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#摘要$!目的!研究人参皂苷 =2

$

对中国仓鼠肺细胞%;]J&染色体畸变作用) 方法!测定人参皂苷 =2

$

对

;]J细胞的半数抑制浓度%8;

('

&#根据 8;

('

设立不同剂量组#进行染色体畸变试验#分别观察人参皂苷 =2

$

接触

;]J细胞 ) L(%+ L 及加 9

#

后 ) L 染色体的畸变情况#根据标准进行结果判定) 结果!染毒 ) L(%+ L 及加 9

#

后染毒

) L 染色体畸变为阴性) 结论!人参皂苷 =2

$

不能引起 ;]J细胞染色体产生畸变作用)

#关键词$!人参皂苷 =2

$

$ 中国仓鼠肺细胞$ 染色体畸变
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%;]J& 5A11O?.>674?:!I6BAPA@.0NAPLA8;

('

6QR0NOAN6O0BA=2

$

0N ;]J5A11O# /NB P6AOP/210OL PLA@/NRA6QB6OAO

/556@B0NRP6PLA8;

('

/NB 0NBT5P06N 6Q5L@6.6O6.A/2A@@/P06N?ILA@AOT1PO>A@AZTBRAB /556@B0NRP6PLAF6O0P0WA@AOF6NOA
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$

/NB /P) L /QPA@

PLA/BB0P06N 6Q9

#

.0[PT@A?!45A8B:=45:!cNBA@PLA56NB0P06NOTOAB 0N PL0OOPTBS# R0NOAN6O0BA=2

$
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!!人参皂甙 =2

$

%R0NOAN6O0BA=2

$

&是人参二醇皂

甙单体#是人参皂甙发挥生物活性作用最重要的活

性成分之一) 研究表明#人参皂甙 =2

$

具有清除氧

自由基(保护中枢神经系统(保护心血管系统(拮抗

钙离子(抗血小板聚集等作用 ," 7)-

#但对其毒理研究

报道较少) 染色体畸变试验是一种广泛应用的经

典检测染色体损伤的技术#在致突变物的作用下#

染色体或染色单体断裂#可形成断片#断端也可重

新连接或互换而表现出多种畸变类型) 中国仓鼠

肺细胞%简称 ;]J细胞&是药物遗传毒性研究技术

指导原则中体外哺乳动物细胞染色体畸变试验常

采用的细胞 ,*-

)

本实验以 ;]J细胞为试验模型#观察人参皂苷

=2

$

对细胞染色体畸变的影响#评价 =2

$

体外细胞染

色体的损伤情况#预测其是否具有潜在的遗传毒

性#降低临床试验受试者和药品上市后使用人群的



用药风险)

J3材料和方法

JRJ3材料

"4"4"!试剂' ;]J细胞购自中科院上海细胞库$人

参皂苷 =2

$

对照品购自中国药品生物制品检定所#

分子量 "'*##批号 """)&)-%''('"$胰酶购自 961/@206

公司#批号 %'""'(")$=CE8")+' 购自赛默飞世尔生

物化学制品%北京&有限公司#批号 :gG'(("$新生

牛血清购自杭州四季青公司#批号 ""'""'$台盼蓝

购自 961/@206公司#批号 I&'*'$注射用丝裂霉素购

自浙江海正药业股份有限公司#批号 "''"')$环磷

酰 胺 购 自 江 苏 恒 瑞 医 药 股 份 有 限 公 司# 批 号

""'*"&%"$#辅酶 88购自上海源聚生物科技有限公

司#进 口 分 装# 批 号 "''$'&$ )-磷 酸 葡 萄 糖 购 自

90R./公司#批号 _*&*#$9

#

活化系统制备'取体重在

"*' k%'' R的健康 9CD级 9F@/RTA-Y/>1AS雄性大

鼠#腹腔注射 ") .R<.J的苯巴比妥钠 %4( .J<aR#"

L 后#腹腔注射给予浓度 %' .R<.J的 #

-萘黄酮-玉

米油混悬液 %4( .J<aR#于第 ( 天颈椎脱臼处死大

鼠#制备肝匀浆) 匀浆以 # ''' @<.0N 离心 "' .0N#

取上清液% 9

#

&分装#液氮冷冻保存) 临用时#取 9

#

进行 9

#

混合液配制) 9

#

混合液组成''4( .J9

#

#$

.J'4% .61<J磷酸盐缓冲液#'4" .J"4)( .61<J氯

化钾溶液#'4" .J'4+ .61<J氯化镁溶液#'4( .J

'4'( .61<J 葡 萄 糖-)-磷 酸 钠 盐 溶 液# '4& .J

'4'%(.61<J辅酶 88溶液) 其余试剂均为国产 G=)

