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　　摘要:地方性砷中毒是一种严重危害健康的地方病 , 研究发现 , 高砷暴露环境下的个体并不都患病 , 提示除环境

因素外 , 个体的遗传易感性在砷中毒的发病过程中可能也起着重要作用。砷在体内的代谢过程涉及许多酶促和 /或非

酶促反应过程 , 现在研究较多的砷代谢酶促反应 3种相关酶是谷胱甘肽 S转移酶 (GSTO1-1)、 嘌呤核苷磷酸化酶

(PNP)、 三价砷甲基转移酶 (CYT19/AS3MT), 围绕上述酶及其基因多态性展开综述。
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　　地方性砷中毒是一种严重危害健康的地方病 , 主要分为

饮水型和燃煤型 , 中国 、 印度 、 尼日利亚等 20余个国家出现

过饮水型砷中毒的病例 , 我国大陆饮水型砷中毒病区主要分

布于新疆 、 内蒙古 、 山西等 12个省 (区), 受影响人数达 200

多万人 [ 1] 。砷对健康的危害是多方面的 , 摄入体内的砷可经

血液迅速分布至全身 , 皮肤 、 肝脏 、 肺脏等均可受累;砷还

是国际肿瘤机构 (IARC)确认的人类致癌物之一 , 长期接触

高浓度无机砷可引发皮肤细胞癌变及肺脏 、 肝脏等脏器的肿

瘤。近来流行病学研究发现 , 高砷暴露环境下的个体并不都

患病 , 提示除环境因素外 , 个体的遗传易感性在砷中毒的发

病过程中可能起着重要作用。而砷在体内的代谢过程涉及到

许多酶促和 /或非酶促反应过程 , 本文拟就砷代谢酶促反应的

3种相关酶:谷胱甘肽 S转移酶 Omega1-1 (GSTO1-1)、 嘌呤

核苷磷酸化酶 (PNP)、 三价砷甲基转移酶 (CYT19/AS3MT)

的作用及其基因多态性的研究进展做一综述。

1　体内砷的代谢过程及与之相关的酶

无机砷 (iAs)进入体内后在肝脏内发生还原和氧化甲基

化的基本过程是:砷酸 (砷酸还原酶 /嘌呤核苷磷酸化酶)※

亚砷酸 (砷甲基化)※五价单甲基砷酸 (还原酶 /谷胱甘肽 S

转移酶 Omega)※三价二甲基砷酸 (砷甲基化)※五价单甲

基砷酸 (还原酶 /谷胱甘肽 S转移酶 Omega)※三价二甲基砷

酸 (见图 1[ 2])。

也有研究发现 , 砷代谢还有 DMAⅢ (二甲基砷酸)氧化

甲基化※TMAO(trimethylarsineoxide, 氧化三甲基砷), 其进

一步还原※TMA(trimethylarsine, 三甲基砷)这一过程 [ 3] 。

以前的研究发现 MMAⅤ远不如无机砷的毒性强 , 故认为砷在

体内的甲基化是一个解毒过程 [ 4] 。 2001年 Aposhian等用仓鼠

评价了 MMAⅢ和 iAsⅢ的毒性 , 惊奇地发现 MMAⅢ的急性毒性

是 iAsⅢ的 4倍 [ 5] 。 MMAⅤ 、 MMAⅢ 、 DMAⅤ和 DMAⅢ均可引起

细胞染色体畸变和姊妹染色体互换等 DNA损伤 , MMAⅢ毒作

用强于 MMAⅤ , DMAⅤ作用最强 [ 6];DNA损伤由强到弱的顺

序是:DMAⅢ >MMAⅢ >iAsⅢ和 iAsⅤ >MMAⅤ >DMAⅤ [ 7] 。以

上研究都表明砷在体内的甲基化并不完全是解毒过程。

以上代谢过程中出现了四步还原反应:iAsⅤ还原为 iAsⅢ、

MMAⅤ还原为 MMAⅢ、 DMAⅤ还原为 DMAⅢ和 TMAO还原为

TMA。 Radabaugh等研究发现 iAsⅤ还原为 iAsⅢ 的还原酶为

PNP[ 8 , 9] , 也有人对 PNP和 iAsⅤ还原为 iAsⅢ之间的关系产生怀

疑 , 因这些研究中只用到了小鼠 [ 10] , 有研究显示可能是

GSTO1-1[ 6] 。 2005年有学者在人红细胞的溶胞产物和小鼠肝脏
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注:arsenate—砷酸 , arsenite—亚砷酸, MMA—单甲基砷酸 , DMA—二甲基砷酸

