
·

药理实验研究
·

国外致突变
、

致癌和致畸实验方法的进展

第二军医大学 印 木 泉

致突变
、

致癌和致畸 简称
“三致

”
实验是毒理学和药理学中新近崛起的领域

。

它的

任务是 查明人类环境 包括生活环境和生产环境 中各种物理
、

化学和生物因子是否具有

致突变性
、

致癌性 和致畸性
 ,

探讨
“三致

”
’

作用与化学结构的关系 引起
“三致

”
作用的机理 , 致突变与致癌的关系, 以

及实验资料外推到人的理论与实践等
。

“三致
”
作用的研究

,

近十多年来在国外发展很快
。

因为
、

重要性正在为人们进一步

认识
。

表现在 日常生活中接触的大量化学物质如染发剂
、

日用化学品
,

食品添加剂和各种

食品
,

以及药物等巳经或正在被检测是否具有
“三致

”
性而决定其能否继续使用 , 新药必须

具有
“
三致

”
实验资料提出的安全保证

,

才能获准推广使用 生产环境中的大量化学物质
,

以及噪声
、

微波和高
、

低气压等也正在用各种测试方法被大量过筛, 研究的课题不仅限于民

用
,

而且正转向军用课题
,

如美国正在研究芥子气的致畸作用
,

为军方考虑女军人配置的位

置提供科学依据
。 、

测试方法蓬勃发展
。

近年来大量发展了简单
、

快速
、

敏感和经济的短

期测试系统
,

迄今国外已有 多种
。

一
、

致突变和致癌试验的短期测试系统

基于体细胞突变理论
,

环境因子引起体细胞突变后
,

细胞的异常分裂
,

可能是癌发生的

基础
,

因此致突性试验和致癌性试验的短期试验方法是一致的
。

一 分类 测试方法的分类
,

不尽相同
。

大多数的作用点 一 是 基 于 突

变
,

如下表所列

体细胞染色体
崎 变分析法 如骨髓细胞染 色体分析

、

微核试验等

致 突 生位细胞染 色
体崎变分析法

如 显性致死试验等

、、

变崎法体析分色染

试验方法
基因突 变
试脸法

上自厂飞火

此外
,

有的以致癌物依赖于核酸反应分为致突性实验
、

细胞转化研究
、

修复研究和标记

物的大分子结合等试验方法
。

还有以不同的致突变指示物 分类的
。

无 论 何种

分类法
,

在实验中选用方法时应注意以下七条技术标准
。

它们是 重复性
,

敏感性
,

快速性
,

复杂性
,

基本机理
,

试验程序的标准化程度
,

人力和耗费
。

二 平板培养法 是最为广泛应用的方法之一
。

属于此类的实验方法虽各不相同
,

但有

两个基本环节
。 、

突变指示物分为二大类
,

一是应用微生物为指示物
,

如 鼠伤寒 沙 门 氏

菌
,

大肠杆菌和酵母菌等
,

二是用哺乳动物细胞如 细胞株
、

细胞株
、

小 鼠淋巴瘤

和中国地鼠细胞等
。 、

代谢活化系统
。

目



前国外常用的代谢活化系统有三类 无细胞系统
一 。

又分为三种
,

即

一 或 一
,

啮齿类动物肝微粒体组份和纯酶
,

如单氧化酶系统
。

哺乳动物细胞如 肝细

胞等
。

宿主
。

它们各有优缺点
,

但 一 或 一 含有异体生物代谢酶的量 最 多
,

是理想的致癌物和致突变物的活化系统
,

是常规筛选中较好的系统
。

但对那些须相继进行复

杂反应的化合物
,

用完整的肝细胞更好
。

如 一乙酞氨基氟用 一 作活化系统时
,

对 。

为阴性
,

而用肝细胞时则为阳性
。

选择合适的活化系统可避免假阴性
。

三 鼠伤寒沙门氏菌 哺乳动物
—

微 拉体法 该法又称 法
,

是国际上 公 认的

一种快速而敏感的测试系统
,

目前世界上 已有 多个实验室在应用此法
。

该方法公开发表

于 年
,

经过国际上几年的应用后
,

教授等 作了某些修正
,

重新发表于 年 月
。

此外
,

各国为提高敏感性和消除假性结果进行了多方面的改进
。

、

发展新菌种 标准平板掺入法所用的原菌株为 和 等
,

它们 的回变

位置在 结构的
·

鸟喋吟
·

胞吻吮 硷基对
。

应用这些菌株
,

测试化学物质的致突

性和致癌性间的相关约
。

现在
,

某些不能检出的致癌物经用新菌株
—

测试后
,

可获得阳性结果
,

因为 的回变位置在
·

腺嗦吟
·

胸腺嗜吮 硷基对
。

表 倾 侧 平 板 法 和 预 培 养 方 法 的 比 较

致突试验的敏感性
化 合 物

倾倒平板法 预 培养

二 甲基亚峭胺

二 乙 基亚峭胺

二 甲基氛氮苯

