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　　提　要　目的:研究昆明山海棠对人白血病细胞 HL-60 HPRT位点的影响。 方法: 用 THH水溶液对

HL-60细胞进行浓度梯度染毒 ,不同时间点进行单细胞微孔接种 ,计数阳性克隆 ,测定接种存活率 、克隆效率

和突变频率。结果: THH染毒细胞的突变频率 ,在处理剂量 3. 35～ 20. 10 mg /ml范围内 ,具有明显的剂量 -反

应关系。但随着 T HH的浓度增高至 33. 50 mg /ml组 ,由于细胞存活率太低 ,细胞数不够最后接种要求 ,不能

继续进行。这一现象可能与 THH的细胞毒性有关。结论: THH对 HL-60细胞具有肯定的致突变性 ,但只是

在一定的剂量范围内遵循剂量反应规律。
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　　昆明山海棠 [ T riptery gium Hypog laucum ( Lev l )

Hutch, THH]是一种传统中药 ,为卫茅科雷公藤属植

物 ,主要化学成分包括生物碱、贴类及色素剂。 THH

在中医临床上 ,常用于治疗风湿性关节炎、红斑狼疮等

自身免疫性疾病 ,由于发现 THH具有可逆性抗生育

及抗肿瘤效应而引起人们的关注。 有资料表明 THH

有明显的细胞分裂抑制效应、非整倍体毒性和可能的

染色体损伤作用 ,但关于 T HH在基因水平上的影响

作用还很少报道 [1～ 4 ]。因此 ,本研究采用 HL-60细胞作

为实验对象 ,观察 T HH对 HPRT位点的影响作用 ,为

探讨 T HH的遗传毒性以及抗肿瘤作用的机制提供一

定的材料与信息。

1　材料与方法

1. 1　实验用细胞株
　　 HL-60细胞 ,属人急性早幼粒白血病细胞株。 细胞形态呈

淋巴母细胞样 ,核型 46( 43～ 48) ,倍增时间 12～ 16 h [5]。由本校

营养卫生教研室张乾勇博士惠赠。 细胞呈悬浮生长 ,接种 ( 1×

104细胞 )于培养瓶中 ,每 2～ 3 d换液一次。实验前用 1% HAT

培养基 (内含次黄嘌呤、氨基喋呤和胸腺嘧啶核苷 )除去自发

突变。

1. 2　 THH的制法
　　 20 g THH根茎打碎成小颗粒 ,加入 400 ml双蒸水 ,浸泡

过夜 ,煮沸 3次 ,每次 2～ 3 min,取上层液体浓缩成 30 ml,依次

经过滤纸、 0. 45μm、 0. 22μm的滤膜过滤 , 4℃保存备用。

1. 3　染毒与细胞毒性测定
　　将指数生长期的细胞弃去培养液 ,然后加入含不同浓度

THH的不完全培养液 ( 1. 67、 5、 10、 20、 33. 33μg生药 /ml) ,染

毒 6 h。以含一定体积双蒸水的有血清培养基作为阴性对照 ,以

50μg /ml ENU作为阳性对照 (染毒 4 h ) ,停止染毒后用 D-

Hanks液冲洗两次 ,更换正常的完全培养液。计数细胞 ,用完全

培养液稀释后 ,接种于无菌 96孔培养板中 ,每孔约 1个细胞

( 200μl) ,每板 79～ 89孔 ,置于 37℃ , 5% CO2培养箱中培养 , 7

d后计数阳性孔数 ,求细胞接种存活率 ( Plating efficiency , PE)。

PE=
- Ln(阴性孔数 /接种孔数 )

每孔接种细胞数

1. 4　表现型表达与突变频率的测定
　　取表达结束后 ( 8 d)的 HL-60细胞 ,计数稀释后 ,接种于无

菌 96孔板中 ,每孔 1个细胞 ,培养 7 d后 ,计数阳性克隆孔 ,求

出克隆形成率 ( Cloning efficiency , CE)。

CE=
- Ln(阴性孔数 /接种总孔数 )

