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　　摘要:目的　筛选一种动物原代敏感细胞用于彗星实验 ,以便更广泛地监测环境样品的遗传毒性。 方法　用重铬酸

钾(K2Cr2O7)和过氧化氢(H2O2)作为受试物 ,对小鼠的肝 、脾 、肾细胞进行彗星实验 , 观察 K2Cr2O7 和H2O2 对这 3 种细胞造

成的 DNA 损伤 ,从而判断细胞的敏感性。结果　以 K2Cr2O7染毒 , 肝细胞的检测阈值(10 nmol/ L)低于脾和肾(1 000 nmol/

L)。以H2O2 染毒 ,在相同浓度下肝细胞迁移长度最大。结论　肝细胞在彗星实验中的敏感性最高 、自身活化能力强 , 且

取材方便 、耗时短 、费用低 ,可以作为一种敏感细胞应用于彗星实验 ,对环境样品进行遗传毒性监测。
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Abstract:Objective In order to select sensitive primary cells to be used in the comet assay to detect genotoxicity for environmental

samples.MethodMice were exposed to varied concentrations of potassium dichromate (K2Cr2O7) and hydrogen peroxide (H2O2) and

their cells were isolated from the liver , spleen and kidney to detect the effects of DNA damage using comet assay to find sensitive ones.

Result Threshold for detection of DNA damage in the liver cells (10 nmol/L)was less than that in the spleen and kidney cells(1 000

nmol/ L), as exposed to K2Cr2O7.The longest migration length of DNA was found in the liver cells as exposed to the same concentration

of H2O2.Conclusion The liver cells had the highest sensitivity and auto-activation in the comet assay , with features of convenience ,

quickness , and low-cost , and can be selected as target cells in the comet assay to detect genotoxicity for environmental samples.
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　　环境中的某些化学 、 物理因素会直接或间接造成

生物体 DNA链的断裂[ 1 , 2] , 虽然 DNA单链断裂可保

持DNA的连续性 , 但双链断裂 , 则会造成 DNA 片断

移位 、易位 、丢失等 , 从而引起遗传性的损伤并影响

遗传行为
[ 3]
。检测 DNA 链的断裂是测定 DNA损伤程

度并判定样品遗传毒性的有效技术 。彗星实验

(comet assay)又称单细胞凝胶电泳 (single cell gel

electrophoresis , SCGE), 是检测单个细胞 DNA 链断裂

的新技术 , 该方法具有灵敏 、 简便 、快速及样品用量

少 、不需放射性等优点 , 在 20世纪 90年代发展十分

迅速 , 应用极其广泛
[ 4～ 6]

