体。其中研究最多的是药物，如肼苯哒嗪和普鲁卡因酰胺等药物可与细胞内组蛋白或DNA结合，导致抗核抗体的产生，长期使用可引起系统性红斑狼疮样症状。而长期服用药物α甲基多巴的病人，可以诱发抗红细胞抗体发生自身溶血性贫血。

（二）外源化学物引起自身免疫病的机制

自身免疫是由于维护自身耐受的正常机制发生障碍所致，它涉及三类免疫分子，即Igs、TCRs和MHC。
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图10-5 药物诱导的自身免疫



新近研究注意到外源物质代谢酶，如细胞色素P-450（CYP450）、UDP糖基转移酶（UDP glycosyl transferase，UGT）、谷胱甘肽-S-转移酶（GST）等在诱导自身免疫疾病发生过程中的作用。病人血清中存在这些抗外源物质代谢酶的自身抗体。引发抗CYP自身抗体的药物如二盐酸肼苯哒嗪（di-hydralazine）、三氟溴氯乙烷（halothane）、抗惊厥药（苯巴比妥、苯妥因或酰胺咪嗪）、异烟肼等。通常可将引发自身免疫药物分为两类：① 药物或其代谢物直接干扰细胞代谢并触发疾病；② 药物触发自身免疫反应（图10-5）。以二盐酸肼苯哒嗪为例，药物（D）可被代谢酶（E）如细胞色素P-450（CYPlA2）转化为反应性代谢产物（reactive metabolite，M），后者与CYPlA2特异性结合成新抗原（new antigen，EM），该新抗原可能触发异常免疫反应导致自身免疫疾病的发生。T细胞在此反应中的作用尚不清楚，但自身抗体已得到鉴定并显示是这种疾病的特征性标志，它们可特异性识别CYP1 A2。并证明二盐酸肼苯哒嗪的反应性代谢产物在肝内形成，且新抗原在肝内表达。最近研究更清楚表明，由这些自身抗体识别的抗原决定簇极为精确地限定在CYP1 A2的C末端部位。

外源物质代谢酶是自身免疫疾病特异性抗体潜在的靶子，抗外源物质代谢酶自身抗体，其中最常见的是抗CYP450。药物代谢后形成的反应性代谢产物可聚集在这种代谢酶上，以增加新抗原的量并可保护细胞免受反应性代谢产物的毒作用，一旦形成新抗原，即被呈递至免疫系统，引发自身免疫应答。

四、化学致癌物质诱发的肿瘤免疫

肿瘤是一种严重危害人类健康的疾病。肿瘤的病因十分复杂，大量流行病学调查和动物实验等证明人类肿瘤的90 %左右是由环境因素引起的，而环境因素中化学因素是主要的。因此化学致癌引起人们的广泛关注，对化学致癌物引起的肿瘤免疫也进行了一些研究。

（一）肿瘤抗原及其特点

肿瘤抗原是指细胞癌变过程中出现的新抗原及过度表达的抗原物质的总称。关于该类物质产生的分子机制，目前认为有以下六个方面：细胞癌变过程中合成了新的蛋白质分子；由于塘基化等原因导致异常的细胞蛋白的特殊降解产物；由于突变等使正常蛋白质分子的结构发生改变；正常情况下处于隐蔽状态的抗原表位暴露出来；多种膜蛋白分子的异常聚集；胚胎抗原或分化抗原的异常表达。

（1）肿瘤相关抗原（tumor of associated antigen，TAA）是指非肿瘤细胞所特有的、正常细胞和其它组织上也存在的抗原，只是在正常人细胞含量很少，难以检测到，但在细胞癌变时，其含量明显增加，可用免疫学方法检测出来，因此称它为肿瘤相关抗原。这类抗原包括胚胎抗原，如癌胚抗原和甲胎蛋白等。这类抗原在胚胎发育阶段由胚胎组织产生，在胚胎后期减少，出生后逐渐消失，或仅存留极微量，但当细胞癌变时，此类抗原可重新合成。癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，CEA）是一种糖蛋白分子质量约为200 u，最初在人结肠癌提取物中发现。以后人们发现它不仅存在于所有大肠癌而且还存在于胰腺、胃、乳腺、肺和其它许多肿瘤中，溃疡性结肠炎、乙状结肠炎、胃溃疡、结肠息肉、吸烟者CEA也明显升高。甲胎蛋白（alpha-fetoprotein，AFP）是一种相对分子质量约为70000 u的糖蛋白。某些肿瘤细胞如肝癌和畸胎瘤可产生AFP，可以作为检测这类肿瘤的特异性标志。

（2）肿瘤特异性抗原（tumor specific antigen，TSA）是肿瘤细胞特有的或只存在于某种肿瘤细胞而不存在于相应的正常细胞的新抗原。要证明这类抗原的存在必须用十分灵敏的测定方法，如果方法不灵敏就有可能把正常组织中存在的、含量较低的抗原遗漏，而把肿瘤组织中含量较高，但正常组织中也存在的抗原看成是肿瘤特异抗原。TSA可在近交系动物中通过肿瘤移植排斥实验所证实，故这类肿瘤抗原又称为肿瘤特异移植抗原（tumor specific transplantation antigens，TSTA）或肿瘤排斥抗原（tumor rejection antigen，TRA）。另外，新近发展了另一种检测此类抗原的方法，就是用肿瘤细胞免疫动物后所获抗体，去分析肿瘤细胞表面的抗原分子。

（二）化学致癌物诱发肿瘤的特点

1. 化学致癌物诱发肿瘤抗原性的强度

从致癌病原看，病毒致癌抗原性最强，化学致癌剂诱发肿瘤次之，自发肿瘤及X射线照射引起的肿瘤抗原性最弱。常表现出明显的个体差异，即用同一种化学致癌剂诱发的肿瘤，在不同的宿主体内，甚至在同一宿主不同部位发生肿瘤，各具有互不相同的抗原性。

2. 化学致癌物诱发肿瘤抗原的特异性

化学致癌剂（如甲基胆蒽、氨基偶氮染料、二乙基亚硝胺等）或物理因素（如紫外线、X射线、放射性粉尘等）等因素诱发的肿瘤抗原特异性高，每个肿瘤的抗原间很少出现交叉反应，这种特点为该类肿瘤的免疫学诊断和治疗带来了极大的困难。

（三）机体抗肿瘤的免疫机制

当肿瘤发生后，机体可通过免疫效应机制发挥抗肿瘤作用。机体的抗肿瘤免疫效应机制包括细胞免疫和体液免疫两方面，这两方面机制不是孤立存在的和单独发挥作用的，在体内，宿主对肿瘤的免疫应答效应是细胞免疫和体液免疫对肿瘤作用的综合结果。一般认为细胞免疫是抗肿瘤免疫的主力，体液免疫通常仅在某些情况下起协同作用。对于大多数抗原性强的肿瘤，特异性免疫应答是主要，而对于免疫原性弱的肿瘤，非特异性免疫应答可能具有更重要的意义。由于肿瘤细胞的组织来源和产生方式等不同，其免疫原性的强弱有较大差别，故不同类型的肿瘤诱导的机体抗肿瘤免疫应答有所差异。由于肿瘤不是单一病因的疾病，机体对肿瘤免疫应答的产生及其强度不单单取决于肿瘤免疫原性，还受到宿主的免疫功能和其它因素的影响。

1. 细胞免疫机制

（1）T淋巴细胞的细胞毒作用 在控制具有免疫原性肿瘤细胞的生长中，T细胞介导的免疫应答反应起重要作用。目前认为，CD8 +
 CTL是抗肿瘤免疫的主要效应细胞，其杀伤肿瘤细胞的机制有二：一是通过其抗原受体识别肿瘤细胞上的肿瘤抗原并与之结合，通过溶细胞作用，直接杀伤肿瘤细胞；二是通过分泌多种细胞因子，如γ型干扰素（IFN-γ）、肿瘤坏死因子（TNF）而间接地杀伤肿瘤细胞。CD4 +
 Th细胞在CD8 +
 CTL的激活中起重要的辅助作用。目前发现CD4 +
 Th也有一定直接杀伤肿瘤细胞的作用。但多数情况下，CD4 +
 Th细胞参与抗肿瘤免疫效应，主要是通过其释放的细胞因子如白细胞介素2、IFN-γ等，激活单核-巨噬细胞、NK细胞，并增强CD8 +
 CTL的杀伤功能。

（2）NK细胞的杀伤作用 已有大量证据表明，NK细胞具有抗肿瘤效应，且先于CTL发挥作用。因为NK细胞不依赖抗体或补体、不需预先活化即可直接杀伤肿瘤细胞，其杀伤作用无肿瘤特异性和MHC限制性。因此可以认为NK细胞是机体抗癌的天然屏障或第一道防线。NK细胞具有较广的抗瘤谱，能抗同系、同种或异种肿瘤细胞，对淋巴瘤和白血病细胞尤为有效，对实体瘤作用较差。

（3）巨噬细胞的抗瘤作用 巨噬细胞在抗肿瘤中也起重要作用。动物实验和临床病理活检发现，肿瘤灶中浸润的巨噬细胞与肿瘤的转移呈负相关。巨噬细胞在抗肿瘤免疫中的作用不仅是作为提呈抗原的APC，而且是溶解肿瘤细胞的效应细胞。巨噬细胞杀伤肿瘤细胞的机制可包括以下几个方面：① 活化的巨噬细胞与肿瘤细胞结合后，通过溶酶体酶等直接杀伤肿瘤细胞，且该杀伤作用强弱与溶酶体进入肿瘤细胞的数量有关；② 处理和提呈肿瘤抗原，并通过分泌IL-1、IL-2等激活T细胞，以产生特异性抗肿瘤细胞免疫应答；③巨噬细胞表面上有FcR，通过特异性抗体介导ADCC效应杀伤肿瘤细胞；④活化的巨噬细胞分泌TNF、一氧化氮等细胞因子间接杀伤肿瘤细胞。巨噬细胞可能通过ADCC作用，或直接与肿瘤细胞结合，发挥杀伤肿瘤效应。

（4）淋巴因子激活的杀伤细胞（lymphokine activated killer cell，LAK）近年来有些学者应用分离正常人或小鼠淋巴细胞加入IL-2，在体外培养4～5 d后，能诱导出一种新的杀伤细胞，称为淋巴因子激活的杀伤细胞，其最突出的特点是具有广谱的抗瘤作用。LAK细胞的主要特征是能杀伤对NK细胞不敏感的实体瘤细胞。

（5）肿瘤浸润淋巴细胞（TIL）1986年Rosenberg等人从肿瘤组织中分离出浸润淋巴细胞，将其与淋巴细胞共育一段时间后输给荷瘤小鼠，可引起肿瘤消退。这种淋巴细胞称为肿瘤浸润淋巴细胞。TIL最突出的特征是特异、高效的杀伤肿瘤活性和低IL -2依赖性。

2. 体液免疫机制

B淋巴细胞主要作用是产生抗瘤抗体而发挥作用，但总体来说，抗体并不是抗肿瘤免疫的重要因素。抗体与瘤细胞结合，可激活补体而溶解瘤细胞，即补体依赖的细胞毒作用（CDC）。也可在NK细胞存在时介导抗体依赖的细胞毒活性（ADCC），使肿瘤细胞溶解。然而抗肿瘤抗体引起的效应并非总是有利的，有时候它可以阻断杀伤T细胞识别肿瘤抗原，起到促进肿瘤生长的作用。

（四）免疫毒性与致癌作用

很多外源化学物可引起免疫功能的降低，特别是细胞免疫功能的降低，如NK活性下降，这样就为致癌作用提供了一个有利的条件。免疫系统在预防或限制肿瘤发生、发展中所起的作用，一直是人们所关注的问题。机体由于受环境因素的影响，经常不断地会产生突变细胞。这些突变细胞中有些在向恶性转化形成肿瘤细胞时，在肿瘤细胞表面出现新的抗原，这些肿瘤抗原的出现使宿主识别出它们是“外来”或“非己”的细胞，从而调动免疫系统进行防御，直到最后消灭肿瘤细胞，这就是免疫监视作用。某些化学物有抑制NK细胞的作用，使动物肿瘤发生率增高，因而具有致癌作用。佛波酯（phorbol myritate ace-tate，PMA）是一种肿瘤促长剂，它具有很强抑制NK细胞功能的作用，使其对移植肿瘤的抵抗力下降。研究发现当NK细胞功能抑制80 %时，宿主对肿瘤细胞攻击的敏感性明显增高，并诱发肿瘤产生。

（赵晓红）

思考题

1. 免疫细胞、免疫组织及免疫器官种类及特点是什么？

2. 简述化学毒物对机体免疫功能影响及其作用机制。

3. 超敏反应的类型及特点是什么？

4. 化学毒物免疫毒性的检测方案的主要内容是什么？

5. 化学毒物免疫毒性检测的常用方法有哪些？


第十一章 危险度评价和安全评价方法

在人类的生产和生活环境中存在着多种多样的化学物质，既有天然生成的，也有人工合成的。它们一方面为我们创造了大量的物质财富，提高了生活质量，另一方面也给人类健康带来了许多不利的影响。如日本发生的因有机汞污染所致的水俣病，欧洲妇女因服用反应停引起的大量新生儿畸形，印度博帕尔因剧毒物质异氰酸甲酯泄露造成的众多居民中毒死亡等重大不幸事件令世人震惊，一次又一次的给我门敲响了警钟。据估计，目前常用的7万多种化学物质中约有10 % 为致突变物。迄今为止，国际癌症研究机构（international agency for research on cancer，IARC）颁布的文集中确定约有60种化学毒物或生产过程对人类有致癌性。在这种严峻的形势下，对特定化学物质产生毒害的可能性作出准确的评价，在此基础上进行有效的管理以保护人民的身体健康，具有十分重要的意义。

第一节 危险度评价

20世纪50年代初发展起来的化学物质安全性评价（safety evaluation）主要是基于毒理学动物试验结果，并结合人群流行病学调查资料来阐明特定化学毒物的毒性及其潜在危害，预测人类接触或使用该化学毒物时的安全程度，为制定相应的卫生标准提供科学依据。安全性评价有一整套鉴定程序，最后一般是用由动物试验获得的最大无作用剂量或NOAEL除以安全系数（safety factor，SF）来估测人的NOAEL，并在此基础上制定人的每日允许摄入量（acceptable daily intake，ADI）等限量标准，以避免化学毒物对人类健康产生不利影响。

20世纪50年代末期，通过对致癌作用的研究，人们发现致突变物和致癌物没有易于测出的阈值，这就给安全性评价带来了困难。特别是进入20世纪70年代以来，发现的具有致癌潜力的化学毒物越来越多，而且其中有一些或是难以完全消除、或是经权衡利弊后尚需应用的。有鉴于此，发展了危险度评价（risk assessment）的方法，提出了“可接受危险度”的概念。1976年，美国环境保护局（environmental protection agency，EPA），首先提出并推荐了危险度评价系统，公布了致癌物评价指南，并成立了致癌物评价小组。这一评价系统在关于车间空气中苯的卫生标准修订中体现出其价值。原来的修订标准曾经在20世纪70年代末被美国最高法院否决，在经过了危险度评价后重新提出的。阈限值于1987年得以确定。1983年，美国国家科学研究顾问委员会（national research council，NRC）任命专门小组制订颁发了危险度评价的程序，将其主要内容和步骤分为四个部分，即危害性认定、剂量-反应关系评价、接触评定和危险度特征分析，总称为危险度评价。在此基础上进一步对危险因素进行利弊权衡，作出决策并制定标准和措施的过程称为危险度管理（risk management）。近些年来，危险度评价的方法发展很快，不断完善，已成为许多国家对各类化学毒物进行管理的重要手段。以往沿用了几十年的安全性评价程序有逐步被纳入危险度评价领域的趋势，即用对待致癌物等无阈值化学毒物的概念、理论和方法去解决一般有阈值化学毒物对于健康危害的评价和管理问题。如美国EPA已经先后颁布了有关致癌物、致突变物、发育毒物和生殖毒物等一系列危险度评价指南。

我国开展这方面的工作始于20世纪80年代后期，虽然历史不长，但发展较快，除有论著用专门章节讨论了危险度评价的理论和方法问题外，还在实际工作中进行了尝试，研究成果得到有关政府部门的重视和承认，为作出最终决策提供了科学依据。如停止生产农药杀虫脒的决定就是根据危险度评价的研究结果作出的。危险度评价已得到了卫生和环境保护工作者越来越多的关注，中国环境诱变剂学会下设了风险评价学术委员会，中国毒理学会下设了管理毒理学专业委员会，危险度评价是其主要议题之一。相信危险度评价的理论与方法会日趋成熟和完善，在卫生立法和卫生决策过程中发挥更为重要的作用。

一、基本概念

（1）毒性与危险性 毒性指化学物质造成机体损害的固有能力。危险性（risk）即危险度，指在特定条件下，因接触某种水平的化学毒物而造成机体损伤、引起疾病甚至导致死亡的预期概率。需要指出的是，化学毒物的毒性大小与其引起中毒的危险性大小并非同一概念，要注意二者的区别。有些物质的毒性极大，如肉毒杆菌毒素，极少量即可致死，但实际上人们接触它的机会很少，故罕见中毒者。而乙醇的毒性虽然较小，却有不少中毒病例。因此，一种化学毒物引起中毒危险度的大小不仅取决于它本身的化学结构和理化性质，还取决于人们与它接触的可能性、接触剂量、吸收量、吸收速率与频率等多方面因素。

（2）安全性 危险度和安全性都属于统计学概念。前者指化学毒物在一定条件下造成机体损害的概率；后者与其相反，指化学毒物在特定条件下不引起机体出现损害效应的概率。实际上，二者是从不同的角度来研究同一问题，即化学毒物与机体接触的结果。从理论上讲，安全性是指无危险度或危险度低至可以忽视的程度。可是人类在日常的生活与生产过程中从事的每一项活动都伴随一定的危险度，并不存在绝对安全或危险度为零的情况，故安全性只能是相对的。

（3）可接受的危险度与实际安全剂量 化学物质在一定条件下都可以成为毒物，只要接触就存在中毒的可能性。只有接触剂量低于特定物质的阈剂量才没有危险。但实际上，在多数情况下，某些化学毒物的阈值难以精确确定，或是虽然能确定，但因为经济上的原因无法限制到绝对无危险的程度。尤其是诱变剂和致癌物可能没有阈值，除了剂量为零时外，其它剂量均有引起损害的可能性，对于这样的化学毒物要求绝对安全是不可能的。但由于这些物质中为数不少具有实际应用价值，不能完全舍弃不用。由此提出了可接受的危险度（acceptable risk）的概念。可接受的危险度是指公众和社会在精神、心理等各方面均能承受的危险度。表11-1显示的是当今美国社会可能引起死亡危险度增加10 -6
 倍的某些活动。


表11-1 美国社会可能引起死亡率增加10 -6
 倍的某些活动
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就特定化学毒物引起的具体疾病而言，即使从未接触过该化学毒物的人群中也可以出现一定比例的患者。当接触人群中的发病率与非接触人群相比基本一致或略有增高时，即可将该水平的发病率视为这种化学毒物所致人体健康危害的可接受危险度。如美国把10 -6
 的肿瘤发生率和10 -3
 的畸胎发生率分别作为致癌物和致畸物作用的可接受的危险度。

实际安全剂量（virtual safe dose，VSD）是指与可接受的危险度相对应的化学毒物的接触剂量。如上例情况，则在此剂量下，致癌物和致畸物引起人群中的肿瘤发生率或畸胎发生率分别不会超过10 -6
 或10 -3
 。

（4）危险度评价 危险度评价（risk assessment）是在综合分析人群流行病学观察、毒理学试验、环境监测和健康监护等多方面研究资料的基础上，对化学毒物损害人类健康的潜在能力进行定性和定量的评估，以判断损害可能发生的概率和严重程度。目的是确定可接受的危险度，为政府管理部门正确地作出卫生和环保决策、制定相应的卫生标准提供科学依据，从而最大限度地保障广大人民群众的身体健康。

二、危险度评价

危险度评价由四个部分组成，即危害性认定、剂量-反应关系评价、接触评定和危险度特征分析。现分别予以介绍。

（一）危害性认定

危害性认定（hazard identification）是危险度评价的第一阶段，为定性评价阶段。目的是确定待评化学毒物在一定条件下与机体接触后，能否产生损害效应；效应的性质和特点如何；化学毒物与损害效应之间有无因果关系。

1. 危害性认定的科学依据

在进行研究之前，首先要获得足够的相关科学资料作为依据，这是认定的基础。

（1）待评化学毒物的资料 包括化学结构与理化特性方面的资料，如化学结构式、脂质与水中的溶解度、酸碱度、亲电性、挥发度、纯度、杂质种类及其含量等；有关用途、使用方式和范围等方面的资料以及在环境中稳定性如何，能否发生化学反应或转化为毒性更强或较弱的衍生物方面的资料等。这些资料一般可以通过查阅文献获得或由生产厂家提供，但有时需要经实验室检测确定。结构-活性关系（structure-activity relationship，SAR）的研究对于危害认定具有重要意义。

（2）人群流行病学调查资料 这类资料能直接反映特定化学毒物与机体接触后所造成的损害作用，不像毒理学动物实验结果那样存在种属间外推的问题，故不确定因素较少，易于确定因果关系，在危害性认定中具有决定性意义。资料的来源包括在职业性接触人群或环境污染区居民中进行的调查、药物毒性的临床观察、意外事故的原因追查和对志愿人员的试验与检测等。通过这些研究可以获得有关接触者的主观感受以及精神和心理状态方面的资料，在动物实验中无法得到，显得尤为重要。但人群流行病学调查也有不足之处，如很难找到化学物质污染水平稳定，而且含有几个不同污染水平的现场；环境中往往是多种有害因素同时存在，不易控制；对于新合成的化学物质，因找不到接触人群而无法调查等。尽管如此，设计周密的人群流行病学调查资料常可为危害性认定提供最有价值的科学依据。

（3）毒理学试验资料 由于理想的人群流行病学调查资料一般难以获得，毒理学试验资料常被用为危险度评价的主要依据。毒理学试验研究最大的优点是可以人为地控制实验条件，根据已掌握的待评化学物质资料选用最敏感的实验动物，确定动物的年龄、性别、各组染毒剂量与染毒方式、染毒期限和观察指标等，从而排除许多混杂干扰因素的影响，获得比较确定的受试物与机体损害效应之间的剂量-反应关系和因果关系，并在此基础上评价和预测对人体造成危害的可能性。通过对LD50
 的测定，不但可以确定待评物质急性毒作用的性质、特点及毒性级别，而且能获得它对于皮肤、黏膜、呼吸道等部位的局部刺激作用和致敏作用的资料。较长时间的试验，如蓄积试验、亚慢性毒性试验和慢性毒性试验，可以反映待评物质在体内的滞留情况，寻找毒作用的靶器官并确定NOAEL和LOAEL。致畸试验和长期致癌试验可检测待评物质对胚胎的毒性及诱发机体生癌的能力。此外，代谢动力学方面的研究可以提供待评物质在体内吸收、分布、代谢和排泄方面的数据，明确时 -量关系，有助于阐明毒作用机制并为其它试验研究提供敏感指标。

毒理学体外试验使用包括哺乳动物的组织、器官和细胞，微生物、植物和非哺乳动物等各种层次的多种生物材料进行。如Ames试验、外周血淋巴细胞染色体畸变试验、哺乳动物细胞正向突变试验、V79
 细胞转化试验以及大鼠、小鼠的器官培养等多种试验方法经常被用来筛检待评物质在致突变和致癌方面的特殊毒性。

毒理学测试有统一的程序，分几个阶段进行，这样就可以根据不同阶段的结果作出判断，决定研究是否继续下去以及检测指标和项目的取舍。尤其是对于化学物质致突变和致癌性的检测现在已有多种方法可供选择，通过程序将其规范化能达到省时、经济、预测价值高的目的。

毒理学资料用于危险度评价的主要问题是种属差异带来的不确定性。在把动物试验结果外推至人时，必须十分慎重。

2. 危害性效应的分类

根据待评物质对机体作用的部位、性质和剂量-反应（效应）关系类型，可将危害性效应分为两类：有阈值效应和无阈值效应。

（1）有阈值效应 化学物质对于机体产生的一般毒效应，如引起生理生化过程的异常改变、病理组织学的变化等，只有达到某一剂量水平时才能发生，低于此剂量即检测不到，属于有阈值效应，这样的化学毒物应按有阈值毒物进行评价。评价时要注意选择最敏感的指标，特别是应该重视对于中枢神经等系统和肝、肾等重要器官的损害作用。

化学毒物作用于生殖细胞、胚胎或胎儿，导致细胞死亡、生物合成减少、分化程度改变、形态发育障碍，最终表现为胚胎死亡、生长迟缓、畸形和功能不全，视为发育毒性或胚胎毒性。对于此类毒物目前尚缺少权重分类标准，但一般认为有阈剂量存在，故也应按有阈值毒物进行评价。

（2）无阈值效应 目前认为，化学毒物的致癌作用以及致体细胞和生殖细胞突变的作用在零以上的任何剂量均可发生，即具有零阈剂量-反应关系。具体说来凡属于IARC分类标准中2 B组以上或EPA分级标准中C级以上的化学毒物（见表11-2和表11-3），可以认为是致癌物。EPA还提出，凡能引起生殖细胞基因点突变和/或染色体结构重排的化学毒物都具有零阈值。对于这样的物质都应按照无阈值毒物进行危险度评价。


表11-2国际癌症研究机构（IARC）的致癌物分类标准
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注：*此项无证据也不能否定分类结果。




表11-3美国环境保护局（EPA）致癌资料分级评定表

[image: ]
注：A级为人类致癌物，B级为可能人类致癌物，C级为可疑人类致癌物，D级为对人类致癌性不能分级，E级为非人类致癌物。




（二）剂量
 -反应关系评价


剂量-反应关系评价（dose-response assessment）是危险度评价的第二阶段，又是定量危险度评价（quantitative risk assessment）的第一步。其目的是在认定待测物质具有危害性的基础上，依据人群流行病学调查资料和毒理学研究结果，阐明不同剂量水平的待测物质与接触群体中出现的最为敏感的关键的有害效应发生率之间的定量关系，进行实验动物与人群之间以及不同人群之间的剂量-反应关系的推导，确定合适的剂量-反应曲线，并获得特定接触剂量下评价人群危险度的基准值（criteria）。

根据待评物质的性质和特点不同，区分为有阈值化学毒物和无阈值化学毒物进行剂量-反应关系评价。

1. 有阈值化学毒物的剂量-反应关系评价

有阈值化学毒物的剂量-反应评价方法即安全评价法。通过评价确定待评物质不引起机体出现任何有害效应的最高剂量（NOAEL）或出现有害效应的最低剂量（LOAEL），作为基准值来评价危险人群在某种接触剂量下的危险度，并估算该物质在各种环境介质中的最高容许浓度。

（1）参考剂量（reference dose，RfD）RfD在概念上类似于每日允许摄入量（ADI），为日平均接触剂量的估计值。人群（包括敏感亚群）在终生接触该剂量水平待评物质的条件下，预期一生中发生非致癌或非致突变有害效应的危险度可低至不能检出的程度。RfD的单位为mg（/ kg·d）。

（2）不确定系数（uncertainty factor，UF）即安全系数（SF）。由于理想的人群流行病学资料通常难以获得，毒理学研究资料成为危险度评价的主要依据。在把动物试验结果向人外推的过程中，存在许多不确定因素，会造成误差。由于人对于多数化学毒物的毒性要比动物敏感，尤其是以mg/kg体重表示剂量时更是如此，故在计算RfD时，应把实验动物的NOAEL或LOAEL缩小一定倍数来校正误差，确保安全。这一缩小的倍数即为不确定系数（UF）或安全系数（SF），又称为外推系数（extrapolation coefficient）或转换系数（transfer coefficient）。UF具有保守的性质，可以防止低估有阈值化学毒物对人类健康的危害。

（3）确定RfD时需要考虑的问题 要确定有阈值化学毒物的RfD，应首先对人群流行病学调查资料与毒理学动物实验结果进行分析，明确剂量-反应关系，确定NOAEL或LOAEL，然后用NOAEL或LOAEL除以不确定系数UF。UF又可分为标准化不确定系数（UFs）和修正系数（modifying factor，MF）两部分。计算公式如下：

RfD=NOAEL或LOAEL/UFs × MF

下列几项内容可影响UFs的数值：

① 从一般人群推导到敏感亚群或敏感个体的不确定性，取10倍系数。这是由于毒代动力学与毒效动力学两方面的差异所致，二者的作用相等。因此，将10倍系数等分为两个分系数，即表示毒代动力学和毒效动力学的系数各为3.2（100.5
 ）。

② 从实验动物资料外推到人的不确定性，取10倍系数。这也是由于毒代动力学和毒效动力学两方面的差异所致。但现有资料证明，人和实验动物在毒代动力学方面的差异大于毒效动力学方面的差异。所以，将表示前者的分系数定为4（100.6
 ），将表示后者的分系数定为2.5（100.4
 ）。

③ 从亚慢性毒性试验资料推导慢性毒性试验结果的不确定性，最大可取10倍系数。

④ 当以LOAEL替代NOAEL计算RfD时，最大可取10倍系数。

⑤当用于推导的资料库不完整（如受试物种太少，缺乏生殖毒性资料等），最大可取10倍系数。

MF取值为≤10，主要考虑研究的科学性以及上面各项未能包括的不确定因素，由专家确定。当研究中的不确定因素可由UFs予以充分估计时，MF取值为1。

如果以上各项均取最大值10的话，其乘积将达到106
 ，即1000000倍，这个数字显然过大。实际上，美国EPA发表的有阈值化学毒物的RfD中，大多数UFs为2～1000。UFs太大，说明毒性资料收集的不完全，不确定因素过多，因而计算所得的RID的精确性也差，缺乏可信度。

（4）基准剂量（benchmark dose，BMD）在计算RfD的公式中，NOAEL或LOAEL是关键参数。但它们往往受试组数、每组实验动物数、各试验组的剂量间隔宽窄、对照组损害效应发生率高低和实验数据的变异程度等因素的影响，准确性不高。另外，NOAEL和LOAEL都只是一个试验剂量，是剂量-反应关系中的一个点值，不能全面反映化学毒物有害效应的特征。NOAEL或LOAEL相同或近似的物质，其剂量-反应曲线的斜率可能不同，这就会使推导出来的RfD产生较大误差。

为解决这个问题，美国EPA提出用基准剂量（BMD）来替代NOAEL或LOAEL计算RfD。BMD是一个可使化学毒物有害效应的反应率稍有升高的剂量的95 %可信限下限值。该反应率可以人为确定，通常选择5 %。由BMD推导RfD，较之NOAEL或LOAEL有许多优点。首先，它是依据剂量-反应关系曲线的所有数据计算获得的，而不是仅仅依据一个点值，在可靠性与准确性上都大大提高了；其次，BMD要计算反应剂量95 %可信限的下限值，就要把实验组数、每组受试对象数以及终点指标数值的离散度等均考虑在内。如果资料的质量不高（每组受试对象少或反应的变异大），则可信限会很宽，BMD也相应降低，反映出有较大的不确定性存在，反之亦然。再有，对于未直接观察到NOAEL的试验结果，仍可通过计算求出BMD。最后，BMD不仅能像NOAEL那样通过剂量分组资料获得，而且可以通过连续性的计量资料获得，故应用范围更为广泛。

2. 无阈值化学毒物的剂量-反应关系评价

这类化学毒物的致突变或致癌效应在除零而外的所有剂量均可能发生。因此，进行评价的关键问题是确定低剂量范围内的剂量-反应关系，在此基础上预测危险。人群在特定接触水平下发生癌症的危险度。

化学毒物的致突变和致癌作用主要靠毒理学鉴定程序来认定。为在数量有限的实验动物中、在较短的时间内观察到明显的效应发生，毒理学研究中使用的剂量要明显高于人群的实际接触剂量。所以，在把动物实验结果应用于人时，不仅存在种属差异的问题，而且存在高剂量向低剂量外推的问题。这个问题比较复杂。许多化学毒物在高、低剂量下的毒效应并不相同，如聚氧乙烯在极高剂量先导致膀胱结石，继而引起肿瘤，但低剂量时无此效应。即便是毒效应性质相同的化学毒物，在低剂量区的剂量-反应曲线也有不同形式，如超线性、线性、次线性等（图11-1），而毒理学研究往往不能提供这部分资料。这样，在使用不同外推模型对同一实验资料进行预测时，常有很大差异。另一个影响剂量-反应关系形式的重要因素是代谢过程。某些化学毒物在高剂量时可使机体解毒能力饱和，然后引起毒效应，低剂量时就不会出现这种情况。如将高剂量所得结果向低剂量外推势必导致错误的结论。对于需经代谢活化的物质，其毒效应通常不与接触剂量直接相关，而与代谢产物的数量直接相关。因此，代谢动力学过程和毒作用机制的深入研究对于正确地进行剂量-反应关系评价至关重要。
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图11-1 假设的致癌剂量反应曲线



三、危险度管理

危险度管理是以危险度评价的结果为依据，综合考虑社会发展的实际需要以及公共卫生、经济、工程、法律、政治等多方面因素，进行费用-效益分析，确定可接受的危险度，制订有效的法规条例和管理措施并予以实施，以达到保护人民群众身体健康的目的。

如果说危险度评价主要是毒理学工作者的任务的话，危险度管理则需要卫生管理、毒理学、环境保护、工农业生产、经济学、工程技术等多方面的专业技术人员共同参与。他们根据危险度评价所提供的科学研究结果进行认真论证，充分权衡利弊，在此基础上决定取舍并制定政策。对于那些毒性较高，易于造成环境污染和危害人体健康，又并非工农业生产所必需（如有替代品）的化学毒物，可认为弊大于利，禁止其继续使用。而对于另一些化学毒物，如铅、汞、锰等重金属，虽然对于人体可能造成一定的危害，但由于是重要的工业原料，在国民经济建设中具有多种用途，可以产生很大的社会和经济效益，又没有其它适宜的物质可以取代，经过综合分析之后可认为利大于弊，可以继续使用，但必须建立相应的控制和管理措施，使其对环境与健康的危害低于可接受的危险度水平。这些措施包括制订和执行特定化学毒物的卫生标准，对生活和生产环境进行监测，对接触人群进行观察监护以及为控制危害发生将要采取的工程技术措施等。需要指出的是，在制订措施的时候，要密切结合国情，抱着科学、严谨、实事求是的态度，充分考虑社会各方面的承受能力，把危险度控制在一个合理的水平上。如国际上目前对于致癌物的危险度管理多采用“社会可接受危险度”的概念并制订相应的实际安全剂量（VSD），而不是一味地追求“零”危险度，就是一个很好的例子。

综上所述，危险度评价和危险度管理对于认识化学毒物的有害作用、判断其危害程度、提出防护对策、制定卫生标准，为政府机构提供决策依据以及保护人民群众的身体健康和生存质量方面，正发挥着越来越大的作用。由于发展的历史不长，危险度评价和危险度管理在理论上和实际操作过程中还存在一些问题，将会在不断发展和完善的过程中得到解决。

第二节 毒理学安全性评价的概念及意义

20世纪以来，随着工业科技特别是化学工业的迅猛发展，人类在日常生活和生产中接触和使用的新化学品与日俱增。但是，在目前已知的人类可能接触或销售的500万种化学物质中，进行了化学品毒性登记的只有10万余种，而其中人类经常使用或接触的化学品种类已逾7万种。此外，许多新化学品正以每年1000种的速度不断涌现。据不完全统计，我国生产的化学品约为4000多种。这些化学物质在影响生态环境的同时，对人类的健康也造成了严重的威胁。在这浩如烟海的化学品名单中，经过全面系统的毒理学安全性评价的化学物质只是沧海一粟，因而毒理学工作者面临着非常艰巨的安全性评价任务。

一、基本概念

毒理学安全性评价（toxicological safety evaluation）是通过动物实验和对人群的观察，阐明待评物质的毒性及潜在的危害，决定其能否进入市场或阐明安全使用的条件，以达到最大限度的减小其危害作用、保护人民身体健康的目的。它实际上是在了解某种物质的毒性及危害性的基础上，全面权衡其利弊和实际应用的可能性，从确保该物质的最大效益、对生态环境与人类健康最小危害性的角度，对该物质能否生产和使用作出判断或寻求人类的安全接触条件的过程。

二、安全性评价程序的概况及意义

为了保证人类的健康、生态系统的平衡和良好的环境质量，早在几千年前人们就懂得运用法律手段来维护公共卫生以及人类的健康和安全。如公元前18世纪，古巴比伦王国第六代国王汉谟拉比颁布了著名的《汉谟拉比法典》，其中有涉及到水源、空气污染、食品清洁等方面的条文。自20世纪初叶以来，美国、法国、德国等国家开始了医疗卫生方面专门的立法，先后制定和颁布了关于有毒化学品的管理法规。第二次世界大战后，随着社会经济的发展和科学技术的进步，卫生立法得到了世界各国的重视，许多国家和组织先后制定了有毒化学品的管理法，管理毒理学（regulatory toxicology）进入了实质发展的阶段。管理毒理学是毒理学的一个分支，将毒理学的原理、技术和研究结果应用于毒物管理，以防治人类的中毒性健康危害及保护环境。它涉及毒理学科及管理部门制定立法、执法两个方面的内容。例如，美国食品与药物管理局（FDA）1979年颁布联邦食品、药物和化妆品法案（the Federal Food，Drug and Cosmetic Act，FD&C Act），对各种化学物质安全性进行管理；国际经济与发展合作组织（Organization of Economic Cooperation and Development，OECD）于1982年颁布了化学物品管理法，提出了一整套毒理实验指南、良好实验室规范（good laboratory practice，GLP）和化学物投放市场前申报毒性资料的最低限度，对新化学物实行统一的管理办法。

卫生行政执法和处罚以法律法规为准绳，而毒理学安全性评价则是裁决的基础。1999年欧洲四国发生了二[image: ]
 英（dioxin）食物污染事件，包括我国在内的许多国家作出拒绝进口可疑污染食品的决定，即是以毒理学安全性评价资料为依据作出的裁决。尽管世界各国由于政治、经济、历史、文化传统的差异，所寻求的安全性和对毒理学安全性评价的要求会有所不同，各国根据各自不同时期的任务和存在的问题来制定相应的卫生法律法规进行管理，但对化学毒物进行安全性评价却是各国相应的卫生法律法规中的基本要求。

世界各国对化学物质进行毒理学安全性评价均以人类使用相对安全为前提。要知道，绝对的安全是不可能存在的，评价的依据是人类或社会能够接受的安全性。我国对不同物质进行毒理学安全性评价中，对安全性的要求是指中华人民共和国法律法规允许下的安全，指我国社会发展到现今阶段所能接受的危险度水平。

我国对化学物质的毒性鉴定及毒理学实验开始于20世纪50年代，在50～60年代对食品、药品等曾作过初步的法律规定，但此后一段时间进展缓慢甚至停滞不前，直到80年代以后才有了迅速的发展。虽然我国卫生立法起步较晚，但随着改革开放、国民经济和社会的发展，制定化学物质安全性评价体系和立法管理取得了突破性的进展。80年代以来，我国有关部门陆续发布了一些化学物质的毒性鉴定程序和方法，这些文件具有法规性质和效力。国家也陆续颁布了有关的法律，以加强对外来化学物的管理。目前我国这方面的法律法规体系已逐步形成并不断完善，各级卫生行政部门依法执法，管理具有强制性和实效性，成效显著，对保护环境和保障人民身体健康发挥着重要的作用。目前我国实施的主要法律法规有：

① 卫生部在1983年公布《食品安全性毒理学评价程序（试行）》，1985年经过修订，正式公布为［（85）卫防字第78号文件］，在全国范围内实施。1995年10月30日公布了《中华人民共和国食品卫生法》，此法第五章为“食品卫生标准和管理办法的制定”。与此法配套，卫生部于1994年8月10日批准通过中华人民共和国国家标准《食品安全性毒理学评价程序》GB 15193.1—1994并予以实施。

② 卫生部和农业部于1991年12月颁发了《农药安全性毒理学评价程序》。此评价程序规定了农药安全性毒理学评价的原则、项目及要求，适合于在我国申请登记及需要进行安全性评价的各类农药。为配合做好农药登记，国家技术监督局于1995年8月17日发布了中华人民共和国国家标准《农药登记毒理学试验方法》GB 15670—1995，该标准规定了农药登记毒理学的方法、条件的基本要求，并从1996年1月1日起实施。

③1984年9月20日在第六届全国人民代表大会常务委员会第七次会议上通过了《中华人民共和国药品管理法》，于1985年7月1日起施行。与此相对应的是，卫生部于1985年7月1日颁布并实施的《新药审批办法》中，对药物的毒理学评价作出了具体规定。随后在1988年卫生部颁布《新药（西药）毒理学研究指导原则》，对毒理研究的技术提出了明确的要求。

④1987年5月28日卫生部发布了国家标准《化妆品安全性评价程序和方法》GB 7919—1987，于1987年10月1日起实施。该标准适用于在我国生产和销售的一切化妆品原料和化妆品产品，具体规定了对化妆品原料和产品的安全性评价程序和有关毒性实验方法。

⑤1993年5月卫生部食品卫生监督检验所发布了《食品功能毒理学评价程序和检验方法（试行）》，该标准规定了评价食品保健作用的统一程序和检验方法，为保健食品的管理提供科学依据。

⑥1987年国务院发布《化学危险品安全管理条例》，对各种易爆、易燃物质，有毒、有腐蚀的化学品加强管理，其中有规定化学危险物品生产企业应向审批部门提交包括化学物的毒性资料在内的一批文件。

为了进一步加强对各类化学品的管理，卫生部于1999年3月制定了关于健康相关产品的审批工作程序，把《中华人民共和国食品卫生法》、《化妆品卫生监督条例》、《保健食品管理办法》、《生活饮用水卫生监督管理办法》、《消毒管理办法》及其它法律、法规、规章规定由卫生部审批的食品、化妆品、涉及饮用水卫生安全产品、消毒药剂和消毒器械等各类与人体健康相关的产品列为健康相关产品。

进行毒理学测试和研究，必须有严格规范的规定与评价准绳。关于毒理学使用的动物，国家颁布了规范化管理的标准，规定必须使用经权威部门认证合格的实验动物。同时，为了保证毒性鉴定的质量符合科学实验的要求，试验结果在国内和国际上具有可比性，世界上一些组织和国家发展制定了良好实验室规范（GLP）准则，如美国、英国、日本、OECD对药品安全性试验的质量均以GLP进行监督。当今世界各国的实验室主要参照美国食品和药品管理局（FDA）或环境保护局（EPA）的GLP准则。我国已规定对新开发的药物、食品的生产实施GMP管理，对安全性试验也开始逐步要求对试验操作及资料记录实施GLP准则。

从各类国家标准、规定或管理法中可见，我国和世界各国一样，对药品、食品（食品添加剂、食品污染物等）、农药、工业化学品、化妆品等人们在日常生活和生产中广泛接触的化学物质要求必须经过安全性评价，才能被允许投产、进入市场或进出口贸易。随着高科技时代的到来，可以预料在不久的将来，列入毒理学安全性的物质范围并不只限于化学毒物，它将大大拓宽，涉及各种与人类生活、生产有关的新物质，如基因工程产品、新的生物物质。还需注意，各类法律法规随着社会的发展将不断得到修订，因此进行毒理学安全性评价必须严格遵照最新的法律法规来进行评价和管理。

第三节 毒理学安全性评价程序的内容

一、毒理学安全性评价程序的选用原则

在毒理学安全性评价时，需根据受试物质的种类来选择相应的程序，不同的化学物质所选择的程序不同，一般根据化学物质的种类和用途来选择国家标准、部委和各级政府发布的法规、规定和行业规范中相应的程序。

毒理学评价采用分阶段进行的原则，即各种毒性试验按一定顺序进行，明确先进行哪项试验，再进行哪项试验。目的是以最短的时间，用最经济的办法，取得最可靠的结果。实际工作中常常是先安排试验周期短、费用低、预测价值高的试验。

不同的评价程序对毒性试验划分的阶段性有不同的要求，有些程序要求进行人体或人群试验。如《食品安全性毒理学评价程序》GB 15193.1—1994明确指出毒性试验分四个阶段；《农药安全性毒理学评价程序》根据一般毒性试验和特殊毒性试验划分为四个阶段；《化妆品安全性评价程序和方法》GB 7919—1987对毒理学试验要分五个阶段进行，第五阶段为人体激发斑贴试验和试用试验。

一般来说，投产之前或登记、销售之前，必须进行第一、二阶段的试验。凡属我国首创的化学物质一般要求选择第三阶段甚至第四阶段的某些有关项目进行测试，特别是对其中产量较大、使用面广、接触机会较多或化学结构提示有慢性毒性、遗传毒性或致癌性可能者，必须进行全部四个阶段的试验。对于有一定毒性资料的仿制品，若生产单位能证明其产品的理化性质、纯度、杂质成分及含量均与国外原产品相似，并经一项急性毒性试验和致突变试验进行核对，如实验结果与国外产品或文献资料一致，一般不再继续进行实验，可参考国外有关资料或规定进行评价。如产品质量或毒理学实验结果与国外资料或产品不相同，必须进行第一、二阶段的试验。

二、试验前的准备工作

人们经常接触的化学物质有环境污染物、工业污染物、食品（包括食品添加剂、食品化学污染物）、化妆品、药物和农药等，无论对哪类化学物质进行毒理学毒性鉴定，都必须做好充分的准备工作。试验前应了解化学物质的基本的数据，如化学物质名称、化学结构式、分子质量；理化性质如熔点或沸点、蒸气压、溶解度、pH、纯度、杂质等理化数据和有关的参数；也应了解受检样品的成分、规格、用途、使用范围、使用方式，以了解人类可能接触的途径和剂量、过度接触以及滥用或误用的可能性等，以便预测毒性和进行合理的试验设计。

（一）收集化学物质有关的基本资料

（1）化学结构 根据结构式有时可以预测一些化学物质的毒性大小和致癌活性。如西方和我国学者运用量子力学原理，提出几种致癌活性与化学结构关系的理论，有助于推算多环芳烃的致癌活性。

（2）组成成分和杂质 化学物中存在杂质，有时可能导致错误的评价，特别是对于低毒化学物，在动物试验中可因其中所含的杂质而增加毒性。有时还需了解在配制、储存时组成成分及性质有无变化，或在环境中可形成哪些转化产物等。

（3）理化性质 主要了解其外观、相对密度、沸点、熔点、水溶性或脂溶性、蒸气压、在常见溶剂中的溶解度、乳化性或混悬性、储存稳定性等。

（4）化学物的定量分析方法 这些资料可通过向有关部门了解，或查阅有关文献资料获得，必要时需由实验室测定而获得。

（5）原料和中间体 了解化学物质生产流程、生产过程所用的原料和中间体，可以帮助估测化学物质的毒性。

（二）了解化学物质的使用情况

包括使用方式及人体接触途径、用途及使用范围、使用量，化学物质所产生的社会效益、经济效益和人群健康效益等，这些将为毒性试验的设计和对试验结果进行综合评价等提供参考。例如，对食品添加剂应掌握其加入食品中的数量；农药应掌握施用剂量和在食品中的可能残留量；如为环境污染物，应了解其在水、空气或土壤中的含量；工业毒物则应考虑其在空气中的最大浓度。因此，在进行毒理学评价时，应对该种物质通过各种途径进入人体的实际接触最大剂量作出估计。

（三）选用人类实际接触和应用的产品形式进行试验

一般来说，用于毒理学安全性评价的主试物应采用工业品或市售商品，而不是纯化学品，以反映人体实际接触的情况。应当注意的是，在整个实验过程中所使用的受试物必须是规格、纯度完全一致的产品。当需要确定该化学品的毒性来源于化学物质还是所含杂质时，通常采用纯品和应用品分别试验，将其结果进行比较。如我国农药登记条例规定，急性毒性试验（包括经口、经皮和经呼吸道）的受试农药应包括原药和制剂。

（四）选择实验动物的要求

动物种类对受试化学物的代谢方式应尽可能与人类相近。进行毒理学评价时，优先考虑哺乳类的杂食动物。如大鼠是杂食动物，食性和代谢过程与人类较为接近，对许多化学物质的毒作用比较敏感，加上具有体形小，自然寿命不太长，价格便宜，易于饲养等特点，故在毒理学试验中，除特殊情况外，一般多采用大鼠。此外，小鼠、仓鼠（地鼠）、豚鼠、家兔、狗或猴也可供使用。对种属相同但品系不同的动物，同一种化学物质有时可以引发程度不同甚至性质完全不同的反应。因此，为了减少同种动物不同品系造成的差异，最好采用纯系动物（指来自同一祖先，经同窝近亲交配繁殖至少20代以上的动物）或内部杂交动物（指来源于同一部门同一品系经多代繁殖所得的动物）和第一代杂交动物（指两种纯品系动物杂交后所得的第一代杂交动物）进行实验。这些动物具有稳定的遗传特性，动物生理常数、营养需要和应激反应都比较稳定，所以对外来化合物的反应较为一致，个体差异小，重复性好。

三、不同阶段安全性评价的毒理学项目

安全性评价首先是对化学物质进行毒性鉴定，通过一系列的毒理学试验测试该化学物对实验动物的毒性作用和其它特殊毒性作用，从而评价和预测对人体可能造成的危害。我国对农药、食品、化妆品、消毒产品等健康相关产品的毒理学安全性评价一般要求分阶段进行，各类物质依照的法规不同，因而各阶段的试验名称有所不同（见表11-4）。


表11-4 健康相关产品毒理学评价阶段与试验项目

[image: ]
注：食品包括食品添加剂、新资源食品、保健食品、食品包装材料、消毒剂。



归纳起来，完整的毒理学评价通常可划分为以下四个阶段的实验研究，并结合人群资料进行：

（一）第一阶段（急性毒性试验）

了解受试化学物的急性毒作用强度、性质和可能的靶器官，为急性毒性定级、进一步试验的剂量设计和毒性判定指标的选择提供依据。该阶段主要包括：

（1）急性毒性试验 测定经口、经皮、经呼吸道的急性毒性参数，即LD50
 和LC50
 ，对化学物的毒性作出初步的估计。染毒途径的选择取决于化学物的理化性质和生产、使用过程与人体的接触途径。

（2）动物皮肤、黏膜试验 包括皮肤刺激试验、眼刺激试验和皮肤变态反应试验，化妆品毒性评价还应增加皮肤光毒和光变态反应试验。凡是有可能与皮肤或眼接触的化学物质应进行这些项目的实验。

（3）吸入刺激阈浓度试验 对呼吸道有刺激作用的化学物应进行本试验。

（二）第二阶段（亚急性毒性试验和致突变试验）

了解多次重复接触化学物对机体健康可能造成的潜在危害，并提供靶器官和蓄积毒性等资料，为亚慢性毒性试验设计提供依据，并且初步评价受试化学物是否存在致突变性或潜在的致癌性。

（1）30 d亚急性毒性试验或20 d蓄积试验 以上两种试验可任选一种进行，主要了解受试化学物在体内的蓄积情况。选择何种染毒途径（经口、经皮、经呼吸道）取决于化学物的理化特性和人体的实际接触途径。应注意受损靶器官的病理组织学检查。

（2）致突变试验

① 原核细胞基因突变试验：Ames试验或大肠杆菌试验或枯草杆菌试验；

② 真核细胞染色体畸变试验：微核试验或骨髓细胞染色体畸变分析；如实验结果为阳性，可在下列测试项目中再选两项进行最后综合评价：DNA修复合成试验、显性致死试验、果蝇伴性隐性致死试验和体外细胞转化试验。在我国食品和农药等安全性评价程序中，致癌危险性短期生物学筛选试验一般首选有三个试验，即Ames试验、小鼠骨髓多染红细胞微核试验（或骨髓细胞染色体畸变分析）、显性致死试验（或睾丸生殖细胞染色体畸变分析）。当三项试验呈阳性时，除非该化学物质具有十分重要的价值，一般应放弃继续试验；如一项阳性，再加两项补充试验仍呈阳性者，一般也应放弃。

（三）第三阶段（亚慢性毒性试验和代谢试验）

了解较长期反复接触受试化学物后对动物的毒作用性质和靶器官，评估对人体健康可能引起的潜在危害，确定最大无作用剂量的估计值，并为慢性毒性试验和致癌性试验设计提供参考依据。

（1）亚慢性毒性试验 包括90 d亚慢性毒性试验和致畸试验、繁殖试验，可采用同批染毒分批观察，也可根据受试化学物的性质进行其中某一项试验。

（2）代谢试验（毒物动力学实验）了解化学物在体内的吸收、分布和排泄速度，有无蓄积性及在主要器官和组织中的分布。

（四）第四阶段（慢性毒性试验和致癌试验）

预测长期接触可能出现的毒作用，尤其是进行性或不可逆性毒性作用及致癌作用时为确定最大无作用剂量和判断化学物能否应用于实际提供依据。

本阶段包括慢性毒性试验和致癌试验，这些试验所需时间周期长，可以考虑二者结合进行。

（五）人群接触资料

人群资料是受试化学物对人体毒作用和致癌危险性最直接、可靠的证据，在化学安全性评价中具有决定性作用。这些资料的来源除了皮肤刺激试验的数据来自于志愿者外，中毒事故的调查与记载可提供人体中毒剂量和效应的材料，而人群流行病学更是再评价的宝贵资料。需注意的是应将因素分析与实验资料综合起来进行评价。

四、安全性评价中需注意的问题

影响毒性鉴定和安全性评价的因素很多，进行安全性评价时需要考虑和消除多方面因素的干扰，尽可能做到科学、公正地作出评价结论。

（一）实验设计的科学性

化学物质安全性评价将毒理学知识应用于卫生科学，是科学性很强的工作，也是一项创造性的劳动，因此不能以模式化对待，必须根据受试化学物的具体情况，充分利用国内外现有的相关资料，讲求实效地进行科学的实验设计。

（二）试验方法的标准化

毒理学试验方法和操作技术的标准化是实现国际规范和实验室间数据比较的基础。化学物安全性评价结果是否可靠，取决于毒理学实验的科学性，它决定了对实验数据的科学分析和判断。如何进行毒理学科学的测试与研究，要求有严格规范的规定与评价标准。这些规范与基准必须既符合毒理科学的原理，又是良好的毒理与卫生科学研究实践的总结。因此毒理学评价中各项试验方法力求标准化、规范化，并应有质量控制。现行有代表性的实验设计与操作规程是良好实验室规范（GLP）和标准操作程序（standard Operation procedure，SOP）。

（三）熟悉毒理学试验方法的特点

对毒理学实验不仅要了解每项试验所能说明的问题，还应该了解试验的局限性或难以说明的问题，以便为安全性评价作出一个比较恰当的结论。

（四）评价结论的高度综合性

在考虑安全性评价结论时，对受试化学物的取舍或是否同意使用，不仅要根据毒理学试验的数据和结果，还应同时进行社会效益和经济效益的分析，并考虑其对环境质量和自然资源的影响，充分权衡利弊，作出合理的评价，提出禁用、限用或安全接触和使用的条件以及预防对策的建议，为政府管理部门的最后决策提供科学依据。

（刘宁）

思考题

1. 简述危险性、安全性、实际安全剂量和危险性评价的概念。

2. 简述危险性评价。何谓危险度管理？

3. 简述安全性评价程序的概况和意义。

4. 简述毒理学安全性评价程序的内容。

5. 安全性评价中需注意的问题是什么？


第十二章 体外试验与新技术在毒理学中的应用

第一节 细胞毒理学

一、概念

细胞是构成生物体形态结构和生命活动的基本结构单位，外环境中多种有害因子，包括物理因子（电离辐射、噪声、紫外线等）、化学因子和生物因子（细菌微生物、病毒）等，通过不同途径（如人的呼吸道、消化道及皮肤、伤口等）作用于机体，引起机体的器官组织结构与功能的改变，而这些改变都要通过细胞结构与功能的变化反映出来。通过检测靶细胞形态，结构和功能的改变，就可以了解有害因子的毒性机制和毒作用效应，因此，细胞毒理学是以细胞为研究对象进行毒理学研究的一门学科，它主要是应用体外培养模型对环境有害因子进行检测，评价其对人体可能产生的危害。

毒理学（toxicology）是研究外源性物质对生命有机体损伤作用规律及其机制的一门学科。细胞毒理学的定义也是基于毒理学的定义提出来的。细胞毒理学（cytotoxicology）是研究外源性有害因子包括物理（电离辐射）、化学和生物（病毒）因子对生命细胞损伤作用规律，探讨毒作用机制，并对其作出危险评估的一门方法学，它是毒理学的一个重要分支。

细胞毒理学方法以其快速、准确、经济的优点，得到广泛应用。其特点概括如下：

（1）操作简便、实验花费少、不需复杂的大型仪器设备及大量人力。

（2）通过细胞毒理学方法，可以简化细胞环境、纯化细胞系，可以在细胞存活的状态下，观察靶细胞对有害因子的细微的结构与功能的变化，分析评价其作用机理和量效关系。

（3）实验条件易于控制，实验重复性好，结果稳定且易于观察。

（4）可同时提供大量细胞类型单一、细胞周期同步均一、生物学性状基本相同的细胞系或细胞株作为研究对象，避免了实验动物个体差异。

但是，细胞毒理学也有其局限性，因为细胞培养是在离体的环境下，在人工合成的培养基中生长的，其生物学性状或多或少地都有一些变化，所获得的结果可能与人体或动物体的整体实验结果存在一定差异。因此，把结果外推到人体体内实验可能有一些问题。

细胞毒理学首先是一门方法学，它是应用体外细胞培养的方法和技术对环境中有害因子进行评价的。所以细胞学就是它的基础之一，涉及到细胞结构与功能、细胞形态计量、细胞化学、细胞遗传学、细胞免疫学以及血细胞和肿瘤细胞等各学科内容。所以，细胞毒理学的发展有赖于细胞相关学科的发展。同时，细胞毒理学的发展，也促进了细胞相关学科的发展。例如，体外细胞培养技术日益成熟，人工合成培养基的应用，无血清细胞培养技术、显微细胞注射技术、细胞融合技术、体外细胞转化实验模型等，促进了细胞生物学的发展，已成为细胞工程、遗传工程等研究的基础。现代生物学实验室离不开体外细胞培养实验室的基本技术，而现代生物学、免疫学和遗传学的发展和应用，又极大地丰富了细胞毒理学的研究内容。

二、研究内容、现状及展望

细胞毒理学的研究对象是机体各种类型的细胞接受外源性有害物质所引起一系列结构与功能的改变。不同种类的外源性有害物质作用的靶细胞不同，有害物质进入途径不同其损害作用部位及细胞也不同，细胞毒理学研究内容涉及多方面，概括起来有以下几个方面。

（1）研究外源性有害因子对机体的细胞毒性作用及特异细胞毒作用 靶细胞受到有害因子作用后，导致细胞发生退行性变、坏死、突变、癌变或畸变。故可用细胞毒理学实验手段检测未知化学毒物，发现致突变剂和致癌剂。

（2）研究细胞毒物代谢 体外培养细胞可能是研究毒物代谢最合适的体外试验模型。在体外培养条件下，可按实验者的思路进行实验条件选择和控制，排除了体内复杂的神经-内分泌因素的干扰，严格控制作用物的剂量和作用时间，在体外直接观察到细胞形态发生的改变，便于了解毒物代谢与毒性之间的关系。

（3）研究毒物的细胞毒效应作用机制 应用细胞毒理学方法研究外源性有害因子对靶细胞损伤的作用机制和作用规律及特点。

（4）研究外源性有害因子的致癌作用 应用体外细胞转化系统研究环境中各种有害因子（物理、化学和生物等）体外诱发细胞恶性转化。可用于研究已知的致癌因子的致癌机制，此实验模型已被广泛应用。

（5）进行药物筛选 应用细胞毒理学体外细胞实验模型来研究药物的药理、毒性、药效及其作用机制，可对药物进行初步筛选。

从20世纪50年代开始，体外培养技术就成为药物筛选、细胞毒性和活性检测中极为重要的手段。

体外培养技术早在20世纪30年代就传入我国，当时主要集中在植物组织的培养方面，20世纪70年代，开始在国内迅速发展，新技术不断被引进和改良，并建立了很多细胞系，而今，体外培养技术实验室在我国可以说是遍地开花，几乎所有高等学校、科研院所和一些医药卫生部门、生物制药产业部门等都拥有了体外培养实验室，然而，细胞毒理学作为一个学科，尤其是毒理学的一个分支学科出现还是近十年的事。

细胞毒理学作为毒理学的一个重要学科分支，在21世纪中将发挥其特有的作用。它将通过对现象的探索和数据的采集，确认和描述外源性物质对生物细胞可能产生的有害作用；它还将利用在研究过程中的知识积累与问题的发现建立起理论设想与预测模型，评定外源性物质有害作用的危险度。

第二节 分子毒理学

一、概念

分子毒理学（molecular toxicology）是在毒理学的发展过程中，受到分子生物学理论和技术的促进而发展起来的，它是从分子水平上研究外源化合物与生物机体相互作用的一门学科。一方面，它要探讨众多的外源化合物对生物机体组织中的各种分子，特别是生物大分子的作用机制，从而阐明外源化合物的分子结构与其毒效应的相互关系，另一方面则是要从分子水平上表述生物体对外源化合物的效应。

生物大分子（biological macromolecule）通常是指核酸（DNA、RNA）和蛋白质。它们的结构和功能集中表现在遗传基因上，一方面涉及有关基因本身的运动规律（DNA复制、RNA转录、遗传密码的翻译和基因的表达），它们构成了机体遗传稳定性的基础；另一方面则涉及到基因表达的多种产物（包括酶、受体和多种生物因子）的结构与功能，它们是维持机体正常生命活动的物质基础。分子毒理学正是要研究外源化合物对生物大分子结构和功能的负面影响，从而从本质上阐明毒性的机制。

外源化合物的毒性主要取决于外源化合物和生物大分子结构中的功能基团及立体构象。例如：脂溶性有利于某些外源化合物透过生物膜而发挥作用；有机磷杀虫剂的磷原子具有亲电子性，可与胆碱酯酶分子中的酯解部位的丝氨酸残基结合而抑制酶活性；谷胱甘肽的巯基可还原氧化物从而对机体起保护作用；细胞膜离子通道的改变可以加强或抑制某种离子的通过；B（a）P的代谢活化的四种非对映异构体中，只有（+）苯并芘7，8-二醇-9，10-环氧化物-2能与DNA结合并具有致突变作用而形成终致癌物。功能基团与毒性的关系，以及外源化合物对生物大分子结构和功能的负面效应，即毒性作用的机制，就是分子毒理学研究的基本内容。

由于分子毒理学是从毒理学分支出来的，它与毒理学其它各学科的关系令人关注。分子毒理学与生化毒理学的关系十分密切，有时几乎难以区分，但前者侧重于研究基因及其表达的负面效应，而后者则侧重于外源化合物的代谢。分子毒理学与药学的关系尤其是分子药理学的关系密切，两者在研究方法上大体是同样的，不过，分子药理学是研究药物的治疗作用，而分子毒理学则是研究外源化合物的有害效应。由于毒理学的研究范围并不局限于生物个体，尤其是人类的个体，而已扩大到对群体的研究，例如外源化合物对生物群体影响的研究，即生态分子毒理学，又如外源化合物对人群的健康影响的研究，即分子流行病学。

二、分子毒理学现状

随着分子生物学的迅猛发展，分子毒理学成为近年来毒理学领域进展最快的分支学科，研究进展迅速。分子生物学新技术的开发和应用，如基因重组和克隆技术、核酸杂交技术、PCR技术、DNA测序技术以及一系列突变检测技术已广泛用于外源化合物引起的DNA损害、基因突变、加合物形成、基因多态性、癌基因与抑癌基因的检测等。现将有关方面的研究分述如下。

1. 毒物代谢酶遗传多态性研究

过去研究代谢酶多态性多以特定的模型药物代谢速率或通过电泳酶谱所出现的变异来反映其表型。20世纪80年代以来，由于DNA重组和克隆技术的广泛应用，一系列重要的人类外源化学物代谢酶基因相继被克隆，相应的变异等位基因接连被发现，并推测其与表型上代谢多态性及可能的环境风险程度相关联。基因的多态性研究可有针对性地采用不同的基因多态性作为生物标志物，如谷胱甘肽-S-转移酶μ基因多态性、谷胱甘肽-S-转移酶M1、T1基因多态性、CYP2 E1的Ras1多态性和CYP1 A1 MspI型多态性等，在人群中进行了分子流行病学的病例对照研究，对阐明诱发肿瘤的个体特异性提供了理论依据。近年来，研究最为深入的有以下三类：

（1）细胞色素P-450（CYPs）截至1997年底，已报道了15种人类细胞色素P-450基因，包含亚型150种以上，其中有8种已证明存在表型或基因型多态性，研究较多的有1 A1、2 D6和2 E1，这些亚型均可能与环境中毒物和致癌物的代谢有关。

（2）谷胱甘肽硫转移酶（GSTs）是一组具有多种生物活性的蛋白质，催化GSH与多种亲脂性化合物的亲电子中心结合，成为GSH结合物，多种致癌物就是通过这种代谢方式排出体外，减少了形成DNA加合物的机会。人类GSTs主要包括四大类：GSTA、GSTM、GSTT和GSTP，每大类各有其亚型，它们在各组织器官的分布有较大差异。国内外曾进行过不同人种GSTs各亚型分布及其与系统癌症易感性关系的研究，但结果不尽一致。

（3）N-乙酰转移酶（NATs）人类有NAT1和NAT2两型。人群中乙酰化表型可分为纯合快型、杂合慢型。近年来，多个流行病学调查结果表明，乙酰化慢型是膀胱癌的敏感因素。有人提出乙酰化快型患者易患大肠癌。

2. 毒物对基因、蛋白表达影响的研究

由于基因克隆技术的飞速发展，近年来，有关分子毒理学的基因克隆也进展神速。例如，细胞色素P -450酶系，甚至每周竟有2～3个新P -450酶被发现，目前已有大约1000个P-450酶被克隆和测序。从这一窗口，即可见分子毒理学已日趋成熟，并正在快速地向前发展。工业毒物，如铅、铬、镉、锰、苯等的毒作用生化机制和分子机制的研究多集中于对细胞氧化损伤、脂质过氧化及抗氧化酶SOD的基因表达等方面。金属硫蛋白（metallothionein，MT）——一种低相对分子质量、富含半胱氨酸、具有热稳定性的金属结合蛋白，可被有毒金属如镉、汞、砷等所诱导。MT除结合重金属外，本身也有清除氧自由基的作用。用转基因技术研制出MT高表达和删除MT的转基因动物，用于研究MT的功能（如抗氧化应激、对肝和肾毒性的拮抗作用等）。

3. 毒物与细胞凋亡的研究

国内外对细胞凋亡的机制和基因调控做了大量研究，已知有几类基因参与凋亡。一类基因促进细胞凋亡的发生发展，包括野生型p53、白细胞介素1 β转换酶基因（1 CE）、fas基因、cfos癌基因、腺病毒E1 A基因、nur77基因等；另一类抑制细胞凋亡发生，如突变型p53基因、ras癌基因、bcl2基因等。细胞凋亡过程中的主要生化改变除了Ca2+
 、Mg2+
 依赖的核酸内切酶的活化而引起的DNA片断化外，一系列蛋白水解酶起着重要作用，其中，ICE样半胱氨酸蛋白酶（现称caspase）在凋亡信号转导中起重要的作用。

4. 化学致癌机制的研究

近20年来，肿瘤基础研究的最重要进展是癌基因和抑癌基因的发现及其作用机制的阐明。在化学致癌机制上，统一了基因学派的体细胞突变学说和基因外学派的基因表达与调控学说。最近对化学致癌的新认识主要有：

①化学致癌是多基因（多种癌基因、抑癌基因、细胞凋亡相关基因和肿瘤易感基因）共同参与的过程；

② p53抑癌基因的作用是通过整合细胞对各种危急状况的反应，控制细胞周期关卡和启动细胞凋亡几个不同途径而维持基因组的稳定性，起抑制肿瘤的作用；

③ 多重肿瘤抑制基因——p16基因的发现；

④ 确定端粒酶激活与肿瘤发生的关系；

⑤ DNA甲基化/脱甲基化对癌基因、抑癌基因转录活化的影响；

⑥ 细胞间隙连接（gap junction）通信破坏与肿瘤形成的关系。

5. 分子生物标志物及其应用的研究

分子生物标志物反映的是外来理化及生物因素与机体细胞，特别是生物大分子（核酸、蛋白质）相互作用引起的一切分子水平的改变。与其它生物监测指标相比，分子生物标志物在准确、敏感地评价早期、低水平的损害方面具有独特优势，因而在评估这些因素对人类的危险度和评价预防措施的效果方面具有广泛的应用前景，并成为分子流行病学调查的重要手段。生物标志物的研究包括接触标志物、效应标志物和易感性标志物三大类，目前已开展的分子生物标志物的研究，如：DNA加合物、蛋白质加合物、DNA蛋白质交联、DNA断裂与交联、癌基因和抑癌基因及其表达产物、体细胞和生殖细胞基因突变检测以及毒物代谢酶［GSTs、CYPs、N-乙酰基转移酶（NATs）］多态性等。这些标志物都是以基因和蛋白质水平的改变为终点的，有些标志物已应用于人群。

