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重金属诱导细胞凋亡的分子机制

刘欣梅，项黎新，邵健忠飞周庆军

(浙江大学生命科学学院，杭州1 310012 )

摘 要: 重金属诱导的细胞凋亡是一个十分复杂的过程，不同种类的重金属以及同类重金属

离子的不同价态所诱导的凋亡效应及其分子机制不尽相同 。 目前的研究表明，重金属与 DNA形成

加合物而导致DNA损伤可能是引发细胞凋亡的重要步骤:多种重金属能通过激活内质网、线粒体

钙通道，使Ca2 +释放进入细胞质而引发凋亡;重金属还能使细胞中 ROS 升高，在直接导致 DNA

损伤的同时，启动与线粒体相关的细胞凋亡信号通路。 此外， ROS 还能通过MAPKs 增强 JNK介

导的 FasL 和 Fas 表达，最终使 caspase-3 和 caspase-7 激活 ， 从而促进凋亡的发生 。 重金属诱导细

胞凋亡还涉及一系列重要基因和蛋白质的参与，包括促进凋亡的 Src 家族酷氨酸激酶、 b缸、 fas 和

p53 等基因及相关蛋白，抑制凋亡的 Spl 钟指转录因子、 bcl-2 和 myc 等基因及相关蛋白。部分重

金属如锅、辞等对细胞凋亡具有诱导和拮抗双重效应，其中拮抗效应主要是通过与自由钙离子协

同进行的，而诱导效应则可能是通过调节 caspase-3 ~.舌性而实现的。
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细胞凋亡是细胞受到内、外因子剌激后发生的

由自身基因调控的生理性死亡行为，是一个主动和

高度有序的生命活动过程。由于其在个体正常生长

发育中所扮演的重要角色以及细胞凋亡紊乱在病理

学上的重要意义，引起了人们对其机制的广泛而深

入研究。细胞凋亡可由生物、物理和化学等因素诱

导产生，在众多的凋亡诱导因子中 ， 重金属是较早

被认识的典型诱导因子之一[1 ，2]。由于重金属具有独

特的生理学效应，在正常情况下，对细胞的生长发

育具有特殊的调节作用，同时随着工农业生产的发

展，重金属又成为环境中最为严重的污染因子之

一，它们对机体的重要组织器官如肝、肾、神经

系统等均会造成严重的毒性，影响机体正常的生理

生化代谢、遗传发育、甚至造成癌变 。 因此，对

重金属的细胞和分子毒理学效应和机制的研究长期

以来一直受到重视，特别是近年来发现包括锅、

铭、镇、铅、肺、东等在内的几乎各种有毒重金

属均可诱导或影响细胞凋亡[川，因此重金属的凋亡

毒理学研究迅速兴起，并成为细胞凋亡及其机制研

究的模型和热点 。 本文对近年来该领域的研究进展

作一综述。

1 DNA 损伤与重金属诱导细胞凋亡
重金属的一个重要毒理学效应就是能够与DNA

结合形成加合物而导致 DNA损伤，近年来许多学者

认为， DNA 损伤是重金属引发细胞凋亡的重要步

骤。 Flores[5]等在研究锚酸饵 Cr(VI)的细胞毒理学效

应时发现 ， Cr(VI)是一种很强的凋亡诱导剂，它能

诱导 Pam 212-ras 细胞发生典型的凋亡特征。为了

深入探讨重金属诱导细胞凋亡与 DNA加合及损伤的

关系， Flores 等用 pBR322 质粒超螺旋 DNA 作为研

究模型 ， 发现在抗坏血酸存在下，锚酸能够使

pBR322 DNA 从超螺旋形式向开环形式转变，这种

转变表明了 。(VI)和抗坏血酸使 pBR322 DNA链发

生了断裂。同时， 他们还运用 CD spectroscopy 技

术分析了铭酸饵对人工合成的多聚脱氧寡核昔酸链

的影响，发现铭酸饵能够与 poly(dG-dC) . poly(dG­

dC) 结合并使其构象发生扭曲，而且这个过程能够

被抗坏血酸所强化。 Voitkun 等[6]发现， Cr6+ 本身并

不能与 DNA相互作用， 只有在其被细胞内抗坏血酸
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还原成 C沪、 Cr"+和 Cr3 +等还原态锚后才能与 DNA