"4"4%!仪器及器材' 倒置显微镜型号 UY9%''#重

庆奥特光学仪器有限公司生产$生物显微镜型号

9EG=I#重庆奥特光学仪器有限公司生产$二氧化

碳细胞培养箱型号 U;-V")'9#上海博迅实业有限公

司医疗设备厂生产$台式低速离心机型号 IY(G-

b9#湘麓离心机仪器有限公司生产$双人单面净化

工作台型号 9b-;V-%DY#苏州净化设备有限公司生

产$%+ 孔细胞培养板#美国 ;6@N0NR公司生产)

JRH3方法
!^+_"

"4%4"!细胞培养' 由液氮中复苏冻存的 ;]J细

胞#培养液为 =CE8")+' 培养基#使用前加入浓度为

"'' 单位<.J的青霉素(链霉素抗生素#"'j新生牛

血清) 细胞置 $*h((j的二氧化碳培养箱中培养)

待细胞长满 *'j k&'j单层时#用 '4%(j胰酶溶液

进行消化(传代) 取生长良好的细胞#进行半数生

长抑制浓度%8;

('

&测定和染色体畸变试验)

"4%4%!剂量设计' 通过细胞毒性试验计算细胞半

数生长抑制浓度 %8;

('

&#根据 8;

('

设定染色体畸变

试验剂量#同时设阳性对照%直接诱变剂 EE;及间

接诱变剂 ;C&和溶剂对照组)

"4%4$!半数生长抑制浓度 %8;

('

&测定' 样品在无

菌条件下配制#用 ;]J细胞进行半数生长浓度测

定#选择浓度为 ((%4(("4%(('4)%(('4$% .R<.J(

个浓度梯度剂量组测定 8;

('

) 取对数生长期的细胞

用 '4%(j胰酶消化处理#制备成细胞悬液#以 ")+'

完全培养液将细胞浓度调至 + m"'

( 个<.J#吸取细

胞悬液接种至 %+ 孔板中#每孔 '4( .J) %+ L 后#在

无菌条件下配制不同浓度的药品 % (( %4(( "4%((

'4)%(('4$% .R<.J&#每个浓度设 $ 个平行孔#并设

空白对照孔) %+ L 后将各孔培养液弃去#用不完全

培养液洗 " 遍后#再加 $''

!

J胰蛋白酶消化#待各

孔细胞脱落后加 *''

!

J完全培养液终止消化并吹

打混匀) 吸取细胞悬液和台盼蓝稀释液各 ('

!

J混

匀#染色 " .0N#血球计数板计数各组细胞数) 以对

照组的平均值为 "''j#计算加药组与对照组之间

的比率)

"4%4+!统计学方法'计算 $ 孔的平均值和标准差#

试验数据采用%JqO&表示) 用 YG9"4' 软件进行数

据分析)

"4%4(!染色体畸变试验'将贴壁生长良好的 ;]J

细胞#胰酶消化#用培养液制成 + m"'

( 个<.J细胞

悬液#分别接种到 *( .J细胞培养瓶中#& .J<瓶#

在 $*h((j ;H

%

培养箱中培养) 细胞密度达 &'j

k#'j时#加入 =2

$

溶液 %根据 8;

('

测定的结果#$

个剂量组的终浓度分别为 $4$(( "4)&( '4&+ .R<

.1&$阳性对照组在不加 9

#

混合液时#加入 EE;水

溶液 '4% .J#其终浓度为 %

!

R<.J$加 9

#

混合液时#

加入环磷酰胺水溶液 '4% .J#其终浓度为 "%'

!

R<

.J$溶液对照组为培养基) 加 9

#

%'4+ .J&混合液

时#细胞染毒 ) L 后#倒掉加 9

#

) L 组和阳性组培养

液#用 CU9 洗涤细胞 % k$ 次#再加入完全培养液#

继续培养至 %+ L#收获细胞) 不加 9

#

混合液时#染

毒 ) L 和 %+ L 后分别收获细胞) 各组于终止培养前

+ L#加入 ")

!

R<.J秋水仙碱 '4% .J#终浓度为 '4+

!

