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遗传毒理学研究方法的进展
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在过去的 多年中
,

世界上发生了多起

触目惊心的事件 年代末由于水懊港汞

的排放而导致水懊病 年代初发生了震惊

世界的反应停 致畸胎事件

年代初发现孕妇服保胎药二 乙基 己 烯 雌 酚

 !贝  ! 导致女性子代患宫颈或阴道

透明细胞癌 夕。年代 中期流行病学调查发现

氯乙烯引起职业性肝血管肉瘤 在 多年

惨痛的历史教训面前
,

人们才逐渐关切化学

物质对人类体细胞和生殖细胞遗传结构的潜

在影响
,

才开始对化学物质的应用进行控制

据估计
,

目前世界上应用的化学物质达 万

种以上
,

而且每年投人环境中的新化学物质

还有 。种以上
,

如此之多的化学物质对人

的近期和远期作用究竟如何
,

这迫切需要现

代科学予以回答的

过去的慢性毒性和致癌性试验过程缓慢

并耗费极大的财力物力 而且全世界每年有

能力进行动物试验的化学物 质 也 只 有 几 百

种
,

按照现有的能力检定所有化学物质需要

长达 多年的时间和花费几十亿美元的代

价
,

显然是行不通的
,

因此一定要采用短期试

验

遗传学和细胞学的基本 原 则 结 合 在一

起
,

成为遗传毒理学的根据 遗传毒理学是发

展很快的探索性领域 它的发展使人们认识

到致癌源造成 分子的损伤和肿瘤的发

生有关 突变剂多数为致癌荆
,

所以一种物质

的致癌作用首先可以从致突变效果上表现出

来
,

短期测试方法都是根据受检物质对靶细

胞致变性的原理而设计的 检验化学物质诱

发的致变
,

致癌
,

致畸的研究已成为世界各国

医药界新的研究课题
,

成为本世纪 夕。年代发

展起来的一门新兴边缘学科
,

随着遗传毒理

学的发展
,

为满足现实需要
,

世界各有关实验

室均作了大规模改组
,

并成立相应环境保护

和毒理或生物学安全机构 近年来
,

为了组

织和协调世界各国的遗传毒理工作还成立了

不少相应国际组织 主要有环境诱变物和致

癌物国际防务委员会

自 年代开始
,

美
、

日
、

法
、

英
、

加拿大

等国所建立的短期致变检测方法多达 多

种
,

但每一方法都有一定的局限性
,

任何一种

方法所发现的基因或染色体损害都是受限制

的
,

因此需要几种方法互相验证 从 年代

的单一测试方法
,

发展成 年代的成套 或

一组 测试系统叩
, 包括用于检侧基因突变

和染色体畸变的各种测试方法 目前世界各

国所采用的测试系统可归纳为体外
,

体内和

其他侧试系统三大类 在体外测试系统中有

用于测定基因点突变的鼠伤寒沙门氏杆菌回

复 突 变 法
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,

大肠杆菌法

 
。 ,

酵



卷 期 环 境 科 学

母菌法  
, 和哺乳动物细

胞基因 突 变 试 验 玩  
 ,

以及体外细胞遗传试验

 殉罗
、 在体内

测试系统中有哺乳动物骨髓细胞遗传学试验
。  !