。然而该技术目前仍然处于

进一步发展和完善阶段 , 有许多问题尚待解决
[ 7]
。本

研究采用彗星实验对小鼠的几种原代细胞的敏感性进

行比较 。目的在于筛选出一种敏感性高 、 取材方便 、

制备简单 、成本低 、 耗时短的细胞 , 为彗星实验的广

泛应用特别是对环境样品的遗传毒性监测提供依据。

1　材料与方法
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遗传毒理。

1.1　试剂

1.1.1　重铬酸钾 (K2Cr2O7)、过氧化氢 (H2O2), 分

析纯 , 纯度大于 98%, 成都化学试剂厂生产。

1.1.2　裂解液 　100 mmol/L 乙二胺四乙酸二钠

(Na2EDTA), 1%的肌氨酸钠 , 10 mmol/L 三 (羟)甲

基氨基甲烷 (Tris), 2.5 mol/L氯化钠 (NaCl), 依次

加热溶解后 , 用氢氧化钠 (NaOH)调节 pH=10 , 置

4 ℃冰箱保存 。临用前加入 10%二甲亚砜 (DMSO),

1%TritonX-100。

1.1.3　解旋和电泳液　1 mmol Na2EDTA , 300 mmol

NaOH , 依次加热溶解 , 加蒸馏水至1 000 ml ,pH=13。

1.2　实验动物

昆明种雄性小鼠 , 7 ～ 8周龄 , 体重约 25 g , 由华

西医科大学实验动物中心提供 , 常规饲养 1周 , 健康

者供实验用 。

1.3　组织细胞的分离

选取体内有代表性的重要脏器肝 、脾 、肾作实验

器官。股动脉放血处死小鼠 , 取出小块肝 、 全部脾 、

两侧肾放在滤纸上除去被膜及血后放小烧杯内 , 加入

少量预冷的 PBS液清洗 , 用眼科剪略剪碎 , 低速匀浆
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5 s , 用 110目的不锈钢筛网过滤 , 收集细胞悬液 , 用

PBS 液稀释 , 调细胞密度至 107 ～ 108 个/ml , 置 4 ℃

冰箱保存备用 , 并以台盼蓝染色观察细胞存活率 。

1.4　受试物和细胞染毒

采用过氧化氢 (H2O2)和重铬酸钾 (K2Cr2O7)

