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摘要 二 英类生物检测法在大规模二 英类筛查中具有重要的应用价值. 其中, 基于荧光素酶报告基因的

二 英类生物检测技术, 是依据二 英类化合物通过结合芳香烃受体从而引发一系列毒理效应的生物过程而设

计的, 具有灵敏度高、应用范围广、与毒理效应相关性强的特点. 最新研究进展表明, 该类技术可检测到的

2,3,7,8-TCDD标准物质的最低浓度达到了0.1 pM, 可应用于农业、食品、环境等领域的多种样品中痕量二 英类

化合物的筛查, 在政府管理部门、第三方检测咨询机构及相关企业等方面具有广阔的应用和推广前景, 同时, 该
方法在环境健康风险评估和相关基础研究中有更广阔的发展空间. 本文着重介绍了基于荧光素酶报告基因的

二 英类生物检测法——CALUX生物检测法的原理、发展进程、应用现状和标准化的方法体系并对CALUX法
的优缺点进行总结及之后的发展进行展望.
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1 引言

多氯二苯并对二 英(PCDDs)及多氯二苯并呋喃

(PCDFs)通常统称为二 英类化合物. 这类物质具有高

脂溶性、化学稳定性、生物累积性, 可以进行远距离

传输, 并具有明显的毒性效应, 是典型的持久性有机

污染物(persistent organic pollutants, POPs). 二 英类

化合物不仅广泛分布于土壤、水体、空气颗粒物等各

种环境介质中, 还存在于各种动植物和人体当中. 由于

二 英类化合物的难降解特性及食物链的累积和放大

效应, 这类化合物对人类健康的威胁是长期的
[1]. 不仅

如此, 这类化合物可以通过激活细胞内的芳香烃受体
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(AhR), 调控下游基因转录, 引起细胞内一系列的毒性

效应
[2,3], 最终引发广泛的毒理与健康效应, 包括皮肤

毒性
[4]
、免疫毒性

[5]
、生殖缺陷

[6]
、致畸性

[7]
、内分泌

毒性
[8]
和致癌性

[9,10]
等. 因此, 针对二 英类化合物的

环境监测及环境健康研究受到了广泛的重视. 针对多

种环境介质及生物样品的二 英类化合物的检测技术

与分析方法也由此得到了蓬勃发展.
二 英类化合物的检测方法主要有两大类: 化学

分析法和生物检测法. 其中高分辨气相色谱-高分辨质

谱联用法(high resolution gas chromatography-High
resolution mass spectrometry, HRGC/HRMS)的化学分

析方法是二 英类化合物分析的“金标准”. 但是金标

准方法的检测过程复杂, 检测成本高, 检测周期长, 在
大规模二 英类化合物筛查方面存在局限性

[11]. 因此,
相对快速简便的二 英类生物检测法得到发展和应

用. 随着现代生物技术与二 英毒理研究的不断发展,
自20世纪90年代至今, 研究人员开发了一系列二 英

类生物检测技术. 尹雪娇等
[12]

对两大类二 英类生物

检测法, 即免疫类分析方法及基于AhR信号通路的检

测方法进行了综述. 其中, 基于二 英抗体的酶联免疫

测定法(ELISA)和基于AhR信号通路的荧光素酶报告

基因法, 如荧光素酶报告基因法(the chemical-activated
luciferase expression, CALUX), 已在实际应用过程中

得到了长足的发展, 并在美国、日本和欧盟建立了相

应的标准方法. 与ELISA法相比, 基于细胞的荧光素酶

报告基因法灵敏度更高, 并可反映样品的毒性效应, 在
二 英痕量样品大规模筛查和健康风险评估中更具有

优势.
最新完成的二 英排放清单调查报告显示, 我国

二 英排放量在已公开二 英排放数据的国家中位列

第一, 且排放源数量多、分布广泛
[13]. 作为二 英排放

大国和《斯德哥尔摩公约》缔约国, 我国大规模样品

的二 英类污染物筛查的需求日益增加. 因此, 二 英

类污染物的生物筛查法无论在技术研发还是环境管理

的层面, 都已开始得到各方重视并取得了重要的进展,
一些具有自主知识产权的二 英类生物检测方法和技

术也应运而生. 鉴于荧光素酶报告基因法在二 英类

筛查和健康风险评估中的优势, 而关于此方面内容的

文献综述报告较少, 本文将着重介绍不同荧光素酶报

告基因法的技术原理和特点, 并对该类方法在多种样

品二 英类筛查及在环境健康研究方面的应用进行了

总结, 其中也包括我国在该领域的最新进展.