罗二  
,

啮齿动物微核试验
,

小鼠点试验
,

啮齿动

物显性致死试验  以 和

果蝇 隐 性 伴 性 致 死 试 验 孔
。 一

砍

 此外
,

在其他测试系统中还有

试验
,

体外 法
,

体外 法和精子

异常试验 严
,

一般选

择 一 种有代表性的
,

分别测定基因点突变

和染色体畸变的测试系统
,

用于检测和评定

化学物质的遗传毒性和潜在致癌性 各国所

采用的测试系统并不完全相同
,

但基本原则

和方针是一致的 即所选择的测试方法应是

相对容易实行
,

财力
、

物力合理
,

重复性好
,

对

各类化学物质敏感
,

并且在过筛化学物质中

确实有效 因此
,

主要采用体外测试系统再

适 当结合体内侧试系统的方针
,

下面就遗传

毒理学中
,

世界各国普遍采用的几大致变测

试方法及其发展动向进行介绍

一
。
法

。 , 。

自 夕 年 等首创用鼠伤寒沙门

氏杆菌回复突变试验检测化学物质 的 致 变

致癌以来受到各国的重视 冲 和 年

分别在西德 和 瑞 士 召 开 了第一 和 第 二 次

测试法专题会议
,

重点对 试验的

可变性及其意义进行了讨论 会后
,

一方面

对过去认为不重要的一些问题
,

如培养条件
,

组氨酸
,

溶媒等问题引起重视
,

并对标准菌株

丁  ! 和点试法认为可以取消
,

以节省工 作

量
,

在现有的短期试验中
,  法虽较敏感

,

但毕竟还有约 务 的假阴性结果
,

致变 致

癌剂丝裂霉素
,

用过去的五株标准菌株检

测不能获得阳性结果 因此近年 法又

得到改进
,

特别是增加新菌种后
,

使该法的敏

感性又有所提高 新菌种
, 为移码回变

型菌株
,

对移码回变剂的回变作用较 ,

移码回变型菌株敏感
,

并且用任何标准菌株

不能检出的 毒素和芳香烷基三氮烯 卜

 ,

可使 , 发生回变
,

因此目

前已用 代替 二 , , , 对硝

基类
,

交联剂等敏感
,

因此丝裂霉素

能获得阳性反应 近年又发现新菌种 。

对氧化剂和多种致 变 致 癌 剂 敏 感 因 此

实验室建议应用
, , ,

和

 作为四株标准测试菌株来代替原来的

五株菌株用于过筛试验中

法除了致力于菌种的改造以外
,

近

年 日本国立肿瘤研究所和东京大学医学科学

研究所的学者们又发展了预培养法
,

使过去

在直接平板试验中不呈现阳性反应的二甲基

亚硝胺
,

曲利本兰等化学物质获得阳性结果
,

同时可以使化学物质在更低的浓度呈现更高

的诱变活性 此外
,

在体外活化系统中
,

采用

了多种动物来源的肝匀浆
,

除常规应用大鼠

肝匀浆外
,

还增加了地鼠和小鼠肝匀浆
,

从而

提高了体外 活化系统
,

也就是 试验的敏

感性

二
、

哺乳动物细胞染色体崎变试脸 , 日

染色体畸变试验的方法很多
,

有体内和

体外法两大类 体外法多数是在培养的哺乳

动物细胞中进行
,

可采用已 建 立 的 细 胞 系

株 或原代细胞培养物 组织培养细胞来源

繁多
,

在实验系统中如何选择简单
、

敏感
、

快

速
、

重复性好的细胞系 株 是极为关键的问

题   自 年起用 中国地鼠

肺细胞 测试系统作为一种非常有用的工具
,

检测环境中的致变 致癌剂
,

历年来报道他们

实验室用该法检测的化学品在 年为  

种
,

年 种
,

年 种 年

种 这些化学物质包括已知致癌剂
、

食

品添加剂
、

药物
、

农药和其他广泛用于实验室

或工业上的化学物质 实验是和 A m es 试验
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平行进行的
,

基本上用 A m
es法获得阳性的化

学物质
,

在 c H L 系统中都获得阳性反应
.
特

别是在 A 川 e: 测试系统中获得阴性的某些已

知致变/致癌剂
,

如 乌 拉 坦 (u re
thane)

、

二

乙 基 己烯雌 酚 (D i
eth ylstilbe str

al)
、

巴比 妥

(B
arbital)

、

异赘酸阱 (Iso
niazid)

、

过氧化氢

(H yd
rogen perox记e)和非那西丁 (phe

naeeti ne)

等在 cH L 系统中恰获得阳性反应
.
而且非

那西丁 (1974 年 )
、

巴比妥 (l 97 5 年)
、

过氧化

氢(1976年 )等是 Ishi da te 用 C H L 细胞法首先

发现的新的变异原
,

以后这些变异原经长期

致癌试验又证实为致癌原
.
大量过筛资料证

明 : 在体外哺乳动物细胞染色体畸 变 试 验

中
,

c H L 细胞染色体畸变法是敏感的
,

行之

有效的方法
,

值得推广应用
.

三
、

微核试验氏
81

微核试验被 M at ter 和 sc hm
记 提出后 10

年
,

直到近年才受到毒理学家重视
.
由于微

核法简便
,

现已广泛用作化学致变试验
.
但

微核试验也有它的局限性
,

即敏感 性 较 差
.