发生作用 。 因此分析 ， Cr(VI)之所以能够诱导细胞

凋亡，可能与其和 DNA 发生加合反应而导致 DNA

损伤有关。在抗坏血酸作用下，铭酸饵(CrVI)能迅

速被还原，形成抗坏血酸 -Cr(III) -DNA 三联加合物

[7]，引起 DNA 链间交叉结合，同时在还原反应中

产生特定的活性基团，导致DNA超螺旋产生缺口 ，

使DNA双螺旋结构发生强烈的变形， 最后导致DNA

片段化结构产生，促进细胞凋亡的发生 。

2 Ca2+ 与重金属诱导细胞凋亡

Ca2+ 是细胞内重要的第二信使， 它不仅参与细

胞的运动、增殖、分泌和多种代谢，而且还参与

细胞凋亡。 目前的研究表明 ， 在许多细胞的凋亡过

程中，都伴随胞内自由 Ca2+ 的大幅度增加， 特别是

在凋亡早期， Ca2+ 往往表现出急剧增加，提示 Ca2+

是启动细胞凋亡的早期信号[8 ] 。 近年来，己有较多

的研究显示， 在铅、录等重金属诱导的细胞凋亡过

程中，也伴随着胞内自由 C a 2 + 浓度的升高 [ 9 ， 10] 。

Schanne[l l]等发现，用 lmmolJL 和 5mmol/L Pb2 +处

理成骨细胞时，胞内 Ca2+ 浓度从 125nmolJL 分别上

升到 170nmolJL 和 230nmol/L ， 通过 PKC 激活和抑

制试验发现， PKC 抑制剂能显著抑制 Pb2+ 引起的胞

内 Ca2+ 的升高，因此推测细胞外 Pb2+ 可替代 Ca2+ 激

活钙通道， Pb2+ 经 Ca2+ 通道进入细胞，细胞内微量

的 Pb 2+ 即可激活 PKC ，后者通过激活内质网 、 线

粒体的钙通道，使 Ca2+ 释放进入细胞质。 Gasso [l 2]

等则用 Ca2+ 阻断剂、 ER Ca2+-ATP酶阻断剂(inhibitor

of endoplasrnic reticulum Ca(2+)-A TPase)矛口 Na+J Ca2+ 

交换器(Na+JCa2+ exchanger)阻断剂分别作用于经隶处

理的细胞，发现它们均能阻断由衷引起的 Ca2+ 升

高，由此判断，柔可能通过促进 Ca 2 + 通道、 ER

Caμ-ATP 酶和 Na+J Ca2+ 交换器的作用，导致胞外

Ca2+ 内流和内质网 Ca2+ 释放等途径转移到细胞质

中，进而诱导细胞凋亡。

3 线粒体与重金属诱导细胞凋亡
线粒体是维持细胞内离子平衡和能量代谢的重

要细胞器，是对许多外源性化合物最敏感和最早受

到影响的损伤靶点， 特别是氧化损伤中主要的靶细

胞器[13] 。 近年来的大量研究还表明，它在许多因子

引起的细胞凋亡的信号传递和调控等过程中发挥着

中枢作用 。 目前， 对隶 、 铅等诱导的细胞凋亡机

制研究表明，线粒体在重金属诱导细胞凋亡的发

生、发展和信号转导中也发挥着重要作用 。 2002

年 ， Shenker[14]等开展了隶诱导人 T- 细胞凋亡的研

究，他们分别采用 MeHgCl 和 HgC12 处理人 T- 细胞

并分析线粒体的活性变化， 结果发现，两种东化合

物均能通过引起线粒体膜通透性变化而影响线粒体

活性。在两种柔化合物处理的细胞中，均出现线粒

体膜电位下降、细胞内 pH 发生变化、 ROS 产生、

GSH 含量下降，但是在 MeHgCl 处理的细胞中，细

胞色素 C含量显著增加 ， 而 Bcl-2 含量并未见变化:

而在 HgC12 处理的细胞中 ， 细胞色素 c 并没有显·著

增加 ， 但 Bcl-2 大量增加。实验说明了在东诱导的

细胞凋亡中 ， 线粒体发挥了重要作用，但不同的京

化合物能引起线粒体的不同变化， 从而启动不同的

凋亡途径。 近年来， 大量实验报道了 AS203 能够诱
导许多癌细胞凋亡[l1 1 6] ， 而在这个过程中，含琉基

基团的蛋白质可能是作用的主要靶分子，琉基是

AS203 诱导线粒体跨膜电位(11'I' m)下降和细胞凋亡的
重要化学感受器。线粒体l1'I'm 的下降，使 ATP 合

成过程无法正常完成， 从而不能为细胞提供充足的

能量，引起细胞凋亡 。

最近， He 等[17J又研究了铅、 孀诱导细胞凋亡

与线粒体的关系，观察到 Pb2+ 能够导致小鼠视网膜

细胞中钙离子浓度增加、 Bax 从细胞质中流入线粒

体以及细胞色素 c 从线粒体释放，释放的细胞色素

c通过活化 caspase-9 和 caspase-3 启动细胞凋亡。此

外， He 等还观察到在铅引起的小鼠杆状光感受细胞

凋亡过程中 Bcl-XL 过度表达的现象。 他们通过三维

电子断层摄影术， 观察了线粒体峭的解剖图以及通

透性、线粒体基质容量 、 接触位点等的变化，结

果发现在铅的作用下， 细胞中出现了 Ca2+ 超载、视

紫质损失、 Bax 从细胞质流入线粒体、线粒体呼吸

作用下降、膜电位降低、 细胞色素 c 释放、 caspase-

3 活化、 大量的线粒体结合位点暴露等一系列变

化，从而导致柱状细胞发生选择性凋亡。然而， 在

选择性凋亡过程中并没有出现线粒体基质肿胀、外

膜破裂、 caspase-8 活化以及Bid 分解现象，而当 Bcl­

XL 过量表达事件出现时， 除了钙离子超载现象依然

存在外，其他所有的凋亡事件均被阻断，说明过量

表达的 Bcl-XL 在整个成年期维持了线粒体的正常功

能。 Cai 等[ 1 8]在锅诱导的细胞凋亡中发现，铺离子

首先造成线粒体膜电位下降 ， 再通过渗透性交换孔

道释放细胞色素 C ， 细胞色素 c 通过激活 caspase-9
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启动细胞凋亡。 Kim 等[19J则通过 bcl-2 基因转染试