图 1　砷代谢过程示意图

的胞质溶胶中研究发现作为砷酸盐还原酶的两种候选酶———

甘油醛-3-磷酸盐脱氢酶 (GAPDH)和磷酸甘油酸酯激酶

(PGK), 而且证实 GAPDH具有砷酸盐还原酶活性 , 但体内作

用还不清楚 [ 11] 。 Yin等 [ 12]研究发现 , MMAⅤ还原为 MMAⅢ和

DMAⅤ还原为 DMAⅢ这两步反应的还原酶都是 GSTO1-1。 Wa-

ters等 [ 13]研究发现 AS3MT催化 TMAO还原为 TMA, 期间经过

三步氧化甲基化反应过程:iAsⅢ甲基化为 MMAⅤ 、 MMAⅢ甲

基化为 DMAⅤ和 DMAⅢ氧化甲基化为 TMAO, 并进一步显示是

AS3MT在这三个氧化甲基化反应中起作用 [ 14] 。

2　GSTO1-1作用及其基因多态性

GSTO是 GSTs的一个新的超家族 , 除了硫醇转移酶和脱

氢抗坏血酸还原酶活性外 , 还具有人类 MMAⅤ和 DMAⅤ还原

酶活性 , 是环境致癌物无机砷代谢过程中的一种限速酶 [ 7] 。

近来发现 GSTO1-1存在于大量的哺乳动物体内 , 在正常组织

细胞中 GSTO1-1含量丰富 , 尤其是肝细胞 、 巨噬细胞 、 神经

胶质细胞和内分泌细胞。这些发现和已知的 GSTO1-1活性说

明了其具有与其他 GSTs不同的生物学功能 [ 12] 。

基因库中 GSTO1-1基因位于染色体 10q25.1上 , 包含 6

个外显子和 5个内含子 , 基因序列全长 12.5 kb, 编码 241个

氨基酸序列。 Yu等对 22名欧洲后裔和 24名本土美国人的

GSTO1-1基因多态性进行分析 , 发现了 33个多态性位点 , 6

个位于外显子上 , 其中 4个是错义突变位点 , 并且欧洲后裔

和本土美国人的多态性位点有很大差异 , 其中 19个多态性位

点是欧洲后裔所特有 , 12个多态性位点是本土美国人所特有 ,

只有 2个多态性位点是他们所共有的;欧洲后裔人群 A140D、

E155del和 E208K三种多态现象在本土美国人群中均不存在 ,

而本土美国人群 A236V多态现象前者则没有 , 但是这些基因

的多态性是否会引起人体砷代谢的变化 , 作者未作进一步探

讨 [ 15] 。 Mamell等对墨西哥的 75名饮水型慢性砷暴露居民的

GSTO1-1基因多态性和尿中砷代谢产物变化的关系进行了研

究 , 发现了一些与砷代谢个体差异有关的可疑多态性位点 ,

但对这些相关基因型和代谢表型的确定并没有进一步研究 [ 16] 。

Tanaka-Kagawa等检测了人类 GSTO 1-1基因的两个变异体

(Ala140Asp和 Thr217Asn)对 MMAⅤ还原能力的差异 , 结果

发现变异体 Ala140Asp的还原能力与野生型相同 , 变异体

Thr217Asn与野生型相比其 Vmax和 Km 分别下降了 56%

和 64%[ 17] 。

Schmuck等 [ 18]的研究证实 GSTO1-1对于 MMAⅤ和 DMAⅤ

具有显著的活性 , 而且发现 GSTO1-1的 A140和 D140亚型的

巯醇转移酶 、 脱氢抗坏血酸还原酶 、 MMAⅤ还原酶和 DMAⅤ还

原酶活性没有差异;与之比较 , E155缺失对于所有研究的酶

作用底物特异的活性增加了 2 ～ 3倍。 他的另一研究中则指

出 , 虽然最近研究发现在个别高砷暴露的人群中 GSTO1-1遗

传多态性和异常尿砷排泄量有一定的联系 , 但不同的

GSTO1-1变异体的 MMAⅤ还原酶活性仍不清楚 [ 19] 。

迄今为止 , 所研究的人群中 E155缺失等位基因具有很低

的发生频率 , 纯合子非常罕见 , Whitbread等 [ 20]对非洲人 、 中

国人和澳大利亚人的 GSTO1-1基因功能及多态性进行研究 ,

发现只有一名中国人出现了突变纯合子 , 但观察到 2个错义

突变位点 (A140D和 E155del), 包含在 Yu等 [ 15]所发现的 4

个错义突变位点中。有研究显示 T217N置换造成了 GSTO1-1

的 MMAⅤ还原酶活性显著下降 [ 17] , 然而这种观察的关联性目

前还不清楚 , 虽然这种置换在 SNP(singlenucleotidepolymor-

phisms)数据库中有报道 , 但在对人类的研究中还没有发现 ,

可能是一个罕见基因或者 EST(expressedsequencetags)测序

错误的结果 [ 15 , 16, 20] 。梁冰等 [ 21]应用 PCR-RFLP技术检测了
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130例燃煤型砷中毒患者和 140名健康人的 GSTO1Ala140AsP

