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环境化学污染物致突变和致癌作用的哺乳类

动物细胞学实验方法和意义

柱 应 秀
�广州医学院卫生学教研室 �

环境化学污染物对人类健康影响的重要

问题之一就是能否引起 生物遗 传物 质 的突

变
,

以及能否导致畸胎或诱发肿瘤
�

许多实验证明细胞的突变对畸胎或肿瘤

的发生有密切的关系
�

正常细胞转化为肿瘤

细胞
,

起始变化是发生于细胞的基因突变或

染色体畸变
�

因此许多致突变实验
,

常被用

于致癌作用的探讨
�

判断一种化学污染物有

无致突
、

致畸和致癌作用
,

要求有流行病学和

实验室两方面的数据互相印证
�

在实验室方面
,

现已广泛采用哺乳类动

物细胞学的实验方法
�

其优 点是 �
��� 快

速
,

可期望在短期内获得初步结果 � �� � 实验

条件较易控制 � �� � 只 需微量 的被 测样 本 �

�斗�便于进行机制的探讨 � �劝 用真 核细 胞

作实验比用原核细胞有许多明显的优点
�

但是细胞学的方法也有缺点
�

例如 �
���

操作技术比较复杂 � �劝 细胞长期体外培养
,

有
“

自发
”

发生转化的可能 � �� � 体外染毒需

复杂的激活处理 � �� � 用细胞学方法所得结

果
,

最后仍需在动物身上进行鉴定 � �力 多数

细胞学方法尚未标准化
,

其评价标准有待统

一 现将有关问题分述于下
�

一
、

细胞的选择
、

染毒方法及剂�

�
�

细胞的选择

根据实验 目的
,

选用各种细胞
�

血细胞

和骨髓细胞多用于染色体分析
�

各种成纤维

细胞和上皮细胞除作核型研究外
,

还用于细

胞恶性转化研究
�

虽然大多数人类肿瘤起源

于
�

�皮细胞的癌变
,

但多数试管内细胞转化

系统都使用成纤维细胞
�

一方面这是由于上

皮细胞在培养基中繁殖相当困难
,

同时也因

为鉴定培养基中恶性转化了的上皮细胞
,

目

前尚缺乏明确的形态指征
�

此外
,

对所用细胞要考虑纯系化和取材

动物的检疫
,

以保证实验结果的稳定可靠
�

�
�

染毒方法

有体外染毒或称试管内染毒和体内染毒

或称活体染毒两种
�

体外染毒是将被测化学物直接加人到细

胞培养基中
�

近来发现
,

大多数化学致癌物

均需经过体内混合功能氧 化酶 ���� � 的 激

活才能成为终末致癌物
,

因此体外染毒常需

进行激活处理
�

常用的体夕�傲活系统有
�
���

� 组分加人法 �习 ,

细胞喂饲技术法
〔�� ,

细胞培

养基动物腹腔接种法 �� 和染毒细胞与大 鼠肝

细胞共同培养法
‘们等

�

体内染毒
,

是将化学污染物通过灌胃
、

注

射
、

吸人或皮肤涂擦等途径给予动物
,

然后取

血细胞或各种体细胞作分析
�

将毒物给予怀

孕动物
,

或给予雌鼠�雄鼠�后使之交配
,

然后

观察胎鼠细胞的突变情况
,

也是一种活体染

毒方法
�

�
�

染毒剂量

体外染毒
,

常按被测化学物的克分子量
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计算
,

例如取 � � � �一 ,

一 � � � �一“摩尔
�

体

内染毒常按 � � �。 剂量计算
,

例如取工一土
� � �

� � �
�

由于大多数毒物在体内可因降解作用

而使毒性降低
,

因此体内染毒时剂量要加大
�

�
�

对照组

在染毒时有的化学物难溶于水
,

常需将

其溶解于某种溶剂中
�

因此对照组的设计
,

除

了空白对照外
,

还应有溶剂对照
�

最常用的

溶剂是二甲基亚讽 �� ��� �
�

为了对实验

条件本身进行控制
,

还应有阳性对照化学物

�如 �� � � � 及阴性对照化学物 �如 生 理盐

水�
�

二
、

细胞学实验方法

细 胞 学 的 各 种 实验 方法
,

归 纳起来

可分 为染 色体畸 变实 验 �� � �
、

微核 实验

��� � �
、

姐妹 染 色 单 体 互 换 实验 ���  �
、

� � � 损伤修复实验 �� � �
一� � �和细胞转化

实验 �� � � 等
�

现分述于下 �

�
�

染色体畸变实验’�,

正常人和动物的细胞染色体数 目和形态

结构是一定的
,

如果因为接触化学物而造成

染色体数 目的增减或形态的改变�如断裂
、

裂

隙
、

易位
、

双着丝点等�
,

则表明此种化学物有

造成遗传物质损伤的作用
�

常用的方法有 �

�� 体外染毒 在血细胞培养基中加入

�� �
,

以促使淋巴细胞分裂