三、分子毒理学展望

近20年来，物理、化学、数学、信息科学、环境科学和生物医学互相渗透，特别是分子生物学新概念和新技术的飞速发展，使人类对“疾病”的本质有了进一步深入的了解。随着人类基因组计划（HGP）以出人意料的速度发展，环境基因组计划（EGP）也在顺利进行，一些新技术，如差异显示技术、荧光原位杂交技术、流式细胞计技术、单细胞凝胶电泳以及穿梭质粒、转基因动物和转基因细胞等得到了充分的开发和应用，将为毒理学工作者提供全新的概念和技术，也为分子毒理学的研究带来新的启迪和前所未有的机遇。

环境有害物中毒和致癌、致突变机制的研究将有新的突破。环境相关疾病的基因图谱和蛋白质谱将得以阐明。环境基因组计划所提供的环境应答基因的信息库将为筛选易感人群提供依据。

化学物质危险度的评价有可能直接在人群中以高准确度和可靠性进行。根据毒性机制的阐述，将会发现众多更有效的生物标志物（组）；再加上研究一些更简便、非损伤性检测技术，如超敏感的探针，则将更方便地用于个体的检查和人群的调查。

在基因测定方面，由于生物芯片技术日益广泛的应用，使外源化合物诱发的基因变化，可以一步到位就能将整套改变扫描出来。借助于高通量的生物芯片（biochip）和微阵列技术以及蛋白质、氨基酸电泳质谱技术，化学毒物早期敏感生物效应的标志物监测将快速、高效地进行，及时向人类提出预警信号。

第三节 新技术在毒理学中的应用

一、PCR-SSCP技术

PCR（polymerase chain reaction）技术称聚合酶链反应技术，又称无细胞克隆技术（“Freebacteria”cloning technique），是一种对特定的DNA片段在体外进行快速扩增的新方法。其主要过程由变性、退火和延伸三个步骤反复的循环组成。首先，在高温下（95℃，5 min），待扩增的DNA双链受热变性，成为两条单链DNA模板；而后在较低温度条件下（37～55℃，30 s），两条人工合成的寡核苷酸引物与互补的单链DNA模板结合，形成部分双链；再在高温条件下（72℃，2～5 min），通过DNA聚合酶（Taq酶）作用，以引物3＇端为合成起点，单核苷酸为原料，沿模板以5＇→3＇方向延伸，合成DNA新链。这样，每一双链的DNA模板经过一次解链、退火和延伸三个步骤的热循环后就形成两条双链DNA分子。

PCR技术的应用特点：①操作简便；②省时；③灵敏度高；④特异性强；⑤对原始材料的要求较低。由于PCR技术具有较高的特异性和灵敏度，因而有可能从很微量的靶DNA，获得满意的PCR产物。

由于PCR技术的上述优点，已广泛用于毒理学的各个研究领域。本节仅以PCR-单链构象多态性分析技术为例进行讨论。

PCR-单链构象多态性分析（PCR-single-strand conformation polymorphism analysis，PCR-SSCP），是目前用于基因分析和检测最广泛的方法之一。原理是单链DNA分子在变性的聚丙烯酰胺电泳（PAGE）中电泳迁移率随其构象的变化而改变，而单链DNA分子的构象变化既可由DNA多态性引起，又可由基因突变引起，因而可根据电泳迁移率判断DNA的多态性或基因有无突变，亦即根据泳动率的差异而将变异DNA与“正常”DNA进行比较并加以区别。PCR-SSCP分析的主要优点是简易且敏感性较高。但该技术不能确定基因变异的类型和部位。其检测敏感性随PCR产物长度的增加而降低。PCR-SS-CP分析包括PCR扩增和单链产物电泳两个步骤。

二、SCGE技术

（一）测定原理

真核细胞的DNA相对分子质量很高且具有严密的超螺旋结构。在理想条件下，正常对照组细胞DNA在电泳之后保持在原来位置。当细胞DNA受损伤产生链断裂时，DNA的超螺旋结构受到破坏；在细胞裂解液作用下，细胞膜、核膜及其它膜结构受到破坏，细胞内的蛋白质、RNA及其它成分均可进入凝胶而扩散到裂解液中，而核DNA相对分子质量很高不能进入凝胶，只能留在原位。在碱处理和碱性电泳液的作用下DNA解螺旋，使DNA的断链和碱易变性DNA片断从严密的超螺旋结构中释放出来；由于这些DNA断链相对分子质量较小且碱变性为单链，所以在电泳电场中就可以离开核DNA向阳极移动，形成彗星状图像，用荧光染料染色就可观察至彗星状细胞核，拖尾的长度体现了DNA损伤程度。DNA受损伤越严重，产生的断链和碱易变性片断就越多，断链也越小，在相同电泳条件下迁移的DNA量就越多，迁移的距离就越长。因此，通过测定DNA迁移部分的光密度或迁移长度就可定量测定DNA损伤程度，确定毒物作用剂量与DNA损伤效应之间的关系。

（二）基本操作方法

目前多采用Singh等的“三明治”法制凝胶板，第一层为正常熔点琼脂糖（NMA），第二层为含有细胞的低熔点琼脂糖（LMA），第三层为LMA。凝胶的浓度为0.5 % ～10 %，每层用量为85～100 μL。将制备的玻片浸入预冷的裂解液中使细胞裂解，在碱性条件下，使DNA裂解螺旋后电泳，中和玻片后，染色，在荧光显微镜下观测每个细胞彗星的长度，或采用Anderson等提出的依据DNA在尾部和头部的相对分布量目测分级来衡量DNA的损伤程度。目前已有对彗星细胞进行全面自动分析的硬、软件设备，可得到彗星细胞多个分析指标，如核直径、尾长、核面积、彗尾面积、彗尾积分、核积分和尾矩等。使彗星试验结果分析更客观。


（三）SCGE在毒理学中的应用


从近年的文献来看，用于SCGE研究的因子大致可分为三类。物理因素包括各种放射性元素、射线、冰冻、光照等。化学因素包括无机类金属及其化合物、过氧化物、臭氧、石棉等物质；有机类包括有机类化合物、有机致癌物、促癌物、有机染料；药物包括麻醉剂、抗癌药物、抗真菌剂、除莠剂等。生物因素较复杂，包括细胞类型、细胞生长周期、细胞的DNA修复能力及年龄、生活习惯（如吸烟）等影响因素。

1. DNA的损伤与修复

1988年，Singh提出SCGE不仅能检测单个细胞DNA的损伤，也可以检测DNA损伤后细胞的修复能力。其原理在于细胞经受试物作用后进行孵育，比较孵育前后DNA迁移的变化，测得细胞DNA的修复功能。

2. DNA-蛋白交联（DNA-protein crosslinks，DPC）和DNA链间交联（ISC）的检测

SCGE用于检测ISC的原理在于：应用一个标准的链间断裂系统诱导DNA链断裂，在碱性SCGE条件下ISC的形成会阻碍DNA的电泳移动，使其迁移距离减少。通过比较和测定DNA移动距离的变化，评价不同化合物引起ISC的能力。测定DPC是根据加入蛋白酶K前后DNA迁移距离的变化计算交联率，从而对化合物引起DPC的能力进行评价。

3. 遗传毒性评价

SCGE是评价遗传毒性损害非常敏感的实验，可以检测到每1.657 × 10 -17
 kg中0.1个DNA的断裂，甚至检出自然光照射体外淋巴细胞1 h引起的DNA损伤，与SCE、UDS相比具有更高的敏感性，它可能与32
 P后标记检测DNA加合物的灵敏度一致。SCGE无需同位素标记，可以对单个细胞进行分析，适用于体内、体外不同实验、不同细胞的研究；与经典的染色体畸变、微核、SCE相比，SCGE可以用于活细胞DNA的检测，也能用于死亡细胞DNA的分析，不仅可以研究低剂量下的生物效应，也可用于研究高剂量下的生物效应；同时SCGE又可提供DNA修复能力的信息，这使得SCGE非常适用于评价受试物的遗传毒性。

4. 细胞凋亡研究

细胞凋亡最明显的生化变化是DNA链被切割成很小的片段，即核小体破碎。彗星试验则以核小体碎裂成DNA碎片的大小为终点来评估细胞凋亡，因为凋亡细胞的DNA碎片是DNA链断裂的特征性产物。电泳时，DNA的广泛降解使大部分DNA碎片从彗星头部移出，从而很容易从未损伤细胞中将其鉴别出来。

三、基因差异分析技术

（一）基因差异分析技术概述

研究基因差异表达主要技术有消减文库筛选（subtractive library screening）、差异杂交（differential hybridization）、mRNA差异显示（mRNA differential display，mRNA DD）、代表性差异分析（represential display analysis，RDA）、基因表达系列分析（serial analysis of gene ex-pression，SAGE）和电子消减（electronic subtraction）等技术。

消减文库筛选和差异杂交是筛选两组分子间差异基因的常规方法。mRNA差异显示（mRNA differential display）和代表性差异表达分析是基于PCR技术，很灵敏的检测差异表达基因的方法。而SAGE是通过快速和详细分析成千上万个表达序列标签（expressed sequenced tags，EST）来寻找出表达丰度不同的SAGE标签序列。电子消减（electronic sub-traction）则是通过比较相同基因的cDNA文库中被重复测序出现次数，可以粗略推算出该基因在不同文库中的丰度差异。

1992年，Liang等根据高等生物成熟的mRNA带有Poly A的特性，用特异的锚定引物反转录后，进行扩增，建立了mRNA差异显示技术（mRNA differential display，mRNA DD），成为一种筛选和克隆新基因的方法。mRNA DD如同蛋白质双向电泳，都是研究基因的表达产物，但mRNA DD对基因表达的微量产物可以扩增放大，这是蛋白质双向电泳无法比拟的。该技术带来了方法学上的重要突破，为揭示细胞生理过程的分子机制提供了强有力的工具。因此本节主要介绍mRNA DD。


（二）mRNA差异显示技术的基本原理


真核生物一般具有105
 个不同的基因，在单个细胞或个体中，仅有约15%的基因得到表达，产生15000种mRNA。mRNA DD的基本原理就是合成两组引物，通过随机组合，使每个细胞中表达的15000种mRNA均有扩增机会，并使所有mRNA通过电泳带表现出来。这一方法的根据是，所有mRNA3＇端polyA尾上游的2个碱基只有12种组合，即AT、AC、AG、TT、TC、TG、CT、CC、CG、GT、GC、GG，即42
 个组合，除掉TA、CA、GA、AA4个组合。按碱基互实，人工合成PolydT（一般为dT11-12
 ）时，在其3＇端加上两个碱基（5＇T11-12
 MN3＇，M=G，A或C；N=G，A，T或C）。用此引物进行反转录，可将1/12的mRNA反转录成cDNA，并用此引物锚定cDNA第二条链的3＇端，用另一随机寡聚核苷酸引物（如10 mer随机引物）与cDNA第一链互补进行PCR扩增。因不同mRNA扩增产物大小不同，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，通过自显影或荧光显色检测，可得到差异表达的cDNA片段。该技术能在RNA水平上将差异表达的微量mRNA进行放大，以至在凝胶或X光片上显示出谱带的表型差异。可在两个细胞群或两个不同器官鉴定中比较基因表达类型，同时鉴定增量或减量调控表达的基因类型，可进一步扩增、筛选、克隆和鉴定。差异条带的显示方法有荧光标记法、溴化乙锭染色的琼脂糖电泳（简便，但灵敏度低）、银染（快速，灵敏度高，便于切条带）、化学发光检测法等。

mRNA差异显示的简要工作流程如下：
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（三）mRNA差异显示技术的特点


以往对mRNA的比较研究中多用减数杂交方法（subtraction hybridization），mRNA差异显示技术与差减杂交技术比较有如下优点：简单、灵敏度高（仅需5 gRNA）、快速（2 d以内可获得cDNA的谱带，探针的重新扩增及Northern杂交证明可在一个星期内完成，而差减杂交至少需3～6个月的时间来鉴定其是否成功）、重现性好（90 % ～95 %的条带可经实验重复显示）、信息量大（可同时比较两种以上的RNA样品，几乎可检测细胞表达的所有基因的差异）及实验过程中可步步验证比较，不像其它方法那样需要到实验结束才能判断其是否成功。因此可将DD的特点概括为“3 SRV”，即“Sipmlicity，Sensitivity，Speed，Reproducibility，Versatility”。但该技术最大的缺点是假阳性率高（50 % ～70 %）。


（四）mRNA差异显示技术在毒理学中的应用


mRNADD是一种极其有效的研究基因行为差异的方法，在分离与分化、发育、细胞周期调节、癌变及疾病相关的基因方面得到了广泛应用。已应用于农业、植物、动物、医学等各个领域。

（1）差异显示用于外源性因素作用机制的研究 人为的给予或去除某种外源性因素作用一段时间后，差异显示对比处理前后mRNA，在基因水平揭示外源性因素的作用机制。不同环境因子作用于试验动物或体外培养细胞后，观察组织或细胞在这些环境因子作用下表达的差异，如缺血、缺氧、氧化应激、防御反应、生物性（病毒或细菌）、化学性因素（各种化学物质）或物理性因素（噪声、放射线）等，为研究防治方法提供指导和理论依据。

（2）疾病相关基因的研究 差异显示技术可用于对比恶性肿瘤组织及其邻近的正常组织基因表达的差异、肿瘤细胞系的研究、转染细胞的研究等，通过对癌基因、抑癌基因、肿瘤时过高或过低表达的正常基因的不同表达分析寻找癌症相关基因。研究自身免疫性疾病、糖尿病、心肺疾病、移植排斥相关基因、肝再生相关基因、程序性细胞死亡相关基因等。

（3）mRNA差异显示技术在营养学中的应用 营养素在人体中具有广泛而重要的生理功能，机体营养素的缺乏或过多，在分子水平表现为某些基因的关闭、开放或表达量发生变化。阐明这些表达发生变化的基因的结构及功能将有利于揭示营养素的营养学功能及其机制。mRNA差异显示技术使我们了解这些基因成为可能。该方法的建立与成熟为评价营养素调控细胞功能开辟了新的途径。

总之，mRNADD在分离、筛选和鉴定差异表达的基因方面具有广泛的应用前景，对生命过程中细胞发育和分化、细胞周期调节、细胞衰老和死亡及细胞在病理条件下的变化的调节机制的探索极有意义。

四、荧光原位杂交技术

（一）荧光原位杂交技术原理

原位杂交（in situ hybridization，ISH）是一种在保持组织、细胞或染色体原有形态结构的基础上，对其内部特殊核苷酸顺序进行检测及定位的分子生物学手段。其原理是将已标记或经特殊修饰的核酸探针与已固定的组织、细胞或染色体中DNA、RNA杂交，继而通过分析标记探针在被检对象中的显示状况而达到对特殊目标顺序进行检测、定位的目的。荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH）是指通过荧光标记的各类DNA和RNA探针与细胞或组织进行杂交，在不改变其结构和分布格局的情况下，进行细胞内DNA、RNA某特定序列的测定的一种方法，是目前最常用的ISH手段之一，其具有操作、观察分析简便、立体分辨率高、信号明亮清晰以及安全风险小的优越性。此外，利用不同荧光物质所修饰的核苷酸标记不同探针，可在同一样品中同时识别和分析多个目标顺序，从而大为拓宽了FISH的应用范围。目前广为应用的多色FISH（multicolor FISH）是在常规FISH基础上的发展。将不同探针以含不同荧光物质或含不同半抗原的核苷酸标记，将这些探针同时与样品杂交，可在同一细胞核或中期染色体中显示出不同的颜色，从而可同时检测两种以上DNA三维结构，制备出染色体的光谱核型，使全染色体的自动化分析得以实现。此外，通过以不同荧光物质标记同一探针，可增加镜下所观察到的荧光信号种类，从而增加了每次杂交可引用的探针类型。

（二）荧光原位杂交的方法

首先将被检组织做成切片固定在玻片上，被检组织仍保持良好的核酸探针穿透性；然后加已标记的核酸探针与被检组织切片上，这样核酸探针就可以与组织中的DNA或RNA进行杂交，杂交后将未结合核酸探针充分洗掉；再加荧光标记的试剂与核酸探针结合，然后也要充分洗涤，洗掉多余的荧光染料；应用激光共聚焦显微镜对标本进行分层扫描，荧光染料受到短波光照后便会在其所排布的位置上发光，同时计算机对此进行处理；从而达到对特殊目标顺序进行检测、定位的目的。所用探针对基因组不同部分可用不同颜色标记，如多色荧光原位杂交技术，可在同一细胞核或中期染色体中显示出不同颜色。

利用DNA探针进行FISH的一般流程：
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（三）荧光原位杂交技术在毒理学中的应用

荧光原位杂交技术在毒理学研究中可应用于检测中期或间期细胞染色体畸变、哺乳动物精子非整倍体检测及微核来源的鉴定等。Burn等在1985年首次成功地尝试以y染色体探针对人类精子进行荧光原位杂交分析，以后该技术不断成熟完善，已成为有效检测人类精子染色体数目异常的可靠手段。随着特异染色体探针的制备及商品化的供应，荧光原位杂交技术用于间期细胞染色体非整倍体异常的检测独具优势，同时使用不同标记的多个探针，可一次检测靶细胞的多个染色体。由此看出荧光原位杂交技术在毒理学领域的研究越来越广泛。

应用特殊染色体和染色体某区域的荧光探针可在体内检测四种类型的细胞遗传学终点。

（1）通过整个染色体图，检测中期染色体的断裂。

（2）应用亚染色体区域的探针检测间期染色体断裂和非整倍体。

（3）应用中心粒探针或抗着丝点抗体检测微核的形成。

（4）检测具有异常数目特殊染色体的非整倍体细胞。

五、基因芯片技术

（一）基因芯片技术概述

基因芯片（Genechip），又称DNA芯片、DNA微阵列（DNA microarray），包括寡核苷酸微阵列（Oligo-microarray）及cDNA microarray。基因芯片是生物芯片（Biochip）中应用最广泛、技术最成熟的分支。其概念来源于计算机芯片。利用大规模集成电路的手段控制固相合成成千上万个靶基因或寡核苷酸探针，并把它们有序地、高密度地（点与点之间的距离小于500 μm）排列在玻璃或硅片等不同载体上。一块基因芯片相当于一个集成处理器，其中的每个探针相当于一个探头，能对相关的大量信息实现同时、自动和快速的采集传输、分析和处理，给出相应的检测、诊断结果。该技术是20世纪90年代兴起的一项前沿生物技术，它可以将生物学中许多不连续的分析过程，移植到固相的介质芯片上，并使其连续化和微型化，这是对传统生物技术，如DNA杂交分型和测序技术等的创新和飞跃。

（二）基因芯片技术的原理及特点

基因芯片的检测是基于芯片上的探针与样品中的靶基因片段之间发生的特异性核酸杂交。其检测步骤如下：
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可用于制作基因芯片的载体材料包括无机材料、天然有机聚合物、人工合成的有机高分子聚合物和各种高分子聚合物制成的膜及片。目前适用的材料只有玻璃片、金属片和各种有机高分子制作的薄膜等少数几种，其中玻璃片的应用最为普遍。

基因芯片中所用的探针为核酸分子探针，是指特定的已知序列的核酸片段，能与互补核酸序列发生杂交。因此可以利用探针检测样品中特定基因的特征片段或测定未知基因的序列。根据核酸分子探针的来源及其性质可以分为基因组DNA探针、cDNA探针、RNA探针及寡核苷酸探针等。

基因芯片技术具有如下显著的特点：① 高通量、多参数同步分析；② 快速全自动分析；③ 高精确度分析；④ 高精密度分析；⑤ 高灵敏度分析。

（三）基因芯片的类型

根据载体基质不同分为无机片基基因芯片（指其基质基片是无机物，如玻璃、硅片等）和有机片基基因芯片（指其基质基片是有机物，如凝胶、尼龙膜等）。按照基因芯片的用途可分为基因表达芯片和DNA测序芯片。基因表达芯片可以将克隆到的成千上万个基因特异的探针或cDNA片段固定在一块DNA上，对来源不同的个体（正常人或患者）、组织、细胞周期、发育阶段、分化阶段、不同的病变、不同的刺激下的细胞内mRNA或反转录后产生的cDNA进行检测，从而对这些基因表达的个体特异性、病变特异性、刺激特异性进行综合分析和判断。

（四）基因芯片技术在毒理学研究中的应用

芯片技术可以用于毒物的筛选及毒作用机制的研究、确定单独的或混合的毒性物质的遗传毒性，并测定低剂量下的毒性影响。根据基因芯片测定的基因表达谱图对接触到不同类型毒性物质的基因表达信号进行分析和比较。在评价毒性机制及剂量效应关系时，基因芯片可以评价模型系统、通过体内和体外实验去比较基因表达的变化，用已知毒性物质处理，如多环芳烃、生殖毒素、氧胁迫和雌激素化合物，毒性物质导致的信号响应将改变基因芯片上基因表达的信号，这些信号代表组织或分子对毒性物质的响应。

Nuwaysiw等研制了包括涉及细胞凋亡、DNA复制和修复、氧化应激/氧化还原内稳态、二[image: ]
 英/多环芳烃反应、雌激素反应管家基因（housekeeping gene）、癌基因和抑癌基因、细胞周期控制、转录因子、磷酸酶等2090个基因的毒理芯片（ToxChip v1.0），该芯片既可用于毒物的检测和遗传多态性的检测，又可用于受检毒物作用机制的研究。

利用基因芯片可比较正常组织及病变组织中大量相关基因表达的变化，发现疾病相关基因作为毒物筛选的靶标。由鼠的113种cDNA作为微阵列单元组成的基因芯片可以检验鼠肝脏接触到肝毒素［包括peroxisome proliferators、醋氨酚或它的相应代谢物、多环芳烃、苯并（a）芘］时的基因响应，这种方法可用于有毒化合物的筛选及指定化合物代谢机理的研究。

cDNA微阵列或寡核苷酸芯片可以用于基因表达分析，包括基因组DNA的序列变化分析、筛选DNA突变的个体或基因多态性研究。基因芯片技术用于毒物（或药物）作用下受体基因组目标模式的变化，具有并行解释上千种基因的能力，为研究化学物质对生物系统的影响提供了新的认识工具。组织中基因表达的变化可以是病理因素、生理因素或环境接触的结果，这些变化可以通过cDNA或寡核苷酸基础上的微阵列进行研究，直接比较处理和未处理两种RNA样品的基因表达谱图，获得分析结果。

遗传多态性的检测：基因芯片可用来检测疾病易感性和个体基因表达差异之间的特定关系，但首先需要开展大规模的人群研究以确定正常基因表达的内在变异性。由NIE-HS启动的环境基因组计划（EGP）就是专门研究与环境相关疾病的遗传易感性。

当然基因芯片技术的应用推广还存在一些问题，如费用昂贵；背景干扰单个被检核酸变异的问题；不同的RNA提取方式会导致结果的不同，因此每次试验要求重复2～3次来证实最初的结果。

六、转基因动物试验

（一）转基因动物试验的基本原理

转基因动物是指一类动物的基因组中整合有外源目的基因。通过转基因技术，将改建后的目的基因或基因组片段导入实验动物的受精卵，使其与受精卵DNA发生整合。然后将此受精卵转移到雌性受体的输卵管或子宫中，使其顺利完成胚胎的发育。因此，后代的体细胞和性细胞的基因组内携带有目的基因，并能表达而呈现其生物效应。外源基因可能只整合到动物的部分组织、细胞的基因组，称为嵌合体动物；如果动物所有的细胞均整合有外源基因，则具有将外源基因遗传给子代的能力，称为转基因动物。整合入动物基因组的外源基因称为转基因。人们可以通过分析基因和动物表现型，从而揭示外源基因的功能。

（二）转基因技术方法

（1）受精卵的微注射技术 是目前最常用的转基因方法之一，选用精细的显微注射针将外源基因直接注入实验动物受精卵的精原核，使外源基因整合入基因组。微注射法的总效率是比较低的，但此法仍是目前获得转基因动物的常规方法。

（2）胚胎干细胞介导技术 胚胎干细胞是从早期胚胎的内细胞团分离出来的多潜能细胞系，它具有与胚胎细胞相似的形态特征及分化潜能。当将胚胎干细胞注入受体胚体时，能参与各种组织、器官的发育，形成嵌合体。因此，它可作为一种载体，把外源基因导入个体，获得转基因动物。目前，利用胚胎干细胞获得的转基因小鼠主要用于基础研究。

（3）反转录病毒载体法 反转录病毒的核酸为一条单链的RNA分子，当其进入细胞后，在反转录酶作用下，病毒RNA反转录为双链DNA分子，整合到细胞核基因组中。随着分子病毒学研究的深入，发现利用反转录病毒的高效感染和在宿主细胞DNA上的高度整合特性，可以大大提高基因转移效率。在各种基因转移方法中，通过反转录病毒载体把基因整合到受体细胞核基因组中是最有效方法之一。

（4）其它 动物转基因技术还有脂质体介导法、电脉冲介导法、原生殖细胞介导法、细胞融合法等。

（三）转基因动物在毒理学中的应用及特点

转基因动物集整体、细胞和分子水平于一体，更能体现整体研究的效果，因此成为毒理学研究的热点之一。

1. 转基因动物模型在毒理学中的作用

由于鼠的基因操作已经有了一套较成熟的方法，并且具有饲养成本低，繁殖周期短，产仔数量多等其它哺乳动物不可比拟的优点。人为地定向改变小鼠基因组中的某个特定基因，也可以人为地加入一个或多个外源基因，因此，在制备转基因动物模型上显示出很好的应用前景。在转基因模型研究中基因修饰（基因剔除和基因替代）被广泛应用于毒物靶功能评价。转基因动物的基因组中含有外来遗传物质，通过转基因动物模型表达人类基因，可以鉴定和评估非基因毒性化学药品。

目前已建立了致突变检测模型，如MutaTM
 小鼠、Big BlueTM
 小鼠和Xenomouse小鼠分别采用大肠杆菌乳糖操纵子的LacZ和/或LacI作为诱变的靶基因。建立的致癌模型可用于了解基因的改变与肿瘤的关系，进而了解外来物质的致癌作用机理，已用于化学物质的致癌性评价，如p53基因缺陷小鼠、表达DNA损伤修复基因的转基因小鼠。

2. 转基因动物模型的特点

① 可根据需要导入目的基因；

② 导入的外源基因对遗传损伤敏感性高，适宜于慢性低水平接触时的DNA损伤的研究；

③ 转基因动物是一个完整生命体系，繁殖多代后仍能带有目的基因，某些特性与人类接近，外检测系统所得到的结果具有很高的真实性；

④ 可回收导入的基因：可从动物基因组中回收导入的基因以进行突变精细研究，如测序、测定突变谱等；

⑤ 节省实验开支：传统致癌试验一般需一年以上，而带有某种致癌基因的转基因动物致癌试验3个月左右就能完成，而且比较敏感，因此节省人力、物力。

七、流式细胞术

流式细胞仪（flow cytometer，FCM）是一项集激光技术、电子物理技术、光电测量技术以及细胞荧光化学技术、单克隆抗体技术为一体的新型高科技仪器。流式细胞术（flow cytometry）就是对于处在快速直线流动状态中的细胞或生物颗粒进行多参数、快速的定量分析和分选的技术。现代流式细胞术，由于结合了单克隆抗体技术、定量细胞化学和定量荧光细胞化学的应用，已经成为日益完善的细胞分析和分选工具。

（一）流式细胞仪的工作原理

流式细胞仪的原理是把根据目的细胞特有的表面标志标记后的悬液中单细胞依次通过测量区，当每个细胞通过测量区时产生电信号，这些信号可以代表荧光、散射光、光吸收或细胞的光阻抗，于是细胞的一系列重要的物理特性和化学特性就被快速地、大量地测定。仪器还可以根据所规定的参数把指定的细胞亚群从整个群体中分选出来。FCM的结构一般可分为五部分：流动室及液流驱动系统、激光光源及光束成形系统、光学系统、信号检测与存贮、显示、分析系统及细胞分选系统。

（二）流式细胞术在毒理学中的应用

流式细胞术可以研究一个细胞从新生到死亡，从细胞膜到胞浆和核内物质及染色体，还可以探讨不同物质之间的关系。同时它还可以从一个细胞中测到多种参数（如DNA、RNA、蛋白质、抗原和细胞体积等）进行多信息分析，为细胞生物学和生物医学研究提供强而有力的手段。其研究范围包括测定细胞大小、细胞粒度、细胞表面面积、核浆比例、DNA含量与细胞周期、RNA含量、蛋白质含量以及细胞活性、细胞内细胞因子、酶活性、激素结合位点、细胞受体等。另外，利用荧光标记的特异性抗体与待检细胞表面抗原结合，流式细胞仪可定量分析细胞表面多种抗原，如簇分化抗原（CD）、多药耐药（MDR）基因产物P170、凋亡细胞表面特异分子磷脂酰丝氨酸（PS）。其在毒理学中的应用简述如下。

1. 淋巴细胞分型及鉴定

借助流式细胞术可对淋巴细胞进行准确的免疫表型分析，据此区分淋巴细胞亚群，并对其进行定量。在淋巴细胞各亚群间，表面分子表达谱常出现部分重叠，欲提高亚群间的分辨率，常须进行多色荧光抗体标记。流式细胞术是对免疫表型进行单细胞多参数分析的理想技术。免疫表型分析的关键在于正确选择特定细胞群的标志分子以及根据所用的仪器正确选用荧光标记抗体。多色标记应使用直接标记荧光的单克隆抗体。

2. T细胞活化信息传递研究

包括细胞内钙离子浓度检测、蛋白磷酸化检测、蛋白激酶活性状态评价、信息传递相关蛋白表达上调和下调、信息传递相关蛋白相互作用等。目前应用Fluo-3和Fluo-4等新型钙离子指示剂，其激发光波长为488 nm，故可在任何流式细胞仪上进行检测。

3. DNA含量与细胞周期分析

DNA含量检测是流式细胞仪最早，且目前仍然是其最为广泛的应用之一。正常细胞

DNA含量是比较恒定的，随着细胞增殖周期发生变化。DNA含量分析可提供细胞周期信息。FCM DNA定量分析一个细胞群时，可将二倍体DNA含量分布直方图分为三个部分，即G0
 /G1
 、S、G2
 /M。利用FCM精确测定细胞DNA含量的改变已证实恶性肿瘤细胞的DNA含量较正常细胞高。DNA非整倍体细胞是恶性肿瘤的特异性标志。根据DNA分布直方图，可对细胞周期的分布状态进行分析，可计算出（G0
 /G1
 ）%，S%及（G2
 +M）%，了解细胞的增殖能力。在肿瘤病理学研究中，通常以S期细胞比率作为判断肿瘤增殖形成的指标。

4. 细胞凋亡检测技术

流式细胞分析术在细胞凋亡研究中具有特殊意义。细胞凋亡的主要特征是核染色质的浓缩，以及内源核酸酶性DNA降解；其次是细胞的固缩以及胞膜和胞浆的断裂。近年来，国际上发展了一整套用流式细胞分析技术检测细胞凋亡的方法，并可通过细胞膜通透性的改变、细胞器（如线粒体、溶酶体等）功能的测定以及染色质浓缩和DNA断裂端标记，将细胞凋亡和坏死区别开来。

（1）亚“G1
 ”峰检测法 处于增殖周期中的细胞，根据其所处不同周期时相（G0
 /G1
 、S、G2
 /M），其DNA含量分布在2n～4n之间。发生凋亡的细胞由于核内DNA裂解成许多小片段，在酒精固定后，用细胞膜通透剂使小相对分子质量的DNA片段穿过胞膜而丢失，仅剩下大片段DNA，这些失去部分DNA含量的细胞，在DNA染色后，形成一个DNA含量＜2 n（即＜G1
 期细胞的分布区，称为“亚G1
 峰”）。

（2）Ho/PI染色法 亚“G1
 ”峰方法简便，但只是代表G0
 /G1
 期发生凋亡的细胞，S期和G2
 期细胞凋亡发生于G1
 峰后，无法观察。此外，由于全部细胞均经固定，因此不能区别死细胞和活细胞。Ho/PI染色则可弥补上述不足。Hoechst 33258可被活细胞摄取，与DNA结合在紫外光下呈蓝色荧光。继而PI使死细胞着染产生红色荧光。因此在细胞二维直方图上根据红蓝两种荧光可分辨三种细胞：正常活细胞对染料有拒染性，蓝色和红色荧光均较少；凋亡细胞有膜通透性改变，主要摄取Hoechst染料，表现为强蓝色荧光，弱红色荧光；死细胞由于有很强的PI嗜染性并可覆盖Hoechest染色，故呈弱蓝色强红色荧光。

（3）磷脂酰丝氨酸外翻分析（Annexin-V法）磷脂酰丝氨酸（Phosphatidylserine，PS）正常位于细胞膜的内侧，但在细胞凋亡的早期，PS可从细胞膜的内侧翻转到细胞膜的表面，暴露在细胞外环境中。Annexin-V是一种分子质量为35～36ku的Ca2+
 依赖性磷脂结合蛋白，能与PS高亲和力特异性结合。将Annexin-V进行荧光素（FITC、PE）或bi-otin标记，以标记了的Annexin-V作为荧光探针，利用流式细胞仪或荧光显微镜可检测细胞凋亡的发生。将Annexin-V与PI匹配使用，还可以将凋亡早晚期的细胞以及死细胞区分开来。

（赵晓红）

思考题

1. 细胞毒理学研究内容、现状及研究方法的特点是什么？

2. 分子毒理学的研究现状及进展是什么？

3. 简述单细胞凝胶电泳技术的基本原理及在毒理学研究中的应用。

4. 基因芯片技术在毒理学研究中的应用有哪些？

5. 流式细胞仪的工作原理是什么？在毒理学研究中有哪些应用？


第二篇 食品中常见毒性物质的分析

在食品中为什么存在着有毒物质？一种解释是，动植物在长期的进化过程中为了防止昆虫、微生物、人类等的危害，这是保护自己的一种手段。例如，含有丰富营养的马铃薯是很好的维生素和碳水化合物的来源，但是它们含有有毒物质生物碱，如茄碱。茄碱是马铃薯中的一种生物碱，它是一种很好的天然农药，在马铃薯中残存可以防止马铃薯甲虫叶跳虫和其它马铃薯害虫，有利于其物种生存。另外一种解释是，这种有毒物质可能是正常植物在代谢作用中产生的废物或是代谢产物，这种化合物的产生对植物本身有利，而对哺乳动物有害。

第十三章 动物类食品中的天然毒素

动物类食品是人类最主要的食物来源之一，由于其营养丰富、味道鲜美，很受人们欢迎，但是，某些动物性食品中含有天然毒素，会引起食用者中毒，应该引起我们的注意。

第一节 动物组织中的有毒物质

家畜肉，如猪、牛、羊等肉是人类普遍食用的动物性食品。在正常情况下，健康动物的肌肉是无毒的。但其体内的某些腺体、脏器或分泌物中含有激素、病原微生物和一些毒素，影响人的身体健康。

一、内分泌腺毒素

牲畜腺体所分泌的激素，其性质、功能和人体内的腺体大致相同，提取后可作为医药治疗疾病。但如摄入过量，就会引起中毒。

1. 甲状腺素

（1）毒素来源 人和一般动物都有甲状腺，甲状腺所分泌的激素称为甲状腺素。猪甲状腺位于气管喉头的前下部，是一个椭圆形颗粒状肉质物，附在气管上，俗称“栗子肉”。如果有人食用未摘除甲状腺的血脖肉可引起中毒。

（2）中毒机制 甲状腺素的生理作用是维持正常的新陈代谢，但过量摄入外来的甲状腺激素扰乱了人体正常的内分泌活动，特别是严重影响了下丘脑功能，而造成一系列神经精神症状，使组织细胞氧化速率增高，代谢加快、分解代谢增高、产热增加、各器官系统活动平衡失调，因而出现各种症状，既有与甲状腺机能亢进相似之处，又有其中毒的特点。

（3）中毒表现 甲状腺素中毒潜伏期可从1 h到1 d，一般为12～24 h。临床主要症状为：头晕、头痛、胸闷、恶心、呕吐、便秘或腹泻，并伴有出汗，心悸等。部分患者于发病后3～4d出现局部或全身出血性丘疹，皮肤发痒，间有水泡、皮疹，水泡消退后普遍脱皮。少数人下肢和面部浮肿、肝区痛、手指震颤，严重者发高热，心动过速，从多汗转为汗闭、脱水，十多天后脱发。个别患者全身脱皮或手足掌侧脱皮。也可导致慢性病复发和流产等。病程短者仅3～5d，长者可达月余。有些人较长期遗有头晕、头痛、无力、脉快等症状，孕妇导致流产。

（4）防治措施 甲状腺素的理化性质非常稳定，在600℃以上的高温时才能被破坏，一般的烹调方法不可能做到去毒无害。防止甲状腺素中毒的有效措施，首先要做好屠宰检疫检验工作，摘除牲畜的甲状腺。

2. 肾上腺激素

（1）毒素来源和中毒机制 肾上腺的皮质能分泌多种重要的脂溶性激素，现已知有20余种，它们能促进体内非糖化合物（如蛋白质）或葡萄糖代谢，维持体内钠钾离子间的平衡，对肾脏、肌肉等功能都有影响。

猪、牛、羊等动物和人一样，也有自身的肾上腺，它也是一种内分泌腺。肾上腺左右各一，分别跨在两侧肾脏上端，所以称为肾上腺，俗称“小腰子”。大部分包在腹腔油脂内。一般都因屠宰牲畜时未加摘除或髓质软化在摘除时流失，被人误食，使机体内的肾上腺素浓度增高，引起中毒。

（2）中毒表现 此病的潜伏期很短，食后15～30 min发病。血压急剧升高、恶心呕吐、头晕头痛、四肢与口舌发麻、肌肉震颤，重者面色苍白、瞳孔散大，高血压、冠心病者可因此诱发中风，心绞痛、心肌梗死等，危及生命。

（3）防治措施 中毒控制主要是在牲畜屠宰时及时摘除肾上腺，并要防止腺体破损流失。

3. 病变淋巴腺

（1）毒素来源 动物和人体内的淋巴腺是保卫组织，分布于全身各部，为灰白色或淡黄色如豆粒至枣大小的“疙瘩”，俗称“花子肉”。当病原微生物侵入机体后，淋巴腺产生相应的反抗作用，甚至出现不同的病理变化，这种病变淋巴腺含有大量的病原微生物，可引起各种疾病，对人体健康有害。特别是鸡、鸭、鹅等的臀尖是淋巴腺集中的地方，贮存着大量的病菌、病毒及3，4-苯并芘等致癌物质。

（2）防治措施 为了食用安全，无论对有无病变的淋巴腺，消费者应将其一律废弃为好。

二、动物肝脏中的毒素

动物肝脏是富含蛋白质、维生素A和叶酸的营养食品，但同时也含有胆固醇及胆酸等对人体不利的成分，过量维生素A的摄入也会造成中毒。动物肝脏中还可能存在着机体本身代谢产生的毒素和病原体带来的有毒物质以及寄生虫等，对动物肝类食品的安全性构成了潜在的威胁。

1. 胆酸

（1）毒素来源 熊、牛、羊、山羊和兔等动物肝中主要的毒素是胆酸（bileacids）、脱氧胆酸（deoxycholicacid）和牛磺胆酸（tauro-cholicacid）的混合物（见图13-1），以牛磺胆酸的毒性最强，脱氧胆酸次之。人类肠道内的微生物菌丛可将胆酸代谢为脱氧胆酸。
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图13-1 胆酸的结构



（2）中毒机制和中毒表现 胆囊毒素可严重损伤人体的肝、肾等组织，可出现肝组织变性、坏死，肾小管受损，肾集合管阻塞，肾小球滤过作用减弱，尿液排出受阻，在短期内导致肝、肾功能衰竭，也能损伤脑细胞和心肌，造成神经系统和心血管系统的病变。许多试验研究发现，脱氧胆酸对结肠癌、直肠癌的发生有促进作用。

猪肝脏中的胆酸含量较少，一般不会产生明显的毒性作用，但食用过多或食用时处理不当也会给人体健康产生一定的危害。

动物肝中的胆酸是中枢神经系统的抑制剂，我国在几个世纪之前，就知道将熊肝用作镇静剂和镇痛剂。我国民间有食用鱼胆、蛇胆、鸡鸭及其它动物胆囊如熊胆、虎胆等来治疗疾病的习惯。因胆囊中富含胆酸、脱氧胆酸和牛磺胆酸等毒素，所以发生中毒的事件屡见不鲜。

（3）防治措施 食用胆酸含量较高的动物肝脏时要尽量清洗干净，用动物胆囊治病时，要遵医嘱少量使用。

2. 维生素A

（1）毒素来源 维生素A（视黄醇）是一种脂溶性维生素，主要存在于动物的肝脏和脂肪中，尤其是鱼类的肝脏中含量最多，表13-1列出了不同动物肝脏中的维生素A的含量。维生素A对动物上皮组织的生长和发育导向具有十分重要的影响，维生素A也可提高人体的免疫功能。人类缺乏维生素A可引起夜盲症及鼻、喉和眼等上皮组织的疾病，婴幼儿缺乏维生素A会影响骨骼的正常生长。


表13-1 动物肝中的维生素A含量
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（2）中毒机制和中毒表现 维生素A虽然是机体内所必需的生物活性物质，但当人摄入量超过200万～500万IU（国际单位）时，就可引起中毒。有报道称，一些渔民通过食用比目鱼肝摄取了近300万IU的维生素A，导致其前额和眼的严重疼痛，并出现眩晕、困倦、恶心、呕吐以及皮肤发红、出现红斑、脱皮等症状。摄取大量的北极熊肝和海豹肝可发生皮下肿痛，另外，还出现关节痛、癔症、唇干、唇出血等症状，甚至也有死亡的病例。

（3）防治措施 因为超量摄入任何食物都可引起毒性反应，所以，维生素A并不因为它的超量消费可引起毒性反应而被划为有毒物质。尽管数据的来源不同，但普遍认为，人每天摄入100 m（g约3000 IU）/kg体重维生素A可引起慢性中毒。

第二节 鱼类的毒素

鱼是人们日常生活中常常食用的水产品，种类很多。我国鱼类资源丰富，约数千种，其中有毒鱼类为数百种，主要是海洋鱼类。我国目前年消费鱼类的量约占总肉类消费的5%左右，其中主要是淡水养殖鱼类。但对东南亚、日本、太平洋岛国和南欧国家的居民而言，海洋鱼类是他们摄取蛋白质的最重要来源。因误食中毒者各国皆屡见不鲜，因此，海洋鱼类毒素是食品中很重要的不安全因素。

有毒鱼类主要分布在热带海中，不同种类的鱼，其毒性不同（海洋动物的毒物类型见表13-2）。此处仅介绍其中的几种。


表13-2海洋动物的毒物类型
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一、鲭鱼中毒

（1）毒素来源 在非冰冻下贮存而导致鱼类的细菌性分解是食用海洋鱼类中毒的主要原因。海洋鱼类腐败变质后，组织中的游离组氨酸在链球菌、沙门氏菌等细菌中的组氨酸脱梭酶作用下产生一定数量组胺（histamine），该物质为强生物活性物质，摄入后使机体发生中毒，并且鱼类腐败产生的胺类与组胺具有协同作用，可使毒性大为增强。

在海产品中，鲭鱼亚目（scobroid）的鱼类（如青花鱼、金枪鱼、蓝鱼和飞鱼等）在捕获后易产生组胺。所以，海产品中毒常常与这些种群有关，由于这类海产鱼皮青肉红，故又称青皮红肉鱼类并称为鲭鱼（scombriod）中毒。其它鱼类如沙丁鱼、凤尾鱼和鲱鱼中毒也与组胺有关。青花鱼、金枪鱼、沙丁鱼等青皮红肉鱼类在37℃放置96 h即可产生1.6～3.2 mg/g的组胺；在同样的情况下皮青肉白的鱼类（鲈鱼、鱼、鲑鱼等）只能产生约0.2 mg/g的组胺；皮不青肉不红的淡水鱼类（鲤鱼、家鲫鱼等）不产生组胺，故淡水鱼类与组胺中毒关系不大。

（2）中毒机制和中毒表现 鲭鱼中毒的症状主要是人体对组胺的过敏反应，不仅过敏性体质者容易中毒，非过敏性体质者食后也可同样发生中毒。鱼中存在的其它物质如腐胺和尸胺似乎引发了组胺的毒性。

中毒症状可在摄入污染鱼类之后2 h出现，病程通常持续16 h，一般没有后遗症，多数人症状轻、恢复快、死亡者较少。组胺对人胃肠道和支气管的平滑肌有兴奋作用，从而导致人呼吸紧促、疼痛、恶心、呕吐和腹泻，这些症状经常伴随神经性和皮肤的症状如头晕、头疼、心跳、脉快、胸闷等，部分病人有眼结膜充血、瞳孔散大、脸发胀、唇水肿、口舌及四肢发麻、荨麻疹、全身潮红、血压下降等症状。

组胺在鱼中的浓度可达到5 mg/g而不会出现异味，故很难被察觉。目前，我国和日本食品中组胺的最大允许含量为100 mg/100 g。一般引起人体中毒的组胺摄入量为1.5 mg/kg体重，但与个体对组胺的过敏性关系很大。

（3）防止措施 由于组胺的形成是微生物的作用，最有效的防止措施是在冷冻条件下运输和储藏，防止鱼类腐败。组胺为碱性物质，烹饪鱼类时加入食醋可降低其毒性。

二、雪卡鱼中毒

（1）毒素来源 雪卡鱼中毒泛指食用热带和亚热带海域珊瑚礁周围因进食有毒藻类的鱼类而引起的食鱼中毒（ichthyosarcotoxism）现象。珊瑚礁上的各种海洋藻类，如有毒冈比尔盘藻（gambierdiscus toxicus）是雪卡毒素的来源。另外，还有凹面原甲藻（prorortmm concavum）和另一种原甲藻（prorocenmau rhathymum）也产生雪卡毒素。

雪卡毒素（ciguatoxin，CTX）是西加鱼毒（ciguatera）的一种，西加鱼毒由多种毒素组成，有共同的理化特性和中毒症状，在西加鱼毒中毒事件中，最常见的是雪卡毒素中毒。所以，目前以雪卡毒素为这类毒素的代表。已从雪卡鱼中分离到至少有四种毒性物质，它们的分子质量和化学性质都不同，其中包括雪卡毒素（ciguatoxin）、刺尾鱼毒素（maitotox-in）和鹤嘴鱼毒素（scaritoxin）。但是还没有弄清这些化合物的结构。

有超过400多种的鱼被认为是雪卡鱼，实际含毒的约有数十种，其中包括几种经济上比较重要的海洋鱼类如梭鱼、黑鲈和真鲷等。雪卡鱼的种类随海域不同而有所不同，但在外观上与相应的无毒鱼无法区别。

（2）中毒机制和中毒表现 雪卡中毒主要影响人类的胃肠道和神经系统。雪卡中毒的症状与有机磷中毒有些相似：一些受害者开始感到唇、舌和喉的刺痛，接着在这些地方出现麻木；另一些病例首先的症状是恶心和呕吐，接着是口干、腹痉挛、腹泻、头痛、虚脱、寒颤、发热和广泛肌肉痛等症状，口腔有金属味，接触冷水犹如触电般刺痛，中毒持续恶化直到患者不能行走。症状可持续几小时到几周，甚至数月的时间。在症状出现的几天后，可能会导致死亡。由雪卡鱼中毒症状的广泛性也可看出雪卡中毒可能是由几种不同来源的毒素所造成的。

雪卡毒素对小鼠的LD50
 为0.45μg/kg体重，毒性比河豚毒素强20倍。刺尾鱼毒素对小鼠的LD50
 为0.17pg/kg体重。雪卡毒素在人体中也有富集效应，并导致累积性中毒。

由于加热或冷冻均不能破坏雪卡毒素的毒性，目前对雪卡鱼毒素的预防尚缺乏行之有效的方法。

三、鱼卵和鱼胆中毒

青鱼（Mylopharyngcdon
 ）、草鱼（Ctenopharyngodon idellus
 ）、鲢鱼（Hypophthalmichthys molitrix
 ）、鳙鱼（Aristichthys nobilis
 ）和鲤鱼（Cyprinus carpio
 ）是我国主要淡水经济鱼类。因为它们的胆有毒，所以属于胆毒鱼类，其中以食用草鱼胆治病中毒者较多，严重者引起死亡。详见胆酸中毒。

我国能产生鱼卵毒素的鱼有十多种，除河豚鱼外，常见的青海湖裸鱼、狗鱼、鳃鱼、淡水石斑鱼、鳇鱼和鲶鱼等也都属于卵毒鱼类。鱼卵毒素为一类毒性球蛋白，具有较强的耐热性，100℃约30 min的条件使毒性部分被破坏，120℃约30 min的条件能使毒性全部消失。一般而言，耐热性强的鱼卵蛋白毒性也强，其毒性反应包括恶心、呕吐、腹泻和肝脏损伤，严重者可见吞咽困难、全身抽搐甚至休克等现象。

四、其它鱼类毒素

鳝鱼在我国为黄鳝，是人们喜食的一种淡水鱼。但它们的血中含有一种称为鱼血毒素的物质，在一般烹调温度下可将其破坏。所以，食用烹调熟透的鳝鱼不会中毒。

除以上介绍的几种鱼类毒素外，在任何鱼类的腹腔内壁上都有一层薄薄的“黑膜”，它既可保护鱼体内脏器官，又可阻止内脏器官分泌的有害物质渗透到肌肉中去，而膜本身则由于长期被各种有害物质的污染而增色。因此，人们不应食用这种黑膜，否则，等于吃进鱼体内富集的有害物质。

第三节 河豚毒素

河豚鱼中毒是世界上最严重的动物性食物中毒，但河豚鱼味道特别鲜美诱人，自古以来就有“拼死吃河豚”的说法。《神农本草》是我国最早有关河豚毒素（TTX）记载的典籍。明朝李时珍著《本草纲目》中就有“肝及子有大毒”，“河豚有大毒，味虽珍美，食之杀人。”的记载。日本是喜吃河豚鱼的国家，对河豚鱼的研究比较深入，在《本草和名》、《矮名内聚钞》、《和汉三才图绘》、《羁旅漫录》和《本草食鉴》等著作中，都提到河豚毒素。

一、河豚毒素的分布

鲀类通称河豚鱼，全球200多种，我国有70多种，广泛分布于各海区。常见的有弓斑东方鲀（Fugu ocellotus
 ）、铅点东方鲀（Fugu alboplumbeus
 ）、条纹东方鲀（Fugu xanthopterus
 ）等。多为海产，但有些种类也可生活于淡水中，以热带和亚热带为最多。不同种类的河豚鱼的外形不尽相同，但其共同的特征是，身体浑圆，头胸部大，腹尾部小，背上有鲜艳的斑纹或色彩，体表无磷，口腔内有明显的两对门牙（弓斑东方鲀见图13-2）。
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图13-2 弓斑东方鲀



造成河豚鱼中毒的原因之一是未能识别出河豚鱼而误食。另外，河豚鱼的某些品种，特别是圆头河豚（Fugu rubripe
 ）是烹饪的普通菜肴，东亚国家的居民，特别是日本人将这些鱼看作美味，但由于处理不当或有意不进行彻底处理，河豚鱼中毒事件时有发生。据统计，日本每年由食河豚鱼导致中毒的人数多达50人，过去100年间每10年有超过1000例的河豚中毒事件。由河豚中毒引起的死亡人数占由食物中毒引起的总死亡人数的60 % ～70 %。

大约80种河豚鱼已知含有或怀疑含有河豚毒素。在大多数有毒河豚鱼身体中，毒素的浓度由高到低依次为卵巢、鱼卵、肝脏、肾脏、眼睛和皮肤，肌肉和血液中含量较少。由于鱼的肌肉部分河豚毒素的含量很低，所以，中毒大多数是由于可食部受到卵巢或肝脏的污染，或是直接进食了这些内脏器官引起的。表13-3是几种河豚鱼组织中河豚毒素的含量。


表13-3 河豚鱼组织中的河豚毒素 单位：μg/g新鲜组织
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由上表可见河豚鱼的有毒部位主要是卵巢和肝脏。河豚毒素主要存在于雌性河豚的卵巢中，而且含量随季节变化而有不同（见图13-3）。其含量的多少因鱼的种类及季节等而有差异，一般在卵巢孕育阶段，即春夏季毒性最强。在产卵期的冬季，河豚卵巢和鱼卵中含毒素的浓度最高，有趣的是这时也是河豚鱼风味最佳的时候。
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图13-3 河豚卵巢和鱼卵中毒素的季节变化



河豚毒素还存在于海洋翻车鱼、斑节虾虎鱼和豪猪鱼等多种豚科鱼类的卵巢、皮肤、肝脏甚至肌肉中。许多两栖类爬虫如水蜥、加利福尼亚蝾螈的皮肤中也含有河豚毒素，南美和非洲的土著居民常从一些两栖动物的皮肤上收集河豚毒素用以制箭毒。

此外，在我国一些沿海地区曾发生因食用麦螺而发生的河豚鱼中毒。因河豚鱼产卵时需硬物磨破肚皮，这样，卵子和毒液一起破口而出，而麦螺是一种海洋生物，可吸吞河豚毒液和软体卵子。人们在食用麦螺时，也同时吃进了河豚毒素。因此，在河豚鱼产卵繁殖季节不能吃麦螺。

二、河豚毒素的毒性

河豚毒素是一种很强的神经毒，毒性的产生主要是毒素阻抑神经和肌肉的电信号传导，阻止肌肉、神经细胞膜的钠离子通道。肌肉细胞和神经细胞膜的静息电位是内低外高，细胞受到刺激时，钠离子的透过性急剧的提高，钠离子外流，细胞兴奋，之后发生去极化，钠离子从外向内流动。在这一细胞兴奋过程中，毒素直接阻断了钠离子通道，使神经末梢及神经中枢发生麻痹，中毒者感觉神经麻痹。其次为各随意肌的运动神经末梢麻痹，使机体无力运动或不能运动，使呼吸抑制，引起呼吸肌麻痹，对胃、肠道也有局部刺激作用，还可使血管神经麻痹、血压下降。

河豚毒素（TTX）的LD50
 为8.7μg/k（g小鼠，腹腔注射）。除由细菌产生的蛋白质毒素外，TTX是属于毒性最强的一类天然毒素，其毒性比氰化钠强1000倍。

河豚鱼中毒的特点是发病急速而剧烈，潜伏期10 min～3 h，一般先感觉手指、唇、舌等部位刺疼，然后出现呕吐、腹泻等胃肠道症状，并有四肢无力、发冷，以及口唇、指尖、趾端等处麻痹，以后言语不清、紫绀、血压和体温下降，呼吸困难，最后死于呼吸衰竭。如果中毒症状发展迅速，河豚中毒者一般不大可能得救，死亡率较高。此外，对动物，如猫、狗、猪、鼠和鸟等也能引起中毒并致死。

三、河豚毒素化学

河豚毒素主要存在于鱼纲硬骨鱼亚纲豚形目所属的近百种河豚鱼及其它生物体内，是一种生物碱类天然毒素。化学结构为氨基全氮间二氮杂萘（C11
 H17
 N3
 O8
 ），其结构如图13-4，结构中含有1个碳环、1个胍基、6个羟基和1个半缩醛内酯官能团，这在以往天然有机化合物中似无先例，大量的—OH基以及毒素分子的高极性，使分子具有高度的吸湿性，它与胍基中的亚胺基共同构成二性离子的特点。其毒素主要有两种：河豚毒素（C11
 H17
 N20
 ）和河豚酸（C11
 H17
 N18
 ）。0.5mg河豚毒素就可以毒死一个体重70 kg的人。
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图13-4 河豚毒素的结构



河豚毒素系无色针状结晶，微溶于水，易溶于稀乙酸，对热稳定，于100℃温度下处理24 h或于120℃下处理20～60 min方可使毒素完全受到破坏。盐腌、热晒均不被破坏。但对碱不稳定，在4 % NaOH溶液中20 min可完全破坏，降解成喹唑啉化合物。

河豚毒素有许多衍生物，其衍生物的毒性强弱取决于其C4
 的取代基的不同。河豚毒素衍生物的相对毒性见表13-4。


表13-4 河豚毒素衍生物的相对毒性
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四、防治措施

河豚毒素是小分子化合物，为无色的棱柱体，微溶于水，对热稳定，220℃以上才分解，变为褐色。一般的加热烹调或加工方法都很难将毒素去掉。

我国的《水产品卫生管理办法》中严禁餐饮店将河豚鱼作为菜肴经营，河豚鱼不得流入市场销售。由于发现一些饭店经营鲜河豚鱼事件，卫生部于1997年1月29日又发出通知，餐饮店禁售河豚鱼菜肴，要求各地卫生部门要严格把住河豚鱼的供货源头。

第四节 贝类毒素

贝类的种类很多，至今已记载的约有几十万种，可作食品的贝类约有28种，已知的大多数贝类均含有一定数量的有毒物质，只有在地中海和红海生长的贝类是已知无毒的，墨西哥湾的贝类也比其它地区固有的那些贝类的毒性低。实际上，贝类自身并不产生毒物，但是当它们通过食物链摄取海藻或与藻类共生时就变得是有毒的了，海藻主要感染蚝、牡蛎、蛤、油蛤、扇贝、紫鲐贝和海扇等贝类软体动物，足以引起人类食物中毒。

早在几百年前人们就已经知道食用某些贝类后可以引起急性中毒。这些主要的贝类毒素包括麻痹性贝类毒素（paralytic shellfish poison，PSP）、腹泻性贝类毒素（diarrhetic shellfish poison，DSP）和神经性贝类毒素（neurotoxic shellfish poison，NSP）等三类。

一、麻痹性贝类毒素

麻痹性贝类毒素（paralytic shellfish poison，PSP）是海洋贝类毒素中比较普遍并且对人类健康威胁较大的一种，毒素会对神经肌肉产生麻痹作用而使之中毒，甚至危及生命，故称之为麻痹性贝类毒素。

1. 毒素来源

麻痹性贝类毒素是山膝沟藻属（Gonyaulax
 ）的涡鞭藻所产生的一组毒素，在蓝藻和叉珊藻中也有检出。由于在美国阿拉斯加的大石房蛤（Saxidomus giganteus
 ）中发现的浓度最高，石房蛤毒素（STX）这个名字就是由此而来的。石房蛤毒素是四氢嘌呤的一个衍生物（图13-5），它是一种白色、吸湿性很强的固体，溶于水，微溶于甲醇和乙醇，但实际上不溶于多数非极性的有机溶剂。

石房蛤毒素是被首先确定的PSP成分。STX有20多种衍生物，按其结构及毒性可分为四种类型：第一类是含有氨基甲酸酯的毒素，它们的毒性最高；第二类是含氨基甲酚的毒素，它们的毒性中等；毒性最低一类为含氨基甲酰-N
 -磺基的膝沟藻毒素；毒性尚未完全清楚的一类是脱氧脱氨基甲酰族毒素。

PSP是一组毒素，包括1-羟基石房蛤毒素（新石房蛤毒素）、11-羟基石房蛤毒素硫酸盐及其11 β 差向异构体、11-羟基新石房蛤毒素硫酸盐及其11 β差向异构体等。在PSP的各种成分中，在相同剂量的情况下，毒性有很大的差异。一般来说，PSP毒素在低pH下对热是稳定的，但是在碱性条件下很不稳定，而且容易被氧化。最近，从涡鞭藻和贝类二者中分离出一组新的具有硫代氨甲酚基的PSP化合物，有低的毒性，但当它们被水解时可产生较剧烈的毒性。
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图13-5 麻痹性贝毒结构图



PSP主要在海水产品中出现，尤其是在软体动物中富集，在消化器官中发现PSP的浓度最高，富集率在不同的贝类中间是不同的。PSP也在甲壳动物如蟹中富集，还可以通过浮游动物转移到鱼体内。最常见的含有PSP的生物是蛤和贻贝，偶然也可能涉及布氏海菊蛤、扇贝和牡蛎。

PSP是海洋生物毒素中比较普遍的一种。我国浙江省、福建省和台湾省都发生过多起PSP集体中毒。除发生人类中毒外，在欧洲还发生过PSP引起了沙鳗、鲱鱼和海鸟的大量死亡。

2. 中毒机制

在各种PSP成分中，只对石房蛤毒素就毒理学效应做过详细研究，几乎所有石房蛤毒素对全身作用都可以通过在外周神经和骨骼肌中的脉冲产生的广泛阻断来解释，直接对心脏的影响通常是很小的。在哺乳动物中，这些影响导致麻痹、呼吸抑制以及循环障碍。与河豚毒素相比，在相同程度的肌肉麻痹的情况下，通常石房蛤毒素所诱发的低血压程度较轻，而且时间也较短，无论是把毒素直接注入脑室还是通过静脉给药，都已观察到石房蛤毒素对血管运动中枢和呼吸中枢二者均有抑制作用。然而，在分布达到平衡时，例如当人摄入石房蛤毒素的情况下，从症状来看外周效应更为重要。

3. 中毒表现

PSP中毒症状是从嘴唇周围发生轻微刺痛和麻木发展到全身麻痹，并由于呼吸障碍而致死。在典型情况下，摄入后的5～30 min内出现唇、牙龈和舌头周围刺痛的感觉。典型的症状可以帮助判断中毒程度：轻度、中度或者重度。轻度，嘴唇周围有刺痛感和麻木感，逐渐地扩大到面部和颈部、手指尖和脚趾的针刺感觉，可有头痛、眩晕和恶心；中度，说话语无伦次，刺痛的感觉发展到手臂和腿，四肢强直和肢体失调，全身衰弱和眩晕，轻度呼吸困难，脉搏加快；重度，肌肉麻痹，明显地呼吸困难，窒息感，在没有呼吸机护理的条件下死亡的可能性很大。

大多数关于PSP毒性的研究是以急性、一次性剂量的实验方式进行的，对许多动物，石房蛤毒素经口给药的LD50
 的范围以体重计为100～800μg/kg。对小鼠非肠道给药，石房蛤毒素的LD50
 值以体重计为3～10μg/kg，而经口给予石房蛤毒素时以体重计为263 μg/kg，在非肠道给药或经口给药后几分钟内，动物由于呼吸困难而死亡。

人对PSP的敏感性是很不相同的，使人致死的PSP剂量从500 μg到1000 μg不等，但有报道达到12400 μg才死亡的病例。

对PSP测定最通常使用的是以小鼠为试验动物的生物测试法和化学方法。化学方法包括各种呈色反应的分光光度法、荧光光度法和高效液相色谱（HPLC）方法。

二、腹泻性贝类毒素

1976年，在日本宫城县发生了食用紫贻贝（Mytilusedulis
 ）引起的以腹泻为主要症状的集体食物中毒事件。当时，从该贝的中肠腺内检出了能杀死小白鼠的脂溶性毒素，为了将这种毒素与其它毒素相区别，称为腹泻性贝类毒素（diarrhetic shellfish poison，DSP）。近年来，DSP所引起的食物中毒事件在世界各地不断有报道，DSP在海洋生物毒素中，尤其是在贝类毒素中占据重要地位。DSP已成为影响贝类养殖业和食品卫生的一个严重问题。

1. 毒素来源

DSP中毒已经在世界上几个地区报道过，日本报道的中毒病例已经超过1300例，倒卵形鳍藻（Dinophysis fortii
 ）和渐尖鳍藻（D.acuminata
 ）是DSP的产生者。DSP毒素中的一种成分大田软海绵酸，已经证实存在于一种海底涡鞭藻中。鳍藻属的各品种是广泛分布的，在日本，对贝类起毒化作用、产生DSP的是倒卵形鳍藻，在欧洲大西洋沿岸的重要种类为渐尖鳍藻，而在中国，倒卵形鳍藻与渐尖鳍藻均有分布。

被DSP毒化的贝类与当地海洋污染有关，与赤潮关系密切，即便未发生赤潮，贻贝和扇贝的DSP含量也会超过限定值，可以影响人体的健康。在不同的地区，贝类的毒化时间也不相同。

可被DSP毒化的贝类是双壳贝类，主要是扇贝、贻贝、杂色蛤、文蛤、牡蛎等，扇贝及紫贻贝与其它双壳贝相比较可长期含毒。DSP一般均局限在中肠腺。

在中国，DSP的发生主要在北方黄海、渤海贝类产地，以贻贝的DSP检出率最高，其余依次为文蛤、扇贝、杂色蛤、赤贝，在牡蛎中尚未检出；从含毒量来看，仍以贻贝为高，最高达0.4 μg/g，其次为杂色蛤0.2 μg/g；从时间来看，4～11月份均有检出，但以初夏为多。

2. 中毒机制

已经鉴定出在含DSP的有毒贝类中存在着九种有毒成分，这些有毒成分分两类：一类是大田软海绵酸（okadaic add，OA）和它的衍生物；另一类是新聚醚内酯（pectenotoxin，PTX），见图13-6。

DSP的中毒机理研究，由于受纯品来源的限制，这方面的报告不多。Shibata以平滑肌进行了大田软海绵酸（OA）的药理作用研究，结果发现OA可使人、豚鼠、家兔平滑肌系统引起持续性收缩，并引起腹泻。关于DSP的致病机理有待今后的进一步研究。

3. 中毒表现
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图13-6 DSP的化学结构



DSP中毒的临床综合症状的特点是以腹泻为主，伴随恶心和呕吐，少数病人出现腹痛、寒颤，有人分析了1976～1982年间日本确诊的1300例DSP中毒病人，症状的出现率：腹泻为92 %、恶心为80 %、呕吐为79 %、腹部疼痛为53 %、寒颤为10 %。从摄入有毒贝类到发病，最短的时间是30 min内，长的要几小时，但是很少有超过12 h的。大约70 %的病人在4h内出现症状，病程可以持续3d，一般很少留下后遗症状。

通过对食用同一来源贝类的人群的剩余食品或可疑贝类中肠腺进行检测分析，一般可以对DSP中毒做出诊断。如有必要，可追踪到贝类的产地做进一步的实验调查。由于贝类的毒化与副溶血性弧菌食物中毒的易发季节相同，应注意区别。

三、神经性贝类毒素

在有毒贝类引起的人类食物中毒中有一种与摄入由短裸甲藻细胞或毒素污染的贝类有关。它可以出现感觉异常、冷热感交替、恶心、呕吐、腹泻和运动失调，或上呼吸道综合征，但未观察到麻痹，为与引起麻痹作用的有毒贝类毒素相区别，称其为神经性贝类毒素（neurotoxic shellfish poiosn，NSP）。

1. 毒素来源

NSP的发生与海洋赤潮有关，短裸甲藻（Gymnodinium breve）以前称为短翼盘藻（Pty-chodis cusbreve
 ）是产生神经性贝类毒素的原因。人们已在近50年的时间里观察了42次的赤潮。国外对短裸甲藻赤潮的发生有较多的记录。历史上最严重的赤潮发生在1971年夏秋季节的佛罗里达中西部沿岸水域，当时的短裸甲藻赤潮导致萨拉索萨塔沿岸大约155 km暗礁区的生物几乎完全灭绝，在水深13～30 m，离岸13～51 km的暗礁区，鱼类、海鸡冠、石珊瑚、软体运动、甲壳动物、多毛类环节动物、被囊动物、海绵动物、棘皮动物和底栖藻类死亡严重。

短裸甲藻在细胞裂解、死亡时会释放出一组毒性较大的短裸甲藻毒素，它属于神经毒素的一种，高浓度的短裸甲藻毒素很容易造成鱼类的大批死亡。人类一旦食用这些染毒贝类便会引起以神经中毒症状为主要特征的食物中毒；有些敏感者在赤潮区内吸入含有有毒藻类的气雾时，也会引起气喘、咳嗽、呼吸困难等中毒症状。

短裸甲藻赤潮发生在大陆架或陆架边缘，但是产生最大毒性效应的水域是近海水域。赤潮的发生与短裸甲藻细胞在海水中的密度、海水的局部循环等因素有关。目前对短裸甲藻赤潮预报的研究还处在早期阶段，水中铁的含量异常升高，可以作为赤潮发生之前的标志。

从短裸甲藻的培养细胞提取液中分离出13种NSP毒素成分，已确定其中11种成分的化学结构如图13-7，按各成分的碳骨架结构划分为三种类型：① 由11个稠合醚环组成的梯形结构；②10个稠合醚环组成；③ 其它成分，包括GB-4和PB-l。最近在新西兰的绿壳贻贝中又分离出一种新的短裸甲藻毒素——短裸甲藻毒素B3（BTX-B3），其结构和生物活性与BTX-B极为相似，具有同源的可能性。
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图13-7 神经性贝类毒素成分的化学结构



贝类作为一种食品，可以用一种类似于监测贝类麻痹性毒素的小鼠生物测试方法对其进行毒性监测。

2. 中毒机制

神经性贝类毒素的中毒机制研究得不多，大多数的研究报告是来自鱼类、禽类和哺乳动物的研究。豚鼠回肠的体外实验证实，短裸甲藻毒素的致痉挛作用是增加神经后胆碱能神经纤维膜钠通道的通透性，使膜静息电位发生去极化所致。进一步神经药理研究显示，短裸甲藻毒素可选择性地开放钠通道，并抑制钠通道快速钠离子的失活而使细胞膜去极化，其与钠通道的结合，部位不同于河豚毒素和海葵毒素，提示是一种新的作用模式。

