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人用药物注册技术要求国际协调会（International Confer-

ence on Harmonization of Technical Requirements for Registra-

tion of Pharmaceuticals for Human Use，ICH）在对药物遗传毒

性研究技术指导原则的最新修订草案 ICH S2（R1）中建议：体

内研究增加大鼠肝细胞彗星实验作为第二遗传终点。而以往

只要求微核实验一项遗传终点。并且，还建议将这两项遗传

终点通过联合形式在一次实验中完成检测，或者通过整合形

式融入28 d反复给药毒性研究中检测[1]。两项实验原理不同：

彗星实验可以直接检测到DNA损伤，包括单/双链损伤、碱性

不稳定位点、交联等多种类型；微核实验是检测药物致染色体

结构损伤和非整倍性改变。前者为基因水平，后者为染色体

水平[2]。将两项实验结合是一种完善和补充，可以更全面地评

价药物体内遗传毒性[3]。本研究中，笔者采用联合实验方法，

考察阳性化合物 N-乙基-N-亚硝基脲（N-ethyl-N-nitrosourea，

ENU）的体内遗传毒性。对于彗星实验，检测了多种脏器细胞

而不仅局限于《毒理学安全性评价标准操作规程指南》要求的

肝细胞，以探索该方法更广泛的应用范围[4]。

1 材料
1.1 仪器

DYCP-31F型电泳仪和DYY-6C电泳仪电源（北京市六一

仪器厂）；石蜡切片伸展器（日本樱花公司）；NTS-1300恒温振

荡水槽（东京理化器械株式会社）；Komet 6.0图像分析系统（英

国安道尔科技有限公司）；Nikon eclipse 80i荧光显微镜（日本

尼康公司）；HB-RO超纯水机（杭州惠邦净水设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

ENU（Sigma-aldrich化学试剂公司，批号：119K175，纯度：

98％）；琼脂糖（北京市普京康利科技有限公司，批号：111860，

纯度：99％）；低融点琼脂糖（北京欣经科生物技术有限公司，

批号：060M1486V，纯度：98％）；戊巴比妥钠（德国默克公司，

批号：F20140816，纯度：99％）；超纯水为实验室自制。

1.3 动物

Sprague Dawley大鼠 10只，SPF级，成年♂，体质量 180～

210 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物合格

证号：SCXK（京）2007-0001。
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摘 要 目的：考察体内彗星实验联合微核实验检测化合物遗传毒性的可行性。方法：以阳性化合物N-乙基-N-亚硝基脲为模型

药物，取♂大鼠随机分为空白对照组和给药组[40 mg/（kg·d）]，每组5只，灌胃给药3次，末次给药后3 h处死大鼠。进行彗星实验，

收集大鼠外周血、肝、胃、睾丸组织经前处理制备成单细胞凝胶玻片进行电泳，使用Komet 6.0软件分析单细胞显微图像，每种组织

分析100个细胞（胃组织50个细胞），计算尾部DNA百分含量。进行微核实验，收集大鼠骨髓细胞进行涂片，计数2 000个嗜多染

红细胞（PCE）中含微核细胞（MNPCE）的数目及嗜多染红细胞微核率。结果：与空白对照组比较，模型药物可使大鼠外周血淋巴、

肝、胃、睾丸细胞组织的尾部 DNA 百分含量明显增加（P＜0.05），并可使大鼠骨髓嗜多染红细胞微核率明显升高（P＜0.05）。结

论：彗星实验可用于动物体内多种脏器遗传毒性的检测；微核实验可用于动物骨髓细胞的遗传毒性检测。
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Detection of Chemical Genotoxicity with Comet Assay Combined with Micronucleus Test in vivo
WANG Xin，WANG Chen，SONG Jie，LI Bo（National Institute for Food and Drug Control，Beijing 100050，

China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the feasibility of chemical genotoxicity with comet assay combined with micronucleus

test. METHODS：Using positive compound N-ethyl-N-nitrosourea as model，mail rats were randomized into blank control group

and medication group [40 mg/（kg·d）]，with 5 rats in each group. They were given medicine three times intragastrically，and then

sacrificed 3 h after last medication. For comet assay，peripheral blood，liver，stomach and testis of rats were collected to prepare

single cell gel slides for electrophoresis. Komet 6.0 software was used to analyze electrophoretic images；each animal collected 100

cells per tissue（except for stomach 50 cells），and the percentage of tail DNA was calculated. For micronucleus test，bone marrow

cells were collected to smear and count the number of MNPCE from 2 000 PCE of one animal. RESULTS：Compared with blank

control group，the percentage of tail DNA increased significantly in peripheral blood，liver，stomach and testis of rats with model

drug（P＜0.05），and the rate of micronucleus in PCE increased significantly with model drug（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Comet

assay can be used to detect the genotoxicity of many organs；micronucleus test is suitable for the detection of the genotoxicity of

marrow cells.
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2 方法
2.1 溶液的配制