近年来又致力于提高敏感性的国际性协作研

究工作
,

主要课题集 中于二方面
:
一是寻找

既敏感又容易繁殖的种和品系 ; 另一是寻找

敏感的靶器官
.
M at ter 等在六种动物中进行

了微核试验敏感性的比较
,

发现 中国地鼠和

小鼠较为 敏 感
,

但地 鼠 来 源 较 为 困 难
.

A es ch ba che r建立致变敏感的 M s 小鼠
,

但繁殖

较困难
.
H ay as hi 进一步肯定了 M s 小鼠的敏

感性
,

并使甲基亚硝基孤在 M s 小鼠中获 阳

性结果
.
我们最近以环磷酞胺为对象比较了

N IH
、

6 1 5

、

C
, 7

B L
、

C
3
H

、
L A C A 和 昆 明 杂

种 6 种小鼠在微核试验中的敏感性
,

发现不

同品系小鼠的敏感性是不同的
,

在实验的 6

种不同品系中
,

N
IH
小鼠是一敏感品系

.
国

内外尚未见类似报道
.

在敏感靶器官的寻查中
,

大量的工作集

中于肝脏
,

主要是对胎鼠肝和再生肝的研究
。

因为肝脏是机体重要的代谢和解毒器官
,

如

能以肝脏代替相对封闭的骨 髓进行微核 试

科 学 5 卷 3 期

验
,

那将大大提高微核试验的敏感性
.
但是

目前方法学尚存在不少困难
.

此外
,

在染色方法上也有新的尝试
,

如用

叮陡橙进行荧光染色
,

特异性强
,

观察简便
、

准确
,

缺点是只能观察嗜多染红细胞
,

若需观

察正成红细胞
,

仍需采用 Gi
em sa 染色

.

四
、

显性致死和果蝇隐性伴性致死 试

验
‘, , ‘时

显性致死和果蝇隐性伴性致死都是用于

测定生殖细胞染色体损伤后引起子代死亡的

方法
.
微核试验则是测定体细胞染色体损伤

的方法
,

这是二者的不同点
,

因此在致变试验

中各有其特殊的位置
.
显性致死突变是发生

于生殖细胞的一种突变
,

但这种作用并不引

起生殖细胞功能的紊乱
,

而它恰能杀死受孕

的卵或发生中的胚胎
.
因此显性致死表明该

种化学物质对受试动物生殖器官的影响可能

是直接中毒作用的后果
.

在果蝇的各种遗传试验中
,

以隐性伴性

致死试验 (SL RL ) 为优
,

黑腹果蝇 (D
rosophila

tn ela no ga ste o 遗传试验是其中之一 果蝇属

真核细胞生物
,

产卵量多
,

接触方法可以多

种
,

能检测从分子水平到染色体水平等各种

遗传损害
.
sL
RL 用于测定发生于昆虫生殖

细胞的二种突变
:
点突变和小的缺失

,

该突

变是一种前突变
,

用于过筛在 X
一

染色体大约

800 常位点突变的能力
.
目前法国

,

荷兰等

国已将果蝇遗传试验列人筛选程序
.

五
、

其他方法[l0J

自从 197 3 年 Latt 设计了姐妹染色单体

交换 (ScE ) 法后
,

近年又得到了一定发展
.

观察 SCE 的基本方法是由 5
一
澳去氧脉嚓吮

核营取代细胞 D N A 合成中使用的脉唾吮脱

氧核昔
,

经过区别染色
,

不仅可以分清不同周

期的丝裂细胞
,

还可以看到第二周期丝裂细

胞染色单体间核昔酸节段上的 互换结 果
.

SCE 交换认为是 D N A 损伤和修复的指 标
.

国内不少学者先后建 立 和报道 了 sc E 法
.

sc E 法在我国应用十分广泛
,

就方法学本身



, 卷 3 期

是满意的
,

但 scE 法在致变试验中的地位值

得商榷
.
国外有些学者认为 sC E 法的敏感

性基本上和 A m e: 法相同
,

就测试化合物的

种类并不能互补
,

S C E 交换的机制尚未得到

最后证实
,

此外影响单体交换的因素很多
,

因

此到目前为止
,

还没有一个国家将 SCE 法列

人该国的常规测试方法
,

用以评定化学物质

对人的危害
.