作为化学诱变剂 , 临用前用双蒸水配制 , 按照悬浮染

毒方法进行操作
[ 8]
。取上述制备好的细胞悬液按每管

105 ～ 106个细胞分装于 5 ml刻度离心管 , 再加 PBS液

至刻度 。在不同的离心管中分别加入 50 μl不同浓度

的受试物 , 同时用 PBS 液作阴性对照。K2Cr2O7 处理

组于 37 ℃孵箱染毒 1.5 h , H2O2处理组于 37 ℃孵箱

染毒 0.5 h。染毒期间用滴管不定时地混匀细胞 , 染

毒完毕于1 500 r/min离心5 min , 弃去上清液 , 加100

μl PBS液重悬细胞用于彗星实验 。以台盼蓝排斥法观

察染毒后的细胞存活率 , 观察受试物对细胞的毒性。

1.5　彗星实验

1.5.1　制片　第一层胶制备:取 45℃0.7%的正常

熔点琼脂糖 (NMPA)110 μl浇注到预冷的磨砂载玻

片上 , 迅速加盖玻片 , 使胶均匀铺开后 4℃固化

10 min 。第二层胶制备:取下盖玻片 , 将细胞悬液以

1∶7的体积比与 37 ℃低熔点琼脂糖 (LMPA)混合 ,

取75 μl加到第一层胶上 , 盖上盖玻片 , 再置 4 ℃固

化10 min。

1.5.2　裂解　取下盖玻片后 , 将载玻片浸于新鲜配

制的冰冷裂解液中 , 避光低温裂解 1 h。

1.5.3　解旋　从裂解液中取出载玻片 , 用蒸馏水将

其充分清洗后 , 置于水平电泳槽中 。将新鲜配制的电

泳液缓慢倒入电泳槽中 , 液面高于载玻片 2.5 mm 左

右 , 低温避光解旋 30 min。

1.5.4　电泳　将电压调至22 V , 调整电泳液液面的

高度 , 使电流保持 200 mA , 低温下避光电泳 30 min。

1.5.5　漂洗与染色　电泳结束后 , 取出载玻片 , 用

蒸馏水漂洗3次 , 保存于潮湿的片盒中。观察时滴加

25μl 20μg/ml的溴化乙啶 , 盖上盖玻片即可。

1.5.6　结果观察　在510 nm 波长的荧光下放大 200

倍观察结果 , 用目镜测微尺测量拖尾细胞的头长和全

长 , 全长扣除头长后即为 DNA 迁移长度。实验以平

均细胞拖尾长度和拖尾率为检测指标 , 每张玻片随机

计数 50个细胞 , 计算细胞的拖尾率和平均尾长。

1.6　统计方法

采用SPSS 软件进行方差分析和χ2检验

2　结果

经多次独立重复实验 , 结论一致 。按方法 1.3分

离的细胞经台盼蓝染色观察细胞存活率均在 95%以

上 , 染毒完毕 , 细胞存活率大于 80%, 因此细胞的

拖尾系氧化损伤所致 。K2Cr2O7 对肝 、 脾 、 肾 3种细

胞均有 DNA损伤作用 , 并呈现剂量-反应关系 。肝细

胞的检测阈限为 10 nmol/L , 而脾和肾均为1 000 nmol/

L。在相同浓度下肝细胞 DNA迁移长度和拖尾率均高

于脾和肾细胞。H2O2染毒时 , 肝细胞的检测阈限为 1

nmol/L , 而脾和肾均为 10 nmol/L。在相同浓度时肾

细胞的拖尾率虽高于脾细胞和肝细胞 , 但因为肾细胞

的自然拖尾率很高容易影响观察结果 , 且 DNA 平均

迁移长度低于肝细胞 (表 1)。两种受试物测定结果

表明 , 肝细胞在彗星实验中的敏感性明显高于脾和肾

细胞。

3　讨论

彗星实验是以 DNA 损伤为检测终点 , 理论上可

应用于各种真核细胞 , 包括细胞株 、 植物细胞和动物

细胞 , 但各类细胞各有优缺点。细胞株可以通过细胞

培养获得 , 但其具有培养技术相对复杂 、 实验周期较

长 、费用较高 、易导致假阳性等不足
[ 9]
。植物细胞取

材方便 , 可满足现场监测条件 , 但目前的实验结果都

存在阴性拖尾过长 、 剂量-反应关系尚不理想 、 实验

条件不完善等缺点
[ 10]
。在彗星实验的研究中 , 国内

外最常用的受试细胞为细胞株 , 对动物细胞敏感性的
表 1　两种受试物的彗星实验结果

受试物
浓度

(nmol/ L)

　　　　　　　细胞拖尾率 (%)　　　　　　　

肝细胞 脾细胞 肾细胞

　　　　DNA 迁移长度 (x±s , μm)　　　　

肝细胞 脾细胞 肾细胞

PBS 组 　　- 11.2 13.1 10.8 14.3±2.3 15.2±3.9 12.5±6.9
K2Cr2O 7组 　　1 20.0 12.3 18.2 16.4±7.8 16.5±3.7 13.5±4.6

　 10 44.5＊ 16.1 23.5 48.5±3.8＊■ 23.2±4.9 27.9±6.4
　100 86.2＊ 42.8＊ 46.3＊ 72.6±6.3＊■ 56.2±6.3＊ 54.2±6.8＊

1 000 100.0＊ 44.3＊ 89.3＊ 114.2±13.7＊■ 60.4±8.9＊ 61.2±8.7＊

H2O2 组 　　0.1 14.0 17.2 33.5 11.8±5.2 13.7±4.6 14.5±3.5
　　1 34.5＊ 18.4 44.9 68.9±6.7＊■ 19.7±4.9 24.9±6.3
　 10 74.3＊ 35.2＊ 82.7＊ 75.4±8.6＊■ 39.8±3.9＊ 44.9±6.3＊

　100 86.2＊ 44.3＊ 89.3＊ 86.5±7.5＊■ 49.6±5.9＊ 56.3±3.1＊

　　＊与阴性对照 (PBS)比较 , 差异有显著性 , P<0.01;■在相同浓度下肝细胞与脾 、 肾细胞比较 , DNA迁移长度有差异 , P<0.01。
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研究在国外偶见报道 , 在国内尚未见报道。因此本研

究采用小鼠肝 、 脾 、 肾细胞为靶细胞 , 观察 3种细胞

在彗星实验中的敏感性 。结果显示 , 3种细胞均有一

定的敏感性 , 但肝细胞的敏感性更高 , 其原因可能

为:(1)肝细胞中含有多种酶系统 , 对间接致突变剂

有一定的活化能力 , 从而更易检出阳性结果;(2)肝

细胞的碱不稳性位点多 , DNA更易发生断裂;(3)任

何外来物质的代谢作用首先发生在肝 , 肝具有一定的

自身代谢活化能力 , 在离体后仍然能维持几天的时

间。将小鼠肝原代细胞应用于彗星实验具有敏感性

高 、 取材方便 、 细胞制备简单 、不需体外活化 、 费用

低 、 实验周期短等优点 , 对环境样品的遗传毒性监测

具有极其重要的意义 , 其应用前景十分广泛 , 值得进

一步探讨 。
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·病例报告·

利福平致乳腺发育 2例报告
Mammae masculina by Rifampin———Two cases report

朱　岩1 , 闫美凤2 , 樊克林1 , 史青燕1 , 金小平1

(1.北京市朝阳区结核病防治所 , 北京　100025;2.北京市滨河医院 , 北京　100054)

