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硝基胍对小鼠 L5178Y 细胞TK基因的致突变作用
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　 　 摘要: 通过体外哺乳动物细胞 TK 基因突变试验, 探讨硝

基胍(NQ)的细胞致突变性。 在无代谢活化( -S9)和有代谢活

化( +S9)条件下, NQ 处理 L5178Y 细胞 3
 

h 后表达培养 2
 

d,
加入三氟胸苷(TFT), 接种于 96 孔板, 培养 12

 

d, 计算突变

频率(MF)。 结果显示, 以 1
 

000、 2
 

000、 4
 

000
 

μg / ml
 

NQ 处

理 L5178Y 细胞, 在-S9 和+S9 条件下, 各剂量组 MF 具有剂

量相关性, 4
 

000
 

μg / ml 剂量组的 MF 分别为(126. 24±20. 22) ×
10-6 和( 375. 83 ± 41. 94) × 10-6 , 显著高于溶剂对照组 (P <
0. 05)。 提示 NQ 可能对小鼠淋巴瘤 L5178Y 细胞 TK 基因具有

致突变性。
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硝基胍(NQ)为白色针状晶体, 属脂肪族硝胺类

炸药, 作为推进剂和炸药装药组分, 比相同火药力的

单、 双基炸药具有较低的燃温,
 

故被称为“无焰冷火

药” [1] , 是一种重要的爆炸化合物,
 

在炸药和火药制

造中具有特殊用途[2] 。 急性毒性试验显示, NQ 大鼠

经口 LD50
 8

 

066
 

mg / kg,
 

小鼠经口 LD50
 10

 

044
 

mg / kg,
 

可导致实验动物出现胃肠道以及中枢神经系统刺激症

状、 血尿等中毒反应, 并对眼睛、 皮肤、 黏膜具有刺

激作用; 长期染毒可产生蓄积毒性[3] 。 本研究旨在为

NQ 的毒性安全性评价提供基础数据。

1　 材料与方法

1. 1　 仪器与试剂　 NQ
 

由中国近代化学研究所提供。
L5178Y

 

TK+ / --3. 7. 2C
 

小鼠淋巴瘤细胞 (中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库), RPMI
 

1640 培养

基(Hyclone
 

公司), 马血清(GIBCO 公司), 胸腺嘧啶

核苷、 次黄嘌呤、 氨甲蝶呤、 甘氨酸、 秋水仙碱、
Giems(成都格雷西亚化学技术有限公司), 三氟胸苷

(TFT)、 甲基甲烷磺酸乙酯( MMS)、 环磷酰胺( CP,
Sigma

 

公司); BT25S
 

型电子天平(赛多利斯科学仪器

有限公司), 洁净工作台(西安富康空气净化设备工

程有限公司), CO2 恒温培养箱 (美国 SHELLAB 公

司), 高压灭菌器(韩国大韩科学有限公司), 倒置显

微镜(德国蔡司公司), 低速离心机(湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司)。
1. 2　 方法　 参照经济合作与发展组织(OECD)476[4]

中的相关要求, 剂量设计试验在与正式试验相同的条

件下处理细胞后采用 CCK-8 方法测定细胞毒性范围。
取清除自发突变、 生长良好的细胞, 调整密度 5×105

个 / ml, 按 1%体积加入受试物(需代谢活化的情况

下, 同时加入终浓度为 1%的 S9 混合物), 37
 

℃振摇

处理 3
 

h, 以 1
 

000
 

r / min 离心 5
 

min, 弃去上清液,
用 PBS 洗涤细胞 2 遍, 重新悬浮细胞于完全培养基中,
并调整密度为 2×105 个 / ml[5] 。 取适量上述细胞悬液,
稀释至 8 个细胞 / ml, 接种 96 孔板(每孔 0. 2

 

ml), 每

个剂量种 1 块平板, 培养 12
 

d, 计数每块平板有集落

生长的孔数。 取适量上述细胞悬液进行 2
 

d 表达培

养, 每天计数细胞密度并保持密度<106 个 / ml。
表达培养结束后, 取适量细胞悬液稀释至 8 个细

胞 / ml, 接种 96 孔板(每孔加入0. 2
 

ml), 每个剂量种

1 块平板, 培养 12
 

d, 计数每块平板有集落生长的孔

数。 另取适量细胞悬液, 调整细胞密度为 1×104 个 / ml,
加入 TFT, 混匀, 接种 96 孔板(每孔加入0. 2

 

ml),
每个剂量作 3 块平板, 培养 12

 

d, 计数有突变集落生

长的孔数。

1. 3　 数据处理　 平板效率(PE%)= -ln(EW/ TW)
1. 6

×100%

式中: EW—无集落生长的孔数; TW—总孔数;
1. 6—每孔接种细胞数。

相对存活率(RS%)=
PE处理

PE阴性对照

×100%

突变频率(MF,×10-6)= -ln(EW / TW) / N
PE2

式中: N—每孔接种细胞数(2
 

000个); PE2—第
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2 天的平板效率。
1. 4　 统计分析 　 采用 SPSS

 