2 基于荧光素酶报告基因的生物检测法的
技术原理及特点

基于荧光素酶报告基因的生物检测法是利用二

英类化合物通过作用于细胞内的AhR从而激活下游信

号通路, 诱导细胞核内含有二 英响应原件(DRE)启动

子调控序列的报告基因表达的生物过程而设计的(图
1). 二 英类化合物将以一定的剂量依赖性方式诱导

检测细胞中荧光素酶基因的表达, 即报告基因的表达

量在一定的条件下与二 英类化合物的含量呈现特定

的对应关系, 从而通过检测报告基因可以实现对所暴

露的二 英类化合物的半定量
[14~16]. 其核心技术是构

建含有DRE的启动子调控序列的报告基因质粒和稳定

转染该质粒并含有内源性AhR的细胞株. 检测质粒及

细胞株的构建主要是通过基因重组和细胞基因工程改

造来实现的. 而活化的AhR与重组启动子中DRE的结

合并使其启动的能力是检测质粒乃至重组细胞株检测

能力的决定因素之一.
基于荧光素酶报告基因的生物检测法(CALUX

法)由美国加州大学Denison研究组于1996年首先提出.
他们选取了经典的AhR信号通路下游调控基因小鼠

CYP1A1基因启动子上游富含DRE −1301~−819区域

作为二 英响应区段(dioxin responsive domain, DRD),
其中包含4个DRE, 将其插入小鼠乳腺癌病毒(MMTV)
启动子中, 并将重组后的启动子DRE-MMTV基因序列

整合到pGL2-basic质粒中, 构建了pGudluc1.1质粒, 再

将pGudluc1.1质粒转染到小鼠肝癌细胞系(Hepa1c1c7)
中, 最终得到了H1L1.1c2细胞株, 以此形成了第一代

CALUX生物检测系统(G1)[17](图2). 与此同时, pGu-
dluc1.1质粒也被转染到不同类型的宿主细胞, 如人永

生化胶质细胞RHEK-1[18](表1). 当待测样品与细胞株

共同孵育时, 其中的二 英类化合物将进入细胞, 激活

细胞内的AhR信号通路, 从而激活上游含DRD的报告

基因的启动子, 诱导荧光素酶的转录表达. 利用一系

列浓度的毒性最强的二 英标准物质(2,3,7,8-TCDD)
暴露所获得的荧光素酶报告基因检测值绘制标准曲

线, 从而确定二 英类物质的毒性当量与荧光素酶检

测值之间的对应关系
[27]. 在随后的几年时间中, Deni-

son实验室不断完善报告基因质粒, 优化DRE插入序列
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以及启动子和载体的选择, 并向不同宿主细胞内稳定

转染改造质粒, 相继发展了三代CALUX检测系统.
2004年, Han等[22]

将DRD-MMTV基因序列重组到改良

的荧光素酶报告基因载体pGL3-basic中, 构建了pGu-
dluc6.1质粒, 再将其稳转到Hepa1c1c7中得到了G2检
测系统. 两个重组细胞株G1与G2相比, 检测灵敏度相

当, 检测2,3,7,8-TCDD标准物质的最低检出限均为

1 pM. G1的特点是细胞株对二 英类化合物的响应时

间短, 可以在4~6 h内进行检测, 而G2细胞株的最佳相

应时间为24 h. 因此G1细胞株更适用于二 英类化合

物的快速检测. 而G2细胞株选择了更新的报告基因载

体, 其优点是荧光素酶的表达不会受到细胞质内其他

物质的影响, 所以整个检测系统更加稳定, 因此G2系
统也得到了广泛应用与推广. 2004年, Besselink等[23]

使

用第二代质粒转染的大鼠肝癌细胞H4IIE作为检测系

统(表1), 并将该系统命名为DR-CALUX. 为了进一步

提高CALUX系统的稳定性、特异性和灵敏度, 2011
年, He等[20]