基因位点的多态性。结果表明 , 病例组中携带GSTO1 140Ala/

Asp+Asp/Asp(杂合型 +突变纯合型)基因型个体的比例略

高于对照组 , 差异无统计学意义 (P>0.05)。 DeChaudhuri

等 [ 22]在孟加拉西部的砷中毒病区选择了 25位砷致皮肤损伤患

者和 25位非损伤患者 , 采用 PCR-RFLP技术检测了这些病人

的 GSTO1 (Ala140Asp, -/AGG, Glu208Lys)基因的 3个位

点的多态性 , 结果未发现病例组与对照组在 GSTO 1 (Ala

140Asp, -/AGG, Glu208Lys)几个基因型的分布上存在差异

(PAlal40Asp=0.27, P-/AGG =0.44, PGlu208Lys=0.23)。 Engstrom

等 [ 23]对阿根廷北部的 147位妇女的 GSTO1 (UniGeneAcces-

sionno.Hs.190028)进行了测序 , 结果并未发现等位基因频率

>20%的基因多态性 , 这一结果说明在人群中 GSTO1多态性

的频率太低尚不能对尿砷有影响作用。 但在研究中他们发现

了一种新的基因变异型 , T2562C(一个杂合型携带者), 该基

因型尚需进一步研究其分布规律。 Anna-Lena等 [ 24]对欧洲中

部 414名对象进行调查 , 检测其 GSTO1基因多态性 , 运用多

重线性回归方法分析了 GSTO 1的 3个基因型与尿液中

%DMA、%MMA和%iAs的关系 , 结果发现 GSTO 1的多态性

与%DMA、%MMA和%iAs均无相关关系 , 这一结果也说明

GSTO1与砷代谢调控可能无关 , 在还原反应过程中可能无还

原酶或者出现了其他特殊的酶。

3　PNP作用及其基因多态性

哺乳动物体内的 PNP功能之一是催化次黄嘌呤和鸟嘌呤

的核糖和 2-脱氧核糖核苷进行可逆的磷酸裂解反应 , 生成嘌

呤碱基和核糖 (脱氧核糖)-1-磷酸盐。缺乏该酶的儿童均呈现

严重的 T细胞免疫缺乏症 , 而 B细胞功能正常。近年来对

PNP缺陷的研究比较多 , 当 PNP有缺陷时 , T细胞就不能复

制从而不能激活 B细胞和预防感染 , 造成一种严重的联合免

疫缺陷 (SCID)。儿童如果 PNP酶有缺陷 , 就很容易出现感

染 、 自身免疫性疾病 、 神经功能缺陷和癌症。 然而如果 PNP

缺陷儿童能够避免感染和接触致癌物 , 他们就有机会生存更

长时间。

研究证实 PNP是广泛存在于体内的砷酸盐还原酶 [ 25] , 但

到目前为止 , PNP在砷酸盐的还原反应过程中的作用还不清

楚 [ 10 , 26] 。基因库中人类 PNP基因位于染色体 14q13.1上 , 包

含 6个外显子和 5个内含子 , 基因序列全长 7.6kb, 编码 289

个氨基酸序列。美国亚利桑那州的一项调查研究发现欧洲后

裔和本土美国人 PNP基因的多态性位点有 48个 , 其中 6个多

态性位点位于基因的外显子上 , 并且 PNP基因的多态性位点

在欧洲后裔和本土美国人之间存在差异 , 11个多态性位点是

欧洲后裔所特有 , 13个多态性位点是本土美国人所特有 , 24

个多态性位点是 2 种人种所共有。 其中有一个错义突变

(G51S)和一个在已知的增强区基因内多态性位点 [ 15] , G51S

在欧洲后裔和本土美国人群中的发生率分别为 14%和 35%。

DeChandhuri等 [ 22]采用 PCR-RFLP技术分析了 229例砷中毒病

例和 199 名正 常人群的 PNP的 3 个基因多态性 位点

(His20His, Gly51Ser, Pro57Pro), 结果发现病例组与对照组

在 condon20 (P=0.02)、 condon51 (P=0.04)和 condon57