23. 0 软件对 MF 进行计

算, 以 x±s 表示。 基因突变试验受试物的 MF≥2 倍阴

性对照, 可判定结果为阳性。 以 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 受试物染毒剂量设定 　 选择 250 ~ 5
 

000
 

μg / ml
剂量组进行细胞毒性试验。 在有代谢活化( +S9)和无

代谢活化( -S9)系统条件下, 5
 

000
 

μg / ml
 

剂量组受

试物加入培养基后析出形成沉淀, 培养 3
 

h 后沉淀不

溶解。 其他各剂量细胞培养基内均未观察到受试物沉

淀。 细胞毒性以细胞相对存活率表示, 结果见表 1。
根据细胞毒性试验的结果, 受试物设定 1

 

000、
2

 

000、 4
 

000
 

μg / ml
 

3 组剂量进行试验。

表 1　 细胞相对存活率[%]
受试物浓度 (μg / ml) -S9 +S9

0 (DMSO) 100. 0 100. 0
250 95. 2 98. 2
500 94. 5 96. 5

1
 

000 74. 3 82. 2
2

 

000 63. 7 59. 6
3

 

000 53. 3 55. 6
4

 

000 47. 5 46. 3
5

 

000 0 0

2. 2　 NQ 对 L5178Y 细胞 TK 基因致突变性 　 在-S9
情况下, 细胞相对存活率随染毒剂量的增加而减小,
说明 NQ 对 L5178Y 细胞具有一定毒性, 且呈现剂量-
反应关系, 染毒剂量 4

 

000
 

μg / ml 时相对存活率

43. 74%。 阳性对照物 MMS 的 MF 为(296. 77±8. 84) ×
10-6, 为溶剂对照组的 5. 41 倍。 随着 NQ 染毒剂量的

增加, MF 呈上升趋势, 具有剂量相关性, 在 4
 

000
 

μg / ml 时 MF 为(126. 24 ± 20. 22) × 10-6, 是溶剂对照

组的 2. 30 倍(P<0. 05)。 见表 2。

表 2　 NQ 对 L5178Y 细胞 TK 基因的致突变性( -S9)

组别　 　 　
剂量

(μg / ml)
PE0

(%)
PE2

(%)
RS0

(%)
MF

( ×10-6 )
溶剂对照组 0. 5%

 

DMSO 98. 04 216. 61 100. 00 54. 90±7. 17
阳性对照组(MMS) 　 5 37. 13 120. 33 36. 67 296. 77±8. 84a

NQ 1
 

000 68. 66 61. 30 89. 16 31. 77±5. 09
2

 

000 40. 77 84. 09 52. 94 51. 76±6. 76
4

 

000 33. 69 15. 43 43. 74 126. 24±20. 22a

　 　 注: a, 与溶剂对照组相比, P < 0. 05。 PE0 —第 0 天平板效率;
PE2 —第 2 天平板效率; RS0 —第 0 天细胞相对存活率。 表 3 同。

在代谢活化系统中, L5178Y 细胞的 RS0 随着染

毒剂量的增加而减小, 呈现剂量-反应关系,
 

染毒剂量

达到 4
 

000
 

μg / ml 时相对存活率为 39. 09%。 阳性对照

CP 的 MF 为(244. 99±18. 07) ×10-6, 显著高于溶剂对

照组(P<0. 05)。 随着 NQ 染毒剂量的增加, MF 呈上

升趋势, 染毒剂量 4
 

000
 

μg / ml 时 MF 为 ( 375. 83 ±
41. 94) ×10-6, 显著高于溶剂对照组(P<0. 05), 具有

剂量相关性。 见表 3。

表 3　 NQ 对 L5178Y 细胞 TK 基因的致突变性( +S9)

组别　 　 　
剂量

(μg / ml)
PE0

(%)
PE2

(%)
RS0

(%)
MF

( ×10-6)

溶剂对照组 0. 5%
 

DMSO 104. 62 163. 65 100. 00 73. 00±13. 44

阳性对照组 (CP) 　 50 47. 36 89. 30 42. 29 244. 99±18. 07a

NQ 1
 

000 92. 08 86. 64 93. 92 70. 33±13. 58

2
 

000 48. 76 72. 70 49. 74 78. 40±12. 30

4
 

000 38. 32 7. 61 39. 09 375. 83±41. 94a

3　 讨　 论

遗传毒性试验检测方法众多, 根据检测的遗传终

点可分为三类: 基因突变、 染色体畸变和 DNA 原始

损伤[6] 。 本次实验采用的是检测灵敏度较高、 检测谱

较广且简便、 易行的体外小鼠淋巴瘤 L5178Y 细胞 TK
基因突变试验[7] 。 NQ 染毒剂量为 1

 

000、 2
 

000、
4

 