　　【例 1】男 , 56岁。 1999 年 4月 5 日诊为矽肺合并结核 ,并开

始抗结核治疗。方案:异烟肼(H)400 mg、利福平(R)450 mg、乙

胺丁醇(E)750 mg , 吡嗪酰胺(Z)1 250 mg , 每日 1 次口服。 1 个

月后复查胸片示左上病灶有所吸收 , 但自觉双侧乳房胀痛 、增

大 ,饮食无异常。既往无药物过敏史 , 无类似发病史。查体:T

37 ℃, P 76 次/分 , R 19 次/分 , BP 120/ 80 mmHg(16/10.7 kPa);

意识清楚 , 精神尚好 , 全身浅表淋巴结无肿大;心 、肺 、腹无异

常。双侧乳房增大 , 乳晕颜色加深 , 并可触及 2.0 cm×2.5 cm

结节 ,表面无红肿 , 轻度压痛。血常规 、肝功 、肾功均正常 , 停用

异烟肼 ,继续用其他 3 种药(R、Z、E)治疗 , 1 个月后乳房胀痛无

缓解;停用利福平 , 改用 H 、Z、E治疗半个月后乳房胀痛明显减

轻 , 3个月后胀痛 、结节消失 , 乳晕颜色恢复正常。 后又加用利

福平450 mg , 每日1 次口服 , 20 d 后又觉乳房胀痛 , 遂停用 ,胀痛

又逐渐消失 ,继续用 H 、E、Z 完成抗结核治疗 ,随访半年未复发。

【例 2】男 , 38 岁。于 2000 年 3 月 4 日诊为结核性胸膜炎 ,

并行抗结核治疗。 方案:H 300 mg、 R 450 mg、 E 750 mg、

收稿日期:2002-11-14

Z 1500 mg ,每日 1 次口服。1 个月后复查胸片示胸水明显吸收 ,

但出现双侧乳房胀痛 , 未在意 , 2 个月后疼痛加剧。既往无药物

过敏史 ,无类似发病史。 查体:T 36 ℃, P 76 次/分 , BP 115/75

mmHg(15.3/ 10 kPa), 意识清楚 ,语言流利 , 全身浅表淋巴结未触

及肿大。双侧乳房增大 , 并可触及 3 cm×3.5 cm 结节 , 表面无

红肿 , 压痛不明显 ,无其他阳性体征。实验室检查肝功 、肾功均

正常。停用利福平 , 继用 H 、E 、Z治疗 5 个月后 , 乳房胀痛及结

节消失;再服利福平 1个月又觉乳房胀痛 , 遂停用 , 继续用其他

抗结核药完成疗程 , 随访半年未复发。

讨论　此 2 例患者均于服用利福平一段时间后出现乳房

胀痛 、结节 , 停用后逐渐消失 , 再次使用又出现上述症状 , 提示

与服用利福平有关。其机制可能与利福平影响肝脏对雌激素

的灭活 , 致雌激素在体内蓄积有关。一般而言 , 利福平的毒性

较低 , 服用者易于耐受 , 常见不良反应有肝脏毒性 、消化道反

应 、变态反应 、免疫抑制 , 偶有白细胞减少 ,凝血酶原时间缩短 ,

头痛 、眩晕 、视力障碍等。 男性乳房发育常见于使用雌激素或

睾丸功能不全 、肾上腺皮质激素分泌过多 、衰老及肝硬化等 , 而

在结核病服用利福平过程中出现乳腺发育尚不多见。
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