神经性贝类毒素通过两种途径对人类产生危害。一种是人类通过食用受短裸甲藻污染的贝类引起神经性中毒和消化道症状；另一种是由于人类呼吸或接触了含有短裸甲藻细胞或其代谢产物的海洋气溶胶颗粒所引发的呼吸道中毒和皮肤受刺激现象。

3. 中毒表现

短裸甲藻细胞在通过鱼鳃的过程中释放毒素，引起鱼的死亡。与短裸甲藻赤潮有关的大量海鸟死亡，受影响的症状包括虚弱、勉强飞行、鼻流清涕、嘴中流黏液、腹泻、呼吸困难、呼吸急促、心动过速和血压低等。分别用食用了有毒短裸甲藻细胞的蛤和牡蛎喂饲北京白鸭和来亨鸡，发现北京白鸭在3d内表现出运动失调和痉挛性运动，并且在5d内死亡，来亨鸡发生的病状与鸭的症状相似，在中毒后6～22 h死亡。

人类接触短裸甲藻污染的贝类后30 min～3 h便会引起NSP中毒症状，如腹痛、恶心、呕吐、腹泻，并伴随嘴周围区域和四肢的麻木，还可以伴随眩晕、肌肉和骨骼疼痛、乏力等，这些中毒症状持续时间较短，并且依食用贝类的数量及其毒性有所差异。如果赤潮发生时，风浪运动造成短裸甲藻细胞外壳破裂，造成毒素气溶胶在短距离内输送，在海岸行走时会发生黏膜刺激、鼻溢、打喷嚏、咳嗽和呼吸失调等现象。短裸甲藻赤潮期间，在该水域游泳或做冲浪等运动的人都可能遭受眼睛和皮肤刺激，有的还染上了红眼病（redness）和疥疮。如果这种毒素传播方式是短期的（毒素很快被传到另一区域），则中毒症状很快消退；如果是长期暴露在污染区域，则中毒症状会延长至数小时或数天。

四、蓝藻毒素

1. 海洋蓝藻毒素

在海洋中存在一种丝状海洋蓝藻——巨大鞘丝藻（Lyngbya majuscula
 ），从这种藻中可分离出两种具有皮肤毒性的化合物，即脱嗅海兔毒（Debromo aplysiatoxh
 ）和鞘丝藻毒素A（lyngbyatoxinA）。从蓝藻门颤藻科的两种藻，即黑变颠藻（Oscillatoria nigroviridis
 ）和适钙裂须藻（Schizothrix calcicola
 ）也分离出脱溴海兔毒素。在美国夏威夷及日本的冲绳群岛海域引起的水华期间，人们在海水中游泳几分钟到几小时后可以发生急性皮炎，皮肤发红，随后出现水疤和脱皮，称为“游泳者疥疮”或“海藻皮炎”。

2. 淡水蓝藻毒素

淡水浮游藻类的污染是全球性的，蓝藻广泛分布于热带和暖温带的水库、江河、湖泊和池塘中。从1978年起，研究人员已确证节球藻属和包括有毒品系的蓝藻的其它许多属产生一类毒素与家畜和野生动物的大量死亡有关。在我国的淡水水系中，可检出大量的有毒蓝藻。

蓝藻除了产生微囊藻毒素之一肝毒素外，还产生具有致命作用的另一类毒素神经毒素［变性毒素a和变性毒素（a s）］，它们属于一种生物碱，是由蓝藻门的鱼腥藻属产生的。微囊藻毒素是细胞内毒素，它在细胞内合成，细胞破裂后释放出来并表现出毒性。

微囊藻毒素主要通过侵蚀小肠黏膜上皮细胞和黏膜固有层进入血浆中，然后转运到肝、肺和心脏，最后分布到全身，机体是通过小肠和大肠的杯状细胞分泌黏液来排泄微囊藻毒素的。

动物通过直接接触或饮用含有微囊藻毒素的水而中毒，中毒症状主要有昏迷、肌肉痉挛、呼吸急促、腹泻，中毒严重者在数小时以至数天内死亡。微囊藻毒素对动物的毒害程度主要与水华密度、水体毒素含量有关，也与动物种类和大小有关，单胃动物没有反刍动物和鸟类敏感。

微囊藻毒素同样也危害人类健康。人们直接接触含有毒素的水，如在湖泊、河流、水库中进行游泳等娱乐活动，会引起皮肤、眼睛过敏，发烧，疲劳以及急性肠胃炎，如果经常接触含有毒素的水体，会引发皮肤癌、肝炎及肝癌。

第五节 其它动物毒素

一、蟹类毒素

世界上可供食用的蟹类超过20多个品种，所有的蟹或多或少的都含有有毒物质。至今还不清楚这些蟹类是如何产生毒素的，但是已经清楚受“赤潮”影响的海域出产的沙滩蟹（Emerifa analoga
 ）是有毒的。有毒的蟹类还包括生活于南太平洋的蟹类，如 Zosiums aeneus，Platgpodia granulosa
 和Atergatis floridus
 等。

二、螺类毒素

蛾螺科（Buccinidae）贝类（接缝香螺、间肋香螺和油螺）唾液腺毒素的主要成分是四甲胺（Tatramine）。四甲胺为箭毒样神经毒，其中毒的症状是后脑部头痛、眩晕、平衡失调、眼痛、呕吐，通常几小时后可恢复正常。一般香螺的唾液腺中每克腺体含7～9 mg四甲胺。

乌贼和章鱼的唾液腺是其捕食工具和防御性武器，含有一种神经性蛋白毒素——头足毒素（Cephalotoxin），对神经有阻断和麻痹作用。

三、鲍鱼毒素

鲍鱼的内部器官含有一种称为Pyropheophorbide a的毒素，是海草叶绿素的衍生物，一般在春季聚集在鲍鱼的肝脏中。这种毒素具有光化活性，是一种光敏剂。如果有人吃了含有这种化合物的鲍鱼（如日本北部居民有吃盐腌鲍鱼的习惯），然后又暴露于阳光中的话，该物质会促使人体内的组氨酸、酪氨酸和丝氨酸等胺化合物的产生，从而引起皮肤的炎症和毒性反应。鲍鱼毒素的中毒症状为脸和手出现红色水肿，但不会致死。

四、海参毒素

海参是珍贵的滋补食品，有的还具有药用价值。但有少数海参含有毒物质，食用后可引起中毒。海参体内含有海参毒素，具有很强的溶血作用。大部分毒素集中在与泄殖腔相连的细管状的居维叶氏器内。有的海参，如荡皮海参的体壁中也含有高浓度的海参毒素。海参毒素经水解后，可产生海参毒素酐。经光谱分析发现，海参毒素酐是一种属于萜烯系的三羟基内酯二烯。

人可因误食有毒海参而发生中毒。另外，接触由海参消化道排出的黏液也可引起中毒，常表现为局部症状，即局部有烧灼样疼痛、红肿，呈皮炎症反应；当毒液接触眼睛时可引起失明。

目前已知有毒海参有30多种，我国有近20种，较常见的有紫轮参、荡皮海参及刺参等。在一般的海参体内，海参毒素很少，即便食入少量的海参毒素，也能被胃酸水解为无毒的产物，所以，一般常吃的食用海参是安全的。

五、蟾蜍毒素

蟾蜍也称为癞蛤蟆，其背部为灰黄色、土灰色、灰绿色或黑色，全身有点状突起。蟾蜍的耳后腺及皮肤腺能分泌具有毒性的白色浆液。多因为将其当作青蛙食用而中毒。

蟾蜍分泌的毒液成分较复杂，大约有30多种，主要的是蟾蜍毒素。蟾蜍毒素水解可生成蟾蜍配质、辛二酸及精氨酸。蟾蜍毒素对心脏的毒理作用，类似洋地黄配糖体，其作用机理是通过迷走神经中枢或末梢，或直接作用于心肌。蟾蜍中毒一般在食后0.5～4h发病，中毒者主要表现为呕吐、流涎、头昏头痛、胸部胀闷、心悸、脉缓、心房颤动、惊厥、唇舌或四肢麻木，重者发绀、抽搐、不能言语和昏迷、休克，可在短时间内因心跳剧烈、呼吸停止而死亡。

（赵良）

思考题

1. 简述动物类食品中的天然毒素。

2. 河豚鱼是如何引起人体中毒的？

3. 什么是麻痹性贝类毒素？简述其中毒机制。

4. 雪卡鱼中毒毒素来源是什么？


第十四章 植物类食品中的天然毒素

植物是人类粮食、蔬菜、水果的来源，也是动物赖以生存的饲草和饲料的来源，许多医药和兽药也来自植物。植物种类有30多万种，但用作人类食品的不过数百种，用作饲料的也不过数千种，这主要是由于植物体内的毒素限制了其作为人类食用和畜用资源的价值。研究有毒植物具有多方面的意义，如利用植物毒素制造医药和兽药，开发人类食用和畜用植物新资源等，而对食品安全性来说，研究食用有毒植物，防止天然植物性食物中毒，则具有重要的现实意义。植物性毒素是人类食源性中毒的重要因素之一，对人类健康和生命有较大的危害。需要指出的是，植物性毒素是指植物体本身产生的对食用者有毒害作用的成分，不包括那些污染的和吸收入植物体内的外源化合物，如农药残留和重金属污染物等。

第一节 致甲状腺肿物质

在世界的许多地区，甲状腺肿仍然严重困扰着人们。虽然仅有4%的甲状腺肿病例是由碘缺乏以外的因素引起的，但地方性甲状腺肿的病例往往起因于碘缺乏和某种食物成分的共同作用，以十字花科（Cruciferae）的甘蓝属植物（Brassica）为主要膳食成分就是一个重要的致病因素。

甘蓝属植物如油菜、包心菜、菜花、西兰花和芥菜等是世界范围内的广泛食用的蔬菜。甘蓝植物的可食部分（茎、叶）一般不会引起甲状腺肿，但如果大量食用这类蔬菜则可能引起甲状腺肿。在某些碘摄取量较低的偏僻山区，以甘蓝植物为食是甲状腺肿发病率高的原因之一。

一、致甲状腺肿物质的分布

芥菜、油菜、萝卜等十字花科蔬菜含芥子苷，即硫代葡萄糖（thioglucoside，glucosina-late）。这是由葡萄糖与非糖部分的苷原通过硫苷键形式联结起来的化合物。根据其取代基团R的不同，可以将硫代葡萄糖苷（硫苷）分为脂肪族硫苷、芳香族硫苷和杂环芳香族硫苷（表14-1）。芥子苷本身无毒，但配糖体在芥子酶作用下可被分解成异硫氰酸酯（isothiocyanate，ITC）、[image: ]
 唑烷硫酮（oxazolidine thione，OZT）、腈类（nitrile）、硫氰酸盐（thio-cyanate）等有毒物质（表14-2）。


表14-1 天然出现具有致甲状腺肿活性的芥子苷中重要异硫氰酸酯（ITC）

[image: ]
注：① 硫代葡萄糖苷的非化学命名被R取代基名称加硫代葡萄糖苷取代，如glucopparin被命名甲基-硫代葡萄糖苷。




表14-2 天然出现具有致甲状腺肿活性的 唑烷硫酮（OZT）
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油菜系十字花科（Cruciferae）芸薹属（Brassica
 ）植物，是我国的主要油料作物。我国栽培的油菜包括甘蓝型油菜（B.napus
 ）、白菜型油菜（B.campestris
 ）和芥菜型油菜（B.juncea
 ）。含有芥子苷的有包菜、花椰菜、苤蓝叶、大白菜、小白菜、芥菜和油菜等；油菜种子的粉、饼粕也能引起中毒。不同类型的油菜，其所含硫代葡萄糖的种类存在一定差异。如甘蓝型油菜主要是2-丁烯基硫葡萄糖苷和2-羟基-3-丁烯基硫葡萄糖苷；白菜型油菜是以3-丁烯基硫葡萄糖苷为主，但也含有2-羟基-3-丁烯基硫葡萄糖苷和4-戊烯基硫葡萄糖苷（芸薹葡萄糖苷）；芥菜型油菜主要含有2-丁烯基硫葡萄糖苷（黑芥子硫苷）和3-丁烯基硫葡萄糖苷。

芸薹属（Brassica
 ）植物中含有一些致甲状腺肿的物质（goitrin），这些物质的前体是黑芥子硫苷（glucosinolates），黑芥子硫苷有100多种，主要分布在甘蓝植物的种子中，含量为2～5 mg/g。该物质对昆虫、动物和人均具有某种毒性，是这类植物阻止动物啃食的防御性物质。小鼠服用超过一定剂量（150～200 mg/kg）的黑芥子硫苷可引起其甲状腺肥大、生长迟缓、体重减轻及肝细胞损伤。在甘蓝的可食部分，黑芥子硫苷在葡萄糖硫苷酶的作用下可转化为几种产物，如腈类化合物、吲哚-3-甲醇、异硫氰酸酯、二甲基二硫醚和5-乙烯基[image: ]
 唑-2-硫酮（5-vinyloxazolidine-2-thione，OZT，见图14-1）。据估计，一般人每天通过食用甘蓝蔬菜可摄入约200 mg的这类化合物。表14-3显示不同甘蓝属蔬菜可食部分的芥子硫苷衍生物含量。
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图14-1 黑芥子硫苷衍生物的形成途径




表14-3 甘蓝属蔬菜可食部分（茎叶）的芥子硫苷衍生物含量 单位：mg/g鲜重
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二、致甲状腺肿物质的毒性

甘蓝属食品中抑制甲状腺功能的物质（图14-2和图14-3）可分为两类：硫氰酸酯和致甲状腺肿大素（goitrin）。致甲状腺肿大素主要抑制甲状腺素的合成，硫氰酸酯和腈类化合物却抑制甲状腺对碘的吸收。主要情况简述如下。

[image: ]
图14-2 硫代葡萄糖苷的水解及其水解产物过程



[image: ]
图14-3 动物体内致甲状腺肿大素原（progoitrin）转变为致甲状腺肿大素（goitrin）的酶解作用



（1）OZT OZT是一种致甲状腺肿大素，与硫脲类抗甲状腺药物机制相似（通过抑制甲状腺过氧化酶的作用，影响碘的有机化过程，阻碍T3
 和T4
 的合成），可使实验动物发生甲状腺肿大和碘吸收率下降。据报道一次口服25 mg的OZT可降低人体对碘的吸收。欧洲一些山区的奶牛以甘蓝属蔬菜为饲料，牛乳中含有高达100 μg/L的OZT，该地区居民甲状腺肿大症也较为普遍。致甲状腺肿素的活性随物种的不同而有所不同，对人而言，其活性约为抗甲状腺素药物-丙基硫尿嘧啶的1.33倍；但该物质对老鼠的抗甲状腺活性不高，实验表明用含0.23 %致甲状腺素（OZT）的饲料长期喂养老鼠，其甲状腺只有轻微肿大。甲状腺激素的释放及浓度的变化对氧的消耗、心血管功能、胆固醇代谢、神经肌肉运动和大脑功能具有很重要的影响。甲状腺素缺乏会严重影响生长和发育。

（2）ICT ICT与硫氰酸盐（SCN-
 ）也是硫苷的裂解产物。ITC可以与机体内的氨基化合物形成硫脲类衍生物，与OZT具有相似的机制，降低了甲状腺素过氧化物酶的活性；此外，ITC在体内可以转变为SCN-
 。

（3）SCN-
 由于甲状腺通过碘泵主动摄取血浆中的碘，SCN-
 可与I-
 竞争碘泵而抑制甲状腺对碘的吸收和摄取游离碘的过程。碘缺乏反过来又会增强硫氰酸盐对甲状腺肿大的作用，从而造成甲状腺肿大。

（4）腈类（RCN）在体内可以代谢成为CN-
 ，故毒性比OZT更大。CN-
 在组织中的硫氰酸盐酶的作用下，可以转化成为SCN-
 而造成抗甲状腺的作用。人食用这类抑制甲状腺素合成的物质后，甲状腺素的分泌仍可继续进行。当组织中的碘源耗尽时，甲状腺素的分泌会因缺乏再合成物质而减慢，造成体内甲状腺释放激素的分泌水平增高，刺激垂体合成和释放促甲状腺素，造成甲状腺增生肿大。

黑芥子硫苷的裂解产物如异硫氰酸酯、吲哚［3，2-b］甲醇（ICZ）和促甲状腺素（OZT）可激活人体微粒体氧化酶的活性，并明显提高大鼠肝细胞的谷胱甘肽S转移酶（GST）的活性。故有预防癌变的作用。目前的研究发现甘蓝黑芥子硫苷的各种有机硫衍生物均具有防癌的作用。1977年，科学家发现从包心菜中提取的异硫氰酸酯类化合物可抑制由致癌物诱发的小鼠恶性肿瘤。目前的资料显示甘蓝属蔬菜所含的各种甘蓝赤芥子硫苷的水解产物或衍生物——吲哚-3-甲醇、异硫氰酸酯、二甲基二硫醚及二硫酚硫酮均有较强的防癌能力，可以抑制由多种致癌物诱发的小鼠肺癌、乳腺癌、食管癌、肝癌及胃癌的发生，特别是对激素依赖性的癌——乳腺癌及子宫癌有显著的抑制作用。多年的流行病学调查也表明，经常食用十字花科甘蓝属蔬菜的居民的胃癌、食道癌及肺癌的发病率较低。近年来进行的多种蔬菜防癌的实验证明各类蔬菜均有一定的预防结肠癌的能力，而以十字花科甘蓝属蔬菜的防癌能力最强。1994年，在美国进行的一项大型对照控制实验将口腔癌患者分为两组，一组吃甘蓝属蔬菜，一组供给安慰剂，结果发现常吃甘蓝属蔬菜的口腔癌患者癌的复发率比对照组低40 % ～60 %。

致甲状腺肿物质的去毒法有化学物理法和微生物发酵法。化学物理法是目前常用的方法，但该法会造成干物质流失，处理费用高，易破坏营养成分，产生的废弃物容易造成环境污染。微生物发酵法是目前研究较多且比较提倡的方法，通过寻找和培育能够降解芥子苷的菌株（细菌、真菌或酵母菌），经发酵破坏菜子饼中的芥子苷，而不破坏其营养成分。目前已应用于饲料生产的菌株有根霉属的华根霉菌、毛霉属的总状毛霉、黄曲霉群的米曲霉、白色球拟酵母等。

第二节 生氰糖苷

生氰作用（cyanogenesis）是指植物具有合成生氰化合物并能够水解释放出氢氰酸（HCN）的能力。生氰糖苷（Cyanogentic glycosides）是由氰醇衍生物的羟基和D-葡萄糖缩合形成的糖苷，广泛存在于豆科、蔷薇科、稻科约1000余种植物中。人们很早就知道有些植物有生氰作用，能够产生毒性很强的HCN。Schrade（r 1803）就描述了将苦杏仁或樱桃叶研碎时能够闻到HCN的味道；Wohler等（1897）发现能够使苦杏仁产生HCN的酶。20世纪先后从不同植物中分离鉴定出氰苷，如木薯、苦杏仁、桃仁、李子仁、枇杷仁、樱桃仁、杨梅仁、亚麻仁等。由于这些植物可以作为食物和饲料，由此引起的人畜中毒事例屡屡发生，通过研究逐步搞清了这些氰苷化合物在高粱、三叶草和木薯等植物中的作用。木薯、亚麻仁中含有的氰苷为亚麻苦苷（linamarin），而如果亚麻苦苷的甲基被乙基取代就称为百脉根苦苷（lotaustralin）；苦杏仁、桃仁、李子仁、枇杷仁、樱桃仁中含有的氰苷为苦杏仁苷（amygdalin），而救荒野豌豆（vicia sativa）种子中含的野豌豆苷（vicianin）的结构与苦杏仁相似，只是二糖结构中的第二个糖不是葡萄糖而是一个戊糖；禾本科的高粱、燕麦、玉米等幼苗中含有高粱苦苷（dhurrin）。生氰糖苷物质可水解生成高毒性的氢氰酸，从而对人体造成危害。含有生氰糖苷的食源性植物有木薯（Manihotesculenta）、杏仁、枇杷和豆类等，主要是苦杏仁苷（Amygdalin）和亚麻仁苷（Linamarin），见表14-4。


表14-4 含有生氰糖苷的食物及其中HCN的含量
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一、生氰糖苷的代谢

生氰糖苷产生氢氰酸的反应由两种酶共同作用（见图14-4）。生氰糖苷首先在β
 -葡萄糖苷酶作用下分解生成氰醇和糖，氰醇很不稳定，自然分解为相应的酮、醛化合物和氢氰酸。羟腈分解酶可加速这一降解反应。生氰糖苷和β
 -葡萄糖苷酶处于植物的不同位置。当咀嚼或破碎含生氰糖苷的植物食品时，其细胞结构被破坏，使得β
 -葡萄糖苷酶释放出来，和生氰糖苷作用产生氢氰酸，这便是食用新鲜植物引起氢氰酸中毒的原因。
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图14-4 生氰糖苷产生氢氰酸的过程



氰离子在人体中的正常代谢如图14-5所示。氰化物的主要转化产物是硫氰酸盐，这一反应由硫氰酸酶（Rhodenase）催化。这种酶广泛存在于大多数哺乳动物的组织中。氰化物还有几种较少见的代谢途径，例如它可以和半胱氨酸反应生成噻唑类化合物并随尿排出。
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图14-5 氰离子在人体中的正常代谢



二、氰化物的毒性

生氰糖苷的毒性甚强，对人的致死量为18 mg/kg体重。生氰糖苷的毒性主要是氢氰酸和醛类化合物的毒性。氢氰酸被吸收后，随血液循环进入组织细胞，并通过细胞膜进入线粒体，氰化物通过与线粒体中细胞色素氧化酶的铁离子结合，导致细胞的呼吸链中断，造成组织缺氧，体内的二氧化碳和乳酸量增高，机体陷入内窒息状态。同时，氢氰酸还能作用于呼吸中枢及血管运动中枢，使之麻痹，严重者可导致死亡。HCN在体内吸收后，部分以原形经肺呼出；大部分则经硫氰酸酶等作用，与硫结合成毒性较低的硫氰酸盐，随尿排出。生氰糖苷的急性中毒症状包括心智紊乱、肌肉麻痹和呼吸窘迫。氢氰酸的最小致死口服剂量为0.5～3.5 mg/kg体重。

处理急性氰化物类物质中毒时，首先应立刻让病人口服亚硝酸盐或亚硝酸酯（如亚硝酸异戊酯），使病人体中的血红蛋白（Fe2+
 ）转变为高铁血红蛋白（Fe3+
 ），高铁血红蛋白的加速循环可将氰化物从细胞色素氧化酶中脱离出来，使细胞继续呼吸。其后应让病人口服硫代硫酸盐等解毒剂，使氰化物容易形成硫氰化物而随尿排出。

生氰糖苷引起的慢性氰化物中毒现象也比较常见。在一些以木薯为主食的非洲和南美地区，至少有两种疾病是由生氰糖苷引起的，一种疾病称之为热带神经性共济失调症（TAN），另一种是热带性弱视。热带神经性共济失调症在西非一些以木薯为主要食物的地区已多有发现，该病表现为视力下降、共济失调和思维混乱。TAN患者血液中半胱氨酸、甲硫氨酸等含硫氨基酸的浓度很低，而血浆中硫氰酸盐的含量很高。当患者食用不含氰化物的食物时，病症消退；恢复传统饮食时，病症又会出现。甲状腺肿大在这些地区也同样流行，这说明血中硫氰酸盐水平升高，也可导致甲状腺肿大。

热带性弱视疾病也流行于以木薯为主要食物的人群中，该病病症为视神经萎缩并导致失明。长期以致死剂量的氰化物喂饲动物，也可使这些动物的视神经组织受损。

在含氰苷的果仁中毒中以苦杏仁引起的中毒最为常见，后果最严重，苦杏仁中苦杏仁苷的含量比甜杏仁高20～30倍。此外还有苦桃仁、枇杷仁、李子仁和樱桃仁等。苦杏仁中含有的苦杏仁苷在苦杏仁酶的作用下水解产生苯甲醛、葡萄糖、HCN，化学反应式为：

C20
 OH27
 NO11
 +2H2
 O—→2C6
 H12
 O6
 +HCN+C6
 H5
 CHO

食入苦杏仁后，其所含的苦杏仁苷在口、食管、胃和肠中遇水，经苦杏仁酶作用产生氢氰酸。胃肠吸收氢氰酸后，氰离子与细胞色素氧化酶的铁结合，阻止细胞色素氧化酶传送氧的作用，导致细胞的正常呼吸不能进行，引起中毒。苦杏仁苷致死量约为1g。小孩吃6粒，成人吃10粒苦杏仁就能引起中毒；小孩吃10～20粒、成人吃40～60粒就可致死。苦桃仁致死量以体重计为0.6 g/kg，枇杷仁致死量以体重计为2.5～4 g/kg。

三、处理和预防

生氰糖苷有较好的水溶性，水浸可去除产氰食物的大部分毒性。类似杏仁的核仁类食物及豆类在食用前大都需要较长时间的浸泡和晾晒。木薯是南美和北非居民摄取碳水化合物的主要来源，人们将其切片，用流水研磨可除去其中大部分的生氰糖苷和氢氰酸。发酵和煮沸同样用于木薯粉的加工，尽管如此，一般的木薯粉中仍含有相当量的氰化物。

从理论上讲，加热可灭活糖苷酶，使之不能将生氰糖转化为有毒的氢氰酸。但事实上，经高温处理过的木薯粉食物对人和动物仍有不同程度的毒性。虽然用纯的生氰糖苷（如苦杏仁苷）大剂量喂饲豚鼠一般不产生毒性反应，而且生氰糖苷在人的唾液和胃液中都很稳定，但食用煮熟的利马豆和木薯仍可造成急性氰化物中毒。这一事实说明人的胃肠道中存在的某种微生物，可分解生成氰糖苷并产生氢氰酸。

改变饮食中的某些成分可避免慢性氰化物中毒。氰化物导致的视神经损害通常只见于营养不良人群。如果膳食中有足够多的碘，由氰化物引起的甲状腺肿就不会出现。食物中的含硫化合物可将氰化物转化为硫氰化物，膳食中缺乏硫可导致动物对氰化物去毒能力的下降。而长期食用蛋白质含量低而氰化物含量较高的食物，会加重硫缺乏状况。因此，食用含氰化葡萄糖苷的食物不仅可直接导致氰化物中毒，还可间接造成特征性蛋白质的营养不良症。

第三节 蚕豆病和山黧豆中毒

一、蚕豆病

蚕豆病（Favism）是食用蚕豆（Vicia faba
 ）而引起的急性溶血性贫血症。蚕豆病是我国和地中海地区居民特有的食物中毒现象，发病人群中男性多于女性。该病对婴儿和儿童威胁较大。成人很少死于蚕豆病，只有婴儿和儿童才有蚕豆病的死亡报道。蚕豆病的中毒症状包括：面色苍白、身体疲劳、呼吸短促、恶心、腹痛、发热和寒战，严重者会出现肾衰竭。通常在食用蚕豆24 h内会出现中毒症状，症状可持续2 d以上，并可自发性恢复。

由于无法建立合适的蚕豆病动物模型，因而大大阻碍了蚕豆病的病理学研究。研究发现，蚕豆病患者的血红细胞的葡萄糖 -6-磷酸脱氢酶（G6 PD）和还原性谷胱甘肽（GSH）的含量很低。G6 PD在葡萄糖代谢生成还原性辅酶I（I NADPH）中起催化作用，GSH是人体主要的抗氧化物和脱毒物质。NADPH与氧化性谷胱甘肽（GSSG）反应产生GSH，因此G6 PD水平降低导致细胞缺乏GSH。

蚕豆的毒性物质可能是嘧啶衍生物蚕豆双嘧啶（divicine）和异脲咪（isouramil），该物质是蚕豆嘧啶葡萄糖苷（vicine）和蚕豆脲咪葡萄糖苷（convicine）的苷元（见图14-6）。在实验室条件下发现，这些物质的迅速氧化可促进溶液中的GSH向GSSG的非酶性转化。因此有理由认为蚕豆病是由蚕豆嘧啶葡萄糖苷在植物或肠道中经过酶作用产生的这些嘧啶衍生物引起的。这一假说还需合适的动物和人体实验验证。不过，通过人体红细胞悬液实验发现，蚕豆提取物对蚕豆病患者红细胞的GSH水平有明显影响，而对正常人红细胞的GSH水平则没有这么敏感。
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图14-6 蚕豆中的活性物质



二、山黧豆中毒

山黧豆是蝶形花科香豌豆属（也称作山黧豆属）的一年生植物，山黧豆籽实含蛋白质2.5 %左右，其水解产物含17种哺乳动物所需要的氨基酸，营养价值高，且耐寒、耐旱、稳产、高产，是一种较理想的倒茬作物，在我国的西北、东北和西南的干旱地区都有种植，特别是渭北高原一带，种植山黧豆一般较豌豆增产20 %左右，因此也有人用山黧豆代替豌豆，作为人的粮食和家畜饲料，从而引起家畜及人的中毒。在所有中毒病例中，引起中毒最多的是种子。山黧豆中毒（lathyrism）是食用山黧豆属的豆类如野豌豆、鹰嘴豆和卡巴豆（garbanzos）而引起的食物中毒现象。山黧豆中毒有两种表现形式：骨病性山黧豆中毒（osteolathyrism）和神经性山黧豆中毒（neorolathyrism）。此病在印度等亚洲国家的贫瘠山区仍有流行。

动物食用了山黧豆属的豆类都会引起山黧豆中毒性骨病，其病征为骨头畸形和骨关节脆弱。引起该病的山黧豆毒性物质为β-L-谷氨酰丙腈（BAPN，见图14-7）。给小鼠食物中添加BAPN含量达到0.1 % ～0.2 %水平时，小鼠的骨骼变性和关节破裂的情况会有所增加。研究表明，BAPN主要抑制组织与骨间的基本蛋白——胶原蛋白交联。胶原蛋白的交联首先由肽链上的赖氨酸的赖氨酸残基与相邻肽链上的氨基酸结合，从而形成交联的不溶性胶原。BAPN不可逆地抑制赖氨酸氧化酶的活性，从而抑制了胶原的形成，导致成骨及生长中的软骨及骨间组织损伤。
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图14-7 山黧豆的活性物质



神经性山黧豆中毒是由长期（超过3个月）食用山黧豆而引起的神经损伤性疾病，病症为腿麻痹加强、肌肉无力、僵直。此病多见于年轻人，发病经常很突然。最初的研究表明，将山黧豆提取物注射到雏鸡中会引起其抽搐和其它神经损伤症状。在这些早期研究中，从栽培山黧豆中分离出了β
 -N
 -草酰基-L-α
 ，β
 -二氨基丙酸（ODAP，见图14-7），研究发现，ODAP可使幼鼠、小豚鼠和小狗的神经受损。松鼠猴在接受腹膜注射ODAP时会出现神经受损症状，在猴的小脑中也可测到不同浓度的ODAP。尽管ODAP引起人类神经性山黧豆中毒这一假说还未得到证实，但目前的动物研究资料支持这一假说。

ODAP对神经系统产生毒性反应的机制仍不明，然而有证据表明，ODAP可导致神经触突释放的谷氨酸累积。ODAP是谷氨酸的类似物，可竞争性抑制老鼠和猴神经系统触突组织对谷氨酸的吸收，但这是否会导致神经性中毒还需进一步研究。

第四节 外源凝集素和过敏原

一、外源凝集素

外源凝集素（lectins）又称植物红细胞凝集素（hemagglutinin），是植物合成的一类对红细胞有凝聚作用的糖蛋白，含碳水化合物4 % ～10 %，可专一性结合碳水化合物，从而影响动物的生长。1889年，Stillmark首次发现蓖麻子中的一种蛋白质能够使红细胞发生凝集作用，随后人们把这种蓖麻蛋白称为“植物红细胞凝集素”。自那以后，科学家发现豆类种子中也普遍存在这种蛋白质，但其凝集红细胞的活性有很大差别。外源凝集素广泛存在于800多种植物（主要是豆科植物）的种子和荚果中。其中有许多种是人类重要的食物原料，如大豆、菜豆、刀豆、豌豆、小扁豆、蚕豆和花生等。

外源凝集素由结合多个糖分子的蛋白质亚基组成，多数凝集素的分子质量为100～150 ku，为天然的红细胞抗原。其中多数是含有四个亚基的蛋白质分子，少数仅含两个亚基。每个亚基都有一个与糖结合的部位。这种多价性是其凝集细胞或使糖蛋白沉淀的原因。当蛋白分子分解成亚基，凝集细胞作用消失。各类凝集素的结构、性质等，目前并不完全清楚。外源凝集素比较耐热，80℃数小时不能使之失活，但100℃温度下1 h可破坏其活性。外源凝集素对实验动物有较高的毒性。在小鼠的食物中加入0.5%的黑豆凝集素可引起小鼠生长迟缓，连续两周用0.5%的菜豆凝集素喂饲小鼠可导致其死亡。大豆凝集素的毒性相对较小，但以1%的含量喂饲小鼠也可引起其生长迟缓。大豆凝集素的LD50
 约为50mg/kg体重。蓖麻凝集素（ricin）的毒性非常高，其LD5
 （0腹腔注射）为0.05mg/kg体重。所以用蓖麻作动物饲料时，必需严格加热，以去除饲料中的蓖麻凝集素。

外源凝集素是天然的红细胞抗原。实验动物食用生的大豆脱脂粉会导致其生长迟缓，一半原因应归于其中的外源凝集素。研究发现，凝集素的毒性主要表现在它可以和小肠细胞表面的特定部位发生结合作用，而这种结合可对肠细胞的生理功能产生明显的不良影响，最为严重的是损害胃肠细胞从胃肠道中吸收蛋白质、糖类等营养成分的功能，从而导致营养素缺乏，生长抑制，严重时可引起死亡。但去除外源凝集素的生大豆脱脂粉，其营养价值只有轻微的提高。生大豆粉除外源凝集素外，同时也含有胰蛋白酶抑制剂，该物质抑制胰腺分泌过量的蛋白酶，阻碍肠道对蛋白质的吸收（见下文）。另外，一些豆类储藏蛋白（如7S菜豆球蛋白）对消化道蛋白酶的敏感性不高，故豆类蛋白及其制成品普遍存在消化率不高的问题，这也是引起动物生长迟缓的原因之一。

去除红细胞凝集素的最简单有效的方法就是高压蒸汽加热，30 min可以达到去除目的。但是凝集素对干热钝化处理有抗性，有人用干热加热18 h，扁豆仍可检出红细胞凝集素活性。所以用生豆粉制作烘烤食品时应十分谨慎。近年来，因食用未煮熟的菜豆而引起的食物中毒事故时有发生。因此，在食用新鲜豆角类食品时，首先要用清水浸泡去毒，烹饪时一定要加热熟透，以防中毒。

二、过敏原

食物过敏往往被一般消费者表述为对某一特定食物难以解释的不良反应。但从严格意义上讲，“过敏”是指接触（摄取）某种外源物质后所引起的免疫学上的反应，这种外源物质就称为过敏原（allergen）。由食品成分引致的免疫反应主要是由免疫球蛋白E（im-munoglobin E，IgE）介导的速发过敏反应（immediate hypersensivty）。其过程首先是B淋巴细胞分泌过敏原特异的IgE抗体，敏化的IgE抗体和过敏原在肥大细胞和嗜碱细胞表面交连，使肥大细胞释放组胺等过敏介质，从而产生过敏反应。

速发过敏反应的症状往往在摄入过敏原后几分钟内发作，不超过1h。影响的器官主要包括皮肤、嘴唇、呼吸道和胃肠道，甚少影响中枢神经。过敏的主要症状为皮肤出现湿疹和神经性水肿、哮喘、呕吐、腹泻、眩晕和头痛等，严重者可能出现关节肿和膀胱发炎，较少有死亡的报道。产生特定的过敏反应与个体的身体物质和特殊人群有关，例如在美国，花生制品无论对成人还是儿童都是主要的过敏食品，而对中国人则不然。一般而言，儿童对食物过敏的种类和程度都要远比成人强。

从理论上讲，食品中的任何一种蛋白质都可使特殊人群的免疫系统产生IgE抗体，从而产生过敏反应。但实际上仅有较少的几类食品成分是过敏原，这些食品包括牛乳、鸡蛋、虾和海洋鱼类等动物性食品，以及花生、大豆、菜豆和马铃薯等植物性食品（见表14-5）。过敏原大多是分子质量较小的蛋白质，它们的分子质量为10～70 ku。植物性食品的过敏原往往是谷物和豆类种子中的所谓“清蛋白”（albumin），许多过敏原仍未能从种子中纯化和鉴定出来，例如花生的过敏原。


表14-5 食品中的过敏原
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第五节 消化酶抑制剂

许多植物的种子和荚果中存在动物消化酶的抑制剂，如胰蛋白酶抑制剂（Trypsin in-hibitor）、胰凝乳蛋白酶抑制剂（Chrymotrypsin inhibitor）和α-淀粉酶抑制剂（α-Amylase inhibitor）。这类物质实质上是植物为繁衍后代，防止动物啃食的防御性物质。豆类和谷类是含有消化酶抑制剂最多的食物，其它如马铃薯、茄子、洋葱等也含有此类物质。

一、消化酶抑制剂的分布

目前，已从多种豆类（大豆、菜豆和花生等）及蔬菜种子中纯化出各种胰蛋白酶及胰凝乳蛋白酶的抑制剂。多数豆类种子的蛋白酶抑制剂约占其蛋白总量的8 % ～10 %，占可溶性蛋白量的15 % ～25 %。胰蛋白酶抑制剂根据氨基酸序列同源性分为Kunitz及Bowman-Birk抑制剂（KTI与BBTI）两类，其中，BBTI也同时是胰凝乳蛋白酶抑制剂。Kunitz抑制剂分子质量为20～25 ku；由181个氨基酸组成，活性中心位于63位的精氨酸和64位的异亮氨酸上，可定量地结合胰蛋白酶，使其失活，生大豆中约含Kunitz控制剂1.4 %。BBTI分子质量较小，为6～10 ku，由71个氨基酸组成，有两个活性中心，即胰蛋白酶中心，位于第16位的赖氨酸和第17位的丝氨酸上；胰凝乳蛋白酶中心，位于第44位的亮氨酸和第45位的丝氨酸上，大豆中约含Bowman-Birk抑制剂0.6 %。大豆和菜豆的胰蛋白酶抑制剂和胰凝乳蛋白酶抑制剂活性具有较强的耐热耐酸能力。大豆和菜豆在80℃干热处理24 h，其胰蛋白酶抑制活性几乎没有任何降低。100℃干热处理24 h仍有70 % ～90 %的残留活性。150℃湿热处理仍有7.6 %的残留活性，加热不能彻底钝化豆类蛋白的蛋白酶抑制剂活性。由于许多胰蛋白酶抑制剂具有很强的耐热性，因此，经热处理的植物蛋白制成品，特别是含植物蛋白配方的婴儿食品也存在安全性问题。

杨晓泉（1999年）采用低pH溶液（50 mmol/L醋酸）提取，丙酮分级沉淀和DEAE-Sephrose柱层析的方法，钝化了花生胰蛋白酶抑制剂（PTI）。研究表明，花生胰蛋白酶抑制剂的分子质量为5～8 ku。根据花生胰蛋白酶抑制剂的分子质量和氨基酸组成，将其归属于Bowman-Birk胰蛋白酶抑制剂（BBTI）。花生胰蛋白酶抑制剂比大豆BBTI的分子质量更小，耐热耐酸能力更强。

α-淀粉酶抑制剂主要存在于大麦、小麦、玉米、高粱等禾本科作物的种子中，是一种耐热的小分子质量蛋白质，分子质量为6～14 ku。α-淀粉酶抑制剂可抑制动物（包括人）对淀粉的吸收利用。绝大多数豆类种子同时也含有α-淀粉酶抑制剂。豆类种子的α-淀粉酶抑制剂大多含有糖基配体，含量为7.5 % ～14.5 %不等，一般含有3～4个亚基。如果在PAGE中加入尿素，α-淀粉酶抑制剂将依据其糖基配体含量的多少以及亚基数目分成不同的组分。近年来发现抑制剂有双功能现象，一些豆科种子的胰蛋白酶抑制剂也被发现是α-淀粉酶的抑制剂；而在一些豆类种子中发现的α-淀粉酶抑制剂也具有过敏原性，而且与血凝集素有很强的同源性，说明这类营养限制因子具有共同的结构特征。

二、消化酶抑制剂的毒性

研究表明，蛋白酶抑制剂的毒性作用包括两个方面：一方面抑制蛋白酶的活性，降低了食物蛋白质的水解和吸收，从而导致胃肠不良反应和症状产生，同时也影响动物生长；另一方面，它可刺激胰腺增加其分泌活性，作用机制为通过负反馈作用来实现。这样就增加了内源性蛋白质、氨基酸的损失，使动物对蛋白质的需要增加。所以蛋白酶抑制剂从卫生和营养两方面对机体造成损害。

豆类中的胰蛋白酶抑制剂和α-淀粉酶抑制剂是营养限制因子。用含有胰蛋白酶抑制剂的生大豆脱脂粉饲喂实验动物可造成其明显的生长停滞。给小鼠及其它动物饲喂具胰蛋白酶抑制活性的植物蛋白可明显抑制其生长，并导致胰腺肥大、增生及胰腺瘤的发生。大豆蛋白中高水平的某些必需氨基酸可同胰蛋白酶伴随的高分泌结合反应，可造成生大豆的营养吸收不良的结果。在生大豆中选择去除胰蛋白酶抑制剂，可使胰腺肥大率减低4%。含有残留耐热胰蛋白酶抑制剂的大豆食品亦可引致小鼠胰腺肥大。另外，在供应的生大豆餐的某些氨基酸中去除生长抑制物后，不会造成胰腺肥大的结果。因此，以上结果显示，在饮食中含有大量导致胰腺分泌过度的蛋白质，会造成氨基酸的缺乏并伴随生长抑制。

去除蛋白酶抑制剂有效、最简单的办法就是高温加热钝化。采用常压蒸汽加热处理30 min、0.1 MPa压力加热10～25 min，即可破坏大豆中的胰蛋白酶抑制剂。

第六节 生物碱糖苷

一、龙葵碱糖苷

生物碱是一类含氮的有机化合物，有类似碱的性质，可与酸结合成盐，大多具有复杂的环状结构，且氮素包含在环内。生物碱绝大多数存在于植物中，至少有120多个属的植物含有生物碱。生物碱的种类很多，已知的生物碱有2000种以上，分布于100多个科的植物中，如罂粟科、茄科、毛茛科、豆科、夹竹桃科等。存在于食用植物中的主要是龙葵碱（solanine）、秋水仙碱（colchocine）及吡咯烷生物碱等。

龙葵碱是一类胆甾烷类生物碱，是由葡萄糖残基和茄啶（solanidine）组成的一种弱碱性生物碱苷，又名茄碱、龙葵毒素、马铃薯毒素，分子式为C45
 H73
 NO15
 ，结构式如图14-8所示。龙葵碱不溶于水、乙醚、氯仿，能溶于乙醇，与稀酸共热生成茄啶（C27
 H43
 NO）及一些糖类。茄啶能溶于苯和氯仿。龙葵碱广泛存在于马铃薯、番茄及茄子等茄科植物中。

龙葵碱糖苷有较强的毒性，主要通过抑制胆碱酯酶的活性造成乙酰胆碱不能被清除而引起中毒反应。胆碱酯酶是水解乙酰胆碱为乙酸盐和胆碱的酶。乙酰胆碱存在于触突的末端囊泡中，是重要的神经传递物质。许多植物成分可抑制胆碱酯酶的活性。龙葵碱对胃肠道黏膜有较强的刺激性和腐蚀性，对中枢神经有麻痹作用，尤其对呼吸和运动中枢作用显著；对红细胞有溶血作用，可引起急性脑水肿、胃肠炎等。中毒的主要症状为胃痛加剧，恶心和呕吐，呼吸困难、急促，伴随全身虚弱和衰竭，甚至可导致死亡。除龙葵碱外，最著名的生物碱是毒扁豆碱（physostigmine，见图14-8），该物质来源于西非的一种不可食用的豆类——卡里巴豆。目前主要的杀虫剂——氨基甲酸酯就是根据毒扁豆碱的结构合成的。

龙葵碱糖苷经水解后则生成茄啶及鼠李糖（Rham）、半乳糖（Gal）、葡萄糖（Glu）各一分子。
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图14-8 胆甾烷类生物碱的结构



马铃薯的龙葵碱苷含量随品种和季节的不同而有所不同，含量一般为20～100 mg/kg新鲜组织。马铃薯中的龙葵碱主要集中在其芽眼、表皮和绿色部分，其中芽眼部位的龙葵碱数量约占生物碱糖苷总量的40 %。发芽、表皮变青和光照均可大大提高马铃薯中的龙葵碱糖苷含量，可增加数十倍之多。如将马铃薯暴露于阳光下5d，其表皮中的生物碱糖苷量可达到500～700 mg/kg，而一般人只要口服200 mg以上的龙葵碱即可引起中毒、严重中毒和死亡。

食用了发芽和绿色的马铃薯可引起中毒，在毒性实验中，志愿者直接服用龙葵碱的中毒症状与绿色马铃薯中毒的情形相似，摄取约3 mg/kg体重的量可导致嗜睡、颈部瘙痒、敏感性提高和潮式呼吸，更大剂量可导致腹痛、呕吐、腹泻等胃肠症状。

虽然绿色马铃薯中毒和急性龙葵碱糖苷中毒的症状非常相似，从而确认龙葵碱糖苷是致病因子，但是绿色马铃薯所含龙葵碱糖苷的量并不足以产生中毒症状。在两例马铃薯中毒的病例中测得绿色马铃薯的总生物碱糖苷含量约为420 mg/kg，如果假定生物碱糖苷的50 %是龙葵碱糖苷，病人将需要食用相当于1 kg的绿色马铃薯（约含200 mg龙葵碱）才能出现中毒症状。动物实验表明，龙葵碱糖苷具有较低的口服毒性，对绵羊、老鼠和小鼠的LD50
 分别为500mg/kg体重、600mg/kg体重和1000mg/kg体重。因此，可以肯定龙葵碱糖苷并不是引起绿色马铃薯中毒的唯一原因，它可能同其它微量的马铃薯成分共同起作用。龙葵碱糖苷和马铃薯其它成分的毒理学原理需要进一步进行研究。

预防中毒的措施首先是将马铃薯贮存在低温、无直射阳光照射的地方，防止发芽。不吃生芽过多、有黑绿色皮的马铃薯。轻度发芽的马铃薯在食用时应彻底挖去芽和芽眼，并充分削去芽眼周围的表皮，以免食入毒素而引起中毒。

二、吡咯烷生物碱

吡咯烷生物碱（见图14-9）是存在于多种植物中的一类结构相似的物质。这些植物包括许多可食用的植物（如千里光属、猪屎豆属、天芥茶属）。许多含吡咯烷生物碱的植物也被用作草药和药用茶，例如日本居民常饮的雏菊茶中就富含吡咯烷生物碱。目前，从各种植物中分离鉴定出结构的吡咯烷生物碱有200多种。吡咯烷生物碱可通过茶、蜂蜜及农田污染物进入人体。
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图14-9 吡咯烷生物碱的结构



吡咯烷生物碱可引起肝脏静脉闭塞及肺部中毒。1972年，美国曾发生马和牛因食用含吡咯烷生物碱的植物造成大量中毒死亡的事件；在非洲和阿富汗也发生过大规模的吡咯烷生物碱中毒事件。

研究发现，许多种吡咯烷生物碱具有致癌作用。以含0.5 % 长荚千里光（Senecio longilobus
 ）提取物的食物喂饲小鼠，结果存活下来的47只小鼠中有17只患上肿瘤。在另一实验中，将吡咯烷生物碱以25 mg/kg经胃内给予小鼠，处理组的小鼠癌诱导发生率为25 %。每周给小鼠皮下注射7.8 mg/kg的毛足菊素（lasiocarpine）1年，也可诱导出皮肤、骨、肝和其它组织的恶性肿瘤。目前吡咯烷生物碱对人类的致癌性仍不清楚。

吡咯烷生物碱的致癌性和诱变性取决于其形成最终致癌物的形式。吡咯烷核中的双键是其致癌活性所必需的，该位置是形成致癌的环氧化物的关键。除环氧化物可发生亲核反应外，在双键位置上产生脱氢反应生成的吡咯环同样也可发生亲核反应，从而造成遗传物质DNA的损伤和癌的发生。

第七节 血管活性胺

许多动植物来源的食品中含有各种生物活性胺。肉和鱼类制品败坏后产生腐胺（pu-trescine）和尸胺（cadaverine），而某些植物如香蕉和鳄梨本身含有天然的生物活性胺，如多巴胺（dopamine）和酪胺（tyramine）。一些食品，如过期的奶酪中往往含有大量的酪胺，奶酪依据其成熟度，酪胺的含量为20～2000 μg/g不等。这些外源多胺对动物血管系统有明显的影响，故称血管活性胺（见图14-10）。表14-6列出了一些植物中的生物活性胺含量。
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图14-10 血管活性胺的结构




表14-6 一些植物中的生物活性胺含量 单位：μg/g
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多巴胺又称儿茶酚胺（catecholamines），是重要的肾上腺素型神经细胞释放的神经递质。该物质可直接收缩动脉血管，明显提高血压，故又称增压胺。酪胺是哺乳动物的异常代谢产物，它可通过调节神经细胞的多巴胺水平间接提高血压。酪胺可将多巴胺从贮存颗粒中解离出来，使之重新参与血压的升高调节。

一般而言，外源血管活性胺对人的血压没有什么影响。因为它可被人体内的单胺氧化酶（MAO）和其它酶迅速代谢。MAO是一种广泛分布于动物体内的酶，它对作用于血管的活性胺水平起严格的调节作用。但是当MAO被抑制时，外源血管活性胺可使人出现严重的高血压反应，包括高血压发作和偏头痛，严重者可导致颅内出血和死亡。这种情况可能出现在服用MAO抑制性药物的精神压抑患者身上。此外，啤酒中也含有较多的酪胺，糖尿病、高血压、胃溃疡和肾病患者往往因为饮用啤酒而导致高血压的急性发作。其它含有酪胺的植物性食品也可引起相似的反应。

第八节 天然诱变剂

目前，已从许多高等和低等植物中发现多种具有致突变和致癌性的代谢物，最典型的例子是苏铁植物中的苏铁素（甲基氮化甲氧糖苷）。用苏铁果实和糖一起熬制的果酱是世界上许多热带和亚热带居民的主要食品之一。研究发现苏铁素可引起6种实验动物产生恶性肿瘤，其中包括对各种化学致癌物有强烈抵抗能力的豚鼠。以苏铁果实为主食的居民的肝癌、胆囊癌的发病率也非常高。另一个例子是东南亚地区居民的口腔癌发病率非常高，这与他们有吃槟榔的习惯密切相关。槟榔果中所含的糖苷也有较强的致突变和致癌能力。

一、咖啡碱和茶碱

咖啡碱（caffeine）也称为咖啡因，是一种嘌呤类生物碱，广泛存在于咖啡豆、茶叶和可可豆等食源性植物中，是这类饮料中的主要兴奋成分。一杯咖啡中含有75～155 mg的咖啡因，一杯茶中的咖啡因含量为40～100 mg。咖啡碱对人的神经中枢、心脏和血管运动中枢均有兴奋作用，并可扩张冠状和末梢血管，咖啡碱利尿，松弛平滑肌并增加胃肠分泌。咖啡碱虽然可快速消除疲劳，但过度摄入可导致神经紧张和心律不齐。

成人摄入的咖啡碱一般可在几小时内从血中代谢和排出，但孕妇和婴儿的清除速率显著降低。咖啡碱的LD50
 为200mg/kg体重，属中等毒性范围。动物实验表明咖啡碱有致突变和致癌作用，但在人体中并未发现有以上任何结果。曾有人研究过乳房肿块、膀胱癌和咖啡碱的关系，但没有确凿的证据证明二者有关。唯一明确的是咖啡碱对胎儿有致畸作用。因此最好是禁止孕妇食用含咖啡碱的食品。

二、黄樟素及其类似物

黄樟素（safrole）是许多食用天然香精如黄樟精油、八角精油和樟脑油的主要成分，约占黄樟精油的80 %。黄樟素在用肉豆蔻、日本野姜、加州月桂等香料制成的香精中也有少量存在。黄樟精油常被用作啤酒和其它酒的风味添加成分。黄樟树（Sassafras albi-dum
 ）树根皮也是流行的一种药用滋补茶——黄樟茶的主要成分。此外，腐烂的生姜中含有较多的黄樟素。美国食品与药物管理局（FDA）的研究显示，黄樟素是白鼠和老鼠的致肝癌物。在小鼠的饲料中添加0.04 % ～1 %的黄樟素，150 d到2年可诱导小鼠产生肝癌。鉴于上述结果，在美国不再允许黄樟素作为食物添加剂。此外，黄樟素的类似物——β
 -细辛脑（β
 -asarone）也在被禁之列，因为在高剂量喂饲老鼠的实验中，发现其可导致小鼠产生结肠癌。

黄樟素经过代谢转化为活性致癌物的过程目前已经比较清楚。如图14-11所示，黄樟素在小鼠体内首先代谢为苯乙醇形式，接着被激活转化为乙酸盐或硫酸盐，成为最终的致癌物。后者的双键因其亲电性与遗传物质DNA发生反应，最终可导致癌的发生。
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图14-11 黄樟素的代谢途径



三、细胞松弛素

细胞松弛素（Phytoalexins）是植物对环境应激反应产生的类似抗生素的物质。各种入侵的生物体，如细菌、病毒、真菌和线虫均可使植物产生细胞松弛素。植物在经受寒冷、紫外线照射、物理损害以及杀虫剂处理时也能诱导产生细胞松弛素。这些植物诱导产生的成分对动物具有潜在的毒性。许多植物次生代谢产物如异黄酮和萜类化合物具有细胞松弛素的杀菌活性。

大豆感染了Phytophthera megasperma
 真菌时产生大豆松弛素（glyceolin），它可在一段时间内聚集，其浓度由未被发现增至被感染组织干重的10 %。同样，马铃薯感染Phytoph-thora infestans
 菌时产生马铃薯松弛素（phytuberin），该物质明显抑制真菌的生长。这一现象在许多其它植物如花生、绿豆、宽豆、大豆、胡萝卜和甜菜中也可观察到。植物细胞松弛素大多是异类黄酮或萜类化合物（见图14-12），说明植物在经受不良环境时，其正常的代谢会发生改变。
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图14-12 植物松弛素的结构



目前，对甘薯产生的细胞松弛素有较为详细的研究。牛食用腐烂的甘薯导致严重的呼吸窘迫、肺水肿、充血以致死亡。从腐烂的甘薯中分离出几种毒性萜类化合物，其中两种为甘薯黑疤霉酮（ipomeamaronoe）和甘薯黑疤霉醇（ipomeamaronol）（见图14-13）。这两种毒物可导致实验动物发生肝退化性变性，LD50
 约为230mg/kg体重。从受感染的甘薯芽眼部位分离到的另两种细胞松弛素是4-甘薯黑疤霉二醇（4-ipomeanol，LD50
 为38mg/kg体重）和1-甘薯黑疤霉二醇（1-ipmeanol，LD50
 为79mg/kg体重），该物质是致肺水肿因子。用这种物质饲喂小鼠引起的急性毒性反应症状和食用腐烂甘薯引起的急性中毒症状是无法区别的。
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图14-13 甘薯黑疤霉酮及其衍生物

R=H：甘薯黑疤霉酮R1
 =H，R2
 =O：甘薯黑疤霉二酮

R=OH：甘薯黑疤霉醇R1
 =OH，R2
 =0H：甘薯黑疤霉二醇



人类食用的只有轻微损伤的甘薯中也含有甘薯黑疤霉酮，其含量为0.1～7.8 mg/g，可产生一定的毒性。这些毒性萜在普通烹调条件下表现很稳定，但在用微波煮或烘烤的情况下，甘薯中的甘薯黑疤霉酮含量会降低80 % ～90 %。

四、类黄酮

类黄酮（flavonoids）是植物重要的一类次生代谢产物，它以结合态（黄酮苷）或自由态（黄酮苷元）形式存在于水果、蔬菜、豆类和茶叶等许多食源性植物中。槲皮素（querce-tin）是最典型的类黄酮，其在C3
 位羟基上结合糖分子即形成植物中普遍的成分——芸香苷（芦丁）。柑橘属的多种水果均含有大量的黄酮化合物，如橘红素（tangeretin）和川陈皮素（nobiletin）。大豆中含有一种异黄酮化合物——大豆异黄酮。茶叶中的茶多酚是由没食子酸和类黄酮——儿茶酚组成的（见图14-14）。
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图14-14 类黄酮化合物的结构



在Ames试验中发现，槲皮素具有致诱变性，没有代谢活性，但在反应系统中加入肝提取物可明显地增加其诱变活性。长期的动物饲喂研究表明槲皮素不仅不是致癌物质，而且具有一定的抗癌活性。事实上，目前已发现61种黄酮化合物中有11种具有抗突变作用，其中有多种对致癌物诱导的动物模型恶性肿瘤有抑制作用，如橘红素和川陈皮素等。

五、麦芽酚

麦芽酚（Maltol）和乙基麦芽酚（见图14-15）作为食品增香剂添加于焙烤食品、冰淇淋和糖果中，其中麦芽酚的添加量约为110 μg/kg，乙基麦芽酚的添加量约为20 μg/kg。据计算，麦芽酚和乙基麦芽酚的平均每日摄取量为5～29 mg，但在某些人群中，实际的消耗水平可能是这一平均量的好几倍。
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图14-15 麦芽酚的结构



麦芽酚、乙基麦芽酚和二乙酰麦芽酚为1，2-二羰基化合物，该系列的化合物在Ames试验中表现为弱诱变剂。但在从正常食物来源中摄取这类物质的人当中，并未发现致病的病例。用狗进行的毒性试验表明，麦芽酚和乙基麦芽酚在口服后，迅速转化为无毒的葡萄苷酸衍生物；同样的过程也可能发生在人身上。

实际上，人们通过食物对1，2-二羰基化合物的摄取量相当大，绝不止于麦芽酚和乙基麦芽酚。食物中酶促褐变和非酶促褐变反应的中间体大多为1，2-二羰基化合物，这些化合物在Ames实验中都是弱诱变剂，但没有证据显示这些物质具有致癌活性。

（罗安伟）

思考题

1. 致甲状腺肿物质主要有哪几类？它们各具有哪些毒性？

2. 分析因食用苦杏仁而引起食物中毒的原因，并说明如何处理和预防苦杏仁中毒。

3. 举例说明常见消化酶抑制剂的种类，并说明它们各具有哪些毒性。

4. 分析引起马铃薯食物中毒的原因及预防措施。

5. 常见的天然诱变剂有哪些？它们各具有哪些毒性？


第十五章 食品中的生物毒素

真菌（fungi）在新陈代谢过程中可产生大量化学结构各异的生物活性物质，许多这类物质对人和动物具有毒性，被称为真菌毒素。真菌毒素一般分为霉菌毒素（mycotoxins）和蘑菇毒素（mushroom toxins）两类。霉菌毒素通常是指丝状真菌产生的毒素。

人类对真菌毒素的认识已有几个世纪。公元前1世纪就记载腐败的谷物可引起某些疾病，或导致怀孕妇女流产或出现畸胎。霉变的饲料可使家畜的生长减缓、导致其出现畸胎并引起其死亡。但在早期的研究中，研究者并未考虑发霉的食物对人类健康的长期影响，直到20世纪60年代，人们才认识到有些霉菌毒素不仅具有很强的毒性，而且也是人类重要的致癌物质。目前已知的真菌毒素已有200种以上，其中有相当部分具有较强的致癌和致畸性，其中最重要的霉菌毒素是黄曲霉毒素（aflatoxin）。

目前已知的产毒真菌主要有：① 曲霉菌属：包括黄曲霉（Aspergillus flavus
 ）、赭曲霉（A.ochraceus
 ）、杂色曲霉（A.versicolor
 ）、烟曲霉（A.fumigatus
 ）、构巢曲霉（A.midulans
 ）等；② 青霉菌属：包括岛青霉（Penicillium islandicum
 ）、橘青霉（P.citrinum
 ）、黄绿青霉（P.cit-reoviride
 ）、扩展青霉（P.expansum
 ）、圆弧青霉（P.cyclopium
 ）、皱褶青霉（P.rugulosum
 ）和荨麻青霉（P.urticae
 ）等；③ 镰刀菌属：包括梨孢镰刀菌（Fusarium poae
 ）、拟枝孢镰刀菌（P. sporotrichioides
 ）、三线镰刀菌（F.tricinctum
 ）、雪腐镰刀菌（F.nivale
 ）、粉红镰刀菌（F.rose-um
 ）、禾谷镰刀菌（F.graminearum
 ）等；④其它菌属：如绿色木霉（Trichoderma viride
 ）、漆斑菌属（Myrothecium toda
 ）、黑色葡萄状穗霉（Stachybotus corda
 ）等。

霉菌种类很多，所以产生的毒素也很多。目前已知的霉菌毒素约有200种。比较重要的有黄曲霉毒素、赭曲霉素、杂色曲霉素、岛青霉素、黄天精、环氯素、展青霉素、橘青霉素、皱褶青霉素、青霉酸、圆弧青霉偶氮酸、二氢雪腐镰刀菌烯酮、F-2毒素、T-2毒素等。目前对霉菌毒素的分类尚无较好方法，有人曾按霉菌毒素对动物的毒性作用将其分成肝脏毒、肾脏毒、神经毒、光致敏性皮炎毒和其它毒性等五类。由于一种毒素可能表现出多种毒性，而且霉菌毒素对人体的毒性作用尚未完全明确，所以目前仍主张按毒素产生的来源对霉菌毒素进行分类。

微生物产生的食源性毒素有很多种，其中另一类比较重要的毒素就是细菌毒素——也就是说，在食物被摄入之前就已经有残留的细菌在食物中或表面生长并分泌毒素。

第一节 黄曲霉毒素

一、概述

1960年，英国一家农场发生了10万只雏火鸡突然死亡的事件。解剖显示，这些火鸡的肝脏已严重坏死。经过调查发现，这些雏火鸡食用了霉变的花生粉，这是造成其肝坏死和中毒死亡的主要原因。霉变的花生粉中含有一系列由黄曲霉菌（Aspergillus flauus
 ）产生的活性物质，这些物质就是黄曲霉毒素（Aflatoxin，AF），它不仅可引起剧烈的急性中毒，而且还是目前所知致癌性最强的化学物质。
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图15-1 黄曲霉毒素的化学结构
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黄曲霉毒素是一类化学结构相似的二呋喃香豆素的衍生物，有10余种之多。根据其在紫外光下可发出蓝色或绿色荧光的特性，分为黄曲霉毒素B（1
 AFB1
 ）、黄曲霉毒素B2
 （AFB2
 ）、黄曲霉毒素G（1
 AFG1
 ）和黄曲霉毒素G（2
 AFG2
 ），其化学结构如图15-1所示。其中以AFB1
 的毒性最强。黄曲霉毒素B2
 和黄曲霉毒素G2
 的羟基衍生物称作黄曲霉毒素B2a
 和G2a
 。黄曲霉毒素微溶于水，易溶于油脂和一些有机溶剂，耐高温（280℃下裂解），故在通常的烹调条件下不易被破坏。黄曲霉毒素在碱性条件下或在紫外线辐射时容易降解。

黄曲霉菌是空气和土壤中存在的非常普遍的微生物，世界范围内的绝大多数食品原料和制成品均有不同程度的污染。黄曲霉菌在有氧、温度高（30～33℃）和湿润（89 % ～90 %）的条件下容易生长，并可淘汰其拮抗菌种如青霉菌（Penicillium
 ）和镰刀霉菌（Fusar-ium
 ）的生长，从而造成贮存的花生、玉米、大米、小麦、大麦、棉子和大豆等多种谷物的污染变质，其中，又以花生和玉米的污染最为严重。

随着对黄曲霉毒素分析水平的提高，许多食物原料和食物中的黄曲霉毒素被检测出来。从世界各地，特别是从亚洲和非洲收集的食物样品的分析显示，黄曲霉毒素可存在于小麦、木薯、玉米、花生、豌豆、小米、芝麻、高粱、大豆和甘薯中。其中玉米的阳性检出率为3.2 % ～94 %，黄曲霉毒素含量为0.18～12.5 mg/kg；花生的阳性检出率为6.2 % ～97.5 %，黄曲霉毒素含量为3.3～10 mg/kg。我国南方地区、印度、美国和一些东南亚国家的黄曲霉毒素污染率较高。1960年的研究显示，美国超过一半的花生酱样品中含有黄曲霉毒素，干燥的意大利通心面中也含有黄曲霉毒素。一般而言，如果食物和食物原料的贮存条件足够潮湿，允许黄曲霉生长但又并不足以潮湿到使其它生物生长时，都有可能含有黄曲霉毒素。

二、黄曲霉毒素的代谢

黄曲霉毒素B（1
 AFB1
 ）在生物体内的代谢和转化过程如图15-2和图15-3所示。AFB1
 至少可转化为7种代谢产物。给奶牛饲喂含黄曲霉毒素B1
 的食物时，可在牛乳中检出黄曲霉毒素M（1
 AFM1
 ），据计算约有1%的AFB1
 在牛乳中转化为该代谢物。用含黄曲霉毒素B1
 的食物饲喂绵羊和小鼠，也可在其肝、肾和尿中发现这一代谢物。在生物体内的AFM1
 约占总黄曲霉毒素代谢物量的2%，尽管黄曲霉毒素B1
 和黄曲霉毒素M1
 的急性中毒剂量几乎完全相同，但黄曲霉毒素M1
 对小鼠的致癌活性只有AFB1
 的1/10。
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图15-2 黄曲霉毒素的化学结构与其代谢产物
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图15-3 黄曲霉毒素的代谢



黄曲霉醇（Aflatoxical）是黄曲霉毒素B1
 在生物体内的还原产物，其急性毒性是黄曲霉毒素B1
 的1/20（用雏鸭生物测定）。Ames分析显示黄曲霉醇的致突变活性是黄曲霉毒素B1
 的1/15，对鳟鱼的致癌活性约为黄曲霉毒素B1
 的1/2。由于黄曲霉醇在体内可完全氧化形成黄曲霉毒素B1
 ，故其很可能是黄曲霉毒素B1
 在体内的存储池（storage pool）。但在不同的生物实验中，黄曲霉醇产生的速率与黄曲霉毒素中毒关系不大，因而其作用尚不清楚。黄曲霉毒素B1
 的其它两种代谢物是黄曲霉毒素P1
 和黄曲霉毒素Q1
 ，它们的急性毒性均低于黄曲霉毒素B1
 ，其中，黄曲霉毒素Q1
 对鳟鱼无致癌作用。

黄曲霉毒素B1
 在生物体内可代谢为不稳定的产物——黄曲霉毒素B1
 -8，9-环氧化物，该物质也是黄曲霉毒素的最终致癌物，但该代谢产物存在的证据尚不直接。代谢研究的结果表明，在一定条件下AFB1
 可形成黄曲霉毒素B1
 -8，9-二醇。另一种黄曲霉毒素B1
 的衍生物可被分离出来，即黄曲霉毒素B1
 -8，9-环氧化物结合核酸中鸟苷酸碱基的产物。

三、黄曲霉毒素的毒性

1. 急性毒性

黄曲霉毒素是一种毒性极强的化合物。黄曲霉毒素B1
 的急性毒性如表15-1所示。雏鸭和初生的大鼠对黄曲霉毒素最为敏感，随年龄增长敏感性逐渐降低。人对黄曲霉毒素B1
 也较敏感，日摄入黄曲霉毒素B1
 2～6mg即可发生急性中毒甚至死亡。黄曲霉毒素的急性中毒症状主要表现为呕吐、厌食、发热、黄疸和腹水等肝炎症状。小鼠的急性中毒反应包括伴有水肿的肝损害、胆管增生和实质性细胞坏死，恒河猴的急性中毒反应为肝脏脂肪浸润和胆管增生，并伴有静脉纤维化。因此，黄曲霉毒素的急性毒性主要表现为肝毒性。


表15-1 黄曲霉毒素单剂量的LD50
 单位：mg/kg体重
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2. 致突变性、致癌和致畸性

黄曲霉毒素在Ames实验和仓鼠细胞体外转化实验中均表现为强致突变性，它对大鼠和人均有明显的致畸作用。大鼠妊娠第15d静脉注射黄曲霉毒素B1
 80mg/kg体重可导致其出现畸胎。

黄曲霉毒素是目前所知致癌性最强的化学物质。黄曲霉毒素不仅能诱导鱼类、禽类、各种实验动物、家畜和灵长类动物的实验肿瘤，而且其致癌强度也非常大，并诱导多种癌症。当饲料中的黄曲霉毒素B1
 含量低于100μg/kg时，26周即可使敏感生物如小鼠和鳟鱼出现肝癌，其致癌活性是奶油黄的900倍，诱导肝癌的能力比二甲基亚硝胺强75倍。黄曲霉毒素除可诱导肝癌外，还可诱导前胃癌、垂体腺癌等多种恶性肿瘤。但不同种属的黄曲霉毒素的慢性中毒效应有所不同。例如，用含2mg/kg黄曲霉毒素B1
 的饲料饲喂雄性Fisher小鼠可诱发高百分率的肿瘤，但对雄性白化病小鼠喂饲相同量的黄曲霉毒素B1
 时却不能诱发肿瘤的发生。