,

然后加入被测化

学物
,

培养一段时间后
,

加人秋水仙素使细胞

分裂终止以获得中期分裂相
,

最后用 ��
� � ��

染色或各种区带染色
,

以观察染色体畸变情

况
�

��� 体内染毒法 在活体中给予毒物及

秋水仙素
,

以后制备染色体标本
�

�� � 体外染毒合并代谢激活处理法
�

�� � 染色体提前浓集技术囚使有丝分 裂

细胞与间期细胞融合
,

此时间期细胞核的染

色质可提前浓集成染色体
�

此种染色体的长

度较长
,

便于作微细分析
,

也便于对不同时期

料 掌 � 卷 斗 期

的间期细胞进行动态的研究
�

�� 微核试验川

微核是染色体碎裂后的产物
,

因此染色

体受损的程度愈明显
,

微核细胞数也就愈多
�

与 �� 比较
,

�� � 的优点是 �
��� 微核容易

辨认 � �� �微核的自然发生率较低 � �� �微核

可出现于白细胞也可出现于红细胞
,

而红细

胞比白细胞多得多
,

有更多的细胞数供观察 �

�斗�不同动物的染色体差异很大
,

而微 核则

不然
,

都是染色体碎片
,

因此不同动物的实验

结果可直接对比
�

但微核也有缺点 �
��� 微

核细胞数与细胞分裂有关
,

有抑制细胞分裂

作用的毒物
,

反能使微核细胞数减少 � ��� 橄

核仅是染色体碎片
,

未能表明某一号染色体

受损
�

常用的 �� � 方法有以下几种 �

��� 活体染毒
,

动物染毒后取骨髓细胞

制片检查
�

�� � 体外染毒
,

或体外染毒合并激活处

理法
�

以末梢血细胞或骨髓细胞为实 验材

料
�

�
�

姐妹染色单体互换实验〔��

每一条细胞染色体都是由两条染色单体

所组成
,

染色单体又由双 链 � � � 构成
,

在

� � � 复制过程中
,

同源的姐妹染色单体存在

着对称性互相交换的作用
,

称为 ��  
,

其机制

迄今未明
�

在细胞培养基中
,

如果加入 ��� �
,

由于 �� � � 的结构与胸腺哦 咤 �� �相似
,

能

取代 � � � 中的 �
,

并也能进行互换
�

但 �� ��

取代 � 后
,

� � � 的 螺旋 化 程 度 降 低
,

用

� ��  � � 染色时着色较浅
,

因此两条染色单体

颜色深浅明显不同
,

极易区分
�

如果某化学

物有损伤 � � � 的作用
,

则 �� � 的频率会 明

显增加
�

常用的 �� � 实验方法如下
�

��� 体外染毒 方法与 �� 实验基本相

同
,

只是在细胞培养基中需加人 �� ���

�� � 体内染毒法
�

�� � 体外染毒合并激活处理法
�
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。� ��  与 � � � 实验结 合法即这 种 方

法的优点是可在同一 玻片 中观 察到 �� � 及

�� �
�

�
�

受损 � � � 的检测

化学致癌作用就是指终末致癌物 �强亲

电子化学物� 与 � � � 的亲核性基团的 相 互

作用
,

并造成 � � � 损伤
�

故可根据受损 � � �

的变化
,

以判断化学物的致癌性
�

常用方法如下 �

�� � � � 损伤修复实验
〔�� 生 物体 是处

在外环境许多理化因子不断地作用下
,

这些

作用可造成 � � � 的损伤
,

但是生物体 仍 能

维持其遗传特征的相对稳定性
,

这就是因为

生物细胞内存在着精巧的 � � � 损伤修 复机

制的缘故
�

� � � 损伤的修复
,

一方面显示了生物有

维持其遗传特征的 能 力
,

另一 方面 又 显示

� � � 遭受损伤的程度
�

当有更多的 � � � 遭

受损伤
,

便会有更多的 � � � 损伤修复过程发

生
�

� � � 损伤修复的研究
,

可用
�
� 一� � � 掺

入法
�

在染毒的细胞培养基中加人
�� 一� � � ,

如果化学物对 � � � 的损伤愈益明显
,

则在

� � � 修复过程中会 有 更多的
�
� 一� �� 掺 人

于 � � � 链中
�

�� 一� � � 的掺人量可用 液体

闪烁计数仪检测
,

或用放射自显影显示
�

��� � � � 合成抑制实验�� ! � � � 受损较

明显时
,

能导致 � � � 合成抑制
�

一些非致

癌物虽也能导致 � � � 合成抑制
,

可是当它与

细胞脱离接触
,

则 � � � 合成能力很快恢复

正常
,

而致癌物则使 � � � 合成能力持续低

下
�

� � � 合成能力的检测
,

可用放射性标记

碱基的方法
�

例如以
’