每孔接种细胞数

　　同时以 1× 104个细胞 /孔接种于 96孔板中 ,每孔 200μl筛

选培养液 ,含 6-硫代鸟嘌呤 1μg /ml, 37℃、 5% CO2培养 8 d,计

数阳性孔数 ,求突变频率 ( Muta tion fr equency, MF)。

M F=
- Ln(阴性孔数 /接种孔数 )
每孔接种细胞数× CE

2　结果

　　 T HH对人白血病细胞 HL-60的毒性作用见图 1。 随着染

毒剂量的加大 ,细胞存活率明显下降 ,数据经计算机曲线拟合 ,

符合数学模型 Y= 96. 3 e- 0. 03X ,可决系数 R2= 0. 972,残差平方

和 SSR= 239. 543, P < < 0. 01,说明细胞存活率与染毒剂量有

非常显著的线性相关。

　　 THH诱发人白血病 HL-60细胞 HPRT位点突变频率见

图 2。 剂量在 0～ 20. 1 mg /ml范围时 ,突变频率随着染毒剂量

的加大而明显增加 ,数据采用计算机曲线拟合 ,符合以下数学

模型 Y= - 3. 34+ 0. 76X ,可决系数 R2= 0. 891,残差平方和

SSR= 287. 88, P < 0. 01,说明突变频率与染毒剂量有非常显著

的线性相关。但随着 T HH的浓度增高至 33. 33 mg /ml时 ,由于

细胞存活率太低 ,达不到最后接种要求 ,不能继续进行。 因此 ,

THH的遗传毒性及致突变性并不是单纯遵循剂量越大 ,效应
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越大这一简单的剂量反应关系 ,而只是在一定的剂量范围内遵

循这一规律。

图 1　细胞接种存活率与 THH染毒剂量之间的关系

Fig 1　 The relationsh ip between plating

ef f iciency and THH dose

图 2　 THH染毒剂量分别与细胞克隆效率、

突变频率之间的关系

Fig 2　 The relationship among cloning ef f iciency,

mutation frequency and THH dose

3　讨论

　　人和啮齿类动物细胞的次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖

基转 移 酶 ( Hypoxanthine-guanine pho spho ribo syl-

t ransferase, HPRT)位点的基因产物是 HPRT,该酶

参与细胞内嘌呤核苷酸生物合成的补救途径 ,它可以

一些嘌呤类似物如 6-硫代鸟嘌呤、 6-巯基嘌呤及 8-氮

鸟嘌呤为底物 ,生成核苷-5-单磷酸 ,后者掺入到 DNA

中将引起细胞死亡。 因此 ,在含 6-硫代鸟嘌呤的培养

基中 , HPRT位点突变的细胞可以生长 ,而未产生突

变的细胞则不能存活
[6 ]
。 本实验采用 HL-60细胞

HPRT位点正向突变试验检测到 THH的细胞毒性和

致突变性 ,发现诱变细胞的克隆效率与突变频率呈反

向关系 ,并得出了 T HH的剂量与 HPRT基因突变频

率的量效关系的数学模式 ,这一方面有利于对环境致

突变剂生物危害的定量评价 ,另一方面使不同类型环

境致突变剂生物危害效应的定量比较成为可能。

　　对 THH遗传毒性的研究国内外只有少量报道。

汪旭等
[ 2]
经 Ames试验、人外周血淋巴细胞姐妹染色

单体互换以及小鼠骨髓细胞染色体结构畸变分析 ,发

现 THH的水提取物及乙醇提取物均有低度基因毒性

效应 ,在对细菌无明显杀伤作用的剂量下都能诱发细

菌靶基因发生碱基置换与移码突变。 T HH处理人外

周血淋巴细胞后 ,诱发姐妹染色单体互换频率显著升

高 ,同样表明基因毒性的存在。在对 THH诱发果蝇生

殖细胞非整倍体的研究中发现 , T HH可在果蝇生殖细

胞形成中导致染色体的丢失或不分离
[ 1 ]
。我室应用荧

光原位杂交技术和抗着丝粒抗体间接免疫荧光染色技

术对 T HH诱导 N IH3 T3细胞产生的微核进行了检测 ,

结果表明 ,微核中有 62. 1%～ 68. 4%均带有标记上的

着丝粒 ,显示其来源于染色体异常分离后丢失的整条

染色体 ,也表明 T HH有较强的非整倍体毒性
[7 ]
。在进

一步研究 THH是否对染色体结构造成损伤中发现 ,

T HH在小鼠骨髓细胞染色体畸变分析中未表现出明

显的染色体断裂效应 ,另在对 N IH3 T3细胞的研究中

也获得类似结果 ,仅高剂量组有染色体畸变 ,并提示结

构畸变集中在“带着丝粒的断片”。 T HH较确切的非

整倍体毒性和可能存在的染色体损伤作用 ,暗示 T HH

能对着丝粒蛋白的结构和功能造成一定损害 [ 7]。

　　有报道指出 , T HH成分中的雷公藤素甲和乙对白

血病模型 L1210、 P388、 L615小鼠有明显的抗肿瘤活性 ,而

且长期存活小鼠经数次攻击仍未导致白血病。 雷公藤

酮对体外培养的人鼻咽癌细胞 ED50为 ( 10
- 3
～ 10

- 4
)