2.1.1 细胞裂解液。取146.1 g氯化钠、37.2 g乙二胺四乙酸二

钠（EDTA-2Na）、1.2 g三羟甲基氨基甲烷（Tris）、12 g NaOH溶

解于适量超纯水中，NaOH调 pH至 10.0，定容至 890 ml，临用

前加入 1％聚乙二醇辛基苯基醚（TritonX-100）和 10％二甲基

亚砜（DMSO），即得。

2.1.2 切碎液。取 7.45 g EDTA-2Na溶解于 900 ml无钙、镁、

酚红的Hank’s液，调pH至7.5，临用前加入10％ DMSO，即得。

2.1.3 电泳缓冲液。取 12 g NaOH和 0.372 g EDTA-2Na溶解

于1 L超纯水中，调pH＞13.0，即得。

2.1.4 中和液。取 0.2 mol/L Tris-HCl溶液，调 pH至 7.4，加染

液（20 µg/ml吖啶橙溶液）即得。

2.2 分组与给药

取大鼠随机分为空白对照组和给药组，每组5只。空白对

照组大鼠灌胃给予生理氯化钠溶液；给药组大鼠灌胃给予

ENU 40 mg/（kg·d），给药体积为 2 ml/kg。共给药 3次，前 2次

给药间隔为24 h，第3次给药间隔为21 h，末次给药后3 h腹腔

注射4.5％戊巴比妥钠溶液进行麻醉，解剖并收集组织样本，之

后放血处死。

2.3 彗星实验样本采集

（1）血液：每只大鼠从腹主动脉采血200 μl，移入肝素化采

血管，反转振摇防止凝血，放入碎冰盒内备用。（2）肝组织：剪

断大鼠腹主动脉，自肝门静脉缓慢推注冰冷的生理氯化钠溶

液直至肝脏鼓起发白，剪下左侧一小片肝叶组织，放入试管中

并加入切碎液，剪碎组织以释放细胞，然后放入冰盒内备用。

（3）胃组织：剪下大鼠胃腺组织，洗净，放入一试管中，加入适

量切碎液预孵30 min，取出组织，用刀片轻刮内壁2次，弃掉表

层胃黏膜细胞，再用刀片轻刮胃内壁数次，加适量切碎液将刮

下的内壁细胞转移入另一试管中以释放细胞，然后放入冰盒

内备用。（4）睾丸：摘取大鼠左侧睾丸，加入适量切碎液，剪碎

以释放细胞，然后放入冰盒内备用。

2.4 微核实验样本采集

摘取大鼠单侧股骨，剪断两端开放骨髓腔；吸取2 ml胎牛

血清，用注射器针头从股骨中冲洗骨髓至试管中，反复抽吸注

射器针头吹打骨髓细胞悬液，备用。

2.5 标本制作与观察

参照文献[5-6]彗星实验方法，通过细胞裂解，DNA碱性解

旋、电泳、中和、脱水制备大鼠血淋巴、肝、胃、睾丸的单细胞凝

胶玻片，参照文献[7-8]微核实验方法涂片，染色后，在400倍荧光

显微镜下观察并拍照。

2.6 数据分析与统计学处理

（1）彗星实验：使用 Komet 6.0图像分析系统分析单细胞

图像，使用尾部DNA百分含量（Tail DNA％）表示实验结果[9]。

对于不同组织样本，每只大鼠除胃组织分析50个细胞外，其余

组织分析100个细胞，计算尾部DNA百分含量，用平均值±标

准差（x±s）表示。采用 SPSS 13.0统计软件进行 t检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。（2）微核实验：每只大鼠计数 2 000