℃一� � � 掺人量代表染

毒前的 � � � 合成能力
, �� 一� � � 掺人量代表

染毒后的 � � � 合成能力
,

然后根据
’
�尸�的

比值以推算 � � � 合成抑制
�

�� � � � �碎片检查
,

化学物质引起 � � �

的损伤
,

可导致 � � � 碎片的形成
�

� � � 碎

科 学
�

夕�
�

片可用碱性蔗糖梯度离心法
‘���

,

或微孔滤膜
�

碱性液洗脱法〔�� 检侧
�

,
�

细胞转化实验

在细胞培养中
,

如果用化学致癌物处理

正常成纤维细胞
,

经过一段时间之后
,

细胞形

态和生长特征可发生显著变化
,

如细胞互相

重迭
、

交叉
、

排列紊乱
、

方向性消失
、

接触抑制

功能消失
、

成堆生长等
,

这种变化称为
“形态

转化
”

�

形态转化的细胞
,

在体外继续培养一

段时间之后接种于敏感动物
,

则可诱发肿瘤
,

此时称为
“

恶性转化”
�

鉴定一个细胞是否发

生恶性转化
,

需与相应的正常细胞
,

最好是恶

变前的同一起源细胞相比较
,

并在恶性转化

过程中的每一个阶段进行形态和核型分析
�

常用的细胞转化实验方法如下
�

�� 体外染毒单层培养
〔�� 单层培养是指

某些组织分散的单个细胞经过培养后在培养

瓶表面上生长形成的单层细胞
�

受化学致癌

物作用后
,

可能发生形态转化
�

在倒置显微

镜下
,

一般容易观察
�

�� � 琼脂悬液培养法
,

正常细胞的分裂

增殖
,

需要贴在某种固体的底物上
,

并在底物

上展开生长
�

细胞恶性转化时
,

在体外的自

主性程度很高
,

无须贴在底物上也能生长
,

并

且由于接触抑制消失
,

因而可在软琼脂糖中

成堆生长
,

即所谓转化灶
�

转化灶的数 目常

与化学污染物的浓度成正比
�

�� � 体内染毒细胞转化实验
,

将被测毒

物注射于动物体内
,

例如肾囊区
,

然后取肾细

胞进行培养
,

并进行各种观察
�

�� � 敏感动物接种实验
,

形态转化细胞

接种于敏感动物
,

如果长成肿瘤
,

且用此肿瘤

块又能在培养基中重建与该转化株相同的细

胞株
,

则所用的化学物可肯定为致癌物
�

总的来说
,

用哺乳类动物细胞研究化学

污染物的致突变和致癌作用
,

现已提出了许

多实验方法
�

这些方法各有优缺点
�

例如现

已广泛使用的 �� 实验
,

虽有利于判定 那一

号染色体发生畸变
,

但判断标准不易掌握
,

而
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且试管中染色体畸变与化学致癌的作用
,

目

前还存在着两种完全相反的理论见解
�

�� �

实验虽比 �� 实验灵敏
,

但其机制迄今未明
�

�� � 实验有快速
、

简易的优点
,

但只能作为

一种预测
、

筛选的手段
.
D N A 损伤修复或

合成抑制实验
,

是一种观察 D N A 损伤 早期

变化的方法
,

但目前资料积累不够丰富
,

仍有

待于进一步探讨
.
c T 实验是一种能够更加

直接地反映化学物的致癌性质
,

但实验需要

较长的时间
,

且操作复杂
.

以上这些方法都是从不同的方面来探讨

化学污染物的致癌作用
.
由不同化学物所造

成的 D N A 损伤及由之而引起的变化不 尽 相

同
,

因此化学致癌作用的探讨
,

显然应该采用

多指标的方法
.
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试
.
表 1 是空载共振操作条件

.
表 2 是针长

L 与最大共振频率 fm
a二
关系的操作条件

.
表

3 给出了共振频率与液滴大小的关系
.
表 斗

给出了针长与液滴大小的关系
.
液滴直径是

用 Q X 一 1 型激光全息滴谱记录仪动态实时拍

摄和记录的
.

表 5 苯二甲酸二丁酩有关分散物性参数

器
,

是一种简单
、

实用
、

易于制作的动态均匀

粒子发生器
.
它的构件和配用仪表都是经过

实验筛选后确定的通用器件和仪表
.
读者可

以根据需要
,

自行装制
.
如果希望液滴流具

有更大的初始速度
,

可以用扬声器代替耳机
,

如若使液滴带电
,

可外加电场使粒子带以正
、

负电荷 ;也可以用电场使粒子偏转定向
,

以期

进人预定轨道和地点
.
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