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硫芥诱导 L5178Y细胞 tk 基因突变的研究
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　　提　要:目的　检测硫芥对小鼠淋巴瘤 L5178Y3.7.2c- tk+ -细胞的诱变性。方法　采用 96孔微孔板接种法检测平板

接种效率和突变频率。结果　硫芥可诱导 L5178Y3.7.2c- tk+ -细胞 tk 位点的突变 , 诱发突变是自发突变的 2～ 15倍。 在

tk 位点诱发了大克隆和小克隆两种不同表型的突变集落 ,以小克隆为主。结论　硫芥有明确的致突变性和较强的细胞毒

性 ,产生了大范围的 DNA损伤。
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　　Abstract:Objective　To detect the mutagenicity of sulfur mustard in the tk gene of L5178Y3.7.2c-tk
+ -

mouse lymphoma cells.Methods　The plating efficiency and the mutant frequency were detected by the microtiter
procedure.Results　Sulfur mustard induced tk locus mutation with mutation frequency 2-15 times higher than that

of spontaneous mutation frequency of L5178Y3.7.2c-tk
+ -

cells.There were two different phenotypes of mutation
colonies induced , which were large and small colonies , but most of them were small colonies.Conclusion　Sulfur

mustard is characterized by marked mutagenic activity and cytotoxicity.The compound may result in large range of
DNA damage.
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　　tk 基因突变试验是一种国外已广泛使用的体外

短期致突变实验 。它能够检出包括点突变 、大的缺失 、

重组 、染色体异倍性和其他较大范围基因组改变在内

的多种遗传改变 。具有很高的灵敏度
[ 1]
。小鼠淋巴瘤

L5178Y3.7.2c-tk
+ -
细胞是 tk 基因突变试验的标准靶

细胞株
[ 2]
。应用 L5178Y细胞建立的小鼠淋巴瘤细胞

突变试验称之为 MLA(mouse lymphoma assay)。硫芥是

一种重要的化学战剂 ,也是使用较多的药物
[ 3]
。硫芥

中毒可对 DNA产生强烈损伤
[ 4]
。除了细胞毒作用外 ,

硫芥可能尚具有遗传毒作用
[ 5]
。本研究应用 MLA 评

价硫芥的致突变性 ,以期进一步阐明硫芥的遗传毒理

学基本特征 ,为探讨硫芥的遗传毒性以及可能的致肿

瘤作用机制提供一定的实验依据。

　　基金项目:全军医学科学技术研究“十五”计划指令性课题(01L054)

　　　　　 　Supported by the Mandatory Scientific Research Project of the “Tenth-five

Year Plan” of PLA(01L054)

　　作者简介:李奇慧(1976-),女 ,黑龙江省肇东市人 ,硕士研究生 ,主治医师 ,

主要从事遗传毒理学方面的研究。电话:(023)68752356

　　通信作者:董兆君 ,电话:(023)68752285

　　收稿日期:2003-10-31;修回日期:2003-12-28

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　实验用毒剂硫芥由军事医学科学院第六研究所提供 ,

纯度为 97.5%,用 1 , 3-丙二醇配成 3%母液 ,实验当日用无菌生

理盐水配成工作液使用。

1.1.2　细胞株　　L5178Y3.7.2c-tk + -细胞株由日本国立卫生

研究所惠赠。

1.1.3　主要试剂　　RPMI1640 培养液为 Hyclone公司产品 , 马

血清(horse serum)为 GIBCO 公司产品 , 次黄嘌呤(hypoxanthine)

购自衢州化学工业公司 , 氨甲喋呤(aminopterin)、脱氧胞苷(de-

oxycytidine)为瑞士进口产品 ,脱氧胸腺嘧啶核苷(thymidine)购自

中科院上海生化所 , 三氟胸苷(trifluorothymidine , TFT)及阳性 N-

ethyl-N-nitrosourea对照(ENU)均为 Sigma公司产品。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　采用 RPMI1640 培养液 ,加入 100 U ml青霉

素, 100μg ml链霉素和200μg ml丙酮酸钠,另加 10%、20%灭活马

血清作为生长培养基和集落培养基 ,分别用于细胞增殖和在 96孔

培养板中培养细胞。细胞在含 5%CO2 、37 ℃恒温培养箱中培养。

培养期间每天计数细胞 ,使细胞浓度不超过1.5×106 ml。
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1.2.2　自发突变细胞的清除　　将对数增长期的细胞配制成