个嗜多染红细胞（PCE）中含微核细胞（MNPCE）的数目，以嗜

多染红细胞微核率表示实验结果[7-8]，采用SPSS 13.0统计软件

进行泊松分布检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 彗星实验观察结果

给药组大鼠的外周血淋巴、肝、胃、睾丸组织细胞中均能

观察到明显的彗星拖尾现象，DNA碎片在电场的作用下迁移

离开彗头而形成扫尾，而空白对照组的各组织细胞中均未见

拖尾现象。在肝、胃、睾丸组织单细胞凝胶玻片中，还观察到

一些凋亡细胞，以胃组织细胞最多。这类细胞图像一般彗头

很小或者消失，彗尾很长，彗尾呈椭圆或者纺锤形[9]。凋亡细

胞不进行计数和统计分析。出现凋亡细胞的原因推测是研究

中制备的脏器种类较多，导致每类样本的采集和处理步骤耗

时较长，细胞在外因的作用下损伤严重而启动凋亡程序，并非

药物导致。由于胃组织细胞的制备过程更加复杂，所以出现

凋亡细胞数目最多，故研究中胃组织只观察分析 50个细胞。

给药组胃组织凋亡细胞电泳图见图1，各组大鼠脏器细胞电泳

图见图2。

3.2 彗星实验DNA含量结果

与空白对照组比较，给药组大鼠外周血淋巴、肝、胃、睾丸

组织的尾部DNA百分含量明显增加（P＜0.05），表明ENU可

对外周血淋巴、肝、胃、睾丸4种组织产生显著的DNA损伤，结

果见表1。

3.3 微核实验结果

与空白对照组比较，给药组大鼠骨髓嗜多染红细胞微核

率明显升高（P＜0.05），表明ENU可诱导大鼠骨髓微核发生，

对大鼠骨髓细胞分化成熟产生影响，结果见表2。

4 讨论
ENU是一种烷化剂，造成DNA损伤的机制明确，是方法

图1 给药组大鼠胃组织凋亡细胞电泳图（×400）

Fig 1 Electrophoresis image of gastric apoptotic cells in

medication group（×400）

空白对照组：

A B C D
给药组：

A B C D

图2 各组大鼠脏器细胞电泳图（×400）
A.外周血；B.肝；C.胃；D.睾丸

Fig 2 Electrophoresis image of cells in those organs of rats

in each group（×400）
A. peripheral blood；B. liver；C. stomach；D. testis
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学研究中的常用工具药[10]。研究中，应用彗星实验方法对给予

该化合物处理的大鼠外周血淋巴、肝、胃、睾丸多种组织进行

检测，结果均为阳性。可见，彗星实验的用途非常广泛，可依

据具体实验目的、药物作用的靶器官或蓄积部位、药物代谢途

径或作用的不同，选择不同的组织进行研究。

根据微核形成的动力学原理，母红细胞在骨髓中完成脱

核的时间大约需要20 h，生成的网织红细胞分泌进入外周血的

时间大约需要＞30 h。因此，骨髓微核的检测时间应该在给药

后约20 h。本次研究中，微核样本的采集时间是在第3次给药

后3 h，距离第2次给药后24 h[7，11]。对比微核原理，第3次给药

的剂量还不能产生微核，因此微核实验实际的药物暴露量为

80 mg/kg。但彗星实验实际的药物暴露量却是120 mg/kg。两

项指标在药物暴露量上出现了差异。若待测物的实验结果恰

好为临界值，或者当一项结果为阳性一项结果为阴性时，以上

暴露量的差异就会严重干扰结论的判断。因此，无论是采用

联合还是整合的哪种研究方法，在兼顾药物充分暴露的前提

下，选择恰当的剂量和检测时间点都是实验设计中的核心问

题[11-12]。本次研究，笔者采用彗星实验联合微核实验的研究方

法，是对 ICH最新修订精神的初探，希望与同领域人员交流探

讨，以更加合理地开展实验研究。
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表1 各组大鼠脏器组织的尾部DNA百分含量比较

Fig 1 Comparison of the content percentage of tail DNA in

tissues of rats in each group

组别

空白对照组

x±s

给药组

x±s

外周血淋巴细胞，％
平均值

2.32

2.20

2.97

3.15

2.54

2.64±0.411

14.22

22.78

18.12

20.45

23.62

19.84±3.803＊

标准差
2.741

2.988

3.562

3.412

2.722

10.158

8.656

12.394

10.771

10.549

肝细胞，％
平均值

3.01

2.86

2.78

3.58

2.86

3.02±0.325

22.92

20.18

23.46

19.11

27.52

22.64±3.281＊

标准差
3.269

2.231

3.056

4.215

3.036

13.342

9.563

14.281

10.032

13.203

胃细胞，％
平均值

3.21

3.14

3.32

2.98

2.87

3.10±0.180

23.14

17.88

15.83

19.49

17.20

18.71±2.806＊

标准差
3.450

3.692

3.658

3.357

3.172

21.692

15.217

17.661

19.732

15.292

睾丸细胞，％
平均值

4.75

4.32

3.76

3.54

3.53

3.98±0.537

30.26

33.15

28.42

27.19

35.67

30.94±3.469＊

标准差
5.986

5.361

4.165

4.329

3.894

27.130

30.392

30.776

29.238

32.156

与空白对照组比较：＊P＜0.05

vs. blank control group：＊P＜0.05

表2 各组大鼠骨髓组织的嗜多染红细胞微核率比较

Tab 2 Comparison of the rate of micronucleus in PCE in

each group

组别
空白对照组

x±s

给药组

x±s

嗜多染红细胞个数
2 000

2 000

2 000

2 000

2 000

2 000

2 000

2 000

2 000

2 000

微核嗜多染红细胞个数
1

1

0

1

3

39

43

50

13

24

嗜多染红细胞微核率，‰
0.5

0.5

0.0

0.5

1.5

0.6±0.55

19.5

21.5

25.0

6.5

12.0

16.9±7.51＊

与空白对照组比较：＊P＜0.05

vs. blank control group：＊P＜0.05

··3109