000
 

μg / ml, 在 4
 

000
 

μg / ml 剂量时 NQ 的 MF 为溶

剂对照组的 2 倍以上, 且具有剂量-反应关系, 说明

NQ 可能对小鼠淋巴瘤 L5178Y 细胞 TK 基因具有致突

变性。 研究发现[8] , NQ 在 4
 

mg / ml 剂量下作用 24
 

h
可以诱导中国仓鼠肺细胞 ( CHL) 发生染色体畸变。
以基因突变、 较大范围染色体损伤或重组形式出现的

DNA 损伤及其损伤的固定, 通常被认为是可遗传效

应的基础, 为恶性肿瘤多阶段发展过程的重要因素。
在遗传毒性试验中呈阳性的化合物为潜在的人类致癌

剂和 / 或致突变剂[9] 。 本研究进一步说明 NQ 可能具

潜在的致突变性和致癌性。
NQ 是一种重要的爆炸化合物,

 

因其具有水溶性,
 

能随着生产加工的废液排放进入环境。 接触 NQ 的科

研、 生产人员应加强防护, 避免职业危害, 同时应采

取相应的环保措施, 减少 NQ 对环境的污染。
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未见明显改善, 需评估给药剂量及时间是否得当, 必

要时调整治疗方案。
2. 3　 中枢神经系统损伤护理　 本文 2 例患者入院时

呈昏迷状态, 7 例出现谵妄、 烦躁不安, 2 例抽搐。
烦躁不安患者急诊予地西泮 10

 

mg 镇静, 同时予大量

补液利尿等处理后症状渐缓解。 需警惕患者出现惊

厥、 嗜睡甚至昏迷等中枢神经系统症状。
2. 4　 重要脏器功能损害的护理 　 2 例患者尿蛋白

(+), 血 β-微球蛋白及尿素氮轻度升高, 提示中毒性

肾损伤, 予积极补液利尿治疗, 密切监测尿量及肾功

能变化。 3 例患者血 CK 及 CK-MB 等升高提示中毒性

心肌损害, 给予营养心肌药物, 并密切监测心率、 心

律、 血压等生命体征。
2. 5　 口腔及消化道黏膜损伤护理　 曼陀罗中毒患者

口腔黏膜常极度干燥, 可予口腔护理保持湿润; 服用

消毒漱口水或含片以减轻症状。 服毒量大的患者因烦

躁不安甚至抽搐等出现应激性溃疡, 洗胃亦会出现消

化道胃黏膜损伤。 患者入院后予胃黏膜保护剂, 减少

消化道损伤。 拔除胃管后患者可能会存在短暂的咽喉

部不适、 异物感, 宜避免强咳分泌物引起黏膜破损;
意识恢复后予温凉流质饮食。 鼓励患者多饮水, 同时

给予利尿剂以加快毒物经尿液排出。
2. 6　 尿潴留处理 　 对伴有尿潴留的曼陀罗中毒患

者, 需要密切观察膀胱充盈情况, 警惕中毒导致的精

神神经症状掩盖尿潴留不适而出现的烦躁。 本文 3 例

患者入院时烦躁不安, 外院予镇静治疗效果不佳, 入

院后床旁超声检查发现膀胱极度充盈, 予紧急导尿后

症状明显改善。 对于意识恍惚、 昏迷、 尿失禁的患

者, 均行保留导尿。 必要时遵医嘱记录尿量。 留置导

尿患者需要密切观察, 必要时进行约束, 防止意外拔

除尿管, 损伤尿道等不良事件发生。
2. 7　 心理护理 　 患者治疗早期多表现为烦躁、 谵

妄, 患者及家属极易产生焦虑恐惧。 医护人员需耐心

进行心理安抚, 树立患者积极治疗的信心。 同时进行

健康教育宣教, 预防类似中毒事件的发生。
2. 8　 安全护理　 部分患者入院时出现手足舞动、 胡

言乱语、 幻听幻视、 谵妄等精神症状, 当患者出现抽

搐、 痉挛时需防止舌咬伤; 出现幻觉、 谵妄、 躁动

时, 宜正确使用约束带、 床挡, 防止坠床。 密切观察

呼吸肌麻痹及气道梗阻等呼吸困难情况; 发现异常及

时报告医生给予应急处理。

3　 结　 果

9 例患者中 2 例重症昏迷入院, 气管插管后拟脑

血管意外行颅脑造影检查, 未发现异常, 转入 EICU,
48 ~ 72

 

h 意识转清, 1 周内拔除气管插管, 其余患者

均在 72
 

h 内症状消失, 随访无后遗症发生。

4　 讨　 论

曼陀罗毒性成分主要为莨菪类生物碱, 可阻断 M
型胆碱能神经。 本文 9 例患者入院时均出现颜面潮

红、 皮肤干燥, >50%患者出现谵妄、 烦躁不安、 视

物模糊、 幻听幻视、 心动过速; 部分患者出现 CRP
升高、 蛋白尿及心肌酶谱检测异常等肾功能及心肌

损害。
急性曼陀罗中毒抢救护理措施必须准确、 及时、

快速, 彻底清除消化道内毒素, 尽早予解毒剂及对症

支持治疗。 曼陀罗中毒以农村老年人多见, 需做好高

发人群的宣传教育, 提高人们对曼陀罗中毒的认识,
做到外用与内服药酒分开放置, 减少中毒事件的

发生。
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