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几种代谢和抗代谢药物对 入D N A 的遗传毒性分析
` 一

莽经验交流罄

A n a l y s i s o f g e n e t i e t o x i c i t y o f s e v e r a l m e t a b o l i c a n d a n t i
一

m e t a b o l i e c h e m
-

iC a l S t o 入D N A

杨录军

胡维民

(第三军医大学预防医学系分子毒理室 ) 6 3 0 0 3 8

(华南农业大学蚕学系 ) 5 1 0 6 4 2

佳阳曹告
目

许丽萍 (中山大学生物工程中心 ) 5 1 0 2 7 5

随着医学的迅速发展
,

许多临床药物的毒副作用

日益受到人们的重视
。

但是
,

临床的观察多是诸如恶心

呕吐
、

白细胞减少
、

骨髓抑制等短期的毒副作用
,

而对

其是否有致癌
、

致畸
、

致突变 (简称
“

三致
”
)的远期潜在

遗传毒性研究较少
。

目前检测化合物致突变性的试验方法很多
,

并在

方法学上各有优劣
。

近年来
,

我们首次报道用 久D N A

体外重包装技术构建了一种致突变物检测新方法
〔`

·
2二。

该方法具有简便
、

快速
、

敏感的优点
。

由于直接用诱变

物处理 久D N A 并辅 以酶切
一

电泳技术等
,

还 可以初步

确定诱变物对 D N A 的损伤机理
。

本研究用此方法研究了 5 种临床上使用的代谢和

抗代谢药物对 入D N A 的遗传毒性
。

现报道如下
:

1 材料和方法

1
.

1 菌株与试剂

制备 入噬菌体包装壳蛋白的溶原菌 B H B 2 6 8 8 和 2 6 9 0 以及

L E 39 2宿主大肠杆菌
,

由中山大学生物工程中心刘 良式教授惠

赠
.

入D N A
、

P s t l
、

E e o
R I 为华 美公 司产 品

.

氨 甲 基 喋吟

( M
e th

o t r e x a t e ,

简称 M T X )
,

6 疏基 漂吟 ( 6
一

M e r e a p t o p u r , n e ,

简称 6
一

M p ) 购 自 F lu k a

公司
,

5
一

澳脱氧尿昔 ( 5
一

b
r o rn o d o x y 一 u r i

-

d i
n e ,

简称 B
r
d U )

,

叶酸 ( F o l a c in
.

简称 F A )
,

烟 酸 ( N ie o t : : 、 ie

A ic d
,

简称 N A )均为国产分析纯或粉剂药 品
。

1
.

2 药物剂量分组及对 入D N A 的处理

药物使用蒸馏水或 7 5 % 二 甲基亚矾 ( D M s o )配制
。

在

1 0
.

0 ~ 0
.

0 5 产 g 药物 / 0
.

5 尸 g 入D N A 之 I旬设置 4 个剂量组
。

预先将 入D N A 配成。
.

1 尸g /川的 入D N A 包装缓冲液
.

然后

用 5 川 入D N A 包装缓冲液与 5 川 受试药物混匀
,

37 ℃温育 30

m i n ,

置冰上 1 0 m in 终止反应
。

1
.

3 入噬 菌休壳蛋白制备及 入D N A 离休 包装方法

按《分子克隆操作指南 )}u 方法 l
,

用 两个溶原菌制备包装

提取物
,

用两种提取物进行体外包装
”
的方法进行 s[J

。

1
.

4 噬菌体感染宿 主菌

包装后的噬菌体原液用 S M 液作 1 .
`

稀释
,

然后取 10 川包

装稀释液 1 00 川与 L E 3 92 宿主菌悬浮液混合
、

吸附
。

每剂量铺 3

个重复皿
,

37 ℃过夜 (8 ~ 12 h) 培养
,

次 日计数各平板上的噬菌

斑数 目
。

1
.

5 酶切 和 电泳

受试药物 以 在 久D N A 重包装法检出的毒性剂量 (或最高剂

量 )
,

按前述方法处理 入D N A
,

再分别用 P st l 和 E co R I 限制性

内切酶 消化
,

进行 。
.

8 %琼脂糖凝胶 电泳
,

澳化 乙锭染色
,

26 。

m m 紫外灯下观察和照相
。

1
.

6 实验重复

每个药物均重复做 3次
“
久D N A 重包装法

”
检测和 2次

“

酶切
-

电泳
” 。

结果相同或类似才视为正常
。

2 实验结果

5种 D N A 代谢药物处理 久D N A 后
,

离体包装形成的噬菌发

生率见 附表
。

从表中可 以看 出
,

仅 M T X 和 6
一

M P 所设置的较大

剂量诱导 的噬菌斑发生率与对照组相 比有显著下降
。

按我们先

前设置的阳性判定标准 t ’」 :

即在两次实验结果有平行重现的前

提下
.