从短期致变试验发展方向看
,

近 10 年来

是大量寻找
、

摸索和建立各种测试方法的过

程
.
而今天

,

继续建立行之有效的新的测试

手段虽然仍是一项任务
,

但当前各发达国已

先后制订测试程序和规程
,

并根据规范要求
,

保留几种确实经济
、

简单
、

敏感并行之有效的

方法
,

在常规条件下过筛数以百计的化学物

质
,

为监测环境中的有害化学物质提供资料

科 学
。

61

。

和依据
,

为控制环境污染和保障人群的健康

作积极贡献
.

参 考 文 献

[ 1 ] V bgelet al
.,
龙

。才‘万口移 双“
‘ ,

“(3 )
,

1多, ‘1979)
.

[ 2 1 Ishi dat e
,

M

. ,
日本香桩品科学会志

,
6 ( l )

,
3 1

( 1 9 8 2 )

.

[ 3 ] D av i d

,

E

.
e t

al

. ,

P m
c
.

Na
fl

,

A

c a

d

.

万ci. U SA
,

7 9 (
1 0

)

,
7 4 4 5 (

1 9 8 2
)

.

[
4

] D
avi

d

,

E

.

e t 沮
.,
对“细ti o” Re

s .,
94 (

2
)

,

3 1 5

(
1 9 8 2

)

.

[ 多1 Ishi d ate
,

M

.

an d S

.

O ds
s h i m as

,

i b id

. ,

4 8 (
2

)

,

〕37 (19 77 )
.

[ 6 1 Ish id ate
,

M

.

et al

. ,

G 月N N 龙。移0 9 护4 P h
o 邓

Ca
”c e 护

R
e s e a 忙几

,

2 7
( 1 )

,

9 , ( 1 9 8 1 )
.

[ 7 ] Ae
se hb

ach改
,

H

.
e t 吐

.,
从州以勿移 Re

s
.,

59 (
2

)

,

3 0 1
(

1 9 7 9
)

.

[
8

I H 即
as址

,

M

.

et 吐
.,

ib id

. ,
1 0 , ( 2 )

,

乃3 (1982)
.

〔9 ] 大森羲仁
,

O E C D 化学物质毒性试验指针
,

4 25 页
,

化学工巢 日缀社
,

19 81 年
.

L10 〕 田 岛弥太郎等 ,

琪境变吴实验法
, 玛6页

,
盼谈社

,

1 9 8 0
-

微生物对甲基汞的降解作用

李 志 超
(白求愚医科大学)

本世纪五十年代
,

日本水懊湾地区发生

甲基汞中毒后
,

许多学者十分重视水体中无

机汞甲基化的研究
.
六十年代末

,

J en
se

n 和

Je rn l的 首先发现淡水水系沉积物中的无机汞

可转化成甲基汞 tlJ
.
经过进一步研究证实某

些微生物具有使其周围存在的汞化合物甲基

化的能力[2]
.
在此期间报道了很多无机汞甲

基化的资料郎
1, 但是有关微生物对甲基汞降

解作 用 的 报道 却不 多见
.
七 十 年代 初

,

L
an

d ne
: 发现微生物能把剧毒的甲基汞转 化

成毒性较低的形态切
,

其后有些学者相继 发

表了微生物在体内
、

体外环境中降解甲基汞

的文献资料
,

本文作扼要介绍
.

体 外实 验研 究

SP an sle r[,] 首先采用体外培养法
,

在密闭

的含有 50 毫升培养基和 25 微克漠化甲基汞

的容量瓶 内接种四株假单抱菌
,

经过五天的

培养
,

容量瓶内的甲基汞减少了 50 多
,

在容

量瓶上部空气中有甲烷和汞蒸气生成
.
在相

同的培养条件下
,

当培养基中接种上述四株

假单抱菌
,

而未加人甲基汞时
,

容量瓶内没有

甲烷生成 ;当培养基中加人甲基汞
,

而未接种

四株假单抱菌时
,

容量瓶内没有汞蒸气生成
.

这一结果表明假单抱菌具有降解甲基汞的能

力
.
作者认为这种细菌在含汞的沉积物中亦