筛选获得了更敏感的CALUX检测质粒

pGudLuc7.5F, 其中应用了5个DRD拷贝, 并正向插入

到MMTVΔ94启动子上游, 报告基因载体仍为pGL3-
basic (图2). 2015年, Brennan等[19]

将该质粒稳定转染

到小鼠肝癌细胞Hepa1c1c7中得到了第三代(G3)重组

细胞株H1L7.5c3, 其检测2,3,7,8-TCDD标准物质的最

低检出限达到了0.1 pM, 半最大效应浓度(EC50)为
16 pM; 同时他们也将该质粒转染到大鼠肝癌细胞系

H4IIE中, 得到的细胞株H4L7.5c2, 其检测最低检出限

与H1L7.5c3相当, EC50略高于H1L7.5c3 (表1), 但在实

际样品检测中, 系统的背景值相对较低.
除了CALUX法以外, 北海道大学Kojima实验室也

发展了类似的荧光素酶报告基因检测方法. 2008年,
Takeuchi等[24,25]

通过优化DRE序列与启动子序列, 构

建了新型报告基因检测质粒pIND-DCDR7, 其中使用

了果蝇热休克蛋白启动子, DRE富集序列同样来自小

鼠CYP1A1基因启动子上游的DRE富集区域, 所插入

的DRD由两部分组成, 分别为−1334~−962与−1334~
−844, 前者DRD中包含3个DRE, 后者包含4个DRE,

图 1 CALUX生物检测法原理(网络版彩图)
Figure 1 Principle of CALUX bioassay (color online).
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虽然最终插入序列的实际长度与CALUX系统的DRD
有差别, 但是DRE来自相同的位置(图2). 他们将pIND-
DCDR7检测质粒稳定转染到小鼠肝癌细胞中, 所获得

的重组细胞株命名为DR-EcoScreen. 该系统对于

2,3,7,8-TCDD标准物质的最低检出限可达0.1 pM,
EC50为2.8 pM.

相比于欧美国家和日本, 我国二 英生物检测技

术的研发起步较晚, 但也已形成了若干自主知识产权

图 2 报告基因检测系统中质粒构建图的比较(网络版彩图)
Figure 2 Comparison of plasmid construction based on reporter gene systems (color online).

表 1 各种报告基因生物检测法中质粒与细胞株构建信息

Table 1 Construction information of plasmids and cell lines in various reporter gene bioassays

质粒类型 细胞 重组细胞系名称 DRE个数 启动子来源 EC50 (pM) MDL (pM) a)
参考文献

pGudLuc7.5
(G3)

大鼠 H4L7.5c2 20 MMTV 43 0.1 [19]

小鼠 H1L7.5c3 20 MMTV 16 0.1 [20]

小鼠 H1L7.5c1 20 MMTV 6.9 0.1~1 [21]

pGudLuc6.1 小鼠 H1L6.1c2 4 MMTV 12~50 1 [22]

(G2) 大鼠 DRCALUX 4 MMTV 29 1 [23]

pGudLuc1.1 小鼠 H1L1.1c2 4 MMTV 70 1 [17]

(G1) 人类 HKY1.7 4 MMTV 200 10 [18]

pIND-DCDR7 小鼠 DR-EcoScreen 7 Heat-shock 2.8 0.1 [24,25]

pCL-CR2 小鼠 CBG2.8D 8 小鼠CPY1A1基因 14.9 0.1 [26]

a) MDL指最低检出限(minimal detection limit)
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的生物检测技术. 在荧光素酶报告基因二 英生物检

测技术方面, 已从引进国外现有的技术方法开展应用

研究过渡到应用自主知识产权的技术方法开展应用研

究的阶段. 2014年, Li等[28]
对小鼠CPY1A1基因启动子

上游富含DRE的区域进行了深入研究. 研究发现, 在小

鼠CPY1A1启动子上游局域包含8个DRE序列, 这些

DRE序列以及与序列左右两端不同长度的区域对下游

基因转录调控能力各不相同, 其中位于−821处的DRE
序列在人、大鼠、小鼠中都具有高度的保守性, 并且

转录活性高于其他各处的DRE. 该DRE序列在美国和

日本所研发的系统中并未使用. 在此基础上, 赵斌

等
[29]