噬菌斑发生率 比空 白对照 至少降低一半
;
同时随剂量增

高而降低
,

剂量反应关系或是线性或是陡坎效应
。

其余情况视

为阴性
。

据此 M T X 和 6
一

M P 对 入D N A 的毒性判定为阳性结果
,

而 5
一
B : d U

.

N A 和 F A 为阴性结果
。

国家 自然科学基金资助项 目
,

N o
.

3 8 8 0 6 8 。

华南农业大学校 长基金资助项 目
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杨录军

胡维民

(第三军医大学预防医学系分子毒理室 ) 6 3 0 0 3 8
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佳阳曹告
目

许丽萍 (中山大学生物工程中心 ) 5 1 0 2 7 5

随着医学的迅速发展
,

许多临床药物的毒副作用

日益受到人们的重视
。

但是
,

临床的观察多是诸如恶心

呕吐
、

白细胞减少
、

骨髓抑制等短期的毒副作用
,

而对
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、

致畸
、

致突变 (简称
“

三致
”
)的远期潜在

遗传毒性研究较少
。

目前检测化合物致突变性的试验方法很多
,

并在

方法学上各有优劣
。

近年来
,

我们首次报道用 久D N A

体外重包装技术构建了一种致突变物检测新方法
〔`

·
2二。

该方法具有简便
、

快速
、

敏感的优点
。

由于直接用诱变

物处理 久D N A 并辅 以酶切
一

电泳技术等
,

还 可以初步

确定诱变物对 D N A 的损伤机理
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是其产生的点突变发生率较低或突变终点不在与 入噬

菌体生命周期有关的基因上的缘故
。

F A 是嗦吟合成代谢的重要底物 之一 而 N A 则

是辅酶 I ( D N A )和辅酶 I ( N A D P )的底物
,

直接参与

传递氢的作用
「̀ ’ 三。

这两种受试药物对 入D N A 无直接损

伤或诱变性的报道
,

在 入D N A 重包装法 中也检测为阴

性结果
。

总之
,

我们的实验结果证实了 目前临床常用的抗

肿瘤药物 M T X 和 6
一

M P 具有潜在的遗传毒性
,

在尚无

更安全的替代药物情况下
,

应引起 临床医生的高度重

视
。

在选配联合化疗方案时
,

应既考虑到这些药物的短

期毒副作用
,

也应考虑到这些药物的远期遗传毒性效应
。

关键词 入D N A
;
致变物 /分析

;
遗传毒性
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细菌拉丝试验的应用探讨

A s t u d y o f a d a P t i o n o f t h e “
S t r i n g ” t e s t

解晓珍

潘绍武

田 洪明 舒 亦平 (第三军 医大学新桥医院检验科 )

f o r b a C t e r i a

6 3 0
` ) 3 7

(第三军医大学检 验系临床微 生物学教研室 ) 6 3。 。 3吕

1 9 7 0年 s m iht
l `

首先报道拉丝 试验 用于霍乱 弧

菌
,

1 9 8 1年 S h u s h a n
等

` ’
一

和 1 9 8 3年 A g b o n l a h o r 等 ! 3 」

相

继将拉丝试验应用于革兰 氏阳性菌和阴性菌的鉴别
。

近年来国内也有一些初步应用的报道
’ `一 6 ,

但尚未普

及
。

我们用 12 6 7株菌进行拉丝试验
,

以求进一步了解此

项试验的准确性
、

可靠性
,

同时对其 影响因素进 行探

讨
。

现将结果报告如下
。

1 材料与方法

1
.

1 试验材料

试剂
:

在 比较试验 的基础上 选用 25 刃 L ( C P ) K O H 水溶

液
,

作为本试验的基本试剂
。

菌株
:

革兰氏阴性菌 32 种“ 4株
,

革

兰氏阳性菌 16 种 60 3株
,

共 1 2 6 7株
,

其中82 株系实验室保存菌株

(含成都生物制品所提供的质控标准菌株 )
,

其余均为本实验室

自临床标本中分得
。

1
.

2 实验 方法

用接种环取 2 5 9 厂L K O H 水涪液两环于洁净玻片上
.

从培

养基中刮取菌落 1至数 个
.

与试剂充分混 合
,

并不断地将环从悬

液 中轻轻提起
,

在黑色普 景下观察
。

60
5
内出现细丝者为阳性

,

60
5 内 不出现 细丝者 为阴性

。

以盆兰氏染色结果与其对 比
。

1
.

3 影响 因素的观察

取 部分革 兰氏阴性菌株观察比较不同试剂
,

不 同菌量和不

同类型菌落 (S 型
、

R 型 )的细菌对拉 丝试验结果的影响
。