R<.J) 按常规方法制作染色体标本并染色(镜检#

在相同试验条件下重复试验 " 次) 试验各组选择分

散较好的 %'' 个中期分裂相细胞#计数每组的染色

体畸变细胞) 染色体畸变类型主要包括多倍体(断

片(交换(环状染色体(微小体(内复制(染色体碎

#"中国比较医学杂志 %'"% 年 & 月第 %% 卷第 & 期!;L0N V;6.F EAB# GTRTOP%'"%# 6̀1?%%?:6?&



裂(双着丝点染色体等#结果以百分率%j&表示)

"4%4)!结果判定标准'细胞畸变率&

(j为阴性

% 7&$细胞畸变率&

"'j为可疑% q&$细胞畸变率

&

%'j为阳性% o&$细胞畸变率&

('j为阳性 % o

o&$细胞畸变率 l('j为阳性% ooo&#当试验结

果为阳性时#各剂量组间细胞畸变率应有剂量 7反

应关系) 如某一测试点细胞染色体畸变率呈现可

重复性并有统计意义的增加#亦判断为阳性结果)

H3结果

HRJ3人参皂苷 *<

U

对 !",细胞的增殖抑制率及半

数抑制浓度%表 J&

表 J!人参皂苷 =2

$

对 ;]J细胞的增殖抑制率及

半数抑制浓度
0;<TJ!ILA0NL020P6@SAQQA5P6N 5A11F@610QA@/P06N 6Q

PLA;]J5A11O2S=2

$

/NB 0PO8;

('

=2

$

%.R<.J&

生存率

9T@W0W/1

增殖抑制率

8NL020P06N@/PA%j&

8;

('

%.R<.J&

(

$'4)* q$4')

!

*%4%#

%4(

*#4$$ q&4'&

!

%&4$"

"4%( "'+4'' q)4'' )4'%

$4$(

'4)%( "')4$$ q%4(% $4#%

'4$% ""'4'' q&4'' '4)'

空白 U1/Na ""'4)* q&4(" '

o

Fd'4'(#

!

Fd'4'"# 56.F/@AB >0PL PLANAR/P0WA56NP@61R@6TF?

HRH3人参皂苷 *<

U

对 !",细胞染色体畸变率的

影响

人参皂苷 =2

$

对 ;]J细胞染色体畸变作用的

研究结果显示#=2

$

高(中(低剂量组分别作用细胞 )

L 和 %+ L#在加入 9

#

混合液和未加 9

#

混合液条件下

所诱发的染色体畸变数均 d(j#其畸变率与阴性对

照组相比差别均无显著性#且未呈现剂量-反应关

系) 而两次试验阳性对照组非代谢活化组的丝裂

霉素 ;诱发产生的畸变率分别为 %#j和 %*4(j$两

次试验代谢活化组的环磷酰胺诱发产生的畸变率

分别为 $$j和 %&4(j#与阴性对照组相比差异具有

显著性%表 % k+&)

U3讨论

;]J染色体畸变试验是目前广泛应用的致突

变试验方法之一#不但能判定染色体数目异常#尚

能判定染色体结构变化#具有快速(灵敏的特点#其

结果对于评价供试品的遗传毒性具有重要价值)

目前# 在 试 验 研 究 中# 中 国 仓 鼠 肺 成 纤 维 细 胞

%;]J&是常用的细胞株之一#由于 ;]J细胞株的不

同世代之间#在细胞周期时间和克隆形成率等参数

上没有明显差异#便于控制实验条件#且不受动物

体内营养及生理(免疫状态影响#因而能定量研究#

表 H!非代谢活化条件下染毒 ) L 人参皂苷 =2

$

对 ;]J细胞染色体畸变率的影响
0;<TH!;L@6.6O6.A/2A@@/P06N PAOP0N ;]J5A11O5T1PT@AB >0PL =2

$

/QPA@P@A/P.ANP>0PL6TP9

#

Q6@) L6T@O

组别

_@6TFO

剂量

Y6O/RA

9

#

作用时间

I@A/P.ANP

P0.A% L&

细胞个数

;A11

NT.2A@

第 " 次 D0@OPP0.A 第 % 次 9A56NB P0.A

畸变细胞<个

G2A@@/NP

5A11O

畸变率j

G2A@@/P06N

@/PA

结果判定

VTBRA.ANP

畸变细胞<个

G2A@@/NP

5A11O

畸变率

G2A@@/P06N

@/PAj

结果判定

VTBRA.ANP

阴性对照组

:AR/P0WA56NP@61

7 ) %'' % "4' 7 $ "4( 7

丝裂霉素 ;

E0P6.S50N ;

%

!