在2014年发明了新型高灵敏的检测质粒及相应

的细胞株, 并于2016年获得授权. 该质粒有两个特点,
一是在插入DRE序列的选择方面, 检测质粒选择了小

鼠CYP1A1基因上游−1099~−802作为DRD (包含4个
DRE系列), 并将该DRD的双倍拷贝插入到pGL3-basic
载体中构建了新型重组质粒pCR-CR2 (图2). 该质粒的

另一个特点是在基础启动子的选择方面. CALUX法的

检测质粒和pIND-DCDR7在这方面均使用了外源性的

强启动子提高转录效率,如CALUX法中使用的MMTV
启动子. 而pGL-CR2质粒直接选择小鼠CPY1A1基因

的启动子的部分序列作为重组质粒的基础启动子, 以

提高筛查数据在毒性风险评估中的适用性. 将pGL-
CR2质粒稳定转染到小鼠肝癌细胞系中, 得到重组细

胞株命名为CBG2.8D, 该系统对2,3,7,8-TCDD标准物

质的最低检出限能达到0.1 pM, EC50约为15 pM, 最高

浓度TCDD相对于对照组的激活效率可达100倍以上,
检测能力达到了其他荧光素酶报告基因二 英类生物

检测技术的水平, 也是目前国内授权的3项同类发明中

灵敏度最高的技术. 2018年, Zhang等[26]
详细报道了该

系统的系统检测参数, 数据表明该系统对于标准物质

的检测稳定性好, 响应范围为0.15~1000 pM.

3 基于荧光素酶报告基因的生物检测法的
应用

基于报告基因的生物检测方法在多个国家和地区

得到了很好的发展, 研究单位和政府部门将此类方法

不仅应用到多种环境介质样品的二 英含量的检测,
而且应用到其他类型的污染物如部分多环芳烃以及

AhR激动剂的筛选等方面. 与此同时, 该方法在一些国

家和地区也形成了一系列标准方法.

3.1 在环境样品检测中的应用

垃圾焚烧厂、化工厂、固体废物填埋区等是二

英点源污染的重要发生地, 这类地区周围产生的废

气、废水、废物中二 英含量往往很高, 采集区域样

品并经过合适的前处理后, 可以对荧光素酶报告基因

检测细胞株进行染毒测试, 从而进行二 英类的半定

量检测. Zhou等[30]
使用日本的DR-EcoSrceen对垃圾焚

烧炉周围采集的78个废气样品进行二 英检测, 并将

生物检测结果与仪器分析结果进行对比, 结果显示

使用DR-EcoSrceen检测得到的毒性当量与仪器分析法

得到的数值之间有良好的相关性, 相关系数R2
达到

0.98.
Behnisch等[31]

应用以PCDD/Fs/多氯联苯检测为基

础的化学分析方法和荧光素酶报告基因生物检测法,
评估了来自6个不同焚烧厂的不同煤粉样品中二 英

毒性物质的毒性, 结果表明, 生物检测法的毒性当量值

与化学分析法所获得的国际毒性当量(I-TEQ)值相当;
另外, 许利等

[32]
对我国四川省内两个地区的固体废物

焚化炉(MSWIs)周围的粉煤灰和土壤样本进行采样并

使用CALUX法(G2)对样品中的二 英类物质含量进

行测定.
除了点源污染地环境样本的检测, 荧光素酶报告

基因生物检测法在其他环境样品的筛查与鉴定, 包括

低浓度二 英样品, 也得到了很好的应用. Sciuto等[33]

通过CALUX法对两种野生鱼类鲈鱼和斜齿鳊以及养

殖物种虹鳟中的二 英和二 英类多氯联苯污染物进

行了定量, 以此评估了意大利西北部的两个湖泊马焦

雷湖和科莫湖以及附近地区的二 英和二 英类多氯

联苯污染水平. Stronkhorst等[34]
先用CALUX法筛查了

荷兰沿海港口沉积物中二 英类化合物, 再用HRGC/
HRMS法测定了20种含有多氯联苯类化合物(PCBs)且
具有CALUX活性的沉淀物, 最后将CALUX-TEQ值与

HRGC/HRMS-TEQ值进行比较, 发现CALUX-TEQ具
有更高的TEQ值, 且两种方法测得的TEQ值得到的线

性关系R2=0.48, 相关性小, 说明沉淀物种可能含有未

识别的二 英类化合物, 证明CALUX法可有效地补充

标准二 英类化合物分析; 在土壤样品检测方面, Lin
等

[35]
曾使用G2方法对800个来自台湾的土壤样品中

二 英含量进行分析, 实现了使用生物检测法大批量
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监察环境中二 英含量的目标. Asari等[36]
将CALUX法