(P=0.04)位点上的多态性分布差别有统计学意义 , 这可能

是由于 Gly51Ser在 condon51上的多态性位于磷酸盐或 PNP酶

的砷结合区域附近 , 在这个位置的替代物可以产生一些结构

性修饰从而影响蛋白质功能。这一结果说明 PNP多态性与砷

中毒有关 , 这对研究砷中毒的易感性具有重要意义。

PNP与体内砷代谢的关联性 , 迄今为止各种观点难以统

一 [ 11] 。虽然在 PNP缺陷病例和正常人群中更多的多态性位点

被发现 , 但他们并未被证实在砷代谢过程中发挥作用。 对于

PNP在砷代谢中的作用及其基因多态性与砷代谢产物谱和地

方性砷中毒易感性的关系还需进一步的研究。

4　CYT19/AS3MT作用及其基因多态性

自 1951年 Challenger在真菌中发现无机砷的甲基化过程

以来 , 已经在鼠类 、 狗 、 家兔等多种实验动物和人体内得到

证实。随着无机砷甲基转移酶和单甲基砷甲基转移酶从家兔 、

仓鼠 、 恒河猴肝脏和 Chang人类肝细胞中分离纯化的成功 , 无

机砷在体内甲基化的基本过程也得到较为深入的阐明。

机体内砷的甲基化是在甲基转移酶 (methyltransferase)

催化下进行的。但是 , 由于砷的甲基转移酶类———无机砷甲

基转移酶和单甲基砷甲基转移酶均以三价砷而非五价砷作为

反应底物 , 因此进人体内的 iAsⅤ首先需被还原为 iAsⅢ 。这一

还原过程主要是在 iAsⅤ还原酶催化下完成 , 另外 , 还原型谷

胱甘肽 (GSH)作用下的非酶促反应也可能参与。 还原生成

的 iAsⅢ能够以 S-腺苷甲硫氨酸 (SAM)作为甲基供体 , 在

iAsⅢ甲基转移酶催化下生成 MMAⅤ , 这是砷的第一步甲基化

过程。而后 MMAⅤ被还原为 MMAⅢ , 进而在 MMAⅢ甲基转移

酶的作用下生成 DMAⅤ , 这是砷的第二步甲基化过程。 在有

些动物体内可能还存在着第三步甲基化过程 , 并可以生成三

甲基砷酸 (TMAⅤ)[ 27] 。

Lin[ 28] 、 Thomas等 [ 29] 曾经报 道在啮齿类动 物体内 ,

AS3MT作为砷的甲基转移酶在 SAM为甲基供体的前提下可使

iAsⅢ甲基化为 MMAⅤ , MMAⅢ甲基化为 DMAⅤ 。基因库中人

类 AS3MT基因位于染色体 10q24.32上 , 包含 12个外显子和

11个内含子 , 基因序列跨越 32 384个碱基 , 编码 338个氨基

酸。 Wood等 [ 30]对生活在高砷区的 60例美籍非洲人(AA)和

60例美籍高加索人 (CA)的 AS3MT基因进行分析 , 发现

AS3MT基因有 27个单核苷酸多态性位点 , AA有 22个多态性

位点 , CA有 21 个多态性位点 , 其中有 3 个错义突变:

A173W、 M287T和 T306I, 其中处在第 9外显子的 M287T突变

在两组人群的发生率分别为 10.8%和 10.0%, 实验后发现

Thr287同种异构酶活性和蛋白表达水平分别为野生型的

350.0%和 190.0%;其中 1例美籍非洲人的突变体 Thr173酶

活性和蛋白表达水平分别是野生型的 31.0%和 20.0%;还有

1例美籍高加索人的突变体 Ile306酶活性和蛋白表达水平分别

为野生型的 4.8%和 4.4%。 Maria等 [ 31]对墨西哥 135例暴露

于饮水砷为 5.5 ～ 43.3 μg/L的人群 AS3MT基因多态性和尿内

甲基化砷代谢产物之间的关系进行研究 , 发现研究的人群中

AS3MT基因上有 3个多态性位点和 DMA/MMA的比例有显著
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关系。对这种关系进行分析后 , 发现只有在研究的儿童 (7 ～