黄曲霉毒素对人的致癌性虽然缺乏直接的证据，但大量的流行病学调查均证实，黄曲霉毒素的高水平摄入和人类肝癌的发病率密切相关。在有关主要地区，东南亚、中国南方进行的对比性研究中发现，原发性肝癌和食物中黄曲霉毒素含量的多少有关。例如我国广西扶绥县为肝癌高发区，县境内低、中和高发地区主粮中黄曲霉毒素B1
 的平均含量分别为25.6 μg/kg、56.4 μg/kg和164.8 μg/kg，人年均摄入黄曲霉毒素分别为0.638 mg、1.197 mg和6.016 mg，其各区每10万人的年均肝癌死亡率分别为14.1、30.7和131.4。此外，广西扶绥县和我国的另一个肝癌高发区——江苏启东市地处潮湿的三角洲地带，粮食易于霉变，流行病学调查发现这一地区玉米和花生所含的黄曲霉毒素B1
 含量大多超过了诱发动物肿瘤所需要的剂量。

从流行病学资料分析来看，黄曲霉毒素是否就是人类的致癌因素，仍然是科学界长期争论的问题。不管黄曲霉毒素在人类患癌中充当怎样的角色，都应尽量减少人类继续接触这些物质的机会。在黄曲霉毒素高污染区，应大力改进农作物的干燥和贮存方法，这样能有效地防止真菌污染和黄曲霉毒素的产生，对降低肝癌的发病率也是非常重要的。

鉴于黄曲霉毒素具有极强的致癌性，世界各国都对食物中的黄曲霉毒素含量作出了严格的规定。FAO/WHO规定，玉米和花生制品的黄曲霉毒素（以AFB1
 表示）最大允许含量为15 μg/kg；美国FDA规定牛乳中黄曲霉毒素的最高限量为0.5 μg/kg，其它大多数食物为20 μg/kg，动物性原料中的黄曲霉毒素最大允许含量为100 μg/kg，超标的污染食物和原料产品将被没收和销毁。我国食品中黄曲霉毒素的允许量如表15-2所示。


表15-2 我国食品中黄曲霉毒素的最大允许量 单位：μg/kg
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第二节 镰刀菌属毒素

全世界小麦、玉米产区每年都受镰孢菌不同程度的侵染，并产生镰刀菌毒素，也称镰孢菌毒素（fusariotoxins），致使粮食（小麦、玉米）不但减产，而且食用受污染的粮食或饲料，可引起人畜中毒，严重危害人的健康。镰孢菌毒素是真菌毒素的一大类，它主要是镰孢菌属（fusarium）产毒菌株产生的非蛋白质和非甾类的次生代谢产物。主要有腐马素（fumonisins）、单端孢霉烯族类（T-2 trichothecenes、deoxynivalenol等）、玉米赤霉烯酮类（zearalenone，zearalenol等）、丁烯酸内酯（butenodide）和串珠镰孢菌素（monilifomin）等组成。

一、单端孢霉烯族

单端孢霉烯族（trichothecenes）化合物是一组由某些镰刀菌种产生的生物活性和化学结构相似的有毒代谢产物。其基本化学结构是倍半萜烯，因在碳12、13位上形成环氧基，故又称12，13-环氧单端孢霉烯族化合物（12，13-epoxytrichothecenes）目前已知在谷物中存在的单端孢霉烯族化合物主要有T-2毒素、二醋酸蔗草镰刀菌烯醇（diacetoxyscirpe-nol，DAS）、雪腐镰刀菌烯醇（nivalenol，NIV）和脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol，DON）。该类化合物化学性质稳定，可溶于中等极性的有机溶剂，难溶于水。紫外光下不显荧光，耐热，在烹调过程中不易破坏。

按单端孢霉烯族化合物化学结构碳8位置上的变化，将其分成A、B、C、D四种类型。A型化合物在碳8位置上不含羰基，以T-2毒素、DAS为代表，是最大的一组。B型化合物在碳8位置上有羰基，DON、NIV等属于这一组。C型的特点是在碳7，8或碳9，10上有一个次级环氧基团。D型在碳4和碳5之间有两个酯相连。天然污染谷物和饲料的单端孢霉烯族化合物主要为A型中的T-2毒素和DAS、B型中的DON和NIV。

这类化合物毒作用的共同特点是有较强的细胞毒性、免疫抑制作用及致畸作用，部分有弱的致癌作用。

（1）T-2毒素 是三线镰刀菌和拟枝孢镰刀菌产生的代谢产物。研究表明它是食物中毒性白细胞缺乏症（ATA）的病原物质。本病的特点是发烧，鼻、喉及齿龈出血，有坏死性咽炎，进行性白细胞减少，严重时可导致败血症。根据ATA的临床症状及食物中分离出的镰刀菌认为，ATA与T-2毒素有关。T-2毒素的毒性作用极为广泛，可导致多系统多器官的损伤，尤其是淋巴组织受损最为严重，可造成淋巴细胞变性坏死，说明T-2毒素具有免疫损伤作用。T-2毒素可致胃黏膜出血及软骨损伤；并能抑制蛋白质和DNA合成；对小鼠有胚胎毒性；也有报道T-2毒素具有致癌和促癌的效应。JECFA在第56次会议上提出T-2毒素暂定的每日最大耐受摄入量（provisional maximum tolerable daily in-take，PMTDI）为60 ng/kg体重。

T-2毒素主要污染玉米、大麦、小麦、燕麦和饲料等，多数国家都有不同程度的污染，其中以欧美各国的谷物和饲料污染较为严重。T-2毒素对雏鸡和新生小鼠的LD50
 分别为1.75 mg/kg体重和10.5 mg/kg体重。T-2毒素具有致畸性和致突变性，在Ames实验中显示为诱变阳性，但致癌活性较弱，用含T-2毒素1～4 mg/kg的饲料饲喂大鼠约27个月，可观察到垂体、胰腺和十二指肠腺癌，但用低剂量饲喂小鼠和鳟鱼约一年不能诱导出肝癌。研究表明，不同物种的生物对T-2毒素有不同的反应。用0.2 mg/kg体重的T-2毒素经口喂饲猪和小鼠超过78 d，并未诱导出临床上的出血症状。许多物种可能对食物中T-2毒素的易感效力有耐受性，或者在实际发生的霉菌毒素中毒中，其它毒素可能较T-2毒素更为重要。另外，饮食和其它因素（包括不同的霉菌毒素）也可能改变了T-2毒素的毒性。

（2）二醋酸蔗草镰刀菌烯醇 该毒素主要由蔗草镰刀菌和木贼镰刀菌产生。其毒性与T-2毒素相似，可损害动物造血器官、使血细胞持续减少、心肌蜕变出血等。

（3）脱氧雪腐镰刀菌烯醇 该毒素也称致呕毒素（vomitoxin），主要由禾谷镰刀菌、黄色镰刀菌及雪腐镰刀菌产生。脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON）是赤霉病麦中毒的主要病原物质。有报道成人食入250 g含有10 %病麦的面粉，食后0.5～1 h即可发生中毒。表现为恶心、眩晕、头痛、呕吐、手足发麻、全身乏力、颜面潮红。症状严重者可见呼吸、脉搏、体温及血压的波动，四肢发软、步态不稳、形似醉酒，故有地方称其为“醉谷病”，但未见死亡报道。停止食用病麦后1～2 d即可恢复。DON的毒性除表现为致呕吐作用外，一些研究还表明其有明显的胚胎毒性和一定的致畸、致突变作用。但关于DON的致癌作用目前尚无明确报道。2001年JACFA会议提出DON的PMTDI为1 μg/kg体重。

（4）雪腐镰刀菌烯醇与镰刀菌烯酮-X这两者均为B型单端孢霉烯族化合物，可引起人的恶心、呕吐、头痛、疲倦等症状，也可引起小鼠体重下降、肌肉张力下降及腹泻等。

二、玉米赤霉烯酮

玉米赤霉烯酮（zearalenone）又称F-2毒素，其结构如图15-4。它首先从有赤霉病的玉米中分离得到。玉米赤霉烯酮的产毒菌主要是镰刀菌属（Fusarium
 ）的菌株，如禾谷镰刀菌（F.graminearum
 ）和三线镰刀菌（F.tricinctum
 ）。玉米赤霉烯酮主要污染玉米、小麦、大米、大麦、小米和燕麦等谷物，其中玉米的阳性检出率为45 %，最高含毒量可达到2909 mg/kg；小麦的检出率为20 %，含毒量为0.364～11.05 mg/kg。玉米赤霉烯酮的耐热性较强，110℃下处理1 h才被完全破坏。
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图15-4 玉米赤霉烯酮的结构



玉米赤霉烯酮具有雌激素作用，主要作用于生殖系统，可使家畜、家禽和实验小鼠产生雌性激素亢进症。妊娠期的动物（包括人）食用含玉米赤霉烯酮的食物可引起流产、死胎和畸胎。食用含赤霉病麦面粉制作的各种面食也可引起中枢神经系统的中毒症状，如恶心、发冷、头痛、神智抑郁和共济失调等。

第三节 其它曲霉和青霉毒素

一、杂色曲霉素和赭曲霉素

（1）杂色曲霉素（sterigmatocystin）杂色曲霉素是一类结构类似的化合物，它主要由杂色曲霉（Aspergillus uersicolor
 ）和构巢曲霉（A.nidulans
 ）等真菌产生。杂色曲霉主要污染玉米、花生、大米和小麦等谷物，但污染范围和程度不如黄曲霉毒素。不过在肝癌高发区居民所食用的食物中，杂色曲霉素污染较为严重；在食管癌的高发地区居民喜食的霉变食品中也较为普遍。杂色曲霉素的急性毒性不强，对小鼠的经口LD50
 为800mg/kg体重以上。杂色曲霉素的慢性毒性主要表现为肝和肾中毒，但该物质有较强的致癌性。以0.15～2.25 mg/只的剂量饲喂大鼠42周，有78 %的大鼠发生原发性肝癌，且有明显的量效关系。该物质在Ames实验中也显示出强致突变性，其结构见图15-5。

[image: ]
图15-5 杂色曲霉素和赭曲霉素的结构



（2）赭曲霉素（Ochratoxin）赭曲霉素的产毒菌株有赭曲霉（Aspergillus ochratoxin
 ）和硫色曲霉（A
 .sulphureus
 ）等。赭曲霉素的污染范围较广，几乎可污染玉米、小麦等所有的谷物，而且从样品检测来看，国内外均有污染。赭曲霉素的急性毒性较强，对雏鸭的经口LD50
 仅为0.5mg/kg体重，与黄曲霉毒素相当；对大鼠的经口LD50
 为20mg/kg体重。赭曲霉素的致死原因是肝、肾的坏死性病变。虽然已发现赭曲霉素具有致畸性，但到目前为止，未发现其具有致癌和致突变作用。在肝癌高发区的谷物中可分离出赭曲霉素，其与人类肝癌的关系尚待进一步研究，其结构见图15-5。

二、岛青霉素和黄天精

稻谷在收获后如未及时脱粒干燥就堆放很容易引起发霉。发霉谷物脱粒后即形成“黄变米”或“沤黄米”，这主要是由于岛青霉（Penicillium islandicum
 ）污染所致。黄变米在我国南方、日本和其它热带和亚热带地区比较普遍。小鼠每天口服200 g受岛青霉污染的黄变米，大约一周可死于肝肥大；如果每天饲喂0.05 g黄变米，持续两年可诱发肝癌。流行病学调查发现，肝癌发病率和居民过多食用霉变的大米有关。吃黄变米的人会引起中毒（肝坏死和肝昏迷）和肝硬化。岛青霉除产生岛青霉素（silanditoxin）外，还可产生环氯素（cyclochlorotin）、黄天精（luteoskyrin）和红天精（erythroskyrin）等多种霉菌毒素，结构见图15-6。
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图15-6 黄变米中的霉菌毒素



岛青霉素和黄天精均有较强的致癌活性，其中黄天精的结构和黄曲霉毒素相似，毒性和致癌活性也与黄曲霉毒素相当。小鼠日服7 mg/kg体重的黄天精数周可导致其肝坏死，长期低剂量摄入可导致肝癌。环氯素为含氯环结构的肽类，对小鼠经口LD50
 为6.55 mg/kg体重，有很强的急性毒性。环氯素摄入后短时间内可引起小鼠肝的坏死性病变，小剂量长时间摄入可引起癌变。

第四节 细菌毒素

食源性细菌能产生许多种类型的毒素，肠毒素（enterotoxin）是一种对肠道细胞有作用的毒素，内毒素（endotoxin）通常是一个已经死亡或者即将死亡的革兰氏阳性细菌所释放的，通常是脂多糖膜的成分。这些毒素是非特异性的，它们会刺激由巨噬细胞导致的炎症性反应，也包括但不限于前列腺素、凝血因子、白细胞介素和其它的免疫介质等诱导的炎症反应。外毒素（exotoxin）是微生物自身合成并分泌的（通常是革兰氏阳性细菌），通常不是微生物整体的组成部分；然而，他们可能会增强微生物的毒性。某些细菌，如志贺氏菌、葡萄球菌和大肠杆菌（EHEC菌株释放志贺样毒素），既能够产生内毒素又能够产生外毒素。

一、梭状芽孢杆菌

梭菌属（Clostridium
 ）的绝大多数种为厌氧菌，只有少数种可在大气条件下生长，但在大气中不形成芽孢。该属菌形成的芽孢多呈球形，位于菌体中央，使菌体呈梭状。对不良环境条件具有极强的抵抗力。该属菌对营养的需要因菌种不同而异，可耐受25～65 g/L NaCl浓度的渗透压，对亚硝酸钠和氯敏感。

梭菌广泛分布于土壤、下水污泥、海水沉淀物、腐败植物、食品、人和其它哺乳动物的肠道内。该属中的一些菌种如丁酸梭菌（C
 .butyricum
 ）可分解碳水化合物产生各种有机酸（乙酸、丙酸、丁酸）和醇类（乙醇、异丙醇、丁醇），在食品加工上可用以生产某些酸、醇和酮类。一些菌种如腐化梭菌（C
 .putrefaciens
 ）分解蛋白质和氨基酸，产生H2
 S、硫醇、甲基吲哚（粪臭素）等具有恶臭味的腐败产物，在乳中生长时可使乳中酪蛋白完全胨化，在熟肉上生长使肉变黑，在罐头中生长时，因产气使罐头发生膨胀。肉毒梭菌（C
 .botulinum
 ）在食品中增殖时可产生肉毒毒素，当人们食入含有该毒素的食品时，可发生毒素型食物中毒，早期症状为全身无力、头痛、头晕，继而出现眼睑下垂、视力模糊、瞳孔散大、吞咽困难等症状直至死亡。此外某些梭菌如破伤风梭菌（C
 .tetani
 ）是人和动物的破伤风病病原菌。

1. 肉毒梭菌（Clostridium botulinum
 ）和丁酸梭菌（Clostridium butyricum
 ）

食物引起的肉毒梭菌食物中毒，虽然现在已经很少见，但是仍然有发生而且由于它的潜在性也变得很重要。肉毒梭菌中毒是由于毒素A、B、E和F引起的，它们可以由肉毒梭菌和丁酸梭菌（只能产生E型）的一株或多株菌株产生。

肉毒梭菌，也称肉毒杆菌和肉毒梭状芽孢杆菌，是革兰氏阳性、厌氧、产孢子的杆菌，所产孢子为卵形或圆筒形，着生于菌体端部或亚端部，在20～25℃可形成椭圆形的芽孢。当pH低于4.5或大于9.0时，或当环境温度低于15℃或高于55℃时，肉毒梭菌芽孢不能繁殖，也不能产生毒素。食盐能抑制肉毒梭菌芽孢的形成和毒素的产生，但不能破坏已形成的毒素。提高食品中的酸度也能抑制肉毒梭菌的生长和毒素的形成。肉毒梭菌的芽孢抵抗力强，需经干热180℃、5～15 min，或高压蒸汽121℃、30 min，或湿热100℃、5 h方可致死。

肉毒梭菌食物中毒是由肉毒梭菌产生的毒素，即肉毒毒素所引起。肉毒毒素是一种强烈的神经毒素，是目前已知的化学毒物和生物毒物中毒性最强的一种，其毒性比氰化钾强1万倍，小鼠腹腔注射LD50
 为0.00625ng，对人的致死量为10 -9
 mg/kg体重。根据它们所产毒素的血清反应特异性，肉毒毒素分为A、B、Cα
 、Cβ
 、D、E、F、G共八型。其中A、B、E、F四型可引起人类的中毒，C型菌株能导致家禽、家畜和其它动物发病，而D型菌株与食草动物的饲料有关。A型毒素比B型或E型毒素致死能力更强。与B型相关的死亡率比A型的死亡率低得多，即使血液中B型毒素相当高，患者仍然有可能康复。这些菌株在分解蛋白质的能力上也有差别。A型和G型菌株，部分B型和F型菌株能分解蛋白质。E型菌株及某些B型和F型菌株不能分解蛋白质。G型菌株的蛋白质分解活力低于A型菌株，且胰蛋白酶增强其毒性作用。我国报道的肉毒梭菌食物中毒多为A型，B、E型次之，F型较为少见。

肉毒梭菌食物中毒主要发生在4～5月。肉毒梭菌广泛分布于土壤、水及海洋中，且不同的菌型其分布也有差异。A型肉毒梭菌主要分布于山区和未开垦的荒地，如新疆察布查尔地区是我国肉毒梭菌中毒多发地区，未开垦荒地该菌检出率为28.25 %，土壤中为22.2 %；B型多分布于草原区耕地；E型多分布于土壤、湖海淤泥和鱼类肠道中，我国青海省发生肉毒梭菌中毒主要为E型；F型分布于欧、亚、美洲海洋沿岸及鱼体中。

引起中毒的食品种类因地区和饮食习惯不同而异。国内以家庭自制植物性发酵品为多见，如臭豆腐、豆酱、面酱等，其它罐头瓶装食品、腊肉、酱菜和凉拌菜等引起中毒也有报道。在新疆察布查尔地区引起中毒的食品多为家庭自制谷类或豆类发酵食品，在青海主要为越冬密封保存的肉制品。在国外，日本90 %以上的肉毒梭菌食物中毒是由家庭自制鱼和鱼类制品引起；欧洲各国肉毒梭菌中毒的食物多为火腿、腊肠及其它肉类制品；美国主要为家庭自制的蔬菜、水果罐头、水产品及肉、乳制品。食物中肉毒梭菌主要来源于带菌土壤、尘埃及粪便，尤其是带菌土壤可污染各类食品原料。这些被污染的食品原料在家庭自制发酵和罐头食品的生产过程中，加热的温度或压力不足以杀死肉毒梭菌的芽孢，且为肉毒梭菌芽孢的萌发与形成并产生毒素提供了条件，尤其是食品制成后有不经加热食用的习惯，更容易引起中毒的发生。

肉毒梭菌食物中毒由其产生的肉毒毒素所引起，肉毒毒素为嗜神经毒素，经消化道吸收进入血液后主要作用于中枢神经系统的脑神经核、神经肌肉连接部位和自主神经末梢，抑制神经末梢乙酰胆碱的释放，导致肌肉麻痹和神经功能的障碍。

肉毒梭菌中毒的临床表现以运动神经麻痹的症状为主，而胃肠道症状少见。潜伏期数小时至数天，一般为12～48 h，短者6 h，长者8～10 d，潜伏期越短，病死率越高。临床表现特征为对称性脑神经受损的症状。早期表现为头痛、头晕、乏力、走路不稳、以后逐渐出现视力模糊、眼睑下垂、瞳孔散大等神经麻痹症状；重症患者则首先出现对光反射迟钝，逐渐发展为语言不清、吞咽困难、声音嘶哑等，严重时出现呼吸困难，呼吸衰竭而死亡。病死率为30 % ～70 %，多发生在中毒后的4～8 d。国内由于广泛采用多价抗肉毒毒素血清治疗本病，病死率已降至10 %以下。病人经治疗可于4～10 d后恢复，一般无后遗症。

婴儿肉毒梭菌食物中毒最早是1976年在美国加利福尼亚被报道的，在此之后美国的多数州和许多其它国家都证实了有婴儿肉毒梭菌食物中毒事件发生。在成人的中毒事件中摄入的是有活性的毒素，因成人肠道的环境不利于芽孢的发芽。而婴儿中毒往往是摄入了肉毒梭菌的芽孢。当芽孢到达肠道中发芽时即有毒素产生。1岁以上的儿童一般没有这种症状发生，因为他们的肠道内已经建立起了正常的肠道菌群。某些婴儿的发病症状比较温和，而另一些可能症状较重。在中毒的急性发病阶段，婴儿的粪便中可以检出大量的病原芽孢，随着病人的康复，芽孢的检出数量会逐渐减少。含有芽孢的食品可能是那些未经严格加热杀死芽孢的食品，2种最常见的食品是糖浆和蜂蜜。婴儿肉毒梭菌中毒主要症状为便秘，头颈部肌肉软弱，吮吸无力，吞咽困难，眼睑下垂，全身肌肉张力减退，可持续8周以上。大多数1～3个月自然恢复，重症者可因呼吸麻痹致婴儿猝死。

2. 产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens
 ）

产气荚膜梭菌最初仅被认为是创伤感染的病原体，主要引起气性坏疽。产气荚膜梭菌食物中毒在国外较为多见，产气荚膜梭菌与肉毒梭菌不同，主要寄生在动物肠道内（包括人体）。大多数产气荚膜梭菌中毒的宿主，与食用了被污染的烤肉有关。这些肉在屠宰过程中被动物肠道内容物污染，随后烤制不充分和贮藏条件不当，使得产气荚膜梭菌生长繁殖和产生产气荚膜梭菌肠毒素（CPE）。据美国报道，本菌引起的食物中毒患者占美国全年食物中毒总数的30 %。我国由本菌引起的食物中毒报道不多。

产气荚膜梭菌属于梭状芽孢杆菌属。革兰氏阳性粗大杆菌，卵圆形芽孢位于菌体中央或近极端。产气荚膜梭菌分为A、B、C、D和E五个型，引起人类食物中毒的主要是A型，也有少数为C型。

A型产气荚膜梭菌所产生的CPE是引起食物中毒的致病因子。CPE是一种蛋白质，不耐热，100℃立即灭活。CPE首先引起细胞离子通透性改变、大分子（DNA和RNA）合成受阻，组织形态学改变，细胞溶解消失，肠绒毛上皮脱落，体液严重损失。

产气荚膜梭菌广泛分布于外环境，人畜粪便、土壤和污水中都有较高的检出率，因此食品受到本菌污染的机会很多。受产气荚膜梭菌污染的食物，虽经烹调加热，但芽孢并没有全部杀灭，反而由于受到“热刺激”，在较高温度和长时间贮存（缓慢冷却）的过程中，芽孢发芽和生长繁殖，随食物进入肠道并产生肠毒素，引起食物中毒。所以常见中毒食品多为同批大量加热烹煮后在较高温度下长时间地（数小时）缓慢冷却且不经再加热而直接供餐的禽畜肉类和鱼类。一般认为中毒菌量为（108
 ～109
 ）/g食物。

临床表现：潜伏期一般为8～24 h，主要症状为腹痛与腹泻，多为水样便，一般无脓血便，恶心和呕吐症状较少，可伴有头痛无力及发热。C型菌引起的食物中毒，症状比较严重。该菌可产生β-毒素，引起坏死性肠炎，造成急性血性腹泻，并伴有黏膜脱落，最严重的可造成爆发性毒血症，病死率很高。

二、蜡状芽孢杆菌（Bacillus cereus
 ）

蜡状芽孢杆菌是革兰氏阳性需氧芽孢杆菌，是引起细菌性食物中毒的一种较常见的细菌。1950年挪威Hauge从多种食物中毒样品中分离出此菌，明确指出了该菌的致病作用。此后一些国家也有蜡状芽孢杆菌食物中毒的暴发。1973年我国南京市卫生防疫站首次报道了某托儿所儿童因进食隔夜剩饭所做的泡饭引起以呕吐症状为主的蜡状芽孢杆菌食物中毒，目前几乎全国各地均有报告。

蜡状芽孢杆菌广泛分布于自然界。存在于土壤、空气及污水中。食品在加工、运输、贮藏和销售的各个环节中均受到污染。本菌的污染主要为泥土和灰尘，通过昆虫、不洁用具和食品从业人员的手而传播。

中毒食品的种类较多，如乳类制品、肉类制品、蔬菜、米饭、甜点心、调味品和凉拌菜等。蜡状芽孢杆菌中毒的菌量范围在（106
 ～108
 ）/g食物，一般认为食物中污染菌量大于105
 /g食物时，有可能发生食物中毒。大量活菌的存在，不仅可使肠毒素的产量增高，且可促进中毒发生。

蜡状芽孢杆菌产生的肠毒素是致病的重要因素，目前认为有两种肠毒素，中毒症状可分两种类型：

（1）呕吐型 由致呕吐型肠毒素引起，此类毒素具有耐热性（143.89℃温度保持活力90min），小换状肽（1.2ku），对5-色羟胺3
 受体（5-HT3
 receptors）起作用，刺激迷走神经传入神经，是由蜡状芽孢杆菌血清型1、3和8产生。主要在米饭类食品中形成。此种类型中毒在我国多见，常因食用剩米饭引起，潜伏期较短（一般为0.5～5h），以恶心、呕吐和腹部痉挛性疼痛为主要症状。

（2）腹泻型 由致泻肠毒素引起，此类毒素不耐热（75℃温度保持活力20 min），是由蜡状芽孢杆菌血清型1、2、6、8、10和19产生，也可在宿主直盲肠段产生，分为三亚型，其中一种具有溶血性。可在各种食品中产生。此种类型中毒在欧美等国多见，常因食用蛋白性食品及果汁等引起。潜伏期较长（一般为8～16 h），以腹泻及腹部痉挛性疼痛为主要症状。

有证据表明其它的芽孢杆菌可能产生生物毒素，例如苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis
 ）、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis
 ）、地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis
 ）和短小芽孢杆菌（Bacillus pumilis
 ）。

三、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus
 ）

葡萄球菌系微球菌科，为革兰氏阳性兼性厌氧菌。生长繁殖的最适pH为7.4，最适生长温度为30～37℃，可以耐受较低的水分活性，因此能在10 % ～15 %氯化钠培养基或高糖浓度的食品中繁殖。葡萄球菌的抵抗能力较强，在干燥的环境中可生存数月，其中金黄色葡萄球菌是引起食物中毒的常见菌种之一，对热具有较强的抵抗力，70℃需1 h方被灭活。

50 %以上的金黄色葡萄球菌可产生肠毒素，并且一个菌株能产生两种以上的肠毒素，能产生肠毒素的菌株凝固酶试验常呈阳性。多数金黄色葡萄球菌肠毒素在100℃条件下30 min不破坏，并能抵抗胃肠道中蛋白酶的水解作用。因此，若破坏食物中存在的金黄色葡萄球菌肠毒素需在100℃加热食物2 h。引起食物中毒的肠毒素是一组对热稳定的低分子质量可溶性蛋白质，相对分子质量为26000～30000。按其抗原性，可将肠毒素分为A、B、C1
 、C2
 、C3
 ，、D、E、F共八个血清型，均能引起食物中毒，以A、D型较多见，B、C型次之，其中F型为引起中毒性休克综合征的毒素。肠毒素对人的中毒剂量报道不一，一般认为约1 μg/kg。

金黄色葡萄球菌广泛分布于空气、水、土壤和物品上，是最常见的化脓性球菌之一，食品受其污染的机会很多。全年皆可发生，但多见于夏秋季。引起中毒的食物种类很多，主要是乳类及乳制品、肉类、剩饭等食品。食品被污染的原因如下：

（1）食物中金黄色葡萄球菌来源广泛 金黄色葡萄球菌广泛分布于自然界，人和动物的鼻腔、咽、消化道。据报道，上呼吸道被金黄色葡萄球菌感染的患者，其鼻腔带菌率为83.3 %，而健康人带菌率也达到20 % ～30 %。金黄色葡萄球菌是常见的化脓性球菌之一，人和动物的化脓性感染部位常成为污染源，如奶牛患化脓性乳腺炎时，乳汁中可能带有金黄色葡萄球菌；带菌人员对各种食物的污染；畜、禽肉体局部患化脓性感染时，感染部位的金黄色葡萄球菌对体内其它部位的污染。

（2）肠毒素的形成 肠毒素的形成与温度、食品受污染的程度和食品的种类及性状有密切关系。一般说来，食物存放的温度越高，产生肠毒素需要的时间越短，在20～37℃下经4～8 h即可产生毒素，而在5～6℃的温度下需经18 d方能产生毒素。食物受金黄色葡萄球菌污染的程度越严重，繁殖越快亦越易形成毒素；此外，含蛋白质丰富、含水分较多、同时含一定量淀粉的食物，如奶油糕点、冰淇淋、冰棒等或含油脂较多的食物，油煎荷包蛋等受金黄色葡萄球菌污染后易形成毒素。

摄入金黄色葡萄球菌活菌而无葡萄球菌肠毒素的食物不会引起食物中毒，只有摄入达到中毒剂量的该菌肠毒素才会中毒。肠毒素作用于胃肠黏膜引起充血、水肿、甚至糜烂等炎症变化及水与电解质代谢紊乱，出现腹泻；同时刺激迷走神经的内脏分支而引起反射性呕吐。

金黄色葡萄球菌肠毒素食物中毒潜伏期短，一般为2～5h，极少超过6h。起病急骤，有恶心、呕吐、中上腹痛和腹泻，以呕吐最为显著。呕吐物可呈胆汁性或含血及黏液。剧烈吐泻可导致虚脱、肌痉挛及严重失水等现象。体温大多正常或略高。一般在数小时至1～2d内迅速恢复。儿童对肠毒素比成人更为敏感，故其发病率较成人高，病情也较成人严重。

四、大肠埃希氏菌（Escherichia coli
 ）

埃希氏菌属（Escherichia
 ）俗称大肠杆菌属，为革兰氏阴性杆菌，多数菌株有周身鞭毛，能发酵乳糖及多种糖类，产酸产气，在自然界生活力强，土壤、水中可存活数月，其繁殖的最低水分活度为0.935～0.96。埃希菌属中大肠埃希菌（E.coli）最为重要，如大肠杆菌O157
 ：H7
 、O111
 ：B4
 等。其中大肠杆菌O157
 ：H7
 已被证实可通过其释放的定居因子黏附在人类肠壁细胞并释放志贺样毒素、不耐热或耐热肠毒素以及肠溶血素，引起人类肠出血性腹泻及肠外感染、溶血性尿毒综合征等。大肠埃希菌的抗原结构较为复杂，包括菌体O抗原、鞭毛H抗原及被膜K抗原，K抗原又分为A、B、L三类，致病性大肠埃希菌的K抗原主要为B类。引起食物中毒的致病性大肠埃希菌的血清型主要有O157
 ：H7
 、O111
 ：B4
 、O55
 ：B5
 、O26
 ：B6
 、O86
 ：B7
 、O124
 ：B17
 等。

大肠埃希氏菌为人类和动物肠道的正常菌群，多不致病。当宿主免疫力下降或细菌侵入肠外组织和器官时，可引起肠外感染。大肠埃希菌中只有少数菌株能直接引起肠道感染，称致病性大肠埃希菌，所引起的肠道感染包括旅行者腹泻、婴儿腹泻、出血性结肠炎等，其发病原因与产生的肠毒素有关。大肠埃希菌产生的肠毒素有两类：不耐热肠毒素和耐热肠毒素。不耐热肠毒素是分子质量为91.4 ku的多肽，由一分子质量为28 ku的A亚单位和5～6个分子质量为11.5 ku的B亚单位所组成，不耐热，加热至65℃、30 min被破坏。其中B亚单位决定毒素与小肠上皮细胞的神经节苷脂受体的结合；A亚单位则刺激小肠上皮细胞中的腺苷环化酶活性，从而增加细胞内cAMP水平，导致Na+
 、Cl-、水在肠腔潴留而致腹泻。耐热肠毒素是相对分子质量为4000～7000的多肽，耐热，加热至100℃、15 min不被破坏。耐热肠毒素对腺苷环化酶活性无影响，但能激活鸟苷环化酶，增加细胞内cGMP水平，导致液体平衡紊乱。

目前已知的致病性大肠埃希菌包括如下4个型：

（1）肠产毒性大肠埃希氏菌（Enterotoxigenic E. coli，ETEC）是散发性或暴发性腹泻、婴幼儿和旅游者腹泻的病原菌，能从水中和食物中分离到。人类中ETEC主要的血清群为O6
 、O8
 、B15
 、O25
 、O27
 等。致病物质是不耐热肠毒素和耐热肠毒素。ETEC的毒力因子包括菌毛和毒素。细菌进入肠道后，首先依靠菌毛在肠上皮细胞定居，然后分泌毒素，造成液体蓄积，引起病变。只产毒素而无菌毛的细菌，由于不能在肠道定居，一般不引起腹泻。只有菌毛而不产毒素的细菌，可以在肠道定居引起轻度腹泻。与ETEC致病性有关的菌毛有多种，在猪原性菌株中主要是K88、K99、987 P；在人源性菌株中主要是CFAI、CFAⅡ、E8775，还有一些新发现的菌毛，但所占比重较小。

（2）肠侵袭性大肠埃希氏菌（Enteroinvasive E.coli，EIEC）较少见，主要侵袭少儿和成人，所致疾病很像细菌性痢疾，因此它又称志贺样大肠杆菌。EIEC的致病机制、毒力因子、临床症状等与志贺菌引起的细菌性痢疾相似。不同的是，EIEC不具有痢疾志贺菌I型所具有的志贺毒素。EIEC与其它致泻性大肠埃希菌的主要区别是，它不产生不耐热肠毒素和耐热肠毒素，不具有CFA I等与致病性相关的菌毛，其主要特征是能侵入小肠黏膜上皮细胞，并在其中生长繁殖。

（3）肠致病性大肠埃希氏菌（Enteropathogenic E.coli，EPEC）是引起流行性婴儿腹泻的病原菌，主要是依靠流行病学资料确认的，最初在暴发性流行病的病儿中分离到。EPEC不产生肠毒素，不具有K88、CFAI样与致病性有关的菌毛，但能产生一种与痢疾志贺样大肠杆菌类似的毒素，侵袭点是十二指肠、空肠和回肠上段，所致疾病很像细菌性痢疾，因此容易误诊。

（4）肠出血性大肠埃希氏菌（Enterohemorrhagic E.coli，EHEC）是1982年首次在美国发现的引起出血性肠炎的病原菌，主要血清型是O157
 ：H7
 ，O26
 ：H11
 。EHEC的毒力因子与ETEC不同，不产生不耐热肠毒素和耐热肠毒素，不具有K88、K99、987 P、CFAI、CFAⅡ等黏附因子，不具有侵入细胞的能力，但可产生志贺样毒素，有极强的致病性，主要感染5岁以下儿童。临床特征是出血性结肠炎，剧烈的腹痛和便血，严重者出现溶血性尿毒症。

大肠埃希氏菌中毒多发生在夏秋季。引起食物中毒的食品种类与沙门氏菌食物中毒相同。由于大肠埃希氏菌存在于人和动物的肠道中，健康人肠道致病性大肠埃希氏菌带菌率为2% ～8%，高者可达44%；而成人患肠炎、婴儿患腹泻时，致病性大肠埃希氏菌带菌率较健康人高，可达29 % ～52 %。饮食行业的餐具易被大肠埃希氏菌污染，其检出率高达50 %。大肠埃希氏菌随粪便排出而污染水源和土壤，进而直接或间接污染食物。

大肠埃希菌食物中毒的发病机制与致病性埃希菌的类型有关。肠产毒性大肠埃希菌、肠出血性大肠埃希菌引起毒素型中毒；肠致病性大肠埃希菌和肠侵袭性大肠埃希菌引起感染型中毒，主要有三种表现。① 急性胃肠炎型：主要由肠产毒性大肠埃希菌引起，易感人群主要是婴幼儿和旅游者。潜伏期一般为10～15 h，短者6 h，长者72 h。临床症状为水样腹泻、腹痛、恶心、发热38～40℃。② 急性菌痢型：主要由肠侵袭性大肠埃希菌引起，潜伏期为48～72 h，主要表现为血便、脓性黏液血便，里急后重、腹痛、发热，病程1～2周。③出血性肠炎：是由肠出血大肠性大肠埃希菌引起，潜伏期3～4d，主要表现为突发性剧烈腹痛、腹泻，先水便后血便。病程10d左右，病死率3% ～5%，老人儿童多见。

第五节 其它毒素

一、麦角毒素

早在17世纪中叶，人们就认识到食用含有麦角（ergot）的谷物可引起中毒，即麦角中毒（ergotism）。麦角是麦角菌（Clauiceps prupurea
 ）侵入谷壳内形成的黑色和轻微弯曲的菌核（Sclerotium
 ），菌核是麦角菌的休眠体。在收获季节如碰到潮湿和温暖的天气，谷物很容易受到麦角菌的侵染。人类的麦角中毒可分为两类，即坏疽性麦角中毒和痉挛性麦角中毒。坏疽性麦角中毒的症状包括剧烈疼痛、肢端感染和肢体出现灼焦和发黑等坏疽症状，严重时可出现断肢。痉挛性麦角中毒的症状是神经失调，出现麻木、失明、瘫痪和痉挛等症状。

坏疽性麦角中毒的原因是麦角毒素（图15-7）具有强烈收缩动脉血管的作用，从而导致肢体坏死。麦角毒素可无需通过神经递质，直接作用于平滑肌而收缩动脉。麦角毒素的这一作用很早就被人认识和利用，麦角毒素的成分目前经常用于处理怀孕和生产期出现的各种突发性事件。低剂量的麦角毒素常用于中止产后出血；麦角毒素还可促进子宫收缩，故具有催产的作用。目前，人们对痉挛性麦角中毒的生理基础了解得甚少，可能与中毒个体对麦角毒素的易感性及麦角真菌生物合成的变异性有关，其机理需要更进一步的研究。
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图15-7 麦角酸和麦角胺的结构



麦角毒素的活性成分主要是以麦角酸为基本结构的一系列生物碱衍生物，如麦角胺（ergotamine）、麦角新碱（ergonovine）和麦角毒碱（ergotoxin）。Stowell在1918年第一次分离出了麦角胺。麦角胺与麦角中毒引起特征性坏疽症状有关，大剂量的麦角胺引起严重的血管收缩并可导致肢体的干性坏疽。

麦角生物碱具有广泛的医疗作用。麦角胺酒石酸盐常用于处理几乎所有的偏头痛和血管性头痛。麦角新碱是子宫收缩有效的诱导剂，也可引起特征性血管收缩。麦角新碱及其衍生物——甲基麦角新碱常用于妇产科中分娩的第三产程中，主要为了减低分娩后的出血。麦角毒碱和麦角胺一样，具有收缩平滑肌和阻断去甲肾上腺素和肾上腺素的作用，其氢化衍生物常用于处理末梢血管和脑血管障碍及原发性高血压。此外，麦角酸酰胺衍生物即LDS，是人体的高效致幻剂。

二、毒伞毒素

毒伞（Amanita phalloides
 ）又名毒鹅膏、绿帽菌、蒜叶菌，是最著名的一种致死性菌类，有90 % ～95 %的蕈中毒死亡事件与之有关。这种蕈通常生长于夏末或秋季，菌体较大，能生长到20 cm高。这种菌的菌盖颜色可由绿褐色到黄色。毒伞和白毒伞（Auerna）因为其尺寸大小与其它可食的蘑菇种类相似，因而经常被误食。

毒伞的主要毒性物质是几个环状肽化合物，即毒伞素（phalloidins）和α-鹅膏蕈碱（α-amanitine）（图15-8）。毒伞素和鹅膏蕈碱的化学结构相当复杂，它们分别是由七肽和八肽构成的环肽化合物。有证据表明，这些环状肽只不过是更复杂的多糖成分的一些片段。这个多糖物质的分子质量约为60 ku，用温和的溶剂可将其从毒伞中提取出来，对提取物用强酸和碱处理可解离出毒伞素和α-鹅膏蕈碱。鹅膏蕈碱对人和小鼠的致死剂量为0.1 mg/kg体重以下，经口或经静脉给予均可致中毒。毒伞素在经静脉给予、经口或经静脉给予均可致中毒。毒伞素在经静脉给予时具有剧毒，与鹅膏蕈碱毒性相当，而口服毒性甚低，仅为鹅膏蕈碱的1/20。α-鹅膏蕈碱引起中毒的原因是它专一抑制细胞m-RNA合成的关键酶——RNA聚合酶的活性，终止了核糖体和蛋白质的合成，从而可导致严重的肝损伤。同时α-鹅膏蕈碱也破坏了肾的卷曲小管，使肾不能有效地滤过血中的有毒物质。
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图15-8 α-鹅膏蕈碱的结构



食用毒伞数小时即可出现中毒症状，人体出现恶心、呕吐、腹泻和腹痛等胃肠炎症状。毒伞素与初期的胃肠中毒过程相关。如果一个成人食用了两个以上的毒伞而又没有采取有效的解毒措施的话，很容易中毒死亡。即使在这一阶段能够存活，也很可能死于后续的毒性效应。食用毒伞死亡的原因是严重的肝、肾损伤，α-鹅膏蕈碱同中毒发生后3～5d的肝、肾反应过程紧密相关。毒伞中毒比较有效的解毒剂是细胞色素C。动物实验表明，细胞色素C可有效缓解毒伞中毒的症状，尽管这一过程的机理仍然不清楚，但在临床上发现用细胞色素C可有效提高毒伞中毒者的存活率（超过50 %）。

三、毒蝇碱

许多毒蘑菇含有使食用者出现幻觉甚至导致残废的神经毒素，其中最著名的是毒蝇蕈（Amanita muscaria
 ）。这种真菌主要生长在温带地区。几个世纪以来，毒蝇蕈一直被用作麻醉药和致幻剂而不作为食物。食用毒蝇蕈后能产生异常和长时间的欣快感，并产生视听的幻觉，这使之成为世界上许多原始部落备受推崇的宗教仪式用品。除毒蝇蕈外，裸伞属（Gymnopilus
 ）和光盖伞属（Psilocybe
 ）也可产生嗜神经毒素。食用毒蝇蕈的个体的神经病学症状是变化的，症状通常是在摄入一小时左右时出现，产生与酒醉相似的症状，出现意识模糊、狂言谵语、手舞足蹈、视物体色泽变异、幻觉屡现，并伴有恶心、呕吐。轻者数小时可恢复，重者可导致死亡。毒蝇蕈结构见图15-9。
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图15-9 毒蝇蕈的结构



毒蝇蕈的麻醉/致幻效果的主要相关物质是羟色胺类化合物，如毒蝇蕈碱（musca-rine）、蝇蕈醇（muscimol）和鹅膏蕈氨酸（ibotenic acid）。毒蝇蕈碱是毒蝇蕈和其它蕈类中的主要成分，它很小的剂量（0.01 mg/kg）即可降低血压。这类物质和肾上腺素和5-羟色胺有比较近似的结构，因此具有多巴胺和5-羟色胺过多时可出现幻觉。蝇蕈碱像乙酰胆碱一样作用于平滑肌和腺体细胞上的毒蝇蕈碱受体。

毒蝇蕈碱致麻痹的效果通常较低，其中毒症状在摄入30 min内出现，有多涎、流泪和多汗症状，紧接着呕吐和腹泻，脉搏降低、不规律，哮喘，少见死亡。阿托品硫酸盐是该病的主要解毒剂。鹅膏蕈氨酸和蝇蕈醇的毒性与毒蝇蕈碱相似。据报道人体摄入15 mg纯的蝇蕈醇，可引起意识模糊、视觉紊乱、色彩视觉疾病、疲劳和嗜睡。鹅膏蕈氨酸可诱导倦怠和嗜睡，接着出现偏头疼和更小的局部疼痛，可持续几周，毒蝇蕈碱中毒的反应因为个体的敏感性而有所不同，环境和遗传因素也起一定作用。

（刘宁、沈明浩）

思考题

1. 产毒真菌主要有哪些？

2. 简述黄曲霉毒素的代谢。黄曲霉毒素慢性毒性如何？

3. 镰刀菌属毒素主要有哪些？T-2毒素的危害是什么？

4. 玉米赤霉烯酮的毒性作用是什么？

5. 常见的细菌毒素有哪些？


第十六章 食品工业中的污染物

随着我国社会工业化步伐的加快，环境污染也随之日趋严重，各种工业废水、废气和废料对大气、土壤和水源的污染日渐加剧，各种供食用的植物和动物在生长过程中以及食品加工、储运、包装等各个环节也可能受到工业“三废”的污染，使进入食品中的各种有毒及致畸致癌物质大量增加，从而严重危害消费者的身体健康。对全球的大气、土壤和水源造成的工业污染物主要是多环芳烃（PAHs）和多氯联苯（PCBs），这两类物质在人类周围环境中的聚集和循环具有全球性的意义。其它如铅、汞、镉等重金属也是比较主要的工业污染物。

第一节 多环芳烃

多环芳烃（polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）是煤、石油、木材、烟草、有机高分子化合物等有机物不完全燃烧时产生的挥发性碳氢化合物，是重要的环境和食品污染物。迄今已发现有200多种PAHs，其中有相当部分具有致癌性，如苯并［a］芘、苯并［a］蒽等（图16-1）。PAHs广泛分布于环境中，可以来自我们生活的每一个角落，任何有有机物加工、废弃、燃烧或使用的地方都有可能产生多环芳烃，例如炼油厂、炼焦厂、橡胶厂和火电厂等任何一家排放烟尘的工厂，各种交通车辆排放的尾气；煤气及其它取暖设施甚至居民的炊烟。据美国对八个州大气成分的分析显示工业区大气中的多环芳烃比农业区高10多倍。多环芳烃污染物已成为环境污染物中极重要的目标。
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图16-1 部分多环芳烃的结构



一、多环芳烃的来源

人类在工农业生产、交通运输和日常生活中大量使用的煤炭、石油、汽油、木柴等燃料，可产生多环芳烃的污染。每1 kg燃料燃烧所排出的苯并［a］芘量分别为：煤炭67～137 mg，木柴61～125 mg，原油40～68 mg，汽油12～50.4 mg。因此人类的外环境如大气、土壤和水中都不同程度地含有苯并［a］芘等多环芳烃。多环芳烃在大气的污染为其直接进入食品——落在蔬菜、水果、谷物和露天存放的粮食表面创造了条件。食用植物也可以从受多环芳烃污染的土壤及灌溉水中聚集这类物质，多环芳烃污染水体，可以使之通过海藻、甲壳类动物、软体动物和鱼组成的食物链向人体转移，最终都有可能聚集在人体中。

前苏联科学家的研究表明在城市及大型工厂附近生长的谷物、水果和蔬菜中的苯并［a］芘含量明显高于农村和偏远山区谷物和蔬菜所含的量，用这一地区的谷物制成的植物油和用这一地区谷物喂养的食用动物的肉及乳制品都有明显高的苯并［a］芘含量。不过即使在远离工业中心地区的土壤中PAHs的水平也可能很高，在远离人群居住的一些地方发现土壤中的PAHs含量可达到100～200 μg/kg，主要是腐烂的蔬菜残留造成的，有机物质在土壤微生物的作用下也可形成多环芳烃。我国一些地区的农民在沥青路面上晾晒粮食，可造成多环芳烃对食物的直接污染。另外，甲壳类动物由于降解多环芳烃的能力较差，往往在体内积聚有相当多的苯并［a］芘含量。多环芳烃作为环境污染物在食物中的作用不可被高估，食品的熏制和烘烤等加工过程往往产生大量的多环芳烃，对人体的健康更具危害性。

二、多环芳烃的毒性

多环芳烃的致癌性已经研究了200多年。早在1775年英国医生波特就确认烟囱清洁工阴囊癌的高发病率与他们频繁接触烟灰（煤焦油）有关。然而直到1932年最重要的多环芳烃——苯并［a］芘才从煤焦油和矿物油中分离出来，并在实验动物中发现有高度致癌性。多环芳烃的种类很多，其致癌活性各有差异（表16-1）。


表16-1 多环芳烃的相对致癌活性
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注：+ + + 强，+ + 中，+ 弱。



苯并［a］芘是一种较强的致癌物，主要诱导上皮组织的肿瘤，如皮肤癌、肺癌、胃癌和消化道癌。用含25 μg/kg苯并［a］芘的饲料饲喂小鼠140 d，除产生胃癌外还可诱导白血球增多症和肺腺瘤；大鼠每周三次摄入10 mg的苯并［a］芘，有超过60 %发生皮肤肿瘤，当剂量降为3 mg时，大鼠皮肤肿瘤的发生率下降到约20 %，当剂量恢复到10 mg，皮肤肿瘤的发生率又可急剧上升至近100 %，有明显的量效关系。1973年沙巴特等人的研究表明苯并［a］芘除诱导胃癌和皮肤癌外，还可引起食管癌、上呼吸道癌和白血病，并可通过母体使胎儿致畸。

随食物摄入人体内的苯并［a］芘大部分可被人体吸收，经过消化道吸收后，随血液很快遍布人体，人体乳腺和脂肪组织可蓄积苯并［a］芘。人体吸收的苯并［a］芘一部分与蛋白质结合，另一部分则参与代谢分解。与蛋白质结合的苯并［a］芘可与亲电子的细胞受体结合，使控制细胞生长的酶发生变异，使细胞失去控制生长的能力而发生癌变。参与代谢分解的苯并［a］芘在肝组织氧化酶系中的芳烃羟化酶（aryl hydrocarbon hydroxylase，AHH）介导下生成其活化产物——7，8-苯并［a］芘环氧化物，该物质可在葡萄糖醛酸转移酶和谷胱甘肽S转移酶（GST）催化下与葡萄糖醛酸和谷胱甘肽结合，或在环氧化物水化酶催化下生成二羟二醇衍生物随尿排出。但苯并［a］芘二羟二醇衍生物经细胞色素P-450进一步氧化可产生最终的致癌物——苯并［a］芘二醇环氧化物（benzo［a］pyrene diolepoxide）。该物质不可被转化且具有极强的致突变性，可以直接和细胞中不同成分（包括DNA）反应，形成基因突变，从而导致癌的发生。

鉴于种种原因，FAO/WHO对食品中的PAHs允许含量未作出规定。有人估计成年人每年从食物中摄取的PAHs总量为1～2 mg，如果累积摄入PAHs超过80 mg即可能诱发癌症，因此建议每人每天的摄入总量不可超过10 μg。

第二节 多氯联苯

多氯联苯（polychlorinated biphenyl，PCBs）是一大类含不等量氯的联苯化合物（图16-2），种类有210种之多。PCBs具有极强的耐酸、碱、高温、耐氧化、耐光解性和良好的绝缘性，广泛用作液压油、绝缘油、传热油和润滑油，并广泛应用于成型剂、涂料、油墨、绝缘材料、阻燃材料、墨水、无碳复印纸和杀虫剂的制造。
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图16-2 多氯联苯的结构



多氯联苯（PCBs）对环境的影响直到20世纪60年代才受到注意。由于公众对氯代烃杀虫剂如DDT污染的强烈关注，同DDT化学结构相近的PCBs也引起了人们的注意，通过调查人们才认识到PCBs对环境和食物的污染实际上比DDT还要严重。多氯联苯在使用过程中通过泄漏、流失、废弃、蒸发、燃烧、堆放、掩埋及废水处理进入外环境，从而对水源、大气和土壤造成污染。目前全世界年产PCBs超过100万t，在美国每年有400 t以上的PCBs以废弃的润滑液、液压液和热交换液的形式排入江河，使河床沉积物中的PCBs含量达到13 mg/kg，而日本近海的PCBs蓄积总量已达3万多吨。据估计，在全世界的大气、水体和土壤中，多氯联苯的残留总量为25～30万t。由于这种化合物具有极强的稳定性，很难在自然界降解，通过食物链中发生生物富集，从而造成严重的残留问题。PCBs的污染具有全球性效应，在北极熊、北极海豹和南极的海鸟蛋中也可检出PCBs，且含量高于DDT。

一、多氯联苯的分布

PCBs主要通过对水体的大面积污染，通过食物链的生物富集作用污染水生生物，因而这类物质最容易集中在海洋鱼类和贝类食品中（表16-2）。一般情况下多氯联苯在陆生植物中残留量低，在水生植物和家畜中一般残留量也低，而在动物中残留量较高，特别是水生动物和鸟类。以美国和加拿大交界的大湖地区为例，受污染的湖水中的PCBs含量为0.001 mg/L，而湖中鱼的该物质含量达到10～24 mg/kg，捕食湖鱼的海鸥脂肪中该物质的含量高达100 mg/kg，海鸥蛋中PCBs的含量为40～60 mg/kg。此外，水生生物不同部位中的PCBs含量也有表现差异，例如海洋鱼类可食部分（肌肉）的PCBs一般为1～10 mg/kg，但鱼肝中的PCBs含量可高达1000～6000 mg/kg。


表16-2 环境和食品中的PCBs含量 单位：mg/kg
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非鱼类食物中PCBs的含量一般不超过15 μg/kg，但有些食物油的PCBs含量可达150 μg/kg。这是因为在食用油精炼过程中，作为传热介质的传热油和食品加工机械的润滑油由于密封不严而渗入食品，从而导致PCBs污染。1968年在日本九州发生的米糠油中毒事件就是因为在米糠油精炼中加热管道的PCBs渗漏所致，在该次事件中有14000人中毒，124人死亡。经测定污染的米糠油中PCBs含量超过2400 mg/kg。另外，食品储罐的密封胶和食品包装箱的废纸板的PCBs含量也很高，也可使食品污染。

二、多氯联苯的吸收和代谢

美国曾广泛调查人体脂肪组织、血液和人乳中的PCBs含量。测定结果显示人体的PCBs水平为0.1～0.3 mg/kg，主要来源于食用了被此物质污染的鱼类，人体的PCBs含量和污染地区的PCBs水平显著相关。食物中的PCBs主要由胃肠道吸收，其吸收和代谢的特点为稳定性和脂溶性，在胃肠中不被破坏，吸收率可超过90 %。吸收的PCBs主要贮存在人体的脂肪组织中，另一部分贮存在皮肤、肾上腺和主动脉中，血中的浓度最低。动物实验显示PCBs在雄鼠体内的生物半衰期为8周，雌性鼠为12周，在血液中的浓度下降最快而在脂肪组织中下降最慢。

PCBs含氯量的多少对其代谢和转化有很大影响。含有少量氯的联二苯衍生物代谢和排泄速度比含有高浓度氯的联二苯衍生物快很多。PCBs的代谢途径主要通过脱氯转化为相应的酚，主要的排出途径是通过粪便，少量（＜10 %）通过尿排出。胆汁排出也是一个重要的途径。PCBs通过人乳排出的量相对较少，但奶牛对PCBs的主要排泄方式是通过牛乳，因此给母牛喂饲污染了PCBs的饲料将产生污染的牛乳。

三、多氯联苯的毒性

PCBs的毒性强弱与动物种类有很大关系。PCBs对大鼠的急性毒性不强，经口LD50
 为4000 mg/kg体重。PCBs对狗的中毒症状包括体重下降、水肿、呼吸急促、心包积液、肝脏增大和内脏出血，猪和羊对PCBs的敏感性低于狗，而绵羊对食物中的PCBs无任何反应。当PCBs含量为250～400 mg/kg体重时，成年恒河猴可产生急性中毒反应，包括胃黏膜肥大、增生，广泛的脱发和水肿，中断PCBs给予后8个月症状可缓慢消失。

PCBs对某些动物具有较强的致畸性和生殖毒性，对胎儿存活率、畸胎率、胎儿肝胆管和外形发育均有影响。以25 mg/kg体重PCBs喂饲兔子21 d可引起25 % 的兔子出现流产。对每只怀孕大鼠每天经口饲以0、0.1、1、2、4、6、8和16 mg/kg的PCBs，其畸胎率分别为0.9%、3.6%、4.3%、11.7%、36.9%、65.5%和60.6%，有明显的剂量-效应关系。雌鼠长期喂饲含PCBs的饲料可引起血液中激素水平下降，并出现生殖功能降低。对雌性恒河猴给予相对低剂量的PCB（s 2.5～5.0 mg/kg）也可诱发妊娠问题，即使成功妊娠，幼猴的体重也相对较轻，分析显示幼猴脂肪组织的PCBs含量接近25 mg/kg。

PCBs对人类急性毒性的中毒症状包括：皮肤和指甲色素沉着、流泪、全身肿胀、虚弱、恶心、腹泻和体重减轻；儿童生长停滞，孕妇摄入大量PCBs使胎儿的生长停滞。

PCBs在动物实验中显示为致癌物，主要导致肝癌和胃肠肿瘤。研究表明184只雌性小鼠长时间摄入100 mg/kg的PCBs，结果有26只出现肝肿瘤，146只发生肝脏的癌前变损伤，而在对照组，78只中只有1只出现肝肿瘤。对日本米糠油中毒者进行长达九年的调查显示PCBs对人有致癌性。

虽然许多研究仍然证明PCBs有致癌效果，并且确定人对此敏感，但PCBs仍只表现为相对较弱的致癌物。在美国的环境中广泛存在PCBs污染，有的地方甚至非常严重，但美国的肝癌病人仍相对少见，可见PCBs在人类致癌物中只充当一个相当微小的直接角色。这些物质在其它有效的环境致癌物的代谢中的可能效能也不能高估。鉴于人对PCBs致癌活性的敏感度不高，故世界各国食品中PCBs的允许含量一般较高（表16-3）。日本建议的人容许摄入量（ADI）为7μg/kg体重·d，美国暂定为150～300μg/kg体重·d。


表16-3 各组织和国家规定食品中PCBs的最大允许含量 单位：mg/kg
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第三节二[image: ]
 英

二[image: ]
 英（dioxin）是在有机氯化合物（如农药等）的合成过程中作为微量不纯物而生成的非商业性目的的副产品。随着现代化学工业的发展，有机氯化合物的使用在全球范围内大大增加，这些物质被混入废弃物中，随废弃物燃烧时产生了二[image: ]
 英。因此，含氯固体垃圾的焚烧处理是城市二[image: ]
 英污染的主要来源。其生成机制主要是有机物分解后所产生的氯酚、氯苯等小分子在高温下的缩合作用。此外，也可在燃烧灰烬的表面触媒作用下，由碳骨骼与氯合成（denovo合成）。其它来源有造纸工业的漂白过程、金属精炼等，随三废物质排放到环境中。因其毒性极高，世界卫生组织规定人体暂定每日允许摄入量为1～4 pg/kg体重，由于公众对环境污染问题的广泛关注，对其研究已成为当今环境研究领域的前沿课题。

一、结构与术语

二[image: ]
 英从化学术语上是不准确的，实际上它指一类氯代含氧三环芳烃类化合物。属于含氧三环芳烃类化合物二苯并 -对 -二[image: ]
 英（dibenzo -p -dioxin）和二苯并呋喃（dibenzo furan），这类化合物环上的氢可以被氯取代，如2，3，7，8-四氯代二苯并-对-二[image: ]
 英（2，3，7，8-TCDD或TCDD）。因此，确切的术语应为多氯代二苯并-对-二[image: ]
 英（PCDDs）和氯代二苯并呋喃（PCDFs）。部分[image: ]
 英及其类似物的结构见图16-3。
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图16-3 部分二[image: ]
 英及其类似物的结构



氯取代的数量和位置决定了其同系物异构体的数量，如PCDDs有75个异构体，而PCDFs有135个异构体，后者异构体的数量更多是由于呋喃这一不对称结构所致。

这类氯代化合物的化学特性相似，均为固体，沸点与熔点较高，具有亲脂性而不溶于水。PCDD/Fs在环境中具有以下4个共同特征：

（1）热稳定性PCDD/Fs极其稳定，加热到800℃才降解，然而要大量破坏时温度需要超过1000℃。

（2）低挥发性 这些化合物的蒸汽压极低，因而除了气溶胶颗粒吸附外在大气中分布较少，而在地面可以持续存在。

（3）脂溶性 极具亲脂性，辛烷/水的分配系数的对数值极高（log Kow在6左右）。因而在食物链中，PCDD/Fs可以通过脂质发生转移和生物富集。

（4）环境中稳定性高 尽管紫外线可以很快破坏PCDD/Fs，但在大气中由于主要吸附于气溶胶颗粒而可以抵抗紫外线。一旦进入土壤，对理化因素和生物降解都具有抵抗作用，平均半衰期约为9年，因而可在环境中持续存在。

二、污染来源

一般人群对二[image: ]
 英的接触具有不同的途径，包括直接通过吸入空气与摄入空气中的颗粒、污染的土壤及皮肤的接触吸收、食物消费等。人体接触的二[image: ]
 英90 %以上是通过膳食接触的，而动物性食品是其主要来源。PCDD/Fs对食物的污染主要是由农田里各种沉积物引起的，废弃的溢出物、淤泥的不恰当使用，随意放牧，奶牛、鸡和鱼食用污染饲料，食品加工，以及氯漂白包装材料的迁移。由于食物链的浓缩作用，在鱼类、贝类、肉类、蛋类和乳制品中可达到较高的浓度。由于二[image: ]
 英是脂溶性物质，在蔬菜类等农产品中含量甚少。因此环境中的二[image: ]
 英主要通过污染的动物性食品进入人体内。

PCDD/Fs的食品来源有以下途径：食物链的生物富集，由于PCDD/Fs的脂溶性及其在环境中的稳定性极高，由含氯化学品生产与使用、固体垃圾的焚烧、造纸时的漂白过程等造成的环境污染，大多在水体中通过水生植物、浮游动植物——→食草鱼——→食鱼鱼类及鹅、鸭等家禽这一食物链过程，在鱼体和家禽及其蛋中富集；同时，由于环境大气的流动，在飘尘中的PCDD/Fs沉降至地面植物上，污染蔬菜、粮食与饲料，动物食用污染的饲料也造成PCDD/Fs的蓄积，Furst提示空气→草料→母牛途径较土壤→草料→母牛途径更加重要。不同PCDD/Fs在草料与牛乳中转移差别较大，以2，3，7，8-TCDD/Fs为高，这与其在体内存储与排除有关。因此，鱼、家禽及其蛋类、肉类等成为主要污染的食品；纸包装材料的迁移伴随着工业化进程，食品包装材料发生改变。许多软饮料及乳制品采用纸包装。由于纸张在氯漂白过程中产生PCDD/Fs，作为包装材料可以发生迁移造成食品污染；意外事故，众所周知的米糠油事件就是使用PCBs作为加热介质生产米糠油，由于意外事故引起食物污染。如相继发生在日本和中国台湾的米糠油事件就是PCBs及其杂质PCDD/Fs的污染造成的食物中毒。

三、二[image: ]
 英的体内吸收与代谢

（1）吸收 二[image: ]
 英的主要吸收途径有消化道、皮肤和肺，其吸收的程度与化合物的种类、吸收途径及投入媒体有很大的关系。有关2，3，7，8-TCDD的经口投与试验表明，溶解于植物油中的2，3，7，8-TCDD的吸收率约为90 %，与食物混合时的吸收率为50 % ～60 %。消化道的吸收无明显的动物种属差异。皮肤的吸收率仅为1 %，且大部分停留于皮肤的角质层。附着在空气中粒子上的二[image: ]
 英约有25 %被肺吸收。吸入后没有到达肺的以及被肺排出的二[image: ]
 英，大部分经过吞咽移行到消化道内，被进一步吸收。因此，除了爆炸事故等意外情况外，人日常生活中二[image: ]
 英的总摄取量的90 %来自于食物。

（2）分布 二[image: ]
 英试验动物经口投与时，主要分布于血液、肝脏、肌肉、皮肤、脂肪，特别是在肝脏和脂肪组织等脂质丰富的器官。2，3，7，8-TCDD在肝脏与脂肪的分布比例有一定的种属差异，人主要蓄积于脂肪，试验动物除豚鼠外主要蓄积于肝脏。其它同类化合物的分布无明显的种属差异。血清中2，3，7，8-TCDD的浓度与脂肪组织中的2，3，7，8-TCDD的浓度有良好的相关性。

（3）代谢与排泄 一般来说，二[image: ]
 英比较难以代谢，且有显著的种属差异。在某些实验动物可将其部分代谢成极性产物，并与葡萄糖醛酸内酯结合，经胆汁或尿排泄。代谢物的毒性较原形物降低。二[image: ]
 英主要经粪便排泄，其速度有显著的种属差异。在人体内的半衰期长达1～10年，因此，人体内的二[image: ]
 英蓄积量与年龄呈正相关。而在啮齿类动物的半衰期则相对较短，灵长类的半衰期是啮齿类的10～40倍。此外，当投与量为1 ng/kg时，二[image: ]
 英还可诱导大鼠肝脏细胞色素P-450酶系（CYP1 A1），投与量为15 ng/kg时也可观察到小鼠同样的影响，该作用被认为是机体的一种适应性反应。

（4）母子间的移行 二[image: ]
 英可通过胎盘移行到胎儿体内，但胎儿体内的浓度一般不会高于母亲。还可分泌于乳汁中，借助于乳汁移行到婴儿体内。

四、二[image: ]
 英的毒性

（1）急性毒性2，3，7，8-TCDD的半数致死量（LD50
 ）有着显著的种属差异。毒性为迟发型反应，通常在接触数周后死亡。最敏感的豚鼠（雄）的半数致死量（LD50
 ）为600ng/kg，敏感性最低的仓鼠（雄）的LD50
 则高达5051000ng/kg，相差8000倍以上。毒性的出现有性别差异，雌性的敏感性有大于雄性的倾向。出现毒性反应的脏器主要有肝脏、胸腺、性腺、甲状腺、肾上腺等。人以外的灵长类动物的最显著的毒性反应为皮肤的病变，与发生于人的氯痤疮非常相似。

（2）慢性毒性 大白鼠终生经口投与2，3，7，8-TCDD时未观察到有害作用剂量（NOAEL）为1ng（/ kg·d），观察到的毒性反应有体重减少，肝功能损害等。瑞士小白鼠1年间经口投与2，3，7，8-TCDD时的最低观察到有害作用剂量（LOAEL）为1ng（/ kg·d），观察到的毒性有皮肤淀粉样变性、皮肤炎。

（3）遗传毒性 有关2，3，7，8-TCDD的沙门氏菌回复突变实验、体外哺乳类细胞培养实验及各种在体实验均为阴性，也无DNA损伤或与DNA结合的证据，不直接导致体细胞的变异，表明2，3，7，8-TCDD可能无遗传毒性。

（4）致癌性 目前已经发现TCDD是最具毒性和致癌性的化学物质之一，其致癌性比黄曲霉毒素B1
 强3倍，TCDD还是致癌效应的促进者，能增强几类致癌物的致癌能力。用10～100 ng/kg体重的TCDD喂饲老鼠，结果显示肝肿瘤数目明显提高。更大剂量水平时，大鼠口腔、鼻、肺和肝的肿瘤数目也明显增加。有关2，3，7，8-TCDD及其类似物的致癌性在大白鼠和小白鼠进行了众多的经口长期投与实验，证明该类化合物致癌作用的主要靶器官有肝脏、甲状腺和肺。大白鼠和小白鼠的肝脏、肺和皮肤的两阶段致癌模型实验表明，2，3，7，8-TCDD不损伤细胞基因（即无遗传毒性作用），它不是直接的引发剂（initiator），而是强烈的促进剂（promoter）。因此，它的致癌毒性的发生有一定的阈值。世界卫生组织（WHO）国际癌症研究所（IARC）将二[image: ]
 英定为2 B类，即对人类可能是致癌物。

（5）生殖毒性 在妊娠和哺乳期投与二[image: ]
 英时，其对胎儿及子代的生殖毒性大于对母体的毒性。主要毒性作用如下。致畸作用：在小鼠的胚胎器官形成期经口连续投与2，3，7，8-TCDD，剂量为1000ng（/ kg·d）以上时，可导致腭裂、肾盂积水的增加，未观察到有害作用剂量为100ng（/ kg·d）。大鼠高用量连续经口投与2，3，7，8-TCDD时，在母体毒性量时即可引起胎儿死亡、低体重等胎儿毒性，并导致肾形成异常的频度增加，未观察到有害作用剂量为125 ng（/ kg · d）。对生殖的影响：大鼠的三代繁殖实验表明，2，3，7，8-TCDD连续经口投与时，有着受孕率低下、同腹胎儿数的减少、生后存活率的低下等生殖毒性作用，且对子代的毒性强于对母代的毒性，未观察到有害作用剂量为1 ng（/ kg · d）。对子代生殖系统的影响：在妊娠及哺乳期接触较低水平的2，3，7，8-TCDD即可导致子代的生殖器的形态与机能的异常。如Mably等发现给妊娠15 d的大鼠一次性投入含有64 ng/kg二[image: ]
 英的饲料（极低的剂量水平），可导致子鼠睾丸生精细胞的减少、附睾尾部精子数的减少、附睾重量的降低等。

（6）免疫毒性2，3，7，8-TCDD的免疫毒性表现为胸腺萎缩、体液免疫及细胞免疫的抑制、抗病毒能力的降低、抗体产生能力的抑制等。小鼠对病毒感染的抵抗力的降低是2，3，7，8-TCDD在啮齿类的免疫毒性的最敏感的指标，单次经口投与时未观察到有害作用剂量为5 ng/kg。给灵长类动物投与0.3 ng/kg及10 ng/kg时，可引起血中淋巴细胞的水平的改变。投与大鼠妊娠母鼠时，可引起子鼠迟发型变态反应的抑制和抗体产生能力的抑制，这些反应均在单回投与量达100 ng/kg时出现，有着明确的用量依存性。