应用在废旧木材回收过程中的风险评估中, 证实了在

废物木材样品中存在POPs和无机有毒化合物, 且垃圾

粉尘中的二 英类化合物表现出高浓度水平, 表明拆

除废物可能造成污染. Suzuki等[37]
基于CALUX法和

XDS-CALUX (异种生物检测系统-化学活化的萤光素

酶表达)开发了一种分离检测废物和环境样品中溴化

二 英和氯化二 英的方法, 并将该方法用于筛选现

场样品(烟气、粉煤灰、底灰、废水、表土、河流沉

积物、工作场所室内空气和房屋灰尘). Vandermarken
等

[38]
用CALUX法对比利时家用供暖系统的木灰样品

进行了二 英类活性分析, 并将最终结果与关于使用

肥料的法规和使用限制值进行比较, 以评估木灰用于

施肥的安全性; Wong等[39]
应用该方法研究了5个国家

收集的有机阻燃剂的浓度和尘埃中的类二 英活性,
分析了不同有机阻燃剂组浓度与类二 英活性之间的

相关性.
目前, 最低检出限为0.1 pM的检测系统在环境介

质中二 英含量较低的大气样本中得到了广泛应用.
Khedidji等[40]

使用G3 CALUX检测系统对阿尔及利亚

地区大气颗粒物PM10中的二 英进行定量, 生物检测

得到的数据(BEQs)与全球其他国际工业基地相似;
Anezaki等[25]

使用EcoScreen对大气样本中的PCDD/Fs
和DL-PCBs进行定量, 与仪器分析结果进行比较, 结果

显示, 该系统可以很好地应用在大气样本中二 英类

化合物的检测方面. Zhang等[26]
应用CBG2.8D系统对

北京大气样品中二 英含量也进行过检测, 并与仪器

分析法进行比较, 结果显示, 生物检测法得到的结果

与仪器分析结果之间相关系数高达0.97. 这些应用实

例都说明, 该类方法适用于大气等样品痕量二 英类

的筛查.