验，证明了线粒体参与了锅诱导的 Rat-1 纤维母细胞

凋亡，而且证明这个凋亡过程能够被 Bcl-2 所抑制 。

目前大量的研究显示，重金属能够使细胞中

ROS(reactive oxygen species)升高，或者引起内源

性抗氧化剂如 SOD 和 GSH 的耗竭。如低剂量的束

能使人淋巴细胞、肝细胞、脑细胞中的 ROS 升高，

并导致 GSH 的损耗和脂肪过氧化[20J o ROS 的升高 ，

一方面可以直接导致 DNA 损伤 ， 同时还可以启动

线粒体相关的凋亡信号通路，如通过激活 p53 引发

Bax 和 Noxa 的表达，后两种凋亡蛋白可以使线粒体

膜电位增加，导致线粒体内的细胞色素 c 释放进入

细胞质， 与 Apaf1结合 ， 其结果是 caspase - 9 被激

活 。 另外，损伤的线粒体也能释放 AIF 和 Smc ，

AIF 能够诱导非 caspase 依赖性的凋亡 ， Smc 则能抵

消 IAP 蛋 白所产生的抗凋亡效应 。 此外， ROS 也

可能通过MAP蛋白激酶增强非固有的凋亡途径， 特

别是 JNK介导的 FasL 和 Fas 表达。 FasL 和 Fas 与死

亡结构域(如 FADD 和 TRADD)结合，形成受体复合

物，激活 caspase - 8 0 caspase-8 和 casp ase-9 的激

活导致了 caspase 效应子 caspase-3 和 caspase-7 的激

活，最终促进细胞凋亡的发生[2IJ ( 图1) 。

4 MAPKs信号通路与重金属诱导细胞凋亡

2001 年 ， Namgung1 等最早研究了重金属诱导

的细胞凋亡与 MAPKs(mitogen- ac tiva ted protein 

kinases)介导的信号通路的关系 ， 发现亚肺酸盐的神

图 l 重金属诱导细胞;用亡机制示意图 121J

经毒性可能是归咎于由 p38 和 JNK3 MAPKs 激活而

引起的凋亡阳， 因为应用抑制剂 SB2旧580或CEP1347

阻断 p38 和 JNK 信号途径后 ， 能够保护小脑神经元

免受亚硝酸盐诱导而产生凋亡。 2003 年， Chuan 等

[23J报道了在铺诱导产生的细胞凋亡中 ， 3 种主要的

MAPKs 即 JNK(c-JUN N-terminal kinase) 、 p38 5阳

ERK(extracel1ular signal-regulated kinase)参与了细胞凋

亡过程的调节，他们还首次发现过氧化氢酶对由俑

引起的 JNK 活化过程很重要，由铺引起的持久的

JNK 凋亡信号激活过程需要功能性过氧化氢酶的参

与 ， 因为过氧化氢酶可能阻止对冈田酸(okada i c

acid)敏感的蛋白磷酸酶对 JNK 活性的阻断，过氧化

氢酶活性短期缺失， 能够使细胞逃避凋亡，并可能

使细胞发生癌变。 在重金属激活的 MAPKs 凋亡信

号通路中 ， Fas(AP0 1/CD95 )发挥了重要作用。 Fas

是一种跨膜蛋白，属于肿瘤坏死因子受体(TNFR)/

神经生长因子受体(NGFR)超家族成员，是细胞凋

亡过程中一种重要的信号传递分子，在多种细胞凋

亡的初始阶段发挥重要作用。它与 Fas 配体(FasL)

结合后可以进一步激活 caspase 蛋白酶家族、 bcl -2

家族 、 p5 3 等凋亡相关基因 ， 从而诱导细胞凋亡。

Fricsen 等[μ]认为 Fas 抗原表达上调会使向细胞传导

的死亡信号增强，从而触发细胞凋亡。 程云会等[町

的研究表明， Fas 在铅诱发大鼠脑细胞凋亡的起始

阶段起着十分重要的作用，他们通过检测醋酸铅染

毒大鼠脑细胞中凋亡受体 Fas 含量的变化，发现在

一定的剂量范围内，随着铅浓度增高， Fas 抗原表

达量增加，其介导的脑细胞凋亡率随之升高。而在

启动细胞凋亡的级联反应后 Fas 开始衰减，但凋亡

率依然保持上升趋势。 Kim 等[26J使用 T 细胞杂交瘤

作为 T 细胞凋亡研究的模型， 发现经过醋酸镇处理

后， T 细胞杂交瘤细胞迅速发生凋亡，其中二价镇

处理杂交瘤细胞后，细胞中的 FasL 在 mRNA 和蛋

白质水平都有明显表达， 并且伴随着 caspase-3 活性

的增加 ， 在 FasL 蛋白质水平被检测到后大约 10 小

时， caspas e -3 活性水平达到最高峰 ， 这暗示二价

镇通过或者至少是部分通过激活 Fas/FasL 信号通道

而导致细胞凋亡。

5 重金属诱导细胞凋亡中 涉及的重要基

因和蛋白质
重金属诱导的细胞凋亡是一个十分复杂的过

程，涉及一系列重要基因和蛋白质的参与，其中包
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括促进凋亡的 Src 家族酣氨酸激酶、 bax 、 fas 和 p53