 毗咯联胺生物碱

黄曲 霉毒素

联 笨胺

一
一

联 甲笨胺

亚万有基膝

甲基亚稍基脓

 ! ∀ 乙基甲磺 酸盐

苯 并 花
一  一

氛氮甲 笨

日
一

日
一

茶胺

一  一 亚峭 基苟胺

一
一 。 一

一 亚 声有
一 。 一

间苯二 胺

一 一



感

、

测试物的预培养 应用预培养可提高敏感性
,

增加检测致突物的范围
。

此法系

在平板掺入法前
,

将测试物
、

一 和试验菌株一起
,

在 ℃下振荡培养 分钟
。

常用

分钟
,

亦可在 ℃下培养 分钟
。

某些化合物如 一亚硝胺可有效地被检测为致突物
。

上表

所列结果
,

亦说明应用预培养可增强其敏感性
。

、

应用联合致突物 这种化合物本身无致突变性
,

但可加强致突

物的活性
,

因而可检测某些可疑致癌物或弱致突物
。

如加 。微克 与苯胺一起培

养时
,

可获阳性结果
。  

的作用机理 尚不完全清楚
,

但已发现其可插入双股 D N A

的硷基对中
,

这种插入可增加D N A 对致突物或致癌物的活性代谢产物的敏感性
。

它 也 可修

正致突物的代谢
,

抑制灭活性或加强致突物的活性
。

4

、

加入酶的联合因子 (C o fa e to r)
。

除还原型辅酶 亚 ( N A D P H ) 外
,

现在还加

入其它联合因子如A T P
、

核黄素和fl
a v in m o m o n u eleo tid e (F M N ) 等

,

以 加 强 某些

需要代谢活化的化合物的致突性
。

5

、

建立新方法根据A m
es
试验的基本原理

,

发展了一些新方法
,

如细菌傍 徨 试 验

(f lttc tu
“
ti
o n a s s a y )

。

经用该方法测试某些化合物
,

其故感性高于平板掺入法直至 100

倍
。

后又用微量滴定盘取代原试管试验法
,

其敏感性又得到了一定的提高
。

为消除假阳性结

果
,

应同时进行活菌监测
。

该方法用于对含有致突物的生物体液的检测是有用的
。

如从服用

细胞毒性药物病人或接触毒物者尿中检测致突物
。

不仅可以测定尿
,

还可用于对粪
、

血液或

其它体液的检测
。

最近又将微量滴定盘试验法用于哺乳类细胞突变试验
,

不仅取代了60 毫米

的培养皿
,

而且大大地缩短了实验周期
。

( 四 ) 方 法的评价
:
一个国际协作组用五种方法 (包括修复试验

、

细菌致突试验
、

酵

母菌试验
、

体外哺乳动物细胞试验和体内试验) 对42 个标号化合物进行双盲试验后指出
,

当

前仍以A m
e s
试验较好

。

它们在评价各种方法时
,

计算下列三个指标
:

1 、

敏感性 (S ensitivity)

敏感性 (真阳性部分)

、

特异性 (S peeifieity )

_ 致癌物为阳性数
测试致癌物数

汤

特异性 (真阴性部分) =
非致癌物为阴性数

测试非致癌物数

、

精确性 (A eeuraey ) = 正确试验结果数

此外
,

他们推荐了另一项评价指标
,

预测值 二

测试化合物数

即预测值 (P redictiv e value)
。

致癌物为阳性数
得到的阳性结果数

李

尽管致癌性短期测试方法甚多
,

但没有一种方法是尽善尽美的
,

因此在一个
“三致

”
实

验室里须建立一整套测试系统
,

互相验证是十分必要的
。

二
、

致畸实验

致畸学已发展为常规致畸学 (C on ventional teratology)和行为致畸学 (B
eha vio ral

忱ro to lo g y) 两部分
,

因此实验方法也有很大的发展
。



一) 常规致崎学实验
l 、

动物实验
:
仍是经典的实验方法

,

常用大鼠和家兔作为实验动物
。

但是在具休

方法上有了发展
,

如内脏检查以
sta p le s法取代了w ils

o n
法

,

它 可 避 免 w ils
o n 法 由 于 自

溶
、

固定和切片造成的改变; 骨骼的染色采用一种快速的双染色法
。

各国对实验设计的原则

均有明确而统一的规定
。

这些规定主要包括¹ 选用实验动物的种系; º 各组动物数 ,
» 剂量

组的设立 ,
¼ 给药期 ,

½ 给药途经 ; ¿ 检查项 目
。

此外
,

有的国家和实验室还编有标准操作

程序 (standard O pera ting p roeed ures, S O p
s

)