μg /ml
[4 ]。Kupchan

[8 ]认为雷公藤素甲的作用原理是 9、

11位环氧开环 ,使药物对生物大分子发挥选择性烷化

剂作用。本实验采用人白血病 HL-60细胞获得的结果

是否与 T HH抗肿瘤性有关还不清楚。我们正在进一

步采用多重 PCR技术 ,对突变克隆 DNA扩增其

HPRT位点的 9个外显子 ,以期明确突变发生的位

置、性质 ,为进一步开发利用传统中药 THH提供有益

的线索。
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Effects of Tripteryginm hypoglaucum hutch on HPRT gene of human

promyelocytic leukemia cells
Liu Shengxue, Cao Jia, An Hui , Yang Ming jie, Ao Lin, Yang Lujun ( Depa rtment of Molecular Toxicolog y , Third

M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o investiga te the effects of T riptery ginm hypog laucum hutch ( T HH) on the

HPRT gene o f h uman promyelocy tic leukemia cells. Methods: HL-60 cells w er e infected with TTH with dif-

ferent concentra tions and put into sing le-cell wells at different tim e phases. Then the numbers of positiv e

w ells we re counted and the cell plating efficiency , cloning efficiency and muta tion frequency w ere dete rmined.

Resul ts: When the concentra tion o f T HH was f rom 3. 35 to 20. 10 mg /ml, the cell muta tion frequency was

positiv ely co rr ela ted to the concentration. When th e concent ration of T HH rose up to 33. 50 mg /ml, the ex-

pe riment could not be continued because th e cell pla ting efficiency w as too low . This phenomenon might be

r elated with th e tox icity o f the T HH cells. Conclusion: THH can exer t mutagenic effec ts on HPRT gene in

HL-60 cells, but ther e is do se limit in dose-response r ela tionship.

　　 Key words　 T HH; HPRT locus; mutagenesis; HL-60 cell

低压缺氧对大鼠学习记忆及海马 GABA含量的影响

Effects of altitude hypoxia on learning, memory and GABA content of

hippocampus in rats

张金海
 
　阮怀珍　 袁碧波　 吴喜贵　 范晓棠　　 (第三军医大学基础医学部神经生物学教研室 ) 重庆 , 400038

　　在机体的所有器官中 ,中枢神经系统对低氧最敏感 ,低氧

可引起脑功能障碍 ,如记忆、行为、情绪等高级功能障碍 ,但机

制尚不清楚。为此 ,本实验利用低压缺氧模型 ,探讨大鼠学习记

忆行为的改变以及与海马 GABA含量的关系。

1　材料和方法

1. 1　动物及模型
　　Wistar大鼠 36只 ,雌雄不拘。实验分为低氧组 ( 18只 ):将

大鼠置于模拟海拔 6 000 m的低压舱内 ( 4℃ ) ,每天 8 h,连续

15 d, 10只进行爬杆主动回避训练 (常氧条件 ) , 8只进行 GA-

BA测定。 对照组 ( 18只 ): 正常饲养 (室温 24℃ ,常氧 ) , 10只进

行爬杆主动回避训练 , 8只进行 GABA测定。

1. 2　爬杆主动回避反应
　　按文献 [ 1]进行大鼠自动爬杆主动回避反应 ( Activ e avoid-

ance reaction, AAR)训练。以正确反应率连续 3 d都在 80%以

上为习得标准。习得以后观察不同时间 AAR正确率的变化 ,为

爬杆反应的保持率。

1. 3　 GABA的提取和测定

　　大鼠断头 ,迅速取出海马 ,精确称重。 置样品于冰镇玻管

中 ,加入 10%磺基水杨酸 ( 1 ml) ,冰浴下以玻璃匀浆器手动匀

浆并离心 ,取上清液 50μl,用高效氨基酸分析仪检测 GABA

含量。

2　结果

2. 1　低压缺氧对大鼠 AAR的影响

　　正常对照组大鼠在 AAR习得训练中 ,随着训练天数的增

多 , AAR习得率逐渐增高 ,训练的第 5天 , AAR习得率已超过

80% ,而低压缺氧大鼠不到 50% ,且每天均低于对照组。在两组

分别达到习得标准后 ,进行 AAR保持测试 ,结果 ,低压缺氧组

的 AAR保持率明显低于对照组 ,见表 1。
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