11岁)中存在这种联系。排除儿童后再进行分析 , 成人中

(18 ～ 79岁)就没有这种基因关联。对 AS3MT进行测序 , 发

现有一个位于 287位氨基酸位置的错义突变 M287T, 但没有发

现和表现型之间存在关系。 Engstrom等 [ 23]采用 Taqmanassay

技术对阿根廷北部妇女的 AS3MT(UniGene, Hs.123461)多

态性进行了检测 , 结果在初步筛查中观察到了 9个曾报道过

的多态性位点 , 其中有 3 个多态性 (G12390C, C14215T,

G35991A)频率 >20%, 剩余 6个中有 1个 (Met287Thr)是

外显子多态性 , 其他均为内含子多态性 (C5019T, a36-bpde-

letionat5051, T5194G, adeletionofTTTat8788, T12590C)。

其中 G12390C、 C14215T、 G35991A多态性与砷代谢产物之间

存在相关性 , 携带等位基因突变基因型的个体其尿液中

%MMA降低而%DMA增高。 G35991A多态性的 3个基因型组

之间尿液%MMA、%DMA、 DMA/MMA之间差别有统计学意义

(P<0.001)。

AnnaLena等 [ 24] 对欧洲中部 414名对象进行调查 , 对

AS3MT(Hs.34492)进行基因测序 , 运用多重线性回归方法

分析了 AS3MT的 3个基因型与尿液中%DMA、%MMA和%iAs

的关系 , 结果发现 AS3MT的多态性与%DMA、%MMA均存在

相关关系 (P<0.01), 携带 M287T(C※T)基因型者%MMA

较高 , 这一结果与 Drobna等 [ 32]通过体外研究发现的正常细胞

系比 AS3MT沉默的细胞系里的%DMA降低 42%的结果相符

合 , 但与先前墨西哥和阿根廷的调查结果不一致。 Martin

等 [ 33]认为人体内有上百种不同的甲基转移酶 , AS3MT不可能

是唯一调控砷甲基化的酶 , 这就提示在今后的研究中应该考

察多个甲基转移酶的交互作用。

以上的基因组学和功能基因组学的研究结果显示 , 对

AS3MT进行基因测序来研究各种突变成为一种前提 , 从而有

助于对于砷的毒性 、 砷的致癌性的危险性或者用含砷药物治

疗疾病出现个体差异进行深入研究。

5　小结

综上所述 , 众多研究均显示 3种砷代谢相关酶 GSTO1-1、

PNP、 AS3MT基因在人群中存在多态现象 , 但是这些基因的

多态性是否会影响到砷代谢产物种类和含量 , 进而影响到砷

的毒性大小 , 并影响机体对砷中毒的易感性 , 尚未作进一步

的探讨。对砷代谢产物和砷代谢相关酶类的研究 , 有助于阐

明砷对机体的毒性作用及其机制 , 由于受众多因素的影响 ,

砷代谢过程比较复杂 , 特别是砷代谢的确切通路 、 在体内的

分布和存在形式 、 相关酶类的确认及其相关基因多态性的研

究仍有待更深入的研究。大部分研究只观察分析了单个基因

与砷的关系 , 作者认为应该深入研究多个砷代谢相关基因之

间的联合作用及基因与环境之间的交互作用。
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几种抗氧化剂对甲基汞所致神经损伤的防治作用
刘巍 , 徐兆发

(中国医科大学公共卫生学院环境卫生学教研室 , 辽宁 沈阳　110001)

　　摘要:甲基汞主要造成中枢神经系统损伤 , 其机制尚未被完全阐明 , 氧化损伤可能是甲基汞所致神经毒性的重要

病因。抗氧化剂是一类低毒高效 , 具有多种生物活性的物质 , 本文就甲基汞所致脑氧化损伤的机制及几种抗氧化剂的

抗氧化机制进行简要介绍 , 为甲基汞中毒的防治提供理论参考。
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Researchprogressonantioxidantsagainstneurotoxicityinducedbymethylmercury
LIUWei, XUZhao-fa

(DepartmentofEnvironmentalHealth, SchoolofPublicHealth, ChinaMedicalUniversity, Shenyang110001, China)

Abstract:Brainisthemaintargetorganpoisonedbymethylmercury, themechanismoftheneurotoxicityisstillnotquite

clear.Itwassuggestedthatoxidativedamagemightplayakeyroleinmethylmercuryinducedneurotoxicity.Antioxidantsarea

kindofthesubstanceswithlowtoxicityandhighbioactivity.Inthispaper, themechanismsofneurotoxicitycasuedbymethyl-

mercuryandtheantagonisticeffectofantioxidantswerereviewed.
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