3.2 在生物样品检测中的应用

人体内二 英的摄入途径来自环境与食物两个方

面, 有效地监测食品中与人体内二 英的含量对于人

群健康风险评估意义重大. 将荧光素酶报告基因生物

检测法应用于食品、人体样品的检测中, 不仅可以实

现对二 英的定量, 还可以评估样品中的活性物质对

AhR的激活效率.
金一和等

[41]
应用CALUX法和高分辨气相色谱-高

分辨质谱联用检测方法分别测定了4例母乳、21例血

液和21例脂肪样品的二 英毒性当量, 发现这两种方

法的检测结果具有良好的相关性, 说明CALUX法适用

于血样、脂肪组织和乳汁在内的二 英类污染物测

定; Sciuto等[42]
也用CALUX法和传统的HRGC/HRMS

法分别检测了从西米谷市获得的13个原料奶样品, 以

及从皮埃蒙特地区当地市场获得的30个奶样品, 发现

两种方法具有很好的相关性, 说明CALUX方法可以作

为监测牛奶中二 英的筛选工具; Pauwels等[43]
用气相

色谱和电子捕获检测的化学分析法对在比利时生殖医

学中心收集的来自不孕妇女的共106份血清和9份卵泡

液样品中的多氯联苯(PCB)同系物进行了定量,之后用

CALUX法测定血清和卵泡液的总毒性当量, 发现两种

方法所获得的总毒性当量具有很好的相关性; Nelson
等

[44]
用CALUX法对各个人群的母乳进行了流行病调

查, 发现随着母亲年龄的增加, 母乳中二 英含量也会

增加, 而且沿海地区人群母乳中二 英浓度要高于内

陆. Dorneles等[45]
用CALUX法分析了28个圭亚那海豚

的肝脏样品, 用于评估巴西各个海口的二 英类化合

物含量, 发现其高生物分析当量(BEQ)浓度范围为

1.94~15.6 pg BEQ/g脂肪. Pizzochero等[46]
也用CALUX

法对巴西里约热内卢州的白口鱼类中二 英类化合物

水平进行了检测. van Overmeire等[47]
用CALUX法对牛

奶样品中多氯二苯并对二 英(PCDD)/F TEQ测定的

方法进行了验证, 决定限额达到4.53 pg TEQ/g脂肪,
与3 pg TEQ/g脂肪的最高限值没有显著差异; Hoogen-
boom等

[48]
用CALUX法对面包、动物脂肪、动物饲料

中的二 英进行了筛查. Gizzi等[16]
应用CALUX法对鱼

油和饲料中的二 英和类二 英PCB(DL-PCBs)进行

了检测. Tsutsumi等[49]
用CALUX测定法筛查了零售鱼

类中的PCDD/Fs和DL-PCBs, 研究发现, CALUX分析

与化学分析金标准方法之间有很强的相关性, 用于测

定PCDD/Fs的相关系数R2
为0.89, 测定DL-PCBs的相

关系数R2为0.91. Laier等[50]
对16个丹麦人乳样品中的

总二 英类化合物活性进行了测定, 其浓度范围为

20.5~55.8 pg TEQ/g脂肪, 总体略高于仪器分析获得的

TEQ值(14.8~43.6 pg TEQ/g脂肪).

3.3 方法的标准化及应用

日本环境省于2003年5月召开了二 英简易测定

法探讨会, 以二 英生物检测法为核心开始对二 英

简易测定法进行了验证和技术评价. 2004年5月, 日本
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环境省二 英简易测定法探讨会公布了关于简易测定

法的技术评价报告, 并明确指出用简易测定法对废物

焚烧炉排放的烟气、飞灰和炉渣进行测定是适宜的.
与此同时, 环境省明确了国家不仅要推进简易测定法

的技术开发, 而且要促进其成果的采用和普及的方针.
同年7月, 日本国土交通省于2004年7月首次公布了“河
流、湖泊底泥中的二 英简易测定法(草案)”, 从而第

一次把简易测定法(GC/LRMS)和二 英生物检测法两

种方法定为标准方法, 随后将CALUX法认定为用于对

废气、灰渣中二 英类化合物检测的国家标准(No.
92-1-1).

欧盟于2006年规定了食品中二 英类7月1日开始

实施的《食品、饲料的二 英类标准》, 于2002年7月
26日颁布的EC指令(2002/69/EC)中规定, 把二 英生

物检测法作为筛选方法来使用. 此处的筛选方法是指

利用细胞的二 英生物检测法(cell-based bioassay)和
利用试剂盒的二 英生物检测法(kit-based bioassay).
2007年, 美国国家环境保护局于EPA发布了EPA Meth-
od 4435, 报告中将CALUX G2报告基因法指定为土壤/
底泥/生物组织和水中二 英的检测法.

我国自加入斯德哥尔摩公约以来, 针对二 英的

排放监测工作不断加强, 2007年国务院批准的《中华

人民共和国履行关于持久性有机污染物的斯德哥尔摩

公约国家实施计划》中明确提出发展二 英生物检测

技术, 制订二 英生物检测国家标准. 原环保部科技标

准司在2013年启动了环保公益行业专项“超高灵敏

二 英类生物检测方法的开发与应用”项目的研究工

作, 由中国科学院生态环境研究中心、中国环境监测

总站、中日友好环境保护中心等单位联合承担. 在该

项目的基础上, 建立了我国自主知识产权的荧光素酶

报告基因生物检测系统, 开展了焚烧飞灰及土壤样品

的二 英类筛查的应用研究, 并提出了基于报告基因

的二 英类生物检测标准方法的建议稿. 同时, 国家环

境保护标准“固体废物二 英类的筛查报告基因法”正
在公开征集意见.

3.4 在环境与健康评估方面的应用

报告基因生物检测法的原理是基于AhR信号通路

设计的, AhR与二 英类化合物结合之后通过调控转

录因子, 介导下游基因转录. AhR参与调节细胞色素P-
450酶家族成员和与许多关键的生理过程有关的其他

基因的表达, 如细胞周期和增殖以及免疫反应
[3,51,52].