3×105 ml , 100 ml ,加入 1 ml 100×THMG ,培养 24 h 后离心细胞

(800 r min , 5 min), 弃去上清 ,加入新培养基 ,配制成 1×105 ～ 3

×105 ml(100 ml以上)。加入 1%量的100×THG ,培养 2 d , 注意

避免过度培养。

1.2.3　硫芥剂量设计实验(dose range finding test)　　剂量设计

实验在与正式实验相同的条件下处理细胞 ,处理后 2 d(48 h)每

天测定细胞浓度 ,求算细胞日细胞增长率(DCG)和相对增殖率

(RSG)。将使细胞增殖率为阴性对照组的 10%～ 20%剂量设为

最高剂量 ,其它剂量从最高剂量以等比或等差设定。同时设溶

剂对照组。

1.2.4　诱变实验

1.2.4.1　染毒处理　　将处于对数增长期的细胞用 RPMI10

培养基配成106 ml(1 次处理约需107 个细胞),按细胞悬液:RP-

MI 10∶培养基∶150 mmol L KCl∶硫芥=10∶8.8∶1∶0.2 的比例配

制受试物混合液。将 20 ml容量的受试物混合液置37 ℃处理3

h ,然后用无血清培养液洗涤细胞 2 次 , 重新悬浮于 RPMI 10 培

养基中 , 将细胞浓度调整为 2×105 ml ,进行 48 h 的表达培养 ,

期间每天计数细胞浓度 ,同时计算 DCG、RSG。

1.2.4.2　平板接种效率(PE0)测定　　取少量经染毒处理的

细胞 ,逐步稀释至细胞密度为 8 个 ml , 接种于 96孔板 , 每孔 0.2

ml ,即平均每孔约 1.6 个细胞。在 5% CO2 、37 ℃, 饱和湿度下

培养 12～ 14 d , 计数每块平板有集落生长的孔数。

1.2.4.3　表达 2 d的平板接种效率(PE2)和 TFT 抗性突变频率

(MF)测定　　将经过 2 d 表达培养的细胞用 RPMI20 培养基调

整为1×104 ml ,取少量逐步稀释至 8个 ml ,于 96孔板中每孔接

种0.2 ml , 按照 PE0 方法接种 , 每孔1.6个细胞。将剩余之细胞

(1×104 ml)加入 TFT , 使 TFT终浓度为 3 μg ml , 混匀后接种于

96 孔板 ,每孔 0.2 ml ,即每孔约 2 000 个细胞。每个剂量作 2 个

平行板。培养 12 ～ 14 d 后 , 分别计数有大小克隆生长的孔数。

据此计算出突变频率(MF)。

1.3　统计学方法
　　按照泊松分布计算平板接种效率和突变频率[6] 。

2　结果

2.1　硫芥剂量设计实验结果
　　硫芥剂量设计实验结果见表 1。在硫芥终浓度为 10、15、

20 、25、30 μmol L时 , L5178Y细胞的相对悬浮增长率(RSG)分别

为 93.4%, 65.8%, 47.3%, 31.0%, 22.5%。符合剂量设计要求。

表 1　硫芥处理 L5178Y细胞后的日细胞增长率(DCG)和相对悬浮

生长率(RSG)

Tab 1　Daily cell growth (DCG) and relative suspension growth

(RSG)of L5178Y cells treated with sulfur mustard

Concentration of
sulfur mustand
(μmol L)

d0
cell number

d1
cell number

d2
cell number

DCG

d1 d2
RSG
(%)

0 2×105 9.17×105 14.11×105 4.59 7.06 100

10 2×105 7.53×105 16.05×105 3.77 8.03 93.4

15 2×105 7.17×105 11.83×105 3.59 5.91 65.8

20 2×105 6.33×105 9.72×105 3.17 4.86 47.3
25 2×105 4.94×105 8.11×105 2.47 4.06 31.0

30 2×105 3.89×105 7.50×105 1.95 3.75 22.5

2.2　硫芥对 L5178Y3.7.2c-tk
+ -
细胞的细胞毒作用

　　硫芥对 L5178Y3.7.2c- tk + -细胞的毒性作用见表 2。随着

染毒剂量的增加 ,细胞接种效率(PE0)、相对存活率(RS)、相对

悬浮增长率(RSG)、总相对增长率(RTG)均相应下降(图 1)。

表 2　硫芥与 L5178Y细胞毒性指标之间的关系(%)

Tab 2　Relationship of PE0 , RS , and RTG with concentration of sul fur

mustard(%)