R<.J 7 ) %'' (& %# oo (( %*4( oo

'4&+ .R<.J 7 ) %'' " '4( 7 % "4' 7

人参皂苷 =2

$

"4)& .R<.J 7 ) %'' $ "4( 7 $ "4( 7

$4$( .R<.J 7 ) %'' % "4' 7 $ "4( 7

表 U!非代谢活化条件下染毒 %+ L 人参皂苷 =2

$

对 ;]J细胞染色体畸变率的影响
0;<TU!;L@6.6O6.A/2A@@/P06N PAOP0N ;]J5A11O5T1PT@AB >0PL =2

$

/QPA@%+ L P@A/P.ANP>0PL6TP9

#

组别
_@6TFO

剂量
Y6O/RA

9

#

作用时间
I@A/P.ANP-

P0.A% L&

细胞个数
;A11

NT.2A@

第 " 次 D0@OPP0.A 第 % 次 9A56NB P0.A

畸变细胞<个
G2A@@/NP

5A11O

畸变率j

G2A@@/P06N

@/PA

结果判定
VTBRA.ANP

畸变细胞<个
G2A@@/NP

5A11O

畸变率j

G2A@@/P06N

@/PA

结果判定
VTBRA.ANP

阴性对照组
:AR/P0WA56NP@61

7 %+ %'' % "4' 7 " '4( 7

丝裂霉素 ;

E0P6.S50N ;

%

!

R<.J 7 ) %'' (& %# oo (( %*4( oo

'4&+ .R<.J 7 %+ %'' % "4' 7 % "4' 7

人参皂苷 =2

$

"4)& .R<.J 7 %+ %'' $ "4( 7 $ "4( 7

$4$( .R<.J 7 %+ %'' $ "4( 7 + %4' 7
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表 Y!代谢活化条件下染毒 ) L 人参皂苷 =2

$

对 ;]J细胞染色体畸变率的影响
0;<TY!;L@6.6O6.A/2A@@/P06N PAOP0N ;]J5A11O5T1PT@AB >0PL =2

$

/QPA@P@A/P.ANP>0PL 9

#

Q6@) L6T@O

组别

_@6TFO

剂量

Y6O/RA

9

#

作用时间<L

I@A/P.ANP

P0.A

细胞个数

;A11

NT.2A@

第一次 D0@OPP0.A 第二次 9A56NB

畸变细胞<个

G2A@@/NP

5A11O

畸变率j

G2A@@/P06N

@/PA

结果判定

VTBRA.ANP

畸变细胞<个

G2A@@/NP

5A11O

畸变率j

G2A@@/P06N

@/PA

结果判定

VTBRA.ANP

阴性对照组替么

:AR/P0WA56NP@61

< o ) %'' % "4' 7 $ '4( 7

环磷酰胺

;S516FL6OFL/.0BA

"%'

!

R<.J o ) %'' )) $$ oo (* %&4( oo

'4&+ .R<.J o ) %'' $ "4( 7 " '4( 7

人参皂苷 =2

$

"4)& .R<.J o ) %'' % "4' 7 % "4' 7

$4$( .R<.J o ) %'' $ "4( 7 $ "4( 7

重复性也好#且能传代保存#便于进行形态学和超

微结构等观察#并进行细胞化学(生物化学等分析#

被广泛用于染色体畸变试验的研究 ,"'-

) 人参皂苷

单体 =2

$

具有广泛的药理活性#对它的研究主要集

中在其对缺血性损伤的保护(线粒体损伤的保护作

用及清除氧自由基(拮抗钙离子和抗血小板聚合可

抗血栓形成等的功效方面 ,""-

#但对其毒理研究报道

甚少#尤其是遗传毒性的问题) 因此#本试验以

;]J细胞为研究对象对人参皂苷 =2

$

遗传毒性进行

了评价)

本实验中人参皂苷 =2

$

共设 $ 个试验浓度#分

别为 $4$(("4)&('4&+ .R<.J#并设溶剂对照和阳性

对照#分别在 ) L 和 %+ L 收获细胞#进行染色体畸变

分析#未见 ;]J细胞染色体畸变率增高作用) 而直

接诱变剂 EE;的染色体畸变率为 %#j和 %*4(j#

间接诱变剂 ;C在 9

#

活化条件下染色体畸变细胞率

为 $$j和 %&4(j#呈明显的阳性反应#表明本试验

系统可靠#因此#在本试验条件下#人参皂苷 =2

$

在

体外 ;]J细胞染色体畸变试验中结果为阴性#表明

人参皂苷 =2

$

在体外不能引起 ;]J细胞染色体畸

变率增加) 由于本实验属于体外实验#虽然应用了

体外活化系统#但体外活化毕竟不同于整体动物体

内#因此#人参皂苷单体 =2

$

在体内对染色体的作用

及其它毒性资料#如急性毒性(长期毒性等还需要

进一步的动物体内试验研究)
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