除二 英外, AhR还可以感知、响应和防御其他持久

性有毒物污染物, 如DL-PCBs和与二 英结构相似的

多环芳烃(如苯并芘、荧蒽). 据报道, 空气中的PAHs
可能导致呼吸系统和心血管疾病

[53,54]. 因此, 关注样

品中其他类型的芳香烃类污染物(多环芳烃PAHs)对于

全面评价样品的毒性效应非常重要. Zhang等[26]
近期

发表的关于CBG2.8D检测系统应用于大气样品二 英

类筛查的研究中, 应用该系统评价了AhR的激活效率,
从而评估了大气样品中AhR活性物质的总的毒性效

应, 并应用样品总AhR激活效率(total AhR activation,
TAA)的概念, 对不同二 英类污染物在其中的贡献进

行了探讨. 他们发现, 大气颗粒物中PAHs的含量占有

很大比重, 其毒性当量与大气样品的TAA之间存在相

关性, 相关系数达到0.9. Pieterse等[21]
基于CALUX的

原理改进了一种PAH-CALUX报告细胞系, 专门用于

类二 英的PAHs的筛选, 尤其是致癌性的PAHs.
此外, 报告基因检测法也可用于环境健康效应的

评估, 通过对人体样本中AhR的激活效应的检测, 评

估了人体内源性代谢产物与疾病发生发展的关系. 例

如, 在慢性肾病(CDK)的研究中, 病人体内蓄积的尿毒

素硫酸吲哚酚是一种色氨酸代谢物, 同时也是AhR的
激动剂. Dou等[55]

用CALUX系统(G3)测定了CKD患者

和CKD小鼠模型血清中AhR的激活率, 提出了AhR活
化能(AhR-activation potency, AhR-AP)的概念, 并作为

评价指标, 与一系列病理指标进行了相关性研究. 通过

与健康对照血清相比发现, CKD患者血清显示出强烈

的AhR-AP, 且AhR-AP与肾小球清除率和吲哚酚硫酸

盐浓度密切相关. 此项应用也预示报告基因检测法可

以作为一些疾病进展的评价手段.

4 总结与展望

本文总结了基于荧光素酶报告基因的二 英生物

检测法的设计原理、发展进程以及应用情况. 报告基

因生物检测法以其高通量、低成本、灵敏快捷等特点

逐渐成为二 英类污染物检测筛查的有效手段. 该方

法已被应用于多种介质中二 英类化合物的检测. 将

报告基因生物检测法与仪器分析法结合使用, 两者能

够互相补充, 以生物检测作为初筛, 为仪器分析法提

供更加有效特异的筛选数据, 提高检测效率, 降低成
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本消耗.
报告基因生物检测法的设计原理与细胞毒性通路

之间有着密切联系, 保证了该方法在污染物毒性与环

境健康风险评估中的明显优势. 目前最新构建的几种

高灵敏报告基因检测系统的最低检出限均可达到

0.1 pM, 在痕量二 英样品的检测与筛查中显示了很

好的应用前景, 已在多种环境及食品样品中实现了广

泛应用. 该方法特有的高通量、低成本等优势, 适用

于大规模环境介质的监测监管、农业领域的二 英筛

查、食品生产企业的过程预警及质量监控. 此外, 该方

法在环境和健康评估方面有潜在的应用价值. 目前, 该
方法在生物样本检测中的应用数据还比较少, 在未来

的实践当中, 应不断扩充在生物样本中的应用数据,
为污染物毒性效应评估和环境健康风险评估提供更多

有价值的参考数据. 与欧美发达国家相比, 我国的二

英报告基因检测法起步较晚, 各种介质中二 英生物

检测数据积累相对较少, 今后还需不断扩大检测系统

的应用研究范围.
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Abstract: Bioassay systems have been widely applied in large-scale screening of dioxins. Among these systems, the
luciferase reporter gene-based bioassay system is designed based on aryl hydrocarbon receptor signaling pathway which
mediates a series of toxicological effects of dioxins. The advantages of this bioassay system include high sensitivity,
wide application and strong correlation with toxicological effects. Based on recent research on several newly developed
systems, the minimum detection limit of such analytical method can reach 0.1 pM. This system could be widely used in
agricultural, food, environmental, government administration and the third party inspection agency. Furthermore, a
broad application prospect of this bioassay system has been proposed recently in environmental health study and health
risk assessment. This review describes the development, application, standardized methods and mechanism of CALUX
assay, as well as the future perspective.
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