,

使实验操作标准化
、

规范化
。

如 美

国编有完整的对各种动物进行致畸实验的标准操作程序
。

根据K ar
n
of
sky定律

,

任何一种制剂
,

在某些动物胚胎发育的钾定阶段
,

给予适 当的剂

量
,

都将引起胚胎或胎仔的发育障碍
。

因此
,

在实验期间
,

应严格控制动物饲养环境因素对实

验的影响
。

国外的动物室对气温
、

气湿
、

噪声
、

尘埃
、

饲料
、

饮水和照明的控制是非常严格的
。

在畸形学检查中
,

应正确鉴别畸形 (m alfo rm a tio n ) 与变异 (V ariatio n )
,

如大鼠应

有13 对肋骨
,

如第一腰椎上出现了肋骨
,

其长度短于第十三肋的一半
,

则为游离肋
,

属正常

变异
。

如大于 1/ 2
,

称为多肋
,

则为畸形
,

并为致畸原引起骨骼畸形的重要标志
。

还要正确

记录畸形的术语
。

各种畸形术语都有一定的描述或定义
。

应用家兔进行致畸实验时
,

基本程序与大鼠一致
,

但为提高受孕率
,

国外多采用人工受

精法
。

2

、

体外胚胎培养
:
将孕期第 9 或10 天的胚胎从动物体内取出

,

在 体 外 试 管中培

养
,

然后加入不同浓度的测试物
,

逐 日观察形态学上的异常
,

以判断测试物 是 否 有 致畸作

用
。

为了精确地测量形态学上的变化
,

有人提出按照 17 种形态特征的表现
,

分别予以记分
,

试验组所得总分与对照组相比
。

此外
,

还测量体节数
、

胚胎蛋白质含量
、

卵黄囊直径
、

身长

(头顶部到臀部) 和头长
,

并进行组间比较
。

近来已有人将小鼠第3
.
5天的胚 芽 取出

,

在体

外试管中培养到第12 天
。

在实际运用中
,

考虑到某些化合物的致畸性
,

可能要依赖于一种或多种母体 P 45 o 单氧

化酶系统
,

因此
,

在体外培养时
,

还加入 S一 g 和联合因子
。

但是
,

体外胚胎培养作为致畸学研究的短期测试系统尚未完全成熟
。

因为胚胎在体外只

能培养到第12 天
,

而在12 天前所见的异常
,

是否会形成畸胎
,

尚不得而知
,

因此
,

该方法在

国外也属于探索阶段
。

3

、

多代致畸学研究
:
由于人类接触食品添加剂

、

农药和所有环境污染物的方式是

慢性的
,
而接触药物可能是急性的或慢性的

,

因此实验动物的接触方式应与人平行
。

为此
,

有三种研究方式分别称为
:
¹ 定时研究 (t im ed study) 即上述常规致畸学中的动物实验;

º 单代研究 (Singlegeneration stud y) 和 » 多代研究 (m ultigeneratio n study )
。

多代致畸学研究是单代研究的扩展和完善
。

双亲动物在交配前
、

孕期和哺乳期连续地接

触测试化合物
。

仔代也从交配前连续接触化合物
,

然后断奶
,

允许成熟
,

在它们中间交配
。

其试验程序的基本模式如图 1 所示
:

(二) 行为致崎学实验

该研究的主要 目的是通过过筛试验
,

预防或降低人们对于可能引起行为功能紊乱的毒

性物质的接触
。

奋

t‘
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图 1 三 代 致 崎 学 研 究 程 序

当前
,

为了评价任何一种化学物质的行为致畸作用
,

正在建立和发展一整套的试验和评

价方法
。

有人提出
,

一套理想 的评价方法应 由 6个系统组成
:
¹ 体力增长和成熟度

,

º 反射

和运动的发育
,

» 感觉功能
,

¼ 活动性和反应水平
,

½ 阅读和记忆能力
,

和 ¾ 神经传递系统

功能
。

并且
,

应该在动物的整个生命期进行观察评价
。

当前还不可能有一个简单的
“工具

”

去检测行为功能紊乱
,

因为我们对
“正常

”
行为和它的机理还不完全了解

。

在考虑试验程序时
,

有人提出应包括下列四个问题
:
¹ 选择测试对象

,

º 建立测试对象

群体的
“正常

”
行为概貌

。

» 利用阳性对照物
,

¼ 方法和程序标准化
。

通过试验
,

已经发现某些制剂对动物和人有行为致畸作用
。

这些致畸原是
:

对动物有行为致畸作用的物质
:

1 、

酒精 6 、

巴比妥酸盐 10
、

滴滴涕 15
、

多氯联苯

2 、

麻剂醉 7 、

镇静剂 11
、

抗抑郁药 16
、

镐

3 、

雄激素 8 、

氟烷 (吸入 12
、

阿司匹林 17
、

甲状腺机能减退

4 、

雌激素 性麻醉药) 13
、

尼古丁 18
、

双氮嚓

5 、

营养不良 9 、

铅 14
、

皮质类幽醇

对人有行为致畸作用的物质
:

1 、

酒精 2 、

麻醉剂 3 、

吸烟 4 、

甲基禾 5 、

营养不良 6 、

铅

从方法学上来讲
,

纵然在
“
三致

”
实验方面 已发展了大量的短期测试系统

,

但动物实验仍是

确认是否具有
“三致

”
作用的重要手段

。

并且
,

由于动物实验 资料外推到人
,

以估价对人的

危害问题尚未解决
,

因此
, “

三致
”
实验仍将在短期测试作过筛

—
动物实验作确认

—
人

群流行病学调查作证实三者间进行
,

从而获得可靠的结论
。

本文仅从一个侧面介绍某些近况
。

( 参考文献43 篇
,

略 )