（7）人群接触案例 人所接触到的二[image: ]
 英可分为普通接触、职业接触与事故接触。有关二[image: ]
 英对健康影响的流行病学调查资料，来源于职业接触者与事故接触者。

①普通接触：日常生活中的接触90 %以上来源于饮食，特别是肉类、乳制品等动物性食品的摄取。在婴儿主要来源于母乳。据发达国家的调查，成人二[image: ]
 英的1日摄取量为1～3pg TEQ（/ kg·d）（TEQ，toxic equivalencies，毒性当量）。婴儿所摄取的二[image: ]
 英类的量如按单位体重计算则远远大于成人，约为60 pg TEQ（/ kg·d）。普通饮食接触情况下未见对健康有影响的报道。鉴于母乳对婴儿的身体与精神发育的有益影响，WHO在积极采取措施降低母乳中二[image: ]
 英类的浓度的同时，仍继续提倡母乳喂养。

② 职业接触与事故接触：职业接触与事故接触的集团通常受到较高水平的接触。职业接触的典型事例是农药2，4，5-三氯苯氧基醋酸（2，4，5-trichlorophenoxyaceticaid，2，4，5-T）的制造业者与散布者所受到的较高浓度的2，3，7，8-TCDD的接触。事故接触的事例有，美国纽约州Lovecanal发生的含有二[image: ]
 英的产业废弃物埋葬处理所致的污染（1978）、意大利赛卫索（Seveso）化学工厂爆炸事故（1976）、发生于日本（1968）及中国台湾（1978）的食用油多氯联苯污染事件以及发生于比利时的禽畜饲料污染事件（1999）。此外尚有越南战争时的橙色落叶剂的使用等。人接触高浓度的2，3，7，8-TCDD时所观察到的非致癌性毒性反应主要有皮肤氯痤疮等。特别值得注意的是，高浓度接触可导致人体各部位的癌症发病率普遍增加，尤其以发生软组织肉瘤的危险性的增加最为显著。有关意大利赛卫索（Seveso）污染事故的追踪调查研究表明，男性和女性各部位（如消化道、淋巴造血系和肝脏等）的癌症死亡率均有显著增加。此外，越南战争接触过落叶剂的退伍军人与其后代脊柱裂的发生率有所增加。

五、二[image: ]
 英的每日耐受摄入量

二[image: ]
 英不同于食品添加剂、农药等有意识地被使用的化学物质，它是非意识性地产生并通过环境摄取到人体内的。因此，国际上一般用每日耐受摄入量（tolerable daily intake，TDI）而不是用反映食品中农药等的残留基准的每日容许摄入量（acceptable daily intake，ADI）作为衡量摄入情况的指标。由于二[image: ]
 英是非遗传毒性物质，其TDI可根据NOAEL或LOAEL及不确定性系数（UF）亦即安全系数（SF）来计算。1990年WHO欧洲地域事务局根据由动物生殖毒性试验、慢性毒性实验等结果综合判断NOAEL为1 ng（/ kg · d），不确定性系数设定为100时，将2，3，7，8-TCDD的TDI设定为10 pg（/ kg · d）。TDI如以2，3，7，8-TCDD的毒性当量来表示，则为103pgTEQ（/ kg·d）。1998年5月，WHO欧洲地域事务局和国际化学物质安全性计划（IPCS）的专家们在瑞士日内瓦召开共同会议，进一步将包括coplanar PCB在内的二[image: ]
 英类的TDI修正为1～4 ng（/ kg · d）。它的计算依据是根据动物毒性试验的LOAEL得到人体的最小体内负荷量（body burden）为86 ng/kg，再算出与此相应的1日摄取量为436pg（/ kg·d），当不确定性系数设定为10时，得出二[image: ]
 英类的TDI为1～4pg（/ kg·d）。

第四节 铅

铅（Pb）是地壳中发现的含量最丰富的重金属元素，土壤中通常含有2～200 mg/kg的铅，平均含量为16 mg/kg。在我国古代，炼丹的术士很早就知道通过加热过程在矿石中分离出Pb2
 O（3黄丹）、Pb3
 O（4红丹）和PbO（密陀僧）。服用“丹丸”是我国古代许多帝王暴病致死的主要原因之一。古代腓尼基人、埃及人、希腊人和东印度人早期就用铅制作食具、水管、盛各种液体的器皿、装饰物和砝码。古罗马人不仅用铅制作远距离的输水管道和盛酒、食物的器皿，而且用铅制器皿蒸煮葡萄糖浆来制作罗马酒。根据古罗马的制酒方法生产出的糖浆混合物含铅高达240～1000 mg/kg。据记载古罗马帝国时代的上层贵族大量饮用铅污染的酒，并且大多数出现痛风现象。这种情况是由于铅中毒导致肾功能衰竭所引起的。许多历史学家认为古罗马人过度使用含铅的器皿，可能影响古罗马领导人头脑和意识的不稳定性，并导致了罗马帝国的毁灭。

铅及其化合物是现代社会重要的工业原料，广泛用于冶金、油漆、印刷、陶瓷、医药、农药、塑料等制造工业。目前铅对环境的污染主要是废弃的含铅蓄电池和汽油防爆剂（含铅汽油）对土壤、水源和大气的污染。全世界每年使用铅约400万t，其中40 %用于蓄电池的生产，20%以四甲基铅和四乙基铅的形式加入汽油中用作防爆剂，12% 用作建筑材料，6%用作电缆外套，5%用于制造弹药，17% 用于其它方面。这些铅约有1/4被重新回收利用，其余大部分以各种形式排放到环境中造成环境污染，因而也引起食品的铅污染。大气中的铅80 %来自汽车的尾气，一般的含铅汽油每升含铅440～880 mg，以一个地区1300万辆交通工具计算，每年仅由汽车尾气排入大气的铅就达26000 t。在城市交通繁忙的中心地带，每1 m3
 大气的含铅量可达6～30 μg，是农村地区大气含铅量的60～300倍。

一、铅的来源

地表水和地下水中的铅浓度分别为0.5 μg/L和1～60 μg/L。在石灰岩地区，天然水中铅含量可高达400～800 μg/L。WHO建议饮用水中的最大允许限量为50 μg/L。饮用水中铅的来源可以来自河流、岩石、土壤和大气沉降，含铅废水，含铅的工业废水、废渣的排放以及含铅农药的使用，也能严重污染局部地面水或地下水。但饮用水中的铅主要来自含铅的输水管道。据估计，来自含铅金属水管的自来水中铅的含量可高达50 μg/L。由于“酸雨”的影响，城市或工业区的饮用水的pH较低，酸性水是铅的溶剂，它能缓慢溶解出含铅金属水管中大量的铅，进而污染水源。

由于铅的广泛分布和利用，以及铅的半衰期较长（4年），在食物链中产生生物富集作用，对食品造成严重的污染。在所有食品，甚至在远离工业区的地区所生产的食物中均可测出铅的存在。分析显示在远洋海产鱼中铅的自然含量为0.3 μg/kg，这些鱼类没有受到地区性局部污染，可认为是铅对全球环境污染的平均指标。铅可以在日常食用的食物中检测到，生长在城市郊区、交通干线、大型工业区和矿山附近的农作物往往有较高的含铅量。例如，生长在高速公路附近的豆荚和稻谷含铅量为0.4～2.6 mg/kg，是种植在乡村区域的同种植物的10倍。一些海洋鱼类含铅量也较高，可达0.2～25 mg/kg。

使用含铅的铅锡金属管道和劣质陶瓷器皿运输、盛装和烧煮食品，可造成铅对食品的直接污染。由于使用了不合格的金属或上釉陶瓷容器贮藏产品而引起铅中毒的事件时有发生。在不久以前，铅锡焊罐还是食品重要的铅污染源，特别对炼乳、婴儿果汁等婴儿食物造成严重污染，使这些食物中的含铅量达到0.5 mg/kg的高水平。而目前广泛采用的电阻焊罐可降低铅的污染程度，用这样的罐头可使婴儿食品的含铅量降低到原来的10 % ～20 %。事实上，罐装食品生产过程也会显著升高食品中的铅水平。例如在青鱼罐头生产中，如果将青花鱼剖开并密封在电阻焊罐中，其含铅量升高20倍。将鱼肉切碎、风干装罐，最后的铅含量可升高400倍，如果将鱼肉密封于焊罐中，青花鱼中铅含量可升高到4000倍。此外，啤酒厂和酒厂所使用的铅管和其它含铅设备常会引起酒中铅污染，而现代酒厂由于采用不锈钢或其它无铅的材料，使铅的污染程度减少，但所使用金属箔盖和使用铅或铅合金的设备时，还会引起一些污染。我国传统食品——松花蛋（皮蛋）由于在加工中使用了黄丹粉（PbO），往往有很高的含铅量。

WHO暂定成人对铅的耐受量为0.05 mg/kg体重·周（3 mg/周），儿童为0.025 mg/kg体重·周。我国规定一般食品中的含铅量不得超过1 mg/kg或1 mg/L，罐头食品不得超过2 mg/kg。表16-4列出了各种食品的一般含铅量。


表16-4 各种食品中的含铅量 单位：mg/kg
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二、铅的吸收和转化

据估计人每天摄入铅为200～400 μg，大多数来自食品，从污染的空气摄取的铅仅为20～40 μg。铅在人体胃肠道的吸收率取决于铅的化学形式。虽然人体从食品中摄取的铅较多，但这些铅为无机铅形式，只有5 % ～10 %被消化道吸收，大部分从尿（75 %）和粪便（16 %）中排出。而大气中的铅为四乙基铅等有机铅形式，胃肠道很容易吸收（＞90 %），大部分以不溶性磷酸铅的形式沉积在骨骼中，少部分储留于肝、肾、肌肉和中枢神经系统。动物新鲜骨髓中的含铅量是外周血液中的50倍。由于动物摄入的铅有90 %沉积在骨骼中，因而含铅量最高的动物性食物是骨。

几种食物因素影响人和实验动物对铅的吸收。食物中植物油所占的比例从5%提高到40 %，可使动物对铅的吸收增加4～7倍。食物中钙含量水平低也可引起铅的吸收增加并引起铅中毒。用缺钙食物饲喂的小鼠，其血铅含量比对照小鼠血中的铅高4倍。这是因为在吸收过程中，钙可以同铅竞争。此外，铁的缺乏也影响铅在胃肠道中的吸收。据报道体内铁贮存降低的小鼠，其对有机铅的吸收增加约6倍之多。降低锌的摄入也会引起铅的胃肠道吸收增加和引起铅中毒。

食物因素也影响铅在身体中的分布。低钙饮食也限制了贮存在骨中的铅含量，正常情况下铅在骨中的生物半衰期约为10000 d。由于缺钙骨的再生能力减弱，在低钙摄入时，因为骨的再吸收，大量的铅可能从骨中释放。贮存的铅也释放入血液中。在这种情况下，试验动物中可发现肾和血中有大量的铅。在老年人中，这种情况特别明显。衰老常伴随骨质疏松和贮存铅的释放。由于血铅含量较高而使老年人出现严重的肾病和泌尿问题。

三、铅的毒性

急性铅中毒比较少见。其毒性主要是由于铅在人体的长期蓄积所造成的神经性和血液性中毒。慢性铅中毒的第一阶段通常无相关的行为异常或组织功能障碍，其特征是血液中的变化。在相对较轻的铅中毒中，低血色素贫血是易出现的早期症状。铅降低了红细胞的寿命并抑制了血红素的合成。作为特异性结合二硫键的重金属元素，铅主要抑制血红素的合成的关键酶——δ-氨基酮戊二酸（ALA）合成酶和ALA脱氢酶等巯基酶的活性，从而提高了血中尿卟啉原Ⅲ（uroporphyrinogen III）的累积，铅也降低了由铁螯合酶介导的铁嵌入尿卟啉原Ⅲ中的反应（图16-4）。此外，铅也使红细胞膜的脆性增加，导致溶血和红细胞寿命缩短，使血细胞比容及血红蛋白值降低。在慢性铅中毒的第二阶段，贫血现象非常常见，出现中枢神经系统失调，并诱发多发性神经炎。患者的症状包括机能亢进，冲动行为、知觉紊乱和学习能力下降。在许多严重病例中，症状包括坐立不安、易怒、头痛、肌肉震颤、运动失调和记忆丧失。如果继续摄入大量的铅，患者将进入第三阶段，症状为肾衰竭、痉挛、昏迷以至死亡。
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图16-4 铅对血红素合成过程的抑制



儿童对铅特别敏感，儿童对食品中铅的主要形式——无机铅的吸收率要比成人高很多，可达到40 % ～50 %（成人仅为5 % ～10 %）。当饮用水中的铅含量达0.1 mg/L时，儿童的血铅含量可超过300 μg/L。我国1990年的全膳食研究表明，根据能量摄入的比例估算，我国5岁以下儿童铅摄入量的平均值已达到FAO/WHO规定的ADI值［0.025 mg（/ kg体重·周）］的92.6 %。儿童连续摄入低水平铅可诱发各种神经性症状。一项研究证明了这个问题的严重程度，根据儿童脱落的牙齿中的铅水平，一组学校儿童被分为高铅摄入组和低铅摄入组。虽然在这项研究中没有一个儿童出现铅中毒的临床症状，但高铅组儿童表现为明显的注意力分散、方向不明和冲动增加，并在标准IQ试验和语言试验中的得分也较低。

铅对实验动物有致癌、致畸和致突变作用。在大鼠的饲料和饮用水中加入剂量为1000 mg/kg的乙酸铅，可诱发良性和恶性肿瘤。这个剂量相当于人吸收的剂量达到550 mg/d。因此还没有证据显示铅可使人致癌。

第五节 汞

汞是地球上储量很大、分布极广的重金属元素，在地壳平均含量约为80 μg/kg，大部分与硫结合形成硫化汞，据估计每年通过岩石风化逸出外部环境的汞约有5000 t。汞是重要的工业原料，汞及其化合物在皮毛加工、制药、选矿、造纸、电解、电镀工业和催化剂制造等方面有广泛的应用。许多形式的有机汞也是常用的抗腐败剂，通常用作医疗仪器的消毒溶液。这些汞，特别是化学工业产生的废水中的汞是导致环境污染的重要因素。

直到近代，金属汞都被认为在环境中稳定。因此废弃的金属汞只是简单埋于地下或直接排入水体中。但近年的研究发现，江河淤泥中沉积的金属汞可在厌氧细菌作用下发生氧化反应和烷化反应，产生水溶性的汞盐（无机汞）和脂溶性的甲基汞等烷基汞。汞盐可同水中的其它成分形成无活性的沉淀，而烷基汞成分相对易挥发，能散发到空气和水体中。甲基汞等有机汞是最具毒性的汞成分，是人类汞中毒的主要原因。

1954年日本发生大规模汞中毒的报道可能是人类第一次了解到有机汞中毒。1950～1954年间，日本南部沿海城市水俣湾的居民，甚至当地的水鸟和宠物陆续发生严重的类似抽风的神经肌肉异常性疾病，被称为“水俣病”。受害人达2万多人，严重中毒者1000人，其中有50多人死亡。调查发现这种疾病是食用了受甲基汞严重污染的鱼引起的。在盲目发展化学工业的水俣市有多个生产乙醚和氯乙烯的化工厂，这些工厂均以汞作为催化剂，工厂的废水未经处理直接排入水俣湾，调查发现在水俣湾水体的淤泥中汞的含量达到2.01 g/kg。金属汞在水体的淤泥转化为甲基汞，然后通过食物链富集在鱼体中，从而导致灾难的发生。

在20世纪70年代，因食用汞杀虫剂处理过的小麦而出现多次暴发性汞中毒事件。其中一次发生在1972年的伊拉克，有6530人入院，459人死亡。经调查是病人食用了小麦种子制作的面包。原本用作种子的小麦用甲基汞杀霉菌剂处理，并染成红棕色，由英国运往伊拉克，并在包装袋上贴上相应的警告标签。但农夫们未注意这些警告，而小麦上的红棕色可以洗净，就认为毒物已消除，然后用来制作面包，从而酿成灾难的发生。

一、汞的来源

无机汞是植物性食物中汞的主要形式，主要来自植物对外环境中无机汞的吸收，不同植物对汞的吸收不同。大多数植物性食物中汞水平通常很低，在马铃薯、豆类和大米中的含量范围为1～7 μg/kg，小麦等谷类通常低于50 μg/kg。鱼和贝类是被汞污染的主要食品，对人体的危害最大，是人类膳食中汞的主要来源。

水生生物对汞有很强的蓄积能力，藻类等浮游植物和水生植物可将水中的汞浓缩2000～17000倍；鱼类可蓄积比周围水体环境高1000倍的汞；而贝类的蓄积能力更强，贝壳类从水生动植物中吸收汞为水中的3000～10000 倍。海鱼的汞含量一般不超过0.5 mg/kg，但来自污染海域的鱼和贝类含有较大量的汞，例如在日本汞污染严重的水俣湾中捕获的贝类含汞为11～39 mg/kg，而鱼类更高达40 mg/kg，高出食用标准近百倍。一般而言，大型海鱼比小型海鱼含有更多的汞，FDA的分析表明，大金枪鱼汞含量平均为0.25 mg/kg，而小金枪鱼汞含量平均为0.13 mg/kg。其它动物如食肉和鱼的鸟类，通过食物链也可蓄积比周围环境多1000倍的汞。我国1990年全膳食研究中得出的正常膳食的汞含量如表16-5所示。


表16-51990年我国各种食品中的含汞量 单位：μg/kg

[image: ]


目前加拿大和日本将鱼中汞的最高限量定为0.1～0.15 mg/kg，贝类为0.5 mg/kg。WHO规定鱼和贝类以外食物中汞的最大限量为0.05 mg/kg。我国目前规定鱼和贝类的汞含量不得超过0.3 mg/kg，其中甲基汞不超过0.2 mg/kg，肉、蛋、油为0.05 mg/kg，乳制品为0.01 mg/kg，谷物为0.02 mg/kg，水果和蔬菜为0.01 mg/kg。1973年WHO根据人类中毒的汞含量分析，建议成人每周摄入的汞总量最多不可超过0.3 mg，甲基汞不能超过0.2 mg，这样，如果每周食用含汞量为0.5 mg/kg的鱼600（g接近86 g/d），将不会超过人对铅的耐受量。但可以肯定的是人食用鱼的量越大，汞中毒的潜在危险越大。值得注意的是，尽管人们将沿海鱼体内含汞量高归咎于沿海的环境污染，但对博物馆中的鱼类的分析显示，过去100年来鱼类的含汞量没有明显的变化。另外，鱼中汞的毒性低于汞本身。因为汞的毒性会被硒降低，二者在鱼体内的含量比接近1∶1。这种现象需要进一步的研究。

二、汞的体内吸收和毒性

人体和其它动物对汞的吸收率取决于其被吸收的部位和汞的化学形式。人体经胃肠道对金属汞的吸收率低于0.01 %。无机汞（汞盐）在消化道的吸收率取决于其溶解度，一般为7% ～15%。小鼠经胃肠道对氯化汞的吸收约为2%；对醋酸汞的吸收率接近20%。但胃肠道对有机汞的吸收率很高。因为甲基汞的高度脂溶性，其吸收和分布均比其它非有机形式广泛。

对志愿者人群和几种动物实验的研究结果显示，甲基汞在消化道几乎被完全吸收。吸收后的甲基汞随后进入血液，并同红细胞结合（90 %以上），输送到胃、结肠、肌肉和其它组织中。脑中甲基汞的浓度要比血中高10倍。虽然甲基汞通过血脑屏障的速度相对较慢，但从脑中清除甲基汞要比从其它组织中清除慢，研究显示甲基汞在人体内的半衰期约为80 d，而在脑组织的半衰期约为200 d。另外，由于胎儿血中的血红蛋白浓度较高，甲基汞中毒时，胎儿血中的甲基汞浓度要高出母体约20 %。

大部分的无机汞被代谢为二甲基汞，并从尿和大便中排出。甲基汞等烷基汞主要由肝脏排泄，并通过胆汁分泌和胃肠道上皮细胞脱落形成大便而排出，且排出速度较慢。90 %以上的甲基汞可经肠再吸收，这是其生物半衰期较长的主要原因。

人类对汞的毒性反应已经了解了几十年。无机汞中毒主要影响肾脏，饮食中汞盐的含量超过175 mg/kg可引起急性肾反应，引起尿毒症。急性无机汞中毒的早期症状是胃肠不适、腹痛、恶心、呕吐和血性腹泻，而甲基汞中毒主要影响神经系统和生殖系统。对“水俣病”患者的观察显示，这种疾病的早期症状是协调性丧失、言语模糊、视觉缩小（也称为管视）和听力消失。其后期症状包括：进行性失明、耳聋，缺乏协调性和智力减退。怀孕的妇女接触甲基汞可引起出生婴儿的智力迟钝和脑瘫。“水俣病”结束后四年间出生的胎儿先天性痴呆和畸形的发生率都有明显的增加。

第六节 镉

镉在自然界中常与锌、铜、铅并存，是铅锌矿的副产品。镉在工业上有广泛的用途，主要用于电容器、电线及其它金属的电镀，以防止其腐蚀。镉的硬脂酸盐是很好的稳定剂，在塑料工业和蓄电池制造中有广泛的应用。大气中的镉主要来自锌冶炼厂和煤燃烧时产生的废气，燃煤含镉1～2mg/kg，一般的市区大气中镉的含量为0.02μg/m3
 ；而工业区可达到0.6μg/m3
 ，锌矿区镉的含量甚至可达3μg/m3
 。水和土壤中的镉主要来自电镀、电解和蓄电池等含镉工业所排出的废水。利用含镉废水灌溉农田，会引起土壤中镉的积累。研究表明，工业生产排放镉污染废水时，能很快被水中的颗粒物所吸附，且80 % ～90 %吸附在土壤中，农作物通过根部吸收镉，并在植物体内富集。镉主要通过对水源的直接污染，以及通过食物链的生物富集作用对人类的健康造成危害。

有关镉污染食物造成人类流行性疾病的事件至少有一宗。这种流行病发生在日本富山县神通川。1946～1955年该地方医生发现许多原因不明的地方病例，共发病258例，其中死亡128例，死亡率高达50 %。孕妇、哺乳妇女和老人等钙缺乏者最易患此病。因该病患者终日喊痛，被非正式的定名为“疼痛”病。又因为该病主要引起骨骼的剧痛和严重的骨萎缩，也称骨痛病。1960～1968年调查病因发现该病主要是食用了镉污染的大米所致，并确定为慢性镉中毒。镉的来源是神通川上游的铅锌矿的选矿废水和尾矿渣污染了河水，使其下游用河水灌溉的稻田土壤受到污染，产生了“镉米”。分析显示“镉米”灰分中镉含量高达120～350mg/kg，日本有些镉污染区稻米的平均含镉量高达1～41mg/kg，是其它地区大米含镉的100～500倍。病死者骨中的镉含量也较对照高出159倍。由于镉的生物半衰期长达20～40年，在人体内有很强的蓄积作用，因而对人的健康危害较大。

一、镉的来源

镉污染的食物主要是鱼类、贝类等水生生物。鱼和贝类可从周围的水体中富集镉，其浓度比水高出4500倍。据调查日本东京湾的海水含镉为0.1～0.3 μg/L，但在该水域捕获的鱼体内含镉为0.1～0.3 mg/kg，是海水的1000倍。在镉污染严重的海域捕获牡蛎含镉可达到200～300 mg/kg。有报道称新西兰的牡蛎中含镉高达8 mg/kg湿重。有些植物如烟草也具有很强的聚镉能力，如在含镉量为1 mg/kg的土壤上生长的烟草，含镉可达20～30 mg/kg。一般食物中通常含镉量低于0.05 mg/kg，例如苹果含镉0.003 mg/kg，大豆含镉0.09 mg/kg。WHO定期分析全世界所提供的各种食物，分析结果显示镉污染最严重的食物除贝类外，还有各种食用动物的肾脏，其镉含量往往超过10 mg/kg。大多数肉类含镉量平均为0.03 mg/kg。

据研究，人通过膳食摄取的镉在非污染区一般人群中为10～40 μg/d，污染区一般人群为150～200 μg/d，平均为73 μg/d，这一数值同1988年FAO/WHO暂时规定的可接受摄入量［7～8.3 μg（/ kg体重·周），相当于57～71 μg/d］接近。这一数值基于实验动物的结果和对人类镉中毒工业事件的分析，在此限度内长期摄入镉对肾脏的损害可减至最低限度。在通常情况下，饮食中的镉水平并未引起人的健康损害。但对于特别的大量食用贝类和肾脏的个体，以及处于镉严重污染区的居民而言，食物中镉的日摄入量可能明显超过可耐受摄入量。据调查我国一些污灌区居民的摄入量可达520 μg/d，一些冶炼厂附近生产的大米含镉为1.8 mg/kg，居民通过主食摄入体内的镉高达810 μg/d。1984年我国污灌区中镉的最大容许含量分别为：大米、面粉为0.1～0.2 mg/kg，水果、蔬菜为0.03～0.05 mg/kg，肉类和鱼为0.1 mg/kg。

二、镉的体内吸收和毒性

同汞和铅相比，镉在人体中生物转化的资料较少。经口喂饲的镉只有约5%经胃肠道吸收。镉的吸收与其化学形式密切相关。动物实验表明，刚出生的小鼠胃肠道吸收镉的能力比老年小鼠高。出生2 h和24 h的幼鼠吸收氟化镉的能力分别是6周大小鼠的20倍和10倍。镉在人体内的吸收受营养因素影响。钙、蛋白质和锌的缺乏明显增加人体对镉的吸收。另外，镉同牛乳一起喂饲比无牛乳时对镉的吸收高20倍。

实验动物表明小鼠在48 h内吸收的镉主要分布于肝、脾、肾上腺和十二指肠。吸收的镉大约有50 %分布在肾脏和肝脏。镉在肾中的积累较慢，达到峰值需要6 d。除非镉的剂量特别高，肾脏中镉的水平约为肝的10倍。在其它器官中浓度相对很低。

镉在体内相当稳定，其摄入后与金属硫蛋白（metallothionein）结合，故生物半衰期较长。小鼠摄入镉和锌可同时提高金属硫蛋白的合成。金属硫蛋白也出现于其它几个器官中。但为什么只有肾脏有高浓度的镉，原因还不是很清楚。

镉为有毒金属，其化合物毒性更大，尤其是氧化镉，其对小鼠经口的LD50
 为72mg/kg体重；氯化镉为93.7 mg/kg体重，硬脂酸镉为590 mg/kg体重。急性镉中毒表现为呕吐、腹痛、腹泻，继而引发中枢神经中毒。镉的慢性毒性主要是肾中毒和骨中毒，并对生殖系统造成损害。肾脏是对镉最敏感的器官，剂量为0.25 mg/kg体重时就可引起中毒症状的发生，症状包括尿中蛋白质的排出增加和肾小管功能障碍。高剂量时（2 mg/kg）引起前列腺萎缩、肾上腺增生并伴随肾上腺素和去甲肾上腺素的水平升高，并引起高血糖。对日本镉中毒患者的研究发现，镉引起肾损害和骨骼损伤可导致严重的骨萎缩和骨质疏松。

有大量证据说明镉有致癌活性。实验动物无论皮下注射或口服硫酸镉、氯化镉均可诱发恶性肿瘤的发生。美国对近万名接触镉的工人进行流行病学调查，发现他们患肺癌和前列腺癌的危险性比一般人高2倍，但这些结论还未在人体中得到证实。饮食中的几种成分如锌、硒、铜、铁和抗坏血酸可减低和排出镉的部分毒性效果。这些保护性反应发生的机理还不清楚。

（杨晓泉）

思考题

1. 从网络资源查询相关资料，撰写环境污染造成人类重大食物中毒事件的案例分析报告。

2. 对人类外环境造成重大影响的环境毒素主要有哪些？试从毒素的稳定性、生物膜的特性两方面阐述环境毒素在人类食物链中的富集和循环效益。

3. 以比利时TCDD污染事件为案例，阐述TCDD的形成机理及其在人类外环境中的富集效益。

4. 试说明铅、镉、砷、汞的存在形式与其毒性的关系，并阐述儿童与成人对重金属元素毒性反应的差异。

5. 以饮用水中的重金属元素污染控制为例，说明如何检测与控制食品中的环境污染毒素。


第十七章 食品中的农药残留

第一节 概述

农药是指用于预防、消灭或者控制危害农业、林业的病、虫、草和其它有害生物以及有目的地调节植物、昆虫生长的化学合成或者源于生物、其它天然物质的一种物质或者几种物质的混合物及其制剂。现有农药品种2000种左右，制剂种类数以万计，主要分为杀虫剂、杀菌剂、杀线虫剂、除草剂、杀鼠剂、植物生长调节剂及农药助剂等。农业生产离不开农药，病、虫、草害都需要农药的防治，据统计，世界粮食产量如果不使用农药，稻谷产量将损失47.1 %，小麦24.4 %，玉米35.7 %。可以看出，农药在使用中不可避免的要接触食品原材料或成品，而绝大多数农药都是有毒物质，如果使用不当，就会造成人类的中毒。所以对食品中农药残留的分析是食品安全性评价的一部分。虽然现代农药向着高效、安全及低残留发展，但是在一定时期内、一定区域还不可能完全消除农药对人类安全的影响。

一、农药的富集和残留

农药一经使用，便进入了人类所生存的空间，施用到环境中的各种农药可以通过种种途径迁移而分布到环境的各个组成中去，在这个过程中可以被多种陆生生物或水生生物所摄取。比如在作物中，根菜类的胡萝卜、马铃薯等就对农药具有极强的吸收能力，水生生物对农药的吸收能力比陆生生物还要强。农药进入环境并非一成不变，如果是容易分解代谢的药剂，则逐渐被降解至简单化合物，进一步参与到自然界物质循环中去；但是有些药剂很稳定，分解较慢，尤其是一些脂溶性化合物，在环境及生物体内可滞留较长时间，对此我们称为农药残留。20世纪60～70年代，六六六、DDT等农药大量使用，有机氯农药具有较高的残留性，并易于在生物体内积累，我国1983年禁止使用。在禁止使用有机氯农药的初期，由于土壤中残留量较高，全国各地粮食中有机氯残留量较高。根据1983年全国粮食有机氯调查，在小麦、稻类、玉米中六六六残留超标为283.9 亿kg，90.9 %的粮食检出六六六残留，其超标率为7.4 %，平均残留量为0.11 mg/kg，DDT超标率为0.2 %，平均残留量为0.02 mg/kg。表17-1 中数据是禁用有机氯农药5 年后，无锡市郊某菜地蔬菜中六六六残留情况的调查，以此可见农药残留的普遍性。有机氯禁用后，它们在蔬菜上的残留已经不成为主要矛盾，而有机磷等农药在蔬菜上的残留日趋严重。根据1987年对杭州主要菜场抽样检测表明：甲胺磷检出率达100 %，超标率大于50 %，最高残留水平为允许标准的几十倍。1987年，香港市民食用经深圳口岸输入的卷心菜，造成670人出现中毒现象，经过对样品的化验，发现甲胺磷残留超标。我国于1990年对12个省、市、自治区食品中有机磷和有机氯农药残留及人群摄入水平进行调查，结果表明谷物、豆类、薯类、肉、蛋、水产品、乳品、蔬菜和水果等均有六六六及滴滴涕的残留；对12种有机磷农药进行检测，检出5种有机磷农药，其中甲胺磷检出率最高。到目前为止，仍然有很多食品可以检出杀虫剂的残留。

表17-1 蔬菜中六六六的残留量 单位：mg/kg
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由于食物链的关系，残留在各类生物体内的农药逐渐被积累起来，这就是生物富集现象或称为生物浓集（biologicalconcentration，biological magnification，biological accumula-tion）。生物富集的广泛定义是：“通过生物间的食物链，药剂在生物体内积蓄了比食饵更高的浓度；此外，植物从水或土壤中吸附或吸收农药使浓度提高也是生物富集。”生物富集现象在自然界中广泛存在，农药由于全球性大面积使用，其富集作用不可忽视，对人类造成的潜在危害可想而知。比如如果大气中含有2 × 10 -10
 ～1 × 10 -5
 mg/kg的滴滴涕，在食物链最高的人体内就可富集60万到30亿倍之多。农药残留或富集达到一定水平即可对人畜的安全造成影响，这种中毒现象在国内外已经屡见不鲜。影响农药生物富集的因素有药剂的水溶性、稳定性、在环境中的含量以及生物体的取食方式、取食量、对药剂的代谢和排泄能力等。一般来说，水溶性小、稳定性强的农药更容易在生物体内富集，代谢能力弱、脂肪含量高的生物体内易于富集农药。陆生动物体内富集的农药主要来自食物，当然也有一部分来自呼吸摄入；水生动物体内富集的农药有相当一部分来自呼吸摄入，比如鱼类通过鳃摄入的农药比食物多；陆生植物主要由根部及叶吸收农药。

二、农药残留量的规定

任何药物都有一定的毒性，只是毒性大小的问题。只要使用剂量合理，不超出生物承受能力，就不会造成危害。近三十年来，人们从各个学科领域研究农药的毒性、毒理，以及毒性危害与剂量的关系，力求在农药使用中，将农药对人类的危害及生态系统的影响控制在可以接受的范围内。为此，在深入研究农药毒性与毒理的基础上，制定出农药的各种限制标准，如农药的日允许摄入量标准，最大残留限量标准，合理使用标准，以及各种环境标准等。

每日允许摄入量（acceptable daily intake，ADI）是指人体长期每天摄入某种农药，对健康不引起可察觉有害作用的剂量。ADI值是通过动物的慢性毒性试验求得的最大无作用剂量，除以安全系数，用相当于人体每千克体重每日允许摄入农药的毫克数表示，单位是mg（/ kg·d），按下式计算：

日允许摄入量（ADI）=动物最大无作用剂量/安全系数

因为人与动物间，以及人群个体之间对毒物反应敏感性的差异，所以用动物试验求得的农药的最大无作用剂量，一般要除以100的安全系数，对一些可能有特殊毒性的农药，其安全系数可定为1000～5000，甚至更高。有了ADI值后，就可以进一步求得农产品与食品中农药的最大残留限量。

最大残留限量（maximum residue limit，MRL）是农畜产品中农药残留法定的最大允许浓度。它是根据人体对农药的日允许摄入量，人体膳食结构中每日进食各种食物的数量，以及平均人体重等参数，用以下公式求得（单位，mg/kg）：

最大残留限量（MRL）=ADI ×人体平均体重（kg）/进食量（kg）

中国人的人体平均体重一般以60 kg计，进食量因食物对象不同，数值也随之而异，我国一般按下列数量分别求得：粮食0.5 kg，蔬菜0.3 kg，水果0.1 kg，油0.05 kg，其它0.2 kg。有了农药在各种农产品上的最大残留限量标准以后，就可以通过田间的农药残留试验，求得农药的安全使用条件，制定出农药的合理使用标准。截至1997年，我国有140种农药品种，在19种作物上已经制定了300项合理使用标准，这对于防止农药对农产品的污染起着巨大作用。在一般情况下，只要按照合理施用标准使用农药，生产的粮食、蔬菜、水果等各类农产品，均可符合现行的食品卫生标准，食用后对人体无有害影响。

由于农药残留直接影响着人类的健康，FAO/WHO农药残留联席会议（JMPR）、FDA和我国卫生部门都对农药的最大允许残留量（MRL）作出规定（见表17-2及表17-3），我国截至1994年已经正式颁布的农药残留限量标准有7个，包括20种农药在各类食品中的MRL。


表17-2 我国1994年颁布的MRL残留标准 单位：mg/kg
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注：ND为不得测出，—为标准未制定。




表17-3 FAO/WHO的农药MRL残留标准 单位：mg/kg

[image: ]
注：ND为不得测出。



随着科学的发展，有关毒性的检测方法不断发展，人们对各种毒物危害认识不断提高，为满足人类食品的要求，各种标准也不断修改。表17-4是欧盟制定的农副产品中农药最大残留限量（MRL）标准的变化。1999年6月，欧盟又发布了农药在茶叶中的最高残留限量，以下略摘部分（17-5）。


表17-4 欧盟农药最大残留限量（MRL）标准的变化 单位：mg/kg
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表17-5 欧盟茶叶中农药最高残留限量（1999.6.24发布）单位：mg/kg
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第二节 有机氯农药

有机氯农药（organochlorines pesticide）是一类含氯有机合成农药，也是发现和应用最早的一类人工合成的杀虫剂。20世纪40～70年代，在全世界广泛使用，在防治农林、卫生害虫方面，发挥过重大作用。70年代后，大部分产品相继被限用或禁用，限用或禁用的原因是大多数有机氯农药活性稳定，在自然界不易分解，造成生物富集，对环境及人类带来危害。我国于1983年停止生产和使用六六六（BHC）和滴滴涕（DDT），但是在一段时期内，许多地方仍有不法者零星使用情况。有机氯农药的主要代表品种是滴滴涕和六六六，在第二次世界大战期间，滴滴涕被广泛用于灭鼠及灭蚊，对控制疟疾和斑疹伤寒起了重大作用，挽救了几千万人的生命，六六六对防治农林害虫和卫生防疫方面也发挥过重大作用。我国1944年开始合成滴滴涕，1946年开始试生产，1950年正式生产。六六六合成研究开始于1949年，1951年正式投产。在80年代前，六六六和滴滴涕在我国杀虫剂中占很大比重，在控制农林害虫，如蝗虫、小麦吸浆虫、水稻螟虫、果树蚀心虫、棉花害虫等及防止卫生害虫，如跳蚤、虱子、蚊蝇等都发挥了巨大作用。

一、滴滴涕

滴滴涕（DDT）工业品是乳白色块状固体，它是一个含有多种成分的混合物，主要成分为PP＇-DDT和O，P-DDT。PP＇-DDT是杀虫剂的主要有效成分，O，P-DDT的杀虫力较低；在常温下它们的蒸气压很低不易挥发；在日光与高温下也难以分解，化学性质比较稳定，是高度残留性农药之一。据统计全球一共生产了2152万tDDT，其中40 %残留在地球的环境中，DDT在食物链中的富集作用很强，据研究奶牛摄入含7～8 mg/kgDDT的干草，分泌出的牛乳中含DDT约3 mg/kg，奶油约65 mg/kg。DDT的水溶性很小，脂溶性极强，两者相差5000倍，因此易于在生物体脂肪内蓄积。与DDT接触时间越长，在动物体中积累的量越多，在DDT限制使用后，它在动物组织中贮存的水平逐渐下降。

1. 代谢

DDT主要在消化道吸收，也可以经呼吸及皮肤接触吸收，进入动物体内的DDT很容易在脂肪组织及含脂类较多的其它组织中积累起来，DDE是DDT在人体中的主要蓄积形式，占DDT总储留量的60 % ～70 %。DDT可以在肝脏中多功能氧化酶的作用下进行转化，由DDE、DDMU、DDNU、DDOH转化为毒性较弱的DDA，DDA可以迅速经尿液排出。也有部分DDT及其代谢物经乳汁排出。

2. 毒性

按FAO/WHO建议的分级标准，DDT属于中度危害性农药，对大多数哺乳动物一次经口服LD50
 都在100mg/kg以上。DDT对人类的急性毒性不强，危害主要表现为其蓄积后所造成的慢性毒性。国外报道DDT在哺乳动物脂肪、肝脏内有积累，对肝脏、肾、中枢神经系统及后代生长发育有一定影响，比如肝细胞和神经细胞的变性，动物胚胎发育障碍等。长期大量喂鼠证明DDT对肝、肾有明显的破坏作用，并可能引发肿瘤。因此一些人认为DDT是致癌原，长期摄入可导致肝癌。但是也有人提出不少对人体无害的证明，例如，认为人体内DDT含量可以长期停留在一定水平，不会无限增加，使其不影响健康。1970年美国医药协会曾经组织委员会专门研究DDT对人类的影响，认为长期使用，剂量高达常用量的50倍，对工作人员也无不良影响。至于DDT是否致癌一直有所争论。确定一种农药是否具有致癌性是很复杂的，往往由于试验条件不同，得出的结论也不同。所以鉴于多种原因，FAO/WHO、FDA和国际癌症研究中心对于大多数有机氯农药，包括DDT在内的致癌性没有得出最终的结论。

二、艾氏剂和狄氏剂

艾氏剂（aldrin）和狄氏剂（dieldrin）属于氯化环戊二烯类杀昆虫剂，这类杀虫剂还包括：异艾氏剂（isodrin）、异狄氏剂（endrin）、七氯（heptachlor）、氯丹（chlordane）、硫丹（en-dosulfan）和毒杀芬（toxaphene）等。国外过去曾经大量使用，目前已经较少应用，我国一直未能大量推广使用。最近，122个国家的代表，经过6天讨论，最后在约翰内斯堡通过了一项在全球禁止使用12种有毒有机污染物的协议，它们当中包括有机氯杀虫（菌）剂9种（其中包括艾氏剂、狄氏剂、异狄氏剂、氯丹、七氯、滴滴涕、灭蚁灵、毒杀芬及六氯苯等）、化工产品1种和工业污染物2种。协议申明为了保护人类赖以生存的自然环境，任何单位及个人均不得生产、贮存和使用这些有毒有机污染物及其产品。在这之前，FDA已将异艾氏剂和异狄氏剂列为重要的检控农药，并停止了其使用。艾氏剂和狄氏剂是根据Diels-Alder反应原理合成，所以得名。

1. 代谢

艾氏剂和狄氏剂主要经消化道吸收，也可以经呼吸道及皮肤接触吸收，进入动物体的艾氏剂和狄氏剂与DDT一样很容易在脂肪组织及含脂类较多的其它组织中积累起来，虽然可以在肝脏酶系统的作用下进行转化，但是代谢缓慢，所以很容易经食物链在动物体内造成富集现象。代谢后的产物主要经尿液排出，很少部分经乳汁或其它途径排出。

2. 毒性

氯化环戊二烯类杀昆虫剂具有很强的急性毒性：小鼠口服艾氏剂的LD50
 为55mg/kg左右，口服狄氏剂的LD50
 为38mg/kg左右。按FAO/WHO农药分类标准，异狄氏剂列为Ⅰa类极度危害性农药。哺乳类动物摄入氯化环戊二烯类杀昆虫剂可以产生严重的神经中毒症状，例如痉挛，但是其毒性作用机理不很清楚，可能与神经递质的破坏有关。许多哺乳动物喂养研究显示其慢性毒性引起的病变同DDT中毒相似，即肝脏肥大，肝实质性坏死等。另外，氯化环戊二烯类杀昆虫剂的慢性毒性还包括生殖毒性和致癌性，这点已经通过动物试验证实。和DDT一样，氯化环戊二烯类杀昆虫剂具有较高的脂溶性和相当的稳定性，可以在动物组织中积累，通过食物链的生物富集作用而增加其浓度。表17-6列出了它们对大鼠的LD50
 。


表17-6 氯化环戊二烯类杀昆虫剂对大鼠的LD50
 单位：mg/kg
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硫丹作为一种氯化环戊二烯类杀昆虫剂，目前仍在部分地区使用，它是一种高毒杀虫剂，无慢性毒性，无致癌、致畸、致突变作用。

第三节 有机磷农药

有机磷（organophosphate）化合物的研究大约开始于160多年前，但是系统研究却是在60多年前，第二次世界大战期间，德国人Schrader等重点研究了有机磷氟化合物，从中发现了八甲磷、特普以及对硫磷等的生物活性。战争结束后公布于世，受到世界各国广泛关注。尤其是对硫磷很快进入了工业化生产，迅速发展成为了世界性的杀虫剂品种，之后有机磷剂不断发展，新优良品种不断出现。有机磷杀虫剂按化学结构可以分为五种类型：① 磷酸酯类：磷酸分子中三个氢原子被有机基团置换了的化合物，如久效磷、敌敌畏。②硫代磷酸酯：磷酸酯分子中与磷原子相连的氧原子被硫原子置换了的化合物，如对硫磷、氧乐果、马拉硫磷。③ 磷酰胺：磷酸分子中羟基被氨基或胺基取代的化合物，如棉胺磷、乙酰甲胺磷。④ 焦磷酸酯：两个磷酸分子脱去一个水分子形成的化合物称为焦磷酸，焦磷酸被酯化即为焦磷酸酯，如特普、治螟磷。⑤ 膦酸酯：磷酸分子中羟基被有机基团置换形成磷碳键的化合物称为膦酸，膦酸被酯化即为膦酸酯，如敌百虫、苯硫磷。

有机磷农药主要有以下优点：① 药效较高，所以使用浓度低，对作物较安全。② 品种数量多，有的杀虫谱广，有的专性强，适用面广。③ 化学性质不稳定、易降解，在植物体内外可以降解而解毒，不易过高残留。④ 有较好的内吸作用和渗透性。⑤ 有高效解毒剂可以及时治疗意外中毒。虽然有机磷农药有以上优点，但是由于使用量大，反复使用，所以造成的危害也较严重。有机磷农药污染的食品主要是植物性食品，尤其是水果与蔬菜。有机磷具有较强的急性毒性，常常由于通过食入、吸入或接触引起急性中毒。

一、代谢

有机磷农药的种类很多，水溶性的有机磷主要通过食入与呼吸吸收，而脂溶性还可以通过皮肤吸收，总之有机磷农药较易被动物吸收，吸收后在全身分布。有机磷农药在动物体内代谢的快慢与其化学结构有关，一般来说，多数可以在摄入两天内由动物体内完全排出。有机磷农药的代谢主要经过三个步骤：即氧化、水解和结合。首先在肝细胞多功能氧化酶的作用下进行氧化，之后肝细胞的磷酸三酯酶将氧化产物水解，水解后的产物在一些转移酶的作用下结合一些基团，增强极性，以易于从体内的排出。但是也有些有机磷农药代谢较慢，比如对硫磷由于含有芳香族磷脂，所以对脂酶的水解作用很稳定，不易代谢解毒。

二、毒性

有机磷农药由于种类不同，毒性大小也不相同，有的属于高毒，有些属于低毒，各种有机磷农药的LD50
 及ADI见表17-7。


表17-7 各种有机磷农药经口LD50
 及ADI
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有机磷农药引起的中毒主要是急性中毒，以神经症状为主。我国对有机磷农药中毒症状划分为三级：

（1）轻度中毒 表现为头痛、头晕、恶心、呕吐、疲倦、乏力、食欲不振、视物模糊、多汗等。瞳孔或有缩小，血液胆碱脂酶活力下降至70 % ～50 %。

（2）中度中毒 上述症状加重，并出现肌肉震颤、瞳孔缩小、胸闷、轻度呼吸困难、流涎、大汗、腹痛、腹泻、精神恍惚、步态蹒跚等，血压和体温可升高，血液胆碱脂酶活力下降至30 % ～50 %。

（3）重度中毒 除上述症状和特征外，并伴有心律加快、血压升高、瞳孔高度缩小、肌束震颤明显、呼吸困难、紫绀、肺水肿、大小便失禁、惊厥、昏迷、呼吸麻痹、循环衰竭等。少数病人可以出现脑水肿，血液胆碱脂酶活力降至30 %以下。

有机磷农药除了具有急性毒性外，也发现了它的慢性毒性作用，不过其慢性中毒症状都无明确的特异性，仅以神经衰弱综合征为主，如头痛、头晕、无力、失眠、食欲不振、记忆力减退等。例如，对某地100名有机磷农药生产工人调查，全血胆碱脂酶活力在50 % ～70 %者中以头痛、头晕、恶心、无力、食欲减退、失眠、多梦者为主。也有报道生产工人全血胆碱脂酶活力在60 %以下者，流涎、多汗、四肢发麻、视物模糊、肌束震颤等症状的出现率会随工龄的增加而增多。

有机磷农药主要是竞争性抑制乙酰胆碱脂酶（AChE）的活性，导致神经突触和中枢的神经递质——乙酰胆碱（ACh）的积累，从而引起神经中毒。有机磷农药化学结构的共性是均具有一个五价磷原子，其磷原子正电性的强弱由其它基团的结构所制约，从而决定磷原子与乙酰胆碱脂酶的共价结合的强弱和形成磷酰化酶的速度。磷酰化酶的形成，阻断了乙酰胆碱的水解，此即为公认的最基础的有机磷农药的中毒机理。但是，人类有机磷农药中毒后的临床表现与动物试验证明，某些有机磷农药还含有一些其它的中毒效应与中毒机理，与其抑制乙酰胆碱脂酶的能力无关，20世纪70年代中期，人们开始注意到这些效应。已知一些有机磷化合物有导致迟发性神经病（organophosphate induced delayed neuropathy，OPIDN）效应或致突变效应，甚至致畸效应等。此外，有些长期慢性接触有机磷农药的人员还出现一些用AChE被抑制、形成胆碱能中毒效应所不能解释的非胆碱能效应（noncholinergic effect）。这些方面的中毒机理还在深入研究中，以下是有机磷农药一些非胆碱能毒性的简介。

（1）有机磷农药迟发性神经病效应 目前不是所有有机磷农药都有这种效应，我国报道了敌敌畏、甲胺磷、对硫磷、乐果及马拉硫磷等引起迟发性神经病的病例。例如资料记载有三位青年（两男一女）误服了敌敌畏，剂量为40～50 mL。分别于急性中毒症状恢复后15～25 d出现迟发症状，临床表现为：肢体远端对称性的运动性神经瘫痪，即肢体远端肌肉萎缩、肌肉张力低下、腱反射减弱或消失，也有伴有舌咽神经损害症状（声音嘶哑、悬雍垂右偏）。此外还有报道一位19岁女性口服乐果与甲胺磷混合农药20 d后出现右拇指、食指无力，两下肢麻木，足部活动困难等症状。

（2）有机磷农药的致突变效应 这种效应在国内外都有一些报道。国内报道乐果可引起小鼠骨髓细胞姐妹染色单体交换增高，且有剂量反应关系。还有报道氧化乐果为碱基置换型弱阳性致突变剂，对小鼠骨髓细胞微核出现率呈剂量反应关系，小鼠精子畸变率与阴性对照组相比也有统计学差异。国内还有报道敌敌畏生产厂包装工人外周血细胞染色体畸变率和姐妹染色单体交换率显著高于对照组人群。

（3）有机磷农药的生物膜效应 由于有机磷农药一般都具有脂溶性，故而有可能与生物膜脂质等结构发生某种作用，从而使膜结构或生理功能发生变化。经研究证实具有脂溶性的对硫磷对细胞膜有明确的毒性效应，而水溶性强的久效磷却对细胞膜无明确的毒性效应。对硫磷对细胞膜这种毒性效应可以表现在以下几个方面：① 对硫磷可以抑制膜钙泵；② 对硫磷阻止钙离子透膜摄取；③ 对硫磷引起膜脂流动性降低。

第四节 氨基甲酸酯农药

氨基甲酸酯类农药（carbamates）用作农药的杀虫剂、除草剂、杀菌剂等。这类杀虫剂分为五大类：① 萘基氨基甲酸酯类，如西维因；② 苯基氨基甲酸酯类，如叶蝉散；③ 氨基甲酸肟酯类，如涕灭威；④ 杂环甲基氨基甲酸酯类，如呋喃丹；⑤ 杂环二甲基氨基甲酸酯类，如异索威。除少数品种如呋喃丹等毒性较高外，大多数属中、低毒性。

氨基甲酸酯是在甲酸酯化合物中，连接在碳原子上的氢被氨基取代的化合物。20世纪40年代后期，美国加州大学的科学家在研究毒扁豆生物碱（physostigimine）时，发现氨基甲酸酯类化合物对蝇脑胆碱脂酶有强烈的抑制作用；并发现—OCONHCH3
 是其活性基团。此后进行了大量类似物的合成与对昆虫毒力的生物测试研究。1953年，合成出西维因，1956年推广应用。自此新品种不断出现，在农业、林业和畜牧业等方面得到了广泛应用。氨基甲酸酯农药品种在1000种以上，使用量已经超过有机磷农药，销售额占全部杀虫剂的1/4，仅次于除虫菊酯类农药位居第二，成为现代杀虫剂的主要类型之一。这类杀虫剂虽然不及有机磷农药杀虫范围广泛，但是却有其特点：① 大多数品种对高等动物低毒。由于分子结构接近于天然有机物，在自然界中很容易被分解。② 杀虫作用迅速，在较低温时杀虫效果也好。③ 许多品种选择性强，使用时不易伤害害虫天敌。经过研究的氨基甲酸酯类化合物很多，但是商品化的只不过40个左右，真正大吨位的品种不超过10个。目前使用量较大的有速灭威（metolcarb）、西维因（carbaryl）、涕灭威（aldicarb）、克百威（carbofuran）、叶蝉散（isoprocarb）和抗蚜威（pirimicard）等。氨基甲酸酯类农药在中国的发展，始于1959年中国科学院动物研究所对甲萘威的合成研究，到20世纪60年代中期开始工业化生产，进入70年代氨基甲酸酯类农药工业化品种急剧增加，逐渐成为中国农药工业的重要组成部分。尽管氨基甲酸酯类农药的残留较有机磷及有机氯农药轻，但是因为使用频繁，中毒事件也常有发生。1985年，美国加州由于涕灭威污染西瓜造成281人出现中毒症状入院治疗。

一、代谢

氨基甲酸酯类农药可经呼吸道、消化道侵入机体，也可经皮肤黏膜缓慢吸收，主要分布在肝、肾、脂肪和肌肉组织中。在体内代谢迅速，经水解、氧化和结合等代谢产物随尿排出，24 h一般可排出摄入量的70 % ～80 %。

二、毒性

氨基甲酸酯类农药毒作用机理与有机磷农药相似，主要是抑制胆碱脂酶活性，使酶活性中心丝氨酸的羟基被氨基甲酰化，因而失去酶对乙酰胆碱的水解能力。氨基甲酸酯类农药不需经代谢活化，即可直接与胆碱脂酶形成疏松的复合体。由于氨基甲酸酯类农药与胆碱脂酶结合是可逆的，且在机体内很快被水解，胆碱脂酶活性较易恢复，故其毒性作用较有机磷农药中毒为轻，表17-8是关于氨基甲酸酯类农药LD50
 的记录。有些氨基甲酸酯类农药具有致突变、致畸和致癌作用，将西维因以各种方式处理小鼠和大鼠，均可以引起癌变，并对豚鼠、狗、小鼠、猪、鸡和鸭有致畸作用。西维因等氨基甲酸酯类农药进入人体后，在胃中酸性条件下可以与食物中的硝酸盐及亚硝酸盐生成N-亚硝基化合物，在Ames实验中显示出较强的致突变活性。有关氨基甲酸酯类农药对人类的致癌性还未见报告。


表17-8 氨基甲酸酯类农药对小鼠及大鼠的经口急性毒性 单位：mg/kg
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氨基甲酸酯类农药中毒症状与轻度有机磷农药中毒相似，但一般较轻，以毒蕈碱样症状为明显，可出现头昏、头痛、乏力、恶心、呕吐、流涎、多汗及瞳孔缩小，血液胆碱脂酶活性轻度受抑制，因此一般病情较轻，病程较短，复原较快。大量经口中毒严重时可发生肺水肿、脑水肿、昏迷和呼吸抑制。中毒后不发生迟发性周围神经病。

第五节 拟除虫菊酯农药

人类很早就发现一些称作除虫菊的植物（菊属的除虫菊亚属中的若干个种）有杀灭某些昆虫的能力，并自觉去利用这种能力来杀灭有害昆虫。1909年，日本药学家富士发表了第一篇相关报道，提出其中有效成分是一种酯类，所以习惯上就将这种物质称为除虫菊酯。后来发现除虫菊的有效成分并不止一种，迄今为止在除虫菊的有效成分中共发现了六个化合物。1947年，美国La Forge等人首次合成了拟除虫菊酯（pyrethroid）——丙烯菊酯（allethrin），之后各类拟除虫菊酯类农药相继研发出来。拟除虫菊酯类杀虫剂具有高效、广谱、低毒、低残留的特点，所以在农业和卫生方面广泛应用，比如用以防治棉田、菜地、果树和茶叶等害虫。拟除虫菊酯类农药也是目前城市最常见的杀虫剂，如市面上出售的大多数蚊香、喷雾杀虫剂（如雷达、必扑、枪手等）、灭蟑药都是拟除虫菊酯类农药。拟除虫菊酯类农药是一种神经毒剂，作用于神经膜，可改变神经膜的通透性，干扰神经传导而产生中毒。目前国内常用的品种有溴氰菊酯（deltamethrin）、杀灭菊酯（fenvalerate）、氯氰菊酯（cypermethrin）、二氯苯醚菊酯（permethrin）、甲氰菊酯（cyhalotrin）等，据文献报道，此类药物在体内易被氧化酶系统降解，无蓄积性，所以一直被认为是毒性较低，使用安全的农药，但因使用不当或污染食品而会引起中毒。

一、代谢

拟除虫菊酯类农药一般经皮肤吸收或口服吸收，也有些种类可以经呼吸道吸收引起中毒。这类农药在人体内代谢与排泄甚快，主要是在肝脏酶的作用下水解和氧化，大部分代谢物可迅速由尿液排出体外。拟除虫菊酯类农药的原型于接触后24 h内可在尿中检出，实际上某些种类的原型在停止接触12 h后于接触者的尿中已难以测得。其代谢产物可测得的时间较长，部分代谢物在停止接触后3～5d内仍可测到。由于其在体内代谢及排泄均迅速，所以无明显蓄积。

二、毒性

根据我国农药毒性分级标准，一般拟除虫菊酯类农药属于低毒或中等毒性，表17-9是一些拟除虫菊酯类农药的LD50
 及LC50
 。


表17-9 拟除虫菊酯类农药对大鼠的LD50
 及LC50
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对于拟除虫菊酯类农药是否具有致突变作用，曾经进行过Ames试验，小鼠骨髓细胞微核试验，染色体畸变分析、程序外DNA合成试验、显性致死突变试验和精子畸形等试验，但是结果不很一致。

拟除虫菊酯类农药的毒性主要是针对中枢神经系统。大鼠接触溴氰菊酯后，苍白球和大脑皮层5-羟色氨及代谢物5-羟吲哚乙酸含量降低。溴氰菊酯还可以使大鼠脑微粒体Ca2+
 -Mg2+
 -ATP酶和Na+
 -K+
 -ATP酶显著降低，但是环鸟苷-磷酸含量增加。氯氰菊酯、氯菊酯、溴氰菊酯、氰戊菊酯和丙烯菊酯等都对大鼠突触体膜Ca2+
 -Mg2+
 -ATP酶有抑制作用，琥珀酸脱氢酶、琥珀酸-细胞色素C还原酶以及大鼠线粒体呼吸功能亦可被溴氰菊酯抑制。

在体外试验中，溴氰菊酯可以在大鼠肝线粒体诱发脂质过氧化，氰戊菊酯对小鼠脑组织脂质过氧化，也有促进作用。

拟除虫菊酯类农药对生物膜的流动性也有影响，并与其分子中是否带有氰基有关。一般情况下，不带有氰基的氯菊酯可以使大鼠血红细胞膜流动性增高，而带有氰基的氯氰菊酯在一定浓度下，可以使大鼠血红细胞膜流动性降低。

大鼠按466 mg/kg剂量经气管注入氰戊菊酯后，还可引起急性肺损害并干扰肝中蛋白质合成。

菊酯类的中毒以神经系统症状为主：皮肤吸收先有局部刺激症状，面部出现烧灼感，吸收量大可导致全身症状。口服中毒则以恶心、呕吐、腹痛等为首发症状，之后出现全身症状。全身症状初期头疼、头晕、恶心、乏力、耳鸣、面部胀麻，以后有剧烈头痛、视物模糊，入睡困难或噩梦等症状。自觉四肢乏力、肌束震颤，严重者每日发作抽搐多达10～30次，伴意识不清，发作间歇期间神志朦胧，精神萎靡，不思饮食，有些中毒深者还出现肺水肿症状。

第六节 除草剂

除草剂的广泛使用，促使了农业的增产，使大批劳动力从繁重的除草劳动中解放出来，同时也使农业机械化成为可能。20世纪70年代以来，除草剂用量逐年增加，世界范围内除草剂用量占农药总用量是1960年为20 %，1990年为44 %，1992年为45 %，1995年为47 %。我国从1956年开始使用除草剂，使用面积迅速扩大。1978年总使用面积约为267万hm2
 ，1980年为400万hm2
 ，1984年约为533万hm2
 ，现在已超过4000万hm2
 ，并且每年以200多万hm2
 速度增长。除草剂的广泛应用，一方面给农业带来极大的便利，另一方面也带来了环境等负面影响，尤其是对动物及人类健康的影响。

一、氯酚酸酯

氯酚酸酯类（chlorophenoxy acid esters）除草剂也称为苯氧羧酸类除草剂，是目前较为广泛应用的除草剂，这类除草剂主要模仿植物的生长激素——吲哚乙酸，从而干扰阔叶野草和木本植物的生长，对禾本科植物（包括大多数的谷物）的影响较小。最早研究开发的氯酚酸酯类除草剂是2，4-滴。1941年被合成，1942年发现了它的植物生长调节和除草作用。由于其杀草活性高，选择性强，揭开了有机合成选择性除草剂的新纪元，至今它仍为一大类重要的选择性除草剂。氯酚酸酯类除草剂主要包括：2，4-滴、2-甲-4-氯、2，4，5-涕等。这类农药可以盐和酯的形式使用，但是其在植物体内只有变成酸的形式才能发挥除草活性。

1. 代谢

本类农药除了经消化道吸收外，经皮肤、呼吸道都可以吸收。如果该类农药以盐的形式吸收，在体内不经转化，可以直接从尿中排出；以酯的形式吸收在体内很容易水解成酸，然后从尿中排除，在人体中几乎不蓄积。

2. 毒性

氯酚酸酯类农药对人、畜具有相对较低的急性毒性。2，4-滴对大鼠的经口急性LD50
 大于400mg/kg，2，4，5-涕对大鼠的经口急性LD50
 为300mg/kg，2-甲-4-氯对大鼠的经口急性LD50
 为700mg/kg。摄入较低剂量的该类农药可造成非特征性的肌肉虚弱。大剂量摄入该类农药可引起肢体进行性僵硬、共济失调、麻痹和昏迷等症状。据研究2，4-滴可刺激胆碱能神经、减少胰岛素分泌、抑制肾上腺皮质激素形成、降低平滑肌张力、提高横纹肌的张力。该类农药对皮肤、黏膜有一定的刺激作用，口服2，4-滴引起中毒病例首先是出现消化道症状，继之出现嗜睡、肌无力、肌肉压痛、肌束颤动，严重者出现昏迷、抽搐、大小便失禁和呼吸衰竭，部分患者可有肝、肾、心损害，一过性血糖升高和糖尿。

曾有报道本类农药对动物有致畸作用，但是未得到试验证实。

二、TCDD

TCDD（Tetrachlorodibenzo-p
 -dioxin TCDD）属于氯化氧撑萘类化合物，化学名为四氯二苯-p
 -二[image: ]
 英。被称为毒性最强的人工化合物，在自然界中几乎不存在，只有通过化学合成才能产生。它有22种异构体，在环境中常以混合物形式出现。TCDD的化学结构相当稳定，在超过700 o
 C才能分解。其在土壤中的半衰期为12年，在空气中光化学分解的半衰期为8.3d，在人体内降解缓慢，主要蓄积在脂肪组织中。这类除草剂容易在环境中扩散，环境中的TCDD除了一部分来自除草剂，还有部分来自化工厂焚化炉（有机物和含氯的物质一起燃烧都可以产生微量的TCDD）。TCDD不溶于水，易溶于脂肪，进入动物体内后会沉积在动物的脂肪组织中，从而在食物链中积累；鱼体内的TCDD浓度可达周围环境的10万倍，此外，牛肉、牛乳、猪肉、鸡肉、鸡蛋也都含有微量的TCDD。TCDD可通过呼吸和饮食而进入人体，而食品则是其主要来源。接触TCDD的时间越长，体内聚积越多。

1. 代谢

TCDD主要经口以及通过皮肤和呼吸道吸收，由于人体接触的TCDD 90 %以上来自膳食，经口吸收就显得尤为重要。吸收入体内的TCDD主要在脂肪组织及含脂类较多的其它组织中蓄积起来，可在肝脏中代谢，但是代谢缓慢，代谢产物可经尿液、乳汁等途径排出，TCDD容易经食物链形成富集。

2. 毒性二[image: ]
 英被称为“地球上毒性最强的毒物”，是目前人类创造的最可怕的化学物质，很少量的二[image: ]
 英就能致成百上千只动物死亡。该化合物可经皮肤、呼吸道、消化道进入体内。有较强的致癌、致畸及生殖毒性，还能造成免疫力下降、内分泌紊乱。高浓度二[image: ]
 英还可引起人的肝、肾损伤，变应性皮炎（俗称氯痤疮）及出血。而TCDD又是最毒的二[image: ]
 英，TCDD对动物的急性毒性反应差异很大，但是它的毒性危害主要是慢性毒性及致癌、致畸、生长繁殖毒性。1976年，意大利塞贝索的化工厂发生爆炸，大量TCDD进入空气中，当地的市民毫无防备，完全暴露在二[image: ]
 英之中，事后当地居民的TCDD血浓度普遍升高，但是没有人因此而急性死亡。在爆炸发生10年后，调查发现当地人的癌症发病率大幅上升，很多人患有血液系统疾病，胆囊和肝脏出现异常。事后的25年期中，该地出生的男女比例失衡，女孩比男孩多。据研究，人类接触TCDD可引致各类癌症、肝病、糖尿病、免疫系统损害、激素分泌紊乱等。长期接触TCDD，也可造成严重的生殖和发育障碍，越战期间，美国在越南撒下大量除草剂，其中混入了TCDD，受害地区出生了大量的畸形儿，而美国士兵软组织癌的发病率也上升。1997年世界卫生组织宣布，TCDD是世界上头号致癌物质。人体中TCDD的含量达十几纳克每千克体重时即可危害人体健康；当体内的浓度达100 ng以上时，发生糖尿病的概率显著上升。随着环境中TCDD的含量升高，人类的某些疾病发生率明显升高。据统计，世界男人精子计数比50年前下降50 %，睾丸癌发生率在近50年增加了两倍，前列腺癌增加了1倍；妇女以前很少出现子宫内膜异位这种疾病，而现在仅美国就有500万妇女受此困扰；1960年美国妇女终生得乳腺癌的概率是1/20，而现在却升高到1/8，这都和TCDD及其类似物污染有关。

在动物试验中，可观察到TCDD引起试验动物急性死亡；引起老鼠、兔子及恒河猴的流产、胚胎异常等生殖毒性；引起老鼠肝癌、口腔癌、鼻癌及肺癌的致癌毒性；除此以外，还发现TCDD引起动物丘脑肥大、水肿、骨髓感染、肝肾损伤和多种神经病等。

（袁耀武）

思考题

1. 任何药物都有一定的毒性，只要使用剂量合理，就不会造成危害，日允许摄入量（ADI）提供了一个安全限量，它是如何制定的？

2. 什么是农药的富集和残留，对人类有何潜在危害？

3. 农副产品中农药最大残留限量（MRL）的标准是一成不变的吗？它会依据什么变化？

4. 公认的最基础的有机磷农药中毒机理是什么？

5. 通过对农药毒性的认识，从安全性考虑，你认为农药的发展方向是什么？


第十八章 食品添加剂

第一节 概述

根据《中华人民共和国食品卫生法》的规定：食品添加剂是指“为改善食品品质和色、香、味，以及为防腐和加工工艺的需要而加入食品中的化学合成或者天然物质”。在我国，食品营养强化剂也属于食品添加剂。食品卫生法明确规定：食品营养强化剂是指“为增强营养成分而加入食品中的天然的或者人工合成的属于天然营养素范围的食品添加剂”。

食品添加剂最重要的是安全、有效。安全性则更为重要。正因为如此，各国对食品添加剂的使用大多采取许可使用名单制，并通过一定的法规予以管理。要保证食品添加剂使用安全，必须对其进行卫生评价。这是根据国家标准、卫生要求，以及食品添加剂的生产工艺、理化性质、质量标准、使用效果、范围、加入量、毒理学评价及检验方法等作出的综合性的安全评价。其中最重要的是毒理学评价。通常，每种物质当以足够大的剂量进行喂饲试验时，都可产生某种有害作用。安全性评价则应鉴定这种可能的有害作用，并利用足够的毒理学资料来确定认为该物质安全的使用剂量。

目前，全世界发现的各类食品添加剂有9万多种，国际上使用的食品添加剂种类已达14000种，其中直接使用的4000余种，香精香料占80 %左右。FAO/WHO推荐使用的食品添加剂有400多种（不包括香精、香料）；欧盟使用1000～15000种。我国许可使用的食品添加剂品种，在20世纪70年代仅有14类，100多种，1981年为213种，1987年增为15类724种，至1997年达21类，所许可使用的品种至1999年已达1587种，其中包括食品用香料及其它（不包括复合食品添加剂）。事实上，在现代工业社会中，几乎所有的加工食品均含有或多或少的食品添加剂。据估计我们每天平均摄入60～100种的各种不同的食品添加剂。如加工的海产品有70多种食品添加剂，我们在喝果汁饮料时就摄入了包括异抗坏血酸、活性炭、海藻酸、山梨糖醇、合成香料和羧甲基纤维素在内的约100种食品添加剂。