等基因及相关蛋白，抑制凋亡的 Spl 辞指转录因

子 、 bc l- 2 和 myc 等基因及相关蛋白 。 如 Chen 等

报道，在 AS203 诱导白血病(acute promyelocytic 

leukemia, APL)细胞株 NB4 凋亡的过程中，bcl-2 基因

表达出现下调， 并且在这个过程中 ， PML-RARα 

嵌合蛋白(promyelocytic leukemia-retinoic acid recep­

tor alpha chimeric protein)也扮演着重要的角色[27，28] 。

而牛玉杰等[圳在醋酸铅诱导的大鼠脑细胞凋亡研究

中发现， bcl-2 和 bax 的表达均发生了显著变化，铅

使大鼠大脑皮层、 海马及小脑部位的 bcl-2 基因表达

下降，而 bax 基因表达增强，提示了铅可能通过抑

制 bcl-2 基因表达和促进 bax 基因过度表达， 使 Bcl-

2/B ax 降低， 致使细胞凋亡和存活信息平衡失调，

从而导致细胞凋亡。

尽管 p53 被认为是神经细胞死亡调节中一种必

需的蛋白质， 但长期来未见其在重金属引起的神经

毒性可能机理方面的报道 。 最近， J arkko 等 [ 30]在

Pb2+ 诱导的 GT1-7神经细胞中发现了 p53 的表达，但

未见其功能的发挥， 他们认为这可能是由于 p53 和

该细胞中的巨型 T 抗原相结合 ， 从而不可逆地阻止

了 p53 功能的正常发挥。 因此认为 ， Pb2+ 引起的神

经毒性可能是通过非 p53 依赖性凋亡途径实现的，

而且这个过程能被谷氨酸所强化。 而在 Liang 等川

人通过 DDRT-PCR(differential display reverse tran­

scriptase PCR )方法，发现在低剂量 AS203 诱导实体
瘤细胞MGC-803 凋亡的过程中 ， 由 p53 作用的一种

下游靶基因 PIGll 的表达量明显的上调 。

原癌基因家族 myc 被认为是一类参与包括重金

属在内的多种因子诱导的细胞调亡的重要调节基

因 ， 然而 Ishido 等[32]在铺诱导的肾上皮 LLC-PKl 细

胞凋亡研究中发现， c-myc 并不一定涉及锅诱导的

细胞凋亡。因为用放线菌D 或通过反义寡核昔酸阻

断 c-myc 转录后 ， 铺依然能够诱导细胞凋亡的发

生。 但在 Deng 等[33 ]人的研究中，明确表示了在

AS203 诱导 Ecl09 细胞凋亡的过程中 ， c-myc 基因表

达 降低 。

Src 家族蛋白酶氨酸激酶(Src-family tyrosine 

kinase)是一类重要的 、 具有高度同源性的蛋白酶氨

酸激酶(PTKs)。作为连接许多细胞外和细胞内重要

信号途径的膜结合开关分子 ， Src 激酶在受体介导

的信号传递及细胞间通讯中具有中心调节作用 。

Balamurugan等问通过免疫印迹试验和免疫复合物激

酶分析法， 发现在 Cr(III)诱导淋巴细胞凋亡的过程

中 ， Src 家族酷氨酸激酶中 p561ck， p59句n 和 p53/

561yn 等的表达显著增加，说明 Src 家族酷氨酸激酶

直接参与了细胞凋亡的诱导。进一步的研究表明 ，

Src 家族酷氨酸激酶的表达和活化是受 ROS 介导的。

Zhu等[览]人在研究AS203 诱导 3种白血病细胞株

和淋巴瘤细胞株 HL-60 、 RL 、 K562 凋亡的分子机

制中发现 ， CD95/CD 95L 的表达量增加，并且

caspase-8 和 caspas e-3 均被激活。 三种细胞间的不

同之处是 ， 在 HL-60 和 RL 细胞中 ， 与未经 AS203
处理组相比 ， Bcl-2 表达量增加， 而在 K562 细胞

中 ， Bcl-2 表达量并无变化。该研究暗示了 AS203 诱
导白血病或淋巴瘤细胞凋亡的部分机制是通过

CD96/CD95L 途径介导的。最近 Watkin 等发现，当

成体鼠的肺泡上皮细胞置于含氯化锅的培养基中

时，该细胞中与 DNA 结合的特异性蛋白 Spl 的活性

明显下降[36]，并且锅对 Spl 活性的抑制作用呈现时

间和剂量依赖效应， Sp l 活性的抑制作用发生在细

胞凋亡早期，在一定的时间内， 当去掉培养基中的

铺时，被抑制的 Spl 活性能够得到还原。该研究表

明 ， Spl 作为一种钵指转录因子 ， 它不仅在真核生

物基因表达、内环境稳定、 细胞周期运行和末端分

化过程中发挥调节作用 ， 而且在重金属诱导细胞凋

亡的过程中也扮演重要角色。

6 重金属对细胞凋亡的诱导和拮抗双重

作用机制
研究表明， 重金属俑和钵对细胞凋亡具有诱导

和拮抗双重效应，其中后者主要是通过与自由钙离

子协同进行的 。 体外实验表明， 俑和辞可以依靠自

由钙离子(100μM Ca2+)抑制分离的牛肝细胞核 DNA

发生断裂[37] 。 有人认为与 Ca2+ 共存时，锯甚至是一

种比辞还强的核酸内切酶抑制剂。这暗示了锅对核

酸内切酶的双重角色， 即低浓度时， 铺通过与核酸

内切酶上的一个 Ca2+ 结合位点结合而激活核酸内切

酶，而高浓度时 ， 铺与 Ca 2+ 相连 ， 对核酸内切酶

产生强的抑制作用[38] 0 Yuan 等[39]利用中国仓鼠作为

模型 ， 研究了锅对由锚引起的凋亡的抑制作用。他

们发现， 一定剂量的俑能对 Caspase- 3 活性产生强

的抑制作用，这种作用既表现出直接的 caspase-3 抑

制 ， 也表现出对前 Caspase - 3 转变成活性形式的抑

制 。 这一现象的发现， 提供了一个锅抗凋亡效应的