Concentration of sulfur

mustand(μmol L)
PE0 RS0 RSG RTG

0 86.6 100.0 100.0 100.0

10 70.6 81.5 93.4 49.0

15 42.0 48.5 65.8 26.0
20 19.7 22.7 47.3 15.2

25 9.9 11.4 31.0 6.2

30 9.1 10.5 22.5 5.0

ENU(10 μg ml) 54.7 63.2 33.1 17.4

图 1　硫芥 3 h处理后 L5178Y细胞的细胞毒性与突变频率

Fig 1　Cytotoxicity represented by relative survival (RS0), relative

suspension growth (RSG), and mutation frequency(MF) at

the tk locus in L5178Y cells treated with sulfur mustard for 3 h

2.3　硫芥诱发 L5178Y3.7.2c-tk
+ -
细胞 tk 基因突变

率的变化情况
　　由表 3 可知 , 随硫芥剂量的增加 , tk 基因的突变频率亦随

之增加。硫芥诱发的突变频率是自发突变频率的 2 ～ 15 倍 , 为

明确的阳性结果。观察到两种表型的突变集落 , 即大集落

(large colony)和小集落(small colony)。大集落超过微孔直径的

1 4 ,呈薄层分布 , 小集落在微孔直径的 1 4 以下 , 致密 , 呈块状

分布(图 2)。硫芥对 L5178Y3.7.2c-tk + -细胞 tk 位点的诱发突

变主要以小克隆为主。

表 3　硫芥对 L5178Y 细胞 tk 基因的致突变性

Tab 3　tk gene mutation frequency(MF)and percentage of small

colonies induced by sulfur mustard in L5178Y cells

Concentration of
Sulfur mustrad(μmo l L)

PE2(%) RS2(%) MF(×10-5) SC(%)

0 127 100.0 10.9 51.6

10 66.7 52.5 31.0 46.2
15 50.2 39.5 44.4 56.5

20 40.8 32.1 76.3 58.4

25 25.3 19.9 165.7 73.4

30 28.3 22.3 120.6 69.5
ENU(10 μg ml) 66.7 52.5 51.2 72.6
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A:Smal l colony;B:Large colony

图 2　96孔平板微孔底部生长的突变 L5178Y细胞大 、小克隆　(×400)

Fig 2　The large and small colonies of mutant L5178Ycells grew at the

bottoms of 96-well culture plate　(×400)

3　讨论

　　硫芥因其理化性质稳定 ,毒性大 ,穿透性强 ,作用隐

蔽 ,持久性大等特点 ,备受外军青睐 ,是外军装备的最重

要的化学战剂之一和医学防护研究对象
[ 7]
。硫芥是一

种烷化作用很强的化合物 ,曾经作为候选抗癌药物进行

动物实验
[ 8]
。但长期接触硫芥的生产工人上呼吸道癌

症发生率增加
[ 9]
,接触硫芥的渔民外周血淋巴细胞姐妹

染色单体交换率升高
[ 10]
。这些资料提示 ,硫芥很可能具

有遗传毒性的远期危害。本实验选择检测范围广泛的

L5178Y3.7.2c-tk
+ -
细胞为实验材料 ,研究了硫芥的致

突变作用。结果显示:

3.1　硫芥的细胞毒作用特点

　　由表 2和图 1数据可以看出 ,细胞培养体系中加入

硫芥后 ,L5178Y3.7.2c-tk
+ -
细胞的接种效率(PE0)、相

对存活率(RS)、相对悬浮增长率(RSG)和总相对增长率

(RTG)均下降 ,硫芥剂量越大 ,上述指标的下降越明显 ,

提示硫芥具有明显的细胞毒作用 ,与杨清武等
[ 11]
报道的

淋巴细胞实验结果相吻合 。

3.2　硫芥诱导 tk 基因突变的特点

　　L5178Y3.7.2c-tk
+ -
细胞接触硫芥3 h即导致 tk 基

因突变。在 10 ～ 30μmol L 剂量范围内 ,硫芥浓度愈大 ,

tk 基因突变率愈高(图 1)。硫芥浓度为 25 μmol L 剂量

时 , tk 基因突变频率高于对照组的 14倍 ,说明硫芥有明

确的致突变性。但当硫芥浓度增至 30 μmol L 时 ,突变

频率未见继续增加 ,其原因尚不明了 ,推测可能与硫芥

的烃化作用所造成的细胞坏死或凋亡
[ 12]
有关 。Storer

等
[ 13]
报道 , L5178Y tk

+ -
细胞的 tk 基因突变可能伴有

p53基因突变 ,后者与细胞凋亡的关系正日益得到证实。

3.3　硫芥诱导的 tk 基因突变体以小克隆为主

　　MLA大 、小克隆形成的机制尚不十分清楚 ,但初步

认为与遗传损伤轻重程度相关。有研究表明
[ 14]
,大克隆

较少发生染色体异常 ,而小克隆可检测到染色体重排

(缺失 、重组)等改变。本实验观察到的经硫芥诱导的 tk

基因突变集落以小克隆为主 ,说明存在着大范围的DNA

损伤。但对于硫芥的致突机制及大 、小克隆突变体细胞

的分子生物学及细胞遗传学改变仍有待于进一步深入

研究。

　　综上所述 ,硫芥能诱发小鼠淋巴瘤 L5178Y3.7.2c-

tk
+ -
细胞 tk 基因突变 ,有明确的致突变性和较强的细

胞毒性。有关的机制尚需深入研究。
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