食品添加剂的分类可按其来源、功能和安全性评价的不同而有不同划分。食品添加剂分类的主要目的是便于按用途需要，迅速查出所需的添加剂，因此既不宜太粗，也不宜太细，故按主要功能作用进行分类较为适宜。我国1990年颁布的“食品添加剂分类和代码”，按主要功能作用的不同其分类和代码分别为：酸度调节剂（01）、抗结剂（02）、消泡剂（03）、抗氧化剂（04）、漂白剂（05）、膨松剂（06）、胶姆糖基础剂（07）、着色剂（08）、护色剂（09）、乳化剂（10）酶制剂（11）、增味剂（12）、面粉处理剂（13）、被膜剂（14）、水分保持剂（15）、营养强化剂（16）、防腐剂（17）、稳定和凝固剂（18）、甜味剂（19）、增稠剂（20）、其它（00）类共21类，另有食用香料、加工助剂。

但是，食品添加剂毕竟不是食品的基本成分。尽管添加剂在用于食品之前，其安全性已在实验室中进行了多次测试，但其使用还是在公众中引起广泛的争议与关注。的确，有些食品添加剂的安全性是值得怀疑的，尽管这类物质添加剂的剂量极其微小，但是我们不能因为它们添加的量极其微小而认为它们是无害的，因为要考虑到有些食品添加剂的持续使用在人体内有累积效应并长期作用于人体，即具有慢性毒性，如致癌性、致突变性和致畸性等，对人类健康具有潜在的威胁。另外，多种食品添加剂在混合使用时还有叠加毒性的问题。当它们和其它物质如农药残留、重金属等一起摄入时，使原本无致癌性的化学物质转化为致癌物质。事实上，在我国，除了基本的食品被农药残留等许多有毒的物质所污染外，在加工食品中还普遍存在食品添加剂严重超标的情况。因此，为了给消费者提供大限度的保护，研究目前普遍使用的食品添加剂的慢性毒性及其叠加毒性不失为明智的做法。

一、食品添加剂的毒性

（一）急性和慢性中毒

建国初期，普遍使用β-萘酚、罗达明B、奶油黄等防腐剂和色素，而后证实它们存在有致癌物质。盐酸中含砷过高曾发生中毒。饼干、点心中使用硼砂也较普遍，用矿酸制作食醋，在农村中生产红色素加入砷作防虫剂。天津、江苏、新疆等地皆因使用含砷的盐酸、食碱及过量食用添加剂如亚硝酸盐、漂白剂、色素而发生急、慢性中毒。

在国外，如1955年初日本西部发生婴儿贫血，食欲不振，皮疹、色素沉着、腹泻、呕吐，全国患者达12000人，死130人，经调查患儿都是食用了“森永”牌调和乳粉，乳粉中检出砷30～40 mg/kg，4～5个月婴儿1 d摄入乳粉100 g，则摄入亚砷酸达2～4 mg。经查明砷的来源是由于加入稳定剂磷酸氢二钠（含砷3 % ～9 %）所致。至1975年调查仍有11 %患者有脑神经症状。日本使用多年的防腐剂AF-2，近年来也证实是致畸物质，近年来各国安全名单删除的添加剂日益增多，如色素中的金胺、奶油黄、碱性菊橙、品红等13种，硼砂、硼酸、氯酸钾、溴化植物油等二十余种。

（二）引起变态反应

近年来添加剂引起的变态反应报道日益增多，有的变态反应很难查明与添加剂有关，部分报道如下：

① 糖精可引起皮肤瘙痒症、日光性过敏性皮炎（以脱屑性红斑及浮肿性丘疹为主）。

② 苯甲酸及偶氮类染料皆可引起哮喘等一系列过敏症状。

③ 香料中很多物质可引起呼吸道器官发炎、咳嗽、喉头浮肿、支气管哮喘、皮肤瘙痒、皮肤划痕症、荨麻疹、血管性浮肿、口腔炎等。

④ 柠檬黄等可引起支气管哮喘、荨麻疹、血管性浮肿的报道。

（三）体内蓄积

国外在儿童食品中加入维生素A作为强化剂，如蛋黄酱、乳粉、饮料中加入这些强化剂，经摄食后3～6个月总摄入量达到25万～84万IU时，则出现食欲不振、便秘、体重停止增加、失眠、兴奋、肝脏肿大、脱毛、脂溢、脱屑、口唇龟裂、痉挛，甚至出现神经症状，头痛、复视、视神经乳头浮肿，四肢疼痛，步行障碍。动物试验大量食用，则会发生畸形。维生素D过多摄入也可引起慢性中毒。

还有些脂溶性添加剂，如二丁基羟基甲苯（BHT）如过量也可在体内蓄积。

（四）食品添加剂转化产物问题

制造过程中产生的一些杂质，如糖精中产生杂质，邻甲苯磺酰胺，用氨法生产的焦糖色中的4-甲基咪唑等，食品贮藏过程中添加剂的转化，如赤癣红色素转内荧光素等。同食品成分起反应的物质，如焦碳酸二乙酯，形成强烈致癌物质氨基甲酸乙酯，亚硝酸盐形成亚硝基化合物等，又如偶氮染料形成游离芳香族胺等。

以上这些都是已知的有害物质，某些添加剂共同使用时能否产生有害物质还不太清楚，尚待进一步研究。

（五）禁止使用的食品添加剂

（1）甲醛（formadehyde）日本报道在牛乳中加入万分之一的甲醛，婴儿连服20 d即引起死亡，对果蝇和微生物有致突变性，由于防腐力强，欧洲各国曾用于酒类、肉制品、牛乳及其制品的防腐，其五万分之一即可防止细菌发育，但食后引起胃痛、呕吐、呼吸困难等，我国曾由酚醛树脂容器而引起中毒，国内外皆已禁用。

（2）硼酸、硼砂（boric acid，borax）早年各国曾用其作为肉、人造奶油等防腐剂和饼干膨松剂，该物质在体内蓄积，排泄很慢，影响消化酶的作用，每日食用0.5g即将引起食欲减退，妨碍营养物质的吸收，以致体重下降，致死量成人约20g，幼儿约5g，成人1～3g即可引起中毒。

（3）β
 -萘酚（6-naphthol）由于对丝状菌和酵母菌有抑制作用，曾用作酱油的防腐剂，毒性很强，对人体黏膜有刺激作用，造成肾脏障碍，引起膀胱疼痛，蛋白尿、血尿，大量可引起石炭酸样毒性，也可引起神经萎缩，有报道可导致动物膀胱癌。

（4）水杨酸（柳酸，salicylicacid）水杨酸对蛋白质有凝固作用，对大鼠LD50
 1500～2000 mg/kg体重，慢性中毒剂量为500 mg/kg体重，1 d10 g以上可引起中枢神经麻痹，呼吸困难，听觉异常，目前世界各国皆禁用。

（5）吊白块（sodium formaldehyde sulfoxylate）为甲醛-酸性亚硫酸钠制剂，有强烈的还原作用，曾用于食品漂白剂，由于有甲醛残留，对肾脏有损害，我国禁止使用。

（6）硫酸铜（coppersulfate）摄入本品可引起金属热，大白鼠经口LD50
 300mg/kg体重，人服0.3g可引起胃部黏膜刺激，呕吐，大量可引起肠腐蚀，部分被肠吸收，在肝、肾蓄积可引起肝硬变，人长期食用可引起呕吐、胃痛、贫血、肝大和黄疽、昏睡死亡。

（7）黄樟素（safrole）国际肿瘤中心已确证黄樟素、异黄樟素、二氢黄樟素有致癌作用，在大鼠饲料中投入含5000 mg/kg体重黄樟素饲养，50只大鼠中19只发生肿瘤，其中14只为恶性肿瘤。我国首先对香精中黄樟素禁止使用。

（8）香豆素（coumarin）用香豆素经动物试验结果表明可导致肝脏损害，将配成溶液给大白鼠灌胃100 mg/kg体重。9～16 d肝有病变，25 mg/kg体重33～330 d肝有病变。饲料中加入10000 mg/kg体重，4周即有明显肝脏损坏。二氢香豆素、6-甲基香豆素有类似毒性作用，黑香豆酊和黑香豆浸膏主要成分为香豆素，故均禁用。

二、食品添加剂的有关法案和规定

世界各国对食品添加剂的使用都有严格的规定。美国是最早对食品添加剂的安全性进行监控的国家。在20世纪20年代，美国农业部开展了食品添加物质生物毒性的研究，在此基础上，美国国会于1938年通过了《联邦政府食品、药物和化妆品法案》。1956年，WHO和FAO组成的食品添加剂联合专家委员会（JECEA）对食品中使用的添加剂进行了毒性学评价，并制定了《使用食品添加剂的一般原则》。1958年美国国会又通过了《食品添加剂修正案》，对美国的食品制造业产生了巨大的影响。1960年美国又通过了《着色添加剂修正案》。它将天然和人工合成的着色添加剂加以区分，并将其分为“公认为安全的”（generally recognized as safe，GRAS）和“毒性已证明”两类。一般而言，除非是GRAS类的物质或已有明确规定其安全使用条件的食品添加剂，其它所有物质一律不得直接添加在食品中。随着现代医学的发展，世界各国，包括FDA都要对现有食品添加剂的毒性进行定期的复检，并对其使用范围和用量随时作出调整。JECFA、FDA和食品添加剂法规委员会（CCFA）一直根据现行的安全标准优先和定期检验GRAS类食品添加剂。当GRAS物质复检完成后，原来属GRAS类的物质将会被：

① 重新被确认为GRAS类，其使用量没有特定的限制。

② 被归类为非GRAS类食品添加剂，同时限定其使用条件、程度和其它限制条件。

③ 进一步取得该物质的毒性方面的详细资料，但仍能用于食品。

④ 被禁止使用。

1986年我国制定了《食品添加剂使用卫生标准》（GB 2760—1986）和《食品添加剂卫生管理办法》，我国食品添加剂标准化技术委员会也于1989年、1992年和1995年连续对食品添加剂的种类和应用范围进行调整。1997年我国卫生部重新颁布了新的《食品添加剂使用卫生标准》（GB 2760—1996）。并颁布和执行新食品添加剂审批程序以及颁布执行生产食品添加剂审批程序等配套法规。

食品添加剂的使用要求如下：

① 经过食品安全性毒理学评价证明在使用限量内长期使用对人体安全无害。

② 不影响食品感官理化性质，对食品营养成分不应有破坏作用。

③ 食品添加剂应有严格的卫生标准和质量标准，并经中华人民共和国卫生部正式批准、公布。

④ 食品添加剂在达到一定使用目的后，经加工，烹调或贮存时，它能被破坏或允许有少量残留。

⑤ 不得使用食品添加剂掩盖食品的缺陷或作为伪造的手段。不得使用非定点生产厂、无生产许可证及污染或变质的食品添加剂。

第二节 防腐剂

为了防止各种加工食品、水果和蔬菜等腐败变质，可以根据具体情况使用物理方法或化学方法来防腐。化学方法是使用化学物质来抑制微生物的生长或杀灭这些微生物，这些化学物质即为防腐剂。

防腐剂（preservatives）可以有广义和狭义之分：狭义的防腐剂主要指山梨酸、苯甲酸等直接加入食品中的化学物质；广义的防腐剂除包括狭义防腐剂所指的化学物质外，还包括那些通常认为是调料而具有防腐作用的物质，如食盐、醋等，以及那些通常不直接加入食品，而在食品贮藏过程中应用的消毒剂和防霉剂等。作为食品添加剂应用的防腐剂是指为防止食品腐败、变质、延长食品保存期、抑制食品中微生物繁殖的物质，但食品中具有同样作用的调味品如食盐、糖、醋、香辛料等不包括在内。作为食品容器消毒灭菌的消毒剂亦不在此列。

国外用于食品的防腐剂，美国约有50种，日本约40种。我国允许使用的防腐剂为32种。

为了很好地防止食品腐败变质，除了应选择适当的防腐剂外，还应注意发挥综合的食品防腐作用，诸如食品的加工工艺、包装材料及其功能作用，以及食品的贮藏、运输、销售条件等。而重要的，则是不断发展、应用更为安全、有效和经济的防腐剂品种。由于科学技术的发展，特别是分析检测方法的发展，人们认识到过去使用的某些防腐剂，如硼砂、甲醛、水杨酸和焦碳酸二乙酯等，在对食品防腐的同时还可对人体带来一定的危害而被相继禁用。另一方面，某些新的防腐剂，如乳酸链球菌肽（nisin）和纳它霉素（natamycin）等，由于其安全性更高且有效，而被人们进一步扩大使用。与此同时，人们还在不断寻求发展新的更好的品种。

在实际应用时，由于微生物种类的多样性和防腐剂作用的特点，目前，人们正致力加强复配技术的开发和应用。这既包括不同防腐剂之间的配合，又包括防腐剂与抗氧化剂等其它食品添加剂之间的复配技术，与此同时还研制出不同的制剂与剂型以满足不同的需要。

以下仅就我国许可使用的防腐剂品种，介绍如下。

一、苯甲酸及钠盐

苯甲酸（钠）和山梨酸（钾）是我国目前最常用的食品防腐剂，而且两者往往混合使用，其结构如图18-1。苯甲酸钠（sodium benzoate）有较好的水溶性，在酸性条件（pH2.5～4）下能转化为苯甲酸，对多种细菌、霉菌和酵母有抑制作用，长期以来一直用其作果酱、碳酸饮料和泡菜等酸性食品的防腐剂。
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图18-1 苯甲酸（钠盐）和山梨酸（钾盐）的结构



苯甲酸钠的急性毒性较弱，动物最大无作用剂量（MNL）为500 mg/kg体重。但其在人体胃肠道的酸性环境下可转化为毒性较强的苯甲酸。小鼠摄入苯甲酸及其钠盐，会导致体重下降、腹泻、内出血、肝肾肥大、过敏、瘫痪甚至死亡。若持续10周给小鼠饲以80 mg/kg的苯甲酸，可导致32 %的小鼠死亡。苯甲酸钠的毒性作用是通过改变细胞膜的通透性，抑制细胞膜对氨基酸的吸收，并透过细胞膜抑制脂肪酶等酶的活性，使ATP合成受阻实现的。

苯甲酸没有慢性毒性。以含苯甲酸0，0.5%和1%的食品饲喂雄性大鼠和雌性大鼠连续8周，通过对其子代（二、三和四代）的观察和形态解剖测定其慢性毒性，结果表明小鼠子代的生长、繁殖和形态上没有异常的改变。其它一些试验也表明苯甲酸无蓄积性、致畸、致癌、致突变和抗原作用。

苯甲酸钠的急性毒性如表18-1所示，其ADI为0～5mg（/ kg体重·d）。苯甲酸在动物体内会很快降解，75 % ～80 % 的苯甲酸可在6 h内排出，10～14 h内完全排出体内。苯甲酸的大部分（99 %）主要与甘氨酸结合形成马尿酸，其余的则与葡萄糖醛酸结合形成1-苯甲酰葡萄糖醛酸。


表18-1 苯甲酸钠盐的急性毒性 单位：mg/kg体重
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二、山梨酸及钾盐

山梨酸（己二烯酸）及其钾盐（potassium sorbate）对各种酵母和霉菌有较强的抑制能力，但对细菌的抑制能力较弱。1939年，在美国和德国的科学家发现具有与α-不饱和脂肪酸相似结构的化合物对抑制真菌有效，山梨酸正好具有这种结构。山梨酸的抗菌机理，一般认为是抑制了微生物的各种巯基酶的活性。山梨酸钾对人造黄油、鱼、奶酪、面包和蛋糕等食品的防腐作用比苯甲酸盐更强。低浓度的山梨酸钾主要用于控制霉菌和酵母的生长，适用于奶酪、烘焙食品、水果饮料、泡菜、水果、蔬菜、鱼、肉制品和酒类等食品的防腐，其使用范围和最大使用量与苯甲酸钠相似。

山梨酸实际上是一种直链不饱和脂肪酸，它基本上是无毒的。动物试验表明即使长时间大剂量地摄入山梨酸，也不会出现明显的异常。连续2个月每日给大鼠直接注射40 mg/kg体重的山梨酸，其生长和食欲等方面都没有什么改变。但当剂量增加到80 mg/kg体重，时间再延长3个月后，小鼠的生长出现滞缓。以1 %和2 %剂量的山梨酸钾持续饲喂狗3个月，并没有发现任何异常的现象发生。持续两代（1000 d）喂给大鼠5 %山梨酸，发现大鼠的生长率、繁殖率和其它行为表现并没改变。此例可证明山梨酸的急性和慢性毒性可以忽略不计。山梨酸经口服进入体内后，吸收和代谢与一般的脂肪酸类似。表18-2列出山梨酸及其钾盐的急性毒性。


表18-2 山梨酸及其钾盐的急性毒性 单位：mg/kg体重
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在所有的合成食品添加剂中，山梨酸钾的毒性被研究得最彻底。山梨酸钾在1965年的罗马国际会议上被确定为安全的食品添加剂，尽管有人曾发现该物质长期经皮下注射可诱发大鼠的纤维瘤，但口服未发现有任何不良的影响。1985年，FAO/WHO将山梨酸钾确定为GRAS类食品添加剂，ADI定为0～50mg（/ kg体重·d）。用山梨酸钾长期饲喂动物曾发现有体重下降等问题，但未发现其具有再生毒性，也不是诱变剂和致癌剂。

三、对羟基苯甲酸酯

对羟基苯甲酸酯又称尼泊金酯（nipagin A），对霉菌、酵母和细菌均有抑制作用，但对革兰氏阴性细菌和乳酸菌的抑制能力较弱。这类化合物的抑菌作用在于抑制了微生物的呼吸酶系和电子传递链酶系的活性。其抑菌能力不像上述防腐剂一样受pH的影响，故广泛应用于食品、饮料、化妆品和医药等各个领域。对羟基苯甲酸酯的防腐性与其烷基链的长度有关，烷基链越长其抗菌能力越强，但水溶性也随之降低。我国目前只容许对羟基苯甲酸酯的低碳醇酯（乙酯和丙酯）用于食品。对羟基苯甲酸乙酯在酱油中的最大用量为0.25 g/kg，醋中为0.1 g/kg。对羟基苯甲酸丙酯在碳酸饮料中的最大用量为0.1 g/kg，在水果和蔬菜中的用量为0.012 g/kg，在果汁和果酱中的用量为0.2 g/kg。美国容许其正庚酯用于啤酒保鲜，日本容许其正辛酯用于啤酒保鲜。

对羟基苯甲酸乙酯（etyl-p-hydroxybenzoate）有明显的膜毒性，它可破坏细胞膜的结构，对细胞的电子传递链有抑制作用。对羟基苯甲酸酯小鼠经口的LD50
 为5g/kg。对羟基苯甲酸乙酯和丙酯的混合物（按4∶6）比例饲喂小鼠18个月，在初期观察到小鼠生长缓慢，其余未见异常。有人每天口服对羟基苯甲酸甲酯2g约一个月，也未发现异常。对羟基苯甲酸丙酯的毒性与对羟基苯甲酸乙酯相似，对小鼠的经口LD50
 为8g/kg体重，对狗的LD50
 为6g/kg体重。

第三节 抗氧化剂

脂肪中的不饱和脂肪酸容易被氧化。当油脂及含油脂食品置于空气中，与空气中的氧接触时，或者是通过溶于油中的氧，能逐渐自动氧化，这种现象称作油脂变败（deteriora-tion）。油脂变败往往产生游离脂肪酸，因此也将油脂的变败称为酸败（rancidity）。油脂的酸败不仅使其颜色和气味发生变化，还会降低其营养价值，有时还会产生有毒物质。在食品中添加抗氧化剂（antioxindants）是防止油脂及含油脂食品酸败、延长货架寿命的有效手段。BHA、BHT、PG是目前广泛应用于油脂工业的合成抗氧化剂。但由于发现BHA可导致DNA的损伤及小鼠前胃癌的发生，合成抗氧化剂的安全性受到质疑。目前，已从迷迭香、鼠尾草、百里香等植物的茎叶及种子中提取出多种天然抗氧化剂，其中迷迭香提取物已经FDA认可投入商业应用。

近年来，人们认识到抗氧化剂不仅可以防止由超氧自由基引发的油脂酸败，亦可消除由人体产生的内源性活性氧自由基，阻断自由基对人体细胞膜及大分子如蛋白质、DNA的损伤，防止炎症及恶性肿瘤的发生，并出现了“抗氧化营养素”的概念。这类物质包括维生素A、β-胡萝卜素、类胡萝卜素（如番茄红素）、维生素C（抗坏血酸）和维生素E（α-生育酚）等，目前广泛用于癌和心血管疾病的预防。

一、BHA、BHT和PG

丁基羟基茴香醚（butylated hydroxyanisole，BHA）、特丁基羟基甲苯（butylated hydroxy-tolune，BHT）和没食子酸丙酯（propyl gallate，PG）是目前食品工业中最常用的抗氧化剂（见图18-2）。BHA、BHT和PG经常混合使用。1983年FAO/WHO规定BHA和BHT的ADI为0～0.5 mg（/ kg体重· d），PG的ADI为0～0.2 mg（/ kg体重· d）。我国规定BHA在油脂、油炸食品、干鱼、饼干、方便面、速煮米、干制食品、罐头和腌肉等食品中的最大使用量不得超过0.2 g/kg，BHA与BHT混合使用，在油脂中的含量不得超过0.25 g/kg，BHA、BHT和PG混用时，BHA和BHT的总量不得超过0.1 g/kg，PG不得超过0.05 g/kg。

[image: ]
图18-2 BHA、BHT和PG的结构



BHA、BHT和PG的急性毒性较弱，见表18-3。BHA以1.4～4.7 g/kg体重的剂量持续喂养狗4个星期，会使狗产生轻微的腹泻。BHA也会导致慢性过敏反应和代谢紊乱。以含0.2 % ～0.8 % BHA的饲料喂养大鼠24个月，未发现病变；当剂量增加到1 %时，大鼠出现食欲不振和组织病变。用含0.2 % ～1.0 % BHT的饲料混饲大鼠105 d，未见病理学异常。当1% ～2%或2% ～3%的PG被加进饲料中饲喂大鼠时，可观察到大鼠体重减轻，这可能是因为大鼠不愿意吃这些带苦味的食品造成的。当用含2% ～3% PG的饲料大剂量喂养大鼠10～16月时，40 %的大鼠在头一个月就死亡，解剖发现PG的吸收损坏了大鼠的肾。然而，PG对其它动物并不造成严重的影响。深入的研究表明，PG并不引起严重的慢性中毒。


表18-3 BHA、BHT和PG的经口LD50
 单位：mg/kg体重
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BHA和BHT曾被认为是具有抗癌作用的食品添加剂。1967年，美国科学家高尔特发现BHA可抑制由二甲基偶氮苯（奶油黄）诱导的大鼠肺癌。在1976年美国科学家钱伯顿的综述中认为BHA可抑制由苯并［a］芘、二甲基苯并［a］蒽（DMBA）、二甲基亚硝胺（DENA）等致癌物诱导的大鼠和小鼠的胃、肝、肺和乳腺等器官恶性肿瘤的发生。甚至有人认为，美国人胃癌发病率的显著下降与加工食品中加入的BHA有关。但1997年日本科学家木原发现，用含2 % BHA的饲料喂大鼠，有34.6 %的雄鼠和29.4 %的雌鼠发生前胃癌。因此，日本目前禁止在食品中添加BHA。美国将BHA和BHT从GRAS类食品添加剂的名单中删除。但JECEF肯定BHT无致癌性。

近年的研究表明，BHA可导致试验动物胃肠道上皮细胞的损伤。但1994年公布的总结报告中指出，BHA具有致癌和防癌的双重作用，取决于癌发生的不同时期。食品抗氧化剂在癌发生学中的作用仍未被确切了解，需要进行进一步的研究。

二、维生素C

许多植物性食品本身含有大量的维生素C（ascorbic acid，见图18-3），但其在加工过程中很容易降解损失。在食品中添加维生素C主要是用于营养强化，维生素C作为水溶性抗氧化剂的主要作用是保护食品的色泽（不变色）及风味。
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图18-3 维生素C和维生素E的结构



直到目前为止，还没有发现维生素C中毒的报道。FDA将维生素C列为GRAS类物质而未加限量。维生素C是目前所知化学物质中毒性最小的一种。有证据表明，成年人每天口服10～20 g维生素C未见有毒副作用，有数百人日服维生素C 10～20 g长达10年之久亦未见毒副作用。但是过度大量食用维生素C会引起其它一些物质的毒害。例如大剂量服用维生素C会导致肾结石的形成。维生素C可促进铁的吸收，在人体含铁量过高的情况下，大量服用维生素C可作为助氧化剂带来伤害。此外，过多摄入维生素C也可延长有机汞在体内的停留时间并增加镉的毒性。过量摄入维生素C会引发精神紧张和心跳减慢。

维生素C是一种广谱性的抗氧化营养素，它的存在可以保护维生素A、维生素E及其它多种天然抗氧化剂免遭氧化破坏。维生素C在一定的生理范围内可以有效摧灭活性氧自由基，从而阻止活性氧自由基对细胞和DNA的伤害。关于维生素C和癌发生学的关系主要集中于增加新鲜蔬菜的摄入量可预防食管癌和胃癌的高发方面，而且这种观察多是间接的。目前最确凿的证据是维生素C可阻断亚硝酸盐形成致癌物的亚硝基化反应。

WHO建议每日维生素C的摄取量（ADI）为0.25 mg（/ kg体重· d）。目前我国成年人每天的维生素C摄入量为70 mg，孕妇为100 mg，完全达到了正常人对维生素C的需求量（60 mg/d）。最近，美国国立卫生研究院（NIH）认为成年人每天的维生素C摄入量最好为200～400 mg，因为人体对这个剂量的生物利用性最好。摄入剂量如超过500 mg，则利用率开始下降；摄入剂量超过1g，则很容易形成草酸盐排出。

三、维生素E

维生素E又名α生育酚（α-tocopherol），是一种脂溶性维生素（见图18-3）。作为一种抗氧化剂，维生素E常添加在一些高级果油和天然深海鱼油中，抑制油脂的酸败和脂质过氧化。大多数植物油和鱼油中均富含维生素E，只是含量各有不同。一些特殊的植物油，例如沙棘油、麦胚油和芝麻油因富含维生素E而不易酸败，相反，在植物油精炼过程中，维生素E可能会从油中除去，结果被精炼过的植物油会因氧化作用而变得不稳定。

维生素E几乎是无毒的。维生素E大鼠的经口LD50
 为10g/kg体重。病人每日口服300 mg的维生素E连续几个月，并没有出现不良影响。但有报道称，成年人长时间每天摄入720 mg维生素E，可出现头痛、呕吐、疲乏、眩晕和视力模糊症状。长时间每天口服1 g维生素E可诱发高血压、糖尿病和生殖系统障碍，更高剂量可能会导致出血、破坏免疫系统功能，导致免疫性疾病如哮喘、类风湿性关节炎及红斑狼疮的恶化。

有许多实验证据表明服用一定剂量的维生素E可预防癌和心血管疾病的发生。1984年和1991年，在高危人群中所作的流行病学调查报告认为服用维生素E有抗乳腺癌和消化道癌的作用。1992年科学家所作的临床病理研究发现，日服9 mg维生素A、1000 mg维生素C和70 mg维生素E可有效降低结肠息肉患者的细胞癌变。美国国立癌症研究所（NCI）自1985年到1995年在芬兰进行了α-生育酚、β-胡萝卜素预防肺癌的研究（ATBC），该研究给近3万名老年吸烟者每天供应50 mg的维生素E和20 mg的β-胡萝卜素，试验结束时发现服用维生素的高危人群前列腺癌发病率下降了34 %，结肠、直肠癌发病率下降了16 %。NCI和我国医学科学院在我国食管癌和胃癌高发区——河南省林州市所做的研究表明，服用维生素E的高危人群胃癌死亡率下降了16 %，说明维生素E有防癌作用。

从目前的研究结果来看，维生素E的防癌作用是由其抗氧化性质决定的。除此之外，维生素E还有增强人体免疫功能的作用。1992年进行的一项干预研究表明，每日口服800 mg维生素E可强化老年人的免疫功能。维生素E也有预防心血管疾病的作用。美国在一项对3.4万名高龄妇女进行了为期7年的调查研究中发现，食品中维生素E的缺乏可导致心脏病的高发。

FAO/WHO建议维生素E的每日摄入量（ADI）为2mg（/ kg体重·d），也就是说一个75 kg的成年人每天摄入150 mg维生素E为宜。试验证明每天摄入300 mg的维生素E无毒副作用。我国营养学会推荐的维生素E日摄入量为10～12 mg/d，美国FDA推荐的日摄入量为10 mg/d，美国NIH推荐的维生素E摄入量为25 mg/d。而我国目前居民的维生素E摄入量仅为4～5 mg/d，远未达到推荐摄入量，因此在食品中添加维生素E是十分必要的。

第四节 合成甜味剂

一、糖精钠

食品工业中常用的合成甜味剂包括山梨醇、麦芽糖醇、天门冬酰苯丙氨酸甲酯、糖精钠和环己基氨基磺酸钠等。在一些低热量软饮料及糖尿病患者的食品中往往添加合成的甜味剂。而糖精钠（sodium saccharin）是其中使用历史最长（1884年生产和使用），但也是最引起争议的合成甜味剂。糖精钠比蔗糖甜300～500倍，在生物体内不被分解，由肾排出体外。但其急性毒性不强，其争议主要在其致癌性。糖精钠的结构如图18-4所示。
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图18-4 糖精和环己基氨基磺酸钠的结构



从20世纪50年代开始，对糖精钠的安全性有争议。美国科学院于1955年、1968年、1970年及1974年分别成立过专门委员会对糖精钠的安全性进行大规模的评估，FAO/WHO食品添加剂专家委员会也曾在1968年、1974年和1977年对糖精钠的致癌性进行讨论。虽然大多数流行病学、毒理学及代谢的研究都表明糖精钠不会致癌，但也有一些糖精钠致癌的报告。1971年，美国FDA报告糖精钠可导致大鼠的移行性上皮细胞癌，1972年发现糖精钠有胚胎致癌性，用含7.5%糖精钠的饲料喂养大鼠，其子代可出现膀胱癌。1976年，加拿大科学家发现用含5 %糖精钠的食物饲喂大鼠50个星期，100只大鼠有3只患膀胱癌。糖精钠也有明显的辅助致癌作用。将糖精钠和胆固醇的颗粒（1∶4）直接置入大鼠的膀胱中，40～52周之后即可出现肿瘤。以2～6 g/kg剂量的环己基氨基磺酸钠与糖精钠的混合物（10∶1）连续饲喂大鼠80 d，105周之后，有8只大鼠产生膀胱肿块。但JECFA于1987年和1988年对糖精进行了审定，并在1993年再次研究这个问题。最近的研究显示出糖精致癌性可能不是糖精所引起，而是与钠离子及大鼠的高蛋白尿有关。糖精的阴离子可作为钠离子的载体而导致尿液生理性质的改变。

1984年FECFA将以前制定的糖精钠的ADI值由0～5mg/kg体重暂改为0～2.5mg/kg体重，并禁止在婴儿食品中添加糖精钠。FDA要求在食品中禁止使用糖精钠。我国在酱油、浓缩果汁、蜜饯、果脯、冷饮、糕点、饼干、面包中容许使用糖精钠。最大使用量为0.15 g/kg，碳酸饮料中为0.08 g/kg。糖精钠的急性毒性如表18-4所示。


表18-4 糖精钠的急性毒性 单位：g/kg体重
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二、环己基氨基磺酸钠

环己基氨基磺酸钠别名甜蜜素（sodium cyclamate），其结构见图18-4，其甜度约为蔗糖的30倍。环己基氨基磺酸钠的急性毒性如表18-5所示。1968年，FDA在大鼠中发现了环己基氨基磺酸钠的致畸、致癌和致突变性。1969年，世界各国相继禁止其用于食品中。但随后很多试验表明其无致癌性，目前已有40多个国家承认它是安全的。1982年JECFA重新审议，将原来暂定的ADI值由0～4mg（/ kg体重·d）改为0～11mg（/ kg体重·d）。我国主要在碳酸饮料、酱菜、饼干和面包中使用环己基氨基磺酸钠，最大用量为0.25 g/kg，用于蜜饯的最大用量为1.0 g/kg，果冻为0.5～2.0 g/kg。但由于该物质的甜度较低，因此在蜜饯等食品中往往存在糖精钠和环己基氨基磺酸钠超标的情况。


表18-5 环己基氨基磺酸钠的急性毒性 单位：g/kg体重
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在动物试验中发现，每日以2.6 g/kg体重的剂量将环己基氨基磺酸钠和糖精的混合物（10∶1）喂给80只大鼠，8只大鼠的膀胱出现移行性细胞癌。而剂量加大到25 g/kg体重，饲喂78周到105周，则70只大鼠中有12只出现膀胱癌。尽管在食品中达不到这么大的剂量，但研究表明环己基氨基磺酸钠在生物体内可转化形成毒性更强的环己基胺。环己基胺是一类亚胺化合物，具有一定的致癌性，环己基氨基磺酸钠对大鼠的经口LD50
 为12g/kg体重，而环己基胺的LD50
 仅为157mg/kg体重。

三、天门冬酰苯丙氨酸甲酯和甘草素

天门冬酰苯丙氨酸甲酯别名阿斯巴甜（aspartam），又名蛋白糖、甜味素，是一种二肽衍生物。天门冬酰苯丙氨酸甲酯的甜度为蔗糖的100～200倍。由于天门冬酰苯丙氨酸甲酯的耐热性差，因而其主要用于碳酸饮料、果汁、速溶咖啡、酒、糕点等食品中。天门冬酰苯丙氨酸甲酯几乎无毒，小鼠经口LD50
 为10g/kg体重，但有弱的蓄积性（蓄积系数＞5）。天门冬酰苯丙氨酸甲酯的ADI为0～11mg（/ kg体重·d）。1982年，FAO/WHO将其定为GRAS类食品添加剂，1991年确定甜味素的ADI为0～40mg（/ kg体重·d）。

天门冬酰苯丙氨酸甲酯含有苯丙氨酸成分，因而对苯丙酮酸尿（Phenylketon uria，PKU）患儿不利。据统计，每1万～2万个新生儿中就有一人属于苯丙酮酸尿患者。该病是一种遗传性疾病，患者肝细胞中的苯丙氨酸羟化酶（phenylalanine hydroxylase）含量仅为正常人的1/4，不能将苯丙氨酸转化为酪氨酸，从而在血和尿中蓄积大量的苯丙酮酸，进而危及大脑。因此，含有天门冬酰苯丙氨酸甲酯的食品应带有警告标志。
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图18-5 甘草酸和甘草次酸的结构

甘草次酸：R=H

甘草酸：R=葡萄糖基葡萄糖醛酸



甘草素是从植物甘草（glycyrrhize glabra L.）根部提取的天然甜味剂。甘草素的甜味来自甘草酸（gly-cyrrhizic）和甘草次酸（glycyrrhetinic acid）。甘草酸和甘草次酸的结构如图18-5所示。前者是一类三萜类皂苷，占甘草根干重的4 % ～5 %，甜度为蔗糖的50倍。甘草酸水解脱去糖酸链就形成了甘草次酸，甜度为蔗糖的250倍。利用生物化学技术将甘草次酸进行修饰，形成甘草次酸 -β
 -葡萄糖醛酸苷（MGGA），MGGA的甜度为蔗糖的941倍。甘草提取物作为天然的甜味剂广泛用于糖果（甘草糖）、蜜饯和罐头等食品中。

甘草酸的苷元即甘草次酸具有细胞毒性，长时间大量食用甘草糖（100 g/d）可导致严重的高血压和心脏肥大，临床症状表现为钠离子贮留和钾离子的排出，严重者可导致极度虚弱和心室纤颤，尤其对老年人及心血管病和肾脏病患者，易致高血压和充血性心脏病。甘草次酸的结构与糖皮质激素的结构类似，对体内糖皮质激素受体有同样的激活作用，其毒性表现为糖皮质激素受体被激活后所产生的效应。因此，甘草次酸不适合加入到经常和普遍食用的食品中。

近年的研究表明，甘草酸、MGGA和甘草次酸均有一定的防癌和抗癌作用。甘草酸对多种致癌物诱导的试验动物恶性肿瘤均有抑制作用。给小鼠皮下注射甘草酸和甘草次酸，可使7，12-二甲基苯并［a］蒽诱导的小鼠皮肤癌发病率由97 %降为40 %，肿瘤体积缩小80 %。甘草次酸也可抑制原癌细胞的信息传递和基因表达，例如，甘草次酸可抑制癌细胞蛋白激酸C的活性。此外，甘草次酸还具有抗病毒感染的作用，对致癌性的病毒如肝炎病毒、EB病毒及艾滋病毒的感染均有抑制作用，可以抑制由这类病毒诱发的肝癌和鼻咽癌的发生。

第五节 食用色素

食用色素作为食品添加剂已有相当长的时间。自远古时代起，色素就被用来使食品的外观更加吸引人。糖果通常被赋以鲜艳的颜色以取悦儿童的购买欲望。橙子的果皮中如果不含色素，外表就显得青涩而且污点斑斑，看上去像没熟的或是劣质的果实一样。消费者们也不喜欢喝橙汁，除非它看上去颜色鲜艳，即使它的味道和营养价值是相同的。由于许多食品中的自然色素在加热和氧化作用下不稳定，所以，在食品储藏和加工过程中，虽然其营养价值不变，但外观上的颜色会发生变化，使得消费者认为食品已经变质。因此，在食品中添加食用色素在商业上是有必要的。

但是，食用色素也是引起争议最多的食品添加剂。早期的食用色素大多是由煤焦油合成的偶氮化合物、联苯和三苯胺化合物、黄嘌呤化合物和嘧啶化合物，这些染料大多曾被用作纺织染料，在用于食品前仅仅进行了急性毒性的测定。这类色素曾给人类造成了很大的危害。由于糖果等食品的消费者主要是儿童，因此其危害性较为严重。早在20世纪初，英国人和德国人就发现从事苯胺染料制造的工人膀胱癌的发病率和死亡率相当高。1937年，人们发现奶油黄（二甲基偶氮甲苯）会使大鼠患膀胱癌，使人们开始将注意力集中在偶氮染料上。

鉴于煤焦油染料的危害性，1960年，美国通过了着色添加剂修正案，停止使用了大多数的煤焦油染料。我国也逐步取消了煤焦油染料在食品中的应用。在美国和许多欧洲国家禁止使用的食用色素除奶油黄外，还有给橘子皮上色的2号橘红和40号红。研究表明，2号橘红有一定的致癌能力。2号橙红、丽春红MX也是活性很强的致癌物，至少可诱导两种动物产生肿瘤。油橙SS、1号橙、猩黄色OB、苏丹红1号及2号至少对一种动物有致癌作用。酒石碘、亮青FSF和暗绿FSF也被禁止用于食品。近20年来，美国已禁止使用业已证明对人体有害或致癌的200种食用色素，包括我国目前还在使用的苋菜红。我国目前容许使用的合成色素及其急性毒性见表18-6。


表18-6 合成色素的ADI和急性毒性 单位：mg/kg体重

[image: ]


一、苋菜红和柠檬黄

苋菜红（amaranth，见图18-6）是目前广泛使用的合成染料，几乎每一种偏红色或偏棕色的加工食品都使用过苋菜红。由于发现苋菜红具有致癌作用，1976年，美国FDA和英国等国家禁止其在食品中使用。目前，我国规定苋菜红可用于碳酸饮料、配制酒、罐头、浓缩果汁、蜜饯、果酒、果味软饮料等食品，用量为0.05 g/kg。其它一些国家容许其用于冰淇淋、沙拉调味料、口香糖、巧克力、咖啡等食品。

[image: ]
图18-6 苋菜红和柠檬黄的结构



苋菜红的急性毒性较低，对其使用的争议性主要在致癌性方面。苋菜红是一类偶氮色素，这类物质大多具有一定的致癌性。尽管磺化偶氮染料的毒性已经大大降低，但其在生物体内可脱去碘化基团，恢复其毒性。此外，这类化合物在生物体的胃肠道中很容易还原为亚胺类致癌物。据研究，102种偶氮化合物中只有12种不能转化为亚胺化合物。1968年，前苏联科学家发现苋菜红可使大鼠患癌。苋菜红使大鼠患癌的时间较长，每天用含苋菜红0.2 %（0.1 g/kg体重）的剂量喂养大鼠持续830 d时，发现一例肠癌。此外，还有报道称苋菜红具有胚胎毒性，可致畸胎的发生。因此，苋菜红的使用应当加以控制。

柠檬黄（见图18-6）从1916年起已被用作食品添加剂。柠檬黄虽然属于偶氮染料，但其被认为是合成色素中毒性最弱的，其LD50
 为12.17g/kg体重。猫和狗食用含2%柠檬黄的食物持续2年，没有发现不良反应。以1.5 %的剂量饲喂64周或以5 %的剂量持续饲喂2年，未发现肿瘤。柠檬黄色素为水溶性物质，它的主要问题是其致畸性。据统计，每万人中就有一人对柠檬黄敏感，尤其是阿司匹林过敏者发病率更高。柠檬黄的过敏症状包括风疹、哮喘和血管性浮肿等，具有潜在的生命危险。

虽然许多合成色素具有毒性和致癌性，但天然色素也不总是安全无害的。例如，焦糖色（caramel）含有少量致癌的苯并［a］芘；用氨法制造的焦糖色还含有致惊厥的4-甲基咪唑，对中枢神经系统有强烈的毒性。在慢性毒性试验中，发现试验动物摄入该物质后淋巴细胞和白细胞数目减少。

二、β
 -胡萝卜素和番茄红素


β
 -胡萝卜素是广泛存在于水果、蔬菜、谷物等食品中的脂溶性天然色素。β
 -胡萝卜素在生物体内可分解为维生素A（视黄醇），故又称维生素A原。据估计人体摄入的维生素A约有1/3来自 β
 -胡萝卜素。但是，人体对 β
 -胡萝卜素的吸收率不高，仅为10 % ～70 %。摄入过多的β
 -胡萝卜素，仅使血清中的β
 -胡萝卜素含量升高，而维生素A的含量未见明显增加。大量摄入β
 -胡萝卜素可使其沉积在人体的皮下脂肪中，使皮肤变黄。但是到目前为止，还没有发现因摄入过多β
 -胡萝卜素引起中毒的报道，因此，该物质被列为是安全的食用色素。FAO/WHO食品添加剂专家委员会（JECFA）规定β
 -胡萝卜素的ADI为0～5mg/kg体重·d，在食品中的最大使用量为200mg/kg。


β
 -胡萝卜素不仅仅是一种食品色素，而且也是一种天然抗氧化剂。目前，最为关注的是β
 -胡萝卜素的防癌作用。把大剂量服用β
 -胡萝卜素与防癌联系起来起因于20世纪70年代在美国芝加哥进行的一项流行病调查。这项长达19年的随访调查发现，无论吸烟与否，肺癌和支气管癌的发病率和从新鲜水果、蔬菜中摄入的β
 -胡萝卜素含量呈负相关。到目前为止进行的130项有关β
 -胡萝卜素预防癌症的流行病学调查均确认，多吃富含β
 -胡萝卜素的水果和蔬菜对预防癌症有效。但是，单纯大量服用β
 -胡萝卜素能否预防癌症，特别是头颈部癌仍有很大的争议。美国的癌症研究所（NCI）和我国的预防医学研究院合作，在我国河南林州市同时进行了服用β
 -胡萝卜素防癌的干预研究。研究表明，服用β
 -胡萝卜素组的人群胃癌死亡率减少了21 %，但同时在芬兰进行的长达10年的试验中却发现服用β
 -胡萝卜素组的人群的肺癌发病率增加了18 %，死亡率增加了8 %。在另一项对2.2万名美国医务人员进行服用β
 -胡萝卜素的长达12年的研究表明，单纯服用β
 -胡萝卜素对癌及心血管疾病既无预防作用，也无有害作用。目前，我国人均每天摄入β
 -胡萝卜素为3～4 mg；美国FDA/NCI推荐的β
 -胡萝卜素摄入剂量为5～6 mg/d，安全摄入剂量为30 mg/d。

番茄色素是一种天然食用色素，广泛存在于番茄、桑葚、草莓、西瓜和红色葡萄柚中，每100 g含量可达3～14 mg。番茄红素是类胡萝卜素的一种。在所有类胡萝卜素中，番茄红素的抗氧化活性最强，其抗氧化活性比β
 -胡萝卜素高出一倍。目前，已发现番茄红素对消化道癌、前列腺癌和胰腺癌有良好的防治作用。

1989年，美国科学家发现胰腺癌和膀胱癌患者血液中番茄红素的含量很低，其后又发现血液中番茄红素含量很低的人，其患肺癌的可能性是浓度最高者的4倍。在1994年对3000多名患有各种消化道癌的病人进行了为期7年的研究，确认少吃番茄的人的各种消化道癌的发病率较高。美国哈佛大学对4.7万名男性医务人员进行了为期9年的饮食行为调查，发现前列腺癌的高发病率与番茄红素的摄入量低有关。

第六节 食用香料

食用香料有1700种以上，是食品添加剂中最大的家族，其中，约有1300种是从人类普遍食用的香料植物中提取出的天然物质，在特殊或普遍的地区有安全的食用历史。由于这些物质的使用量较小且挥发性较强，很难对人体造成损害，因而大多数的天然食用香料都被认为是安全的（GRAS类物质）。人们在食品中大量使用这些物质而没有考虑其安全性，特别是人们还将与天然产物结构相同或相似的合成香料等同于天然产物。目前有超过3000种的合成香料被用于食品。事实上，这类合成香料的毒性特别是慢性毒性没有被很好地研究。

即使是天然香料也具有一定的药用活性和毒性。例如，将黄樟素（safrole）用作香料附加剂已有60多年的历史。美国FDA发现无论是从黄樟中提取的，还是来自化学合成的黄樟素都可使大鼠患肝瘤（见第十七章）。大茴香（八角）和生姜也含有微量的黄樟素。香兰素和乙基香兰素大多是合成产品，广泛添加于乳粉等食品中，该物质的急性毒性不强。香兰素对大鼠经口的LD50
 为2000mg/kg体重，ADI为0～10mg（/ kg体重·d），但具有嗜神经性，可产生麻醉作用。其它芳香醛类如苦杏仁油（苯甲醛）对中枢神经也有麻醉作用，对皮肤、黏膜和眼睛也有刺激性作用。邻氨基苯甲醛（anthranilate）是一种具有葡萄甜香的无色液体，广泛用于制造具有葡萄香味食品，邻氨基苯甲醛其天然对等物质在橙油、柠檬油和茉莉油中可以找到，该物质也会引起人类皮肤的过敏。

还有一些食品添加剂可增强食品的风味，被称为风味增强剂或增香剂，例如，味精（谷氨酸钠）和麦芽酚（maltol）。麦芽酚和乙基麦芽酚在Ames试验中表现为是弱诱变剂。但从正常食物来源中摄取这类物质的人当中，并未发现致病的病例（见第十七章）。味精是世界上除食盐外消耗量最多的调味剂，1987年以前味精的使用经常与所谓“中国餐馆综合征”联系在一起，从而引起较大的争议。这类综合病的病症包括出现过敏反应、头痛和昏昏欲睡等。广泛研究确定，谷氨酸钠的小鼠经口LD50
 为16200mg/kg体重，属于无毒物。谷氨酸是一种氨基酸，在人体内代谢可与酮酸发生氨基转移合成其它氨基酸，经过食用，有96 %可被人体吸收，其一般用量不会存在毒性问题。FDA确认味精属GRAS类食品添加剂，1988年，JECFA在第19次会议结束了对谷氨酸钠安全性的讨论，肯定了其安全性，并取消了对未满12周婴儿不宜使用的限制。

（张泽生）

思考题

1. 食品添加剂的安全性毒理学评价程序包括几个阶段？

2. 国际上公认的食品添加剂安全性主要指标是什么？

3. 防腐剂是如何定义的？防腐剂在使用时应注意哪些问题？

4. 抗氧化剂是如何定义的？

5. 合成甜味剂使用时应注意哪些问题？

6. 食用合成色素和食用天然色素安全性如何？

7. 食用香料包括哪几类？


第十九章 食品加工过程中的有毒产物

随着我国社会工业化步伐的加快，环境污染也随之日趋严重，各种工业废水、废气和废料对大气、土壤和水源的污染日渐加剧，各种供食用的植物和动物在生长过程中以及食品在加工、储运、销售等各个环节也可能受到工业“三废”的污染，使进入食品中的各种有毒及致畸致癌物质大量增加，从而严重危害消费者的身体健康。对全球的大气、土壤和水源造成污染的工业污染物主要是多环芳烃（PAHs）多氯联苯（PCBs）和二[image: ]
 英等，这些物质在人类周围环境中的聚集和循环具有全球性的意义。其它如铅、汞、镉等重金属也是比较主要的工业污染物。

第一节 苯并［a］芘

多环芳烃类化合物（polycyclic aromatic hydrocarbons，PAH）是煤炭、石油及木炭等不完全燃烧，或工业中利用这些燃料进行热加工处理时产生的—类化合物。已知的PAH大约有200余种。3，4-苯并芘［3，4-benz（o a）pyrene，简称B（a）P］于1933年自煤焦油中分离获得了纯品，现已证明其致癌作用可通过皮肤、呼吸和消化道引起。

据报导，燃烧1 g燃料可产生的B（a）P煤为67～136 μg，木柴62～125 μg，原油40～68 μg，汽油12～50.40 μg，由于生产和生活中每天使用大量燃料，因此PAH［包括B（a）P］不断地通过空气、水、土壤造成对食物的污染，故引起人们的广泛注意。

一、理化性质

苯并［a］芘纯品在常温下是一种固体，有两种不同形状的结晶，当结晶温度大于66℃时为单斜针状结晶，低于66℃时为菱形片状结晶，其化学性质均很稳定。相对分子质量为252.32，熔点179～180.2℃，沸点310～312℃/10 mmHg[image: 1mmHg=133.322Pa。]
 ，相对密度1.351。微溶于水，27℃时水中溶解度为0.004～0.012 mg/L；溶于环己烷、苯、甲苯，二甲苯，己烷及丙酮，呈紫蓝色荧光，在浓硫酸内呈橙红色并带有绿色荧光；稍溶于乙醇与甲醇。在咖啡因水溶液中的溶解度比水中高。在分光光度计415～425 nm波长处有一特殊的吸收峰，呈现黄绿色荧光。

二、食品中多环芳烃的来源

各种动植物可合成多环芳烃，但含量甚微。据调查，在无人居住或仅有少数小船来往的港湾内生长的水生植物和远离工业城市的陆上植物中均发现含有少量的PAH。但造成食品中PAH含量增高的主要原因是食品加工过程或环境污染所致。

首先，食品加工储存过程中是造成B（a）P污染的主要因素。烟熏、焙烤或粮食储藏的烘干过程中，食品中脂肪在高温热解时、胆固醇受热作用等均可生成PAH。许多食品在烟熏过程中还可被燃料燃烧过程中产生的PAH污染。如烟熏肉制品时，熏前猪肉B（a）P的含量为0～0.004μg/kg，熏后即增加至1～10μg/kg；香肠熏前为1.5μg/kg，熏后最高可达88.5μg/kg。据研究，熏制温度、时间和熏制方式均可影响食品中B（a）P的含量。热烟比冷烟（320℃以下）产生的B（a）P多、对食品的污染也更严重；长时间近火熏制污染更为严重，B（a）P可高达50μg/kg。如直接烘烤B（a）P含量比间接烘烤为高。烟熏食品存放时间延长，污染表面的B（a）P可渗入深部。一般认为烟熏是食品受B（a）P污染的主要途径。

储存过程也可造成食品中B（a）P的污染。如用涂石蜡的容器存放牛乳，5d后石蜡中的B（a）P可全部转移到牛乳中。

精炼处理可使食油中B（a）P的含量显著降低，以菜子油为例，原油中含B（a）P 2.5 μg/L，精炼油中含B（a）P 0.9 μg/L。

其次，各种含B（a）P的废气、废水、废渣对环境的污染是造成食品B（a）P污染的另一个重要原因。排入大气的B（a）P，除散落在植物表面造成直接污染外，也可通过水源和土壤的污染，被植物的根系吸收。据调查，当大气中B（a）P的含量为0.04～0.4μg/m3
 时，番茄中B（a）P的含量为0.22 μg/kg、菠菜为7.4 μg/kg、韭菜为6.6 μg/kg。土壤中B（a）P的含量为0.5～4 μg/k（g干土）时，在该地生长的作物中B（a）P的含量为9 μg/kg；如土壤中B（a）P增至150 μg/kg时，作物中B（a）P的含量也相应增至57 μg/kg。

三、B（a）P的毒性和代谢

（一）毒性

自1775年英国报道烟囱清洁工人阴囊癌发病率很高以来，多年来的研究一致证明B（a）P是一个重要的致癌因素。

动物实验证明，经口给予B（a）P可诱发肿瘤。啮齿动物致癌作用的最小剂量为4 mg/kg，出现肿瘤的时间为420 d；如把出现肿瘤的试验时间缩短为100～200 d，则剂量需加大10～50倍方可出现相似的结果。如果B（a）P通过一次灌胃给予小鼠，其致癌作用的剂量约为12 μg/鼠，这一剂量相当于饲料的含量为6 mg/kg。

3，4-苯并［a］芘具有强致癌性，主要表现在胃癌和消化道癌。随食物摄入人体内的3，4-苯并［a］芘大部分可被人体吸收，经过消化道吸收后，经过血液很快遍布人体，人体乳腺和脂肪组织可蓄积3，4-苯并［a］芘。

人体吸收的3，4-苯并［a］芘一部分与蛋白质结合，另一部分则参与代谢分解。与蛋白质结合的3，4-苯并［a］芘通过结构中的高能电子密度区和亲电子的细胞受体结合，使控制细胞生长的酶和激素结构中的蛋白质部分发生变异或丢失，造成细胞失去控制生长的能力而发生癌变；或当3，4-苯并［a］芘被机体吸收后，在体内被氧化酶系中的芳烃羟化酶（aryl hydrocarbon hydroxylase，AHH）转化为多环芳烃的环氧化合物或过氧化合物，进一步与DNA、RNA或蛋白质大分子结合，最终生成致癌物，出现致癌作用。参与代谢分解的3，4-苯并［a］芘形成带有羟基的化合物，最后与葡萄糖醛酸、硫酸、谷胱甘肽结合从尿中排出。

3，4-苯并［a］芘对人体的危害还可表现在通过胎盘传给胎儿，动物实验发现，经口摄入的3，4-苯并［a］芘可通过胎盘进入到胎儿体内，引起毒性及致癌性表现。

（二）代谢

3，4-苯并［a］芘可经消化道吸收，并在血、胆汁、肝、肾、体脂内发现其存在，但很快消失，未被吸收的3，4-苯并［a］芘由粪便排出。同位素标记3，4-苯并［a］芘进行的研究表明，24 h内82.4 %的放射活性即被排出体外，留于体内的只占14 %，其中约1 %、可不经代谢保留体内，其它均以代谢物形式存在。许多研究证明，3，4-苯并［a］芘易储留于体脂中。经口服给予的B（a）P吸收后可迅速出现荧光，利用这一现象有助于了解B（a）P在体内的运转分布。在小鼠的试验中，当饲以不同剂量B（a）P的饲料（20000、10000、5000、100、10及1 mg/kg），数小时内，在口、前足、耳、肾、肝、膀胱、腹部脂肪及尿中均出现荧光，换饲正常饲料后，几天内各脏器荧光即行消失。给予剂量小，荧光消失也较快；对鸡、鸭、大鼠的试验均有类似结果。B（a）P摄入体内后，不影响小鼠脾的代谢，但能降低肝和肾的细胞呼吸和升高需氧酵解。

综上所述，不论何种动物和途径，当B（a）P进入机体后，其代谢转化主要是通过肝胆系统及消化道并从粪便中排出，尿中排出量很少。其主要代谢产物是羟基苯并芘和二羟基衍生物。

（三）人体试验及人群调查

B（a）P在人体中的代谢尚无报导。以人体上皮细胞进行体外培养时，含有B（a）P的细胞即呈现毒性反应，说明细胞内存在有微粒体烃基水解酶系统能使烃类转变为有毒的代谢产物。用原代人胚肺细胞进行试验时，也证明它与小鼠胚细胞的反应相似，B（a）P可和细胞内的大分子化合物结合。

有人发现海边居民因食用大量咸鱼和熏鱼，其胃肠道及呼吸道的癌症发病率较内陆居民高得多。

第二节 美拉德反应产物和杂环胺

一、美拉德反应产物

1912年，法国化学家美拉德发现葡萄糖和甘氨酸溶液共热时可产生褐变反应，并证明蛋白质（氨基酸）的氨基与葡萄糖的羰基发生了聚合反应，这一反应后来被证实在生物和食品系统中具有广泛性，并被称为美拉德反应（maillard reaction）或羰氨反应。美拉德反应如图19-1所示。在面包、糕点和咖啡等食品的烘烤过程中，美拉德反应能产生诱人的焦黄色和独特风味。美拉德反应也是食品在加热或长期储藏时发生褐变的主要原因。

美拉德反应除形成褐色素、风味物质和多聚物外，还可形成许多杂环化合物。从美拉德反应得到的混合物表现为很多不同的化学和生物特性，其中，有促氧化物和抗氧化物、致突变物和致癌物以及抗突变物和抗致癌物。事实上，美拉德反应诱发生物体组织中氨基和羰基的反应并导致组织损伤，后来证明这是导致生物系统损害的原因之一。在食品加工过程中，美拉德反应形成的一些产物具有强致突变性，提示可能形成致癌物。由等摩尔还原性单糖和氨基酸组成的美拉德反应模型形成的许多产物在Ames检验中呈现致突变性，其中包括由淀粉/甘氨酸、乳糖/酪胺和麦芽糖/氨组成的反应模型。
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图19-1 美拉德反应过程



二、杂环胺

20世纪70年代末，人们发现从烤鱼或烤牛肉炭化表层中提取的化合物具有致突变性。对烤鱼中主要致突变物的研究表明，这类物质主要是复杂的杂环胺类化合物（heter-cyclic amines），例如，咪唑喹啉（imidazoquino1 ine，IQ）和甲基咪唑喹啉（methylimidazoquino line，MelQx）。这类物质也是煎牛肉提取物中致突变物质的主要成分，其结构见图19-2。含IQ和MelQx的牛肉提取物在几种实验动物和人体肝组织中被代谢转化为活性致突变物。虽然在Ames检验中发现这类物质是高度潜在的致突变物质，但其在大鼠身上表现为很弱的致癌性。
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图19-2 杂环胺的结构



在烹调富含蛋白质的食物时，蛋白质的降解产物——色氨酸和谷氨酸首先形成一组多环芳胺化合物，如色胺热解产物（Trp-p-1和Trp-p-2）和谷胺热解产物（Glu-p-1）。致畸研究发现，色胺和谷胺的热解产物对大鼠、仓鼠和小鼠动物均有致突变性。例如，小鼠喂饲含Trp-p-1或Trp-p-2的饲料后观察到其肿瘤发生率提高。其它一些报道指出，氨基酸和蛋白质的热解产物对实验动物的消化道表现为致癌性。但是其它富含蛋白质的食品如牛乳、奶酪、豆腐和各种豆类在高温处理时，虽然严重炭化但仅有微弱的致突变性。另外，加热程度也影响致突变活性的水平。目前，正在进行进一步的研究以证实杂环胺是否在烹调过程中产生了对人类有害的物质。

第三节 硝酸盐和亚硝酸盐

一、硝酸盐和亚硝酸盐的来源和代谢

（一）来源

膳食中硝酸盐和亚硝酸盐分布很广，包括：① 食品添加剂；② 从自然环境中摄取和生物机体氮的利用；③ 含氮肥料（包括无机肥和有机肥）和农药的使用；④ 工业废水和生活污水。其中直接来源是食品添加剂，主要来源是肥料的大量使用。另外，在饮水中也有硝酸盐和亚硝酸盐存在。

用作肉制品发色剂的添加剂主要是硝酸盐和亚硝酸盐，主要用作腊肠、肉肠、灌肠、火腿和午餐肉中的防腐剂，用于肉类保藏已经有几个世纪的历史。事实上，在冰箱发明之前，硝酸盐和亚硝酸盐是唯一的保存肉制食品的方法。直到最近，人们才认识到其防腐作用来自亚硝酸根离子（NO-2
 ）对肉毒梭菌极强的抑制作用。这种细菌所产生的肉毒素（botulism toxin）是目前所知道的最剧毒的神经中毒因子。在肉制品中硝酸盐由于细菌的作用还原成NO-2
 ，在酸性条件下NO-2
 与肉中肌红蛋白反应生成玫瑰色亚硝基肌红蛋白，改善肉的色泽。同时，硝酸盐和亚硝酸盐还起到增进肉的风味和防腐剂的作用，可以防止肉毒梭菌的生长和延长肉制品的货架期。此外，亚硝酸盐同时还是一种发色剂。亚硝酸盐和肉类的血红蛋白反应，形成一种可增进食欲的桃红色。亚硝酸盐还赋予香肠、火腿和其它肉制品一种诱人的腌肉风味。腌制食品中允许的亚硝酸盐含量各国有所不同，范围从10 mg/kg到200 mg/kg不等。肉制品中亚硝酸盐的使用量标准为150 mg/kg。我国规定，肉制品和肉类罐头的硝酸盐的使用量不得超过500 mg/kg，亚硝酸盐添加量不得超过150 mg/kg，容许含量不得超过50 mg/kg。

最近数十年来，世界上氮肥使用量增长特别快，造成土壤中硝酸盐的含量增加。硝酸盐由土壤渗透到地下水，从而不仅使动植物产品中硝酸盐的含量增加，而且也对水体造成严重污染。我国对118个城市地下水的分析资料显示：72 %的城市地下水的硝酸盐含量超过国家标准（20 mg/L），64 %的城市亚硝酸盐含量超过国家标准（0.1 mg/L）。由于大量使用氮肥，一些蔬菜如卷心菜、花椰菜、胡萝卜、芹菜和菠菜通常有很高的硝酸盐含量（1000～3000 mg/kg），一般成年人每天摄入约100 mg硝酸盐。1993年有人曾对9～24岁青少年的硝酸盐和亚硝酸盐摄入进行评估，研究表明硝酸盐和亚硝酸盐的每天人均摄入量分别为54 mg和1.4 mg，基本上在WHO/FAD的ADI允许值［0.13 mg（/ kg体重· d）］之内。

亚硝酸盐在大多数食物中的含量不是很高，主要来自腌制食品。肉制品，特别是香肠占亚硝酸盐摄入量的69 %。蔬菜在腌制过程中，亚硝酸盐含量会增高，例如腌制过程中青菜的亚硝酸盐含量可达78 mg/kg，远超过我国对于腊肉制品亚硝酸盐的标准（30 mg/kg）。

（二）代谢

人体内硝酸盐在微生物作用下可还原为亚硝酸盐，在一定条件下人体内亚硝酸盐与含蛋白质食物中的仲胺可合成亚硝基化合物（NOC），它能损害遗传因子导致人患癌症。

硝酸盐在人体的口腔和肠道中可由细菌还原形成亚硝酸盐。有些特殊食品中含有较高的亚硝酸盐含量。例如，在我国胃癌和食管癌高发的河南林州市，当地居民喜食的腌制蔬菜（泡菜）中有一种霉菌（白地霉菌），可将蔬菜中的硝酸盐转变为亚硝酸盐。

在适宜的条件下，亚硝酸盐可与肉中的氨基酸发生反应，也可在人体的胃肠道内和蛋白质的消化产物二级胺（叔胺）和四级胺（季铵）反应，生成亚硝基化合物（NOC），尤其是生成N
 -亚硝胺（nitrosamine）和亚硝酰胺这类致癌物，因此也有人将亚硝酸盐称为内生性致癌物。

二、硝酸盐和亚硝酸盐的毒性

硝酸盐和亚硝酸盐广泛存于自然环境（水体、土壤、植物）中。其中硝酸盐为植物中天然成分之一。硝酸盐的大鼠经口LD50
 为3236mg/kg体重，ADI为0～5mg（/ kg体重· d）。亚硝酸盐的急性毒性较强，小鼠经口LD50
 为200mg/kg体重，人中毒剂量为0.3～0.5 g，致死量为3 g，ADI为0～0.2 mg/kg体重。

食品是硝酸盐和亚硝酸盐的主要来源，人体通过蔬菜摄入的硝酸盐含量占硝酸盐总摄入量的70 % ～90 %。成年人随蔬菜平均每天硝酸盐摄入量随季节、食物加工方法和膳食习惯而不同，通常范围在40～80 mg/d。对素食者来说每天平均摄入量要高些，有的能达到300 mg/d，但基本上摄入量均在ADI值允许范围以内。硝酸盐和亚硝酸盐引起对人体的危害如下。

（一）婴儿高铁血红蛋白症

过量硝酸盐消费能诱导婴儿高铁血红蛋白症，这经常发生在饮水中高硝酸盐含量的地区。高铁血红蛋白症的形成是由于人体内大量的亚硝酸盐与血液中血红蛋白结合，使高铁血红蛋白含量上升，因高铁血红蛋白不能与氧结合，这时人缺氧，临床表现为口唇、指甲发绀，皮肤出现紫斑等缺氧症状，可致死亡。该病经常发生在饮用水中硝酸盐含量较高的地区，而且多发于婴儿。

（二）婴儿先天畸形

孕妇摄入大量NO-3
 后会引起婴儿先天畸形，主要是中枢神经瘤。1982年科学家发现南澳一种地方性新生儿先天畸形，主要是中枢神经系统疾病。经过大量病例调查，证实地下水含NO-3
 过高是致病的原因。1984年科学实验得出结论，饮水中含NO-3
 超过15 mg/L时，先天畸形风险提高4倍。

（三）甲状腺肿

近30年的研究认识到硝酸盐能够影响甲状腺的功能，从目前的研究中发现，硝酸盐可能是导致甲状腺肿的一种可能的物质，硝酸盐是否人体甲状腺肿的病因，有待进一步研究。

（四）癌症

硝酸盐和亚硝酸盐与癌症的关系这一论题近年来已经引起注意。在适当条件下，亚硝酸盐的衍生物和多种有机成分反应，如使用亚硝酸盐发色，由于肉品中含有大量的胺和氨基酸，在适宜的条件下，亚硝酸盐可与肉中胺和氨基酸发生反应，生成亚硝基化合物（NOC），尤其是生成许多亚硝胺和亚硝酰胺，这些亚硝基化合物均是致癌因子。

第四节 N
 -亚硝胺

一、N
 -亚硝胺的来源

亚硝胺是N
 -亚硝胺类化合物的简称。N
 -亚硝胺类化合物多为液体或固体，结构通式为：

（R1
 R2
 ）N—N=O

R可分为烷基、芳香基和环状化合物；亚硝胺类化合物大多不溶于水，溶于有机溶剂，具有光敏性，在紫外线照射下，发生光解作用。


N
 -亚硝胺类化合物可以出现在食品、烟草、化妆品（例如冷霜和洗发香波）和某些药物中，人类也可以通过空气接触亚硝胺类化合物。亚硝胺类化合物在环境中天然含量不很高，但动物体内和某些食品及其加工过程中能够生物合成。

自然界中大量存在亚硝酸盐和硝酸盐，同时也可能存在仲胺（二级胺）。亚硝酸盐和仲胺并不具有致癌作用，但在酸性条件下可以生物合成为亚硝胺类化合物。
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事实上，不只仲胺类可以合成亚硝胺，凡含有—N—结构的化合物都可参与上述反应。例如，酰胺类、某些氨基酸、肽类、肌酸、肌酐和氨基甲酸乙酯都可进行亚硝胺合成。
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人体内合成亚硝胺类化合物的主要场所是胃。正常情况下人类胃液pH为1～4，这种酸性环境有利于亚硝胺类的生物合成。食物、饮水中都可能含有亚硝酸盐或硝酸盐；而胺类可在食物中存在，特别是被细菌或霉菌污染的食物中胺类以及亚硝酸盐含量都较高，这样的食物进入胃中则较易合成亚硝胺类化合物。

盐腌食品中，硝酸盐可被某些细菌还原成亚硝酸盐。腌制肉品时，为了使肉呈鲜红色，需向其中加入硝酸钠或亚硝酸钠。我国民间腌肉时加入硝或称土硝的物质，则为一种粗制硝酸盐。在肉中加入的硝酸钠被硝酸盐还原菌还原成为亚硝酸盐，亚硝酸盐在肌肉中的乳酸作用下，形成对热稳定的红色亚硝基肌红蛋白，使肉呈鲜红色，同时使肉中含有丰富的胺类。亚硝酸盐和胺类这两种亚硝胺合成的前体物同时存在，为亚硝胺生物合成提供了条件。

腌菜和酸菜中的蛋白质可以分解成胺类，蔬菜中含有大量的硝酸盐，在腌制过程中极易被还原成亚硝酸盐，所以腌菜和酸菜中亚硝胺含量较高。啤酒在发酵过程中形成大量的仲胺，不加蒸馏直接饮用，亚硝胺含量也较高。

许多食品主要是腌制的肉类、熏肉和咸鱼（见表19-1）含有亚硝胺。肉制品，特别是鱼类保存过长时间可产生各种多胺（仲胺和季胺），很容易在体外与亚硝酸盐防腐剂发生反应生成亚硝胺化合物。腌制食品如果再用烟熏，则亚硝胺化合物的含量将会更高。