合理解释 ， 因为 Caspase-3 是凋亡过程中的一种关
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键酶。另外由于俑和辞拥有相似的蛋白质结合位

点，铺可能通过在稳定的细胞内位点中取代辞而发

挥作用(至少部分发挥作用)，从而直接或间接地抑

制 caspas e- 3 。铸在体内主要以 Zn 2+、辞依赖酶或

其它铮蛋白 的形式存在 ， 参与基因的转录和复制、

蛋白质生物合成、 激素与受体的特异性结合以及信

号转导等。辞对细胞凋亡影响的双重性， 主要取决

于细胞内的辞含量和作用时间 。 现已经知道 ， 在不

同的体内和体外系统中， 一定剂量的辞的可表现出

抗凋亡特性、抗氧化特性或抑制 Ca2+lMg2+ 依赖性的

凋亡核酸内切酶，其抗调亡特性可能也是通过抑制

caspase- 3 的活性来实现的 。

7 结语与展望
重金属诱导细胞凋亡是当前重金属细胞和分子

毒理学研究的热点，研究重金属诱导的细胞凋亡机

制 ， 对揭示重金属特有的生理和病理学效应具有重

要的理论意义 。 近年来，国 内外对重金属作用的细

胞和分子生物学机理己经取得了一些可喜的进展 ，

但是由于重金属与细胞的相互作用是一个极其复杂

的过程，己有的研究显示 ， 不同的重金属 ， 甚至

同一种重金属的不同价态，对细胞的凋亡的诱导机

制不尽相同 ， 而且不同的重金属问存在复杂的相互

作用如拮抗等 ， 因此对其普遍规律的认识仍然存在

很多亟待解决的问题。 如何在现有基础上 ， 深入阐

明重金属诱导细胞凋亡的信号转导和基因调控中的

普遍规律， 揭示重金属诱导机体细胞凋亡的生物学

意义将是今后研究的重点，人们也必将为此付出艰

苦 的努力 。
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The Molecular M echanisms of Apoptosis Induced by Heavy Metals 

LIU Xin Mei, XIANG Li Xin, SHAO Jian Zhong*, ZHOU Qing Jun 

( College of Life Sciences, Zh句iiang University, Hangzhou 310012, China) 

A bstr act: Apotosis induced by heavy metals is a complex process , in which apoptotic effects and molecular 

mechanisms vary with different ions or different elec trovalence of same ions . Recent researches indicated that 

DNA damage by adduction of D N A and ions may play an important role in apoptosis. Many heavy metal ions can 

activate the calcium ch annels on endoplasmic reticulum and mitocho ndria to release calcium into cytosol where 

calcium act as a second message to trigger the apoptotic cascades and induce apoptosis. Meantime, heavy m etal 

ions can elevate the level of ROS to activate relevant apoptotic pathway in cells, as a result the expression of JNK­

m ediated FasL and Fas through MAPKs were upregulated, and eventually caspase-3 and caspase-7 were activated 

to promote apoptosis. Expousure o f cells to heavy metals also may trigger numerous expression of genes and 

proteins invovled in apoptosis, which include the pro-apoptotic members such as Src-family tyrosine kinase , bax, 

fas , p53 and the anti-apoptotic members like Spl zinc-finger transcrip tion factor, bcl-2, c-myc. Some heavy metals 

like cadium and zinc were of d ual effects of both inducing apoptosis by activating caspase-3 and antagonizing 

apoptosis synergized by free calcium. 

Key words : h eavy metals; apoptosis; molecular mechanisms 
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