表19-1 各种食物中的亚硝胺含量 单位：μg/kg

[image: ]


鱼类在经亚硝酸盐处理后会自然形成亚硝胺化合物，形成速率与加工时的温度有关。用亚硝酸盐处理冰冻鱼较鲜鱼产生较少的亚硝胺。对用亚硝酸盐处理过的食物进行加热或油煎也可产生亚硝胺。例如，对含一定量亚硝酸盐和胺类的咸肉进行加热后，可在肉中检出亚硝胺化合物。加热可增加亚硝胺的形成量，这可能与加热过程中蛋白质分解产生的二级胺的增加有关。经亚硝酸盐处理的腌肉（咸肉）在油煎时，可产生含量高达100 mg/kg的强致癌物——亚硝基吡咯烷。据测定，5 mg/kg的该化合物就可使大鼠患癌。另外，啤酒中的亚硝胺也与其加工工艺有关。如果直接用火而不是用空气干燥法干燥麦芽，生产的啤酒中就含有较高含量的亚硝胺。

二、亚硝胺的致癌和致畸性

亚硝胺类化合物对实验动物的LD50
 为150～500mg/kg，其急性毒作用主要在肝脏，引起肝小叶中心性出血坏死；此外，还可引起肺出血，腹腔、胸腔有血性渗出液，对眼、皮肤、呼吸道有刺激作用。

亚硝胺对鱼、小鼠、大鼠、犬和猴等动物的不同组织、器官均有强致癌作用，尤以啮齿动物最敏感。每日喂饲量为mg/kg级或更少时就可致癌，有些仅一次较大剂量就能引起肿瘤。

动物试验发现有90多种亚硝胺类化合物有致癌性，但其致癌程度差异很大，最强的为二甲基亚硝胺和二乙基亚硝胺（二乙基亚硝胺的平均诱癌剂量为0.6 mg/kg），二乙醇亚硝胺等致癌性较弱，诱癌剂量为600 mg/kg左右。现已证明，亚硝胺主要引起肝、食道、胃等器官的肿瘤，也可诱发脑、大小肠、皮肤、肾、咽喉、肺、鼻腔、胰、膀胱、造血器官、淋巴等的肿瘤。

亚硝胺的致癌作用与化学结构、给药途径、药物剂量和动物种类等因素有关。对称的亚硝胺主要引起肝癌，致癌性又随烷基碳原子的增加而减弱。不对称的亚硝胺，特别是有一甲基的亚硝胺主要引起食道癌。给药途径不同也可诱发不同肿瘤，如内服和静脉注射环状亚硝胺可诱发动物的肝癌或食道癌；但如皮下注射，则主要引起后鼻腔肿瘤。小鼠经口摄入二甲基亚硝胺可导致肝癌，而腹腔注入时则引起血管瘤或肺腺瘤。从剂量来看，长期给予大鼠低剂量的二甲基亚硝胺能产生肝癌，而一次大剂量时则引起肾癌。此外，不同动物种属、动物的年龄、性别和健康状况对致癌作用都有一定影响。

对亚硝胺的人体致癌作用的长期研究论证了人的肿瘤与亚硝胺有重要关系。第一，人体除每天均可摄入含亚硝胺的前体化合物外，还能在胃及其它器官中合成；第二，亚硝胺化合物对实验动物具有普遍的致癌性，也包括灵长类动物在内；第三，人类亚硝胺中毒的表现与动物中毒类似；第四，从国内外流行病学调查结果来看，人类的某些癌症可能与亚硝胺有关。智利硝石产量居世界首位，农业上大量使用硝酸盐类化肥，使食品中亚硝酸盐含量较高，故体内合成亚硝胺的机会增多，故认为智利人胃癌死亡率居世界第一可能与此有关。日本人的胃癌发病率也较高，据认为与日本人多食咸鱼和腌菜有关。我国河南省林县是世界上食道癌的高发区之一，用高发区的酸菜汤浓缩液或酸菜提取液，成功地诱发了大鼠食道癌。江苏省启东县为肝癌高发区，从肝癌病人和非病人家中采集59份腌菜，肝癌病人家的腌菜亚硝胺（主要是二乙基亚硝胺）检出率为100 %，非肝癌病人家亚硝胺检出率为60 %，二者有显著差异，用腌菜提取液饲喂大鼠，85 %诱发出肝癌。因此，根据近年来国内外流行病学和动物实验资料，关于亚硝胺对人的致癌作用亦趋于肯定。

亚硝胺也具有较强的致畸性，主要使胎儿神经系统畸形，包括无眼、脑积水、脊柱裂和少趾，且有剂量效应关系。给怀孕动物饲以一定量的亚硝胺也可导致胚胎产生恶性肿瘤。胚胎似乎对亚硝胺的致癌作用非常敏感。例如，给怀孕雌鼠2 mg/kg体重的N-亚硝基乙基脲（N
 -nitrosoethylurea），即成年所需致癌剂量的2 %，即可引起仔鼠胚胎神经细胞的癌变。

三、亚硝胺的转化和预防

（一）亚硝胺的转化

关于亚硝胺进入人体后是如何转化为致癌物质的，比较普遍的看法是亚硝胺类化合物在混合功能氧化酶的作用下，可生成重氮烷，再经脱烷基作用而成自由甲基。后者使细胞的核酸、蛋白质烷基化，尤其是RNA和DNA的鸟嘌呤发生烷化作用。核酸经烷化作用后改变了细胞的遗传特性，通过体细胞突变或细胞的分化失常，而导致肿瘤的发生。

（二）亚硝胺的预防

关于减除食品中亚硝胺类化合物的含量可以采用以下一些方法。

限制食品中硝酸盐、亚硝酸盐的使用量及亚硝胺的含量。硝酸盐与亚硝酸盐在一些天然食物中存在，并广泛应用于肉制品的加工，这是因为它同时具有防腐（尤其是抑制肉毒杆菌）、发色及赋香等三种作用。为了控制人对硝酸盐与亚硝酸盐的摄食量，多数国家规定食物中的容许量为：硝酸盐500 mg/kg，亚硝酸盐200 mg/kg。由于食品中亚硝胺的限制量目前还没有规定，故一般的趋势是尽量减少硝酸盐与亚硝酸盐在食品中的含量。

阻断亚硝胺在体内的生成。我国的研究表明维生素C能抑制亚硝胺的生成。试验是以适量甲基苄胺（MBA）、甘氨酸或派哔嗪及亚硝酸钠喂饲大鼠，60～90 min后提取胃内容物，经测定含有甲基苄基亚硝胺（MBNA）、甘氨酸亚硝胺或N，N-二硝基哌哔嗪形成。这些亚硝胺均可诱发大鼠食管癌。如于试验开始时即加入维生素C，由于它对亚硝酸钠的还原作用，阻断了亚硝胺在胃内的合成，在5～6个月的试验中27只喂甲基苄胺及亚硝酸钠的大鼠中，有20只发生癌前改变的乳头状瘤，而在同时喂维生素C的17只大鼠或喂维生素C和烟酰胺（NA）的20只大鼠食管黏膜均正常。后来证明烟酰胺对亚硝酸钠无明显的还原作用；维生素C对体外已合成的甲基苄基亚硝胺的致癌作用无明显的影响。这个试验证明维生素C有阻断致癌作用的能力。

另外，我国还报道了我国食管癌高发区27名正常妇女24 h尿中亚硝酸盐含量为2.14～12.40 mg，平均为5.05 mg。当连续6 d服用维生素C后即降至0～4.28 mg，平均为2.07 mg。停服维生素C后尿中亚硝酸盐又逐渐回升至3.62 mg，这一试验也证明维生素C的作用。

肉制品中加维生素C，可以抑制二甲基亚硝胺的形成，但对亚硝酸盐的发色和抗菌作用没有影响，如对十种加了1500 mg/kg亚硝酸钠的香肠进行试验证明，加维生素C 550mg/kg再加热2和4h后，测定二甲基亚硝胺的含量分别为0和5μg/kg；而不加维生素C者分别为11.0和22.0μg/kg，故我国生产的午餐肉罐头中，一般添加有维生素C 200mg/kg，抑制亚硝胺的致癌作用。

在十二届国际癌症会议上，我国介绍了维生素A对亚硝胺致癌抑制作用的研究。研究表明，维生素A能减低食管上皮的增生、乳头状瘤或癌的发生。

利用亚硝胺在阳光的直接作用下较易分解（即光解）的性质，通过光解作用可破坏食品中的亚硝胺。

（张波）

思考题

1. 食品中多环芳烃类化合物有哪些主要来源？如何降低食品中的多环芳烃类化合物的产生？

2. 膳食中硝酸盐和亚硝酸盐含量较高的食品有哪些？如何降低食品中硝酸盐和亚硝酸盐的含量？


第二十章 我国食品安全性评价程序和方法

对食品中任何组分可能引起的危害进行科学测试、得出结论，以确定该组分究竟能否为社会或消费者接受，据此以制定相应的标准，这一过程称为食品的安全性评价。食品安全性评价主要是阐明某种食品是否可以安全食用，食品中有关危害成分或物质的毒性及其风险大小，利用毒理学资料确认该物质的安全剂量，以便通过风险评估进行风险控制。故食品安全性评价在食品安全性研究、监控和管理上具有重要的意义。

第一节 食品安全性毒理学评价程序

一、食品安全性毒理学评价试验的四个阶段内容及选用原则

1. 食品安全性毒理学评价试验的四个阶段内容

按照1994年我国卫生部颁发的《食品安全性毒理学评价程序和方法》标准（GB 15193.1～15193.19—1994）以及目前关于食品安全性评价方法的研究进展，对食品安全性进行评价时需要进行以下四个阶段的试验。

（1）第一阶段 急性毒性试验。经口急性毒性：LD50
 ，联合急性毒性。

（2）第二阶段 遗传毒性试验、传统致畸试验、短期喂养试验。遗传毒性试验的组合必须考虑原核细胞和真核细胞、生殖细胞与体细胞、体内和体外试验相结合的原则。

①细菌致突变试验：鼠伤寒沙门氏菌/哺乳动物微粒体酶试验（Ames试验）为首选项目，必要时可另选和加选其它试验。

② 小鼠骨髓微核率测定或骨髓细胞染色体畸变分析。

③ 小鼠精子畸形分析和睾丸染色体畸变分析。

④其它备选遗传毒性试验：V79/HGPRT基因突变试验、显性致死试验果蝇伴性隐性致死试验，程序外DNA修复合成（UDS）试验。

⑤ 传统致畸试验。

⑥ 短期喂养试验：30 d喂养试验。如受试物需进行第三、四阶段毒性试验者，可不进行本试验。

（3）第三阶段 亚慢性毒性试验——90 d喂养试验、繁殖试验、代谢试验。

（4）第四阶段 慢性毒性试验（包括致癌试验）。

2. 食品安全性毒理学评价试验的选用原则

（1）凡属我国创新的物质一般要求进行四个阶段的试验。特别是对其中化学结构提示有慢性毒性、遗传毒性或致癌性可能者或产量大、使用范围广、摄入机会多者，必须进行全部四个阶段的毒性试验。

（2）凡属与已知物质（指经过安全性评价并允许使用者）的化学结构基本相同的衍生物或类似物，则根据第一、二、三阶段毒性试验结果判断是否需进行第四阶段的毒性试验。

（3）凡属已知的化学物质，世界卫生组织已公布每人每日允许摄入量（ADI，以下简称日许量）者，同时申请单位又有资料证明我国产品的质量规格与国外产品一致，则可先进行第一、二阶段毒性试验，若试验结果与国外产品的结果一致，一般不要求进行进一步的毒性试验，否则应进行第三阶段毒性试验。

（4）农药、食品添加剂、食品新资源和新资源食品、辐照食品、食品工具及设备用清洗消毒剂的安全性毒理学评价试验的选择。

①农药：按卫生部和农业部颁布的《农药安全性毒理学评价程序》进行。对于由一种原药配制的各种商品，其中未加入其它未允许使用的成分时，一般不要求分别对各种商品进行毒性试验。凡将两种或两种以上已经国家批准使用的原药混合配制的农药或农药商品的制剂中添加了未经批准的其它具有较大毒性的化学物质作为重要成分，则应先进行急性联合毒性试验，如结果表明无协同作用，则按已颁布的个别农药的标准进行管理，并对所用的未经批准的化学物质进行安全性评价。如有协同作用，则需完成混合制品的第一、二、三阶段毒性试验。

② 食品添加剂

a. 凡属世界卫生组织已建议批准使用或已制定日许量者，以及香料生产者协会（FEMA）、欧洲理事会（COE）和国际香料工业组织（IOFI）四个国际组织中的两个或两个以上允许使用的，在进行急性毒性试验后，参照国外资料或规定进行评价。

b. 凡属资料不全或只有一个国际组织批准的，先进行急性毒性试验和本程序所规定的致突变试验中的一项，经初步评价后，再决定是否需进行进一步试验。

c. 凡属尚无资料可查、国际组织未允许使用的，先进行第一、二阶段毒性试验，经初步评价后，决定是否需进行进一步试验。

d. 从食用动植物可食部分提取的单一高纯度天然香料，如其化学结构及有关资料并未提示具有不安全性的，一般不要求进行毒性试验。

其它食品添加剂：

a. 凡属毒理学资料比较完整，世界卫生组织已公布日许量或不需规定日许量者，要求进行急性毒性试验和一项致突变试验，首选Ames试验或小鼠骨髓微核试验。

b. 凡属有一个国际组织或国家批准使用，但世界卫生组织未公布日许量，或资料不完整者，在进行第一、二阶段毒性试验后作初步评价，以决定是否需进行进一步的毒性试验。

c. 对于由天然植物制取的单一组分，高纯度的添加剂，凡属新产品需先进行第一、二、三阶段毒性试验，凡属国外已批准使用的，则进行第一、二阶段毒性试验。

d. 进口食品添加剂：要求进口单位提供毒理学资料及出口国批准使用的资料，由省、直辖市、自治区一级食品卫生监督检验机构提出意见报卫生部食品卫生监督检验所审查后决定是否需要进行毒性试验。

③ 食品新资源和新资源食品：食品新资源及其食品原则上应进行第一、二、三个阶段毒性试验，以及必要的人群流行病学调查。必要时应进行第四阶段试验。若根据有关文献资料及成分分析，未发现有或虽有但量甚少，不至构成对健康有害的物质，以及较大数量人群有长期食用历史而未发现有害作用的天然动植物（包括作为调料的天然动植物的粗提制品）可以先进行第一、二阶段毒性试验，经初步评价后，决定是否需要进行进一步的毒性试验。

④ 辐照食品：按《辐照食品卫生管理办法》要求提供毒理学试验资料。

⑤ 食品工具设备用清洗消毒剂：按卫生部颁发的《消毒管理办法》进行。

二、食品安全性毒理学评价试验的目的和结果判定

食品中有毒物质的毒理学数据主要从动物毒理学试验中获得。毒理学研究并不意味着就能直接应用于人。从实验动物获得的毒理学数据外推到人群进行定量的风险性评价时，常常需要三个重要的假设：① 实验动物和人群的反应性要相似；② 实验接触的反应与人的健康有关，并可外推到环境接触（包括食品摄入）水平；③ 动物试验能够表现出被检物的所有反应特性，这种物质对人有潜在的毒副作用。通常在进行定量风险性评价时可能有很大程度的不确定性。从毒理试验获得的数据有限时，就需要运用流行病学方法进行分析。和毒理学相比，流行病学是一门观察科学。它存在接触和反应的时间差问题，有可能当人们已经接触某一危害物时流行病学还未能观察出结果。因此，对于新出现的化学物质，通过流行病学观察常常是没有用的，还需要依靠毒理学方法进行研究。

1. 毒理学试验的目的

（1）急性毒性试验 测定LD50
 ，了解受试物的毒性强度、性质和可能的靶器官，为进一步进行毒性试验的剂量和毒性判定指标的选择提供依据。

（2）遗传毒性试验 对受试物的遗传毒性以及是否具有潜在致癌作用进行筛选。

（3）致畸试验 了解受试物对胎仔是否具有致畸作用。

（4）短期喂养试验 对只需进行第一、二阶段毒性试验的受试物，在急性毒性试验的基础上，通过30 d喂养试验，进一步了解其毒性作用，并可初步估计最大无作用剂量。

（5）亚慢性毒性试验——90 d喂养试验，繁殖试验 观察受试物以不同剂量水平经较长期喂养后对动物的毒性作用性质和靶器官，并初步确定最大作用剂量；了解受试物对动物繁殖及对仔代的致畸作用，为慢性毒性和致癌试验的剂量选择提供依据。

（6）代谢试验 了解受试物在体内的吸收、分布和排泄速度以及蓄积性，寻找可能的靶器官；为选择慢性毒性试验的合适动物种系提供依据；了解有无毒性代谢产物的形成。

（7）慢性毒性试验（包括致癌试验）了解经长期接触受试物后出现的毒性作用，尤其是进行性或不可逆的毒性作用以及致癌作用；最后确定最大无作用剂量，为受试物能否应用于食品的最终评价提供依据。

2. 各项毒理学试验结果的判定

（1）急性毒性试验 如LD50
 剂量小于人的可能摄入量的10倍，则放弃该受试物用于食品，不再继续其它毒理学试验。如大于10倍者，可进入下一阶段毒理学试验。凡LD50
 在人的可能摄入量的10倍左右时，应进行重复试验，或用另一种方法进行验证。

（2）遗传毒性试验 根据受试物的化学结构、理化性质以及对遗传物质作用终点的不同，并兼顾体外和体内试验以及体细胞和生殖细胞的原则，在细菌致突变试验，小鼠骨髓微核率测定或骨髓细胞染色体畸变分析和小鼠精子畸形分析和睾丸染色体畸变分析中所列的遗传毒性试验中选择四项试验，根据以下原则对结果进行判断。

① 如其中三项试验为阳性，则表示该受试物很可能具有遗传毒性作用和致癌作用，一般应放弃该受试物应用于食品；无需进行其它项目的毒理学试验。

② 如其中两项试验为阳性，而且短期喂养试验显示该受试物具有显著的毒性作用，一般应放弃该受试物用于食品；如短期喂养试验显示有可疑的毒性作用，则经初步评价后，根据受试物的重要性和可能摄入量等，综合权衡利弊再作出决定。

③ 如其中一项试验为阳性，则再选择其它备选遗传毒性试验中的两项遗传毒性试验；如再选的两项试验均为阳性，则无论短期喂养试验和传统致畸试验是否显示有毒性与致畸作用，均应放弃该受试物用于食品；如有一项为阳性，而在短期喂养试验和传统致畸试验中未见有明显毒性与致畸作用，则可进入第三阶段毒性试验。

④ 如四项试验均为阴性，则可进入第三阶段毒性试验。

（3）短期喂养试验 在只要求进行两阶段毒性试验时，若短期喂养试验未发现有明显毒性作用，综合其它各项试验即可作出初步评价；若试验中发现有明显毒性作用，尤其是有剂量-反应关系时，则考虑进一步的毒性试验。

（4）90 d喂养试验、繁殖试验、传统致畸试验 根据这三项试验中所采用的最敏感指标所得的最大无作用剂量进行评价，原则是：

①最大无作用剂量小于或等于人的可能摄入量的100倍者表示毒性较强，应放弃该受试物用于食品。

② 最大无作用剂量大于100倍而小于300倍者，应进行毒性试验。

③ 大于或等于300倍者则不必进行慢性毒性试验，可进行安全性评价。

（5）慢性毒性（包括致癌）试验 根据慢性毒性试验所得的最大无作用剂量进行评价，原则是：

① 最大无作用剂量小于或等于人的可能摄入量的50倍者，表示毒性较强，应放弃该受试物用于食品。

②最大无作用剂量大于50倍而小于100倍者，经安全性评价后，决定该受试物可否用于食品。

③ 最大无作用剂量大于或等于100倍者，则可考虑允许使用于食品。

（6）新资源食品、复合配方的饮料等 在试验中，若试样的最大加入量（一般不超过饲料的5%）或液体试样最大可能的浓缩物加入量仍不能达到最大无作用剂量为人的可能摄入量的规定倍数时，则可以综合其它的毒性试验结果和实际食用或饮用量进行安全性评价。

三、影响食品安全性评价的因素

（1）人的可能摄入量 除一般人群的摄入量外，还应考虑特殊和敏感人群（如儿童、孕妇及高摄入量人群）。

（2）人体资料 由于存在着动物与人之间的种族差异，在将动物试验结果推论到人时，应尽可能收集人群接触受试物后反应的资料，如职业性接触和意外事故接触等。志愿受试者体内的代谢资料对于将动物试验结果推论到人具有重要意义。在确保安全的条件下，可以考虑按照有关规定进行必要的人体试食试验。

（3）动物毒性试验和体外试验资料 本程序所列的各项动物毒性试验和体外试验系统虽然仍有待完善，却是目前水平下所得到的最重要的资料，也是进行评价的主要依据。在试验得到阳性结果，而且结果的判定涉及到受试物能否应用于食品时，需要考虑结果的重要性和剂量-反应并系。

（4）由动物毒性试验结果推论到人 鉴于动物、人的种属和个体之间的生物特性差异，一般采用安全系数的方法，以确保对人的安全性。安全系数通常为100倍，但可根据受试物的理化性质、毒性大小、代谢特点、接触的人群范围、食品中的使用量及使用范围等因素，综合考虑增大或减小安全系数。

（5）代谢试验的资料 代谢研究是对化学物质进行毒理学评价的一个重要方面，因为不同化学物质、剂量大小，在代谢方面的差别往往对毒性作用影响很大。在毒性试验中，原则上应尽量使用与人具有相同代谢途径和模式的动物种系来进行试验。研究受试物在实验动物和人体内吸收、分布、排泄和生物转化方面的差别，对于将动物试验结果比较正确地推论到人具有重要意义。

（6）综合评价 在进行最后评价时，必须在受试物可能对人体健康造成的危害以及其可能的有益作用之间进行权衡。评价的依据不仅是科学试验资料，而且与当时的科学水平、技术条件，以及社会因素有关。因此，随着时间的推移，很可能结论也不同。随着情况的不断改变，科学技术的进步和研究工作的不断进展，对已通过评价的化学物质需进行重新评价，作出新的结论。

对于已在食品中应用了相当长时间的物质，对接触人群进行流行病学调查具有重大意义，但往往难以获得剂量-反应关系方面的可靠资料，对于新的受试物质，则只能依靠动物试验和其它试验研究资料。然而，即使有了完整和详尽的动物试验资料和一部分人类接触者的流行病学研究资料，由于人类的种族和个体差异，也很难作出能保证每个人都安全的评价。所谓绝对的安全实际上是不存在的。根据上述材料，进行最终评价时，应全面权衡和考虑实际可能。从确保发挥该受试物的最大效益，以及对人体健康和环境造成最小危害的前提下作出结论。

第二节 食品毒理学实验室操作规范

一、对毒理学实验室的基本要求

我国近年来正在逐步规范对毒理学实验室的基本要求。现以《工业化学品毒性鉴定实验室条件及工作准则（GLP）》为例说明这些要求的主要内容。

1. 目的

（1）为保证工业化学品毒性鉴定质量符合科学实验的要求。

（2）为保证工业化学品毒性实验所获得的资料在国内和国际上具有可比性。

2. 实验室条件

（1）实验人员条件

① 至少有五名毒理学实验人员，其中具有高级技术职称的不得少于20 %。

③ 具有五年以上毒理学实验研究的工作经验。

② 能熟练掌握《工业化学品毒性鉴定规范》，熟悉有关化学品安全卫生管理法规。

（2）实验用房及设施条件

① 实验用房包括实验室、动物饲养室、仪器室、档案资料室、消毒室、化学品储藏室。

③ 实验用房面积按平均每个实验人员20～30m2
 计算，保证不同实验系统的人员可以分别操作。

② 实验用房的设计必须符合毒性实验的要求，对温度、湿度，通风防毒有特殊要求的用房，还必须配备相应的温控、湿控和通风防毒的安全卫生及防治污染的设施。

（3）仪器设备条件

① 必须有经口、经皮、经腹腔注射和吸入等各种染毒设备。

③ 必须有用于化学品检测、分析和计量的仪器设备。

② 必须有用于细胞培养和病理、生理、生化检查的仪器设备。

3. 实验室管理

（1）领导责任制

① 实验室所在单位的领导，负责实验室的建设、项目审批、经费安排、后勤保障、人员培训和对实验室工作的监督检查。

③ 实验室负责人具体负责实验室工作的管理，组织实施工业化学品毒性鉴定项目的实验计划。

（2）立项管理

① 实验室接受工业化学品毒性鉴定项目时，应详细了解委托单位的要求，并依照《工业化学品毒性鉴定管理办法》的有关规定，索取有关资料。

③ 单位负责人或实验室负责人应对该项目组织论证，除了解国内外有关情况外，还应根据委托者的要求，同时结合本实验室的条件，以决定是否承担该毒性鉴定项目。

② 如决定立项时，被委托单位应与委托单位就毒性鉴定项目的目的、要求、进度、样品、经费、质量及双方应承担的其它有关义务和法律责任进行充分的协商，协商一致后，双方签订《工业化学品毒性鉴定委托书》（以下简称委托书）。

④ 实验室负责人应根据本文所规定的人员条件，组织项目课题组，明确鉴定负责人，并由鉴定负责人根据《委托书》和《工业化学品毒性鉴定规范》的要求，组织拟定具体的毒性鉴定实验研究计划。

（3）鉴定实验室质量管理

① 实验室应有全面的毒性鉴定实验质量管理制度，以保证被鉴定化学品在符合本文所规定的条件下进行毒性实验。

③ 实验室负责人应指定熟悉毒性实验操作、责任心强、并且有高级职称的人员担任质量检查员。

② 质量检查员不参与项目实验工作，只行使与控制实验质量有关的职责，了解并确认符合参加该项目研究计划和标准化操作要求的实验人员；定期检查、记录研究计划的进度和是否符合标准化操作，并将发现的问题报告鉴定负责人；审阅实验研究报告并签署检查意见。

（4）仪器、设备和试剂管理

① 实验室应建立仪器、设备、试剂管理制度，并责任到人。

② 实验仪器设备的安置或存放的位置要适当，既要避免环境因素的干扰，又便于操作和管理。

③ 实验仪器设备应定期检查、检验、维修、清洁，以保证仪器、设备的性能符合实验要求。

④必须经计量部门校验的仪器，应按《计量法》的有关规定办理校验事宜，并保存校验证件。

⑤试剂必须标明名称（商品名、化学名）和说明该试剂的规格、来源、浓度、配制日期、失效日期、配制人员以及特殊贮存要求（如避光、冷藏、冷冻等）的标签。并有专（兼）职人员保管，定期检查，超过失效期的试剂，必须及时更换。

（5）实验动物管理

① 实验动物管理按医学实验动物管理实施细则有关规定执行。

② 新接收的实验动物在实验前应有一定的隔离观察时间，以适应染毒实验的环境，急性毒性实验观察3～5d，亚慢性或慢性毒性实验观察5～7d，在观察期间，如有异常死亡或发生疾病，则该批动物不能用于实验，应及时处理。

③ 在实验期间，如实验动物生病并做过治疗的，应做记录。

（6）档案管理

① 实验室应有档案管理制度，并指定专（兼）职人员负责。

② 下列资料必须归档保存，并按资料的性质分类，编好索引：工业化学品毒性鉴定委托书、工业化学品毒性实验计划、工业化学品毒性实验记录、工业化学品毒性实验总结报告、工业化学品毒性鉴定（附本）、计量部门出具的仪器设备校验记录及认证证件，其它有关资料（包括病理及受鉴定的化学品样品），以备复查，保存期限至少两年。

（7）安全卫生管理

① 实验室必须建立健全安全的卫生管理制度。

② 危险化学品（含放射性化学品）的贮存及实验废物处理，必须按国家有关规定执行。

③ 实验者必须严格遵守安全操作规程。在实验前应了解被鉴定化学品的理化特性，对易燃易爆、有毒的化学品或暂时难以确定其危险性而又急需实验的化学品，必须在有安全防范设施的通风柜中小心操作，防止意外事故。

④ 实验者的健康状况不适于某些化学品实验时，鉴定负责人不得安排其参加该项实验操作。

⑤ 实验室应有化学品污染事故冲洗设施，以备即时冲洗眼睛和皮肤污染。

4. 制定实验研究计划

（1）计划内容

① 项目名称，项目承担单位，实验室名称及地址，单位、实验室和鉴定负责人名称，其它参与实验研究人员名称，委托单位的名称及地址。

② 实验研究项目开始和完成的截止日期，计划批准日期。

③ 写明被鉴定化学品的名称或编号和对照物的名称、性质。

④阐明拟采用的实验方法，按《工业化学品毒性实验方法》执行，但需要说明：所选择的实验系统；实验动物品种、品系、来源、数量、体重范围、性别、年龄及其它有关情况；染毒途径及选择理由；染毒次数、时间、剂量或浓度；实验研究的步骤；所需实验研究的材料、仪器设备、经费预算和其它有关资料；拟采用的统计分析方法。

⑤ 拟采取的质量控制措施。

（2）计划审批

① 鉴定负责人应组织本课题组的人员对所拟定的《实验研究计划》进行讨论修改。

②《实验研究计划》必须经实验室和单位负责人批准后，方可实施。

（3）计划调整

① 因计划方案的缺陷或其它不可抗拒的原因，需对《实验研究计划》做调整时，需经实验室或单位负责人批准。

② 鉴定负责人应将调整的内容、原因做好记录和说明。

5. 实施实验研究计划

（1）按标准操作步骤，做好实验前的准备工作

① 按下列要求准备被鉴定化学品与对照物：接收被鉴定化学品时，应详细记录接收日期、重量（容量）、名称、批号、纯度、浓度、组成成分、理化特性、生产厂家（产地）、提供单位和人员；实验室或该项目课题组应对前款所记录的内容进行验收检查，必要时应取样对其纯度、成分、浓度及理化特性进行分析鉴定，验收无误后，方可与委托者办理接收手续；对验收无误的被鉴定化学物和对照物进行标记、标名和编号（化学文摘社的登记号CAS或国际纯化学和应用联合会的命名RJPAC）；按被鉴定化学品和对照物所需的贮存条件贮存，取样贮存的操作过程中，应避免污染和注意其稳定性；如被鉴定化学品和对照物需经溶媒处理，应按标准操作方法，以保证其在溶媒中的均匀性和稳定性。

② 根据实验设计方案，对仪器、设备、试剂的需求计划，按本文的有关要求，准备相应的仪器、设备、试剂。

③ 根据实验设计对实验动物的数量、品系的需求，按本文的有关规定，准备好所需的实验动物。

④ 准备好实验方案所需的、并符合本文有关规定的其它实验条件。

⑤ 在实验前，鉴定负责人和质量检查员应对上述准备工作进行全面的检查。

（2）实验研究

① 实验室应使用统一规格的毒性检测项目表、实验观察记录表和编码。

② 鉴定负责人应按实验计划的要求，掌握实验进度，指导并严格要求实验人员按实验设计方案和标准操作步骤，做好实验动物的染毒、观察、解剖和组织病理取样以及各种理化检测和病理检查工作，并及时、准确详实和字迹清楚地记录全部毒性实验结果。

③ 实验人员应及时整理好所记录的实验资料，并签署姓名和日期。

④ 质量检查员应对整个实验过程实施监督检查，如发现质量问题，应及时提请鉴定负责人解决。

（3）撰写实验结果总结报告 其内容包括：

① 项目名称；实验室及所在单位的名称和地址；鉴定负责人及其它参加实验的主要人员的姓名；项目委托单位名称。

② 实验起止日期。

③ 被鉴定化学品和对照物的名称及编号（IUPAC：CAS编号）、纯度、稳定性和均一性；目的和要求；实验方法、实验条件和实验材料；所采取的质量控制措施；其它需要说明的问题。

④ 结果摘要；实施研究计划的结果的全部信息；实验总结所用的计算统计方法；实验结果讨论、评价及相应的结论。

（4）总结报告的审查

① 鉴定负责人应组织本项目实验人员对实验总结报告进行讨论，以进一步完善，然后送质量检查员审阅。

② 质量检查员如发现总结报告存在不符合《工业化学品毒性鉴定规范》和本文有关质量要求的问题时，应做好记录，并及时提请鉴定负责人修改或采取其它补救措施，直至对总结报告再无其它异议时方可签名并写出评语。如鉴定负责人不同意所提意见或对所提意见难以采取补救措施时，质量检查员应将所记录的质量问题及审评意见和总结报告提交实验室负责人（或单位负责人）处理。

③ 实验室和单位负责人应签名批准对经质量检查员审阅无异议、自己也提不出修改意见的总结报告。对质量检查员与鉴定负责人有争议的总结报告，实验室和单位负责人应组织本室或本单位的有关专家讨论，必要时还应邀请外单位权威的毒理学专家参与审查，并按讨论审查的最终意见处理总结报告。

6. 签发工业化学品毒性鉴定书

（1）鉴定负责人应在实验室和单位负责人签字批准的实验总结报告基础上，按《工业化学品毒性鉴定书》的格式要求填写鉴定书一式三份。

（2）《工业化学品毒性鉴定书》须经鉴定负责人、质量检查员分别签字。

（3）《工业化学品毒性鉴定书》应由单位盖章，并注明日期。

二、化学物质毒性鉴定规范

1. 目的

（1）鉴定工业生产中化学品的毒理学特征，据此提出接触限值和预防急救措施的建议，以保护劳动者的健康。

（2）促进毒性鉴定过程和方法的规范化、标准化，以保证鉴定结果在国内和国际上的可比性。

2. 适用范围

本规范适用于从事工业化学品毒性鉴定活动的单位和个人。药品、食品添加剂、化妆品、农药、兽药的毒性鉴定按有关规定执行。

3. 鉴定内容

理化特性：通用名（采用国际标准化组织的命名，ISO）；化学名（采用国际纯化学和应用化学联合会的命名，IUPAC）；商品名；化学文摘社（CAS）登记号；生产厂（公司）批号；化学式；结构式；纯度及所含主要杂质；组分；理化参数，包括外观、物态及气味、密度、熔点、沸点、闪点、蒸气压、溶解度、油水分配系数、爆炸极限、稳定度及pH等；分析方法，包括所需器材、主要试剂、样品采集、操作步骤、检测下限及计算方法等；工艺流程，简述该化学品作为原料、中间产品、添加剂或副产品的工艺流程，使用量或生产量，在工艺过程中的物理形态；毒理学资料及毒性实验，毒理学资料应有实验毒理学与人的中毒个案及人群观察资料，有条件者应提供最新文献检索资料以及据此归纳、概括的毒性综合资料和登记表。

4. 毒性试验程序

（1）毒性试验内容选择 根据工业化学品的理化特性，特别是对化学结构与活性关系的初步判断、使用范围、生产或使用过程人体接触情况和现有文献资料，进行系统的或补充的毒性试验。在毒性试验过程中，应根据各阶段毒性试验结果，有针对性地选择进一步试验的项目和观察指标，以完善对该化学品所作出的毒理学评价资料的可靠性。

（2）毒性试验条件 毒性鉴定试验的实验室，应在设施、动物、人员及管理上均符合中华人民共和国卫生部颁发的《工业化学品毒性鉴定实验室条件及工作准则》。

（3）进行急性毒性试验、亚急性毒性试验、亚慢性毒性试验、慢性毒性试验等四阶段毒性试验。

5. 毒性的评价

被鉴定工业化学品的毒性鉴定结果，应结合人群观察资料，作出科学的综合评价。在缺乏人群观察资料的情况下，应以动物实验资料为基础慎重而合理地外推，力求准确地估测人接触时的潜在危险性，由此提出安全接触限值的建议值。

（1）被鉴定工业化学品的毒性结果的外推，采用安全系数。如用该工业化学品的毒性鉴定资料制定食品卫生标准（ADI）时，一般以未观察到不良效应剂量（NOAEL）为基础，取安全系数100；如用于制定车间卫生标准（MAC）时，一般以慢性阈作用剂量为基础，取安全系数5～20。可用下述公式加以概括：

ADI=慢性无明显不良作用剂量/安全系数

MAC=慢性阈作用浓度/安全系数

（2）致癌试验资料的分析

① 在两种以上种属和品系的动物中，经多种途径给药后，出现多部位恶性肿瘤，其致癌率明显高于阴性对照组，并呈剂量-反应关系时，可说明被鉴定工业化学品的致癌性。

② 在动物致癌试验中，如只进行了一个种属、一个品系或一次动物试验，被试验动物所出现的赘生物用组织学方法难以肯定为恶性肿瘤时（如小鼠肝脏和肺脏肿瘤），这样的实验结果只能提供有限的致癌性证据。

③ 在本规范所定的试验范围内，如各测试结果均为阴性，则可认为该被鉴定的工业化学品没有显示致癌性。

④ 肿瘤反应是指试验动物的肿瘤发生率显著高于阴性对照，如果大于下列剂量才出现反应，则认为其致癌性的实际意义不大：经呼吸道染毒，大鼠为2000mg/m3
 ，小鼠为1000mg/m3
 ；经皮肤染毒，大鼠为3000mg/kg体重，小鼠为1500mg/kg体重；经口染毒，大鼠为50 mg/kg体重终生或总剂量为100 g，小鼠为500 mg/kg体重终生或总剂量为10 g。

第三节 食品安全性评价方法概述

一、初步工作

初步工作包括两方面：

（1）了解受试物（必要时包括杂质）的物理、化学性质（包括化学结构、纯度、稳定性等），与受试物类似的或有关物质的毒性等资料，以及所获得样品的代表性如何，要求受试物能代表人体进食的样品。

（2）估计人体可能的摄入量。例如每人每日平均摄入量或某些特殊人群的最高摄入量。

获得这些资料后，根据动物试验结果推测平均受试物对人体的可能危害。如果动物实验的无作用水平（NOEL）比较高，而最高摄入量很小，也就是摄入量远小于无作用水平，那么，这类受试物就可能被允许使用。反之，如最高摄入量甚至平均摄入量接近无作用水平，则这类受试物就难以被接受了。

二、四阶段试验

（1）第一阶段 急性毒性试验。

（2）第二阶段 遗传毒性试验（蓄积毒性试验、致突变试验）。

（3）第三阶段 亚慢性毒性试验。

（4）第四阶段 慢性毒性试验（包括致癌试验）。

第四节 食品安全性的风险评价

食品法典委员会（CAC）将风险分析引入食品安全性评价中，并将风险分析分为风险性评价、风险控制和风险信息交流三个部分，其中风险性评价在食品安全性评价中占中心位置。风险性评价的进行首先要确定食品中可能有哪些危害成分或不安全因素，然后根据毒理学评价、残留水平以及摄入量评价，得出供试食品某种特定危害物导致危险的性质、大小及其某些不确定性的说明。

食品中危害成分的毒理学评价为风险评价提供了基础。风险评价包括危害确定、危害鉴定、接触量评估和风险鉴定。

风险评价的进行首先要确定食品中可能有哪些危害成分，即危害确定，然后根据毒理学评价、残留水平和接触量或摄入量评价，得出供试食品某特定危害物导致风险的性质、大小及其某不确定性的说明。

危害鉴定是指对可能存在于食品中的生物、化学和物理性因素所造成的健康危害进行定性和定量评估，一般和毒理学评价、残留水平和膳食消费结构相联系。过量的食品营养物、食品添加剂、化学污染物、微生物等与食品安全性有关的危害成分均要进行风险评价。

一、安全摄入量的确定

通过毒理学试验获得的数据，外推到人，算出人体的每日允许摄入量ADI值（对于食品），即以无作用水平（NOEL）除以安全系数，通常安全系数为100。值得一提的是对于污染物如铅，其安全摄入量值的确定是以暂时性每周允许摄入量（provisional tolerable weekly intake，PTWI）表示，而对于环境污染物则使用每日可忍受摄入量（tolerable daily intake，TDI）表示。

二、膳食接触评价

接触量评估是指对于通过食品或其它有关途径的接触而可能进入的生物、化学和物理性因素进行定性和定量评估。膳食农药残留接触评价应以农药残留水平和膳食消费结构为基础进行。农药残留水平主要通过监测分析得出食品中的具体残留量，膳食消费主要可通过全膳食研究获得数据。膳食接触评价以mg/kg体重或μg/kg体重表示，它等于每种食品残留接触之和。下面是三种农药残留摄入量的计算方法。

① 理论每日最大摄入量（theoretical maximum daily intake，TMDI）

TMDI=∑（Fi
 × MRLi
 ）/bw

式中Fi
 ——膳食中每种食品消费量，kg（/ 人·d）

MRLi
 ——食品中某种农药的最大残留限量，mg/kg

bw——体重（body weight）

TMDI——mg/kg体重·d

② 每日最大摄入评估量（estimated maximum daily intake，EMDI）

EMDI=∑Fi
 × Ri
 × Pi
 × Ci


式中Fi
 ——膳食中每种食品消费量，kg（/ 人·d）

Ri
 ——膳食成分的实际农药残留水平，mg/kg

Pi
 ——工业加工中农药残留量增减的校正因子

Ci
 ——食品处理（烫漂、油炸等）中农药残留量增减的校正因子

③ 每日摄入评估量（estimated daily intake，EDI）

EDI是EMDI的改进，它根据足够多实际数据计算得出。

目前，进行接触量计算使用的全膳食研究（菜篮子残留数据）所得到的结果常低于TMDI方法计算的结果。一旦农药残留膳食接触评价决定了，就要和ADI值进行比较以评价接触的危害所在。如果接触水平小于ADI值，就认为农药残留的接触危险性不显著。

三、风险鉴定

风险鉴定是指根据危害确定、危害鉴定和接触量评估的有关资料，对某一特殊人群已知的或潜在的健康危害发生的可能性进行定性和定量的评价。食品农药残留的风险鉴定根据农药接触评估与通过毒理学评价（试验动物的毒性研究）作出。风险鉴定一般来说包括两部分，即引起癌症（致癌物）或不引起癌症（非致癌物），其中致癌物的影响认为更为重要。

相对于致癌物的风险评价过程，非致癌物风险评价相当直接，通过动物毒理学试验，即按照毒理学评价程序进行的急性毒性试验到慢性毒性试验后，确定不产生毒性影响的最高剂量，即无作用水平（no observable effect level，NOEL），将其作为阈值。NOEL值可用于计算化学物的急性和慢性接触，典型的慢性接触NOELs值比相应的急性接触的NOELs值要低。非致癌物评价可按照阈值直接进行评价，低于阈值就不会引起毒性作用。致癌物评价是假设无阈值存在。癌症研究通常以动物试验用危害成分的不同剂量水平确定，如果试验动物比对照组出现更多的肿瘤，则认为该物质致癌性显著。Ames和Gold等人提出了使用最大忍受剂量（maximum tolerated dose，MTD），来表示给予试验动物的最大剂量，此剂量可足够引起一般试验动物毒性的形成。并讨论了MTD下引起的癌症与细胞死亡有关的问题，通常低接触水平下不会引起细胞死亡。目前，MTD下的受试动物一直用于常规的癌症研究中。

由于毒理试验、膳食农药残留和食品消费评估存在不确定性因素，因此在进行风险评价时显著的不确定因素也要考虑进去。不确定因素来源于两个假设：① 试验动物的化学物接触影响可能用于预测对人的影响；② 高剂量水平影响能准确地与低剂量水平相关。

在缺乏人体数据情况下，这些假设对特殊化学物是没有效的。不确定因素的存在将严重影响到整个风险评价的结果。

现代食品安全性评价除了必须进行传统的毒理学评价外，还需要进行人体研究、残留量研究、接触量研究、膳食结构和摄入风险性评价等。

（赵良）

思考题

1. 食品安全性毒理学评价试验包括哪四个阶段内容？

2. 简述食品安全性毒理学评价试验的目的。

3. 食品毒理学实验室如何规范？

4. 风险鉴定是什么？


第二十一章 转基因食品的安全性评价

生物技术如同其它新出现的科学一样，是一把双刃剑，有其对人类有利的一面：利用生物技术为人类造福，是每个科学家的愿望；同时，也有其对人类不利的一面：如果对生物技术不加以管理，就会对人类产生灾难性的后果，这些后果有短期的，也有长期的。

第一节 转基因食品安全性评价的目的与原则

一、转基因食品安全性评价问题的由来

20世纪80年代后期，随着第一例基因重组转基因食品牛乳凝乳酶的商业化生产，转基因食品的安全性受到了越来越广泛的关注。在1990年召开的第一届FAO/WHO专家咨询会议在安全性评价方面迈出了第一步。会议首次回顾了食品生产加工中生物技术的地位，讨论了在进行转基因食品安全性评价时的一般性和特殊性的问题。认为传统的食品安全性评价毒理学方法已不再适用于转基因食品。1993年经济发展合作组织召开了转基因食品安全会议，会议提出了《现代转基因食品安全性评价：概念与原则》的报告，报告中的“实质等同性原则”得到了世界各国的认同。在1996年和2000年的FAO/WHO专家咨询会议，2000年和2001年在日本召开的世界食品法典委员会（CAC）转基因食品政府间特别工作组会议对“实质等同性原则”给予了肯定。

1998年英国的普兹泰（Pustai）在Nature上发表文章报道，用转有植物雪花莲凝集素的转基因马铃薯饲养大鼠，可引起大鼠器官发育异常，免疫系统受损，这件事如果得到证实，将对生物技术产业产生重大的影响。在经过英国皇家协会组织的评审后，认为该研究存在六条缺陷，所得出的结论不科学；1999年，美国康乃尔大学在Nature上发表文章，报道斑蝶幼虫在食用了撒有转Bt基因玉米花粉的马利筋草（milkweed），有44 %死亡，此事引起了美国公众的关注，因为色彩艳丽的斑蝶是美国人所喜爱的昆虫。但一些科学家认为，这个实验是在实验室条件下，通过人工将花粉撒在草上，不能代表田间的实际情况。此外，绿色和平组织的示威游行、印度和德国销毁转基因作物试验田等，这些事件加剧了人们对转基因食品安全性的疑虑，同时也给科学家提出需要对转基因食品安全性给予更多的关注和研究，以便更好地利用生物技术为人类造福。

二、安全性评价的目的

转基因食品作为人类历史上的一类新型食品，在给人类带来巨大利益的同时，也给人类健康和环境安全带来潜在的风险。因此，转基因食品的安全管理受到了世界各国的重视。其中，转基因食品的安全性评价是安全管理的核心和基础之一。转基因食品的安全性评价目的是从技术上分析生物技术及其产品的潜在危险，对生物技术的研究、开发、商品化生产和应用的各个环节的安全性进行科学、公正的评价，以期在保障人类健康和生态环境安全的同时，也有助于促进生物技术的健康、有序和可持续发展。因此，对转基因食品安全性评价的目的可以归结为：① 提供科学决策的依据；② 保障人类健康和环境安全；③ 回答公众疑问；④ 促进国际贸易，维护国家权益；⑤ 促进生物技术的可持续发展。

三、安全性评价的原则

1. 实质等同性原则（substantial equivalence）

在1996年FAO/WHO召开的第二次生物技术安全性评价专家咨询会议，将转基因植物、动物、微生物产生的食品分为三类：① 转基因食品与现有的传统食品具有实质等同性；②除某些特定的差异外，与传统食品具有实质等同性；③与传统食品没有实质等同性。

实质等同性比较的主要内容有：生物学特性的比较，对植物来说包括形态、生长、产量、抗病性及其它有关的农艺性状；对微生物来说包括分类学特性（如培养方法、生物型、生理特性等）、定殖潜力或侵染性、寄主范围、有无质粒、抗生素抗性、毒性等；动物方面是形态、生长生理特性、繁殖、健康特性及产量等。

营养成分比较：包括主要营养素、抗营养因子、毒素、过敏原等。主要营养因子包括脂肪、蛋白质、碳水化合物、矿物质、维生素等；抗营养因子主要指一些能影响人对食品中营养物质的吸收和对食物消化的物质，如豆科作物中的一些蛋白酶抑制剂、脂肪氧化酶以及植酸等。毒素指一些对人有毒害作用的物质，在植物中有马铃薯的茄碱、番茄中的番茄碱等。过敏原指能造成某些人群食用后产生过敏反应的一类物质，如巴西坚果中的2S清蛋白。一般情况下，对食品的所有成分进行分析是没有必要的，但是，如果其它特征表明由于外源基因的插入产生了不良影响，那么就应该考虑对广谱成分予以分析。对关键营养素的毒素物质的判定是通过对食品功能的了解和插入基因表达产物的了解来实现的。但是，在应用实质等同性评价转基因食品时，应该根据不同的国家、文化背景和宗教等的差异进行评价。在进行评价时应根据下列情况分别对待：

（1）与现有食品及食品成分具有完全实质等同性 若某一转基因食品或成分与某一现有食品具有实质等同性，那么就不用考虑毒理和营养方面的安全性，两者应等同对待。

（2）与现有食品及成分具有实质等同性，但存在某些特定差异 这种差异包括：引入的遗传物质是编码一种蛋白质还是多种蛋白质，是否产生其它物质；是否改变内源成分或产生新的化合物。新食品的安全性评价主要考虑外源基因的产物与功能，包括蛋白质的结构、功能、特异性、食用历史等。在这种情况下，主要针对一些可能存在的差异和主要营养成分进行比较分析。目前，经过比较的转基因食品大多属于这种情况。

（3）与现有食品无实质等同性 如果某种食品或食品成分与现有食品和成分无实质等同性，这并不意味着它一定不安全，但必须考虑这种食品的安全性和营养性。首先应分析受体生物、遗传操作和插入DNA、遗传工程体及其产物如表型、化学和营养成分等。由于目前转基因食品还没有出现这种情况，故在这方面的研究还没有开展。

2. 预先防范（precaution）的原则

自1953年Watson和Crick揭示了遗传物质DNA双螺旋结构，现代分子生物学的研究进入了一个新的时代。转基因技术作为现代分子生物学最重要的组成成分，是人类有史以来，按照人类自身的意愿实现了遗传物质在四大系统间的转移，即人、动物、植物和微生物。早在20世纪60年代末，斯坦福大学教授Berg尝试用来自细菌的一段DNA与猴病毒SV40的DNA连接起来，获得了世界第一例重组DNA。这项研究就受到了其它科学家的质疑，因为SV40病毒是一种小型动物的肿瘤病毒。可以将人的细胞培养转化为类肿瘤细胞。如果研究中的一些材料扩散到环境中将对人类造成巨大的灾难。正是转基因技术的这种特殊性，必须对转基因食品采取预先防范（precaution）作为风险性评估的原则。必须采取以科学为依据，对公众透明，结合其它评价的原则，对转基因食品进行评估，防患于未然。

3. 个案评估的原则（case by case）

目前已有300多个基因被克隆，用于转基因生物的研究，这些基因来源和功能各不相同，受体生物和基因操作也不相同，因此，必须采取的评价方式是针对不同转基因食品逐个地进行评估，该原则也是世界许多国家采取的方式。

4. 逐步评估的原则（step by step）

转基因生物及其产品的研发是经过了实验室研究、中间试验、环境释放、生产性试验和商业化生产等几个环节。每个环节对人类健康和环境所造成的风险是不相同的。实验规模既影响所采集的数据种类，又影响检测某一个事件（event）的概率。一些小规模的试验有时很难评估大多数转基因生物及其产品的性状或行为特征，也很难评价其潜在的效应和对环境的影响。逐步评估的原则就是要求在每个环节上对转基因生物及其产品进行风险评估，并且以前一步的实验结果作为依据来判定是否进行下一阶段的开发研究。一般来说，有三种可能：第一，转基因生物及其产品可以进入下一阶段试验；第二，暂时不能进入下一阶段试验，需要在本阶段补充必要的数据和信息；第三，转基因生物及其产品不能进入下一阶段试验。例如，1998年在对转入巴西坚果2 S清蛋白的转基因大豆进行评价时，发现这种可以增加大豆甲硫氨酸含量的转基因大豆对某些人群是过敏原，因此，进一步的开发研究终止了。

5. 风险效益平衡的原则（balance of benefits and risks）

发展转基因技术就是因为该技术可以带来巨大的经济和社会效益。但作为一项新技术，该技术所可能带来的风险也是不容忽视的。因此，在对转基因食品进行评估时，应该采用风险和效益平衡的原则，综合进行评估，以获得最大利益的同时，将风险降到最低。

6. 熟悉性原则（familiarity）

所谓的熟悉是指了解转基因食品的有关性状、与其它生物或环境的相互作用、预期效果等背景知识。转基因食品的风险评估既可以在短期内完成，也可能需要长期的监控。这主要取决于人们对转基因食品有关背景的了解和熟悉程度。在风险评估时，应该掌握这样的概念：熟悉并不意味着转基因食品的安全，而仅仅意味着可以采用已知的管理程序；不熟悉也并不能表示所评估的转基因食品不安全，也仅意味着对此转基因食品熟悉之前，需要逐步地对可能存在的潜在风险进行评估。因此，“熟悉”是一个动态的过程，不是绝对的，是随着人们对转基因食品的认知和经验的积累而逐步加深。

第二节 关于转基因食品安全性评价的内容

一、过敏原

一般在下列情况下转基因食品可能产生过敏性：① 所转基因编码已知的过敏蛋白；②基因含过敏蛋白，如Nebraska大学证明，表达巴西坚果2S清蛋白的大豆有过敏性，该转基因大豆因此未被批准商业化；③转入蛋白与已知过敏原的氨基酸序列在免疫学上有明显的同源性。可从Genebank、EMBL、Swissport、PIR等数据库查找序列同源性，但至少要有8个连续的氨基酸相同。④转入蛋白属某类蛋白的成员，而这类蛋白家族的某些成员是过敏原。如肌动蛋白抑制蛋白（profilins）是一类小分子质量蛋白，在脊椎动物、无脊椎动物、植物及真菌中普遍存在。但在花粉、蔬菜、水果中的肌动蛋白抑制蛋白为交叉反应过敏原。

若此基因来源没有过敏史，就应该对其产物的氨基酸序列进行分析，并将分析结果与已建立的各种数据库中的198种已知过敏原进行比较。现在已有相应的分析软件可以分析序列同系物、结构相似性以及根据8种相连的氨基酸所引起的变态反应的抗原决定簇和最小结构单位进行抗原决定簇符合性的检验。如果这样的评价不能提供潜在过敏的证据，则进一步应用物理及化学试验确定该蛋白质对消化及加工的稳定性。

国际食品生物技术委员会与国际生命科学研究院的过敏性和免疫研究所一起制定了一套分析遗传改良食品过敏性树状分析法（见图21-1）。该法重点分析基因的来源、目标蛋白与已知过敏原的序列同源性、目标蛋白与已知过敏病人血清中的IgE能否发生反应，以及目标蛋白的理化特性。
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图21-1 食品过敏性的树状分析法



注：① 与所有已知的过敏原比较氨基酸序列相似性，分析所有基因产物对消化的稳定性。② 固相免疫分析取决于能用多少血清。理想的血清是14种。如果少于5种，分析结果为阴性，则进行消化/加工稳定性测试，结果为阳性时应请示相应的监控机构。③ 如果结果模棱两可或怀疑为阴性，则进入皮试。④ 根据固相免疫分析和皮试结果，如果没有证据证明有过敏性，则进行食品的DBPCFC试验。DBPCFC表示双盲、以安慰剂作对照的食物试验，为保证没有过敏性，DBPCFC实验必须经IRB批准。

（贾士荣，生物技术通报，Vol.6∶1～7，1999）

若基因来自已知的过敏原，不管是常见的或不常见的过敏原，并且其编码的蛋白是遗传工程体的食用部分，就应该提供数据来确定该基因是否编码一种过敏原。

按照该分析法，第一步是做目标蛋白的免疫反应分析，即它与对供体生物过敏病人血清中的IgE抗体的免疫反应性，可用目标蛋白、也可用转基因食品的提取物作免疫分析。在免疫分析中有如下几种情况：

如果基因来自一种常见过敏原，则必须用14种血清，14种血清的分析结果为阴性可以＞99.9 % 地保证供体的一种主要过敏原未转入遗传工程体，可以＞95 % 地保证影响20 %敏感人群的一种次要过敏原未转入遗传工程体。如果基因来自一种不常见的过敏原，则必须用5种血清。5种血清的免疫分析结果为阴性，则可以＞95 %地保证供体的一种主要过敏原没有转入遗传工程体。在这种情况下，对这种过敏原过敏的病人会更少。对消费者的风险就更小。如果所用血清少于5种，则需进一步做目标蛋白对消化和加工的稳定性。如果免疫试验结果为阳性，则已充分证明转基因食品含有过敏性。

第二步，如果转基因食品中含常见的过敏原基因，体外免疫试验分析为阴性或结果模棱两可，则转基因食品必须做进一步的皮肤穿刺试验，皮肤阳性即足以证明转基因食品的提取物能促发皮肤嗜碱白细胞释放组胺。

第三步，也就是最后对过敏病人做双盲、以安慰剂作对照的食物试验（DBPCFC），以确定转基因食品的安全性。这两种体内试验的任何一种为阳性，即证明转基因食品有过敏性。

如果基因来自未知是否有过敏性的生物，如病毒、细菌、昆虫、非食品植物等，则分析就比较困难。分析这类蛋白的第一步是与已知的过敏原蛋白比较氨基酸序列。显著的序列相似性要求至少有8个连续的氨基酸相同。如果发现外源目标基因产生的蛋白质与已知的过敏原有序列同源性，就必须用对这一过敏原过敏的人的血清做免疫反应，步骤如上所述。

用这种树状分析法分析了含巴西坚果高甲硫氨酸贮藏蛋白2S清蛋白的转基因大豆，这种大豆原拟作为改良的动物饲料。巴西坚果是一种常见的过敏性食物，用对巴西坚果过敏病人的血清作免疫分析，说明所转的贮藏蛋白可能是一种过敏原。再用SDS凝胶电泳与巴西坚果过敏者的血清作免疫杂交，说明这种贮藏蛋白的确是一种主要过敏原。它可为9个病人中8个血清所识别，在转基因大豆中也发现这种蛋白。在对3位过敏病人的皮肤穿刺试验中，证明为阳性，进一步证明这种转基因大豆的潜在过敏性。Monsanto公司也用这种树状分析评价抗除草剂草甘膦大豆的潜在过敏性，结果发现转入大豆的EPSPs酶与已知过敏原无明显的序列同源性，在模拟的哺乳动物消化系统中很快被消化降解。

在2001年FAO/WHO举行了有关转基因食品安全的专家咨询会议，在会议的报告中，对过敏原的评价提出了新的过敏原评价决定树。评价主要分两种情况：

（1）在转基因食品中含有的外源基因来自已知含有过敏原的生物，在这种情况下，2001年的决定树主要针对氨基酸序列的同源性和表达蛋白对过敏病人潜在的过敏性。如果序列比较与已知过敏原同源，则表明这种食品是过敏原，无须进行下一步的测试。如果与已知过敏原无同源性，则需要用过敏病人的血清做进一步测试，如果测试结果小于10 kIU/L，则视为安全。

（2）在转基因食品中含有的外源基因来自未知含有过敏原的生物，则应该考虑：① 与环境和食品过敏原的氨基酸同源性；② 用过敏原病人的血清做交叉反应；③ 胃蛋白酶对基因产物的消化能力；④ 动物模型实验。

新的过敏原评价决定树在评价过敏原时采用了如下方法。

1. 与过敏原数据库的同源性分析

步骤一：从蛋白数据库中获得所有过敏原的氨基酸序列，SwissProt和TrEMBL可以在Internet网站：http//expasy.ch/tools；PIR在http//www.nbrf.Georgetown. edu/pirwww。用FASTA的格式获得成熟蛋白质的形式作为一组数据。

步骤二：将要评价的蛋白选取一段80个氨基酸的序列。

步骤三：进入EMBL网址：http//www2.ebi.ac.uk，用该页面中的FASTA软件将步骤二选取的氨基酸序列与步骤一中的过敏原分别进行同源性分析。

如果同源性超过35 %则可以认为与过敏原有显著的同源性。如果氨基酸序列有六个连续的氨基酸相同则需要用抗体实验来证实是否是潜在的过敏原。

2. 特异性血清筛选试验

选择已知有过敏病史病人的血清做免疫学分析，但必须考虑抗原决定簇的糖基化问题。因为糖基化会影响蛋白质加工和蛋白酶水解的容易程度，以及糖基化可以改变抗原决定簇的结构，从而使抗原具有免疫原性而造成人的过敏。糖基化可以发生在蛋白的N端，也可以发生在蛋白的O端。一般，N端的糖基化可以准确预测，而O端糖基化则不能准确预测。

3. 目标血清筛选试验

在许多情况下，通过比较蛋白质与过敏原并没有发现显著的同源性，但这并不能认为这种蛋白质不是过敏原，而应该考虑外源蛋白来自何种生物，用相应的有对这种生物过敏的病人血清做测试。

4. 消化液抗性试验

用提纯和浓缩的蛋白做消化试验，需要用食品中的非过敏蛋白（如大豆脂清蛋白和马铃薯酸性磷酸酶）和过敏性蛋白（如牛乳中的β-乳球蛋白和大豆胰蛋白酶抑制剂）作为对照。

5. 动物模型试验

动物模型试验可以用Brown Norway鼠模型和腹膜内鼠模型，以及其它动物模型。结果用Th1/Th2抗体产生的情况来评价过敏性。一般需要用两种以上的方法或动物来评价。

二、毒性物质

从理论上讲，任何外源基因的转入都可能导致遗传工程体产生不可预知的或意外的变化，其中包括多向效应。这些效应需要设计复杂得多因子试验来验证。如果转基因食品的受体生物有潜在的毒性，应检测其毒素成分有无变化，插入的基因是否导致毒素含量的变化或产生了新的毒素。在毒性物质的检测方法上应考虑使用mRNA分析和细胞毒性分析。

模型动物的建立对评价转基因食品的安全性是非常重要的。动物实验是食品安全评价最常用的方法之一，对转基因食品的毒性检测评价涉及免疫毒性、神经毒性、致癌性与遗传毒性等多种动物模型的建立。目前，我国的转基因食品安全性评价采用的是1983年由卫生部颁发的《食品安全性毒理学评价程序与方法》法规，该法规经1985年和1996年两次修订。

三、抗生素抗性标记基因

抗生素抗性标记基因在遗传转化技术中是必不可少的，主要应用于对已转入外源基因生物体的筛选。其原理是把选择剂（如卡那霉素、四环素等）加入到选择性培养基中，使其产生一种选择压力，致使未转化细胞不能生长发育，而转入外源基因的细胞因含有抗生素抗性基因，可以产生分解选择剂的酶来分解选择剂，因此可以在选择培养基上生长。因为抗生素对人类疾病的治疗关系重大，对抗生素抗性标记基因的安全性评价，是转基因食品安全评价的主要问题之一。

美国食品与药物管理局（FDA）评价抗生素抗性标记基因时，认为在采取个案分析原则的基础上，还应考虑：① 使用的抗生素是否人类治疗疾病的重要抗生素；② 是否经常使用；③ 是否口服；④ 在治疗中是否独一无二不可替代的；⑤ 在细菌菌群中所呈现的对抗生素的抗性水平状况如何；⑥ 在选择压力存在时是否会发生转化。

在以上的基础上，抗生素抗性基因安全性还应具体考虑以下几个问题：

（1）抗生素抗性基因所编码的酶在消化时对人体产生的直接效应 包括该产物是否是毒性物质、是否是过敏原或诱导其它过敏原的产生、是否具有使口服抗生素失去疗效的潜在作用。

（2）抗生素抗性基因水平转入肠道上皮细胞肠道微生物的潜在可能性 目前认为人们在食用食品后，大部分DNA经过肠胃道的核酸酶消化后，已成为戊糖、嘌呤和嘧啶碱基。即使有极少部分较大片段的DNA，在没有选择压力的环境中，在不存在感受态的受体细胞，在没有大于20 kb的同源区的情况下，抗生素抗性基因水平转入上皮细胞的可能性是极少的。加之上皮细胞的新陈代谢周期短，这种转移更是微乎其微了。

（3）抗生素抗性基因水平转入环境微生物的潜在可能性 在对这种可能性进行评价时认为，在土壤中存在许多微生物含有可转移的质粒，有些质粒含有抗生素抗性基因，这些微生物的数量远远超过了转基因植物残存的抗生素抗性基因的数量，加之这些抗生素抗性基因是整合在植物基因组中的，其移动性又远远低于微生物中的质粒。因此，水平转移到环境微生物的可能性也非常小。

（4）未预料的基因多效性 这是一些学者关心的问题之一。基因的多效性有的可以预测，有的则不可预测。其效应也是可以有利，或不利。在多效性中包括次生效应，如插入位点和插入基因的产物引发的“下游”效应对代谢过程的影响。如新霉素磷酸转移酶标记基因可改变细胞的磷酸化状态。

目前，在转基因生物中使用的标记基因主要有：卡那霉素抗性基因（nptⅡ）、潮霉素抗性基因（hpt）、Glufosinate抗性标记基因（bar、pat）、草甘膦抗性基因（epsps）、绿黄隆（Chlorsulfuron）抗性基因、二氢叶酸还原酶基因（DHFR）、庆大霉素抗性基因（Gent）、红霉素抗性基因（MLS）、四环素抗性基因（Tet）等。此外，还有报告基因，如冠瘿碱基因（opine）、β
 -葡糖苷酸酶基因（GUS）、β
 -半乳糖苷酶（LacZ）、氯霉素乙酰转移酶基因（Cat）等。

四、营养成分和抗营养因子

食品的功能就在于它对人类的营养。因此，营养成分和抗营养因子是转基因食品安全性评价的重要组成部分。对转基因食品营养成分的评价主要针对蛋白质、碳水化合物、脂肪、纤维素、矿质元素、维生素等与人类健康营养密切相关的物质。根据转基因食品的种类，以及对人类营养的主要成分，还需要有重点的开展一些营养成分的分析，如转基因大豆的营养成分分析，还应重点对大豆中的大豆异黄酮、大豆皂苷等进行分析。一方面，这些成分是一些对人类健康具有特殊功能的营养成分，同时也是抗营养因子。在食用这些成分较多的情况下，这些物质会对我们吸收其它营养成分产生影响，甚至造成中毒。

几乎所有的植物性食品中都含有抗营养因子，这是植物在进化过程中形成的自我防御的物质。目前，已知的抗营养因子主要有蛋白酶抑制剂、植酸、凝集素、芥酸、棉酚、单宁、硫苷等。植酸是1872年由Pfeffer首先发现，是维生素B族的一种肌醇六磷酸酯，化学名称是环己六醇-1，2，3，4，5，6-六磷酸二氢酯，作为几乎所有种子中磷酸盐和肌醇的存在形式，广泛存在于豆类、谷类和油料植物的种子中。植酸可与多价阳离子，如Ca2+
 、Mg2+
 、Mn2+
 、Fe2+
 等形成不溶性的复合物，降低人体对无机盐和微量元素的生物利用率，继而引起人体和动物的金属元素营养缺乏症和其它疾病。同时植酸还会影响人体和动物对蛋白质的吸收。

胰蛋白酶抑制剂主要存在于豆类植物中，可以降低蛋白质的消化率，导致胰脏肿大和生长停滞。其致病原理是：一是胰蛋白酶抑制阻碍肠道内蛋白酶的水解作用，造成对蛋白质消化率下降；二是胰蛋白酶抑制剂刺激胰腺分泌过多造成胰腺内源性氨基酸缺乏，抑制机体的生长。胰蛋白酶抑制剂可以通过加热的方式除去。

棉酚是一种萜类物质，产生于棉花多种组织（包括种子）的分泌腺体，可以引起人和单胃动物中毒，产生食欲不振、体重减轻、精子活力降低和呼吸困难等症状。环丙烯脂肪酸、梧桐脂肪酸和锦葵酸是所有棉花中特有的脂肪酸，环丙烯脂肪酸能够抑制硬脂酸脱饱和成为油酸，影响细胞膜的渗透能力。

芥酸是一种二十二碳一烯脂肪酸，其化学名称为：顺式13- 二十（碳）烯酸，CH（3 CH2
 ）7
 CH（CH2
 ）11
 COOH，主要存在于菜子油、芥子油中，而一般油脂不含有。在油菜子油中，芥酸含量可以高达40 %以上。芥酸分子比普通脂肪酸分子多四个碳原子，难以消化吸收，营养价值较低，并且对营养有副作用，抑制生长，甲状腺肥大，引起动物心肌脂肪沉积，因而芥酸含量高低可以作为衡量该油脂质量好坏的一个指标。芥酸主要以甘油酯的形式存在于油菜子中。

硫代葡萄糖苷（简称硫苷）是广泛存在于十字花科等植物中的葡萄糖天然衍生物，至今已发现120余种。无论是白菜型、芥菜型或甘蓝型油菜子中都有多种硫苷存在，且各种硫苷的组成比例在油菜类型间、品种间差异较大。各种硫苷有同样的结构骨架，不同的是单体化合物有着不同的侧链或官能团R。R基团可以是：烷基、烯基、烯羟基、甲硫基、亚甲磺酰基、甲磺酰基、单酮基、芳香基和杂环等。从营养角度来看，其本身无毒，但被动物摄入后，芥子酶（即硫苷的水解酶）水解生成有毒的异硫氰酸酯和[image: ]
 唑烷硫酮等，据研究报导，硫葡萄糖苷的水解产物——[image: ]
 唑烷硫酮、异硫氰酸酯和某些腈类物质会降低家禽对碘的吸收，使甲状腺肿大，肝腺受损，抑制生殖系统发育，因而使食欲降低，代谢受阻，造血功能下降，生长受阻，贫血，繁殖机能破坏，使蛋的保存品质变劣，不同程度地影响家禽的生长发育，甚至造成中毒死亡。

第三节 发达国家对转基因技术和食品的政策

一、美国

美国是转基因技术的发祥地，也是转基因技术最为先进、应用最广泛的国家。由于美国是世界最主要的农产品输出国，因此对转基因食品及其国际贸易采取积极推动的政策。

美国生物技术食品主要由美国食品与药物管理局（FDA）、美国环保署（EPA）和美国农业部（USDA）负责检测、评价和监控。其中，FDA的食品安全与应用营养中心是管理绝大多数食品的法定权力机构。美国农业部的食品安全和检测部门则负责肉、禽和蛋类产品对消费者的安全与健康影响的管理。另外，EPA负责管理食品作物杀虫剂的使用和安全。

1990年3月，FDA讨论了第一个用于食品的重组DNA技术物质——凝乳酶的管理，这种酶被应用再生产奶酪和其它食品中。FDA经过检测发现：转入的基因所表达的蛋白具有与动物来源的凝乳酶相同的结构和功能；凝乳酶的生产过程是可靠的；生产菌在加工过程中被除去或消灭并且其本身不存在毒性或致病性；任何抗生素抗性标记基因在加工过程中已被除掉，所以认为这种凝乳酶是安全的。

FDA于1992年颁布了食品安全和管理指南，以保证和加强FDA对那些通过现代生物技术所生产的食物和食物成分进行管理的权力。这个指南的原则与联合国粮农组织（FAO）、世界卫生组织（WHO）和美国国家科学院（NAS）对新食品管理的原则一致。即一种新食物的研制方法，例如转基因技术，并不能作为决定这种新食物安全性的因素。同样，安全性评价应根据“实质等同性”原则来进行。转基因食品要接受FDA的食物销售法规的管理。加入食物中的物质应按食品添加剂的要求进行上市前审批。FDA同时认为，由于重组DNA技术等的快速发展，管理方针应具有足够的灵活性以便允许随着技术革新而做必要的修改。

FDA在指南中要求利用转基因技术生产食物的生产商除了考虑转基因食品可能发生的预料之中及预料之外的改变，还要检查受体、DNA供体、被转入或被修改的DNA及其产物的特性。FDA认为食品的安全性只是相对的，如许多食品包含某些成分，如果这些成分的含量超过能够接受的范围，才能表现出危险性。此外，某些人对某些食品过敏或者不能忍受。因此，FDA认为绝对安全的食品是不存在的。但是生产商必须保证，不能将有毒物质转入受体，食物产生的毒性物质及抗营养因子不能超过无法接受的水平。应该考虑在营养成分、毒性、过敏和抗营养方面可能发生的质量和数量上的变化。新转入的或已知功能的转基因物质，如果曾经在其它的食物中以相当的水平被食用，或与那些安全食用的食物相似，则不需要再通过FDA的批准。至今，大多数被转入的物质均来源于非食物，但是在本质上这些物质被认为与那些已知食物中的物质相似。因此，FDA不要求对其进行审批。

如果要将结构、功能或成分特性均不同的蛋白质或油转入到食物中，则需要进行上市前的审批过程。对于碳水化合物，如果基因操作并未引起消化性或营养价值的改变，一般不需要进行上市前的审批。如果转入的DNA来源于一种已知的过敏原或可能的过敏原，生产商就应向FDA进行咨询。此外，根据转入的蛋白质与已知过敏原的序列结构和分子大小的异同、对消化酶的抵抗力、对热的稳定性及其它科学标准，生产商来考察转入的蛋白质的过敏性以保证其不成为过敏原。另外，FDA也鼓励生产商在研究和生产过程中，就遇到的科学及法律上的问题向FDA咨询。生产商应向FDA提交转入物质的安全性报告，FDA接到有关安全报告后，如果没有特殊的安全问题，则不再对该产品的安全性表示怀疑。

由于动物试验的困难，FDA提出利用多学科的方法来评估食品的安全性和营养成分。该方法基于植物的农艺性状、引入基因的稳定性遗传分析（如southern分析）、新引入蛋白的安全性评估（毒性、过敏性）和重要毒素和营养物的化学分析。如果在此评估后，安全问题仍然存在，1992年的指南指出应该进行进一步的毒理研究以解决遗留问题。美国联邦食品、药品、化妆品管理局于1938年制定的《食品标签条理》要求食品（包括转基因食品）标签必须以食物通用的名称命名，必须真实并且不得误导消费者。标签上必须标明该食物在成分或营养物质含量方面的明显改变以及所含的已知过敏原，还必须告诉消费者食用该食物可能引起的后果，而且应注明可能存在未知的过敏原或食物在贮存或制作过程中的变化。因为注明生产方法并不能提供有关食物成分或营养特性以及安全性的信息，因此该条例不要求标签中注明食物生产的方法（如利用转基因技术）。FDA认为一种新食品的研究方法，包括转基因技术，并不能成为解决这种新食品是否安全的重要因素，也就是说评价食品安全性时是以其特性作为基本内容而不过多关注在食品生产过程中是否采用了新的技术，以转基因植物，包括水果、蔬菜、谷物及其副产品为原料生产的食品与传统培育方法生产的食品安全性评价标准是一致的。

FDA认为开发新的作物品种所使用的转基因技术是传统育种技术（如杂交）的延长线。尽管转基因技术与其它育种技术一样，也可能带来预想不到的、人们所不希望看到的后果。例如突然变异、好的与有害的特性同时导入、被导入的遗传因子产物或代谢产物受到遗传变化的影响而与其它细胞产物发生反应从而对人们的身心健康产生有害的影响等。但是只要经过充分的品种选育，可以将转基因技术对安全性的影响降到非常低的水平。目前没有证据表明利用基因工程生产的食品在安全性或质量上与其它方法生产的食物不同，例如传统育种技术与现代化的育种技术对食品的影响可以认为差异不大。

植物中自然含有蛋白质分解酶妨碍因子、溶血作用因子、神经毒素等多种毒素和抗营养因子，这些因子可以抵御害虫和病原体对植物的侵害。有些谷物和豆类的有毒因子如果不通过加热、清洗等手段除去，则有可能导致严重后果。FDA要求保证转基因植物不含这种高浓度的毒素。

此外，所有食品的过敏性都是由蛋白质诱发的。FDA对过敏的关注重点是转基因工程供体植物的过敏诱发性是否传递给宿主植物。例如将含有过敏因子的生物遗传因子转入玉米中时，对花生过敏的人群是否也会对玉米产生过敏。另外食品的新型蛋白是否可能诱发一部分人的过敏症状也是关注的焦点之一。

总的来说，美国的消费者对转基因食品持比较乐观和开放的态度。他们认为没有任何证据证明经过批准上市的转基因食品在安全性和品质质量上与其它现有食品存在不同。有调查显示，有70 %以上的美国民众对转基因食品持“肯定”或“较为肯定”的态度，也有40 %的消费者表示在购物时并不特别歧视转基因食品。

在转基因农产品贸易政策上，美国也采取了无需特殊标注和积极促进的态度。尽管由此而与欧盟产生了摩擦，但是可以认为美国的转基因农产品已经出口到了世界许多地区。特别是转基因产品所占比例较大的作物如大豆和玉米，更是有可能已经在不知不觉间走上了包括我国在内的广大消费者的餐桌。

从科学家试图开发一种具有市场潜力的转基因植物产品开始，到产品最终上市，美国的管理程序和管理机构分工为：

（1）提交资料前的研讨 美国对生物技术的管理从完成实验室研究到进行大田试验前。首先，新植物开发商与三个管理部门（USDA、EPA和FDA）进行研讨，决定需要提交以备审查的数据资料。虽然对这一程序没有强行要求，但鼓励在提交资料前进行咨询，以避免以后出现麻烦和延迟。

（2）大田试验许可 美国农业部负责管理遗传工程植物的开发和大田试验。按照USDA提出的管理要求，大田试验必须保证遗传工程植物及其后代不在试验田以外的环境中生存繁殖，必须采取特别措施防止花粉、植株或植物的一部分从试验田扩散，试验结束后的一年必须进行监测以防“漏网者”在试验地生存，另外一旦USDA批准一种新的生物工程植物进行大田试验，USDA的检疫官员以及各州的有关检疫人员可以在大田试验前、中、后期进行检查，以保证试验措施安全有效。

（3）向USDA申请撤销管制 经过几年的实验室和大田试验，开发商在决定将遗传工程作物品种商品化生产之前，必须向USDA申请撤销管制。作出撤销管制决定之前，必须审查新植物是否可能对环境造成以下影响：①植物有害生物：USDA须审查该遗传工程植物的生物性状，如该植物是一年生还是多年生、自然生长的环境、生活周期等；审查该植物的遗传性状，包括所使用的遗传材料的性状和来源。还须审查该植物对环境中其它生物和农作物的潜在影响，评估其产生新的危险性有害生物如新的病毒病的可能性，新植物的抗虫、抗病性改变以及基因转移至有关野生植物上引起杂草难题的可能性。② 对其它生物的可能影响：USDA必须考虑生物工程作物是否对野生生物包括以其为食的鸟类和哺乳动物的影响。还须评价对有益生物如蜜蜂、濒危物种以及其它靶标生物的影响；审查引入新基因的结果，包括新酶的产物或植物代谢过程的改变等。

（4）EPA对作物抗有害生物性状的管理 假如一种转基因作物表达的是有害生物特性的蛋白质，那么EPA在该产品的开发、商品化及商品化后阶段都有监督的职责。例如对于耐除草剂作物，EPA不仅观察除草剂对环境的安全性，而且要审查使用该除草剂是否会对食品和饲料的安全产生风险，以此决定是否要求在标签中注明，并确定公众安全消费的最大残留限量。在这种情况下，开发商必须提交详尽的有关耐除草剂作物中除草剂残留的资料。

含抗有害生物物质（通常是一种蛋白质）的转基因植物（如Bt玉米）则按农药制品由EPA管理。EPA必须考虑所有对人类和环境有潜在危险的数据，确定不会产生不合理的负作用。此外，为防止昆虫产生抗性，从2000年开始，生产者在种植Bt玉米时必须种植相当于总面积20 %的非Bt玉米。如果在棉区种植Bt玉米，必须同时种植不少于50 %的非Bt玉米，目的是提供所谓的“避难所”，以及防止取食Bt玉米的昆虫产生抗性。

（5）FDA审查食品和饲料的安全性FDA对食品和饲料的安全负责。FDA与产品的开发商接触，对开展哪些适当的研究可以保证食品和饲料的安全提供指导。这个过程可以在开发商进行大田试验或与其它部门讨论的前、中、后期进行，时间由开发商或FDA针对需要考虑的问题种类而定。开发商需提交给FDA的文件包括为证明这种生物工程食品与传统同类食品一样安全所取得的各种数据资料。文件应记述所使用的基因，说明该基因是否来源于以其为原料的食品会使部分人产生过敏反应的植物，基因表达的蛋白质的特性（包括生物学功能、对人类和动物的安全性以及在食品中的含量等）。开发商还应告知FDA新食品是否达到预知的营养水平，是否含有毒素或有关安全使用的其它信息。

（6）有关“生物工程食品”的政策FDA在1992年5月29日的联邦法规汇编（feder-al register）（57 FR 22984）中发表了“源自新植物品种的食物的政策声明”，该声明适用于由新植物品种生产的食品，其中包括用重组DNA（rDNA）技术培育出的植物品种（FDA将转基因技术生产的食品称为“生物工程食品，bioengineered foods”）。这项政策包括：源自新植物品种的食品研究开发者要对一些问题作出回答的指南，以保证这类新产品是安全的并符合法定的要求；该政策鼓励食品企业向FDA咨询有关新食品的安全问题。

1992年的FDA政策还涉及到对源自新植物品种（包括用生物工程技术培育的植物）的食品的标识问题。由于考虑到生物工程食品与其它食品并无差别，或者说，作为一类食品，它们所表现出的安全性与传统繁育技术生产食品的安全性并没有差异或并不比后者更危险，因此对于生物工程食品的标识并没有特殊的要求。

对一般食品标识的要求也可以用于生物工程技术的食品。标签必须反映食品中所有配料的实况。因此：

如果一种生物工程食品与其传统对应食品明显不同，那么食品的通用名称已经不再适于说明这种新食品的特性，必须更名以便能说明两者的差异。

如果一种新食品或其组分在食用方法或其食用后果方面存在问题，必须在标签上加以说明。

如果一种生物工程食品的营养特点与传统食品有明显的不同，其标签必须能反映出这种差别。

如果新食品含有一种过敏原，而消费者无法根据食品的名称判断存在该过敏原时，在标签上必须标明该食品含有哪种过敏原。

为使得消费者能够得到有关产品的信息，按照现行的有关法律，FDA将在网上发布信息和结论。当然，如果某种产品上市后引起公众疑虑，FDA也有权立即从市场上撤出任何表明不安全的食品。

二、加拿大

加拿大负责法规和标签的权力机构是卫生部所属的健康保护局，该局根据《新食品管理条例》和《新食品安全评价准则》的规定对生物技术食品进行管理。其新食品包括：① 没有作为安全食用史的物质（包括微生物）；② 采取新方法生产、制造、保存或包装的食品，或使食品发生巨大变化的方法，该方法可能对食品的成分、结构、公共价值或已确认的食品生理产生有害影响，或可能改变对该食品的代谢或对食品的安全产生影响。加拿大的新食品管理条例和准则反映了经济合作发展组织所提出的实质等同性原则，所收集的新食品安全信息也得到了联合国粮农组织的认可。按加拿大食品管理局授权，该国的食品标签政策由加拿大卫生部和加拿大食品监督局制定。准则要求其标签内容必须真实且容易理解，并且不能造成误导。那些对于健康和安全可能有影响的食品，如可能引起过敏、造成毒性、成分与营养改变的食品，则实行强制性标签。

三、欧盟

有关控制转基因生物体释放的欧洲法规，要求评估该物质对人类、动物和环境的危险；其中许多信息（基因转移的可能性、基因产物的安全性以及实质等同性的问题）也与对食品的安全性评价有关。各个欧盟国家都通过国家政府来实施这些法令。欧盟的环境法规以两个法令为基础：

——90/219/EEC法令：有控制地使用转基因微生物（1990），于1998年10月被修改为98/81/EEC法令；

——90/220/EEC法令：慎重地释放转基因生物体进入环境（1990）。

1. 食品安全性

欧洲所有国家都已经制定了控制食品安全的法规；全球大多数国家也都有这方面的法规。转基因食品必须符合EC258/97法规（新食品和新食品成分法规）的要求。这些法规对所有新食品（包括转基因食品）的评估规定了统一的程序（图21-2）。
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图21-2 欧盟对食品安全的评估程序



2. 新食品与转基因食品

欧洲对新食品和新食品组分的法规（EC258/97）于1997年5月生效，该法规要求，当转基因食品中含有活的转基因生物体，或者对某些特殊消费者可能造成危害或引起伦理方面的问题时，必须对该食品进行标识。此外，如果某种食品与现有食品或食品成分“不再等同”，即如果它们在组成、营养价值或用途等方面存在差异时，必须对该食品进行标识。

某些转基因玉米和转基因大豆产品受到随后出台的标签法规（EC1139/98）的管理。最重要的是，EC1139/98提供了一种类似已经批准的新产品的标识模式，即如果在一种新（转基因）食品或食品组分中发现了转基因生物体的蛋白质或DNA，那么这种食品或食品组分与现有的非转基因食品不再具有等同性。1999年10月，欧盟食品常务委员会推荐了对EC1139/98法规的修正案：EC49/2000法规于2000年4月开始生效，该法规对“意外的”转基因DNA或蛋白质设定了最小阈值。在产品的单个组分中，转基因组分达到1 %或以上时就要求标识（例如，某种含有玉米淀粉组分的加工食品，而其转基因玉米淀粉达到玉米淀粉总量的1%或以上，则必须在这种产品标签上标识）。对“意外的”理解为“非有意的和不可避免的”，如果在食品或食品组分制作过程中曾努力排除转基因原料，则食品中有痕量转基因DNA或蛋白质时可以接受的。如果即使采取了严密措施，其中转基因DNA或其转基因的蛋白质含量仍超过此最小阈值水平，就不能被视为是“偶然意外出现的”。在2003年7月，欧盟议会通过了在食品中含有0.9 %转基因成分需要标识的法规。2004年7月，又通过了在种子中含有0.3 %转基因种子需要标识的规定。

3. 添加剂和加工助剂

EC258/97未要求标识食品添加剂，但是2000年4月生效的EC50/2000法规要求标识转基因的食品添加剂（具体见89/107/EEC法令）和香料（88/388/EEC法令）。从这些法规对添加剂和香料规格的要求可以明显看出，加工助剂（不管能否检出）未包括在法规之内。目前，该法规是以食物中所含的物质为依据；由于酶是加工助剂，如果在终产品中的酶无活性且不具有功能，就可以认为在终产品中不存在这些酶，就不要求进行标识。有些公司选择在产品的标签中标明使用了转基因的加工助剂，尤其在考虑到这种加工助剂对消费者有益的情况下愿意进行标识；例如，许多素食者更愿意选用转基因凝乳酶（chy-mosin）制作的奶酪。添加剂和香料有可能被转基因蛋白质或DNA意外污染，EC50/2000法令为将来可能要求规定一个标识阈值留下了余地。

4. 转基因DNA或转基因蛋白质的标识和检测

由于要求对含有转基因大豆和转基因玉米的产品进行标示（不含转基因DNA和转基因蛋白质的产品除外——EC1139/98法令），已经建立了许多检测转基因产品的方法作为执行法规的手段。其中包括：

——基于蛋白质的方法来检测转入基因的产物。由于在加工过程中食物蛋白质会降解，使检测转基因蛋白质的方法只能用于未加工的食品原料。

——基于DNA的方法来检测转入基因、相关的标志基因或DNA调控序列。这种检测依赖于扩增非常特异和敏感的DNA和所谓的多聚酶链式反应（PCR）技术。大多数转基因作物和食品可以通过PCR来鉴定。

尽管未加工的食品原料可以被比较容易地确定是否为转基因产物，但是加工的食品却很难检测，因为经过复杂加工的食品中含有已被降解的DNA和能干扰PCR反应的物质。尽管能用PCR检测出相对短的DNA片段，但是食品加工程度越深，检测转入基因的难度就越大。

由转基因（例如抗虫基因）作物所产生的高纯度油或糖中检测不出蛋白质或DNA，在化学上与非转基因油或糖相同，因此不需要标识。

现行的新食品法规和其后的立法已强制性地要求转基因食品应对那些反映生活方式（或伦理道德）和安全性等方面的因素进行标识。但是涉及其它生活方式，如“有机的（organic）”、“素食者的（vegetarian）”、“符合犹太人戒律的（kosher）”等，则是自愿标识的。

这可能会使全球标识法规的统一和协调变得更加复杂。世界各国的标识法规各不相同，如美国现行的法规并未对转基因作物及其产品的标识和区分做强制性要求。

欧盟国家对转基因农产品和食品的安全性评价和标记有非常严格的规定。1997年5月，欧盟通过了“欧洲议会和委员会新食品和食品成分管理条例（258/1997号规定）”。该规定确立了新食品或含有新成分的食品上市前的安全评估机制，对转基因食品的标识提出了明确要求。按照欧盟有关新食品的定义，它们包括含有转基因的食品和食品成分，其它分子结构被人为修饰过的食品和食品成分。

从以上评估程序可以看出，一般新食品只要各成员国无异议即可上市，而转基因食品则必须经过专门委员会的审批，要求更为严格。欧盟现已通过30多种转基因产品的安全性审查，但是自1993年后没有再批准新的转基因产品。

欧盟对转基因食品实行强制性的标签制度。标签上必须标明该食物的组成、营养成分和食用方法。欧盟甚至规定，餐饮业销售的食品中如果含有转基因成分，则必须在菜单上清楚地标明“转基因食品”，而不能简单标注“GMF”（转基因食品的简称）。这也是为了方便消费者作出判断和选择。

最近欧盟委员会通过决议，要求所有转基因食品、以转基因动植物和水产品为原料的加工食品及动物饲料等都必须标明使用了转基因技术外，还必须建立从生产者、流通业者和加工业者的相关档案，在必要时能具体追踪到哪一种食品采用了什么转基因原料、这些原料的流通情况和生产者的详细信息。过去没有列入标识范围的添加剂等也从2000年开始与转基因食品一样受到管理。欧盟对许多进口农产品都要求提供非转基因产品证明。

尽管欧洲各国政府对转基因食品的态度比较谨慎，但是没有妨碍它们在生物工程技术领域的研究。无论是科研投入和科研成果，欧洲都走在世界前列。欧洲市场上难以见到转基因食品主要与消费者对转基因食品的谨慎态度有关。

四、日本

日本政府和科研机构对生物工程技术的研究非常重视，有数十所大学和科研院所在从事转基因技术的研究。还有许多大公司也在转基因技术方面投入了大量的资源，并取得了很多成果。不过由于日本消费者对转基因食品非常敏感，因而所有这些成果还难以得到应用。

日本对转基因产品的研究、开发和安全性管理由文部科学部（相当于我国的教育部和科技部）、农林水产部和卫生劳动部分别管理。其管理框架如图21-3所示。
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图21-3 日本对转基因食品的管理框架



所有在日本销售的转基因产品，都必须通过日本卫生劳动部的安全审查（进口产品即使通过了生产国的安全认定，在日本也必须按照上述程序重新进行安全性评价）。具体审查工作由食品卫生生物技术专门委员会完成。审查结果再由食品卫生委员会审议通过。食品卫生委员会由专家、生产厂家和消费者组成。审查的最终结果由卫生劳动部部长发表公告，告示国民，国民也可以申请查阅有关的审查资料。到现在为止，通过安全性审查的转基因植物有35种，转基因食品23种。主要是来自于美国和加拿大的大豆和油菜。

为了确保转基因食品的安全性，10年前日本卫生劳动部就成立了生物技术应用食品安全性评价的专门研究课题组。针对转基因食品的安全性评价和基因的检测方法进行了许多研究。开发出了遗传因子检出法并已应用到市场抽样检测中。

日本对转基因食品也采取强硬性的标签制度。对于那些以转基因生物为原料的食品，只要其含量超过5% 并且是三种主要原料之一，则生产厂家就有义务注明该产品为“转基因食品”或“使用了转基因原料”等标识。对于油菜等从成品中难以判断其是否使用了转基因原料的，暂时不做规定。对转基因原料的流通过程也作了详细规定，要求它们必须与非转基因产品分别包装、运输和贮存。同时规定，有“有机食品”（相当于我国的“绿色食品”）标签的食品不得含有任何转基因成分，也不得在生产和加工过程中使用任何转基因原料、添加剂。

不过大多数日本民众认为政府的法规过于宽松。为了迎合消费者的心理，许多生产厂商在包装上醒目地标注“没有使用转基因原料”等，以吸引消费者购买。例如，由于美国的大豆一半以上是转基因作物，引起了日本消费者的不安，因而许多厂商在努力寻求我国的稳定可供货源，但是我国大豆生产增长缓慢，目前尚无法满足需求；2001年7月美国宝洁公司日本分公司宣布回收800万罐土豆片，尽管这些土豆片在美国已经广为销售，按照标记要求，土豆片也属于无标记要求类别，但是在日本，人们仍然担心它对身体健康有害，因而生产厂商不得不承受巨大的经济损失而将这些产品回收。当然消费者对转基因番茄之类的直接食用的农产品，就显得更为敏感，这也迫使各大公司不断声明他们的制品中不含有转基因成分，尽管他们在这方面的研究从未停止过。

第四节 我国对转基因食品的管理

一、我国对转基因技术的态度

在我国，由于转基因技术起步较晚，在有关转基因食品安全性评价和管理上也起步较晚。我国将转基因食品归类为新资源食品，并于1990年由卫生部颁布了《新资源食品卫生管理办法》（以下简称《办法》）。《办法》规定，新资源食品的试生产和正式生产由卫生部审批，并且规定由卫生部聘请食品卫生、营养和毒理等方面的专家组成新资源食品评审委员会，委员会的评审结果作为卫生部对新资源食品试生产和生产的审批依据。不过这个《办法》既不是专门针对转基因食品的，又显得有些简单，难以完全消除人们对转基因食品安全性的困惑和担心。

在生物工程技术飞速发展的今天，人们越来越认识到加强转基因生物安全管理的重要性。由原国家科委和各有关部门于1990年确定我国基因工程技术的管理要求为：

① 促进我国基因工程技术发展的同时，有效防范对人类健康和生态环境可能造成的危害；

② 管理条例和行政性法规，要有可操作性，并与我国现行的有关法规相衔接，与我国现行管理体系相适应。

③ 有关控制性规定应根据实际情况科学对待，宽严适度；

④ 审批程序和评价系统要有明确的原则性规定。

按照上述要求，我国的生物与转基因食品安全管理原则可概括为如下几项原则：

（1）研究开发与安全防范并重的原则 国际社会普遍认为，生物技术将在解决人口、健康、环境与能源等诸多社会、经济重大问题中发挥重要作用，并可望成为21世纪的支柱产业之一。对此，各国采取了一系列政策措施加强了对生物技术的研究和开发。我国也已采取了一系列政策措施，积极支持、促进生物技术的研究和产业化发展，同时由于转基因产品安全性还存在不确定因素，因而对转基因食品安全问题的广泛性、潜在性、复杂性和严重性也必须予以高度重视。同时还应充分考虑伦理、宗教等诸多社会经济因素，以对人类长远利益和子孙后代负责的态度加强生物安全，特别是转基因食品安全的管理工作。坚持在保障人们健康和环境安全的前提下，在充分保证人们的知情权和自由选择权的基础上，研究和发展转基因食品。

（2）贯彻预防为主的原则 发展转基因食品必然走产业化的道路，转基因食品产业化离不开作为原料的生物技术产业的大规模化生产。由于生物技术的复杂性及其影响的不确定性，必须在实验研究、中间试验、环境释放、商品化生产、加工、贮运、使用和废弃物处理等诸多环节上防止其对生态环境的不利影响和对人体健康的潜在威胁。特别是生物工程技术与传统技术相比，考虑到其后果的不可预测性和影响的长久性，在最初的立项研究和中试阶段一定要严格地进行安全性评价和相应的检测，做到防患于未然。

（3）有关部门协同合作的原则 转基因食品安全与农业、医药卫生和食品等行业都有关系。为此，必须坚持行业部门间的分工与协作，协同一致、各司其职。

（4）公正、科学的原则 随着改革和发展的深刻变化，经济成分和经济利益多样化，社会生活方式多样化，转基因食品安全管理必须坚持公正、科学的原则。转基因食品的安全性评价必须以科学为依据，站在公正的立场上予以正确的评价，对操作技术、检测程序、检测方法和检测结果必须以先进的科学水平为准绳。在动植物原料生产过程中，对所有释放的生物技术产品要依据规定进行定期或长期的检测，根据监测数据和结果，确定采取相应的安全管理措施。安全性评价标准与检测技术应具备科学性、权威性和先进性，并应与国际接轨。

（5）公众参与的原则 提高社会公众的生物安全意识是关系转基因食品安全性的重要课题。必须给予广大消费者以充分的知情权和选择权，使公众能了解所接触、使用的转基因食品与传统产品的差异，这也有助于消费者合理地和正确地行使选择权。同时在普及科学技术知识的基础上，提高社会公众生物安全的知识水平，通过宣传教育，建立适宜的机制，使公众成为生物安全的重要监督力量。在生物安全的管理上对产品的生产、贮运、加工和废弃物处理等方面，都要充分考虑社会公众对生物安全的认识差异和实际情况，借鉴国外的经验，实事求是地采取行之有效的必要措施，积极保护社会公众的利益，促进生物技术工作在我国迅速健康发展。

（6）个案处理和逐步完善的原则 分子生物学的不断发展，开创了生物技术的新局面。基因工程技术使基因在不同生物个体之间，甚至不同的生物种属之间的转移及表达成为可能。但是就目前的研究条件和研究成果，人们还不能精确地控制每种基因在生物有机体中的遗传信息的具体交换及其影响。事实上，各种受体生物经过不同的遗传操作时产生的遗传信息交换的作用可能带来错综复杂的影响。为此，必须针对每种基因产品的特异性，根据科学的资料进行具体分析和评价。

二、我国对转基因食品的政策

在用于对生物技术食品的管理法规方面。1993年12月中华人民共和国科学技术委员会发布了《基因工程安全管理办法》，对基因工程的安全等级和安全性评价、申报和审批、安全控制措施等作了相应规定。随后，1996年4月农业部颁布了《农业生物基因工程安全管理实施办法》，对不同的农业生物遗传工程体作了详细的规定：植物遗传工程体及其产品安全性评价，动物遗传工程体及其产品安全性评价，植物用微生物遗传工程体及其产品安全性评价，兽用遗传工程体及其产品安全性评价，水生动植物遗传工程体及其产品安全性评价。这些管理细则分别从受体生物的安全性评价、基因操作的安全性评价、遗传工程体及其产品的安全性评价、释放地点、试验方案上进行管理。

我国在1996年农业部颁布的《农业生物基因工程安全管理实施办法》基础上，在2001年，由国务院颁布了《农业转基因生物安全管理条例》，由国家法律的形式加强了对转基因食品的管理，在2002年由农业部出台了配合国务院《农业转基因生物安全管理条例》的三个法规，即《农业转基因生物安全评价管理办法》、《农业转基因生物进口安全管理办法》和《农业转基因生物标识管理办法》。这四个法规成为我国对转基因食品管理的基础。

继欧盟、日本、韩国、俄罗斯等国之后，我国从2002年3月20日起实施《农业转基因生物标识管理办法》。凡是列入标识管理目录并销售的农业转基因生物应当标识。未标识和不按规定标识的，不得进口或销售。第一批实施标识管理的农业转基因生物包括：大豆种子、大豆、大豆粉、大豆油；玉米种子、玉米、玉米油、玉米粉；油菜种子、油菜子、油菜子油、油菜子粕；棉花种子；番茄种子、鲜番茄、番茄酱。

第五节 食品转基因技术的发展和未来展望

自1973年重组DNA技术创建就显示出其巨大的应用价值和商业前景。到2000年全球的生物技术公司大约有3000多家，其中美国大约有2000多家，其余的分布在欧洲和日本。生物技术产品的销售额增长迅速，在1980年美国的现代生物技术产品的销售额还是零增长，到1991年时为59亿美元，1996年已达到101亿美元，1997年为130亿美元。《日经生物技术》对日本生物技术市场的调查结果表明1991年日本生物技术产品的市场是2648亿日元，1996年达到6552亿日元。我国的生物技术产品在1986年的产值大约是2亿元人民币，到1996年销售额达到110亿元人民币，是10年前的50倍，其中医药卫生领域现代生物技术产品的销售额是21.16亿元，农业领域是15亿元，轻化工领域是77.94亿元。

一、现代生物技术的应用

1. 现代生物制药与医药领域

现代生物技术研究最多，发展最快的是在制药和治疗领域。在2000年的统计中表明，在美国的2000多家现代生物技术公司中有1300多家公司从事生物制药的研究和开发，占60 %以上；欧洲有700多家，占43 %以上。主要利用现代生物技术开发可用于治疗癌症、心血管疾病、艾滋病、遗传病等用常规方法治疗和制药困难的药物。据美国制药协会（PhRMA）统计，自1982年第一个基因工程产品重组人胰岛素——Humulin由El-Lilly公司推向市场以来，生物技术药品的研究开发速度非常快，到1998年，有53种药品进入市场，使6000多万人受益。此外，还有350多种药处于不同的研究阶段。

2. 农业领域的应用

现代生物技术除了在生物制药领域应用外，农业领域是第二大应用领域。动物胚胎移植技术在美国和加拿大已进入实用化阶段，世界上现有200多家家畜胚胎移植公司，每年仅牛胚胎移植就有20万头；利用组织培养及快速脱毒方法开发出的植物新品种有棕榈、香蕉、甘蔗等几百种再生植株，目前实现商业化包括农作物、林木、瓜果、花卉等。通过花药培养成功的有烟草、水稻、小麦等新品种。通过基因工程技术培育新品种农作物的研究正在世界各国如火如荼地进行，培育抗病和增加产肉率、出毛率、产乳率的动物新品种，也进入了研究的关键期。与此同时，现代生物技术在现代生物农药、现代微生物肥料以及改善农业生产环境的应用研究也取得了令人鼓舞的成果。

3. 食品工业领域

基因工程技术在20世纪90年代开始在食品工业中应用，其标志是第一例重组DNA基因工程菌生产的凝乳酶在奶酪工业的应用。1993年Calgene公司转反义PG基因的延熟番茄Flavr-Savr在美国批准上市，转基因植物源食品原料的种植面积迅速增加，从1996年的170万hm2
 迅速增加到2003年的6670万hm2
 ，种植面积增加了40倍，六年累计种植面积为2亿万hm2
 。其经济效益也从1995年的7500万美元增加到2003年的近50亿美元（见图21-4），累计产值达200亿美元。预计2005年产值将增加到80亿美元，2010年为250亿美元。而以其为原料的食品市场销售额8年累计已达上千亿美元。
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图21-4 世界转基因作物1995～2003年种植面积与销售额情况



动物源基因工程食品目前尚未商品化，但其发展异常迅猛。自1984年我国成功获得世界第一例转基因鱼，在后来的十几年中，许多国家的几十个实验室相继开展转基因鱼的研究工作，取得了令人鼓舞的成就。我国武汉水生生物所的转全鱼生长素GH基因的三倍体黄河鲤鱼已通过中试，进入食品安全性评价阶段，预计在未来的几年中可以进入商品化养殖，可望成为第一例走上餐桌的动物源基因工程食品。此外，改善动物食用品质的转基因研究正在如火如荼地进行，如导入钙激活酶基因，以改善牛肉的食用品质，使牛肉变得鲜嫩可口；导入乳糖酶基因，使牛乳中的乳糖下降，从消除许多人对牛乳乳糖的不耐受症，提高对牛乳营养的吸收等。转基因动物研究的另一大热点是，利用转基因动物生产功能性食品。目前，欧美等发达国家在此领域已展开激烈竞争，许多全球最大的制药公司纷纷加入，InterNutria Inc.公司总裁认为：“一种药物的开发时间需要10年以上和至少2.5亿美元的资金，而功能性食品只需几年和数百万美元的投入，并且利润丰厚，”表21-1反映了该领域目前研究的现状。


表21-1利用转基因动物生产人营养保健品研究现状
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续表
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资料来源：刘谦，朱鑫泉主编《生物安全》2001。



微生物源基因工程食品是最早的转基因食品，在1988年瑞士当局通过了重组DNA基因工程菌生产凝乳酶的安全性评价，允许在奶酪工业中使用。1990年3月，美国FDA讨论了凝乳酶的管理，认为：引入基因所表达的蛋白具有和动物凝乳酶相同的结构和功能，生产菌在加工过程中被除去或消灭，并且本身不具备毒性和致病性，任何抗生素抗性标记基因在加工过程中已被除去，故认为该酶符合GRAS（generally recognized as safe）。在美国已有超过60 %的硬干酪生产使用该酶。另外，通过重组牛生长素基因的基因工程菌生产的牛生长激素，目前已大量应用于肉牛和奶牛的饲养，这对于提高牛的饲料转化率和产乳率作用非常明显。传统的酵母菌只能发酵加糖的生面团，而重组DNA酵母菌除可以发酵加糖的面团外，还可以发酵未加糖的面团。经过改造的重组DNA酵母菌在发酵加工的初期分泌的发酵麦芽糖酶的水平增加了，如麦芽糖酶和麦芽糖透性酶。这种重组DNA酵母比原来未改造的菌株有较高的代谢活力和在发酵初期释放高CO2
 的能力，这样可以缩短发酵的时间。目前，转基因微生物主要用于食品加工中的酶和食品添加剂的生产。

从转基因食品的发展阶段来看，转基因食品的发展可以分为三代：第一代转基因食品，是以增加农作物抗性和耐贮性的转基因植物源食品，这一代的转基因食品研究起始于20世纪70年代末80年代初，是以转入抗除草剂基因、抗虫基因增加农作物的抗逆性以及延迟成熟基因等为主要特点。抗除草剂农作物转入的基因有耐受孟山都公司生产的除草剂草甘膦（roundup ready）的CP4-EPSPS基因和耐受除草剂草胺膦的Bar、Pat、GOX基因。这类转基因植物源食品有玉米、棉花、油菜、甜菜、大豆、水稻等；抗虫农作物转入的基因主要有苏云金杆菌的Bt系列基因，包括Cry1 Ab、Cry1 Ac、Cry3 A、Cry9 C等。这类转基因植物源有玉米、棉花、番茄、马铃薯等。目前，这类基因研究的还有豇豆蛋白酶抑制剂基因CpTⅠ、马铃薯蛋白酶抑制剂基因PinⅡ、豌豆凝集素基因P -lec、雪花莲凝集素基因GNA、半夏凝集素基因PTA等；延迟成熟的转基因植物源食品主要有① 利用转入反义多聚半乳糖醛酸酶（PG）基因抑制PG酶的产生，使新鲜果蔬能保持一定的硬度，从而延长贮藏期；② 转入S-腺苷蛋氨酸水解酶（S-adenosylmethionine hydrolase）基因，减少乙烯生物合成前体S-腺苷蛋氨酸；③转入1-氨基环丙烷-1-羧酸（1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid）脱氨酶基因，生成的酶可以脱去乙烯合成的直接前体ACC，减少乙烯的生物合成；④转入有缺陷的ACC合成酶基因，通过合成有缺陷的ACC合成酶竞争性的抑制ACC的合成，减少乙烯的生物合成。这类转基因植物源食品有番茄和甜瓜。此外，还有抗病毒的植物源转基因食品，主要是转入病毒的外壳蛋白基因，干扰病毒的产生以达到抗病毒。这类转基因植物源食品主要有番木瓜、西葫芦和马铃薯。

第二代的转基因食品是以改善食品的品质、增加食品的营养为主要特征。目前，转基因食品的研究正在朝这方面转移，最早的研究是在提高月桂酸、肉豆蔻和油酸的含量方面展开，商品化的转基因作物有油菜和大豆。这方面的研究已在植物、动物和微生物全面展开，并已取得了许多研究成果，有些成果显示了良好的应用前景。主要表现为：① 食品中新增营养因子，如Science在2000年1月14日报道了瑞士公立研究所成功开发了富含维生素A前体的基因重组水稻，被称之为golden rice，这种水稻的开发成功将有望解决世界许多发展中国家儿童因缺乏维生素A而导致的致盲现象；② 油脂的改良，Dupont公司通过反义RNA技术抑制油酸酯脱氢酶，获得含80 %油酸的高油酸含量大豆油，Calgene公司则开发出可替代氢化油制造人造奶油、酥油的含30 %硬脂酸的大豆油和芥子油；③ 蛋白质的改良，通过基因重组技术获得高赖氨酸转基因玉米、高面筋蛋白小麦等也取得了可喜的成果；④ 果蔬品质的改良，除增加果蔬的贮藏期外，目前的研究已开始在提高营养品质和加工特性上展开。如转入酵母异戊烯腺嘌呤焦磷酸（IPP）异构酶基因的番茄，其胡萝卜素和番茄红素的含量增加了2～3倍；利用反义技术将马铃薯多酚氧化酶（PPO）基因的POT32片段插入马铃薯中，获得抗加工褐变的转基因马铃薯。此外，还有改良碳水化合物的转基因食品等。

第三代的转基因食品是以研究增加食品中的功能因子和增加食品的免疫功能。1990年，Curtiss等首次报道了植物中抗原的表达，他们使变异链球菌（Streptococcus mutants）表面蛋白抗原A在烟草中表达，在把这种烟草喂给老鼠吃后，黏膜免疫反应导致了老鼠中SpaA的出现。此后，又有肝炎抗原在烟草和莴苣中、狂犬病抗原在番茄中、霍乱抗原在烟草和马铃薯中和人类细胞巨化病毒抗原在烟草中的表达成功，这些研究成果掀起了世界范围的转基因食用疫苗的研究热潮。目前的研究主要集中在① 乙肝疫苗：乙肝病毒表面抗原（HBV surface antigen，HBsAg）是乙肝疫苗的主体成分，HBsAg基因已在番茄、马铃薯、烟草、羽扇豆和莴苣中表达。乙肝病毒表面蛋白M基因也在马铃薯和番茄中成功表达；② 大肠杆菌肠毒素疫苗：到目前为止，在转基因植物中表达用于疫苗研究的病原基因主要是大肠杆菌热敏肠毒素B亚单位（LT-B）基因，用LT-B基因转化的烟草和马铃薯，其外源基因均能获得表达，并有较好的免疫原性。在烟草中最大表达量为每克可溶性蛋白5 μg，马铃薯块茎为每克可溶性蛋白30 μg；③霍乱病毒疫苗：在马铃薯中转入霍乱弧菌毒素B亚单位（CTB）基因，在块茎和叶片中CTB的最高表达量可达30 μg/g；④ 轮状病毒疫苗：该病毒是病毒性腹泻的主要病原物，将轮状病毒表面抗原蛋白转入番木瓜等中以期获得可食用疫苗的研究正在进行；⑤ 诺瓦克病毒疫苗：诺瓦克病毒是引起急性肠胃炎的病毒，在用烟草和马铃薯作为受体转入诺瓦克病毒衣壳蛋白基因，已经得到了具有免疫原性的表达产物；⑥ 结核病疫苗：结核病是结核杆菌引起的严重呼吸道疾病，每年造成数十万人的死亡。将结核杆菌的分泌性蛋白MPT-64和ESTA基因转入烟草、黄瓜、番茄和胡萝卜的研究正在进行中；⑦ 狂犬病疫苗：狂犬病是由狂犬病病毒引起的致命传染病，目前已经将RV糖蛋白基因转入番茄中，并得到了转基因番茄，但RV糖蛋白表达量还很低，如何提高表达量的研究正在进行。

转基因食物疫苗与常规疫苗及其它新技术疫苗相比，具有以下独特的优势：① 生产简单：转基因植物的种植不需特殊技术，更不需要复杂的工业生产设备和设施，只要有土地，就可以大规模产业化生产；② 没有其它病原污染：常规疫苗及其它新技术疫苗在大规模细胞培养或繁殖过程中，很容易发生病原性或非病原性细菌、病毒等污染，特别是细胞培养过程中，霉形体的污染极其普遍，而转基因植物疫苗则不存在这个问题；③ 可以食用：转基因植物疫苗可以通过直接食用而进行免疫。国外已在自愿者人身上进行了生食转基因马铃薯的免疫试验，现正在研究转基因香蕉，但目前还未找到香蕉果实特异表达的启动子；④贮存简单：不需要特殊容器分装，不需要低温保存。马铃薯于4℃存放3个月，其重组LT-B活性几乎无变化。另外，运输也方便；⑤ 使用安全：免疫原在植物组织中，作为食物而吃进胃肠，不会引起任何负反应；⑥ 不污染环境：疫苗生产过程绿化、美化环境，不会对环境产生任何污染。

二、现代生物技术的发展趋势

（1）基因重组操作技术将更进一步完善。高效、定位更准确基因操作技术的研究；高效表达系统的研究；定时、定位表达技术的研究等新技术、新方法将会推动生物技术的发展，一些地球上从未有过的生物物种将会出现，丰富地球的生物物种。

（2）蛋白质工程、食品酶工程、食品发酵工程将在食品转基因技术的基础上得到长足的发展，它们将会把分子生物学、结构生物学、计算机技术、信息技术、现代工程技术等有机的结合起来，形成一个相互包含、相互依赖的高度综合的学科。

（3）食品转基因技术将会伴随着现代生物技术的发展飞速向前发展，会有更多的新食品和新技术出现，这不仅可以丰富人们对食品多样化的要求，而且还将对解决由于人类人口“爆炸”带来的食品短缺起到无法估量的作用。因此，作为现代生物技术重要分支的食品生物技术对人类的作用可以归结为：① 解决食品短缺，缓解由于人口增长带来的压力；② 丰富食品种类，满足不同层次消费人群的需求；③ 开发新型功能性食品，保障人类健康；④ 生产环保型食品，保护环境；⑤ 开发新资源食品，拓宽人类食物来源。

（黄昆仑）

思考题

1. 转基因食品安全性评价的原则有哪些？

2. 如何看待转基因食品的安全性？

3. 转基因食品安全性的主要内容有哪些？

4. 我国对基因工程技术的管理要求是什么？

5. 转基因食品对我国食品工业的发展将产生什么样的影响？
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o 0 3 5 2.82 1.60 ~4.95 8.91 5.07~15.7
0 0 4 5 2.24 1.41~3.55 7.08 4.47-11.2

o 0 5 5 178 e 5.62 —

o 1 2 5 2.82 1.36 ~5.84 8.91 4.30~18.5
o 1 3 s 2.24 1.08 ~4.64 7.08 3.42-14.7
o 1 4 5 178 0.927~3.41 5.62 2.93-10.8
o 15 5 1.41 0.891 ~2.24 4.47 2.82~7.08
o 2 2 5 2.24 1.01~4.97 7.08 3.19~15.7
0 2 3 5 178 0.801 ~3.95 5.62 2.53-12.5
o 2 4 5 1.41 0.682 ~2.93 4.47 2.16~9.25
0 2 5 5 112 0.638 ~1.97 3.55 2.02~6.24
0o 3 3 5 141 0.636 ~3. 14 4.47 2.01~9.92
0o 3 4 5 112 0.542~2.32 3.55 1.71~7.35
10 3 s 2.74 1.35 ~5.56 8.66 4.26~17.6
10 4 s 2.05 111 ~3.80 6.49 3.51~12.0
10 5 s 1.54 1.07~2.21 4.87 3.40~6.98
1 L 2 .5 2.74 1,10 ~6.82 8.66 3.48~21.6
1 3 s 2.05 0.806 ~5.23 6.49 2.55-16.5
1 1 4 5 154 0.632~3.75 4.87 2.00~11.9
1 i & 4 115 0.537~2.48 3.65 1.70~7.85
12 2 s 2.05 0.740 ~5.70 6.49 2.34~18.0
1 2 3 3 154 0.534 ~4.44 4.87 1.69~14.1
12 4 s 115 0.408 ~3.27 3.65 1.29-10.3
T3 3 s 115 0.378 ~3.53 3.65 1.20~11.2
2 0 3 s 2.61 1.01~6.77 8.25 3.18-21.4
2 0 4 5 178 0.723 ~4.37 5.62 2.29~13.8
2 0 5 s 121 0.554 ~2.65 3.83 1.75~8.39
2 2 2 3 2.61 0.768 ~8. 87 8.25 2.43~28.1
2 1 3 5 178 0.484 ~6.53 5.62 1.53-20.7
2 1 4 5 L21 0.318 ~4.62 3.83 1.00 ~14.6
2 & 2 3 178 0.434~7.28 5.62 1.37-23.0
2 2 8 5 121 0.259 ~5.67 3.83 0.819 ~17.9
0 0 4 4 2.74 1.27~5.88 8.66 4.03~18.6
0o 0 5 4 2.05 1.43~2.94 6.49 4.53-9.31
o 13 4 2.74 0.968 ~7.75 8.66 3.06~24.5
o 1 4 4 2.05 0.843 ~5.00 6.49 2.67~15.8
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OEBPS/Image00069.jpg
H R EA Y

HEE1=0.316 x 10"

2 =1.00x10"

AT =1.00 10"
AE2=3.16x10"

B sy R L3 =3.16 x 10" 43 =10.0x10'
Flht4=10.0 x10' filtit4 =316 x10'
1 2 3 4 LDy, 95% AT LDsy 95% A {5 it
o 1 5 4 1.54 0.833 ~2.85 4.87 2.63~9.01
o 2 2 4 2.74 0.896 ~8.37 8.66 2.83~26.5
0o 2 3 4 2.05 0.711~5.93 6.49 2.25~18.7
0 2 4 4 1.54 0.604 ~3.92 4.87 1.91~12.4
0o 2 5 4 115 0.568 ~2.35 3.65 1.80~7.42
0o 3 3 4 1.54 0.555 ~4.27 4.87 1.76~13.5
03 4 4 115 0.463 ~2.88 3.65 1.47-9.10
10 4 4 2.61 0.953~7.15 8.25 3.01-22.6
oo s 4 178 1.03 ~3.06 5.62 3.27-9.68
1 13 4 2.61 0.658 ~10.4 8.25 2.08~32.7
1 14 4 1.78 0.528 ~5.98 5.62 1.67~18.9
1 15 4 L21 0.442~3.32 3.83 1.40~10.5
12 2 4 2.61 0.594 ~11.5 8.25 1.88~36.3
12 3 4 178 0.423 ~7.48 5.62 1.34-23.6
12 4 4 121 0.305 ~4.80 3.83 0.966 ~15.2
33 4 L21 0.276 ~5.33 3.8 0.871 ~16.8
2 0 4 4 2.37 0.539 ~10.4 7.50 1.70~33.0
2 0 5 4 L33 0.446 ~3.99 4.22 1.41-12.6
3 % B & 2.37 0.307 ~18.3 7 0.970 ~58.0
2 1 4 4 133 0.187~9.49 4. 0.592 ~30.0
2 2 2 4 2.37 0.262~21.4 7.50 0.830 ~67.8
2 2 3 4 133 0.137~13.0 422 0.433 ~41.0
o 0o 5 3 2.61 1.19~5.71 8.25 3.77-18.1
o 1 4 3 2.61 0.684 ~9.95 8.25 2.16~31.5
o 15 3 178 0.723 ~4.37 5.62 2.29~13.8
o 2 3 3 2.61 0.558 ~12.2 8.25 1.76 ~38.6
o 2 4 3 1.78 0.484 ~6.53 5.62 1.53-20.7
o 2 5 3 121 0.467 ~3. 14 3.83 1.48-9.94
o 3 3 3 178 0.434 ~7.28 5.62 1.37-23.0
0o 3 4 3 L21 0.356 ~4.12 3.83 113~13.0
o0 s 3 2.37 0.793 ~7.10 7.50 2.51-22.4
1 1 4 3 2.37 0.333~16.9 7.50 1.05~53.4
1 i 5 4 133 0.303 ~5.87 422 0.958 ~18.6
o2 33 2.37 0.244 ~23.1 7.50 0.771 ~73.0
12 403 1.33 0.172~10.3 422 0.545 ~32.6
1 8 % 3 133 0.148 ~12.1 422 0.467 ~38.1
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K% 2811 LD/ Cme/keg) 281 D50/ C me/kg) N LCsy/ ( mg/m*)
A 138.7 >2940 600
R K 451 >5000 >101
MR R A 325 >5000 480
EEE 590 ~ 1270 >5000 >1089
A 107 ~ 164 600 ~870 >96
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# LB

A 1=0.316 x 10"
k2 =1.00 x 10'

HlEE1=1.00 x 10
M2 =316 x10'

BerH L3 =3.16 x 10" 3 =10.0 x10*
4 =10.0 10 k4 =31.6 x10

1 2 3 4 LDsy 95% Al LDy, 95% I 5 it
o 0 2 4 3.16 1.63~6.15 10.0 5.14~19.4
0o 0 3 4 2.37 133422 7.50 4.22~13.3
0 0 4 4 L73 5.62

[ 14 3.16 1.40~7. 14 10.0 4.43-22.6
o1 2 4 2.37 0.984 ~5.71 7.50 301~18.1
o 13 4 1.78 0.788 ~4.01 5.62 2.49-12.7
01 4 4 133 0.750 ~2.37 4.22 2.37~7.50
0 2 2 4 178 0.695 ~4.55 5.62 2.20~14.4
0o 2 3 4 1.33 0.554 ~3.21 422 1.75~10.2
0 2 4 4 1.00 0.514~1.94 3.16 1.63~6.15
0o 3 3 4 1.00 0.443 ~2.26 3.16 1.40~7.14
10 2 4 3.16 1.30 ~7.67 10.0 4.12~243
10 3 4 2.15 0.959 ~4.84 6.81 3.03~15.3
10 4 4 1.47 0.880 ~2.45 4.64 2.78~7.74
1 1 [ 3.16 1.07~9.36 10.0 3.38-29.6
1 12 4 2.15 0.649 ~7.15 6.81 2.05-22.6
1 [ B 1.47 0.442 ~4.87 4.64 1.40~15.4
1 o4 4 1.00 0.338 ~2.96 3.16 1.07~9.36
12 2 4 1.47 0.379 ~5.68 4.64 1.20~18.0
o33 4 1.00 0.246 ~4.06 3.16 0.779 ~12.8
2 0 2 4 3.16 0.837~11.9 10.0 2.65~37.8
20 3 4 178 0.471 ~6.72 5.62 1.49~21.2
20 4 4 1.00 0.265 ~3.78 3.16 0.837 ~11.9
% A 14 3.16 0.621 ~16.1 10.0 1.96 ~50.9
2 1 2 4 178 0.271~11.7 5.62 0.858 ~36.9
2 1 3 4 1.00 0.122-8.18 3.16 0.386 ~25.9
2 2 2 4 1.00 0.100 ~10.0 3.16 0.316 ~31.6
30 2 4 3.16 0.221~45.2 10.0 0.700 ~ 143
30 3 4 1.00 0.0385 ~26.0 3.16 0.122-82.1
S 14 3.16 0.122~82.1 10.0 0.385 ~260.0
301 2 4 1.00 0.0149 ~66.9 3.16 0.0472 ~212.0
o o0 3 3 3.16 1.07-9.36 10.0 3.38~29.6
o 0 4 3 2.15 1.29 ~3.59 6.81 4.08~11.4
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B A

L1 =0.316 x 10!
2 =1.00 x 10

FIEE1=1.00 x 10
2 =3.16x10'

BT A 3 =3.16 x 10' 3 =10.0 x10'
4 =10.0 x 10" it 4 =31.6 x 10
1 2 3 4 LDs, 95% AT LDsy 95% AT HiE
o 1 2 3 3.16 0.779~12.8 10.0 2.46 ~40.6
o 1 3 3 2.15 0.649 ~7.15 6.81 2.05~22.6
o 1 4 3 1.47 0.654 ~3.30 4.64 2.07~10.4
o 2 2 3 2.15 0.556 ~8.34 6.81 1.76~26.4
o 2 3 3 1.47 0.442 ~4.87 4.64 1.40~15.4
o 2 4 3 1.00 0.412-2.43 3.16 1.30~7.67
o 3 3 3 1.00 0.338 ~2.96 3.16 1.07 -9.36
10 33 3.16 0.621 ~16.1 10.0 1.96 ~50.9
10 4 3 178 0.788 ~4.01 5.62 2.49~12.7
1 12 3 3.16 0.386 ~25.9 10.0 1.22-81.8
1 o33 178 0.288 ~11.0 5.62 0.911~34.7
1 o403 1.00 0.196 ~5.09 3.16 0.621 ~16.1
12 2 3 178 0.229~13.8 5.62 0.725 ~43.6
12 33 1.00 0.122~8.18 3.16 0.386~25.9
2 0 3 3 3.16 0.122~82.1 10.0 0.385 ~260
2 0 4 3 1.00 0.070 ~14.3 3.16 0.221~45.2
2 1 2 3 3.16 0.0472 ~212 10.0 0.149 ~669
2 1 3 3 1.00 0.0149 ~66.9 3.16 0.0472 ~212
2 2 2 3 1.00 0.0100 ~ 100 3.16 0.0316 ~316
o 0 4 2 3.16 0.837~11.9 10.0 2.65~37.8
o 13 2 3.16 0.386 ~25.9 10.0 1.22-81.8
o 1 4 2 178 0.471 ~6.72 1.49~21.2
o 2 2 2 3.16 0.316 ~31.6 10.0 1.00 ~100
o 2 3 2 .78 0.271 ~11.7 5.62 0.858 ~36.9
0 2 4 2 1.00 0.265 ~3.78 3.16 0.837 ~11.9
o 3 3 2 1.00 0.196 ~5.09 3.16 0.621 ~16.1
10 4 2 3.16 0.221 ~45.2 10.0 0.700 ~ 143
1 o3 2 3.16 0.0472 ~212 10.0 0. 149 ~669
1 o4 2 1.00 0.0385 ~26.0 3.16 0.122~82.1
SR S 3.16 0.0316 ~316 10.0 0. 100 ~ 1000
12 3 2 1.00 0.0149 ~66.9 3.16 0.0472 ~212
o 2 3 1 3.16 0.0472 ~212 10.0 0. 149 ~669
o 2 4 1 1.00 0.0700 ~14.3 3.16 0.221~45.2
03 3 1 1.00 0.0385 ~26.0 3.16 0.122-82.1
o1 4 .16 0.122~82.1 10.0 0.385 ~260
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h

FAYAvAY Llivd R B S B foe 8
AR 0.2 0.3 0.1 3.0 0.1 0.1
AR 0.1 0.2 ND ND ND 0.2
[2ES 0.2 0.4
& Lo Lo = — -
L(ES Lo 2.0 = — —
i = = = 0.1 ND
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ok Z ik LS T Bt
0.163 0.153 0.070 0.076 0.462
0.061 0.067 0.025 0.025 0.178
0.035 0.072 0.019 0.024 0.150
0.020 0.104 0.021 0.028 0.173
0.140 0.148 0.058 0.058 0.404
0.084 0.109 0.039 0.042 0.274
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EE] ) 1982 4 1993 4 P
[EGies HRHE 0.1 0.01 1710
2k LR 4 0.2~0.5 0.01~0.1 172 ~1/50
L R Lo 0.02 1/50
L R 0.5-3.0 0.1 1/5 ~1/30
A4 0.2 0.1 12
HER 5.0 0.1 1/50
iR L0~3.0 0.1 1/10 ~1/30
SURBRY 0.5-2.0 0.1 1/5~1/20
A 0.5 0.05 1710
IR 3.0 0.05 1/60
WA 5.0 0.05 1/100






OEBPS/Image00163.jpg
fridh AN A Eeh) B i
AR e 0.2 0.3 0.2 0.05 2.0 2.0
HHAR 0.1 0.2 0.045~0.1 0.02~0.2 0.5~4.0 0.1~0.5
fIRIE A2 0.2 0.4 0.2 0.5 ND 0.05

(&N 0.1 0.1 0.15 0.5 ND 0.05

£ <0.1 <0.1 0.1 0.2 ND 0.05
fi 10 2.0 ND ND ND ND
e 0.1 0.1 ND ND ND ND
st 0.2 0.4 ND ND ND ND
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# RIS
FErHy R

120,464 x 10"

2 =1.00 x10¢

1 =1.00 x10"

AlE2=2.15x10°

=2
2 =4.64 x10'

5x10

M3 =2.15x10" 3 =4. 64 10" i3 =10.0 x 10
Tl 4 =4. 64 x 10 it 4 =10.0 x 10" L4 =21.5x10'

1 2 3 4 LDs, 95% T {5 ik LDy, 95% I H LDy, 95% T R
0o 0 3 5 2.00 4.30 2.95-6.26 9.26  6.36-13.5
0 0 4 5 L7 3.69 2.71~5.01 794 5.84~10.8
o 0 5 5 1.47 3.16 = 6.81 ==

o 1 2 5 2.00 4.30 2.65~6.98 9.26  5.70~15.0
o 1 3 5 L7l 1.05-2.78 3.69 2.27-5.99 794 4.89-12.9
o 1 4 5 1.47 0.951 ~2.27 316 2.05-4.88 6.81 4.41-10.5
o 1 5 s 1.26 0.926 ~1.71 277 2.00~3.69 584 430-7.94
0o 2 5 171 1.01-2.91 3.69 2.17~6.28 794 4.67-135
[ T 1.47 0.862 ~2.50 3.16 1.86~5.38 6.81 4.00~11.6
0o 2 4 5 1.26 0.775 ~2.05 2.71 1.67-4.41 584 3.60-9.50
0 2 5 5 1.08 0.741 ~1.57 2.33 1.60~3.39 5.01 3.44~7.30
o 3 3 5 1.26 0.740 ~2. 14 271 1.59~4.62 584 3.43-9.95
0 3 4 5 1.08 0.665 ~1.75 2.33 1.43-3.78 5.01 3.08~8.14
10 3 s 1.96 1.22~3.14 422 2.63~6.76 9.00  5.66~14.6
o0 4 s 162 1.07-2.43 3.48 2.31-5.24 750 4.98~113
10 s 5 1.33 1.05~1.70 2.87 2.26~3.65 619 4.87-7.87
1 12 s 1.96 1.06 ~3. 60 422 2.29~7.75 9.09  4.94-16.7
1 13 s 162 0.866 ~3.01 3.48 1.87~6.49 750 4.02~14.0
1 o4 s 1.33 0.737 ~2.41 2.87 1.59~5.20 619  3.42-11.2
1 1 s s 110 0.661 ~1.83 2.37 1.42~3.95 511 3.07~8.51
12 2 5 162 0.818 ~3.19 3.48 1.76 ~6.87 750 3.80~14.8
12 3 s 1.33 0.658 ~2.70 2.87 1.42~5.82 619 3.05~12.5
1 2 4 s 110 0.550 ~2.20 2.37 1.19~4.74 511 2.55~10.2
T 110 0.523~2.32 2.37 1.13~4.99 5.1 2.43-10.8
2 0 3 5 1.90 1.00~3.58 4.08 2.16~7.71 8.80  4.66~16.6
2 0 4 5 1.47 0.806 ~2.67 3.16 1.74~5.76 6.81 3.74-12.4
2 0 5 5 114 0.674 ~1.92 2.45 1.45~4.13 528 3.13-8.89
2 1 2 5 1.90 0.839 ~4.29 4.08 1.81~9.23 880 3.89-19.9
2 13 s 1.47 0.616 ~3.50 316 ~7. 6.81 2.86~16.2
2 1 4 5 114 0.466 ~2.77 2.45 1.00~5.98 2 216~12.9
2 2 2 5 1.47 0.573~3.76 3.16 1.24~8.10 6.81 2.66~17.4
2 2 3 s L4 0.406 ~3. 18 2.45 0.875 ~6.85 5.28 189 ~14.8
00 4 4 1.96 1.18~3.26 422 2.53~7.02 9.00  5.46~15.1
o 0 5 4 162 1.27-2.05 3.48 2.74~4.42 750 5.90-9.53
0 1 3 4 1.96 0.978 ~3.92 422 2.11~8.44 9.00  4.54-18.2
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I 1=0.464 10" A1 =1.00 x10° A1 =215 %10
BRI BN HE2=1.00x10" 2 =2.15x10" 2 =4.64 x10'
Beriy R 3 22,15 x10° FIRE3 =4, 64 x 107 3 =10.0 x10'
kL4 =4.64 x10' Tt 4 =10.0 x 10" it 4 =21.5 x 10"
2 3 4 LDsg 95% W {5 i LDsy 95% I H LDy, 95% IR
0 1 4 4 162 0.893 ~2.92 3.48 1.92~6.30 750 4.14-13.6
o 15 4 1.33 0.885 ~2.01 2.87 1.91~4.33 619 4.11-9.33
o 2 2 4 1.96 0.930 ~4.12 422 2.00 ~8.88 9.09  431-19.1
02 3 4 162 0.797 ~3.28 3.48 1.72~7.06 750 7.50~15.2
2 4 4 1.33 0.715~2.49 2.87 1.54-5.36 619 332-115
0o 2 5 4 110 0.686 ~1.77 2.37 1.48 ~3.80 511 3.19-8.19
03 3 4 1.33 0.676 ~2.63 2.87 I 619 3.14-122
0 3 4 4 110 0.599 ~2.02 37 1 5.1 2.78~9.39
0 4 4 1.90 0 4.08 2. 880 4.50-17.2
0 s 4 147 16 2.20~4.54 6.81 4.74-9.78
13 4 1.90 4.08 1.63~10.2 880 3.51-22.0
1 4 4 1.47 316 1.41~7.10 6.81 3.03~15.3
s 4 114 0.581~2.22 2.45 1.25~4.79 528 2.70~10.3
2 2 4 1.90 0.706 ~5.09 4.08 152-11.0 880 3.28-23.6
23 4 1.47 0.564 ~3.82 316 1.21~8.24 6.81 2.62~17.7
2 4 4 114 0.454 ~2.85 2.45 0.977 ~6.13 528 211-13.2
3003 4 L4 0.423 ~3.05 2.45 0.912 ~6.57 5.28 1.97~14.2
2 0 4 4 178 0.662~4.78 3.83 1.43~10.3 825 3.07-22.2
2 0 5 4 L21 0.583 ~2.52 2.61 1,26 ~5.42 562 2.71~117
2 13 4 178 0.455 ~6.95 3.83 0.980 ~15.0 825 2.11-32.3
2 1 4 4 121 0.327 ~4.48 2.61 0.705 ~9. 66 5.62 1.52-20.8
2 2 2 4 178 0.410~7.72 383 0.883 ~16.6 8.25 1.90 ~35.8
2 2 3 4 121 0.266 ~5.52 2.61 0.573~11.9 5.62 1.23-25.6
o 0 5 3 1.90 1.12-3.20 4.08 2.42~6.89 880  5.22-14.8
o 1 4 3 1.90 0.777~4.63 4.08 1.67~9.97 880 3.60-21.5
TR R 1.47 0.806 ~2.67 316 1.74~5.76 6.81 3.74~12.4
o 2 3 3 1.90 0.678 ~5.30 4.08 Ld6~11.4 880  3.15-24.6
o 2 4 3 1.47 0.616 ~3.50 316 1.33~7.53 6.81 2.86~16.2
o 2 5 3 114 0.602-2.15 245 1,30 ~4.62 528 2.79-9.9
0o 3 3 3 1.47 0.573 ~3.76 3.16 1.24~8.10 6.81 2.66~17.4
o 3 4 3 114 0.503 ~2.57 2.45 1.08~5.54 528 2.33~11.9
o0 s 3 178 0.856 ~3.69 3.83 1.85 ~7.96 825 3.98-17.1
143 178 0.481 ~6.58 3.83 1.04~14.2 825 2.23-30.5
s 3 L21 0.451~3.25 2.61 0.972~7.01 562 2.09~15.1
2 3 3 L78 0.390 ~8. 11 383 0.840 ~17.5 8.25 1.81-37.6
2 4 3 L2t 0.310 ~4.74 2.61 0.668 ~10.2 5.62 1.44-22.0
3003 03 L2 0.279 ~5.26 2.61 0.602~11.3 5.62 1.30~24.4
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FlEE1=0.464 x 10"
AEE2=1.00x10"

FlE 1 =1.00 x10°

2 =2.15 10"

A=

.15 x10'

2 =464 10"

M 3=2.15x10' i3 =4.64 x10° 3 =10.0 x10*
k4 =4.64 x 10" 4 =10.0 x 101 it 4=21.5x10'

1 2 3 4 LDg, 95% " {5 it LDs, 95% AIfR B LDs, 95% 1 i it
o 0 2 4 2.15 1.38~3.36 4.64 2.98~7.23 0.0 6.42-15.6
0o 0 3 4 178 1.21~2.61 3.83 2.61~5.62 825 562121
00 4 4 1.47 = 316 = 6.81 —

[ o4 2.15 1.25~3.71 4.64 2.70 ~7.99 0.0 5.81~17.2
0 1 2 4 178 0.989 ~3.20 3.83 2.13-6.89 825 4.59-14.8
o1 3 4 1.47 0.853~2.53 316 1.84 ~5.44 6.81 3.96~11.7
01 4 4 121 0.825~1.78 2.61 1.78 ~3.83 562 3.83~8.25
0 2 2 4 1.47 0.784~2.75 316 1.69~5.92 6.81 3.64-12.7
0 2 3 4 121 0.674~2.18 2.61 1.45~4.69 562 3.13-10.1
0o 2 4 4 1.00 0.642 ~1.56 2.15 1.38 ~3.36 4.64  2.98-7.23
03 3 4 1.00 0.581 ~1.72 215 1.25~3.71 464 2.70-7.99
10 2 4 2.15 1.19~3.89 4.64 2.57~8.38 0.0 5.54-18.1
T 1.67 0.973 ~2.86 3.59 2.10~6.16 774 451-13.3
10 4 4 1.29 0.918 ~1.82 2.78 1.98~3.91 599 4.26-8.43
1 1 o4 2.15 1,04 ~4.44 4.64 2.25~9.57 1.0 4.85-20.6
1 12 4 1.67 0.750 ~3.71 3.59 1.61 ~8.00 774 3.48-17.2
1 o3 4 1.29 0.580 ~2.87 2.78 1.25-6.19 599 2.69-13.3
1 144 1.00 0.485 ~2.06 2.15 1,04 ~4.44 464 2.25-9.57
12 2 4 1.29 0.524~3.18 2.78 113 ~6.86 599 2.43-14.8
o33 4 1.00 0.393 ~2.55 2.15 0.846 ~5.48 4.64 1L82~118
2 0 2 4 2.15 0.888 ~5.23 4.64 191~11.3 0.0 4.12-24.3
2 0 3 4 1.47 0.605 ~3.56 3.16 1.30~7.67 6.81 2.81~16.5
20 4 4 1.00 0.412~2.43 2.15 0.888 ~5.23 4.64 1.91~11.3
2 1 [ 2.15 0.728 ~6.38 4.64 1.57~13.7 0.0 3.38-29.6
21 2 4 1.47 0.419~5.14 316 0.903 ~11.1 6.81 1.95-23.9
2 13 4 1.00 0.246 ~4.06 215 0.531~8.75 4.64 1L14~18.8
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